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［要　約］

COVID-19 のパンデミックをきっかけに、医学分野での臨床現場における感染症の Point of Care
（PoC）診断検査の需要は拡大した。WHOは臨床現場即時検査とも定義されるこの PoC 診断検査につ
いて“手頃な価格で、高感度、特異的で検査の工程が単純で分かりやすく、迅速かつ安定した反応性を
有し、特別な機器を必要とせず、エンドユーザーに提供可能であること”を推奨している。しかし、こ
れらの基準をすべて満たす病原体特異的な PoC 診断検査を一から構築することは困難である。そのた
め、既存の分子生物学的技術を活用した複合技術の開発が進んでおり、その中核をCRISPR（Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats）/Cas（CRISPR associated）システムが担っている。
このシステムがもつ標的に特異的に結合する特性と強力な切断活性をバイオセンサーとして利用し、
COVID-19 を中心に様々な病原体の PoC 診断検査が生まれている。資材の乏しい医療現場や一次診療
施設での活用が期待され、社会実装が進んでいる。一方、産業動物の臨床分野においては動物が飼育さ
れている農場への往診が基本であり、検査を実施するまでのハードルは常に大きい。迅速診断技術の需
要は高いものの、CRISPR/Cas システムを活用した PoC 診断検査は医学分野におけるほど現状では認
知されていない。そこで本総説では、CRISPR/Cas を活用した分子生物学的検査の原理および現在まで
の医学分野での活用を中心に紹介する。また産業動物獣医療における活用と想定されるこれからの運用
方法について考察する。
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はじめに

世界中でのCOVID-19 のパンデミックをきっ
かけに、医学分野において診療施設での Point 
of care（PoC）診断検査の需要は拡大した。
PoC 診断とは、医学分野における医療従事者
が患者の傍らで行われる“臨床現場即時検査”
と定義される。世界保健機関（WHO）は、
PoC 診断検査について、手頃な価格で検出感

度が高く、特異的で検査の工程が単純で分かり
やすく、迅速かつ安定した反応性を有し、特別
な機器を必要としないエンドユーザーに提供可
能 - ASSURED（Affordable, Sensitive, Specific, 
User-friendly, Rapid and robust, Equipment-
free, and Deliverable to end users）であるこ
とを推奨している［15］。獣医領域、特に産業
動物臨床の分野では往診による診療が基本であ
り、機器やコストの面で制限され、解析に至る
までのハードルが極めて大きい。医学分野以上
にASSURED を満たした検査法が求められて
いる。
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しかし、この基準をすべて満たす病原体特異
的な PoC 診断技術を一から構築することは困
難を極める。そこで、この大きな課題を達成す
るために既存技術を活用した複合技術の開発が
進められている［2］。
産業動物臨床における PoC 診断技術として
最も身近なものにイムノクロマト法による抗原
検査が挙げられる。例えば、多因子性に発症す
る子牛の下痢症の診断のためにイムノクロマト
法として、感染性因子として主要な原因となる
4種の病原体を同時に検出可能なキットが国内
で流通している。このような方法は、PCR 等
に必要な増幅ステップを経ずに抗原成分を直接
検出することができる。しかし、その検出感度
は一般的に PCRをはじめとした分子生物学的
な手法には劣り、また検査の開発には病原体抗
原に対する特異的な抗体が必要である［36］。
病原体の変異株や新たな病原体に対応する検査
を構築することが困難であることが一番の欠点
だろう。
一方、Conventional PCR あるいは定量 PCR

（qPCR）といった PCR 法による検査はその正
確性、特異性、アッセイデザインが容易である
点から病原体検出のゴールドスタンダードとし
て広く用いられている。特に qPCR は正確な
定性、定量が可能な検査であり、医療、獣医療
においても最も使用頻度の高い分子生物学的な
検査法のひとつである［27, 28］。しかし、解析
を行うためにはサーマルサイクラーをはじめと
した機器や試薬の調整が必要である。このよう
な機材を有するクリーンな実験室にサンプルを
運ばなければ解析を行うことができないため、
特に家畜保健所を中心として家畜感染症の検査
に幅広く活用はされているものの、個々の診療
所で運用できるような PoC検査には程遠い。
PCR法がもつ課題を解決する手法としてLoop-
Mediated Isothermal Amplification（LAMP）あ
るいはRecombinase protein amplification（RPA）
といった等温核酸増幅法がある［17, 22, 23］。
これらの等温増幅法は、単一温度で核酸増幅を
行なうことから一定温度に保つための恒温槽以
外は特別な機器は必要ない。例えば LAMPは
PCR 法と比較して増幅効率が非常に高いこと
から、反応時間は短く、核酸増幅の副生成物で
あるピロリン酸マグネシウムが多量に生成され

