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研究成果の概要（和文）：アグロバクテリウムを用いた形質転換法は、イネへの外来遺伝子導入のゴールドスタ
ンダードである。本課題ではイネにおける細胞特異的なエピゲノム解析技術解析基盤技術開発とアグロバクテリ
ウム感染による遺伝子発現変化の網羅的解析を行った。目的細胞から簡便に核を単離するINTACT法がイネに適用
できることを明らかにした。また、アグロバクテリウム感染は急激な遺伝子発現変化を誘導せず、感染3日後に
ミトコンドリア関連の遺伝子が多く発現誘導されることを明らかにし、形質転換効率向上に向けた基盤的知見を
得た。

研究成果の概要（英文）：Agrobacterium-mediated transformation is a gold-standard for gene 
integration in to rice genome. This project aimed to establish the methodology for cell type 
specific epigenome analysis and to analyze transcriptome dynamics during Agrobacterium infection. We
 successfully applied INTACT method to rice to isolate pure nuclei from cells of interest. 
Time-series RNA-seq revealed Agrobacterium infection induced expression of mitochondria related 
genes only after 3 days after infection. These results provide the insights for rice callus 
responses to Agrobacterium infection to improve transformation efficiency.

研究分野： 機能ゲノム学

キーワード： イネ　アグロバクテリウム　形質転換
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１．研究開始当初の背景 
1994 年にアグロバクテリウムによるイネ

の形質転換法（アグロバクテリウム法）が開
発されて以来、アグロバクテリウム法がイネ
への遺伝子導入のゴールデンスタンダードに
なっている。イネのモデル品種である日本晴
では相同組換えを用いた遺伝子ノックアウト
や遺伝子機能改変が可能になってきたが、一
般的な遺伝子機能解析手法になり得ていない。
また、多くの実用品種の形質転換効率は日本
晴の 1/10〜1/100 程度であり、形質転換個体
を得ることすら難しい現状である。 
研究代表者は複数のイネの転写因子が、ア

グロバクテリウム共存下のカルスでは下流遺
伝子の発現を誘導できないことを見いだした。
このことはアグロバクテリウム感染細胞では
エピジェネティックな制御によりグローバル
に遺伝子発現誘導が抑制されていることを示
しており、アグロバクテリウムに対してエピ
ゲノム変化を介した防御応答をしている可能
性が示唆された。実際、ヒストンバリアント
であるH2A変異体では T-DNAのゲノムへの
導入が阻害され、エピゲノムと T-DNA 導入
の関連が示唆されているが、感染時のゲノム
ワイドなエピゲノム変化については未解明で
ある。 
 
２．研究の目的 
形質転換効率の異なるイネ品種由来カルス

を材料に、アグロバクテリウム感染細胞核を
単離し、次世代シークエンサーを用いて遺伝
子発現解析を行い、アグロバクテリウム感染
細胞特異的に発現変動する遺伝子の同定、ア
グロバクテリウム感染細胞特異的クロマチン
ランドスケープのダイナミクスを捉えること
で、アグロバクテリウムによる遺伝子導入抑
制メカニズムを解明することを目的とする。 
本研究ではアグロバクテリウム感染細胞の

核を単離して、感染細胞特異的なトランスク
リプトーム解析、エピゲノム解析を行う。ア
グロバクテリウムによる遺伝子導入抑制メカ
ニズムが解明されれば、形質転換効率の飛躍
的向上が見込まれ、現在形質転換効率が低い
実用品種の遺伝子組換えイネ実用化の加速が
期待できる。また、相同組換えを利用した遺
伝子機能改変手法や狙った遺伝子座への遺伝
子導入手法が一般化することが期待できる。 
 
３．研究の方法 
	 本研究ではイネカルスを用いて、アグロバ
クテリウム感染細胞特異的遺伝子発現解析お
よびアグロバクテリウム感染細胞特異的エピ
ゲノム解析を行う。まず、1)	アグロバクテリ
ウム感染細胞の核を単離する系を確立する。
単離した核を用いて、polyA が付加した核内
RNA を用いた RNA-seq を行い、2)	アグロバク
テリウム感染に応答した遺伝子発現変動を解
析する。ATAC-seq によりヌクレオソーム分布
パターンを同定することで、3)	アグロバクテ
リウム感染に応答したゲノムワイドなクロマ

