
The Society for Bioscience and Bioengineering, Japan

NII-Electronic Library Service

The 　Sooiety 　for 　Biosoienoe 　and 　Bioengineering 厂　Japan

2 日 目D 会 場 　 　227

2S・DaO3　　植物で の有用 タ ン パ ク質 生産 の ため の 植物特異

　　　　　　　的糖鎖 付 加の 抑制法 の 開発

　　　　　　0 松 岡 re　i，2，新間 陽
一3

，岡 拓二
3’1，陶山 明 子

1，森口 亮
1，

　　　　　　　齋藤 扶美 恵
3
，地 神 芳 文

S

　　　　　　 （
1

九大院・農、2 理 研 ・植物 セ ン タ
ー，

3
産総研 ，

4
崇城大・

　　　　　　　応生 命）

植物 を宿主 とす る 有用 物質 の組 換 え 生 産 は 、そ の コ ス トが 動物、微生物 と
比 較 して安価 な こ と、櫃物 は移 動せ ず収 穫 も 容 易 で あ る こ と等か ら 注 目さ
れて い る。特 に、近年 の再 生戻療技術の 発達に よ り、今 後 ヒ ト組 織 の 再生

の 為 に用 い られ る サ イ トカ イ ン や抗体医薬と して 用 い られ る ヒ ト型 抗 体等
の ヒ トや 動物 由来 の 有用 タ ンパ ク 質の 安価な供給が求め られ る よ う に な る

と考 えられ て い る。有用 タ ンパ ク 質と して 考え られ る動物の サ イ トカ イ ン

や 抗体 は、分 泌性 の タ ンパ ク質で あ り、一部の もの で はその 活性発現 の為
にN 一

結合糖鎖の 付加が必 須で あ る こ とが 知られて い る e

植物 の 発現系は、植物 が酵母等よ り動物に近い N 一
結合型糖 鎖構 造 を持

っ こ とか ら、これ ら の ダ ンパ ク質を生産する 系と して 適 して い る と考 えら
れ る。しか しなが ら、植物 で サ イ トカ イ ン や抗体等の 有用 タ ン パ ク 質 を生
産す る場 合 に は、これ らの 有用 タ ン パ ク 質に植 物の 分泌 系固有の 修飾が 起
ら な い こ と が 望 ま しい ．しか し、トウモ ロ コ シで 発現 さ せ た IgAに は 、植
物型固 有の の 0一結 合型 糖鎖 が 付加 されてい るこ とが報告 されて い る、植物
で 発現 させ た N 一結 合 型 糖 鎖 を持 っ 蛋白質の多 くで 、動物 と植物で 共通 な

糖鎖構造の み な らず 、植 物 特 異 的 なN一型糖鎖 へ と糖鎖が 修飾されて い る こ

とが 見出され て い る こ と等 か ら、植 物 固 有 の 糖 鎖修 飾 と糖鎖変換の 抑制技

術が 必用と な る。
　こ の よ うな 植物特異的な糖鎖構造 の形 成 を 抑制 す る た め に は 、そ の 修飾
に 関 わ る酵素蛋 白質の 同定 と、そ の人工 的 な制御が必 用 と な る。植 物 のN一
型 糖 鎖 の 修 飾 機溝 にっ い て は古 くか ら 解析 され て お り、既に植 物固 有 の糖

鎖修 飾を 抑 制す る こと が、モ デル 植物に おい て 成功 して い る。
もう

一
つ の植 物 に 固 有 な タ ン パ ク 質へ の糖 鎖修飾 で あ る、埴物型 ○一結

合型糖鎖修飾 と して は 、タ ン パ ク質 中の プ ロ リ ン残基 の 水酸化 とそれ に引

き続 くア ラ ビノ ガ ラ ク タ ン また は オ リゴ ア ラ ビノ
ー

ス の 付加、及びセ リン

残基 へ の ガ ラ ク トース の付 加 が 知 られ る。こ れ らは その 糖鎖付 加部位や構

造が動物や 菌類の もの と異 な る こ とか ら、そ の 修飾機 構も異な って い る と

考え られるが、その 修飾に 関わ る遺伝 子 にっ い て は 、一部が 同定 されて い

る に 過ぎない 。こ の ような状況 下 で、我 tt は、経 済産 業 省 の 直 轄 プ ロ ジ ェ
ク ト 「植物 利用 高付加価 値物質製造 棊盤技 術開発 」 プ ロ ジ ェク トに 加 わ

り、平 成 18 年か ら、植物 に 固有 な0一結合型糖 鎖修 飾機構の 解 明 と、そ の

機溝 を 制御 す る こ と に よ る 植物 型糖鎖修飾抑制 技術 の 開発を進 めて い る。
本シ ン ポ ジ ウ ム で は 、既 に 確立 して い る植物 に 闘有なN一結合型糖 鎖の 部

分構造の 制御に っ い て 慨略 を 照 会 し、次 いで 我 々 の進 めて い る、植 物に 固

有な0一結合型糖鎖修飾機構 の解 析 結果 、及 び そ れ らを 用い た糖 鎖修 飾の 抑

制 の 試みに っ い て．紹 介す る。
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【緒 言 】 植 物 イ ソ プ レノ イ ドは最 も構 造 多 様 性に 富む 二 次代 謝物 フ ァ ミ

