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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 % )  
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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
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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
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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
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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 。
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