
第4章

OsWRKY71 の機能解析

4-1 緒 言

本 論 文第2章 にお いて 、 イネ にお け るエ リシター 応答 性WRKY型 転 写因 子 、

OsWRKY53 と と もに 、 OsWRKY71 のcDNAを 単 離 した。 本 章 で は 、 OsWRKY71 の

機能解 析 の一環 と して、 OsWRKY71 過剰発現変異株を作製 してマイクロアレイ解析を

行 い、その標 的遺伝子のスク リーニングを行 った。
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4-2 材料 と方法

4-2-1 生物試料 お よび培養 条件

イネ培養細胞 、イネ植 物体お よびDNA操 作 に用いた大腸菌 の取 り扱いは、第2章

2-2-1 の方法 に準 じて行 った。

4-2-2 DNAの 取 り扱 い

プ ラ ス ミ ドは ア ル カ リSDS法 に よ りE. coliか ら抽 出 した。 DNA 断片は QIAEX(R)

II Gel Extraction Kit(QIAGEN) を用いてアガ ロースゲル よ り精製 した。その他のDNA

操作法は成書の方法に従った Sambrook and Russell, 2001

4-2-3O sWRKY71過 剰 発現変異株の作製

OsWRKY71 過 剰 発 現 変 異 株 作 製 用 の プ ラス ミ ドと して 、 第2章 にて 構 築 した

pENOsWRKY71 内の挿入断片を、LR Clonase Enzyme Mix(Invitrogen) の プ ロ トコール

に従 ってLR反 応 によって pGWB2 に移 し替 え、pG2OsWRKY71 を得 た。

ア グ ロバ クテ リウム の 形 質 転 換 、 イ ネ の形 質転 換 は 、第3章3-2-4の 方 法 に準 じて

行 っ た。

4-2-4 イ ネ か らのtotal RNAの 抽 出

イ ネ 液体 培 養 細 胞 お よび イ ネ植 物 体 か らのtotal RNA抽 出 は 、第2章2-2-5の 方 法

に準 じて行 った。

4-2-5 ノー ザ ン解 析

ノー ザ ン解 析 に 使 用 す る プ ロー ブ と して 、Table 4-2に 示 す プ ライ マ ー (OsWRKY71

pENTR-F, OsWRKY71 pENTR-R) と 、 pTOsWRKY71 をテ ン プ レー トと して 、PCRに
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よ っ て 増 幅 し たOsWRKY71のORFを 含 むDNA断 片 を 使 用 し た 。 プ ロ ー ブ は

MegaprimeTMDNAlabeling systems(Amersham Bioscience, Piscataway, NJ, USA)を 用 い 、

32Pで 標 識 した
。

ノー ザ ン解 析 の方 法 は 、第2章2-2-8の 方 法 に準 じて行 った。

4-2-6マ イ ク ロア レイ解 析(プ ロー ブ の調 製)

マ イ ク ロ ア レイ解 析 用 プ ロー ブ の テ ン プ レー トと して 、OsWRKY71過 剰 発 現 株 、 ベ

ク ター コ ン トロー ル で あ るpGWB2形 質 転 換 株 か ら抽 出 したtotal RNAを 用 い た 。 こ

れ らのtotal RNAか らの プ ロー ブの 調製 は 、第3章3-2-7の 方 法 に準 じて行 っ た。 以

下 、Cyanine3で ラベ ル したベ ク ター コン トロールcRNAをC:Cy3、OsWRKY71過 剰 発

現株cRNAをAl:Cy5ま た はA2:Cy5と 呼ぶ こ とにす る。

4-2-7マ イ ク ロア レイ解 析(ハ イ ブ リダ イ ゼ ー シ ョン)

Rice Oligo Microarray Kit,G4138A(Agilent) に対 し、付 属 の プ ロ トコール 従 って ハ イ

ブ リダ イ ゼー シ ョン を行 っ た。 ラベル 化cRNAをin situハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン キ ッ

