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(57)【要約】　　　（修正有）
【課題】植物に物質を導入する方法の提供。
【解決手段】細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞に、核酸、タンパク質及びペプチド
からなる群から選択される物質を導入する、ことを含む植物に物質を導入する方法。前記
方法は、物質の導入の前に、植物生殖細胞に対し植物組織分解酵素による処理を行わない
、方法。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞に、核酸、タンパク質及びペプチドからなる群
から選択される物質を導入する、ことを含む、植物に物質を導入する方法。
【請求項２】
　物質の導入の前に、植物生殖細胞に対し植物組織分解酵素による処理を行わない、請求
項１に記載の方法。
【請求項３】
　細胞壁形成率が６５％以下である、請求項１又は２に記載の方法。
【請求項４】
　植物生殖細胞が、受精卵細胞である、請求項１に記載の方法。
【請求項５】
　（１－ｉ）植物の卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、あるいは
　（１－ｉｉ）植物の受精卵細胞を含む組織から受精卵細胞を単離する、
ことにより、受精卵細胞を取得し、
　（２）得られた受精卵細胞に、核酸、タンパク質及びペプチドからなる群から選択され
る物質を導入する、
ことを含む、請求項１－４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項６】
　（１－ｉ）の卵細胞と精細胞との融合を電気融合により行う、請求項５に記載の方法。
【請求項７】
　受精卵細胞の取得から、１２０分以内に工程（２）の物質導入を行う、請求項５又は６
に記載の方法。
【請求項８】
　受精卵細胞の取得から、６０分以内に工程（２）の物質導入を行う、請求項５又は６に
記載の方法。
【請求項９】
　（１）植物の卵細胞及び精細胞のいずれか若しくは両方に核酸、タンパク質及びペプチ
ドからなる群から選択される物質を導入する、そして、
　（２）工程（１）を経た卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、
ことを含む、請求項１－４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１０】
　（１）の卵細胞と精細胞との融合を電気融合により行う、請求項９に記載の方法。
【請求項１１】
　物質導入が、ＰＥＧ法又はエレクトロポレーション法を用いて行われる、請求項１－１
０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　植物が、単子葉植物である、請求項１－１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　植物が、トウモロコシ、コムギ、オオムギ、イネ及びソルガムからなる群から選択され
る、請求項１２に記載の方法。
【請求項１４】
　請求項１－１６のいずれか１項に記載の方法で得られた、物質導入植物。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は植物に物質を導入する方法に関する。
【背景技術】
【０００２】
　植物、特に単子葉植物への遺伝子組換え技術は、１９９０年代にアグロバクテリウムを
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利用した方法がイネ、トウモロコシで開発されたことを契機に急速に利用が普及した。現
在までに様々な形質転換方法が開発されてきている。しかしながら、それらの多くは、植
物組織の脱分化と再分化を経由することが必要であるが故に、種や品種間で形質転換の効
率が大きく異なることが知られている。種や品種によっては形質転換の効率が低く、再現
性をもって形質転換植物を得ることができない。例えば、トウモロコシにおいて育種上非
常に重要な系統であるＢ７３では、再現性を持った形質転換法はいまだ開発されていない
。
【０００３】
　また、近年効率的にゲノム編集を行うことが可能になりつつあるが、これも作物種、品
種ごとに組織培養の容易性が異なる点が、ゲノム編集効率に大きな影響を与えるため、実
用化の妨げとなっている。
【０００４】
　一方、１９９０年代に、植物体から精細胞と卵細胞を単離し、それらを人工的に融合さ
せる人工受精（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精）が試みられ、植物体の作出に成功している。非特
許文献１には、トウモロコシの卵細胞及び精細胞を電気融合して受精卵細胞（ｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ受精卵）を作出し、それを植物体にまで培養する方法が記載されている。非特許文
献１では卵細胞の分離に高濃度の植物組織分解酵素の混合物を用いている。また、非特許
文献２には、イネの雌雄配偶子の電気融合により、受精卵を作出し、それを植物体にまで
培養する方法が記載されている。植物の人工授精（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精系）は、受粉前
の花からの配偶子細胞（卵細胞及び精細胞）の単離、単離した細胞の融合（受精）、融合
細胞（受精卵）の培養の３つのステップからなる。成功例として代表的なものは、トウモ
ロコシ（非特許文献１）及びイネ（非特許文献２）であり、コムギ、タバコでも数例の報
告がある。一般的に、卵細胞は、受粉前の子房を切断すること、あるいは、セルラーゼや
ペクチナーゼ等の植物組織分解酵素で処理した子房又は胚珠を顕微鏡下で分解することで
得られ、精細胞は適当な浸透圧溶液中で花粉をバーストさせることで得られる。次に、そ
れら雌雄の配偶子をガラスキャピラリーで融合用ドロップに移す。配偶子細胞の融合法に
ついては、電気的融合（非特許文献１、２）、カルシウムイオンによる融合（非特許文献
３）、ポリエチレングリコール融合（非特許文献４、５）の３種の方法が報告されている
。しかしながら、受精卵が胚へと成長して植物体にまで再生することが報告されているの
は、電気的融合により作出した受精卵についてのみである（非特許文献１、２）。これら
先行文献には、人工的に雌雄配偶子を融合させた受精卵細胞から植物体の誘導が可能であ
ることが示されている。しかしながら、受精卵への遺伝子導入や形質転換といった点は全
く記載されておらず、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精卵を用いて形質転換が行えるかどうかは全く
不明であった。
【０００５】
　トウモロコシ（非特許文献６）、イネ（非特許文献７）、コムギ（非特許文献８）、オ
オムギ（非特許文献９、１１）、タバコ（非特許文献１０）などの種において、受精後の
