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研 究目的

食生活の 多様化 に伴 って様 々な香辛料植物の開

発 と生産性 向上 が強 く求め られている。今の とこ

ろ香辛料植物 の品種改良に関する研究 は必ず しも

充分 行われ ているとは言えない。 しか しバ イオテ

ク ノロジー の応用 によって比較的短時 日の内に画

期的な香辛料素材植 物が育成 される可能性がある。

本研究 は細胞 ・組織培 養 と遺伝子操作 を主体 とす

るバイオテクノロジー技術 を活用 して香辛料植物

の品質及 び生産機能の向上並 びに有用物質生成 の

高率化 に関 する基礎 的知見を得る とともに,そ の

技術体系の確立 ・定着を図る ことを目的 としてい

る。 また品種鑑別や,交 配 ・細胞融合のマーカー

として利用価値の高い分子標識系(制 限酵素断 片

長多型;RFLP)の 開発 を試 みるの も本研究の特

色の1つ で ある。

研究成果

1香 辛野菜の組 織培養

近年,飲 食物 に芳香 や辛味 を添 える香辛野菜 の

需要 が高 ま りつつある。 今後 これ らの効率的な栽

培方法や優良形質を もつ株 の大量増殖法な どにつ

いての検討が求め られる もの と思われ る。本研究

では,香 辛野菜であるヒ ソップ(Hyssopusoffici-

nalisL.)及 びディル(AnethumgraveolensL。)の

無菌培養系の確立 を目的 として,器 官形成に及 ぼ

す培地中の生長調節物質 の影響 について検討 した。

【材料 と方法】

ヒソ ップ及びデ ィルの種子 を無菌播種 して10日

後に得 られ た実生 か ら茎頂(2～3mm),子 葉及

び胚軸(1～1.5cm)を 取 り出 し材 料 とした。培

養基 は,MS培 地,シ ョ糖30g〃 及び寒天7g/

1,生 長調節物 質して,NAA(0,1,10及 び100

μM)とBA(0,1及 び10μM)を 組 み合わせて

添加 し,pH5.6に 調整 した もの を用 いた。培養

はいずれ も25℃,4,0001x,16時 間 日長の条件

下で行 った。調査 は培養開始70日 後に器官形成に

つ いて行 った。

【結果 と考察】

1.ヒ ソップの組織培 養

(1)茎 頂の培養:NAA100ｵM添 加 区を除

いた区で茎形成及 び発根がみ られた。茎形成率 は

BA10ｵM単 独添加 区及 びNAA1μM単 独添加

区で最 も高 く80%で あった。NAA無 添加及 び1

ｵM添 加区では,BA無 添加 のときは側枝 を10以

上 もつ長い茎 が1～3本,BA添 加の ときは側枝

4以 下の短い茎 が10本 以上 得 られた。発 根率は

NAA1ｵM,10ｵM単 独添加 区及 びNAA10

ｵMとBA1ｵM添 加区で100%で あ った。発根

率の高い区では根 数 も多か った(第1表)。 生長

調節物質無添加 区では茎頂組織 から直接的 に器官

が分化 したが,形 成率は50%程 度 であった。茎形

成率,発 根率が共 に高か った区はNAAlμM単

独添加区であった(第1図)。(2)子 葉 の培 養:

茎形成はいずれの区で もみ られなかった。 発根 は

NAA添 加区のみでみ られ,NAA10μM単 独添

加 区で最 も高 く86.7%で あった(第2表)。(3)胚

軸 の培養:茎 形成はいずれの区で もみ られなか っ

た。発根 はNAAlμM及 び10ｵM添 加の全ての

区でみられ,NAA1ｵM単 独添加 区及 びNAA1

μMとBA1μM添 加 区で100%で あった(第3表)。
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第1表 ヒソップ茎頂組織からの器官形成に及ぼす生長調節物質の影響8

第1図 ヒソップ茎頂組織 からの茎形成及び発根に及ぼす生長調節物質の影響.

