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抗体遺伝子導入 に よ る ウイルス病抵抗性植物の創 出
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は じ め に

抗体は抗原 (異物等) の刺激に よ る 免疫応答の結果，
脊椎動物の生体内で産生 さ れ抗原 と 特異的に結合す る 活
性 を 持 つ タ ン パ ク 質 の 総 称 で あ る 。 そ の 抗 体 を
heterologous な 系 で発現 さ せ る 試み は ， 大腸菌 (HUSE

ら ， 1989 ; MCCAFFERTY ら ， 1990 ; BUCHNER and RUOOLPH， 
1991 ; PLÜCKTHUN， 1991 ) ， 酵母 (W∞D ら ， 1985 ; HORWITZ 

ら ， 1988) ， そ し て 非 リ ンパ 系細胞 (WEIDLE ら ， 1987 ; 
DE SUTTER ら ， 1992) な どで行わ れた。 抗体の H 鎖及び L
鎖 は そ れぞれ リ ー ダーペ プチ ド を有す る こ と かか ら ， 動
物細胞内の小胞体で両鎖が結合 し ゴル ジ体を経て成熟 し
た抗体に な る が， 植物細胞の小胞体及びゴルジ体が動物

由来の抗体成熟 に機能 し得 る の か な どが不明であ っ た こ
と か ら ， 活性抗体 を植物体内で発現 さ せ る こ と が難 し い
と 言われて き た。

HIATT ら (1989) ， HIATT (1990) そ し て HIATT and MA 
(1992) は phosphonate ester に対す る モ ノ ク ロ ー ナル
抗体 を産生す る ハ イ プ リ ド ー マ の mRNA か ら 抗体遺伝

子 ( リ ー ダーペ プチ ド 領域 を含む) の全長 cDNA を ク ロ
ー ニ ン グ し， H 鎖及び L 鎖を別々 の タ バ コ に導入後交配
さ せ， 活性抗体を産生す る こ と に成功 した。 そ の後， 抗
体遺伝子の全部 あ る い は一部 を植物体で発現 さ せ る 試み
が DÜRING ら ( 1990) ， BENVENUTO ら ( 1991) ， OWEN ら
(1992) そ し て DE NEVE ら (1993) に よ り 行われた。 植物 ウ
イ ルス に対す る 抵抗性植物 を創出 す る 目 的で多 く の研究
者が植物 ウ イ ル ス に対す る 抗体遺伝子の ク ロ ーニ ン グや
植物体への導入 を試みた (JORDAN and DI N OLA -BARON， 
1991 ; 大島 ら ， 1992 ; KORSCHINECK ら ， 1993 ; SAUNAL ら ，
1993 ; SHERW∞D ら ， 1993 ; XIAL ら ， 1993 ; OHSHIMA， in 
press) 0 T AVLAOORAKI ら ( 1993) は artichoke mottIed crin­
kle virus (ACMV) 外被タ ンパ ク 質に 対す る モ ノ ク ロ ー
ナ ル抗体遺伝子の H 鎖及び L 鎖の可変部領域 の み ( リ
ー ダーペ プチ ド 領域 を含 ま な い ) を リ ン カ ーペ プチ ド で
連結 し (single-chain antigen-binding protein ; scFv) 
(BIRD ら ， 1988 ; WINTER and MILSTEIN， 1991 ) ， こ れ を
Nicotiana bentamiana に 導入 し ウ イ ル ス 抵抗性植物 を
育成す る こ と に初め て成功 し た。 本稿で は そ れ ら の研究
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を紹介す る と と も に基本的な抗体の構造， 発現の様式，
さ ら に我々 の行っ て き た研究結果 (大島 ら ， 1992) の一
部を紹介す る 。

I 抗 体 の 構 造

抗体 (IgG) の構造 を 図ー1 に 示 し た 。 H 鎖 と L 鎖の N
末端部分 は ア ミ ノ 酸配列 の 変異 に 富 む部分 で可変領域
(V 領域) と 呼ばれて お り ， H 鎖 と L 鎖の可変領域 そ れぞ
れ を VH 領域及 び VL 領域 と 呼 ん で い る 。 残 り の 部 分

