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は　じ　め　に

　 コ ム ギ は，トウモ ロ コ シ やイネと並ぶ，最も重要な穀物

の
一

つ で あ り，世界全体 で は約 6億 トン 以上の 生産が行わ

れ て い る （FAO 　Food　Outlook，　Jume　2009），地球規模の 環境

変勳や需要の増大が予想される中，
コ ム ギの持続的 な生産

を行 っ て い くこ とは非常に 重要な課題で あ る こ とは明 らか

で あ る，一
方， 形質転換技術は，様々 な 生物を遺伝子の 供

給源と して利用 し新 しい性質を付与で き る と い う可能性か

ら，病虫害抵抗性，不良環境 に 対す る耐性，低ア レル ゲ ン

花や栄養価改善 な ど多くの ニ ーズ へ の 対応を可能 にす る手

段と して ，岑後の 課題解決へ の 活用 が期待され る技術で あ

る，コ ム ギ の形質転換技術 の 開発 は主要穀物の 中で は 最も

遅れて い た が，そ の 原因とな つ て い た組織培養面で の 困難

さが解消 さ れる の に 伴い ，1992年以降，数多 くの 成功例が

報告 され る よ うに な っ た 1）．現在 で は．コ ム ギ形質転換技

術 の 改良が進み 1 育種素材 の 開発や遺伝子機能解析の ため

多 くの 研究機関 で 広 く用 い ら れる技術 に な っ て きて い る．

こ の ミニ レ ビ ュ
ーで は，コ ム ギ形質転換技術の 開発 とそ の

莉用 の 現状につ い て最近 の動 きを 中心 に解説す る．・

1．遺 伝 子 導入 法

　形質転換 コ ム ギ の 作出は大きく2 つ の 過程を と る．第
一

に，外来の 遺伝子 （DNA ）を植物細胞の ゲ ノ ム 中に 組み 込

み，第二 に ，こ の 細胞 を 培養し植物体 に ま で 再生 させ る．

そ の 第
一

の ス テ ッ プ で あ る遺伝子 の 導入 に 関 して は，初期

の 研究で は，ポ リエ チ レ ング リコ
ール法や電気パ ル ス 法な

どに よ りプ ロ トプ ラ ズトへ DNA 分子を直接導入す る方法が

検討 さ れた が，現在 で はパ ー
テ ィ クル ガ ン法 と ア グ ロ バ ク

テ リウ ム 法が 主 と して 用 い られて い る．

　 （ア ）パー
テ ィ クル ガン 法

　パ ーテ ィク ル ガ ン法に よ る遺伝子導入法は コ ム ギ の 形質

転換で は現在最も信頼性の 高い方法として広 く利用されて

い る，こ の 方法で は，直径 1 ミク ロ ン程度 の 金属粒子 に 目

的遺伝子が座乗した プ ラス ミ ドDNA を吸着させ 加速装置を

用 い て高速度で受け手の細胞へ 打ち込む．加速装置と して

は，圧縮ヘ リウ ム ガ ス を 用 い る バ イ オ ラ ッ ド社の PDS ・

1000／He な どが 用 い られ る，遺伝子 が導入 され た細胞の み

を選抜しさ らに 培養し形質転換体を再生 させ る．導入対象

と して は未熟胚の 胚盤細胞な どが よ く用い ら れ る．

　 コ ム ギ に おける最初の 形質転換体作出はパ ー
テ ィ ク ル ガ

ン 法 に よ り行われ
D，現在まで に 数多 くの 事例 が 報告 さ れ

て い る．．こ の 方法 で 得 られ た形質転換体 で は導入 した遺伝

子が染色体へ 組み込 まれる過程で 断片化や結合が起 こ るこ

とが多 く，導入され る DNA コ ピー数が多 くな る とい う傾向

が あ る
2）．そ の こ とが予期 せ ぬ サ イ レ ン シ ン グを引き起 こ

し導入 した遺伝子の 発現が安定 しな い原因とな っ て い る と

考え られ て い る
3）．しか し，こ の 方法に よ り比較的長 い ゲ

ノム 断片を 用 い た 形質転換 に よ る相補性実Wt　4） も実施 さ れ

て お り実用上 は大き な問題で はな い の か もしれ な い．導入

コ ピー数を制御す る た あの 工夫も行わ れ て お り
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り込む，こ の 特性を利用 した 形質転換法 が 双子葉植物 に お

