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研究成果の概要（和文）：本研究では、植物のイオンビームによる突然変異誘発の特性を分子レベルで解明し、変異を
高頻度で誘発し、効率的な育種素材を創成するために基盤を構築した。具体的には、(1)イオンビームによる突然変異
誘発は、DNA二重鎖切断修復が深く関与し、(2)DNA二重鎖切断修復に関わる酵素の中でも、非相同末端結合経路で働くL
igase4がキーとなっていること突き止め、Ligase4を欠失させることで、変異を高頻度で誘発できる可能性を示した。
さらに、世代が変わってもこの変異誘発に重要なDNA修復酵素遺伝子対をヘテロで維持するシステムとして、バランサ
ークロモソーム機能を利用できることを示した。

研究成果の概要（英文）：Ion beams with high-linear energy transfer induce large chromosome alterations, 
and thus are effective tools for mutation breeding to create novel characters on crops. The aim of this 
study is to improve mutagenesis frequency by ions beams in order to generate effectively novel mutants. 
We investigated molecular mechanisms of mutagenesis by heavy ions beams. We elucidated that (1) 
mutagenesis by the ion beam is efficiently produced by induction of DNA double strand breaks (DSBs) among 
ion beam-induced DNA damages, (2) the activity of ligase 4, which is one of the key DSBs repair enzymes 
in non-homologous end-joining pathway, plays an important role in mutagenesis frequency by ion-beam. 
These results indicated that mutagenesis frequency by ion beam is increased in ligase 4-deficient plants. 
Furthermore, we found that ion beams are also useful for chromosome engineering such as making balancer 
chromosomes that make easier to maintain a line of interest over the generation.

研究分野：植物放射線科学
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１．研究開始当初の背景 
植物は環境からもたらされる紫外線や化
学物質などの変異原の影響を受けて突然変
異を生じることが知られている。この性質を
利用し、放射線等を用いて人為的に突然変異
の効率を上げることにより、人類にとって有
用な性質を持つ農作物や園芸作物を造り出
す“突然変異育種”の技術が発展してきた（図
1参照）。 

 
図 1 変異原による突然変異誘発の概略 
 
特に、高 LET放射線であるイオンビームは
これまでの解析から、従来のガンマ線や化学
変異剤を用いた方法に比べて、(1)変異の誘発
率が高い、(2)変異の幅が広いという特徴が示
された。事実、これまでに様々な農作物や園
芸植物に対して変異誘発が試みられ、従来の
方法では獲得できなかった多くの新品種や
新商品が開発され、イオンビーム育種が有望
な育種技術基盤であることが実証されると
同時に、我が国独自のバイオ技術として世界
的に注目されるに至った。しかしながら、イ
オンビームを含む突然変異育種は、未だ突然
変異の方向性がランダムでかつ偶発的であ
るため、多大な労力を費やす割には、目的の
変異の歩留りは低く、より有効な技術が望ま
れている。今後本技術の特徴を活かし、我が
国の植物産業界を活性化し、さらに植物バイ
オテクノロジー分野が世界を先導していく
ためには、(1)目的の変異を高頻度で誘発する、
(2)得られる突然変異を制御することで、効率
的な育種素材を創成する、といった技術開発
が緊要な課題である。これまでに我々は共同
で、単子葉、双子葉の植物のモデル植物であ
るイネとシロイヌナズナを材料に、イオンビ
ームによって生じる DNA 損傷の定量とキャ
ラクタリゼーション、そして損傷をうけた
DNAを修復するプロセスに関与するDNA修
復遺伝子の機能解析に成功し、 
(1)イオンビームは、他の変異原に比べて、修
復機構では修復し難いタイプの損傷、DNA二
重鎖切断や狭い範囲に多数の損傷を引き起
こすクラスター損傷を引き起こすこと、 
(2)イオンビームの線質（カーボン、ヘリウム
等）、さらには、植物種によっても、DNA損
傷の種類、程度は異なり、線質特異的な変異
スペクトルを示すこと、 

(3)変異誘発には、主として DNA 二重鎖切断
修復に関わる相同組換え（HR）、非相同末端
結合（NHEJ）が深く関わっていること、など
を明らかにした。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、植物のイオンビームによ
る突然変異誘発の特性を分子レベルで解明
し、これまでランダムで偶発的であった突然
変異誘発を、目的の変異を高頻度で誘発し、
得られる突然変異を制御して効率的な育種
素材を創成する新技術を開発し、産業への応
用を図ることである。上述した通り、これま
でに我々は共同で、本課題を最終目的に取り
組み、イオンビームに突然変異誘発の特徴と
して、DNA二重鎖切断修復が深く関与してい
ることを明らかにし、また今後、効率的な育
種素材の創成には、世代が変わってもこの変
異誘発に重要な DNA 修復酵素遺伝子対をヘ
テロで維持するシステムの確立等の課題を
克服する必要性を見出した。そこで、本研究
では以下の 3課題に重点をおき解析を実施す
る。 
【課題 1】イオンビームによる特徴的な二重
鎖切断（DSB）修復機構に関する解析 
【課題 2】ゲノム不安定化に関する解析 
【課題 3】染色体リアレンジメントを利用し
たバランサークロモソームの作製 
 なお、本研究を遂行するための研究体制は
以下の図 2の通りである。 

