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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。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ものの、こう

して作出された GM生物の安全性についての検討は十分されていない。そこで、安全面から科学

的な検討を行い、その結果をもとに規制の在り方や検知方法に関する検討が必要となっている。

本研究では、急速に普及しているゲノム編集技術 TALEN, CRISPR/Cas9について、標的部位で

起こる改変や off-targetの頻度やパターン、ゲノム上に与える変化について、哺乳類細胞を用い

て検討した。これら技術の潜在的ポテンシャルを明らかにするために TK1遺伝子を指標にしたア

ッセイおよび全ゲノムシークエンス解析を行った結果、大きな欠失により TK1遺伝子第 5エキソ

ン以降が機能喪失する確率は、メガヌクレアーゼ I-SceIおよび CRISPR/Cas9では 10-4から 10-5

であった。また、CRISPR/Cas9処理では I-SceI同様に数 kbから 10数 kbの大きな欠失が観察

された。コントロール細胞、I-SceI, CRISPR/Cas9処理細胞およびゲノム配列との比較から、バ

ックグランドで起きる変化、処理および細胞培養時にゲノム上の塩基配列の変化について検討し

た。また、文献調査を行うとともに、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。 

  

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
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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

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。 

 ゲノム編集技術がゲノムに与える影響つい

ては、標的配列で起きる切断の程度（長さ）や

パターン、そして、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、について検討す

る必要がある。 

 本研究では、次世代遺伝子組換え技術の中で、

特に進歩が著しいゲノム編集技術である

CRISPR を中心に標的配列領域（on-target）

の解析を行うとともに、制限酵素である I-SceI

の結果と比較検討した。一般に、ゲノム構造や

DNA切断修復機構は酵母から哺乳類まで比較

的よく保存されている。そのため、本実験では

ゲノム関連情報が豊富で他のデータとの比較

も容易であり、解析手法も多く用意されている

ヒト細胞を中心として用いることにした。 

 ゲノム編集技術を用いて改変を行った場合

に、最も懸念されることは off-target切断であ

る。そのため、これまでに精力的な検討が 

されてきた。標的配列（on-target）から数塩

基ミスマッチがある配列など on-target配列か

ら推測される off-target 配列のほかに、

on-target 配列とは関連性のない、いわゆるバ

イアスのないoff-target解析が報告されている。

いずれも、DNA2 本鎖切断が起きた箇所など

の特定領域を濃縮して次世代シークエンサー

でその領域のみを解析するものである。これら

の手法を用いた時に検出できる頻度は、概ね

1%（最小 0,1％）またはそれ以上の頻度で起き

る変化である。これまでに、高頻度では、通常

細胞では１から数塩基、または 10数塩基程度

の欠失および数塩基の挿入が主たる変化であ

ることが報告されている（高頻度で起きる変

化）。 

しかしながら、用いる細胞や標的領域のゲノ

ム環境(構造)による大きく影響することが考

えられる。そのため、ゲノム環境が異なると考

えられる領域（転写が弱い領域と転写活性が高

い領域など）に対して、標的部位を設定して高

頻度で起きる変異パターンの解析を行った。 

また、これまでに低頻度で起きる変異について

は解析されたことがない。標的部位であれば解

析可能であるが、想定できない領域で発生した

場合は、全ゲノムシークエンス解析以外に検出

は困難であるが、検出感度は高くない。そのた

め、ゲノム編集技術の潜在的な能力を明らかに

するために、低頻度で起きる変化についても明

らかにすることを目的に行った。 

 さらに、Cas9検知法や毒性・アレルゲン性

評価のためのタンパク分解性試験を行うため

に、リコンビナントタンパクを調整し、Cas9

の人工胃液中での分解実験を行った。 

情報収集では、最近開発された食用トランス

ジェニック生物の文献調査を行った。 
