
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

【ポイント】 

・ 遺伝子の機能を調べるため、狙った遺伝子を破壊するゲノム編集（ＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９）が用いられてきたが、モデル植物のシロイヌナズナでは効率が低かった。 
・ 卵細胞からゲノム編集を行うことで、狙った遺伝子を高い効率で破壊する手法を開

発した。 
・ 未知の遺伝子群の機能解明が短期間で進展することが期待できる。 

・ セイヨウアブラナなどの作物での育種が加速することが期待できる。 

モデル植物シロイヌナズナのゲノム編集効率を飛躍的に高める手法を開発 

—植物科学の進展や作物育種への応用に期待— 

名古屋大学の東山 哲也（ひがしやま てつや）教授（名古屋大学ＷＰＩトランス

フォーマティブ生命分子研究所）と筒井 大貴（つつい ひろき）補佐員（名古屋大

学大学院理学研究科）らの研究グループは、モデル植物シロイヌナズナにおいて、

狙った遺伝子を高い効率で破壊するゲノム編集の手法を開発しました。 
 近年、ゲノム編集と呼ばれる、狙った遺伝子を操作（破壊、書き換え）する技術

が注目を集めています。その中でも特に、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９は手順が簡単で

生物種を問わず適用が可能なため、ここ数年で急激に利用が広まっています。しか

し、植物の中でも特にシロイヌナズナでは編集効率が低く、狙い通りにゲノム編集

が行われた個体を作出するためには、多数の個体を用いて選抜しなければならず、

時間と手間が必要でした。 
 研究グループは、ＲＰＳ５Ａ遺伝子のプロモーターを用いて、Ｃａｓ９タンパク

質を個体発生ごく初期の卵細胞の段階から連続して働かせることで、高効率にゲノ

ム編集を行い、遺伝子を破壊する分子ツールｐＫＡＭＡ−ＩＴＡＣＨＩ Ｒｅｄ（ｐ

ＫＩＲ）を開発しました。植物において、タンパク質を作るために従来用いられて

きた３５Ｓプロモーターに比べて、飛躍的にゲノム編集の効率が上昇しています。 
 今後、この手法で狙った遺伝子を破壊することによって、植物の遺伝子機能の解

明に役立つことが期待されます。また、セイヨウアブラナなど、卵細胞に外来遺伝

子を導入する形質転換法が利用できる作物に応用し、ゲノム編集の効率化によって

育種を加速することも期待されます。 
 本研究成果は、科学誌「Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ」

のオンライン速報版で１１月１７日に公開されました。 
 なお、本研究成果は、科学技術振興機構（ＪＳＴ）戦略的創造研究推進事業ＥＲ

ＡＴＯ「東山ライブホロニクスプロジェクト」（東山 哲也 研究総括）の一環で得ら

れました。 



  

【概要】 

名古屋大学の東山 哲也 教授（名古屋大学 ＷＰＩ トランスフォーマティブ生命分

子研究所 教授）と筒井 大貴 補佐員（名古屋大学 大学院理学研究科）らの研究グル

ープは、モデル植物シロイヌナズナにおいて、狙った遺伝子を高い効率で破壊するゲ

ノム編集の手法を開発しました。 
 近年、ゲノム編集注１）と呼ばれる、狙った遺伝子を操作（破壊、書き換え）する技術

が注目を集めています。その中でも特に、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９注２）（クリスパー・

キャスナイン）は手順が簡単で生物種を問わず適用が可能なため、ここ数年で急激に

利用が広まっています。しかし、植物の中でも特にシロイヌナズナでは編集効率が低

く、狙い通りにゲノム編集が行われた個体を作出するためには、多数の個体を用いて

選抜しなければならず、時間と手間が必要でした。 
 研究グループは、ＲＰＳ５Ａ遺伝子注３）のプロモーター注４）を用いて、Ｃａｓ９タン

パク質を個体発生ごく初期の卵細胞の段階から連続して働かせることで、高効率にゲ

ノム編集を行い、遺伝子を破壊する分子ツールｐＫＡＭＡ−ＩＴＡＣＨＩ Ｒｅｄ（ｐ

ＫＩＲ）注５）を開発しました。植物においてタンパク質を作るために従来用いられてき

た３５Ｓプロモーター注６）に比べて、飛躍的にゲノム編集の効率が上昇しています。ま

た、ｐＫＩＲでは、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９のための遺伝子を導入した個体を簡便に

