
細菌病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作出 257 
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農林水産省野菜 ・ 茶業試験場育種第一研究室 布

は じ め に

植物細菌病 は 防除が困難で， 特 に 果樹， 野菜では難防

除病害のーっ と さ れて い る 。 こ れ は， 現在 ま で細菌病 に

対す る 有効な薬剤が開発 さ れて い な い こ と が一因 と い え

る 。 一方， 細菌病防除薬剤の 開発面か ら み る と ， 植物体

内 に深 く 生息す る 病原細菌 に効果 を示 し ， かつ完壁 に退

治 し な い と 残存菌が直 ち に増殖 を 開始 し発病 を 引 き 起 こ

す こ と か ら ， 細菌病 に 対す る 優れた 薬剤 を 開発す る こ と

は き わ め て難 し い。 ま た ， た と え 有効な薬剤が開発 さ れ

た と し て も ， 耐性菌 の 出 現 に よ る 医薬品 と の交差耐性な

ど， 社会的問題 も 考慮 し な げ れ ば な ら な い。 こ の よ う な

点か ら ， 細菌病の防徐 に は抵抗性品種の育成が最善の策

であ る が， こ れ ま で多 く の努力 が重ね ら れて き た に も か

かわ ら ず， 残念な が ら 依然 と し て満足の い く 品種が少 な

い の が現状で あ る 。

こ う し た状況か ら ， 近年の新 し い展開 と し て遺伝子操

作技術を応用 し た 抵抗性品種の作出研究が世界的 に 注 目

さ れて い る 。 実際に 除草剤や植物 ウ イ ル ス 病に抵抗性の

植物な ど数多 く の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 積物が作出 さ れ，

す で に 実用化 に 向 け た 研究が進展 し て い る 。 植物細菌病

に 関 し て も ， 筆者 ら (1989) の タ バ コ 野火病菌 に対す る

抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク タ バ コ の作出 を端緒 と し て ，

表-1 に 示す よ う に毒素耐性遺伝子， 植物の動的病害防御

関連遺伝子等 を導入 し た 細菌病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ

ク 植物が作出 さ れて い る 。

こ こ で は， 筆者 ら が行 っ た毒素耐性遺伝子の導入 に よ

る 細菌病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物 の 作 出 を 中心

に ， そ の手法 に つ い て 紹介す る 。

I ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作 出 法

細菌病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作出 は ， 基本

的に は 目 的 と す る 抵抗性遺伝子 を微生物， 植物， 動物等

か ら 単離 し， こ の遺伝子 を対象植物 に 導入 ・ 発現 さ せ て

病害抵抗性 を付与す る 。 こ の場合， 抵抗性 を付与す る た

め に い か な る 遺伝子 を利用 す る かが大 き な課題で， ア イ

Cre坦tion of Transgenic Plants Resistant to Bacterial 

Diseases. By Katsuyoshi YONEYAMA and Tsukasa NUNOME 

時山由目
美っかさ
司

勝

デ ア の 求 め ら れ る と こ ろ であ る 。 こ れ ま で作出 さ れた 手

法 に つ い て み る と ， 以下の よ う であ る 。

( 1 )  病原毒素 に対す る 耐性の付与

病原菌の産生す る 毒素 を分解あ る い は修飾す る 酵素遺

伝子， ま た は病原毒素 に 耐性の標的酵素遺伝子 を植物 に

導入， 発現 さ せ， 抵抗性 を付与す る 。 こ の 方法 は， 以下

に述べ る 方法 に比べて抵抗性遺伝子の探索が比較的容易

であ り ， ま た 耐性植物 に お け る 病害抵抗性 も 強 く ， 遺伝

的 に も 長期 的 に 安定 し て い る な ど の 特徴があ る 。 さ ら に

細菌病ばか り でな く ， 病原毒素が病徴発現の 主要因 と な

る 菌類病に対 し て も 広 く 応用 す る こ と がで き る 。

( 2 ) 植物の動的病害防御機構の増強

植物 と 病原菌の相互作用 に 関連す る 遺伝子， 例 え ば病

原細菌の非病原性遺伝子等 を 導入 し て植物の動的防御反

応 を補強 し た り ， あ る い は そ れ ら の機構 に 関与す る 物質

の遺伝子 を新た に 導入， 発現 さ せ る こ と に よ り ， 病害抵

抗性 を増強す る 。 菌類病抵抗性で は， フ ァ イ ト ア レ キ シ

ン合成酵素や キ チ ナ ー ゼ， グ ル カ ナ ー ゼ等 の PR タ ンパ

ク 質の遺伝子 を 導入 し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物が作出

さ れて い る 。

( 3 ) 抗菌性物質産生能の付与

植物病原細菌 に 対 し て特異 的 に 抗菌性 を有す る 物質，

特 に タ ンパ ク 性抗菌物質 ( リ ゾチ ー ム ， ア タ シ ン E 等)