は， ア ミ ノ 酸の変異の少な い部分で定常領域 (C 領域) と
呼ばれ， L 鎖の定常構造部分 を CL 領域 と 呼んでい る 。 H
鎖の定常領域 は さ ら に三つ の独立 し た領域， CH1， CH2， 
CH3 に分 砂 る こ と がで き る 。 こ れ ら の球状 に 折 り た た ま
れた領域 に は， そ れぞれ一つ の鎖内 に S-S 結合が存在 し
高次構造の安定化 に 寄与 し て い る 。 こ の様な領域 を ド メ
イ ン と 呼ぴ， 抗体の抗原結合部位は可変領域 ド メ イ ン に
あ る 。 糖鎖 は CH2 ド メ イ ン の表面 に 結合 し て い る 。 H 鎖
の分子量は約 50 ， 000�70 ， 000， L 鎖の分子量 は約 25 ， 000

であ る 。 免疫グ ロ プ リ ン (IgG) は こ の よ う な 2 本の相同

な H 鎖 と 2 本の 相 同 な L 鎖か ら 成 り 立 っ て お り ， 両鎖
が非共有結合 と 共有結合で 4 本鎖の基本構造 を形成 し て
い る 。 詳細 は， 坂野 (1982) ， 荒田 (1986) そ し て ROITT ら
( 1989) を参考 に さ れた い。

E 免震 グ ロ プ リ ン の産生様式

B 細胞 の 分化過程で H 鎖及 び L 鎖 の 生 殖細胞匪型
DNA が組み換 え を起 こ し B 細胞 DNA と な り ， 再構成

図 -1 免疫 グロプ リ ン (IgGl の基本構造一一一 24 一一一
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さ れた DNA か ら 未熟型 RNA (mRNA 前駆体) が転写
さ れ， そ の RNA が ス プラ イ シ ン グ に よ り mRNA と な
る 。 こ れ ら の 詳 細 は ， SAKANO ら (1980) ， TONEGAWA 
( 1983) そ し て ROITT ら (1989) を参照 さ れた い。 分泌型
免疫グ ロ プ リ ン の産生様式 を 図 2 に 示 し た 。 免疫グ ロ プ
リ ン両鎖の mRNA は核内 で転写 さ れ， 細胞質に移行 し
リ ボ ゾーム と 結合す る 。 リ ー ダー ペ プチ ド 領域が翻訳 さ
れる と ， そ こ に 「 シ グ ナ ル認識粒」 が結合 し て翻訳を一
時的に 阻害す る 。 こ の認識粒 と リ ポ ソ ー ム の複合体は粗

面小胞体上 に移動 し， 結合 タ ンパ ク を介 し て組面小胞体
に結合す る 。 こ の段階 に な っ て再びタ ンパ ク 質の翻訳が
開始 さ れ， 生合成 さ れた ポ リ ペ プチ ド 鎖 は粒面小胞体の
膜 を経由 し て腔内へ移送 さ れ る 。 こ こ で リ ー ダーペプチ
ド領域は除かれ， H 鎖 と L 鎖は結合 し て免疫グ ロ プ リ ン
サ プユ ニ ッ ト を構成す る 。 組面小胞体か ら ゴル ジ体へ移
行す る 聞 に酵素 (El) が働い て 免疫グ ロ プ リ ン に糖鎖を
結合 し， ゴルジ体で は， 別の酵素 (E2) が さ ら に糖鎖に
修飾 を加え完全な形の免疫グ ロ プ リ ン分子 と し て細胞外
に分泌 さ れ る 。 詳細 な免疫ク' ロ プ リ ン の産生様式 は， H
ONjO ら ( 1989) ， ROITT ら ( 1989) の ほ か に 多 く の免疫学書
に記載 さ れて い る の で参照 さ れた い。

