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1.はじめに

21世紀を間近に控え,生物資源の重要性が一段と高まるなかで,樹木は利用価値の大きい生物資源とし

て見直されつつある｡従来の樹木に新たな特性を付与することができれば,より利用度の高いものになる｡

樹木の育種は古 くから行われてきているが,その一世代が長 く,これまでの交雑と選抜による育種では,

形質の改良を達成するまでに年月がかかり過ぎる｡近年脚光を浴びている遺伝子組換えを行えば,どうで

あろうか｡交雑も遺伝子の組換えには違いないが,ここでいう遺伝子組換えとは試験管の中で遺伝子を切っ

たり繋いだり,人工的に組換えることをさす｡これは遺伝子工学と呼ばれるが,これを使えば改良を行い

たい形質に的を絞って計画的に形質の改良を行うことが可能になり,効率よく短期間で育種を行い得るも

のと期待される｡この基本技術は微生物を対象に一して進展してきたが,次第に高等生物の分野へ応用され,

草本植物のイネや トマ トなど多くの農作物へ微生物の遺伝子を組み込み,耐病性や高品質のものへと形質

の改良が図られるようになってきている｡

組換え手法を応用するには, 1)目的とする形質に対応する遺伝子,2)その遺伝子を樹木へ導入する

方法, 3)新たな遺伝子を受け取る樹木の三要素について考えなければならない｡この2)と3)は併せ

て宿主 ･ベクター系と呼ばれている｡交雑は同種あるいは近縁種の間でしか生じないのに対 して,遺伝子

組換えはどのような生物から単離した遺伝子間であっても行うことは可能である｡バクテリアの遺伝子を

樹木の遺伝子-組換えることができる｡実際に,これまでのところ導入された目的遺伝子の大部分は細菌

やウイルス由来のものである｡これは樹木遺伝子に関する研究がまだ少なく,それらを利用できる段階に

至っていないことにも起因している1)｡以下に木本植物である樹木における遺伝子工学分野の研究の現状

について述べる｡

* 本報の内容は,第51回木研公開講演会 (平成 7年 5月19日,宇治)において発表した｡

* * 遺伝子発現分野 (LaboratoryofGeneExpression)

Keywords:Woodyplants,Transformation,DNAcloning,Genetransfer,Electroporation
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2.樹木の遺伝子

1)遺伝子の単離

樹木の遺伝子を単離 し,解析する研究は1980年代の終わり頃から盛んになった｡現在までに,単離され

たおもな樹木遺伝子を表 1に示す｡マツの光合成に関与する遺伝子2)やポプラのセルラーゼ遺伝子3)などの

樹木の生産性に関連する遺伝子が単離された｡また,ペルオキシダーゼ4),0-メチルトランスフェラーゼ5),

リグニンの生合成系に働 く酵素遺伝子が単離されている｡その他,レクチン川 のような貯蔵蛋白質の遺伝

子やキチナ-ゼ 2)のような傷害 ･病害誘導性蛋白質の遺伝子も得られている｡木本植物では草本植物に比

べると遺伝子の単離は容易でない｡細胞壁が固い｡細胞一個当たりに含まれる核 DNAの大きさは木本と

草本植物の間で差は余り見られないが,広葉樹より針葉樹の方が概して大きい (図 1)｡しかしながら,こ

のDNAのサイズが単純に遺伝情報の量を示すものではない｡ウイルスや大腸菌に比べると高等動植物の

もつ遺伝子の数,遺伝情報量は間違いなく多いと考えられるが,アカマツがポプラより多くの遺伝子を有

しているとは必ずしもいえない｡それはイモリがヒトより大きいサイズのDNAを持っていることからも

わかる｡ヒトのDNAでさえ,酵素や抗体等をコードする実際の遺伝子の数は約 5万個と推定され,それ

らが占める部分はDNA全体の10%にも満たない｡残りは繰返し配列などの今のところ意味をもたない部

表 1 単離された樹木遺伝子
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図 1 半数体の細胞一個当りのDNAサイズと染色体数*
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上流調節領域 蛋白質に翻訳される遺伝子領域(エキソン)

蛋白質に翻訳されない領域(イントロン)

