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研究成果の概要（和文）：パンコムギにおいて、グリアジンは種子貯蔵タンパク質の一つであり、小麦粉のグル
テンの構成成分である。グリアジンをコードする遺伝子のコピー数は特に多く、一部がアレルギーの原因とな
る。本研究では、パンコムギにおける種子貯蔵タンパク質遺伝子それぞれの発現を制御する転写因子を特定する
こと、また、グリアジンを制御する転写因子の改変により、低アレルゲン化した小麦粉を産生できる系統を作出
することを目的にゲノム編集を行った。

研究成果の概要（英文）：In wheat, gliadins are seed storage proteins and major components of gluten 
in flour. The copy number of genes encoding gliadins is particularly high, and some of these 
proteins are allergenic. We previously reported that the expression of the multiple genes is 
independently regulated in seed developmental stage. In this study, CRISPR/Cas9 genome editing 
technique was applied to identify transcription factors that regulate the expression of each gliadin
 gene. In addition, genome editing of candidate transcription factors, namely SPA and SHP, was 
performed to establish hypoallergenic wheat lines. Since we could not obtain mutant lines by 
introducing Cas9 and gRNA RNPs, we conducted the experiment by introducing plasmid vectors into 
immature embryos using the particle delivery system. As a result, lines with mutations in three 
homoeologous genes were obtained in SPA, however no mutant line was obtained in SHP. Conditions for 
increasing genome editing efficiency need to be determined. 

研究分野： 植物ゲノム科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
コムギは重要作物であるが、アレルギーや自己免疫疾患の原因として問題となる。コムギでもゲノム編集技術が
使えるようになったが、アレルギーの原因となるグルテンタンパク質をコードする遺伝子はゲノム中で高度に重
複して存在するため、個別にゲノム編集することは現実的でない。本研究では、転写因子のゲノム編集により包
括的に多重遺伝子の発現制御を行うことで、低アレルゲン小麦系統作出に向けた方略を提案できると考える。

※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 
パンコムギの種子貯蔵タンパク質はグルテンを形成するため、小麦粉の加工適性を決定する

要因であるが、一部の種子貯蔵タンパク質は小麦アレルギーやセリアック病などの自己免疫疾
患の原因となる。そのため、小麦粉を使わないグルテンフリー食品が注目されている。また、化
学処理により小麦粉のアレルギーの原因物質を減らす試みがされているが、食品としての加工
適性が変化するため、十分に活用されていない。そこで、小麦粉のタンパク質の含有組成をでき
るだけ変えずに、アレルギーの原因となる分子種のみを減らしたコムギ系統を確立できれば、有
用であると考えられる。 
パンコムギの種子貯蔵タンパク質は主にグルテニンとグリアジンからなり、グルテニンは高

分子と低分子サブユニット、グリアジンはα、γ、ω、δに分類され、さらにそれぞれをコード
する遺伝子は多重遺伝子を構成する。パンコムギ標準実験系統の高精度な概要ゲノム配列が解
読され（IWGSC 2018）、種子貯蔵タンパク質を含むアレルギーに関連する染色体領域のマッピ
ングが報告されたが（Juhasz et al. 2018）、特にコピー数の多いαグリアジンは依然としてコー
ドする遺伝子の正確な数やゲノム中の存在様式は明らかにされていなかった。我々は、このαグ
リアジンに着目し、トランスクリプトーム解析や BAC ライブラリーを用いたゲノム解析、二次
元電気泳動によるタンパク質の解析を行ってきた。その結果、重複しているαグリアジンをコー
ドする遺伝子の発現パターンが斉一的ではなく、個別に環境に影響されることを明らかにして
きた（Kawaura et al. 2005, Kawaura et al. 2012）。また、グリアジンの中でセリアック病のエ
ピトープをもつ分子種を明らかにした（Kawaura et al. 2018）。 
トウモロコシにおいて、種子貯蔵タンパク質遺伝子の発現を誘導する転写因子 Opaque2 や

PBF が知られており、パンコムギではそれぞれ配列の相同性が高いホモログが報告され、発現
パターンと結合するシス配列から種子貯蔵タンパク質遺伝子を発現誘導することが推測されて
いる（Albani et al. 1997）。パンコムギにおいては、異質六倍体に起因する 3 種の同祖遺伝子が
存在することから、1 つの遺伝子が変異しても他の同祖遺伝子により補完されるため、これらの
転写因子の機能欠失変異体は得られておらず、実験的に機能が明らかにされていない。そのため、
どの転写因子が多重遺伝子族を構成しているどの遺伝子を制御するか不明であった。 
パンコムギのゲノム編集は、モデル植物のイネなどに比べて難しく、ゲノム編集された系統の

