
13野菜茶業研究所研究報告　 ： ～ （ ）

遺伝子組換えトマトを利用したモザイク病（ ）
抵抗性トマト素材系統‘ ’の開発
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I　緒　　言

　キュウリモザイクウイルス（ ）によるトマトの
モザイク病を防除するために，交雑育種による抵抗性品
種の育成が古くから試みられ， ，

， や
等，いくつかの近縁種で抵抗性素材が見出されてきた（栗
山ら， ら， 岡本ら， ， ら，
）．しかしながら，抵抗性の遺伝様式が複雑なこと

や栽培種との交雑不親和性のために栽培種への抵抗性導
入は成功していない（ ら， ）．
　一方，遺伝子組換えはウイルス病抵抗性植物を作出す
る技術として注目され，トマトにおいても 外被タ
ンパク質遺伝子を導入したモザイク病（ ）抵抗性
組換えトマトの開発が実施されてきた（ ら，

ら， ）．野菜茶業研究所においても 年か
ら当該研究に取り組み， 外被タンパク質遺伝子を
導入した遺伝子組換えトマトを作出し（佐藤ら， ），
その抵抗性を確認するとともに種々の環境に対する安
全性の評価を行い（佐藤ら， ，， ら， ，
， ）， 年に開放系における栽培が認められ

るに至った．

　環境への安全性評価試験を終了した組換えトマト系統
（ ）は完熟出荷には不向きな 品種である‘サ
ターン’（タキイ種苗株式会社）に遺伝子導入を図った
後代であるため，諸形質が分離するほか果実が軟らかい
という欠点があった．そこで，完熟出荷向け品種と交雑
した後代について諸形質の固定を図り，完熟出荷向け高
品質トマト品種を育成しようとした．その結果，モザイ
ク病（ ）抵抗性の素材系統を開発したのでその経
過と特性を報告する．

Ⅱ　育成経過

　‘サターン’へ 外被タンパク質遺伝子を導入し
て得られた組換えトマト後代系統‘ （ ）’を
父親，完熟出荷向け品種である‘おどりこ’（株式会社
サカタのタネ）を母親として 年に交雑した．
年以降，後代について，導入した 外被タンパク質
遺伝子の有無を により確認するとともに果実形質
等の一般実用形質に着目して選抜と自殖を繰り返した．
その結果，完熟出荷向け高品質トマト品種という当初目
標の達成には至らなかったものの，安定したモザイク病
（ ）抵抗性を示し生食用トマト品種育成の素材とし
て利用可能な固定系統 を選抜
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し，‘ ’と系統名を付した（図－ ）．

Ⅲ　品種特性

1　材料および方法
　ａ　2002年度春夏作
　 検定試験には， 世代の ，対
照品種として‘桃太郎 ’（タキイ種苗株式会社），‘お
どりこ’，‘メリーロード’（株式会社サカタのタネ）お
よび‘サターン’を供試した． 年 月 日に育苗
箱へ播種し，適宜間引きした．本葉が ～ 枚展開した
月 日に次の手順で を接種した．サブグループ
に属する 系に罹病したタバコ葉をリン酸緩衝液
（ ， チオグリコール酸を含む）とともに磨砕後，
大きな磨砕残渣をピンセットで除去して 接種液と
した．第 本葉へカーボランダム（ メッシュ）を
ふりかけ， 接種液をつけた綿球を軽くこすりつけ
た後，接種液とカーボランダムを蒸留水で洗い流した．
調製から接種までの間， 接種液は氷上で保冷した．

無接種区の株には 接種液の代わりにリン酸
緩衝液を同様に処理した．接種 および 日後に各個
体についてモザイク症状の有無を調査するとともに，生
育状況を調査した． については 株，
対照品種については から 株に を接種した．
　一般特性の調査には， 検定と同じ品種・系統を
供試した． 年 月 日に播種し， 月 日に直径

のポットへ移植して育苗した． 月 日に 区
株の 反復で露地圃場へ定植した．畝幅 ，株間
，条間 の 条植えとし，畝面は黒ポリエチ

レンフィルムでマルチングした．成分量で ，
および をロング （全農）

で施用するとともに，炭酸苦土石灰 および
過燐酸石灰 を施用した．栽培は，自根の主
枝 本仕立てとした．遺伝資源特性調査マニュアル第

分冊（農業生物資源研究所， ）に準拠し，平成 年
度種苗特性分類調査報告書（日本種苗協会， ）を参
考にして植物体の特性，果実の外観および品質に関する
特性を調査した．

