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研究成果の概要（和文）：モデル植物以外の植物でも高効率な形質転換系の構築を可能にすることを目的とし，アグロ
バクテリウムの改良に取り組んだ．アグロバクテリウムの感染時に植物はエチレン，GABAなどを合成し防御応答体制に
入る．このため，これらの物質により，形質転換効率が下がると考えられた．本研究ではGABAを分解する酵素単独、エ
チレンを抑制する酵素，GABA分解酵素の２つをアグロバクテリウムへ付与し，形質転換効率が向上した．

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is the increasing of transformation frequency in non-model 
plants. To increase the transformation frequency, we attempt to improve the Agrobacterium tumefaciens. 
Plant synthesize the ethylene and GABA during co-cultivation, and these compounds prevent Agrobacterium 
from transforming T-DNA. Therefore in this study, we try to breeding new Agrobacterium tumefaciens with 
the ability to reduce GABA. GABA were degraded by GABA transaminase, however the Agrobacterium 
tumefaciens does not have the enzyme. We isolated the GABA transaminase from Eschelichia coli and 
introduce the gene using with plasmid. We produced two types of Agrobacterium strains. One was harbouring 
only GABA transaminase gene, and the other had both acdS and gabT enzymes. The acdS degrade ACC which is 
precursor of ethylene. Therefore, the strain also reduce ethylene during co-culticvation. These strains 
are increase the transformation frequency in tomato and erianthus.

研究分野： 植物育種

キーワード： アグロバクテリウム　transformation　GABA　GAD
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１．研究開始当初の背景 
申請者は，これまでに形質転換効率の

促進を目指し，形質転換時植物から発生
するエチレンを抑制する能力をアグロバ
クテリウムへ付与した．この結果，形質
転換効率がメロン，エグシメロン，トマ
トなどで向上するスーパーアグロバクテ
リウムの分子育種に成功した(Nonaka et 
al., 2008 AEM 74: 2526-2528)． 

本研究では，双子葉・単子葉を含めた多
様な実用植物への形質転換効率を向上させ
ることと，アグロバクテリウムによる形質
転換効率のさらなる向上のために、次世代
型スーパーアグロバクテリウを分子育種す
る．具体的な戦略は，アグロバクテリウム
の感染時に植物が生成し，形質転換を抑制
する物質に着目し，1)形質転換を低下する
物質の分解能力をアグロバクテリウムへ付
与する，2) 形質転換を低下する物質に対す
るアグロバクテリウムの受容阻害，3) 形質
転換を低下する物質の抑制機構の打破であ
る．アグロバクテリウムの感染時に γ アミ
ノ酪酸(GABA)、コハク酸セミアルデヒド
(SSA)，サリチル酸(SA)などが植物により生
成され，これらが形質転換効率を低下する
ことが報告されている(Wang et al., 2006 
Molecular Microbiology 2006 62:45-56, Yuan 
et al., 2007 PNAS)．これらの物質は広い植
物種で生合成されており，アグロバクテリ
ウムの感染時に，これらの物質を減少，菌
体内への取込みを抑制，作用点を解除する
能力をアグロバクテリウムへ付与すること
は，多様な実用植物への形質転換効率を向
上させることができる． 
(1)形質転換を低下する物質の分解能力を
アグロバクテリウムへ付与する 
形質転換抑制物質である γ アミノ酪酸
(GABA)，コハク酸セミアルデヒド(SSA)，
サリチル酸(SA)分解酵素の活性をアグロバ
クテリウムへ付与し植物が生産するこれら
の物質を減少させ高効率に形質転換するア
グロバクテリウムを作出する．具体的には，
γアミノ酪酸分解酵素(GABA-T)，コハク酸
セミアルデヒド加水分解酵素(SSADH)，サ
リチル酸分解酵素(NahG)活性をアグロバ
クテリウムへ付与する．それぞれ単一の酵
素をアグロバクテリウムに付与し，効果を
評価した後で，ACCデアミナーゼ，GABA-T，
SSADH，NahG の活性をすべて付与する． 
(2) 形質転換を低下する物質に対するアグ
ロバクテリウムの受容阻害 
アグロバクテリウムが GABA を取り込み，
形質転換を抑制することが報告されている．

