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2020年のノーベル化学賞を受賞した人工制限酵素 Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats/CRISPR- 
associated Proteins 9（CRISPR/Cas9）の開発により，ゲノ
ム編集技術の開発は大きく進展し，医療，産業，農業など幅
広い分野に革命をもたらしている．一方，相同組換えを介し
たジーンターゲッティング（GT）技術は 1980年代には動物
細胞で確立され (1)，その後すぐに植物細胞への適用が様々な
グループにおいて試みられてきた．多様な植物種へのGT技
術の適用は未だチャレンジングではあるが，本稿ではこれま
でに植物において開発されてきたGT技術の状況とその展望
について紹介する．

ゲノム編集技術とは？

ゲノム編集は，内在性の遺伝子の塩基配列を変化させ
る技術であるが，大きく分けて二つの技術がある（図1）．
一つは，CRISPR/Cas9などの人工制限酵素で標的遺伝
子上にDNA二重鎖切断（DSBs）を誘発し，DSBの末
端が再結合される修復（非相同末端結合）の過程で生じ
るエラーを利用して標的遺伝子に挿入・欠失変異などを
導入する「標的変異」技術（図1A）である．この技術
は修復エラーを利用して変異を導入することから，変異
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パターンを制御することはできず，主に機能欠損型変異
体の作出に用いられている．既に様々な植物種に適用さ
れており(2, 3)，日本国内でもこの技術で作出された健康
機能性成分を高濃度で含むトマト(4)が販売されている．
もう一つの技術は，「標的組換え（ジーンターゲッティ
ング，GT）」技術（図1B）であり，標的遺伝子上に生
じたDSBsを相同組換え経路により修復する過程で，外
来DNA（相同組換えの鋳型DNA）として導入した配列
をコピーペーストするため，任意の変異（アミノ酸置
換，ドメイン交換，ノックインなど）を標的遺伝子に導
入することが可能である．機能獲得型の変異体作出には

不可欠な技術であるが，高等植物では相同組換え頻度が
低いためGT効率が非常に低く(5, 6)，様々な方面からそ
の効率化に取り組まれてきた．

稀なGT細胞を効率良く選抜する方法の開発

前述のとおり，GTは標的遺伝子上に生じたDSBsを
外来DNAを鋳型とした相同組換えにより修復する際に
任意の改変を導入する技術であるが，高等植物では一般
的に非相同末端結合経路が相同組換えよりも優先的に機
能しており，生じたDSBsを即座に再結合させるために

図1 ■ ゲノム編集の主な2つの技術の概略図
A．人工制限酵素により誘発したDSBsを修
復する過程で生じるエラーを利用して標的遺
伝子を主に壊す技術．B．任意の変異（☆）
を挿入した鋳型DNAを細胞内に導入し，そ
の配列を相同組換え修復により標的遺伝子に
コピーペーストする．
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CRISPR/Casシステムは，細菌の免疫機構（外来性のウイ
ルスなどを撃退する機構）として発見されたもので，近年世
界中で最も広く利用されているCRISPR/Cas9は化膿レンサ球
菌（Streptococcus pyogenes, SpCas9）に由来する．このシス
テムは，二本鎖のDNAを切断する酵素（エンドヌクレアー
ゼ）であるCas9と“ガイドRNA（gRNA）”と呼ばれる短い
RNA分子から構成される．gRNAは，5 ′末端に位置する標的
配列に相補的な20塩基の配列とCas9の足場となる配列から
成り，足場配列にCas9が結合することでCas9-gRNA複合体
を形成する．Cas9による標的配列の認識には，gRNAの5 ′末
端の20塩基に相補的な配列に隣接するProtospacer Adjacent 
Motif（PAM）とよばれる特定の配列（SpCas9の場合NGG）
が必要で，ガイドRNAの相補配列＋PAM配列が存在する部
位にCas9-ガイドRNAが結合してDNA二重鎖切断を生じる．
CRISPR/Cas9システムはDNAを切断することに利用するだ
けでなく，Cas9タンパク質のDNA切断活性を部分的あるい
は完全に欠損させたCas9タンパクに様々なエフェクターを結
合させることでDNA二重鎖切断を必要としないゲノム編集技
術が次々と開発されている．その一つが，Prime editingと呼
ばれる技術で，DNA切断活性を部分的に欠損させたCas9 
（ニッカーゼ型Cas9, nCas9）タンパク質に逆転写酵素を連結
した融合タンパク質とgRNAの3 ′末端に逆転写酵素の鋳型と
なる配列を連結させたRNA分子を発現させることで，RNA
を鋳型にして標的遺伝子に任意の改変を導入することができ

