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研究成果の概要（和文）：遺伝子組換え植物を作出するためには、細胞へ遺伝子を導入して、その後ゲノムが組
み換えられた細胞から再び植物体を再生するプロセスを経る。細胞からの植物体再生には複数の種類の植物ホル
モン処理を必要とするが、この処理条件の模索には労力と時間を要し、研究発展の妨げとなっている。本研究で
は、胚発生遺伝子を目的遺伝子と共に導入する方法を検討した結果、植物ホルモンを添加しなくても組換え細胞
が自発的に分化する遺伝子導入ベクターの作製に成功した。

研究成果の概要（英文）：To produce a genetically modified plant, gene transfer processes followed by
 plant regeneration from the transgenic cells are required. Plant regeneration from somatic cells 
often requires treatment with multiple types of plant hormones. However, exploring the conditions 
takes labor and time, hindering the development of plant science. In this study, we developed a 
vector system where embryogenesis-regulating genes in addition to the gene of interest are located. 
As a result, we succeeded in producing a gene transfer vector in which transgenic cells 
spontaneously differentiate without any plant hormone treatment. 

研究分野： 植物生殖工学

キーワード： 植物バイオテクノロジー　遺伝子組換え　分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子組換え技術は実用面だけでなく、様々な植物種での遺伝子機能解析を可能にし、有用な遺伝資源を見出す
ためにも必要な技術である。しかし、遺伝子組換え体作出法が適用できる植物種は限らるのが現状であり、それ
が細胞からの植物体再生法確立の難しさに起因している。本研究では組換え細胞が自発的に体作りを行う能力を
目的遺伝子の導入と共に付与するシステムを構築しているため、今後多様な植物種での適用が見込まれる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
植物の遺伝子組換え技術は、基礎研究においては遺伝子機能解析を、応用研究においては新形質

