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研究要旨 

遺伝子組換え技術の急速な進歩に伴い、植物での開花を促進して品種改良の期間短縮を目的と

した植物 RNA ウイルスを用いた方法、遺伝子組換え台木の接ぎ木による穂木への師管輸送を介

した RNA サイレンシング誘導、動物・植物への TALEN、CRISPR/Cas9 技術の応用など進んで

いる。これらの多くの技術の特徴は、遺伝子組換え技術の痕跡が残らないと考えられていること

である。これら次世代遺伝子組換え技術は、技術的にもようやく確立されたばかりであり、その

特徴や起こり得る現象も検討されていない。今後これらの技術が、食品分野においても応用され

ることが予測されているため、こうして作出された GM 生物の規制の在り方や検知方法に関する

検討が急務となっている。本研究では、これら多様な次世代遺伝子組換え技術について整理する

とともに実際に適用した時の技術的な問題点や生物細胞内で起こる現象について研究を行うとと

もに、作出された GM 食品の検知可能かどうかについての基礎的な検討を行った。特に、今後組

換え技術の中心となる可能性の高い TALEN、CRISPR/Cas9 について、標的部位で起こる改変や

off-target の頻度とそこで起こる改変について、文献調査を行うとともに、細胞レベルで検討した。

また、各国の次世代遺伝子組換え技術を用いた生物の研究開発状況や規制状況について調査を行

った。 

研究協力者 

中島 治、野口秋雄、坂田こずえ、福田のぞみ （国立医薬品食品衛生研究所）

  

A. 研究目的 

 近年、遺伝子組換え（GM）技術が急速に発

展し、ZFN（Zinc-Finger Nuclease）に始まり

2010 年頃に登場した TALEN（Transcription  

Activator-Like Effector Nucleases）、さらに、

2013 年に報告された CRISPR（Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeat）などの次世代遺伝子組換え技術が、

疾患研究などの基礎研究のみならず食品分野

でも応用されるようになってきた。また、接ぎ

木や RdDM（RNA-directed DNA Methylation）

の機構を用いた遺伝子サイレンシングにより、

ゲノム上での改変を行わずに組換え生物の作

成が可能になってきた。TALEN や CRISPR

とともに、遺伝子上の塩基配列を人工的かつ意

図的に改変した痕跡を残すことなく組換え生

物、作物が作成可能であることから、これらの

組換え体をどのように扱うかを議論すること

が近々の課題として求められている。 

 これらの次世代遺伝子組換え技術には、人工

ヌクレアーゼである ZFN、TALEN、CRISPR

法のほか、RdDM や接ぎ木による RNA 輸送に

よる遺伝子サイレンシングを用いたもの、植物

RNA ウイルスを用いたものなどが存在し、そ
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れらについて、技術ごとに整理し、その原理や

作用機構、実際の文献情報から得られた結果や

本研究での実験から得られた結果を基に、改変

後の遺伝子配列の違いなどを調査・研究して、

どのようなことが想定されるか、どのような場

合に遺伝子組換え体（GM）として扱うか、GM

として扱う場合に新たに安全性審査に加える

項目はあるか、などを考える必要がある。また、

次世代遺伝子組換え技術を用いて作成された

生物は、どこまで検知が可能かどうかについて

も検討を行うことが必要である。 

 遺伝子塩基配列上の変化については、非特異

的な改変（off-target 効果）がどの程度起きる

か、どの程度の改変であれば自然界と区別する

のか、について、改変が欠失、置換、挿入に分

けて考える必要がある。 

 そこで、本研究では、次世代遺伝子組換え技

術の中で、特に進歩が著しいTALEN, CRISPR

を中心に、上記観点から調査研究を行った。ま

た、最近開発された食用および非食用トランス

ジェニック生物の文献調査を行う。これらの技

術は一般には NBT（New Plant Bleeding 

Technology）と呼ばれているが、本研究班で

は、植物と動物の両方を対象としているために、

次世代遺伝子組換え技術とする。また、海外で

の開発状況や規制状況についても調査した。 

さらに、Cas9 検知法や毒性評価のためのタン

パク消化試験を行うために、リコンビナントタ

ンパクを調製した。 

 

B. 研究方法 

（１）人工ヌクレアーゼ（ZFN、TALEN、

CRISPR）を用いた遺伝子改変に関する調査研

究 

手法と off-target（標的外塩基配列への影響）

に関する著名な論文中心に調査し、off-target

の起きる程度とパターンについて調べた。 

また、標的配列に用いられている配列をゲノ

ム情報サイトGenome Browserを用いてDNA 

accessibility、Histone modification state 等を

調べた。 

 

