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サイエンス・プラザ

１．はじめに
　2017 年現在，地球上では 75 億人が存在し，
2050 年には 90 億人を超えると予想されているが，
90 億人の人類を賄うためには，2010 年に生産さ
れた食料の 1.6 倍量が必要と試算されている。人
類の生命を賄う食料を確保する課題，即ち世界の
食料安全保障の課題は至急取り組まなくてはなら
ない課題である。しかし，人類の社会活動の副産
物である CO2 の排出過多に起因する地球温暖化
や砂漠地域の拡大，化学肥料の過多使用による耕
作地の塩害化など農業を取り巻く問題も地域に
よって顕在化しつつあるが，この情勢の中で食料
を安定的に供給する農業技術の革新が求められる。
食料の増産を達成する有効な手段の１つは，不良
環境でも安定的な生産が見込める優秀な作物品種
を開発することであるが，一般的に作物の新品種
の開発には時間がかかる。また，農業の問題は国
や地域毎に局所化しているため，生産地が抱える
課題毎に適した品種を如何に迅速に開発するかが
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食料安全保障を達成させる鍵の１つと言える。
　現在，作物の新品種開発においては，交配に
よって遺伝子を伝搬させる交雑育種と呼ばれる育
種技術が利用されている。また，自然界では起こ
り得ない DNA の直接導入を可能する遺伝子組換
え技術が 1980 年代に開発され，今ではトウモロ
コシ，ダイズなど主要作物の安定的生産に欠かせ
ない育種技術として活用されている。近年，内在
遺伝子の機能を効率的に改変するゲノム編集技術
が登場し，この技術の適応が作物育種だけではな
く，動物育種，水産魚育種，再生医療，並びに創
薬を含むライフサイエンスの幅広い分野で爆発的
な勢いで進んでいる。今後，ゲノム編集技術が果
たす役割が大きくなるのは火を見るよりも明らか
である。本概説では，既存の育種技術に加え，新
たな育種技術として登場したゲノム編集技術の原
理と適応例を紹介し，その育種技術としての可能
性について言及したい。
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２．�作物品種を開発する育種技術・交雑育種につ
いて

　地球上に存在する生物が持つ遺伝情報の本体は
ゲノムあるいは全 DNA である。DNA はアデニ
ン（A），グアニン（G），シトシン（C），チミン

（T）の 4 つのいずれかの塩基が結合した分子で
あるが，塩基は永続的に不変ではなく，自然的に
変化する場合がある。この DNA 塩基の変化こそ
個体特有の形態や特性の変化の本体である。即ち，
生物の遺伝的形質の差異は DNA の塩基の違いに
起因する。この違いは「多型（たけい）」あるい
は「変異（へんい）」と呼ばれる。DNA の多型・
変異は，例えば，細胞分裂で核酸が複製される際
に発生する。真核生物などでは一世代の一細胞の
ゲノムあたりで数十から数百塩基程度が変化する。
DNA の変化は時に生物の生存にとって不利益に
なる場合があるが，DNA 多型・変異が蓄積する
ことで多様性が高まり，生物が環境適応性を高め
る源となった。一方，人類はこの DNA の多様性
を活用することで多様な作物の品種を創り出して
きた。例えば，同じトマトの中でも異なる形質を
示す品種が多数存在する。果実の大きな品種や小
さな果実をつける品種，赤い果実の品種やオレン
ジ色の品種も存在する。また，病気に強い品種も
あれば，弱い品種も存在する。これらの遺伝的に
支配される形質の違いも DNA 多型・変異に起因
している。そのため，有用な形質に関連する
DNA の多型・変異をいかに見出して利用するか
が作物育種の成否を決める大きな要因となる。
　作物の育種における品種改良とは，優れた形質
に関連する遺伝子型を集積させることで，ある形
質がより優れた作物集団を作り上げることである。
即ち，収量性や環境ストレス耐性の向上，あるい
は栄養価の改良等の目標に対して，既存の品種よ
りも優れた形質の品種を開発する作業を言う。育
種技術として，2 つの異なる個体間の交配（一方
の花粉を他方の雌しべに受粉させて次世代を得る
手法）による交雑育種が長きに渡り利用されてい
る（図 1）。これは，交配可能な野生に自生する
近縁種や同一種（栽培種）の異なる個体が持って
いる優れた性能に関連する遺伝子（あるいは遺伝
子群）を，交配によりもう片方の親系統に導入す

る育種法である。交雑育種は両親間の交配後に得
られた次世代を評価し，その中から良いものを選
抜して，最初の交配で用いた片方の親系統で再度
交配させる作業（戻し交雑）が必要である。この
作業を繰り返すことで，有能な形質に関する遺伝
子のみが原品種に導入された新しい系統が作出さ
れる。この手法の課題として複数回の戻し交雑

（連続戻し交雑）が必要な点である。これは作物
種にもよるが，４〜８年の年月がかかるのが一般
的であり（果樹では数十年），また，実際には数
十から数百，時には数千もの次世代個体を評価し
ながら有望な系統を選抜するため，新品種を作り
上げるまでの時間と労力がかかるのが課題である。
また，交雑育種は両親間で交配が可能であり，そ
の後種子が得られることが前提条件であり，交配
ができない両親間の遺伝子の伝搬はできない。そ
のため，交雑育種で利用できる遺伝資源は作物に

