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研究成果の概要（和文）：特定のsiRNAを産生するコンストラクトを導入した個体を穂木とし、これに接ぎ木した台木
へ篩管輸送によりsiRNAを供与して、台木の篩管周辺組織に特定遺伝子の転写型遺伝子サイレンシングを発動させるこ
とができる。このサイレンシングはDNA複製を通して維持されることから、サイレンシング発動組織より再分化体を獲
得すれば、サイレンシング個体を作出することができる。本研究はこの系を栄養繁殖性果樹であるリンゴ樹に適用すべ
く各工程に関する実験を行い、その成果を得たものである。

研究成果の概要（英文）：Using the scion in which the construct producing an artificial siRNA sequence was 
integrated, its siRNA molecule transported through phloem functions to induce the silencing (TGS: transcri
ptional gene silencing) of the gene possessing complementary sequence with the siRNA. In case of TGS, as t
he invoked silencing maintains through DNA replication, the TGS plant can be obtained by the regeneration 
from the TGS tissue. This study was carried out the each step experiment in order to apply the above syste
m to a vegetative crop, apple (Malus domestica).
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 

(1) リンゴ （Malus × domestica) は永年生

の栄養繁殖性作物であり、その長い成長期間

においては突然変異（枝変わり：芽条変異体）

が起こる場合がある。この突然変異は内在性

トランスポゾン転移が主な原因であると考

えられてきたが、近年エピジェネティックな

変化が関与している可能性も指摘されてき

た。これまでの研究から、特定 DNA 領域の

メチル化から始まる一連の反応を経てエピ

ジェネティックの変化が誘導されること、そ

の領域を決定するのは 24 塩基の small RNA

であることが判っている。そこで、特定の遺

伝子プロモーター領域に相同な siRNA を人

為的に産生することで、そのターゲット遺伝

子をサイレンシングさせることが可能であ

る。事実、この機構を導入した遺伝子サイレ

ンシング（TGS: Transcriptional Gene Silencing)

を発動させたジャガイモが作出されている。 

 

(2) 接ぎ木は紀元前から中国のカンキツ栽培

で行われていたとの記録があるほど古くか

らの栽培技術であり、現在では多くの果樹・

花木、キュウリやトマトなどの蔬菜において

も用いられる園芸作物特有の栽培法となっ

ている。また、花成ホルモン（フロリゲン）

や RNA サイレンシングの全身伝搬性などの

篩管長距離輸送性を検証するための実験技

法としても用いられている。そこで、任意の

RNA をより的確に輸送できるシステムを構

築した個体を作出して、その個体の接ぎ木相

手にある目的の siRNA を輸送させることで、

RNA サイレンシングを通して形質を改変す

る新規な品種改良技術を創出できる可能性

がある。 

  

２．研究の目的 

(1) 著者らは siRNA の篩管を介した長距離輸

送性を利用し、siRNA を産生する形質転換体

を siRNA ドナー、栽培品種などを siRNA レ

シピエントとして接ぎ木することによりレ

シピエントのターゲット遺伝子にジーンサ

イレンシングを誘導し、そのサイレンシング

発動組織から再分化個体を得ることでエピ

ゲノム編集された個体を獲得する GrIGS

（Graft-induced Gene Silencing）システムを開

発した。この場合には、接ぎ木相手には siRNA

のみが運ばれて、DNA が接ぎ木相手に転移す

ることはないことから、エピジェネティック

変異体は従来の組換え体には相当しないこ

とになる。さらに、エピジェネティックな変

化は安定して娘細胞に遺伝することが判明

している. 

