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トランスジェニック植物の病害虫防除への応用

近年の遺伝子工学技術の 進歩 に 伴 い ， 病害虫抵抗性 に

つ い てト ラ ンス ジ ェ ニ ッ ク 植物の病害虫防除への応用 の

た め の研究 も か な り 進 ん で き てい る 。

従来， 抵抗性品種の利用 は病害虫防除手段のーっ と し

て長 い研究の 歴史を 持 ち ， 数多 く の成果を 上 げて き て お

り ， 病害虫防除の基本的技術 と し て 定着 し て い る 。 例 え

ば， 稲の重要病害で あ る い も ち 病で は ， わが国で も 十数

種の抵抗性遺伝子が同定 さ れ， こ れ ま で多数の抵抗性品

種が育成 さ れて い る 。 し か し な が ら ， 抵抗性品種の育成

ま で に は長い年月 が必要であ る こ と や， 食味等 に対す る

要求が厳 し く ， 市場価値 の 高 い 新抵抗性品種の育成 は困

難で あ っ た こ と に加 え ， 農薬の 開発 と そ の普及が急速に

進み ， 病害虫 は化学合成農薬で比較的容易 に 防除で き る

こ と か ら ， 近年で は抵抗性品種の利用 や そ の研究が軽ん

ぜ ら れて い る よ う に も 見受 け ら れ る よ う に な っ た 。

植物防疫 に お い て は， 現在， 化学合成農薬だ け に頼 る

の で は な く天敵な どの利用 も 含 む 多様 な 防除を 推進す る

農林水産省農産園芸局植物防疫課

方向 に あ る 。 こ れ は ま た ， 農産物生産 に お け る 農業用資

材費の低 コ ス ト 化や ， 人工資材の 環境への 投入を極力減

ら そ う と い う 観点か ら も 重要 で あ り ， 病害虫分野で も 環

境 に 配慮 し た 防除技術の確立 に よ る 環境保全型農業の推

進が強 く 求 め ら れて い る 。 こ の た め ， 農薬 な ど の化学合

成資材の投入 を適正 な も の と す る た め ， 発生予察の 高精

度化， 環境負荷 に 配慮 し た 新農薬や， 新 し い散布法 の 開

発， 防除要否の判断基準の設定 な ど に よ る 農薬の効率的

利用 と 生物的， 物理的， 耕種的防除技術 を 組み 合 わ せ た

防除法の確立 な ど を進 め ， よ り 効果的で多様な 防除技術

の確立普及が今後の課題 と な る 。 こ の た め の 先進的防除

技術 と し て のト ラ ンス ジ ェ ニ ッ ク 植物 の 開発 は ， 今後の

技術確立お よ び現場への 導入が注 目 さ れて い る と こ ろ で

あ る (表- 1) 。

こ れ ま でのわが国 の病害虫防除 に は， 稲を 中 心 に 交配

に よ る 抵抗性品種の 開発が進め ら れて き た が， 現在 ま で

の遺伝子工学の進歩を 見 れ ば属を 越 え る遺伝子 の 導 入 な

表 - 1 多様な病害虫防除技術の例

技術名 (事例) 対象作物 対象病害虫

生物的防除 ベ ダ リ ア テ ン ト ウ (捕食性昆虫) カ ン キツ イ セ リ ア カ イ ガ ラ ム シ

オ ン シツツ ヤ コパ チ (寄 生虫事) ト マ ト オ ン シツ コ ナ ジ ラ ミ

チ リ カ プ リ ダニ (鋪食性) イ チ ゴ ハ ダニ類

B. t 菌 (細菌) 野菜類 り ん麹 目幼虫

穎粒 病 ウ イ ル ス チ ャ チ ャノ コ カ ク モ ンハ マ

キ

昆虫病原性糸状菌 野菜類 ア プラ ム シ類

物理的防除 太陽熱消毒 イ チ ゴ 萎貧病
シ ルバ ー マ ル チ 野菜類 ア プ ラ ム シ類

耕種的防除 抵抗性品種 キ ャベツ 根 こ ぶ病

抵抗性台木 ト マ ト 青枯病

化学的防除 性 フ ェ ロ モ ン チ ャ ハ マ キ ム シ類

キ ャベツ コ ナ ガ

果樹 類 コ ス カ シノf

遺伝子工 学 B. t 菌遺伝子 ベ ン ト グ ラ ス ス ジ キ リヨ ト ウ等
を手リ 用 し た 稲 キ チ ナ ー ゼ遺伝子 イ チ ゴ う どん こ 病
防除・ タ ノ f コ ウ イ ル ス 病

ト ル コ ギ キョ ウ H 

. : 都道府県の試験研究機関が取 り 組んでい る も の。

A ppl icatio n  of Transg enic Cro p  Plants to Pests and Diseases Co ntro l . By Plant Pro tectio n Div isio n， Ag ricu ltu ral Pro du ctio n  
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ど， 交配 に よ る 抵抗性育種の技術上の困難を 大 き く 軽減

す る に 違 い な い 。 例 え ば， 組み 込む抵抗性を 付与す る た

め の遺伝子 は何 も 植物か ら の遺伝子 に 限 る 必要 は な く ，

海外で は 既 に 昆虫の病原細菌昆虫毒素産生遺伝子を 組み

込 ん だ ト マ ト 等を 害虫抵抗性 と す る こ と に 成功 し て い る

よ う で あ る 。

今後， 病害虫防除への応用 に つ い て は 基礎研究分野で

の技術開発が待た れ る と こ ろ で は あ る が， 都道府県 の農

業試験場段階で も か な り 実用化 に 向 け た 研究が進んでい

る も の があ る と 聞い て い る 。 例 え ば， 千葉県農業試験場

で は ， ゴル フ 場での無農薬管理を推進す る 目 的でぺ ント

グ ラ スを 対象 に し て B. t遺伝子 を導入 し た 耐虫性芝草

を ， 奈良県農業試験場で は ， イ チ ゴ の 主要品種であ る 「 と

人 事 消 息
(3 月 31 日 付)
角 田佳則氏 ( 中国農試生産環境部病害研主研) は退職 ( 山

口県農試環境部病害虫研室長に )
新垣則雄氏 (蚕昆研生体情報部選択情報研主研) は退職

(沖縄県農試病虫部害虫研主研へ)
古賀博則氏 (東北農試水田利用部水田病害研室長) は退

職 (石川県農業短期大学教授附属農業資源研究所 に )
岡崎 博氏 (農環研資材動態部農薬動態科殺菌剤動態研

室長) は退職
高屋茂雄氏 ( 中 国農試生産環境部病害研室長) は退職
古田 要二氏 (蚕見研生産技術部蚕病害研室長) は退職
根本文宏氏 (農研セ ン タ ー病害虫防除部水田病害研) は

退職 (福島農試病理昆虫部 ( い も ち 病指定試験地) へ
(4 月 1 日 付)
松永隆司氏 (秋田 県総合食品研究所長) は採用 ・ 食品総

合研究所食品機能部長に
皆川 望氏 (農環研環境生物部微生物管理科線虫 ・ 小動

物研室長) は 農研セ ン タ ー プ ロ ジ ェ ク ト 研究第 2 チ ー
ム 長 に

輿語靖洋氏 (農研セ ン タ ー耕地利用部除草剤研主研) は
同研室長に

荒城雅昭氏 (技会事務局企画調査課課長補佐 (広報班担
当) ) は 農環研環境生物部微生物管理科線虫 ・ 小動物研
室長 に

石井英夫氏 (果樹試保護部病害第 1 研室長) は農環研資
材動態部農薬動態科殺菌剤動態研室長に

家域洋之氏 (果樹試興津支場病害研室長 は果樹試保護部
病害第 1 研室長 に

古谷茂貴氏 (技会事 務局研究調査官 (要員担当) 兼大臣
官房企画官， 科技庁科学技術政策局政策課専門調査官)
は野菜 ・ 茶試盛岡支場栽培生理研室長 に

宮川久義氏 ( 山口県農試環境部病害虫研室長 (牧草病害
指定試験地主任) ) は採用 ・ 中国農試生産環境部病害研
室長に

鈴木芳人氏 (九州農試地域基盤 研究部情報処理研主研)
は 同研室長に

早坂昭二氏 (蚕昆研生産技術部蚕病害研主研) は 同研室

よ の かJ を 対象 に う ど ん こ 病抵抗性品種の作出 に 取 り 組

んでい る 。 ま た ， こ れ ら の取 り 組み は民間研究機関等で

も か な り 盛 ん で， 特定 の 除草剤の影響を 受 け な い ダイ ズ

は一般闘場で， 害虫や除草剤の影響を 受 け な い ト ウ モ ロ

コ シ は隔離圃場での 試験が安全性の評価試験を終 え る 段

階 に 至 っ て い る 。

こ の病害虫抵抗性育種 は今後い ろ い ろ な対象 病害虫 に

対 し ， 様々 なアイ デアを利用 し た 開発が考 え ら れ る が，

いずれに し て も 遺伝子工学 お よ び病害虫分野の研究者の

密接な協力 が不可欠 であ る こ と は事実で， 我々 行政サ イ

ド か ら も 情報交換等積極的 に 支援 し ， 関連分野の研究者

相互の密接な協力 の も と で こ の分野の大 き な前 進 に 寄与

し た い と 考 え て い る 。

長 に
中村匡利氏 (技会事務局連絡調整課課長補佐 (環境研究

推進班担当 ) ) は技会事務局研究調査官 (蚕糸 ・ 昆虫担
当 ) に

平野信之氏 (技会事務局研究調査官 ( 目 標担当 ) ) は 同局
研究調査官 (要員担当) 兼科技庁科学技術政策局政策
課専門調査官 に

平田賢司氏 (農環研環境生物部微生物管理科線虫 ・ 小動
物研) ) は 植物防疫所調査研究部へ

稲生圭哉氏 (農薬検査所農薬環境検査課) は 農環研資材
動態部農薬動態科農薬管理研へ

望月 雅俊氏 (野菜 ・ 茶試茶栽培部虫害研) は野菜 ・ 茶試
企画連絡室企画科へ (金谷駐在)

盤盤堕重臣 (4 月 1 日 )
小林敏郎氏 (神戸植物防疫所長) は横浜植物防疫所長に
渡遺泰孝氏 (横浜 ・ 東京支所長) は名古屋防疫所長 に
木村伸可氏 (名古屋防疫所長) は神戸防疫所長 に
石川光一氏 (食糧庁総務部検査課品質管理室長) は 神戸・

大阪支所長 に
大川義清氏 (横浜植物防疫所長) は退職
剣持秀藤氏 (神戸 ・ 大 阪支所長) は横浜 ・ 東京支所長 に
香川正明氏 (神戸 ・ 大阪支所次長) は神戸 ・ 関西空港支

所次長に
前淳一三氏 (神戸 ・ 大阪支所岸和田 出 張所長) は神戸・

大阪支所次長 に
上回 功氏 (神戸 ・ 関西空港支所次長) は神戸 ・ 広島支

所次長に
工藤浩平氏 (農産園芸局 植物防疫課課長補佐 (検疫第一

班担当 ) ) は横浜 ・ 調査研究部付 に
弘田祐一氏 (神戸 ・ 広 島支所次長) は退職
盤盟臣室蓋 (4 月 1 日 付)
入江 俊氏 (横浜 植防調査研究部企画調整課防疫管理官

兼 植物防疫課) は課長補佐 (検疫第一班担当 ) に
石谷秋人氏 (農薬検査所検査第一部企画調整課検査管理

官) は課長補佐 (農薬第二班担当 ) に
秋葉一彦氏 (富山 県砺波農業改良普及セ ン タ ー ) は企画

班法令係長に
(22 ペ ー ジ に続 く )
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トランスジェニック植物の商品化と安全性評価

ひ

農林水産省農林水産技術会議事務局バイオテ ク ノ ロ ジ 一課 日
の

野
あ き

明 寛

は じ め に

COHEN e t  al. (1973) に よ る 遺伝子組換 え 実験の成功か
ら 約 20 年が経 ち ， 世界中 で作物の 品種改良 を 中心 と した
農業分野等での利用が急速 に 進 んで い る 。 1994 年 に はア
メ リ カ で遺伝子組換 え に よ り 開発した 日 持 ち の良 いトマ
ト (FLAVR SA VR™トマト) の販売が世界で初め て 開
始 さ れ， 耐カ ビ性の 向上， 流通時の扱い の容易 さ ， 固形
分増加 に よ る 加工時の生産性の 向上や， 消費者 に も 日 持
ち 性 と 食味の 向上 な ど で， 非常 に 好評 と 聞い て い る 。 こ
のトマト以外 に も 表 1 に 示 す よ う な 組換 え 農作物 が商

品化 さ れて お り ， 日 本 に も 輸入 さ れ る 日 が近い と 予想 さ
れて い る 。 こ れ ら の う ち ， 除草剤の影響 を受りな い作物

は低農薬化， 除草作業の軽減， 不耕起栽培 を可能 に し，
害虫抵抗性の作物 は ， 現在甚大 な被害 を 受 け て い る 作物

の生産性向上 と 殺虫剤使用量の減少 を 可能 に す る 。 こ の
ほ か に も ， 組換 え 技術 を利用して ， 表-2 に 示す よ う な 多
く の医薬品， 生分解性 プ ラ ス チ ッ ク ， 工業原料， 石油代

替燃料等 を植物 に 生産 さ せ る 分子農業的組換 え植物の開
発が精力 的 に 行わ れて い る 。

しかしな が ら ， 遺伝子組換 え 技術の 開発当初， こ の技
術 に よ り 予期せぬ性質 を 持 っ た 生物や病原体がで き て く

る か も 知れ な い ， ま た は組換 え 体が環境中 で制御 なしに
増殖して有害な影響 を与 え る の で は な い か， と い っ た 指
摘 を 受 け た 。 こ れ ら の指摘 に 対し て ， そ の 当時 は知見が
少な か っ た た め に 組換 え 技術の安全性 を十分 に証明す る

こ と がで き ず， 世界中 の 科学者は遺伝子組換 え技術の利
用 の自主的な規制 を始め， 環境への放出実験 も 一時期禁
止 さ れて い た 。 そ の後， 実験段階の指針か ら 始 ま っ た規

制 は， OEC D での検討 を 通 し て ， 遺伝子組換 え 技術の産
業利 用 に お け る 安全性評価 シ ス テ ム の 構築へ と 発展し
た 。 研究成果の蓄積 と ， 世界的 な安全利用 の システ ム 構
築の努力 の結果， 遺伝子組換 え 技術 に は 当初心配 さ れた
よ う な危険 は な く ， 組換 え 体の性質 は 基本的 に ， 宿主，
ベ ク タ ー， 導入遺伝子の性質か ら 評価で き る こ と が理解
きれ， 規制 は漸次緩和 さ れて き た。 しか し， 遺伝子組換
え技術の 実用化 に 当 た っ て は ， 漠然 と し た 不安 を持 っ て
い る 消費者 に 受 け入れ ら れ る よ う ， 安全性の評価 と と も
に ， パ ブ リ ッ ク ア ク セ プタ ンスを確保して い く こ と が重

要な課題 と な っ て い る 。 な お， 組換 え 体の安全性評価の

Comm ercializ atio n  and S af ety A ssessm ents o n  Transg enic 
Cro p  Plants. By Ak ih iro HINO 

歴史 と システ ム の概要， 各 国 の 制度 に つ い て は， 文献 を
参照して い た だ き た い ( 日 野， 1995;バイオイ ン ダスト
リ ー協会， 1995 a， b， c， d) 。

I 遺伝子組換え技術の安全利用への取 り 組み

遺伝子組換 え 技術の利用 が始 ま っ て か ら 20 年が経 ち ，
そ の生産品 に対す る 安全性評価の システ ム は 国際的 に 確
立 さ れつ つ あ る 。 そ の運用形態 は ， 国 ご と に 異 な る が使
用 さ れて い る 基本的概念 は共通で あ る 。 わ が国 の組換 え
体 に 関 す る 安全性評価 シ ス テ ム の概要 を 図ーl に 示し た 。

1 組換え体の研究段階の指針

遺伝子組換 え 研究の潜 在的危険性が指摘 さ れ， BERG e t  
al. ( 1974) に よ る 自粛 も 呼びか け ら れ， こ の社会的風 潮
に 答 え る た め に ， 1975 年 に 遺伝子操作 を め ぐ る 規則問題
に関す る 会議がア メ リ カ で聞かれた 。 有名 なア シ ロ マ 会

議であ る 。 こ の会議の結論 (BERG e t  al . ，  1975 ) に 基づい

て ， 1976 年 に ア メ リ カ 国立衛生研究所 (Na tio nal I ns ti­
tu te of H eal th， NIH) が遺伝子組換 え 研究の た め の 実験
指針を 制定 し た ( 引 用 文献 18) 。 そ の後， 1976�79 年 に
か け て 先進諸国 で NIH 指針 に 習 っ た 自主管理型指針 を
策定 し て い る 。

わ が国 に お い て も ， 国際的な動 き に 対応して ， 1979 年

に 国 (科学技術庁) が国公立研究機関， 民間研究機関等

を対象 に ， 文部省が大学， 大学付属機関 を対象 に ， ほ ぽ
同 じ 内容の 「組換 え DNA 実験指針j を 定 め た ( 図 1 の
上半分) ( 引 用 文献 12) 。 策定 当 時ア シ ロ マ 会議， NIH の
指針 を反映して， 実験の取扱 い は か な り 厳し い も の で あ
っ た 。 内容は， い ずれ も 組換 え 実験 を 行 う 際の封 じ 込 め
の仕方が， 微生物等が外 に 出 な い構造 と 機能 を持 っ た 施
設で行 う な どの物理的封 じ 込 め と ， 微生物自身 の栄養要
求性な ど に 基づ く 生物学的封 じ 込め を安全度 レ ベ ル に 応
じ て 分類 さ れ， 安全 を 確保す る こ と が示 さ れて い る 。 そ
の後， 実験の進展 と と も に ， 組換 え 植物， 組換 え 動物 に
対す る 実験段階の考 え 方が示 さ れ る な ど， 現在 ま で に 何
度か改訂・ 緩和が な さ れて い る 。 現在で は ， 意図的 に 有
害性を高める よ う な操作を 行わ な い限 り ， 組換 え体を構
成す る ， 宿主， ベ ク タ ー， 導入遺伝子の取扱い の安全性
レベル と 同等の レベ ル で実施で き る こ と で了 解 さ れて い
る 。 な お ， わ が国 で は 平成5 年度 で約 11 ， 200 件の組換 え
DNA 実験が実施 さ れ て い る 。

2 経済協力開発機構 ( OECD) に おける 安全性評価

の検討

組換 え体の産業利用段階の安全性の在 り 方 は ， 1980 年
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袋一1 海外 で開発されて い る 組換え体の現状 (平成 8 年 2月バ イ オ テ クノ ロ ジ 一課 調べ)

組換え DNA 技術 の進展に 伴い， 海外 を中心に多 く の組換え農作物が 開発され， 急速に 実用化が近づ い て い る 。 一部 の 組 換 え 農作

物 は環境， 食品， 飼料とし て の安全 性評価が終了 し， 食品等と し て の販売が 開始されて い る 。

こ の資料 は， バ イ オ テ クノ ロ ジ 一課が独 自に 調査 し て い る も の であ り ， 網羅 し て い る も の で は な い。

.外 国 で安全 性評価が終了 し て い る も の
( アメ リ カ )

・ 日 持 ち の良 い ト マ ト (Calg ene 社; ア ン チ セ ン ス側ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロ ナ ー ゼ (PG) 遺伝子導入)

一 商品化 (94 年 5月 ， カ リ フォ ル ニ ア 等 で MacGr egor' s の商品名で販売 )

・ 日持 ち の良 い ト マ ト (Zeneca 社; ア ン チ セ ン ス PG 遺伝子 導入)
一 商品化 ( アメ リ カ で栽培 し， 95 年 12月 ， イ ギ リ ス でビ ュ ー レと し て販売 )

・ 日 持 ち の良 い ト マ ト (DNAP 社; エ チ レ ン合成系 セ ン ス側 ACC 酵素遺伝子 の コ サ プ レ ッ ショ ン利 用 )

一 商品化 (95 年 3月 ， アメ リ カ で E ndless Su mmer の商品名で販売 )
・ 除草剤耐性 ダイ ズ (Mo nsanto 社: グ リ ホ サ ー ト 耐性遺伝子 (エノ ー ルピ ルピ ル シ キ ミ 酸 リ ン酸合成酵素;E PSPS) 導入)

ー 商品化 (95 年産 を食用 油と し て限定利 用， 96 年か ら 生産 開始予定 )
・ 除草剤耐性 ワ タ (Mo n鈎 nto 社; グ リ ホ サ ー ト 耐性遺伝子 (E PSPS)導入)
・ 除草剤耐性 ワ タ (Calg ene 社; プ ロ モ キ シ ニ ル耐性遺伝子 導入)
・ ラ ウ リ ル酸高 生産 性ナ タ ネ (Calg ene 社; チ オ エ ス テ ラ ー ゼ遺伝子 導入)

一 商品化 (95 年 よ り 栽培開始 )

・ ウ イ ル ス 抵抗性カポ チ ャ (Asgro w 社; カボ チ ャ モ ザ イ ク ウ イ ル ス (W MV 2)とズ ッ キ ー ニ黄斑モ ザ イ ク ウ イ ル ス (ZYMV) コ

ー ト タ ンパ ク 遺伝子 を導入)

・ 耐虫性 (甲 虫類)パ レ イ ショ (Mo nsanto 社; Bacillus thuringiensis (8t)産 生殺虫 タ ンパ ク 遺伝子導入)

一 商品化 (95 年 は種芋 生産が 主体， 一部販売 ， 96 年か ら 生産 開始予定 )
・ 除草剤耐性 ト ウ モ ロ コ シ (AgrEvo 社; グル フォ シ ネ ー ト 耐性遺伝子 ( ア セ チ ル ト ラ ン ス フエ ラ ー ゼ; PAT) 導入)
・ 耐虫性 (鱗麹 類) ワ タ (Mo nsanto 社;8 t産 生殺虫 タ ンパ ク 遺伝子導入， オ ー ス ト ラ リ ア で も安全 性評価終了 )
・ 耐虫性 (鱗麹 類) ト ウ モ ロ コ シ (Ciba Geigy 社;8 t産 生殺虫 タ ンパ ク 遺伝子 導入)

( カ ナ ダ)

・ 除草剤耐性 ナ タ ネ (Mo nsanto 社; グ リ ホ サ ー ト 耐性遺伝子 (E PSPS) ， グ リ ホ サ ー ト 酸化還元酵素遺伝子 (GOX) 導入)

一 商品化予定 (95 年産 を食用 油と し て限定利 用， 96 年か ら 生産 開始予定 )
・ 除草剤耐性ナ タ ネ (AgrEvo 社; グル フォ シ ネ ー ト 耐性遺伝子 (PAT) 導入)

ー 商品化 (95 年産 を食用油と し て限定利 用， 96 年か ら 生産 開始予定 )

・ 除草剤耐性 ナ タ ネ (Plant g enetic sy stems 社: 雄性不稔遺伝子 ， 雄性回復 遺伝子 ， グル フォ シ ネ ー ト 耐性遺伝子 ( ア セ チ ル ト ラ
ン ス フエ ラ ー ゼ;bar )導入)
一 商品化予定 (96 年か ら 生産 開始予定 )

( フ ラ ン ス )

・ 除草剤耐性 タバ コ (即lo ne- Pou lene 社; プ ロ モ キ シ ニ ル耐性遺伝子 導入)
( オ ー ス ト ラ リ ア )

・ 日 持 ち の良 い カー ネ ー ショ ン (Flo r ig ene 社; エ チ レ ン合成系 セ ン ス側A CC 酵素遺伝子 の コ サ プ レ ッ ショ ン利 用 )

・ 耐虫性 (鱗麹 類) ワ タ (Mo nsanto 社;8 t産 生殺虫 タ ンパ ク 遺伝子導入， アメ リ カ で も安全 性朝国終了 )

代 に 入 っ て . OEC D の 科学技術政策委員会を 中心 に議論

が な さ れ. 1986 年 に は 「組換 え 体の産業利用 の た め の安
全性 に 関 す る勧告J が加盟国 に 出 さ れて い る (引用文献
14 )。 こ の勧告に合わ せ て . 19 86年以降， 欧米諸国 は産業
利用 の た め の指針等を 策定 し ， 組換 え体の利用 の た め の