トプ ラス(Agilent)を もち いて 断 片化 し、C:Cy3とAl:Cy5、C:Cy3とA2:Cy5の 組 み合

わせ で ハ イ ブ リ ダイ ゼ ー シ ョン溶 液 を調 製 した。 これ を、 ス ライ ドグ ラ ス をセ ッ トし

た チ ャ ンバ ー に注入 し、60℃ で17時 間ハ イ ブ リダイ ゼ ー シ ョン を行 った。 ハ イ ブ リダ

イ ゼ ー シ ョン後 、 ス ライ ドを 洗浄 し、N2ガ ス で乾 燥 させ た後 、マ イ ク ロア レイ ス キ ャ

ナ ー(Agilent)を 用 い てデ ー タの ス キ ャン を行 った。

4-2-8マ イ ク ロ ア レイ 解 析(デ ー タ解 析)

得 られ た イ メー ジか らのマ イ ク ロア レイ 結 果 の 解 析 は 、 第3章3-2-9の 方 法 に準 じ

て行 った 。
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Table4-1本 章 で使用 した プ ラス ミ ド

Table4-2本 章で使 用 したプ ライマ ー
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4-3結 果

4-3-1 OsWRKY71過 剰発現株(イ ネ培養 細胞)の 作製

OsWRKY7l 過剰 発現変異株 において 、ベ ク ター コン トロール で形質転換 した対照 区

よ りmRNAレ ベ ル が 高 い 遺 伝 子 が あ れ ば 、 そ れ ら の 遺 伝 子 の 発 現 活 性 化 に

OsWRKY71が 関 与 して い る 可能 性 が 高 い と考 え られ る。 そ こで 、OsWRKY71の 標 的

遺 伝 子 をス ク リー ニ ン グす る材 料 と して、CaMV35Sプ ロモ ー ター の 下流 にOsWRKY71

のORFを 組 み込 んだ プラス ミ ドpG2OsWRKY71を 用 いてイ ネの培養 細胞 を形質転

換 し、OsWRKY71過 剰発 現株 の培養 細胞 を作製 した。対 照区 として、pGWB2で 形 質

転換 したイネ培養 細胞 も作製 した。N6SEプ レー ト上 でのスク リーニ ングを2回 行っ

た 後 、N6液 体 培 地(Hm, 30mg/ml)に お い て 最 終的 な ス ク リー ニ ン グ を行 った。

得 られ たOsWRKY71過 剰発 現株 にお けるOsWRKY71の 過剰発現 の確認 は、 ノーザ

ン解 析 を用 い て行 っ た。 継 代 後4日 目の 培 養 細 胞 か らtotal RNAを 抽 出 し、 ノー ザ ン

解析 に供 した。 ノーザ ン解析 に用いた プ ローブは、OsWRKY71のORF部 分のみ を含

む よ うに設 計 した。ノー ザ ン解 析 の結 果 、OsWRKY71の 過剰 発 現 が 、1ラ イ ン(Ox-71c

No.4)に お いてのみ確認 され た。 そ の他 の ライ ンにおいて は、過 剰発 現 とまで はいか

な い も の の 、 中 程 度 の 発 現 が 認 め られ た(ox-71cNo-1,2,3,5,6)(Fig.4-1)。

4-3-2マ イ ク ロ ア レイ 解 析 に よ るOsWRKY71の 標 的遺 伝 子 の ス ク リー ニ ン グ

得 られ たOsWRKY71過 剰 発 現 変 異 株1ラ イ ン(Ox-71cNo.4)と 、OsWRKY71の 中

程 度 の発 現 が認 め られ た ライ ンの うち、1ラ イ ン(Ox-71cNo.3)か ら抽 出 したtotal RNA

をマイ クロア レイ解析 に供 した。 対照 区 と して、pGWB2で 形 質転換 したイネ培養細

胞 か ら抽 出 したtotal RNAを 使用 した。マイ クロア レイ解析 は使用 した2ラ イ ンそれ

それ に対 し独立 して行い、それぞれの結果 を比較 した。

まず 、OsWRKY71過 剰 発現変異株 において、対照区 と比較 して2倍 以上発現量が増

加 してい る もののみを選択 した。 次に、そ の中か らマイ クロア レイ に供 した2ラ イ ン

両方において発 現の増加 が認 め られた ものを選択 した。その結果 をTable4-3に 示す。

しか し、Ox-71cNo.3に お け るOsWRKY71の 発 現 量 が少 なか った た めか 、 この ス ク リ
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Fig.4-1OsWRKY71過 剰 発 現 変 異株(イ ネ 培養 細 胞)の 確 認

VC:vector control

Ox-71c:OsWRKY71過 剰 発現変異株(イ ネ培養細胞)
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一二 ング によって得 られ たOsWRKY71の 標的遺伝 子の候補 は全 部 で17種 しか得 ら

れ な か っ た。
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Table4-3 マ イ ク ロア レイ 解 析 結 果

2ラインともに対照区に対 して2倍以上発現量の増加が認 められ たものを選択 した。

また、エ リシタ-応 答性が認められている遺伝子は赤字で示 した。
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4-4 考 察

