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研究成果の概要（和文）：イネのミトコンドリアは遺伝子操作を行うには小さすぎると考え、分裂因子の作用を
阻害して巨大化したミトコンドリアを持つ組換えイネを得た。この培養細胞のミトコンドリアに、パーティクル
ガン法で遺伝子導入を試みたが、導入遺伝子の発現は確認できなかった。イネのミトコンドリアゲノムの編集を
行うためのベクターの開発を行うため、特定のイネのミトコンドリアに安定して存在するプラスミド様環状DNA 
とミトコンドリアで発現誘導することが報告されているGFP発現カセットを連結したミニサークルDNAを作成し
た。ミトコンドリアゲノム編集実験を行うためツールを整えることができた。

研究成果の概要（英文）：To establish genome-editing system in rice mitochondria, we developed a rice
 cell suspension lines with enlarged mitochondria mediated by dominant-negative dynamin-like 
transgene. We introduced a GFP gene using particle gun. We did not, however, detect introduced GFP 
expression in the mitochondria. We constructed a mini-circle DNA containing a GFP expression 
cassette and plasmid-like B1 DNA, which was stably present in mitochondria of certain cultivars. The
 resulting vector can be used as a basic tool for genome-editing experiments in rice mitochondria.

研究分野： 植物分子遺伝学

キーワード： 育種学　遺伝学　遺伝子　バイオテクノロジー　植物
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様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	

１．研究開始当初の背景	
	 タバコなどの植物では葉緑体の形質転換が
可能であり、	緑葉細胞にパーティクルガンを
用いて外来遺伝子を導入する系が確立されて
いるが、ミトコンドリアの形質転換系は報告
されていない。イネ細胞のミトコンドリアに
パーティクルガンを用いて遺伝子導入する場
合、	通常のミトコンドリアは直径 1	μm と小
さすぎるので、	巨大化したミトコンドリアを
持つ組換えイネを作成して利用すれば、遺伝
子導入とその後の観察が容易になるであろう
と考えた。我々は、イネのミトコンドリア分
裂因子であるダイナミン様タンパク質遺伝子
のドミナントネガティブ変異 OsDRP3A(K63A)
を導入し、ミトコンドリアの分裂を阻害して、
巨大化したミトコンドリアを持つ形質転換培
養細胞系統、	および、	再分化植物体を得た
（イネ遺伝学・分子生物学ワークショップ
2014）。	
	 理化学研究所の沼田圭司らは、細胞膜透過
配列およびポリカチオン配列を有する融合ペ
プチドと DNA の複合体を用いた遺伝子導入法
を報告した（PCT/JP2013/056062）。彼らはこの
技術を用いてミトコンドリアへの DNA 導入に
も成功している（植物細胞分子生物学会 2014
年盛岡大会）。	
	 イネ BT 型や LD 型細胞質雄性不稔系統のミ
トコンドリアにはメインゲノムの他に、プラ
スミド様環状 DNA	(B1	DNA;	2,135	bp)が存在
し、安定に保持されている。複製開始点を含
み、自己増殖すると考えられる。我々は、この
プラスミド様 B1	 DNA をミトコンドリア人工
染 色 体 (Mitochondrial	 Artificial	
Chromosome;	 愛称	 MAC)として利用すること
を考案し、B1	DNA にミトコンドリア用 GFP 発
現カセットを組み込み、大腸菌のミニサーク
ルベクターテクノロジーを利用して環状 DNA
にすることのできるペアレンタルプラスミド
を構築した。	
		ミニサークルは非ウイルス性の DNA であり、	
ΦC31 インテグレースを介した分子内組換え
により、	元となるペアレンタルプラスミド
DNA から作製される。通常のプラスミド DNA と
異なり、バクテリア由来の複製開始点や抗生
物質耐性遺伝子を有さない。また、メチル化
やサイレンシングなどの影響を受けないため、
ミニサークルからの発現は、通常のプラスミ
ドを用いた場合よりも高効率かつ長期間	 (最
大 14 日間)	持続することが知られている。	
	 ペプチドを利用した遺伝子導入法と、我々
が開発した巨大化ミトコンドリアを持つイネ、
および、B1	DNA を組み込んだミニサークルを
組み合わせることで、イネにおいてミトコン
ドリアのゲノム編集システムが開発できると
いう着想に至った。	
	
２．研究の目的	
	 イネのミトコンドリア分裂因子であるダイ
ナミン様タンパク質遺伝子のドミナントネガ
ティブ変異OsDRP3A(K63A)を導入し、巨大化し

たミトコンドリアを持つ組換えイネを材料と
して、パーティクルガン法や細胞膜透過配列
およびポリカチオン配列を有する融合ペプチ
ドを利用した遺伝子導入法などを用いてミト
コンドリアゲノム編集システムを開発するこ
とを目指した。その際、イネミトコンドリア
が保持するプラスミド様環状 DNA を独自に改
変したベクターやミトコンドリア宅配型配列
を用いる等の工夫を行い、プラスミド様環状
DNA 改変ベクターがミトコンドリア人工染色
体として利用できるかについて検討すること
を目的とした。	
 