作出は数例しか報告されていなかった。その中で、我々はパンコムギにおいて CRISPR/Cas9 に
よるゲノム編集により3種の同祖遺伝子に変異の入った系統の作出に成功した（Abe et al. 2019）。
変異導入効率の高いゲノム編集の標的配列の評価系も確立できたことから、自然変異で得られ
ていないパンコムギの変異系統を作出できると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 パンコムギにおいて、種子貯蔵タンパク質をコードする多重遺伝子の発現を制御する転写因
子を明らかにし、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集によりアレルギーの原因となるグリアジン
タンパク質の蓄積を抑制した系統を作出することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 パンコムギ（Triticum aestivum L.）品種 Fielder を供試した。トウモロコシ Opaque2 のホモ
ログである転写因子の候補 SPA および SHP について、Fielder における 3種の同祖遺伝子の配列
をデータベースよりそれぞれ取得した。転写因子の bZIP ドメイン上流で PAM 配列に隣接し、3
種の同祖遺伝子に共通することを条件に、CRISPR/Cas9 の標的配列を複数選定した。標的配列を
認識する sgRNA を作製し、in vitro の評価系で sgRNA の有効性を確認し、DNA 切断活性のある
標的を選抜した。 
 人工気象機内で栽培した植物体から、開花後 17から 20 日の未熟胚を摘出し、パーティクルボ
ンバードメントにより Cas9 タンパク質と sgRNA の RNP 複合体またはそれらの発現プラスミドを
導入した。導入後、約 1週間培養したカルスからゲノム DNA を抽出し、PCR および制限酵素処理
により変異導入効率を検討した。ゲノム編集により変異導入ができることがカルスで確認でき
た標的配列について、同様に未熟胚に発現プラスミドを導入後に培養した。カルス誘導の後、再
分化させ、植物体を得た。植物体の葉からゲノム DNA を抽出し、PCR および制限酵素処理、シー
クエンスにより変異導入の確認を行った。 
  
４．研究成果 
 種子貯蔵タンパク質の発現を制御する候補の転写因子として SPA および SHP に着目し、パン
コムギ Fielder の遺伝子配列を得た。データベースの検索から、SPA と SHP のどちらとも Fielder
では A、B、Dゲノムに 1コピーずつ同祖遺伝子が存在することが示唆された。3種の同祖遺伝子
に共通する gRNA の標的を設定し、in vitro で評価した。SPA では 6種類、SHP では 3種類の標
的の sgRNA を評価し、DNA 切断効率の良い標的をそれぞれ 1つずつ選抜した。 
 SPA では、選抜した配列を標的とした gRNA の発現プラスミドと Cas9 発現プラスミドをパンコ



ムギ Fielder の未熟胚に共導入した。210 個のカルスからゲノム DNA を抽出し、変異導入を調査
したところ、1 個体で変異が導入されていた。シークエンスにより DNA 配列を調べたところ、
SPA-A で 1 塩基挿入または 4塩基挿入、SPA-D で 1塩基挿入が見られ、いずれもフレームシフト
によるナンセンス変異であったため、この標的配列でノックアウト変異体作出が可能であるこ
とが示された。この標的配列を用いてゲノム編集による変異体を得るため、11 回のパーティク
ルボンバードメントを行い総計 840 個の未熟胚に発現プラスミドを導入した。再生した 193 個
体の葉からゲノム DNA を抽出して調査したところ、4 個体で変異が見られた。その中で 1 個体
は、SPA-A で 1 塩基挿入または 115 塩基挿入のバイアレリック変異、SPA-B で 1塩基挿入が見ら
れ野生型とのヘテロ型、SPA-D では異なる塩基の 1塩基挿入のバイアレリック変異があり、キメ
ラ性は見られなかったことから、遺伝子型が aaBbdd である変異体であることが示された。推定
アミノ酸配列から、いずれの変異もナンセンス変異であることが確認された。野生型 Fielder に
おいて、種子登熟期は SPA-A や SPA-D に比べて SPA-B の発現が低いことが示されているため
（unpublished）、この変異体は機能欠失型を示すことが期待される。また、この変異体を自殖す
ることで、すべての同祖遺伝子が変異型となった個体が得られるため、種子貯蔵タンパク質への
影響が評価できると考えられる。 
 SHP では、SPA と同様に、gRNA の発現プラスミドと Cas9 の発現プラスミドを未熟胚に導入し
た。プラスミドを導入した未熟胚から誘導した総計 924 個のカルスから抽出したゲノム DNA を
用いて変異を調査したが、変異は見られなかった。ゲノム編集を高効率化するため、プラスミド
導入後の培養温度を通常の 25℃から 34℃にすることや、培養期間を通常の 1週間から 2週間へ
する条件検討を行ったが、いずれも変異個体を得ることができなかった。このことから、標的と
する遺伝子によりゲノム編集効率が異なることが示唆された。 
 CRISPR/Cas9 によるパンコムギのゲノム編集として、DNA ベクターではなく、Cas9 タンパク質
と gRNA の RNP 複合体を未熟胚に導入する条件を検討した。報告されているプロトコール（Liang 
et al. 2018）を参照し、Lox2 遺伝子を標的として総計 751 個の未熟胚に RNP を導入したが、変
異は得られなかった。そのため、パーティクルボンバードメントで導入する RNP の量、圧力、ボ
ンバードメントの回数の条件を検討した。RNP の量を 2 倍にした際、導入した 1166 個未熟胚の
中で 4 個体に変異があり、RNP の量を 2 倍にしてボンバードメントの回数を 2 回にした際、341
個の未熟胚の中で 1個体に変異が検出された。しかしながら、他の遺伝子を標的として RNP を導
入したが、変異系統は得られなかった。 
 本研究では、異質六倍体のパンコムギにおいて、ゲノム編集により、種子貯蔵タンパク質を制
御する転写因子の候補である SPA をコードする 3 種類の同祖遺伝子すべてがノックアウト型の
変異となった系統が得られた。今後、この系統を評価することで、SPA の機能解析が進むと考え
られる。一方で、CRISPR/Cas9 の発現プラスミドを導入する手法で SPA では変異系統が得られた
もののゲノム編集効率は高くはなく、さらに SHP では変異系統が得られなかったこと、RNP を導
入する手法でも変異導入効率は低かったことから、パンコムギにおけるゲノム編集の高効率化
に向けてさらなる条件検討が必要であると考えられる。 
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