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要約 
	
 本論文では、TALENを用いた植物のゲノム編集を容易にすることを目的とし、

そのために行なった各種システム開発およびその機能評価について報告する。 

	
 ゲノム編集は、ゲノム中の特定の領域に作用する特異的なヌクレアーゼを用

いて、この領域に人為的な変異を生じさせる技術である。ゲノム編集では、一

般的に TALEN や CRISPR/Cas9 が用いられる。ヌクレアーゼによって切断され

たゲノム DNAは細胞が持つ修復機構によって修復がなされるが、この際にしば

しば変異が誘発される。 

	
 TALENはDNA結合ドメインとDNA切断ドメインを人工的に繋いで構築され

たヌクレアーゼである。1対の TALENが標的配列を挟む 2ヶ所に結合し、DNA

切断ドメインがダイマーを形成した時に標的配列を切断する。CRISPR/Cas9は、

標的配列の末端部に PAM配列と呼ばれる 3塩基を要するが、TALENにはこの

ような制限がなく、標的配列の設定における自由度が高い。また、TALENは配

列認識の特異性が高く、標的部位以外での変異がほとんど起こらないとされる。 

	
 植物のゲノム編集では、アグロバクテリウム法を用いて TALEN や

CRISPR/Cas9を導入する手法が広く用いられている。この手法では、16 kbを超

えるバイナリーベクターを使用する。TALENは分子量 100 kDaを超える巨大な

タンパク質である。2 つの TALEN 遺伝子をバイナリーベクターに挿入すること

は容易ではない。このために、まずはこれらの操作の簡便化を図った。 

	
 本研究では、従来の TALEN遺伝子の構築システムである Platinum Gate system

を植物向けに適用するためのシステム開発を行なった。また、Gateway組換えシ

ステムを用いて植物用の TALEN遺伝子の構築の簡略化を行なった。これにより、

植物用 TALEN構築システムとして Emerald Gateway TALEN systemを構築した。

このシステムでは、最短 1週間で、標的配列に対応する 1対の TALEN遺伝子を

有するバイナリープラスミドを構築できる。このため、アグロバクテリウム法

に供する植物用 TALENを速やかに構築できるようになった。 

	
 このシステムで構築された TALENが植物細胞で機能するかを、イネ培養細胞

を用いて調べた。イネのプロテアーゼ遺伝子（Os01g0833500）の KpnI切断部位

を含む領域を標的とした TALEN を設定し、この領域に対応する 1 対の TALEN

遺伝子を構築した。これをイネカルスに導入し、得られた形質転換カルスにつ

いてゲノム編集の効率を評価した。その結果、標的部位に変異を生じた変異体
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カルスを複数得ることができた。また、これらの形質転換カルスを再分化した

ところ、標的配列に変異が誘発された変異体植物を得ることに成功した。この

ため、本システムが植物で機能できる TALENを構築するためのツールとして利

用できることが示された。 

	
 しかし、この手法で作製された TALENによるゲノム編集の効率は、2割程度

と高いものではなかったため、この効率を高めることが次の課題であると考え

られた。導入された TALEN 遺伝子は、転写・翻訳を経て植物細胞内に TALEN

を産生する。この TALENの分子数を増やすことで、TALENが標的部位と相互

作用する頻度が増え、結果として変異の誘発率を高めることができると考えた。 

	
 イネの OsMac3遺伝子の 5´UTRに由来する RNA配列（dMac3）は、mRNAあ

たりの翻訳量を高める翻訳エンハンサーとして機能する。dMac3 は、これを結

合した下流 ORFの翻訳量を数倍から数十倍に高める促進活性を示す。本研究で

は、TALEN遺伝子の5´UTRにdMac3を組込むことでTALENの産生能を強化し、

ゲノム編集の効率化を図った。そのために、Emerald Gateway TALEN systemで

用いるディスティネーションベクターの TALEN 導入部位の上流に dMac3 を組

込み、新たなディスティネーションベクター（pDual35S-dxGw1301）を構築した。

このベクターを用いて 5´UTRに dMac3が組込まれた TALEN遺伝子を構築でき

る一連の手法を「Emerald Gateway dx-TALEN system」と名付けた。 

	
 次に、dMac3を TALEN遺伝子の 5´UTRに付加することで、ゲノム編集効率が

どの程度向上するかを評価した。前述した手法と同様の手順で変異が生じた形

質転換カルスの割合を調べた。その結果、dMac3を有する TALEN遺伝子を用い

たゲノム編集では、従来法で構築した TALENを用いた場合よりも変異体が得ら

れる割合が 2倍ほど高まった。このため、TALENを用いたゲノム編集に dMac3

の利用が有効であることが明らかとなった。また、これらの形質転換カルスを

再分化したところ、複数の個体で標的部位周辺に置換・挿入・欠失などの多様

な変異が生じていた。このため、本システムが高い効率で標的配列に変異を誘

発でき、多数の変異体植物を得るために有用なツールであることが示された。 

	
 標的とする遺伝子配列の改変を目的とするゲノム編集の操作では、標的配列

に変異が生じた後は導入したヌクレアーゼが働き続ける必要はない。また、非

特異的な部位での変異の誘発を避けるため、必要な時にのみ導入した TALEN遺

伝子を発現させるためのシステム開発が次の課題であると考えられた。 

	
 グルココルチコイドの投与で一過的に強い発現をもたらす条件発現性のプロ
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モーター（iPromtoer）は、植物細胞で強力に機能することが知られている。本

研究では、iPromoterと dMac3を併用することで、誘導的発現が可能かつ高いゲ

ノム編集効率を示す TALEN 構築システムの開発を図った。そこで、

pDual35S-dxGw1301に含まれるプロモーターを iPromoterに置換し、新たなディ

スティネーションベクター（pDualiPro-dxGw1301）を構築した。このベクターを

用いて iPromoterと dMac3が組込まれた TALEN遺伝子を構築できる一連の手法

を「Emerald Gateway dx-TALEN premium system」と名付けた。 

	
 次に、このシステムで作られた TALEN遺伝子がグルココルチコイドの投与に

応答して発現誘導され、ゲノム編集に至るかどうかを調べた。構築した TALEN

遺伝子をイネカルスに導入し、得られた形質転換カルスを 2 つに分け、一方に

グルココルチコイドの投与を行なった。それぞれのカルスより RNA を抽出し、

RT-PCR により TALEN 遺伝子の発現の有無を調べた。その結果、グルココルチ

コイド処理したカルスでのみ、TALEN遺伝子に対応する転写産物が検出された。

また、前述した手法と同様の手順で変異が生じた形質転換カルスの割合を調べ

たところ、形質転換時にグルココルチコイドを共存させた場合でのみ、6割ほど

の割合で変異体が得られた。この変異体カルスの標的部位では、欠失・挿入な

どの多様な変異が生じていた。このため、本システムがグルココルチコイド依

存的に機能し、TALEN 遺伝子の一過的な発現により標的配列に変異を高効率で

導入できる強力なツールであることが示された。 

	
 一方で、この TALEN遺伝子の一過的発現系では、グルココルチコイド処理の

条件検討はまだ十分に成されていない。このため、本システムはさらなる改善

の余地を残しているものと考えられる。 

	
 また、本研究ではイネ培養細胞を用いてゲノム編集効率の評価を行った。今

後は、本研究で開発されたシステムを利用したゲノム編集を多様な植物種で試

み、変異効率の知見を蓄積することで、将来的に本技術を育種への応用に繋げ

ていけるものと考えている。 

	
 本研究では、植物用 TALENの簡便な構築法を開発し、目的とする TALEN遺

伝子を有するバイナリープラスミドを速やかに作製できるようになった。この

構築法をベースに、翻訳エンハンサーdMac3 および条件発現性プロモーター

iPromoter を組込んだ TALEN 構築法を構築した。これにより、標的配列に高い

効率で変異を誘発できる強力なゲノム編集ツールを構築でき、植物ゲノム編集

が身近な技術として利用できるようになったと考えられる。 
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1章. 序論 
	
