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研究成果の概要（和文）：本研究では、花粉を介した新しい遺伝子導入法を検討した。従来の遺伝子導入にはア
グロバクテリウムを介した方法やパーティクルガンを用いた方法などが知られているが、世代を超える導入遺伝
子の継承には、植物種および品種ごとに方法が異なる個体の再分化が必要である。本研究では、生殖細胞である
花粉をターゲットとして、アグロバクテリウムを介した遺伝子導入とマグネトフェクションによる遺伝子導入を
検討した。ゲノムへの組み込みは確認されなかったものの、マグネトフェクションによる花粉へのDNAの導入が
確認できた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we investigate a pollen-mediated gene transfer method. 
Conventional methods of gene transfer, such as Agrobacterium-mediated methods and methods using 
particle guns, need to regenerate plants from callus or cells to establish the transgene-containing 
individuals. However, the regeneration condition differ depending on plant cultivars, and it takes 
an enormous amount of time to find the optimal regeneration method. In this study, targeting pollen 
as the germplasm, gene transfer via Agrobacterium and magnetofection were investigated. Although 
incorporation into the genome was not confirmed, introduction of DNA into pollen by magnetofection 
was confirmed.

研究分野：植物分子生物学

キーワード： 遺伝子導入　花粉　マグネトフェクション

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
増え続ける世界人口や環境変動による農作地の喪失による食料危機に対応するためには、農作物の改変による食
料の増産が必要不可欠である。近年、ゲノム解析技術やゲノム編集技術が大きく発展しているが、すべての植物
に共通して利用できる、世代継承できる遺伝子導入技術は開発されていない。本研究では、生殖細胞である花粉
をターゲットとして、遺伝子導入技術の開発を検討した。

※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 
 本研究の目的は、革新的な植物への遺伝子導入法を開発することである。次世代シーケンサー

によるシーケンス技術の革新によって多様な植物種のゲノム決定が比較的容易になり、ゲノム

編集技術の出現により、多様な植物種、作物種の遺伝子改変が理論上可能となった。しかし、細

胞壁を持つ植物細胞への遺伝子導入は容易ではない。遺伝子導入にはアグロバクテリウムを介

した方法やパーティクルガンを用いた方法などが知られているが、いずれも遺伝子を導入した

細胞やカルスからの植物個体の再分化が必要である。個体再生の条件が植物種および品種ごと

に大きく異なっていることから、最適な方法を見つけるために膨大な時間がかかる上、未だに個

体再生方法が見つかっていない作物種も数多くある。そのため、モデル植物以外の多くの植物種

における遺伝子改変は非常に困難な状況にあり、多様な植物種に応用できる遺伝子導入技術の

開発が望まれる。 

 本研究では、シソ目ハマウツボ科コシオガマを用いて、フローラルドロップ法と花粉のマグネ

トフェクション法を検討する。コシオガマは、モデル寄生植物として使用されているが、毛状根

形質転換は確立されているものの、種子により次世代に導入遺伝子を維持できる安定的形質転

換法が確立されておらず、地上部の表現型を解析することが困難である。アグロバクテリウムを

用いたフローラルドロップ法を用いた GUS 遺伝子導入を試みたところ、GUS 染色される花粉が

出現しており、フローラルドロップ法による形質転換の可能性が見えてきた。また、近年、ワタ

の花粉を用いたマグネトフェクション法の成功が報告 1されており、花粉を介した新しい形質転

換法として汎用できる可能性がある。 

 

