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緒 論

食糧を安定的に供給し､かつ農家の収益を確保するためには､病気に強くて収穫量が

多く､しかも食味の良い品種を栽培することが重要である｡育種家はそれらの形質を持

つ品種を目標にして､数多くの有用な植物を育成してきたが､伝統的な品種改良技術に

も欠点と限界がある｡良い形質を持ったものどうLを交配しても必要な遺伝形質のみな

らず不要な形質も持ち込まれ､特定の遺伝子だけを導入するのは困難な場合がある｡そ

のため､一つの品種を育成するのには長い時間と莫大な労力を必要とする｡また､交配

による雑種は近縁の植物間でしか作出することができず､利用可能な遺伝形質には限界

があるため､画期的な新しい品種の育成が制限される場合がある｡しかし､培養技術の

進歩により､交配できない組み合わせでも系朋毎敵合によって両親からの遺伝子をあわせ

持った植物の作出が可能になった｡さらに､植物遺伝子工学技術の急速な進歩により､

特定の遺伝子を単離し､他の生物に導入することも可能となった｡

ポテトとトマ トの細胞融合によって作出されたポマ ト 伽elchersetal.1978)は､

小さいながら､地上にトマトが､地下部にポテトがなり､通常交配できないものでも細

胞融合によってその壁を打破できることが証明されたOナスの場合､栽培ナス (SolanLuD

melongena)-耐病性などの有用形質を導入しようとして､近縁野生種とのプロトプラス

トによる細胞融合が試みられてきたOその融合相手の植物として､S.sis叩briifoliLm

(Gleddieetal.1986b)､S.khasianLuD(Sihachakretal.1988)､S.torvLm (Guriand

Sink1988b,Sihachakretal.1989)､S.nigTual(GuriandSink1988a)､S.integTifoliLm

(Kameyaetal.1990)､S.aethiopicLDD(Daunayefal.1993)などの報告例があるが､

それらの細胞融合雑種のほとんどが不稔で種子ができず､育種素材としては用いること

ができなかった｡そこで､第1編では､青枯病抵抗性を持つ有用ナス台木の育成を目指

して､プロトプラスト培養系における最適条件と青枯病抵抗性細胞の選抜における青枯

病萎凋誘導物質の有効性を検討し､それらの技術を総合して系醐白融合実験に取り組ん監

一方､最先端の植物バイオテクノロジーとして 20世紀の後半から遺伝子組

換え技術が注目を浴びてきた｡2050年には世界人口は 100億人近 くになると

予想され､かつ､農耕地は塩害､乾燥および土壌流出などで減少 している中､

食料問題が起こるのは必至である｡この問題を解決するには､悪環境でも生育

できる植物の開発が重要であり､それには遺伝子組換え技術が有効であると考

えられる｡1994年にアメリカで最初に遺伝子組換え植物である トマ ト ｢フレ
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-バーセーバー｣が商品化されたQ トマ トが成熟する時に合成され果実を軟化

させるポリガラクチュロナ-ゼ遺伝子のアンチセンスを トマ トに導入 して､ポ

リガラクチュロナ-ゼ遺伝子の発現を抑制 し､日持ちをよくすることに成功し

たのである｡その後､除草剤耐性大豆などが商品化され､1996年には日本に

も遺伝子組換え作物が輸入されるようになった｡遺伝子組換え技術は､従来の

交配育種と比較 して､目的とする遺伝子だけを導入することができることから､

育種年限を短縮できるという利点がある｡また､種を越えて遺伝子を導入でき

るので利用できる範囲は非常に広い｡そこで､第2編では､耐病性イチゴの作

出を目指 して､イチゴにおける遺伝子組換え技術を確立し､次いでイネ由来キ

チナ-ゼ遺伝子をイチゴ-導入 してうどんこ病抵抗性個体の作出を試みた｡ま

た､抵抗性が確認された遺伝子組換え体については安全性評価実験を行った｡
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第 1編 細胞融合技術を用いた青枯病抵抗性を持つ
有用ナス台木の育成

ナスは熱帯地域や温帯地域において経済的に重要な作物の一つで､原産地は

インドであるといわれている｡世界で 154万 haの栽培面積があり､2,651万

トンが収穫されている｡また､国別生産量は上位から中国 (1,543万 トン､81.7

万 ha)､インド (640万 トン､46.0万 ha)､トルコ (97万 トン､3.7万 ha)､

エジプ ト(70万 トン､3.1万ha)､日本 (45万 トン､1.3万ha)の順 (FÅo,2002)

で､日本は世界第 5位とナス栽培の盛んな国である｡

ナスの生産は､青枯病によってしばしば大きな被害を受けることがある｡土

壌病害対策として､耐病性台木を用いた接ぎ木栽培が行なわれているが､近年､

その効果もうすれ､青枯病の発生が増加 しつつある｡土壌中に生息する青枯病

菌 (Ralstoniasolanacearum)は､作物の根の傷口から侵入 し､導管部で増殖

して作物を萎凋させる｡この菌は細胞外多糖物質 (Exopolysaccharide:EPS)

を生産すると報告されており(Dudman1959,GowdaandVitta11980a,Gowdaand

Vitta11980b,HusainandKelman1958a)､このEPSが青枯病菌による萎凋症

状の発現に大きな役割を果たしていると考えられている (WallisandTruter

1978)｡

奈良県農業技術センターは青枯病に対して高度抵抗性を有する ｢カレ-ン｣

(solanumsanifwongsei)を育成 し (峯岸 1991)､平成 2年 8月に種苗登録 (登

録番号第 2347号)したが､低温期の伸長性が弱く腔軸が細いという欠点を持

っていた｡そのため接ぎ木時期を合わせるには､穂木より 10日程度早く台木

｢カレ-ン｣を播種する必要があり､育苗期間の短縮と接ぎ木の省力化が望ま

れていた｡そこで､細胞融合技術を用いた耐病性を持つ有用ナス台木の作出を

試みた｡

第 1章では､細胞融合技術の基礎となるプロトプラス ト培養系を確立するた

めに､ナスの栽培品種と台木品種において､プロトプラス ト単離条件､コロニ

ー形成率に及ぼすプロトプラス ト培養における培地の種類と細胞密度の影響お

よび再分化条件について検討 した｡第 2章では､青枯病萎凋誘導物質で細胞選

抜することによって､青枯病抵抗性個体を作出するために､青枯病萎凋誘導物

質が種子､腔軸カルスおよびプロトプラス トに及ぼす影響と再分化個体の青枯

病抵抗性について検討 した｡第3章では､効率良いプロトプラス ト培養系を用
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いてナス栽培品種 ｢千両二号｣と台木品種 ｢カレ-ン｣の体細胞雑種の作出を

試みた｡第4章では､体細胞雑種 ｢ナクロス｣とその後代の特性を調べるため

に､穂木の収量と青枯病抵抗性について検討 したQ

第 1章 ナスの栽培品種と台木品種におけるプロトプラス ト

培養系の確立

バイオテクノロジーを用いて青枯病抵抗性の穂木や台木を育成する場合､細

胞選抜や細胞融合の手法が考えられる｡ しかし､これらの手法を用いるには安

定した培養系､特にプロトプラス トからの効率よい再分化系を確立する必要が

ある｡ナス科植物の培養については､Bhattetal.(1981)､Jiaetal.(1981)､

Saxenaetal.(1981)､Gleddieetal.(1986a)､Gurietal.(1984)および

Nishioetal.(1987)の報告があるが､ほとんどが 1栽培種についての研究で

ある｡そこで､ナスの栽培品種と台木品種において､それら品種の葉肉プロト

プラス トからの最適培養条件を解明するために､プロトプラス ト単離条件､コ

ロニー形成率に及ぼすプロトプラス ト培養における培地の種類と細胞密度およ

び再分化条件について検討 した｡特に､青枯病抵抗性育種素材として有望な｢カ

レ-ン｣についてはこれまでに培養の事例がなく､安定した培養系を確立すれ

ば､今後育種素材として用いることが可能になると考えた｡

第 1飾 材料および方法

1.供試材料

栽培品種の ｢千両二号｣(Solanummelongenacv.SenryouII)と､台木品

種の ｢カレ-ン｣(S.sanitwongsei)､｢トルバム ･ビガー｣(S.torvum)､｢ヒ

ラナス｣(S.1'ntegrifolium)および ｢耐病 vF｣(S.spp.cv.TaibyouVF)

を供試材料として用いた｡｢千両二号｣は日本で広く用いられている栽培品種

で果実は卵型をしている｡｢カレ-ン｣は高度青枯病抵抗性を有しており､茎

にトゲが無い｡｢トルバム ･ビガー｣も青枯病には抵抗性を有するが､茎にト

ゲがあり､接ぎ木時に問題となっている｡｢ヒラナス｣は接ぎ木をした穂木の

生育を旺盛にさせる特徴があり､台木として最も多く用いられているが､青枯
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病に対してはほとんど抵抗性を示さない｡｢耐病 vF｣は半身萎凋病に強いが､

青枯病には抵抗性を示さない｡これらの種子を 100ppmジベレリンに1日浸漬

した後､80%アルコールに数秒浸漬 し､1%次亜塩素酸ナ トリウムで 30分間殺

菌処理を施 した｡さらに､滅菌水で 3回洗浄した後､1/2MS培地 (Murashigeand

skoog1962)に播種 し､25℃､16時間照明下で 2-3週間育成 した幼苗を実験

に供試 した､

2.プロトプラス ト単離条件

無菌的に育成 した各品種の子葉をXuetal.(1981)らが用いたCPW塩 (27.2

mg/C KH2PO4､101mg/C KNO3､1,480mg/C CaC12･2H20､246mg/C MgSO4 1

7Hz0､0.16mg/C KⅠ､0.025mg/C CuSO4･5H20)を含む 0.5Mマニ トール (pH5.8)

中で約 1m 幅に刻み､酵素液に浸漬 して､3時間振塗 (80rpm)または 16時

間静置処理を行った｡用いた酵素液は､0.3%､0.5%､1%および 2% セルラ

ーゼ RIO(ヤクル ト)と0.06%､0.1%､0.2%および 0.4% マセロザイム RIO

(ヤクル ト)を組み合わせた CPW塩と10mMMES(2-Morpholinoethanesulfonic

acid)を含む 0.5Mマニ トール液 (pH5.8)で､酵素処理は 25℃､暗黒下で行

ったO各酵素処理区におけるプロトプラス トの活性状態を検鏡 して､その収量

を トーマの血球計算盤で調査 した｡

3.プロトプラス ト培養における培地の種類と細胞密度の検討

単離されたプロトプラス トは､ナイロンメッシュ (50〃m)で漬過 した後､W5

樵 (Menczeletal.1981)で 3回遠心分離 (100×g､3分間)によって洗浄

し､104-105個/mgの細胞密度に調整後､培養実験に供試 した｡プロトプラ

ス トの培養には､2,4ジクロロフェノキシ酢酸 (2,4-D)0.5mg/C､ナフタ

レン酢酸 (NAA)1mg/〟 ､カイネチン (K川)1mg/βおよび 0.5Mマニ トー

ル液 (10mMMES､pH5.8)を含む 1/2MS培地 (ただし､プロトプラス ト培養

時のみ NH4NO｡は 200mg/Cに改変)､KM (8P)培地 (KaoandMichayluk1975)

および CL培地 (Bidneyetal.1983)の3種類の培地を用いた｡KM (8P)檀

地は有機物を多量に含んで非常に栄養分に富んでおり､CL培地はアンモニア

態窒素を含んでいないことをそれぞれ特徴とした培地である｡培養 7日毎に､

オーキシンと浸透圧調節剤を含まない培地を等量添加 した｡培養は 7日目まで

は 25℃､暗黒下で行い､それ以後は 25℃､5001ux条件下で行った｡コロニ
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-形成に及ぼすプロトプラス ト培養における培地の種類および細胞密度の違い

の影響をみるために､培養 14日目に各試験区におけるコロニー形成率(plating

efficiency)を調査 した｡

4.再分化条件

上記培地で約 1mm程度に生育したコロニーを､0.3%ゲルライ トを含むカル

スグリンーン化培地 (C培地,ShepardandTotten1977)に移植 した｡なお､

このカルスグリーン化培地は､バレイショのプロトプラス ト由来カルスを生育

促進させるのに有効であった培地である｡2週間後にグリーン化 した小カルス

を､さらにインドール酢酸 (IAA)0.2tug/Cとゼアチン (Zeatin)､2-イソペ

ンチルアデニン (2ip)､6-ベンジルアミノプリン (BA)およびKINを各々1､3

および 5mg/β組み合わせたMS培地に置床 し､25℃､3,0001uxおよび 16時

間照明下で培養 して茎葉分化を図った｡さらに､完全な植物体を得るために､

分化 した茎葉を発根培地 (1/2MS培地)-移植 した｡

第2飾 結 果

1.最適プロトプラス ト単離条件

プロトプラス トの単離における最適条件を品種ごとに検討 したところ(Table

1-1)､｢カレ-ン｣､｢ヒラナス｣ および ｢耐病 vF｣では､低濃度の酵素 (セル

ラーゼおよびマセロザイム)で 16時間静置処理 した方が､高濃度で 3時間振

塗処理するよりもプロトプラス トの収量､状態とも良かった｡一方､｢トルバ

ム ･ビガー｣では､短時間振塗処理 した方がプロトプラス トの状態が良く､他

の供試材料と比較 して収量も多かった｡また､千両二号は酵素濃度や処理方法

に係わらずプロトプラス トの状態は良好であった｡

2.コロニー形成率に及ぼすプロトプラス ト培養における培地の種類と細胞密

度の影響

5品種について､コロニー形成率に及ぼすプロトプラス ト培養における培地

の種類の影響を調査 したところ (Table1-2)､｢カレ-ン｣ のプロトプラス ト

は､KM(8p)および 1/2MS培地で培養すると､培養 3日目から分裂を開始 し､10

日目には 10細胞以上のコロニーを形成 した｡コロニー形成率はKM(8p)堵地で
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48.7%と高い値を示 し､1/2MS培地では27.8%であった｡｢ヒラナス｣､｢トル

