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研究成果の概要（和文）：まず標的のどの部位にキメラリプレッサーが結合すれば効果的に転写抑制を引き起こせるか
を検証するため、ルシフェラーゼ遺伝子領域の途中にGAL4結合領域を挿入したレポーターを作成し、アッセイを行った
。しかし、実験系の成立が困難な程にルシフェラーゼ活性が低下することがわかった。そこで、CRISPER-Cas9を利用す
ることにし、DNA切断活性のないCas9変異体にSRDXを融合した遺伝子をガイドRNAと共発現するベクターを構築した。テ
スト実験として35Sプロモーターによってルシフェラーゼが発現するプラスミドの各所にガイドRNAを設計し、効果を検
証したが抑制効果は確認できなかった。

研究成果の概要（英文）：To determine which region is most effective to suppress expression of target gene 
by chimeric repressor, repeated GAL4 binding sequence was inserted into LUC gene. However, it was found 
that LUC activity becomes much reduced even without any effector in that case. We therefore decided to 
employ CRISPR-Cas9 system for our purpose. We prepared vector that expresses gRNA and mutated CAS9 (D10A 
H840A) fused with SRDX which doesn’t digest DNA. As a test experiment, we designed several gRNAs for the 
reporter construct 35S:GAL4UASx5:TATA:LUC, however, we didn’t see any repression of the reporter when we 
expressed these gRNAs and mutated CAS9 fused with SRDX together at least in the level of transient assay.

研究分野： 植物分子生物学

キーワード： CRES-T　転写抑制　転写因子　CRISPR

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
特定の遺伝子(群)の発現を著しく低下させ
たり(ジーンサイレンシング)､遺伝子座(群)
そのものを破壊したりする(ジーンノックア
ウト)技術は､遺伝子の基礎研究､応用研究を
問わずきわめて重要である｡植物分野におい
て､前者の代表例はRNAi技術であり広く使わ
れているが､標的遺伝子､標的配列によって
効果が大きく変わることや､複数遺伝子の発
現を同時に抑制するのが困難であったり､逆
に､意図しない遺伝子の発現低下を引き起こ
したりすることが問題であった｡これに対し
て近年急速に発達してきた後者の代表例が､
任意の十数塩基に結合する人工モジュラー
TAL にヌクレアーゼを連結して発現させ､標
的遺伝子座に変異などを起こさせる技術で
ある｡しかし､まだ高効率であるとは言えず
しかもノックアウトは不可逆的な変異であ
り､遺伝子発現を自在にコントロールする目
的には使用できない｡そこで､発現を低下さ
せたい遺伝子のプロモーター領域に結合す
る､TAL ベースの人工 DNA 結合タンパク質に､
植物特異的な転写抑制ペプチド(ドメイン)
である EAR-motif(実際はそれを改良した
SRDX ペプチド配列)を融合させた人工キメラ
リプレッサーを発現させる技法が登場しつ
つある(Mahfouz et al., 2012)｡しかしファ
ミリー遺伝子間におけるプロモーター領域
の保存性の低さを考えると､本法は特定の 1
遺伝子の発現を低下させる技術と想定され､
あくまでRNAiの代替技術であり､RNAi技術に
くらべて大きなメリットがあるとは言いが
たい｡また､現状では発現低下が十分ではな
く､技術的改良の余地があると考えられる｡
このような状況を総合すると、配列が類似し
た複数の遺伝子発現を同時に、しかも精度良
く抑制する技術は確立されていないと言え
る。 
 
２．研究の目的 
そこで､本研究では､転写因子がプロモータ
ー領域に結合するという常識にとらわれず
プロモーター領域や､コーディング領域､下
流領域を含めた遺伝子全体のどの部分にキ
メラリプレッサーが結合するともっとも効
果的であるかなどをあらためて検証したう
えで､実際に特定の遺伝子(群)を標的にした
TAL 型人工キメラリプレッサーを作成し､新
しいジーンサイレンシング技術の確立を目
指す｡EAR-motif(SRDX 配列)は co-repressor
であるとされる TOPLESS(TPL)タンパク質お
よびその近縁タンパク群(TPRs)と相互作用

