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要 旨

タマネギ植物 にアグロバクテ リウムを介 して遺伝子を導入し形質転換タマネギを作成

するための条件検討を行った。2,4-D(2,4-dichlorophenoxyaceticacid)を 含むMS培

地上でタマネギ種子 を発芽させカルスを形成させた。これに35Sプ ロモーターによっ

て制御 されるGUS遺 伝子を持 ったpB1121あ るいはア リイナーゼプロモーターによっ

て制御されるGUS遺 伝子を持 ったpBIEIEを 有するアグ ロバクテ リウムを感染させた。

選抜培地上で培養 した後、2-ip(N6-2-isopentenyladenine)を 含む再分化培地 に移 し、

芽の形成 を誘導 した。芽の形成には至 らなかったが、カルスから調製 したDNA中 にGUS

遺伝子が存在す ることがGUS遺 伝子 を増幅するプライマーを用 いたPCR法 によって

確かめ られた。 さ らにGUS遺 伝子産物である β一glucronidaseの 活性を利用 してGUS

遺伝子の発現 している細胞 を組織化学的に調べたところ、pBl121を 含むアグ ロバクテ

リウムで形質転換を行ったカルスでは大部分の細胞で強いGUS活 性 が確認 され た。

pBIEIEを 用 いた方では、pBi121の 場合程強 くはな いがカルスの周辺部で発現が認め

られた。これらのことからアグロバクテ リウムを介 してタマネギに遺伝子を導入するこ

とが実際に可能であることが示された。

序論

タマネギは人類にとって重要な作物であり、生産能力も優れた植物である。収穫され

たタマネギは保存性も優れている。それゆえタマネギに外来遺伝子を導入し、発現をコ

ントロールすることが可能になれば、タマネギに有用物質を効率良く生産させることが

できると考えられる。形質転換体を作成するには二つの条件を満たすことが必要である。

まず1細 胞から植物個体が再生できること。次に植物ゲノムに外来遺伝子を導入できる

ことである。単子葉植物ではアグロバクテリウムを介した遺伝子導入は難しいとされて

いたが、多くの研究の結果、イネや トウモロコシなどの単子葉植物ではアグロバクテリ

ウムによる遺伝子導入の条件が確立されてきた。タマネギでも最近、個体再生の条件
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(Eadyら 、1998;Zhengら 、2∞0)や アグ ロバ クテ リウムを介 した遺伝子導入の方

法(Eadyら 、2∞0;Zhengら 、2∞1)が 報 告されたが、我々の研 究で はイネの形質

転換の報告(寺 田 ・飯 田、2∞0;横 井 ・鳥山、2∞1)を 参考 に しなが ら、上西 らが神

奈川県特産の赤タマネギの形質転換を試みてきた。 これまでに再生個体は得られている

が、形質転換体の選択マーカーによる選抜を行っていないために得られた個体か ら導入

遺伝子(GUS遺 伝子)の 強 い活性 は認 め られなか った。 しか し個体再生の条件は確立

されたと考えられるので、本研究ではpBI121とpBIEIEの 両方が持 つ選択マーカー1

カナマイシン抵抗性遺伝子 を利用 したカナマイシンによる形質転換体の選抜のステップ

を加え遺伝子導入を試みることにした。

材 料

タ マ ネ ギ;早 稲 湘 南 レ ッ ド

宿 主 菌;AgrobacteriumturnefaciensC58C1(Rif「 、pGV2260)

バ イ ナ リー ベ ク タ ー;pB1121(Km「 、35Sプ ロ モ ー タ ー に よ っ て 調 節 され るGUS

遺 伝 子 を レポ ー タ ー 遺 伝 子 と して 持 つ)、pBIEIE(pBl121の35Sプ ロ モ ー タ ー を ア

リイ ナ ー ゼ の プ ロモ ー タ ー と置 換 した もの)

カ ル ス 誘 導 培 地;MS培 地 、2mg/L2,4-D(2,4-dichlorophenoxyaceticacid))

