
林育研報 Bull.For. Tree. Breed. Center No.23， 2007 
63~119 

I dffii Y:. I 

林木における不定怪による植物体再生系と遺伝子組換え系の

開発に関する基礎的研究

谷口亨(1)

Toru Taniguchi(l) 

Somatic embryogenesis and genetic transformation in forest tree species 

要旨:台干重においては交雑により有用な遺伝子を集積する必要がある。しかし.林木は開花までの期間や成長期間

が長いので交雑育種を行うことは長い年一月を要する。」方，遺伝子組換えには他の形質に彰響を皮ぼすことなく短

期間で目標形質を林木に付与することができる。したがって，遺伝子組換え技術を利川すれば林木の育稀を初期間

で行なうことができると考える。しかし，我が国の林木では遺伝子組換え技術が確立されている樹樋はない。そこ

で，本研究では遺伝子組換え系を開発し，我が国の林木の「遺伝子制換え育種」に資することをU的とした。

遺伝子組換え系を開発するためには.効不の良い植物体再乍系が必要となるので，まず不定匪分化を経て析物体

を再生させる方法について検討した。材料は，ヒノキ，スギおよびクヌギの精英樹の未成熟極下とコシアブラの成

熟種子とした。これらの材料からembryogenictissueやembryogeniccal1usなどを誘導いそれらを増殖させた後

に不定匪を誘導する条f'1を明らかにした。また，イJ定肝を発牙させて楠物体を再牛し町それらを順化させる方il、も

開発した。これらのごとより.遺伝子組換えに必要な植物体の再生系が開発されたD

次に，イJ定月ィ、による植物体再牛系を利用してヒノキの遺伝子組換え体の作出方法について検討した。まず，パー

ティクルガンによりクラゲ出来の緑色蛍光タンパク質 (GFP)遺伝寸こをヒノキなどの林木の細胞に導入した。 GFP

遺伝子が導入されたこれらの細胞は緑色蛍光を発することが確認されたので， GFP遺伝fは遺伝子組換えの成否を

判定するレポーター遺伝子として利}はできることが明らかとなった。続いて， GFP遺伝子とカナマイシン耐性遺伝

下を保持させたアグロパクテリウムをヒノキのembryogenictissueに感染させた。その後，カナマイシンで選抜を

わなったところGFPの緑色蛍光を発するembryogenictissueが得られた。これらから不定肝分化を経て遺伝+組換

えヒノキを再生させることができた。これらのことより，ヒノキの遺伝 f組換え系が開発された。この系を我が国

の林木の遺伝子組換えのモデルと考えることができる。

以ト本研究で得られた知見は，病虫11干侃抗性ゃ雄花形成抑制などの実用形質に闘うする遺伝子を林木へ導入する

ことにより新たな林木品種をj'jIJWする「遺伝子組換え育種」に寄勺する。
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1 .1 研究の背景

林木における不定任による植物体再乍系と遺伝 f組換え系の開発に関する基礎的研究

1 序 吾4‘
日間

1.1 .1 我が国の林木育種の現状と遺伝子組換え技術導入の必要性

67 

我が国の林木育種事業は.森林生産力憎強を主目的として1957年に始まった。以米，スギ，ヒノキ，マツな

どの主要造林樹種において 成長や樹幹の形状に優れた精英樹や病虫害に対する抵抗性を持った個体などが多く

選抜され， これらの接木クローンにより採種|会lや採穂園が造成された。、その結果， 2003年度のデータによると

これらの採種園や採穂圏に由来する育種苗木の造林用苗木に対する割合は，スギで63%，ヒノキで77%となづ

ている(林木育種センター 2005)。このように木材生産の場としての森林の遺伝的改良が図られ，林業にもた

らした林木育種の成果は大きい。また，林本育種事業が始まって50年近くを経た現在では，次代検定林の調査

結果などに基づいて精英樹などの特性の評価も進んでおり，さらにそれらの遺伝母数や遺伝傑式も明らかになり

つつある。そこで， これまでの成果をもとにさらに優れた桔英樹や病虫害に対してより高い抵抗性を持つ個体を

創出するため， これまでの精英樹や抵抗性個体の相亙間で交雑し，次世代の精英樹や抵抗性個体を選抜するため

の母集団の育成が進められている。

一方，社会情勢の変化や林業の低迷により，森林に対する主要なニーズはこれまでの木材生産一辺倒から環境

保全やアメニティといった公益的機能を発揮するととへと変化してきた。このような状況のもと林木育種に対し

でも，これまでの木材の生産性や品質向上に対応した育種に加えて，花粉症対策.二階化炭素固定能力の向上，

施業の省力化など様々な目標に対応した育種をしかも短期間で行うことが求められている。

しかしながら，林木には交雑により次世代を得るまでに長い期間を必要とすることや樹休が巨大である等の他

の他物にはない特徴がある。また，林木の多くは遺伝的に不均一な他殖性植物であるため交雑により形質が次世

代で分離する。そこで次世代の優良個体を得るためには.交雑によって得た子供群から優れた形質をもっ個体を

選抜しなければならない。また，林本の各種形質を見極めるには長い年月が必要とされる。これらは，優れた形

質を持った林木を交雑によって創出するためには多くの制約があることを示唆するものである。例えば，成長が

良い品種と病虫宮に強い品種を交雑し，両-'むの形質をあわせ持つスギ品種を開発するためには，まず，人工交雑

を行って後代の苗木を養成し，形質を評価するための試験林を作らなくてはならない。このため，多大な労力と

経費，広大なフィールドが必要となり，さらに，形質を見側めるために長い調査年月が必要となる。その期間は

最低でも成長形質で伐期の約半分(栗延・戸田 2000)，材質で20年以上(太田 1972) といわれている。

近年の林木の育種に求められる多様な目標に対し，選抜と交雑を主体としたこれまでの干法で対応した場合，

少なくとも時間的な制約を解決することは難しい。そこで，多様な品種を短期間で閣発するためには従米の林水

育種の手法に加えて新たな育種法を模索する必要がある。後代における形質の分離と後代の形質の評{価匝に必要な

時間的制約を解決するための最も期f待寺でで、きる千法として遺イ伝ム f

技術の利点について次項で述べる。

1.1.2 遺伝子組換えの利点とその研究・利用の現状

前項において，交雑を中心とした林木の育種には制約があり，それを解決するための可能性として遺伝子組換

え技術の導入をあげた。遺伝子組換えでは交雑にはないいくつかの利点がある。それはmムに，新たな形質を備
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えた個体を短期間で創出することができることである。第二に，形質の分離をおこすことなく目標となる形質を

付与することができることである。第三に，動植物を問わずいかなる生物の遺伝子でも植物に組込むととができ

ることである。

農作物は林木よりも交雑がはるかに容易であり， しかも多くは白殖性植物であるため，後代で形質の分離が起

こりにくい。それでも遺伝子組換えの利点を生かした農作物の育種が進められ，アメリカ，アルゼンチン等では

既に大規模な遺伝子組換え農作物の商業栽培が行われている。

遺伝子組換え農作物が初めて販売されたのは1994年のフレーパー・セーパー・トマトと呼ばれる U持ちの良

いトマトであった。 1996年には本格的に販売されるようになり，全世界における遺伝子組換え農作物の栽培面

積は170万haに達した。以後，遺伝子組換え農作物の栽培面積は年々増加し. 2003年には6670万haとU本の農

作物の総作付面積の約 14倍に相当するにでった(農林水産先端技術産業振興センタ~ 2004)。現在の主要な遺

伝子組換え農作物は，除草剤耐性ダイズ，虫害耐性トウモロコシ，除草剤耐性ナタネなどの生産性の|白j上に寄与

する形質が付与された農作物である。現在も各種農作物の品種が開発されており，今後は耐乾燥性や耐塩性など

の不良環境に強に耕作地の拡大に寄与する組換え農作物やインスリン分泌促進イネや花粉症緩和イネなどのヒ

トの健康維持につながる組換え農作物など新たなタイプの組換え農作物が実用化されると考えられる。

林木に比較して交雑育種の容易な農作物においてすらこのように遺伝 f組換えを育種に取り入れて効果を上げ

ている。したがって，交雑育種が困難な林木の育種に遺伝子組換えを有効に活用することができれば，その効果

は絶大なものとなるととが期待できる。

林水では有用形質に関与する遺伝子の解析やそれらを組込んだ組換え林木作出の研究例は多数見られる。パル

プ製造の際の民棄物となるリゲニンの含量や組成を改変するためにリグニンの生合成制御遺伝子をポプラに導入

する研究がなされている(Huet al. 1999)。鱗麹目害虫の食害に対する耐虫性付与のためのBt遺伝子のポプラ

への組換え (Schuleret al. 1998)や糸状薗に起因する病気に対する耐病性付 f子のためのキチナーゼ遺伝子のシ

ダレカンパへの組換え (Pappinenet α1. 2002)といった病虫害抵抗性を目的とした研究も行なわれている (Giri

et al. 2004)。また，成長促進を目指した研究としては遺伝子組換えによりジベレリン合成遺伝子を過剰発現さ

せたポプラも報告されている (Erikssonet al. 2000)。シダレカンパでは，花器官形成に関与する遺伝子の発現

調節領域の下流にRNA分解酵素遺伝 fをつないだ遺伝子を組込めば，花の形成が抑制されるととが確認された

(Lannenpaa et al. 2005)。スギにおいても，雄花や雌花の形成を抑えたスギ個体を遺伝子組換えにより開発す

るために花器官形成遺伝子の単離，解析が進められている (Fukuiet al. 2001;栗田ら 2005)。また，花器官形

成を制御する組換えポプラの野外試験がアメリカで行われている (OregonState University 2004)。我が国では，

耐塩性のユーカリ (Yamada-watanabeet al. 2003) を用いて初めての組換え林木の野外試験が2005守:10月に開

始された。

このように，林木においても研究は進展し，林木育種の目標となる形質に関与するいくつかの遺伝子は利用可

能となっている。さらに有用な形質に関わる新たな遺伝子の単離，角平析に関する研究も行われCFukuiet al. 2001; 

栗同ら 2005;N anjo et al. 2004) .それらの遺伝子を林本に組込めば林木育種に大きな効果をもたらすものと考

えられる。

しかし， これらの遺伝子のもつ形質を付与できる林水は少ない。それは，遺伝子組換え林木を作る効率的な子

j去が確立している樹種はポプラ等のごく少数の樹種に限られているからである。我が同の林本育種の対象となる



林木における不定限による植物体再生系と遺伝子組換え系の開発に閲する基礎的研究
69 

重要造林樹種においてはこれらの子法が確立されているものは皆無と言える。そこで，遺伝子組換え技術を我が

国の林木育種に活用し，新たな形質を付与した遺伝子組換え林木を作山するためのモデルを示すために，本研究

を行った。

1.2 研究目的と本論文の構成

前節に述べたように交雑による林水の育種には多くの制約があり，それを補うための遺伝子組換え技術を林木

育種に取り込み活用する必要がある。遺伝子組換えを林本育種に活用するには 目的とする形質を支配する遺伝

子を値物の細胞に組込み，その細胞から植物体を再生させる一連の方法，すなわち「遺伝子組換え系jが開発さ

れていなければならない。しかし 我が国の重要な造林樹種ではこの遺伝子組換え系が確立されている樹種は皆

無である。

そこで，木研究では遺伝子組換え系を確立するための基礎研究を行い，その成果に基づき遺伝子組換えを活用

した林木育種のモデルをボすことを目的とする。

遺伝子組換え系を開発するためには効率よく単細胞から植物体を再生させる方法 すなわち「植物体再生系」

が開発されている必要がある。 培殖効率が高く 遺伝子組換えに応用できる植物体再生系として不定旺を経た植

物体再生系があげられる。そこで，まず不定匹を経た植物体再生系を第2章で開発した。対象樹種としては，よ

り多くの林水において遺伝子組換えが育種に利用可能となるように広範囲の樹種を使用した。すなわち，針葉樹

については代表的な造林樹種であるヒノキとスギを，広葉樹についてはシイタケ栽培のほだ本として重要な樹種

であるクヌギと特用樹としての利用価値が高いウコギ科の落葉高木であるコシアブラを選んだ。

遺伝子組換え系の開発のためには遺伝子組換えの成否を判断するためにレポーター遺伝子を使用する。そこで

第3章では，まず林木における緑色蛍光タンパク質 CGFP，Green Fluorescent Protein)遺伝千のレポーター遺

伝 fとして有効性を検証した。ここではパーティクルガンで林木の細胞にGFP遺伝子を導入し， GFPの発現を

調査した。次に$2章で開発した不定妊による植物休再生系を利用して遺伝子組換え系を開発した。対象樹種と

しては最も重要な造林樹種であるヒノキを用い アグロパクテリウム法により GFP遺伝子を組込んだ、遺伝子組

換え林木を再生させた。

第4主主では本論文で開発した方法について総合的に討論し，我が国の林木の遺伝子組換えのモデルを提示する

とともに遺伝子組換えによる新品種開発について提言した。

2 林木の不定旺、による植物体再生

2.1 緒言

遺伝子組換え系の開発のためには効率の良い植物休の再生系が必要である。しかし，我が固の林木においては，

効率良く，安定して植物体を再生させる方法が確立されている樹種はない。そこで，本章では不定旺による植物

体再生系を開発した。

不定脹とは休細胞から無性的に発生する妊のことで，受精卵から発生する種子駐とは区別される。自然条件下

の不定匪分化としては，カンキツ類において見られる珠心細胞から分化する珠心肝 Cnucellarembrγ0)の分化

が知られているが植物界では珍しい (Sharmaand Thorpe 1995)。組織培韮により人為的に体細胞から分化さ

せる不定怪は体細胞不定匹 Csomaticembryo) と呼ばれる。不定貯は種千肝と類似の形態および過程を経て分
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化し，発芽により 1個の植物体になることができる。

培養細胞からの不定匹分化は，ニンジンの休細胞を材料としてReinert(1958)および、Stewardら(1958)に

よって初めて発見されて以来，現在までに多数の植物種において不定ij{;分化が報告されている。木本植物では

ビャクダン科に属するサンダルウッドで初めて報告された (Rao1965)。針葉樹ではドイツトウヒでの報告

(Hakman et al. 1985; Chalupa 1985)が初めてである。不定旺分化がなされた木本植物の樹種数は1995年の総

説によると約150樹種とされ(Dunstanet al. 1995). その数は現在も増加しているが，効率的に植物体を再生

できる樹種はそれほど多くはない。裁が国の林木における不定目玉を経た植物休再生については，針葉樹について

は造林肘樹種であるスギ (Maruyamaet al. 2000; Igasaki et al. 2003;谷口ら 2004)，ヒノキ (Maruyamaet al. 

