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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、イネとオオムギにおいて、多数の遺伝子の受け皿となる”植物人工
染色体”を効率的に創出できる方法を開発することにある。新規にデザインされたT-DNAコンストラクトには二
つのLoxP配列が含まれ、うち一つはトランスポゼースによりゲノム中に転移する。この転移はCreリコンビナー
ゼ遺伝子を発現させ、LoxP間の組換えを誘発することにより環状の染色体が創出されると想定された。実際この
コンストラクトを導入したイネでには、染色体10番の欠失が観察され、期待通りにDNA分子の環状化が起きたと
考えられた。この環状化DNAにセントロメア機能が付与されれば、人工環状染色体として機能するだろう。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study is to develop efficient methods for generation 
of plant artificial chromosomes that are able to accept a number of genes. The newly designed T-DNA 
construct (pDLHC) contained two LoxPs, one of which is transposable by a transposase. This 
transposition was designed to induce expression of the Cre recombinase gene, resulting in 
site-specific recombination between two separated LoxPs.　Among the progeny of rice plants 
transformed with pDLHC, one transformant was found to contain a large deletion on chromosome 10, 
which was caused by elimination of a DNA molecule circled by recombination between two LoxPs. If the
 centromere functions would be given to the circular DNA, artificial ring chromosomes would be 
generated.

研究分野： 農学
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１． 研究開始当初の背景 

（１）真核生物の核ゲノムは、染色体に分割

され保存されている。それぞれの染色体には、

ゲノムの全遺伝情報を過不足なく安全に娘

細胞に伝達するため、少なくとも３つの機能

要素（セントロメア、テロメアと複製起点）

が含まれている。酵母や動物培養細胞では、

これら３要素を人工的につなぎ合わせた DNA

分子を細胞内に導入することにより、“人工

染色体”が創り出されており、酵母人工染色

体 YAC (Murray and Szostack 1983), ヒト人

工染色体HAC (Harrington et al. 1997, Ikeno 

et al. 1998)と呼ばれている。 

 

（２）植物においても同様なボトムアップ法

によるアプローチが取られ、過去に、トウモ

ロコシで２つの報告例がある（Carlson et al. 

2007, Ananiev et al. 2009）。しかしながら、

前者については、細胞内で染色体として機能

しているかどうかについて本質的な疑問が

投げかけられている(Houben et al. 2008)。

また、後者のケースでは、ミニ染色体の形成

が確認されたものの、ミニ染色体を保持する

植物体に稔性がなく、他の研究グループによ

る検証ができない状況にある。よって現在で

もまだ、利用可能な植物人工染色体の創出例

はないといっても過言ではない。このような

状況下、我々は最近、トップダウン法により、

シロイヌナズナにおいて環状の人工染色体

の創出に成功した(Murata et al. 2013)。テ

ロメアを持たない環状の染色体は、これまで

もいろいろな真核生物で見つかっているが、

ほとんどのものは不安定で減数分裂を経て

次代に伝達されない。しかし我々が作出した

環状ミニ染色体 AtARC1 は有糸分裂の際も安

定で、野生型に１本添加された状態(2n = 2x 

+1=11)でも、自殖種子の約 40％に伝達される。

以上のことから、作物においても人工染色体

を用いたゲノム工学が可能となった。 

 

２．研究の目的 

（１） 本研究の目的は、世界の四大主要作

物であるイネとオオムギにおいて、多くの遺

伝子を含む巨大 DNA の導入が可能な“植物人

工染色体”を創出し、それらを広く利用でき

るようカスタマイズすることにある。そのた

めにまず、効率的にゲノムを改変できる方法

論の確立を目指す。 

 

（２） 作物への遺伝子導入はこれまで、比

較的単純な形質を支配する少数の遺伝子に

限って行われ、二次代謝産物など多数の遺伝

子に支配された形質についてはほとんど行

われてこなかった。これは、これまでの遺伝

子導入法では、一度に多くの遺伝子をインタ

クトな状態で導入することが難しく、挿入位

置を制御できないことによる。植物人工染色

体は核ゲノム中に付加的に存在するため、こ

れらの問題を解消し、遺伝子導入の新たなプ

ラットフォームを提供する。 

 

３．研究の方法 

（１）イネ科植物用T-DNAコンストラクトの作

成 

シロイヌナズナに比べ、イネやオオムギでは

生育期間が長いため、より効率的かつ簡便な

方法が必要となった。そこで、非自律的トラ

ンスポゾンDs内にLoxPを配置し、Acトランス

ポゼース（転移酵素）によって転移すると自

動的にCreリコンビナーゼが発現するようデ

ザインしたT-DNAコンストラクトを作成した

（図１）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図１．イネ用 T-DNA コンストラクト
pDLHC と、Ac トランスポゼースによ
る核内での変化。 