（２）CRISPR を用いたモデル切断実験 

CRISPR/Cas9システムの切断活性や特異性等

についての実験 

実験材料：培養動物細胞として、クローン化し

たPC12細胞およびニワトリDT40細胞を用い

た。 

CRISPR/Cas9 およびTALEN：Addgeneより、

human-codon optimized SpCas9 と

guideRNA をコードするプラスミドを購入し

た。これを用いて、目的遺伝子内に複数の標的

塩基配列のDNA二本鎖切断を誘導するのに必

要なプラスミドを作製した。目的プラスミドは、

細胞に、リポフェクションまたはエレクトロポ

レーション法にて遺伝子導入し、2-3 日後に細

胞を回収して、標的部位の改変の有無やそのパ

ターン、頻度を調べた。また、標的配列には、

これまでに論文で報告されているような遺伝

子標的部位が多くの場合、構成的に発現してい

る遺伝子の exon1 やその 5’側上流で open 

chromatinでnucleosome freeであると推定さ

れるところが多い。本実験では弱く転写されて

いる遺伝子の内部 exon で、chromatin 

accessibility がよくないと想定されるAIFM1 

exon3 を中心に検討を行った。 

TALEN：Platinum TALEN を用いて作製した。

このプラスミドは、SSA アッセイを用いて、

十分な活性があることは示されている。 
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indel の確認：細胞回収後に、予想切断部位を

含む領域を、high-fidelity polymerase を用い

て増幅し、SURVEYOR アッセイまたは T7 

Endonuclease I アッセイを用いて調べた。ま

た、増幅産物をクローニングベクターZero 

Blunt に挿入し、DH5α大腸菌に

transformation 後、最大 48 コロニーをシーク

エンス解析した。 

 

（３）次世代遺伝子組換え技術を用いた遺伝子

組換え食品（植物・動物）の国内外の開発動向

及び規制に関する情報収集等 

 次世代遺伝子組換え技術は多岐に渡る。動物

の場合は、次世代技術の中心は、ZFN、TALEN、

CRISPR/Cas9 である。一方、植物ではこれま

でに開花促進の目的で植物RNAウイルスベク

ターを用いた手法が有望である。また、接ぎ木

による手法も一見古典的に思われるが、台木と

穂木の一方に遺伝子組換え体（GM）を用い、

遺伝子サイレンシング目的にRNAを師管輸送

してもう一方に機能させる方法で、最終的に非

遺伝子組換え体（nonGM）ゲノムへの挿入も

改変も起きないことから、期待される技術であ

る一方で、その取扱い（GM か nonGM か）に

ついての判断が必要になって来る。これらが、

中心の技術と考えられることから、国内外の開

発動向や規制に関する情報を収集した。 

 

（４）遺伝子組換え動物に関する情報収集およ

び Cas9 リコンビナントタンパク作製 

組換えタンパクの発現、精製は参考文献

（Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer 

M., Doundna JA., Charpentier E. A 

Programmable Dual-RNA-Guided DNA 

Endonuclease in Adaptive Bacterial 

Immunity. Science (2012) 337, 816-821）に付

属する Supplementary Materials に記載の方

法に基づいて行った。 

 

大腸菌における組換えタンパクの発現 

発現プラスミド：Addgene から購入した

pMJ806 を用い、大腸菌ホストには Rosetta2 

(DE3) (Novagen)を使用した。精製は、キレー

トカラム（Ni-NTA Agarose、キアゲン）で行

い、透析によるバッファー交換を行いつつ

TEV プロテアーゼ（ProTEV Plus、プロメガ）

で消化した。さらに、陽イオン交換カラム

（MonoS、GE ヘルスケア）で精製し、タンパ

ク定量は 280 nm における紫外吸収に基づい

て行った。 

 

C. 研究結果 

（１）Off-target に関する調査 

(a) zinc-finger nuclease (ZFN)について 

Fig.1 に示すように 1)、DNA 結合ドメインは、

真ん中のスペーサー5~7 bp を挟んで両側に 9 

~12 bp、両 DNA 結合ドメイン合わせて 18~24 

bp である。スペーサー部分で認識部位を持た

ない制限酵素FokIの二量体形成によりDNA2

本鎖切断を誘導するものである。これは、3×

109 bp のヒトゲノムに対してもただ一つの標

的配列を設計することが理論的には可能であ

るが、ZFN は設計できる配列に制限があるた

めにその特異性は、理論値ほど高くないと予測

される。また、後述する TALEN 同様であるが、

真ん中のスペーサー配列に認識部位を持たな

い制限酵素 FokI が二量体を形成して DNA 二

本鎖切断（double strand break, DSB）を誘導

する。したがって、構造上片側の ZFN モジュ

ール内のDNA結合ドメインの配列を基にした、
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標的配列（target 配列）に類似した標的外配列

