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緒言

ウイルスによる植物病害は農作物の収量や品質の

低下を招き，時には壊滅的な被害をもたらして農業

生産に多大な損害を与えている。1935年，STANLEy1)

によりタバコモザイクウイルス (TMV)が単離され

て以来，多くの植物ウイルスが分離同定され，全世

界において現在までに確認されているものは 600種

以上にのぼると言われている九我が国においても

二百数十種の植物ウイルスの発生が確認されてお

り，害を被る作物も多種多様である九

一方，ウイルス病に対する防除策は，主に擢病株

の早抜きや媒介昆虫の駆除といった間接的な方法に

頼っており，積極的な防除法は今のところ実用化に

至っていなし〉。この理由は，ウイ 1レスが宿主細胞の

代謝系を利用して増殖するため，宿主の正常な代謝

を損なうことなくウイルス増殖のみを特異的に抑え

る抗ウイルス剤の開発が困難であるためである。そ

こで，ウイルス病対策として抵抗性品種の作出が期

待され，長年にわたり育種，遺伝学的研究が重ねら

れた。その結果， トマトなど，一部の作物でウイル

ス病抵抗性品種の育成に成功しているが，未だ十分

な成果をあげているとはいい難い。育種上最も重要

なウイルス病抵抗性の遺伝資源が不十分であるこ

と，またわず、かな遺伝資源を用いた育種操作に多大

な年月と労力が必要とされることが原因としてあげ

られる。タバコにおける TMV抵抗性遺伝子N の

ように特定の作物と特定のウイルスの組合せにおい

て同定され，研究が進められている例山もあるが，

多くのウイルス病においてその抵抗性機構は複雑

で，従来の方法によるウイルス病抵抗性品種の作出

は困難である。

このような状況の中で，近年急速に発展しつつあ

る植物バイオテクノロジーが，ウイルス病防除にお

ける新たな解決法として注目されている。そのうち

の1つは，交配不可能なウイルス病抵抗性植物との

細胞融合へであり，他の 1つは遺伝子組換えである。

細胞融合は，注目されてから既に十数年が経過し，

いくつかの成果も報告されているが7h目的とする

ウイルス病抵抗性以外の諸形質も同時に付与される

など，品種育成において，各種の困難を伴うことが

明らかになってきた。そこで，現在最も期待されて

いるのが遺伝子組換え技術によるウイルス病抵抗性

植物の作出である。

遺伝子組換えは， 1960年代に創出された微生物を

対象とする分子生物学の領域において，生命現象を

解明する研究手法として発展した技術である。この

新しい知識と技術を基礎として，植物の研究領域に

おいても遺伝子操作の手法が用いられ始めた。特に，

1983年に ZANBRYSKIらB)によって Tiプラスミド

(本文第1章参照)を用いた植物用ベクターが開発さ

れて以来，植物研究における遺伝子組換え技術の有

用性が認識され，その開発が急速に進んだ。

このような技術的側面での発展を背景として，ウ

イルス病抵抗性付与に対する全く新しいアプローチ

が， 1986年， BEACHYの研究グループ9)によって報

告された。彼らは， TMVの外被タンパク質遺伝子を

導入した形質転換タバコを作出し，それがTMVに

対して抵抗性を示すことを確認した。これは，弱毒

ウイルス 10)に感染した植物がその後感染したウイ

ルスに対し抵抗性を示す干渉効果 (cross protec-

tion) 1りといわれる現象のメカニズムの研究に端を

発したもので，この現象がウイルスの外被タンパク

質に関与しているという仮説叫に基づいたもので

ある。その後，ゲノム構成及び形状などが異なる他

のウイルスを用いて同様の実験が行われ，タバコで

は外被タンパク質遺伝子の導入によってウイルス病

抵抗性が付与されるという現象がTMVに限らず

他のウイルスにも応用できるものであることが示唆

された。現在，この抵抗性はcoatprotein mediated 

resistanceと呼ばれている 13)。

本研究では，これらの研究成果を実験植物として
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のタバコにとどまらず，他の栽培植物に応用するこ

とを目的とし，特にメロンにおける利用を試みた。

メロン (Cucumismelo L.， 2n = 24) はウリ科野菜

に属し，世界各国で栽培される主要な栽培植物であ

る。日本におけるメロン栽培は， 1990年には作付け

面積1万6千7百ヘクタール，生産量は 37万9千7

百トンである1九作付り面積は 1965年の約2倍に増

加している1九生産量の増加に伴い病害も増加して

おり，日本のメロンには現在までに 8種類のウイル

スの存在が報告されている 3)。なかでもキュウリモ

ザイクウイルス (CMV)及びカボチャモザイクウイ

ルス (WMV-2)の2種類が最も大きな被害をもたら

しているが，これらに対する実用的な抵抗性品種は

いまだ作出されていない。

本研究は，特に広い宿主領域をもち防除が不可能

とされている CMVについて，上述した外被タンパ

ク質遺伝子による CMV抵抗性メロンの作出と利用

を目的として，(1)メロンの形質転換法の確立， (2) 

CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの作出， (3) 

形質転換メロンの CMV抵抗性の確認， (4)形質転換

メロンの後代の特'性調査を行ったものである。

第 1章 Agrobacteriumtumefaciensを用いた

メロンの形質転換法の開発

植物細胞への遺伝子導入技術は，各種の方法が考

案されている。そのうち一般的な方法は，①Ti及び

Riプラスミドを用いる方法則的，②エレクトロポ

レーション法17)，③ノ'¥-ティクルガンを用いる方

法18)の3種であり，特に双子葉植物の遺伝子組換え

を前進させたのは，Agrobacterium tumefaciensの

持つ Tiプラスミドを利用した植物用ベクタ」の開

発であった。本実験においてもこの Tiプラスミド

を利用したバイナリーベクターと A.tum巳冷czens

LBA4404株20)を用いた。

このほか植物の形質転換の成否を左右する要因と

して，形質転換に適した培養法の有無がある。上述

の形質転換法のいずれを用いるとしても，形質転換

体を得るための第一段階は形質転換のための植物体

再生系の確立である。 A.tum尾治czensを用いた形質

転換のための再生系として必要な条件は，再生率が

高いこと，キメラ個体の出現頻度の低いこと，さら

に大量に処理する事を考慮して，培養期聞が短く簡

便であることの3点が重要である。この条件を満た

し，形質転換に使用されている一般的な再生系は

リーフディスクからの不定芽再生系である。しかし，

メロンの場合，リーフディスク法21)は再生率が低

く，必ずしも形質転換に適した系とはいい難い。

本章では，安定したメロンの形質転換法を確立す

るために，形質転換に適した植物体再生系について

検討すると共に，カナマイシン耐性遺伝子の選抜

マーカーとしての有効性について検討した。

I.メロンの組織培養におけるカナマイシン感

受性

形質転換個体を効率よく選抜するためには，選抜

法の確立が必要である。現在，一般的に使用されて

いる選抜マーカー遺伝子は，カナマイシン耐性遺伝

子 (ημII; neomycin phosphotransferase II) 22)の

ほか，ハイグロマイシン耐性遺伝子 (h〆;hygro-
mycin phosphotransferase) 23)や除草剤耐性遺伝子

Table 1・1 Effect of kanamycin concentration on germination of Cucumis melo se巴dsX •

Cultivar Km conc. Plant lHEnygptohc(octmy)l CoctoylloerdY on True No.of Root 
(mg!Ai) height(cm) leaf' roots length(cm) 

Green PearI 。 11.0 7.0 G ++ 20.0 28.0 

50 8.7 3.8 G ++ 20.0 20.7 
100 2.3 0.5 GY 十 2.0 1.3 
150 2.3 1.3 W + 1.0 1.3 
200 1.0 0.5 W 0.3 1.0 

Prince 。 21.0 8.7 GY 十+ 20.0 26.7 

50 30.0 7.0 GY ++ 20.0 10.0 
100 14.3 6.0 Y 十 1.3 1.5 
150 1.6 1.0 Y 0.3 0.3 
200 0.5 0.5 W 0.7 0.7 

X After 6 weeks. Data are expressed as the average obtain from five plants. 
Y G: green， GY: yellowish green， Y: yellow， W: white. Z 十十:many， + : 1 or 2， -: 0 
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(bar) 24)などである。双子葉植物ではカナマイシン 本葉の発生，根数及び根長の 6項目について調査し

耐性遺伝子が一般的に使用されており，本実験でも た (Table1-1)0 100 mg/.e以上のカナマイシンを添
この遺伝子を用いた。まず，耐性遺伝子導入前のメ 加した区では，子葉の退色や旺軸の伸長抑制などカ

ロンのカナマイシン感受性について調査した。 ナマイシンの影響が観察された。特に発根抑制や根

の伸長抑制など地下部への影響が著しかった (Fig.

1.種子のカナマイシン感受性 1-1)。この感受性は健全な状態の種子のものである

1)材料及び方法 ので，A. tum抑czensの感染処理を行った外植片に

品種 zプリンスメロン，(サカタのタネ)， ，グリーン 対してこの結果をそのまま適用できるわけではな

ノ号ール'(トキタ種苗)，‘アンデス'並びに‘アムス'(サ い。しかし，地下部の観察を中心として， 100 mg/.e 
カタのタネ)の種子を用いた。まず種皮を剥ぎ， 70% 前後のカナマイシンを添加した培地での選抜が基本

エタノールに 10秒浸潰した。 1%次亜塩素酸ナトリ であることが示唆された。

ウムで 10分程殺菌し，滅菌水で洗浄した後，滅菌水

を2時間吸水させた。その後，スクロース 30g/Q十 2.シュートのカナマイシン感受性

カナマイシンo~200 mg/.eを含む MURASHlGEand 1 )材料及び方法

SKOOG (MS)培地25)の固形培地(以下全て pH5.8， 品種‘グリーンパール，(トキタ種苗)， ，プリンスメ

ゲルライト 0.2%)上で培養した。以下培養条件は全 ロンアンデス'(サカタのタネ)，並びに tサンデー

て250C，3，000Ix， 16時間日長とした。 秋， (横浜植木)の種子を無菌播種し，無機物の濃度

2 )結果 を全て 2分の 1に調整した MS培地 (1/2MS培

置床6週間後に芽生えの草丈，座軸長，子葉の色， 地)+スクロース 30g/.eの固形培地上で2週間培養
した。その後，伸長した茎の成長点から第 1節まで

」一←ーI

(1 ) (2) (3) (4) (5) 

Fig.l・1 Effect of kanamycin on germination of 

melon seeds. [Upper] Shoot elongation. 

[Lower] Root formation 

を切り取り， 1/2 MS培地+スクロース 30g/Q+カ

ナマイシンo~200 mg/Qの固形培地上で培養した。

Table 1-2 Kanamycin sensitivity of shoot in 

melonw 

Cultivar Km conc. Leaf Shoot Root 
(mg/1!) colorx elo暗 ationYformationZ 

Green 。
pearl 

50 

100 

150 

200 

Prince 。
50 

100 

150 

200 

GG 

GG 

GY 

YG 

GY 

GG 

GG 

GY 

YG 

Y 

十+

++ 
++ 

++ 
++ 
+十

+ 

++ 
+ 

十+

+ 

W The experiments were scored 2 weeks after cul. 

ture imtlatlOn 

The data given represent the average of five 

plants 

x GG : green， GY : yellowish green， YG : greenish 

yellow， Y : yellow 

Y + + : well growth，十 :slightly growth， -: no 
growth 

Z + + : > 3， + : 1 or 2. -: O. 
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2 )結果

培養開始2週間後，シュートの伸長，発根の有無，

棄の黄化を調査した(Table1-2)。シュートの伸長抑

制及び葉の黄化は 100~150 mg/.eのカナマイシン

を添加した培地上で観察されたが，その変化は明確

ではなく，地上部の影響は選抜の基準としては不十

分であった。一方，発根については 50mg/.eのカナ

マイシンを添加した培地と 100mg/.eのカナマイシ

ンを添加した培地の聞で著しい違いが観察され，若

干の品種間差が観察されたものの 100mg/.eのカナ

マイシンを添加した培地で発根が抑制された。また，

‘プリンスメロン'ではカナマイシン 50mg/.eを添力日

した培地においても無添加区と異なる発根形態を示

し，カナマイシンの感受性を区別することが可能で

あった。

3.苗条原基のカナマイシン感受性

苗条原基は茎頂から誘導されるコンペイトウ状の

集塊で，高い植物体再生能を有しており 2円各種の栽

培植物において苗条原基の誘導が報告されてい

る27)。メロンにおいても 1989年に永井ら28)により

苗条原基の誘導条件が明らかにされ，苗条原基から

の植物体再生系が確立した。植物体再生率が高く安

定していること，遺伝変異が少ないことなど，形質

転換に使用する培養系として有利な点が多い。本実

験では，苗条原基を用いた形質転換系を想定して，

苗条原基のカナマイシン感受性を調査した。

1)材料及び方法

苗条原基の誘導は永井らの報告に準じた。誘導し

Table 1-3 Kanamycin sensitivity of shoot primor-
dia of melonw 

Km conc. Colorx Growth Root 
(mg/.e) degreeY formation' 

。 GG ++ ++ 
25 GG ++ ++ 
50 GY 十 + 
100 YG + 
150 YG 

W Th巴datawere scored 8 weeks after culture initia-

tion. cv. : Prince melon. 
The data given represent the average of five plants 

X GG: green， GY: yellowish green， YG: Greenish 

yellow 
y + + : well growth，十:slightly growth，一:no 
growth. 十+: > 3 ， +: 1 or 2，一:0_ 

た苗条原基は，ピンセットによって分割し， MS培

地+N6一べンジルアデニン (BA)0.2 mg/.e+スク

ロース 30g/.e+カナマイシン o~150mg/.eの固形
培地上で培養した。

2 )結果

誘導した苗条原基を液体培地からカナマイシンを

添加した固形培地に移植し，培養した。約8週間後

に，苗化部の色，苗化度，発根の有無について調査

した (Table1-3)0 100 mg/.e以上のカナマイシンを

添加した区において，顕著な成長の抑制が観察され，

特に根の成長は著しく抑制された。

以上の結果から，カナマイシン濃度による苗条原

基の分化程度の差異が明らかとなり，苗条原基の分

化過程においてカナマイシンによる選抜が可能であ

ることが示唆された。

4.不定匪のカナマイシン感受性

メロンの不定匪誘導は， 1凹98剖6年，折館と大津2

より初めて報告され，その後改良を重ねてかなり安

定した植物体再生系となっている 30)。本実験ではこ

の不定妊による再生系の形質転換への利用を想定

し，不定匪誘導時のカナマイシン感受性を調査した。

1)材料及び方法

品種‘プリンスメロン，(サカタのタネ)，‘サンデ一

秋，(横浜植木)，並びに‘EG360'(味の素東海シード)

の種子を用いた。まず，種皮を剥ぎ，殺菌洗浄した

後，滅菌水中に 2時間浸潰して吸水させた。その後

Jff軸部を切断し， MS培地+スクロース 30g/.e+ 
BA 0.1 mg/.e+2，4-ジクロロブエノキシ酢酸(2，4

D) 1mg/.e+ナフタレン酢酸 (NAA) 2 mg/.e+カ

ナマイシンo~200mg/.eの固形培地で培養した。 3

週間後，不定歴形成について調査した。

2)結果

‘プリンスメロン'及び‘サンデ一秋'ではカナマイ

シン無添加の区でのみ不定怪形成が観察された。カ

ナマイシンを添加した区では濃度に関係なく不定圧

形成は観察されなかった(Table1-4)。‘EG360'では

カナマイシン 150mg/.eを添加した区まで不定匪形

成が観察された。他の品種ではカナマイシン添加区

では不定圧形成は観察されなかった。このことから

官G360'を除く他の品種では，不定匪形成時でのカ

ナマイシンの影響が大きいので，選抜のために不定

圧誘導培地に添加するカナマイシン濃度は低く抑え

るか，不定圧誘導後に選抜することが望ましいと考
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Table 1-4 Effect of kanamycin on somatic embryogenesis in melon" 

Kanamycin 
conc. 
(mg/~) 

Total no.of No. of explants No.of 
explants tested with embryogenesis somatic embryos 

0 

50 

100 

150 

200 

pw 

11 

16 

10 

5 

11 

SX 

10 

6 

10 

14 

10 

EGY P 

9 4(36) ， 

10 。
10 。
10 。
10 。

S EG P S EG 

5(50) 6(66) 40 46 110 。 2(20) 。 。 12 。 1(10) 。 。 1 。 1 (10) 。 。 2 。 。 。 。 。
" The experiments were scored 2 weeks after culture initiation. 
w P: cv. Princ巴

X S: cv. Sunday Aki. 

Y EG: cv. EG360. 

， Numbers in parentheses are % embryo formation (= No.of explants with embryos/Total no.of explants X 100) 

Table 1・5 Effect of kanamycin on shoot regeneration of cotyledon explants" 

Kanamycin Total no. of N o. of explants with 

conc. explants shoot regeneration 
(mg/~) pw SX Gpy P S GP 

。 30 63 36 28(93.3)' 60(95.2) 32(88.9) 

50 32 65 42 17 (53.1) 35(53.8) 28(66.7) 

100 30 72 36 3(10.0) 12(16.7) 8(22.2) 

150 30 65 40 3(10.0) 7( 1.1) 3( 7.5) 

200 29 60 42 l( 3.4) O( 0.0) 。(0.0) 
" The experiments were scored 3 weeks after culture initiation. 
w P: cv. Prince. 

X S: cv. Sunday Aki. 

Y GP: cv. Green pearl. 

