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研究成果の概要（和文）：新規条件的ネガティブ選抜マーカーとしてキメラリプレッサー（SRDX）によるポジテ
ィブ選抜マーカーの抑制系（SRDX/nptII）を考案し、タバコにおいて抑制効果を検証したところ、SRDXの発現で
カナマイシン耐性カルスの出現頻度が抑制された。従って、SRDXはGT細胞のポジティブ・ネガティブ選抜に利用
可能なことが示された。また、分泌型ペプチドであるファイトスルフォカインの発現による形質転換細胞の増殖
促進効果を検討したが、優位な増殖促進効果は見られなかった。現在、SRDX/nptIIをポジティブ・ネガティブ選
抜マーカーとして利用したGTにより、タバコの内在性遺伝子の改変を試みている。

研究成果の概要（英文）：We designed novel conditional positive-negative selection system using the 
repression of positive selection marker via chimeric repressor (SRDX/nptII) for isolation of GT 
cells. The expression of SRDX led to decreased number of kanamycin-resistant callus from transgenic 
tobacco leaf under the selection conditions, suggesting that this approach would be able to be 
employed for the positive-negative selection of GT cells. In addition, we tested the effect of the 
plant peptide growth factor, phytosulfokine, on cell growth of transgenic rice calli. There was no 
significant difference in cell growth between phytosulfokine-expressing transgenic calli and control
 calli. We are trying to establish GT system with SRDX/nptII system as a positive-negative selection
 in tobacco.

研究分野：ゲノム編集

キーワード： ジーンターゲッティング　ポジティブ・ネガティブ選抜　キメラリプレッサー　ファイトスルフォカイ
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１．研究開始当初の背景 
ジーンターゲッティング（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上の配列を内在性の標的遺伝子にコ
ピー／ペーストして改変する技術であり、標
的遺伝子を狙い通りに改変する有用な技術
である。しかしながら、高等植物では相同組
換えの頻度が非常に低く、GT の鋳型となる外
来 DNA を細胞内に導入した場合、GT に成功す
る細胞の割合は形質転換細胞の10-4か10-6ほ
どであるとされている（総説: Puchta and 
Fauser, 2013; Voytas, 2013）。そこで、GT
に成功した細胞を効率良く選抜するポジテ
ィブ・ネガティブ選抜法がイネにおいて適用
された（Terada et al., 2002）。この方法
は、ポジティブ選抜マーカーとしてハイグロ
マイシン耐性遺伝子発現カセットを標的遺
伝子に相同な配列の内部に、ネガティブ選抜
マーカーとしてジフテリア毒素Aフラグメン
ト（DT-A）発現カセットをその両側に配置し
たベクターを細胞内に導入することで、ベク
ターがランダムにゲノムに挿入された細胞
を排除し（図１A）、相同組換えによって GT
が成立した細胞を濃縮するシステムである
（図 1B）。 
 

 
しかしながら、非常に形質転換効率の高い
イネカルス（品種：日本晴）において DT-A
による強力なポジティブ・ネガティブ選抜を
利用してもなお、GT に成功する細胞の割合は
低いのが現状である（Nishizawa-Yokoi et 
al., 2015a）。さらに、形質転換効率の低い
イネ品種や、イネ以外の高等植物では、シロ

イヌナズナやタバコといったモデル植物に
おいてさえ、ポジティブ・ネガティブ選抜を
利用した GT の成功例はない。 
 
２．研究の目的 
ポジティブ・ネガティブ選抜を利用した GT
効率の低さの原因は、1）ネガティブ選抜マ
ーカーである DT-A は、その翻訳産物そのも
のが毒性を持つことから、GT ベクターからの
一過的発現により GT が成立した細胞をも殺
してしまっている可能性、2）イネカルスの
細胞は立体的に増殖するため、GT ベクターの
ランダム挿入が起きた大部分の細胞が死ん
でいく中でごく少数の GT に成功した細胞ま
でが一緒に死んでしまう可能性、が考えられ
る。 
そこで本研究では、上で述べた 2つの原因
を改善するアプローチによってイネにおけ
る汎用的GT系の確立を目指し、さらには様々
な植物種に適応可能な GT 系へと発展させる
ことを試みる。 
改善策 1：ネガティブ選抜のタイミング調節
が可能な条件的ネガティブ選抜マーカーの
利用 
これまでに申請者は、ポジティブ選抜マー
カー（カナマイシン耐性遺伝子, nptII）と
そのアンチセンス鎖の発現カセットを組み
合わせたポジティブ・ネガティブ選抜を利用
することで、GT により内在性遺伝子の改変に
成功しており（Nishizawa-Yokoi et al., 
2015b）、その効率は DT-A を用いた系より低
いが、nptII による薬剤選抜系が確立されて
いる植物種であれば、広く適用可能な手法だ
と考えている。そこで、より強力にポジティ
ブ選抜マーカーの発現を抑え込むため、キメ
ラリプレッサーを利用したネガティブ選抜
系を考案した（図 2）。キメラリプレッサー
による標的遺伝子の発現抑制効果は、様々な
植物種において保存されており（光田, 高
木., 2014）、イネだけでなく様々な植物種
においても適用可能であると考えられる。 