本 章 では、イネ のエ リシター応 答性WRKY型 転写因子 であ るOsWRKY71の 機能

解析 の一環 と して 、OsWRKY71過 剰 発現変異株 を作製 し、マイ クロア レイ解析 に より

OsWRKY71の 標的遺伝子の同定を試みた。

OsWRKY71の 標 的遺伝子 のス ク リー ニン グは、OsWRKY71過 剰発 現変 異株 を1ラ

イ ン とOsWRKY71が 中程度発現 して いる変異株 を1ラ イ ン、計2ラ イ ン使 用 し、ま

ず両方 のライ ンにおいて対照 区に対 して発現量 が2倍 以上増加 してい る遺伝 子群 を選

択 した。 また、発現 の絶対量が全体 的に少 ない遺伝 子群 は、以後 の解析 で発現 量の差

を区別す ることが困難であることか ら除外 した。

第2章 の 結 果 よ り、OsWRKY71は イ ネ の 病 害 抵 抗 性 反 応 お よ び 非 生 物 的 な ス トレ

ス に対 す る抵 抗 性 反 応 に関 与 して い る可 能 性 が 高 い と考 え られ る。 さ らに 、 共 同研 究

先 の 農 水 省 の グル ー プ に よ る、 キ チ ン エ リシ ター 処理 後2時 間 の イ ネ 培 養 細 胞 由来 の

cDNAを 用 い た マ イ ク ロア レイ 解 析 の結 果 【南,私 信 】 も加 味 す る と、wheat initiation

factor IAのhomologも し くは キチ ナ ー ゼ とい った 遺 伝 子 がOsWRKY71の 標 的 遺 伝

子 で あ る可 能性 が 高 い と考 え られ る。実際 、これ らの遺 伝 子群 の上 流 域 に は、W-boxが

存 在 して い た 。 この 事 実 は 、 上 記 の 仮 説 を 強 く支 持 す る もの で あ る と考 え られ る。 ま

た 、initiation factor elFlAは 植 物 に お い て塩 ス トレス 耐性 に 関与 して い る こ とが報 告 さ

れ て い る 【Rausell et al.,2003】 。

今回 、補 足実験 として、OsWRKY71が 中程度発現 してい る変異株Ox-71c No.3に 対

し、対照区 として、野生株 のイネ液体培養細胞 を用いたマイクロア レイ解析 も行 った。

前 述 のOsWRKY71過 剰 発現変 異株のマ イ ク ロア レイ解析 か ら得 られた遺伝 子群 と、

補 足実験 の結果得 られ た遺伝子群 の中で、共通 に含 まれ るものをTable4-4に 示す。

この結果 はあ くまで参考で はあるが、 この遺伝 子群 に含 まれ るキチナーゼ は、キチ ン

エ リシ ター 応 答性 で あ り、かっ 上 流域 にW-boxが4個 存 在 して いた こ とか ら、

OsWRKY71の 標 的遺伝子 の有力 な候補 であ る ことが示唆 され る。 今後 は、OsWRKY71

過剰発 現変 異株 の培養 細胞 を新 たに作製 し、各 ライ ンで今 回のマイ クロア レイ解 析で

予測 され た遺伝 子群 の発現量 が増加 して い るこ とを確認す るとともに、 これ らの遺伝

子群 がOsWRKY71の 標 的遺伝子であることを確認す る必要がある と考えてい る。
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Tahle 4-4マ イ クロア レイ解析 結果(補 足実験)