ア グ ロバ ク テ リウ ム 懸 濁 液;MS培 地(0.5xMSビ タ ミ ン 、5%sucrose)、5∞mg/L

MES(2-(N-Morpholino)ethanesulfonicacid,monohydrate),44nM6-benzylamino-

purine(BAP)、10mg/Lア セ トシ リ ン ゴ ン(3,5'-dimethoxy-4'-hydroxy-

acetophenone),0.02%Tween20

培 地 共 存 培 地;MS培 地 、2mg/L2,4-D、10mg/Lア セ トシ リ ン ゴ ン

除 菌 培 地;MS培 地 、2mg/L2,4-D、2∞mg/Lク ラ フ ォ ラ ン

選 択 培 地;MS培 地 、2mg/L2,4-D、2∞mg/L・ ク ラ フ ォ ラ ン 、2∞mg/L

カ ナ マ イ シ ン

再 分 化 培 地;MS培 地 、2mg/L2-ip(N6-2-isopentenyladenine)、2∞mg/L

ク ラ フ ォ ラ ン 、2∞mg/Lカ ナ マ イ シ ン

方 法

1.上 西 らの 形質 転換 法

エ タ ノ ー ル 及 び 次 亜 塩 素 酸 で 滅 菌 した タ マ ネ ギ 種 子 を 明 所 、23℃ で 約4週 間

2,4-D入 りの カル ス誘 導培 地(MS培 地 、2mg/L2,4-D)上 で 培 養す る。吸光 度OD6。 。=0.2

にな る よ う に希 釈 した ア グ ロバ クテ リウム懸 濁 液(MS培 地(0.5xMSビ タ ミ ン、5%

sucrose)、5∞mg/LMES、44nMBAP、10mg/Lア セ トシ リン ゴ ン、0.02%Tween

20)に カ ル ス を浸 し、気圧 が400mmHgに な る よ うに減圧 し5分 間放置 す る。 カル ス
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を共 存 培 地(MS培 地 、2mg/L2,4-D、10mg/Lア セ トシ リン ゴ ン)に 移 し、27°C、