図2 樹木細胞核遺伝子の基本的構成

分である｡従って,針葉樹のDNAは広葉樹のそれに比べて,遺伝子以外の領域を多 く保有しているもの

と考えられる｡

2)樹木の遺伝子構成とPCR (PolymeraseChainReaction)

遺伝情報はDNAからRNAへ伝達され (転写),さらに蛋白質として発現される (翻訳)｡従来遺伝子の

単離はこの道の流れ,すなわち,翻訳された蛋白質を基にそのRNAを調製し,遺伝子 DNAを単離した (ク

ローニング)｡表 1に示した遺伝子の大部分はこの手順によるものである｡通常,樹木のような真核生物の

核ゲノム遺伝子は,蛋白質に翻訳される領域 (ェキソン)と翻訳されない領域 (イントロン)および前後

の転写調節領域 (プロモーター,ターミネーター)で構成されている (図2)｡蛋白質を基に遺伝子をクロー

ニング,すなわち,CDNA (complementaryDNA)ライブラリーから取出せば,イントロンを含まないエ

キソン部分だけになる｡一方,ゲノムDNAから遺伝子をクローニングすれば,イントロンや転写調節領

域 も併せて得られる｡最近ではPCRによってゲノムDNAから直接遺伝子を得ることができる4)｡遺伝子

は細胞内ではDNAポリメラーゼによって高速度で合成され,その速度は大腸菌で1500塩基対/秒,真核

細胞で10-100塩基対/秒と推定されている｡生体内のこの酵素反応を試験管の中で行うのがRCR法であ

る｡DNAポリメラーゼは好熱細菌由来で,95℃でも失活しないものが用いられる｡試験管内反応では鋳型

DNAの熱変性ステップがあるので,耐熱性が要求される｡ポリメラーゼ反応は20塩基程度のオリゴヌクレ

オチ ドプライマーが必要で,これは既に単離されている他の生物種の遺伝子とのホモロジーから化学合成

を行って用いる｡多 くの遺伝子は生物進化を経ても,なおよく保存された部分が存在している｡この試験

管内反応は生体内反応ほど遠 くはないが,マイコンで正確に制御された反応装置を用いれば, 2-3時間

のうちに鋳型一個から10万個以上の遺伝子コピーを作 り出すことが可能である｡

3)RCRによる樹木細胞核からの直接遺伝子単離

PCR法を用いてポプラ (Populusalba)細胞核からの遺伝子の単離が試みられた13)｡遺伝子としてはリボ

ソームRNA (rRNA)の構成成分である5SrRNAの遺恒子をターゲットにした｡この遺伝子はサイズが小

さく (約120塩基対),ゲノム中に多くのコピー数を含み,その塩基配列は生物間で極めてよく保存されて

いるので,単離が容易である｡プライマーはすでに報告されたイネ,オオムギなどの塩基配列をもとにデ

ザインしたオリゴヌクレオチ ドが用いられ,鋳型にはポプラの分離核をデタ-ジェント存在下で蛋白質分

解酵素で処理 した試料が直接用いられた｡pcRの結果,計算上一個の核由来の鋳型を用いても十分量の5S

rRNA遺伝子が得られ,そのプライマー領域を除く塩基配列は他の植物のものと高いホモロジーを示すこ

とが明らかになった (表 2)｡また,同じ手法を用いて,ユリノキ (Liriodendrontuliptfera)の葉肉細胞核

から直接 5SrRNA遺伝子を単離することにも成功した14)｡

4)pCRによる染色体微細断片からの直接遺伝子単離

遺伝子 DNAは塩基性蛋白質ヒス トンと結合 してクロマチンを形成 し,染色体を構成する｡樹木のよう

な真核生物の細胞分裂中期の核内において染色体を明確に見ることができる｡この染色体を顕微鏡下で微

細断片化し･特定領域を含む断片を鋳型にしてPCRを行えば,遺伝子単離の効率を高められる｡たとえば,

アカマツのゲノムサイズは1010の塩基対であるが,核一個は12対の染色体を含むので (図1),そのうちの
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一対を選びだせれば,109ォ-ダーまで下げられ,さらに,その一本を10個の微細断片にすれば,断片一個

