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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 

「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 

分担研究報告書 

 

ゲノム編集生物作製における現象解析と規制の進め方 
 

研究分担者 木下 政人 （京都大学農学研究科） 

 

研究要旨： 

我々は、これまでにゲノム編集技術（CRISPR/Cas9）を用いて、増肉形質を示すミオスタチン遺伝子破

壊マダイ、高成長形質を示す食欲関連遺伝子破壊トラフグ系統の作製に成功している。本研究では、これ

らのゲノム編集養殖魚を用いて、非ゲノム編集個体との性状の相違を検討する。平成３１年度は、ミオス

タチン遺伝子および、食欲関連遺伝子破壊トラフグで生産されると考えられる新規ペプチドについて、

それらのアレルゲン性の追加検討を行った。その結果、昨年度と同様に既存のアレルゲンと相同性の高

い配列は確認されなかった。また、高成長形質トラフグでのメタボロミックス解析およびゲノム解析を

行なった結果、代謝産物およびゲノム配列に野生型と有意に異なる点は見つからなかった。これらのこ

とから、高成長形質ゲノム編集トラフグの食品としての安全性は、通常トラフグと同等であると考えら

れた。加えて、フグ毒（TTX）体内分布検討実験を開始し、通常トラフグおよび高成長形質ゲノム編集ト

ラフグへの TTX投与および各組織の摘出を終えた。（結果は現在解析中である）。 

 

A. 研究目的 

近年急速に発展してきたゲノム編集技術は、「生

物種を選ばず、ゲノム上の狙った配列を改変でき

る」という特性から、農林水産物の育種に応用さ

れ始めている。この技術では、「短期間で狙った形

質を持つ品種」を作製することが可能であるため、

本技術は品種改良方法・育種方法として、今後定

着していくものと考えられる。 

しかしながら、本技術は歴史が浅いため、この

技術で作製された食品に対して、消費者が安全性

に不安を持っているのが現状である。加えて、安

全性を確認する機関においても安全性への具体的

な評価基準の策定に至っていない。 

水産物は、これまでの「とる漁業が中心」の時代

から、「作る・育てる漁業」へと変わってきたもの

の、品種の作製や育種が、作物や畜産物に比べて

大幅に遅れている。一方、世界的な人口増加と健

康食志向の高まりから養殖業が発展してきてお

り、消費者ニーズに合った水産物の作出が望まれ

るようになってきた。このような背景から、短期

間で優良形質を固定化できるゲノム編集技術の導

入が水産物育種に活用され始めた。今後、多様な

水産物においてゲノム編集技術による新品種・新

食品が作製されていくものと思われる。 

そこで本研究分担者は、自身で作出したゲノム

編集マダイおよびゲノム編集トラフグを用い、そ

れらの特性を検討し、食品安全性評価法策定に提

言を与えるのを目的とする。 

具体的には、１）ゲノム編集により誘導される

新規ペプチドのアレルゲン性を in silico 解析に

より評価する、２）第２世代または、第３世代で

のオフターゲット候補配列の変異の有無を明らか

にする、ターゲット配列の変異様式の伝達性を明

らかにする、３）可食部（筋肉）のメタボローム解

析を行い非編集魚との相違を明らかにする、こと

を目的とする。 

平成３１年度は、アレルゲン性の再評価、高成

長形質ゲノム編集トラフグを用いた塩基配列解析

によるオフターゲット影響とゲノム編集ツール残

存性の評価、および、メタボロミックス解析を行

い食品安全性を評価することと目的とした。また、

ゲノム編集トラフグにおけるフグ毒分布検討実験

を開始した。 

 

B. 研究方法 

１）新生ペプチドのアレルゲン性の検討： 

ゲノム編集によりミオスタチン遺伝子（mstn）

を破壊したマダイ３系統およびトラフグ３系統、

レプチン受容体遺伝子（lepr)を破壊したトラフグ

２系統、メラノコルチン４型受容体遺伝子(mc4r)
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を破壊したトラフグ１系統について、予想される

