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研究要旨 

近年の遺伝子組換え技術の急速な進歩に伴い、遺伝子組換え技術の痕跡がゲノム DNA上に残
らない手法が登場してきた。植物 RNAウイルスを用いた開花促進遺伝子導入により品種改良の
大幅な期間短縮を目的とした方法、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技術を用いた任意の標的配列
に対するゲノム改変など進んでいる。これら次世代遺伝子組換え技術は、痕跡が残らないと考え

られてものの、技術的には確立されたとは言えず、その特徴や宿主に起こり得る現象、オフター

ゲット効果などについては十分な検討が必要である。一方で、近い将来これらの技術が、食品分

野においても応用されることが予測されているものの、こうして作出された生物の取り扱いや

GM生物の規制の在り方、GM生物として申請がされた場合の検討項目、さらに、検知の可能性
や検知可能な場合のその方法に関する検討がなされておらず、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、技術開発と標準化を行い、文献調査するととも

に実際に様々な生物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

った。また、検知可能性のついての基礎的な検討を行った。具体的には、（１）技術開発について、

遺伝子ノックインを簡便に行う新規手法（PITCh法）を開発しカイコなどの動物細胞に適用した。
また、ジャガイモに TALEN を適用して目的遺伝子のノックアウトを行った。（２）安全性につ
いて、TALENおよび CRISPR/Cas9を用いた時のオフターゲット効果は，エキソン領域のみの
解析ではあるが，自然界で起きる変異以上の変化はなかった。染色体構造上の有意な変化は認め

られなかった。リコンビナント Cas9タンパクの消化管内安定性のための分解性試験を行い、素
早く分解し，毒性やアレルゲン性を示す可能性は低いことを明らかにした。（３）組換え食品を想

定して、遺伝子ノックインによる周辺遺伝子発現量の変化を調べたところ、最大 2桁変化するこ
とが示され、挿入位置の重要性が示唆された。また、次世代シークエンサーを用いてアグロバク

テリウム法由来の短いボーダー配列等を指標に導入遺伝子の解明を可能にした（４）イネを用い

て TALENによる変異体作製を行った。（５）情報収集について、次世代遺伝子組換え技術を用い
た動物および植物について検索した結果，ヤギ、ヒツジ、ニジマス、サケなどの動物のほか、小

麦、トウモロコシにも適用され始めており商業化も今後進んでいくことが考えられた。ゲノム編

集技術では、CRISPR/Cas9の適応が多く、イネ、コムギ、トウモロコシ、トマトなど多くの作
物に実施されていた。、国別ではアメリカと中国の研究が大部分であった。また、オリゴヌクレオ

チド指向型変異導入法（ODM）を用いたナタネがアメリカで市場に出始めた。 
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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、リン

ゴ RNAウイルスを用いた開花促進、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 用

いて、遺伝子上の任意の位置を人工的かつ改変

した痕跡を残すことなく意図的に組換え生物

を作成可能である可能性があることから、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。 

 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する。それらに

ついて、安全で高効率な遺伝子改変技術を確立

するともに、それぞれの技術ごとに整理し、そ

の原理や作用機構について実際の文献情報か

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（GMO）

として扱うか、GMO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、意図し

ない領域での非特異的な改変（オフターゲット、

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、挿入に分けて整理し

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/Cas システムを中心に、上記観点か

ら調査研究を行った。また、最近開発された食

用遺伝子組換え生物の文献調査を行う。さらに、

各国の規制に対する考え方、アジア地域での開

発状況についても調査した。 

 

B. 研究方法 

 次世代組換え技術に関する研究について、分

担研究者の山本卓らのグループは、TALENの

安全で高効率でゲノム DNA 上の標的部位で

ゲノム編集が可能なシステムとして、

Platinum TALENの開発と評価をこれまでに

行った。TALENおよび CRISPR/Cas9を用い

た新しい遺伝子ノックイン手法を開発して、細

胞及び生物に応用した。近藤一成らのグループ

は、CRISPR/Cas9システムを培養細胞に用い

てその特性を評価した。リコンビナント Cas9

タンパクのアレルゲン性について検討した。ま

た、遺伝子組換え動物の文献調査も行った。中

村公亮らは、外来遺伝子を導入した時に起きる

現象、ゲノム構造と周辺遺伝子発現に与える影

響を検討した。吉松嘉代らのグループは、植物

を対象に（特にイネを標的として）TALENを

用いた時の変異解析行うために、Platinum 
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TALEN の設計を行い、イネに遺伝子導入し