る［21］。この副生成物の発生により生じた反
応溶液の濁度をもとに目視で結果の判定を行う
ことが可能であるため、結果の判定が容易であ
る。このような簡便さから、分子生物学的な手
法の中では LAMPをはじめとした等温核酸増
幅法が畜産現場において最も親和性が高い検査
法であると考えられる。しかし、LAMP は多
数のプライマーを設計するためプライマーダイ
マーが生じやすい点やコンタミネーションと非
特異的増幅による偽陽性のリスクが否定できな
い［8］。以上の点から、現状ではこの検査を行
えばすべてのニーズを満たせる、というような
完全な検査はないといえる。
そこで、よりASSURED な検査を実現する
ために、それぞれの検査法がもつ短所を補い、
これらの検査の長所を組み合わせた検査法の開
発が進んでおり、実用化されている。その中心
にある技術が CRISPR/Cas システムである。
ゲノム編集技術として CRISPR/Cas9 が最もよ
く知られているが、このシステムがもつ標的に
対して特異的に結合する特性と強力な切断活性
はバイオセンサーとしても利用されている。具
体的には、まず、CRISPR/Cas システムにより
標的の病原体ゲノムは切断される。Cas が標的
配列を認識することで、後述するコラテラル切
断活性が生じ、サンプル中にあらかじめ添加し
てある標識一本鎖DNAあるいは RNAを非特
異的に切断し、これをシグナルとして検出する
（図 1）。シグナルの検出方法は様々なものが試
行されているが、イムノクロマトグラフィーに
用いるラテラルフロー試験紙が最も臨床現場に
即したものであると考える。特に 2020-2022 年
の COVID-19 パンデミックの際に、CRISPR/
Cas をベースとした診断システムが数多く出現
している。現在のところ、検出感度の問題から
CRISPR-Cas システムによる処理の前に対象ゲ
ノムを PCR、PRA あるいは LAMP といった
方法で前増幅する手法が主流となっているが
［25］、増幅処理なしにサンプルにCRISPR/Cas
システムの処理を行うのみで対象を検出する検
査法も国内の研究者によって報告されている
［26］。このような検査法を国内の産業動物獣医
療の微生物検査へと運用が実現できれば、その
後の防疫措置や診療に有用なものになるだろ
う。
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CRISPR/Cas システムとは

CRISPR/Cas システムは、本来細菌や古細菌
の内部に侵入してきたウイルスやファージなど
の外来核酸を排除するための獲得免疫機構のこ
とを指している［13］。CRISPR（Clustered 
Regularly Interspaced Short Palindromic 
Repeat）は、その名前の通り“規則正しい間
隔を持つ短いパリンドロームリピート配列（回
文構造）が密集して”1箇所あるいは複数箇所
にゲノムに存在しているDNA領域のことであ
る。CRISPR のゲノム配列は、スペーサー配列
（CRISPR RNA/crRNAに転写）とリピート配
列（trans-activating crRNA/tracrRNAに転写）
で構成されている。また CRISPR の近傍には
ヌクレアーゼである Cas（CRISPR-associated）
タンパク群がコードされており、これらの構成
と機能の違いから異なる 2 クラス、6 タイプ、
33 サ ブ タ イ プ に 分 類 さ れ て い る［19］。
CRISPR/Cas システムは標的とする核酸配列を
特定し、切断するシステムであるが、Cas タン
パクはハサミの役割を果たし、crRNAは別の
領域にコードされている tracrRNA（trans-
activating crRNA）の一部と相補的に結合し、
標的核酸まで Cas をリクルートするガイド役
（ガイド RNA）となる。クラス 1 の CRISPR-
Cas システムはタンパク質複合体（CRISPR 
associated complex for antiviral defense, 
Cascade）をエフェクターとするが、クラス 2
のシステムでは単体のタンパク質がエフェク
ターとなる。これらのエフェクターが標的核酸
を認識、分解するメカニズムの中心となる。
CRISPR/Cas システムは微生物における獲得免