 
一方、DT-A の毒性を損なわずに温度依存的
に毒性の有無を調節できる DT-A（DT-Ats, 
Bellen et al., 1992）が報告されており、
これは 18℃で毒性を示し、25℃以上では毒性
を示さないことがシロイヌナズナで報告さ

図1 GT細胞のポジティブ・ネガティブ選抜法による濃縮方法
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れている（Guerineau et al., 2003）。DT-Ats
をネガティブ選抜マーカーに利用すること
で、T-DNA からの一過的発現による悪影響を
回避し、T-DNA のランダム挿入が生じた細胞
を排除できると考えられる。 
また、無毒の 5-フルオロシトシンを毒性の
ある 5-フルオロウラシルに変換する活性を
持つ大腸菌由来シトシンデアミナーゼ
（CodA）とその改良型 CodA (CodAm) は、従
来より双子葉および単子葉でネガティブ選
抜マーカーとして利用されてきた（Osakabe 
et al., 2014）。さらに、より 5-フルオロウ
ラシルに対する特性を高めた高特異的 CodA
（CodAm3, V125A/F316C/D317G）がこれまで
に開発されており、これらは様々な植物種に
おいて条件的ネガティブ選抜マーカーとし
て適用可能であると考えられた。これらをネ
ガティブ選抜マーカーとして利用すること
を提案する。 
改善策 2：GT に成功した細胞の増殖促進 
これまでに、分泌型ペプチドホルモンや細
胞周期に関わる因子の過剰発現がシロイヌ
ナズナにおいて細胞増殖を活性化すること
が報告されている。そこで、ポジティブ選抜
マーカーと共にこれらの因子を発現させ、存
在比が圧倒的に低い GT 細胞の増殖を促進さ
せることで、ネガティブ選抜マーカーの発現
により誘導される大多数の死細胞に GT 細胞
が埋もれてしまうのを回避できると考えら
れる。 
イネカルスおよびイネと同様に組織から
誘導したカルスにアグロバクテリウムを介
して外来遺伝子を導入するタバコの形質転
換系を用いて、イネで確立したポジティブ・
ネガティブ選抜法の選抜効率の評価を行い、
最終的にはポジティブ・ネガティブ選抜を利
用した GT 系の確立を試みる。この成果によ
り、普遍的かつ汎用的な GT 系を確立するこ
とで、基礎研究の発展だけでなく、育種素材
の迅速な開発に貢献できることが期待され
る。 
 
３．研究の方法 
課題 1：新規条件的ネガティブ選抜マーカー
の利用 
 イネカルスの形質転換系を用い、キメラリ
プレッサーの発現によりポジティブ選抜マ
ーカー（nptII）の発現を抑制するシステム、
温度依存的 DT-A（DT-Ats）、CodA によるネ
ガティブ選抜条件の最適化を行う。また、イ
ネ以外の植物にポジティブ・ネガティブ選抜
を利用した GT 系を適応することを目指し、
タバコのリーフディスクを用いた形質転換
系で、これらのネガティブ選抜効果を検証す
る。 
課題 2：GT に成功した細胞の増殖促進 
シロイヌナズナの分泌型ペプチドホルモ
ンや細胞周期に関わる因子の発現がイネカ
ルスにおいても細胞増殖促進活性を示すか
どうか検討する。その後、これら新規のポジ

ティブ・ネガティブ選抜マーカーを導入した
GT ベクターを作出し、内在性遺伝子を GT に
より改変された細胞の選抜効率が従来の GT
ベクターを利用した時に比べ向上するかど
うかを検討する。 
さらに、イネにおいて効果的であったポジテ
ィブ・ネガティブ選抜を利用した GT 系をタ
バコの形質転換系に応用し、GT 系を確立する
ことを試みる。 
 