は108塩基対まで小さくなったことになる｡このような染色体への微細加工を施すには各染色体を識別でき

なければならないが,樹木ではまだ十分ではない｡識別が容易なオオムギの場合でみると, 7対14本ある

染色体の第 6番 目の特定領域を,小さく集光 したレーザー光を用いて,顕微鏡LFで切出すことが可能であ

る (図3)15)○その染色体断片一個を鋳型にして,先に述べた細胞核 と同様の PCR法により特定の遺伝子

が単離できた (図4)16)｡ しか し,シーケンスが未知の場合,図5のようにして適当な制限酵素で染色体

断片を切断した後,プライマー部位が形成されるようにデザインしたプライマー ･リンカーを連結するこ

とによって PCR法で遺伝子が増幅でき,これは特定染色体部位の遺伝子ライブラリーとなる｡このことは

遺伝子が単離できると同時に染色体上の遺伝子の位置についての情報を得ることを意味する｡最近,木本

植物の染色体- も応用できるようになってきた17)｡

表 2 PCRにより直接単離 したポプラ5SrRNAコー ド領域塩基配列と既報の

他植物種のデーターとの比較

1 21 41

ホ07.ラ 5'一日-(プライマー部位)--TAATGCACCGGATCCCATCAGAACTCCGCAGTTAAACGTG

ラ!/'ァ-タマ+) GGGTGCGATCATACCAGCGT+++++++I+++～+++++++++*+++++I++++*♯*G**C+
メタセコイア GGGTGCGATCATACCAGCTC+G++++*事桝**++++H♯**+++++事*+**++++G++C*
イ知り GGGTGCGATCATACCAGCTC++++I+***++++事糾+*++事*+HH書+++*+*事G*AC+
トマト GGATGCGATCATACCAGCAC**++～++++++*書***暮+桝 事*+++++事A桝*+**G++++
エンドウ AGGTGCGATCATACCAGCAC++++*事+I+辛+**++++++暮*++川柳榊++++++G+ヰ事事
イネ GGATGCGATCATACCAGCAC+暮*A+I+++**+辛++++I+～++I+**+*A+*++++G++**
11ムキ◆ GGATGCGATCATACCAGCAC*事+AT+♯♯+*+I++++**++榊事*事*++A書榊**+G+*++
コムキ● GGATGCGATCATACCAGCAC+++A++++++*+++++**+++桝***++A++++++G++++

61 81 101 120

ホ○プラ CTTGGGCGAGAGTAGTACTAGGATGGGTGACCTCCTGGGA一一一一(プライマー部位)一一一 3'

ラシ'ァータマヴ ++書*++書T事*+++事事暮**暮G***+++++***+I+*C*+I+
メタセコイア +++事*+*CG*++++*榊++G+++++I++*事*++ヰ*C**++
イ如り +糾+書*+TG*+++++++事*+++++*+****+++*事*****
トマト *事**++88***+♯+事*+***+*++相対*+++C如**+♯事
エンドウ *+暮****+事***暮++++**暮書**+事暮事*****++I+I+*+
イネ 書****+*書**事+**♯+++榊 ***+*書叫事書棚**+++++*
オオムキ' +****事T****++***++榊 *暮*事+++**糾*+++事***+
コムキ● **+辛++暮暮+事*事♯+I++**++++榊***書+++桝*+暮+++

AGTCCTAGTGTTGCACCCTC
AGTCCCGGTATTGCACCCTT
AGTCCCAGTGTTGCACCCTC
AGTCCTCGTGTTGCATCCCT
AGTCCTTGTGTTGCACCTCT
AGTCCTTGTGTTGCATCCCT
AGTCCTCGTGTTGCATTCCC
AGTCCTCGTGTTGCATTCCC

事ポプラと同じ塩基を示す｡プライマーにはオオムギの両末端配列を用いた｡

図 3 レーザー光による染色体微細加工15)

(オオムギの染色体 7対をa,b, C,dの順序で焼却 ･

切断 ･除去 して特定微細断片とする｡バーは5FLm)
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比 123