表 ー 1 細菌病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作出例

病 名 供与遺伝子 植 物 文 献

タ バ コ 野火病 タ プ ト キ シ ン不活化 タ I � コ 米山 ら (1989)

酵素遺伝子
イ ン ゲ ンか さ フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン タ ノ T コ DE LA FUENTE 

枯病 耐性酵素遺伝子 et al. ( 1992) 
タ バ コ HATZILOUKAS & 

PANOPOULOS 
( 1992) 

イ ン ゲ ン DE LA FUENTE 
et al . ( 1993) 

タ I � コ 布 目 ( 1994)
リ ン ゴ火傷病 ア タ シ ンーE 遺伝子 リ ン ゴ N ORELLl et al .  

( 1993) 
タ パ コ 立枯病 非病原性遺伝子 タ / � コ HUANG et al. 

( 1 993) 
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の遺伝子 を植物 に 導入 ・ 発現 さ せ る こ と に よ り ， 病原菌

の増殖 を抑制す る 。 た だ し こ の場合， 抗菌性物質の人畜

毒性な どが問題 に な る 恐れがあ る の で注意 を 要す る 。

E 病原毒素 に対す る 耐性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物

植物病原菌の産生す る 毒素 は ， そ の選択性に よ っ て宿

主特異的毒素 と 非特異的毒素 に分 け ら れ る が， こ れ ま で

単離 さ れて い る 植物病原細菌の毒素 は す べて非特異的毒

素であ る 。 非特異的毒素 は， 宿主 は も ち ろ んの こ と ， 宿

主以外の植物 に も 広 く 毒性 を有す る 。 宿主特異的毒素 と

は違っ て ， 毒素が病原性 を一次的 に 決定す る も の で は な

い が， 病徴の発現， 宿主の代謝異常な ど加害因子 と し て

重要な役割 を果た し て い る 場合が多 い。 こ の よ う に毒素

が主要 な加害因子 と な り 植物細菌病が引 き 起 こ さ れ る 場

合， 病原毒素 に対す る 耐性 を植物 に付与す る こ と に よ り

細菌病抵抗性植物 を作出 で き る も の と 期待 さ れ る 。 以下

に ， 毒素解毒酵素遺伝子の利用 に よ る タ バ コ 野火病抵抗

性 タ バ コ ， 及ぴ毒素耐性標的酵素の利用 に よ る イ ン ゲ ン

か さ 枯病抵抗性植物の作出例 を述べ る 。

1 タ バ コ 野火病抵抗性 タ バ コ

タ バ コ 野火病菌 (Pseudomonas syringae pv. tabaci) の

産生す る 毒素 タ プ ト キ シ ン は， タ バ コ の葉に処理す る と

野火病 に特徴的な黄色斑 を形成す る こ と か ら ， 毒素の作

用 と 病徴の発現 と が密接に 関係 し て い る 。 本毒素 は グル

� .Bam HI 
Ap// 、 細 菌 ゲ ノ ム DNA

U ベ ク タ - y ーーーーー

、----- Bam H I ，  Bcl l or Bgl I l  
Bam HI 切断 切断

\/ 
ゲ ノ ム ラ イ ブ ラ リ ー↓ E. co/i Iこ形質転換

ア ン ピ シ リ ン 選抜

↓ 
毒素選抜↓ 忌少培地上で生育

毒素耐性ι coli 株

図 - 1 毒素耐性遺伝子の ク ロ ーニ ン グ法
(Bam H I 切断の例)

