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研究成果の概要（和文）：ゲノム中の特定の部位に任意のタイミングでDNA二重鎖切断を導入する為、誘導型I-SceI発
現カセットならびに、I-SceI認識配列を内部に有するLuciferase遺伝子を形質転換したシロイヌナズナを作出し、標的
遺伝子切断がジーンターゲッティング効率に及ぼす影響を評価した。その結果、相同組換えの鋳型を形質転換する際、
同時に標的遺伝子切断を行うことでジーンターゲッティング効率が5-10倍上昇することが明らかとなった。またプロト
プラストにおけるタンパク質の一過的発現系とDNA二重鎖切断誘導を組み合わせ、ChIP法によって発現タンパク質とDNA
二重鎖切断部位との結合を評価する系を構築した。

研究成果の概要（英文）：Arabidopsis tester lines possessing an I-SceI recognition site and an inducible I-
SceI expression system were established for monitoring protein attachment at DNA double strand break (DSB)
 site and for monitoring gene targeting events. By using this experimental material, it was revealed that 
gene targeting efficiency was increased by a factor of 5-10 by DSB induction during transformation of gene
 targeting vector. 
 It is known that T-DNAs preferentially integrate at DNA DSB sites. Previous studies show that VirD2, whic
h is one of the key Agrobacterium tumefaciens proteins involved in T-DNA processing and transfer is import
ant for efficient T-DNA integration in to the plant genome. However there is no direct evidence to show th
e role of VirD2 in T-DNA integration step. For detecting in vivo VirD2 attachment at DSB sites, I establis
hed chromatin immunoprecipitation assay using protoplast of this Arabidopsis tester line with transfection
 of VirD2 expression cassette and DSB induction.
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１．研究開始当初の背景 
 研究開発当初、標的配列を任意に切断でき
る人工制限酵素として ZFNs や TALENs が
利用されていたが、切断活性が不十分である
場合や、切断可能な配列に制約がある場合も
多く、ゲノム編集のツールとしての人工制限
酵素の改良が進められていた。高等動物にお
いては、人工制限酵素をコードする RNA と
組換えの鋳型を供導入することでジーンタ
ーゲッティング効率が有意に向上すること
が報告されていた一方、高等植物においては、
RNA の直接導入が困難である為、人工制限
酵素の発現量を十分量確保することが難し
く、また、アグロバクテリウム経由で組換え
の鋳型を形質転換する場合、標的遺伝子切断
と鋳型が存在するタイミングをあわせるこ
とも困難であり、人工制限酵素の利用による
ジーンターゲッティング効率向上の報告は
なかった。このような状況において、人工制
限酵素の改良を進めることはもちろんのこ
と、ジーンターゲッティングの周辺技術の整
備として、標的遺伝子切断と併用することで
ジーンターゲッティングの効率をさらに向
上させる要因の解明は重要であると考えら
れた。 
 
２．研究の目的 
本研究では、高等植物における効率的かつ汎
用性のあるジーンターゲッティング系の構
築を目指し、ジーンターゲッティング効率の
向上に有効な標的遺伝子の切断法や、組換え
の鋳型となるジーンターゲッティングベク
ターを効率的に核内および、標的遺伝子切断
部位にリクルートする方法について知見を
得ることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 任意のタイミングでゲノム中に DNA 二
重鎖切断を誘導でき、かつジーンターゲッテ
ィングイベントを可視化できるシロイヌナ
ズナ形質転換体を作製した。 
 
(2) (1)で作製したシロイヌナズナからプロト
プラストを調製し、PEG法によってアグロバ
クテリウム由来の VirD2 発現ベクターを形
質転換した。VirD2が発現するタイミングに
合わせて DNA 二重鎖切断を誘導し、ChIP 
assayによって VirD2と DNA二重鎖切断部
位との結合を解析した。 
 
(3) (1)で作製したシロイヌナズナを材料に、
標的遺伝子の切断誘導あり/なしの条件下で
組換えの鋳型の形質転換を行い、ジーンター
ゲッティング効率を比較した。 
 
４．研究成果 
(1)I-SceI 切断を伴うモデルジーンターゲッ
ティング植物体の作製 
プロモーター配列を持たない Luciferase 
(Luc)遺伝子中に I-SceI 認識配列 18bp を組

み込み、β-estradiol 誘導型 I-SceI 発現カ
セットと並べたコンストラクト(図 1)をシロ
イヌナズナに形質転換した。この形質転換体
ではLucの発現は生じないことを確認した後、
約 100 系統の形質転換体の中から、外来遺伝
子を 1コピー有し、β-estradiol 処理によっ
て I-SceI site における DNA 二重鎖切断誘導
が生じる系統(#1044-19, 42)を選抜した。両
系統では、β-estradiol 処理後 16 時間にお
いて、約 40%の細胞において I-SceI site に
切断が生じていることが確認できた。 
 

 

