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研究成果の概要（和文）：イネSog1およびSog1-likeのDNA損傷応答における役割を明らかにするため、ジーンタ
ーゲッティングによりこれら遺伝子のノックアウト系統およびイネSog1のリン酸化サイトの置換による不活性型
変異体を作出した。これら変異体を用いて、DNA損傷感受性とmicroarray解析を行ったところ、イネSog1はシロ
イヌナズナSog1と同様にDNA損傷応答を制御しており、その制御にはリン酸化が必要であることが明らかとなっ
た。また、Sog1-likeはSog1の下流において、Sog1標的遺伝子の一部を制御する役割を担っていることが示唆さ
れた。

研究成果の概要（英文）：To understand the function of rice Sog1 (OsSog1) and Sog1-like (OsSog1-like)
 in the DNA damage response, we generated OsSog1 or OsSog1-like knock-in null mutants (sog1 KO or 
sog1-like KO) carrying reporter gene and OsSog1 functionally inactive mutant (sog1 AQ mutant) in 
which dephospho-mimic substitutions were introduced into phosphorylation sites of endogenous OsSog1 
gene by gene targeting. The sensitivity test of OsSog1 and OsSog1-like mutant plants to DNA damage 
agent revealed that OsSog1, not OsSog1-like, plays an important role in the induction of the DNA 
repair process in rice. Microarray analysis with wild-type, sog1 KO, sog1-like KO and sog1 AQ 
mutants treated with DNA damage agents showed that OsSog1 regulated the expression of genes involved
 in the oxidative stress defense, DNA repair and the regulation of gene expression through the 
activation by phosphorylation. OsSog1-like regulated a part of OsSog1-regurated genes under the 
control of OsSog1.

研究分野： 植物におけるDNA修復機構の解明およびゲノム技術の開発

キーワード： DNA double strand breaks　Sog1　DNA repair　rice
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研究成果の学術的意義や社会的意義
基礎研究だけでなく作物育種などにおいても必須な技術となりつつあるゲノム編集は、様々な作物種へ適用可能
な技術へ発展させるために効率の向上が課題である。ゲノム編集技術の効率の向上にはDNA修復経路の制御機構
を解明することが重要であり、本課題において重要作物であるイネにおいてDNA修復の制御因子としてのSog1の
機能を明らかにできたことは、基礎的な知見を得るとともに、汎用的ゲノム編集技術の確立にも応用できると期
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、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

ゲノム編集技術は、標的遺伝子をその遺伝子座において直接改変できる技術であり、基礎研究
のみならず作物育種などの応用研究においても必須の技術になりつつある。その中でも標的組
換え（ジーンターゲッティング, GT）は、DNA 二重鎖切断（DSBs）修復経路の一つである相同
組換え（HR）を介して標的遺伝子を望み通りに改変できる技術であり、機能獲得型変異体の作
出には必要不可欠である。我々はこれまでに、イネにおいて再現性の高い GT 技術を確立するこ
とに成功しており（Nishizawa-Yokoi et al., Plant J., 2015）、さらに GT 効率を向上させる研究に
取り組んできた。高等植物の DSBs 修復経路には主に 2 つの経路が存在しており、一つは DNA
末端を再結合する非相同末端結合(NHEJ)経路で、もう一つは GT に関与する HR 経路である。
高等植物では、NHEJ が HR より優勢に機能しており、生じた DSBs のほとんどが NHEJ 経路
で修復されてしまうことから、HR を利用する GT が生じる頻度は非常に低いと考えられてい
る。動物細胞を用いた研究で、NHEJ 経路は HR 経路と拮抗して機能していることが明らかとな
っていることから、これまでに我々は、NHEJ 関連因子のノックダウンあるいはノックアウトに
より HR 活性を向上させる試みを行っており、実際にイネにおいて NHEJ 経路の抑制は HR 活
性を向上させることが明らかとなった（Nishizawa-Yokoi et al., New Phytol., 2012）。しかしなが
ら NHEJ 経路の抑制は、その細胞毒性からイネカルスの増殖阻害が認められたため、実用化研
究には不向きであると考えた。 

そこで、シロイヌナズナにおいて DNA 修復経路のマスターレギュレーターとして知られる
SUPPRESSOR OF GAMMA RESPONSE 1 (SOG1)に注目した。シロイヌナズナ Sog1 は、HR
関連因子の発現を制御していることが知られていることから（総説：Okamoto-Yoshiyama, Genes 
Genet. Syst., 2015）、SOG1 の発現を調節することで DNA 修復経路の選択性を変化させること
ができるのではないかと考えた。しかしながら、GT 系が確立されているイネにおいて、SOG1
遺伝子の機能はほとんど明らかにされていなかったため、本課題においてイネ Sog1 遺伝子の機
能解析を行った。 
 
