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［背景・目的］
　植物が生産する特化代謝産物（二次代謝産物）の多
くは生理活性を示すことが知られている。これら特化
代謝産物の代謝経路を改変することによって、有用物
質を大量生産する、あるいは不要な物質をほとんど生
産しない植物を作り出すことができることが予想され
る。植物の代謝経路を人為的に改変するためには、植
物のゲノム上に存在する特定の代謝酵素遺伝子に変異
を導入する必要がある。しかし、植物細胞は相同組み
換え頻度が低いため、効率的な標的遺伝子の改変が困
難であった。近年ゲノム編集のツールとして開発され
た TALEN（transcription activator-like effector 
nuclease）は植物病原菌 Xanthomonas 由来の TAL 
effector の DNA 結合ドメインと制限酵素 FokI エン
ドヌクレアーゼの DNA 開裂化ドメインを結合した人
工ヌクレアーゼである 1）（図１）。TAL effector の 
DNA 結合ドメインは 34 アミノ酸のリピートで構成
され、1 リピートが標的 DNA の 1 塩基を認識する 2）。
リピート中の 12、13 番目の二アミノ酸（repeat variable 
diresidue, RVD）によって標的塩基が決定されており、
リピートを並び変えることで任意の配列特異性を持っ
た DNA 結合ドメインを作製可能である。2 つ 1 組の 
TALEN をゲノム上の特定の配列上で向かい合うよう
に DNA 結合ドメインを作製、細胞で発現させること
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で、標的配列上で FokI ドメインが二量体化し、ヌク
レアーゼ活性を示すようになる。TALEN によって切
断されたゲノム DNA は細胞内在の非相同末端結合修
復によって再結合される。その際、塩基の欠損や挿入
が起こり、標的配列に変異が導入される。
　TALEN を植物に適用することで、植物ゲノムの配
列 特 異 的 な 改 変 が 可 能 と な る と 予 想 さ れ る が、
TALEN を用いた植物ゲノム改変に関する報告は未だ
少 な い。 そ こ で 本 研 究 で は、 人 工 ヌ ク レ ア ー ゼ 
TALEN を用いて植物の特化代謝酵素遺伝子を破壊す
ることで植物特有の特化代謝経路が改変可能であるこ
とを示すことを目的として、シロイヌナズナのオレア
ノール酸生合成酵素遺伝子（CYP716A2）、ジャガイ
モの SGA 生合成関連酵素遺伝子 SSR2（sterol side 
chain reductase 2）の破壊を試みた（図２）。

１．機能の重複した CYP716A1, CYP716A2 はオレ
アノール酸生合成に関与する。
　オレアノール酸は多くの双子葉植物が生産するトリ
テルペノイドの一種であり、動物細胞に対する様々な
生理活性が報告されている一方で植物そのものにおけ
る生理学的な意義については不明な点が多い化合物で
ある。モデル植物であるシロイヌナズナはオレアノー
ル酸の生合成に係る酵素遺伝子として CYP716A1, 
CYP716A2 をゲノム上に保持している（図 2-a）。こ
れらの機能が重複した遺伝子は、第 5 染色体上の近接
した位置に存在しており、それぞれの一重変異体の交
配によりオレアノール酸欠乏変異体と予想される二重
変異体を作製することは困難である。そこで本研究で
は、CYP716A2 遺伝子を標的配列とする TALEN を 
cyp716a1 一重変異体へ導入することで、cyp716a1 / 
cyp716a2 二重変異体を作出し、基礎的な植物生理学
研究に TALEN が有用であることを示すことを目指
した。
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図１．TALEN タンパク質の構造
　TALEN は TAL effector の DNA 結合ドメインと FokI エンドヌク
レアーゼの DNA 開裂化ドメインを結合させた人工タンパク質であ
る。DNA 結合ドメインのリピートを並びかえることで任意の標的塩基
配列特性を持ったヌクレアーゼを作製できる。
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２．SSR2 は SGA 生合成経路の鍵酵素遺伝子である
　 ス テ ロ イ ド 性 グ リ コ ア ル カ ロ イ ド（Steroidal 
glycoalkaloid, SGA）はナス科植物に特に多く分布す
る特化代謝産物である。例えば、ジャガイモ（Solanum 
tuberosum）が生産する主要な SGA の一つであるソ
ラニンは、ヒトや動物に対して毒性を示す。ナス科植
物は多様な SGA を保持しているが、全てのステロイ
ド性アルカロイドは共通の前駆体であるコレステロー
ルから生合成されると考えられている。最近、組換え
酵母を用いた実験によりジャガイモ由来の Sterol side 
chain reductase 2（SSR2）がデスモステロールの 24 
位を還元し、コレステロールを生成することが示され、
SSR2 が SGA 生合成の鍵酵素遺伝子であることが示
唆された（Sawai et al., unpublished）。SSR2 が触媒
する反応は全てのグリコアルカロイドの生合成に共通
であり、SSR2 を破壊することで、SGA 低含量のジャ
ガイモを育種することが可能になると考えられる。そ
こで、本研究では TALEN を用いたジャガイモ SSR2 
遺伝子の破壊による代謝改変、SGA 低含量ジャガイ
モのゲノム育種を目指した。