戻し交雑

病気強
収量低

病気弱
収量高

病気強
収量高

・
・

・

図１．�交雑育種の模式図
例えば病気に強いが収量が低い品種（右）に，高収量性の
形質を導入したい場合，まずその形質を持つ品種（左：た
だし，病気に弱い形質を持つとする）と交配する。その後，
後代世代の形質評価を行いながら，新たな形質を導入した
い親品種（この場合は右の品種）と連続的に交配を行う
（戻し交雑）。 これを４〜８回程度繰り返し（作物によるが，
大凡４〜８年かかる），両方の形質（病気強・収量高）が
付与された系統を作出する。
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よっては著しく限られる場合がある。また，有用
な形質に関連する遺伝子座が染色体上のどこに座
乗しているかを明らかにしなければ，効率的に交
雑育種に活用できない。交雑育種においては上記
の制限があるものの，現存する作物品種のほとん
どはこの育種法によって作り出されたものであり，
最も信頼のおける育種技術と言える。1960 年代
には自然発生で得られた耐倒伏性（強雨風下でも
倒れにくい）に寄与する半矮性化を促す遺伝子変
異を交雑育種でイネやコムギに導入することで半
矮性品種が開発され，単位面積あたりの増収に寄
与した歴史がある。

３．�遺伝子変異誘発を利用する突然変異育種
　交雑育種でより優れた性能の品種を作り出す鍵
の１つは，如何に優れた遺伝資源を入手するかで
ある。しかし，作物によって既存の遺伝資源が限
られる場合がある。そこで，植物の種子や成長点
に化学物質処理や放射線照射で DNA にランダム
な変異を誘発してゲノム中に変異が散在する集団

（変異体集団）を作出する突然変異育種と呼ばれ
る変異創生技術が利用されている（図 2）。変異
原はランダムで変異を誘発するため，変異のパ
ターンは変異原を処理された個体毎に異なる。つ
まり，現品種は同じでも個体毎に異なる遺伝子型
を持つ集団を作り上げることができる。そして，
この変異体集団の中から原品種が示さなかった有

用な形質を持つ変異体を選抜し，交雑育種に利用
することができる。この手法の利点は，遺伝子変
異を効率的に誘発することで，自然界ではまだ見
つかっていない有用な遺伝子変異を得ることがで
きる点である。また，変異体集団を作出し続ける
ことで永続的に遺伝子変異を創出することができ
るため，特に交雑育種に利用する遺伝資源が限ら
れている作物に有効な手法と言える。一方，変異
体集団は大規模に作出してその中から有用な個体
を探す作業となるため，大規模な変異体集団の育
成と維持にかかるコスト・労力が課題である。ま
た，有能な個体を見逃さずに探し出す育種家とし
ての経験や能力も必要である。さらに，変異原は
ランダムに変異を誘発するため，有用変異体を選
抜の後，原品種で何回か戻し交雑を行い有用形質
に関係する変異以外の変異を取り除く作業が必要
である。我が国では主要作物のイネやダイズの他
にも，リンゴや梨などの果樹類やキク，バラなど
の花卉類においてもこの育種法によって新品種が
開発されている。なお，この育種法は外来遺伝子
を人為的に改変・導入するものではないため遺伝
子組換え技術には該当しない。

４．�遺伝子組換え技術を利用する育種
　遺伝子組換え技術は自然界では遺伝子交換が不
可能な生物間において遺伝子の交換を可能にする
技術である。1982 年に大腸菌で初めてゲノム改
変に成功したことに始まり，翌年 1983 年に初め
て形質転換植物（タバコ）が開発された１）。現在
汎用される植物の遺伝子組換え技術の手法は次の
通りである。
（1）宿主植物に組み込みたい外来遺伝子をベク
ターと呼ばれる環状の DNA の中に組み込む。
通常，ベクターには植物細胞が抗生物質や除草
剤に対して耐性を獲得するためのマーカー遺伝
子が含まれる。

（2）ベクターを植物細胞に直接導入する物理的
方法や土壌細菌アグロバクテリムを活用した間
接的手法により宿主植物の DNA に外来遺伝子
を組み込む。

（3）抗生物質や除草剤が含まれる寒天培地で植
物細胞を培養して，外来遺伝子が導入された個

・・・

・・・

・・・

変異原

変異体集団

変異体

図 2．�突然変異育種の概要
突然変異育種は，作物の種子に変異原を施して作物の
DNAの塩基配列の変化を促すことに始まる。変異原が処
理された種子からは内在DNAの塩基配列が変化したこと
により元の個体が示さなかった形質を示す変異体（丸で囲
まれた個体）が得られる。有用な形質を示す変異体を選抜
し，それを交雑育種に利用することができる。
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体を選抜する。この際，外来遺伝子が含まれな
い植物細胞は抗生物質や除草剤の影響で死滅す
る。

