
182 植 物 防 疫 第50巻 第5号(1996年)

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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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 。
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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



184 植 物 l坊 疫 第 50 巻 第 5 号 ( 1996 年)

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 。
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