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は じ め に

ノ Tイ テ ク 技術 に よ っ て 植物 を 病害か ら 守 る た め様々 な

試みが行わ れて い る 。 そ の 中 で害虫， 糸状菌， ウ イ ル ス

に つ い て は他の筆者が解説す る よ う な 方法論の有効性が

認識 さ れ， 実用化 に 向 け て研究が進め ら れて い る と こ ろ

であ る 。 一方， バ ク テ リ ア に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病害

に つ い て は 農業上重要 な問題であ る に も かかわ ら ず， こ

れ を 防除す る の は容易 で は な く ， 通常 は羅病株 を 抜 き 取

っ て焼 き 捨て る か抗生物質等 の薬剤の使用 し か な い の が

現状であ る 。 ま た 従来の育種手 法 に よ っ て抵抗性品種 を

作出す る こ と も ， 適 当 な 交配母本 を選択す る こ と が難 し

し コ 。

筆者 ら は遺伝子組換 え の手法 を 用 い て ， 細菌病 に 抵抗

性の植物 を作出 す る こ と がで き な い か と 考 え ， 研究 を行

っ て い る 。 そ の戦略 と し て ， 異種の生物か ら 殺菌活性 を

持 っ た タ ンパ ク 質の遺伝子 を 取 り 出 し ， こ れ を植物 に 導

入す る こ と に よ っ て 植物 自体が細菌 を侵入の ご く 早い段

階で殺 し て し ま う よ う な能力 を も つ こ と がで き れば， そ

れ に よ っ て細菌病抵抗性 を 付与す る こ と がで き る の で は

な い か と 考 え た 。 こ の よ う な殺菌活性 を 持 っ た タ ンパ ク

質 は こ れ ま で に 各種の昆虫 を は じ め ， 晴乳類 ま で多 く の

生物か ら 見 い だ さ れ て お り (LEE et al. ，  1989 ; KIMBEL， 

1991)  ， か な り 普遍的な存在であ る と 考 え ら れ る 。 中 で も

昆虫 は， 免疫系 を持た な い代わ り に ， 自 己防御の た め の

様々 な メ カ ニ ズ ム を 発達 さ せ て い る と 考 え ら れて お り ，

実際， 様々 な種類か ら 様々 な性質 を持 つ抗菌活性 タ ンパ

ク 質が発見 さ れて い て ， 未開封の宝箱 と い え る 。 抗菌活

性 タ ンパ ク 質遺伝子 を ， 遺伝子組換 え に よ っ て モ デル植

物 に 導入 し た例 と し て は， 既 に ア メ リ カ ス タ ン フ ォ ー ド

大学の グルー プが発表 し た ヤ マ マ ユ ガの一種か ら 得た抗

菌性ペ プチ ド を利用 し ， 青枯病抵抗'性の タ バ コ を作出 し

た研究が知 ら れて い る (JAYNES et al . ，  1993) 。 し か し ，

こ れ は ま だ実用化の レ ベ ル に は達 し て お ら ず， 世界的 に

も 発展途上の技術で あ る 。 本稿で は ， 筆者 ら の行っ た ザ
ル コ ト キ シ ン IA を 用 い た ， 細菌病抵抗性の タ バ コ 作出

経過の概要 に つ い て 紹介 し た い。

Dev elopm ent of Disease Resist ant Pl ant by th e Using of 
Ant i-bact erial Pept ide. By Masah iro OHSHIMA and Yuko 
OHASHl 

