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研究成果の概要（和文）：テンサイは、カルス化や植物体再生が非常に難しいことが知られてい

る。ところが、NK-219mm-O については、例外的に非常に良好な組織培養適性を示す。そこ

で、この培養適性の遺伝的背景を調査した。NK-219mm-O と様々なテンサイ系統を交配して

組織培養適性を調べたところ、組織培養適性が F1 世代でも良好であることを明らかにした。

さらに、再分化に伴って強く発現する遺伝子の塩基配列を得た。 
 
研究成果の概要（英文）：Sugar beet is known to be recalcitrant against callus induction and 
plant regeneration. Sugar-beet line NK-219mm-O is an exceptional line because it exhibits 
excellent response to tissue culture. Genetic basis of this tissue culture response was 
investigated. NK-219mm-O was crossed with various sugar beet lines of poor tissue-culture 
response. The resultant F1 plants exhibited good tissue-culture response. Nucleotide 
sequence of a gene whose expression is increased upon plant regeneration was obtained in 
this study. 
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2011 年度 1,300,000 390,000 1,690,000 
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総 計 3,500,000 1,050,000 4,550,000 
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１．研究開始当初の背景 
 テンサイは組織培養が非常に難しい作物
であり，再分化はおろか，カルス化すら容易
ではない。海外の種苗会社において孔辺細胞
のプロトプラストを利用した形質転換実験
系が開発されたが，同グループ以外では再現
されていない。わが国では，平成 11~12 年
にかけて，北海道立中央農業試験場の玉掛に

より，テンサイ系統 NK-219mm-O の葉片が高
いカルス化能を示し，さらに再分化能も著し
く高いことが示された。さらに，アグロバク
テリウムを用いた遺伝子導入により形質転
換テンサイを得ることにも成功している。テ
ンサイはバイオマスの大きい作物であり、形
質転換技術はテンサイの新たな利用法を実
現する上で不可欠であろう。 
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２．研究の目的 
（1）NK-219mm-O の再分化過程における形態
的な変化を明らかにする。 
（2）NK-219mm-O の高い培養適性（高いカル
ス化能と高い再分化能）がいかなる遺伝的要
因によって決定されているのかを明らかに
する。 
（3）NK-219mm-O の再分化に関連して発現す
る遺伝子を単離し、コードされるタンパク質
を明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（1）供試材料 
 北 海 道 農 業 研 究 セ ン タ ー 育 成 の
NK-195mm-O, NK-219mm-O, NK-235mm-O, 
NK-239mm-O、NK-294mm-O、TA-33BB-O、およ
びそれらを維持系統とする CMS 系統を用いた。 
（2）組織培養 
 無菌個体を確立するため、種子を表面滅菌
し、滅菌水でよく濯いだ上で、発芽培地に埋
め込んだ。暗所で発芽させ、幼苗をジェラン
ガム培地に移植して育苗した。確立した無菌
個体より葉片を切り出し、カルス誘導培地に
置床した。出現したカルス塊を再分化培地上
に移動させ、再分化を促した。 
（3）形態観察 
 内部形態観察は、再分化物を寒天に包埋し、
マイクロスライサーを用いて切片とした。切
片は、サフラニン染色、あるいはサフラニ
ン・ファストグリーン FCF 二重染色を行い観
察した。 
（4）ダイアレル分析 
 統計分析プログラム「DIALL98」を用いて
F1系統における片側ダイアレル分析を行った。 
（5）核酸分析 
 テンサイ total RNA は RNeasy Plant Mini 
Kit（Qiagen）により調製した。Suppression 
Subtractive Hybridization は PCR-Select 
cDNA Subtraction Kit（Clontech）を用いて
行った。PCR 増幅したサブトラクションライ
ブラリーは pBluescriptII SK+に TA クローニ
ングした。Alkali-lysis 法で精製したプラス
ミド DNA を鋳型に BigDye Terminator v3.1
を用いてシーケンス反応を行い，DNA シーケ
ンサーABI377（Applied Biosystems）を用い
て塩基配列を決定した。 
 