チン構造の変化を明らかにする。また、発現
変動遺伝子とクロマチン構造から、4)	発現変
動遺伝子の遺伝子発現制御配列領域を同定し、
エピゲノム変化を介したアグロバクテリウム
に対する防御応答機構を解明する。	
	
４．研究成果	
(1)	アグロバクテリウム感染細胞核の単離	
	 核膜をビオチン化し、ビオチン-ストレプト
アビジンの親和性を用いて核を単離する
INTACT法を用いてアグロバクテリウム感染細
胞核を単離するため、N 末側に核膜局在シグ
ナルペプチドを、C 末側にビオチンリガーゼ
認識配列を付加した GFP をトウモロコシユビ
キチンプロモーターで恒常的に発現させるバ
イナリーベクター（GFP ベクター）と、ビオチ
ンリガーゼ（BirA）をトウモロコシユビキチ
ンプロモーターで恒常的に発現させるバイナ
リーベクター（BirA ベクター）を構築した。
GFP ベクターをイネ品種コシヒカリ、カサラ
ス（形質転換効率:	コシヒカリ<<カサラス）
に形質転換後、自殖により GFP が導入された
形質転換体を増殖した。GFP を核膜にターゲ
ティングするためにシロイヌナズナ RabGTP
遺伝子由来の核膜局在シグナルペプチドを用
いており、これまでに INTACT 法をイネに適用
した例はなかった。そこでINTACT 法がイネに
適用できるかを確認するため、並行して GFP
カセットと BirA カセット両方を搭載した
GFP-BirA ベクターを構築し、イネ品種キタア
ケに形質転換した。GFP-BirA ベクター形質転
換体からカルスを誘導し、INTACT 法を実施し
た結果、イネでも純度が高い核を簡便に単離
できることを明らかにした（図1）。	

	
図 1 INTACT 法により単離したイネカルス核 
ストレプトアビジン磁気ビーズに DAPI 染色
された核がキャプチャーされている（青矢印）。	
	
	 次に、アグロバクテリウム感染細胞核がビ
オチン化を受けるか確認するため、GFP ベク
ター形質転換体から誘導したカルスと BirA
を持つアグロバクテリウムを 3 日間共存培養
し、抗 GFP 抗体およびストレアプトアビジン
-HRP を用いてウェスタンブロットを行った
（図 2）。コシヒカリとカサラスいずれの形質
転換体でも抗 GFP 抗体を用いたウェスタンブ



ロットで検出されるバンドと同じサイズのバ
ンドがストレプトアビジン-HRPで検出された
（図 2矢頭）。しかしシグナルを得るためには
長時間の露光が必要であり、アグロバクテリ
ウム感染細胞核はビオチン化されるが、カル
スあたりのビオチン化された核の割合が非常
に低かった。この原因として、アグロバクテ
リウムに感染する細胞の割合が低いことや、3
日間の感染では充分なビオチン化が起こらな
いことが考えられた。	

図 2 アグロバクテリウム感染による核膜上
GFP のビオチン化 
抗 GFP 抗体（上パネル）およびストレプトア
ビジン-HRP（下パネル）を用いたウェスタン
ブロット。矢頭は抗 GFP 抗体を用いたウェス
タンブロットで検出されるバンドの位置を示
す。下パネルは同一メンブレンにおける解析
だが、上パネルのレーンと合わせるためにコ
シヒカリとカサラスのレーンを入れ替えた
（白線）。	
	
同程度の量の GFP が発現しているコシヒカ

リとカサラス間ではビオチン化効率がカサラ
スの方が顕著に高いことから、アグロバクテ
リウムの感染効率がカサラスの方がコシヒカ
リよりも高いことが明らかになった（図 2	コ
シヒカリ#6とカサラス#6、コシヒカリ#7とカ
サラス#2）。このことから、コシヒカリの難形
質転換性はアグロバクテリウム感染効率が低
いことが原因であることが示唆された。また、
アグロバクテリウム感染していないカルス塊
と感染したカルス塊を用いて H3K9me2 及び
H3K9ac のイムノブロットを行った結果、顕著
な差は観察されなかった。したがって、カル
ス塊としてはアグロバクテリウム感染の有無
でゲノム全体の顕著なエピゲノム変化は起こ
らないことが明らかになった。	
GFP ベクター形質転換コシヒカリでは BirA

