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Synopsis

 In this situdy, we established a gene delivery system for tomato by the use of  Agrobacterium 

rhixegenes and A. tumefaciense.  pBI121 and pRGUS/pTRA415 were transformed into A. rhizogenes 

by triparental maiting method and transformants were used for infection of tomato leaf segments. 

Hairy roots were more efficently induced from younger leaf segments than mature ones. Gene 

integration into hairy  root chromosome was confirmed by PCR with rol C gene primers and GUS gene 

primers. Expression of GUS gene in transformed hairy roots was detected by GUS histochemical 
analysis. The results indicated that the gene delivery system established in this study was useful for 

introducing forigen genes into tomato plants and for easily detecting introduced gene expression in the 

hairy roots. MAT vector was also found useful for gene delivery method into tomato plants.

緒 言

植 物 の遺伝子 工学 は、植物細胞 へ遺伝子 を

導 入す る技術 、遺伝 子 を導入 した細胞 を選抜

す る技術 、遺伝 子組換 え個体 を細 胞か ら再分

化 させ る技術 、の3つ の技術 よ り成 り立 って

い る 。植 物細 胞 へ の遺伝 子導 入法 として は、

物理 ・化 学 的方法 と生物的方法 があ る。前 者

には、 エ レク トロポー レーシ ョン、マ イク ロ

プロ ジェ ク タイルボ ンバ ー ドメ ン ト、 マイ ク

ロ イ ン ジ ェ ク シ ョ ン法 が あ り、後 者 には 、

Agroわac`釘 加m属 菌 による アグ ロイ ンフェ ク

シ ョン・,11)があ るが 、 それぞ れに長所 と短所

が あ っ て全 能 的手法 は ない のが実 状 であ る。

* 農学部農学科
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エ レク トロポー レーシ ョン法では主にプロ ト

プラス トを標的細胞 とするので、プロ トプラ

ス トの調整やプロ トプラス トか らの個体再生

に困難が伴 うし、マイクロプロジェクタイル

ボンバー ドメン ト法 では多 くの場合、標的細

胞が多細胞系であるため、それ らの構成細胞

すべてに遺伝子 を導入することは不可能であ

る。マイクロインジェクシ ョン法は微小 なガ

ラス針を使用 して標 的細胞 に外来遺伝子 を顕

微鏡下で直接導入するので、高度な技術が必

要であ り、また、標 的細胞が単細胞であるた

め、一度 に大量の細胞 を処理することはで き

ない。植物の形質 は多数の遺伝子群 に支配 さ

れているので、それ らを改良するには、遺伝
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子 組換 えを繰 り返 し行 って、 多数 の遺伝子 を

蓄積 させ る こ とが不可 欠 であ る。 しか しなが

ら、現在 の技術 で は、 遺伝 子組 換 え に使用 す

る標 識遺伝 子(マ ー カー)が 組 換 え体 に残留

す るため、 一度用 い た標識 遺伝 子 の再利用 が

で きない のが現状 で あ る。 また、実 用的 な標

識 遺伝子 の数 は 限 られ てい るので 、異 なった

標 識遺伝 子 を用 いて 、多数 の異 なる遺伝子 を

導 入蓄積 す る こ とが で きない 。そ こで、本 実

験 で は 、 こ の 問 題 を 解 決 す る た め 、A.

tumefaciensを 用 い たMAT(Multi-Auto-

Transformation)ベ ク ター ・シス テ ム を確 立

す る とと もに、A.rhizogenesに よる毛 状根 の

誘 導 条件 と迅 速 な導 入遺伝 子 の確認 法の 開発

を試 みた。 さ らに、植 物へ の 遺伝子 導入 に用

い る選択 マー カー遺伝 子 であ る カナマ イシ ン

お よび ビア ラボ ス抵抗 性遺伝 子 の選 抜上 の有

効 性 につい て も検討 した。

材料と方法

1.Agrobacteriumへ の外 来遺伝 子の導 入

1)大 腸菌 の形 質転 換

大 腸 菌(Escherichiacoli)HB101株 へ の プ

ラ ス ミ ドDNAの 導 入 を 行 っ た 。 導 入 遺 伝 子

と し て は 、Fig.1に 示 し たpR-GUS/pTRA4159・"'

お よ びplPTS、pNPI132、pNPI130、P35S

pGPTV-BARを 使 用 し 、MandelandHigaの 方

法 を 用 い て 、 遺 伝 子 導 入 を 行 っ た 後 、 ア ル カ

リ ーSDS法14)に よ っ て プ ラ ス ミ ドDNAを

抽 出 し た 。 次 に 、 抽 出 したDNAを1%ア ガ

ロ ー ス ゲ ル を 用 い て 電 気 泳 動 し 、HB101株

へ の 外 来 遺 伝 子 プ ラ ス ミ ドDNAの 導 入 を確

認 し た 。

2)、4.tumefaciensへ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入

ト リ ペ ア レ ン タ ル ・メ ー テ ィ ン グ 法7,2°)に

よ っ てA.tumefaciensLBA4404株 へ の 外 来 遺

伝 子 の 導 入 を 試 み た 。 導 入 遺 伝 子 と し て は 、

pR-GUS!pTRA415お よ びpIPT5、pNPI132、

P35spGPTV-BARを 使 用 し た(Fig。1)。 ま ず 、

バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 導 入 し たE.coliHB101

と ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ドpRK2013を 有 す るE。

coliHB101を そ れ ぞ れ1mlのL-Broth(バ ク ト

ト リ プ ト ン1091Q,イ ー ス トエ キ ス トラ ク

ト591¢,NaCl1091の で37℃ 、1晩 振 と
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う 培 養 し た 。 ま た 、LBA4404をlm1の 改 変

L-Broth(バ ク ト ト リ プ トン109〃,イ ー ス

トエ キ ス ト ラ ク ト5g/Q,Nacl591の で

30℃ 、1～2晩 振 と う 培 養 し 、 得 ら れ た3種

の 細 菌 懸 濁 液 を そ れ ぞ れ100,uず つ 改 変L-

Brothプ レ ー ト(1.5%agarose)上 に ス プ レ ッ ダ

ー を 用 い て 表 面 が 完 全 に 乾 く ま で 混 合 した
。

30℃ で3日 間 コ ン ジ ュ ゲ ー シ ョ ン さ せ た 後 、

プ レ ー トに5mlの10mMMgSO、 を 加 え 、 ス プ

レ ッ ダ ー で 集 菌 し 、 集 め た 菌 液 を10mM

MgSO、 で 段 階 希 釈 し 、 希 釈 液100μ4を 抗 生

物 質 添 加 改 変L-Broth選 択 培 地 に プ レ ー テ イ

ン グ し て30℃ で3日 間 培 養 し た 。 得 ら れ た 単

一 コ ロ ニ ー を 同 様 の 抗 生 物 質 添 加 改 変L -

Broth選 択 培 地 を 用 い て 、 単 一 コ ロ ニ ー の 単

離 を 繰 り返 し 、 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ たA.

