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研究要旨:  

 本研究では、ゲノム編集食品の安全性評価法の一つとしてオフターゲット部位を網羅的に推定する

SITE-Seq 法の有用性について、イネを用いて検証を行った。本研究結果より、オフターゲット予測は、

各種オンラインオフターゲット予測ツールを使った in silico解析だけでは不十分であることが確認さ

れた。相同性データベースを用いた解析は高確率で生じるオフターゲットを予測することができるが、

予測された候補配列は SITE-Seq の予測を完全にカバーすることができず、実際に起こったオフターゲ

ットの切断を見落とす可能性が示唆された。したがって、ガイド RNAを設計する際には、まず in silico

解析により最もユニークな配列を選抜した後、そのガイド RNA の潜在的なオフターゲットを SITE-Seq

法で生化学的に検証し、ゲノム編集作物で当該箇所の変異を確認する必要がある。この一連の解析につ

いて、高い再現性を有する試験法を確立することで、ゲノム編集作物の開発や安全性評価に役立つこと

が期待され、また、Cas9の特異性に関する情報集積とその制御に貢献できると考える。 
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A. 研究目的 

2019年 10月よりゲノム編集食品の届出制度が

開始され、国内での流通・販売が可能となった。

ゲノム編集技術を応用することで、従来の育種方

法より短期間で有用品種を作出することができ

る一方で、意図しない切断（オフターゲット）に

よる影響を予測することは難しく、食品としての

安全性を懸念する声がある。CRISPR/Cas9システ

ム利用時の簡便なオフターゲット予測としては、

各種オンラインツールが汎用されており、予測さ

れた箇所についてサンガーシーケンスをして変

異を確認するといった事例も見られるが、オフタ

ーゲット箇所を網羅できているかは不明である。

そこで本研究では、NGSを使ってオフターゲット

箇所を網羅的に検知する手法として、Selective 

enrichment and identification of tagged 

genomic DNA ends by sequencing （SITE-Seq）

法 1）について、ゲノム編集イネを検査対象とし

た場合の有効性について検討を行った。 

 

B. 研究方法 

１．サンプル 

実験に使用したイネ（Oryza sativa L. cv. 

Nipponbare）は農研機構農業生物資源ジーンバン

クより分与して頂いた。その種子を発芽、培養し、

1週齢の幼植物体から DNAを抽出した。 

 

幼植物体の培養法 

もみ殻を除き、70％エタノールで 1分間洗浄後、

次亜塩素酸（有効塩素濃度 6％）溶液で 30 分間

振とうして種子表面を滅菌後、クリーンベンチ内

にて滅菌済み超純水でよくすすぎ、滅菌済み丸シ

ャーレ（中に滅菌済み超純水で湿らせた滅菌済み

のキムワイプを敷く）に静置した。3日ほどして

発芽した種子を MS 培地 2)に移植して 1 週間無菌

培養を行った。発芽と培養条件は 28℃で 16時間

明期、8時間暗期とした。 

 

２．DNAの抽出と精製 

DNA 抽出には幼植物体のシュート部のみを使
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用した。ハサミで根本付近を切断後すぐさま液体

窒素にて凍結させ、-80℃にて保存した。 

 

CTAB法 

ZAP 処理済みの乳鉢・乳棒を用いてサンプルを

破砕し、1.5％ CTAB溶液を 2.5 mL/サンプル 1 g

加えて 56℃で 20分間インキュベートした。その

後、CIA（Chloroform/Isoamyl alcohol, 24:1）

を等量加えて室温で 20分間転倒混和し、スイン

グローターを用いて 3,000 rpm、15分間、室温で

遠心分離した。遠心分離後のサンプルを優しく取

り出し、上の水層を別のチューブへ移し、0.7倍

量のイソプロパノールを加えて転倒混和後、アン

グルローターにて 4℃、10,000 xg、10分間遠心

した。チューブ内壁に見えるペレットを吸わない

よう上清を捨て、70％エタノールでペレットを洗

浄後、超純水 100 µL でペレットを溶解し、DNase 

free RNase A（10 mg/mL）を 10 µL 添加、37℃、

30 分間インキュベートして RNA を分解した。そ

こへ 44 µL SPRISelect（Beckman Coulter, Inc. 

USA, cat. No. B23317）を添加し、優しく混和後、

マグネットスタンドを用いてビーズを集めて上

清のみ破棄し、85％エタノールを 180 µL でビー

ズを 3回洗浄し、風乾後に超純水を 30 µL 加えて

5 分間静置して DNAを溶解させ、マグネットスタ

ンドを使って上清のみ回収した。そこへ RNase 

secure （ Thermo Fisher Scientific, Inc., 

Waltham, MA, USA, cat. NO. AM7005）を 1.2 µL

加えて 60℃、10分間インキュベートして RNase A

を失活させた後、室温になってから Nanodrop 

ND-1000（ Thermo Fischer Scientific, Inc., 

Waltham, MA, USA）を用いて濃度測定を行った。

また、アガロースゲル電気泳動を行い、品質を評

価した。DNAの保存は 4℃で行い、調製後 24時間

以内に使用した。 

 

３．ガイド RNAの選定 

ガイド RNAについては、既に報告されている論

文の中から選定した。Acetolactate synthase

（ALS，EC2.2.1.6）については、W548L および

S627I 変異によりスルホニルウレア系除草剤耐

性を獲得することが報告されており 3)、これら 2

か所を CRISPR/Cas9 システムにより改変した文

献 4)に記載されているガイドRNAを用いた。また、

2017 年に発表されたジャポニカイネ（Oryza 

sativa L. subsp. japonica ） を 対 象 に

CRISPR/Cas9 で２本鎖切断を行っている論文の

中から 4 報 5-8)を選定し、それ等に用いられた 5

つのガイド RNAを試験に供した。ガイド RNAの配

列は表 1に記載した。 

 

