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抄 録
日本製鉄（株）は，CO2 吸収源の安定かつ大量の創出を目的に，マコンブを対象としたゲノム編集によ

る育種技術の基盤構築に取り組んでいる。今回，本研究では，マコンブ配偶体を対象に，ゲノム編集ツー
ルであるCRISPR–Cas9 RNPを用いた APT遺伝子編集による2‑FA選抜系を構築した。標的 gRNAを
設計し，RNPをマイクロインジェクションで導入した結果，Cas9 濃度を高めることで編集効率が向上し
た。また，胞子体における2-FA耐性も確認できた。今後は，耐高温性と高生産性を併せ持つ株の作出を
可能にする標的遺伝子の選抜とともに，標的遺伝子と APT遺伝子とのダブルノックアウトに適したRNP
条件の最適化，胞子体およびF2世代までの選抜系の確立を進めることで，ブルーカーボン創出の加速に
貢献する。

Abstract
We have been establishing a genome‑editing breeding framework for Saccharina japonica to 

stably and massively generate new CO2 absorption sources. In this study, we established an APT 
gene-editing and 2‑FA selection system in Saccharina japonica gametophytes using CRISPR–Cas9 
ribonucleoproteins (RNPs). After designing target gRNAs and introducing RNPs by microinjec‑
tion, we found that increasing Cas9 concentration improved editing efficiency. We also confirmed 
2‑FA resistance at the sporophyte stage. Going forward, we will optimize RNP conditions suitable 
for double knockouts and establish selection schemes through the sporophyte and F2 generations 
to develop strains that combine high-temperature tolerance with high productivity, thereby ac‑
celerating blue-carbon generation.

1.	 緒　　　言

近年，地球温暖化対策の一つとしてブルーカーボンが注
目を集めている 1)。ブルーカーボンとは，地球温暖化に関わ
る温室効果ガスのうち，マングローブ，塩性湿地（海岸に
ある湿地，沼地であり，潮汐の影響により，海水に冠水す
るか，陸地となる地形），海草藻場，その他の沿岸および
海洋の生態系の作用によって大気中から海中に吸収された
CO2のことである。ブルーカーボンの活用については，
2018年に設立されたノルウェー，日本，インドネシア，豪
州など計 12ヵ国の海洋国家の首脳陣が会合する “Ocean 
high level panel” にて言及され，そのポテンシャルの大きさ
に期待が寄せられている 2, 3)。
これに対して，国内の動きとしては，環境省により 2025

年 2月 18日に “地球温暖化対策計画 ”が改訂され，その
中で，ブルーカーボンについては，沿岸の海藻藻場，干潟，
海草藻場の効果的な創出や沖合養殖等の吸収源対策の推
進に加え，既に開始された海草，海藻のインベントリ反映
を踏まえた算定，運用の充実を図る旨が言及された 4)。
日本製鉄（株）におけるブルーカーボンは，カーボンニュー

トラルビジョン 2050 5)の中で，CCUS（Carbon Dioxide 
Capture, Utilization and Storage）の一つとして位置付けられ
ている。CCUSは，製鉄プロセスの脱炭素化を達成しても，
熱源の確保等を目的に使用する石炭により排出される CO2