結合タンパク

粗函小胞f本

^ 

図 - 2 分泌型免疫 グロプ リ ン の産生様式

皿 抗体遺伝子の ク ロ ー ニ ン グ と 遺伝子構造

リ ー ダー ペ プチ ド 領域 を 必要 と し な い場合 は， H 鎖及

び L 鎖の 可変部及び定常領域 の遺伝子 に あ る 程度 の 保
存配列が見 い だ さ れ る の で， 両鎖の一部の合成 DNA を
作製後抗体産生ハ イ プ リ ド ー マ の mRNA を鋳型 と し て
逆転写 po!ymerase chain reaction (RT-PCR) 法

(SAIKI ら ， 1988) に よ り ク ロ ーニ ン グす る こ と が可能で
あ る (CHIANG ら ， 1989 ; LARRICK ら ， 1989 ; WEISSENHORN 
ら ， 1991) 。

一方， リ ー ダー ペ プチ ド 領域 を含んで ク ロ ー ニ ン グす
る 場合 は そ の領域 は抗体 に よ っ て 多様であ る た め， 抗体
産生ハ イ プ リ ド ー マ の遺伝子 ラ イ ブ ラ リ ー を作製 し な げ
ればな ら な い。 我々 (大島 ら ， 1992) は ， ジ ャ ガ イ モ Y
ウ イ ル ス (PVY) 外被 タ ンパ ク 質 に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ
ル抗体 を作製 し て き た が， PVY の 普通系統及 び え そ 系
統の両方 に 反応 し， 4 種類の異 な る ELISA 法， ウ エ ス タ

ン プ ロ ッ テ ィ ン グ法 さ ら に微量沈降反応法等の血清学的
手法 に お い て 良好 な 反応 を 示 し た 42C07 モ ノ ク ロ ー ナ
ル抗体 (IgG3 型) を 用 い た 。 ま ず， 42C07 モ ノ ク ロ ー ナ
ル 抗 体 産 生 ハ イ プ リ ド ー マ か ら 全 RNA を 抽 出 後
mRNA を精製 し， そ れ を鋳型 と し て GUBLER and HOFF 
MAN法 ( 1983) に よ り cDNA を 合成後， λ ZAP II ベ ク タ
ー に組み込み抗体産生ハ イ プ リ ド ー マ の遺伝子 ラ イ プ ラ
リ ー を作製 し た 。 次 に KABAT ら (1983) を参考 に し て H
鎖及び L 鎖 の 可変領域及 び定常領域一部 の 合成 DNA
を作製 し， そ の合成 DNA を プ ラ イ マ ー， ハ イ プ リ ド ー マ
の mRNA を 鋳型 と し て RT-PCR 法 に よ り DNA を 増
幅 し た 。 増幅 し た DNA の塩基配列 を決定 し た 結果， 抗体
遺伝子 と 思わ れ る 配列が認め ら れた の で， こ れ ら を プ ロ
ー プ と し て プラ ー ク ハ イ プ リ ダイ ゼー シ ョ ン に よ り 遺伝
子 ラ イ プラ リ ー の ス ク リ ー ニ ン グ を行い抗体遺伝子 を選
抜後， pB!uescript に ク ロ ー ニ ン グ し た 。 以上の ク ロ ー

ン に つ い て 塩基配列 を決定 し た と こ ろ ， 5 ' 末端に 抗体
遺伝子の リ ー ダー ペ プチ ド 領域， 3 ' 末端に ポ リ A 配列

が見い だ さ れ， 両鎖 と も に 全長の遺伝子であ る こ と が確
認 さ れた (図-3) 。

W 抗体遺伝子の植物体への導入

抗体遺伝子の植物体への 導入方法 は H 鎖及 び L 鎖 そ
れぞれを別々 の植物体に組み込み交配 に よ り 活性の あ る
抗体を作出す る 方法 (HIATT ら ， 1989) と ， 一つ の植物発
現ベ ク タ ー に両鎖 を リ ン カ ーペ プチ ド で連結 (scFV) し
植物体へ 導 入 す る 方 法 が 報 告 さ れ て い る (OWEN ら ，
1992 ; TAVLADORAKI ら ， 1993) (図 4) 。 植物 ウ イ ル ス に対