2005b) ，サワラ (Maruyamaet al. 2002) ，カラマツ (Ogitaet a11999; Kim et al.1999;谷口ら 2001)，クロマツ

(Taniguchi 2001; Marurama et al. 2005a) ，アカマツ (Taniguchi2001)や絶滅危恨種であるヤクタネゴヨウ

(Hosoi and Ishii 2001)で報告されている。広葉樹ではコナラ Oshiiet al. 1999)，クヌギ (Sasakiet al. 1988; 

原口 1988;香同・戸同 1990;Kim et al. 1994; Kim et al. 1997)司タラノキ(小山 1992;原口 1993;Moon and youn 

1999)などがある。しかし，誘導できる不定匪の数がごく少数であったり，イJ定匹から植物体への再生が困難

であったり，材料の遺伝子型によりその成丙が左右されるなど，解決されなければならない問題は多い。

体細胞からの不定旺分化系は人工的に制御された環境のもと，月五発生の形態学的，生理学的，分子生物学的某

礎研究のための実験系として出いることができる。草本植物ではニンジンが佐形成のモデル植物となっているこ

とは良く知られている。木本植物ではドイツトウヒ (vonArnold et al. 1995)が不定佐分化の宥易さからモデ

ル植物として多くの研究者に利用されている。 -}j， 不定妊による植物体再生系は林業や林本育種といった実用

由ゐへ応用するととができる。第ーには 遺伝的に優れた個体から増殖効率の高い植物体再生系を確立すれば，優

良種苗の大量増殖につながる。バイオリアクターや人工種子の技術を組み合わせればその効果はさらに向上する。

第二には，木論文の目的である遺伝子組換えによる新品種闘発への利用があげられる。

組織培養による植物体再生系には不定旺形成によるもの以外に不定芽形成，プロトプラスト培養， ~夜芽培養に

よるものが知られている。これらのうち，不定穿形成はポプラの場合は遺伝子組換えに有効な植物体再生系であ

るが，本章で取り上げるヒノキ，スギ，クヌギ，コシアブラでは，不定牙誘導は困難であり，効率的な方法の報

告はない。プ口トプラストはエレクトロポーレーション法による遺伝子導入に用いることができるが，プロトプ

ラスト培養によって効率的に植物体を再生することは，ポプラにおいですら容易ではない。また， ~夜芽培養は多

細胞からなる成長点を{伸長させて植物体再生を行う技術であるために，遺伝子組換え体がキメラとなる危険性が

あるので遺伝子組換えには不適当な技術である。 ム方，不;七日壬は増殖宮下が高い効率的な植物体再生系であり，針

葉樹を中心とした多くの樹種 (Tangand Newton 2003の総説)で遺伝子組換えに用いられている。そこで，本

章で取り上げる樹種(ヒノキ スギ クヌギ コシアブラ)で遺伝子組換えを行うには不定匹を経る植物体再生

系を利用することが最善と考え， これらの樹種の不定匹経由による植物体内生方法について検討した。次節では，

まずヒノキの不定匹経由による植物体再生について述べる。
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2.2 ヒノキにおける不定匹誘導と植物体再生系の開発

2.2.1 はじめに

ヒノキの材は強度主性能や保存性に優れ，見た日にも美しいので日本で最も好まれる建築岡村の一つである。総

ヒノキ作りの家屋は関西地))を中心として憧れの対象となっている。材価格もスギやマツに比較して高l) 0 これ

らの理由により，近年は年間の造林面積がスギを抜いて第一位となった(林木育種センタ~ 2005)。 ゾi，ヒノ

キにはヒノキ樹脂胴枯病やヒノキカワモグリガなどの重要な病虫害があり，またスギと同じくヒノキ花粉による

花粉症が大きな問題となっている。これらに対する対策として遺伝子組換えにより新しい品種を創出することは

意義深いと考えられる。

ヒノキ属における不定肝による植物体の再生については，サワラの報宵がある (Maruyamaet al. 2002)。ヒ

ノキの不定住による植物体の再生については，ごく最近になって報告 (Maruyamaet al. 2005b)がなされたが.

それまでは不定芽による内生の報告(Ishii1986など)のみであった。ヒノキの不定芽による植物体再生系は増

植率が低く，遺伝子組換えには不適~であり，不;七任による植物体の再生系を開発する必要があった。そこで，

ヒノキ粕英樹を供試材料とし，未成熟旺から不定旺経由の植物体再生について検討した。

2.2.2 材料と方法

2.2.2.1 材料

林木育種センタ一本所の交配園(茨城県 11守'111)のヒノキ桔英樹10ケローン(夫 2-2-1)からクローン別に

採取した未成熟球果を供試材料とした。これらを2002年と2003年今の7月初旬に採取した。

表 2・2・1 ヒノキの家系別の不定匪を経た植物体再生の頻度

家系名 供試外植体数
embryogenic 不定匹形成系 発芽系統数

tissue形成数(%*) 統数(%料) (%料*)

ヰLm3 25 8 (32) 6 (24) 5 (20) 
恵那3 25 9 (36) 5 (20) 5 (20) 
大滝102 25 6 (24) 3 (12) 3 (12) 
三保5 25 8 (32) 3 (12) 3 (12) 
伊豆5 25 8 (32) 3 (12) 2 (8) 
鬼j目4 25 7 (28) 2 (8) (4) 
小坂3 25 7 (28) 2 (8) (4) 
富士3 25 10 (40) 1 (4) (4) 
丹沢8 20 5 (25) 1 (5) O (0) 
平2 25 2 (8) O (0) O (0) 
合計 245 70 @目~ 26 (10.6) 21 (8.6) 

*100 x embryogenic tissueを形成した外植体数/供試外植体数
料100X不定匪を形成した系統数/供試外植体数
料100X不定匹が発芽した系統数/供試外植体数
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採取した球果は流水で10分間水洗いした後， 70%エタノールに10分間浸漬して表面殺菌した。その後，滅菌

1]<で3回すすいで，エタノールを除去した。滅菌消み球果から種子を取り山し，これらを70%ヱタノールに1分，

6%過酸化水素水に5分間浸潰して表面を殺菌した。実態顕微鏡下で滅菌済み種子から雌性配偶体ごと摘出し，外

植体とした。この雌性配偶体には，子葉を分化する前の分化段階にある未成熟な種子旺(ステージ6-11;N agmani 

et al， 1995)が内包されており，その匪の細胞が培地上で分裂を繰り返すことにより embrγogenictissue (旺性

の細胞とそれに付随するサスペンサー細胞からなる細胞塊)が誘導されることが多くの針葉樹で示されている

(Becwar et al. 1990; Gupta and Grob 1995; Gupta et al. 1995; Keinonen-Mettala et a11996)。

2.2.2.2 培地と培養条件

本節で用いた培地を表-2-2-2にそれらを示す。不定匹誘導までの段階に用いた培地は， Smith (1996)がラジ

アータマツの不定匪誘導の培地に適すると報告した培地に改変を加えた培地である。発芽には林木の組織培養に

しばしば用いられるWoodyPlant Medium (Lloyd and McCown 1980) を改変したWPG培地を用いた。倍地の

調製方法はー般的な方法に準じたが，ビタミン類，アミノ隈類およびアブシジン酸 (ABA)はフィルタ-j慮過に

より滅菌し，これらをオートクレーブ処理 (1210C，15分)した培地に加えた。培地のpHは 5.75~5.85 に調製し

た。培養は初代培養から不定旺誘導までは250C・暗所で，発芽は250C・蛍光灯照明(約100pmolm2 S'I) による

16時間FI長で行った。

表 2-2-2 ヒノキの不定旺誘導と植物体再生に用いた培地の 覧

培地の名称 SM1 SM2 SM3 SM4 

無機成分 SM1 SM2 SM3 SM3 

ビタミン類及 SM1 SM2 SM3 SM3 
びアミノ酸類

糖 10g/1 30g/1 30g/1 30g/1 
サッカロース サッ力口ース サッカロース* マルトース

培地支持体 8g/1 寒天 8g/1 寒天 3g/1 
3ゲ9ル/1ライトゲルライト*

植物ホルモン なし なし なし* 100 M ABA 

その他 2g/1活性炭 なし なし* 150 g/I PEG 
2g/1活性炭

SM1: Smith Standard Embryonic Tissue Captur medium (Smith 1996) 

SM2: Smith Standard Embryogenesis medium (Smith 1996) 

SM3: Smith Embryo Develop medium (Smith 1996) 

WPM: Woody Plant Medium (Lloyd and McCown 1980) 

ネヒノキの不定旺誘導に適した培地を探索する実験での組成は本文参照のこと。

WPG 

WPM 

WPM 

20g/1 
サッ力口ース

5ゲ9ル/1ライト

なし

2g/1活性炭
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2.2.2.3 embryogenic tissueの誘導と継代培養

外植体をSM1培地に置床した。 4週間後に外植体から誘導されたembryogenictissueをSM2培地に移植し. 4 

週間培養した。その後. SM3培地で2~3週間毎に移植を繰り返し継代培養を行った。

2.2.2.4 不定匪誘導

ABA.ポリエチレングリコール4000(PEG)およびゲルライトの濃度 さらに糖の種類と濃度の違いが不定

匪形成に及ぼす影響を調べ，イJ定日企誘導に最適と考えられるi音地組成を4系統(三保5-1-3.三保5-1-4.三保 5-

3-2並びに恵那3-1-1)のembryogenictissueを供試して探索した。次に最適と考えられた培地に精英樹10クロー

ンの未成熟種子から誘導された合計70系統のembryogenictissueを培養して家系による不定庇形成頻度の違い

を調査した。

2.2.2.5 発芽と順化

成熟した不定旺をWPG培地に移して培養した。発根し，初生葉が出現した個体を発芽伺体と定義し，培養1ヶ

月後に発芽個体数を計数した。また. 2cm以上に伸長した発芽個体をビートモスとパーミキュライト (1:1)を

加えたポットに移植し，温室内で順化させた。

2.2.3 結果と考察

2.2.3.1 embryogenic tissueの誘導と継代培養

外植体をSM1培地で培養を開始してから 2~3週間以内に embryogenictissueが雌性配偶体の珠孔側(図-2-

2-1のA) またはメスで切られた切れ込み部分から誘導された。

本研究で供した7月初旬における種子腔は子葉が分化する前の非常に未熟な分化段階(ステージ6-11;N agmani 

et al. 1995) にあったが. 7月中旬には子葉の分化開始(ステージ12;Nagmani et al. 1995)から子葉仲長開始

(ステージ13;Nagmani et al. 1995)の分化段階にあり，これらの種子駐を供試材料とした場合にはembryogenic

tissueは誘導されなかった。

外植体から誘導したembryogenictissueの増殖のためにSM2培地，次にSM3培r.f:t!lで培養を続けた(同 2-2-1 

のB)。増殖スピードは系統により様々で t芹養開始から10週間後には最大で直径lcmの大きさの塊になってい

た。 SM3培地で継代培養すると.embryogenic tissueは3週間毎に最大で約3倍の大きさに増殖した。初代培養

開始10週間後に，家系毎のembryogenictissue誘導頻度ーを求めた。表 2-2-1 ，こ不すように2003年に供試した10

家系すべてにおいてembryogenictissueは誘導され，家系を込みにしたembryogenictissueの誘導頻度は28.6%

であった。家系毎の誘導頻度は平2の8%から寓士3の40%まで大きなバラツキが認められた。 Maruyamaら

(2005b)のヒノキの報告では，供試した7家系のうち5家系でembryogenictissueが誘導され，全供試数に対す

るembryogenictissueの誘導頻度は15.9%であった。家系毎の誘導頻度についてMaruyamaら (2005b)は報告

していない。本論文の家系を込みにした誘導頻度を他の針葉樹と比較すると ヒノキ属のサワラの33.3%

(Maruyama et al. 2002) と同程度であるが，テーダマツの1.4% (Becwar et al. 1990)やストローブマツの15.3

% (Garin et al. 1998) よりも高く，シロトウヒの53.1%(Park et al. 1993) よりも低い値であった。
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図-2・2-1 ヒノキにおける未成熟種子からの不定匹誘導を経た植物体再生

A:外植体から誘導されたembryogenictissue， B: SM3培地で継代培養中のembryogenictissue， C:不定旺誘

導培地で3週間l音養後にembryogenictissueから形成したサスペンサー領域， D: 4週間Hにサスペンサー領域の

先端部に形成された匪性領域 (arrowheads)，E:培養8週Hの子葉構造を有する成熟した小定旺， F:発芽培地

における不定妊の発芽， G: 2ヶ月間発芽培地で培養した幼植物体， H: )11員化後の再生植物体。 Bars:2 mm (A， 

D)， 4 mm (B， C， E， F)， 2 cm (G， H)。
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不定匪誘導2.2.3.2 

培養2週間後には不定恥誘導培地で、embryogenictissue の表面から多数のサスペンサー領域が突出し(図 2-

4週間日にはサスペンサー領域の先端部に匹性領域が山現した(図 2-2-1のDL5週目には駐性領域2-1のC)， 

8週日には脹軸部分と子葉部分が明確に|丘別できる成熱した不定腔が分化していに子葉の原基が形成し始め，

(図-2-2-1のE)。た

そのうち3系統(三本研究では4系統のembryogenictissueを用いて不定住誘導に適した培地組成を検索した。

で成熟不定匹の形成が見られたので以下に結果を示す。二ご{呆5-1-4並びに忌那3-1-1)保5-1-3，

最初に糖の種類(サッカロースとマルトース)とPEGの濃度 (75，150 g/Dの影響を調査した。その結果，図

2-2-2に示すように糖としてマルトースを用い， PEG濃度を150g/lとした培一地のみで3系統ともに不定匹が誘

導されたが，その他の用地では不定腔はどの系統においても誘導されなかった。このことより，糖はマルトース

が適し， PEGの濃度は150g/lが適することが明らかとなった。針葉樹の不定匹誘導において培地の浸透圧を上

75 g/lではヒノキの不定匪誘導のためには浸透圧が低CGupta and Grob 1995) カ丈げるためにPEGを用いる

すぎると推測された。一方司糖としてマルトースが適することに対する原岡は定かでないが，サワラ (Maruyama

などの多くの針葉樹で同様の結果が報告されている。et al. 2002)やモミ属 (Norgaard1997) 
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不定旺形成に及ぼすPEGと糖の影響図 2・2・2

lOOIlM ABA， 4.5 g/lゲルライトを加えた培地を用いた。不定旺形成数は，SM3培地に2g/l 活性炭，

M:マルトース，

S:サッカロース。凶中のパーは標準誤差を示す。供試数は各培地当たり5個以上とした。

約50mgのembryogenictissueに形成された平均の成熱不定匹数を示す。 P:PEG， 
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次に.培地支持体として用いるゲルライトの濃度 0.5. 3.0. 4.5 g/l )の影響を調査した。三保5-1-4並びに

¥ 恵那3-1-1では3.0g/l tJ5，三保5-1-3では3.0または4.5g/lが適した結果となった(図-2-2-3) 0 これらのことよ

専の志定怪誘導にはゲルライトの濃度を3.0g/lとするのが良いと判断した。サワラではゲルライ卜の濃度を5.0

g/lとしている (Maruyamaet al. 2002)が，それより低い濃度での結果はボされていない。テーダマツでは，

2.5 g/lが適する (Pullmanet al. 2003) とされている。ゲルライトの濃度が高すぎると培地中のマグネシウム，

カルシウム，亜鉛，マンガンの植物細胞への取込みが阻害される (VanWinkle et al. 2003)ので，ゲルライト

の濃度を必要以上に高めることは不定佐誘導を抑制すると推測された。
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ゲルライト (9/1)
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図 2-2-3 不定匹形成に及ぼすゲルライトの濃度の影響

SM3J音地に2g/l活性炭， 100pM ABA， 30 g/lマルトースを加えた培地を用いた。不定匹形成数は，約

50mgのembryogenictissueに形成された、v:均の成熟不定匪数を示す。図中のパーは標準誤差を示す。

供試数は各培地~たり 5個以上とした。

さらに培地に加えるABA(10， 100， 300μM)とマルトース (30，60 gjl)の濃度の影響についても検討した。

不定腔誘導頻度が最も高llABA濃度は系統やマルトースの濃度により異なっていた(図-2-2-4)のでABAの最

適濃度についての明確な結論をだすには至らなかったものの， 10~100pMの j農度で3系統すべてにおいて不定匹

が誘導されたことより， ABA濃度は 10~100pMが適すると判断した。一方，マルトースの濃度については， 30 

g/lではすべての系統で不定匹が形成されたが60g/lでは恵那3-1-1のみしか不定旺は形成されなかった。この

ことよりマルトース濃度は30g/lが適すると判断した。針葉樹の不定任誘導に適したマルトースの濃度は，樹

種によって異なることが報告されている。ヨーロッパクロマツでは90g/l (Salajova et al. 1999) とヒノキより

高く，モミ属では30~40g/l (Norgaard 1997) とヒノキとほぼ同様であるの
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不定匹形成に及ぼすABAとマルトースの濃度の影響図-2-2-4 

3 g/lゲルライトを加えた培地を用いた。不定匹形成数は，150 g/l PEG. SM3培地に2g/l 活性炭，

図中のパー約50mgのembryogenictissueに形成された平均の成熟不定旺数をボす。 M:マルトース。

は標準誤差を不す。供試数は各培地当たり5個以上とした。

ヒノキの不定匪誘導には以下の培地が適すると考えられた。以上の実験により，

3.0 g/lのゲルライトを加えたSM3培100μMのABA.30 g/lのマルトース，150 g/lのPEG.2 g/lの活性炭，

地;以下この培地をSM4培地とする。

9 その結果，次にSM4培地に精英樹10クローンから誘導された合計70系統のembryogenictissueを培養した。

家系別の不定家系合計26系統で成熟不定1j1;が誘導された(表-2-2-1)。不定旺形成が認められた9家系のうち，

最小は富士3の4%であった。旺誘導系統数の割合は最大で札郷3の24%で¥

発芽と順化2.2.3.3 

成熟ィ、定匹をWPG培地で培養して1週間以内に根，匹軸と子葉の伸長が開始した(図一2-2-1のF)。初生葉が

出ても発根しなかった個体も多く見られた。活性炭を加えない培地でも発芽~は同程度であったが，発芽個体の

生育は劣っていたので，活性炭は発芽個体の成長に何らかの効果があるので発芽培地に加えるべきであると判断

(表-2-2-21系統で不定旺が発芽した合計26系統の不定旺を発芽培地で培養したところ8家系，した。 9家系，

1)。発芽が認められた8家系における家系男1)の発芽系統数の割合の最大値は札郷3と恵那3の20%.最小値は鬼11'1

で(81/202) 合計202{同の不定匪を発芽培地で培養した際の発芽率は40.1%富士3の4%であった。小坂3.4. 