２．研究の目的 
 本研究では、花器官および花粉に着目した非モデル植物における新しい遺伝子導入法

の確立を目的とする。アグロバクテリウムを用いたフローラルドロップ法とマグネトフェクシ

ョン法を用いて花粉への遺伝子導入試験を行い、次世代に継承される形質転換の方法を開発す

る。 

 
３．研究の方法 
コシオガマの無菌播種と生育条件 

コシオガマの種子は 10％(v/v)に薄めたハイター液で５分滅菌し、滅菌水で 5回すすいだ。滅菌

したコシオガマ種子は 1/2 MS培地または GM培地に播種し、遮光し 4℃で一晩低温処理を行っ

た後、3日間 25℃暗条件下に静置し発芽させた。その後、アルミホイルを外し 25℃で 16 時間明

所/ 8 時間暗所の条件で生育させた。 

 

フローラルドロップを用いたコシオガマへの形質転換 

液体 LB培地（1％ Bacto Tryptone、0.5% Bacto Yeast Extract、0.5 %NaCl、任意の抗生物質）50 ml

にレポータープラスミドが導入された Agrobacterium tumefasience AGL1株を加え、28℃で 2日間

シェイカーにかけ培養した。培養液を 50 ml ファルコンチューブに移し遠心（5,000 rpm、5 分）

し、上清を捨て浸潤液（pH 5.8, 5％ Sucrose, 0.05％ Silwet L77, 1/2 x Murashige and Skoog Plant Salt 

Mixture(和光純薬)）を 2 ml加え、再懸濁した。A. tumefasience懸濁液をピペットマンおよび 1 ml

シリンジと注射針を用いてコシオガマ蕾もしくはコシオガマ花芽にドロップし、植物体をビニ



ールで覆い 6 時間明所/18 時間暗所の条件で生育した。 

 

Pollen magnetofection 法 

プラスミドと Magnet Nano Particle（MNP, PolyMag Neo、OZ BIOSCIENCES）の比率がそれぞれ

MNP（μl）：DNA（μg）=1：1，1：2，1：10，1：20，1：25 となるように混和し、室温で 30 分

静置し MNP-DNA複合体を形成した。MNP-DNA複合体 4 μl を制限酵素処理（EcoR V/ Hind Ⅲ）

し、アガロースゲルで電気泳動（100 V、40 分）を行い、MNP-DNA 複合体の形成を確認した。 

MNP-DNA複合体を MNP：DNA=1：2 の比率で作成し、別の 1.5 mlチューブを用いて Stage Ⅱお

よび Stage Ⅲのコシオガマ花粉を回収しソニケーション処理した。遠心（2000ｇ、10秒）し上清

を除去し 1.5 mlチューブに花粉保存液を加え全量を 150 μl に調整した後、96 ウェルプレートに

全量を移した。移した花粉懸濁液へ MNP-DNA 複合体を加え、Super Magnetic Plate（OZ 

BIOSCIENCES）の上に載せ、30 分静置した。Magnetic Plate から 96 ウェルプレートを下ろし、

花粉懸濁液を新しい 1.5 mlチューブへ移し、遠心（2000ｇ、10秒）した後、上清を除去した。

さらに花粉保存液で 3回洗浄した。転倒混和により懸濁させ、花粉懸濁液 50 μl を花粉管誘導固

形培地にまきアルミを巻いて 25℃の条件でインキュベートした。使用した、pBI121-

Act1NLStdTomato プラスミドは奈良先端⼤ 和⽥七⼣⼦博⼠より、LATp::Venus プラスミドは名
古屋⼤学 ITbM ⽔多陽⼦博⼠よりご分与いただいた。 

 

Scanning Electron Microscope（SEM）観察 

Formamido acetic acid (FAA)固定液にサンプルを浸し 2〜3回脱気した後、室温で一晩静置しサン

プルの固定を行った。エタノールシリーズを用いてエタノール置換をおこない、次にアセトンに

置換した。Leica EM CPD300（Leica）を用いて、冷却を 5℃、CO2とアセトンの置換を 20 サイク

ル、CO2蒸発を 41℃の設定で臨界点乾燥を行った。臨界点乾燥後、サンプルをアルミニウム試料

台に固定した。E-1010 イオンスパッタ（日立ハイテクノロジーズ）を用いて臨界点乾固したサ

ンプルを蒸着した。蒸着したサンプルを電解放出形走査電子顕微鏡 S-4700（日立ハイテク）を

用いて花粉を 3,000倍および 40,000倍の倍

率で観察し、柱頭を 350 倍の倍率で観察し

た。 

 