， Numbers in parentheses are % shoot r巴generation(= No. of explants with shoot regeneration/Total no.of 
explants X 100) 

えられた。

5.不定芽のカナマイシン感受性

完熟種子子葉部からの不定芽形成を経由した植物

体再生系は， 1989年， DIRKSら31)によって報告され

た。これはリーフディスク法に類似した方法で，再

生率が高く，簡便であり形質転換に適していると考

えられる。そこでこの再分化系の利用を想定し，不

定芽形成時のカナマイシン感受性を調査した。

1)材料及び方法

品種‘プリンスメロン，(サカタのタネ)，‘サンデー

秋， (横浜植木)，並びに‘グリーンパール， (トキタ種

苗)の種子を用いた。種皮を剥ぎ，常法により次亜

極素酸ナトリウムで殺菌，洗浄した後滅菌水に2時

間吸水させた。その後，子葉部を表裏6片ずつ計12

片に切り分け，MS培地十スクロース 30g/Q+BA 1 

mg/Q+ カナマイシン 0~200mg/Q の固形培地で培

養した。 3週間後不定芽形成を調査した。

2 )結果

全ての品種において 100mg/Q以上のカナマイシ

ンを添加した区において不定芽形成が阻害された

(Table 1-5)。また， 50 mg/Qのカナマイシンを添加

した区での不定芽形成は，無添加区の約50%に抑制

された。

以上の結果から，不定芽形成時においてもカナマ

イシンの影響を受げること，また，カナマイシン濃

度により影響の程度に差が認められ，不定芽形成時

のカナマイシンによる選抜が可能であるとが示唆さ

れた。
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II.苗条原基培養系を利用したメロンの形質転

換

調査した萄条原基のカナマイシン感受性を指標と

して苗条原基による形質転換を行った。

1.材料及び方法

レポーター遺伝子として，検出の容易な βーグルク

ロニダーゼ (Gus)遺伝子32)を持つ pBI121(クロン

テツク社)33)を用いた。苗条原基の誘導は永井らの

報告に準じた。誘導した苗条原基をピンセットで分

割し，MS培地十スクロース 30g/.e + BA 1 mg/.eの
液体培地 (pH5.8)中でpBI121を持つ A.tumの匂

ciens と 2 日~4 日間共存培養を行った。培養は，小

型傾斜回転培養器で毎分2回転の回転培養とした。

その後，滅菌水で数回洗浄し，MS培地十スクロース

30 g/.e十BA0.2 mg/.e十クラブォラン(セファム系

除葱用抗生物質，ヘキストジャパン社)500 mg/.eの

苗化促進周囲形培地へ移植し培養した。移植後5

~7 日の間に，シュート伸長中の苗条原基を無作為

に抽出し， Gus活性を測定した。測定法は蛍光法

(fluorometric assay) と組織化学的方法 (histo.

chemical assay)の2穣類の方法を用いた。

約4週間後伸長したシュートを切り取り， MS培

土也+スクロ…ス 30g/.e十カナマイシン 100mg/.e+ 

クラフォラン500mg/.eの選抜培地に置床した。そ

の後選抜培地上で発根したカナマイシン耐性個体か

ら，DNAを抽出した。これを Gus遺伝子の特異的配

列より DNA合成装置を用いて作成した 20塩基の

プライマー (5'…GTAGAAACCCCAACCCGTGA-

3'，5'-TGAT ACGT ACACTTTTCCCG-3') をイ克っ

てPCR法(第3章参照)による DNAの増幅を行っ

た。また，再生個体の Gus活性も上記の 2種の方法

で測定した。

2.結果

共存培養2日の区でも 4日の区でもカナマイシ

ン耐性個体を得た。100mg/.eのカナマイシンを添加

した培地において，耐性個体と対照区の感受性個体

の地上部との間には著しい違いは認められなかっ

た。しかし，地下部については，対照区でほとんど

発根しなかったのに対し，耐性個体では旺盛な発根

を示した。 A.tumefaciensとの共存培養を数日行っ

た後，商条原基を取り出し，蛍光法によって Gus活

性を測定した結果，対照区では観察されない蛍光値

の増大が観察された。さらに組織化学的方法でGus

活性を測定したところ，膏色の発色が多数みられ，

Gus遺伝子の発現が明らかとなった。しかし，その

後完全な植物体に再生した個体では Gus活性を確

認することができなかった。この原因は，①挿入し

た遺伝子が，組み込まれず，苗条原基の細胞中で一

過的に発現していたに過ぎなかった，②導入した遺

伝子が再生した植物体の細胞に組み込まれてはいた

が，均一な発現をしておらず，測定に供試した部位

において発現していなかった，③再生個体が導入し

た遺伝子に関してキメラになっており，検出に用い

た部位には遺伝子が組み込まれていなかった，の3

点が考えられる。まず，①の原因に関しては，A. 

tumej匂ciensが遺伝子を染色体へ組み込む積極的な

機構をもつこと 19)から一過的な発現である可能性

は低いと考えられる。次に②の原因であるが，Gus遺

伝子の発現のために用いた CaMV35Sプロモー

ターが強い発現能力を持つこと，また発現が組織特

異性を持たないこと 6)を考慮すると，これも可能性

は低いと考えられた。最後に③の可能性について考

察すると，A. tumefaciensの溶液に浸潰した苗条原

基は，他の再生系で用いた外植片に比べ分化の進ん

だ組織であり，再生した植物体が導入した遺伝子に

関してキメラとなる可能性は十分に考えられる。以

603bp→ 

497bp→ 

Fig.1-2 Detection of β‘glucronidase gene by 
polym巴rasechain r巴actionsystem 
P: pBIl21. T: Transg巴nicplans.， 
M: Molecular size marker.λ/Hind III 
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Gus活性を第2節の蛍光法によって調査した。

2.結果

共存培養半日~1 日の区で不定座形成が観察され

たが， 2日以上の区では観察されなかった(Table1 

6)。この原因は，本来の不定匪誘導系にない処理，

すなわち A.tum尽faciensとの共存培養が誘導率に

影響し，その期聞が長期になるほど不定任の形成率

を低下させたと考えられる。また，不定)ffが形成さ

れた区においても，外植片数に対する不定匪の形成

率は低く，形質転換のためのバクテリア処理が影響

していると考えられた。再生したカナマイシン耐性

植物体の Gus活性を測定したところ蛍光値の増大

が認められ，再生率は低いものの形質転換体を得る

ことができた。

以上の結果から，不定匪を経由する植物体再生系

を用いて形質転換体を作出できることが明らかと

なった。また，再生率は比較的低く，改良を必要と

すると考えられた。

第3号

上の考察により， Gus活性の結果は，再生個体がキ

メラであったことが原因ではないかと推定した。

再生植物体の Gus遺伝子をPCR法で検出した結
果，予想される DNA断片が確認され (Fig.1-2)，

Gus遺伝子が導入されていることが証明された。し

かし，上記の Gus活性の測定結果を考慮すると，植

物体全体の細胞に外来遺伝子が挿入されているかど

うか不明であった。

以上のように，苗条原基の再生系を用いて形質転

換体を得ることができたが，導入した遺伝子の発現

に関しては不均一であるという結果を得た。

北海道大学農学部邦文紀要340 

N.不定芽培養系を利用したメロンの形質転換

1.材料及び方法

品種‘サンデ一秋，(横浜植木)，及び‘プリンスメロ

ン， (サカタのタネ)の種子の種皮を剥ぎ，常法によ

り次亜塩素酸ナトリウムで殺菌，洗浄した。滅菌水

に1~ 2時間浸潰して吸水させたのち，目壬軸部分を

切り取り MS培地+スクロース 30g/Rの液体培地

(pH 5.8)中でA.tumefaciens と 1~5 日間の共存

培養を行った。共存培養後滅菌水で数回洗浄し， MS

培地+スクロース 30g/R+ BA 1 mg/R+クラブオ

ラン500mg/Rの再分化培地で培養した。約3週間

後，再生したシュート塊を MS培地+スクロース 30

g/R+クラフォラン 300mg/R+カナマイシン 100

mg/Rの固形培地へ移植して選抜を行った。その後

伸長してきたシュートを順次 1本ずつ切り取り，

MS培地+スクロース 30g/R +クラフォラン 300

mg/R +カナマイシン 100mg/Rの固形培地上で培

養し発根を観察した。発根したカナマイシン耐性個

体は， Gus活性を測定した。

III.不定睦培養系を利用したメロンの形質転換

し材料及び方法

品種‘サンデ一秋， (横浜植木)の種子の種皮を剥

ぎ，常法により殺菌，洗浄した後，滅菌水に約6時

間浸潰して吸水させた。その後，)ff軸部を pBIl21を

持つ A.tum仰czensの培養液に 10分間浸潰した。

余分な培養液は瀦紙で吸い取り， MS培地十スク

ロース 30g/ R + BA 0.1 mg/ R十NAA2 mg/R+2，4 
D 1 mg/R液体培地 (pH5.8) 中で半日~5 日間共存

培養を行った。共存培養後， MS培地+スクロース

30 g/R+ BA 0.1 mg/R+ NAA 2 mg/R+2， 4一D1

mg/R+クラフォラン500mg/Rの固形培地で培養

した。約3週間後，形成された不定匪を MS培地+

スクロース 30g/R+カナマイシン 50mg/R+クラ

フォラン300mg/Rの固形培地に移植した。伸長し

てきた不定匪は，地下部を切断してカナマイシン

100 mg/Rを添加した成長調節物質を含まない MS

培地へ移植した。再生したカナマイシン耐性個体の

period Effect of co-culture 

embryogenesisY 
Table 1-6 on 

p
h
d
 

• A
H

U

'

E

A

q

r

u

q
‘d
a

A
守

F
h
d

No.of 
embryosZ 

8 

10 

0 

0 

0 

0 

Total no.of No. of explants with 
explants embryogenesis 

q
t
u
a
A宮
内

H
u
n
H
U
A
H
U
A
H
U

10 

10 

10 

10 

10 

10 

co-culture 
period(days) 

2.結果

共存培養を 4日以上行った区では，バクテリアに

よる外植片の損傷が激しく，白色化して枯死した。

共存培養1日 2日，並びに 3日の区では外植片か

Y The experiments were scored 3 weeks after cul-
ture initiation 

cv. Sunday Aki. 

Z Total no. of embryos in all explants. 
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Table 1・7 Comparison of three regeneration systems available in transformation of melon. 

Regeneration systemW 

SP SE AS 

Regeneration巴fficiency 十十X 十+

Uniformity of transformants 一_y 十 + 
Treatment of transformation ++' + + 

W SP: Transformation by shoot primordia.regeneration system， SE: Transformation by somatic embryo-

regeneration system， AS: Transformation by adventitious shoot-regeneration system. 
x ++ : Hight，一:Low. 
y 十+: Chimera formation was not observed，十:Chimera formation was rarely observed. 

一:Chimera formation was observed 
， + + : Very simple， + : Simple. 

ら不定芽が分化した。また，不定芽の再分化率その

ものは共存培養の期聞に影響されなかった。しかし，

再分化率はカナマイシンを添加していないにもかか

わらず，共存培養を行っていない対照区より低い値

となった。これは，共存培養中の処理が再分化率を

低下させたものと考えられる。カナマイシンを添加

した固形培地へシュート塊を移植し耐性個体を選抜

すると，共存培養を2日間行った区で最も多くのカ

ナマイシン耐性シュートを得るととができた。カナ

マイシン耐性個体の Gus活性を蛍光法によって測

定した結果，蛍光値の増大が観察され，これらの個

体が形質転換体であることが確認された。

以上の結果から，完熟種子子葉部からの不定芽を

経由した植物体再生系を用いて，形質転換体を作出

できることが明らかとなった。また，A_ tumefaciens 

との共存培養は2日聞が最適であることが判明し

た。

v.考 察

メロンにおける 3つの安定した植物体再生系，す

なわち苗条原基による再生系，不定庇による再生系，

不定芽による再生系を用いて形質転換を試みた。安

定した形質転換のための培養系として重要視した事

項は，再生率の高さ，キメラ個体の出現頻度の低さ，

形質転換の簡便さと培養期間の短さの3つであり，

検討結果を Table1-7にまとめた。結果的に全ての

再生系で形質転換体を得ることが出来たが， 3つの

再生系はそれぞれ特色を持ち，形質転換系に用いる

培養系として長所と短所の両面を持ち合わせてい

た。苗条原基は，植物体再生率が安定していること，

遺伝変異が起きにくいこと，維持や形質転換の処理

が極めて簡便であることなどの事項に対し満足すべ

き結果が得られたが， Gus活性の調査結果からキメ

ラ個体の発生が唯一の問題点として残った。一方，

不定匪による再生系は，不定怪が単細胞から発生す

るため，キメラ個体の発現率が低く押さえられたが，

苗条原基や不定芽の系に比べ，外植片当たりの不定

妊形成率が低く，また，外植片当りのシュート再生

数も劣るものであった。また，比較的再生個体を得

るまでの培養期聞が長いことも克服しなければなら

ない問題点であり，この事項に対して，改良の余地

があると考えられた。これに対し，完熟種子子葉部

からの不定芽再生系は，いわゆるリーフディスク法

に類似し，再生効率も高く，キメラ個体の出現頻度

も苗条原基からの再生に比べ低いと考えられた。さ

らに，形質転換率を高めるために改良を必要とする

が，上述した 3種の事項については安定した再現性

を持ち，本章で用いた再生系の中では最も形質転換

に適すると考えられた。そこで， CMV外被タンパク

質遺伝子の導入には不定芽による再生系を用いるこ

とにした。

第2章 キュウリモザイクウイルス外被タンパク

質遺伝子をコードする植物発現ベクター

の作成と Agrobacteriumtumefaciens 

への導入

キュウリモザイクウイルス (CMV)は，穀類，野

菜類，果樹など67科， 470種にのぼる植物を宿主と

する直径30nmの小球形ウイルスでククモウイル

ス群に属する 35)0CMVのゲノム構造は， 1本鎖プラ

ス鎖RNA型であり，またゲノム構成は，分子量の大

きい方から RNA1， RNA 2， RNA 3と呼ばれる
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Fig.2・1 Genome structure of Cucumber mosaic virus. 

Eコ:Open reading frame 
・ー : Cap structure 

RNAと， RNA3から派生するサプゲノム RNA4

からなる (Fig.2-1)問。 RNA1はlaタンパク質と

呼ばれるウイルスのへリカーゼを， RNA2は2aタ

ンパク質と呼ばれるウイルスの複製酵素をそれぞれ

コードしている。 RNA3には 3aタンパク質と呼ば

れるウイルスの細胞間移行に関与するタンパク質と

外被タンパク質の 2つがコードきれている 37)0 

RNA4はRNA3の外被タンパク質部分のみを

コードしている。CMVの外被タンパク質は，RNA4

から翻訳され，分子量約25，000の1成分のタンパク

質のみで構成されている。 CMVは数多くの分離株

が知られている。本実験ではこのうち，日本のメロ

ンに多発し，強毒系である Y系の外被タンパク質遺

伝子の cDNAを用いることにした。本章では，この

CMV外被タンパク質遺伝子の cDNAをコードす

る植物発現ベクターを持つ A.tumefaciensを用い

たタバコの形質転換について述べる。

1. CMV外被タンパク質遺伝子をコードする

植物発現ベクターの作成

本実験では pBI121を改変して目的の遺伝子を持

つ植物発現用ベクターを作成した。 pBI121はTiプ

ラスミドのT-DNA領域を特徴づけるライトボーダー，

レフトボーダーの 25塩基対の反復配列を持ち，その

聞にノパリン合成酵素遺伝子のプロモーターに制御

される選抜マーカー遺伝子(カナマイシン耐性遺伝

子)，カリフラワーモザイクウイルス (CaMV)35S 

プロモーターに制御されるレポーター遺伝子 (Gus

遺伝子)をコードするプラスミドである。

Nos-P Nos-T35S-P Nos-T 

-n五百IiT干1H¥GMY言白紙i>i9吟iillト4 凶

て... -~7 

Fig.2・2 Construction of Y 1 25 plasmid 

RB: Right border for T-DNA transfer 
LB: Left border for T.DNA transfer. 
Nos-P: Nopaline synthase promoter. 

35S-P: Cauliflower mosaic virus 35S promoter 
Nos-T: Nopaline sythase polyadenylation signals 
NPT II: Kanamycin resistance gene 

1.材料及び方法

CMV外被タンパク質遺伝子の cDNAは我が国

のタバコから分離された CMV-Y系(黄斑系)から

クローニングしたものを用いた38)。この cDNAは

CMVのRNA4の5'末端非翻訳領域の一部のみを

欠くもので，外被タンパク質遺伝子の全翻訳領域を

カバーするものであった。作成したベクターを制限

酵素BamHIで処理した後，臭化エチジウム lμg/

mQを加えた 1%アガロースゲルで電気泳動し，紫

外線照射下でDNA断片を検出した。さらに，確認の

ため CMV外被タンパク質遺伝子をプロープとした

サザンハイプリダイゼーション39)を行った。サザン

ハイプリ夕、イゼーションは非放射'性プロープキット

である， ECLシステム (Amersham社)を用い，そ

のプロトコールに従った。

2.結果

サザンハイプリ夕、イゼーションの結果，期待通り

pBI121のGus遺伝子配列がCMV外被タンパク質

遺伝子の cDNAで置き換えられたことが確認され

た。作成した植物発現ベクターを YI25プラスミド

(Fig.2-2) として以下の実験に供試した。

11.タバコ形質転換系による植物発現ベクターと
Agrobacterium tumefaciensの機能の確認

本節では第 1節において作成した YI25プラスミ

ドを導入した A.tum抑czensが正常に機能して植
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物の形質転換を担い得るか否かを調査した。

中心となる問題点は，①A.tumefaciensのバクテ

リアとしての感染能力，②A.tumefaciensが保持す

るもう 1つの重要なプラスミド pAL4404の形質転

換能力，③作成した YI25プラスミドの植物体内で

の発現，の3つである。この3つの問題点は，それ

ぞれ直接的に確認することが困難であるため，既に

確立されているタバコの形質転換系による実験を行

い，タバコの形質転換体を得ることによって，それ

を傍証としてその確認とすることにした。タバコの

形質転換は既に確立されているリーフディスク法40)

を用いた。

1.材料及び方法

タバコ (Nicotianatabaα1m)の品種PetitHavana 

SR-1の種子を常法により表面殺菌，洗浄した後，

1/2MS培地十スクロース 30g/.eの回形培地上に播
種し培養した。成長した植物体の本棄を 1cm平方

の大きさにカットして外植片とした。 280Cで一晩培

養した A.tum巳faciens(YI25プラスミドを組み込ん

だものと，対照区として pBI121プラスミドをもつ

ものの 2 種類)の培養液にこの外植片を 10 分~20

分浸した。その後，余分な A.tumefaciensを漉紙上

で除去し， MS培地十スクロース 30g/.e+ NAA 0.1 
mg/.e+ BA 1 mg/.eの固形培地上で2日間共存培養

を行った。共存培養後， MS培地+スクロース 30g/ 
E十NAAO.lmg/.e十BA1 mg/.e十クラフォラン

500 mg/.e+カナマイシン 100mg/.eの闇形培地上に

移植し，耐性個体の選抜を行った。再生したシュー

トは MS培地十スクロース 30g/.e十クラフォラン

500 mg/.e十カナマイシン 100mg/.eの田形培地に移

植し選抜を続けた。選抜したカナマイシン耐性植物

Table 乙1 Shoot formation from tabacco leaf ex 
plants on th巴 medium containing 
100mg/.e kanamycin 

Plasmid 
Total no. of No. of explants with 
explants shoot formation 

Y125 

pBIl21 

ControJZ 

13 (100) y 

12 (100) 

o (‘0) 

ηペ
υ
n
F
U
q
J
I
u

-
-
1
i
Tよ

Y Numbers in par巴nthesesare % shoot forma. 
tion( = N o. of explants with shoot formation/ 
Total no. of explants x 100) 
， Uninoculated with Agrobacteriurn. 

