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はじめに

近年,分子生物学者らは遺伝子組換え技術を使い,動物や

微生物由来の外来遺伝子を植物核染色体に挿入することによ

り多くのトランスジェニック植物を作成した.光化学合成独

立栄養photoautotrophyによって育つ植物が噛乳類細胞や酵
母菌などの従来の生産システムと比べ安価で大規模なバイオ

リアクターとなり得ることが,植物が注目されている大きな

理由の一つである.また,植物は真核生物であるため,翻訳

後修飾post-translational modificationが要求されるような
比較的複雑なペプチドの合成の場合に原核生物の大腸菌より

も有益であると考えられる.さらに,動物ウイルスやプリオ

ン(priori)による汚染の可能性がないなどの安全面の理由に
より.現在までタバコNicotiana tabacumなどの生産性が高
く,遺伝子転換しやすい植物がタンパク質のバイオリアクター

として比較的頻繁に利用されてきた.

著者は,米国カリフォルニア州ロマリンダ大学大学院在学

中,コレラ毒素の遺伝子の一部を組込んだトランスジェニッ

ク・ジャガイモを用いた経口ワクチンの研究に従事した.そ

の経験をもとに,トランスジェニック植物の現状とその医学

応用に関する最近の話題を紹介する.

植物は組換えタンパク質生産システムの一つである

今日までトランスジェニック植物の研究は,害虫や除草

剤などに強い種を造るための品質改良を目的としたものが

主であったが,近年,希少価値の高いタンパク質を合成する

バイオリアクターとして注目されはじめてきた.その一例と

してヒトの母乳タンパク質であるβ-caseinやα -lactalbumin,

lactoferrinなどの植物による産生が挙げられる1.2)植物発現

ベクターのT-DNA内に組込んだヒト母乳タンパク質のcDNA

を土壌細菌Agrobacterium tumefaciensを使って植物核染色
体内に導入し,トランスフォームした植物細胞から植物体全

体を生成すると,導入遺伝子を発現するトランスジェニック

植物が誕生する(Fig. 1,2).この手法を用いてつくられたト

ランスジェニック・ジャガイモは,約2kg中にヒトの母乳1

リットル中に含まれるi-caseinを産生でき, 100分の1エーカー

の農地で作られるトランスジェニック・ジャガイモのβ-casein

167

含有量は, 1年間に乳児1人が摂取するβ-caseinに匹敵す

る2).こうして,本来ヒトの母乳にしか含まれないタンパク

質を遺伝子転換作物によって比較的安価に合成することが可
能である.乳児が加工乳製品に対してアレルギーを示す場合

や,母親が母乳によって育児ができない場合など,数種類の

ヒト母乳タンパク質を含む作物を植物性ベビーフードの材料
として用いることができれば,幼児は幾分かでも母乳タンパ

ク質を摂取することができると考えられる.幼児だけでなく,

成人した大人に対しても発展途上国などでの栄養失調に対す

る高質なタンパク質源の供給という観点から,利用価値のあ

るものと考えられる.

また,植物を血清学的診断のための抗原生産システムとし

て用いることも可能である.日本血液センターでは大腸菌に

よって産生された抗原をB型肝炎ウイルスの血清診断に使用し

ているが,タバコで産生されたHBcAgは大腸菌由来のHBcAg
と同様の抗原性を持つことが報告されている3).このように,

植物によって合成されたタンパク質抗原は,他のバイオリア

クターによって産生されたものと全く同様に取り扱うことが

できるだけでなく,従来のシステムよりも低価格になり得る

可能性を秘めている.

さらに,植物は,複雑な立体構造を持つ酵素の生産システ

ムとしても利用できることがわかっている.我々は,植物に

生物発光体であるルシフェラーゼIuciferase遺伝子を挿入する

ことにより,植物組織内での導入遺伝子の発現を調べた

(Fig.3).こうした植物による酵素の発現は,植物細胞が導入
遺伝子を正しく複製,転写,及び翻訳するだけでなく,酵素

本来の三次元構造と生物学的機能が保たれるように正確に導

入遺伝子翻訳産物をフォールデイングしていることを示して
いる.

