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研究成果の概要（和文）：我々は，RP4プラスミドの持つRP4-T4SSが酵母細胞内にssDNAを挿入した後に挿入DNA
が正確に再環状化する現象を発見したことから，植物細胞のジーンターゲティング技術として応用することを目
指した。
大腸菌から植物細胞へのRP4-T4SSを介した遺伝子導入は十分な移行効率ではなかった為，アグロバクテリアの
VirB/D4-T4SSによるDNA移行を試みた結果，高効率で移行し植物細胞内で再環状化するプラスミドを見出した。
このプラスミドを骨格にベクターを作成し，加えて組換え効率を上昇させる遺伝子を保持したヘルパープラスミ
ドを作成し，ジーンターゲティングを試みたが，形質転換体の検出には至らなかった。

研究成果の概要（英文）：RP4 plasmid transfers itself into eukaryotic cells by a Type4 Secretion 
System (RP4-T4SS), which is encoded in the plasmid. We found that the transferred liner ssDNA 
re-circularized exactly in yeast, and based on this finding, we intended to establish a 
gene-targeting method in plants.
We could not improve its transfer efficiency to the level, which is sufficient for applying to 
gene-targeting. Instead, we found a plasmid, which transfers and re-circularized in plant cells by 
Ti plasmid encoded Type 4 Secretion System (VirB/D4-T4SS). By using the plasmid, we constructed 
targeting vectors and helper plasmids, which possessed genes for enhancing homologous recombination.
 In spite of combining these vectors and helper plasmids, we have not detected the gene-targeting 
phenomenon in plant cells.

研究分野： ゲノム応用科学

キーワード： 四型分泌系　ジーンターゲティング　遺伝子水平伝達
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１．研究開始当初の背景 
バクテリアの T4SS による接合システムは長
鎖 DNA を移行させることができる。研究代表
者は本研究開始の前年に，この接合システム
を利用して高等植物細胞へ遺伝子を導入す
ることに成功した。この手法は，供与細胞と
なる大腸菌にベクターを持たせておけば DNA
抽出やアグロバクテリアへの導入をおこな
わずに，直接真核細胞への遺伝子導入ができ
るものである。出芽酵母では 1000 細胞に 1
個の形質転換体が得られる簡便・高効率な手
法として確立する事に成功した。一方，組換
え植物作製において，ジーンターゲティング
法による遺伝子置換技術は，相同組換え効率
が低い為に，数多く得られる非相同組換えに
よる組換え体の中からのスクリーニングに
手間がかかるのが現状である。バクテリアの
遺伝学においては，一般的な手法による遺伝
子導入効率が低く，かつ相同組換え効率が低
い生物の場合は，接合による遺伝子導入系を
用いて２回の組換えを２ステップに分ける
ことにより，ターゲティングされた形質転換
体を得る手法が用いられる。最近我々は，出
芽酵母を用いた生物界間接合では環状 ssDNA
の形態で核移行する事を発見し，これを高等
植物に利用すれば標的遺伝子への結合効率
を高める事ができ，環状 DNA である為にポジ
ティブ選抜マーカーとネガティブマーカー
選抜を組み合わせた２ステップ型の相同組
換えによるジーンターゲティングが可能に
なるとの着想に至った。	
	
２．研究の目的 
接合伝達による真核生物への遺伝子導入の
メカニズムの解析を通じ，植物細胞への遺伝
子導入効率を高め,	安定形質転換体を得る
技術を確立することが本研究の第一の目標
である。複数の植物細胞種で安定形質転換体
を得る。その後，長鎖 DNA の導入が可能であ
ること，環状 ssDNA の移行が起こることとい
った本遺伝子導入法の特質を生かした課題
であるジーンターゲティングの実現に挑戦
する。	
	
３．研究の方法 
(1)−(7)は「研究成果」(1)−(7)の区分に対応
する。	
 
(1)	酵母への遺伝子導入ツールとして成功

した RP4 プラスミド（RK2 プラスミドと
も呼ばれる）の保持する四型分泌系（以
下 RP4-T4SS と記す）を用いて生物界間
接合反応を行い，安定形質転換体の単離
を試みる。先行研究（課題番号：
21510209）結果を受けた検討項目として，	
①	先行研究で作成した植物細胞に対し
弱毒性の大腸菌株を用いる。	

②	バクテリアと混合することにより誘
導される植物細胞のプログラム細胞
死を抑えるためにpHを安定化させる，

H2O2吸着剤を添加する。	
③	主材料として想定したイネOc細胞だ
けでなくタバコ BY-2 細胞も試す。	

を挙げて研究を進めた。	
(2)	研究成果欄で後述する通り(1)の実施に

よる安定形質転換体の単離はできなか
ったため他の四型分泌系と接合ベクタ
ーを検討することとした。T-DNA 輸送系
で機能し，RP4-T4SS より植物細胞への親
和性が高いと予想されるアグロバクテ
リアの T4SS	（以下 VirB/D4-T4SS と記
す）を利用して接合伝達が可能か検討を
行った。	