PM T 

497bp→ 

Fig.2-3 Det巴ctionof CMV coat prot巴ingen巴 by
electrophoresis of PCR. product. 

P: YI25 plasmid. M: Mol巴cular size 

marker， (φxI74/HaeIII). T: Transformant 

の葉から DNAを抽出し， PCR法を用いて外被タン

パク質遺伝子を検出した。

2.結果

形質転換処理を行った全ての外植片から，多数の

カナマイシン耐性シュートが再分化し，対照区の外

植片からは全く再分化しなかった(Table2-1)。再生

したカナマイシン耐性個体から DNAを抽出し，

PCR法(第3章参照)により CMV外被タンパク質

遺伝子の確認を行ったところ，予想した DNA断片

が検出され，形質転換体であることが確認された

(Fig.2-3)。

以上の結果から，作成した A.tumefaciensを用い

て， YI25プラスミド上の遺伝子が発現している形質

転換体の作出が可能であることが明らかとなった。
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III.考 察

形質転換に用いるベクターの設計は，導入する遺

伝子をいかなる目的でいかに発現させるかという，

形質転換体を作出する根本的な部分を支えるもので

ある。ウイノレスの外被タンパク質遺伝子によるウイ

ルス病抵抗性を植物に付与するためのベクターの作

成については，現在までの研究報告から考察し，①

外被タンパク質遺伝子のプロモーター，②導入する

外被タンパク質遺伝子の 3'，5'非翻訳領域，③翻訳開

始部位の配列，の 3つについて注意点があると考え

られた。

まず，プロモーターについては，形質転換体を用

いる全ての実験で最も注目すべき問題点である。タ

バコを中心とする外被タンパク質遺伝子導入の初期

の一連の報告の場合，用いられたプロモーターのほ

とんどが本実験と同じ CaMV35Sプロモーターで

あり，他に数例CaMV19Sプローモーターの例があ

るに過ぎない41)。これは，実験に着手した時期が

1980年代後半に集中しており，その時点では，植物

体で発現するプローモーターは十分には単離されて

いなかったこと，このプロモーターが強い発現能力

を有していること，恒常的に働くこと等に帰国する

と考えられる。また，これらの実験の目的が，抵抗

性植物の育種への応用を想定したものではなかった

ことも大きな要因であろう。本研究の目的は，緒言

でも述べたとおり，栽培植物であるメロンを用いる

ことで，育種現場への形質転換体の利用を問うもの

である。従って，本来ならば外被タンパク質遺伝子

の発現量，発現時期，発現部位などについて，最も

理想的なプロモーターを選択すべきであった。しか

し，本実験は上述のタバコでの実験とほぽ同じ 1989

年に着手しており，植物体で発現するプロモーター

についての研究蓄積が現在ほどなかったこと，

CaMV35Sプロモーターが強い発現能力を持つこ

と，入手が容易であったことなどを背景に CaMV35

Sプロモーターを使用した。現在では 35Sプロモー

ターにエンハンサーを接続したり 42)，あるいはコア

領域を反復させることで発現量を高める報告などが

ある43)。しかし，外被タンパク質遺伝子が付与するウ

イルス病抵抗性は，必ずしもこの遺伝子の発現量に

比例するものではないという報告もある 4九従って，

一概に高い発現量を求めることが最善かどうかとい

う問題に対する結論は，今後の報告を待たねばなら

ない。

同様のことが発現時期や発現部位に関してもいえ

る。発現に関しては最近，エチレン誘導性のプロモー

ターを使用することで，ウイルス感染に伴うエチレ

ンの発生に応じた外被タンパク質遺伝子の発現誘導

を計画した報告があった45)。誘導から発現にいたる

までの時間的問題点を解決する必要があると考えら

れるが，発現について積極的に改良を試みる報告で

あった。発現部位に関しては，形質転換体の農作物

としての利用が目前となり，食用部での外来遺伝子

の発現が議論されている。果実などにおいて発現し

ない特異的発現プロモーターの利用も今後の課題で

ある。目的に応じた理想的な発現がいかなるもので

あるか，また，それを満足させるプロモーターが単

離されているかといった点についての研究の蓄積を

期待したい。

次に，②の外被タンパク質遺伝子の 5'及び3'非翻

訳領域についてであるが，本実験で用いた外被タン

パク質遺伝子部位は，クローニングした RNA4の

5'端を一部欠失した程度であり，その大半はそのま

まopenreading frame (タンパク質をコードする読

み取り枠)とともに組み込まれた。この部位は，目

的の遺伝子の転写産物や翻訳産物である外被タンパ

ク質の生産に影響するといわれており 4ヘTMVの
場合3'非翻訳領域のない方が，外被タンパク質の生

産量が高いという報告もある 4九しかしその一方で、，

ダイズモザイクウイルスの場合ではこの領域はそれ

ほど関与しないという結果が報告されており 48)，い

ずれのウイルスにおいても同じ結果であるとはいい

難い。本実験の場合，非翻訳領域を除いたベクター

を作成して比較検討したわけではないので， CMV 

でこの問題を論議できないが，作出した形質転換体

のCMV抵抗性については第4章において述べるよ

うに，抵抗性のある個体を得ているので，この部位

の存在が特に否定的に働いたとは考えられない。

最後に，③に関しては KOZAKら49)により報告さ

れた‘A(あるいはT)XXAUGXC' (Xはいずれの塩
基でも良い，またAUGは翻訳開始コドン)という配
列は，真核生物遺伝子の翻訳開始点においてしばし

ば認められる。これは発現量を増加させると報告が

あったが，本実験では翻訳開始部を改変するには到

らなかった。しかし， CMV外被タンパク質遺伝子の

発現量の向上も報告されており H)，その後行った

WMVやズッキーニ黄斑モザイクウイルス (ZYMV)

の外被タンパク質遺伝子を用いた実験では，この配
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列に一致するよう改変した叫5l)。

以上のように，今後さらに実用的な形質転換体を

作出するために問題となるいくつかの点について，

本実験で得た結果から考察した。

第 3章 キュウリモザイクウイルス外被タンパ

ク質遺伝子導入メロンの作出 20 

1.不定芽培養系を用いた CMV外被タンパク 10 

質遺伝子導入メロンの作出

Gus遺伝子によるモデル実験の結果より，不定芽

による植物体再生系は，現時点で最もメロンの形質

転換に適すると考えられた。この再生系を基本とし

て，前培養期間，共存培養の培地，選抜法などの諸

条件についてさらに検討を加え， CMV外被タンパ

ク質遺伝子を導入した形質転換メロンの作出を試み

た。

1 .材料及び方法

品種‘プリンスメロン'(サカタのタネ)，‘グリーン

パー/レ， (トキタ種苗)並びに‘サンデー秋， (横浜植

木)の完熟種子の種皮を剥ぎ，次亜塩素酸ナトリウ

ムを用い常法に従って殺菌，洗浄を行った。蒸留水

に 1~2 時間吸水させた後，子葉部を MS 培地+ス

クロース 30g/Ii の固形培地上で 0~5 日間前培養

を行った。その後，この子葉部を表裏6片ずつ計 12

片に切り， MS培地+BA1 mg/Ii+アセトシリンゴ

ン200μMにスクロース 30gを単独に添加した培

地，スクロース 8g+Dグルコース 8gを添加した

培地，またはグルコース 15gを単独で添加した固形

培地上で， YI25プラスミドを組み込んだA.

tumゆciens2日間の共存培養を行った。共存培養後

滅菌水で数回洗浄し， MS培地十スクロース 30g/ 

Ii+BA 1 mg/Ii十クラブォラン 300mg/Ii十カナマイ

シンo~100 mg/Iiの固形培地上でシュートの再生
を試みた。約3週間後，再生したシュート塊を MS

培地+スクロース 30g/Ii+クラフォラン 500mg/ 

t十カナマイシンo~100 mg/Iiの固形培地へ移植し
てカナマイシン耐性シュートを分化させた。 1カ月

聞にわたって，カナマイシンを添加した培地上で伸

長したシュートを順次1本ずつ切り取り，個体識別

して MS培地十スクロース 30g/Ii+クラフォラン

300 mg/Ii+カナマイシンo~100 mg/Iiの培地上で
培養し，発根を指標にして選抜を行った。
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Fig.3・1 Effect of pre-culture period on shoot regen・

eration in melon explants. Medium 
containing 50mg/1! kanamycin. (No. of 
explants with shoot regeneration/Total no. 
of explants) x 100 

2.結果

品種‘プリンスメロン'を用いた場合，カナマイシ

ン耐性シュートの再生率は前培養を 2日間行った区

で最も高く 3日以上行った区では著しく低下する

傾向にあった (Fig.3-1)。この結果は 2日間の前

培養が形質転換効率を向上させたことを示してい

る。 Tiプラスミドからの T-DNA領域の切り出し

には vzr遺伝子の活性化が必要であり，その活性化

には植物細胞の存在聞や，細胞が放出するシクゃナル

物質が深く関与していることが報告されている53)。

つまり，外植片がシグナル物質を放出できるような

生理状態にあるか否かは，形質転換効率を左右する

重要な要因であると考えられる。この点において本

実験で使用した植物体再生系の外植片である完熟種

子は，葉片等に比べ代謝活性が低しそのまま使用

したのでは vzr遺伝子を活性化するような物質の放

出量は少ないと考えられた。そこでA.tum巳faciens
と共存培養する以前に，外植片である完熟種子を前

培養し，その代謝活性の活発化を試みた。この予想

は上述の結果と一致し，用いた品種全てにおいて前

培養を行わない区よりも前培養を 1~2 日間行った

区の方が，カナマイシン耐性シュートの再分化率が

高まった。 3日以降再分化率が低下する原因は，メ

ロンにおけるリーフディスク法の場合の再分化率が

低い原因と同様，個体の成長段階が進むに伴い，細

胞の再分化能が低下するのではないかと考えてい



346 北海道大学農学部邦文紀要第 19巻第3号

る。FANGらが報告したメロンの形質転換刊では，発

芽後5日目の展開した子葉を外植片として使用すこ

とにより，vir遺伝子の活性化の問題を克服してい

る。しかし，発芽率による損失や発芽後の子葉を外

植片とすることによる再分化率の低下を考慮すれ

ば，再分化率の高い完熟種子子葉部を用い前培養を

行う方が効率的であろう o

カナマイシンによる効果的な選抜手順は要約する

と次のようになる。

形質転換処理を行った外植片は，A. tumefaciens 

のバクテリアとしての影響や除菌のための抗生物質

の影響を受け，健全な外植片とは異なるカナマイシ

ン感受性を持つと考えられる。 A.tum巳faciensと共

第 1次選抜:シュート再生用培地+カナマイシン [A[ 

50 mg/.e 
第2次選抜:シュート伸長用培地+カナマシン

100 mg/.e 
第3次選抜:発根用培地+カナマイシン

75~100 mg/.e 

Fig.3・2 Selection of kanamycin resistant plant in 

the medium containing lOOmg/Q 

kanamycin. 

hyp∞otyl 

coty恰don """ 

Melonse凶

く~
preculture 
for 2 days. 

(1) (2) (3) 

[B] 

(1) (2) (3) 

Fig.3.4 [A] Shoot elongation on the medium 
containing 100mg/Q kanamycin. 

[B] Rooting in the medium containing 

lOOmg/Q kanamycin. 

(1) Control(N on-transformant) 

(2) Escaping(N on-transformant) 

(3) Transformant. 

e 話ト ¥ 
cut 

Agrobacterium t. co-culture 
for 2 days 

wash 《三品院予

菌 ⑮一⑮~ ノ

Transgenic melon Shoot elongation on Sh∞t regeneration on ‘日F

MS medium (Kanamycin MS+BA1π19/1 (Kanamycin 

1 OOmgll+claforan ) 50π1Q/I+claforan) 

Fig.3・3 Protocol of transformation in melon. 



吉岡:形質転換によるキュウリモザイクウイルス抵抗性メロンの作出と利用に関する研究 347 

存培養した直後では，カナマイシン濃度を 50mg/Q 

に抑えても第 1次選抜として十分な効果が得られ

た。これを 100mg/Qとする実験も行ったが，50mg/ 

tよりも全体として得られるカナマイシン耐性

シュートの数は減少することから，この時点で強い

選抜圧をかける必要はないと考えられた。第2次選

抜では地上部がカナマイシンに比較的敏感でないこ

とを考慮し，選抜圧を強めることが重要であった。

第 3次選抜は発根の有無という明確な選抜基準で

行った (Fig.3-2)。切り取ったシュートの発根時に

おけるカナマイシン感受性は 50~100 mg/Q (第3章

参照)であったが，50mg/Qでも移植後速やかに発根

するものは形質転換植物であった。しかし，大量に

繰り返して行う形質転換実験では 75~100 mg/Qの

カナマイシン濃度が最も適当であった。

以上の結果，本実験で用いた品種‘プリンスメロ

ン'での最も効率的な形質転換方法を Fig.3-3にま

とめる。この方法を用いて形質転換処理約3カ月後

に‘プリンスメロン'のカナマイシン耐性個体を 21

個体得た(Fig.3-4)。‘グリーンパール'では得られた

形質転換体が数個体と少なし上述のような効率の

よい形質転換法を確立するに到らなかった O また，

‘サンデ一秋'では形質転換体を得ることができな

かった。

11.カナマイシン耐性メロンにおける CMV外

被タンパク質遺伝子の検出

得られたカナマイシン耐性植物のDNAを抽出

し，ゲノム中に CMV外被タンパク質遺伝子が組み

込まれていることを PCR法55)とサザンハイブリダ

イゼーション法を用いて確認した。

1.材料及び方法

得られたカナマイシン耐性個体の葉と対照区の葉

を採取し，生重を測定した。植物体からの DNA抽出

は，Cety! Trimethy! Ammonium Bromide (CT AB) 

を用いた方法56)に従った。 RNA分解酵素で処理し

た後，蛍光分光光度計で紫外線吸光度を測定し，

DNAの濃度を換算した。このDNA試料を用いて

PCR法による増幅を行った。 CMV外被タンパク質

遺伝子の特定領域配列の 5'側と 3'側に相補的な，25

塩基の 2種のオリゴヌクレオチドプライマー (3'側

用と 5'側用)をDNA合成機 (ABI社)で合成した。

反応液は，エッペンドルフチューブ (0.5mQ用)中

で以下の様に調製した。

DNA試料 0.1μg 

プライマー 最終濃度各1μM

4種のデオキシヌクレオチド 最終濃度各200μM

lOx反応用緩衝液 4μ 
酵素 (Taqpo!ymerase) 1 単位~4 単位

最終容量を 40μtになるように水を加え調整

混合後，反応中の蒸発を防ぐため混合液の上にミ

ネラルオイル20μtを重層した。

本実験のプライマー配列は，

CMV 5 : 5'-CTTTCGCGACTT AACAAGACG 

TTAG-3' 

CMV 6 : 5'-CTTCAGACAGTTT AT AGCAGA 

ACTG-3' 

を用いた。 Tm11直は 4x(G+C)十2x(A十T)として

近似されるので，この式に従って計算したところ

63Tとなった。この点を考慮、して 52T，480C並びに

440Cの予備的な実験を行ったところ， 48Tで予想さ

れる DNA断片のみが増幅され，非特異的なDNA

断片の増幅が観察されなかったので，反応条件を以

下のように設定したo

① Denature 

② Annealing 

920C 

480C 

2分間

2分間

③ Extention reaction 720C 3分間

以上の反応を 25サイクル行った。反応が終了した

後，表面のミネラルオイルを除去し， 1μg/mQ臭化

エチジウムを加えた1.5%低融点アガロースゲルで

電気泳動を行った。その後紫外線照射下でDNA断

片を確認後，このゲ、ルを用いてサザ、ンハイブリダイ

ゼーションを1'Jった。

2 .結 果

PCRによる増幅の結果，カナマイシン耐性個体の

DNAを鋳型とした 4個体の試料から 2つのプラ

イマ一間で特異的に増幅される 620塩基対のDNA

断片が確認された (Fig.3-5)。非形質転換体の試料

では，増幅された DNA断片は確認されなかった。ま

た， DNAの代わりに蒸留水を分注した試料でも

DNA断片は検出されず，試料の混入の可能性も否

定することができた。従って，この 620塩基対の

DNA断片はCMV外被タンパク質遺伝子の増幅に

よる産物と考えられ， DNA断片が検出された個体

での CMV外被タンパク質遺伝子の組み込みが確認
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620bp-