暗 所 で3日 間培 養 す る。2∞mg/Lク ラ フ ォラ ンで カル ス を 洗浄 後 、除 菌培 地(MS培

地 、2mg/L2,4-D、2∞mg/Lク ラ フ ォラ ン)に 移 し、明 所 、23℃ で1週 間培 養す る。

カル ス を再 分 化培 地(MS培 地 、2mg/L2-ip、2∞mg/Lク ラフ ォ ラ ン)上 に移 し、 明

所 、23。Cで 培 養 す る。

2.導 入遺 伝 子 のPCR法 による 確認

0.1gの カ ル ス よ りnucleonphytopurePLANTDNAextractionKIT(Amersham

PharmaciaBiotech)を 用 いてDNAを 調 製 した。 このDNAを 鋳 型 と して 、GUS遺 伝

子 断 片 を増 幅 す る プ ラ イ マ ーGUS-F(GCAACGTCTGGTATCAGCGC)とGUS-R

(ACGGTTTGTGGTTAATCAGG)を 用 いてPCRを 行 った。0.7%ア ガ ロー スゲ ル 電

気泳 動 によ って 、 そ の反応 産 物 を解 析 した。

3.GUS染 色

高橋 らの方法(1997)に 従 い、カルスをGUS染 色液 に浸 して370Cで 一晩保温 した。

翌 日カルスを70%エ タ ノール 中に移 し、4℃ で保存 した。Milli-Q水 中に10分 間置 い

た後、5%ア ガロースゲル 中に包埋 した。村上 らの方法(1992)を 参考 に して、 カル

スプ ロツクを剃刀で切 り出しマイクロスライサーTDK-1∞0型(堂 阪イーエム)の 試

料ステージにア ロンアルフ ァを用いて接着させた。30～40μmの 厚さの切片 を作製 し、

顕微鏡で観察 した。

結果

上西 らの方法では形質転換体の選抜がなされていないので、得られている再生個体

にpBl121あ るいはpBlElEを 用 いた形質転換体な ら導入され ているはずのGUS遺 伝

子の活性が認 め られず、GUS染 色 を行 っても青色化 は起 こ らなかった。つまり得られ

て再生個体の大部分は形質転換体ではないと考えられ、形質転換体を選抜する必要があ

った。この目的で上西 らの方法に従い、pB1121あ るいはpBIEIEを 有するアグロバ ク

テ リウムを用 いて形質転換を行い、上西 らの方法の除菌培地上での培養の後に、選抜培

地(MS培 地、2mg/12,4-D、2∞mg/1カ ナマイシン、2∞mg/1ク ラフォラン)上 で

3週 間培養 するステ ップを加 え、再分化培地にも200mg/Lの カナマイシンを加えた。

しか しその結果、再分化培地に移してもカルスからの植物体の再生が起こらなくなった

(図1)。 カナマイシ ンの濃度が高すぎたためカルスの成長が阻害された可能性が考え

られたので、選抜培地のカナマイシンの濃度を100mg/L、 再分化培地の カナマイシ ン

の濃度 を2∞mg/Lと したが効果はなか った。カルスからの再生効率を高めるためクラ

フォランを選択培地と再分化培地から除いたが、アグロバクテ リウムが増殖 してくるカ
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ルスが現れ、再分化を促進することもなかった。選抜培地に含まれる2,4-Dが 影響 し

た可能性が考え られた。

遺伝子の導入が起 こっているかどうかを調べるために、GUS遺 伝子の存在 を確認す

ることに した。pB1121あ るいはpBIEIEを 有する アグロバクテ リウムを用 いて形質転

換を行ったカルスからゲノムDNAを 調製 して、GUS遺 伝子を増幅す るプライマ ーを

用 いてPCRを 行 った。 アガロースゲル電気泳動を行ったところ、671bpのPCR産 物

を確認する ことがで き、カルス中にGUS遺 伝子が存 在すると考え られ る(図2)。 し

か しこれ はカルス中に生 き残 ったアグロバクテ リウム中のpB1121あ る いはpBIEIEか

ら増幅された ものである可能性 も考えられた。

アグロバクテ リウムはもし生存 し続けていたとしても細胞間に存在 し、細胞内には

存在 しないと考えられ、GUS活 性がカルス 中の どこに認め られるかを明らかにすれば、

形質転換が起こっているかどうかを明らかにすることができる。カルスをGUS遺 伝子

産 物 β一グル ク ロニダ ーゼ の基質であるX-glut(5-bromo-4-chloro-3-indolyl一 β一

glucuronide)溶 液 中に浸 し、GUS染 色 を行 った。pBI121あ るいはpBlEIEを 有す るア

グロバクテ リウムを用 いて形質転換を行ったいつれのカルスにおいても青色化が起こっ

た(図3a、b)。 細胞 内が染まって いるのか、細胞外が染まっているのかを調べるため

にマイクロスライサーを用 いてカルスの切片を作製 して顕微鏡下で観察 した。pB1121

を有するアグロバクテ リウムで形質転換を行ったカルスでは多くの細胞でその細胞質が

強く青く染まっていた(図3c)。p61ElEを 有するアグロバクテ リウムで形質転換を行

ったカルスでも、先のカルス程強くなかったが、カルスの特に周辺部で青く染まった(図

3d)o

考 察

タマネ ギの生 産性 と保存性の高さを利用 してタマネギに有用物質を作 らせる基礎研

究としてタマネギの形質転換法の確立を目指 して実験を行った。我々が研究を進めてい

る間に、Eadyら(2000)あ るいはZhengら(2∞1)に よってタマネギの形質転換の

報告がなされた。これ らは培養細胞から胚を形成させて、それからカルスを誘導するも

ので技術的に非常に煩雑なものであった。さらに日本産のタマネギにこれ らの方法が利

用可能かどうかは不明である。我々の研究としては、まず上西らが寺田 ・飯田(2∞0)

