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研究成果の概要（和文）：　本研究では、植物で効率よく働くTranscription Activator-Like Effector Nuclease (TA
LEN)の作成系を構築した。はじめに、Arabidopsis thalianaのコドン頻度に最適化したTALE作成系を構築した。この系
は、既報のTALE作成系の様々な問題点を改善したものである。また、作成したTALEが植物細胞内で標的DNA配列に結合
するかどうかを確認するために、一過的ルシフェラーゼアッセイ系を構築した。この系によって、植物を形質転換する
前に、構築したTALENが核内で標的のDNA配列に結合する効率を判断することが可能となった。

研究成果の概要（英文）： In this study, we established a Transcription Activator-Like Effector Nuclease 
(TALEN) system, which efficiently functions in plants. We first generated a TALE backbone and repeats in 
the TALE DNA binding domain according to the codon usage of a model plant, Arabidopsis thaliana. Our TALE 
system has several advantages compared to other plant TALEN systems previously reported. In addition, we 
developed a transient Luciferase (Luc) assay system, in which we are able to evaluate the efficiency of 
the binding ability of the assembled TALEs with the target DNA sequences in plants. By using this Luc 
assay system, we confirmed the abilities of the assembled TALENs before we start to generate transgenic 
plants. We successfully introduced deletion mutations by using our TALEN system in plants. The systems we 
developed in this study help contribute to the advances in plant research in future.

研究分野： 植物遺伝子工学

キーワード： ゲノム編集
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１．研究開始当初の背景 
 ゲノム編集技術の確立は重要な課題である。
確立された場合、基礎研究に役立つだけでな
く、遺伝子治療や作物育種に活かすことも可
能となるであろう。 
 Xanthomonas属の植物病原細菌は、AvrBs3
型のタイプIIIエフェクターをもつ。この型の
エフェクターは、Transcription Activator-Like 
Effector (TALE)と呼ばれており、植物細胞内で
転写を活性化することで細菌の感染を助ける。
AvrBs3タンパク質のドメインのうち、注目す
べきはDNA結合領域である。AvrBs3では34ア
ミノ酸からなる配列が17.5回繰り返されてい
る。34アミノ酸からなる各Repeat配列は、12, 
13番目のアミノ酸以外が非常に良く保存され
ている。Science 2009, 326, 1509-12の論文で、1 
Repeatが1塩基を認識しており、12, 13番目の
アミノ酸配列が塩基特異性を決めている事が
示された。この結果、TALEのDNA結合ドメイ
ンを改変する事で任意のDNA配列と特異的に
結合するタンパク質の作出が可能となった。
実際、FokIのDNA切断ドメインを付加した
TALE nuclease (TALEN)によってヒトの培養
細胞や植物細胞でDNA欠失変異を誘導した例
が報告されている(Nat. Biotechnol. 2011, 29, 
143-8; Nucl. Acids Res. 2011, doi: 
10.1093/nar/gkr597; Nucl. Acids Res. 2011, 39, 
e82)。TALEは、これまで主流だったZink-finger 
nuclease (ZFN)と比べて簡便な構築性と高い
配列特異性が予想されている。しかし、TALE
による植物体での遺伝子破壊の報告例は無く、
欠失変異導入過程の至適化の余地も残ってい
る。また、欠失変異導入以外へのTALEの応用
例の報告も無い。申請者は、過去10年動植物
でRNAiに関する研究を行ってきた。RNAiに
よる遺伝子発現制御の応用に限界を感じてい
た中で、TALEの存在を知り、TALENを用いれ
ばRNAiで解決出来なかった問題点が解決で
きると思ったのが、本研究開始の着想に至っ
た経緯である。 
 