tumefaclensを 選 抜 し た 。 選 抜 に 使 用 し た 抗 生

物 質 と し て は 、pR-GUS/pTRA4i5に は100,ug

!mlの リ フ ァ ン ピ シ ン7)お よ び5μ91mlの テ ト

ラ サ イ ク リ ン 、pIPT5、pNPI132お よ びP35S

pGPTV-BARに は100μg/mlの リ フ ァ ン ピ シ ン

お よ び50μ91m1の カ ナ マ イ シ ン を使 用 した 。

3)A.rねfzogeηe5へ の 外 来 遺 伝 子 の 導 入

本 実 験 に はA.rhizogenesMAFFO7-20001株

を 使 用 し た 。 導 入 遺 伝 子 と し て は 、pR-

GUS/pTRA415を 使 用 し 、 外 来 遺 伝 子 の 導 入

は 上 述 の ト リ ペ ア レ ン タ ル メ ー テ ィ ン グ 法 に

よ っ た 。 ま た 、 外 来 遺 伝 子 が 導 入 さ れ たA.

rhizogenesの 選 択 培 地 と し て は 、250,ug/m1の

ス ト レ プ トマ イ シ ン と5,ug/mlの テ トラ サ イ

ク リ ン お よ び100μ91mlの ア ン ピ シ リ ン を 添

加 し た 改 変L-Broth平 板 培 地 を 使 用 し た 。

4)形 質 転 換 し たAgrobacteriumか ら の 外 来

遺 伝 子 の 検 出

pR-GUSJpTRA415、plPTS、pNPI132お よ び

P35SpGPTV-BARを 導 入 した.A,tumefaciensと

pR-GUS!pTRA415を 導 入 したA。rhizogenesを そ れ

ぞ れ3mlの 改 変L-Brothに 植 菌 し、30℃ で 一 晩

振 塗 培 養 し た 後 、 上 述 の ア ル カ リSDS法 に よ

り プ ラ ス ミ ドDNAを 抽 出 し た 。 次 に 、pR-

GUS/pTRA415、pIPT5、pNPI132お よ びP35S

pGPTV-BARを 導 入 したA.tumefaciensか ら抽 出

し た プ ラ ス ミ ドDNAに つ い て はGUS遺 伝 子

に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー(5'-TCACTCATTACGGC

AAAGTGTGGGTC-3',5'-AATTCCATACCTGTTC

ACCGACGACCT-3)を 、pR-GUS!pTRA415を 導

入 し たA.rhzzogenesか ら抽 出 し た プ ラ ス ミ ドD

NAに つ い て はGUS遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ

マ ー とrolC遺 伝 子22'に特 異 的 な プ ラ イ マ ー(5L

GAAGGAGTCGTGGCTAGTTAAGTGC-3',5'-

AGCTACTGCCATCACTCCATTCCAAA-3`)を

用 い てPCRis)を 行 い 、 外 来 遺 伝 子 と

A.rhizogenesのT-DNA領 域 の 検 出 を試 み た 。

ま た 、A,tumefaciensか ら抽 出 し たpNPI132お よ

びpIPT5に つ い て は 、pSR18,12.19組 換 え 系 か

ら な る カ セ ッ トを プ ロ ー ブ と した サ ザ ンハ イ ブ

リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に よ っ て 導 入 遺 伝 子 の 確 認 を

行 っ た 。 プ ラ ス ミ ドDNAは 電 気 泳 動 を 行 っ た

後 、 核 酸 プ ロ ッ テ ィ ン グ 装 置(Pharmacia社 製

Vacugene)を 使 用 し て ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン に 転 移

し、 そ の ナ イ ロ ン メ ン ブ レ ン を ア ル カ リ変 性 液

(1.SMNaCI,05NNaOH)、 中 和 液(1.5MNaCl,

Tris-HCI,pH5.0)、20×SSC(3MNaCl,0.3Mク

エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム)で 川頁次 処 理 し た 。5×SSC

で5分 聞 の 洗 浄 を 行 っ た 後 、 メ ン ブ レ ン を ろ 紙

上 で 乾 燥 さ せ 、5分 間 の 紫 外 線 照 射 に よ り メ ン

ブ レ ン にDNAを 結 合 さ せ た 。 プ ロ ー ブ は 、

pNPII30をHindIHで 処 理 し、 電 気 泳 動 を 行 っ た

後 、ipt遺 伝 子 とRIRS部 位 特 異 的 組 換 え系

か ら な る カ セ ッ トを ゲ ル か ら抽 出 してECL遺

伝 子 検 出 シ ス テ ム に よ っ て 標 識 し た 。 前 述 の ナ

イ ロ ン メ ン ブ レ ン を ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン バ

ッ フ ァ ー(Amersham社 製)中 で42℃ 、60分 間遮

光 振 と う し 、 プ レハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン を行

っ た 後 、 標 識 し た プ ロ ー ブ を 最 終 濃 度10ng1μ

4と な る よ う に プ レハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ンバ

ッ フ ァ ー に加 え 、42℃ で12時 間 の ハ イ ブ リ ダ イ

ゼ ー シ ョ ン を行 っ た 。 そ の 後 、 メ ン ブ レ ン を一

次 洗 浄 液(6M尿 素 、0。4%SDS、75mMク エ ン酸

ナ ト リ ウ ム)で42℃ 、20分 間 の 洗 浄 を2回 行 っ

た 後 、 さ ら に 二 次 洗 浄 液(0.3MNaCl、30mMク

エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム)で 室 温 、5分 間 の 洗 浄 を2

回 行 っ た 。 洗 浄 メ ン ブ レ ン を 検 出 試 薬 と

(Amersham社 製)の 混 合 液 に 浸 漬 し、1分 間 反

応 させ た 後 、X線 フ ィ ル ム に よ っ て ハ イ ブ リ ダ

イ ゼ ー シ ョ ン シ グ ナ ル を検 出 し た 。
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2.Agrobacteriumに よ る トマ トへの遺伝 子

