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研究成果の概要（和文）：本応募課題では、これまでに我々が作出・選抜し、原因遺伝子を単離してきたイネの根の突
然変異体を有効に活用し、人工制限酵素（TALEN）のイネのカルスや根への外部投与により、標的遺伝子の破壊を試み
た。その結果、TALEN:GFP融合タンパク質の核への導入には成功したが、標的遺伝子への変異挿入個体を得ることはで
きなかった。今後はカルス培養条件を検討し、解析する必要がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, we tried to create regenerated plants that have mutation of target 
gene by treatment of TALEN from the outside of callus or root tips. However, we have not been able to get 
those plants, yet. Henceforth, we have to reconsider about condition of callus induction that can make 
TALEN work much more effectively.

研究分野： 植物遺伝育種学

キーワード： イネ　ゲノム編集

  ２版
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１．研究開始当初の背景 

 

 これまでに、作物育種に活用されてきた遺

伝子組換え技術は 21 世紀に入ってからも多

様な技術が次々に開発され、基礎・応用・実

用研究の面で活用されている。すなわち、従

来の遺伝子組換えの痕跡が残る技術から、最

終産物である品種のゲノムには痕跡が残らな

い（導入遺伝子が残らない）技術が開発され

てきた。New Plant Breeding Techniques (NBT) 

と呼ばれるこれらの手法の 1 つに人工制限酵

素による標的遺伝子の改変技術があげられ

る。この人工制限酵素の配列をゲノムに組み

込み植物体内で発現させ、標的遺伝子を改変

した後、自殖後代で導入配列をもつ染色体を

保持しない個体を選抜すれば、最終産物には

遺伝子組換えの痕跡が全く残らないこととな

る。しかし、作成途中の段階でゲノムに組み

込んでいることから、最終産物を“非”形質転

換体として扱うことに関して国際的な議論が

活発化している。 

 

 

２．研究の目的 

 

 そこで本応募課題では、これまでに我々が

作出・選抜し、原因遺伝子を単離してきたイ

ネの根の突然変異体を有効に活用し、最終的

に人工制限酵素（TALEN）のイネの根への外

部投与により、標的遺伝子の破壊が可能であ

ることの証明を目指した。 

 

 

３．研究の方法 

 

1）TALEN コンストラクトの導入による標的

遺伝子の破壊 

 

 ゲノム編集コンソーシアムより分譲された

Golden Gate TALEN assembly により、各標的

遺伝子を切断する人工制限酵素 (TALEN)コ

ンストラクトを構築し、イネの wild type カル

スへ導入する。次にこれらカルス由来の再分

化個体の DNA を抽出し、対象配列を解析す

ることにより、実際にこれら標的遺伝子内に

変異を導入できることを確認する。その際、

TALEN の N 末、および C 末側の長さの改変

や、各標的遺伝子のホモログ(off-target sites) 

への影響等も精査し、効率的かつ標的配列特

異的な変異系統作出法を確立する。 

 

2）TALEN:GFP 融合タンパク質のイネのカル

スおよび根系への外部投与 

 各 TALEN に GFP を連結させたタンパク質

を合成し、アルギニンリッチペプチドととも

にイネカルスおよび根へ投与し、実際に核内

へ到達することをGFPの分布をもとに実証す

る。その際、ペプチドと TALEN:GFP 融合タ

ンパク質の混合割合、濃度、処理時間等を詳

細に検討し、最適値を決定する。 

 

3）TALEN タンパク質のカルスおよび根系へ

の外部投与による標的遺伝子破壊候補系統の

作出および選抜 

 上記により各種条件設定が終了した後に、

TALEN タンパク質とアルギニンリッチペプ

チドを供試材料のカルスおよび根へ投与する。

その後、カルス誘導培地で培養し、カルスの

増殖、および根からのカルスの誘導を行う。

その際、経時的にカルスをサンプリングし、

DNA の抽出、および DNA 配列の決定により

標的遺伝子破壊候補系統の作出および選抜を

試みる。 

 

 

４．研究成果 

 

1）TALEN コンストラクトの導入による標的

遺伝子の破壊 

 

 はじめに、Golden Gate TALEN assembly に

より各標的遺伝子を切断する人工制限酵素

（TALEN）を構築し、イネの wild type カルス

へアグロバクテリウムを介して導入した。次

に、選抜培地上で活発な細胞増殖が認められ

たカルスを対象に、DNA を抽出して以下のよ

うに標的遺伝子の破壊の有無を確認した。 

 

