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イネカルスにbけるアイソザイム遺伝子の発現様式

石川隆二・森 宏一

森 島啓 子* 木下俊郎

(北海道大学農学部作物育種学教室)

(*国立遺伝学研究所)

(昭和田年 6月 15日受理)

Expression Patiern of Isozyme Genes in Rice Calli 

Ryuji ISHIKA W A， Koh-ichi MORI， Hiroko MORISHIMA * 

and Toshiro KINOSHITA 

(Plant Breeding Institute， Faculty of Agriculture， 
Hokkaido University， Sapporo， 060 ]apan) 

(*National Institute of Genetics， Mishima， 411 ]apan) 

緒 言

電気泳動法と醇索活性染色法の!ffi:!j)により遺伝子の発

現がケボノレ上の複数の/'ンドとして観察されるようになっ

た8)。 その結果 lつの酵素種に属し基質特異性を同じく

するものが，その分子構造の差に由来する電荷の違い

によってケツレ上で区別されることが明らかにされた。

MARKERT & MOLLERll)らはこの際素種をアイソザ

イムと呼ぶことを提唱した。

酵素多型は，その発現を担う遺伝子系を反映している

ことが多く，国際生化学連合による定義では，アイソザ

イムを酵素多型のうち遺伝的な差異に由来することが明

らかなものと規定した。

植物におけるアイソザイムの研究が始められた 1960

年代に，イネにおいてもパーオキシダーゼ，酸性フォス

ブァターゼおよびエステラーゼに関して野生種，栽培種

における種間および種内:変異の調査が行われた4，5，23，24)。

その後，さらに多数の遺伝子座に関して広汎な系統問お

よび品種間の変異調査が行われた7，22)。現在までに 32の

遺伝子座が同定されているが (RGN3)，そのうち座乗染

色体が明らかにされているのが 12遺伝子あり，連鎖関

係の報告されているものが， そのうち 5遺伝子である9，

13，17，18，19)。一方，植物育種の分野において，アイソザイ

ムは個体レベルおよび細胞レベルにおける遺伝的襟識と

1) 北海道大学農学部作物育種学教室業績

して利用されている。特に培養細胞においては，脱分化

の過程を経るため従来の形態的標識を用いることができ

ないので，細胞で作られる遺伝子の直接産物であるアイ

ソザイム遺伝子はきわめて有望である。既に，タバコ，

ベチュニアおよびセロリなどではアイソザイムが標識と

して用いられている3，10，16)。 イネカノレスではエステラー

ゼの形質発現の報告があるが15)，培養中にその発現様式

が変化する結果も得られており，標識として用いるには

更なる検討が望まれる。

本研究においては， 8酵素種 14アイソザ、イム遺伝子に

ついて，カノレスにおける標識遺伝子としての利用を検

討した。

材料および方法

本実験に供試した材料は，栽培稲 (Oryzasativa)に

属する，=，本型品種しおかりと台中 65号，およびしおか

りの遺伝的背景に 10種の媛性遺伝子をそれぞれ戻し交

雑法により導入した同質遺伝子系統，台中 65号の遺伝的

背景に 21種の主働遺伝子をそれぞれ持つ同質遺伝子系

統 (Table1)，国立遺伝学研究所に系統維持されているイ

ント型2品種 (Ac，001， Ac. 414)と野生稲 O.rufipogon 

(~O. ρerennis) に属する 1 系統 W106 であった。

培養細胞の作成. 本実験に供試したカルスは北海道大

学農学部作物育種学教室において作成維持されているも

2) 文部省科学研究費(一般 B，課題番号 61480030)による研究成果
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Table 1. List of isogenic lines used 

a) Isogenic lines of “Shiokari" 

Number of Gene lsoline backcrossing symbol Character expression 
generatlOn 

1D-1 11 d-l daikoku dwarf 

ID-6 7 d-6' ebisumochi dwarf 

1D-7 9 d-7 heiei-daikoku dwarf 

1D-10 9 d-10 toyohikari-bunwai dwarf 

ID-17 8 d-17 slender dwarf 

ID-1811 10 d-18" hosetsu d warf 

1D-19 9 d-19 kamikawa dwarf 

ID-30 7 d-80 waisei-shirasasa d warf 

1D-35 10 d-8δ tanginbozu dwarf 

1D-47 7 sd-1 '1'aichung Native-1 dwarf 

b) Isogenic lines of “'1'aichung 65" 

