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パーティクルガン法によるアスパラガスの形質転換

重本直樹・甲村浩之

キ　ワード アスパラガス，遺伝子組換え作物，パーテイクノレガン，ハイグロマイシン抵抗性

　アスパラガスは広島県の地域特産として注目されてい

る作物の一つであるが，本作物は茎枯病による被害が深

刻で，低抗性品種の育成が望まれている。しかし，交配

可能な近縁種には茎枯病に低抗性を示す種がなく，交配

による育種は困難である。

　近年，アグロバクテリウム法やパーティクルガン法に

より，他の作物から単離した遺伝子を導入して，病害抵

抗性を付与した遺伝子組換え作物の報告がなされてい

る13）。アスパラガスについては，アグロバクテリウム法

による形質転換体作出例1）2）が報告されているが，アグ

ロバクテリウムとホストとなる品種の特異性があるため，

適用品種の範囲が狭い等の問題がある。一方，遺伝子導

入法の一つであるパーティクルガン法g）は，細胞壁を有

する植物細胞に直接遺伝子導入が可能なことから，遺伝

子導入の対象となる材料，品種の範囲が広く，多くの作

物でこの方法により遺伝子組換え作物が育成されている。

　そこで，遺伝子導入法によるアスパラガスの茎枯病抵

抗性品種を育成する前段として，パーティクノレガン法に

よる遺伝子組換え作物の作出法を検討した。その結果，

遺伝子導入細胞のうち約O．03％の割合で遺伝子組換え体

を得ることができたので報告する。

材料及び方法

1．供試材料

　遺伝子導入に用いたembryogen1cce11（E　Ce11）は，

Kohmuraら10）（1994）が品種‘ヒロシマグリーン’から

誘導したembryogen1c　ca11us（EC）をカルス維持液体

培地（CSM）（Tab1e1）で100rpmの振とう培養を行

うことにより誘導した。本細胞は，10日ごとに約

100mgの細胞を50m1のカノレス維持液体培地で継代培養

することにより維持した。遺伝子導入は，継代5日目の

E．Ce11約480mgをブフナーロートを使って径70mm

のろ紙（ADVANTEC杜No2）上に広げ，その後，細

胞をろ紙ごとカルス維持寒天培地（CSM）（Tab1e1）

を分注した径90mmのシャーレに移して供試した。

2．遺伝子導入圧力の検討

　遺伝子導入にはパーテイクノレガンPD§一1000／He

（BioRad社）を用いた。金粒子のサイズは1μmとし，

プラスミドの金粒子への吸着は，B1oRad社のマニュア

ルに従って行った。また，g㏄遺伝子7）を有するプラス

ミドpBI221（C1onetech杜）の導入は，試料までの距離

9cm，ヘリウム圧900，1．1001，300ps1（pounds／mches2）

の3段階の条件で行った。遺伝子導入後の試料は24時間

培養し，Jφfersonらの方法8）に従ってGUSアツセイを

行った後，実体顕微鏡下で遺伝子が導入された細胞数を

算定した。培養条件は26℃，16時間日長（65μE／m2／S）

とし，以下3，4の試験についてもすべて同じ条件で培

養した。

3．選抜時の抗生物質濃度の検討

　形質転換体の選抜を目的に，抗生物質の濃度がアスパ

ラガスE．Ce11の生育に及ぼす影響を調べた。抗生物質

は単子葉植物の選抜によく使われているハイグロマイシ

ンを用いた。継代5日目のE．Ce11約30mgをO，20，

40，60，80，100mg／1のハイグロマイシンを含むカルス

維持寒天培地上に広げ培養を行った。試験は各濃度毎に

5サンプルを供試し，2週間毎に同培地で継代して培地

上で生育する耐性カルスの数を算定した。
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4．形質転換細胞の選抜と植物体再生

　形質転換細胞の選抜及び植物体の再生の流れをFig．1

に示した。継代5日目のE．Ce11をろ紙上に広げた後，

ハイグロマイシン低抗性（桝）遺伝子5）を保有するプラ

スミドpHPT（CaMV35Sプロモーター一似遺伝子一

nosターミネーター）をヘリウム圧900psi，試料までの

距離9cmの条件で導入した。合計3サンプルに遺伝子
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Table1 Culture　media　for刈5ρ∂胴8〃50舳c加∂〃5

