
Ⅰ．はじめに

　天然ゴム（ポリイソプレン）は，化石資源の代替資源として有

用であり，その生合成系の解明，遺伝子組換えによる特性改変な

どが必要とされている。しかし，天然ゴム生産の主要樹種である

パラゴムノキ（Hevea brasiliensis Muell）は組織培養による再

分化が困難で，遺伝子組み換え効率も低い（4）。このため，実

験材料には不適であり，代替となるモデル植物が必要である。

　ペリプロカ（Periploca sepium Bunge）は，中国半乾燥地帯に

生育する木本つる性植物で，パラゴムノキと同じシス型ポリイソ

プレンを含み（1），再分化系（2），アグロバクテリウム法によ

る形質転換系（3）が確立しており，パラゴムノキの代替モデル

植物として適している。

　本報告では，ポリイソプレン生合成機構に関わるとされる２種

類の遺伝子について，アグロバクテリウム法によりペリプロカへ

の導入試験を実施した。

Ⅱ．材料と方法

１．植物材料とアグロバクテリウム菌株

　中国西安崋山産ペリプロカの培養２ヶ月のシュートから，腋芽

を含まない茎（１ cm）を採取し，Agrobacterium tumefaciens 

EHA１０５株により，形質転換を行った。

２．プラスミドベクターと目的遺伝子

　形質転換用プラスミドベクターには pMSIsGFP を使用した。

マーカー遺伝子としてGFP遺伝子，カナマイシン耐性遺伝子

（NPTⅡ），MCS部分に導入遺伝子が含まれている（図－１）。導

入遺伝子としては，イソペンテニル二リン酸（IPP）の異化酵素

で あ る IPPisomerase お よ び，IPP を 付 加 重 合 す る cis-

prenyltransferase をコードする遺伝子を用い，それぞれにつき

overexpression，antisense，RNAi の３種類，計６種類の構築を

用いた。overexpression は発現を増強するために目的とする遺伝

子と同じ配列を導入するもの，antisense は発現抑制のために逆配

列を導入するもの，RNAi は目的とするRNAを切断するための遺

伝子を導入するものである。それぞれの構築物は以下のとおりで

あった。

No．１．cis-prenyltransferase overexpression

No．２．cis-prenyltransferase antisense

No　３．cis-prenyltransferase RNAi

No．４．IPPisomerase overexpression

No．５．IPPisomerase antisense

No．６．IPPisomerase RNAi

３．形質転換

　MS培地（5）に感染促進剤アセトシリンゴン（１０mg ／ l）を添

加した液体培地（感染培地）にアグロバクテリウムを懸濁し

（O.D.２５０=０．２５），ペリプロカの茎各約１００本を浸漬させた。余分な

水分を除去したのち，感染培地と同組成の固形培地（共培養培

地）に置床し，３日間暗黒培養を行った。共培養後，除菌剤カル

ベニシリン（５００mg／ l）入りの滅菌水で水洗し，カルベニシリン

（５００mg／ l）と抗生物質カナマイシン（５０mg／ l）を添加した選抜

培地に置床し（6）この抗生物質により初期選抜を行った。

４．植物体再生

　初期選抜の後，シュート伸長を促進させるため，抗生物質フ

リーおよびホルモンフリー培地に置床し，定期的に植替えを行っ

た。培養条件は温度２５℃，明期１６時間／日，光強度 PPFD　５０μ
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図－１．pMSIs ベクターのT-DNA領域の構造



mol m －２ s-－１一定とした。また，蛍光実体顕微鏡（Nikon システ

ム実体顕微鏡 SMZ８００／P-FLA，実体蛍光装置フィルターキュー

ブ）により蛍光反応を示す個体のみを選抜，増殖した。

５．Genomic PCR 分析と RT-PCR 分析

　蛍光反応を示す個体について，葉（５０mg）からDNeasy Plant 

Mini Kit（QIAGEN）を用いてDNAを抽出し，GFPと導入遺伝

子（cis-prenyltransferase, IPPisomerase それぞれをコードする

遺伝子）についてGenomic PCR 分析を行った。また，Genomic 

PCR で GFP遺伝子の導入が確認されたものについて，葉

（５０mg）から RNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用いてTotal 

RNAを抽出し，RT-PCR 分析を行った。それぞれコントロールと

して野生株のDNAおよび RNAを用い，RT-PCR ではNegative　

Control として RNAを入れないものを用いた。

　GFP遺伝子増幅のためのプライマーは，

Forward：５’－AGCTGGACGGCGACGTAAA－３’

Reverse：５’－ CAGGACCATGTGATCGCGCTT－３’

導入遺伝子増幅のためのプライマーは，

Forward：５’－ GAGAGAACACGGGGGACTCTAGAC－３’

Reverse：５’－ATCCGCGGCCGCACTAGTG－３’

を用いた。

Ⅲ．結果と考察

　６種類の構築物による形質転換試験全てにおいて蛍光を発する

形質転換体が得られ，カルスの段階での遺伝子導入効率は６０～

７０％であった。これらの形質転換体のうち再生した植物体のサイ

ズが小さかったNo．４とNo．５を除く４種類の形質転換体におい

てGenomic PCR 分析を行った。GFP遺伝子に関しては，４種類の

構築全ての形質転換体で増幅断片（６１１bp）が確認できた（図－

２，３）。導入遺伝子はNo．２（増幅断片２５４bp），No．３（増幅断片

５９２bp）とNo．６（増幅断片６２５bp）で確認され，No．１（増幅断片

１０４８bp）では確認できなかった（図－４）。No．１の形質転換体は，

GFP遺伝子の導入，発現が確認できたにも関わらず，導入遺伝

子の導入は確認できなかった。これは形質転換体の作成過程で，

目的遺伝子部分のみが欠落したためと考えられる。

　本研究では，ペリプロカへのポリイソプレン関連遺伝子のうち，

No．２，No．３，No．６の遺伝子の導入に成功した。今後は残るNo．

１，No．４，No．５の形質転換体を作出し，さらに，天然ゴムの

生合成系や特性の解明のため，導入した遺伝子群のゴム生産への

影響を解析する必要がある。
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図－２．Genomic PCR 分析（GFP）
図－３．RT-PCR 分析（GFP）

M：Stable 1Kbp DNA Ladder（SIGMA）
C：野生株
NC：negative control
1：cis-prenyltransferase overexpression
2：cis-prenyltransferase antisense
3：cis-prenyltransferase RNAi
6：IPPisomerase RNAi

図－４．Genomic PCR 分析（目的遺伝子）