審査体制が整備 さ れて き て い る 。
OEC D の勧告の 内容 は ， 微生物等の大規模な タ ン ク 培

養 (生産工程 に お け る 利用) と 農業 ・ 環境利用 (開放系
利用) に 分 げ ら れ る 。 生産工程 に お げ る 利用 に つ い て は，
組換 え 体 の 安全度 レ ベ ル に 合わ せ て 4 段 階 の 基準 に 分
類， 利用を 行 う こ と が示 さ れて い る 。 ま た ， 農業 ・ 環境

利用 に つ い て は ， 二つ の原則 ケ ース ・ パイ ・ ケ ース (組

換 え 体 ご と の審査) と ステ ッ プ ・ パ イ ・ ステ ッ プ (実験
室， 温室， 小規模野外試験， 大規模野外試験 と 段階的に
移行 し て産業化す る ) に よ り 利用を 行 う こ と が示 さ れて
いる 。

さ ら に ， そ の後国際的 に 調和 の と れた バイ オテ ク ノ ロ
ジ ー の推進を 図 る た め に . OEC D の 「バイ オ テ ク ノ ロ ジ
ー の安全性 に 関す る専門家会合J で， 組換 え体の野外試

験の在 り 方， 組換 え 体食品の安全性 に 関 す る 検討が行わ
れた。 こ の過程で， 組換 え体の安全性制面に 当 た っ て の
重要な二つ の概念が合意 さ れ た 。 一 つ は 「導入 さ れた 遺
伝子の特性が良 く 分か つ て い て ， 元の食品 と 実質的 に 同
程度 に 無 害 で あ る と い う 科学的 な 確信 が 持 て る場合 に
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表-2 分子農業的 組換え 植物の研究 ・ 開発状況 (バ イ オ テクノ ロ ジ
一課 調べ)

宿 主 目 的 生 産 物 研究 ・ 開発国

ナ タ ネ叫 | ラ ウ リ ル酸 | アメ リ カ

ナ タ ネ | ス テ ア リ ン酸 | アメ リ カ

ナ タ ネ | ホ ホパ 油 (鯨 油の代替 油 アメ リ カ

ナ タ ネ | エ ンケ ファ リ ン (鎮痛剤成分) 1ベ ル ギー
ジ ャ ガ イ モ|ヒ ト血清 ア ル プ ミ ン | オ ラ ン ダ

ジャ ガ イ モ18型肝炎 ウ イ ル ス エピ トー プ| アメ リ カ

( ワク チ ン)
ジ ャ ガイ モ|大腸菌症 抗原 ( ワ ク チ ン アメ リ カ
タバ コ | イ ン フ ルエ ン ザ ウ イ ル ス エピ| 日 本

ト ← プ ( ワ ク チ ン

タパ コ 1 AIDS ウ イ ル ス エピ ト ー プ| 日 本
( ワク チ ン)

タバ コ | マ ラ リ ア 抗 原 エピ ト ー プ ( ワ| アメ リ カ

ク チ ン)
タバ コ 18型肝炎 ウ イ ル ス エピ トー プ| アメ リ カ

( ワ ク チ ン)

タバ コ | タ ン パ ク 質弾性ポ リ マー ( ゴ| アメ リ カ

ム 代替 )

タバ コ | フ ルク タ ン ( フ ラ ク ト ー ス の | アメ リ カ

ポ リ マ ー)
ササゲ |口蹄疫 ウ イ1レ ス エピ ト ープ| アメ リ カ ， イ ギ リ ス

( ワク チ ン

ササゲ |ヒ ト ラ イ ノ ウ イ ル ス エピ トー| アメ リ カ ， イ ギ リ ス

プ ( ワク チ ン)

ササゲ I AIDS ウ イ ル ス エピ ト ー プ| アメ リ カ ， ス ウ ェ ー

( ワク チ ン デ ン

ワ タ | ポ リ ヒ ド ロ キ シ プ チ レ ン (生| アメ リ カ

分解牲 プラ ス チ ッ ク )

ナ タ ネ | 向上 | アメ リ カ

ダイ ズ | 向上 | アメ リ カ
トウモロコシ | 抗腫鴻モノクローナル抗体 |アメリカ

ダイ ズ | 向上 | アメ リ カ

判: 1995 年 アメ リ カに お い て 商品化。 他の も の は実験段階。

は， そ の組換 え体の安全性 に つ い て は元の食品 と 同等 と

考 え ら れ る 」 と い う “実質的同等性 ; Subs ta ntial Equi va­
l e nc e" の概念 に よ る 評価を 行 う こ と に つ い て の合意であ
る (引 用 文献 16) 。 続 い て ， r組換 え 作物の野外利用 に 当
た っ て は， ステ ッ プ ・ パ イ ・ ステ ッ プを原則 と し， 用 い
る 作物や栽培 さ れ る 環境な ど に つ い て の十分 な経験 と 理
解が あ り ， 適切な安全確保を 図 っ た 上 で行 う Jと い う “ フ

ァ ミ リ ア リ テ ィ の 原則;Th e co nc e p t of Familiari ty" 
の見解を 取 り ま と め ， 公表 し て い る ( 引 用 文献 17) 。

こ れ ら の検討 の 中 で， 組換 え体の安全性評価を笑施す
る 際， 特 に 環境への放出 の 際 に 考慮す べ き 事項 と し て ，
( 1 ) 遺伝子組換 え 技術が使わ れた か で判断す る の で は な
く ， 作 ら れた 組換 え体の性質で判断すべ き で あ る ( プ ロ
セスでな く プ ロ ダ ク ト に よ る 判断) ， ( 2 ) 組換 え 体の環境
への導入 に 伴 う リ スク は従来の生物の持つ リ ス ク と 同種
の も の であ る ， ( 3 ) 組換 え体の環境放出時の リ ス ク 評価

は 生物 と 導 入 さ れ る 環境 に 基づ い て 行 わ れ る べ き で あ
る ， こ と が あ げ ら れ， 各 国 の 指針等の運用 に 反映 さ れて
し当 る 。

3 実質的同等性と フ ァミ リ ア リ ティ

OEC D の会合で合意 さ れ， 組換 え体の安全性評価の基
本概念 と な っ て い る 二つ の概念 に 簡単 に触れた い。 ま ず
実質的同等性であ る が， OEC D の報告書， お よ び厚生省

研究班の 「平成5 年度バ イ オ テ ク ノ ロ ジ 一応用食品等の
安全性評価 に 関 す る 研究報告書」 に よ る と ， バ イ オ テ ク
ノ ロ ジ ーを 応用 し て 製造 さ れ た 食 品 等 の 安全性 の 評価
は， 実質的同等性の概念を 用 い て ， 既存の非組換 え体由
来の食品又 は類似の食品を 比較対象 と し て 用 い る べ き ，
と い う 考 え 方を示 し て い る 。 実質的 に 同等 で あ る か は ，

( 1 )  伝統的な 又 は宿主 と な る 生産物， 生物の組成 と
性質 に つ い て の知識

( 2 ) 以下の よ う な情報 に 基づ く ， 新 し い 成分又 は形

質の特性 に 関す る 知識
-前 駆体， 宿主生物で発現す る 成分や形質

・ ベ ク タ ー や マ ー カ ー遺伝子を 含む形質転換技術
.改変 に よ り 起 こ り 得 る 二次的 な影響
・ 改変 さ れた 生産物， 生物 に お い て 発現 し た構成成分

や形質の特性
( 3 ) 新 し い構成成分又 は 形 質 を 持 つ 生産物 に 関 す

る ， 既存の食品の食品成分 と 比較 し た 成分の量
又 は 変動幅 も 含む知識

等が判 断 に 必要 と さ れて い る 。 こ れ ら の情報を 得 る こ と

に よ り ， そ の食品 の安全性評価が行 え る の で あ れ ば， さ
ら な る 安全性文 は 栄養上 の 懸念 は 重要 で な い と み な さ
れ， 既存の非組換 え食品 と 同様の加工， 調理等で取 り 扱
わ れて よ い こ と に な る 。

フ ァ ミ リ ア リ テ ィ は ， あ る 特定 の 環境 に お い て新 し い
植物系統 あ る い は作物品種のスケ ー ルア ッ プに 先立 つ て
行 う ， リ ス ク /安全性解析 に お い て ， 以下 に 示す よ う な項
目 に つ い て 知識 と 経験を 持 っ て い る か と い う こ と であ る

(ヲ開文献 17) 。

( 1 )  作物の 生殖 ・ 生態的性質， 育種経験
( 2 ) 農業的環境， 周 辺環境

( 3 ) 導入形質の性質
( 4 )  こ れ ま で に行わ れた従前 の 基礎的研究の結果

( 5 ) 従来の手法 に よ っ て 開発育種 さ れ た ， 作物系統
のスケ ーノレア ッ プの経験

( 6 ) 他の組換 え 植物 に お け る スケ ー ルア ッ プの経験
( 7 ) 交雑の可能性の あ る 植物種の存在 と ， そ の近縁

種 と の交雑の可能性

( 8 ) 以上の知識， 経験の相互作用
フ ァ ミ リ ア リ テ ィ は絶対的 な も の で な く ， 知見の集積

に 伴 っ て増大 し ， リ ス ク /安全性解析 は迅速化 さ れ， 最終

的 に は そ の環境 に お け る そ の作物 に と っ て の標準的栽培
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民間研究所、 国公立研究所
(科学技術庁)

大学および付属施設
(文部省)

閉鎖干実験 (組献体の作出) 閉鎖t実験 姻換え体の作出)

非閉鎖系実験 (安全性評価)非閉鎖系実験 (安全性評価)

+ + 
組換え体そのものの利用(農林水産省) 組換え体からの生産物の

製造過程における利 用
植物 -微生物 動 物 � 下型色

農作物 殺虫剤 製造時の利用区分

花子午 農薬、 肥料 …リ用 | 一一1.2.3生ワクチン
木など 発酵食品 実験用小動物 *家 畜 等 による閉鎖系利用

模擬的環境利用 (マウス、 ラット)
(一例毎の審査) 申 ' 応用、

(隔離ほ場における野外試験) 医薬品開発 最終生産物
産業利用段階 組換え体の環境影響評価 医療用 農林水産分野 医薬品分野 工業製品

変異原性試験用 (農林水産省) (厚生省) {通商産業省)

農薬 抗癌物質 触媒
開放系利用 動物用医薬品 ホルモン 試薬

(一般ほ場における栽培) アミノ酸 診断薬 ファイン
組換え体の特性評価、収量等 食品添加物 ワク チン ケミカル

生 + 
食品、

厚
食
生
品

省
加工用 動 物飼料用

(J.Il!.S': 1!î ) (農林水産省)

食品としての安全性評価 飼料としての安全性評価

図 -1 わが国に お け る 組 換 え DNA 実験， 組換え体利 用 の た め の 指針 の体系

技術で管理 さ れて差 し支 え な く な る 。

E 安全性評価の実際

こ こ で は， 産業利用 す る た め に必要 と さ れて い る 安全
性評価 は 実 際 に ど の よ う な 項 目 に つ い て 実施， 判断 さ れ
て い る かを 説明 し た い。 実験室で開発 さ れた 組換 え 体を
産業利用 す る 場合 に は ， わが国で は す べ て ， 自 主管理型

指針 に 基づい て い る 。 こ れ は ， 遺伝子組換 え 技術 は従来
の育種技術の延長線上 に あ る 技術であ る と と ら え ， 産業

利用等の知見 の集積 に 伴 っ て柔軟な運用を 行 う た め であ
る 。 厚生省/農林水産省/通産省が策定 し て い る 指針 (引
用文献5 ， 11 ，  13) に基づい た 安全性評価を 行 う こ と と な
っ て い る 。 こ の指針に は前 述の よ う に 大別 し て 2 種類あ

り ， 一つ は組換 え 微生物等を タ ン ク で培養して 酵素， イ

ン タ ー フ エ ロ ン等の生産を 行 う 場合の， 利用 と 安全性評

価の在 り 方を 上記三省が産業分野別 に 指針を策定 し て い
る 。 他の一つ は組換 え 農作物や組換 え 微生物等を 自然環
境中で利用 す る 組換 え 体 そ の も の の利用 で， 農林水産省
が指針を策定 し て い る ( 引 用 文献 13) 。 開発者 自 身 は 自主
的 に安全性評価を ， こ れ ら の指針 に 基づい て 実施 し， そ
の安全性評価が指針 に 適合 し て い る こ と を 各省の大臣 に
確認を 求 め る こ と が で き る と い う シ ス テ ム に な っ て い
る 。

1 生産行程での利用

利用区分 と し て ， 宿主， ベ ク タ ー お よ び供与 DNA， 組

換 え 微生物の安全性 レベル に 応 じ て四つ の利用段階が定
め ら れて い る 。 こ れ ら の う ち ， 安全性が最 も 高 い レ ベル

で， こ れ ま での知見か ら 通常 の タ ン ク 培養程度で生産で
き る Good I ndus trial Larg e-Scal e Prac tic e (GILSP) 

利用か ら ， 最 も 厳 し い安全性管理が要求 さ れ る カ テ ゴ リ
ー 3 ま で あ る が， 実 際 に 利用 さ れて い る の は GILSP の
み であ る 。

指針 に 示 さ れて い る 安全性評価項 目 を 示 す と ， 以下の
よ う に な る 。

( 1 ) 宿主 と な る 微生物の 分類学的知見， 自 然界での
分布， 利用 の 歴史， 増殖様式 と 遺伝的特性， 病
原性， 有毒物質の産生性

( 2 ) 供与 DNA の 由来 と 機能， 塩基配列
( 3 ) ベ ク タ ー の構築過程， 薬剤耐性マ ー カ ー の特性
( 4 ) 組換 え DNA 分子の構築過程 と 導入 方法， 利 用

す る 組換 え 微生物の育成過程
( 5 ) 導入遺伝子の細胞 内 での存在状態， コ ピ ー数，

発現の安定性
( 6 ) 宿主 と し た微生物 と の違 い
( 7 ) 自 然界での生存能力 ， モニ タ 一 方法
( 1 ) � (5 ) は ， 開発過程で当然知 っ て い な く て は い け
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な い事項で あ る 。 ( 6 )は， 導入遺伝子 に 基づ く 変化以外
の (予期せぬ) 変化 は起 き て い な い こ と が重要 と な る 。

そ れは， 遺伝的特性， 増殖様式， 生存性， 有毒物質産生
性等の変化の情報で判断で き る の で， 工業利用 す る ま で
に は ， 十分知見が得 ら れて い る と 考 え ら れ る 。 ( 7 )に つ
い て は ， 通常， 宿主 と し て使用 さ れ る 菌株 は複数の栄養
要求性が付与 さ れ， 生存能力 は 野生株 に比較 し て 著 し く
弱 く ， ま た 特定物質の産生能力 に よ る モ ニ タ ー も 可能で
あ る た め ， 特別 の 試験 は 必要 な い で あ ろ う 。

2 組換え体その も のの利用

世界的 に は組換 え 微生物， 組換 え 生 ワ ク チ ン の野外試
験等 も 行わ れて い る が， わ が国 で は例がな い の で， 組換
え植物 を例 に し て説明 す る 。 組換 え 植物の利用区分 に は
模擬的環境利用 と 開放系利 用 が あ る 。 模擬的環境利用 と

は， い わ ゆ る 小規模野外試験で あ り ， わ が 国 で は 隔離圃
場で行わ れて い る 。 こ の模擬的環境利用 に お い て安全性
が確認 さ れた組換 え 植物 は 開放系利用がで き る 。 開放系
利用 と は通常の圏場での育種， 栽培等 の産業利用 を意味
し， 従来の育種技術で開発 さ れた植物 と 同様 に 扱 っ て よ
い段階であ る 。 表-3 に わ が国で野外試験が実施， ま た は
終了 し た 組換 え 植物が示 し で あ る 。

安全性評価の概念 と し て は Fami liari tyが利用 さ れて
お り . Iあ る 環境 に お い て 組換 え 植物の栽培 は， リ ス ク /

安全性解析 を 行 え る だけの十分 な 知識 と 経験 を 持 つ 上
で， 実施す る 」 と な っ て い る 。 つ ま り ， そ の植物の交雑

可能範囲， 生育可能環境条件， 栽培経験等 を考慮 し て ，
栽培試験 を 設計 し た 上で安全評価 を 実施 し て い る 。 実際
の安全性評価項 目 は. II -1 で説明 し た 項 目 の う ち (微生

物→植物). (増殖様式→生殖繁殖様式). (病原性→雑草

性) と 読み換 え . ( 7 )の項 目 が な い こ と を 除けば， 微生

物の場合 と 同 じ で あ る 。 ( 6 )に つ い て は ， 形態的特性，

花粉の飛散性， 栽培時の生育特性の比較や， 植物抽出液

等の ク ロ マ ト パ タ ー ン の比較， 組換 え 作物の後作影響等
を試験 し て ， 導入遺伝子 に 基づ く 変化以外の (予期せぬ)
変化 は起 き て い な い こ と を 示 し て い る 。

こ こ で， 組換 え 植物 を 環境放出 す る 際 に慎重な評価 を
要求 さ れ る 交雑性 と 雑草性 に つ い て の考 え 方 に触れて み
た い。 交雑性 は花粉の飛散性， 稔J性等 に つ い て ， 元植物
と の差異 を調べ， ま た 雑草性 は 越冬性， 種子の発芽率，

休眠性等 に つ い て ， 元植物 と の差異 を調べ， 判断 し て い
る 。 こ れ ら に 変化がなけれ ば， 交雑性， 雑草性 も 宿主 と
同程度 と 考 え ら れ る の で， 開発 された組換 え 植物 に導入
さ れた遺伝子 に基づ く 性質が環境 に 新 た な 負 の影響 を与
え る も の で な け れ ば， 栽培利用 し で も 問題な い と 判断 さ
れて い る 。 さ ら に ， 実際に 雑草化す る 可能性の あ る 植物
( ナ タ ネ 等)で は， 野外に お け る 雑草競合性 に つ い て ， 宿
主 と の比較試験 を行っ て い る 。 宿主 を越 え る 交雑性， 雑
草性があれば環境放出 は 問題 と な ろ う が， こ れ ま での所，

そ の よ う な組換 え 体の報告 は な い 。 従来の育種で も ， こ
れ ま で に様々 な新形質 を 多 く の農作物 に 導入 し て き て お
り ， 遺伝子組換 え 技術 を利 用 し た か ら と 言 っ て 特別 な管
理， 規制等 は必要 な い と 考 え ら れ て い る 。

3 食品の安全性評価

組換 え体の安全性評価の 中 で， 消費者 に と っ て 最 も 敏
感な食品 と し て の安全性評価 に つ い て も ， 厚生省 が 1996
年 2 月 に組換 え 体 を 直接食す る 場合の安全性評価指針 を
策定 し ， 運用 が開始 さ れ よ う と し て い る 。 食品 の安全性
評価では概念 と し て S ubs ta n tial Eq ui val e nc e が利 用 さ
れて お り . I導入遺伝子の機能が明確で あ り ， 元 の食品 と
実質的 に 同程度 に 無害で あ る と い う 科学的 な確信が持て
る 場合 に は， そ の組換 え 体の安全性 に つ い て は元の食品

と 同等」 と 判断 し ， 従来の食品 と 同様の利用がで き る こ
と に な る 。 実際の安全性評価項 目 と し て は. 1 -1 で説明
し た ( 1 )� ( 6 ) と 同 じ で あ る が. ( 6 )の宿主 と し た 植物
と の違 い に つ い て の情報で は ， 次 の よ う な項 目 が求 め ら
れて い る 。

①遺伝子産物の ア レ ル ゲ ン と な る 可能性 (文献， 物理
化学的感受性， 予想摂取量， 既知 ア レ ル ゲ ン と の構
造相向性か ら 判断)

②遺伝子産物の 毒性 (生化学的機能， 既知の タ ンパ ク
毒素 と の構造相向性， 人工胃液， 人工腸液 に対す る
感受性， 代謝経路への影響か ら 判断)

③そ の植物の主要な栄養素， 抗栄養素， 毒性物質の分
析 (炭水化物， タ ンパ ク 質， 油分， 繊維質， 灰分，
水分， カ ロ リ 一計測値， ア ミ ノ 酸組成， 脂肪酸組成
等).加工製品 中 の 主要成分， 規格値 (Code x規格等)

に関す る 分析

④加工利 用 方法の変更の有無
以上の よ う な情報 を 元 に ， 従来の食品 と 同程度 に 安全

であ る と 判断 さ れれ ば， 従来の食品 と 同様の産業利 用 が

可能 と な る 。 も し ， こ れ ら の情報で も 安全性が十分評価
で き な い場合 は， 毒性試験 な どが必要 と な る 。 毒性試験
に つ い て は ， ア メ リ カ 等 で安全性評価が終了 し た 組換 え
作物で は 要求 さ れた例 は な い の で， ア レ ル ギー誘発性 を
否定で き な い 場 合 な ど の 特殊 な 場合 に 限 ら れ る で あ ろ
う 。 ま た ， 組換 え体由来の食品 を販売す る 際の表示の必
要性 に つ い て であ る が， こ れ ま で述べて き た よ う に ， 安

全性評価 を終了 し た 組換 え 体 は ， 従来の技術で開発 さ れ
た も の と 同様 に産業利 用 で き る と し て い る 。 こ の考 え 方
に従 え ば， 組換 え 体 ま た は組換 え 体由来であ る こ と を 理
由 に 特別 な表示 を必要 と し な い。 た だ し， 遺伝子組換 え
技術 を使 っ た か に関係 な し 開発 さ れた食品が従来の食
品 に 無か っ た 性質 (一部の人への ア レ ルギー性， 大幅な
栄養成分の変更等) を持つ場合 は ， そ の情報 を 表示 さ せ

る べ き で あ ろ う 。 表示 に関す る 国際規格 は現在.WHO と
FAO で検討 さ れ て お り ， 数年以 内 に 結論がで る で あ ろ
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表-3 わが闘 に お け る 組換え植物の野外試験実施状況 (平成 7 年 1 1月 )

組換え植物 開発者 特徴・導入遺伝子
① 

開発段階 (年)

② ③ ④ 

1 ト マ ト 農業環境技術研究所 ウ イ ル ス病抵抗性 ( タバ コモザ イ ク ウ イ ル ス 1988 1989 1991 1992 

農業生物資源研究所 外被 タ ンパ ク 質遺伝子)
農業研究セ ン タ ー

2 ペ チ ュニ ア サ ン ト リ ー (株) ウ イ ル ス 病抵抗性 ( キ ュ ウ リ モザ イ ク ウ イ ル 1990 1991 1993 1994 

ス外被 タ ンパ ク 質遺伝子)

3 イ ネ 農業研究セ ン タ ー ウ イ ル ス病抵抗性 ( イ ネ縞業枯 ウ イ ル ス 外被 1990 1992 1993 1994 

(日本晴) 農業生物資源研究所 タ ンパ ク 質遺伝子)

4 イ ネ 農業環境技術研究所 ウ イ ル ス病抵抗性 ( イ ネ縞葉枯 ウ イ ル ス 外被 1990 1992 1993 1994 

( キヌヒ カ リ ) (株) 植物工学研究所 タ ンパ ク 質遺伝子)

5 メ ロ ン 農業生物資源研究所 ウ イ ル ス病抵抗性 ( キ ュ ウ リ モザ イ ク ウ イ ル 1990 1992 1993 

( プ リ ン ス ) 農業研究セ ン タ ー ス外被 タ ンパ ク 質遺伝子)

6 タ ノ f コ 日本た ば こ産 業 (株) ウ イ ル ス病抵抗性 ( キ ュ ウ リ モザ イ ク ウ イ ル 1988 1992 1994 
ス の サ テ ラ イ ト RNA の cDNA)

7 イ ネ 三井東圧化学 (株) 低 ア レ ノレゲ ン イ ネ ( イ ネ ア レ ルゲ ン遺伝子の 1992 1993 1994 
( キヌヒ カ リ ) ア ン チセ ン ス伺li)

8 イ ネ (株) 加工 米育種研究所 酒造米 用 低 タ ンパ ク 質 イ ネ ( イ ネ グ ル テ リ ン 1991 1993 1994 
( ア キヒ カ リ ) 遺伝子の ア ン チセ ン ス側)