リ
ー

で あり．カ ロ テ ノ イ ド類，キ ノ ン 類．ス テ ロ ール 類 、天 然 ゴ ム な ど産

業的 に 重要 な天然化合物 が多 く含まれ る こと か ら，これ らの 代謝工 学的高

生産系 の 構築が 期待 され て い る．イソ プ レ ノイ ドは 炭素数 5の イ ソ ペ ン テ

ニ ル ニ リ ン 酸 （IPP） を基 本単位 として生 合成 され るが ．植物 細 胞 に お い

て IPPは 、細胞質 中の メ バ ロ ン 酸経路 と，色素体 中の MEP 経路 の 2っ の 経

路 に よ り供 給 さ れ て い る ．従 来の イ ソ プ レ ノ イ ド代謝 工 学に お い て は 、
IPP生合 成 以 降の 代 謝 経 路 に お ける 酵 素の 発現 制御が 主流 で あ っ たが，
IPPの 供給向 上 も非常に 重 要で ある．しか し．　 IPP生合成経路 は多段階で 制

御 され て お り，IPP生合 成 経 路 各 段階 の酵 素を 単独で 過剰 発現 させ るだ け

で は 十 分 な 効果 を得 る こ とが 出 来 な か った ，本 講演で は，モ デル 植物 シ

ロ イヌ ナ ズ ナ を材料 と し た転 写 ネ ッ トワ ー一ク 解析を 利用 した，IPP 生合成

経路の 各段階 を触媒す る酵素 の発現 を 包括 的 に 制御 し う る転写因子の 探索
と ，それを用い た イソプ レノ イ ド高生産系の 開 発 に つ い て 紹介 す る．
【転写 ネ ッ トワ

ー
ク 解折】 転写ネ ットワ

ー
ク解析 で は ，多 種 多 様な マ イ

ク ロ ア レ イ デ
ー

タを 統計 的 に 処理 し，発現パ タ
ー

ン に関 連性 の 高 い 遺 伝
予群をネ ッ ト ワ ーク化す る．植物 の 二 次代謝 物生合成 で は ，同

一
の 生合 成

経 路に 属す る酵素群は 協 調的 な転写制御 を受 けて い る こ とが多い た め ，既

知 の 生合成酵素遺伝予 をガ イ ドと し，それ が 含ま れる ネ ッ トワ
ー

ク内の 遣

伝 子群 か ら同
一

の 代謝経路 に 関与す る酵素遺伝子候補 を探 索で き る，さら
に ，そ れ らの 協調的発現 を制御す る転 写因 子 も同 じ転写ネ ッ トワ

ー
ク よ り

見 出せ る可 能性が 高い ．シ ロ イ ヌ ナズ ナ の イ ソ プ レノ イ ド生合成関連酵素
遺 伝子 群に 対 す る 転写 ネ ットワ

ー
ク 解析の 結果．MEP 経路酵素遺伝子群を

中心 と した 色 素 体内 イ ソ プ レノ イ ド生合成 関連 酵素の 遺伝 子群 が密な ネ ッ

トワ ークを 形 成 す る こ とが 分か った ．そこで ，こ の ネットワ
ー

ク に 含 まれ

る 複数 の 酵索 遺伝子 に 対 し高 い発現 相関性 を示す転写 因子 を探 索 し解析候

補 と した．
【イソ プ レノ イ ド代謝 を制 御す る転 写 因 子 の 探索】 転写ネ ットワ

ー
ク 解

析 に よ り絞 り込まれた転写因 子 候補の 機能 を迅 速 に解析す る た め ，ン ロ イ
ヌ ナ ズ ナ T87 培養細胞 に おい て これ らの 候補遺伝子 を過 剰 発現 させ ．　 MEP
経 路 の 酵素遺伝子を 中心 とした発現解析を 行った，これ らの候 補 の う ち ，
bHLH 型 転 写因子 お よ び type−B　Response 　Regulator 型転写 因子 に 関 し，各

転写 因 子 の過 剰発 現 レベ ル に応 じて，MEP 経路の 多段階の 酵素 遺伝子 の 発

現 上昇 がみ られ た ．ま た ，これ に 対応 し，色素体 内イソ プ レ ノ イドで ある

ク ロ ロ フ ィ ル ，カ ロ テ ノ イ ドの蓄 積 量 が 上 昇 して いた ．興味深 い こ とに．
過剰発 現細胞 で は カ ロ テ ノ イ ド生合 成 にお け る律 速 酵素 と され る フ ィ トェ

ン 合成 酵素．フ ィ トエ ン 不 飽和化酵素の 発 現 量 は変化 して い な か った ．ま
た ，詳細 なカ ロ テ ノ イ ド分析の 結果，上述の 律 速 酵 素 以降 で 分岐 した 複数
の カ ロ テ ノ イ ド生 合成 経路に 由来す る代謝 物 の蓄積 量 が 同時 に上 昇 して い

た ．以 上 の 結果は，MEP 経路の 増強 とそ れ に よ るIPP供給 の ．ヒ昇 が下 流の

代謝物 の 蓄積 を もた ら した こ とを示 唆 して い る．MEP 経路 の酵 素 遺伝 子を

包 括 的 に正 に制御す る 転写 因子の 報告は これ まで に無 く、転写 因 子 の過 剰
発 現 の み で 包括的 に イ ソ ブ レ ノ イ ド生合成能 を向上 させ る こ とが 出来 る新

規 な代as　T．学 的 手 法 と して 発展が 期待 され る、
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