タ ミ ン合成酵素 を 匝筈 し， タ バ コ を含む多 く の植物や微

生物 に作用 を示す。 し か し生産菌であ る 野火病菌 に 対 し

て は全 く 作用 し な い こ と か ら ， 野火病菌 は 自 己 の産生す

る 毒素 タ プ ト キ シ ン に対 し て何 ら か の特異的な 耐性機構

を有す る も の と 推測 さ れ る 。 そ こ で こ の 自 己耐性機構 に

関与す る 遺伝子 を病原菌 自体か ら ク ロ ー ニ ン グ す る こ と

を試みた。

図-1 に示す よ う な手法で， P. syringae pv. ωbaci か ら

ゲ ノ ム DNA を抽出 し ， 制限酵素で切断後タ プ ト キ シ ン

耐性遺伝子 を ク ロ ー ニ ン グ し た 結果， タ プ ト キ シ ン耐性

を示す 2 種の DNA 断片が得 ら れた 。 こ れ ら ク ロ ー ン化

さ れた DNA の機能 に つ い て調べた と こ ろ ， 一つ は タ プ

ト キ シ ン ア セ チ ル 化 酵 素 遺 伝 子 ( ttr) を 含 む 約 2

kbDNA で， 他 は グ ル タ ミ ン合成酵素遺伝子 を も っ約 1 1

kbDNA で あ る こ と が 明 ら か に な っ た 。 前 者 の 2

kbDNA を 断 片 化 し て 活性 の あ る 約 700 bp の DNA 断

片 を 得た 後， 塩基配列 を 決定 し た 。 そ の結果， 本遺伝子

DNA は 531 bp か ら な り ， そ の産物 は 177 個 の ア ミ ノ 酸

残基 よ り な る 分子量約 19 ， 200 の タ ン パ ク 質で あ る と 推

定 さ れた 。 本遺伝子 を ttr と 命名 し た 。

こ の タ プ ト キ シ ン耐性遺伝子 を 植物ベ ク タ ーpBI 121  

の か グ ル ク ロ ニ ダー ゼ (GUS) 遺伝子 と 置換 し て カ リ フ

ラ ワ ー モ ザイ ク ウ イ ル ス (CaMV) の 35 S プ ロ モ ー タ ー

で発現で き る よ う に プ ラ ス ミ ド pARK 21 を 構築 し た 。

こ の 構 築 プ ラ ス ミ ド を 大 腸 菌 か ら Agrobacterium

tumefaciens LBA 4404 へ接合伝達 し ， pARK 21 を も っ

A. tumefaciens を得た後， 無菌培養 し た タ バ コ の葉 の デ

ィ ス ク に感染 さ せ， 選択マ ー カ ー を含む MS 茎業分化培

地 (BAP 1 . 0 mgl l， IAA 0 . 1  mgl l 添加) で培養 し て

植物体 を 再生 し た 。 分化 し た 幼 タ バ コ 植物 に お げ る ttr

遺伝子の染色体 DNA への組み込み を サ ザー ン解析 に よ

り ， ま た そ の遺伝子発現 を ノ ー ザ ン解析 に よ り 検定 し，

転写活性の強い ク ロ ー ン 5 株 を選ぴ， タ プ ト キ シ ン含有

MS 培地で の カ ル ス 形成能及 び タ バ コ 野火病抵抗性 を 調

べた。

P. syringae pv. tabaci ( 107 細胞1m!) を ト ラ ン ス ジ ェ

ニ ッ ク タ バ コ 及び対照 タ バ コ に 2 針接種 し て ， ポ ッ ト 内

で 250C， 照明下で発病 さ せた 場合， 約 1 週間後対照の タ

バ コ では野火病 に典型的 な黄色病斑が現れた が， ト ラ ン

ス ジ ェ ニ ッ ク タ バ コ で は供試 し た 5 ク ロ ー ン の い ずれ に

お い て も 黄色病斑 は全 く 認め ら れ な か っ た 。 つ ま り ， ttr 

遺伝子 を有す る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク タ バ コ は タ プ ト キ シ

ン に対す る 耐性ばか り でな く ， タ バ コ 野火病 に 対 し て も

抵抗性であ る こ と が明 ら か と な っ た 。

な お ， 本 実 験 の 詳細 に つ い て は 植物 防疫 43 巻 12 号
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(米山 ・ 安西， 1989) を 参照 さ れた い。

2 イ ン ゲ ン か さ 枯病抵抗性植物

イ ン ゲ ンか さ 枯病菌 (P. syringae pv. ρhaseolicola) の

産生す る 毒素 フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン は， イ ン ゲ ン の ほ か多

数の植物葉 に貧化 を誘導す る と と も に， 大腸菌 を含む多

く の微生物 に も 抗菌性 を有す る 。 本毒素 は 図ー2 に示す よ

う に オ ルニ チ ン 回路に お け る オ ル ニ チ ン カ ルパモ イ ル ト

ラ ン ス ブ エ ラ ー ゼ (OCTase) に作用 し， ア ミ ノ 酸の一種

ア ル ギ ニ ン の生合成 を 阻害す る 。 し か し， 生産菌であ る

イ ン ゲ ンか さ 枯病菌 は フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン に よ っ て全 く