４．研究成果 

コシオガマ花粉へのフローラルドロップ 

コシオガマ蕾を材料にアグロバクテリ
ウムを⽤いたフローラルドロップ法を⾏う
にあたり、花の発達段階を⼤きさおよび花
弁の⾊に応じて Stage０から Stage IV に分
類した。DAPI 染⾊により核染⾊を⾏い蛍
光顕微鏡で観察したところ、Stage 0 では
栄養細胞核（図 1 A）が、Stage Ⅰ-１では、
栄養細胞核と雄原細胞核（図 1B）, Stage 

Ⅰ-２では雄原細胞核由来の蛍光が⾒られ
た（図 1C）。次に、Stage 0、Stage Ⅰ-１、
Stage Ⅰ-２のコシオガマ蕾を⽤いてフロー

E

D

図１花粉の観察と GUS 遺伝子の導入 
Stage0(A) StageI-1(B), StageI-2(C) の 花 粉 を
DAPI 染色して観察した。D, 遺伝子導入後の
GUS 染色像。E. GUS陽性花粉の割合 

 



ラルドロップにより GUS 遺伝⼦（35S-GFP/35SPx2-GUS_pBI101）の導⼊を⾏った。フローラル
ドロップ処理後 2、4、6 ⽇⽬のコシオガマから花粉を回収し GUS 染⾊を⾏い、顕微鏡を⽤いて
観察した（図 1 D, E）。Stage 0 において 2、4、６ ⽇⽬で GUS 染⾊された花粉の割合は 0-0.2％
であったが、Stage Ⅰ-１においては 2 ⽇⽬で 17.7％、4 ⽇⽬で 13.6％、6 ⽇⽬で 9.3％の花粉が
GUS 染⾊を⽰した。Stage Ⅰ-２においては 2 -6 ⽇⽬で GUS 染⾊された花粉の割合は 0-0.8％で
あった。これらの結果から Stage Ⅰ-１
における染⾊率が最も⾼いことが確認
された（図 1 E）。 

 次に、Stage 0、Stage Ⅰ-１、Stage Ⅰ
-２のコシオガマ蕾を⽤いたフローラル
ドロップにより、花粉栄養核で発現が確
認されている ACT1 プロモーター下に核
局在型 tdTomato をつないだコンストラ
クトを持つ pBI121-Act1NLStdTomato プ
ラスミドの導⼊を試みた（図 2）。プラ
スミドを導⼊した A. tumefasience を⽤
いてコシオガマの蕾にフローラルドロ
ップ処理を⾏い、処理後 4 、5 、6 ⽇⽬のコシオガマから花粉を回収し観察したところ、核局
在型の⾚⾊蛍光はいずれのステージにおいても確認されなかった（図 2）。 

 以上の結果から、コシオガマ花粉へのフローラルドロップによって GUS 染⾊は確認できるが、
蛍光レポータータンパク質由来の蛍光が観察されないことがわかった。GUS 染⾊は偽陽性もし
くは花粉に付着した A. tumefasience の GUS 活性が観察された可能性があり、花粉への遺伝⼦導
⼊は成功していないと考えられた。 

 

Pollen magnetofection 法の検討 

ワタを⽤いた先⾏研究では花粉に存在する細
胞壁の薄いまたは細胞壁がない領域である発芽
⼝を通って MNP が花粉内に侵⼊すると報告さ
れている 1。そこで、StageⅢのコシオガマ花粉に
発芽孔があるのか SEM を⽤いて観察した（図 3 

