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研究成果の概要（和文）：遺伝子ターゲティング改変に連続してポシティブ選抜マーカーを改変配列から自律的
に削除し、1回の形質転換で不要な人工配列を持たずに標的遺伝子改変のみを導入したイネ系統を作出する迅速
育種法を確立した。イネ植物免疫で働くOsRacGEF1の疑似リン酸化(S549D)により耐病性の向上が見出されている
ため、Ac/Ds脱離配列内に選抜マーカーを持つベクターでOsRacGEF1-S549Dのターゲティング改変を行い、連続し
て選抜マーカー等の削除誘導を行い、再分化イネの次世代でOsRacGEF1-S549Dホモ型変異以外は野生型ゲノムの
イネ系統を獲得し、いもち病と紋枯病への耐性強化を確認した。

研究成果の概要（英文）：We have developed a gene targeting (GT) system with an autonomous 
self-marker free as a new breeding technique. In this system the positive selection marker of 
homologous recombination (HR) mediated GT is placed in maize DNA transposon, Ac/Ds and by induction 
of Ac expression just after GT the positive selection marker is eliminated from targeted gene locus.
 Since pseud-phosphorylation of OsRacGEF1 was found increase the resistance to blast fungus, we 
modified OsRacGEF1-S549D by GT and subsequently the positive selection marker was eliminated by Ac 
activation. TG rice lines of  OsRacGEF1-S549D homozygote without any artificial marker sequences 
were obtained, which revealed increased resistance to both of blast fungus and sheath blight 
disease.

研究分野：遺伝育種学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
イネ遺伝子ターゲティング法は標的遺伝子のみを自在に改変でき既に30以上の遺伝子改変に成功した。ターゲテ
ィング遺伝子改変とAc/Dsによる自律的選抜マーカー削除による迅速育種法では、ポジティブ選抜マーカーの削
除によって複数遺伝子のターゲティング改変が可能で、分子遺伝子学の最新知見を活用した複数の遺伝子編集に
よるゲノムデザインが可能であり、圃場展開も視野に入れた信頼性の高い実用化イネを1年弱の短期間に作り出
す迅速次世代育種法として利用促進が期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の急速な人口増加・気候変動・物流グローバル化など農業を取り巻く状況が変動する中で、

食糧自給力向上の技術開発が緊急の課題となっている。これまで遺伝子組換え作物（GMO）が用

いられたが、安全性を求めて CRISPR/Cas9 等人工制限酵素による標的遺伝子破壊を行うゲノム

編集技術が急速に普及している。しかし、CRISPR/Cas9 でも予想外の二重鎖切断

（Off-targeting）やゲノム再編成も伴い、さらなる改良も求められている。また実用育種に向

けて、複数変異や遺伝子削除等の組み合わせも重要なため、社会に受け入れられ易く、かつ遺

伝子を自在に改変できる「遺伝子デザイン育種」の開発が必要と考えられる。 

申請者らはイネを用いて、高等植物では不可能と考えられていた相同組換え遺伝子ターゲティ

ング法を確立した(①)。本法は標的遺伝子やゲノム配列を自在に改変でき「遺伝子デザイン育

種」の基盤となりうる(②)。これまでに遺伝子の機能解析を目的としたノックアウトやノック

イン改変、レポーター遺伝子融合(③,④)、さらにはターゲティング改変配列に対して Cre-loxP

部位特異的組換えを利用して育種には不要となるポジティブ選抜マーカー等の配列を削除した

遺伝子編集も行い（⑤）、一度破壊した遺伝子を復活させる ON/OFF 切り替えにも成功した(⑥)。

ターゲティング効率についても開発当初の10〜16倍に改良し、既に30以上のイネ遺伝子の様々

な改変を達成し、本法が高精度かつ汎用性の高い遺伝子編集方法であることを示してきた。 

 