子房や胚珠から受精卵をとりだして培養し、植物体を作出した例も知られている。トウモ
ロコシ、オオムギに関する非特許文献６、１１は、受精卵細胞にＤＮＡをマイクロインジ
ェクション法により導入したことを記載している。しかしながら、受精卵を対象としたマ
イクロインジェクション法による植物形質転換法が実用化された事実は報告されていない
。また、そのほかの方法による遺伝子導入については全く知見がない。
【０００６】
　マイクロインジェクション法は細胞壁を有する細胞にも遺伝子導入が可能であり、導入
対象の植物細胞の細胞壁を植物組織分解酵素処理等により除去する必要は特にない。しか
し、一回の導入操作で一細胞しか扱えないという欠点があり、多数の植物細胞を用いた中
～大規模な遺伝子導入実験には不向きである。また、検鏡下での複雑な操作を要し、熟練
した技術を必要とするため、実用化は困難であった。他に細胞に遺伝子を導入する方法と
しては、マイクロインジェクション法以外にポリエチレングリコール法（ｐｏｌｙｅｔｈ
ｙｌｅｎｅ　ｇｌｙｃｏｌ：ＰＥＧ法）、ペプチド法（非特許文献１２）、エレクトロポ
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レーション法、アグロバクテリウム法などがある。エレクトロポレーション法、ペプチド
法やＰＥＧ法、特にＰＥＧ法は、マイクロインジェクション法に比べ手法が簡便であり、
一回に多数の細胞を扱える利点がある。しかしながら、植物の細胞は細胞壁を有している
ことから、特にＰＥＧ法やエレクトロポレーション法を行う際には、セルラーゼやペクチ
ナーゼ、プロテアーゼ、ヘミセルラーゼなどの植物組織分解酵素で組織及び細胞を処理、
細胞壁を溶解し、細胞をプロトプラスト化するのが一般的である。このことから、これま
で上記の方法では葉、培養細胞、カルスなどの大量にプロトプラストを得ることができる
材料が対象となっている。（非特許文献１３、１４）、
　一方、葉、培養細胞、カルスなどと異なり、受精卵は、作出や単離に手間がかかり、大
量にプロトプラストを得られない。また、受精直前の卵細胞や精細胞は電気処理やカルシ
ウム溶液添加など融合処理をしなければ分化を開始しない。またそのようなｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏ受精系で得られた受精卵については、前記の融合処理のような人工的受精操作により
細胞に何らかの損傷が発生している可能性が考えられている。さらに、受精卵細胞につい
ては、細胞壁除去後に細胞分裂を継続し植物体に成長できるような細胞活性を維持した状
態で、細胞壁を受精卵から除去する方法が不明であった。このような事情から、卵細胞、
精細胞や受精卵細胞については遺伝子を導入する対象として相応しくないと推察されてお
り、ＰＥＧ法等の方法により遺伝子導入を行い、細胞分裂にまで至らせた報告はなされて
いなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【０００７】
【特許文献１】特開２０１６－６３７８５（特許文献１）
【非特許文献】
【０００８】
【非特許文献１】Ｋｒａｎｚ　Ｅ．　ａｎｄ　Ｌｏｒｚ　Ｈ．，　（１９９３），　Ｐｌ
ａｎｔ　Ｃｅｌｌ　５：７３９－７４６．
【非特許文献２】Ｕｃｈｉｕｍｉ，　Ｔ．　ｅｔ　ａｌ．，　（２００７），　Ｐｌａｎ
ｔａ　２２６：５８１－５８９．
【非特許文献３】Ｆａｕｒｅ，　ＪＥ　ｅｔ　ｅｌ．，　（１９９４），　Ｓｃｉｅｎｃ
ｅ　２６３：１５９８-１６００．
【非特許文献４】Ｓｕｎ，　ＭＸ　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５），　Ａｃｔａ　Ｂｏｔ
　Ｓｉｎ　３６：４８９-４９３．
【非特許文献５】Ｔｉａｎ，　ＨＱ　ａｎｄ　Ｒｕｓｓｅｌｌ，　ＳＤ　（１９９７），
　Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐ　１６：６５７-６６１．
【非特許文献６】Ｌｅｄｕｃ，　Ｎ．　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９６），　Ｄｅｖｅｌｏ
ｐｍｅｎｔａｌ　Ｂｉｏｌｏｇｙ　１７７：　１９０－２０３．
【非特許文献７】Ｚｈａｎｇ，　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９９），　Ｐｌａｎｔ　
Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　１９：１２８－１３２．
【非特許文献８】Ｋｕｍｌｅｈｎ，　Ｊ．　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９７），　Ｐｌａｎ
ｔ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｐｏｒｔｓ　１６：　６６３－６６７．
【非特許文献９】Ｈｏｌｍ，　Ｐ．　Ｂ．　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９４），　Ｔｈｅ　
Ｐｌａｎｔ　Ｃｅｌｌ　６：　５３１－５４３．
【非特許文献１０】Ｙｕｃｈｉ，　Ｈ．Ｅ．　ｅｔ　ａｌ．，　（２００４），　Ｃｈｉ
ｎｅｓｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｂｕｌｌｅｔｉｎ　４９：　８１０－８１４．
【非特許文献１１】Ｈｏｌｍ，　Ｐ．　Ｂ．　ｅｔ　ａｌ．，　（２０００），　Ｔｒａ
ｎｓｇｅｎｉｃ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ　９：　２１－３２．
【非特許文献１２】Ｌａｋｓｍａｎａｎ，　Ｍ．　ｅｔ．ａｌ．，　（２０１２），　Ｂ
ｉｏｍａｃｒｏｍｏｌｅｃｕｌｅｓ　１４，１０－１６．
【非特許文献１３】Ｙｏｏ　ｅｔ　ａｌ．　（２００７），　Ｎａｔｕｒｅ　Ｐｒｏｔｏ
ｃｏｌ　２：　１５６５-１５７２．
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【非特許文献１４】Ｚｈａｉ　ｅｔ　ａｌ．　（２００９），　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓｉ
ｏｌ．　１４９：　６４２-６５２．
【非特許文献１５】Ｋｒａｎｚ　ｅｔ　ａｌ．，　（１９９５），　Ｐｌａｎｔ　Ｊｏｕ
ｒｎａｌ　８：　９－２３．
【非特許文献１６】Ｔｏｄａ　ｅｔ　ａｌ．，　（２０１６），　Ｐｌａｎｔ　Ｐｈｙｓ
ｉｏｌｏｇｙ　１７１：　２０６－２１４．
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【０００９】
　本発明は、植物に物質を導入する方法、本発明の方法によって物質が導入された植物を
提供することを目的とする。
　受精卵は本来、植物体へと成長する能力を保有した細胞であり、それゆえ、種、品種間
