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パ ーティクルガン法 を利用 したオオムギ子葉鞘細胞お よび

オオムギうどんこ病菌への外来遺伝子 の導入
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 Synopsis

   In this study, we established a gene delivery system for  Biumeria graminis f. sp. hordei by 

microprojectile bombardment. Tungsten particles were coated with the plasmid pBI/s-GFP which had 

been constructed from  p,BI121 by replacing the GUS gene with s-GFP. The coated plasmid was 

introduced into barley coleoptile epidermal cells or conidiospores of B. graminis f. sp. hordei by 

microprojectile bombardment. The expression of s-GFP gene in transformed coleoptile cells and 

conidiospores were detected by green fluorescence of GFP under the fluorescent microscope. The 

fluorescent condiospores were transferred by micromanipulation to non-inoculated coleoptile tissues to 

differentiated from non-transformed conidiospores. The transferred conidiospores germinated, invaded 

after appressorium formation, formed haustria and secondary hyphae, indicating that the gene delivery 

system established in this study is useful for introducing foreign genes not only into barley coleoptile 

epidermal cells and B. graminis f. sp.  hordei, but also other obligately parasitic disease complexes, because easy 

detection of introduced gene expression in the transformed cells.

緒 言

植 物病 原性 糸状 菌 は、宿主植物へ の侵入前

行動 と して付 着器 を形成 す るこ とが多 く、そ

れ らが宿 主細 胞へ 侵入 す るにあたって は植物

細胞 壁 を貫通 す るた め に、 クチナーゼ、 セル

ラーゼ 、ペ クチ ナ ーゼ などの加水 分解酵素 を

生 産す る。 また、あ る種 の菌類 では病原性の

決 定 因 子 と して 宿 主 特 異 的 毒 素(host-

specifictoxin;HST)を 生産す る6訊11・i3)。このよ

うに、菌 類 の病 原 性 発現 には多様 な形態 的 、

生 化学 的機構 が働 い てい るが 、近 年、分子生
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物学 分野 の発展 によ り、 これ ら糸状 菌の病 原

性 に関与 す る遺伝 子 が ク ローニ ング され る よ

う に な っ た 。 例 え ば 、 い も ち病 菌GMag-

n3por血eg廊ea)や 炭 そ病 菌(Collefα が曲ロm属

菌)な どで はそれ らの付着 器 の分化 や成 熟 に

関与 す る遺伝 子 が クロー ニ ング されて お り、

前 者で は、付着 器形成 誘導 に関 わる情報伝 達

系 の遺伝 子 と考 え られ る2種 の タ ンパ ク質 キ

ナーゼが 単離 され た。す なわち、 阻害剤 の添

加 実験 な どか ら、 い もち病 菌 の付着 器形 成 に

はcAMP依 存 の情 報伝 達 系 が 関与 す る こ とが

示 されてい たが、保存 領域 配 列合 成 プライマ

Department of Agronomy, Faculty of Agriculture, Kinki University, Nara 631,

農学総合研究所

 Japan  )

 

(  Institute for Comprehensive  Agricultural Sciences, Kinki University, Nara 631,
近畿大学農学総合研究所 (Institute for Comprehensive Agricu ltural  Science, Kik

 Japan  )

i University. 3327-204 Nakamachi, Nara 631

 

.  Japan

Present address;  Mcaill University, Quebec H9X 3V9, Canada.)



90 近畿大学農学部総合研究所報告 第8号(2000)

一 を用 いたPCR法 に よって そ のcAMP依 存 タ

ンパ ク質 キ ナ ーゼcpkAが ク ローニ ング され、

遺伝 子 置換法 に よってそれ が付 着 器形成 に関

与 す るこ とが実証 された。
一方
、宿主 細胞 の応答 につ い て も分子 生物

学 的 に解 析が 試 み られ てお り、特 に抵抗 反応

に伴 った遺伝子 発現 の解析 に は顕著 な進展 が

認 め られ る。 筆者 らの研 究室 におい て もオ

オム ギ う どん こ病菌(Blumeriagramisf.sp.

