
 

様式Ｃ—１９ 

 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書 
平成２５年５月１３日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

研究成果の概要（和文）：進展するゲノム関連研究の園芸生産への貢献度が必ずしも高くない理

由の１つとして，遺伝子の機能を証明するファンクショナルゲノミクスの手法が，多様な種を

含む園芸学において確立していないことが上げられる．そこで本研究では，多様な種を含む園

芸作物における遺伝子の機能解析に適用可能なウイルス誘導性ジーンサイレンシングの汎用化

を目的として計画を遂行し，その技術開発と適用遺伝子に関する有益な情報を得た． 

 
 
研究成果の概要（英文）： Contribution of genome-related research to horticultural 
production is not high in spite of its remarkable progress in recent because method of 
functional genomics has not been established in horticultural crops including so many 
species. This study was carried out for application of virus-induced gene silencing, which 
can be useful for a wide range of species, to horticultural crops and useful information 
was obtained on technology development and genes for functional analysis using the 
technique. 
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１．研究開始当初の背景 
 近年，モデル実験植物であるシロイヌナズ
ナとともにイネやトマトなどの主要作物の
全ゲノムが解読され，その他の植物種におい
ても膨大なゲノム情報が蓄積しつつある．ま
た，分子生物学的手法の発展により，種々の

園芸作物がもつ有用形質の分子レベルでの
解析も進んでいる．しかし，現状ではこれら
の成果は具体的な園芸生産の向上には必ず
しも結びついていない．その理由として，多
様な園芸作物において，有用形質に関する遺
伝子の機能を証明するためのファンクショ

機関番号：１１３０１ 

研究種目：基盤研究（B） 

研究期間：2009〜2011 

課題番号：２１３８００１８ 

研究課題名（和文） 園芸作物におけるウイルス誘導性ジーンサイレンシングの汎用化 

                     

研究課題名（英文） Application of virus-induced gene silencing to horticultural crops 

 

研究代表者 

  金山 喜則（KANAYAMA YOSHINORI） 

東北大学・大学院農学研究科・准教授 

 研究者番号：10233868 

 

 



ナルゲノミクスの手法が確立されていない
ことが上げられる． 
 これまでは，ファンクショナルゲノミクス
の手法として，主にアグロバクテリウムを用
いた形質転換法が用いられてきた．しかし，
アグロバクテリウムによる形質転換効率の
低い作物が多いため，トマト以外の園芸作物
において遺伝子の機能が証明された事例は
少ない．また，このアグロバクテリウム法に
は，非常に多くの外植体から培養個体を選抜
する必要があることから多大な労力と時間
を必要とすること，個体ごとの表現型のばら
つきが大きいことなどいくつかの問題があ
った。 
 
 
２．研究の目的 
 新たなファンクショナルゲノミクスの手
法として，植物ウイルスをベクターとして用
いたウイルス誘導性ジーンサイレンシング
（VIGS）法が開発されている．植物は感染ウ
イルス由来の RNAを配列特異的に分解するこ
とにより，ウイルスの増殖を抑制する防御機
構を備えている．この防御機構において，相
同的な配列をもつ mRNA が分解される転写後
ジーンサイレンシング（PTGS）と呼ばれる反
応が存在する．内在遺伝子の断片配列を組み
込んだウイルスベクターにより PTGS を誘導
することで，内在遺伝子をノックアウトする
手法が VIGS である．VIGS は培養を経ずに迅
速に任意の時期と部位において遺伝子発現
を制御できることから，アグロバクテリウム
法を補うファンクショナルゲノミクスの手
法として注目されている． 
 VIGS は植物病理学の分野で開発された背
景があることから，主にタバコやシロイヌナ
ズナにおける耐病性関連遺伝子についての
研究に利用されてきたが，多様な器官を利用
する園芸作物の有用遺伝子への応用も可能
であると考えられる．そこで本研究では，園
芸作物における VIGS の汎用化を目的とした
技術開発と，発現制御対象遺伝子に関する情
報を得ようとした． 
 