Media USe Component

CSM・）

SEIMb）

PRMc）

Growth　of　embryogen1c　ca11us　MS（Murash1geandSkoog）9）sa1tsandv1tam1ns，10珊

andembryogen1c　ce11　　　　　2，4－D，3％sucrose，（08％agar），pH58

Induct1onofsomt1cembryo　　MSsa1tsandv1tamms，3％sucrose，15％agar，pH58

P1ant　regenerat1on MSsa1tsandv1tamms，3％sucrose，02％ger11te，pH58

a）CSM　canussubcu1turemed1um

b）SEIM　somat1cembry01nduct1onmed1um

c）PRM　p1antregenerat1onmed1um

　　　　　　Ge皿e　de1ivery　Bombardmentcondlt1㎝

　　　　　　　　　　　　　　　hel1um　pressure　gOOps1　　　　　　　　　　↓
　　　　　　　　　　　　　　　d1stance丘om　stopPmg　Plate　gcm

Culture㎝CSM（no　hygromycm）br5days（26℃，1611gW8dark）

　　　　　　　　　　　　　十

　　Se1ectiom　of11ygromycim　resistamt　ca11i（26℃，16h1ig11t／8h　dark）

　　　　　　　　　　　　　　　　CSM（60mg／1hygromycm）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　㎞r3weeks
　　　　　　　　　　　　　　　　CSM（80mg／1hygromycm）

　　　　　　　　　　　　　　　　　　br3weeks
　　　　　　　　　　　　　　　　CSM（100mgll　hygromycm）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　わr6months（subcu1ture　every3－4weeks）

　　　　　　PCR　ana1ys1s　ofhygromycm　res1stant　ca111

　　　　　　　　　　　　　ウ

P1amt　regememtio皿from伽e　tmmsjormed　ca11i（26℃，16阯ig肚／8h　dark）

　　　　　　　　　　　　　　　　SEIM（100mg／1hygromycm）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　br3weeks
　　　　　　　　　　　　　　　　PRM（100mg／1hygromycm）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　br1month
　　　　　　　　　　　　　　　　PRM（no　hygromycm）
　　　　　　　　　　　　　　　　　　br6months（subcu1ture　eveワ1month）

　　　　　　　　PCR　ana1ys1s　ofregenerated　p1ants

　　　　　　　　　　　　　＋

Tra皿sge皿ic∠卯α〃g”∫p1a皿ts

F■g1　Summary　of　the　transformat■on　ofハ5ρ∂胴81〃50榊αη∂〃5

導入を行った。導入後の試料は，ろ紙ごとカルス維持寒

天培地上に移し，5日間培養した。次に，ろ紙上のE．

Ce11を4m1のカルス維持液体培地に懸濁し，285μ1ず

つを60mg／1のハイグロマイシンを含む同寒天培地上に

広げ，3週間培養した。その後，増殖したカノレスをハイ

グロマシンの濃度を80mg／1に調整したカルス維持寒天

培地に移植し，3週間培養した。以後は，増殖カノレスの

一部をハイグロマイシン100mg／1の培地で3～4週問

ごとに継代培養しながら6か月問選抜を行った。ハイグ

ロマイシン耐性カルスからの植物体再生は約30mgのカ

ノレスを200μ1のホノレモンフリーMS液体培地に懸濁した

後，ハイグロマイシン100mg／1を含む不定胚誘導培地

（SEIM）（Tab1e1）上に広げ，3週間培養を行った。

形成された不定胚は，ハイグロマイシン100mg／1を含

む植物体再生培地（PRM）（Tab1e1）に移植して約1

か月間培養を行い，以後ハイグロマイシンフリーの植物

体再生培地で培養して植物体を再生した。

5。導入遺伝子の確認

選抜カルスおよび選抜カルスからの再生植物体におけ

る導入遺伝子の確認にはPCR法を用いた。DNAの抽

出は，選抜開始6か月後のカノレスならびにこれらカノレス
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から再生させた再分化4か月後の植物体からCTAB