る．この技術の開発により，任意の塩基置換，短い配列の挿
入，正確な配列の欠損などの精密な遺伝子の書き換えが比較
的簡便にできるようになった．

Prime editingによる精密ゲノム編集
nCas9に逆転写酵素を付加した融合タンパク質とgRNAの
末端に逆転写酵素の鋳型を付加したprime editing gRNA 
(pegRNA)により，標的遺伝子への単鎖DNA切断とその部位
からの逆転写により標的遺伝子に目的の変異（太線）を導入
することができる．

コ ラ ム
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GT効率は低いと考えられている．また，細胞内で自然
発生的に生じるDSBsを利用する場合，標的遺伝子上よ
りもその他の領域でランダムに生じるDSBsが圧倒的に
多く，細胞内に導入した相同組換えの鋳型DNA（外来
DNA）は標的遺伝子以外の領域に非相同末端結合経路
によりランダムに取り込まれる，いわゆる通常の形質転
換イベントが多数生じてしまう．そのため，GTに成功
する細胞の割合は，形質転換細胞の10－4から10－6と非
常に低くなると考えられている(5～8)．そこで，極めて稀
なGT細胞を効率良く選抜する方法が開発されてきた．

1.　ポジティブ・ネガティブ選抜を利用したGT
ポジティブ・ネガティブ選抜法は，ポジティブ選抜

マーカー（薬剤耐性遺伝子など）を相同組換えの鋳型配
列の内部に，ネガティブ選抜マーカー（致死あるいは生
育阻害遺伝子など）を鋳型配列の外側に配置したGTベ
クター（図2, Step1）を用いることで，ベクターがラン
ダムにゲノムに挿入された細胞はネガティブ選抜マー
カーの発現によって排除され，相同組換えによって標的
遺伝子が改変された細胞はポジティブ選抜マーカーの発
現によって効率良く濃縮される選抜法である．この選抜
法は，Teradaら(9)によってイネにおけるGT細胞の選抜
に適用され，ポジティブ選抜マーカーとしてハイグロマ
イシン耐性遺伝子（hygromycin phosphotransferase; 
hpt），ネガティブ選抜マーカーとしてジフテリア毒素タ

ンパクAフラグメント（diphtheria toxin A fragment; 
DT-A）を用いてイネにおいては再現性の高いGT系と
して確立されてきた(10～13)．しかしながら，DT-Aはタ
ンパク質そのものが毒性を持ち，ベクターからの一過的
発現により細胞毒性を示すなどの理由から，未だイネ以
外の植物種には適用されていない．
そこで筆者は，汎用的なポジティブ・ネガティブ選抜
法の確立を目指して，選抜の開始時期や強度を任意に調

図2 ■ ポジティブ・ネガティブ選抜を利用したGTと痕跡を残さないマーカー除去法の組み合わせによる精緻な標的遺伝子改変
A．制限酵素によるDSBsの誘導と単鎖アニーリング修復によるマーカー除去法の利用．Step1．アグロバクテリウムを介してGTベクター
をイネカルスに導入し，ポジティブ・ネガティブ選抜によりGT細胞を濃縮する．GTの鋳型配列を部分的に重複（反復）させ，その内側
に制限酵素などの認識配列（青矢印）を配置する．Step2．GTが成功した細胞において制限酵素を発現させてDSBsを誘発し，DNA修復
により反復配列が単一の配列に再構成する過程でマーカーを除去して目的の変異（☆）のみを残す．B．piggyBacトランスポゾンの転移に
よるマーカー除去法の利用．Step1．アグロバクテリウムを介してGTベクターをイネカルスに導入し，ポジティブ・ネガティブ選抜によ
りGT細胞を濃縮する．ポジティブ選抜マーカーをpiggyBacトランスポゾンの内部に配置する．Step2．GTが成功した細胞においてpiggy-
Bac転移酵素（PBase）を発現させ，piggyBacトランスポゾンの転移によりマーカーを除去し，目的の変異（☆）のみを残す．piggyBacの
転移にはTTAA配列が必要である．いずれのマーカー除去法においても，次世代において標的遺伝子に目的の変異をホモで持ち，制限酵
素あるいはPBase発現カセットを持たない個体を選抜する必要がある．