全アミノ酸配列、新生ペプチドとその直上１０ア

ミノ酸部分、および、塩基欠失部位を挟んだ両側

の終止コドン内で予想されるペプチドを用い、web 

上のアレルゲン検索サイト（後述）により、それ

らのアレルゲン性を検討した。３１年度は通常の

読み枠（フレーム）に加えて、異なる読み枠およ

び逆鎖でのアミノ酸配列においても評価した。ア

レルゲンとする基準は１）全長のアミノ酸配列に

おいて E.value < 1 の相同性を示す、２）80ア

ミノ酸のウインドウサイズで 35％以上の相同性を

示す、３）８アミノ酸配列が完全に一致する、も

のとした（表１参照）。昨年度からの改良点として、

「FAO での６アミノ酸の相同性評価」は過大評価

をしているとの指摘があるため、Allergen Online 

の評価基準である「８アミノ酸の相同性」により

評価した。また、E.value < 1.0 となったものに

ついては、より低値での解析を行った。 

ア レ ル ゲ ン 検 索 サ イ ト ： ”Allergen 

Online”(University of Nebraska-Lincoln) お

よび、”Allergen Database for Food Safety 

(ADFS)”（国立医薬品食品衛生研究所）。（表１参

照） 

 

２）オフターゲットと変異継代安定性の検討： 

定） 

lepr 破壊トラフグ第３世代の４個体、および、

野生型４個体（雌雄２個体づつ）それぞれから、

ゲノム DNA を抽出し全ゲノム配列を解読し、

Integrative Genomics Viewer (IGV) による解析

を行った。トラフグゲノム配列データベースから、

lepr 中のターゲット配列（CCACTGTGTGCTGTTCCAT 

CT）と欠失および挿入を含めミスマッチが２塩基

以内の配列をオフターゲット候補とし、同領域に

おけるゲノム編集魚と野生型魚における塩基配列

の変化を検討した。加えて PAM 配列近傍のシード

配列が完全に一致している領域については、PCRで

増幅後、塩基配列解析を行い、変異の有無を検討

した。 

 

３）可食部成分の検討： 

上述のゲノム編集魚の全塩基配列データをゲノ

ム編集時に使用した RNA の配列にマッピングを行

い、そのリード数により評価した。この RNA 配列

には、Cas9 RNA合成に用いた pCS2+hspCas9 およ

び guideRNA 合成に用いた pDR274+sgRNA の塩基

配列を使用した。 

 

３）ゲノム編集ツール残存性の評価： 

上述のゲノム編集魚の全塩基配列データをゲノ

ム編集時に使用した RNA の配列にマッピングを行

い、そのリード数により評価した。この RNA 配列

には、Cas9 RNA合成に用いた pCS2+hspCas9 およ

び guideRNA 合成に用いた pDR274+sgRNA の塩基

配列を使用した。 

 

４）可食部成分の検討（メタボロミクス）： 

ゲノム編集により mstn 遺伝子を破壊したマダ

イ系統（１４塩基欠失）および lepr 遺伝子を破壊

したトラフグ系統(４塩基欠失)の背部骨格筋を採

取し、凍結乾燥後、粉末化した。この粉末 50mgに

メタノール／クロロホルム／水（2.5/1/1)を加え

た後、水溶性画分を回収後、乾個・TMS誘導化を行

い、GC-MS(GSMS-QP2010 Ultra)にて分析を行った。

分析により得られた水溶性一次代謝物を網羅的に

検出し、多変量解析ソフト SIMA により解析した。 

 

C. 研究結果および考察 

１）新生ペプチドのアレルゲン性の検討： 

野生型マダイとゲノム編集マダイのミオスタチ

ン遺伝子から産生されるアミノ酸配列を図１に示

す。マダイのミオスタチンタンパク質には、野生

型においても、全長アミノ酸配列でアレルゲン性

を示す配列（グリアジンと相同性を示す）が存在

したが、それ以外にはアレルゲン性を示唆する配

列は検出されなかった（図２）。また、新生アミノ

酸とその上流１０アミノ酸配列中の８アミノ酸配

列、および、別フレームではアレルゲン性が予測

される配列は検出されなかった。 

野生型トラフグとゲノム編集トラフグのミオス

タチン遺伝子から産生されるアミノ酸配列を図３

に示す。ミオスタチン遺伝子ゲノム編集トラフグ

の全長を解析した結果、8塩基欠失（-8b）系統に

おいてアオカビのタンパク質と相同性を示す配列

が検出さてたが、その他の系統ではアレルゲン性

を示す配列は検出されなかった（図４）。通常とは

異なるフレームあるいは、相補鎖について検討し

た結果を図５に示す。その結果、各系統において、

アレルゲン性を示す配列が検出されたが、いずれ

も E.value<0.05 ではアレルゲン性は示されなか

った。 

野生型トラフグとゲノム編集トラフグのレプチ
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ン受容体遺伝子から産生されるアミノ酸配列を図