 我々が利用する作物は、年月をかけて育種されたものである。突然変異や交

雑により有用な形質のものを選りすぐりする作物育種は、人類が農業を始めた

およそ 1 万年前頃から行なわれている。従来育種法では、有用な形質を持つ個

体を見つけて、これを系統化する。また、異なる形質を有する個体を掛け合わ

せ、有用な形質を集積する交雑育種法もよく用いられる。変異原となる薬剤や

放射線などを利用して突然変異を誘発する手法（変異体育種）も一般的に行な

われている。しかし、これらの手法では偶然性に左右されるため、目的の形質

を有する個体を得るためには多くの労力と長い年月を要する。 

	
 近年は、新しい育種法としてゲノム中の特定の部位を狙い撃ちして人為的に

突然変異を誘発する技術であるゲノム編集技術を利用した変異体育種が注目さ

れている。ゲノム編集技術は、外来遺伝子をゲノム上に組込む遺伝子組換え技

術とは異なる技術である。ゲノム編集技術による育種では、植物が持っている

遺伝子に変異を誘発することで望ましい形質を獲得させる（Osakabe and Osakabe 

2014）。 

	
 ゲノム編集は、ゲノム中の特定の領域に作用する特異的な人工ヌクレアーゼ

を用いて、この領域に変異を生じさせる。ゲノム編集技術には TALEN

（Transcription Activator-Like Effector Nucleases）や CRISPR/Cas9などの人工ヌク

レアーゼが一般的に用いられる。これらのヌクレアーゼは標的となる部位を切

断するが、切断されたゲノム DNA は、細胞が持つ非相同末端修復

（Nonhomologous End Joining; NHEJ）などの修復経路による修復機構が働いて修

復がなされる。この際しばしば修復ミスが生じて変異が誘発される（Lee et al 

2016）。 

	
 TALENと CRISPR/Cas9は、いずれも標的配列に変異を誘発するが、その仕組

みは異なる。TALENは Xanthomonas属細菌由来の TAL effector（TALE）の DNA

結合ドメインと 3 型制限酵素である FokI の DNA 切断ドメインを人工的に融合

させた人工ヌクレアーゼである（図 1）（Christian et al 2010）。TALENを用いた

ゲノム編集（図 2）では、標的配列を挟む 2ヶ所に結合することのできる 1対の

TALEN を用いる。それぞれの TALEN の DNA 切断ドメインがダイマーを形成

することで、標的配列で 2本鎖 DNA切断（Double Strand DNA Break; DSB）を

誘発する（Aouida et al 2014）。切断された DNAは、NHEJなどの修復プロセス
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を受ける（Osakabe and Osakabe 2014）が、この際に、標的配列に塩基の欠損・

挿入・置換などの変異を生じることがある（Sprink et al 2016）。ダイマーを形成

した時にのみ切断活性が生じるため、TALENは必然的に標的配列に対する特異

性が高くなる。（Boch et al 2009、Christian et al 2010）。このため、TALENによる

ゲノム編集では予期せぬ部位での DNA 切断による非特異的な変異（off-target

変異）をほとんど生じない（Bogdanove et al 2011）。 

	
 TALEN の DNA 結合ドメインは標的部位の塩基を認識するモジュール構造を

もっている（図 1）。それぞれのモジュールは 34アミノ酸からなるユニットであ

り、それぞれが 1 つの塩基を認識する。ユニットを構成するアミノ酸配列のう

ち、12番目と 13番目のアミノ酸残基が DNA結合の特異性を決める（Boch et al 

2009、Moscou et al 2009）。このアミノ酸残基が NIの場合はアデニン、NGの場

合はチミン、HDの場合はシトシン、NNの場合はグアニンに対してそれぞれ特

異性を示す（Streubel et al 2012、Jankele and Svoboda 2014）。このため、それぞれ

のモジュールを連結することで、任意の塩基配列に対応することができる。こ

れまでに任意の塩基配列に対応する TALENを構築するために、各モジュールの

連結の簡便化が図られており、Platinum Gate systemでは最大で 21塩基の標的配

列に対応できるようになっている（Sakuma et al 2013）。 

	
 一方、CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集（図 3）では、ガイド RNAが標的配

列末端の NGG 配列を認識し、Cas9 ヌクレアーゼを標的配列上に呼び込む。こ

れにより、Cas9 ヌクレアーゼが標的 DNA を切断し、標的配列上に変異が生じ

る（Jinek et al 2012）。標的配列末端のNGG配列は protospacer adjacent motif（PAM）

配列と呼ばれ、これがガイド RNAが認識する配列の特異性を決める（Kuscu et al 

2014）。しかしながら、CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集では off-target 変異の

発生頻度が高く、目的の配列以外に変異を生じるリスクが大きいことが指摘さ

れている（Zhang et al 2015）。これは、実際に機能しているガイド RNAの認識配

列が短いことと、RNA が標的配列を認識するという性質に起因する（Maehara 

2017）。 

	
 TALENは 2つの大きな特徴を有する。1つ目は、標的配列の設定における自

由度が高いという点である。TALEN の標的配列には PAM 配列のような制限が

ないため、任意の塩基配列に対応することができる。2つ目は、CRISPR/Cas9を

用いたゲノム編集の場合に大きな問題となる off-target 変異をほとんど生じない

という点である。ゲノム編集を行なうためには、これらの TALENの特徴はメリ
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ットが大きい。 

	
 この研究では、TALENが有するこれらの長所を植物のゲノム編集に活かすた

め、システム構築を行なった。植物ゲノム編集における TALENの利便性を高め

るために、植物用 TALENの簡便な構築法の構築、翻訳エンハンサーを利用した

TALENの構築法の開発、条件発現性プロモーターを利用した TALENの構築法

の開発に取り組んだ。本論文では、これらのシステム開発およびその機能評価

について報告する。 
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2章. 植物用 TALENの簡便な構築法の構築とその評価 
	
 植物のゲノム編集では、アグロバクテリウム法（Li et al 2012、Yokoi et al 2016）

やパーティクルボンバードメント法（Shan et al 2014）、ジェミニウィルスを用い

た手法（Butler et al 2016）などが利用される。この中で、アグロバクテリウム法

を用いて TALEN や CRISPR/Cas9 を導入する手法は広く用いられる（Nemudryi 

2014）。アグロバクテリウム法ではバイナリーベクターを使用する。バイナリー

ベクター上の Right border（RB）および Left border（LB）配列の間の配列が、ア

グロバクテリウムを介して植物ゲノムに組込まれる（Zambryski et al 1983）。植

物で TALENを用いたゲノム編集を行なうためには、バイナリーベクターの RB

および LB配列の間に対となる 2つの TALEN遺伝子を挿入する必要がある。バ

イナリーベクターは 16 kbを超える大きなプラスミドであり、TALENは分子量

100 kDaを超える巨大タンパク質（Strauβ et al 2013）である。そのため 2つの

TALEN遺伝子をバイナリーベクターに挿入することは容易ではない。TALENを

用いた植物のゲノム編集を行なうためには、これらの操作の簡便化を行なう必

要があった。 

	
 標的配列に対応した TALEN を構築できるシステムとして、Platinum Gate 

systemが開発されている（Sakuma et al 2013）。このシステムでは、それぞれの

DNA結合モジュールは BsaIおよび Esp3I制限酵素による切断と断片の結合操作

により連結することができ、比較的簡便に TALENの構築が可能である。この研

究では、Platinum Gate systemを利用して連結した DNA結合モジュールをバイナ

リーベクターに組込む過程の簡略化を図った。また、このシステムの評価を行

なった。 

 

2.1. 結果 
2.1.1.植物用 TALEN構築システムの構築 
	
 Platinum Gate system（Sakuma et al 2013）によって構築された TALEN遺伝子を

バイナリーベクターに挿入する操作の簡便化を図った。そのために Gateway シ

ステムの利用を考え、LR clonaseによる組換え反応（LR反応）（Hartley et al 2000）

を利用するシステムの構築を行なった。 

	
 Gateway システムはエントリーベクターとディスティネーションベクターで
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構成されるため、TALENを構築するための一次ベクターを Gatewayシステムの