区別できるよう、その個体の種子に赤色蛍光タンパク質を発現させ、形質転換体の選

別効率を上げています。 
 今後、この手法で狙った遺伝子を破壊することによって、植物の遺伝子の機能の解

明に役立つことが期待されます。また、セイヨウアブラナ注７）など、卵細胞に外来遺伝

子を導入する形質転換法が利用できる作物に応用し、ゲノム編集の効率化によって育

種を加速することも期待されます。 
 本研究成果は、科学誌「Ｐｌａｎｔ ａｎｄ Ｃｅｌｌ Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ」

のオンライン速報版で１１月１７日に公開されます。 
 なお、本研究成果は、科学技術振興機構（ＪＳＴ）戦略的創造研究推進事業ＥＲＡ

ＴＯ「東山ライブホロニクスプロジェクト」（東山 哲也 研究総括）の一環で得られま

した。 
 

【背景】 

 ゲノム編集と呼ばれる遺伝子操作技術が注目を集めています。その中でもＣＲＩＳ

ＰＲ／Ｃａｓ９と呼ばれる技術は、狙った遺伝子を簡単に破壊もしくは書き換えする

ことができるために近年、急激に普及しています。この技術は、狙った遺伝子の破壊

（ノックアウト）株を作出し、その遺伝子の機能を調べるために植物でも利用されて

います。しかし、モデル植物であるシロイヌナズナでは、Ｃａｓ９タンパク質を細胞

に発現させる時期の最適化が十分ではなく、個体発生が進んでからＣａｓ９タンパク



  