い て 開発され て い た が，ア グロ バ ク テ リウム 感染 の 困難 さ

の た め，従来，単子葉植物 に は適用困難 で あ っ た．しか し，

イネで の 成功がき っ かけとな り現在 で は他の イネ科作物で

もこ の 方法 で の 形質転換 が可能 とな っ て い る
7），コ ム ギに

おい て は 1997年 に Chengらに よ り最初 の 成功例 が報告 さ れ

た
S〕，こ れ ま で は技術開発 に関ず る報告が大部分で あ り，

実用形質遺伝子の導入 や 遺伝子機能解析 に は あまり用い ら

れ て い な い ．最近，相次 い で こ の 方法 に つ い て の 詳細な プ

ロ トコ ール が発表され て お り今後の普及が進む もの と思 わ

れ る
“．IP．

　ア グ ロ バ ク テ リ ウム 法の 利点 は，特殊な機械が 不要 で あ

る こ と の ほ か，導入 され る遺伝子 の コ ピー数が 少 な く，遺

伝子発現 が安定す る こ とで あ る．こ れ ま で の 報告で は，

形質転換体 の うち単一コ ピー
の 導入遺伝子を持つ もの 割合

は 23〜67％ で，パ ーテ ィ クル ガ ン 法 に比 べ そ の 割合 が 高

い
12．14），ア グロ バ クテ リウ ム 法で は 目的遺伝子をバ イ ナ リ

ベ クタ
ー

と呼ばれ る   DNA 領域を持 っ た環状 DNA を用 い

遺伝子導入用 ベ クタ
ー

を構築する必要があ る．最近 で は コ

ム ギを含 む イ ネ 科作物 に適 した バ イ ナ リ
ー

ベ ク タ
ー

が 開発

されて おり，
こ れ らは入手も容易で ある

15）．

　受精直後の穎花や 種子をア グロ バ ク テ リウム 菌液 に曝し，

細胞 の 培養 を 行 う こ とな く直接形質転換種 子や 個 体 を作 出

す る試み が報告されて い る 16，17）．こ う した試み に つ い て は

再現性に疑問が あ り，さ らな る検討 が必要だ と考え られて

い る．

2．形質転換効率に影響を及ぼす諸要因

　（ア ） コ ム ギの 組織培養特性

　 コ ム ギに おい て 形質転換技術 の 開発 が 遅れた の は，細胞

か らの 植物体再生が困難 で あ っ た だめ だ と考え られ て い

る
且S）．イ ネや トウ モ ロ コ シの 場合に は ， 合成 オーキ シ ン で

ある 2，4−D の 存在下 で 培養す る と種子の 胚盤 な ど の 外植片

か らカル ス が生 じ，そ の カ ル ス を 2，4−D を含まな い 培地 へ

移植する と植物体が形成され る，と こ ろが ，
コ ム ギ は ， 同

じ胚盤組織か ら 2，4−D 存在下で は カ ル ス が発達 せ ず ， カル

ス を経由せ ず直接的に 植物体が再生す る．同じイ ネ科作物

な が ら こ の よ うに外植片か らの 植物体形成過程が 異 な る た

め ， 先行す るイ ネ や トウ モ ロ コ シ の事例に追随で き な か っ

た こ と も開発 の 速度に 影響した もの と思わ れ る．

　 コ ム ギの 培養特性 の 問題は現在 で は 大きく改善 されて い

る が，そ の 改善の ポ イ ン トは外植片の 種類と供試品種 ・系

統の 選定 で あ っ た，Vasilらに よ るパ ー
テ ィ クル ガ ン 法を用

い コ ム ギ形質転換体を作出した最初報告 にお い て は未熟胚

が外植片 と して 用 い られた D ．未熟胚は，ア グ ロ バ クテ リ

ウ ム 法 にお い て も形質転換に 用 い られ
S），現在，最 も広 く

用 い られ る外植片とな っ でい る．コ ム ギに お いて は，未熟
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胚を培養す る際の 取 り扱 い 方が 他作物 と は異 な る こ とが 知

