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生命の設計図であるゲノム情報を自在に改変することができるゲノム編集技術は，様々な生物種に

おいて基礎から応用研究に至るまで広くその有用性が示されてきている。ゲノム編集は，狙ったDNA
配列をゲノム編集ツール (人工ヌクレアーゼ) を用いて切断し，生物が持つDNA修復機構を利用して

目的の変異を誘発することを基本原理とする。筆者らは，植物病原糸状菌の無性的な変異機構解析を

通して糸状菌独自のゲノム特性を見出すと共に，これらの知見を応用したゲノム編集技術の開発に成

功した。ゲノム編集技術を用いることで，植物病原糸状菌の網羅的な遺伝子機能解析や染色体領域の

機能解析が可能となり，これまで未解明であった不稔化メカニズムの一端を明らかにした。 
 
はじめに 
 タンパク質型ゲノム編集ツールである TALEN (transcription activator-like effector nuclease) は，

Xanthomonas属の植物病原細菌が宿主植物の抵抗性反応を撹乱するために分泌するTALエフェクター

を改変したものであり，RNA 誘導型ゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9 (clustered regularly 
interspaced short palindromic repeat/CRISPR-associated protein9) は，細菌や古細菌が持つファージ等の外

来核酸に対する獲得免疫機構を応用したものである。このように宿主と病原体のような敵対関係にあ

る生物種間では，共進化の過程で驚くほど精巧な分子機構や巧妙な生存戦略を獲得・発展させている

ケースがしばしばみられる。植物と植物病原糸状菌との相互作用もその例外ではなく，宿主植物と病

原菌との間では，真核生物同士の様々な分子レベルでの攻防が繰り広げられている。多くの植物病原

糸状菌にみられる特異な形質 (生存戦略) の一つとして，有性生殖能 (交配能) の喪失 (不稔化) が挙
げられる。植物病原糸状菌の感染サイクルは無性的に成り立つものが数多く存在するが，一般にクロ

ーン増殖と考えられる無性生殖の中で，不稔化した植物病原糸状菌がどのようにして植物との対抗的

な共進化を成し遂げているのかという点に興味を持った。 
 
イネいもち病菌の無性的な多様性創出機構の解析 
動物や植物等の真核生物では，染色体の数や構造は種内で保存的かつ安定であると考えられ，遺伝

的多様性の創出は有性生殖時の減数分裂に依存した生存戦略を取るものが多い。一方，イネに重要病

害を引き起こすイネいもち病菌 (Pyricularia oryzae) では，圃場から分離された菌株ごとに染色体の数

や大きさが異なるケースが頻繁に見られ，病原性に関わる Avr 遺伝子の欠失・重複・多重転座が生じ

ていることが報告されている 1)。これは，無性生殖過程でのDNA複製エラーによる変異蓄積のみなら

ず，染色体レベルでのダイナミックな再編成 (ゲノム再編成) がイネいもち病菌ゲノムで繰り返し引

き起こされてきたことを示唆している。筆者らは，このようなゲノム多様性を生み出す原動力の一つ

として，無性生殖時に生じる相同組換えに着目した。しかし，一細胞レベルでの相同組換えをゲノム

配列の変化から捉えることは当時の技術では難しく，相同組換えが生じた細胞をYFP蛍光により可視

化し，薬剤耐性により選抜できるようなマーカー系を構築した 2)。本マーカー系をゲノム内にエクト

ピックに導入した株では，栄養成長時の菌糸や無性胞子の一部でYFP蛍光が観察され，無性生殖時に



おいても一定の頻度でゲノム内での相同組換え反応が生じていることが明らかとなった 2)。また，相

同組換え頻度は様々なストレスに応答する形で飛躍的に上昇すること 3)，ゲノム内に複数コピー存在

する Avr 遺伝子間での相同組換え反応により，抵抗

性品種に対する新たな病原性を獲得する可能性があ

ることを示した 4)。加えて，18塩基認識の希少切断

制限酵素である I-SceI を用いることにより，無性生

殖時に生じる相同組換えが DNA 修復機構の一部と

して機能していること，動植物や酵母とも異なる独

自の DNA 修復特性を持ち合わせていることが明ら

かになった 5)。様々な知見を総合すると，イネいも

ち病菌のゲノム再編成は，ゲノムに散在するトラン

スポゾン等の反復配列近傍への切断が引き金とな

り，その後の相同組換え反応によって誘発されるも

のと想定された (図1)。 
 

ゲノム編集ツールの構築と植物病原糸状菌ゲノム編集 
図 1 に示したような変異モデルの立証には，狙ったゲノム領域 (反復配列近傍) の切断によりゲノム

の再編成が生じることを実験的に示す必要があった。幸運にもタンパク質型ゲノム編集ツールである

ZFN (Zinc Finger Nuclease) や TALEN が脚光を浴び始めた時期であり，筆者らも糸状菌に最適化した

ゲノム編集ツールの開発に着手した。これまでの変異機構解析の知見や経験を活用することでZFNお

よびTALENの最適化に成功し，反復配列近傍で生じるDNA切断がAvr遺伝子の欠失や転座を含むゲ

ノムの再編成の一因となり得ること，ゲノム配列への切断導入により効率的な相同組換えの誘導とゲ

ノム編集が可能であることを示した 4), 5), 6)。一方，DNA 切断時にゲノム内に相同配列が存在しない，

または外部から相同配列を供給しない場合には，数千塩基にも及ぶゲノム領域の広域欠損が頻繁に生

じることから，植物病原糸状菌独自のゲノム維持機構または生存戦略の存在が示唆された 4, 5)。TALEN
が開発された翌年には，RNA 誘導型ゲノム編集ツールである CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集手法

