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【緒論】植物細 胞 は ，セ ル ロ
ー

ス や ペ クチ ン な どで 構 成 され る硬 い 細胞 壁に

覆 われ て お り，特定細胞への 外 来物質の 導入 や 細 胞 内 容物 の サ ン プ リ ン グ

を困難 に して い る．当研究室 で は エ キ シ マ レ ーザカIT工 技術を応 用 して 日的

植物細胞 の 細胞 壁 の
一

部 を取 り除 き，物 質の 出 し人 れ が 容 易 に で き る よ う

に加．匚す るこ と を検 討し て い る．こ れ ま で に 加 工 の 大 き さ と照 射 強 度 を 調

節す る こ と に よ り，植物 の 生 細 胞 に ダ メージ を与 え る こ とな く，加 工 部位
の 細胞壁 の

一
部 を除去 す る こ とが 可能で あ る こ と，更に ，加 工 4 目 目の サ

ソ プル と加工 ［白：後 の サ ン プル を SEM 観察 によ っ て 比 較す ると，加 工 部位
に お い て 細 胞 壁 が 一

部修 復 して い る こ と を確 認 した ，D 今 回 ，エ キ シ マ

レ
ー

ザを用 い て 外来物質 を導入 す る方 法 の 検討を 行 っ た の で 報告 す る ．
【方法

・
結果】外来物質の 細 胞内 導人 は ，1〕 レ

ーザ （ArF エ キ シ マ レ
ーザ

193nm ，パ ル ス 長 Sns ）に よ り糸田胞壁 の
一

部 〔25 〜100mic ・・−m2 ）を 取 り

除い た加 工部位 か ら マ イ ク ロ イ ン ジ ＝ク シ ョ ン に よ り導入 す る方 法 ，2）導

入物質 を J 一テ ィ ン グ した 金 粒 子 を加 工 部位 に 塗 布 し，再 度 レ
ーザ ア ブ

レ
ー

シ ョ ン に よ っ て 金粒子 を細胞 内に押 し込む力法の 2 つ の 方法 を検討 し

たttまず方法 1 で は ，タマ ネギ及 び，トレ ニ ア にお い て ，　 CaMV35S −GFP
キメ ラ遺伝 T一を導入す るこ とによ り，高効率 （約 10−30％）で

一
過性発現

する こ とを確認 した。一方，方法 2 で は ，被験植 物 〔タバ コ ，トレ ー＝ア ，
タ マ ネギ，ベ ゴ ニ ア 〕す べ て にお い て ，金粒子 そ の もの の 細胞内導入 は確

認 され た が ，遺伝 了
・
の 発 現 に は至 って い ない 。現在方法 2 に よ っ て遺伝子

を 導入 す る 方 法 を検 討 してい る 、
1）農芸化 学会 2002 年度大会　講演要 旨集　pp 、274

【緒論 】近年，分子 生物学 の 進 歩に よ り，様 々 な生 理 現象 を分子 レ ベ ル で 論

議 す る こ とが で き る よ うに なって きた．こ れ に伴 い 遺伝物質 を含めた 代謝

産物の 動態解析 も個 体全 体か ら、特定組織，特定器官 あ るい は特 定 細 胞 へ
と次第に 分解 能の 高い 分析 手法が求め られ て きて い る，とこ ろが 特 に植物

細胞 の 場 合，細胞の 周 りが硬 い 細胞壁 で 覆われ て い る ため，特定細胞 か ら

の ザ ン プ リ ング そ の もの が 大変困難 で あ り，さらに核酸以 外 の 代謝産物 を

解析する 場合，PCR 等の 増幅手段 が無 い ため検 出感度 が非常 に高 い 分析 手

法が 必 要で ある ．我 々 は こ れ まで に ，熱 の 発生 が 少な く力1「匚精度 が 高い

193nnl　ArF エ キ シ マ レ
ー

ザ に着 目 し，細 胞に 致死 的損傷 を 5．え るこ と な く

細 胞 壁 の み を 除去す る こ と に成功 して い る ．O 今回 ，初の 試み と して ，ト

レ ニ ア の 花 弁 1細 胞 よ り細胞 内容 物 をサ ン プ リン グし，高感度分析 が 可能

な MALDITOF −MS お よび，ナノ フ ロ
ーIIPLC を用い て 色 素分析 を行 な っ

た の で 報 告す る．
【方 法 ・結 果 】193nmArF 　r ・キ シ マ レ

ー
ザを，内面をア ル ミ ニ ウム で ：コ・一・

テ ィ ン グ した 中 空 フ ァ イ バ
・一

に て 導 光し，反 射集 光に よ リ トレ ニ ア （Torenia

h）／rida　 cv ．　 Summerwave 　Sulltory　CD．）花弁 の 1細胞 に タ
ー

ゲ ソ ティ ン グ

して レ ーザ照射した ．そ の 結果 照射細胞の み バ
ー

ス トす る こ とが顕微鏡

下 で 確 誌 で き た ．次 に 浸 出 した 細胞 内容物 を 別 途用 意 した マ イ ク ロ マ ニ

ピ コ、レ
ータ の ガ ラ ス キ ャ ピ ラ リに て 1百「収 し，M ，XLDI．TOF −MS 分析 を行

な っ た と こ ろ，Malvidin −3−glucoside−5一ψ一⊂〔］uinaroyb −
glucosideと考 え ら

れ る分子 量 801 の 化合物の 検出 に成功 した ．現在ナ ノフ ロ ーHPLC に よる

色素 の 分離 を行い ，細胞間で の 色 素 （ア ン トシ ア ＝ン類 の 量 的あ る い は

質的 な違 い にっ い て 検討 を行 な っ て い る．
1）農芸化学会 2002 年度大会　講演 要 旨集 pp．274
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【緒論】ArF エ キシ マ レ
ー