疫システムとして大きく以下の 3つのフェーズ
として説明することができる（図 2）［3］。

1. Adaptation フェーズ（スペーサー配列の獲得）
ファージなどが微生物に感染し、初回に侵入
してきた外来性の DNAに対しては、Cas1 と
Cas2 タンパク質が機能し、外来性 DNA の
Protospacer Adjacent Motif（PAM）と呼ばれ
る 2～ 3 bp を目印として認識され、その上流
数十 bp（プロトスペーサー配列）を切り取る。
多くの場合は自身の CRISPR 領域の 5’末端側
にスペーサー配列として挿入する。外来DNA
を自身に取り込むことで抗原情報として記憶
し、次回以降の感染に備えることができる。

2. Biogenesis フェーズ（crRNA プロセシング）
スペーサー配列として挿入済の外来DNAが
再度侵入してきた場合に、このスペーサー配列
が獲得免疫の“記憶”の機能を果たす。このス
ペーサー配列を含めた CRISPR 配列は pre-
crRNA として転写後、Cas タンパク質によっ
てリピート部分が切断されて成熟 crRNAとな
る。

3. Interference フェーズ（外来 DNA の分解）
crRNA は tracrRNA と結合し、5’側が標的
配列に対して相補的なガイド RNAとなる。更
にこのガイド RNAは tracrRNAが足場となり
Cas タンパク質と複合体を形成する。ガイド
RNAと外来 DNAが相補的な配列を持つ場合
は、PAM配列の認識とともに結合し、標的特
異的な切断が生じる。
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図1. CRISPR/Casシステムを⽤いたPoint of care診断検査法の概要
（⽂献4, 25をもとに作成) 
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図1　CRISPR/Casシステムを用いたPoint of care診断検査法の概要（文献4, 25をもとに作成）



CRISPR/Cas 診断技術

ゲノム編集技術として最もよく知られている
CRISPR/Cas9 以外にも、様々なタイプの
CRISPR/Cas システムについてその認識・切断
メカニズムが調べられた。その過程で、
CRISPR/cas12a および CRISPRC/cas13a が標
的配列を認識した際に、標的配列以外の核酸も
同時に切断することが報告された［5, 11］。
CRISPR/Cas9 システムにはこの非特異的な切
断活性はなく、標的配列の切断に付帯して生じ
る活性であることからコラテラル切断活性と呼
ばれる。CRISPR-Cas12a は一本鎖 DNA に対
して、CRISPR-Cas13a は一本鎖 RNAに対する
コラテラル切断活性を有する。この分解活性を
利用し、蛍光色素で標識した核酸を分解させる
ことでシグナルとして可視化させる方法が
CRISPR 診断技術である。代表的な方法である
DETECTR 法と SHERLOCK 法を紹介する。
また日本で発見されクラス I に 属する
CRISPR/Cas3 を用いて開発された CONAN法
についても紹介する。

1. �DETECTR（DNA endonuclease-targeted 
CRISPR trans-reporter）法
CRISPR-Cas12a は 2015 年に同定され、Cas9
と同様に二本鎖DNAを認識することが発見さ
れた［39］。その切断機構の解析が進む中で、
標的DNA配列を認識した際に非特異的な一本
鎖DNA切断活性が発見され、このコラテラル
切断活性を利用した核酸検出法である
DETECTR 法が開発された［4, 5］。同研究グ
ループが創設したMammoth Biosciences社が、
この技術を用いた COVID-19 検査法を開発し
ている。原法ではサンプルDNAを RPAによ
り増幅した後、CRISPR/Cas12a システムを用
いたコラテラル切断によりシグナル検出を行な
う（図 3）。

2. �SHERLOCK（Specific High sensitivity 
Enzymatic Reporter unLOCKing）法
CRISPR/Cas13a は一本鎖 RNA を標的とし
て認識、切断するものとして同定された［1］。
CRISPR-Cas13a は同様に標的RNA配列を認識
することで、コラテラル活性が生じ非特異的に
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図2. CRISPR/Casの獲得免疫メカニズム(⽂献3より引⽤)図2　CRISPR/Casの獲得免疫メカニズム（文献3より引用）