　ｂ　2002年度秋冬作
　 世代の ，対照品種として‘桃
太郎 ’，‘おどりこ’，‘サターン’および‘秋玉’（野
菜試験場）を供試した． 年 月 日に播種し， 月
日に直径 のポットへ移植して育苗した．第

本葉が展開した 月 日に 年度春夏作と同様の方
法で を接種した．ただし，接種は第 本葉の最先
端にある小葉のみに対して行った．各品種・系統につ
いて 株に を接種し，無接種区も 株とした．
月 日にモザイク症状の有無を調査した後， 接種
区，無接種区ともに 区 ～ 株の 反復でファイロン
ハウス内へ定植した．定植方法および施肥量は 年
度春夏作と同様とした．なお，低温期は温風暖房機で加
温し，暖房開始温度は ℃とした．
　草丈，節間長，収穫開始日および枯死株率を調査する
とともに，果実の特性を調査した．果実の堅さについ
ては， （島津製作所）を用い，果実赤道部を直径

のディスク状プランジャ－により の
速さで 圧縮した場合の応力（ ）を測定した．また，
月 日に各品種・系統について 接種区および

無接種区からそれぞれ 株の本葉を採取し， によ
る の検出を試みた． は 検出用試薬（日
本植物防疫協会研究所）を用い，高橋（ ）の方法に従っ
た． における吸光度を マルチラベルカウン
ター（ ， 社）にて測定した． 接
種区の試料における吸光度が対照区における吸光度の
倍を超える場合を， 陽性と判定し が検出され
たと判断した．

図－ 　‘ ’の育成図
）‘サターン’への 外被タンパク質遺伝子（ ）導入試験開始
）閉鎖系における安全性評価試験開始
）非閉鎖系における安全性評価試験開始
）隔離圃場における安全性評価試験開始
）開放系における栽培認可
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　ｃ　2003年度春夏作試験
　 年度春夏作と同様に試験を行った． 世代の

，対照品種として‘桃太郎 ’，‘お
どりこ’，‘サターン’および‘秋玉’を供試した．
年 月 日に播種し， 月 日に鉢上げした．第 本葉
が展開した 月 日に を汁液接種し， 月 日に
露地圃場へ 区 ～ 株の 反復で定植した． 発
病株率等を調査した．

　ｄ　2003年度秋冬作試験
　 年度秋冬作と同様に試験を行った． 世代に当
たる （‘ ’），対照品種
として‘桃太郎 ’，‘おどりこ’および‘サターン’を
供試した． 年 月 日に播種し， 月 日に鉢上げ
した．第 本葉が展開した 月 日に を汁液接種し，
月 日に青枯病汚染圃場のビニールハウス内へ 区
株の 反復で定植した． ， および青枯病発

生率を調査した．

　ｅ　導入遺伝子の確認
　 世代の と‘桃太郎 ’を供試した．

年 月 日播種， 月 日に定植し，自根の主枝
本仕立て栽培とした．収穫盛期にある 月に各品種か
ら小葉を採取し，サザンブロット分析に供した．
ら（ ）の方法に従って抽出した （ ）を
制限酵素 で消化し， アガロースゲルで分離
した．ゲルはアルカリブロッティング（ ら，
）によりナイロン膜（ ，
，ロシュ・ダイアグノスティックス社）に転写し，
で洗浄後，風乾し，ハイブリダイゼーションに

使用した．ハイブリダイゼーション，洗浄等は 標
識核酸検出キット（ロシュ・ダイアグノスティックス社）
を用いて行い， （ 社）
による化学発光をポラロイドフィルムに感光させた．プ
ローブには， 外被タンパク質遺伝子の 部分
（図－ ）を （ロシュ・ダイ
アグノスティックス社）を用いて 標識したものを
使用した．標識の際は，トマトの形質転換に用いたプラ
スミド （ ら， ）の を鋳型に， 種
のプライマー，’
’および ’ ’を
用いて を行った． の条件は， ℃ 秒， ℃
分→ ℃ 分→ ℃ 分を 回， ℃ 分とした．