を固定，有価化するものである。上述の国の動きに伴い，
ブルーカーボンによる CO2固定量が，“温室効果ガスの排
出量算定・報告・公表制度（SHK制度）”に適用になれば，
CO2排出量のオフセット手段としての活用が期待される。
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日本製鉄におけるブルーカーボン創出技術の主軸は，ス
ラグ系鉄分供給材（ビバリー ®ユニット）である。ビバ
リー ®ユニットは，鉄鋼スラグの海域への利用拡大を目的
に開発された技術であり，これまでに，日本各地の海域に
施肥材として適用し，藻場の再生を進めている 6, 7)。一方で，
天然藻場は，高水温 8)，食植生魚類やウニによる食害 9, 10)，
光量不足などが複合的に起因して，全国的に減少傾向が続
いている 11)。このため，天然藻場の再生に依拠したブルー
カーボン創出には変動要因が多く，安定性の確保には課題
が残る。
このような状況において，CO2吸収量の多いコンブは，
国内のコンブ生産量の 3～ 4割を養殖が占め，環境条件が
厳しいながらも，養殖では安定した生産量が報告されてい
る 12)。この安定性は，陸上における種苗生産から海域にお
ける本養殖，収穫までの工程を一定程度管理できることが
一因であると考える 13)。ブルーカーボン技術をカーボン
ニュートラル技術の一つに位置付ける日本製鉄としては，
安定的な生産が可能で，将来的には沖合にも広げることで
大規模化が期待できる海藻養殖は，有望なブルーカーボン
源と考え天然藻場の再生に加えて海藻養殖にも取り組みを
広げている。
海藻養殖をブルーカーボン源として確立するためには，
効率的な大量生産が不可欠である。これを実現するために
は，海域環境が刻々と変化することを踏まえると，海藻に
環境変動への適応力と高生産性を付与する育種が重要とな
ると考える。具体的には，高水温に対する耐性を高めるこ
とで，高水温年における生産の安定化，南方での生産によ
る規模の拡大が期待できる。生産性の向上としては，早期
成長，大型化，炭素含有量の増大が考えられ，これにより
単位面積当たりのブルーカーボン量の最大化に繋がる。こ
れらの形質に着目して育種を進めることで，環境条件が厳
しい海域，局面においても効率的な生産が期待される。
実際に，コンブの育種では，1962年より中国において選
抜育種やかけ合わせを用いて，高温耐性や光強度耐性，早
期生育などの特性を持つ株の作出が成功している 14, 15)。こ
の育種により，中国では海水温の高い福建省など南方地域
での養殖が盛んに行われるようになり，生産量が増大した。
また米国では，ARPA-e（Advanced Research Projects Agency- 
Energy）により 2017年に大型海藻の大量生産技術の開発を
推進するプログラム“ARPA-e mariner” が立ち上げられ，そ
の中で交雑によるコンブ類の収穫量の増加が報告されてい
る 16)。このように海外では育種による養殖規模の増大，生
産性の増加が示されている一方で，日本国内では，育種の
取り組みは限られており，種苗は天然母藻に依存してい
る 13)。
そこで日本製鉄では，まずは CO2吸収量の多いコンブを
対象として，ゲノム編集技術を用いた育種を行うことにし
た。選抜や交雑は実験サイクルが長期化しやすく，効率的

な編集が困難な一方，ゲノム編集技術は，遺伝子配列を狙っ
た位置で切断し，配列の置換や欠損，挿入を行う技術であ
り，その有用性は陸上植物で示されている 17)。その反面，
コンブへの適用例はないことから，まずはコンブを対象と
して編集の導入手法の確立を目指した。検討に当たっては，
日本製鉄の目標である環境耐性や生産性向上などの性質
は，遺伝子と表現型の関係が不明瞭であること，編集後の
評価に時間がかかることから，褐藻のモデル生物である
Ectocarpus species 7で編集実績 18)があり，成否確認が簡便
であるアデニンホスホリボシルトランスフェラーゼ（APT）
遺伝子を標的とした。APT遺伝子は，DNAの構成要素の
一つである塩基を再利用する酵素をコードする遺伝子であ
る。本遺伝子が正常に機能する場合，塩基の類似物質であ
る 2-フルオロアデニン（2-FA）は細胞に対して毒性を示す。
一方，APT遺伝子が失活するとこの毒性が発現しないため，
遺伝子が破壊された細胞のみを選別することが可能とな
る。この性質を利用して，ゲノム編集処理後，2-FA存在下
で培養し，生死により APT遺伝子が欠損していると考えら
れる細胞を選抜し，DNA配列を解析することで変異の有
無を確認した。なお，本報告書で扱う実験結果の一次公表
は，国立研究開発法人新エネルギー・産業技術総合開発機
構（NEDO）先導研究プログラムにおける北海道大学ならび
に関西学院大学との共同研究成果として公表済みであ
る 19)。

