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研究成果の概要（和文）：キャッサバは世界の10億人の、食糧安全保障上そして貧農の生活改善上重要な役割を
果たしている熱帯のデンプン資源作物である。キャッサバにおけるゲノム編集技術の基盤確立を目指して、
CRISPR/Cas9システム（DNA二本鎖を切断してゲノム配列の任意の場所を削除、置換、挿入することができる画期
的な遺伝子改変技術）を導入し、澱粉枝作り酵素遺伝子に対象を絞って研究を進めた。作出系統について解析し
たところ、ゲノム編集パターンと澱粉枝作り酵素活性との間に相関性が認められ、澱粉枝作り酵素遺伝子がゲノ
ム編集されていることを確認した。本研究の実施により、キャッサバにおけるゲノム編集システムの基盤を確立
した。

研究成果の概要（英文）：Cassava is a tropical starch crop that plays an important role in food 
security and improving the livelihood of poor farmers in the world's 1 billion people. In this 
study, we have targeted the starch branching enzyme gene by the introduction of the CRISPR/Cas9 
system for establishing the basis of genome editing technology in cassava. A correlation between the
 genome editing pattern and the activity of the starch branching enzyme was observed in the plants 
produced by genome editing, showing the successful genome editing in the starch branching enzyme 
gene of cassava. In the future, the development of basic and applied research in cassava is expected
 by the use of the genome editing technology. 

研究分野：植物ゲノム発現制御
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研究成果の学術的意義や社会的意義
キャッサバは世界の10億人の、食糧安全保障上そして貧農の生活改善上重要な役割を果たしている熱帯のデンプ
ン資源作物である。本研究では、CRISPR/Cas9システム（DNA二本鎖を切断してゲノム配列の任意の場所を削除、
置換、挿入することができる画期的な新しい遺伝子改変技術）をキャッサバに導入し澱粉枝作り酵素遺伝子に対
象を絞って研究を進め、キャッサバにおける植物ゲノム編集システムの基盤を確立した。今後、キャッサバにお
いてゲノム編集技術の活用により基礎研究および応用研究の発展が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

CRISPR/Cas9 システムは、DNA 二本鎖を切断してゲノム配列の任意の場所を削除、置換、挿
入することができる画期的な新しい遺伝子改変技術で、ヌクレアーゼである Cas9 と、切断した
い標的認識配列を含む guide RNA から構成されている。CRISPR/Cas9 システムを用いて様々
な生物種において標的変異導入の成功例が報告されている。連携研究者の土岐らはシロイヌナ
ズナやイネなどのモデル植物に最適化させた CRISPR/Cas9 システムを構築している（Endo et 

al. 2015）。植物に CRISPR/Cas9 システムを導入するためには、高効率な形質転換系の開発が
重要である。キャッサバの形質転換に関して、これまで有用遺伝子を用いた過剰発現や RNAi 干
渉に関する報告例は多くあるが、CRISPR/Cas9 の利用による植物ゲノム編集法に関わる報告例
は皆無である。植物を用いた CRISPR/Cas9 システムに関する報告例はほとんどの場合シロイ
ヌナズナやイネ等のモデル植物に限定されており、キャッサバなど有用バイオマス資源作物に
おけるシステムの有効性はこれまで報告されていない。その理由の 1 つとして、キャッサバの
形質転換系が安定に動いているラボは国際的にも数少ない(わが国では本申請代表者のグループ
のみ)点がある。 

 キャッサバにおいて、標的遺伝子に有効に変異を導入するシステムが開発されると、キャッサ
バの有用遺伝子（塊根収量増産、デンプンの量的・質的改良などに関与する遺伝子）の単離・同
定、それら遺伝子の形質転換による有用キャッサバの開発・育種の飛躍的な推進が期待される。
多くの日系バイオ企業がキャッサバデンプンを利用して種々の食料、産業用原材料（バイオエタ
ノール、バイオプラスチック、アミノ酸など）を生産しているので、食・バイオ資源の安定確保
を通して持続可能な社会の構築、ASEAN 諸国（タイ、ベトナム）などとの科学技術外交への貢
献も将来期待される。 