することが知られており､また､TPL/TPRs タ
ンパク質は間接的にヒストン脱アセチル化
酵素をリクルートしてくると考えられてい
る (Long et al., 2006) ｡ つ ま り ､
EAR-motif(SRDX 配列)を持つキメラリプレッ
サーは結合した領域周辺のヒストン脱アセ
チル化を引き起こして転写を抑制すると考
えられ､必ずしもプロモーター領域に結合し
なくても当該遺伝子の発現を抑制する可能
性がある(図 1)｡ファミリー遺伝子間におい
て保存性の高いエキソン領域の十数塩基に
人工キメラリプレッサーを結合させて､当該
遺伝子および近縁遺伝子の発現を抑制でき
るならば､RNAi よりも優れた新しいジーンサ
イレンシング技術となりえる｡また､誘導プ
ロモーターなどを利用して一過的に発現さ
せることも可能である｡ 

 
３．研究の方法 
（１）標的遺伝子の発現を抑制するのに最
適なキメラリプレッサー結合部位の探索  
 これまでの研究では､あくまで標的遺伝
子のプロモーター領域の中においてどこに
キメラリプレッサーが結合するとその効果
を発揮できるかについてしか検討してこな
かった｡EAR-motif リプレッションドメイ
ン(SRDX)が TPL/TOPLESS RELATED PROTEINS 
(TPRs)を介してヒストン脱アセチル化酵素
をリクルートし､周辺領域も含めてヒスト
ンの脱アセチル化を誘導していることが定
説となりつつある今日､EAR-motif をもつ
転写抑制因子は必ずしもプロモーター領域
に結合しなくてもよいのではないかという
疑念が生じてくる｡実際 EAR-motif をもつ
転写抑制因子について､そのような視点か
ら直接結合部位を詳細に検討した例はなく
今後の研究が待たれる｡本研究ではそのよ
うな視点から､トランジエントアッセイお
よび組換え植物を使用して､プロモーター
領域､5’UTR 領域､コーディング領域(エキ
ソン､イントロン)､3’UTR 領域､下流領域
のどこにキメラリプレッサーが結合すると
もっとも転写抑制効果を発揮できるかを検

(図 1)キメラリプレッサーは TPL を介して
周辺領域のヒストン脱アセチル化を引き起
こすと考えられている 



証する｡具体的には｢CaMV35S プロモータ
ー:外来遺伝子:ターミネーター｣コンスト
ラクト中のさまざまな場所に酵母の GAL4
転写因子結合部位を挿入し､｢CaMV35S プロ
モーター:GAL4-SRDX｣を共発現させたとき
の外来遺伝子の転写量(mRNA 発現量)を定
量する(図 2)｡この実験はシロイヌナズナ
のロゼット葉を用いたトランジエントアッ
セイと､シロイヌナズナ組換え体を作成す
ることによって行う｡また､SRDX を複数回
繰り返して融合させた場合の効果について
も調査し､もっとも標的遺伝子の発現を抑
制できる条件を検討する｡ 

 
（２）人工キメラリプレッサー遺伝子の作成  
前項にて遺伝子中のどの部位にキメラリプ
レッサーが結合するともっとも効果が発揮
できるかを明らかにしたのち､実際のシロイ
ヌナズナ内在遺伝子を 3～4 遺伝子程度異な
る染色体から選んで､各々に対して2～5種類
程度人工キメラリプレッサー遺伝子を作成
する｡3～4 遺伝子中 2 遺伝子程度はノックア
ウトによって明確に表現型が現れるものを
選定する｡前項の結果にもよるが､エキソン
などの保存領域でも効果が認められた場合､
ファミリー遺伝子も含めて3遺伝子程度を同
時にノックダウンできるよう設計する｡ター
ゲット配列長は12塩基程度を想定している｡

TAL 型人工キメラリプレッサーの作成にあた
っては 2 塩基を認識するモジュールを 6～7
連結する手法をとる｡今後任意の塩基配列に
結合する人工転写因子を容易に作成できる
ように､キット化しておく計画である｡作成
した人工キメラリプレッサーは大腸菌で発
現させた後にDNAとの親和性を確認するため
ゲルシフト解析を行うか､シロイヌナズナロ
ゼット葉を用いたトランジエントレポータ
ーエフェクターアッセイによってその効果
を事前検証する(図 3)｡ 

