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研究成果の概要： 
 本研究の目的は、植物ウイルスの能力を利用した迅速な過剰発現／発現抑制スクリーニング法を用

いて植物の有用形質制御因子を網羅的に探索すると共に、単離した遺伝子の詳細な機能解明を行うこ

とである。このスクリーニングにより、過剰発現又は発現抑制した際に致死となる因子、葉の形態形成を

制御している因子、植物体の大きさを制御している因子、葉色を制御している因子、環境ストレス耐性に

関与する因子等を網羅的に単離し、一部の遺伝子に関しては詳細な特徴付けを行った。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
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  年度  
総 計 3,400,000 330,000 3,730,000 

 
研究分野：農学 
科研費の分科・細目：農学・育種学 
キーワード：植物分子育種 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 フォワードジェネティクスは、重要因子を発見

する上で非常に有効な手法であり、現在までに

様々な形質を示す植物体が単離され、原因遺

伝子の同定と詳細な分子機能の解明がなされ

ている。この解析法における特徴の一つとして、

ランダムな遺伝子変異体種子プールを用いたス

クリーニングが挙げられる。変異体種子プールを

作製するには、EMS 等のアルキル化剤を用い

た点突然変異を誘発する方法、T-DNA やトラン

スポゾンを用いる遺伝子操作法、X-線、ガンマ

ー線、中性子線などのエネルギー線照射法など

が挙げられるが、目的形質のスクリーニングを終



えてから遺伝子単離までが非常に時間がかかる

上に、植物の発生分化等において重要な役割

を担っている遺伝子の多くは致死遺伝子として

単離できない可能性が高い。そこで本研究は、

上記欠点を補うスクリーニング法を用いて、従来

の手法では発見されていない有用形質制御因

子を網羅的に単離することを目的とした。 
 
 
２．研究の目的 
 
 本研究の最大の特徴は、ウイルスの特性を生

かして、迅速かつ効率的な有用形質制御因子

の探索と未知遺伝子の機能解析を行うことであ

る。具体的には、植物遺伝子 cDNA ライブラリー

を作製し、この cDNA ライブラリーを保持したウイ

ルスを成熟葉もしくは幼植物体葉に感染させる。

感染したウイルスは一週間前後で感染部周辺

へ、その後、ウイルスの上位葉移行性質により植

物体全体に広がると同時に、挿入遺伝子の向き

により遺伝子の過剰発現／内生遺伝子の発現

抑制を引き起こす。その際、形態形成等に関与

している重要な因子は表現形の変化として観察

され、さらには、表現形の観察を終えた植物体

を用いて環境ストレス耐性を調査する。また、原

因遺伝子の同定は、感染ウイルス中に挿入され

ている植物遺伝子配列を確認するだけであるた

め非常に迅速である。そのため、本手法では、

従来の手法では単離が困難であった致死遺伝

子や発生分化に関与する遺伝子等を効率的に

単離できると共に、ストレス応答に関与する遺伝

子に関しても網羅的に単離できる。 
 
 
３．研究の方法 
 
（１）cDNAライブラリーの作製 
 タバコ及びベンサミアナタバコの健全葉、老化

葉、花、茎、根、病原体に感染した葉、様々な非

生物的ストレスを与えた葉から抽出した RNA を

用いて、cDNA ライブラリーを作製した。過剰発

現用ベクターとして、レフトボーダー（LB）・ライト

ボーダー（RB）間にポテトウイルス X（PVX）のレ

プリコンが挿入されているベクターを用い、

cDNA ライブラリーをセンス向きに挿入した。また、

内生遺伝子発現抑制用ベクターとして、タバコラ

ットルウイルス（TRV）ベースのベクターを用い、

cDNA ライブラリーをアンチセンス向きに挿入し

た。 
 
（２）スクリーニング 
 上記方法で作製した過剰発現用・発現抑制用

cDNA ライブラリーをそれぞれアグロバクテリウム

に導入した。アグロバクテリウムは、保持ベクター

の LB・RB 間を植物の核内に輸送する性質を保

持しているため、このアグロバクテリウムを植物

細胞に感染させるだけで、ウイルスの転写・翻訳

が引き起こる。その後、ウイルス自身が自己増殖

すると同時に周辺部位へ広がることで、ウイルス

が保持している植物遺伝子の強発現が引き起こ

される。 
 過剰発現用 PVX ベクターでは、得られたアグ

ロバクテリウムコロニーを爪楊枝で植物葉に接種

し、1〜2 週間後に表現形を観察した。 
 内生遺伝子発現抑制用 TRV ベクターでは、

得られたアグロバクテリウムコロニーの終夜培養

液を注射器で 4 葉期の幼ベンサミアナタバコ植

物葉に注入し、約 3〜4 週間後に表現形の観察

を行った。さらに、表現形観察を終えた植物体を

用いてストレス耐性能を調査するため、ベンサミ