M123456NW  

Fig.3・5 Detection of CMV coat protein gene by 
electrophoresis of PCR.DNA. 
M: Molecular size marker，φx174/HaelII 

1-6: Transformants 
N: N on-transformant 

W: Water 

620bp→ 

P123456 NW  

一一一一・-

Fig.3・6 Detection of CMV coat protein gen巴 by
Southern hybridization.. 1-6: Transfor 
mant. N: Non-transformant 
W:Water 

された。 DNA断片が紫外線照射下で検出されな

かった残りの 2つの試料については，サザンハイブ

リダイゼーションの結果，他の形質転換体と同様の

シグナルが検出された (Fig.3-6)。非形質転換体及

びDNAの代わりに蒸留水をいれた試料からはシグ

ナルは確認されなかった。また，シグナルは， 620塩

基対の 1本のみで，これから PCR法によって検出

された DNA断片が， CMV外被タンパク質遺伝子

の増幅されたものであることが確認された。

以上の結果から供試した全てのカナマイシン耐性

個体に CMV外被タンパク質遺伝子が組み込まれて

いることが明らかになった。

III.免疫学的方法による CMV外被タンパク質

遺伝子の翻訳産物の検出

導入した遺伝子の植物体中での発現を Dot-

immuno binding Assay (DIBA)法57，58)により調査

した。この方法は，現在，植物ウイルスの定量的検

出法として広く普及している酵素抗体法であるエラ

イザ法 (ELISA: enzyme-linked immuno sorbent 

assay，第6章参照)の反応、原理に従って開発された

簡便な抗原タンパク質検出法である。

1.材料及び方法

DIBA法の手J[頂は以下の通りである。

1 )形質転換体及び非形質転換体の葉0.1gを，同

量の緩衝液 (Tris-HCl 60 mM， pH 6.8，グリセ

ロール 10%，メルカプトエタノー/レ5%，ラウリ

ル硫酸ナトリウム 0.1%，pH 6.8)で摩砕する。

2 )摩砕液を 5分間煮沸する。

3 )高速微量遠心機を用い 15，000rpm， 10分間遠

心する。

4 )上清を TE緩衝液で 10倍段階で希釈し，予め

TBS緩衝液(Tris-HCl 20 mM， pH 7.5，塩化ナ

トリウム 500mM，pH7.5)に浸潰しておいたニ

トロセルロースメンブレンに 2μtずつスポット

し，風乾する。

5 )このメンプレンを 2%の仔ウシ血清アルブミン

(BSA)， 2 %の PVP溶液でプロッキングし，試料

をメンブレンに固着させる。

6 )一次抗体である CMV外被タンパク質のポリク

ローナル抗体(ウサギ)を反応させ，ブロッキン

グに用いた緩衝液で洗浄する。

7) 2次抗体であるアルカリ性ホスファターゼ、で標

識した抗ウサギ・イムノグロプリン(IgG，シグマ

社) を反応させ，最後に発色剤(ニトロブルーテ

トラゾリウム 0.33mg/Q， 5-bromo-4-chloro-3-

indolyl phosphate-p-toluidine salt 0.17 mg/ Q) 

を用いて処理する。

陽性対照の基準値として同様に 10倍段階で希釈

した純化CMVを同様の手順で反応させた。
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(Ug /1) 5xl0 5xl0-' 5xlO.S. 5xl0'→ 5xl0~ 

Standard 

[A] [B] 

Non transformant 

Transformant 

Fig.3-7 Detection of CMV coat protein by Dot-
immuno binding assay. Standard: pur-
ified CMV. [A]: Undiluted solution. 
[B]: 10-fold diluted solution. 2μ Q per 
spot. 

2.結果

検出結果を Fig.3-7に示した。非形質転換体では

観察されない発色点が形質転換体の試料から検出さ

れ，植物体内で外被タンパク質が生産されているこ

とが判明した。このことから導入した遺伝子がメロ

ンの細胞中で翻訳されていることが明らかとなっ

た。また，メンブレン上の発色点の大きさや強度に

個体関で差があり，発現量に差があることが判明し

た。これは，外来遺伝子の染色体上の組み込み位置

による差異，いわゆる位置効果 (positioneffect) 59) 

である可能性も考えられる。この点に関しては導入

された遺伝子の染色体上の組み込み位置の構造を明

らかにするなどの更に詳細な検討が必要である。

N.考察
本章では CMV外被タンパク質遺伝子導入メロン

の作出について，効率の良い培養及び検出の 2つの

点を中心に述べた。すなわち，第1章では形質転換

のための植物体再生系として不定芽培養系が最適で

あることを述べたが，本意ではこれを更に改良し，

効率の良いものとした。具体的な改良については第

1節の考察の通りであるが，メロンにおける形質転

換体の作出は全体として精細な観察を必要とした。

現在多くの栽培植物において形質転換体が作出され

てはいるが，いずれも熟練した培養研究者の手によ

るものであるか，あるいは協力によるものであると

いえる。

本研究で確立した方法は，品種 Eプリンスメロン'

に最適なものであって，必ずしも他の品種に適する

とは限らないことが判明し，成長調節物質や抗生物

質に対する感受性が品種間で異なることが明らかに

なった。

作出した形質転換体のDNAレベルでの解析に用

いた， PCR…サザンハイブリダイゼーション法は，多

くの研究で外来遺伝子の検出に用いられており，そ

の簡便さから主流になりつつある。しかし， PCR法

には，ゲノムに組み込まれた遺伝子のコピー数が決

定できないという大きな問題点がある。コピー数の

決定を行い 1コピーの個体を選抜しなければ，後

代における遺伝解析が困難になることは事実である

が，解析の難易度と引き換えに 1コピーにこだわ

り抵抗性の弱い個体を研究に用いることは本来的な

目的からそれることになる。本研究の結果から，多

くの形質転換体を作出して 1コピーで抵抗性の強い

個体を選抜し，あるいは多コピーの個体と比較する

ことで遺伝的な解析を行うのが望ましいと考えてい

る。

以上のように，完熟種子子葉部からの不定芽再生

系を用いて効率の良いメロンの形質転換系を開発す

ると共に， CMV外被タンパク質遺伝子を発現する

形質転換メロンを作出した。

第 4憲 キュウリモザイクウイルス外被タンパ

ク質遺伝子導入メロンの CMV抵抗性

ウイルスの外被タンパク質遺伝子を導入した形質

転換体のウイルス病抵抗性はいくつかのウイルス種

について報告されており，多くの場合，接種葉にお

ける 1次感染の抑制が観察されている 60)。また，接種

葉で感染が成立しウイルスが増殖した場合でも，ウ

イノレスの細胞間移行や組織間移行が租筈され，全身

感染が抑制される例も報告されている 61)。しかしな

がら，これらのウイルス病抵抗性が形質転換体に必

ずしも付与されるとは限らない。この原因は導入し

た外被タンパク質遺伝子の発現にあるという報告も

あるが621，外被タンパク質遺伝子によるウイルス病

抵抗性の機構が解明されていないため，未だ結論を

得ていない。本研究で作出した CMV外被タンパク

質遺伝子導入メロンでは，導入した遺伝子が発現し，

外被タンパク質が生産されていることを第3章にお

いて確認した。本章ではこの形質転換体の CMV抵

抗性について調査した。
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1.接種検定による形質転換メロンの CMV抵

抗'性

自然状態下での CMVの感染は主に媒介昆虫であ

るアブラムシによるものであり 63)，実質的な CMV

抵抗性を検定するには，作出した形質転換体を野外

の圃場において対照区と比較調査することが理想的

である。形質転換植物を用いた実験が日本よりも先

行して行われているアメリカ合衆国では，既に外被

タンパク質遺伝子を導入した形質転換体の野外試験

が行われている。例えば，ジャガイモウイルス X

(PVX) ，ジャガイモウイルス Y(PVY)の外被タン

パク質遺伝子を導入したトマトでは，アブラムシ伝

搬による圃場でのウイルス抵抗性が報告されてい

る64.65)。また， CMVについては形質転換キュウリを

用いた野外てるの試験が行われ，対照区に比べ高い

CMV抵抗性が報告されている刷。一方，日本におい

ては形質転換体の野外栽培は段階的な実験を経た後

でなければ認められていない。また，ウイルスの発

病は接種条件に大きく左右されるので，第一段階と

しては温度などの諸条件の安定した閉鎖系実験施設

内で，形質転換メロンの CMV抵抗性を調査した。

1.材料及び方法

作出した形質転換体のうち M4，M5， M6， M7， 

及びM8を，また対照区として非形質転換体を鉢上

げし，地上部をビニールなどで覆って，隔離温室

(25
0

C，自然日長)において馴化した。根が活着した

頃にビニールを取り，葉数が 5~8 枚前後になった

段階で純化した CMV-Y系を 1μg/mP，及び10

μg/mPの2段階の濃度でカーボランダムを用いて

人工接種した。

接種後，接種葉の黄化，上葉のモザイクの発現，

並びに葉脈透過症状などを発病の指標として，発病

の推移を調査した。

2.結 果

発病の推移についての調査結果を Table4-1に示

した。 CMV濃度が1μg/mPの場合，非形質転換体

では接種後3日目から発病したのに対し，形質転換

体では全ての株で20日固まで発病が抑制された。

CMV濃度を 10μg/mPに高めた場合では，非形質

転換体が3日目から発病したのに対し， M6で1日

の，また M4，M5及びM8で2日の発病の遅延が観

察された。

Table4・1 Development of symptoms after inocu-

lation with CMV in primary transfor-

mants 

Plant CMV Symptom development
Z 

/lineY (μg/mP) Days after inoculation 

3 4 5 20 46 

C1 1 + 十 + 十 + 
孔14

M5 

恥16 1 

M7 + 
M8 1 

C2 10 十 + 十 + + 
M4 10 + + 十
M5 10 + + 十
孔16 10 十 十 十 十

恥17 10 NT 

M8 + + 十 十

Y C: Non-transformant， M: Transformant. 
z 十:Symptom developed， -: N 0 symptoms. 

以上の結果から， CMV外被タンパク質遺伝子を

導入した形質転換メロンに CMV抵抗性が付与され

たこと，接種濃度を高めても発病が遅延すること，

抵抗性の程度には個体差があることなどが判明し

た。

II.他品種との CMV抵抗性の比較

形質転換体の CMV抵抗性の程度を，ウイルス病

抵抗性の育種母本として用いられている品種や，市

販品種などの持つウイルス病抵抗性の程度と比較し

た。これらの結果から形質転換体の圃場での抵抗性

を推定するとともに，育種母本としての利用の可能

性を探る一助とすることにした。

1 .材料及び方法

形質転換体は前節の接種検定でCMV抵抗性を示

した M5系統を用いた。ウイルス病抵抗性育種母本

としては，日本で長年ウイルス病抵抗性育種素材と

して用いられてきた‘ミータンカン二その‘ミータン

カン'より農林水産省野菜茶業試験場において育成

されたウイルス病抵抗性素材の中間母本である‘安

濃 1号'及び‘安濃3号二並びに福島県の在来品種で

ウイルス病抵抗性を持つといわれている‘山都瓜'の

4品種を用いた。市販品種としては，形質転換体と



発病しなかった抵抗性品種‘ミータンカン'は，その

形態からもわかるように他の品種とは遺伝的に著し

く異なるものと考えられる。‘ミータンカン'は 1967

年，金沢ら67)によって見い出されたウイルス病抵抗

性品種で，中国から導入されたものである。その後，

高田ら68)によって，そのウイルス病抵抗性が他の品

種との F1において不完全優性に現れ，複数の同義

遺伝子で支配されていること，低温下では擢病品種

との抵抗性の差が不明瞭になることなどが報告され

ている。圃場ではかなり強いウイルス病抵抗性を示

すと報告されている。‘安濃1号'及び‘安濃3号'は

この‘ミータンカン'を片親として高田ら聞が十数

年を経て育成したウイルス病抵抗'性の中間母本であ

る。外観，肉質，糖度とも一定の良形質を保持して

おり，一部の品種で片親として利用されている。し

かし，今回の実験では形質転換体M5系統に比べ抵

抗性は低い結果となった。

以上のことから，形質転換体M5系統の持つ

CMV抵抗性は，ウイルス病抵抗性育種の現場にお

いて用いられている中間母本，‘安濃 1号'，‘安濃3号'

や市販品種に比べ高いものであることが判明し，育

種母本としての利用が可能であることが実証され

た。
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同じ‘プリンスメロン， (サカタのタネ)，ネットメロ

ンである‘グリーンパール，(トキタ種苗)並びにアー

ルスフェボリット系の‘サンデ一秋， (横浜植木)を用

いた。形質転換体は前節と同様の方法で鉢上げし，

他の品種は播種して，両者が同程度の生育段階と

なった苗(本葉 5~8 枚程度)に純化 CMV-Y 系を

カーボランダムを用いて人工接種した。接種濃度は

2μg/mQとし，栽培は隔離温室において， 25'C，自

然日長下で行った。接種後30日目に上葉のモザイク

症状や葉脈透過などを発病の指標として調査した。

吉岡:形質転換によるキュウリモザイクウイルス抵抗性メロンの作出と利用に関する研究

2.結果

発病調査の結果を Table4-2に示した。接種後30

日目において発病しなかったのは，形質転換体M5

系統と‘ミータンカン'のみであった。その他のウイ

ルス病抵抗性品種及び市販品種は，発病程度に差が

みられ，市販品種に比べ，ウイルス病抵抗性品種，

とくに ι山都瓜'の病徴は軽いものであった。しかし，

30日目の観察では全てが発病した。 M5系統と共に

Comparison of symptoms after inocula 
tion with CMVY 

Table4-2 

Cultivar/Plant line 

III.考察

本章では， CMV外被タンパク質遺伝子を導入し

た形質転換メロンの CMV抵抗性の確認とその他品

種との比較調査を行った。本実験に用いた形質転換

体の CMV抵抗性程度は，ウイルスの接種濃度によ

り左右されたが，非形質転換体に比べ有意な差を示

した。前述した通り，このような外被タンパク質に

よるウイルス病抵抗性は， TMV，CMVなどウイル

ス種を問わず報告されている。しかし，抵抗性が導

入遺伝子の翻訳産物である外被タンパク質由来であ

るという報告叫や，外被タンパク質そのものではな

く，転写産物のRNAではないかという報告70)など

違いがあり，抵抗性の機構はウイルス種により異な

ると考えられる。

接種濃度による抵抗性の差異は， CMVとは異な

るウイルスグループの TMVや，アルフアルファモ

ザイクウイルス (AIMV)，PVXなどの外被タンパ

ク質遺伝子を導入した形質転換タバコ71)において

も報告されている。しかし，本研究と同じ CMVの

外被タンパク質遺伝子を導入した形質転換タバコで

Plant Symptom' 
no 

Y Symtoms were scored 30 days after inoculation 
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Concentration of CMV solution was 1μg/mQ). 
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は，接種濃度を 5μg/mQから 25μg/mQへと高めた

場合，抵抗性程度がほとんど変化しなかったと報告

されている 72)。この結果の差異は，供試した材料や接

種濃度が異なるので比較することは難しいが，ウイ

ルス濃度に対する供試材料の感受性の差や，あるい

は接種条件や栽培温度などの違いであると考えられ

る。また，本実験において形質転換体の系統による

ウイルス病抵抗性の差異が確認され，他の報告にお

いても同様の現象が確認されているo この差異は発

現している外被タンパク質量と相聞があるという報

告73)や無関係であるという報告叫があり，現時点で

は結論を得ていない。

次に，確認した CMV抵抗性が実際の抵抗性育種

に応用される可能性を推定するため，市販されてい

る品種や CMV抵抗性品種の持つ本来の抵抗性と比

較調査した。その結果，形質転換体は極めて強い抵

抗牲を持つといわれる‘ミータンカン'を除く全ての

供試品種に比べ抵抗性を示した。従来からあるウイ

ルス病抵抗性品種と，外被タンパク質遺伝子の導入

によるウイルス病抵抗性とをこのように比較した報

告は，ほとんどないが，唯一 GONSALVESら66)が，

CMV外被タンパク質遺伝子を導入した形質転換

キュウリと抵抗性品種のキュウリを用いて比較調査

を行った報告があり，その報告の中で形質転換体が

抵抗性品種を上回るウイルス病抵抗性を示したと述

べている。本実験において作出したメロンは，ウイ

ルス病抵抗性については‘ミータンカン'のそれと同

程度であったが，他の形質において明らかに優れて

いる‘プリンスメロン'であり，その育種上の有用性は

高いものと考えられる。

以上の結果から， CMV外被タンパク質遺伝子を

持つ形質転換体メロンが非形質転換体よりも強い

CMV抵抗性を持つこと，また，従来から育種に用い

られてきたウイルス病抵抗性品種と同等あるいはそ

れ以上の CMV抵抗性を持つことが明らかとなり，

形質転換体の持つ CMV抵抗性が育種母本として実

用化に耐え得るものと考えられた。

第 5章 キュウリモザイクウイルス外被タンパク

質遺伝子導入メロンの自殖後代の特性

導入した外来遺伝子の遺伝とその発現の遺伝は，

あらゆる形質転換体において，育種への応用の可能

性を左右する問題である。既に，タバコの形質転換

体の後代で，導入した遺伝子がメンデルの遺伝法則

に従うと報告されている問。しかし，その発現につい

ては，後代において抑制されるという報告聞や発現

量が当代と一致しないという報告76)などもあり不

明な点が多い。ここでは作出した形質転換体の白殖

後代を作出し，導入した遺伝子の検出，カナマイシ

ン耐性並びに CMV抵抗性について検討した。

I.自殖第 1代における CMV外被タンパク質

遺伝子の検出とカナマイシン耐性

1.材料及び方法

形質転換体当代を隔離温室 (25
0

C，自然日長下)

栽培し，人工受粉して果実を得た。この果実の種子

を次亜塩素酸ナトリウムを用いて常法により殺菌，

洗浄し， 1/2 MS培地十スクロース 30g/Qの固形培

地に無菌播種した。播種後10日前後で発芽率を調査

した後，それぞれを個体識別し，節部を培養してク

ローンを数個体ずつ作出した。その中の 1クローン

は，カナマイシン耐性を調査するため， 1/2 MS培

地+スクロース 30g/Q十カナマイシン 100mg/Qの

固形培地に地上部のみを切り取って移植した。移植

後2週間にわたって発根の有無や地上部の黄化を調

査した。また，他のクローンからはDNAを抽出し，

PCR法とサザンハイプリダイゼーション法を用い

620bp • -123456NWP  

Fig.5-1 Detection of CMV coat protein g巴neby 

PCR-Southern hybridization. 
1-6: Transformant 
N: N on-transformant. 