I ザル コ ト キ シン IA 殺菌活性 タンパ

ク質 に つ い て

筆者 ら が殺菌性 タ ンパ ク 質の遺伝子素材 と し て 用 い た

の は， わ が国 に普遍的 に 生息 す る ハ エ の一種であ る セ ン

チ ニ ク パエ (Boetfcherisca ρeregrina) か ら 東京大学薬学

部の名取俊二教授 ら に よ っ て単離 さ れた ザル コ ト キ シ ン

IA であ る (OKADA and NATORl ， 1983 ; OKADA and NATORl ， 

1985) 。 こ れ は 図 l に 示 す よ う に ， 39 個 の ア ミ ノ 酸か ら

構成 さ れ る ご く 短い タ ン パ ク 質 な の で， 以下で は抗菌性

ペ プチ ド と 呼ぶ こ と と し た い。 既 に 三次元構造が決定 さ

れて お り ， そ れ に よ る と ， ザル コ ト キ シ ン IA は二つ の α

ヘ リ ッ ク ス 領域 を 持 ち ， ヘ リ ッ ク ス の 片側が親水性， 反

対側が疎水性 と い う 顕著な性質 を 持 っ て い る 。 こ の よ う

な性質 を 両親媒性 と い い ， 昆虫由来の殺菌性 タ ン パ ク 質

の一部 に 見 ら れ る 特徴的 な構造 で あ る 。 こ の タ ンパ ク 質

はバ ク テ リ ア の細胞膜 に イ オ ノ フ ォ ア と し て働 き ， 膜 に

穴 を 開 砂 る こ と で殺菌活性 を 示す と 考 え ら れて い る 。 そ

の た め ， こ の よ う な殺菌活性 タ ン パ ク 質 に対 し て ， バ ク

テ リ ア が耐性 を 獲得す る の は か な り 困難で あ る と 考 え ら

れ， こ れ を利用 す る こ と がで き れ ば有効な 技術 に な る こ

と が期待 さ れ る 。

こ の タ ンパ ク 質の遺伝子 を 植物 に 導入 す る の に先 だ っ

て ， こ れが植物の病原細菌 に も 有効であ る か否か を 検討

し た 結果 を表-1 に 示す 。 こ れ は ， 各種の植物病原細菌 に

対す る 殺菌活性 を 阻止円 法 で検定 し た も の で あ る 。 こ の
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図 ー1 ザル コ ト キ シ ン IA の 一次構造 お よ び三次元構造

の模式図

ア ミ ノ酸配列の う ち ， 斜体で示 し た部分 は シ グ ナ ルペ
プチ ド で あ り ペ プチ ド 自 体の成熟 に 伴 っ て 除去 さ れ
る 。 ま た C 末 端 の グ リ シ ン も 除去 さ れ， ア ミ ド 化 さ れ

た ア ル ギニ ン が C 末 端 と な っ て い る 。 ( ) 内 の 数字
は N 末 端 の Met を 1 と し た と き の 数値。
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表 ー 1 ザル コ ト キ シ ン IA が有効な植物病原細菌の リ ス ト

Pseudomonas cichorii 

Pseudomonas syringe pv . tabaci 

Xanthomonω campestris pv. vitians 

Xanthomonas campestris pv . pruni 

Xanthomonas campestris pv . oryzae 

( レ タ ス 腐敗病菌)
( タバ コ 野火病菌)

( レ タ ス斑点細菌病菌)

( モ モ せ ん孔細菌病菌)

( イ ネ 白 菜枯病菌)
Xanthomonas campestris pv . citri カ ン キ ツ か い よ う 病菌)

Enuinia carotovora su bsp. caroto叩ra (ハ ク サ イ 軟腐病菌)
Escherichia coli (大腸菌)

