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研究成果の概要（和文）：本研究では、遺伝子組換えに該当しない範囲のゲノム編集を用いて植物の特定のタン
パク質の発現量を変化させる方法の開発を行った。そのためのアプローチとして、標的遺伝子の5'非翻訳訳領域
の開始コドン上流域をCRISPR/Cas9システムを用いて切断し、二本鎖DNA切断の自然修復に伴うランダムな変異を
その周辺に生じさせた。その結果、5'非翻訳訳領域の開始コドン上流域に生じたランダムな変異によって、タン
パク質発現量を様々なレベルに変化させられることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The aim of this project was to develop a method to modulate the expression 
level of a specific protein by using genome editing without introducing foreign DNA into the genome.
 To achieve this, we took the approach of cutting the 5'-leader region of the target gene by the 
CRISPR/Cas9 system and introducing random mutations via non-homologous end joining (NHEJ) into the 
5'-leader region. Our results demonstrated that the protein expression level can be altered to 
varying degrees by NHEJ-mediated random mutations in the 5'-leader region.

研究分野： 分子生物学

キーワード： ゲノム編集　5'非翻訳訳領域
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子組換え作物は有用な形質を持っていても、消費者から敬遠される傾向がある。本研究で開発した方法で
は、外来導入DNAを残さずに特定のタンパク質の発現量の調節が可能で、多くのタンパク質の発現調節に応用で
きると考えられる。そのため、遺伝子組換えに該当しない範囲のゲノム編集を用いて様々なタンパク質の発現量
の改変による品種改良が可能となり、作物育種への大きな波及効果が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

近年、ゲノム DNA の任意の部位に変異を導入するための技術としてゲノム編集技術が開発さ
れ、基礎研究から応用まで幅広い分野で活用されている。遺伝子組換え作物は消費者から敬遠さ
れる傾向があるが、ゲノム編集技術によって作出された作物は外来導入 DNA が残っていなけれ
ば遺伝子組換え作物に該当しない。そのため、今後ますますゲノム編集技術が作物の品種改良に
活用されていくことが予想される。遺伝子組換えに該当しない範囲のゲノム編集を用いて特定
の遺伝子を破壊することは容易であるため、ゲノム編集技術を利用した作物の品種改良の多く
は遺伝子破壊によって行われる。しかし、特定の遺伝子を破壊するのではなく発現量を変化させ
ることによって有用な形質を持つ作物の作出が期待できる場合も多い。発現量調節に関与する
シス配列が同定されている遺伝子についてはゲノム編集技術を用いてそのシス配列を破壊する
ことによって発現量を変化させることが可能であるが、作物の多くの遺伝子において外来導入
DNA を残さずに特定のタンパク質の発現量を変化させることは困難である。特に、遺伝子組換
えに該当しない範囲のゲノム編集技術を用いて特定のタンパク質の発現量を増加させることは、
多くの場合に困難である。 

 

２．研究の目的 

 本研究では、より多くの遺伝子において遺伝子組換えに該当しない範囲のゲノム編集技術を
用いてタンパク質発現量を変化させることを可能にする方法の開発を目的とした。5′ 非翻訳領域
の開始コドン上流域の配列は多くの遺伝子においてタンパク質コード領域の発現量に影響する
と考えられる。そこで、CRISPR/Cas9 システムを用いて標的遺伝子の開始コドン上流域を切断し
てその周辺に変異を生じさせることによりタンパク質発現量を変化させるという方法を考えた。
本研究では、この方法の有効性を検証した。 

 