バム ･ビガー｣および ｢耐病 VF｣では､KM(8p)培地と1/2MS培地において培

養 3-5日目で細胞分裂を開始 しコロニーを形成 したが､｢カレ-ン｣と比較 し

て形成率は低かった｡栽培品種の ｢千両二号｣では､KM(8p)培地で 6.4%のコ

ロニー形成率を示 したのに対 して､1/2MS培地では第一分裂で停止 してコロ

ニー形成には至らず褐変枯死 した｡CL培地で培養 した場合､すべての供試材

料のプロトプラス トにおいて細胞分裂さえ観察されなかった｡

細胞密度とコロニー形成率との関係を調べたところ (Fig.卜1)､｢カレ-

ン｣､｢耐病 vF｣､｢ヒラナス｣および ｢トルバム ･ビガー｣では 5×104個/mg

の細胞密度で､｢千両二号｣では 105個/mgの細胞密度でそれぞれ最高のコロ

ニー形成率を示 した.特に､｢カレ-ン｣では 5×104個/mCの細胞密度で培養

すると､48.7%という高いコロニー形成率を示 した｡

3.最適再分化培地

カルスからの茎葉分化に及ぼすサイカイニンの種類と濃度について調査 した

結果 (Table1-3)､IAA0.2mg/CとZeatin1- 5mg/Cを含む MS培地にお

いて､すべての供試材料で茎葉分化が認められたo特に､IAAO.2mg/CとZeatin

5mg/βを添加 した培地おいて､｢カレ-ン｣は48.6%､｢ヒラナス｣は 53.3%

と高い再分化率を示 した｡一方､｢千両二号｣ の再分化には KINが有効であっ

た｡

Fig.1-2に､｢カレ-ン｣のプロトプラス トをKM(8p)培地により細胞密度 5

×104個/mgで培養 し､得られたカルスを IAA0.2mg/βと Zeatin5mg/βを

添加 した MS培地で再分化させ､次いで発根培地 (1/2MS培地)で完全な植

物体に生育させた状態を示 した｡
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Table.1-1. Effectofenzymetreatmentonprotoplastyieldandactivity.

Solanumspp･ Cell(;o)lase "ac;Fro?zyme Ti(:)e "ethod Yieldl' Activity

N･:

f

=

lI

I

･:

I
[二

･:

f
l州

I

.

I
-
昌

仙

…

3
･
0

3
･
2

1
･
2

2
･
｡
12
･
2

2
･
7

0
･
9

1
･
4
一2
･
6

4
･
3

4
･
9

日
12
･
3

2
･
6

1
･
3

1
･
6
12
･
5

3
･
1

1
･
6

3

0.06 16 nOShaking

o.1 16 nOShaking

o,2 3 Shaking

o.4 3 Shaking

o.06 16 nOShaking

o.1 16 nOShaking

0.2 3 Shaking

0.4 3 Shaking

0.06 16 nOShaking

0.1 16 noshaking

o
･
3

0
･
5

1
･
0
2
･
〇
一
〇
･
3

0
･
5

1
･
0
2
･
〇
一
〇
･
3

0
･
5
1･｡

2
･
〇
一〇
･
3

0
･
5
1
･
0

2
･
〇
一
〇
･
3

0
･
5

1
･
｡

2
･
0

S.sanitwongsei

S.integTifolium

S.torvum

Shaking

shaking

noshaking

noshaking

shaking

shaking

noshaking

noshaking

0.2 3

0.4 3

0.06 16

0.1 16

0.2 3

0.4 3

0.06 16

0.1 16

S.spp.
cv.TaibyouVF

S.melongena

cv.SenryouII
0.2 3 shaking
0.4 3 shakinだ

1)×106/gleaf

2)score:-(nagative),+(low),++(high), +++(veryhigh).
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Table卜2.Effectofthreemediaonprotoprastculture.

Firstdivision Plating

(days) efficiency(港
3 48.7

3 27.8

0

Solanu血SPP. Medium

S.sanitwongsei KM(8p)

1/2MS
CL

S.integrifolium KM(8p)
1/2MS

CL

S.spp. KM(8p)

cv.TaibyouVF 1/2MS
CL

S.torvum

S.melongena KM(Bp)

cv.SenryouII 1/2MS
CL

Thedensityofprotoprastswas5×104/ml.
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第3飾 考 蕪

ナス栽培種 1品種と台木 4品種について葉肉プロトプラス ト培養を試みたと

ころ､低濃度のセルラーゼとマセロザイムで 16時間静置処理 して得たプロト

プラス トを 5×104個/mgの細胞密度で KM(8p)培地を用いて培養 し､得られた

プロトプラス ト由来小カルスをカルスグリーン化培地 (C培地)､再分化培地

(IAAとZeatinを含む MS培地)および発根培地 (1/2MS培地)-移植するこ

とによって､約 3ケ月で完全な植物体を得ることができた｡ただし､コロニー

形成率や茎葉の再分化率は､品種による差が大きかったCこれは､Nishioetal.

(1987)が報告しているように､同じSolanum属であっても遺伝的な差異がそ

れらに大きく影響 した結果であると考えられるので､さらにそれぞれの品種に

対する最適条件を検討する必要がある｡ しかし､本研究において､多くのナス

属植物でプロトプラス トからの再分化が可能であり､特に ｢トルバム･ビガー｣

を侵す青枯病菌にも抵抗性を示す台木品種 ｢カレ-ン｣では､コロニー形成率

が高く､IAAとZeatinを添加 したMS培地で培養すると容易に再分化すること

が明らかにされたことから､今後の細胞選抜や細胞融合などによる細胞育種に

これらの品種や培養系が有効に利用できると考えられる｡
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第2章 青枯病萎凋誘斗物質による細胞選抜

ナス幼苗を用いた研究から､青枯病菌によって見られる萎凋症状に､青枯病

菌から分泌する細胞外多糖が大きな役割を果たしていると考えられた (谷川 ら

1991)｡そこで､ナス幼苗を萎凋させる青枯病培養液から抽出した細胞外多糖

を青枯病萎凋誘導物質 (以下本論文では萎凋誘導物質という)とした｡本章で

は､種子発芽､旺軸カルスの生育､プロトプラス トの生存､コロニー形成およ

びプロトプラス ト由来小カルスに及ぼす萎凋誘導物質の影響を調べ､細胞選抜

における萎凋誘導物質の有効性を検討 した｡

第 1希 材料および方法

1.供試材料

栽培品種の ｢千両二号｣ と､台木品種の ｢カレ-ン｣､｢トルバム ･ビガー｣

および ｢ヒラナス｣ を供試材料として用いた｡

2.萎凋誘導物質の抽出

萎凋誘導物質の抽出は､GowdaandVittal(1980a)の方法を一部改変して

以下のように行った｡1987年に奈良県磯城郡田原本町の青枯病発生圃場の発

病株から単離 した青枯病菌 (鮎lstoniasolanacearum)をTZC培地 (0.5% グ

ルコース､0.5% サッカロース､1% ペプ トン､0.1% カザミノ酸､pH7.0)

で 25℃､5日間振塗培養 し､遠心分離 (10,000rpm､10分間)した後､上澄

み液からアルコール沈殿法によって沈殿物を得た｡これをセロハンチューブを

用いて水に一晩透析し､遠心分離した後､得られた上澄み液を凍結乾燥して萎

凋誘導物質としたoなお､萎凋誘導物質は漉過滅菌 した後培地に添加 した｡

3.種子発芽試験

供試材料の種子を 100ppmジベレリンに 1日浸漬 した後､80% ェチルアル

コールに数秒間浸潰 し､次亜塩素酸ナ トリウム (1% 有効塩素)溶液で 30分

間殺菌処理を施 した｡さらに､滅菌水で 3回洗浄 した後､萎凋誘導物質(0-2,000

ppm)を含んだ 1/2MS培地に各々50粒ずつ播種 し､25℃､16時間照明下で培

養 した｡なお､｢カレ-ン｣と ｢トルバム ･ビガー｣は播種後 21日目に､｢ヒ
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ラナス｣と ｢千両二号｣は 14日目に発芽率を調査 した｡

4.腔軸カルスの生育

無菌播種 して育成 した各植物体の腔軸切片をNAA1mg/CとBA1mg/Cを含

んだMS培地 (3% サッカロース､0.2% ゲルライ ト､pH5.8)に置床 し､腔軸

由来カルスを得た｡このカルスを2m 角の大きさに切 り､萎凋誘導物質 (0-

1,000ppm)を含んだ上記と同じMS培地に置床 した｡各処理区におけるカルス

の生育を培養 14日目と28日目に調査 し､生育指数 (無処理区を 100としたと

きの値)を算出した｡

5.プロトプラス ト培養系における萎凋誘導物質処理

1)プロトプラス トの生存に及ぼす影響

無菌播種 して育成 した各植物体の子葉をCPW塩を含む0.5Mマニ トール液中

で約 1mm幅に刻み､酵素液に浸漬し､25℃､暗黒下で 16時間静置処理を行っ

てプロトプラス トを単離した｡なお､用いた酵素液は､0.3% セルラーゼ R-10､

0.06% マセロザイムR-10､10mMMES(pH5.8)およびcPW塩を含む 0.5Mマ

ニ トール液である｡単離直後のプロトプラス トに､萎凋誘導物質 (0-1,000

ppm)を添加 し､これを培養 した｡培養開始後 4時間後と3日後に最終濃度が

0.01%になるように二酢酸フルオレセイン (fruoreseindiacetate:FDA)を

加え､蛍光顛微鏡でプロトプラス トの発色を観察した｡黄色く発色したプロト

プラス トは生存しているものとし､プロトプラス トの生存率を求めた｡

2)コロニー形成に及ぼす影響

プロトプラス ト培養において､培養直後の培地と培養 1週間後の培地に萎凋

誘導物質 (0-1,000ppm)を添加 して､2週間後のコロニー形成率と4週間後

のコロニー数を調査した｡なお､プロトプラス トの培養には､2,4-D0.5mg/

C､NAA1mg/C､KIN1mg/C､0.45Mグルコースおよび 10mMMES(pH5.8)

を含む KM(8p)培地を用い､5×104個/mgの細胞密度で培養 した｡培養は 7日

目までは25℃､暗黒下で行い､それ以後は 25℃､5001ux条件下で行った｡

3)プロトプラス ト由来小カルスの生育

｢カレ-ン｣については､プロトプラス ト由来小カルス (白色､1mm)を萎

凋誘導物質 (0-1,000ppm)を添加 したカルスグリーン化培地 (C培地)で 10

日間培養 し､カルスの生育を調査 した｡その後､それらのカルスすべてを IAAO.2
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mg/CとZeatin3mg/Cを含む MS培地 (再分化培地)に移植 して､20日後と

30 日後にカルスの生育を調査 した｡なお､再分化培地には萎凋誘導物質を加

えなかった｡

6.プロトプラス ト由来 ｢カレ-ン｣の青枯病抵抗性検定

青枯病抵抗性個体を選抜するため､Table1-4に示 したように､｢カレ-ン｣

のプロトプラス トおよびそれに由来する小カルスを萎凋誘導物質を含む培地で

培養 し､植物体を再分化させた｡この表において､個体群 Ⅰは､カルスグリー

ン化培地 (C培地)- 500ppmの萎凋誘導物質を加えて培養 した後に再分化

したものである｡また､個体群 ⅠⅠは､プロトプラス ト培養開始直後の培地お

よび C培地-､それぞれ 1,000ppmおよび 100ppmの萎凋誘導物質を加えて

培養 した後に再分化 したものである｡個体群 ⅠとHの植物体を順化 し､｢千両

二号｣を穂木として接ぎ木をした｡それらの苗を 1990年 6月 4日に青枯病汚

染圃場に定植 し､10月 1日に枯死株を調査 した｡

Table卜4.Thetreatmentperiodandconcentrationofwilt-inducing

substancesonprotoplastcultureofSolanumsanitwongsei.

