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1. 本論文の背景および目的  

 

植物細胞または植物体を利用してワクチン・抗体・酵素などの医療あるいは

研究に有用なタンパク質を生産する植物利用型有用タンパク質生産法は、ヒト

感染性病原体の混入リスクが小さく  (Fischer and Emans, 2000; Mett et al. ,  

2008) 、また、動物細胞内で生産されるタンパク質に付加されるものに類似の

糖鎖が有用タンパク質に付加される  (Cabanes-Macheteau et al.,  1999)  という特

長を有する。植物利用型有用タンパク質生産法は、遺伝子組換え植物細胞を培

養する方法と、植物体を利用する方法の 2 つに大別できる。植物体を利用する

方法は、遺伝子組換え Nicotiana tabacum を用いたヒト成長因子生産  (Barta et 

al., 1986) によって初めて示された。この方法は、植物利用型有用タンパク質

生産法が有する前述の特長にくわえて、栽培面積を増大することで容易に生産

量を増大でき  (Paul and Ma 2011) 、運転および維持費用の高い細胞培養装置

を使用しないため安価に有用タンパク質を生産可能である  (Desai et al., 2010) 

という特長を有する。このことから植物体を利用する植物利用型有用タンパク

質生産法は、これまで有用タンパク質生産におもに用いられてきた鶏卵法や動

物細胞培養法などに代わりうる方法として注目を集めている。  

植物体を利用する植物利用型有用タンパク質生産法には、有用タンパク質の

遺伝子を核や葉緑体のゲノムに有する安定形質転換体の作出を必要とする方法  

(以後、遺伝子組換え植物法 ) および植物に後天的に有用タンパク質の遺伝子

を導入する方法  (以後、一過性遺伝子発現法 ) がある。遺伝子組換え植物法は、

一度安定形質転換体が作出されると遺伝子導入操作を必要としないため生産費

用が小さいという特長を有する  (Stoger et al.,  2002) ものの、安定形質転換体

の作出に数ヶ月から数年を要し  (Hood et al.,  2002) 、単位葉生体重あたりの有

用タンパク質含量は 100 µg gFW
−1未満程度である  (Fischer et al.,  2003; Floss et 

al., 2007; Gaertner et al., 2008; Ma et al., 2003; Paul and Ma, 2011; Valdés et al. ,  

2003) 。これに対して一過性遺伝子発現法は、安定形質転換体の作出を必要と

しないため、有用タンパク質の遺伝子同定から生産までを数週間以内に完了可

能である  (D’Aoust et al., 2010)  という特長を有する。それにくわえて近年で

は、導入遺伝子の改良  (Lindbo, 2007; Marillonnet et al.,  2004; Marillonnet et al.,  
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2005; Musiychuk et al., 2007; Sudarshana et al., 2006)  によって、数百から数千

µg gFW
−1 程度の葉の単位生体重あたりで比較的大きな有用タンパク質含量を

得ることが可能である。これらの特長から一過性遺伝子発現法は、迅速、大量、

かつ安価に生産されることが求められる種々の有用タンパク質、例えば塩基配

列が頻繁に変異する病原体による感染症用のワクチンや抗体などの生産に適す

る  (Fischer et al.,  2012; Wilken and Nikolov, 2012)  。  

一過性遺伝子発現法の中でも、有用タンパク質の遺伝子を有する遺伝子組換

えアグロバクテリウムを減圧浸潤法によって植物細胞間隙に導入する方法は、

簡便、安価、かつ大規模に有用タンパク質の遺伝子を植物に導入できる方法で

ある  (Gleba et al.,  2014) 。この方法を用いた有用タンパク質の生産工程の概

要は以下の通りである  (Fig. 1) 。 4–6 週間栽培した植物体を上下反転させ、植

物体地上部を遺伝子組換えアグロバクテリウムの懸濁液に浸す。これらを密閉

容器内に入れて減圧した後に復圧することで、アグロバクテリウム懸濁液を植

物細胞間隙内に浸潤させる  (以後、遺伝子導入 ) 。植物体を懸濁液から取り出

し、約 1 週間栽培する。本論文中では、遺伝子導入後の栽培のことを単に培養

と呼ぶ。培養中に有用タンパク質の遺伝子が植物細胞内で発現し、有用タンパ

ク質が細胞中に蓄積または細胞外に分泌される。有用タンパク質が蓄積した部

分を収穫し、緩衝液と混合した後に破砕する。破砕液から有用タンパク質を抽

出し精製する。この方法を用いて試験的に生産された鳥インフルエンザワクチ

ン  (D’Aoust et al.,  2008; Shoji et al.,  2013)  、エボラウイルス抗体  (Qiu et al.,  

2014; Zeitlin et al., 2011)  などが、現在では臨床試験に供されている  (Gleba et 

al., 2014) 。一過性遺伝子発現法の実用化への期待は大きく、いくつかの有用

タンパク質の試験生産が米国国防高等研究計画局など政府機関の支援のもとで

行われている  (Preis, 2012; Wechsler, 2014)  。  

このようなアグロバクテリウムを利用する一過性遺伝子発現法の遺伝子導入

前後における植物栽培および培養は、温室や人工光型植物栽培施設のような閉

鎖型または半閉鎖型施設内で行われる。閉鎖型または半閉鎖型施設内で植物栽

培および培養を行うことで、組換え遺伝子を封じ込めると同時に昆虫などの異

物混入を防止することができる  (Davies, 2010; Fischer et al.,  2012)  ばかりでな

く、環境制御によって周年的かつ安定的に有用タンパク質を生産できる  
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(Davies, 2010; Fischer et al.,  2012; Paul and Ma, 2011)  。ここでの環境は、有用

タンパク質生産に好適となるように調節されるべきである。植物体を利用する

植物利用型有用タンパク質生産では、単位時間・単位栽培面積あたりの有用タ

ンパク質生産量にくわえて収穫物の単位生体重あたりの有用タンパク質含量が

大きければ大きいほど好ましい。単位生体重あたりの有用タンパク質含量が大

きいほど、収穫した植物から有用タンパク質を抽出し精製する際に必要となる

資材量などが小さくなり、有用タンパク質生産全体に要する費用の 50–80%を

占める有用タンパク質の抽出・精製費用  (Buonaguro and Butler-Ransohoff,  

2010; Roque et al., 2004)  が小さくなる  (Buyel and Fischer, 2012; Fischer et al.,  

2013; Tusé et al.,  2014) 。つまり、閉鎖型または半閉鎖型施設内で行われる一

過性遺伝子発現法での植物栽培・培養環境は、単位生体重あたりの有用タンパ

ク質含量と単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の両方、ま

たはいずれか一方でも大きくなるように調節されることが望ましい。  

有用タンパク質生産に好適な環境は、植物生産に好適な環境、例えば単位時

間・単位栽培面積あたりの収穫物生体重が大きくなるような環境、とは異なる

可能性が高い。ところが、有用タンパク質生産に好適な環境に調節する上で重

要であると考えられる、個々の環境要素が有用タンパク質生産に及ぼす影響に

関する研究はほとんど見あたらない。遺伝子導入後の培養における気温または

光合成有効光量子束密度  (以後、 PPFD) に着目した数例の研究  (Buyel and 

Fischer, 2012; Matsuda et al.,  2012)  しかない。このため、有用タンパク質生産

において環境調節を行うためには、まず、栽培中または培養中における個々の

環境要素が単位生体重あたりの有用タンパク質含量および単位栽培面積あたり

の有用タンパク質生産量に及ぼす影響を調べ、有用タンパク質生産に好適な環

境要素のレベルは植物生産に好適なそれとは異なるのかなどについての基礎的

な知見を得ることが必要であると考える。  

ところで、ここまで述べてきた従来の一過性遺伝子発現法は、植物体地上部

に遺伝子導入を行う方法である。これに対して近年では、実験室レベルではあ

るものの、植物体から一部の葉を切離して、その切離葉に減圧浸潤法によって

遺伝子導入を行い、切離葉を高相対湿度条件で培養しながら切離葉内で遺伝子

を発現させて有用タンパク質を蓄積させる方法  (Arzola et al., 2011; Joh et al.,  
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2005; Jung et al., 2014; Kingsbury and McDonald, 2014; McDonald et al., 2014; 

Plesha et al., 2007; Plesha, 2008; Plesha et al., 2009; Simmons et al., 2009)  が試み

られている。この方法を用いた実用レベルの有用タンパク質生産が可能となれ

ば、いくつかの利点が生じる。この方法では、遺伝子導入時に植物体を支える

培地がないことから上下反転操作は必要なく、また、収穫後の培地を滅菌し廃

棄する必要もない。そればかりでなく、上位葉などの一部の葉を切離した後の

植物を継続して栽培して脇芽を成長させることにより、次の有用タンパク質生

産に用いる葉を生産するための母株として有効利用できる。植物体地上部に遺

伝子導入を行う方法では、植物体を遺伝子導入に供するごとに新たに播種から

栽培を行う必要があるため、期間あたりに有用タンパク質生産に利用できる葉

は少なくなる。したがって、切離葉に遺伝子導入を行う方法では、植物体地上

部に遺伝子導入を行う方法と比較して単位時間・単位栽培面積あたりの有用タ

ンパク質生産量を大きくできる可能性がある。  

切離葉に遺伝子導入を行う方法における遺伝子導入後の生産工程は、植物体

地上部に遺伝子導入を行う方法におけるそれとは異なる  (Fig. 1) 。減圧浸潤

法による遺伝子導入操作直後に低相対湿度下に切離葉を数時間置くことで、葉

細胞間隙に浸潤したアグロバクテリウム懸濁液の水を蒸散によって除去する処

理  (以後、水除去処理 ) が必要との報告  (Plesha, 2008) がある。また水除去処

理後の切離葉の培養は、多くの報告において内部気温を 20–21°C に保った上

で遮光した加湿チャンバ内で行われている  (Arzola et al., 2011; Jung et al.,  

2014; Kingsbury and McDonald, 2014; Plesha et al., 2007; Ples ha, 2008; Plesha et 

al., 2009) 。ところが、このような水除去処理および培養を行った場合でも、

切離葉内の単位生体重あたりの有用タンパク質含量は植物体地上部に遺伝子導

入を行う方法でのそれと比較して約半分であったとの報告  (Plesha et al., 2007) 

がある。このような、切離葉での単位生体重あたりで小さい有用タンパク質含

量は、水除去処理のレベルまたは培養中の環境要素のレベルを有用タンパク質

生産に好適であるように調節することで大きくなると考えられるものの、有用

タンパク質生産に好適な水除去処理のレベルまたは培養環境要素のレベルは明

らかではない。このため、水除去処理および培養中の個々の環境要素が単位生

体重あたりの有用タンパク質含量に及ぼす影響を定量的に明らかにすることは、
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切離葉に遺伝子導入を行う方法において有用タンパク質生産に好適な環境調節

を行い、植物体地上部に遺伝子導入を行う方法と比較して同程度の有用タンパ

ク質含量を得るために、ひいては実用レベルの有用タンパク質生産技術の確立

に必要であると考える。  

以上のような背景から本論文では、植物利用型有用タンパク質生産法の 1 つ

である一過性遺伝子発現法において、有用タンパク質生産に好適な環境調節を

行う上で重要な知見を得ることを目的とした 4 つの研究を行った。そのうち 2

つの研究は、植物体地上部に遺伝子導入を行う方法において、個々の環境要素

が有用タンパク質生産に及ぼす影響を調べ、有用タンパク質生産に好適な環境

要素のレベルは植物生産に好適なそれと異なるのかなどについて明らかにする

ことを目的としたものである。環境要素の中でも、遺伝子導入前の栽培におけ

る液肥中硝酸濃度および遺伝子導入前後の栽植密度に着目した。残りの 2 つの

研究は、切離葉に遺伝子導入を行う方法において、水除去処理または培養中の

環境要素が有用タンパク質生産に及ぼす影響を調べ、有用タンパク質生産に好

適な水除去処理のレベルおよび環境要素のレベルを明らかにすることを目的と

したものである。水除去処理のレベルに関して、減圧浸潤法による遺伝子導入

操作前の切離葉の生体重に対する遺伝子導入操作直後の水除去処理終了時のそ

れの比に着目し、これを指標として用いた。また、培養中の環境要素の中でも、

明期中の光合成有効光量子束密度に着目した。これらの要素に着目した理由を

本章第 3 節で簡単に述べる。  

なお、本論文では一過性遺伝子発現法として magnifection 法  (Gleba et al.,  

2005) を用いた。magnifection 法は遺伝子組換えアグロバクテリウムを利用す

る方法の 1 つであり、アグロバクテリウムから植物細胞に導入される遺伝子を

T-DNA 領域に有するプラスミドとして magnICON
®

 (Icon Genetics, Halle (Saale),  

Germany; Gleba et al., 2005; Marillonnet et al., 2005)  を用いる方法である。

magnICON を有する遺伝子組換えアグロバクテリウムを減圧浸潤によってタバ

コ属の一種である Nicotiana benthamiana  (以後、ベンサミアナタバコ ) に導入

して培養することで、葉の単位生体重あたりで数百から数千 µg gFW
−1 程度の

比較的大きな有用タンパク質含量が得られる  (Gils et al.,  2005; Gleba et al.,  

2005; Huang et al., 2006; Huang et al.,  2008; Marillonnet et al., 2005; Santi et al. ,  
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2006) 。この特長により、magnICON を用いた有用タンパク質生産は研究室規

模から商業規模まで幅広く行われている  (Gleba et al., 2014) 。また、本論文

ではモデルタンパク質として、H5N1 亜型インフルエンザに対するワクチンタ

ンパク質であるヘマグルチニン  (以後、HA) を生産した。magnifection 法での

有用タンパク質蓄積機構を本章第 4 節で述べる。  

 

2. 本論文の構成  

 

本論文は 6 章から成り、第 1 章は緒言、第 2 章から第 5 章までは独立した 4

章であり、最後の第 6 章は結語である。第 2 章から第 5 章の各章でそれぞれ特

定の要素に着目した理由については第 1 章では簡単に述べるに留め、詳しくは

それぞれの章の序論において述べる。  

 

3. 本論文で着目する要素  

 

第 2 章および第 3 章ではそれぞれ、植物体地上部に遺伝子導入を行う方法の

遺伝子導入前の栽培において根圏に施用する液肥の硝酸濃度、および遺伝子導

入前後の栽培・培養における栽植密度に着目した。植物細胞培養法において液

体培地中の硝酸濃度を高めることで有用タンパク質含量が大きくなったとの報

告  (Häkkinen et al.,  2013; Holland et al., 2010)  があることから、一過性遺伝子

発現法においても液肥中の硝酸濃度が収穫物の単位生体重あたりの有用タンパ

ク質含量に影響を及ぼす可能性は高いと予想した。また、一過性遺伝子発現法

において上位葉の単位生体重あたりまたは可溶性タンパク質量あたりの有用タ

ンパク質含量は下位葉のそれと比較して大きい傾向があったとの報告  (Buyel 

and Fischer, 2012; Sheludko et al., 2007) があることから、葉位別葉生体重分布

などの植物体の形態に影響を及ぼす栽植密度が収穫物の単位生体重あたりの有

用タンパク質含量に影響を及ぼす可能性は高いと予想した。もし、これらの環

境要素が単位生体重あたりの有用タンパク質含量に影響を及ぼすのであれば、

単位生体重あたりの有用タンパク質含量と単位時間・単位栽培面積あたりの収

穫物生体重の積である単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量
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にも影響を及ぼす可能性が高い。以上のように、有用タンパク質生産において

重要な量である単位生体重あたりの有用タンパク質含量および単位時間・単位

栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の両方に影響を及ぼす可能性が高く重

要性が高いと予想されたため、他の環境要素に優先してこれらの環境要素が有

用タンパク質生産に及ぼす影響を明らかにすることとした。  

第 2 章では収穫物として葉を想定し、また、葉の単位生体重あたりの有用タ

ンパク質含量に関する試験区間での差の傾向はどの葉位においても同様である

と考えた。そこで、単位生体重あたりの有用タンパク質含量が比較的大きいと

考えられる第 7–9 葉をまとめて磨砕した場合の単位生体重あたりの有用タンパ

ク質含量を、植物体から収穫される葉全体の単位生体重あたりの有用タンパク

質含量の代表値として評価した。また、栽植密度および生産周期が一定の条件

下では単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量は植物体あたり

の有用タンパク質含量に比例するため、そのような条件を仮定して単位時間・

単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の代わりに植物体あたりの有用タ

ンパク質含量を推定して評価した。第 3 章では収穫物として葉または植物体地

上部全体を想定し、それらの単位生体重あたりの有用タンパク質含量を算出し

て評価した。また、生産周期が一定の条件下では単位時間・単位栽培面積あた

りの有用タンパク質生産量は単位栽培面積あたりの有用タンパク質量に比例す

るため、単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の代わりに単

位栽培面積あたりの有用タンパク質量を算出して評価した。  

第 4 章および第 5 章ではそれぞれ、切離葉に遺伝子導入を行う方法における、

減圧浸潤法による遺伝子導入前の切離葉の生体重に対する遺伝子導入操作直後

の水除去処理終了時のそれの比  (以後、処理後相対生体重 ) 、および培養中の

光合成有効光量子束密度に着目した。水除去処理では葉内に浸潤したアグロバ

クテリウム懸濁液の水が蒸散によって除去されるため、葉内に残存する懸濁液

の水の量と高い相関を持つと考えられる処理後相対生体重は水除去処理のレベ

ルの指標として適当であると考えた。他方、切離葉に遺伝子導入を行う方法に

関する既往の研究のほとんど  (Arzola et al.,  2011; Jung et al.,  2014; Kingsbury 

and McDonald, 2014; Plesha et al.,  2007; Plesha, 2008; Plesha et al., 2009)  では暗

黒下で培養が行われているものの、切離葉の培養中の光環境が有用タンパク質
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生産に及ぼす影響は不明である。もし、光照射が有用タンパク質生産に正の影