 
３．研究の方法 
 VIGSの技術開発に関しては，多様な園芸作
物への VIGS の利用を考える場合，宿主範囲
の広いウイルスベクターを開発する必要が
あり，85科 365属 775種の植物への感染が報
告されているキュウリモザイクウイルス
（CMV）はその候補となり得る．しかし，こ
れまで CMVベクターを用いた VIGSの園芸作
物への利用は少なく，既存の Tobacco rattle 
virus（TRV）ベクターと比較するとその知見
は少ない．そこで，VIGS の代表的なマーカー
であるフィトエン不飽和化酵素（PDS）遺伝

子断片を導入した CMV ベクターを用い，種々
の園芸作物への VIGSの適用の可能性を探っ
た． 
 具体的には VIGS のモデル実験やウイルス
の増殖に用いられる Nicotiana benthamiana
と数種園芸作物の種子をシャーレで発芽さ
せた後、バーミキュライトとパーライトを混
合して詰めた育苗プラグに移植して得られ
た植物体を接種に用いた．栽培は室内におい
て，16時間日長,８時間暗期，25℃の条件で
行った． 
 CMVベクターには PDS遺伝子の cDNA断片を
挿入したものを用いた．感染用ウイルス RNA
の転写に用いるプラスミドベクターを制限
酵素で切断し、エタノール沈殿の後滅菌水で
溶かし，その後プロテアーゼ K処理を行った．
フェノール・クロロホルム抽出とエタノール
沈殿を行い，滅菌水で溶解後，−20℃で保存
した．このプラスミド DNAを鋳型として，T7 
RNAポリメラーゼによる転写を行い，接種用
の RNAを作成した．接種葉にはカーボランダ
ムを振りかけ，その上から RNAを含む接種液
をまんべんなく滴下した後，プラスチックペ
ッスルで接種葉をくまなく摩擦し，1 mL 程度
の滅菌水で洗い流した．その後植物体を透明
なビニール袋で被覆し，1日経過してから取
り除いた． 
 ウイルスの接種から 7日後に N. 
benthamiana の接種葉を採取し，その磨砕液
を遠心分離した上清を継代用の接種液とし
た．各種植物体の完全展開した子葉へカーボ
ランダムを振りかけ，接種液をまんべんなく
滴下し，プラスチックペッスルで子葉を数回
摩擦した後，1 mL程度の滅菌水で洗い流した．
最後に植物体をラップで被覆し，1日経過し
てから取り除いた． 
 接種葉と上位葉からコルクボーラーを用
いてリーフディスクを 3枚ずつ抜き出し，氷
上のチューブへ入れ, 10%（v/v）グリセリン，
25 mM Tris-HCl pH 7.5，150 mM NaCl，1 mM 
EDTAと共に氷上でプラスチックペッスルを
用いて磨砕した．その後等量の 2×サンプル
バッファーを加えて撹拌し，100℃で 5 分間
煮沸した後，遠心分離し，上清を SDS-PAGE
の試料とした．SDS-PAGE後，PVDFメンブレ
ンにセミドライ式ブロッティング装置を用
いてタンパク質を転写した．次にタッパーへ
タンパク質の付着面が上になるようにメン
ブレンを入れ，浸るくらいまで TTBS（1 M 
Tris-HCl pH 7.6, 5 M NaCl, 0.5%（v/v）Tween 
20）を注いで 15分間振とうした．その後 TTBS
を捨て，N. benthamiana の健全葉磨砕液を注
ぎ，1 次抗体（抗 CMV外被タンパク質抗体）
を加えて 30 分間振とうした．その後 TTBS に
よる洗浄を行った後，新しい TTBSを注ぎ，2
次抗体を加えて 30 分間振とうし，抗体液を
捨て，TTBS による洗浄を 3回行った後，バッ



ファーを置換するために AP9.5（1 M Tris-HCl 
pH9.6，5 M NaCl，1 M MgCl2）による洗浄を
3 回行った．最後に AP9.5 を注ぎ，NBT/BCIP
液を加えて発色させた． 
 制御対象遺伝子については，園芸学的に重
要な幼若性，花成，および果実形成に関わる
遺伝子を解析した．cDNA の単離はデータベー
スより得られた EST等の配列に基づくか，デ
ータベースに情報がない場合はディジェネ
レートプライマーを用いた RT-PCRによった．
発現に関してはリアルタイム PCRや単離した
プロモーターに GUSをつないだレポーター遺
伝子を利用して解析し，花成や着果などの園
芸学的に重要な現象との関係を明らかにし
た． 
 
