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研究成果の概要（和文）： 
導管ネットワークを通して植物へ直接遺伝子を輸送してオンサイトで形質転換する新し

い遺伝子導入法を検討した。植物はタバコを利用した。導管内での物質は分子サイズによ
らず迅速に輸送されることがわかった。レポーター遺伝子としてβ-グルクロニダーゼ
（GUS）を持つプラスミド pBI121 を長期間タバコに輸送させたところ、GUS 発現が観察さ
れ、形質転換の可能性が示唆された。しかしコントロールも GUS 染色する場合が見られ、
染色法の再検討が必要なことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Availability of newly developed onsite transformation of mature plant by direct DNA 
introduction into every cell via vessel network was investigated. Firstly, transportation of a 
variety of materials via the vessel network was examined. Tobacco was used as a model 
plant in the present research. It was found that the materials in the vessel were rapidly 
transported independently of their molecular sizes. Introduction of a plasmid pBI121 
harboring beta-glucuronidase (GUS) as a reporter gene into the tobacco for long term gave 
its GUS expression, suggesting the possibility of the formation of the transgenic tobacco. 
However, GUS expression in the control was occasionally detected, indicating that the 
analytic method of the GUS expression should be discussed.  
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１．研究開始当初の背景 アグロバクテリウム法は、土壌細菌アグロ

バクテリウム（Agrobacterium tumefaciens）
の接触した植物の細胞に自分の遺伝子の一
部である T-DNA（transferred DNA）遺伝子を
送り込む性質を利用した方法である。アグロ

 従来のトランスジェニック植物作成は、ア
グロバクテリウム法、エレクトロポレーショ
ン法、パーティクルガン法などの遺伝子導入
法を用いて行われている。 



バクテリウムがもつプラスミドの T-DNA遺伝
子を除去し、そこに発現させたい遺伝子を組
込んで導入させている。しかし、アグロバク
テリウムは元々双子葉類に感染するウイル
スであるため双子葉植物には常法であるが、
単子葉植物にはアグロバクテリウムは感染
しにくく、その適用は困難である。 

エレクトロポレーション法は、目的の植物
細胞の外側を囲む細胞壁を酵素で溶かし、細
胞壁を取り除いたプロトプラストを利用す
る。プロトプラストと有用遺伝子を溶液に入
れて、直流の電気パルスをかけるとプロトプ
ラストの細胞膜に小さい穴が短時間開き、そ
こから外液と一緒に有用遺伝子を導入する
という原理を用いて細胞に遺伝子を導入す
る。一度に大量の処理を施すことができ、設
備や装置も簡単であり DNAも直接導入が可能
である。しかし、DNA の導入効率が低いこと
や電圧などの条件設定が難しく、プロトプラ
ストからの植物体の再生法が確立されてい
ない種類には利用できないのが欠点である。 

パーティクルガン法は、金やタングステン
などの微粒子を DNA でコーティングし、高圧
ガスを用いて植物組織や細胞に打ち込むこ
とによって遺伝子を細胞に導入する方法で
ある。プロトプラストを経ずに細胞壁を持っ
たままの細胞に DNAを導入することが出来る
が、大がかりな装置が必要である。また再生
植物がキメラ化する問題もある。 

上述の遺伝子導入法では、目的の遺伝子を
細胞レベルで遺伝子導入して形質転換させ
た後、植物体に形成させるため、数年にわた
る時間と労力が必要となる。植物体に直接有
用遺伝子を導入し、植物体をそのまま形質転
換させる新しい技術の開発が期待されてい
る。植物には導管が存在し、これが根から葉
の先端に至る植物の隅々までいきわたる導
管ネットワークを形成している。 

本研究では、従来の細胞レベルでの遺伝子
導入法ではなく、導管を輸送経路として植物
体の細胞に有用遺伝子を直接導入して迅速
なトランスジェニック植物を作成する新し
い形質転換法の可能性を検討した。 
 
２．研究の目的 

導管が水を吸い上げ現象（毛細管現象）は
よく知られているが、物質を輸送できるかど
うかはあまり検討がなされていない。まずは
小さい分子の色素分子や大きな分子のタン
パクの導管内の輸送を調べ、遺伝子輸送経路
としての導管の可能性を検討した。次に、植
物体内でのプラスミドの輸送について実験
的に検討した。植物には、活発に細胞分裂し
ている成長点（分裂組織）があり、ここでの
遺伝子導入・組換えがトランスジェニック植
物の創製に重要と考えられる。細胞分裂が活
発な成長点では細胞壁が薄く物質の透過性