植物は免疫グロブリンを産生し受動免疫の

ワクチン生産システムとして利用できる

最近では,トランスジェニック植物をワクチンの安全で低

価格なバイオリアクターとして利用するという動きがはじまっ

ている4) (Table 1).英国のMaらは分泌免疫グロブリンS-IgA

を構成する4つのペプチド鎖(H鎖, L鎖, J鎖,分泌片)杏

それぞれ産生する4種類のトランスジェニック・タバコをつ
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Table 1 Production of immunotherapeutic proteins in transgenic plants

Recombinant protein Plant Production level Reference

1. Anti-S. mutans S-IgA
2. CTB

3. LTB

4. HBsAg
5. NVCP

6. Mouse GAD67

7. CTB-Insulin

8. CTB-GAD65

Tobacco

Potato

Potato

Tobacco

Tobacco

Potato

Potato

Potato

Potato

200-500 /J ど/g leaf

30 /∠g/g tuber

3-4 r*g/g tuber

Q.01%1'1

0.23%w

10-20 〝g/g tuber

150 fig/g tuber'"1

10 /′g/g tuber

0.1 ′上g/g tuber
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HBsAg: Hepatitis B virus surface antigen
NVCP: Norwalk virus capsid protein

Percent of recombinant protein in tobacco leaf soluble protein.

'GAD67 was estimated based on 0.4% production level (ref. ll).

AGRO&i CTERIUM MEDIATED PLANT TRANSFORMATION

Fig.1.PlantexpressionvectorpPCV701FM4.Thefollow-
ingthreegenesarelocatedwithintheT-DNAsequence
flankedbytherightandleftborders(RBandLB):(1)
thebacterialluciferasefusiongene(luxF)undercontrol
ofthemannopinesynthasePIpromoterasadetectable
marker;(2)anNPTIIexpressioncassetteforresi

t。kanamycininplants;(3)af>-lactamaseexpr霊nee
i。ncassette(Ap)forresistancetoampicillininE.coliand
carbenicillininA.tumefaciens.Multiplecloningsite
downstreamofthemannopinesynthaseP2promoteris
usedtoinsertthegeneofinterest.Theg7pA,g4pAandOcspA
arepolyadenylationsignalsderivedfromtheA.tumefaciens
Tl-DNAgene7,4,andtheoctopinesynthasegene,respec-
tively.Pnosisthepromoterofthenopahnesynthase
gene.OriTistheoriginoftransferderivedfrompRK2.
0riVisthewidehostrangeoriginofreplicationfor
multiplicationoftheplasmidinA.tumefaciensderived
frompRK2.OriisthereplicationoriginofpBR322for
maintenanceoftheplasmidinE.coll.
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Fig.2.Agrobacterium-medmtedplanttransformation.Ster-
ileplants(e.g.,potato)aregrownonMurashigeand
Sk00g-(MS)medium.Leafexplantsareexcisedfrom
theyoungplantsandlaterallybisectedinaculturedish
containingAgrobactenumtumefaclenscellsharboring
plantexpressionvector.Theexplantsareincubatedin
thebacterialsuspensionandtheleafexplantsareincu-
batedfor2-3daysonMSmediumtopermitT-DNAtrans-
ferintotheplantgenome.Theleafexplantsare
transferredtoMSmediumcontainingtheplanthormones
(auxinandcytokinin),andtheantibiotics(kanamycin
andclaforan).Transformedplantcellsformcallion
theselectivemedium(3-4weeks).After2-3weeksincu-
bation,calliregenerateshoots.Regeneratedshootsare
excisedatthebasefromthecalliandtransferredtoMS
mediumwithoutplanthormonestostimulaterootfor-
mation
plantsiエ2S苫eeks).Theplantletsaregrownintomature
il(7-9weeks).