質が働くために組織ごとでノックアウトの度合いが異なるのが問題でした。実際、植

物研究で広く用いられている３５Ｓプロモーターを用いてＣａｓ９タンパク質を発現

させると、葉ではノックアウトが高頻度で見られるものの、花では検出されづらくな

りました。この結果は、標的遺伝子のノックアウト変異率が花の中の生殖細胞で低い

ことを示しており、変異が次の世代へ遺伝しづらくなるため、ノックアウト変異を持

つ第２世代の個体の作出効率が低いことを表しています。 
 

【研究の内容】 

 上記の問題点を解決すべく、東山教授と筒井補佐員らの研究グループは、Ｃａｓ９

タンパク質を卵細胞の時点からその後の発生過程まで連続して発現させることによっ

て、ゲノム編集を用いた遺伝子のノックアウトを効率化することを目標とし、実験を

行いました。植物が発生、成長して個体を形作る上で最初の細胞が卵細胞、そしてそ

れが受精して作られるのが受精卵です。卵細胞もしくは受精卵でゲノム編集が行われ

ると、ゲノム編集によって生じた変異が個体全体に受け継がれます。その結果として、

次の世代にもその変異が受け継がれ、変異が固定されると考えられます。本研究では、

卵細胞の時点からその後の発生過程まで連続してＣａｓ９タンパク質を発現させるた

めのプロモーターとして、卵細胞の時点から強い活性を維持することが知られるＲＰ

Ｓ５Ａ遺伝子のプロモーター（ＲＰＳ５Ａプロモーター）を用いました。 
 まず、ＰＤＳ３遺伝子のノックアウトを試みました。ＰＤＳ３遺伝子がノックアウ

トされると、クロロフィル（葉緑素）が合成されず、植物細胞がアルビノ注８）になるこ

とが知られています。ＲＰＳ５ＡプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させ、Ｐ

ＤＳ３遺伝子のノックアウトを試みると、第１世代目ですべての葉がアルビノになる

個体が得られました（図１）。２番目に出てくる本葉が完全にアルビノである個体の割

合は、３５ＳプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させると３．１％だったのに

対して、ＲＰＳ５Ａプロモーターでは６６．７％であり、多くの個体でＰＤＳ３遺伝

子がノックアウトされていました。また、花茎で合成されているクロロフィルａ量を

調べたところ、従来用いられてきた３５ＳプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現

させる方法では、花茎生重量１ｍｇあたりのクロロフィルａ量の中央値は６５０ｎｇ

であり、野生株の７３０ｎｇとほとんど変わりませんでしたが、ＲＰＳ５Ａプロモー

ターでは、クロロフィルａ量が６．４ｎｇと大きく低下していました（図２）。このこ

とから、ＲＰＳ５ＡプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させることで、ゲノム

編集を効率化できると分かりました。 
 本研究では、他にＡＧＡＭＯＵＳ、ＤＵＯ１、ＡＤＨ１といった遺伝子のノックア

ウトも試み、いずれの場合もＲＰＳ５ＡプロモーターによるＣａｓ９タンパク質の発

現で、遺伝子を効率よくノックアウトできることを示しました。例えば、花の形成に

関与するＡＧＡＭＯＵＳ遺伝子のノックアウト実験では、第１世代において、個体全



  

体でＡＧＡＭＯＵＳ遺伝子のノックアウトが起こったため、八重咲きの表現型が観察

できました（図３）。これは育った１２個体のシロイヌナズナすべてで観察されており、

非常に高い割合で八重咲きの形質を与えることに成功したといえます。また、ＡＤＨ

１遺伝子のノックアウト実験で、第２世代でノックアウトになっている割合を２４系

統について調べたところ、その中央値は８１％でした（図４）。ノックアウト変異の割

合が１００％の系統も５系統あったことから、それらの系統では第１世代の生殖細胞

（卵細胞と精細胞）すべてでＡＤＨ１遺伝子がノックアウトされたと考えられます。

また、第２世代の個体すべてで同じ変異パターンのみが検出された系統もあったこと

から、この系統では第１世代の受精卵という、発生のごく初期の段階でゲノム編集が

起こっていたと考えられます。 
 また、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９のための遺伝子を導入した個体を簡便に区別できる

よう、その個体の種子に赤色蛍光タンパク質を発現させています。 
 以上の結果から、ＲＰＳ５ＡプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させること

が、効率よくゲノム編集を働かせるのに非常に適した実験系であることが分かりまし

た。現在、この分子ツールをｐＫＡＭＡ−ＩＴＡＣＨＩ Ｒｅｄ（ｐＫＩＲ）と名付け

（図５）、特許出願中です（特願２０１６−１７１５９０）。 
 

【成果の意義】 

 従来は遺伝子ノックアウト株の作出に時間と労力がかかっていましたが、本成果を

用いると高効率に遺伝子ノックアウト株を作出できるため、研究の時間短縮、低コス

ト化が図れると期待できます。特に、機能が重複している遺伝子群を解析する場合、

それらの既存の変異体同士を交配することで多重遺伝子ノックアウト株を作る必要が

ありましたが、ｐＫＩＲを用いれば容易に作出できるようになります。これによって、

これまで未知であった遺伝子群の機能解明が期待できます。 
 また、シロイヌナズナと同様に、セイヨウアブラナなどのアブラナ科植物では、花

序浸し法注９）によって卵細胞に遺伝子を導入して形質転換を行う手法が報告されてい

ます。ｐＫＩＲをこれらの植物に利用することで高効率なゲノム編集が可能であると

推測でき、育種の加速が期待できます。 
 

【用語説明】 

注１）ゲノム編集 
ＤＮＡ切断酵素を用いて、染色体上の任意のＤＮＡ配列を自在に操作（書き換え、破

壊など）することのできる技術。これまで開発されてきたＺＦＮ（ジンクフィンガー

ヌクレアーゼ）、ＴＡＬＥＮ（タレン）に代わって、近年はより簡便なＣＲＩＳＰＲ／

Ｃａｓ９の利用が広まりつつあります。 
 



  

注２）ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９ 
Ｃｌｕｓｔｅｒｅｄ Ｒｅｇｕｌａｒｌｙ Ｉｎｔｅｒｓｐａｃｅｄ Ｓｈｏｒｔ 

Ｐａｌｉｎｄｒｏｍｉｃ Ｒｅｐｅａｔｓ／ＣＲＩＳＰＲ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ 

ｐｒｏｔｅｉｎ９の略で、ＤＮＡ切断活性を持つＣａｓ９タンパク質と、１本鎖ＲＮ

ＡであるガイドＲＮＡという２つの要素だけで、染色体上の任意の場所をゲノム編集

することができる新規の遺伝子改変技術。 
 
注３）ＲＰＳ５Ａ遺伝子 
Ｒｉｂｏｓｏｍａｌ Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｕｂｕｎｉｔ ５Ａの略。リボソームタン

