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植物による異種タンパク質生産

太田喜元、秋田求

要旨

植物を宿主として生理活性タンパク質や医療用タンパク質を生産する技術が、近年長足の

進歩を遂げつつある。植物には異種タンパク質生産系として、低コストでの大量生産、分離

精製の容易さ、安全性など多くの利点がある。本総説では植物がもっこのような利点を生か

して、生理活性タンパク質や食べるワクチン、抗体、自己免疫疾患治療タンパク質など、主

として医療用タンパク質を植物に生産させる moleculasfarmingに関する研究の動向を述べ

る。

1、緒論

ヒトゲノム計画の完成に見られるように、種々の生物の遺伝子解析における最近の進歩は

著しく、それに伴って塩基配列が決定された遺伝子にコードされているタンパク質の合成と

その機能を明らかにすることが、基礎研究にとっても、また医療その他の応用面でも非常に

重要となっている。異種生物に由来するタンパク質を生産する宿主としては、大腸菌、酵

母、昆虫細胞、動物培養細胞および動物個体など数多くあり、それぞれの特徴を生かして用

いられているが、近年植物がいくつかの点で、極めて優れた生産システムで、あることが認めら

れ、抗体やワクチン、自己免疫疾患原因タンパク質など医療を目的としたタンパク質の生産

に植物を用いる研究が急速に進歩しつつある。この総論では異種タンパク質生産系としての

植物の特徴と共に、主として医療用タンパク質生産に関する研究の現状と展望について述べ

る。

数多くある異種タンパク質生産系の中で、大腸菌は増殖速度が速いこと、安価な培地で大

量に増殖できること、遺伝的特性が十分に判っており目的に応じた種々のクローニングベク

ターが使えるなど有利な点が多い。しかし大腸菌は原核生物であるため、比較的小さく s-s

結合の数も少ない簡単なタンパク質の生産は可能で、あっても、活性発現にシグナルペプチド

の除去や糖鎖の付加など翻訳後の修飾を必要とする複雑なタンパク質の生産は難しいのが一

般的である。また多くの場合、大腸菌では合成されたタンパク質が正しい立体構造に折りた

たまれず、不溶性且つ生理学的に不活性な状態で封入体Cinclusionbody)として細胞内に蓄

積されることも、大腸菌を異種タンパク質生産システムとして用いることの制約となってい

る。最近はDnaK-DnaJおよびGroEL-GroESといった大腸菌自身の分子シャペロンを過剰発

現させることによって、大量に発現した異種タンパク質の正しい折りたたみを促進させると

か、外膜タンパク質 COmpA、OmpT)やalkalinephosphataseなど大腸菌が細胞外に分泌す
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るタンパク質のシグナル配列を接続することによって異種タンパク質を分泌させるなど、糖

鎖付加を除けば複雑なタンパク質の生産に大腸菌を利用するための研究も活発である1)。

ヒト生理活性タンパク質などの医療用タンパク質は、糖鎖も含めて天然物と同ーのもので

あることが要求されるが、この条件を満足する生産系としては動物培養細胞あるいは動物個

体がある。特に、乳汁に分泌されるタンパク質のプロモーターを用いて、ブ夕、ヒツジ、ヤ

ギなどの家畜の乳汁中に目的タンパク質を分泌させる方法は、すでに 10数種を超える生理

活性タンパク質の生産に応用されつつある 2)。しかし、遺伝子組換え動物の作出は、現時点

では効率が低く時間もかかる上に、利用できるのは授乳期間中の雌に限られることや寿命も

制約となる。雌雄を問わず生存全期聞を通じてタンパク質生産に利用するために、尿に特異

的なタンパク質のプロモーターを用いて、尿中に分泌させる試みもなされているが 3)、動物

を宿主とする際には、ウイルスなどの病原体による汚染に対する安全性の確保が重要な要因

となる。

これらの生産系に対して、植物の利点としては以下のような事柄を挙げることができる。

(1)植物は真核生物であり、翻訳後のタンパク質からのシグナル除去、糖鎖付加、正しい立

体構造への折りたたみ、細胞外への分泌等の機能は動物と同等である。 (2)植物は優れたタ

ンパク質生産系で、あるp (3)植物は水、太陽、肥料だけで従来の農業技術を用いて栽培でき

るので、経済的に最も有利な大量生産システムである。生産コストを比較した例によれば、

宿主とする植物によって差はあるものの、大腸菌を用いた場合の 1/10"'-'1/50になると試

算されている 4)。またデンプンや油脂などを抽出した後に、標的タンパク質を単離できる作

物を選べば、コストの大部分は本来の成分によって賄うことができる 5.6)0 (4)栽培作物

は食用としての安全性が保証されているものであり、また植物病原菌や植物ウイルスは晴乳

動物に対して病原性をもたないことから、植物は極めて安全性の高い生産系である。特に経

口ワクチンを生産するには最も適した系と言える。 (5)プロモーターを選ぶことによって、

発現・蓄積部位をイモ、種子、さらには種子内の特定の小器官に限定で、きるので、タンパク

質の単離と精製が容易である 7)0 (6)長期保存が可能なイモや種子を蓄積部位とすれば、生

産されたタンパク質を収穫後直ちに単離する必要はなく、保存あるいは遠隔地への輸送が容

易である。このような特徴、特に大量生産が容易であることおよび食べることができるとい

う他の生産システムにはない利点に基づ、く幅広い分野での応用が具体化しつつある。

2、植物への遺伝子導入

植物を宿主として異種タンパク質を生産するには、大別して 2通りの方法が用いられる。

第一の方法は土壌細菌Agrobαcteriumtumefaciensの感染機構の巧妙な利用あるいは遺伝子銃

によって、植物ゲノムに標的タンパク質の遺伝子を挿入した安定な形質転換植物を作出する
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ものである。 A.tumefaciensのTiプラスミドに含まれる T-DNA領域に、標的タンパク質遺

伝子を抗生物質耐性遺伝子などの選択マーカーと共に挿入したT-DNAベクターは最も広く

用いられているもので、多くの双子葉植物に適用できる。最近ではA.tumefaciensの走化性

およびT-DNAの植物への転移機構活性化に必要なシグナル物質であるアセトシリンゴンを

用いることによって、イネやトウモロコシなどの単子葉植物の形質転換も可能となってい

る8.9) 0 A. tumefiαciensによる方法は、葉切片あるいは培養細胞に組換えベクターをもっA.