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B. 研究方法 

1. 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 

（１）ニワトリ、ヒト、ラット由来の細胞（DT40, 

TK6, PC12）を用いて、標的配列に対して 3

塩基以内のミスマッチ配列が該当生物ゲノム

上に存在しないか、少なくともエキソン領域に

存在しないように設計した CRISPR/Cas9を

用いて DNA2本鎖切断のパターン解析を行っ

た。GGgenome（https://gggenome.dbcls.jp/ja/）

と CRISPR design tool（http://crispr.mit.edu/）

を参考に設計した。 

 標的配列は、DT40細胞では AIFM1遺伝子

エキソン 1、PC12細胞では Rosa26領域、TK6

細胞では TK1遺伝子を標的として、それぞれ

2種類のCRISPR/Cas9用のgRNAを作製した。 

CRISPR/Cas9用のプラスミドは addgeneか

ら購入したもの（pX330, pX458, pX459）にガ

イド RNA（gRNA）標的配列を組み込んだ。

遺伝子導入は、PC12細胞にはリポフェクショ

ン法（Lipofectamine 2000）で行った。DT40

および TK6細胞は、2種のエレクトロポレー

ション法（Amaxa nucleofector II, Lonza AG

または NEPA21、ネッパジーン）を比較して、

最終的に導入効率の優れた Amaxaを用いた。

導入効率はGFPベクターをコントロールに用

いて確認した。解析をより容易にするために、

DT40および PC12細胞では、遺伝子導入 24

時間後にピューリマイシンにより遺伝子導入

細胞の選択を行い、72時間後に細胞を回収し

た。細胞から DNeasyBlood and Tissue kit

（Qiagen）を用いて抽出したゲノム DNAを

鋳型にして、標的配列含む領域をHighFidelity

ポリメラーゼで PCR増幅、コロニー化した後

に illustra TempliPhi DNA Amplification Kit

（GEヘルスケア）を用いてシークエンス解析

を行った。また、細胞のクローン化したものの

シークエンス解析は、各クローンを

QuickExtract（Epicentre）で DNA抽出した

ものをシークエンス解析した。 

 

（２）TK1遺伝子エキソン４の片側アレル

（allel A）に変異を持つヒト TK6細胞に、も

う一方のアレル（allel B）エキソン 5上流約

80bpに I-SceIサイトを含む 31 bpを導入した

TSCE5細胞を実験に用いた。I-SceIサイトと

ほぼ同一の領域に CRISPR/Cas9の標的サイ

トを設計し、I-SceIとともに DNA2本鎖切断

実験を行った。TKアッセイに用いる細胞中の

エキソン 5欠失を持つ細胞を最大限除去して

バックグランド変異検出を抑えるために、あら

かじめ 2日以上 HAT処理を行った。Mutation 

frequency（MF）を算出するために、1処理群

あたり 96穴プレート最大約 30枚を用いてト

リフルオロチミジン薬剤選抜（TFT）を行いエ

キソン 5の欠失した細胞を分離した。 

 

（３）（２）の実験で分離した細胞から、ゲノ

ム DNAを抽出して、Nanodropで総核酸量と

精製度を確認した後（260/280, 260/230値が 2

以上）、Quant-iT dsDNA assay kitで 2本鎖

DNAの濃度を蛍光法により定量した。切断パ

ターンを分析するために、標的配列を含む7 kb

を含む領域を PCR増幅して、そのバンドを高

分子DNA分離用チップを用いてAgilent 2100 

Bioanalyzerで解析した。また、ゲノム DNA

は、次世代シークエンサーIllumina 

Hiseq2000で全ゲノム解析を行った。サンプ

ルあたり 11億リード（1100億塩基）が得られ

た。得られたシークエンスデータは、Illumina 
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Isaac解析ソフト（Issac alignerおよび caller）

でマッピングおよび変異コール(SNV, Indel, 

SV, CNV)を行った。CLC genomicworkbench 

(ver8.0.1)の clc mapperを用いてもヒトゲノ

ムへマッピングと変異検出を行い比較した。 

また、HumanOmni2.5-8 v1.2を用いた 

BeadChipによるビーズアレイ解析でジェノ

タイピングを行い、SNPやCNV（copy number 

variation）の検出を行った。マッピングデー

タは IGVまたはTabletを用いて比較解析した。 

 