パク質のひとつをコードしている遺伝子。 
 
注４）プロモーター 
遺伝子がいつ、どの細胞で発現するかを決めているＤＮＡ配列。この配列の下流に任

意の遺伝子配列をつなぐことで、特定の時期に特定の細胞で遺伝子を発現させること

ができます。 
 
注５）ｐＫＡＭＡ−ＩＴＡＣＨＩ Ｒｅｄ（ｐＫＩＲ） 
種子で赤色蛍光タンパク質を発現させるためのＤＮＡ配列を含む環状ＤＮＡ（プラス

ミドＤＮＡ）であるｐＦＡＳＴ−Ｒ０１（甲南大学 西村いくこ教授らによって開発）

に、ＲＰＳ５ＡプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させるためのＤＮＡ配列と、

ガイドＲＮＡを発現させるためのＤＮＡ配列を挿入したものです。 
 
注６）３５Ｓプロモーター 
植物において、遺伝子を過剰発現させるときによく使われるプロモーターのひとつ。

胚発生後期から遺伝子を発現させることができますが、卵細胞や受精卵では活性が検

出できないことが知られています。 
 
注７）セイヨウアブラナ 
学名 Brassica napus。アブラナ科の植物で、菜種油の原料として広く栽培されていま

す。 
 
注８）アルビノ 
クロロフィル（葉緑素）などの色素を持たないために白く見える現象の呼称。 
 
注９）花序浸し法 
主にシロイヌナズナで広く用いられている形質転換方法。導入したい遺伝子を持つア



  

グロバクテリウムの溶液にシロイヌナズナのつぼみを浸し感染させることで、卵細胞

に遺伝子を導入することができます。 
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ウトのためのｐＫＡＭＡ−ＩＴＡＣＨＩベクター） 
著者名：筒井大貴、東山哲也 
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図１ ＰＤＳ３遺伝子のノックアウトによってアルビノになったシロイヌナズナ 

 ＲＰＳ５ＡプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させることにより、効果的にゲノム編

集が起こったために、全身でＰＤＳ３遺伝子がノックアウトされ、アルビノ化しています。ス

ケールバーは２ｍｍです。 



  

 

図２ ＰＤＳ３遺伝子をノックアウトしたシロイヌナズナの花茎におけるクロロフィルａの量 

 花茎生重量１ｍｇにおけるクロロフィルａの量を調べました。３５ＳプロモーターでＣａｓ

９タンパク質を発現させたとき（３５Ｓｐ−Ｃａｓ９）は野生株とクロロフィルａの量があま

り変わらないのに対して、ＲＰＳ５ＡプロモーターでＣａｓ９タンパク質を発現させたとき

（ＲＰＳ５Ａｐ−Ｃａｓ９）は、著しく低下していました。ｎは調べた植物体の数を表してい

ます。 

 

 

 



  

 

図３ ＡＧＡＭＯＵＳ遺伝子がノックアウトされたシロイヌナズナ 

（Ａ）個体全体で八重咲きの表現型が観察されました。（Ｂ）花の拡大写真です。スケールバ

ーは（Ａ）５ｃｍ、（Ｂ）１ｃｍです。 

 



  

 

図４ ＡＤＨ１遺伝子がノックアウトされたシロイヌナズナの割合 

 ２４の系統において、それらの第２世代の個体でＡＤＨ１遺伝子がノックアウトされている

割合を調べました。その中央値は８１％であり、１００％を示す系統も５つ（赤色）得ること

ができました。 

 



  

 

図５ ｐＫＩＲを用いた実験の手順 

 ｐＫＩＲを用いた遺伝子ノックアウト株作出の手順を示しました。Ｃａｓ９を持つ植物の種

子が赤色蛍光タンパク質で標識されているため、Ｃａｓ９の有無の判断が容易になっています。

この手順で進めると、標的遺伝子にノックアウト変異を持っていて、かつＣａｓ９を持ってい

ない植物体が第２世代の時点で得られます。実験開始から遺伝子ノックアウト株作出までの期

間はおよそ３ヶ月程度となります。 

 