tumefaciensを感染させ、抗生物質耐性により選択した細胞を再分化させて形質転換植物を

得るものである。シロイヌナズナなど草丈が比較的小さく多数の種子をつける植物に適用さ

れる inplanta法は、花序についたつぼみが開花する頃にA.tumefaciensを感染させ、稔った

種子を選択培地に播種して発芽・成長する組み換え植物を選択するものである。遺伝子銃に

よる方法も一般的で、核遺伝子の組み換えにも利用されるが、最近特に注目されている葉緑

体を利用したタンパク質生産において、葉緑体ゲノムに異種遺伝子を導入する唯一とも言え

る手段となっている。

第二の方法は、標的タンパク質の遺伝子を挿入した tobaccomosaic virus (TMV)や

cowpea mosaic virus (CPMV)などの組み換え植物ウイルスを成長した宿主植物に感染させ、

ウイルスが増殖する過程で標的タンパク質を生産させるものである。この方法は一過的では

あるけれども、ウイルスの増殖は極めて活発であるので、数週間で植物全体で相当量のタン

パク質が生産される 10. 11)。植物ウイルスのコートタンパク質の一部をヒトや家畜の病原体

の抗原決定基と置換した場合は、表面に抗原決定基を提示したウイルス粒子を大量増殖させ

ることが可能で、種々の病原体に対するワクチン生産の手段として利用されている 12~15)o

TMVやCPMVも含めて大半の植物ウイルスのゲノムは RNAであるので、逆転写して得ら

れたcDNAをT7やSP6などのファージ、フ。ロモーターの下流につないで大腸菌で、複製で、きる

プラスミドにクローニングし、必要な遺伝子組換えを行う O プラスミドを増幅した後、大腸

菌のRNAポリメラーゼを用いた invitro転写によって感染力をもったRNAとし、傷をつけ

た葉の表面に擦り込んで感染・増殖させる。

3、生理活性タンパク質

ヒト生理活性タンパク質の植物による生産の幕開けとなったのは、 1989年に

Vandekerckhoveらがenkephalinを生産した報告であろう 16)。この実験では、モルヒネ作

用をもっ内因性ペプチドである Leu-enkephalinが、 5アミノ酸 (Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu)か

ら成る小さなペプチドという理由で選ばれている。種子タンパク質2Salbumin遺伝子の内

部に、トリプシン切断配列をもったenkephalin遺伝子を挿入したT-DNAベクターを構築し

て、シロイヌナズナおよびナタネに導入し、 1gの種子から約200nmolのペプチドを得て



4 
Memoirs of The School of B. O. S. T. of Kinki University No. 11 (2002) 

いる。その後かなりの数の生理活性タンパク質の生産が報告され(代表的の例を表lに示す)、

最近では企業による商業生産への展開も活発である。例えばアメリカでは、ベンチャー企業

が斜陽化しつつあるタバコ産業と提携して、世界で最も高価な治療用タンパク質とされてい

るリソソーム酵素の一種でglucocerebrosideを分解する glucocerebrosidaseC欠損すると重

篤な代謝異常障害のゴーシェ病を発症する)の高収率での生産を始めとして、数多くのヒト

血清タンパク質、抗ガンタンパク質、ワクチンなどの商業生産を展開しようとしている 17)。

異種タンパク質の遺伝子を植物で発現させるフロモーターとしては、 cauliflowermosaic 

virus C CaMV)の35SRNAフロモーターあるいはユビキチンプロモーターがよく用いられ

ている。これらのプロモーター、特に CaMV35Sプロモーターは、構成的に強く発現する

ものであるが、発現部位は基本的に植物全体となり、生成物の単離・精製を考えた場合には

不都合である。 Enkephalinはナタネなどの種子特異的なタンパク質の一部として種子で発

現・蓄積されたが 16)、これをさらに発展させたのが種子細胞内にある油体 Coilbody)への

蓄積である 18)。種子に含まれる脂肪酸トリグリセリドは、一層の膜で包まれた油体として

細胞内に存在するが、この膜の安定性は膜タンパク質のoleosinが親水性のN-およびC-末

端を細胞質ゾル側に突き出し、中央の疎水性部分を油体内部に挿入した状態で、結合すること

によって保たれている。従来薬用ヒルから抽出されていた血液凝固抑制作用をもっhirudin

は、 oleosinのC-末端に連結した融合タンパク質としてナタネで生成されているが、油体に

含まれるタンパク質はoleosinのみであり、油体は種子を破砕して遠心するとスカムとして

表層に浮くので、この一段階の簡単な処理で融合タンパク質をほぼ精製することができる。

その後、予め設計しておいた切断部位を加水分解して、 oleosinとhirudinを分離すること

は容易であり、単離・精製という点からすると油体は理想的なキャリアといえる 18)。イモ

や種子に特異的なタンパク質のフロモーターを用いてこれらの貯蔵器官に標的タンパク質を

蓄積させることは、分離・精製の容易さだけでなく、収穫後直ちにタンパク質を抽出する必

要はなく長期間の保存が可能なことも大きな利点である。農産物として種子等を貯蔵する条

件でも、タンパク質の活性はほとんど低下することなく、必要に応じて抽出できることや長

距離の輸送が可能なことは、他の生産系にはない特徴である 19)。

生理活性タンパク質の生産における重要な要因の一つは収量である。最も一般的な CaMV

35Sプロモーターで発現させた場合には、標的タンパク質の収量は全可溶性タンパク質Ctsp)