9 ジ ャ ガ イ モ (株) 北海道グ リ ー ンバ イ オ研究 ウ イ ル ス病抵抗性 ( ジ ャ ガ イ モ葉巻 ウ イ ル ス 1992 1993 1994 
(メ ー ク イ ン) 所 外被 タ ンパ ク 質遺伝子)

10 ダイ ズ 日本モ ン サ ン ト (株) 除草剤耐性 ( グ リ ホ サ ー ト 耐性遺伝子) キ 1994 1995 
( アメ リ カ Mo nsanto 社開発)

1 1  ト マ ト ( タ イ ム リ ー) 野菜・茶業試験場 ウ イ ル ス病抵抗性 ( キ ュ ウ リ モザ イ ク ウ イ ル 1992 1994 1995 
12 ( サ ター ン) ス外被 タ ンパ ク 質遺伝子)

13 ナ タ ネ 日本モ ン サ ン ト (株 ) 除草剤耐性 ( グ リ ホ サ ー ト 耐性遺伝子及び， グ ネ 1994 1995 
( アメ リ カ Mo nsanto 社 が カ ナ リ ホ サー ト 分解酵素遺伝子)
ダで開発)

14 ト マ ト (ICI9) カ ゴメ (株) 日持 ち の改良 (ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロ ナ ー ゼ遺伝 1991 1994 1995 
15 (ICI 13) ( アメ リ カ Ze ne ca 社 と 開発) 子の ア ン チセ ン ス倶リ)

16 ト マ ト キ リ ンビ ー ル (株) 日持 ち の改良 (ポ リ ガ ラ ク チ ュ ロナ ー ゼ遺伝 * * 1994 
( アメ リ カ Calge ne 社開発) 子の ア ン チセ ン ス側)

17 カ ー ネ ー ショ ン サ ン ト リ ー (株) 日持 ち の改良 (エ チ レ ン 合成酵素遺伝子 に よ * 1994 1995 
(オ ー ス ト ラ リ ア Flo rige ne 社 る コ サ プ レ ッ ショ ン)
と 開発)

18 ナ タ ネ ヘ キ ス ト ・ シ ェ ー リ ン グ ・ ア グ 除草剤耐性 ( グ ル フォ シ ネ ー ト 分解酵素遺伝 * ネ 1995 
(Top as) レ ボ (株) 子)

( カ ナ ダで開発)

19 ナ タ ネ PLANT GE NE TIC SYS. 除草剤耐性 ( グ ル フォ シ ネ ー ト 分解酵素遺伝 * * 1995 

TE MS 社 (ベルギ ー企 業) 子)
( カ ナ ダで開発) 雄性不稔 (花粉生産 阻害遺伝子)

20 ナ タ ネ ヘ キ ス ト ・ シ ェ ーリ ン グ ・ ア グ 除草剤耐性 ( グノレ フォ シ ネ ー ト 分解酵素遺伝 * * 1995 
(AC E xcell レポ (株) 子)

( カ ナ ダで開発)

21 ト ウモ ロ コ シ ヘ キ ス ト ・ シ ェ ー リ ン グ ・ ア グ 除草剤耐性 ( グ ル フォ シ ネ ー ト 分解酵素遺伝 * * 1995 
レ ボ (株) 子)
( アメ リ カ で開発)

計 21  2 1  4 

(注い①は閉鎖温室 実験， ②は一般温室 実験， ③は 隔離囲場試験， ④は一般園場での栽培 を示す。
・*は， 海外 に お い て作出・安全性評価 さ れた こ と を示す。
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う 。 ま た ， 同様の理由で， 未加工の組換 え 農作物で あれ
ば製造物責任 (PL)法の対象 と は な ら な い (北JII， 1995)。

皿 食糧問題と技術移転

西暦 2050 年 に は地球 上 の 人口は 現 在 の 約1 . 7 倍 の
1 00億人 に 達す る と 推定 さ れて い る 。 し か し ， こ の ま ま の
食糧供給体制 で は 80億人 し か賄 え ず， エ ネ ル ギー も 現在
と同じ消費が続 く の で あ れ ば， 100億人分の供給 は ほ と
ん ど不可能 に近 く ， 我々 の生活が維持で き な く な る こ と
が示 さ れて い る 。 そ の た め ， 単 に 生産活動 ・ 消費の抑制
に 歯止め を かけ る と い っ た 後 ろ 向 き の 姿勢でな く ， 環境
を維持 し な が ら 積極的 に 生産性の 向上 に つ な が る 技術の
開発， 物質の生産 と 管理 を進 め る こ と が必要であ ろ う 。

病虫害耐性作物， 耐塩性 ・ 耐乾燥性植物等の画期的開発
が可能 と な る 遺伝子組換 え 技術の利用 は ， 単収の増加，
農耕地面積の拡大 を 可能 と し ， 農作物の生産性の飛躍的
な 向上 を推進で き る 21 世紀の キ ー テ ク ノ ロ ジー と し て
期待さ れて い る 。 そ し て ， 食糧 ・ エネ ル ギー問題 を解決

す る た め に は， 豊富 な生物資源， 遺伝資源 を 持 ち ， かっ

深刻な食糧問題 を抱 え て い る 発展途上国へ遺伝子組換 え
技術 を移転 し ， 豊富 な 生物資源 を 持続的 に利用 し， 効率
的 な農業生産 を 行 う 必要があ り ， そ の た め の仕組み を 国
際的 に い か に構築 し て い く かが重要 な課題 と な る で あ ろ
う 。

現在， 一部の発展途上国で も 遺伝子組換 え 実験， 組換
え体の環境放出 に つ い て の制度が整 え ら れつ つ あ り ， 着
実 に組換 え体の安全性評価 システ ム は世界 レベルで定着

し て き て い る 。 実際に FLA V R SA V R トマトは， 南米諸
国， タ イ 等 で既 に栽培が開始 さ れ て お り ， 近い将来 は 開

発 さ れた組換 え 農作物が， 幅広 く 栽培 さ れ る よ う に な る
であ ろ う 。 し か し， 1992 年 6 月 の 国連環境開発会議で 日
本 を含む 157 か国が署名 し た 生物多様性条約 (1 993 年 10
月 に 発効) に お い て ， バ イ オ テ ク ノ ロ ジー を 用 い て 作出
さ れた 生物の利用 の安全性 を 確認す る た め の規制 に係 る
議定書の必要性が一部 の 国 か ら 指摘 さ れた 。 現在， 締約

国会議での合意 に 基づい た専門家会合が聞かれ， そ の取
扱いが検討 さ れて お り ， OECD 諸国 は遺伝子組換 え産物

が過剰な 法制 度 等 の 対 象 と な ら な い よ う に 努力 し て い
る 。 パ イ テ ク 技術 を途上国 に 移転す る 際 に は， そ の技術
の正 し い理解 と 管理 (規制) 体制 に つ い て も 移転す る 必
要が あ ろ う 。

IV パブリックアクセプタンスの推進

遺伝子組換 え 技術 は 1970 年代 に 登場 し た 新 し い 技術

であ り ， 理解す る た め に専門的知識 を 必要 と す る こ と か
ら 一般国民 に馴染みが薄 く ， 今 ま で 自 然界 に な か っ た遺
伝子の組合せ を人為的 に行 う こ と がで き る と い う 技術的

革新性 ゆ え に ， こ の技術 を 用 い て 開発 さ れた産品のパ ブ
リ ッ ク ア ク セ プ タ ンス (P ublic Acc e p ta nc e ; P A) を ど
の よ う に 進め て い く かが， 重要 な課題 に な っ て い る 。

こ れ ら の不安 を解消す る た め に は， ( 1 )科学的 に 裏打

ち さ れた 安全評価の 実行 と 情報の公開， ( 2 )広 く 国民 に
も 理解で き る よ う に 分か り や す い形で説明す る 工夫 と 努
力， ( 3 )学校 に おけ る バイ オ テ ク ノ ロ ジー を初 め と し た
科学技術の基礎知識の習得が， 生徒 に 魅力 あ る も の と な
る よ う な教育 を行 う 必要が あ る 。 ま た ， 研究開発 に 当 た
っ て は， 必要な時期 あ る い は部位 に お い て の み導入遺伝
子が機能す る 特異的 プ ロ モ ー タ 一 等 の 開発や， 食 し で も
問題の な い マ ー カ ー遺伝子の 開発等 の研究 を 進 め ， 食品

と し て 消費者 に 受け入れ ら れや す い も の を 開発 当初か ら
考慮 し て い く 必要が あ る と 恩わ れ る 。

さ ら に 欧米諸国 の組換 え体の PA 推進の状況が我が固
に 大 き な影響 を 及ぽす こ と ， PA 確保 と 密接 に関係 す る
安全性確保の た め の指針等 に つ い て 開発途上 国 を 含 め て
幅広 い 国際的 な調和 を図 る 必要があ る こ と 等か ら ， 欧米
諸国 に お 砂 る PA の 推進状況 等 の 動 向把握 に と ど ま ら
ず， わ が国 と の関係の 深 い東南ア ジ ア ， 中 国等の 開発途
上国 と の情報交換や 意見交換 を 行 っ て い く 必要 が あ ろ
う 。
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芝草へのBt遺伝子導入技術の開発
ふUいえ あずさ いとう やす申書 ふかみ まきのぷ

千葉県農業試験場 藤家 梓 ・ 伊東靖之 ・ 深見 正信

は じ め に

害虫の 防除方法 を 多様化 し， 化学農薬の使用 量 を 減 ら

し て い こ う と い う 試み は古 く か ら あ り ， 防除理論 「総合

防除j あ る い は 「総合的害虫管理J の根底 に も な っ て い

る 考 え 方であ る (藤家， 1985)。 化学農薬 に 依存 し た い わ

ゆ る 化学的防除技術 に かわ る 防除法 と し て ， 生物的 ・ 物

理的 ・ 生態的防除技術 に 関連 し た 技術開発 も 盛ん に行わ

れて お り ， 最近では生物農薬 も 次々 に 実用化 さ れて い る 。

ま た ， こ れ ら の 防除技術の基盤 と な る 害虫対策 と し て ，

害虫抵抗性品種 の 育種 に も 大 き な 期待が よ せ ら れ て い

る 。 近年， DNA の組換 え 技術の進展 に伴い， 多 く の害虫

抵抗性 ト ラ ンスジ ェ ニ ッ ク 作物が作出 さ れて い る 。 そ れ

ら の 多 く に は， 土壌細菌助cillus thuringiensis の殺虫 タ

ンパ ク 遺伝子 (Bt遺伝子) が導入 さ れて い る (BARTON et 

al.， 1987 ; FISCHOFF et al. ，  1987 ; V AECK et al.， 1987 ; 

DELANNAY et al.， 1989 ; PERLAK et al.， 1990 ; FUJlMOTO et 

al.， 1993)。

一方， 芝草 に対す る 実用遺伝子の 導入例 と し て は， ト

ー ル フ ェ ス ク (WANG et al. ，  1992)， ぺ ン ト グ ラ ス

(HARTMAN et al. ，  1994) お よ び レ ッ ド フ ェ ス ク

(S PANGENBERG et al. ，  1994) への微生物系除草剤抵抗性遺

伝子 ( bar 遺伝子) の 導入が報告 さ れて い る だ け であ る 。

千葉県農業試験場では化学農薬 に 依存 し な い芝草管理技

術 の 開 発 を め ざ し て プ ロ ジ ェ ク ト 研究 を 実施 し て い る

が， そ の一環 と し て Bt遺伝子導入 に よ る 害虫抵抗性芝

草の育成 を 試 み て い る 。 現在， 鱗麹白書虫 に対す る 抵抗

性芝草の育成 を 目 指 し た 技術開発 を 実施中 で あ る が， ぺ

ントグ ラ スの細胞培養系 を確立 し ， Bt遺伝子の導入 に 成

功 し た (伊東 ら ， 1995)。 そ こ で， こ れ ま での研究経過 に

つ い て そ の概要 を報告す る 。 な お ， 芝草のバイ オ テ ク ノ

ロ ジー育種の全般 に つ い て は， 浅 野 (1995) の総説 を 参

照 さ れた い。

本技術開発の実施 に 当 た っ て は， 千葉大学園芸学部の

浅野義人助教授か ら 研究全般 に わ た っ て ど指導 い た だ い

た 。 ま た ， 北海道大学農学部の飯塚敏彦教授か ら は Bt遺

伝子 を ご恵与 い た だ い た 。 さ ら に ， (株)ジ ャ パ ン タ ー フ

Bt-g ene transf er to tu rfg rass by electropo ratio n m etho d  
By Azu sa FUJIIE， Yasuyuk i lTo and Masano bu FUKAMI 

グ ラ スに は共同研究 を通 し て協力 い た だ き ， 農林水産省

農業研究セ ン タ ー， 農業生物資源研究所か ら は遺伝子の

構築や導入 に 関 し て ご指導 い た だ い た 。

I ベントグラスの細胞培聾系の確立

1 カルスの誘噂と培養

遺伝子導入法 と し て ， PEG 法， ポ リ カ チ オ ン法， ア グ

ロ パ ク テ リ ウ ム 法， エ レ ク ト ロ ポ レー シ ョ ン法， パー テ

イ ク ル ガ ン 法等が知 ら れて い る が， 本 プ ロ ジ ェ ク ト で は

エ レ ク ト ロ ポ レー シ ョ ン 法 を 用 い る こ と に し た 。

こ の 方法で は ， 遺伝子 を 導入 し た プ ロ ト プラ ス ト を植

物体 に す る た め の安定 し た 培養系 を必要 と す る 。 そ こ で，

ベ ン ト グ ラ ス Agrostisμl附t泊 (品種 : ぺ ン ク ロ ス) の

完熟種子 を MS 培地 (5 mg/l 2 ， 4-D， 3% シ ュ ー ク ロ ー

ス， 0 . 8%寒天添加， pH 5 . 8)に 置床す る こ と に よ り ， カ

ルス を誘導 し た 。 し か し ， 再分化能の 高 い カ ルス は 数%

し か 出現 し な か っ た の で， カ ルス誘導培地に 1 mg/l  BA 

(ベ ンジル ア デニ ン ) あ る い は 1 . 15 g/l L- プ ロ リ ン を さ

ら に加 え た 。 BA の添加効果 は 高 く ， 植物体 ( ア ル ビ ノ を

除 い た 緑色個体) の再生率 は 55 . 9% と 対照 の 10 倍 に も

高 ま っ た (表-1)。

再分化能 の 高 い カ lレス を N 6 AA液体培地 (2 mg/l 

2 ， 4-D， 0 . 5  mg/l BA， 3% シ ュ ー ク ロ ース， 3% ソ ル ピ ト

ール添加， pH 5 . 8) に移 し ， 増殖率 の 高 い培養系 を選抜

し な が ら 継代 し た 。 し か し， 再分化能 の 高 い培養系 は増

殖率が低 く ， プ ロ ト プ ラ ス ト の単離 も 難 し か っ た 。 培養

過程で裏 ご し操作 (農業生物資源研究所大槻義昭博士の

ご教示 に よ る );を加 え な が ら 増殖率 を 高 め ， 6 か月 に わ た

っ て 選抜 ・ 継代 し た 結果， プ ロ ト プラ ス ト の単離可能 な

数系統の培養系 を 得 る こ と がで き た 。 増殖率お よ びプ ロ

ト プラ ス ト 収量 と 再分化能 は裏腹 の関係 に あ り ， 前者が

上昇す る に 従 い後者 は低下傾向 を 示 し た 。 し か し ， こ の

点 に 関 し で も 培地に BA を 添加 す る こ と に よ り 再分化

能 を 改善す る こ と がで き た 。

2 プロトプラストの単離と培養

酵素処理の前処理 と し て ， 培養系 の継代 カ ルス を MS

培地(2 mg/1 2 ， 4-D， 6% シ ュ ー ク ロ ース添加) で 6 日 間

培養 し た 。 こ の前処理の効果 は イ ネ で も 知ら れて い る (大

槻 ら ， 1988)が， ベ ン ト グ ラ ス で は 6% シ ュ ー ク ロ ース を

3% グル コ ース に か え る こ と に よ り ， さ ら に 高い プ ロ ト プ
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芝草へのBt 泣伝子導入技術の開発

表ー1 Agrostis属芝草の再分化 に 及I;J:'す カ ノレ ス 誘導端1也への BA お よ びLープロリ ン の 添

加効 果 (伊 東 ら ， 1992) 

カ ノレ ス 形成率(%) 植物体再生率 (%)
種 名 品 種 名

BA プロリ ン 対照 BA プロリ ン 対照

A .  þali日I1'1S ペ ンクロス 74 6 4  72 57 6 3 

}} サ ウ ス ショ ア 50 46 57 53 5 5 

}} ペ ンリ ンク ス 91 87 89 50 

H ナ ショナノレ 87 87 83 40 1 4  1 1  

H ペ ン イ ー グノレ 76 81 81 6 4  16 

}} S R  10 19  76 6 9  74 44 4 6 

}} エメ ラ Jレド 6 9  7 1  78 44 10 

H シ ー サ イ ド 71 66 70 30 3 7 

}} S R  10 20 54 6 5  50 28 4 4 

}} コプ ラ 58 6 4  53 6 1  7 2 

}} ノマ タ ー 32 54 56 3 1  2 

A. tenuis ノ、イ ラ ンド 9 1  92 88 6 2  1 7 8 
}} ア ス ト リ ア 92 79 81 54 1 2  3 

A .  alba レッド ト ップ 94 82 80 76 24 11 
平 均 72 . 2  71. 7  72 . 1  55. 9  9 .0 5 .6 

1 ) カ Jレ ス 誘導 培地 と して lVIS 培地 を 用 い た。 対照区では 5I1lg/1 2 . 4- D を 添加し， BA 区

では さ ら に Il1lg/lBA， プロリ ン区では さ ら に 1. 15 g/ILープロリ ン をそれぞれ添加し

た。

2 ) 再分化培地 と して ， 11 2 lVIS 培地 (3%シュークロース ， 1 .6%ゲノレ ラ イ ト ， ホノレモ ンプ

リー) を 用 い た。

3) 植物体再生率 の 算 出 に 際して は， ア ルビノ個体 を除いた。

4) Agrostis戸alustrisをベ ン ト グ ラ ス と呼んでい る 。

14 �園山z
12十 際黙割 前処理開始、H寺のZ 叫幽i プロトプラストwu止

� 8 � 脇 田械処理時の
I目 。「彪0.íZl ・ プロ 卜 プラスト収t止
舶 6
7本 4 

。

( XI0' ) 
16 

14 
12プロ
10 トプ
8 フス
6 ト

�j( 
e也

図-1 ベ ン ト グ ラ ス のプロ ト プ ラ ス ト 収益に及ぽす前処理の影響(伊 東 ら ， 1 993) 

BA を0. 5 I1lg/1 添加した。

カ ノレ ス I g 当たりの プロ ト プ ラ ス ト数で収訟 を示した。

6 日 間 培養し， 培養前後の カ ノレ ス の重量比で増殖率 を示した。
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4-D， 0 . 2 mg/lBA， 10% グ ル コ ー
ス ， 1.2% S e aplaqu e agar os e 添加)
に 包埋し た。 そ の後， ア ガ ロ ー ス 断
片を K8 P 液体培地に 移 し ， 培養 を
続 け た。 最初の 2 週間 ナ ー ス 細 胞 を
加 え ， ア ガ ロ ー ス 濃度 を 2 . 4% に 高
め る こ と に よ り ， 1O�20% と い う 高
い コ ロ ニー 形成率 を 得 る こ と がで き
た。

プロ ト プラ ス ト の分 裂に よ り 形成
さ れ たコ ロ ニー は， 1�2 か月 で直径
1 mm 以 上に 生長 し た。 植物体の 再
生に は ， 炭素 源と し て マ ル トー ス が
有効で あ る こ と が確認 さ れ た (表-
2)。 そ こ で， 生長 し たカ ル ス を 3% マ
/レト ー ス を 含 ん だ 1 /2 MS 再分化培
地 (l mg/l BA， 0 . 8% ゲ ル ラ イ ト ，
pI-I5 . 8)に 移 し ， 植物体 を 再 生さ せ
た。

E エ レ クトロポ レ ー ションj去

による導入

1 ベクターの構築

抗 生物質耐性遺伝子 (nptII)を 選
抜用 の マ ー カ ー と し た植物発現ベ ク
タ ーの nptII 部 分 を 制 限酵素で 切り
出し ， か わ り に Bacillus thuriη:gie n­
sis var . sotto の C1}必4 ( α)遺伝 子 の
殺虫活性の あ る 部分 (29-618番目 の
ア ミ ノ 酸 を コ ー ド )を つ な ぎ， Bt遺
伝 子 の ベ ク タ ー pFFBT を 構 築 し
た。 pFFBT と nptII を持つベ ク タ
ー と を一緒に プロ ト プラ ス ト 懸濁液
に 入れ， 同 時 に 導 入す る 方 法 (co­
trans formation 法)に よ り 遺伝子導
入実験 を 行 っ た。

2 遺伝子の導入

ラ ス ト 収量 を 得 ら れ る こ と が明 ら か に な っ た (図 1)。
プロ ト プラ ス ト を 単離す る ため， 酵素液 (2% セ ル ラ ー

ゼ オ ノ ズ カ RS ， 0 . 05%ペ ク ト リア ーゼ Y -23， 0 01 %  
CaCl ， ・ 2 H ，O， 0 . 1 % デ キ ス ト ラ ン 硫酸 カ リ， 9% マ ン ニ
ト ー ル， pH 5 . 6)に カ ル ス を 浸潰し， 300Cで 3�4時間振
と う (40 rpm)し た。 単離 し たプロ ト プラ ス ト を 5�1 . 0X
1 06個/mlに 調整 し ， K8 P ア ガ ロ ース 培地 ( 1 mg/ l 2， 

ベ ン ト グ ラ ス の プロ ト プラ ス ト
(l�2 X 106個/m t)を DNA (pFFBT と nptII の ベ ク タ
ー各 10�20 μg/ml， キ ャ リア DNA 20�40 μg/mll と と
も に緩衝液 (70 mM ア ス パラ ギン 駿， 5 mM グル コ ン酸
カ ル シ ウ ム， 5 mM M ES， 0 . 4  M マ ン ニト-)レ， pH 5 . 8) 
に 懸濁 し た液 を 作 っ た。 こ の 懸濁 液 を 20 mlず つ 導 入実
験に 用 い た。

遺伝子導 入に は エレク ト ロ ポレ ーショ ン 装 置 (BT X

一一一 1 1一一一
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表-2 ベン ト グラ ス の植物体再生への 培地中の 炭紫源の 影響 (ASANO ら ， 1994 を 改変)

炭紫源 供試カ ノレス 数 グリー ン ス ポットカJレ ス 数 米分化 カ ル ス 数 植物体再生カ ノレス 数

シュークロース
ラ ク ト ー ス
マノレ ト ー ス

196 

196 

196 

82 

40 

65 

14 9 

18 3 

n叫が
弓，a

Fhυ

aq

 

1) カ ノレ ス 継代培地 と し て N 6 AA 培地 (2 mg/l 2，4 -0) を用 いた。

2) 再分化培地 と し て ， 1/2 MS 培地 (l mg/LBA) を用 いた。 シュー ク ロ ー ス ， ラ ク ト ー ス ， 7)レ ト

ー ス をそれぞれ 3 %添加 し た 。

社製 ECM-600， チ ャ ンパー :島津製作所製 FTC-54) を
用 い た。 電気 ショ ッ ク を与 え た後， プロ ト プラ スト の 生
存率 を約 50% に 保 て る よ う な 条件を 試行 錯誤的 に 探索
し た。 そ の結果， 電界強度 550 V /cm， パル ス幅 38�40 ms 
が 好適条件であ る と 考 え ら れ た。

皿 遺伝子導入処理をした細胞の培養

1 耐性コロニーの選抜

遺伝子導 入処理を し たプロ ト プラ スト を培養 し ， 処理
の 2 週間後 に 抗 生物質で耐性 コ ロ ニ ー を選抜 し た。 選抜
に 先立ち， 抗 生物質 G 418 を 用 い て 好適な濃度 を調査 し
た。 G 418 を添加す る こ と に よ っ て細胞の増殖は 10 μg/
mlま では直線的 に 抑制 さ れ， 20 μg/mlで は ほ と んど増
殖 し な く な っ た。 し たがっ て ， 10�20 μg/mlが選抜 に は
好適濃度 で あ る と 判断 し た。

