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摘 要 

 
 微粒子銃装置（パーティクルガン）を用いて，磁性微粒子に遺伝子を担持させてタバコ（Nicotiana  rustica）

培養細胞やトウモロコシ（Zea mays  L.），アスパラガス（Asparagus officinalis L.）およびカボチャ（Cucurbita 

pepo L.）の花粉に遺伝子を導入し磁力選抜を行った。磁性微粒子として、酸化鉄（マグネタイト，フェライト），

鉄，ニッケル，鉄酸化物・金複合微粒子および金微粒子を用いた。一過的遺伝子の導入発現効率は，CaMV 35Sプ

ロモーターとNOS ターミネーターを組み込んだGUS 遺伝子を含むプラスミドｐBI221 用いて評価した。金微粒

子を用いて遺伝子導入した時の一過的発現効率は低かったが，磁性微粒子を用いて磁気による細胞濃縮と磁力選抜

を行うことによって遺伝子発現効率は顕著に増加した。例えば，トウモロコシ花粉へ磁性を有する酸化鉄微粒子（マ

グネタイト）を用いて撃ちこんだ時，GUS 遺伝子発現効率は8.5×10-4から2.1×10-2へと25 倍の向上があった。

また，同様にカボチャ花粉の場合は6×10-4から2.3×10-2へと約38倍の効果があったが、アスパラガス花粉につ

いてはあまり大きな効果は認められなかった。これらの結果をもとに，除草剤biaraphosに抵抗性を有するbar遺

伝子を含むプラスミドpARK22を磁性微粒子を用いてトウモロコシ、およびカボチャ花粉に撃ちこんだ。磁力選抜

した花粉を受粉し，結実した種子を獲得した。その結果，トウモロコシの場合は5.3×10-3あるいは7.5×10-2の形質

転換体作出効率が達成され，カボチャの場合は2.3×10-2の形質転換体作出効率が得られた。 

磁性微粒子を用いた新しいパーティクルガンプロセスは，磁力選抜により遺伝子導入細胞を高い効率で回収でき、

また遺伝子導入花粉を受粉して簡便に形質転換体を作出する手法の発展に非常に有効であることが認められた。 
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緒 言 

 植物細胞への遺伝子導入方法には，アグロバクテリウムの

Ti プラスミドを遺伝子導入ベクターとして利用する方法や、

プロトプラストを対象にした化学的なポリエチレングリコー

ル法，あるいは電気的に細胞壁に穴を空けて遺伝子を導入す

るエレクトロポレーション法などが知られている。その他マ

イクロインジェクションやレーザーパルスによる細胞窄孔法

などもある。
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 一方，1987年以降にKlein et al.（1987），Christou et al.