P: YI25 plasmid. W: Wat巴r



吉岡:形質転換によるキュウリモザイクウイルス抵抗'性メロンの作出と利用に関する研究 353 

Table 5・1 Segregations of transgenes in progenies after self-pollination of transgenic melon plants 

Plant No.of Kanamycin resistance' C孔1Vcoat protein gene' 

line' plants tested R S P N XZ 3: 1 

M4 10 5 5 8 2 。.13 (0.5 <P<0.75) 
M5 12 6 6 10 2 0.44 (0.5 <P<0.75) 

M6 7 NT 5 2 0.04 (0.75< P <0.90) 

C 6 。 6 。 6 2.0 P <0_01) 

X M: Progenies of transformants， C目Prog巴nyof non-transformant 

Y R目Resistanceto kanamycin(lOOmg/~) ， S: Sensitive to kanamycin(100mg/~) 

z P: Positive (CMV coat protein gene sequence was detected)， N: Negative (CMV coat protein gene sequence 
was not detected). 

てCMV外被タンパク質遺伝子の検出を行った。

2.結果

形質転換体当代は，形態，生育特性，開花特性，

着花特性などが非形質転換体とほとんど差異はな

かった。花粉稔性も正常で，通常の植物体と同様に，

受粉後約40目前後で種子のある果実を着生し

た7九CMV外被タンパク質遺伝子は，形質転換体M

4系統で10個体中 8個体に， M5系統で 12個体中

10個体に， M6系統で7個体中5個体に検出された

(Fig. 5-1， Table 5-1)。供試個体数が少数であるが，

外被タンパク質遺伝子が検出された個体と検出され

なかった個体との比は 3: 1と見なし得る値であり，

導入した遺伝子は 1遺伝子座に挿入されたと推察さ

れた (Table5-1)。

カナマイシン耐性調査の結果， M4系統で10個体

中5個体が， M5系統で12個体中6個体がカナマイ

シン耐性を示した。 M4及びM5系統ではいずれも，

外被タンパク質遺伝子が検出されているにもかかわ

らずカナマイシン耐性を示さない個体が観察された

(Table 5-1)。この原因は①減数分裂時における組換

えなどの原因で，カナマイシン耐性遺伝子のみ脱落

した後代が出現した，②カナマイシン耐性遺伝子も

外被タンパク質遺伝子同様，存在しているが，発現

が抑制されている，という 2つの可能性が考えられ

る。この 2つの原因は，双方とも十分起こり得ると

考えられる。

①が原因であるとすれば，同時に，同一箇所に導

入した 2つの遺伝子が，ある確率で分離することに

なる。これは，形質転換体の実用化への支障と考え

られている選抜マーカー遺伝子の除去という問題

を，自殖後代において解決できる可能性を示唆して

いると言えよう。②が原因であるとすれば，カナマ

イシン耐性遺伝子と，外被タンパク質遺伝子のプロ

モーターとが異なることなども要因としてあげられ

る。しかし，この問題の解明にはさらに詳細な研究

が必要であろう。

以上の結果から，A. tumefaciensによって導入し

た遺伝子が，形質転換体の自殖後代にも存在すると

ともに，且つ発現していることが明らかとなった。

また，大半の個体において，外来遺伝子の有無はカ

ナマイシン耐性の発現と一致するが，発現の抑制さ

れている個体が少数ながら出現することも明らかに

なった。

11.形質転換体自殖第 1代の CMV抵抗性
1.形質転換体自殖第 1代におけるカナマイシン

耐性個体の選抜と CMV抵抗性

1 )材料及び方法

前節で作出した形質転換体M5，M6，並びに M7

の自殖第 1代の種子を無作為にとりだし， 1/2 MS 

培地+スクロース 30g/Qを基本としカナマイシン

100 mg/Q添加または，無添加の 2種の固形培地上で

発芽させ，選抜を行う区，行わない区の 2区を設け

た。その後，これら形質転換体の自殖後代と非形質

転換体の自殖後代の幼植物体を鉢上げし，隔離温室

で恩11化した。葉数が5枚前後になった時点で，純化

CMV-Y系 2μg/mQをカーボランダムを用いて人

工接種した。接種後，隔離温室(25
0

C，自然日長下)

において接種葉の黄化や上葉のモザイク症状，葉脈

透過症状などを指標として，発病推移を調査した。

2 )結果

カナマイシン耐性を示した個体は通常の個体と同

様に発芽し発根した。接種検定の結果，非形質転換
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D巴velopmentof symptoms aft巴rinoculation with CMV in the progenies after self-pollination of 

transg巴lllCm巴lonplants 

Table 5-2 

No. of plants with symptoms 

Days aft巴rinoculationZ 

5 7 
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plants tested 
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X c: Non-transforl1lant， M: Transformant. 
Y - : Without screening， + : With screening of kanal1lycin resistance on the mediul1l containing 100mg/Q 
kanal1lycin 

z Concentration of CMV solution was 2μg/I1lQ 

で差異が認められた。

以上の結果から， CMV外被タンパク質遺伝子を

導入した形質転換メロンの自殖第1代に対照区以上

のCMV抵抗性が付与されたこと，カナマイシン耐

性遺伝子が発現している個体では， CMV抵抗性を

持つ可能性が高く，カナマイシン耐性の「予備」的

調査でCMV抵抗性個体を効果的に選抜できること

が明らかとなった。

2 .形質転換体自殖第 1代の親系統聞による CMV

抵抗性の比較

自殖後代の系統聞におけるCMV抵抗性の差異を

さらに明確にし，抵抗性の強い系統を選抜するため，

接種検定の供試個体数を増やして抵抗性の調査を

行った。

1)材料及び方法

CMV抵抗性を確認した形質転換体 M4，M5，並

びに M9系統の自殖第 l代と非形質転換体自殖第1

代の種子を無作為に20粒とりだし， 1/2 MS培地+

スクロース 30g/Q十カナマイシン 100mg/Qの固形

培地上で発芽させ，カナマイシン耐性を調査した。

カナマイシン耐性を示した個体は，鉢上げ・馴化し，

隔離温室 (250C，自然日長下)において栽培した。

葉数が 5~8 枚前後になった時点で，純化 CMV-Y

系 2μg/rneをカーボラン夕、ムを用いて人工接種し

た。その後，接種葉の黄化や上薬のモザイク症状，

葉脈透過症状などを指標として発病の推移を調査し

た。

[A] [B] 
Syl1lptoms after inoculation with a solu 

tion of 2μg/I1lQ of CMV in progeny after 

self-pollination of transformant 

[A]: Progeny after self-pollination of non-

transforl1lant. [B]: Progeny after self-
pollination of transforl1lant(M5). 

Fig.5司2

体の自殖後代が5日以内に発病したのに対し，形質

転換体の白殖後代では病徴発現が遅延したり，抑制

されたりする個体が観察された(Table5-2) 0 カナマ

イシン耐性調査で遺伝子の発現を予備的に確認した

区では，しなかった区よりも病徴の抑制される個体

が増加した。特に M5系統では，選抜を行わなかっ

た区において 5個体中2個体が発病したのに対し，

選抜を行った区においては，供試した 3個体全てが

接種後16日目の最終調査日まで発病しなかった

(Fig.5-2)。また，自殖第1代の CMV抵抗性は，親

株である形質転換体の個体聞の場合と同様，系統問
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Table 5・3 Segregations of transgenes in progenies 
after self.pollination of transgenic 
Inelon plants 

Plant Total no. of Kanamycin resistance' 

IineY plants tested R S x' 3 : 1 
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Fig.5・3 Development of symptoms in progenies 
after self.pollination of transgenic and 
non.transgenic melon plants after inocu 

lation with 2μg/m1! CMV. C: control(non 
transformant). M: transformant 

2 )結果

各系統聞におけるカナマイシン耐性について

Table 5-3にまとめた。 M5及びM9系統では 75%

前後の個体がカナマイシン耐性を示し，耐性個体と

感受性個体の分離比がほぼ3: 1に近似する結果と

なった。また， M4系統については，本調査ではこの

比からやや逸れており，前節における調査では外被

タンパク質遺伝子の分離比が3:1に一致していた。

この原因については明らかではない。

選抜したカナマイシン耐性個体の発病の推移を

Fig.5-3に示した。対照区の非形質転換体後代は，接

種後3日目から発病し始め， 8日目には全ての個体

が発病した。これに対し形質転換体の後代は3日目

では発病する個体は全く観察されず，接種後6日目

になって発病し始めた。しかし， M4及びM5系統の

後代では8日日以降発病する個体が増加せず，接種

後 18日目でもそれぞれ33%，25%と低い発病率を

示した。

一方，形質転換体M9系統の後代では，カナマイ

シン耐性個体であるにもかかわらず，最終的に 74%

の発病率であった。 M9の当代の CMV抵抗性は他

の系統に著しく劣るものではなかったので，後代に

おいてカナマイシン耐性遺伝子の発現とは無関係

に，外被タンパク質遺伝子の発現のみが抑制されて

いる個体が出現した可能性もあると考えられた。

以上の結果から，本節1.で示唆された後代にお

ける系統問の抵抗性程度の違いが明らかとなった。

3 .形質転換体自殖第 1代の個体問における CMV

抵抗性の比較

抵抗性が比較的強かった M4及びM5系統の後代

を個体識別して，その CMV抵抗性を比較検討し，

抵抗性の強い個体の選抜を試みた。

1 )材料及び方法

形質転換体M4及びM5，並びに非形質転換体の

自殖第 1代の種子を無作為に抽出し， 1/2 MS培

地+スクロース 30g/e+カナマイシン 100mg/eの

固形培地上で発芽させ，カナマイシン耐性を調査し

た。その後，それぞれを個体識別して，節部培養に

よりクローンを 10個体前後作出した。そのうち 6

~8 個体を鉢上げ・馴化し，隔離温室 (250C，自然

日長下)において栽培した。葉数が 5~8 枚前後に

なった時点で純化CMV-Y系 2μg/meをカーボラ

ンダムを用いて人工接種した。接種後，接種葉の黄

化や上葉のモザイク症状，葉脈透過症状などを指標

として発病の推移を調査した。

2 )結果

調査した個体のうちカナマイシン耐性を示した

M4-1， M4-5， M4-11， M5-14， M5-27，及びM5-39

L 対照区として用いたカナマイシン感受性を示し

たM5-35並びに非形質転換体の自殖後代について

の結果を Fig.5-4に示した。非形質転換体及びカナ

マイシン感受性個体である M5-35は，接種後それぞ

れ4日目 6日目で全てのクローンが発病した。こ

れに対し，カナマイシン耐性を示した個体では発病

が抑制され，特に M5-39及びM5-14では接種後13

日目まで 0~25% と低い発病率であった。抵抗性に

ついては個体間で差が認められたが，全体的な傾向
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としては， M5系統の抵抗性がM4系統より強い結

果となった。抵抗性がM5-14に次いで強い抵抗性を

示した M5-39について再調査し，さらに長い期間，

発病の推移を観察した。その結果，徐々に発病する

クローンが増え，接種後31日目に 72%まで増加し

た。 M5-14は13日以後も発病するクローンが増加

することはなかった。

以上の結果から， M5-14のクローンが，調査期間

中1個体も発病せず，調査した個体中では最も強い

抵抗性をもつことが明らかとなった。また，全体的

には M4系統の後代よりも M5系統の後代の方が強

い抵抗性をもつことが示唆された。さらに，カナマ

イシン耐性を示さなかった M5-39が非形質転換体

と類似した発病の推移を辿ったことから，本章第2

節で示したカナマイシン耐性の発現と CMV抵抗性

の発現との同調性を，本実験においては，逆の組合

せにより再確認した。

III.形質転換体自殖第2代におけるカナマイシ

ン耐性個体の選抜と CMV抵抗性

自殖第2代における CMV外被タンパク質遺伝子

の検出，カナマイシン耐性，さらに CMV抵抗性に

ついて調査するとともに，その安定性について検討

した。

1 )材料及び方法

形質転換体M5の自殖第1代である M5-16，M5-

17及びM5-18の自殖によって得たそれぞれの後代

の種子と，非形質転換体の自殖後代の種子から無作

意に 20粒から 30粒をとりだし， 1/2 MS培地+ス

Table 5-4 Segregations of kanamycin resistance 

in R2 progenies after self-pollination of 
transgenic melon plants 

Plant No_ of Kanamycin resistance' 

line plants tested R S x' 3: 1 

M5-16 20 2 18 ー (P <0.01) 

お16-17 3D 24 6 0.4 (0.50< P <0.75) 

M5-18 20 14 6 0.26 (0.50< P <0.75) 

， R: Resistance to kanamycin(100mg/1!)， S: Sensis-
tive to kanamycin(100mg/1i). 

クロース 30g/Q+カナマイシン 100mg/Qの固形培

地上で発芽させ，カナマイシン耐性を調査した。そ

の後，これらの個体を鉢上げ・馴化を行い，隔離温

室 (25
0

C，自然日長下)において生育させた。葉数

が 5~8 枚前後になった時点で，純化 CMV-Y 系 2

μg/mQをカーボランダムを用いて人工接種した。接

種後，接種葉の黄化や上棄のモザイク症状，葉脈透

過症状などを指標として発病の推移を調査した。

2 )結果

カナマイシン耐性の調査結果を Table5-4に示

す。それぞれの系統においてカナマイシン耐性は差

異が認められ，特に M5-16の後代ではカナマイシン

耐性を示す個体が 10%と低く，予想された 1: 1あ

るいは 3:1の比から大きく離れる値であった。一

方， M5-17及びM5-18では，カナマイシン耐性個体

が75%前後観察され，ほぽ3:1の比に一致した。供

試した個体の親株である自殖第1代の M5-16，M5 

17並びに M5-18では，いずれも外被タンパク質遺

伝子の検出と CMV抵抗性の調査が終了しており，

導入遺伝子に関してホモ個体であるかヘテロ個体で

あるかのいずれかであることが判明していた。さら

にこのカナマイシン耐性調査により，いずれもヘテ

ロ個体であるものと推定された。また， M5-16の場

合のみカナマイシン抵抗性を示す個体が少なく，導

入した遺伝子の抑制が示唆された。この原因は， M

9系統の自殖後代が低い CMV抵抗性を示し，外被

タンパク質遺伝子の発現抑制が示唆された場合と同

様ではないかと推察された。

CMV接種検定の結果を Fig.5-5に示した。非形

質転換体の後代では接種後3日目から発病個体が現

れ， 8日目には全ての個体が発病した。これに対し，

M5-18の後代では， 12日固までに発病した個体が

27%であり，発病の抑制が観察され，以後もこの値
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は増加しなかった。 M5-17の後代は，結果的に 83%

の個体で発病したが，接種後8日目まで発病が抑制

されていた。 M5-16の後代はカナマイシン耐性個体

が2個体と少なかったが，この 2個体は調査期間中，

発病が完全に抑制された。また，自殖第2代の形態

はいずれも第 1代同様，非形質転換体の自殖第2代

とほとんど差異の無い正常な形態であった。

以上の結果から，形質転換体自殖第2代において

も，第1代同様，カナマイシン耐性及びCMV抵抗

性が現れることが明らかとなった。

N.考察

本章において，作出した外被タンパク質遺伝子導

入メロンの白殖後代における外被タンパク質遺伝子

の確認とカナマイシン耐性の調査及びCMV抵抗性

について明らかにした。 A.tumefaciensを用いて植

物体に導入した外来遺伝子の後代における検出と分

離比については，すでにでメンデルの遺伝法則に従

うという報告がなされている。本研究で作出した形

質転換メロンについては，外来遺伝子の検出と発現

に関しでほぼ3:1に分離したことから，導入した遺

伝子が 1コピーか，あるいは複数コピーの場合でも，

染色体の 1遺伝子座に挿入され，メンデルの遺伝法

則に従うことが示唆された。

導入した遺伝子の発現については，カナマイシン

耐性と CMV抵抗性という 2種の生物学的検定法に

よって検証した。その結果，調査対象となったほと

んどの個体では導入遺伝子が発現し，カナマイシン

耐性を示していたが，少数ながらカナマイシン感受

性の個体が現れた。このことは導入遺伝子が親株で

発現していても後代では発現しない個体が生じた

か，あるいは同時に導入した 2つの遺伝子が分離し，

一方が脱落する可能性があることを示唆している。

導入した外被タンパク質遺伝子の後代における発現

量に関しては，形質転換タバコを用いた報告があ

り7ヘ後代における発現量が当代と一致せず，個体間

で変異のあることを示している。本実験においても，

外来遺伝子の発現量に変異があり，発現量が低いた

めカナマイシン感受性と判断された個体があるもの

と推察された。

外来遺伝子の発現についての調査は，ノーザンプ

ロット法による mRNAの検出や，ウエスタンプ

ロット法による外被タンパク質の検出といった直接

的な方法を用いれば，さらに厳密な結果が得られる

ものと推測される。しかし，全ての検定個体につい

て，カナマイシン耐性.CMV抵抗性の調査を行うこ

とに加えて，それらの検定もを反復して行うことは

困難で、あった。そこで，第一目的であった CMV抵

抗性の検出に重点をおいて調査した。自殖第 1代に

おいては，カナマイシン耐性と CMV抵抗性は同様

に現れたことから，同時に挿入した 2つの遺伝子(カ

ナマイシン耐性遺伝子及び外被タンパク質遺伝子)

