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2つのXylT遺
伝子と4つの
FucT遺伝子
（全部で12個
の対立遺伝
子）
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Plant Sci.

Inactivation of the
β(1, 2) - 
xylosyltransferase
and the α(1, 3) - 
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genes in Nicotiana
tabacum BY- 2 Cells
by a Multiplex
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Strategy Results in
Glycoproteins
without Plant- 
Specific Glycans

2017 8, 403.

植物や植物細胞は、抗体やワクチンなどの医薬用の糖タンパク
質を生産するために使える。しかし、これらのタンパク質は植物
に典型的な残基を含むN-グリカンを持ち、それがタンパク質の
免疫原性、アレルゲン性または活性に大きく影響しうる。b(1,
2)-キシリルトランスフェラーゼ（XylT）とa(1, 3)-フコシルトランス
フェラーゼの2つの酵素が植物に特異的なグルカンの付加に重
要である。私たちの目的は、CRISPR/Cas9を使ってタバコBY-2
懸濁細胞において2つのXylT遺伝子と4つのFucT遺伝子（全
部で12個の対立遺伝子）をノックアウトすることである。保存され
た領域を標的とするためにXylT遺伝子中の3つ配列とFucT遺
伝子中の6つの配列に対するgRNAを設計した。ｓｇRNA、Cas9
と選択マーカー（bar）をコードする遺伝子でタバコBY-2細胞を
形質転換した後で、トランスジェニック系列が得られて、細胞外
と細胞内タンパク質をウエスタンブロッティングによって分析し
た。3つの系統はb(1, 2)-キシロースとa(1, 3)-フコースが大きく
減少しており、2つの系統にはそれらは存在しなかった。これら
の糖がないことは細胞外タンパク質のマススペクトル分析によっ
て確認した。標的領域を分析すると、小さなindelと標的部位の
間の欠失が見出された。ノックアウトされた系統は特定の形態を
示さず、野生型と同じように成長した。ノックアウトされた系統の
1つについてヒトIgG2抗体をコードする遺伝子で形質転換した。
マススペクトルで確認されたIgGの糖鎖付加の分析結果は糖鎖
中にb(1, 2)-キシロースとa(1, 3)-フコースは存在せず、主要な
糖の形態はGnGnだった。これらの結果は、タバコBY-2細胞で
発現させた医薬用のタンパク質の糖鎖付加のヒト化に向けた重
要な段階であることを意味する。
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本研究では、強い薬理学的活性をもつ伝統的な中国の薬用植
物である丹参においてタンシノンの生合成に含まれるジテルペ
ンシンテース（SmCPS1）遺伝子をCRISPR/Cas9を使って正確に
ノックアウトした。アグロバクテリウムリゾゲネスに媒介される形質
転換で得られた26個の独立したトランスジェニック毛状根の系
統から3個のホモ接合性の変異体と8個のキメラの変異体が得ら
れた。ホモ接合性の変異体はタンノシンが完全に存在しない
が、他のフェノール酸化代謝産物には影響がないことが代謝物
の分析から明らかになった。キメラの変異体ではタンノシンは
減っていたが検出できて、SmCPS1のRNAiについての以前の
報告と同じだった。この研究を基にして、中国の薬用植物にお
ける二次代謝物の解明、品質向上、収量の増加につながるだ
ろう。
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CRISPR/Cas9システムによる高度な遺伝子編集とアグロバクテ
リウムツメファシエンスによる形質転換を利用して、オオムギに
おいてビタミンEの合成経路中の鍵遺伝子であるHPTにター
ゲッティングによる遺伝子編集を行った。この遺伝子が機能し
ない変異体を得て、オオムギにおいて生物学的な活性を持つ
化合物を研究するための基礎を作った。
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私達はタバコBY2細胞懸濁においてCRISPR/Cas9によるゲノム
編集を使ってb-（1, 2）キシロシルトランスフェラーゼとa-（1, 3）
フコシルトランスフェラーゼをノックアウトした。全部で14個の遺
伝子座をノックアウトした。ノックアウトした系統は安定で生存能
力があって、典型的なBY2の成長速度を示した。これらの系統
の内在性のタンパク質についてのグリカンの分析はb-（1, 2）キ

シロースおよび/またはa-（1, 3）フコースを欠いたN-結合型グ
リカンを示した。ノックアウトした系統は組換えDNaseIによってさ
らに形質転換することができた。組換えタンパク質の発現レベ
ルと活性は野生型のBY2細胞で生産されたタンパク質の値と同
じだった。組換えDNaseIはキシロースおよび/またはフコース残
基を含まないことが示された。
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