あった。発芽培地で培養2ヶ月後に2cm程度に伸長成長した個体(図一2-2-1のG)の順化を試みたところ，ほぽ

(図 2-2-1のH)。温室内で成長を続けた全ての個体は順化し，
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2.2.4 まとめ

本研究により， ヒノキにおいて以ドの方法により不定佐経由で植物体を再生できることが明らかになった。

①子葉が分化する前の分化段階の種チ肝を内包する雌性配偶体をSM1培地で培養することにより embryogenic

tissueを誘導し，続いてSM2培地， SM3培地で順次培養することにより， embrγogenic tissueを増殖させる。

l②embryogenic tissueをSM4培地で培養して不定駐を誘導する。

③不;えと肝をWPG培地で培養すると発芽し，再生植物体が得られる。

ィ、定佐誘導には培地の浸透圧を高めるために高濃度のPEG(150 g/Dを加えることと糖として30g/Iのマル

トースを用いることが重要な要因であった。この方法をヒノキ精英樹10ケローンに適用したところ， 8クローン

の未成熟旺に由来する系統で不定匹を経由して植物休が再生した。このことより，本研究で開発した方法は多数

の精英樹に適尉可能な汎用性の高い植物体の再生)j法と考えられた。また， embryogenic tissue形成，不ii:肝形

成，不定肝発芽の頻度には家系による差が見ら才1，不定肝を経た植物休再生能力の高い家系選抜の可能性が示唆

された。

本節に示したヒノキの植物体再生で得られた知見を生かし，次節ではスギの植物休再生系の開発をf丁った。ま

た， このヒノキの純物体再生系を利用した遣伝子組換え系の間発については第3章第3節で述べる。

2.3 スギにおける不定匹誘導と植物体再生系の開発

2.3.1 はじめに

スギは我が|玉|を代表する造林樹種であり，内装材や構造材としてJムく利用され.古くから日本人の生活に深く

関わってきた。第二次世界大戦による戦災地の復興に資するための拡大造林によって急激にスギの造林面積は増

加し現在その面積は森林面積の約20%を市めている o 現在，スギ花粉症は国民病といわれるほど大きな問題

となっているが，林業を取巻く厳しい状況の中，伐期を迎えたスギ林が放i註されることもその一同と言われてい

る。したがって. スギの育種において花粉症対策は，避けることのできない重要な課題になっており，遺伝子組

換えによりスギ花粉症対策品種を創ることは意義深いと考える。

スギの組織l吉養の研究は，服芽培養(佐藤 1989;谷口・近藤 1997)や不定芳誘導(佐藤 1986) による個体

再生が報告されている。また，イJ定恥誘導についても針葉樹のなかで最も早くから実験が行なわれ，その結果，

embryogenic tissue誘導方法が明らかにされた (Taniguchiand Kondo 1998; Taniguchi and Kondo 2000)が，

+定匹の分化には卒ーらなかった。これに対し， Maruyamaら(2000)は不定佐形成による植物休再生を初めて報

告し，その後， Igasakiら (2003)も報告した。しかし.再現性の確認がなされていなく，聞いた材判も明らか

にされていないので，多数のスギ品極に適用ロJ能かどうかは明らかにされていな~ i 0 また，それらの方itを肘い

た効率の良い遺伝子組換え系も報告されていなli 0 

そこで，スギ精英樹の遺伝子市H換えに利用できる不主任による植物体再生系を確立する必要性を認め，前節に

示したヒノキの不定駐による植物体再生系で明らかにした知見に基づき，スギ桔英樹の未成熟匹から不定肝経由

による植物体再生系を開発した。
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材料と方法

材料

林水育種センタ一本所の交配困(茨城県目立市)のスギの精英樹6クローン(表 2-3-1)から採取した未成熟

2目3.2

2.3.2.1 

これらを1998年から2003年の7月初旬から中旬に採取した。球果を主な供試材料とした。

スギの家系別の不定匹を経た植物体再生の頻度表-2-3-1 

不定匪形成系統数
(%仲) 発芽系統数(%"'?"')

embryogenic tissue 
形成数(%勺

供試外
植体数

家系名

(20) 

(16) 

(12) 

(5) 

(0) 

(0) 

5

4

3

1

0

0

 

(20) 

(16) 

(16) 

(10) 

(4) 

(4) 

5
4
4
2
4
1
4
1
 

(28) 

(28) 

(32) 

(40) 

(32) 

(4) 

『
/
マ
J

只
u
a
u
a
U
4
E

5

5

5

0

5

5

 

2

2

2

2

2

2

 

久慈6

西多摩6

周南1

西多摩19

郷台1

大田原1

13 

不100X embryogenic tissueを形成した外植体数/供試外植体数
料 100X不定匪を形成した系統数/供試外植体数

神 *100X不定目玉が発芽した系統数/供試外植体数

(9.0) (11.7) 17 (26.9) 39 145 合計

球果と種子の表面殺菌の)J法はヒノキに準じた。 7月初旬ではヒノキと同様に千葉が分化する前のステージ6

7月巾fりでは子としの種子旺を内包する雌性配(肉体を外植体(タイプ1の外植休)11 (N agmani et al. 1995) 

としの種子駐を摘出して外柚体(タイプ2の外植体)集構造が分化したステージ12-13(N agmani et al. 1995) 

。
た

培地と培養条件2.3.2.2 

本節で使肘した培地を表 2ふ2(ご不す。培地調製法と培養条件は前節のヒノキに準じた。

embryogenic tissueの誘導と継代培養2.3.2.3 

予備実験によりスギのembryogenictissueの誘導に適することが明らかとなっていたMD1培地に外植体を置

2~3週間毎外植体から誘導されたembryogenictissueをMD2J音地に移植し，その後，4週間培養した。床し，

に継代培養を行った。

不定匪誘導2.3.2.4 

30 g/lマ150 g/l PEG. 2<-2ふ2-2に不したヒノキの不定旺誘導用に開発したSM4!音地 (2.0g/lの活↑山友.

3.0 g/lゲルライトを加えたSM3培地)にMD2培地で継代培養したembryogenictis-100¥1お1ABA.ルトース，

まずスギ精英樹周南 1の未成熟旺から誘導したSNl-9系統を供試して不定粧が分化ここでは.sueを移植した。

することを確認し，次に結英樹6クローンから誘導された合計39系統のembryogenictissueを供試して家系によ

る不定月五形成頻度の違いを調査した。
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表-2・3-2 スギの不定匪誘導と植物体再生に用いた培地の一覧

培地の名称 MD1 MD2 SM4 GD 

無機成分 1/2MS 1/2mMS SM3 mGD 

ビタミン類及 1/2MS 1/2MS+0.5g/1グルタミン SM3 mGD 
びアミノ酸類 +1g/1カゼイン加水分解物

市窟 30g/1 30g/1 30g/1 1句/1
サッ力ロースサッカロース マルトス サッカ口ース

培地支持体 8g/1寒天 4.5g/1 
3ゲgル/1ライト 5ゲ9ル/1ライトゲルライト

植物ホルモン 10 μM 2，4-D 2μM 2，4-D 100μMABA なし

その他 なし なし 150g/1 PEG なし
2g/1活性炭

1/2MS: Murashige and Skoog medium (Murashige and Skoog 1962)の濃度を半分にした培

1/2mMS: 1/2MS培地中のNH4N03とKN03の濃度を1/2(各々 412.5mg/I， 475 mg/I)とした培

SM3: Smith Embryo Develop medium (Smith 1996) 

mGD: Modified Gresshoff and Doy medium (Okamura and Kondo 1995) 

2.3.2.5 発芽と順化

前節に準じた。ただし，予備実験の結果に従い， GD培地を発芽培地として用いた。

2.3.3 結果と考察

2.3.3.1 embryogenic tissueの誘導と継代培養

タイプ1の外植体からは，ヒノキと|ロ]様に2~3週間以内にembryogenic tissueが誘導された(図-2-3-1のAと

B)。タイプ2の外植休からは，主に月五軸部分からembryogenictissueが誘導され，子葉部分からは淡い員色を呈

する旺形成能を持たない細胞群が誘導された。タイプ1の外値体からのembryogenictissueの誘導効率は26.9%

であった。 ~Jj， タイプ2の外植体からの誘導効率は45.6% と高い値であったが，庇形成能を持たない細胞群が

多かったので不定匹誘導実験には使用しなかった。不定匹誘導実験には，ヒノキの場合と[，;J様に，分化段階が千

葉を分化する前の種子旺(タイプ1の外植体)から誘導されたembryogenictissueを材料とした。

初代培養開始10週間後に家系毎のembryogenictissue誘導頻度を求めた(表 2-3-1) 0 6家系すべてにおいて

embryogenic tissueは誘導され，家系を込みにしたembryogenictissueの誘導頻度は26.9%とヒノキの場合とほ

ぼ同じ値であった。また，ヒノキと同様に家系毎の誘導頻度にはバラツキが認められ，最大で西多摩19の40%，

最小では大田原1の4%であった。 Maruyamaら (2000)の報告では3家系を供試した結果，家系毎の誘導頻度は

1O~15%であり，本研究のような大きなバラツキは認められない。 Igasaki ら (2003) の報告では 10家系を供試し，

全供試材料に対するembryogenictissue誘導頻度は約 7%であったが，家系毎の誘導頻度は報告されていない。
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図-2-3-1 スギにおける未成熟種子からの不定旺誘導

A:雌性配偶体の珠孔側に誘導されたembryogenictissue (arrowhead)， B:雌性配偶体の切り込みに

誘導されたembryogenictissue， C:不定旺誘導培地で2週間培養後のembryogenictissue， D: 3週間

Hにサスペンサー領域の先端部に形成された匪性領域， E: t音養4週目に匹性領域に形成された子葉の

原基， F:培養5週目の子葉と旺軸が伸び始めた不定匹。

2.3.3.2 不定旺誘導

81 

SNl-9を用いた実験によるとSM4培地でスギ、のembryogenictjssueからはヒノキの場合とほぼ同様の過程を経

て成熟した不定旺が誘導された。しかし，サスペンサー領域の突出はあまり見られず(図 2ふ1のC)，ヒノキ

よりも幾分透明感のあるembryogenictissueの表面にサスペンサ一部分が少し盛り上がり，その先端に旺性の領

域が現れ(図-2-3-1のD)，やがてその部位から子葉構造が分化した(図 2ふ1のEとF)。スギでは，ヒノキより

も1週間程度成熟不定脹分化に要する時間は短く，不定妊誘導培地で培養すると7週Hには成熟不定恥が現れた

(図 2-3-2のA)0 SNl-9系統で、はembryogenictissue 50mg当たりの不定旺数の平均値は約12.8個であった。 PEG，

ゲルライト，糖の種類の影響についても調査したが，最適と考えられる組成はヒノキと同じであった。

次に精英樹6クローンから誘導された合計39系統のembryogenictissueをSNl-9系統と同様にSM4培地で培養

した。その結果， 6家系，合計17系統で成熟不定住が誘導された(表-2ふ1)。家系毎の不定腔誘導系統の割合

は，郷台1と大田原1の4%から久慈6の20%となり，ヒノキと同程度のバラツキが認められた。 Maruyamaら

(2000)やIgasakiら (2003)は，不定匹が誘導できた家系や系統の割合については言及しておらず，これらの知

見は木研究において初めて明らかにされたものである。
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2.3.3.3 発芽と順化

GD培地で成熟不定旺を培養すると駐軸が伸長し，

次に子葉が展開し，やがて初生葉が現れた。根が出

るのはほとんどの場合その後であった。発芽，即ち

初生葉が出現し，根が出る(図-2-3-2のB)のに要

する期間は約6週間とヒノキより2週間ほど長い期間

を要した。 6家系，合計17系統の小定駐を発穿培地

で培養したところ4家系， 13系統の不定庇が発芽し

た(表-2-3-1)。発芽が認められた4家系のうち，発

芽系統数の割合が最大であった家系は久慈6で，最

小であった家系は西多摩6であり，各々のその値は

20%と5%であった。合計949個の不定匹を発芽培地

で培養した際の発芽率は32.6%(309/949)とヒノキ

よりやや低い値であった。ヒノキと同様の方法によ

り)11員化は容易に行うことができた(図 2ふ2のC)。

2.3.4 まとめ

本研究の結果より，以下の方法によりスギは不定

佐経由で植物休を再生することが明らかになった。

①子葉を分化する前の種子貯を内包する雌性配偶休

をMDl培地で培養することにより， embryogenic 

tissueを誘導し，続いてMD2培地で培養することに

より， embryogenic tissueの憎殖を行なう。

②embryogenic tissueをヒノキの不定匹誘導に用い

た培地と同組成のSM4培地で培養すると不定匪が誘

導できる。

③GD培地で培養すると不定目玉は発芽し，再生{阿休

が得られる。

この方法をスギ精英樹6クローンに適用したとこ

ろ， 4クローンの未成熟匹に由来する系統で不定肝

を経由して植物体が再生した。ヒノキの不定匪誘導

用に開発した培地においてスギの不定旺を誘導する

ことができたことは，類縁関係が比較的近い種であ

れば同じ倍地を使うことが可能であることを示唆す

る。また， ヒノキと同様に不定旺を経て植物体を再

生する能力には家系による差が認められたので，再

図 2-3-2 スギにおける不定匹を経た植物体の再生

A:培養6週目の子葉構造を持つ成熟した不定妊

B:発芽培地で培養6週間後の幼植物体

C: )11質化後の再生植物休
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生能力の高い家系を選抜することができる可能性があるととが示唆された。