の0.01~ 0.1%と極めて低い(表1)。これはこのフロモーターが恒常的に発現するものの、

活性が高いのは植物の成長が活発な組織あるいは時期においてであり、成熟した組織におけ

る活性は極めて低いためと考えられる。すなわち、若い組織で生産されたタンパク質は、植

物が十分に成長するまで、の長期間に亘って植物細胞内に保留されることになり、その聞にか

なりの部分が分解されてしまう O これを回避するには、イモや種子のようなタンパク質貯蔵



表1 植物で生産された生理活性タンパク質

標的タンパク質 活性・用途 発現植物 プロモーター 収量 文献

Hirudin 血液凝固阻害 タノYコ oleosin 18 

Human protein C 血液凝固制御 タバコ CaMV35S 0.002% tsp 20 

Adenosine deaminase トウモロコシ ユビキチン 56 

Human α-lactalbumin 母乳タンパク質 タバコ CaMV35S 5 I-lglg fresh leaves 57 

Erythropoietin 貧血 タバコ培養細胞 CaMV35S 1 nglml medium 58 

Aprotinin セリンプロテアーゼ阻害 トウモロコシ ユビキチン 0.1 % tsp seeds 59 

α1-Antitrypsin 白血球エラスターゼ阻害 イネ培養細胞 イネAmy3D ω. 5mglg dry ceII 60 

EnkephaIins モルヒネ作用 シロイヌナズナ 113 I-lglg seeds 16 

Human serum albumin 肝硬変 ジャガイモ・タバコ CaMV35S 6 

α-Trichosanthin 抗ウイルス活性 タバコ RNA virus vector 2% tsp in 2wks 61 

Glucocerebrosidase ゴーシェ病 タバコ MeGA 10% tsp 62 

Granulocyte-macrophage colony-好中球減少症 タバコ 62 

stimulating factor 

CoIIagen 1 結合組織タンパク質 タバコ CaMV35S 3 gl100 Kg leaves 63 

Somatotropin ヒト成長ホルモン タバコ 葉緑体psbA 7%tsp 23 

Somatotropin ヒト成長ホルモン タバコ y-kafirin 0.16% tsp 64 

Human lactoferrin 抗菌活性 ジャガイモ m出国CaMV35S 0.1% tsp 65 

tsp : total soluble protein 

c.n 
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器官で発現するプロモーターを用いるか、組換え植物を収穫後に発現させる誘導型プロモー

ターを用いればよい。例えば、前述の glucocerebrosidase のタバコでの生産では、 MeGA™

プロモーターを用いて約 10%tspの収量が報告されている 20)0 M eGA ™ CMechanical Gene 
Activation)は、植物の防御応答において発現する hydroxy-3-methylglutarylCoA reductase 

(メバロン酸合成酵素)のフロモーターで、収穫後の植物を破砕する機械的なストレスによっ

て発現し、標的タンパク質は破砕後8-----24時間で最大量に達する。

高収量で生産させる他の方法は、標的遺伝子を葉緑体などのプラスチドで発現させること

である。高等植物のフラスチドゲノムは 120-----160 kbpの環状二本鎖DNAで、タバコで

は細胞内にある約 100個の葉緑体のそれぞれが、約 100コピーのゲノムをもっているので、

細胞あたり 10，000コピーものゲノムが存在することになる 21)。葉緑体を形質転換するには、

psbA Cphotosystem 11 reaction center component)あるいは rbsLCribulose-bisphosphate 

carboxylase large subunit)のフロモーターの下流に、マーカーおよび標的タンパク質の遺

伝子を接続したベクターを遺伝子銃で取り込ませ、相同組換えによって葉緑体ゲノムに挿入

する。その後、抗生物質による選択圧の存在下で細胞そして葉緑体が分裂を続けると、最終

的にすべての葉緑体ゲノムに組換えが生じたhomoplastomic状態の形質転換体が得られる。

T-DNAベクターを用いた場合、核ゲノムに挿入される遺伝子は 1-----数コピーであり、しか

も一定しない挿入位置が原因となって発現量に変動があることと比較すると、葉緑体ゲノム

の組換えでは導入される遺伝子のコピー数が非常に多く、更に葉緑体内では生成したタンパ

ク質が分解され難いこともあって、 40%tspを超える標的タンパク質の生産も報告されてい

る22)。葉緑体は本来原核細胞に由来することを考えると、ヒト生理活性タンパク質のよう

に翻訳後に複雑な修飾を必要とするものの生産は難しいかに思われるが、糖鎖を必要としな

いものであれば、立体構造やs-s結合の形成も含めて正常な活性をもっタンパク質を得るこ
とができる 23)。

治療用生理活性タンパク質は、すべての点で天然物と同一であることが望ましい。植物は

動物タンパク質のシグナル配列の除去、 s-s結合も含めた立体構造の形成あるいは糖鎖の付

加については、動物と同等の機能をもっているが、付加する糖鎖の構造が異なる。糖タンパ

ク質に付加される糖鎖の構造は複雑で、すべての真核生物は基本的には同じであっても細部

ではそれぞれに異なった配糖化を行う O 植物でつくらせたヒトタンパク質が天然物と異なる

点は、付加される糖鎖のmannoseにs1 →2結合した勾rloseと、 GlcNAcにαl→3結合

したfucoseが含まれていることである 24)。このような糖鎖の相違がタンパク質の生理活性

に影響することはないが、医療用に長期間投与した場合には予測外のアレルギー源となる可

能性が指摘されている O
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4、ワクチン-Edible vaccine -