４．ガイド RNAの合成と精製 

ガイド RNA の合成と精製には、 Agilent 

SureGuide gRNA Synthesis Kit を用いた。付属

プロトコルに従い、本検討では、長鎖型の

（extended backbone）シングルガイド RNAを合

成した。まず、ガイド RNA合成の鋳型となる２本

鎖 DNAを作成するため、次のプライマーを合成し

た。 

Primer-Forward: 5’-CG ATG TAA TAC GAC TCA CTA 

TAG GXX XXX GTT TTA GAG CTA TGC TGA AA-3’; 

Primer-Reverse: 5’-AAG CAC CGA CTC GGT GCC ACT 

TTT TCA AGT TGA TAA CGG ACT AGC CTT ATT TTA ACT 

TGC TAT GCT TTT CAG CAT AGC TCT AAA ACY-3’ 

（「X」は標的とする 20 塩基；「X」と「Y」は相補

塩基とする；下線はオーバーラップする領域）。

表 1に記載したプライマーを使用し、以下の反応

液（50 µL/反応）を調製した：5x Herculase II 

reaction buffer (10 µL)、2.5 mM each dNTPs (4 

µL)、 10 µM primer-forward (5 µL)、 10 µM 

primer-reverse (5 µL)、Herculase II Fusion DNA 

polymerase (1 µL)、DW (28 µL)。この反応液を

95℃で 2分間、次いで 60℃で 1分間、最後に 72℃

で 3 分間インキュベートした。合成された鋳型

DNA（130 bp）は、Wizard SV Gel and PCR Clean-up 

System（Promega）を用いて精製し、吸光度測定

結果をもとに、1 µM に再調製した。 

続いて調製した 2本鎖 DNAを鋳型にガイド RNA

を合成するために、次の反応液（20 µL/反応）を

調製した：DPEC water (7.5 µL)、5x Transcription 

buffer (5 µL)、rATP (1 µL)、rCTP (1 µL)、rGTP 

(1 µL)、rUTP (1 µL)、0.75 M DTT (1 µL)、Yeast 

Pyrophosphatase (0.5 µL)、RNase Block (1 µL)、

T7 RNA polymerase (1 µL)。 この反応液に 1 µM 

鋳型 DNA を 5 µL 添加し、混和後、37℃で 4～16

時間インキュベートした。その後 RNase-free 

DNaseを 1 µL 添加し、37℃で 20分間インキュベ

ートした。十分量のガイド RNAを得るため（50 µM

以上）、一種類のガイド RNAあたり、4反応分（100 

µL）調製し、キット付属のプロトコルに従い精製

した。ただし、次の工程を改良した：2反応液分

のガイド RNAを 1つのカラムに吸着させ、25 µL
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の nuclease-free water で溶出させた。ガイド

RNA 量は、Nanodrop ND-1000 で測定し、濃度はそ

の分子量（108 bp）をもとに算出した。ガイド

RNA は、使用するまで-80℃に保存した。 

 

５．ゲノム DNAの Cas9切断 

ゲノム DNAの２本鎖切断は、様々な濃度のガイ

ド RNA-Cas9複合体（Ribonucleoprotein, RNP）

で処理した。オフターゲットの出現場所と頻度は

ガイド RNAの配列だけでなく、ゲノム編集の際に

使用される Cas9の添加濃度とも関連することが

報告されている 9)ことから、本検討では、Cas9

の終濃度を 1、64、256、1,024 nM に設定し、ガ

イドRNA濃度はその15倍添加した。酵素反応は、

1x CCB（Cas9 Cleavage buffer; 20 mM HEPES、

150 mM KCl、10 mM MgCl2、5％ glycerol、pH 7.4）

で行った。まず、RNP 複合体を形成させるため、

15 µL の Cas9（3.3x CCB に溶解）と 15 µL のガ

イド RNA（DWに溶解）を 1 : 15の濃度比となる

ように混合し（例：213 nM Cas9 : 3.2 µM ガイ

ド RNA）、37℃で 10分間インキュベートした。ガ

イド RNA は、95℃で 2 分間加熱後、室温で 5 分

間静置してから使用した。ここに、20 µL のゲノ

ム DNA（150 ng/µL）を添加し、37℃で 16時間イ

ンキュベートすることで、十分にゲノム DNAを切

断した。その後、RNA分解溶液 6.3 µL（10 mg/mL 

RNase A、4.4 µL; 5x CCB、1.4 µL; DW、0.5 µL）

を添加し、37℃で 20分間インキュベートした。

さらに、proteinase K (20 mg/mL)を 0.5 µL 添加

し、55℃で 20分間インキュベートして Cas9を失

活させた。次の工程まで、氷中で一時的に保管し

た。 

 