響を及ぼすのであればその重要性は高いと考え、他の環境要素に優先して明期

中の光合成有効光量子束密度が有用タンパク質生産に及ぼす影響を明らかにす

ることとした。  

第 4 章および第 5 章では収穫物は切離葉であるため、切離葉の単位生体重あ

たりの有用タンパク質含量を評価した。また、遺伝子導入前の栽培から単位時

間・単位栽培面積あたりで収穫される切離葉の生体重は一定であると想定し、

単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の代わりに葉あたりの

有用タンパク質含量を評価した。  

 

4. magnifection法での有用タンパク質蓄積機構  

 

本 論 文 で は 一 過 性 遺 伝 子 発 現 法 と し て magnifection 法 を 用 い る 。

magnifection 法で用いるプラスミド magnICON は、植物ウイルス由来の遺伝子

複製・細胞間移行タンパク質および有用タンパク質の遺伝子を T-DNA 領域に

有する。本研究で用いる magnICON は、HA の遺伝子を有する。HA の遺伝子

の 5’末端および 3’末端に、分泌シグナルペプチドの遺伝子および小胞体への

返送シグナルペプチドの遺伝子がそれぞれ付加されていることで、細胞内で合

成された HA は小胞体内に蓄積される。本論文で用いた magnICON のうち、ア

グロバクテリウムの機能によって植物核内に導入される T-DNA 領域の概略を

Fig. 2 に示す。  

上記のような HA の遺伝子を有する magnICON を用いて magnifection 法を行

う場合の、葉内における HA 蓄積機構を以下に述べ、 Fig. 3 に示す。まず、減

圧浸潤法によって遺伝子組換えアグロバクテリウムが植物葉細胞間隙へ導入さ

れる。その後、アグロバクテリウムによる植物核内への T-DNA 導入、核内で

の T-DNA を鋳型とする mRNA 合成、およびリボソームなどによる RNA 依存

性 RNA 複製酵素・細胞間移行タンパク質・HA 合成が連続して生じる。合成

された HA 以外のタンパク質は細胞質に、HA は小胞体に入る。その後、細胞

質内で RNA 依存性 RNA 複製酵素などによる mRNA 複製、細胞間移行タンパ

ク質などによる mRNA 細胞間移行、HA の小胞体 -シスゴルジ網間輸送および
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シスゴルジ網 -小胞体間返送などによって、小胞体に HA が蓄積されると同時

に、mRNA が隣接細胞に移行し、隣接細胞内でも HA が蓄積させる。  

また、植物利用型有用タンパク質生産法における magnifection 法の位置づけ

を Fig. 4 に示す。植物利用型有用タンパク質生産法は、以下の 3 つの方法に大

別できる。有用タンパク質の遺伝子を核や葉緑体のゲノムに有する遺伝子組換

え植物細胞を細胞培養装置で培養する方法、遺伝子組換え植物を種子から栽培

する方法、および一過性遺伝子発現法である。一過性遺伝子発現法は、以下の

2 つの方法に大別できる。有用タンパク質の遺伝子を有する植物ウイルスその

ものを植物に感染させる方法と、有用タンパク質の遺伝子を有する遺伝子組換

えアグロバクテリウムを利用して遺伝子を植物に導入する方法である。遺伝子

組換えアグロバクテリウムを利用する方法は、以下の 2 つに大別できる。植物

ウイルス由来のタンパク質の遺伝子を有さない遺伝子組換えアグロバクテリウ

ムを利用する方法と、植物ウイルス由来のタンパク質の遺伝子を有する遺伝子

組換えアグロバクテリウムを利用することで植物ウイルス由来のタンパク質の

機能によって細胞内で mRNA 複製が生じる方法である。magnifection 法は、植

物ウイルスのタンパク質の遺伝子を有する遺伝子組換えアグロバクテリウムを

利用する方法に含まれる。  

なお、一過性遺伝子発現法に関する多くの研究では、後天的に遺伝子を導入

される植物としてタバコ属の植物、例えばベンサミアナタバコや Nicotiana 

tabacum が用いられることが多い。magnifection 法ではベンサミアナタバコが

用いられる。ベンサミアナタバコは、植物病理学に関する研究で病原体の宿主

植物として頻繁に用いられてきた  (Goodin et al., 2008) ことで外来タンパク質

生産に関する知見が他の植物と比較して比較的多い、植物ウイルス由来の遺伝

子複製タンパク質の遺伝子の機能を阻害する遺伝子サイレンシングの発生頻度

が低い  (Yang et al., 2004) などの特長を有する。  



 

 

Fig. 1 Flow diagrams of processes for upstream production and downstream processing of recombinant protein in Agrobacterium-mediated transient 

expression system using whole plants or detached leaves at a laboratory scale. 

1
1
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Fig. 2 Construct map of magnICON: RB, right border; Act2, Arabidopsis thaliana actin2 

promoter; RdRp, RNA-dependent RNA polymerase; MP, movement protein; ABP1-HA-HDEL, 

hemagglutinin with Arabidopsis thaliana auxin binding protein 1 and endoplasmic reticulum 

retention signal peptide; T, Nos terminator; LB, left border. 
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Fig. 3 Schematic diagram of a series of events in plant leaf after agro-infiltration with 

Agrobacterium tumefaciens holding magnICON with endoplasmic reticulum retention signal 

peptides for the expression of hemagglutinin (HA). (a) Plant leaves are infiltrated with A. 

tumefaciens suspension. A. tumefaciens intrude into the intercellular space. (b) T-strand is 

generated at a T-DNA region of bacterial plasmid (magnICON). T-strand and bacterial proteins 

form T-complex that is supported to be transported into the host plant nucleus through a bridge of 

VirB protein (Tzfira and Citovsky, 2002). (c) T-DNA of T-complex is transcribed into 

heterogenous nucleus RNA (hnRNA). (d) hnRNA undergoes post-transcriptional modification to 

form mRNA. (e) mRNA is translated into RNA dependent RNA polymerase (RdRp), movement 

protein (MP) and HA. RdRp and MP, which have no binding protein, are secreted into cytoplasm, 

whereas HA, which has a binding protein and an endoplasmic reticulum (ER) retention signal 

peptide, is secreted into ER and is glycosylated. (f) RdRp amplifies mRNA. (g) MP and mRNA 

form MP-RNA complex, which is transported to the adjacent plant cell through a plasmodesma 

(Liu and Nelson, 2013; Lucas et al., 2009). (h) HA is transported temporarily from ER to the cis 

Golgi network (CGN). Because signal peptide on HA allows for retrieval from CGN, HA 

accumulates inside ER. 



 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4 Classification map of plant-based recombinant protein expression systems. 
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 第2章

 

植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法における  

ヘマグルチニン生産に液肥中硝酸濃度が及ぼす影響   
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1. 序論  

 

一過性遺伝子発現法では、遺伝子導入後に植物細胞内で有用タンパク質が大

量に合成される。有用タンパク質合成には窒素化合物を要するため、遺伝子導

入を行う植物体の窒素化合物含量が大きければ、単位生体重あたりの有用タン

パク質含量がより大きくなる可能性がある。そのような植物体は、根圏に施用

する液肥の窒素濃度を調節することで作出可能であるかもしれない。一過性遺

伝子発現法ではないものの、植物利用型有用タンパク質生産の 1 つである植物

細胞培養法においては、液体培地中の窒素濃度が有用タンパク質蓄積に重要で

あることを示す報告がいくつかある。例えば Holland et al.  (2010) は、抗ヒト

免疫不全ウイルス広域中和抗体 2G12 の遺伝子を有する遺伝子組換え N. 

tabacum  BY-2 細胞のフラスコ培養およびバイオリアクター培養において、液

体培地中の硝酸濃度を 40 mmol L
−1からそれぞれ 99 または 139 mmol L

−1に高

めることで細胞懸濁液中の 2G12 含量が増大したと報告した。また、Häkkinen 

et al.  (2013) は、ビトロネクチンに結合する M12 抗体の遺伝子を有する遺伝子

組換え N. tabacum 毛状根培養において、液体培地中の硝酸濃度を 25 mmol L
−1

から 119 mmol L
−1に高めることで細胞内および細胞外の M12 含量が増大した

と報告した。このような高硝酸濃度による有用タンパク質含量増大効果は、ベ

ンサミアナタバコを用いた一過性遺伝子発現法においても、硝酸濃度が高い液

肥を根圏に施用することで得られると考えた。  

一般に、一過性遺伝子発現法は温室や人工光型植物栽培施設内のような閉鎖

または半閉鎖型施設内で行われる。ここでの植物栽培・培養環境は、収穫物の

単位生体重あたりの有用タンパク質含量と単位時間・単位栽培面積あたりの有

用タンパク質生産量の両方が大きくなるように、またはいずれか一方でも大き

くなるように調節されることが望ましい。栽植密度および生産周期が一定の条

件下では、単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量は植物体あ

たりの有用タンパク質含量に比例する。もし、高硝酸濃度液肥施用によって葉

の単位生体重あたりの有用タンパク質含量が大きくなる一方で、植物体あたり

の葉生体重は小さくならないのであれば、植物体あたりの有用タンパク質含量

および単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量は大きくなる。
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また、植物体あたりの有用タンパク質含量および単位時間・単位栽培面積あた

りの有用タンパク質生産量が大きくならずとも、葉の単位生体重あたりの有用

タンパク質含量が大きくなったならば、それは有用タンパク質を抽出し精製す

る際に必要となる資材量などが小さくなり、有用タンパク質生産全体に要する

費用の 50–80%を占める有用タンパク質の抽出・精製費用  (Buonaguro and 

Butler-Ransohoff, 2010; Roque et al., 2004)  が小さくなる  (Buyel and Fischer, 

2012; Fischer et al., 2013; Tusé et al., 2014)  ことを意味する。このため、有用タ

ンパク質生産では有利であるといえる。  

そこで、植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において、遺

伝子導入前の栽培において植物体根圏に施用する硝酸濃度を高めることで、葉

の単位生体重あたりの有用タンパク質含量と植物体あたりの有用タンパク質含

量の両方またはいずれか一方でも増大するかについて調べることを目的とした。

一過性遺伝子発現法として、プラスミド magnICON を有する遺伝子組換えア

グロバクテリウムをベンサミアナタバコに導入する magnifection 法  (Gleba et 

al.,  2005) を 用 い た 。 ま た 、 モ デ ル タ ン パ ク 質 と し て HA を 用 い た 。

magnifection 法を用いた一過性遺伝子発現法において、HA 蓄積量が遺伝子導

入後 6 日目に最大値となったとの報告  (Matsuda et al.,  2012)  があり、このと

きの 6 日目の HA 蓄積量は 7 日目のそれと同程度であった  (Matsuda, 私信 ) こ

とから、本研究では遺伝子導入後 7 日目における単位生体重あたりの HA 含量

および植物体あたりの HA 含量を評価することとした。  

 

2. 材料および方法  

 

2.1 供試植物および成育条件  

 

ベンサミアナタバコ種子 96 粒を、ロックウールおよびピートモス混合培養

土  (Bestmix No. 3; Nippon Rockwool , Tokyo, Japan) を充填したポリスチレン製

プラグトレイ  (P-128; Takii, Kyoto, Japan; cut to the size of 170 mm wide × 170 

mm long × 35 mm high) に播種し、ツイン形昼白色蛍光灯  (FPL55EX-N; 

Iwasaki electric, Tokyo, Japan) を備えた人工光型植物栽培施設内で栽培した。
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培地上面における PPFD は約 200 µmol m
−2

 s
−1、明暗周期は 16/ 8 h、気温は約

25/ 21°C (明期 / 暗期 ) であった。播種後 1 週間、水道水をトレイに底面灌水し、

その後 1 週間、 4.0 mmol L
−1

 KNO3、 8.0 mmol L
−1

 NaNO3、 1.0 mmol L
−1

 KH2PO4、

2.4 mmol L
−1

 MgSO4および 4.0 mmol L
−1

 CaCl2の多量要素組成の液肥  (Matt et 

al., 2001) をトレイに底面灌水した。播種後 2 週目に、成育の揃った 36 植物体

を選抜し、上記の混合培養土を充填したプラスチック製スリット鉢  (容積 : 

0.65 L) に移植した。その後 2 週間、上記植物栽培施設内で直管形昼白色蛍光

灯  (FLR110H・N/A/100; TOSHIBA Lighting & Technology) 下で、上記の液肥を

毎日 50 mL ずつ鉢に与えて栽培した。  

播種後 4 週目に成育の揃った 24 植物体を選抜し、 8 植物体ずつ 3 試験区に

供した。 3 試験区は、その後 2 週間、上記の液肥  (以後、N12 液肥 ) を与える

区  (以後、N12 区 ) 、上記の液肥に 24 mmol L
−1

 NaNO3を加えて硝酸濃度を 36 

mmol L
−1 とした液肥  (以後、N36 液肥 ) を与える区  (N36 区 ) 、および上記の

液肥に 48 mmol L
−1

 NaNO3を加えて硝酸濃度を 60 mmol L
−1とした液肥  (以後、

N60 液肥 ) を与える区  (N60 区 ) とした。N12、N36、または N60 で用いた液

肥のモル濃度は、それぞれ 19、 43、または 67 mmol L
−1であった。  

播種後 6 週目に、各試験区 4 植物体ずつを破壊測定に供した。破壊測定では、

遺伝子導入前の植物体あたりの葉生体重を測定した。  

 

2.2 遺伝子組換えアグロバクテリウム  

 

遺伝子発現ベクターとして、アグロバクテリウム  (GV3101::pMP90 (Koncz 

and Schell, 1986)) を pICH26212 (magnICON
®

;  Icon Genetics, Halle/Saale, 

Germany) の派生プラスミドである pNM216 で形質転換した遺伝子組換えアグ

ロバクテリウムを用いた。 pNM216 の T-DNA 領域には、プロモーターとして

シロイヌナズナアクチン 2 プロモーターが、発現タンパク質としてトバモウイ

ルス由来の RNA 依存性 RNA ポリメラーゼおよび細胞間移行タンパク質およ

びインフルエンザ A ウイルス  (A/California/07/2009) のヘマグルチニンエクト

ドメイン  (以後、HA) の cDNA が含まれている。ヘマグルチニンエクトドメ

インの N 末端には分泌シグナルペプチドが、C 末端には小胞体蓄積シグナル
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ペプチドが含まれている。  

 

2.3 遺伝子導入  

 

Matoba et al.  (2010) の方法に従い、上述の遺伝子組換えアグロバクテリウム

を YenB 培地を用いて培養した。遺伝子組換えアグロバクテリウム培養 YenB

培地の 600 nm 吸光度が 0.6–1.2 の範囲に入る濃度となるまで 25–28°C で振盪

培養した後に、遠心分離によって沈殿を得た。その沈殿を、 pH が 5.5 となる

ように調製した 2-モルホリノエタンスルホン酸  (MES) バッファに、 600 nm

吸光度が 0.03 となるように懸濁することで、減圧浸潤に用いる遺伝子組換え

アグロバクテリウム懸濁液を得た。ポリカーボネート製真空デシケーター  

(Inner volume of 19 L) 内に置いたポリプロピレン製容器  (B-315; Iwasaki 

Industry, Nara, Japan; Φ182 mm × 141 mm high) 内にアグロバクテリウム懸濁液

を満たした。播種後 6 週目の各試験区のベンサミアナタバコ植物体  (Fig. 5) 

を 1 つずつ、上下反転後に地上部のみをアグロバクテリウム懸濁液に浸漬した

後に、 Matsuda et al.  (2012) の方法に従い、真空ポンプ  (DA-20D; Ulvac, 

Kanagawa, Japan) を用いて減圧浸潤法によって植物体地上部にアグロバクテリ

ウムを導入した。減圧浸潤の手順は以下の通りである。 1) 約 15 kPa まで容器

内を減圧する、 2) その状態を約 1 分間保持する、 3) 容器内を大気圧まで復圧

する、 4) 1) ～ 3) をもう一度繰り返す。  

 

2.4 遺伝子導入後の培養  

 

遺伝子導入後の 1 週間の培養は、ツイン形昼白色蛍光灯  (FPL55EX-N; 

Iwasaki electric, Tokyo, Japan) を備えたグロースチャンバ  (MIR-554; Panasonic, 

Osaka, Japan) 内で行った。Matsuda et al.  (2012) は、遺伝子導入後の培養での

PPFD に関して 2 水準  (100 または 300 µmol m
−2

 s
−1

) 、および気温に関して 2

水準  (20°C または 25°C) を設定し、計 4 試験区で一過性遺伝子発現による HA

生産を行い、試験区間で単位乾物重あたりの HA 含量を比較したところ、

PPFD 100 µmol m
−2

 s
−1と 300 µmol m

−2
 s

−1では有意な差は認められず、気温
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20°C と 25°C では 20°C の方が大きかったと報告した。そこで、 PPFD 100 µmol 

m
−2

 s
−1および気温 20°C の条件で培養を行うこととした。培養中の鉢上面にお

ける PPFD は 100 µmol m
−2

 s
−1、明暗周期は 16/ 8 h、気温は明期、暗期とも

20°C であった。また、一過性遺伝子発現法における遺伝子導入後の 1 週間の

培養中に根圏に施用する液体の化合物組成が単位生体重あたりの HA 含量に及

ぼす影響を調べた予備実験において、水道水施用区、N12 液肥施用区、および

N36 液肥施用区間では単位生体重あたりの HA 含量および植物体あたりの葉生

体重に差が認められなかった。この結果から、遺伝子導入後に液肥を施用する

ことに利点はないと判断し、本研究では毎日 50–100 mL の水道水を植物体根

圏に与えた。  

 

2.5 ヘマグルチニンおよび各種窒素化合物の定量  

 

