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Abstract

We investigated several antibiotics including carbenicillin (CBPC), clavulanic acid/amoxicillin (CVA/AMPC), cefotaxime

(CTX), meropenem (MEPM), vancomycin (VCM) and doxycycline (DOXY) for Agrobacterium elimination during apple

transformation. The growth of Agrobacterium tumefaciens EHA101 was suppressed at 1,500 mg・L−1 of CBPC, 750 mg・L−1

of CVA/AMPC, less than 500 mg・L−1 of CTX, 50 mg・L−1 of MEPM and 200 mg・L−1 of DOXY, but growth was not

suppressed at 1,500 mg・L−1 of VCM. In the shoot length, there was no difference among antibiotic-free, CBPC, CTX and VCM

treatments. However, the shoot length in the high-concentration treatment of CVA/AMPC and DOXY was significantly

shortened. However, the number of shoots increased as the concentration of MEPM rose. In CTX treatment, the shoot

regeneration rate from leaf segments was lowered in comparison with antibiotic-free treatment; however, the regeneration rate

was maintained to some degree even after high-concentration CTX treatment. The regeneration rate from leaf segments after

MEPM treatment was superior to the antibiotic-free treatment. After DOXY treatment, leaf segments did not grow at all and

finally died. These findings indicated that bacterial cell wall synthesis inhibitors such as CTX and MEPM were effective in

eliminating Agrobacterium.
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緒　　言

リンゴの形質転換体作成については 1990年代前半以降，

国内外で多くの報告がある（伴野ら，1993; De Bondt ら，

1996; 星ら，1998; 五十嵐ら，1999; Jamesら，1989; 金丸ら，

2002; 加藤ら，2000; Maximovaら，1998; Ogasawaraら，1994;

Pawlicki・Welander, 1994; Puiet・Schaart, 1996; 斎藤ら，2001;

山下ら，1996）．著者らもすでに Agrobacterium tumefacience

を使用したリンゴの形質転換体を作成している（伊藤ら，

1997; 小森ら，1997; Kotoda ら，2000; 滋田ら，2004; 辻村

ら，2004）．

この間，海外では形質転換効率が 10％を越える実験系

（Norelliら，1996）が報告されたり，カルス経由の再分化

系（Caboniら，2000; Rugini・Muganu, 1998; Sediraら，2001）

による形質転換が試みられている．しかし，使用可能な品

種も限定されてしまううえに，複数の培地に継代するなど

の煩雑な操作を要求する場合もある（Maximovaら，1998）．

従って，リンゴの多くの品種については依然として形質転

換系が確立されていないのが現状である．また，形質転換

効率が低いことが原因となって，新たな品種で形質転換を

行う場合の基本的知見が不足している．さらに，獲得した

2008 年 12 月 10 日　受付．2009 年 5 月 11 日　受理．

* Corresponding author. E-mail: komoris@iwate-u.ac.jp



小森貞男・渡邉麻紗乃・渡邉　学・田中紀充・壽松木　章・和田雅人・副島淳一・松本省吾・安達義輝・李　積軍420

形質転換体に二重，三重に形質転換を行う場合，現在使用

している Kanamycin（KM）以外の選抜用抗生物質を用いる

必要がある．選抜用抗生物質の種類によっては，KMを用

いる場合と葉切片からのシュート再分化率および再分化時

期が異なる可能性がある．

これらの問題に対処するためには抗生物質を培地に添加

した場合のシュート再分化率を向上させ，再分化時期を制

御できる実験系を確立する必要がある．そこで著者らは，

リンゴの効率的かつ汎用的な形質転換体作出技術を確立す

ることを目的に，形質転換が困難な‘王林’と比較的形質

転換効率が高い‘Greensleeves’を用いて，改めてリンゴ形

質転換条件を検討した．本報では，Agrobacterium除菌用抗

生物質の種類とその効果について報告する．

材料および方法

供試品種は継代培養で維持している‘王林’と‘Greensleeves’