６に示す。通常のフレームで全長アミノ酸を検討

した場合、２塩基および４塩基欠失のいずれの系

統においてもイネのαアミラーゼと相同性を示す

配列が検出された（図７）。しかしながら、事実上

アレルゲンとして有効であると考えられる 

E.value<0.05 で再評価した場合には相同性は検

出されなかった。センス鎖の１塩基シフトしたフ

レームでは、いずれのゲノム編集系統でもオレオ

シンとの相同性が示されたが、E.value<0.05 では

アレルゲン性を示さなかった（図８）。他のフレー

ムおよび相補鎖のすべてのフレームではアレルゲ

ン性は検出されなかった（図８）。 

野生型トラフグとゲノム編集トラフグのメラノ

コルチン４型受容体遺伝子から産生されるアミノ

酸配列を図９に示す。図１０に示すように、セン

ス鎖の通常のフレームではアレルゲン性は示され

なかった。一方、通常ではない読枠ではアレルゲ

ン性を示すものも有った（図１１）。中でもネッタ

イ シ マ カ の 唾 液 腺 中 ア レ ル ゲ ン と 

E.value=0.0078 でアレルゲン性を示すものがあ

った。 

 

２）レプチン受容体遺伝子破壊トラフグにおける

オフターゲットの検討： 

全ゲノム配列解読は、各個体でゲノムサイズの

３０倍以上のデータを取得した。また、ターゲッ

ト配列と２塩基以下のミスマッチ（欠失・挿入を

含む）を有する配列は６１箇所存在した（図１２）。

図１３に全塩基配列解析の結果を IGV で可視化し

た一例を示す。図１３内の拡大図に示すように、

他個体と比較し塩基配列に違い（欠失）が存在す

れば白抜きで示される。図１３ではターゲット配

列領域を表示しているため、その中の同じ４塩基

がゲノム編集魚でのみ欠失している。ゲノム編集

魚に特異的にみられる欠失領域は、標的領域のみ

であった。つまり、オフターゲット影響は観察さ

れなかった。また、異なる手法でのオフターゲッ

トの検証として、候補領域を PCR により増幅後、

電気泳動によるバンドシフトの観察と塩基配列解

析を行った（図１４）。その結果、いずれの領域に

も、変異は観察されなかった。 

 

３）レプチン受容体遺伝子破壊トラフグにおける

ゲノム編集ツール残存性の検討： 

図１５に Cas9 RNA、図１６に guideRNAの残存

性を示す。いずれにおいてもゲノム編集処理時に

用いた RNA 配列は確認されなかった。一方、プラ

スミドのバックボーン配列（RNA に転写しておら

ず、ゲノム編集処理には用いていない配列）の一

部に、ゲノム編集魚および野生型魚の両者で観察

された。これは、トラフグゲノム内に一般的に侵

入した細菌などの断片であると思われる。 

 

４）可食部成分の検討： 

野生型マダイと mstn破壊マダイのメタボロミ

クスを比較した結果を図１７に示す。主成分分析

(図１７-b)の信頼性を示す Q2値が 0.5 以下であ

り（図１７-a）、主成分分析解析の信頼性は低い

と判断される。つまり、比較した個体間で有意な

差がないと判断された。 

lepr遺伝子破壊トラフグの結果を図１８に示

す。Q2 値は 0.5以下であったため、主成分分析

の結果の信頼性は高くないが、leprゲノム編集

トラフグと野生型トラフグ間で成分の差異がある

ことが示唆された。そのため、最も差異を作り出

す条件で解析を行った結果を図１９に示す。lepr 

ゲノム編集魚では、グリシンが増加し、リジンが

減少していることが推察された。 

 