くり,それらのタバコを掛け合わせることによりS-IgAの4鎖

の導入遺伝子全てを発現させ,二量体S-IgAを産生するトラン

スジェニック・タバコを作成することに成功した5).このS-IgA

は虫歯の原因となるミュータンス菌Streptococcus mutansの

ペプチド抗原を特異的に認識するだけでなく,ヒトの口腔内

での安定性が確認できた. S-IgAのタンパク質分解酵素に対す

る抵抗性は口腔内などの粘膜面での感染予防の際極めて重要

である.さらに,臨床実験ではS-IgAを産生するタバコの抽出
液を口内投与した患者の場合, 3ケ月間S. mutansの増殖が
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Fig. 3. Detection of luciferase activity in transformed potato

and tomato plants. After Agrobactenum-medialed trans-

formation of leaf explants with the plant expression vec-

tor containing luciferase gene, the plants express luciferase

activities above background levels from untransformed

plants. Luciferase activity was detected in tuber slices of

four transgenic potato plants (lower row) by low-light

image analysis. No luciferase activity was detected in

tubers of four untransformed potato plants (upper row).

Similarly, transformed tomato fruit showed luciferase

activity (A) in comparison with untransformed tomato
fruit (B).

完全に抑えられた.これらの実験により,植物が複雑な立体
構造および機能を持つタンパク質を生産し,受動免疫のワク
チンとして利用可能であることが示された.

食用植物は感染病に対する安価な能動免疫の
経口ワクチンとしての利用価値がある

近年,タバコと同じナス科Solanaceaeに属しトランスフォー

ムが比較的容易な食用植物として,ジャガイモやトマトなど

が注目されている.バイオリアクターとしての食用植物の利
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用は,人間または動物が植物を食べることにより,植物細胞

によって産生された機能憧タンパク質を直接経口摂取できる

利点がある.つまり,ジャガイモやトマトはタバコと異なり,

タンパク質の抽出が不必要であり,バイオリアクターとデリ

バリー・システムの両方の役目を果たすことができる.我々

はコレラ菌Vibrio choleraeの毒素(CT) B鎖遺伝子を含むト
ランスジェニック・ジャガイモを作成し,標的細胞膜のGMl

ガングリオシドに特異的に結合するB鎖五量体を産生すること

に成功した6).このジャガイモをCD-Iマウスに食べさせると,

血中と腸管内に抗CT抗体(特にIgGとS-IgA免疫グロブリン)

が産生された7).抗CT抗体力価は,経口ワクチン投与中止後

徐々に低下し続けたが.ブーストすることにより力価が上昇

することがわかった.なお,ジャガイモワクチンを経口接種

したマウスの小腸(ileum)をソーセージ状に糸で縛り,コレ

ラ毒素を注入したところ腸管内へ流出する水分が著しく減少

することも確かめられた.現在,このワクチンは,臨床実験

の準備段階にある.

さらに,メリーランド大学のTacketらの臨床実験では毒素

原性大腸菌enterotoxigenic Escherichia coli (ETEC)の易

熱性腸管毒素(LT)のB鎖をジャガイモに産生させ,人にそ
のジャガイモを食べさせたところ,生体内で免疫応答を促し

血中および腸管内に抗LT抗体を産生させることに成功してい
る8).このトランスジェニック・ジャガイモの摂取は,腸管

内でのantibody-secreting cells (ASC)の活性化を促したが,
驚くべきことに109のETECを摂取した場合のASCのレベルに

近い効力を持っていた.

このような細菌感染症に対するワクチンの開発に関する研

究以外にも,急性胃腸炎を引き起こすノーウオークウイルス

やB型肝炎ウイルスに対する植物ワクチンの研究も行われてい

る9.10)こうした研究結果は,将来的に,トランスジェニック

植物が安全で安価な能動免疫のワクチンとして人間に応用で

きる可能性を秘めていることを示唆している.また,トラン

スジェニック植物は自己免疫疾患に対する予防にも利用可能

なことがカナダ,オンタリオ大学のMaらのグループによって

確かめらJtL　インスリン依存性糖尿病(IDDM)の自己抗原

autoantigenの一つであるグルタミン酸脱炭酸酵素

(glutamic acid decarboxylase : GAD)を産生するタバコ
およびジャガイモを, IDDMのモデル動物であるNODマウス

に食べさせると発病が抑えられることが報告されている11)

