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1053　　　 根粒 菌の エ レク トロ ポレーシ ョ ン法 による 形質転換系の 開発

　　　　　　　（阪 大院 ・ 工 ・応生）　 ○ 前 田栄彰 ． 橋本義輝 ， 室 岡義 勝

［目的】 根粒菌の 遺伝子操作に は形質転換が必要 で あるが 、 根 粒菌で
＿

般に利用で きる形質

転換系は衷だ開発 され て い ない 。二 価イオ ン によ驫形質転換法は
一度に多くの サ ン プル を

形 質転換で きる が、その 条件設定 に疇間を要 し、菌種に よ v て は 開発が難 しい こ とか ら．T．

レク トロボ レ
ー

シ m ン法 を検射する こ とに した 。当研究鬣 で 研究 して い る レ ンゲ ソ ウ根粒

菌 Rhiiobivrn，　huak｛」ii　bv．　rerlge 　B3 の 形 質転換系を確立 したので 報告 する 。

［方法 及び結剰 　B3株の エ レク トロボ レー
シ ョ ンの鍛適条件を検討 した ．プラ ス ミ ドには 2

つ の薬剤耐性を持つ pBBR122 を使用 した ．初めに 、 抵抗を 720 Ω に固定 し 、 電場を

2．5kV／cmか ら12．5kV／cm まで 2．5kV ／cm きざみで 試験 した 。 躍場 に対する形 質転換効率

は 、指 数的に増湘 し 、

．
12．SkV／cm の場合に お い て 最良の結果が褥 られた。次 に、電場を

12．5kV 〆crnに固定 して 抵抗値 を試験 した と こ ろ 72G Ω の 場合に お い て 良1，、結果が 得られ

た 。最 適条件下で の形質転換効率は約 2× 105（co ！onles ／μ gpiasmid ）であ っ た 。
　 B3株 よ り

調製 した プラス ミ ドは大腸菌よ り譌製 した プラス ミ ドよ り形 質転換効率は 1× 102高 かっ た

こ とか ら制限修飾系が効い て い る こ とが分 か っ た 。 さらに ．これ によ り得 られ た pBBRI22
を保持する B3株 を レ ンゲ ソ ウに感染 させ たとこ ろ根粒 を 形成 した。この根粒よ り根粒菌を

回収 した と こ ろpBBR122 を保持 して いた tS
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1054　　　　 レ ン ゲ ソ ウ初期ノ ジ ュ リ ン遺伝子ENOD4   の 取得
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【目的】マ メ科植物は根粒菌 との 共生 に よ る根粒形成に お い て 、 根粒内で
一

連

の 遺伝子群 （nodulin ） を発現 し根粒機能 を制御する 。
　nodulin の 中で も初期に発

現 する遺伝子early 　nodulin の
一

つ であ るENOD40 は植物体 内に お い て 生 理活性物

質 と して 機能す る とい う報告が あ る 。 本研 究の 目的は レ ン ゲ ソ ウの ENOD40 遺

伝子 を取得 し、その 機能を解析する こ とで ある 。

【方法及 び結 果】ダ イズ （G！ycinemax）の ENOD40 −2の 塩基 配列を もと に プラ

イ マ
ー

を設 計 し、 レ ン ゲ ソ ウ ゲ ノ ム DNA をテ ン プ レー トと して PCR を行 い 、

309bp の フ ラ グメ ン トを取得 した と こ ろ 、こ の 断片 は ENOD40 の
一

部 を確 か に

含んで お り、 根粒特異的 に発現 してい た 。 こ の フ ラ グ メ ン トをプロ ーブ と して

レ ン ゲ ソ ウ根粒 cDNA ライ ブ ラ リよ りポ ジ テ ィ ブ ク ロ
ー

ン を取得 した 。 現在 、

こ の ク ロ
ー ン に つ い て解析 を行 っ て い る 。
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