　この手順は植物において種に限らずほぼ同様で
あり，多くの作物においてこの手順で遺伝子組換
え個体（あるいは形質転換体とも呼ばれる）が作
出されている。
　遺伝子組換え生物の定義は，「2003 年に締結さ
れた遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生
物の多様性の確保に関する法律（カルタヘナ
法）」にて，「細胞外において核酸を加工する技術

（主務省令で定めるもの）の利用や，異なる分類
学上の科に属する生物の細胞を融合する技術（主
務省令で定めるもの）の利用により得られた核酸

又はその複製物を有する生物」と定められている。
即ち，カルタヘナでは分類学上の「科」を超える
生物間で核酸が移動した生物を規制の対象として
いる。ただし，「科」を超える核酸の交換でも自
然界で発生しうる現象はカルタヘナの規制対象に
はならず，遺伝子組換え植物とは定義づけられな
い。例えば，自然界ではアグロバクテリウム（土
壌細菌）の遺伝子が植物細胞の核酸に組み込まれ
る現象が知られ，人類に食されているサツマイモ
にもアグロバクテリウム由来の複数の遺伝子が組
み込まれていることが証明されている２）。しかし，
自然発生した現象であるためカルタヘナ法の規制
外とされる。
　遺伝子組換え技術は，今でも遺伝子の機能解明
に利用される場面が多いが，1994 年に日持ちす
るトマト“フレーバーセイバー”が遺伝子組換え
作物として初めて商業販売された例に続き，現在
ではダイズ，トウモロコシ，カノーラ，ワタ，パ
パイヤ等で新しい形質が付与された新品種開発の
育種技術として現在でも活用されている。
　組換え作物の例を 3 つ紹介する。まず，上記に
述べた“フレーバーセイバー”である（図 3）。
トマトは生産現場から市場に輸送する際，果実が
軟化・劣化することが課題であった。そこで，果

図3. 遺伝子組み換え技術によって作出されたトマト品種‘フレーバー
セーバー’
普通のトマトは登熟後は細胞壁の分解が起こり腐りやすいが、細胞壁
の分解を促す遺伝子の機能を遺伝子組換え技術で低下させると、細胞
壁の分解が遅れて日持ちするようになる。その結果、輸送時でも腐ら
ず、香りのいいトマトの長期間の販売が可能となった。

細胞壁分解酵素の
働きを止めたトマト

普通のトマト あまり日持ちしない

長期間の保存も可能

図 3．�遺伝子組み換え技術によって作出されたトマト品種
“フレーバーセイバー”

普通のトマトは登熟後は細胞壁の分解が起こり腐りやすい
が，細胞壁の分解を促す遺伝子の機能を遺伝子組換え技術
で低下させると，細胞壁の分解が遅れて日持ちするように
なる。その結果，輸送時でも腐らず，香りのいいトマトの
長期間の販売が可能となった。

二本鎖DNA

二本鎖DNA切断 (DSB)

非相同末端結合
(NHEJ)

相同組み換え
(HR)

ドナーDNA供給

正確な修復不正確な修復によ
りノックアウト HRの機構で

ノックイン

新たに導入
したい遺伝子

欠失

挿入

図 4．�ゲノム編集技術の基本原理
ゲノム編集技術の基本原理は二本鎖DNAをヌクレアーゼで切断することである。切断後，非相同末端結合の修復機構で
修復されると修復エラーが発生し，遺伝子のノックアウトが可能である。一方，相同組み換えの機構で修復されると
DNAは正確に修復される。DSB後，新たに導入したい遺伝子を含むドナーDNAを供給することで遺伝子のノックイン
が可能である。
DSB, double strand break（二本鎖DNA切断）
NHEJ, non homologous end joining（非相同末端結合）
HR, homologous recombination（相同組み換え）。
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実の細胞壁の構成要素であるペクチンを分解する
ポリガラクリュロナーゼと呼ばれる酵素の遺伝子
発現を遺伝子組換え技術で低下させることで，果
肉の細胞壁が分解せず，長い間腐らず日持ちさせ
ることに成功した。
　次に，“ラウンドアップレディー”である。通
常，作物と雑草が近くの場所で生育すると両者で
生育に必要な日光量や栄養の競合が起こり，作物
の生産性が低下する問題が発生する。一方，植物
はグリホサート（製品名ラウンドアップ）と呼ば
れる除草剤が散布されると，生育に必須なアミノ
酸合成に関わる植物内在性の酵素遺伝子が不活性
化されるため生存できなくなることが発見された。
そこで，グリホサートで不活性化されないバクテ
リア由来の同じ機能を有する遺伝子を宿主植物に
組み込むことで，グリホサート処理でも生育でき
る 組 換 え 作 物（ 製 品 名“ ラ ウ ン ド ア ッ プ レ
ディー”）が開発された。グリホサートを散布す
ることで雑草のみを効率的に死滅させることでき
るため，作物に十分な栄養と日光を施与させるこ
とが可能になり，安定生産に大きく寄与した。