遺伝子導入後に 1 週間培養したベンサミアナタバコ植物体  (Fig. 5) の、培

養終了時の植物体あたりの葉生体重および植物体あたりの葉乾物重を測定した

後に、植物体の第 7–9 葉の一部を切り取り HA 量および各種窒素画分量を定量

した。酵素結合免疫吸着法  (Enzyme-linked immunosorbent assay; 以後、ELISA

法 ) によって HA 量を定量した。葉の一部を、 2 mmol L
−1ナトリウムヨード酢

酸、 1% (v/v) ポリビニルポリピロリドン、および 0.8% (v/v) 2-メルカプトエタ

ノールを含む、生体重の 9 倍量の 50 mmol L
−1リン酸ナトリウムバッファ  (pH 

7.0) で磨砕し、磨砕液を得た。磨砕液に 1 g L
−1となるように Triton X-100 を

加え、 15,000 × g  、 4°C で 15 分間遠心して得た上清を ELISA 法に供した。

ELISA 法は、HA に結合するウサギポリクローナル抗体  (IT-003-SW; Immune 

Technology, NY, USA) を用いて、Matsuda et al.  (2012) の方法に従って行った。  

全還元態窒素量、可溶性還元態窒素量、および可溶性タンパク質  (以後、

TSP) 態窒素量を、ケルダール分解後にネスラー試薬を用いて比色定量する方

法によって定量した。磨砕液、磨砕液を 15,000 × g  、 4°C で 15 分間遠心して

得た上清、およびその上清に 15% (w/v) トリクロロ酢酸水溶液を加えて氷上

に 30 min 静置後に形成される沈殿を 80% (v/v) エタノールで複数回洗浄した。

その沈殿をケルダール分解に供した。スピッツ管に移したそれらに 60% (v/v) 
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硫酸 100 µL を加え、ヒートブロック恒温槽を用いてケルダール分解  (140–

260°C まで段階的に温度を上げ、温度を上げる前には一旦室温まで放冷し、

分解促進剤である過酸化水素水を 2 滴添加した ) を行った。分解後、蒸留水で

5 mL とし、 1,800 × g、 25°C、 15 分間遠心して得た上清 0.5 mL に、 2.5 mol L
−1

水酸化ナトリウム水溶液 50 µL、 10% (w/v) (+)-酒石酸ナトリウムカリウム四水

和物水溶液 100 µL、蒸留水 4.25 mL を加え攪拌した後、ネスラー試薬 100 µL

を加えよく攪拌した。 20 分間静置した後に 420 nm 吸光度を測定し、これらと

同様に処理した塩化アンモニウム水溶液の吸光度から作成した標準曲線から、

磨砕液中の各種還元態窒素濃度を定量した。  

また、硝酸態窒素量を、Cataldo et al.  (1975) の方法に従って定量した。磨

砕液を 5 mL ガラスピペットに 500 µL 分取し、 80% (v/v) エタノールを 2.5 mL

加えて 80°C で 12 分間加熱後、 1,600 × g、 25°C、 5 分間遠心後、上清をリム付

き濃縮試験管に移した。試験管濃縮機  (TC-8F; Taitec, Saitama, Japan) を用い

て、残存エタノールを蒸発させた。残渣に 80% (v/v) エタノールを再び加え、

蒸発させる操作を 3 回繰り返した。残渣に蒸留水を加え 500 µL とし、 18,000 

× g、 4°C、 15 分間遠心後、得られた上清を低分子画分抽出液とした。蒸留水

で希釈したイオンクロマトグラフィー用硝酸標準水溶液および低分子画分抽出

液 200 µL に 5% (w/v) サリチル酸 -濃硫酸溶液 100 µL を加え、室温で 20 分間

静置した後に、 2 mmol L
−1水酸化ナトリウム水溶液を加え攪拌した。その後、

室温で 20 分間静置した後に、 410 nm 吸光度を測定し、硝酸標準水溶液の吸光

度から作成した標準曲線から、磨砕液中の硝酸態窒素濃度を定量した。  

 

2.6 植物体あたりのヘマグルチニン含量および葉乾物率の算出方法  

 

磨砕液中の HA 濃度、各種還元態窒素濃度、および硝酸態窒素濃度を、葉の

単位生体重あたりの HA 含量、葉の単位生体重あたりの全還元体窒素含量、葉

の単位生体重あたりの可溶性還元態窒素含量、葉の単位生体重あたりの可溶性

タンパク質  (TSP) 態窒素含量、および葉の単位生体重あたりの硝酸態窒素含

量に換算した。ここでの単位生体重あたりの HA 含量は、第 7–9 葉をまとめて

磨砕した場合の値である。葉の単位生体重あたりの HA 含量に関する試験区間
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での差の傾向はどの葉位においても同様であると考え、単位生体重あたりの

HA 含量が比較的大きいと考えられる第 7–9 葉をまとめて磨砕した場合の単位

生体重あたりの HA 含量を、植物体から収穫される葉全体の単位生体重あたり

の HA 含量の代表値として用いた。第 7–9 葉で単位生体重あたりの HA 含量が

比較的大きいと考えられたのは、一過性遺伝子発現法において上位葉の単位生

体重あたりまたは可溶性タンパク質量あたりの有用タンパク質含量は下位葉の

そ れ と 比 較 し て 大 き い 傾 向 が あ っ た と の 報 告  (Buyel and Fischer, 2012; 

Sheludko et al., 2007)  による。また、 7–9 葉をまとめて磨砕した場合の単位生

体重あたりの HA 含量に培養終了時の植物体あたりの葉生体重を乗じることで

算出した値を、植物体あたりの HA 含量推定値とした。また、培養終了時の植

物体あたりの葉乾物重を培養終了時の植物体あたりの葉生体重で除することで、

植物体の葉乾物率を算出した。  

 

2.7 統計処理  

 

異なる硝酸濃度の液肥を施用した試験区間での測定項目の平均値の差を、

Tukey の HSD 検定により有意水準 5%で検定した。統計処理には、統計処理ソ

フトウェア R のパッケージである agricolae (De Mendiburu, 2009) 内の関数

HSD.test()を用いた。  

 

3. 結果および考察  

 

液肥中硝酸濃度が高い区ほど、葉の単位生体重あたりの HA 含量は大きくな

る傾向があった。N60 の単位生体重あたりの HA 含量は、他の試験区のそれら

と比較して有意に大きく、N12 のそれと比較して約 40%大きかった  (Fig. 6A) 。

N60 の単位生体重あたりの可溶性還元態窒素含量は、他の試験区のそれと比較

して有意に大きかった  (Fig. 7B) 。葉の単位生体重あたりの全還元態窒素含量、

単位生体重あたりの TSP 窒素含量、および単位生体重あたりの硝酸態窒素含

量では、試験区間に有意な差は認められなかったものの、N60 の単位生体重あ

たりの TSP 窒素含量は他の試験区のそれと比較して大きい傾向にあった  (Fig. 
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7A, C, D) 。また、単位生体重あたりの TSP 窒素含量が大きいほど単位生体重

あたりの HA 含量は大きかった  (Fig. 6A, Fig. 7C) 。この結果は、遺伝子導入

後に異なる気温で培養した場合に、単位生体重あたりの TSP 含量に対する単

位生体重あたりの HA 含量の比は試験区間で大きく異ならなかったとの報告  

(Matsuda et al.,  2012)  と同様である。また、単位生体重あたりの可溶性還元態

窒素含量が大きいほど単位生体重あたりの HA 含量は大きかった  (Fig. 6A, Fig. 

7B) 。これらの結果から、高硝酸濃度液肥施用によって単位生体重あたりの可

溶性還元態窒素含量が増大したことに伴って、単位生体重あたりの可溶性タン

パク質態窒素含量および単位生体重あたりの HA 含量も増大したと推察する。

なお、単位生体重あたりの可溶性還元態窒素含量および単位生体重あたりの

TSP 窒素含量は液肥中硝酸濃度が大きいほど大きい傾向にあったのに対して、

単位生体重あたりの全還元態窒素含量は N36 で最も大きかった。このような

傾向の不一致の理由は不明である。  

N60 の遺伝子導入前および培養終了時の植物体あたりの葉生体重は、N12 の

それらと比較して有意に小さかった  (Fig. 8A) 。N60 で施用した液肥の溶質濃

度  (約 67 mmol L
−1

) は、N12 で施用した液肥のそれ  (約 19 mmol L
−1

) と比較

して 3 倍以上であったことから、N60 では植物の水分吸収、細胞伸長、および

葉展開を抑制する浸透圧ストレス  (Horie et al.,  2012) によって葉成長が抑制さ

れた可能性があると推察する。N60 の葉乾物率が、N12 のそれと比較して有意

に小さいことはなかったものの、N12 のそれと比較してわずかに大きい傾向に

あった  (Fig. 8B) ことも、浸透圧ストレスが存在した可能性があることを示し

ている。N60 において浸透圧ストレスがあったとしても、N60 の単位生体重あ

たりの HA 含量は、他の試験区のそれらと比較して有意に大きかった  (Fig. 

6A) ことから、少なくとも N60 におけるストレスレベルでは HA 蓄積を抑制

しないといえる。  

遺伝子組換え細胞培養法による有用タンパク質生産では、マンニトールを添

加して水ポテンシャルを高めた培養培地を用いたところ、細胞外に分泌された

有用タンパク質の分解が抑制されたことで培養培地中の有用タンパク質濃度が

増大したとの報告  (Soderquist and Lee, 2005)  がある。しかしながら予備実験

として、N12 液肥に NaNO3ではなく 12–36 mmol L
−1

 NaCl を添加した液肥  (溶
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質濃度 :  31–55 mmol L
−1

) をベンサミアナタバコ植物体に施用したところ、単

位生体重あたりの HA 含量の増大は認められなかった。この結果は、単に溶質

濃度が高い液肥を施用するだけでは単位生体重あたりの有用タンパク質含量は

増大しないことを示す 1 つの例である。このことから、予備実験で用いた

NaCl および本研究で用いた NaNO3 などの硝酸体窒素を含む化合物以外の化合

物を液肥に添加して溶質濃度を高めたとしても、単位生体重あたりの HA 含量

は増大しない可能性が高いと考える。つまり、本研究での単位生体重あたりの

有用タンパク質含量増大効果は、液肥中の硝酸濃度を高めることに特有の効果

であると考える。  

植物体あたりの HA 含量では試験区間に有意な差が認められなかった  (Fig. 

6B) 。このことから N60 では、植物体あたりの HA 含量の点では N12 および

N36 と大きな差はなく、単位生体重あたりの HA 含量の点では大きかったこと

になる。栽植密度および生産周期が一定の条件下では葉の単位生体重あたりの

有用タンパク質含量と植物体あたりの有用タンパク質含量の両方またはいずれ

か一方でも大きいことが望ましい。例えば、有用タンパク質の抽出に必要な抽

出バッファ量は、抽出に供される葉生体重に比例する  (Matoba et al.,  2011) 。

このため、葉の単位生体重あたりの有用タンパク質含量が大きいことは、有用

タンパク質の抽出および精製の点で有利であるといえる。本実験での N60 の

単位生体重あたりの HA 含量は N12 のそれの約 1.4 倍であったことから、N60

の植物を収穫して単位量の精製 HA を得る場合に必要な収穫物量は、N12 の植

物を収穫する場合に必要なそれと比較して約 70%に減少すると考えられる。

このように、高硝酸濃度液肥施用によって植物体あたりの有用タンパク質含量

を大きく減少させることなく単位生体重あたりの有用タンパク質含量を大きく

できることから、液肥中硝酸濃度を標準的な 12 mmol L
−1から 60 mmol L

−1に

高めることは一過性発現法を用いた有用タンパク質生産に有用であるといえる。

つまり、有用タンパク質生産に好適な液肥中硝酸濃度のレベルは、植物生産に

好適なそれとは異なることが明らかとなった。  

N60 の植物体生体重は、他の試験区と比較して小さかった  (Fig. 8A) 。液肥

中硝酸濃度が 10 mmol L
−1で N. tabacum の相対成長率は最も大きく、それ以上

でも以下でも相対成長率は減少したという報告  (Stöhr, 1999) がある。本実験
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でも、N60 ではそのような高硝酸液肥施用による成長抑制が発生したと推察さ

れる。このような成長抑制を防ぐ方法として、CO2 施用は有効であるかもしれ

ない。Geiger et al.  (1999) は、CO2施用によって、N. tabacum の単位生体重あ

たりのタンパク質含量を減少させることなく成長を増大させることが可能であ

ったと報告している。一過性遺伝子発現法においても、CO2 施用の効果は期待

できると考えられることから、高濃度硝酸液肥施用と組み合わせることにより、

単位生体重あたり HA 含量をより一層増大できる可能生がある。  

 

4. 結論  

 

アグロバクテリウムを利用した一過性遺伝子発現法による HA 生産において、

遺伝子導入前のベンサミアナタバコ栽培における根圏への高濃度硝酸  (60 

mmol L
−1

) 液肥施用は、植物生産に用いられる標準的な硝酸濃度  (12 mmol 

L
−1

) の液肥施用と比較して、植物体あたりの HA 含量を大きく減少させるこ

となく、単位生体重あたりでより高い HA 含量をもたらした。このことから液

肥中の硝酸濃度を高めることは、単位量の有用タンパク質を得るために必要な

葉収穫量の低減に寄与し、結果的に有用タンパク質の抽出および精製に要する

費用を減少しうるため、有用タンパク質生産に好適な環境調節であるといえる。

このように本章では、遺伝子導入前の栽培における有用タンパク質生産に好適

な液肥中硝酸濃度のレベルは、植物生産に好適なそれと比較して高いことを示

した。  
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Fig. 5 N. benthamiana plants before agro-infiltration (0 days post infiltration (dpi)) and before 

harvest (7 dpi). Plants were grown with a nutrient solution containing 12 (N12), 36 (N36) or 60 

(N60) mmol L
−1

 nitrate for 2 weeks before agro-infiltration.  
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Fig. 6 Hemagglutinin (HA) yield per unit leaf fresh weight (FW) (A) and estimated HA yield 

per plant (B) of N. benthamiana plants grown with a nutrient solution containing 12 (N12), 36 

(N36), or 60 (N60) mmol L
−1

 nitrate for 2 weeks before agro-infiltration. Vertical bars show 

standard errors of the mean (n = 4). Means labeled with different small letters in each panel 

mutually differ significantly at the 5% level, as determined using Tukey’s HSD test. 
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Fig. 7 Total reduced-nitrogen (N) content (A), soluble reduced-N content (B), total soluble 

protein (TSP) content (C) and nitrate-N content (D) per unit of leaf fresh weight at 7 days post 

infiltration of N. benthamiana plants grown with a nutrient solution containing 12 (N12), 36 

(N36), or 60 (N60) mmol L
−1

 nitrate for 2 weeks before agro-infiltration. Vertical bars show 

standard errors of the mean (n = 4). Means labeled with different small letters in each panel 

mutually differ significantly at the 5% level, as determined by Tukey’s HSD test.  
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Fig. 8 Leaf fresh weight per plant at 0 dpi (black column) and at 7 dpi (white column) (A) and 

the ratio of leaf dry weight (DW) to leaf fresh weight (FW) (B) at 7 days post infiltration of N. 

benthamiana plants grown with a nutrient solution containing 12 (N12), 36 (N36), or 60 (N60) 

mmol L
−1

 nitrate for 2 weeks prior to agro-infiltration. Vertical bars show standard errors of the 

mean (n = 4). Means labeled with different small letters in each panel and dpi mutually differ 

significantly at the 5% level, as determined using Tukey’s HSD test.
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 第3章

 

植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法における  

ヘマグルチニン生産に栽植密度が及ぼす影響   



32 

1. 序論  

 

栽植密度は、単位時間・単位栽培面積あたりの植物体地上部生体重に影響を

及ぼす広義の環境要素の 1 つである。一般に、栽植密度が高いほど単位時間・

単位栽培面積あたりの植物体地上部乾物重は大きく、植物体間で相互遮蔽が生

じるようなある値以上の栽植密度では、単位時間・単位栽培面積あたりの植物

体地上部乾物重はほぼ一定となる  (Scaife et al., 1987; Scaife and Jones, 1976; 

Shinozaki and Kira, 1956) 。単位時間・単位栽培面積あたりの植物体地上部生

体重も、単位時間・単位栽培面積あたりの植物体地上部乾物重と同様の傾向を

栽植密度に対して示すと考えられる。つまり、植物生産において植物体の地上

部乾物重や地上部生体重が大きいことが望ましい場合には、栽植密度が高いほ

ど好適な環境であるといえる。  

他方、一過性遺伝子発現法を用いた有用タンパク質生産に好適な栽植密度は

不明である。一過性遺伝子発現法のような閉鎖型施設内で行われる植物利用型

有用タンパク質生産では、収穫物の単位生体重あたりの有用タンパク質含量と

単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の両方が大きくなるよ

うに、またはいずれか一方でも大きくなるように調節されることが望ましい。

生産周期が一定の条件下では、単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク

質生産量は単位栽培面積あたりの有用タンパク質量に比例する。植物体地上部

に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において植物体地上部全体を収穫する

場合には、単位栽培面積あたりの有用タンパク質量は単位栽培面積あたりの地

上部生体重と、地上部の単位生体重あたりの有用タンパク質含量の積である。

一過性遺伝子発現法において上位葉の単位生体重あたりまたは可溶性タンパク

質量あたりの有用タンパク質含量は下位葉のそれと比較して大きい傾向があっ

たとの報告  (Buyel and Fischer, 2012; Sheludko et al.,  2007)  を考慮すると、葉

位別葉生体重分布などの植物体の形態に影響を及ぼす栽植密度が単位生体重あ

たりの有用タンパク質含量に影響を及ぼす可能性は高い。もし、栽植密度が高

くなるほど単位生体重あたりの有用タンパク質が小さくなるのであれば、栽植

密度が高いほど望ましい植物生産の場合とは異なり、有用タンパク質生産の場

合には比較的低い栽植密度が好適である可能性がある。このため、栽植密度が
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生体重および単位生体重あたりの有用タンパク質含量の葉位別分布に及ぼす影

