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第 1 章 緒論 

 作物の生産は人が生きていくために欠かせないものであるが, 人口増加や気

候変動などによる食糧危機の到来が危惧されている(古川 2001). また, 現時点

での世界の食糧生産力は世界人口をまかなえるだけの力を持っているが, 飢餓

が発生しているのも事実である(George 1984). これは政治的・経済的な理由から, 

世界における食糧の分配が偏っていることが原因の１つで, 日本のような飽食

国がある一方で, 貧困による飢餓が発生している国も存在している(古川 2001). 

また, 食糧危機発生の要因として気候変動に由来する食料生産適地の減少や沙

漠化も危惧されている(勝俣 1998). 残念ながら, 経済力の不足が要因で食糧不

足に陥っている地域は環境的な食糧生産力も乏しい場合が多い. このような現

状を打破し, 来たる世界規模の食糧危機に対応するためには, 食糧の偏りを生

む国家間の政治的・経済的な軋轢をなくし, 平等な食糧分配を実現することが長

期的に見て必要である(Bov’e and Dufour 2001). しかしながら, 局所的な食料不

足は既に発生しており, 政治的・環境的事態に備えると共に, 早急な作物の生産

性の向上が求められている. 食糧生産力の乏しい食糧不足地における収量増大

が, 局所的食糧不足を解消する 1 つの手段である.  

 

 ダイズ, エンドウ, インゲン等のマメ科作物は穀類の中でも「しゅ穀類」に分

類され, 主に炭水化物の供給源となる「禾穀類」とは異なる需要があるため, 増

産が望まれている(Iqbal et al. 2006). マメ科作物はタンパク質やミネラル, ビタ

ミンを豊富に含むため(Deshpande 1992), アフリカやアジアの食糧不足地への栄

養供給において重要な役割を担う(Iqbal et al. 2006). また, マメ科作物の種子は

様々な機能性成分を含有し, 例えばダイズは心臓疾患やガン, 糖尿病, 高血圧を

予防するイソフラボンを多く含み , ヒトの健康面への貢献度も大きい

(Mateos-Aparicio et al. 2008). さらに, 近年ではバイオ燃料としての利用が増え, 

需要が高まっている(Pimentel and Patzek 2005). このように, マメ科作物は食糧

供給への高い貢献度を持つだけなく, 様々な面において有用であるため, 今後

増収が望まれる作物の 1 つである.  

 

 昨今の農業では大量の肥料を用いることで , 高い生産性を維持している
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(Brown 1999). 一方で, 過剰な肥料や連作は地力の低下や生育障害を引き起こし, 

継続的な作物生産の問題となる. また, これまでの農法による作物個体あたり

の生産力の向上には限界があるとされ, 現代農業は, 作物個体あたりの増収を

目指す農業から, 大規模化農業に移行している (Brown 2000). しかし, 地球上の

すべての土地で大規模な農業が可能なわけではなく, 水資源や労働力, そして

資金が豊富にある場所でのみ実行できる (Tilman et al. 2002). 食糧を必要とする

途上国の様な地域では, 大規模農業に耐えるだけの地力が不足し, 設備投資や

人件費に費やす資金がない場合が多い. このような現状を打破し, 作物生産量

を増加させるためには, 作物自体の生産力を向上させることが 1 つの打開策で

ある.  

 

 作物自身の生産力を向上させるために, 交配により様々な作物品種が作出さ

れた. 一般的な交配による有用品種の作出には膨大な時間と労力が必要であっ

た(Hubbell and Welsh 1998). しかしながら, 昨今では分子生物学的な手法を用い

て, 育種の短時間化が図られている(Collard et al. 2005). また, 有用な形質の要

因となる遺伝子を特定し, 植物内で発現させることで, 有用な形質をもった系

統を得られるようにもなっている. このような遺伝子組換え作物は大量生産に

適しており, 一部の地域で既に利用されている(Hubbell and Welsh 1998). 一方で

遺伝子組換え作物については, 倫理的なハードルが高く, 多くの国で規制が設

けられている. しかしながら, 前述したように肥料や栽培環境による増収には

限界があり, より効率よく栽培できる植物を獲得するためには遺伝子組換え技

術を用いることが必要だと考えられる(Jansen and Gupta 2009). 遺伝子組換え植

物を直接栽培することも有用であるが, 有用な遺伝子を特定することができれ

ば, 倫理面に問題のない交配により有用な形質を得た植物を分子生物学的な手

法を用いて(Collard et al. 2005)得ることも可能となる. このような点から, 将来

の農業利用にむけた有用遺伝子の同定と解析が重要である.  

 

 有用遺伝子の解析にあたり, 着目すべきは根の表現型である. 植物は地上部

で光合成を行い, 空気中の二酸化炭素を同化し炭素源として利用する. 生長に

必要な養分を十分に獲得できれば次世代のための蓄積となり, 種子や球根とい
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った食糧としての可食部の生長を助ける(Poorter and Nagel 2000). 植物は光合成

により炭素源を作り出す一方で, 体内で合成できない栄養成分や水を根から取

り込む(Somma et al. 1998). 根は土壌の環境に適応し, 植物体の生長や種子の収

量を増加させるために栄養分を獲得する(Kashiwagi et al. 2006). マメ科植物にお

いて根は根粒菌との共生の場でもあり, 共生器官である根粒を形成する. 根粒

の形成により , マメ科植物は窒素栄養分を他の植物よりも多く獲得できる

(Lodwig et al. 2003). マメ科植物における根の伸長やストレス耐性そして根粒着

生が促進されれば, 植物の獲得できる栄養が増え, 増収に繋がる. つまり, マメ

科植物の根の表現型は, 植物体の生長と生産性に関連しており, 有効な表現型

を示す作物を作出できれば増収が期待できる. したがって, マメ科植物の根の

表現型をコントロールする遺伝子の単離と同定が, 有用なマメ科作物を作出す

る上で重要となる.  

 

 マメ科植物のみならず, 有用な表現型を制御する遺伝子の探索のために遺伝

子組換えによる遺伝子機能解析が行われている. より短時間での解析を望むの

であれば , 対象の遺伝子を強発現した植物体を解析することが最適である

(Weigel et al. 2000). 一方で遺伝子を欠損させた個体の評価も可能である. 欠損

変異体は比較的作成が容易であり, 特徴的な形質を示す植物をスクリーニング

し, その原因遺伝子を同定し機能を特定する. これらの遺伝子の有用性が予測

されれば, 植物体に再導入し, 遺伝子発現解析を行う. つまり, 遺伝子欠損によ

る遺伝子機能の評価は機能獲得型の変異体による解析が次に必要であり, 遺伝

子機能獲得型の変異体群が作出できれば, 遺伝子の評価はより迅速になると考

えられる. 遺伝子機能獲得型の変異体群を容易そして大量に作成する方法とし

て, Full-length cDNA overexpressor gene (FOX) hunting system が開発されている

(Ichikawa et al. 2006). FOX-hunting system はシロイヌナズナの cDNA ライブラリ

ーを組み込んだベクタープラスミドを保持した Agrobacterium tumefacience を用

いて, 一度に大量の組換え体を作出することが可能である. この方法で導入さ

れた遺伝子は, 強発現プロモーターであるカリフラワーモザイクウイルスの

35S プロモーターと共に植物内に導入されることから, 植物内で強発現される. 

加えて, Agrobacteriumを用いた遺伝子組換え法であることから, 遺伝子の導入は
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ランダムであり, 作出された一部の植物は機能獲得型ではなく, 欠損型による

表現型を示す可能性もある. 導入遺伝子の発現を調べることで, 機能獲得型の

変異体か, 欠損型の変異体であるか特定できる. FOX hunting system はアブラナ

科であるシロイヌナズナで作られた方法であり, 現在ではイネでも応用され

(Nakamura et al. 2007), 有用遺伝子探索に利用されている.  

 

 先行研究において, FOX hunting system を用いたマメ科における機能獲得型変

異体群が作出された(Himuro et al. 2011). その際, 供試植物としてマメ科のモデ

ル植物である Lotus corniculatus の Super growing root (SR)系統が用いられた. SR

系統は, L. corniculatus の異質倍数体の根培養系から見つかった系統で, 野生型

よりも旺盛な成育を示し, ホルモン非存在下での液体培地上で無限に増殖する

ことが可能である(Akashi et al. 1998, 2003). また, SR 系統は再分化能を有してお

り , 再分化した植物はマメ科植物の特徴である根粒着生能も保持している

(Tanaka et al. 2008, Jian et al. 2009). SR 系統の再分化植物は野生型よりも生長が

早く, マメ科植物の表現型解析を行う上で非常に有用な植物となる. このよう

な特徴を持つ SR 系統に FOX-hunting system を適応することで作出されたのが, 

FOX-SR 系統である. FOX-SR 系統はマメ科植物でありながら, シロイヌナズナ

の cDNA を導入し発現させた系統となる. FOX-SR 系統はこれまでに 72 系統が

報告されており,再分化植物の根の簡易的な伸長解析が行われた. そのうち, 

FOX-SR系統(FSL)#4はアクアポリンの遺伝子であるAtPIP1;2が導入されており, 

分枝の数, 地上部乾燥重, 地下部根量そして根粒着生数の減少, さらに乾燥重に

おける地上部/地下部比の増加を示すと報告されている(Himuro et al. 2010). これ

らの結果は, 他のアクアポリン強発現植物の結果と一致していた(Kaldenhoff et 

al. 1998, Aharon et al. 2003). また, いくつかの FOX-SR 系統, FSL#6, #55, #78 等は

親系統である SR に比べて根の伸長が促進されている(Himuro et al. 2011). この

ような報告をまとめると, FOX-SR 系統は外来遺伝子によって誘導された表現型

を解析するのに適した系統といえる.  

 

 本研究では, FOX-SR 系統のうち, 特徴的な根の表現型を示す系統をスクリー

ニングし, より詳細な表現型解析と生理学的な解析を行った. まず 1 つ目の供試
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系統は, タンパク質合成時に利用されるアスパラギンと tRNAの複合体合成を触

媒する SYNC1 遺伝子が導入された FSL#121 である. FSL#121 は親系統である SR

よ り も 根 の 伸 長 度 が 高 い (Himuro et al. 2011). ま た , SYNC1 を 含 む

Aminoacyl-tRNA syntetase のマメ科の表現型における機能は未確認である. この

ような点から FSL#121 を供試系統として選抜し, 解析を行った. 2 つ目の供試系

統として, Agrobacterium rhizogenes の Ri プラスミド由来の遺伝子である rolB 遺

伝子が導入された FSL#35 を選抜した. rolB 遺伝子は A. rhizogenes が植物細胞に

感染した際に形成される毛状根(Hairy root)の原因遺伝子の 1 つである. rolB 遺伝

子はFOX hunting systemが作成された際に, 遺伝子導入効率を測定する内部標準

遺伝子として用いられた遺伝子で, シロイヌナズナにおいては, 発現しても表

現型に大きな影響を与えなかった(Ichikawa et al. 2006). しかし, SR 系統に導入

した場合, 顕著な再分化植物根の伸長(Himuro et al. 2011)が見られたことから, 

本研究において FSL#35 の解析を行った. さらに, 先行研究で根の白色化が報告

(Himuro et al. 2011)されている FSL#54 を 3 つ目の供試系統として選抜した. 

FSL#54 は本研究によって機能欠損型の変異体である可能性が示唆されており, 

FOX-SR 系統の解析における機能欠損型変異体の初めての評価個体となった.  

 

 選抜した3つのFOX-SR系統の解析により, マメ科植物の根における新たな有

用遺伝子の知見獲得を最終目的とした. その中で, FSL#121, #35 の解析により, 

SYNC1遺伝子並びに rolB遺伝子の表現型への影響を評価した. またFSL#54の解

析により FOX-SR 系統における初の機能欠損型変異体の評価例として報告し, 

解析手法の標準化を検討した.  
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第 2 章 SYNC1 遺伝子を発現した FSL#121 の解析 

  

2-1 緒論 

 FSL#121 は Himuro et al. (2011) による報告で , シロイヌナズナの

Asparaginyl-tRNA synthetase である SYNC1 遺伝子の挿入が確認されている . 

Asparaginyl-tRNA synthetase は Aminoacyl-tRNA synthetase(aaRSs)のうちの 1 つの

酵素で, アミノ酸とそれに対応する tRNA の結合を触媒し, アミノ酸 tRNA 複合

体の生合成酵素であり(Becker and Kern 1998, Fig. 2-1), SYNC1 はアスパラギンと

tRNA の結合を触媒する酵素である(Peeters et al. 2000). 植物における SYNC1 遺

伝子は, シロイヌナズナ中の発現部位や基質特異性の研究, 発現による種子表

現型への影響が報告されている(Peeters et al. 2000)が, マメ科植物における情報

は不十分である. 本研究では, シロイヌナズナ由来の SYNC1 遺伝子の発現をマ

メ科植物で解析し, SYNC1 遺伝子のマメ科植物の表現型への影響を評価した. 供

試個体中での SYNC1 遺伝子の発現を確認した後, in vitro による根の単独培養と

再分化植物の栽培による表現型解析を行った. これらの実験により特異的な表

現型を確認できた. 確認できた表現型変化の要因探索のため, SYNC1 タンパク

の標的であるアミノ酸含量の解析を行った. 

