
 1

参考資料 

 

開発の社会的背景                               

植物の品種改良（植物育種）の方法として、突然変異を利用した育種があります。

この方法は、偶発的に生じる突然変異体の中から、目的の特性を持つものを探します。

したがって、目的とする形質を持つ突然変異体が見つかる頻度は極めて低い上に、必

ず見つかる保証はありませんでした。しかしながら、どの遺伝子を破壊すればどのよ

うな表現型を示すかが、予め推定できる場合は、狙いを定めて標的とする遺伝子の働

きをなくすことにより、育種の効率は大きく向上すると期待されます。 

また、遺伝子の機能解明では、対象とする遺伝子の働きをなくし、そのときに起こ

る変化を解析する手法が非常に有効です。これまでに、人為的に突然変異を高い確率

で起こす技術は確立されていますが、遺伝子を特定して働きをなくすことは難しく、

多くの突然変異体の集団の中から対象とする遺伝子が働かない植物体を選抜してく

る方法がとられていました。この方法は、たくさんの突然変異体を作って、その中か

ら選抜するため多大な労力がかかる上に、希望する突然変異体が必ずしも得られない

という問題点がありました。 

このような理由から、標的とする遺伝子のみの働きをなくす技術は、植物育種にお

いても、植物の基礎研究においても待ち望まれていました。 

 

 

研究の経緯                                  

近年、特定の DNA 塩基配列に特異的に結合するジンクフィンガータンパク質 2)と DNA

を切断するヌクレアーゼタンパク質 3)を組み合わせたジンクフィンガーヌクレアーゼ

（ZFN）により、染色体上の標的とする遺伝子を特異的に切断する技術が、ショウジ

ョウバエとほ乳動物において報告されました。本研究はモデル植物として最も研究が

進んでいるシロイヌナズナにおいて、ZFN 技術を活用することにより、特定の遺伝

子のみの働きをなくした突然変異体を意図的に作出することが可能であることを示

したものです。 

ZFN を用いて突然変異体を作出するメカニズムは、標的とする遺伝子の DNA の２

本鎖を切断し、その後の DNA の修復過程で変異が導入されることによって起こると

考えられていますが、DNA 修復酵素の活性が弱い変異体に ZFN を処理することによ

り、通常の植物に処理した時と比べて切断した部分により大きな変異が導入できるこ

ともわかりました。このことは変異の幅を広げる（部分的に機能が弱まったものから、

完全に機能を失ったものまで）上で有効な知見になると考えられます。 
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研究の内容・意義                               

植物の標的とする遺伝子を ZFN で切断し、細胞外から導入した遺伝子と相同組換

え 4) を起こさせることにより、標的遺伝子に点変異 5) やマーカー遺伝子を導入する

ジーンターゲッティング 4) の成功例は、ごく最近タバコとトウモロコシにおいて報告さ

れました。しかしながら、植物個体の遺伝子を ZFN で特異的に切断するだけで突然

変異を誘起した植物を作り出した例は、これまでありませんでした。私たちはこの

ZFN 技術をシロイヌナズナに適用して、内在性の標的遺伝子上に意図的な突然変異

を誘起させることに成功しました（概要を図１、２に示します）。 

本研究では標的遺伝子として植物ホルモンのアブシジン酸（ABA）6) 応答に関わる

ABI4 遺伝子を選択しました。この遺伝子産物（ABI4 タンパク質）は、低濃度の ABA

存在下で植物に乾燥耐性を付与しますが、高濃度の ABA 存在下では植物の生育を抑

制します。この遺伝子を特異的に切断する ZFN（図３における ZFN_AAA および

ZFN_TCC の複合体を ZFN-ABI4 と呼びます）を作成し、試験管内でその DNA 切断

活性を確認しました。次に、シロイヌナズナの植物体内に ZFN-ABI4 を発現させる遺

伝子を導入し、これを誘導的に発現させたところ、処理植物体の次世代の植物体に

ABI4 遺伝子が特異的に破壊された植物体を見出すことに成功しました。また、得ら

れた突然変異体は既知の ABI4 突然変異体と同様に高濃度の ABA に非感受性を示し

ました（図４）。 

 また、ZFN による DNA の 2 本鎖切断の誘導から DNA が修復される過程で突然変

異が生じることに注目し、DNA の修復に必要なタンパク質のひとつである Ku80 を

欠損した変異体において ZFN を作用させることによって、切断部位により大きな欠

失を誘導できることを明らかにしました（図５）。このことは、ZFN の処理と DNA 修

復システムの制御により、標的遺伝子に対して塩基置換やサイズの異なる欠損や挿入

など様々な変異を導入できることを示唆しており、例えば、不要な遺伝子を完全に取

り除くことも可能になると考えられます。 

 