Treatmentofwilt-inducingsubstances(ppm)

Thegrouppfplants lnprotoplastculture lncallusculture

ontheCmedium

Ⅰ 500

H 1,000 100

第2葡 結 果

1.萎凋誘導物質が種子発芽に及ぼす影響

萎凋誘導物質 1,000ppm以下の処理区では､｢千両二号｣以外の供試材料に

おいて 90%以上の発芽率を示 し､萎凋誘導物質が種子発芽に及ぼす影響はほ

とんど認められなかった｡｢千両二号｣ では 1,000ppm処理区で発芽率は 76%

と低かった｡2,000ppm処理区における発芽率は､｢カレ-ン｣は 56%､｢千

両二号｣は64%で萎凋誘導物質によって種子発芽が抑制された (Table1-5)0
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2.萎凋誘導物質が旺軸カルスの生育に及ぼす影響

Fig.卜3に 4品種の旺軸カルスの生育に及ぼす萎凋誘導物質の影響を示 し

た｡10ppmと100ppmの処理区では､｢トルバム ･ビガー｣以外の供試材料に

おいてカルス生育指数は 90以上となり､萎凋誘導物質の影響は認められなか

った｡1,000ppm 処理区における培養 28 日目の生育指数は､ ｢カレ-ン｣

(91.2)､ ｢ヒラナス｣ (86.7)､ ｢千両二号｣ (71.9)､ ｢トルバム ･ビガ

ー｣(55.5)の順に低くなっていた｡また､1,000ppm処理区は､10ppmと 100

ppm処理区とは異なって､すべての供試材料において培養 28日目のカルス生

育指数が培養 14日目の値より小さく､培養期間を長くすることによって萎凋

誘導物質の影響が顕著になった｡

3.萎凋誘導物質がプロトプラス ト培養系に及ぼす影響

FDA活性を指標としてプロトプラス トの生存率を調べた結果 (Fig.1-4)､培

養開始後 4時間目ではいずれの供試材料においても萎凋誘導物質の影響は認め

られなかった｡一方､萎凋誘導物質存在下で 3日間培養すると､100ppm処理

区で ｢ヒラナス｣と ｢千両二号｣の､また 1,000ppm処理区で ｢トルバム ･ビ

ガー｣のプロトプラス ト生存率が低下し､萎凋誘導物質の影響が認められた｡

プロトプラス トからコロニー形成-の影響を調べたところ (Table卜6)､｢カ

レ-ン｣において､萎凋誘導物質はプロトプラス ト培養 2週間後のコロニー形

成率と4週間後のコロニー形成数に全く影響を与えなかった｡一方､｢ヒラナ

ス｣のプロトプラス ト培養においては､培養 1週間後に萎凋誘導物質を 100ppm

添加 した区で､コン トロールと同様のコロニー形成を示したのに対 して､培養

直後に 100ppm添加 した区ではコロニー形成率は非常に低く (0.11%)､4週

間後のコロニー数も 1シャーレあたり平均 60個であった｡なお､1,000ppm

添加区では､4週間後にコロニーは認められなかった｡また､｢千両二号｣の

プロトプラス トに対する萎凋誘導物質の影響は ｢ヒラナス｣ と同じ傾向であっ

た｡

上記のように､｢カレ-ン｣は､コロニー形成までは萎凋誘導物質の影響を

受けなかったが､それ以降の培養段階で萎凋誘導物質の影響を受けるか否かを

明らかにするために､萎凋誘導物質を添加 したカルスグリーン化培地 (C培地)

で生育を調べた くTableト7)｡その結果､処理濃度に係わらずプロトプラス ト

由来小カルスの生育は抑制され､すべてのカルスが褐変した｡また､萎凋誘導
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物質の添加濃度が高い程カルスの生育抑制程度が大きかった｡さらに､再分化

培地-移植すると､褐変化 したカルスの半数以上は緑色化 したが､C培地-の

萎凋誘導物質の添加濃度が高い程､再分化培地で緑色化するカルスの割合は低

く､カルスの生育も抑制された｡

4.プロトプラス ト由来 ｢カレ-ン｣ の青枯病菌汚染圃場での検定

｢カレ-ン｣のプロトプラス トおよびそれに由来する′トカルスの培養培地に

萎凋誘導物質を加えて培養 し､再分化 した個体の抵抗性を 1990年 10月 1日に

青枯病菌汚染圃場で検定した｡その結果をTable卜8に示す｡｢カレ-ン｣ の

実生苗に接いだ穂木が 100%枯死したのに対し､C培地に500ppmの萎凋誘導

物質を加えて培養 した後に得られた個体群 Ⅰにおける穂木の枯死株率は 20%

であり､また､プロトプラス ト培養直後と C培地に萎凋誘導物質をそれぞれ

1,000ppmと 100ppm加えて培養 した後に得られた個体群 ⅠⅠにおける穂木の

枯死株率は 12.5%であった｡いずれの方法でも萎凋誘導物質を処理すれば､

青枯病抵抗性個体が得られることがわかった｡ また､プロトプラス ト培養培地

とC培地の両方に処理 した場合の方が､C培地のみに処理 した場合より抵抗性

個体をやや高頻度で得られる傾向にあった｡なお､｢カレ-ン｣の実生苗に接

いだ穂木が 100%枯死 したのは､用いた青枯病菌汚染圃場の菌密度が非常に高

かったためであると判断された｡
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Table卜5.Effectofwilt-inducingsubstancesonseedgermination.

Treatmentofwilt-inducingsubstances(ppm)

10
一98

100

100

Solanumspp.

S.sanitwongsei
S,torvuLZ7

S.integrifolium
S.melongena
cv.SenryouII

8

0

0

9

0

0

1

1

SJ

98

100

9

92 80 80

!
l
g

98

98

Thenumericalvalueshowstherateofgermination.
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Ⅰ ⅠⅠ ⅠⅠⅠ IV I II III IV I II III IV

10 100 1,000

Concentrationofwilt-inducingsubstances(ppm)

Fig.1-3.Effectofwilt-inducingsubstancesonhypocotylcalli.
I,S.sanitwongsei;II,S.torvum;III,S.integrifolium;IV,S.R7elongenacv.
SenryouII.口,14daysafterculture;I,28daysafterculture.Thecallus
growthindexshowstherelativevaluetothecontrol(100).
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Fig.卜4.Effectofwilt-inducingsubstancesonviabilityofprotoplasts.
0●,S.sanitwongsei;□III,S.torvum;△▲,S.integrifolium;◇◆,S.
melongenacv.SenryouII.0□△◇,protoplastsviabilityaftertheculture
of4hours;●■▲◆,protoplastsviabilityafterthecultureof3days.
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Tablei-8.ResistancetoRalstoniasolanacearuminprotoplastderived
regenerantsofSolanuLZ7Sanitwongsei.

plant No.ofplants N0.0fdeadplants
examined

Rootstockl)

S.sanitwongsei 10(100,0)2)

1(20.0)

1(12.5)

Seedlingwithoutgrafting

s.sanitwongsei 5 0(0)

S.melongenacv.SenryouII 5 5(100.0)

1)S.melongenacv.SenryouIIwasgraftedoneachrootstock.

2)Thevalueswithinparenthesesindicatethepercentagesofdeadplants.

3),4)seeTable卜4.
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第 3飾 考 秦

病原菌が産出する宿主特異的毒素を用いたり､毒素が同定できない場合病原

菌の培養液液を用いて､細胞を選抜 し耐病性個体を育成することについては幾

つかの報告がある (HusainandKelman1958a,Monika1980)0

ナス青枯病菌 (Ralstoniasolanacearum)については､特定の毒素が関与し

ているかどうかわかっていないが､青枯病菌が生産するEPSあるいは酵素によ

って作物の組織が破壊されるとの報告がある(HusainandKelman1958b,Schel1

1987)｡著者らも青枯病菌の培養液液から抽出したアミノ酸､ガラク トサミン

および N-アセチルガラク トサミンなどで構成される萎凋誘導物質が､ナス幼

苗を萎凋させることを明らかにしており (谷川 ら 1991)､今回､この萎凋誘導

物質がナスの種子および培養系での選択圧として有効であるかを検討 した｡青

枯病菌の粗毒素(10mg/mC)がS.melongenaの種子発芽を遅延させた報告(Gowda

andVitta11980a)があるように､本実験でも2,000ppmの萎凋誘導物質処理

が ｢千両二号｣と ｢カレ-ン｣の種子発芽を抑制 した｡また､萎凋誘導物質を

含んだ培地において ｢トルバム ･ビガー｣の腫軸カルスの生育は抑制された｡

しかし､圃場レベルで青枯病に抵抗性を示す品種が必ず しも萎凋誘導物質に対

して耐性を示さなかったことから､種子発芽と腔軸カルス培養時-の萎凋誘導

物質の添加は青枯病抵抗性個体を選抜するための指標にはならないと考えられ

る｡そこで､プロトプラス ト培養系に対する萎凋誘導物質の影響を調べた｡そ

の結果､すべての供試材料において､萎凋誘導物質をプロトプラス ト培養時に

処理 した場合､培養開始 4時間後の生存には影響を与えなかったが､3日後に

は ｢ヒラナス｣ と ｢千両二号｣で生存率が著しく低下 した (Fig.1-4)｡さら

に､｢ヒラナス｣と ｢千両二号｣では､プロトプラス ト培養直後に萎凋誘導物

質を添加 して培養 した場合と､培養 1週間後に添加 した場合とでは､前者のコ

ロニー形成が顕著に劣った (Table1-6)｡このことから､萎凋誘導物質はプロ

トプラス トの細胞膜に強くアタックして死に至らしめるような物質ではないが､

萎凋誘導物質存在下で長期間培養するとその影響が現れ､コロニー形成率を顕

著に抑制するものであると考えられる｡一方､｢カレ-ン｣では､萎凋誘導物

質存在下でプロトプラス トを培養 した場合､プロトプラス トからのコロニー形

成に萎凋誘導物質の影響をほとんど受けなかったが､プロトプラス ト由来小カ

ルスは敏感に反応 して褐変化し､生育も抑制された｡ しかし､再分化培地-移
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植することによって褐変化 したカルスは緑色化 した (Table卜7)｡それらの緑

色化 したカルスからは､第 1章で明らかにしたように高頻度で再分化する能力

があると思われる｡

｢カレ-ン｣のプロトプラス ト培養において､プロトプラス ト培養直後の培

地とカルスグリーン化培地 (C培地)に萎凋誘導物質を加え､再分化 した個体

を台木とし､｢千両二号｣を接ぎ木 して青枯病抵抗性を検定したところ､実生

｢カレ-ン｣を台木にした株よりも高度の抵抗性を示した｡このことから､こ

の萎凋誘導物質を用いた細胞選抜システムは青枯病抵抗性個体を作出するのに

有効であると考えられるo Lかし､萎凋誘導物質に対する感受性は､供試材料

や処理する細胞の培養時期によって異なることから､細胞選抜時にはそれらを

考慮する必要があろう｡
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第3章 ナス栽培品種 ｢千両二号｣と台木品種 ｢カレ-ン｣

の体細胞雑種の作出

青枯病に対して高度抵抗性を有する ｢カレ-ン｣は､低温伸長性が悪いため､

青枯病抵抗性台木としての普及が妨げられている｡第 2章において､青枯病抵

抗性個体を作出するのに､プロトプラス ト培養直後の培地とカルスグリーン化

培地 (C培地)の両方-萎凋誘導物質を添加することが有効であることが判明

した (浅尾ら 1992)｡さらに､プロトプラス ト培養直後の培地に 1,000ppmの

萎凋誘導物質を添加すると ｢千両二号｣のプロトプラス トはほとんど分裂 しな

いことから､この萎凋誘導物質を添加することにより､抵抗性を有する融合細

胞を効率よく選抜できると考えられた｡そこで本章では､高度青枯病抵抗性を

保持 し､かつ低温伸長性の良好な台木品種を作出するために､｢カレ-ン｣と

｢千両二号｣との細胞融合を行い､融合細胞の培養時およびこれに由来する小

カルスの培養時に萎凋誘導物質を添加 して植物体を再分化させ､得られた体細

胞雑種の遺伝特性と生育特性について調査 した｡

第 1飾 材料および方法

1.プロトプラス トの単離

無菌播種 して育成 した栽培品種 ｢千両二号｣と台木品種 ｢カレ-ン｣の子葉

から､第 1章で明らかにした最適条件を用いて以下のようにプロトプラス トの

単離と調整を行った｡すなわち､cPW塩を含む 0.5Mマニ トール液中で子葉を

約 1m 幅に刻み､酵素液に浸漬 し､25℃､暗黒下で 16時間静置処理を行った｡

用いた酵素液は､0.3%セルラーゼオノズカR-10､0.06%マセロザイムR-10､

10mMMES (pH5.8)および CPW塩を含む 0.5Mマニ トール液とした｡単離され

たプロトプラス トは､ナイロンメッシュ (50〃m)で漉過 した後､W5液で 3回

遠心分離 (100×g､3分間)によって洗浄 し､5×104個/mgの細胞密度に調整

後､培養実験に供試 した｡

2.プロトプラス ト融合と培養

｢千両二号｣と ｢カレ-ン｣のプロトプラス トを 5:1の比率で混合 した懸

濁液 1mgをシャーレ (15… X60…)に入れ､その中に電極 (島津 FTC33D5)
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を設置 した｡200V/cm､1Mhzの交流を 30秒間流 してパールチェーンを作っ

た後､0.75KV/cmの直流を20〃秒 2回流 してプロトプラス トを融合させた｡

融合直後に培養液 1mgをゆっくりと添加 した｡培養には､2,4-D0.5mg/

C､NAA1mg/C､KIN1mg/C､第 2章で用いた 1,000ppmの萎凋誘導物質､

0.45Mグルコースおよび 10mMMES(pH5.8)を含む KM(8p)培地を用い､5×104

個/mCの細胞密度で培養 したo培養 7日毎に､オーキシンと浸透圧調節剤を含

まない培地を等量添加 した｡培養は 7日目までは 25℃､暗黒下で行い､それ

以後は 25℃､5001ux条件下で行った｡約 1mm程度に生育したコロニーを 100

ppmの萎凋誘導物質を加えたカルスグリーン化培地 (C培地)に移植 し､2週

間後にグリーン化 した小カルスを､IAA0.2mg/βとZeatin3mg/β添加 した

MS培地 (再分化培地)に置床 して､25℃､3,0001ux､16時間照明下で培養 し

た｡なお､再分化培地に萎凋誘導物質は添加 していない｡

3.RAPD解析

融合細胞から再分化 した個体と両親間でDNAの多型を調べるため､葉からDNA

をEdwardsetal.(1991)の方法で抽出し､PC-700(アステック)を用いてPCR

(polymerasechainreaction)を行った｡PCRは､94℃ ･30秒保温の後､変

性 94℃ ･30秒､アニー リング60℃ ･2分および伸長反応 72℃ ･3分を45サイ

クル反復 した後､72℃ ･7分保温の条件で行った｡また､PCR反応液は､10mM

Tris-HCl(pH8.9)､80mMKCl､1.5mMMgC12､0.1% TritonX-100､0.2mMdATP､

0.2mMdGTP､0.2mMdCTP､0.2mMdTTP､0.2 〃Mprimer (RA 12-17:5'-

cGTCGGGGAGAA-3')､10ngtemplateDNAおよび 0.5unitTthDNApolymerase(東

洋紡)を用いた｡増幅産物は､1〟g/βエチジウムブロミドを含む 1.5% アガ

ロースゲルで電気泳動することにより分析 した｡

4.体細胞雑種の特性調査

根端を室温で 2時間 8-キノリン飽和溶液で前処理 し､25℃で 1時間固定液

(ェチルアルコール .･酢酸=3:1)に浸漬 した後､37℃で 30分間酵素液 (4% セ

ルラーゼ RS､0.1% ペク トリアーゼ Y-23､75mMEDTA､pH5.5)処理を行っ

た｡水洗後､1% オルセインで染色 して染色体を観察 した｡花粉活性は2% ア

セ トカーミンで染色 して調査 した｡体細胞雑種は青枯病汚染圃場に定植 して､

青枯病に対して抵抗性を有する個体を選抜 した｡さらに､選抜 した体細胞雑種
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から栄養繁殖により増殖 した個体を圃場で生育させて､葉､果実､花および種

