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L は じ め に

　植物体 を供試 したラン ダム ス クリ
ー

ニ ン グは ， こ れ まで

新規除草剤 の 発見に お い て 中心 的役割を果 た して きた し、

今後 も欠 くこ との で きない 方法 で ある．こ こ で 注 目したい

点 は，ラ ン ダ ム ス ク リ
ー

ニ ン グに よ っ て 発見され た優秀 な

除草剤作用機作が 十数種程度しか ない こ とで ある．2000年

12 月に は シ ロ イ ヌナ ズナ の 全 ゲ ノ ム 解読が 発表 さ れ た が，

産業的成功 を収めた除草剤 タ
ーゲ ッ トサ イ トを コ

ー
ドす る

遺伝子数は全遺伝子数の 0，］％に も満 た ない ．それ で は ラン

ダ ム ス ク リーニ ン グ で 発見 しうる除草剤 タ
ー

ゲ ッ トサ イ ト

の数に は お の ず と限界が あ る の だ ろ うか ？ラ ン ダ ム ス ク

リー
ニ ン グ と異な る方法 で は 除草剤 リー

ド化合物は発見で

きな い の で あろうか ？

　 こ れ まで 医薬品開発に お い て 成果をあげ て い る バ イオ ラ

シ ョ ナ ル 法 は ，農薬開発 で は有効 な手段 とは なっ て い ない ．

農薬で あ れ医薬で あ れ，特定の 生化学反応に影響を及 ぼ す

有機化合物 で ある こ とに 違 い は な く， その 意味 で は バ イオ

ラ シ ョ ナ ル 法は農薬 り一ド化合物の 発見に お い て も有力な

手段 で ある．しか し， 農薬 は 害虫 ， 雑草 、 病原微生物 に対

して農業生産の 現場で施用 しなけれ ば な ら な い 点に お い

て，医薬品 とは 決定的に 異なる．た とえば，生化学反応を

促進 した り阻害す る活性 に 必要な化合物の構造 と ， そ の 生

化学反応 が 起 こ っ て い る生体 内に ，農業生産現場 に お い て，

速や か に到達する の に 必要と さ れ る化学構造 とは関係が な

い ．バ イオ ラシ ョ ナ ル 法に お い て，あらか じめ タ
ーゲ ッ ト

サイ トを設定する と い うこ とは ， 活性阻害に 必要な新規

リ
ー

ド化合物の 構造を規定するとともに，物理化学的性質

な ど も運命付け る こ とに もな る．い い か え る な ら ， ターゲ ッ

トサイ トを設定 した段 階 で す で に 農薬 として の 成否 が 決

まっ て い るともい える．そ こ で，分子生物学的
・
分子遺伝

学的な ア プ ロ
ー

チ に よっ て，2 万数T似 上 に の ぼ る植物遺

伝チ産物 の なか か ら，
で きる限 り多 くの 潜在的除草剤タ

ー

ゲ ッ トサイ トを同定すれば，それは バ イオ ラシ ョ ナ ル 法 と

イ ン ビ トロ ヌ．ク リ
ー

ニ ン グに よ る除草剤開発へ の 入 り口 を

広げるこ とに なると考えられ る．

2． ア ン チ セ ン ス RNA 発現 に よ る遺伝子機能の 解析

＊

〒 599−8531 堺 市 学 園町 1−1

　シ ロ イ ヌナ ズナ とイネで は全ゲ ノ ム 解読が 終了した．た

とえば ，
シ ロ イ ヌ ナ ズ ゲ ノ ム に は約26

，
000 の 遺伝子が 見つ

か っ た が，その うち実際 の 研究対象とな っ て い るの は全遺

伝子の 10％租度 で あ り
1）

， 新た に 発見され た 遺伝 r・の 機能と

相互作用を解明する こ とが こ れ か らの 主要課題 である．そ

の 意味 に お い て ，ゲ ノ ム 解析時代 に お け る除草剤 タ
ー

ゲ ッ

トサイ トの 同定は，機能未知遺伝子 の 生理 的役割解明 を目

的 と した 基礎研究過程 とオ
ーバ ーラ ッ プ して い る．機能未