生育阻害 を 受 け な い こ と か ら ， 病原菌 自体か ら フ ァ ゼオ

ロ ト キ シ ン 耐性遺伝子 を ク ロ ー ニ ン グ す る こ と を 試 み

た。

タ バ コ 野火病菌の場合 と 同様の手法で (図ー1) ， イ ン ゲ

ンか さ 枯病菌の ゲ ノ ム DNA を制限酵素で切断 し ， ベ ク

タ ー に挿入後， 大腸菌 を形質転換 し ， フ ァ ゼオ ロ ト キ シ

ン耐性株 を得た。 こ れ ら の耐性大腸菌株に つ い て ク ロ ー

ン化遺伝子の機能 を 調べ る た め 菌体及び菌体抽出液 と フ

ァ ゼオ ロ ト キ シ ン を反応 し た 結果， い ずれの場合 に も 毒

素の分解あ る い は不活性化 は認 め ら れず， ク ロ ー ン化 さ

れた遺伝子 は毒素の解毒 に 関与 し な い こ と がわ か っ た 。

と こ ろ で， イ ン ゲ ンか さ 枯病菌 に は PEET e t  al. ( 1986) 

及ぴ MOSQUEDA et al. ( 1990) に よ り フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン に

対 し て 感受性 と 非感受性の 2 種類 の OCTase が存在 す

る こ と が報告 さ れて い る 。 そ こ で， フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン

非感受性の OCTase 遺伝子が ク ロ ー ニ ン グ さ れた も の

と 想定 し て制限酵素地図 を作成 し た と こ ろ ， MOSQUEDA et 

al . に よ り 報告 さ れて い る 遺伝子 と 完全 に 一致 し ， 本遺伝

子 は フ ァ ゼ オ ロ ト キ シ ン 非 感 受 性 OCTase 遺 伝 子

(argK) であ る と 決定 さ れた。 こ の フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン耐

性 OCTase 遺伝子 を常法 に 従 い ， ア グ ロ 感染法 に よ り タ

バ コ に 導入 し て ト ラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク タ バ コ を 作 出 し た

が， 強い毒素耐性 を 示 す植物 は得 ら れな か っ た 。 そ の理

由 と し て ， 植物の OCTase は本来葉緑体内 に局在 し て い

る が， 導入 し た フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン非感受性 OCTas巴 は

NH3 てプ114モイル
尿素l.U2， LA I t-'  んfー L-オルニチン ι\ 4

/ 匝副←阻害点 \ 
シ トル二ン アルギニン

…へ…酸メ円一)1-
図 - 2 オ ルニ チ ン 回路 と フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン の阻害点

細胞質 に存在す る た め強 い 耐性 を 発揮 し な い も の と 考 え

ら れた 。

さ ら に， OCTase タ ンパ ク 質 を葉緑体へ移行 さ せ る た

め ， フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン非感受性 OCTase 遺伝子の上流

に タ バ コ の ト ラ ン ジ ッ ト ペ プチ ド 遺伝子 を 融合す る こ と

を試み た 。 図-3 に 示す よ う な方法 に よ り ， PCR 法でタ バ

コ ゲ ノ ム DNA を テ ン プ レ ー ト と し て Rubisco の 小 サ

プユ ニ ッ ト の ト ラ ン ジ ッ ト ペ プチ ド 遺伝子 を増幅す る と

と も に， フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン非感受性 OCTase 遺伝子の

5 末端部分 を増幅 し， こ れ ら 両 DNA を 再 び PCR 法 に

よ り 融合 し た 。 こ の融合 DNA に つ い て塩基配列 を確認

後， さ ら に OCTase の残 り の部分 を 結合 し ， ト ラ ン ジ ッ

ト ペ プ チ ド と OCTase の 完 全 な 融 合遺伝子 を 構築 し

た 。 こ の遺伝子 を植物発現ベ ク タ ーpBI 121 の GUS 遺伝

子 と 置換す る こ と で CaMV の 35 S プロ モ ー タ ー下流 に

挿入 し， プ ラ ス ミ ド pMY 6 を構築 し た 。 こ の構築 プ ラ ス

ミ ド を 用 い て融合遺伝子 を ア グ ロ 感染法 に よ り タ バ コ 植

物へ導入 し た 。 得 ら れた ク ロ ー ン に つ い て ， サ ザー ン及

びノ ー ザ ン解析 に よ り argK 遺伝子 の染色体への組み込

み及び発現 を調べ， 遺伝子発現の強い株を選抜 し た 。 こ

れ ら ク ロ ー ン に つ い て ， フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン含有 MS 培