子についての特性を調査 した｡調査は､両親および体細胞雑種のいずれも5個

体を用いて行った｡

第 2飾 結 果

1.プロトプラス ト融合細胞からの再分化

｢千両二号｣と ｢カレ-ン｣とのプロトプラス ト融合細胞 (Fig.卜5,A)は､

培養 4日後に分裂を開始 し､2週間後にはコロニーを形成 した (Fig.ト5,B)｡

培養 6週間後に､形成された小さなカルスを再分化培地に移植すると､2-3

週間後には緑色シュー トが再分化 した (Fig.卜5,C)｡融合処理 して得られた

120個体のうち 8個体 (6.7%)が形態上､体細胞雑種と判定された｡これら

体細胞雑種と考えられる個体を青枯病汚染圃場に定植 した結果､1個体が青枯

病に対して高度な抵抗性を示 した｡

2.体細胞雑種の特性

両親および青枯病抵抗性を示す体細胞雑種からの栄養繁殖個体の特性を

Table1-9にまとめた｡体細胞雑種の草型 (Fig.1-6,A)､葉形 (Fig.1-6,B)､

花の大きさと色 (Fig.ト6,C)および果実の形と色 (Fig.1-6,D)はいずれ

も両親の中間を示 したQ特に､体細胞雑種の果実は未熟な時は ｢千両二号｣と

同様の黒色であるが､熟すると ｢カレ-ン｣ と同様の棲色になった｡花粉稔性

は両親が90%以上であったのに対して､体細胞雑種はこれよりやや劣る82.3%

であったが､正常に着果 して種子も実った｡体細胞雑種の染色体数は､両親の

染色体をあわせ持つ 48本 (2n=4Ⅹ)であり (Fig.1-7)､さらに､体細胞雑種

の自殖第 1代 (sl)の染色体数も48本であった｡RA12-17プライマーを用い

た RAPD分析の結果､両親である ｢千両二号｣と ｢カレ-ン｣は異なるバンド

パターンを示 し､体細胞雑種および体細胞雑種 slは両親のバンドをあわせ持

っていた (Fig.1-8)Q
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Table1-9.Morphologicalcharacteristicsandchromosomenumbersof
theparentalspeciesandthesomatichybrid.

S.melongena Somatichybrid S.sanitwongsei
cv.SenryouII

Leafshap e

Anthocyan inonstem

Flowering

Flowerdiameter(cm)

Fruitsize(cm)

height

width

Fruitcolor

imatured

matured

Seednumberperfruit

Pollenviability(港)

Chromosomenumber

Lobed Slightlydivided Deeplydivided

Present Minimalamount Absent

Solitary Cyme
flower (4-7flowers)

5.0 4.2

13.0 2.9

5.0

W

ck

10

<

o

a

1

0

.

1

e

O

8

4

B

V1
3

9

2
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第 3飾 考 蕪

効率よく青枯病抵抗性を有する体細胞雑種を作出するために､1,000ppmの

萎凋誘導物質をプロトプラス ト培養液に添加 した｡1,000ppmの萎凋誘導物質

の培地-の添加によって ｢千両二号｣のプロトプラス トはほとんど分裂 しない

ことから (浅尾ら 1992)､再分化個体は体細胞雑種であるか ｢カレ-ン｣のプ

ロトプラス トから由来 したものであると考えられる｡｢カレ-ン｣のコロニー

形成率は ｢千両二号｣に比べて非常に高かったことから､｢カレ-ン｣と ｢千

両二号｣ の細胞融合時のプロトプラス ト混合比を 1:5にして融合処理を行っ

たO同様な実験はGuriandSink(1988a,1988b)によっても報告されているQ

また､ナスの細胞融合に関しては､電気的細胞融合 (sihachakretal.1988,

Sihachakretal.1989,Daunayetal.1993)､ポリエチレングリコール処理

法 (Gleddieetal.1985,Gleddieetal.1986b,GuriandSink1988a,Guri

andSink1988b)およびデキス トラン処理法 (Kameyaetal.1990)が報告さ

れている｡その中で､稔性ある細胞融合雑種の作出に成功 しているのは､Kameya

etal.(1990)の S.melongenaと S.integrifolium､および Daunayetal.

(1993)のS.melongenaとS.aethllopicumであるが､その他の体細胞雑種は

不稔性を示 した｡

予備試験で ｢千両二号｣と ｢カレ-ン｣との交配を行ったところ､わずかに

果実は得られたが､種子はすべてしいなであった｡ しかし､本研究で行った電

気的細胞融合によって得られた体細胞雑種のうち青枯病汚染圃場で生き残った

1個体については､染色体数が両親の染色体をあわせ持った 48本で､種子稔

性は良好であった｡また､その体細胞雑種自殖第 1代の染色体数も48本で稔

性も維持されていた｡これらのことから青枯病に対する耐病性個体の育成にお

いてこの体細胞雑種は有効であると考えられる｡
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第4草 体細胞雑種とその後代の特性

第 3章で､｢カレ-ン｣ と ｢千両二号｣との細胞融合を行って得た体細胞雑

種において､草型､葉形､花および果実特性は両親の中間を示 し､さらに両親

の染色体をあわせ持っていることが判明した (Asaoetal.1994)Oそこで本

章では､この体細胞雑種が青枯病抵抗性台木として利用できるか否かを判定す

るため､体細胞雑種自殖第 1代 (以下これを体細胞雑種 slという)の種子発

芽率と肱軸径､接ぎ木 した時の穂木の収量と青枯病抵抗性について検討 した｡

第 1奇 材料および方法

1,体細胞雑種自殖第 1代 (体細胞雑種sl)の種子発芽率と腫軸径

｢千両二号｣と ｢カレ-ン｣の体細胞雑種を自殖 し､得られた種子 (Sl)を

100mg/β ジベレリンに 1日間浸漬後､128穴セル トレイに 1粒ずつ播種 した｡

また､対照として､｢千両二号｣､｢カレ-ン｣および ｢ヒラナス｣を同様に播

種 した｡20℃と 25℃に設定した培養器 (5,0001ux)で生育させ､播種 13日

後に発芽率を､播種 18日後に腫軸径を測定した｡

2.収量調査

体細胞雑種 sl､｢カレ-ン｣および ｢ヒラナス｣に ｢千両二号｣ を接ぎ木し

て､1993年 5月 10日に圃場-畝間 2m､株間 0.6mで定植 した｡同年 7月か

ら10月までの収量を 1区 20株で 2反復の実験区で調査 した｡

3.青枯病抵抗性検定

体細胞雑種およびその日殖後代 (Sl～S5)に ｢千両二号｣を接ぎ木 し､青枯

病菌汚染圃場-定植 して､1992年から1997年までの6年間において青枯病に

対する抵抗性を調査 した｡なお､対照として､｢カレ-ン｣ と ｢ヒラナス｣に

｢千両二号｣を接ぎ木 した苗および ｢千両二号｣ 白根苗を供試 した｡

第 2飾 結 果

1,生育温度が種子発芽率と腔軸径に及ぼす影響
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各品種の発芽率を調査 した結果 (Table1-10)､｢カレ-ン｣の発芽率は､20℃

におい 12.5%で､低温における発芽が非常に悪いのに対 して､体細胞雑種 sl

の発芽率は､20℃において 71.3%で ｢カレ-ン｣と比較 して良好な発芽が観

察された｡一方､｢ヒラナス｣と ｢千両二号｣は温度にかかわらず高い発芽率

(80%以上)を示 した｡また､各品種の腔軸径を測定したところ(Table1-10)､

各温度設定区において､体細胞雑種 Slの腫軸径は ｢ヒラナス｣や ｢千両二号｣

と同じ程度であったが､｢カレ-ン｣の陛軸径は他の 3品種と比較 して 30%～

40%小さい値で有意に細かった｡

2.穂木 ｢千両二号｣の収量に及ぼす台木の影響

穂木である ｢千両二号｣の収量に及ぼす台木の影響を調査 した結果 (Fig.1-

9)､｢カレ-ン｣台､体細胞雑種 S1台､｢ヒラナス｣台の順に収量は高かった

が､有意な差は認められなかった｡体細胞雑種 sl台の初期 (7月)収量は他

の 2品種を台木にした時と比較 して良好であったが､後期 (10月)の収量が

少なくなった｡

3.体細胞雑種と体細胞雑種後代の青枯病抵抗性

1992年から1997年の6年間､青枯病菌汚染圃場において青枯病抵抗性につ

いて検定した結果はTable1-11に示 した通りである｡｢ヒラナス｣に ｢千両二

号｣を接ぎ木 した苗と ｢千両二号｣目板苗は定植 45日以内に 100%枯死した

のに対して､｢カレ-ン｣､体細胞雑種および体細胞雑種後代 (Sl～S5)に ｢千

両二号｣を接ぎ木 した苗の中には､青枯病に対して抵抗性を示すものが観察さ

れ､枯死 してもその病徴のでる時期は遅延 した｡また､体細胞雑種台 (1992

午)と S1台 (1993年)は､｢カレ-ン｣台と同程度の青枯病抵抗性を示 した

が､S2台 (1994年)からS5台 (1997年)は明らかに ｢カレ-ン｣台よりも

強い青枯病抵抗性を示 した｡

37



Table卜10,Effectoftemperatureontheseedgerminationandthediameter

ofthehypocotyl.

Plant Germination 1) Diameter ofthe hypocoty12)
(港)

oS
J71
･
3

1-
･
5

9-
･
4

8-

(mm)

25℃ 20℃ 25℃

76.6 0.94±0.09 1.09±0.10

71.9 0.58±0.06 0.79±0.08

100.0 0.97±0.10 1.14±0.ll

96.9 0.95±0.09 1.18±0.12

slplant3)

S.sanitwongsei

S.integrirolium

S.melongena
cv.SenrvouII

1)13daysafterseeding.Valuesarethepercentagesofgerminationfrom
256seeds.

2)18daysafterseeding.Valuesarethemeans±SDfromfiftyplants.

3)offspringfromtheself-pollinatedfertilehybridplant.
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第3飾 考 蕪

奈良県農業技術センターで育成された ｢カレ-ン｣は高度青枯病抵抗性を示

すが､他の台木と比較 して低温時期の種子発芽や伸長が劣るという欠点を持っ

ている｡｢カレ-ン｣ を片親 とする体細胞雑種はこの欠点を克服 し､低温での

発芽率は高く､その後の生育も良かった｡さらに､腔軸径も生育旺盛な ｢ヒラ

ナス｣に若干劣るが､｢カレ-ン｣ と比較すると十分太く､接ぎ木作業は容易

に行 うことができた｡また､体細胞雑種 slを台木とし､｢千両二号｣を穂木と

して接ぎ木 したときの個体当たり収量は､｢ヒラナス｣および ｢カレ-ン｣を

台木としたときと比較 して遜色なかった｡さらに､青枯病汚染土壌において､

体細胞雑種 S1台は ｢カレ-ン｣台と同程度の青枯病抵抗性を示 し､台木とし

て有望であると考えられた｡

そこで､この体細胞雑種を 1994年 10月 31日に ｢バイオカレ-ン (仮称)｣

で登録出願 し､1997年 12月 18日に品種名 ｢ナクロス｣として登録 した (登

録番号第 5970)0 ｢ナクロス｣は､夏秋作型産地の青枯病発生頻度の高い地域

で台木としての普及が期待できる｡特に､｢ヒラナス｣を台木として用いてい

る地域において､青枯病が多発する圃場で ｢ナクロス｣ は台木として有望であ

る｡ただし､水田後など地下水位の高い圃場では生育が悪くなるので､栽培圃

場を吟味し､高地で輪作がしにくい地域で栽培すれば ｢ナクロス｣ の特性を最

大限に発揮させることができると考えられる｡
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第 2編 遺伝子組換え技術を用いた耐病性イチゴの作出

イチゴ (FragariaX AnanassaDuch)はバラ科の植物で温帯地域において

広く分布 しており､北米とチリ中南部原産の二種が自然交雑 して現在の品種に

なったと言われている｡世界で20.7万haの栽培面積があり､324万 トンが収

穫されているOまた､国別生産量は上位からアメリカ(89.4万 トン､1.93万 ha)､

スペイン (32.9万 トン､0.78万 ha)､日本 (21.0万 トン､0.74万 ha)､韓

国 (18.5万 トン､0.76万 ha)､ポーランド(15.5万 トン､3.89万ha)の順 (FÅo,

2002)で､日本は世界第 3位とイチゴ栽培の盛んな国である｡

イチゴの品種改良は､伝統的な交配育種によって進められ､多数の品種が生

み出されてきた｡その中でも､｢とよのか｣､｢女峰｣および ｢宝交早生｣は日

本を代表する品種である｡それらの品種は良味で市場からの評価も高いが､｢と

よのか｣は うどん こ病 (sphaerothecaaphanis)に､｢女峰｣は炭症病

(colletotrichumacutatunZ)に､｢宝交早生｣は萎黄病 (Fusariumoxysporum)