知遺伝子の 解析に お い て ， もっ とも直接的な方法は 遺伝子

破壊であるが，微生物や マ ウ ス などで
一般的 に 用 い られる

相同組換えに よる遺伝予破壊は，植物に お い て は実現 して

い ない ．植物研究 に 利用 され る相同組換え以外 の 遺伝子破

壊や機能掩乱の 方法 につ い て は 後述 し，
こ こ で は 簡便 なア

ン チ セ ン ス RNA に よる遺伝子発現攪乱 を利用 した 除草剤

タ
ー

ゲ ッ トサ イ トの 探索に つ い て 紹介す る．

　理想的な除草剤タ
ーゲ ッ トサ イ トの 特徴とは，例えば，

（D 植物生育 に 必須 で あ る こ と， （2）他の 遺伝子産物 と機

能重複が無い こ と，（3）植物 に 特異的な機能を担 うこ とな

どで ある．た とえば必須ア ミノ酸生合成 は 有望 なタ
ー

ゲ ッ

トサ イ トと し て多くの 研 究 が あ る
Z・3｝．実際 に は，こ れ ら の

特徴を備 えた 植物特異的な代謝経路 の い ずれかに 焦点をあ

て，上述の よ うに ア ン チ セ ン ス RNA 発現 を利用 して遺伝
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子機能を撹乱 し， そ の代謝経路 に 関 ラ・す る タン パ ク量を低

下 させ る．その ようなア ン チセ ン ス 発現植物の 生育を観察

し， その タン パ ク を標的 と した 低分子有機化合物 の 発見が

植物生育制御 に 結び つ くか どうか を判断する．

3． モ デ ル 実 験

　モ デ ル 実験 と して
，

ア ン チ セ ン ス RNA 発現 に よ る シ ロ

イヌナ ズナ の EPSPS （5−enoylpyruvylshikirnate 　3−phosphate

synthase ）と ALS （acetolactate　synthase ）活性の 抑制を試み

た，EPSPS は シ キ ミ酸経路 の 6番 目の 反応 を触媒する酵素

で あり，除草剤 glyphosateの ターゲ ッ トで あ る．すなわち，

EPSPS 活性は芳香族 ア ミ ノ酸生合成 の 前駆体 を与え る た

め，その 阻害は微生物や植物の生育に 著 しい 影響を及 ぼ す．
一

方 ，
ALS は 分枝 ア ミ ノ 酸生 合成 阻 害型除草剤 の ターゲ ッ

トサ イ トで あ る．こ れらの タ
ー

ゲ ッ トに 対す るアン チ セ ン

ス 発現に は カ リフ ラ ワー
モ ザイ クウ イル ス 35S（以 ド，35S

と略す）プ ロ モ
ー

タ
ー

に よ る恒常発現系を用 い た．シ ロ イ

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 Sense　orientation
　　　　　　　　　 35S 　＿＿＿＿＿＿＿＿レ

RB 　NOS　pro1NPT　IVNOSter 　　　　　　 ene 　OHnlerest 　Nos 電er　　田

RB

　 　 Antisense　orientation
35S 　〈

＿＿＿＿＿＿＿＿

NOS 　prQ州 PT　Il1NOSter ene　of」r」terest　　NoG　ter　　 凵3

Fig，　l　T−DNA 　regions 　ofthe 　conslructs 　for　the　expression

of 　antisense 　RNA 　under 　the　comrol 　orCaM 、
厂 35Spromoter

against 　either 　EPSP 　synthase 　or 　acetolactate 　synthase ．
LB，　left　T−DNA 　border；R，　 right　T−DNA 　border：NPTII ，
neomycin 　phosphotrunsderase 　II　gene； Nos　 pro； nopaline