 

2-2 実験方法 

 2-2-1 実験材料の継代操作と培養条件 

 本実験に供試したのは, FOX-SR 系統の FSL#121, SR そして Control の in vitro

で培養した単独培養根と再分化植物である. ControlはFOX-hunting systemに使用

されたベクターpBIG2113SF の非遺伝子導入ベクターである pBIG2113N の配列

が挿入された系統を使用した. それぞれの単独培養根は MS 液体培地(Murashige 

and Skoog 1962)に継代し, 無菌状態で増殖培養し実験に使用した. 2 週間培養し

た根から発生した側根を基部から採取し, 滅菌した20 mLのMS液体培地を注い

だ 50 mL容フラスコに入れ, 暗所, 27ºC環境下でロータリシェイカーを用いた旋

回培養(110 rpm)を行った. 2 週間の培養の後, 伸長した根を新鮮な無菌 MS 培地

に移し, 更に 2 週間同じ環境で旋回培養し, 一部を系統維持のため継代培養して, 

残りを伸長解析に使用した. 再分化植物は, Himuro et al. (2011)により単独培養 
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Fig. 2-1. Function of AARSs in protein translation. 
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根から再分化され継代培養により個体維持されたものから増殖し, 実験に使用

した. 無菌状態の 1/2MS 寒天培地(0.7%)を含むプラントボックス(AGC Techno 

Glass, Shizuoka, Japan)で維持培養された再分化植物のシュートから, 茎頂から 3

つの展開葉を保持した茎を切り取り, 新鮮な滅菌1/2MS寒天培地に刺し, 17時間

明期/7 時間暗期, 27ºC, 光量 100 µmol m-2 s-1 の環境下で 2 週間培養した. 培養後, 

一部を系統維持のため継代し, 残りを実験に使用した.  

 

 2-2-2 導入遺伝子の解析 

 FSL#121 に導入された遺伝子の解析には, FSL#121 の再分化植物体の genomic 

DNA (gDNA)から増幅した標的配列を含む断片をクローニングし, シークエン

ス解析を行った. gDNA は約 100 mg の FSL#121 の葉から, TaKaRa Plant DNA 

Isolation Reagent (Takara Bio, Shiga, Japan)を用いて抽出した. 抽出した gDNA を

テンプレートとし, 導入遺伝子が含まれる配列を増幅するプライマーGS17K 

(5’-GATCGTATTTTACAACAATTACCAAC-3’) /GS18K (5’-GGATTCAA- 

TCTTAAGAAACTTATTGC-3’)と TaKaRa Ex Taq (Takara Bio, Shiga, Japan)を用い

て PCR 増幅を行った. PCR プログラムは, 94ºC で 5 分のインキュベーション後, 

94ºC で 30 秒, 62ºC で 30 秒, 72ºC で 2 分間の反応を 35 サイクル繰り返し, 最後

に 72ºC で 10 分のインキュベーションを行った. PCR による増幅産物をクローニ

ングキット BDL TA PCR Cloning kit (BioDynamics Laboratory Inc., Tokyo, Japan)を

用いてクローニングした. 標的断片を含むプラスミドを抽出し, シークエンス

解 析 の テ ン プ レ ー ト と し た . シ ー ク エ ン ス 解 析 に は 3130 Genetic 

analyzer(Applied Biosystems, Foster City, Ca, USA)を用いた. シークエンス解析に

使 用 し た プ ラ イ マ ー は M13 BDF ｗ Primer (5’- 

CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’) と M13 BDRev Primer (5’- 

CGGATAACAATTTCACACAGG -3’)を使用した. シークエンス解析結果はシロ

イヌナズナ遺伝子のデータベースである TAIR (http://www.arabidopsis.org)におい

て BLAST 検索を行った.  

 

 2-2-3 発現解析 

 RT-PCR による発現解析を行うために, FSL#121 と SR, Control の再分化植物の
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葉・茎・根から totalRNA を RNeasy Plant Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germany)を用

いて抽出した. 抽出した total RNA を PrimeScript RT Master Mix (Perfect Real 

Time) (Takara Bio, Shiga, Japan)を用いて cDNA へ逆転写し, RT-PCR のテンプレー

トとした. RT-PCR には 20 ng の cDNA を用い, SYNC1 発現検出用のプライマー

AtFSL#121Fw (5′- CGTAGATAACGAACAATGGCTGATG-3′)/AtFSL#121Rv (5′- 

GATCTCTTCCGGATTTTACCCAAC -3′)を使用して RT-PCR を行った. また, リ

ファレンス遺伝子として ACTIN1 遺伝子を用い ,プライマーは Lc-actin-Fw 

(5′-ACAATGAGTTGCGTGTTGCT-3′)/Lc-actin-Rv 

(5′-ACTCACACCATCACCGGAAT-3′) (Himuro et al. 2011)を用いて PCR 反応を行

った. RT-PCR 用のプライマーAtFSL#121Fw と AtFSL#121Rv は, FSL#121 の配列

を用いて設計した(Fig. 2-2). RT-PCR 用の PCR プログラムは, 94ºC で 5 分のイン

キュベーション後, 94ºC で 30 秒, 55ºC で 30 秒, 72ºC で 1 分間の反応を 35 サイク

ル繰り返し, 最後に 72ºC で 10 分のインキュベーションを行った. PCR 産物は

TBE バッファーを用いた 3%アガロースゲル上で電気泳動し, 増幅を確認した.  

 

 2-2-4 表現型解析 

 in vitroにおける根の単独培養はMS培地(Murashige and Skoog 1962)を用いて行

った. 2 週間の継代培養を経た根組織を, クリーンベンチ内で根端から 2cm とな

るように切り出した. これを 5 本まとめて 20 mL の MS 液体培地が含まれる 50 

mL 三角フラスコに封入し, 4 週間, 暗所, 27ºC 環境下でロータリシェイカーを用

いた旋回培養(110 rpm)を行った. 1 週間毎にルートアナライザーWinRHIZO 

Arabidopsis software (Regent Instruments Inc., Quebec, Canada)を用いて根の伸長度

を解析した. ルートアナライザーによる解析後に新鮮重を測定した.  

 再分化植物は 1/2MS 固形培地上で継代培養して維持した. 茎頂から 3 つの展

開葉を保持した茎を切り取り, 新しい 1/2MS 固形培地に刺し, 発根処理を行っ

た. 2 週間後, 発根した個体を, バーミキュライトをつめたプラスチックポット

に移植し, グロースチャンバー内で 17 時間明期/7 時間暗期, 27ºC, 光量 140 µmol 

m-2 s-1の環境下で4週間の栽培をおこなった. 栽培後, 茎葉部の草丈, 茎径, 分枝

数を測定した . 根部については WinRHIZO Arabidopsis software (Regent 

Instruments Inc., Quebec, Canada)を用いて根の伸長度を解析した. また, 茎葉部と
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根部の新鮮重と乾燥重も合わせて測定した. また, 再分化植物の解析では根粒

菌接種区を別に設け, 根粒の着生数を計測した. 根粒菌は Yeast-extract Mannitol 

(YM)培地で培養した Mesorhizobium loti NZP2037 株を用い, 1 植物体当たり 1.0 x 

107cells ml-1 となるように調製した菌液 1 mL を接種した.  

 

 2-2-5 アミノ酸解析 

 アミノ酸はYamamoto et al. (2003)の方法を用いて抽出を行った. グロースチャ

ンバー内で4週間培養したSRとControl, FSL#121の植物体から葉, 茎, 根100 mg

新鮮重を採取し、液体窒素と乳鉢, 乳棒を用いて粉末化した. 1 mL の 5 mM HCl

を加え均一化した後, サンプルを 2 mL チューブに回収し, 4 ºC, 2,500 x g で 15 分

間遠心して上清を回収した. 回収した上清に 100 g/L スルホサリチル酸 50 µL を

加えて氷上で 20分インキュベートし, 4 ºC, 2,500 x gで 15分間遠心して上清を回

収した. 2 M NaOH によりサンプルの pH を 6 から 8 の間に調整し, 遊離アミノ酸

量解析サンプルとした. このサンプル 50 µL を, 100 µL のアセトニトリルと 50 

µL の HPLC グレードの蒸留水と混合し, 1.4 mL ラウンドバイアルに移した. 解

析には UF-Amino Station (Shimadzu, Kyoto, Japan)を用いた.  

 

2-3 結果 

 2-3-1 導入遺伝子の確認と発現解析 

 シークエンス解析により, FSL#121にはA. thalianaの SYNC1遺伝子の導入が確

認された(Fig. 2-2). BLAST 検索の結果, FSL#121 には A. thaliana の SYNC1 遺伝子

の完全長(2016 bp)の挿入が確認できた(Fig. 2-3). FSL#121の SYNC1遺伝子の発現

はRT-PCRを用いて解析した. シークエンス解析結果より作成したプライマーを

使用して RT-PCR を行ったところ, FSL#121 の cDNA をテンプレートとした反応

区のみ断片の増幅が確認できた(Fig. 2-4). 増幅は葉, 茎そして根でもみられ, 

FSL#121 の全ての組織で SYNC1 遺伝子の発現が確認できた. 一方で, SR と

Control の cDNA をテンプレートとした RT-PCR では SYNC1 遺伝子に特異的な増

幅は確認できなかった(Fig. 2-4).  
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 2-3-2 根単独培養における表現型解析 

 ホルモンフリーの MS 液体培地で培養した, SR, Control そして FSL#121 の根単

独培養の組織には生長に特徴的な差が検出された. FSL#121 は総根長において, 

1-3 週間の培養では SR と Control と同等の生長を示したが, 4 週間培養した

FSL#121 の根は SR と Control よりも伸長度が減少した. FSL#121 の 4 週間培養根

は 3 週間培養した根と同等の総根長であった(Fig. 2-5A). FSL#121 の平均根径に

おいては, 解析した全ての培養期間で SR と Control よりも有意な増加がみられ

た (Fig. 2-5B). FSL#121 の表面積は, 培養 2 週間目では SR と Control と比較して

有意に増加していたが, 3 週間の培養で差はなくなり, 4 週間の培養で一転して

SR と Control よりも低い表面積を示した(Fig. 2-5C). FSL#121 根の体積において

は, 培養初期である培養 1 週間目と 2 週間目で SR と Control に対して有意な増

加が検出されたが, 培養 3 週間から 4 週間では差は検出されなかった(Fig. 2-6A). 

特に特徴的な表現型として, FSL#121では側根数が SRとControlに比べて大きく

減少しており, 培養 2 週間から 4 週間で有意な差が確認できた(Fig. 2-6B). 

FSL#121 根は培養初期の 1 週間と 2 週間の培養においては SR と Control よりも

新鮮重が増加したが, 培養 3 週間以降にはその差は見られず, 同等の新鮮重を示

した(Fig. 2-6C). 以上のように, 根単独培養における FSL#121 は SR と Control と

は異なった生長を示した.  

 