られて い る．す な わち，培地置床前 に 胚軸部分 （生長点を

含む領域）を取り除くこ とが 重要で ある
19），こ の 処理 に よ

り，培地置床後の 胚盤細胞の 発達が盛 ん となり，植物体再

分化の 効率が 大きく改善 される、

　未熟胚 の ほ かに は 幼穂
20）や完熟胚

21）を外植片 と して 用

い た形質転換体作出の 成功例が報告されて い る．未熟胚を

常時準備す るため周年栽培す る に は設備や 労力を必要とす

る と い う制約が あ る が，完熟胚 に は そ う した制約 が な い こ

とか ら今後の そ の 利用 が広が っ て い くこ とが期待され る．

　未熟胚 か らの 植物体再生率につ い て は用 い る 品種に より

効率に 大き な差異が あ る こ とが知られ て い る
22，23），国際 ト

ウ モ ロ コ シ ・コ ムギ改良 セ ン ター
に よ り育成さ れた春小麦

品種の Bobwhiteは，未熟胚か らの 植物体再生率が極め て 高

く，一
度 に 多数の 形質転換体を獲得 で きる こ とが報告 され

て い る
24｝．パ ー

テ ィ クル ガ ン法およびア グ ロ バ クテ リウ ム

法の い ずれに も利用 さ れて お り，現在 で は，世界的に 広く

利用 さ れ て い る．Bobwhiteは農業形質が 劣 っ て い るた め，

より優良な品種を形質転換実験 に用 い ようと，形質転換効

率の 高い 品種 に 探索 も進め られ て お り，
こ れ ま で に Florida，

あ か だ る ま及 び Certoな ど比較的効率よ く形質転換で きる

品種も見 い だされ て い る
22・23・25）．著者ら もBobwhite ととも

に農林 61号や Leaderな ど の 品種 を 用 い パ ーテ ィ クル ガ ン

法に よ る形質転換実験を行 っ て い るが，Bobwhite に 比 べ 再

分化効率が お よそ 1110〜11100程度まで 低下す る とい う経験

を して い る，硝酸銀及 び塩 化 ナ トリウ ム の 添加
2e，27 ）や 低培

養温度
2s）が 植物体再生率を向上 させ る こ とが報告されて お

り，低効率品種の 未熟胚 の 反応を高 め るた め の 培養条件 の

検討も重要で あろ う，こ れ まで に QTL解析な ど に よ っ て 培

養反応性 に 影響を及 ぼす領域が複数 の 染色体 上に ある こ と

が明 らか に され て い る
29）．培養反応性遺伝子が同定 され，

そ の 機能を踏まえ 培養条件が 確立 されて い るイ ネ と 同様

lt　30）， 将来的に は Bobwhiteなど が持つ 高い 再分化能力 につ

い て も QTL解析等に よ り遺伝子およびそ の 機能が同定さ

れ ， 培養条件が大き く改善さ れ て い くこ とが望 ま れ る．

　（イ）選抜 マ
ーカ｛

　遺伝子導入処理を行 っ た際，外来 DNA 分子が 細胞 の ゲ

ノ ム中に組み込 ま れ た 形質転換細胞の割合は導入対象と

な っ て い る細胞集団全体 か らみ れ ば ご く僅か で ある．そ こ

で ，薬剤 な どに 対する耐性遺伝子な どを導入 し選抜薬剤を

含む培地上 で の 選抜を行 な い 形質転換細胞 の み を効率的に

選抜す る必要 が あ る，こ の 選抜 の た め に 用 い られ る 耐性遺

伝子等は選抜 マ
ー

カ
ー

と呼ばれる．コ ム ギ の 形質転換 で よ

く用い られて い る選抜マ
ーカー

を Table　l に ま とめ た．こ れ

らの 選抜マ ーカーの多 く   αr1細 4画押，　hptll，3⊥），　Epsps32），

G（）x32）） は 選抜薬剤を代謝 ・無毒化 し，そ れ に より形質転

N 工工
一Eleotronio 　Library 　
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Table　L　Selectable　marker 　genes　Gommonly 　used 　in　wheat 　transfbrmation．