エントリーベクターにする必要がある。また、アグロバクテリウムに組込むバ

イナリーベクターをディスティネーションベクターとする必要がある。そこで

まず、Platinum Gate systemで構築する TALEN遺伝子のためのベクターをエント

リーベクターに変換することを行い、植物用の TALEN遺伝子構築用のエントリ

ーベクターを作製した。このプラスミドは選抜マーカーとした耐性遺伝子が異

なる複数のものを作製し、それぞれを pPlatAおよび pPlatCと命名した（図 4）。 

	
 次に、エントリーベクターの受入先となるディスティネーションベクターを

構築した。TALEN遺伝子を発現させるための CaMV-35Sプロモーターの下流に

TALEN遺伝子を組込むための LR反応の組換え部位を導入し、Gatewayシステム

でディスティネーションベクターとして機能するプラスミド pDual35SGw1301

を作製した（図 5）。このプラスミドでは 2つの TALEN遺伝子を同時に導入でき

るように 2組の組換え部位を挿入した。 

	
 これらのプラスミドを用いて TALENの構築を試みた。そのために、イネのプ

ロテアーゼ遺伝子（Os01g0833500; acc. No. AK073320）の第 5エキソンにある

KpnI切断部位を標的とした TALENを設計した。標的部位は、TALENの性能評

価を容易にするために、KpnI切断部位を有する配列を配した（図 6A）。 

	
 標的配列に対応する DNA結合ドメインを、Platinum Gate TALEN kitの手順に

従って pPlatプラスミドに挿入し、TALEN遺伝子を構築した（図 7A-C）。得られ

た 2 つの TALEN 遺伝子（pPlatA-TALENa、pPlatC-TALENb）を、LR clonase II

を用いた LR反応により、pDual35SGw1301の組換え部位に組込んだ（図 7C-E）。

これにより、2つの CaMV-35Sプロモーターの下流にそれぞれの TALEN遺伝子

が組込まれたバイナリープラスミドが完成した（pTALENsAB）（図 7E）。この

結果より、バイナリーベクターへの 1対の TALEN遺伝子の組込み操作が簡便化

されることが明らかになった。そこで、バイナリープラスミド上に TALEN遺伝

子を構築するこの一連の手法を「Emerald Gateway TALEN system」と名付けた（図

7）。 

 

2.1.2. 標的部位における変異効率の評価 
	
 本システムで構築した TALEN を用いたゲノム編集の効率を評価した。

pTALENsAB（図 6B）をイネのカルスに導入し、得られた形質転換カルスにつ

いて変異の有無を検定した。ハイグロマイシンを含む N6D寒天培地上で 4週間
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培養し、生育してきたカルスを形質転換カルスとして選抜し、これよりゲノム

DNAを抽出した。TALENの標的部位には KpnI切断部位がある（図 6A）。この

部位で変異が生じた場合にはこの配列が変化し、KpnI 切断部位が消失した場合

には変異が生じたと判断できる。そこで、形質転換カルスから抽出した DNAを

鋳型とした PCR によりこの標的配列を含むゲノム配列を増幅し、これを KpnI

で処理することで KpnI切断部位の存在の有無を調べた（図 8A）。イネの染色体

は同質 2倍体であるため、2つのアリルの遺伝子を有する。1つのアリルに変異

が生じた場合は KpnI で切断されない断片と切断された断片が生じる。2 つのア

リルの両方に変異が生じた場合には KpnIで切断されない断片のみが検出される

と予想される（図 8B）。 

	
 形質転換カルスから DNA を抽出し、これを鋳型とした PCR により標的配列

近傍の約 0.7 kbの配列を増幅した。これらの増幅断片を KpnIで消化し、アガロ

ースゲル電気泳動により分析した。変異が生じていない遺伝子には KpnI切断部

位が存在するため、0.25 kbおよび 0.45 kbの断片に切断されると予想された（図

6A）。pTALENsABを導入した 167株の形質転換カルスで標的部位における KpnI

切断部位の存在の有無を調べたところ、39株（23.4%）で KpnI切断部位が失わ

れた変異体が得られた。このうち、11株（6.6%）で KpnIで切断されない断片と

切断される断片が検出された。これらの形質転換は 1 アリル変異体と予想され

た。一方、28 株（16.8%）では、KpnI で切断される断片は検出されなかった。

これらの形質転換体は 2アリル変異体と予想された（表 1、図 9）。 

 

2.1.3. 形質転換植物における標的変異の検出 
	
 pTALENsAB を導入した形質転換カルスから 6 個体の形質転換植物が得られ

た。この再分化個体を育成し、緑葉よりゲノム DNAを抽出し、これらの植物体

における標的配列上の塩基配列の変化を調べた。これらの形質転換体について、

変異の有無を調べたところ、1アリル変異体と考えられる個体が 3個体、2アリ

ル変異体と考えられる個体が 3個体見つかった（表 2、図 10）。これらの再分化

個体に含まれる TALEN の標的配列を含むゲノム領域の塩基配列を調べたとこ

ろ、KpnI 切断部位の近傍に変異が生じた 10 種類の異なる塩基配列を検出した。

これらの塩基配列では、7塩基以下の小規模な欠損から最大 230塩基の大規模な

欠損、1塩基の挿入、1塩基の置換などの変異が生じていることが分かった（図

11）。78 塩基の欠損と 28 塩基の挿入の変異が生じたと思われる個体（#161）も
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得られた。検出された各変異の詳細は表 3に示す。また、一部の個体（#2-1、#160）

からは 3 種以上の配列パターンが検出された（表 3）。これらの個体は、遺伝的

なキメラ個体であることが示唆された。これらの結果から、本研究で構築した

TALEN遺伝子により、標的配列に多様な変異を導入できることが示唆された。 

 

2.2. 考察	
  
	
 本研究では、Platinum Gate TALEN kitを利用した植物用の TALEN構築システ

ム Emerald Gateway TALEN systemを開発した（図 7）。このシステムは、新たに

作製した植物用 TALEN を構築するためのエントリーベクター（pPlat プラスミ

ド）（図 4）と、2つの TALEN遺伝子を発現させるためのディスティネーション

ベクター（pDual35SGw1301）（図 5）を用いる。pPlatプラスミドに作られた TALEN

遺伝子は、Gatewayシステムを用いた LR組換え反応により pDual35SGw1301の

CaMV-35Sプロモーターの下流に挿入される。このプラスミドは LacZ遺伝子発

現とカナマイシン・クロラムフェニコール・アンピシリン耐性遺伝子を利用し

て選抜できる。 

	
 本システムを用いることで、最短 1週間で植物用の TALEN遺伝子を構築でき

る。このため、本システムの完成により植物ゲノム編集を行なうための TALEN

構築にかける時間を大幅に短縮できると私は考えている。本システムによる

TALEN 遺 伝 子 の 構 築 の た め の プ ロ ト コ ー ル は オ ン ラ イ ン 上

（https://www.nature.com/articles/srep30234）で公開されており、一般に利用可能

となっている（Kusano et al 2016）。 

	
 本システムで構築された TALEN が植物細胞で正常に機能するかをイネ培養

細胞を用いて調べたところ、複数の変異体を得ることができた（図 9）。塩基配

列の解析により、標的配列の近傍に多様な変異（欠損・挿入・置換など）が検

出された（表 3、図 11）。これらの変異の一部は、フレームシフトによる終止コ

ドンの発生や、タンパク質の二次構造の変化などに起因する遺伝子機能の破壊

をもたらすものと予想される。これらの変異体では、導入した TALENが正常に

機能し、標的配列で変異を誘発したと考えられる。これらの結果は、本システ

ムが植物で機能できる TALEN を構築するためのツールとして利用できること

を示している。 
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3章. 翻訳エンハンサーを利用したTALEN
（dx-TALEN）の構築法の開発とその評価 
  
	
 Emerald Gateway TALEN systemを用いることで、植物用 TALENの構築の簡略

化に成功することができた。しかし、従来法で作製した TALENを用いたゲノム

編集の効率は、高いものではなかった。このため、TALENを育種に応用し、幅

広い植物種で効率よく変異体を作製するためには、従来の手法よりも高い効率

で標的配列に変異を導入できるような強力なツールが必要になる。このため、

TALENを用いたゲノム編集の効率を高めることが次の課題であると考えられた。 

	
 植物細胞に導入された TALEN遺伝子は発現して転写・翻訳を経て植物細胞で

TALEN が産生され、核移行シグナルによって核に移行し、標的となる DNA 部

位に結合して変異を誘発する（Boch et al 2009、Mussolino et al 2011）。細胞内の

TALEN の分子数を増やすことで、TALEN と標的配列との相互作用の頻度が増

え、その結果、変異の誘発率を高めることができると期待した。 

	
 イネの OsMac3遺伝子の mRNAの 5´非翻訳領域（5´UTR）は、下流 ORFの翻

訳効率を有意に高めることが分かっている（Aoki et al 2014）。この 5´UTRの後

半領域の 161塩基（dMac3）は、強い翻訳エンハンサーとして働くことが分かっ

ている（Kusano et al 2018）。この研究では、翻訳エンハンサーdMac3を TALEN

遺伝子に組込むことで TALENの産生能を強化し、ゲノム編集の効率の向上を図

った。そのために、Emerald Gateway TALEN systemの改良を行った。さらに、

このシステムを用いて作製した TALEN遺伝子を用いたゲノム編集を行ない、変

異が生じる効率の増加が起こるかどうかの評価を行なった。 

 