植物を宿主としてワクチンを生産する戦略は、 1990年代始めに WHOが発展途上国にお

ける予防接種普及を目的として、冷蔵設備を必要としない安価な経口ワクチンの開発を呼び

かけたことから始まっている 25.26)。現在予防接種には主として死菌ワクチンあるいは弱毒

ワクチンが用いられているが、高価であることと保存や輸送に冷蔵設備を必要とするため、

発展途上国での普及が困難であり、下痢性大腸炎、ジフテリア、百日咳、ハシ力、狂犬病な

どで年間数百万人(大半は子ども)が死亡している。サブユニットワクチンは病原体を構成

するタンパク質の一部を抗原(vaccinogen)とするもので、ウイルスや細菌を用いる従来の

ワクチンと比較すると安全性がはるかに高い。しかし、これまでのサブユニットワクチンで

は生産コストが高い、冷蔵設備を必要とする、あるいは経口投与すると分解されるなどの問

題を解決することが難しかった。

病原体は汚染された水や食物、空気と直接接する消化器や呼吸器あるいは生殖器の粘膜を

介して感染する場合が多い。外界と接する第一線で病気を予防するには、粘膜の免疫系を活

性化して分泌型の IgA(S-IgA)を生産させるのが有効であるが、一般に粘膜免疫系の応答は

注射よりも経口で抗原を投与する方がより強く刺激される。小腸にあるバイエル板のような

腸付属リンパ組織の表面細胞 (M細胞)に取り込まれた抗原は断片化され、抗原提示細胞

およびヘルパーT細胞を介して B細胞を活性化することによって、粘膜表面に S-IgAが分泌

される。しかし、サブユニットワクチンあるいは可溶性抗原を経口で投与すると、小腸のリ

ンパ組織に到達するまでに分解されるので、多量に投与しない限り免疫系を十分に活性化す

ることはできず、経口ワクチンは分解され難い粒子あるいは巨大分子の一部に抗原を提示し

たものであることが必要となる。これまでに植物を用いて十数種のヒトおよび家畜の病原体

に対するワクチンの生産が報告されているが、いずれも経口ワクチンに適した構造をもつも

のである(表 2)。

植物を用いてワクチンを生産するには、大別して 3つの方法がある。すなわち、(1)抗

原タンパク質自身を発現させる方法、 (2)発現した抗原タンパク質の自己集合により粒子あ

るいは巨大分子とする方法、 (3)植物ウイルスのキャフシドに抗原決定基を挿入する方法で

ある。

狂犬病ウイルスやハシカウイルスに対するワクチンは、可溶性の抗原タンパク質を植物で、

発現させたものである。狂犬病ウイルスエンベロープ。の糖タンパク質を CaMV35Sプロモー

ターによりトマトで 27)、あるいはハシカウイルス表面にある糖タンパク質の hemagglutinin

を同じプロモーターによりタバコで発現させているが 28)、いずれの場合も生成された抗原

タンパク質の含量は極めて低く、従って経口で与えた時の投与量も決して多量ではないにも

拘わらず、免疫が誘導されている。これらの結果は、可溶性抗原のようなサブユニットワク
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27 

28 

収量

1.0% tsp 

植物で生産されたワクチン

宿主植物

タバコ

トマト

表2

抗原

ウイルス表面の糖タンパク質

hemagglutinin 

標的となる病原体

可溶性抗原タンパク質

狂犬病ウイルス

麻疹ウイルス

抗原タンパク質の集合体

B型肝炎ウイルス 25 0.01% tsp タバコ表面抗原タンパク質

31 O.Ol%FW レタスルピナス、

66 O.Ol%FW タバコ

32 

67 

34 

0.30% tsp 

0.30% tsp 

0.20% tsp 

タバコ、ジャガイモ

ジャガイモ

ジャガイモ

キャプシドタンパク質

コレラ毒素Bサブユニット

毒素Bサブユニット

Norwalk virus 

コレラ菌

病原性大腸菌

14 

15 

1.0--1.2mg!g葉

O.5mg!g葉

1.2mg!g葉

αMV/ササゲマメ

AIMV/タバコ

外膜タンパク質の抗原ペプチド

外膜Gタンパク質のペプチド

フィブロネクチン結合

組み換え植物ウイルス

緑膿菌

呼吸合胞体ウイルス

黄色ブドウ球菌 38 

68 

69 

αMV/ササゲマメ

AIMV/ホウレンソウ

AIMV/タバコ

タンパク質のD2モチーフ

ウイルスの抗原ペプチド

ウイルスの抗原ペプチド

4--6アミノ酸のエピトープ

ヒト免疫不全ウイルス

狂犬病ウイルス

マラリア病原虫

tsp : total soluble protein 
FW : tresh weight 

13 TMV/タバコ
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次に植物で発現した抗原が自己集合して粒子を形成するものとしては、 B型肝炎ウイルス

に対するワクチンが最も代表的な例であろう O このウイルスはコアとエンベロープから成る

直径42nmの粒子 (Dane粒子)であるが、非顕性感染をしているキャリアの血清中には、

遺伝子をもたない直径22nmの非感染性の空の粒子が存在する。この小さな粒子はB型肝

炎ウイルスエンベロープの表面抗原タンパク質 (HBsAg)だけが、細胞膜上に自己集合して

形成されているものであり、現在使用されている B型肝炎ワクチンはHBsAgを酵母で発現・

精製したものである。 CaMV35Sフロモーターの制御下にある HBsAgをタバコで発現させ

ると、直径 10'"'-'40nm(平均22nm)の粒子が形成され 25)、この粒子はB細胞およびT

細胞に対する HBsAgの抗原決定基を保持していることが証明された 30)。動物実験で免疫原

性が証明された後、 1999年に HBsAgを発現している新鮮な組換えレタスを健康なボラン

ティアに食べさせたところ、強い免疫が誘導されたことによって、経口投与による B型肝炎

ワクチンの接種、更には食べるワクチンの有効性が証明されている 31)。この時食べたレタ

スは最初に 200g、2ヶ月後に 150gの2回で、 HBsAg含量は 0.1'"'-' 0.5mg/100gであり、

経口投与によれば極めて微量の抗原でも有効であることを示している。

エンベロープをもたないNorwalk virusは、北米で多発する旅行者下痢症の原因ウイルス

であるが、このウイルスのキャフシドタンパク質 (NVCP)を植物で発現させると、 NVCP

二量体90個で構成された直径38nmの空のキャフシドが得られる。 NVCPを発現している

生のジ、ヤガイモを摂食したマウスで、抗NVCPIgGおよびIgAの産生が証明されている 32)。

コレラ菌および病原性大腸菌による激しい下痢は、それぞれコレラ毒素 (CT)および熱

に不安定なエンテロトキシン(LT)が原因物質となって起きる。これらの毒素はいずれもA、

B2つのサブユニットから成る非常によく似た構造と作用機構をもつもので、 Bサブユニッ

ト(CTBあるいは LTB)が形成する五量体が、小腸上皮細胞のレセフターである GMl

gangliosideに結合して生じた小孔を通って、 Aサブユニットが細胞内に入る。 Aサブユニッ

トがもっADPribosyl transferase活性によって cAMP濃度が上昇し、イオンバランスが崩

壊する結果、細胞から多量の水が失われて激しい下痢を起こす。 CTあるいは毒性のない

CTBを経口投与する免疫が誘導されるが、これは全身および粘膜で生成される抗体がCTB

五量体の形成あるいは上皮細胞への結合を阻害する結果、 Aサブユニットの細胞への侵入が

阻害されることによると考えられる。

Bサブユニットワクチンをバクテリアや酵母で生産することもできるが、経口投与に必要

な量を得るための大量培養と精製に要するコストは大きい。ジャガイモで発現したCTBは

細胞内で自己集合して五量体を形成し、イモおよび葉 19当たり約30μg(0.3% tsp)蓄積

する。このジ、ヤガイモをマウスに食べさせると、血清および粘膜でのIgGとIgA産生が誘導

され、 CTをほぼ完全に中和すると共に、下痢症状も大幅に軽減した 33)。病原性大腸菌に対
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しでも、ジャガイモで最高0.19%tspのLTB5量体が生産されている 34)。彼等は 14名の

