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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。これらの遺伝子組換え技術の痕跡が残らないと考えられてものの、技術的にはようや

く確立されたばかりであり、その特徴や宿主に起こり得る現象、さらに、off-target効果などについて

は現在世界各国で精力的に研究されている。今後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

術について整理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

現象について調査研究を行うとともに、作出された GM食品の検知可能性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、植物や動物

細胞レベルあるいは個体レベルで検討を行った。次世代遺伝子組換え技術の中で、TALENや

CRISPR/Casは用いるシステムにより特性が異なるが、本研究では、TALENに関しては、標的配列

に対して高効率でDNA二本鎖切断活性を誘導できる手法として新たに Platinum TALENシステムを

開発した。これを動物細胞やカエル胚に効率的に変異導入できることを示した。また、特定遺伝子座

への外来遺伝子導入した時の周辺遺伝子発現に与える影響とゲノムの高次構造に関して研究を行い、

一部の周辺遺伝子発現が変動することを示した。2013年に登場した CRISPR/Casも同様に用いるシ

ステムにより変異導入効率や off-target部位での切断活性が異なること、ZFNや TALENに比べて

off-target切断が起きやすいことから、より特異的な方法として 2つの CRISPR/Casを用いる方法が

ある。これらを含めてその特性について調査研究を行った。ゲノムへアクセス性が、変異導入効率に

大きく影響することが示された。世界各国での遺伝子組換え植物および動物の開発状況を調査し、中

国が積極的に研究開発を行っている実態が明らかになった。次世代遺伝子組換え技術を用いたモデル

植物の作出をイネを用いて行うために、標的遺伝子部位のコピー数など検討を行った。次世代遺伝子

組換え技術を用いた作物の各国の規制状況は、アメリカでは一部個別な判断が行われている事例が存

在するものの、まだ調査検討段階である。開発状況は、ごく一部の国を除いてヨーロッパではアメリ

カや中国ほど精力的な研究開発が行われていない。この痕跡が残らないことが想定される次世代遺伝

子組換え技術を用いた食品の混入防止のための監視には中国の動向が重要である。 
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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 と

ともに、遺伝子上の任意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（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、意図し

ない領域での非特異的な改変（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。そして、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とと

もに、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。また、これ

らの次世代組換え技術は一般には 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し、

海外での開発状況や規制状況についても調査

した。 

 

B. 研究方法 

 今後組換え技術の中心となると考えられる、

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の開発と評価を行った。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。中村公亮らは、

外来遺伝子を導入した時に起きる現象、例えば

周辺遺伝子発現に与える影響など検討した。ま

た、吉松嘉代らのグループは、植物を対象に（特



5 
 

にイネを標的として）TALENを用いた時の変

異解析に取り掛かるとともに、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

査を行った。 

 

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 

（１）文献情報に基づく人工ヌクレアーゼの特

異性 

手法と off-target（標的外塩基配列への影響）

に関する論文を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）TALENおよび 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

等についての実験には、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：目的遺伝子

周辺領域に複数の標的塩基配列のDNA二本鎖

切断を目的に必要なプラスミドを作製した。細

胞回収後に標的部位の改変の有無とそのパタ

ーン、頻度を調べた。標的遺伝子として AIFM1 

exon3を中心に検討を行った。 

 

（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）のゲノムへの挿入

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、精製は参考文献記載

の方法に基づいて行った。大腸菌には pMJ806

を用い、精製は、キレートカラムおよび陽イオ

ン交換カラムで行った。 

 

2. Platinum TALENの開発と応用 

（１）高活性型 TALEN (Platinum TALEN)

の開発 

 広く利用されている Golden Gate 法で作製

された TALEN（Golden TALE:ミネソタ大学

Voytas博士が開発）の DNA結合モジュール

を改良した高活性型 TALENの開発を行なっ

た。TALENの結合力を高める方法として、結

合モジュールのアミノ酸配列に着目し、アミノ

酸配列の改変を行なった。結合モジュールは

34アミノ酸からなり、12番目と 13番目のア

ミノ酸は、塩基特異的な結合を担う多型配列

（RVD）として知られている。自然界の TALE

のアミノ酸配列を調べたところ、この RVD以
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外に 4番目と 32番目のアミノ酸に多型のある