3.1. 結果 
3.1.1. 高機能型 TALEN構築システムの構築 
	
 前述の Emerald Gateway TALEN systemで用いるディスティネーションベクタ

ーpDual35SGw1301を改変し、この中に組込まれる TALEN遺伝子の 5´UTR領域

に翻訳エンハンサーdMac3を付加する方法を開発した。 

	
 まず、プラスミド構築の成否の判断をしやすくするための選抜マーカーLacZ

遺伝子と翻訳エンハンサーdMac3の配列を連結した遺伝子断片を化学合成した。

この時、LacZ遺伝子と dMac3の間に CaMV-35Sプロモーターを挿入するための
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XhoIおよび SpeI切断部位を配した（図 12A）。また、TALEN遺伝子に dMac3の

翻訳促進効果を付与するために、dMac3配列の直下に開始コドン（ATG配列）

を配置した（図 13）。この遺伝子断片の XhoI および SpeI 切断部位を利用して、

LacZ遺伝子と dMac3配列の間にCaMV-35Sプロモーターを挿入した遺伝子構築

を行なった（図 12B）。この遺伝子断片の内部に含まれる KpnIおよび XhoI切断

部位を利用して CaMV-35Sプロモーターと dMac3が連結された遺伝子領域を、

SalI および XbaI 切断部位を利用して LacZ 遺伝子・CaMV-35S プロモーター・

dMac3 が連結された遺伝子領域をそれぞれ切り出した（図 12C）。XhoI と SalI

の切断末端は一部で相同な配列を有するため繋ぐことができるため、この性質

を利用してこれらの遺伝子断片を繋ぐことで LacZ遺伝子の両端にCaMV-35Sプ

ロモーターと dMac3 を結合した遺伝子断片を構築した（図 12D）。次に、

pDual35SGw1301を XbaIおよび KpnIで切断して CaMV-35Sプロモーター配列を

除去し、この部位にこの断片を挿入してCaMV-35Sプロモーターの下流に dMac3

を組込んだ（図 12E-F）。これにより、TALEN遺伝子の 5´UTR領域に dMac3を

付加できる新しいディスティネーションベクターを作製した。このプラスミド

を pDula35S-dxGw1301と命名した（図 12F）。このプラスミドを Emerald Gateway 

TALEN system で用いるディスティネーションベクターに置き換え、新たな

TALEN構築システムを作製した。このシステムを「Emerald Gateway dx-TALEN 

system」と名付けた（図 14）。 

	
 次に、このシステムを利用して dMac3を組込んだ TALEN遺伝子を作製した。

TALEN の標的部位は、前章と同じく Os01g0833500 遺伝子の第 5 エキソンにあ

る KpnI切断部位を含む領域を標的とした（図 6B）。これにより、dMac3が組込

まれた TALEN遺伝子を有するバイナリープラスミドを作製した（pdxTALENsAB）

（図 14E）。 

 

3.1.2. 翻訳エンハンサーdMac3 を有する TALENを用いた
ゲノム編集と変異の誘導効率の検定 

	
 dMac3を組込んだ TALEN遺伝子を用いたゲノム編集を試み、イネカルスでの

変異効率を検定した。pdxTALENsAB（図 6B）をイネカルスに導入し、4週間培

養した形質転換カルスについて、標的部位での変異の有無を検定した。 

	
 形質転換カルスから DNA を抽出し、これを鋳型とした PCR により標的配列

近傍の約 0.7 kbの配列を増幅した。これらの増幅断片を KpnIで消化し、アガロ
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ースゲル電気泳動により分析した。pdxTALENsABを導入した 170株の形質転換

カルスで標的部位における KpnI 切断部位の存在の有無を調べたところ、71 株

（41.8%）で KpnI切断部位が失われたと思われる変異体が得られた。このうち、

34株（20.0%）で KpnIで切断されない断片と切断される断片が検出された。こ

れらの形質転換体は 1アリル変異体と予想された。一方、37株（21.8%）では、

KpnI で切断される断片は検出されなかった。これらの形質転換体は 2 アリル変

異体と予想された（表 1、図 9）。dMac3を組み込んでいない TALEN遺伝子であ

る pTALENsABを用いた場合に変異体が生じた割合は 23.4%であった（図 9）。 

	
 pTALENsABおよび pdxTALENsABを導入した形質転換カルスから RNAを抽

出し、これを鋳型として Real-Time RT-PCRを行い、導入された TALEN遺伝子

の発現量を調べた。pTALENsABおよび pdxTALENsABの形質転換カルスでは、

いずれにおいても TALEN遺伝子の発現に由来する転写産物が検出された。これ

らの形質転換カルスの間に有意差はなく、TALEN遺伝子に dMac3を組み込んだ

ことによる発現量の差はないことが示唆された。一方、非形質転換体（NT; 

Non-Transformant）では、TALEN遺伝子の発現は検出されなかった（図 15）。 

	
  

3.1.3. 形質転換植物における標的変異の検出 
	
 pdxTALENsABを導入した形質転換カルスから 22個体の形質転換体植物が得

られた。この再分化個体を育成し、緑葉よりゲノム DNAを抽出し、これらの植

物体における標的配列上の塩基配列の変化を調べた。これらの形質転換体につ

いて、標的部位での変異の有無を調べたところ、7個体は 1アリル変異体と考え

られ、7個体は 2アリル変異体と考えられた（表 2、図 16）。これらの再分化個

体について TALEN の標的配列を含むゲノム領域の塩基配列を調べたところ、

KpnI切断部位の近傍に変異が生じた 22種類の異なる塩基配列を検出した。これ

らの塩基配列では、8塩基以下の小規模な欠損から最大423塩基の大規模な欠損、

1〜3 塩基の挿入、1〜2 塩基の置換などの変異が生じていた（図 17）。185 塩基

にかけて全く異なる塩基配列に再編成（rearrangement）されたと思われる変異が

検出された個体も得られた（#77-2）。検出された各変異の詳細は表 4に示す。ま

た、一部の個体（#39-2、#39-3、#77-1）では 3種以上の塩基配列が得られた（表

4）。このことから、これらの個体は遺伝的なキメラ個体であることが示唆され

た。これらの結果から、本研究で構築した TALEN遺伝子を用いることで、標的

配列に多様な変異を誘発できることが示唆された。 
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3.2. 考察 
	
 CRISPR/Cas9 systemの Cas9遺伝子に dMac3を付加することで、ジャガイモ細

胞でゲノム編集効率が高まることが報告されている（Kusano et al 2018）。TALEN

を用いたゲノム編集においても dMac3 を利用することで変異が生じる効率が増

加することを期待した。そこで、本研究では Emerald Gateway TALEN systemの

ディスティネーションベクターを改変し、植物で強力に機能する翻訳エンハン

サーdMac3 を TALEN 遺伝子の上流に組込んだ高機能型 TALEN 構築システム

Emerald Gateway dx-TALEN system を開発した（図 14）。このシステムでは、

CaMV-35S プロモーターの下流に dMac3 を組込むためのディスティネーション

ベクター（pDual35S-dxGw1301）を用い（図 12）、Emerald Gateway TALEN system

と同じプロトコールを用いて、TALEN遺伝子の 5´UTRに dMac3が付加されたバ

イナリープラスミドを構築する。 

	
 本システムで構築されたTALENが植物細胞で正常に機能するか、また、dMac3

の付加がゲノム編集効率にどのように影響を与えるかをイネ培養細胞を用いて

調べた。本システムで構築されたdMac3を有するTALENを用いた場合は、dMac3

を有さないTALENを用いた場合よりも得られた変異体の割合が 2倍程度に増加

していた（図 9）。このことから、dMac3 の有無が TALEN によるゲノム編集の

効率を大きく高めることが示唆された。 

	
 pTALENsAB および pdxTALENsAB を導入した形質転換カルスでは、TALEN

遺伝子の発現量に有意な差は認められなかった（図 15）。このことから、dMac3

の有無は TALEN 遺伝子の発現量には影響を与えていないことが分かった。

dMac3 は翻訳エンハンサーである。そのため、TALEN 遺伝子の発現量は変化す

ることなく、TALENの翻訳量を増加させているものと推測された。 

	
 再分化個体では、標的配列の近傍に多様な変異（欠損・挿入・置換など）が

起こっていた（表 4、図 17）。これらの変異体では、導入した TALENが機能し

て標的配列で変異を誘発したと考えられた。これらの変異には遺伝子機能の喪

失をもたらすものが存在する。 

	
 これらの結果から、TALENによるゲノム編集の効率を高めるために、翻訳エ

ンハンサーdMac3 の利用が有効な手段であることが強く示唆された。本システ

ムは植物で機能する強力な TALENを構築するために利用できると考えられる。 
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4章. 条件発現性プロモーターを利用した
TALEN（dx-TALEN premium）の
構築法の開発とその評価 