図3 ■ all-in-oneGTベクターを用いたCRISPR/Cas9による標
的変異誘導的なGT系
GT鋳型DNA配列，CRISPR/Cas9（gRNA, Cas9）発現カセット，
選抜マーカーを一つのT-DNAに配置したall-in-one GTベクター
を植物細胞に導入し，形質転換細胞の選抜の過程でCRISPR/Cas9
による標的切断が生じる．その多くは非相同末端結合による修復
エラーで欠損や挿入変異が生じるが，ごく稀にゲノムに挿入され
たベクター上の鋳型配列を利用した相同組換え修復が生じ，目的
の変異（☆印）が標的遺伝子に挿入される．
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節することができる条件的ネガティブ選抜マーカーの開
発にも取り組んできた．その一つとして，ポジティブ選
抜マーカーの発現をネガティブ選抜マーカーの発現で抑
制するポジティブ・ネガティブ選抜法を考案した．より
汎用的な選抜系となるように，多くの植物種において利
用されているnptII（Neomycin phosphotransferase II）
遺伝子をポジティブ選抜マーカーとして利用し，その発
現を抑制するアンチセンス鎖（anti-nptII）をネガティ
ブ選抜マーカーとした．実際に，この選抜法を用いて，
イネの複数の内在遺伝子のGTによる改変に成功し
た(14)．現在筆者らは，より強力な条件的ネガティブ選
抜マーカーを開発し，イネ以外の植物種におけるGT細
胞の選抜に適用することを試みている．

2.　ポジティブ・ネガティブ選抜を利用したGTと痕跡
を残さないマーカー除去法の組み合わせによる精緻な標
的遺伝子改変
ここまでに述べた通り，少なくともイネにおいてはポ

ジティブ・ネガティブ選抜を利用したGTを用いること
で，あらゆる遺伝子を狙い通りに改変することが可能で
ある．しかしながらこの方法を用いると，標的遺伝子座
に任意の改変と共にポジティブ選抜マーカー発現カセッ
トを挿入することでGT細胞を濃縮するため，標的遺伝
子座に望むべき変異のみを残したい場合は，ポジティブ
選抜マーカー発現カセットを綺麗に除去する必要がある
（図2, Step 2）．そこで筆者らのグループでは，ポジティ
ブ選抜マーカーを痕跡無く取り除く2種類の実験系を開
発してきた．その一つは，DSBsの誘導と単鎖アニーリ
ングによる修復を利用したマーカー除去法である（図
2A）．この方法は，ポジティブ選抜マーカーの両側に配
置する相同組換えの鋳型配列を部分的に重複（反復）さ
せ，その内側を制限酵素で切断して反復配列が単一の配
列に再構成されることでマーカーを痕跡無く除去でき
る．このマーカー除去法は，効率は低いながらもマー
カーを挿入する位置や配列に制限がないため汎用性が高
く，実際にイネにおいてGTで改変した遺伝子座からの
マーカー除去にも成功している(15, 16)．もう一つは，昆
虫由来のpiggyBacトランスポゾンを利用したマーカー
除去法である（図2B）．このpiggyBacトランスポゾン
は，宿主ゲノムのTTA Aサイトに挿入され，再転移す
る際にはフットプリントを残さない特徴を持つ．植物細
胞においてもpiggyBacトランスポゾンは効率良く，か
つ，正確に転移することが明らかになったこと(17)から，
GTにより改変した遺伝子座からのマーカー除去に適用
した．その結果，転移酵素を発現させた再分化個体の9

割以上の個体で，piggyBacトランスポゾンはゲノムに再
挿入することなくマーカー除去に成功した(18)．これまで
に筆者らは，ポジティブ・ネガティブ選抜を利用した
GTと痕跡を残さないマーカー除去法の組み合わせによ
り，標的遺伝子へのアミノ酸置換の導入(15, 18, 19)，micro 
RNA結合配列の改変(16)，タグ配列のノックイン，コー
ド領域のスワッピングなど（Unpublished），イネ内在
性遺伝子の様々な改変に成功している．