従って，GABA の取り込みを抑制により形
質転換効率の向上が期待できる．アグロバ
クテリウムの GABA 取り込みに関連して，
トランスポーターが単離されているので，
(Planamente et al., 2010 JBC 285: 
30294-30303)本研究では，GABA トランス
ポーター遺伝子破壊アグロバクテリウムを
作出する．また，サリチル酸トランスポー
ターは発見されていないので，この探索も
同時に行うことも計画している．SA 投与
によるアグロバクテリウムの遺伝子発現の
変化が報告されているので(Anand et al., 
2008 Plant Physiology 146: 703-715)，この情
報を利用する． 
(3) 形質転換を低下する物質の抑制機構の
打破 
植物が生成する GABA，SSA，SA の作用点
の一つにコーラムセンシングシグナルの抑
制がある(Chevrit et al., PNAS 2006 103: 
7460-7464, Yuan et al., 2007 PNAS 104: 
11790-11795, Wang et al., 2006 Molecular 
Microbiology 62: 45-56)．コーラムセンシン
グとは，バクテリアの菌体密度がある一定
数になった時，特別に作用する機構で，一
般的には毒素を出したり，ある物質の生産
のスイッチを ON にしたりする機構である
が，アグロバクテリウムの場合は，Ti プラ
スミドの複製に関与することが知られてい
る．この Ti プラスミドは，アグロバクテリ
ウムから植物への形質転換に関連する遺伝
子をコードするプラスミドであり，この複
製は形質転換効率に深く関わっている
(Pappas 2008 Plasmid 60: 89-107)．従って、
コーラムセンシングが抑制されると、Ti プ
ラスミドは複製されなくなり、形質転換効
率も低下する。そこで、本研究では、アグ
ロバクテリウムへ遺伝的改変を加え，コー
ラムセンシングの抑制を解除することとTi
プラスミドの複製を強化することに取り組
む． 
(4)アグロバクテリウムへの GABA 分解能，
SSA 分解能，SA 分解能の付与 
GABA 分解酵素(GABA-T)は大腸菌から
単離し，アグロバクテリウムへ遺伝子導
入し酵素活性も確認した．研究期間内に
形質転換能力の評価を行う．サリチル酸
分解酵素(NahG)は，シュードモナスから
単離しており，アグロバクテリウムへ付
与した．今後は，アグロバクテリウム内
での酵素活性を測定と形質転換能力の評
価を行う．コハク酸セミアルデヒド加水
分解酵素(SSADH)は，遺伝子を単離して
いる．研究期間内に，アグロバクテリウ
ムへ酵素活性付与と形質転換能力を評価



する．
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形質転換系の構築を可能にすることを目的
とし，アグロバクテリウムの改良に取り組

んだ．
リアンサスなどで試したが，再分化系まで
すでに
ため，
の影響を評価した．エリアンサスについて
は，再分化系まで確立して
スへの遺伝子導入系及びその評価方法を確
立させることができたので，
も用いた．メロンについては，遺伝子導入
が促進できたものの，得られた再分化個体
はエスケープが多いため，選抜系にも問題
があると考えており，現在選抜系を再調整
している．ユーホルビアについては，カル
スの誘導に成功したので，アグロバクテリ
ウムを感染させたが，遺伝子導入が起こら
なかった．今回開発したアグロバクテリウ
ムでは効果がないことが明らかとなった．
以下は，トマト，エリアンサスの結果を報
告する．
リウムの感染時に植物はエチレン，
ノ酪酸
ロバクテリウムの感染を阻害することが報
告されている．このため，形質転換時にこ
れらの物質を除去することにより，形質転
換効率の向上が期待できた．先行研究にお
いて，エチレン前駆物質
酵素
ドでアグロバクテリウムに保持させ，
デアミナーゼ活性を付与したところ，共存
培養中に植物から発生するエチレンを抑制
した結果，メロン，エリアンサスなどで遺
伝子導入効率を促進させることに成功した．
RNAi
現を抑制し，
トマトを作出し，これを用いて，形質転換
を行ったところ，野生型のトマトと比較し
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立している植物であれば，形質転換効率を
4 倍程度上昇させることができたため，形
質転換効率の向上には有効であると考えら
れるが，かなり限定的なものとなってしま
った．形質転換効率を向上させるためには，
効率的な選抜方法や再分化系も合わせて構
築していく必要がある． 
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