響を考慮し、収穫物の単位生体重あたりの有用タンパク質含量および単位栽培

面積あたりの有用タンパク質量に及ぼす影響を調べることは、有用タンパク質

生産に好適な栽植密度を検討する上で重要であると考える。  

そこで、植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において、栽

植密度が葉生体重の葉位別分布および単位生体重あたりの有用タンパク質含量

の葉位別分布に及ぼす影響を調べ、収穫物の単位生体重あたりの有用タンパク

質含量および単位栽培面積あたりの有用タンパク質量に及ぼす影響を明らかに

することを目的とした。一過性遺伝子発現法では、地上部全体を収穫するので

はなく、葉のみ、または葉の中でも上位葉のみを収穫する場合がある  (Buyel 

and Fischer, 2012; Medicago Inc. (website))  ため、植物体地上部全体を収穫する

場合、葉のみを収穫する場合、または葉の中でも上位葉のみを収穫する場合そ

れぞれについて、低栽植密度と高栽植密度間で収穫物の単位生体重あたりの有

用タンパク質含量および単位栽培面積あたりの有用タンパク質量を比較した。

一過性遺伝子発現法として、プラスミド magnICON を有する遺伝子組換えア

グロバクテリウムをベンサミアナタバコに導入する magnifection 法  (Gleba et 

al.,  2005) を 用 い た 。 ま た 、 モ デ ル タ ン パ ク 質 と し て HA を 用 い た 。

magnifection 法を用いた一過性遺伝子発現法において、HA 蓄積量が遺伝子導

入後 6 日目に最大値となったとの報告  (Matsuda et al.,  2012)  があることから、

本研究では遺伝子導入後 6 日目における単位生体重あたりの HA 含量および単

位栽培面積あたりの HA 量を評価することとした。  

 

2. 材料および方法  

 

2.1 供試植物および成育条件  

 

ベ ン サ ミ ア ナ タ バ コ 種 子 を ブ ロ ッ ク 状 ロ ッ ク ウ ー ル 培 地  (AO36/40; 

Rockwool International, Hedehusene, Denmark) に 1 ブロックにつき 2 粒ずつ、

140 ブロックに播種した。播種後 1 週間は、上面を透明なラップフィルムで覆

い、水道水を少量ずつ、つねに底面灌水することで内部の相対湿度を高く維持
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したプラスチックトレイ内にロックウール培地を置き、発芽を促した。播種後

1 週目に同穴の 2 植物体のうち、目視で植物体生体重が小さいと判断した植物

体を間引きし、その後 1 週間、自動給液ベッド上で栽培した。毎日朝 5 時から

20 分間、電気伝導度を 180 mS m
−1 に調製した大塚 A 処方養液  (OAT Agrio, 

Tokyo, Japan) を底面給液した。播種後 2 週目に、目視で植物体生体重が大き

いと判断した 80 植物体を選抜し、異なるロックウール培地に移植した。栽植

密度が 100 plants m
−2

 (以後、低栽植密度 ) または 400 plants m
−2

 (以後、高栽植

密度 ) となるように、それぞれ表面に均等な間隔で穴を開けたロックウール培

地  (2075 B2W; Rockwool International, Hedehusene, Denmark ) を用いた。W200 

× D400 mm となるように切断したロックウール培地を 2 片隣接させて W400 × 

D400 mm となるように配置することで、それぞれの栽植密度で 16 植物体また

は 64 植物体を栽培可能とした。このロックウール培地の穴に選抜植物体のブ

ロック状ロックウール培地を挿入した後に、 19 日間自動給液ベッド上で栽培

した。ここまでの 5 週間の栽培は、直管形白色蛍光灯  (FLR110H・N/A/100; 

TOSHIBA Lighting & Technology) を備えた人工光型植物栽培施設内で行った。

培地上面における PPFD は約 220 µmol m
−2

 s
−1、明暗周期は 16/ 8 h、気温は約

25/ 23°C (明期 / 暗期 ) 、相対湿度は約 60/ 68% (明期 /  暗期 ) であった。  

 

2.2 遺伝子組換えアグロバクテリウム  

 

第 2 章 2.2 と同様とした。  

 

2.3 遺伝子導入  

 

播種後 33 日目に、低栽植密度で栽培したベンサミアナタバコ植物体群  (以

後、低栽植密度区 ) または高栽植密度で栽培したベンサミアナタバコ植物体群  

(以後、高栽植密度区 ) (Fig. 11) の地上部に減圧浸潤法によって遺伝子組換え

アグロバクテリウムを導入した。アクリル製真空デシケーター  (AA30A01A; 

Shin-ei Sangyou, Osaka, Japan; 500 mm wide × 500 mm long × 300 mm high) の内

壁をビニールで覆い、そこに第 2 章 2.3 と同様にして得た遺伝子組換えアグ
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ロバクテリウム懸濁液 19.9 L を満たした。鋼材枠  (400 mm wide × 400 mm long 

× 275 mm high) の下部にベンサミアナタバコ植物体群のロックウール培地を

固定し、上下反転してベンサミアナタバコ地上部のみを懸濁液に浸した。その

後 Matsuda et al.  (2012) の 方 法 に 従 っ て 、 真 空 ポ ン プ  (DA-20D; Ulvac, 

Kanagawa, Japan) を用いて減圧浸潤によってベンサミアナタバコ植物体群地上

部にアグロバクテリウムを導入した。減圧浸潤後にベンサミアナタバコ植物体

群を取り出し、懸濁液が浸潤していない部分が目視で確認できた葉にシリンジ

浸潤法によってアグロバクテリウムを導入した。その後に、葉表面に付着した

アグロバクテリウム懸濁液に含まれる水を蒸発させて培養中の葉の腐敗を防ぐ

目的で、室内  (気温 26°C, RH30%) に 4 h 静置した。葉表面に水分が残存して

いないことを目視で確認した後に、ベンサミアナタバコ植物体群をインキュベ

ータ内での遺伝子導入後の培養に供した。  

 

2.4 遺伝子導入後の培養  

 

遺伝子導入後の培養は、ツイン形白色蛍光灯  (FPL55EX-N; Iwasaki electric, 

Tokyo, Japan) を備えたインキュベータ  (MIR-553; Sanyo Electric, Osaka, Japan) 

内で 6 日間行った。低栽植密度区または高栽植密度区を、それぞれ別のインキ

ュベータ内に置いた。第 2 章 2.4 と同様の理由により、 PPFD 100 µmol m
−2

 s
−1

および気温 20°C の条件で培養を行うこととした。ベンサミアナタバコ植物体

群上面における PPFD は約 100 µmol m
−2

 s
−1、明暗周期は 16/ 8 h、気温は両栽

植密度区ともに約 20/ 20°C (明期 / 暗期 ) 、相対湿度は、低栽植密度区では約

64/ 87% (明期 / 暗期 ) 、高栽植密度区では約 72/ 91% (明期 / 暗期 ) であった。

1 日 1 回、植物体群あたり 800 mL の水道水を培地上面から与えた。また、イ

ンキュベータ間で異なる環境による影響を排除するために、インキュベータ間

でベンサミアナタバコ植物体群を 1 日 1 回入れ替えた。  

 

2.5 葉位別の葉生体重および茎生体重測定  

 

遺伝子導入後の 6 日間の培養の後、低栽植密度区または高栽植密度区のベン
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サミアナタバコ植物体の葉位別の葉生体重および茎生体重を測定した。低栽植

密度区ではロックウール培地に格子状に配置された 16 植物体のうち中心に近

い 4 植物体の 1 植物体ずつを、高栽植密度区ではロックウール培地に格子状に

配置された 64 植物体のうち中心に近い 16 植物体の 4 植物体ずつをひとまとま

りとした  (各試験区で n  = 4) 。葉および茎を、第 1–2、 3–4、 5–6、 7–8、 9–10

葉位、および第 11 葉位以上の 6 グループに切り分けて生体重を測定した。た

だし高栽植密度区では、測定した葉位別の葉および茎の生体重は 4 植物体分で

あるので、それを 4 で除すことで 1 植物体分の葉位別の葉および茎の生体重を

算出した。葉位別の葉生体重あたりの HA 量を算出するために、葉を生体重測

定後に主葉脈に沿って 2 分割し、片方を HA 量の定量に供した。  

 

2.6 ヘマグルチニンの定量  

 

HA の定量を、ELISA 法に従って行った。上述のように 2 分割した葉の片方

を、 2 mmol L
−1ナトリウムヨード酢酸、 1% (v/v) ポリビニルポリピロリドン、

および 0.8% (v/v) 2-メルカプトエタノールを含む、葉生体重の 5 倍量の体積の

50 mmol L
−1リン酸ナトリウムバッファ  (pH 7.0) で磨砕し、磨砕液を得た。磨

砕液に終濃度 1 g L
−1となるように Triton X-100 を加え、 15,000 × g  、 4°C で

15 分間遠心して得た上清を ELISA 法に供した。ELISA 法は、ELISA アッセイ

キット  (SEK001; Sino Biological, Beijing, China ) を用いた。磨砕液中の HA 濃

度を定量後、それを葉の単位生体重あたりの HA 含量に換算した。なお、第

1–2 葉の単位生体重あたりの HA 含量は測定しなかった。これは、一過性遺伝

子発現において最下位葉の単位生体重あたりの有用タンパク質含量は上位葉の

それの 10 分の 1 以下であったという報告  (Buyel and Fischer, 2012) があるこ

とから、第 1–2 葉の単位生体重あたりの HA 含量は上位葉のそれと比較して無

視できるほど小さいと判断したためである。  

 

2.7 単位栽培面積あたりの収穫物生体重、単位栽培面積あたりのヘマグルチニ

ン量、および収穫物の単位生体重あたりのヘマグルチニン含量の算出  
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第 3 葉以上の葉および茎の生体重を積算することで植物体あたりの収穫物生

体重を算出し、それに栽植密度を乗じることで、地上部全体を収穫する場合の

単位栽培面積あたりの収穫物生体重を算出した。同様にして、葉のみを収穫す

る場合の単位栽培面積あたりの収穫物生体重を算出した。また、第 5、 7、 9 葉、

または第 11 葉以上の葉の生体重を積算することで算出した植物体あたりの収

穫物生体重に栽植密度を乗じることで、上位葉のみを収穫する場合の単位栽培

面積あたりの収穫物生体重を算出した。  

葉位別の葉生体重に葉位別の葉の単位生体重あたりの HA 含量を乗じること

で、葉位別の葉あたりの HA 含量を算出した。単位栽培面積あたりの収穫物生

体重の算出と同様に、ある葉位以上の葉あたりの HA 含量を積算した値に栽植

密度を乗じることで、単位栽培面積あたりの HA 量を算出した。  

単位栽培面積あたりの HA 量を単位栽培面積あたりの収穫物生体重で除する

ことで、収穫物の単位生体重あたりの HA 含量を算出した。  

 

2.8 統計処理  

 

異なる栽植密度間での単位栽培面積あたりの地上部乾物重の平均値の差を、

Tukey の HSD 検定により有意水準 5%で検定した。統計処理には、統計処理ソ

フトウェア R のパッケージである agricolae (De Mendiburu, 2009) 内の関数

HSD.test()を用いた。茎と葉の単位生体重あたりの HA 含量の平均値の差、ま

たは異なる栽植密度間でのそれらの平均値の差を、Welch 検定により有意水準

5%で検定した。統計処理には、統計処理ソフトウェア R のパッケージである

stats 内の関数 oneway.test()を用いた。  

 

3. 結果および考察  

 

3.1 単位栽培面積あたりのベンサミアナタバコ地上部乾物重に栽植密度が及ぼ

す影響  

 

栽植密度が面積あたりのベンサミアナタバコ地上部乾物重に及ぼす影響を調
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べる予備実験を行った。播種後 35 日間、 100、 200、 300、または 400 plants 

m
−2 で栽培した試験区間で、単位栽培面積あたりの地上部乾物重を比較したと

ころ、 400 plants m
−2の面積あたり地上部乾物重は、 100 plants m

−2のそれと比

較して有意に大きく、約 1.8 倍であった  (Fig. 9) 。単位栽培面積あたりの地上

部生体重も同様の傾向であると判断し、単位栽培面積あたりの地上部生体重が

大きく異なる 2 つの栽植密度間で収穫物の単位生体重あたりの HA 含量および

単位栽培面積あたりの HA 量を比較することを目的として、低栽植密度条件と

して 100 plants m
−2、高栽植密度条件として 400 plants m

−2で 35 日間栽培した

ベンサミアナタバコを遺伝子導入に供し、その後 6 日間培養する実験を行った  

(第 3 章 3.3 , 3.4 ) 。  

 

3.2 茎の単位生体重あたりのヘマグルチニン含量  

 

一過性遺伝子発現法では、茎には有用タンパク質の遺伝子が導入されないと

されている  (Gleba et al., 2014)  。このため、単位生体重あたりの HA 含量と単

位栽培面積あたりの HA 量のどちらの点においても茎由来の HA 量は無視でき

るほど小さいものであると考えられる。このことを確認するため、予備実験と

して、葉および茎の単位生体重あたりの HA 含量を比較した。播種後 35 日目

に遺伝子導入を行い、その後 10 日間培養したベンサミアナタバコの第 7–9 葉

の単位生体重あたりの HA 含量は、茎の単位生体重あたりの HA 含量と比較し

て有意に大きく、約 12 倍であった  (Fig. 10) 。茎生体重は葉生体重と比較し

て同程度またはそれ以下であった  (Fig. 13A, B) 。これらの結果から、ベンサ

ミアナタバコ地上部全体を収穫する場合には茎由来の HA 量は無視できるほど

小さいといえる。このため、低栽植密度条件として 100 plants m
−2、高栽植密

度条件として 400 plants m
−2で 35 日間栽培したベンサミアナタバコを遺伝子導

入に供し、その後 6 日間培養する実験を行った  (第 3 章 3.3 , 3.4 ) では、茎由

来の HA 量は無視することとした。  
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3.3 葉生体重、茎生体重、および単位葉生体重あたりのヘマグルチニン含量の

葉位別分布に栽植密度が及ぼす影響  

 

400 plants m
−2での第 5–6 葉、第 7–8 葉、第 9–10 葉、および第 11–葉の葉生

体重は、 100 plants m
−2 のそれと比較して有意に小さかった。葉生体重の平均

値が最大である葉位は、 100 plants m
−2 では第 9–10 葉であったのに対して、

400 plants m
−2では第 5–6 葉であり、栽植密度条件間で異なった  (Fig. 13A) 。

400 plants m
−2 での第 1–2 葉、第 9–10 葉、および第 11–葉の茎生体重は、 100 

plants m
−2でのそれと比較して有意に小さかったものの、 400 plants m

−2の第 5–

6 葉の茎生体重は、 100 plants m
− 2でのそれと比較して有意に大きかった。茎生

体重の平均値が最大となった葉位は、 100 plants m
−2 では第 7–8 葉であったの

に対して、 400 plants m
−2 では第 5–6 葉であり、栽植密度条件間で異なった  

(Fig. 13B) 。  

葉生体重が最大である葉位が栽植密度間で異なったことには、 400 plants 

m
−2 では 100 plants m

−2 と比較して相互遮蔽が生じ始めるまでの日数が短かっ

たことが関連していると考える。植物体間で相互遮蔽が生じ始める播種後日数

は、 100 plants m
−2では約 27 日目であり、 400 plants m

−2では約 21 日目であっ

た  (Fig. 12) 。播種後約 21 日目には第 5 本葉まで展開していることが目視で

確認できる  (Fig. 12) 。相互遮蔽が生じると光受容体によるエチレン、オーキ

シン、ブラシノステロイド、およびジベレリン生合成抑制効果が減少し、茎お

よび葉柄の伸長が促進される  (Vandenbussche et al. ,  2005) 。このため 400 

plants m
−2では、播種後約 21 日目以降に茎および葉柄の伸長が促進されたと考

えられる。葉柄の伸長および隣接植物体への接触によって、 400 plants m
− 2 で

は第 5 本葉が立ち上がり、他の葉位の葉に先駆けて群落上面を覆うように成長

したと考えられる。これにより、それより上位の葉の成長が抑制されたと考え

られる。一方で 100 plants m
−2では、相互遮蔽が生じ始めた播種後約 27 日目に

は第 7 本葉まで展開していたことにくわえて隣接植物体との距離が大きかった

ことで、下位葉による上位葉の成長抑制は生じなかったと考えられる。以上の

ことから 400 plants m
−2での葉生体重が最大である葉位は、 100 plants m

−2での

それと比較して低く、第 5–6 葉位であったと考える。  
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400 plants m
−2での第 9–10 葉および第 11–葉の単位生体重あたりの HA 含量

は、 100 plants m
−2 でのそれと比較して有意に小さかった。葉の単位生体重あ

たりの HA 含量の平均値が最大となった葉位は、 100 plants m
−2では第 11–葉で

あったのに対して、 400 plants m
−2では第 9–10 葉であり、栽植密度条件間で異

なった。両栽植密度条件ともに上位葉  (第 7–8 葉、第 9–10 葉、および第 11–

葉 ) の単位生体重あたりの HA 含量は、下位葉  (第 3–4 葉および第 5–6 葉 ) の

それと比較して大きい傾向にあった  (Fig. 13C) 。  

上位葉の単位生体重あたりの HA 含量が下位葉のそれと比較して大きい傾向

は、一過性遺伝子発現法による有用タンパク質生産で葉の単位生体重あたりの

または可溶性タンパク質あたりの有用タンパク質含量の葉位別分布を調べた既

往の報告  (Buyel and Fischer, 2012; Sheludko et al.,  2007)  と同様である。この

傾向には、葉齢が小さい葉では葉齢が大きく成熟した葉と比較してタンパク質

合成能力が大きいと考えられる細胞周期の細胞数が多い  (Galbraith et al.,  

1983) ことが関係しているかもしれないという指摘  (Buyel and Fischer, 2012)  

がある。他方、興味深いことに、上位葉の単位生体重あたりの有用タンパク質

含量でも、 100 plants m
−2でのそれは 400 plants m

−2でのそれと比較して有意に

大きいことが示された  (Fig. 13C) 。このことには、 100 plants m
−2での上位葉

の葉生体重が 400 plants m
−2でのそれと比較して有意に大きいこと  (Fig. 13A) 

が関係しているかもしれない。  

以上のように栽植密度によって、葉位別の葉生体重、茎生体重、または葉の

単位生体重あたりの HA 含量が異なったのみならず、それらが最大となる葉位

も異なることが明らかとなった。  

 

3.4 単位栽培面積あたりのヘマグルチニン量および収穫物の単位生体重あたり

のヘマグルチニン含量に栽植密度が及ぼす影響  

 

地上部全体  (第 3 葉以上の葉および茎 ) を収穫する場合の、単位栽培面積あ

たりの収穫物量、収穫物の単位生体重あたりの HA 含量、および単位栽培面積

あたりの HA 量を算出した。 400 plants m
−2 での単位栽培面積あたりの収穫物

量は、 100 plants m
−2 でのそれと比較して有意に大きく、約 2.1 倍であった  
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(Fig. 14A) 。他方、 400 plants m
−2での収穫物の単位生体重あたりの HA 含量は、

100 plants m
−2 でのそれと比較して有意に小さく、約 0.51 倍であった  (Fig. 