（1988)により外来遺伝子の一過的発現や新しいトランスジ

ェニック植物の作出法としてパーティクルガン（微粒子銃）

法が報告された。この手法は，例えば金などの金属微粒子（マ

イクロプロジェクタイル）を担体として遺伝子を吸着固定し，

弾丸（マクロプロジェクタイル）の先端から高速で細胞に撃

ちこむ方法である。この手法の特徴は，細胞壁を持つ植物細

胞の種や形態を問わずに物理的に遺伝子を導入できることで

ある。Kakuta et al.（1986）は、超微粒子と呼称されるナノ・

マイクロサイズの磁性微粒子に酵素，抗体および遺伝子など

の微粒子表面への吸着固定や相互作用について報告した。そ

の後，微粒子をDNAの他にウィルス由来RNAや植物由来の

低分子化学物質の細胞導入用担体として用いることができる

こと，さらに磁性微粒子を用いた遺伝子導入と磁気的な細胞

選抜が可能なことを報告した（Kakuta et al..,1992，1993，

1997）。 

 このような微粒子を用いた遺伝子導入法は，労力と時間を

要する細胞壁の除去プロセスを省略することができるのでプ

ロトプラストの作成が困難な植物種にとって有効な手法と考

えられ，Morikawa et al.（1989）やHiruki et al.（1993）の

報告が行われた。一方、形質転換植物を作出するためには、

従来では、遺伝子導入処理後に体細胞を培養する煩雑な操作

が必要であった。しかしながらHess (1987) によって、遺伝

子導入花粉を直接受粉するだけで、培養なしに簡便に形質転

換種子を作出できる新たな手法の開発が検討されていた。そ

のためにパーティクルガン法を用いてタバコ（Twell et al.，

1989），ユリやトウモロコシ(Nishimura et al.、1993) の花粉

を対象とした遺伝子の導入が試みられた。その後、Horikawa 

et al.（1997）は，磁性を有する酸化鉄微粒子（マグネタイト）

を用いてトウモロコシ花粉への遺伝子導入後に、磁力選抜し

た花粉を直接受粉させることによって，高い効率で形質転換

体を得ることに成功した。 

最近になり，ナノ・マイクロ領域の微粒子評価技術や合成

技術が進展し，微粒子を用いた生体分子の検出や診断および

ＤＮＡの分離などが盛んに研究され実用化が進んでいる。一

方，微粒子銃法による遺伝子導入技術については，その担体

となる微粒子の改良と効率の改善に関する報告例は少ない。

そこで本研究は，磁力選抜が可能な微粒子銃法において，磁

性微粒子やその複合化微粒子などを用いたときの遺伝子導

入・発現や形質転換への影響について明らかにすることを目

的とした。 

 

実 験 方 法 
 

1. 植物材料 

 微粒子による一過的な遺伝子の撃ち込みと発現を評価する

ために，所定の方法で培養した培養4日目のタバコ（Nicotiana  

rustica）培養細胞（BY-2）を用いた。花粉試料は，春から秋

にかけて温室内で生育させたトウモロコシ（Zea mays  L.）

およびアスパラガス（Asparagus officinalis L.）花粉を採取し

て用いた。トウモロコシ花粉はショ糖 30g/l の MS 培地に，

アスパラガス花粉はショ糖 300g/l に調製し H3BO3200mg/l

を含むMS培地（Murashige et al., 1962）に懸濁させた。こ

れらの花粉はおよそ104/ml程度の粒子濃度になるように調節

し，その適量を真空吸引によりフィルター（0.45μm 孔径）

に吸着固定後，1％の寒天培地上に置床して微粒子銃による撃

ち込みを行った。また同様の方法で開葯直前のカボチャ

（Cucurbita pepo L.）花粉を用い微粒子銃による撃ち込みを

行った 

2. 微粒子材料 

微粒子は，湿式法で合成された市販の金微粒子（直径1μm），

酸化鉄微粒子（マグネタイト，直径0.3μmと0.6μm；フェ

ライト，直径 0.3μm），鉄微粒子（直径 1.2μm），ニッケル

微粒子（直径1μm）および低真空下のガス中蒸発法で生成さ

れた鎖状の鉄超微粒子（鉄ナノ粒子，短径0.03×長径0.5μm）

などを用いた。また，金微粒子（直径0.9μm）を芯物質のシ

ード粒子として，金属アルコキシドのトリブトキシ鉄（Fe

〔O4CH9〕3）をオクタノール/アセトニトリル水溶液中で還流

加水分解し，微粒子表面を酸化鉄で被覆した金‐鉄複合微粒

子（直径1μm）も用いた。 

3. 微粒子材料と微粒子撃ち出し速度の評価 

 微粒子の平均粒径は，微粒子を界面活性剤を添加した水溶

液に懸濁し，レーザー回折式粒度分布測定装置SALD‐300V

（島津製作所）を用いて測定した。また，超微粒子（ナノ粒

子）は，透過型電子顕微鏡JEM2000EX（日本電子）を用い

て直接試料観察と写真撮影により平均粒径を測定した。また，

一部の微粒子は走査型電子顕微鏡JSM-T220（日本電子）に 

より微粒子の形態や大きさを観察計測した。微粒子銃から高 

速で撃ち出される微粒子の速度は，PCS粒子計測システム（日

本レーザー）を用い大気圧下で計測した。 
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4. プラスミド 