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Table 4-4マ イ クロア レイ解 析結果(補 足実験)(続 き)
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第5章

総括 と展望

本研究 は、イネ にお けるエ リシ ター誘導 のシ グナル伝達経 路 を解明す る研 究の一環

と して、イネのエ リシター応 答性WRKY型 転 写因子 を単離 し、機能解析 を行 った も

のである。

第2章 に お い て 、 イ ネ の エ リ シ タ ー 応 答 性WRKY型 転 写 因 子 、OsWRKY53、

OsWRKY71を 単離 し、OsWRKY53、OsWRKY71が キ チ ンオ リゴマ ー や ス フ ィ ン ゴ リ ピ

ドな どの 非 特 異 的エ リシ タ ー や 、 イ モ チ 病 菌感 染 に対 す る応 答 性 が あ る こ とを ノー ザ

ン解 析 を 用 い て 明 らか に した 。 この 結 果 は 、OsWRKY53、OsWRKY71が イ ネ の 病 害

抵 抗 性 反 応 に 関 与 し て い る 可 能 性 が 高 い こ と を 示 して い る。 ま た 、OsWRKY53、

OsWRKY71が 核 局 在 性 の 転 写 因 子 で あ る こ とをGFPを 用 い た レポ ー ター ジー ン ア ッ

ッセ イ を用 い て 明 らか に した 。 さ らに 、OsWRKY53、OsWRKY71がW-boxを 特 異 的

に認 識 して結合 す る こ とを ゲル シ フ トア ッセ イ を用 い て 明 らか に した。

第3章 において、OsWRKY53過 剰発現変異株を作製 し、マイ クロア レイ解析 を行 う

こ とで、OsWRKY53の 標 的遺伝 子 の候 補 を絞 り込み を行 った。 選抜 され た標 的遺伝

子候補 の 中か ら、イネ の病 害抵 抗性反応 に関与 してい る と考 え られ る、PRタ ンパ ク

質遺伝子(3種)お よびWRKY型 転 写因子遺伝 子(2種)を 選び、 さ らに解析 を行 っ

た。 また、 これ らの5種 の候補 遺伝 子群 のキチンエ リシター に対す る発現kineticsと

OsWRKY53の キチ ンエ リシターに対す る発現kineticsをReal-Time RT-PCRを 用 いて

解 析 し、それ らの キチ ンエ リシ ターに対す る発現 ピー クがOsWRKY53の キチ ンエ リ

シター に対す る発現 ピー クよ りも1時 間程遅れてい るか、 またはほぼ同様で あるこ と

を明 らかに した。 さらに、OsWRKY53過 剰発現変異株 が親 和性 のイモ チ病菌 に対 して

抵 抗性 を獲得 した こ とを明 らか に した。以 上の結果 は 、OsWRKY53が イ ネの病 害抵

抗性反応 に関与 してい るとい う前述の仮説 を支持す るもので あると考 えられ る。

第4章 において、OsWRKY71過 剰発現変異株を作製 し、マイ クロア レイ解析 を行 う

こ とで、OsWRKY71の 標 的遺伝 子の候 補の絞 り込み を行 った。 マイ ク ロア レイ 解析
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の結果 、PRタ ンパ ク質遺伝 子 な どのイネ の病 害抵抗性 反応 に関与す る と考 え られ る