に対してそれぞれ梶病性である｡特に ｢とよのか｣ は栽培面積も多く､西日本

での消費は圧倒的に多い｡ しかし､うどんこ病に弱いことから､農薬散布に対

する農家の負担が大きくなっている｡さらに､良味と病害に対する羅病性との

間に相関がみられることが多いが､育種現場では市場性を加味して良味や輸送

性および果実の形を重点に選抜が行われているため､病害防除については栽培

農家の薬剤散布に頼らざるをえない状況である｡これらのことから､良味性と

病害抵抗性をあわせ持った品種を効率的に育成することが望まれ､そのために

は目的遺伝子だけを付与することができる遺伝子組換え技術をイチゴの育種-

応用することは､非常に有効であると考えられる｡特に､イチゴはランナーで

苗を増殖する栄養繁殖性植物であるので､遺伝子組換えで有望な個体が選抜で

きれば､それを増殖して直ちに品種にできる利点もある｡また､イチゴの葉片

と葉柄片から効率良い再分化系を確立したことから､イチゴ-の遺伝子導入法

として､それらイチゴ組織- AgrobacteriumtumefaC1'ensを感染させて遺伝子

を導入する手法 (GasserandFraley1989)が有望であると考えられる｡

そこで本編の第 1章では､イチゴ主要品種-の遺伝子導入における最適条件

を解明するとともに､導入された遺伝子が組換え体から生 じたランナーにおい

ても安定的に発現するかをGUS遺伝子を用いて検討した0第2章では､病害抵
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抗性を獲得するのに有望であると考えられるイネ由来キチナ-ゼ遺伝子を導入

して､うどんこ病抵抗性を検定した｡第 3章では､うどんこ病抵抗性を示 した

組換えイチゴの環境に対する安全性評価試験を行った｡

第 1章 イチゴの遺伝子組換え技術の開発

イチゴ-有用遺伝子を導入して実用的な植物を選抜するには､多数の遺伝子

組換え体を作出しなければならない｡それには､遺伝子導入における最適条件

を解明し､作出した遺伝子組換え体の遺伝的安定性を確認する必要がある｡

そこで､本章では遺伝子導入した個体を選抜するために必要なカナマイシン

の濃度､アグロバクテリウム懸濁液-の浸漬時間および遺伝子組換え体におけ

る導入遺伝子の発現程度について検討した｡

第 1飾 材料および方法

1.供試材料

無菌的に大量増殖 (藤本ら,1987) した ｢女峰｣､｢とよのか｣および ｢宝交

早生｣の菓片と葉柄片をカルス形成液体培地 (MS培地にBA2mg/β､2,4-DO.2

mg/Cおよび 3% ショ糖を添加 し､pH5.8に調整)に 1日間振塗 しながら浸漬

(100rpm､25℃､暗黒下)して供試材料とした｡Agrobacteriumtumefaciens

は､カナマイシン抵抗性遺伝子(NPTZI)とβ-グルクロニダーゼ遺伝子(GUS)を

有するpBI121(Jefferson1987)を含む LBA4404を用いたOなお､GUS遺伝子

の上流にはCaMV35Sプロモーターが連結されている｡

2.抗生物質のカルス形成に対する影響の検討

カナマイシンを 10､30､50､70および 100mg/βあるいはカルベニシリン

を 100､500および 1,000mg/β添加 したカルス形成培地 (0.2% ゲルライ ト)

に､上記の浸漬処理を施した各種イチゴの菓片と葉柄片を置床 し､60日後の

カルス形成について調査 した｡

3.遺伝子組換えカルスと不定芽の選抜
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50mg/β カナマイシンを添加 したYEB培地 (1g/β イース トエキス､5g/

β 肉エキス､5g/β ペプ トン､5g/〃 ショ糖､0.5g/♂MgSO4､pH7.0)で

一晩振塗培養 (100rpm､28℃) したA.tumefaciensの菌液をYEB培地で 1/10

に希釈 した液に､イチゴ外植片を 10-30分間浸 して接種 し､カルス形成培地

で 2日間共存培養 した｡その後､除菌のために 100mg/β カルベニシリンと

遺伝子組換えカルスの選抜のために 50mg/β カナマイシンを添加 したカルス

形成培地に移植 し､培養 60日後にカルス形成について調査 した｡次に､形成

したカルスを前記抗生物質を含んだ再分化培地 (カルス形成培地から2,4-Dを

除く)に移植 して 30日間培養後､不定芽形成について調査 したC

4.遺伝子組換え体の確認

茎葉分化 した個体を 50mg/C カナマイシンを含む 1/2MS培地に移植 し､

発根個体を得た｡GUS活性の組織局在性を調べるため､再分化個体の葉､葉柄

お よび根の切片 を､Ⅹ-Glue(5-bromo-4-chloro-3-indolyト β-D-glucuronic

acid)で一晩染色 してアルコールで脱色後 (Kosugietal.1990)､青色の染色

度でGUS活性を評価 した｡次に､GUS活性の存在が確認された再分化個体 (｢と
よのか｣からの 2個体と ｢女峰｣からの 2個体)を鉢上げし､ランナーを出さ

せ､親株および第 1次ランナーから第 6次ランナーにおける組織 (根､菓位別

の葉と葉柄)のGUS活性を上記の方法で評価 した｡また､果実の部位別 GUS活

性も同様にして評価 した｡

5.導入 NPTZI遺伝子の確認

再分化 した個体の葉から Edwardsetal.(1991)の簡便法によりDNAを抽

出した｡ただし､DNA抽出時の褐変を防ぐため､抽出緩衝液に25mMのジチオ

スレイ トールを添加 した｡得られた DNAは 10-30ngを鋳型として､NPTII

遺伝子の翻訳領域の 5'末端部の塩基配列 (5'-CAAGATGGATTGCACGCAGGTTCT-3')

と 3'末端部の相補的配列 (5'-GAAGAACTCGTCAAGAAGGCG-3')を持つプライマー

を用いてポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)を行った｡PCRは DNAThermalCycler

(perkinElmer)を用いて､94℃ ･30秒保温の後､変性 94℃ ･30秒､アニー

リング60℃ ･2分および伸長反応 72℃ ･3分を45サイクル反復 した後､72℃ ･

7分保温の条件で行ったo増幅産物は､1FLg/C エチジウムブロミドを含む

1.5%アガロースゲルで電気泳動することにより分析 した｡
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第 2飾 結 果

1.遺伝子組換え体の選抜に用いる抗生物質の濃度

得られた遺伝子組換え体を効率良く選抜するために､葉片および葉柄片から

のカルス形成率に対する抗生物質の濃度の影響を検討 した｡その結果 (Table

2-1)､カナマイシンを 50mg/β以上添加 した培地では､いずれの品種におい

てもカルス形成は認められなかった｡また､供試 した品種の中では､｢とよの

か｣が最もカナマイシンの影響を受けてカルス形成率が低く､特に､カナマイ

シンを 30mg/β添加 した培地でも葉片からのカルス形成は全く認められなか

った｡一方､カルベニシリンはカルス形成率には全く影響を及ぼさなかったが､

1,000mg/β添加区のカルスの生育はすべての品種で若干劣った (データ省略)0

2.遺伝子組換えカルスと不定芽の形成

アグロバクテリウム懸濁液-の浸漬時間が､選抜培地上での菓片および葉柄

片からのカルス形成と不定芽形成に及ぼす影響を調べた｡その結果 (Table2-

2)､カルス形成は 3品種のうち ｢女峰｣が最も効率良く､菓片および葉柄片の

いずれにおいても置床 した外植片の 20%以上からカルスが得 られた｡一方､

他の 2品種では置床 した外植片のうちカルスが得られたのは 10%以下であっ

た｡｢女峰｣のカルス形成率は菓片の方が葉柄片よりも高く､置床 した葉片の

33.6%からカルスが得られた｡置床 した外植片あたりの再分化不定芽数も ｢女

峰｣が多かったが､｢とよのか｣と ｢宝交早生｣ からも低率ながら不定芽が得

られた｡菌懸濁液-の浸漬時間のカルス形成と不定芽形成に及ぼす影響につい

ては､品種に共通 した一定の傾向は認められなかったが､｢女峰｣の葉柄およ

び葉柄片からの不定芽形成数は20分間で最も多かった｡

3.GUS活性による発現組織の観察

GUS遺伝子を導入 した遺伝子組換え体 (Fig.2-1)のどの組織で GUS遺伝子

が発現しているかを調べるため､各組織をⅩ-Gluc染色 し､青色の染色度でGUS

活性を評価 した｡Fig.2-2には､｢とよのか｣でみられた結果を示す｡これに

よると､ほとんどの組織でGUS活性が確認され､特に､葉では葉脈､葉柄では

維管束､根では生長点付近において高い活性が認められた｡この様子は他の 2

品種についても同様であった｡

45



遺伝子組換え体の親株とそのランナーから増殖 した ｢とよのか｣と ｢女峰｣

の苗において､菓身､葉柄および根のGUS活性を調査 したoTable2-3には､

｢とよのか｣で得られた結果を示 した｡親株と第 1次ランナーでは､新生第 1

葉の菓身と葉柄および新生第 2葉の葉柄以外においてGUS活性が認められた｡

また､第 2次ランナーから第 6次ランナーではいずれの菓位の葉身でもGUS活

性が認められ､遺伝子組換え体のランナー増殖苗において安定的に遺伝子が発

現していることが確認できた｡一方､果実においては (Table2-4)､果肉､果

皮および種子においてGUS活性が認められたが､果皮のGUS活性は弱く､開花

60日目の果実でかすかに認められる程度であった｡｢女峰｣のランナーと果実

についても上記と同様の結果が得られた｡

4.PCRによるNPTII遺伝子の導入確認

遺伝子組換え体から単離 した DNAを鋳型にして､NPTZI遺伝子の翻訳領域

の5'末端部の塩基配列と3'末端部の相補的配列を持つプライマーを用いてPCR

を行った｡その結果 (Fig.2-3)､pBI121を鋳型にした場合と同様に 783bpの

DNA断片が増幅され､これらの再分化個体が NPTII遺伝子を持つ遺伝子組換

え体であることが確認できた｡
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Table2-1.Effectofthekanamycinonthecallusformation.

Kanamycin cv.Nyohou cv.Toyonoka cv.Houkouwase

(mg/1) Leafdiscs Peti｡1es LeafdiscsPeti｡1es LeafdiscsPeti｡1es

100.0 100.0

24.4 60.0

0.0 2.2

0.0 0.0

0.0 0.0

0.0 0.0

0 100.0 100.0

10 80.0 82.5

30 6.7 5.0

50 0.0 0.0

70 0.0 0.0

100 0.0 0.0

Thevaluesindicatethepercentagesofthecallusformation.
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100.0 100.0

66.0 94.0

8.0 4.0

0.0 0.0

0.0 0.0

0.0 0.0
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Table2-3.β-glucuronidaseactivityintheleafpositionandrootofthetransgenicplantof
strawberrycv.Toyonoka.

plant Sample
Leafposition(New■一一ト01d)

ll) 2 3 4 5 6 7

Motherplant Leaf 2) ++ ++ ++ ++ +++ +++
petiole + + + + ++

Primaryrunnerplant Leaf
Petiole

Secondaryrunnerplant Leaf
Petiole

Thirdrunnerplant Leaf
Petiole

Fourthrunnerplant Leaf
Petiole

Fifthrunnerplant Leaf
Petiole

Sixthrunnerplant Leaf
Petiole

++ ++ ++ +++ +++ +++
+ + + ++ ++

+ ++ ++ ++ +++ +++ +++
+ + + ++ ++

+ ++ ++ ++
+ + +

+ ++ ++ ++
+ + +

+ ++ ++
+ ++ ++
+ +
+ ++

+

+++

+++

+++

+++

+++

norooting

1)Theleaveswerenumberedfromyoungonetooldonesineachrunnerplant.

2)ScoreforrelativeintensityofbluecolourafterstainingwithX-Gluc.

-:negative,+:low,++:high,+++:veryhigh.



Table2-4. β-glucuronidaseactivityofthefruitofeachstagein
transformedstrawberry(cv.Toyonoka).

Daysaftertheflowering O 15 30 45 50 60

centerofthesarcocarp +1)

Wholesarcocarp
+
±

Pericarp

+
±

++ +++ +++
+ ++ ++

+

1)ScoreforrelativeintensityofbluecolourafterstainingwithX-Gluc.

-:negative,±:verylow,+:low,++:high,+++:veryhigh.
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第 3飾 考 蕪

イチゴの組織培養では､培地に置床 した外植片の褐変が問題になることが多

く､それを回避するために､外植片として若い未展開葉を用いたり(Nehraetal.

1990a,Nehraetal.1991b)､培地のオーキシン濃度を下げたりして (Toyodaet

al.1990)褐変を抑制 してきたO著者 らは､試験管内で大量増殖 したイチゴ (藤

本ら 1987)の外植片をカルス誘導培地に 1日間浸漬処理すことによって褐変

を抑制 し､安定的なカルス誘導と再分化系を確立した (荒井 ･浅尾 1993)｡こ

の培養系において外植片の褐変化が抑えられたのは､褐変の主因と考えられる

フェノール物質が浸漬処理によって洗い流されたためであろう｡この培養系を

用いることによって再現性のあるイチゴ-の遺伝子導入が可能となった｡

供試 したイチゴ外植片のカナマイシンに対する感受性は高く､50mg/βの添

加で､葉片と葉柄片からのカルス化は認められず､この濃度で遺伝子組換え体

を効率良く選抜できることが判明した｡遺伝子導入後の不定芽をカナマイシン

を添加 した発根培地に置床すると非常に発根 しにくかった｡これはカナマイシ

ンに対するイチゴの根の感受性が他の組織に比べて高いことが原因であると考

えられる｡カナマイシン存在下でイチゴの不定芽の発根能力が弱くなることに

ついては､Nehraetal.(1990b)も同様な報告をしているO葉脈､維管束お

よび根の生長点で高いGUS活性が認められた｡これは､用いたCaMV35Sプロモ

ーターは遺伝子を構成的に発現させるが､活発に細胞分裂が行われている部分

で特に発現を強くさせるという組織特異性を持つためであり(Jeffersonetal.

