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1 は  じ め に

ダイズわい化病 は北 日本にお けるダイズ生産

に深刻な被害 を与 えてお り、本病抵抗性 品種 の

早急 な育成 が望まれ ているが、有効 な遺伝資源

が見いだ され ていないために人 工交配等 による

育種が遅れている。

本研究では、SbDVの 全塩基配列 をもとに外被

タンパ ク質遺伝子等の抵抗性付与領域 を単離 し

て、 ダイズヘの導入 をパーテ ィクルボンバー ト

メン ト法により図 り、SbDVに対す る抵抗性 を持

つ素材の開発を目指 している。

2 試 験 方 法

古谷 らの方法 。によ リダイズ形質転換体の作

出を試みた。ダイズ (品 種名 Jack)の 未熟子葉

を 24‐D(40mg/L)を含んだ MS培地 (D40培地 )に

置床 し、2週 間毎に 2回 継代 し、不定胚を誘導 し

た (図 1)。 誘導 された不定胚を 24‐ D(20mg/L)を

含 んだ MS培地 (D20培 地)に 置床 し、2週 間毎に

継代 し、不定胚 を増殖 させた。パーテ ィクルガ

ン (PDS‐ 1000/Hc)を 用い、ガス圧 1,1 00psi、 発射

距 離 9cm、 金 粒 子 直 径 1 6μmで 導 入 した 。

co― transformationに より選抜マーカー としてプラ

ス ミ ド E129‐ HPT(ハ イ グロマイシン耐性遺伝

子 )、 抵抗性付与領域 として E120‐ SbDVCP(SbDV
の外被 タンパ ク質遺伝子 )を それぞれ用いた。不

定胚 はその後、ハイ グロマイ シンを含む液体培

地で選抜 した。ハイ グロマイシン濃度 を 15mg/L

か ら 20mg/Lに 、更に 30mg/Lへ と段階的に選抜

圧 を高めていった。不定胚塊 を成熟液体培地 に

移 し、増殖 させた後 に、 シャー レの上で乾燥 さ

せた。4日 後にホルモンフリーの MS培 地に移植

して発根 を促 した。その後、正常に発育す る個

体 を適宜バー ミキュライ ト入 りのポ ッ トに移植

し、鰯1化 させ た後、閉鎖温室 に移 し、生育 させ

た (図 2)。

導入遺伝子は選抜個体の葉 よリゲノム DNAを
抽 出 して、PCRに よ リハイ グロマイシン耐性遺

伝子お よび外被 タンパ ク質遺伝子検 出用 プライ

マーを用いて、それぞれ確認 した。

3 試験結果及び考察

ダイ ズ不定胚誘導か らハイ グロマイ シン耐性

選抜個体 を鉢上げす るまで約 8ヶ 月、種子 を採

取す るまで さらに約 4ヶ 月 を要 した。草型 は蔓

化 し、稔性がやや劣 る傾向を示 した。

To世 代において PCRに よリハイグロマイシン

耐性遺伝 子お よび外被 タンパ ク質遺伝子検 出用

プライマー を用いて、それぞれ導入遺伝子の確

認 を行 つた ところ、両方 の遺伝子 が導入 され て

いると思われ る個体が存在 した (図 3)。 T。 世代

でのグ ノ ミックサザ ンを行 つた ところ、ハイ グ

ロマイ シン耐性遺伝子お よび外被 タンパ ク質遺

伝子が導入 され てい るこ とが確認 された。外被

タンパ ク質遺伝子の導入が確認 された任意の T。

世代 1個 体か ら採取 された種子 を播 き、Tl世 代

を生育 させて PCRに よる導入遺伝子の確認 を行

つた ところ、分離が見 られ るが導入遺伝子が後

代へ と遺伝 している と思われ る個 体が存在 した

(図 4)。

4 ま と め

以上の結果 よ リパーテ ィクル ボンバー トメン

ト法によ り SbDVの 外被 タンパ ク質遺伝子 をグ

イズに導入することが出来た。今後は Tl世代に

おいて外被 タンパ ク質遺伝子 の遺伝 が確認 され

た個体 より採種 し、T2世 代を得て、SbDVに対す

る抵抗性 を検定す る。 また、上記 の方法 を用い

て多数 の遺伝子導入系統 を得 るとともに、他 の

抵抗性付与領域を選定 し、導入 を試みる。
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