３．研究の方法 

(1) 一過的発現系を用いた解析 

 開始コドン上流域の変異のタンパク質発現量への影響を調べるために、一過的発現系を用い
た。この解析を行うために、シロイヌナズナやイネのゲノム編集の標的遺伝子の 5′ 非翻訳領域
を構成的発現プロモーターとホタルルシフェラーゼ遺伝子の間に挿入したコンストラクト（レ
ポーターコンストラクト）を作製した。シロイヌナズナの培養細胞から調製したプロトプラスト
に、作製したレポーターコンストラクトを含むプラスミドをポリエチレングリコール処理によ
り導入した。その際に、構成的発現プロモーターの下流にウミシイタケルシフェラーゼ遺伝子を
つないだコンストラクトを含むプラスミドを、内部標準プラスミドとして同時に導入した。一定
時間培養後に細胞を破砕して細胞抽出液中のホタルルシフェラーゼ活性とウミシイタケルシフ
ェラーゼをそれぞれ測定し、ホタルルシフェラーゼ活性をウミシイタケルシフェラーゼ活性で
標準化した。 

 

(2) シロイヌナズナにおけるゲノム編集 

シロイヌナズナの遺伝子の CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集には、pKI1.1R ベクター
(Tsutsui H and Higashiyama 2017) を用いた。標的遺伝子の開始コドン上流域の配列と一致するガ
イド RNA 配列を pKI1.1R の AarI 切断部位に挿入した。そのようにして作製したプラスミドを
アグロバクテリウムに導入し、フローラルディップ法によりアグロバクテリウムをシロイヌナ
ズナの花序に感染させた。アグロバクテリウムを感染させたシロイヌナズナから得られた種子
をハイグロマイシン B を含むムラシゲスクーグ寒天培地に播種し、ゲノム編集用コンストラク
トが導入された個体を選抜した。選抜した個体の葉から抽出したゲノム DNA を用いてヘテロ二
本鎖移動度分析を行うことにより変異を検出し、シークエンス解析により変異を同定した。 

 

(3) イネにおけるゲノム編集 

イネの遺伝子の CRISPR/Cas9 システムによるゲノム編集には、pUCgRNA ベクターと
pZH_gYSA_MMCas9 ベクター (Mikami et al. 2015) を用いた。標的遺伝子の開始コドン上流域の
配列と一致するガイド RNA 配列を pUCgRNA の BbsI 切断部位に挿入した。そのプラスミドを
AscI と PacI で切断し、ガイド RNA 発現カセットを含む DNA 断片を pZH_gYSA_MMCas9 の
AscI-PacI 切断部位に挿入した。そのようにして作製したプラスミドをアグロバクテリウムに導
入し、イネの胚から誘導したカルスにアグロバクテリウムを感染させた。カルスをハイグロマイ
シン B を含む選抜培地で培養し、その後さらにシュート誘導培地に移すことにより、ゲノム編
集用コンストラクトが導入されたシュートを得た。再生したシュートから抽出したゲノム DNA

を用いてヘテロ二本鎖移動度分析を行うことにより変異を検出し、シークエンス解析により変
異を同定した。 

 



 

 

４．研究成果 

(1)開始コドン上流域の変異のタンパク質発現量への影響の一過的発現系を用いた解析 

ゲノム編集を用いて開始コドン上流域に変異を導入する前に、まず開始コドン上流域の変異
がタンパク質発現量に実際にどのような影響を及ぼすかを一過的発現系を用いて調べた。 

そのためにシロイヌナズナとイネのいくつかの遺伝子の 5′ 非翻訳領域を構成的発現プロモー
ターとレポーター（ルシフェラーゼ）遺伝子の間に挿入したコンストラクト（レポーターコンス
トラクト）を作製した。また、それらの 5′ 非翻訳領域の開始コドン上流域の中で CRISPR/Cas9

システムよる切断が可能であると考えられる位置に、PCR を用いた部位特異的変異導入により
１塩基または 2 塩基の欠失変異を導入した。作製した野生型レポーターコンストラクトを含む
プラスミド DNA と変異型レポーターコンストラクトをそれぞれプロトプラストに導入し、一定
時間培養後に細胞を破砕してルシフェラーゼ活性を測定した。その結果、解析した遺伝子のうち
の多くで、開始コドン上流域の変異によるルシフェラーゼ活性の変動が見られた。この結果から、
開始コドン上流域の１塩基または 2 塩基の欠失変異によってタンパク質発現量を変化させられ
ることが示された。 