は同調的に発現することが明らかになった。従って，

予めカナマイシン耐性を調査することにより外被タ

ンパク質遺伝子の発現個体を選抜することが出来

た。この点については，メロンの形質転換体で同時

に挿入したカナマイシン耐性遺伝子と Gus遺伝子

の発現について調査した報告があり 7へほぽ同程度

の発現率であるとされている。しかし，クローンを

作出し全く同ーの検定集団を用いた本研究のような

調査ではないので，個々の個体の発現について 2つ

の遺伝子が同じように発現しているかどうかは明ら

かではなかった。

CMV抵抗性は，親株間での抵抗性の違いと関係

があるものと考えられた。このような抵抗性の系統

間差が生じる原因については，発現している外被タ

ンパク質量の違いによるか，または，導入した遺伝

子の位置効果によるのではないかという議論がある

が，外被タンパク質による抵抗性の機構が解明され

ていないために明らかになっていなしh 抵抗性の発

現機構については，最近TMVにおいて，感染した

ウイルス粒子の増殖の第 1段階である脱外被 (un-
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coating) とそれに続く複製(この場合， cotrans 芽させ，隔離温室内で， 250C，自然日長下で生育さ

IationaI disassembly)を形質転換体中の外被タンパ せて実験に用いた。交配は，開花前日に両性花を除

ク質が阻害しているという報告があり 79)，CMVに 雄し，当日開花した M5，M5-14並びに非形質転換

おいても抵抗性機構の解明が待たれるところであ 体の花粉を午前中に人工受粉した。交配によって得

る。 た果実から種子を採種し，種皮を剥いで常法により

本研究では自殖第2代において，第 1代同様外被 殺菌，洗浄した。その後 1/2MS培地+スクロース

タンパク質遺伝子の検出やカナマイシン耐性の確認、 30 g/Qの固形培地に播種して，発芽率を調査した。

を行ったところ，M5-16系統でカナマイシン耐性個 この交雑後代は鉢上げ・恩11化し，隔離温室 (250C，

体が少数認められたが，第 l代で確認した分離比か 自然日長下)において形態及び生育特性を観察した。

ら大きく逸れるものであった。このほか，外来遺伝

子の発現が抑制されるという他の報告80)があるが，

これは未知の原因による同様の現象であるとも考え

られ，その原因を明らかにするには，圃場における

さらに多くの個体を用いた遺伝解析が必要であろ

つ。

以上のように，本章においては，形質転換体の自

殖第 1代及び第2代の後代において，外被タンパク

質遺伝子が発現することを確認し，それに伴って

CMV抵抗性も発現することを明らかにした。

第 6章 形質転換メロンと他品種との交雑後代

の特性

本章では形質転換体の育種素材としての調査をさ

らに進める目的で，形質転換メロンと通常の栽培メ

ロンなどとの交雑後代を作出し，この交雑後代の特

性，特にウイルス抵抗性について調査を行った。

1. 交雑後代の作出とその特性

1.材料及び方法

形質転換体M5及びその白殖第 1代である M5-

14並びに非形質転換体を花粉親として用いた。形質

転換体M5は，作出した形質転換体の中では強い

CMV抵抗性が認められた個体である。また， M5-14 

はM5と同様に，形態的特性及び生育特性ともに非

形質転換体の後代と著しい差異はなく ，形質転換体

M5の自殖後代の中から選抜した強い CMV抵抗性

を持つものである。交雑に用いたウイルス抵抗性品

種は，‘ミータンカン16安濃1号‘安濃3号'並びに

‘山都瓜'である。また市販品種としては，形質転換体

と同じ tプリンスメロン， (サカタのタネ)，ネット系

の 6グリ ーンパール，(トキタ種苗)並びにアールス

フェボリット系の‘サンデ一秋， (横浜植木)を用い

た。 M5及びM5-14は，無菌培養していたクローン

を鉢上げ・馴化した。その他のメロンは通常通り発

2.結果

M5及びM5-14のいずれも非形質転換体と著し

い違いのない正常な生育を示し，開花特性にも差異

は認められなかった。また，稔性についても， M5， 

M5-14とも対照区の非形質転換体と比べ差異はな

かった。形質転換体の花粉を交配して得た果実は，

非形質転換体の花粉を用いた対照区の果実と同様の

発育を続け，交配後約40日程度で収穫することがで

Fig.6・1 Progenies of cross-poIlination of 

transformant in isolation green 

house 
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きた。果実からは，交配組み合わせに関係なく，種

子を得ることができた。発芽率を調査したところ，

対照区と同程度の 88~100%の発芽率を示した。こ

れら交雑後代は，形態的特性及び生育特性に関して

は非形質転換体と交雑後代の間に著しい違いは観察

されなかった (Fig.6-1)。

以上のことから，形質転換体と通常の栽培品種と

の交雑においては，特に支障となる問題点がないこ

と，また，非形質転換体と通常の栽培品種との交雑

で得た後代と著しい違いのない交雑後代の作出が可

能であることが明らかになった。

ス30g/Qの固形培地に無菌播種した。その後，それ

ぞれを個体識別し，節部培養で数個体ずつクローン

を作出した。その中から 1つのクローンを選んでそ

の地上部を切り取り， 1/2 MS培地十スクロ ス30

g/Q十カナマイシン 100mg/Qの固形培地に移植し

て，カナマイシン耐性について調査した。他のクロー

ンからは DNAを抽出し， PCR法とサザンハイブリ

夕、イゼーション法を用いて CMV外被タンパク質遺

伝子の検出を行った。

吉岡:形質転換によるキュウリモザイクウイルス抵抗性メロンの作出と利用に関する研究

2.結果

カナマイシン耐性及びCMV外被タンパク質遺伝子

の検出結果を Table6-1にまとめた。カナマイシン

耐性を調査した結果， M5及びM5-14と交雑した後

代には，対照区にはないカナマイシン耐性個体が観

察された。M5を花粉親とした場合，カナマイシン耐

性個体と感受性個体の比は，‘ミータンカン'との組

み合わせを除く全ての組み合わせにおいて，予想さ

れた 1: 1の比にほぼ一致した。M5-14は，外被タン

パク質遺伝子に関してホモ個体であるかヘテロ個体

であるか判明していなかったが，カナマイシン耐性

を示す交雑後代の比は 1: 1で観察されたため，ヘテ

ロ個体であると推察された。

11.交雑後代におけるカナマイシン耐性の調査
とCMV外被タンパク質遺伝子の検出

本節では，前節で述べた形質転換メロンと通常の

栽培メロンとの交雑後代における CMV外被タンパ

ク質遺伝子の検出とカナマイシン耐性について調査

した。

1.材料及び方法

前節において述べた交雑後代の種子を無作為に

10~20 個抽出し，次亜塩素酸ナトリウムを用いて殺

菌し，洗浄を行った。その後1!2MS培地十スクロー

Detection of kanamycin resistance and CMV coat protein gene in progenies aft巴rcross-pollination 

of transgenic m巴lonplants. 
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Ano-sango x M5 

Mitankan x M5 

Prince melonxM5-14 

Green pearl X M5・14

Sunday Aki X M5-14 

Yamatouri X M5-14 

Anoーsango

Mitankan 

Prince melon 

Green pearl 

Sunday Aki 

Yamatouri 

x M5・transformant(cv.Prince melon)， M5-14: Progeny of M5. 

Y Kanamycin resistance was scored 3 weeks after culture initation on the medium containing lOOmg/1! 

kanamycin 
R:R巴sistanceto kanamycin(lOOmg/1!)， S: Sensitive to kanamycin(100mg/1!). 

Z P: Positive (CMV coat protein gene sequence was detected)， N: Negative (CMV coat protein gene sequence 

was not detected). 
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-
Fig.6・2 D巴t巴ctionof CMV coat protein gene in 

prog巴niesafter cross-pollination of trans 

formants by PCR-Southern hybridization. 

1-5; Progenies after cross-pollination of 

transformants 
N; Progeny aft巴rcross-pollination of non-

transformants 

P; YI25 plasmid. 

また，交雑後代の CMV外被タンパク質遺伝子の

検出の結果，予想された DNA断片が検出される個

体が得られた (Fig.6-2)。検出個体と非検出個体の

比は， M5-14を花粉親に用いた場合， 1 : 1の比に一

致した。 M5を花粉親に用いた場合は，予想された

1 : 1の比から離れたが，この仮説を棄却するほどの

値ではなく，供試した抽出個体の偏りによるもので

はないかと考えられる。

カナマイシン耐性と外被タンパク質遺伝子の検出

の結果，カナマイシン耐性と CMV抵抗性はほとん

どの個体で一致したが，少数ながら一致しない個体

が観察された。この現象は，自殖後代でも観察され

ており，後代における外来遺伝子の発現の抑制によ

るものかあるいはカナマイシン耐性遺伝子のみの脱

落によるものであると推定している。

以上の結果から，形質転換体を花粉親として用い

た交雑後代は自殖後代と同様，外被タンパク質遺伝

子を保持していることが明らかとなり，またその発

現の可能性も示唆された。

III.形質転換体の交雑後代における CMV抵抗

'性

1.材料及び方法

形質転換体の交雑後代の種子及び非形質転換体

]lR2との交雑後代の種子を， 20~30 粒無作為に抽

出し，種皮を剥いで、常法により殺菌，洗浄した。そ

の後， 1/2 MS培地+スクロース 30g/Qの固形培地

に無菌矯種して個体識別した。クローンを作出し，

その中の l個体の地上部を切り取って， 1/2 MS培

I也+スクロース 30g/Q十カナマイシン 100mg/Qの

固形培地に置床してカナマイシン耐性を調査した。

また，他のクローン 2~3 個体を鉢上げ・馴化した。

葉数が 5~8 枚程度の幼苗となった時点で，純化

CMV-Y系を 2μg/mQの濃度でカーボランダムを

用いて人工接種した。接種後，接種葉の黄化，上葉

のモザイク症状，並びに葉脈透過症状などを指標と

して，発病の推移を観察した。また，接種後12日目

に接種葉及び上葉のウイルス増殖をエライザ法81)

によって調査した。エライザの結果は，同一試料に

つき 3反復して，その平均値を測定値として用いた。

2.結 果

1-タンカン'を用いた交雑後代において，カナ 形質転換体M5とウイルス抵抗性品種‘安濃3号'

マイシン耐性個体が明らかに多く観察されたこと との交雑後代における発病の推移についての調査結

はミータンカン'のカナマイシン感受性が他の品 果を Table6-2に示した。対照区である g安濃 3号'

種と著しく異なることが原因であった01ータンカ 及び非形質転換体]lR2を花粉親に用いた‘安濃 3

ン'のカナマイシン感受性を調査した結果， 200~250 号X]lR2'においては，接種後5日目で全ての個体

mg/Qカナマイシン添加培地において発根が抑制さ が発病した。これに対してカナマイシン耐性を示し

れた。従って，ミータンカンとの交雑後代では，プ た‘安濃3号xM5'の交雑後代のうち，個体番号 7

リンスメロンに比べ高いカナマイシン濃度，すなわ 番， 8番， 11番並びに 12番では，明らかに病徴発現

ち 200~250mg/ Qの濃度で選抜する必要があるこ の抑制や遅延が観察された。特に個体番号7番及び

とが判明した。 11番では供試した 2クローン共に発病せず，病徴の



361 吉岡:形質転換によるキュウリモザイクウイルス抵抗性メロンの作出と利用に関する研究

Development of symptoms after inoculation with CMV in progenies after cross-pollination of 

transgenic melon plantsx. 

Table 6-2 

No. of plants with symptoms 

Days aft疋rinoculation 

5 79  

Total no.of 

tested plants. 
Kmz CV.Y 

20 
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X Concentration of CMV solution was 2μg/m~ 

Y ]1R2: Non transformant， M5: Transformant， M5-14: Progeny after self-pollination of M5. 

， +: Resistant to kanamycin(100mg/~)，ー: Sensitive to kanamycin(100mg/~). 

接種葉，上葉共に検出上限である 2.0を超える高い

値を示し，ウイルスの増殖が確認された。また，カ

ナマイシン耐性を示さなかった個体番号5番及び6

番では対照区と同様のウイルス増殖が認められた。

これに対し， 7番， 8番， 11番並びに 12番では接種

葉，上棄と共にエライザ値は低く，これらの個体に

おけるウイルス増殖の抑制がエライザ法の検出に

よっても確認された。形質転換体自殖後代 M5-14と

通常の栽培メロンとの交雑後代における発病の推移

をTable6-4に示した。市販品種である‘グリーン

ノ-I:-Jレ'，‘サンデ一秋'ではいずれも接種後3日目か

ら発病個体が観察され 5日目には全ての個体で発

病した。これに対し，市販品種と形質転換体との交

雑後代では明らかな発病の遅延及び抑制が観察され

特に‘サンデー秋XM5-14'の個体番号1番では，

供試したクローン3個体全てにおいて発病が抑制さ

れた。また，‘グリーンパールxM5-14'の8番では，

接種葉の黄化は観察されるものの，上葉のモザイク

症状が観察されず，全身感染の抑制が認められた。

‘山都瓜'は，市販品種に比べると抵抗性があり，対照

区の個体全てが発病したのは，接種後 11日目であっ

た。しかし，形質転換体自殖後代M5-14と‘山都瓜'

との交雑後代は，さらに病徴発現の遅延や抑制が観

察された。これら交雑後代のエライザ法による検定

結果を Table6-5に示した。病徴による検定結果と

同様に，対照区である‘グリーンパール'，‘サンデ一

秋'並びに‘山都瓜'では検出上限を越える高い値を

示し，ウイルスの増殖が確認された。これに対し形

Virus concentration after inoculation 
with CMV in progenies after cross-

pollination of transgenic melon plantv • 

Table 6-3 

Tested leafY H Kmx一一一一一一一 lVlOsalc
U symptoms' 

CV.
W 

Ano-sango 

(Ano-sango X M5)-5 

(Ano-sango X M5)-6 

(Ano・sangoXM5)ー7

(Ano-sango X M5)-8 

(Ano-sango X M5)-11 

(Ano-sango X M5)ー12

+
+
+
 

>2.0 >2.0 

>2.0 >2.0 

1.44 0.84 

0.07 0.00 

0.76 0.10 

0.22 0.00 

0.76 0.20 

十
+
+
+

v Concentration of CMV solution was 2μg/m~. 

After 12 days， 10-fold diluted sample was tested. 

Dat.fl was expressed by ELISA value as the aver-

age of 3 replications. 

w M5: Transformant 

X + : Resistant to kanamycin(100mg/~) ， 

一:Sensitive to kanamycin(100mg/~). 

Y 1: lnoculated leaf， U: Upper leaf 

z + : Symptoms developed.， 
-: N 0 symptoms. 

抑制が観察された。一方，カナマイシン耐性を示さ

なかった 5番 6番は対照区と差異のない病徴発現

が観察された。これは第4章で確認されたと同様に，

カナマイシン耐性が発現している個体が， CMV抵

抗性を持つことを示している。これらの個体のエラ

イザ法による検定結果を Table6-3に示した。その

結果，病徴発現の調査と同様に，非形質転換体では
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Development of symptoms after inoculation with CMV in progenies after cross-pollination of 

transgenic melon plantsX_ 
Table 6-4 

No_of plants with symptoms 

Days after inoculation 

5 7 9 

Total no_of 
tested plants 

cv_Y 

20 

Green pearl 

(Green pearl X M5-14)-4 

(Green pearlXM5-14)-8 

Sunday Aki 

(Sunday AkixM5-14)-1 

(Sunday Aki X M5-14)・5

Yamatouri 

(Y ama touri x M5-14)ー3

(Yamatouri x M5-14)-6 

(Yamatouri X M5-14)-8 
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X Concenration of CMV solution (2μg/ml!). 
y M5-14: Progeny after self-pollination of transformant M5. 

， Inoculated leaves showed yellowing. No mosaic symptoms. 

によっても全身感染の抑制が示唆された。

以上の結果から，形質転換体の交雑後代にも対照

区には見られない CMV抵抗性が付与されているこ

とが確認され，形質転換体の育種母本としての利用

が期待される。

Virus concentration after inoculation 

with CMV in progenies after cross-

pollination of transgenic m巴lonplant'. 

Table 6-5 

Tested leaf' 
cv.Y 

N.考察
本章においては，形質転換体と通常の栽培品種な

どとの交雑後代の諸特性，特に CMV抵抗性につい

て明らかにした。形質転換体の後代に関する研究は，

外被タンパク質遺伝子以外の遺伝子を用いた研究に

おいても報告されており，それらには共通した論点

がある。すなわち，①形質転換体の後代における外

来遺伝子による形質発現以外の諸特性の変化，②形

質転換体の後代における外来遺伝子の分離比，③形

質転換体の後代における外来遺伝子の発現，の 3つ

である。

①の点に関しては，作出した形質転換体の花弁の

数が増加し，後代にも遺伝したという報告82)など，

形態的変化に関しての報告がいくつかある。しかし，

いずれの形質転換体も手邸歳培養によって作出されて

いるので，外来遺伝子の掃入自体によって引き起こ

された変異であると結論づけるためには，さらに詳

細な研究を必要とする。本研究においては，自殖後

代，交雑後代のいずれにおいても著しい形態的変化

や生理，生態的変化は確認されなかった。

U 

>2_0 

0_02 

0_08 

>2.0 

0.15 

>2_0 

0.15 

0_0 

>2_0 

0.19 

l.34 

>2.0 

0.09 

>2_0 

0.17 

0.07 

Green pearl 

(Green pearl X M5-14)-4 

(Green pearlXM5-14)-8 

Sunday Aki 

(Sunday Aki X M5・14)ー1

Yamatouri 

(Yamatouri X M5-14)-3 

(Yamatouri X M5-14)-6 

X Concentration of CMV was 2μg/ml!. After 12 
days， 10-fold diluted. Sample was tested. 