２．研究の目的 
 RNAi が広く普及したのは、配列特異的か
つ簡便な遺伝子発現抑制が可能だからであ
る。しかし、RNAi では遺伝子発現を完全に
無くすことはできず、低温やウイルスによっ
て抑制が解除されたり、植物や線虫ではシグ
ナルが移行して望まない部位でも RNAi が起
こる等の問題が存在する。そこで、配列特異
的かつ簡便であり、これらの問題も解決でき
る系が望まれている。本研究の目的は、植物
病 原 細 菌 で 発 見 さ れ た Transcription 
Activator-Like Effector (TALE)を利用して、
RNAi の諸問題を解決した遺伝子発現制御・
破壊系を構築し、その有用性を示す事である。
ここでは、簡便な TALE 作製系を構築した後、
モデル植物 Arabidopsis thaliana の植物体を用
いて、部位特異的な欠失変異導入の成功を目
指す。 
 

３．研究の方法 
 近年開発された TALEN は、植物ゲノム上
での配列特異的な遺伝子破壊を可能にした。
しかし、既存の系は細菌由来の TALE を大き
く改変することなく利用されており、植物で
の発現に最適化されていない。そこで、本研
究では、植物での発現に適した TALE 系を構
築することで、植物での安定的な TALEN の
発現を目指した。本研究の方法は以下の通り
である。 
 モデル植物 A. thaliana のコドン頻度に合わ
せて最適化した TALE ベクター骨格と
Repeat-variable di-residue (RVD)シリーズを構
築する。 
 TALE ベクター骨格に関しては、植物体内
での TALE 発現量を増加させるためにイント
ロンの挿入を行い、クローニング時のバック
グラウンドを下げるために ccdB 遺伝子を挿
入する工夫を行う。 
 RVD シリーズに関しては、Golden gate 
cloning の際に、末端にパリンドロームが生じ
ないように工夫することで、同時に 10 個の
RVD を効率よく連結できるようにする。 
 6 番目と 10 番目の RVD については、異な
ったコドンを使用した複数の RVD シリーズ
を作成することで、TALE 完成後でもリピー
ト領域全体をシークエンス出来るようにす
る。 
 本研究課題の申請段階では報告されてい
なかった G を特異的に認識する NH-RVD も
作成する。 
 以上の工夫を加え、植物での発現を目的と
した TALEN を効率よく作成出来る系の構築
を行う。 
 
４．研究成果 
 本研究では、植物で効率よく働く TALEN
の系を構築した。本研究の成果は以下の(1)
〜(3)の通りである。 
 (1) A. thaliana のコドン頻度に最適化した
TALE 骨格を構築した。我々が構築した系は、
「異なるエピトープタグの付加により各
TALEN の検出が容易」、「イントロンの挿入に
よるアグロバクテリウム内での異所発現の
防止」、「ヘテロダイマー型の FokI-DNA 切断
ドメインの利用による Off-target 効果の低減」、
「各 Repeat variable di-residues ユニットへの
サイレント変異導入により、連結後の TALEN
全長のシークエンス解析が可能」、「G 認識の
ための NH-RVD の導入」などの特徴を持つ。 
 (2)構築した TALE が植物細胞内で標的の
DNA 配列に結合するかどうかを確認するた
めに、Nicotiana benthamiana を用いた一過的
ルシフェラーゼアッセイ系を構築した。この
系では、連結した TALE の DNA 結合ドメイ
ンに AvrBs3 遺伝子の転写活性化ドメインを
付加したものを用いた。この系により、植物
を形質転換する前段階で、構築した TALEN
が核内で標的の DNA 領域に結合するかどう
かを判断することが可能となった。我々の構



築した TALE 系を転写活性化研究に用いるこ
とも可能となった。 
 (3)構築した TALEN の系を用いて、A. 
thaliana と N. benthamiana のゲノム編集を行
った。N. benthamianaのTOM1/TOM3遺伝子、
A. thaliana の MIRNA 遺伝子座を標的に、欠
失変異体の単離を試みた。PCR とシークエン
ス解析によって欠失変異の導入を確認した
が、劣性ホモ植物の選抜までは完了しなかっ
た。研究期間は終了したが、これらの変異体
植物の解析を進めた後、成果を発表したいと
考えている。 
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