“ラウンドアップレディー”は大豆，トウモロコ
シなどで適応されており，現在では最も生産され
る遺伝子組換え作物の 1 つとなっている。
　3 つめの例は，パパイヤの“レインボー”であ
る。1993 年に世界的生産地であるハワイでパパ
イヤリングスポットウイルス病が大量発生し，壊
滅的な影響を受けた。そこで，抵抗性品種の開発
が求められたが，当時そのウイルスに抵抗を示す

品種の存在は知られていなかった。一方，ウイル
スの形状を作っている外皮タンパク質の遺伝子を
植物細胞内で発現させると，そのウイルスに対す
る抵抗性を獲得する場合があることが 1980 年代
に明らかになったことから，この技術を応用して
ウイルスに耐性を示す遺伝子組換えパパイヤ品種

“レインボー”が開発された。その“レインボー”
が 1998 年に生産現場に導入されたことにより，
わずか数年以内に従来に近い生産量にまで急回復
することができた。このパパイヤの例は組換え技
術の功績により迅速に課題を解決した好例と言え
る。
　遺伝子組換え作物の利用については潜在的なリ
スクより慎重な論議も必要であるが，2016 年の
遺伝子組換え作物の世界の作付け面積は日本の国
土を超える 1 億 8510 万ヘクタールと報告されて
おり３），遺伝子組換え技術は世界の作物生産上，
極めて重要な役割を担っていると言える。

５．ゲノム編集技術の原理
　ゲノム編集技術は任意の配列内で DNA を改変
する技術であり，従来の遺伝子組換え技術よりも
正確に DNA に変異を導入することができる技術
として近年，世界中で注目を浴びている（図 4）。
この技術の基本原理は，まず標的となる DNA 配
列を認識し，その近傍で二本鎖 DNA をヌクレ
ア ー ゼ に よ り 切 断 す る こ と（Double Strand 
Breaks, DSB）である。切断された DNA は生物
が持つ修復機構により修復される。DNA の修復

ATGATTCATGGTAA TATATGAGAGATCC
TACTAAGTACCATT AGATACTCTCTAGG

ATGATTCATGGTAA TATATGAGAGATCC 
TACTAAGTACCATT AGATACTCTCTAGG

Zinc ZincZinc FokI

ZincZinc ZincFokI

FokI

FokI

RVD
LTPEQVVAIASNGGGK.....

(A) (B)

図 5．�ゲノム編集技術による標的配列の認識機構
（A）ZFNの基本構造。３つの Zinc Finger に単量体の FokI を連結した人工キメラ遺伝子を標的配列に対になるように設
計する。FokI が二量体になるとそこでDSBが誘導される。
（B）TALENの基本構造。上図は，TALEの構造。大凡 20 の反復配列を含み，１つの反復配列内の 12，13 番目のアミノ
酸をRVDと呼ぶ。これが１つのDNAを認識する。下図は，TALENの構造。TALEに FokI を連結する人工キメラ遺伝
子を用いる。DSB誘導の原理は ZFNと同じである。
TALE，Transcription Activator-like Effector
RVD, Repeat Variable Diresidues

ATGATTCATGGTAA TATATGAGAGATCC
TACTAAGTACCATT AGATACTCTCTAGG

ATGATTCATGGTAA TATATGAGAGATCC 
TACTAAGTACCATT AGATACTCTCTAGG

Zinc ZincZinc FokI

ZincZinc ZincFokI

FokI

FokI

RVD
LTPEQVVAIASNGGGK.....

(A) (B)
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機 構 は ２ つ 存 在 し， １ つ は 相 同 組 換 え
（Homologous Recombination，HR）と呼ばれる
機構で，切断された染色体とは別の，無傷の染色
体を鋳型として切断された染色体を正確に複製す
る機構である。もう一つは，切断面を直接修復す
る 非 相 同 末 端 結 合（Non Homologous End 
Joining，NHEJ）である。この機構で修復される
場合，切断面の連結時に修復のエラーが入りやす
い特徴がある。特に DNA の欠失や短い DNA の
挿入が生じることがあり，その結果，元の塩基配
列とは異なる配列に変化することで遺伝子機能が
改変される。特に DNA の欠失や挿入はフレーム
シフトを引き起こし，標的遺伝子の機能をほぼ確
実に破壊することができる。代表的なゲノム編集
技 術 と し て，Zinc Finger Nuclease（ZFN），
Transcription Activator-like （TAL）Effector 
Nuclease（TALEN）， 並 び に Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeats/CRISPR associated proteins（CRISPR/
Cas9）が知られるが，いずれも標的配列を認識
し，ヌクレアーゼによる DSB 誘導と NHEJ の修
復機構を介して変異誘発する原理を利用した手法
である。以下にそれぞれの技術の原理について概
説する。

