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緒 Eコ

土壌細菌である A.rhizogenesが双子葉植物に

感染すると A.rhizogenesが持つRiプラスミド

の作用により形質転換を起こし、生長量が大き

く、分岐が盛んな根が発生することが一般に知ら

れている 1)。このような根を毛状根と呼ぴ、この

根から再生体を誘導すると通常のものとは異なっ

た形質を有する植物体ができる。本実験ではアル

フアルファを用いて A.rhizogenesによる形質転

換について調査した。

材料及び方法

A. rhizogenesは千葉県農業試験場生物工学

研・深見正信氏より分譲を受けたA5型ミキモピ

ンタイプ2)の野性株を用いた。アルフアルファ

は、キタワカパ、 BEAVER、GRIMMを供試し

た。アルフアルファを無菌播種し、各品種につい

て約 300個体ずつの匪軸部分を A.rhizogenesに

感染処理した。感染させた目玉軸をMS培地上で暗

黒下、 250Cで 3日間共存培養し、その後A.

rhizogenesを除菌するために抗生物質を含む

MS培地に移し、この培地で一週間毎に4回移植

した。菌感染約 2--3週間後に旺軸から発生した

根の形態的差異が明らかになるまで 8週間培養

し、根の形態に基づいて次の 3段階に評価した;

I 直根のみか、側根は僅かしかない

H 側根がある程度存在する

E 側根が多く存在し、その間隔が狭い(毛状

根)

典型的な毛状根の形態を示す根について

A. rhizogenes由来のT-DNAが導入されてい

るかどうかを確認するために、高圧3紙電気泳動

を行い、パウリ反応によりミキモピンの検出を行

った。次に、毛状根から再生体を作出するために

毛状根からカルスを誘導し、その再分化を試み

fこ。

結果及び考察

A. rhizogenesの感染によって毛状根を形成し

た形質転換率(Fig.1. の皿)は、キタワカパで、

2.2%、BEAVERで1.9%とほぼ同じ割合を示

したが、 GRIMMでは毛状根の発生は全く認めら

れなかった。これらの形質転換率の品種間差異

は、感染処理時の匹軸部位の大きさに関連するも

のと考えられる。特にGRIMMで毛状根が得られ

なかったことは、種子が小さいために幼植物体の

成育が劣っていたために、殺菌時及び菌感染時の

ストレスにより植物体の活性が失われてしまった

ことが大きな原因と思われる。そのため、十分に

生育した植物体の生長点付近に直接接種法で感染

させたなら、感染効率も高くなるものと考えられ

るロ
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本実験によって得られた毛状根については、コ

ントロールに比べて、根の生長量が大きく、側根

の分岐が旺盛で、根の径もやや太い特徴がみられ

た。また毛状根は、培地から空中に根が飛び出し

ているものが多く見られたことから根の屈性が減

少しているものと思われた (Fig.2)。本実験で

得られた毛状根を高圧ろ紙電気泳動によって分析

した結果 (Fig.3)、毛状根レーンのスポットと

ミキモピンを産出する小豆変移体3)のレーンのス

ポットが同じ位置に存在した。このことから、本

実験で得られた毛状根は、 A.rhizogenesによっ

て形質転換を起こした植物体特有の形質であるオ

パインを産出していることが確認された。

毛状根からの再生個体の作出については、現時点

ではカルスから再分化誘導を行っている最中であ

る。今後、再生体を作出し、 Riプラスミド導入

による形態的差異やその遺伝について更に実験を

進める予定である。

phenotype compared with untransfomed 

controls. Their qrowth was vigorous and 

quick， and their morphological charac-

teristic was abundant lateral roots and 

short internodes. Genetic transformation 

was confirmed by the presence of miki-

mopine from Ri -T -DNA. 
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Fig.l. Variety comparision of morphological 

root characteristic. 

Only tap root， or little lateral root. 

11 A little lateral root. 

m Abundant lateral roots and short 
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Fig.2. Comparision between hairy root and 

Summary control. 

Hairy roots of alfalfa were obtained by Mikimopine↓ 

the infection with Agrobacterium 

rhizogenes strain A5. The rate of 

transformation showing hairy toot was 2.2 

% for Kitawakaba， 1. 9 % for Beaber， 

Hairy root 
Transformed azuki been 
Histidine 
Control 
Methyl green 

」一一--howerve it was not appered for Grimm. Fig.3. The electrophoretic banding pattern 

Transformed roots had a distinct of mikimopine from hairy root. 
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