た。、次世代組換え技術を用いた植物の世界各

国の開発状況について、および医薬品用途の遺

伝子組換え植物の調査を継続して行った。次世

代遺伝子組換え技術の特徴や問題点、各国の規

制に対する情報や開発状況は、初年度から継続

して近藤、中村で行った。 

 

1. 次世代遺伝子組換え技術の開発 

1） .Platinum TALEN を用いた MMEJ 

(Microhomology-Mediated End Joining)

を 介 し た 遺 伝 子 ノ ッ ク イ ン 法

(TAL-PITCh法)の開発 

標的遺伝子とドナーベクターを同一の

Platinum TALENで切断することによって、

切断面に生じるマイクロホモロジー(8bp)を利

用した標的遺伝子座へのレポーター遺伝子の

挿入を試みた。PITCh法を評価する目的で、

ヒト FBL遺伝子座への蛍光遺伝子

（mNeonGreen）の挿入を行った。TALEN発

現ベクターとPITChベクターをヒトHEK293

細胞にトランスフェクションし、ピューロマイ

シンによって選抜し、蛍光遺伝子の発現と局在

を観察した。FBL遺伝子の蛍光局在が観察さ

れた細胞からゲノム DNAを抽出し、ゲノミッ

クサザン解析と蛍光遺伝子の挿入配列につい

て PCRによる増幅と塩基配列の解析をおこな

った。また、動物個体における標的遺伝子への

ノックインが PITCh法で可能かどうかを検討

するために、アフリカツメガエルのチロシナー

ゼ遺伝子およびケラチン遺伝子への蛍光遺伝

子の挿入を試みた。蛍光が観察できたカエル胚

からゲノム DNAを抽出し、標的遺伝子座を

PCR増幅し、塩基配列を決定した。 

 

2 ） CRISPR/Cas9 を 用 い た MMEJ 

(Microhomology-Mediated End Joining)

を 介 し た 遺 伝 子 ノ ッ ク イ ン 法

(CRIS-PITCh法)の開発 

CRISPR/Cas9を利用した発現カセットのノ

ックイン法の開発をした。ガイド RNA（gRNA）

発現ベクターの構築と SSAアッセイによる機

能評価を行なった後、FBL遺伝子座へのワン

ステップでのノックインを試みた。ノックイン

が成功した細胞を単離した後、ゲノム DNAの

抽出と標的遺伝子座の PCR増幅と塩基配列の

解析を行った。 

 

2. ゲノム編集技術による標的配列の切断およ

びゲノムに与える影響 

 ニワトリ DT40、ヒト TK6、ラット PC12

など動物培養細胞を用いて、複数の標的配列の

CRISPR/Cas9用 gRNAを設計してピューロ

マイシンをコードするプラスミドに挿入した。

プラスミドを細胞に導入して変異パターンの

解析を行った。標的配列は、ゲノム環境の異な

ると考えられる領域（AIFM1, Rosa26, TK1）

を用いた。リポフェクションまたはエレクトロ

ポレーション法で遺伝子導入を行い、ピューロ

マイシンで選抜した後、ゲノム DNAをカラム

抽出した。目的領域周辺を PCR増幅して、ク

ローニングベクターに組込み、コロニー化した

後に各コロニーをシークエンス解析して変異

パターンを調べた。また、ヒト TK6由来の

TSCE5細胞を用いた TK1遺伝子を指標にし

た TKアッセイを行い、低頻度で他の方法では

解析することが難しい大きな変異を中心に解

析した。変異発生率は情報により求めた。大き

な変異を含む細胞を、トリフルオロチミジン

（TFT）で選抜して、高精製度のゲノム DNA
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を抽出した。この DNAを、次世代シークエン

サーIllumina HiseqおよびHumanOmniビー

ズアレイ解析を行い、変異パターン解析、コピ

ー数多型解析（CNV）、一塩基変異（SNV）検

出を行った。 

 