･●- 5SrRNA遺伝子

プライマー

図4 染色体断片を鋳型にしたpCR産物のゲル電気泳動図

1:染色体なし

2:染色体断片 1対

3:染色体断片10対

M :分子サイズマーカー染色休試料千一対物レンズ●
L倒立顕牡鏡接限レヽ独ヽ色体微細断片

J制限酵素切断

63'5'GATCCATGTC3'I)ンカー 5'GATC 3'
1CTAG5,

制限酵素切 断片

レーザー光

5'CGGGAATTCTGCTCGACAT

プライマー

5'CGGGAATTCTGCTCGACATGGATC GATCCAT伝TCGAGCuGAATTCCCG3'
3'GCCCTTAAGACGAa:TGTACCTAG CTAGGT且CAGCTCGTC門AAGGGC5∫

J

PCRによる増幅

図5 レーザー光切断した染色体微細片の制限酵素処理とpcRに

よる特定部位ゲノムライブラリーの作成

3.樹木の宿主 ･ベクター系

1)遺伝子導入のための樹木プロトプラス ト

生物は数多くの細胞で構成されている｡ヒトは6千億個,樹木の葉一枚でさえ約一億個の細胞から成っ

ていると推定される｡植物の細胞は動物のそれと異なり,厚い細胞壁でおおわれている｡木本植物の細胞

壁は特に強固で,遺伝子のような高分子物質を容易に通さない｡目的とする遺伝子を効果的に細胞内ある

いは核内へ入れるために,細胞壁を取 り除く必要がある｡細胞壁のない ｢はだかの細胞｣はプロ トプラス

トと呼ばれ,遺伝子工学における宿主細胞として有用な素材となる｡細胞間を接着 しているペクチン質を
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溶かすペクチナーゼと,細胞壁主成分であるセルロースを溶かすセルラーゼの二種類の市販酵素を植物組

