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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9を利用した動物のゲノム編集では卵細胞にCas9タンパク質とガイドRNAの
複合体(RNP)を導入することで、標的遺伝子改変が可能となる。組換えDNA分子は宿主ゲノムに組み込まれない
（DNAフリー）。本研究では、イネの培養細胞を動物のES細胞に見立て、DNAフリーゲノム編集植物の開発を目指
した。培養細胞にRNP導入を試みたが、ゲノム編集植物を得ることはできなかった。催芽種子の茎頂分裂組織
(SAM)にパーティクルガン法でGFPをコードするDNAの導入が可能であることを実証できたので、SAMにRNPを導入
した方が、簡便にDNAフリーゲノム編集植物を得られると期待された。

研究成果の概要（英文）：CRISPR/Cas 9 is a powerful technique for genome editing. Transgene-free 
genome-edited animals cab be produced by introduction of ribonucleoprotein (RNP) of Cas 9 nuclease 
and guide RNA. In this study, we aimed to develop DNA-free genome-editing plants by using cultured 
rice cells as ES cells for animals. Although we tried to introduce RNP into cultured rice cells, we 
could not obtain genome-edited plants. As we have been demonstrated that it is possible to introduce
 the DNA encoding GFP into the shoot apical meristem (SAM) of a germinated seed by the method of 
particle bombardment, it is expected to be easier to obtain DNA-free genome editing plants if RNP is
 introduced to SAM. 

研究分野： 植物分子遺伝育種学

キーワード： 育種学　遺伝学　ゲノム　バイオテクノロジー　植物

  ２版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
ゲノム編集を使って作られた食品について、新たに組み込んだ遺伝子が残存していない場合、国への届け出だけ
で販売できるようになる見通しが、2019年3月に厚生労働省の専門家会議により示された。 遺伝子の変異は自然
界でも起きていて、従 来の品種改良の技術で作られたものとゲノム編集で作られたものは技術的に区別するこ
とができない。本研究成果は、遺伝子が組み込まれることなくゲノム編集イネを作出できる技術開発を可能にす
るものである。収穫量が多いイネなど、農林水産業の分野で新しい品種を作り出す技術として注目される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 ゲノム編集技術では CRISPR/Cas9 などの部位特異的なヌクレアーゼを用いて標的遺伝子を自
在に改変することが可能ある。マウスやゼブラフィッシュなどの動物では、受精卵細胞に Cas9
（DNA 切断酵素）をコードする RNA または Cas9 タンパク質、および、標的遺伝子を探し出すた
めのガイド RNA を導入することで、標的遺伝子改変が可能となる（図１）。組換え DNA 分子が宿
主ゲノムに組み込まれることはない（DNA フリー）。 

イネを含む植物では、Cas9 タンパク質とガイド RNA を発現させるバイナリーベクターをアグ
ロバクテリウムを用いて宿主ゲノムに組み込ませ、形質転換細胞を抗生物質などで選抜して植
物体を再分化させる方法が主流である（図２）。植物のプロトプラストを用いる方法もあるが、
１個のプロトプラストを培養するのは極めて困難なため、多数のプロトプラストから形質転換
細胞を抗生物質などで選抜するステップが必要であり、この時、宿主ゲノムへ選抜マーカー遺伝
子が組み込まれる。 
 

 
図１ CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集   図２ 本研究の背景と目的 
 
 