である．継代用培地として，MS基本培地（Murashige・Skoog,

1962）に 30 g・L−1 スクロース，1 mg・L−1（4.44 µM）ベン

ジルアミノプリン（BAP），および 0.1 mg・L−1（0.49 µM）イ

ンドール酪酸（IBA）を加え，pHを 5.7～ 5.8に調節した後，

Bacto agar 6.5 g・L−1を加えた固形培地を使用した．植物体の

継代は 4週間ごとに行い，40～ 50 mmに伸長したシュート

を 450 mL容の培養瓶（直径 80 mm，高さ 130 mm）に 1瓶

当たり 4本ずつ植え込み，25°C恒温，16時間日長の培養室

で培養した．実験には 4週間培養した植物体を供試した．す

べての抗生物質は滅菌水に溶解しフィルター滅菌した．使用

した抗生物質の薬名と略号は以下のとおりである．

Carbenicillin（CBPC），Clavulanic acid/Amoxicillin

（CVA/AMPC），Cefotaxime（CTX），Meropenem（MEPM），

Vancomycin（VCM），Doxycycline（DOXY）

1．抗生物質の種類と濃度が Agrobacteriumの除菌に及ぼ

す影響（実験 1）

第 1表に示した抗生物質を添加した Agrobacterium増殖

用固形培地（20 g・L−1 Bacto trypton, 5 g・L−1 Bacto yeast

extract, 8 g・L−1 Bacto agar）に Agrobacterium 溶液 30 µL

（OD600 = 1.0）をコンラージ棒で塗布し，25°Cの暗黒条件で

培養した．対照として抗生物質無添加区を設けた．各処理

区あたり 4シャーレを供試し，Agrobacteriumの増殖程度を

置床後 4週間目に調査した．使用した菌系は Agrobacterium

tumefaciens EHA101である．

2．抗生物質の種類と濃度がリンゴ培養シュートの増殖と

伸長に及ぼす影響（実験 2）

シュートの培養は，前述の継代用培地にそれぞれの抗生

物質を添加し，培養瓶に約 80 mLずつ分注した培地で行っ

た．使用した抗生物質の種類と濃度を第 2表に示した．対

照として抗生物質無添加の区を設定した．この培地に継代

培養で維持している‘王林’のシュートを 40～ 50 mmの

長さで切り取り，培養瓶当たり 4本ずつ植え込んだ．1処

理 2瓶（8シュート）を供試した．培養は 25°C恒温，16時

間日長の培養室で行い，生育状況を 4週間（29日）後，一

部 7週間（49日）後に調査した．

3．CTXの濃度が葉切片の再分化に及ぼす影響（実験 3）

CTXを 250, 500および 1,000 mg・L−1添加したMBNZ511

培地（Maximovaら，1998）に‘Greensleeves’の葉切片を

置床し，シュート再分化に及ぼす CTXの影響を調査した．

対照として抗生物質無添加区を設定した．温度条件は 25°C

恒温，光条件は暗黒条件で 2週間，16時間日長の弱光で 2

週間，その後 16時間日長の強光条件で培養した．継代は 1

か月ごとに行い，1，2および 4か月後に調査を行った．な

お，MBNZ511培地の組成はMS基本培地に 30 g・L−1ソル

ビトール，5 mg・L−1（22.2 µM）BAP，1 mg・L−1（4.54 µM）

チジアズロン（TDZ），および 1 mg・L−1（5.37 µM）ナフタ

Table 1 Effects of six kinds of antibiotics and their concentrations on Agrobacterium elimination.

Antibiotic　 Concentration (mg・L−1) Number of colonies　 Antibiotic　 Concentration (mg・L−1) Number of colonies　

CBPC 500 MEPM 1

1,000 50 5 319

1,500 0 10 250

2,250 0 25 2

3,000 0 50 1

3,750 0 75 1

4,500 0 100 0

CVA/AMPC 750 1 VCM 750 57

1,125 0 1,000 39

1,500 0 1,500 17

CTX 500 0 DOXY 25 100

1,000 0 50 91

1,500 0 100 11

2,000 0 200 1

300 0

: Agrobacterium propagated on the medium full face.

