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研究成果の概要（和文）：育種上重要な遺伝子機能の効果的解明のため、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の逆遺伝学的変異導入法の関

連手法の開発を試みた。遺伝子ターゲティング関連ではコンディショナル・ノックアウト法や

subtle 変異導入法の開発を試み、内在性 DNA トランスポゾン nDart1 を利用したタギングの

最適化を念頭に転移活性の制御機構解明を図り、さらに得られた変異体の解析も行った。 

 

研究成果の概要（英文）：To characterize gene function effectively, we tried to develop reverse 

genetic approaches, namely conditional knock-out and generation of subtle mutations by 

homologous recombination-mediated gene targeting and gene tagging employing 

endogenous nDart1-related DNA transposons. We also characterized insertion mutants 

isolated by gene targeting and tagging.  
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１． 研究開始当初の背景 

 本研究で扱う新たな変異創成法とは、逆遺
伝学的変異導入法に関連する手法のことで
ある。逆遺伝学的変異導入法とは塩基配列が
明らかにされた生物に於いて、目的とする遺
伝子の生体内に於ける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
手法であり、先ず変異体を分離して原因遺伝
子を同定する手法とは逆の手順を踏んでい
ることから、逆遺伝学的手法と呼ばれ、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が含まれ
る。我々は、ハイグロマイシン耐性遺伝子 hpt
をポジティブ選抜に、発現した細胞だけを殺
す DT-A 遺伝子をネガティブ選抜として、ア
グロバクテリアを介した形質転換のための
T-DNA の両端のボーダー配列の直ぐ内側に
入れて、T-DNA のランダムな挿入による形
質転換体を効率よく除くポジティブ・ネガテ
ィブ選抜法を開発し、複数の遺伝子で得られ
た形質転換体中の約１％の頻度で目的遺伝
子のターゲティング改変体を分離できた。こ
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れは図１に示すように、T-DNA のボーダー
配列による効率よいゲノムへの挿入経路
（BARI）が効果的に除かれたため、ボーダ

ー配列によらない挿入経路（BIRI）で生じた
形質転換体中のターゲティング改変体（TG）
を相対的に濃縮した結果、既に手法が確立し
ているマウスの場合と同程度の頻度でター
ゲティング改変体を得られるようになり、し
かも単に遺伝子を破戒したノックアウト改
変体だけでなく、内在性のプロモーターにレ
ポーター遺伝子を繫げて、目的の遺伝子の発
現をモニターできるノックイン・ノックアウ
ト改変体の作出にも成功した。 
 しかしながら、得られた改変変異体が致死
的なために遺伝子機能を詳細に解析できな
い場合なども観察されたので、育種上重要な
遺伝子機能の解明には、遺伝子破戒による
null 変異の導入だけでは充分ではなく、育成
中に標的遺伝子の発現を Off から On 、も
しくは On から Off へ変換できるコンディ
ショナル・ノックアウトの開発や、外来性の
ポジティブ選抜遺伝子がゲノム中に残らず、
目的とする点変異だけをピンポイントで導
入する大変クリーンな subtle 変異導入法を
開発し、必要に応じて leaky 変異を分離して
解析することも、遺伝子機能の分子遺伝学的
解析ばかりでなく、育種学の観点からも重要
であると考えられる。 
 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育種を視野
に入れた最適化と汎用化のためにも nDart1
の転移活性を制御する機構の解明は有益で
あると考えられた。さらに、分離されたイネ
の挿入変異体に係わる遺伝子機能の解明も
必要と思われる。 
 

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) 部位特異的組換え系を用いたコンディシ
ョナル・ノックアウト系及び subtle 変異導
入法の開発 

(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機能の解

明 
 
３．研究の方法 

(1) 部位特異的組換え系を用いたコンディシ
ョナル・ノックアウト系及び subtle 変異導
入法の開発 

 P1 ファージ由来の部位特異的組換え系で
ある loxP-Cre を用いて、先ず Off から On

へ変換できるコンディショナル・ノックアウ
トの開発と同時に、目的とする点変異だけを
ピンポイントで導入する subtle 変異導入法
の開発を目指して、図２の模式図に示すよう