  
	
 標的とする遺伝子配列の改変を目的とするゲノム編集の操作では、標的配列

に変異が生じた後は導入した人工ヌクレアーゼが働き続ける必要はない。また、

非特異的な部位での変異の誘発を避けるために、必要な時にのみに導入した

TALEN遺伝子を発現させる、誘導的発現が可能なTALEN遺伝子の開発を試みた。 

	
 これまでに、植物細胞で薬剤投与による発現誘導が可能なプロモーターが開

発されている（Aoyama and Chua 1997）。この発現では、グルココルチコイドの

投与により活性化された GVG転写因子（酵母の転写因子 GAL4およびヘルペス

ウイルスの転写因子 VP16、グルココルチコイド受容体 GRのキメラ因子）が条

件発現性のプロモーター（iPromoter）に結合して活性化し、これにより遺伝子

の転写が起こる。この誘導発現システムを Emerald Gateway dx-TALEN systemに

組込むことで、TALEN 遺伝子をグルココルチコイドの投与により一過的に発現

させることができると考えた（図 18）。本章では、Emerald Gateway dx-TALEN 

system のプロモーターを iPromoter に置換し、dMac3 を付加した TALEN 遺伝子

を誘導的に一過的な発現させるベクターシステムの構築と、これを用いたゲノ

ム編集システムの評価を行なった。 

 

4.1. 結果 
4.1.1. 条件発現型 TALEN構築システムの構築 
	
 Emerald Gateway dx-TALEN systemのディスティネーションベクターに含まれ

るプロモーターを誘導型の iPromoterに置換し、投与したグルココルチコイドに

応答して発現する TALEN遺伝子を構築する手法の開発を行なった。 

	
 まず、pTA7002 (Aoyama and Chua 1997)を利用して、iPromoterの活性化に必要

な GVG転写因子群（CaMV-35Sプロモーター、GVG転写因子、E9ターミネー

ターから構成されるカセット）の遺伝子構築を行なった。この遺伝子断片に選

抜マーカーとして LacZ遺伝子を繋ぎ、バイナリープラスミド構築の成否の判断

をしやすくした（図 19A）。この遺伝子断片を pBlueScript SK +（Agilent）の XhoI

と ApaI切断部位の間に挿入して、両端に XbaIおよび KpnI切断部位を配した（図
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19B）。次に、iPromoterと dMac3の配列を連結した遺伝子断片を化学合成した（図

19C）。この時、iPromoterでは Aoyama and Chua（1997）より報告されている配

列上に存在する KpnI および XbaI 切断部位を取り除くため、3 つの塩基を置換

（G→A、T→A、C→T）した。また、TALEN遺伝子に dMac3の翻訳促進効果を

付与するために、iPromoter下流の dMac3配列の直下に開始コドンを配置した（図

20）。GVG転写因子群と LacZ遺伝子を繋いだ断片の両端に、この化学合成した

iPromoter および dMac3 の遺伝子断片を繋いだ（図 19D）。この断片の末端には

XbaIおよび KpnI切断部位があるため、Emerald Gateway dx-TALEN systemに含

まれる pDual35S-dxGw1301を XbaIおよび KpnIで切断し、このプロモーターカ

セットを除去した後、上記の断片と置換した（図 19E-F）。これによりプロモー

ター領域が iPromoterを含む領域に置換された新しいディスティネーションベク

ターを作製した。このプラスミドを pDualiPro-dxGw1301 と命名した（図 19F）。

また、iPromoterが組込まれた TALEN遺伝子を構築するこのシステムを「Emerald 

Gateway dx-TALEN premium system」と名付けた（図 21）。 

 

4.1.2. グルココルチコイド誘導型 TALEN遺伝子の作製と
誘導発現の検定 

	
 Emerald Gateway dx-TALEN premium systemを用いて、TALENの構築を試みた。

TALEN の標的部位は、2 章および 3 章において記述した TALEN の標的部位と

同じ配列を設定した（図 6A）。ディスティネーションベクターに

pDualiPro-dxGw1301を用いて TALEN遺伝子を構築した。これにより、iPromoter

および dMac3の直下にTALEN遺伝子が組込まれたバイナリープラスミドが完成

した（piProdxTALENsAB）（図 21E）。 

	
 次に、構築した TALEN遺伝子がグルココルチコイドに応答して発現するかを

調べた。piProdxTALENsAB（図 6B）をイネカルスに導入し、60 mMのグルココ

ルチコイドと 50 mg/Lのハイグロマイシンを含む N6D寒天培地上で 2日間培養

し、褐変しなかったカルスを選抜した。また、対照としてグルココルチコイド

を添加していない実験区を設定した。それぞれの実験区の形質転換カルスから

RNAを抽出して RT-PCRを行い、導入された TALEN遺伝子の転写産物の検出を

試みたところ、グルココルチコイド処理をした実験区では、TALEN 遺伝子の転

写産物に対応する断片が検出された。一方、グルココルチコイド処理をしてい

ない実験区では、転写産物に対応する断片は検出されなかった（図 22A）。これ



 20 

らの形質転換カルスでは、グルココルチコイドを投与した場合にのみに TALEN

遺伝子が転写されることが示唆された。このため、本システムで構築した

piProdxTALENsABを導入した植物細胞では、グルココルチコイド処理により必

要な時にのみ TALEN遺伝子を誘導的に発現させることができると期待された。 

 

4.1.3. 誘導発現型 TALEN遺伝子を利用したゲノム編集の評価 
	
 iPromoterにより誘導発現するTALEN遺伝子を導入した形質転換カルスにおい

て、変異誘導の効率を調べた。piProdxTALENsABを導入したカルスをハイグロ

マイシンを含む N6D寒天培地上で 5日間培養し、褐変しなかったカルスにおけ

る標的部位での変異の有無を検定した。この時、形質転換時と選抜時に培地に

グルココルチコイドを添加した実験区と、添加しない実験区を設定した。その

結果、グルココルチコイド処理をした実験区では、106株の形質転換カルスのう

ち 64株（60.4%）で KpnIで切断されない断片が検出された。これらのカルスで

は KpnIで切断された断片も検出されたため、いずれも 1アリル変異体と推測さ

れた。一方、グルココルチコイド処理をしていない実験区では、96 株のカルス

の全てにおいて PCR 増幅断片は KpnI で切断された（表 5、図 22B）。これらの

形質転換カルスでは、グルコルチコイド処理をした場合にのみ標的配列に変異

が生じることが示唆された。本研究で検出された変異はいずれも 1 アリル変異

であったが、この割合は dx-TALEN よりも高い値を示した。いずれのカルスに

おいても、グルココルチコイドの添加の有無による生育状態の差は認められな

かった。 

 

