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研究成果の概要（和文）： 
遺伝子相同組換えは、生物の遺伝子を外から入れた遺伝子で置き換える際に必要な仕組みであ
るが、植物においてはその効率が低く、遺伝子の置き換えは困難である。相同組換えは、細胞
分裂の過程において、DNA が複製する S 期から、複製した DNA が二つに別れる前の G2 期の
間にその効率が高いと考えられていることから、本研究では、細胞周期を制御する因子の変異
体を作出し、相同組換え効率に違いが見られるかを解析した。その結果、S 期の進行が進まな
いシロイヌナズナでは相同組換え効率が下がることが明らかとなった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Gene targeting is achieved through the homologous recombination between endogenous genome and 
foreign DNA, which has homology to endogenous genome. Homologous recombination is one of the 
DNA double strand break repair mechanism. In contrast to prokaryotes and lower eukaryotes, gene 
targeting is infrequent in higher plants and foreign DNA integrates into plant genome mainly via 
non-homologous end joining because of low homologous recombination frequency. Depend on the cell 
cycle phase, the choice of one of the DNA repair pathway over the other will secure genome stability 
maintenance and homologous recombination is an efficient way to maintain genome stability at a 
post-replication stage. In this study, we analyzed the Arabidopsis mutants of cell cycle regulation factors 
and revealed that the mutant, which lacks positive regulator of G1/S transition showed low homologous 
recombination frequency.  
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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)による遺伝

子改変は、特定の位置への遺伝子導入や内在

遺伝子のピンポイントでの改変にする精度

の高い分子育種法であり、可能改変形質の安

定性の確保や、ランダムな遺伝子導入の際に

生じる二次的な影響を最小限に抑えること

が可能である。また、近年、微生物において
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はタンパク質工学的手法による酵素の改良

等が盛んに行われているが、高等植物におい

て GT による遺伝子改変が実用可能となれば、

目的のタンパク質をコードする遺伝子を改

変することで、特定のアミノ酸やモチーフが

改変されたタンパク質そのものを植物に生

産させることができるようになると期待さ

れる。標的遺伝子を正確かつ必要最小限改変

した作物は、消費者からも受け入れられやす

いと考えられることから、植物において効率

的かつ汎用性のある GT 系を確立することは、

植物ゲノム研究の成果を実社会で活かすう

えでも有効な手段である。しかし、高等植物

における相同組換え(HR)効率は極めて低く、

標的遺伝子と相同性のある配列を核内に導

入してもそのほとんどはランダムな挿入と

なるため、GT を実用的な技術とするために

は、HR 効率を向上させる必要がある。研究

開始当初、HR 効率が向上する条件として、

(1) 標的遺伝子の切断、(2) オープンなクロマ

チン構造、(3) HR 関連因子の過剰発現等が報

告されていた。一方、HR は本来、DNA 二重

鎖切断が生じた際に相同性の高い DNA 鎖を

鋳型として欠損部位を再合成する反応であ

るため、鋳型に最適な姉妹染色分体が存在す

る細胞周期 S-G2 期にその効率が高いことが

予想された。また、S 期は一過的にゲノム全

体がオープンなクロマチン構造をとること、

HR 関連因子の発現は S-G2 期に高いことか

ら、S-G2 の延長は、(2)および(3)の条件も満

たすと考えた。そこで、本研究では、細胞周

期制御による HR および GT 効率の向上を試

みることにした。 
 
２．研究の目的 
 HR 効率の向上に有効な細胞周期制御条件
を見出し、高等植物における効率的な GT 系
の構築に応用することを最終目的とする。具
体的には、オープンなクロマチン構造や姉妹
染色分体の存在が HR に有利であること、HR
関連因子の発現が細胞周期 S-G2 期に高いこ
とから、S-G2 期にある細胞の割合を高めるこ
とで HR ならびに GT 効率が向上すると予想
し、G1/S 期の移行促進や、G2/M 期移行抑制
が HR 効率の向上に及ぼす影響を評価する。 
 
３．研究の方法 
 細胞周期制御因子の数は生物種によって大

きく異なり、また、植物独自の因子も多数存

在するため、酵母や動物の知見をそのまま植

物に応用することは難しい。そこで、シロイ

ヌナズナおよびイネを材料に、細胞周期制御

因子を改変し、S-G2 期にある細胞の割合が高

め、HR 効率および GT 効率の評価を行う。具

体的には以下の(1)~(3)の実験を行う。 
(1) G1/S 期の移行促進 
 G1/S 期の移行促進には、CDKA や E2F の活
性化が有効であると考えられる。そこで、
CDKA の活性化促進を促す変異体として、
CycD、CAK の過剰発現体を作出する。また、
E2F ならびに、E2F の活性化因子である RepA
の過剰発現体を作出し、HR 効率の評価や細胞
周期の変化を解析する。HR 効率の評価はシロ
イヌナズナにて行い、染色体内で相同組換え
が生じると機能的な GUS が発現するレポー
ターシステム(図 1)を用いる。  
 