への結合、切断（いわゆる、off-target 効果）

を予測することは難しいと考えられている。つ

まり、2 つのモジュールで DNA に結合し切断

する ZFN では、片側の認識配列にミスマッチ

があっても FokI が切断に必要な 2 量体形成を

すればよいことから、off-target は理論的に考

えられるよりも、その確率は高いと考えられる。

この点について、Keith Joung らのグループは、

target 配列に対して 7 塩基までのミスマッチ

（mutation）を含む DNA ライブラリーを作成

し（1011 DNA sequences）、in vitro selection

法で特異性を検討している 2)。ヒト遺伝子

CCR5 および VEGFA を標的とした

ZFN(VF2468)で想定される off-target サイト

は、Fig.2 に示すように、4 finger からなり 24 

塩基を認識するCCR5用ZFNの方が、3 finger

からなり 18 塩基を認識する VF2468 用 ZFN

よりも特異性は高いが、数塩基のミスマッチを

許容しやすく、結果、ZFN では 3 塩基以内の

ミスマッチがゲノム上に無いように設計する

ことが望ましいとされている。その他、ZFN

は設計が難しく、また標的配列の制限があり後

述する TALEN や CRISPR に比べてゲノム上

の配列のどこでも設計できるわけではないた

め、人工ヌクレアーゼの中では、利用は今後は

多くないと思われる。 

 

(b) transcription activator-like effector 

nuclease (TALEN)について 

TALEN は、植物病原菌 Xanthomonas が持

つタンパクで、宿主感染に必要なタンパク発現

を誘導するためにDNA結合ドメインと活性化

ドメインをからなる。ゲノム改変に用いる

TALEN は、活性化ドメインを除去し、代わり

に制限酵素 FokI を連結したもので、ZFN 同様

に、2 つの DNA 結合ドメインを間に、15 塩基

前後のスペーサー部分での FokI 二量体形成

によりDNA二本鎖切断を行う 3)（Fig.3）。DNA

結合ドメインは、片側17-18塩基で、合計34-36

塩基と ZFN の DNA ドメインよりも認識部位

が長いために特異性が高いと考えられている。

現在、ゲノム改変に用いられている TALEN コ

ンストラクトは、複数の研究グループから報告

されておりいくつかのバリエーションにより、

その特性（特に off-target 効果）が若干異なる

と予想される。TALEN は、2011 年頃から急

速に普及してきたが、その特異性、すなわち

off-target がどの程度生じるのか、何塩基まで

のミスマッチを許容するかの詳細な検討はご

く最近まで行われていなかった。 

Keith Joung らのグループは、ZFN での特

異性研究で用いた手法 in vitro selection を用

いて、DNA ライブラリーを作成し（1012 DNA 

sequences）、TALEN の特性について詳細に検

討している 4)。ヒト細胞を用いて、on-target

と off-target 部位での変異導入率と on-target

に対するミスマッチ塩基数について調べた結

果、片側 18 塩基（つまり、両側 36 塩基によ

る DNA 認識）の TALEN を用いた場合に想定

される off-targe サイトは 7 塩基ミスマッチま

で存在しないが、9 塩基で 70 サイト、11 塩基

で 4338 サイト存在する。しかしながら、Fig.5

に示すように CCR5 を標的とした TALEN で

は、標的サイトでの変異導入率が 23-47%に対

して、11 塩基ミスマッチがある off-ratget サ

イト（offC-5）では 2.3%で変異導入されてい

る。この時のミスマッチは、left-TALEN に７

塩基、right-TALEN に 4 塩基のミスマッチが

ある状態であった。別の標的サイト（ATM）
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を用いた場合でも、標的サイトでの変異導入率

が 18％に対して、9 塩基ミスマッチである

off-target サイト（offA-17）でも 1％で変異が

起きることが示された。このような、off-target

サイトでの変異導入は、ZFN 同様に、DNA 結

合ドメインによる過剰な結合エネルギーによ

ること（長い DNA 結合ドメインは特異性は高

くなるが、ミスマッチを許容しやすくなる）、

導入時の TALEN 濃度が高い場合に起きる可

能性が示唆されている。さらに別の遺伝子標的

PMS においては、on-target サイトで 20%の

変異導入率に対して、1.4~3.9%（いずれも 4

塩基ミスマッチ）の変異導入率であった。一方、

1 塩基ミスマッチにおいても 0.25％程度の変

異導入しかないサイト（SDHD）もあることか

ら４）、off-target 切断は、デザインした TALEN

配列や GC 含量、細胞に依存する。言い換えれ

ばゲノムへのアクセスのしやすさにも依存す

るが、最大上述したような off-target サイトで

の変異導入が想定されると考えることができ

る。ただし、多くのサイトでは 8 塩基以上のミ

スマッチ領域でのoff-target切断効率はほとん

どの場合１％以下であることから、特異性は後

述する CRISPR よりは高いと考えられる。 

一方、off-target 切断を低減させるために

TALEN 濃度を必要以上に低くすることは、特

異性向上よりも変異導入効率の低下につなが

るので、off-target を少なくする TALEN コン

ストラクトを用いることが一つの手段として

提案されている。 

望みの標的サイトに対して用いた TALEN

が、どのような off-target サイトで変異が導入

されたかを明らかにすることは容易ではない。

次世代シークエンサーを用いて全ゲノムシー

クエンスは、一つの手段であるが、まず、ゲノ

ムの 100％をカバーすることは不可能である

こと（80%くらいなら可能）、変異部位を同定

するためにはかなりのカバー率（coverage）で

シークエンスする必要があり、その場合出力さ

れるデータ量は膨大になる（たとえば、パパイ

ヤゲノムは 370Mb として、200×でシークエ

ンスすると 74Gb である）。さらに、見出した

変異が人工ヌクレアーゼによる影響か、自然変

異かを判断するのは難しい（大きな欠失や挿入

があれば別であるが）。ZFN、TALEN および

後述する CRISPR のいずれを用いたゲノム改

変であっても、off-target サイトでの変異導入

を 

次世代シークエンサーで全ゲノム配列を解析

している例はほとんどない。 

 