アナタバコに非宿主抵抗性反応を引き起こす植

物病原菌 Pseudomonas cichorii を感染させ、

抵抗性の強度をバクテリアの増殖量から判断し

た。 
 こうして得られたクローンの原因遺伝子を同定

するため、アグロバクテリウムに導入されている

プラスミドを単離し、cDNA 配列を DNA シークエ

ンサーにより確認した。 
 
（３）遺伝子の特徴付け 
 上述したスクリーニング法で単離された遺伝子

は、組織別、様々なストレスを受けた際の遺伝子

発現レベルをノーザン解析にて行った。さらに、

それぞれの遺伝子に合わせた機能解析を分子

生物学的、生化学的手法を用いて解析した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１）過剰発現スクリーニング 
 過剰発現した際に植物葉に変化を引き起こす

遺伝子を網羅的にスクリーニングした。図 1 に見

られる様に、赤矢印で示したような細胞死を引き

起こすクローン、葉色を変化させるクローン等を

網羅的に単離した。細胞死を引き起こすクロー

ンの原因遺伝子として、ユビキチン-プロテアソ

ームに関与する遺伝子群、タンパク質のトラフィ

ッキングに関与する遺伝子群、シグナル伝達経

路に関与する遺伝子、転写因子、機能未知遺

伝子など、様々な因子が単離された（実験手法

及び得られたクローンの詳細に関しては、研究

業績欄〔図書〕①に発表した）。 
 



 
図 1. タバコ葉を用いた過剰発現による細胞死誘導

因子のスクリーニング。赤矢印で示した物が細胞死誘

導因子の候補クローンである。 
 
（２）内生遺伝子発現抑制スクリーニング 
 内生遺伝子を発現抑制した際に表現形の変

化を引き起こす因子を網羅的に単離した。本ス

クリーニングで単離され形質の一部を図 2 にまと

めた。それぞれをコードする遺伝子は、（1）

Phytoene desaturase （ 2 ） Unknown protein
（3）Serine palmitoyltransferase （4）Clathrin 
heavy chain（5）SNARE protein（6）Unknown 
protein であった。 
 

 
図2. 内生遺伝子発現抑制スクリーニングによって単

離された様々な表現形を示す植物。上：植物葉 下：

植物体。 
（3）及び（6）の写真は、左側がコントロール植物、右

側がサイレンス植物である。 
 
(3) ストレス耐性能の評価 
 表現形の観察を終えた遺伝子発現抑制植物

体、もしくは、過剰発現によって細胞死を引き起

こした遺伝子の発現抑制植物体を用いて病原

体感染試験を行い、抵抗性反応の強弱を病原

体の増殖量から検討し、ストレス耐性能に関与

する遺伝子を網羅的に同定した。 
 
(4)セリンパルミトイルトランスフェラーゼサブユニ

ットNbLCB2 の機能解析 
 過剰発現した際に細胞死誘導を引き起こす因

子として単離し、その後、内生遺伝子発現抑制

時には葉の形態形成を制御する因子として、ス

フィンゴ脂質合成経路の第一段階に関与する因

子、セリンパルミトイルトランスフェラーゼの

LCB2 サブユニットをコードする遺伝子を単離し

た。 
 環境ストレス時の遺伝子発現量を調査した結

果、ベンサミアナタバコに対して非宿主抵抗性

反 応 を 引 き 起 こ す 病 原 菌 Pseudomonas 
cichorii 感染によって強い発現誘導が観察され

た が 、 宿 主 病 原 菌 で あ る Pseudomonas 
syringae pv. tabaci での応答性はほとんど無か

った（図 3）。また、病原体抵抗性能力を調査し

た結果、LCB2 発現抑制植物体においては、P. 
cichorii に対する抵抗性能力が著しく低下して

いることを発見した。一方、P. syringae pv. 
tabaci に対する抵抗性能力に変化は無かった

（図 4）。 
 

 
図 3. NbLCB2 の病原体感染時の遺伝子発現量の

変化。(A)非宿主病原菌である P. cichorii を感染させ

た際。(B)宿主病原菌である P. syringae pv. tabaci
を感染させた際。 
 

 
図 4. NbLCB2 発現抑制植物体を用いた病原体増殖

量の調査。（左）P. cichorii 増殖量の変化。（右）P. 
syringae pv. tabaci 増殖量の変化。白棒グラフはコン

トロール植物体での病原体増殖量を表しており、黒棒

グラフは NbLCB2 発現抑制植物体での病原体増殖

量を表している。 
 
 その他、ミトコンドリア孔の外膜構成因子である

voltage-dependent anion channels 及び、小



胞体ストレス応答に関与する転写因 bZIP60、

ADP-ribosylation factor に関しても特徴付けを

行うと共に、学会発表及び発表論文〔雑誌論文〕

②、③、④として成果報告を行った。 
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