2.	 本　　　論

2.1	 実験条件の設定ならびに方法
2.1.1	マコンブ配偶体の単離と維持培養条件
マコンブは 2014年 11月に北海道室蘭市母恋町の浜で採
集したマコンブの成熟胞子体から，無菌培養の雌雄配偶体
株を分離した株を野生株とした 20)。未成熟体で維持培養す
るため，鉄欠乏 ASP12NTA培地（Aspartateベース人工海
水培地にニトリロ三酢酸（NTA）を添加した培地）中で
10℃，長日（14 h明期：10 h暗期），白色蛍光灯（20–40  
μmol photons m－2 s－1）下にて培養した 21)。成熟誘導時には，
配偶体を 1/2濃度の PESI培地（Provasoli’s enriched seawater
を改良した海水培地）へ移した 22)。

2.1.2	RNP調製とマイクロインジェクションによる導入
APT遺伝子は， Ectocarpus species 7 において報告されて

いる遺伝子であり，本研究では，その APT遺伝子に相当
する遺伝子をマコンブのリファレンスゲノム中から特定し
た（SJ15126） 23)。RNP（ribonucleoprotein）は，ゲノム編集ツー
ルである CRISPR–Cas9（Clustered Regularly Interspaced 
Short Palindromic Repeats–CRISPR associated protein 9）で用
いられるもので，DNAを切る働きを持つCas9タンパク質と，
切る位置を指定する gRNA（ガイド RNA）から構成される。
本研究では，Integrated DNA Technologiesから crRNA，
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tracrRNA，Cas9を購入し，プロトコルに従って RNPを調
製した。調製した RNPの効果は，マコンブ雌性配偶体か
ら抽出したDNAを対象に in vitroで切断の有無で確認した。

RNPの細胞内への導入は，剃刀で細断した雌雄配偶体
を対象に，マニピュレータを倒立顕微鏡 Olympus IX71に
装着し，レーザー熱マイクロインジェクター Nepa gene 
LTM-1000を用いて実施した。RNPは，Badisらの報告 18)

を参考に Cas9濃度を 6.2 μMにした場合と，その 2倍量で
ある 12.4 μMの 2条件とした。さらに，細胞内への導入を
確認するため蛍光標識された高分子である 40 kDa FITC-デ
キストランを RNPに添加した。導入後，配偶体は鉄欠乏
ASP12NTA培地で 5日間，15℃，白色蛍光灯 20–40 μmol  
photons m－2 s－1，長日条件下で培養した。

2.1.3	2-FA 耐性株のスクリーニング
野生型配偶体の 2-FA感受性を 0，5，10，20，40 μMの
濃度で評価した。2-FAは DMSO（ジメチルスルホキシド）
に 20 mMとして調製し，鉄欠乏 ASP12NTAで希釈した。
対照として，同量の DMSOを培地に添加し，DMSOによ
る影響を確認した。RNP導入 5日後から，20–40 μM 2-FA
を含む鉄欠乏 ASP12NTA培地で選抜し，野生型が生育で
きない条件下で耐性個体を選抜した。

2.1.4	2‑FA 耐性株における遺伝子解析
スクリーニング済みの配偶体に対して，10–20細胞片を
鋳型として，プライマー（SjAPT1F/SjAPT1R，SjAPT1seqF/
SjAPT1R）を用いて目的の DNA領域を増幅する方法であ
る PCR（ポリメラーゼ連鎖反応）で増幅し，サンガーシー
ケンスで解析することで，変異確認を行った。

2.1.5	受精および F1胞子体の 2‑FA 感受性
配偶体の受精能を評価するため，野生型雌 ×野生型雄，
野生型雌 ×変異型雄，変異型雌 ×野生型雄，変異型雌 ×
変異型雄の 4つの組合せで交配し，交配により得られた第
一世代（F1）胞子体を，1/2濃度の PESI培地，10℃，長日，
20–40 μmol photons m－2 s－1の条件で培養した。また，単為
生殖ではなく二倍体胞子体が得られていることを確認する
ため，既報 24-26)に基づき性特異的 PCRプライマーを設計し，
各条件の胞子体（0.5–1 cm）3個体から抽出した DNAをプ
ライマーでシーケンスした。さらに，胞子体の 2-FA耐性を
評価するため，各条件の胞子体 3個体ずつを，2-FAを添
加した 1/2濃度の PESI培地で 3日毎に培地交換しながら
培養し，感受性を評価した。