1987,TeradaandShimamoto1990)､また細胞周期に依存 している (Nagataet

al.1987)ためであると考えられるoGUS活性を調査 した個体の中に､根には

GUS活性があるが葉柄には活性が無い個体や､葉柄組織でGUS活性が一様には

見られず､一部の細胞だけで活性が観察されキメラと判定される個体があった｡

このように､得られた遺伝子組換え体のGUS活性の強さと発現部位には個体間

差があった｡これは､Arakietal.(1989)や Stiekemaetal.(1988)が報

告しているように､導入遺伝子の位置効果やコピー数の違いによるものである

と考えられる｡これまでに A.tumefaciensを用いたイチゴ-の遺伝子導入の

報告 (Jamesetal.1990,Nehraetal1990b,Nehraefa11990C)はある

が､日本の品種において成功 したのは本研究が初めてであり､有用遺伝子の導

入に向けて有効な手段になるであろう｡
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遺伝子組換え体から増殖 した第 1次ランナーから第 6次ランナーにおいて､

安定的にGUS活性が認められた結果は､遺伝子導入による有用個体の作出が可

能であることを示す｡また､病害抵抗性に関与する遺伝子等の有用遺伝子を導

入 して育種する場合､多くの遺伝子組換え体を作出して､その中から発現量の

高い個体を選抜する必要がある｡このためには､効率良い遺伝子組換え系が必

須であり､ここで述べた手法は広く利用できると考えられる｡
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第2章 イネ由来キチナ-ゼ遺伝子年人によるうどんこ病

抵抗性イチゴの作出

高等植物はその構成成分としてキチンを持たないにもかかわらず､キチンを

分解する酵素であるキチナ-ゼを産生する｡このキチナ-ゼの産生は病原菌の

感染や傷害に加え､植物ホルモンのエチレンや化学物質のサリチル酸などによ

っても誘導される｡これらのキチナ-ゼは植物の過敏感反応に伴って作られる

pR(pathogenesisrelated)タンパク質 (感染特異的タンパク質)の一つであ

ることが明らかにされている｡さらにキチナ-ゼは､多くの植物病原菌の細胞

壁の構成成分であるキチンを溶解 して直接菌類の生育を阻害すると同時に､こ

のように低分子化された菌体細胞壁のキチンオリゴマーが､ファイ トアレキシ

ンの産生やプロテアーゼインヒビターの合成など､一連の防御反応を誘導する｡

このように､植物の生体防御において､重要な役割を果たしていると考えら

れるキチナ-ゼ遺伝子をイチゴ-導入することによってうどんこ病抵抗性個体

の作出が可能であるかを検討 した｡なお､本章では､｢女峰｣と比較 して再分

化率は低いが西日本での栽培面積が最も大きい ｢とよのか｣に､うどんこ病抵

抗性を付与することを試みた｡

第 1飾 材料および方法

1.イチゴ-のキチナ-ゼ遺伝子の導入

無菌的に大量増殖した ｢とよのか｣の菓片と葉柄片をカルス形成液体培地 伽S培地に

3% ショ糖､BA2mg/Cおよび 2,4-D0.2mg/Cを添加し､pH5.8に調整)に 1日間振

塗しながら浸漬し､供試材料とした｡一方､NishizawaandHibi(1991)が単離したイネ

由来キチナ-ゼ遺伝子 (RCC2)をGUS遺伝子を除去したバイナリーベクター坤Ⅰ121中の

cdMV35Sプロモーターの下流に連結し (Fig.2-4)､これをA tLuWfaciensIBA4404株

に導入した菌を用意した｡

外植片は 50mg/C カナマイシンを添加 した YEB培地で一晩振塗培養 した A.

tutzk?faciensの 1/10希釈液に20分間浸して接種し､カルス形成培地 (0.2% ゲルライ

ト)で2日間培養した｡その後､除菌のために100mg/β カルベニシリンと遺伝子組換

えカルスの選抜のために50mg/C カナマイシンを翻 口したカルス形成培地に移値したO
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次に､形成したカルスを前記抗生物質を含んだ再分化培地 (カルス形成培地から2,4-D

を除いたもの)に移植して不定芽を形成させた｡

2.導入1訂C2遺伝子の確認

再分化 した個体の葉から Edwardsetal.(1991)の簡便法により DNAを抽

出したOただし､DNA抽出時の褐変を防ぐため､抽出緩衝液に 25mMのジチオ

スレイ トールを添加 したo得られた DNAは 10-30ngを鋳型として､RCC2遺

伝子の翻訳領域の 5'末端部の塩基配列 (5'-TGGATCCAGCGGCTCGTCGGTTG-3') と

NOSターミネーターの相補的配列 (5'-GTATAATTGCGGGACTCTAAT-3')を持つプラ

イマーを用いてポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)を行った｡PCRは DNAThermal

Cycler(PerkinElmer)を用いて､94℃ ･30秒保温の後､変性 94℃ ･30秒､

アニーリング60℃ ･2分､伸長反応 72℃ ･3分を 45サイクル反復 した後､72℃ ･

7分保温の条件で行った｡増幅産物は､1〃g/βエチジウムブロミドを含む

1.2%アガロースゲルで電気泳動することにより分析 した｡また､泳動した DNA

はナイロンメンブレン-トランスファーし､32pでラベルしたpBI121-RCC2の300bpDNA

断片をプローブとしてハイブリダイゼーションを行った｡

3.キチナ-ゼ活性の測定

遺伝子組換え体の新鮮菓0.5gを緩衝液(0.02Mcitricacid､0.04MNa2肝04､PH6.8)

で摩砕し､遠心分離後 (15,000rrm､15分間､4℃)の上清を同じ緩衝液で一晩透析し

て粗タンパク質としたOキチナ-ゼ活性を測定するため､20mgcarboxymetylchitin

(IchitnaruPharcos)を含む2mC緩衝液(0.05Mcitricacid､0.1MNa2肝04､PH6.8)

と1mg粗タンパク質を1時間 (37℃)反応させ､1mg trichloroaceticacidで反応

を止めた｡不溶な基質と変性タンパク質を遠心分離 (15,000Ipm､15分間､4℃)で除

いた反応液をシヤーレス変法試薬 (ImotoandYagishita1971)と反応させ､420nmの

吸光度でN-アセチ/レ1トグルコサミン量を測定した｡なお､酵素 1単位は37℃で1分間

に1FLnt)1のN-アセチ/レO-グルコサミンに相当する還元力を遊離させる量とした0

4.うどんこ病抵抗性検定

閉鎖系温室内で育成した遺伝子組換え体と非組換え体にうどんこ病菌の胞子 (105個/m

C)を接種し､30日後に各個体の葉における病徴発現の程度を葉の全面積に対する病叢

面積の割合を調査することによって算出した｡
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第 2飾 結 果

1.キチナ-ゼ遺伝子導入個体の作出

アグロバクテリウム法によるキチナ-ゼ遺伝子導入実験を試みた結果 (Table2-5)､

菓片4,000個から246個 (6.2%)のカルスが､葉柄片4,128個から298個 (7.2%)の

カルスがそれぞれ形成された.形成された544個 (6.7%)のカルスを再分化培地-移す

と10週間以内に123個 (1.5%)の植物体が得られた｡

2.導入遺伝子の確認

遺伝子組換え体から単離 したDNAを鋳型にして､キチナ-ゼ遺伝子の翻訳領

域の 5'末端部の塩基配列と NOSターミネーターの相補的配列を持つプライマ

ーを用いてPCRを行ったOその結果､pBI121-RCC2を鋳型にした場合と同様に､

遺伝子組換え体からは 300bpの DNA断片が増幅された (Fig.2-5)｡また､

pBI121一成x2の300bpDNA断片をプローブとしたサザン解析によって､PCRで増幅され

たバンドが確かに導入したキチナ-ゼ遺伝子であったことから､これ らの再分化個体

がキチナ-ゼ遺伝子を持つ遺伝子組換え体であることが確認できた｡

3.うどんこ病抵抗性個体の作出

遺伝子組換え体と非組換え体におけるキチナ-ゼ活性 とうどんこ病に対する

抵抗性を調査した結果 (Table2-6)､キチナ-ゼ活性は､非組換え体の平均が13.8

mU/gであるのに対して､遺伝子組換え体の平均は44.0mU/gと約3倍の陸を示したOま

た､閉鎖系温室内において行ったうどんこ病菌接種試験の結果 (Fig.2-6)､病叢面積率

の平均は遺伝子組換え体が22.0%であるのに対して､非組換え体は40.0%であり､キチ

ナ-ゼ遺伝子を導入したイチゴの方が有意にうどんこ病菌の病叢面積が小さかった｡
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Table2-5.Formationofthecallusandshootfromexplantsco-cultured
withAgrobacteriumtumefaciensontheselectionmedium.

Explant 望;乙m;nfeSⅩplants ぎ:im慧 慧 壬;nts ご…･g｡霊r;霊 a:三三｡ts

Leafdiscs 4,000 246(6.2)1) 36(0.9)

Petioles 4,128 298(7.2) 87(2.1)

Tota1 8,128 544(6.7) 123(1.5)

1)Thevalueswithinparenthesesindicatethepercentagesofexplants
examined.
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Table2-6.Chitinaseactivityintransformantleavesanddisease

developmentofSphaerothecaaphanis.

plant Ⅳ-Acety卜D-glucosamine D is easedevelopment
(mU/gfreshweight) (l esionarea/ leaf,%)

Transgenicplants 44.0±9.4 22.0± 3.6

Controlplants 13.8±1.8 40.0± 5.2

Valuesrepresentthemeans±SDfromtwenty-fivedeterminations.
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Fig.2-6.Resistanceofthetransgenicstrawberryagainst
Sphaerothecaaphanis.Comparisonofcontrolplant(left)and
transgenicplant(right).Tendaysafterinoculation(A)and
thirtydaysafterinoculation(B).
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を除く他の抵抗性遺伝子にはロイシンリッチリピー ト(LRRs)構造が共通して存

在 しており､Xa21と Ptoの遺伝子産物はプロテインキナーゼをコー ドしてい

る｡これら抵抗性遺伝子が共通に持つ構造を基にして様々な抵抗性遺伝子の単

離が期待できる｡今後､分子生物学的解析の発展により､植物細胞における病

原菌の認識機構やシグナル伝達機構の詳細が明らかにされるとともに､それら

の知見を応用 した病害抵抗性遺伝子組換え植物の作出がさらに盛んになること

が望まれる｡
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第3章 遺伝子組換えイチゴの安全性評価試験

第 1章において､効率よいイチゴの遺伝子組換え技術を確立 した (浅尾 ら

1994)｡また第 2章において､アグロバクテリウム感染法を用いて､イネ由莱

キチナ-ゼ遺伝子 (RCC2)をイチゴ ｢とよのか｣-導入 し､うどんこ病抵抗性

個体を選抜 した (Asaoetal.1997)｡ しかし､遺伝子の導入によって環境に

悪影響を及ぼすような予期せぬ特性が現れる可能性も考えられることから､遺

伝子組換え植物を野外で栽培するには生態系に及ぼす影響を評価 しておくこと

が必要である｡組換え体の環境に対する安全性評価は､閉鎖系温室と非閉鎖系

温室においては文部科学省の ｢組換えDNA実験指針｣(http://www.next.go.jp

/a_menu/shinkou/seimei/dna.htm)に従って､また隔離圃場 と一般圃場におい

ては農林水産省の ｢農林水産分野等における組換え体の利用のための指針｣

(http://www.S.affrc.go.jp/docs/sentan/guide/guide.htm)に従って行われ

ている｡

そこで本章では､うどんこ病抵抗性を獲得 した遺伝子組換えイチゴの閉鎖系

温室､非閉鎖系温室および隔離圃場における環境に対する安全性評価試験を上

記指針に従って行った｡

第 1飾 材料および方法

1.供試材料

前章において閉鎖系温室でうどんこ病抵抗性検定を行った 25個体の遺伝子

組換え体のうち､キチナ-ゼ遺伝子の導入が確認されてお り､最も強い抵抗性

を示す 1個体 ¢-5)を選抜 した｡以下の安全性評価試験には､C-5およびもと

の品種 ｢とよのか｣を栄養繁殖 した個体群 (以下それ らを遺伝子組換えイチゴ

および非組換えイチゴという)を供試 した｡

2.安全性評価試験の実施環境

遺伝子組換えイチゴの環境に対する安全性評価試験は,奈良県農業技術セン

ター内の閉鎖系温室､非閉鎖系温室および隔離圃場で行った｡閉鎖系温室は､

天窓､側窓および入口をすべて閉めた状態で､温度コントロールのため空調を

設備 して､排水は直接一般排水口に流入しないようにし､床はコンクリー ト敷
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として､前室にはオー トクレーブを設置した｡非閉鎖系温室の閉鎖系温室との

相違は､窓と入口は閉めた状態ではあるが､天井と側面は昆虫侵入防止のため

のメッシュ網を張っていることと､空調設備を装備 していない点である｡隔離

圃場は､遺伝子組換え植物の栽培を行うために一般環境を模した一定の区画さ

れた圃場で､遺伝子組換え植物が自然に増殖することを防止するとともに､花

粉等が圃場外の植物に影響を与えないようにフェンスで囲まれている｡また,

隔離圃場内には焼却炉､物置小屋および洗い場を設置して､隔離圃場外へ種苗

や土等が拡散しないように措置した｡

3.導入キチナーゼ遺伝子の発現解析

遺伝子組換えイチゴと非組換えイチゴの葉からタンパク質を抽出し､ラウリル硫酸ナ

トリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動 (SDS-PAGE)を行った｡この時､ゲルにキチ