複数 の遺 伝子 の発現 量 の増 加 が認 め られ て い るこ とか ら、OsWRKY71も イ ネの病害

抵抗性反応 に関与 している可能性 が高い と考 えられ る。

す で に述 べ た よ うに 、 パ セ リに お い て ク ロマ チ ン免 疫 沈 降 法 に よ っ て 、 パ セ リの

WRKY型 転 写 因 子 で あ るPcWRKY1が 、 エ リシ ター 処 理 時 に そ の 標 的 遺 伝 子 で あ る

PcPR1の 上 流 域 お よ びPcWRKY1自 身 の上 流 域 に 存 在 す るW-boxに 結 合 して い る こ

とが示 され た 。 さ らに 、PcWRKY1が 結 合 して い な い と き は、 そ の他 のWRKY型 転

写 因 子 が そ のW-boxに 結合 して い る こ とが明 らか に な っ た 【Turck et al., 2004】 。 パ セ

リに お い て 、PcWRKY1の 発 現 誘 導 に は 、翻 訳 後 の リン酸 化 や 、MAPキ ナ ー ゼ カ ス

ケー ドの活 性 化 が 必 要 で あ る こ とが示 され て い る 【Kroj et al., 2003】 。 ま た 、 この シ グ

ナ ル 伝 達 経 路 に 関 与 す るMAPキ ナ ー ゼ 、PcMPK3a/bお よびPcMPK6が エ リシ ター

処 理 時 に核 内 に 局 在 し、 エ リシ ター シ グ ナル を正 に制 御 してい る こ とが 明 らか に な っ

て い る 【Lee et al., 2004】 。 現 在 、 そ の よ うなMAPキ ナ ー ゼ が 、PsWRKY1の 結 合 配

列 に結 合 して い る何 らか のWRKY型 転 写 因子 を修 飾 し、 そ の 配 列 か ら乖 離 させ る こ

とでPcWRKY1の 結 合 を促 進 し、 エ リシ ター の シ グナル を下 流 に伝 え る、 とい うモデ

ル が提 唱 され てい る(Fig. 5-1)。

一 方
、OsWRKY53、OsWRKY71の 上 流 域 を解 析 した 結 果 、 そ れ ぞ れ の 上 流 域 に複

数 のW-boxが 存在 して い る こ とが 明 らか に な っ た(Fig. 5-2)。 これ は 、OsWRKY53、

OsWRKY71自 身 も他 のWRKY型 転 写 因 子 に よ って そ の発 現 を制 御 され て い る可能 性

が 高 い こ と を示 して い る。 ま た 、 イ ネ に お い て 、 複 数 のMAPキ ナ ー ゼ が エ リシ ター

で 誘 導 され る こ とが 明 らか に され て い る こ と 【Agrawal, 2003】 、お よび 病 害抵 抗 性 に 関

与 す るMAPキ ナ ー ゼ が 単離 され て い る こ とか ら 【Lee et al., 2004; Cheong et al., 2003;

Song et al., 2002】 、 イ ネ にお い て もパ セ リや シ ロイ ヌ ナ ズナ 、 お よび タバ コ と同様 に、

エ リシター のシグナル がMAPキ ナーゼ カスケー ドを介 してWRKY型 転 写因子 を含

む 下流 の転 写因子に伝 え られ 、病害抵抗性反 応 を引き起 こ して いる可能性 が高い と考

え られ る。 今後 は、OsWRKY53、OsWRKY71の 発現 を制御 してい る他 のWRKY型 転

写因子やMAPキ ナ ーゼ の同定 な どの 、OsWRKY53、OsWRKY71の 上流 の解析 が必

要であ る と考 えてい る。 また 、キチ ンオ リゴマーや ス フィンゴ リピ ドな どのエ リシ タ

ーの受容体の単離 も待 たれ る ところであ る
。

また、本論文のマイク ロア レイ解析に よって絞 り込 まれた遺伝子群 の上流域 には、
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Fig. 5-1 パ セ リにお けるWRKY型 転写因子 の転写制 御モデル
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Fig. 5-2 OsWRKY53、 OsWRKY71の5'上 流 域 に 存 在 す るW-box

