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L は じ め に

　形質転換植物 の 作出は比較的容易 で あ り，今 日で は様 々

な遺伝子 を導入 さ れ た 多種 多様な 形質転換植物が実用 化 さ

れ ， 栽培されて い る．それ らの 多くはス トレ ス 耐性付与あ

る い は保存性 の 向上の よ うな形質が付与さ れ た もの で あ

る．しか し，形質転換植物の 利用 はその ような形質の 計画

的改変の み に とど まらない ．本稿 で は，ル シ フ ェ ラ
ー

ゼ 遺

伝子をレ ポーターとして 導入 した 形質転換植物 に つ い て解

説 し， 高等植物 の 抵抗性誘導剤 に よる遺伝子発現誘導解析

につ い て 応用 した具体例に関して 述 べ ，そ の 可能性に つ い

て論 じる，

　植物の 全身獲得抵抗性 （Systemic　 Acquired　 Resistance；

SAR ）の 誘導は病害応答遺伝子群 の 発現 を指標 とするこ と

が で き る．例 えば，抵抗性誘導活性が あ る サ リチ ル 酸

（salicylic 　acid ；SA ）等の 化合物 を植物体 に 処 理 した 場合，

病害応答遺伝 子群 の 強 い 発現誘導が 起 こ り，続 い て それら

が コ
ー

ドす る タ ン パ ク質の 蓄積 に 至 る．従 っ て，こ れ らの

遺伝子発現あるい はタ ンパ ク質の 蓄積 を検出する こ とに よ

り， 植物 の 病害抵抗性 の 発現 の 指標 とする こ とが 出来

る
1・2｝，しか し，遺伝子発現や タン パ ク質 の 量的変動を観察

す る手段 として 用 い られ る様 々 な手法 は 通常，生体組織か

らの 核酸 ・タ ン パ ク質の 抽出ある い は 組 織固 定が 必要で あ

り，それ らの 時間的
・
空間的変化 を追跡するため に は，多

くの 試料を犠牲 に す る必要 が ある．ま た，信頼性 の 高い デ
ー

タを得るためにはより多くの 試料を用 い なければならず，

そ の た め の 労力は 膨大なもの となる．

　 レ ポー
タ
ー遺伝子を導入 した 形質転換植物を用 い る非破

壊的測定 は ， それらの 煩雑な過程 を省 き，簡便に デ
ー

タを

得るた めの 手法として有効である と思わ れ る．筆者らは レ

ポータ
ー

遺伝子を用 い た病害応答遺伝 子の 発現制御解析系

の 開発 を試み て きた．こ こ で は，そ の 一例 と し て タ バ コ

PRIa 遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー

の 発現解析 系に つ い て，ル シ

フ ェ ラーゼ （luciferase；　LUC ）を レ ポータ
ー

と して 用 い た，

病害応答遺伝子発現の 観察例を紹介する．LUC は ホ タ ル の

発光遺伝子 で あ 「，レ ポ
ー

タ
ー遺伝子 と して は 1986年 に応

用が開始 され た
3 ｝．その ア ッ セ イ系は遺伝子発現を経時的

に観察する実験系 として，現時点 で は ， 高等植物 に於 い て

遺伝子発現 の 非破壊的連続観察が 可能な唯
一

の 系である と

思われ る．LUC 遺伝子産物 は ， 他 の レ ポ
ー

タ
ー遺伝子産物

と比 較 して植物体内で の 半減期が 短 い ．特 に，基質とな る

ル シ フ ェ リン の 存在下 で は LUC 活性が不安 定であ るた

め，転写量 の 変動 が LUC 活性 に 反映 され や す い と い う特

徴 を持 つ
4）．LUC の 発光基質で あるル シ フ ェ リン は植物細

胞 ・組織へ の 浸透性が 優れ，細胞毒性 も認め られない ．こ

の 利点 を活 か し，微弱 な生物発光 を検出可能な高感度

CCD カ メ ラ等を用 い た in　vivo で の 遺伝子発現測定法 が 開

発 され，実際に変異体 の 選抜な ど に利 用 され て い る．特 に，

光応答性遺伝子や ス トレ ス 応答性遺伝子の プ ロ モ
ー

タ
ー

と

LUC の 融合遺伝 子 を導入 した シ ロ イ ヌナ ズ ナを用 い た研

究 が行 われてい る．
’
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2．形質転換培養細胞 （BY −2）を用 い た 解析