６．�第一世代のゲノム編集技術：Zinc Finger 
Nuclease（ZFN）の登場

　ゲノム編集技術の第一世代として 2005 年に登
場したのが ZFN である４）。ZFN は DNA に結合
する性質がある Zinc Finger と呼ばれる DNA 結
合タンパク質と，FokI と呼ばれる二本鎖 DNA
を切断するヌクレアーゼを組み合わせる手法であ
る（図 5A）。１つの Zinc Finger タンパク質は３
つの塩基を認識することができるため，Zinc 
Finger タンパク質を３つ並べることで特異的な
９塩基の認識が可能である。この３つを連続的に
並べた Zinc Finger タンパク質の下流に FokI を
２つに分割した単量体を連結させた人工キメラ遺
伝子を作成する。次に，人工キメラ遺伝子を切断
したい領域に対して，人工キメラ遺伝子をセンス
鎖とアンチセンス鎖の DNA に結合するように設
計することで，合計 18 塩基程度の認識が可能に

した人工キメラ遺伝子を作成する。対にした人工
キメラ遺伝子の先端にある FokI 同士が合わさり
２量体を形成するとヌクレアーゼとして機能する
性質があるため，対にした人工キメラ遺伝子の中
央で DSB が誘導される。DSB 誘導後は NHEJ の
DNA 修復機構を介して修復されることで，遺伝
子機能が改変される。ZFN は最初アフリカツメ
ガエルで成功例が報告され，その後ショウジョウ
バエ，あるいはごく一部の植物においても報告さ
れたが，人工キメラ遺伝子の構築が極めて煩雑な
ことから現在は広く利用されるに至っていない。

７．第二世代のゲノム編集技術：TALENの登場
　2010 年，ZFN に続きゲノム編集技術の第二世
代として TALEN が開発された 5）。この技術は標
的 配 列 の 認 識 に TALE（Transcription 
Activator-Like Effector）と呼ばれる DNA 結合
タンパク質を利用する。TALE は元来植物に感
染する病原菌 Xanthomonas 属の多くが保有する
タンパク質であり，Xanthomonas が植物に感染
する際に植物細胞に注入され，罹病性を促進する

trancrRNA Cas9 spacer

ウイルスDNA

CRISPR座位

crRNA

transcrRNA/crRNA/Cas9複合体

ウイルスDNA切断

ヌクレアーゼによる断片化

再び
侵入

図 6．�CRISPR/Cas9 による獲得免疫システム
ウイルスDNAが侵入すると，ヌクレアーゼによりDNA
が断片化されてCRIPSR座位のスペーサー領域に組み込
まれてゲノムに記憶として残る。
　もう一度同じウイルスDNAが取り込まれた際に，
CRISPR座位の transcrRNA，Cas9，crRNAがいずれも
転写されて複合体を形成する。crRNAに存在するスペー
サーDNAの塩基配列の相同性を利用してウイルスを認識
し，ヌクレアーゼ活性を有するCas9 タンパク質の作用に
よりウイルスDNAが切断される。
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遺伝子の上流の DNA 配列に結合してその遺伝子
を活性させる性質がある。TALE には 20 程度の
反復配列構造があり，それぞれの反復配列は大体
33 〜 35 アミノ酸から構成される（図５B）。その
１つの反復配列の中の 12 番目と 13 番目のアミノ
酸は多型に富む領域であり，Repeat Variable 
Diresidues （RVD）と呼ばれる。この RVD の 2
アミノ酸の配列が１つの DNA との結合特異性を
決定する。つまり，TALE の反復配列内のそれ
ぞれの RVD 配列を標的配列と結合するように設
計することで，狙った部位に結合する TALE を
人工的に合成することができる。この TALE を
単量体の FokI と結合させた人工キメラ遺伝子を
ZFN と同様に，DSB を誘導したい領域で対にな
るようにセンス鎖とアンチセンス鎖の両方に設計
することで，標的部位で DSB を誘導することが
できる。DSB 誘導後は，NHEJ の修復経路を介
すことで遺伝子機能を改変することができる。基
本原理は ZFN と類似しているが，人工キメラ遺
伝子の構築は ZFN と比べて比較的簡易なことか
ら，様々な動物から植物まで適応が進められてい
る６）。しかし，ベクター構築がやはり煩雑である
ことから，幅広い分野の研究者に一般的に利用さ
れるまでに至っていない。

８．�第三世代のゲノム編集技術：CRISPR/Cas9
の登場

　TALEN の発明から間も無く，CRISPR/Cas9
法が開発された。これは真性細菌や枯草菌の外来
性ウイルスへの獲得免疫反応の原理を利用してい
る（図６）。まず，この原理を説明する。上述の
細菌は外来性ウイルスなどの侵入を受けた際，そ
のウイルス DNA の proto-spacer adjacent motif 

（PAM）と呼ばれる３つの塩基配列（NGG，N は
どの塩基でも構わない）を認識して，その上流部
位をヌクレアーゼで切断後，切断したゲノムの一
部を CRISPR 座位と呼ばれる遺伝子座に取り込
む機能を持っている。次に，同じウイルスが再侵
入した際に，取り込んだ DNA 配列が鋳型となり
crisprRNA（crRNA） が 転 写 さ れ る。 こ の
crRNA は Cas9 ヌクレアーゼの足場として機能
するトランス活性化型 crsprRNA（tracrRNA）