(c) clustered regularly interspaced short 

palindromic repeat (CRISPR)について 

CRISPR は、細菌がもつ一種の免疫システ

ムのようなもので、外来のゲノム由来の配列の

1 部を取り込んで、次に同じ配列に遭遇した時

に分解除去できルシステムで、ヌクレアーゼ活

性を持つCas9タンパクと認識配列を含むガイ

ド RNA (gRNA)からなっている (Fig.6) 5)。一

般に用いられている Cas9 は Streptococcus 

pyogenes 由来のものである（SpCas9 と略さ

れることもある）。 

この CRISPR/Cas9 システムの最大の利点

は、コンストラクトの作成が非常に簡単である

ことにある。20 塩基+NGG の合計 23 塩基を

標的とすることができ、NGG を除く 20 塩基

を Cas9 および gRNA となる配列をコードす

るプラスミド内の U6 プロモーター下に組み

込むだけで作製できる(Fig.7)。 
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必要なものは一つの標的に対して、一つのプ

ラスミドである点が、作製がやや複雑な ZFN

や TALEN に比べての大きな利点で、今後のゲ

ノム改変分野での中心の一つであると考えら

れる。 

CRISPR/Casシステムの特異性についても、

膨大な検討結果が 2013~2014 年にかけて複数

の研究グループから報告されており、参考にな

る。NGG（N はすべての塩基）からなる PAM 

(protospacer adjacent motif)を除く 20 塩基で

標的 DNA 配列を認識するが、PAM に近い 8

塩基は特異性が高いが、5’側の 12 塩基はミス

マッチを許容しやすいことや 6)(Fig.8)、GC 含

量が 45~65%程度のときに切断効率が高いこ

と 7)、また、極端に高い GC 含量（80%以上）

では、かなりの割合で off-target 切断が起きる

ことが示されている（39% in on-target vs 30% 

in off-target with 3 mutations (OT2-9) in 

K562 細胞）8)(Fig.9)。また、複数塩基ミスマ

ッチのあるoff-targetサイトでの変異導入率は、

連続していても相互に離れていても 2 塩基ミ

スマッチのある off-target サイトでは、かなり

高い（on-target と同等の切断効率を示す）。3

塩基ミスマッチでも連続している場合は、

on-target の半分程度の切断効率を示すことが

あり(Fig.10)、ZFN や TALEN に比べて、3 塩

基以内のミスマッチサイトでのoff-target切断

効率はかなり高い傾向にある。他の標的遺伝子

（CLTA4）でも、3 塩基ミスマッチサイトで、

on-target 85%に対して、72%の変異導入率で

off-target 切断が見られる 9) (Fig.11)。 

CRISPR/Cas9 は、TALEN などに比べて

off-target サイトでの切断活性が高いことから、

様々なoff-target低減のための工夫が試みられ

ている。その１つは、DNA 認識配列の 20 塩

基を5’側で2~3塩基短くした truncated gRNA

を用いる方法である。17-18 塩基の DNA 認識

配列からなるこの方法では、特異性が最大

5000 倍向上すると報告しているが、標的配列

により効果がない場合もあり、その効果は不確

定と考えられる 10)。また、2 組の nickase Cas9 

(Cas9n)と gRNA を用いて、それぞれの標的部

位でニックを導入し、結果として DNA2 本鎖

切断を起こすものである。本方法では、DNA

認識配列がオリジナルの 2 倍になるため、およ

び、片側の CRISPR/Cas9n が off-target サイ

トに結合してもニックしか誘導しないために、

修復されると考えられることから、結果として

特異性が向上するが、一方で、 2 組の

CRISPR/Cas9n が同等の活性を一定の近接し

た部位に設計しなければならないことから、よ

り大きなタンパクがアクセスできるクロマチ

ン環境にあることが必要になる。切断活性はオ

リジナルよりも一般には低い傾向にある 11)。

これは CRISPR/Cas9 システムの特異性を高

める有力な手段と考えられたが 11)、最近、片

側の CRISPR/Cas9n 単独であっても変異導入

されることが判ってきた。そのため、さらに

off-target を押えた手法が報告された 12, 13)。本

方法は、ZFN や TALEN と同様に、左右にヌ

クレアーゼ活性を欠失させた Cas9 (dCas9)か

らなる DNA 結合ドメイン、その間に DNA 切

断活性を有する FokI 制限酵素がデザインされ

ている。したがって、片側 dCas9-FokI が

off-target サイトに結合しても DNA 二本鎖、

一本鎖いずれの切断活性を持たないので、

off-target 切断にならないこと、on-target では

左右 46 塩基で DNA 認識をしているため特異

性が非常に高いことが期待される (Fig.12)。 
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(d) ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 による DNA