3. Cas9の毒性およびアレルゲン性 

 リコンビナント Cas9を作製した。活性を確

認するために、Cas9、gRNA、標的としての

プロトスペーサー2プラスミドを加えて反応

を開始し、経時的にサンプリングして 

電気泳動で分析した。人工胃液中での分解性試

験は、崩壊試験第 1液にペプシンを添加して人

工胃液とした。37℃でインキュベートし、経

時的にサンプリングして電気泳動後CBB染色

により分析した。また、アレルゲンデータベー

スを用いて、既知のアレルゲンと相同性の有無

を調べた。哺乳類に最適化した Cas9配列は参

考文献から得た。センス鎖およびアンチセンス

鎖から 6つの読み枠でアレルゲンになりうる

ペプチドとしてアミノ酸残基 20 mer以上の長

さの物を選んで検索を行った。 

 

4. 文献調査（次世代組換え技術を含む組換え

動物） 

 3つのデータベース（SciFinder、Google 

Scholar、PubMed）を利用した。 

本年度は 2011年に発表された論文や特許など

を調査した。ジンクフィンガーヌクレアーゼ

（以下 ZFN）、TALEN、CRISPRが利用され

て作成された組換え動物についての論文や特

許を SciFinder、PubMedを利用して調べた。 

 

5. 次世代遺伝子組換え技術の規制についての

諸外国の状況調査 

 次世代組換え技術の規制に関する情報を収

集するために、ドイツ、オーストリア、オラン

ダ、イギリス、カナダ、アメリカ、オーストラ

リア、ニュージーランドの GM規制に関与す

る機関の報告書等を調査した。また、最近の科

学論文から次世代遺伝子組換え生物に関する

報告を調査して、技術的な問題点、開発状況、

規制の考え方および検知の可能性についてま

とめた。 

 

6. 遺伝子ノックインによる周辺遺伝子の発現

量変化 

 TALENを利用してニワトリゲノムの αグロ

ビン遺伝子クラスター領域をモデルに、動物細

胞内で構成的にかつ大量の転写産物の発現を

可能にする汎用性の高い Cytomegarovirus

（CMV）及び Simian virus 40（SV40）ウィル

スプロモーター遺伝子発現カセットを導入し、

内在性遺伝子発現量、ゲノム構造及びエピゲノ

ムに及ぼす影響に関して解析した。遺伝子発現

の定量化は、リアルタイム PCRを用いて行っ

た。ゲノム構造の解析には、Chromosome 

conformation capture（3C） 解析を行った。得

られたDNAを鋳型にリアルタイムPCRを実施

した。 

 

7. 次世代シーケンサーを使用した未承認遺伝

子組換え作物検知法の確立 

未知の遺伝子組換え作物を検知するために

は、わずかな情報から導入された遺伝子カセッ

トを明らかにする必要がある。遺伝子組換えパ

パイヤをモデル植物として、次世代シークエン

サーを用いてゲノム解析を行い、わずかな情報

プロモーター配列やアグロバクテリウム由来
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のボーダー配列を手掛かりに導入遺伝子配列

を明らかにすることを試みた。 

 

8. 統合型遺伝子組換え食品データベース作成

に関する研究 

 薬用 GM植物、環境浄化用 GM植物、工業

用（食用作物）GM植物に関する情報を、文献

データベース（Scifinder®、検索語「transgenic 

plant」）、関連学会講演要旨集等を用いて調査

した。得られた情報は、カテゴリー別に整理し、

それぞれの一覧表を作成した。 

 

9. 次世代遺伝子組換えモデル植物の作製 

 次世代応用植物の検知法等の開発の基盤整

備を行うため、イネの FLO2遺伝子を標的に

して、この遺伝子変異体 flo2変異体）の１つ

である EM37変異体を用いてゲノム編集し

た。また、機能評価のための評価系を構築し

た。 

 

10. 次世代遺伝子組換え技術を用いた作物の

文献調査 

 ZFN、TALEN、CRISPR/Cas9に絞って調

査した。検索結果から、植物を対象として遺伝

子編集を実施した論文のみを抽出し、リスト化

した。また、作成したリストについて発表年別、

国別、技術カテゴリー別等に集計し、開発動向

の解析を行った。 

 