３．研究の方法 
(1) ミニサークルの作成	
	 LD型ミトコンドリアに存在するプラスミド
様 B1	DNA（DDBJ	accession	no.	AB523795）を
利用した。Eco	RIサイトを１カ所持つ環状DNA
である。B1	 DNA を持つ稔性回復系統(LDR)よ
り、B1	DNA をクローニングし、ミニサークル
ベクターpMC.BESPX-MCS2（System	Bioscience
社）の Eco	RI サイトに挿入した。GFP 発現融
合カセットをミニサークルベクターの Sal	 I
サイトに挿入し、ミニサークルペアレンタル
プラスミドを作成した。ミニサークル DNA 生
産 キ ッ ト （ MC-EasyTM	 Minicircle	 DNA	
Production	Kit;	System	Bioscience)を用い
てミニサークルを作成した。	
(2) イネ培養細胞への遺伝子導入	
	 イネ培養細胞は、LDRのカルスを材料とし、
AA 液体培地を用いて 28℃、108	rpm で振盪培
養した。直径 7	cm のろ紙を敷いた吸引ロート	
(ビフネルロート	ケニス株式会社)	の中にカ
ルスを AA 液体培地ごと移し、	吸引ろ過器	
(ケニス株式会社)	にかけて培地を除き、	ろ
紙ごと直径 9cm のシャーレに移し、パーティ
クルガン(Biolistic	 PDS-1000/He	 Particle	
Delivery	System）を用いて遺伝子導入を行っ
た。	

	
	 対照実験として、ミトコンドリア移行シグ
ナル配列を付加した GFP または RFP を CaMV	
35S プロモーターに連結したプラスミドを用
いた。また、ミトコンドリアの観察がしやす
いタマネギとツユクサの表皮細胞への遺伝子
導入も行った。蛍光観察には、蛍光顕微鏡は
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Axioplan2	(Carl	Zeiss	Microscopy)	を使用
した。	
		2015 年に、細胞膜透過性ペプチド、	 およ
び、ミトコンドリア移行ペプチドを用いた遺
伝子導入により、	シロイヌナズナのミトコン
ドリアにおける GFP の発現が報告された	
（Chuah	J.	A.,	Yoshizumi	T.,	Kodama	Y.,	
and	 Numata	 K.	 (2015)	 Gene	 introduction	
into	 the	 mitochondria	 of	 Arabidopsis	
thaliana	via	peptide-based	carries.	Sci.	
Rep.	5:	7751.）。細胞膜透過配列およびポリ
カチオン配列を有する融合ペプチドと DNA の
複合体を用いた遺伝子導入法は、この論文と
特許出願 PCT/JP2013/056062 に記載の方法に
従った。	

	 	
(3) B1	DNA の安定性の調査	
	 実験を開始した当初は、	 B1	 DNA の保持に
関わる遺伝子が核に存在する可能性も考えた
ため、	B1	DNA を保持しないイネ品種台中 65
号（T65）と、	 B1	 DNA を保持する Tadukan	
(WRC20)や IR	64 との F₂では、B1	DNA を保持
する個体と保持しない個体に分離すると予想
した。そこで、WRC20×T65	 F ₂および IR	
64×T65	 F₂を材料として、PCR 法により、B1	
DNA の次世代への遺伝について調査した。	 	
	 イネの BT 型細胞質雄性不稔系統である BTA
のミトコンドリアには、	メインゲノムの他に
4 種類のプラスミド様環状 DNA	(B1,	B2,	B3,	
B4)	が報告されている。	これらがミトコンド
リア内で安定に維持されており、	自律的に複
製されると考えられる。これを検証するため、
WRC20、および、WRC20×T65	 BC₈F₁について、
4 種類のプラスミド様環状 DNA の存在を調査
した。	
	
４．研究成果	
(1)	パーティクルガン法を用いた遺伝子導入	
	 イネのミトコンドリアで発現させることを
狙って、イネミトコンドリアで発現量が多い
26S リボソーム RNA 遺伝子のプロモーターと
GFP を 連 結 し た コ ン ス ト ラ ク ト (rrn26	
pro:GFP)を作成した。細胞質雄性不稔性イネ
ミトコンドリア内在性のプラスミド様環状分
子（B1	 DNA）と GFP 発現カセットを連結した
ミニサークル DNA を作成した。	
		ミニサークルの導入実験を行うにあたり、	

ミトコンドリア局在のポジティブコントロー
ルとして F1-ATPase	 γ-サブユニット移行シ
グナルと RFP との融合タンパク質を発現する
コ ン ス ト ラ ク ト mtRFP	 (Arimura	 and	
Tsutsumi	 2002.	 プロモーターは CaMV	 35S)	
を用いた。さらに、ミニサークルに使用した
GFP 発現カセットと同じ配列を含む pPrrn-
GFP プラスミドも使用し、ミニサークルとの
比較を試みた。	植物材料としては、タマネギ、
ツユクサ、イネを用いた。ツユクサは、若い葉
の裏側を上向きにして水を染み込ませたろ紙
の入ったシャーレに並べた。イネは 50	 mg/L
の Hyg を含む AA 液体培地で振とう培養した
OsDRP3A(K63A)/LDR 系統の#1 のカルスを材料
とした。		
	 ツユクサに mtRFP とミニサークルを導入し
たところ、	RFP と GFP の両シグナルが観察さ
れた	(図 1、表 1)。	RFP と GFP のシグナルが
重なり合ったことから、	GFP がミトコンドリ
アで発現していると思われた。しかし、RFP の
発現が強いために GFP のフィルターでシグナ
ルが観察される、いわゆる「映り込み」の現象
である可能性も考えられた。イネでは,	GFP の
シグナルは見られず、	ポジティブコントロー
ルである mtRFP のシグナルも見られなかった
（表１）。	
	