ザは ，半導体や IG 基盤 な どの 微細 加 工 に 用 い ら

れ て い る波長 19B　nm の 紫外線パ ル ス レ
ー

ザで あ る ．　 YAG など、他の 長波

長 レ
ー

ザと は異 な り，レ
ー

ザ照射時 に熱 を発 し ない こ とか ら、生体試 料へ
の 応 用 が 有 効で あ る と考 えられ て い る．レ

ー
ザ 照射 に よる ミク ロン オ ー

ダ
ー

で の 微 細加 工 技術 を植物細胞 に適用すれば ，こ れま で の 組織 レ ベ ル か

ら，細胞 レ ベ ル で の 解析 を可能 にす る有効な方法 になると 考え られ る　 さ

らに ，細胞への レ
ー

ザ照射 に よ ク，局 所的な遺伝子 発現 の 誘導が 可能に な

れ ば，新た な実験 ツ
ー

ル と して の 利用 も期待で きる ．本研究で は ，植 物 の

外部 環境ス トレ ス 応答 の
一

つ と して よ く研究 され て い る傷害応答 を解析 の

モ デル 系に 用い て ，エ キ シ マ レ
ー
ザ 照射植物細胞で の 傷害応答状況 を観察

し，レ
ー

ザ照射 に よ り傷害 ス トレ ス を引き起 こ す か ど うか を検割す る こ と

を 目的 と した ．
【方 法 ・結 果 】既 知の 傷 害 応答性 遺伝 子 で あ る タ バ コの WIPK 遺 伝 子，
prxC2 遺伝子，それぞれの プ ロ モ

ー
タ
ー
領 域 とβ

一グル ク 卩 ニダ ーゼ （（｝US ）
遺伝 子 を連結 し たキ メ ラ遺 伝子を導入 した形質転換 タバ コ 植物体の 葉か ら

リ
ー

フ ディ ス ク を調整 し 、レ
ー

ザ照 射に応答 し た誘 導遺伝子発現 を レ ポー
タ
ー

遺伝子 産物 GUS を用い た組織 染色 に よ り検 言d した ，レ
ーザ 照射部位

の 周辺細胞におい て GUS 染色 を観察 した．〔：2 系統で は，レ
ー

ザ照射部位
の 周辺 部に GuS 染色 を観察 した ．一方 、　 wipk 系統で は ，リーフ デ ィ ス ク

作製時に 引 き起 こ され る傷 害応答に よ り，リーフ デ ィ ス ク全 体が GUS 染

色 され て しまい ，レ
ー

ザ照射 に よる 特異 的な染 色 を観 察で きなか っ た ．
WIPK −GUS 形質転換 タバ コにお い て ，レ

ー
ザ照射 によ る GUS 活性 の 変 化

が 観察 され た ，現 在，pvxC2
−GUS 形質転換 タバ ＝1 に 関 して も，レ

ーザ 照

射 に よる GUS 活性への 影響 を調 べ て い る．

【目的 】植 物 培 食 細 胞 を用 い た 有 用 物 質生産 の 研 究は 、約 6e年 間にわ た り

世界 中で 試 み られ て き た が成 功 例 は 僅 か しか な い ．こ の 最大 の 原 医は 、分

化 した 組織細胞 が 有 して い る有用物 質 の 生産 能 を 、脱分 化 した培養細胞 が

失 うた め と考え られ る が 、そ の メカ ニ ズ ム は 明 らか に なって い ない ．そこ

で モ デ ル 植 物 と して シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ を 用 い 、親植物 の 組織細胞 とそこ か ら

誘導 した 培養細 胞 で の 遺 伝 子 の 発 現 を マ イ ク ロ ア レ イ を 用 い て マ イ ク 卩 ア

レ イを 用い て 比 較解 析 をお こ な い 、問題 の原 囚 とな る遺伝子 の 特 定を試 み

た u
【方法 お よび結果 】実験 には 親植物の 組 織細胞 と して シ ロ イ ヌ ナズ ナ の 野 生

株 （Columbia｝とそ こか ら異 な っ た 条件で誘 導 した ti種 類の 培養細胞 を用

い た （LI 株 ；葉か ら誘 導 。　 Rl 株 ；根 か ら誘 導。　T87 株 ； 芽生えか ら誘導

され 10 年間継代培養 され て い る ）。そ れ ら 4 種 類 の 細 胞か ら mRNA を 精

製 した 後、シ ロ イ ヌ ナ ズ ナ DNA マ イ ク ロ ア レ イを用い て親植物 の 組 織細

胞 と 3 種類 の 培養 細 胞 間 の遺 伝 子 発 現 の 違 い を解析 した ．発 現の 促進 ある

い は抑制 が 5種 類 の 培養 細 胞 に 共 通 に 見 られ る もの に注 R し、親植物 の 組

織細 胞 と各 培養細 胞 で の発 現 量 の 差 が 4 倍 以 Eの 遺伝子 を ビ
．
ッ ク ア ッ プ し

た 。そ の 結果 、発 現 が 促進 され た遺伝子 は 17個、抑制 された遺伝子 は 68
個で あ り、培養細胞 で は 遺伝 子 の 発 現 が 抑制 され る 傾向 に あ る こ と が 分

か っ た 。発 現 が 促 進 され る遺伝 子 に は 機能未知 の もの が 多か っ た ．一方、
抑 制 され る遺 伝子 に は 機能既 知の もの が多 く、転写 因子 、細胞骨格お よび

代謝系 遺伝 子が 含ま れ てい た。現 在、個 々 の 遣伝 了に 注 目 しなが ら、植 物

培養細胞 に お け る有用 物質生産 能低 トの 原因の 解明 とその 克服に 向けて 検

討 中 で あ る．
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