ベクターを持つアグロバクテリウムを感染さ
せた際のビオチン化効率が極めて低かったた
め、GFP ベクター形質転換カサラスのみ

INTACT法でアグロバクテリウム感染細胞の核
単離を試みた。しかし、上述のようにウェス
タンブロットでは GFP がビオチン化されるこ
とを確認していたが、INTACT 法では十分な量
の核を得ることができなかった。オルガネラ
ゲノムはヌクレオソームフリーの状態である
ため、オルガネラゲノムが多く存在する状態
で ATAC-seq を行うと、大部分のリードがオル
ガネラゲノム由来となってしまう。このこと
から ATAC-seq には純度が高い核が必要であ
る。アグロバクテリウム感染細胞の核を高純
度で単離して ATAC-seq を実施する予定であ
ったが断念し、ATAC-seq 同様にクロマチンア
クセッシビリティを間接的に解析できる
MNase	titration の条件検討を行った。MNase
処理時間によってシグナルが強くなる領域、
弱くなる領域、変化しない領域が存在するこ
とを明らかにし、イネでも MNase	 titration
が適用できることを確認した。	
	

(2)	アグロバクテリウム感染に応答した遺伝
子発現変動	
	 アグロバクテリウム感染に対する防御応答
として発現変動する遺伝子を同定するため、
イネ品種日本晴の種子から誘導したカルスに
アグロバクテリウムを感染させ、時系列 RNA-
seq を行った。コントロールとして、アグロバ
クテリウム抜きのバッファーでアグロバクテ
リウム感染と除菌ステップを行った。全て 2
反復で、感染 0、5、24、48、72 時間後にサン
プリングを行い、RNA を抽出した。KAPA	
Stranded	mRNA-seq	library	prep	kit を用い
て RNA-seq ライブラリを調整し、HiSeq4000	
50SR モードでシークエンスを行った。IRGSP-
1.0 リファレンスゲノムと MSU7 アノテーショ
ンに対して STAR	 aligner を用いてリードを
マッピングした結果、全てのサンプルで 20M
以上のリードが遺伝子にユニークにマップさ
れた。それぞれの遺伝子にユニークにマップ
されたリード数を元に、edgeRを用いてアグロ
バクテリウムを感染したサンプルとコントロ
ールサンプル間で有意（FDR	<	0.05）に発現
変動した遺伝子の検出を試みたが、感染5、24、
48時間後では発現変動遺伝子が検出できなか
った。感染 72時間後のサンプルでは 409 遺伝
子の発現が上昇し、609 遺伝子の発現が減少
した。これらの発現変動遺伝子にどのような
機能を持つものが多いのかを調べるため、
AgriGO（http://bioinfo.cau.edu.cn/agriGO/）
で Gene	Ontology	Enrichment 解析を行った。
発現減少遺伝子にはいずれの Gene	 Ontology
に関連する遺伝子が濃縮されていなかったが、
発現上昇遺伝子には cellular	 component と
してミトコンドリアに関連する遺伝子が濃縮
されていた。ミトコンドリアは ATP 合成によ
るエネルギー生産の場である一方で、活性酸
素生成源としてプログラム細胞死にも重要な
役割を担うことが明らかとなってきている。
したがって、アグロバクテリウムに感染した
細胞は通常の細胞よりもエネルギーを生産す



ることで防御応答に資する、もしくは単純に
アグロバクテリウム感染によって細胞死が誘
導されていることが示唆された。特定の
biological	 process や molecular	 function
に関わる遺伝子は濃縮されていなかったため、
今後の検証が不可欠である。検出された発現
変動遺伝子の数や変動幅も小さかった原因と
して、我々のグループで用いている形質転換
法が至適化されすぎている可能性も考えられ
る。今後解析を進める際には一般的に用いら
れている形質転換法を用いることを検討する
必要がある。	
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