植物の卵細胞は胚珠と子房に覆われているため、動物の受精卵操作のように直接マイクロマ
ニピュレーションすることはできない。他方、植物の細胞は分化全能性を持ち、体細胞の単細胞
から植物体を再分化させることができる。そこで、植物の単細胞を動物の ES 細胞（Embryonic 
Stem Cell）に見立て、動物の卵細胞と同じ実験を行えるのではないかと考えた（図 2）。 
 植物で単細胞を得る場合、プロトプラストを思いつく。しかし、イネのプロトプラスト培養は
素人には困難である。卵細胞の代わりとして使えるイネ単細胞を得る方法として、私が開発した
以下の方法が使えるのではないかと考えた。 
 私は、イネの組織培養を行う際、与える窒素源によって、カルスの形状と再分化のしやすさが
異なることを報告した（Toriyama and Hinata 1985）。窒素源としてアンモニア態窒素と硝酸態
窒素を除き、代わりに、グルタミン、アスパラギン酸、アルギニンおよびグリシンを窒素源とし
て与える(アミノ酸培地；AA 培地)と、細かくバラバラになりやすい細胞が得られる。さらに、
窒素源として、硝酸態窒素を与えると、緻密な大きな塊のカルスが得られ、再分化しやすい。 
 申請者は、AA 培地で培養したサスペンジョンセルからプロトプラストを単離し、エレクトロ
ポレーション法で、抗生物質耐性の遺伝子を導入して遺伝子組み換えイネを再分化させること
に成功した（Toriyama et al. 1988）。この経験を踏まえ、AA培地で培養して得られる単細胞を
動物の卵細胞に見立て、ゲノム編集を行うことを思いついた。 
＜ユニークなセールスポイント＞ 
「数で勝負」から「一人っ子の子育て充実支援」へ 
 従来の植物培養法では多数の培養細胞の中から遺伝子改変した細胞を選抜する必要があった。
本研究では、選抜なしに１個の細胞を丁寧に培養して植物体を再生させることを目指した。 
 
２．研究の目的 

本研究では、イネにおいて宿主ゲノムへ組換え DNA 分子の組み込みがない(DNA フリー)ゲノム
編集植物を得る方法を開発することを目的とした。イネの培養細胞を用い、動物の卵細胞と同じ
ように、Cas9 タンパク質とガイド RNA のみを導入して、その細胞を選抜なしにそのまま培養し
て植物体に再生させるシステムを開発することに挑戦することとした（図２）。当初はマイクロ
マニピュレーターを用いる予定であったが、当初の計画通り進まないときの対応策として計画
していたパーティクルガン法も用いることとした。 

また、研究実施中に、コムギにおいて、発芽種子から胚の部分のみを切り出し、茎頂分裂組織
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にパーティクルガン法を用いて、Cas9 タンパク質と sgRNA を発
現する DNA コンストラクトを導入し、 組織培養を経ることなく
ゲノム編集コムギが得られたこと、 さらにゲノム編集によって
導入された変異は後代にも遺伝したことが報告された (Hamada 
et al. 2018)。この方法をイネへ適用し、Cas9 タンパク質とガ
イド RNA 複合体(RNP)を導入すれば、外来 DNA フリーのゲノム編
集個体が得られると期待され、より簡便に本研究の目的を達成で
きると考えた（図３）。そのための予備実験を行うことも目的に
加えた。 
 

図３ 催芽種子の茎頂分裂組織を用いたゲノム編集の作業仮説 
 
３．研究の方法 
(1) 培養細胞を用いた実験 
 BT 型および LD 型細胞質雄性不稔性の稔性回復系統である BTR と LDR（核は台中 65 号）の完
熟種子の籾を除去し、次亜塩素酸ナトリウム溶液で滅菌した後、カルス誘導培地（N6CI 培地）
に置床した。約 2週間後新しいカルス誘導培地へ継代してさらに約 2 週間培養した。100 ml の
滅菌三角フラスコに AA液体培地 20 ml を入れ、カルス誘導培地で継代を繰り返したカルスを入
れて 28℃、108 rpm で振とう培養した。1～2週間後、 新しい 100 ml の滅菌三角フラスコにカ
ルスを AA 液体培地ごと 10 ml 移し、新しい AA 液体培地を 10 ml 加えてさらに 1～2 週間培養
し、 継代を繰り返してサスペンジョンセルを得た。 
 細胞がバラバラになっているため観察が容易であることから、インディカイネ由来の Oc 細胞 
(Baba et al. 1986)を理化学研究所バイオリソースセンターより分譲を受け、そのサスペンジ
ョンセルも材料に用いた。 
 これらのサスペンジョンセルを用いて、マイクロインジェクション法とパーティクルガン法
による遺伝子導入と RNP 導入実験を行った。パーティクルガン法では、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) の中にサスペンジョンセルを移し、 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 のシャーレに移した。パーテ
ィクルガンは Biolistic®PDS-1000/He Particle Delivery System (BioRad)を使用した。 
 