(矢 印 はW-boxを 表 す)
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W-boxが 複 数 存 在 して い た。 今 後 は 、OsWRKY53、OsWRKY71が 標 的 遺 伝 子 群 の上

流 域 のW-boxに エ リシ タ ー 処 理 時 に結 合 して い る こ とを ク ロ マ チ ン免 疫 沈 降 法 を用

い て示 す必 要 が あ る と考 えて い る。 さ らに 、OsWRKY53の 標 的 遺伝 子 の 候補 と して 、

OsWRKY1、OsWRKY28が 得 られ た。 前 述 した よ うに 、 これ らの 遺 伝 子 の 上 流 域 に は

W-boxが 複 数 存 在 して い た が 、 シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ にお い て も、 多 くのWRKY型 転 写 因

子 遺 伝 子 の 上流 域 にW-boxが 複 数 存在 す る こ とが 示 され て い る 【Dongetal., 2003】 。

さらに、パセ リや シ ロイヌナ ズナ において、WRKY型 転 写因子 の標的遺伝子 の候補 と

してい くつ かのWRKY型 転 写因子遺伝子 が報告 され てい るこ とか ら 【Eulgemetal.,

1999; Li et al., 2004】、植物 において、WRKYカ スケー ドの よ うなシグナル伝 達経路が

存在す る可能性 が考 え られ る。WRKY型 転写 因子 の下流 のシグナル伝達経路 はほ とん

どあ き らか になって いない ことか らも、OsWRKY1、OsWRKY28の 標 的遺伝 子 のスク

リーニングも今後の課題 であると考 えている。

以上 の よ うな研究 を通 して、イネの病害抵抗 性反応 のメカニ ズムの全貌 が明 らかに

なることが期待 される。
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Appendix-Aア グ ロ バ ク テ リ ウ ム の 形 質 転 換 法

1: コ ン ピテ ン トセ ル の調 製(Sucrose法)

1) 1%寒 天 培 地(LB培 地)に ア グ ロバ ク テ リ ウム の グ リセ ロー ル ス トッ クを ス プ レ

ッ ドし、28℃ で2日 間培 養 す る。

2) 得 られ た シ ングル コ ロニ ー を2mlLB培 地 に植 菌 し、28℃ で1～2日 間培 養 す る。

3) LB培 地10mlに 前培 養 液 を100ml植 菌 し、28℃ でOD600=05～0 .7に な る まで

振 と う培 養 す る。

4) 3000rpm、4℃ で10min遠 心 し、上清 を捨 て る。次 に氷 冷0.3M Sucroseを1ml

加 え 、 ピペ ッテ ィン グで混 ぜ る。

5) 3000rpm、4℃ で10min遠 心 し、上 清 を捨 て、氷 冷0.3 M Sucroseを1ml加 え

る。 この操 作 を3回 繰 り返 す。

6) 3000rpm、4℃ で10min遠 心 し、上清 を捨 て る。次 に氷 冷0.5M Sucroseを350μl

加 え、 ピペ ッテ ィ ン グで混ぜ る。

7) 100μlず つ 分注 し、 エ レク トロポ レー シ ョンに使 用す る。

2: 形 質転換(エ レク トロポ レーシ ョン法)

1) あ ら か じめ キ ュ ベ ッ ト(cuvettegap; 0.2cm)を 冷 却 して お く。

2) Sucrose法 で 調 製 した コ ン ピ テ ン トセ ル に 、 プ ラ ス ミ ドDNA溶 液 を1μl

(>0.2～0.5μg/ml)加 え る 。

3) 濁液 を キ ュベ ッ トに移 し、 キ ュベ ッ ト内 の泡 を抜 く。

4) Gene Pulserを 以 下 の 条 件 に 合 わ せ る 、 パ ル ス を か け る。

抵 抗(resistor): 200Ω 、 電 気 容 量(capacitor): 25μF、 電 圧(voltage): 2.5kV

5) SOC培 地 を1ml加 え る。

6) 28℃ で1時 間 、振 と う培養 を行 う。

7) 適 当な抗生物質を含むLBプ レー トにスプ レッ ドし、28℃ で2日 間培養す る。
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Appendix-Bイ ネ の 形 質 転0換 法