形質転換効率 が極め て 高 く

る こ とが 可能 で あ る こ と な どか ら植物分 子 生物学実 験 に頻

繁に 用 い られる
5〕．そこ で，こ れらの 特徴 を活か した実験系

の 開発 を試 み た．タ バ コ の ゲ ノ ム DNA か ら 増 幅 し た

PRla 遺伝子プ ロ モ
ー

タ
ー領域 を LUC 遺伝子 と融合 させ ，

　タバ コ 培養細胞 として普及 して い る BY −2 は 増殖 が 速

く，取 り扱 い が 容易で あ り，ア グロ バ ク テ リ ウ ム 法 に よ る

　　　　　　　　　　　　，多くの 形質転換系統を作製す

図 1 ル シ フ ェ ラー
ゼ 遺伝子をレ ポーターと して 用 い た，

タバ コ BY −2 形質転換細胞の 発現解析

24穴 マ ル チ ウ ェ ル プ レ ー
トに 形質転換細胞を液体培養 し，

lmM ル シ フ ェ リ ン 水 溶 液 を U5 容 加 え た の ち，高 感 度

CCD カ メ ラを用い て 発光状況を観察 した．各ウ ェ ル の 明 る

さは発 光 量 即 ちル シ フ ェ ラーゼ 遺 伝 子 の 発 現 レ ベ ル を示

して い る．

pBI12 】由来の プ ラ ス ミ ドベ ク ターに挿入後ア グ ロ バ ク テ

リウ ム 法 に よ り BY −2細胞を形質転換 した．得 られ た 形質

転換体 をコ n ＝ 一ご とに 分離し，マ ル チ ウ ェ ル プ レ
ートに

移 して液体培養し，斉
一

な細胞株 を確 立 させ た （図 D．そ

れらの 中から， 生育が 良好 な細胞株を選抜 し，サ リチル 酸

に よ る PRIa 遺伝子 の 発現誘導実験を試み た．LUC 活性 の

測定は，
BY・2 懸濁細胞に 直接 ル シ 7 エ リン 水溶液 を加え ，

細胞 か らの 発光量を フ ォ トン カ ウ ン ターあ る い は 高感度

CCD カ メ ラで検出する こ と に よ り行 っ た．その 結果， 細胞

株間の LUC 活性に は大きな差異が 認 め られ，非誘導時に

お い て も高い LUC 活性が 検出され る 細胞株が 多か っ た．

また，内在性 PRla 遺伝子 の RNA ゲ ル ブ ロ ッ ト解析 の 結

果 とは 異なり，
SA 処理 に よ る発現誘導 レ ベ ル の 上昇 は殆

ど観察されなか っ た．しか し，ル シ フ ェ リン の前処理 を行

うこ とで，非誘導時の LUC 活性 を低 く抑 え る こ とが 可能

で ， 細胞株に よっ て は 明瞭な発現誘導が観察可能であっ た

（図 2）．

3．形質転換タバ コ を用 い た解析

　微弱な生物発光を検出可能な高感度 CCD カ メ ラ を用 い

るこ とにより，リアル タイム で植物体 か らの 微弱発光 を視

覚化 し ，
LUC 活性の 検出，定量が 可 能で ある．そ こ で，前

述 の PRJa と LUC の 融合遺伝子を導入 した形質転換 タバ

コ を用 い て，PRIa 遺伝 r一プ ロ モ
ー

タ
ー

活性 の 観察を 試 み

た．タバ コ の 本葉 を用い た場合，BY −2 細胞 と比較 して，非

誘導時の 活性 が 低 く，
SA 処理 に よ る 明瞭な発現誘導を観

察するこ とが で き， 発現部位 をリア ル タイム に 可視化する

こ とが 可能 で あ っ た （図 3）．その 発現誘導パ タ
ー

ン は 内在
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図 2　 タバ コ BY −2 培 養細胞 に お け る PRla 遺伝子 プ ロ モ
ー

タ
ー

の サ リチル 酸に よる発現 誘導をル シ フ ェ ラ
ー

ゼ 遺伝子 をレ ポ
ー

タ
ー

として経 時的に 定量 した実験例

ル ミ ノ メ
ー

タ
ー

の 測 定用 試験 管に 形質転換 BY −2 を分 注 し，
さ らに ImM ル シ フ ェ

1）ン を加 え た 後，経 時的に 発光量 を測定 した．
ル シ フ ェ リン とサ リチ ル 酸 を同時に 加 えた 場合，蓄 積 した LUC タン パ ク質に 由来 す る バ