差によって生じる培養効率の影響を受けないことが期待される。接合子である受精卵細胞
、あるいは、配偶子である卵細胞又は精細胞を対象に物質の導入を行えれば、現状より幅
広い種、作物に例えば形質転換、ゲノム編集などの処理を行うことが可能になる。本発明
者らは鋭意検討の結果、植物組織分解酵素処理を行うことなく受精卵細胞に対し物質を導
入可能である方法を発見した。さらに、単離した受精卵細胞を培養する方法を組み合わせ
ることにより、植物組織分解酵素処理等を行うことなく受精卵細胞に対し物質を導入し、
分裂を誘導し、形質転換が可能であることを見出し、本発明を想到した。
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　限定されるわけではないが、本発明は以下の態様を含む。
［態様１］
　細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞に、核酸、タンパク質及びペプチドからなる群
から選択される物質を導入する、ことを含む、植物に物質を導入する方法。
［態様２］
　物質の導入の前に、植物生殖細胞に対し植物組織分解酵素による処理を行わない、態様
１に記載の方法。
［態様３］
　細胞壁形成率が６５％以下である、態様１又は２に記載の方法。
［態様４］
　植物生殖細胞が、受精卵細胞である、態様１に記載の方法。
［態様５］
　（１－ｉ）植物の卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、あるいは
　（１－ｉｉ）植物の受精卵細胞を含む組織から受精卵細胞を単離する、
ことにより、受精卵細胞を取得し、
　（２）得られた受精卵細胞に、核酸、タンパク質及びペプチドからなる群から選択され
る物質を導入する、
ことを含む、態様１－４のいずれか１項に記載の方法。
［態様６］
　（１－ｉ）の卵細胞と精細胞との融合を電気融合により行う、態様５に記載の方法。
［態様７］
　受精卵細胞の取得から、１２０分以内に工程（２）の物質導入を行う、態様５又は６に
記載の方法。
［態様８］
　受精卵細胞の取得から、６０分以内に工程（２）の物質導入を行う、態様５又は６に記
載の方法。
［態様９］
　（１）植物の卵細胞及び精細胞のいずれか若しくは両方に核酸、タンパク質及びペプチ
ドからなる群から選択される物質を導入する、そして、
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　（２）工程（１）を経た卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、
ことを含む、態様１－４のいずれか１項に記載の方法。
［態様１０］
　（１）の卵細胞と精細胞との融合を電気融合により行う、態様９に記載の方法。
［態様１１］
　物質導入が、ＰＥＧ法又はエレクトロポレーション法を用いて行われる、態様１－１０
のいずれか１項に記載の方法。
［態様１２］
　植物が、単子葉植物である、態様１－１１のいずれか１項に記載の方法。
［態様１３］
　植物が、トウモロコシ、コムギ、オオムギ、イネ及びソルガムからなる群から選択され
る、態様１２に記載の方法。
［態様１４］
　態様１－１６のいずれか１項に記載の方法で得られた、物質導入植物。
【発明の効果】
【００１１】
　従来、電気融合処理等によりｉｎ　ｖｉｔｒｏで作成した受精卵では、ＰＥＧ法による
形質転換は適さない、と思われていた。本発明では、「細胞壁形成が不完全である植物生
殖細胞」を利用することにより、細胞に対する植物組織分解酵素処理を行わずに、物質の
導入、形質転換及び培養を行うことができる。本発明により、従来培養が困難等の理由で
形質転換が困難であったため有用形質を付与することできなかった植物体であっても、安
定して再現性良く形質転換体を得ることが可能となった。
【図面の簡単な説明】
【００１２】
【図１】図１は、イネ花から単離した卵細胞（上段）及び精細胞（下段）の光学顕微鏡写
真である。
【図２】図２は、図１の雌雄配偶子（卵細胞及び精細胞）の融合の過程と、作出された受
精卵（ｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精卵）の光学顕微鏡写真である。
【図３】図３は、ＰＥＧ法によるＧＦＰ核酸導入後、分裂を開始したイネ受精卵細胞の蛍
光顕微鏡写真である。図３Ａは、配偶子融合の２４時間後に蛍光観察（左）及び明視野観
察（右）を行ったものである。図３Ｂは、配偶子融合の２日後に蛍光観察（左）及び明視
野観察（右）を行ったものである。
【図４】図４は、ＧＦＰ核酸導入を行ったイネ受精卵細胞由来の細胞塊の蛍光及び光学顕
微鏡写真である。配偶子融合後、１８日後に蛍光観察（左）及び明視野観察（右）を行っ
た。受精卵から蛍光が継続して観察されるのものと（Ａ）、蛍光が検出されなくなるもの
が観察された（Ｂ）。
【図５】図５は、ＧＦＰ核酸導入を行ったイネ受精卵細胞由来の細胞塊から発生したシュ
ートの光学顕微鏡写真である。
【図６】図６は、図５の細胞塊から発生したシュート由来の幼植物体である。
【発明を実施するための形態】
【００１３】
　本発明は、植物に物質を導入する方法に関する。
　本発明の方法は、細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞に、核酸、タンパク質及びペ
プチドからなる群から選択される物質を導入する、ことを含む。
【００１４】
　一態様において、当該方法は、
　（１－ｉ）植物の卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、あるいは
　（１－ｉｉ）植物の受精卵細胞を含む組織から受精卵細胞を単離する、
ことにより、受精卵細胞を取得し、
　（２）得られた受精卵細胞に、核酸、タンパク質及びペプチドからなる群から選択され
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る物質を導入する、
ことを含む。
【００１５】
　一態様において、当該方法は、
　（１）植物の卵細胞及び精細胞のいずれか若しくは両方に核酸、タンパク質及びペプチ
ドからなる群から選択される物質を導入する、そして、
　（２）工程（１）を経た卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、
ことを含む。
【００１６】
　植物
　植物の種類は特に限定されるものではない。双子葉植物及び単子葉植物のいずれでもよ
く、好ましくは単子葉植物である。さらに好ましくは、トウモロコシ、コムギ、オオムギ
、イネ、ソルガム、ライムギ等であり、最も好ましくは、トウモロコシ、コムギ、イネで
ある。
【００１７】
　本発明の方法は、限定されるわけではないが、特に、「難培養」とされる植物あるいは
品種に用いることが可能である。「難培養」とは、培養が困難、具体的には、例えば、植
物体から単離された細胞の培養が困難、脱分化等の処理によるカルスの形成や、カルスか
らの植物体への再分化が困難である、ことを意味する。
【００１８】