synthase 　promoter，　Nos　ter； nopaline 　synthase 　terminator ；

35S，　cauljflower 　mosaic 　virus 　35S　promoter、

ヌ ナ ズナは減圧浸潤法 によ っ て 形質転換し，形質転換体の

選抜 は カ ナマ イ シ ン 耐性 を指標 とした．アン チ セ ン ス 発現

カセ ッ トを Fig．1に 示す．こ の 実験で 用 い た減圧浸潤 法に

よ る シ ロ イ ヌ ナ ズナ形質転換法 の 詳細 に つ い て は他 の 総説

を参照 さ れ た い ．

　得られた 形質転換 シ ロ イヌ ナズ ナにお い て は，生育阻害

と ア ン チ セ ン ス RNA の 発 現 量 に は 概 ね 相 関 が あ る が

（Fig2）， 内生 EPSPS 発現 レ ベ ル と比較して ア ン チ セ ン ス

RNA 発現量が 大過剰で あるに もかか わ らず，形質転換植

物は生育 を続け，開花 し，種子 をつ け た．同様の 結果 が
，

ALS ア ン チ セ ン ス 発現 に お い て も見 ら れ た．実際に は

EPSPS や ALS 活 性 阻 害は 重要 な除草剤作 用機 作 で ある

が，こ の 実験結果か らは EPSPS も ALS も除草剤ターゲ ッ

トサ イ トと して は 適 して い ない と 判断され る．す なわち，

35S プ ロ モ
ー

タ
ー

によるア ン チ セ ン ス RNA 発現 と減 圧 浸

潤法 に よる形質転換 の 組 み 合わせ では，EPSPS もALS も

除草剤 タ
ーゲ ッ トサ イ トと して同定しえない ．

　減圧浸潤法 に よるシ ロ イ
．
ヌ ナ ズナ形質転換で は，開花前

の 花 芽 に バ イナ リーベ ク ターを導入 した ア グロ バ クテ リウ

ム を感染 させ るこ とに よ っ て，雌性配偶体へ の T−DNA 挿

入 ・形質転換が 起 こ る
4）．配 偶体組織 に お い て は 35Sプ ロ

モ
ー

タの 発現 は ほ と ん ど見 ら れ な い の で
4）

， 形質転換 直後

の 細胞で ア ン チ セ ン ス RNA が 発現 して，そ の 効果を発揮

するこ とはない と考えられ る が，受粉後の 種子成熟過程 ，

胚発生段階 に お い て は致死的効果を発揮する可能性を否定

で き な い ．

　すなわち， 真に重要な機能を担 う遺伝 f・の ア ン チセ ン ス

RNA 発現 は 発生 の 初期段 1；皆に お い て 致死的効果 を発揮 し

て しまうた め，発芽可能な形質転換種子 の 中に は ア ン チセ

ン ス を高 い レ ベ ル で 発現 しうるもの は残 っ て い ない の か も

しれない ．また，Fig．2 に 示 した 形質転換体 は ， 理 由は不明

A B

WT 　 5　 6　 7

A →

灘

8

Fig．2Expression　of　antiscnse　RNA 　towards 　EPSP 　synthase 　in ／lrabidopsis　thatiana．
A ；Phenotypic　changes 　o 「the　transgenic ．4rabidopsiS　lines　of 　anlisense 　RNA 　expression 　obtained 　through 　the　transformation

methQd 　 of 　v馳 cuum 　in創tration、

B；RNA −gel　blot　ana 且ysis　demonstrating　antisense 　RNAaccumu 】atiQn 　in　the　transformants 　shown 　in　A ．　Arrows　indicate　the　sense

（S）and 　antisense （A ）RNA 　signa ］s，　Numbers 　correspond 　to　the　plants　shown 　in　A ，
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で あ る が 大過剰の ア ン チ セ ン ス RNA を蓄積 して い て も生