４．研究成果 
（1）再分化の様相 
 いくつかの遺伝子型について、カルス塊を
再分化培地に置床し、約 4 週間後、どのよう
な反応を示しているか置床カルス塊ごとに
観察した。観察における評価は A（カルス塊
から不定胚及び不定芽様の再分化物が多数
形成される。）、B（カルス塊から不定胚及び
不定芽様の再分化物が形成されるが、形成さ

れる再分化物の数が極めて少ない。）、C（カ
ルス塊から緑色の再分化物が形成されるが、
再分化物は不定胚及び不定芽様の形態を示
さない。）、D（カルス塊より再分化物は形成
されないが、カルス塊の緑化が確認できる。）
E’（カルス塊より再分化物は形成されず、カ
ルス塊の緑化も確認できない。）の 5 段階で
行った（図 1）。 
 A と C の内部形態を示す（図 2）。A では、
規則正しい細胞の並びが観察でき、さらに表
皮系の発達と維管束系の発達が確認できた
一方、C においては、リグニンの沈着した細
胞が集合している部分は確認できるものの、
規則正しい細胞の並びや、維管束系及び表皮
系の発達は見られなかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

 
 

図１．カルスの再分化の様相． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．図１における A（写真 a と c）と C（写
真 b と d）の内部構造の比較． 
 
（2）カルス形成率と再分化能に関するダイ
アレル分析 
  材 料 は 、 NK-195mm-O, NK-219mm-O, 
NK-235mm-O, NK-239mm-O 及び NK-294mm-O の
5 系統、及びこれらを片側ダイアレル交配し
て得られた F1 10 系統の計 15 系統である。 
カルス形成率の調査は、個体毎に複数の外植
片をカルス誘導培地に置床した後、4 週間後



から 12 週間後に亘りカルス形成の有無を観
察した。各系統のカルス形成率について分散
分析を行ったところ、遺伝子型間に 1%水準で
明らかな有意差が認められた。そこで、系列
分散（Vr）と親と系列の共分散（Wr）の関係
を Vr-Wr グラフを用いて検討した。Wr と Vr
との回帰直線の傾きは 1 に近く、カルス形成
率にはエピスタシスの影響はないものと考
えられた。また、各系列間の Vr および Wr の
関係から、NK-219mm-O は優性遺伝子の割合が
多いと考えられた。 
 カルス形成率について各遺伝成分の分散
分析を行うと、相加効果を表す a 項、優性効
果を示す b 項ともに 1%水準で有意となった。
優性効果のうち、b1（平均優性効果）、b2（親
別の優性効果）および b3（特定組合せの優性
効果）については、b1項と b3項が 1%水準で、
b2項が 5%水準で有意となった。また、カルス
形成率の組合せ能力は、GCA（一般組合せ能
力）および SCA（特定組合せ能力）ともに、
1%水準で有意であった。F1と平均親間との相
関係数は、r=0.667 であり、5%水準で有意で
あった。すなわち、F1の値は、概ね両親の形
質値から予測可能と考えられた。平均ドミナ
ンス（√H1/D）は、ほぼ 1 で、完全優性を示
した。また、カルス形成率に関する広義の遺
伝率、狭義の遺伝率ともに高い値を示し、有
効因子数は約 1 つと推定された。 
 次に、テンサイ形質転換においては、遺伝
子導入されたカルス塊より植物体の再生を
行うため、カルスからの再分化の良否につい
ても検討した。各系統の再分化の良否は、カ
ルス形成より 2週間以内のカルス塊を再分化
培地へ置床し、約 4 週間後に置床カルスの状
態を観察することで行った（図１）。 
 また、カルスからの再分化能には、以下の
ようなスコアを与え、個体別の平均値（0～
200）により評価した（A=2, B=1, C=D=E’=0） 
（全カルス数に対する A 反応を示したカ
ルス塊の割合）×（A の点数=2）+（全カ
ルス数に対する B 反応を示したカルス塊
の割合）×（B の点数=1）+ … +（全カル
ス数に対する E’反応を示したカルス塊の
割合）×（E’の点数=0）の 100 倍 
 再分化能について各遺伝成分の分散分析
を行ったところ、反復間差は認められなかっ
たが、遺伝子型間には 1%水準で明らかな有意
差が認められた。そこで、カルス形成率と同
様に Vr と Wr の関係を Vr-Wr グラフを用いて
検討したところ、再分化能についてもエピス
タシスの影響はないものと考えられた。また、
Vr と Wr の関係から、NK-219mm-O は劣性遺伝
子の割合が多く、NK-239mm-O は優性遺伝子の
割合が多いと考えられた。 再分化能につい
ての分散分析では、a 項、b 項ともに 1%水準
で有意となった。優性効果に関係する b1、b2、
b3のうち、b1項が 5%水準で、b3項が 1%水準で