　一般的に双子葉植物よりも単子葉植物の方が培養困難だが、「難培養」の植物は、例え
ば、大豆、インゲンマメ、トウガラシ等を含む。難培養品種とは、同じ種の一般的な研究
用品種（トウモロコシならＡ１８８など）と比べ、培養が困難である品種を意味する、例
えば、トウモロコシのＢ７３及びＢ７３を由来に持つトウモロコシのエリート品種、コム
ギのエリート品種（例えばＡＣ　ＢａｒｒｉｅやＴＡＭなど）、オオムギのＧｏｌｄｅｎ
ＰｒｏｍｉｓｅとＩｇｒｉ以外の品種、ソルガムの２９６Ｂ、Ｃ４０１、ＳＡ２８１、Ｐ
８９８０１２、Ｐｉｏｎｅｅｒ　８５０５、Ｔｘ４３０以外の品種などが挙げられる。
【００１９】
　植物生殖細胞
　本発明の方法は、植物の生殖細胞に物質を導入する。
　生殖細胞は、生殖において遺伝情報を次世代へ伝える役割を持つ細胞で、多細胞生物を
構成する細胞のうち、体細胞以外の細胞をいう。本明細書において、「生殖細胞」は、卵
細胞（「卵」、「卵子」ともいう）、精細胞（「精子」ともいう）を含む、有性生殖のた
めの配偶子、並びに、配偶子の接合の結果によって出来た細胞である接合子（「接合体」
ともいう）、植物の場合は、受精によって形成される受精卵を含む。
【００２０】
　生殖細胞は、受精卵、卵細胞、精細胞のいずれであってもよい。好ましくは受精卵であ
る。非限定的に、受精卵は、あるいは、受粉・受精前の植物体から卵細胞及び精細胞を単
離したのち、それらを融合させて受精卵細胞を作出及び取得したものが好ましい。あるい
は、受精卵細胞は、植物の胚嚢を含む組織から単離される受精した卵細胞である、即ち、
植物体の段階で受粉・受精させ、該植物体から単離した受精卵細胞、であってもよい。な
お、非限定的に、本発明は遺伝子導入・組換えによる形質転換、ゲノム編集などのための
植物細胞への物質導入、特に遺伝子導入を目的とするため、半数体である受精前の精細胞
及び卵細胞より、倍数体でありゲノム配列が決定した受精卵を用いるほうが好ましい。
【００２１】
　本明細書において「卵細胞」とは、雌ずいの中において、胚嚢母細胞の減数分裂により
形成される雌性配偶子を意味する。卵細胞の単離方法は限定されないが、例えば、適切な
浸透圧の溶液中において子房を切断し、その切断面から出てきた卵細胞を顕微鏡下におい
てガラスキャピラリーを用いて単離することができる。
【００２２】
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　本明細書において「精細胞」とは、雄ずいの葯の中において、花粉母細胞の減数分裂に
より形成される雄性配偶子を意味する。精細胞の単離方法は限定されないが、例えば、適
切な浸透圧の溶液に葯から採取した花粉を浸すと、数分後には、花粉から精細胞を含む花
粉内容物が溶液中に放出されるので、顕微鏡下においてガラスキャピラリーを用いて精細
胞を単離することができる。
【００２３】
　本明細書において「受精卵細胞」とは、精細胞と卵細胞とが融合した細胞を意味する。
　受精卵細胞の取得方法（卵細胞及び精細胞の融合）
　本発明の一態様において、植物の卵細胞と精細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで融合して受精卵
を作出してもよい。即ち、植物体より先ず卵細胞と精細胞を単離し、電気融合法等の公知
の方法により、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで受精卵細胞を作出することが可能である（配偶子融合
ともいう）。
【００２４】
　電気融合法は、電気刺激により２種又は２種以上の細胞をｉｎ　ｖｉｔｒｏで融合する
方法である。具体的には、適切な浸透圧の溶液中において単離した卵細胞及び精細胞に、
電気パルスを加えることで細胞融合を引き起こす。
【００２５】
　電気融合により細胞融合を行う場合、電圧、電極間距離等の条件は、植物の種類又は細
胞の大きさ等に応じて当業者が適宜決めることができる。例えば、特開２０１６－６３７
８５（特許文献１）に記載の条件を適用することができる。
【００２６】
　精細胞と卵細胞とを融合させる際の直流電圧は、下限を１０ｋＶ以上にすることが好ま
しく、１１ｋＶ以上にすることがより好ましく、１２ｋＶ以上にすることがさらに好まし
い。また、上限を１７ｋＶ以下にすることが好ましく、１６ｋＶ以下にすることがより好
ましく、１５ｋＶ以下にすることがさらに好ましい。上限と下限は、当業者がそれぞれ適
宜選択することができる。
【００２７】
　精細胞又は卵細胞を電気融合して１つの融合細胞を作製する際、電極間距離は、下限を
、融合させる卵細胞と精細胞の直径の和の１．５倍以上にすることが好ましく、２倍以上
にすることがより好ましく、２．５倍以上にすることがさらに好ましく、３倍以上にする
ことが最も好ましい。また、上限を６倍以下にすることが好ましく、５倍以下にすること
がより好ましく、４倍以下にすることがさらに好ましい。上限と下限は、当業者がそれぞ
れ適宜選択することができる。細胞の直径を測定する方法としては、顕微鏡に装着した測
微接眼レンズを用いて直径を測定する方法や、顕微鏡で撮影した画像をコンピュータに取
り込み、画像解析ソフトウェアで測定する方法がある。
【００２８】
　精細胞と卵細胞を電気融合する際の電極間距離は、当業者が適宜選択することができる
。例えば、下限を８０μｍ以上とすることが好ましく、９０μｍ以上とすることがより好
ましく、１００μｍ以上とすることがさらに好ましい。また、上限を２４０μｍ以下とす
ることが好ましく、２２０μｍ以下とすることがより好ましく、２００μｍ以下とするこ
とがさらに好ましい。上限と下限は、当業者がそれぞれ適宜選択することができる。
【００２９】
　精細胞と卵細胞を電気融合する際の溶液の浸透圧は、下限を４００ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ
　Ｈ２Ｏ以上とすることが好ましく、４１０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ以上とすること
がより好ましく、４２０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ以上とすることがさらに好ましい。
また、上限を５００ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ以下とすることが好ましく、４８０ｍｏ
ｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ以下とすることがより好ましく、４７０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ

２Ｏ以下とすることがさらに好ましい。上限と下限は、当業者がそれぞれ適宜選択するこ
とができる。
【００３０】
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　あるいは、卵細胞と精細胞の細胞融合には、カルシウム融合法、ＰＥＧ融合法等の他の