６．シーケンスライブラリーの調製 

SITE-Seq 法でオフターゲット切断部位を特定

するため、Illumina MiSeq システムに対応した

DNA ライブラリーを以下の通り作成した。 

上記で Cas9処理したゲノム DNA（50 µL 全量）

は、エタノール沈殿法により精製し、25 µL の DW

で溶解させた。Cas9 切断面末端にアデニンを付

加するため、DNA溶液 (25 µL)に 10x NEB2 (5 µL)、

10 mM dATP (5 µL)、Klenow Exo- (3 µL)、DW (12 

µL)を添加し、37℃で 30分間反応させた。この A

突出末端へのビオチンアダプター（Adapter 1）

の結合は、100 µM Adapter 1 For (1 µL)、100 µM 

Adapter 1 Rev (1 µL)、DW (8 µL)、2x annealing 

buffer (20 mM Tris、100 mM NaCl、2 mM EDTA、

pH 7.5) (10 µL)を混合し 95℃で 5分間インキュ

ベートした後、室温で 45分間放置し、この２本

鎖化した Adapter 1（2 µL）と dA付加した DNA (38 

µL)、NEB 10x T4 DNA ligase buffer (5 µL)、NEB 

Quick Ligase (5 µL)を混合した溶液を 20℃で 30

分間、次いで 16℃で 16 時間インキュベートする

ことで完了した。 

ビオチンアダプター付き DNAは、マグネットビ

ーズ型のサイズ別 DNA 回収試薬 SPRISelectを用

いて、付属のプロトコルに従い精製した。DNA溶

液 50 µL に対して、0.5 倍量の SPRISelect 試薬

（25 µL）を加え、よく混合した。室温で 5分間

放置した後、マグネットスタンドを用いてビーズ

（DNA）と上清を分離し、上清を破棄した。ビー

ズを85％エタノール175 µLで30秒間洗浄した。

この洗浄は二回繰り返した。完全にエタノールを

取り除き、ビーズが乾燥する前に、50 µL の DW

を加え、十分に懸濁した。室温で 10分間静置し

た後、DWに溶出した DNA 45 µL を回収した。 

上記 DNA (40 µL)と NEB 10x dsFragmentase 

buffer v2 (5 µL)、NEB dsFragmentase Enzyme (1.5 

µL)、DW (3.5 µL) を混合し、37℃で 1時間反応

させ、DNAの断片化を行った（時間厳守；長時間

のインキュベートは DNAを過度に分解させる）。

12.5 µL の 0.5 M EDTAを添加し触媒を停止させ、

37.5 µL の DW を添加した。その直後、0.9x 

SPRISelect処理により、200～1000 bpの DNA断

片を 45 µL 回収した。切断末端は、断片化 DNA 

(27.7 µL)と NEB 10x End-repair reaction buffer 

(3.3 µL)、NEB End-repair enzyme mix (1.5 µL)、

DW (0.5 µL)を混合した反応液を 20℃、30分間に

次ぐ 65℃、30分間のインキュベートで修復した。

修復面へのアダプター（Adapter 2）の結合は、

100 µM Adapter 2 N7 For (1 µL)と 100 µM Adapter 

2 N6 For (1 µL)、100 µM Adapter 2 N5 For (1 µL)、

100 µM Adapter 2 Rev (3 µL)、2x annealing buffer 

(6 µL)を混合し 95℃で 5 分間インキュベートし

た後、室温で 45分間放置し、この２本鎖化した

Adapter 2 (1.25 µL)と末端修復 DNA (32.5 µL)、 

NEB Blunt/TA Ligase Master Mix (7.5 µL)、NEB 

Ligase enhancer (0.5 µL)を混合した溶液を 20℃

で 30 分間、次いで 16℃で 16 時間反応させるこ

とで完了した。 

Cas9 で切断された DNA の選択的な回収は、ビ

オチン-ストレプトアビジン相互作用を利用した。
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まず、 1 反応あたり、25 µL の Dynabeads

（Invitrogen、ベリタス社）を 125 µL の 1x BW 

buffer（5 mM Tris、1 M NaCl、0.5 mM EDTA、pH 

7.5）で 5分間、回転させながら洗浄した。これ

を２回繰り返した後、41 µL の 2x BW buffer で

ビーズを再懸濁した。ここに等量の DNA試料（41 

µL）を添加し、室温で 30分間、溶液を混合した。

マグネットで上清を破棄し、200 µL の 1x BW 

bufferで 30秒間洗浄した。これを２回繰り返し、

さらに、同様の洗浄を 10 mM Tris-HCl、pH 8.5

を用いて行った。DNAが吸着したビーズは、20 µL

の 10 mM Tris-HClで再懸濁した。 

DNA ライブラリーへのインデックス付加は、リ

カバリーPCR後に行った。上記で得た DNA-ビーズ

混合液（20 µL）と 10 µM Recovery PCR For primer 

（2.5 µL）、10 µM Recovery PCR Rev primer（2.5 

µL）、NEB 2x Phusion Master Mix（25 µL）を混

合し、以下の温度サイクルで DNAを増幅させた：

[98℃, 30秒] x 1、[98℃, 10 秒；61℃, 30秒；

72℃, 2分] x 12、[72℃, 2 分] x 1、[4℃, ∞] 

x 1。ビーズと上清とをマグネットを用いて完全

に分離し、上清 30 µL を回収した。その上清 3 µL

と DW 148.5 µL を混合し、次のインデックス PCR

の鋳型として用いた。鋳型 DNA (12 µL)と NEB 2x 

Phusion Master Mix (20 µL)、5 µM Index primer 

For (4 µL)、5 µM Index primer Rev (4 µL)を混

合し、以下の温度サイクルで DNAを増幅させた：

[98℃, 30秒] x 1、[98℃, 10 秒；60℃, 30秒；

72℃, 2分] x 12、[72℃, 2 分] x 1、[4℃, ∞] 