(2)ゲノム編集実験 
  Oc 細胞を MSCI 液体培地で 26 ℃、120 rpm (TITEC、 BR-42FL)で培養した。1週間ごとに、 
培地と Oc細胞の体積比が 10：1となるように継代を繰り返した。 
三角フラスコに直径 2.5 cm のろ紙を敷いた吸引用連結管を設置し、導入直前に継代から 4日後
の Oc細胞を液体培地ごと移した。吸引ろ過器 (GM-205、 AS ONE) にかけて培地を除き、ろ紙ご
と直径 6 cm のシャーレに移し、これを試料とした。ゲノム編集のターゲット遺伝子として、
phytoene desaturase (以下 OsPDS、Locus ID は Os03g0184000)を用いた。sgRNA の作成は、 
Guide-it™ sgRNA In Vitro Transcription kit (タカラバイオ) を用いて行った。 操作は添付
の説明書に記載の方法に従い、 sgRNA 作成の際のテンプレートとしたプライマーは以下の配列
のものを用いた（図４） 。  
 
OsPDS sgRNA template: 
5’-CCTCTAATACGACTCACTATAGGTTGGTCTTTGCTCCTGCAGGTTTAAGAGCTATGC-3’ 

 
図４ sgRNA 作成の際のテンプレートとしたプライマー配列 
 
Cas9 タンパク質としては、 Guide-it™ Recombinant Cas9 (タカラバイオ) を用いた。Cas9 タ
ンパク質とガイド RNA 複合体(RNP)の調整とパーティクルガンによる導入方法は、コムギとトウ
モロコシでの成功例 (Liang et al. 2016、Liang et al. 2018、Svitashev et al. 2016)、およ
び、特許書類 (濱田ら 2017；国際公開番号 WO 2017/195906 A1)を参考にして行った。  
 1.5 mL チューブに、1 shot あたり15×Cas9 buffer を 0.35 µL、RNase Inhibitor を 0.125 
µL を加え、そこに sgRNA が 1 µg、Cas9 タンパク質が 1.75 µg となるように加え、DDW で 5.25 
µL にフィルアップした。その後、室温で 15分間放置した。15分後、0.6 µm の金粒子を 1 shot
あたり 375 µg 量りとり、上記の溶液に加え、氷上で 10 分間静置し、これを金粒子/RNP コーテ
ィング溶液とした。次に、金粒子/RNP コーティング溶液の上清を捨て、 1 shot あたり DDW を
10 µl 加えて懸濁し、1 cm 角に切った親水性フィルム (3M 社)を事前に張り付けておいたマクロ
キャリアに 10 µl ずつ塗り広げて風乾させた。10 µl を 1 shot 分としてイネ Oc細胞へ導入し
た。撃ちこみの際の圧力は 900 psi、試料との距離は 6 cm として、1シャーレあたり 1回撃ち
こんだ。ボンバードメント後は、シャーレにサージカルテープを巻き、28℃、明条件で静置した。 

������
��	�

,3'�"1!2

����&2,"�
! )������

������#+.
����

(/2%$32-03
�#+.
� *



 3 日後に、ゲノム編集の有無を CAPS 解析により調査した。ターゲット配列には制限酵素Pst I
の認識配列があり、ゲノム編集が起こって変異が導入されると Pst I で切断されなくなると期
待される（図５）。 
 

図５ ゲノム編集の有無の検出方法 
 
 
DNeasy Plant Mini Kit を用いて抽出したゲノム DNAをテンプレートとし、 標的配列を含む 578 
bp の配列を特異的に増幅させるプライマーを用いて PCR を行った。 プライマーは以下のものを
用いた。PCR 産物を Pst I で消化し、バンドの大きさからゲノム編集の有無を調査した。 
 
PDS F: 5’-TAGGCAACATGTCACTTGGCTCTAGAG-3’ 
PDS R: 5’-CTCCACTACAGACTGAGCACAAAGCTTC-3’ 
 