公知の細胞融合方法を用いてもよい。「カルシウム融合法」は、カルシウム濃度依存的に
細胞膜の融合が生じやすくなる、という細胞膜の性質を利用するものである。「ＰＥＧ融
合法」は、細胞をポリエチレングリコール（ｐｏｌｙｅｔｈｙｌｅｎｅｇｌｙｃｏｌ、Ｐ
ＥＧ）で処理することによって細胞膜が結合し、ＰＥＧを取り除くと細胞が融合すること
を利用するものである。
【００３１】
　あるいは、自然受精法により植物体において受精卵細胞を作出し、作成された受精卵細
胞を植物体から取得してもよい。自然受精法を用いた受精卵細胞の取得方法は、例えば、
柱頭を露出させ、花粉を付着させ受粉させたのち、胚嚢を含む組織から受精卵を単離する
方法である。植物体からの受精卵細胞の単離は、受粉後の植物体から受精直後の子房を取
り出し、適切な浸透圧の溶液中においてその子房を切断し、その切断面から出て来た受精
卵を顕微鏡下においてガラスキャピラリー等を用いて単離することができる。あるいは、
酵素溶液で子房又は胚珠を一定時間処理した後に、例えば、ガラス針等を用いて顕微鏡下
において珠心等の組織を解剖し摘出、単離することもできる。
【００３２】
　物質の導入
　本発明の植物に物質を導入する方法は、「細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞」に
核酸、タンパク質及びペプチドからなる群から選択される物質を導入する、工程）を含む
。
【００３３】
　本発明において、植物に導入される物質は、核酸、タンパク質及びペプチドからなる群
から選択される。核酸は特に限定されず、ＲＮＡ、ＤＮＡ、両者の結合体、混合物であっ
てもよい。好ましくはベクターのような環状ＤＮＡ、直鎖ＤＮＡ、環状ＲＮＡ又は直鎖Ｒ
ＮＡである。使用される形質転換方法に応じた任意の長さのものを使用可能である。例え
ば、ＰＥＧ法を用いる場合、核酸の長さは、好ましくは１００ｋｂ以下、より好ましくは
、５０ｋｂ以下である。さらに好ましくは３０ｋｂ以下、特に好ましくは２０ｋｂ以下、
もっとも好ましくは１０ｋｂ以下である。
【００３４】
　ゲノム編集のためのＣａｓ９ヌクレアーゼ等ヌクレアーゼや、修飾酵素、抗体等のタン
パク質も導入しうる。タンパク質の大きさは、非限定的に、好ましくは分子量３００ｋＤ
ａ以下、より好ましくは２００ｋＤａ以下、さらに好ましくは１５０ｋＤａ以下である。
【００３５】
　ペプチドは、決まった順番で様々なアミノ酸が、アミド結合（「ペプチド結合」ともい
う）つながった分子の総称で、一般にタンパク質よりも長さが短い。好ましくは、１００
ａ．ａ．以下、より好ましくは、５０ａ．ａ．以下である。
【００３６】
　２種類以上の核酸、タンパク質及びペプチドを導入してもよい。核酸は、２種類以上の
ＤＮＡ又はＲＮＡでも、ＤＮＡとＲＮＡの組み合わせでもよい。核酸とタンパク質など異
なる種の物質を導入してもよい。
【００３７】
　物質を植物に導入する方法は、植物に所望の物質を導入することのできる公知の方法な
らば特に限定されず、植物の種類に応じて適宜選択することができる。例えば、ポリエチ
レングリコール法（ＰＥＧ法）、エレクトロポレーション法、パーティクルガン法、マイ
クロインジェクション法、ウィスカー法などの物理化学的方法（ＤＮＡの直接導入法）あ
るいはアグロバクテリウム法などの生物学的方法（ＤＮＡの間接導入法）を好ましく用い
ることができる。好ましくは直接導入法、さらに好ましくはＰＥＧ法又はエレクトロポレ
ーション法であり、最も好ましくはＰＥＧ法である。
【００３８】
　ＰＥＧ法とは、プロトプラストにポリエチレングリコール（ＰＥＧ）を作用させて、Ｄ



(10) JP 2020-72645 A 2020.5.14

10

20

30

40

50

ＮＡ等物質を植物細胞内部に取り込ませる方法であるが、この物質取り込みの仕組みはま
だ良く分かっていない。ＰＥＧ法については、例えば、非特許文献１３などに記載されて
いるように、公知のプロトコールに従って実施することができる。非限定的にＰＥＧ濃度
は、１０％～３０％とすることができる。
【００３９】
　エレクトロポレーション法は、細胞懸濁液に電気パルスをかけることで細胞膜に微小な
穴を空け、細胞懸濁液中のＤＮＡを細胞内部に送り込むことで、形質転換する方法である
。植物細胞を材料とする場合には、細胞壁を分解除去したプロトプラストを用いるのが一
般的である。しかし、細胞壁を有する細胞を用いて形質転換をすることも可能であり、こ
れはエレクトロインジェクション法と呼ばれている。
【００４０】
　なお、ＰＥＧ法、エレクトロポレーション法やエレクトロインジェクション法では、２
種類以上のＤＮＡ等物質を懸濁液中に溶解し、植物細胞存在下でＰＥＧ添加又は電気パル
スをかけることにより、共形質転換を行うことができる。
【００４１】
　細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞
　本発明の植物に物質を導入する方法において、「細胞壁形成が不完全である植物生殖細
胞」に核酸、タンパク質及びペプチドからなる群から選択される物質を導入する。
【００４２】
　本発明は、「細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞」を利用することにより、物質の
導入の前に、植物生殖細胞に対し植物組織分解酵素による処理を行わない、行う必要がな
い、ということを特徴の１つとする。
【００４３】
　植物組織分解酵素とは、植物組織及び細胞周辺のペクチン、セルロース、ヘミセルロー
ス、そのほかのマトリックス多糖、リン脂質、タンパク質等に直接あるいは間接的に作用
して分解する酵素の総称である。例えば、ペクチナーゼ、セルラーゼ、プロテアーゼ、ヘ
ミセルラーゼ類等及びそれらの混合物が挙げられる。しかし、それら植物組織分解酵素に
よる植物細胞の処理は、細胞の生存率に悪影響を与える場合があり、植物組織培養の困難
性の原因の一つとなることがあった。本発明において、植物細胞に対する植物組織分解酵
素処理を行わずに、培養、物質の導入及び形質転換を行うことが可能となったことにより
、従来培養が困難等の理由で形質転換が困難であったため有用形質を付与することできな
かった植物体であっても、安定して再現性良く形質転換体を得ることが可能である。
【００４４】
　なお、本明細書において、「植物生殖細胞に対する植物組織分解酵素による処理」とは
、植物生殖細胞をＰＥＧ法など遺伝子導入等のためのプロトプラスト化処理を目的に行う
処理を含み、単に、子房など胚嚢を含む組織から植物生殖細胞を単離することのみを目的
に行う処理（通常は、非常に低い濃度の酵素溶液を用いる）は含まないことが望ましい。
単に、植物生殖細胞の単離のために非常に低い濃度の酵素溶液を用いるような態様は、本
発明に含まれる。
【００４５】
　「細胞壁形成が不完全である細胞」とは、植物体細胞のように原形質連絡以外の細胞の
ほぼすべてが細胞壁で囲まれている細胞ではなく、細胞の一部あるいは全部が細胞壁に囲
まれていない細胞である。細胞壁形成が不完全である植物生殖細胞は、卵細胞、精細胞を