遺伝子導 入処理を し たプロ ト プラ ス ト を 5�10X 105
個/mlの濃度で K8 P ア ガ ロ ー ス培地 に 包埋し， K8 P 
液体培地 で ナー ス培養 し た。 2 週間後に ナー ス細胞 を 除
去し， G 418 1 0 μg/mlを 添加 し たN 6 AA 液体培地に コ
ロ ニ ーを ア ガ ロ ー ス片 と と も に移 し た。 さ ら に 2 週間後
に は G 418 の濃度 を 20 μg/mlに 高 め， 以後 2 週間間 隔
で継代培養 し た。培養 5�6 週間後 に は 肉眼で確認で き る
コ ロ ニ ーが出現 し た。 これ ら は ， 抗 生物質 に対す る 耐性
コ ロ ニ ーであ る と 判断 し た。

2 植物体の再生

選抜 し たコ ロ ニ ー を 1 個 ず つ マ イ ク ロ プレ ー ト に 移
し， さ ら に培養 し た。 植物体 を 再 生さ せ る ため， 増殖 し
たカ ル スを 再分化 情地 ( 1/2 MS， 1 mg/ l BA， 3 % マ ル
ト ース， 0 . 8% ゲ ル ラ イ ト ， pH 5 . 8) に移 し た。 培養 中 の
エスケープを 防 ぐ ため， 抗 生物質 に よ る 選抜 圧を か け続
け， 植物体 を 得 た ( 図 一2) 。

W 形質転換体の確認、

1 導入遺伝子の検出

PCR 法 と PCR 法 に よ り 増幅 し た迫 伝子 を用 い たササ 守
ン ハイ プ リ ダイ ゼー ショ ン (PCR ーサ ザ ン 法) に よ っ て ，

図-2 再生し たベン ト グラス の植物体 (1;1fm， 原図)

導 入遺伝子のべ ン ト グ ラ スの ゲ ノ ムへの組込み を確認 し
た(図ー3) 。 植物体の 生薬1�3 g か ら CTAB 法 に よ り ゲ
ノ ムDNA を抽出し ， プラ イ マ ー ( お の お の 20�25権基)
と と も に PCR 装 置 ( ア テ ッ ク ス製 PC-700) で 反応さ せ
た。 反応条件は デ ィ ネ ー チ ャ - 950Cで l 分， ア ニ ー リン
グ 550Cで 0. 5 分， エク ステ ン ショ ン 720Cで 2 分， 30サ イ
ク ル と し た。 さ ら に ， Dig oxig e nin標識法 を 用 い て ザザ ン

ハイ プ リ ダイ ゼー ショ ン を 行 っ た。 npt I I を 対象 と し て
は ， D ot bl ot  ass ayに よ っ て 酵素活性の検出も 行 っ た。
そ の結果， C1)必4( α) ， npt I I の いずれの 造 伝子 の 導 入も
1確認さ れ た。 ま た， npt II で は酵素活性 に よ り 発現 も 確
認 さ れ た。

2 生物検定

C1)必4( α) の 発現 を 確認 す る ため， 芝草 に 甚大 な 被害
(図 4) を及ぽす シパ ット ガや スジ キ リ ヨト ウ の 幼虫 を 用
い て 生物検 定を 実施 し た。 し か し ， こ れ ま での と こ ろ 実
用 的な抵抗性 を 示す植物体 は 得 ら れ て い な い。

芝 草 で の 生物 検 定に 先 立 ち， 大 腸 菌 で 発 現 さ せ た
cryIA (a) の タ ンノマク を 用 い て スジ キ リ ヨト ウ ， シパ ット
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図 - 3 PCR サ ザ ン 法 に よ る 再生 し た ベ ン ト グ ラ ス の柏

物体か ら の Bt 遺伝子 (cηlA (a) ) の検出 (深見，

原図)

図 4 シ パ ッ ト ガ に よ る ベ ン ト グ ラ ス の被害(藤家， 原図)

ガ お よ びカ イ コ ガ を対象 に 生物検定 を行っ た。 cryIA (a)

の タ ン パ ク は い ずれの種に も 有意 な殺虫性 を 示 し た 。 し

か し ， カ イ コ ガ に対す る 殺虫'性 は極 め て 高 か っ た に も か

かわ ら ず， 他の 2 種 に 対す る 殺虫性 は比較的低か っ た 。

B. thuringiensis var. lutrsfaki 由来の Bt 遺伝子 C1yIA

( c) は， 鱗麹 目 害虫 の幼虫に cryIA (α) よ り 高 い殺虫活性

を示す こ と が期待 さ れ る の で， そ の導入実験 も 行 っ て い

る 。 ま た ， 野生型の Bt 遺伝子 を直接情物体 に 導入 し た場

合， そ の発現率 は 低 い こ と が知 ら れ て い る (表-3) 。 そ こ

で， 殺虫性 を 高 め る た め の遺伝子改変 も 試み て い る 。

お わ り に

害虫抵抗性品種の有効利 用 は， 総合防除の基盤的な技

術であ る と 位置づけ ら れ る 。 あ ら ゆ る 防除技術の前提 と

し て 害虫抵抗性品種が用 い ら れ る べ き であ る が， 従来の

技術で は品種開発 は容易 で は な か っ た 。 し か し， DNA 組

換 え 技術に よ る 害虫抵抗性遺伝子の 導入 に よ り ， 品種開

発の可能性が大 き く 高 ま っ た 。 芝草管理 に お け る 害虫対

策 に お い て も ， 害虫抵抗性品穫が開発 さ れ る こ と に よ っ

表-3 Bt 泣伝子の発現率の比較 (PEllLAK ら ， 1991 を 改変)

遺伝子
筈虫抵抗性株率 (%)

タ ノ マ コ ト マ ト

crylA ( b ) 野性型

c1ylA ( b ) 部分改変

C1ylA ( b ) 全面改変

FhU
AHU
Fhd

 

nhU
Fhd

 

Fhv
q《υ
nku

nJhu
phU
Fhd

 

1 )  tobacco hornworm の幼虫で検定 し た 。

て 生物的 ・ 物理的 ・ 生態的防除技術 を よ り 容易 に適用 す

る こ と がで き る よ う に な る 。

し か し ， 問題点 も あ る 。 導 入 用 の害虫抵抗性関連の遺

伝子 と し て 使 え る の は， 今 の と こ ろ Bt 遺伝子の ほ か に

は昆虫の消化酵素の阻害物質遺伝子 ぐ ら い し か な い 。 Bt

遺伝子 も Bacillus thu1ingiensis の 系 統 に よ っ て 殺虫活

性 に 違 い があ る だ け で な く ， 導入す る 植物の種類に よ っ

て発現の効率 に 違 い があ る よ う で あ る 。 今後 こ れ ら の点

に対応す る た め， 遺伝子の改変や芝草での発現 を よ く す

る た め のベ ク タ ー の改良 を行わ な け れ ば な ら な い 。 さ ら

に， 遺伝子組換 え芝草 を 品種 と し て 実用化す る に は ， 科

学技術庁や農林水産省の ガ イ ド ラ イ ン に し た が っ た安全

性評価試験や栽培試験 を 実施す る 必要があ る 。 防除方法

の多様化 は総合防除の 実践 に お い て不可欠であ る 。 各種

の防除技術の 開発が望 ま れ る が， そ の基盤技術 と し て害

虫抵抗性品種の開発技術 を早急に確立 し た い と 考 え て い

る 。

引 用 文 献
1 )  ASANO， Y .  et a l .  ( 1 994) : Plant Cel l ，  Tissue and Organ 

Culture 39 : 1 0 1 �103 
2) 浅野義人 ( 1 995) 芝草研究 24 : 64�76 
3) BARTON K. A 巴t al .  ( 1 987) : Plant Physiol. 85 : 1 103 

� 1 l 09 
4) DELANNAY， X. et a l .  ( 1 989) : Bio/Technology 7 :  6 1  

�64 
5) FISCIIOFI‘ D.  A .  et al .  ( 1 987) : ibid. 5 :  807�81 3  
6) 隣家 梓 ( 1 985) 植物防疫 39 : 449�454 
7) FUJlMOTO et al .  ( 1 993) : Bio/Technology 1 1 : 1 151 

� 1 1 55 
8) HARHIAN， C. 1-1. et al .  ( 1 994) : ibid. 1 2 : 9 19�923 
9) 伊東町j之 ら ( 1992) 育雑 4 2 (別 2) : 6�7 

10) --- ( 1 993) 芝 草 学 会 春 季 大 会 講 演 要 旨 p
72�73 

1 1 ) 一一一一 ( 1 995) 芝草研究 23 : 1 28�1 33 
12) 大槻義H自 ら ( 1988) 育雑 38 (別 l ) : 78�79 
1 3) PERLAK， F. ] .  et al. ( 1 990) : Bio/Technology 8 :  939 

�943. 
1 4 )  PERLAK， F. ] .  et al. ( ]99] ) : Proc. Natl. Acad. Sci 

USA 88 : 3324�3328 
15) SI'ANGEN ßERG， G. et al .  ( 1994) : Plant Science 97 : 83 

�94 
16) V A ECI<， M. et al. ( 1 987) : Nature 328 : 33�37 
17) WA問， Z. et al .  ( 1992) : Bio/Technology 10 : 691 

�696 

一一一 1 3一一一



186 植 物 防 疫 第50巻 第5号(1996年)

ウ イ ル ス 抵 抗 性 植 物 の 作 出
おお

サ ン ト リ ー株式会社基礎研究所植物工学 ・ 育種グ ルー プ 大

は じ め に

植物の ウ イ ルス病 は ， 世界中 で農作物 に深刻な被害 を

与 え て い る 。 し か し， ウ イ ルス に直接作用 し て ， ウ イ ル

ス病 を 防除す る 有効な薬剤 は ま だ開発途上であ る 。 交配

育種 に よ り ウ イ lレス抵抗性 を付与す る こ と が可能 な場合

も あ る が， す べて の ウ イ ルス に 対 し て 抵抗性の育種母本

が存在す る わけで は な し ま た ， 交配育種では ウ イ ルス

抵抗性の み を付与す る こ と は不可能で， そ れ以外の不必

要 な形質 も 同時 に 導入 さ れ， さ ら に育種年数がかか る と

い っ た 問題点があ っ た 。 そ こ で他の有用 な形質 を変化 さ

せ ず に ， ウ イ ルス抵抗性 の み を短期間 に 付与す る 方法の

開発が待た れて い た 。

こ の よ う な状況 の 中 で， 1970 年代 に 開発 さ れた組換 え

DNA 技術 に よ り 遺伝子の単離が可能 と な り ， RNA ウ イ

ルスの cDNA を 逆転写 に よ り ク ロ ー ン 化 す る 技術 も 確

山
平

かず

和
腕
幸

立 さ れた 。 一方， 多 く の植物組織 は 分化全能性 を 持 っ て

お り ， Agrobacterì・úm tumefaciens の Ti プ ラ ス ミ ド を利

用 し た ベ ク タ ー系等遺伝子導入技術 の 開発 に よ り 多数 の

植物で形質転換が可能 と な っ た 。 こ れ ら の技術 を組み合

わせ， ウ イ ルス由来の遺伝子 を植物 に 導入 す る こ と に よ

り ， 多 く の植物で様々 な ウ イ ルス に対す る 抵抗性が付与

さ れて お り ， 実用化 に 耐 え る レベルの も の も 作出 さ れて

い る 。

こ こ で は ， 筆者 ら が行 っ た キ ュ ウ リ モ ザ イ ク ウ イ ルス

(CM V ) 抵抗性サ フ ィ ニ ア の作 出 を 中心 に ， そ の手法 に

つ い て も 紹介す る 。

I ウ イ ル ス抵抗性植物の作 出 方 法

ウ イ ル ス 抵抗性 を 付与す る 方法 は ， 現在 ま で に 多種多

様な方法が開発 さ れて い る (表一1 ) 。 そ の う ち ， ま ず， ウ

イ ル ス 由 来遺伝子 を 用 い る 方法 に つ い て 簡単 に 説 明 す

表 - 1 ウ イ ル ス 抵抗性 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作出例

供与遺伝子 適用 ウ イ ル ス 参考文献.，

ウ イ ル ス 由来遺伝子

CP TMV. CMV 等 POWELL -ABEL et al. (1988) 

複製酵素 TMV. CMV 等 ANDERSON et al. ( 1992) 

細胞間移行 タ ンパ ク 質 TMV 等 LA PlDOT et al. ( 1993) 

プロ テ ア ー ゼ TVMV MAITI et al. ( 1993) 

サ テ ラ イ ト RNA CMV HARRISON et al. ( 1987) 

ウ イ ル ス 由来遺伝子以外

ヨ ウ シ ュ ヤ マ ゴ ボ ウ の抗 ウ イ ル ス タ PVX. PVY 等 LODGE et al. (1993) 
ンパ ク 質

S ア デノ シ ル ホ モ シ ス テ イ ン ハ イ TMV. CMV. PVY. PVX MASUTA et al. ( 1995 )  
ド ロ レ ー ス

GTP 結合 タ ン パ ク 質 TMV SANO et al. ( 1994) 

N 遺伝子 TMV DINESWKuMAR et al . ( 1995 )  

dsRN ase (PacI) TMV. CMV. PVY 4サ 1 1 ( 1994) 

抗体 AMCV TAVLADORAKI et al. (1993) 

2' -3' ol igo adenyl at e sy nth ase PVX TRUVE et al. ( 1993) 

• a) : 参考文献 は多数な数が存在す る の で代表的な も の の み を掲載 し た 。
略号 : TVMV : to bacco v ein mottl ing v iru s ; PVY : ジ ャ ガ イ モ Y ウ イ ル ス ; PVX : ジ ャ ガ
イ モ X ウ イ ル ス 。 他 は本文参照。

Pro du ct io n of Viru s-Resist ant Pl ant s. By Kazuyuk i OHIRA 
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る 。
1 ウ イ ルス由来の遺伝子 を用 い る 方法

ウ イ ル ス ゲ ノ ム の一部分 を 導入す る こ と に よ り ， そ の
ウ イ ル ス に対す る 抵抗性の植物が得 ら れ る 場合が多数報
告 さ れて い る 。 こ の現象 は病原体由来抵抗性 (pathogen­
d巴rived resistance : PDR) と 呼ばれて い る (LOMONOSOFF，
1 995) 。

( 1 )  外被タ ン パ ク 質 (CP) 導入 に よ る ウ イ /レ ス 抵抗
'性

PDR の最初の報告 は， 当 時 ワ シ ン ト ン 大学の BEACI IY
(現 Scripps Research 研究所) ら に よ る タ ノ て コ モ ザイ ク
ウ イ ル ス (TMV) の CP 遺伝 子 導 入 に よ り 得 ら れ た
(POWELL-A日EL et a l . ，  1 986) 。 そ れ以来， 多数の ウ イ Jレ ス
CP 導入 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物が作 ら れ， そ の普遍的
有効性が証明 さ れて い る (FrrCI IEN and BEACI I Y ，  1 993) 。
最初に 開発 さ れた 言 わ ば古典的な 方法では あ る が， ほ と
ん ど完全な抵抗性 を示す こ と か ら ， 現在で も 最 も 有効な
方法の一つ で あ り ， サ ン ト リ ー で作出 し た ウ イ jレ ス 抵抗
性サ フ ィ ニ ア も こ の方法 を採用 し て い る 。

( 2  ) 複製酵素遺伝子 を 用 い る 方法
ウ イ ル ス の複製酵素遺伝子の導入 に よ っ て も ， PDR が

得 ら れ る こ と が示 さ れて い る 。 こ の場合 も TMV に よ り
最 初 に 証 明 さ れ た。 こ の 方 法 は tobra -， cucumo 一，
potex-， tombus お よ び potyvlruses に つ い て も 有効で
あ る こ と が示 さ れ て い る (CARR and ZAITLlN， 1993) 。

( 3 ) そ の他の遺伝子 を 用 い る 方法
ウ イ Jレ ス ゲ ノ ム の他の部分 も ， ウ イ ル ス 抵抗性 を付与

で き る こ と が示 さ れて い る 。 そ の よ う な部分 と し て は，
potyvirus の Nla プ ロ テ ア ー ゼ (MAITI et al . ，  1 993) ， 介
助遺伝子 (helper component， VARIlI et al . ，  1993) ， 
tobamo-， bromo-， potexviruses の細胞間移行 に 関与す
る タ ンパ ク 質 ( BECK et al . ，  1994 ; LAI什1l0T et al . ，  1993 ; 
MALYSHENKO et al . ，  1 993) ， tymovirus の 3'ーnoncocling
region (ZAむむOMER et a l . ，  1 993) が報告 さ れて い る 。 サ テ
ラ イ ト RNA， 弱毒 ウ イ ル ス の 全 ゲ ノ ム 導入 に よ っ て も
ウ イ ルス 抵抗性が得 ら れて い る ( I-IARllISON et al . ，  1 987 ; 
YA�IAYA et al. ，  1988) 。 こ れ ら の こ と か ら ， ウ イ ル ス 遺伝
子の どの部分 も PDR の可能性 を 秘め て い る と 考 え ら れ
る (LOMONOSOFF， 1995) 。

ま た ， タ ン パ ク 質 の 発現 を 伴わ な い RNA-mediatecl
reslstance も 最近注 目 さ れて い る (LINIlIJO ancl DOUGIIERTY， 
1992) 。

こ の よ う に ， PDR に つ い て は ウ イ ル ス ゲ ノ ム の各部分
ま た は全部 を 用 い る 方法が開発 さ れて い る が， 現在， 最
も 実用化に近い方法は依然 と し て CP を 用 い る 方法であ

る 。 こ こ で は， 筆者 ら が 1 989 年か ら 東京大学植物病理学
研究室 と 共同 で開発 し た ウ イ ル ス 抵抗性サ フ ィ ニ ア に つ
い て 安全性試験の結果 も 含 め て紹介す る 。

H ウ イ ル ス抵抗性サ フ ィ ニ ア の作出

サ ン ト リ ー株式会社， 京成パ ラ 園芸株式会社の共同開
発 し たペ チ ュ ニ ア の新品種サ フ ィ ニ ア は病気に 強 く ， 開
花期が長 く ， 多数の花 を つ け る と い う 特徴 を 持 っ て い る 。
し か し ， CMV に 感 染 し や す い と い う 問 題 が あ っ た 。
CMV 抵抗性 を交配育積に よ り 導 入 す る こ と は 困難 で あ
っ た の で， CP を 利 用 し て CMV 抵抗性サ フ ィ ニ ア を 作
出す る こ と に し た 。 純化 CMV-Y 粒子 よ り ゲ ノ ム RNA
を調製 し ， cDNA を 常 法 に よ り ク ロ ー ニ ン グ し た 。 そ の
う ち ， CP の コ ー ド 領域 を Ti プ ラ ス ミ ド 由来 の バ イ ナ リ
ー ベ ク タ ー pBI 121 の βー グ ル ク ロ ニ ダ ー ゼ (GUS) 逃伝
子 と 置換 し た プ ラ ス ミ ド pBI 1 2 1  CMV -Y を 構築 し た 。
こ の プ ラ ス ミ ド を 三親交雑 に よ り A. lumefaciens に 移
し ， 葉共存培養法に よ り サ フ ィ ニ ア の一品種， パー プノレ
を形質転換 し た 。 得 ら れた カ ナ マ イ シ ン (300 mg/ l ) 抵
抗性 カ Jレ ス か ら 通常 の組織培養の方法 ( タ バ コ と 同 じ 方
法) を 用 い て再分化， 発根， 馴 化 さ せ， 完全な植物個体
を得た。 得 ら れた植物体 に は， す べ て 遺伝子が導入 さ れ
て い る こ と がサ ザ ン解析 に よ り 雌認 さ れた。 そ の う ち ，
CP の発現量が最 も 多 か っ た ク ロ ー ン MCB 2 を 用 い て
CMV-Y に対す る 抵抗性 を検討 し た 。 元株お よ び MCB 2
の植物体 を 挿 し 芽 に よ り 増殖 し ， 各接種濃度 に つ い て 1 0
個体 を 用 い て ， 0 . 8， 4 ，  2 0  mg/ l の濃度で接種試験 を 行 っ
た。 そ の結果， MCB 2 は機械的な接種 に 対 し ， 0 . 8， 4 mg/ 
J の接種濃度で は ま っ た く 発病が認 め ら れ な か っ た 。 こ
れ に 対 し ， 無処理 の 元株 は 各接種濃度 に お い て 60%�
70%の感染性 を 示 し た 。 ま た ， 20 mg/ l の 高波度接種 に お
い て も 元株 は 100%発病 し た が， 組換 え 体 は 70% の みが
病微 を示 し た 。 さ ら に ， 組換 え体で は感染 し た 植物個体

コ ン ト ロ ー ル 形笈転換 サ フ J ニ ア

図 ー 1 CMV 抵抗性サ フ ィ ニ ア

接種後 3 週間 目 。 左が元株， 右が形質転換体
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に お い て も 病徴の軽減が認 め ら れた (大平 ら ， 1991)。 こ

れ ら の こ と か ら CM V -Y CP 発現サ フ ィ ニ ア は CM V -Y

に対 し て 抵抗性で あ る こ と が明 ら か と な っ た (図 1)。

皿 安 全 性 評 価

こ の よ う に し て CM V 抵抗性 サ フ ィ ニ ア が 得 ら れ た

が， 一般の植物 と 同様 に 扱 う た め に は 科学技術庁の指針

に基づ く 閉鎖系， 非閉鎖系試験， 農林水産省 の 指 針 に 基

表 - 2 組 換えペ チ ュ ニ ア の安全性評価 に お け る 調査項 目 と 結果の概要

調査項 目
閉鎖系 非閉鎖 模 擬 的

調査方法 結果 の概要
実 験 系実験 環境利 用

1 . 分類学上の位置 と 由来 文献調査 南米大陵お よ びア メ リ カ 南部原産， 日 本 に

は同属の野生種 は な い。

2. 繁殖様式
風媒 に よ る 交雑率 O O 強制l送風に よ り ， 花粉の飛散性お よ び 花粉の飛散 は ほ と ん ど な く ， 風媒 に よ

風媒に よ る 結実性 を調べた。 る 結実 は 観測 さ れ な い 。
虫媒に よ る 交雑率 O O 温室 内 での蜜蜂 に よ る 交雑 と 隔離図場 模擬的環境利 用 での虫媒 に よ る 結実が

での 自 然交雑 を調べた。 認め ら れた が宿主植物 と の差異な し 。
訪花昆虫相の調査 O 隔離園場のベ チ ュ ニ ア を訪花 し た 昆虫 11 種 19 個体 を観察 。

類の観察 を 行 っ た。
和合性， 結実性 O 人工 交配に よ る 結実性や結実果実中 の 弱 い 自 家不和合性で， 宿主植物 と 差異

種子 数お よ び発芽率 を調べた。 な し。
花粉の稔性 O 開花当日 採取 し た 花粉を ア セ ト カ ー ミ 宿 主 植物 と 差 異 な し (稔 性 は 90 % 程

ン染色 し， 稔性 を調査 し た 。 約長お よ 度) 。
ぴ約幅 を測定 し た 。

花粉寿命の調査 O 保管 し た 花粉の寿命 を 人工受粉 に よ り 宿主植物 と 差異 な し (2日 間 は完存) 。
調査 し た 。

種子 発芽率の調査 O 結実種子 の 発芽率 を MS 平板培地上 播種後 1 週間 で平均 95 % の 発芽率。 宿
で調査 し た 。 主植物 と 差異な し。

3 . 生育状況 O O O 栽培を通 し て ， 生育速度， 草丈， 花付 宿主植物 と 差異 な し。
き 等 の調査 を行 っ た 。

越冬性の調査 O 冬期間 に お け る 植物の生育状況 を観察 冬期間 は生育で き ず越冬性の可能性 は

し た 。 低い。 宿主植物 と 差異 な し。
4 . 有毒物質産 生性

植物体内成分 O 植物 を磨砕後抽出 し， 高速液体 ク ロ マ 宿主植物 と 差異 な し。
ト グ ラフ ィ ー に よ り 分析 し た 。

揮発性成分 O 植物体 を水蒸気蒸留 し， エ ー テ ル抽出 宿主植物 と 差異 な し。
後の精油成分 を ガ ス ク ロ マ ト グ ラ ブ イ

ー に よ り 分析 し た 。
根か ら の浸出物 O O 水耕栽培後 の 栽培液 を エ ー テ ル 抽 出 宿主植物 と 差異 な し。 栽培液 は レ タ ス