が報告され 7), 8)，より簡便にヌクレアーゼを作成できることからも，瞬く間に様々な生物種での利用や

より発展的な研究開発が進められていった。筆者らもガイドRNAの発現系を最適化することにより，

TALEN に引き続き CRISPR/Cas9 を用いたゲノム編集手法を構築した 9)。これらの開発したゲノム編

集ツールは，イネいもち病菌以外の糸状菌においても広く利用可能であったが，ヌクレアーゼの一過

的な発現による相同組換えの誘導が効果的であることや，広域欠失が比較的高頻度で生じることなど，

他の生物種にはみられない特異なゲノム特性は糸状菌 (子嚢菌) 内である程度共通しているようにみ

える 10), 11)。現在進行中の研究内容を含めると，Cas9 とは異なる特性を有するCas12a を用いた網羅的

な遺伝子破壊， RNA を標的とすることができるCas13b を用いたmRNA 編集技術，切断活性を消失

させたdCas9と脱アミノ化酵素を融合した切らないゲノム編集，交叉反応を伴う相同組換えを利用し

たノックイン・塩基編集，ゲノム内2箇所同時切断と相同組換えの誘導による染色体編集等の開発に

成功しており，文字通り自由にゲノムを編集できる技術レベルに到達しつつある (図2)12-15)。 
 
ゲノム編集技術を用いた植物病原糸状菌の不稔化機構の解析 
イネいもち病菌を含む植物病原糸状菌では，ゲノム編集技術を利用せずとも遺伝子の導入や破壊が可

図1ゲノム再編成モデル 



能な菌種も多い。一方，ゲノム編集技術は，従来の研究スピードを大幅に加速させ，より高度なゲノ

ム操作を期待することができ，次世代シークエンス解析等の様々な技術との組み合わせによって，こ

れまで多大な労力を要するような新たな研究アプローチをデザインすることが可能となる。上述した

ように，植物病原糸状菌の不稔化現象は多くの菌種で確認されているものの，その分子メカニズムに

ついてはこれまで全く明らかになっていなかった。筆者らは，イネいもち病菌の発生起源地とされる

中国の雲南省などから単離された一部の菌株においては交配能が保持されていることに着目し，本菌

の雌性不稔化機構の解明を試みた。まず，稔性株と 雌性不稔性株の連続戻し交雑により，稔性株ゲノ

ムに近似させた雌性不稔性交配後代株を複数取得し，次世代シークエンス解析により不稔性に起因す

るとされるゲノム領域を絞り込んだ。不稔化に起因すると考えられた遺伝子変異は推定されたゲノム

領域に多数存在したが，ゲノム編集技術を用いた網羅的な遺伝子機能解析により，転写因子である

Pro1の機能変異が不稔化の一因であることを突き止めた 16)。Pro1の機能変異は数塩基の欠失によるフ

レームシフトによるものであったが，塩基編集技術を用いることで稔性株のPRO1配列を不稔性型に，

不稔性株のPRO1 配列を稔性型に改変することでの横断的な表現型解析を実施し，データベース上に

登録されている世界中のPRO1 変異配列を手持ちの稔性株で再現することでの機能検証を行なった。

興味深いことに，これらの遺伝子機能解析から，現在パンデミック化の様相を呈しているコムギいも

ち病菌においてもイネいもち病菌と同様に不稔化が進行していることが明らかになった。PRO1 変異

株では分生子の離脱率が高まることやマイコウイルスに対する治癒現象などがみられることから，や

はり不稔化は病原菌としての進化 (パンデミック化) の過程で重要なイベントの一つなのかもしれな

い 16)。 

 
おわりに 
 糸状菌 (子嚢菌) のゲノム編集時にみられる重要かつ特異な現象の一つとして，CRISPRシステムを

細胞内で構成的に発現させた際に，何らかの形でその機能や活性を抑制するようなエスケープ機構の

存在が挙げられる。本機構が糸状菌 (子嚢菌) 内でどの程度共通性があり，保存されている機構なの

かは定かではないが，筆者らは細菌の CRISPR がそうであったように，外来核酸に対する糸状菌 (子
嚢菌) の免疫機構の一つではないかとの仮説を立てている。現在その足掛かりとなるような知見が得

られつつあり，本機構を解明することができれば糸状菌 (子嚢菌) の新たな生存戦略を明らかにする

と共に，より自由度の高いゲノム編集技術へと発展させることができるかもしれない。 

図 2 ゲノム編集関連技術の概略図 図 3 Pro1機能変異による不稔化 16) 
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