* *

*
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レン酢酸（NAA）を加え pH 5.7～ 5.8に調節した固形培地

で，支持体には 2.5 g・L−1ゲルライトを用いた．

4．MEPMと DOXYが葉切片の再分化に及ぼす影響

（実験 4）

再分化培地としてMS（B5）培地（伊藤ら，1997）を用

いた．MS（B5）培地の組成はMS無機塩と B5微量有機物

の培地に 30 g・L−1スクロース，3.30 mg・L−1（15 µM）TDZ，

および 0.93 mg・L−1（5 µM）NAAを加え pH 5.7～ 5.8に調

節した固形培地で，支持体には 3 g・L−1ゲルライトを用い

た．使用品種は‘王林’である．培地にはMEPMが 75およ

び 100 mg・L−1，または DOXY は 200 および 300 mg・L−1

を添加した．対照として抗生物質無添加区を設定した．

MEPM添加区，DOXY添加区は 1処理区あたり 75葉切片

とした．温度・光条件は実験 3と同様である．

結　　果

1．抗生物質の種類と濃度が Agrobacteriumの除菌に及ぼ

す影響（実験 1）

抗生物質の種類と濃度が Agrobacteriumの増殖に及ぼす

影響を第 1表に示した．CTX添加区では調査したすべての

濃度で Agrobacterium の増殖が認められなかった．CVA/

AMPC添加区では，750 mg・L−1で直径 24 mmの大きな一

つのコロニーを形成したが，1,125および 1,500 mg・L−1添

加区では Agrobacteriumの増殖を抑えることができた．そ

れ以外の CBPC，MEPM，VCM，DOXYでは濃度の上昇と

ともにコロニー数が減少し，CBPC添加区では 1,500 mg・

L−1以上，MEPM添加区では 100 mg・L−1以上，DOXY添

加区では 300 mg・L−1以上の濃度でコロニーの形成が見ら

れなかった．VCM添加区では 1,500 mg・L−1でもコロニー

の形成を抑えられなかった．

2．抗生物質の種類と濃度がリンゴ培養シュートの増殖と

伸長に及ぼす影響（実験 2）

抗生物質の種類と濃度がリンゴ培養シュートの生育に及

ぼす影響を第 2表に示した．CBPC添加区ではシュート長

に有意な差は無かったが，高濃度になるに従ってシュート

の本数が少なくなる傾向がみられた（第 1図 A）．

CVA/AMPC添加区では 1,125 mg・L−1以上で無添加区と

比較してシュート長が有意に短かった（第 1図 B）．

CTX添加がシュート長に及ぼす影響については，500，

1,000，2,000 mg・L−1の各濃度と対照の無添加区との間に

差は認められなかった．1,500 mg・L−1添加区では無添加区

に対して有意に短くなった（第 1図 C）．

MEPM添加区ではシュート伸長に関して，無添加区およ

び各濃度間で有意な差は認められないものの，各添加区は

Table 2 Effects of six kinds of antibiotics and their concentrations on numbers of shoot and shoot length of ‘Orin’.

Antibiotic Concentration 

(mg・L−1)

Number of shoots 

regenerated　

Mean shoot 

length (mm)　

Antibiotic Concentration 

 (mg・L−1)

Number of shoots 

regenerated　

Mean shoot 

length (mm)　