し， HPLC に よ り 分析 し た 。 ま た ， 栽 の発芽 ・ 生育に 影響 な し。
培液 を 用 い て レ タ ス の発芽試験 と 生育

試験 を行っ た。
植物体の土壌混入 O 乾燥 し た 植物体 を 粉砕後土壌 に 混和 2 %鍬込みで弱 い 生育阻害が認め ら れ
試験 し， キ ュ ウ リ の種の生育 を観察 し た 。 る が宿主植物 と 差異 な し。

5 . ア グ ロ ノ T ク テ リ ウ ム O 組換え植物体 を磨砕 い 希釈平板法 に ア グ ロ パ ク テ リ ウ ム の残存 は 認め ら れ
の残存性 よ り ア グ ロ パ ク テ リ ウ ム の検出 を行 っ な い。

た 。
6 土壌微生物相 O O 植物栽培土壌中の微生物相 を希釈平板 宿主植物 と 差異 な し。

法 に よ り 調べた。
7 . 周辺植物相 O 隔離園場周辺の植物相 に つ い て調査 し ペ チ ュ ニ ア 属 と 交雑可能 な 植物 は な

た。 � ，。
8 . ウ イ ノレ ス 抵抗性 O O O CMV ウ イ ル ス の接種実験 を行い， 病 閉鎖系 お よ び非閉鎖系実験では抵抗性

徴 を 観察 し た 。 あ り 。
9 . 外被 タ ンパ ク 質検出 O E LIS A 法 に よ り ， 葉での CMV 外被 タ 組 換えペ チ ュ ニ ア か ら は検出。

ン パ ク 質の発現量 を調べた。
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づ く 隔離圃場， 一般園場栽培試験が必要 と さ れ る 。 そ こ

で ま ず， 閉鎖系実験室， 非閉鎖系温室 に おけ る 安全性試

験を行 っ た 。 試験項 目 は表ー2 の と お り であ る 。 そ の結果，

ウ イ ルス抵抗性 を 除 く す べ て の項 目 に つ い て 元株 と 差 は

認め ら れな か っ た 。 そ こ で さ ら に ， 農林水産省の農業環

境技術研究所の 隔離圃場 に お い て ， 1993 年 5 月 か ら 1994

年 3 月 に か げ で 栽培試験 を行 っ た (農業環境技術研究所，

農林水産先端技術産業振興セ ン タ ー (STAFF)， サ ン ト

リ ー株式会社， 東京大学 と の共同研究)。 そ の結果， 組換

え植物 と 元株 と で栽培性， 越冬性， 微生物相等 に つ い て

有意な差は認め ら れな か っ た (表 丸 山 田 ・ 大平， 1994)。

こ れ ら の結果か ら ， 安全性 に 問題は認め ら れな か っ た た

め一般圃場 に おけ る 栽培試験 を 行 っ た 。 一般国場 と し て

は サ ン ト リ ー研究セ ン タ ー の一角 を 用 い た 。 そ の結果，

栽培性 に は 特 に 問題は認め ら れ な か っ た 。

以上の 結果か ら ， ウ イ ルス抵抗性 ト ラ ンスジ ェ ニ ッ ク

サ フ ィ ニ ア は指針上 は一般消費者 に販売可能 と な っ て い

る 。 し か し ， 社会的受容性， 特許， 消費者 メ リ ッ 卜 が小

さ い こ と 等 の問題が あ り ， 販売に は 至 っ て い な い。 社会

的受容性 に つ い て は， 本年秋 に 組換 え ナ タ ネ ， ダイ ズ，

ト ウ モ ロ コ シ が輸入， 販売 さ れ る 見通 し であ り ， こ れ ら

の組換 え体が一般消費者 に 受け入れ ら れれ ば状況が変化

す る 可能性 も あ り う る 。

IV PDR 以外の ウ イ ルス抵抗性トランス

ジ ェ ニック植物の作 出 方法

CP を は じ め と す る PDR を 用 い る 方法 は 上述 の よ う

に有効で は あ る が， 以下の点か ら 環境 に与 え る 影響が危

倶 さ れて い る 。 す な わ ち ， ( 1 )導入遺伝子 と 感染 ウ イ ル

ス 聞 で の RNA- RNA 組換 え に よ る 新規 ウ イ ルス の 出

現， ( 2 )導入 CP に よ る 感染 ウ イ ルス RNA のパ ッ ケ ー

ジ ン グ (h e tero e nca psida tio n) に よ る 伝搬経路の 変化，

( 3 )サ テ ラ イ ト RNA を 利 用 し た 場 合 の ， サ テ ラ イ ト

RNA の 急 速 な 拡 散 等 の 可 能 性， が 指 摘 さ れ て い る

(TE PFER， 1993)。 こ れ に 対 し て ， ウ イ ルス遺伝子 を利用 し

な い以下の 方法 は そ う い っ た 不安がな い た め社会的 に は

受け入れ ら れや す い と い う メ リ ッ ト を持つ (表- 1)。

1 植物 由来遺伝子 を用 い る 方法

植物由来の遺伝子 を 用 い る 方法 と し て は， ヨ ウ シ ュ ヤ

マ ゴ ボ ウ の抗 ウ イ ルス タ ンパ ク 質 (LODGE e t  al. ，  1993)， 

タ バ コ の s ア デ ノ シ ル ホ モ シス テ イ ン ハ イ ド ロ レ ー ス

(SAHH ; MASUTA e t  a l.， 1995)を発現 さ せ る こ と に よ り ，

多種の ウ イ ルス に 対す る 抵抗性 を付与で き る こ と が報告

さ れて い る 。

ま た ， イ ネ の Ras 関連 タ ンパ ク 質であ る GTP-結合 タ

ンパ ク 質 (SANO e t  a l. ，  1994) を 過剰発現 さ せ る こ と に よ

り TM V に対す る 抵抗性が高 ま る こ と が示 さ れ て い る 。

さ ら に 最近で は ， 植物 自体の持つ抵抗性遺伝子の利用

も 報告 さ れて い る 。 DINESH-KuMAR e t  a l. ( 1995) は タ バ

コ の N 遺伝子 を タ バ コ SR 1 に 導入 す る こ と に よ り ， N

遺伝子 を 持 つ タ バ コ と 同 様 の 抵抗性 を 示 す こ と を 示 し

た 。 こ の遺伝子 は細菌 に 抵抗性 を 示 す RPS2 (MINDRINOS 

e t  a l.， 1994)， カ ビ に抵抗性 を 示 す L6 (LAWRENCE e t  a l. ，  

1995) と 相同'性 を持 っ て い る こ と か ら ， ウ イ ルス， カ ビ，

細菌に対す る 抵抗性の メ カ ニ ズ ム に 共通 ま た は類似の シ

グナ ル伝達経路が関与す る 可能性が考 え ら れ， 興味深い 。

2 酵母 由来遺伝子 を用 い る 方法

小川 ( 1994)は， 分裂酵母 (Schizosaccharomyces ρombe) 

の 二本鎖 RNA を 特異 的 に 分解 す る 酵素 (dsRNas e :

pacI)を発現 さ せ る こ と に よ り ， TM V ，  CM V ，  P V Y の

発病が遅延す る こ と を 示 し た 。

3 動物 由来遺伝子 を用 い る 方法

TAVLADORAKI e t  a l. ( 1993)は ， ar tichok e mo ttled cri nk le 

vir us (AMC V ) の CP に 対す る モ ノ ク ロ ー ナ ル抗体の 可

変領域 と 保存領域 を ， 一 つ の ペ プチ ド に連結 し た 抗体 を

導入 し た植物が AMC V に 対 し て 抵抗性 に な る こ と を 報

告 し た 。 こ の場合， 抗原決定部位の 選定が重要 で あ る こ

と が示唆 さ れて い る 。

TRUVE e t  a l. ( 1993) は ラ ッ ト の 2'-5'o ligoade n yla te 

s ynth e tas e (動物の イ ン タ ー フ エ ロ ン に よ る 抗 ウ イ ルス

作用 を 引 き 起 こ す酵素) をジ ャ ガ イ モ に 導入 す る こ と に

よ り ， ウ イ ルス濃度が CP 導入個体 よ り も 減少す る こ と

を報告 し て い る 。

お わ り に

こ の よ う に ， CP を 利 用 し た ウ イ ルス抵抗性植物が作

出 さ れて ， お よ そ 10 年の 聞 に ウ イ ルス抵抗性 を 付与す る

研究 は長足の進歩 を 遂 げて き た 。 ウ イ ルス抵抗性植物の

作出 は， 植物ノ f イ オ テ ク ノ ロ ジー に おけ る 成功例のー っ

と な っ て い る 。

し か し ， 様々 な手法が開発 さ れ て き た に も かかわ ら ず

すべて の ウ イ ルス に 実用 レベル の抵抗性 を 付与す る よ う

な方法 は ま だ開発 さ れて い な い。 感染す る すべ て の ウ イ

ルスに 実用 レベルの抵抗性 を 付与 し なけ れ ば， 消費者サ

イ ド か ら み て ウ イ ルス抵抗性 と は い え な い と 思わ れ る 。

多種の ウ イ ルス に ， 抵抗性 を 付与す る 方法 を探索す る

た め に は植物 ウ イ ルスの研究の み な ら ず， 宿主植物， 動

物， 酵母 に おけ る 抵抗性の メ カ ニ ズ ム が解明 さ れ る こ と

が重要であ ろ う 。 PDR は一般 に 特異性が高 い が， 宿主植

物あ る い は動物， 酵母の遺伝子 を 利用 す る 方法の 中 に は
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上述の よ う に 多種の ウ イ ル ス に効果の あ る 方法が多 い。

ま た ， 先述の タ バ コ N 遺伝子 は細菌， カ ピ抵抗性遺伝子

と 相向性 を持つ こ と が見 い だ さ れて い る (LAWRENCE et 

al. ， 1995) 。 も し類似の機構 に よ っ て ウ イ ル ス ， 細菌， カ

ピ に対す る 抵抗性が発現す る と す れ ば， 異 な る 種類の病

気 に対 し て も 抵抗性 を 付与で き る 可能性が出 て く る 。

ま た ， 多種の病気に対す る 抵抗性 を付与す る も う 一つ

の 方法 と し て ， 昨年， 海老沼 ら (1995) に よ り 報告 さ れ

た マ ー カ ー 遺伝子除去の 方法が利 用 で き る か も し れ な

い。 こ の 方法 を 用 い れ ば形質転換後， マ ー カ ー を 除去す

る こ と に よ り 何度で も 同 じ マ ー カ ー を 用 い て形質転換で

き る こ と か ら ， 対象植物 に感染す る す べ て の ウ イ ル ス の

CP を導入す る こ と も 理論的 に は可能であ る 。

最近宿主生物由来の抵抗性遺伝子が次々 と ク ロ ー ン化

さ れて き た 。 ま た ， 上述の よ う な新 た な形質転換系， 効

率の良 い再分化系 な どが開発 さ れつ つ あ る 。 植物の遺伝

子操作 は近い将来， 革命的な新品種 を 生 み 出 す と 予想 さ

れ る 。

CMV 抵抗性サ フ ィ ニ ア の作出 に 当 た っ て は， 社内外

の多数の方々 に お世話 に な っ た 。 ウ イ ル ス の精製， cDNA

ク ロ ー ニ ン グ， ウ イ ル ス 接種試験 に 当 た っ て は東京大学

農学部植物病理学研究室土崎常男前教授， 難波成任助手

( 当 時， 現東京大学農学部教授) ， 模擬的環境利用 に お け

る 安全性試験 に お い て は農業環境技術研究所岡 田 斉 環

境研究官 ( 当 時) ， 同原因二郎植生管理科長 ( 当 時) ， 同

松村 雄 昆虫分類研究室長， STAFF 山 田 実 部長， サ ン

ト リ ー基礎研究所芦刈俊彦主席研究員 ら に 大変お世話 に

な っ た 。 こ こ に 記 し て 深 く 感謝す る 次第であ る 。
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抗菌性ペプチ ド を 利用 し た 細菌病抵抗性植物の作 出

おおし ま ま さ ひ ろ おおは し ゅ う こ

農林水産省農業生物資源研究所 大島 正弘 ・ 大橋 祐子

は じ め に

ノ Tイ テ ク 技術 に よ っ て 植物 を 病害か ら 守 る た め様々 な

試みが行わ れて い る 。 そ の 中 で害虫， 糸状菌， ウ イ ル ス

に つ い て は他の筆者が解説す る よ う な 方法論の有効性が

認識 さ れ， 実用化 に 向 け て研究が進め ら れて い る と こ ろ

であ る 。 一方， バ ク テ リ ア に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 病害

に つ い て は 農業上重要 な問題であ る に も かかわ ら ず， こ

れ を 防除す る の は容易 で は な く ， 通常 は羅病株 を 抜 き 取

っ て焼 き 捨て る か抗生物質等 の薬剤の使用 し か な い の が

現状であ る 。 ま た 従来の育種手 法 に よ っ て抵抗性品種 を

作出す る こ と も ， 適 当 な 交配母本 を選択す る こ と が難 し

し コ 。

筆者 ら は遺伝子組換 え の手法 を 用 い て ， 細菌病 に 抵抗

性の植物 を作出 す る こ と がで き な い か と 考 え ， 研究 を行

っ て い る 。 そ の戦略 と し て ， 異種の生物か ら 殺菌活性 を

持 っ た タ ンパ ク 質の遺伝子 を 取 り 出 し ， こ れ を植物 に 導

入す る こ と に よ っ て 植物 自体が細菌 を侵入の ご く 早い段

階で殺 し て し ま う よ う な能力 を も つ こ と がで き れば， そ

れ に よ っ て細菌病抵抗性 を 付与す る こ と がで き る の で は

な い か と 考 え た 。 こ の よ う な殺菌活性 を 持 っ た タ ンパ ク

質 は こ れ ま で に 各種の昆虫 を は じ め ， 晴乳類 ま で多 く の

生物か ら 見 い だ さ れ て お り (LEE et al. ，  1989 ; KIMBEL， 

1991)  ， か な り 普遍的な存在であ る と 考 え ら れ る 。 中 で も

昆虫 は， 免疫系 を持た な い代わ り に ， 自 己防御の た め の

様々 な メ カ ニ ズ ム を 発達 さ せ て い る と 考 え ら れて お り ，

実際， 様々 な種類か ら 様々 な性質 を持 つ抗菌活性 タ ンパ

ク 質が発見 さ れて い て ， 未開封の宝箱 と い え る 。 抗菌活

性 タ ンパ ク 質遺伝子 を ， 遺伝子組換 え に よ っ て モ デル植

物 に 導入 し た例 と し て は， 既 に ア メ リ カ ス タ ン フ ォ ー ド

大学の グルー プが発表 し た ヤ マ マ ユ ガの一種か ら 得た抗

菌性ペ プチ ド を利用 し ， 青枯病抵抗'性の タ バ コ を作出 し

た研究が知 ら れて い る (JAYNES et al . ，  1993) 。 し か し ，

こ れ は ま だ実用化の レ ベ ル に は達 し て お ら ず， 世界的 に

も 発展途上の技術で あ る 。 本稿で は ， 筆者 ら の行っ た ザ
ル コ ト キ シ ン IA を 用 い た ， 細菌病抵抗性の タ バ コ 作出

経過の概要 に つ い て 紹介 し た い。

Dev elopm ent of Disease Resist ant Pl ant by th e Using of 
Ant i-bact erial Pept ide. By Masah iro OHSHIMA and Yuko 
OHASHl 

I ザル コ ト キ シン IA 殺菌活性 タンパ

ク質 に つ い て

筆者 ら が殺菌性 タ ンパ ク 質の遺伝子素材 と し て 用 い た

の は， わ が国 に普遍的 に 生息 す る ハ エ の一種であ る セ ン

チ ニ ク パエ (Boetfcherisca ρeregrina) か ら 東京大学薬学

部の名取俊二教授 ら に よ っ て単離 さ れた ザル コ ト キ シ ン

IA であ る (OKADA and NATORl ， 1983 ; OKADA and NATORl ， 

1985) 。 こ れ は 図 l に 示 す よ う に ， 39 個 の ア ミ ノ 酸か ら

構成 さ れ る ご く 短い タ ン パ ク 質 な の で， 以下で は抗菌性

ペ プチ ド と 呼ぶ こ と と し た い。 既 に 三次元構造が決定 さ

れて お り ， そ れ に よ る と ， ザル コ ト キ シ ン IA は二つ の α

ヘ リ ッ ク ス 領域 を 持 ち ， ヘ リ ッ ク ス の 片側が親水性， 反

対側が疎水性 と い う 顕著な性質 を 持 っ て い る 。 こ の よ う

な性質 を 両親媒性 と い い ， 昆虫由来の殺菌性 タ ン パ ク 質

の一部 に 見 ら れ る 特徴的 な構造 で あ る 。 こ の タ ンパ ク 質

はバ ク テ リ ア の細胞膜 に イ オ ノ フ ォ ア と し て働 き ， 膜 に

穴 を 開 砂 る こ と で殺菌活性 を 示す と 考 え ら れて い る 。 そ

の た め ， こ の よ う な殺菌活性 タ ン パ ク 質 に対 し て ， バ ク

テ リ ア が耐性 を 獲得す る の は か な り 困難で あ る と 考 え ら

れ， こ れ を利用 す る こ と がで き れ ば有効な 技術 に な る こ

と が期待 さ れ る 。

こ の タ ンパ ク 質の遺伝子 を 植物 に 導入 す る の に先 だ っ

て ， こ れが植物の病原細菌 に も 有効であ る か否か を 検討

し た 結果 を表-1 に 示す 。 こ れ は ， 各種の植物病原細菌 に

対す る 殺菌活性 を 阻止円 法 で検定 し た も の で あ る 。 こ の

Me t - A s n - P h e - G J n - A s  n - l Ie  -Ph e - l I e  -Ph e - Va f - A I  a - L e  u - l I e - L e  u - A  I a - Va I 
Phe - A l a  - Gly - G l n - S  e r - G l n - A  Ia- G I Y - T r p -.Le u - L y  s ・ L y s - l I e ・ G l y ー L u s - L y s
I l e - G l u - A r g - V a 卜 G l y - G l n - H i s - T h r - A r g - A s p - A I  a - T h r - I I  e - G I  n - G l y - Le  u 
G l y - I I  e - A l a - G l n - G  I n - A I  a - A l a  - A s  n - V a l - A I  a - A l a  -T h r - A I  a - A r g -G  U 1I 

..- HELlX 2 ( 2 8 - 3 8 )  

• HELlX 1 ( 3 - 2 3 )  

N 

図 ー1 ザル コ ト キ シ ン IA の 一次構造 お よ び三次元構造

の模式図

ア ミ ノ酸配列の う ち ， 斜体で示 し た部分 は シ グ ナ ルペ
プチ ド で あ り ペ プチ ド 自 体の成熟 に 伴 っ て 除去 さ れ
る 。 ま た C 末 端 の グ リ シ ン も 除去 さ れ， ア ミ ド 化 さ れ

た ア ル ギニ ン が C 末 端 と な っ て い る 。 ( ) 内 の 数字
は N 末 端 の Met を 1 と し た と き の 数値。
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表 ー 1 ザル コ ト キ シ ン IA が有効な植物病原細菌の リ ス ト

Pseudomonas cichorii 

Pseudomonas syringe pv . tabaci 

Xanthomonω campestris pv. vitians 

Xanthomonas campestris pv . pruni 

Xanthomonas campestris pv . oryzae 

( レ タ ス 腐敗病菌)
( タバ コ 野火病菌)

( レ タ ス斑点細菌病菌)

( モ モ せ ん孔細菌病菌)

( イ ネ 白 菜枯病菌)
Xanthomonas campestris pv . citri カ ン キ ツ か い よ う 病菌)

Enuinia carotovora su bsp. caroto叩ra (ハ ク サ イ 軟腐病菌)
Escherichia coli (大腸菌)

ペ プチ ド は元来大腸菌 に増殖阻害作用 を持つ こ と がわ か

っ て い た が， 検定の結果， こ の リ ス ト に あ る 植物病原細

菌 に も 同程度 も し く は そ れ以上 に 有効であ る こ と がわ か

っ た 。 青枯病菌 (Pseudomonas solanacearum) に対 し て

は無効であ っ た が， こ の理由 に つ い て は今の と こ ろ 不明

であ る 。

次 の 実験 と し て ， こ のペ プチ ド の植物 に対す る 安全性

を確認 し た 。 タ バ コ お よ びイ ネ の培養細胞 に 添加 し た と

こ ろ ， 100 μg/m l と い う 高濃度 であ っ て， 細胞の外に存

在す る 時 に は， 植物細胞の増殖 に な ん ら 影響 を 及 ぽ さ な

い こ と がわ か り ， こ のペ プチ ド を 抵抗性植物作出 と い う

目 的で用 い る こ と が有効であ る と 予想 さ れた。

E 殺菌活性タンパク質の植物への噂入

本遺伝子 を 用 い て 細菌病抵抗性 の植物 を 作 出 す る た

め ， 実験植物 と し て タ バ コ を 用 い， 通常のバ イ ナ リ ーベ

ク タ 一法 を 用 い て 導入 し た 。 そ の 際， 予備的な実験か ら ，

植物の形質転換実験で よ く 用 い ら れ る カ リ フ ラ ワ ー モ ザ

イ ク ウ イ ル ス 358 遺伝子 (以下， 358 と 略す) の プ ロ モ

ー タ ー を 用 い た 実験では， ほ と ん ど抵抗性が認め ら れな

か っ た こ と か ら ， 発現量 を 高 め る こ と が非常 に 重要であ

ろ う と 判断 し， 当所で開発 し た 双子葉植物用高発現プロ

モ ー タ ー (光原 ら ， 1996) を 用 い て 改変 し た 。 こ の プ ロ

モ ー タ ー は， 358 プ ロ モ ー タ ー 内 の エ ンハ ン サ ー を 含 む

と 考 え ら れ る 領域 を 二つ タ ン デム に つ な ぎ， さ ら に タ バ

コ モ ザイ ク ウ イ ル ス ゲ ノ ム 上 の 非翻訳領域 に存在す る 翻

訳促進配列 (0 配列) を つ な い だ も の で あ り ， 元の プ ロ

モ ー タ ー の 発現特性 を 反映 し て ， 植物体の ほ と ん ど の組

織で恒常 的 に ， 元の 358 プ ロ モ ー タ ー に比べて 十倍以上

の高 い発現 を起 こ す こ と がで き る 。 図 2 に ， こ の よ う に

し て作製 し た キ メ ラ 遺伝子の構造 を 示 し た 。 こ の遺伝子

E皿358 I E且358 Ip358 I a 1-1 8ig I 8町cotoxin I Tnos I 

図 -2 タバ コ に 導入 さ れたザル コ ト キ シ ン IA 遺伝子の構造
E n 35 5 は 35 5 プ ロ モ ー タ ー の う ち ， エ ン ハ ン サ ー を 含 む と
考え ら れ る -419 か ら - 90 ま で， P 35 5 は コ ア プ ロ モ ー タ ー

( - 90 か ら ー l ま で) を示す。 Q は タバ コ モ ザ イ ク ウ イ ル ス の
翻訳促進領域， Tno s は Ti プラ ス ミ ド 上 のノ パ リ ン合成酵素
遺伝子 の タ ー ミ ネ ー タ ー配列で あ り ， 5ig は PR-IA 遺伝子 の
シ グ ナ ルペ プチ ド ， 5arcoto xin は成熟ペ プチ ド の配列 を示す。