（４）アレルゲン性および毒性についての知見

を得るために、大腸菌から作製した組換え

Cas9を用いて、人工胃液処理による分解性試

験を行った。また、Cas9遺伝子がコードする

ペプチドのアレルゲン性の予測を行った。 

 １）組換え Cas9の作製と活性測定 

組換えタンパクの発現、精製及び活性測定は

参考文献１）の方法に基づいて行った。 

Cas9（25 nM）とガイド RNA（gRNA、25 

nM）を切断バッファー中で 37度、15分プレ

インキュベートした。標的としてのプロトスペ

ーサー2プラスミド（5 nM）を加えて反応を

開始した。30分、60分後にサンプリングして

アガロースゲル電気泳動によって分析した。

LAS4000miniと Image Quant TL（GEヘル

スケア・ジャパン）を使ってスーパーコイル型、

リニアー型のプラスミドの割合を求めた。

gRNAの配列は：5’-AUA ACU CAA UUU 

GUA AAA AAG UUU UAG AGC UAG AAA 

UAG CAA GUU AAA AUA AGG CUA GUC 

CG-3’。プロトスペーサー2プラスミドは以下

の配列を pUC19の Sma Iサイトに組み込ん

だ：5'-TTA TAT GAA CAT AAC TCA ATT 

TGT AAA AAA GGG TAT TGG GGA ATT 

CAT TA-3'。ネガティブコントロールの実験に

は、プロトスペーサー2プラスミドの代わりに

pUC19を使った。 

 

２）Cas9の人工胃液中での分解性試験を以

下のように行った。崩壊試験第 1液、pH1.2（関

東化学 Cat. No. 11500-76）に 0.32%ペプシン

ブタ胃粘膜由来（シグマアルドリッチ Cat. No. 

P6887-250MG）を添加して人工胃液とした。

ここに Cas9を加えて 50 lの反応液を調製し

た。これを 37度でインキュベートした。1, 3, 7, 

15, 30, 60分後にサンプリングし、Na2CO3に

加えて反応を止めた。0分については人工胃液

とNa2CO3後にCas9を加えた。これらをCBB

染色で分析した。また、コントロール実験とし

て、ウシ血清アルブミン（BSA、シグマ）とβ

-ラクトグロブリン（シグマ）を用いて同様な

実験を行った。 

 

３）データベースを用いたアレルゲン性の検

索を行った。ヒト用にコドンを最適化した

Cas9ヌクレオチド配列は参考文献 2)から得た。

この配列を GENETYX Ver. 12を用いてアミ

ノ酸配列に翻訳した。翻訳の枠をずらして、セ

ンス鎖からオープンリーディングフレーム

（ORF）1-3を得た。Cas9は ORF1に相当す

る。アンチセンス鎖から ORF4-6を得た。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だ。なお、

開始コドン ATGがなくてもよいとした。

Sliding 80 mer window searchは Structural 

Database of Allergenic Proteins（SDAP、

https://fermi.utmb.edu/SDAP/sdap_who.htm

l）を利用してホモロジー35%以上を陽性とし

た。8 mer exact searchは Allergen Database
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（http://www.allergenonline.org/databasefas

ta.shtml）を利用した。6 mer exact searchは

SDAPを利用した。これらの検索で陽性となっ

た配列が食物アレルゲンに由来する配列とホ

モロジーがある場合を選択した。 

参考文献 

1) Jinek M., Chylinski K., Fonfara I., Hauer 

M., Doundna J.A., Charpentier E. A 

Programmable Dual-RNA-Guided DNA 

Endonuclease in Adaptive Bacterial 

Immunity. Science (2012) 337, 816-821 

2) Mali P., Yang L., Esvelt KM., Aach J., 

Guell M., DiCarlo J.E., Norville J.E., 

Church G.M. RNA-Guided Human 

Genome Engineering via Cas9. Science 

(2013) 339, 823-826 

 