C. 研究結果、考察および結論 

1. 次世代遺伝子組換え技術の開発 

 HEK293細胞を用いた場合、ランダム挿入が

起きていない、蛍光遺伝子の挿入されたものを

解析したところ、67％のクローンにおいて正

確に挿入されていることが示された。ツメガエ

ルでのTAL-PITCh法による遺伝子ノックイン

では、顕微注入を行なった約10%の幼生におい

て、蛍光遺伝子（mKate2）の蛍光がチロシナ

ーゼを発現する網膜上皮細胞などで検出され

た。次に、ツメガエルにおいてPITCh法を用い

た内在遺伝子の可視化が可能であるかどうか

を、ケラチン遺伝子を対象としたGFP遺伝子

ノックインにより確認した。ケラチンの発現す

るエラおよびヒレにおいて特異的にGFP蛍光

を発する幼生が複数観察された。 

 CRISPR/Cas9を用いた遺伝子ノックイン法

（CRIS-PITCh法）では、HEK293 細胞へ導

入したところ、FBLタンパク質の局在を示す核

小体での蛍光が観察された。DNAを解析した

ところ、予期せぬ欠失や挿入が見られるものの

正確につながったクローンが含まれていた。 

 本法によって、これまで困難であった比較的

大きいサイズのDNAを正確に挿入することが

可能になった。培養細胞においては、HRとの

効率比較においてもMMEJでの効率が 2-3倍

であることから、実用レベルの方法であること

考えられた。 

 

2. ゲノム編集技術による標的配列の切断およ

びゲノムに与える影響 

 ニワトリ DT40細胞、ヒト TK6細胞、ラッ

ト PC12細胞を用いて、ゲノム環境の異なる複

数の標的配列に対する CRISPR/Cas9による

DNA2本鎖切断後の変異パターン解析を行っ

た。転写活性が弱い AIFM1遺伝子では、内部

エキソンは切断できなかったが、第一エキソン

は 3または 4塩基の小さな欠失が中心であっ

た。遺伝子ノックインに用いられる Rosa26領

域では、7から 103塩基のやや大きい欠失とと

もに、1または2塩基挿入が認められた。また、
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TK6細胞で、TK1遺伝子を指標にした低頻度

で起きる変異を次世代シークエンサーで解析

し、10 kb以上の欠失がメガヌクレアーゼ

I-SceIや CRISPR/Cas9処理で見られた。標的

部位に起きるのとは違って、もし、このような

複数の遺伝子にまたがる大きな欠失が予測で

きないゲノム上の領域に生じた場合は、解析が

困難と考えられた。 

 

3. Cas9の毒性およびアレルゲン性 

 リコンビナント Cas9を作製し、活性を保持

しているか確認した。この Cas9を用いて、人

工胃液中での安定性（分解性）について検討し

たところ、1分以内に速やかに分解されること

が判明し、消化管から吸収されて毒性やアレル

ゲン性を示す可能性は低いことが示唆された。

また、アレルゲンデータベースを用いて Cas9

の既知アレルゲンとの相同性を検索したとこ

ろ、該当するものは存在しなかった。 

 

4. 文献調査（次世代組換え技術を含む組換え

動物） 

 3つのデータベース（SciFinder、Google 

Scholar、PubMed）を利用して行った。 

その結果、開発国は圧倒的に中国が多かった。 

また、導入遺伝子はミオスタチン、fat-1、リ

ゾチーム、ラクトフェリン、成長ホルモンが多

くつかわれていた。中国は、幅広く動植物にゲ

ノム編集を含めて遺伝子改変を行っており、今

後も監視をする必要がある。 

 

5. 次世代遺伝子組換え技術の規制についての

諸外国の状況調査 

 EU各国、オーストラリア―ニュージーラン

ド、カナダなどの次世代遺伝子組換え技術に関

する報告を調査し、ODMは、ゲノム編集のよ

うな DNA2本鎖切断を伴わない場合には、GM

規制から除外すべきと考える国が多かった。ゲ

ノム編集技術は、数塩基以内の小さな欠失、挿

入、変異は自然界でも起きることから GM規

制外と考えてもいいとの立場をとっている国

が多いが、標的外で大きな欠失等の可能性もあ

り、オフターゲットをどのように判断するかが

ポイントであるが、そこまで突っ込んだ議論は

どの国もされていない。今後も継続して、多く

の情報を収集するとともに実験結果から科学

的な知見をもとに判断することが重要である。 

 