Gene Encoded　enzyme Odgin　ofgene Selective　agent Referel〕ce

bar

理μ∬

hptEpspsG

（次

cahpmimALS

Phosphinothiricin　acetyltransferase

Neomyc 血 phosphotransferase

HygromyGin　phosphotransferase

5−EnolpyruVylshikimate・3−phosphate　synthase

Glypbosate　oxidereductase 　enolpyrovyl −

　 shikimate −5−phosphate　synthase

Cyanaエnide 　hydratase

Mannese−6−phesphate　isomerase

Acetolactate　syn 血ase

Strゆ 硼 P
’
c σs　hygros‘ opicus

Escheriehia　coii

Escherichia　coii

Agroわασ’e漉 ηz　sp．

Achromob鰤 θア sp．

Myrothe伽 m・vernlca 廊

E3cherichia　col ゴ

0   α 5αごゴva

Phesphinothricin
，
　bialafbs

Kanamycin，　G −418

Hygromycin

Glyphosate

Glyphosate

Cyanamide

MannoseBi

．spyribac 　sedium

1
，
25811

，313232

345333

換細胞が 生存する．また，cah33
） や pmi14

） は，本来 コ ム ギ

細胞 が 利用 で きな い 化合物を コ ードす る酵素 に よ り利用可

能な化合物 に変換する遺伝子 で，その 作用 に より形質転換

細胞 の みが生存 で きる，

　最近 ， 著者ら は ，
コ ム ギで は 報告がな か っ た 耐 性型

酵素 の 遺伝 子を利用 した新しい選抜法を開発す る こ とに成

功 した
35〕．選抜 マ

ー
カ
ー

として イネ由来の ア セ ト乳酸合成

酵素 （ALS ）遺伝子を用 い た，　 ALS は ， 植物にお い て ， 必

須分岐ア ミ ノ酸の 生合成の第 1 ス テ ッ プを触媒す る酵素で

あ り，多くの 除草剤の 標的酵素とな っ て い る．とこ ろ が，

ALS タ ンパ ク質中の 特異的な位置で ア ミノ酸置換が生 じる

と こ の 酵素を標的とす る除草剤に対し耐性型 とな る．そ こ

で ア ミノ酸置換変異 を持つ ALS タ ン パ ク質を コ ードす る イ

ネ由来変異型 ALS 遺伝子をコ ム ギ 未熟胚 ヘ パ ー
テ ィ クル ガ

ン法 に よ り導入 し除草剤成分 ビス ピ リバ ッ クナ トリウ ム に

よ り選抜 を行 っ た．そ の 結果，導入 さ れた遺伝子が 発現 し

耐性型 ALS が産生され，それに よりコ ム ギが除草剤耐性と

な り生 き残るこ とが分か り，こ の 選抜 シ ス テ ム に より効率

的な コ ム ギ の 形質転換体選抜法を確立す る こ とがで きた．

変異型 ALS タ ンパ ク質は ， 植物が本来持つ ALS タ ン パ ク

質と同様に生合成や代謝がなされ る の で植物 の 生育 に対す

る影響が な い もの と考え られ る．また，ALS 遺伝子お よ び

ALS タ ンパ ク質は す べ て の植物が有す るもの で あ る の で ，