①TALEN の標的領域中に制限酵素サイトが

存在するように設計したため、当該領域を



PCR により増幅した後に、各制限酵素で処理

し、標的遺伝子の破壊の有無を調査した。そ

の結果、制限酵素で切断されなかったカルス

系統を複数得ることに成功した。 

 

②次に、これらのカルス系統由来の DNA を対

象に、標的領域の塩基配列を決定した。その

結果、標的遺伝子に数ベースの DNA のデリー

ションが認められる個体を得ることに成功し

た。このことは、導入した遺伝子が発現した

人工制限酵素が DNA を確かに切断し、最終的

に変異を導入できたことを示している。 

 加えて、①の実験において制限酵素で切断

されたカルス由来の DNA についても同様に

配列を決定することで変異挿入の有無を確認

した。その結果、これらの中にも変異挿入系

統を見出すことに成功した。興味深いことに、

これらの中には TALEN の結合配列よりも外

側に変異が挿入されたカルスが見出された。

カルス誘導を伴っているので、これらの変異

が必ずしも TALEN によるものか否かについ

ては現時点では確証は得られない。しかし、

標的サイトの極めて近傍であることを考える

と、TALEN による切断後に挿入された可能性

がある。もしそうであれば、これらの人工制

限酵素による変異挿入のメカニズムに関して

はまだまだ未解明の部分が多く残されている

ことになり、今回得られたそれぞれの変異パ

ターンを精査していくことは、本手法の今後

の利用展開に向けて極めて重要な情報を提供

できるものと期待される。 

 

③変異挿入が認められたこれらのカルスを再

分化培地へ移植し、再分化個体を取得した。

最終的に、これらの個体由来の DNA を解析す

ることで、得られた再分化個体では確かに標

的遺伝子が破壊されていることを確認した。 

 

④標的遺伝子はファミリーを形成しているた

め、他のファミリ−遺伝子にも TALEN による

変異挿入が認めれるかどうかと検討した。

TALEN の結合配列に相同性の高い領域につ

いて配列を決定した結果、いずれのファミリ

ー遺伝子にも変異の挿入は認められなかった。

このことは、TALEN による標的遺伝子への変

異挿入は非常に特異性が高い状態で進行して

いると考えられる。しかし、品種育成の観点

からは、全く他の遺伝子に影響しないかどう

かが非常に重要になってくるため、今後は解

析するカルス由来の DNA 数をさらに増やす

ことや、培養期間の違いによる影響もしっか

り把握しつつ、オフターゲットへの作用の有

無を精査していく予定である。 

 

2）TALEN:GFP 融合タンパク質のイネのカル

スおよび根系への外部投与 

 

 各 TALEN に GFP を連結させたタンパク質

を合成し、アルギニンリッチペプチドととも

にイネカルスおよび根へ投与した結果、実際

に核内へ到達することをGFPの分布をもとに

実証した。その際、ペプチドと TALEN:GFP

融合タンパク質の混合割合、濃度、処理時間

等を詳細に検討し、最適値を決定した。 

 

3）TALEN タンパク質のカルスおよび根系へ

の外部投与による標的遺伝子破壊候補系統の

作出および選抜 

 

 上記１）にて DNA の切断能力が実証された

TALEN をイネの根、およびカルスへ外部投与

することで、標的 DNA への変異挿入を試みた。

しかし、当該領域の PCR 増幅産物への各制限

酵素処理、および標的領域の塩基配列の解読

を行ったが、実際に変異が挿入されたカルス

を得ることはできなかった。 

 外部投与では TALEN により切断・変異挿

入が生じる細胞数が著しく少ないことが想定

される。そこで、これらのカルス由来の再分

化個体を取得し、これらの DNA の標的配列を

決定したが、得られた再分化個体においても

当該領域への変異挿入は認められなかった。 

 これに関して、通常のアグロバクテリウム

による TALEN 導入時では、導入後のカルス

培養期間が長いほど、TALEN による変異挿入

の効率が高まることが報告されている。この

ことは、活発に細胞増殖が進行しているとき

が TALEN による切断・変異挿入のタイミン

グであることを示唆している。このため、今

後は液体振とう培養を行うなど、カルスの増



殖を著しく高めることで、TALEN の作用力を

最大限に発揮させる等の改善が重要と考えら

れる。 
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