切断部位での改変パターン 

 ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 システムで

誘導される標的配列（on-target）での改変パ

ターンを調査したところ、いずれの組換え技術

を用いても差はなく、大部分は数塩基から数十

塩基の欠失で、欠失は最大 400bp まで、挿入

は数塩基から 100 塩基程度まで見られる

(Fig.13)。このパターンは、on-target でも

off-target でも同様の結果が報告されている 8, 

10)。また、off-target サイトが open chromatin

で nucleosome free 領域などにあるときは高

い頻度で起きる可能性があると思われる。 

ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9 システムな

どの、いわゆる次世代遺伝子組換え技術はこれ

までほとんどが動物を対象としたものであっ

たが、ごく最近になって、植物への適用例が報

告されるようになってきた。シロイヌナズナ、

タバコ、イネ、トウモロコシなどを用いて研究

が行われているが、標的部位での DNA 二本鎖

切断による変異パターンは、既に述べた動物と

異なることはなく、数塩基から 10 塩基程度の

欠失を中心としたものであることが報告され

ている(Fig.14)15, 16)。 

 

（２） CRISPR/Cas9 による標的遺伝子配列

DNA 切断 

CRISPR/Cas9 システムは、遺伝子改変に必

要なコンストラクトの作製が容易であるため

に、様々な生物に用いられる事が想定される。

しかしながら、本手法を用いた時の安全性に関

わる影響については今後の課題として重要で

問題として存在している。本研究においては、

実験および解析が比較的容易で、かつ迅速に結

果が得られることから動物培養細胞を用いて、

標的遺伝子を設定し、その遺伝子内 exon3 周

辺に複数の標的配列に対する CRISPR/Cas9

を複数デザインしてゲノム改変を試みた 

(Fig.15, 16 for PC12 細胞, Fig.18 for DT40 細

胞)。 

クローン化したPC12細胞を用いて、AIFM1

遺伝子 exon3 付近を標的とした、TALEN、

CRSIPR/Cas9 を用いたゲノム編集を試みた。

その結果を Fig.17 に示した。標的配列を含む

領域を PCR 増幅させた（630 bp）後に、

SURVEYOR アッセイを行ったところ、切断に

よって得られる 200、400 bp のバンドは得ら

れなかった。Platinum TALEN (TALEN- 

VR-AIF up-A)は、SSA アッセイにより、細胞

内でプラスミドを標的とした場合に切断活性

が確認されている。そこで、さらに、この PCR

産物をクローニングベクターpCR-Blunt を用

いてクローン化し、48 コロニーからシークエ

ンス解析を行った。TALEN 切断部位である

spacer 付近には、いずれのコロニーからも変

異導入の入ったものは得られなかった。一方、

ニワトリDT40細胞を用いて同じAIFM1遺伝

子 exon3 を標的として CRISPR/Cas9 システ

ムで複数設計した。また、今回は、通常の

Steptococcus pyogenes Cas9に加えNeisseria 

meningitidis Cas9 も用いて検討した。その結

果、PC12 細胞同様、SURVEYOR アッセイに

より切断活性は認められず、シークエンス解析

でも、変異導入の痕跡は認められなかった 

(Fig.18, 19)。 

 今回、標的とした遺伝子 AIFM1 は、

ENCODE (encycolopedia of DNA elements)

データより、転写活性が弱くかつ DNase I 

hypersensitivity のない領域であることと、そ

して細胞を用いた SSA アッセイでは、設計し
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た Platinum TALEN は高い切断活性を有して

いることから判断して、ゲノム DNA へのアク

セス性が制限されていることが標的部位での

切断活性が得られなかった原因と考えられた。

最近の CRSIPR/Cas9 システムのゲノムワイ

ドな解析の報告でも 23)、Cas9 の結合領域は、

ゲノムへのアクセス性（accessibility）を反映

する DNase I hypersensitivity サイトと重な

ることが示されており、次世代遺伝子組換え技

術を用いた改変は、TALEN、CRISPR/Cas9

などツールとしてはほぼ完成されているが、ゲ

ノム上のどの位置でもDNA二本鎖切断を発端

するゲノム改変が行えるわけではない。次のス

テップとしては、このような宿主側での工夫が、

これらが本格的に普及するためにも必要と考

えられる。 

 