 2-3-3 再分化植物の表現型解析 

 SYNC1 遺伝子発現の再分化植物への影響を調査するために, FSL#121 と SR, 

Control 再分化植物の表現型を比較したところ, FSL#121 は SR と Control と比較 

して, 異なる表現型を示した. FSL#121 の草丈と茎径は SR と Control よりも有意

に高い値を示した(Figs. 2-7, 2-8AB). また, FSL#121 の茎葉部新鮮重も SR と

Control よりも 24%高く(Fig. 2-8D), 一方で FSL#121 の分枝数は SR と Control よ

りも減少した(Figs. 2-7, 2-8C). 栽培した FSL#121 植物は根部でも SR と Control

植物の根部と差が見られた. FSL#121の総根長と根径は SRとControlよりも高い

値を示した(Fig. 2-9AB). 根単独培養時とは異なり, 側根数も FSL#121では SR と

Control よりも増加した(Fig. 2-9C). 根部の新鮮重は SR よりも 27%増加していた

(Fig. 2-9D). 根粒着生においては, FSL#121 の根粒着生数は SR と Control よりも 
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CGAGCTCACTAGTCCCCCCCCCCGAAGCTATTTTTATGTGTTATAAAGGCTT
CTTCGTCAAAATACGCAGCCAAATACACTCTCTCTGAAACCTCTCCTCTTTT
AGGGTTTAATATCAACGCCTCCAAAATTTCCGTGCTTTTGTTTTCGTAGATA
ACGAACAATGGCTGATGAGATTGTGCCGCCGGCGACTCAATTAGCCGCCGT
ATCCTTAGAAAACGATGGATCTACGGTGCAAAGAGCTCAATTCTCTAACCG
GGTTTTGATTCGAACGATTTTGGATCGACCTGACGGCGGAGCTGGACTCGCC
GGTCAAACGGTTCGAATCGGTGGTTGGGTAAAATCCGGAAGAGATCAAGGG
AAAAGAACGTTTTCTTTCCTTGCGGTTAACGATGGATCTTGTCCAGCGAATC
TTCAGGTTATGGTGGATCCGTCTCTCTATGATGTCTCTAACTTGGTTGCTACG
GGAACTTGTGTGACTGTTGATGGAGTTTTGAAGGTTCCACCGAAAGGTAAA
GGTACGCAGCAGCAGATTGAGCTTAACGTTGTGAAGGTGATTGATGTTGGA
ACGGTGGATGCGTCTAAGTATCCACTTCCTAAGACTAAGTTGACTCTTGAGA
CTTTGAGAGATGTGCTTCATCTTCGTTCTAGAACTAACTCGATCTCAGCTGTT
GCAAGAATTCGTAATGCTCTTGCTTTTGCGACTCACAGTTTCTTTCAAGAGC
ATAGTTTCCTTTACATTCACACTCCTATCATCACGACAAGTGATTGTGAAGG
TGCTGGTGAAATGTTCCAAGCAACAACTTTGATCAATTACACTGAGAGGTTG
GAGCAGGATCTCATTGATAACCCTCCGCCTACTGAGGCTGATGTTGAAGCTG
CGAGGCTCATTGTCATTGAGAGAGGTAATGTTGTAGCGGAACTGAAAGCTG
CCAAAGCAAGCAAGGAAGCGATCACTGCTGCTGTTGCTGAACTTAAAATAG
CAAAGGAGACTTTTGCTCATATTGATGAGAGGTCGAGGCTTAGACCTGGAC
TACCTAAGAAAGATGGAAACATTGATTATTCCAAGGATTTCTTTGGTCGTCA
AGCTTTCTTGACAGTTTCCGGTCAATTACAAGTGGAGACCTATGCTTGTGCT
CTTAGCAATGTGTATACATTTGGCCCGACTTTCCGGGCAGAGAACTCTCACA
CTTCAAGGCATCTTGCTGAATTCTGGATGGTTGAGCCTGAGATTGCTTTTGC
AGATCTAGAGGACGACATGAACTGTGCAGAGGCGTATGTGAAATACATGTG
CAACTGGTTGCTTGAGAAATGTTACGCTGACATGGAACTTATGGCTAAGAA
TTTCGACTCAGGATGCATTGACAGGCTAAAATTGGTTGCCTCTACTCCGTTT
GGGCGTATAACATACACTAAAGCAATAGAGCTACTTGAGGAAGCTGTGGCT
AAAGGAAAGGAATTTGATAACAATGTGGAGTGGGGAATCGACTTAGCCTCG
GAGCATGAAAGATACTTGACAGAGGTTCTGTTTCAAAAGCCACTTATTGTCT
ATAACTACCCGAAAGGAATCAAAGCTTTTTACATGAGACTTAACGATGATG
AGAAGACAGTTGCTGCCATGGATGTCCTCGTTCCAAAGGTTGGAGAACTCA
TTGGTGGAAGCCAAAGGGAAGAACGATATGATGTCATCAAAAAGAGGATT
GAGGAGATGGGTCTTCCAATAGAGCCATATGAGTGGTACCTAGACTTGCGC
CGTTATGGAACAGTGAAGCATTGTGGGTTTGGACTTGGCTTCGAACGTATGA
TTCTCTTCGCTACTGGACTTGATAACATCAGAGACGTTATTCCTTTCCCTCGC
TATCCTGGAAAAGCTGATCTTTGATTCCTCTTCTTTACACCATTTACATACAC
AATTTCGCTTTTATTAGCTGGTCTGGTTTCCATAACCGACTTGGTTTAGTTTA
CTTTTTAAGTTGGTTAAAGGAAAATTGTATTGACTTTTGATTTTTTATCTCTA
TGGATCTGGTTTTGTTCGGTTATCCCGATTTGGCTATTGAATGATAGGAGAA
CCAATTTGGGCCGATTTGGCCTCTAGATGTAGTTGTAGAAT 

Fig. 2-2. Sequence data of FSL#121. Blue characters indicate vector sequence. Black 

characters indicate SYNC1 gene sequence. Shaded charactors indicate primer 

position for RT-PCR. 
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Fig. 2-3. Image of complimentary region in FSL#121 plant. 
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Fig. 2-4. Expression analysis of the SYNC1 gene by RT-PCR in SR, Control and 

FSL#121. The upper panel shows the expression of SYNC1; the lower panel shows 

the expression of the ACTIN1 gene used as an internal standard.  
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Fig. 2-5. Comparison of mono-culture root phenotypes in SR, Control and FSL#121. 

A, B and C indicate total root length, average root diameter and surface area, 

respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data of each week were analyzed by multiple comparison of 

Tukey’s test. Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 2-6. Comparison of mono-culture root phenotypes in SR, Control and FSL#121. 

A, B and C indicate volume, lateral root number and fresh weight, respectively. 

White arrows indicate branch stems. Results are expressed as the means ± SD from 5 

independent experiments. The data of each week were analyzed by multiple 

comparison of Tukey’s test. Different letters indicate significant differences (P < 

0.05).  
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Fig. 2-7. Comparison of phenotypes in SR, Control and FSL#121 cultured for 2 

weeks. Photograph indicates SR (A), Control (B) and FSL#121 (C). White arrows 

indicate branch stems. The white bar indicates 5 cm.  
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Fig. 2-8. Evaluation of shoot phenotypes in SR, Control and FSL#121. A, B, C and 

D indicate shoot length, average stem diameter, branch number and fresh shoot 

weight, respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 2-9. Evaluation of root phenotypes in SR, Control and FSL#121. A, B, C and D 

indicate root length, average root diameter, lateral root number and fresh root 

weight, respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 2-10. Measurement of nodule number and ethylene production in SR, Control 

and FSL#121 nodules. A, B, C and D indicate nodule number per root length, nodule 

fresh weight per 20 nodules, ethylene production per 10 nodules and ethylene 

production per plant, respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 

independent experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s 

test. Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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多く, 単位根長当たりの根粒数も増加していた(Fig. 2-10A). 着生した根粒の新

鮮重に差はなく(Fig. 2-10B), 根粒あたりの窒素固定活性に差は見られなかった

が(Fig. 2-10C), 根粒着生数に依存する形で, 植物体あたりの窒素固定活性が

FSL#121 で上昇した(Fig. 2-10D).  

 

 2-3-4 アミノ酸解析 

 SYNC1 遺伝子発現のアミノ酸合成への影響を見るために, 葉と茎, そして根

から抽出した遊離アミノ酸を解析した. FSL#121 のアスパラギン量は葉と根で, 

SR と比較して, それぞれ 50%と 15%高い含量を示した. 一方で, 茎のアスパラ

ギン量は, SRよりも42%低い含量となった(Table 2-1). また, FSL#121のアスパラ

ギン酸の含量は, SR よりも葉において 48%, 根において 17%高い値を示したが, 

茎においては 36%低い含量を示した. また, バリンとリシン, そしてロイシンの

FSL#121 の葉における含量は SR の含量より高く, FSL#121 の根のバリンとロイ

シンにおいても同様の結果となった. その他のアミノ酸に有意な差は見られな

かったが, FSL#121の植物体では一部のアミノ酸で SRとControlとは異なった含

有パターンを示した.  

 

2-4 考察  

 SYNC1 の発現によるアスパラギン含量の増加 

 FSL#121 には完全長の SYNC1 が導入されている (Fig. 2-3). SYNC1 は

Asparaginyl-tRNA synthetase をコードしており, タンパク質翻訳に利用されるア

スパラギンと tRNA の複合体合成を触媒する(Peeters et al. 2000). 植物において,  

SYNC1 のような Aminoacyle-tRNA synthetases (aaRSs)遺伝子は核とミトコンドリ

ア, そして葉緑体ゲノムにコードされている. いくつかの核ゲノムにコードさ

れている aaRSs は N 末端にトランジットペプチド配列を持っており, 翻訳後に

細胞質からミトコンドリアに移動する(Duchêne et al. 2005). シロイヌナズナは

SYNC1, SYNC2 そして SYNC3 と呼ばれる 3 つの SYNC 遺伝子を保有しており, こ

れらの遺伝子は N 末端のトランジット配列を持っておらず, 主に細胞質で機能

していると考えられている(Peeters et al. 2000).  

 FSL#121 のアミノ酸含量には SR と Control と比較して有意な差があり(Table 
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Table 2-1. Amino acid content of FSL#121, SR and Control tissues  
 

SR Control FSL#121 

 Asn (µmol mg-1 FW) 

Leaf 56.1 ± 1.5a 57.3 ± 1.1a 84.3 ± 0.9b 

Stem 143.5 ± 6.8a 131.4 ± 7.1a 83.0 ± 8.4b 

Root 136.1 ± 0.8a 132.9 ± 5.4a 156.4 ± 1.5b 

 Asp (µmol mg-1 FW) 

Leaf 6.3 ± 0.4a 5.6 ± 0.7a 9.2 ± 0.3b 

Stem 13.8 ± 1.9a 12.5 ± 1.7a 8.8 ± 1.6b 

Root 14.2 ± 0.2a 14.1 ± 0.6a 16.7 ± 0.9b 

 Val (nmol mg-1 FW) 

Leaf 141.7 ± 29.6a 155.5 ± 14.9a 225.6 ± 9.9b 

Stem 306.2 ± 12.9a 238.3 ± 13.8a 286.9 ± 47.1a 

Root 354.4 ± 22.2a 349.5 ± 13.4a 498.6 ± 16.7b 

 Lys (nmol mg-1 FW) 

Leaf 10.3 ± 2.7a 10.5 ± 3.2a 33.6 ± 9.3b 

Stem 83.3 ± 11.3a 100.7 ± 9.7a 94.6 ± 9.0a 

Root 82.1 ± 27.5a 84.1 ± 29.3a 114.8 ± 17.0a 

 Leu (nmol mg-1 FW) 

Leaf 15.9 ± 11.1a 29.5 ± 12.6a 121.5 ± 37.8b 

Stem 33.0 ± 8.6a 32.4 ± 7.6a 41.0 ± 10.0a 

Root 55.3 ± 7.7a 63.6 ± 5.9a 98.8 ± 11.3b 

 Results are expressed as means ± SD from 5 replications. Different letters indicate significant differences by multiple comparison of 
Tukey’s test (P < 0.05). 
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2-1), これは SYNC1 遺伝子の発現がアスパラギンやアスパラギン酸の含量量を

増加させ, さらにそれらのアミノ酸の下流の反応で合成されるアミノ酸含量に

も影響したと考えられる. 本研究のアミノ酸解析の結果は, シロイヌナズナの

Lysyl-tRNA synthetase をニンジンの細胞とトウモロコシの植物体で発現させた

際の結果と類似している(Wu et al. 2003, 2007). 本研究の結果は, SYNC1 の強発現

によるアスパラギンやその他のアミノ酸の含量変化を示し, SYNC1 タンパク質

がアミノ酸含量に影響を与える可能性が示唆された.  

 

 SYNC1 の発現の表現型への影響 

 本研究における結果で, 再分化植物における SYNC1 遺伝子の発現は, 茎葉部

と根のバイオマスの増加を同時に起こした(Figs. 2-8, 2-9). 分枝数の減少が

FSL#121 で確認され, 一般的に分枝数の減少はバイオマスの低下につながると

考えられる. しかし, FSL#121 では, 草丈や茎が肥大することで, 分枝数減少の

影響は打ち消され, さらに, 増加する傾向を示した. 再分化植物の根においては, 

総根長, 平均根径だけでなく, 側根数も増加し, 新鮮重を増加させたと考えられ

る. 一方で MS 液体培地を用いた根単独培養では, FSL#121 は SR と Control に比

べて総根長が短く, また側根数が顕著に減少した(Figs. 2-5, 2-6). FSL#121 では総

根長と側根数に比例するように表面積と体積が減少したが, 根径については再

分化植物の解析時と同様に増加した. 総根長や側根数の減少から, FSL#121 新鮮

重の減少が予想されたが, 培養初期では側根の影響を受けにくいことから , 

FSL#121の新鮮重が SRとControlよりも多く, 培養後期でも, 同程度にとどまっ

ていた. このように再分化植物と根単独培養において異なる結果を示し, 再分

化植物では根単独で培養した場合よりも生長量が増加した. これらの違いは地

上部の存在に左右されると考えられ, 再分化植物では地上部から光合成産物が

供給されるため, より多くのバイオマス生産を行えたと推測される.  

 aaRSsは植物細胞内のタンパク質生合成に不可欠な成分であり, この基本的な

機能の欠如は初期発達の致死性を意味する. 葉緑体やミトコンドリアで機能す

る aaRSs 遺伝子の欠損は胚形成への移行期における種子の発達不全を引き起こ

し, また受精の直後や直前の胚珠の発達不全を引き起こす(Berg et al. 2005). 同

様に, SYNC1 遺伝子の欠損は胚の欠損を引き起こし (Berg et al. 2005), また
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glycyl-tRNA synthetase が不活性化したシロイヌナズナでは胚発達が抑制された 

(Uwer et al. 1999). これらの結果は, aminoacyl-tRNA 複合体の存在量の増加と

aaRSs の発現促進が植物の発達と生長に影響を与えていることを示しているが, 

SYNC1 を含む asparagiyl-tRNA synthetase の発現が植物に与える影響についての

知見はまだ少ない.  

 アスパラギンの大部分は tRNA 依存性のアミノ基転移経路におけるアスパラ

ギン酸から合成される (Becker and Kern 1998). ミヤコグサやルーピンのような

マメ科植物において, 大部分の窒素はアスパラギンとして根粒から導管を経由

して輸送される(Morot-Gaudry et al. 2001). ルーピンにおけるアスパラギンは, 

種子発達時の主な窒素栄養源となる(Atkins et al. 1975). 加えて, ルーピン種子で

は, アスパラギンが発芽と発達時のデンプン蓄積を促進することも報告されて

いる(Borek et al. 2013). これらの報告は, アスパラギンレベルの増加が結果とし

て高いバイオマス量と収量を誘導することを示唆している. 本研究において, 

FSL#121 における SYNC1 遺伝子の発現によるアスパラギン量の増加(Table 2-1)

は, 地上部と地下部のバイオマスを増加させた. これは Lotus 属において, アス

パラギン含量の増加が茎葉部と根部のバイオマスを改善した最初の報告となる. 