Data was expressed by ELISA value as the aver-

age of 3 replications 

y M5-14: Progeny after self-pollination of M5. 
， 1: Inoculated leaf， 
U: Upper leaf 

質転換体との交雑後代は 0_ 0l~0_2 と低い値を示

し，ウイルス増殖の抑制が認められた。また，病徴

の観察において上葉のモザイク症状が観察されな

かった zグリーンパールxM5-14'の個体番号8番で

は，接種葉のエライザ値が1.34と高い値であるのに

対し，上葉では 0_08と低く，エライザ法による検定
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次に②の点については，多くの研究報告があり，

いくつかの例外的個体を除き，そのほとんどにおい

てメンデルの遺伝法則に従うことが確認されてい

る。本研究においても，前章の自殖後代，本章の交

雑後代において導入した外被タンパク質遺伝子を検

出した結果，いずれにおいても同様のことが示唆さ

れた。

最後に③の点については，いろいろな報告がなさ

れ，複雑な結果となっている。中心的課題は，後代

における発現が，いずれの個体においても当代から

予想される発現と一致するか否かである。本研究の

ように，形質転換体を利用することを目的とした研

究においては，この点は最も重要である。第4章及

び第5章において，本研究の結果と共に，いくつか

の報告例について言及したが，それらをまとめると，

①後代の発現は，その様式及び量において当代の発

現と一致する，②後代の発現は当代の発現と一致せ

ず，個体聞に相違が認められる80)，③複数コピーにな

ると発現の抑制 (co-suppression)が認められる 76)，

の3つが注目される結果である。①と②の結果は矛

盾するが，いずれもいくつかの研究によって確認さ

れている。それらは自殖後代についての報告である

が，このような相反する結果が多いことは，すなわ

ち組換え体の後代に関する研究が着手されたばかり

であることを示しているといえよう。本研究では白

殖後代，交雑後代共に，個体聞における CMV抵抗
性の差異が認められ，②の報告と一致する結果が得

られた。この現象が直接外被タンパク質遺伝子の発

現量の差異に結び付くか否かは，今後の研究を待た

ねばならない。

一方，交雑後代を扱った研究は，現在までのとこ

ろ，ほとんど報告されていない。基本的には自殖後

代の結果と一致すると考えられるが，形質転換体と

同じ品種を戻し交雑した報告以外は研究蓄積は皆無

といってよい。そこで，本研究では 4品種のウイル

ス抵抗性品種と 3品種の市販品種との交雑後代を作

出し，その特性について調査した。その結果，いず

れの組合せにおいても，外来遺伝子をもっ個体が確

認され，カナマイシン耐性の調査によりその発現も

実証された。また，外来遺伝子の分離比はほぼ1: 1 

となり，メンデルの遺伝法則に従うことが示唆され

た。さらに，この交雑後代のウイルス抵抗性を，交

雑した元の品種や非形質転換体との交雑後代と比較

した。その結果，形質転換体との交雑後代は，他の

個体よりも病徴の発現やウイルスの増殖が抑制さ

れ，形質転換体との交雑による効果を確認すること

ができた。抵抗性の程度については上述した通り個

体間差が観察されたが，強いCMV抵抗性個体を選
抜することは可能であると考えられる。

以上のように，自殖後代に続き，交雑後代につい

ても導入遺伝子の検出と発現を確認し，そのCMV
抵抗性が付与されていることを明らかにした。さら

に，CMV抵抗'性以外の特'性については，形質転換体
と非形質転換体との聞に著しい差異のないことを明

らかにした。これらのことから，形質転換体の育種

への応用の可能'性がさらに拡大することが実証され

た。

第 7章総合考察

外被タンパク質遺伝子を用いたウイルス病抵抗性

に関する研究は， 1980年代後半から盛んに行われ，

現在そのメカニズムの解明と，栽培植物への応用と

の2方向へ発展しつつある。メカニズムの解明は，

植物病理学の領域を中心に精力的に行われている。

特にTMVに関しては，第3章で述べたように形質
転換体の生産する外被タンパク質が，侵入したウイ

ルスの脱外被を阻害することが明らかになり，

TMV外被タンパク質遺伝子の付与する抵抗性のメ
カニズムの全容が解明される日も近いと思われる。

栽培植物への応用は，病理学の領域と育種学の領域

との協力により進められている。本研究におけるメ

ロンのほか，トマト，ノてレイショ，イネ，キュウリ，

アルフアルファ及びパパイヤなどについての報

告13，8叫があり，今後も多くの栽培植物に関する研究

が進むものと考えられる。このような状況の中で，

栽培植物への応用という視点から，本研究の内容を

中心に植物の形質転換について考察することにす

る。

1. CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの
作出

本研究では，(1)メロンの形質転換手法の確立と

CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの作出， (2) 
形質転換メロンのウイルス病抵抗性， (3)形質転換メ

ロンの後代の特性という 3つの課題を中心に検討し

た。その結果，メロンにおける効率的な形質転換法

を開発し， CMV抵抗性メロンを作出した。更に，こ
の自殖及び交雑後代を作出して，外来遺伝子の遺伝
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とその特性，特に CMV抵抗性を中心に調査し，導

入した外被タンパク質遺伝子が後代においても確認

され，この遺伝子によるウイルス病抵抗性の発現も

明らかにした。従って，基本的には上記の3つの目

的を概略達成することができたが，得られた成果に

基づいて更に研究を発展させるために考慮すべきい

くつかの点に触れながら，それぞれの課題について

考察するo

初めに，(1)のメロンの形質転換手法の確立と

CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの作出につ

いて考察する。本研究では，実験結果が先行して得

られた‘プリンスメロン'を中心に形質転換法の確立

を行った。現在，メロンの形質転換に関する報告は，

Agrobacterium tumefaciensを利用して Gus遺伝子

を導入した報告が2編S478)，同じく ，Agrobacterium 

rhizogenesを利用して Gus遺伝子を導入した報告

が1編84)ある。更に， 1993年に， ZYMVの外被タン

パク質遺伝子の導入が報告され85)，メロンの形質転

換がようやく軌道に乗り始めたといえるが，このよ

うな報告は未だ少数である。本研究においてマクワ

系メロンであるプリンスメロンの効率的な形質転換

法を開発したが，ネット系メロンに関しても同様の

安定した手法の開発が期待される。

次に， (2)のCMV外被タンパク質遺伝子導入メロ

ンの CMV抵抗性について考察する。本研究で得ら

れた形質転換メロンでは対照区に比べ，高いCMV

抵抗性が観察された。従って，メロンのウイルス病

に対する外被タンパク質遺伝子の有効性を明らかに

することができた。そこで，次の研究の課題となる

のは，更に強い抵抗性をもっ個体を作出すること，

並びに数種のウイルスに対して抵抗性を持つ複合抵

抗性個体を作出することであろう。

まず，強い抵抗性個体の作出に関しては 2つの

方向があると考えられる。第ーは遺伝子工学的手法

を用いて植物の改良を行う方法である。前述のよう

に，外被タンパク質遺伝子のもたらすウイルス病抵

抗性のメカニズムでは TMV以外のウイルスに関

しては未だ不明な点が多い。しかし，メカニズムの

解明が進み，理想的な外被タンパク質遺伝子の発現

様式が解明されれば，それに応じたプロモーターの

改変など，より高度な抵抗性付与のための改良が可

能となる。更に考慮したい問題点は，宿主植物の染

色体や遺伝子に関する情報である。 Agrobacterium

tum完治czensを用いた遺伝子組換えでは，外来遺伝

子が挿入される染色体上の位置が偶然によって決定

されている。挿入位置の違いによる外来遺伝子の発

現量の相違を位置効果と呼んでいることは第2章に

おいて既に述べたが， もし抵抗性の差異が位置効果

によるものであれば，これを克服する手法も必要と

なる。現在， Matrix attachment regionと呼ばれる

DNA断片を外来遺伝子に接続することで，位置効

果による発現抑制を回避する研究も試みられてい

る刷。しかし，このような試みにとどまらず，宿主染

色体についての情報を持ち，目的とする位置へ外来

遺伝子を導入することは，遺伝子工学的手法を用い

て植物の改良を行う場合の重要な課題となるであろ

う。現在行われている栽培植物の染色体に関する研

究は，イネ，ムギなど主要穀類に限られている。野

菜類では， トマトやキュウリなどについて研究され

つつあるが871，全体として立ち遅れている。目的の遺

伝子を染色体の標的部位に挿入すること，つまり他

の形質を変えることなく目的の形質のみを導入する

という理想的な遺伝子組換えには，この分野の発展

が必要となるであろう。

第二の方向として考えられるのは，従来からの育

種方法と結び付き，強い抵抗性個体の選抜を行う方

向である。本研究においても形質転換体の個体聞に

抵抗性の差異が観察された。従って，多数の形質転

換体を作出し，圃場において選抜すれば，更に強い

抵抗性個体を得ることが可能になるものと考えられ

る。事実，TMVの外被タンパク質遺伝子を導入した

形質転換トマトでは， 259個体の中から強い抵抗性

を持つ 15個体を選抜することに成功している88)。遺

伝子工学的手法を限定的で，決定的な技術としてで

はなく，変異の拡大のための新しい育種技術として

利用することが，今後の育種法の開発に貢献するも

のと思われる。以上のように，強い抵抗性個体の作

出に関する， 2つの研究方向について述べた。 2つ

の方向を発展させ融合させることが，実際の育種に

おいて形質転換を活用する最良の方法であると考え

られる。次に，複合抵抗性に関して考察すると 1

種類のウイルスの外被タンパク質遺伝子を導入した

場合，その抵抗性が複数のウイルスに対して有効で

ある例はいくつか報告されている叫。しかし，いずれ

も導入した外被タンパク質と侵入したウイルスの外

被タンパク質との聞に血清型の一致やアミノ酸配列

の相向性が不可欠であり，異なるウイルス種での効

果は低いと結論している。この対策として考えられ
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るのは，異なるウイルスの外被タンパク質遺伝子を

持つ形質転換体の作出である。これについては現在

までのところ報告がなく，異なる複数のウイルスの

外被タンパク質を生産させることにより複合抵抗性

が付与されるか否かは確認されていない。著者らは

本研究の延長として， CMVとは異なるウイルスグ

ループであるポチウイルスに属する ZYMV及び

WMVの外被タンパク質遺伝子を導入した形質転

換メロンを既に作出しており，そのウイルス病抵抗

性を確認している5叩)。今後，このような個体と本研

究で作出した CMV抵抗性個体とを交雑することに

より，複数種の外被タンパク質遺伝子を持つメロン

を作出し，その複合抵抗性について明らかにするこ

とは極めて有意義であると考えている。

最後に，形質転換体の後代について考察する。す

なわち，本研究において， CMV外被タンパク質遺伝

子導入メロンの自殖及び交雑後代の特性について明

らかにしたが，後代は対照植物に比べ高い CMV抵

抗性を示し，また，抵抗性以外の形態的，生理的特

性についても対照区との聞に著しい変異は観察され

なかった。これは，実際の育種への応用の可能性を

示唆するものである。次の課題としては，後代にお

ける外来遺伝子の発現の安定性である。本研究にお

いても個体聞における抵抗性の差異が観察され，少

数ながら外来遺伝子の発現が抑制される可能性が示

唆された。他の研究においても同様の結果が報告さ

れており，その原因の究明は形質転換植物の実用化

にとって不可避である。また，同時に導入した 2つ

の遺伝子(カナマイシン耐性遺伝子と CMV外被タ

ンパク質遺伝子)の後代におげる分離も示唆され，

この現象の究明と育種への積極的な利用も重要な課

題である。

今後この領域に関する研究が進展し，外被タンパ

ク質遺伝子導入技術が多くの栽培植物に応用される

ことを期待したい。

11.形質転換植物の安全性評価

組換え DNA技術は，自然界では起こり得ない，あ

るいは起こるとしても極端に低い確率であるような

事象を可能にする方法であるため，現在まで法的ま

たは，倫理的規制を受けてきた。形質転換植物の野

外栽培に関しでも，その自然界への影響を考慮して

安全性を評価することが義務づけられている。現在，

組換え植物の野外試験は，世界的には約 1，000件以

上あるといわれているが，日本では 1990年， TMV 

の外被タンパク質遺伝子を導入した形質転換トマト

が初めて野外栽培を許可された例であり 8へその後

イネ縞葉枯れウイノレスの外被タンパク質遺伝子を導

入した形質転換イネ90)などが続いている。

日本においては，野外栽培が許可されるまで，閉

鎖系温室，非閉鎖系温室，模擬的環境の各段階での

形質転換体の安全性評価が義務づけられている。し

かし，この評価は野外栽培のためのものであり，現

在のところ食品としての安全性に関する評価は行わ

れていない。形質転換体を野外で栽培し，食品化す

る上で現在最も問題とされているのは，選抜マー

カー遺伝子である。一般的に使用されているカナマ

イシン耐性遺伝子，ハイグロマイシン耐性遺伝子な

どは抗生物質耐性遺伝子であり，その使用に対して

はいろいろな懸念がある。抗生物質耐性遺伝子を持

つ形質転換体を野外栽培する場合の問題点として

は，①抗生物質耐性遺伝子を持つ形質転換体が雑草

化し，生態系を乱すことはないか，②抗生物質耐性

遺伝子を持つ形質転換体が枯死して土壌に還元され

た場合，抗生物質耐性遺伝子が未知の機構を介して

土壌微生物に導入され，微生物が抗生物質耐性を獲

得することはないか，③抗生物質耐性遺伝子が交配

などにより近縁野生種にまで拡散することはない

か，④形質転換体である栽培植物が抗生物質耐性で

あることを利用して，抗生物質を除草剤の代わりに

使用する例が増加することがないか，の 4つがあげ

られる。また，抗生物質耐性遺伝子を持つ形質転換

体を食品あるいは飼料として利用した場合に懸念さ

れている問題点としては，①抗生物質耐性遺伝子及

びその産物自体が，人体あるいは家畜に毒性を持つ

ことはないか，②抗生物質耐性遺伝子が人間および

家畜の消化管に存在している微生物に導入され，耐

性を獲得した微生物が増加して抗生物質を医療に使

用できなくなることはないか，の2つがあげられて

いる。これらの疑問について，最も多く使用されて

いるカナマイシン耐性遺伝子を例にあげて，合理的

にその安全性を述べている報告がある91)。

しかし，上記の問題点以外にも未知の問題が起こ

る可能性も考えられるし，食品化に関しては，科学

的根拠のみでは解決できない心理的な問題等もあ

り，抗生物質耐性遺伝子の存在が議論の的となるこ

とは明らかでる。本実験でも上記のカナマイシン耐

性遺伝子を使用していることから，この遺伝子に関
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する安全性評価や一般社会の同意などの動きが注目

されるところである。積極的に選抜マーカーを変更

するという研究や選抜マーカー遺伝子と目的の遺伝

子を別々のプラスミドで導入し，後代において選抜

マーカー遺伝子の分離を試みるという研究もなされ

ているようであるが，現在のところ一般的ではない。

本研究で作出した形質転換体の後代において得られ

たような選抜マーカー遺伝子の発現していない個体

の中に，この遺伝子が分離，脱落した個体があれば，

この点に関する解決策の 1つとして利用できるであ

ろう。

以上のように，形質転換体の安全性評価について

述べたが，今後栽培植物への形質転換法の応用が盛

んになり，上記のような問題点を克服する道も拓か

れるものと考えられる。

III.形質転換植物の農業への利用

現在までのところ，形質転換植物は，新しい有用

植物の育種を目的とした研究よりも，単離した新た

な遺伝子の諸性質を明らかにするという目的に使用

される例が圧倒的に多い。これは，育種目標に適合

した形質発現のメカニズムが解明されておらず，そ

の形質を支配する遺伝子が単離されていないという

ことが原因の lつである。ウイルス病抵抗性のみで

なく，各種病害抵抗性，耐乾性，耐塩性，耐冷性，

更に品質の向上など栽培植物の改良目的は数え上げ

ると際限のないものであるが，現在までのところ，

これらの諸形質のうちの 1つでも導入できた形質転

換体についての報告は極端に少ない。しかし，ここ

数年来の研究が実り，ウイルス病抵抗性を中心に，

このような形質転換体作出についての報告例が徐々

に増えている。本研究では，ノーネット系メロンで

あるプリンスメロンに CMV外被タンパク質遺伝子

を導入して，ウイルス病抵抗性を付与したが，この

形質転換体と通常の栽培種または育種素材とを交雑

することにより，ネットメロンにウイルス病抵抗性

を導入し得ることを明らかにした。これらの素材が，

メロンの品種改良の片親として使用され得ると考え

られる。

外被タンパク質遺伝子以外の例として，育種学的

に意義深いと考えられるのは，形質転換による雄性

不稔ナタネの作出である92)。これは，蔚のタペート組

織で特異的に発現するプロモーターの下流に RNA

分解酵素をコードする遺伝子をつなぎ，ナタネに導

入したものであった問。更にこの RNA分解酵素を

不活化するタンパク質の遺伝子を導入した形質転換

体も作出し，この個体と雄性不稔の形質転換体とを

交雑することにより稔性の回復に成功した93)。この

ほか，イネのキチナーゼ遺伝子を導入して糸状菌に

よる病害に対して抵抗性となった形質転換タバ

コ94)，T4ファージのリゾチーム遺伝子を導入してバ

クテリアによる病害に耐性となったパレイショな

ど，病害抵抗性に関する報告もあり附，形質転換法に

よる新品種の育成が期待されている。

現在までに報告されたいくつかの研究をあげて，

形質転換体の農業への利用について述べたが，生理，

生化学的研究が進み，上述の育種目標の形質を発現

するメカニズムが解明されれば，いろいろな形質転

換植物が有用な新品種として作出される日も遠くな

いものと予想される。

植物の遺伝子組換えが初めて報告されてからほぼ

10年が経過し，基礎的研究から応用へ進む段階に差

し掛かっているといえるが，本研究の成果が，これ

まで行われてきた長い歴史を持つ育種技術と融合

し，農業の新たな発展に結びっくことを期待したい。

摘要

本研究は，広い宿主領域をもち農業生産に多大な

被害を与えているキュウリモザイクウイルス

(CMV)の防除を目的として， CMV外被タンパク質

遺伝子を導入した形質転換メロンを作出し，その

CMV抵抗性について検討したものである。研究内

容は， 1.メロンの形質転換法の確立， 2.CMV外

被タンパク質遺伝子導入メロンの作出， 3. CMV 

外被タンパク質遺伝子導入メロンの CMV抵抗性の

確認，ならびに 4.CMV外被タンパク質遺伝子導

入メロンの後代の特性調査の 4事項に要約される。

1 .メロンの形質転換法の確立

多くの植物で形質転換が報告されているが，メロ

ンにおいては安定した形質転換法が確立していない

ので，研究を行うにあたり形質転換に用いる植物体

再生系の決定と，形質転換体を選抜するためのメロ

ンのカナマイシン感受性について調査した。

(1) メロンのカナマイシン感受性

1)種子発芽時のカナマイシン感受性を調査した結

果，カナマイシン 100mg/Qを添加した培地にお

いて，成長，特に発根と根の伸長が抑制されるこ
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とが明らかになった。