ッ ク グラ ウ ン ドが 非常 に 高 く，SA 処理

に よる発現誘導は観察 しが た い が 〔A ），ル シ フ ェ リン の 前処理 に よ リバ
ッ クグラウ ン ドは低減 し，明 瞭な発 現 誘導が観 察可 能 と

な る〔B），
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性 PR ・1a遺伝子 の発現パ ターン とほ ぼ
一

致 して い た．こ の

実験系を用い る こ とに より PR1 α 遺伝子発現 の 時問的，空

間的な観察が 囗∫能で あ る こ とが 示 された．また ，
こ の 実験

系 で は，CCD カ メ ラ を設置した暗箱の 大きさに よ る制約

が あ る の み で ， 実際に い か なる 形状 の サ ン プ ル で あ っ て も

観察 が 可能で あ り，鉢植えの タバ コ を暗箱内 に持ち込 ん で

観察を行うこ と も可能で あ っ た （図 4）．

4，形質転換シ ロ イヌ ナズナを用 い た解析

　シ ロ イ ヌナ ズ ナ に お い て もタバ コ と類似 した サ リチ ル 酸

処理 に よる PR 　1遺伝子 の 誘導が 観察さ れ る
6）．また，それ ら

の 情報伝達系の 変異体 も数多く取得されて い る．しか し，

前述 の タバ コ を用い た 系 で は分 子遺伝学的解析等を十分 に

実施する こ とが出来ない ．そ こ で ， シ ロ イヌ ナ ズ ナを用 い

LED 　lmage Photon　Detection

図 3　タバ コ 形 質転換植物葉 にお け る PRIa 遺伝子 プ ロ モ
ーターの サ リチ ル 酸 に よ る 発 現 誘導 を ル シ フ ェ ラ

ー
ゼ 遺伝子をレ

ポーター
と して 高感 度 CCD カ メ ラ を用 い て観察 した例

切 「1取 っ た タバ コ 葉 に対し5mM 　SA を図申に 示した 部位 に 処 理 し，24時間後に ル シ フ ェ リン を葉面全体に 噴霧 し た 後，図 1 と

同様 な シ ス テ ム を用 い て 発 光 状況 を観察 した．左 図 は LED 光源 に よる反 射光像，右図は 同
一

画面の 発光像，

LED 　image after　luc　　　O　hr6hr24hr 　　　　30 　hr

　 　 seooo

萼鬘・…

　 　 40000
：
・
≡

竃為　 30000

難 2。om
睾8−一

　　10000

　 　 　 　 0Ohr

　　　6hr 　　 24hr 　　 30hr

　 　 time　after 　SA 　treatment

図 4PRla 遺伝 子 プ ロ モ
ーター

の サ リチ ル 酸 に よる発現誘導をル シ フ ェ ラ
…

ゼ 遺伝子をレ ポーターとして連 続観 察 した 例

図 中に 示 した 部位 に SA を処理 し，発現状況を高感度 CCD カ メ ラ で観 察 した．　SA を処 理 した 部 位 に お け る発 光量 を定量した 結

果が 上の グラ フ．
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た実験系 の開発 を試 み た．第
一

