
様式Ｆ-１９ 
 

 

科学研究費助成事業（学術研究助成基金助成金）研究成果報告書 

 

 

平成 25 年 3 月 31 日現在 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

研究成果の概要（和文）： 

植物のミトコンドリアの形質転換系を確立するために、ミトコンドリアに外来遺伝子を宅配で

きるようにアグロバクテリウム菌の改変を目指した。アグロバクテリウム菌は、核移行シグナ

ルを持つ VirD2 と VirE2 が T-DNA に結合し、T-DNA を核に移行させる。本研究では、T-DNAをミ

トコンドリアに輸送させるために、この VirD2 から核移行シグナルを除去し、代わりにミトコ

ンドリア移行シグナル配列を付加した改変アグロバクテリウム菌を作成した。 

 
研究成果の概要（英文）： 
To establish transformation system of plant mitochondria, we aimed to produce genetically 
modified Agrobacterium so that it delivered T-DNA into mitochondria. To deliver T-DNA 
into mitochondria, we removed the nuclear localization signal sequence from VirD2, which 
usually played a role to deliver T-DNA into nucleus, and added a mitochondrial targeting 
signal sequence. Finally we produced Agrobacterium carrying modified VirD2 with 
mitochondrial targeting signal sequence.  
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１．研究開始当初の背景 
 タバコなどの植物では、葉緑体の形質転換
が可能であり、緑葉細胞にパーティクルガン
を用いて外来遺伝子を導入する系が確立さ
れている。葉緑体ゲノムには相同組換えで外
来遺伝子が導入されるため、導入したい遺伝
子の両端には葉緑体のゲノムを配置した形
質転換用ベクターを構築する。選抜マーカー
として、スペクチノマイシン（70S リボソー

ム翻訳阻害の作用がある）に耐性を付与する
aadA (aminoglycoside-adenyltransferase)
遺伝子が用いられる。一方、ミトコンドリア
の形質転換系は報告されていない。葉緑体の
形質転換で用いられる直径１μm の金粒子で
はミトコンドリアに対して大きすぎ、またこ
れ以下ではパーティクルガンでの導入は不
可と言われている。 
 私たちは、イネ細胞質雄性不稔性に見られ
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る核とミトコンドリアのゲノム障壁に関す
る研究を行ってきた。雄性不稔の原因候補の
ミトコンドリア遺伝子を同定したが、これを
証明するためには、ミトコンドリア形質転換
系の確立が必要となった。 
 そこで、アグロバクテリウムを用いて、
T-DNA をミトコンドリアに移行させるアイデ
ィアを思いついた。通常、植物に移入される
１本鎖 T-DNA の 5’末端と周りにはそれぞれ
VirD2 と VirE2 タ ン パ ク 質 が 結 合 し
T-complex と呼ばれる複合体を形成している。
VirD2 および VirE2 タンパク質は核移行シグ
ナルを持ち、その働きにより受容体と結合し
て複合体が核に移行し、最終的に T-DNAが染
色体に組み込まれる。この VirD2 タンパク質
にミトコンドリア移行シグナルを連結すれ
ば、タンパク質と T-DNA の複合体がミトコン
ドリアに移送され、T-DNA がミトコンドリア
ゲノムに組み込まれると期待される。このよ
うに改変した VirD2を組換えたアグロバクテ
リウム菌を作出してミトコンドリア相同組
換え用の T-DNA を導入することを着想した。 
 
２．研究の目的 
 アグロバクテリウムの T-DNAが植物細胞の
核に輸送されるときは、T-DNA に VirD2 と
VirE2 が結合して T-complex を形成する。こ
の VirD2にミトコンドリア移行シグナル配列
を付加した改変アグロバクテリウムを作成
し、T-DNA をミトコンドリアに輸送（宅配）
させることを目指す。ミトコンドリアで発現
誘導するプロモーターに GFP を連結し、ミト
コンドリアゲノム配列で挟み込んだ T-DNAを
構築し、相同組換えを利用したミトコンドリ
アの形質転換系の確立を目指すことを目的
とする（図１）。 

 
３．研究の方法 
(1)ミトコンドリア宅配型アグロバクテリウ
ムの作成： 
 ミトコンドリア移行シグナル(シロイヌナ
ズナ gamma subunit of mitochondrial 
F1-ATPase) + 核移行シグナルを除去した
VirD2 + RFP を連結した合成 DNAを作成し、
Agrobacterium tumefaciens EHA101 に導入し
た。相同組換えにより VirD2 の N 末端にミト

コンドリア移行シグナル、C 末端に RFP が連
結されたアグロバクテリウムを PCR解析によ
り選抜した（図１）。 
 
(2) ミトコンドリア発現用ベクターの構築： 
 ミトコンドリア 26S ribosomal RNA 遺伝子
(rrn26)のプロモーターに GFP および、ター
ミナーターを連結したミトコンドリア発現
用ベクターを作成した（図１）。 
 
４．研究成果 
(1)ミトコンドリア宅配型アグロバクテリウ
ムの作成： 
 相同組換えにより、VirD2 の N 末端にミト
コンドリア移行シグナル、C 末端に RFP が連
結された改変アグロバクテリウムを作成し
た。得られたアグロバクテリウムには、非相
同組換えにより導入遺伝子が少なくともも
う 1コピー存在すると考えられた。 
 
(2) ミトコンドリア発現用ベクターの構築： 
イネミトコンドリア 26S ribosomal RNA 遺伝
子(rrn26)のプロモーター(400bp) + SD 配列
を付加した GFP + nad6 3’(200bp)を連結し
た合成 DNAを作成した。この遺伝子はミトコ
ンドリアに導入された場合に発現し、核に導
入された場合には発現しないと考えられる。 
 
(3)今後の展望  
 今後は、(1)で作成した改変アグロバクテ
リウムを用いて、(2)で作成したミトコンド
リア発現用ベクターをタバコの葉あるいは
イネのカルスなどに感染させ、トランジエン
トな GFP発現を蛍光顕微鏡を用いて観察する
実験が必要である。ミトコンドリアで GFP の
発現が観察できれば本研究の目標が達成さ
れたことになると期待される。この研究の成
功の暁には、ミトコンドリアで機能する選抜
マーカー遺伝子を開発し、次世代に安定して
遺伝するミトコンドリア形質転換体作成法
の開発につなげたい。 
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