ナ-ゼの基質であるグリコールキチン (0.02%)を添加してタンパク質を泳動後､1%

TritonX-100を含む 10nA4トリス儲 軒夜 bH8.0)でSDSを除去しながら酵素反

応をさせたO反応後､ゲルを0.01%フルオステインを含む 100nN トリス-塩酸緩衝液

bH8.9)で蛍光染色してキチナ-ゼの活性バンドを観察した｡なお､同じサンプ/レを同

時に2枚sDS-PAGEを行った後､分子量マーカーを含むゲルをCBB(Cocmassiebrilliant

blue)染色し､他方のゲルで検出したキチナ-ゼの活性バンドの分子量を推定した｡上

記キチナ-ゼ活性の測定は､平野 (1991)の方法に従って行った｡

4.根からの分泌物と茎葉から放出される揮発性物質の分析

培養器内で発根しつつある遺伝子組換えイチゴと非組換えイチゴをペーパーブリッジ

法で支持し､根を蒸留水 10mgに浸漬した｡移植 14日後に蒸留水を採取し､溶媒分画

後､高速液体クロマトグラフィー (liPu:)で根からの分泌物を分析した｡試料注入量は､

抽出した酸性酢酸エチル区の1/10量 (20FLC)とし､カラムは東ソーTSK--GEL(》S-80TM
cRTを用いた｡溶媒Aはアセトニトリル/水/酉駿 10/89/1(Ⅴ/V)､溶媒Bはアセトニトリ

ルとし､溶出流速は0.5mC/min､グラジェントは溶媒Bの直線濃度勾配 (0--100%):

20分で行った｡検出器SPD-10A(島津製作所)で280nmの紫外部吸光を測定した

大気中に放出される揮発性物質を分析するため､3枚の複葉が展開している遺伝子組

換えイチゴと非組換えイチゴを1/2MS培地-移植し､クリーンベンチ内で1時開閉栓し

た後密栓したo密栓後21日目に気相2.5mCを採取し､ガスクロマトグラフィー (GC:

G-2800､柳本製作所)で気体成分を分析した｡カラムは fnRAPAKQ(50/80)3×2･1nTn
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を用い､-リウムをキャリアガスとし50mg/minで流した｡カラム槽温度は100℃で2

分間保持した後に4℃/minで10分間昇温させた｡試料気化室温度は210℃とし､水素衣

イオン化検出器 (flameionizationdetector:FID)で検出した｡

5.花粉特性

非閉鎖系温室内で育成 した遺伝子組換えイチゴの薪から花粉を採取し､アセ

トカーミン液で染色して正常花粉率を調査 した｡次に､植物体から0-150cm

の距離の所に花粉発芽用培地 (1/2MS培地､10%ショ糖､0.2%ゲルライ ト､

pH5.8)を置き､植物体に扇風機で風を送って (4m/sec)､6時間放置後培地に

付着 した花粉を調査 した｡

6.土壌

遺伝子組換えイチゴの栽培土壌における微生物相と後作に及ぼす影響につい

て調べた｡非閉鎖系温室内でイチゴを育苗用土に 1ケ月間栽培 した根圏土壌 30

gを､殺菌水 270mgと共に500mg容の三角フラスコ内で 10分間よく振塗 し

たのち､殺菌水で希釈 して寒天平板上に塗布 し､乾土 1gあたりの糸状菌､細

菌および放線菌のコロニー数を計測 した｡次に､遺伝子組換えイチゴおよび非

組換えイチゴをそれぞれ 1年間栽培 した土壌に､二十日大根 (品種 :コメット)

とホウレンソウ (品種 :まほろば)を播種 し､30日後の二十 日大根と45日後

のホウレンソウの生育量を調べた｡

7.生育特性

隔離圃場内のパイプハウスにおいて促成作型で栽培 したO遺伝子組換えイチ

ゴと非組換えイチゴとも､1区 18株で4区72株を 1998年 9月 22日に畦幅 1.2

m､株間0.25m (千鳥植え)で定植 した｡なお､遺伝子組換えイチゴ個体 (C-

5)は､ランナー増殖 して供試 した｡以後､10月 22日にビニール被覆､10月

26日にマルチがけ､11月 2日に 1回目のGA (5ppm)処理､11月 5日にミツ

バチ搬入､11月 10日に2回目のGA (5ppm)処理および 11月 19日に内張り

のビニール被覆の作業を行った｡なお､N成分で 10aあたり元肥 (IB化成,

三菱化学)は 12kg､追肥 (IB化成)は 10月 13日に4kgと12月 25日に4kg

を施肥し､その後は液肥 (ハイポネックス､ハイポネックスジャパン)を適宜

施 した｡果実収量 (個体当たり収穫個数)は､1998年 12月から翌年 3月にか
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けて調査 した｡また､1998年 12月 25日と1999年 1月 9日に､遺伝子組換え

イチゴと非組換えイチゴの各 25個の果実糖度を調べた｡さらに､1999年 1月

27日に各 25個体において､草丈､最大葉の大きさおよび菓数を調べた｡

8.ミツバチの訪花

ミツバチの訪花頻度を調べるため､1998年 11月 26日の 13:20-14:20まで

の 1時間と 1999年 1月 27日の 10:20-ll:20までの 1時間に､花 (花びらが

散っていない花)にとまるミツバチの回数を調べたO

9.アグロバクテリウムの残存性

遺伝子導入に用いたアグロバクテリウムの残存性を､遺伝子組換えイチゴの

茎葉表面､根部および茎葉組織内について調べた｡茎葉部､根部および乳鉢で

摩砕 した茎葉組織に､各供試材料の 20倍量の滅菌水を加えて 2時間振塗 した

後､上清をYEB培地と50mg/βカナマイシンを含む YEB培地に塗布 し28℃

で 5日間培養 した｡

10.うどんこ病抵抗性の確認

遺伝子組換えイチゴおよび非組換えイチゴの各 18個体に番号を付け､1999

年 5月 21日に中央 6個体の新生第 1葉,第 2葉および第 3葉に 105個 /mgの

うどんこ病菌の胞子を接種 し､接種 7日後にすべての個体の新生第 1葉から第

3葉の小葉における発病程度を､葉の全面積に対する病叢面積の割合を調査すること

によって算出した｡

第 2飾 結 果

1.遺伝子組換えイチゴのキチナ-ゼ活性

薬から抽出したタンパク質を電気泳動 し､活性染色後キチナ-ゼ活性を示す

バン ドを検出した (Fig.2-7)｡遺伝子導入の有無に係わらず､イチゴの内生

キチナ-ゼと考えられるバン ドが 30kD付近に見られた｡遺伝子組換えイチゴ

だけに40kD付近にイネ由来キチナ-ゼタンパク質と同様の大きさの位置に活

性バンドが検出された｡この結果から導入遺伝子がタンパク質に翻訳され､キ

チナ-ゼ活性を持っていることが確認できた｡
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2.根からの分泌物と茎葉から放出される揮発性物質の分析

遺伝子組換えイチゴと非組換えイチゴの根からの分泌物を HPLCで分析 した

結果 (Fig.2-8)および茎葉からの揮発性物質をGCで分析 した結果 (Fig.2-

9)のいずれにおいても､両者の間で検出ピークの位置､形状に大きな差異は

認められなかった｡両分析において､ピークの高さに若干の違いが認められる

ことはあったが､これは個体間差であると考えられた｡

3.正常花粉率と花粉の飛散距離

アセ トカーミン染色法による花粉の染色を指標 として算出した正常花粉率

は､遺伝子組換えイチゴが 80.6%で非組換えイチゴが 79.8%と有意な差は無

かった(Table2-7)｡なお､花粉の発芽率にも差が認められなかったことから

(データ省略)､導入遺伝子による花粉稔性への影響は無いものと判断された｡

また､遺伝子組換えイチゴと非組換えイチゴにおいて､植物体から50cm以

上の花粉の飛散は見られず (Table2-8)､両者の花粉飛散距離には差は見られ

なかった｡

4.土壌の微生物量

遺伝子組換えイチゴおよび非組換えイチゴを栽培 した土壌の間で､糸状菌,

細菌および放線菌のコロニー数に大きな差異は認められず (Table2-9)､遺伝

子組換えイチゴの栽培による土壌中の微生物相-の影響は無いと判断した｡

5.遺伝子組換えイチゴ栽培土壌が後作に及ぼす影響

遺伝子組換えイチゴおよび非組換えイチゴをそれぞれ 1年間栽培 した土壌で

生育させた二十日大根とホウレンソウの草丈､菓数および菓身長を調べたとこ

ろ(Table2-10)､いずれの形質も土壌間で差異は認められなかったDこの結果

より､遺伝子組換えイチゴの栽培土壌は二十日大根とホウレンソウの生育に対

して影響を及ぼさないと判断した｡

6.生育特性

収量 (Fig.2-10)､時期別糖度 (Table2-ll)､生育 (草丈,最大葉,莱

数)(Table2-12)において遺伝子組換えイチゴと非組換えイチゴに差異が認め

られなかったことから､導入 した遺伝子の生育に及ぼす影響はないと判断した｡
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7.ミツバチの訪花頻度

ミツバチの 1花当たりの訪花回数は調査 日や時間帯に係わらず､遺伝子組換

えイチゴと非組換えイチゴに有意な差は認められなかった (Table2-13)0

8.アグロバクテリウムの残存性

遺伝子組換えイチゴの茎葉表面､根部および茎葉組織内のいずれからもア

グロバクテリウムは検出されなかった (Table2-14)0

9,うどんこ病抵抗性

うどんこ病菌をFig.2-11に示 したN0.7からNo.12の個体に接種 した結果､

接種 7日後の発病程度は遺伝子組換えイチゴの方が非組換えイチゴと比較 して

小さく､隣接 した株-の病斑の広がり方も少なかった (Fig.2-12)｡この結果

は､閉鎖系温室でキチナ-ゼ遺伝子導入イチゴが示 したうどんこ病抵抗性が､

圃場栽培においても維持されていることを示 している｡
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Table2-7.Percentageofthenormalpollen.

Normalpollen
(港)

Transgenicstrawberry 80.6±7.5

Non-transgenicstrawberry 79.0±6.8

Valuesarethemeans±SDfromtwentyflowers.

Table2-8. Pollendispersalbyartificialwind.

Distancefrom No.ofpollentrappedatpollengerminationmedium
plant(cm) Transgenicstrawberry Non-transgenicstrawberry

0
0
0
0
0
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0
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Table2-9.Numberofmicroorganismsinthesoilcultivatedtransgenicand
non-transgenicstrawberry.

Soil
No.ofmicroorganisms(CFU/g)

Fungi Bacteria Actinomycetes

Cultivatedwithtransgenicstrawberry 5.6×105 1.7×107 7.5×105

Cultivatedwithnon-transgenicstrawberry 7.9×105 7.5×106 2.6×105

Table2-10.Influenceofsoilprecultivatedwithtransgenicstrawberryon
growthofradishandspinach.

Materialpreparedfrom Succeeding
CrOp plan(tcmh)eight No･of Leaf(clme)ngthleaves

Transgenicstrawberry Radish

Spinach

Non-transgenicstrawberry Radish
Spinach

18.5±1.7 7.5±1.4 6.1±0.5
13.2±1.2 7.4±1.8 7.2±0.6

18.0±1.5 7.4±1.7 6.0±0.5
13.5±1.3 8.2±1.9 7.3±0.7

Valuesarethemeans±SDfromtwentyplants.
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Table2-ll.Degreeofsugarinfruits.

Plant 1998.12.25 1999.1.9

Transgenicstrawberry ll.2±0.6 10.9±0.5

Non-transgenicstrawberry ll.8±0.7 ll.1±0.7

Vall｣eSarethemeansofbrix±SDfromtwentyfruits.

Table2-12.Comparisonofgrowthintransgenicstrawberryand
non-transgenicstrawberry.

Plant Plantheight Thelargestleaf No.of

(cm) Length(cm)Width(cm) leaves

Transgenicstrawberry 20.9±2.1 9.0±0.9 9.1±0.8 10.1±2.0

Non-transgenicstrawberry 22.0±1.8 9.8±0.8 9.2±0.7 10.9±2.4

Valuesarethemeans±SDfromtwentyplants.
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Table2-13.Frequencyofbeesvisitingflower.

Experimentl) plant No･of visited Visitedfrefuency
flower frequency perflower

Transgenicstrawberry 19 125 6.6

Non-transgenicstrawberry 9 48 5.3

Transgenicstrawberry 20 186 9.3

Non-transgenicstrawberry 31 274 8.8

1)1:1998,ll.26,13:20-14:20,1h
2:1999.1.27,10:20-ll:20, 1h

Table2114.DetectionofresidualAgrobacteriumtumefaciensusedasa
vector.

