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研究成果の概要（和文）：標的組換えタバコ系統へ遺伝子置換ベクターを感染導入し、標的遺伝子（gus）と置
換遺伝子（hpt）の置換効率を調べた。220個のHygRカルス中90個はGUS活性のない白色組織を含み、PCR分析によ
り遺伝子置換の事象を確認した。HygR選抜とGUS染色の組合せによる置換個体の効率的な選抜の可能性が示され
た。T-DNAベクターのコピー数を増加させるため、DNA複製の開始を制御しているtrfA領域の二箇所のアミノ酸に
変異を導入した3.2Kbの最小骨格ベクターを構築した。組換え酵素による脱離を促進するため、lox認識配列34bp
とRs認識配列103bpを組み合わせたベクターを構築した。

研究成果の概要（英文）： I infected Agrobacterium containing the gene replacement vector to the 
transgenic tobacco plants with a target gene and checked the replacement efficiency of the gus and 
hpt genes. I obtained 90 of 220 HygR calluses which included a white callus part without the GUS 
activity and confirmed the gene replacement events by PCR analysis. It showed the effectiveness of 
the combination of the HygR selection and GUS activity detection. I constructed the 3.2Kb frame 
vector by I-PCR and introduced variation into an amino acid of the trfA domain that controlled a 
start of the replication of DNA to increase the copy number of the T-DNA vector. I put lox 
recognition sequence 34bp and Rs recognition sequence 103bp together to promote the detachment of 
cyclized DNA with the recombinase.

研究分野： 遺伝子組換え
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１．研究開始当初の背景 
植物への遺伝子導入には、アグロバクテリ

ウムやパーティクルガンが広く用いられて
いる。従来法では、図に示すように、染色体
上に複数の不完全な遺伝子がランダムに組
み込まれ、１個の完全な遺伝子を持つ個体の
選抜が必要であった。染色体上の同じ座位に
繰り返し遺伝子を導入し同じ遺伝的背景で
遺伝子の発現を厳密に比較評価できなかっ
た。遺伝子導入の再現性と信頼性の課題を克
服するため、相同組換えと部位特異的組換え
を用いたジーンターゲティング（標的組換
え）法の開発が進められている。植物の相同
組換え頻度は極めて低く、前者は染色体上の
標的の遺伝子のピンポイントでの改変を、後
者は、従来法に代わる標的の座位への遺伝子
導入を目的としている（Ebinuma, Nanto: 
2009, 2011; 南藤、海老沼: 2012; Ebinuma et. 
al: 2012）。 
 

 
２．研究の目的 
米国モンサント社の組換え大豆から未知

の DNA 配列の組み込みが検出され、EU で
は食品の安全性管理上の重大な問題として
関心を集めている。従来法の遺伝子導入過程
はブラックボックスであり、欠失、重複等に
より導入遺伝子と周辺の植物ゲノムの構造
に再編成が生じる。組換え作物の安全性評価
には、遺伝子導入のイベントごとに詳細な
DNA 解析が求められる。遺伝子の機能性評
価には、導入した遺伝子と周辺の植物遺伝子
との相互作用や機能破壊による影響を調査
するため、屋内、野外での長期間の形質発現
のモニタリングが必要である。DNA 解析に
より素性の明らかになった標的座位を有す
る組換え作物を作成し、野外での栽培試験で
安定した形質発現を示す系統を選抜育成す
る。遺伝子置換により、各種遺伝子を導入し
た組換え作物を作出し、PCR 分析により置換
個体を同定する。発現の安定した遺伝子座位
の再利用により、詳細な DNA 分析が不要と
なり長期間の形質発現のモニタリング作業
を短縮することが可能である。本研究の遺伝
子置換技術は、組換え作物の安全性と遺伝子
の機能性の評価作業の効率化と信頼性の向
上に有効な手段である。 

 

 
３．研究の方法 
（１）標的座位への多重連結遺伝子の導入と
発現解析：標的遺伝子（gus）を有する組換
えタバコ系統の無菌苗を増殖し、葉片へのア
グロバクテリウム感染条件を最適化する。多
重連結したレポーター遺伝子(luc) を有す
る置換ベクターを構築し遺伝子導入する。カ
ルスの形成頻度の調査と遺伝子分析により
遺伝子置換事象の比較解析を行う。 
 