含む、有性生殖のための配偶子を含む。あるいは、受精によって形成される受精卵であっ
て、細胞壁形成が開始していない、あるいは、細胞壁形成が開始しているがまだ完了して
おらず、不完全である状態の受精卵細胞を含む。好ましくは、細胞壁形成が不完全である
受精卵細胞である。
【００４６】
　植物生殖細胞の細胞壁形成は、例えば、カルコフロールによるセルロース染色、アニリ
ンブルー染色等の公知の方法で確認することができる。カルコフロールは、植物細胞、真
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菌等の細胞壁に含まれるセルロースやキチンと結合する非特異的蛍光染料である。励起は
３００～４４０ｎｍ（最大３５５ｎｍ）であり、０．１Ｍ　リン酸緩衝液　ｐＨ７．０中
のセルロースの最大蛍光は、４３３ｎｍである。非限定的に、例えば、共焦点レーザー走
査顕微鏡を用いて蛍光輝度を測定することができ、また蛍光強度の画像解析を行い、積算
輝度を求めることができる。
【００４７】
　「細胞壁形成率」とは、非限定的に、例えば、植物細胞の細胞壁形成が完全に終了し、
細胞全体が細胞壁で覆われている状態の細胞の輝度と比較した場合の、輝度の比率で表現
することができる。「細胞壁形成が不完全である」とは、非限定的に、細胞壁形成率が、
好ましくは８０％以下、より好ましくは７０％以下、さらに好ましくは６５％以下、さら
により好ましくは６３％以下、特に好ましくは６０％以下、特にさらに好ましくは５０％
以下、最も好ましくは３０％以下である、ことを意味する。
【００４８】
　本発明の一態様において、植物生殖細胞として受精卵細胞を用いることができる。その
場合、（１－ｉ）植物の卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出する、あるいは、（１
－ｉｉ）植物の受精卵細胞を含む組織から受精卵細胞を単離する、ことにより、受精卵細
胞を取得した後に、（２）得られた受精卵細胞に物質を導入する。
【００４９】
　卵細胞は、受精前は通常の体細胞とは異なる状態の細胞壁を有し、卵細胞と精細胞とが
融合するとはじめて完全な細胞壁が形成される。細胞壁が形成されると物質導入処理を行
うために細胞壁を除去する必要がある。よって、物質導入操作は、受精後速やかに、細胞
壁の形成完了前に行うことが好ましい。一般に、受精から２０分程度で細胞壁の形成が始
まり、約２時間程度でその形成が完了するとされているため、２時間（１２０分）以内に
物質導入を行うことが好ましい。また、受精卵細胞を胚珠等から単離する場合も、受精卵
細胞の単離後速やかに物質導入操作を行うことが好ましい。
【００５０】
　受精卵細胞の細胞壁形成が完了するまでの時間は、植物品種によって異なる。本発明の
方法においては、「細胞壁形成が不完全である細胞」、即ち、受精卵細胞の細胞壁形成が
完了する前の細胞に物質を導入する。当業者は、受精卵細胞取得から物質導入完了までの
時間を、植物品種の種類に応じて適宜決定することができる。例えばイネ、トウモロコシ
では、受精卵細胞取得（細胞融合）を行った後、非限定的に、１８０分以内、好ましくは
、１５０分以内、より好ましくは１２０分以内、さらに好ましくは６０分以内、より好ま
しくは２０分以内に、物質導入を行うことが好ましい。特にトウモロコシでは、受精卵細
胞取得後、好ましくは６０分以内、より好ましくは２０分以内である。
【００５１】
　自然受精法により植物体において受精卵細胞を作出する場合、受精直後の受精卵を得る
方法として、受粉から受精までの時間帯を特定し、受精後その特定した時間帯に受精卵を
摘出することが好ましい。例えば、事前に受粉した花粉の花粉管の伸長速度を継時的にア
ニリンブルー等の染色液を用いた蛍光観察を行えば、受粉から受精までの時間を推定する
ことが可能である。
【００５２】
　あるいは、卵細胞と精細胞の接合を行う前に、卵細胞及び精細胞のいずれか若しくは両
方に物質を導入し、その後、卵細胞と精細胞とを融合して受精卵を作出してもよい。好ま
しくは、卵細胞に物質を導入する。
【００５３】
　カルス又は胚様体（細胞塊）化・再分化
　本発明の、植物に物質を導入する方法は、物質を導入する工程の後に、さらに、物質を
導入した受精卵細胞をカルス化又は胚様体化し；そして、上記カルス化又は胚様体化した
組織を再分化培地で再分化させる、ことを含んでもよい。
【００５４】
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　カルス化又は胚様体化工程、及び、再分化工程は特に限定されず、受精卵細胞から植物
体を再生するための公知の方法を利用することが可能である。
　カルス化又は胚様体化工程において、得られた物質導入受精卵細胞を培養して、胚様体
又はカルスを形成させる。受精卵細胞を分裂誘導し細胞増殖させ、カルス又は胚様体を形
成させる工程は、植物によって最適条件が異なるため特に限定されないが、Ｆｅｅｄｅｒ
細胞を加えた、ナースカルチャー法が好ましい。例えば、次のように行うことができる。
【００５５】
　前処理：遺伝子導入受精卵細胞を、マンニトール液滴（４５０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ

２Ｏ）の中に入れて洗浄し、無菌化を行う。
　液体培地での培養：培地に物質導入受精卵細胞を移し、一晩静置した後、穏やかに振と
う培養する。振とう速度は、３０～５０ｒｐｍが好ましく、３５～４５ｒｐｍがより好ま
しい。培養の温度は、２４～２８℃が好ましく、２５～２７℃がより好ましい。培養は暗
下で行うことが好ましい。この時、培地にはフィーダー細胞を加え共培養（ナースカルチ
ャー法）を行うことが好ましい。この培養期間は、４～１４日が好ましく、５～１０日が
より好ましい。
【００５６】
　培地：２，４－ジクロロフェノキシ酢酸、ナフタレン酢酸などのオーキシンを添加した
、液体のＭＳ培地（Ｔ．Ｍｕｒａｓｈｉｇｅ　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｈｙｓｉｏｌ．　Ｐｌａ
ｎｔ．，１５，４７３（１９６２））、Ｂ５培地（Ｏ．Ｌ．Ｇａｍｂｏｒｇ　ｅｔ　ａｌ
，Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ　Ｃｅｌｌ　Ｒｅｓｅａｒｃｈ，５０，１５１－１５８（１
９６８））、Ｎ６培地（Ｃｈｕ　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉ．　Ｓｉｎｉｃａ，１８，６５９
－６６８（１９７５））等である。
【００５７】
　培地にはインドール－３－酢酸、２，４－Ｄやダイカンバ等のオーキシン類が添加され
ることが好ましい。オーキシンの添加濃度は、０．１～３．０ｍｇ／Ｌが挙げられるが、
０．１～０．３ｍｇ／Ｌが好ましく、０．１５～０．２５ｍｇ／Ｌがより好ましい。
【００５８】
　フィーダー細胞：公知のフィーダー細胞を用いることが可能である。例えば、イネ浮遊