(3)	(2)で植物細胞への移行が確認されたベ
クターについて移行様式の詳しい解析
を行った。環状 DNA の移行が確認された
もの（以降 pCir ベクターとする）を以
降のジーンターゲティング研究に採用
した。	

(4)	pCir ベクターを骨格としたターゲティ
ングベクターの作成及びジーンターゲ
ティング検出用 BY-2 細胞の作成。これ
らを用いてジーンターゲティングの検
出を試みた。	

(5)	ジーンターゲティング効率を上昇させ
るためのヘルパープラスミドを作成し
た。ヘルパープラスミドには相同組み換
え効率を高める遺伝子を組み込み，
T-DNA 移行を利用して一過的に発現させ
ることによりジーンターゲティングの
検出を試みた。	

(6)	相同組換え頻度を上昇させるために植
物ウイルスの複製領域及び複製関連遺
伝子をターゲティングベクターに組み
込むことにより植物細胞内でのコピー
数を増加させ，	ジーンターゲティング
の検出を試みた。	

(7)	VirB/D4-T4SS と 並行して，初期の
RP4-T4SS に立ち返った。供与体としての
大腸菌が，真核細胞に対する細胞毒性だ
けではなく，RP4-T4SS による DNA の移行
能力にも菌株間で違いを示すのではな
いかとの仮説に立ち，高移行能を示す菌
株を育種できるかどうか可能性を調べ
るために，大腸菌−出芽酵母間の生物界
間接合系を用いて菌株間比較を行った。	

	
４．研究成果	
(1)−(7)は「研究の方法」(1)−(7)の区分に対
応する。	
(1)	RP4-T4SS による DNA 移行は植物細胞

への遺伝子導入系としては不向きで
ある。	
大腸菌による植物細胞への細胞毒性を
低下させる方策として，供与体として弱
毒性菌株 DH10BΔ(ubiG)，pH 安定化のた
めに MES 緩衝液，H2O2 吸着のために
Amberlite	XAD4，イネ Oc 細胞より耐性
の高いことがわかったタバコ BY-2 細胞
を受容体とする，といった方策を組み合



わせて遺伝子導入実験を行ったが，安定
形質転換体の単離には至らなかった。更
に，植物細胞への親和性の高いアグロバ
ク テ リ ア を 供 与 体 と し て 用 い て
RP4-T4SS による遺伝子導入を試みたが，
やはり安定形質転換体の単離には至ら
なかった。これらの結果から，大腸菌と
RP4-T4SS を用いた生物界間接合におい
て，アグロバクテリア並みに細胞毒性を
抑えることができたとしても，遺伝子導
入系として十分用いることが可能な形
質転換公立の確保は難しいとの結論に
至った。	

(2)	VirB/D4-T4SS によって可動化プラ
スミドは植物細胞へ伝達する。	
(1)の結論を受け，次の方策としてアグ
ロバクテリア VirB/D4-T4SS による可動
化プラスミドの移行を検討することに
した。可動化プラスミドとして，過去に
VirB/D4-T4SS による植物細胞への移行
が報告されているRSF1010プラスミドと
今回新たにpBBR1プラスミドをバックボ
ーンに，植物への遺伝子導入用ベクター
をそれぞれ作成し，検出を試みた。その
結果，双方とも植物細胞への移行能を示
し，その効率は T-DNA 移行と比較して
1/10-1/6 に達したことから，遺伝子導入
系として利用可能であると判断した。	

(3)	pCir ベクターの完成。	
植物細胞への移行が確認されても，本研
究のジーンターゲティングに応用する
ためには，RP4-T4SS による RP4 型プラ
スミドの出芽酵母への移行に見られる
ような「移行したベクターの再環状化」
が必須である。そこでそれぞれのベクタ
ーを導入して得られた形質転換 BY-2 ク
ローンを解析した。	
作成したベクターはエピソームとして
植物細胞内では維持できない。従って形
質転換体では，ベクターは染色体へ挿入
されている。挿入様式を PCR マッピング
によって解析した結果，pBBR1 型プラス
ミドベクターの方が欠失の割合が低い
ことが明らかになった。更に移行開始起
点(oriT)周辺の配列を含むクローンが
得られることから，pBBR1 型プラスミド
ベクターの移行時に，①oriT 以外の配
列が VirD2 により移行開始起点として
認識されている。②oriT を起点として
植物細胞へ移行した後に再環状化して
いる。の２つの可能性が考えられた。	
②であることを確認するために，ベク
ターの oriT 領域に変異を導入したコン
ストラクトで移行実験を行なった結果，
移行はブロックされた。この結果から，
pBBR1型プラスミドベクターは植物細胞
内で再環状化すると結論づけることが
でき，pCir ベクターの完成とした。	
更に移行様式の解析を進めた結果，
pBBR1 型プラスミドベクターは RSF1010