育可能な系統 で あ っ た こ とを示唆して お り，むや み に ア ン

チセ ン ス RNA 発 現 量 だ け を増大 させ て も遺伝子発現 の 効

率的な抑制 は で きない と考えられ る．

　そ こ で ， 配偶体形質転換で は なく，培養細胞を経由した

形質転換に よ っ て ア ン チ セ ン ス 発現植物体 を得 るこ とを試

み た，こ の 方法 で は，形質転換操作 と個体再分化の 過程 で，

そ の 標 的遺伝 子 が関与す る生 合成経路の 最終産物 を添加 し

てお くこ とに よっ て ア ン チ セ ン ス 発現形質転換体 を レ ス

キ ュ
ー

で きる は ず で あ る．そ こ で 先の 実験 と 同様の 発現 プ

ラス ミ ド（35S プ ロ モ
ー一

タ
ー

に よる EPSPS ア ン チセ ン ス 発

現）を持 つ ア グ ロ バ クテ リウム を根 由来 カ ル ス に感染 させ

て 形質転換植物を得た．また，任意 の 時期 に ア ン チセ ン ス

を発現 させ る目的 で ， シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ 由来 の PRla プ ロ

モ ーターに よ る EPSPS ア ン チ セ ン ス 発現 も試 み た．　 PRIa

タ ン パ クは ， 植物が 病原休 の 侵入 に対して全身獲得抵抗性

（SAR ＞を誘導する際 の マ
ーカー

の ひ とつ で あ り，その 遺伝

子発現 はサ リチ ル 酸や benzothiadiazoleで 発現 が 誘導され

る
5）．こ の 実験 で は 形質転換体 が得られ る まで の 間，培地 に

は ア ミノ酸源 としてカザ ミノ酸 を添加 して お い た．35Sプ

ロ モ
ー

タ
ー

を用 い た場合 は，減圧浸潤法 に よ る形質転換実

験 と同様 に ア ン チ セ ン ス 発 現 系統 の 生育阻 害 が み られ た．
一

方，PRIa プ ロ モ
ー

タ
ー

の 場合 は，
サ リチ ル 酸ある い は

benzothiadiazole処 理 して も，ア ン チ セ ン ス 発現 レ ベ ル も

35S プ ロ モ
ー

タ
ー

の 場合 （Fig．2）ほ どに は 達せ ず ， 黄化や

生育阻害 の 症状 は 観察されなか っ た．F童g．2 に 示 した よ う

に，35S プロ モ
ー

タ
ーに よるア ン チ セ ン ス 恒常的過剰発現

に よっ て さえ も内生遺伝子 の サプ レ ッ シ ョ ン は 十分 に は起

こ らな か っ た こ とか ら，PRIa プ ロ モ
ー

タ
ー

で は なん らか

の 表現型を観察 しうるに 十分なア ン チセ ン ス RNA 発現 は

得 られ な い と考え られ る．ア ン チ セ ン ス に よ る遺伝子機能

抑制の メ カニ ズ ム 自体に不明な点が多 く， 結果の 解釈 を曖

味 に して い るの は事実で あ る が，これまで の 結果を総合す

る と，以下 の い くつ か の 点に集約 される．（D ア ン チ セ ン

ス 発現が有効 に 機能 し必須遺伝子発現を完全 に 抑制す る な

らば，形質転換体は得られ な い ．（2）内生 遺伝 子発現量 に

比べ て大過剰 の ア ン チ セ ン ス 　RNA が 蓄積 して い て も，完

全な遺伝 子 機能抑制は見られ な い ．（3）発 現 の 時期，あ る

い は特異性 （組織，細胞 ？）の 制御 が 必要 で ある．

4．人 エ ハ イ ブ リ ッ ド転写 調 節 因 子 に よ る

　　　　 ア ン チセ ン ス 発現系

べ るハ イブ リ ッ ド転写調節因子を利用 した ア ン チセ ン ス 発

現系 は，植物の 必須遺伝チ探索に お い て ある程度の 成功 を

収め た
6，．ハ イブ リッ ド型の 転写調節因子の 作出は 約 20年

前か ら行わ れ て い る．た と えば，酵母の GAL4 転写調節因

．f の N一末端側 に 存在 す る Zn フ ィ ン ガー．一
を含 ん だ DNA

結合 ドメ イン （DBD ）と異種生物由来の転写活性化 ドメイ

A

35S
　 h

LB GAL4DBDGI 　AD pNesiNPTtnos3
’