ボランティアに LTB産生ジャガイモを生で食べさせて、抗LTIgGおよびIgAが有効に誘導

されることを確認している 35)。もっともボランティアの数名は生のジ、ヤガイモを食べたた

めに吐き気を催したそうであるが。

CTBが腸付属リンパ組織のM細胞を含む消化管上皮細胞のGM1 gangliosideに選択的に

強く結合することを利用すると、 CTBに抗原を接続したキメラタンパク質が免疫系に効果的

に作用することが予測される。この考えに基づくワクチンはまだ報告されていないが、後述

する自己免疫疾患治療を目的とする自己タンパク質の生産において、その有効性が報告され

ている O

上に述べた2つの方法は、抗原タンパク質の遺伝子を植物ゲノムに挿入したものであるが、

これに対して植物ウイルス表面に抗原を挿入する方法はまったく違った構想に基づくもので

ある。基本的な戦略は、ウイルス粒子の外殻を構成するキャプシドタンパク質の適当な位置

に、標的となる病原体のエピトーフ(抗原決定基)を挿入して、キャプシド表面に露出させ

るものである。植物ウイルス遺伝子の組換えは上述の異種タンパク質生産の場合と同様であ

り、エピトープとの置換あるいは挿入によってキャプシドタンパク質の一部を変更したウイ

ルスDNAをinvitro転写して感染性のRNAとする。これを成長した植物に感染させた後の

ウイルスの増殖は極めて速く、 2-----3週間で植物全体に拡がる。ワクチンの生産は一過的で

はあるが、植物ウイルスは動物に対して病原性がなく、大量生産も可能なことからワクチン

生産の有効な手段になりつつある。但し、置換あるいは挿入するエピトープの大きさや位置

がキャプシドの構築、ひいてはウイルスの増殖速度に強く影響することを考慮する必要があ

る。

これまでに有効性が実証された組み換えウイルスは CPMV、TMVおよびalfalfamosaic 

virus (AIMV)を用いたものである。植物ウイルスのキャプシドの構造-ウイルスの形状ー

はさまざまであり、エピトープペプチドを挿入できる位置とその大きさは異なる。例えば、

CPMVはLarge(L)とSmall(S)の2種のサブユニットが、各60コピー集合して構成さ

れた正20面体(直径28nm)のキャフシドをもっている。電子顕微鏡で、キャプシドの構造

を解析した結果に基づいて、 SあるいはLあるいは両方のキャプシドから突き出している部

分にペプチドを挿入すると、ウイルス粒子一個あたり 60-----120のエピトープを提示するこ

とができる 12，14)。口蹄疫病ウイルス(エピトープは 19アミノ酸のペプチド)、 human

rhinovirus (14アミノ酸)あるいはhumanimmunodeficiency virus (HIV、22アミノ酸)

のエピトープを挿入した組換え RNAを用いると、新鮮葉 1kgから1.2-----1.5gのウイルス

粒子が得られ 12)、HIVエピトープをもっウイルスをマウスに注射すると、極めて効果的に

抗HIV抗体の産性が誘導された 36)。
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TMVは棒状ウイルスで、表面に突出しているキャプシドタンパク質のC末端に、 25アミ

ノ酸以下のエピトーフを接続することができる。但し、すべてをキメラにするとキャプシド

が構築できないので、キャプシドタンパク質のC末端にleakyな停止コドンを選び、これに

ペプチドを接続して一部だけをキメラタンパク質とすることが必要である 37)0 AIMVも基本

的には樟状であるが、収納するRNAの大きさに応じて大きさが変化する柔軟性があるので、

表面に突出する N末端にかなりの大きさのペフチドを接続することができることが、上気

道感染症ウイルス (humanrespiratory syncytial virus)のエピトープを用いて示されてい

る 15)。

これらの方法により生産されるワクチンは、 WHOの呼びかけに応えるものであろうか。

自己増殖する病原体を用いて生産する従来のワクチンは、有効ではあるものの毒力復帰変異

の危険性があり、 DNAワクチンは被接種者のゲノムに組み込まれる恐れがあることに比較

すると、安全性の点では植物を用いて生産するサブユニットワクチンは格段に優れている。

これまでに生産されたワクチンは、少なくとも動物実験ではすべてについて血清中あるいは

粘膜での抗体産生を誘導することが証明されており、有効性については従来のものとほぼ同

等と言える。発展途上国での予防接種普及を目的とする場合には価格、熱安定性、簡便な接

種が課題となるが、ワクチンを生産する組み換え植物の種子や苗を用いて現地で栽培すれば、

コールドチェーンによる保存や輸送の問題は解決できる。経口投与、特に食べるワクチンと

しての特徴を生かすことができれば、冷蔵の問題と同時に医師を必要としない簡便な接種も

可能となる。そのためにはジャガイモのように加熱調理を要する作物ではなく、生食できる

植物を宿主とすることが必要である。これまでにホウレンソウやレタスでの生産が報告され

ているが、子どもを主な対象とするためにはバナナなどの果実が最も望ましいであろう O ま

た、粘膜系の免疫を誘導するには経口投与だけでなく、鼻粘膜に投与(点鼻あるいは噴霧)

しでも有効で、鼻粘膜だけでなく気管支、小腸、臆の粘膜でも抗原特異的なIgGおよびIgA

が誘導されることが、黄色ブドウ球菌の抗原を提示したキメラウイルスワクチンを用いて確

認されている 38)。これも簡便な投与手段のーっとなるであろう O

価格に影響する最大の要因は収量であり、安定した高収量を確保することが今後の課題で

ある。キメラウイルスの場合は、生葉 1kg当たり 1~ 1.5 gのウイルス粒子(アミノ酸20

個のエピトープであれば、約20"-'30mgのペプチドを含む)がわずか2"-'3週間で得られ

るが、その都度感染させる作業が必要である。組換え植物では、ほとんどの場合0.01'"'-' 0.4% 

tspの収量で十分なものではないが、今後プロモーターの選択や小胞体での蓄積、コドンの

最適化などを検討することによって収量を高めることは可能であると考えられている。実用

化に向けて解決しなければならないのは、組換え植物では標的遺伝子の挿入位置による

position effectがあるため、個体ごとに生産量が異なることである。含量が一定しないと投
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与する(食べさせる)植物量を決めることは難しく、十分な接種効果が得られない可能性が