皿 野火病菌の感染 に対す る 抵抗性の検定

野火病 は タ バ コ の細菌病の一つ であ り ， Pseudomonas 

砂ringae pv. tabaci に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 こ の細菌

は， 増殖す る 際 に タ プ ト キ シ ン と 呼ばれ る 特有の毒素 を

生産す る た め， 感染部位周 辺 に 黄色 の ハ ロ ー がで き る の

が特徴であ り ， 気象条件等 に よ っ て は激 し い ま ん延 を も

た ら す こ と があ り ， し ば し ば大 き な 問題 と な る 病害であ

る 。 し か し一方では， こ の病気の特徴 と し て 感染が擢病

部 に 留 ま り ， 肉眼的 に も 観察 し や す い こ と ， ま た す ぐ に

は全身感染 に よ る 供試株の枯死 を起 こ さ な い こ と か ら ，

抵抗性検定 に適 し た 細菌であ る と 考 え ら れた 。

こ の よ う な研究 で は 適切 な検定法の 開発が重要で あ る

の で， 農林水産 ジ ー ンパ ン ク 保存 の菌株か ら 適 当 な 株 を

選ぴ， さ ら に様々 な接種条件 を 検討 し た 。 そ の結果， 最

も 強い病原性 を 示 し た 株 を イ ン ジ ケ ー タ ー と し ， 鋭利 な

針 を 植 え 込 ん だ接種器具 を 用 い て ， 完全 に 展開 し た 葉 の

中 で最上位 に あ た る 葉 に 穴 を 開 げ， そ こ に 108 細胞Im l

の濃度 に 調整 し た 菌懸濁液 を接種す る こ と で安定的 に 病

徴 を 出せ る こ と がわ か っ た の で， 以後 こ の条件で抵抗性

の検定 を 実施 し た 。 こ の よ う な検定 を 多数の形質転換植

物 を対象 に計 4 回行い， 常 に 抵抗性 を 示 し た株 を 選抜 し

た 。 図-3 お よ び図 4 は そ の 結果の一部で あ り ， 接種後約

10 日 経 っ た 接種部位 で あ る 。 コ ン ト ロ ー ル の 植物 で は

図-3 の よ う に感染が進行 し， 明瞭なハ ロ ー が形成 さ れ る

が， 遺伝子導入植物 で は 図-4 に 示す よ う に ， 接種 に 用 い

た 針の傷跡が残 る の み で感染 は成立 し て い な い と 考 え ら

れ る 。 実際 の 実験で は ， こ の両者 の 中 間 の様々 な程度の

権病性/抵抗性 を 示す個体が認め ら れた 。 抵抗性 を 示 し た
株では ウ エ ス タ ン プ ロ ッ ト 分析 に よ り タ ンパ ク 質 レ ベ ル

でザル コ ト キ シ ン IA が発現 し て い る こ と を 確認 し て い

を タ バ コ に 導入 し ， ノ ー ザ ン プ ロ ッ テ ィ ン グ に よ っ て そ る 。

の発現が確認で き た楕物の 自 殖次世代 の植物群 を用意 し

て ， こ れ ら を対象 と し て細菌病抵抗d性の検定 を行っ た 。
W 軟腐病抵抗性の検定

先 に 野火病抵抗性 を 示 し た個体 に つ い て ， 別 の細菌病

であ る 軟腐病 に対す る 抵抗性の検定 を 行 っ た 。 こ の病気
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図 - 3 タ バ コ 野火病菌緩種約 10 日 後の接積部位

( コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た非形質転換値物)

は ハ ク サ イ ， キ ャ ベ ツ ， そ の 他種々 の 作物 の 病害 で，
Erwinia carotovora subsp. carotouora に よ っ て 引 き 起 こ
さ れ， 葉や葉柄な どが軟化 ・ 腐敗 し， 独特の悪臭 を発す
る 重要病害であ る 。 こ の細菌 は先の野火病菌 と 異 な り ，
接種部位か ら 全身 に 急速 に拡大す る 危険性があ り ， ま た
安定 し た病徴発現の た め に は高 い湿度が必要であ る 。 そ
こ で， 植物体 に つ い た状態の 葉 に 直接接種す る 代わ り に
切総菜 に 対 し て 野火病菌 と 同様な 方法で接種 し た後， 湿
ら せ た ペ ー パ ー タ オ Jレ の 上 に の せ ， 密閉 チ ャ ン パ ー 中 で
27'Cで イ ン キ ュ ベー 卜 す る こ と に よ っ て病徴発現 (接種
部位の腐敗化) の程度 を評価 し た。 図-5 に そ の結果の一
部 を 示 し た 。 コ ン ト ロ ー ル の植物あ る い は抵抗性 に無関
係 と 考 え ら れ る 大腸菌の βー グ ル ク ロ ニ ダー ゼ (GUS) を
導入 し た植物では， 図-5 の よ う に 急速 に 病徴が出現 ・ 拡
大 し， 腐敗症状 を 示 し て い る の に 対 し ， 先 に 野火病に対
し て抵抗性 を 示 し た 個体では 明 ら か に病徴発現の程度が
軽減 さ れて い た。

さ ら に定量 的 な評価 を す る た め， 葉 の一部 を 切 り 出 し
軟腐病菌懸濁液の 中 で イ ン キ ュ ぺー ト し た と こ ろ ， 遺伝
子導入償物の う ち ， 先の実験で抵抗性 を 示 し た個体では
軟腐症状の 出現が明 ら か に遅れ る こ と が確認で き ， こ の
菌 に対 し で も 抵抗性で あ る こ と が示 さ れた。

ま た ， 先の殺菌活性の検査で無効 と 判断 さ れた 背枯病
菌 に つ い て も ， 様々 な条件の下で低抗性検定 を行っ て み
た が予想 どお り 無効で あ り ， こ の菌 に 対 し て は抵抗性 を
示 さ な い と と が確認で き た。

図 - 4 タ バ コ 野火病菌接種約 1 0 日 後の接種部位

(形質転換植物での結果)

図 - 5 軟腐病菌接観部位に 生 じ た病徴

ti. は コ ン ト ロ ー ル と し て 用 い た非形質転換植物， 中 は

GUS 遺伝子 を 導 入 し た 形質転換他物， 右 は ザノレ コ ト

キ シ ン IA 遺伝子 を 導 入 し た 形質転換植物。

V 遺伝子の発現 レ ベ ル と 抵抗性の関係

抵抗性 を 示 し た 形質転換植物 と ， コ ン ト ロ ー ル の植物
を交配 し ， 遺伝学的な解析 を行 っ た 結果， 強 い 抵抗性 を
示 し た植物 は ザル コ ト キ シ ン遺伝子 を ホ モ で (2 個) 持 っ
て い る も の で あ る こ と がわ か っ た 。 こ れ ら の植物 と 野生
型 タ バ コ と の戻 し 交配で得 ら れた 植物 は弱 い抵抗性 し か
示 さ ず， ゲ ノ ム 当 た り の追伝子の数 に よ っ て規定 さ れ る
ザJレ コ ト キ シ ン の 発現誌の差が抵抗性発現に重要であ る
こ と が示唆 さ れた。 こ の知見 は 35S プ ロ モ ー タ ー を 用 い
て も ほ と ん ど抵抗性が観察 さ れ な か っ た こ と と 符合 す
る 。 こ の こ と を踏 ま え ， 今後さ ら に 導入追伝子の発現量
を増加 さ せ た り ， 植物体内 での安定性 を 増加 さ せ る な ど
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の 方策 を 取 る こ と に よ っ て ， 抵抗性 を よ り 強化す る こ と

が可能 で は な い か と 考 え て い る 。

お わ り に一一『今後の展開方 向 につ い て

こ の研究 に よ り ， 当 初 に 考 え た 戦略が有効であ り ， こ

の方法に よ っ て細菌病抵抗性植物が作 り 出せ る こ と が示

さ れた 。 し か し， 今回 の 実験 は ま だ不完全な も の であ っ

て ， 今後 こ の方法 を 実用化 し て い く た め に は， 導入遺伝

子の発現強化， 発現様式 に つ い て の検討が必要であ ろ う 。

す なわ ち ， 全身的 ・ 構成的発現か ら ， 必要 な時 に擢病部

お よ び そ の 周辺 に誘導的 に生産 さ せ る 方法 な ど， よ り 自

然界で起 こ る 現象 に近 く ， 実用的な発現方式 に 改良 し て

い く こ と が望 ま し い。 ま た ザル コ ト キ シ ン の よ う な異種

生物由来であ り ， し か も 非常 に短 い ペ プチ ド を効率的，

安定的 に 発現 さ せ る た め の技術 も 工夫す る 必要があ る 。

遺伝子組換 え 技術 を 用 い て植物 に低分子量の タ ンパ ク 質

やペプチ ド を作 ら せ る よ う な研究の歴史 は ま だ浅い。 導

入遺伝子の構築 に 関す る 理論的な検討 を 深 め ， 種々 の経

験 ・ 新 し い試み を積み重ね て い く こ と に よ っ て， 本 当 に

役 に立つ技術 に 発展す る も の と 期待 し て い る 。 そ の た め

に は， あ せ ら ず着実 に研究 を 進め て い く 研究者側の熱意

と 周 囲 の 理解が必要 と 考 え ら れ る 。 さ ら に ， 本研究 は実

験植物であ る タ バ コ を対象 に 行 っ た が， 他の農業上重要
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上で， 今後 こ の 技術 を種々 の 作物 に 適応 ・ 発展 さ せ る こ

と がで き れば， 省農薬， 省エ ネ ル ギ ー で細菌病 を 克服す

る た め の新技術 と な る こ と が期待 さ れ る であ ろ う 。
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イ チ ゴへのキ チ ナーゼ遺伝子の導入
あき お ひ ろ し

奈良県農業試験場 i斐 尾 ，告 史
}こ し ぎわ ょ う 」、，

農林水産省農業生物資源研究所 酉 i畢 洋 子
L当 し げる

奈良県農業試験場 荒 井 滋
ひ ら し通 ま さ し

農林水産省野菜 ・ 茶業試験場 平 井 正 志
ひ ぴ た だ あ き

東京大学農学部植物病理学研究室 日 上t 宏、 明

は じ め に

人聞 は有史以来， 自 分た ち に都合が良 い作物 を 求 め て

野生の植物 を 元 に 何代 に も わ た っ て 交配 を 繰 り 返 し な が

ら ， 病気 に 強 く て収穫量が多 く ， し か も 食味の良 い品種

を育種 し て き た 。 そ の結果， 数多 く の有用 な植物が育成

さ れて き た が， こ の よ う な伝統的な 品種改良技術 に も 欠

点 と 限界が あ る 。 仮 に 良 い形質 を持 っ た も の 同士 を 交配

し で も 他 に も 様々 な形質 を合 わ せ 持 っ て い る た め ， 必要

な遺伝形質 の み な ら ず不要 な形質 も 持 ち 込 ま れ， 特定の

遺伝子だ け を 導入す る の は 困難であ る 。 そ の た め ， 一つ

の 品種 を育成す る の に は 長 い 時間 と 莫大 な労力 を必要 と

す る 。 ま た ， 近縁の植物間で し か交配 は で き ず， 利 用 で

き る 遺伝形質 に は 限界が あ り ， 新 し い植物の育種が制限

さ れ る 場合が多 々 あ る 。 し か し ， 植物遺伝子工学技術の

急速な進歩 に よ り ， 特定の遺伝子 を単離 し ， 他の生物 に

導入す る こ と が可能 と な っ た 。 こ の技術 を 用 い れ ば， 目

的 と す る 品種の育成効率が非常 に 高 ま り ， 伝統的育種 に
お け る 問題点 を 解決す る 上で有効で あ る 。 実際， 遺伝子

工学 に よ っ て 病害抵抗性遺伝子 を 導入 し た 耐病性植物

や， ア ン チ セ ン ス RNA に よ っ て 目 的遺伝子の翻訳 を 抑

制 し た植物な ど の作出が盛 ん に 行わ れて い る 。 ま た ， 地

球規模で議論 さ れ て い る 環境破壊や食糧不足 の 問題解決

に 貢献す る よ う な植物 を 分子育種す る 研究 も 活発 に行わ
れて い る 。

高等植物 は そ の構成成分 と し て キ チ ン を持た な い に も

かかわ ら ず， キ チ ン を 分解す る 酵素， キ チ ナ ー ゼ を産生

す る 。 こ の キ チ ナ ー ゼ の産生 は病原菌の感染や傷害 に加

え ， 植物 ホ ル モ ン の エ チ レ ン， 化学物質の サ リ チ lレ酸 な

ど に よ っ て も 誘導 さ れ る 。 こ れ ら の キ チ ナ ー ゼ は植物の

過敏感反応 に 伴 っ て 作 ら れ る PR タ ンパ ク 質 (感染特異

的 タ ンパ ク 質) の 一 つ で あ る こ と が明 ら か に さ れて い る 。

Intro du ctio n of Ch itinase Gene into S trawberry. By Hiro .  
sh i ASAO， Youko NISHIZAWA， Sh ig eru ARAI， Masash i  HIRAI and 
Tadaak i  HIBI 

さ ら に キ チ ナ ー ゼ は， 多 く の植物病原菌の細胞壁の構成

成分であ る キ チ ン を溶解 し て直接菌類の 生育 を 阻害す る

と 同時 に ， こ の よ う に 低分子化 さ れた 菌体細胞壁の キ チ

ン オ リ ゴマ ーが， フ ァ イ ト ア レ キ シ ン の産生や プ ロ テ ア

ー ゼ イ ン ヒ ビ タ ー の合成 な ど， 一連の 防御反応 を誘導す

る 。

こ の よ う に ， 植物の 生体防御 に お い て ， 重要 な役割 を

果た し て い る と 考 え ら れ る キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を 導入す る

こ と に よ っ て ， 病害抵抗性の ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク イ チ ゴ

を作出 し た の で， そ の概要 に つ い て 紹介 し た い。 な お ，

本研究 は奈良 県農業試験場 と 農業生物資源研究所の微生

物機能利用研究室 お よ び野菜 ・ 茶業試験場の育種第一研

究室 と の共同で行 っ た (地域パ イ テ ク 事業) 。

I イ チ ゴ に お け る 遺伝子組換 え技術の有

効性

わ が国 に お い て イ チ ゴ の育種は長年行わ れて い る が，

現在の主要品種 は “ と よ の か “女蜂" お よ び “宝交早

生" で あ る 。 こ れ ら の 品種 は食味 は 良 い が， “ と よ の か"

は う ど ん こ 病 に ， “女峰" は 炭 そ 病 に ， “宝交早生" は萎

黄病 に そ れぞれ弱 い と い う 欠点 が あ る 。 特 に ， 日 本で作

付面積が最 も 多 い “ と よ の か" は ， う ど ん こ 病 に 対 し て

擢病性であ る た め ， 農家 に薬剤散布労力 の 負 担がかか っ

て お り 本病抵抗性品種の 開発が望 ま れて い る 。 し か し ，
8 倍体であ る イ チ ゴで は 一般 の 種子繁殖性植物 と は 異 な

り ， 交配 に よ り 耐病性な ど一部の形質 を 既存 の 品 種 に 付

加す る の は 困難 で あ る の で， 目 的 と す る 一つ の遺伝子 を

付加す る こ と が可能な遺伝子組換 え 技術が有効であ る と
考 え ら れ る 。

イ チ ゴ の 組織 か ら の 再 生 系 に つ い て は 幾 例 の 報 告

(NEHRA et a l. ，  1989 ; 1990) は あ る が， そ の 品種間差が大

き く ， 日 本の品種に お い て は効率 の 良 い再生系が確立 さ

れて い な か っ た 。 そ こ で， 奈良県農業試験場 で は 数年前

か ら 日 本 の主要イ チ ゴ品種の培養系 (荒井 ・ 浅尾， 1993) 

や Agrobacterium tumefaciens を 用 い た イ チ ゴの遺伝子
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導入技術 (浅尾 ら ， 1994) の 開発に取 り 組み， そ れ ら の
技術を確立 し た 。 次 い で， イ チ ゴ に NISIIIZAIVA ・ HIBI ( 1991)  
が イ ネ か ら 単離 し た 酸性 ク ラ ス I キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を 導
入す る こ と に よ っ て， う ど ん こ 病抵抗性 イ チ ゴ を作出す
る こ と を試みた。 う ど ん こ 病菌 の分生胞子が植物体の表
面 に 付着 す る と ， 発芽後 に 付着器 を 経 て 養分の摂取器官
であ る 吸器 を形成す る 。 吸器 に よ っ て 植物か ら 栄養分 を
得た菌は， 新た に第二次菌糸 を 伸 ば し 近 く の表皮細胞 に
再 び吸器 を形成す る と い う サ イ ク ノレ を繰 り 返 し ， 最後 に
は菌糸上に分生胞子 を作 っ て う ど ん こ 病菌が広 ま っ て い
く 。 IKEDA et al. ( 1991) は， イ チ ゴ う ど ん こ 病菌 Sphaeroth
eca humuli の 吸器が形成 さ れた イ チ ゴ細胞へ キ チ ナ ー
ゼ を 注入 す る こ と に よ り 吸器が分解す る こ と を 確認 し
た。 こ れ は， イ チ ゴ に キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を 導入 ・ 発現 さ
せ る こ と に よ り ， う ど ん こ 病抵抗性個体が作出 さ れ る 可
能性 を 示唆す る も の であ る 。

H イ チ ゴへのキ チ ナ ー ゼ遺伝子の導入

1 遺伝子導入の手法

無菌的に大量埼殖 (藤本 ら ， 1987) し た “ と よ の か"
の葉片 と 葉柄片 を カ ル ス 形成液体培地 (MS 培地に シ ョ

図 - 1 形質転換イ チ ゴの作出

A : カ ノレ ス か ら の茎葉水分， B ・ 茎�の伸長， C 植物

体

糖 3%， BA 2 mg/l お よ び 2， 4-D 0 . 2 mg/ l を 添加 し ，
p H  5 . 8 に調整 し た も の ) に 1 日 間浸演 し ， 供試材料 と し
た。 一方， イ ネ 由来 キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を GUS 遺伝子 を 削
除 し た バ イ ナ リ ー ベ ク タ ー pBI 1 2 1 中 の CaMV 3 5  S プ
ロ モ ー タ ー の 下 流 に 連 結 し ， こ れ を A. tumefaciens 
LBA 4404 株 に 導 入 し た 菌 を 用 意 し た 。 カ ナ マ イ シ ン 50
mg/ l を 添 加 し た YEB 培 地 で 一 晩 振 と う 培 養 し た
A. tum�危czens の 1/10 希釈液に外植片 を 10�30 分間浸
し て菌 を 接種 し ， カ ル ス 形成培地で 2 日 間培養 し た 。 そ
の後， 除菌の た め の カ ルペニ シ リ ン 100 mg/ l と 形質転
換 カ ル ス 選抜 の た め の カ ナ マ イ シ ン 50 mg/ l を 添 加 し
た カ ノレ ス 形成培地 に 移植 し た 。 次 に ， 形成 し た カ Jレ ス を
前記抗生物質 を 含 んだ再分化培地 ( カ ル ス 形成培地か ら
2， 4-D を 除 い た も の) に 移植 し て 不定芽 を形成 さ せ た 。
葉片 4 ， 000 個か ら 246 個 ( 6 . 1 5 % ) の カ ル ス が， 葉柄片
4 ， 128 個か ら 298 個 (7 . 2 1 % ) の カ ル ス がそ れぞれ形成 さ
れ て ， そ れ ら の カ ル ス か ら 1 23 個 の 植物体が得 ら れ た
(図-1， 表-1) 。

こ れ ら の再分化個体中の導入迫伝子の確認 は 次の よ う
に し て 行 っ た。 す な わ ち ， 再分化 し た イ チ ゴの葉片 を 400
μJ の 緩 衝 液 (200 mM Tris - HCl， pH 7 . 5， 250 mM 
NaCl，  25 mM EDTA， 25 mM DTT， 0 . 5%SDS) と 少
量の海砂が入 っ た エ ッ ペ ン ド ル フ チ ュ ー プの 中 です り つ
ぶ し， 遠心分離後， 上清 300 μJ を 新 し い エ ッ ペ ン ド ル フ
チ ュ ー フ.へ移 し て ， イ ソ プ ロ パ ノ ー jレ 300 μJ を 加 え て 室
温で 2 分間放置 し た 。 こ れ を 遠心分離 し た 後， 沈殿物 を
乾燥 さ せ， 100 μJ の TE 緩衝液 に 溶か し DNA 溶液 と し
た。 得 ら れた DNA の 1 0�30 ng を鋳型 と し て ， キ チ ナ ー
ゼ遺伝子の翻訳領域お よ び NOS タ ー ミ ネ ー タ 一部 の 塩
基配列 と 相補 的 な 配列 を 持 つ プ ラ イ マ ー を 用 い て PCR
を行っ た。 な お PCR は ， 94'C・ 2 分保温の後， 変性 94'C・
30 秒， ア ニ ー リ ン グ 60'C ・ 2 分， 伸長反応 72'C ・ 3 分 を
45 サ イ ク ル反復 し た後， 72'C ・ 7 分保温の条件で行 っ た 。
増幅産物 は ， 1 μg/ml エ チ ジ ウ ム プ ロ ミ ド を 含 む 1 . 5%
ア ガ ロ ー ス ゲ ル電気泳動 に よ り 分析 し た 。 そ の結果 プ ラ
ス ミ ド DNA を 鋳型 と し た 場合 と 同 じ約 320 bp の DNA
断片が増幅 さ れ， こ れ ら の個体が キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を 持
つ形質転換体であ る こ と が確認 さ れた 。

表 - 1 ア グ ロ パ ク テ リ ウ ム を 用 い た形質転換イ チ ゴ (“ と よ の か")

の作出

供試部位 外根i片数 カ ノレ ス 形成数 再分化個体数

� 4 ， 000 246 (6 . 2  %) 36 (0 . 9  % )  

葉 柄 4 ， 1 28 298 (7 . 2  %) 87 (2 . 1  %) 

Total 8 ， 1 28 544 (6 . 7  %) 123 ( 1 .  5 % )  

一一一 24一一
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2 形質転換体 に お け る キテナーゼ活性 と う どん こ病 に 懸濁 し， 粗酵素抽出液 1 m l を 加 え て 370Cで 1 時間振
に対す る 抵抗性 と う 反応 さ せ， ト リ ク ロ ロ 酢酸で反応 を停止後， 酵素反

( 1 ) 形質転換体の キ チ ナ ー ゼ活性 応液 l . 5 ml と シ ャ ー レ ス 変法試薬 ( I�IOTO and Y AGISHITA. 