人工制限酵素を利用した標的切断誘導的なGTの開
発
ゲノム上の任意の部位を切断できる制限酵素として，
人工制限酵素の開発が進められてきた．第一世代のZinc 
Finger Nucleases（ZFNs）(20)，第二世代のTranscription 
Activator-like Effector Nucleases（TALENs）(21)，第三世
代のCRISPR/Cas9(22, 23)が人工制限酵素として開発され
ており，特にCRISPR/Cas9が開発されて以降は，様々
な生物種においてゲノム中の狙った箇所にDSBsを誘発
することが容易になった．
相同組換えを介したGTは標的遺伝子上にDSBsが生
じることが引き金となることから，標的遺伝子上に
DSBsを誘導することでGT効率は飛躍的に向上すると
考えられている．そのため，CRISPR/Cas9による標的
切断の誘導と同時に相同組換えの鋳型配列を細胞内に導
入するGT系（標的切断誘導的GT）が様々な植物種に
おいて確立された(24)．その一つが，in-planta GTと呼ば
れる方法で，両端に人工制限酵素の認識配列を配置した
GTの鋳型配列と人工制限酵素発現カセットをゲノムに
形質転換し，標的遺伝子の切断と鋳型配列の切り出しを
同時に生じさせることで効率良くGTが生じる(25)．この
方法は，シロイヌナズナにおける再現性のあるGT系と
して初めて確立された．また，卵細胞特異的プロモー
ターで人工制限酵素を発現させること(26)や人工制限酵
素の発現系の改良(26)，DSBを誘導する際に突出末端を
生じるCas12a(27, 28)やCas9のpaired-nickase(29)を利用す
ること，非相同末端結合経路関連遺伝子の欠損変異体を
利用すること(30)でGT効率を改善し，in-planta GTによ
るイネ(30)やタバコ(31)の内在性遺伝子の成功例も報告さ
れた．
筆者らのグループも，イネにおいて標的切断誘導を利
用したGT効率の確立を試みてきた．簡便な標的切断誘
導的なGT系として，標的遺伝子を切断する人工制限酵
素発現カセットとGTの鋳型DNA配列，形質転換細胞
を選抜するための選抜マーカーを同一のベクター上に配
置したall-in-one GTベクターを利用することで，形質転
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換細胞の選抜過程で標的切断が生じ，ゲノム上に挿入さ
れたT-DNA上の鋳型配列を切り出すことなく標的遺伝
子の相同組換えによる修復が生じてGTが成立すること
を明らかにしている(32)．またこの時のGT効率は，形質
転換細胞を相同組換えの活性化剤で処理することで限定
的ながらも向上することを見出し，イネだけでなくタバ
コにおいてもGTによる内在性遺伝子の改変に成功し
た(32)．All-in-one GTベクターを利用した標的切断誘導
的なGT系は，シロイヌナズナ(33, 34)にも適用されてい
る．
本項で述べたように，相同組換え経路と競合して機能

する非相同末端結合経路の変異体(32)や阻害剤(35)の利用，
相同組換え活性化剤処理(31)により，GT効率は向上する
ことが明らかになっている．さらに筆者らのグループ
は，イネにおいて標的切断と同時に相同組換え関連因子
であるexonuclease 1やRecQ helicaseの1つのRecQl4
を単独あるいは両方を過剰発現させることで，相同組換
え効率が相乗的に増加することを示している(36)．また，
非相同末端結合経路のDSB末端保護に機能するKu70, 
Ku80あるいはDNA ligase Lig4の発現を抑制させたイ
ネでは，T-DNAのゲノムへの挿入が抑制され，相同組
換え効率の向上が見られることも明らかにしている(37)．
さらに最近，非相同末端結合のバックアップ経路で機能
するDNA polymerase θ（PolQ）がT-DNA挿入やDNA
修復に重要な役割を果たしていることを明らかにし
た(38)．現在，非相同末端結合経路の阻害剤や相同組換
え活性化剤の利用によりDNA修復経路の調節し，GT
効率をさらに向上させることに取り組んでいる．

相同組換えの鋳型DNAデリバリーの効率化による
GT効率の改良

前項で紹介したCRISPR/Cas9などの人工制限酵素を
用いた標的切断誘導的なGT系は様々な植物種において
適用されてきたが，より広範な植物種に適用させるため
に更なる効率化が試みられてきた．その一つのアプロー
チとして，標的遺伝子を切断するタイミングでGTの鋳
型DNAを多量に複製させる（ウイルスベクターの利
用），あるいは，標的遺伝子付近に効率的にデリバリー
させる（DNA切断部位への鋳型DNAデリバリー）実
験系が確立されてきた．