ペ プチ ド は元来大腸菌 に増殖阻害作用 を持つ こ と がわ か

っ て い た が， 検定の結果， こ の リ ス ト に あ る 植物病原細

菌 に も 同程度 も し く は そ れ以上 に 有効であ る こ と がわ か

っ た 。 青枯病菌 (Pseudomonas solanacearum) に対 し て

は無効であ っ た が， こ の理由 に つ い て は今の と こ ろ 不明

であ る 。

次 の 実験 と し て ， こ のペ プチ ド の植物 に対す る 安全性

を確認 し た 。 タ バ コ お よ びイ ネ の培養細胞 に 添加 し た と

こ ろ ， 100 μg/m l と い う 高濃度 であ っ て， 細胞の外に存

在す る 時 に は， 植物細胞の増殖 に な ん ら 影響 を 及 ぽ さ な

い こ と がわ か り ， こ のペ プチ ド を 抵抗性植物作出 と い う

目 的で用 い る こ と が有効であ る と 予想 さ れた。

E 殺菌活性タンパク質の植物への噂入

本遺伝子 を 用 い て 細菌病抵抗性 の植物 を 作 出 す る た

め ， 実験植物 と し て タ バ コ を 用 い， 通常のバ イ ナ リ ーベ

ク タ 一法 を 用 い て 導入 し た 。 そ の 際， 予備的な実験か ら ，

植物の形質転換実験で よ く 用 い ら れ る カ リ フ ラ ワ ー モ ザ

イ ク ウ イ ル ス 358 遺伝子 (以下， 358 と 略す) の プ ロ モ

ー タ ー を 用 い た 実験では， ほ と ん ど抵抗性が認め ら れな

か っ た こ と か ら ， 発現量 を 高 め る こ と が非常 に 重要であ

ろ う と 判断 し， 当所で開発 し た 双子葉植物用高発現プロ

モ ー タ ー (光原 ら ， 1996) を 用 い て 改変 し た 。 こ の プ ロ

モ ー タ ー は， 358 プ ロ モ ー タ ー 内 の エ ンハ ン サ ー を 含 む

と 考 え ら れ る 領域 を 二つ タ ン デム に つ な ぎ， さ ら に タ バ

コ モ ザイ ク ウ イ ル ス ゲ ノ ム 上 の 非翻訳領域 に存在す る 翻

訳促進配列 (0 配列) を つ な い だ も の で あ り ， 元の プ ロ

モ ー タ ー の 発現特性 を 反映 し て ， 植物体の ほ と ん ど の組

織で恒常 的 に ， 元の 358 プ ロ モ ー タ ー に比べて 十倍以上

の高 い発現 を起 こ す こ と がで き る 。 図 2 に ， こ の よ う に

し て作製 し た キ メ ラ 遺伝子の構造 を 示 し た 。 こ の遺伝子

E皿358 I E且358 Ip358 I a 1-1 8ig I 8町cotoxin I Tnos I 

図 -2 タバ コ に 導入 さ れたザル コ ト キ シ ン IA 遺伝子の構造
E n 35 5 は 35 5 プ ロ モ ー タ ー の う ち ， エ ン ハ ン サ ー を 含 む と
考え ら れ る -419 か ら - 90 ま で， P 35 5 は コ ア プ ロ モ ー タ ー

( - 90 か ら ー l ま で) を示す。 Q は タバ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス の
翻訳促進領域， Tno s は Ti プラ ス ミ ド 上 のノ パ リ ン合成酵素
遺伝子 の タ ー ミ ネ ー タ ー配列で あ り ， 5ig は PR-IA 遺伝子 の
シ グ ナ ルペ プチ ド ， 5arcoto xin は成熟ペ プチ ド の配列 を示す。