導 入

1)A.rhlzogenesに よる トマ ト毛 状根 の誘導

本 実 験 に は 、 トマ ト(Lycopersicon

esculentumL.)品 種 ポ ンデ ロ ーザ を播 種 後 約

40日 間、 水耕 装 置 で育 苗 した もの を用 い た。

A.rhizogenesはMAFFO7-20001株 を使 用 し

た。本 菌 を改 変L-Brothで30℃ 、一 晩振 盗培

養 し、得 られた細菌 増殖 液 を新 鮮 な同培 地 に

移 し、 さ らに30℃ で5時 間培養 した細 菌液 を

用 いて、 リー フデ ィス ク法7・11・22)によ り感染 を

試 みた。 す なわち、 トマ ト葉 を70%エ タノ ー

ルに30秒 、 ア ンチホ ル ミンに2分 間浸 漬 して

表面滅 菌 し、滅菌水 で3回 洗 浄 した後 、滅菌

カ ミソ リで約1cm四 方 の 大 きさに切 断 して、

リーフデ ィス ク とした。 この リーフデ ィス ク

を上述 の細 菌液 に1分 間浸 漬 した後 、滅菌 し

たろ紙 で余 分 な菌液 を取 り除 き、0 .8%の 素

寒天 プ レー ト上 で毛状根 が観 察 され る まで培

養 した。 次 に、約2～3cmに 伸 びた毛 状根

を滅菌 カ ミソリで切 断 し、100μ9/mlの セ フ

ォタキ シム21)を添 加 したMS培 地 に置 床 し、

A。rhYZOgenesの 除菌 を行 うと と もに毛状 根 の

培養 を行 った。

2)ト マ ト植物 の部位別 による毛状根 誘導

効率 の検 討

接 種 にはA.rhizogenesMAFFO3-01724株 、

MAFFO7-20001株 、MAFFO7-20002株 を

改変L-Brothで 一晩振 盗培 養 した細 菌液 を用

い た。 また、材料 と して は第9節 葉 まで展 開

した トマ トを用 いた。 トマ ト葉 の第1節 葉 か

ら第3節 葉 まで を下位 葉 、第4節 葉 か ら第6

節葉 まで を中位 葉 、第7節 葉か ら第9節 葉 ま

で を上位 葉 と して3区 分 し、上述 の リー フデ

ィス ク法 に よ り トマ ト葉の葉別 の毛状根 誘導

効率 の検討 を行 った。

3)ア セ トシ リンゴ ンの有 効性 の検討

A.rhlzogenesMAFFO7-20001株 を使 用 し、

リー フデ ィス ク法 に よって トマ トに感 染 させ

た。 す なわ ち、作 製 した リー フデ ィス クを上

述 の細 菌 液 に1分 間浸 漬 した後 、50 ,Eg/mlの

ア セ トシ リ ンゴ ン16)を添 加 した0 .8%の 素 寒

天 プ レー トとアセ トシ リ ン ゴ ン無 添加 の0.8

%の 素寒天 プ レー トに置床 し、 アセ トシ リン

ゴ ンの毛状根 の誘 導効 果 を調べ た。

4)形 質転換 体選抜 の ための抗 生物質処理

濃度 の検 討

A.rhizogenesMAFFO7-20001株 によ り誘

導 され た毛状根 を一定期 間培 養 し、 生長点 を

含 む毛 状根 の先 端 部約3cmを 採 取 した 。採

取 した毛状根 を種 々の濃度 に設 定 したカナマ

イシ ン添加MS固 形培 地 に置床 し、26℃ で10

日間培養 して、 その伸 長 を測 定 した。培地 に

添 加す るカナマ イ シ ン濃度 は、0、1、5、10、20、

50・75、100ug!mlと した。 また 、 トマ ト(品 種

ポ ンデ ローザ)か ら誘 導 され た カル スについ

て も同様 に検 討 を加 えた。 す なわち、抗生物

質 と しては カナマ イシ ンお よび ビア ラホス を

使 用 し、設 定 濃 度 区 と して は 、0、1、5、10、

20、50、100μ91mlの カナマ イ シン、0、1 、2、3、

4・5μ9/mlの ビア ラ ホ ス を培 地 に添 加 して、

約27c㎡ の カル ス を置床 した後 、26℃ で2週

間培養 して、その増殖 度 を調べ た。

5)Agrobacteriumに よる トマ トへ の外来遺

伝子 導入

PR-GUS/pTRA415が 導 入 され たLBA4404

株 を用 いて トマ トへ の外 来遺伝 子 の導入 を試

み た。 まず 、本 菌 の培 養液 を、OD63° が0 .25

とな るよ うに滅菌水 で希釈 調整 し、 リー フデ

ィス ク法 に よる遺伝子 導 入 を試 み た。細 菌液

に浸漬 して感染 させ た リー フデ ィス クをアセ

トシ リンゴ ン50fcg/m1を 添加 した ホルモ ンブ

リーMS寒 天培地 に置床 した。3日 間共存培

養 した リー フデ ィス ク を、抗生 物質 セ フォ タ

キ シム200μ9!m1を 含 む トマ トカルス誘導 培

地(0・1μ91mlの カ イネチ ン、1μ91mlの2,4.

Dを 含 む)に 移植 し、2週 間 ご とに新 鮮 な培

地 に取 り換 え、 除菌 を行 うとと もに培養 を継

続 した。 また,PRGUS/pTRA415が 導入 された

A.rhizogenesMAFFO7-20001株 お よびpBI121

が導 入 されたA.rhizogenesMAFFO3.01724株

について も同様 に感染 させ 、外 来遺 伝子 が導

入 された毛状根 の作 出 を試 みた。

3,形 質転換カルスおよび毛状根 からの外来

遺伝子の検出
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1)GUSassayに よる細 胞組織化学 的検 出