x 1。  

目的サイズの DNA断片（200～800 bp）は、複

数回の SPRISelect処理で精製した。上記と同様

に 0.7x 処理で DNA を精製した後、別法により

1,000 bp 以上の断片を排除し、さらに 0.7x処理

（１回目と同様）により僅かに残存したプライマ

ーダイマー（～200 bp）を完全に除去した。以下

に 1,000 bp 以上の DNA 断片を排除する

SPRISelect 別法を記載する。ここでは、目的外

の DNA サイズ断片をビーズに吸着させ、必要な

DNA サイズ断片を含む上清を回収する点に注意

する。まず、DNA 溶液に 0.5 倍量の SPRISelect

試薬を混合し、室温で 5分間静置した。マグネッ

トを用いて上清を全量回収し、この上清に 1.3

倍量の SPRISelect試薬を追加した（以下、通常

法に準ずる）。室温で 5分間静置した後、マグネ

ットを用いて上清を破棄し、1 mLの 85％エタノ

ールで２回洗浄した。廃液を完全に取り除き、1

倍量の DWで DNAを溶出した。 

調製した DNAライブラリーの品質は、Agilent 

Bioanalyzer High Sensitivity DNA chipを用い

て評価した。プライマーダイマーが存在しないこ

と、また、>1,000 bpの DNA断片が多量に含まな

いことを確認した。DNA濃度を見積もるため、ラ

イブラリーの平均サイズ値を記録した。本方法で

作製されるライブラリーの平均 DNAサイズは、約

650 bpである。２本鎖 DNAの量は Qubit HSで測

定し、この数値（ng/µL）と平均 DNA分子量値（X-bp 

x 660 g/mol）から DNA ライブラリーの濃度を算

出した。異なるインデックス配列が付加された各

試料の DNA濃度を同値に再調整した後、これらを

等量混合し分析試料とした。 

 

７．MiSeqを用いたシーケンス解析 

DNAライブラリーの変性は、サンプルと等量の

0.2 N NaOH を添加し、室温で 5 分間静置して完

了した。変性後、DNAは直ちに氷中に移行させた。

MiSeq Reagent Kit v3 (150 サイクル)に付属の

緩衝液 HT1を用いて、ライブラリーを 10 pMに希

釈した。この時、NaOH の終濃度は 0.001 N 以下

とした。10 pMライブラリー 600 µLを試薬カー

トリッジ（同キット）の 17ポートにロードし、

フローセル（同キット）、PR2 試薬（同キット）

とともに MiSeqに取り付け、解析を開始した。フ

ローセルは、取り付け前に超純水で塩を洗い流し、

エタノールで汚れと曇りをふき取った。 

解 析 の ワ ー ク フ ロ ー は 、 Illumina 

Experimental Manager（IEM, v1.16.1）で作成し

た。本ソフトは Illumina社のサイトから無償で

ダウンロード可能である。 

[http://jp.support.illumina.com/sequencise/

sequencing_software/experiment_manager/ddow

nload.html?langsel=/jp/] 

IEM を用いたサンプルシートの作成方法を以下

に示す。まず、Illumina Experimental Manager

を起動し、「Create Sample Sheet」を選択する。

「MiSeq」をクリックし、「Next」ボタンを押す。

次ページで、Select Category は「Other」、Select 

Applicationは「FASTQ Only」を選択し、「Next」

を押す。ワークフローのパラメーター以下の画面

の通りに設定した（UD index が選択される任意

の work flow prep を選択する）。画面右の

specific settings のチェックはすべて外した。 
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  Sample selection の記入例を以下に示す（注

意点：sample IDは異なる名前にすること）。 

   

「Finish」ボタンを押すと、エクセル上で内容

を確認する。このファイル名はカートリッジに記

載されているCartridge Barcodeとして保存する。

MiSeq装置本体に解析データを保存する場合、こ

のサンプルシートは MiSeq 装置の特定の場所に

保 存 し た （ [Computer]<[Data]<[Illumina]< 

[MiSeq Control Software]<[Sample sheets]）。 

 

８．DSB箇所のリファレンスゲノムへのマッピン

グとクリフ判定 

様々な DNA 断片種が収容されたライブラリー

を Cas9切断面側からシーケンスし、得られたリ

ードは、オン・オフターゲット部位を特定する情

報とした。MiSeqより得られたシーケンスファイ

ル（Fastq）は、公開されているイネリファレン

スゲノムにマッピングし、Cas9 で切断された位

置候補の特定、切断位置のゲノム上の情報、切断

効率の情報取得を行った。マッピングソフトウェ

ア bowtie2（バージョン 2.3.4.2）を用い、リフ

ァレンスゲノムは IRGSP-1.0 を用いた。

[https://rapdb.dna.affrc.go.jp/download/irg

sp1.html] 切断位置候補は、原著論文内の切断位

置検出スクリプト（Python）にて解析した。切断

位置が遺伝子のコーディング領域内に位置する

かは、公開されているアノテーションファイルと

bedtools（バージョン 2.27.0）にて参照した。

また、個々の切断された位置情報は、 IGV

（Integrative Genomics Viewerバージョン 2.4）

を使用しマッピング状況の確認は目視で行なっ

た。 

 

９．Galaxyを使用した DSB 判定ツールの開発 

上記「8．DSB 箇所のリファレンスゲノムへの

マッピングとクリフ判定」の中で使用した各種ソ

フトウェアは、BioContainers（Docker）を用い

て、データ解析プラットフォーム Galaxy

（https://galaxyproject.org/）に実装させた

SITE-Seq 解析用ワークフローを作成しツールを

開発した。 

 

１０．リアルタイム PCRを用いた切断確認 

SITE-Seq 法が示すオフターゲット切断の妥当

性は、リアルタイム PCRを用いて検討した。ガイ

ド RNAおよび Cas9で切断されたゲノム DNAと、

未処理のゲノム DNA（ネガティブコントロー

ル;NC）を鋳型として、後述のプライマーを用い

てリアルタイム PCR を行い、Cqsample-CqNC からΔ

Cqを算出した。ΔCq=n の時、鋳型 DNAの量は 2n

倍であることから、ネガティブコントロールの

DNA量を 100％とし、何％の鋳型 DNAが減少した

かを、切断効率（％、推定値）とした（例：ΔCq=1

の場合、ネガティブコントロールの鋳型 DNAの量

は、切断処理した鋳型 DNAの 2倍であるため、切

断効率は 50％である）。Cas9による切断処理は、

「5. ゲノム DNA の Cas9 切断」に準じたが、

proteinase Kで Cas9を失活させた後、95℃で 10

分間加熱することで proteinase K を失活させる

工程を加えた。また比較として、ガイド RNAおよ

び Cas9無添加のネガティブコントロールを切断

サンプル同様に処理し、リアルタイム PCRに供し

た。 

 