皿 野火病菌の感染 に対す る 抵抗性の検定

野火病 は タ バ コ の細菌病の一つ であ り ， Pseudomonas 

砂ringae pv. tabaci に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 こ の細菌

は， 増殖す る 際 に タ プ ト キ シ ン と 呼ばれ る 特有の毒素 を

生産す る た め， 感染部位周 辺 に 黄色 の ハ ロ ー がで き る の

が特徴であ り ， 気象条件等 に よ っ て は激 し い ま ん延 を も

た ら す こ と があ り ， し ば し ば大 き な 問題 と な る 病害であ

る 。 し か し一方では， こ の病気の特徴 と し て 感染が擢病

部 に 留 ま り ， 肉眼的 に も 観察 し や す い こ と ， ま た す ぐ に

は全身感染 に よ る 供試株の枯死 を起 こ さ な い こ と か ら ，

抵抗性検定 に適 し た 細菌であ る と 考 え ら れた 。

こ の よ う な研究 で は 適切 な検定法の 開発が重要で あ る

の で， 農林水産 ジ ー ンパ ン ク 保存 の菌株か ら 適 当 な 株 を

選ぴ， さ ら に様々 な接種条件 を 検討 し た 。 そ の結果， 最

も 強い病原性 を 示 し た 株 を イ ン ジ ケ ー タ ー と し ， 鋭利 な

針 を 植 え 込 ん だ接種器具 を 用 い て ， 完全 に 展開 し た 葉 の

中 で最上位 に あ た る 葉 に 穴 を 開 げ， そ こ に 108 細胞Im l

の濃度 に 調整 し た 菌懸濁液 を接種す る こ と で安定的 に 病

徴 を 出せ る こ と がわ か っ た の で， 以後 こ の条件で抵抗性

の検定 を 実施 し た 。 こ の よ う な検定 を 多数の形質転換植

物 を対象 に計 4 回行い， 常 に 抵抗性 を 示 し た株 を 選抜 し

た 。 図-3 お よ び図 4 は そ の 結果の一部で あ り ， 接種後約

10 日 経 っ た 接種部位 で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル の 植物 で は

図-3 の よ う に感染が進行 し， 明瞭なハ ロ ー が形成 さ れ る

が， 遺伝子導入植物 で は 図-4 に 示す よ う に ， 接種 に 用 い

た 針の傷跡が残 る の み で感染 は成立 し て い な い と 考 え ら

れ る 。 実際 の 実験で は ， こ の両者 の 中 間 の様々 な程度の

権病性/抵抗性 を 示す個体が認め ら れた 。 抵抗性 を 示 し た
株では ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト 分析 に よ り タ ンパ ク 質 レ ベ ル

でザル コ ト キ シ ン IA が発現 し て い る こ と を 確認 し て い

を タ バ コ に 導入 し ， ノ ー ザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て そ る 。

の発現が確認で き た楕物の 自 殖次世代 の植物群 を用意 し

て ， こ れ ら を対象 と し て細菌病抵抗d性の検定 を行っ た 。
W 軟腐病抵抗性の検定

先 に 野火病抵抗性 を 示 し た個体 に つ い て ， 別 の細菌病

であ る 軟腐病 に対す る 抵抗性の検定 を 行 っ た 。 こ の病気
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図 - 3 タ バ コ 野火病菌緩種約 10 日 後の接積部位

( コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た非形質転換値物)

は ハ ク サ イ ， キ ャ ベ ツ ， そ の 他種々 の 作物 の 病害 で，
Erwinia carotovora subsp. carotouora に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ， 葉や葉柄な どが軟化 ・ 腐敗 し， 独特の悪臭 を発す
る 重要病害であ る 。 こ の細菌 は先の野火病菌 と 異 な り ，
接種部位か ら 全身 に 急速 に拡大す る 危険性があ り ， ま た
安定 し た病徴発現の た め に は高 い湿度が必要であ る 。 そ
こ で， 植物体 に つ い た状態の 葉 に 直接接種す る 代わ り に
切総菜 に 対 し て 野火病菌 と 同様な 方法で接種 し た後， 湿
ら せ た ペ ー パ ー タ オ Jレ の 上 に の せ ， 密閉 チ ャ ン パ ー 中 で
27'Cで イ ン キ ュ ベー 卜 す る こ と に よ っ て病徴発現 (接種
部位の腐敗化) の程度 を評価 し た。 図-5 に そ の結果の一
部 を 示 し た 。 コ ン ト ロ ー ル の植物あ る い は抵抗性 に無関
係 と 考 え ら れ る 大腸菌の βー グ ル ク ロ ニ ダー ゼ (GUS) を
導入 し た植物では， 図-5 の よ う に 急速 に 病徴が出現 ・ 拡
大 し， 腐敗症状 を 示 し て い る の に 対 し ， 先 に 野火病に対
し て抵抗性 を 示 し た 個体では 明 ら か に病徴発現の程度が
軽減 さ れて い た。

さ ら に定量 的 な評価 を す る た め， 葉 の一部 を 切 り 出 し
軟腐病菌懸濁液の 中 で イ ン キ ュ ぺー ト し た と こ ろ ， 遺伝
子導入償物の う ち ， 先の実験で抵抗性 を 示 し た個体では
軟腐症状の 出現が明 ら か に遅れ る こ と が確認で き ， こ の
菌 に対 し で も 抵抗性で あ る こ と が示 さ れた。

