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研究成果の概要（和文）：逆遺伝学的変異導入には、相同組換えによる遺伝子ターゲティングや

トランスポゾンを用いた遺伝子タギングなどが含まれる。我々が開発したポジティブ・ネガテ

ィブ選抜によるターゲティングや内在性の DNA トランスポゾンを利用したタギングの最適化

をめざして、関連する組換え機構とその制御機構を解明し、さらに得られたターゲティングに

よるポジティブ選抜遺伝子の挿入やトランスポゾンの挿入に係わる遺伝子の機能解明も行った。 

研究成果の概要（英文）：To facilitate reverse genetic approaches, which include homologous 

recombination-mediated gene targeting using positive-negative selection and gene tagging 

employing endogenous nDart1-related DNA transposons, we were attempting to elucidate 

recombination mechanisms and their regulation mechanisms associated with gene 

targeting and tagging. We also characterized the functions of the genes identified by gene 

targeting and tagging.  
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１．研究開始当初の背景 

 塩基配列が明らかにされた生物に於いて、
目的とする遺伝子の機能を解析するために、
目的遺伝子内に選択的に変異を導入する逆
遺伝学的変異導入法には、相同組換えによる
遺伝子ターゲティングやトランスポゾンを
用いた挿入変異などの手法が含まれる。我々
はポジティブ選抜マーカーとネガティブ選
抜マーカーを用いて、世界に先駆けて逆遺伝
学的変異導入に係わるイネの相同組換えに
よる遺伝子ターゲティングに成功し、挿入ポ 

 
ジティブ選抜マーカー（ノックイン・ターゲ
ティングの場合は選抜メーカーとレポータ
ー遺伝子）の両端で相同組換えが起った結果、
予測通りのゲノム構造の遺伝子破壊体を複
数の得ることができたが、多くの研究者が容
易かつ普遍的にこれらの手法を活用するた
めには、先ず第一に体細胞相同組換え及びそ
の制御機構や副反応として起り得る好まし
くない非相同組換えの機構などを解明して
遺伝子ターゲティングの最適化や汎用化を
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図る必要があると考えられた。また、我々が
開発した、培養変異を惹き起し得ないイネの
内在性 DNA トランスポゾン nDart1 の挿入
によるタギングの最適化と汎用化にも
nDart1 の転移活性を制御する機構の解明が
有益であると考えられた。さらに、本研究は
私の研究歴も終りに近づきつつあるため従
来の研究の集大成とも思われるので、挿入変
異体として得られたイネ遺伝子の機能解明
を試みると共に従来からライフワークとし
て行っていたアサガオのトランスポゾン挿
入による自然突然変異の解析もある程度で
きればとも考えていた。 
 

２．研究の目的 

本研究の目標は大別して以下の通りである。 

(1) 遺伝子ターゲティングに係わる相同組換
えや非相同組換えの機構の解明 

(2) 遺伝子タギングに係わる DNA トランスポ
ゾン nDart1 の転移活性制御の解析 

(3) 遺伝子ターゲティングやトランスポゾン
の挿入による変異に係わる遺伝子の機能解
明 

 なお、当初は上記の目標の内で最も力点が
置かれたのが (1) で、次が (2) であったが、
最近になって、ZNFs や TALENs など（2013

年には CRISPR/Cas も）を用いてゲノムに２
重鎖切断を導入して遺伝子ターゲティング
を行う Genome editingの手法が広く用いら
れる状況になってきたこともあり、また本研
究が私の研究の集大成になるとも考えられ
たので、途中から (2) や (3) にもかなりの
努力を傾注した。 
 
３．研究の方法 

(1) 遺伝子ターゲティングに係わる組換えの
機構の解明 

 イネの遺伝子ターゲティングに用いる導
入ベクターや培養系など係わる種々のパラ
メーターや稀に起る非相同組換えを解析し
て体細胞組換え機構を解明し、さらにポジテ
ィブ選抜マーカーとネガティブ選抜マーカ
ーを用いた遺伝子ターゲティング法の普遍
化を目指して、イネばかりでなく、コケ植物
であるゼニゴケヘの応用も試みた。この際、
プロモーター等はゼニゴケ用の配列を用い
るなどの改変をした導入ベクターを構築し
て形質転換を行った。 
(2) DNAトランスポゾン nDart1 の転移活性と
その制御の解析 

 DNA トランスポゾン nDart1 は、0.4 kb

の非自律性因子で、イネゲノム中に多数の関
連因子が存在する。活性な自律性因子をもた
ないイネのゲノム中にも構造上は約 3.7 kb

の自律性因子となり得る Dart1 配列も複数
見出され、活性な自律性因子をもつ場合でも
複数の Dart1 配列の内の１つだけが活性な

自律性因子である。先ず活性な自律性因子の
存在下で、transposon display 法などにより
どの非自律性因子が転移活性のあるのかを
検討し、活性な非自律性因子の転移挿入部位
の配列上の特徴についても解析を行った。さ
らに転移活性の相違をトランスポゾン排列
の DNA メチル化との関連から解析した。ま
た nDart1 の転移活性を制御し得る因子の
探索も試みた。 
(3) 挿入変異に係わる遺伝子の機能解明 
 遺伝子ターゲティングによる挿入変異に
係わる遺伝子として、イネの DNAメチル化及
び脱メチル化関連の多重遺伝子族を形成す
る各遺伝子の機能を個別に解析し、必要に応
じて交雑により 2重変異体等も分離して、各
遺伝子の役割分担の解明を図った。トランス
ポゾンによる挿入変異と考えられる変異体
については、遺伝形質に影響を与える変異体
に関して、変異遺伝子の構造解析と変異形質
に係わる種々の分子遺伝学的技法を駆使し
て、目的とする遺伝子の機能解明を試みた。 
  