が大きいと思われる。植物体の成長点への遺
伝子輸送実験も行った。細胞内への遺伝子導
入と組換えに関しては、レポーター遺伝子で
あるβ-グルクロニダーゼ（GUS）の配列分析、
さらにはその遺伝子産物である GUS活性を染
色法で分析して、トランスジェニック植物創
製の可能性を検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) 植物 
 実験には、タバコ（Nicotiana tabacum L.）
の coker 319 を使用した。殺菌処理した種子
を培地上で無菌的に発芽・成長させて、得ら
れた無菌植物体を実験に用いた。植物体は適
宜継代操作を行った。 
 培地は、Murashige＆Skoog（MS）培地を利
用した。 
プラスミドは、レポーター遺伝子であるβ

-グルクロニダーゼ（GUS, 1812 bp）をコー
ドする pBI121(12.8 kb、Fig.1)を使った。
pBI121 をもつ大腸菌を培養した後、市販のプ
ラスミド分離精製キット（キアゲン）を用い
てプラスミドを分離し、実験に用いた。輸送
させるプラスミド溶液の濃度は MS 液体培地
で適宜調整した。 

Fig. 1 プラスミド(pBI121) 
(2) 植物体に輸送させる物質 
 植物体に輸送させる物質として、小さい分
子から大きな分子、さらに巨大なプラスミド
を検討した。 
小さい分子としては赤色色素 102 号（ニュ

ーククシン、分子量 604.5）を利用した。 
大きな分子としては、分子量 15 万 3千の

タンパクであるグルコースオキシダーゼ
（GOD）を利用した。 
巨大分子としては、本研究の目的であるト

ランスジェニック植物の創製に寄与する、レ
ポーター遺伝子としてβ-グルクロニダーゼ
（GUS）をコードするプラスミド（pBI121、
分子量は約 900 万）を利用した。 
 植物体の組織への、とりわけ成長点への輸
送と遺伝子導入の円滑化を目指して、細胞膜
に融合しやすいリポソームを利用する実験
も行った。以下には、利用した 3種のリポソ



ーム（何れも日本油脂製）を示す。 
A．正荷電リポソーム：L-α-ジパルミトイル
ホスファチジルコリン：コレステロール：ス
テアリルアミン＝52：40：8 のモル組成比を
もつ。 
B．弱負荷電リポソーム ：L-α-ジパルミト
イルホスファチジルコリン：コレステロー
ル：L-α-ジパルミトイルホスファチジルグ
リセロール＝54：40：6 のモル組成比をもつ。 
C．負荷電リポソーム ：L-α-ジパルミトイ
ルホスファチジルコリン：コレステロール：
L-α-ジパルミトイルホスファチジルグリセ
ロール＝30：40：30 のモル組成比をもつ。 

何れのリポソームも粒子径 は100～300 nm
〈カタログ値〉である。  
(3) 色素輸送実験 

色素溶液の色素が葉または成長点に透過
しやすいかどうか確認する実験を行った。ク
リーンベンチ内でタバコの葉(葉柄の長さ:
約 1.0 cm、葉柄の幅:約 0.5 cm、葉の長さ:
約 4.0 cm、葉の幅:約 3.0 cm)または成長点
を植物体から切り出し、500 mg/L の色素溶液
を入れた 1.5 mL 遠沈管に、切り出した植物
体の切り口を浸漬させた。なお、葉へは 60
分間、色素溶液に浸漬し、0, 5, 10, 15, 30, 
45, 60 min 後にデジタルカメラで写真を撮影
し、葉の染色具合を観察した。成長点に対す
る色素溶液を透過させる実験を行い、色素の
透過状態を経時的に観察した。 
(4) 植物体へのタンパクの輸送実験 

大きな分子であるタンパクが導管を通っ
て葉の先端に到達するかどうか検討した。タ
ンパクとして 15 万 3 千の分子量をもつ GOD
を利用した。pH5.0 の 10 mM 酢酸緩衝液を使
って 1 mg/mL GOD 溶液を調整した。GOD 溶液
に植物体を浸漬した後、10min 毎に葉を切断
して植物片を採取した。control には 10mM 酢
酸緩衝溶液を用いた。植物内の GOD は、採取
した植物片を磨砕して、GOD と特異的に反応
する基質を作用させて検出した。 
実験には、「色素透過実験」と同様な植物