 

 

２．研究の目的 

キャッサバは世界の 10 億人（特にアフリカ、東南アジア、ラテンアメリカなどの熱帯地域）の、
食糧安全保障上そして貧農の生活改善上重要な役割を果たしている熱帯のデンプン資源作物で
ある。本研究では、CRISPR/Cas9 システム（DNA 二本鎖を切断してゲノム配列の任意の場所
を削除、置換、挿入することができる画期的な新しい遺伝子改変技術）を熱帯作物キャッサバに
導入し、キャッサバにおける植物ゲノム編集システムの基盤確立を目指す。本研究は、キャッサ
バ形質転換技術を確立した研究者と植物の CRISPR/Cas9 システムに関して経験・ノウハウを
有する研究者による斬新な着想や方法論に帰する稀な共同研究である。 

 

 

 

３．研究の方法 

本研究で、CRISPR/Cas9 システムを熱帯作物キャッサバに導入し、キャッサバにおける植物ゲノ
ム編集システムの基盤の確立を目指す。標的遺伝子として澱粉枝作り酵素を用いて（この遺伝子
が破壊されても致死にはならず、また破壊により生じる澱粉品質の解析により形質を評価しや
すい）、種々のプロモーターを用いたベクターを構築し、キャッサバへ導入しトランスジェニッ
クキャッサバ植物を作出する。得られたトランスジェニック植物系統を解析(標的遺伝子の配列
が改変されたか、澱粉枝作り酵素の酵素活性やデンプンの解析など)し、どのベクターを用いて
形質転換をするのがいいか評価する。解析を通してキャッサバにおける植物ゲノム編集システ
ムの基盤を確立する。 
 
 
 
４．研究成果 
標的遺伝子を澱粉枝作り酵素にして研究を進めた。guide RNA を 35S プロモーター
（pCaMV35S:gRNA）で発現させる融合遺伝子断片と Cas9 ヌクレアーゼ遺伝子をパセリのユビキ
チン遺伝子プロモーターで発現させる融合遺伝子断片（pCaMV35S:gRNA-pPcUbi:Cas9）を導入し
たトランスジェニックキャッサバ 48 個体、また pCaMV35S:gRNA と Cas9 ヌクレアーゼ遺伝子を
35S プロモーターで発現させる融合遺伝子断片（pCaMV35S:gRNA-pCaMV35S:Cas9）を導入したト
ランスジェニックキャッサバ 96 個体を得た。当初、Pol II 遺伝子プロモーターで Cas9と guide 
RNA を一つの mRNA として転写させ、ribozyme 配列を用いて guide RNA を切り出すベクターの構
築も計画していたが、キャッサバ由来の Pol II プロモーターの単離に関して、phytozome デー
タベースの BLAST 解析の結果から複数個の遺伝子の存在が示唆され、遺伝子同定が困難である
ためベクター構築を断念した。 
トランスジェニックキャッサバの葉からゲノム DNA を抽出し、それを鋳型に用いて PCR を行

った。ダイレクトシーケンス法による波形パターンの変化または制限酵素処理による制限酵素
反応部位の欠失をもとに澱粉枝作り酵素遺伝子上のゲノム配列が編集されたか確認した。
pCaMV35S:gRNA-pPcUbi:Cas9 の 48 系統の内 29 系統でゲノム編集を確認でき、pCaMV35S :gRNA-
pCaMV35S:Cas9 の 96 系統の内 12 系統でゲノム編集を確認できた。pCaMV35S:gRNA-pPcUbi:Cas9
の組み合わせでより高い編集効率を得ることができた。ゲノム編集ラインについて解析したと



ころ、ゲノム編集パターンと澱粉枝作り酵素活性との間に相関性が認められ、澱粉枝作り酵素遺
伝子がゲノム編集されていることを確認した。ゲノム編集ラインの塊根から澱粉を抽出後、アミ
ロペクチン鎖長分布解析を行った結果、アミロペクチンの A 鎖、B1 鎖に相当するグルコース重
合度 24 以下の割合に変化が観察された。本研究の実施により、キャッサバにおけるゲノム編集
システムの基盤を確立した。 
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