４．研究成果 
(1) 遺伝子ターゲティングに係わる組換えの
機構の解明 

 遺伝子ターゲティングに係わる体細胞相
同組換えの最適化を目指して、相同領域の長
さや標的遺伝子と導入ベクターの相対的な
方向などのパラメーターを解析するために、
一連の導入ベクターの構築を終了し、体細胞
変異に関するパラメーターについて解析中
である。また、稀に起る非相同組換えを解析
して体細胞組換え機構の一端を探るべく、挿
入ポジティブ選抜マーカーの両端で体細胞
相同組換えが起らず、一端では相同組換えが
他端では非相同組換えが起した遺伝子破戒
体も得られたので、その構造を解析したとこ
ろ、非相同組換え領域には標的遺伝子 DNA 
断片の重複が観察された。このことは、我々
のポジティブ・ネガティブ選抜による体細胞
相同組換えが、標的領域の DNAの複製中に起
り得ることを示唆している可能性があると
思われる。さらに培養系に関しても、従来は
完熟種子由来のカルスを用いて形質転換を
行っていたが、未熟胚を用いた形質転換の方
が効率は良いとの報告もあるので、最終年度
に未熟胚を用いた形質転換を行う準備を開
始した。 

 我々のポジティブ・ネガティブ選抜による
遺伝子ターゲティングの普遍化を目指して、
イネばかりでなく、コケ植物であるゼニゴケ
ヘの応用を試み、NOP1 遺伝子を標的とした
ターゲティングにも成功した。また、挿入ポ
ジティブ選抜マーカーの両端の相同領域の
長さと遺伝子ターゲティングの効率との関
係を検討した所、両端の相同領域が 1 kb の
場合には相同組換体は得られず、2 kb の場合



は得られたが、3 kb の場合の方が遺伝子ター
ゲティング効率は明らかに良い結果を得た。  
(2) DNAトランスポゾン nDart1 の転移活性と
その制御の解析 

 DNAトランスポゾンnDart1関連の0.4 kb

の多くの非自律性因子の中で、nDart1-0 と
nDart1-3 が高頻度で転移する因子であり、
これらの因子は全ゲノムに渡って広く挿入
し、特に単一コピー領域中のコード領域と思
われる genic region に転移挿入し易いことが
明らかになったので、このトランスポゾンは
遺伝子タギングに相応しい性質を持つもの
と思われる。また転移活性の高い非自律性因
子は、対応する転移活性のない非自律性因子
と比較して DNA が低メチル化状態にあるこ
とも明らかになった。活性な自律性因子をも
つ系統では、複数の Dart1 配列の内で活性な
自律性因子は Dart1-27 であるが、この因子
の転移酵素遺伝子のプロモーター領域は他
の不活性な自律性因子と比べると低メチル
化状態にあった。さらに、活性な自律性因子
をもたない系統に脱メチル化剤の 5-AzaC 処
理を行うと転移酵素遺伝子が再活性化され
てnDart1-0やnDart1-3の転移も観察される
が、この場合の主要な転移酵素遺伝子の
mRNA は Dart1-34 因子に由来していた。 

 我々はアフリカ稲のゲノム中に nDart1 の
転移能を抑制する因子が存在することを見
出し、Dart-canceller と名付けた。 
(3) 挿入変異に係わる遺伝子の機能解明 
 イネは DNAメチル化に係わる MET1遺伝
子を２つもっており、両者の発現部位は変わ
らないが、MET1a よりも MET1b の方が強
く発現する。ノックイン・ターゲティングに
よる挿入変異として分離した MET1a の挿入
破戒体は何ら明白な表現型を示さず DNA メ
チル化の低下も観察されなかったが、MET1b
破戒体はヘテロ個体でも DNA メチル化の低
下や内在性トランスポゾンの活性化が観察
され、ホモ個体は種子成熟過程で致死となっ
た。DNA メチル化関連のクロマチンリモデ
リング遺伝子 DDM1 も２つあり、DDM1a
破戒ホモ個体ではゲノム反復配列の低メチ
ル化は観察されなかったが、DDM1b 破戒ホ
モ個体では観察できた。さらに両者の２重変
異体では、DDM1b 破戒体よりも強く低メチ
ル化したので、DDM1a は DDM1b と協調的
に DNA メチル化に関与しているものと思わ
れる。イネはDNA脱メチル化に係わるROS1
遺伝子を４つもっており、その内の１つ
ROS1a 遺伝子のノックイン・ターゲティン
グによる挿入破戒はヘテロ個体では栄養成
長期には何ら遺伝形質に影響を与えないが、
変異自体は次世代に伝達し得ないことが明
らかになった。即ち父方由来の変異は次世代
に伝達出来ず、母方由来の変異は早期に胚乳
の発達不全を惹起して正常な胚発生を阻害

するため、変異をヘテロにもつ個体は育成し
得ない。 

 トランスポゾンによる挿入変異体として
は、イネの内在性 DNAトランスポゾン nDart1
の挿入により TWA1 が不活性化され、穂の
粒数が増加することや、高校の教科書にも
記載されているマルバアサガオの内在性
DNAトランスポゾンTip100がCHS−D遺伝
子内に挿入して白色花を咲かせる変異が不
完全優性を示すのは、CHS−D 遺伝子の遺伝
子量効果ためであることも明らかに出来た。 
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