（２）遺伝子置換に適した Ti プラスミドの
開発：広域宿主ベクターの OriV からの DNA
複製の開始を制御している trfA 領域への変
異導入によるコピー数の増加が報告されて
いる。T-DNA 領域の両端ボーダー配列の配置
を最適化した最小骨格 Ti プラスミドを構築
し、I-PCR により trfA 領域の二箇所のアミノ
酸に変異を導入する。 
 
（３）組換え酵素の認識部位の改変による置
換効率の向上：組換え酵素による環状 DNA の
切出しを促進するため、KOR1 イントロンを挿
入した組換え酵素遺伝子（R, Cre）と、lox
認識配列 34bp と Rs認識配列 103bp を組み合
わせたベクターを構築し作動を確認する。 
 
４．研究成果 
（１）標的座位への多重連結遺伝子の導入と
発現解析：多重に連結した遺伝子の数と標的
座位の位置の遺伝子発現への影響を解明す
るため、１～３個のレポーター遺伝子（luc）
を有する遺伝子置換ベクターを構築した。標
的組換えタバコ系統へ遺伝子置換ベクター
を感染導入し、標的遺伝子（gus）とレポー
ター遺伝子（luc）の置換効率を調べた。220
個の HygR カルス中 90個は GUS活性のない白
色組織を含み、PCR 分析により遺伝子置換の
事象を確認した。HygR 選抜と GUS 染色の組合
せで効率的に置換個体のスクリーニングが
できることが示された。分割継代した白色部
分の多いカルスから再分化した14個体のPCR
分析を行った。8 個体において gus 遺伝子の
消失とluc遺伝子の導入が検出され遺伝子置
換個体と確認された。 



 

 
（２）遺伝子置換に適した Ti プラスミドの
開発：染色体へのランダムな組み込みと遺伝
子置換による標的座位への組み込みへの
T-DNA 構造の影響を解明するため、T-DNA 領
域の形状とサイズの改変を行った。I-PCR を
2回繰り返し、pBI121 ベクターの T-DNA 領域
を除去し、OriV、NPTIII、trfA の領域からな
る 3.0Kb の最小骨格ベクターを構築した。さ
らにオーバードライブ配列と RB 配列、二重
の LB 配列を有する T-DNA 領域を合成し組み
込んだ。アグロバクテリウム内での Ti プラ
スミドのコピー数を増加させるため、I-PCR
により OriV からの DNA 複製の開始を制御し
ている trfA 領域に変異の導入を行った。文
献上、コピー数の増加が期待される二箇所の
アミノ酸に変異を有する Ti プラスミドを構
築した。大腸菌とアグロバクテリウムに遺伝
子導入し作動を確認した。大腸菌においてプ
ラスミド抽出量の比較により、コピー数の増
加傾向が示された。 
 

 
（３）組換え酵素の認識部位の改変による置
換効率の向上：組換え酵素による遺伝子の置
換効率と染色体消失個体の出現による置換
個体の選抜効率への影響を解明するため、二
種類の部位特異的組換え系（R/Rs, Cre/lox）
の Ti プラスミドへの組込みと作動確認を行
った。RB 配列と LB 配列の内側に最小の lox
認識配列 34bp と 5 重複の右側繰り返し配列
を有する Rs 認識配列 103bp を同方向に各々
二個有する T-DNA 領域を DNA合成し上記の最

小骨格ベクターに組み込んだ。KOR1 イントロ
ンを有する組換え酵素遺伝子（R, Cre）を DNA
合成し T-DNA 領域に組み込んだ。アグロバク
テリウムに遺伝子導入し、タバコ無菌苗の葉
片に感染させ MS 培地上に置床した。感染部
位より DNA を抽出し、PCR 分析により脱離跡
の検出を行った。組換え酵素の働きで T-DNA
領域上の同方向の二個の認識部位に挟まれ
た DNA 領域が切り出され、一個の認識部位だ
けが残存する。予想される長さの DNA 断片の
増幅が検出され、組換え酵素（R, Cre）の作
動が確認された。 
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