培養70日 後に調査.

形成率(%)=(形 成培養体数/供 試切片数)×100.

以上の結果か ら,ヒ ソップの組織培養 においては,

NAA1ｵM単 独添加 による茎 頂培 養 で器官形

成が最 も良好である と思 われる。

2.デ ィルの組織培 養

(1)茎 頂の培 養:NAA100μM添 加 区を除

いた全ての区で茎 が形成 された。形成率 はNAA

1ｵM単 独添加 区で100%で あ った。NAA無 添

加及び1ｵM添 加 区では,BA無 添 加の場合 には

長 い茎が1～3本,BA添 加の場 合に は短 い茎 が

10本 以上得 られた。発根 はNAA1μM単 独添加

区で100%で あった(第4表)。 生長調節物質無添

加 区で は茎頂組織からの直接的 な器官の分化がみ

られ たが,形 成率は再分化の もの と比べて低 く,

25%程 度であ った。茎形成率,発 根率が共に高か
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第2表 ヒソッブ子葉組織からの発根に及ぼす生長調節物質の影響

第3表 ヒソップ胚軸組織からの発根に及ぼす生長調節物質の影響8

った区はNAA1ｵM単 独添加 区であった(第2

図)。(2)子 葉の培 養:NAAlOOｵM添 加 区を除

いた区で茎形成及び発根がみ られ た。茎形成率 は

いずれ も40%未 満であ った。 発根率 はNAA10ｵ

M単 独添加区で100%で あ った(第5表)。 茎形

成率,発 根率共 に高率である区はみ られ なか った

(第3図)。(3)胚 軸 の培養:NAA100μM添 加

区 を除いた区で茎形成及 び発根がみ られた。茎形

成率はいずれ も40%以 下であ った。発 根率は生 長

調節物 質無添加 区,NAA1μM及 び10ｵM単 独

添加 区で100%で あった(第6表)。 茎形成率,発

根率共 に高率が得 られた区はなかった(第4図)。

以上 の結果 から,デ ィルの培 養においては,N

AA1ｵM単 独添加 による茎頂培 養で器官形成 が

最 も良好 である と思われ る。
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第4表 デ ィル茎頂組織からの器官形成に及ぼす生長調節物質の影m

第2図 ディル茎頂組織か らの茎形成 及び発根 に及ほす生長調節物質の影響.

}音養70日 歪麦ζこ調査.

形成率(%)=(形 成培 養体数、・供試切 片数)xlOO.

II有 用遺伝 子の構造解析

高等植物 は遺 伝情報 を核 ・葉緑体 ・ミトコン ド

リアの3種 類のゲ ノムに分散 してコー ドす る点で

特徴的 といえる。 ミトコン ドリアは主 として呼吸

代謝 を司 る細胞 質オル ガネ ラであ り,呼 吸代謝に

かかわる遺伝子の一部 は ミトコン ドリアゲノムに

含 まれ ている。植 物で最初に クロー ン化 され,構

造決定のな された遺伝子 は トウモ ロコシのcoxII

(シ トクロム酸化酵素 サブユニ ッ トII)遺 伝子で

ある。以来,3種 の リボソームRNA遺 伝子や10

種 を超 える トランスファーRNA遺 伝子 ならびに

約15種 の蛋白質コー ド遺伝子が相次いで単離 され,

構造 と発現 ・機能 の解析 がなされて きた。本研究

では重要な糖料作物であるテンサイ(Betavulgaris)
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第5表 ディル子葉組織からの器官形成に及ぼす生長調節物質の影響a

第3図 ディル子葉組織か らの茎 形成及 び発根に及ぼす生長調節物質 の影響.

培養70日 後に調査.

形成率(%)=(形 成培養体数/供 試切片数)×100.