タバコ ゲノ ムDNA プ三 マ - 3
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地 に お け る カ ル ス 形成能 を調べた結果， い ずれ も 活発な

カ ル ス 形成が認め ら れ， フ ァ ゼオ ロ ト キ シ ン耐性であ る

こ と が示 さ れた (布 団 ， 1994) 。

DE LA FUENTE et al . ( 1992 ， 1993) は 同様の方法でエ ン

ド ウ の Rubisco 小サ プユ ニ ッ ト の ト ラ ン ジ ッ ト ペ プチ

ド 遺伝子 と argK 遺伝子 を 融合 し た 遺伝子 を タ バ コ 及 び

イ ン ゲ ン に 導入 し ， ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物 を 作 出 し

た 。 こ の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク イ ン ゲ ン に P. syringae pv. 

ρ加seolicola を 接種 し た と こ ろ ， 強 い 過敏感反応 を起 こ

し， イ ン ゲ ン か さ 枯病に対 し て 高 い抵抗性 を 示 し た 。

ま た ， キ ウ イ フ ルー ツ かい よ う 病閣が フ ァ ゼオ ロ ト キ

シ ン と 類似 し た毒素 を産生す る こ と か ら ， 現在， 筆者 ら

は キ ウ イ フ ルー ツ に argK 融合遺伝子 を 導入 し ， か い よ

う 病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物 の 作 出 を 試み て い

る 。 最近， 津田 ら (1995) は キ ウ イ フ ル ー ツ か い よ う 病

菌か ら ク ロ ー ニ ン グ し た argK 遺伝子の塩基配列がイ ン

ゲ ン か さ 枯病菌の argK 遺伝子 と 全 く 同一で あ る こ と を

報告 し て い る 。

皿 そ の他の細菌病抵抗性植物

1 細菌の非病原性遺伝子の利用

HUANG et al . ( 1993) は， P. 宅yringae pv. tomato の非

病原性遺伝子 avrD 及 び Xanthomonas campestris pv. 

vesicatoria の 非病原性遺伝子 avrRxv を 植物 の 動 的 防

御反応 に 関与す る 遺伝子の プ ロ モ ー タ ー に結合 し て タ バ

コ で発現 さ せ た と こ ろ ， タ バ コ の立枯病， 野火病な ど に

対 し て抵抗性が増大 し た と い う 興味あ る 結果 を報告 し て

い る 。 た だ， avrD 遺伝子 を発現 し た カ ル ス 及び ト ラ ン ス

ジ ェ ニ ッ ク 植物で は 正常 な 生育 を 示 し た が， avrRxv 遺

伝子 を導入 し た カ ル ス の 50% がネ ク ロ シ ス を 生 じ ， 非病

原性遺伝子の利用 に は ま だ問題が残 さ れて い る よ う であ

る 。

2 抗菌性 タ ンパ ク 質遺伝子の利用

NORELLI et al. ( 1993) は昆虫の HyaloPhora cecropia の

体液 に 存在す る 抗菌性 タ ン パ ク 質 ア タ シ ン ーE の遺伝子

を リ ン ゴ に 導入 し た と こ ろ ， リ ン ゴ火傷病の発生が抑制

さ れた と 報告 し て い る 。

お わ り に

病原毒素 に 耐性の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の細菌病抵

抗性 を 中心 に 述べ た が， 植物 に遺伝子 を 直接導入 し て病

害抵抗性 を付与す る 手法 は ， 従来の交雑 に よ る 抵抗性品

種の育成 と は基本的 に 異な る 新 し い戦略であ る 。 現在の

と こ ろ ， 細菌病抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作出 は

ま だ基礎的， モ デル実験的段階であ る 。 し か し ， 除草剤

抵抗性植物や BT 遺伝子 に よ る 害虫抵抗性植物 の 例 か

ら み て ， 目 的の植物品種 に対 し単ー ま た は 数種の遺伝子

を 導入す る こ と に よ り 比較的簡単 に抵抗性 を 付与す る こ

と がで き る た め， 研究の積極的な推進 を 図 る な ら ば実用

品種の 開発 も 時間 の 問題であ る 。

今後， 農業上栽培 さ れ る 野菜や果樹等の種類が し だ、い

に 多様化 し て く る 領向があ り ， 栽培面積が少 な く 採算性

の低い 防除薬剤の開発に企業的研究努力 を あ ま り 期待す

る こ と は で き な い。 こ う し た状況か ら み る と ， 病害抵抗

性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の研究 は こ れか ら の農業 に お

け る 植物保護の新た な展開 と し て 期待 さ れ る 商 は大 き い

であ ろ う 。
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