Sample
Detectionofmicroorganism

Transgenicstrawberry Non-transgenicstrawberry

Surfaceofplant

lnplantbody

Root

1)Notdetected.
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第 3飾 考 蕪

これまで日本における遺伝子組換え植物の環境に対する安全性評価試験につ

いては､CMV外被タンパク質遺伝子を導入 した組換えメロン (田部井ら 1994a,

田部井 ら1994b)､16kDaアルブミンに対するアンチセンス遺伝子を導入 した組

換えイネ (多田ら 1996,多田ら 1997)およびパパイアリングスポット外被タ

ンパク質遺伝子を導入 した組換えパパイア (小森 ら 2002)などが報告されて

いる｡本研究では､イネ由来キチナ-ゼ遺伝子を導入 したうどんこ病抵抗性イ

チゴの安全性評価を行った｡評価に先立って､閉鎖系温室でキチナ-ゼ遺伝子

導入イチゴをランナー増殖させ､慣行の促成栽培を行って病害抵抗性を検定し､

うどんこ病抵抗性を示すことを再確認 した｡このような遺伝子組換え植物を実

用化するには､環境に対する安全性評価を行 う必要があり､幾つかの項目にお

いて評価試験を行った｡遺伝子組換えイチゴの花粉は正常でかつ風によって飛

散する距離にも差異がなかったことから､導入遺伝子は生殖細胞に影響を与え

なかったと判断できる｡また､遺伝子組換えイチゴの栽培土壌における微生物

相 (糸状菌,細菌,放線菌)は非組換えイチゴの栽培土壌と差異が無く､栽培

土壌が後作 (二十 日大根､ホウレンソウ)の生育に対して影響を与えなかった｡

これは､HPLC分析とGC分析において遺伝子導入によって新たな根からの分泌

物や茎葉からの揮発性物質が検出されなかったことを裏付ける結果と考えられ

る｡遺伝子組換えイチゴの茎葉表面､根部および茎葉組織内からアグロバクテ

リウムが検出されなかったことは､遺伝子導入時に用いたキチナ-ゼ遺伝子と

カナマイシン抵抗性遺伝子を持ったアグロバクテリウムが環境-放出されてい

ないことを示 している｡

以上のように､閉鎖系温室､非閉鎖系温室および隔離圃場における安全性評

価試験を行った結果､遺伝子組換えイチゴはうどんこ病抵抗性が高まった以外

に非組換えイチゴとの差異は認められなかった｡よって､遺伝子組換えイチゴ

の栽培が環境に与える影響は､非組換えイチゴを栽培 したときの影響と同等で

あると結論付けた｡なお､非閉鎖系温室における安全性評価試験の概要を記 し

た安全性評価実験等中間報告書を文部科学省-提出し､1997年 9月に受理さ

れ､隔離圃場試験-の移行が承認された｡また､隔離圃場での試験を遂行する

ために農林水産省-提出した組換え植物利用計画は､｢農林水産分野等におけ

る組換え体利用のための指針｣に適合 していることが 1998年 4月に確認され
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た｡

今後､本遺伝子組換えイチゴを実用化するためには､厚生労働省の ｢食品衛

生法｣に基づく ｢食品,添加物等の規格基準｣(http;//www.mhlw.go.jp/topics

/idenshi/anzen/anzen.html)に従って､食品としての安全性評価が必要であ

る｡これにもとづき､薬事 ･食品衛生審議会において､導入遺伝子の安全性､

導入遺伝子産物の毒性の有無､導入遺伝子の間接的作用による有害物質産生の

有無､アレルギー誘発性の有無および遺伝子導入による成分の重大な変化の有

無などの項目において食品としての安全性が審査され､問題がなければ商業的

栽培が可能になる｡すなわち､イチゴのような食品として利用する作物の遺伝

子組換え植物を実用化するには､環境に対する安全性評価と食品としての安全

性評価が必要であるが､本研究はそのうち環境に対する安全性を評価 したもの

であり､この遺伝子組換えイチゴの実用化に向けて一歩前進 したと考えられる｡
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第 3編 総合考察

植物は移動できないため､普段からさまざまなス トレスにさらされながら一

生を終える｡そのため､本来植物が有する生産力を最大限に発揮できずにいる｡

それらス トレスには病害虫からの攻撃､高温や低温などの悪環境および塩や重

金属などの悪土壌条件がある｡狭い土地で集約的農業を特色とする日本の農業

において､病原菌感染による収穫量の低下はしばしば問題となっている｡また､

最近特に食の安全性に関心が高まり､減農薬栽培が消費者からも望まれるよう

になってきた｡奈良県だけでなく日本でも栽培面積の多いナスとイチゴにおい

て､耐病性品種による農薬散布回数が少なくてすむ省力栽培が農家から望まれ

ており､消費者も減農薬栽培による安全な作物の供給を期待している｡本研究

においては､ナス台木とイチゴの耐病性個体の育成を目指し､細胞融合技術と

遺伝子組換え技術を駆使 して目的とする個体を作出した｡

ナスにおいては通常耐病性台木に栽培品種を接ぎ木 した苗が用いられている

が､最近台木の効果も薄れて青枯病の発生が増加 し､高度な耐病性台木の育成

が望まれているO1990年に奈良県農業技術センターで育成された ｢カレ-ン｣

は高度青枯病抵抗性を有していたが､低温伸長性が悪く､春先に行 う接ぎ木作

業に手間がかかり､普及させるにはこの点を改善する必要があった｡そこで､

｢カレ-ン｣と同程度以上の青枯病抵抗性を持ち低温伸長性を有する個体を育

種目標にして､｢カレ-ン｣ とナス栽培品種 ｢千両二号｣との細胞融合を行っ

た｡得られた体細胞雑種は両親の染色体をあわせ持ち､草型､花および果実な

どの表現型も中間の形態を示し､しかも ｢カレ-ン｣と同程度の青枯病抵抗性

を有していた｡また､従来の体細胞雑種の多くが不稔で種子が形成されないの

に対して､本研究で作出された体細胞雑種は稔性があり種子も多数形成された｡

さらに､その日殖後代は低温伸長性も獲得 しており､腫軸も太いことから､｢カ

レ-ン｣の接ぎ木の手間がかかるという欠点も改善されていた (Asaoetal.

2001)｡そこで､この体細胞雑種を ｢ナクロス｣ と命名 して 1997年に種苗登録

した｡1978年 (Melchersetal.)に体細胞雑種であるポマ トが作出されて以

来､さまざまな組み合わせで細胞融合が行われてきたが､体細胞雑種の後代が

染色体の脱落などで不安定になることが多く､得られた体細胞雑種が品種とな

ったものは少ない｡本研究で育成 した ｢ナクロス｣は､品種として登録した数
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少ない体細胞雑種の一つであり､今後の普及が期待できる｡

一方､植物分子生物学の進歩によって､植物の育種や二次代謝産物生産に遺

伝子組換え技術を導入することが可能になった｡実際､遺伝子工学によって病

虫害抵抗性遺伝子を導入 した耐病虫性植物や､アンチセンスRNAによって目的

遺伝子の翻訳を抑制 した植物などの作出が盛んに行われている｡また､地球規

模で議論されている環境破壊や食糧不足の問題解決に貢献するような植物を分

子育種する研究も活発に行われている｡タバコやシロイヌナズナなどの実験植

物においては､多くの基礎的研究が行われているが､イチゴなどの栽培植物に

おける遺伝子組換え実験は少ない｡そこで､イチゴやナス-の有用遺伝子の導

入実験を進めてきた (浅尾ら 2000)｡特にイチゴについては､独自の培養系を

用いて (荒井 ･浅尾 1993)､日本の品種で初めて Agrobacteriumtumefaciens

を介 した遺伝子の導入に成功し (浅尾ら 1994)､うどんこ病抵抗性を示 したイ

ネ由来キチナ-ゼ遺伝子導入イチゴ (Asaoetal.1997)の環境に対する安全

性評価試験を行った (浅尾ら 2003)｡ 日本で最も栽培面積の大きいイチゴ ｢と

よのか｣の欠点であるうどんこ病に対 して羅病性であるという形質を改善する

のに､キチナ-ゼ遺伝子の導入が有効であることを本研究は示 しており､将来

遺伝子組換え技術はイチゴ育種の一手法になると考えられる｡ しかし､遺伝子

組換え作物の作出技術にも改善すべき課題が残されている｡その一つは､導入

遺伝子を効率よく発現させるシステムの整備である｡導入遺伝子を時期､部位

特異的に発現させることができれば､植物の負担も少なくてすむし､消費者に

対するパブリックアクセプタンスにも役立っ｡以前からキュウリのアスコルビ

ン酸オキシダーゼ遺伝子のプロモーターに注目し､傷害誘導性に係わるシス因

子の同定とそれに結合する転写因子について解明してきた (Asaoetal.2003)｡

今後､このプロモーターを含めいろいろなシステムをイチゴ-適用することに

より､実用的な遺伝子組換えイチゴの育成を目指 したい｡

以上､本研究では､細胞融合技術を用いて青枯病抵抗性ナス台木 ｢ナクロス｣

を育成 し､遺伝子組換え技術を用いてうどんこ病抵抗性イチゴを育成 した｡こ

れらは､バイオテクノロジー技術が育種の一手法として有効であることを示す

もので､従来の交配育種を補完する技術として将来的に有効利用されることを

期待 したい｡
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要 約

育種家は交配を繰 り返しながら人間にとって都合のいい有用な形質を持った

作物を育成 してきた｡ しかし､このような伝統的な品種改良技術にも限界があ

る｡この限界を打破する技術として､交配のできない組み合わせでも両親の遺

伝子をあわせ持った植物の作出が可能な細胞融合法や特定の遺伝子を導入する

ことができる遺伝子組換え技術が有効である｡そこで､耐病性を有するナス台

木とイチゴの作出を育種目標にして､細胞融合および遺伝子組換え技術を用い

た研究を行った｡

第 1編では､細胞融合技術を用いた青枯病抵抗性を持つ有用ナス台木の育成

を育種目標に実験を行った｡まず､ナスの栽培品種と台木品種において､プロ

トプラス ト単離条件､コロニー形成率に及ぼすプロトプラス ト培養における培

地の種類と細胞密度の影響および再分化の最適条件を決定した｡また､青枯病

萎凋誘導物質の培養過程での添加が耐病性個体の選抜に有効であることを解明

した｡ナス栽培品種 ｢千両二号｣と台木品種 ｢カレ-ン｣の融合細胞を青枯病

萎凋誘導物質を添加 した培地で培養することにより､耐病性を有する体細胞雑

種が作出された｡体細胞雑種は､形態的には両親の中間を示 し､染色体数は両

親の染色体をあわせ持った 48本で､種子稔性は良好であり､しかも青枯病に

対して抵抗性を示 した｡そこで､この体細胞雑種はナスの青枯病抵抗性台木と

して普及が期待できることから､1997年に ｢ナクロス｣として種苗登録 した｡

第 2編では､遺伝子組換え技術を用いた耐病性イチゴの作出を育種 目標に実

験を行った｡良味性と病害抵抗性をあわせ持った品種を効率的に育成するには､

目的とする遺伝子を付与することができる遺伝子組換え技術のイチゴ-の応用

は有効であると考えられる｡また､イチゴはランナーで増殖する栄養繁殖性植

物であることから､遺伝子組換えで有望な個体を選抜できれば､それを増殖 し

て直ちに品種にできる利点がある｡まず､イチゴ主要品種-の遺伝子導入にお

ける最適条件を解明し､導入されたレポーター遺伝子 (GUS遺伝子)がランナ

ーにおいても発現することを確認 した｡次に､病害抵抗性を獲得するのに有望

であると考えられるイネ由来キチナ-ゼ遺伝子をイチゴ ｢とよのか｣-導入し

て､うどんこ病抵抗性個体を選抜 した｡そして､このうどんこ病抵抗性を示 し

たイチゴについて閉鎖系温室､非閉鎖系温室および隔離圃場において環境に対

する安全性評価試験を行ったところ､うどんこ病抵抗性が高まった以外に非組
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換えイチゴとの差異は認められなかった｡よって､遺伝子組換えイチゴの栽培

が環境に与える影響は､非組換えイチゴを栽培したときの影響と同等であると

結論付けた｡

第 3編では､総合考察を行った｡本研究で用いた細胞融合技術や遺伝子組換

え技術が､従来の交配育種を補完する技術として将来的に有望であることを言

及するとともに､遺伝子組換え技術の改善すべき課題について述べた0

96



Summary

Breedershaveproducedcropswithexcellentcharacteristicsthatareconvenientto

humanbeingsthroughcrosslng.However,suchconventionalbreedinghasitslimit.We

noteatechniquetoexceedthatlimit:acellfusionmethodtoproduceplantswithgenes

ofbothparentswhichotherwisecouldnotbecrossed,alongwithrecombinantDNAto

introducespecificgenes.Then,weusecellfusionandrecombinantDNAtechnologleS

tostudybreedingfわrproducingdisease-resistanteggplantrootstocksandstrawbe汀ies.

Thefirstchapterexplainsourexperimentsperformedbymeansofacellfusion

techniqueforbreeding.Theirpurposeisproductionofutilityeggplantrootstockswith

wiltdiseaseresistance.Regardingeggplantcultivatedspecies,Solanummelongenacv.

SenryouII,andtherootstock,"Karehen" (Solanumsanitwongsei),wedetermined:

OptlmumCOnditionsfわrprotoplastisolation,theprotoplastcu仙remediumandcell

densityaffectingcolonyformation,andoptimumconditionsforredifferentiation.In

addition,weclarifiedthataddingwilt-inducingsubstancesduringprotoplastculture

waseffectiveforselectlngdisease-resistantplants.FusioncellsofSolanummelongena

cv.SenryouIIandSolanumsanitwongseiwereculturedinamediumsupplemented

withwilt-inducingsubstancestoproduceasomatichybridwithdiseaseresistance.The

somatichybridwasmorphologlCallyproventobeanintermediatefbm ofitsparents,

with48chromosomesfromparents,andfertility.Moreover,thisplantshoweddisease

resistance.Subsequently,也esomatichybridwasreglSteredin1997as"Nakuros"

becausethisplantwasexpectedtospreadasaneggplantwilt-diseaseresistant

rootstock.

Thesecondchapterdescribesexperimentsweconductedforthebreedingpurposeof

producingdisease-resistantstrawberriesuslngreCOmbinantDNA.Itisconsidered

moreeffectivetoapplyrecombinantDNAtechnologytostrawberriesthatallows

targetedgeneintroduction.Thereby,varietiesthathavegoodtasteanddisease

resistancecouldbeproducedefficiently.Moreover,strawberriesofferthemeritthat

anothervariety Canbemadequickly by selecting promising plantsthrough

recombinantDNAbecausestrawberriespropagatevegetativelyandbyrunners.First,

weelucidatedanoptlmumconditioningeneticintroductiontothestrawberries'maJOr

cultivars;Weconfirmedthattheintroducedreportergene(theGUSgene)appearedin
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therunner.Second,weselectedthepowdery-mildew resistantstrawberryfrom

"Toyonoka"successfullybyintroducingrice-derivedchitinasegenes,whichare

consideredtoprovidediseaseresistance.Ultimately,environmentalsafetyassessment

testsforpowdery-mildewstrawberriesinaclosedgreenhouse,inanunclosedgreen

house,andatisolatedfarmsindicatednootherdifferencefromtransgenicstrawberries

than theirevaluatedpowdery-mildew resistance.Therefore,weconcludedthat

transgenicstrawberrieshavethesameeffectontheenvironmentasnon-transgenic

strawbe汀ies.

ThethirdchapteroffersgeneraldiscussionaddressingCellfusionandrecombinant

DNAtechnologyaspromlSlngteChnologleStOCOmplementconventionalbreeding.We

describeproblemsthathinderimprovementofrelevantrecombinantDNAtechnology.
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