有意となった。組合せ能力においても、GCA、
SCA ともに、1%水準で有意であった。F1 系統
と平均親間での相関係数を導いたところ、r= 
0.853 となり、5%水準で有意であった。優性
分散に比べて相加分散の方が大きく、平均ド
ミナンス（√H1/D）は 0.565 で、不完全優性
を示した。なお、優性遺伝子の平均的方向は
負値を示していたことから、再分化能の低い
方向が優性と考えられた。また、再分化能の
広義の遺伝率、狭義の遺伝率はともに高い値
を示した。 
 
（3）カルス形成率と再分化能との相関関係 

カルス形成率と再分化能との相関係数
（n=14）は r= 0.342 であり、両者の間に有
意な相関関係は認められなかった。しかし、
片親に NK-219mm-O を持つ F1では、カルス形
成率及び再分化能ともに、NK-219mm-O よりは
劣ったものの、カルス形成率は、いずれも 70%
以 上 と 高 く 、 再 分 化 能 に つ い て は 、
NK-294mm-O との F1 は低かったが、3 つの F1

系統はいずれも高い再分化能を示すカルス
塊が得られた。よって、NK-219mm-O を片親に
持つ F1個体は、NK-219mm-O に匹敵する高いカ
ルス形成率や再分化能を示し、高効率にカル
スを経由した植物体再生が可能であった。 
 
（4）NK-219mm-O と一年生系統間での F1系統
作出 

元来、越年生であるテンサイの世代短縮を
図るには、一年生遺伝子の導入が有効である。
そこで、NK-219mm-O の中から、安定的にカル
スを形成し、高頻度に再分化が見られる個体
（F2P10）を母本とし、TA-33BB-O を父本とし
て交配し、F1を得た。また、同時に TA-33BB-O
と核遺伝子型がほぼ同質である TA-33BB-CMS
を母本とし、F2P10 を父本としてと交配し、
F1を得た。 
 これら 2 種類の F1 とその親系統である
TA-33BB-O、TA-33BB-CMS及びF2P10について、
カルス形成率及び再分化能を評価し、比較し
た。TA-33BB-O 及び TA-33BB-CMS のカルス形
成率は、両系統とも約 10%であった。一方、
F2P10 自殖系統では 100%であった。F2P10 を
交配した F1は、ほぼ 100%であった。次にカル
ス塊の再分化能を調べると、TA-33BB-O は、9
個体の再分化能スコアの平均値は 78 であっ
た。TA-33BB-CMS は、8 個体の再分化能スコ
アの平均値は 77 であった。一方、F2P10 お
よび F2P10 を TA-33BB-O および TA-33BB-CMS
と交配した F1は、いずれも高い再分化能を示
し、再分化能スコアの平均値は 170 以上と高
かった。 
 以上の結果から、一年生系統である
TA-33BB-O 及び TA-33BB-CMS は、F2P10 と交
配することにより、カルス形成率及び再分化
成績ともに向上することが明らかになった。 