CBPC 1z MEPM 1z

 0 10 25.3 a  0 10 25.3 a

 500 10 34.1 a  1 11 34.1 a

1,000 13 30.3 a  5 13 32.9 a

1,500 9 31.2 a  10 13 28.5 a

CBPC 2y MEPM 2y

 0 7 25.6 a  0 7 25.6 a

1,500 6 22.2 a  10 8 25.9 a

2,250 6 26.9 a  25 10 29.0 a

3,000 5 16.0 a  50 10 30.9 a

3,750 4 19.7 a  75 7 30.0 a

4,500 4 17.2 a  100 9 32.6 a

CVA/AMPCy VCMy

 0 6 30.2 a  0 6 30.2 a

 750 5 23.3 ab  750 6 28.4 a

1,125 7 17.2 b 1,000 7 24.2 a

1,500 5 18.8 b 1,500 8 22.6 a

CTXy DOXYy

0x 6 30.2 a  0 7 25.6 ab

0x 7 25.6 ab  25 5 29.6 a

 500 4 29.1 ab  50 7 14.9 c

1,000 7 28.2 ab  100 4 16.0 bc

1,500 5 19.9 b  200 4 13.3 c

2,000 7 26.3 ab  300 4 14.8 c

z Investigated 49 days after planting on medium containing antibiotics.
y Investigated 29 days after planting on medium containing antibiotics.
x Controls were investigated two times.

The same letters in each mean shoot length did not show significant differences on Student T-test at P < 0.05.



小森貞男・渡邉麻紗乃・渡邉　学・田中紀充・壽松木　章・和田雅人・副島淳一・松本省吾・安達義輝・李　積軍422

無添加区より平均のシュート長が長く，濃度の上昇にとも

なってシュート長が長くなる傾向が認められた．この伸長

は節間長の伸長に伴うものと推定される（第 1図 D）．ま

た，シュート数もMEPM添加によって無添加区より増加す

る傾向が認められた．

VCMを添加した場合は無添加区と比較していずれの濃

度区でも有意な差は認められなかった（第 1図 E）．

DOXY添加区では濃度の上昇に伴って有意にシュート伸

長が抑制された．また，100 mg・L−1以上の濃度では，葉

の先端やシュート基部の褐変が認められ，シュート数は増

加しなかった（第 1図 F）．

3．CTXの濃度が葉切片の再分化に及ぼす影響（実験 3）

葉切片からのシュート再分化率は，置床後 1か月目では

無添加区が33.3％，CTX添加区では250，500および1,000 mg・

L−1がそれぞれ 29.4，28.7および 24.8％と大きな差は無かっ

た．2か月目には無添加区で 84.3％と著しいシュート形成

が観察されたが，CTX添加区では 250，500および 1,000 mg・

L−1がそれぞれ 32.4，32.0および 25.7％と 4％以下の増加率

にとどまり，濃度の上昇に伴ってシュート再分化率が下が

る傾向が認められた．4か月目のシュート再分化率は無添

加区で 88.2％と 2か月目と比較して約 4％の増加であった．

一方，250，500 および 1,000 mg・L−1 添加区はそれぞれ

Fig. 1 Effects of several antibiotics on shoot growth of ‘Orin’.

A: CBPC, B: CVA/AMPC, C: CTX, D: MEPM, E: VCM, F: DOXY.

Claforan (Cla) is a brandname in sanofi aventis of cefotaxime sodium (CTX).

Table 3 Effect of CTX concentration on shoot regeneration from

‘Greensleeves’ leaf segments.

Concentration 

(mg・L−1)

Number of 

leaf segments

Shoot regeneration (％)

1 MAPz 2 MAP 3 MAP

 0 51 33.3 84.3 88.2

 250 102 29.4 32.4 48.0

 500 50 28.7 32.0 38.0

1,000 101 24.8 25.7 28.9

z Month after planting.
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48.0，38.0および 28.9％で 2か月目と同様に高濃度区ほど