RB

LBpNostBAR 〆Nos 　Ter10xGAL4DBDATAGeneof 旧 terest

嘘

RB

　 こ の よ っ に ，
ア ン チ セ ン ス RNA 発 現 は，ある代謝系 の 特

定の 反 応 を抑制 し，生理 ・
生化学的な解析 を行 うに は適 し

て い る と考 えられ る が，既存の 恒常発現系 や 発現 誘導型 シ

ス テ ム を利用 した場合 に は，除草剤 タ
ーゲ ッ トサイ トの 同

定に利用する こ とは難 しい こ とがわか っ た．一
方，次 に 述

B

♀
hem［z　ous 　antisense　ex　ressin　Ilne

　 GAL4 　blnding　site 　an 樋5θnse

鬮 ■レ ＜1■ ■

一

　 　 　 　 十

♂

hemOZ 　 oustranscri 　 tion悟 ctor

35S 　　　GAL4 　DBD ＋ CI　AD

勸 驪 灘驪 轗 翻

罍 靉 蠶蠶邏

　 　 　 　 　 　 　 crOSS

一
　 　 　 　 　 　 　 segragation 　o晉anヒisense　expresslon

　　　　　　　　　　　 （1：1）
一

一 ■鹽 図■ 　 懸 讎 驪
十

十　 　 　 　　 　 　 十

Antisense　expresslon

十 十

Fig．3　A ，丁一DNA 　 regions 　 used 　 f  r　 the 巳xpresslon 　 of 　a

hybrid　transcription　facIor　consisdng 　o 「upor 〔ion　of 　DNA
binding　dQmain丘Qm 　yeast　GAL4 　protein　 and 　a　parし or

transcription　activaIion 　domain　from　maize 　C 【protein．　The
conslruct 　for　1he　 expression 　 of 　antisense 　RNA 　 towards 　 a

gene　of 　interest　under 　the　cQntrol 　Qr 　the　hybrid　transcription

faじtor　is　 also 　 shown ．
B．Schematic　 representation 　of 芝he　 antisense 　 expresslon

through 　the　cro ∬ ing　between　the　pollen　donor　of 　the　plants
expressingthe 　hybrid　transactivator　and 　the　hemizygous　line
containing 　 the　 antisense 　 expression 　 cassette ．　 ln　 the　 Fl，
antisense 　expression 　cassette 　should 　segregate 　l：lagainst　a
background　that　 always 　contains 　the　transactivator　in　the
hemizygous　 sしate．　Thus，　 successful 　 antisense 　expression

should 　occur 　in　50％ Fl　progeny，　leading　to　sick 　phenotype．
LB ，　left　T ・DNA 　border； R，　 right 　T −1）NA 　borde【；NPTII ，
neomycin 　phQsphotransderase　ll　 gene；Nos 　pro ； nopaline

synthase 　promoter，　Nos 匸er； nopaline 　 synthase 　terminator ；

35S，　 cauliflower 　 mosaic 　 virus 　35S　prornoter；DBD ，　 DNA
binding　domain ； AD ，　 activation 　domain ； BAR ，　 phos−

phinothricin　 acetyltransferase 　gene．　The　figures　 were

modi 且ed （by　courtesy 　 of 　David　Guyer）from　the　paper　of

Guyer　et　at．〔（∫enetics　149．633639 ）．
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ン （AD ）の 融合タ ン パ クは酵母，動物，植物 ， 昆虫など多