 
 
 
 
 
 
 

(2) G2/M 期の移行抑制 
 植物特異的に存在する CDKB2 は lateS-G2
期特異的に発現し、G2/M 期の移行に重要な

働きを担うことが知られている。また、近年、

シロイヌナズナにおいては DNA 損傷が生じ

ると CDKB2 が分解され、G2/M 期の移行を抑

制することで DNA 修復が完了するまで分裂

を生じさせないチェックポイント機構が存

在することが明らかとなっている。そこで、

CDKB2 の発現を抑制することで G2/M 期の

移行を抑制できると考え、シロイヌナズナ、

イネにおける CDKB2 発現抑制変異体を作成

し、HR 効率を評価する。 
 
(3) I-Sce I、Luciferase を利用した GT 効率

評価系の構築 
 (1)および(2)において HR 効率に変化が見

られた変異体について GT 効率の評価を行う。

報告者はこれまでに、シロイヌナズナおよび

イネにおいて、GT により、アセト乳酸合成

酵素(ALS)遺伝子に除草剤耐性を導入する系

を構築している(Endo et al., 2006, 2007)。これ

らの系を用いて GT 効率を評価することも可

能であるが、GT の評価には、除草剤耐性細

胞の増殖を待つ必要があるため、その評価に

はある程度時間を要するうえに、細胞の増殖

速度に影響がある変異体の場合、除草剤耐性

であっても増殖速度が遅い細胞を見落とし

てしまう恐れがある。そこで、迅速かつ正確

図 1 相同組換え評価システム 
染色体内で相同組換えが生じると機能的な GUS
が発現する。 



 

 

に GT 効率を評価するためのモデル GT 系の

構築を行う。 
 

４．研究成果 

(1) G1/S 期の移行促進 
G1/S 期の移行に働き、かつ HR 関連因子のリ

ン酸化にも関与すると考えられる CAK (CDK 
activating kinase; CDKF;1, CDKD;2, CDKD;3)
のノックアウト、過剰発現シロイヌナズナの

解析を行なった。その結果、CAK ノックアウ

ト株における HR 効率は野生型と同程度であ

ったが、DNA 損傷処理時の HR 効率は野生型

と比較して低く(図 2)、DNA 損傷感受性も高

いことが明らとなった。一方、CAK 過剰発現

体では、DNA 損傷未処理および、細胞周期

非依存的に DNA 二重鎖切断を誘導するブレ

オマイシン処理条件下において、野生型との

間に HR 効率の違いは見られなかった。これ

らの結果は、CAK は DNA 損傷時の HR 修復

に関与する一方、CAK の発現量は HR 効率の

律速ではないことを示している。今後は

CAK1 ノックアウトおよび過剰発現が細胞周

期に及ぼす影響を解析するとともに、S-G2
期特異的に DNA 損傷を与えた際の HR 効率

についても評価する予定である。 
 また、近年の酵母や動物細胞を用いた研究か

ら、CDKAのリン酸化のターゲットの一つが、

HR の初期反応である、DNA 二重鎖切断部位

の削り込みに働く CtIP であることが明らか

となっている。シロイヌナズナ CtIP は DNA
損傷により著しい転写上昇が見られること、

DNA 損傷が細胞周期を停止させ、その時期に

応じた修復機構を選択することは酵母や高

等同植物に共通すること考えると、高等植物

においても、CtIP の細胞周期または DNA 損

傷依存的なリン酸化が HR 効率に影響を及ぼ

す可能性がある。そこで、活性化に関わるリ

ン酸を受けると予想されるアミノ酸を置換

した疑似リン酸化 CtIP 過剰発現体を作出し

た。今後、HR 効率を評価する予定である。 
 イネにおいては G1/S期の移行促進のため、

wheat dwarf virus由来のRepA過剰発現体を作

出した。RepAはウイルス感染細胞において、

G1/S 期の進行抑制に働く E2F-Rb の結合を解

消することで、S 期進行を促進することが報

告されている。目的遺伝子産物が発現してい

る事を確認したが、Splicing variant も存在し

ていることが判明したので、イントロンのス

プライシングを防ぐ変異を入れ、目的産物を

効率的に発現する形質転換体を作出した。 
 

 

 
 
