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研究成果の概要：イネの遺伝子ターゲティング法を機能ゲノム学を推進する上で有効な技術と

して進展させることを目指して、ターゲット改変した内在遺伝子の機能を OFF から ON の状

態に復帰させる、遺伝子スイッチのシステム化を、これまで遺伝子の破壊を行ってきた Waxy

とアルコール脱水素酵素遺伝子(Alcohol dehydrogenase) Adh１と Adh２について行い、Waxy

と Adh２については ON の状態に復帰していることを分子レベルで確認した。また、ターゲテ

ィング法の高効率化を実現した。 
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１．研究開始当初の背景；イネは主要穀物の
単子葉モデル植物で、全ゲノム配列情報など
が急速に整い、イネの機能ゲノム学が飛躍的
に展開する時期を迎えつつある。高等植物タ
ーゲティング法は、植物のポストゲノム研究
の推進をめざした米国NSFの 2010年プロジ
ェクトにおいて、アラビドプシスでも 2003

〜6 年位、日本植物生理学会の 10 年計画委員
会による植物科学研究の 10 年間の予測では
2007 年頃に実現可能と予測されたが、実際

には、アラビドプシスで３報、イネに関して
は我々のイネ Waxy 遺伝子の論文が唯一で
ある。我々のターゲティング法は、強力なポ
ジティブ・ネガティブ選抜を基盤にしている
ため、発現量に関わらず多くの遺伝子に適用
できると考えられ、既に、Waxy、Adh１、
Adh２等複数の遺伝子改変に成功してきた。 

 

２．研究の目的；本課題ではターゲティング

法のイネ機能ゲノム学推進に向けた実用化
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を目指し、ターゲティング組換え機構の理解

を進めつつ、ゲノム改変を効果的かつフレキ

シブルに行えるようにターゲティング法を

高機能化することを目的とするため、以下の

アプローチを進めた。  

(1)これまでに作出した、複数系統のゲノム改

変イネの相同組換えの詳細を解析して俯瞰

的に比較し、イネの T-DNA 遺伝子導入に伴

う相同組換え機構の理解を進め、ベクターデ

ザイン等ターゲティングの効率化へ応用す

る。 

(2)我々のターゲティングでは、ターゲット挿

入部位に Cre/loxP の部位特異的組換えのた

めの loxP を含めてあり、ターゲット挿入部

位の削除による機能復帰が可能であり、エス

トロゲン誘導型プロモーターによるCreの発

現制御を行い、効果的な遺伝子の ON/OFF

スイッチをシステム化する。 

 

３．研究の方法 

(1)塩基配列の多型を含むターゲティングベ

クターで得られたゲノム改変個体の組換え領

域の解析; Adh1 と Adh2 のターゲティングで

は、ベクター側の相同領域に複数の塩基置換

が組み込まれているため、ベクターに用いた

相同領域とゲノムに既存の配列との間での組

換え位置が明らかとなり、ターゲティングで

生じた 2 回の相同組換えの起点を推定できる。

それぞれ、植物の育成を進めつつ、サザン解

析を進め、次いで、相同組換えの生じた改変

領域の塩基配列の解析を行う。2 回の相同組

換えの生じた起点を中心にゲノム側の配列と

ベクター側の配列がどのように組み変わった

かについて、変異系統間のばらつきなどを含

めて仕分けを行い、T-DNA の RB と LB、ま

たターゲティング改変遺伝子のプロモーター、

コード領域、5' 3' UTR などのゲノム側の配

列の特徴もふまえて、相同組換えの過程を推

定する。 

（2）ターゲティングによる遺伝子のON/OFF

スイッチの確立；ターゲティング法の高機能

化として、Cre/loxP の部位特異的組み換えの

効率化をエストロゲン誘導型プロモーター制

御下で Cre を発現させることで検討する。こ

れまでに、Waxy と Adh1、Adh2 遺伝子のタ

ーゲティングで、挿入したポジティブマーカ

ーと転写終止領域の両端に loxP 領域が配し

てあるため、得られた個別の系統のイネのカ

ルスに対して、誘導型のプロモーターを付与

した Cre 遺伝子をカナマイシン耐性のポジテ

ィブマーカーを用いて導入し、ターゲティグ

イネの種子胚カルスと根で、Cre の誘導条件

を制御しながら発現させて、ターゲティング

挿入部位の削除を行い、遺伝子の機能復帰を

検討ターゲット挿入部位除去を行い遺伝子の

ON/OFF スイッチを確立する。 

 