ある。また、あまり議論されていないことではあるが、ワクチンを産生する食用作物を非組

換え体と区別する上での徹底した管理は困難と予測され、現地住民が無制限に摂食すること

になると、逆に免疫寛容が起きてしまう可能性が危倶されている 26)。これは後述する自己

免疫疾患の治療を目的として、自己タンパク質をつくる植物を食べさせる戦略の裏返しであ

り、慎重な検討を要する課題であろう O

5、抗体-Plantibody -

1975年に発表されたモノクローナル抗体 (inAb)生産は、医学や生化学を中心とする諸

分野に革命的な影響をもたらした。 1980年代初期に mAbをガン治療に用いることが検討

され始めた当初は、期待したほどの成果は得られなかったけれどもその後の発展は著しく、

特に免疫学上問題があったマウスのものではなくヒト型抗体が生産できるようになって、現

在では 10種を超える mAbがアメリカで治療薬として認可されている。抗体はガン治療だ

けでなく、ウイルスや細菌感染症の治療、自己免疫疾患の治療、あるいは基礎生命科学の研

究において今や必須のものであり、今後膨大な種類と量の抗体が必要になると考えられてい

る。抗体は軽鎖と重鎖各2本から成る基本構造をもつが、組換え抗体 (rAb)は必ずしもフ

ルサイズである必要はなく、使用する目的に応じて多彩なバリエーションが可能である。例

えば、 1番目の定常領域を含む重鎖の可変ドメインと軽鎖を結合したもの (Fab)や、両鎖

の可変ドメイン同士をリンカーで結合したもの (singlechain Fv、scFv)のように小型化し

たものは、抗原結合活性のみを利用する診断や治療に適している。これにイムノトキシンや

放射性向位体、酵素を結合することもできる。異なった抗原に対する 2種の抗体の可変部を

組み合わせたbispecificAb (bsAb)は、 T細胞や貧食細胞などの作用細胞と標的細胞(ガン

細胞など)との選択的な結合を促進するものであり、フルサイズ抗体の作用で認められる補

体活性化による副作用を伴わない点で注目されている 39)(図 1参照)。

抗体は種々の宿主を用いて生産することができる 40)。バクテリアは活性や安定性に糖鎖

を必要としないscFvなどの小型化した抗体の生産に使えるが、正しい立体構造をつくれな

いため封入体となったり分解されることが原因で、収量は極めて低い。酵母も検討されてい

るが、酵母の糖鎖構造は哨乳類のものとは大きく異なる。 Chinesehamster ovary (CHO) 

細胞などの日荷乳類培養細胞を用いれば、任意の IgG抗体を 1-----2g/Lの収量で生産すること

ができる。組換え動物のミルクに分泌させることも活発に進められているし、最近ではニワ

トリの卵を用いても効率良く(100mg/egg)抗体を生産できることが報告されている 41)。

植物を宿主として mAbを生産できることが最初に報告されたのは 1989年である 42)。それ

ぞれ軽鎖の κ鎖と重鎖のy鎖を発現するタバコを交配して得られた植物では、同時に発現し
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た両鎖からフルサイズのイムノグロブリンが 1.3%tspの収量で生産され、ハイブリドーマ

で生産したものと同等の抗原結合活性をもつことが確認された。各サブユニッ トを発現する

組換え植物の交配によって、正しく機能する抗体の組み立てが行われることは、植物が種々

のタイプの抗体 (plantibody)を生産できる優れたシステムであることを示す。

CH ふ

ιv

、宝
吻 VLIJDvH 

Complete antibody Fab scFv Imm.unoωxin 

CH CH 

VL VH 

VH VL 

Quadroma F(ab')2 heterod出町 sc-BsFv Double scFv 

Bispecific antibodies 

図1 植物で生産できる種々の組み換え抗体

典型的な例は分泌型のイムノグロプリン (SIgA)の生産であろう(図 2参照)。だj夜、涙、

呼吸器や腸粘膜の分泌液に含まれる主要な抗体は SIgAで、 2つのIgA単量体とそれをつな

ぐJ鎖および分泌に関わる分泌成分 (Sc)の合計 10ケのポリペプチドから構成されている。

哨乳動物における SIgAの生産には、 IgA二量体をつくるプラズマ細胞と、 Scを生産し組み

立てた SIgAをトランスサイトーシスによって分泌管内腔に放出する分泌上皮細胞の 2種類

の細胞が関わっている。虫歯の原因となる Streptococcusmutansに対する抗体の軽鎖を発現

している植物に重鎖を発現するものを交配すると、IgA単量体(約 210kDa)が生産される。

これにJ鎖を発現するものをかけ合わせると二量体(約 400kDa)、次いでSc発現体と交配
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して約 470kDaのSIgAが得られた 43)O 動物では SIgAの産生に 2種類の細胞が必要である

のに対して植物では 1種類の細胞ですべてのサブユニットを合成し、折りたたみ、複雑な構

造を構築することができる上に、 Sc鎖の結合がフロテアーゼによる分解を阻止することも

理由となって、収量は200~ 500mg/kg新鮮葉と非常に高い。このことから植物小胞体に

存在する foldasesおよびchaperoninsは、日雨乳動物のものと同じ機能をもつことが明らかで

ある。この SIgAの抗原は S.mutansのコロニー形成に関わるタンパク質であり、歯に塗布す

ると長期間非常に有効にコロニー形成を阻止できることが人体実験で確認されている 44)。

IgA単量体

γ IgAニ量体

X ーー.. --司F・岨・・h X 
a・..... 