各個体 0 . 5 g の新鮮葉 を 0 . 02 M citric acid-0.04 M 1971) 2 m l を混合 し て 1 5 分間沸騰水浴中 で加熱 し た 。 そ
NazHPO， 緩衝液 (pH 6 . 8) で ホ モ ジ ナ イ ズ し ， 遠心分離 の後， 420 nm の l汲光度 で Nー ア セ チ /レーD- グ /レ コ サ ミ ン
後， 上清 を一晩透析 し ， 不溶物 を遠心分離で除 き ， 上清 量 を測定 し た 。 そ の結果調査 し た 5 個体の う ち 2 個体 は
を 前記緩衝液で 1 0 m l に し て 組酵素抽 出 液 と し た 。 次 対照個体 と 比較 し て 約 5 倍孟 の N ア セ チ /レ ーD- グ ル コ
に， 基質 と し て の カ jレ ボ キ シ メ チ ル キ チ ン 20 mg を 0 . 05 サ ミ ン が検出 で き ， キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を 導 入す る こ と に
M citric acid-0 . 1 M Na2HPO. 緩衝液 (pH 6 . 8) 1 ml よ り キ チ ナ ー ゼ活性が向上 し た も の と 考 え ら れた 。

表 - 2 形質転換 “ と よ のか" の小葉への う ど ん こ 病菌の接種試験結果 ( 1 週間後)

形質転換個体
業位 小業番号 対照個体

A B 
新生 + + 1) + + +  + + ー 十 一 一
第 n 長 + +  十 + 一 + 

3 + 十
新生 l + + +  
第 2 �語 2 + +  + + +  + 一 一

3 + + + 
新生 1 + + 

第 3 葉 2 + + 
3 十

1 ) 病徴程度

病徴が認め ら れな い

+ 肉眼では判定 で き な い が， 顕微鏡下で胞子形成が認め ら れ る

+ +  肉眼で菌液が認め ら れ る

図 - 2 イ チ ゴ築上 に お け る 接種 う と・ん こ 病菌の走査1:11顕像

A : と よ のかの形質転換体 (800 倍) B. 0 : と よ の か (200 倍)

C : 宝交早生

A， B : 接観 3 FI 後 C， D 接種 12 日 後

一一一 25 一一一
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A B 

接種 1 0 日 後

接種3 0 日 後

図 - 3 う ど ん こ 病菌 を接種 し た 形質転換イ チ ゴ ( と よ の か) の病徴

A : 対照， B : 形'l'!i!伝換体

( 2 ) 小葉への う ど ん こ 病菌 の接種
形質転換 し て い な い “ と よ の か “女l峰" お よ び “宝

交早生" の新生第 2 �震の小葉 3 枚を 炉紙 を 敷い た シ ャ ー
レ に 置 き ， う ど ん こ 病菌 (5. humulil の胞子 (数個) を
接種 し て 1 週間後に病微 を観察 し た 。 次 に ， 形質転換“ と
よ の か" と 非形質転換 “ と よ の か" の新生第 l 葉か ら 新
生第 3 葉 ま での 小 葉 3 枚 を 炉紙 を 敷 い た シ ャ ー レ に 置
き ， う ど ん こ 病菌の胞子 (数個) を各小葉 に つ き 3 点 に
接種 し て 1 週間後に病徴 を 観察 し た 。 形質転換 し て い な
い 3 品種 に う ど ん こ 病菌 を 接種 し た場合， “ と よ の か"で
は胞子が旺感 に 発芽 し コ ロ ニ ー が観察 さ れた が， “女峰"
と “宝交早生" では病徴は観察 さ れな か っ た。 一方， う
ど ん こ 病菌 を 接種 し た 3 個体の形質転換体の う ち l 個体
は対照の “ と よ のか" と 同様な病微 を 示 し た が， あ と の
2 個体は抵抗性 を 示 し た (表ー2) 。

走査電子顕微鏡 に よ る 観察の結果， イ チ ゴの葉 に う ど
ん こ 病菌 を接種す る と ， 抵抗性品種の “宝交早生" で は
菌糸が吸器 を 形成で き ず渦 を巻 き なが ら さ ま よ っ て い る
(図ー2 C) の に対 し て， “ と よ の か" で は接種 12 日 目 で多
数の数珠状胞子 を形成 し た ( 図ー2 D) 。 一方形質転換 “ と
よ の か" で は ， 接種初期 に お け る 菌糸 の伸長 は観察 さ れ
ず， コ ン ト ロ ー ル と 比較 し て 明 ら か に う ど ん こ 病菌 に 対
し て 抵抗性 を 示 し た 。 時間の経過 と 共 に形質転換 “ と よ
の か" で も 菌糸 は 伸長 し た が， “宝交早生" の よ う に 菌糸

一一一 26一一一
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図 - 4 形質転換イ チ ゴの う ど ん こ 病抵抗性

仁コ : 形質転換体 (25 個体)
_ : 対照個体 (5 個体)

が渦を巻 く よ う な こ と は な か っ た 。 こ の よ う に， 形質転
換 “ と よ の か" で は病徴発現が遅延 し た が， こ の抵抗性
は “宝交早生" と は異な っ た メ カ ニ ズ ム に よ る も の で あ
る と 考 え ら れ る 。

( 3  ) 閉鎖系温室での接種試験
閉鎖系潟室内で育成 し た形質転換体 お よ び非形質転換



イ チ ゴへの キ チ ナ ー ゼ遺伝子の導入 199 

体の “ と よ の か" に う ど ん こ 病菌の胞子 (105 個1m!) を

接種 し ， 30 日 後 に 各個体の新生第 1 葉か ら 新生第 4 葉 ま

での各葉 に お け る 病徴発現の程度 を ， 葉の全面積 に対す

る 菌叢面積の率 を 調査す る こ と に よ っ て 算出 し た 。 形質

転換体の菌叢面積率の平均 は ， 非形質転換体の “ と よ の

か" よ り 低か っ た が， いずれの系統に お い て も 個体差が

大 き か っ た 。 形質転換体の 中 に は 菌叢面積率が 2 . 5% あ

る い は 3 . 8% と 非常 に 低 い値 を 示 し た 個体があ り ， う ど

ん こ 病 に 対 し て か な り 強度の抵抗性が あ る と 考 え ら れた

(圏一3， 図-4) 。

( 4 ) 形質転換体の安全性評価

ベ ク タ ー に 用 い た A. tumefaciens の 残存性 を 調査 す

る た め ， 試験管内 で生育 さ せ た 形質転換体の茎葉部， 根

部お よ び乳鉢で磨砕 し た 茎葉組織 に ， 各供試材料の 20 倍

量の滅菌蒸留水 を加 え て 2 時間振 と う し た 後， そ の上清

を O mgl l お よ び 50 mgl l カ ナ マ イ シ ン を 含 む YEB 培

地に塗布 し 280Cで 5 日 間培養 し た 。 ま た ， 形質転換体の

花粉の飛散性 を 調査す る た め ， 閉鎖系温室 内 で植物体の

後部か ら 風 (4 m/s) を送 り ， 花粉発芽用培地 (0 . 2% ゲ
ル ラ イ ト ) を植物体か ら O cm か ら 150 cm に 置 き ， 6 時

間放置後花粉 を検鏡 し た 。 そ の結果， 形質転換体の茎葉

表 面， 根 部 表 面 お よ び 茎 葉 組 織 内 の い ず れ か ら も

A. tumefaciens は検出 さ れな か っ た 。 一方， 形質転換体お

よ び非形質転換体 と も 40 cm の 距離 ま で は 花粉 の 飛散

は認め ら れた が飛散量 は 少 な し か た ま っ て 飛散 し た 花

粉が観察 さ れた 。 こ れ は， イ チ ゴが虫媒花であ る こ と に

起因 し て い る と 考 え ら れ る 。

次 に ， 形質転換体の根か ら の分泌物お よ び茎葉か ら の

揮発性成分 を 調査す る た め ， 発根 し か け て い る 形質転換

体 と 非形質転換体 を ペ ー パ ー ブ リ ッ ジ法で支持 し て 根 を

蒸留水 10 m l に 浸漬 さ せ， 移植後 14 日 目 の蒸留水 を採取

し， 高速液体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で根か ら の分泌物 を 分

析 し た 。 ま た ， 2�3 枚の複葉 を 展 開 し て い る 形質転換体

と 非形質転換体 を ホ ルモ ン フ リ ー の 1/2 MS 培地 に 移植

し て ク リ ー ンベ ン チ 内 で 1 時間開栓 し ， 密栓後 21 日 目 に

気相 を採取 し て ガ ス ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー で茎葉か ら の揮

発性成分 を分析 し た 。 こ れ ら の分析の 結果， 検出 ピ ー ク

の位置や 高 さ に 有意な差 は認 め ら れず， 形質転換体 に お

い て 特異 的 に 産生 さ れ る 物質 は な い と 考 え ら れた 。

お わ り に

BROGLlE et al.  (1991) は ， イ ン ゲ ン マ メ の キ チ ナ ー ゼ

遺伝子 を タ バ コ に 導入 し， 苗骨折病抵抗性個体 を作出 し

た 。 西津 ら (1992) は イ ネ の キ チ ナ ー ゼ遺伝子 を タ バ コ

に 導入 し， う ど ん こ 病抵抗性個体 を 作 出 し た 。 ZHU et al.  

(1994) は イ ネ の キ チ ナ ー ゼ遺伝子 と ア ル フ ア ル フ ァ の グ

ル カ ナ ー ゼ遺伝子 を タ バ コ に 導入 し ， 白星病抵抗性個体

を作出 し た 。 ま た 最近， LIN et al. ( 1995) は イ ネ の キ チ

ナ ー ゼ遺伝子 を イ ネ ( イ ン デ ィ カ ) に 導入 し て ， 紋枯病

抵抗性個体 を作出 し た 。 こ の よ う に ， キ チ ナ ー ゼ の よ う

な植物の溶菌酵素遺伝子 を 植物 に 導入 す る こ と に よ っ て

菌類病 に 強 い植物が作出 し た と い う 報告が増 え て き て い

る が， 本研究 に お い て も ， イ チ ゴ の菌類病抵抗性植物 を

育種す る う え でキ チ ナ ー ゼ遺伝子 を 用 い た 遺伝子組換 え

技術が有効であ る こ と が証明 さ れた 。 以上 に み ら れ る よ

う に ， 植物への キ チ ナ ー ゼ遺伝子や グ ル カ ナ ー ゼ遺伝子

の導入 は， キ チ ン や β-1， 3- グ ル カ ン が細胞壁 の 主 要骨格

であ る 病原菌類 の 防 除 に は 有効であ る と 考 え ら れ る 。

こ こ 数年い く つ か の病害抵抗性遺伝子が新た に 単離 さ

れて い る こ と か ら ， 耐病性植物の育成 に お い て遺伝子組

換 え 技術 は さ ら に 有効な手段 と な る で あ ろ う 。 現在 ま で

に ， Pto (MARTIN et al . ，  1993) ，  RPS2 ( BENT et al. ，  1994) ， 

RPMl (GRANT et al . ，  1995) ，  N (WHITHAM et al . ，  1994) ， 

Cf -9 (JONES et al . ，  1994) ，  Xa21 (SONG et al . ，  1995) な

どの抵抗性遺伝子の単離が報告 さ れて い る 。 Pto を 除 く

他の抵抗性遺伝子 に は ロ イ シ ン リ ッ チ リ ピ ー ト (LRRs)

構造が共通 し て 存在 し て お り ， Xa21 と Pto の 遺伝子産

物 は プ ロ テ イ ン キ ナ ー ゼ を コ ー ド し て い る 。 今後， 分子

生物学的解析の深化 に よ り ， 植物細胞 に お け る 病原菌の

認識機構や シ グ ナ ル伝達機構の詳細が よ り 明 ら か に さ れ

る と と も に ， そ れ ら の知見 を 応用 し た 病害抵抗性 ト ラ ン

ス ジ ェ ニ ッ ク 植物の作出 が さ ら に盛 ん に な る こ と が期待

さ れ る 。

引 用 文 献
1 ) 荒井 滋 ・浅尾治史 (1993) : 奈良農試研報 24 : 19�24. 
2) 浅尾治史 ら ( 1994) : 箱物組織培養 1 1 ( 1 )  : 19�25. 
3) BENT， A. F. et al . ( 1994) : S cience 265 : 1856� 1859. 
4) BR∞LIE. K. et al . ( 1991 )  : ibid. 254 : 1 194� 1 197. 
5) 藤本 ま な み ら (1987) : 奈良農試研報 18 : 65�71 .  
6) GRANT， M. R. et al . ( 1995) : S cience 269 : 843�846. 
7) IKEDA. S .  et al .  (1991)  : Ann. Phytop athol . So c. ]ap an 

58 : 780�783. 
8) IMoTo. T.  and K. YAGISHlTA ( 1971 )  : Ag r. Biol . Ch em . 

35 ( 7 l  : 1 154�1156. 
9) ]ONES. D. A. et al . ( 1994) : S cience 266 : 789�793. 

10) LIN .  W. et al . ( 1995) : Bio /Tech nology 13 : 686� 
691. 

11) MARTlN .  G. B. et al . ( 1993) : Science 262 : 1432� 
1436. 

12) NEHRA. N.  S .  et al . ( 1989) : ] .  Am er. So c. Ho rt . S ci .  
1 14 : 1014� 1018.  

13) 一一一一一 et al . (990) : S cience 66 : 1 19�126. 
14) NISHlZAWA. Y. and T. HIBI (1991) : Pl ant S cience 76 : 

2 1 1�218.  
15) 西海洋子 ら (1992) : 植物防疫 46 ( 13) : 500�506. 
16) SONG. W. Y. et al . ( 1995 ) ・ S cience 270 : 1804� 1806. 
17) WHITHAM. S .  et al . ( 1994) : Cell 78 : 1 101�11 15. 
18) ZHU . Q. et al .  ( 1994) Bio /Tech no logy 12 : 807�812.  

一一一 27 一一一



第 50 巻疫物植 ( 1 996 年)

除 草 剤 耐 性 作 物 開 発

第 5 号防200 

やす

靖
ご
五回
==目興

の

洋農業研究セ ン タ ー除草剤研究室

除草剤の選択性 に対する考 え 方

除草剤の基本 は ， 非農耕地 を 除 き ， 薬剤 に対す る 作物 ・
雑草間の反応の差 (f選択性J) で あ る 。 そ の選択性の 幅
は， 各薬剤の 所定濃度 と 各草種 (葉齢・ 処理部位 を 含 む )
と の問で， 本質的 に は ほ ぼ一定の関係 に あ る と 考 え て よ
い (図 - 1 ) 。 し か し 笑際場面 で は ， 人為的 に コ ン ト ロ ー ノレ
で き る 品種， 裁主音法， 泌ー水な どや， 人為的 に コ ン ト ロ ー
ル で き な い気象， 土壌， 雑草の発生消長な ど に よ っ て そ
のl隠 は変動す る 。 除草剤の使用基準 は ， そ れ ら を 総合的
に判断 し た 結果 と し て作成 さ れ る わ け だが， 規定 し た 条
件 を 逸脱 し た場合に ， 選択性の範囲か ら は ずれ， 効果が
不充分だ っ た り ， 薬害 を 引 き 起 こ す こ と も あ る 。

一方， 選択性 を 除草剤の植物体内挙動か ら と ら え た の
が， 図ー2 で あ る 。 植物の除草剤 に 対す る 反応の程度 は，
薬剤の活性本体が植物体内の作用 点 に 到達す る 量 と 滞留
時間， さ ら に か く 乱 (阻害) の強 さ に よ り 決定 さ れ る と

I 

す る 。

作物生産 1":: お い て ， 除草剤 は化学的手段 と し て雑草管
理 (防除) の飛躍的効率化 に 多大 の貢献 を果た し て き た。
例 え ば 日 本 の 水稲栽培場面 に お い て， 除 草 剤 使 用 以 前
(1949 年) は雑草管理 に 対 し て ， 10  a 当 た り 50 . 6 時間費
や し て い た の に対 し， 1992 年 に お い て は 2 時間 と 除草剤
使用前の 4% に ま で減少 し た (植調 協会， 1995) 。 ま た 除
草剤 は ， そ の作用機構 に 関 す る 研究 を 中心 に ， 植物生理
生化学分野の発展 に も 寄与 し て き て お り ， 特に作用点 に
関 し て は， 多 く の薬剤 で酵素や遺伝子 レ ベル ま で解明 さ
れて い る 。 一方， 植物ノ て イ オ テ ク ノ ロ ジ一分野の進歩 も ，
近年 目 覚 ま し い も のがあ り ， 増殖促進， 物質生産， 育種
法な ど様々 な場面で， 実用化が進んでい る 。 中 で も ト ラ
ン ス ジ ェ ニ ッ ク (組換 え体) 植物の作出技術 は， 既に病
害虫 ・ 雑草管理分野 と 関連 し た研究開発 も 感ん に行われ
て い る 。 こ こ では， こ れ ら の成果の一 つ であ る 除草剤耐
性作物 に 関 し て ， そ の考 え 方 か ら 笑用化技術 ま で を概説

めじは

変動要因
作物の健康
品種 ・ 生育ス テ ー ジ
土i蓑 ・ 気象

除草剤耐性作物
栽I音法
処理法
製剤l
混合制化

(セー7ナー含む)
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除草剤 と 植物の問の選択性図 - 1

By Yasuhiro Y∞o 
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図 - 2 植物体内 に お け る 除草剤の選択作用機構

考 え て よ い。 こ の こ と を踏 ま え ， 作物への安全性 に対す

る 既存の技術 を 若干紹介す る と ， 畝間処理や不耕起栽培

に お け る 播種後茎葉処理 な ど の施用法， ま た 徐放性製剤

や界面活性剤 な ど の 製剤技術 に よ り ， 作物 に 入 る 薬剤量

を減少 さ せ る (図ー2 の 吸着 ・ 吸収段階) こ と が可能であ

る 。 一方， 同 じ 薬量が入 っ て も ， 作物が薬剤の影響 を受

け に く く す る 方法 と し て ， セ ー フ ナ ー 判 や除草剤の一部

に は， 作物の薬剤解毒能力 を 向上 さ せ る (図-2 の薬剤代

謝段階) も の も あ る 。 い ずれの 技術 に よ っ て も ， 選択性

の幅を人為的 に あ る 程度広 げ る こ と がで き る 。

E 除草剤耐性作物の特徴

病害や虫害 に お け る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 植物 を考 え た

場合， そ れ ら は 防除対象 に対す る 直接的忌避 ・ 防衛手段
であ っ た の に対 し ， 除草剤耐性植物 は， 防除手段で あ る

除草剤 に 対す る 耐性の付与であ り ， 除草剤 を使用 す る こ

と を前提 に ， 図-2 で示 し た 諸段階 を遺伝的 に 操作 し ， 薬

剤 に対す る 作物の安全性 を 高 め る も の であ る 。 こ れ は 除

草剤が作物 雑草 と い う 同 じ植物界， 時 に は属内 での選

. ，  現在上市 さ れて い る セ ー フ ナ ー が， 作物の解毒能力 を 高 め る も
のが多 い こ と も あ っ て ， 日 本語では 「解毒剤」 と 訳 し て い る 。

表 - 1 ト ラ ン ス ジ ェ ニ γ ク 技術 を 用 い た 除草剤耐性作物利用 に
お け る 有用性 と 危険性

用途 ・ 目 的 成果

同一薬剤jの連年施用 の 回避 抵抗性雑草出現の防止

環境負荷軽減

機械除草の代替 作業の軽労化

草種の拡大 難防除雑草の根絶

有

性
用

野生種混入防止

薬剤の低投入化 環境負荷軽減

マ イ ナ 一 作物や 新規栽培 法 (直 雑草管理手段の早期対策

播水稲 な ど) への適用 お よ ぴ作業の軽労化

不耕起栽培への適用 土犠侵食防止 ・ 作業の軽

労化

問題点 危険性の 大 き さ (対策 な
ど)

自 然交配な ど に よ る 抵抗性雑草 小 (作 用 性 の 異 な る 薬 剤

の 出現 に よ る 防除)

耐性作物の落実 に よ る 自 然発生 小 ( 向上)

生物多様性への影響 皆無

産性
非標的生物への影響 皆無

薬剤使用量の増加 に よ る 環境負 小 (使用者への啓蒙 な ど)

荷増大

収量 ・ 品質の悪化 皆無

食用 に す る こ と の危険性 皆無

社会的認容 (PA) あ り (消費者への啓蒙)

択性 を 目 指 し て い る と い う 点で， 他の農薬 (殺虫剤 ・ 殺

菌剤) と 大 き く 違 う こ と に 起因 し て い る 。 除草剤耐性作

物の利用 に お い て は， 有用性 と 危険性の両面が考 え ら れ

る (表ー1) 。 両者 は 多 く の場合， 表裏一体の関係 に あ り ，

実際場面 に お い て は他の栽培技術 と 組み合わ せ た 総合的

技術 と し て 考 え る 必要が あ り ， そ の 点 で は 既存除草剤や

生物農薬， さ ら に は病害虫 を 対象 と し た ト ラ ン ス ジ ェ ニ

ッ ク 作物 と 同様であ る 。

一方， 選択性 と い う 視点で見 る と ， 除草剤 に対す る 耐

性を付与す る こ と で作物への安全性が増大 す る た め ， 薬

剤使用量が増 え ， 結果的 に 環境負荷が増大す る と 誤解 さ

れや す い 。 し か し 除草剤耐性作物 を利 用 し た場合 に お い

て も ， あ く ま で も 雑草 を 実 用 的 に 求 め ら れ る 水準 (要防

除水準) ま で制御す る ， つ ま り 選択性の幅の低薬量側 を

慣行施用量 と す る の が原則 で あ り ， 薬剤の使用基準 も そ

れ に 伴 い定 め ら れ る た め ， 除草剤耐性作物 を栽培 し た か

ら と い っ て ， 環境負荷が増大す る こ と に は な ら な い。 た

だ し ， 実際の利用場面では， 使用者 の 意識が求 め ら れ る

こ と は 言 う ま で も な い 。
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皿 除草剤耐性作物作 出 方法の変遷

上記の詳細 に つ い て は ， 小林 ら (1983) ， 久島 (1983) ， 

石毛 (1991) ， 宮本 ( 1993) ， 大川 (1994) ， POWL民 (1994)

な ど の成書があ る の で参考 に し て い た だ く と し て ， こ こ

で は ， こ れ ま での成果 を ご く 簡単 に 紹介す る に と ど め る 。

他 に 2， 4-D や べ ン タ ゾ ン 耐性植物 に つ い て の研究 も 進

め ら れた が， 作出方法の 中 心 は ， 植物組織や細胞 に 耐性

を獲得 さ せ， そ れ ら を再分化 さ せ る 技術 で あ る 。 1980 年

代 に 入 る と ， 細胞融合技術が発展 し ， 異種間 の形質導入

が可能 と な っ た 。 ト リ ア ジ ン 系 除草剤， 2， 4-D な ど に加

え て ， グ リ ホ サ ー ト 耐性の タ バ コ ， ニ ン ジ ン， ク ロ ーパ

な どが開発 さ れ た 。 し か し再分化 し た 植物が不稔であ っ

た り ， 不要な形質 ま で導入 し た り し て ， 実用 化 に 至 っ た

も の は 少 な い。 1980 年後半 か ら 現在 ま で は ， 目 的の形質

だ け を ， 求 め る 作物 に 導入す る い わ ゆ る ト ラ ン ス ジ ェ ニ

ッ ク 作物の時代であ り ， 遺伝子銃 (パー テ ィ ク ル ガ ン)

な ど の導入 に よ り ， イ ネ 科 を含む広 い範囲の作物 に お け

る 耐性植物の作出， お よ び異生物界か ら の形質導入が可

除草剤耐性作物の作出 は ， 表 2 に 示 し た よ う に ， 耐性

因子の入手 ・ 選抜 ・ 導入お よ び固定方法 に よ り 分類で き ，

そ れ ら の組み合わ せ に よ り 行 う 。 1970 年代 に は， すでに

パ ラ コ ー ト 耐性のペ レ ニ ア ル ラ イ グ ラ ス や タ バ コ が開発

さ れ， 品種育成 に ま で到達 し て い る 。 前者 は 除草剤 ス ト

レ ス に よ る 実生や葉か ら の組織培養 に よ り ， 後者 は培養

細胞 に X 線照射す る こ と で作出 さ れた。 こ の 時期 に は，

表 - 2 除草剤耐性作物の作出方法

遺伝形質 偲体 レ ベル 組織 ・ 細胞 レベル 遺伝子 レ ベル

入手 品種 ・ 種内変異 突然変異誘発 左記か ら ク ロ ー ニ ン グ

抵抗性雑草 (放射線 ・ 薬品)
突然変異誘発 除草剤 に よ る ス ト レ ス

(放射線 ・ 薬品)
除草剤 に よ る ス ト レ ス

選抜 除草剤 に よ る ス ト レ ス 除草剤 に よ る ス ト レ ス サ ザ ン プ ロ ッ ト 法 な ど

導入 交配 (種内 のみ) 細胞融合 (種間) Ti プ ラ ス ミ ド

DNA 直接導入

(遺伝子銃)

固定 種子の入手 ・ 確認 個体 レ ベルへ 個体 レ ベルへ

表 - 3 欧米諸国 に お け る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 除草剤耐性作物の現状

国 作物 除草剤 耐性機構な ど 開発段階 開発元

グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 1994 食用油限定 Mo nsanto 

ダイ ズ 1996 生産開始 Asgrow&Pioneer 

グル ホシネー ト 分解酵素導入 1997 生産開始 Ag rEvo 

ア メ リ カ合衆国 グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 Mo nsanto 
ワ タ

プ ロ モキシニル 耐性作用点導入 商品化 Calg ene 

ト ウ モ ロ グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 1998 生産開始 Mo nsanto 

コ シ グル ホシネー ト 分解酵素導入 1997 生産開始 Ag rEvo 

グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 1995 食用泊限定 Mo nsanto 
1996 生産開始

カ ナ ダ ナ タ ネ
グル ホシネー ト 分解酵素導入 1995 食用油限定 Ag rEvo 

1996 生産開始

グル ホシネー ト 雄性不稔遺伝子 1996 生産開始 Plant Genet ic 

分解酵素導入 Sy st em 

ダイ ズ グルホシネー ト 分解酵素導入 1998 生産開始 Van Der Hav e  

E C  テ ンサ イ グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 1998 生産開始 Maribo 