PR-GUS/pTRA415を 導 入 して得 られ たカル

スお よび毛 状根 につ いて は、PRプ ロモー タ

.-9,16,17>の誘導 物 質で あ る2mMの サ リチル酸

を添加 したMS固 形培地上 で2～3日 間培 養

し、得 られ た カル ス お よび 毛状 根 を用 い て

GUSassay7)を 行 った。す なわ ち、被 検 カルス、

毛 状根 をGUS検 出用溶 液 に26℃ 、24時 間浸

漬 し、GUS遺 伝 子 の発現 による インジゴ反

応 を観 察 した。 また、pBI121の 導 入 によって

得 られ た毛 状 根 に つ いて は 、常 法 に従 っ て

GUS遺 伝 子 の発 現 を検 出 した。

2)染 色 体DNAの 抽 出

A.rhlzogenesに よって誘 導 された毛状根 お

よびA,tuznefaciensに よ り形 質転換 され たカル

スか らCrudenuclearpellet{去 を用 い て、染色体

DNAを 抽 出 した。 まず 、0.1～0.39の 被検 試

料 を凍結 させ 、乳鉢 でパ ウダー状 にな るまで

磨砕 した。次 に、磨 砕液 をエ ッペ ン ドル フチ

ュー ブ に移 し、4,000rpm、4℃ で5分 間遠心 分

離 後 、緩 衝液 を加 えて沈殿 を懸濁 した。 さ ら

に、20,ulの20%SDSを 加 え、 強 く撹拝 し

た後 、70℃ で15分 間加 温 した。 その後 、150

μ1の7.5M酢 酸 ア ンモ ニウム を加 え、撹拝 し

た後 、氷 中 で30分 以上 冷却 し、15,000rpm、4

℃ で10分 間遠心 分 離 を行 った。 遠心 分離後 、

上清 に等 量 の イソプ ロパ ノール を加 えてよ く

混合 し、15分 間室温 で静置 後、8,000rpm、4℃

で5分 間遠心 分離 した後 、360μ1のTEバ ッフ

ァー を加 えて沈 殿 を溶解 した。次 に、等量 の

フ ェ ノ ー ル を 加 え て 激 し く{麗 拝 し 、

15,000rpm、 室 温 で5分 間遠心 分離 を行 った。

遠心 分離 した後 、水層 を新 しいエ ッペ ン ドル

フチ ュ ー ブ に移 し、40μ1の3M酢 酸 ナ トリ

ウム と1m1の エ タノール を加 え、15,000rpm、4

℃ で10分 間遠 心 分 離 を行 っ た後 、400μ1の

70%エ タノー ル を加 えて、15,000rpm、4℃ で

5分 間遠心 分離 を行 った。次 に、沈殿 を真空

乾燥 した後 、20ul～50ulのTEバ ッフ ァーに溶

解 して染色体DNA溶 液 とした。

3)PCR法 による外来遺伝子の検出

前項の実験で抽出 した染色体DNAを 鋳型

としてPCR法 による外来遺伝子の検出を試

み た。 す な わち、A.rhizogenesに よっ て誘導

され た毛状 根 の染色体DNAに つ いて は、roI

C遺 伝子 に特 異 的 なプ ライマ ーを用 い てPC

R法 を行 い 、A.tumefaciensに よる形 質転 換

カルス の染色体DNAに つ いて は、GUS遺

伝 子 に特異 的な プ ライマ ーを用 い てPCR法

を行 った。 また、pR-GUSpTRA415、pBI121

を導 入 した毛 状 根 の染 色 体DNAに つ い て

は 、rolC遺 伝 子 に特 異 的 な プ ライマ ～ とG

US遺 伝子 に特 異 的 なプ ライマ ーを用 い てP

CR法 を行 った。

4.ト マ ト毛状根 か らの再生個 体誘導 条件 の

検 討

本 実験 に は、 リー フデ ィス ク法 に よっ て、

A.rhizogenesMAFFO7-20001株 を感 染 させ 、

誘 導 した毛 状根 を用 い た。 また、植物生 長調

整 物質 には オーキ シ ン として イ ン ドール酢 酸

(IAA)を 、サ イ トカ イニ ンと してベ ン ジ

ルア ミノプ リ ン(BAP)を 使用 し、 それ ぞ

れ0、0.1、0,3、0.5、1.0、15、2.0μg/mlの 濃 度 区

を設 け、両者 を組 み合 わせ た計49の 濃度 区 の

MS固 形 培地 を作 製 した。次 に、生 長点 を含

む毛 状根 の先 端 約3cmを 採 取 し、 各濃 度 区

のMS固 形培 地 に置床 して、再生個体 の誘導

を試 み た。

5.A.tumefac'ensに よるMATベ ク ター ・

シス テム4,5,10,18)有効性 の検討

トマ トへ のMATベ ク ター ・システ ムの適

用 に先立 って、す で に条 件が確 立 されて い る

タバ コ を用 い て本 シス テム の 評 価試 験 を行

い、そ の有 用性 につ いて検討 す るこ とに した。

1)Agrobacterium属 細 菌 にお ける35Sプ ロ

モ ー ターの発 現性 の確 認

原核 生物 内で は発現 しない とされて い る35

Sプ ロモ ー ターがAgrobacterzum属 細 菌 にお

い て発 現す るこ とが報 告 され てお り、 それ を

実証す る ための確認 試験 を行 った。す なわ ち、

250μ91mlの ス トレプ トマ イ シ ンと50μ9/m1

の カナマ イシ ンを含 む改 変L-Brothに40 ,ug/m1

のX-Glucを 加 えた プ レー トを作 製 し、この プ

レ・一 ト上 に 白金 耳 でpNPI1321LBA4404(p35

S-GUS)を 画線 し、30℃ で3日 間培 養 した。
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対 照 と してはpNPI1321HBIO1を 用 い 、同培 地

に画線 した。

2)1p亡 遺伝子1,5}に対 す る評価 試験

常法 によ り種 子滅 菌 し、MS培 地上 で無菌

的 に育苗 した タバ コ(Nicotianatabacum)L.

cv.(BrightYellow)に リー フデ ィス ク法 を用

いて コ ン トロール ・ベ ク ター、plPT5の

感 染 を行 った。 培養3日 後 に タバ コ葉片 を、

除菌 の ため 、抗 生物 質 セ フ ォタキ シム200,ug

/mlを 含 む ホ ルモ ン フ リーMS寒 天 培 地 に移

植 し、葉 片の周 辺部 分 か ら生 じた不 定芽 を切

断分離 して 同培 地 に移植 した。 さ らに、培 養

を継 続 し、サ イ トカ イニ ンの過剰 合成 に よっ

て誘 導 され た と思 われ る頂 芽優 勢 を喪失 した

多 芽体(ESP:Extremeshootyphenotype)

と、非組換 え体 と思 わ れる正常 に伸 長成長 し

てい る芽 につい てGUSassayを 行 った。

3)MATベ ク ター に よるタバ コへ の遺伝

子 導入・)