SlgA 

X 一.a・'....6...--町、 X _.‘ _.1 
1 

... X --t・P重鎖

J鎖

S 

図2 分泌型IgA生産植物の作出

組換え抗体遺伝子の発現に用いるプロモーターは他の生理活性タンパク質と同様のもので

あり、植物全体で強く発現する CaMV35Sやユビキチンプロモーターあるいは種子特異的

タンパク質(マメ科の leguminやUSP-unknown seed protein)のプロモーターで発現さ
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せた場合の scFvの収量は、 0.1""' 1 % tsp程度である。ところがscFvのC末端に KDELの

ような小胞体保留シグ、ナルを付加すると、収量は4----6.8% tspまで増加する 45)。これは小

胞体内では正確な折りたたみが促進されること、およびプロテアーゼによる分解が軽減され

ることが理由とされている。更に小胞体に蓄積した抗体は、室温で乾燥したタバコ葉で 1週

間以上、あるいは乾燥タバコ種子で、は 1年以上タンパク質量や活性に変化がないなど、長期

間安定に保存できることも大きな利点である。

安定した形質転換植物による生産以外に、 A.tumefaciensあるいは植物ウイルスベクター

を用いて組み換え抗体を一過的に発現させることも可能で、これにはいくつかのメリットが

ある。例えば、ガン胎児性抗原 (carcinoembryonicantigen CEA)を目的とした例では、フ

ルサイズの抗CEAヒト/マウスキメラ抗体あるいは scFvの遺伝子を含むT-DNAベクター

をもったA.tumefaciensをタバコの葉に減圧浸潤させて、約60時間で約 1mg/kg葉の抗体

を得ている 46)。フルサイズの抗体をつくらせるには、それぞれ軽鎖および重鎖の遺伝子を

もっ菌体を同時に浸潤させればよい。この方法によれば形質転換植物を作出するに先立つて、

得られる抗体の評価とベクターの改善を迅速に行うことができる。

B細胞リンパ腫の治療には、腫場化したB細胞表面に提示されている特異的な細胞表面イ

ムノグロブリン CIg)を抗原とし、これに対する抗体(抗イディオタイフ抗体)を誘導する

ワクチンを投与する方法が有効である。しかし腫蕩化した B細胞が提示するイムノグロブ

リンは患者ごとに異なるものであり、治療には相当量のワクチンとなる Igを必要とするの

で、従来の方法では短期間で必要量を生産することは極めて困難であった。マウスB細胞リ

ンパ腫のIgの可変部に由来する scFvのN末端にイネのαーアミラーゼの分泌シグナルを接

続した遺伝子コンストラクトをTMVベクターにクローニングした後、 invitro転写したウイ

ルス RNAをタバコに感染させると、約2週間で植物全体に病徴が拡がる。収穫した葉の細

胞間隙に分泌されているタンパク質を抽出することによって、約 30mg/kgのscFvが得られ

た 11)。このscFvをマウスに免疫すると、効率よく抗イディオタイプ抗体が誘導され、致死

量の腫虜細胞の移植によってもほとんどのマウスが生存し続けた。抗原Igの遺伝子をクロー

ニングしてから約4週間で組換え抗体を入手することができるのは植物ウイルスベクターな

らではの速さで、ヒトに応用できるようになれば患者にとって大きな福音となるであろう O

このように抗体の一過的生産には速さという利点があるが、大量に必要となる場合は組換

え植物による生産が唯一の手段となるのではないか。例えばアメリカにおける大腸ガン患者

は毎年65万人発生しており、一人に 10----200mgの抗体を使用するなら、年間 6.5----

130kgもの抗体が必要となる 46)。このような需要を満たすには、 1エーカーあたり 5""'

10kgの組換えタンパク質の生産能力をもっタバコのような組換え植物を利用することが必

要となる。
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6、自己タンパク質-自己免疫疾患の治療

免疫系の働きが、結果的に生体にとって有害となるのがアレルギーであり、自己の成分に

対してアレルギー反応を起こす自己アレルギーが原因となって何らかの病態が起きるのが自

己免疫疾患である。 1型糖尿病、多発性硬化症、慢性関節リウマチ、潰蕩性大腸炎など自己

免疫疾患は非常に種類が多く、いずれも有効な治療法がない難病である。近年これらの疾患

の治療に、免疫系の標的となっている自己タンパク質を経口投与して免疫寛容を誘導すると

有効であることが、病態動物を用いた研究で明らかにされつつある 47)。免疫系は食物や腸

内常在細菌群に由来する抗原に対しては応答しないが、これはこれらの抗原が腸付属リンパ

組織を絶えず刺激することによって免疫寛容が起きている、すなわち非自己を自己と看倣す

機構が働いていると考えられる。この考えに基づけば、免疫系が自己抗原に対して不適切な

応答をすることによって起きる疾患の治療に、同じ抗原-自己タンパク質ーを経口投与する

ことにより粘膜リンパ組織に提示して経口免疫寛容 (oraltolerance)を誘導することが有

効であるというのは領けることである。経口免疫寛容が誘導される機構は非常に複雑で私の

理解を超えるものであるが、この治療法の問題は原因となる自己タンパク質を大量に手に入

れることにあり、植物を宿主とする生産システムがこの問題を解決できると期待されている。

適切な病態動物があることと原因タンパク質が明らかになっていることが理由となって、

最も研究が進んでいる自己免疫疾患はI型糖尿病である。 1型糖尿病あるいはインスリン依

存性糖尿病は、インスリンを産生す膝臓ランゲ、ルハンス島H細胞がT細胞によって破壊され

て起きるが、標的となのはインスリン、グルタミン酸脱炭酸酵素 (GAD)など数種のH細胞

タンパク質である 48)0 CTBーインスリンのキメラ遺伝子のC末端に小胞体保留シグナル

KDELを付加してジャガイモで発現させると、 CTBーインスリンの五量体が0.1%tspの収量

で得られる。 CTBは腸付属リンパ組織細胞のGM1 gangliosideに選択的に強く結合して、抗

原であるインスリンをリンパ細胞に効率よく提示させる役割をもっ。生後3週間頃からラン

ゲ、ルハンス島のリンパ球浸潤によりインスリン依存性糖尿病を自然発症するNODマウスに、

この融合タンパク質を含むジ、ャガイモを食べさせると、リンパ球浸潤、従って糖尿病発症が

大幅に軽減された 49)。同様の結果は、 GADを生産するジ、ヤガイモを投与した場合にも得ら

れている 50)。糖尿病以外にも実験的アレルギー性脳脊髄炎(抗原はミエリン塩基性タンパ

ク質)51)などいくつもの自己免疫疾患について自己抗原の経口投与が効果的であることは

報告されているが 52)、投与する抗原の量あるいは摂取する方法一大量を一度にあるいは微

量を繰返してーによって誘導される免疫寛容の機構が異なるため、抗原産生植物を食べるこ

とによる治療法を確立するには安定した含量を保証することが今後の課題となる。
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7、宿主植物の比較