RNAを切断する。この切断機構を活用した核
酸検出法は SHERLOCK 法と呼ばれる［14］。
CRISPR/Cas12a と異なり、RNAが対象となる。
具体的には、T7 プロモーター配列を付与した
プライマーで標的核酸を増幅後、in vitro 
transcription により一本鎖 RNA を合成し、
CRISPR/Cas13a にて処理を行う。コラテラル
切断活性が生じた場合、プローブが切断され、
シグナルが生じる。このシグナルを検知する方
法である（図 4）。更にマルチプレックス化さ
れた SHERLOCKv2 は複数の RNAウイルスを
高感度で検出することに成功している［10］。

3. �CONAN（Cas3-Operated Nucleic Acid 
detectioN）法
上述したCas9, Cas12a および Cas13a はいず

れもクラス 2 に分類されるものである。
Cascade と呼ばれる複数の Cas タンパク質の
複合体がエフェクターとして機能するクラス 1
はその機構が複雑であるため［7, 24］、クラス
2に比べて CRISPR 診断技術への応用は少ない
が、Yoshimi らが発見した CRISPR/Cas3 は
Cas12a と同様に標的 DNA配列を認識した際
に周辺の一本鎖DNAも分解するコラテラル切
断活性を持つことを発見し、CONAN法として
COVID-19 の PoC 診断技術として確立してい
る［37］。彼らの方法では、サンプルとなる
DNA を LAMP で増幅した後、CRISPR/Cas3
系を用いてプローブをコラテラル切断し、イム
ノクロマトグラフィー法による検出を行ってい
る（図 5）。
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図3. DETECTR法の概要 (⽂献4より引⽤)

図4. SHERLOCK法の概要(⽂献14より引⽤)

図3　DETECTR法の概要 （文献4より引用）

図4　SHERLOCK法の概要（文献14より引用）



産業動物分野における 
CRISPR-Cas 診断技術の活用

CRISPR/Cas12 および CRISPR/Cas13 の「付
随的な」切断特性は、家畜のウイルス、細菌、
寄生虫を含むさまざまな病原体の in vitro検出
にも活用されている。 例えばアフリカ豚熱ウ
イルス（ASFV）は感染性と病原性が高いウイ
ルスである。有効なワクチンや抗ウイルス薬は
存在しないためASFV 感染を制御のための検
査法が必要とされており［9］、Cas13a（CRISPR/
Cas13a-LFD）または Cas12a（RAVI-CRISPR）
のコラテラル切断活性と等温増幅を組み合わせ
た診断法が報告されている［29, 32］。主に恒温
装置がこれらのアッセイを実施するために必要
な機器であり、ASFV 検出のための現場での
適用可能性を示している。これらの方法は、高
感度（Limit of detection（LoD）：7～ 10 コピー
/μ L）かつ高特異性であり、シングルチュー
ブ反応であるため、コンタミネーションの可能
性が低い。加えて CRISPR/Cas13a-LFD 法に
比べ、RAVI-CRISPR 法は、ラテラル・フロー・
ストリップや蛍光検出器を必要とせず安価であ
る。RAVI-CRISPR 法は、ROX標識レポーター
を用いて肉眼での検出を可能としている［33］。

また Liu らは、豚の臨床上鑑別診断が重要で
ある PEDV（豚流行性下痢ウイルス）、TGEV（豚
伝染性胃腸炎ウイルス）、PDCoV（豚デルタコ
ロナウイルス）、ブタ急性下痢症候群コロナウ
イルス（SADS-CoV）を同時に検出するシング
ルチューブマルチプレックスT-LAMP-Cas12a
診断法を開発している［18］。裸眼比色検出では、
LODは 1 コピーであり、所要時間はわずか 25
分である。これらの CRISPR/Cas12a ベースの
アッセイは、異なる検出目的を持ち、様々な応
用が期待できるだろう。そのほか等温増幅と
CRISPR/Cas12a または CRISPR/Cas13a のコ
ラテラル切断活性を組み合わせる戦略は、3型
豚サーコウイルス［40］ 、脳心筋炎ウイルス
［31］、牛のランピースキン病ウイルス ［12］ 、 
牛伝染性下痢ウイルス ［35］、 カプリポックス
ウイルスで報告がある［6］。これらの診断法は、
再現性の高い安定した反応を示し、検出感度、
特異性も高い結果が得られている。十分な評価
は必要であるが、水際防疫のための検査への応
用なども可能であるかもしれない。
Cas12a は DNAエンドヌクレアーゼであり、
逆転写反応が不要であることからDNAを対象
とした細菌検査あるいは寄生虫の検査にも使用
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できる。例えばブルセラ属菌は、イヌ、ウシ、
ヒツジ、ブタにも広範なブルセラ症を引き起こ
す可能性がある。ブルセラ属の 4 つの菌種
（Brucella abortus、Brucella melitensis、Brucella 