マメ科植物, 特にセイヨウミヤコグサにおける SYNC1 発現はアミノ酸代謝に影

響を与えている可能性がある. 本研究の結果は, 飼料作物の収量改善に貢献し, 

アミドにより固定窒素輸送を行うマメ科植物における SYNC1 遺伝子の機能同定

にとって重要な知見となる.  

 

 SYNC1 遺伝子発現の根粒形成への影響 

 FSL#121 は単位根長あたりの根粒数が増加しただけでなく, 植物あたりの根

粒数も SRとControlと比較して増加していた(Fig. 2-10A). FSL#121の根粒新鮮重

は SR と Control と同様で(Fig. 2-10B), 根粒あたりの窒素固定活性も FSL#121 と

SR と Control に差がなかったが(データ示さず), FSL#121 では根粒を多く着生し

たことから, 植物あたりの窒素固定活性が増加した(Fig. 2-10C). これらの結果

は FSL#121 において, SYNC1 遺伝子の発現が根粒着生に影響を与えたことを示

唆している.  

 アルファルファの Asparagine synthetase 遺伝子の過剰発現によって, アスパラ
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ギンの含量は増加することが報告されている(Shi et al. 1997). ミヤコグサにおい

て, 低い Glutamine synthetase の量が, 高いアスパラギン含量を引き起こし, さら

に根粒の新鮮重と乾燥重を変化させた(Harrison et al. 2003). アスパラギンは

N-Feedback 調節の役割を持っており, 結果として根粒内のアスパラギン含量を

増加させ, 根粒活性を低下させた (Sulieman et al. 2010). 加えて, アスパラギン

だけでなく, 他のアミノ酸代謝変化もマメ科植物と根粒菌の共生による窒素固

定を促進する (Lodwig et al. 2003). このように, アスパラギンを含む植物のアミ

ノ酸は根粒着生に影響を与えている. 本研究で確認できた根粒着生数の増加は, 

SYNC1 遺伝子の発現に誘導されたアミノ酸代謝の変化が引き起こしたと考えら

れる.  
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第 3 章 Agrobacterium 由来 rolB 遺伝子を発現した FSL#35 の解析 

 

3-1 緒論 

 rolB 遺伝子は Agrobacterium rhizogenes Ri プラスミド中に存在する TL-DNA 中

の遺伝子の 1 つであり, TL-DNA は植物細胞に A. rhizogenes を接種した際に, 接

種箇所に生じる毛状根(Hairy root)の原因遺伝子として報告されている(Fig. 

3-1)(Cardarelli et al. 1987, Nilsson and Olsson 1997, Aoki and Syōno 1999). 形質転換

タバコを用いた先行研究では, rolB遺伝子は rolA遺伝子, もしくは rolC遺伝子と

同時に機能した際に, 根の形成を促進する(Spena et al. 1987). しかし, rolB 遺伝

子の機能は, 根の形成を制限するだけでなく, 新規の花芽形成や茎頂成長点の

形成(Altamura et al. 1994, Koltunow et al. 2001), 単為結実の誘導(Carmi et al. 2003), 

そして雌しべと葯の成熟を遅延させる(Cecchetti et al. 2004)ことなどが報告され

ている . rolB 遺伝子のホモログを持つタバコにおいて , 雄ずい発達中の

procambial cell と導管の分化のバランスを変化させることも報告されている

(Cecchetti et al. 2007). さらに, 植物細胞中での rolB 遺伝子の発現はプログラム

細胞死を抑制し(Bulgakov et al. 2012, Gorpenchenko et al. 2012), そしてこの細胞

死の抑制は酸化ストレスに関与する活性酸素種(Reactive oxigen species: ROS)合

成の下方調整により引き起こされる(Bulgakov et al. 2012). これらの報告から, 

rolB 遺伝子の発現は茎葉部の表現型や酸化ストレス耐性に影響するために作物

の生産に有用であると考えられるが, 根における rolB 遺伝子発現の影響はまだ

よく分かっていない. シロイヌナズナで rolB 遺伝子発現の影響が見られなかっ

たが, 先行研究では, rolB 遺伝子を発現した FSL#35 は SR に比べて根の伸長度が

高い系統であると報告されている(Himuro et al. 2011). そこで本研究では FSL#35

の解析により, rolB 遺伝子のマメ科植物における機能解析を行った.  

 

3-2 実験方法 

 3-2-1 実験材料の継代操作と培養条件 

 本実験に供試したのは, FOX-SR 系統の FSL#35, SR そして Control の in vitro で

培養した単独培養根と再分化植物である. Control は 2-2-1 と同様に FOX-hunting 

system に使用されたベクターpBIG2113SF の非遺伝子導入ベクターである 
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Fig. 3-1. Effect of rol genes insertion by Agrobacterium rhizogenes infection. 
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pBIG2113N の配列が挿入された系統を使用した. これらの単独培養根と再分化

植物は 2-2-1 と同様の方法で継代培養され, 実験に使用した.  

 

 3-2-2 導入遺伝子の解析 

 FSL#35 に導入された遺伝子の配列は, 2-2-2 と同様の方法を用いて解析した. 

解析結果は総合データベース Nucleotide(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)に

おける BLAST 検索により挿入配列の詳細を調査した.  

 

 3-2-5 発現解析 

 発現解析は 2-2-2 と同様の方法でプライマーを変更して行った. 使用プライマ

ー は , rolB 発 現 確 認 用 と し て L35-RT3-Fw 

(5’-GGTCACTTTTAACTCCAGCAAG-3’) と L35-RT3-Rv 

(5’-AGAAAGTGCTGAAGGAACAATC-3’) を使用した. RT-PCR 用のプライマー

L35-RT3-FwとL35-RT3-Rvは, FSL#35の配列を元に設計した(Fig. 3-2). リファレ

ンス遺伝子として ACTIN1 遺伝子を用い, 使用プライマーは 2-2-2 と同様である.  

 

 3-2-4 表現型解析 

 FSL#35の表現型解析は 2-2-5と同様の方法を用いて, in vitroにおける根単独培

養による伸長解析と, 再分化植物の生長解析を行った.  

 

 3-2-5 呼吸活性の測定 

 Triphenyl tetrazolium chloride(TTC)還元活性を用いて, 単独培養根の呼吸活性

を解析した . TTC は呼吸の律速酵素である succinate dehydrogenase により

formazan と呼ばれる赤色の不溶性物質に還元される(Block and Brouwer 2002)た

め,  合成された formazan 量を測定することで, 植物組織の呼吸活性評価を行う

ことができる(Block and Brouwer 2002). 継代培養した根の側根を根端から 2 cm

切り取り, ホルモンフリーの MS 液体培地で 2 週間培養した. 培養後, 培養根は

TTC 溶液(0.5% TTC, 0.05% sodium phosphate buffer, pH 7.0)中にて 30ºC, 暗所にて

一晩静置した. インキュベーション後, formazan合成パターンを比較するために, 

写真を撮った. その後, 側根を取り除き, 主根にあたる根を先端から 5 cm 切り
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取り, それをさらに 1 cmずつの 5つのセクションに分け, formazan合成量を測定

した. それぞれのセクションを 1 mLの 95%エタノールを注入した 1.5 mLチュー

ブに移し, 80ºC で 5 分間のインキュベーションにより, formazan を組織から 95%

エタノールへ溶出させた. ブランクには 10 分間煮沸して酵素を失活させた根を

用いて同様の TTC 還元活性を測定した. 95%エタノール中に含まれる formazan

量の測定は分光光度計 UVmini 1240 (Shimadzu, Kyoto, Japan)を用いて 470 nm の

吸光度測定により測定した.  

 

 3-2-6 顕微鏡観察 

 細胞サイズを測定するために, 根の薄切片の顕微鏡観察を行った. SR と

Control, そして FSL#35 の 2 週間培養した単独培養根から, 側根を採取し, 根端

と基部を約 1 cm ずつサンプリングした. また, 主根の根端と基部も同様にサン

プリングした . サンプリングした切片を FAA 液(formalin: acetic acid: ethyl 

alcohol: distilled water = 1:1:9:9)に浸漬し, 水流アスピレーターによる脱気を行い

固定した. 固定後, 濃度の異なるエタノール水溶液(60, 80, 90, 99.5, 100%)を用い

て , 段階的に脱水し , 脱水組織を Technovit 7100(Heraeus Kulzer, Wehrheim, 

Germany)に包埋した. 包埋組織は, カミソリで形を整えた後に, ミクロトームを

用いて薄切した. 薄切片は 0.05 %のトルイジンブルー(in 0.1 M sodium phosphate 

buffer (pH 6.8))に 1 分間浸漬し, その後蒸留水で洗い余分な染色液を取り除いた. 

染色セクションは ECLIPSE E600 microscope で観察し, DXM1200F digital camera 

(Nikon, Tokyo, Japan)を用いて, 写真撮影を行った. 撮影写真の細胞サイズは画

像解析ソフト Image J software (National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA)を

用いて, 皮層細胞と内鞘細胞の細胞サイズの測定を行った.  

 

 3-2-7 植物ホルモン解析 

 植物ホルモンの解析は, 解析サンプルの培養とサンプリングを行い, ホルモ

ン 含 量 の 解 析 は 植 物 科 学 最 先 端 研 究 拠 点 ネ ッ ト ワ ー ク

(http://www.psr-net.riken.jp)の協力を仰いだ. サンプリングのために, 維持培養し

た側根の根端 2 cm を培養した. 4 週間の培養後, サンプルを氷上で細かく刻み, 2 

mL チューブに 100 mg サンプリングした.  
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3-3 結果 

 3-3-1 導入遺伝子の確認と発現解析 

 シークエンス解析により, FSL#35 に A. rhizogenes の rolB 遺伝子の導入が確認

された(Fig. 3-2). BLAST検索の結果, FSL#35には rolB遺伝子のCDS (780 bp)の挿

入が確認できた(Fig. 3-3). FSL#35の rolB遺伝子の発現はRT-PCRを用いて解析し

た. シークエンス解析によって解析された FSL#35 に導入されている断片の配列

情報(Fig. 3-2)より設計したプライマーを使用して RT-PCR を行ったところ, 

FSL#35 の cDNA をテンプレートとした反応区のみで断片の増幅が確認できた

(Fig. 3-4). 増幅は葉, 茎そして根でもみられ, FSL#35 の全ての組織で rolB 遺伝子

の発現が確認できた.  

 

 3-3-2 表現型解析 

 rolB遺伝子の発現の表現型への影響を調査するために, in vitroにおける根単独

培養における根長, 根径そして表面積を測定した. 結果FSL#35では総根長がSR

と Control に比較して増加していた(Fig. 3-5A). また, FSL#35 では側根数が SR と

Control に比べ増加しており, その傾向は培養開始から 3 週間と 4 週間目で顕著

であった(Fig. 3-6B). 平均の根径は FSL#35 と SR, Control に有意な差は検出され

なかった(Fig. 3-5B). FSL#35 は SR と比較して顕著な根単独培養時の促進が観察

できた.  

 再分化植物の解析においては, FSL#35 の茎葉部は SR と Control と比較して差

異を示さなかった(Figs. 3-7, 3-8). FSL#35 の分枝数は SR と Control に比べ平均数

がやや劣るものの, 有意な差はみられなかった(Fig. 3-8C). 一方で, FSL#35 の再

分化植物の根部では根単独培養の結果と同様の結果が得られた. FSL#35 再分化

植物の総根長は増加し, 側根数も増加する傾向が見られた(Fig. 3-9AC). しかし

ながら, FSL#35 の根部新鮮重は有意に減少していた(Fig. 3-9D). また, FSL#35 で

根粒着生数に有意な差はなく, 着生する根粒のサイズにも差は検出できなかっ

た(Fig. 3-10). このように FSL#35 では根単独培養時における SR と異なる変化が

確認でき, 同様の変化が再分化植物でも確認できたが, FSL#35 再分化植物の根

部の新鮮重は, 根単独培養時の結果と相反するものであった.   
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TCCTCTAGAGGCCCTTATGGCCTTAGGCTTCTTTCTTCAGGTTTACTGCAGCA
GGCTTCATGACGCCCTCCTCGCCTTCCTGATCAGGCCCCGAGAGTCGCAGGG
TTAGGTCTGGCTCCGGTGAGGAGGCGGCCGGACGTGATATCCCGAGGGCATT
TTTGGTGAATTGTGTGGTGCCGCAAGCTACAACCTCATAGGGGCGGTTTTCA
GTCCCTCGCCGCAGAAAGAAGGTGCAAGCTACCTCTCTCCCGTAAACGTTGG
TCACTTTTAACTCCAGCAAGTGAATGAACGAGGAACTTGCGAAAATGGCGAT
GAAGCATTCTAAATCAGGTTCCTCCGTGCGGCTGTGCGGCCAAGCAAGGTTG
TGAACACGGAGCATCTCCTGGTGGGCGAGCTCGCTCCGATATGGTTGAATCG
TTGTCGCCAGCACGGCCTCCATTCCAAATGTAATGGATTGTTCCTTCAGCACT
TTCTGCATCTTCTCGCGAGAAAGATAGACAAATACATGTTGGTCGTTTTCTCG
AGCCAGATCCGGCTGACTAACAAACATAGGAGGATGATAGCAGACTTTGTTC
TTCAAGAGCTCAGCTAGTTGTTTAAGTATATATATCGGGTGGAGAGTTTTCCTT
CAAATCTAGCACTGCAAGAGCCCATCGTTTCTGGAAATGCAGGAGGGGTTTG
CTATAGTCACGGCTATAGATTGCAAAAGCAAATCGGATCCCCTCGAATAGGTT
TATCTGGCTCCATGCTGGAGTGAGATCTACTGGTTGAAATCGTGGGAATAGCA
ATTTGGGATCCATGGCCGATTTGGCCTCTAGATGTAGTTGTAGAATGTAAAAT
GTAATGTTGTTGTTGTTT 

  

Fig. 3-2. Sequence data of FSL#35. Blue characters indicate vector sequence. Black 

characters indicate rolB gene sequence. Shaded characters indicate primer position for 

RT-PCR. 
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Fig. 3-3. Image of complimentary region in FSL#35 plant. 
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Fig. 3-4. Expression analysis of the rolB gene by RT-PCR in SR, Control and 

FSL#35. The upper panel shows the expression of rolB; the lower panel shows the 

expression of the ACTIN1 gene used as an internal standard.  
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Fig. 3-5. Comparison of mono-culture root phenotypes in SR, Control and FSL#35. 