導 入遺伝 子 と してpNPI132MATベ

ク ター を もつA.tumefacienseを リー フデ ィス

ク法 に よって タバ コ葉片 に感染 させ た。前 項

と同様 に培 養 し、得 られ た不定 芽 の うち発根

してい る もの や、明 らか に正常 に伸長 成長 し

てい る芽 につ い て は非組 換 え体 と して 除 き、

その 他 の 芽 の う ち成 長 が よい もの につ い て

は、遺 伝子 導入候 補 と して タバ コ葉片 よ り切

断 し、 同培 地 に移 植 して継 続 培養 を行 っ た。

頂芽優 勢 を喪失 したESPを 選抜 し、1カ 月

ご とに植 え継 ぎを行 い継代培 養 を行 った。培

養 中 に出現 した頂 芽 優 勢 を回復 し、正常 な伸

長 を示 した シュ ー トは分 離 してGUSassayを

行 っ た。 また 、前項 でGUSassayを 行 ったE

SPと ともに、Crudenuclearpellet法 ひこよっ

て染色 体DNAを 抽 出 した後 、GUS遺 伝 子 に

特異 的 なプ ライマ ー を用 いたPCRに よって

外来遺伝 子 中 に存 在す るGUS遺 伝 子 の検 出 を

試み た。

結果および考察

組換 えDNA技 術を用 いた物理 ・化学的遺

伝子導入法についてはエ レク トロポーレーシ

ヨン法、 マイ クロプ ロジェ ク タイルボ ンバ ー

ドメ ン ト法 、お よびマ イク ロイ ンジ ェクシ ョ

ン法等 があ げ られ る。 しか し、 これ らの方法

で は個体 再生 や形 質転換 細胞 の選 抜 お よび処

理能力 等 に問題 が ある。 また、生 物 的遺伝子

導 入 法 の ア グ ロ イ ン フ ェ ク シ ョ ン 法 は

Agrobacterium属 細 菌 が植 物体 に感 染 した と

き、菌体 内 に存在 す るTiあ るい はRiプ ラ

ス ミ ド上 のT-DNA領 域 が植 物 染色体DN

Aに 組 み込 まれ る現 象 を利 用 した もの であ

る。 そ こで筆者 らは一度 に大 量 の形質転 換細

胞 を得 る こ とが可能 なAgrobacterium属 細 菌

を用い た リーフデ ィス ク法 に よる遺伝子 組換

え植物 の作 出 につい て検 討 した。

1.Agrobacterium属 細菌 への外 来遣伝 子の

導入

Agrobacteriumに 外来遺伝子 を導入す る方法 と

しては、中間ベ クター法 とバ イナ リーベ クター

法が挙げ られる。バイナ リーベ クター法は、T

iプ ラス ミ ド上のT-DNA領 域 を細菌 から植

物の染色体DNAへ 移行 させる仕組 み を利用 し

た ものである。す なわち、外来遣伝 子 に左右境

界配列が組み込 まれていれば、外 来遺伝子がT

iプ ラス ミ ド上に共存 していな くて も、Tiプ

ラス ミドが持つvir領 域 に よって植物の染色

体 に異種DNAを 同 時 に導 入す る こ とが で き

る。 また、 中間ベクター によって形 質転換菌の

得 られる確率は、中間ベ クターが移行す る頻度

と相同組換 えの起 きる頻度 の2つ の要 因に依存

す るので、バイナリーベ クター法 を用い る方が

形質転換効率が高い。以上のこ とか ら、本実験

では形 質転換効率 の高いバ イナ リーベ クター法

を用いて、 アグロバ クテ リウムの形質転換 を行

うことに した。

大腸菌の中には、接合伝達能 を もつ プラス ミ

ド(ヘ ルパープラス ミド)を 有す る ものがあっ

て、性鞭毛 を介 して別の大腸菌や アグロバクテ

リウム と接合 し、 プラス ミ ドを伝 達す ることが

で きる ものがある。 この場合、ヘルパープラス

ミド以外 のプラス ミ ドを持 っていれば、それも

同時に伝達 されることになる。す なわ ち、バ イ

ナリーベ クターを有 する大腸菌 とヘルパープラ

ス ミ ドを有 する大腸菌pRK20131HB101、 さら

にAgrobacterium属 細 菌 を混ぜ て3者 を同 じ培
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地 で 培 養 す る と 、 まず ヘ ルパ ー プ ラ ス ミ ドが バ

イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 有 す る 大 腸 菌 へ と移 り、 こ

の 大 腸 菌がAgrobacterium属 細 菌 と接 合 す る と、

ヘ ル パ ー プ ラ ス ミ ドの 移 行 に 伴 い 、 バ イ ナ リー

ベ ク タ ー もAgrobactel-ium属 細 菌 へ 移 る こ とに

な る 。 そ こで 、 この 性 質 を利 用 した ト リペ ア レ

ン タ ル メ ー テ ィ ン グ(tripatentalmating)法 に よ り、

Agr-obacter-ium属 細 菌 へ の 外 来遺 伝 子 の 導 入 を 行

っ た 。 そ の 結 果 、 培 養40目 に選 択 培 地 上 で 生

育 す る コ ロニ ー が 得 ら れ た の で 、 そ れ ぞ れ の コ

ロニ ー に つ い て 単 一 コ ロ ニ ー 分 離 を行 っ た 。 ま

た 、 得 ら れ た 形 質 転 換 コ ロニ ー か ら プ ラ ス ミ ド

DNAを 抽 出 し、 人工 合 成 したGUS遺 伝 子 特

異 的 プ ラ イマ ー お よ びrolC遺 伝 子 特 異 的 プ

ラ イ マ ー を用 い てPCRを 行 っ た 結 果 、 推 定 さ

れ るDNAサ イ ズ の 増 幅 したDNAが 検 出 さ れ

た(Fig.2)。 以 上 の 結 果 か ら 、 本 法 に よ っ て 有
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Fig.2AgarosegelelectrophoresisofDNAfragmentsPCR-

amplifiedfromtransformedbacteria.

M;Molecularweightmarker.

Lane1;DNAamplifiedfrompBI121vectorwithGUS

genepnmers.
Lane2;DNAamplifiedfrompRGUS/pTRA415

isolatedfromLBA4404withGUSgeneprimers.

Lane3;DNAamplifiedfromp35SpGPTV-BAR

isolatedfromLBA440withGUSgeneprimers.

Lane4;DNAamplifiedfromplPTSisolatedfrom

LBA4404withGUSgeneprimers.

Lane5;DNAamplifiedfrompNPI132isolatedfrom

LBA4404withGUSgeneprimers.

Lane6;DNAamplifiedfrompRGUS/pTRA415i

solatedfromMAFFO7-20001withrolCgene

pnmers.

Lane7;DNAamplifiedfrompRGUS/pTRA415

isolatedfromMAFFO7-2000withGUSgene

pnmers.
Lane8;DIVAamplifiedfrompBIl21isolatedfrom

MAFFO7-20001withGUSgeneprimers.

Lane9;DNAamplifiedfrompBIl21isolatedfrom

MAFFO7-20001withrolCgeneprimers.

効 に外来遺伝子 がAgrobacteriwn属 細菌に導入

された と考 えた。

2.A.rhizogenesに よる トマ トへの遺伝子導入

A.rhizogenesは 植物 に感染 し、その染色体

DNAにT-DNA領 域 を組み込 むこ とに よ

って毛状根 を誘導す る。 この特性 を利用す れ

ば遺伝 子導入の成否 を迅速 に判断す るこ とが

で きる と考 え られ る。 そ こで 、本実験 で は、

毛状根 が トマ トへの外来遺伝子の導 入に有効

である と考 え、遺伝子導 入に最適 な条件 を検

討 する ことに した。 まず、 リーフデ ィス ク法

に よ りA.rhizogenesMAFFO7-20001株 を ト

マ トに感染 させ、毛状根の誘導 を試み た。感

染後 、 リー フデ ィス クを100!∠9/mlの セフ ォ

タキ シム を添加 したMS固 形培地 に置床 した

ところ毛 状根 の誘導 は観 察 され なか ったが 、

感染後 、 リー フデ ィス クを素寒天 プ レー トに

置床 した場 合 には、毛状根が誘導 された。2

～3cmに 伸 長 した毛状根 を100/∠g/mlの セフ

ォタキ シム を含 むMS固 形培地 に置床 して本

菌 の除菌処理 を行い、培養 を継続 した ところ

毛状根 は活発 に伸長 を続 けた(Fig.3-A)。 この

結果 よ り、セ フォタキ シムを添加 したMS固
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Fig.31nducedhairyrootoftomatoandtransformed

regenerants.