14B) 。このため、それらの積である単位栽培面積あたりの HA 量には、 400 

plants m
−2 と 100 plants m

−2 の間には有意な差は認められず、同程度であった  

(Fig. 14C) 。 400 plants m
−2 での収穫物の単位生体重あたりの HA 含量が 100 

plants m
−2 でのそれと比較して小さかったことは、以下の 3 点に起因する。第

一に、有用タンパク質がほとんど蓄積しない茎の生体重が収穫物生体重に占め

る割合が大きかったことである。 400 plants m
−2 での茎生体重が収穫物生体重

に占める割合は約 43%であり、 100 plants m
− 2での約 26%より大きかった  (Fig. 

14A) 。第二に、葉の単位生体重あたりの HA 含量が比較的大きい上位葉  (7–8

葉、 9–10 葉、および 11–葉 ) が収穫物に占める割合が小さかったことである。

400 plants m
−2 での上位葉生体重が収穫物生体重に占める割合は約 27%であり、

100 plants m
−2での約 49%より低かった  (Fig. 14A) 。これは、 400 plants m

− 2で

の葉生体重が最大となる葉位は第 5–6 葉であったのに対して、 100 plants m
−2

でのそれは第 9–10 葉であった  (Fig. 13A) ことに起因する。第三に、上位葉の

中でも、 400 plants m
−2 での第 9–10 葉および第 11–葉の単位生体重あたりの

HA 含量は、 100 plants m
−2 でのそれと比較して有意に小さかった  (Fig. 13C) 

ことである。これらのことから、一過性遺伝子発現法では、単位栽培面積あた

りの収穫物生体重が大きいような高栽植密度条件であっても、収穫物の単位生

体重あたりの HA 含量は小さくなる可能性があり、結果として単位栽培面積あ

たりの HA 量が低栽植密度条件と比較して必ずしも大きくなるわけではないと

いえる。むしろ高栽植密度条件では、収穫物の単位生体重あたりの HA 含量が

小さいことで HA の抽出および精製に要する費用の点で不利となる可能性があ

る。  

次に、地上部のうち葉のみ、または葉の中でも上位葉のみを収穫する場合の

単位栽培面積あたりの収穫物量、収穫物の単位生体重あたりの HA 含量、およ

び単位栽培面積あたりの HA 量を算出した。なお、葉のみを収穫することは、

第 3 葉以上の葉をすべて収穫することに相当する。第 3 葉以上または第 5 葉以

上を収穫する場合の 400 plants m
−2での単位栽培面積あたりの収穫物量は、 100 

plants m
−2 でのそれと比較して有意に大きかったものの、その他の場合では栽
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植密度間に有意な差は認められなかった  (Fig. 15A) 。第 7 葉以上を収穫する

場合を除いて、 400 plants m
−2 での収穫物の単位生体重あたりの HA 含量は、

100 plants m
−2のそれと比較して有意に小さかった  (Fig. 15B) 。単位栽培面積

あたりの HA 量は、いずれの場合も、栽植密度間に有意な差は認められなかっ

た  (Fig. 15C) 。 400 plants m
−2 での収穫物の単位生体重あたりの HA 含量が

100 plants m
−2 でのそれと比較して小さかったことは、おもに以下の 2 点に起

因する。葉の単位生体重あたりの HA 含量が比較的高い上位葉  (7–8 葉、 9–10

葉、および 11–葉 ) が収穫物に占める割合が 100 plants m
−2 では約 67%であっ

たのに対して 400 plants m
−2では約 48%であり低かったこと、および 400 plants 

m
−2 での第 9–10 葉および第 11–葉の単位生体重あたりの HA 含量が 100 plants 

m
−2でのそれと比較して有意に小さかった  (Fig. 13C) ことである。このように、

地上部のうち葉のみ、または葉の中でも上位葉のみを収穫する場合にも、収穫

物の単位生体重あたりの HA 含量、および単位栽培面積あたりの HA 量のそれ

ぞれについての栽植密度間での差の傾向は、茎を含めた地上部全体を収穫する

場合と同様であった。  

以上のように、本研究の条件では 100 plants m
−2は 400 plants m

− 2と比較して

一過性遺伝子発現法を用いた HA 生産に好適な栽植密度であることが示された。

つまり、栽植密度が高いほど望ましい植物生産の場合とは異なり、HA 生産の

場合には低栽植密度が望ましい場合があることが示された。しかしながら、栽

植密度が低いほど HA 生産に好適であるとは限らず、また、必ずしも 100 

plants m
−2 が最適な栽植密度であるとは限らない。本研究において 400 plants 

m
−2 での収穫物の単位生体重あたりの HA 含量が小さかった要因が植物体間で

の相互遮蔽に帰結されるならば、単位栽培面積あたりの収穫物生体重も考慮し

て、栽培および培養期間に植物体間で相互遮蔽が生じない範囲で最大の栽植密

度が有用タンパク質生産に最適であるかもしれない。そのような栽植密度は、

群落上面における光合成有効光量子束密度などの光環境要素や生産周期によっ

て異なると考えられる。このため、任意の環境下での最適栽植密度を明らかに

するためには、光環境要素と栽植密度が有用タンパク質生産に及ぼす影響を、

交互作用を含めて調べる必要があると考える。  
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4. 結論  

 

本章では、地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において、地上部

全体を収穫する場合、葉のみを収穫する場合、または葉の中でも上位葉のみを

収穫する場合に、収穫物の単位生体重あたりの有用タンパク質含量および単位

栽培面積あたりの有用タンパク質量に栽植密度が及ぼす影響を明らかにするこ

とを目的として、 100 plants m
−2の低栽植密度条件、または 400 plants m

−2の高

栽植密度条件で栽培・培養したベンサミアナタバコの、葉位別の葉生体重、茎

生体重、および葉の単位生体重あたりの HA 含量を調べた。  

単位栽培面積あたりの収穫物生体重が大きいような高栽植密度条件であって

も、単位栽培面積あたりの HA 量が低栽植密度条件と比較して大きくなるとは

限らないことが示された。むしろ高栽植密度条件では、収穫物の単位生体重あ

たりの HA 含量が小さいことで、HA の抽出および精製に要する費用の点で不

利となる可能性があることが示された。  

このように本章では、栽植密度が高いほど望ましい植物生産の場合とは異な

り、有用タンパク質生産の場合には低栽植密度が望ましい場合があることを示

した。一過性遺伝子発現法を用いた有用タンパク質生産における栽植密度を決

定する際には、葉または茎の生体重の葉位別分布および単位生体重あたりの有

用タンパク質含量の葉位別分布に栽植密度が及ぼす影響を考慮する必要がある。  
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Fig. 9 Shoot dry weight per unit area of N. benthamana plants grown for 35 days at a plant 

density of 100, 200, 300, or 400 plants m
−2

. Vertical bars show standard errors of the mean (n = 

8). Means labeled with different small letters mutually differ significantly at the 5% level, as 

determined using the Tukey’s HSD test.  
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Fig. 10 Hemagglutinin (HA) yield per unit fresh weight of stem and leaf of N. benthamiana 

plants grown for 35 days, agro-infiltrated and incubated for 10 days. Leaves at leaf positions of 

7–9 were harvested and homogenized. Vertical bars show standard errors of the mean (n = 3). 

Mean labeled with an asterisk (*) differs significantly from the other at the 5% level, as 

determined using Welch’s test.  
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Fig. 11 N. benthamiana plants grown for 33 days at a plant density of 100 or 400 plants m
−2

.  
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Fig. 12 N. benthamiana plants grown for 21, 27, or 32 days post seeding (dps) at different a 

plant density of 100 or 400 plants m
−2

. 

 



48 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 Leaf fresh weight (FW) (A), stem FW (B) and hemagglutinin (HA) yield per leaf FW 

(C) at different leaf positions of N. benthamiana in plants grown for 33 days and incubated for 6 

days at a plant density of 100 (white column) or 400 (black column) plants m
−2

. Vertical bars 

show standard errors of the mean (n = 4). Means labeled with an asterisk (*) differ significantly 

from the other at the 5% level, as determined using Welch’s test. NA means that no data are 

available. 
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Fig. 14 Fresh weight (FW) of harvested portion per unit area (A), hemagglutinin (HA) yield per 

unit FW (B) and HA yield per unit area (C) in harvesting the aerial portion of shoot above the 

leaf position of 3 on N. benthamiana plants grown at a plant density of 100 or 400 plants m
−2

. In 

FW of the harvested portion per unit area, columns of different colors mean FW of stem and 

FWs of leaves at different leaf positions. Vertical bars show standard errors of the mean (n = 4). 

Means labeled with an asterisk (*) differ significantly from the other at the 5% level, as 

determined using Welch’s test. 
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Fig. 15 Fresh weight (FW) of harvested portion per unit area (A), hemagglutinin (HA) yield per 

unit FW (B) and HA yield per unit area (C) in harvesting leaves above the leaf position of 3, 5, 7, 

9, or 11 on N. benthamiana plants grown at plant density of 100 (white column) or 400 (black 

column) plants m
−2

. Vertical bars represent standard errors of the mean (n = 4). Means labeled 

with an asterisk (*) differ significantly from the other at the 5% level, as determined using 

Welch’s test. 
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 第4章

 

切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法における  

ヘマグルチニン生産にアグロバクテリウム懸濁液水除去処理が  

及ぼす影響   
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1. 序論  

 

遺伝子組換えアグロバクテリウムを利用した一過性遺伝子発現法による大規

模有用タンパク質生産では一般に、植物体地上部全体に遺伝子導入を行い、約

1 週間の培養後にその植物体地上部全体あるいは多くの部分を収穫する。具体

的には、特殊な大型機械を用いて複数の植物体を培地ごと上下反転させ、植物

体地上部のみをアグロバクテリウム懸濁液に浸した後に減圧浸潤法によって植

物体地上部に遺伝子組換えアグロバクテリウム懸濁液を浸潤  (以後、遺伝子導

入 ) させる。その後、植物体を培地ごと適切な環境下で培養し、有用タンパク

質を葉内に蓄積させてから収穫する。この遺伝子導入の対象を、植物から切離

した葉  (以後、切離葉 ) とすることができれば、いくつかの利点が生じる。減

圧浸潤法によって切離葉に遺伝子組換えアグロバクテリウムを導入して切離葉

内に有用タンパク質を蓄積させる方法  (Arzola et al.,  2011; Joh et al.,  2005; Jung 

et al.,  2014; Kingsbury and McDonald, 2014; McDonald et al.,  2014; Plesha et al., 

2007; Plesha, 2008; Plesha et al.,  2009; Simmons et al.,  2009)  では、植物体を支

える培地がないことから、特殊な大型機械による上下反転操作は必要なく、ま

た、収穫後の培地を滅菌し廃棄する必要もない。そればかりでなく、この方法

では上位葉などの一部の葉を切離した後の植物を継続して栽培して脇芽を成長

させることにより、次の有用タンパク質生産に用いる葉を生産するための母株

として有効利用できる。植物体地上部に遺伝子導入を行う方法では、遺伝子導

入ごとに新たに播種から栽培を行う必要があるため、期間あたりに有用タンパ

ク質生産に利用できる葉は少なくなる。したがって、切離葉に遺伝子導入を行

う方法では、植物体地上部に遺伝子導入を行う方法と比較して単位時間・単位

栽培面積あたりの有用タンパク質生産量を大きくできる可能性がある。このよ

うに、切離葉を用いる方法は有用タンパク質生産の大規模化に適しているとい

える。  

切離葉を用いる方法では遺伝子導入後の培養において、植物体地上部に遺伝

子導入を行う方法とは異なる環境調節を行う工程が必要との報告  (Plesha, 

2008) がある。この報告では、遺伝子導入後の約 1 週間の培養では、しおれを

防ぐために切離葉の周囲を高湿度に保つ必要があるとしている。またこの報告
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では、培養中に葉内が嫌気状態となることを防ぐために、減圧浸潤法による遺

伝子導入直後に切離葉を低湿度下に置いて、葉内に浸潤したアグロバクテリウ

ム懸濁液中の水を蒸散させる必要があるとしている。具体的には、 15 秒間の

減圧浸潤に対しては 20 分間程度の蒸散が、また 1 分間の減圧浸潤に対しては

1 時間程度の蒸散が行われなければ、有用タンパク質が切離葉にほとんど蓄積

されないと報告されている。蒸散時間が短く切離葉内に残存するアグロバクテ

リウム懸濁液の水量  (以後、残存懸濁液水量 ) が大きい場合には、培養中の切

離葉の生理状態の悪化が有用タンパク質の蓄積に負の影響を及ぼすことが示唆

されている  (Plesha, 2008) 。ところが、このようにアグロバクテリウム懸濁液

の水を蒸散させる処理  (以後、水除去処理 ) の持続時間が示されているものの、

持続時間が単位生体重あたりの有用タンパク質含量に及ぼす影響は調べられて

いない。このため、単位生体重あたりで大きな有用タンパク質含量を得るため

の水除去処理の指標として処理の持続時間を用いることが妥当であるのかにつ

いてさえ不明である。そもそも、水除去処理の目的はアグロバクテリウム懸濁

液の水を蒸散によって除去することである。これを考慮すると、切離葉に浸潤

した懸濁液の水を水除去処理においてほぼ完全に除去することで、単位生体重

あたりで大きな有用タンパク質含量を得られると考える。そのような水除去処

理を行うためには、残存懸濁液水量の指標を水除去処理の指標として用いるこ

とが適当であると考える。  

そこで本研究では、切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法における

遺伝子導入直後の水除去処理の指標を新たに設定し、それが単位生体重あたり

の有用タンパク質含量に及ぼす影響を明らかにすることで、有用タンパク質生

産に好適な水除去処理方法を提案することを目的とした。水除去処理の指標と

して、遺伝子導入前の切離葉の生体重に対する水除去処理終了時の生体重の比  

(以後、処理後相対生体重 ) を用いた。これは、処理終了時の残存懸濁液水量

と正の相関があると考えられる値である。一過性遺伝子発現法として、プラス

ミド magnICON を有する遺伝子組換えアグロバクテリウムをベンサミアナタ

バコに導入する magnifection 法  (Gleba et al., 2005) を用いた。また、モデルタ

ンパク質として HA を用いた。また、切離葉に遺伝子導入を行う方法で植物体

地上部に遺伝子導入を行う方法と同程度の単位生体重あたりの HA 含量を得ら
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れるかについて検証するために、植物体から切離されていない葉  (以後、非切

離葉 ) の単位生体重あたりの有用タンパク質含量と切離葉のそれを比較した。

magnifection 法を用いた一過性遺伝子発現法において、HA 蓄積量が遺伝子導

入後 6 日目に最大値となったとの報告  (Matsuda et al.,  2012)  があることから、

本研究では遺伝子導入後 6 日目における単位生体重あたりの HA 含量を評価す

ることとした。  

 

2. 材料および方法  

 

2.1 供試植物および成育条件  

 

播種後 2 週目からは、約 74 plants m
−2の栽植密度でベンサミアナタバコを栽

培した。その他の条件は、第 3 章 2.1 と同様とした。  

 

2.2 遺伝子組換えアグロバクテリウム  

 

第 2 章 2.2 と同様とした。  

 

2.3 切離葉の取得および遺伝子導入  

 

播種後 5 週目のベンサミアナタバコから、第 9 葉または第 10 葉を切離し、 6

枚の第 9 葉位切離葉および 10 枚の第 10 葉位切離葉を得た。切離直後に、遺伝

子導入前の生体重  (FWpre) を測定した。ポリカーボネート製真空デシケータ

ー  (300G; As One, Osaka, Japan) 内に置いたポリプロピレン製容器  (B-315; 

Iwasaki Industry, Nara, Japan; Φ182 mm × 141 mm high) 内に、第 2 章 2.3 と同

様にして得た遺伝子組換えアグロバクテリウム懸濁液 2.3 L を満たした。切離

葉をアグロバクテリウム懸濁液に浸した後に、Matsuda et al.  (2012) の方法に

従って、真空ポンプ  (DA-20D; Ulvac, Kanagawa, Japan) を用いて減圧浸潤法に

よって切離葉にアグロバクテリウム懸濁液を浸潤させた。  

一方、播種後 5 週目のベンサミアナタバコのうち 4 植物体の第 10 葉 4 枚を、



55 

植物体から切り離さない非切離葉として実験に用いた。これら 4 植物体の地上

部にも、減圧浸潤法によってアグロバクテリウム懸濁液を浸潤させた。 4 枚の

第 10 葉位非切離葉の FWpreはいずれも、 10 枚の第 10 葉位切離葉の FWpreの平

均値と同値とした。  

 

2.4 水除去処理  

 

遺伝子導入直後に水除去処理を行った。水除去処理は、除湿空気を通気した

透明アクリル製チャンバ  (321 mm wide × 232 mm long × 223 mm high; Fig. 17A) 

内に静置したステンレス製網棚上に複数の切離葉を置き、最大 4.4 h 静置する

ことで行った。エアーポンプ  (APN-110R; Iwaki, Tokyo, Japan) から排出され

た空気を乾燥シリカゲルを通過させることで得た除湿空気  (相対湿度 : 約

10%) を、チャンバ内に連続通気した。通気により、チャンバ内相対湿度は

10–40%であった。水除去処理中は、チャンバ外側上方に設置したツイン型白

色蛍光灯  (FPL55EX-N; Iwasaki electric, Tokyo, Japan) を用いて、切離葉に光を

照射した。切離葉面における PPFD は 50 µmol m
−2

 s
−1であった。水除去処理中

のチャンバ内気温は 26°C であった。  

切離葉ごとに水除去処理の時間を 0.7–4.4 h の範囲で変えることで、処理後

相対生体重が 0.94–1.28 gFW gFW
−1で異なる複数の切離葉を得た。処理後相対

生体重  (RFW) は、 FWpre に対する水除去処理終了時の切離葉生体重  (FWpos t) 