Number of 
Gene Isoline backcrossing symbol Character expression 

generatlOn 

'1'65 A 11 A Anthocyanin activator 

1'65 APn 11 ..4， 1うz Purple hode 

T 65 bc-1 10 bc-1 brittle culm 

'1'65 Cl 9 Cl Clustered spikelets 

'1' 65 d-1 6 d-1 daikoku dwarf 

T 65 d-2 9 d-2 ebisu dwarf 

T65 dl 5 dl drooping leaf 

'1'65 Pn 11 PIl Purple node 

'1'65 Ef-1 10 Ef-1 Earliness 

T 65 fgl 10 fgl faded green leaf 

T 65 fs-1 7 ρ-1 五nestripes in leaf margin 

T 65 g-l 14 g-l long sterile lemmas 

T 65 gh-1 7 gh-1 gold hull and internode 

T 65 gl-l 10 gl-l glahrous leaf and hull 

'1'651a 6 la “lazy" growth habit 

T651g 11 19 liguleless 

'1' 65 nl-1 8 111-1 neck leaf 

'1' 65 pgl 8 ρ.gl pale green leaves 

T 65 sd-1 (Tn) 6 sd-1 Taichung Native-1 dwarf 

'1' 65 sd-1 (Ts) 6 s<1-1 Taichung Shen-2 d warf 

'1'65 wx 27 wx glutinous endosperm 
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のである。これらは M6培地を用い，上記各系統の種子 で著者らの使用する記号を用いた。

阪からカノレスを誘導し，およそ 10日おきに縦代したも 電気泳動には澱粉支持体を用い，連続緩衝液系と不述

のである。誘導後 2~3 カ月経たものを“初期カノレス"と 続緩衝液系の 2方法によった。緩衝液の組成とアイソザ

し 1年以上経たものを“後期カノレス"として実験に用 イム染色法は CARDYd a12)の方法を参考にした

いた。しおかりと台中 65号については根から誘導した (Table 3， 4¥。連続緩衝液系では 14%，不連続緩衝液系

カノレスも用いた。 では 0.83;:'6のHt糖をj)日え， 13%の澱粉濃度でゲルを作

電気泳動法とアイソザイムの染色:植物体の場合は発 り，綴りつぶした試料を吸収させたフィノレターをゲルに

芽後 1~5 日の幼芽，幼根および成熟した個体の緑葉を 挿入し泳動を行った。附系とも 60mAの定電流で泳動

用い，カルスの場合は各系統から幾つかの小塊をとりだ を始め，連続緩衝液系では 5時間，不連続緩衝液系では

し混合したものを用いた。アイソザイムの種類は Table 泳動開始 1時間後に 170Vの定電T:I:に変えて計 5時間20

2に示した 8酵素種 14遺伝子について調べた。なお遺伝 分後に泳動を終え， ゲノレは 5，，--，5枚にスライスし， 370C 

子記号はイネ遺伝子記号命名委員会の提案 (RGN3)に の恒温器内 (Cat-1，Pox-1および Pox-2は室温)で各

従っている。対立遺伝子の記号は標準化されていないの アイソザイムの活性染色を行った。

Table 2. Isozyme loci used in this experiment 

Gene symbol Enzyme species Gene symbol Enzyme species 
一一一一 一

.flcρ-1 Acid phosphatase Est-9 Esterase 
(E. C. 3. 1. 3. 2.) (=Eyt-cl) (E. C. 3. 1. 1.一)

i1mρ1  Ami nopep4 tIdase Iうg'd-1 P110spd 110g111COIlate 
(E. C. 3. 目 11.一) dehydrogenase 

(E. C. 1. 1. 1. 43.) 

.11mρ2  clo Pgi-1 Phosphoglucose 
(Alanin巴 NAsubstrate) lsomerase 

(E. C. 5. 3. 1. 9.) 

.11川 ρ-:3 clo. Pgi-2 do . 
(=AIIIρ1) (Leucyl NA  substarat巴)

Cat-1 Cat日lase Pox-1 Peroxyclase 
(E. C. 1. 11. 1. 6.) (=Px-1) (E. C. 1. 11. 1. 7.) 

Est-2 Esterase Pox-2 do. 
(E. C. 3. 1. 1.ー) (=Px-2) 

Est-5 clo. Sdlz-1 Shikimate 
dehyclrogenase 
(E. C. 1. 1. 1. 25.) 