(3)茎頂分裂組織(SAM)への導入実験 
イネ品種である「金のいぶき」を 30℃、暗条件で発芽させ、実体顕微鏡下において、胚を胚乳に
つけた状態のまま、上記の発芽種子の胚部分の鞘葉及び第１葉原基から第３葉原基を針の先端
を用いて除去した。茎頂分裂組織を露出させた種子を 10 個/プレートとなるように MS-maltose
培地に円形に置床し、パーティクルガン法により DNAや RNP を導入した。 
 
４．研究成果 
(1) AA 培地を用いた単細胞獲得の試み 
 LDR のサスペンジョンセルを AA 培地で培養し、75μm
のふるいで裏ごしした細胞を図６に示した。数個の細胞
塊からなるものもあり、マイクロインジェクションに適
していると考えられた。細胞の直径は 10〜15μm であっ
た。そのため、マイクロインジェクション用には極細のイ
ンジェクションピペットが必要であることがわかった。 
 

図６  サスペンジョンセル   
 
(2) マイクロインジェクションの検討 
マイクロマニピュレーターを用いて、細胞にマイクロインジェクションするために、インジェ

クションピペットの検討を行った。その結果、KITAZATO 社製、Micro Tools for ICSI Injection
（カタログ番号 7100 Code MT-INJ30）が適していた。インジェクションピペットの直径は外径
6μm内径 4μmである。Oc細胞に対して、マイクロインジェクションを試みている様子を図７に
示す。しかし、当研究室保有のマイクロマニピュレーターは 30 年ほど前の装置であり（図８）、
インジェクターが思うように作動せず細胞の中にインジェクすることができなかった。 
 

図７マイクロインジェクションの試み      図８ マイクロマニピュレーター 
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(3) Cas9 タンパク質とガイド RNA の複合体(RNP)の導入 

サスペンジョンセル（Oc細胞）にパーティクルガン法を用いて、Cas9 タンパク質とガイド RNA
の複合体を導入し、ゲノム編集の有無を調査した。Oc細胞の両方から DNA を抽出し、 PstⅠ切
断による CAPS解析により変異の検出を試みたが、 いずれの試料からも PstⅠで切断されなくな
ったバンド（＝ゲノム編集が行われたことを示すバンド）を観察することはできなかった（図９）。
検出できなかった理由として、 RNPの導入効率が低かったこと、 また、変異が起こっていたと
しても、 変異が起きた細胞の割合が、導入されていない細胞に対して圧倒的に少ないというこ
とが考えられた。 

 
図９ CAPS 解析によるゲノム編集有無の調査   図 10 茎頂分裂組織への GFP の導入 

 
(4)催芽種子の茎頂分裂組織を用いた実験 

前述したサスペンジョンセルを用いた実験では、植物体を再生させるに至っていない。より簡
便に植物体を再生させるために、催芽種子の茎頂分裂組織(SAM)に Cas9 タンパク質とガイド RNA
の複合体を導入するという最終目標を達成するための予備実験として、GFP をコードする DNA の
導入が可能かどうかを調査した。その結果、露出させた SAM において、GFP の蛍光を示す種子を
観察することができ、GFP の一過的発現を確認することができた (図 10)。その効率は、 最大
33.3％であった。コムギに比べて胚が小さなイネにおいても、SAMへ遺伝子導入を行うことが可
能であることが示唆された。 
 
(5)今後の展望 
 当初の計画では、培養細胞を用いてゲノム編集を行って植物体を再生させる計画であったが、
茎頂分裂組織への遺伝子導入が可能であることを示すことができたので、茎頂分裂組織に RNP を
導入した方が、簡便にゲノム編集植物を得ることができると期待される。茎頂分裂組織の外側か
ら 2層目にあたる L2層の細胞は、将来生殖細胞へ分化し、組換え遺伝子が安定的に後代に遺伝
していくことも示されている（Hamada et al. 2017）。今後、L2層の細胞へ RNP を導入する条件、
および、露出させた茎頂分裂組織の培養条件を最適化すれば、外来 DNA フリーのゲノム編集植物
を作出することができるだろう。 
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