 
４．研究成果 
（１）キメラリプレッサー結合位置によるレ
ポーター遺伝子発現抑制の効果について 
 まず標的遺伝子のどの部位にキメラリプ
レッサーが結合すればもっとも効果的に転
写抑制を引き起こせるかを検証するため、ル
シフェラーゼ遺伝子をレポーター遺伝子と
して用い、コード領域の途中に読み枠がずれ
ないように配慮しつつ酵母転写因子である
GAL4 の結合領域を挿入したレポーターコン
ストラクトを作成し、GAL4-SRDX エフェクタ
ーと同時にシロイヌナズナプロトプラスト
に導入してレポーターアッセイを行った。し
かし、GAL4 結合領域をルシフェラーゼ遺伝子
の途中に挿入すると、エフェクターなしでも
実験系自体の成立が困難な程にルシフェラ
ーゼの活性が大幅に低下することがわかっ
た（図 4）。 
 

(図2)さまざまな位置にGAL4結合部位を挿
入 し た コ ン ス ト ラ ク ト を 作 成 し ､
GAL4-SRDX が最も外来遺伝子の発現を抑制
する挿入位置を調べる 

(図 3)人工キメラリプレッサーが適切に機
能するか(少なくとも標的配列に結合する
か)はトランジエントアッセイで確認でき
る｡ 



 
そこで、思いきって最新のトレンドを鑑み、
デザインや作成に手間のかかるTALではなく、
CRISPER-Cas9 システムを利用することにし
た。すなわち、ガイド RNA に誘導されて DNA
に結合することはできるが、DNA を切断する
活性のない Cas9 変異体（CAS9 D10A H840A）
に SRDX を融合した遺伝子を作成し、ガイド
RNA と共発現するベクターを 2 種類用意した
（図 5）。 

 
 
 

 
これらのうち、まず A タイプを用い、
35S:GAL4UASx5:TATA:LUCレポーターの35Sエ
ンハンサー部位やLUC遺伝子部位を標的とし
たgRNAを計6種類設計して、CAS9 D10A H840A 
SRDX がレポーター遺伝子の発現を抑制し
うるかをシロイヌナズナの葉肉細胞プロト
プラストでのトランジエントアッセイによ
り調べた（図 6）。しかしいずれの部位を標
的としてもレポーター遺伝子の発現抑制効
果は見られなかった。そこで、次に A,B 両
方のタイプのベクターを用い、GAL4 結合部
位や TATAbox 上流部位を標的として gRNA
を発現させ、レポーター遺伝子の発現抑制
効果を調べたが、いずれも効果がないか非
常に小さいと判断された（図 6）。 
 このような結果から、少なくともトラン
ジエントアッセイのレベルでは CAS9 D10A 
H840A SRDX は期待したとおりに機能しない
ことが示唆された。これは、そもそも転写
因子とCAS9ではDNA結合様式が大きく異な
るからであるかもしれない。しかし、
CRISPR-CAS9 実験系は非常に簡便であるこ
とから、今回の研究結果であきらめるには
惜しく、今後もより安定な結果が期待でき
る組換え体での実験などを行って、本当に
この実験系が成り立たないのかを慎重に検
討していきたい。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

（図 4）GAL4 結合配列をレポーター内に挿
入するとレポーター活性が大幅に低下す
る。データはエフェクターなしのときのレ
ポーター活性。 

（図 5）用意した CAS9 D10A H840A SRDX
発現用ベクター2種類 
A タイプはいったん gRNA をエントリーベ
クターにクローニングしてから、CAS9 
D10A H840A SRDX を発現する T-DNA ベクタ
ーに移しかえて使用する。Puchta 博士提
供のベクターを改変して作成した。Bタイ
プは最初からgRNAをCAS9 D10A H840A SRDX
が載った T-DNA ベクターにクローニング
する。刑部祐里子博士らとの共同研究。 
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 （図 6）CAS9 D10A H840A SRDX による遺伝

子発現抑制効果の検証 
35S:GAL4UASx5:TATA:LUC レポーターの 35S
部位(1-3)、GAL4UAS 部位(7)、TATA 上流部
位(8)、LUC 部位（4-6）に対して gRNA を設
計し、図 5 の A, B 二種類のベクターを使
用して、レポーター遺伝子発現の抑制効果
を調べた。下のグラフにおいて、NC は無関
係の gRNA をクローニングしたネガティブ
コントロール、A1 等の表記はベクターの種
類（A, B）と gRNA の組合せを示す。 