 

今後の予定・期待                               

今回開発した方法は、対象が形質転換可能な植物であり、かつ ZFN が設計できる

遺伝子を有するものであるならば、基本的にはどの植物にも適応可能だと考えられま

す。この技術は、突然変異株の得られていない機能未知の遺伝子の機能解析に極めて

有用であると考えられます。さらには農業上や食品として望ましくない遺伝子、例え

ばアレルゲンの遺伝子を働かなくすることに役立つと考えられます。 

 また、現在 ZFN 以外にも、20 塩基前後の配列を認識して切断する人工制限酵素の

開発が進んでおり、これらも ZFN と同様に、植物での計画的な変異導入に使用可能

だと考えられます。さらに、ZFN を遺伝子の形で植物の染色体上に組み込むのでは

なく、ZFN 遺伝子を染色体に組み込まれない形で一過的に発現させたり、ZFN をメ

ッセンジャーRNA やタンパク質の形で導入し発現させることが可能になれば、得ら

れた変異体は通常の突然変異体と同様に扱うことができ、より簡便な突然変異誘発手

法になると期待されます。 
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特許                                    

「遺伝的に改変された植物細胞の製造方法」 特願 2009-245416 

 

 

発表論文                                         

・Keishi Osakabe, Yuriko Osakabe, Seiichi Toki 

  Site-directed mutagenesis in Arabidopsis using custom-designed zinc-finger nucleases. 

  Proc. Nat Acad. Sci USA (2010) June 29, 107(26): 12034-12039. 

・Holger Puchta and Barbara Hohn  

  Commentary 

  Breaking news: Plants mutate right on target 

  Proc. Nat Acad. Sci USA (2010) June 29, 107(26): 11657-11658. 

  （上記の論文の紹介文です） 

 

 

用語の解説                                  

（１）突然変異 

DNA に傷がつき、これを修復する途中でエラーが起きて塩基配列に変化が生じ

ることを突然変異と言います。DNA の複製の途中でエラーが起きた時にも突然変

異が生じます。このような突然変異は遺伝子産物であるタンパク質の性質を変える

ことがあるので、新しい品種の育成に利用されています。 

 

（２）ジンクフィンガータンパク質 

特定の塩基配列を認識し、DNA に結合する性質を持ったタンパク質です。構造

中の特定のアミノ酸配列に亜鉛分子が結合しているため、この名前がついています。 

 

（３）ヌクレアーゼタンパク質 

核酸（DNA および RNA）を分解する酵素タンパク質の総称で、DNA あるいは

RNA の糖とリン酸の間のホスホジエステル結合を加水分解により切断します。ジ

ンクフィンガーヌクレアーゼには、DNA を特異的に切断するヌクレアーゼタンパ

ク質の部分配列を利用しています。 

 

（４）相同組換えとジーンターゲッティング 

塩基配列の相同性の高い DNA 鎖が組み換えられる現象を「相同組換え」といい

ます。相同組換えは生体内において、大きく二つの役割を持ちます。まず体細胞（植

物では根・茎・葉を作る細胞）では DNA 鎖上に生じた傷を修復する際、相同組換

えが用いられます。このとき、傷のある DNA 鎖の修復は、無傷の DNA 鎖を鋳型

（お手本）として利用して行われます。また、相同組換えは子孫（種子）を作る際

にも使われ、この場合は花粉由来の染色体と卵細胞由来の染色体が相同組換えを起

こすことにより、遺伝子の多様性を作り出しています。「ジーンターゲッティング」
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とは、細胞外から導入した DNA と、染色体上の相同性の高い DNA の間で相同組