の付与を可能とするなど、植物科学研究の発展には極めて重要な技術である。近年、モデル植物

に加えて実用植物のゲノム情報も蓄積してきている。また CRISPR/Cas9 によるゲノム編集植

物を作出するためには CRISPR 遺伝子群を導入する遺伝子組み換えプロセスを必要とするため、

改めて、多様な植物での遺伝子組換えを可能にする技術開発の必要性が認識されていた。 

ほとんどの植物種では、体細胞へ遺伝子を導入し、組み換え細胞のみを選抜後に植物体を再生

させる必要がある。従って、遺伝子組換え植物を作出するためには前提として細胞からの植物体

再生系が確立されている必要がある（図１）。植物体再生条件の設定試験では一般に、様々な種

類及び濃度の植物ホルモンでの処理実験を行い、適切なバランスの組み合わせ条件を探さなけ

ればならない。その他培養環境や、供試材料として用いる植物組織の部位・齢についても考慮す

る必要がある。しかし、一度設定した培養条件に対する反応は、異なる品種や個体毎の遺伝子型

の違いが影響して偏差が生じることも珍しくない。再現性の高い植物体再生条件が設定できる

かは運頼みでもあり、膨大な項目の条件を検討しても系の確立に至らないケースも多いのが現

実で、植物遺伝子組換え研究の汎用性拡大における障壁の１つとなっている。   

 有用遺伝子機能について蓄積されている膨大な基礎研究知見は主にモデル植物であるシロイ

ヌナズナを用いた研究によるもので、実用植物での植物機能研究展開例や植物改良例は寡少で

ある。実用植物種を用いた研究展開上の障壁の 1つが培養と組み換えの困難さであり、それゆえ

に着手に至らない、という状況は植物科学研究における大きな課題でもあるため、本研究で課題

解決を目指すこととした。 

 
２．研究の目的 
多様な植物種での機能解析及び開発研究を促進するためには上述した課題をクリアしなければ

ならない。上述した課題の中でも、本研究では遺伝子組換え実験の前提となる、「細胞からの植

物体再生プロセスを確立する」作業を割愛できる遺伝子組換えシステムの構築を最終目的とし

た。 
 
３．研究の方法 
本研究では、基盤システム搭載ベクターの構築と多様な植物におけるシステム有効性の評価
を計画した。近年 BBM、WUS、IPT、STM、WIND1、LEC2、GRF といった転写因⼦が植物器官
の分化や脱分化を制御すると報告されている。これらの殆どはモデル植物で機能が同定された
ものだが、⾮モデル植物を含む異植物種間での機能保存性も報告されてきている。これらの因⼦
を過剰発現させた組換え植物体では、体細胞組織上に不定胚またはカルスが形成され、外⽣的な
植物ホルモンの処理なしに分化状態が維持される表現型を⽰した例もある。本研究ではシロイ
ヌナズナ（Arabidopsis thaliana）から上記転写因⼦をクローニングし、遺伝⼦発現ベクターを構
築後、アグロバクテリウムによってタバコ（Nicotiana tabacum）の葉⽚（リーフディスク）細胞
に導⼊した。接種当代の外植⽚を培養中に観察される分化反応について調査し、導⼊遺伝⼦の種
類および発現制御について効果を検証した。 



４．研究成果 

(1)タバコ外植片からの再分化に及ぼすシロイヌナズナ BBM の影響評価 

シロイヌナズナ開花後 7 ⽇⽬の雌ず
い由来の cDNA を合成し、BBM 遺伝⼦
をクローニングして発現カセットを構
築した（図 2a）。これを座乗させたバイ
ナ リ ー ベ ク タ ー を Agrobacterium 
tumefaciens EHA105に導⼊し、タバコリ
ーフディスク（φ7 mm）に接種して 3⽇
間の共存培養を⾏った。その後図 2b に
⽰す植物ホルモン（計４区分）をそれぞ
れ含むMS培地上で除菌・選抜を⾏い、
培養 4週間後の発⽣シュート数をカウン
トすることで分化反応を調査した。 

その結果、植物ホルモン
を含まない培地で培養した
場合は GFPおよび BBMを
導⼊したリーフディスク共
に分化反応を⽰さなかった
（表 1）。NAA 0.1 mg/l と
BA 0.5 mg/lを添加した培地
上では、BBMを導⼊したリ
ーフディスクからの不定シ
ュート再分化頻度が上昇し
た（有意差あり）。しかし、
NAA 0.1 mg/l とBA 1.0 mg/l

を添加した培地上ではこの再分化効果が減少したように⾒られた（ただし、P = 0.06 と有意差は
検出されなかった）。この結果から、BBMはサイトカイニンに対する細胞の応答性に影響するこ
とが⽰唆された。しかし BBMのみの導⼊では植物ホルモン処理を伴わない再分化が達成できな
かったため、BBMと同時に別の胚発⽣制御遺伝⼦を導⼊する⽅法を検討することとした。 
 

 

(2)タバコ外植片からの再分化に及ぼすシロイヌナズナ BBM と LEC1 の導入効果 

シロイヌナズナ LEC1 は初期胚発⽣に関与
し、シロイヌナズナ過剰発現体での不定胚形成
が報告されている。そこで BBM との共導⼊に
よる再分化への影響を検証した。図 3a に⽰す
T-DNA 領域を座乗させたバイナリーベクター
を A. tumefaciens EHA105株へ導⼊して、上述と
同様に接種及び培養を⾏った。⽐較対象として
BBMのみを導⼊した区を設けた。 
その結果、植物ホルモンを含む培地において
も、LEC1を BBMと共導⼊した場合にタバコリ
ーフディスクからの不定シュート形成が著し
く抑制された（図 3b）。従って BBMを LEC1と
組み合わせると再分化におけるタバコの内在
性ホルモン作⽤経路に負の効果をもたらすと
考えられた。 
 
 

図 2 導⼊遺伝⼦の発現コンストラクト（a）と培養に⽤
いた植物ホルモン組成（b） 
AtBBM; Arabidopsis thaliana BABYBOOM, 35Spro; CaMV 35S 
promoter, NAA; Naphthaleneacetic acid, BA; 
Benzylaminopurine 

