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研究成果の概要（和文）：麹菌野生株において、非相同末端結合 (NHEJ) 修復エラーを介したゲノム編集を行う
と、得られたゲノム編集株の約半分程度で 1 kb 以上もの大規模欠失が観察された。そこで、NHEJ 経路に関与
すると予想された DNA 分解活性を有する DNA ポリメラーゼ (polD) 等の遺伝子破壊株を作成し、ゲノム編集に
よる大規模欠失の有無を調べた結果、PolD は大規模欠失に関与していないことが示唆された。また、大規模欠
失抑制株のゲノム解析から 17 個の変異遺伝子を発見した。

研究成果の概要（英文）：We performed genome editing of Aspergillus oryzae wild-type strain via error
 of nonhomologous end-joining (NHEJ) repair by TALENs and CRISPR/Cas9. Targeted mutations were 
observed as various mutation patterns. Notably, about half of the mediated deletion mutants caused 
by genome editing had deletions larger than 1 kb in the targeting region of TALEN or CRISPR/Cas9.In 
this study, we aim to elucidate the mechanism of large deletions caused by double-strand breaks 
during genome editing in Aspergillus oryzae.  To investigate whether this large deletion is related 
to the NHEJ pathway, we constructed disruptant of polD gene which may be related to the NHEJ pathway
 and performed genome editing using the strain as host. As a result, it was suggested that A. oryzae
 polD gene was not involved the large deletion via genome editing.  On the other hand, genome 
analysis of a large deletion-suppressed mutant revealed 17 mutated genes.

研究分野： 応用微生物学

キーワード： 麹菌　ゲノム編集　人工ヌクレアーゼ (TALENs)　CRISPR/Cas9　DNA 二本鎖切断修復

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、麹菌において非相同末端結合修復エラーを介したゲノム編集を行うと、酵母や高等動植物で観察され
るような数 bp の欠失の他に 1 kb 以上もの大規模な欠失が高頻度で観察されることについて、どのような因子
が大規模欠失に関与しているかを明らかにしようとしている。本研究が進展すれば、従来、他の生物と同様と考
えられていた麹菌の DNA ２本鎖切断修復機構において、麹菌独自の機構の発見やこのメカニズムを利用した新
たな麹菌育種法の開発等に繋がると期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Transcription activator-like effector nucleases (TALENs) は、植物病原菌キサントモナス属