ことがわかった。そこで、この 4番目と 32番

目の多型（non-RVD variation）を利用した新

しい TALENの作製システムの確立を試み、培

養細胞で評価した。 

 

（２）Platinum TALENを用いたツメガエル

での標的遺伝子破壊 

Platinum TALENの動物個体における効果

を調べる目的で、アフリカツメガエルでの標的

遺伝子破壊を行った。表現型を容易に観察でき

る色素合成に関わるチロシナーゼ遺伝子を破

壊し、その効果を観察した。   

 

3. 次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響に関する研究 

（１）培養細胞 

ニワトリ細胞は、ニワトリ Bリンパ細胞株

DT40及びニワトリ肝細胞 LMHを用いた。 

 

（２）遺伝子導入と GM細胞株のクローン化 

ニワトリ 14番染色体のグロビン遺伝子クラ

スターの非コード DNA領域（120,080,385～

12,080,440）とした、TALENによるゲノム改変

を行った。外来遺伝子導入の影響を評価するた

めに、AcGFP（Aequorea coerulescens green 

fluorescent protein）遺伝子を含む全長 4.7 kbの

プラスミドを導入した。Cel1アッセイ法、制

限酵素 (HpyAV) 消化試験法、及び PCR法に

より細胞をクローン化した。 

（３）リアルタイム PCRによる遺伝子発現の

定量 

遺伝子導入の標的配列から両側 100 kb近傍

に存在する遺伝子の発現測定には、RT-リアル

タイム PCR 法を用いた。また、高次構造の解

析のために Chromosome conformation capture 

(3C)解析を行った。 

 

4. 次世代シーケンサーを使用した新規未承認

GM作物検知法の確立 

未知遺伝子組換え作物の迅速な解析と検知

のために、次世代シークエンサーを用いた手法

を検討した。モデル食品には、安全性未承認

GMパパイヤ PSRV-YK系統の混入したパパイ

ヤ茶から精製した DNAを使用、Illumina Hiseq

でシーケンシング解析を行った。 

 

5. GM植物及び NBT開発状況の調査 

GM植物のうち、人あるいは牛、豚、鶏等の

家畜や動物の健康に影響を与える成分を生産

する植物を薬用 GM植物の範囲、土壌、水源、

大気中の有害物質を高蓄積する GM植物を環

境浄化用 GM植物の範囲、生分解性プラスチ

ック、バイオ燃料等の工業用途の物質を生産す

る GM植物を工業用 GM植物の範囲（但し、

食用作物のみ）とした。これら GM植物及び

NBTに関する情報を文献データベース

（Scifinder®、検索語「transgenic plant」）、

インターネット（Google）、関連学会講演要旨

集、雑誌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。機能性食品、経口ワクチン、食用医薬、

ワクチン抗原、抗体医薬、治療薬、診断薬・試

薬、環境浄化、産業用及び NBTの 10種類を

設定した。 

6. NBT応用状況の文献調査 

NBTの植物への応用例について文献調査を

行った、遺伝子工学的手法を用い従来の遺伝子

組換え法の代替法となると考えられる、ZFN、

TALEN、CRISPRの 3手法に対象を絞った。 
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 NCBI PUBMED (http://www.ncbi.nlm.nih. 

gov/ pubmed)で ZFNについては、ZFN、zinc 

finger、plant、TALENについては、TALEN(s)、

TAL effector、plant、そして CRIPRについて

は CRISPR、cas9、plant、arabidopsis、

nicotiana、をキーワードとして検索を行った。 

検索結果から、まず、植物を対象として遺伝

子編集を行った論文を抽出し、リスト化した。 

次に、残る検索結果から、植物以外を対象とし

たものなどを除き、NBT①各技術に関する基

礎科学的な知見を記した論文や、総説等を合わ

せてリスト化した。また、上記の 2リストにつ

いて、発表年別に集計し、グラフ化した。 

 