4.1.4. 形質転換イネカルスにおける変異の検出 
	
 グルココルチコイド処理した実験区の形質転換カルスからゲノム DNA を抽

出し、TALENの標的配列を含むゲノム領域の塩基配列を調べた。その結果、KpnI

切断部位の近傍に変異が生じた 10 種類の異なる配列を検出した。このうち、6

つでは 1〜9 塩基欠失の変異を、2 つでは 1 塩基挿入の変異を、1 つでは 1 塩基

挿入と 1塩基欠失の変異を、1つでは 288塩基の大規模な欠失の変異を生じてい

ることが分かった（図 23）。このため、本研究で構築した TALEN 遺伝子を導入

した形質転換カルスにグルココルチコイド処理することで、標的配列に多様な

変異を誘発できることが示唆された。 
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4.2. 考察 
	
 ここで用いた誘導発現系は、グルココルチコイドによって活性化される GVG

転写因子と、これの結合領域（6xGAL4 UAS）および TATA boxを有する条件発

現性プロモーター（iPromoter）からなる（Aoyama and Chua 1997）。このプロモ

ーターシステムをゲノム編集に適用することで、グルココルチコイドを投与し

た時にのみ TALEN遺伝子が発現して標的配列に変異を誘発する手法の構築を試

みた（図 18）。そこで、dMac3が組込まれた高効率な TALEN遺伝子の構築が可

能なEmerald Gateway dx-TALEN systemのディスティネーションベクターを改変

し、これに含まれる 35S プロモーターを、グルココルチコイドに応答して標的

配列に変異を誘発させることができる iPromoterに置換した。これにより、条件

発現型 TALEN を構築することができる Emerald Gateway dx-TALEN premium 

systemを開発した（図 21）。このシステムでは、Emerald Gateway dx-TALEN system

と同じく、Emerald Gateway TALEN system と同じプロトコールで植物用の

TALEN遺伝子を簡便に構築することができた。 

	
 本システムで構築された TALEN遺伝子がグルココルチコイドに応答して発現

できるかをイネ培養細胞を用いて調べたところ、グルココルチコイド処理を行

なった場合のみで、TALEN 遺伝子に対応する転写産物が検出された（図 22A）。

このことから、本システムで構築された TALEN遺伝子はグルココルチコイドに

応答して特異的な発現をすることが強く示唆された。また、このシステムで使

用したディスティネーションベクターは予想通りに機能し、これにより、目的

とする TALEN遺伝子の作製に成功したと言える。 

	
 この TALEN が植物細胞で機能して標的配列に変異を誘発できるか、また、

iPromoter を利用することが植物のゲノム編集の効率にどのような影響を与える

かを調べた。このシステムを用いて構築した TALEN遺伝子を有するバイナリー

プラスミドである piProdxTALENsABをイネカルスに導入し、得られた形質転換

カルスを用いて変異の誘発率を調べたところ、グルココルチコイド処理を行な

った実験区でのみ、高い割合で変異体が得られた（図 22B）。また、この実験区

のカルスでは、標的配列の近傍に欠失・挿入などの多様な変異が生じているこ

とが明らかとなった（図 23）。これらの結果から、導入した TALEN 遺伝子が投

与したグルココルチコイドに応答して一過的に発現して TALEN 分子が合成さ

れ、これが機能して標的配列での変異を誘発したものと考えられた。この割合
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は dx-TALENと同等以上の値を示していたことから、TALEN遺伝子の 5´UTRへ

の dMac3 の付加による TALEN の翻訳促進効果との相乗効果が現れたのではな

いかと考えられる。 

	
 これらの結果から、TALENを一過的に機能させて標的配列に変異を導入する

ために、条件発現性プロモーターiPromoter と翻訳エンハンサーdMac3 の併用が

有効な手段であることが強く示唆された。本システムは、植物でグルココルチ

コイドに応答して機能する強力な TALEN を構築するために利用できると考え

られる。 
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5章. 総合考察 
  
	
 ゲノム編集技術の 1つである TALENは、標的配列の設定の自由度が高く、部

位特異性が高いため off-target 変異はほとんど生じないと考えられている

（Mussolino et al 2011、Mussolino and Cathomen 2011、Li et al 2012、Kim et al 2013）。

しかし、植物で TALENを扱うためのプラスミドの構築は容易ではない。そのた

め、植物のゲノム編集に TALENの長所を活かすため、まず植物用 TALEN構築

のシステム開発とその改良を行なった。これにより TALEN作製法の簡略化とゲ

ノム編集効率の向上を図った。 

	
 本研究では、広島大学の Sakuma らによって開発された Platinum Gate system

法（2013）を植物の TALEN遺伝子の構築に適用するためのシステム開発を行な

った。また、Gateway 組換えシステム（Hartley et al 2000）を利用した植物用TALEN

遺伝子の構築の簡便化を図った。これにより、植物用 TALEN構築システムであ

る Emerald Gateway TALEN systemを完成させた（図 7）。このシステムでは、標

的配列に対応する 1 対の TALEN 遺伝子を、1 回の LR 反応により、植物で機能

するバイナリープラスミドに導入できる。最短 1週間で TALEN構築のための一

連の操作が完了するため、植物用 TALEN構築にかかる時間は従来の手法より短

縮されたものと考えられた。 

	
 次に、このシステムで構築した TALEN 遺伝子（pTALENsAB）をイネ培養細

胞に導入し、ゲノム編集の効率を評価した。ゲノム編集の効率を評価するにあ

たり、標的配列上に生じた変異の有無の判断を容易にするため、本研究では、

制限酵素の切断部位を有する領域を TALENの標的部位として選定した。このた

めに、イネのプロテアーゼ遺伝子（Os01g0833500）の第 5 エキソンに存在する

KpnI切断部位を含む領域を、TALENの標的部位として設定した（図 6A）。この

部位で配列が変化して KpnI 切断部位が消失した場合、TALEN が作用したこと

により変異が生じたと判断できる。本研究では、PCR により標的部位を含む近

傍の配列を増幅し、この増幅断片を KpnI で消化することで KpnI 切断部位の有

無を調べる手法を用いた（図 8）。pTALENsAB を導入した形質転換カルスから

DNA を抽出し、標的配列上の KpnI 切断部位の有無を調べたところ、この部位

を標的とする TALEN遺伝子を用いた場合には 2割程度の割合で変異体が得られ

ることが分かった。イネの染色体は同質 2 倍体であるが、この 1 つのアリルに

変異が生じた 1アリル変異、2つのアリルに変異が生じた 2アリル変異のいずれ

も得られることが明らかとなった（表 1、図 9）。また、pTALENsAB形質転換カ
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ルスを再分化することで、標的配列上に 1アリルないし 2アリル変異を生じた 6

個体の変異体植物を得ることもできた（表 3、図 11）。このため、本システムが

植物のゲノム編集に適した TALEN を構築するためのツールとして利用できる

ことが示された。 

	
 しかしながら、TALENを育種に応用するためには、従来の手法よりも高い効

率で標的配列に変異を導入する必要があると考えられたため、この効率を高め

る方策を検討した。このために、翻訳エンハンサーdMac3 を Emerald Gateway 

TALEN systemに組込み、ゲノム編集の効率の向上を図った。その結果、Emerald 

Gateway dx-TALEN systemの開発に成功した（図 13）。このシステムを用いるこ

とで、5´UTRに dMac3が組込まれた TALEN遺伝子がバイナリープラスミドに導

入される。すなわち、植物内で強力に機能する TALEN（dx-TALEN）が、この

システムを用いることで簡便に構築できるようになった。 

	
 このシステムで構築した TALEN 遺伝子（pdxTALENsAB）を導入した植物細

胞では、dMac3の翻訳促進効果を受けた TALEN遺伝子から大量の TALENが産

生され、これにより TALENが標的配列に変異を誘発する作用が強まることが期

待された。実際に、pdxTALENsAB をイネ培養細胞に導入したところ、dMac3

を有さない従来法のゲノム編集よりも 2 倍ほど高い効率で、変異体を得ること

ができた。1つのアリルに変異が生じた 1アリル変異と、2つのアリルに変異が

生じた 2アリル変異いずれの割合も、従来法より増加していた（表 1、図 9）。 

	
 本研究では、TALEN 遺伝子の翻訳促進およびゲノム編集効率の向上を期待し

て、イネの OsMac3 遺伝子由来の翻訳エンハンサーdMac3 を用いた。特定の

mRNA の 5´UTR は、下流 ORF によってコードされるタンパク質の産生を大幅

に強化させる翻訳エンハンサーとして作用することが知られている（Roy and 

von Arnim 2013）。植物では、遺伝子の発現に焦点をあてた様々な研究において、

アルコールデヒドロゲナーゼ（ADH）遺伝子由来の翻訳エンハンサーADHが一

般的に用いられる（Satoh et al 2004、 Shinmyo 2007）。CRISPR/Cas9 systemでは、

Cas9 遺伝子の上流に翻訳エンハンサーADH ないし dMac3 を付加した際に変異

効率を上げることができるという知見が得られているが、特に dMac3 を用いた

際に顕著に変異効率が上がることが報告されている（Kusano et al 2018）。本研究

においても、TALEN遺伝子の上流に dMac3を付加することでゲノム編集効率の

向上が認められた（表 1、図 9）。このため、これらの知見の一致から、ヌクレ

アーゼ遺伝子の 5´UTRに翻訳エンハンサーdMac3を装着することがゲノム編集
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の効率を高めるために有効な手段の 1つであることが明らかとなった。 