し て植物体が抵抗性 を示 し た こ と を報告 し た の は後者で

あ る が， 共に活性の あ る 抗体の作出 に成功 し て い る 。 植
物体への抗体遺伝子の導入方法 と し て， HIATT ら (1989)一一一 25 一一一



PBG 1 1 1Ml』;関見F鞠41

図 - 4 F 8 モ ノ ク ロー ナ lレ抗体遺伝子 scFV を導入 し た

植物発現ベ ク タ ー の構築 (TAVLAlJORAKI ら ， 1993 よ
り 引 用 )

H ; Hind III， P ;  Pst 1， Bs ; BstE 11， S ;  Sac 1， 
Xh ; Xho 1， Tag ; human c-削!yc Tag ペ プチ ド

ンパ ク 質が占 め て い た 。 さ ら に対照植物 (健全植物) と

抗体産生植物 の 両植物 か ら プ ロ ト プ ラ ス ト を 分離 し

AMCV の感染率及び感染量 に つ い て検討 し た 結果， 対
照プロ ト プラ ス ト に比べて抗体産生プ ロ ト プ ラ ス ト で は

AMCV の外被 タ ンパ ク 質量， 感染率共 に 減少 し た 。 ま た

形質転換植物 に AMCV を 接種す る と ， 対照植物 に比べ

て病徴の発現が 5�14 日 遅れた。 さ ら に 自 殖第 1 世代 に
つ い て検討 し た結果， 対照植物 に比べて 低 い ACMV の
蓄積 ( 図 5A) と 病徴発現 の 遅延が認 め ら れ た ( 図 -

5B) 。 そ し て 自 殖第 l 世代 の 植物 は 自 殖前の植物 と 同様
の抵抗性 を 示 し た と 述べて い る 。
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植物体での ウ イ ル ス と 抗体の相互作用

の メ カ ニ ズム

刊

植物体 (細胞内) の 中で発現す る 抗体 rplantibody J 
の抵抗性付与の メ カ ニ ズ ム は ま だ解明 さ れて い な い。 た
だ し， ACMV の外被タ ンパ ク 質の Ca2+ 結合部位 に対す
る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体が， ウ イ ル ス 粒子の脱外被あ る い
は子孫 ウ イ ル ス の再構成の ど ち ら かの段階 を妨げて い る
こ と が想像 さ れ る (TAVLAlJORAKI ら ， 1993) 。 抵抗性の メ カ
ニ ズ ム を解明す る た め に は， 細胞内及び細胞聞の外被 タ
ンパ ク 質の輸送や発現 し た抗体の正確な存在場所 に つ い
て さ ら に検討が必要であ る と 思わ れ る 。 ま た ， リ ー ダー
ペ プチ ド 領域 を は ず し て抗体 を発現 さ せ て い る のでお そ
ら く 細胞内で発現 し て い る こ と が予想 さ れ る 。 一方抗体
の H 鎖 と L 鎖そ れぞれの全長 ( リ ー ダーペ プチ ド 領域
を含む) を植物体 に 導入 し 交配 さ せ て植物体で発現 さ せ
る (HIATT ら ， 1989) と 活性があ っ た こ と か ら ， 植物細胞
の小胞体 と ゴ ル ジ体は動物細胞の そ れ ら と 同様に機能 し
て い る と 推察 さ れ る 。 こ の場合， お そ ら く 抗体は細胞膜
か ら 出て き て い る だ ろ う が， 抗体 よ う な大 き な タ ンパ ク
質 (IgG の場合分子量 は約 150 ， 000) が細胞壁 を通過で き
る か ど う か は疑問であ る (CARPITA ら ， 1979) 。 ま た ， 発現
し た 抗体が大 き さ か ら 予想 し て 原形質連絡糸 (約 2 . 5
nm) を通 り 隣の細胞へ移行す る こ と も 考 え に く い。 以上
の点 に つ い て は こ れか ら の検討課題であ る 。