A;Hairyrootsinducedfromleafsegmentsof

tomatobyA.rhizogenes.

B;GUSstainingofcalluscellstransformedby

A.tumefaciensewithpRGUS/pTRA415.

C;Multipleshootsoftabaccotransformedby

A.tumefaciensewithpNPI132.

D;Regenerantsfrommultipleshootsinduced

bypNPI132.
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形培 地 は毛状 根 の発 根 には適 さない ことが 明

らか とな った。 トマ トか ら毛 状根 の誘 導が可

能 となっ たので、次 に、毛状根 の誘導 に適 し

た トマ ト植 物 の葉 令 につ い て検 討 を行 な っ

た。ArhizogenesMAFFO3-01724株 、MA

FFO7-20001株 お よびMAFFO7-20002株 を

使用 して、葉位 別 の毛状根 誘導 につ いて調べ

た。 そ の結果 、3週 間後 には、そ れ ぞれの部

位 か ら毛状 根 が誘導 されたが 、上位 葉 が最 も

適 してい る ことが 明 らか にな った。 また、毛

状根 の誘 導 にお ける アセ トシ リ ンゴ ンの有効

性 につ いて検討 した結果 、 アセ トシ リンゴ ン

を培 地 に添加 す るこ とに よって毛状 根 の誘導

効率 が 向上 した。 この ことは、 アセ トシ リ ン

ゴ ンがvlr領 域 を活 性 化 す る こ と に よ って 、

T-DNAの 植 物染 色体DNAへ の移行 を促

進 させ る こ とを示唆 す る。以上 の実 験結 果か

ら、 トマ ト毛状根 の効 果 的 な誘 導条 件が確 立

された。

次 に、外 来遺伝 子 が導 入 され た毛 状根 お よ

びカルス を選抜 す るた め、選択 培地 に添加 す'

る抗 生 物 質 の 処 理 濃 度 につ い て検 討 を行 っ

た。 そ の結果 、毛状 根 は5μ91ml以 上の カナ

マ イ シ ンを添加 したMS固 形培 地 にお いて伸

長が 阻害 され るこ とが 明 らか にな った。また 、

カル ス につ いて は、50μ91ml以 上 の カナマ イ

シ ンお よび1μ91ml以 上の ビアラホス を添 加

したMS固 形 培 地 にお い て 増 殖 が 抑 制 され

た。 以上 の結果 か ら、毛状根 にお い てはカナ

マ イ シ ンが選抜剤 と して有効 で あ る こ とが明

らか となった。 一方 、 カルス細胞 にお いては

抗 生物 質 に よる最 低 阻害濃 度が大 き く異 な る

こ とか ら、 カナマ イ シ ン抵抗 性 遺伝 子 を選 択

マ ー カー と して用 い る よ りも、 よ り効力 の高

い抗 生物 質 耐性 遺 伝 子 が 組 み込 まれ た選択

マ ーカ ー を用 いる方 が効果 的で あ る と考 え ら

れ た。

3.形 質転換植物細胞 からの外来遺伝子の検出

1)GUSassayに よる組織 化学 的検 出

pR-GUS/pTRA415を 導 入 し、 さら に、 カナ

マ イ シ ン添 加MS培 地上 で誘 導 され た トマ ト

カルス につ い て、GUSassayに よる組織 化 学

的検 出 を行 っ た。 サ リチ ル酸 で処 理 した後 、

カルス細 胞 のGUSassayを 行 った結 果 、 カル

ス塊 の一部 に呈色 が認 め られ、 カナマ イシ ン

に よる選抜 か らのエ スケ ープが多 くみ られた

(Fig.3-B)。 また、 これ らの カル ス増殖 度 は

低 く、 カナマ イシ ン耐性 遺伝子 を導 入 したカ

ルスか らの個体 再 生頻度 は低 い と報 告 されて

いる こ とか らも、 カ ナマ イシ ン耐性 遺伝子 を

マーカー と したA。tumefaciensに よる形質転換

には、多 くの問題点 が あ る と考 え られた。

一方 、pBi121お よびpR-GUS/pTRA415を 導

入 した トマ ト毛状根 につい てGUSassayを 行

った結果 、BI121を 導 入 した毛状 根 は陽性反

応 を示 し、外来遺 伝子 が 導入 されて い るこ と

が確認 され た。 また、サ リチ ル酸 処理 を行 っ

たpR-GUS!pTRA415導 入毛 状 根 にお い て は

GUS陽 性 反 応 は認 め られ なか った が、PC

R法 に よって、pR-GUS/pTRA415の 導入 が確

認 され た ことか らそ れ らの形質転換 毛状根 に

おい ては発 現量が 皆無 、 もし くは極 微量 であ

る と考 え られる。

2)染 色体DNAの 抽 出 とPCR法 による

外 来遺伝子 の検 出

A.rhizogenesに よって誘導 され た トマ ト毛

状根 か ら染色体DNAを 抽 出 し、rolC遺 伝子

に特 異 的な プライマ ー を用 いたPCR法 に よ

って 、植物 の染 色 体DNAに 組 み 込 まれ た

T-DNA領 域 の 検 出 を試 み た 。 ま た 、

pRGUS/pTRA415を 導 入 しA.tumefaciensに よ

り得 られた形質転換 カルス につい て は染色体

DNAを 抽 出 した後 、GUS遺 伝 子 に特異 的

な プ ラ イマ ー を用 い てPCRを 行 な っ た。

pR-GUS/pTRA415、pBI121を 導 入 したA.

rhizogenesか ら誘導 され た毛 状根 につ いて は

染色体DNAを 抽 出後 、ro1C遺 伝子 に特異的

な プ ライマ ー とGUS遺 伝子 に特 異 的 な プラ

イマ ーを用 いてPCRを 行 い 、T-DNAの

検 出 を試 み た。 まず 、A.r-hizogenesか ら誘導

され た毛 状根 とA.tumefaciensに よ り形 質転

換 された カル スか ら染 色体DNAを 抽 出 し、

1%ア ガロースゲ ル を用 い た電気 泳動 によっ

て染色体DNAの 存在 を確 認後 、 アニー リン

グ温 度 を70℃ と したPCRを 行 った。その結

果 、Fig.4に 示す ようにDNAの 増 幅 バ ン ドが

検 出 され たこ とか ら本 実験 で誘導 された根 が

形質転換 毛状根 であ る こ と、 また、形 質転換
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された カル ス細胞が遺伝 子導 入カルスである

ことが確認 された。

M1234M5678M91011121314

話 脚 嫡■ ■

剛鱒 　鞠の 轍
轍 轍臆の

Fig.4AgarosegelelectrophoresisofDNAfragments

PCR-amplifiedfromtransformedcalluscellsand

inducedhairyroots.

