
Ⅰ．はじめに

　天然ゴムは主にパラゴムノキ（Hevea brasiliensis）で生産さ
れる植物性有用資源である。パラゴムノキ由来の天然ゴムは，豊
富さ，品質の高さ，収穫の容易さから，世界の天然ゴム生産量の
９８％を占めている。
　天然ゴムの原料となるラテックスにはゴム成分のほかにタンパ
ク質，脂質，糖アルコール，ビタミンEといった成分が含まれて
いる。近年，ビタミンEは抗酸化作用によりゴム製品中において
天然老化防止剤として作用することが明らかになってきた（6）。
現在，ビタミンEの生合成遺伝子はほとんどが単離され，シロイ
ヌナズナなどの植物において遺伝子組換えによるビタミンE含量
の増大や組成改変が報告されている（2）。パラゴムノキEST中
にもこれらのビタミンＥのホモログ遺伝子が多く見出されること
から，同様に遺伝子組換えによるビタミンE含量の増加ができる
と考えられる。
　ただし，パラゴムノキは再分化効率が低く，形質転換系として
の利用が難しい（4）。そのためわれわれはcis型ゴム産出植物の
モデル植物として，再分化効率・遺伝子組み換え効率が高いペリ
プロカ（Periploca sepium）（1）を用いている。
　ビタミンEはトコフェロール４種類，トコトリエノール４種類
の総称である。植物の光合成組織には，一般的に広くトコフェ
ロールが含まれていることが知られており，トコトリエノールは
単子葉植物の種子内など一部の器官にしか見つかっていない。パ
ラゴムノキの場合は葉にα−トコフェロール，ラテックスにα−
トコトリエノールが含まれており，ビタミンEの研究材料として
大変興味深い。ペリプロカの場合は葉にα−トコフェロールが含
まれる。
　本研究では，パラゴムノキからクローニングしたビタミンE生
合成関連遺伝子をGFP遺伝子，カナマイシン耐性遺伝子を含む
バイナリーベクターに導入し，アグロバクテリウム法を用いてこ
れをペリプロカに導入した。さらにGFP発現の様子を観察し，
Genomic PCRによる目的遺伝子導入の確認，Real-time PCRによ
る目的遺伝子の発現量の定量を行った。

Ⅱ．材料と方法

１．ベクターの作製
　パラゴムノキの葉からDNeasy Plant Mini Kit（QIAGEN）を用
いてDNAを抽出した。HPPDを含む領域は遺伝子データベース
に公開されている配列情報からDegenerate PCRとRACE法によ
りクローニングした（以下，HbHPPD）。HbHPPD断片を制限酵
素（XbaI，SpeI）で３７℃２時間処理した。同時にpMSIsGFPベ
クターを制限酵素（KpnI，SpeI）で同様に処理した。これらを
ligation highを用いて１６℃で１時間ライゲーションし，HbHPPD
を持つベクターを作製した（図−１）。PMSIsGFPベクターは
GFP遺伝子，抗生物質耐性としてカナマイシン耐性遺伝子を含
んでいた。
２．ペリプロカの遺伝子組換え
　作製したベクターをアグロバクテリウムEHA１０５に形質転換し
た。これを用いて，約０．８cmに切ったペリプロカの茎に
HbHPPD遺伝子を含むDNA領域を導入した。遺伝子を組換えた
ペリプロカは抗生物質を含む再分化培地上で２５℃，明期１６時間の
条件下で培養した。
３．Genomic PCR分析
　再分化した個体の葉からDNAを抽出し（DNeasy Plant Mini 
Kit, QIAGEN）Genomic PCRに よ っ てHbHPPD遺 伝 子（約
１，３７５Kbp）とGFP遺伝子（約６８２bp）の有無を確認した。目的
遺伝子増幅のためのプライマーは表−１の通りであった。
４．Real-time PCR分析
　３．において，両遺伝子の存在が確認された再分化個体の葉か
らRNAを抽出し（RNeasy Plant Mini Kit, QIAGEN），cDNAを
合 成 し た（High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 
QIAGEN）。このcDNAを用いてReal-time-PCRを行った。内部
標準遺伝子，HbHPPD遺伝子増幅のためのプライマーは表−１
の通りであった。
　発現量が一定の内部標準遺伝子：Actinについて，２０ng/μLの
RNA溶液１０μLをもとにRT-PCRを行い，そのCt値から検量線
をもとに内部標準遺伝子の発現量を定量し，このサンプル量を基
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準とした相対値を求めた。
　次に，HbHPPD遺伝子について，内部標準遺伝子の場合と同
量のRNA溶液をもとにRT−PCRを行った。そのCt値から検
量線をもとに目的遺伝子の発現量を定量した。
　反応に使用したRNAの誤差を補正するため，得られた
HbHPPD遺伝子の定量結果を内部標準遺伝子で得られた相対値
で除し，これを発現相対値とした。

Ⅲ．結果と考察

１．Genomic PCR分析
　再分化した２２個体のうち，１９個体でHbHPPD遺伝子，GFP遺
伝子の両方の存在が確認された（図−２）。ペリプロカにおける
遺伝子組換え効率は７０％程度であると報告されているが（3），
本研究においては８５％と高い値が得られた。
２．Real-time PCR分析
　Genomic PCR分析でHbHPPD遺伝子とGFP遺伝子の両方を確
認した再分化個体についてReal-time PCR分析を行った結果，１９
個体のうち，１４個体でHbHPPD遺伝子の発現が確認された（図
−３）。最も発現量の大きいものでは内部標準遺伝子の２３倍の発
現量が確認された。
　このようなクローン間の発現量の差は形質転換体ゲノム内での
導入遺伝子の導入部位やコピー数（5）に起因すると考えられ，
今回発現が確認されなかったのはコピー数の過剰によるものでは
ないかと考えられる。
　以上，HbHPPD遺伝子の導入された形質転換体が得られ，遺
伝子の発現が確認された。このようにビタミンE生合成関連遺伝
子であるHbHPPDの発現が確認された形質転換体が得られたこ
とで，植物体におけるビタミンE含量の増加が期待される。今後，
この形質転換体を成長させ，実際のビタミンE含量を測定し，実
際の測定値と今回得られたReal-time PCRの結果の対応などにつ
いて，考察していく予定である。
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図−１．ベクターのT−DNA領域
　　　　NPTⅡ：カナマイシン耐性遺伝子
　　　　sGFP：sGFP遺伝子
　　　　３５S−P：CaMV３５Sプロモーター

表−１．プライマー配列
Genomic PCR

５'−ATACGGCTTGTCGCTTCTCCTG−３'ForwardHbHPPD
５'−CGCATCCACCCTTCTGGTATTCT−３'Reverse

Real-time PCR
５'−GCCATCGCCATAGAAGTTGAG−３'ForwardHbHPPD
５'−CGCGCGACGCTAGTGTT−３'Reverse
５'−TTGTTAGCAACTGGGATGATATGG−３'ForwardActin
５'−CAGGGTGTTCTTCAGGAGCAA−３'Reverse

図−２．再分化個体のGenomicPCR分析
　　　上：HbHPPDの１，３７５bpフラグメントの増幅
　　　下：GFPの６８２bpフラグメントの増幅

図−３．再分化個体のReal-time PCR分析
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