図 2 研究体制 
 
３．研究の方法 
(1)【課題 1】イオンビームによる特徴的な二
重鎖切断（DSB）修復機構に関する解析：こ
れまでの解析から、DNAの DSB修復には、
ゲノム上の位置やゲノム組成といった、いわ
ゆる染色体の位置効果（染色体構造）が重要
なキーとなっている可能性を見いだしてい
る。そこで、本課題では、①イネ、シロイヌ
ナズナ等の変異体の染色体構造の解析、②イ
ネ、シロイヌナズナの DSB修復に関わる遺伝
子の破壊株を用いた変異スペクトラムの解
析、③独自に開発した人工制限酵素を利用し
て、ゲノム上の複数の遺伝子上に人工的に変
異導入を行った植物を利用した変異スペク
トラムの解析等を行い、植物における染色体
構造と DSB修復との関係を明らかにする。 



(2)【課題 2】ゲノム不安定化に関する解析：
変異が導入された後代世代のイネ等では、ゲ
ノム DNA のメチル化パターンが変化し、そ
の結果トランスポゾンが活性化するなど、ゲ
ノムが不安定化することが分かりつつある。
そこで、イオンビーム誘発変異体の後代世代
におけるメチル化状態の変化を網羅的に解
析し、イオンビーム突然変異誘発によるメチ
ル化状態変化とゲノム不安定化との関係を
明らかにする。 
(3)【課題 3】染色体リアレンジメントを利用
したバランサークロモソームの作製：効率的
な育種素材として DNA 修復の欠損株の利用
を申請者らは提案している。しかし、DNA修
復遺伝子を完全に欠失した変異体は、しばし
ば稔性の低下等で個体の維持が困難となる。
このような場合、遺伝子対をヘテロで維持す
る必要があるが、世代ごとに遺伝子型をチェ
ックする必要性が生じ、有効な利用法ではな
い。従って、世代が変わってもヘテロな相同
染色体ペアを維持するようなシステムの開
発が望まれる。そこで、遺伝子対をヘテロで
維持する“バランサークロモソーム”を確立し、
突然変異育種や基礎研究の場において従来
解析の難しかった変異を有効活用するツー
ルを供給する。 
 
４．研究成果 
(1)【課題 1】イオンビームによる特徴的な二
重鎖切断（DSB）修復機構に関する解析 
①染色体構造変化個体の選抜と変異体の染
色体構造解析：カーボンイオンビームによっ
て変異誘発したイネ、およびシロイヌナズナ
M2種子プールから、紫外線(UVB)に対する感
受性を指標に変異体を選抜した。得られた変
異体の変異部位を、TAIL-PCR およびダイレ
クトシークエンスで解析し、構造変化を塩基
レベルで決定し、さらにその中から大規模な
染色体構造変化をもつイネ 5系統、シロイヌ
ナズナでは 1系統のみと、大規模な構造変化
はイネの方が多いことが分かった。 
 
②非相同末端結合に関わる遺伝子の発現抑
制イネ、および非相同末端結合遺伝子破壊イ
ネを用いた変異スペクトル解析：非相同末端
結合に関わる遺伝子の発現抑制イネ、および
非相同末端結合遺伝子破壊イネを作製する
ことに成功した。これら獲得した材料の DNA
損傷に対する感受性を評価した結果、非相同
末端結合経路で働く Ligase4 が欠損したイネ
変異体は、DNA二重鎖切断を誘導する薬剤に
対して野生型より強い感受性を示したが、他
の DNA 損傷剤に対する感受性は野生型と同
程度であることが分かった。したがって、こ
れらの結果は、Ligase4 がイオンビーム誘発
DNA 損傷の修復に深く関与し、Ligase4 を欠
失させることでより変異誘発頻度が上昇す
る可能性を示唆した。 
またイネにおいて、DNA二重鎖切断修復経
路で 働く複数の酵素遺伝子について、人工

制限酵素 CRISPR/Cas9 システムを利用した
遺伝子破壊に成功した。 
 
③人工制限酵素を利用した変異スペクトラ
ム解析：人工制限酵素 CRISPR/Cas9を用いて、
イネの複数の内在性遺伝子を破壊すること
に成功した。切断効率はターゲット配列によ
って大きく異なることを明らかにした。また、
切断部位における変異のパターンは一定で
はなく、全体としては、数塩基程度の小さな
欠失が最も多かったが、ターゲット配列によ
っては一塩基の挿入が最も頻度の高い変異
として見出される場合もあり、DNA二重鎖切
断時の修復法は配列によっても異なる可能
性が示唆された。 
 
(2)【課題 2】ゲノム不安定化に関する解析 
 カーボンイオンビーム（80 Gy）により変
異導入した紫外線抵抗性、感受性イネの後代
世代を材料に、メチル化パターンの変化の解
析を実施した。その結果、イオンビーム変異
誘発個体のメチル化パターンが変化するこ
とはこれまでの報告どおり、検証することが
出来た。しかしながら、これらのゲノム DNA
のメチル化パターンを変化には規則性は確
認できず、このメチル化パターンの変化によ
り、結果としてトランスポゾンが活性化する
などしてゲノムの不安定化を導いているか
どうかに関しては、現時点では不明である。
今後は、さらなる後代世代を材料にして、メ
チル化パターンの変化と変異の安定性（ゲノ
ム安定性）との関連について継続的に解析す
る必要があると考えている。 
 
(3)【課題 3】染色体リアレンジメントを利用
したバランサークロモソームの作製 
バランサークロモソームの検証のために、
課題 1の①で得られたシロイヌナズナの染色
体構造変化系統（uvh4）と gl1 変異系統を交
配し、後代世代 F2 における分離頻度を調べ
ることで、構造変化を起こした染色体が生殖
細胞の形成過程でどのように配分されるか
（分離比）を解析した。その結果、F2後代の
全てにおいて gl1 が検出され、この領域が組
換えを起こさないで維持されていることを
見出し、シロイヌナズナにおいてもバランサ
ークロモソームが機能し、変異体作出に利用
できる可能性を見出した。 
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