 次に、形質転換の効率について評価するた
め、2 つの F1に由来する合計 22 個体をアグロ
バクテリウム法を用いた形質転換実験に供
試した。まず、本形質転換法では、カルスを
懸濁培養細胞化した上でアグロバクテリウ
ムを感染させる必要があるが、19 個体で懸濁
培養時に旺盛な細胞増殖が見られず、また、
アグロバクテリムとの共存培養時に、細胞が
褐変化する、あるいは細胞増殖が停止する傾
向が見られ、これら 19 個体から遺伝子導入
されたカルス塊を得ることができなかった。
残る F2P10×TA-33BB-O のうち 2 個体、
TA-33BB-CMS×F2P10 のうち 1 個体からは、遺
伝子導入されたカルス塊が選抜できた。そこ
で、遺伝子導入されたカルス塊より植物体を
再生させ、鉢上げ後、長日条件下で育成する
と約 2 ヶ月で開花した。これらの対照の非形
質転換体も同様に開花した。なお、F2P10×
TA-33BB-O が雄性可稔であり、TA-33BB-CMS
×F2P10 が雄性不稔であることを確認した。
このように、高培養適性系統へ一年生遺伝子
を導入することにより、高い培養適性を保持
したまま、本来は年１世代が限界であった世
代促進のスピードを大幅に短縮することが
できることが明らかとなった。 
 
（5）cDNA サブトラクションによる再分化関
連遺伝子の探索 
 テンサイカルスからの再分化に伴って発
現が上昇する遺伝子を得ることを目的とし
て、cDNA サブトラクションを行った。テスタ
ーのソースとして、NK-219mm-O の中から、特
に再分化成績の良い 3 個体を選び出した。ド
ライバーのソースとして、（2）のダイアレル
分析によりカルス形成が良好でありながら
再分化が起こらないことが判明している
NK-239mm-CMS x NK-294mm-OなるF1の中から、
確実に再分化が起こらないことを確認した 3
個体を選び出した。それぞれ本葉から誘導し
たカルスを 14 日間培養し、再分化が生じて
いるカルスと、生じていないカルスより cDNA
を合成し、サブトラクションを行ってライブ
ラリーを作製した。ここからランダムに 285
クローンを選び出してプローブとしてバー
チャルノーザンハイブリダイゼーションを
行ない、NK-219mm-O で発現が多いクローンを
225 個特定して塩基配列を決定した。 
 得られたクローンの塩基配列を BLAST 検索
し、相同遺伝子の有無に基づいて機能を推定
した（図 3）。 
最も頻度の高い機能グループは Glutathione 
S transferase（GST）遺伝子であった。続い
て色素体関連遺伝子、細胞壁関連遺伝子
（Extension、β-Glucosidase など）が得ら
れた。その他、植物ホルモン関連遺伝子、シ
グナル伝達関連遺伝子、あるいは熱ショック
タンパク質様遺伝子が得られたが、全体の

24%は No-hit であった。 
バーチャルノーザン解析およびリアルタイ
ム PCR を行った結果， HR-38（Asparagine 
synthetase），HR-29（beta-glucosidase 42），
HR-136 （ beta-glucosidase 31 ）， HR-4
（Glutathione S-transferase），HR-56（Heat 
stable protein），HR-55（Auxin-repressed 
protein），HR-77（Auxin-responsive protein），
HR-65（Receptor-like protein kinase），
HR-150 （ Very long chain fatty acid 
condending enzyme），HR-164（GDSL-motife 
lipase/hydrorase family ） ， HR-288
（ beta-ketoacyl-CoA synthase ）， HR-115
（ bZIP Transcription factor ）， HR-3
（ No-hit ）， HR-30 （ No-hit ）， HR-275
（C3HC4-type RING finger family protein），
HR-27（Vacuolar H+-pyrophosphatase），お
よび HR-87（Glutamate decarboxylase）の
17 種を発現量の差が大きい遺伝子として選
び出した。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
図３．サブトラクションにより得られた 225
クローンの機能グループ分けと数．カッコ内
は重複を取り除いた数（合計 145）． 
 