２．研究の目的 

社会に受け入れられ易い「新規組換え育種技術の開発と推進」を目指し、イネ遺伝子ターゲテ

ィング法の技術革新を進め、ターゲティング相同組換えで編集配列内に残されたポジティブ選

抜マーカーの削除改変法を開発した。選抜マーカーは Cre-loxP 部位特異的組換え遺伝子を利用

して削除できるが、Cre の交配または再導入の必要があり、時間と手間がかかり、さらに脱分

化によるゲノムの不安定化等、負の要因も伴う。本課題ではトウモロコシ由来 DNA 型トランス

ポゾン Ac/Ds の転移配列内部にポジティブ選抜マーカーを加えたターゲティングベクターを構

築し、相同組換えにより標的遺伝子の塩基配列編集を

行った後に、プロモーター活性化誘導によって Acトラ

ンスポゼースを発現させ、ポジティブ選抜マーカーの

自律的削除を行い、1回の形質転換で不要な人工的配

列を全く含むこと無く、標的遺伝子の配列改変をのみ

を残すことで遺伝子の機能改良等を行い、T1世代で機

能改良遺伝子をホモ型に固定し、1年弱という短期間

で遺伝子編集による有用イネを作出する迅速育種法の

開発を目的とした（図 1）。標的遺伝子として､イネの

植物免疫の分子機能解析が進んでいる（⑦）耐病性制御

遺伝子 OsRacGEF1 に対して S549D のアミノ酸置換によ

る疑似リン酸化の改変を行って、耐病性反応を強化し

たイネの作出と耐病性等の解析を目指した。 

３．研究の方法 

ターゲティングベクターの相同組換え配列の中央に、トランスポゾン Ac/Ds の脱離誘導配列に

隣接したポジティブ選抜マーカーを組み込んで、ターゲティング相同組換えが完了した直後に



継続してポジティブ選抜マーカーを削除し、ターゲティング変異配列のみを持つカルスから再

分化イネを獲得する技術の確立を進めた。 

(1)トウモロコシ由来のトランスポゾン Ac/Ds の脱離誘導を確認するため、35S プロモーターと

GUS コード領域の間に Ds脱離配列を挿入した検出ベクターと、イネに最適化したコドンによる

Ac トランスポゼース遺伝子の合成を行った。次いで Ac トランスポゼース遺伝子にカルス再分

化期の緑化組織で活性化誘導される pLP2 プロモーターまたは高温処理で発現誘導できるヒー

トショック(pHS)プロモーターを連結した。これらの活性化誘導プロモーター制御下の Ac遺伝

子による Ds 配列の脱離効果を調べるため、イネカルスに検出ベクターと各プロモーターで発現

誘導される Ac遺伝子を導入した二重形質転換カルスを作成し、カルス再分化処理による緑化誘

導、およびカルス 42℃熱処理によるプロモーター活性化を行い、検出ベクターにおける Ds脱

離を介した 35S プロモーターGUS 遺伝子の発現解析を行い Ds配列の脱離効率を調べた。  

(2)耐病性の標的遺伝子 OsRacGEF1 の S549D (AGC から GAC)配列改変を相同組換えで誘導するタ

ーゲティングベクターの構築を進め、Ds 脱離配列内部にポジティブ選抜マーカーと活性化誘導

プロモーター制御下の Ac遺伝子を組み込んだ。さらに 35S プロモーター制御下の GFP 可視化遺

伝子も組み込み、OsRacGEF1-S549D ターゲティング配列のポジティブ選抜マーカー削除を GFP

蛍光で追跡するシステムも組み込んだ。また OsRacGEF1-S549D 改変配列の CAPS 解析に向けて

S549D 塩基置換(AGC から GAC)の直下に Bss HII の認識配列（AGCGCAAGG から GACGCGCGC）も組

み込んだ。 

(3)上記のベクターをイネカルスに導入して、Ac 遺伝子を効果的に発現誘導出来るシステムを

構築した上で、OsRacGEF1-S549D ターゲティングによる改変とトランスポゾン Ac/Ds の脱離を

介したポジティブ選抜マーカー削除を行い、その後ポジティブ選抜マーカー削除カルスを GFP

蛍光の有無により選抜して再分化イネを作出し、分離次世代の OsRacGEF1-S549D 変異型ホモ型