2.4 クヌギにおける不定脹誘導と植物体再生系の開発

2.4.1 はじめに

-83 

クヌギはしいたけ栽培のほだ本として利用されている重要な樹種であり，しいたけ原木育種事業により280本

の精英樹が選ばれている(林水育種センター 2005)。しかし，さし木の困難d生とつぎ木の不親和性が大きな問題

となっていることもあり(橋詰・尾崎 1979).クローン採種園の造成は進んでいない。クヌギにおいて不定妊を

経て植物体を効率的に増殖することができれば優良種苗の生産に利用することができる。また，遺伝子組換えに

より，高いさし木発根能力を結英樹に付ワーするととができる可能性もある。

クヌギでは服芽培養による増殖法が報告されている(井出・山本 1988;伊東 1989)が.増殖不や発根率が低

いために有効な増殖法とはなっていない。また，不定目玉誘導についても報告されている (Sasakiet al. 1988;原

口1988;香両・戸凹 1990;Kim et al. 1994; Kim et al. 1997)が，増殖率や植物体再生存iが悪く，遺伝子組換えを

行うには新たな子法の開発が必要である。

そこで，より増殖効率が高く，遺伝子組換えに利用することが可能な方法の確立を目指して. embryogenic callus 

を経て不定旺を誘導しそこから植物体を両生する方法を開発した。

2.4.2 材料と方法

2.4.2.1 材料

茨城県林業技術センターの保存園(茨城県那珂市)のクヌギの精英樹3クローン(大子3，北茨城2. 筑波2)か

ら採取した堅果を供試材料とした。これらを1995年の8月16日， 8月30日および11月10Uに採取した。 8月30日

に採取した竪呆は殻斗にほぼ覆われ，黄緑色を呈し，直径は10-13mmであった。駐軸部分(目壬から子葉を除い

た部分)の長さは3~4mm であった。 8 J=j 16U に採取した堅果や匪軸部分の大きさは8月 30 日よりわずかに小さ

かった。 11 月 10 日に採取した成熟堅果の大きさは直律20~25mm で，茶色を呈し， ß壬軸部分の長さは5~6mm

であった。

採取した堅果から果皮と種皮を取除き，種子日壬を摘山した。次に， 70%エタノールに1分， 6%過酸化水素;)<

に15分間浸潰し，種子匹の表面殺菌を行った。その後，滅薗水で3凶すすいだ。次に滅菌済みの種子粧を子葉部

分と駐軸部分に分害IJ し，各々を子葉外植体，粧軸外植体とした。各処理当たり 5~回の堅果を用いた。

2.4.2.2 培地と培養条件

本節では， MS培地 (Murashigeand Skoog 1962 )を基本培地として用いた。また，サッカロース濃度は30

g/lとし， t音地支持体としては8.0g/lの寒天を使用した。培養条件は250C，蛍光灯照明(約100l1molm2 SI) に

よる16時間H長とした。継代培養は1ヶ片毎に行った。
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2.4.2.3 初代培養

外植休を表 2-4-1に示す3種類の植物ホルモン条件(植物ホルモン無添加， 5]1M BAPおよび:5]1M BAP + 

5ぃMIBA) の培地で培養した。

表 2・4-1 クヌギの匹軸外植体から旺様体分化に及ぼす植物ホルモン，外植体採取日，家系の影響

(各処理毎!こ5外植体を培養し 培養2ヶ月後の結果を示す)

植物木ルモン(μM)

家系 なし 8AP 5 BAP 5 + IBA 5 

16 Aug/斗 30Aug/ 10 Nov/* 16 Aug/* 30 Aug/* 10 Nov/* 16 Aug/ * 30 Aug/永10Nov/* 

大子 3 O O O 2 O 2 O 

北茨城 2 。 O O 2 O 2 4 O 

筑波 2 2 O 4 O 2 5 O 

4E5コh雪ロ↓r*米 1/15 3/15 0/15 2/ 15 8/15 0/15 5/15 11/15 0/15 

7川直体の採取日
持永旺様体を分化した外植体数/培養した外植体数

2.4.2.4 embryogenic caliusの誘導と不定旺形成

BAPとIBAを加えた初代培養培地で2ヶ月間培養した後に旺軸外植休に形成された旺様体を4個に分割し，表

-2-4-2に示す4種類の植物ホルモン条件(5μM2，4-D， 5μM 2，4-D + 5μM BAP， 10]1M 2，4-D， 10]1M 2，4-D + 5μM 

BAP)の培地でi吉養し， embryogenic callus の誘導を行った。

次に不定肝を誘導するために， 5μM 2，4-Dを添加した培地で誘導されたembryogeniccallusを植物ホルモン無

添加培地で培養した。

表-2-4-2 クヌギの匹様体からのembryogeniccallus誘導に及ほす植物ホルモンと家系の影響

(各処理毎lこ3片の旺様体を培養し，培養2ヶ月後の結果を示す)

家系

大子 3

北茨城 2

筑波 2

合計*

2，4・D5

3 

3 

7/9 

植物ホルモン(μM)

2，4・D5 + BAP 5 2，4・D10

O O 

O 

O 3 

0/9 4/9 

米工ンブリオジLニックカルスを形成した匹様体数/培養した旺様体数

2.4.2.5 発芽と順化

2，4-D 10 + BAP 5 

O 

O 

O 

0/9 

不定匪を発芽させるために子葉が分化した不定匹を1!2MS培地で培養した。 1/2MS培地で発根し，シュート

が伸長した幼植物体をパーミキュライトとビートモス(1:1)の入ったポットに移植し，温室内で順化させた。
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2.4.3 結果と考察

2.4.3.1 初代培養

培養開始2ヶ月後には，匹軸外植体に匹様休が誘導された(図 2-4-1のA)。この腔様体はカルス化を経ずに外

植体から直接誘導された不定匹と考えられるが，止常な形態の不定駐は見当たらなかった。庇様休の誘導頻度が最

も高かったのは， 8月30日に採取した未成熟な堅果から調製した駐軸外植体をBAPとIBAを加えた培地で培養した

場合であり，その頻度は73.3% (11/15)であった(表-2-4-1)。子葉外植体や11月10日に採取した成熟堅果の

匹軸外植休からは旺様体は誘導されなかった。クヌギの成熟佐からの不定月五誘導については既に報告されている

(Sasaki ct a1. 1988 ;原口 1988)が，その誘導頻度は低い。本研究により未成熟な目玉軸外植休は成熟脹よりも妊

様体誘導に適した外植体であることが明らかになった。 Kimら(1991)はクヌギにおいて， Buenoら(1992)は

コルクガシにおいて匪様体誘導には未成熟眠が適すると報告している。本研究の結果はこれらを支持するものであ

る。

図-2-4-1 クヌギにおける未成熟旺からの不定旺を経た植物体再生

A:旺軸外植体に形成された匹様体， B: ij:E様体から誘導されたembryogeniccallus， C: embryogenic 

callusの顕微鏡観察像， D: embryogenic callusから分化した球状匹， E:子葉期の不定佐，

F:一子葉期の不定匹を発芽培地で1ヶ月l音養後の幼植物体， G:!II員化後の再生植物体。 Bars:O.5cm (A， 

D， E， F)， 0.2cm(B)， 100¥lm(C)， Gのポットの直径は12cm。
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誘導効率において，ヒノキやスギの場合と同じく家系による差が認められ，筑波2が最も誘導効率の高い家系

であった。 BAPとIBAを力11えた培地では 8月30Uに採取した筑波2の怪i附外植体からの匪様体誘導効率は100

%であった(表 2-4-1)。

2.4.3.2 embryogenic callusの誘導と不定旺形成

月壬様休をembryogeniccallus誘導培地に移植してから2ヶ月後に淡黄色を呈する肝性細胞の小塊からなるem-

brγogenic callusが誘導された(図 2-4-1のBとC)0 embryogenic callusはどの家系においてもBAPを添加した

t5地では誘導されなかった(表-2-4引。 2，4-Dの濃度は大(3と北茨城2では5¥1Mの方が適していた。筑波2が最

も誘導効率が高く. 2，4-D濃度が5¥1M. 10μMとしたいずれの居地でもすべての匹様体からembryogeniccallusが

誘導された。

植物ホルモンを添加したl音地ではカルスは増殖を続けるが不定住の分化は見られなかった。植物ホルモン無添

加の培地に移植すると供試した7系統(大子3の1系統，北茨城2の3系統，筑波2の3系統)すべてのembryogenic

callus から. 2ヶ月以内に球状旺(図 2-4-1のD)が，続いて子葉期匹(図 2-4-1のE)が分化した。植物ホルモ

ン無添加の倍地で継代培養を行うと二次不定旺形成により不定匪が増殖した。

クヌギのembryogeniccallusの誘導にはオーキシンである2，4-Dが必要であるが，サイトカイニンであるBAP

は阻害的であることがボ峻された(哀 2-4-2) 0 embryogenic callus誘導に必要とされる植物ホルモンの濃度や

組み合わせは.植物の種や外植休の種額，時には系統によっても異なる。サンダルウッド (Raoand Bapat 1995)， 

タラノキ(Moon and Youn 1999)や多くのイネ科に属する種(Vasil1985)では，クヌギと同様にembryogenic

callus誘導には2，4-Dのみが必要とされる。しかし，パラ属の多くの種や品種ではオーキシンとサイトカイニン

の両方が必要である (Robertset al. 1995) 0 2，4-Dを含む情地でembryogeniccallusから不定旺が誘導されなかっ

たことより，クヌギのembryogeniccallusからの不定匹誘導には2，4一1)[土!町占的と考えられる。クヌギの不定腔

誘導に及ぼす植物ホルモンの効果(すなわち， embryogenic callus誘導には2，4-Dが必要であるが， embryogenic 

callusからの不定佐誘導には2，4-Dが阻害的である)は，旺形成のモデル植物として利用されているニンジン

(Nomura and Komamine 1995)の場合によく似ている。

これまでのクヌギの不定旺形成に関する報告 (Sasakiet a11988;原口， 1988; Kim et a!， 1994; Kim et al， 1997) 

ではembryogeniccallusO)形成とそれからの不定旺誘導については不されていない。 embryogeniccallusは増殖

性に優れているので，サンダルウッドの報告 (Bapatet al. 1990)のようにバイオリアクターを利用した大量増

殖のロI能性が示峻された。

2.4.3目3 発芽と順化

1/2MS倍地で培養すると不定目玉の子葉が緑色になった。 2ヶ月後には発芽し，上旺軸が仲長した(同 2-4-1の

F)。コナラ属の不定日の発芳は困難で， BAPやGA3などの植物ホルモン添加(Kimet al. 1994)や低温処理(Kim

et a!. 1997)が試みられているが，効果的な方法は見いだされていなVlo 本研究では塩濃度を薄めた1/2MS培地

で培養を繰り返すことにより発芽個体が得られた。発芳一培地で肝盛に成育を続ける再生個体は順化も容易で、，温

室で成育を続けた(図 2-4-1のG)。
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2.4.4 まとめ

以ドの}jr去に従えば，クヌギは不定旺経由で植物体を再生することが明らかになった。

①8月下旬の匹軸外植休を5μMBAPと5pMIBAを加えた培地で培養して匹係休を誘導する。

②月五様休から5pM2，4-Dを加えたMS培地でembryogeniccallusを誘導する。

③embryogenic callusをMS培地で培養すると不定肝が分化しする。

④1/2MS培地で不定月五を培養し，発芳させる。

87 

この)j法により供試した粕l英樹3家系のうち2家系で植物体を再生させることができた。クヌギにおけるem-

bryogenic callusを経由する小定佐誘導は本研究が初めての報告であり，他の報告よりも増殖効率がl古い。この

hi去を利用すれば，ケヌギにおける遺伝子組換え系が開発できると考えられた。

2.5 コシアブラにおける不定匪誘導と植物体再生系の開発

2.5.1 はじめに

コシアブラはウコギ科に属する落集高木であり，その若芽は111菜として重宝がられている。しかし，若芽の安

定した供給方法がないために市場に山田る量はごく限られている。ウコギ科にはチョウセンニンジンやヱソウコ

ギなどの薬効成分を持つ種が多く，コシアブラにも血出降下の作用のあるイソクエルチトリンが含まれるとされ

ている(伊沢 1992)。また マンガンを植物体内に非常に多く集倍する(小畑ら未発表)ためにマンガンで丙

染された!:t実からマンガンを回収することにより十ゐ壌の浄化とマンガン再利用に貢献できる可能性がある。この

様なことからコシアブラは今後宇層布用性の増加が期待できる樹種であると考えられる。しかし，コシアブラは

種子の休眠|生のために有効な発芽促進子法がなく，さし水やつぎ本による無性繁嫡ìtも未だ確立していな~ lo 不

定妊による効率的な植物休再生系はコシアブラの苗本生産に利用できるとともに，遺伝子組換え系が確なされれ

ばコシアブラのマンガン高集積能}Jの分子生物学的解明にも寄勺できるものと考えられる。

コシアブラの組織培養の研究は引用と千葉(1993) によりI員芽の培養が報告されているが増殖率は悪い。そ

こで，有効な噌殖技術であり，遺伝子組換えにも応用可能な不定妊による植物体の再生系を開発した。

2.5.2 材料と方法

2.5.2.1 材料

!H大子営林君(現茨城;森林管理署)管内の造林地(茨城県常陪太叶市)の林縁部に自生するコシアブラ11同体

(胸高直径20cm，樹高12m) より採取した成熟液果を供試材料とした。これらを1993年11月に採取した。

j佼果から取出した種子を1時間流11くで本洗し 70%エタノールに3分間 6%過酸化IK素次に20分間詰漬して種

子の表面殺繭を行った。その後，滅菌水で種子を31"1すすいだ。次に匠乳の約2/3程度の部分を切除し，残りの

種子旺が内包される音1;分(長さ約1mm) を外植休とした。

2.5.2.2 培地と培養条件

前節のクヌギの方法に準じた。
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2.5.2.3 初代培養

BAPと2.4-DをO. 0.5. 2および10mg/lで組み合わせた16種類の培地で外植休を培養した。各培地当たり 15

外植休を供した。

2.5.2.4 不定匪形成

4ヶ月後，外植休から現れた膨張した匹を0.5mg/l 2，4-Dを加えた借地に移植して，不定旺誘導を行った。

外植体から誘導されたカルスは2mg/12，4-Dと2mg/l BAPを加えた培地に移植して増殖させ，その後，イベ定

駐を誘導するために1mg/12，4-Dと1mg/l BAPを加えた培地で培養した。

誘導された不定佐は0.5mg/l 2，4-Dを加えた倍地で培養して二次不定匹の誘導を行った。

2.5.2.5 発芽と順化

発芽のために不定粧をNAA(0， 0.1 mg/l)とGA3(0， 0.01 mg/Oを加えた借地，および植物ホルモン無添

加のlj2MSJ音地で培養した。発根し司初生葉が展開した再生個体を1/2MS無機塩または1000倍希釈のハイポ

ネックスと滅的企済みパーミキュライトを加えた府養瓶に移植した。 1週間後，瓶のキャップをゆるめてIllIii化を

行った。 2ヶ月後にビートモスとパーミキュライト (1: 1)を人れたポットに移植し，温室で成育させた。

2.5.3 結果と考察

2.5.3.1 初代培養

初代培養4ヶ月後には外植体から膨張した駐が出現していた(同 2-5-1のA)。この現象は2，4-DとBAPの無添

加もしくは0.5mg/l以下の低濃度で加えた培地において高頻度で見られた([ヌ]-2-5-2) 0 2 mg/l BAPと10mg 

/12，4-Dを加えた培地と10mg/l BAPと2mg/l 2，4-Dを加えた培地では，膨張した眠からカルスの形成も見られ

(図 2ふ1のB)，カルス形成頻度は6.7%と低頻度であった。コシアブラと同じウコギ科のエゾウコギでも膨張し

た匹からカルス形成が2，4-DとBAPを加えた培地で観察されている (Guiet al. 1991)。

コシアブラの種子巾の旺は未成熟な休日民性の妊で，種子の発芽には1年以 kの後熟期間を要する。外植体から

の院の膨張やカルス形成に4ヶ月にもおよぶ長期間を要したのは，旺が休眠していたものと推測される。このこ

とから.発芽促進処理である低温と高温を繰り返す変温処理等によって休11民を打破すれば，初代培養期間を短縮

できる可能性がある。
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図-2-5-1 コシアプラの種子旺からの不定旺誘導と植物体再生