細胞培養物（Ｌｉｎｅ　Ｏｃ、理研バイオリソースセンター製）や、トウモロコシのナー
ス細胞（Ｍｏｌ　ｅｔ　ａｌ．，１９９３）、非形態形成型細胞培養物（ｎｏｎｍｏｒｐ
ｈｏｇｅｎｉｃ　ｃｅｌｌ　ｓｕｓｐｅｎｓｉｏｎ：Ｋｒａｎｚ　ｅｔ　ａｌ．１９９１
）などが挙げられる。
【００５９】
　この工程によって、培養開始から４～１４日後、直径５０～２００μｍ程度の球状の胚
様体が形成される。
　再分化工程も公知の再分化工程に従い実施することができる。例えば、一例として、以
下のように行うことが可能である。
【００６０】
　培養：球状の胚様体を、フィーダー細胞を加えていない前記培地に移し、さらに１０～
１４日程度培養する。その後、オーキシンを添加しない任意の培地、例えばＭＳ培地に入
れて培養し植物体を形成させる。この際、培養は光を照射して行うことが好ましく、光は
、例えば、５０～１８０μｍｏｌ／ｍ２・ｓｅｃが好ましく、７０～１５０μｍｏｌ／ｍ
２・ｓｅｃがより好ましい。
【００６１】
　培地：例えばＭＳ培地、Ｂ５培地、Ｎ６培地であって、アガロース、寒天やゲランガム
、ゲルライト等を使用した固体培地などが挙げられる。
　物質導入植物
　本発明はさらに、本発明の方法によって得られた、物質導入植物も含む。なお、本発明
以前は、特に「難培養」とされる植物や品種について、物質導入植物を得ることは困難あ
るいは不可能であった。本発明により、このような植物、品種についても簡便な方法で効
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率良く物質導入植物を得ることが可能になる。
【００６２】
　また、本発明の方法によって得られた物質導入植物とは、プラスミドや遺伝子配列断片
などの核酸、ゲノム編集などのためのタンパク質、ペプチドが導入され植物内に保持され
ている植物だけではなく、物質、特に遺伝子の導入により得られた形質転換植物や、Ｃａ
ｓ９やガイドＲＮＡ等ゲノム編集関連物質の導入によりゲノム編集された植物、及びそれ
らの後代、クローン等を含む。
【実施例】
【００６３】
　以下、実施例に基づいて本発明を詳細に説明するが、本発明はこれらの実施例に限定さ
れるものではない。当業者は本明細書の記載に基づいて容易に本発明に修飾・変更を加え
ることができ、それらは本発明の技術的範囲に含まれる。
【００６４】
　実施例１　イネの卵細胞及び精細胞の単離
　本実施例において、イネの花からの卵細胞及び精細胞の単離を行った（図１）。
　卵細胞の単離は以下のように行った。イネの穂から得た未開花の花を解体して子房を採
取し、３ｍＬの６％マンニトール溶液（３７０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ）が入った３
．５ｃｍプラスチックシャーレの中に子房を入れた。新しい３．５ｃｍプラスチックシャ
ーレ中の３ｍＬの６％マンニトール溶液（３７０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ）に柱頭を
除去した子房を沈めて、シャーレの底でレーザーブレード（フェザー安全カミソリ（株）
、ＦＡ－１０）により子房の下部を切断した。顕微鏡観察により切断部から出てくる卵細
胞を確認し、ミクロキャピラリーで卵細胞を単離した。３０～４０個の子房からおよそ１
０～１５個の卵細胞が得られた。各卵細胞の直径は４０～５０μｍであった。単離した卵
細胞は、ミクロキャピラリーを用いカバーグラス上の液滴中に移動した。
【００６５】
　なお、カバーグラス上の液滴は以下の方法で作成した。
　１）カバーガラス（２０ｍｍＸ４０ｍｍ）の周囲を、２％ジクロロメチルシランを含む
１，１，１－トリクロロエタン溶液に浸し、乾燥させる；
　２）当該カバーガラス中央部分に０．２－０．３ｍＬのミネラルオイル（Ｅｍｂｒｙｏ
　Ｃｕｌｔｕｒｅ－ｔｅｓｔｅｄ　Ｇｒａｄｅ，シグマアルドリッチ社製、１００１２７
９２７０）を載せる；そして、
　３）当該ミネラルオイル内に１～２μＬの６％マンニトール液（３７０ｍｏｓｍｏｌ／
ｋｇ　Ｈ２Ｏ）をマイクロピペットで挿入する。
【００６６】
　精細胞の単離は以下のように行った。イネの穂から得た未開花の花を解体して葯を採取
し、３ｍＬの６％マンニトール溶液（３７０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ）が入った３．
５ｃｍプラスチックシャーレに入れた。葯をマンニトール溶液に沈めたのち、ピンセット
で葯を分解することにより、花粉がマンニトール溶液に散在させた。数分後、花粉がバー
ストし、精細胞を含む内容物がマンニトール溶液中に放出された。各精細胞の直径は８～
１０μｍであった。この精細胞をミクロキャピラリーを用いてカバーグラス上の液滴中に
移動した。
【００６７】
　実施例２　配偶子融合によるイネ受精卵の作出
　本実施例では、配偶子融合によりｉｎ　ｖｉｔｒｏでイネの受精卵（イネのｉｎ　ｖｉ
ｔｒｏ受精卵）を作出した（図２）。
【００６８】
　カバーグラス上の液滴中に、実施例１に示した方法により単離した精細胞と卵細胞を１
個ずつ移動した。その後、それら細胞を電極（ネッパジーン（株）ＣＵＹ５１００－１０
０Ｔｉ）上に、交流下（１ＭＨｚ、０．４ｋＶ／ｃｍ、ネッパジーン（株）ＥＣＦＧ２１
）で並べた。当該液滴中に、液滴の半量～等量のマンニトール溶液（５２０ｍｏｓｍｏｌ
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／ｋｇ　Ｈ２Ｏ）をミクロキャピラリーで加えた。その後、ＤＣパルス（５０μｓ、１２
－１５ｋＶ／ｃｍ、電極間距離５０－１５０μｍ）をかけることで、配偶子を融合させ、
受精卵を作出した。
【００６９】
　実施例３　イネ受精卵への核酸導入
　本実施例では、実施例２で作出したイネのｉｎ　ｖｉｔｒｏ受精卵に核酸を導入した。
　実施例２で作出した受精卵を、配偶子融合処理から１２０分時点で物質の導入が完了す
るように、本実施例に沿って処理を行った。作出した受精卵細胞をＭＭＧ溶液（１５ｍＭ
　ＭｇＣｌ２、４ｍＭ　ＭＥＳ（ｐＨ５．７）、４５０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ　マ
ンニトール）の液滴（約２μＬ）に移動し、その後ＭＭＧに導入する塩基配列、３５Ｓプ
ロモーター：：シグナル配列：：ＧＦＰ：：小胞体残留シグナル（ＨＤＥＬ）：：ノスタ
ーミネーターを含むプラスミド（ＧＦＰ発現用のプラスミドＤＮＡ、約６，０００ｂｐ）
を加えた液滴に移動した。なお、当該プラスミドは非特許文献１６の記載に従って調整し
た。次に受精卵細胞を含む液滴とＰＥＧ溶液（１２．５ｍＬ　マンニトール溶液（４５０
ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ）に、７．５ｇのＰＥＧ４０００、２．５ｍＬの１Ｍ塩化カ
ルシウムを加え蒸留水で２５ｍｇになるように調整）の液滴（約２μＬ）を混ぜ、ガラス
キャピラリーで３０～５０回撹拌した。
【００７０】
　実施例４　イネ受精卵の培養