A, B and C indicate total root length, average root diameter and surface area, 

respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data of each week were analyzed by multiple comparison of 

Tukey’s test. Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 3-6. Comparison of mono-culture root phenotypes in SR, Control and FSL#35. 

A, B and C indicate volume, lateral root number and fresh weight, respectively. 

White arrows indicate branch stems. Results are expressed as the means ± SD from 5 

independent experiments. The data of each week were analyzed by multiple 

comparison of Tukey’s test. Different letters indicate significant differences (P < 

0.05).  
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Fig. 3-7. Comparison of phenotypes in SR, Control and FSL#35 cultured for 2 

weeks. Photograph indicates SR (A), Control (B) and FSL#35 (C). The white bar 

indicates 5 cm. 

A B C
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Fig. 3-8. Evaluation of shoot phenotypes in SR, Control and FSL#35. A, B, C and D 

indicate shoot length, average stem diameter, branch number and fresh shoot weight, 

respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 3-9. Evaluation of root phenotypes in SR, Control and FSL#35. A, B, C and D 

indicate root length, average root diameter, lateral root number and fresh root weight, 

respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 3-10. Measurement of nodule number and ethylene production in SR, Control 

and FSL#35 nodules. A and B indicate nodule number per plant and nodule diameter, 

respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).   
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 3-3-3 呼吸活性の測定 

 Fig. 3-11 は FSL#35 と SR, Control の単独培養根を TTC 溶液内でインキュベー

トした後に撮影したものである. これらの写真から, FSL#35 と SR において

formazan 生成パターンに違いがみられた. SR と Control の単独培養根は根端が赤

く染まり, 基部に向かいその赤色が薄くなった(Fig. 3-11AB). 一方で FSL#35 の

単独培養根は培養根全体に formazan 蓄積が見られた(Fig. 3-11C). この違いをよ

り詳細に解析するために, 根を 1 cm ごとのセクションに分けてその部分の

formazan 量を測定して比較した. その結果, FSL#35 では全ての測定セクション

でSRよりも高い formazan量を検出した(Fig. 3-12). さらに, 最も活性の高いセク

ションの位置が異なり, SR においては先端よりやや根基部側で最も高い活性が

見られたのに対し, FSL#35 では根端に高い活性部位がみられた(Fig. 3-12). また, 

FSL#35 の最も呼吸活性が高い部位の formazan 量は, SR の formazan 量最高点よ

りも 55%高かった. このように, FSL#35 では TTC 還元活性を用いた呼吸活性測

定で SR とは異なる反応を示した.  

 

 3-3-4 細胞サイズの測定 

 FSL#35 の皮層細胞は垂直方向への肥大を示した(Fig. 3-13, Table 3-1). 一方で

FSL#35 と SR の皮層細胞の水平方向の細胞サイズには有意な差はみられなかっ

た(Table 3-1). また, FSL#35 の内鞘細胞のサイズは SR のそれに比べて垂直方向

に短くなっており, しかし, 水平方向のサイズに有意な差はなかった(Fig. 3-14, 

Table 3-2). これらの結果は FSL#35 の皮層細胞と内鞘細胞において SR とは異な

る細胞発達があることを示している.  

 

 3-3-5 植物ホルモン解析結果 

 2 週間培養した FSL#35 の植物ホルモン含量を, SR と Control の培養根と比較

した. FSL#35 のサイトカイニンとアブシジン酸の含量は SR と Control に比べて

有意な減少を示した(Fig. 3-15AC). 一方で FSL#35 のオーキシンの含量に, SR と

Control との有意な差は見られなかった(Fig. 3-15B). 以上のように, FSL#35 は SR

と異なる植物ホルモンの含量を示した.  
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Fig. 3-11. Responses of TTC reducing activity in FSL#35, SR and Control. (A) is 

SR, (B) is Control and (C) is FSL#35 root appearance after incubation in TTC 

solution. Black bar indicates 2 cm.  
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Fig. 3-12. Relative contents of formazan in FSL#35, SR and Control at 470 nm 

absorbance. Results are expressed as means ± SD from 3 independent experiments. 

The data of each section were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 3-13. Root cross sections. (A) Cortex cells in a SR root; (B) cortex cells in a 

Control root, and (C) cortex cell in a FSL#35 root. Black bar indicates 50 µm.  
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Fig. 3-14. Root cross sections. (A) pericycle cells in a SR root; (B) Pericycle cells in 

a Control root, and (D) pericycle cells in an FSL#35 root. Black bar indicates 50 µm. 

Black arrowheads indicate a pericycle cell.  
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Table 3-1. Cortex cell width on several part of mono-culture roots. 

Short lateral root Middle lateral root Tap root

Tip Base Tip Base Tip Base

Vertical direction (µm) 
SR 57.5 ± 1.7a 91.9 ± 1.5a 57.7 ± 1.2a 80.4 ± 1.0a 66.1 ± 1.9a 80.6 ± 3.8a

Control 55.1 ± 2.2a 88.9 ± 1.5a 57.9 ± 2.5a 76.1 ± 1.9a 59.7 ± 2.0a 80.7 ± 2.3a

FSL#35 81.7 ± 3.5b 125.0 ± 3.1b 85.9 ±5.0b 110.2 ± 2.1b 99.4 ± 5.3b 107.2 ± 2.7b

Horizonal direction (µm) 
SR 16.3 ± 0.3 24.9 ± 0.8 17.5 ±0.3 18.6 ± 0.5 29.0 ± 0.5a 29.4 ± 0.6

Control 18.1 ± 0.3 21.3 ± 0.4 18.6 ± 1.4 21.9 ± 0.5 23.6 ± 0.5a 28.0 ± 0.5

FSL#35 19.3 ± 0.6 23.8 ± 0.5 20.7 ± 0.7 20.6 ± 0.8 35.7 ± 0.9b 29.1 ± 0.9

 

 Results are expressed as means ± SD from 5 replications. Different letters indicate significant differences by multiple comparison of 

Tukey’s test (P < 0.05). 
 



 

 

46 

 
 

 

 
 

 

Table 3-2. Pericycle cell width on several part of mono-culture roots. 

Short lateral root Middle lateral root Tap root

Tip Base Tip Base Tip Base

Vertical direction (µm) 
SR 37.0 ± 0.4a 53.5 ± 1.9a 46.7 ± 0.9a 66.8 ± 2.5a 73.0 ± 3.2a 87.2 ± 3.3a

Control 43.5 ± 1.0a 47.6 ± 0.8a 40.9 ± 1.4a 67.1 ± 1.3a 69.5 ± 6.7a 80.9 ± 2.6a

FSL#35 28.0 ± 1.3b 30.6 ± 1.4b 34.9 ± 2.1b 43.3 ± 1.3b 48.4 ± 1.8b 53.0 ± 2.4b

Horizonal direction (µm) 
SR 8.1 ± 0.1 8.2 ± 0.2 7.8 ± 0.2 7.1 ± 0.2a 10.0 ± 0.3a 9.7 ± 0.5a

Control 7.6 ± 0.2 8.5 ± 0.2 8.2 ± 0.2 7.6 ± 0.1a 8.7 ± 0.1a 10.3 ± 0.4a

FSL#35 6.6 ± 0.1 7.3 ± 0.2 8.3 ± 0.2 8.8 ± 0.2b 15.1 ± 0.2b 14.7 ± 0.7b

 

 Results are expressed as means ± SD from 5 replications. Different letters indicate significant differences by multiple comparison of 
Tukey’s test (P < 0.05).
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Fig. 3-15. Plant hormones contents in SR, Control and FSL#35. A is cytokinin 

content, B is IAA content and C is abscisic acid content. Results are expressed as the 

means ± SD from 5 independent experiments. The data were analyzed by multiple 

comparison of Tukey’s test. Different letters indicate significant differences (P < 

0.05).  
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3-4 考察 

 FSL#35 における rolB 遺伝子の発現の影響 

 本研究では A. rhizogenes の Ri プラスミド由来の rolB 遺伝子が発現した

FOX-SR 系統の 1 つである FSL#35 を解析した(Figs. 3-2, 3-3). FOX hunting system

では約 10, 000 の完全長 cDNA が Agrobacterium 発現ライブラリーに含まれてい

る(Ichikawa et al. 2006). この手法において, rolB 遺伝子は形質転換効率を測るた

めの内部標準遺伝子として利用された. 先行研究では, 側根形成や外生根形成

における rolB遺伝子の役割が明らかとなっている(Cardarelli et al. 1987, Capone et 

al. 1989, Moriuchi et al. 2004). シロイヌナズナを用いた FOX hunting system によ

って作出された rolB 強発現体においては rolB 遺伝子の発現の影響は示されなか

ったにもかかわらず(Ichikawa et al. 2006), 本研究において, FSL#35 では rolB 遺

伝子発現の影響と推測される根の特異的な変化が確認できた. 加えて, 本研究

がマメ科植物における rolB 遺伝子解析の新たなアプローチと新規の解析手法の

報告例となる. rolB遺伝子の発現は茎葉部の表現型や酸化ストレス耐性に影響す

るために作物の生産に有用であると考えられるが, 根における rolB 遺伝子発現

の詳細な影響は不明である. シロイヌナズナで rolB 遺伝子発現の影響が見られ

なかったことから考えて(Ichikawa et al. 2006), rolB 遺伝子が本実験で使用した L. 

corniculatus のようなマメ科植物など, 特定の属や種において機能することが考

えられる.  

 

 rolB 遺伝子が強発現した FSL#35 における根の伸長促進 

 rolB, rolAそして rolC遺伝子は毛状根の原因遺伝子である. A. rhizogenesの接種

部位に見られる毛状根の形成は, 細胞内で A. rhizogenes の遺伝子が発現するこ

とで引き起こされる(Spena et al. 1987). しかし, それらの遺伝子は植物の細胞に

対して, 独立的な機能も持つ. 単細胞の解析において, rolC 遺伝子はアカネ属植

物 Rubia cordifolia の細胞内で ROS のレベルを抑制し, ROS 合成を調節している

ことが分かっている(Bulgakov et al. 2008). 細胞内における rolB 遺伝子の発現に

ついては, ROS 代謝を制御し(Bulgakov et al. 2012), プログラム細胞死を抑制し

(Gorpenchenko et al. 2012), そしてオーキシン感受性に伴う細胞増殖を促進する

(Spanò et al. 1988, Maurel et al. 1994)と報告されている. このように rolB遺伝子の
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発現が植物の表現型や(Cecchetti et al. 2007), 細胞代謝に影響を与えている

(Bulgakov et al. 2012, Gorpenchenko et al. 2012)という報告があるにも関わらず, 

シロイヌナズナでの発現は植物体に影響を与えないと報告されている(Ichikawa 

et al. 2006). そこで, 本研究では rolB 遺伝子発現の, マメ科植物の根における影

響を解析した.  

 本研究において, SR と比較して FSL#35 の単独培養根は総根長の増加, 側根数

の増加, 表面積, 体積の増加が見られた(Figs. 3-5AC, 3-6B). 一方で根径について

は FSL#35 と SR で有意な差は見られなかった(Fig. 3-5B). これらの結果から, 総

根長の増加と側根数の増加が, 表面積と体積を増加させたことを示唆できる. 

FSL#35 の単独培養根で見られた傾向は, 再分化植物でも確認でき, 総根長や側

根数は有意に増加する傾向が得られたが, 再分化植物における新鮮重は茎葉部

で変化せず, 根部で減少した(Figs. 3-8, 3-9). 再分化植物の茎葉部では, 分枝数が

若干の減少傾向を示すものの(Fig. 3-8C), 有意な差は得られず, その他の解析項

目にも SR との差は見られなかった. 根における特徴的な表現型, 特に根単独培

養における表現型は, 細胞の特性が変化して引き起こされたものと予想された. 

そこで細胞サイズを測定すると, 皮層細胞の垂直方向への伸長と, 内鞘細胞数

の垂直方向への縮小, つまり内鞘細胞数の増加が確認できた(Tables 3-1, 3-2). 