D. 結論 

mstnゲノム編集マダイ、mstnゲノム編集トラフ

グ、leprゲノム編集トラフグ、mc4rゲノム編集ト

ラフグにおいて、通常のフレームで産生されると

予想されるタンパク質およびペプチドはアレルゲ

ン性を示さないことが、アレルゲンデータベース

との比較により示された。通常のフレーム以外、

あるいは相補鎖では、アレルゲン性が疑われるペ

プチド配列が存在するが、そのペプチドが各生物

内で産生されている可能性は低いと思われる。そ

のため、今回解析したゲノム編集魚類では、アレ

ルゲンの産生はないものと考えられる。 

今年度新たに行った lepr ゲノム編集トラフグ

では、オフターゲット変異はされず、また、ゲノ

ム編集ツールの残存も確認されなかった。 

メタボロミクス解析においてもゲノム編集魚と

非編集魚（野生型）との有意な差は観察されなか

った。 

以上のことから、今回解析したゲノム編集魚の

食品の安全性は、非編集魚とは同等であると判断

できる。 
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E. 業績 

１）市民向け説明会  

 ゲノム編集生物と社会について考える、2019

年 7 月 6 日、日本学術会議講堂、約 150 名、

日本学術会議農学委員会・食料科学委員会合

同遺伝子組換え作物分科会、講演者 

 農林水産省アウトリーチ事業、2019 年 11 月

13日、名古屋大学農学部、約 70名、農林水産

省、講師 

 農林水産省アウトリーチ事業、2019 年 11 月

22日、立命館高校、約 20名、農林水産省、講

師 

 農林水産省アウトリーチ事業、2019 年 11 月

22日、立命大学、約 20名、農林水産省、講師 

 ステークホルダー会議、2019 年 12 月 5 日、

京都テルサ、約 50名、京都生活協同組合、講

師 

 

２）業界関係者向け説明会 

 知的財産セミナー、2019 年 6 月 29 日、京都

産業会館、約 30名、日本弁理士会関西会京都

地区会、招待講演者 

 ワークショップ：「ゲノム編集食品の安全・安

心」、2019年 7月 17 日、大阪大学東京オフィ

ス、約 20 名、一般社団法人 ゲノム編集学

会、プレゼンター、話題提供者 

 アクションプラン 2019、2019 年 7 月 31 日、

大阪帝国ホテル、約 300 名、三菱食品、招待

講演者 

 第６３回 滋賀県学校保健・安全研究大会、

2019年 10月 10日、近江八幡市 男女共同参

画センター、約 60名、滋賀県教育委員会 

 トランスフォーマティブ化学生命融合研究大

学院プログラムセミナー、2019年 10月 15日、

名古屋大学農学部、約 70名、名古屋大学、招

待講演者 

 養殖情報交換会、2019年 12月 10日、シンフ

ォニアテクノロジー響ホール伊勢、約 5０名、

国立研究開発法人水産研究・教育機構 増養

殖研究所、招待講演者 

 JBA 発行と代謝講演会シンポジウム、2020 年 2

月 17 日、東京大学・中島董一郎記念ホール、80

名、バイオインダストリー協会、招待講演 

 ワークショップ「ゲノム編集食品に関する多

様な意見をどう取り上げるか？」、2020年 2月

25 日、メルパルク京都、20 名、 ゲノム編集

の未来を考える会（JST 来共創イノベーショ

ン活動支援）、招待講演 

 

３）行政関係者向け説明会 

 ゲノム編集水産物に関する検討会（非公開）、

2020 年 2 月 27 日、農林水産省、20 名、農林

水産省消費安全局、有識者 

 

４）学会（招待講演） 

 第４回ゲノム編集学会、2019年 6月 3 日、タ

ワーホール船堀 

 第３１回日本比較免疫学会シンポジウム、

2019年 9月 4日、九州大学 

 Marine Biotechnology Conference 2019、2019

年 9月 12日、静岡県清水市清水文化会館 

 第１７回食品安全フォーラム（日本薬学会）、

2019年 11月 29日、日本薬学会長井記念ホー

ル 

 第 31 回日本生命倫理学会年次大会 シンポジ

ウム、2019年 11月 29日、東北大学 

 

６）総説など 

 木下政人、「養殖業へのゲノム編集技術活用の

ために」、月刊養殖ビジネス（緑書房）、１月号 

pp61-64、2020 

 木下政人、「ゲノム編集技術を使った肉厚マダ

イの作出と品種改良期間の短縮」、JATAFF ジ

ャーナル（農林水産・食品産業技術振興協会）、

No.2 (２月号) pp8-12、2020 

 

F. 知的財産権の出願と登録状況 

該当なし 
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