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研究成果の概要（和文）：本研究では遺伝子の運搬体（ベクター）としてリンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）を
用い、スギへ接種することで遺伝子組換えすることなく形質を改変できる実験系の開発を目的とした。ALSVベク
ターを用いて効率的に遺伝子の発現を抑制することに成功した。また、雄花特異的に発現する遺伝子を単離し、
本法を用いてこれら遺伝子の発現を抑制することで、スギを迅速に無花粉化させる技術を確立し、花粉形成に関
与する遺伝子の同定に成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop an experimental system to modify traits 
without genetic transformation by inoculating Sugi with apple latent spherical virus (ALSV) as a 
carrier (vector) of genes. We succeeded in efficiently suppressing gene expression using ALSV 
vector. In addition, we have established a technology for rapidly producing pollen-free Sugi by gene
 knockdown of genes with male flower-specific expression. As a result, genes involved in pollen 
formation were identified.

研究分野： 樹木分子生物学

キーワード： 雄性不稔　VIGS　花粉症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ウイルスベクターは農作物やモデル植物においては基本的な実験ツールとして利用されているが、本研究により
針葉樹におけるウイルスベクターの利用が世界で初めて可能となったことから、遺伝子の機能解析等、針葉樹の
基礎研究分野への波及効果が期待できる。また、本研究で得られた花粉形成に関与する遺伝子情報は、今後ゲノ
ム編集等の新たな育種技術における標的遺伝子として利用可能であり、育種素材作出へ向けた応用展開が期待で
きる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

現在、スギ花粉症対策として花粉症対策品種の開発・普及が急務となっている。遺伝子組換
え技術は目的となる遺伝子のみを導入するため、従来の交配を繰り返す方法と比較して余分な
形質が混じることなく、確実に品種改良が可能であり、長寿命な樹木の品種開発法の一つとして
利用価値は高い。しかしながら、スギの遺伝子組換えは組織培養が不可欠であり、この過程には
大きな労力と１年以上の培養日数を必要とする。さらに、現状では特定の系統でのみしか効率よ
く遺伝子組換えを行うことができず、既に林業場面で実績のある品種や、これまで開発されてき
た多くの優良品種を無花粉化していくためには、効率面での課題が残されている。これらの問題
を打開するため、植物ウイルスの利用を考えた。植物に感染したウイルスは植物体内で増殖し、
全身へ移行するため、植物ウイルスを遺伝子の運搬体（ベクター）として用いれば、組織培養を
経ることなく、また、宿主植物のゲノムを遺伝子組換えすることなく形質を改変することが可能
である。筆者らは、これまでスギおよびクロマツへリンゴ小球形潜在ウイルス（Apple latent 
spherical virus, 略称 ALSV）の接種を試み、いずれの樹種へも品種間の差異なく ALSV が潜在
感染する（感染しても病気を発症しない）ことを確認しており、本ウイルスがベクターとして針
葉樹へ利用可能であることが期待された。 

 

２．研究の目的 

本研究では、ウイルスベクターを用いて花器官形成に関与する遺伝子を制御することで、ス
ギを効率的かつ迅速に無花粉化させる技術の確立を目指す。ウイルスベクターは農作物やモデ
ル植物においては遺伝子の機能解析や形質の改変等、基本的な実験ツールとして広く利用され
ているが、針葉樹での利用例は皆無であり、針葉樹へ感染するウイルス自体も知見に乏しいのが
現状である。本研究において、スギである針葉樹へ ALSV ベクターを適用し、遺伝子の機能解
析および形質改変を行うための実験系を確立する。また、花粉形成に関与する遺伝子を特定する
ことで、ゲノム編集等の新しい育種技術へ活用するための基盤情報を整備することを目的とす
る。 

 

３．研究の方法 

(1) ALSV ベクターによる遺伝子ノックダウン法の確立 

スギへの ALSV ベクターの接種をリンゴで確立されている方法（Yamagishi and Yoshikawa 

2013）に準じて行う。接種する植物体としては、完熟種子の胚または未熟種子胚の培養によって
得られた不定胚を無菌的に培地上で発芽させた小植物体を用いる。また、ALSV ベクターによる
遺伝子の発現抑制（ノックダウン）の効果を確認するため、色素合成に関与する遺伝子をスギよ
り単離し、ALSV ベクターに挿入した組換え ALSV を作製し、スギへ接種する。 

 

(2) 花粉形成関連遺伝子の単離と組換え ALSV の作製 

スギ雄花のマイクロアレイ解析と雌花の RNA-seq 解析から雄花で特異的に発現し、花粉形
成に関与すると推定される遺伝子を選抜し、これらの遺伝子断片を ALSV ベクター内へ挿入し
た構築物を作製する。 

 

(3) 組換え ALSV の接種と表現型の解析 

組換え ALSV を接種したスギについてジベレリン溶液の浸漬処理による着花誘導を行う。ま
た、人工気象器で花粉を成熟させるための培養条件を明らかにする。得られた雄花について花粉
形成を調査する。 

 

４．研究成果 

(1) ALSV ベクターによる遺伝子ノックダウン法の確立 

本研究で確立したスギへのALSVベクタ
ーの接種法の概要を図１に示す。まず、
ALSV をクローニングしたプラスミドベク
ターを増殖用植物であるキノアへカーボラ
ンダムを用いて機械的接種し、ALSV を増殖
させる。ALSV が感染したキノアから total 