1.　ウイルスベクターの利用
植物ウイルスの一種であるジェミニウイルスは，ゲノ

ムとして1本鎖環状DNAを持つDNAウイルスであ
る(39)．感染した宿主の核内で多量に複製されるので，

古くから植物組織を利用した物質生産などに用いられて
きた(40)．ジェミニウイルスのベクター上に人工制限酵
素発現カセットとGTの鋳型DNA配列を配置して植物
細胞に導入し，ウイルス由来のreplication initiator pro-
tein（Rep）およびRepAタンパクを同時に発現させる
ことでジェミニウイルスベクターを核内で大量に複製さ
せ，人工制限酵素を高発現させるとともに鋳型DNAを
大量に供給する高効率GT系が確立されている(41)．双子
葉にはbean yellow dwarf virus，単子葉にはwheat 
dwarf virusが用いられ，これまでにタバコ(41)，シロイヌ
ナズナ(42)，トマト(43, 44)，ジャガイモ(45)，キャッサバ(46)，
イネ(47)，コムギ(48)，ワタ(49)など，モデル植物だけでな
く難形質転換植物や高次倍数性の植物など様々な植物種
においてGTによる標的遺伝子の改変の成功例が報告さ
れている．
我々のグループでは，従来のジェミニウイルスベク
ターよりも高い複製能を持つ改良型のジェミニウイルス
ベクターを開発し，更なるGTの効率化に現在取り組ん
でいる（Unpublished）．

2.　DNA切断部位への鋳型DNAデリバリー
人工制限酵素による標的切断部位へGTの鋳型配列を
積極的にリクルートすることでGT効率は向上すると考
えられる．そこで，Cas9タンパク質にアグロバクテリ
ウム由来のT-DNA輸送のパイロットタンパクとして知
られるVirD2タンパクを融合し，VirD2が結合する
right border配列を末端に付加した鋳型DNAをssDNA
として連結させ，ガイドRNAと共に細胞内に共導入し
たところ，VirD2 fusionなしのCas9あるいはborder配
列無し鋳型ssDNAを用いたコントロールに比べてGT
効率が向上することを明らかにしている(50)．この実験
系を発展させ，CRISPR/Cas9のガイドRNAの末端に標
的遺伝子のアンチセンス配列を付加したキメラガイド
RNAをCas9と共に発現させることで，RNAを鋳型と
して標的遺伝子を改変することに植物細胞で成功してい
る(51)．

GTを用いた精密ゲノム編集によるカスタムメイド
改変の汎用化に向けて
近年，DSBを伴わないゲノム編集技術として，塩基

置換を導入できるBase editor(52, 53)やRNAを鋳型に逆転
写反応で短い任意の改変を導入できるPrime editing
（コラムを参照）(54)が開発され，植物にも適用されてい
る．これらの技術は精密なゲノム編集が可能であるが，
塩基置換の方向性や変異を導入できる部位，導入可能な
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改変の大きさなどに制限があり，あらゆる任意の改変を
導入できる技術はGTの他にないのが現状である．これ
までのGTによる植物の精密ゲノム編集の報告では，転
写因子の活性制御に関わるリン酸化部位の改変(19)，レ
ポーター遺伝子のノックイン(11, 12, 19)，タグ配列のノッ
クイン，遺伝子コード領域のスワッピングなど（Unpub-
lished），植物の生命現象の分子機構解明への貢献だけ
でなく，アミノ酸置換による除草剤耐性の付与や代謝経
路の改変(9, 14, 15, 18, 28, 30, 32)，micro RNA標的部位の改変に
よる閉花性の付与(16)，プロモータースワップによる収
量増加(55)など，種々の優良な農業形質を付与すること
に成功している．さらに最近，CRISPR/Cas9を介した
DSBsの誘導が体細胞における相同染色体間の組換えを
生じさせることがシロイヌナズナ(56)やトマト(57, 58)で明
らかになっており，交配育種の精密化に貢献することが
期待される．今後，本稿で紹介した技術をさらに効率化
させて様々な植物種に適用可能なGT系を確立し，希望
する植物種で標的の遺伝子を狙い通りに改変できるカス
タムメイド変異創出を可能にし，植物科学の発展と作物
育種の加速化の両方に貢献したい．
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