段階 として ， タバ コ の 系で

用 い た プラス ミ ドコ ン ス トラ ク トをシ ロ イヌ ナ ズ ナ に導入

し， その 発現動態 を観察した．その 結果，タバ コ と同様に，

SA 処理 に よっ て 明 瞭な発現誘導が 観察された（渡壁 ら，未

発 表）．こ の 結果 は
，

タ バ コ と シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ は 類似 した

SAR に よる転写活性化機構 を持つ こ とを示峻 して い る．こ

の 発現誘導は芽生えを用 い た場合で も観察 ・∫能で あ る こ と

か ら，LUC 活性を指標 と した ， 新規 な変異体 の 選抜や，

SAR 誘導能を示す化合物の ス ク リー
ニ ン グな ど に 活用 で

きるもの と考えられ た．

5．SAR 誘導薬剤の 作用機作解析

　本稿 で紹 介した ，
LUC をレ ポ

ー
タ
ー

と して 用 い た 遺伝子

発現検出系は非破壊的で ，極め て高感度で あ る こ とか ら，

時間的 ・空間的な定量解析に適 して い る．従 っ て ， 薬剤 の

作用機作解析 に 必要な SAR 誘導マ
ーカー

の 発現状況 を比

較検討する た め に は 好適な実験系 で あ る と考えられる．実

際 に，作用点が 異なるとさ れ て い る SAR 誘導薬剤 を用 い

た場合，それ らの 濃度依存的な PRla 遺伝子発現誘導能の

比較，発現誘導の 時間的な差異に関する情報を比較的簡単

に得 る こ とが 可能で あ っ た （渡壁 ら，未発表）．

6．問題点と今後の 展望

　筆者らの こ れまで の 経験か ら，得られ た実験結果 は 供試

植物 の 状態 に よりか な りの 変動 を示す こ とが 判明 して い

る．特に in　vivo で の LUC 活［生測定実験 で は ， 植物や培養

細胞の 育成環境 の コ ン トm 一
ル が 重要で ある．また，PRla

遺伝 子 は 老化 に よ り誘導さ れ るの で ， 植物体 を用 い た 場合

で は ， 老化 し始め た成葉 で の ア ッ セ イは PRla 遺伝子 の 発

現 レ ベ ル が高 く，薬剤処理 に よる 誘導 は 殆 ど観察 で きない．
一

方，様々 な環境，薬剤処理 に よるル シ フ ェ ラ
ーゼ活性そ

の もの へ の 影響 も十分 に 考 慮す る必要 があ る．さらに，

LUC による発光に は，基質 の 他に酸素と ATP が 必要で ，

これ らが 細胞 内に あ る程 度存在 しな い と LUC 活性 が得ら

れ な い ．今 まで に具体的な例は知 られ て い ない が，LUC の

発現量が 極めて高 い 場合 ， 発光 に ともな う酸素 と ATP の

消費が 細胞 の 活 性 に 影響す る可能性 が あ る．そ れ らを考慮

して，適切な対照実験区を設定し，実験結果を解釈する必

要 が ある．

　組織
・
器官レ ベ ル で の 発現誘導状況の 観察に は 超高感度

CCD カ メ ラ （VIM カ メ ラあるい は冷却 CCD カメ ラ）シ ス

テ ム が 必要で ある が，微細部分 の 観察は 困難 で あ り， その

解像力は GUS 染色や in　situ ハ イブ リダイゼ
ーシ ョ ン に は

及 ぼ な い ．ま た，発光検 出の た め の 備 品，消耗品 と もに 比

較的高価 で ある こ とは LUC ア ッ セ イの 系が 普及 しない 要

因 の ひ とつ で あるとも考 えられ る．

　
一
方，LUC の 性能向上 の た め の 研究 も行 わ れ て お り，こ

れ まで に ア ッ セ イ試薬の 改良の ほ か ，
LUC 遺伝子 の 発現

効率 を向上 させ る た め に 塩基置換の 導入 に よ る改良な どが

試み られ て い る．野性型 の LUC タン パ ク質はペ ル オ キ シ

ゾー
ム 移行配列，グ リ コ シ ル 化部位を有 して お り， そ の

cDNA 配列に は パ リン ドロ
ー

ム 配列などが 存在するが，そ

れ らを除 き，
コ ドン 使用頻度を改良した もの が 既 に 市販 さ

れ て い る．今後は ， 異な る発光波長 の LUC も使用可能と な

るこ とが 期待される．さ らに，そ れ らの検出 ・定量が可能

で，安価 な 測定機 器 の 開発 が 望 まれ る．

　本稿 で紹介した LUC レ ポーター遺伝子 を導入 した形質

転換植物 ・培養細胞は 高感度なバ イオ セ ン サー
の
一

種 と し

て 考 える こ とが出来る．それ らを利用した 実験系は，大規

模な大量解析実験 に も適して お り，ハ イス ル
ープ ッ トス ク

リーニ ン グへ の 応用 が可能で あ る．今後は ， 培養細胞，タ

バ コ 植物体 ，
シ ロ イ ヌナ ズナそれ ぞ れ の 系 の 利点を活か し

た新た な 実験 系 を構築し， 新規 な化合物あ る い は遺伝子 の

探索 ・単離 ， それ らの 特徴付け な どに利用 さ れ る こ とが 期

待さ れ る．
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