　本実施例では、実施例３で核酸を導入したイネ受精卵を培養した。
　実施例３で核酸導入処理を行った受精卵細胞を培養するため、受精細胞用培地を用意し
た。受精細胞用培地は、改変型Ｎ６Ｚ培地（Ｋｕｍｌｅｈｎ　Ｊ．ｅｔ．ａｌ．（１９９
８）Ｐｌａｎｔａ　２０５：３２７－３３３）に以下の改変を加えたものである；２ｇ／
Ｌ　ＣＨＵ（Ｎ６）　ｂａｓａｌ　ｓａｌｔ　ｍｉｘｔｕｒｅ（シグマアルドリッチ社製
）、０．０２５ｍｇ／Ｌ　Ｎａ２ＭｏＯ４・２Ｈ２Ｏ、０．０２５ｍｇ／Ｌ　ＣｏＣｌ２

・６Ｈ２Ｏ、０．０２５ｍｇ／Ｌ　ＣｕＳＯ４・５Ｈ２Ｏ、０．０１ｍｇ／Ｌ　レチノー
ル、０．０１ｍｇ／Ｌ　カルシフェロール、０．０１ｍｇ／Ｌビオチン、１ｍｇ／Ｌ　チ
アミン・Ｈ２Ｏ、１ｍｇ／Ｌ　ニコチン酸、１ｍｇ／Ｌ　ピリドキシン・ＨＣｌ、１ｍｇ
／Ｌ　塩化コリン、１ｍｇ／Ｌ　Ｃａ－パントテン酸、０．２ｍｇ／Ｌ　リボフラビン、
０．２ｍｇ／Ｌ　２，４－Ｄ、０．０２ｍｇ／Ｌ　コバラミン、０．０２ｍｇ／Ｌ　ｐ－
アミノ安息香酸、０．４ｍｇ／Ｌ　葉酸、２ｍｇ／Ｌ　アスコルビン酸、４０ｍｇ／Ｌ　
リンゴ酸、４０ｍｇ／Ｌ　クエン酸、４０ｍｇ／Ｌ　フマル酸、２０ｍｇ／Ｌ　Ｎａ－ピ
ルビン酸、１，０００ｍｇ／Ｌ　グルタミン、及び２５０ｍｇ／Ｌ　カゼイン加水分解物
、１００ｍｇ／Ｌ　ミオイノシトール。浸透圧はグルコースで４５０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ
　Ｈ２Ｏに調整（ｐＨ５．７）し作成した。作成した受精細胞用培地（０．２ｍＬ）を直
径１２ｍｍのＭｉｌｌｉｃｅｌｌ　ＣＭインサート（ミリポア社製）内に入れ、２ｍＬの
培地の入った３．５ｃｍプラスチックシャーレの中に入れた。さらに、４０－６０μＬの
イネ浮遊細胞培養物（Ｌｉｎｅ　Ｏｃ、理研バイオリソースセンター製）をフィーダー細
胞としてシャーレに加えた。
【００７１】
　洗浄・滅菌したミクロキャピラリーを用い、受精卵細胞を新鮮なマンニトール液滴（４
５０ｍｏｓｍｏｌ／ｋｇ　Ｈ２Ｏ）中に投入し、その後、受精細胞用培地の入ったＣＭイ
ンサート内のメンブレン上に移した。
【００７２】
　受精卵細胞は、暗所に２６℃で１日間静置したのち、蛍光顕微鏡で観察し、ＧＦＰの蛍
光の有無で導入した核酸の発現状況及び細胞の分裂状況を確認した。その結果を図３Ａに
示す。核酸導入処理を行った受精卵は、確かにＧＦＰによる発光が観察されたため、核酸
導入が確認できた。さらに、それら受精卵を２日間振盪培養したのちに観察したところ、
初期胚への分裂が確認され、さらには初期胚細胞中のＧＦＰによる発光も観察できた（図
３Ｂ）。これにより、胚的細胞塊の細胞群においても核酸導入が確認できた。
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【００７３】
　それら初期胚を、さらに暗所約１６日間振盪培養し、胚的細胞塊を得た。この際、培養
開始後５～７日後に、培養液からフィーダー細胞を除いた。培養１８日後の胚的細胞塊を
観察したところ、ＧＦＰによる発光が検出される細胞塊（図４Ａ）と、蛍光が検出されな
くなった細胞塊（図４Ｂ）が観察された。これにより、受精卵から細胞塊のステージまで
ＧＦＰの発現が続く場合と、受精卵から初期胚のステージで一過的にＧＦＰが発現される
場合の２通りのケースがあることは示された。また、１週間以上培養を継続した胚的細胞
塊においても蛍光が観察されたことから、形質転換され安定的に蛍光タンパク質が生産さ
れていることが確認された。以上の結果より、本発明の方法によって、遺伝子が植物に導
入され、一過的又は安定的に発現可能であることが示された。
【００７４】
　実施例５　イネ胚的細胞塊の培養による分化誘導
　本実施例では、実施例４で得られたイネ胚的細胞塊の培養による分化誘導を行った。
　実施例４で得られたイネ胚的細胞塊について、分化誘導培地１（改変したＭＳ培地；Ｍ
Ｓ塩、ＭＳビタミン、１００ｍｇ／Ｌ　ミオイノシトール、２ｇ／Ｌ　カサミノ酸（ｃａ
ｓａｍｉｎｏ　ａｃｉｄ）、３０ｇ／Ｌ　スクロース、３０ｇ／Ｌ　ソルビトール、０．
２ｍｇ／Ｌ　ｌ－ナフタレン酢酸（ＮＡＡ）、１ｍｇ／Ｌ　カイネチン及び０．３％　Ｇ
ｅｌｒｉｔｅ）に移した。培養は３０℃で持続的に光照射しながら行った。移植１０日後
にはシュートが分化した（図５）。さらに、シュートを分化させた胚的細胞塊を分化誘導
培地２（改変したＭＳ培地；ＭＳ塩、ＭＳビタミン、１００ｍｇ／Ｌ　ミオイノシトール
、３０ｇ／Ｌ　スクロース及び０．３％　Ｇｅｌｒｉｔｅ）に移した。培養は３０℃で持
続的に光照射しながら行った。移植７日後には幼植物体が得られた（図６）。
【００７５】
　実施例６　融合後の時間と物質導入効率の関係
　本実施例では、酵素処理なしでＰＥＧにより物質導入が可能な受精卵のステージについ
て調べた。受精卵のステージは、電気融合後の経過時間を指標とした。電気融合を用いて
作出した受精卵について、所定の時間経過後、実施例３で用いたＧＦＰ発現用のプラスミ
ドＤＮＡを導入し、実施例４のとおり核酸導入を確認した。核酸の導入が確認された受精
卵について、その後実施例４の条件で培養を継続し、初期胚への分裂を確認した。その結
果、配偶子融合後５－２０分と１２０分時点での物質導入では導入効率に差が認められな
かった。配偶子融合後５－２０分と１２０分の時点で物質導入効率に差がなかったことか
ら、物質導入は、受精卵作成時の電気融合の影響によるものではなく、ＰＥＧ法によるも
のであることが理解される。２４０分経過後では核酸の導入は低効率で確認されたが、受
精卵の分裂には至らなかった。
【００７６】
【表１】

【００７７】
　実施例７　細胞壁形成度の測定
　本実施例では、受精卵細胞の細胞壁形成度の測定を行った。
　実施例２に記載したように、電気融合後２時間経過時の受精卵細胞及び細胞壁が十分に
発達したステージにあると推察される電気誘導後２０時間後の受精卵細胞に０．００５％
カルコフロール染色を行い、共焦点レーザー走査顕微鏡を用い、蛍光輝度を測定した。そ
れぞれ３細胞について画像解析を行い積算輝度を求め比較したところ、受精後２時間後の
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細胞壁から検出されたカルコフラワーによる蛍光輝度は、２０時間後の受精卵と比較し、
６３％程度であることが確認された。
【産業上の利用可能性】
【００７８】
　本発明により、細胞に対する植物組織分解酵素処理を行わずとも、物質の導入、形質転
換及び培養を行うことが可能となった。これにより、従来培養が困難等の理由で形質転換
が困難であったため有用形質を付与することできなかった植物体であっても、簡便に、安
定して再現性良く形質転換体を得ることが可能となる。

【図１】 【図２】
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【図３】 【図４】

【図５】 【図６】
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