hordei)お よび感 染 宿主 細胞 にお け る遺伝 子

発 現 を解 析 して お り、Microinjectioninsitu

PCR法 を用 いた遺伝 子 クローニ ングシス テ ム

の 開発 に も成 公 してい る9)。 そ こで 、本 研 究

で は、 オ オムギ うどんこ病菌(B.gramisf.sp.

hordei.race1)及 びオ オム ギ(Hordeumvulgare

品種五 畝 四石)へ の外 来遺伝 子導 入 シス テム

を確立 す る こ とに した。遺伝 子導 入法 と して

は 、 ア グロ イ ン フェ クシ ョ ン法5)の よ うな生

物 的手法 や、エ レク トロポー レー シ ョン法12)、

マ イ ク ロイ ンジ ェク シ ョ ン法2)及 びパ ーテ ィ

クル ガ ン法1,3)などの物理 的手 法が挙 げ られ る

が 、 これ らの方法 は高等 植物 を対象 として 開

発 され た もので あ って、植物 病原菌 に直接 適

用 す る こ とは必ず しも容 易 では ない。パ ー テ

ィクルガ ン法 は、供 試組 織 に関 わ らず、 すべ

ての細胞へ 直接 遺伝 子導 入す る こ とが で きる

こ とか ら、本研 究 で は遺伝 子導 入法 と してパ

ーテ ィクル ガ ン法 を適用 した 。 さ らに、本 実

験 に供試 したオ オムギ うどんこ病菌 は、絶対

寄生 菌で あ り、培 地上 での増殖 ・継代 が不 可

能 であ る こ とか ら、マ イ クロマニ ピュ レー シ

ョン法 に よる形 質転換 体 選抜 に よって、効率

的 な外 来 遺伝 子 導 入 シス テ ムの確 立 を試 み

た。

材料と方法

供 試植 物 および病原菌

本 実 験 に は 、 オ オム ギ う どん こ病 菌(B.