導入するプラスミドDNA には，CAMV35S プロモーター

と NOS ターミネーターを有するβ‐グルクロニダーゼ遺伝

子が組み込まれたGUS（pBI221）、およびオワンクラゲ由来

の緑色蛍光蛋白遺伝子が組み込まれたsGFPS65T（pARK22）

を用いた。また，形質転換体を得る場合には bar 遺伝子を含

むpARK22を用いた。 

5. 微粒子銃装置と微粒子の撃ち込み 

微粒子銃装置は独自に工夫したステンレス製真空容器に，

ステンレス製シリンダー（銃身，内径5mm×外径 15ｍｍ×

標準長さ 250ｍｍ）を下向きに真空用ゲージポートを通して

取り付け，容器内部に上下可動の試料積載ステージが取り付

けてある構造のものを用いた。遺伝子と微粒子の混合懸濁液

を先端にコーティングしたポリアセタール製弾丸は，圧力を

10～30kg/cm2に調節された窒素ガスにより駆動され，電磁弁

を短時間開閉することにより，植物試料にむけて撃ちこまれ

る。なお弾丸の減速を避けるため，容器内は1.3‐13Kpa（10

～100mmHg）に真空ポンプにより減圧される。試料までの

距離は銃身先端のストッパーから2.5～10cm程度とし，風圧

や試料の性状によりその距離を変えて撃ち込みを実施した。

遺伝子を担持させた微粒子は，一試料について 3 回撃ちこま

れた。この微粒子銃装置を改良し，同一の寸法の銃身を備え

クリーンベンチ内で無菌的取り扱いが可能な，分解・可搬型

のアクリル製小型微粒子銃装置も試作して実験に用いた。 

微粒子へのプラスミド DNA の固定（コーティング）は，

ボルテックスミキサーで攪拌後に，超音波を照射して分散さ

せた微粒子のエタノール懸濁液（5wt%）とプラスミドDNA

を含むリン酸緩衝液を等量（各 10μl）混和し，その 2μl を

弾丸の先端部分（直径2ｍｍ）に滴下し自然風乾することによ

り行われた。微粒子の直径や表面性状により固定するプラス

ミドDNA量は変化させたが，1μgの微粒子あたり約1~10ng

が固定されるように調製した。微粒子銃による撃ち込みは，

DNAを固定後約3分以内に行われた。一部の実験には，同様

の原理で作動する改良型微粒子発射装置を用いた。 

6. 磁力選抜 

磁性微粒子撃ち込み後のタバコ培養細胞の磁力選抜は，細

胞懸濁液を1.5mlのマイクロチューブに移し，市販の棒磁石 

をマイクロチューブ側面に付着させ，磁気的に固着していな

い細胞を洗浄除去して行った。花粉細胞の磁力選抜は，ガラ

ス製のサンプル瓶に細胞を移し，ネオジウム磁石（直径14ｍ

ｍ×厚さ 5ｍｍ）をサンプル瓶外壁の中部に固定し，底面に

沈降した磁気的に濃縮できない花粉細胞を洗浄除去すること

により行った。 

7. 組織化学的GUS解析およびGFP解析 

撃ち込み後と磁力選抜後の培養細胞と花粉の GUS 遺伝子

の一過的発現解析は，Jefferson（1987）およびKosugi et al.

（1990）の方法を参考にして行った。タバコ培養細胞は，ペ

トリ皿内のろ紙上に濃縮し，微粒子を3回撃ち込み処理後24

～48 時間培養し，20％メタノールを含む X-Gluc（1ｍM）・

リン酸緩衝液（50ｍM，pH7.0）を添加し，37℃恒温槽中で

一晩インキュベートした。70％メタノールを加え反応を停止

後に実体顕微鏡で観察し，青色スポットを発現している細胞

数をヘマチトメーターにより計数した。トウモロコシ花粉に

ついては同様の手順でショ糖（30g/l），アスパラガス花粉につ

いてはショ糖（100g/l）とH3BO3（200mg/l），カボチャ花粉

についてはショ糖（100g/l）を含む寒天培地に置床し花粉生存

率（Broglia et al.，1994）が低下しないよう迅速に撃ち込み，

GUS解析を行った。GFP遺伝子導入カボチャ花粉の発光は，

撃ち込み後 4 時間程度経過した花粉粒子をスライドグラスに

移し，蛍光顕微鏡 BX60（オリンパス）により観察した。ｓ

GFP（S65T）遺伝子は、丹羽（静岡大学）のご好意により提

供頂いたものを使用した。 

8. bar遺伝子を撃ち込んだトウモロコシ成熟花粉の受粉 

bar 遺伝子を付着固定した磁性微粒子（マグネタイト，0.6

μm）を，30kg/cm2の加速圧で微粒子銃を用いてトウモロコシ

成熟花粉に撃ちこんだ。約1.1×103の花粉を磁力選抜により

回収し，1mlのＭＳ培地に懸濁した。その後，発生3日後の絹

糸にピペットを用いて受粉を行った。対照として DNA を担持

しない磁性微粒子による撃ち込み操作を行った花粉による受

粉を実施した。 

9. トウモロコシ形質転換体の作出とDNA解析 

受粉後に結実したトウモロコシ種子を回収し，培土を詰め

たポットに播種し，発芽後5日目に30ppmのbialaphosを散

布した。同処理後，7日間観察を実施し，葉の黄変や枯れ具合

により除草剤耐性をもつ苗の選抜を行った。除草剤による選

抜を行った苗切片からDNAを抽出し，PCR解析を行った。 

 