２．研究の目的 

GT は、DNA 修復経路の一つである相同組換えを利用して外来 DNA として細胞内に導入し
た鋳型の配列を内在性の標的遺伝子上にコピー／ペーストして改変する技術であり、標的遺伝
子を望み通りに改変できるゲノム編集技術の一つとして近年注目されている技術である。しか
しながら、形質転換効率の高いイネカルスに効率の良い選抜系を適用してもなお、GT 効率は低
いのが問題点である。さらに、イネ以外の高等植物では、モデル植物においてさえ、再現性の高
い GT 系が確立されていないのが現状である。これらの問題点を解決するには、GT 効率そのも
のを向上させることが重要である。そこで、DNA 修復経路の調節が GT 効率を向上させるのに
有効であると考えた。 

シロイヌナズナでは、DNA 修復経路に関わる多くの遺伝子が同定されており、その機能解析
が進んでいる（総説：Nikitaki et al., Mutat. Res., 2018）。その中で、Sog1 という NAC 転写因子
の一つが、シロイヌナズナでは DNA 修復経路のマスターレギュレーターとして機能しているこ
とが知られており、DNA 損傷が生じると ATM や ATR といったキナーゼがシグナルを受けて
Sog1 をリン酸化して活性化し、HR 関連因子などの DNA 修復に関わる因子の発現を誘導する
ことが明らかとなっている（総説：Okamoto-Yoshiyama, 2015, Genes Genet. Syst.）。このこと
から、Sog1 の発現制御機構を介して HR を活性化することができるのではないかと考えた。し
かしながら、GT 系が確立されているイネにおいて、Sog1 遺伝子の機能はほとんど明らかにさ
れていない。本研究において、これまでほとんど解析が進んでいなかった OsSog1 および OsSog1 
like を中心としたイネにおける DNA 損傷応答のメカニズムを解明し、Sog1 の発現調節により
イネにおける高効率 GT 系の確立を試みる。この成果を他の植物に適用することにより、様々な
植物種で利用可能な汎用的 GT の確立が期待される。 
 
３．研究の方法 

BLAST 検索により、シロイヌナズナ Sog1（AtSog1）に相同性のあるイネオーソログは 2 遺
伝子存在することが明らかとなった。このうち、AtSog1 の DNA 損傷による活性化に関わる ATM
によるリン酸化サイトを全て保存している遺伝子を OsSog1、部分的に保存している遺伝子を
OsSog1-like 遺伝子とした。GT により内在性 OsSog1 および OsSog1-like 遺伝子のプロモータ
ー下流に GUS 遺伝子をノックインすることでそれらの遺伝子の機能を欠損させた変異体系統を
作出した（sog1 KO および sog1-like KO）。またシロイヌナズナ sog1 は、ATM によるリン酸化
で活性化することが知られていることから、内在性 OsSog1 遺伝子の ATM リン酸化サイトのア
ミノ酸を置換した不活性型変異体（sog1 AQ）系統も GT により作出した。さらに、これらは機
能相補している可能性が考えられるため、OsSog1 および OsSog1-like のキメラリプレッサー型
過剰発現系統（sog1 CRES-T および sog1-like CRES-T）を入手するとともに、CRISPR/Cas9 に
より OsSog1 および OsSog1-like 両遺伝子をノックアウトした二重変異体系統（sog1sog1like）
を作出した。これらの変異体系統の T2 世代を得て、以下の解析を行った。 

 
（1） DNA 損傷に対する感受性試験 
OsSog1 および OsSOG1-like がイネにおける DNA 損傷応答および DNA 修復経路に関与してい



るかどうかを明らかにすることを目的として、野生株（日本晴）、sog1 KO、sog1-like KO、sog1 
AQ、sog1CRES-T、sog1-like CRES-T、sog1sog1like の滅菌種子を DSBs を生じさせる薬剤ブレ
オマイシンを種々の濃度（0、1、2.5、5、10 µM）で含む培地上に播種し、6 日間栽培した後、
根の長さを測定することで感受性を調べた。 
 