1: 完熟種子か らのカル ス誘導

1) 完熟種子の中か ら形 ・色な どが正常なものを選抜 し、100～150粒 を小型籾す り器

にか ける。

2) 50ml容 の フ ァル コ ンチ ュー ブ に籾 を取 り除 い た種 子 を入 れ 、70%エ タ ノール を

加 え て軽 く振 と うす る。

3) 70%エ タノールを捨て、20%次 亜塩素酸溶液を加 えて1時 間振 とうす る。

4) 次亜塩 素酸溶液 を捨て、滅菌水 を加 えて軽 く振 ったの ち、滅菌水 を捨 て る。 この

すす ぎ洗 いを4回 ほ ど繰 り返す。

5) す す ぎ液 を捨 て 、種 子 を ピンセ ッ トで カル ス誘 導 培 地(2N6培 地 、12穴 角 形 シ ャ

ー レ)に 、1穴 に種 子 を2粒 ず つ 置 き、ふ た を して ビニ ール テ ー プ を巻 く。

6) 28℃ 、暗 所 で4～6週 間培養 す る。

7) 4～6週 間培養す ると胚盤 がカル ス化 し、黄色化 したシュー トが伸 びて くる。胚盤

由来 のカル スの 中で、直径が2～3mmぐ らいで数個 が こぼれ落ちているよ うなも

ののみ を ピンセ ッ トでつ まみ、新 しい2N6培 地 に移動 して、28℃ 、暗所 で3日 間

培養す る。

2: ア グロバ クテ リウム懸濁液 の準備

1) ア グロバ クテ リウムのグ リセ ロールス トックを取 り出 し、 白金耳で抗生物質 を入

れ たAB培 地 に塗 り広 げる。

2) 22℃ 、 暗所 で3日 間培 養す る。

3) 15ml容 の フ ァル コンチ ュー ブ に、MS培 地 を2ml加 え る。2)で 準備 した ア グ

ロバ クテ リ ウム を 、 ピンセ ッ トで培 地 表 面 か らか き集 めて加 え る。 チ ュー ブ を よ

く振 り、 ア グ ロバ クテ リウム を懸濁 す る。

4) 分 光 光度 計 を用 い てア グ ロバ クテ リ ウム 懸濁 液 のOD600を 測 定 し、0.1以 下で あ る

こ とを確 認 す る。

3: アグ ロバクテ リウムの接種

1) 9cmシ ャー レにMS培 地 を9ml加 え 、培養 した イ ネ培 養 細胞 を加 え る。
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2) ア セ トシ リン ゴン を50μ1加 える。