2　結果と考察
　ａ　モザイク病（CMV）抵抗性
　 年度春夏作では， 世代の
は接種 日後の発病株率が約 と対照品種の
と比較して低かった．また， を接種しなかった場
合と同程度の生育を示した．これらのことから選抜系統
はモザイク病（ ）に対し免疫性ではないものの高
い抵抗性を示すと判断された（表－ ）．
　 年度秋冬作では，定植時（ 接種 日後）
には対照品種 点のすべての株でモザイク症状が確認

品種・系統名
接種 日後 接種 日後

接種株数
発病株
率（ ）

生育
状況

発病株
率（ ）

生育
状況

同 同

桃太郎 劣 劣
おどりこ 劣 劣
メリーロード 劣 劣
サターン 劣 劣

表－ 　供試品種・系統の 抵抗性検定結果
（ 年度春夏作）　　　　　

　本葉が ～ 枚展開した時期にある苗の第 本葉へ を接種した．
　発病株率：モザイク症状が観察された株を発病株とし，その割合を算

出した．
　生育状況： 無接種区と比較して同等（同）または劣る（劣）を

調査した．

品種・系統名
定植株数

接種区

発病株率（ ）
検出株率
（ ）

接種
日後

接種
日後

桃太郎
おどりこ
サターン
秋玉

表－ 　供試品種・系統の 抵抗性検定結果
（ 年度秋冬作）　　　　　

本葉が 枚展開した時期にある苗の第 本葉最先端の小葉のみへ
を接種した．

　発病株率：モザイク症状が観察された株を発病株とし，その割合を算
出した．

検出株率： で が検出された株の割合を算出した．

品種・系統名 草丈＊

（ ）
節間長＊

（ ）
果の揃
い

果色の
濃淡

果実の堅さ＊

（ ）
糖度
（ ）

中 中

桃太郎 やや不良 やや淡
おどりこ やや不良 中
サターン やや不良 やや淡

表－ 　 接種が供試品種・系統の生育および果
実特性に及ぼす影響（ 年度秋冬作）

　＊： 接種区のデータを，無接種区との対比（ ）で示した．

齊藤ら：遺伝子組換えトマトを利用したモザイク病（ ）抵抗性トマト素材系統‘ ’の開発
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されたが， 世代の は無病徴であ
り，モザイク病（ ）抵抗性であると判断された（表
－ ）．定植後， を接種した対照品種では激しいモ
ザイク症状を発生し，生育の抑制や収量低下が認められ
たが， では 接種 日後に約

が発病したものの残る個体は発病せず，高いモザイ
ク病（ ）抵抗性を有すると判断された（表－ ，図
－ ）．定植約 カ月後に による の検出を
試みたところ，無病徴の株からは は検出されなかっ
た（表－ ）． 接種区における供試品種・系統の生
育および果実特性を表－ に示す． を接種すると，
供試したすべての品種・系統で草丈が低くなったが，そ
の低下程度は対照品種で顕著であった．また， 接
種区では果実の揃いが悪くなるとともに果色が薄くなる

傾向にあったが，その傾向は が対
照品種よりも弱く，果実形質は良好であった．一方，対
照品種は 接種区では果実の堅さが増加し，ゼリー
部が少なくなった． 接種区では無接種区よりも収
穫始期が遅れ，収量が低下する傾向にあり，特に収量の
低下は対照品種で顕著であった（表－ ）． 接種区
においては の良果収量および総収
量が対照品種よりも高かった．このように，対照品種で
は 接種によって明らかな生育の抑制および収量の
低下が認められたのに対し， の生育
や収量に及ぼす 接種の影響は小さく，高いモザイ
ク病（ ）抵抗性を示した．
　 年度春夏作では， 世代の
は供試した 個体すべてが では 陽性