A:外植体から誘導された膨張した旺， B:外植体から誘導されたカルス C:カルスから誘導された

不定佐， D:二次駐形成による不定粧の増殖， E:不定旺の発芽。 Bars:1mm (A， B)， 2mm (C， D)， 

1cm(E)。
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図-2・5-2 初代培養における膨張した匹の形成に及ぼす植物ホルモンの影響
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各培地で15外植体を4ヶ月間倍養した。*を付した植物ホルモン組成の培地ではカルスも形成した(形成不6.7%)。
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2.5.3.2 不定旺形成

初代培養で得られた膨張した駐を0.5mg/12，4-Dを加えた培地で倍養すると膨張した妊の表面から不定佐が誘

導された。表-2-5-1に示すように初代培養培地中の植物ホルモン組成で不定佐誘導効率は異なり，初代培養を

0.5 mg/12，4-Dで行った場合の不定脹誘導効率は100%であった。エゾウコギでも同様の報告がなされている (Gui

et al. 1991) 0 1 mg/l 2，4-Dと1mg/l BAPを加えた培地でカルスを培養すると， 1~2ヶ月後には不定旺が誘導さ

れた(図 2-5-1のC)。

不定脹を0.5mg/l 2，4-Dを加えた培地に移植すると二次不定佐1112成により不定旺が培殖した(図 2ふ1のD)。

表-2-5-1 コシアブラの膨張した匹からの不定匪形成に及ほす初代培養培地中の

植物ホルモン濃度の影響

2，4-0 BAP 培養した 枯死した 不定旺を形成 不定旺形成率

(mg/I) (mg/I) 外植体数 外植体数 した外植体数 (%ヤ)

O O 11 3 6 54.5 

O 0.5 4 3 75.0 

0.5 O 7 O 7 100.0 

0.5 。目5 10 O 6 60.0 

0.5 2.0 6 O 4 66.7 

2.0 O 6 O 5 83.3 
2.0 。目5 5 2 2 40.0 

図 2・5・21こ示す16種類の初代培養培地のうち，上記の7種類の培地で形成された膨張
匹を0.5mg/I 2，4-0を含む培地で1ヶ月間培養して不定匪を誘導した。

ホ100X不定匹を形成した外植体数/培養した外植体数

2.5.3.3 発芽と順化

NAAとGA3を加えた培地での発芽ギーは低く，発芽個体は成育せず，月壬軸吉1¥分なと、から新たな不定匪形成が見

られた。一力¥植物ホルモン無添加の1/2MSt音地では全ての不定旺は10円以内に発根し(図-2-5-1のE)，その

後も成長を続けたo また. JrI自化後の生存ZRは87.5%で，そのうちの約半分が新しい葉を展開し(表 2ふ2). 成長

を続けた(図 2-5-3)。

表-2・5・2 不定旺を経て再生したコシアブラの順化後の生存率

不定匪分化の経路

膨張匪

カルス

合計

イ共試数
新葉展開植物体

生存植物体(%)
(%) 

4

0

M

 

4
6
H
H
 

88.6 

86.7 

87.5 

38.6 

55.0 

48.1 

ビートモスとパーミキュライト混合土 (1: 1) に移植してから3ヶ月経過した時
点での結果を示す。



2.5.4 まとめ

林木におけるイ、定恒による純物体再生系と遺伝子組換え系の開充に関する基礎的制究

、.
t 
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有司・・1 白 j ・i

EFJ/:，-j日
図-2・5-3 コシアブラの不定匪を経て再生した植物体の順化後の様子

ポットの直径は6cm

以下の}j法に従えば，コシアブラは不定旺経由で植物体が再生するととが明らかになった。

①成熟種子主BAP と 2.4-D を 0~2 mg/lJJnえた倍地で情養する。

②得られた膨張旺を0.5mg/l 2，4-Dを加えた培地で培養してイベ定月五を誘導する。

③膨張匪に形成されたカルスからも1mg/12，4-DとBAPを加えた培地で不定旺は誘導される。

④1!2MSl音地で不定旺は存易に発芽する。
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ここに示した方法はコシアブラの効率的な増殖法としての初めての方法であり，大量増殖や遺伝子組換えに利

用できると考えられる。初代培養での膨張旺の誘導には4ヶ月もの長い期間を必要としたが，これは種子腔の休

眠によるものと推測された。ごの期間の短縮のためには駐の休眠打破処理が必要であると考えられた。

2.6 結論

本章では，遺伝千組換え系開発のために必要な不定駐を経た植物体再生について検討した。その結果，針葉樹

ではヒノキとスギにおいて 広葉樹ではクヌギとコシアブラにおいて，種子匪から不定駐を経て植物体を再生さ

せる系を開発するととができた。これら系を利用すれば，遺伝子組換えによる林木育種を行うために必須である

遺伝 f組換え系の開発を行うことができると考えられた。また，ィ、定日壬形成率や植物体再生率は家系による差が

あることが示唆されたので 効率的に植物体を再生する家系の選抜が可能であると考えられた。

本章で取り上げた4樹種からヒノキを選び，次章では遺伝子組換え系の開発を行った。ヒノキを選んだ、理由は.

①ヒノキは我が国の林木のうち最も重'要な樹種であり，遺伝子組換えによる有用品種開発の意義が大きい，②不

定旺による植物体再生系の開発の際と同様に，ヒノキで遺伝子組換え系を閣発すればその知見をスギや他の樹種

にも応用できる可能性があると考えられるからである。
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3 林木における遺伝子組換え系の開発

3.1 緒言

前章では，遺伝子組換え系の開発のために必要とされる不定佐による植物体再生について検討し，針葉樹2樹

種，広葉樹2樹極において植物体再生系を開発した。本主主では. まず遺伝子組換えの成否の1可定に用いるGFP遺

伝子の林本の細胞内での発現を調査し，次に前章で開発したとノキの植物体再生系を利用したGFP遺伝子組換

えヒノキの作出法について述べる。

植物への遺伝子組換えにはことに2つの手法がある。一つはアグロパクテリウム法と呼ばれる土疑細菌

Agrobacterium tumefaciensを利用する方法である。この細菌は値物に感染すると自身の遺伝子であるTiプラス

ミドのT-DNA領域を植物のゲノムDNAに組込み，植物細胞内でT-DNA領域にコードされている植物ホルモン

合成遺伝 fなどを発現させることにより，根頭癌腫病を発病させる。すなわち本細菌は白然界で植物に遺伝子組

換えを行っているのであるO このT-DNA領域の発病に関係する遺伝子を取り除き，その代わりに我々が導入し

たい遺伝子と入れ換えたアグロパクテリウムを植物に感染させればアグロパクテリウムを介して遺伝子組換えを

行うごとができる。この手法が適用できる場合は確実に遺伝子組換えができるが，アグロパクテリウムに感染し

ない場合は遺伝子組換えを行うことができない。

もう -つの方法は遺伝子を直接物理的に導入するパーティクルガン法である。パーティクルガン法は遺伝子

を金属の微粒子に貼付け，ぞれをヘリウムガスの正力などにより物用的に細胞内に打ち込む五法である。この手

法によれば生きた細胞であればいかなる植物にも遺伝子導入が比較的容易に行えるので唱アグロパクテリウム法

が適用困難な場合には有効である。しかし，遺伝子が細胞に導入されてもゲノムDNAに遺伝子が組込まれる可

能性は低いので，遺伝子組換え休が得られる効率が悪い。一方，遺伝子の細胞内への導入がイ容易であり，遺伝 j士

の発明の解析のためには非常に優れた子法となる。

1983年にZambryskiらがアグロパクテリウム法によるタパコの遺伝 f組換えについて報告したのが植物におけ

る遺伝子組換えの初めての伊lである。それ以米，多くの植物種において遺伝子組換えが報告されている。林木に

おける初めての組換え体作出は，アグ口パクテリウムj去によるポプラの報告 (Fillattiet α1.1987)である。パー

ティクルガン法による初めての報告もポプラを用いたものである (McCownet al. 1991)。針葉樹ではHuangら

( 1991)によるヨーロッパカラマツの報告が最初であるが，これはアグ口パクテリウム属のAgrobacterium 

rhizogenesを用いたもので，倭化などの形態異常を伴うものであったのその後，パーティクルガン法によりシロ

トウヒ(Elliset al. 1993)で，また，アグ口パクテリウム法では雑種カラマツ (L例代 etal. 1997) で報告され

た。我が回の林ノドではパーティクルガン法による遺伝子組換え休の作間が，スギ (Maruyamaet al. 2000). ヒ

ノキ(Ishii2002). グイマツ (Linet al. 2005)で報告されているが，再現性の確認がなされておらず，効率が低

いなどの問題が残されている。アグロパクテリウム法ではシラカンパ(恥10hriet al. 1997)で報告されている。

本章では我が国の林木の遺伝子組換え系を開発するために，まずGFP遺伝子が我が国の林本においても有効

なレポーター遺伝子であるかどうかを検討した。次にGFP遺伝子をレポーター遺伝子として用い，前章に示し

た植物体再生系を利用して，アゲロパクテリウム法によるヒノキの遺伝子組換え系を開発した。
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3.2 林木におけるGFP遺伝子のレポーター遺伝子としての有効性の検討

3.2.1 はじめに
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遺伝子組換え系の開発の際には，遺伝子組換え細胞を選抜するために抗生物質|耐性を付与するマーカー遺伝子

と遺伝子導入の成否を視覚的に判断するためのレポーター遺伝子を用いる。マーカー遺伝子としてはカナマイシ

ンluit性を付与するネオマイシンフォスフォトランスフエラーゼ、遺伝 fやハイグロマイシン耐性を付与するハイグ

ロマイシンフォスフォトランスフエラーゼ遺伝子が有効なマーカー遺伝子としてよく用いられる。 ゾJ¥ レポー

ター遺伝子としてはホタル由来のルシフエラーゼ遺伝子や大腸菌向来の s-グルク口ニダーゼ遺伝子が肘いられ

てきた。近年，オワンクラゲに出来するGFP遺伝子が他のレポーター遺伝 fより効果的であると考えられるよ

うになってきた。それは 440~480 nmの波長の青色光を照射すれば筒{更にGFP遺伝子の発現を検出できるの

で，蛍光顕微鏡を用いて観察すると遺伝子組換えの成否を存易に判定できるためである。さらに， 65番Hのア

ミノ酸であるセリンをスレオニンに置き換えた改変型のGFPであるsGFP(S65T)は，通常のGFPのおよそ100

倍もの強度の蛍光を発することが報告されておりにhiuet al. 1996; Niwa 2003) ， レポーター遺伝子としての利便

性がさらに向上している。

我が国の林水へのGFP遺伝子の導入は少ない (Linet α1. 2005)。そこで，樹木6種の細胞にパーティクルガン

法によりGFP遺伝子を導入してその発現を観察し， GFP遺伝子のレポーター遺伝子としての合効性を検討した。

また， GFPの発現量を高める方法についても検討した。

3.2.2 材料と方法

3.2.2.1 材料

本研究において， 6種の林木の細胞への遺伝子導入を行った。以下に材料の調製法について列記する。

ヒノキ精英樹(忠那3) の子葉からIshii(2002) のh法に準じ， O.3pM NAAと10pMBAPを加えたCD培地

(Campbell and Durzan 1975)で誘導した苗条原基を1μMzeatinを加えたCD培地で培養した。直径1cm程の南

条原基10{岡を0.5Mサッカロースを追加した前記の培地に置床して司 4時間高浸透正処理を行った。高浸透正処

理を行わない対照区も設けた。

スギ粕英樹(大野2，中6)の成熟種子を3U間給水させ， 70%エタノールに2分， 10%過酸化水素;j(に10分間

浸漬して表面殺蘭を行い.滅菌;j<で、3回すすいだ。滅菌種子から駐を取出し， 30 g/lサッカ口ースと3g/lのゲ

ルライトを加えたWPM培地(Lloydand McCown， 1980)で4円問培養した。この府地に浸透圧調整剤としてO.4M

サッカロースを追加した培地に旺を置床し，高浸透圧処理して4時間後にパーティクルガンで遺伝子導入を行

なった。供試旺数は大野2で40個.巾6で8個である。高浸透圧処理を行わない匹も対照として供試した。

2章5節の方法で誘導したコシアブラの不定匹を， 0.01 mg/l 2，4-Dを合むMSt古地(Murashigeand Skoog， 1962) 

に0.5Mサッカロースを追加|した局地で24時間高浸透圧処理を行った。高浸透圧処理を行わない不定目玉も供した。

カラマツ精英樹(南佐久12) の未成熟種子から誘導した不定粧を改変CD培地(谷口ら 2001)に浸透圧調整

剤 (O.4Mサッカロース， O.4Mマル卜ース， 0.2Mソルビトール +0.2Mマンニトール)を加えた局地で5時間培

養し，遺伝子導入を行った。処理当たりの供試不定駐数は10または20である。

マツノザイセンチュウ抵抗性アカマツ須崎27とマツノザイセンチュウ抵抗性クロマツ大瀬戸12のembryo

genic tissueを子葉期に達する前の未成熟種子から誘導した (Taniguchi2001)。カラマツの精英樹(南佐久12)
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のembryogenictissueも子葉期に達する前の未成熟種子から誘導した(谷口ら 2001)。これらのembryogenic

tissue車:'1500mgを液体培地に懸濁し，直径5.5cmのろ紙をセットしたi慮過器に流し込んだ。兵空ポンプで吸引し，

ろ紙にembrγogenictissueを捕促した。このembryogenictissueを継代培養培地で遺伝子導入前 (1~211 問)に

前培養処理を行った。処理当たりの供試数は3または4である。

3.2.2.2 プラスミドDNA

プラスミドCaMV35S[1-sGFP(S65T)-nos3'(Niwa 2003)からHindIII-EcoRIで切り出したCaMV35S-

sGFl】(S65T)-nos3'断片をpRT99ベクター (Tりpferet al. 1993)のマルチク口ーニングサイトに挿人することに

より，プラスミドpRT99sGFPを調製した。とのプラスミドにおいてGFP遺伝子の発現はCaMV35Sプロモーター

により調節される。

3.2.2.3 パーティクルガンによる遺伝子導入

定法 (Sanfordet al. 1993)に従い，プラスミドpRT99sGFPを金粒子にコーティングした。パーティクルガ

ン (PDS-1000/He; Bio-Rad)を用いて前記の材料の項に不した植物組織に遺伝子導入を行った。遺伝子導入条

件としては，チャンパー内J.t:力を28インチ水銀，ヘリウムガス圧を1100. 1350または 1500psi. ターゲットディ

スタンスを6または9cm. 会粒子俸を1.0または1.6pmとした。

3.2.2.4 GFP遺伝子の発現の観察

遺伝子導入した植物組織におけるGFPの発現による緑色蛍光をGFPPlusフィルターシステム(励起フィル

ター;480/40 nm. 吸収フィルター 510nm) を取り付けた蛍光実態顕微鏡 (MZFLIII;ライカマイクロシス

テムズ)で観察した。遺伝子導入24時間後にターゲット組織におけるGFPの発現を観察し，デジタルカメラシ

ステム(DC300F;ライカマイクロシステムズ)を用いて写真撮影した。

3.2.3 結果と考察

3.2.3.1 林木の細胞へのGFP遺伝子の導入とその発現

遺伝子導入24時山後には. {共試した令ての樹純(ヒノキ，スギ，カラマツ.クロマツ，アカマツ.コシアブ

ラ)で緑色蛍光が観察された(同 3-2-1 のA~G) ことより. GFP遺伝子は三れらの林木の細胞内に導入され，

発現することが明らかになった。このことより. GFP遺伝 fはこれらの樹種においても遣伝子組換え休作山法

の開発の際にマーカー遺伝子として使用することができることが明らかになった。一方. Mohriら(2000)は3

グルクロニダーゼ遺伝子はアカマツとクロマツの佐では発現するがスギでは発現を確認できなかったと報告して

いる。このことはスギではβ グルクロニダーゼ遺伝 fがレポーター遺伝子として利用できない可能性を示唆す

る。

なお。遺伝子導入条件(ヘリウムガス圧;1100， 1350司 1500psi，ターゲットディスタンス 6，8 cm，金*な:

{筏;1.0， 1.6pm) によるGFP発現の明確な差異は認められなかった。
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図 3-2-1 蛍光実態顕微鏡で観察したGFP遺伝子の発現による緑色蛍光

A:スギの種子旺.B:カラマツの不定佐.C:コシアブラの不定駐.D:ヒノキの苗条原基 E:カラマツのembryogenic

tissueの1{同の細胞. F:アカマツのembryogenictissueの2個の細胞. G:クロマツのembryogenictissue 



-96-
林木育種センター研究報告 第 23号

3.2.3.2 高浸透圧処理と前培養がGFPの発現に及ぼす影響

高浸透圧処理のGFPの発現に及ぼす影響について調べた。スギの種子旺におけるGFP遺伝子の発現細胞数は

0.4 Mサッカロースによる高浸透圧処理により大野2では16.8倍に，中6では19.6倍に増加した(図-3-2-2)。ヒ

ノキの苗条原基やコシアブラの不定匹においても高浸透正処理によりGFP遺伝子の発現細胞数は増加した。浸

透圧調整剤の組成の影響をカラマツの不定匹で調べた(図 3-2-3)。マルトースはサッカロースと同様にGFP遺

伝子の発現に効果的であった。ソルビトールとマンニトールの混合物はク口トウヒの不定目玉への遺伝子導入の際

に浸透圧調整剤として使用されている (Tianet al. 2000)が，カラマツではこれらの混合物はマルトースやサッ

カロースよりも浸透圧調整剤としての効果は低かった。 ドイツトウヒの場合もカラマツと同様にソルビトールと

マルトースの混合物は浸透圧調整剤としての効果は低かった (Claphamet al. 1995)。

次に，前培養のGFPの発現に及ぼす影響についてアカマツ，クロマツ，カラマツのembryogenictissueを用

いて調べた。前培養しなかったembryogenictissueに遺伝子を導入した場合は，シャーレ1枚当たりのGFP遺伝

子発現細胞数はアカマツ，クロマツ，カラマツで各々67-78個. 19-35個， 1-5個であった。前培養処理を行った

カラマツのembryogenictissueでのGFP発現細胞数は，処理期間1Hで47-71個， 2日では95-136個と憎加した。

アカマツ，クロマツでも同様に発現細胞数は増加した。前培養によりembrγogenictissueの細胞の生理活性が高

くなり， この様な細胞内では導入遺伝子は発現し易くなると考えられている (Tangand Newton 2003)。

3.2.4 まとめ

パーティクルガンにより導入したGFP遺伝子は，供試した全ての樹種(ヒノキ，スギ，カラマツ，アカマツ，

クロマツおよびコシアブラ)において発現した。また 遺伝子導入のターゲットとなる組織の高浸透圧処理や前

培養はGFP遺伝子の発現効率を高める効果があった。したがって， GFP遺伝子は前述の6樹種においてレポー

ター遺伝子として利用できることが明らかになった。このことよりGFP遺伝子をレポーター遺伝子として用い

ると遺伝子組換え系の開発を効率よく行うことができると考えられた。

次節ではヒノキを我が国の林木の遺伝子組換え系のモデル系とする円的で GFP遺伝子をレポーター遺伝子と

して使用してアグロパクテリウム法による遺伝子組換えを行った。
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図-3-2-2スギの種子妊におけるGFP遺伝子の発現に及ほす高浸透圧処理の影響

高浸透圧処理「有り」の場合は，サッカロースO.4Mを追加した培地で4時間培養後にパーティクルガ

ンで遺伝子導入を行った。{共試数は大野2では40個，中6では8個とした。遺伝子導入1日後に緑色蛍光

を発する細胞数を数えた。図巾のパーは標準誤差を示す。
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図 3・2-3カラマツの不定匹におけるGFP遺伝子の発現に及ぼす浸透圧処理剤の種類の影響

高浸透圧処理剤としてO.4Mマルトース(Mal)， 0.4 Mサッカロース(Suc)， 0，2MソルピトールとO，2M

マンニトールの混合物(Sol+ Man)を用いた。各々の高浸透圧培地で5時間処理後にパーティクルガン

で遺伝子導入を行った。供試数は10?20個とした。遺伝子導入1u後に緑色蛍光を発する細胞数を数え

た。図中のパーは椋準誤差を示す。
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3.3 アグロパクテリウム法によるヒノキの遺伝子組換え系の開発

3.3.1 はじめに

第2章においてヒノキ結英樹の未成熟種子旺からembryogenictissueを経る植物体再生系を開発した。また，

前節でGFP遺伝子がヒノキにおいてレポーター遺伝子として使用できることを明らかし， これらの成果をもと

に本節ではヒノキの遺伝子組換え系を開発した。

Tang and Newtonの総説 (2003)で述べられているように，以前は針葉樹の遺伝f組換えはパーティクルガ

ン法による報百が主流であり， トウヒ属(Walteret al. 1999; Clapham et al. 2000; Ellis et al. 1993; Charest et al. 

1996; Tian et al. 2000) .カラマツ属 (Klimaszewskaet al. 1997)，マツ属 (Walteret al. 1998)で既に遺伝子組

換えが行われている。その理由はAgrobacteriumthumefaciensが針葉樹に感染しないと考えられていたからであ

る。しかし，パーティクルガン法による遺伝子組換えは効率が悪く，再現性が低く，材料の養成に熟糾したテク

ニックが求められる陽台が多l) 0 ノI'j，アグ口パクテリウムから植物ゲノムへのT-DNAの組込みに閲するメカ

二ズムが徐々に明らかとなり (Zupanet al. 2000)，遺伝子組換えに使肘されるアグロパクテリウムにも改良が

加えられた。そのような状況の巾， 1997年にLeveeらによりAgr吋 acteriumtumefaciensを肘いた雑種カラマツへ

の遺伝子の導入と遺伝子組換え植物の再生が報告された (Lev白 etal. 1997) 0 その後 2つの報告 (Leveeet 

al. 1999; Le et α1. 2001) がなされ.近年にはKlimaszewskaら (2001a)によりアグロパクテリウム法による非

常に効率の良い方法がトウヒ属3種において報告された。この報告では1シャーレ当たり数十系統の遺伝子組換

え系統が得られている。これに対して，パーティクルガン法による針葉樹のembryogenictissueへの遺伝子組換

え効率は1シャーレ当たり 1系統に満たない。

ヒノキの遺伝子組換えについては，唯一Ishii(2002)によりパーティクルガン法による苗条原基への 0グル

クロニダーゼ遺伝子の導入と組換え植物の再生が報告されている o この報告に従い， ヒノキ精英樹より誘導した

苗条原基にGFP遺伝下を導入したが，組換え植物の再生には至らなかった (Taniguchiet al. 2004b)。このこと

よりこのノり法は再現性が低い卜，材料としている苗条原基の誘導に時間がかかることが問題であると考えられた。

そとでヒノキの遺伝子組換えによる新品種閣発のためには新たな組換え系の開発が必要となり，前章で開発した

植物体再生系を利用し，アゲロパケテリウム法によるGFP遺伝子の導入と遺伝子組換え植物の再生について検

討した。

3.3.2 材料と方法

3.3.2.1 材料

第2単第2節においてヒノキ精英樹の虐、那3から誘導されたembryogenictissueである恵那3-1-1系統を材料とし

た。

3.3.2.2 使用したアグ口パクテリウムの系統とその培養法

本ii)f究ではアグロパクテリウムとしてC58/pMP90系統(ー GV3101/pMP90;Koncz and Schell 1986)を用い

た。このアグロパクテリウムにバイナリーベクタ~pBin 19-sgfpをトリペアレンタルメイテイング法(Wolket al. 

1984) により導入した。バイナリーベクタ~ pBin19-sgfpは，レポーター遺伝子として改変塑GFP遺伝子である

sGFP(S65T)遺伝、 f(Chiu et al. 1996; Niwa 2003)を，選抜マーカー遺伝子としてカナマイシン耐性を付与す
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るネオマイシンフォスフォトランスフエラーゼ (NITII)遺伝子をもっ。 sGFP(S65T)遺伝子とNITII遺伝千は，

それぞれCaMV35SプロモーターとNOSプロモーターにより発現が制御されている(図 3-3-IC)。

A B 

wt 3 4 5 6 7 8 10 5 6 

C 

NheI 

nptII 

-4kb 

4.3kb 

nptII-sg.わプローフ(3367b)

4kb 

sg.わ

EcoRI 

回一3-3・1 ヒノキの遺伝子組換え植物の葉から抽出したゲノム01¥IAの

サザンハイフリ夕、イゼーション解析

A:ゲノムDNAをEcoRIで、切断後にnptII-sgfpプローブでハイブ1)ダイゼーションを行った(非組換え植物 wt.組換え

植物 1.3. 4. 5， 6. 7， 8司 10)。

B・ゲノムDNAをNhelで切断後にnptII-sgipプローケでハイブ1)ダイゼーションを行った(5.6共に組換え植物)。

C:バイナリーベケターのT-DNA領域。市IJ限醇素 (Eco聞とNheI)切断部位とプローブの位置と示す。 Nospro; NOSプ

ロモーター， Nos ter; NOSターミネーター， 35S pro: CaMV35Sプロモーター. nptII;ネオマイシシフォスフォトラ

ンスフ工ラーゼ遺伝子. sg[p; sGFP(S65T)遺伝子， RB;ライトボーダー. LB;レフトボーダー。

50mg/lカナマイシン， 50 mg/lジエンタマイシンおよび50mg/lリファンピシンを加えたYEB培地(5g/l Bacto 

beef extract， 5 g/l Peptone， 1 g/l Bacto yeast extract， 2 mM  MgS04.H20， 5 g/l sucrose. pH 7.2)に懸濁したア

グロパクテリウムを200rpm，280Cの旋回型培養器で培養した。一晩培養後，旺盛に成育を続けるアグロパクテリ

ウムを遠心分離 (5000rpm，5分)により沈殿させ， 50ぃMのアセトシリンゴンを加えたSM3液体培地(表 2-2-2 

のSM3培地より培地支持体を除いた倍地)にOD600が0.3になるように内懸濁した。
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3.3.2.3 embryogenic tissueへの遺伝子導入

容量50mlのチューブに人れた前記のアグロパクテリウム懸濁液 (20m])にSM3培地で2週間培養したembηro-

genic tissue (生重量19) を懸濁した。このチューブを250C・暗所で旋回振とう (100rpm) した。振とう時間

の遺伝子組換え効率に及ぼす影響を調べるために振とう時間を20分と5時間の2処理とした。振とう後，約0.25g

のembryogenictissueを含む懸濁液5mlをi1草過6::Hミリポア)にセットした直径5.5cmの滅菌済みろ紙 CWhatman

no.2) に注ぎ，真空ポンプで吸引して液休を除くことによりろ紙にembryogenictissueを保持させた。次に，

50J.lMアセ卜シリンゴンを加えたSM3培地(共存培養培地)上にembryogenictissueを保持させたろ紙を置き，

250C・暗所にて2r I間共存培養を行った。

共存培養後， 4枚のろ紙からembryogenictissue約19をスパーテルでかき取り， 40mlの洗行f液(除菌用の抗生

物質であるセフォタキシム (300mg/]) を添加したSM3液体培地)の入ったチューブにいれ， 150 rpmの旋凶

振とうを20分間行った後，ろ紙トにembryogenictissueを回収した。との洗浄操作を3回繰り返した。最後の洗

浄操作後，約0.25gのembryogenictissueを保持させたろ紙を300mg/lセフォタキシムを加えたSM3培地(除菌培

地)にのせて， 4日間培養を行った。その後，遺伝子組換え細胞を選抜するために除菌培地に選抜用抗生物質であ

るカナマイシンを25または50mg/lの濃度で加えた培地(選抜培地)に移植した。その後は3週間毎に選抜培地へ

の移植を2日行った。 6週間後にろ紙上に形成されたコロニーを単離し，同組成の選抜倍地に3週間毎に移植し，継

代培養を行った。

3目3.2.4 遺伝子組換え体の再生

2章2節でヒノキの不定住誘導周に朝発したSM4培地(表 2-2-2)に25mg/lカナマイシンを加えた不定旺誘

導培地にembryogenictissueを移植して，不定庇を誘導した。さらに不定旺を発芽させるためにWPG培地(表

2-2-2)に25mg/lカナマイシンを加えた発芽培地に不定旺を置床した。再分化した組換え植物は2章2節の)j

法に従って順化した。ただし，組換え他物育成周の閉鎖系温室内で、)11員化を行った。

3.3.2.5 GFP遺伝子の発現の観察

embryogenic tissue，不定住，再生した値物体でのGFP遺伝子の発現による緑色蛍光は3章2節に示した蛍光

実態顕微鏡を用いて観察した。ただし 葉緑体の赤色自家蛍光を除くためにGFPPlantフィルターシステム(励

起フィルター;470/40 nm，吸収フィルター;525/50 nm)も併用した。写真撮影にはデジタルカメラシステム

(DC 300F;ライカマイク口システムズ)を用いた。

3.3.2.6 サザンハイフリダイゼ ション解析

組換え植物および非組換え植物の葉からゲノムDNAをDNeasyPlant Mini Kit (Qiagen) を用いて抽出した。

制限酵素EcoRIまたはNheIで切断したDNAlOJ.lgを0.7%アガロースゲルで電気泳動し， Hybond N + nylon mem-

brane (Amersham Pharmacia Biotech UK) にプロッティングした。プローブの作成はプライマ一対 (5'ー

CTITACTIGTACAGCTCGTCCATG-3'， 5'一CCCCTCGGTATCCAATIAGAG-3') を用いて!¥イナリーベクタ-

pBin19-sgfpからPCRにより増幅させたnttIIーほか断片(図-3ふ1のC)をdigoxigeninでラベルすることにより行っ

た。次にDIGEasy Hybバッファー (Roche)中でハイブリダイゼーションを行い， CDP-star (Roche)によりシ
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グナルの検出を行った。

3.3目3 結果と考察

3.3.3.1 embryogenic tissueへの遺伝子組換え効率と遺伝子組換え体の再生

アグロパクテリウムとの2U間の共存培養後にろ紙からスパーテルでかき集めたembryogenictissueは，アグ

ロパクテリムの増殖によりクリーム状になっていた。特にアグロパケテリウム懸濁液中での振とう時間を5時間

とした場合に著しかった。洗浄操作を省断した場合や不十分の場合，除菌培地や選抜I音地でアゲロパクテリウム

が増殖し， embryogenic tissueはすべて枯死した。したがって，洗浄操作はアゲロパクテリウム法によるヒノキ

への遺伝子導入の成否に関係する非常に重要な操作であると考えられた。同様の報告はトウヒ属でもあり

(Klimaszewska et al. 2001a)，本研究で得た成果と A致するものである。

選抜培地で培養3~4週間後に embryogenic tissueの再増殖が認められた。その2~3週間後には，直符約1mm

のコロニーに成長した。 12枚のシャーレから合計197個のコロニーを分離し，選抜培地に移植した(以後， 1個の

コロニーに由来する陪養物を1系統の培養物とする)。その2ヶ月後には，増殖しないコロニーやGFPを発現しな

い合計52系統 (26.4%)を遺伝子組換えが行なわれていないものと判断して廃棄した。残りの145系統を遺伝子

組換え系統として選抜した。表 3ふ1に4通りの処理における遺伝子組換え効率を示す。どの処理でも遺伝子組

換え系統は得られたがその効率は処理問で有意な差が認められた。処理A(アグロパクテリウム懸濁液中での振

とう時間が5時間，選抜培地に加えるカナマイシン濃度が25mg/l)による遺伝子組換え効率は1シャーレ当たり

22.5系統と最も高かった。振とう時間を20分と短くした処理Cでは，遺伝子組換え効率は半減した。カナマイシ

ンの濃度を50mg/lと高濃度にした処理Bおよび処理Dの遺伝子組換え効率は1シャーレ当たり5.5系統と低い値

であった。

表-3-3-1 ヒノキのembryogenictissueにおける遺伝子組換え効率(感染2ヶ月後の結果を示す)