FSL#35 における総根長の増加は, 皮層細胞の拡大によりもたらされたことが推

測できる. また, 内鞘細胞は側根原基となる細胞であり, 内鞘細胞数の増加はこ

の細胞の活性が高いことを意味し, 側根数増大をもたらしたと考えられる . 

FSL#35 の側根数の増加は, rolB 遺伝子を強発現させた際に側根数が増加する研

究結果と一致する(Wang et al. 2014). rolB 遺伝子の発現は, 雄ずい発達時の

procambial cellと木部分化のバランスを変動させると報告されている(Cecchetti et 

al. 2007). 加えて, rolB 遺伝子と rolC 遺伝子のプロモーターは, 側根への分化能

を持つ内鞘細胞内で機能することも報告されている(Nilsson et al. 1997). さらに, 

rolB 遺伝子は外来根形成の原因遺伝子であり (Cardarelli et al. 1987), 組織培養条

件下における側根形成を誘導することも示されている (Capone et al. 1989). 外

来根形成の誘導における rolB遺伝子の機能も明らかとなっており, rolB遺伝子は

外生根の誘導のために, 14-3-3 タンパクとの相互作用と核内への局在が必要とな

る(Moriuchi et al. 2004). 本研究における FSL#35 の側根数の増加は, rolB 遺伝子
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発現が側根分化と木部などの維管束組織の誘導を活性化したために生じた結果

であると考えている. FSL#35 の解析結果やリンゴにおける解析のように, rolB 遺

伝子の発現が根の伸長を促進し, 有用な形質に繋がる場合もあるが(Zhu et al. 

2001, Radchuk and Korkhovoy 2005), 一方で大部分の rolB 強発現植物においては

異常性の再分化誘導 (Spena et al. 1987)や, 葉のネクロシス(Röder et al. 1994)な

ど, 不利な形質を示す場合もある. FSL#35 の再分化植物の根は SR と異なる形質

を示すが(Fig. 3-9), 茎葉部においては特異的な差異を示さなかった(Fig. 8). これ

らの結果から, FSL#35 における茎葉部の不利な形質を示すことのない根の伸長

形質は, rolB 遺伝子の発現量で制御された結果である可能性がある. 今後の解析

では rolB遺伝子の発現量の異なる系統を用い, rolB遺伝子発現量の違いによる影

響を解析する必要がある.  

 

 rolB 遺伝子発現による細胞特性の変化 

 FSL#35 の根は, 細胞特性の変化による総根長の増加と側根数の増加という特

異的な表現型を示した. このような変化を解析するために, TTC 還元活性を用い

た呼吸活性の評価を行った . TTC は呼吸の律速酵素である succinate 

dehydrogenaseにより formazanと呼ばれる赤色の不溶性物質に還元され,安定的な

formazan の量を測定することで, 植物組織の呼吸活性評価を間接的に行うこと

ができる(Block and Brouwer 2002). TTC 還元活性による評価は, 様々な植物組織

の活性評価に用いられており, 例えば, 種子発芽率(Bennett and Loomis, 1949)や

低温障害の評価(Steponkus and Lanphear 1967, Lee et al. 1997), そして塩ストレス

の評価(Atia et al. 2011)に使用されている. 根単独培養根における TTC 還元活性

の測定の結果, FSL#35 は SR とは異なる formazan 蓄積パターンが検出された. 

FSL#35では培養根全体に formazanの蓄積がみられた(Fig. 3-11C)のに対し, SRと

Control では培養根の先端付近にのみ formazanｍの蓄積がみられた(Fig. 3-11AB). 

この反応をより詳細に評価するために, 根端から 5cm の根を切出し, その根の

1cm ごとの formazan 蓄積量を測定した. FSL#35 では, 解析した全ての部位にお

いて SR と Control よりも高い formazan 蓄積量がみられ, また SR と Control の

formazan 蓄積量の最大値が根の先端であるのに対し, FSL#35 では根端から

1-2cm 離れた解析部位に最も多くの formazan が蓄積していた(Fig. 3-12). これら
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の結果は, 高呼吸活性を示す根端分裂域や細胞伸長域が拡大していることを示

唆している. 一般的に, 植物細胞は様々なストレス環境下で ROS の合成が促進

される(Tiwari et al. 2002). rolB 遺伝子は, ROS を代謝する抗酸化酵素の代謝促進

(Bulgakov et al. 2012, Gorpenchenko et al. 2012), そしてプログラム細胞死の抑制

(Gorpenchenko et al. 2012)により, 酸化ストレスのダメージの軽減に関与してい

る. 外来根誘導の際に rolB 遺伝子と相互作用を示す 14-3-3 タンパクは ROS レベ

ルを調節すると報告されており(Moriuchi et al. 2004, Elmayan et al. 2007), このこ

とから rolB タンパク質の複合体が ROS 代謝に関連し, それによって形態学的な

変化が引き起こされたのではないかと推察される. 本研究の栽培条件は低スト

レス環境であり, 今回 FSL#35 で検出された呼吸活性の増大は, rolB 遺伝子がス

トレス応答を誘導せず, ROS 代謝の変化のみを誘導した結果であると予想され

る. FSL#35 では植物ホルモンの含量にも差が見られ, FSL#35 のサイトカイニン

とアブシジン酸は SR よりも低下していたが, オーキシンの含量に大きな差はな

かった(Fig. 3-14). オーキシンは細胞肥大に関与しており(Jones et al. 1998), オー

キシンとサイトカイニンは側根形成時に相互作用を示す(Chang et al. 2013). サ

イトカイニンのレセプターを欠損した個体では, 側根の増加とオーキシン含量

の増加(Chang et al. 2013)が確認されており, 本研究の FSL#35 の単独培養根にお

ける側根数増加もサイトカイニンの減少と関連すると示唆される. FSL#35 にお

けるオーキシン含量は SR や Control と有意な差を示さなかったが(Fig. 3-15B), 

rolB 発現細胞のオーキシンに対する高い感受性が確認されていることから

(Spanò et al. 1988, Maurel et al. 1994), FSL#35 が, オーキシン含量が増加した場合

と同様の反応を示した可能性が考えられ, 結果としてオーキシンとサイトカイ

ニンの比率がオーキシン側に傾き, FSL#35 の側根形成を促進したと推測される. 

アブシジン酸においては, 感受性低下時に側根形成数を低下させる事が報告さ

れているが , オーキシンとの拮抗作用もあることから(Gibson et al. 2012), 

FSL#35 の場合はアブシジン酸自体の側根形成への影響よりも, オーキシンの活

性との関連性から側根の発達に関与したと考えられる . 以上のことから , 

FSL#35 内で発現した rolB 遺伝子の発現は, 植物ホルモンの含量変化と関連し, 

細胞特性に影響を与えたと推測できる. 総合すると, マメ科植物における rolB

遺伝子の発現は呼吸活性や植物ホルモンのバランスの変化を介して, 根の生長
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を著しく促進した可能性が示唆される. rolB 遺伝子の発現による形質の制御は

MicroRNA が関与している可能性が報告されている(Bulgakov et al. 2014). rolB 遺

伝子が発現したシロイヌナズナ細胞では, MicroRNA 制御プロセスに関連するタ

ンパク質をコードした遺伝子の発現が増加しており, rolB 遺伝子発現が RNA サ

イレンシング経路に関与していると推測される. 本研究で用いた FSL#35 の培養

根においても, rolB 遺伝子発現によるサイレンシング制御が, 植物ホルモン含量

の変化や呼吸活性の上昇に繋がった可能性がある.  
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第 4 章 遺伝子欠損系統 FSL#54 の解析 

 

4-1 緒論 

 先行研究では, FSL#54 の再分化植物の根は, 白色化すると報告されている

(Himuro et al. 2011). FSL#54 は, シロイヌナズナ遺伝子 At2g30550 が導入されて

いると報告されているが, 本研究では, 発現が確認できなかった. この結果から, 

FSL#54 は, 2 章と 3 章で前述した FSL#121 と#35 の様な遺伝子獲得型の変異体で

はなく, 遺伝子欠損変異体の可能性がある. そこで本研究では FSL#54 の表現型

解析を行い, FOX-SR 系統を用いた遺伝子欠損変異体の評価とその方法の確立を

目的に, 実験を行った.  

 

4-2 実験方法 

 4-2-1 実験材料の継代操作と培養条件 

 本実験に供試したのは, FOX-SR 系統の FSL#54, SR そして Control の in vitro で

培養した単独培養根と再分化植物である. Control は 2-2-1 と同様に FOX-hunting 

system に使用されたベクターpBIG2113SF の非遺伝子導入ベクターである

pBIG2113N の配列が挿入された系統を使用した. これらの単独培養根と再分化

植物は 2-2-1 と同様の方法で継代培養し, 実験に使用した.  

 

 4-2-2 導入遺伝子の解析 

 FSL#54 に導入された遺伝子の配列は, 2-2-2 と同様の方法を用いて解析した. 

解析結果は総合データベース Nucleotide(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/)に

おける BLAST 検索により挿入配列の詳細を調査した. 

 

 4-2-3 発現解析 

 2-2-2 の実験と同様の方法を用いて発現現解析を行った. その際使用したプ

ライマーは L54-RT3-Fw (5′- CAACCACAAAAACTCCATAACC -3′)/L54-RT3-Rv 

(5′- AAATCACGGCGGATAAAGAC-3′) を使用した . RT-PCR 用のプライマー

L54-RT3-FwとL54-RT3-Rvは, FSL#35の配列を用いて設計した(Fig. 4-1). リファ

レンス遺伝子は ACTIN1 遺伝子を用い, 使用プライマーは 2-2-2 と同様である. 
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 4-2-4 導入遺伝子の挿入位置の解析 

 FSL#54 に導入された遺伝子の挿入部位を解析するために, Inverse PCR による

挿入部位断片の増幅を行った. CTAB 法により抽出した FSL#54 の genomic DNA

の 2 µgをテンプレートとし, 200 µL反応系で 1晩消化反応を行った. 制限酵素は

EcoRⅠと KpnⅠを使用し, それぞれを単独の反応系に添加して消化反応を行っ

た. エタノール沈殿により精製・回収した消化 gDNA 断片 200 ng を T4 DNA リ

ガーゼ(Takara Bio, Shiga, Japan)を用いて 200 µL 反応系で 1 晩セルフライゲーシ

ョンを行った. セルフライゲーション処理を行ったサンプルはエタノール沈殿

により精製・回収し, Inverse PCR に使用するテンプレートとした. Inverse PCR に

は 2 つのプライマーセットと TaKaRa Ex Taq(Takara Bio, Shiga, Japan)を用いた

Nested PCR を行った . 使用したプライマーセットは , 1st PCR において

L54-IPCR-Fw : CCAATACCTCAAAAACACCAAC/L54-IPCR-Rv : 

CAGAAATAGGCGGCACTAAA を使用し, 2nd PCR においては L54-IPCR2-Fw : 

CCAACTACCATTCTTCCAACAAC/L54-IPCR2-Rv : 

CACTAAAGAGCGGAGCTCC のセットを使用した. 1st PCR は, 回収したテンプ

レート 100 µg を 50 µL 反応系に使用し, 96ºC, 5 分のインキュベーション後, 96ºC

で 1 分, 62ºC で 2 分, 72ºC で 3 分を 35 サイクル行い, 72ºC で 10 分のインキュベ

ート後にサンプルを回収した. 2nd PCR では 1st PCR の 5 µL をテンプレートとし

て 50 µL の反応系に入れ, 96ºC, 5 分のインキュベーション後, 96ºC で 1 分, 57ºC

で 2 分, 72ºC で 3 分を 35 サイクル行い, 72ºC で 10 分のインキュベート後にサン

プルを回収した. PCR 産物は TAE バッファーを用いた 1%アガロースゲル電気泳

動により増幅断片の確認を行った後に, 得られた増幅産物をアガロースゲルか

ら切り出し精製した. 精製した断片は T-vector pMD-20(Takara Bio, Shiga, Japan)

に導入し, コンピテントセル JM109(Takara Bio, Shiga, Japan)にプラスミドを形

質転換した. 培養した菌から, プラスミドを抽出し, シークエンス解析のテンプ

レートとした. シークエンス解析には 3130 Genetic analyzer(Applied Biosystems, 

Foster City, Ca, USA)を用いた. シークエンス解析に使用したプライマーは M13 

BDFw Primer (5’- CAGGGTTTTCCCAGTCACGAC-3’)と M13 BDRev Primer (5’- 

CGGATAACAATTTCACACAGG -3’)を使用した. 

 



 

 55

 4-2-5 表現型解析 

 in vitro における根の単独培養, さらに再分化植物の解析は 2-2-3 の方法を用い

て解析した.   

 

4-3 結果 

 4-3-1 導入遺伝子の確認と発現解析 

 シークエンス解析により, FSL#54にA. thalianaのAt2g30550遺伝子の導入が確

認された(Fig. 4-1). BLAST 検索の結果, FSL#54 には At2g30550 遺伝子の配列の一

部(219 bp)の挿入が確認され, そのうち 129 bp の配列は At2g30550 遺伝子のトラ

ンジットペプチドをコードする領域と判明した(Fig. 4-2). FSL#54 における

At2g30550 遺伝子断片の発現を, RT-PCR を用いて解析した. Sequence 解析による

FSL#54 に導入されている断片の配列情報(Fig. 4-1)より作成したプライマーを使

用して RT-PCR を行ったところ, FSL#54 の cDNA をテンプレートとした反応区

で遺伝子の増幅が確認できなかった(Fig. 4-3). 増幅は葉, 茎そして根でもみられ

ず, FSL#54 の全ての組織で導入遺伝子の発現が確認できなかった.  