graminisf.sp.hordei)のrace1と 本菌 に罹病性

であ るオ オムギ(Hordeumvulgare品 種 ゴセ シ

コク)を 用 い た。 オオム ギ種 子 を流水 中で発

芽 させ た後 、 バ ー ミキ ュ ラ イ トに播 種 し、

20℃ 、6,000～8,0001uxの 連続 照明下 で7～10

日間育苗 した。 第一葉 が展 開 した時点 で苗 を

採 取 し、 カ ミソ リで切 り離 した子 葉鞘 の内表

皮 を剥 離 して以 後 の 実験 に供 した。 また、

うどんこ病菌接 種 源 には、7～10日 間育成 し

た オ オ ム ギ の 第 一 葉 に分 生 胞 子 を接 種 し、

20℃ 、6,000～8,0001uxの 連 続 照明下 で7～10

日間培 養 した後 に、新 た に形 成 された分生胞

子 を用 いた。

パ ーテ ィクル ガン法 による遺伝子導 入

パ ー テ ィクル ガ ン法 に よ る遺 伝 子 導 入 に

は、 シ ョッ トガ ンプ レー トを用 い た。 プレー

トは、濾紙枠 をス ラ イ ドグ ラス上 に置 き、枠

内 に50mMCaCl2を 含 む2%ア ガ ロースゲル を

滴下 し、その上 か ら もう1枚 ス ライ ドグ ラス

を重 ね、薄い アガ ロース ゲル のプ レー トを作

製 した。

遺伝子導 入装置 と して は、 タナ カ社製遺伝

子 導入装 置GIE-IIIを 用 いた。本装置 は、加圧

ヘ リウムガスを媒 体 とし、DNAを コーテ ィン

グ した金属粒子 を噴 射 して、標 的細 胞内 に直

接外 来遺伝子 を導入 す る。 まず 、オ オムギか

ら剥 離 した子葉 鞘 内表皮 を、 シ ョッ トガ ンプ

レー ト上 に置床 した後、 う どん こ病 菌分生胞

子 を接 種 し、プ レー トを粒 子 導入 チ ャンバ ー

内の中央 に置 いた。 一方 、 タ ングステ ン粒 子

(直径1μm)は100%エ タ ノールで13mg!ml

となる よ う懸鐸 し、 その 懸鐸 液(iOum)を

メ ッシ ュ上 に滴 下 し、風 乾 した。次 に、 メッ

シュを射 出孔 に装 着 し、加圧 ヘ リウムガス を

噴射 して、洗 浄粒 子 を標 的細胞 内 に導入 した。

導入 条件 は、減 圧 を60.OmmHg、 粒子射 出孔

か ら試料 までの距離 を12.Ocm、 ヘ リウムのガ

ス圧 を3.Okgf!cm2と した。粒子 導入 した子

葉鞘 内表皮 並 び に う どん こ病菌 分 生胞子 は、

20℃ 、6,000～8,0001uxの 連続 照 明下で24時

間培養 した後、顕尾 鏡下 で原 形質 流動お よび

発 芽の有無 によってそ れぞ れの生存 率 を検定

した。

導入遺伝子 には、 アル カ リ迅 速法 によって

調 整 した プラス ミ ドp35S-GFPを 使用 した。 ま

ず 、p35S-GFP!JM-109株 をL.broth(1%の バ

ク トトリプ トン、0.5%の イース トエ キス トラ

ク トお よび、1%のNaCl2を 加 え た培 地)で

24時 間震盗培養 し、遠 心分 離(10,000×g、5

分 間)に よって得 られ た菌体 を5mlのGET一
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buffer(50mMのglucoseと10mMのEDTAを 含

む25mMのTris-HCIでpHを8.0に 調 整 した もの)