 
(2)Chromatin immunoprecipitation(ChIP)に
よる DNA 二重鎖切断部位結合タンパク質検
出系の構築 
アグロバクテリウム経由で植物核内に運ば
れる transfer DNA (T-DNA)は DNA 二重鎖切断
部位に挿入され易いことが知られている。ま
た、VirD2 に変異を有するアグロバクテリウ
ムでは、T-DNA のゲノムへの挿入効率が著し
く低下することも知られている。VirD2 は
T-DNA と共に核内に移行することが確認され
ている一方、VirD2 が T-DNA の植物ゲノムへ
の挿入に直接関わっている証拠はない。そこ
で、T-DNA の DNA 二重鎖切断部位への挿入に
VirD2 が関わっているかを明らかにするため
に、(1)で作製したシロイヌナズナを材料に、
ChIP assay によって VirD2と植物ゲノム中の
DNA 二重鎖切断部位との結合を評価する系を
構築した。(1)で作出したシロイヌナズナか
らプロトプラストを調製し、VirD2-YFP 融合
タンパク質発現ベクターをPEG法により形質
転換した。その後、プロトプラストにβ
-estradiol 処理を行い、I-SceI site におけ
る DNA 二重鎖切断を誘導した。形質転換およ

図 1 I-SceI siteおよび、誘導型 I-SceI発現カセットを有する形質
転換シロイヌナズナの作製 
I-SceI site はプロモーター配列を持たない Luciferase 遺伝子
(PrmoterlessEluc)中に存在する。この形質転換体にβ-estradiol
を処理すると、I-SceIの発現が誘導され、I-SceI siteに DNA二
重鎖切断が生じる。 



びβ-estradiol 処理開始後 16 時間のプロト
プラストを回収し、架橋、GFP 抗体を用いた
免疫沈降を行った後、脱架橋を行い、
VirD2-YFP 融合タンパク質と共沈してきた
DNA を回収した。この DNA を鋳型に、I-SceI 
site 近傍および、異なる染色体上の領域の増
幅を PCR により増幅し、増幅産物の量を定量
した。その結果、β-estradiol 処理区では、
I-SceI site 近傍の配列が VirD2 と共沈しや
すい傾向にあったが、β-estradiol 処理、未
処理区における差は顕著であるとは言い難
かった為、今後追試を行い、再現性を確認す
る予定である。 
 
(3)標的遺伝子切断を伴うジーンターゲッテ
ィング効率評価システムの構築 
(1)で導入した I-SceI site を有する Luc 遺
伝子をジーンターゲッティングのアクセプ
ターサイトとし、相同組換えによってこのア
クセプターサイト内のLuc遺伝子上流にプロ
モーター配列を付与するジーンターゲッテ
ィングベクターをアグロバクテリウム法に
より形質転換した。アグロバクテリウム懸濁
液ならびに、共存培地にβ-estradiol を添加
することで、ジーンターゲッティングベクタ
ーの導入と標的遺伝子の切断誘導を同時に
行った。その結果、共存培養中に DNA 二重鎖
切断誘導処理を行った区では、b-estradiol
非添加区と比較してLucの発現を示す根断片
の割合が顕著に増加し、DNA 二重鎖切断未処
理時に比べて約 10 倍ジーンターゲッティン
グ効率が高いことが明らかとなった(図 2)。 

 また、ジーンターゲッティングベクターを
一旦ゲノム中に挿入しておき、標的遺伝子切
断と同時にベクターを切り出すジーンター
ゲッティング法(in planta gene targeting)
の成功例がシロイヌナズナにおいて報告さ
れている(Fauser et al. 2012)。この方法で
は、ジーンターゲッティングベクターをゲノ
ム内に有する細胞株樹立後、標的遺伝子切断
およびジーンターゲッティングベクターの
切り出しを行うことでジーンターゲッティ
ングを誘導できるため、個々の細胞にジーン
ターゲッティングベクターを形質転換する
必要がなく、形質転換効率が低い植物種にお
いても適用可能なジーンターゲッティング
系であると言える。 
 アグロバクテリウム経由で導入したジー
ンターゲッティングベクターの両端に
I-SceI site を付加したベクターを構築し、
(1)で作製した、ジーンターゲッティングの
アクセプターサイトを有するシロイヌナズ
ナに形質転換した。アクセプターサイト、ジ
ーンターゲッティングベクターの双方を有
する植物体に b-estradiol 処理を行い、Luc
の観察を行ったところ、アグロバクテリウム
経由でジーンターゲッティングベクターを
形質転換する場合と比較して_倍程度ジーン
ターゲッティング効率が高いことが明らか
になった(図 3)。 
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図 3 ジーンターゲッティング(GT)ベクターをゲノム内から供給
する GT法 
Acceptor, GT vector の両方をゲノム内に有するシロイヌナズナ
にβ-estradiol 処理を行うことで、標的遺伝子の切断および GT 
ベクターの切り出しが誘導され、GTが促進される。 図 2 I-SceI切断を伴うジーンターゲッティング(GT)検出系の構築 

GT アクセプターサイトを有するシロイヌナズナに対して GT ベ
クターを形質転換する際、β-estradiol を処理することで GT 効
率が上昇する。 
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