Table 3. Electrode buffer systems 

System Gel buffer Electrode bu丘er

Continuous 1.5 mM  Histidine-HCl titrate 0.4 M Tris titrate to pH 7.6 
with Citric acid bu任ersystem to pH 7.6 with Tris 

Discontinuous A. 0.05 M Tris titrate to pH 8.1 0.19 M H3B03 titrate to pH 8.1 
with NaOH buffer system with Citric acid 

B. Electrode buffer 
(A: B=9 parts: 1 part) 

実験 結 果

1. 植物体におけるアイソザイム遺伝子の発現様式

本実験に用いたアイソザイム遺伝子は，p，οx-1をn)Eー

の例外としてすべて催芽後 4~5 日の幼芽において観察

された。その中で個体の発育に{干し、その発現を変えるも

のがあり，植物体の発育段階に応じた発現様式の変化は

大きく 3つに分けられた (Table5)。
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Enzyme Buffer 

Table 4. Staining bu妊ersand solutions 

Staining solution 

ACP 75 ms 0.1 M Sodium acetate 
titrate to pH 5.0 
with Acetic acid 

AMP 75 ms 0.1 M Tris 
titrate to pH 6.0 
with Male-ic acid 

CAT 

EST 50 ms 0.2 M NaHzP04 

10 ms 0.38 M NazHP04 

40 ms Distilled water 
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P 0 X 100 ms 0.05 M Potassium acetat巴

titrate to pH 5.0 
with Acetic acid 

SDH 75 ms 0.1 M Tris 
titrate to pH 9.0 
with HCl 

100 mg Fast Garnet GBC 

36 mg a-Naphtyl Phosphate 

12.5 mg Fast Black K salt 

40 mg DL-Alanin-s-naphtylamide 
(for Amp-l， A川 p-2)

40mg L・Leucyl-s-na ph ty lamide 
(for Amp-l， Amp-3) 

A 100 ms Distilled water 

1 ms H20Z (3%) 

B 90 ms Distilled water 

5 ms FeC13 (870) 

5 ms K3Fe(CNh (8%) 

(leave for a few minutes in A solution 
after rinsed with distilled water then 
leave for B solution) 

2.5 ms N-Propanol 

50 mg Fast Blue RR 

15mg 叫-NaEphstt-y5l)副官tate
(for 

20mg P(f-oNr aEphst ty2la， cetate 
Est-9) 

10mg 6・Phosphogluconicacid NA3 

5mg NADP 

5mg MTT 

5 mg PMS 

40 mg D-Fructose-6・phosphate

10 units G6PDH 

5mg NADP 

5mg MTT 

5 mg PMS 

10 mg 3-Amino-9-etylcarbazole 

10 ms Acetone 

2 ms 0.1 M CaC12 

1 ms HzOz (3%)， Acetic acid (1%) 

2 drops of Eugenole 

5 mg Shikimic acid 

5mg NADP 

5mg MTT 

5 mg PMS 
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Table 5. Three types of organ speci五cexpression at 14 isozyme 

loci in plant tissue 

E 

Young root plumule Mature leaf Isozyme gene 

+ 十+ ++ Est-2s，dFht-z1 i-1，Pgi-2 
and 

+ +十 + (m) JlrpI，Aanpptd LEIs，t-A5 Htp-2 
i-lmρ3  

十 ++ 。 Est-9 and Pgd-1 

。 ++ +ト Pox-2 

O +十 O Cat-1 

O 。 +十本 Pοx-1 

Expression type 

血

+十 strongactIvlty present 

+十*. strong activity (in flowering time). 

+: activity present but weak 

+ (m): major band modified 

0: no activi ty present. 