図 - 3 42C07 モノ ク ロー ナ ル抗体遺伝子 H 鎖 (A) と L 鎖
(B) の塩基配列 と 推測 さ れ る ア ミ ノ 酸配列
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は中間ベク タ ー (pMON 系) ， T AVLADORAKI ら (1993) は
バイ ナ リ ーベ ク タ ー (pBI 系) を 用 い て い る が， 詳細 な植
物体へ の 導入方法 に つ い て は他 を 参考 に さ れた い (町
田， 1989 ; 内宮， 1990 ; 山 田， 1992) 。

抗体を植物体で発現 さ せ て ウ イ ルス に対す る 抵抗性 を一一一 26 一一一
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植物 ウ イ ル ス に対す る 抵抗性

植物 ウ イ ル ス に対す る 抗体遺伝子 を植物体に導入 し，
抵抗性 を 示 し た 報告 は 今 日 ま で一例 し か な い 。 TAV ‘
LADORAKI ら (1993) は tombus group の AMCV 外被タ ン
パ ク 質の Ca2+ 結合部位に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体遺
伝子 (scFV) (図-4) を N. bentamiana (AMCV に対し
て全身感染性の植物) に 導入 し た。 そ の結果抗体遺伝子
を 導 入 し た 全植物 中 の 40% で抗体の mRNA の発現が
認め ら れ， 葉の可溶性 タ ンパ ク 質の最高 0 . 1% を抗体タ

V 
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図 - 5 形質転換植物 ( 自 殖第 1 世代) の ACMV の蓄積

(A)と感染率 (B) (TAVLADORAKI ら . 1993 よ り 引 用 )

付与す る た め に は， モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体の性状が大 き な
鍵 を握 る 。 TA VLADORAKI ら (1993) は， AMCV 外被タ ンパ
ク 質の Ca2+ 結合部位 に対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 を導

入 し た が， こ の他に ウ イ ルス の複製や増殖に関与す る タ
ンパ ク 質， 例 え ばゲ ノ ム結合 タ ンパ ク 質， へ リ カ ー ゼ，
RNA 依存 RNA 合成酵素， ウ イ ル ス の移行 に関す る 酵
素さ ら に タ ンパ ク 質分解酵素 を 中和す る モ ノ ク ロ ー ナ ル
抗体な どが考 え ら れ る 。

抗体 を植物体で発現 さ せ る 目 的 は， ①植物 ウ イ ルス に
対 し て抵抗性 を付与す る だ け に と ど ま ら ず， ②植物病原
糸状菌や細菌 に対す る 抵抗性の付与， ③有害 な土壌汚染
物質か ら の保護， ④ホ ルモ ン に対す る 抗体を発現さ せ る
こ と で生合成経路に お け る 代謝の制御 を 行 う こ と や⑤医
学 ・ 薬学 に必要な モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体 を大量 に 圃場で生
産す る こ と な どが考 え ら れ， 現在主流であ る ウ イ ル ス 外
被タ ンパ ク 質 を導入 し た 抵抗性植物 に代わ っ て， 近い将
来抗体産生植物が大 き な役割 を果た す こ と が期待 さ れ る 。

こ こ に掲載 し た 結果の一部 は， 北海道大学農学部植物
ウ イ ルス病学 ・ 菌学講座 に お い て行われ， 現在 も 継続 し
て研究中であ る 。 特 に ご指導 い た だ い た 札幌医科大学第

一病理学教室教授菊池浩吉博士， 北海道大学農学部教授
木村郁夫博士， ま た共同研究 し て い た だ い た札幌医科大
学第一病理学教室講師松浦晃洋博士， さ ら に現在研究 を
継続中の北海道大学農学部助手畑谷達児氏 に厚 く お礼を
申 し上 げ る 。
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