 

(2) そこで、リンゴ樹でこのシステムを活用

すれば、枝変わりを作出できることになる。

本研究は以上の観点から「エピジェネティッ

ク変異発動システムによるリンゴ枝変わり

品種の作出」に挑戦した。リンゴにおけるジ

ーンサイレンシングのターゲット遺伝子と

してポリガルクツロナーゼ（MdPG1）を選ん

だ。この遺伝子産物は果実の後熟過程で特異

的に発現し細胞壁分解に関わり、結果的に果

肉を軟化させる酵素である。この MdPG1 を

サイレンシングさせることにより、日持ち性

を高めた｢王林｣を作出することを目的とし

た。 

 

３．研究の方法 

(1) スターターコンストラクトの作製 

リンゴ品種「王林｣の種子親である｢ゴールデ

ンデリシャス｣のMdPG1のプロモーター配列

（-634～-1）を逆位反復配列とし、これを

CaMV35S プロモーター下でドライブするコ

ンストラクトを作製した。また、この逆位反

復配列を RNA 篩管輸送ターミナルである伴

細胞で発現させるべく、伴細胞特異的

Cammelina Yellow Mottole Virus のプロモータ

ー(CoYMV)を使用し、CoYMV:MdPG1proIR

を作製した（図１）。 

 

(2) 形質転換体の作出 

作製コンストラクトをアグロバクテリウム

法により Malus 属野生種の M. sieversii ， M. 

floribunda ，M. sargentii，M. hupehensis，クラ

ブアップルの David crab の種子から摘出し

た子葉の培養組織へ導入し、形質転換体の作

出を試みた。 

 

（3）M. sieversii と｢王林｣の接ぎ木 

M. sieversii を穂木、｢王林｣を台木としてそれ

らの培養シュート間で割り接ぎをした。接ぎ

木点はシリコンチューブ（直径 2.0 mm× 

内径 1.5 mm）で支持した。 

 

(4) ｢王林｣培養シュートからの発根 

フェノール化合物 Phloroglucinol 126 mg/l、

IBA 0.3 mg/l、 GA3 0.45 mg/l を含む MS 基本

培地で｢王林｣培養シュート基部からの発根

実験を行った。 

 

(5) 側根からの再分化体獲得 



TDZ 3.29 mg/l、 IBA 0.1 mg/l、 GA3 0.1 mg/l

を加えた MS 基本培地で根からの再分化体

（根生不定芽）獲得試験を行った。 

 

 

４．研究成果 

(1) 作製したコンストラクト（図 1）をタバコ

（Nicotiana benthamiana) 葉にアグロインフ

ィルトレーションする一過的発現系により

siRNA 産生（21～24 塩基）が確認された（図

2）。また、CoYMV:GUS の伴細胞での発現特

異性は導入マルバカイドウを作出したとこ

ろ、葉、茎、根のすべてにおいて篩管のみに

強い発現が観察された。 

 

 

 

 

 

 

 

(2) 上記コンストラクトをアグロバクテリ

ウム法によりリンゴに導入することを試み

た。栽培リンゴの形質転換効率はかなり低い

ことが知られている。GrIGS における siRNA

産生体は接ぎ木する栽培品種へ siRNA を篩

管輸送により供与することであるため、栽培

品種と接ぎ木が成立できれば条件を満たす

ことになる。そこで Malus 属野生種の子葉を

材料とした。その結果、M. sieversii と David 

crab から多数の再分化シュートが獲得でき

た。一方、他の 3 種の野生種からは再分化シ

ュートが獲得できなかった。M. sieversii では

GUS 一過的発現能についても良好な結果が

得られたことから、この野生種が実験材料に

最適と考察された。 

 

(3) Co:MdPG1proIR コンストラクトを  M. 

sieversii へ導入した。2 回の導入実験から 10

個体ほどのカナマイシン選抜（50 μg/l)におい

ても緑色で成長を示す個体が獲得された。現

在、それらの系統を増殖中である。今後、導

入遺伝子を PCR やサザンブロット実験で確

認したうえで、それらの個体における siRNA

産生能を調査する。 

 