図－ 　 の 抵抗性
‘桃太郎 ’（ 左および ）は激しいモザイク症状であるのに対し， （ 右および ）は無病徴である．

年 月 日播種， 月 日 接種， 月 日定植， 月 日撮影．

ａ

ｂ ｃ
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品種・系統名 開花
始期＊

収穫
始期＊

収量 良果率
（ ）

良果平均
重（ ）

良果数
（個 株）

くず果数（個 株）
（ ）（ ）＊＊ チャック・窓あき果 奇形果 小果 その他

桃太郎
おどりこ
サターン

表－ 　 接種が供試品種・系統の収量特性に及ぼす影響（ 年度秋冬作）

　　＊：無接種区対比±日
　＊＊： 接種区のデータを，無接種区との対比（ ）で示した．

品種・系統名
定植株数

接種区

発病株率（ ）
検出

株率（ ）接種
日後

接種
日後

桃太郎
おどりこ
サターン
秋玉 － －

表－ 　供試品種・系統の 抵抗性検定結果
（ 年度春夏作）　　　　　

本葉が 枚展開した時期にある苗の第 本葉最先端の小葉のみへ
を接種した．

　発病株率：モザイク症状が観察された株を発病株とし，その割合を算
出した．

　 検出株率： 接種 日後に， で が検出された株
の割合を算出した．

と判定されたものの無病徴であった（表－ ）．
年度秋冬作では， を接種した対照品種 点合
計 個体すべてで が検出されたが， 世代の

（‘ ’）では， を接
種した 個体のうち 個体でのみ が検出され，
抵抗性を示すことが明らかとなった（表－ ）．
　このように，育成系統は試験年次および作型が異なっ
ても安定した 抵抗性を示すことが明らかとなった．

　ｂ　一般特性
　 年度春夏作では，定植後に白絹病が観察された
ほか，梅雨期以降にはかいよう病が発生し，茎が割れて

品種・系統名
定植株数

接種区

検出株率（ ）
接種
日後

接種
日後

接種
日後

接種
日後

桃太郎
おどりこ
サターン

表－ 　供試品種・系統の 抵抗性検定結果
（ 年度秋冬作）　　　　　

本葉が 枚展開した時期にある苗の第 本葉最先端の小葉のみへ
を接種した．
検出株率： で が検出された株の割合を算出した．

品種・系統名 定植
株数

第 花
開花日

草丈
（ ）

節間長
（ ）

収穫
開始日

枯死株
率（ ）

　

桃太郎
おどりこ
メリーロード
サターン

表－ 　供試品種・系統の生育特性（ 年度春夏作）

　草丈および節間長は 月 日に，枯死株率は 月 日に調査した．
　一般特性調査区のデータ．

不定根を発生する個体が観察された．さらに，青枯病の
発生も観察された．選抜系統は，非心止まり性で草丈お
よび節間長は対照品種と同等であったが，収穫開始日は
やや遅く晩生であった（表－ ）．選抜系統の完熟果色
は桃色で果実肩部は緑色を帯びていた．果実がやや小さ

品種・系統名 良果
数

良果重
（ ）

果重
（ ）

くず果
数

くず果重
（ ） 果形 果色 果頂部

の形
肩部
緑色

糖度
（ ）

やや扁平 桃 平滑～僅凸 有

桃太郎 やや扁平 桃 平滑 有
おどりこ やや扁平 桃 平滑 有
メリーロード やや扁平 桃 平滑 有
サターン やや扁平 桃 平滑 有

表－ 　供試品種・系統の果実特性（ 年度春夏作）

　 以上の果実を良果， 未満の果実をくず果とした．
　選抜系統については選抜個体の数値を，対照品種は 株当りの平均値を示した．
　一般特性調査区のデータ．

齊藤ら：遺伝子組換えトマトを利用したモザイク病（ ）抵抗性トマト素材系統‘ ’の開発
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いものの収量は多く，糖度は‘桃太郎 ’や‘おどりこ’
と同程度であった（表－ ）．
　 年度秋冬作の を接種していない試験
区における供試品種・系統の生育・形態特性を表
－ に，また果実特性を表－ に示す． 世代の

の生育・形態特性は対照品種とほ
ぼ同様であったが，花房形が単純型を示す個体と混合型
を示す個体が混在した．果実はやや球形になる傾向があ
り，果実の堅さおよび糖度の点で‘桃太郎 ’や‘おど
りこ’にやや劣る傾向にあった．選抜系統の開花始期は
対照品種と同等であったが，収穫始期は対照品種よりも
遅れる傾向にあった．また，果色がやや薄く果実が小さ
い傾向にあり，良果率および収量性は対照品種よりも
劣った（表－ ，図－ ）．なお， 年度秋冬作の試
験から，‘ ’は に容易に自然感染し，抵
抗性を持たないことが明らかになったが，青枯病に対し
ては‘おどりこ’や‘サターン’よりも強く‘桃太郎 ’