が有する任意の塩基配列を認識する DNA 結合ドメイン (TAL effector) に、2 量体時に DNA 

切断活性を示す酵素 Fok I のヌクレアーゼドメインを融合させた人工ヌクレアーゼであり、第 

2 世代のゲノム編集ツールとして使用されている。続いて、2012 年後半に真正細菌や古細菌が

有する獲得免疫（外来 DNA の排除機構）である CRISPR/Cas (clustered regularly interspaced 

short palindromic repeats/CRISPR-associated protein) システムの一部を応用したゲノム編集

ツール CRISPR/Cas9 が報告され、ガイド RNA と Cas9 酵素の 2 つの分子でゲノム上の任

意の位置で DNA 2 本鎖切断を引き起こせることから、その簡便さにより多くの生物でゲノム

編集が試みられるようになった。ゲノム編集とは、ゲノム編集ツールを用いて対象の生物のゲノ

ムの任意の位置に DNA 2 本鎖切断を引き起こし、その修復の過程で非相同末端結合 (non-

homologous end-joining; NHEJ) の修復エラーによる数 bp の欠失や挿入変異が、また、ドナ

ー DNA を用いた相同組換えによるノックインや塩基置換等が可能となる技術である。 

研究代表者は、黄麹菌 (Aspergillus oryzae) においてゲノム編集ツールである人工ヌクレア

ー ゼ  TALENs や  RNA 誘 導 型 

CRISPR/Cas9 を用いて NHEJ による修復

エラーを狙ったゲノム編集を行った結果、得

られたゲノム編集株において、ターゲット領

域の欠失が観察された株の約半分程度に 1 ~ 

5 kb もの大規模な欠失が引き起こされてい

ることを明らかにした（図 1）(1)。このよう

な大規模欠失は、酵母や高等生物では観察さ

れず、糸状菌特有の現象と思われた。 

真菌（主に酵母）の NHEJ による修復機構は、主に DNA の対合、末端処理、末端結合によ

って行われる機構の他に、代替的機構として DNA 末端のマイクロホモロジーを利用する経路 

(microhomology-mediated end joining : MMEJ) 等が存在する (2)。糸状菌においては、アカパ

ンカビや麹菌で、NHEJ 経路において対合に必要な Ku70/80 タンパク質や末端結合に必要な 

LigD を破壊した株を宿主に用いると相同組換え効率が劇的に上昇することが知られているが

（3, 4）、それら以外の因子については、相同性より存在が示唆されるのみで、機能解析等の報告

例はない。研究代表者は大規模欠失が起きてしまう理由として NHEJ 経路以外の修復機構の影

響が強い可能性を予想し、研究をスタートしたが、予想に反して NHEJ 経路の ligD 遺伝子破

壊株を宿主にゲノム編集を行うと大規模欠失が部分的に抑制されることを見出した。加えて、偶

然にも大規模欠失が抑制される変異株を発見している。 
 
 
２．研究の目的 
麹菌において、糸状菌用高活性型 PtFg-TALENs の一過的発現や Cas9 タンパク質 gRNA 

複合体 (RNP : Ribonucleoprotein) の細胞への直接導入による NHEJ 修復エラーを介したゲ

ノム編集を行うと、得られた欠失株の半分程度で 1 kb 以上の大規模な欠失が引き起こされる

ことが見出されている。本研究では、麹菌のゲノム編集に伴う 2 本鎖切断により引き起こされ

る大規模欠失のメカニズム解明を目指し、NHEJ 経路に関与していると思われる遺伝子の破壊

ゲノム編集ツールに
よる 2 本鎖切断

通常

数 bpの欠失 1 kb 以上の欠失

図 1. 黄麹菌の NHEJ 修復エラーを介したゲノム
編集結果のイメージ

大規模欠失



株や過剰発現株を造成し、これら破壊株を宿主にゲノム編集を行うことで、大規模欠失が NHEJ 

経路と関連があるのかを考察する。加えて、大規模欠失が抑制される変異株のゲノム解析を行い、

野生株ゲノムと比較することで大規模欠失に起因する因子のスクリーニングを試みた。 
 
 
３．研究の方法 
(1) 高頻度で引き起こされた大規模欠失が NHEJ によって引き起こされているのかを調べる

ために、NHEJ に関連する遺伝子を破壊した株を宿主に野生株と同様の条件でゲノム編集を行

った。まず、黄麹菌の NHEJ において機能が同定されている ku70 遺伝子及び、ヒトの NHEJ 

に関与する polµ 遺伝子のホモログである polD 遺伝子の破壊株の造成を黄麹菌 niaD300 株

を宿主に行った。また宿主を合わせるために、改めて ligD 遺伝子破壊株の造成も行った。すべ

ての実験において、ドナー DNA に ピリチアミン耐性遺伝子 ptrA の両端に 25 bp 程度の相

同領域を付与したものや ptrA 断片のみのものを用い、プロトプラスト-PEG 法によって形質

転換を行った。またゲノム編集ツールには CRISPR/Cas9 を使用した。 

(2) 造成した NHEJ 関連遺伝子破壊株を宿主に NHEJ 修復エラーを介したゲノム編集を行