ま た ， 先の殺菌活性の検査で無効 と 判断 さ れた 背枯病
菌 に つ い て も ， 様々 な条件の下で低抗性検定 を行っ て み
た が予想 どお り 無効で あ り ， こ の菌 に 対 し て は抵抗性 を
示 さ な い と と が確認で き た。

図 - 4 タ バ コ 野火病菌接種約 1 0 日 後の接種部位

(形質転換植物での結果)

図 - 5 軟腐病菌接観部位に 生 じ た病徴

ti. は コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た非形質転換植物， 中 は

GUS 遺伝子 を 導 入 し た 形質転換他物， 右 は ザノレ コ ト

キ シ ン IA 遺伝子 を 導 入 し た 形質転換植物。

V 遺伝子の発現 レ ベ ル と 抵抗性の関係

抵抗性 を 示 し た 形質転換植物 と ， コ ン ト ロ ー ル の植物
を交配 し ， 遺伝学的な解析 を行 っ た 結果， 強 い 抵抗性 を
示 し た植物 は ザル コ ト キ シ ン遺伝子 を ホ モ で (2 個) 持 っ
て い る も の で あ る こ と がわ か っ た 。 こ れ ら の植物 と 野生
型 タ バ コ と の戻 し 交配で得 ら れた 植物 は弱 い抵抗性 し か
示 さ ず， ゲ ノ ム 当 た り の追伝子の数 に よ っ て規定 さ れ る
ザJレ コ ト キ シ ン の 発現誌の差が抵抗性発現に重要であ る
こ と が示唆 さ れた。 こ の知見 は 35S プ ロ モ ー タ ー を 用 い
て も ほ と ん ど抵抗性が観察 さ れ な か っ た こ と と 符合 す
る 。 こ の こ と を踏 ま え ， 今後さ ら に 導入追伝子の発現量
を増加 さ せ た り ， 植物体内 での安定性 を 増加 さ せ る な ど
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の 方策 を 取 る こ と に よ っ て ， 抵抗性 を よ り 強化す る こ と

が可能 で は な い か と 考 え て い る 。

お わ り に一一『今後の展開方 向 につ い て

こ の研究 に よ り ， 当 初 に 考 え た 戦略が有効であ り ， こ

の方法に よ っ て細菌病抵抗性植物が作 り 出せ る こ と が示

さ れた 。 し か し， 今回 の 実験 は ま だ不完全な も の であ っ

て ， 今後 こ の方法 を 実用化 し て い く た め に は， 導入遺伝

子の発現強化， 発現様式 に つ い て の検討が必要であ ろ う 。

す なわ ち ， 全身的 ・ 構成的発現か ら ， 必要 な時 に擢病部

お よ び そ の 周辺 に誘導的 に生産 さ せ る 方法 な ど， よ り 自

然界で起 こ る 現象 に近 く ， 実用的な発現方式 に 改良 し て

い く こ と が望 ま し い。 ま た ザル コ ト キ シ ン の よ う な異種

生物由来であ り ， し か も 非常 に短 い ペ プチ ド を効率的，

安定的 に 発現 さ せ る た め の技術 も 工夫す る 必要があ る 。

遺伝子組換 え 技術 を 用 い て植物 に低分子量の タ ンパ ク 質

やペプチ ド を作 ら せ る よ う な研究の歴史 は ま だ浅い。 導

入遺伝子の構築 に 関す る 理論的な検討 を 深 め ， 種々 の経

験 ・ 新 し い試み を積み重ね て い く こ と に よ っ て， 本 当 に

役 に立つ技術 に 発展す る も の と 期待 し て い る 。 そ の た め

に は， あ せ ら ず着実 に研究 を 進め て い く 研究者側の熱意

と 周 囲 の 理解が必要 と 考 え ら れ る 。 さ ら に ， 本研究 は実

験植物であ る タ バ コ を対象 に 行 っ た が， 他の農業上重要
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