実 験 結 果 お よ び 考 察 
 

1. 磁性微粒子による遺伝子の導入と一過的発現 
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微粒子銃による微粒子撃ち込みは，散弾銃による散弾撃ち

込みのプロセスに類似している。銃弾の変わりにプラスチッ

ク製（ポリアセタール樹脂など）の弾丸（直径 5mm×長さ

10mm）を用いる。その先端部分（直径2mm）にはDNAを

吸着固定した微粒子がコーティングされている。このプラス

チック製弾丸は，短時間開閉（約 0.2 秒間）する電磁弁によ

り供給される圧縮窒素ガスにより，低真空に減圧されたアク

リル製容器中で音速程度の速度で植物細胞へ発射される。発

射後，弾丸は銃身先端部分のストッパーで停止され，先端部

分の微粒子が高速で試料に撃ちこまれる。高速の微粒子は植

物細胞壁を貫通し，DNAを細胞質および核質部分へ導入する。

この小型微粒子銃装置の一例をFig.１に示す。 

DNA の導入効率は微粒子の加速速度に依存すると考えら

れる。そこで①窒素ガスの圧力，②銃身の長さなどの物理的

条件を変化させ，微粒子の最適加速条件を求めた。PCS粒子

計測システム（Fig.2）を用い，加速圧力を 30kg/cm2 とし，

銃身長さを 20cm，25cm，30cm と三段階に変化させた時の

平均微粒子速度を 3 回計測しその平均速度を求めた。その結

果，それぞれ平均213m/s，303m/s，255m/sとなり，銃身長

さは25cmが最適であることが示され，以後その長さを25cm

に固定して実験を行った。実際の実験では低真空下で打ち込

まれるが，計測装置の構造や測定上の制約から計測は大気圧

下で実施された。本実験結果が示すように，実際に微粒子銃

から撃ち出された微粒子そのものの速度を計測した例は殆ど

なく，音速程度の速度で微粒子が発射されていることが初め

て実験的に確認された。次に，窒素ガス圧力を20kg/cm2，25 

kg/cm2，30 kg/cm2の三段階に変化させ，その速度を計測した。

その結果，それぞれ平均 194m/s，237m/s，280m/s となり，

加速圧力は30kg/cm2が最適であることが示された。これらの

結果から，微粒子銃による撃ち込みの物理的な加速条件は，

銃身長さ25cm，加速ガス圧力30kg/cm2が適当であることが

示され，以後原則的にこの条件で撃ち込みを行った。なお，

撃ち込みの時には，噴出ガスによる試料の損傷や試料が飛び

散る現象もあり，撃ち込み対象試料の性状によっては，加速

圧力を調整して実験を行った。 

次に，一過的な遺伝子の導入発現において，撃ちこむ微粒

子の種類と磁気的な性質による影響について検討した。微粒

子には金微粒子，磁性を有する酸化鉄微粒子（マグネタイト，

フェライト），鎖状の鉄超微粒子および金‐酸化鉄複合微粒子

など（Fig.3）を用いた。小型微粒子銃装置を用い，ろ紙上に

濃縮したタバコ培養細胞（射撃対照面積約2cm2，細胞総数2

×104cells）に，これらの微粒子を3回撃ち込み，青色に変化

した細胞数を血球計算盤により計数しその割合を求め，一過

的発現効率について検討した。対照実験として，GUS遺伝子

をコーティングしない微粒子のみの場合についても同じ条件

で撃ち込み実験を実施した。その結果，金微粒子を用いた時

のGUS遺伝子の一過的発現効率は約2.3×10-2，酸化鉄微粒

子（マグネタイト，フェライト）は 1～1.2×10-2，鎖状の鉄

超微粒子は5×10-3，金‐鉄複合微粒子は1.6×10-2であった。

それぞれの微粒子材料の密度は，金微粒子が 19.1，鎖状の鉄

超微粒子が8，酸化鉄微粒子（マグネタイト，フェライト）が

5～5.2，金‐鉄複合微粒子が14程度（二重構造を仮定したと

きの推定値）であり，用いる微粒子材料の密度が大きいほど

発現効率が高いことが明らかになった。一般的には，撃ちこ

まれる微粒子の衝撃エネルギーは速度および同一容積を仮定

したときの微粒子密度の積に依存すると考えられる。従って，

プラスミド DNA を担持する微粒子は，高密度の金属材料が

望ましいと考えられる。密度の高い金属材料にはタングステ

ンや銀などがあるが，これらは生物活性を阻害する可能性が

高いと考えられる。 

 