	
図１	 ミニサークルおよびミニサークルを導
入したツユクサの観察	
a:	 本研究で作成し利用したミニサークルの
コンストラクト.	
b:	 ミニサークル	 (MC)	 の GFP シグナルはミ
トコンドリアのコントロールである mtRFP の
シグナルと一致していた。bars	=	50	μm.	
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表１	パーティクルガン法によるミニサーク
ル導入実験	

	
	 	
	 	 導入した GFP 発現カセットにさらなる改
善が必要である可能性も考えられたため、ミ
トコンドリアで発現誘導することが報告され
た酵母の COX2 プロモーターを用いた GFP 発
現カセット(Chuah	et	al	2015)を含むベクタ
ーを再構築した。このプラスミドをタマネギ
表皮に導入したところミトコンドリアと考え
られる細胞内顆粒で GFP の発現が観察できた。
イネのサスペンジョンセルに遺伝子導入を試
みたが、イネカルスは強い自家蛍光を発し、
導入した GFP の蛍光を確認するのは困難であ
った。	
	 酵母の COX2 プロモーターを用いた GFP 発
現ベクターをイネミトコンドリア内在性のプ
ラスミド様 B1	 DNA と連結したミニサークル
DNA を作成した（図 2）。しかし、イネ細胞へ
の導入実験までは至らなかった。	
	

図２	 ミニサークルの作成	
酵母の COX2 プロモーターと GFP、および、イ
ネミトコンドリア内在性のプラスミド様 B1	
DNA を連結したミニサークル	
	
	
(2)細胞膜透過性ペプチドを用いた遺伝子導
入	
	 発芽後 7 日のシロイヌナズナ芽生えを植物
材料として用い、膜透過性ペプチド CPPKH と
35S－GUS または 35S－NLS－GFP のプラスミド
の混合溶液にシロイヌナズナの芽生えを浸し
た。シリンジに蓋を開けたままの 1.5	ml チュ
ーブを入れ、シリンジの先をパラフィルムで
密封し、目盛りが 2 倍になるように引き抜い
て減圧処理	 (0.5	 bar)	 を 1 分間施した。ま
た、目盛りが 2 分の 1 になるように押して加

圧処理	(2	bar)	を 1 分間処理した。減圧と加
圧を両方行うもの、減圧のみを行なうもの、	
加圧のみを行うものに分けて比較した。GUSア
ッセイおよび蛍光顕微鏡による観察の結果、	
いずれのコンストラクトにおいても導入遺伝
子の発現を観察することはできなかった。	
	
(3)B1	DNA の安定性の調査	
	 PCR により B1,	 B2,	 B3,	 B4	の存在を調査
した結果、	IR	64 では,	ポジティブコントロ
ールである BTA と同様,	B1～B4	DNA をすべて
保持していることが分かった	(図 3)。	また,	
WRC20 および WRC20×T65	 BC₈F₁においては,	
B1,	B2,	B4	DNA を保持しているが、B3	DNA を
保持していないことが分かった。このことか
ら、	4 種類のプラスミド様環状 DNA は、必ず
しもセットで存在するわけではないというこ
とが明らかになった。さらに、WRC20×T65	
BC8F1の結果が WRC20 と同様であったことから、	
プラスミド環状 DNA を保持しない T65 の核ゲ
ノム背景でも、	プラスミド様環状 DNA を安定
に維持されることが検証できた。プラスミド
様環状 DNA の存在は核による制御を受けず、	
ミトコンドリアにのみ依存すると考えられた。	
	

図３	 PCR によるプラスミド様環状 DNA の調
査	
	
	
(4)今後の展望	
	 当初の計画では、図２で作成したミニサー
クル DNA、ミトコンドリア移行ペプチド
(MTPKH)、および、細胞膜透過性ペプチド（CPPKH）	
の複合体を、巨大化したミトコンドリアを持
つ形質転換培養細胞系統へ導入する実験を行
う予定であったが、それには至らなかった。
この実験を行うとともに、イネの培養細胞に
おける自家蛍光を排除した GFP の観察が可能
となれば、ミトコンドリアにおいて導入した
GFP が検出できると期待できる。	
	 B1	DNA が戻し交雑を行って核を置換しても
安定に保持されることを明らかにしたことか
ら、B1	DNA を含むミニサークルをミトコンド
リアに導入することができれば、自己複製し、
ミトコンドリア人工染色体として機能し、ミ
トコンドリアゲノム編集システムを開発でき
ると期待される。	
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