6. 遺伝子ノックインによる周辺遺伝子の発現

量変化 

 導入された遺伝子発現カセットの周辺に存

在する内在性遺伝子の発現量を定量したとこ

ろ、遺伝子発現カセットが導入された配列の

20 kb内でかつ遺伝子クラスター内で同じゲノ

ムループ内で構成するπとαD遺伝子の発現

量の変化が顕著であった。野生型と比較すると、

π遺伝子 homo型で 2オーダー、αD遺伝子は

homo型で１オーダーの違いであった。ゲノム

上には、多くのトポロジカルドメインが存在し

ていることから、遺伝子ノックインした場合は、

周辺遺伝子への影響は無視できないと考えら

れた。 

 

7. 次世代シーケンサーを使用した未承認遺伝

子組換え作物検知法の確立 

 GMパパイヤをモデル作物として、次世代シ

ークエンサーMiseqを用いて、アグロバクテリ

ウム法由来のボーダー配列など短い配列情報

を指標に、導入遺伝子カセットを解明すること

を検討した。その結果、Tiベクター由来の
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Right borderと Left border配列（19 bp）を

アンカーに GMパパイヤの系統特異的配列を

見出すことができた。また、GMパパイヤに汎

用される遺伝子発現用プロモーター（P35S）

をアンカーに GMパパイヤの構造特異的配列

を得ることができた。本手法を用いることで、

次世代組換え技術を用いた作物を含めて、未知

の遺伝子組換え体の特定と検知法開発に有効

な手段であると考えられた。 

 

8. 統合型遺伝子組換え食品データベース作成

に関する研究 

 2014年に国内学会で公表・出版された GM

植物及び NBTに関する論文等から、19件の情

報が得られ、NBTに関連した研究・開発が最

も多かった。また、2) 2014年の国際学会

（IAPB2014）での NBT研究・開発状況調査

から、39件の情報が得られ、機能性食品とNBT

がいずれも 12件と最も多かった。国別集計で

は、オーストラリアでの開催のため、オースト

ラリアが 12件と最も多く、次いで米国 10件、

ドイツ 6件であった。作物別集計では、食用作

物はイネ 6件が最も多かった。国内外で NBT

に関する研究・開発が増加しており、本分野に

おいて、中国での研究開発が、昨年度と同様に

活発であることが判明した。 

 

9. 次世代遺伝子組換えモデル植物の作製 

 イネの FLO2 遺伝子を標的とした TALEN

遺伝子を構築した。この遺伝子の開始コドン領

域などにも標的部位を設定し、それぞれの部位

でのゲノム編集が可能な TALEN 遺伝子構築

を行った。構築した FLO2 を標的とする

TALEN遺伝子を用いて、イネの形質転換を開

始した。 

今後は、TALENの活性の検定を行い、標的

部位の解析を行う。 

 

10. 次世代遺伝子組換え技術を用いた作物の

文献調査 

 NCBI PUBMED (http://www.ncbi.nlm. 

nih.gov/pubmed)で各 NBT について検索した。 

TALENは、2011年からモデル植物をはじめ、

実用作物である穀類へと広く適用されており、

その報告数は、2011年の 2件から、2012年の

3件、2013年は 7件、そして 2014年は 6件

と推移している。また、2014年以降は CRISPR

との比較研究も行われるようになってきてい

る。中国においては主食作物にNBTを適用し、

機能改変を達成している。CRISPR/Cas9は、

2013年から 2015年までのわずか 2年あまり

で 31報の実施例が確認された。適用された植

物種は、シロイヌナズナ、イネ、タバコ(N. 

tabacum)、N. benthamiana、小麦、ソルガム、

トウモロコシ、ゼニゴケ、オレンジ、グループ

フルーツ、トマトと計 11種となった。 

 また、研究が実施された国別でみると、

TALEN及び CRISPRについては、TALENで

は米国と中国が全体の 71%、CRISPR では米

国と中国で全体の 74%と、米国と中国が 2 大

開発国となっている。中国の開発動向について、

TALEN、CRISPR両技術の適用対象植物とし

てイネがそれぞれ 4割を占めており、主食作物

であるイネに対する遺伝子改変の取り組みが

盛んであることが明らかになった。 

 

D. 健康危機情報 

特になし 

 

E. 研究発表 

各分担研究報告欄に記した。 
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F. 知的財産権の出願。登録状況 

1) DNA結合ドメインを含むポリペプチド、国

際出願 

PCT/JP2014/062518（平成26年5月9日） 

2) 核酸挿入用ベクター、国際出願

PCT/JP2014/079515（平成26年10月24日） 

 

 

 

 

 

 

 