織に作用させるとプロトプラストは調製できる｡現在までに多 くの樹木の種々の組織,器官,カルス,培

養細胞からプロトプラストがえられているo収率10%に見積もってち,一枚の葉から約-千万個のプロト

プラストが得られることになるoプロトプラストは基本的に全能性を有しており,ポプラ,カラマツ,ユー

カリ,ユリノキ,ニレ,ビャクダン,ハリモミ,キリ,コウゾウなどの樹種では,培養により完全な個体

にまでなっている｡従って,プロトプラストの段階で遺伝的な変異を与えることによって,新形質を有す

る樹木の創製へと進展する｡また,プロトプラスト実験系のもう一つの長所は同時に多数の細胞を扱うこ

とができ,それらを-集団として数量的に分析できるところにある｡

2)遺伝子導入による樹木の形質転換

表 3にこれまでに行われた樹木への遺伝子導入実験の主なものをまとめた｡ポプラではプロトプラスト

を用いず,葉や茎片に植物の腫癌細菌であるアグロバクテリウムを感染させるか,あるいはカルス細胞へ

遺伝子を金粒子とともに高速で機械的に打ち込むパーティクルガン法で除草剤耐性ポプラ18)･19)や虫害耐

性ポプラ20)が創製された○アグロバクテリウム法は目的遺伝子をプラスミド中へ組換えたアグロバクテリ

ウムを宿主植物へ接種 し,菌がもつ宿主染色体-の組込み能を利用して遺伝子導入を行う方法で,単子葉

植物以外の多くの植物に適用されている｡現在,病原性を欠落させた菌株 LBA4404が形質転換用に市販さ

れており,容易に入手して使用できる (病原性が無いので輸入禁止菌から除外され,一般細菌として取り

扱える)｡T-DNAの領域が植物細胞内へ移行するために必要なTiプラスミドのVir領域は,バイナリー

ベクターとして別のプラスミド上に保有され,T-DNA領域は図6のように,選択マーカーのカナマイシ

ン耐性遺伝子 (NPTII)と共に,β-グルクロニダーゼ遺伝子 (GUS)がリポーター遺伝子として組換えら

れている｡GUSの代わりに目的遺伝子を組換えることにより容易に使用できる (図6)｡NPTIIの代わりに,

ハイグロマイシン耐性遺伝子が用いられることがあり,GUSの代わりに,クロラムフェニコールアセチル

トランスフェラーゼ遺伝子やホタルのルシフェラーゼ遺伝子が用いられることもある｡先に述べたように,

樹木の核遺伝子はエクソンとイントロンで構成され,その上流および下流領域にそれぞれ真核型のプロモー

ターおよびターミネーターと呼ばれる発現調節領域が存在する (図2)｡導入した遺伝子を発現させるには,

プロモーター ･遺伝子 ･ターミネーターという分子構成を最低限必要とする｡アグロバクテリウム法の場

合は,さらにその両端にT-DNA左右境界領域を付加 して,植物染色体中へ目的遺伝子が組込まれるよう

に組換えDNA分子を構築する (図6)｡

表 3 樹木への遺伝子導入

樹木名 導入遺伝子産物' 遺伝子の由来 導入糸目 形質転換産物

艶_薫_姐
ハ[)モミ CAT,GUS
トがサワラ,テ一夕◆マヴLUC
ハナンクスマ+I CAT
トウヒ CAT

鼠蓋腰
L一ノ
ユノ
ーリノ

〇
〇
〇

七｢

rノ
Hノ
フ
ノ

o
o
o

hノ

木
上中
本

<
1-*])
ユリノキ

EPSPS
BT
PTAT
GUS
GUS
GUS

大腸菌
ホ紬
大腸菌
大腸菌

菌
菌

ラ

ス
甫

菌
甫
歯

軸
細
線

腸
腺
腺

紬
+<
放

大
大
大

PP:EP法
PP:EP法
PP:EP法
PP:EP法

法

法

B
法
8
法
法
法

<
G
･<

G

.｡P

.｡nr
P
P

片
㌫
片
T
.畑
LL

葉
仙

茎
pp
pP
仙

実数系
実験系
実数系
実放糸

エ
フ

1
【
ノ

○

1
ノ

り
ノ

○

ホ

)フ

･正

丁

性

プ
性

耐
.*
耐

剤
性
剤
系
系
系

草
耐
草
放
散
敦

除
害
除
実
実
実

CAT;如ラム71=コールアtlかランりエラーセ●.GUS;β-ク◆hクp=タ●-セ●,LUC:ルシフエラーセ●,EPSPS;エ)-ルビh
ヒ'A'シキミ酸タンタ-セ●,BT,･ハ●紬スチュr)ンケ◆沖ス菌の産生する殺虫性毒素,PTAT;71スフイ)トl)シンアセル
トランスフエラーセ◆
pp
切
｡∧

により導入,薬片 (茎片):AG法 ;薫 (茎)の
'クトによりヰ入.仙ス:PG法 ,･カルスや培養細胞へ
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ハ●チルス･チューリンケ●ンシス薗
l

〃◆ロ∧●クテ岬へ◆クト BT毒素辻伝子導入へ'クター

図6 アグロバクテリウム法に用いる基本ベクター (左)と目的遺伝子

を組換えたベクター (右)