canis、Brucella suis）は、ヒトと動物の間で感
染する可能性があり、畜産労働者の職業リスク
につながる［20］。血液と牛乳サンプル中のこ
れらの 4つのブルセラ属菌を迅速かつ正確に検
出することが RPA-CRISPR/Cas12a 診断法に
よって可能となっている［34］。他にも RPA-
CRISPR/Cas12a 戦略は、生産動物における他
の食品由来病原性細菌の検出にも使用されてい
る［30, 42］。

Cryptosporidium parvum（C. parvum）は人獣
共通感染症の重要な腸内原虫で、世界中のヒト
および家畜／野生動物にクリプトスポリジウム
症を引き起こす可能性がある。RPA-Cas12a/
crRNAに基づく診断法は、ヒトおよびウシの
臨床糞便検体から C. parvum亜型 IId を検出す
るために検証されている［38］。Toxoplasma 
gondiiは世界的に分布する原虫で、免疫不全患
者の生命を脅かすだけでなく、家畜の流産や死
産を引き起こす。 RPA または Recombinase 
Aided Amplification（RAA）と組み合わせて、
CRISPR-Cas12a/Cas13a に 基 づ く 方 法 が T. 
gondiiの迅速な現場での検出技術として報告さ
れている［16, 41］。

おわりに

これらの技術を活用しても、変異株や新規病
原体への対応は難しく、さらに寄生虫あるいは
芽胞形成菌など、核酸抽出効率が検査結果に大
きく影響する微生物も存在し、解決すべき問題
点は残されている。しかし、たゆまぬ試行錯誤
により理想的な PoC 検査へと近づいていると
考えられる。近い将来、それぞれの診療施設で
も気軽に実施可能な分子生物学的な検査は登場
するだろう。本稿で紹介したもの以外にも、
CRISPR-Cas システムを使用したアプリケー
ションは無数に開発されている。
検出技術の革新が進む一方で、臨床現場で検
査を行う意義あるいは防疫の観点からどう検出
技術を現場の対応につなげていくか議論を深め
ていく必要がある。直接的に治療やその後の対
応につながるような検査でなければ、特に臨床

の現場で用いる検査としては根付いていかない
だろう。それぞれの現場の獣医師と各研究機関
による連携が何よりも重要であると考える。
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【Abstract】

The COVID-19 pandemic led to increased demand for Point of Care (PoC) diagnostic tests for infectious 
diseases in clinical practice in the medical field. WHO recommends that PoC diagnostic tests be affordable, 
sensitive, specific, rapid, robust, instrument-free, and available to end users. However, it is difficult to construct 
pathogen-specific PoC diagnostic tests that meet all these criteria from scratch. For this reason, development of 
combined technologies utilizing existing molecular biological techniques is underway, with the CRISPR/Cas 
system playing a central role. The system's target-specific binding properties and strong cleavage activity have 
been used as biosensors to create PoC diagnostic tests for various pathogens, mainly COVID-19. The system is 
expected to be utilized in the medical field and primary care facilities in situations where materials are scarce, and 
social implementation is progressing. On the other hand, in the clinical field of farm animals, onsite visits to farms 
where animals are kept are fundamental, and the hurdles to implementing tests are always great. Although there is 
a high demand for rapid diagnostic technology, PoC diagnostic tests utilizing the CRISPR/Cas system are currently 
not as well recognized as those in the medical field. The author believes that these PoC tests have a greater affinity 
for clinical use in industrial animals than in the medical field. In this review, the author introduces the principle of 
molecular biological testing using CRISPR/Cas and its application in the medical field to date. The author will also 
discuss its use in veterinary medicine for farm animals and its possible future applications.

Keywords: CRISPR/Cas system, molecular biological testing, point of care diagnostic testing

家畜感染症学会誌
13巻 3号　2024 産業動物におけるCRISPR-Cas システムを活用した PoC診断検査について

－ 74 －




