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・研究の背景

人工ヌクレアーゼを用いたゲノム編集技術は、目的とする遺伝子のゲノ

ム DNA配列を任意の部位で改変する技術です。微生物の免疫システムを利

用した CRISPR/Cas9（クリスパーキャスナイン）は、医学や生物学の研究

分野でその簡便性や正確性から革命的な新技術とされ、近年広く発展して

きました。植物における CRISPR/Cas9を用いたゲノム編集では、植物細胞

内でゲノム編集に必要な Cas9 タンパク質と gRNA(ガイド RNA)を構成的に

発現させて働かせるので、正確なゲノム編集のためには、植物細胞に最適

な方法を選ぶ必要がありました。近年、様々な植物種で CRISPR/Cas9によ

るゲノム編集が可能であることがわかってきました。一方で、Cas9 をど

のような植物細胞で発現させたら良いかや、ガイド RNA の類似配列切断

（off-target;オフターゲット）を低下させるための種々の技術といった、

より正確で効率の高い CRISPR/Cas9技術の開発と、その評価法の確立が遅

れていました。この度、徳島大学生物資源産業学部刑部祐里子准教授と

理化学研究所環境資源科学研究センター篠崎一雄センター長らのグルー

プは、植物でのゲノム編集ツールの最適化・効率化を行い環境応答能の

改変に成功しました。 

・研究の内容と成果

これまで、長さの短い gRNA(truncated-gRNA; tru-gRNA)は、動物細胞

内でオフターゲット効果を減少させる働きがあることは知られていまし

たが、植物細胞では評価されていませんでした。本研究は、まず tru-gRNA

が植物細胞で有効であるかを確認しました。その結果、これまで用いら

れてきた通常の長さの gRNA と同じく gRNA の配列によって変異効率は大

きく変化しましたが、tru-gRNA が植物細胞で効率良く働くことがわかり

ました。次に、次世代シーケンサーを用いて tru-gRNA を用いた変異植物

体におけるオフターゲット効果について解析したところ、オフターゲッ

トはほぼ 0%であり、オフターゲット効果の減少に tru-gRNA は植物細胞

でも有効であることが明らかになりました。さらに、次世代シーケンサ

ーを用いて植物のさまざまな発達段階での変異効率を解析すると、Cas9

の発現制御に用いたプロモーターの発現部位と植物の発達段階によって

も大きく変化することがわかりました。 

私たちは、この tru-gRNA を用いて、花芽組織に特異的に発現するプロ

モーターの制御下で Cas9 を働かせ、シロイヌナズナの環境応答に重要な

「植物の環境応答を向上させるゲノム編集技術の確立」〜環境ストレ

スに強い作物の開発を目指したゲノム編集の効率化と最適化〜



OST2 遺伝子を標的に変異を誘導しました。その結果、CRISPR/Cas9 を導入

した植物の第二世代において、メンデル遺伝により OST2 遺伝子を欠失し

た新規のホモ変異体の作出が高効率で可能となりました。新規に得られた

OST2 変異体は、植物の蒸散に重要な気孔の閉鎖が強まっており、以上のよ

うな最適化された高効率 CRISPR/Cas9 システムにより、植物の乾燥ストレ

スなどの環境応答能の改変可能となりました。

 本研究において確立した方法により、植物のゲノム編集の効率化や最適

化ができました。シロイヌナズナはこれまで植物の基礎研究で広く用いら

れてきたモデル植物です。本研究によるゲノム編集技術をシロイヌナズナ

に用いることで、さまざまな研究目的にゲノム編集した植物を利用するこ

とが可能となり、農業生産や環境制御などの広い分野に役立つと期待でき

ます。 

 本研究は、内閣府戦略的イノベーション創造プログラム（SIP）、新学術

領域研究「植物細胞壁の情報処理システム」、科学研究費補助金、および

株式会社大塚製薬工場の支援により行われました。 
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