様な生物種 で 機能しうるこ とが 知 られて い る
7−9｝．こ の よう

な融合型転写調節因子 は タバ コ や シ ロ イヌナ ズナ で も機能

する
1°）．重要な点は ，異種生物由来の 転写調節因子 は 内生の

遺伝子発現シス テ ム を駆動する 叮能性が 低 い の で ， ア ン チ

セ ン ス RNA や発現した遺伝子が 細胞毒性を持つ 場合に有

効な こ とで あ る．

　Fig，3に GAL4 の DBD （N一末端 147ア ミノ酸）とトウモ

ロ コ シ の 転写調節因子 で あ る Cl タ ン パ クの AD （C一末端

の 101ア ミノ酸）の融合タン パ クをハ イブ リッ ド型 の 転写

調節因子 と して機能させ，ア ン チセ ン ス RNA を発現 させ

るシ ス テ ム を示す．この シ ス テ ム で は まず， GAL4 の DBD

と CI の AD か ら成るハ イブ リッ ド転写調節因了をコ
ー

ド

する 融合遺伝子に つ い て の シ ロ イヌ ナ ズ ナ ・ホ モ 接合体を

得 る．こ の ハ イブ リッ ド転写 因子は 35Sプ ロ モ
ー

タ
ーに

よっ て 発現させ る．
一一

方，
GAL4 結合部位 と 35Sプ ロ モ

ー

タ
ー由来の TATA 最小エ レ メ ン トか らな る転写調節領域

下流に 目的遺伝子 をア ン チセ ン ス 発現す る方向に挿入した

発現カセ ッ トにつ い て の ヘ ミ接合体を得る．ハ イブ リッ ド

転写調節因子を発現す る形質転換植物由来の 花粉 をア ン チ

セ ン ス発現用 の ヘ ミ接合体に受粉 させ る こ と に よっ て得ら

れる種子は，ア ン チ セ ン ス 発現に 関 して 1：1に 分離するは

ずである．実際に，こ の 方法で 除草剤ターゲ ッ トサ イ ト遺

伝子 の 同定
・
確認が 可能で あ っ た 6）．

5．今 後 の 展 望

　遺伝 子機能破壊 は，新 しい 遺伝 F機能の 解明 と有用 遺伝

子 の 発見を目的 とした研究 に おい て，きわめて 重要な部分

を占め る．従来よ り， ア ン チセ ン ス 発現や遺伝子過剰発現

に よるf禺発的コ サ プ レ ッ シ ョ ン ，さらに リボ ザ イム の 利用

などが遺伝子機能攪乱 を目的 として試 み られてきてい る．

しか し，こ こ まで述べ て きた ように，ア ン チセ ン ス 発現法

は除草剤ターゲ ッ トサ イ トを同定するとい う目的 に対 して

は ， 最適 の 方法 で あ る とは 言 い が た い ．これ に 変 わ る方法

として，T −DNA 挿入による遺伝
．r・W9壊系統 の 探索は，ゲ ノ

ム 機能解析 に 必須 の ア プ ロ
ー

チ で あ る と ともに，除草剤

ターゲ ッ トサ イトの 発見に も有効な手段 で ある，すなわ ち，

仮想除草剤標的遺伝f へ の T−DNA 挿人 を持 つ ヘ ミ接合体

を発見し （必須遺伝子 破壊 につ い て の ホ モ 接 合体 は存在 し

ない はず），その 自殖後代の 表現型 の 分離を観察するこ とに

よ っ て，その 遺伝子の 必須性が 判別 で きる．あ らか じめ 標

的 遺 伝 子 を 設 定 す る 場 合 に は，こ の 他 に もRNA

interferenceii−i3 〕や キメ ラ RNA ／DNA オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド

を用 い た 遺伝子機能攪乱
14・15，

が 可能 で あ t）　，遺伝子機能解

析の 強力な手段 と して 注 目されて い る．
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