換えを生じさせ、結果的に標的遺伝子の改変を行う技術ですが、細胞が DNA 鎖上

の傷を修復する際、細胞外から導入された DNA 鎖を鋳型として利用した結果、起

こるのではないかと考えられています。 

 

（５）点変異 

突然変異のなかで、DNA を構成する塩基（A,T,G,C）が別の塩基に置き換わるタ

イプの変異を点変異と言います。遺伝子中に点変異が生じると、タンパク質中のア

ミノ酸配列が変わったり、途中で途切れた機能を持たないタンパク質に変化するこ

とがあります。 

 

（６）アブシジン酸（ABA） 

乾燥などの水分ストレスに応答し植物体内に合成される植物ホルモンの一種で

す。種子の発達と成熟、種子休眠や冬眠芽の誘導、気孔の開閉や乾燥耐性の獲得に

重要な遺伝子の発現を誘導します。こうした遺伝子の発現制御を担っている因子の

一つが、ABA INSENSITIVE 4（ABI4）です。ABI4 の変異体においては前述のとお

り、高濃度の ABA に対して耐性となります。 
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図１．ジンクフィンガーヌクレアーゼを利用した標的特異的な突然変異の誘発 

 任意の DNA 配列を特異的に認識するように作成したジンクフィンガーヌクレアー

ゼ(ZFN)は、染色体上の標的特異的な切断を起こします（A）。切断後細胞の持つ DNA

修復能力によって正確に元通りになりますが（B）、中には修復の過程でエラーが生

じて、塩基の入れ替わりが起きて、そのまま再結合によって切断が修復されると塩基

置換型の変異が生じます（C）。 



 6

 

 

図２．ジンクフィンガーヌクレアーゼを利用した標的特異的な塩基欠失型突然変異の誘発 

 DNA 修復過程のエラーによって塩基の置換が生じる（図１参照）他にも、塩基の欠

落を起こす場合もあり、そのまま再結合によって切断が修復されると塩基欠失型の変

異が生じます（B）。この時、DNA 修復因子の Ku80 が働かなくなると、より多くの

塩基の欠落が起こり、その結果、より大きな塩基欠失型変異が生じます（C）。 
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図３． ABI4 遺伝子上に存在する特定の配列を標的とした DNA 切断 

ABI4 遺伝子上に存在する、 5’-GGAGGAGGA-3’ に結合する配列、および

5’-GTGGCGGCG-3’に結合する配列を持つ ZFN_AAA および ZFN_TCC の組合せを用

いて ABI4 ゲノム遺伝子の切断を行いました。FokI は DNA 切断に働く領域で、この作

用により矢印の部分で遺伝子配列が切れます。 
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図４．得られた変異株の ABI4 遺伝子の配列と、ABI4 の突然変異に伴う高濃度のアブシジ

ン酸（ABA）に対する非感受性 

(A) ZFNによるゲノム切断によりABI4遺伝子上に特異的な変異が誘発されました。

その変異は ABI4 遺伝子が特異的に働かない変異株として確認することができました。

得られた変異株 zfn_abi4-1-1 では、ZFN の認識配列領域に 1 塩基の欠失（図中のハイ

フン）が生じており、その結果、ABI4 遺伝子がコードするタンパク質の配列中のス

レオニン(Thr)の後に翻訳停止コード(＊)が生じ、ABI4 タンパク質の翻訳が途中で停

止すると考えられます。(B) zfn_abi4-1-1 変異株の種子発芽に対する ABA の影響を調

べた結果、既存の ABI4 突然変異株（abi4）と同様に、高濃度の ABA に対して非感受

性を示しました（WT は ABI4 遺伝子に変異がない野生株）。
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図５．DNA 修復因子 ku80 変異株と野生型のシロイヌナズナに ZFN を作用させたときの遺

伝子配列の変化 

シロイヌナズナの ku80 変異株を用いて ZFN を作用させ ABI4 遺伝子上の変異を調

べた結果、Ku80 遺伝子の変異の影響により切断部位により大きな欠失が誘導できる

ことが明らかとなりました。 
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