法ユ2）により行った。約20mgの試料をCTABバッファー

＜3％（w／v）セチルトリメチルアンモニウムブロマイ

ド（CTAB），1．4％塩化ナトリウム，0．2％2一メルカ

プトェタノール，20mM　EDTA，100mM　トリスーHC1

（pH8．0）＞中ですり潰し，60oCで30分処理後，

CTABバッファーと同量のクロロホルムを混合，

5，O00rpmで遠心分離し，上清をイソプロパノーノレ沈殿，

70％エタノール洗浄してDNAを調製した。遺伝子を検

出するPCR法は，サーマルサイクラーGeneAmpPCR

SystemMode1480（Perkin－E1mer社）およびTaqDNA

po1ymerase（Promega社）を用いた。プ＝ライマーは，

ハイグロマイシン低抗性遺伝子の翻訳領域のうち

320bp断片が増幅されるようにセンス鎖を5’一

GTTATGTTTATCGGCACTTTG－3’，アンチセンス

鎖を5’一GTCCATCACAGTTTGCCAG－3’に設定した。

PCR反応は，94℃で2分処理した後，熱変性反応94℃

1分，アニーリング反応60℃2分，伸長反応72℃1分を

35サイクル行い，最後に72℃で5分問処理した。反応後

は，1．5％アガロースゲルで電気泳動し，エチジウムブ

ロマイド染色後にUV下で増幅バンドの有無を確認した。

ドペ、、《

；津∵、へ∴・

　’㌔受’ぺ．

’1㌃㌣∴

Fig．2　Histochemical　assay　for　GUS　expression　in

　　　ハ5ρ∂胴8〃5embryogenic　cel1s

Tab1e2　Effect　of　he1ium　pressure　on　the　gene　delivery

　　　　efficiency　intoハ5ρ∂胴g〃5embryogenic　cells

He1ium　pressure

（Pounds／inches2）
Number　ofblue　spots

結　　果

900　　　　　4，505±718a〕

1．100　　　　　　4，274±535
1．300　　　　　　　　　　　　　　　　　3，320　±　213

a〕Average　of　three　experiments±standard　deviation

1．遺伝子導入圧力の検討

　GUSアッセイすることにより，g〃s遺伝子が導入さ

れた細胞は明瞭な青色のスポットとなり，試料の中央部

より周辺部で多く観察された（Fig．2）。青色スポットを

実体顕微鏡下で算定した結果をTable2に示した。ヘリ

ウム圧900，1，100，1，300psiでそれぞれ約4，500，4，300，

3，300個の青色スポットが観察され，検討した3条件で

は900psiで最も多くの青色スポットが観察された。

2．選抜時の抗生物質濃度の検討

　各ハイグロマイシン濃度の　E．Ce11に対する影響を

Tab1e3に示した。ハイグロマシン無添加の培地では，

培養2週問目で多くのカルスが増殖し，隣接するカルス

同士が融合して正確なカルス数を数えることはできなかっ

た。20mg／1の濃度では200以上のカルスが増殖し，選抜

効果がないと判断して培養を2週間で打ち切った。一方，

ハイグロマイシン100mg／1では培養2週問目ですべて

の細胞が白色となり完全に枯死した。40，60，80mg／1

の濃度では，それぞれ80，46，7個体のカルスが増殖し

た。これらカルスを継代し，さらに2週問培養を行って

影響を調べたところ，生存カルス数は40，60，80mg／1

の濃度でそれぞれ，54，14，1個体となった。

　以上の結果，ハイグロマイシン濃度は80mg／1程度が

アスパラガスのE．Cel1が生育できる限界濃度であるこ

とが明らかになった。

3．形質転換細胞の選抜と植物体再生

　1）形質転換カルスの選抜

　ハイグロマイシン低抗性遺伝子導入後，ハイグロマイ

シンの濃度を段階的に上げた培地で選抜することにより，

選抜開始から約7か月目でハイグロマイシン濃度100

mg／1で生育する17系統の耐性カルスを得ることができ

た。これらのカルスは，非形質転換カルスが選抜培地上

で白くなって枯死するのに対し，黄色のまま旺盛に増殖

した（Fig．3）。

　2）耐性カルスにおける導入遺伝子の確認

　ハイグロマイシン添加培地上で選抜して得られた！7系

統のうち，8系統の耐性カルスからDNAを抽出し，導

入したハイグロマイシン低抗性遺伝子の有無をPCR法

により調べた結果，7系統においてDNAの増幅断片が

観察された（Fig．4）。観察された断片の長さは，ハイグ
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Table3 Numberof　living　calli　formed　on　the　cu1ture　medium　supplemented　with　hygromycin