CRISPR/Cas9によるゲノム改変部位とクロマ

チン状態との関係について 

最近報告された論文から、そのターゲット遺

伝子領域とゲノムDNAへのアクセスしやすさ

について、UCSC genome browser (http:// 

genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway) を用い

て解析した。ヒト遺伝子導入領域として知られ

ている AAVS locus 上の PPP1R12C 遺伝子を

標的とした場合は 50％前後の非常に高い変異

導入率が得られており、ゲノム構造を見てみる

と そ の 標 的 サ イ ト も 高 度 に DNase I 

hypersensitivity（HS）領域が集まった領域で

アクセスしやすい環境にある。VEGFA や

FANCF 遺伝子を標的とした場合も同様に、

DNase I HS クラスター領域であることから、

変異導入率も 24-54%または 12-18%と高い 

(Fig.20)。一方、EMX1 遺伝子を標的とした場

合には、遺伝子全体には DNase I HS クラスタ

ーが存在するものの、転写が抑制されており、

DNase I HS クラスターからすこし離れてい

ることから、ゲノムへのアクセス性はあまりよ

くないと考えられ、実際変異導入率は遺伝子導

入効率が 90%程度である HEK293 細胞におい

ても 2.9%とかなり低い結果である (Fig.21)。 

今回検討に用いた、AIFM1 遺伝子は、弱く

転写されている領域で、かつ遺伝子全体に渡っ

て DNase I HS クラスターの存在する領域が

なく、ゲノム DNA へのアクセスは悪いと考え

られた(Fig.22)。実際の結果と合わせて、ZFN、

TALEN、CRISPR/Cas9 で改変できる領域は、

アクセス性と関係する。 

 

（３）次世代遺伝子組換え技術を用いた遺伝子

組換え食品（植物・動物）の国内外の開発動向

及び規制に関する情報収集等 

 次世代遺伝子組換え技術は多岐に渡る。動物

の場合は、次世代技術の中心は、ZFN、TALEN、

CRISPR/Cas9 である。ZFN、TALEN は技術

的にはほぼ確立されている一方で、2013 年に

登場した CRISPR/Cas9 システムは、他の２者

の技術に比べて off-target 領域での DNA2 本

鎖切断、変異導入の確立が高いこと複数報告さ

れていることから、現在も技術開発・改良が行

われている。2014 年になって off-target を極

力抑えることができる手法が報告されたこと

から、今後は様々な生物に、遺伝子組換え食品

の作出から遺伝子治療まで、積極的に使われる

ものと推測される。ZFN、TALEN、

CRISPR/Cas9 の組換え技術は、アメリカを中

心とした研究グループが精力的に研究開発を

行ってきたが、今後は日本、ヨーロッパに加え

て、中国などの国々でも幅広く使われ、植物分

野でも急激に論文数が伸びてきていることか
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ら今後数年でこれらの技術を用いた作物が商

業ベースに入って来るものと考えられる。 

植物の分野では、これら以外に次世代遺伝子

組換え技術として実用段階に近いものは、植物

の RNA ウイルスベクターを用いたもので、開

花促進遺伝子（FT）を発現させ、例えば 10 年

程度かかるリンゴの開花時期を数か月に短縮

できることから期待されている 16)。また、接

ぎ木による遺伝子サイレンシングを用いた組

換え技術が原田らによって開発されている

17-19)。すでに、タバコ、トマト、ジャガイモで

研究が進められており、実用化も近いと考えら

れている。 

 

このような、次世代組換え技術の各国の規制

に関しては、欧米を含めて検討段階である。 

2011 年には EU の Joint Research Centre 

(JRC)が、報告書を公表している 20, 21)。そこで

は、技術を以下の 5 つにグループ分けしている。 

１．site-directed mutagenesis 

    ODM, ZFN（JRC の報告書には含まれて

いない TALEN や CRISPR も含まれる）

や meganuclease 

 欠失を誘導する場合は、nonGM と扱う

べきとする国が多い。したがって、

ZFN-1 を使った場合は、nonGM。 

 置換の場合は、種類やサイズによって

ケースバイケースもしくは、GM とす

べき。一方で、反対意見の国もある。 

２．cisgenesis and intragenesis 

  Cisgenesis に関して、微生物と異なり、

植物（動物も同様）の場合 は GM とし

て考えるべきであるとして、各国で一致し

ている。Intragenesis も GM。 

３．breeding with transgenic inducer line 

    RdDM (RNA-directed DNA 

methylation), accelerating breeding 

following early flowering, reverse 

breeding 

    育種の途中の段階で導入された遺伝子が、

最終的に除かれていれば（逆育種）

non-GM として考えてもいいという国が

ある（アルゼンチン、オーストラリア）が、

規制の方向は定まっていない様である。

RdDM によるエピジェネティック変化に

よるものは、その効果が後代で減衰してい

くという、技術的な問題がある。 

４．grafting  

    grafting on GM rootstock 

GM rootstock が GM であることは明確で

あるが、その穂木になる実については、ケ

ースバイケースで考える国と、non-GM と

扱われても遺伝子組換え技術を用いて作

られたものと分類されるかもしれないと

する国がある。種子については、nonGM

と考える。 

５．agro-infiltration  

    agro-infiltration, agro-infection, floral 

dip 

  扱いについては各国とも定まっていない。 

 

 オーストラリア・ニュージーランドは、

FSANZ（Food Standards Autralia New 

Zealand）報告書では、以下の 6 つにグループ

分けされている。 

１．SPT (seed production technology) 

２．Reverse breeding 

３．cisgenesis and intragenesis 

４．GM rootstock grafting 

５．ODM (oligonucleotide mutagenesis) 
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６．ZFN, TALEN (報告書にはないが、