（２）イネおよびオオムギの形質転換 

①作成したT-DNAコンストラクトを、Acトラン

スポゼースを発現している“日本晴”(Ito et 

al. 2004)に、アグロバクテリウムEHA105を介

して形質転換し、複数の形質転換体を得た。 

②コンストラクトのT-DNA領域をバイナリー

ベクターpB7WGに移した後、アグロバクテリウ 

ムEHA105を介して、オオムギ“Golden 

Promise”に形質転換した。また、Ac転移酵素

遺伝子をバイナリーベクターpXHb7FNFI-UBIL

に組み込み、10数の個体の形質転換体を得た。 

 

４．研究成果 

（１）イネにおけるゲノム再構成 

①トランスポゼースによるDs(LoxP)カセット

の転移：イネ用のコンストラクトpDLHCを導入

した個体では、Acトランスポゼースがすでに

発現していることから、その当代（T1）また

は次代で（T2）でD(LoxP)カセット(図1)の転

移が想定された。そこで、この両世代からDNA

を抽出し、アクチンのプロモーター（PAC）内

とCreリコンビナーゼ遺伝子(CRE)内にデザイ

ンされたプライマーを用いてPCRを行った(プ

ライマー位置は、図1参照)。その結果、T1世

代では転移は確認できなかったが、T2世代に

転移が起こっているものが確認された(図２)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

②Creリコンビナーゼによるゲノム再構成：

DS(LoxP)カセットがゲノム中の他の部位へ転

移すると、アクチンのプロモーターがCreリコ

ンビナーゼ遺伝子の上流に位置するようにな

り、Creリコンビナーゼが働くようになる。こ

のCre遺伝子には、人工的なイントロンを導入

してあり、大腸菌やアグロバクテリウムでは

酵素活性は認められない。実際、転移した後

のイネ形質転換体では、イントロンが除かれ、

Creリコンビナーゼの活性が認められた。そこ

で、形質転換体の染色体を調べたところ、10

番染色体が短くなっていることが示された

(図3)。 

③ゲノム再編成の機構：10番染色体上の欠失

の原因は、形質転換により T-DNA が 10 番染

色体の長腕に挿入され、次代で Ds(LoxP)カセ

ットが 10 番染色体長腕上の他の部位に転移

したことによると考えられる。この結果、2

つの LoxP が 10番染色体上に離れて配置され

るため、Cre リコンビナーゼによって、LoxP

間の特異的な組換えが誘発される。２つの

LoxP の方向が同じであれば、この間の DNA 分

子は環状化し、逆であれば、逆位となる。環

状化した場合、セントロメアの活性を持つ塩

基配列が含まれれば、そのまま人工環状染色

体として核内に維持されるが、セントロメア

が含まれない場合では細胞分裂に従って消

失する。図３のケースは、この後者に当たる

と考えられた。故に、多数の形質転換体をス

クリーニングすることにより、人工環状染色

体が創出されることが期待できる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

（２）オオムギの形質転換 

①� イネと同様のコンストラクトを、オオム

ギに導入し、数十個体の形質転換体を得た。

この場合は、Ac 転移酵素遺伝子が組み込まれ

ていない”Golden Promise”を用いたため、

T-DNAの挿入位置をTAIL-PCRによって決定す

ることにした。しかしながら、シロイヌナズ

ナで用いた方法(Fujimoto et al. 2016)では、

 
図２．イネ形質転換体の PCR 分析。プライ
マー：PactF＋CreR。矢印は、DS(LoxP)カ
セットの転移に伴う 0.7 kb バンド。 

 

図 3．イネ形質転換体（T2）の体細胞染色
体。矢印は短縮化した 10 番染色体。バー
=10μm. 



挿入位置の決定は不確定であった。これは、

オオムギのゲノムサイズが大きく、T-DNA の

ボーダー配列に類似した配列が多く存在す

ることによると考えられた。用いるプライマ

ーを長くし、PCR の条件を検討したが、確実

な結果は得られなかった。さらなる改良が必

要である。 

②Ac 転移酵素遺伝子をオオムギの“Golden 

Promise”に導入し、10数個体の形質転換体

を得た。RT-PCR によって、発現を調べたとこ

ろ、ほとんどの個体に期待通りのスプライシ

ングが起こっており、DS(LoxP)カセットを転

移できると考えられた。今後は、交配によっ

て、①で作出した形質転換体に導入し、ゲノ

ム再編成を誘発する。 
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