図２．TALEN 標的遺伝子が関与する植物特化代謝反応
（a）シロイヌナズナ CYP716A1, CYP716A2 は β- アミリンを酸化
し、オレアノール酸生産活性を有する。（b）SSR2 はナス科植物に
おいてデスモステロールを還元し、コレステロールを生産する。コレ
ステロールは酸化やアミノ基転移、配糖化反応を経て、ソラニンな
どの SGA に変換される。

［実験結果］
１．cyp716a1 / cyp716a2 二重変異体シロイヌナズナ
の作出
　T-DNA の挿入によって cyp716a1 が破壊されたシ
ロイヌナズナ一重変異体に CYP716A2 を認識する 
TALEN 恒常発現ベクターをアグロバクテリウム法に
より導入した（図 3-a）。得られた形質転換体からゲ
ノム DNA を抽出し、PCR によって TALEN 標的配
列を含む数百 bp を増幅させ、PAGE ゲルを用いて分
離したところ、標的配列への変異導入を示唆するバン

ドが検出された（図 3-b）。増幅産物をベクターへク
ローニング後、シークエンス解析によって標的配列を
確認したところ、標的配列への変異導入が検出された

（図 3-c）。詳しい実験内容については参考文献を参照
していただきたい 3）。

図３．TALEN によるシロイヌナズナ CYP716A2 遺伝子の破壊
（a）CYP716A2 を標的配列とする TALEN。 赤い線が左右の 
TALEN の認識配列を示す。（b）ゲノミック PCR による変異導入
の検出。TALEN を導入したサンプルでは非形質転換体（NT）で
は見られない黄色のアスタリスクで示すエクストラバンドが検出された。

（c）形質転換体シロイヌナズナより検出された TALEN 標的配列（一
部を抜粋）。

２．SSR2 が破壊されたジャガイモは SGA 蓄積量が
減少する。 
　SSR2 を標的配列とする TALEN を作製し、エス
トラジオール誘導型発現ベクターをアグロバクテリウ
ム法によりジャガイモへ導入した（図 4-a）。得られ
た形質転換体をエストラジオールを含む溶液に浸し 
TALEN の発現を誘導後生育させた。ゲノム DNA を
抽出し、PCR によって TALEN 標的配列を含む数百 
bp を増幅させ、PAGE ゲルを用いて分離したところ、
29 個体中、2 個体において標的配列への変異導入を
示唆するバンドが検出された（図 4-b）。これらの 
PCR 反応産物をベクターへクローニング後、シーク
エンス解析によって標的配列を確認したところ、変異
導入が検出された（図４-c）。そのうち 1 個体におい
ては変異が導入されていない SSR2 配列が検出され
なかった。いくつかの形質転換体、非形質転換体の葉
に含まれる SGA 量を LC/MS 分析によって定量した
ところ、SSR2 ノックアウト体においてコントロール
と比較して SGA 量が大幅に減少していることが示さ
れた（Data not shown）。
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図４．TALEN によるジャガイモ SSR2 遺伝子の破壊
（a）SSR2 を標的配列とする TALEN。 オレンジ色の線が左右の 
TALEN の認識配列を示す。（b）ゲノミック PCR による変異導入
の検出。TALEN を導入したサンプルでは非形質転換体（NT）で
は見られない黄色の矢印で示すエクストラバンドが検出された。（c） 
TALEN 導入ジャガイモより検出された TALEN 標的配列（一部を
抜粋）。

［考察］
　本研究において、人工ヌクレアーゼ TALEN を用
いることでモデル植物シロイヌナズナのオレアノール
酸生合成関連酵素遺伝子 CYP716A2, ジャガイモの 
SGA 生合成鍵酵素遺伝子 SSR2 に変異が導入され
た。モデル植物であるシロイヌナズナに TALEN を
用いてゲノム改変を行った研究例は幾つか知られてい
るが 4）、四倍体作物であるジャガイモに TALEN を
適用し、ゲノム改変、代謝改変を行った研究は今まで
報告がなかった。本研究によって人工ヌクレアーゼで
ある TALEN が植物の基礎的な研究だけではなく、
実用作物のゲノム育種においても強力なツールとなる
ことが示唆された。
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同研究室において、博士後期課程

へ進学。引き続き、人工ヌクレアー

ゼ TALENを用いた植物のゲノム

育種・代謝改変を目指した研究に

従事している。
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