3)工レク トロポーレーションによる遺伝子直接導入

針葉樹の場合はアグロバクテリウムによる感染が容易でないことから,これまで主としてエレクトロポー

レーション法で行われてきた (表 3)｡プロモーター ･遺伝子 ･ターミネーターからなる組換えDNA分子

を,電気パルスで生じたプロトプラス トの微細孔から直接導入する｡T-DNA左右境界領域は必要としない｡

筆者らは遺伝子発現の効率を高めるよう,プロモーターの前にエンハンサーを連結 したGUS発現プラスミ

ドベクターを,樹木への遺伝子導入実験のモデル遺伝子として用いている (図7)｡このエンハンサーはカ

リフラワーモザイクウイルス35Sプロモーターの上流域327塩基対 (-417--90)で, 5-10倍発現効率

が高まる21)｡図 8はポプラプロトプラス トへのGUS遺伝子導入の概略を示 した｡電極間が4mmの小さ

いエレクトロポーレーションチャンバーにプロトプラス トと目的遺伝子を入れ,800V/cmの高圧電流を瞬

間的に流すとプロ トプラス ト原形質膜に極微細な孔があき,周囲のDNA溶液が侵入する｡孔は短時間の

うちに修復され,遺伝子は細胞核内へ取込まれ,一部は染色体へ組込まれることになる｡最適な電圧は細

胞の大きさ,原形質膜の強度,溶液のイオン強度などで異なるため,導入遺伝子の発現量や細胞生存率を

検討 して決める (図9)22)｡一般的に細胞が小さい程高い電圧が必要で,大腸菌のように小さいと1万

Ⅴ/cm近いものが必要となる｡

4.樹木の形質改良戦略

目的遺伝子が単離され,遺伝子導入のシステム (樹木の宿主 ･ベクタ一系)が開発されれば,遺伝子工

学により樹木の形質をよりよいものにする戟略は二つある｡一つは目的遺伝子を導入し,その遺伝情報を

発現させる方法で,たとえば,ポプラで試みられたように除草剤に耐性の酵素を作る遺伝子を導入 し,除

草剤耐性を付与 したり18)･19),昆虫に対 して殺虫活性をもつ蛋白質を作るBT毒素遺伝子を組換え,耐虫性

ポプラを作出する20)ヶ-スである｡もう一つは,最近盛んに行われはじめたアンチセンス遺伝子を導入す

る方法である (図10)｡これは障害になる形質を取 り除くやり方で,たとえば,リグニンはパルプを得ると

き障害になるが,リグニンの生合成に関与する酵素を産生できなくする,すなわち,その酵素遺伝子を破

壊すればよい｡しかし,遺伝子それ自身を直接壊すのではなく,その逆向きの遺伝子 (アンチセンス遺伝子)

を組換えて導入する｡そうすると,DNAからRNAへの転写はRNA合成酵素によってDNA二本鎖の片方

のみを一方向に行われるだけであるので,アンチセンス遺伝子の転写で作 られたRNAが,真の酵素遺伝
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図7 GUS遺伝子を連結したエレクトロポーレーション用

発現ベクター

遺伝子組換え7.

ホ○プラ培兼細胞
遺伝子 ○

図8 エレクトロポーレーションによるポプラ細胞へのβ-グルクロニ

ダーゼ遺伝子 (GUS)の導入

子の転写で作られたメッセンジャーRNA (mRNA)と細胞内で対合分子を形成 し,酵素遺伝子の情報発現

を阻止することになる｡その結果,リグニンが蓄積されないか,あるいは蓄積量が減少するものと予測さ

れる｡すでに,ポプラのリグニン生合成過程に関与するところの酵素のアンチセンス遺伝子が,アグロバ

クテリウム法を用いてポプラへ導入された23)｡得られた形質転換ポプラのうち,パーオキシダーゼアンチ

センス遺伝子によるものは,パーオキシダーゼ活性の抑制および形態的異常が見られた｡酵素活性抑制の

程度は個体により異なり,80%以上抑制するものがあった｡また,抑制効果はアンチセンス分子鎖を短く

すると低下 した｡この結果は,アンチセンス戦略を展開していけば樹木の木質化過程を制御することも可

能であることを示唆 した23)｡一方,桂皮アルコール脱水素酵素のアンチセンスを使った同様の研究結果で

は,形質転換体の形態的変化は見られないが,リグニン含量の変化も見られず,何らかのバイパスによる

代謝が生じているものと推測されている24)｡
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の関係22)

の路経成
子

生
伝

ン
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グ
辞
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ので､リグニンは作れない

図10 アンチセンス遺伝子導入による障害形質の除去

DNAではAとT,GとC,RNAではAとU,GとCが水素結合に

よる塩基対を形成｡pro:プロモーター,Ter:ターミネーター

5.あわりに

遺伝子工学の手法により樹木の形質改良を行うには,目的とする組換え遺伝子が樹木細胞内において効

果的に機能しなければならない｡すなわち,その遺伝子発現を自由に制御することが重要である｡単離さ

れた遺伝子が樹木の生長や木質形成の過程でどのように機能するのか,樹木の分子生物学分野のより詳細

な研究結果が要求される｡ここに述べたのは,主として核ゲノムに関したものであるが,樹木細胞は核ゲ

ノム以外に原核生物型の構造と情報伝達様式の葉緑体ゲノムおよびミトコンドリアゲノムを併せもってい

る｡光合成を考えるとき,これらのゲノムの遺伝子操作は取分け重要であるが,葉緑体への遺伝子導入は

植物全般をみても殆ど成功していない｡樹木の遺伝子に関する研究は始まったばかりであるが,植物全般

をみれば発生,分化 生長などの生命現象が遺伝子レベルで急速に解明されつつある｡これらの研究成果

はやがて遺伝子組換え技術を利用 した樹木の形質改良を可能にし,高セルロース ･低リグニン樹木,高生

長樹木など新しい木質資源の創製,耐病虫害性や耐早性などの環境保全に役立つス トレス耐性樹木の作出

をもたらす｡
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