シュート再分化が抑制された（第 3表）．

4．MEPMと DOXYが葉切片の再分化に及ぼす影響

（実験 4）

MEPMと DOXYが葉切片からのシュートの再分化に及

ぼす影響を第 4表に示した．MEPMは 75 mg・L−1添加区

のシュート再分化率が 66.7％，100 mg・L−1添加区で 88.0

％と対照の無添加区 32.4％に比べて高い再分化率を示し

た．無添加区で再分化したシュートは 2 mm以下のシュー

トが多く，そのほとんどがシュートマス状態となっていた

（第2図A）．MEPM添加区ではシュートの伸長が速くシュー

トマス化している葉切片は無添加区と比較して少なかった

（第 2図 B）．また，再分化した個体のガラス化率は無添加

区，75 mg・L−1添加区，100 mg・L−1添加区いずれも 60％

前後で差がなかった（第 4表）．DOXYを添加した培地に

置床した葉切片は，200および 300 mg・L−1のいずれでも

全く生育せずに枯死した．

考　　察

リンゴの形質転換実験で Agrobacteriumの除菌に用いる

抗生物質は Agrobacteriumの増殖を効率的に抑え，しかも

リンゴの生育に負の影響を与えない薬剤が望ましい．今回

供試した抗生物質のうち，VCMは 1,500 mg・L−1の濃度で

も植物体の生育への影響は認められないものの除菌が不完

全であるため，リンゴの形質転換には使用できないと考え

られる．DOXYは 200 mg・L−1以上の濃度で Agrobacterium

の増殖を抑制する効果が期待できるが，培養植物体の生育

は 50 mg・L−1ですでに無添加区より劣り，葉切片は 200 mg・

L−1 添加培地で全く生育せずに枯死した．このことから

DOXYについてもリンゴの形質転換には使用できないと考

えられる．

CBPCは 1,500 mg・L−1以上の濃度で Agrobacteriumの増

殖を抑制する効果が期待できる．植物体の生育は 1,500お

よび 2,250 mg・L−1の濃度まではシュート長，シュート本

数とも無添加区と比較して差はないため，上記の濃度で葉

切片からのシュート再分化への影響などを調査する必要が

ある．

CVA/AMPCは 750 mg・L−1で Agrobacteriumの増殖を抑

制する効果が期待でき，培養植物体の生育も無添加区と有

意差はなかった．しかし 1,125 mg・L−1以上の濃度では植

物体の生育が有意に劣ることから 750 mg・L−1以下の濃度

でさらに使用の可能性を探る必要がある．

CTXは 500 mg・L−1の濃度で Agrobacteriumの増殖を十

分に抑制することが可能である．シュートの長さおよび本

数も 1,000 mg・L−1程度の高濃度まで無添加区と差が認め

られない．一方，‘Greensleeves’の葉切片からの再分化は

250 mg・L−1ですでに抑制されているが，1,000 mg・L−1の

高濃度でも 30％程度の再分化率を示している．このことか

ら目的に応じて広い濃度範囲で使用できる抗生物質である

ことが推察される．CTX添加期間とシュート再分化の関係，

CTXが葉切片およびシュート生育に及ぼす影響についての

品種間差を把握する必要がある．

MEPMは 25 mg・L−1以上の濃度で Agrobacteriumの増殖

を抑制する効果が期待できる．培養植物体の生育は無添加

区と有意な差はないがシュート長，シュート本数ともに添

加区の方が生育が優れる可能性がある．さらに葉切片の

シュート再分化に関しては，無添加区と比較してシュート

再分化率が高く，シュートの伸長も速いことが推察された．

また，シュートマス化する葉切片も比較的少ないことが判

明した（第 2図）．抗生物質の添加によってリンゴの生育お

よび再分化が促進されることは形質転換体獲得の際に有利

と考えられる．

1．各抗生物質の作用機序

Agrobactereiumは土壌細菌で果樹に根頭がん腫病を起こ

す病原細菌も含まれる．感染部位の根や幹などにがん腫

（crown goll）を形成しTiプラスミドを有するAgrobactereium

Table 4 Effects of MEPM and DOXY on shoot regeneration, callus formation and vitrification of ‘Orin’.

Antibiotic Concentration 

(mg・L−1)

Number of 

leaf segments

Shoot 

regeneration (%)

Callus 

formation (%)

Vitrificated 

segments (%)

MEPM 75 75 66.7 33.3 58.0

100 75 88.0 12.0 63.6

DOXY 200 75 0 0 0

300 75 0 0 0

Control 0 75 32.4 58.7 61.3

Fig. 2 Effect of MEPM on shoot regeneration of ‘Orin’.