プライマーの設計 

SITE-Seq 法により予測されたカットサイトに

またがるようにプライマーを設計した。その際、

プライマーの 3’エンドのミスアニーリングによ

る増幅を避けるため、カットサイトが Fwdもしく

は Rev プライマー配列の 3’エンドから 3～5nt

になるように設計した。 

 

反応溶液の調製 

ガイド RNAおよび Cas9 で切断処理した DNA溶

液は、1 ng/µL となるように超純水で希釈を行っ

た。PCR反応液は一反応当たり 25 µL として、12.5 

µL の 2x FastStart Universal SYBR Green Master 

(ROX)、各 0.4 µL の 50 µM プライマー対、6.7 µL

の超純水と 5 µL の鋳型 DNAを含めた。 

 

使用機器及び分析の設定 

分析には LightCycler 480（Roche社）を用い、

分析モードは、SYBR Green I / HRM Dye を使用

した。PCRの条件は以下の通りに設定した。ステ

ップ 1（pre-incubate）：［95℃, 10分間］×1サ

イクル、ステップ 2（amplification）：［95℃, 15

秒間］、［60℃, 1分間］×45サイクル、ステップ

3（cooling）：［40℃, 30秒間］×1サイクルを分

析プロトコルとし、ステップ 2 の 60℃インキュ

ベート時に蛍光シグナルを回収した。核酸増幅曲

線に由来する Cq値（quantification cycle）は
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2nd derivative max 法で算出した。試験は全て 2

ウェル併行で行い、Cq 値の比較には 2 ウェルの

平均値を用いた。 

 

C. 研究結果 

１． イネからの DNA 抽出 

ゲノム編集で生じた２本鎖切断位置を解析す

るに当たり、ゲノム DNAをいかに物理的な剪断な

しにインタクトな状態で精製するかが、SITE-Seq

法の特異性を上げるため最も重要となる。本研究

では、CTAB 法による幼植物体からのゲノム DNA

の精製を行い、得られたゲノム DNAの品質を 1％

（w/v）アガロースゲル電気泳動で評価した。0.5

～1.0 µg DNA をアガロースゲルのウェルにロー

ドし、観察したところ、幼植物体から抽出された

高分子量 DNAに相当するバンドの他に、<500 bp

のバンドが確認された（図 1）。そのため CTAB法

による DNA抽出後に SPRISelectによるビーズ精

製を行うことで 1 kbp以下の DNAを除き、これを

鋳型 DNAとして SITE-Seq解析に供試した。 

 

２．ALS target1 解析結果 

CRISPR/Cas9 システムを用いてゲノム編集を

行う場合、従来の遺伝子組換えとは異なり、indel

によるフレームシフトを伴うノックアウト、もし

くは塩基置換は規制の対象外となる可能性があ

る。ALSのように塩基置換により有用形質を獲得

するケースは、食品への利用が十分考えられため、

本研究では、まず ALSをターゲットとして解析を

行った。 

 

エクソン内オフターゲット数の傾向 

ALSのW548をターゲットとしたガイドRNA（ALS 

target1）を用いた結果、Cas9濃度 64 nMおよび

256 nMではオンターゲットの切断が確認された。

一方で、1 nMおよび 1,024 nM では切断が確認さ

れず（図 2, 5）、この傾向は昨年度ヒト・ブタ DNA

を用いた場合の傾向と一致した。 

各濃度でのオフターゲット数としては、1 nM

では 62 か所（エクソン内では 10 か所）、64 nM

では 347か所（エクソン内では 50か所）、256 nM

では 535か所（エクソン内では 53か所）、1,024 nM

では 836か所（エクソン内では 106か所）となっ

ており、切断処理する Cas9 濃度が上がるにつれ

て、オフターゲット箇所も増加する傾向にあった

（図 3）。また、エクソン内のオフターゲット箇

所の内、異なる濃度で共通して検出された箇所に

ついても調査を行った。その結果、64 nMと 256 nM

で共通して検出されたオフターゲット箇所が 4

か所、64 nM と 1,024 nM で共通して検出された

オフターゲット箇所が 1か所、256 nMと 1,024 nM

で共通して検出されたオフターゲット箇所が 7

か所で、これらの内、1 nM、64 nM、256 nMの 3

濃度で共通して検出されたオフターゲット箇所

が 1か所、64 nM、256 nM、1,024 nMで共通して

検出されたオフターゲット箇所が 1 か所であっ

た。4濃度で共通して検出されたオフターゲット

箇所は 0か所であった（図 4）。異なる Cas9切断

処理濃度で共通して検出された 8か所について、

カットサイト付近の配列とガイド RNA 配列を比

較すると（図 5）、オフターゲット②、③、⑥、

⑨は近接した PAM配列が存在し、ミスマッチ数が

順番に 10、6、4、7塩基であった。さらにオフタ

ーゲット②に関しては 1塩基の DNAバルジ（2本

鎖の核酸において、相補的な塩基が存在しない場

合に生じる二次構造で、片方の鎖が膨らむ構造）

が 1か所、オフターゲット③に関しては 1塩基の

RNAバルジが 1か所、オフターゲット⑨に関して

は 1塩基の DNAバルジが 1か所生じていた。オフ

ターゲット①、④、⑤、⑦、⑧に関しては近接し

た PAM配列が存在しなかった。 

 