（５）文献調査（組換え動物） 

・ 調査に用いたデータベース 

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。 

・ キーワードについて 

PubMed：transgenic animal、GMO 

SciFinder、Google Scholar ：transgenicまた

はGMプラス個別の動物名（pig, cow or cattle, 

chicken, fish, goat, sheep, rabbit, quail, 

horse, shrimp, prawn, octopus, devil fish, 

squid, crab, soft-shell turtle, shellfish）。 

・ タイトルと要旨から該当する論文や特許

などを選抜した。導入あるいは改変遺伝子、研

究内容、開発国、遺伝子改変法などの情報をま

とめて一覧表を作成した。 

・ 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。2010

年以降に発表の論文や特許を対象とした。 

 

（６）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、EU 報告書の他に、ドイツ

（Central Committee on Biological Safety 

（ZKBS，生物学的安全性に関する中央委員

会））、オーストリア（Bundesministerium für 

Gesundheit （ 連 邦 保 健 省 ） お よ び

Umweltbundesamt（連邦環境局））、オランダ

（The Netherlands Commission on Genetic 

Modification（COGEM，遺伝子組換えに関す

る委員会））、イギリス（Advisory Committee 

on Releases to the Environment（ACRE，環

境排出に関する諮問委員会））、オーストラリア

ー ニ ュ ー ジ ー ラ ン ド （ Food Standard 

Australia New Zealand（FSANZ，食品基準

機関））のポジションレポート、およびカナダ

（Canadian Food Inspection Agency（CFIA，

食品検査庁）と Health Canada（HC，保健省））、

アメリカ（Environmental Protection Agency

（ EPA，環境保護庁）， Food and Drug 

Administration（FDA，食品医薬品局）， US 

Department of Agriculture-Animal and 

Plant Health Inspection Service

（USDA-APHIS，農務省動植物検疫局））の情

報を調査するとともに、2014 年 10 月までの

Nature, Scienceなどの科学雑誌から次世代組

換え技術に関する論文を調査して技術的な整

理と問題点を明らかにした。また、各次世代組

換え技術を用いた作物等の開発状況について

調べた。 
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C. 研究結果および考察 

１．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 

 １）変異パターンの解析 

 次世代遺伝子組換え技術の中で、急速に利用

されてきているゲノム編集（ZFN, TALEN, 

CRISPR/Cas9）について、その活性やオフタ

ーゲット切断についてこれまでに多くの報告

があり、バイアスのないオフターゲット解析の

報告から、標的配列からは推測できない切断も

見られている。そこで、ゲノム編集技術のポテ

ンシャルを解明するための検討を行った。 

 DT40細胞 AIFM1遺伝子第一エキソンを標

的にデザインしたガイド RNA（gRNA#3, #7）

の中で、切断活性を示した gRNA#7 は、

CRISPR design Tool を用いてゲノム上の 

off-targetを検索したところ、220箇所存在し、

そのうち遺伝子上には 39箇所存在するが１つ

を除き４塩基ミスマッチのため標的配列から

予測される範囲では特異性は高いと考えられ

た（Fig. 1 and Table 1）。変異パターンの解析

から、32個中 3塩基欠失が 26個、4塩基欠失

が 1個、置換が１個であった。欠失体は、いず

れも ATG開始コドンの破壊またはフレームシ

フトにより目的遺伝子のノックダウンが誘導

できた（Fig.2）。次に、PC12細胞を用いて遺

伝子ノックインのターゲットとして知られる

マウス Rosa26 相同領域を標的配列にして同

様の実験を行った。gRNA を 2 箇所設計し

（Figs.3 and 4）、活性を示した gRNA#21に

ついてCRISPR design Toolを用いてゲノム上

の off-target を検索したところ、理論上の

off-targetサイトは全ゲノム上に 323箇所存在

するが、そのうち遺伝子上にあるものはなかっ

た（Table 2）。変異パターン解析から野生型以

外には 7および 103塩基の欠失のほか、1また

は 2 塩基の挿入が見られた（Fig.5）。TK6 細

胞については、TK1 遺伝子の標的配列周辺に

変異が観察された。なお、TK6 細胞を用いた

解析は、以下の TKアッセイと関連するため解

析中である。以上の結果から、正常な DNA修

復機構を保持した細胞を用いた場合は、

CRISPR/Cas9によって誘導される切断パター

ンは主に 2～4塩基欠失が中心であり、ゲノム

改変しやすい（あるいはオープンクロマチン）

領域では、やや大きな欠失（100 塩基程度）

や 1または 2塩基挿入も一定の頻度見られた。 

 