L 植物の全生育|時期・器官において発現様式が変化 少バンド (a，m， c)として発現した6)。 アミノベプチタ

しないもの ーゼに属する 3種のアイソザイム遺伝子は何れも幼芽に

2. 特定の時期に発現様式が変化してハントが修飾さ おいて 1本の主要パンドが発現したが，生育が進むにつ

れるもの れ 1ないし数本のパントにより修飾されたため，対立造

3. 特定の時期lおよび器官において発現するが，それ 伝子の識別が困難となっtc.o E，ザt-5は幼芽時に 2本のノミ

以外では発現されなし、もの ンドとして発現したが，生育が進むにつれて陽極側の/ζ

1のタイプには3酵素種4泣伝子 (&t-2，Pgi-1， 1セト ンドが消失し，新しく陰極側に同じ基質特異性を示すノζ

2および Sdh-1)が含まれた。 ンドが現われた。このパンドが Est-5遺伝子支配か否か

2のタイプには 3酵素種5遺伝子 (11ゅ-1，AIIψ-1， は調べられていない。

A!IIp-2， Amρ3および Est-5)が含まれた。 Aφ-1は 3のタイプには4酵素種 5遺伝子 (Cat-1，Est-9， 

幼芽においては 1木の主要パンド (A)として発現し Pgd-1，Po:c-1および Po:c-2)が含まれた。 そのうち

)文楽になると 3本の主主ijパンド (A，M， C)と3本の徴 Cat-1，ι:st-9および Pgd-1は幼芽のl時期に発現し，成

Table 6. Four types of stage speci五cexpression at 14 isozyme 

loci in calli derived from embryos 

Expression 
type 

CaJ1us 

E 

lni tial stage Late stage 

+十 ++ 

十十 + (m) 
+ (111) + (111) 
十 O 

。 O 

O 

Isozyme gene 

E 

1¥1 

Cat-1， Est-2， Pgd-1，1をi-1，Pgi-2 and Sdh-1 

Est-5 

Aιp-1， Amp-1， Amρ-2， I1mt-3 

Est-9 

Iヰフ:c-1

Pux-2 

十十 strong actJvlty present. 

+: activity prcsent but weak. 

+ (m)・ majorband modiiied. 。noactl Vl ty present. 

一 notexamined 
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6)。 初期および後期カルスでみられたザイモグラムを他

物体におけるザイモグラムと比較して Fig.1に示した。

Pgi-l，1訟i-2および Sdh-lは 1年以上継代されたカ

ノレスでも安定して発現しており，カルス誘導した系統の

有している逃伝子型を判定できた。また，植物体におい

てはおもに幼芽期に発現されていた Cat-lとl云d-lも

カルスでは長期間安定して発現していた。カルスが誘導

された初期から Jlmt-l，.1mρ2および .111ψ-8は，植

物体における成葉でみられるような修飾をうけていたo

Aφ1は初期カルスでは，強い活性をもっ A，M およ

びCパンドと弱L、活性の a，mおよび cパンドが現われ

たが継代期間が長くなるにつれ，成葉て

第 15巻北海道大学長学部邦文紀要

梁では消失した。しかし，Cat-lは花粉においても発現

した。

Pο.x-lは開花期の成業や穎花においてのみ発現が認

められた。 Po.x-2 はほとんどのH寺WJおよび~*1ぎにおいて

発現が認められたが，根組織で、は発現しなかった。

2. 力ルスにおけるアイソザイム遺伝子の発現様式

しおかりおよび台中 65号の同質遺伝子系統(計 31系

統)から誘導した継代期間の異なるカノレスにおいてアイ

ソザイム遺伝子の発現の比較を行ったところ， ID-47系

統の Est-2を例外として系統間には発現様式の差異は

認められなかったが，継代期間の異なるカルスにおいて

は，大きく 4つの発現様式のタイプがみられた (Table

376 
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パンド (A，M， C， a， mおよび c)の活性が強くなり対