と複合体を形成し，この複合体に Cas9 ヌクレ
アーゼが呼び寄せられ，crRNA-tracrRNA-Cas9
の複合体が形成される。そして，この複合体が侵
入 DNA へと配向され，crRNA 上の塩基配列と
相補的な DNA の塩基配列と結合して，Cas9 ヌ
クレアーゼにより PAM 配列の上流で DSB が誘
導される。この原理は一度侵入を受けた DNA を
記憶することで再侵入を防ぐ機構であり，crRNA，
tracrRNA および Cas9 の３つが標的配列を切断
する複合体として機能する。
　一方，CRISPR/Cas9 はこの原理を転用し，ヌ
クレアーゼ活性を有する Cas9 タンパク質と，
crRNA と tracrRNA を１つにした sgRNA（single 
guide RNA）を利用する技術である７）（図７）。
作用原理は上記とほぼ同様であり，sgRNA がゲ
ノムの標的となる部位（20 塩基）を指定し，
Cas9 が指定領域内の PAM 配列の上流部位で
DSB を誘導する。DSB 後は，ZFN と TALEN と
同様に NHEJ を介した修復機構により，標的部
位の塩基配列を改変することができる。この技術
の利点は sgRNA の標的配列である特異な 20 塩
基を変えるだけで，任意の DNA 領域を標的とす
ることができることである。そのため，CRISPR/
Cas9 のベクター構築も極めて簡易であり，現在
最も利用されるゲノム編集技術となっている。な
お，植物では一般的に Cas9 と sgRNA を発現さ
せる DNA 領域を含んだ T-DNA 領域を，アグロ
バクテリウムを介して植物細胞のゲノムに組み込
んだ後にゲノム編集を誘導する手法が広く利用さ
れている。

GGCGCCATGGTAATATA TGA

CCGCGGTACCATTAGAT ACT

PAM配列

GGCGCCAUGGUAAUCUA UGA

Cas9

sgRNA

標的配列

図 7．�CRISPR/Cas9 の基本構造
PAM配列から上流 20bp を認識する sgRNAを設計する。
sgRNAが標的配列を認識すると，Cas9 が配向されて
DSBを誘導する。
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９．�ゲノム編集技術を利用して遺伝子を導入する
ノックイン技術について

　ゲノム編集技術は，標的遺伝子のフレームシフ
トを伴うのでいずれも遺伝子破壊（ノックアウ
ト）として利用される場合がほとんどであるが，
新たな遺伝子を導入するノックインの技術も開発
さ れ て い る。 こ の 基 本 原 理 は， ま ず ZFN，
TALEN あるいは CRISPR/Cas9 法により，指定
される標的部位内で DSB を誘導することである。
この際，自分が新たに導入したい DNA 断片を含
むドナーテンプレートの DNA（ドナー DNA）
を 供 給 す る こ と で， 相 同 組 換 え の 修 復 機 構

（HR）を介して目的の DNA 断片を DSB 誘導部
位に直接組み込むことができる（図 4）。この技
術を利用することで狙った部位に遺伝子や遺伝子
変異などを含む DNA 断片と入れ替えることが可
能である。植物においては，トマトにおいて約
2kb の DNA 断片を，DSB 誘導部位に導入した例
が報告されている８）。植物においてノックイン技
術はノックアウト技術に比べて効率が低く手法が
煩雑であるため，今後，技術改良により汎用的に
利用される技術になることが期待される。

10．�一塩基置換を誘導するゲノム編集技術
Target-AID

　CRISPR/Cas9 はベクター構築の容易さも相
まって，様々な生物で適応されている。しかし，
CRISPR/Cas9 は ZFN，TALEN と 同 様 に DSB
後の NHEJ を誘導するため，標的部位の DNA 欠
失・挿入変異誘導による標的遺伝子の破壊に適し

ている一方，1 塩基置換などマイルドな変異を効
率的に誘発する技術ではない。とりわけ作物の有
用育種形質や人間の遺伝疾患の多くは一塩基置換
によって引き起こされるため，遺伝子機能を完全
に破壊せずに機能を微妙に改変させたい場合があ
るが，既存のゲノム編集技術では効率的に成し得
なかった。上述のノックイン技術で一塩基変異を
含むドナー DNA を導入することも可能であるが，
とりわけ植物においてはノックインの効率は低い
のが課題とされていた。
　2016 年， 活 性 化 シ チ ジ ン デ ア ミ ナ ー ゼ

（Activation Induced cytidine Deaminase, AID）
と呼ばれる塩基修飾酵素を活用することでヒト細
胞や酵母のゲノムの一塩基編集を可能にした技術

（Target-AID 法）が開発された（図 8）９）。活性
化シチジンデアミナーゼはシトシンの脱アミノ化
反応を促進し，ウラシルへの転換を促す酵素であ
る。その後，ウラシルは DNA 複製の過程でチミ
ンへ置き換わるため，結果的にシトシン（C）か
らチミン（T）への変換が誘発される。一方，
Cas9 は２つの DNA 鎖（センス鎖，アンチセン
ス鎖）を切断する２つのヌクレアーゼドメインを
有するが，ヌクレアーゼドメインを１つあるいは
２つとも不活性化させて DSB を誘導しない
nickase Cas9（nCas9，一本鎖 DNA 切断）ある
いは dead Cas9（dCas9，DNA 未切断）を作成し，
これらと AID を連結させた人工キメラ遺伝子を
細胞に導入することで，sgRNA で指定された領
域内において AID の作用により一塩基置換を誘
導できることが証明された。筆者らはこのシステ