に 懸 鐸 し、1QmlのSDS溶 液(1%ド デ シ ル硫

酸 ナ トリ ウ ム と0.2MNaOHの 混 合 液)を 加 え 、

さ ら に氷 中 に30分 間 静 置 し た 。 そ の 後 、3M

酢1駿 カ リウ ム 溶 液(7.5ml)を 加 え 、 さ ら に氷

中 に30分 聞 放 置 後 、 遠 心 分 離 し、 そ の 上 清 に

等 量 の2.プ ロパ ノ ー ル を混 合 し、15～20分 間

放 置 した 。 遠 心 分 離(10,000×g、15分)に

よ っ て 得 た沈 殿 をエ タ ノー ル で 洗 浄 し、 減圧

乾 燥 させ た 後 、3MのTE-buffer(1mMの

EDTAを 含 むIOmMTris-HCIでpHを8.0に 調 整

した もの)に 溶 解 して プ ラ ス ミ ドDNA溶 液 と

した8.1°,12)。

プ ラ ス ミ ドDNAは 塩 化 セ シ ウム 臭 化 エ チ ジ

ウ ム密 度 勾 配 遠 心 法9Jに よ っ て 精 製 した 。 す

な わ ち 、 塩 化 セ シ ウ ム は 最 終 濃 度 が1.55g/m

1に 、 ま た 、 臭 化 エ チ ジ ウ ム は 最 終 濃 度 が

820μ9/mlと な る よ う にDNA溶 液 に 溶 解 し、

遠 心 分 離(22,1.900×g、16時 間 、20℃)を 行

っ た。紫 外 線 照 射 下 でDNA画 分 の み を採 取 し、

水 飽 和 イ ソ ア ミル ア ル コー ル で 臭 化 エ チ ジウ

ム を 除 去 した 後 、TE-bufferに 透 析 して得 た試

料 を精 製 プ ラ ス ミ ドDNAと し、 以 後 の 実験 に

供 した,、

譜 件 ヱ 遭 旧'肝 商 径7"mの タ ン ゲ ス テな 　ぞへ　ヨづのノ　し　ロいヘ ロ 　ユロ　ノんニムム ノ げ ノ

ン粒子 を用 いた。 まず、100%エ タノー ルで3

回 、滅 菌水 で3回 洗 浄 した1.3,ugの タ ングス

テ ン粒 子 を250μiの 滅菌 水 に懸鐸 し、25μ1の

DNA溶 液(1,ccg/rc1)、250μ1の25M塩 化 カル

シウム及 びSOulの0.1Mス ペ ル ミジ ンを加 え

て混 合 した 。氷 中に5～10分 間放 置 した後 、

遠 心 分離(15,000×g、5分)で タ ングス テ ン

粒 子 を集 め、100%エ タノールで洗浄 した後 、

遠 心分 離 操 作 を繰 り返 し、 得 られ た粒子 を

100μ1の エ タノール に懸鐸 して、DNA被 覆粒

子 と した。 この コーテ ィ ング した タ ングステ

ン粒 子 を上 述 の うどん こ病菌接 種子葉鞘 内表

皮 に 導 入 した 。粒 子 導 入後20℃ 、6,000～

8,0001uxの 連続 照 明下 で培養 し、sGFP遺 伝子

の発 現 を確 認 した。 また、 オ オムギ子葉 鞘内

表 皮 につい ては、 シ ョッ トガ ンプ レー ト上 に

播 種 後7～10日 目の オ オムギ か ら剥 離 した子

葉 鞘 内表 皮 を置 床 し、 上 記 と同様 の 方法 で

sGFP遺 伝子 を細胞 内に導 入 した。

オオ ムギ うどん こ病菌 及び オ オムギ子 葉鞘 内

表 皮 におけ るsGFP遺 伝子 の発現検定

sGFP4・!415}は、野性型GFPの65番 目の ア ミノ酸

で ある セ リ ンをス レオニ ンに置 換 した励起 波

長 は490㎜ の合成GFPで あ って、発色 団形 成が

野性 型 に比 べ 、4倍 速 く、輝 度 も6倍 に増加

してい る。sGFP(SyntheticGreenFluorescent

Protein)生 産遺伝 子 を導 入 した細 胞の遺 伝子

発現 につ いて はオ リ ンパ ス社 製 の蛍 光顕 尾鏡

BX-60下 で 、sGFP特 有 の緑色 蛍光 を確 認す る

こ とに よって判定 した。 なお、蛍光 顕尾 鏡観

察 にあた って は、励 起 フ ィル ター(Blue)及

び吸収 フ ィル ター(515㎜)を 用い た。

マ イク ロマニ ピュ レー シ ョン法 によ るオ オム

ギ うどん こ病 菌の選抜

マ イク ロマ ニ ピュ レーシ ョン法 に よる粒 子

導入胞 子の転 移 には、外径1.Ommの ガラス管

の先端 を細 く したニー ドル を用い た。 す な わ

ち、 イ ンジ ェ ク トス コープ下 で タ ングス テ ン

粒子 が確 認 され た胞 子 を同 じプ レー ト上 の生

存 オオ ムギ子 葉 鞘 内表 皮細 胞 上 に移 植 した 。

そ の後、20℃ 、6,000～8,0001uxの 連 続照 明下

で培 養 し、付 着器形 成及 び吸器 形成 を確 認、し

た。

結果および考察

オオムギ うどんこ病菌 は、絶対寄生菌であ

るため、宿主植物であるオオムギ葉または子

葉鞘組織上でのみ増殖することがで きる。本

菌の分生胞子 は、宿主植物表皮上で発芽 して

付着 し、付着器 を形成 し、角皮侵入 したのち

表皮細胞内に吸器を形成す る。 さらに、表皮

上に第二次菌糸 を伸展 して、最終的に分生胞

子を形成する。 このようなうどんこ病菌 を形

質転換するためには、外来遺伝子の導入時期

や方法、あるいはその検 出が重要であ って、

標的 とする器官をいずれ に設定するかによっ

て、適用する検出システムは異なることにな

る。特に、遺伝子の導入 にあたっては、本菌

が常 に宿主植物上で生活することを考慮 に入

れた方法 を用いなければならない。 したがっ

て、本実験では、標的組織 に関わらず、すべ

ての細胞へ遺伝子 を直接導入することがで き
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るパ ーテ ィクル ガン法 を適用 した。 さらに、