	
 さらに、本システムで構築した TALEN遺伝子を導入した形質転換カルスを再

分化したところ、1アリル変異および 2アリル変異を有した 14個体の変異体植

物を得ることに成功した（表 2、図 16）。また、これらの変異体の標的部位には、

挿入や置換、1塩基の小規模な欠損から最大 423塩基の大規模な欠損などの多様

な変異が生じていた（表 2、表 4、図 17）。これらの結果から、本システムが標

的配列に高い効率で変異を導入し、1アリルないし 2アリル変異を有する多数の

変異体植物を得るために有用なツールであることが示された。 

	
 ゲノム編集の操作は標的とする遺伝子配列の改変を目的とする。標的配列に

変異が生じた後は導入した人工ヌクレアーゼが働き続ける必要はないため、必

要な時にのみ導入した TALEN 遺伝子を働かせる方策を検討した。このために、

グルココルチコイドの投与により活性化される条件発現性プロモーター

iPromoter（Aoyama and Chua 1997）を Emerald Gateway dx-TALEN systemに組込

み、TALEN 遺伝子の一過的な誘導発現によるゲノム編集を図った。その結果、

Emerald Gateway dx-TALEN premium systemの開発に成功した（図 20）。このシ

ステムを用いることで、上流に iPromtoerと dMac3が組込まれた TALEN遺伝子

がバイナリープラスミドに導入される。すなわち、グルココルチコイドに応答

して一過的に植物内で強力に機能する TALEN（dx-TALEN premium）を簡便に

構築できるようになった。 

	
 このシステムで構築した TALEN遺伝子（piProdxTALENsAB）を導入した植物

では、グルココルチコイドに応答して TALEN遺伝子が一過的に強発現し、必要

な時にのみ TALENを標的配列に作用させることができると考えられた。さらに、

iPromoter下流に付与された dMac3により、dx-TALENと同様にゲノム編集の効

率が高まることも期待された。実際に、piProdxTALENsABをイネ培養細胞に導

入したところ、グルココルチコイド処理した実験区の形質転換カルスでのみ、

TALEN遺伝子の発現が認められた（図 22A）。また、この実験区では 6割程度の

効率で 1アリル変異体が得られ、dx-TALENと同等以上の割合で変異体を得るこ

とができた（表 5、図 22B）。さらに、この変異体に含まれる標的部位近傍の配

列を調べたところ、1塩基の挿入、1塩基の小規模な欠損から最大 288塩基の大

規模な欠損などの多様な変異が生じていた（図 23）。このため、標的配列に高い

効率で変異を導入するための手段の 1 つとして、条件発現性プロモーター

iPromoter と翻訳エンハンサーdMac3 の併用が有効であることが明らかとなった。
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また、本研究では、グルココルチコイド処理していない実験区のカルスでは変

異が検出されなかった（表 5、図 22B）。このことから本システムは、グルココ

ルチコイド処理した時、すなわち必要な時にのみ TALEN遺伝子を一過的に発現

させて標的配列に高い効率で変異を導入できる、強力なツールであることが示

された。 

	
 しかしながら、dx-TALEN premium では従来型および dx-TALENで得られて

いた 2アリル変異体は得られていない（図 9、図 22）。カルスの増殖期は、ヌク

レアーゼによるゲノムの改変が起こりやすい時期と考えられている（Osakabe et 

al 2016）。本研究ではこの時期にグルココルチコイドを投与し、導入した TALEN

遺伝子の発現誘導を行なった。しかし、グルココルチコイド処理に供する濃度

や、作用期間・タイミング、投与の方法などの諸条件は未検討であるため、本

システムはさらなる改善の余地を残していると考えられた。形質転換の当代で 2

アリル変異体を得るためにも、ゲノム編集に適したグルココルチコイド処理の

最適条件を明らかにすることが、このシステムの今後の課題であると考えられ

る。 

	
 なお、イネの染色体は一般的に 2 倍体であるが、従来法および dx-TALEN を

用いたゲノム編集では、3種以上の塩基配列の多型の存在が示唆された変異体植

物が得られている（表 3-4、図 11、図 16）。これらの変異体は遺伝的なキメラ個

体であると推察された。これらの個体については、単一の細胞である生殖細胞

を介して後代にあたる種子を得ることで、遺伝子型を固定できるものと考えら

れる。 

	
 本研究ではイネ培養細胞を用いて各システムにおけるゲノム編集の効率評価

を行なった。一方で、他の植物種における変異効率の知見はほとんど得られて

いない。今後の展望として、シロイヌナズナやトマト、ジャガイモなどの多様

な植物種でゲノム編集の効率評価を行い、植物種ごとの知見を蓄積することで、

将来的に本技術を育種への応用に繋げていくことができると考えられる。 

	
 本研究では、翻訳エンハンサーdMac3 と条件発現性プロモーターiPromoter の

利用により、標的配列に高い効率で変異を誘発できる強力な植物ゲノム編集ツ

ールを構築することができた。特に、dx-TALENと dx-TALEN premiumはプロモ

ーターの違いから実験用途によって使い分けることができ、植物ゲノム編集に

おける TALENの利便性はこれまでよりも高まったと私は考えている。本研究に

より、TALEN を植物のゲノム編集に活かすことはこれまでよりも容易になり、
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身近な技術として利用できるようになった。ゲノム編集技術の発展は、多くの

植物種の育種を容易にできる可能性を有している。私は、本研究で開発された

ゲノム編集ツールが、将来的に有用な形質を有した新品種を創り出すための育

種に貢献できると期待している。 

 



 28 

6章. 材料と方法 

6.1.プラスミドの構築 
	
 大腸菌 NEB stable #Stay Blue 株と ccdB survival 株（A10460, Thermo Fisher 

Scientific）を用いた。NEB Stable #Stay Blueは、市販の NEB (R) stableを培養し

たところ複数の遺伝子型を持つ菌株の混合物であったため、この中から正しい

遺伝子型の菌株を分離して得られたものである。（この菌株を NEB stable株と呼

ぶこととする）。大腸菌からのプラスミド DNA の抽出には、Fast Gene Plasmid 

Mini kit（日本ジェネティクス）を用いた。 

	
 Emerald Gateway TALEN system に関する pPlat プラスミド（図 4）および

pDual35SGw1301（図 5）は、草野博彰氏らによって pENTR（invitrogen）および

pGWB1（Nakagawa et al 2009）より作製されたものを用いた。pDual35S-dxGw1301

（図 12）の CaMV-35Sプロモーターおよび dMac3を含む塩基配列を図 13に、

pDualiPro-dxGw1301（図 19）の iPromoterおよび dMac3を含む塩基配列を図 20

に示す。iPromoterでは、Aoyama and Chua（1997）により報告された配列から内

部の制限酵素部位を取り除くため、3つの塩基を置換（G→A、T→A、C→T）し

た。図 20において赤色の文字で示した箇所がこれに該当する。 

 

6.2. TALENの設計と構築 
	
 Cornell University のウェブサイト上で利用できる TAL Effector-Nucleotide 

Targeter 2.0 software（https://tale-nt.cac.cornell.edu/）（Doyle et al 2012）を用いて、

Os01g0833500遺伝子の配列の中から、TALENの標的となる 1対の配列（TALENa

および TALENb）を選定した。TALENaおよび TALENbを有するバイナリープ

ラスミド pTALENsAB は、Emerald Gateway TALEN system により構築した。

pdxTALENsAB は 、 Emerald Gateway dx-TALEN system を 用 い て

pDual355S-dxGw1301 に TALEN 遺伝子を導入することで作製した。

piProdxTALENsAB は、Emerald Gateway dx-TALEN premium system を用いて

pDualiPro-dxGw1301に TALEN遺伝子を導入することで作製した。 
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6.3. アグロバクテリウム法を用いた形質転換イネの作製 
	
 Toki et al 2006の手順に従って、イネのカルスに TALEN遺伝子（pTALENsAB、

pdxTALENsAB、piProdxTALENsAB）を導入して形質転換体を作製した。形質転

換には、スーパーアグロバクテリウム(Agrobacterium tumefaciens EHA105（Hood 

et al 1993）+pBBR-AcdS )（筑波大学より入手）を用いた。pTALENsABおよび

pdxTALENsABの形質転換カルスは、クラフォラン（Sanofi Aventis）とハイグロ

マイシン（和光純薬工業）を含む N6D寒天培地（Chu et al 1975）上で 28℃ 明

所にて 4 週間培養することで選抜を行なった。形質転換の概略を図 24 に示す。

再分化植物体は、MS寒天培地（Murashige and Skoog 1962）上で、28℃に保たれ

た室内において連続明期条件で育成した。草丈が 10 cm 以上になった個体を鉢

上げし、25〜30℃の自然日照環境の温室で栽培した。 

 

6.4. グルココルチコイド処理の条件 
	
 グルココルチコイド投与による条件発現性プロモーター（iPromoter）の活性

化は以下の方法で行なった。エタノールを用いて終濃度 30 mMになるように溶

解したグルココルチコイド（Sigma-Aldrich）溶液を、終濃度 60 µMとなるよう

にハイグロマイシンを含む N6D 寒天培地に添加した。この N6D 寒天培地上に

piProdxTALENsABの形質転換カルスを静置し、2日間または 5日間培養した。

対照区としてグルココルチコイドを添加しない実験区を設け、同様の操作を行

なった。実験の概略を図 25に示す。 

 