M;Molecularweightmarker.

Lane1-4;DNAamplifiedfromRGUS/pTRA415

transformedcalluscellswithGUSgene

pnmers.

Lane5;DNAamplifiedfrompRi1724withrolC

pnmers.

Lane6;DNAamplifiedfromhairyrootsinducedby

MAFFO3-01724withrolCgeneprimers.

Lane7;DNAamplifiedfromhairyrootsinducedby

MAFFO7-20001withrolCgeneprimers.

Lane8;DNAamplifiedfromhairyrootsinducedby

MAFFO7-2002withrolCgeneprimers.

Lane9;DNAamplifiedfrompRi1724withrolC

geneprimers.

Lane10;DNAamplifiedfrompBI121withGUS

genep「mle「s・

Lane11;DNAamplifiedfromhairyrootstransformed

bypBI121/MAFFO3-01724withrolCgene

pnmers.

Lane12;DNAamplifiedfromhairyrootstransformed

bypBll21/MAFFO3-0且724withGUSgene

pnmers.

Lane13;DNAamplifiedfromhairyrootstransformed

bypRGUS/pTRA415/MAFFO3-01724with

rolCgeneprimers.

Lane14;DNAamplifiedfromhairyrootstransformed

bypRGUS/pTRA41.5/MAFFO3-01724with

GUSgeneprimers.

4.ト マ ト毛 状根 からの個体再生条件 の検 討

毛状 根か ら再分化 した個体 には、正常 な個

体 には見 られない多 くの特 徴が見 られ、hairy

rootsyndromeと よばれてい る。 これ までに報

告 された特徴 と して、不定根の分化が著 しい、

根 の生長が速 い、地.ヒ部の節 間が短 い、葉が

波状 になる、開花時期の遅速がみ られる、柱

頭 の長短が み られ る、塊根の肥大が悪 い、稔

実率が低 いな どが挙げ られ る。 この よ うな特

性 の うち、x化 や活発 な不定根分化 、早期 開

花性 な どは農 業上 も重要 な問題 とな り、それ

ら特性 を解析 す るこ とが重要 となってい る。

そ こで、本項で は トマ ト毛状根 か らの個 体再

生条件の確立 を目的 として、毛状根 か らの カ

ル ス 誘 導 条 件 の 検 討 を 行 な っ た 。A.

rhizogenesMAFFO7-20001株 か ら誘導 された

毛状根 を植物生長調整物 質を含むMS固 形培

地上 で培養 した結果、BAP濃 度が0.3μg/m1

以 上の濃度区 におい て毛状根 か らカルスが誘

導 された。今後 は植物生長調整物 質の種類 や

濃度 区 について さらに詳 しく検討 を重 ね個体

再分化最適 条件 を明 らかにす る予定である。

5.A.tumefac'ensに よるMATベ クターシ

ステムの検 討

農作物 の優良 な形質は多数の遺伝子群 に支

配 されてお り、 これ らを改良す るには、遺伝

子組換 え を繰返 し、多数の遺伝 子を導入 ・蓄

積 させ る ことが不 可欠であ る。 しか し、従来

の技術 では、遺伝 子組換 えに使用す る標識遺

伝子が遺伝子組換 え体 に残留す るため、 …度

用 いた標識遺伝子 の再利用がで きず、多数の

遺伝子 を導 入する ことが難 しい とい う欠点が

あ った。 また、組換 え植物 を食品 と して利用

す る場 合、標識遺伝子 の安 全性 の確認や環境

へ の影響評 価が必 要 と されて いる。そ こで、

本研究 ではMATベ クター システム と呼 ばれ

る植物遺伝子導 入技術 の有効性 について検討

した。

まず コ ン トロー ルベ ク ターpIPT5を

用いてiρ 亡遺伝子 に対す る評 価試験 を行 っ

た 。 タバ コ葉 にpIPT5を 導 入 したA.

tumefacienseを 感染 させ た ところ、培養約1

カ月後 にホルモ ンフ リー培地上 で葉片の周辺

部 に多数の不定芽が分化 した。 さらに、 これ

らの不定芽 を葉片 よ り分離 し、1カ 月間培 養

した ところ、形態 的にiF常 と思 われる正常 個

体 と頂 芽優 勢 を喪 失 した 多芽 体(ESP)

(Fig.3-c)に 識別分類す るこ とがで きた。 こ

れ らの再生個体 よ り葉 を取 り、ホルモ ンブリ

ー培 地 に置床 した。置床 した正常 個体 の葉片

か らは芽の再分化 は起 こ らなかったが 、ES

Pの 葉片か らは芽の再分化が観察 された。 ま

た、 これ ら2種 類の再生個体 葉か らGUS遺 伝

f'発現の検 出を試 みた結果、Fig.5に 示す よ
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うにESPは 青 く呈 色 したの に対 して正常個

体 では呈色 反応 が認 め られ なか った。 この結

果か ら、葉 片か らの再分化個体 を再度選抜す

る ことに よって、容 易 に非組換 え個体 を除去

で きるこ とが明 らか となった。

次 に、MATベ ク ターpNPIl32を 用 い

て タバ コへ の遺伝子 導入 を試み た。pNPI

l32は 、A.tumefaciensのTiプ ラス ミ ド上 に

存 在 す る サ イ ト カ イ ニ ン 合 成 酵 素

(isopentenyltransferase)遺 伝子1p亡 と、

SaccharomycescerevisiaeのpSR1プ ラス ミ

ド由来、部位特異的組換 え系 因子RIRsの 組

み合わせ を標識遺伝子 として用 いた ものであ

る。このベ クター を用いる と、遺伝子導 入後 、

R遺 伝子 の発現 による組換 え酵 素の働 きで 、

この酵 素が作用す る認識部位Rsで 遺伝子 が脱

離す る仕 組み になって いる。 また.X-Gluc添

加改変L-Broth上 に画線 したpNPII32/LBA4404

が青 く呈色 し、GUS遺 伝子が発現 していた こ

とか ら、A.tumefacienseに おけ る35Sプ ロモ

ーターの発現が明 らか となった。 この ことか

ら、pNPIl32/LBA4404に おいては、植物 での

遺伝子発 現 に用 いた35Sプ ロモ ー ターが 、 ア

グロバ クテ リウム内で発現 し、本 菌の継代培

養 中に1p亡 遺伝子が脱離す る可 能性 があ る

こ とを示唆す る。 そこで、pNPIl32ベ

ク ター を導入 したA.tumefacienseは 、20%グ

リセ ロー ル を含 む改 変L-Brothを 用 い て 一

20℃ に凍結保存 し、植物へ の形質転換 にあた

っては、 この保存株 よ り起 こ した新鮮な菌 を

用い るこ とに した。本菌 を用いてpNPI1

32を タバ コ葉 に導 入 した結 果、前述 と同様

なESPが 得 られ、 これ を分離 ・継続培養 し

た ところ、感染後 、約4カ 月で正常 に伸長す

Fig.5GUSstainingoftransformed

plantsbyplPTS.
A;Leaftissueoftabacco

transformedwithplPTS.