 
４．研究成果 
 本研究では，VIGS の代表的なマーカーであ
る PDS 遺伝子の cDNA を組み込んだ CMV ベク
ターを用いた．PDS はカロテノイド生合成系
の鍵酵素であり，発現が抑制されると葉の脱
色が起こるため，VIGSを可視化することがで
きる．CMVベクターでは in vitro 転写によっ
て得られたウイルス RNAを用いて種々の植物
体へ接種し， VIGSの適用の可能性を探った． 
 CMV ベクターを用いた VIGS では，まず始め
にウイルスに対する罹病性の高い N. 
benthamiana を被験植物として実験を行い，
CMV ベクターから転写されたウイルスの全身
移行性を検討した．ウイルスの接種日から 2
週間後に行ったウエスタンブロット解析に
より，非接種上位葉においてウイルスが検出
され，全身移行性が確認された（下図）．ま 
 
 
 
 
 
 
 
た，脱色や遺伝子発現などから，ウイルスに
組み込まれた PDS 遺伝子配列により N. 
benthamianaの内在性 PDS遺伝子の VIGSが誘
導されたと考えられた．さらに，種々の園芸
作物への接種を行うことによって，CMV ベク
ターを用いた VIGS の汎用化の可能性を探っ
た．これらの植物体への接種源として，罹病
性の高い N. benthamiana においてウイルス
を増殖させた葉の磨砕液を用いた．ウイルス
の接種日から 2週間後に行ったウエスタンブ
ロット解析により，用いた作物の非接種上位
葉においてウイルスが検出され，全身移行性
が確認され，非接種上位葉において葉の脱色
等も確認された．  
 以上の実験では，ウイルスを一度 N. 
benthamiana へ接種し，その摩砕液を各作物

への接種に用いた．この磨砕液を-80℃で保
存して接種へ用いたところ，再度感染が可能
であることがタバコ，トマト，キュウリにお
いて確認されている．しかし，凍結融解によ
って結果が安定しないことも考えられるこ
とから，再現性を求める場合は，ショ糖密度
勾配遠心分離や分画遠心分離によってウイ
ルスを精製して保存しておくことが好まし
い．今後はこれらのベクターの適用種や品
種・系統をさらに広く明らかにすることによ
って，多様な園芸作物における効率的なファ
ンクショナルゲノミクスが可能となるであ
ろう． 
 発現の制御対象遺伝子として，果実形成な
どに関わる遺伝子の発現と，園芸学的な重要
性を示す現象との関連性を検討した．野菜に
おいては，トマトの果実形成に関わるオーキ
シンの輸送を担う PIN について解析した．す
なわち，果実形成初期に発現する数種の PIN
のプロモーターを単離して GUS遺伝子につな
いでトマトに導入したところ，2 種類の PIN
が種子と果実全体で発現してオーキシンを
種子から果皮，さらには果柄へと輸送し，果
皮の細胞分裂と果実脱離の抑制に寄与して
いることが示唆された． 
 花きにおいては，光質がシュッコンカスミ
ソウの花成に及ぼす影響と対応する FT 遺伝
子や SOC1 遺伝子の発現を解析したところ，
遠赤色光や混合光による花成の促進に寄与
する遺伝子が示唆された．果樹においては，
幼若相から成熟相への転換に伴って発現の
増加する MADS ボックス遺伝子として，
MdMADS11 が幼若性関連遺伝子であることが
提案された（下図；A から F にかけて幼若性
が弱まる． Hatsuda et al. 2011）． 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上のような遺伝子は VIGSの対象として，



発現抑制によって園芸学的な意義を証明す
る必要がある．特に，シュコンカスミソウや
リンゴは従来のアグロバクテリウム法によ
る形質転換効率が低いか実験例がないこと
から，VIGSの汎用化によって機能解析が実現
すると考えられる． 
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