6.5. 変異の検出 
	
 形質転換カルスおよび再分化個体の緑葉からゲノム DNAを抽出した。ゲノム

DNAの抽出は、QIAshredderと RLT Lysis buffer（QIAGEN）を用いた。抽出さ

れた DNAを鋳型とした PCRにより、TALENの標的配列周辺の塩基配列を増幅

した。変異効率の検定に用いる遺伝子断片の増幅には Os01g0833500遺伝子の第

5 エ キ ソ ン の KpnI 切 断 部 位 の 近 傍 の 配 列 に 対 応 す る

5´-GCCCTGATTTACCATGATTC-3´および 5´-GTCAAGAGGGTGATCTAAG-3´の

プライマーセットを用いた。反応には KOD FX neo DNA polymerase (Toyobo)と
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GeneAmp PCR System（Applied Biosystems）を用いた。増幅した断片を KpnI

（Toyobo）で消化し、1%アガロース電気泳動で分離し、切断の有無を検定した。

標的変異の検出に用いる遺伝子断片の増幅には、Os01g0833500遺伝子の第 5エ

キ ソ ン の KpnI 切 断 部 位 の 近 傍 の 配 列 に 対 応 す る

5´-CCTGTTGGGCCCATGAGTACAGGGAGTTCTACATTGC-3´ お よ び

5´-ATGGCCGAATTCGCAGTCCTCCCAAGCCAAGTTTG-3´のプライマーセット

を用いた。この増幅した断片の両端には ApaIおよび EcoRI切断部位を付加した。

この断片を ApaI（Takara）と EcoRI（Toyobo）、KpnIで消化し、pDONR207（Invitrogen）

にクローニングした。得られたプラスミドを用いて標的配列近傍のシーケンス

解析（外部注文：株式会社ファスマック）を行い、標的配列に生じた変異を検

出した。 

 

6.6. Real Time RT-PCRと RT-PCR 
	
 選抜培地に移植してから 4週間目の pTALENsABおよび pdxTALENsAB形質

転換カルスを使用した。また、選抜培地に移植してから 2 日目の

piProdxTALENsAB 形質転換カルスを使用した。全 RNA は、形質転換カルスか

ら RNeasy Plant mini kit（QIAGEN）を用いて抽出した。このうちの 3 mgの全 RNA

を用いて、オリゴ dT（20）プライマーとReverTra-Ace cDNA synthesis kit（Toyobo）

により cDNAを合成した。この cDNAを用いて、Real Time RT-PCRにより TALEN

遺伝子に対応する転写物量を定量した。また、RT-PCR により TALEN 遺伝子に

対応する転写産物を検出した。いずれも、データ標準化のために actin1（acc. No. 

AB047313）遺伝子の転写産物を対照として用いた。Real Time RT-PCRに用いる

遺伝子断片の増幅には、TALEN 遺伝子の DNA 切断ドメインのコード領域の配

列 に 対 応 す る 5´-GAACTCGACTCAAGACAGAATCC-3´ お よ び

5´-GATCACTCCGTAATCAATCGG-3´と、actin1 遺伝子上の配列に対応する

5´-CCCTCCTGAAAGGAAGTACAGTGT-3´ お よ び 

5´-GTCCGAAGAATTAGAAGCATTTCC-3´のプライマーセットを用いた。反応に

は Thunderbird SYBR qPCR mix (Toyobo)と QuantStudio3（Thermo Fisher Scientific 

Inc.）を用いた。RT-PCR に用いる遺伝子断片の増幅には TALEN 遺伝子の DNA

切 断 ド メ イ ン の コ ー ド 領 域 の 配 列 に 対 応 す る

5´-CTCGACTCAAGACAGAATCC-3'および 5'-GACTTCTTCCAGTGTCAG-3´と、 

actin1 遺伝子上の配列に対応する 5´-AGCTTCCTGATGGACAGGTT-3´および
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5´-GTCCGAAGAATTAGAAGCATTTCC-3´のプライマーセットを用いた。反応に

は KOD FX neo DNA polymerase（Toyobo）と GeneAmp PCR System（Applied 

Biosystems）を用いた。増幅した断片を 1%アガロース電気泳動で分離し、転写

産物の有無を検定した。 
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7章. 表 
表 1. pTALENsABおよび pdxTALENsAB形質転換カルスにおける変異体の割合	
 	
  

dMac3 1アリル変異体 2アリル変異体 WT 合計 

–*1 11 28 
128 167 

(6.6%) (16.8%) 

+*2 34 37 
99 170 

(20.0%) (21.8%) 

*1 pTALENsABを導入した形質転換カルスを示す。 

*2 pdxTALENsABを導入した形質転換カルスを示す。 

 

 

 

 

 

 

表 2. pTALENsABおよび pdxTALENsAB形質転換植物における変異体の数 

dMac3 1アリル変異体 2アリル変異体 WT 合計 

–*1 3 3 0 6 

+*2 7 7 8 22 

*1 pTALENsABを導入した形質転換植物を示す。 

*2 pdxTALENsABを導入した形質転換植物を示す。 
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表 3. pTALENsAB形質転換植物体から検出された変異 

個体番号 検出された変異 検出回数 フレームシフト変異 

#2-1*2, 3 

18 nt欠損 

230 nt欠損 

WT 

4 

1 

1 

− 

+ 

none 

#2-2*1 18 nt欠損 

WT 

3 

4 

− 

none 

#121*1 4 nt欠損 

WT 

5 

3 

+ 

none 

#160*1, 3 

4 nt欠損 

2 nt欠損 

1 nt欠損 

WT 

3 

2 

1 

1 

+ 

+ 

+ 

none 

#161*2 1 nt置換 

78 nt欠損、28 nt挿入 

1 

1 

− 

+ 

#217*2 7 nt欠損 

1 nt挿入 

7 

1 

+ 

+ 

*1 1アリル変異体と考えられる個体を示す。 

*2 2アリル変異体と考えられる個体を示す。 

*3 遺伝的なキメラ個体と考えられる個体を示す。 
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表 4. pdxTALENsAB形質転換植物体から検出された変異 

個体番号 検出された変異 検出回数 フレームシフト変異 

#11*2 4 nt欠損、1 nt置換 
8 nt欠損、1 nt置換 

4 
4 

+ 
+ 

#39-1*2 29 nt欠損 
1 nt置換、45 nt挿入 

3 
1 

+ 
− 

#39-2*1, 3 
29 nt欠損 

1 nt置換、42 nt挿入 
2 nt置換、42 nt挿入 

WT 

1 
2 
1 
1 

+ 
− 
− 

none 

#39-3*1, 3 

2 nt欠損 
1 nt挿入、30 nt欠損 

17 nt挿入、304 nt欠損 
423 nt欠損 

WT 

1 
1 
1 
1 
4 

+ 
+ 
+ 
+ 

none 

#70*2 5 nt欠損 
2nt置換 

4 
2 

+ 
− 

#77-1*2, 3 

3 nt 挿入、1 nt欠損 
2 nt挿入、1 nt欠損 
1 nt挿入、1 nt欠損 

5 nt 欠損 
5 nt欠損 

5 
1 
1 
1 
1 

+ 
+ 
− 
+ 
+ 

#77-2*2 5 nt 欠損 
185 nt rearrangement 

5 
3 

+ 
− 

#170*2 6 nt欠損 
15 nt欠損 

4 
4 

− 
− 

#188-1*2 4 nt欠損 3 + 

#188-3*1 4 nt欠損 
WT 

2 
2 

+ 
none 

#188-4*1 4 nt欠損 
WT 

3 
1 

+ 
none 

#188-5*1 4 nt欠損 
5 nt欠損 

2 
1 

+ 
+ 

*1 1アリル変異体と考えられる個体を示す。 

*2 2アリル変異体と考えられる個体を示す。 

*3 遺伝的なキメラ個体と考えられる個体を示す。 
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表 5. piProdxTALENsAB形質転換体カルスのゲノム編集効率	
  

グルココルチコイド 1アリル変異体 2アリル変異体 WT 合計 

–*1 0 0 96 96 

+*2 
64 

0 42 106 
(60.4%) 

*1 グルココルチコイドを投与していない実験区の形質転換カルスを示す。 

*2 グルココルチコイドを投与した実験区の形質転換カルスを示す。 
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8章. 図 
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