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業界トップラボが贈る、詳細プロトコール集

●初心者がつまづきやすいポイント、成功のためのコツ、失敗例など
　ここでしか読めない詳細情報を満載したプロトコール。
●モデル種や栽培種など汎用性の高い植物種にフォーカス。
●従来のプロトコール集では扱われなかったTALENsやin planta

　技術にも触れ、植物研究に特化した配慮がなされている。
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10章　コムギの標的変異（アグロバクテリウム法）
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発育ステージの揃った良好な外植片を必要数得るために，植物材料の生育初

期では，自然光，低温，短日の条件で茎数を確保して育成することが望まし

い．季節や天候により育成期間は変動する．植物細胞の病原菌に対する抵抗

性応答は，アグロバクテリウムの感染への悪影響につながるので，植物材料

に病害がでないよう注意し，適宜農薬散布を行う． 

★ Tips②★

  ⬇
3） 出穂直前になったら環境制御されたグロースチャンバー（23/16℃，14
時間日長）に移して，開花・登熟させる（図 1b） Tips③  ．　開花した
日を記したビニールテープ（曜日で色を変えるとよい）を穂首につけ，穂
ごとに開花日がわかるようにする．
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図 1　植物材料の育成
自然光のガラス室 (a) とグロースチャンバー (b) で毎週 3ポットずつ播種して育成中の植物
材料．数字は播種後に経過した週の数を示す．

10-2  アグロバクテリウム感染液の調製
1） クリーンベンチ内で，50 mL コニカルチューブにMG/L 液体培地 10 mL，
アグロバクテリウムのグリセロールストック液 10 µL Tips④  を加え
る．28℃，175 rpmで一晩振とう培養する（図 2a）．

  ⬇
2） クリーンベンチ内で，2 mL マイクロチューブに培養液 1 mL を移す．
4℃，6,000 rpmで 5分間遠心して集菌する（図 2b） Tips⑤  ．

  ⬇

★ Tips③★
登熟時の条件を揃えるため制

御された環境が望ましい．開

花１週間後から与える水を適

度に控えることで，厚みのあ

る良好な未熟胚を得られやす

くなるが，十分に水を与えた

場合に比べて登熟の進む速度

が速まるので注意する． 

★ Tips④★
ディープフリーザーで保存す

る際に必要量を小分けにして

おく． 

★ Tips⑤★
未熟胚の取りだし（　　　ス
テップ 10）が終わってから集

菌を開始する． 
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図 2　アグロバクテリウム感染液
（a）一晩振とう培養したアグロバクテリウム培養液，（b）遠心による集菌後の培養液．
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イネの標的変異

イネは単子葉植物のモデル植物として古くから利用されており，ゲノム配列も完全解読されてい

る．培養系，形質転換系ともに確立されており，人工ヌクレアーゼを利用した再現性の高い標的変

異技術が開発されている．実際に，胚盤由来カルスへのアグロバクテリウムを介した安定的形質転

換法 1），胚盤由来カルスへの biolistic 導入法 2），プロトプラスト 3）や受精卵への PEG導入法 4）により，

標的変異の成功例が多数報告されている．

ここでは，日本晴を用いた胚盤由来カルスへのアグロバクテリウムを介した形質転換法による標

的変異実験のプロトコールを紹介する．また，本稿では培養期間が短い初期カルスを用いた形質転

換法を紹介するが，播種後 4週間程度の二次カルスを使用した形質転換法（9章において紹介）でも

可能である．

概
　要

8章

横井彩子・廣瀬咲子

Part III　各論

■ 作業工程 ■
1 か月目 2か月目 3か月目 4か月目

形質転換用イネカルスの培養

アグロバクテリウムの培養および
イネカルスへの形質転換

形質転換カルスの選抜

形質転換カルスにおける変異解析

変異カルスからの植物体再生

再分化植物体における変異解析 

再分化植物体の温室での栽培（T1 世代の取得）

1 週間

1週間

3～ 4週間

1週間

4週間

1週間

4～ 6か月 ／／