植物由来のCTBはペプチドやエピトープの
運搬体として利用できる

我々は,植物に産生させたCTBを,ワクチン抗原としてだ

けでなく腸管リンパ組織への抗原の運搬体として利用するこ

とを試みている.その研究の一環として, CTBとIDDMのも

う一つの重要な自己抗原であるインスリンを遺伝子レベルで

結合させ,インスリンをNODマウスのGALTに特異的に運搬
させることに成功した▲2). CTB遺伝子の3'末端にプロインス

リンcDNAを結合させる際,ヒンジ領域(P-G-P-G)をコー

ドするオリゴヌクレオチドを2つの遺伝子の間に挿入し,プ

ロインスリンの3'末端に小胞体残留シグナル(endoplasmic

reticulum retention signal)であるSEKDELをコードする
オリゴヌクレオチドを結合した.なお,植物細胞内での翻訳

能率を高めるため,できる限り使用頻度の高いコドンを導入

したが,ヒンジ領域のペプチドには逆に使用頻度の低いコド
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ンを利用した.それによってリポソームがヒンジ積域を通過

する際,翻訳速度が低下しCTBのフォールデイングを促すと

考えられる.トランスジェニック・ジャガイモは,分子量約

30 kDaのCTBとインスリンの両方の抗原性を持つCTB/イン
スリン複合タンパク質を産生した.さらに,複合タンパク質

のほとんどがGMlガングリオシドに対する特異的アフイニティー

を持つ五量体であることも確かめられた.このトランスジェ

ニック・ジャガイモをNODマウスに食べさせると, Th2リン

パ球を活性化し,特に免疫グロブリンIgGlの抗インスリン抗
体が産生された.なお,トランスジェニック・ジャガイモの

経口摂取によりIDDM特有の揮臓ランゲルハンス島の炎症が

著しく低下し,糖尿病の発病を抑えることがわかった.イン

スリン分子だけを産生するトランスジェニック・ジャガイモ

ではこのような効果が低く,植物由来のCTBが抗原運搬体と

して利用可能であることを示唆する結果となった.また, CTB

とマウスGAD65の複合タンパク質を産生する植物を用いた動

物実験でも,インスリンの場合と似た結果となった13)

CTB/抗原複合タンパク質は,抗原を腸管リンパ組織に特異

的に運搬するだけではなく,五量体の形成によりCTB分子1

モルに対する抗原のモル数を5倍に増幅し,リンパ組織での

複合体の濃度を著しく高めることが可能であると考える.タ

ンパク質合成レベルが比較的低い植物バイオリアクターでは,
CTBを抗原の運搬体として用いることにより導入遺伝子産物

の低生産性を克服することが可能である.現在,我々はこの方

法を用いて抗口タウイルスワクチンの開発に取り組んでいる.

新しいトランスジェニック植物の開発の

必要性と意義

ジャガイモ等の食用植物は.比較的トランスフォームしや

すく.マウスが好んで食べるので,経口ワクチンのモデル植

物として研究者の間で広く使われてきた.しかし.易熱性ワ

クチンを製造する場合、ジャガイモは適切な植物とは言い難

い.従って,生のまま食べられるバナナやトマトなど世界で

比較的広範囲にわたって生産,消費されている植物をワクチ

ンとして利用しようという動きが最近研究者の間で広まって

いる.現在,コ-ネル大学のArntzen博士のグループは,ノー

ウオークウイルスのカブシド抗原(NVCP)の遺伝子を含む

トランスジェニック・バナナを開発中である.我々も沖縄の

亜熱帯性気候を生かしバナナを用いたワクチン等の機能性タ

ンパク質の生産技術確立に努めている.バナナ等の食用植物

をトランスフォームすることにより,熱帯・亜熱帯地域に特

有の病原体に対するワクチンとして,植物を直接利用できる

という利点が生じる.このような点に着目して,除草剤や害

虫に強いダイズやジャガイモ等の開発で知られる米国モンサ

ント社も植物ワクチンの開発に乗り出している.このように

トランスジェニック植物の医学分野での応用範囲は広く,秤

来的に.安全で安価なワクチンおよびさまざまな機能性タン

パク質の生産源として利用されるであろう.
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