2.2	 結　果
2.2.1	野生株における 2‑FA 感受性
雌雄の野生型配偶体に対する 2-FA感受性を評価した結

果，5–10 μMで生長抑制が観察され，20–40 μMでは致死と

なった。対照区である 0.2％ DMSOのみでは生長に影響は
なかった。以上の結果から，以降の選抜工程では 20–40 μM
の濃度で実施した。本設定により，野生型配偶体において
2-FA変異を有する可能性のある株のスクリーニング効率の
最大化が可能となった。

2.2.2	RNPの導入と RNPの濃度
調製した RNPが in vitroにおいて，切断活性があること

を確認した。続いて，マイクロインジェクションを用いて
配偶体細胞へ RNPを導入し，FITC-デキストランの蛍光に
よって，RNPの導入を確認した。2-FA 40 μM下で薬剤耐
性を確認したところ，RNP導入した細胞のみが生存，増殖
し，導入していない細胞は淘汰された（図1）。このことから，
2-FAによる選抜が有効であることが示された。雌性配偶
体で 23個体，雄性配偶体で 12個体の 2-FA耐性個体を単
離することに成功した。

RNPの Cas9濃度を 6.2 μMと 12.4 μMで比較したところ，
6.2 μM条件では雌雄とも 1–2％台であったが，12.4 μM条件
で 2-FA耐性個体の取得率が上昇した（雌：8.64％，雄：
4.46％）。このことから，本研究で用いる Cas9の濃度は
12.4 μMが有望であることが示唆された。

2.2.3	APT 座位の遺伝子解析
上記スクリーニングで得られた 2-FA耐性株 35株に関し

て，ATP遺伝子を含む領域をシーケンスした結果，全ての
耐性株で変異が見られた。PAM配列（Cas9が認識する
DNA配列）や開始コドン（タンパク質合成が開始される部
位）を含む大きな欠損も見られたが，最も多いパターンは， 
PAM配列の 4塩基上流にグアニンが一塩基挿入されたも

図1　ゲノム編集した雌雄配偶体における2-FA選抜
2-FA selection in genome edited male and female game‑
tophytes
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のであった。

2.2.4	胞子体における表現型
野生型と変異型のすべての各組合せで交配が可能なこと

を確認した（図2）。交配した胞子体は，性特異マーカー
（SJ00948，SJ05808）による PCRから，得られた胞子体が
いずれも二倍体であることを確認した。

2-FA感受性試験では，野生型 ×野生型が 10–40 μMで致
死，ヘテロ接合体（野生型 ×変異型）は 10 μMで生残する
ものの 20–40 μMで致死，ホモ接合型（変異型 ×変異型）は
全濃度で生残し，2-FA含有下でも成長を示した。以上より，
配偶体の APT遺伝子の変異に基づく 2-FA耐性が胞子体で
も発現することが示唆された。また，ヘテロ接合体とホモ
接合体により，2-FA感受性が異なることが示された。

2.3	 考　察
本研究では，マコンブ配偶体を対象に，CRISPR–Cas9 

RNPを用いた APT遺伝子の編集と，2-FA選抜により，ゲ
ノム編集体の取得が可能であることを示した。さらに，
RNPの濃度や比率が編集効率を大きく左右すること，なら
びに APT/2-FA選抜系が遺伝学的な選抜指標として確実に

機能することを確認した。以上より，配偶体の編集から選
抜，交配，胞子体における評価までの技術的な妥当性が裏
づけられた。
一方，日本製鉄の目的は，高温耐性など環境に強い性質