リアルタイム PCRを用いた妥当性確認 

ゲノム DNA を ALS target1 ガイド RNA と Cas9

（256 nM）で 37℃16時間切断処理後、カットサ

イトにまたがるように設計したプライマーを用

いてリアルタイム PCR を行い、SITE-Seq 法の妥

当性について検証を行った。RNP無処理のネガテ

ィブコントロールと比較して、CqSample-CqNC から

ΔCq 値を算出した。オフターゲットについては

リード数の多い 2か所（オフターゲット⑥、⑨）

でリアルタイム PCRを実施した。その結果、オン

ターゲットにおいてはΔCq=1.88（切断効率

74.09％）、オフターゲット⑥においてはΔ

Cq=0.20（切断効率 13.04％）、オフターゲット⑨

においては、ΔCq=0.08（切断効率 5.66％）であ

った（図 6）。これらの結果から、ALS target1

に関しては特異性の高いガイド RNA であること

が示唆された。 

 

３．ALS target2解析結果 

エクソン内オフターゲット数の傾向 
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ALSのS627をターゲットとしたガイドRNA（ALS 

target2）を用いた結果、Cas9 濃度 64 nM、256 nM

および 1,024 nMでオンターゲットの切断が確認

され、1 nMでは切断が確認されなかった（図 7, 

10）。 

各濃度でのカットサイト数としては、1 nM で

は 86か所（エクソン内では 6か所）、64 nMでは

87 か所（エクソン内では 10 か所）、256 nMでは

537 か所（エクソン内では 52 か所）、1,024 nM

では 1,065か所（エクソン内では 156か所）とな

っており、切断処理する Cas9 濃度が上がるにつ

れて、カットサイトも増加する傾向だった（図 8）。

また、エクソン内のカットサイトの内、異なる濃

度で共通して検出された箇所についても調査を

行った。その結果、64 nM と 256 nM で共通して

検出されたオフターゲット箇所が 3か所、64 nM

と 1,024 nMで共通して検出されたカットサイト

が 2 か所、256 nMと 1,024 nM で共通して検出さ

れたカットサイトが6か所で、これらの内、64 nM、

256 nM、1,024 nM で共通して検出されたカット

サイトが 2か所であった。4濃度で共通して検出

されたカットサイトは 0 か所であった（図 9）。

異なる Cas9切断処理濃度で共通して検出された

7 か所（オンターゲット含む）について、カット

サイト付近の配列とガイド RNA 配列を比較する

と（図 10）、オフターゲット①、③、⑤、⑥は近

接した PAM配列が存在し、ミスマッチ数が順番に

8、6、7、8 塩基であった。さらにオフターゲッ

ト③に関しては 2塩基の DNAバルジが 1か所、オ

フターゲット⑤に関しては1塩基のDNAバルジが

2か所、オフターゲット⑥に関しては1塩基のDNA

バルジおよびRNAバルジが1か所ずつ生じていた。

オフターゲット②、④に関しては近接した PAM

配列が存在しなかった。 

 

リアルタイム PCRを用いた妥当性確認 

オンターゲットにおいてはΔCq=1.19（切断効

率 56.14％）、オフターゲット⑥においてはΔ

Cq=0.48（切断効率 28.06％）であった（図 11）。

このことから、ALS target2 に関しては特異性の

高いガイド RNAであることが示唆された。 

 

４．SBE1解析結果 

SBE1ガイドRNAを用いた結果、Cas9濃度64 nM、

256 nMおよび 1,024 nMの全ての濃度下で切断が

確認されなかった（図 12, 15）。 

各濃度でのカットサイト数としては、64 nMで

は 199か所（エクソン内では 4か所）、256 nMで

は 324か所（エクソン内では 10か所）、1,024 nM

では 990か所（エクソン内では 137か所）となっ

ており、切断処理する Cas9濃度が上がるにつれ

て、カットサイトも増加する傾向だった（図 13）。

また、エクソン内のカットサイトの内、異なる濃

度で共通して検出された箇所についても調査を

行った。その結果、64 nM と 256 nM で共通して

検出されたカットサイトが 4か所、64 nMと 1,024 

nMで共通して検出されたカットサイトが 3か所、

256 nMと 1,024 nMで共通して検出されたカット

サイトが 7か所で、これらの内、64 nM、256 nM、

1,024 nMで共通して検出されたカットサイトが3

か所であった（図 14）。異なる Cas9 切断処理濃

度で共通して検出された 8か所について、カット

サイト付近の配列とガイド RNA 配列を比較する

と（図 15）、オフターゲット②は近接した PAM配

列が存在し、ミスマッチが 6塩基（特に 3’側 10

塩基ではミスマッチが 1塩基）で比較的相同性は

高かった。オフターゲット⑥に関してはカットサ

イトから 5～7塩基離れたところに PAM様配列が

存在するものの、ミスマッチが 13塩基で 2塩基

の DNAバルジが存在し、相同性は低かった。オフ

ターゲット①、③、④、⑤、⑦、⑧に関しては近

接した PAM配列が存在せず、相同性も低い箇所で

あった。 

 

５．SBE3解析結果 

SBE3 をターゲットとしたガイド RNA を用いた

結果、Cas9濃度 64 nM、256 nMおよび 1,024 nM

の全ての濃度で切断が確認された（図 16, 19）。 

各濃度でのカットサイト数としては、64 nMで

は 148か所（エクソン内では 5か所）、256 nMで

は 279か所（エクソン内では 9か所）、1,024 nM

では 387か所（エクソン内では 9か所）であった

（図 17）。また、エクソン内のオフターゲット箇

所の内、異なる濃度で共通して検出された箇所に

ついても調査を行った。その結果、64 nMと 256 nM

で共通して検出されたカットサイトが 4か所、64 

nMと 1,024 nMで共通して検出されたカットサイ

トが 2か所、256 nMと 1,024 nMで共通して検出

されたカットサイトが 4か所で、これらの内、64 

nM、256 nM、1,024 nM で共通して検出されたカ

ットサイトが2か所であった（図18）。異なるCas9

切断処理濃度で共通して検出された 5か所（オン
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ターゲット含む）について、カットサイト付近の