２）TKアッセイ 

 TK6細胞の片側アレルのエキソン 5上流に

I-SceIサイトを挿入したTSCE5細胞に対して、

I-SceIとほぼ同じ位置に CRISPR/Cas9用の

gRNAを 2種設計した（gRNA#8, #17、in 

Figs.6 and 7）。切断活性が認められた

gRNA#8は、CRISPR design Toolを用いてゲ

ノム上の off-targetを検索したところ、全ゲノ

ム上に 131箇所、そのうち遺伝子上に 11箇所

off-targetサイトが存在し。ほとんどが 4塩基

のミスマッチで切断される可能性が低いもの

であった（Table 3）。 

ゲノム編集用プラスミド（pmaxGFP, I-SceI, 

ｇRNA#8, #17）を導入、48時間以上培養した

後、96穴培養プレートに 20,000 cells/wellに

なるように播き、トリフルオロチミジン（TFT）

選抜しながら 10から 12日間培養してコロニ

ー形成させた。コントロール（無処理）、GFP、

I-SceI, CRISPR処理群のコロニー形成ウェル

数、空ウェル数をカウントして変異発生率

（MF）を算出した。本アッセイでは、非相同

末端結合（NHEJ）により 80bp以上の欠失に
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よりエキソン 5が non-functionalになったも

の（TK1-/-）のみが検出される。その結果、自

然界でこの標的部位にこのような変異が起き

る確立は 10-7レベルであり、I-SceI処理によ

るDNA切断で誘導される場合は最大10−4レベ

ルと大きく増加した。また、CRISPR/Cas9処

理では、４×10−5レベルでNHEJにより 80 bp

以上の欠失 が起きることが示された (Fig.8)。

また、Fig.9には I-SceIおよび CRISPR/Cas9

による標的部位での切断パターンを示した。

10 kb以上の欠失も見られた。これまでの研究

で、on-target配列から数塩基ミスマッチのあ

るような、予測できる off-targetサイトであれ

ば問題ないが、それ以外の場所でこのような大

きな off-target切断が起きた場合に、見つけだ

すことは困難であると考えられる。 

 

 ３）TKアッセイにより得られた、control、

I-SceI 、CRISPR/Cas9処理で TK1（-/-）に

なった細胞を集めて、次世代シークエンサーに

より全ゲノム解析を行い解析中であるが,ビー

ズアレイ解析結果から、I-SceI処理細胞では

1.9 Mbの LOH（ヘテロ接合性喪失）が、

CRISPR/Cas9処理細胞では 3.4 kb（loss）の

コピー数変異 CNVが観察された。 

 

２．Cas9の毒性・アレルゲン性の検討および

調査 

１）Cas9の分解性試験 

 ゲノム編集である CRISPR/Cas9システム

に用いるCas9タンパク質の毒性やアレルゲン

性を検討するために、リコンビナント Cas9を

作製して活性を測定した。プロトスペーサー2

プラスミドを使った場合、30分で DNA２本

鎖切断されてリニアー型のバンドが 0.8%ア

ガロースゲル電気泳動によって検出された。

コントロールとして pUC19を使った場合に

は 60分でリニアー型が検出されず、スーパ

ーコイル型のみが検出された(Fig.10)。この

結果から、作成した Cas9か活性を保持して

いることが確認された。Cas9の人工胃液で

処理したところ、Cas9は 1分未満で分解さ

れて、断片も検出されなかったコントロール

実験として、BSAは 0.5分未満で分解され

て、β-ラクトグロブリンは 16分でも分解さ

れなかった(Fig.11)。Cas9は容易に消化液中

で分解されることが判明した。 

 