A-C）。コシオガマ花粉は三溝粒で花粉表⾯には
エキシンによって構成された細かい網⽬状のテ
クタム構造と細⻑い溝状の発芽⼝である発芽溝
が観察された（図 3 A）。テクタム構造において、
ラクナと呼ばれる空隙は 100 nm 前後であるため
直径が 200 nm である MNP-DNA 複合体の通過
が難しく、拡⼤すると網⽬状のテクタム構造の
内側にエキシン外層を構成するネキシン外層が
広がる⼆重構造であることが確認された（図 3 B, 

C）。次に、液体花粉管誘導培地で花粉管誘導を⾏った花粉を SEM を⽤いて観察した（図 3 D-F）。
花粉管は溝状の領域を突き破って発芽することが確認され、この部分がコシオガマ発芽⼝にあ
たることが確認された（図 3 D）。花粉の変形によりテクタム構造が剥がれ、発芽溝で露出する

図 2 蛍光レポーター遺伝子の導入 
各ステージの花粉に蛍光レポーター遺伝子を導入し、
観察した。35S::GFP/GUSはコントロールとして用いた。 

図 3 花粉の SEM 観察像 
A, StageIIIの花粉、B、C、は Aの拡大
図。D, 発芽後の花粉。E, Fは拡大図。 



部分はネキシン外層が薄くなっていると考えられた（図 3 E, F）。しか
し、ワタのような⽳構造はみられなかったため、ソニケーション処理
により壁を薄くすることを検討した。 

 コシオガマ花粉への Pollen magnetofection 法を検討するにあたり、
使⽤する MNP の吸着限界についての検討を⾏った 1。MNP に吸着し
たプラスミド DNA は制限酵素により切断されないことを利⽤し、
MNP-DNA複合体を作成し制限酵素処理を⾏い電気泳動にかけて検討
した（図 4）。MNP の DNA吸着限界は DNA : MNP＝2 : 1 であること
が⽰唆された。 

 条件検討の結果、コシオガマ花粉 105粒に 0-30秒ソニケーション処
理を施し Pollen magnetofection を⾏った。また、この条件においては、magnetofection による花粉
管発芽率への影響はほとんど⾒られなか
った。花粉を 0秒、20秒、30秒ソニケーシ
ョン処理した後、magnetofection を⾏い、1

⽇後に花粉管誘導液体培地に 1時間浸して
から蛍光顕微鏡を⽤いて花粉を観察した。
コントロール（CL）として MNP のみを導
⼊ し た 花 粉 を ⽤ い 、 Cy3-Oligo 、 

35S::GFP/GUS、LATp::Venus および 35S:: 

Venus x3 を吸着させた MNP-DNA複合体を
導⼊した。Cy3-Oligo nucleotide を導⼊した
花粉において、Cy3 による蛍光が花粉上で
観察され（図 5）、MNP-DNA複合体は花粉
内に導⼊されたと考えられた（図 5 M-O）。
しかし、プラスミド DNA を導⼊した花粉
および花粉管からはいずれもコントロー
ル(CL)に対し蛍光に顕著な差は⾒られなかっ
た。 

 以上の結果をまとめると、花粉内への MNP-

DNA複合体導⼊は可能であるが、プラスミドを吸着させた MNP-DNA複合体ではプラスミドに
コードされた遺伝⼦がゲノムに挿⼊されず発現が起こらなかったため蛍光が観察されなかった
可能性が⽰唆された。今後、導⼊遺伝⼦をゲノムに組み込む⽅法の検討が必要と考えられる。 

 

1. Zhao, X. et al. Pollen magnetofection for genetic modification with magnetic nanoparticles as 

gene carriers. Nat. Plants 3, 956–964 (2017). 

 

 

図4 DNA-MNP吸着限
界の検討 
 

図 5 マグネトフェクションによる oligo-
DNA の導入 
Cy3 ラベルしたオリゴを magnetofection に
より花粉に導入した。 
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