配列とガイド RNA配列を比較すると（図 19）、オ

フターゲット①は近接した PAM 配列が存在した

ものの、ミスマッチが 11塩基で相同性は低かっ

た。オフターゲット②、④に関してはカットサイ

トから8～10塩基離れたところにPAM様配列は存

在したものの、ミスマッチが 10 塩基で、2 塩基

の DNAバルジが存在し、相同性は低かった。しか

しオフターゲット②、④はカットサイト付近の配

列が同一であり、共にクリフとして検出されたと

いうことは、ガイド RNAとゲノム DNAの相同性が

低くとも切断する何らかの規則性があることが

示唆された。なお、ガイド RNAおよび Cas9によ

る切断を行わないで SITE-Seq解析に供したネガ

ティブコントロールではオフターゲット②、④は

検出されないことを確認しており、DNA抽出やラ

イブラリー調製時の DNA の物理的な剪断による

ものではないと考えられる。 

 

６．BSR1解析結果 

BSR1 をターゲットとしたガイド RNA を用いた

結果、Cas9濃度 64 nM、256 nMおよび 1,024 nM

の全ての濃度で切断が確認されなかった（図 20, 

23）。 

各濃度でのカットサイト数としては、64 nMで

は 218か所（エクソン内では 3か所）、256 nMで

は 433か所（エクソン内では 8か所）、1,024 nM

では 281か所（エクソン内では 9か所）であった

（図 21）。また、エクソン内のカットサイトの内、

異なる濃度で共通して検出された箇所について

も調査を行った。その結果、64 nM と 256 nM で

共通して検出されたカットサイトが1か所、64 nM

と 1,024 nMで共通して検出されたカットサイト

が 1 か所、256 nMと 1,024 nM で共通して検出さ

れたカットサイトが4か所で、これらの内、64 nM、

256 nM、1,024 nM で共通して検出されたカット

サイトが 1 か所であった（図 22）。異なる Cas9

切断処理濃度で共通して検出された 4 か所につ

いて、カットサイト付近の配列とガイド RNA配列

を比較すると（図 23）、オフターゲット①、③、

④では近接する PAM配列が存在し、オフターゲッ

ト①に関してはミスマッチが 6塩基、1塩基と 2

塩基の DNAバルジがそれぞれ 1か所であった。オ

フターゲット③に関してはミスマッチが 8塩基、

1 塩基の DNAバルジが 1か所であった。オフター

ゲット④に関してはミスマッチが 9塩基、また 1

塩基の DNAバルジが 1 か所であった。オフターゲ

ット②に関してはガイド RNA との相同性は低か

った。 

 

７．HAK1解析結果 

HAK1 をターゲットとしたガイド RNA を用いた

結果、Cas9濃度 64 nM、256 nMおよび 1,024 nM

の全ての濃度で切断が確認されなかった（図 24, 

27）。 

各濃度でのカットサイト数としては、64 nMで

は 199か所（エクソン内では 4か所）、256 nMで

は 324か所（エクソン内では 10か所）、1,024 nM

では 990か所（エクソン内では 137か所）となっ

ており、切断処理する Cas9濃度が上がるにつれ

て、カットサイトも増加する傾向だった（図 25）。

また、エクソン内のカットサイトの内、異なる濃

度で共通して検出された箇所についても調査を

行った。その結果、64 nM と 256 nM で共通して

検出されたカットサイトが 4か所、64 nMと 1,024 

nMで共通して検出されたカットサイトが 3か所、

256 nMと 1,024 nMで共通して検出されたカット

サイトが 7か所で、これらの内、64 nM、256 nM、

1,024 nMで共通して検出されたカットサイトが2

か所であった（図 26）。異なる Cas9 切断処理濃

度で共通して検出された 10か所（オンターゲッ

ト含む）について、カットサイト付近の配列とガ

イド RNA配列を比較すると（図 27）、オフターゲ

ット①～⑨全てで近接する PAM配列が存在し、オ

フターゲット①に関してはミスマッチが 6塩基、

また 3塩基の RNAバルジおよび 2塩基の DNAバル

ジがそれぞれ 1か所であった。オフターゲット②

～⑨に関しては、ミスマッチの数が順番に 9、11、

9、11、9、12、9、10塩基であった。さらにオフ

ターゲット⑦は 1塩基の DNAバルジが 1か所、オ

フターゲット⑨に関しては4塩基のDNAバルジが

1か所であった。 

 

８．FH15解析結果 

エクソン内カットサイト数の傾向 

FH15 をターゲットとしたガイド RNA を用いた

結果、Cas9濃度 64 nM、256 nMおよび 1,024 nM

の全ての濃度でオンターゲットの切断が確認さ

れた（図 28, 31）。 

各濃度でのカットサイト数としては、64 nMで

は 219か所（エクソン内では 4か所）、256 nMで

は 484か所（エクソン内では 9か所）、1,024 nM
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では 425か所（エクソン内では 139か所）であっ

た（図 29）。また、エクソン内のカットサイトの

内、異なる濃度で共通して検出された箇所につい

ても調査を行った。その結果、64 nM と 256 nM

で共通して検出されたカットサイトが 1か所、64 

nM と 1,024 nMで共通して検出されたカットサイ

トが 1か所、256 nMと 1,024 nMで共通して検出

されたカットサイトが 7か所で、これらの内、64 

nM、256 nM、1,024 nM で共通して検出されたカ

ットサイトが 1か所（オンターゲット）であった

（図 30）。 

 