CACTTATAGCTACCTCCGCC

GTGAATATCGATGGAGG CGG

PAM配列

CACUUAUAGCUACCUCC GCC

nCas9

sgRNA

GTGAATATCGATGGAGG CGG
標的配列

CDA

CRISPR/Cas9

nCas9-CDA

CDA

tAtTTATAGCTACCTCCGCC
tAaTTATAGCTACCTCCGCC
tAgTTATAGCTACCTCCGCC

CACTTATAGCTACCTCCGCC
元のDNA配列

CACTTATAGCTACCTC-GCC
CACTTATAGCTACCT--GCC
CACTTATAGCTAC----GCC

改変後の塩基配列

図 8．�一塩基置換改変技術 Target-AID の原理
Cas9 は２つのヌクレアーゼを保有するが，１つあるいは２つのヌクレーゼを不活性化させたCas9（それぞれ，nCas9，
dCas9）に活性化シチジンデアミナーゼ酵素遺伝子（CDA）を連結させた融合タンパク質を細胞内で発現させることで，
sgRNAで指定された領域内のCを Tに改変することができる。ただ，実際には T以外の塩基への置換も誘導されるこ
とがある。なお，通常のCRISPR/Cas9 法では欠失が主に引き起こされるが，置換はほぼ起きない。
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ムをイネやトマトで適応させ，sgRNA で指定さ
れる領域内で効率的に塩基を置換することに成功
した 10）。同時期にトウモロコシとコムギにおい
ても同様の技術により一塩基置換が可能であるこ
とが証明されている 11）。

11．�ゲノム編集技術を利用した作物開発の試み
について

　これらのゲノム編集技術の利点として，形質を
導入したい品種に対して直接ゲノム編集技術を施
すことで，交雑育種で必要な戻し交雑が不要にな
ることが挙げられる。そのため，交雑育種と比べ
て迅速に新品種を開発できる。また，ゲノム編集
技術はランダムに変異を誘発する突然変異育種と
は異なり，標的遺伝子内で効率的に変異を誘発で
きるため，狙った遺伝子内に変異が存在する遺伝
資源の集団の効率的な創出が可能であり，その集
団から最も優れた性能の個体を選抜することがで
きる。加えて，CRISPR/Cas9 においては異なる
標的配列をターゲットとした sgRNA を複数，同
時に発現させることで，異なる遺伝子を一世代で
同時に編集することも可能である。また，高次ゲ
ノムを有する植物，例えば，３つのゲノムのセッ
トを保有する六倍体コムギ（A ゲノム，B ゲノム，
D ゲノム）において３つのゲノムの同一遺伝子座
を同時に編集することも可能である。このように
既存の交雑育種や突然変異育種では効率的に成し
得なかったことが，ゲノム編集技術を用いること
で可能になっている。
　近年，ゲノム編集技術を活用して新しい作物品
種を創出する試みが開始されている（図 9）。例
えば，TALEN により病原菌の罹病を促進する遺
伝子をノックアウトすることで，その病原菌に対
して耐性を示すイネや小麦が開発されている 12）。
また，健康に悪いとされる不飽和脂肪酸であるリ
ノレン酸合成を触媒する FAD 遺伝子をノックア
ウトすることで，リノレン酸を減少させたダイズ
や 13），糖を加水分解するインベルターゼをノッ
クアウトすることで調理時に発がん性のアクリル
アミドの発生を低下させたジャガイモが開発され
ている 14）。トマトにおいても，CRISPR/Cas9 を
利用して機能性成分が高蓄積したトマトが開発さ

れている 15）。

12．�ゲノム編集技術により得られたヌルセグリ
ガントの規制について

　これまでに紹介したゲノム編集技術の特徴とし
て，開発の過程で遺伝子組換え技術を利用し，
ZFN，TALEN，CRISPR/Cas9 のヌクレアーゼ
遺伝子を植物ゲノムに導入して標的部位を改変し
た後に，ヌクレアーゼ遺伝子を取り除くことがで
きる。植物を例にすると，ヌクレアーゼ遺伝子を
まず植物細胞に遺伝子組換え技術で組み込み，標
的部位の改変を誘導する。次に，自殖あるいは野
生株と交配すると，その後代世代で標的部位が改
変されて，かつベクターが除かれた個体が分離し
て出現する（図 10A）。このようなベクターフ
リーのゲノム編集個体は“ヌルセグリガント”と
呼ばれる。ヌルセグリガントは外来遺伝子（ここ
ではヌクレアーゼ遺伝子）を含まないため，遺伝
子組換え技術を利用した痕跡が残らない個体であ
り，自然発生する突然変異や化学変異原を用いた
変異創生技術との見分けが付かない可能性がある。