の比である。  

一方で、葉を切離せずに遺伝子導入を行った 4 植物体を、 4 h ほど室内に静

置することで非切離葉の水除去処理とした。 4 枚の非切離葉の FWpos t は、それ

ぞれの FWpreと同値とした。すなわち、非切離葉の RFW は 1 とした。  

 

2.5 水除去処理後の培養  

 

水除去処理終了直後の切離葉の葉柄端を切除した後に、切離葉生体重  

(FWcu t) を測定し、 6 日間の培養に供した。切離葉の培養を、内部に加湿空気

を連続導入した透明アクリル製チャンバ  (200 mm wide × 200 mm long × 250 
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mm high; Fig. 17B) 内で行った。切離葉の葉柄端をウレタンフォームで巻き、

チャンバ内底面に入れた 30 mg L
−1リファンピシン水溶液 1 L に沈めたポリス

チレン製プラグトレイ  (P-128; Takii, Kyoto, Japan; cut to the size of 170 mm 

wide × 170 mm long × 35 mm high) のセル内に、ウレタンフォームを挿した。

エアーポンプ  (APN-110R, Iwaki, Tokyo, Japan) から排出された空気を加湿瓶

に通すことで得た加湿空気を、チャンバ内に連続導入した。加湿空気を導入す

ることによるチャンバの換気回数は 15 h
−1であり、チャンバ内相対湿度は 90%

以上であった。培養中は、チャンバ上方に設置したツイン型白色蛍光灯  

(FPL55EX-N; Iwasaki electric, Tokyo, Japan) を用いて、切離葉に光照射を行っ

た。第 2 章 2.4 と同様の理由により、 PPFD 100 µmol m
−2

 s
−1および気温 20°C

の条件で培養を行うこととした。明暗周期は 16/ 8 h とし、明期時の切離葉面

における PPFD は 100 µmol m
−2

 s
−1であった。培養中のチャンバ内気温は 20–

21°C であった。  

一方、葉を切離せずに遺伝子導入を行った 4 植物体を、加湿空気を導入しな

いグロースチャンバ  (MIR-553; Sanyo Electric, Osaka, Japan) 内に静置すること

で、非切離葉の 6 日間の培養を行った。非切離葉の培養中における気温、明暗

周期、および葉面 PPFD は、切離葉の培養中のそれらと同様とした。明期の相

対湿度は約 62%、暗期の相対湿度は約 83%であった。これらの 4 植物体をト

レイに載せ、水道水を常時底面灌水した。 4 枚の非切離葉の FWcu t は、それぞ

れの FWpreまたは FWpos tと同値とした。  

6 日間の培養後、切離葉と切離後の非切離葉の生体重  (FW6) を測定し、HA

量および可溶性タンパク質  (TSP) 量定量に供した。  

 

2.6 ヘマグルチニン量および可溶性タンパク質量の定量  

 

切離葉および非切離葉から生体重にして約 0.5 g を切り出した部分の HA 量

および TSP 量を、それぞれ ELISA 法またはブラッドフォード法によって定量

した。磨砕および ELISA 法は、使用した 50 mmol L
−1リン酸ナトリウムバッフ

ァ  (pH 7.0) の体積が、切り出した部分の生体重の 9 倍量であった以外は、第

3 章 2.6 と同様とした。磨砕液に Triton X-100 を加えずに 15,000×g、 4°C で 15
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分間遠心して得た上清をブラッドフォード法に供した。ブラッドフォード法は、

プロテインアッセイ染色試薬  (500-0006; Bio Rad Laboratories, CA, USA) およ

びウシ血清アルブミン  (A7638; Sigma Aldrich, MO, USA) を用いて行った。磨

砕液中の HA 濃度を定量後、それを葉の単位生体重あたりの HA 含量および葉

の単位生体重あたりの TSP 含量に換算した。  

 

2.7 処理後相対生体重および葉あたりのヘマグルチニン含量算出  

 

水除去処理終了後の葉柄端切除後の生体重  (FWcu t) には RFW の影響が含ま

れているため、FWcu tを RFW で除することで遺伝子導入前の生体重に換算した

生体重  (FW0) を求めた。非切離葉の場合、RFW  = 1 としたため、FW0  = FWpr e  

= FWpos t  = FWcu t である。FW6 を FW0 で除することで、葉成長の指標である培

養後相対生体重を算出した。  

葉の単位生体重あたりの HA 含量または葉の単位生体重あたりの TSP 含量

に、培養後相対生体重および切離葉 16 枚の平均 FW0  = 2.8 を乗じることで、

葉あたりの HA 含量および葉あたりの TSP 含量を算出した。  

 

2.8 統計処理  

 

単位生体重あたりの HA 含量および葉あたりの HA 含量を、処理後相対生体

重に対して最小二乗法によって単回帰し、回帰直線の作成、調整済み決定係数  

(r
2
) の算出、および P 値の算出を行った。統計処理には、統計処理ソフトウ

ェア R のパッケージである stats 内の関数 lm()を用いた。  

 

3. 結果および考察  

 

切離葉の単位生体重あたりの HA 含量は、水除去処理後に切離葉内に残存す

るアグロバクテリウム懸濁液水量の指標である処理後相対生体重  (RFW) が大

きいほど小さかった  (Fig. 18A) 。培養中の葉成長の指標である培養後相対生

体重は処理後相対生体重に依存しておらず、すべての切離葉で同程度であった  
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(Fig. 18B) 。このため切離葉の葉あたりの HA 含量は、単位生体重あたりの

HA 含量と同様に処理後相対生体重が大きいほど小さかった  (Fig. 18C) 。一方

で、切離葉の単位生体重あたりの TSP 含量および葉あたりの TSP 含量のどち

らにも、処理後相対生体重による影響は認められなかった  (Fig. 18D, E) 。処

理後相対生体重が 1.0 であることは、水除去処理後に切離葉内にアグロバクテ

リウム懸濁液の水がほとんど残存していないことを意味する。このことは、水

除去処理後に切離葉内に残存する懸濁液中の水が切離葉での HA 蓄積を抑制し、

その抑制の程度は残存懸濁液水量が大きいほど大きいことを示唆している。処

理後相対生体重を指標としてそれが 1.0 近傍となるまで水除去処理を行うこと

で、単位生体重あたりまたは葉あたりで大きな HA 含量を得られることが明ら

かとなった。培養後相対生体重および TSP 量が処理後相対生体重にかかわら

ずすべての切離葉で同程度であったことは、水除去処理後に切離葉内に残存す

る懸濁液水は HA 蓄積にのみ影響を及ぼし、葉細胞の生理活性には影響を及ぼ

さないことを示唆している。  

他方、切離葉に遺伝子導入を行う方法で植物体地上部に遺伝子導入を行う方

法と比較して同程度の単位生体重あたりの HA 含量を得られるかについて調べ

るために、それぞれの方法で得られた切離葉または非切離葉の単位生体重あた

りの HA 含量および葉あたりの HA 含量を比較した。処理後相対生体重が約

1.0 の切離葉の単位生体重あたりの HA 含量の最大値は、非切離葉の単位生体

重あたりの HA 含量の平均値の約 95%であり同程度であった  (Fig. 18A) 。し

かしながら、葉あたりの HA 含量では、切離葉のそれと非切離葉のそれとの間

の差は大となり、切離葉の葉あたりの HA 含量の最大値でも非切離葉のそれの

平均値の約 84%であった  (Fig. 18C) 。このことは、培養中の葉成長の指標で

ある培養後相対生体重に関して、切離葉のそれは非切離葉のそれと比較して小

さい傾向にあった  (Fig. 18B) ことに示されるように、切離葉では葉の切離に

よって葉成長が抑制されたことに起因する。以上のように、本研究の条件では、

水除去処理においてアグロバクテリウム懸濁液の水をほぼすべて蒸散させたと

しても、切離葉に遺伝子導入を行う方法での葉あたりの HA 含量は、植物体地

上部に遺伝子導入を行う方法のそれと比較して小さい傾向にあった。  

培養中の切離葉の葉成長は、葉成長に好適なように培養環境を調節すること
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で増大する可能性がある。本実験では相対湿度以外の環境要素を、植物体地上

部に遺伝子導入を行う方法と同様、すなわち PPFD を第 2 章 2.4 に述べた理由

により 100 µmol m
−2

 s
−1とし、培養容器内 CO2濃度を外気 CO2濃度とした。こ

れらの環境要素の値を高めることで切離葉の葉成長を促進でき、切離葉の葉あ

たりの HA 含量を増大できるかもしれない。  

本研究によって水除去処理後に葉内に残存する懸濁液水が有用タンパク質量

の蓄積を抑制することが示唆されたものの、そのメカニズムは不明である。遺

伝子組換えアグロバクテリウムを利用した一過性遺伝子発現法は、アグロバク

テリウムによる植物細胞への遺伝子導入、導入された遺伝子の転写、翻訳、細

胞間移行、および有用タンパク質の代謝などの一連の反応を含む。残存懸濁液

水がこれらの反応に及ぼす影響を解析することで、切離葉に遺伝子導入を行う

一過性遺伝子発現法において安定的に大きな単位生体重あたりの有用タンパク

質含量を得るためのより詳細な条件を見出すことが可能となると考える。  

 

4. 結論  

 

本章では、切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法における遺伝子導

入直後に切離葉内に浸潤したアグロバクテリウム懸濁液の水を蒸散によって除

去する水除去処理の指標を新たに設定し、それが単位生体重あたりの有用タン

パク質含量に及ぼす影響を明らかにすることで、有用タンパク質生産に好適な

水除去処理方法を提案することを目的とした。水除去処理の指標として、遺伝

子導入前の切離葉の生体重に対する水除去処理終了時の生体重の比  (以後、処

理後相対生体重 ) を用いた結果、処理後相対生体重が 1.0 近傍となるまで水除

去処理を行うことで、単位生体重あたりまたは葉あたりで大きな HA 含量を得

られることが明らかとなった。また、そのような適切な水除去処理を行った場

合には、切離葉の単位生体重あたりの HA 含量を非切離葉のそれと比較して同

程度まで高めることができた。このように本章では、切離葉に遺伝子導入を行

う方法を用いた実用レベルの有用タンパク質生産技術の確立に寄与する知見を

得た。  



60 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 16 Schematic diagram of equipment and diagrammatic illustrations of dehumidified 

chambers used for detached N. benthamiana leaves in the transpiration process (A) and a 

schematic diagram of equipment and diagrammatic illustrations of humidified chambers used 

for detached leaves in the incubation process (B). Arrows show the direction of airflow.  
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Fig. 17 Detached N. benthamiana leaves in the humidified chamber during the transpiration 

process (A) and in the humidified chamber during the incubation process (B). During the 

transpiration process, detached leaves were set on stainless steel wire racks inside the 

humidified chamber. During the incubation process, petioles of detached leaves were covered 

with flexible urethane foam that had been inserted into cells of a plug tray submerged in 1 L of 

30 mg L
−1

 rifampicin solution. 
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Fig. 18 Correlation of residual agrobacterium suspension remained in detached leaf tissue 

(RFW) with hemagglutinin (HA) yield per unit fresh weight (FW) (A), leaf FW increasing rate 

in incubation process (B), HA yield per leaf (C), total soluble protein (TSP) yield per unit FW 

(D) and TSP yield per leaf (E) of detached N. benthamiana leaves. Linear regression analysis 

was performed to analyze the correlation: r
2
 = 0.57 and P < 0.001 (A) and r

2
 = 0.59 and P < 

0.001 (B). Dashed lines represent the mean values of intact leaves of whole plants (n = 4).
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 第5章

 

切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法における  

ヘマグルチニン生産に培養中の光合成有効光量子束密度が  

及ぼす影響   
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1. 序論  

 

前章の研究では、切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において、

遺伝子導入直後に葉内のアグロバクテリウム懸濁液の水を蒸散させる処理  (以

後、水除去処理 ) が、切離葉の単位生体重あたりの HA 含量および葉あたりの

HA 含量に及ぼす影響を調べた。その結果、水除去処理の指標である処理後相

対生体重が 1.0 近傍となるまで水除去処理を行うことで、単位生体重あたりで

大きな HA 含量を得られることが明らかとなった。他方、切離葉の培養中の葉

成長の指標である培養後相対生体重は、非切離葉のそれと比較して小さい傾向

であり、それに伴い葉あたりの HA 含量も小さい傾向であった。切離葉では、

葉を植物体から切り離したことによって培養中の葉成長が抑制されていたと考

えられる  (第 4 章 ) 。このため、葉あたりの有用タンパク質含量を大きくする

ためには、切離葉培養中に葉の成長を促進するような環境調節が必要であると

考えられる。  

葉面における PPFD があるレベルに到達するまでは、一般に PPFD が高いほ

ど葉の純光合成速度は大きくなる。同様に、培養中の PPFD を適切なレベルま

で高めることで、切離葉の純光合成速度を大きくできれば、結果的に葉の成長

が促進される可能性がある。他方、葉あたりの有用タンパク質含量を構成する

もう 1 つの要素である単位生体重あたりの有用タンパク質含量も、培養中の切

離葉面における PPFD を高めることで大きくなる可能性が高いと考える。遺伝

子導入後の有用タンパク質の大量合成は、植物細胞内のエネルギーを大量に消

費すると考えられる。このため、光照射に伴う光化学反応によってエネルギー

供給が行われることで有用タンパク質合成が促進される可能性は高い。  

しかしながら、切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において、

PPFD が単位生体重あたりの有用タンパク質含量および葉あたりの有用タンパ

ク質含量に及ぼす影響に関する研究はほとんど見あたらない。多くの研究  

(Arzola et al.,  2011; Jung et al., 2014; Kingsbury and McDonald, 2014; Plesha et al., 

2007; Plesha, 2008; Plesha et al., 2009)  では、PPFD が有用タンパク質生産に及

ぼす影響が検討されないままに、暗黒、すなわち葉面における PPFD が 0 µmol 

m
−2

 s
−1の条件下で切離葉が培養されている。このため、培養中の PPFD が単位
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生体重あたりの有用タンパク質含量および葉あたりの有用タンパク質含量に及

ぼす影響を調べ、有用タンパク質生産に好適な PPFD のレベルを指摘すること

の意義は大きい。  

そこで本章では、切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において有

用タンパク質生産に好適な培養中の PPFD レベルを明らかにすることを目的と

して、切離葉の葉成長、単位生体重あたりの有用タンパク質含量、および葉あ

たりの有用タンパク質含量に培養中の PPFD が及ぼす影響を調べた。葉成長の

指標として、培養前の生体重または乾物重に対する培養後の生体重または乾物

重の比  (以後、培養後相対生体重または培養後相対乾物重 ) を用いた。暗黒  

(PPFD: 0 µmol m
−2

 s
−1

) および第 4 章で適用した培養中の PPFD 100 µmol m
−2

 

s
−1 を含むように、培養中の切離葉面における PPFD が 0、 50、 100、または

500 µmol m
−2

 s
−1 である試験区を設定した。一過性遺伝子発現法として、プラ

スミド magnICON を有する遺伝子組換えアグロバクテリウムをベンサミアナ

タバコに導入する magnifection 法  (Gleba et al., 2005) を用いた。また、モデル

タンパク質として HA を用いた。magnifection 法を用いた一過性遺伝子発現法

において、 HA 蓄積量が遺伝子導入後 6 日目に最大値となったとの報告  

(Matsuda et al.,  2012)  があることから、本研究では遺伝子導入後 6 日目におけ

る単位生体重あたりの HA 含量を評価することとした。  

 

2. 材料および方法  

 

2.1 供試植物および成育条件  

 

第 4 章 2.1 と同様とした。  

 

2.2 遺伝子組換えアグロバクテリウム  

 

第 2 章 2.2 と同様とした。  

 



66 

2.3 切離葉の取得および遺伝子導入  

 

播種後 5 週目のベンサミアナタバコから、第 9 葉または第 10 葉を切離し、 8

枚の第 9 葉位切離葉および 8 枚の第 10 葉位切離葉を得た。その他の条件は、

第 4 章 2.3 と同様とした。遺伝子導入前の生体重  (FWpre) を測定した。また、

遺伝子導入に供する切離葉以外で、 8 枚の第 9 葉および 8 枚の第 10 葉を準備

し、第 3 章 2.5 と同様にして、切離葉の生体重および乾物重を測定し、遺伝

子導入前の乾物率を算出した。  

 

2.4 水除去処理  

 

水除去処理によって、処理後相対生体重  (RFW) が 1.04–1.10 gFW gFW
−1 で

ある切離葉を用意した。水除去処理後の生体重  (FWpos t) を測定した。水除去

処理の時間は、 1.3–4.0 h であった。チャンバ内気温は約 25°C とし、相対湿度

は 21–53%であった。それ以外の条件は、第 4 章 2.4 と同様とした。  

 

2.5 水除去処理後の培養  

 

培養中のしおれを防ぐために葉柄からの吸水を促す目的で、水除去処理終了

直後の切離葉の葉柄の先端を切除した後に、切離葉生体重  (FWcu t) を測定し、

6 日間の培養に供した。上面が透明ポリスチレン製のポリプロピレン製チャン

バ  (Inner volume of 20.7 L; outer size of 456 mm wide × 364 mm long × 165 mm 

high) 内で培養を行った。加湿瓶によって加湿された空気を流量 1.39 mmol s
− 1

 

(= 2.0 L min
−1

) でチャンバ内に導入した。蓋に直径 5 mm の穴を開けたスチロ

ール製丸型ケース  (Size of Φ78 mm ×24 mm high) 内に 30 mg L
−1カナマイシン

水溶液を満たし、そこに切離葉の葉柄を浸し、木片に固定したアクリル製棒上

に葉身を載せた。チャンバあたり 4 枚の切離葉を静置し、 4 チャンバをそれぞ

れ異なる光環境下に置いた  (Fig. 19) 。 4 つのチャンバのうち 3 つのチャンバ

上面に、白色 LED (NSPW310DS-b2w; Nichia, Tokushima, Japan) を千鳥状に配

置した LED パネル  (Fig. 20) をそれぞれ設置した。直流電源装置  (PMC70-1A
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または PAS60-6; Kikusui Electronics, Kanagawa, Japan) を用いて各 LED パネル