４．研究成果 

(1) Adh2 のターゲティングでは、8 系統のタ

ーゲティング遺伝子破壊カルスを得て、

再分化植物を 7 系統作出した。これらの

植物の T0および T1分離世代でサザン解

析を行った結果、すべての系統で、正確

な Adh2 の破壊改変が生じていた。標的

遺伝子以外のランダム形質転換は全くな

いことがわかり、強力なポジティブ・ネ

ガティブ選抜によるイネターゲティング

法では、目的遺伝子のみを正確に改変で

き、さらに、Waxy に引き続き、アルコ

ー ル 脱 水 素 酵 素 遺 伝 子 (Alcohol 

dehydrogenase) Adh１、Adh２のターゲ

ティングも可能であることが明らかにな

ったことから、本ゲノム改変法が、イネ

の様々な遺伝子配列をデザインできる、

極めて効果的なゲノム改変法であること

が明らかとなった。 

(2) Adh2 のターゲティングで得た 7 系統の

植物のサザン解析で、ベクター側の塩基

置換が高効率で、イネゲノムに導入され

その結果、相同組換えの５‘側の組換え

領域で、基のゲノム配列には存在しなか

った KpnI の制限酵素のサイトが、新た

に創出されたことが明らかとなった。 

(3) Adh2 のターゲティング改変体ではター

ゲティングベクターに 21 個の塩基配列

の多型が含まれている。8 系統のターゲ

ティング改変体について、相同組換え領

域への多型の導入を塩基配列の解読によ

り解析した。その結果、6 系統でターゲ

ティングベクターの 5' 3'両側の多型が検

出され、2 系統でターゲティングベクタ

ーの 3'側の多型が検出され、1 系統でタ

ーゲティングベクターの 5'側の多型が検

出された。このことから、2 回の相同組

換えによるイネターゲティング法では

T-DNA の 5' 3'両側の相同領域が、安定し

て組み込まれる頻度が高いことが明らか

となった。また、5' あるいは 3'の相同組

換えは、ベクターの中心に置かれたポジ

ティブマーカー組み込み後に、ゲノム側

の配列に乗り換える組換えが生じること

も、低い頻度で生じていることが見出さ

れた。 

(4) Adh１と Adh２は第 11 番染色体に約 30

ｋｂの間隔で近在しているが、それぞれ

のターゲティング頻度は、互いに異なり、



 

 

Adh２は Waxy ターゲティングの約 2 倍

（２％）に対して Adh１は約 1/6 倍

（0.15％）とかなり異なることが明らか

となった。この理由については、まだ不

明な点が多いが、Adh１の機能欠損、Adh

１の５‘上流域のレトロトランスポゾン

を含む配列の影響などが考えられる。イ

ネターゲティングの効率化のための要因

の一つを明らかにできる可能性があるた

め、今後、この理由を解明する必要があ

ると考えられる。Adh１のターゲティン

グ改変体は 3 系統得られ、すべての系統

で発芽時の冠水耐性の欠損が分離 T1 世

代で明確に観察された。 

(5) ターゲティングによる遺伝子の ON/OFF

スイッチの確立を目指して、まず、Waxy

遺伝子破壊を行ったイネで、Cre 遺伝子

を一過的に発現させることで、Waxy 遺

伝子の第一イントロンに挿入した、ポジ

ティブマーカーとトランスポゾン由来転

写終止領域の削除を行い、再生植物での

Waxy 遺伝子の発現を花粉で確認した。

しかし、再生植物体は不稔となったため、

詳しい解析には至らなかった。 

(6) 次いでエストロゲン誘導型プロモーター

制御下で Cre を発現することで、Waxy、

Adh２、Adh１のターゲティング改変体

での、破壊遺伝子の復帰を検討した。エ

ストロゲン誘導型プロモーターを持つ

Cre 遺伝子を、Waxy、Adh２、Adh１の

ターゲティング破壊系統から誘導したカ

ルスに再導入後、誘導条件を検討して

Cre の発現を行った。PCR による解析の

レベルでは Waxy、Adh２、Adh１の遺伝

子領域に挿入されたポジティブマーカー

とトランスポゾン由来転写終止領域の削

除が確認できたが、再分化植物の不稔の

傾向が極めて高く、Waxy、Adh１の機能

復帰植物は、すべて不稔となった。唯一、

Adh２のターゲティング改変体のポジテ

ィブマーカーとトランスポゾン由来終止

領域の削除改変体を複数系統得ることが

でき、分子レベルでの機能復帰の状態を

解析中である。 
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