 

(2) シロイヌナズナの花成抑制遺伝子の開始コドン上流域へのゲノム編集による変異導入の影
響の検討 

ゲノム編集を用いて開始コドン上流域に変異を生じさせることによってタンパク質発現量を
変化させることができるかどうかを作物において検討する前に、まずシロイヌナズナを用いて
この方法が実際に可能であるかを調べた。 

そのために、シロイヌナズナの花成抑制遺伝子の開始コドン上流域を標的としたゲノム編集
を行なった。花成抑制遺伝子の開始コドン上流域の配列と一致する配列を含むガイド RNA と
Cas9 を発現させるためのコンストラクトを持つ T-DNAをシロイヌナズナに導入した。T-DNA が
導入された形質転換シロイヌナズナを抗生物質耐性を指標に選抜し、それらの植物の中から花
成抑制遺伝子の開始コドン上流域に変異が生じたものをヘテロ二本鎖移動度分析によってさら
に選抜した。シークエンス解析によってどのような変異が生じたかを調べたところ、様々な長さ
の欠失変異、挿入変異、塩基置換が同定された。変異が確認された個体について後代で変異をホ
モ接合体として持ち T-DNA が除かれた系統を確立した。 

得られた変異系統の花成時期を野生型系統と比較したところ、変異系統では変異の種類によ
って様々な花成時期の変化が観察された。野生型系統よりも早咲きになる系統と遅咲きになる
系統があったことから、花成抑制遺伝子のタンパク質発現量を減少させる変異と増加させる変
異が得られたことが示唆された。それらの変異のタンパク質発現量への影響を調べるために、変
異が生じた遺伝子の 5´非翻訳領域をクローニングして構成的発現プロモーターとルシフェラー
ゼ遺伝子の間に挿入し、ルシフェラーゼの発現に対する各変異の影響を一過的発現解析により
検討した。その結果、変異のタンパク質発現量への影響と花成時期への影響にはおおむね相関が
見られた。これらの結果から、シロイヌナズナにおいて、遺伝子組換えに該当しない範囲のゲノ
ム編集を用いて開始コドン上流域に変異を導入することによりタンパク質発現量を様々なレベ
ルに変化させられることが示された。 

 

(3) イネの遺伝子の開始コドン上流域へのゲノム編集による変異導入のタンパク質発現量への
影響の検討 

イネにおいて、ゲノム編集を用いて開始コドン上流域に変異を生じさせることによってタン
パク質発現量を変化させることができるかどうかを調べた。そのために、イネのある遺伝子の開
始コドン上流域の配列と一致する配列を含むガイド RNA と Cas9 を発現させるためのコンスト
ラクトを持つ T-DNA をイネに導入した。T-DNA が導入された形質転換イネの中から、ゲノム編
集の標的遺伝子の開始コドン上流域に変異が生じたものをヘテロ二本鎖移動度分析によって選
抜した。シークエンス解析によってどのような変異が生じたかを調べたところ、様々な長さの欠
失変異、挿入変異、塩基置換が同定された。 

同定された変異のタンパク質発現量への影響を調べるために、変異が生じた遺伝子の 5´非翻
訳領域をクローニングして構成的発現プロモーターとルシフェラーゼ遺伝子の間に挿入し、ル
シフェラーゼの発現に対する各変異の影響を一過的発現解析により検討した。その結果、変異に
よるルシフェラーゼ発現量の変化が観察されたが、変異の種類によってルシフェラーゼ発現量
の変化の程度は多様であった。それらの変異の中にルシフェラーゼの発現量を増加させるもの
も見つかった。この研究により、イネにおいて、遺伝子組換えに該当しない範囲のゲノム編集を
用いた開始コドン上流域に変異を導入によってタンパク質発現量を様々なレベルに変化させら
れることを実際に示すことができた。 
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