のあるいは横井 ・鳥山(2001)の イネの発芽種子か らカルスを誘 導する方法を参考に

して、タマネギの形質転換を試みた。その結果、カルスから再生個体が得られたが導入

した遺伝子の活性(GUS活 性)は 認め られなか った。 これは抗生物質を用いた選抜が

行われていないため、得られた再生個体の大部分は形質転換体ではなかったためである

と考えられた。それでカナマイシンによる形質転換体を選抜するステップを追加するこ

とにした。 しか しその結果、これまでに再分化培地に4ヶ 月間培養 しても再生個体は得
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られていない。これはカナマイシンが成長を阻害 しているか、選抜培地中の2,4-Dの

影響 が可能性 として考え られる。カルスは培養基間が長い程成長 していたので、カナマ

イシンがそれほど大きな影響をもたらしているとは考えにくい。本研究では種子の発芽

後のカルスの成長が遅かったためカルス誘導培地で6～8週 間、共存培地 に3日 間、除

菌培地 に1週 間、選抜培地 に3週 間、いつれ も2,4-Dを 含む培地上で培養 した。上西

らの方法では5週 間程度 しか2,4-Dを 含む培地で培養 して いな いのに対 して、本研究

においては12週 間程度2,4-Dを 含む培地上で培養 していた。 このことが植物の再分

化に影響 した可能性が高い。今後は除菌培地と選抜培地に含まれる2,4-Dを 除 いて2-ip

を加えるな どの対策が考え られ る。

形質転換を行ったカルスはカナマイシンを含む培地で成長 していることからカナマ

イシン抵抗性遺伝子が導入された形質転換体であると考えられるが、実際にGUS遺 伝

子が導入されているかど うかをPCRに よって調べたところ、その存在が確認できた。

またGUS染 色 を行った ところ、細胞質が青く染まったことからGUS遺 伝子は植物の

染色体 に組み込まれたものと考えられる。これ らのことからアグロバクテリウムからタ

マネギ染色体へのT-DNAの 輸送 と組 み込みは起 こってお り、形質転換には成功 したと

言える。しか しまだ再生個体が得られていないので、今後植物ホルモンの条件を検討 し、

植物体を再生する条件を確立する必要がある。それに成功すれば、現在解析を進めてい

るタマネギの塊茎部分で強く発現するアリイナーゼの遺伝子のプロモーター領域を利用

して、タマネギ中で有用物質を高発現する形質転換体を作成することができると考えら

れる。1年 生のタマネギは樹木 と違 い播種 して半年以内に収穫でき、生産性も高く、室

温で長期間保存できるなどのメリットがあるため、有用物質生産用植物として有望であ

ると考えられる。
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図1再 分化培地上の カル ス。 再分化培地 に移 してか ら13週 目(a)と

15週 目(b)の カルス。p61121(a)あ るいはpBIEIE(b)を 保有 する

アグ ロバ クテ リウムで形質転換を行った もの。
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図2PCR産 物の電気泳動 図。 再分化培地 に移 して8週 間後 のカル スか

らタマネ ギゲ ノムDNAを 調製 した。 このDNAを 鋳型 とし、GUS遺 伝子 の

一部(671bp)を 増 幅する プライマーを用 いてPCRを 行 い
、そ の産物 を

アガ ロースゲル電気泳動によって解析 した。矢印がPCR産 物。Lane1;

pBl121,lane2;pBIElE,laneM,分 子 量マ ーカ ー。
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図3カ ル スのGUS染 色。a、b;pB1121(a)あ るいはpBl臼E(b)を 保有

するアグロバ クテ リウムで形質転換 したカルスをX-gluc溶 液 に37℃ で一晩保

温 しGUS染 色 した もの。c、d;そ れ ぞれ の染色 されたカルスか らマイクロ

スライサーを用いて厚さ30μmの 切片 を作成 し顕微鏡下で観察 したもの。
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