蛍光顕尾 鏡下で形質転換体 を選抜 し、マ イク

ロマニ ピュ レー シ ョン法 によって生 きている

宿主植物細胞 上へ 移動 させ、効率的 に形 質転

換体 を増 殖 ・継代 す るシステムの確立 を試 み

た。

パ ーテ ィクルガ ン法 によるオオムギ うどん こ

病菌分生胞 子へのDNA被 服粒子 の導入

まず、パーテ ィクルガ ン法 による粒子 の導

入条件 を、減圧 を60.OmmHg、 粒子射 出孔 か

ら試料 までの距離 を12.Ocm、 射 出ヘ リウムガ

ス圧 を3.Okgf/cmzと した場合の、 オオムギ うど

ん こ病菌 分生胞子 生存率への影響 につ いて検

討 した。その結 果、本条件下で は粒子導 入に

よって死滅 した分生 胞子(Fig.1-A)と 導入粒

子 を保持 した状態 で発 芽する分生胞子(Fig.1-

B)が 確認 され、分生胞子の生存率 は約20%

であった。本 実験 で は、この よ うに粒子 を保

持 して発 芽 した分生胞子 を有効導入細胞 と し

て選抜 し、マ イクロマ ニ ピュ レーシ ョン法 に

よる表皮組織上へ の転移 に供 した。

o
笠.噸≡繍

◎
Fig.1Tungstenparticlesintroducedintoconidiospores

ofB.gram加1∫ £sp.hordeibymicroprojectile

bombardmentA:Conidiosporeburstafter

tungstenparticlebombardment,B:Germination

oftungstenparticleharboringconidiospore.

Arrowsshowtungstenparticles.

粒 子導 入オオムギ うどん こ病菌 および オオム

ギ子葉鞘内表皮におけるsGFP遺 伝 子の発現

外 来遺 伝 子 の導 入 に あ た っ て は 、sGFP

(SyntheticGreenFruorescentProtein)生 産遺伝子

をレポー ター として用 いた。 オオムギ うど

ん こ病菌 においては、CaMVの35Sプ ローモー

ターが有効 に機能す るので、その下流 にsGFP

生産遺伝 子 を連結 し、パ ーテ ィクル ガン法 に

よって導入 した。 なお、sGFPは 、野生型GFP

の65番 目のセ リンをス レオニ ンに置換 した励

起波長 は490nmの 合成GFPで あって、野生型

よ り発 光団形成が4倍 速 く、蛍光 強度 も6倍

に増 大 してい る。 さらに、高等植物 や ヒ トの

最適 コ ドンを使用 、ク リプテ ィックイン トロ

ン部位 の改変 、主要制限酵素部位 の削除な ど

の特徴 を もってい る。そ こで、本実験 で は、

遺伝子 導入 され たオオムギ うどん こ病 菌分生

胞子及び オオムギ子葉鞘 内表皮細胞 の蛍光 を

観察 した。パ ーテ ィクルガ ン法 に よ り、オ オ

ムギ うどん こ病菌及 びオオムギ子葉鞘 内表皮

細胞 に遺伝子導入 を行 うにあ たっては、まず、

シ ョッ トガ ンプ レー ト上 に子葉鞘 内表 皮 を置

床 し、その上 にオオムギ うどん こ病菌 分生胞

子 を接 種 した後、前述 の方法 で粒子 噴射 を行

った 。 す な わ ち 、 タ ン グ ス テ ン粒 子 に は

P35S-sGFPを コーテ ィング し、前 項 と同様 の

条件 で粒子 を導入 した。導 入試料 を24時 間培

養 した後、蛍光顕尾鏡下で観察 を行 った結果、

蛍光 を発 す る分 生胞 子 お よびび子 葉鞘 細胞

(Fig.2)が 観察 された。蛍光 を発す るうどん

こ病菌 分生胞子 につ いては、発芽後 インジェ

ク トス コープ下 において、外径1.Ommの ガ ラ

ス管の先端 を細 くした先端 直径10μmの ニー

ドル を使 用 して、子葉鞘 内表皮細胞上 に移植

した。24～48時 間培養 した後 、顕尾鏡 下で付

着器及び吸 器形成 を確認 し、その生存 と導 入

遺伝子 の発 現 を検討 した。その結果 、48時 間

後には付 着器や吸器、二次菌糸の分化 が観察

され、それぞれの器官 においてsGFPの 発現が

認 め られた(Fig.3)。 以上の結果か ら、マ イク

ロマニ ピュ レーシ ョン法 によるオオムギ うど

ん こ病菌 の形質転換体の選抜が可能 である と

考 え られた。今後 は、遺伝子導入 された うど

ん こ病菌 を単離 し、分生胞子 を形成 させ る こ

とに よって本法 を絶対寄生菌形質転換体選抜
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法 と して発展 させ たい。
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