7．NBT応用モデル植物の作製基盤整備 

NBTを植物へ応用し、モデルを作製するこ

とにより、今後の NBT応用植物の検知法等の

開発の基盤整備を行うためのアプローチ手法

を計画した。 

 

ケース 1. NBT①応用植物（モデル）を作成す

る 

ケース 2. NBT①応用植物を入手し、解析する 

step 1. NBT応用植物を入手する 

step 2. 入手した NBT応用植物を解析に利

用する 

 

まず、上記のケース 1を実施するため、表現

形質でNBTによる遺伝子変異の導入の確認を

容易にするため、マーカー遺伝子を従来法の遺

伝子導入法で導入した組換え体イネを作出ま

たは入手する。作出または入手したマーカー遺

伝子（たとえばβ-glucuronidase：GUS）を発

現するイネ組換え体を材料として、マーカー遺

伝子を破壊するモデル実験を行う。 

ケース 2の実施については、TALENを適用

したイネ遺伝子変異体のうち、TALENコンス

トラクトが残存し機能するものを入手し、これ

を用いてカルス培養時に TALENにより生じ

る遺伝子変異の各種性状について情報の収集

を行う。TALEN応用植物について、国内の

NBTの関連研究者らと情報交換、調整を進め

ている。 

 

C. 研究結果、考察および結論 

（１）Off-targetに関する調査 

(a) zinc-finger nuclease (ZFN)について 

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DNA二本鎖切断を誘導す

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。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、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、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

必要な二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。ZFNでは 3塩基以
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内のミスマッチがゲノム上に内容に設計する

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、利用は多くな

いと思われる。 

 

(b) transcription activator-like effector 

nuclease (TALEN)について 

ゲノム改変に用いる TALENは、活性化ドメ

インを除き、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。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。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、遺伝子 CCR5A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。しかしな

がら、TALENを用いた場合、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。 

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/Cas9は、細菌がもつ一種の免疫シ

ステムで、一般に用いられている Cas9は

Streptococcus pyogenes由来のものである。 

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

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。必要なもの
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は一つの標的に対して、一つのプラスミドであ

る点が、設計および作製が非常に難しい ZFN

や、やや作製に時間と手間を要する 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、

5’側の 12塩基はミスマッチを許容しやすいこ

とや、GC含量が 45~65%程度のときに切断効

率が高いこと、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。 

 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。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 DNA二本鎖切断を起こすもの

はその一例であるい。ごく最近、ZFNや

TALENと同様に、左右に活性を欠失させた

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

から構成されるものが開発された。特異性が非

常に高いことが期待される。 

 

(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。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。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

性があると考えられる。 

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。 

 

（２）CRISPR/Cas9による標的遺伝子配列

DNA切断 

 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、CRISPR/Cas9を用いたゲノム改変を試み

た。これまでの信頼できる重要な論文を参考に、

問題点なども明らかにする目的で、ゲノムへの

アクセス性がよくないと想定される遺伝子領

域を選定して実験した。 

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領域ではないこと、細胞を用

いた SSAアッセイでは設計した Platinum 

TALENは高い細胞内プラスミド上での同配

列切断活性を有していることから判断して、ゲ

ノムDNA上の標的部位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。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
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と重なることが示されている。次世代遺伝子組

換え技術である TALEN、CRISPR/Cas9は、

ゲノムDNA上の二本鎖切断誘導をするための

手段である。このことと、対象細胞核内のゲノ

ム DNAへのアクセス性と変異導入効率は、宿

主側の問題である。したがって、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、本格的に普及するためにも宿主側での工

夫が必要と考えられる。 

 

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。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 2.9%とかなり低い結果であった。 

 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。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、

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、

中国などの国々が幅広く使い、植物分野でも急

激に論文数が伸びてきていることから今後数

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、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や接

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。 

 

 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 

    ZFN, TALEN, CRISPR (JRCの報告書に

は含まれていない), meganuclease 

２．cisgenesis and intragenesis 

３．breeding with transgenic inducer line 

４．grafting  

５．agro-infiltration  

    agro-infiltration, agro-infection, 
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    floral dip 

