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In this study, we attempted to introduce Cas9 protein into Arabidopsis leaf tissue and soybean 

meristem tissue for genome editing using microneedle array (MNA) made by silicon 
microfabrication. Elastic modulus of the surface of both Arabidopsis thaliana and soybean 
tissues were evaluated using AFM. The results were approximately 2.2 and 4.9 MPa, 
respectively, which were more than 100 times higher than the surface modulus of animal cells. 
Next, MNA with needles of 40 ~ 100 μm in length and 1 ~ 2 μm in width was inserted into the 
tissues to investigate the shape of needle that can be inserted without buckling. As a result, an 
MNA with a needle of 60 µm in length and 2 µm in width was successfully inserted without 
buckling. Next, in the genome editing using Cas9, a reporter Arabidopsis was used, in whichβ-
glucuronidase (GUS) gene expresses when the digestion of PDS3 fragment occurs. The 
Cas9/gRNA complex was introduced by inserting the MNA into the tissue and retracting it after 
incubation for 1 min in the tissue. The success of the genome editing was estimated with GUS 
staining of the leaf tissue and NGS analysis to evaluate indel efficiency. 
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本研究では、植物組織のゲノム編集を目的として、シリコンの微細加工により作製

した角柱状マイクロニードルが１次元に配列したアレイ（MNA）を用いて、シロイヌ

ナズナ葉組織、ダイズ茎頂分裂組織に対する Cas9 タンパク質の導入を試みた。まず、

AFM を用いてナズナ・ダイズ両組織表面の弾性率を評価した結果、それぞれ約 2.2、
4.9 MPa であり、動物細胞の表面弾性率と比較して 100 倍以上高い弾性率であった。

そこで、長さ 40～100 µm、幅 1～2 µm の針を持つ MNA を用いて座屈せず挿入可能

な針形状を検討した結果、長さ 60 µm、幅 2 µm の針を持つ MNA が、ナズナ・ダイ

ズ両組織で座屈せずに挿入可能であることが確認された。Cas9 を用いたゲノム編集

では、PDS3 遺伝子の部分配列の切断によりβ-glucuronidase（GUS）遺伝子が発現す

るシロイヌナズナレポーター植物を用いた。MNA 表面に Cas9/gRNA 複合体を吸着さ

せ、組織に挿入後 1 分間停留し抜去することで、複合体を導入した。このナズナ葉組

織を用いた GUS 染色によりゲノム編集の成否を判定し、また NGS 解析により indel
導入効率を算出した。 
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