に異なる電圧を印加することで、切離葉面における PPFD が 0 (以後、暗黒

区 ) 、 50 (以後、P50 区 ) 、 100 (以後、P100 区 ) 、および 500 µmol m
−2

 s
−1

 (以

後、P500 区 ) となる 4 試験区を設定した。明暗周期は 16/ 8 h とし、すべての

試験区の葉温は明期、暗期とも 19.1–20.5°C であった。チャンバ内の相対湿度

は、P500 区以外の試験区では明期、暗期とも約 100%であったが、P500 区で

は明期約 88%、暗期約 100%であった。  

切離葉の培養中の純光合成速度を測定するための開放型同化箱システム  

(Fig. 21) を作製した。エアーポンプ  (APN-110R, Iwaki, Tokyo, Japan) で、外

気をソーダライム入りの瓶に送り CO2 濃度が約 0 µmol mol
−1 の空気を作出し、

それに 100%CO2 ガスを混合することで、CO2 濃度を 400 µmol mol
−1 に調節し

た空気を得た。各チャンバへの空気流入速度  (Q) を、マスフロコントローラ

ー  (MODEL3650, Kojima Instruments, Tokyo, Japan) およびマスフロコントロー

ラー制御・表示器  (CR-300, Kojima Instruments, Tokyo, Japan) を用いて制御し

た。流入空気および 4 つの同化箱からの流出空気には、それぞれシリカゲル入

りの瓶を通過させることで除湿した。シリカゲル入りの瓶を通過した空気は三

方電磁弁に送られた。三方電磁弁の開閉タイミングは、マイクロコントローラ

ー  (Arduino Uno R3; Arduino, Italy) およびマイクロコントローラー -PC 間通

信・計算アプリケーション  (Processing; Ben Fry and Casey Reas) を用いて制御

した。それぞれの空気を別々のタイミングで非分散形赤外線ガス分析計  

(ZRH; Fuji Electric, Tokyo, Japan) に送ることで、 4 つの同化箱  (i  = 1–4) の流

出空気中 CO2 濃度  (Cs ,  i) [µmol mol
−1

] およびそれぞれに対応する流入空気中

CO2濃度  (C r ,  i) [µmol mol
−1

] を測定した。それぞれの空気を非分散形赤外線ガ

ス分析計で測定する順番は、C r ,  1  (2 min) →  Cs ,  1  (3 min) →  C r ,  2  (2 min) →  

Cs ,  2  (3 min) →  C r ,  3  (2 min) →  Cs ,  3  (3 min) →  C r ,  4  (2 min) →  Cs ,  4 (3 min) で

あり、 1 サイクルを計 20 分とし、これを終日繰り返した。すなわち、チャン

バ 1 個につき 3 h
−1の頻度で C rおよび C sを PC に送信し、通信・計算アプリケ

ーションによって C r ,  i、Cs ,  i、および Q から以下の式でチャンバあたりの純光

合成速度  (Pn ,  i) を算出した。  
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,  

ここで、P:  気圧、R: 気体定数、T:  気温である。  

培養中のチャンバあたりの純光合成速度  (Pn ,  i) 経時変化を用いて、明期中

の各チャンバあたりの純光合成速度の日平均値  (Pn ,  i ( l igh t )d;  d  = 1–5; 以後、明

期中純光合成速度 ) および暗期中の各チャンバあたりの純光合成速度の日平均

値  (Pn ,  i (dark )d; d  = 1–5; 以後、暗期中純光合成速度 ) を算出した。Pn ,  i ( l igh t ) dお

よび Pg ,  i (da rk )d を用いて、培養開始 1 日目から 5 日目までの積算 CO2 同化量を

算出した。  

6 日間の培養後、切離葉の培養後生体重  (FW6) を測定し、主葉脈に沿って 2

分割し、片方は乾物重測定のための乾燥に、もう片方は HA 量および TSP 量

の定量に供した。乾燥に供した部位は、内部気温を 80°C とした乾燥炉  

(DX400; Yamato Scientific, Tokyo, Japan) 内で 3 日間乾燥させた後、培養後乾

物重  (DW6) を測定した。  

 

2.6 ヘマグルチニン量の定量  

 

第 3 章 2.6 と同様に磨砕液中の HA 濃度を定量した後に、葉の単位生体重あ

たりの HA 含量に換算した。  

 

2.7 葉あたりのヘマグルチニン含量、培養後相対生体重、培養後相対乾物重、

および乾物率算出  

 

第 4 章 2.7 と同様にして、FWcu t を遺伝子導入前のものに換算した生体重  

(FW0) 、葉成長の指標である培養後相対生体重、および葉あたりの HA 含量を

得た。葉あたりの HA 含量算出の際には、切離葉 16 枚の平均 FW0  = 3.8 を用

いた。  

葉位に応じた遺伝子導入前の乾物率を FW0 に乗じることで、遺伝子導入前

のものに換算した乾物重を算出した。培養後の乾物重を遺伝子導入前のものに

換算した乾物重で除することで、葉成長の指標である培養後相対乾物重を算出
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した。また、培養後の生体重を培養後の乾物重で除することで、培養後の乾物

率を算出した。  

 

2.8 統計処理  

 

試験区間での測定項目の平均値の差を、Tukey の HSD 検定により有意水準

5%で検定した。統計処理には、統計処理ソフトウェア R のパッケージである

agricolae (De Mendiburu, 2009) 内の関数 HSD.test()を用いた。  

 

3. 結果および考察  

 

光照射区  (P50, P100, P500) の単位生体重あたりの HA 含量は、PPFD をが大

きいほど大きい傾向であった  (Fig. 22A) 。それらは、暗黒区  (P0) の単位生

体重あたりの HA 含量と比較して大きい傾向にあり、また、P500 のそれは P0

のそれと比較して有意に大きく約 5.6 倍であった  (Fig. 22A) 。葉成長の指標

である培養後相対生体重に関しては、P50 のそれは P0 のそれと比較して有意

に大きかったものの、その他の試験区間では有意な差は認められなかった  

(Fig. 22B) 。結果として、光照射区  (P50, P100, P500) の葉あたりの HA 含量

は P0 のそれと比較して大きい傾向にあった  (Fig. 22C) 。これらの結果から、

本研究で調べた範囲では培養中の PPFD が高いほど単位生体重あたりおよび葉

あたりで大きい有用タンパク質含量を得られるといえる。ただし、 P50 の HA

含量は P0 のそれと比較して、単位生体重あたりでは約 3.6 倍、葉あたりでは

約 4.4 倍であった  (Fig. 22A, C) ことから、PPFD が 50 µmol m
−2

 s
−1程度の比較

的低い PPFD レベルであっても HA 含量増大効果があるといえる。また、P50

と P500 間の HA 含量の差は、 P0 と P50 の HA 含量の差と比較して小さい傾向

にあった  (Fig. 22A, C) 。これらの結果から、HA 含量を増大させる目的での

培養中における PPFD は 50 µmol m
−2

 s
−1で十分であるといえる。  

PPFD が高いほど切離葉の純光合成速度は高くなり、切離葉の成長速度も大

きくなるとの予想に反して、光照射区  (P50, P100, P500) では、 PPFD が高い

ほど培養後相対生体重は小さい傾向にあった  (Fig. 22B) 。一方で、PPFD が高
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いほど積算 CO2同化量は大きく  (Table 1) 、培養後相対乾物重も大きい傾向に

あった  (Fig. 22D) 。このような PPFD に対する培養後相対生体重の傾向と

PPFD に対する培養後相対乾物重の傾向の不一致は、 PPFD が高い区ほど大き

かった。実際に、PPFD が高い区ほど乾物率が大きい傾向にあった  (Fig. 22E) 。

植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法では、条件によっては有

用タンパク質蓄積葉に蓄積によるストレスに起因すると考えられる壊死が発生

することが報告されており  (Hamorsky et al.,  2015; Matsuda et al., 2012) 、実際

に本実験でも、 P500 では切離葉全体に斑点状の壊死が発生していることが目

視で認められた  (Fig. 23) ことから、P500 の切離葉では HA の蓄積がストレス

となっていたと推察する。このような壊死が、乾物率増大の要因の 1 つである

と推察する。P500 の明期中の純光合成速度が、遺伝子導入後 2 日目から急激

に低下している  (Fig. 24) ことも、このような壊死に起因すると推察する。一

過性遺伝子発現法において、壊死が発生しない糖鎖修飾となるように改変した

遺伝子を導入することで生体重あたりの有用タンパク質量が 2 倍以上増大した

という報告  (Hamorsky et al., 2015) があることから、 P500 では壊死によって

HA の蓄積が抑制された可能性も考えられる。 P100 では壊死は目視では確認で

きなかったことから、壊死以外にも乾物率増大の要因候補があると推察される

ものの、その詳細は不明である。  

培養中に暗黒下に置いた切離葉でも光照射下に置いた切離葉と同程度の単位

生体重あたりの有用タンパク質含量が得られたという報告  (McDonald et al., 

2014; Plesha et al.,  2007; Plesha, 2008) とは異なり、本実験では、暗黒区の切離

葉の単位生体重あたりの HA 含量および葉あたりの HA 含量はどちらも、光照

射区のそれらと比較して小さい傾向にあった  (Fig. 22A, C) 。暗黒下では、約

40 µmol m
−2

 s
−1の PPFD 下と比較して遺伝子組換えアグロバクテリウムによる

植物細胞核への遺伝子導入効率が低かったとの報告  (Zambre et al.,  2003) があ

ることから、本研究においては暗黒下では光照射下と比較してアグロバクテリ

ウムによる遺伝子導入効率が低下していたのかもしれない。  

 

4. 結論  
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切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法において、培養中 PPFD が大

きいほど単位生体重あたりおよび葉あたりで大きな HA 含量が得られることが

示された。また、PPFD 0 µmol m
−2

 s
−1

 (暗黒条件 ) と PPFD 500 µmol m
−2

 s
−1で

の HA 含量の差は、PPFD 0 µmol m
−2

 s
−1と PPFD 50 µmol m

−2
 s

−1での HA 含量

の差と比較して小さい傾向にあった。これらの結果から、単位生体重あたりお

よび葉あたりで大きな有用タンパク質含量を得るためには培養中に光照射を行

う必要があり、そのときの切離葉表面における PPFD は 50 µmol m
−2

 s
−1で十分

であるといえる。このように本章では、重要であることがこれまでに指摘され

ていた相対湿度の他に、PPFD が培養中の環境要素として重要であることを示

し、 50 µmol m
−2

 s
−1程度の比較的低い PPFD レベルであっても有用タンパク質

生産に有効であることを示した。
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Fig. 19 Chambers and white-LED arrays used for incubation of detached N. benthamiana leaves 

at different PPFDs of 0 (P0), 50 (P50), 100 (P100), and 500 (P500) µmol m
−2

 s
−1

. The chamber 

of P0 was wrapped with aluminum foil. Petioles of detached leaves were soaked in small 

containers filled with distilled water. Laminae of detached leaves were placed on acrylic bars set 

on pieces of wood.  
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Fig. 20 Relative spectral photon flux density distribution on the bottom of the chambers used for 

the incubation of detached N. benthamiana leaves and irradiated with the white-LED array. 



 

 

Fig. 21 Schematic diagram of the equipment used for incubation of detached N. benthamiana leaves. Arrows show the airflow direction.

7
4
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Fig. 22 Hemagglutinin (HA) yield per unit leaf fresh weight (FW) (A), FW increasing rate 

during incubation (B), HA yield per leaf (C), leaf dry weight (DW) increasing rate during 

incubation (D) and ratio of DW to FW (E) of detached N. benthamiana leaves incubated in the 

incubation chambers at different PPFDs of 0 (P0), 50 (P50), 100 (P100), and 500 (P500) µmol 

m
−2

 s
−1

. Vertical bars show standard errors of the mean (n = 4). Means labeled with different 

small letters in each panel mutually differ significantly at the 5% level, as determined using 

Tukey’s HSD test.  
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Table 1 Total amounts of CO2 assimilation per the incubation chambers in incubation of 

detached N. benthamiana leaves at different PPFDs of 0 (P0), 50 (P50), 100 (P100), and 500 

(P500) µmol m
−2

 s
−1

. The total amount of CO2 assimilation was calculated by integrating the net 

photosynthesic rates in each incubation chamber during the photoperiod and the dark period 

from 1 day post infiltration (dpi) to 5 dpi. 

Treatment PPFD [µmol m
−2

 s
−1

] ACO2 [g/ chamber] 

P0 0 −1.00 

P50 50 0.27 

P100 100 0.99 

P500 500 1.06 
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Fig. 23 Detached N. benthamiana leaves incubated for 6 days in the incubation chambers at 

different PPFDs of 0 (P0), 50 (P50), 100 (P100), and 500 (P500) µmol m
−2

 s
−1

.  
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Fig. 24 Time course of net photosynthetic rates per chamber during the photoperiod (left) and 

the dark period (right) of the incubation chambers used for incubation of detached N. 

benthamiana leaves at different PPFDs of 0 (P0, ○), 50 (P50, ∆), 100 (P100, □), and 500 (P500, 

×) µmol m
−2

 s
−1

. 
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 第6章

 

結語   
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1. 本論文の総括  

 

一過性遺伝子発現法を用いた有用タンパク質生産における遺伝子導入前の植

物の栽培および遺伝子導入後の植物培養は、温室または人工光型植物栽培施設

内で行われる。そこでは、単位生体重あたりの有用タンパク質含量と単位時

間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質量の両方またはいずれか一方でも大

きくなるように栽培・培養環境が調節されることが望ましい。ところが、有用

タンパク質生産に好適な環境に調節する上で重要な、個々の環境要素が有用タ

ンパク質生産に及ぼす影響に関する研究はほとんど見あたらない。栽培中また

は培養中における個々の環境要素が有用タンパク質生産に及ぼす影響を調べ、

有用タンパク質生産に好適な環境要素のレベルは植物生産に好適なそれとは異

なるのかについてなどの知見を得ることは、有用タンパク質生産に好適な環境

調節の実現に寄与しうる。  

第 2 章では、植物体地上部全体に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法  (植

物体法 ) において、遺伝子導入前の栽培で施用する液肥の硝酸濃度をベンサミ

アナタバコ栽培での標準的な濃度である 12 mmol L
−1から 60 mmol L

−1に高め

ることで、単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量の目安であ

る植物体あたりの HA 含量を大きく減少させることなく、単位生体重あたりの

HA 含量を増大できることを示した。第 3 章では、単位栽培面積あたりの植物

体地上部生体重が大きいことから栽植密度が高いほど望ましい植物生産の場合

とは異なり、有用タンパク質生産の場合には 400 plants m
−2 の高栽植密度条件

であっても単位栽培面積あたりの HA 量が 100 plants m
−2の低栽植密度条件と

比較して大きくなるとは限らないこと、むしろ高栽植密度条件では収穫物の単

位生体重あたりの HA 含量が小さくなることを示した。これらの結果は、一過

性遺伝子発現法を用いた有用タンパク質生産において環境調節を行うことが重

要であることを示している。くわえて、有用タンパク質生産に好適な個々の環

境要素のレベルは、単位栽培面積あたりの植物体地上部生体重が大きくなるよ

うなものとは異なりうることを示している。これまでに、有用タンパク質生産

に好適な遺伝子導入後の培養環境として、植物生産において一般に適用される

よりも低い気温  (約 20°C) が報告されている  (Buyel and Fischer, 2012; Matsuda 
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et al.,  2012) 。本論文は、これまでにまったく着目されることのなかった遺伝

子導入前の栽培環境に着目し、そこでの有用タンパク質生産に好適な環境要素

のレベルは単位栽培面積あたりの植物体地上部生体重増大を目指した場合のそ

れらと比較して、高い液肥中硝酸濃度  (60 mmol L
−1

) や低い栽植密度  (100 

plants m
−2

) などでありうることを示した。このように本論文は、植物体法を

用いた有用タンパク質生産における環境調節に寄与する知見を提供した。  

他方、切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法  (切離葉法 ) は、従来

の植物体法と比較して、有用タンパク質生産の大規模化に適している可能性が

ある。切離葉法では、遺伝子導入のために遺伝子組換えアグロバクテリウム懸

濁液を切離葉内へ浸潤させた直後に、懸濁液を蒸散させる処理  (水除去処理 ) 

を行う必要がある。また、その後の培養環境は植物体法におけるそれとは異な

るものとする必要がある。ところが、既往の研究で示されている水除去処理お

よび培養環境を適用した場合においても、切離葉法で得られる単位生体重あた

りの有用タンパク質含量は植物体法で得られるそれと比較して小さいという問

題があった。水除去処理および培養中の個々の環境要素が単位生体重あたりの

有用タンパク質含量に及ぼす影響を定量的に明らかにすることは、切離葉法に

おいて有用タンパク質生産に好適な環境調節を行う上で重要である。  

第 4 章では、切離葉法での水除去処理の指標として、遺伝子導入前の切離葉

の生体重に対する水除去処理終了時の生体重の比  (以後、処理後相対生体重 ) 

を用い、それが単位生体重あたりの HA 含量に負の影響を及ぼしていることが

明らかとなった。また、処理後相対生体重が 1.0 近傍となるまで水除去処理を

行うことで、植物体法と同程度の単位生体重あたりの HA 含量を得られること

が明らかとなった。第 5 章では、 50 µmol m
−2

 s
−1程度の比較的低い PPFD レベ

ルであっても PPFD 0 µmol m
−2

 s
−1の暗黒条件と比較して、単位生体重あたり

または葉あたりの HA 含量が大きくなる傾向があることを示した。これらの結

果は、適切な処理または培養環境によって切離葉法でも植物体法と同程度の有

用タンパク質含量が期待できることを示している。このように本論文は、切離

葉法の水除去処理において調節可能な指標として処理後相対生体重を、また、

培養中の高湿度以外に重要な環境要素として PPFD を見出し、有用タンパク質

生産に好適なそれらのレベルを示した。つまり、本論文は切離葉法での実用レ
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ベルの有用タンパク質生産技術の確立に寄与する知見を提供した。  