について,ま ず ミトコン ドリア遺伝子の クローン

バ ンクを作 り,次 いでATP合 成酵素 αサブユ ニ

ットの産生 にあずかるatpA遺 伝子の構造 と発現

について分析を進めた。

【結果 と考察】

1.ミ トコン ドリア遺伝子バ ンクの作成

テンサ イの肥 大根か ら細胞分画法 とCsCI-EtBr

平衡密度勾配遠心によ りミトコン ドリアDNAを

調製 し,遺 伝子バンクの作成 を試み た。得 られた

DNA標 品 を,制 限酵素MboIで 部 分分解 し,

16000～23000bp(塩 基対)断 片 を分別 した上でバ

クテ リオファー ジλ一dashのBamHI切 断点 にっ

ないでDNAラ イブラリー を作 った。第7表 に示

す11種 の ミトコン ドリア遺伝子 プローブと分子雑
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第6表 ディル胚軸組織からの器官形成に及ぼす生長調節物質の影響

第4図 デ ィル胚軸紐織か らの茎形成及び発根 に及ぼす生長調節物質の影響.
土音養70口 子麦;こ謡胡査.

形成率(%)=(形 成培養体数 供試切 片数)xlOO.

種を形成す る陽性 クロー ンを選 んだ。

2.atpA遺 伝子の解析

呼吸代謝の酸化的 リン酸化反応 にお いて中心的

な役割 を演ず るATP合 成酵素複合はF1とF。 の

2つ の機能単位か ら成 る。FIATP合 成酵素の構

成サブユニ ッ トの1つ であるαサブユニ ットは哺

乳動物や酵母 においては核遺伝子 によ り生産 され

る が,高 等 植 物 で は ミ トコ ン ドリア 遺 伝 子 に 支 配

され る こ とが 判 った。 テ ン サ イの ミ トコ ン ドリア

遺 伝 子 バ ン ク よ り,ATP合 成酵 素 αサ ブ ユ ニ ッ

トの コー ド遺 伝 子 を 含 む ク ロ ー ン を 選 び,EcoR

I,BamHI,Hindlll,SacI,SmaIの 切 断 サ

イ トを マ ッ ピン グ した(第5図)。 詳 細 なサ ザ ン プ

ロ ッ ト分 析 の結 果,ク ロー ン内部 の3.7kbpHind
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第7表 クローンライプラ リー作成に用いた ミトコンドリア遺伝子ブロー ブ

第5図 テ ン サ イ(系 統TK81-0)atpA遺 伝 子 の物 理 地 図

E,EcoRI.Sc,SacI;Sm,SmaI;

B,BamHI;Sl,SalI

III-HindIII域 にATP合 成酵素 αサブユニ ッ ト遺

伝子(atpA)が 含 まれる と予想 され たので,こ の

領域 をプ ラス ミドベ クターpUC119で サ ブクロー

ニ ング し,ジ デオキシ法に よって塩基配列 を決め

た。

第6図 に示 すように,テ ンサイatpA遺 伝子 は

1518bpか ら成 る。塩基配列 か ら推定 され るア ミ

ノ酸残基数 は506個 で,産 生 タンパ ク質の分子量

は54937ダ ル トン と計算 され る。 トウモロコシの

場合 と比較す ると塩基配列で は92.1%,ア ミノ酸

配列で は93,9%と いう高い相同性 を示 した。 また

ア ミノ酸配列の171番 目よ り177番 目 と268番 目よ

り271番 目には,そ れぞれアデニンヌクレオチ ド

結合 ドメインとみな される領域が保存 されてい る。

植物 ミトコン ドリア遺伝子 に関 して は,こ れ ま

でにATG開 始 コ ドンの上流 に18Sリ ボ ソー ムR

NAの3'端 と相補的 な配列が しば しば見出 され

てお り,こ れ らは翻訳の際に重要 な役割 を果 たす

リボ ソーム結合サ イ トと想像 され る。今 回分析 し

たatpA遺 伝子についても,開 始 コ ドンか ら数え

て12bp上 流 に5'-TCTATTCT-3'と い う リボ

ソーム結合サ イ トに酷似 した配列が発見 された。

ノーザンプロッ ト分析 によればatpA遺 伝子 の転

写産物 は少な くとも,2.2kbと1.8kbの2種 と同

定 され た。 プライマー伸長法に基づいて転写物の

5'端 を決めた ところ,2.2kbRNAに 対応 する5'