(2) G2/M 期の移行抑制 
G2/M 期の移行に働く CDKB2 の発現を抑制
すべく CDKB2 RNAi を導入したシロイヌナ
ズナを作出し、HR 効率を評価したが、野生
型との間に顕著な違いは見られなかった。シ
ロイヌナズナにおける CDKB2 の著しい発現
抑制は G2/M 期の移行を抑制すると同時に、
mitotic cycle から endocycle への移行を促進す
ることが報告されており、Endocycle に入っ
た細胞では、細胞分裂を伴わずに DNA 複製
を繰り返す為、GT が生じたとしても、その
細胞から植物体を再生させることはできな
い 。 そ こ で 、 胚 乳 以 外 の 組 織 で は
endoreduplication が生じないとされているイ
ネに対象を切り替えて CDKB2 の発現抑制を
試みた。CDKB2RNAi を導入したイネカルス
を作出し、核相を測定した結果、4C/2C 比の
増加が観察され、S-G2 期にある細胞が増加し
ていることが示された。また、意外なことに、
一部の系統ではカルスにおいても 8C や 16C
といった高次倍数性の細胞も確認された(図
3)。しかし、シロイヌナズナとは異なり、高
次倍数性の細胞の割合が高いカルスも増殖
を続けていたことから、イネにおけるCDKB2
の発現抑制は endoreduplication ではなく
endomitosis を誘導していると予想された。そ
こで、両者を区別するため、染色体の観察を
行ったところ、イネ CDKB2RNAi カルスでは
染色体数が倍加した細胞が観察され(図 4)、
endomitosis が生じていることが証明された。
イネにおいては、胚乳以外の組織で染色体の
高次倍数化が見られた報告は前例がなく、一
遺伝子の発現抑制のみで核相が変化したこ
とは注目すべき結果である。植物は果実の肥
大時等、急速な組織の成長を必要とする際、
細胞当たりの DNA 含量を増大させる事が知
られているが、その過程を制御するメカニズ
ムについては明らかとなっていない。本来
DNA 量が変化しないイネにおいて DNA 量

図 2 cdkd2, cdkd3 二重変異体における相同組換え効率 
cdkd2, cdkd3 二重変異体では、X 照射による相同組換

え効率の上昇が生じない。 



 

 

を倍加できたことにより、両者の比較解析か
ら得られる知見は、イネ以外の植物における
DNA 含量増加のメカニズム解明にも役立つ
と考えられる。また、本来の目的である、G2/M
期の移行抑制と HR 効果の評価については、
endomitosis の影響を排除することが好まし
いため、XVE システムを用いた誘導的
CDKB2RNAi コンストラクトを作製し、形質
転換体を作出した。β-estradiol 処理による
CDKB2RNAi の発現誘導により、4C/2C 比を
制御できることが確認されたことから、今後
は、CDKB2 誘導的 RNAi を用いて G2/M 期の
移行抑制を行い、HR 効率を評価する予定で
ある。 
 

 

 
 

 

 
 
 (1)においては、細胞周期制御因子である

CAKを欠損した変異体ではDNA損傷処理に

よる HR効率の上昇が生じないことが明らか

となり、細胞周期そのもの、または、細胞周

期制御因子が HR効率に影響を与えるという

研究の方向性が正しいことが示唆された。一

方、 (2)では、G2/M期の進行阻害による S-G2
期の延長を期待したが、イネにおける

CDKB2 の発現抑制は endomitosis を誘導す

るという予想外の結果が得られ、また、シロ

イヌナズナにおいては、DNA 損傷処理や

CDKB2 の発現抑制が endoreduplication を

促進することが報告されていることから、細

DNA 損傷と修復機構の選択、細胞周期制御

は互いに関連していると考えられた。現在の

ところ、HR 効率が顕著に上昇する細胞周期

制御因子変異体の発見には至っていないが、

細胞周期の特定の時期に DNA 損傷生じさせ

ることや、endomitosis や endoreduplication
の抑制と組み合わせることにより、HR 効率

の向上に有効な方法を見出せると考えてい

る。 
 
(3)I-Sce I、Luciferase を利用した GT 効率評

価系の構築 
Meganuclease である I-Sce I の認識配列をコ

ード領域内に挿入することにより不活性型と

なった luciferase 遺伝子と、誘導的 I-SceI 発
現カセットを導入したイネ、およびシロイヌ

ナズナを作出した (図 5 GT acceptor)。次に、

I-SceI の発現誘導とともに、レポーター遺伝

子上の luciferase 遺伝子を相補する GT ベク

ター(図 5 GT donor)を形質転換し、機能的な

luciferase の発現によって GT が生じた細胞

の検出が可能であることを確認した。 
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図 4 核相が増加していた系統における染色体の観察 
核相が増加していた系統(pANDA-5, 10, 17)のカルス

では、染色体数が増加している細胞が観察された。 

図 3 OsCDKB2 RNAi 導入カルスにおける核相 
野生型(日本晴)および、OsCDKB2 恒常的 RNAi 
(pANDA)を導入したイネカルスにおける核相を測

定。pANDAD-5, 10, 17 では 4C の割合が増加して

いるだけでなく、8C や 16C を示す細胞も出現して

た

図 5  I-Sce I, Luc を利用した GT 検出系 
GT のアクセプターサイトとして、I-Sce I 認識配列および終止コド

ンの挿入により、機能的なタンパク質をコードしない luciferase 遺

伝子と、I-Sce I 発現誘導カセットをシロイヌナズナに導入する(GT 
acceptor)。この植物体に対して、β-estradiol 処理を行い、I-Sce I
の発現を誘導すると同時に、相同組換えによってのみ luciferase の

機能を補完できる GT donor ベクターを形質転換し、luciferase の発

光を検出することによりジーンターゲッティング効率を評価す

る。 
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