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研究成果の概要（和文）：高等植物における標的変異技術の高度化を目指し、以下の実験を行った。植物病原細菌のエ
フェクタータンパク質を利用した人工制限酵素であるTALENsをイネに形質転換し、変異スペクトラムを解析したところ
、導入される変異は欠失が多いこと、非相同末端結合因子を欠損したイネでは切断部位の削り込みが大きくなることが
明らかとなった。TALENsによる標的変異では、変異のバリエーションが大きく、新たな遺伝子アリルの創出法として極
めて有用な技術であることが示された。CRISPR/Casシステムについてもイネへの適応を試み、TALENsに比べて小さい変
異が多い、塩基置換が生じ易い等の特徴があることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：DNA double strand breaks induced by TAL effector nucleases (TALENs) are often impr
ecisely repaired by non-homologous end joining (NHEJ) and subsequently lead to mutations at repaired site.
 Here, we investigated whether the lack of DNA ligase 4 (Lig4); one of the key factor of NHEJ pathway ; af
fected the fidelity and efficiency of NHEJ repair after induction of DSBs by TALENs in rice cells. We foun
d an enhanced mutation frequency in Lig4 mutant. 
For establishing an efficient and universal CRISPR/Cas mediated mutagenesis system in rice, we compared di
fferent Cas9 expression constructs and found that mutation frequency varied greatly depending on the Cas9 
expression constructs. We also revealed that expression level of Cas9, culture period of calli transformed
 with Cas9 and guide RNA affected mutation frequency. 
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１．研究開始当初の背景 
 DNA 損傷因子などの非生物学的要因や DNA
修復時の生物学的要因によって切断された
DNA は 、 相 同 組 換 え （ homologous 
recombination, HR）や非相同末端結合（non- 
homologous end joining, NHEJ）などの DNA
二重鎖切断修復機構によって修復される。そ
の修復過程でエラーが生じた場合、標的配列
に変異が導入される。従来の放射線や変異原
などを利用した突然変異育種では、DNA 二重
鎖切断を誘導することはできるが、標的遺伝
子を狙って切断することはできなかった。 
人工制限酵素は、人工制限酵素はゲノム上
の標的配列を特異的に切断することができ
る酵素である。研究開始当初（2010 年）は、
メガヌクレアーゼ（meganucleases）、ZFNs
（ zinc finger nucleases ）、 TALENs
（transcription activator-like effector 
nucleases）といった 3 種類の人工制限酵素
について研究が報告されていた。また、2012
年に入り、新しい人工制限酵素として
CRISPR/Cas （ Clustered Regularly 
Interspaced Short Palindromic 
Repeat/CRISPR-associated）が報告された。
このような人工制限酵素を利用した標的遺
伝子への変異導入技術を標的変異と呼び、新
たな変異導入技術として注目されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高等植物における標的変異技
術の高度化を目的とした。特に、イネにおけ
る変異導入の構築、及び、導入される変異の
スペクトルを改変することに注目し、研究を
行った。 
 
３．研究の方法 
本研究では、人工制限酵素のうち、TALENs
と CRISPR/Cas に着目した。これらの人工制
限酵素を発現させるバイナリーベクターを
作成し、イネカルスにアグロバクテリウム法
によって導入した。また、標的遺伝子に変異
が導入されているかは、TILLING(Targeting 
Induced Local Lesions In Genomes)法によ
って解析するとともに、標的遺伝子の塩基配
列を解読することによって導入された変異
を決定した。 
 
４．研究成果 
(1) TALEN による標的変異技術の開発 
 イネの酵素遺伝子 Aを標的とし、それを切
断するための TALENs を 3 種類（TALEN-1～3）
作製した。まず、これらの TALENs について、
酵母を用いて標的配列の切断活性能を評価
した。その結果、TALEN-3、TALEN-2、TALEN-1
の順で切断活性が高いことが分かった。そこ
で、TALEN-1～3 について、CaMV の 35S プロ
モーターによって発現させるベクターを構
築し、イネに形質転換した。獲得した再分化
個体から T1種子を獲得し、T1個体における変
異導入を TILLING 法により解析した。しかし

ながら、標的遺伝子に変異が導入されている
T1個体は見つけられなかった。 
人工制限酵素の発現量と活性は、標的変異
効率に大きく影響する。そこで、TALENs 自身
や TALENs 発現ベクターの改良を行った。こ
れまでに、TALENs の N 末端配列や C末端配列
の一部を欠損させることにより、TALENs 活性
を向上させるとともに、TALENs タンパク質を
安定化させることができることが報告され
ている。そこで、今回構築した TALEN-1～3
についても、N 末端配列や C 末端配列の一部
を欠損させた truncated 型の TALENs に変更
した。さらに、TALENs を大量に発現させるた
めにトウモロコシのユビキチンプロモータ
ーに変更したベクターを構築した。一方、
我々は、シロイヌナズナにおける ZFNs を用
いた標的変異実験から、DNA 二重鎖切断部位
に集積し、NHEJ 経路に関与する Ku80 を欠損
させることで、切断部位の削り込みが大きく
なることを示している。さらに、NHEJ 経路の
欠損は標的変異頻度を上げることができる
と期待される。そこで、NHEJ 経路の最終酵素
であり、切断された DNA を結合する Ligase 
4(Lig4)を欠損させたイネを用いて、標的変
異実験を行った。その結果、改良型 TALEN-1
発現ベクターを形質転換した Lig4 欠損イネ
カルス及び再分化個体において、標的遺伝子
に変異が生じていることが明らかとなった
(表 1)。しかしながら、TALEN-2 や TALEN-3
では、変異が導入されてカルスを検出するこ
とができなかった。以上の結果から、酵母で
のTALENs切断効率と、植物体におけるTALENs
による変異導入効率に相関は認められなか
った。TALEN-1 によって導入された変異を調
べたところ、そのほとんどが欠失であった。
興味深いことに、複雑な変異が生じている系
統もわずかであるが確認することができた。
例えば、大きな欠失変異が生じているがその
内部に小さな由来不明の塩基が挿入された
ような入れ子状の変異や、標的配列の欠失に
加えてその近傍にわずかな欠失が生じてい
るような変異などが確認された。以上の結果
から、人工制限酵素による標的変異技術にお
いては、変異スペクトラムにバリエーション
があるため、新たな遺伝子アリルを創出する
ために極めて有用な技術であることが示さ
れた。 

 
(2) CRISPR/Cas システムを用いた標的変異 
 イネにおいて変異導入効率に影響を及ぼ
す要因を明らかにする為、Cas9, guide RNA
コンストラクトの比較、形質転換カルスの培
養期間が変異導入効率に及ぼす影響、



off-target site 変異の有無について解析を
行った。標的配列を統一し、Cas9 遺伝子およ
びそのプロモーター、guide RNA のプロモー
ターの組み合わせが異なるコンストラクト
を複数用意し、標的変異効率を比較したとこ
ろ、コンストラクトの違いによって数十倍の
差があることが明らかとなった。また、Cas9, 
guide RNA を恒常的に発現させるコンストラ
クトをイネカルスに導入し、形質転換1ヶ月、
2 ヶ月後のカルスにおける標的変異効率を比
較した結果、形質転換 2ヶ月目のカルスでは
1 ヶ月目と比較して、変異細胞の割合が増加
しており、また変異のバリエーションも増加
していることが明らかとなった。一方、guide 
RNA中に組み込んだ標的配列20bpと相同性の
ある off-target site における変異を解析し
たところ、複数の off-target site において
変異が検出され、変異効率は、標的配列との
ミスマッチの数および位置によって大きく
異なることが明らかとなった。 
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