Concentration　ofhygromycin（mg／1）
Culture　periods

0　　　　　　20 40 60　　　　　　80　　　　　　100

2weeks　　　　　　　　manya〕

4weeks　　　　　　　　　－b）

218 80　　　　　　46

54　　　　　　14

a〕Many　calli　wereformed　andfused　each　other．Independent　cal1i　werenot　distinguished

b〕No　data

Fig．3　Hygromycin　resistant　cal1i　selected　on　the　culture

　　　medium　supplemented　with100mg／l　of　hygromycin

MPN12345678
Fig．5　1nduction　of　somaticembryos　from　the　transgenic

　　　calli．A：transformant，B：nontransformant

←320bp

Fig．4PCR　analysis　of　DNA　from　hygromycin　resistant　calli

　　M：100bp1adder，P：plasmid　pHPT，N：nontransformant，

　　1－8：hygromycin　resistant　lines

ロマイシン抵抗性遺伝子を含むプラスミドpHPTを鋳

型にPCR反応を行った際に観察される320bpの長さと

一致していた。また，非形質転換カルス（レーンN）で

は増幅断片が観察されなかった（Fig．4）。

　3）植物体の再生

　7系統の形質転換カルスを供試し，100mg／1のハイグ

ロマイシンを含む不定胚誘導培地で不定胚誘導を行った

ところ，4系統で正常な不定胚が誘導された（Fig．5A）。

一方，非形質転換カルスを同培地で不定胚誘導した場合，

細胞は白色となってすべて枯死した（Fig．5B）。形質転

換カルスから誘導した不定胚は，植物体再生培地でシュー

トならびに根を伸長させ，完全な植物体にまで再生させ

ることができた（Fig．6）。これら4系統の再生幼植物の

形態は，非形質転換アスパラガスと差はなく，形態的変

異は認められなかった。

Fig．6　Regenerated　plantsfromthetransgeniccalli

　4）再生植物体における導入遺伝子の確認

　形質転換カルス4系統からそれぞれ再生させた植物体

のDNAを鋳型にして，PCR法でハイグロマイシン低

抗性遺伝子を検出したところ，4系統すべてにおいて，

カルスから検出した場合と同様に導入遺伝子の存在を示

すDNA断片が観察され（Fig．7），形質転換体であるこ

とを確認した。
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M　N　　1　2　3　4　P

←320bp

FIg7　PCR　analysls　of　DNA　from　regenerated　p1ants　from

　　　the　transgenic　calli

M1OObp　ladder，N　nontransformant，1－4regenerated

p1antsfromthetransgenlcca11■，P　plasm1dpHPT

考　　察

1．遺伝子導入圧力の検討

　パーティクルガン法は様々な組織に遺伝子導入を行う

ことが可能な方法で，EC19），根17），花粉14）などに遺伝

子を導入して，様々な形質転換植物が得られている。今

回，著者らは，試料の均一性と扱い易さからECを液体

振とう培養して得たE．Ce11を用いて遺伝子導入を行っ

た。アスパラガスのE．Ce11の場合，ヘリウム圧は検討

した3条件では900psiで最も良く，約4，500個の青色

スポットが観察された。900psi以下の条件についても

検討の余地はあるが，飯田ら6）によればパーティクルガ

ンの形質転換効率は1／103～104であるということより，

本遺伝子導入条件でも形質転換体を選抜することは可能

と思われた。また，遺伝子導入された細胞（青色の細胞）

の分布は，試料の中心部より周縁部に偏る傾向があり，

試料中央部には発射された金粒子の跡が認められた。こ

れは，中央部の細胞に金粒子の散布が偏り細胞のダメー

ジが大きいためと考えられるので，遺伝子導入時にはこ

れらの点について考慮する必要がある。

2．選抜時の抗生物質濃度の検討

　形質転換体を選抜するのに用いる薬剤としては，カナ

マイシンやビアラフォスの報告4）14）がある。本試験にお

けるアスパラガスの形質転換体選抜には，単子葉植物で

多く用いられる抗生物質のハイグロマイシンを用いた。

アスパラガスのE．Ce11は，ハイグロマイシン100mg／1

の濃度で完全に生育が抑えられ，ハイグロマイシンが培

養2週問という短い期問で効果があることが明らかになっ

た。しかし，遺伝子導入後の細胞はある程度ダメージを

受けていることが考えられるので，本試験では細胞の活

性を回復させるため，形質転換カノレスを選抜する際の選

抜濃度は細胞が完全に枯死しない60mg／1から開始し，

段階的に80，100mg／1と濃度を上げて選抜することにし

た。

3．形質転換細胞の選抜と植物体再生