3) ア グ ロバ ク テ リ ウム懸 濁液 を1ml加 え、 とき どき混ぜ なが ら3分 間お く。

4) ア グ ロバ ク テ リ ウム液 を ピペ ッ トマ ン を用 いて 取 り除 く。

5) アグロバクテ リウム懸濁液 を取 り除いたカルスを共存培養培地(N6CO培 地)に ピ

ンセ ッ トで置 き、22℃ 、暗 所 で2～3日 間培 養 す る。

4: ア グロバ クテ リウムの除菌 と形質転換カルスの選抜

1) 50ml容 の フ ァル コ ンチ ュー ブ に共 存培 養 した カル ス を ピンセ ッ トで移 し、 滅 菌

水 を40mlほ ど加 え、おだやかに混ぜたのちに滅菌水 を捨て、ア グロバ クテ リウ

ムを洗い落 とす。 この操作を5回 繰 り返 したの ち、500μg/mlク ラフォランを加

えた滅菌水 を40mlほ ど加 え、同様の洗浄 を行 う。

2) フ ァル コ ンチ ュー ブ の 中の カル ス を選 択 培地(N6SE培 地)の 上 に置 く。 シ ャー レ

に サ ー ジカ ル テー プ を巻 き、28℃ 、 暗所 で3～4週 間培 養 す る。

3) 培養3週 間後、形質転換 してハイグ ロマイシンに耐性 となったカルス とハイグロ

マイ シンに感受性のカル スが区別で きるよ うになる。

4) 培 養3～4週 間 後 、 形 質転 換 してハ イ グ ロマ イ シ ン耐 性 とな った カル ス を再 分 化培

地(MSRE培 地 、12穴 角 形 シ ャー レ)に 移 す 。1穴 に カル ス を1個 ず つ置 き、 ふ た

を して サー ジカ ル テ ー プ を巻 く。 そ の後 、28℃ 、16時 間 明期(4000～5000ル ク

ス)-8時 間 暗 期 で2週 間 培養 す る。

5: 形質転換カルスか らの植物の再生と形質転換植物の育成

1) 再分化培地(MSRE培 地)に 置いたカル スは、2～3週 間後 、新 しいMSRE培 地に

置 き換え、同様 の条件で培養 を続 ける。

2) さらに2～3週 間後 、カルスを再分化培地(R2R培 地)に 置 き換 え、同様の条件 で

3～4週 間培養す る。

3) 再分化 した幼植 物を発根培地(MSRT培 地、マ ジェンタ)に 移 し、同様 の条件 で1

～2週 間培養す る。

4) マ ジェンタの 中で十分伸長 した植物 を取 り出 し、水道 水で根 に付着 した寒天培地

を十分取 り除 く。 マジ ェンタに土 を入れ た もの に植物 を植 え付 け、 ビニール袋 で

マジェンタを覆って湿度 を保 ち、同様の条件 で1～2週 間培養す る。植物 が大 き く
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なって きた ら、ビニール袋の先をハサ ミで切 って湿度 を外界 と同 じレベルにする。

5)ポ ッ トに土を入れたものに植 物 を植 え付 け、閉鎖系温室の中で育成す る。
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Table B-3ア グ ロバ クテ リウム培養培地 とイネの培地の組成

基本培地 のス トック液の濃度 は、AB無 機塩、ABバ ッファー、N6培 地 およびMS培 地の

マクロエ レメ ン トは20倍 、ミクロエ レメン トと ビタ ミンは1000倍 、鉄類は500倍 の濃度で

作 製する。鉄 類は遮光保存する。

その他必要なもの

500mg/mlク ラフォラン溶液

50mg/mlハ イグロマイシン溶液

50mg/mlア セ トシリンゴン溶液

小型籾すり器

滅菌蒸留水
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ていただ きま した 島根 大学 の中川 強助教授 、パーテ ィクル ガ ン装 置 につ いて御 指導 し

ていただきました奈良先端科学技術大学大学院の樽谷芳明博士、イネの形質転換法に

ついて御指導、御協力 していただきました東京大学大学院農学生命科学研究科栽培学

研 究室 の経塚淳子助教授 、西康栄 氏、マイ ク ロア レイ解析 につ いて御 指導、御協力 い

ただきま した農業生物資源研究所 の長村吉晃博士、本 山立子氏に深 く感謝いた します。

また、 日々の研 究生活 を送 るに あた り、公 私 ともに大変お世話 にな りま した環境保

全工学部門の皆様 ならび に卒業生の皆様 に心 よ り感謝いた します。

最後 にな りま したが 、私 の心の支 え となったか けが えのない友人 と、私 の意思 を最

後 まで尊重 し、温 か く見守 っていただ きま した両親 に感謝 の意 を表 して本論 文の結び

と します。

皆様、本 当にあ りが とうございま した。

2005年3月
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