RNA を抽出し、パーティクルガン装置を用
いてスギ不定胚へRNAを導入することによ
り ALSV を接種する。パーティクルガン装
置使用時の接種効率を向上させる目的で、不
定胚置床培地への 0.4M マルトース添加に
よる浸透圧処理の効果を検証した結果、接種
の 4 時間以上前に浸透圧処理することでほ
ぼ 100%の感染効率が得られ（図２）、スギに
おける効率的な ALSV ベクター接種法の確
立に成功した。 
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図１.スギにおける ALSVベクターの接種法. 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

これまでスギにおける遺伝子ノックダウンの効率が遺伝子配列の標的領域に大きく影響する
ことが観察されていた。これは標的 RNA の二次構造による影響が一因であると推測された。そ
こで葉緑素合成に関与するマグネシウムキラターゼ（ChlI）遺伝子を標的とし、二次構造アルゴ
リズム（Racces; Kiryu et al. 2011）を用いてアクセシビリティの高い領域を標的領域とした結
果、発芽個体を完全に白化させることに成功し（図３）、ノックダウン効率を大きく向上させる
ことに成功した。 

 

(2) 雄花形成関連遺伝子の単離と組換え ALSV の接種 

スギ雄花の各発達ステージにおけるマイクロアレイ解析
（Tsubomura et al. 2016）および雌花の各発達ステージにお
ける RNA-seq 解析（科研費 JP25292093）から、雄花で特異
的に発現すると推定される遺伝子 17 種を選抜し、定量 RT-

PCR による発現解析を行った。その結果、これらは主に雄花
の発達ステージ３（花粉母細胞期）からステージ７（タペート
層崩壊期）において発現し、栄養器官では発現しないことが明
らかとなった（図４）。そこで、これらの遺伝子を標的とする
組換え ALSV を作製し、スギ不定胚へ接種した。接種後６ヶ
月においてウイルスの存在を RT-PCR により検出した結果、
ほぼ全ての個体に ALSV が検出され、組換え ALSV の効率的
な接種に成功した。 

 

(3) 表現型の解析 

培養ビン内で育成したスギの無菌個体について、ジベレリ
ン溶液への浸漬処理を行い、人工気象器を用いて次の条件下
で培養した。すなわち、長日条件として明期 25℃16 時間・暗
期 25℃8 時間での培養を６ヶ月、次に短日条件として明期
20℃10 時間・暗期 10℃14 時間での培養を２ヶ月、明期 15℃
10 時間・暗期 10℃14 時間での培養を４ヶ月行なった。その
結果、人工気象器内で成熟した花粉を含む雄花の育成に成功
し（図５）、季節によらず稔性調査可能な培養系を確立した。
そこで、本培養系を利用し、前項の花粉形成関連遺伝子のノッ
クダウンを目的とした組換え ALSV ベクターの感染スギにつ
いて花粉稔性を調査した。Cj#9−Cj#17 の標的遺伝子について
は現在雄花の発達段階であり調査中であるが、Cj#1−Cj#8 の
標的遺伝子のうち Cj#1 と Cj#8 において正常な花粉粒が観察
されず、異形な細胞が蓄積する傾向が確認された（図６）。し
かしながら、着花の培養条件においては多くの系統で育成中
にウイルスが脱落し、花粉形成までにノックダウンを維持さ
せることが困難であった。今後はスギにおける ALSV ベクタ
ーの安定性を考慮した培養条件を検討する必要がある。 

 

本研究により ALSV ベクターを用いた効率的な遺伝子ノ
ックダウン法の確立に成功し、また、雄花形成関連遺伝子の単
離と ALSV ベクターを用いたノックダウンによる花粉形成の
阻害に成功した。現在、本知見で得られた花粉形成関連遺伝子
についてゲノム編集技術を用いた遺伝子破壊による無花粉ス

図２.不定胚の浸透圧処理による感染効率の影響. 
緑色蛍光タンパク質遺伝子を導入した組換え ALSV

ベクターを接種し、蛍光が観察された不定胚を感
染個体として計測した（n=46）. 

 
図３.ALSVベクターによる ChlI 遺伝子のノックダウン. 
スギ不定胚へ接種 70日後の幼植物体.アクセシビリティの
高い領域（T2 および T3）を標的領域とした場合は、ChlI遺
伝子の効率的なノックダウンにより白化が確認された. 対
照として wtALSV は空ベクター、GFPは緑色蛍光タンパク質
遺伝子を導入した ALSVベクター. 

図４．定量 RT-PCR による標的遺伝子
の雄花における発現プロファイル．
各発達ステージ（Tsubomura et al., 

2016）について 3 反復の平均値を Z
スコアによりヒートマップ化した. 

R:根，S:シュート. 

図５．ジベレリンにより着花誘導し
た ALSV 感染スギの無菌培養. 



ギの開発を進めており、育種素材作出に向けた応用が期待される。 
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図６．組換え ALSV 感染スギの雄花切片の顕微鏡像. 
対照としての空ベクター（wtALSV）は花粉嚢内に成熟した花粉粒が観察されるが、Cj#1および Cj#8 遺伝子を標的
とした場合は異形な細胞の蓄積が観察された. 