タ ノ f コ プ ロ モ キシニル 耐性作用点導入 Rho ne-Pou lene 
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表 - 4 日 本 に お け る ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク 除草剤耐性作物のE匙伏

作物 除草剤 耐性機構な ど 開発段階 (1995) 開発元

ダイ ズ グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 農環研 隔離圃場試験 Mo nsanto 

ト ウ モ ロ コ シ グ ル ホ シ ネ ー ト 分解酵素導入 北農試 Ag rE vo 

グ リ ホ サ ー ト 耐性作用点導入 農環研 隔離園場試験 Mo nsanto 

グル ホ シ ネ ー ト
分解酵素導入 北農試 (HCN 92) Ag rE vo 

ナ タ ネ 北農試 ( HCN 25) 

雄性不稔遺伝子 北農試 PGS 

導入

カ ー ネ ー シ ョ ン ク ロ ロ ス Jレ ブ ロ ン 耐性作用点導入 野茶試 サ ン ト リ ー

日 持 ち 性導入

略記 : 農環研 (農業環境技術研究所) ， 北農試 (北海道農業試験場) ， 

野茶試 (野菜 ・ 茶業試験場)

能 と な っ た 。 ま た 非選択性除草剤叫 耐性作物の 開発が盛

ん に な っ た の も こ の 時期で あ る 。

w 非選択性除草剤耐性作物の開発

近年除草剤耐性作物 は， 欧米 を 中心 に 開発が進め ら れ，

一部 は欧米諸国 の民間会社 に よ り 既 に 実用化 さ れて い る

(表-3) 。 一方， 日 本 に お け る 開発 は ， そ の耐性作物か ら

実用化への登録指針 ま で， 欧米の 技術導入が中心であ り ，

ま た 最 も 進ん でい る も の で も 平成 7 年度 に お い て も ， ま

だ隔離圏場試験段階であ り (表 4) ， 様々 な意味で欧米 に

比べ一歩 も 二歩 も 遅れて い る 。 以下 に ， 非選択性除草剤

耐性作物の代表例 に つ い て ， そ の作出方法お よ び耐性機

構を示す。

グ リ ホ サ ー ト 耐性作物 ( グ リ ホ サ ー ト の影響 を 受 け な

い作物べ 真鍋， 1995) は， 当初サ ル モ ネ ラ 菌 ・ 大腸菌 な

ど を利用 し た微生物の ス ク リ ー ニ ン グや ペ チ ュ ニ ア の細

胞選抜か ら 見 い だ さ れ た グ リ ホ サ ー ト に 耐性 の 5ー エ ノ

ー ル ピ ル ビル シ キ ミ 酸-3- リ ン酸合成酵素 (EPSPS， グ リ

ホ サ ー ト の作用点) の作物への 導入 も 試み ら れた 。 し か

し 現 在 は ， 土 壌 微 生 物 の ス ク リ ー ニ ン グ か ら

Agrobacterium CP 4 株 を 選抜 し ， Ti プ ラ ス ミ ド や遺伝

ホスホ エ ノ ール ピル ビ ン酸 ( P E P ) + シ キ ミ 酸 3 リ ン酸

ゲ リ約ート感受性
E P S  P S * キ

f l)材ート耐性の導入

E P S P S  ( C P 4 )  

5-エ ノ ール ピル ピル シキ ミ 酸ー3ー リ ン酸 ( E P S P )

芳香族ア ミ ノ 酸

* : 5ーエ ノ ール ピル ピルシキ ミ 量豊田3- リ ン酸合成酵素

図 - 3 グ リ ホ サ ー ト 耐性作物の作用機構

o 
11 

H3C-P-CH2 -CH2 -CH-COOH 

o NH， 

グル ホ シ ネー ト

(本7.7ィJ ト1)シン)
活性本体

0 
11 

+ CH3COOH ー→ H3C-P-CHcCH2-CH-COOH
↑ 1 1 

酢酸 | 
o HN-C (0) CH， 

ね7{1 トリシ'17セチルトうン7.71ラ寸・ の導入

(PAT) 
不活性体

図 - 4 グル ホ シ ネ ー ト 耐性作物の作用機構

子銃 を 用 い て ， ダイ ズ， ナ タ ネ ， ワ タ な ど に グ リ ホ サ ー ト 耐性 EPSPS 遺伝子 を 導 入 し て い る 。 そ の耐性機構 は ，

叫 実際 は， 慣行量 を施用 し た場合に 広 い殺草 ス ペ ク ト ラ ム を持つ
除草剤の こ と であ り ， す べ て の植物 に 同程度影響す る 除草剤 は今の

と こ ろ 存在 し な い。 た だ し一般 に こ の よ う な 除草剤 を 「非選択性除
草剤j と し て い る た め， こ こ で も こ の表現 を 用 い る 。
同 rn 除草剤耐性作物の特徴J の最後の と こ ろ で述べ た が， 作物
が除草剤 に対 し 「耐性」 と か 「抵抗性J を持つ と い う 表現だ と ， 使
用者が， 慣行施用量以上の薬量 を処理す る 恐れが あ る た め， 特に民

間会社では こ の 表現 を 使 っ て い る 。 商標名 と し て ， 欧米で は 「 ラ ウ

ン ド ア ッ プ レ デ ィ 一作物」 が使わ れて い る 。 こ こ で は便宜上 「耐性j

と い う 表現 を使 う 。

導入 し た EPSPS に よ り 一種の バ イ パ ス を つ く り ， グ リ

ホ サ ー ト に よ る 芳香族ア ミ ノ 酸合成阻害が起 こ ら な い よ

う に す る も の で あ る (図-3) 。 図-2 に お い て は ， 作用点の

除草剤 と の親和性 を低下 さ せ る こ と と 理解 し て よ い。

一方， グル ホ シ ネ ー ト ( = ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン) の場

合， 本剤 を ア セ チ 1レ化す る 酵素の働 き に よ り ， 作物の解

毒代謝能 を 高 め る こ と で抵抗性 を 増 し て い る (図-4) 。 ア

セ チ ル ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ は 自 然界 に 広 く 存在す る が，

こ の耐性酵素， ホ ス フ ィ ノ ト リ シ ン ア セ チ ル ト ラ ン ス フ
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エ ラ ー ゼ (PAT) は， グ ル ホ シ ネ ー ト に対 し， 高い基質

特異性 を 有 し て い る 。 耐性作物 の 作 出 に は， 放線菌 の

Str，ψtomyces か ら 選抜 さ れた グ ル ホ シ ネ ー ト を解毒す る

PAT 遺伝子 を ， 形質転換 に よ り ト ウ モ ロ コ シ な ど に 導

入す る 方法 を と っ て い る 。 日 本で も ， PAT 遺伝子 と 葉 に

お い て 特異的 に 発現す る プ ロ モ ー タ ー を 組 み 込 ん だ bar

遺伝子 を ， ジ ャ ガ イ モ に 導入 し ， 天然 の抗生物質 ピ ア ラ

ホ ス に対す る 耐性 を 導入す る こ と に 成功 し て い る (石毛，

1991 ; 桐明 ら ， 1995) 。 な お， グ ル ホ シ ネ ー ト は ピ ア ラ ホ

ス 中の活性成分で あ る 。

V 今後の謀題 ・ 問題点

除草剤耐性作物 と し て は ， こ の ほ か に も い く つ か存在

す る が， 作物の薬物解毒能力 を 全般的 に 高 め る こ と も 考

え ら れ よ う 。 生物 は一般 に 異物代謝 と し て ， 第 l 相反応

(酸化 ・ 還元 ・ 加水分解) お よ び第 2 相反応 (抱合) を有

し て い る 。 P 450 は前者 の酸化酵素の代表例であ る 。 後者

の代表例 と し て は グ ル タ チ オ ン ーSー ト ラ ン ス フ エ ラ ー ゼ

が あ り ， 双方 と も 化学構造や用途の 異 な る 農薬 に対 し で

も ， 広 く 解毒代謝に よ る 耐性 を 持 つ 可能性があ る 。 た だ

し ， 両者 と も ア イ ソ ザ イ ム が多 く 存在す る こ と が示唆 さ

れて お り ， 組換 え体作物作出以前 に ， 植物 に お け る 異物

代謝の研究の さ ら な る 発展が求 め ら れ る 。

ま た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク 技術の導入 ま で は至 っ て い な

いが， 作物の ア レ ロ パ シ ー (他感作用， 藤井， 1995) や

形態的特性 ・ 生長速度 の 向上 に よ り ， 雑草の生育 を 抑 え

る 研究 も 近年進め ら れて い る 。 こ れ ら は病害虫同様， 防

除対象であ る 雑草 に対す る 耐'性 を 作物へ導入す る こ と で

あ り ， 除草剤の低投入化 を よ り 直接 的 に 進 め ら れ る 技術

と し て 注 目 さ れて い る 。

一方， 既 に 実用化段階 に あ る 非選択性除草剤耐性作物

に 関 し て は， 前述 (表 1) し た よ う に ， 耐性作物の種子

と 適用薬剤 を 抱 き 合わ せ た 形で導入 し た 場合の， 雑草防

除全体 と し て の経済性， 連年施用 に よ る 弊害 を さ け る た

め の作付 け体系や防除磨の指針， さ ら に は い わ ゆ る 社会

的認容 (パ ブ リ ッ ク ア ク セ プタ ン ス ， PA) な ど 多 方面か

ら の検討が急がれ る 。

お わ り に

除草剤 は， 毒性 な ど詳細 に 調べ ら れて い る に も か か わ

ら ず， r天然物だか ら 安全」 と い う 神話の も と に ， r毒」

扱い を さ れ， ま た 人為的 に 操作 さ れた 遺伝子 は危険であ

る と 評価 さ れ る な ど， 科学的裏付 け の な い批判が世間的

常識 に な っ て い る 。 確か に 除草剤耐性作物 を 含 む こ れ ら

技術 に は ， 先 に 述べた よ う に 解決す べ き 問題が い く つ か

あ る 。 そ の意味で 100%安全 と は言 い切れな い。 し か し世

の 中 に 100%安全 と い え る 技術 は ， 存在 し な い こ と も ま

た事実であ る 。 ト ラ ン ス ジ ェ ニ ツ ク 植物 に 関 し で も ， 消

費者か ら 生産者 ま でが協力 し て ， 科学的か つ 多 面的 に リ

ス ク (危険性) と ベ ネ フ ィ ッ ト (利益) を分析 し ， そ の

バ ラ ン ス の 中 か ら よ り よ い作物栽培方法 を 見 い だ し ， 生

活環境や地球環境 の 向 上 に 努め た い も の で あ る 。
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新 刊 紹 介

「 カ ビの不思議」
椿 啓介 著

B 6 判， 211 ペ ー ジ， 図 60，
ち く ま プリマ ー ブックス 87
定価 1，100 円筑摩書房発行

最近， 椿啓介氏 の著 「 カ ビ の不思議」 を読んだ。 実 に
面 白 か っ た 。 ま た 多 く の こ と を 数 え ら れた。 同 じ カ ビ (菌
類) を相手 に し て い て も ， 私な ど植物病理学関係者 に は ，
と も す る と ， 害菌， つ ま り 敵 ( カ タ キ ) と し て 映 っ て し
ま う が， 椿 さ ん に は， カ ビ は親友か恋人の よ う に 見 え る
ら し い。 林の 中 の落葉 ( そ れ も 新 し い も の と 古 い も の で
は， ま る で違 う ら し い ) の 1 枚一枚 に ル ーペ を あ て な が
ら ， カ ビ を探す か と 思 う と ， 山 の 中 の瀧つ ぼの ア ワ を採

集 し た り ， 残雪 を取 っ て来た り し て ， そ の 中 の カ ビ の 姿
に驚異の 目 を 見張 る 。 面 白 い カ ピがあ り そ う だ と 思 う と
遠路 を 夜行で出 か け た り ， 知 ら な い人 に も ツ テ を 求 め て
訪ねた り す る 。 新 し い カ ビ， ま た そ の 変わ っ た 生態 を 求
め て活動す る ， そ の情熱が誠 に う ら や ま し い。

椿 さ ん は筑波大学生物系 の 元教授で， 菌類 と く に 不完
全菌類の分類 に つ い て は世界的権威であ る 。 カ ピ を 通 じ
て世界の学者逮 と も 交友が深 く ， 平成 5 年 に は ， r菌類系
統分類学の研究」 で， 南方熊楠賞 を受賞 し て い る 。

カ ビ を敵 と 見ず， 可愛い い生物 と し て ， い わ ば純科学
的な気持で接す る こ と が， ひ い て は植物病理学の発展 に ，
ま た病害防除の研究 に つ な が る 近道で は な い か と も 思わ
れ る 。 椿 さ ん の 「 カ ビ の 不思議j は ， そ ん な思想の転換
に ， ひ と 役貿 っ て く れ そ う に 考 え ら れ る の で， こ こ に 紹
介す る 。 (小野小三郎)

一一一 32 一一一



リ レ ー 随筆 : 産地の研究室か ら /地域 プ ラ ン ド を 育て る ( 8 ) I さ ん し ょ う 205 

戸産地の研究室か ら /地域ブラ ン ド を育て る ( 8 ) ……… 回 目 白 園 圏η
-1- -1-

j | … ; さ ん し よ う | 叩……1日…5う を 植 え た の が始 ま り と 推定 さ れて お り ， 昭和 4刊3 年 に +
(和歌山 県農林水産部 み か ん園芸課肥料防疫班 さ ん し よ う 生産組合 を 設立 し 産地化 に取 り 組み， さ ら :; 装鉱挙謡繕総益宣島f〉) ;誌こすfz詰fJf2?;芯Jよふら2官2官!

3
;お;:二よぷ4ぷよぷ:β;?究f ! 

+ は じ め に 団地造成等 に取 り 組み， 現在では乾果生産 を 中心 と し +
4 さ ん し よ う は， r小粒ででト ピ リ リ と 辛 しい3リ」 と いわ れ る よ た 日 本一 の産地 と な っ て い る 。 .j.

+ 1 う に ， そ の 用途は香辛料 ま た は薬用 と し て 古 く か ら 利 + 
; 用 さ れて い る 。 さ ん し ょ う は全国各地 の 山地 に 自 生 し 販路の開拓 ; 
f て お り ， み か ん 科 に 属 し 雌雄異株の落葉性低木樹であ 生産物の販売 は 当初， 仲買商人への個人販売の み で f
+ る が， 樹高 は 大 き い も の で 3 m 程度 の も の も み ら れ あ り ， こ の た め， 安値で取 り 引 き さ れ， 収入が安定 し +
品 る 。 な か っ た。 そ こ で段協 と 生産組合が一体 と な り ， 集荷 品; こ こ ー叩で あ る 和一一 一 山 と こ ろ 今度 は 問一一 ;

町の さ ん し ょ う 栽培並び に 今 日 ま での取 り 組み に つ い り ， 新た な販売ル ー ト の 開拓が困難な こ と か ら ， 品質 T
a て ， そ の概要 を紹介す る 。 が良 い に も かかわ ら ず安売 り せ ざ る を 得 な か っ た 経緯 T
+ 清水町は和歌 山 県 の 中央部 を 流れ る 有田 川 の上流に も あ る 。 +
十 あ り ， 年平均気温が 140Cで降雨量が 2 . 000�2 . 300 ミ し か し， し だ い に ぶ ど う さ ん し ょ う の 品質評価が高 4
i リ と 多 く ， 林野率 問 の 山村であ る 。 当地方は， 特産 ま り ， 今では 「清水町の ぶ ど う さ ん し ょ う J と い う 地 jf の 「ふ。 ど う さ ん し ょ う J 栽培 と と も に ， 夏季の冷涼な 域 ブ ラ ン ド が確立 さ れ， 産地問屋や香辛料 メ ー カ ー が， jT 気候 を 利用 し て シ シ ト ウ ガ ラ シ， ト マ ト の抑制栽培が 農協や生産組合 と 直接取引 で価格 を 決定 す る 方式が確 f
i 定着 し， こ れ ら が基幹品 目 と な っ て い る 。 立 さ れて る 。 t+ ; ぶ ど う さ ん し ょ う の特性 試験研究の取 り 組み i 
Z 清水町の さ ん し ょ う の歴史 は古 く ， 古文書に よ る と ， 地域特産物であ る こ と か ら ， 栽培に 関 す る 資料が少 ;
t 700 年前 に 綿， く ず， 茶， はぜ等 と と も に 地域の特産物 な く ， 農業改良普及セ ン タ ー， 農協， 篤農家 の経験等 f
+ と し て の記録が残 さ れ て い る 。 を 聞 き な が ら ， 農業試験場 の 支援の も と ， 昭和 45 年頃 +
+ ぶ ど う さ ん し ょ う は， 当 町の野生種か ら 派生 し た と に施肥設計の現地試験 に 取 り 組 ん だ の が試験研究の始 4
.. -=- J_ ..L-o -r ..l-， V\ jJJ.. ;l!t:. -l-a. -7" ..，. � J."" � ..l，.-， -7" ) ， '7 r +. .j.，o / ，>0 .j.，o .，...1- v\ -7" ... +. '7 + 』 言 わ れ て お り ， 他産地で栽培 さ れて い る 「 あ さ く ら さ ま り で あ る 。 -1-
i ん し よ う J に比べ， 果実 は豊産 性で果粒 は大型であ る 。 仇， 生産安競定 の た め に は病害虫防除附附が澗問題 と な ;

; 馴叩一椴とし て は世界一 の 品種 と 高 く 評価 さ れ て い る 。 際が腐 り ， 立枯れ症状 を塁す る 木が散見 さ れ る よ う に
な り ， そ の原因究明 と 対策が急がれた 。 昭和 48 年， 果 4

;. Jd::.1 � -+f- .:::...J � I-;:'A.Lf3 --4- J."I11. ...... J I . _ -'- .L-l-，I..J.L I�.�..J....L""� =- bn;A Çþ;f .J-. =n. 0} + 樹園芸試験場支援の も と に 立枯 性障害対策試験圃 を 設 1
� .跡 群量 盟E 置 し て検討 さ れた 。 そ の結果， 疫病菌 に よ る も の と 判 ;+ 圃廓 糖蜜・圃園開周恩ML22ÆZU+ 園鑑歯幽醐幽E癒着置雌盤緬幡宮瞳幽園週 一��"JIil'l& + + 翻開明言�:Jr..;瓢樹園題璽酪沼盟国脳溢艦 砲聞館料;:L�'5t:;t帽"".-z -1-
; 長義援議題翻軍艦醤.司闇 値幽掴薗画面酋置E冨 +
; 静寂覇躍種田困 層喪主明園田 j
i 凶轟掴菌醤園園田 醤艇習指誌記司ZE j + 爾圃・圃闘醒盟圃臨調圃圃. 圃園陸臨海電そこコ士哩醤量困層 ‘丞滋. :!: ; 陸軍軍歯圃圃圃圃・・・・・E 開函館湘噛AW �司園 + l圃・・・圃 直趨盟通置 j
j ふ ど う さ ん し よ う 果樹園芸試験場本場 ; 
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i 明 し， 防除対策が講 じ ら れた。 サ ン ゴ ジ ュ イ ヌ マ 問 ヤ ノ キ イ ロ ホ ウ マ の発 !
? ま た， 昭和 54 年頃か ら 収穫期 に 近付 く と 果実や棄が 生消長 を 調査 し た 結果， さ ん し ょ う への飛来が多 い こ +
品 茶色 に な る 原因不明の症状の発生があ り ， 品質が著 し と が判明 し た 。 +
i く 低下 し， 関係者で発生原因 に つ い て 検討 し た が， 病 主 な病筈虫 は立枯病， さ び病， ハ ダニ類， チ ャ ノ キ z
j 筈であ る か， 虫害 に よ る も の か さ え わ か ら ず， 最終的 イ ロ ア ザ ミ ウ マ ， カ イ ガ ラ ム シ等であ り ， 昭和 60 年 に ;

農薬の効果 閥 を解明 し う 町…「げす 牒閑一樹欄臨一園駐悶一芸韻試
す斑症現地防除試験jが実施 さ れた。 3 年 目 に あ る 農薬 防除法 に つ い て の指導 を 受 け た 。
を問一一散肺帆ん…一布机刊……し凶司一一た旭山一区町…一で吋巾果牒実一一一々付と 一 カ …蜘究機関の協力 を得ー
っ た。 こ の こ と か ら そ の原因 に つ い て 検討 し た結果， 針 が作成 さ れ， 生産安定が図 ら れ産地の強化が進み，
チ ャ ノ キ イ ロ ア ザ ミ ウ マ の被 害 で あ る こ と が判 明 し 今では 県 内 を 初 め 県外の関係者 の 間 で， さ ん し よ う と ふ

と 。 当時， 果樹問腕 に 2 本の さ ん し よ う が あ り 日清水町 と 言 う よ う に 名 前 が知 ら れ-n" Q o t 

後藤誠太郎氏 (沖縄総合事務局農林水産部農産園芸課値
物防疫係長) は神戸植防業務部国際第三課防疫管理官

皇蓋盤室監 (4 月 1 日 付)
渡辺 信氏 (謂整指導官) は退職 (3 月 31 日 付)
回盛直一氏 (検査第二部有用生物安全検査課長) は検査

第二部化学課長 に

新 刊 紹 介

「植物 ダ ニ 学」
江原昭三 ・ 真梶徳純 編

A 5 判， 419 頁 定価 6，500 円
全国農村教育協会

ダニ学 に お け る パイ プル的存在で あ っ た 「農業ダニ学」
(江原 ・ 真梶著) が出版 さ れて 20 年が経過 し た 。 こ の間
の ダニ学の進歩 は著 し い も のがあ り ， 前書 を 引 き 継 ぐ形
の成書の出版が待た れ て い た 。 本書は こ れに相当 し ， 植
物に 見 ら れ る ダニ類 と こ れ ら を捕食す る ダニ類の最新の
知見が盛 ら れて い る 。 第 l 章の総論に 続 く 各章では， ハ
ダニ類， フ シ ダニ類， カ プ リ ダニお よ びナ ガ フ シ ダニ類，
そ の他の植物ダニ類が， ま た最終の第 6 章では採集， 飼
育， 防除薬剤 な どの 実験法が詳 し く 論 じ ら れ て い る 。

執筆 は各分野の最前線の研究者 14 名 (編者 を含む) が
分担 し て い る が， 各種ダニ類の分類上の記述や， 図表，

西内康浩氏 (総理府公害等調整委員会事務局審査官補佐)
は検査第二部有用生物安全検査課長 に

|坂本 剛氏 ( 農産園芸局植物防疫課課長補佐 ( 農薬第二
班担当 ) ) は調整指導官に

百 弘氏 (検査第二部化学課長) は 農林水産研修所教
務指導 官 に

引 用文献な ど は章， 節 を こ え て よ く 整理， 統一 さ れて 読
み や す く ， 編者， 執筆者 の 苦労が う かがわ れ る 。

各章 は お お むね形態 と 分類， 生態， 防除法 (捕食性 ダ
ニ類で は利用法) と い っ た 節で構成 さ れ る が， 第 2 章の
ノ 、 ダニ で は こ れ ら に加 え て行動， 個体群動態， 生理生化
学， 天敵， 被害 と 発生予察 な ど の節が設 け ら れ る な ど，
最近の 日 本 の ダニ 学 に 関わ る 研究者層 の充実 ぶ り が随所
に う かがわ れ る 。 執筆者 に は国 ・ 地方研究機関の研究者
も 7 名含 ま れ， 基礎， 応用両分野が過不足 な く 取 り 上 げ
ら れて お り ， 第 5 章で は ， 最近農業上問題 と な る こ と の
多 い ホ コ リ ダニ， ム キ ダニ， コ ナ ダニ の ほ か， 生態系活
用型農薬 を展開す る 上 で無視で き な い ササ ラ ダニ が取 り
上 げ ら れて い る 。

こ う し た 内容か ら み て 本書 は ， ダニ学 を 学 ぽ う と す る
者の ほ か， 府県の研究機関， 農業改良普及セ ン タ ー， 農
協の営農指導部門， 防除業 な どで， 時 に ダニ類 を扱わ ざ
る を え な い 立場 に あ る 者 に と っ て も 必携 の 書 と 言 え よ
う 。 (井上雅央 ・ 奈良県果樹振興セ ン タ ー )
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