これまでの研究で異種タンパク質の生産に用いられている植物はタバコが圧倒的に多い。

これはタバコがA.tumefaciensや植物ウイルスの感染機構を利用するベクターによる遺伝子

導入と、遺伝子操作を施した細胞から植物体への再分化が容易であるという実験植物として

の条件を備えていることが理由であるが、実生産に際しては目的および生産性に及ぼす種々

の要因を考慮、して宿主植物を慎重に選択することが必要となる。タバコはアルカロイドを含

むので、標的タンパク質を生産する植物を直接用いる「食べるワクチン」には不適切であり、

レタスやバナナなどの生食できる食用作物を選ぶ必要がある。しかし、タンパク質を低分子

量のアルカロイドと分離・精製することは容易であり、タバコ栽培農家と共同してタバコに

よる生理活性タンパク質を生産するビジネスも成立している。特に前述した収穫後に発現さ

せる MeGA™プロモーターを用いる生産システムは高収量もさることながら、農場ではな

く衛生管理の行き届く施設で、標的タンパク質の合成、分離、精製の一連の過程を行える点

で優れていると考えられる。

一方、ナタネなどの油脂作物あるいはジャガイモなどでは、長期間の保存が可能であると

同時に、油脂あるいはデンプンといった本来の成分を分離した残分から標的タンパク質をタ

ンパク質を単離することができるという利点がある。例えば、ヒト血清アルブミン (HSA)

をジャガイモ塊茎貯蔵タンパク質patatinのプロモーターで発現させた報告における試算に

よると、 HSA発現量が 1'"'-' 2% tsp、ジャガイモ収穫量が 50t/haであれば、デンプンの売

却代金で約 12kg/haのHSAを単離する経費が賄えることになる 6)。

タバコやレタス、ホウレンソウなどの一年生草本を用いる場合には、種子の保存期聞に応

じて組換え植物のseedbankを常に更新する必要があるが、生殖の過程で遺伝形質の分離が

起きることに伴って後代におけるタンパク質の生産性に大きなばらつきが生じるが短所であ

る。この問題は多年生植物やジャガイモのように栄養繁殖する植物を宿主とすることによっ

て回避できる 53)。組織培養法による生産も可能で、懸濁培養細胞あるいはA.rhizogenesの

感染で誘導される毛状根を宿主とした例が報告されている 54.55)。培養組織を用いると合成

された標的タンパク質を液体培地に分泌させることが可能で、生成物の分離が容易であると

いう利点と同時に、わが国のように組換え植物の露地栽培に対する規制が厳しい国では、コ

ストへの影響を除けば有用な生産手段となるかも知れない。

8、将来への展望

ポストゲノムの時代にあって、さまざまな機能をもっタンパク質の予防医学も含めた医療

分野における重要性は増々大きくなるものと予測される。同時にタンパク質は単に医療だけ

でなく産業用酵素、生分解プラスチック原料や新規繊維、あるいはナノテクノロジーと連動
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した分子デ、バイスなど広範な産業分野においても欠くことのできないものとなりつつある。

数多くある異種タンパク質生産システムの中で、植物は安価、大量、安全などの点で他に優

るとも劣らないことは明白である。タンパク質に付加される糖鎖構造の相違は活性に影響し

ないとは言え好ましいものではないが、植物の糖鎖修飾機構を改変することも成功しており、

免疫学的にも問題のない生理活性タンパク質の生産が可能となるであろう O 残念なことは、

特に植物を用いた有用タンパク質の生産に関する技術の多くが、主としてアメリカにおいて

特許化されていることで、あって、何をやっても既存の特許に抵触する可能性が拭えないこと

にある。日本における植物バイオを育てるには、奇想天外と言えるほど独創性のあるアイディ

アの必要性を痛感している。例えば、カイコ細胞質多角体病ウイルスが生産するタンパク質

集合体の多角体に、任意の遺伝子に基づくタンパク質を封入できることを新しいタイプのワ

クチン開発に応用することも一つであろう(太田、秋田未発表)。

一方、有用タンパク質を生産する遺伝子組換え植物の栽培も解決しなければならない問

題である。遺伝子組換え植物を一般農地で栽培した場合に環境の遺伝子汚染が生じる可能性

を完全に否定することはできず、慎重にならざるを得ないであろう O アメリカにおけるバイ

オテクノロジ一規制は、製品をつくるプロセスではなく、製品自身の特性と安全性に基づい

て実施すべきであるということを基本原則としているので、タバコなどを用いた医療用タン

パク質の生産も可能なのであろうが、日本では閉鎖系あるいは隔離圃場での栽培のみが許さ

れている。このような法的規制と同時に、医療用タンパク質については安全性の確保が最も

重要である。植物自身あるいは植物ウイルスは無害で、あっても、栽培環境や条件が原因となっ

て安全性に疑いが生じることがあってはならない。

このような視点から見ると、植物工場を遺伝子組換え植物による付加価値の高い医療用タ

ンパク質生産システムとして活用する可能性が考えられる。植物工場は、廃水処理から昆虫

によるものも含めた花粉の飛散もない閉鎖系であること、コントロールされた清潔な栽培環

境が確保されていることなど医療用に限らず有用タンパク質を生産するに必要な条件を満た

している。また、生成したタンパク質を養液に分泌させれば、分離・精製などに要するコス

トを削減できるし、仮に遺伝子操作を施した細胞から植物体への再分化が難しい場合は、細

胞培養あるいは不定根やシュートなどの器官培養による生産もできることは植物工場ならで

はの強みであろう O
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英文抄録

Production of recombinant proteins in plants 

Yoshimoto Ohta and Motomu Akita 

The utilization of transgenic plants for production of recombinant proteins and peptides 
of pharmaceutical interest has gained increasing attention over past decades. Plant 
expression systems have many potential advantages for producing these proteins. First， 
production cost is low. A large amount of raw material containing the target proteins are 
produced on an agricultural scale. Only sun light， water and fertilizer are required. Second， 
purification is easy or not necessary. The proteins can be expressed and accumulated in a 
particular compartment such as seeds or tubers. Edible plants may be utilized， in some 
cases， to deliver the protein direct1y. Third， plants are convinced to be safe hosts. Plant do 
not serve as hosts for human pathogens， and plant viruses are not pathogenic to humans. 
In this review， we discuss recent development in "molecular farming" for the production 
of biopharmaceuticals， edible vaccines， antibodies， and autoantigens for treatment of 
autoimmune diseases in transgenic plants. 