CRISPR も含まれると考える) 

 

EU の JRC および FSANZ の報告書には述

べられていないが、リンゴなどの植物 RNA ウ

イルスを用いた開花促進の技術も次世代遺伝

子組換え技術に含まれる。 

日本国内では、植物 RNA ウイルスを用いた

開花促進の技術や GM rootstock grafting にお

ける RNAi を介した遺伝子サイレンシングは

実用化に近い段階まで来ていると考えられる。 

植物 RNA ウイルスでは、ウイルス由来の配

列が除かれているかどうか、GM rootstock 

grafting でも未知成分RNA が残存していない

かが重要である。また、GM 台木につなげたの

nonGM 穂木からなる植物体は GM であり、

nonGM 穂木にできた実は、未知の RNA やタ

ンパクなどが残っていないことが証明されな

ければ GM という扱いになる。種子は nonGM

と考えられる。 

各国ともに、NBT などの次世代遺伝子組換

え技術を用いて作出されたものについて、既存

の GM の定義（自然界では起きない組換えを

行う）や考え方に従っていくようなスタンスで

ある。TALEN、CRISPR のような、最新技術

で作られた植物・動物において、欠失を誘導し

た場合に、EU のような、プロセスの観点から

ZFN-1 を nonGM とすると、一つの問題が生

じると考える。プロセス（用いる技術）の観点

から考えると、小さな欠失でも数百塩基の大き

な欠失でも、必要な遺伝子の発現制御に関わる

領域に起きた場合は、その遺伝子産物として生

じるタンパクや低分子化合物にも含量変化が

生じれば、組換え前後で同等性が崩れることに

なり、アメリカやオーストラリア、日本（実質

的に）などの国で用いられているプロダクトの

観点（最終的に作出されたもの安全性、実質的

同等性）で判断した場合と齟齬が生じる。EU

においても、GM 作物に対する規制の考え方を

プロダクトベースに見直す動きもあり 22)、そ

の方向で統一されることが望ましいと考える。 

また、アメリカでは ZFN を用いて作製され

た作物について個別事例として規制対象外を

判断されており、欠失を誘導しただけであれば

その植物は規制対象にならないと考えられて

いる。アメリカにはもともと GM 作物を統一

的に規制する制度が存在しないために、項目ご

とに担当省庁が分れ、個別に評価されているよ

うである。NBT など次世代遺伝子組換え技術

で作出されたものに関しても、これまでの方法

で対応可能と考えているようである。 

 

アジア地域での次世代遺伝子組換え技術を用

いた研究 

 遺伝子組換え食品の開発、商業栽培は近年ア

ジア各国で増加傾向である。インド、バングラ

ディッシュ、フィリピンなどの発展途上国で開

発、栽培される遺伝子組換え食品は、既に先進

国で開発された系統のものが中心である（例え

ば、モンサントがこれまでに開発した系統）。

一方、近年遺伝子改変した痕跡が残らないか自

然界の変化と区別がつかないと考えられてい

る、いわゆる次世代遺伝子組換え技術は、アメ

リカと日本以外では中国が精力的に開発研究

を行っている。特に、研究能力の高い Chinese 

Academy of Science, Institute of Genetics 

and Developmental Biology (中国科学院)では、

TALEN、CRISPR/Cas9 を用いた研究が進ん

でおり、生物学基礎研究では Drosophila 

melanogaster（ショウジョウバエ）、植物では
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Arabidopsis thaliana（シロイヌナズナ）や

Nicotiana benthamiana（タバコ）をモデルと

しての他に、Oryza sativa（コメ）や Triticum 

aestivum（コムギ）の 2 つの作物で研究が行

われている 24~26）。これらの研究は、欧米先進

国と同水準にあると考えられた。その他、中国

ではTALENやCRISPR/Cas9をブタに応用し

ている 27)。 

 

食用 GM 動物の文献調査 

1. 該当する論文、特許などの数は以下の通り。

ウシ 32 報、ヤギ 20 報、ブタ 16 報、魚

15 報、ヒツジ 5 報、ニワトリ 1 報、ウサ

ギ 1 報、エビ＆カニ１報 

合計 91 報 (Fig.23) 

2. 日本で馴染みの薄いヤギの報告が多かっ

た。 

3. 日本で馴染みのあるニワトリの報告が少

なかった。（遺伝子導入法で良い方法がな

い。ウイルス（主にレトロウイルス）が使

われていたが、長い遺伝子は使えない。パ

ッケージングできなくなる。また、食用と

してはウイルスはイメージが良くない。

ES 細胞などの幹細胞は研究途上、などの

理由。） 

4. 開発国は圧倒的に中国が多い。91 報中 70

報を占めた。 

5. 導入あるいは改変遺伝子には頻繁に使わ

れるものがあった。(fig.23-3) 