食の 安全 に 関す る懸念も小さい もの と推察され る．変異型

ALS 遺伝子は こ の よ うな長所 を もつ 選抜 マ ーカー
で あ り将

来的に利用 が広が っ て い くこ とが期待され る．

　こ の ほ か，GFP 遺伝子 に よ る 生物発光 に よ り視覚的に 選

抜す る方法
36）や得 られ たすべ て の 再生 植物体を PCR 法で

ス ク リーニ ン グ し形質転換体を得る方法
37） が報告 されて い

る が，実用性に は 疑問が持たれ る，

3．形質転換に よ る重要農業形質の改良

10年以上 も前 か ら小麦粉生地 の 特性を改良する た め 高分

子量 グル テニ ン サ ブ ユ ニ ッ ト （HMW −GS）遺伝子を導入 し

た形質転換 コ ム ギの 開発 が行 わ れて い る 3s）．こ れ ら の 種子

タ ン パ ク質組成を改変 した 形質転換系統 につ い て は導入 し

た 且MW −GS 遺伝子 の 農業形質へ の 影響評価
39）

に加え，最

近 で は臟場で の 収穫物を用い た品質特性の 解析を進 め られ

て い る
4eg2 ）．コ ム ギ種子の 硬軟性を支配す る ピ ュ ロ イ ン ド

リ ン 遣伝子を過剰発現 させた形質転換系統 に おい て も同様

に ， 圃場で の 収穫物を用 い た製粉特性の 解析が行わ れ て い

る
43）．

　耐病性の 付与は主要な育種日標の
一

つ で あ るが，特に 赤

か び病 （FHB ） に よ る被害は最も深刻で あ り，形質転換に

よ る FHB に 対す る抵抗性素材の 作出が 盛 ん に行わ れ て い

る．オ オ ム ギ グル カ ナーゼ遺伝子及 び オ オ ム ギ キ チ ナーゼ

遺伝 子を導入 した形質転換系統 に つ い て は圃場で の 検定 が

行われ，こ れらの 遺伝子が FHB 抵抗性を高め るこ とが確認

された 44・4s）．シ ロ イヌ ナ ズ ナ の 全身獲得性 に 関わる AtAIPR1

遺伝子
46）

や赤かび病菌に対す るモ ノ ク ロ
ー

ナ ル 抗体とAs−

peTgiUus　giganteus由来抗菌性 ペ プ チ ドの 融合タ ン パ ク質を

コ ードす る遺伝子
47）の 導入 もFHB 抵抗性を高め る こ とが

報告されて い る，しか し，
これ らの 形質転換体の 示す FHB

抵抗性は不十分で あり， さ らな る取り組 み が必要で ある、

そ の 他最近の 報告と して は エ チ レ ン反応性に関与す る TiERF

遺伝子に導入 に よ リコ ム ギ株腐病抵抗性が高ま る こ とが報

告され て い る
4B）．

　登 熟期間中に 起 こ る穂発芽も種子 の 品質を劣化 させ る た

め，穂発芽耐性 コ ム ギの 育成もま た大きな育種 目標の
一つ

とな っ て い る．Li ら 49） は，種子 の 発芽時に 中心 的な役割

を果た す遺伝子 と して h 型 チオ レ ドキ シ ン 9 （Tr　t　h）遺伝

子を単離 し，ア ン チ セ ン ス 法 に よ りこ の 遺伝子 の 発現 が 抑

制 さ れた 形質転換 コ ム ギを作出した．こ の 形質転換体を調

査 し，7  ぬ遺伝子 の 発現が 抑制 されると穂発芽が 抑制 され

る こ とを示 した．しか も収量性や種子品質に は影響を受け

る こ とが な い，と報告して お り注目され る．
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