 導入遺伝子の解析, 発現解析の結果から, FSL#54 においてはシロイヌナズナ

の遺伝子が導入されているものの, 発現していないため, 遺伝子導入による遺

伝子欠損を推測し, Inverse PCR を用いた遺伝子導入位置の解析を行った. 消化

とセルフライゲーション反応の後, 2つのプライマーセットを用いた Inverse PCR

を行った. それぞれの制限酵素処理区から, 特異的なバンドが得られたものの, 

シークエンス解析の結果, 導入位置を示す結果ではなかった. 今回設計したプ

ライマーセットや選択した制限酵素を使用した Inverse PCR では FSL#54 の導入

部位を特定するにいたらなかった. 

 

 4-3-2 根単独培養における表現型解析 

 ホルモンフリーの MS 液体培地上で培養した, SR, Control そして FSL#54 の根

単独培養の組織には表現型に違いが見られた. FSL#54 の単独培養根は総根長や

表面積に差は生じなかったが(Fig. 4-4AC), 体積や新鮮重においては, 培養初期

の 1 週間培養と 2 週間培養時に SR と Control よりも有意な増加が見られた(Fig. 

4-5AC). また特に特徴的な形質であったのが, 根茎と側根数であり, FSL#54の根 
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CCTCTAGAGGCCCTTATGGCCGAGCTCACTAGTCCCCCCCCCCGAAGCTATT
TTTATGTGTTATAAAGGCTTCTTCGTCAACCAATTACGAAATCAAGCTTTTG
AAGCTTCTCAACAATGGCGGCTATTCCTTCCCACAACAACCTTCTTACCATC
AACCACAAAAACTCCATAACCGGTTCTTCTTCCCTAAATACCAATTTCTCAN
AAATCAATTTTCCCGCCAAATTCCGAGTAGCTACGAGAGCTTTGTCCAGAAC
CGACGAGTCGTCTTTATCCGCCGTGATTTCTCGCCTCGAGGGCCGATTTGGC
CTCTAGATGTAGTTGTAGAATGTAAAATGTAAT 

  

Fig. 4-1. Sequence data of FSL#54. Blue characters indicate vector sequence. Black 

characters indicate insert gene sequence. Shaded characters indicate primer position for 

RT-PCR.  
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Fig. 4-2. Image of complimentary region in FSL#54 plant. 
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Fig. 4-3. Expression analysis of the fragment of At2g30550 by RT-PCR in SR, the Control 

and FSL#54. The upper panels show the expression of fragment of At2g30550; the lower 

panels show the expression of the ACTIN1 gene used as an internal standard.  
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Fig. 4-4. Comparison of mono-culture root phenotypes in SR, Control and FSL#54. A, B and 

C indicate total root length, average root diameter and surface area, respectively. Results are 

expressed as the means ± SD from 5 independent experiments. The data of each week were 

analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. Different letters indicate significant 

differences (P < 0.05).  



 

 60

径は全ての培養期間において SRとControlよりも太くなり(Fig. 4-4B), FSL#54の

側根数は全ての培養期間で SR と Control よりも有意に少なくなった(Fig. 4-5B). 

以上のように根単独培養における FSL#54 は SR と Control と異なる表現型を示

した.  

 

 4-4-3 再分化植物の表現型解析 

 FSL#54 の再分化植物の表現型を比較解析するために, FSL#54 と SR, Control

再分化植物の表現型を比較した. まず茎葉部において, SR と Control に比べ

FSL#54 の草丈が有意に減少し(Figs. 4-6, 4-7A), 平均の茎径と分枝数が増加した

(Figs. 4-6, 4-7BC). このように表現型に差が見られたものの, 茎葉部の新鮮重に

差は見られなかった(Fig. 4-7D). また根部では FSL#54 は SR と Control に比べて

側根数が減少するという表現型を示したが(Fig. 4-8C), 新鮮重に差は見られなか

った(Fig. 4-8D). 根粒着生解析において, FSL#54 は SR と Control と比較して根粒

着生数が減少したが(Fig. 4-9A), 着生した根粒の大きさに有意な差は見られなか

った(Fig. 4-9B). 以上のように, FSL#54 の再分化植物は, 根単独培養時と同様に

SR と Control とは異なった生長を示したが, バイオマス生産量は変化しなかっ

た.   

  

4-4 考察  

 FSL#54 は欠損変異体 

 FSL#54 にはシロイヌナズナ遺伝子の At2g3050 が導入されていると報告され

ていた(Himuro et al. 2011). 本研究で導入遺伝子の発現解析を行ったところ, 発

現が確認できなかった(Fig. 4-3). シークエンス解析の結果から, FSL#54 に

At2g30550 が導入されていること再確認できたが, その総断片が 219 塩基しか無

いことが新たに判明した(Fig. 4-1). 導入されていた 219 塩基は全て At2g30550 の

配列であり, そのうち 129 塩基は葉緑体へのトランジットペプチドをコードし

ていた(Fig. 4-2). これらの遺伝子断片を含む FOX hunting system のベクター配列

が, FSL#54 中に存在していることは確かであり, しかしながら発現していない

ことが解析の結果判明した. このことから FSL#54 は FOX hunting system による

機能獲得型の変異体ではなく, 機能欠損型の変異体である可能性が高い. 本研 
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Fig. 4-5. Comparison of mono-culture root phenotypes in SR, Control and FSL#54. A, B and 

C indicate volume, lateral root number and fresh weight, respectively. White arrows indicate 

branch stems. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent experiments. The 

data of each week were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. Different letters 

indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 4-6. Comparison of phenotypes in SR, Control and FSL#54 cultured for 2 weeks. 

Photograph indicates SR (A), Control (B) and FSL#54 (C). White arrows indicate branch 

stems. The white bar indicates 5 cm.  

A B C
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Fig. 4-7. Evaluation of shoot phenotypes in SR, Control and FSL#54. A, B, C and D indicate 

shoot length, average stem diameter, branch number and fresh shoot weight, respectively. 

Results are expressed as the means ± SD from 5 independent experiments. The data were 

analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. Different letters indicate significant 

differences (P < 0.05).  
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Fig. 4-8. Evaluation of root phenotypes in SR, Control and FSL#54. A, B, C and D 

indicate root length, average root diameter, lateral root number and fresh root weight, 

respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).  
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Fig. 4-9. Measurement of nodule number and ethylene production in SR, Control 

and FSL#54 nodules. A and B indicate nodule number per plant and nodule 

diameter, respectively. Results are expressed as the means ± SD from 5 independent 

experiments. The data were analyzed by multiple comparison of Tukey’s test. 

Different letters indicate significant differences (P < 0.05).   
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究では, Inverse PCR を用いて, 挿入部位を検出する試みを行った. Inverse PCR は

大腸菌のゲノムにおける未同定隣接配列を検出するために開発された手法であ

る(Ochman et al. 1988). 植物のインサート遺伝子の探索においても, Inverse PCR

が使われており, 単子葉類のユリでは報告がある(Hoshi et al. 2004). しかし, 

Inverse PCR では FSL#54 の遺伝子挿入部位を特定することは出来ず, FSL#54 が

欠損している可能性のある遺伝子の特定は出来なかった. セイヨウミヤコグサ

を含む双子葉類での Inverse PCR の使用例は無く, プロトコルの不適合が今回の

結果の原因と考えている. FSL#54 は特徴的な表現型を示すことから, 欠損遺伝

子の同定が植物の生長制御に関する遺伝子の同定に貢献するかもしれない. 今

後の実験展開としてはゲノムウォーキング法など, これまでとは異なったアプ

ローチでの早期の挿入部位決定が望まれる.  

 

 FSL#54 の表現型と欠損遺伝子の関連性 

 FSL#54 は SR と Control と比較して特徴的な表現型を示した. FSL#54 の根単独

培養の解析の結果, SR と Control よりも根径が増え, 側根数が減少した(Figs. 4-4, 

4-5). この形質は FSL#54 の再分化植物でも同様で(Fig. 4-8BC), また茎葉部では

草丈の低下や分枝数の増加(Fig. 4-7AC)といった SR とは異なる表現型を示した. 

また, 根粒着生数が SR よりも大きく減少しているのも特徴である(Fig. 4-9A). 

FSL#54 は遺伝子欠損変異体と推測しており, 先行研究で報告されていた根の白

色化や, 本研究で確認された特異的な表現型は遺伝子の欠損により引き起こさ

れたと考えられる.  

 FSL#54 の根単独培養根と再分化植物が特徴的な表現型を示すことから , 

FSL#54内で欠損した遺伝子が植物ホルモンなどの生長調節物質の生合成系に関

与する遺伝子であると推測される. 植物ホルモンであるオーキシンやサイトカ

イニン, ストリゴラクトンの生合成の変化が, 表現型に影響しており, 今回特徴

的であった分枝数の増加には, これらの植物ホルモンが深く関連していると考

えられる. オーキシンとサイトカイニンの植物組織での比率は, 側芽の出芽を

コントロールしており, 分枝数増加の一因となる. 茎頂の脱落によるオーキシ

ンの生合成量の減少はサイトカイニン量の増加を誘導し, 分枝数が増加するこ

とが報告されている(Bangerth 1994; Li et al. 1995). また, オーキシンはストリゴ
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ラクトンをシグナルとした分枝形成に関与している. エンドウマメにおいて, 

オーキシンはストリゴラクトン合成遺伝子の調節を介して, 側芽の出芽を抑制

する(Beveridge et al. 2000). ストリゴラクトンは頂芽優勢にも関与しており, そ

の際のオーキシンによるストリゴラクトン生合成遺伝子の調節も報告されてい

る(Sorefan et al. 2003; Bainbridge et al. 2005; Foo et al. 2005; Johnson et al. 2006). こ

のように, 植物ホルモンによる植物の表現型の制御例は多数報告され, 本研究

の FSL#54 の表現型が植物ホルモンにより調節された可能性は十分考えられる. 

さらに, マメ科特有の反応である根粒着生が抑制されたことから, 根粒着生メ

カニズに関連した遺伝子である可能性も考えられる. 根粒着生についても, 植

物ホルモンの制御例が報告されている(Sasaki et al. 2014). FSL#54 の欠損した遺

伝子の特定に加えて, FSL#54 組織中の植物ホルモンの解析を行うことで, 生長

と根粒着生の双方に関連する遺伝子の機能が解明できる.   
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第 5 章 総合考察 

 

 本研究では, シロイヌナズナ遺伝子を導入したセイヨウミヤコグサ FOX-SR

系統を用いてマメ科における遺伝子機能解析を行った. FOX-SR 系統は, 形質転

換体の母体として , 野生型セイヨウミヤコグサよりも成育が旺盛な Super 

growing root 系統を用いており, FOX-SR 系統も SR 系統の基本的な形質を受け継

いでいる. そのため, FOX-SR 系統はホルモンフリーの MS 液体培地内での根単

独培養による増殖や, 再分化が可能であり, さらに再分化植物による根粒着生

解析が可能である. そして, FOX-hunting system は一度に大量の組換え体を得ら

れる有用な方法である. つまり, FOX-SR 系統は SR と FOX-hunting systemの利点

を併せ持つ系統であるため, マメ科における遺伝子の単離・機能解析を迅速に行

える有用な系統群である.  

 

 FOX-SR 系統に導入されている遺伝子はセイヨウミヤコグサの遺伝子ではな

く, シロイヌナズナ等の外来遺伝子であり, 純粋にマメ科植物の遺伝子をター

ゲットとした解析ではない. 有効な遺伝子が発見できた場合でも, 新たにセイ

ヨウミヤコグサにおける遺伝子単離を行う必要があるが, 一方で, セイヨウミ

ヤコグサで未同定である遺伝子をターゲットとした解析が可能である. 植物の

生長や表現型に影響を与えるような遺伝子は植物間における保存性が高い場合

が多く, FOX-SR 系統でのシロイヌナズナ遺伝子の解析はセイヨウミヤコグサで

の未同定遺伝子の解析にも貢献する. 本研究においても, A. thaliana 由来の

SYNC1 が発現した FSL#121 の解析により, セイヨウミヤコグサで未同定のシロ

イヌナズナ遺伝子の解析が行われ, 将来的にマメ科作物にとって有用な表現型

の要因となる遺伝子の詳細が明らかとなった. また, FSL#35 と FSL#54 の解析か

ら, FOX-SR系統の他の利用法が模索できる. A. rhizogenes由来の rolB遺伝子を保

持した FSL#35 の解析例では FOX-hunting systemの本来の使用目的からは外れる

が, マメ科における生産性向上の新たな可能性をもつ遺伝子を発見できた. 加

えて, FSL#54 のような遺伝子欠損による変異も当然起こる可能性があり, その

場合は遺伝子欠損を踏まえた解析を行うことで遺伝子機能を評価できる. こう

いったことから, FOX-SR 系統は一様に FOX-hunting system によるシロイヌナズ
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ナ遺伝子の強発現による評価だけでなく, 様々な面から遺伝子機能解析が行え

る系統群であるといえる.  

