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私たちは植物細胞がもつ機能の解明・制御・利用を目的として、分子・細胞レベルでの研究
に取り組み、植物の遺伝子資源を有効活用して社会や産業に貢献し、健康向上・食糧増産・
環境保全を指向する植物バイオテクノロジー研究を実践しています。

ゲノム情報を駆使した有用
遺伝子探索
植物テルペノイドは医薬品原料として注目されている天然
化合物です。ゲノムおよびトランスクリプトーム解析とバ
イオインフォマティクス技術を活用し、植物テルペノイド
生合成に関わる有用遺伝子の同定を行っています。

植物におけるゲノム編集技術
の開発
TALENやCRISPR/Casなどの人工ヌクレアーゼを用いたゲ
ノム編集技術により、植物ゲノムの特定部位に変異を導入
することが可能になりました。この技術を活用した植物の
代謝経路の改変などを通じ、作物に有用な形質を付与する
ことを目指した研究に取り組んでいます。
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生薬 甘草 (カンゾウ) の医薬成分「グリチルリ
チン」生合成経路の解明

ゲノム編集カンゾウ毛状根を用いたグリチル
リチンの生産

ベンサミアナタバコの葉における生合成酵素遺
伝子の一過的発現による有用物質生産

合成生物学による有用物質
生産
植物由来の酵素遺伝子を微生物や植物に導入して生合成経
路を再構築し、有用な天然物の生産を目指す合成生物学研
究を行っています。特に、植物を活用したバイオものづく
り技術の開発に力を入れています。
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多くの漢方薬に用いられる甘草
（カンゾウ）に含まれる主要な薬
効成分グリチルリチンの生合成を
担う重要な酵素を同定しました。

また、生化学的な手法により生合
成酵素の重要なアミノ酸残基を特
定し、反応メカニズムの解明や酵
素機能の改変に向けた研究にも取
り組んでいます。
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Fig. 4 Metabolite analysis of genome-edited hairy roots. LC-MS chromatograms obtained by selected-ion monitoring (SIM) of the theoretical m/z
values of target compounds. Chromatograms of representative double-KO, quadruple-KO and a control line. 

Table 1 Triterpenoid profiles of CYP93E3 CYP72A566 double-KO and CYP93E3 CYP72A566 CYP716A179 LUS1 quadruple-KO lines

 Metabolite content (upper row: μg/g DW, lower row: nmol/g DW)

Line β-Amyrin Glycyrrhizin Soya saponin I Soya saponin II Betulinic acid Oleanolic acid

Empty vector 
control

45
(105)

– 2,358 ± 72
(2,500 ± 76)

883 ± 15
(967 ± 16)

59 ± 9
(129 ± 20)

43 ± 6
(94 ± 13)

DKO1-1 (no data) 192 ± 3
(233 ± 4)

– – 746 ± 14
(1,633 ± 31)

413 ± 7
(904 ± 15)

DKO1-2 211
(494)

250 ± 4
(304 ± 5)

– – 1,230 ± 23
(2,693 ± 50)

962 ± 30
(2,106 ± 66)

DKO1-3 656
(1,537)

513 ± 11
(623 ± 13)

– – 441 ± 4
(966 ± 9)

321 ± 2
(703 ± 4)

QKO-1 1,175
(2,754)

530 ± 9
(644 ± 11)

– – – –

QKO-2 (no data) 134 ± 2
(163 ± 2)

– – – –

QKO-3 1,050
(2,461)

274 ± 4
(332 ± 5)

– – – –႑-amyrin was quantified by GC-MS and the other triterpenoids by LC-MS. Minus signs indicate ‘not detected’.

chose four sequences because two gRNAs from exon-1 failed to 
lead to Cas9 cleavage in our preliminary examination. A vector 
system that co-expresses multiplex gRNAs and Cas9 was used 
(Hashimoto et al. 2018, Nakayasu et al. 2018), and two gRNAs 
for each gene were inserted into the vector to introduce muta-
tions. To generate double-KO and quadruple-KO, two types of 
vectors, and one type of vector were constructed, respectively 
(Fig. 2B). The genome-edited hairy roots were then induced 
from licorice hypocotyls via A. rhizogenes infection.

Screening of CYP93E3 CYP72A566 double-KO hairy 
roots
The screening of double-KO lines was performed by mutation 
detection followed by sequence analysis in the target sequences. 
For mutation detection, a microchip electrophoresis device 

for nucleic acids was used for the analysis of PCR-amplified
products of the target regions. When indels caused by 
CRISPR/Cas9 are small (<4 bp), we could miss the occurrence 
of mutations. To avoid this, we picked out the lines where 
changes in DNA size were clearly observed in at least one target 
gene. Ninety lines were examined and about 40 lines remained 
as double-KO candidates. Subsequently, sequence analysis 
revealed that three lines (DKO1-1, 2, 3) had loss-of-function 
mutations in both CYP93E3 and CYP72A566, due to small dele-
tions and/or insertion or substitution mutations (Fig. 3). DKO1-
1 and −2 were obtained using the construct Ph4 (Fig. 2B), and 
DKO1-3 was obtained using the construct Ph5 (Fig. 2B). Regard-
ing the CYP93E3 gene in DKO1-1, the region between the two 
target sites (224 bp) was replaced by 184-bp DNA fragments, 
and this substitution induced a premature termination codon 
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生育が早く、遺伝子改変が容易な組織培養”毛状根”においてゲノ
ム編集系を確立し、遺伝子機能の解析・代謝改変による有用物質
生産が可能になりました。

生育の早いベンサミアナタバコなどの植物を用いた、バイオもの
づくりプラットフォームの確立を目指しています。

ゲノム編集によるソラニンなどの有毒不快味
成分の低減したジャガイモの作出

ジャガイモは主に芽の部分にソラニンなどの有毒なステロイドグ
リコアルカロイド (SGA) を蓄積します。SGA生合成に関わる酵素
遺伝子をゲノム編集によってノックアウトすることで、SGAの蓄
積量を大幅に低減したジャガイモの作出に成功しました。

現在、実用化に向けた野外栽培
試験を共同研究で実施するとと
もに、さまざまな有用形質を持
つジャガイモの開発を目指した
新たなゲノム編集系統の作出に
も取り組んでいます。