B;Non-transformedtabacco
leaftissue(control).

る個体が 出現 した(Fig.3-D)。 この シュー ト

を、ESPよ り分離 し、同様の培地 に移植 し

た ところ、正 常 に発育 した。 これ らの個体 に

ついてGUSassayを 行い 、GUS遺 伝子 の発現

を確認 する と ともに、染色体DNA抽 出を行

い、PCRに よってGUS遺 伝子 の増幅 を確認

した。ip亡 遺伝子の脱落 を確認す るために

は、PCRに よるさ らなる検討が必 要である

が、ESPか ら正常 な伸長 を示す形態へ と変

化す ることか ら、これ らのクロー ンは組換 え

因子 によって1p亡 遺伝子が脱落 した もので

あ ると考 え られる。

以上の結果か ら、1p亡 遺伝子 を導入 した

細胞は植物成長調整物 質無添加培地 で も増 殖

し、不定芽 に分化 し、それ らの組換 え個体は、

サ イ トカイニ ンの過剰生 産に よ り、頂 芽優勢

を喪失 した多芽体 になる こと、その後、組換

え因子 と ともに1p亡 遺伝子 が消失 し、組換

え個体の頂芽優勢が復活す る ことが明 らか に

なった。 また、組換 え体 は、正常伸 長 し発根

す る。 この よ うに、MATベ クター システム

は、ip亡 遺伝子 を用 いる ことに よって、培

地 中に植物 ホルモ ンを添加せ ずに、組換 え個

体の再分化 を可 能にす る と同時に、肉眼で容

易 に、組換 え個体 とマー カー フリー組換 え個

体 の選抜 を可 能 にす る こ とが 明 らか とな っ

た。 また、選抜 時に培 地へ抗 生物 質や除草剤

な どを添加す る必 要がないため、植物細胞の

活性低下 を回避 で き、再分化 を容易 にす る効

果が得 られる とい う利 点があ る。 この システ

ムの適用 に よ り、 これ まで導入細胞の選抜が

困難で あった植物へ の遺伝 子導入、無用 な遺

伝子 を もたない安全性 の高い組換 え植物の作

成 、遺伝子組換 えの繰 り返 しによる多数の遺



松 田 ・豊 田 ・東 口 ・堀 井 ・大 内:Agrobacterium属 菌 に よ る外 来 遺 伝 子 導 入 系 の確 立 69

伝 子 の導入 が可 能 にな る と考 え られ る。 タバ

コにお ける評価試 験 で、MATベ クターシス

テ ムが、植 物へ の遺伝 子導入 に有 効で ある こ

とが判 明 したの で、次 に、 トマ トへの遺伝 子

導入 を試 みた。pIPT5を トマ トへ感染 さ

せ た ところ、 多芽 体 形成 は起 こ らなか った 。

しか しなが ら、菌 液 を トマ ト茎 断片 に接種 し

た ところ、切断面 よ りカルスが 誘導 され、 ホ

ルモ ンを添 加 しないMS培 地 で活 発 な増殖 を

示 した。 これ を切 断分 離 し、継続培 養 した カ

ル ス か らは シュ ー トが形 成 され 、 カ ルスの

GUSassayの 結 果 、青 色呈 色 反応 を示 した 。

今後 は、得 られ た シ ュー トを分離 ・培養 し、

それ らの生 育形態 を検 討す る予定 で ある。 ま

た、 多芽体 が形成 された場合 には、 この系 を

用い た トマ トへ のMATベ ク ター シス テム適

用の 可能性 が期待 され る。 また、 ホルモ ン活

性 を高め るため 、ipt遺 伝子 によって生産

され る植物 ホ ルモ ンipaな どを種 々の濃度

で培 地 に加 え、組換 え体獲得 のための最適 ホ

ルモ ン条件 を検討 す る こ とも必 要 となる。以

上の結 果 よ り、A.rhizogellesを 用 いた リー フ

デ ィス ク法 に よる毛状根 の誘導 条件 を確立す

るこ とが で きた。 また、外 来遺伝子 の導入 に

は、 トリペ ア レンタル ・メーテ ィング法 に よ

り バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー を 導 入 し た

Agrobacteriulnを 用 い るこ とが適 当 である と

考 え られ る。A.tumefaciensに よる遺伝子 導

入系 は、MATベ ク ター システムの採択 に よ

って、 大 き く改善 される と考 え られ るので 、

植物種 に合 ったそれ ぞれ の培養 条件の確 立が

必須 となる。今後 は、 トマ ト毛状根 か らの再

生個 体 作 出 シス テ ム の確 立 を試 み る と と も

に、MATベ ク ター シス テムの トマ トへの適

用 につ いて検討 し、 マー カー フリー遺伝子 組

換 え トマ ト作 出法 を確 立 したい。
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摘 要

本研 究 で は、Agrobacterium属 菌 を利用 し

た トマ トへ の外 来 遺伝 子 の導 入 を確 立す ると

と もにMATベ ク タ ー シス テ ム に よ る遺 伝 子

導 入 の基礎 的条件 の検討 を行 った。3系 統 の

A.rhizogenes(MAFFO3-01724,-07-20001,-

07-20002)お よびA.tumefaciens(LBA4404)に

トリペ ア レンタル メ イテ ィ ング法 を用い て外

来 遺伝 子(pBI121ま たはpRGUS!pTRA415)

を導 入 し、その遺伝 子が それ ぞれ の細 菌 に導

入 され たこ とを導 入遺伝 子 に特 異的 な プライ

マ ー を用 いてPCR法 に よって確認 した。遺伝

子導入 が確認 され た細 菌 を トマ ト葉外植 片 と

共存培 養 し、感染 させ た結 果 、 トマ ト植 物の

比較 的若い葉 を用 いた場合 に効率 よ く毛 状根

が誘導 され た。次 に、得 られ た毛 状根 か ら染

色体DNAを 抽 出 し、 そ れ らを鋳 型 として導

入遺伝子 に特異 的 な プ ライマ ー を用 い てPCR

を行 った。 その 結 果 、 導 入 した遺 伝 子 の特

異的 な増 幅が確認 された こ とか ら、毛状根 を

利 用 した トマ トへ の外 来遺伝 子 の導入法 が確

立 された。 また 、MATベ ク ター シス テ ムに

つい て も基礎 的条件 が 明 らか に され たこ とか

ら トマ ト植物 への外 来遺伝 子 導入法 と して利

用 で きる と考 えた。