端 は一573(ATG開 始 コ ドンの573bp上 流),-557,

-556の3箇 所,1.8kb転 写物 に対応 する5'端 は

一206
,-159の2箇 所である ことが判 った。-573を

含む領域 にはダイズ ミ トコン ドリア遺伝子 のプロ

モーターにみられ るコンセンサ ス配列5'-AAAT

nnCRTAAGAGAAGAAAG-3'が 配置 されてお

り,転 写開始点である可能性が高い。
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第6図 テンサイ(系 統TK81-0)atpA

遺伝子のヌ クレオチ ド配列とこれ より推定 され るア ミノ酸配列,リ ポソーム

結合サイ トを四角で囲 ってある.
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potentialityofcondimentherbs
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Efficientimprovementsofquality,productivityandusefulbiosyntheticabilityof

condimentherbsweretriedbybiotechnologiessuchascellandtissuecultureandgene

manipulation.

1.Tissuecultureofcondimentcrops

Toestablishausefulmethodofpropagatingplantswithexcellentcharacteristics,a

preliminaryin-vitroculturewascarriedoutusingvariouskindsofcondimentcropseed-

lings.

(i)Hyssop(HyssopusofficinalisL,)1)Shootapexculture:Thehighestshootforma-

tionratewas800with1ｵMNAAaddedalone.Separateadditionsofland10ｵMNAA

oracombinedadditionof10ｵMNAAand1ｵMBAgavea100%rootformationrate .

2)Cotyledonculture:RootingrequiredNAAandshowedthehighestrateof86%atlOｵ

MofNAAaddedalone.Noshootingwasrecognizedinallbatches.3)Hypocotylculture:

Ahighrootingrateof100%wasobtainedwhenthemediacontained1ｵMNAAalone

orcombinedwith1ｵMBA.

(2)Dill(AnethumgraveolensL.)1)Shootapexculture:Vigorousshootformation

(100%)wasshownwith1ｵMNAAalone,whilethehighestrootformationrate(100%)

withaseparateadditionof1ｵMor10ｵMNAA.2)Cotyledonculture:Anadditionof

10ｵMBAalonemadetheshootformationratehigh(40%).Alloftheculturesdifferen-

tiatedroots.3)Hypocotylculture:AnadditionofBAgavehighershootformationrates

(30^-40%).GoodrootformationswereobservedwithoutBAregardlessofNAAaddi-

tions.

Apossibilityofestablishingpropagationmethodsbythein-vitrocultureofsuitable

tissueswasclarifiedinhyssopanddill.

2.Cloningandcharacterizationofusefulgenes

MitochondrialDNA(mtDNA)wasisolatedfromtaproottissueofsugarbeetplants ,

inordertoconstructtheoverlappingclonebank.Mitochondrialcloneswerethenselected

fromthelibrarybyhybridizationwithlabeledfragmentsofDNAthatincludedmitochon-

drialgenesfromotherplantspecies.Thegene(atpA)codingforthealphasubunitofthe
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mitochondrialATPaseisquiteinteresting,becausethissubunitisencodedinthenuclear

genomeofyeastandanimals,buthigherplantsencodethesubunitintheirmitochondrial

genome.Inthisstudy,weselectedtheatpA-containingclonefromourIibraryfornucleo-

tidesequencing.Thegenehasalengthof1618bpandencodesa606amino-acidpol}・pep-

tideswithamolecularweightof54937dalton.Itwasfoundtobetranscribedinmito-

chondria.ThesugarbeetatpAgeneshares93.9%sequencehomologyattheaminoacid

levelwiththemaizeatpAgene.