　段階的にハイグロマイシンの濃度を上げて選抜するこ

とにより，選抜開始約7か月目で17系統のハイグロマイ

シン耐性カルスを得ることができた。これら17系統のう

ち8系統のカノレスについてPCR法により解析した結果，

7系統で遺伝子が導入されていることが確認された。残

り1系統のカノレスが形質転換体でなかったことについて

は，漸次的に抗生物質の濃度を上げて選抜したため，非

形質転換カノレスが一部生き残り，最終的に致死濃度での

選抜条件下でも生存可能になったためと思われる。

　形質転換カルスと認められた7系統を不定胚誘導して

植物体の再生を図ったところ，4系統で再生植物体が得

られた。3系統が植物体再生に至らなかった要因として

は，カルスの不定胚形成能カがなくなったものと思われ

る。

　再生した植物体についてPCR法により解析した結果，

すべての個体でハイグロマイシン抵抗性遺伝子の存在が

認められ，導入遺伝子は再分化の最中においても安定し

て維持されていることが分かった。

　形質転換体の選抜効率は，g〃∫遺伝子が導入された青

色スポット数と実際に得られた形質転換体数から試算す

ると，遺伝子導入細胞の約O．03％であった。従って，1

万個の遺伝子導入細胞あたり3個体の割合で形質転換体

が得られることになる。この数値は飯田ら6）が述べてい

るパーティクルガン法での形質転換効率1／103～104と一

致している。また，本試験と同様に，パーティクノレガン

法によりE．Ce11に遺伝子導入して形質転換体を得た例

としては，トウモロコシ4），綿3）などがあり，アスパラ

ガスのE．ce11も遺伝子導入には良好な材料と考えられ

た。

　以上の結果，アスパラガスの遺伝子導入および形質転

換体作出技術を確立したことにより，他の作物で単離が

進んでいる病害抵抗性遺伝子を導入することが可能になっ

た。最近，キチナーゼ遺伝子や抗菌性タンパク質遺伝子

などが多くの作物で単離されている。また，これら遺伝

子を導入することによって，病害低抗性を付与すること

ができた報告15）16）17）もなされており，今後これらの遺伝

子導入によるアスパラガスの茎枯病低抗性品種の育成が

期待される。
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適　　要

　アスパラカスの　embryogen1c　ce11（E　Ce11）を用い

て，パーティクノレガン法による形質転換系を確立した。

具体的な条件は以下の通りである。

1．アスパラガスのembryogen1c　ce11への遺伝子導入

　時の最適ヘリウム圧は900psiであった。

2．アスパラガスのembryogen1c　ce11の生育は，ハイ

　グロマイシン1OOmg／1で完全に阻害された。

3．ハイグロマイシン抵抗性遺伝子を導入後，ハイグロ

　マイシンの選抜濃度を60mg／1から開始し，80mg／1，

　100mg／1と漸次的に上げることによって，形質転換カ

　ノレスを得た。

4．形質転換カノレス7系統のうち4系統のカノレスから再

　生植物体を得，すべて形質転換植物であることを認めた。
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Naoki　SHIGEM0T0and　Hiroyuki　K0HMURA

Summary

　　　　Transgen1c　asparagus　p1ants　were　obtamed　from　embryogen1c　ce11s　by　part1c1e　bombardment　The　resu1ts

weresummar1zed　asfo11ows

　　1　He11umpressureto　mtoroducethefore1gngenes　mto　embryogen1cce11swasgOOps1（pounds／1nches2）

　　2　The　growth　of　asugaragus　embryogen1c　ce11s　were　mh1b1ted　on　the　med1um　w1th　a　hygromycm　concentrat1on

　　　　of100mg／1．

　　3　Transgen1cca111wereobtamedbyse1ect1on　onthecu1turemed1umw1thaser1a1d11ut1onofhygromyc1n（60mg／1
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　　4　Seven　transgen1c　ca11us11nes　were　cu1tured　on　the　somat1c　embry01nduct1on　med1um　and1nduced　somat1c

　　　　embryos　were　transfered　onto　the　p1ant　regenarat1on　med1um　Four　mdependent　p1ant1et11nes　were　obta1ned

　　　　Inthesep1ant1ets，1ntegrat1onofhygromycmphosphotransferasegenewasconf1rmedbyPCR　ana1ys1s
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