     Fig.1. The particle gun device for the delivery into plamt cells of 

            plasmid DNA coated on particles driven by gas pressure 

     

       Fig.2. The PCS particle analyzer system used to measure the  

            velocity for bombarded particles.            
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Fig.3. Photographs (TEM) of magnetite particles (a), iron ultra-fine partcles (b) 

     and photographs (SEM) of gold particles ©, and iron-oxide coated gold 

     particles (d). All the calibration line is equal to 1 μm. 

 

さらに，遺伝子導入効率を改善することを目的とし，遺伝

子を導入した細胞のみを選択的に濃縮・分離することが可能

な，磁気による細胞選抜について検討した。上記の条件で撃

ち込みを行ったタバコ培養細胞を，マイクロチューブに移し

側面に付着した磁石による磁気的濃縮と選択を行い（Fig.4），

その細胞数を同様に計数して磁力選抜前後の効率を求めた。

その結果，酸化鉄微粒子（マグネタイト，フェライト）は 5

～6×10-2，鎖状の鉄超微粒子は 1×10-2，金‐鉄複合微粒子

は6×10-2となった。金微粒子は磁気的選択が不可能であり効

率は変わらなかった。このように酸化鉄微粒子は効率が約 5

倍に，鎖状の鉄超微粒子は約2倍に，金‐鉄複合微粒子は約4

倍となった。このように何れの磁性微粒子の場合も，遺伝子

導入発現効率の大きな改善効果が示された。鎖状の鉄超微粒

子は，磁性が強く凝集しやすい傾向がある。この理由により，

DNA の均質な吸着固定や微粒子が分散した状態での撃ち込

みが難しく，他の磁性微粒子と比べて遺伝子導入効率が低い

ことが示された。本実験結果では，適度な分散凝集特性を持

つ鉄酸化物微粒子が最も磁気選択による効果が高かった。複

合微粒子の場合は平均密度が高いと予想されるが，必ずしも

均質な構造の微粒子だけで構成されていないと考えられ，密

度の高い構造化微粒子の均質な合成手法の改善が必要であり，

今後の課題と考えられる。 

2. 花粉への遺伝子導入と、遺伝子導入花粉の受粉による形

質転換体の作出 

 磁性微粒子をDNA担体として用い，トウモロコシ（Zea 

mays  L.），アスパラガス（Asparagus officinalis L.）および

カボチャ（Cucurbita pepo L.）花粉に撃ち込みを行ったとき

の，GUS遺伝子およびｓGFP遺伝子の一過的発現を解析し

た。Fig.5に，花粉の磁気的濃縮と磁気選抜およびGUS遺伝

子が発現したトウモロコシ花粉の一例を示す。トウモロコシ

花粉を用いた時，金微粒子によるGUS遺伝子発現効率は5.1

×10-3であった。それに対し磁性微粒子（マグネタイト，直

径0.6μm）を用いた時は，磁力選抜前で8.5×10-4，磁力選

抜後は2.1×10-2であり発現効率が約25倍増加した。カボチ

ャ花粉に磁性微粒子（鉄微粒子，直径1.2μm）を用いてGUS

遺伝子の打ち込みを行った時は，その発現効率は磁力選抜前

で6.0×10-4，磁力選抜後は2.3×10-2であり（横谷垣内，2000）、

この場合の発現効率は約38倍増加した。これら磁力選抜後の

値は，非磁性の微粒子を用いたユリ花粉の0.16%（Nishimura 

et al.，1993）やタバコ花粉の0.03%および0.12%（Twell et al.，

1989）と比較すると非常に大きく，磁力選抜の顕著な効果が

認められた。また，ｓGFP遺伝子の導入実験では，アスパラ

ガス花粉の遺伝子発現効率は1.2×10-5であり、前者に比べる

と発現効率が低かった。これは主にアスパラガス花粉の生存

性によるものであると考えられた。遺伝子発現効率を上げる

ためには，鮮度が低下しない発芽能力が高い状態の花粉を用

いる必要があると考えられる。青山（2006）は，より花粉発

芽率が高い花粉採取時期の選択や磁力選抜処理時間の短縮と

選抜効率の改善によって，遺伝子発現効率の大幅な向上に成

功した。トウモロコシ花粉を用いたGFP遺伝子導入実験の結

果では，発現効率が磁力選抜後に3.5％へ改善され、また実際

に受粉操作の対象となる撃ち込み後に発芽能力のある花粉を

基準とした時の遺伝子発現効率は30.2%であった。これは，

Horikawaら（1997）の報告した値と比較すると，約14倍に

発現効率が大きく改善されている。 

 

   Fig.4. Selection by magnet for tobacco culture cells after bombardment 

       (left) and photograph of the GUS expressing cells (right). 
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   Fig.5. Selection by magnet for pollen grains of Zea mays  L. after     

bombardment (left), and photograph of the GUS expressing 

       pollen (right). 

 

 
 

 遺伝子導入花粉を用いた新たな組換え植物作出法を発展さ

