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葉緑体ゲノムは植物の葉の細胞あたり約 1 万コピー存在し、これに外来遺伝子を導入すれば gene 
dosage 効果が期待でき、植物の劇的な改変が可能である。現在、葉緑体の形質転換は葉緑体が発達

している緑葉に遺伝子銃でベクターを導入するが主流であるが、緑葉からカルス誘導・個体再生の系

が使えるのはタバコ、レタス、ジャガイモなど数種の植物に限定されている。本研究では、再生が容

易なカルスにレーザー加工技術により細胞壁を部分的に除去したスフェロプラスと、インビトロで外

来遺伝子を導入した葉緑体を包摂したリポソームをレーザー照射により融合させ、容易に形質転換葉

緑体をもつ植物体を得る普遍的な技術の開発を目的とする。 
昨年度までにタバコ、Nicotiana tabacum SR1 細胞に UV レーザーを 0.1 秒間照射すると細胞膜に

径数μm の穿孔が可能な条件を決定した。しかし、これでは細胞膜にも損傷を与え、細胞内容物が漏

出した。今年度は 0.7M マンニトールを含む高張液にカルスを 30 分間浸漬し、顕微鏡下で原形質を

分離を確認し、細胞膜から離れた細胞壁にレーザー照射し穿孔後、等張液に戻すことにより、細胞質

成分の流出を防ぎ、かつ再増殖が可能であった。細胞集塊が大きければ再増殖効率は高いが、多くの

細胞を的確に穿孔するには細胞数が少ない集塊を用いることが望ましい。そこで GFP 遺伝子を導入

したカルスをペクトリアーゼで処理し、10 細胞程度の細胞小集塊にし、高張液処理、レーザー穿孔、

等張液懸濁後、LS 培地での再増殖を検討した。細胞小集塊は再増殖しなかったので、GFP 遺伝子を

導入していないタバコ細胞をナース細胞として用いたところ、増殖効率は低いが GFP 遺伝子導入細

胞が増殖することが確認された。 
基本技術の一部が出来たので、今後のレーザーマニュピレーターで葉緑体を導入する段階に至っ

た。 

※ 成果の公表を見合わせる必要がある場合は、その理由及び差し控え期間等を記入した調書(A4 判縦長横書 1 枚)を  
添付すること。 
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  (7) ＵＶレーザー               (8) ナース細胞                                   (裏面に続く) 
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