に、先ず遺伝子ターゲティングにより loxP
配列で挟まれたポジティブ選抜遺伝子 hptが
標的遺伝子内のイントロンなどの非翻訳領
域に組込まれ、さらに翻訳領域内に点変異を
導入した遺伝子破壊体を得てカルスを誘導
し、エストラジオール処理により誘導可能な
Cre 遺伝子や選抜遺伝子が共に loxP 配列で
挟まれたベクターを導入し、Cre 遺伝子を一
過的に誘導発現させて、標的遺伝子内のポジ
ティブ選抜遺伝子 hpt と共に再導入した Cre
遺伝子や選抜遺伝子を同時に除き、相同組換
えにより翻訳領域内に導入した点変異と非
翻訳領域に 34 bp の loxP 配列だけをゲノム
上に残した改変体の作出を試みた。なお、ポ
ジティブ選抜遺伝子 hpt の 3’領域にはトウモ
ロコシのトランスポゾンEn/Spmの 3’末端の
転写終止領域が組込まれていて、標的遺伝子
の転写を効率的に止めるので、この hpt 遺伝
子がイントロン内などの非翻訳領域内に組
込まれた標的遺伝子は Off 状態にあり、Cre
遺伝子の一過的発現により hpt遺伝子を除け
ば On 状態となる。 
(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。この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。 
(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、イネで多重遺伝子族を
形成し、DNA 脱メチル化に係わると考えら
れる ROS1a 遺伝子の機能解明を試みた。ま
た、育種上重要と思われる形質を賦与する考
えられる nDart1 の挿入変異に係わる遺伝子
の機能解明を試みた。 
  
４．研究成果 
(1) 部位特異的組換え系を用いたコンディシ
ョナル・ノックアウト系及び subtle 変異導
入法の開発 
 図２の模式図が示すような loxP 配列で挟
まれたポジティブ選抜遺伝子 hptが標的遺伝
子内の非翻訳領域に組込まれ、さらに翻訳領
域内には点変異を導入した遺伝子破壊体の
カルスに、エストラジオール処理により誘導
可能な Cre 遺伝子や選抜遺伝子が共に loxP
配列で挟まれたベクターを導入し、Cre 遺伝
子を一過的に誘導発現させて、標的遺伝子内
のポジティブ選抜遺伝子 hptと共に再導入し
た Cre 遺伝子や選抜遺伝子を同時に除き、相
同組換えにより翻訳領域内に導入した点変
異と非翻訳領域に 34 bp の loxP 配列だけを
ゲノム上に残した改変体の作出に成功し、標
的遺伝子の発現が Off から On へと変換さ
れたことも確認した。しかしながら、この方
法では点変異導入後に Cre 遺伝子により hpt
遺伝子を削除すると、hpt 遺伝子が組込まれ
ていた場所に１コピーの loxP 配列が外来性
の配列として残ってしまう。この loxP 配列
を標的遺伝子のイントロンなどの非翻訳領
域内に入れて遺伝子発現に対する影響を最
小限にすることは可能だとしても、点変異だ
けを標的遺伝子内に入れて、余計な外来性の
loxP 配列が残らない方が、よりクリーンな 
subtle 変異導入法であり、標的遺伝子が
intronless の場合や GMO の観点からも望ま
しい。 
 標的遺伝子内の標的遺伝子内のポジティ
ブ選抜遺伝子 hpt の除去は、loxP-Cre のよう
な部位特異的組換え系である必要は無く、ト
ランスポゾンを用いることも可能である。昆
虫由来のトランスポゾン piggyBac は TTAA

配列に挿入し、転移脱離する際も小さなDNA

再編成である footprint を生ぜずに precise 

excision を起こし、しかもトウモロコシでの
転移能も報告されているので、標的遺伝子内
の TTAA 配列に組込まれるようにデザイン
して遺伝子ターゲティングを行い、piggyBac

の転移酵素を一過的に発現させて標的遺伝
子内のポジティブ選抜遺伝子 hptの除去を行
えば、余計な外来性の loxP のような配列が

全く残らない大変クリーンな subtle 変異導
入法の開発も可能であろう。  
(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、特定の因子だ
けが高頻度で全ゲノム領域に転移挿入し得
るが、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 １つであるが、
この自律性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。 

(3) 挿入変異に係わる遺伝子の機能解明 
 イネは DNA 脱メチル化に係わる４つの
ROS1 遺伝子の内の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判明した。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
体は育成し得ないと考えられる結果を得た。 

 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 遺伝子が不活性化され、
穂の粒数が増加することを明らかに出来た。 
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