 
（6）再分化関連遺伝子であることの検証 
 前項（5）で得られた 17 種の遺伝子が、再
分化に関わることを検証することにした。材
料として、NK-219mm-O より選抜した、特に再
分化成績の良いカルスを再分化培地上で培
養し、0、1、3、7、および 14 日目に RNA を
抽出した。陰性対照区として、同じ個体のカ
ルスを 6 ヶ月以上継代培養し、再分化能を失
わせた上で再分化培地にて培養し，RNA を抽
出した（従って、遺伝的な背景は等しい）。
リアルタイム PCR により発現量を調べたとこ
ろ、HR-3、HR-29 ならびに HR-56 の 3 遺伝子
は、再分化を起こすカルスにおいて 7 日目ま
で発現が認められないが、これ以後急速に発
現が上昇（それぞれ約 80 倍、約 25 倍、約 70
倍）していることが分かった。一方、陰性対
照区では、ほとんど発現は認められなかった。
HR-30、HR-65 ならびに HR-288 は、1 日目よ



り発現が上昇した。HR-30 は陰性対照区でも
全調査区で 1/2 程度の発現が検出された。
HR-65 は陰性対照区においても同様の発現パ
ターンを示したため、本材料では再分化との
相関が見られなかった。一方 HR-288 は陰性
対照区においてほとんど発現が認められな
かった。 
 以上の遺伝子について、さらに次の実験を
行った。（2）より、NK-294mm-O はカルス化が
起こるが、再分化は起こさない系統であるこ
とが判明している。一方、NK-294mm-CMS
（NK-294mm-O と同じ核遺伝子型を保持する
が、雄性不稔細胞質を持つ）と NK-219mm-O
との F1 は、カルス化および再分化ともに著
しく向上する。まず、NK-294mm-O より、再分
化が起こらないことを確認した 4個体を得た。
次に、NK-294mm-CMS x NK-219mm-O なる F1 よ
り、カルス化と再分化が起こる 4個体を得た。
それぞれを培養して、カルスを再分化培地に
置床し、0 および 14 日目で RNA を抽出した。
リアルタイム PCR により発現量を調べたとこ
ろ、HR-3 と HR-30 はともに NK-294mm-O では
ほとんど発現しないが、NK-294mm-CMS x 
NK-219mm-O では発現すること、およびその発
現量は 0 日目より 14 日目の方が高い傾向に
あることが判明し、再分化との明瞭な相関が
示された。一方、他の遺伝子の発現パターン
からは再分化との明瞭な相関を見ることが
できなかった。以上から、HR-3 および HR-30
の 2遺伝子の発現上昇が再分化と関連するこ
とが明らかになった。 
 HR-3 と HR-30 について、完全長 mRNA に対
応する cDNA を、5'rapid amplification of 
cDNA ends（RACE）と 3'RACE により得た。そ
の結果、HR-3 は 137 アミノ酸残基、HR-30 は
136 アミノ酸残基のタンパク質をコードする
ことがわかった。再度 BLAST 検索を試みたが、
遺伝子の機能に関わる情報は得られなかっ
た。しかしながら HR-3 と HR-30 の間にはア
ミノ酸配列レベルで弱い相同性が認められ
る。TargetP および PSORT 解析によれば、HR-3
や HR-30 のコードするタンパク質は N 末端側
に分泌シグナルを持つと予想された。あるい
は、これらは細胞接着に関わる因子なのかも
しれない。このような遺伝子の発現が再分化
培地に強く応答することが、NK-219mm-O の良
好な再分化に関わる可能性がある。 
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