表 1 タバコリーフディスクからの再分化に及ぼすシロイヌナズナ
BBM 及び植物ホルモン影響評価 

図 3 導⼊に⽤いた T-DNA コンストラクト（a）
と不定芽誘導における効果（b） 
(b)は接種から約 1 ヶ⽉後の写真．NAA 0.1 mg/l, 
BA 1.0 mg/l を培地に含む．AtLEC1; A. thaliana 
LEC1,  HmR; ハイグロマイシン耐性遺伝⼦． 



(3) BBMとWUSの共導⼊がタバコの形質転換効に及ぼす影響調査 

BBM と LEC1 との組合せでは再分化誘導にネガティブな結果が得られたため、BBM と WUS の
組合せを検証することとした。さらに BBMの発現レベルをエンハンサー付加によって制御した
場合の効果も検証した（図 4a）。この試験においては、サツマイモのアントシアニン合成を制御
する MYB 転写因⼦遺伝⼦（IbMYB）を可視化マーカーとして使⽤し、⾚紫⾊に呈⾊した不定シ
ュート数をもとに形質転換効率を評価した。なお、アグロバクテリウム感染後の培養には NAA 
0.1 mg/l と BA 1.0 mg/lを添加した培地を⽤いた。その結果、得られた⾚紫⾊シュート数におい
ては BBMを導⼊した試験区で最も⾼い形質転換効率を⽰した。 

 
同様の実験を、培地にホルモンを添加しない植物ホルモンフリー条件でも⾏った。その結果、
BBM+IbMYBを導⼊したタバコリーフディスクでは分化反応は観察されず、シュートも形成され
なかったが（図 5a）、E_BBM+WUS+IbMYBを導⼊したリーフディスクからは、カルスの形成が観

察された（図 5b）。このカルスを単離
して同様に植物ホルモンフリーの培
地上で培養を続けると、緑⾊の不定
芽⽤の構造が発⽣した（図 5c）。これ
らのカルス及び不定芽のゲノム
DNA を抽出し PCR で確認したとこ
ろ、導⼊遺伝⼦の増幅産物が検出さ
れ、形質転換体が含まれていた。従っ
て、IbMYB 遺伝⼦の発現による⾚紫
⾊の呈⾊が起こらなかったものの、
BBM と WUS を共導⼊することで培

地に植物ホルモンを添加せずに脱分化反応を誘導できることが⾒出された。直接的な原因は今
後追究する必要があるが、WUS は MYB の機能に抑制的な影響を及ぼすと考えら得る。本解析
結果からは、組換え細胞の分化の⽅向性（脱分化か再分化か）は導⼊した BBM 及び WUS 遺伝
⼦の発現制御法によっても異なることが分かった。今後は BBM と WUS を共導⼊する⽅法を基
盤として、組み換え細胞の分化を導く細胞⽣理の把握と、培養系の確⽴を不要とする遺伝⼦組換
え法の開発を⾏う。 

図 4 BBM と WUS の共導⼊がタバコ Myb 発現形質転換体
作出に及ぼす影響 
(a) 導⼊に⽤いた遺伝⼦発現カセット．IbMyb; Ipomea 
batatas Myb, E; enhancer (b) (a)の遺伝⼦発現カセットを導
⼊後に発⽣した⾚紫⾊シュート数に基づく形質転換効率 

図 5 AtBBM 及び AtWUS を導⼊した葉切⽚における分化反応  
アグロバクテリウム感染と共存培養後、植物ホルモンを含ま
ない培地上で培養後の写真．a, BBM のみを導⼊した葉切⽚． 
b, BBM と WUS を導⼊した葉切⽚．カルス形成が⾒られる． c, 
b から単離したカルスより、植物ホルモンを含まない培地上で
再分化した不定芽（Δで⽰した点線）．Bar = 1 mm． 
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