を利用した。 
(5) 植物体へのプラスミド短期透過実験 
 GUS 遺伝子を持つプラスミドが導管を通り
葉の先端まで移動するかどうかを検討した。
プラスミドは pBI121 を使用した。 

実験には「色素透過実験」と同様な植物を
利用した。 

植物体の葉の切り口を濃度 0.01, 0.001, 
0.005 μg/μL のプラスミド溶液に浸漬し、
プラスミド透過を試みた。サンプルは浸漬し
た後、10 min 毎に約 5mm 角の植物片を切断操
作で採取し、滅菌水 20 μL の入った遠心管
に 10 分間浸漬した。control は滅菌水に切断
した葉を浸漬させたものとした。水相の一部
を PCR によって DNA を増幅した後、アガロー
スゲル電気泳動によって pBI121 の GUS 配列

のバンドを確認した。 
(6) 植物体へのプラスミド長期透過実験 
 植物細胞に直接遺伝子導入をする際、細胞
壁が細胞への遺伝子導入を制限する可能性
が考えられる。細胞分裂が活発な成長点なら
ば細胞壁が薄くて透過性が大きく、遺伝子が
導入の可能性が期待できるので、本実験では、
成長する植物体の成長点へのプラスミド透
過実験を行った。 
植物体を茎から切り取り、その切り口を濃

度 0.01, 0.001, 0.0005 μg/μL のプラスミ
ド溶液に浸漬し、プラスミド透過を観察した。
サンプルは浸漬時より成長点が生育する約
14 日経過後、植物体を X-Gluc 溶液に浸漬し
て GUS 発現を検討した。control は、切断し
た葉を滅菌水に浸漬させたものとした。 
(7) リポソームを使ったプラスミド導入実
験 
様々な荷電を帯びた 3種のリポソームにプ

ラスミドを包含させることで、遺伝子導入し
やすくなるかを調べた。成長する植物体の成
長点へリポソームを使ったプラスミド導入
実験を行った。 
プラスミド含有リポソーム溶液に植物体

を浸漬した。プラスミド濃度は 0.01 g/L と
した。control は MS 液体培地のみを輸送させ
たものとした。恒温室で培養して、7 日毎に
植物片を採取した。滅菌水が 20μL 入った遠
心管に 10 分間、植物片を浸漬した。control
も同様な操作を行った。その溶液をPCRでDNA
を増幅させた後、電気泳動を行った。植物片
の一部を GUS 発現の分析に利用した。 
(8) 分析 
 植物体内での色素の透過は目視によって
確認した。GOD の輸送は、基質と特殊な反応
試薬を利用して確認し、分光光度計を使って
反応量を測定した。プラスミドの検出は、
pBI121の GUS配列に作用する次の2種のプラ
イマーを使用した。 
通常の実験用： 
forward：5’-CTGAACTGGCAGACTATCC-3’ 
reverse：5’-CAATACTCCACATCACCAC-3’ 

 PCR 産物：820 bp 
主にリポソームを使った実験用： 
Forward： 5’-GTGGAATTGATCAGCGTTGG-3’ 
Reverse： 5’-TCTTCATGACGACCAAAGCC-3’ 

 PCR 産物：810 bp 
これらのプライマーを適宜使用して遺伝子
増幅器で増幅（PCR）した後、その PCR 産物
をアガロースゲル電気泳動によってプラス
ミドの確認を行った。PCR は、既存のプロト
コールに従って行った。遺伝子導入・形質転
換に伴って生成する GUS の発現は、基質溶液
（X-gluc）の染色から判断する組織化学法に
よって解析した。GUS 遺伝子が植物体の細胞
内で導入・発現されれば、青く染色されるの
である。 



 ４．研究成果 
 (1) 色素透過実験 
  植物体の葉への色素透過の写真を Fig.2に

示す。これらの経時的な写真撮影から、浸漬
後すぐに色素が導管を通って葉に達し、葉の
先端にも透過することが認められた。また成
長点への透過も速やかに行われていた。 

 
 
 
 
 以上より小さな分子は導管を通して速や

かに透過することが明らかとなった。 Fig. 5 プラスミド濃度 0.01 μg/μL の短
期透過実験  
  
  
  
  
  
  
  