 ２）Cas9遺伝子がコードするペプチドのア

レルゲン性の予測 

 Cas9のアレルゲン性をアレルゲンデータベ

ースを用いて調査した。条件として、既知アレ

ルゲンとの 8アミノ酸完全一致や 80アミノ酸

をウィンドウとした検索（8 mer exact match

と sliding 80 mer window search）したとこ

ろ、該当するものは存在しなかった。そこで、

条件を緩くして 6アミノ酸完全一致で検索し

たところ、他の読み枠と合わせて 17個ヒット

した（Table 4）。 

 

 ３）文献調査（トランスジェニック動物） 

① 2011年度の該当する論文、特許などの数は

以下の通り。ウシ 24報、魚 20報、ブタ 17

報、ヤギ 8報、ニワトリ 8報、ヒツジ 7報、

ウサギ 3報。合計 87報（Table 5）。 

② 開発国は圧倒的に中国が多かった。87報中

61報を占めた。 

③ 導入遺伝子としては以下の物が多く使われ

ていた：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。 
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④ 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昨年度の報告書以降

の論文、特許が 8報あった。ZFN、TALEN、

CRISPR/Cas9が利用されていた。(Table 6)。 

Table 6中の文献 6では、TALENを利用し

てオボアルブミン遺伝子の 6-29ヌクレオチド

を欠失でノックアウトしており、このニワトリ

に由来する肉を従来の PCR法やリアルタイム

PCR 法を適用して検知することは困難であ

ると考えられる。 

 

３. 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

する報告を調査した。EUは、現在の GMOの

枠組みの中でどの技術が遺伝子組換え体とし

て規制対象になるのかを議論しているところ

である。各国ともオリゴヌクレオチド指向型変

異導入（ODM）は、1または２塩基程度の変

異を入れた短い一本鎖 DNA（ssDNA）のみを

用いた場合は、ゲノム編集のような DNA2本

鎖切断誘導しない限りは自然界で起きる現象

を差はない。また 1塩基変異導入による新規形

質獲得も自然界で認められることから GM規

制対象外になると考えられる。シスジェネシス

は、微生物におけるセルフクローニング/ナチ

ュラルオカレンスと同様であるが、微生物以外

では GMという考え方が多いと考えられる。

アメリカでは、交雑可能な品種由来の配列のみ

からなっていても、自然界には存在しない配列

（逆位繰返し配列）をもつイントラジェネシス

も規制対象外としているが、それ以外の国では

GM規制内と考えられる。もっとも判断が難し

いのは、現在急速に普及しているゲノム編集技

術である TALEN、CRISPR/Cas9である。小

さな改変、1～3塩基程度の欠失によるノック

アウトは ODMに似ているが、TALEN、

CRISPR/Cas9は自然界で起きるよりはるかに

高頻度で目的部位に DNA2 本鎖切断を誘導し、

また、目的外領域にも低頻度ながら変異が導入

される可能性があることから、目的領域の改変

部分のみでの判断はできないと考えられる。い

ずれも、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。次世代遺伝子組換え技術

を用いた作物の安全性については、これまでの

研究調査結果を総説にまとめた。 

 

D. 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/Cas9が重要であると考えられる。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、当面は各国とも個別に

判断することになると考えられる。 

本研究では、ゲノム編集技術を用いた時に起

きる変異のパターンや頻度を解析して、主に数

塩基から 100塩基程度の欠失が起きること、

低頻度では 10 kbを超える欠失も起きること

が分かった。このような変化がゲノム上の予測

できない位置に生じた場合は、検出は全ゲノム

シークエンスのような網羅的な解析が必要で

ある。その他のシスジェネシスや接ぎ木などは、

概ね判断の方向は GM規制外と考える場合が

多いと思われるが、当面は個別のケースバイケ

ースでその内容の判断がされると考えられる。

次世代遺伝子組換え技術の開発は、特にゲノム

編集技術は、アメリカの他に中国が様々な生物
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に対して行っており、今後の動向を継続して調

査する必要がある。 
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