処理* (A) (8) (c) 

11a， b 

(10・12)

ー

:

)

町

一

却

必

i
t
E
F
D
F
D
 

シャーレ1枚当たりの 22.5a** 5.5b 
宣伝子組換え系統数 料お

(16・32)刊ド (2・11) 

本アグ口パクテリウム液中での振とう時間と選抜培地に加えるカナマイシン濃度を (A)では5時間と 25mg/l， (B)では5時間

と50mg/l， (C)では20分と25mg/l(D)では20分と50mg/lとした。

ネホ選抜培地で成長し， GFPを発現する遺伝子組扱えembryugenictissueのシャーレ1枚当たりの系統数を示す。 1枚のシャーレ当

たり250mgのembryogenictissueをアゲ口パクテリウムに感染させたG 異なったアルファベットを付した数字は5%水準で有為

差有り(Kruskal羽Tallis検定)。

*料カッコ内には最小値と最大値を示す。供試シャーレ数は (A)と(B)では4枚， (C)と(Dlでは2枚とした。
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12系統の遺伝子組換えembryogenictissueを不定粧誘導培地で培養すると8週間後には8系統で不定駐が誘導

された(図-3-3-2のB)。小定駐を発芽情地で培養すると正常に発芽し(凶 3-3-2のD-l)， 8系統の組換え植物

を得ることができた。発芽本は57%であった。閉鎖系温室で)11員化させた組換え植物は，非組換え植物と形態的

に明確な差は認められなかった(図 3-3-3) 0 

本研究ではアグロパクテリウムとしてC58/pMP90系統を用い，表 3-3-1に示す様に高い効率でヒノキの遺伝

子組換えを行うことに成功した。 C58/pMP90系統は，雑種カラマツ CLeveeet a!， 1997; Lelu and Pilate 2000) ， 

ストローブマツ(Leveeet a{， 1999)，シロトウヒ，クロトウヒ， ドイツトウヒ (Klimaszewskaet al， 2001a)など

の多くの針葉樹の遺伝子組換えにも用いられている。このことより， C58/pMP90系統は針葉樹の遺伝子組換え

に適したアグロパクテリウムと考えられる。他のアゲロパケテリウムの系統としてはEHA105 (pToK 47)がド

イツトウヒ(Wencket a{， 1999)，シロトウヒ (Leet a{， 2001)で用いられているが，遺伝子導入効率は低い。ラ

ジアータマツではLBA4404系統が用いられているが，組換え植物は得られていない (Cerdaet a!， 2002)。

3目3，3，2 GFP遺伝子の発現

蛍光実態顕微鏡観察において， 2円聞の共存培養後にはシャーレ1枚当たり2ないし3f固のGFP発現細胞が見ら

れた。しかし，薄い緑色蛍光であったためにその発現呈は低いと考えられた。選抜培地で培養を続けるとGFPを

発現する細胞塊の数は増加したが，緑色蛍光は弱いものから強いものまでバラツキが見られた。コロニーを単離

したときには約半数のコロニーは蛍光を発しなかったが，コロニーが増殖するとともに蛍光を発するコロニー数

は憎加した。図 3ふ2のA-1の左上に非常に発現の弱い系統を，有に怯く発現する2系統を示す(図-3-3-2のA-

2)。左下のものは非組換え系統で，緑色蛍光を発さなかった。成熟した不定佐では， DlJ II蛍光が匪軸青1;分に見ら

れた(図 3-3-2のC-2)。また， GFP Plusフィルターを用いると集結体の自家蛍光による赤色蛍光が子葉部分に

見られた(図 3-3-2のC-3)。発芽直後では， GFP Plantフィルターを用いると緑色蛍光は組換え体の根で見ら

れた(図←3-3-2のD-2)が，非組換え休でも根の匹軸に近い部分に薄い緑色の白米蛍光が見られた。 GFPPlus 

フィルターを用いると非組換え体の結色白家蛍光は無くなり(図 3-3-2のD-3のド)，組換え休と非組換え体を

区別することができた。順化した紐換え植物では.若い葉の先端に弱い結色蛍光がGFPPlantフィルターにより

観察された(図 3-3-2のE引。 GFPPlusフィルターでは， GFPの発現は葉緑体の赤色蛍光と重なって黄緑色で

あった(図-3-3-2のE-3)。
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図 3・3・2 ヒノキにおけるアグロパクテリウム法によるembryogenictissueへの遺伝子組換えとGFP遺伝子の発現

A-1: 3系統の遺伝子組換えされたembryo貯 nictissue. (左上と右)と1系統の非遺伝子組換えembryogenictissue (年

下).A-2: A-1の蛍光実態顕微鏡観察像(励起フィルター:480/40 nm.吸収フィルター:510 nm). B:遺伝子細換え

されたembryogenictissueから分化した不定匹. C-l:遺伝子組換え不定匹(右)と非遺伝子組換え不定日不(左). C 

2: C-1の蛍光実態顕微鏡観察像(励起フィルター:470/40 nm.吸収フィルター 525/50nm). C-3: C-1の蛍光実態

顕微鏡観察像(励起フィルタ一:480/40 nm吸収フィルター:510 nm). D-1:不定肝の発芽(上と巾央は遺伝子組

換え体，下は非組換え体). D-2: D-1の蛍光実態顕微鏡観察像(励起フィルター:470/40 nm.吸収フィルター・ 525/

50 nm). D-3: D-lの蛍光実態顕微鏡観察像(励起フィルター:480/40 nm，吸収フィルタ~: 510 nm). E-1:順化した

植物体のシュートの先端部(左は遺伝子組換え体，右は非組換え体). E-2: E-1の蛍光実態顕微鏡観察像(励起フィ

ルター:470/40 nm.吸収フィルター:525/50 nm). E-3: E-1の蛍光実態顕微鏡観察像(励起フ 1)vター:480/40 nm， 

吸収フィルター:510 nm)o Bars: 5 mm (A， B， D)， 2 mm (C， E) 
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図-3-3-3 ヒノキにおけるアグ口バクテリウム法によるembryogenictissueへの遺伝子組換えに

より再生した遺伝子組換え植物(右)と非遺伝子組換え植物(左)

プランターの幅は25cm

本研究では多くの場合，組換えヒノキにおけるGFPの蛍光は弱かった。その理由としてGFP}宣伝 fの発現を

制御するCaMV35Sプロモーターの活性がヒノキにおいて弱い可能性があげられる。より活性の強いプロモー

ターを用いれば. GFP遺伝子はより強く発現する可能性がある。 トウモロコシ由来のユビキチンプロモーターは

CaMV35Sプ口モーターの12から16倍も s-グルク口ニダーゼを高発現させるとドイツトウヒのembryogenictis 

sueで、報告されている(Claphamet al. 2000)。ヒマワリ尚来のユビキチンプロモーターもCaMV35Sプロモーター

より高活性であると報告されている (Claphamet al. 1995)。また，本研究では，根では全ての系統でGFPが発

現していたが，葉でのGFPの発現はほとんど確認できなかった。ヒノキでは，器官によってCaMV35Sプロモー

ターの活性に芸がある可能性がある。ヒノキと同様の現象がシダレカンパで報告されており， CaMV35Sプロモー

ターの葉での活性は根の場合の17分の1であった (Lemmetyinenet al. 1998)。

3.3.3.3 サザンハイブリ夕、イゼーション解析

8系統の組換え植物と非組換え植物の葉から抽11'，したゲノムDNAをEcoRIで制限酵素処理してからサザンハイ

ブリダイゼーションを行った(図 3-3-1のA)。非組換え植物からはシグナルは検山されなかった。一方，組換

え植物ではすべての系統においてシグナルが検出され.GFP遺伝子がヒノキのゲノムに組込まれていることが確

認された。また，各々の系統のシグナルは異なったパターンを示工たことより各系統は別々の遺伝 f組換え細胞

に由来することが確認できた。 EcoRIでゲ、ノムDNAを切断すると，系統5以外の7系統では複数のシグナルが検

出された(図 3-3-1 のA) が，系統5では 1本のシグナルしか検出されなかった。しかし • Nhelで切断した場合，

系統5のゲノムDNAからは3本のシグナルが検出された(図 3ふ1のB)。これらのことから8系統のすべての組

換え体において複数コピーのGFP遺伝子が組込まれたことが明らかになった。
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3.3.4 まとめ

本研究では以下のようにアグロパクテリウム法によりヒノキにGFP遺伝子を導入した組換え体を作出する方

法を開発した。第2章に示した方法によりヒノキ精英樹の未成熟種子から誘導し 1自殖させたembryogenictis-

sueにレポーター遺伝子としてGFP遺伝子を，マーカー遺伝子としてネオマイシンフォスフォトランスフエラー

ゼ遺伝子を保持させたアグロパクテリ IフムC58/pMP90系統を感染させた。その後，アグロパケテリウム菌の除

菌を行い，カナマイシンを添加した選抜培地で生育し，かつGFPの緑色蛍光を発する遺伝千組換えembryogenic

tissueを選抜した。遺伝チ組換え効率はカナマイシン濃度を25mg/lとした場合にlシャーレ当たり22.5系統と

高かった。遺伝子組換えされたembryogenictissueをカナマイシンを添加したSM4情地で培養すると不定粧が

誘導された。不定匪をWPG培地で発芽させることにより遺伝子組換えヒノキが再生した。これらの遺伝子組換

えヒノキの順化を行った。また，遺伝子組換え休におけるGFP遺伝子のゲノムDNAへの組み込みとその発現を

篠認した。

ごとで確立された遺伝子組換え系を用いて有用形質に関与する遺伝子をヒノキに導入すれば，有用形質が付与

された遺伝子組換えヒノキを作出できると考える。

3.4 結論

本章では宣伝子組換え技術を育種に利用するために必要な遺伝子組換え系を開発した。まず， GFP遺伝 fが

ヒノキ唱スギ，カラマツ，クロマツ，アカマツ，コシアブラの細胞内で発現することが確認され， これらの林本

の遺伝子組換え系の開発の際にレポーター遺伝子として使用することができることを明らかにした。次にヒノキ

においてGFP遺伝子をレポーター遺伝子として用い，アグロパケテリウム法による遺伝子組換え体を作山する

方法をはじめて明らかにした。

ここで開発したヒノキの遺伝子組換え系を林木の遺伝子組換えのモデル系とすれば，スギ等の他の林水におい

ても遺伝{-組換え系を効果的に開発することができ，有用な遺伝子組換え林本を創出することが可能になると考

えられた。

4 総合考察

4.1 緒言

我が回の近年の林本育種に課せられている諸問題を解決し，林木育種を効果的に推進するための有効な子段と

して遺伝子組換え技術の活用をあげた。これを実現するためには効率の良い植物体再生系の閣発とそれを利用し

た遺伝子組換え系の開発が必要である。そこで.まず第2章では我が国の主要な造林樹種を対象とし不定匹によ

る植物体再生系について検討し，針葉樹ではヒノキとスギで，広葉樹ではクヌギとコシアブラで不定妊による植

物体再生系を開発した。次に第3章では遺伝子組換え休を作出する)ji去について検討し，ヒノキの遺伝子組換え

系を開発した。

本章では不定肝による植物体再生系と遺伝子組換え系について各々考察を加える。最後に我が国の林木育種に

遺伝子組換え技術を利用するためのモデルを不し遺伝子組換え育種」について提言を行う。
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4.2 我が国の林木の不定匹、による植物体再生系について

我が国の林木の組織培養に関する研究は， 1980年代の巾頃から本格的に実施され，多くの成果が報告されて

いる(林水育種センター 1995)。 プ'j， 1987年以降，海外ではトウヒ属，マツ属，カラマツ属の造林周針葉樹

において不定腔による植物体再生に関する報告 (Hakmanet al. 1985; Chalupa 1985; Keinonen-Mettala et al. 

1996; Klimaszewska et al. 1997; Percy RE et al. 2000; Klimaszewska et al. 2001bなど)がなされた。しかし，我

が国の林木では不定旺による植物体再生系の研究は近年までほとんどなされておらず，遺伝千組換え技術を我が

国の林本育種に利用するためには不定旺による植物体再生系を閣発する必要性があった。そこで，本論丈では不

定旺を経た植物体再生系の研究を行い，その結果，針葉樹ではヒノキとスギで，また，広葉樹ではクヌギとコシ

アブラで不定佐誘導による他物体再生系を開発した。

本研究で開発したものも合めた我が国の重要な林木の不定匪による植物体再生の報告を表-4-2-1にまとめた。

針葉樹では6樹種，広葉樹では3樹種となっている。近年，針葉樹での報告が増えていることより我が国の林木

においても今後遺伝子組換えが可能となる針葉樹が増えると予想される。

表-4-2・1 我が園の林木における不定匪による植物体再生の報告例

樹種 引用文献

<針葉樹>

ヒノキ Taniguchi et a/. 2004a; Maruyama et a/. 2005b 

スギ Maruyama et a/. 2000; Igasaki et a/目 2003;谷口ら 2004

サワラ Maruyama et a/. 2002 

カラマツ Ogita et a/. 1999; Kim et a/目1999;谷口ら 2001

クロマツ Taniguchi 2001; Maruyama et a/. 2005a 

アカマツ Taniguchi 2001 

<広葉樹>

クヌギ Sasaki et a/. 1988;原口 1988;香西・戸田 1990;Kim et 
a/. 1994; Kim et a/. 1997; Okamura et a/. 2001 

コナラ Ishii et a/. 1999 

コシアブラ Taniguchi et a/. 1996 

表 4-2-1の報告のうち，クヌギの2つの報告 (Sasakiet al. 1988;原口 1988)を除けば，すべての報告におい

て未成熟佐から不定住を誘導している。このことより多くの林木において不定旺誘導の材料として未成熟匹が適

することが強く示唆された。一方. Sasakiら(1988)や原口 (1988)は不定駐を成熟匹から誘導したと報告して

いるが.第2主主の第4節で述べたように本研究では成熟肝から旺様休を誘導するごとはできなかった。このこと

はクヌギでは材料の遺伝子型により不定旺形成能力に差があり，成熟匪からでも不定匹が誘導できる個体が存在

することを示唆している。

また，第2章の第2節と第3節に示したようにヒノキやスギにおいてもembrγogenictissueの形成頻度，不定旺

形成頻度，不定駐の発穿頻度には家系によるバラツキが認められた。とれらのごとより，不定駐による植物体再

生能力には遺伝的に差があると推測され，再生能力の高いものを精英樹などの優良個体から選抜すれば，遺伝寸三

組換えを効率的に行うことができると考えられた。
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本研究ではまずヒノキの不定肝誘導に適する培地を開発し，次にその培地を用いてスギにおいても不定院を誘