6. エビ、カニについて トランスジェニック

藻類を作成してエビやカニに食べさせる

ことを目指している。エビやカニに直接遺

伝子導入するわけではない。しかし、間接

的に組換え遺伝子やタンパクがエビやカ

ニ導入されるので、本調査で該当するもの

とした（調査の対象を広く解釈した）。 

7. ゲノム編集技術を利用した食用トランス

ジェニック動物については ZFN を利用し

た物が 8 報あった(Fig.23-4)。最近になっ

てノックインも出てきた。 

 

（４）遺伝子組換え動物に関する情報収集およ

び Cas9 リコンビナントタンパク作製 

Cas9 リコンビナントタンパクの発現精製 

1. 組換えタンパク Cas9-MBP-His6 が発現

していることは His6 を検出する試薬、

Ni-NTA AP Conjugate（キアゲン）を用

いて確認した。この組換えタンパクはイン

クルージョンボディーと水溶性の物があ

った。水溶性の物を使って以後の実験を行

った。 

2. キレートカラムで組換えタンパクを濃縮

した。 

3. TEV プロテアーゼで消化したものを

SDS-PAGE、CBB 染色で分析すると元の

約 200 kDa のバンドが消失して約 160 

kDa のバンドが新たに検出された。非特

異的な消化は観察されなかった。 

4. 陽イオン交換カラムでは混入タンパクが

効率良く除けて精製度が高くなった。 

5. 陽イオン交換カラムで精製した約 160 

kDa タンパクを N 末端シークエンシング

したところ、期待される配列が得られた（5

アミノ酸残基）。この結果を分子量やクロ

マトグラフィーでの挙動の情報と合わせ

て、得られたタンパクは Cas9 であると判

断した。さらに、TEV プロテアーゼで融

合タンパクが正確に消化できていること

を確認できた（Fig.24）。 
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6. 組換えタンパクの収量について 大腸菌

の培養 80 ml からスタートして、陽イオ

ン交換カラムによる精製が終了した時点

で 220 g 得ることができた。今後は、こ

れを用いて、タンパク消化試験や抗体作製

を行う予定である。 

 

D. 考察 

技術的な考察や規制に対する考え方が、現在

各国で議論がされている（EU の JRC や

FSANZ は報告書をまとめている）。次世代組

換え技術（海外では NBT; new plant breeding 

technique として議論）には、以下のものが存

在する。 

１．Cisgenesis and intragenesis 

２．RNA-virus mediated silencing 

３．GM rootstock grafting 

４．ZFN, TALEN, CRISPR（ODM も含め

る） 

５．Reverse breeding 

 

その中で、cisgenesis&transgenesis は、微

生物の場合とはちがい動物および植物では

GMと扱うこと、reverse breedingやSPTは、

後代に組換えに関連する遺伝子やその一部が

残っていないことを精査されていればnonGM

（selection や遺伝子分離の方法や結果がきち

んとなされていることが前提）、GM rootstock 

grafting は、GM 台木と nonGM 穂木からなる

植物体は一つの個体として機能するが、人工的

な配列を植物に含むために、GM として扱うこ

とになり、nonGM 穂木になる種子は nonGM

であるが、一方、実（果実）は台木からの遺伝

子組換え由来のRNAやタンパク質がないこと

の証明の程度により判断する、または GM と

するいうことは概ね各国で一致しているよう

に考えられる。一方、ZFN、TALEN や CRISPR

を用いた時の小さな欠失、数塩基の置換は、

nonGMとする考え方に向いているように思わ

れるが、標的部位で小さな変異しか入っていな

いことを証明しても、off-target サイトの大き

な変異（数百塩基欠失）のないことを、だれが、

どの段階でどのように証明するか、ミスマッチ

塩基数の増加とともに指数関数的に増加する

off-target 部位から安全性に関わる変異をどの

ように見つけるか、あるいは、プロダクトベー

スの考え方で最終産物の化学的同等性が野生

型と変化なければよいとするのか。現在の遺伝

子組換え食品の安全性評価の考え方からする

と、欠失があった場合に、その欠失に伴い機能

している内在性遺伝子が破壊または影響され

ておらず、その他の安全性に関わる成分等も野

生型と変化がなければ問題ないとなる。言い換

えると、大きな欠失であっても、トランスポゾ

ンの残骸などの機能していない遺伝子領域で

あれば問題ないということになる。変異の場所

の特定が重要である。その他、今後議論すべき

点は少なくないことから、各国と状況を参考に、

または協調しながら進める必要がある。 

 

E. 結論 

次世代遺伝子組換え技術を用いた食品の安

全性に関して、技術的には TALEN、CRISPR

が中心なると考えられる。ただし、この技術を

用いて行われた変異導入の程度や意図しない

領域での改変は、対象生物にも大きく依存する

ために、各国とも個別に判断することになる。

その他の、cisgenesis, GM rootstock grafting

なども、概ね判断の方向は統一されつつあるよ

うに思われるが、事例が少ない間は個別のケー
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スバイケースで判断されると考えられる。次世

代技術の開発は、アメリカの他に中国がかなり

力を入れて行っており、今後の動向を継続して

調査する必要がある。 
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