４．研究成果 
課題 1：新規条件的ネガティブ選抜マーカー
の利用 
温度感受性ジフテリアトキシン（DT-Ats）、
シトシンデアミナーゼ（CodA）、キメラリプ
レッサーによるポジティブ選抜マーカーの
抑制系を考案し、イネカルスおよびタバコ葉
片を用いた形質転換系によりネガティブ選
抜効果を評価した。 
・温度感受性ジフテリアトキシン（DT-Ats） 
DT-Ats は、18℃以下の低温で毒性を示すこと
が知られていることから、単子葉および双子
葉で DT-Ats を過剰発現させるベクターを構
築し、イネカルスおよびタバコ葉片にアグロ
バクテリウムを介して形質転換した。その後、
形質転換カルスおよび葉片を選抜培地に置
床して 17～18℃で培養した。しかしながら、
DT-Ats 形質転換イネおよびタバコのいずれ
においても、低温条件下において GFP 発現カ
セット形質転換コントロールに比べて生育
の阻害は認められなかった。また、この結果
は、低温での培養期間を延長しても同様であ
った。一方、従来からイネにおいてネガティ
ブ選抜マーカーとして利用されている DT-A
は、タバコにおいても強力なネガティブ選抜
効果を発揮した。 
・改良型 CodA（D314A）, 5-フルオロウラシ
ル高特異的 CodA（V125A/F316C/D317G） 
タバコ葉片に CodAm および CodAm3 過剰発現
ベクターを形質転換し、種々の濃度の 5-フル
オロシトシン（5-FC）を含む培地上で培養し、
カルスの出現頻度からネガティブ選抜効果
を検証した。 
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図3種々の濃度の5-FCを含む培地上におけるタバコ葉片からの
カルス形成頻度
コントロール（GFP）、CodAm、CodAm3過剰発現ベクターをタバコ
葉片に形質転換し、3週間後にカルスが形成されている葉片の
割合を解析した。



その結果、コントロール（GFP）に比べて CodAm
および CodAm3 の発現は、5-FC を含む培地上
でネガティブ選抜効果が認められた（図 3）。
しかし、CodAm は CodAm3 に比べて低濃度の
5-FC で強いネガティブ選抜効果を発揮した。
これらの結果から、CodAm はタバコ葉片を用
いた形質転換系において、25 mg/L の 5-FC を
含む培地上でネガティブ選抜マーカーとし
て有用であることが示された。 
・キメラリプレッサーによるポジティブ選抜
マーカーの発現抑制 
キメラリプレッサーによる発現抑制効果を、
Nicotiana benthamiana を用いたレポーター
遺伝子の一過的発現系で評価した。その結果、
キメラリプレッサーの発現は顕著にレポー
ター遺伝子の発現を抑制でき、この実験系が
ネガティブ選抜マーカーとして利用できる
ことが示された（図 4）。 

 
そこで、nptII をポジティブ選抜マーカーと
して、キメラリプレッサーの発現が形質転換
カルスの増殖を抑制できるかどうかを、イネ
およびタバコにおいて評価した。その結果、
イネカルスにおいては、キメラリプレッサー
の発現による G418 耐性カルスの出現頻度に
大きな違いは認められなかった。一方、タバ
コ葉片においては、高い濃度（100 mg/L）の
カナマイシンを含む培地上で顕著なネガテ
ィブ選抜効果が認められた（図 5）。これらの
結果から、双子葉においては、キメラリプレ
ッサーによるポジティブ選抜マーカーの発
現抑制系はネガティブ選抜マーカーとして
GT 細胞の選抜に利用できることが示された。
イネにおいては、発現系などを改良する必要
があると考えている。 
 
 
 

課題 2：GT に成功した細胞の増殖促進 
イネカルスにおいて細胞増殖活性を示すこ
とが報告されている分泌型ペプチドファイ
トスルフォカイン (PSK) をカルス誘導培地
に種々の濃度（0, 0.1, 1.0 nM）で添加し、
細胞増殖活性を検証した。しかし、通常の培
養温度（33℃）では無添加の培地上での増殖
と違いは認められなかった。そこで、様々な
生育温度（18, 22, 28℃）で培養したところ、
この条件においても顕著な細胞増殖活性を
示さなかった。 
 
新規条件的ネガティブ選抜マーカーを利用
した汎用的 GT 系の確立 
タバコ葉片を用いた形質転換系において、ネ
ガティブ選抜効果が認められた DT-A、CodAm
およびキメラリプレッサーによるポジティ
ブ選抜マーカーの発現抑制系をネガティブ
選抜マーカーとして、タバコ内在性遺伝子を
標的とした GT ベクターを構築した（図 6）。 

これらの GT ベクターをタバコ葉片にアグロ
バクテリウムを介して形質転換し、各 100～
200 個体の細分化植物体において PCR により
解析を行ったが、現在までに GT に成功した
個体は得られていない。 
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図4 N. benthamianaを用いた一過的発現系でのキメラリプレッサーのレポー
ター遺伝子発現抑制の評価
A, コントロール（上）およびキメラリプレッサー（SRDX, 下）発現レポーターコン
ストラクト; B, N. benthamianaにおけるコントロール（GFP）およびSRDX発現下
におけるルシフェラーゼ（LUC）遺伝子の発現.  N. benthamianaにアグロイン
フィルトレーションでAのベクターを導入し、3日後にルシフェラーゼの発光を
解析; C, GFPおよびSRDX発現下における相対的ルシフェラーゼ活性.
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図6タバコ内在性遺伝子を標的としたGTベクターの概要
アセト乳酸合成酵素（ALS-B）遺伝子を標的として、ネガティブ選抜マーカー（Negative）にDT-A、
CodAm、キメラリプレッサーを利用したGTベクターを構築した.

図5タバコ葉片を用いた形質転換系によるキ
メラリプレッサーのネガティブ選抜効果の解析
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