Leaf segments were investigated 2 months after planting.

a: control (antibiotic free). Leaf segment formed shoot mass.

b: MEPM 100 mg/l. Leaf segment formed a large shoot.
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tumefaciensと毛状根（hairy root）を形成し Riプラスミドを

有する Agrobactereium rhizogenesなど，病徴と栄養要求性か

ら 4種に分類される．分類上は根粒菌（Rhizobium）と近縁

でリゾビウム科（Rhizobiaceae）に属するグラム陰性好気性

桿菌である（Allen・Holding, 1974）．今回の報告では従来の

分類に従って Agrobactereium tumefaciensと表記したが，近

年 Youngら（2001）および Young（2004）は Agrobactereium

各種の特徴である病原性はプラスミドに由来することを示

し，リゾビウム科に属する Rhizobium，Agrobactereiumなど

の近縁種・属について 16S rDNAの塩基配列に基づいて分

類し直している．それによると Agrobactereium tumefaciens（syn.

Agrobacterium radiobacter）は種小名の radiobacterの優先権を

認め Rhizobium radiobacterに，Agrobactereium rhizogenesは

Rhizobium rhizogenes に種名を変更することを提案してお

り，この提案が広く認められつつある．

今回の実験で Agrobacterium除菌に最も効果がみられた

CTXとMEPMはグラム陰性菌に対して広く抗菌作用を示

す抗生物質で，それに次いで有効と推察された CBPCと

CVA/AMPC はグラム陰性菌に対する抗菌スペクトルは

CTX，MEPMほど広くない．一方，VCMはグラム陰性菌

には抗菌作用がない（山中，1996）．この 5種類の抗生物質

は細菌に特有の細胞壁合成を阻害する選択性の高い抗生物

質である．従ってリンゴの生育に有意な負の影響が現れな

かったものと考えられる．一方，DOXYはグラム陰性菌に

対する抗菌スペクトルが CTX，MEPMと同程度に広いが

（山中，1996），タンパク質合成阻害剤で細菌だけでなく宿

主のリンゴへの影響も推察される．DOXYの添加でリンゴ

シュートおよび葉切片の生育が抑制された原因はDOXYの

選択毒性の低さにあると考えられる．抗生物質の選択毒性

は，細菌の細胞壁などの細菌に特有な構成成分に作用する

場合，質的・絶対的で宿主への影響が少ないことが期待で

きる．一方，宿主細胞にも必須なタンパク質合成，核酸合

成，細胞膜の機能を阻害する場合，量的・相対的で宿主細

胞への影響が懸念される．今後 Agrobacterium除菌用の抗

生物質を検索する場合，選択毒性の高い細胞壁合成阻害剤

の中でグラム陰性菌と好気性菌に広い抗菌力を有する抗生

物質を試験することが効率的と推察された．

Agrobacterium除菌試験への使用が報告されている抗生

物質のうち Timentin（CVA/TIPC）は Chengら（1998）が有

効性を報告している．Shackelford・Chlan（1996）は CBPC，

CTX，CVA/AMPC，Erythromycin（EM），Spectinomycin（SPCM），

Polymixin B（PL-B），Cloramphenicol（CP），Methicillin（DMPPC）

およびMoxalactam（LMOX）を供試し，LBA4404には CTX

が，EHA101には LMOXが最も効果があったとしている．

なお，CVA/TIPC，LMOX，DMPPCは細胞壁合成阻害剤で，

EM，SPCM，CPはタンパク質合成阻害剤，PL-Bは細胞膜

機能阻害剤である．グラム陰性菌に対する抗菌スペクトル

の広さと選択毒性から Shackelford・Chlan（1996）が CTX

と LMOXが最も効果的とする結論は理解できる．LMOX

は小川・三位（2002）もタバコで有効性を認めている．CP

は広くグラム陰性菌に効果を示すが，タンパク質合成阻害

剤であるため宿主である植物の生育への影響が懸念され

る．

2．植物，Agrobacteriumおよび抗生物質の相互作用