品種・系統名 草丈
（ ）

節間長
（ ）

第 果房ま
での葉数

花房当た
りの花数 花房形 果柄の

離層 巻葉性 心止まり株
発生率（ ） 草勢

単純 混合 有 中 中

桃太郎 単純 有 中 中
おどりこ 単純 有 中 やや強
サターン 単純 有 中 中
秋玉 単純 有 中 中

表－ 　供試品種・系統の生育・形態特性（ 年度秋冬作）

草丈および節間長は 月 日に調査した．
無接種区のデータ．

品種・系統名 果形 果頂部
の形 果の揃い 肩部の

緑色
果皮
の色

果色の
濃淡 子室数 完熟

果色
果実の
堅さ（ ）

糖度
（ ）

やや扁平～球形 平滑 中 有 透明 中 桃

桃太郎 やや扁平 平滑 中 有 透明 中 桃
おどりこ やや扁平 平滑 中 有 透明 中 桃
サターン やや扁平 平滑 中 有 透明 中 桃
秋玉 やや扁平 平滑 中 有 透明 淡 桃

表－ 　供試品種・系統の果実特性（ 年度秋冬作）

　 無接種区のデータ．

と同程度の抵抗性を有することが明らかになった（表－
）．トマト青枯病抵抗性については相加的効果を有す
る遺伝子の関与が報告されていることから（ ら，

ら， ），‘おどりこ’および‘サターン’
が保有する効果の小さな抵抗性遺伝子が‘ ’で
集積され抵抗性を示したと推察されるが，詳細を明らか
にするには今後の検討が必要である．

　ｃ　導入遺伝子の確認
　導入した 外被タンパク質遺伝子の交雑後代にお
ける存在は によって確認されていたが（ ら，
），存在状況をより明らかにするためにサザンブロッ

ト分析を行った．形質転換に用いたプラスミド に
おける サイトとプローブの位置から（図－ ），サ
ザンブロット分析におけるバンド数は導入遺伝子のコ
ピー数を示すと判断される． を用いた
サザンブロット分析の結果， 本のバンドが検出された

品種・系統名 開花
始期

収穫
始期

良果収量
（ ）

総収量
（ ）

良果率
（ ）

良果
平均重（ ）

良果数
（個 株）

くず果数（個 株）
チャック・窓あき果 奇形果 小果 その他

桃太郎
おどりこ
サターン
秋玉 － － － － － － － － －

表－ 　供試品種・系統の収量特性（ 年度秋冬作）

　 無接種区のデータ．
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品種・系統名 全定植
株数

青枯病
枯死株率（ ）発病株率（ ）

桃太郎
おどりこ －
サターン －

表－ 　供試品種・系統の青枯病および
　　　　　　発生状況（ 年度秋冬作）

　発病株率： で が検出された株を発病株とし，その割合を
算出した．

－ 枯死のため調査せず．
無接種区のデータ．

青枯病汚染圃場のビニールハウス内へ 年 月 日に定植した．

ことから（図－ ）， コピーの 外被タンパク質遺
伝子を有することが確認された．なお，当育成系統の初
期分離世代において， 外被タンパク質遺伝子を持
つ個体と持たない個体は遺伝学的に 遺伝子座として扱
うべき分離比で出現した（データ略）．これらのことから，
当該育成系統においては 外被タンパク質遺伝子が
染色体上の近傍 ヶ所に挿入されたと推察される．

Ⅳ　総合考察

　外来遺伝子を導入した作物は，それまでの常識では予
期できぬ形質・特性が現れる可能性が考えられることか
ら，遺伝子組換え体の特性と生態系に与える影響につい
て，慎重に評価することが求められている（田部井ら，
）．本研究で用いた遺伝子組換えトマトについても，

環境に対する安全性評価が，閉鎖系および非閉鎖系にお
いて，当時の科学技術庁の「組換え 実験指針」（科
学技術庁， ）に従い実施され，模擬的環境利用下お
よび開放系においては農林水産省の「農林水産分野等
における組換え体の利用のための指針」（農林水産省，