  
Fig. 6 プラスミド濃度 0.001 μg/μL の短
期透過実験 

 
Fig. 2 色素透過実験 

 (2) 植物体へのタンパク透過実験 
GOD の反応性を調べた結果を Fig. 3 に示す。

なお図中の『葉当りの GOD 反応量』は、GOD
による発色の度合いを植物片の平均重量で
割ったものである。図より、透過開始より 10
分後に GOD が確認され、GOD のような大きい
分子も速やかに透過することが認められた。 

 

 

 

 

  
 
 
 
 
 
 
 

Fig. 7 プラスミド濃度 0.0005 μg/μL の

短期透過実験 

(4) 植物体へのプラスミド長期透過実験 
長期にわたって植物体にプラスミドを透

過させ、経時的に GUS 染色を行った。その結
果を Fig. 8（a）～（d）に示す。主に導管部
分や実験開始時の葉の導管部分に青い染色
が見られた。このことから、導管を通した GUS
遺伝子の導入の可能性が示された。特に
0.001 μg/μL のプラスミドを透過した植物
体に強い発色が観察され、さらに新たに発生
した葉の導管部分にも発色が見られた。 

Fig. 3 植物体へのタンパク透過実験 
(3) 植物体へのプラスミド短期透過実験 

植物体の葉にプラスミドを透過させた結
果を Figs.4～7 に示す。0.001 μg/μL の電
気泳動写真（Fig.6）から、透過後 30 分で GUS
が確認され、プラスミドも導管を通して輸送
されることが認められた。0.01 μg/μL では
明確なバンドが観察されなかったが、これは
プラスミド濃度が濃すぎて導管内で詰まっ
たためと考えられる。また、0.0005 μg/μL
でもバンドが確認できなかったのはプラス
ミド濃度が薄かったためと思われる。 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
Fig. 4 プラスミドを含まない溶液の短期透
過実験 

 
 
 

Fig. 8 様々なプラスミド濃度の長期（14 日
間）透過後の GUS 活性 
しかし種から成長させた植物体(negative 

control：継代回数 0回)や、MS 培地のみに浸
漬させた植物体(control)においても染色が
時に観察され、タバコの雑菌汚染や実験の操
作条件、使用した試薬の劣化、再現性などを



             

 

  

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 
① 分子量マーカー(100 bp ラダー) 

② Control、14 日後（negative control） 

③ プラスミド輸送 14 日後 

④ プラスミド含有正荷電リポソーム輸送 14 日後 

⑤ プラスミド含有弱負荷電リポソーム輸送 14 日後 

⑥ プラスミド含有負荷電リポソーム輸送 14 日後 

⑦ プラスミド: 濃度 0.01 g/L (positive control) 

⑧ 滅菌水 

 

forward 5’-GTGGAATTGATCAGCGTTGG-3’ 

reverse 5’-TCTTCATGACGACCAAAGCC-3’  

GUS 検出プライマー 

810 bp 

PCR 産物： 810 bp 

※本実験で使用したプライマーに関しては補遺に示す。 

 確認しなければならないことがわかった。た
だし浸漬開始時の葉の導管部分の発色は見
られなかったことから、この部分へは遺伝子
導入の可能性が大きい事が示唆された。 

 
 
 
 (5) リポソームを用いたプラスミド導入実

験  
 プラスミド含有リポソーム溶液に植物体

を浸漬して、GUS 遺伝子と GUS 発現を観察し
た。GUS 遺伝子を調べる電気泳動結果を
Figs.9～12、GUS 発現の分析結果を Figs. 13
～16 に示す。プラスミド含有リポソームを輸
送させた葉から GUS の PCR 産物のバンドが確
認でき、リポソームを使用した場合において
も導管を通してプラスミドを輸送できるこ
とが認められた。しかし 28 日間プラスミド
を正荷電リポソームと弱負荷電リポソーム
を輸送させた葉から抽出した溶液のレーン
から GUS の PCR 産物のバンドが確認できたが、
負荷電リポソームを輸送させた葉からは明
確なバンドが確認できなかった（Fig. 12）。
これは実験操作上で何らかのミスがあった
かもしれないが、負電荷を持つ細胞とプラス
ミドが反発するために導管内でプラスミド
が蓄積している可能性が考えられる。今後、
これらを検討する必要がある。Figs. 13～16
に示す GUS 染色から、control も含めた全サ
ンプルで短期の内に GUS活性を示す青染色が
観察された。GUS 発現が植物の細胞膜が負の
電荷を持つため、正荷電リポソームもしくは
弱負荷電リポソームを用いてプラスミドを
輸送させた植物体がより青く染まると予想
していたが、各リポソーム間で違いがあまり
見られなかった。control が青く染まった原
因として、植物のコンタミ、または試薬（特
に X-Gluc）の劣化や不純物の混入、などが挙
げられる。今後、新たに種から植物体を誘導
し再実験を行い、X-Gluc の反応性についても
再検討する必要があることがわかった。  