 

 FSL#121 にはアスパラギンと tRNA の複合体を合成する Asparaginyl-tRNA 

synthetase である SYNC1 遺伝子が導入され, 強発現していた. FSL#121 根単独培

養ではSRとControlに比べ, 新鮮重は変化しないものの, 側根数の減少や根茎の

増加など, 特異的な表現型を示し, これらが SYNC1 遺伝子の強発現によるもの

であると示唆される. 茎葉部の存在する再分化植物の根では, FSL#121 の根の生

長は促進され, 側根数や根茎の増加, 総根長が伸びたことによる有意な新鮮重

増加が確認できた. 根単独培養時と異なる FSL#121 再分化植物の根の反応は茎

葉部の存在の影響が出ていると考えられる. 茎葉部の有無で生長に影響する最

も大きな要因は光合成である. FSL#121の再分化植物は根単独培養では得られな

い光合成産物を得られ, これが根部のバイオマス量増加に関与したと考えられ

る. また, FSL#121 では各組織におけるアミノ酸含量が変動していた. アミノ酸

はマメ科植物の窒素輸送体となり(Atkins et al. 1975), セイヨウミヤコグサにお

いては根粒で固定した窒素の輸送体として利用される(Sprent et al. 1994). アミ

ノ酸の代謝変化は植物体内の窒素輸送変化を意味し, FSL#121の再分化植物のア

ミノ酸含量の変化がバイオマス量増加に関与したと推測される. アミノ酸の合

成には窒素のみならず炭素の供給も必要となり, この点においても光合成に由

来する炭素源の供給が影響しているとかんがえられる. 本研究で FSL#121 が示

したバイオマス量が増加する表現型は, 牧草としての飼料植物に有効な形質と

なり, 特に草丈の増加は放牧家畜の牧草摂取を助ける(Rook et al. 1994). また, 

根粒着生数がアミノ酸含量の増加や根粒着生数の増加はマメ科植物の種子への

窒素充填量を促進する(Atkins et al. 1975)ため, 種子生産においても SYNC1 遺伝

子が有効に機能する可能性がある. 今後, SYNC1 遺伝子の解析をマメ科植物の窒

素転流や種子形成に着目して進めれば, 飼料マメ科植物の生産性増大や種子生

産性の向上につながると考えられる. SYNC1 遺伝子は本研究で使用した L. 

corniculatus を始めとする Lotus 属では未同定である. しかしながら, L. japonicus

の塩基配列データベース(http://www.kazusa.or.jp/lotus/)上でA. thaliana由来SYNC1

遺伝子と相同な配列が確認できた. 今後はこの遺伝子配列を SYNC1 として同定
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し, L. japonicus を用いて解析することで, よりマメ科植物に適合した SYNC1 遺

伝子の機能を解明できる.  

 

 FSL#35 は A. rhizogenes 由来の rolB 遺伝子が導入されている . 元来 , 

FOX-hunting system における rolB の役割は形質転換時の効率を測定するための

内部標準遺伝子として使用されていた(Ichikawa et al. 2006). シロイヌナズナに

おいて, 強発現した rolB 遺伝子は表現型に影響を与えないが, 本研究で使用し

た FSL#35 では表現型に違いが現れた. 特に根単独培養における生長は著しく, 

野生型よりも生長の良い SR をさらに上回る生長を示した. 側根増加に伴う総根

長の増加は, 表面積と体積の増加を引き起こし, さらに新鮮重の増加を示した. 

この傾向は根単独培養時に顕著に現れ, 再分化植物では同様の変化は見られな

かった. FSL#35の伸長度増加の要因は, 細胞レベルの変化が要因であり, 皮層細

胞の増加が伸長を促進したと考えられる. また, 側根に分化する内鞘細胞数が

増加したことは内鞘細胞が活性化されていることを意味し, 側根数増加に貢献

する要因であると考えられる. このような FSL#35 の細胞の変化は呼吸活性の上

昇を伴うため, FSL#35 における rolB 遺伝子の強発現が呼吸活性の促進を介して

生長を促進させたと推察される. rolB 遺伝子はオーキシン感受性の増大や ROS

代謝への関与が報告されている(Spanò et al. 1988, Maurel et al. 1994, Bulgakov et 

al. 2012, Gorpenchenko et al. 2012). 今回の場合, 非ストレス環境下での試験であ

ることから, ROS 代謝活性が呼吸活性の電子伝達系における ROS 除去や電子受

容体の還元に関与した可能性があり, その結果呼吸活性の上昇が引き起こされ

たと推測される. 複数の先行研究から, rolB 遺伝子の発現はストレス環境におけ

る ROS 代謝反応において有意に働くかもしれない (Bulgakov et al. 2012, 

Gorpenchenko et al. 2012, Moriuchi et al. 2004, Elmayan et al. 2007). 一方で, 共同

研究者の FSL#35 の単独培養根の塩ストレス試験において, 10 mM の NaCl 処理

で SR と FSL#35 の単独培養根の伸長に有意な差がなくなり, 50 mM の試験で SR

が FSL#35 よりも伸長することが判明している(データ示さず). この結果から, 

rolB 発現が必ずしもストレス環境に耐性を示すわけではなく, 塩ストレスにお

いては rolB 遺伝子の発現による影響が負に働く可能性がある. FSL#35 の根単独

培養根ではアブシジン酸の含量が低下していた. アブシジン酸は植物のストレ
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ス応答を媒介するホルモンであり(Zhang et al. 2006), アブシジン酸含量の低下

が高濃度の塩ストレス培地における FSL#35 培養根の伸長抑制に関連している

可能性がある. 塩ストレスにおいてはこのような知見も得られているが, rolB 遺

伝子発現のストレス応答への関与はまだまだ未解明な点が多い. 今後 rolB 遺伝

子発現の様々なストレス条件下におけるさらなる評価が必要と考える. rolB遺伝

子による毛状根を用いた研究は, 物質生産に関連したものが多い. 本研究でも

根単独培養時に根が増加していることから, FSL#35 が新たな物質生産の培養母

材となる可能性は十分にある. rolB遺伝子を含めたTL-DNAのマメ科植物におけ

る機能はまだ情報不足であり, 本研究の結果は, rolB 遺伝子単独のマメ科植物に

おける機能解析の一端となる.  

 

 FSL#54 は欠損変異体として評価した. 根単独培養, 再分化植物の解析におい

て非常に特徴的な形質を示した. しかしながら, FSL#54 内で欠損している遺伝

子の特定には至らず, 表現型の原因となる遺伝子の特定は未完了である. Inverse 

PCR による挿入部位の増幅を試みたが, 本研究で行った方法では標的断片の単

離が行えなかった. 原因として, 設計プライマーの特異性の低さがあげられる. 

本研究で設計したプライマーは FSL#54 の内部に導入された配列を用いて作成

した. 対象となる配列はシロイヌナズナ遺伝子のものであり, セイヨウミヤコ

グサの遺伝子とは相同性が低いものである. しかしながら, 今回のように制限

酵素処理やセルフライゲーション処置により, 予測不能の断片の生成や BLAST

における未検出配列による相同性の欠落により, プライマーの特異性が下がり, 

非特異的なバンドを検出する要因となったと考えられる. Inverse PCR による挿

入位置の確認のためには, 特異的なプライマーの再設計が必要であり, 場合に

よっては他の分子生物学的手法による挿入部位の決定が必要である. 欠損遺伝

子が未確認であるものの FSL#54 は非常に興味深い形質を示した. 特に分枝数の

増加は花芽形成を左右する要因であり, 分枝数の増加は花芽形成数を促進する

要因となる. FSL#54 で欠損する遺伝子を特定するとことにより, セイヨウミヤ

コグサにおける分枝形成の調節に関与する遺伝子を特定できる可能性があり, 

作物生産において有用な遺伝子の単離となる. また, FSL#54 は根粒着生数が減

少している. FSL#54 の根粒着生数の減少は, 分枝数の増加を引き起こした遺伝
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子の欠損と関連が考えられる. 根粒着生は地上部を介したシグナル伝達で制御

され, その際に植物ホルモンであるサイトカイニンの関与が報告されている

(Sasaki et al. 2014). さらに, ジャスモン酸を介した根粒着生の制御も報告されて

いる(Suzuki et al. 2011)ため, 植物の生長を制御する植物ホルモン代謝の変化が, 

FSL#54 における様々な表現型の発生に起因する可能性が示唆される. FSL#54 の

さらなる解析においては欠損遺伝子の特定が最優先事項であり, 標的となる遺

伝子はマメ科植物の増収に貢献できる可能性を秘めている.  

 

 本研究では FOX-SR 系統の FSL#121, #35 そして#54 を供試植物として選抜し

た. 3 系統を用いた解析に共通する実験は, 発現解析と表現型解析である. 表現

型解析では根単独培養での評価に加え, 再分化植物の解析を行った. これらの

共通した実験により, それぞれの系統にみられる特異的な「表現型」と「導入ま

たは欠損遺伝子」との関連性を発見できる. さらに, 発見した関連性を元に 3 系

統それぞれで異なる解析を実施したため, 導入または欠損遺伝子の機能を詳細

に評価できたと考えられる. FOX-SR 系統から有用な遺伝子を持つ系統をを選抜

する方法の 1 つとして, 本実験のような表現型解析を用いたスクリーニングが

挙げられ, 効果的である. 一方で, FOX-SR 系統の中には表現型に差がみられな

い系統も存在していることから, 今後 FOX-SR 系統から供試系統を選抜する際

は, 植物ホルモンやポリアミンといった生理活性物質の含量の違いに目を向け, 

スクリーニング法を確立していくことが望まれる. このような手法を用いるこ

とで, 通常の栽培条件では選抜できない有用遺伝子を保持した系統を単離でき

る. 例えば, 低温や高温, 乾燥といった環境ストレスに対して高い耐性をもつ系

統の選抜は, 作物育種において有用な研究材料の獲得となり, 遺伝資源として

の価値も高い. このように, 未解析の FOX-SR系統を用いた遺伝子解析はさらな

る有用遺伝資源の発見が期待できる. 本研究はマメ科植物における新規の遺伝

子機能を報告し, これらの遺伝子の利用はマメ科作物の育種に貢献できると考

えられる. 本研究で得られた有用遺伝子, そして今後解析される FOX-SR系統か

ら得られる有用遺伝子が今後の育種, ひいてはマメ科作物の生産増大に利用さ

れることを切に願う.  
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研究概要 

 

 人口の増加や農地環境の劣化により将来的に食糧危機が危惧される. また現

時点で食糧自給に地域による偏りが生じ, 食糧生産の改善が求められる. 1 つの

対策として, 有用形質を保持した栽培品種の作出が挙げられ, そのためには有

用形質の要因となる有用遺伝子の単離, 解析が必要となる. 本研究では, セイヨ

ウミヤコグサ Super growing root (SR) 系統に Full length cDNA overexpressor gene 

(FOX) hunting system を適用した FOX-SR 系統 (FSL) から特徴的な形質を示す

系統を選抜し, 表現型や生理活性物質の解析結果を SR と比較し, マメ科におけ

る有用遺伝子の解析を行った. 解析した系統は SYNC1 遺伝子を保持・発現した

FSL#121, rolB 遺伝子を保持・発現した FSL#35, そして遺伝子断片の挿入による

欠損変異体である FSL#54 の 3 系統である.  

 FSL#121 の再分化植物は, SR よりも旺盛な生長を示し, 地上部と地下部共に

新鮮重が増加した. FSL#121 では根粒着生数が増加したため, 個体あたりの窒素

固定活性も上昇した. また FSL#121 の再分化植物ではアスパラギンやアスパラ

ギン酸を含むアミノ酸含量が変動していた. FSL#121 における SYNC1 遺伝子の

発現は, アミノ酸代謝に影響を及ぼし, 再分化植物の生長促進を誘導したと考

えられる. 続いて FSL#35 では根単独培養での総根長が SR よりも有意に増加し

た. FSL#35 の呼吸活性を TTC 還元活性法により測定したところ, SR よりもフォ

ルマザンの生成量が多く, 呼吸活性の上昇が示唆された. 顕微鏡観察により細

胞サイズを比較したところ, FSL#35 では根長増大の要因となる皮層細胞が垂直

方向へ伸長し, さらに側根原基となる内鞘細胞数の増加が増加したことから, 

側根数が増え, 総根長が増加したものと示唆される. また, 2 週間培養した単独

培養根ではサイトカイニンとジベレリンが減少していた. FSL#35 における rolB

遺伝子の発現は呼吸活性を促進し, 植物ホルモン含量の変調により根単独での

伸長を促進した. FSL#54の根単独培養では, 側根数が減少するものの, 総根長に

差がなく, 新鮮重に差は見られなかった. FSL#54 の再分化植物の根における反

応も同様で, 側根数は減少したが, 新鮮重は SR と有意な違いは検出されなかっ

た. FSL#54 の地上部においては, 草丈の低下, 茎径と分枝数の増加といった特徴

的な形質は見られたが, 地上部でも新鮮重に差は見られなかった. また FSL#54
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では根粒着生数が減少していた. FSL#54 の欠損遺伝子は未同定であるが, 該当

遺伝子の欠損が FSL#54 の特徴的な表現型を誘導している可能性は十分に考え

られる.  

 本研究により, マメ科における新規の遺伝子機能が解明された. また本研究

における解析手法は今回使用していない FSL に即時適応することができるため, 

今後の FOX-SR 系統を用いた解析において有用な知見となる.  
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