型プラスミドベクターと異なり，T-DNA
移行と競合せず，並行導入が可能である
ことを見出した。	

(4)	ターゲティングベクター単独導入で
のターゲティングは検出限界以下で
ある。	
pCir ベクターを骨格としたターゲティ
ングベクターの作成及びジーンターゲ
ティング検出用 BY-2 細胞の作成を行な
った。これらを用いたジーンターゲティ
ングの検出の原理は下図に示す通りで
ある。完成したコンストラクトを用いて
ジーンターゲティングの検出を試みた
が，ターゲティングの検出には至らなか
った。	

	(5)	ヘルパープラスミドを用いたターゲ
ティングも検出限界以下である。	
(4)の結果を受け，相同組換え頻度を上
昇させるために，植物で相同組み換え効
率を上昇させたとの報告がある出芽酵
母 yRAD54 遺伝子を CaMV35S プロモータ
ー下流に組み込んだT-DNA移行型ヘルパ
ープラスミドを作成し，ターゲティング
ベクターと同時導入させてジーンター
ゲティングの検出を試みたが，検出には
至らなかった。	
次に，CRISPR/CAS9 システムを導入し
たヘルパープラスミドを作成し，ターゲ
ティングベクターとの同時導入により
標的となる C 末端領域欠損型 uidA 遺伝
子 DNA に損傷を入れ，ターゲティングベ
クターとの相同組換え型修復を促すこ
とによりジーンターゲティングの検出
を試みることにした。当初設計した２ヶ
所の標的領域に対するベクターはアグ
ロバクテリア内で毒性を示し，変異の入
った gRNA 遺伝子をもつクローンしか得
られなかった。これは野生型 CAS9，ニッ
ク挿入型変異 CAS9 のいずれを発現する
ヘルパープラスミドでも同様であった。
さらに追加作成した3ヶ所目の標的に対
するヘルパープラスミドでは，ニック挿
入型変異 CAS9 を保持するヘルパープラ
スミドのみ，成長は遅いものの変異が入
っていないクローンが得られた。このク
ローンを用いてジーンターゲティング
の検出を試みたが，やはり検出には至ら



なかった。	
(6)	植物細胞内増幅型コピー型ターゲテ

ィングベクター導入によるターゲテ
ィングは検出限界以下である。	
さらなる工夫として，TYLCV ウイルスの
複製領域及び複製関連遺伝子をターゲ
ティングベクターに組み込んだ。BY-2
物細胞内でのコピー数を一過的に増加
させルことに成功したものの，	ジーン
ターゲティングの検出には至らなかっ
た。	
一連の遺伝子ターゲティング実験結果
より明らかなことは，高等植物細胞−少
なくともタバコ BY-2 細胞は，本研究の
アイデアにより改善される相同組換え
効率の上昇を遥かに下回る組換え効率
であるということである。興味深いこと
に，標的配列を持つ BY-2 細胞は，完全
長 uidA::hygR 発現カセットを保持する
ランダムインテグレーション検出用ポ
ジティブコントロールにおいても著し
い形質転換効率の低下をもたらし，一方
で標的配列を持たないT-DNA移行型ベク
ターによる形質転換効率は正常であっ
た。	

(7)	RP4-T4SS における供与大腸菌には酵
母 へ の 供 与 能 に 多 様 性 が あ る 。
VirB/D4-T4SS と 並行して，初期の
RP4-T4SS に立ち返った。これまで出芽酵
母への生物界間接合に用いてきた HB101
株に加え，K-12株由来のDH10B,	S17-1	λ	
pir,	 BW25113 を，更に B 株由来の
BL21(DE3)を供与体として用いてベクタ
ーの移行効率を比較した。その結果，遺
伝型はほとんど同じと推測される K-12
株由来の株間でも移行効率に１桁以上
の開きが観察された。一方，B 株由来の
BL21(DE3)では，調べた菌株中で最も強
力な凝集反応が観察され，供与体−受容
体間の強力な結合が推測されたものの，
形質転換体を検出することはできなか
った。	
この解析の過程で大腸菌から出芽酵母
への迅速簡便な遺伝子導入法を確立し，
更に導入効率を簡便な薬剤処理により
上昇させることが可能であることを明
らかにし，これらの手法を使って実用酵
母株に多い遺伝子導入効率の低い菌株
でも迅速導入が可能であることを示し
た。これらの結果を論文としてまとめ，
公表した。	

本研究課題の総括としては，植物のジーン
ターゲティング技術の確立という初期目標
を達成することはできなかったものの，なぜ
植物ではターゲティングが難しいのかを説
明できる可能性がある現象を発見したこと，
受容体に対する細胞毒性の減衰以外にも移
送能力の増進という観点からの供与体育種
の可能性が示されたこと，研究過程で得られ
たサイドデータより論文化ができたことな

どから，リスクある課題の中で次のステップ
に繋がる良い研究ができたと考えている。本
報告書には間に合わなかったものの，関連論
文を作成中である。	
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