以上のように、本論文は植物体法および切離葉法において有用タンパク質生

産に好適な環境調節を行う上で重要な知見を提供した。植物体法に関する知見

は、いくつかの閉鎖または半閉鎖型施設で植物体法を用いて行われている大規

模医薬用タンパク質生産  (Warzecha, 2012) に利用できるものであり、知見に

基づいた環境調節によって生産効率が向上する可能性がある。一方で、切離葉

法に関する知見は、切離葉法を用いた大規模な有用タンパク質生産の実行可能

性を高めるものである。現在のところ、切離葉法を用いた大規模な有用タンパ

ク質生産は実現されていない。しかし、切離葉法における水除去処理または環

境調節を省スペースで自動的に行うシステムが開発されたならば、植物体法よ

りも単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量が大きい方法とし

て大規模生産に用いられるようになることが期待される。  

 

2. 今後の展開  

 

一過性遺伝子発現法を用いた植物利用型有用タンパク質生産における環境調

節に関する研究の最終目的は、有用タンパク質生産に最適な環境を明らかにす

ることである。そのためには、個々の環境要素などが単位生体重あたりの有用

タンパク質含量および単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量

に及ぼす影響のさらなる解明、および個々の環境要素が遺伝子導入後の葉内に

おける分子細胞レベルの反応に及ぼす影響の解明が必要であると考える。  

第 2 章および第 3 章では単位生体重あたりの有用タンパク質含量に影響を及

ぼす可能性が高いと考えられる環境要素に着目した。他方、本論文で着目した

環境要素以外の環境要素であっても、遺伝子導入前の植物周囲の物理環境によ

って単位時間・単位栽培面積あたりの植物体地上部生体重が大きく異なること

を考えると、遺伝子導入前の PPFD や CO2濃度などの環境要素が単位時間・単

位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量に大きな影響を及ぼす可能性は高い。

気温および PPFD 以外のいまだその影響が明らかになっていない遺伝子導入後

の環境要素も含めて、個々の環境要素が単位生体重あたりの有用タンパク質含

量および単位時間・単位栽培面積あたりの有用タンパク質生産量に及ぼす影響
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のさらなる解明が必要であると考える。最適環境決定のための多水準系実験計

画または応答曲面法による解析を行うためには、個々の環境要素が及ぼす影響

に関する知見を蓄積し、影響の大きいいくつかの要素を選抜した上で適切な水

準を設定する必要がある。また、環境要素のみならず、生産周期すなわち遺伝

子導入前の栽培期間が及ぼす影響についても考慮する必要があると考える。こ

れまでに、栽培期間によって収穫物の単位生体重あたりの有用タンパク質含量

が異なることが報告されている  (Buyel and Fischer, 2012)  。本論文では栽培期

間が一定である場合の環境要素の影響を調べたものの、最適環境を決定する場

合には、栽培期間のみが有用タンパク質生産に及ぼす影響にくわえて、栽培期

間と環境要素の交互作用も考慮する必要があると考える。  

他方、環境が遺伝子導入後の葉内における分子細胞レベルの反応に及ぼす影

響を明らかにすることも必要であると考える。一過性遺伝子発現法における遺

伝子導入後の葉内では、アグロバクテリウムによる植物核内への T-DNA 導入、

核内での T-DNA を鋳型とする mRNA 合成、リボソームなどによる有用タンパ

ク質合成などの反応が連続して進行する。これらの反応の速度がそれぞれ異な

る応答を環境に対して示すのであれば、それぞれの反応に好適な環境を逐次適

用することで、全体の反応速度、すなわち有用タンパク質合成速度を増大でき、

単位生体重あたりの有用タンパク質含量を増大できる可能性がある。実際に、

アグロバクテリウムを利用した一過性遺伝子発現法において、遺伝子導入後

1.5 d の気温を 20°C に調節し、その後 4.5 d の気温を 30°C に調節することで、

遺伝子導入後の 6 d の気温を 20°C に調節した場合と比較して単位生体重あた

りの有用タンパク質含量が約 5 倍になったとの報告  (Jung et al.,  2015) がある。

この結果は、葉内で連続して進行する複数の反応の速度がそれぞれ異なる応答

を気温に対して示すこと、および現行よりも短い時間スケールで環境調節を行

うことの有用性を示している。最適環境決定のためには、気温を含めた環境が

それぞれの分子細胞レベルの反応に及ぼす影響を経時的に明らかにし、異なる

環境調節を行う時間スケールをより詳細に決定することが必要であると考える。

気温以外に分子細胞レベルの反応に大きな影響を及ぼす可能性が高い要素とし

て、第 4 章および第 5 章で着目した処理後相対生体重および PPFD が挙げられ

る。これらの要素が個々の反応に影響を及ぼすことを示唆するいくつかの報告  
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(Boyko et al.,  2000; Dillen et al.,  1997; Opabode, 2006; Salas et al.,  2001; White 

and Dawson, 1978; Zambre et al., 2003)  がある。  
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要約  

 

第 1 章  緒言  

 

植物利用型有用タンパク質生産法の中でも、遺伝子組換えアグロバクテリウ

ムを植物体地上部に後天的に感染させて有用タンパク質を生産させる一過性遺

伝子発現法は、迅速、大量、かつ安価に生産されることが求められる種々の有

用タンパク質生産に適する。温室や人工光型植物栽培施設のような閉鎖型また

は半閉鎖型施設内で一般に行われる一過性遺伝子発現法での植物栽培・培養環

境は、単位生体重あたりの有用タンパク質含量と単位時間・単位栽培面積あた

りの有用タンパク質生産量の両方が大きくなるように、またはいずれか一方で

も大きくなるように調節されることが望ましい。ところが、有用タンパク質生

産に好適な環境に調節する上で重要な、個々の環境要素が有用タンパク質生産

に及ぼす影響に関する研究はほとんど見あたらない。  

他方、植物体から一部の葉を切離して、その切離葉に遺伝子導入を行って有

用タンパク質生産を行う方法  (以後、切離葉法 ) が提案されている。切離葉法

は様々な利点を有しており、有用タンパク質生産の大規模化に適している。切

離葉法では、遺伝子導入直後の低湿度条件下での水除去処理およびその後の高

湿度下での培養が必要とされる。しかしながら、単位生体重あたりの有用タン

パク質含量が大きくなるような水除去処理のレベルまたは培養環境要素のレベ

ルは明らかではない。  

以上のような背景から本論文では、植物利用型有用タンパク質生産法の 1 つ

である一過性遺伝子発現法において、有用タンパク質生産に好適な環境調節を

行う上で重要な知見を得ることを目的として 4 つの研究を行った。そのうち 2

つの研究は、植物体地上部に遺伝子導入を行う方法において、個々の環境要素

が有用タンパク質生産に及ぼす影響を調べ、有用タンパク質生産に好適な環境

要素のレベルは植物生産に好適なそれと異なるのかなどについて明らかにする

ことを目的としたものである。残りの 2 つの研究は、切離葉に遺伝子導入を行

う方法において、水除去処理または培養中の環境要素が有用タンパク質生産に

及ぼす影響を調べ、有用タンパク質生産に好適な水除去処理のレベルおよび環
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境要素のレベルを明らかにすることを目的としたものである。一過性遺伝子発

現法として、プラスミド magnICON を有する遺伝子組換えアグロバクテリウ

ムをベンサミアナタバコに導入する magnifection 法を用いた。また、モデルタ

ンパク質としてヘマグルチニン  (以後、HA) を用いた。  

 

第 2 章  植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法におけるヘマグ

ルチニン生産に液肥中硝酸濃度が及ぼす影響  

 

遺伝子組換え植物細胞培養液体培地中の硝酸濃度を高めることで、有用タン

パク含量を大幅に高められることが報告されている。このような高硝酸濃度に

よる有用タンパク質含量増大効果は、ベンサミアナタバコを用いた一過性遺伝

子発現法においても、高硝酸濃度の液肥を根圏に施用することで得られると考

えた。そこで、植物体を用いる一過性遺伝子発現法において、遺伝子導入前の

栽培において植物体根圏に施用する硝酸濃度を高めることで、葉の単位生体重

あたりの有用タンパク質含量と植物体あたりの有用タンパク質含量の両方また

はいずれか一方でも増大するかについて調べることを目的とした。硝酸濃度を

12 (N12) 、 36 (N36) 、または 60 (N60) mmol L
−1とした液肥を施用して栽培し

たベンサミアナタバコに遺伝子導入を行った。それらをその後 1 週間培養した。  

N60 の単位生体重あたりの HA 含量は、他の試験区のそれらと比較して有意

に大きかった。また、N60 の単位生体重あたりの可溶性還元態窒素含量は、他

の試験区のそれと比較して有意に大きかった。N60 の単位生体重あたりの可溶

性タンパク質体窒素含量は他の試験区のそれと比較して大きい傾向にあった。

これらの結果から、高硝酸濃度液肥施用によって単位生体重あたりの可溶性還

元態窒素含量が増大し、それに伴って単位生体重あたりの可溶性タンパク質態

窒素含量および単位生体重あたりの HA 含量が増大したことが示唆された。  

N60 の遺伝子導入前および培養終了時の植物体あたりの葉生体重は、N12 の

それらと比較して有意に小さかった。植物体あたりの HA 含量では試験区間に

有意な差が認められなかった。N60 で施用した液肥の溶質濃度は N12 で施用

した液肥のそれと比較して約 3 倍であったことから、N60 では浸透圧ストレス

によって葉成長が抑制された可能性があると推察する。  
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高濃度硝酸  (60 mmol L
−1

) 液肥施用は、植物生産に用いられる標準的な硝酸

濃度  (12 mmol L
−1

) の液肥施用と比較して、植物体あたりの HA 含量を大きく

減少させることなく、単位生体重あたりでより高い HA 含量をもたらした。こ

のことから液肥中の硝酸濃度を高めることは、単位量の有用タンパク質を得る

ために必要な葉収穫量の低減に寄与し、結果的に有用タンパク質の抽出および

精製に要する費用を減少しうるため、有用タンパク質生産に好適な環境調節で

あるといえる。このように本章では、遺伝子導入前における有用タンパク質生

産に好適な液肥中硝酸濃度のレベルは、植物生産に好適なそれと比較して高い

ことを示した。  

 

第 3 章  植物体地上部に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法におけるヘマグ

ルチニン生産に栽植密度が及ぼす影響  

 

一般に、栽植密度が高いほど単位時間・単位栽培面積あたりの植物体地上部

生体重は大きい。一方で、有用タンパク質生産の場合には好適な栽植密度のレ

ベルが存在する可能性がある。一過性遺伝子発現法において上位葉の単位生体

重あたりまたは可溶性タンパク質量あたりの有用タンパク質含量は下位葉のそ

れと比較して大きい傾向があったとの報告を考慮すると、葉位別葉生体重分布

などの植物体の形態に影響を及ぼす栽植密度が単位生体重あたりの有用タンパ

ク質含量に影響を及ぼす可能性は高い。そこで、植物体地上部に遺伝子導入を

行う一過性遺伝子発現法において、栽植密度が葉生体重の葉位別分布および単

位生体重あたりの有用タンパク質含量の葉位別分布に及ぼす影響を調べ、収穫

物の単位生体重あたりの有用タンパク質含量および単位栽培面積あたりの有用

タンパク質量に及ぼす影響を明らかにすることを目的とした。ベンサミアナタ

バコを遺伝子導入前後に 100 または 400 plants m
−2の栽植密度で栽培した。  

地上部全体を収穫する場合には、 400 plants m
−2 での単位栽培面積あたりの

地上部生体重は、 100 plants m
−2 でのそれと比較して有意に大きかった。他方、

400 plants m
−2での収穫物の単位生体重あたりの HA 含量は、 100 plants m

−2で

のそれと比較して有意に小さかった。このことは、 400 plants m
−2では、HA が

ほとんど蓄積しない茎の生体重が収穫物生体重に占める割合が大きかったこと、
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単位生体重あたりの HA 含量が比較的大きい上位葉が収穫物に占める割合が小

さかったこと、および最上位葉に近い葉位の葉の単位生体重あたりの HA 含量

が小さかったことに起因していた。地上部のうち葉のみ、または葉の中でも上

位葉のみを収穫する場合にも、収穫物の単位生体重あたりの HA 含量、および

単位栽培面積あたりの HA 量のそれぞれについての栽植密度間での差の傾向は、

地上部全体を収穫する場合と同様であった。  

このように本章では、単位栽培面積あたりの収穫物生体重が大きいような高

栽植密度条件であっても、単位栽培面積あたりの HA 量が低栽植密度条件と比

較して大きくなるとは限らないことを示した。むしろ高栽植密度条件では、収

穫物の単位生体重あたりの HA 含量が小さいことで、HA の抽出および精製に

要する費用の点で不利となる可能性があることが示された。栽植密度が高いほ

ど望ましい植物生産の場合とは異なり、有用タンパク質生産の場合には低栽植

密度が望ましい場合があるといえる。  

 

第 4 章  切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法におけるヘマグルチニ

ン生産にアグロバクテリウム懸濁液水除去処理が及ぼす影響  

 

切離葉法では、遺伝子導入直後に葉内に浸潤したアグロバクテリウム懸濁液

の水を蒸散によって除去する処理  (以後、水除去処理 ) 後に、高湿度下で培養

するという 2 つの工程が必要とされる。水除去処理において、水を十分に蒸散

させることが切離葉法での有用タンパク質生産にとって重要であるとされてい

るが、その効果は明らかではない。そこで、切離葉に遺伝子導入を行う一過性

遺伝子発現法における遺伝子導入直後の水除去処理の指標を新たに設定し、そ

れが単位生体重あたりの有用タンパク質含量に及ぼす影響を明らかにすること

で、有用タンパク質生産に好適な水除去処理方法を提案することを目的とした。

水除去処理の指標として、遺伝子導入前の切離葉の生体重に対する水除去処理

終了時の生体重の比  (以後、処理後相対生体重 ) を用いた。処理後相対生体重

が異なる複数の切離葉の、培養終了時の単位生体重あたりまたは葉あたりの

HA 含量を調べた。  

切離葉の単位生体重あたりの HA 含量は、処理後相対生体重が大きいほど小
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さい傾向であった。切離葉の葉成長の指標である培養後相対生体重は、処理後

相対生体重に依存しておらず、すべての切離葉で同程度であった。このため、

切離葉の葉あたりの HA 含量は、単位生体重あたりの HA 含量と同様に処理後

相対生体重が大きいほど小さい傾向であった。これらの結果から、水除去処理

後に切離葉内に残存する懸濁液の水が切離葉での HA 蓄積を抑制し、また、そ

の抑制の程度は残存液水量が大きいほど大きいことを示唆している。HA 含量

と異なり、培養後相対生体重および TSP 含量は処理後相対生体重にかかわら

ずすべての切離葉で同程度であった。このことは、水除去処理後に切離葉内に

残存する懸濁液水は HA 蓄積にのみ影響を及ぼし、葉細胞の生理活性には影響

を及ぼさないことを示唆している。  

以上のように、切離葉法において処理後相対生体重が 1.0 近傍となるまで水

除去処理を行うことで、単位生体重あたりまたは葉あたりで大きな HA 含量を

得られることが明らかとなった。  

 

第 5 章  切離葉に遺伝子導入を行う一過性遺伝子発現法におけるヘマグルチニ

ン生産に培養中の光合成有効光量子束密度が及ぼす影響  

 

一般に、光合成有効光量子束密度  (以後、 PPFD) が高いほど葉の純光合成

速度は大きくなる。同様に、切離葉法において遺伝子導入および水除去処理後

の培養中の PPFD を適切なレベルまで高めることで、切離葉の純光合成速度を

大きくできれば、結果的に葉の成長が促進される可能性がある。そこで、切離

葉の単位生体重あたりの有用タンパク質含量および葉あたりの有用タンパク質

含量に培養中の PPFD が及ぼす影響を調べた。培養中の切離葉面における

PPFD が 0 (P0) 、 50 (P50) 、 100 (P100) 、または 500 (P500) µmol m
−2

 s
−1であ

る 4 試験区を設定した。  

光照射を行った試験区  (以後、光照射区 ) の単位生体重あたりの HA 含量は、

PPFD が大きいほど大きい傾向であった。それらは暗黒区  (P0) のそれと比較

して大きい傾向にあり、P500 のそれは P0 のそれと比較して有意に大きかった。

切離葉の葉成長の指標である培養後相対生体重に関して、 P50 のそれは P0 の

それと比較して有意に大きかったものの、その他の試験区間では有意な差は認
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められなかった。このため、単位生体重あたりの HA 含量と同様に、光照射区

間では葉あたりの HA 含量は同程度であり、また、暗黒区のそれと比較して大

きい傾向にあった。これらの結果から、本研究で調べた範囲では培養中の

PPFD が高いほど単位生体重あたりおよび葉あたりで大きい有用タンパク質含

量を得られるといえる。ただし、 P50 の HA 含量は P0 のそれと比較して、単

位生体重あたりでは約 3.6 倍、葉あたりでは約 4.4 倍であったことから、 PPFD

が 50 µmol m
−2

 s
−1程度の比較的低い PPFD レベルであっても HA 含量増大効果

があるといえる。また、P50 と P500 間の HA 含量の差は、 P0 と P50 の HA 含

量の差と比較して小さい傾向にあった。これらの結果から、HA 含量を増大さ

せる目的での培養中における PPFD は 50 µmol m
−2

 s
−1で十分であるといえる。  

このように本章では、重要であることがこれまでに指摘されていた相対湿度

の他に、PPFD が培養中の環境要素として重要であることを示し、 50 µmol m
−2

 

s
−1 程度の比較的低い PPFD レベルであっても有用タンパク質生産に有効であ

ることを示した。  

 

第 6 章  結語  

 

第 2 章および第 3 章では、これまでにまったく着目されることのなかった遺

伝子導入前の栽培環境に着目し、そこでの有用タンパク質生産に好適な環境要

素のレベルは単位栽培面積あたりの植物体地上部生体重増大を目指した場合の

それらと比較して、高い液肥中硝酸濃度  (60 mmol L
−1

) や低い栽植密度  (100 

plants m
−2

) などでありうることを示した。第 4 章および第 5 章では、切離葉

法の水除去処理において調節可能な指標として処理後相対生体重を、また、培

養中の高湿度以外に重要な環境要素として PPFD を見出し、有用タンパク質生

産に好適なそれらのレベルを示した。以上のように本論文により、一過性遺伝

子発現法において有用タンパク質生産に好適な環境調節を行う上で重要な知見

が得られた。  
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