せるためにHorikawa et al.（1997）は、除草剤抵抗性bari

遺伝子をトウモロコシ成熟花粉に撃ち込み後に磁力選抜を行

い，絹糸に受粉後に種子を獲得した。除草剤処理により570

個体の幼苗から14個体を選抜し，それらのDNA抽出物の

PCR分析を行った結果，3個体にbar遺伝子の存在が確認さ

れた。この場合の組換え体作出効率は0.53％であった。同様

な方法で青山（2006）は，トウモロコシ花粉にｓGFP（S65T）

遺伝子を撃ち込み，発芽能力のある遺伝子導入花粉を受粉さ

せて120個体の組み換え体を得た。PCR分析の結果，9個体

に導入遺伝子の存在が確認された。この場合の組み換え体作

出効率は7.5％となり，上記の報告より約14倍の効率向上が

確認された（Table 1）。このように遺伝子導入花粉の受粉に

よる組換え植物作出効率の大幅な改善が実現したのは，改良

パーティクルガン装置を用いたり，遺伝子を導入する花粉の

処理プロセスの改善によるものと考えられる。 

今後は，遺伝子の担体となる微粒子材料の高密度複合化や，

その合成法の改善による均質な微粒子生成などが課題と考え

られる。また，生物学的要因として発芽能力の高い花粉を用

いることや、磁力選抜効率の改善などが必要である。近い将

来，遺伝子導入花粉を用いた新たな組換え植物作出法が発展

し、実用技術として普及されることが期待される。 
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ABSTRACT 
The delivery of foreign genes to the tobacco culture cells and the 

pollen of maize, asparagus and pumpkin were achieved using the 

particle gun device, and the magnetic selection of culture cells and the 

pollen bombarded with magnetic particles was carried out.. The 

particle gun improved by Kakuta et al. and either magnetite particles, 

iron particles, nickel or iron oxide coated gold particles and gold 

particles were used. Plasmid pBI221 containing the GUS-gene under 

the control of the CaMV 35S promoter and NOS polyadenylation 

signal and sGFP(S65T) plasmid were used to investigate transient 

gene expression in maize, asparagus and pumpkin pollen. Initially the 

bombardment with magnetite resulted in a low frequency of  gene 

expression. However, magnetic separation and concentration of the 

bombarded pollen increased the frequency compared with that 

obtained using gold particles. The efficiency of GUS-expression were 

2.1×10-2  in maize pollen and 2.3×10-2 in pumpkin  pollen much 

greater (25 times fold in maize, and 38 times fold in pumpkin) than 

for nonmagnetic gold particles. Following the delivery of the sGFP 

(S65T) in asparagus, the efficiency of sGFP expression was poor after 

magnetic separation. From these results, plasmid pARK22 encoding 

the bar gene resistance to the herbicide biaraphos was bombarded 

into mature pollen of maize and pumpkin. The pollen introduced bar 

gene were selected magnetically, and then they were pollinated 

artificially. The frequency of transgenic seeds produced in maize was 

5.3×10-3  to 7.5×10-2 , and 2.3×10-2 in pumpkin. Thus the particle 

gun process using magnetic particles and magnetic selection are 

useful for pollen-mediated transformation and production of 

transgenic seeds through pollination. 

 

Keywords : particle gun, magnetic particles, magnetic selection, 

pollen, transformation 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 