SITE-Seq 法とオンラインオフターゲット予測ツ

ールの比較 

異なる Cas9切断処理濃度で共通して検出され

た 9 か所のうち、オンターゲットを除く 8か所の

オフターゲットについて、イネのリファレンスゲ

ノムが用意されている 5 つのオンラインオフタ

ー ゲ ッ ト 予 測 ツ ー ル （ Cas-OFFinder10 ）、 

CHOPCHOP11) 、 CRISPOR12) 、 CRISPRdirect13) 、

CRISPR-P v2.014)）で予測されるか検証を行った

（図 31）。その結果、Cas-OFFinderでは 8か所中

2 か所を予測したが、他のオンラインオフターゲ

ット予測ツールでは全て予測されなかった。

Cas-OFFinder では NGG もしくは NAG を PAM とし

て認識し、ミスマッチが 9 塩基まで、また 2塩基

までのDNAもしくはRNAバルジを含む箇所を予測

することが可能である。オフターゲット③に関し

ては NAGの近接した PAM配列が存在し、ミスマッ

チが 3塩基、DNAバルジが 2塩基であり、オフタ

ーゲット④に関しては NGG の PAMが存在し、ミス

マッチが 2塩基、RNAバルジが 2塩基と比較的相

同性の高い箇所であったため、予測がなされたと

考えられる。一方でオフターゲット①、⑤、⑦、

⑧に関しては近接した PAM 配列が存在せず、オフ

ターゲット②、⑥に関してはミスマッチが 12塩

基と多かったため、予測がなされなかったと考え

られる。 

 

SITE-Seq 法で予測されたカットサイトの妥当性

確認 

SITE-Seq 法で予測されたカットサイトにまた

がるように設計したプライマーを用いてリアル

タイム PCR を行い、Cq 値をネガティブコントロ

ールと比較することで SITE-Seq法の妥当性評価

を行った（図 32）。切断処理は SITE-Seq 解析時

と同様に、Cas9濃度 64 nM、256b nM、1,024 nM

で行った。その結果、オンターゲットでは 64 nM

ではΔCq値が 6.48、256 nM では 6.49、1,024 nM

では 6.89 であり、いずれの濃度でも切断効率

98％以上と、高い切断効率であることが推測され

た。オフターゲットについては、リード数の多い

上位 3か所（オフターゲット③、④、⑦）につい

てリアルタイム PCRを実施した。その結果、オフ

ターゲット③では 64 nMではΔCq値が 0.03（切

断効率: 1.96％）、256 nM では 0.34（21.26％）、

1,024 nMでは 1.15（54.95％）であった。オフタ

ーゲット④では 64 nM ではΔCq 値が 1.11

（53.70％）、256 nMでは 4.53（95.67％）、1,024 

nMでは 4.62（95.93％）であった。オフターゲッ

ト⑦では 64 nMではΔCq値が 0.28（17.36％）、

256 nMでは 1.64（67.95％）、1,024 nMでは 3.71

（92.36％）であったことから、FH15ガイド RNA

は特異性の低いガイド RNA であることが示唆さ

れると同時に、SITE-Seq 法によるオフターゲッ

ト予測の妥当性が確認された。 

 

D. 考察 

ゲノム編集技術の食品への利用において、オフ

ターゲット作用によるタンパク質の改変に伴う

アレルゲンや有害タンパク質等の生成の可能性

がある以上、オフターゲットの網羅的な検知とそ

の影響の詳細な検証は必須である。SITE-Seq 法

は Cas9で切断されたゲノム DNAを選択的に濃縮

し、網羅的にシーケンスすることで、より多くの

オフターゲット部位の情報を得ることができる

点で、本研究の目的である新たなバイオテクノロ

ジーを用いた場合の食の安全性確保とマッチし

ている。 

FH15ガイドRNAを用いた際のリアルタイムPCR

による切断確認では、3か所のオフターゲットに

関して、特にオフターゲット④、⑦では 1,024 nM

では切断効率 90％以上と、高い切断効率を示し

た。オフターゲット⑦に関しては、近接した PAM

配列（NGGまたは NAG）が存在せず、Cas-OFFider

をはじめ、オンラインオフターゲット予測ツール

では予測不可能であったにも関わらず、比較的高

い切断効率を示したことから SITE-Seq法は既存

のオフターゲット予測ツールでは予測できない

オフターゲットを網羅的に検知するのに有効で

あることが示唆された。またオフターゲット③、

④に関して、Cas-OFFinder を用いることで予測
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はされるものの、オフターゲット③（NAGもしく

は NGGの PAM配列、ミスマッチ 3塩基、DNAバル

ジサイズ 2塩基）で予想されるカットサイト総数

は 742か所、オフターゲット④（NGGの PAM配列、

ミスマッチ 2塩基、RNAバルジサイズ 2塩基）の

総数は 209か所と膨大であり、それらの変異解析

を行う手間や費用を鑑みても SITE-Seq法は有用

であると考えられる。 

現在、FH15ガイド RNAに関しては CRISPR/Cas9

ベクターに導入し、実際に日本晴イネの形質転換

を実施した。SITE-Seq 法により予測されたオフ

ターゲットに変異が導入されるかをin vivoモデ

ルを用いて検証することを考えている。形質転換

体の作成に成功した場合には、RNAを抽出し、逆

転写して得られた cDNAを鋳型に、リアルタイム

PCR を実施するする予定である。 
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E. 結論 

本研究結果より、ゲノム編集食品の安全性評価

法の一つとしてオフターゲットを網羅的に推定

する SITE-Seq法について、イネにおいても有効

であることを確認した。SITE-Seq 法は、オンラ

インオフターゲット予測ツールでは予測不可能

であったオフターゲットの予測に成功し、ゲノム

編集食品の安全性評価時に有用な手法の一つと

考えられる。来年度は、過去 2年間に発表された

学術論文に記載されているガイド RNAについて、

オフターゲットの有無の検証を行う予定である。 
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