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研究成果の概要（和文）：ジーンターゲッティング（GT）は標的遺伝子に目的の変異を導入することができる遺伝子組
換え技術である。本研究では、DNA修復機構の1つである単鎖アニーリング（SSA）を利用してGT細胞の選抜に用いたマ
ーカー遺伝子を不要な配列を残さずに除去する技術の高度化を目的とした。そこで、SSAが生じた細胞に薬剤耐性を付
与するための選抜マーカーを構築した。それを利用することでマーカー除去に成功した細胞を効率よく濃縮することに
成功した。

研究成果の概要（英文）：Gene targeting (GT) can introduce desirable mutations into a targeted gene as 
expected. In this study, we aimed to advance site-directed mutagenesis technology in which GT and 
subsequent marker elimination via DNA repair system, single strand annealing (SSA). We succeeded in the 
enrichment of marker-free cells by means of conferring a herbicide tolerance to cells in which SSA events 
occurred.

研究分野：植物分子育種学
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１．研究開始当初の背景 
相同組換えを利用したジーンターゲッテ
ィング（gene targeting, GT）は、ゲノム中
のランダムな位置に外来DNAが挿入される従
来の遺伝子組換え技術とは異なり、内在性の
標的遺伝子に目的の変異を導入することが
できる技術である。イネにおける一般的な GT
ベクターは、形質転換に成功した細胞に薬剤
耐性を付与するポジティブ選抜マーカーと
GT ベクターがゲノムのランダムな位置に挿
入した細胞を殺すネガティブ選抜マーカー
の 2 種類のマーカー遺伝子を利用している。
この実験系では、標的遺伝子にポジティブ選
抜マーカーが挿入されるが、その近傍に塩基
置換や小さい欠失等の変異を同時に導入す
ることも可能である。よって、ゲノムに挿入
されたポジティブ選抜マーカーを不要な配
列を残さずに除去することができれば、標的
遺伝子に目的の変異だけを導入することが
可能である。このような GT による標的遺伝
子への点変異導入技術は、遺伝子破壊のみな
らず遺伝子や遺伝子産物の機能を様々に改
変できるため、実験系統や育種素材の開発に
非常に有効である。 
 
２．研究の目的 
GT のポジティブ選抜マーカーを除去する
方法として、DNA 二重鎖切断修復機構の 1 つ
である単鎖アニーリング（single strand 
annealing, SSA）を利用する方法が挙げられ
る（図 1）。しかし、DNA 二重鎖切断修復経路
は複数存在し、SSA が主要な修復経路ではな
いため、選抜マーカーの除去に成功した細胞
を効率よく選抜することは困難であった。本
研究では、標的遺伝子に点変異だけを導入す
る技術の高度化を目指し、SSA が生じた細胞
を効率よく濃縮する新規選抜マーカー遺伝
子の開発を行った。 

 
３．研究の方法 
ビスピリバックナトリウム（BS）はアセト
乳酸合成酵素（ALS）を標的とする除草剤で
ある。また、W548L/S627I 変異を有する ALS
はイネの細胞にBS耐性を付与する。そこで、
SSAが生じた細胞にBS耐性を付与することを
目指し、AL-LS マーカーを構築した（図 2）。
AL-LSマーカーは、BS耐性型ALS遺伝子を1kb
の重複を持たせて二分し、その間に制限酵素

I-SceIの認識配列を両側にもつnptII遺伝子
を挿入することにより作製した。 

材料として、SSA によって修復された場合
に機能的な GUS 遺伝子が発現し、SSA イベン
トを可視的にモニタリングできるGU-USマー
カーコンストラクト、及びβエストラジオー
ル依存的にDNA二重鎖切断を誘導するための
制限酵素 I-SceI 発現コンストラクトを導入
したイネを用いた（図 3A）。この形質転換カ
ルスに対し、上記の AL-LS マーカーコンスト
ラクトをアグロバクテリウム法により導入
し、再分化個体を得た。この T1 種子からカ
ルスを誘導し、βエストラジオール処理を施
した。処理カルスは BS を含む選抜培地で培
養し、BS 耐性カルスを得た。 
 
４．研究成果 
まず、βエストラジオール処理を施して
I-SceI の発現を誘導した時に、カルスに GUS
遺伝子の発現による青色の呈色が見られる
かを確認した。その結果、コントロールの
DMSO処理ではカルス100mgあたり8.0個の青
色スポットが検出されたのに対し、βエスト
ラジオール処理では 55.7 個の青色スポット
が検出された。このことから、βエストラジ
オール処理依存的に I-SceI が発現し、GU-US
マーカーが機能的なGUS遺伝子に修復されて
いることを確認した。 
次に、βエストラジオール処理によって
I-SceI の発現を誘導したカルスを、BS を含
む選抜培地に置床した。その結果、DMSO 処理
を施したカルスからは BS 耐性細胞がほとん
ど得られなかったのに対し、βエストラジオ



ール処理を施したカルスからは BS 耐性細胞
が得られた。この結果から、I-SceI の発現依
存的に、AL-LS マーカーが SSA によって修復
された可能性が示された（図 3B）。 
BS 耐性を示したカルスをサンプリングし、
GUS 染色を行った。その結果、DMSO 処理を施
し BS 選抜を行わなかったカルス、βエスト
ラジオール処理を施し BS 選抜を行わなかっ
たカルス、βエストラジオール処理を施し BS
選抜を行ったカルスの順に、より多くの細胞
で青色呈色が観察された。さらに、GU-US マ
ーカー、AL-LS マーカーにおいてサザンブロ
ット解析を行った結果、いずれのマーカーに
おいても、SSA によって修復されたことを示
すバンドが検出された（図 4）。また、そのバ
ンドの強度はGUS染色による結果と一致して
いた。したがって、AL-LS マーカーを利用す
ることで、AL-LS マーカーと、それとは異な
る位置に座乗する GU-US 遺伝子がともに SSA
によって修復された細胞を効率よく濃縮で
きることが示された。一方、DNA 二重鎖切断
は、SSA のみならず非相同末端結合（NHEJ）
によっても修復される。サザンブロット解析
の結果、GU-US マーカーでは NHEJ によって修
復されたことを示すバンドが検出されたの
に対し、AL-LS マーカーでは検出されなかっ
た（図 4）。この結果は、SSA イベントが直接
選抜されていないことに起因すると考えら
れる。 

以上の結果から、AL-LS マーカーを利用す
ることでSSAが生じた細胞を濃縮できること
が実証された。この結果は、AL-LS マーカー
を利用することで、SSA によって GT のポジテ
ィブ選抜マーカーを除去できた細胞が濃縮
できたことを示している。また、SSA/NHEJ の
バランスを改変することで、SSA によるマー
カー除去細胞をより高効率に選抜できる可
能性が考えられた。 
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