った。ターゲットは ATP スルフリラーゼをコードする sC 遺伝子とし、硫酸塩のアナログで

あるセレン酸培地で生育したものをゲノム編集候補株とした。切断様式の違いによる大規模欠

失の有無や頻度を比較するため、ゲノム編集ツールには TALENs 及び  CRISPR/Cas9 の 2 

つを用いた。 

(3) ΔligD を宿主としたゲノム編集に加えて、ligD 遺伝子の過剰発現株 (OEligD) を宿主とし

たゲノム編集も同様の条件で行い、大規模欠失の頻度を比較した。 

(4) 変異株のゲノム解析は、HisSeq で得られたデータを CLC Genomics Workbench 及び 

breseq を用いて行った。 
 
 
４．研究成果 

(1) ドナー DNA である ptrA が挿入されるとピリチアミン耐性が付くため、ピリチアミン含

有培地にて生育した株を形質転換候補株とした。ガイド RNA はターゲット遺伝子の ORF 上

流と下流に設計した。候補株を PCR に供したところ、それぞれの破壊株において、目的の株 

(∆ku70, ∆polD, ∆ligD) を得ることができた。しかしながら、25 bp では相同領域が短いためか、

ptrA マーカー遺伝子が逆向きに挿入されているものも散見された。一方で、相同領域を持たせ

ないドナーを使用した場合、短い相同領域をもたせたドナー DNA の場合と比較して、多くの

破壊株が得られたが、削り込みが起きて挿入されたものや、マーカーがタンデムに挿入されたも

の等、予想とは違った形で破壊された株が多く見られた。 

(2) Δku70 を宿主としたゲノム編集 (N=2) では、TALENs で 11 株、CRISPR/Cas9 で 68 株

のセレン酸耐性株が得られたが、標的領域に変異が生じていたのは CRISPR/Cas9 で 3 株のみ

であった。そのうち 2 株が置換による変異で、欠失株は 1 株（約 200 bp の欠失）であった。

そのほかの株においては、シークエンス解析まで行ったがゲノム編集はされていなかった。今後

は、試行回数を増やすことで、本当にゲノム編集が起きにくい、即ち、Ku タンパク質を欠失す

ると、NHEJ 修復エラーを介したゲノム編集が起きなくなるのかを判断したい。ΔpolD を宿主

としたゲノム編集 (N=1) では、TALENs で 38 株、CRISPR/Cas9 で 47 株のセレン酸耐性株

が得られた。そのうち標的領域に変異が生じていた株の株数を欠失長ごとに表にまとめた（表 



1）。この結果から、ΔpolD を

宿主としたゲノム編集では、

大規模欠失が抑制されないこ

とが示唆された。ヒトの

NHEJ に関与する  Polµ は

ポリメラーゼ活性と共にヌク

レアーゼ活性も有することが知られているため、麹菌の大規模欠失にそのホモログである PolD 

が関与しているのではないかと予想したが、今回の結果からはその関与は薄いと示唆された。 

ΔligD を宿主としたゲノム編集 (N=3) では、TALENs で 45 株、CRISPR/Cas9 で 19 株

のセレン酸耐性株が得られた。そのうち、約 200 bp の欠失が生じていた株が TALEN で 6 株、

CRISPR/Cas9 で 4 株であった。また、1 kb 以上の大規模欠失が生じていたのが、TALENs で 

2 株であった。そのほかの株においては、ゲノム編集されていなかった。 

(3) OEligD を宿主としたゲノム

編集に関しては、ligD 遺伝子の

誘導が構成的なバージョンと構

成的よりも更に強く誘導が引き

起こされるバージョンの２種類

の実験を行った。ligD 遺伝子の

構成的な発現によるゲノム編集

で は 、 TALENs で  22 株 、

CRISPR/Cas9 で 29 株のゲノム編集株が得られ、シークエンス解析の結果、大規模欠失の割合

が野生株とほぼ同等レベルに回復した（表２）。一方で、より強く ligD 遺伝子の誘導をかけた

場合では、TALENs で 65 株、CRISPR/Cas9m で 43 株のゲノム編集株が得られた。シーク

エンス解析の結果、大規模欠失の割合が構成的誘導と比較して、約半分程度に減少した。以上の

結果から、ligD 遺伝子の欠損はゲノム編集時に生じる大規模欠失を抑制し、その機能相補は野

生株の大規模欠失割合と同等に戻るが、過剰に ligD 遺伝子を発現させても 大規模欠失の割合

が増加することはなく、むしろ減少することが観察された。今後は、試行回数を増やし、大規模

欠失の割合の増減が統計的に有意な差であるかを調べていく。 

(4)  大規模欠失抑制変異株のゲノムシークエンスを HiSeq にて行い、得られたゲノムデータ

を黄麹菌野生株 RIB40 のゲノムと比較解析したところ、アミノ酸にまで影響を及ぼす変異が 

17 個の遺伝子で観察された。しかしながら、ほとんどの遺伝子が機能未知であり、今後、これ

らの遺伝子の破壊株を造成し、大規模欠失との関連を調べていく予定である。 
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