2 )苗条原基のカナマイシン感受性を調査し，カナ

マイシン100mg/.e以上を添加した培地におい

て，成長の抑制が観察され，特に根の成長は著し

く抑制されることが明らかになった。

3 )不定匪のカナマイシン感受性を調査した結果，

品種‘EG360'において品種間差が認められたが，

他の品種ではカナマイシンの影響が大きく，カナ

マイシン50mg/.e以上を添加した培地上での不

定腔形成は困難であることがわかった。

4)不定芽のカナマイシン感受性について調査し，

カナマイシン100mg/.e以上の添加区において不

定芽の再分化が阻害されることを明らかにした。

(2) 形質転換に適した植物体再生系の検討

3つの安定した植物体再生系，すなわち苗条原基

による再生系，不定妊による再生系，不定芽による

再生系を用いて Agrobacteriumtume.危ciensを利用
した形質転換を試み，形質転換に最も適した植物体

再生系の検討を行った。導入にはレポーター遺伝子

である βーグルクロニダーゼ遺伝子をもっプラスミ

ドpBI121を使用した。その結果，全ての植物体再生

系で形質転換体を得ることができるが，①再生率の

高さ，②キメラ個体の出現頻度の低さ，③形質転換

処理の簡便さの3つの事項を考慮すると，不定芽培

養系が形質転換に最も適していることを明らかにし

Tこ。

2. CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの作出

不定芽培養系を利用した形質転換に関する諸条件

を検討するとともに， CMV外被タンパク質遺伝子

導入メロンの作出を試みた。

(1) 不定芽培養系を利用した形質転換における前培

養の効果を検討した結果，成長調節物質を含まな

いMS培地で2日間の前培養を行うと，最も効率

的にカナマイシン耐性シュートが形成されること

を明らかにした。

(2) 不定芽培養系を利用した形質転換での

Agrobacterium tumefaciensとの共存培養時にお

ける糖類の効果を検討した結果，スクロース 3%

MS培地上で最も効率的にカナマイシン耐性

シュートが形成されることを確認した。

(3) 不定芽培養系を利用した形質転換でのカナマイ

シンによる選抜手順を検討した結果，①第I次選

抜:シュート再生用培地+カナマイシン50

mg/.e，②第2次選抜:シュート伸長用培地十カ

ナマイシン 100mg/.e，③第3次選抜:発根用培

地+カナマイシン 75~100mg/.eの順で3段階の

選抜を行うことが最も効率的な形質転換体の選抜

法であることを明らかにした。

(4) カナマイシン耐性個体のDNAを抽出して，

Polymerase Chain Reaction法を用いてCMV外

被タンパク質遺伝子を検出し，これらがCMV外

被タンパク質遺伝子を導入した形質転換体である

ことを実証した。

(5) CMV外被タンパク質遺伝子の導入を確認した

個体において，Dot-immunobinding Assay法を用

いて CMV外被タンパク質を検出し，導入した外

被タンパク質遺伝子が植物体中で発現しているこ

とを確認した。

3. CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの

CMV抵抗性の確認

作出したCMV外被タンパク質遺伝子導入メロン

のCMV抵抗'性の接種検定を行った。

(1)純化CMV1μg/rnPを人工接種した場合，検定

したほとんどの形質転換体で，病徴発現の抑制が

観察され， CMV抵抗性があることを確認した。

(2) 純化CMV10μg/m.eを人工接種した場合，検

定したほとんどの形質転換体で病徴が発現した

が，明らかに対照区よりも発現が遅延し，高濃度

のCMVを接種の場合においても，抵抗性が付与

されていることを確認した。

(3) 形質転換体のもつCMV抵抗性は，作出した形

質転換体により個体差のあることがわかった。

(4) 形質転換体のCMV抵抗性程度を，市販品種や，

従来からウイルス病抵抗性品種の育成に使用され

ていたウイルス病抵抗性の育種母本などのもつ

CMV抵抗性程度と比較した結果，形質転換体と

高いウイルス抵抗性を有する品種‘ミータンカン'

のみで病徴が抑制され，他の全ての品種で病徴が

発現した。このことから，形質転換体のもつウイ

ルス病抵抗性が実用的利用に耐えうるものである

ことを明らかにした。

4. CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの後

代の特性

作出した形質転換体の自殖後代及び交雑後代を作

出し，その特性，特に CMV抵抗性を中心に調査し
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た。

(1) 自殖後代の特性

1) CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの自殖

後代を作出し，形態，開花特性などを調査し，非

形質転換体の自殖後代と著しい差異がないことを

確認した。

2) CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの自殖

後代を作出し， DNAを抽出してCMV外被タン

パク質遺伝子の確認を行った結果，導入した遺伝

子を検出し，導入した外被タンパク質遺伝子が次

代へ遺伝したことを確認した。

3)形質転換体自殖後代における CMV外被タンパ

ク質遺伝子の検出比は，ほぽ3:1に一致したこと

により，供試した形質転換体に導入された CMV

外被タンパク質遺伝子は 1コピーであるか，ある

いは複数コピーであっても染色体の 1箇所に挿入

されたことが示唆された。

4)形質転換体自殖後代のカナマイシン耐性を調査

した結果，当代と同じカナマイシン 100mg/Qの

培地において耐性を示す個体が出現し，形質転換

体の後代においても導入した外来遺伝子が発現し

ていることを確認した。

5)形質転換体自殖後代における外来遺伝子の存在

とカナマイシン耐性とはほぼ一致したが，いくつ

かの個体でカナマイシン耐性を示さないものを確

認し，導入した遺伝子が自殖後代において必ずし

も発現しないことがあるか，または組換えなどに

より一部が脱落する可能性のあることが示唆され

た。

6)純化CMV2μg/mQを人工接種して形質転換

体の自殖後代のCMV抵抗性を調査した結果，非

形質転換体の自殖後代に比べて病徴発現の遅延及

び抑制が観察され，形質転換体自殖後代にCMV

抵抗性があることを確認した。

7)形質転換体自殖後代のCMV抵抗性はカナマイ

シン耐性とほぽ同調的に発現することを明らかに

した。

8 )形質転換体自殖後代のCMV抵抗性を親系統ご

とに調査した結果，抵抗性の程度は親系統により

左右されることが明らかなった。

9)形質転換体自殖後代のCMV抵抗性を個体ごと

に比較することにより個体聞の差異が明らかにな

り，最も強い抵抗性をもっ自殖後代M5-14を選抜

することができた。

(2) 形質転換体交雑後代の特性

形質転換体当代M5及びその自殖後代M5-14と，

市販品種(‘プリンス'，‘グリーンパール'，‘サンデー

秋')及びウイ lレス病抵抗性品種(‘ミータンカン安

濃l号‘安濃3号'，‘山都瓜')との交雑後代を作出

し，その特性を調査した。

1) CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの交雑

後代を作出し，形態，開花特性などを調査した結

果，非形質転換体との交雑後代との聞に著しい差

異のないものであることを確認した。

2) CMV外被タンパク質遺伝子導入メロンの交雑

後代から DNAを抽出して， CMV外被タンパク

質遺伝子の確認を行った結果，導入した外来遺伝

子が存在しており，これが交雑後代へ遺伝したこ

とを確認した。

3 )形質転換体交雑後代のCMV外被タンパク質遺

伝子の検出比はほぼ1: 1に一致したことから，供

試した形質転換体自殖後代M5-14に導入された

CMV外被タンパク質遺伝子は lコピーである

か，あるいは複数コピーであっても染色体の1箇

所に挿入されたことが明らかになった。

4 )形質転換体交雑後代のカナマイシン耐性を調査

した結果，当代と同じカナマイシン100mg/Qの

培地において耐性を示す個体があることから，形

質転換体の後代においても導入した遺伝子が発現

していることを確認した。

5 )品種‘ミータンカン'との交雑後代では'2:，ータ

ンカン'のカナマイシン感受性を受け継いでおり，

カナマイシン100mg/Qの濃度では選抜すること

ができないことを明らかにした。

6 )形質転換体交雑後代における外来遺伝子の存在

とカナマイシン耐性とはほぼ一致したが，いくつ

かの個体でカナマイシン耐性を示さないものを確

認し，導入した遺伝子が交雑後代において必ずし

も発現しないことがあるか，または組換えなどに

より一部が脱落する可能性があることが示唆され

た。

7)純化CMV2μg/mQを人工接種して形質転換

体交雑後代のCMV抵抗性を調査した結果，非形

質転換体との交雑後代やもとの品種に比べて病徴

発現の遅延及び抑制が観察され，形質転換体交雑

後代にCMV抵抗性があることを確認した。

8 )形質転換体交雑後代のCMV抵抗性は，カナマ

イシン耐性とほぼ同調的に発現することを明らか



吉岡:形質転換によるキュウリモザイクウイルス抵抗性メロンの作出と利用に関する研究 369 

にした。

以上のように本研究は，メロンの形質転換体を作

出し，それがウイルス病抵抗性を有しており，栽培

面においても利用し得る可能性を実証するととも

に，これら技術を発展させる場合の基礎となる知見

を示したものである。
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Summary 

Plant disease coused by virus is one of the most 

serious problems hindering agricultural productivity， 

resulting in loss of quality. So far， no effici巴ntagents 

have been found for virus control in plants and there 

are only two ways of enhancing the resistance of 

plants to viruses. One method is cross-breeding， and 

the other is cross-protection. Cross-breeding of virus-

resistance takes a long time and involves consider-

able effort. Therefore， cross-protection with a mild 

strain is an attractive alternative. However， virus 

disease control by inoculation carries risks when used 

under open field conditions， as a mild strain may 

undergo mutation and become virulent during replica-

tion. 

Recently molecular techniques have been applied 

for developing virus-resistant plants. POWELL ABELL 

(1986) introduced the TMV coat protein gene into 

tobacco cells via Agrobacterium tumefaciens and 

obtained transgenic plants expressing the gene prod-

uct. The progeny of the transgenic plants showed 

delayed response to the virulent strain， and in some 

cases were totally resistant. Using a similar proce-

dure， several research groups have confirmed that 

coat protein inhibits other homologous virulent vir-

uses including alfalfa mosaic virus (A1MV) (LOESCH-

FRIES et al.， 1987， TUMER et al.， 1987， CEES et al.， 

1988a)， tobacco rattle virus (TRV) (CESS et al. 1988b)， 

potato virus X (PVX) (HEMENWAY et al.， 1988). and 

others (NELSON et al. 1990). 

The intention of this study is to apply the above 

findings to practical agriculture. On巴ofthe goals is to 

develop a stable resistant variety of Cucumis melo 

against cucumber mosaic virus (CMV) by introducing 

the coat protein gene of CMV. CMV has a wide host 

range and causes serious economic damage， espe-

cially in the family Cucurbitaceae. 

1n this articles， the condition under which transfor-

mation via Agrobacterium tum巳faciensin C. melo take 

place and the inheritance of introduced gene in trans 

genic melon plants are reported. 

1. Determination of the condition for transforma. 

tion. 

1. Kanamycin tolerance of Cucumis melo. 

1n order to determine the sensitivity to kanamycin 

for each culture stage of Cucumis melo， several kinds 

of explants were culture on the MS medium contain-

ing 0-200 mg!Q kanamycin. 

Kanamycin above 100 mg!Q inhibited the rooting of 

seedlings and Kanamycin levels 75-100 mg! Q inhib-

ited shoot regeneration in all types of explants 

These concentrations of kanamycin were， threfore， 

used for selection of transformed kanamycin-tolerant. 

2. 1ntroducing GUS gene (reporter gene) into 

Cucumis melo via Agrobacterium tumefaciens 

One of the most important probrems in plant trans 

formation is finding the plant regeneration systems 

suitable for transformation. 1n order to determin the 

most suitable system for transformation via 

Agrobacterium tumefaciens， transformation was tried 

in C. melo using GUS gene by several plant regenera-

tion systems. 

Threre are three different kinds of regeneration 

systems in C. melo. These are a; via somatic em-

bryogenesis from hypocotyl explants (ORIDATE and 

OOSAWA， 1989)， b; via shoot primordia from meristem 

explants (NAGAI et al. 1989) and c; via shoot or-

ganogenesis from cotyledon explants (DIRKS et al.， 
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1989). 

The results showed that transgenic melon plants 

were obtainable using all systems. Th巴 transforma-

tion using shoot primordia achieved the highest regen-

eration frequency， but it resulted in chimera forma-

tion (YOSHIOKA et al. 1989). In the system using shoot 

organogenesis， more regenerated shoots were 

obtained than through the systems using somatic 

embryogenesis， and it was relatively easy. 

Therefore， shoot organogenesis was the best trans-

formation method via Agrobacterium tumefaciens in 

C. melo and this was used for introducing the gene for 

coat protein. 

11. Development of transgenic melon plants that 

express the gene for coat protein of CMV. 

1. Determination of the detailed conditions of 

transformation using shoot organogenesis， in C 

melo. 

The detai!ed conditions for transformation using 

shoot organogenesis were determined 

The pre-culture on hormone-free MS medium was 

attempted for mature seed explants. When pre-

cultured for 1-2 days， the highest percentage of 

kanamycin-tolerant shoot regeneration was observed. 

Kanamycin selection was repeated three times. The 

selection procedure giving the highest efficiency was 

as follows. Explants were placed on regeneration 

medium containing 50 mg/ti kanamycin as the first 

selection. The regenerated mass of shoots was cut 

and then placed on MS medium containing 100 mg/ti 

kanamycin as the second selection. After this， devel-

oped shoots were transferred to hormone-free MS 

medium containing 100 mg/ti kanamycin as final 

selection. This proc巴durewas most effective for 

obtaining kanamycin-tolerant plants 

2. Introduction of the gene for coat protein of 

CMV in to C. melo. 

Plsmid YI25 containing the gene for coat protein of 

CMV was constructed. This plasmid was introduced 

into Agrobacteri・umtum尾facie抑sstrain LBA4404 (a 

binary vector strain). After that the bacterium was 

used for transformation. Following the treatments for 

transformation， many Kanamycin-tolerant plants 

were obtained. Introduced gene was detected in 

kanamycin-tolerant plants by PCR system. Moreover， 

in order to define the expression of introduced g巴nein

transgenic plants， coat protein of CMV was im-

munologically detected by dot immuno binding assay 

(DIBA). 

III.Virus resistance in transgenic melon plants that 

express the cucumber mosaic virus coat protein 

gene. 

1. Virus resistance in transgenic melon plants. 

After inoculation with a suspension containing 1 

μg/mti purified CMV， some transgenic melon plants 

did not develop symptoms for 46 days of observation. 

When these transgenic m巴lonplants were inoculated 

with CMV at a higher concentration (10μg/mti)， there 

was a delay in the development of symptoms， as 

compared to the non-transformant 

2. Comparison of resistance to CMV with that of 

other cultivars. 

In order to evaluate the巴xtentof viral resistance in 

the transgenic plants， the resistance was compared 

among transgenic non-transgenic plant of the same 

cultivar， as transgenic plant， virus resistant cultivars 

and commercial cultivars. The results indicated that 

transgenic melon plants M5 and virus resistant cv. 

'Miitankan' did not develop the symptoms. Other 

virus-resistant cvs. and all commercial cvs. showed 

visible symptoms. These results indicate that the 

transgenic M5 is more resistant to CMV than normal 

virus-resistant cv. 

IV. Characterization of the transgenic progenies. 

1. Characterization of the progenies after self 

pollination of transgenic melon plants. 

The coat protein gene was detected from progenies 

after self-pollination by PCR system and the 

introduced gene was transmitted as a single dominant 

factor with Mendelian segregation ratio. 

The progeny was indistinguishable from the non-

transformants， as judged by growth rate and mor-

phological properties 

After inoculation with a suppension containing 2 

μg/mti CMV， symptoms were delayed or not devel-

oped at all in these progenies. It was， therefore， 

confirmed that the coat protein-mediated resistance 

was inherited in the progenies of the transgenic melon 

plants. 

2. Characterization of the progenies after cross 

pollination of transgenic melon plants. 

To evaluate the possibility of using the transgenic 

melon plants as parental line for breeding， cross 

pollination was performed between the transgenic 

melon plants and commercial or virus resistant cv. 
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Th巴introducedgene was also detected in about fifty 

percent of the progenies after cross-pollination. N 0 

difference in the physical appearance was detected as 

compared with the progenies of nontransgenic melon 

plant. 

After inoculation with a susp巴nsioncontaining 2 

μg/mQ CMV， the delay or inhibition of symptom 

development was shown in the progenies after cross-

pollination of transgenic melon plants. 

This study has demonstrated the most effective 

conditions for transformation through Agrobacterium 

tumefaciens and the effectiveness of coat protein-

mediated resistance in transgenic melon plants. In 

addition， the inh巴ritanceof the introduced gene in 

progenies was investigated， and the result may be of 

importance in breeding for resistance in C. melo using 

transg巴nicplants. 