）に従って行われた．その結果， 年には開放系
における栽培が認められたので，組換えトマトをモザイ
ク病（ ）抵抗性育種素材とした実用育種に取り組
んだ．
　外来遺伝子として 外被タンパク質遺伝子を導
入することによってモザイク病（ ）抵抗性を示し，
後代でも抵抗性を発揮することが明らかにされていたの
で（佐藤ら， ら， ， ），モザイク病（ ）
抵抗性個体の選抜には接種検定を行わずに 外被タ
ンパク質遺伝子を で確認するというマーカー選抜
を実施した．これにより，ウイルスを扱う労力を軽減す
ることが可能となり，モザイク病（ ）抵抗性以外
の形質の評価に労力を集中することができた．今後は野
菜茶業研究所においても種々の形質に連鎖したマーカー
を開発し，育種を効率化していく予定である（ ，
）．

　現在，トマトにおいては を媒介する昆虫の薬剤

齊藤ら：遺伝子組換えトマトを利用したモザイク病（ ）抵抗性トマト素材系統‘ ’の開発

図－ 　育成系統‘ ’の着果状況
年 月 日撮影．　　　

図－ 　プラスミド の 領域
図示していない部分は， （ ら， ）と同じである．
ノパリン合成酵素（ ）のプロモーター（ ），ターミネーター（ ）
およびカリフラワーモザイクウイルス （ ）のプロモーターを示す．
カナマイシン耐性遺伝子（ ）および 外被タンパク質遺伝子
（ ）を示す．
制限酵素 のサイトおよびプローブの位置を示す．

図－ 　サザンブロット分析による 外被
　　　　タンパク質遺伝子の検出
選抜系統 ， および対照で
ある非形質転換トマト‘桃太郎 ’（ ）のゲノム （
）と のプラスミド を制限酵素 で消化後，電

気泳動し，ナイロン膜へブロッティングした．
外被タンパク質遺伝子を検出できるよう ラベルして

作製したプローブでハイブリダイズした． は分子量マーカー．
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防除の徹底等により， による被害が顕在化するこ
とは少ない．しかしながら，諸情勢の変化によりトマト
へのモザイク病（ ）抵抗性の付与が重要になった
場合には当該育成系統の育種素材としての利用が期待
される．なお近年，ナント種苗から に抵抗性を示
す品種‘ティンカーベル’が発表された（越智， ）．
当品種については育種素材や育成経過等の詳細は不明で
あるが，‘ ’との抵抗性程度の比較が必要であ
ろう．このように，‘ ’はモザイク病（ ）
抵抗性の機構解明のための実験植物としての利用にも有
効であろう．なお‘ ’の栽培は，「生物の多様
性に関する条約のバイオセーフティに関するカルタヘナ
議定書」の国内担保法である「遺伝子組換え生物等の使
用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律」が

年に施行されたため，今後は当該法律に従って実
施する必要がある．

Ⅴ　摘　　要

）‘ ’は遺伝子組換え技術により 外被タ
ンパク質遺伝子を導入したトマトを育種素材としたモザ
イク病（ ）抵抗性の固定系統である．
）‘ ’は 世代においても有効なモザイク病
（ ）抵抗性を示す．
）‘ ’は 外被タンパク質遺伝子を コピー
有する．
）‘ ’の草丈や節間長は‘桃太郎 ’とほぼ同
等であるが，収穫開始は‘桃太郎 ’や‘おどりこ’よ
りもやや遅い傾向にある．果形はやや扁平，果色は桃色
で，果実外観は‘桃太郎 ’，‘おどりこ’や‘サターン’
とほぼ同等であるが 果重が小さい傾向にあり，‘桃太
郎 ’や‘おどりこ’に比べて果実がやや軟らかい．
）‘ ’はモザイク病（ ）抵抗性であるた
め 感染時の生育や収量の減少は対照品種よりも少
ないものの収量は低い．秋冬作における 非感染時
の収量は対照品種よりも劣るが，春夏作では良好な収量
を示す．
）‘ ’は 抵抗性は持たないが，‘桃太郎 ’
程度の青枯病抵抗性を有する．
）‘ ’の栽培は，「遺伝子組換え生物等の使用
等の規制による生物の多様性の確保に関する法律」に
従って実施する必要がある．
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