立遺伝子の識別は困難であった。 Est-5は初Jt)Jカルスで

は幼芽の時期の発現様式と同じであったが，継代期間が

長くなると成葉と同様な発現様式を示した。

Est-9は誘導初期のカルスにおいて発現していたが，

継代期間が長くなると消失した。また{固体では見られな

いα ナフチノレアセテートを基質とするバンドが，五、写t-9

のパンドより陰極側に出現したが継代期聞が長くなると

消失した。 PO‘τ-1の発現はどの時期のカノレスにおいて

もみられなかった。

PO.T-2とEst-2は， 一般の日本型品種において null

型であるためノミンドが現われなかったが， ID-47系統由

来のカルスのみ Est-22 のパンドが初期のカノレスでも

後期のカルスでも認められた。次にこの 2遺伝子の発現

をイント
N

型品種 Ac.001，Ac.414および野生稲 W 106 

由来のカノレスを用いて調べたところ，Est-2は発現して

いたが PO.T-2の発現は認められれなかった。 これらカ

ノレスは長期にわたり縦代していないため後期カノレスにお

ける発現については調べていない。

最後に，根組織から誘導したカルスについて調べたと

ころ，種子陸由来のカノレスと同じ発現様式を示した。植

物体の根組織では発現が現われない Cat-1も根から誘

導したカルスでは発現していた。

考察

アイソザイムは植物における遺伝的標識として各衝の

研究に用いられ，イネにおいても植物体のレベノレて、は，

異なる生育時期や組織における発現様式について詳しく

調べられている 6，21，22)。一方， アイソザイムのノζ ンドは

細胞でつくられる遺伝子の直接産物なので，カルスや細

胞レベノレにおける染色体や染色体断片の標識として用い

ることも可能である。オオムギ，タバコおよびベチュニ

アなどでは既に染色体の標識としてカルスの生育に伴う

染色体の欠失の確認や雑種細胞の選抜に用いられてい

る20)。しかし，継代期間など培養条件が異なったときに

発現が変化する12，14，15) ことも知られており，標識として

利用するためには発現様式の安定性を調べておく必要が

ある。イネカノレスでは，アイソザイム遺伝子の発現様式

についての研究は極めて少ない15)。本実験において縦代

期間の異なるカノレスを比較したところ調査した8酵素種

14遺伝子の中にはそれぞれ異なる発現調節をうけてい

るもののあることが認められたが，次のように大きく 4

つに分けることができる。

1. 継代期間が異なっても発現が変化せず，カルスの

有するill伝子型が容易に推定できるもの

2 カノレス誘導後比較的初期，もしくは一定の期聞を

経た後にアイソザイム遺伝子の発現であるパンド

が修飾を受けるもの

3 継代期間中に発現が消失するもの

4. カノレスでは全く発現しないもの

第 1の型に属する 1年以上発現が変化しなかった 5

酵素種6遺伝子，Cat-1， Est-2， Pgd-1， Pgi-1， 1去i-2

および Sdh-1は細胞やカノレスレベノレにおける標識遺伝

子として用い得ることがわかった。

アイソザイムの発現がカノレス継代期間中に変化し器官

特異性を消失する傾向にあることが，タパコにおいて報

告されている1)。 またイネにおいてはエステラーゼの発

現が脱分化，再分化の際に特徴的な変化をみせることが

知られている15)。本実験においても，カルス継代に伴う

Acρ1， Est-[)および Est-9の発現様式の変化が植物体

の生育に伴って生じる変化と似ていること，および根組

織から誘導したカノレスがその器官特異的な発現様式を消

失したことが見出されたが，これらの事実はカルスの生

理的側面からみると大変興味ぶかし、現象である。

日本品種しおかりは Est-2が null型であるにもかか

わらず sd-1を有する同質遺伝子系統において Est← 22

の発現を示したが，これはカノレスを誘導した ID-47系統

が Est-22遺伝子をホモに有しているためとわかった。こ

れは sd-1遺伝子の供給親のイント、型品種が， しおかり

とは極めて遠縁関係にあり，しおかりへの戻し交雑の回

数が不十分で台中 N-1(低脚烏尖型)のもつ Est-22が残

存していた可能性が高い。しかし，系統維持中に ID-47

系統で突然変異を生じていた可能性も否定で、きない。

摘要

イネ 36系統を用いて 8酵素種 14アイソザイム追伝

子の発現様式を植物体とカルスの間で比較した。

植物体の生育に伴うアイソザイムの発現様式の変化は

大きく 3つに分けられる。

1. 個体の全生育時期において発現様式が変化しない

もの -Est-2，Pgi-1， Pgi-2および Sdh-1。

2 特定の時期に発現様式が変化してパントが修飾さ

れるもの -Acp-1，.4川Jうー1，Amp-2， Amp-8および

Est-5o 

3. 特定時期および探官において発現するもの

Cat-1， Est-9， Pgd-1， PO.r-1および PO.T-2。

次に継代期間の異なる種子!伍由来のカルスを用いて

発現様式の変化を調べたところ次の 4つのタイプに分
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けられた。

1. (;at-1， Est-:2， Pgd-1， Pgi-1， 1包i-:2および

Sdh-1の6遺伝子の発現は長期間継代しても変化せず，

遺伝子型を硲突に推定できた。このうち Cat-1とPgd-

1は植物体において幼芽時にのみ発現されるものであ

った0

2. 1'lcρ-1， A川 ρ-1，Amjり 2，A川 Iう-8およびEst-5

がうけた修飾は，植物体の生育に伴って生じる変化様式

とほぼ同じものであった。

3. Est-9は初期カノレスでは発現するが，その後消失

した。

4. Pox-1， Po.r-2はカルスにおいては全く発現しな

カミっ7こ。

また根および種子陸から誘導したカルスにおけるアイソ

ザイムの発現様式を比較したところ，カルス化すること

によって器官特異性は消失する傾向が認められた。

以上の結果より 6遺伝子，Cat-1，五、t-:2， Pgd-1， 

Pgi-1， Pgι2 および Sdh-1 が細胞YÎi~宅時の標識として

も十分に利用できることが明らかとなった。
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