及び分離野生型ホモのイネの葉を用いて、いもち病および紋枯病の接種試験を行うことを計画

した。 

４．研究成果 

(1)35S プロモーターと GUS コード領域の間に Ds脱離配列を挿入した検出ベクターを用いて、

pHS または pLP2 プロモーターの制御下で、イネに最適化したコドンを用いた Ac遺伝子による

Ds 脱離の効率を確認するために、検出ベクターと活性化誘導型プロモーター制御下 Ac 遺伝子

の二重形質転換カルス系統を作出した。これらの二重形質転換カルスの再分化緑化誘導、及び

42℃熱処理を 40,60,90 分間行うことで、プロモーター活性化誘導を行い、Ds脱離によって 35S

プロモーターによる GUS の発現解析を行った。二重形質転換カルスでは、検出ベクターと発現

誘導プロモーター制御下 Ac 遺伝子がランダム導入されるため、イネカルスでの GUS 発現にはか

なりのバラツキが含まれたが、ヒートショック pHS プロモーター制御下 Ac遺伝子を 42℃処理

することで、検出ベクターの Ds 脱離頻度が高いことが明らかとなった。 

(2)この実験結果に基づき、OsRacGEF1-S549D 改変ターゲティングベクターのポジティブ選抜マ

ーカーをpHSプロモーター制御下Ac遺伝子及び35Sp-GFP蛍光遺伝子の配列と共にDs脱離配列

内部に組み込んだターゲティングベクターを構築した（図 1,B）。 



OsRacGEF1-S549D 改変ターゲティングベクターを用いて形質転換を 2回繰り返した結果、全て

の OsRacGEF1-S549D 改変された合計 8系統のカルス系統を得た。次いで、OsRacGEF1-S549D 改

変カルスの Ac/Ds 脱離による選抜マーカー削除を誘導するために、42℃の熱処理を 40 分、60

分、90分間行い、カルス増殖の観察を継続した。処理後 2〜3 週間培養したカルス全系統で、

GFP蛍光を消失しDs脱離を介した選抜マーカー削除が予測されるカルス系統の獲得に成功した。

これらのカルス DNA の PCR により選抜マーカーの削除を確認すると共に、シークエンス解析に

より S549D 改変およびマーカー削除による Ac/Ds 脱離の痕跡配列も確認した。また、S549D 改

変は、当該領域の PCR 産物を Bss HII 制限酵素で切断する CAPS 解析によっても確認した。 

(3)Ds 脱離によって選抜マーカー等不要配列を削除した全てのカルス系統で、選抜マーカーが

導入された状態のカルスと比較し、細胞増殖及び再分化の発根頻度の低下が観察された。この

原因として選抜マーカー等不要配列を削除した OsRacGEF1-S549D 改変遺伝子が発現して

OsRacGEF1-S549D 変異タンパク質が作られ､カルス細胞の植物ホルモンや免疫タンパク質群の

バランスの変化が起きた可能性が示唆される。再分化における発根頻度の低下は見られたが、

合計で 3系統のイネ再分化に成功した。再分化イネでは矮化及び不稔の併発が観察された。こ

の原因としても OsRacGEF1-S549D 変異タンパク質、および Ds 脱離による選抜マーカー削除のた

めに変異カルスを 42℃熱処理したことの影響が考えられた。 

(4)最初の形質転換実験で 2系統の稔性を持つ再分化イネが得られたので､T1 分離世代で

OsRacGEF1-S549D 変異ホモ型と分離野生型ホモを育成し、変異ホモ型イネについては根におけ

る GFP 蛍光の消失、葉 DNA の PCR による選抜マー

カーの削除、シークエンス解析による S549D 改変

および Ac/Ds 脱離マーカー削除の痕跡配列を確認

した。さらに「いもち病」「紋枯れ病」菌糸をイ

ネの葉に接種し耐性の耐病性検定を行った結果、

「いもち病」「紋枯れ病」両方の接種試験で、

OsRacGEF1-S549D 変異ホモ型は分離野生型と比較

して、病原菌の病斑長を有意に抑制することが明

らかとなった（図 2）。 
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