 
 
 
 
 
Fig. 10 14 日間、プラスミド含有リポソー
ムを導入したサンプルの電気泳動 
 

 

 

forward 5’-GTGGAATTGATCAGCGTTGG-3’ 

reverse 5’-TCTTCATGACGACCAAAGCC-3’  

GUS 検出プライマー 

① 分子量マーカー(100 bp ラダー) 

② Control、21 日後（negative control） 

③ プラスミド輸送 21 日後 

④ プラスミド含有正荷電リポソーム輸送 21 日後 

⑤ プラスミド含有弱負荷電リポソーム輸送 21 日後

⑥ プラスミド含有負荷電リポソーム輸送 21 日後 

⑦ プラスミド: 濃度 0.01 g/L (positive control) 

⑧ 滅菌水 

 

810 bp 

① ② ③ ④ ⑤ ⑥ ⑦ ⑧ 

PCR 産物： 810 bp 

※本実験で使用したプライマーに関しては補遺に示す。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 11 21 日間、プラスミド含有リポソー
ムを導入したサンプルの電気泳動 
   

          

 

 

forward 5’-CTGAACTGGCAGACTATCC-3’  

reverse  5’-CAATACTCCACATCACCA-3’  

GUS 検出プライマー 

① 分子量マーカー(100 bp ラダー) 

② Control、28 日後（negative control） 

③ プラスミド輸送 28 日後 

④ プラスミド含有正荷電リポソーム輸送 28 日後 

⑤ プラスミド含有弱負荷電リポソーム輸送 28 日後 

⑥ プラスミド含有負荷電リポソーム輸送 28 日後 

⑦ プラスミド: 濃度 0.01 g/L (positive control) 

⑧ 滅菌水 

PCR 産物： 820 bp 

 
 
 810 bp 

    
 
 
 
 
 
 本実験で使用したリポソームにプラスミ

ドが包含されているか確認できていないの
で、今後検討する必要がある。 

Fig. 12 28 日間、プラスミド含有リポソー
ムを導入したサンプルの電気泳動 
  
  
  
  
  
  Control        プラスミド    

 

 

  
  
   

 

 

正電荷リポソーム    弱負電荷リポソーム   負電荷リポソーム 

  
  
  
  
Fig. 13 ７日間、プラスミド含有リポソー Fig. 9 7 日間、プラスミド含有リポソーム

を導入したサンプルの電気泳動 ムを導入したサンプルの GUS 発現観察 
  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 14 14 日間、プラスミド含有リポソー
ムを導入したサンプルの GUS 発現観察 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 15 21 日間、プラスミド含有リポソー
ムを導入したサンプルの GUS 発現観察 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 16 28 日間、プラスミド含有リポソー
ムを導入したサンプルの GUS 発現観察 
(6) 結言 

植物体の葉柄から葉の先端に存在する導
管を通して、小さな分子である色素、大きな
分子であるタンパクは 10 分程度で透過する
ことが明らかとなった。また、成長点への色
素透過も速やかなことがわかった。さらにプ
ラスミドも速やかに葉の先端に透過するこ
とが確認でき、物質輸送として導管ネットワ
ークの有効性が明らかとなった。 

茎からプラスミドを透過させて植物体の
GUS 遺伝子の導入を試みた結果、プラスミド
濃度 0.001 μg/μLが GUS 発現に有効であっ
た。 

リポソームを使ってプラスミドを植物に

透過させる実験も行ったところ、プラスミド
の輸送と速やかな GUS 発現が観察され、リポ
ソームの有効性が示された。 

 

 

 

正電荷リポソーム    弱負電荷リポソーム   負電荷リポソーム

Control        プラスミド    

 

 

GUS 発現に関しては何れの実験においても
コントロールでも発色が観察された。タバコ
の雑菌汚染や試薬の劣化などが考えられ、今
後、新しい無菌植物体を準備し、試薬の反応
性に注意しながら再実験を行って詳細なデ
ータを得る必要があることがわかった。さら
に GUS 発現に関しては mRNA や DNA の解析を
行う必要があり、これは今後の課題として残
された。 
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