導することができた。このごとより，分類学的に比較的近い種であれば，類似あるいは同様の手法により不定匹

を誘導できる可能性があることが示唆された。このごとは，不定旺誘導の効率を改善する際にはある種について

手法を改良し，その成果を近縁の他の種に用いればよいということを意味する。また，本論文に示したヒノキの

遺伝子組換えで得られた知見を利用してスギの遺伝子組換え体が得られている(大宵ら 2005)ことより，遺伝

子組段えについても同様のことがあてはまる可能性があると考えられた。

本論文でホしたように我が国の主要な造林樹種において精英樹の未成熟種 f-Hからの不定旺誘導が可能となっ

た。このことより，粕英樹問の交雑種子に由来する遺伝的に優れた不定妊等の「母材料」に遺伝子を組込むこと

が可能となった。 ゾj，遺伝的により優れた「母材料jに遺伝子組換えを行えばより高い育種効果が得られると

期待できる。そこで，同 4-2-1の方法によれば遺伝的により優れた'(0:材料j を選抜することができると考え

ら才lる。

従来法による林木育種

1 
〈〉

|優良クローンの人工交雑|

~ ~ 。
』

~ ~〉

匹目 |凍結保存|

〈コ7' ~ 

|遺伝子組換えの母材料となる選抜されたETI¥=l [ 

再生植物体の
クローン検定

凍結保存

図-4-2-1 遺伝的により優れた遺伝子組換えの「母材料Jを選抜するための方法

(ET; embryogenic tissue， MAS; marker assisted selection) 

そのための第ーの方法として，遺伝的に優れた特性を持つことが確認された成本から不定目玉を誘導することを

あげることができる。成木からの不定目玉誘導の報告は少ないが，パツラマツ (Pinus仰 tula)(Malabadi and van 

Staden 2005)の報告に従い，低温ストレス処理を行う点法を本論文で示した不定恥誘導方法に組込むことにより，

我が国の林木でも成木からの不定匹誘導をおこなうことができる可能性があると考えられる。

第二の方法として，優良品種相互の交雑により得られた未成熟種子に由来する培養物から遺伝的に優れた系統

を選抜することをあげることができる。その五j去はさらに二つに分けられる。一つは，液体窒素中での超低温保

存とクローン検定を組み合わせる方法である。この子法をとる場合は，培養物の保存技術の開発が必要となるが，

液体窒素中での保存については既にいくつかの報告がなされている (Cyret al. 1994; Haggman et al. 1998; 

Hargreaves et al. 2002)。我が田の林木においてもヒノキ(谷口ら 2005) とコシアブラ(谷口 2002)で液体窒

素中での保存に成功している。しかし，クローン検定の期間をどの程度まで恒くすることができるかが問題とな
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る。もうーつの方法は，マーカー選抜 (MAS，Marker Assisted Selection)による方法である o MASの実用化

を目指して，高密度連鎖地図の作成 (Hayashiet al. 2001) やQTL解析 (Kuramotoet al. 2000)に関する研究

が我が国の林木でも行われている。

とれらのノら1主により遺伝的により優れた遺伝子組換えのための「母材料jとなる培養物を獲得することができ

ると考えられる。しかし.長期におよぶ継代出養により培養物の植物体再生能力は低ドすることが知られている

ので， これらの)].法により得られる「月材料Iを凍結保存することが重要である。

4.3 我が国の林木の遺伝子組換え系について

第2章で不定匹による植物休再生系を開発し それを利用して第3本ではアグロパクテリウム法を用いてレポー

ター遺伝「であるGFP遺伝子を導入した遺伝子組換えヒノキを作出する方法を閣発した。

ヒノキで遺伝 f組換え系を開発することができた理由として以下の宅点をあげることができる。第→}\~(t丈遺

伝子組換えに適した不定匪培養系をあらかじめ開発したことである。第二l，{は，遺伝千組換えのための手法とし

てアグロパクテリウム法を用いたことである。第三点はレポーター遺伝子としてGFP遺伝子を使用したことで

ある。ヒノキの遺伝子組換え系開発の際に得られたこれらの知見を利用すれば他の樹極においても遺伝子組換え

系が開発できると考えられた。そこでこれらの知見を利用し，スギとクヌギで遺伝子組換え体の作出を試みたと

ころ， GFP遺伝子を導入した遺伝子L組換え体の再生に成功した(大宮ら 2005;Taniguchi et al. 2003)。これら

の三とよりヒノキの遺伝子組換え系が我が国の林木の遺伝子組換えのモデル系と成り得ることが示唆された。

一々.より ~li時間に多くの遺伝子組換え体を再生することができるようにするために遺伝子組換え系の改良が

求められている。現時点では， ヒノキの場合，アグ口パクテリウムを感染させてから 11憤化可能な大きさの組換え

植物を得るのに必要な期間は最短で約10ヶ月であり， これに対して，ポプラでは5ヶ月以下である。遺伝子組換

え系において改良すべき具体的な課題は，不定住誘導の効率化，組換え系統の選抜期間の知縮.植物体再生に要

する期間の何縮である。これらについてヒノキの組換え系を改良することができれば，その改良された系を他の

樹種にも応用することが可能であると考えられる。

我が国の林木における遺伝子組換え体作出の報告例を表-4ふ1にまとめた。これらの多くは再現性や効率に

おいて改良されなければならなLげよが多いと考えら才1る。先に示したヒノキの遺伝子組換え系における知見を利

用すれば，多くの樹種で効ネーの良い遺伝「組換え系が確立され，それを利用すれば有用遺伝子の導入による実用

的な遺伝子組換え林木の創出が可能となると考える。
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表-4-3・1 我が国の林木における遺伝子組換え体の作出例

樹種 植物体再生法 引用文献

<アグ口パクテリウム法によるもの>

ヒノキ 不定匹 Taniguchi et a/. 2005 

スギ 不定匹 大宮ら 2005

クヌギ 不定旺 Taniguchi et a/. 2003 

シラカンパ 不定芽 Mohri et a/. 1997 

<パーティクルガン法によるもの>

ヒノキ 苗条原基 Ish ii 2002 

スギ 不定芽 Maruyama et a/. 2000 

グイマツ 不定芽 Lin et a/. 2005 

次に我が国の林木にとって重要な台4種目標となっている形質に関与する遺伝子の開発状況について例示する。

農作物で研究開発が進められている遺伝子のなかにも林木に導入すれば有用な遺伝子組換え体の創山につなが

る遺伝子は多いと考えられる。 i容蘭酵素であるキチナーゼ‘の遺伝子はそのうちの一つである。この遺伝子を高発

現させた組換え休では糸状菌による病気が抑制されることが知られている(商搾ら 1999)。林木でもシダレカン

パでは斑点病抵抗件付与を目的に研究が進められている (Pappinenet al. 2002)。我が固においても糸状菌によっ

て引きおこされる重要な林本のがJ気は多数あり， ヒノキの樹脂胴枯病や漏脂病，スギの赤枯病・溝腐病はその代

表である。現在はこれらの病気に対する抵抗性品種や有効な防除手段はない。しかしキチナーゼ遺伝子の導入

により抵抗性ヒノキ個休やスギ個体を創出できる可能性がある。また，土壌細菌の一種Bacillusthuringiensisの

Bt遺伝子を組込んだ植物は，鱗題円昆虫に特異的に殺虫効果を示すことが良く知られている。すでに商業栽培

されているアワノメイガ抵抗性のトウモ口コシにはこの遺伝子が導入されている。 Bt遺伝子の導入によfJヒノ

キカワモゲリガやコウモリガなどの鱗趨H害虫に対する抵抗性をもったヒノキやスギ個体を作出することができ

る可能性がある。

一方，新たな遺伝子の単離，解析も進められている。スギでは他の植物の雄花形成遺伝子の塩基配ダIJ情報を利

用して，雄花形成のキー遺伝子の候補がすでにいくつか単離され，解析が進められている (Fukuiet al. 2001; 

栗旧ら 2005)。雄花形成のキーとなる遺伝子が見つかれば， RNAずj歩1.tを用いてその遺伝子の働きを抑えるこ

とにより，雄花形成を抑制することができると考えられる。あるいは，その遺伝子の発現調節領域を単離し，そ

れにRNA分解酵素を連結した遺伝 fを導入すると，雄花形成時期になると雄花形成部位でRNAが分解され，雄

花が形成されなくなると考えられる。これら方法により雄花を形成しない形質をスギ精英樹に付与すれば，花粉

症対策に有効でかつ実用的な林業用スギ品種を創出することができると考える。

本節で述べたように不定妊による効率の良い植物体再生系をまず開発し， GFP遺伝子をレポーター遺伝子とし

て用いてアグロパクテリウム法による遺伝子導入を行えは¥ ヒノキ以外の樹種でも効率的に遺伝子組換え体を作

出することができると考える。また，林本の育種にとって有用である形質に関与する遺伝子はすでにいくつかあ

り，また，新たな遺伝子の単離も進められている。それらをGFP遺伝子に置き換えて，組換え系と個体再生系

が開発された樹種に組込めば有用な遺伝子組換え林木を作出できると考える。
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4.4 我が国の林木における「遺伝子組換え育種」に対する提言

本研究の成果であるヒノキの遺伝子組換え系は，遺伝子組換え技術を林木育種に活用するためのモデル系と考

えることができる(図 4-4-1)。例えば前節に例示したキチナーゼ遺伝子やBt遺伝子を成長に優れる精英樹に組

込めば病害や山富に対し祇抗性をもち，成長に優れる組換え林本を知時間で作出できる。さらに，花形成を抑制

する遺伝子を同時に組込めば.花粉症対策に寄与し，かつ病虫害抵抗性も合わせもつ精英樹を創出することができる。

このモデル系を利用すれば，遺伝子組換えを利附した新品種開発，すなわち「遺伝子組換え育種」が可能とな

る。以下に我が国の林木における「遺伝子組換え育種j について提言する。

1優良品種の交雑により得られた未成熟種子から遺伝子導入を行うための不定怪等の「母材料」を誘導し，ア

グロパクテリウム法で遺伝子組換えを行う。図 4-2-1に示すβ法により遺伝的により優れた「母材料j を獲

得し，それに遺伝子組換えを行えば「遺伝子組換え育種」の効果はさらに向上する。また， 1m:材料」の不定

匹分化能力の低下を抑えるためには凍結保存を行う必要がある。

2，病虫害抵抗性等に関与する遺伝子は，すでに農作物で断究され，利用されている。これらの遺伝子の中から'‘

林木にとって有用と思われる遺伝子を選択し林木の「遺伝子組換え育種」に活用するべきである。また，花

粉症対策として花形成を抑制する遺伝子の導入も重要である。別々の遺伝子を保持した複数のアグロパテリウ

ムを同時に感染させるなどの力会法により，異なる形質を支配する複数遺伝fを同時に導入すれば「遺伝子組換

え育種j の効果はさらに向上する。

3，遺伝子組換え林木を実用化するためには，遺伝子組換え林木に対する国民の理解を十分に得なければならな

い。そのためには花粉飛散による導入遺伝子の拡散による環境影響を抑えるために花形成抑制遺伝子の林水へ

の導入が必要と考える。また，遺伝子組換え林本が環境に悪影響を及ぼす物質を産出しないことを確認しなく

てはならない。これらのごとにより遺伝子組換え林木の安全性を社会に広く示す必要がある。さらに，社会

ニーズに適応した組換え林水を創出することにより組換え林木の有用性を広くアピールする必要がある。

|優良品種間の交雑|

〈:7

1未成熟匪からのET誘導|

v 
巨亙E
d〉

|アグ口バクテリウム法による遺伝子の導入|

〈;，.

|遺伝子組換えETの選抜|

〈コァ

|遺伝子組換え不定脹の誘導|

d〉

|遺伝子組換え不定匪の発芽|

〈:7

1遺伝子組換え林木|

図-4-4-1 我が国の林木の遺伝子組換え系のモデルとなるヒノキにおける不定匪をへた遺伝子組換え

林木の作出の基本的な流れ(ET;embryogenic tissue) 
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摘 要

近年の社会情勢の変化により森林に求められるニーズは変化し，それに伴い林木育種に対しては多様な品種を

短時間で開発するこが求められるようになった。しかし，交雑により林木の育種を行うことは長い時間を要する

など困難な点が多い。それを補うための新たな林木育種の手法として，遺伝子組換え技術の導入に大いなる可能

性を見いだした。そこで，本研究では，まず我が国の林木における不定妊による植物体再生系を開発した。次に，

それを利用した遺伝子組換え系の開発を行った。本研究で得られた成果は以下のとおりである。

1.遺伝子組換え系の開発を行うためには効率の良い植物体再生系が開発されていることが前提となる。そこで，

我が国の林木から重要な4樹種を選び，不定妊による植物体再生系を開発した。

(1)針葉樹からは重要な造林樹種であるヒノキとスギを選んだ。両樹種とも子葉が分化する前の段階 (7月初

旬)の種子旺を内包する雌性配偶体からembryogenictissueを誘導し，増殖させたembryogenictissueを100ぃM

ABAと150g/l PEGを加え，糖として30g/lのマルトースを用い， 3 g/lゲルライトでゲル化させた培地で不定

駐を誘導した。不定脹は発芽し，順化させることができた。ヒノキ精英樹10家系を供試したところ， 8家系の未

成熟臨に由来する系統で不定旺を経由して植物体が再生した。スギでは， 6家系の精英樹を用いたところ4家系

で植物体が再生した。また，両樹種とも不定匹分化や植物体再生能力には家系聞で差があることが示唆された。

(2)広葉樹からはしいたけ栽培のほだ木として用いられるクヌギと特用樹として重要なコシアブラを選択した。

クヌギでは8月下旬に採取した未成熟匹の旺軸外植体から511MBAPと511MIBAを加えた倍地で旺様体を誘導し，

続いて5ドM2，4-Dを加えた培地でembryogeniccallusを誘導した。 embryogeniccallusを植物ホルモン無添加培

地で培養すると不定旺が分化し，成分を1/2に希釈した培地で不定駐を培養すると発芽個体が得られた。この方

法により供試した精英樹3家系のうち2家系で植物体を再生させることができた。コシアブラでは， 11月に採取

した成熟種子をBAPと 2.4-D を0~2 mg/l加えた培地でI音養したととろ膨張脹が高頻度で得られた。その膨張旺

を0.5mg/l 2，4-Dを加えた培地で培養して不定粧を誘導した。成分を1/2に希釈した培地で不定匹は容易に発芽

した。

2.次に遺伝子組換え林木の作出にヲいて検討した。まず遺伝子組換え系の開発に向けた基礎的な実験としてGFP

遺伝子の林木細胞での発現を調査し，その後にアグロパクテリウム法によるヒノキの遺伝子組換え系を閣発した。

(1)パーティクルガシ法により GFP遺伝子を，ヒノキ，スギ，カラマツ，クロマツ，アカマツ，コシアブラ

の細胞に導入し，その発現を確認した。このことより，これらの樹穏においてGFP遺伝子は有効なレポーター

遺伝子であり，遺伝子組換え系を開発する際に利用できることが明らかとなった。

(2)アグロパクテリウム法により GFP遺伝子をヒノキのembrγogenictissueに導入した。その遺伝子導入効

率はシャーレ1枚当たり22.5と高い値であった。遺伝子導入されたembryogenictissueから不定匹を経由して組

換え植物を再生させた。 GFP遺伝子がヒノキのゲノムに組込まれ，発現していることを再生組換え植物体で確認

した。

本論文では，不定旺による植物体再生方法とそれを利用したアグロパクテリウム法による遺伝子組換え林木作

出方法を閣発した。これにより，我が国の林木における「遺伝子組換え育種jの基礎が確立できたと考える。す
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なわち，今回用いたGFP遺伝子を有用形質に関与する他の遺伝子に置き代えて導入すれば，有用形質を付与し

た組換え林木の作出が可能となると考える。
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