（2） DNA 損傷条件下における microarray 解析 
OsSog1 および OsSOG1-like を介した DNA 損傷応答および DNA 修復機構を解明するため、野
生株（日本晴）、sog1 KO、sog1-like KO、sog1 AQ、sog1sog1like の 1 週齢の幼苗を 10 µM の
ブレオマイシンで処理し、根から抽出した Total RNA を用いて microarray 解析を行った。 
 
４．研究成果 
（1）DNA 損傷に対する感受性試験 

GT により作出した sog1 KO および sog1-like KO、Sog1 AQ 変異体において、Sog1 および
Sog1-like 遺伝子の通常条件下における発現量を RT-PCR により解析した（図 1）。その結果、
sog1 KO および sog1-like 変異体において Sog1 および Sog1-like 遺伝子の転写産物は全く認めら
れなかった。一方、Sog1 AQ 変異体における Sog1 遺伝子の転写レベルは、野生株と違いは認め
られなかった。しかし、その転写産物の配列を解析したところ、GT により導入したリン酸化部
位のアミノ酸置換が
導入されていること
を確認した。また、
sog1 KO および sog1 
AQ 変異体において、
sog1-like 遺伝子の転
写産物の減少が認め
ら れ た こ と か ら 、
Sog1-like が Sog1 に
発現制御を受けてい
る可能性が考えられ
た。 

次に、DNA 損傷を誘導するブレオマイシンを含む培地上で野生株および種々の変異体を生育
させ、DNA 損傷に対する感受性を解析した。その結果、高濃度のブレオマイシンを含む培地上
で sog1 KO, sog1 CRES-T, sog1-like CRES-T, sog1sog1like 変異体の根の伸長が野生株に比べて
阻害された。しかしながら、sog1-like KO 変異体の根の伸長は、いずれの濃度の培地上でも野生
株と大きな違いは認められなかった。これらの結果から、OsSog1 はイネの DNA 損傷応答およ
び DNA 修復経路に関与しているが、OsSog1-like は関与していない可能性が示された。また、
sog1 AQ 変異体は、野生株に比べて感受性を示したが、完全に機能を欠損した変異体に比べて弱
い感受性を示した。この結果から、Sog1 を介した DNA 損傷応答および DNA 修復経路には、
リン酸化を介した経路の他にもシグナル伝達経路を介していることが示唆された。 

（2）DNA 損傷条件下における microarray 解析 
OsSog1 および OsSOG1-like を介したイネにおける DNA 損傷応答および DNA 修復機構を解

明するため、野生株（日本晴）、sog1 KO、sog1-like KO、sog1 AQ、sog1sog1like の 1 週齢の幼
苗を 10 µM のブレオマイシンで処理し、microarray 解析を行った。その結果、300 を超える遺
伝子がブレオマイシン処理条件下の野生株において 5 倍以上発現変動しており（発現誘導：211
遺伝子、発現抑制：98 遺伝子）、それらの 98％の遺伝子が Psog1-GUS、sog1 7A および
sog1sog1like 変異体においてその発現変動が抑制されていた（図 3）。これらの遺伝子群の中に
は、酸化的ストレス防御に関する遺伝子や DNA 修復に関わる遺伝子、転写制御に関わる遺伝子
などが含まれていた。DNA 修復に関わる遺伝子群の中には、相同組換えに関わる遺伝子の他に
も、Mismatch excision repair や DNA-crosslink repair など、複数の経路に関与する遺伝子が Sog1
の標的遺伝子であることが示唆された。 



また、Sog1-like 遺伝子もこれらの遺伝子群の中に含まれており、Sog1 遺伝子の標的遺伝子であ
ることが示された。一方、Sog1-like 変異体ではこれらの遺伝子の多く（発現誘導：9 割、発現抑
制：6 割）の発現変動が野生株と変わらず、Sog1 標的遺伝子群中でも Sog1-like を介して発現制
御されているものは少ないと考えられた。 

以上の結果から、イネ Sog1 遺伝子が複数の DNA 修復経路に関与することが明らかとなった。
そこで、これまでに作出した Sog1 過剰発現やノックアウト変異体において、人工制限酵素によ
る標的切断の効率や導入される変異パターンが変化するかどうか、また、相同組換え活性や標的
組換え効率に影響を及ぼすかどうかを今後検討したい。また現在、標的組換えによりイネ Sog1
遺伝子のリン酸化サイトを全て疑似リン酸化した恒常的活性型変異体を作出しており、これら
変異体においても標的変異効率や、相同組換え活性、標的組換え効率に及ぼす影響を解析する。 
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