今回の実験結果と Joungら（2001）の結果では，Agrobac-

teriumを除菌できる CBPCの濃度が大きく異なっている．

また，Joungら（2001）は VCMで Agrobacteriumを除菌し

ているが，今回の実験では 1,500 mg・L−1の VCMでも除菌

できなかった．VCMはグラム陰性菌である Agrobacterium

には効果がないはずで，植物が介在しない条件での我々の

実験結果もその知見を支持している．Joungら（2001）は

Campanula glomerataの葉切片に感染させた Agrobacterium

を VCMを添加した培地で除菌しているが，これは VCMが

直接 Agrobacterium除菌に効果を示したのではなく，VCM

の添加が植物の成長に何らかの効果を及ぼしたため間接的

に細菌が排除されたと推察されるが詳細は不明である．こ

のことは C. glomerataの葉切片に感染させた Agrobacterium

を除菌するのに用いた CBPC濃度が，植物が介在しない本

報の Agrobacterium除菌濃度より著しく低いこともからも

推察される．他の植物でも CBPCは Agrobacterium除菌用

抗生物質として広く使用されている．植物種と使用濃度の

例を示すとタバコ 500 mg・L−1（Horschら，1985），トマト

250 mg・L−1（Horschら，1985），レタス 250～ 500 mg・L−1

（Michelmoreら，1987），アブラナ科植物 500 mg・L−1（Fryら，

1987; Radkeら，1988），サトウキビ 200 mg・L−1（松岡ら，

2002），ゴマノハグサ科のトレニア 100 mg・L−1（Aida・Shibata,

1995）で，いずれも今回の Agrobacterium除菌濃度よりかな

り低い濃度で使用されている．このことから CBPC，CVA/

AMPC，CTX，MEPMを用いてリンゴ葉切片に感染させた

Agrobacteriumを除菌する場合，今回の結果より低濃度で適

用できる可能性がある．実用化には Agrobacteriumを感染

させたリンゴ葉切片の成長に及ぼす各抗生物質の影響を詳

細に把握する必要がある．MEPMはタバコ（小川・三位，

2002）の報告があり，その有効性が示されている．

今後，除菌用抗生物質としてMEPMを用いて，さらにリ

ンゴの培養方法，Agrobacteriumの感染方法の検討を行い，

シュート再分化率の向上，再分化時期の制御を可能にする

ことで，多品種に適用できる培養条件，Hygromycin Bなど

の選抜用抗生物質でも形質転換体が獲得できる条件を設定

する必要がある．

摘　　要

Agrobacterium法によるリンゴの形質転換体作出の際に

用いる除菌用抗生物質の検討を行った．供試した抗生物質

は Carbenicillin（CBPC），Clavulanic acid/Amoxicillin（CVA/

AMPC），Cefotaxime（CTX），Meropenem（MEPM），Vancomycin

（VCM）および Doxycycline（DOXY）の 6種類である．Agro-

bacterium tumefaciens EHA101の増殖は CBPCが 1,500 mg・
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L−1，CVA/AMPC 750 mg・L−1，CTX 500 mg・L−1以下，MEPM

50 mg・L−1，DOXY 200 mg・L−1 で抑制され，VCM では

1500 mg・L−1でも抑制できなかった．一方，培地に抗生物

質を添加した場合のリンゴのシュート長は抗生物質無添加

区と比較して CBPC，CTXおよび VCMでは差がなく，CVA/

AMPC および DOXY では高濃度区で有意に短くなった．

MEPMは濃度上昇に伴ってシュート数が増加する傾向が認

められた．葉切片からのシュート再分化に及ぼす影響は，

CTXでは無添加区に比較してシュート再分化率が低くなる

ものの，高濃度でも一定の再分化率を維持した．MEPMは

無添加区よりシュート再分化率が高かった．DOXYでは葉

切片が全く肥大せずすべて枯死した．抗生物質の作用機序

を考慮した場合，グラム陰性菌に広く抗菌作用を有し選択

毒性の高いCTXとMEPMなどの細胞壁合成阻害剤がAgro-

bacteriumの除菌に有効であることが推定された．
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