(4）植物における siRNA 篩管輸送は基本的に

シンクからソースへ輸送されることが知ら

れており、根はシンク力が強いため siRNA は

茎葉から根部に輸送される量が多い。そこで、

本研究では siRNA ドナーとなる M. siversii を

穂木として、siRNA レシピエントを栽培品種

「王林」とすることより、これらの培養シュ

ート間での接ぎ木実験を試みた。2.5～3.0 cm

の培養シュート間で割り接ぎを行い、接ぎ木

の成立を 1 週間後に確認したところ、接ぎ木

点の完全癒合が認められた。また、これらの

接ぎ木体はその後の成長においてはコント

ロールと大差はなかった。 

 

(5) ｢王林｣培

養シュートに

おける発根を

試みたところ、

培養開始の約

10 日後より基

部に褐色の膨

潤がみられ、

その部位より

根が出現した。

その根は比較

的太くマルバ

カイドウなどの野生種において形成される、

成長が速く細い根ではなかった。しかし、発

根率は少なくても 50％を示したことから、本

研究目的には十分な発根結果が得られた。ま

た、図 3 に示すように主根から出現する側根

の形成も観察された。 

 

(5) 側根は主根の根鞘細胞の 2 細胞を起源と

するとされている。また、根鞘細胞は篩部に

隣接する一層の細胞からなる。これまでの著

者らの研究から篩管輸送された siRNA によ

るジーンサイレンシングは篩部周辺部で強

く発動することが判明している。そこで、ジ

ーンサイレンシングを受けた根鞘細胞から



形成される側根の全領域がジーンサイレン

シング細胞となることから、培養により側根

からの再分化体を獲得する手法を試みた。そ

の結果、根生不定芽形成専用の培地上に「王

林」の根を置床したところ３週間で根全域に

おいて緑色の粉状化が起こり、その後、多数

の根生不定芽が出現した(図４）。得られた根

生不定芽は継代培地に置床することで、正常

な成長を示した。 

 

 

 

 

５．考 察 

リンゴは接ぎ木で増殖することから種子を

経ない。エピジェネティックの変化は減数分

裂時に初期化が起こるとする報告もあるが、

生殖細胞を経ない増殖法のリンゴではエピ

ジェネティックの変化が安定に維持される

ことが期待される。同じ栄養繁殖性作物であ

るジャガイモでのエピ変異の安定維持を調

査しているが、これまで少なくとも外生遺伝

子のエピ変異は安定して次代に伝わること

を観察している。しかしながら、エピ変異の

安定維持は作物種に違いがある可能性があ

ることから、慎重な検証実験を進める必要が

ある。 

 

本システムでは siRNA 長距離輸送のターミ

ナル部位である伴細胞で強力に機能する特

異的プロモーターを使用している。このこと

により効率的な siRNA の篩管輸送が実現し、

TGS 発動を高めることができる。また、側根

形成は篩部に隣接する内鞘細胞（根の幹細

胞）の分裂によることから、根端分裂組織を

含め側根の全細胞はエピゲノム編集される。

そこで TGS 化された側根より再分化体を獲

得すれば、それらは TGS 個体となることがタ

バコを用いたモデル実験で確認された。 

 

本研究を通して栽培リンゴの培養シュート

での接ぎ木、発根、側根形成、そして、根

生不定芽形成技術を確立した。このことか

らリンゴのエピ変異体作出のプロセスに目

途が立った。今後は目的の siRNA 産生穂木

を獲得して、接ぎ木を介して栽培リンゴ「王

林」のMdPG1エピ変異体作出を進めたい。

また、穂木となる siRNA ドナーは「王林」

のみでなく他の栽培リンゴにもエピ変異を

発動できると予想されることから、他の主

要品種である栽培品種「つがる」などの品

種改良に使用できる可能性がある。さらに、

高品質化につながる遺伝子は他にも多く存

在することから、それらのサイレンシング

誘導にも、本技法が活用できると考えられ

る。本研究技法によるエピ変異体がこれま

での遺伝子組換え体とは全く異なることか

ら、新しい植物育種技法として全世界で展

開し、本邦においても GMO（組換え体）

扱いとはならなく、広く普及することを期

待する。 
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