機能性成分が増えたトマト

病気に強いコムギ

リノール酸が少ない健康にいいダイズ油

収量性の高いイネ

切っても褐色化しに
くいマッシュルーム

図 9．�ゲノム編集技術によって作出された新しい作物の例
ゲノム編集技術を活用し，様々な作物で新たな形質が付与
された新しい育種素材あるいは品種が開発されている。

　ヌルセグリガントを遺伝子組換えの規制の範疇
で扱うべきなのか，あるいは外来遺伝子を含まな
いため規制の範疇では扱わないのか，という議論
が各国で進められている。米国では CRISPR/
Cas9 法で作出されたマッシュルームのヌルセグ
リガントを遺伝子組換えとしての規制から外すこ
とが決定されたが 16），我が国をはじめ多くの国
ではヌルセグリガントの扱いが定まっていない。
ゲノム編集技術の適応が急速に展開されているた
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め，ヌルセグリガントの規制に関して，十分な議
論の上に成り立つルール作りが求められる。
　近年，Cas9 遺伝子と sgRNA を発現する DNA
領域を作物のゲノムに導入するのではなく，精製
した Cas9 タンパク質と人工合成した sgRNA の
混合溶液を作成し，それをパーティグルガンで直
接植物細胞に導入することで，外来 DNA をゲノ
ムに組み込まずに標的配列を編集する手法がタバ
コ，レタス，イネ，トウモロコシ並びにコムギで
適応可能であることが示された 16）17）18）。この手
法によって得られた個体も原理的には外来 DNA
は含まないため，組換え体の定義に該当するのか，
そうでないのかのルール作りが求められる。
　規制に関し，プロダクトベースとプロセスベー
スの２つの考えがある。前者は，最終的に開発さ
れたプロダクトに主眼を置き，ヌルセグリガント
が外来遺伝子を含まないなら，それは遺伝子組換
え作物ではないという考え方である。一方，後者
はその個体が開発された経緯に主眼を置き，たと

えヌルセグリガントが外来遺伝子を含まないこと
を証明できても，その作出過程で組換え技術を利
用したら遺伝子組換え作物として定義づけるとい
う考えである。前者の場合，どのようにして外来
遺伝子を含まないと証明するのか，という課題が
残っており，後者の場合，開発者が規制当局に正
しい情報を提供しない限り，実際に組換え技術を
利用したのかを判定するのは事実上不可能になる
課題がある。そのため，開発者から規制当局に正
確な情報を提供することを義務づけることも重要
になる。また，食料は国を超えて移動するため，
世界各国で共通したルール作りも求められる。

13．�ゲノム編集技術は未来を救う技術になりえ
るか

　近年，CRISPR/Cas9 法は爆発的な勢いで技術
が高度化し，あらゆる生物に適応が進んでいる。
ここで紹介した作物のみならず，筋肉量が増えた
牛や体が大きくなった魚（マダイ）も開発され，

野生株

ゲノム編集ベクターを植物細胞
に形質転換する

標的遺伝子

標的DNA
が編集される

ゲノム編集ベクター

DNA改変の有無 有 無 有

ベクターの有無

Cas9

二本鎖DNA

sgRNA
改変後DNA

無

有 無 無有

精製Cas9タンパク質とsgRNA
の混合溶液を直接細胞に導入

DNA改変の有無

ベクターの有無

有

無

Cas9

後代世代

(A)

(B)

図 10．�外来遺伝子（DNA）を含まないゲノム編集個体の作出方法
（A）植物における一般的なゲノム編集技術の手法を図示した。まずゲノム編集ベクターを植物細胞に形質転換し標的遺
伝子を改変させる。その個体を自殖すると，後代世代でDNAが改変されてベクターが分離して抜け落ちた個体（ヌルセ
グリガント，一番右の個体）が現れる。
（B）ゲノム編集ベクターを植物細胞に形質転換しない方法を図示した。精製したCas9 タンパク質と sgRNAを混合させ
た溶液を直接植物細胞に導入することでゲノム編集を誘導することができる。この際，外来DNAを組み込むことなしに
目的の配列を改変できる。
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さらに医療分野においても遺伝病の治療にこの技
術が利用されつつあり，人類社会のあらゆる場面
で貢献が期待される。一方，人間の生殖細胞への
ゲノム編集も技術的には可能であることが証明さ
れているものの，予期せぬ副作用や解決すべき倫
理的な問題点もある。一方，ゲノム編集技術は農
業を含むあらゆるライフサイエンスの分野におい
て，人類が抱える課題を迅速に解決するための
ツールになり得ることも事実である。特に，世界
の食料安全保障の課題を達成するために，今後，
如何に省労力で効率的に十分な農水産物を確保す
るかが重要な課題になるため，迅速な品種開発が
可能なゲノム編集技術が不可欠な育種技術として
活用される時代が到来するかもしれない。一方で，
得られた生物の扱いに関する規制が未だ多くの国
で定まっていないため，環境や人体への影響を評
価するシステムを早急に構築する必要がある。さ
らに，ゲノム編集技術によって得られた作物が社
会的に受容されるかは別の課題であるため，本技
術の意義について社会的議論を深めて社会におけ
る認知度を向上させることも不可欠である。
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