および高生産性を有する株を創出することによる効率的な
大量生産である。これを実現するには，APT遺伝子のよう
に導入確認が容易なマーカー編集に加え，上記の目的に資
する遺伝子の 2つの遺伝子を同時に不活性化するダブル
ノックアウトの確立，およびライフサイクル全体における
表現型の評価系が不可欠である。
ダブルノックアウトでは，複数の gRNAを同時に導入す
るため，各標的座位の編集確率は分散し，低下すると考え
られるが，今回の知見を踏まえると，RNP濃度と比率の調
整により編集効率の向上を望める可能性がある。一方，
Cas9の活性と切断の特異性にはトレードオフである。すな
わち，RNP濃度の上昇や曝露時間の延長により切断活性を
高めると，gRNAと部分的にミスマッチを有する座位にも
切断が許容されやすくなり，オフターゲット編集の誘発確
率が相対的に高まる。そのため，編集特異性に関しても，
評価を行うことが重要である。
今回の検討は配偶体に対する効果を検証したが，実際に

養殖施設で育成するのは雌雄配偶体を受精することにより
得られる胞子体であることから，胞子体における形質評価
が重要である。配偶体は維持培養が容易であり，成長と切
断を繰り返すことで変異体の増殖が可能であることから，
編集や選抜の対象として有用だが，配偶体で得た変異が胞
子体でも同様に発現するかは検証が不可欠である。ヘテロ
／ホモの接合型によって表現型の強度が変化し得る点も踏
まえ，配偶体から胞子体，F1世代同士の交配で得られる
F2世代まで継続して現れる変異なのかを評価できるコンブ
のライフサイクル制御技術とライフサイクルの短縮が選抜
において必須技術となると考える。
さらに，編集の効率化については，胞子体を対象とした
編集も検討に値する。編集した胞子体の細胞をライフサイ
クル制御技術により，成熟誘導できれば，変異細胞から放
出した遊走子は変異を有すると考えられ，一度に多くの変
異体を得られる可能性がある。その反面，RNP変異が入っ
ていない細胞も同時に成熟誘導されるため，選抜が困難に
なる懸念もある。
以上を踏まえて，今後の展開としては，①ダブルノック

アウトに適した RNP条件（濃度，比率，投与時間）の最適化，
②編集特異性の評価系の標準化，③胞子体における表現型
評価系とライフサイクル技術の短縮化による F2世代の評
価系の確立を行う。これにより，ブルーカーボン創出に直
結する形質の付与を図る。

3.	 結　　　言

本研究の知見を踏まえ，ダブルノックアウトにおける条

図2　野生型と変異型の組合せ受精実験
（a）野生型雌 ×野生型雄，（b）野生型雌 ×変異型雄，（c）変異
型雌 ×野生型雄，（d）変異型雄 ×変異型雌
Fertilization experiments with combinations of wild-type 
and mutant strains
(a) Wildtype female × Wildtype male, (b) Wildtype female × 
Mutant male, (c) Mutant female × Wildtype male, (d) Mutant 
female × Mutant male.
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件の最適化と，配偶体，胞子体それぞれに適した選抜，評
価系の標準化を進めることで，高温耐性を中心とする環境
ストレス耐性と高生産性を併せ持つ株の作出に近づくと考
えられる。
一方，日本製鉄が掲げるブルーカーボン源としての効率

的な大量生産は，育種のみでの達成は現実的ではなく，養
殖施設の運用にも課題がある。従来の養殖技術は食用を主
目的とした運用であり，ブルーカーボンの創出を目的とし
たものではない。また，種苗生産時に天然の母藻を使用し
ていることから，天然海域の海域環境により種苗生産が遅
れること，それによる養殖の育成期間の短縮などが考えら
れる。そのため，単位面積当たりの生産量を向上させるた
めの養殖施設の運用，施肥技術の最適化，運用に耐え得る
施設の改良，養殖に適した海域環境の評価，大規模化に向
けた自動化を検討し，上記育種技術と合わせることで，最
終的に効率的な大規模生産に貢献する。
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