 

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。 

また、プロセスベースの規制をしている 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、その方

向で統一されることが望ましいと考える。 

アメリカでは ZFNを用いて作製された個別

に評価されているようである。 

 

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、日本以外で

は中国が精力的に開発研究を行っている。 

 

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。 

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。 

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。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を

行った。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。 

 

（５）高活性型 TALEN (Platinum TALEN)

の開発 

 今回、４つのモジュールを連結する方法を採

用し、この方法で non-RVD variationをもっ

た TALEN (Platinum TALEN) の効率的な作

製方法 (Platinum Gate TALEN construction 

system)を確立した。オリジナルの 10モジュ
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ール法での成功率は 10%程度であったが、４

モジュールでの成功率は 100%であった。 

 ヒトHPRT1遺伝子座を切断する Platinum 

TALENを作製し、SSAアッセイおよび CelI

アッセイにより活性を評価したところ、これま

での TALENに比べて、高い活性を示した。 

 

（６）Platinum TALENを用いたツメガエル

での標的遺伝子破壊 

Platinum TALENの動物個体での遺伝子破

壊効果を調べるために、アフリカツメガエルの

チロシナーゼ遺伝子(tyr)破壊を試みた。受精卵

に Platinum tyr TALENを顕微注入したとこ

ろ、多くのカエル胚でアルビノとなることが示

された。加えて、毒性も低下し、これまでの

TALENで見られたいた奇形胚は、Platinum 

TALEN導入胚ではほとんど見られなかった。

RFLP解析によって、ほぼ 100％で変異導入さ

れていることが明らかになった。 

 

（７）次世代バイオ技術によるゲノム構造への

影響に関する研究 

次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響を解析するため、ニワトリ染色体 14番

（GenBank accession no. UCD001）の配列上

に存在するグロビン遺伝子クラスターのπグ

ロビン遺伝子とαグロビン遺伝子の間に存在

する非コード DNA領域 (nt no. 12080385～

12080439) を標的にDSBするようTALENを

設計した。DSBへの相同組み換えHRは、ニ

ワトリゲノムの DSB標的配列から両側に約

800 bpの配列を利用して、targettingベクタ

ーの設計を行ったHRにより作成した DT40

細胞株は限外希釈法によりクローン化し、

PCR法により、クローン 1～3番を得た。DSB

標的配列周辺 (70 kb) のゲノム構造を解析す

るため、3C 解析を行い、CpGislet 配列は、

αDグロビン遺伝子配列に結合しており、αD

グロビン遺伝子配列はαAグロビン遺伝子配

列と結合していることが示唆された。また、α

Dグロビン遺伝子配列は、その上流に位置する

MRE及び-9DHS遺伝子配列と結合している

ことが示された。DT40細胞株と LMH細胞株

の同ゲノム領域の 3次元構造は極めて類似し

ているものであることが示唆された。 

DSBの100 kb近傍に存在する内在性遺伝子

の発現量の差を、RT-リアルタイム PCR法に

より定量した結果、DSB挿入した両端に存在

するπ、αD、及びMPGの遺伝子発現にて 10

～100倍上昇したことを確認した。 

 

（８）次世代シーケンサーを使用した新規未承

認 GM作物検知法の確立 

PSRV-YK系統の混入したパパイヤ茶から精

製した DNA、Illumina Hiseq（Illumina, CA, 

USA）を使用しシーケンシング解析を行った。

その結果、PRSV-YK系統の既知部分配列 120 

bpにヒットするリードは一本も得られなかっ

た。今後、未知遺伝子を含む組換え生物の解析

に次世代シークエンサーを用いるには、さらに、

解析手法の改良が必要であった。 

 

（９）GM植物及び NBT開発状況の調査 

国内の状況について、第 31回日本植物細胞

分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演

要旨集で調査した結果、24件の情報が得られ、

日本において NBTに関連した研究・開発が増

えていることが判明した。SciFinder®により、

キーワード「transgenic plant」で 2013年に

公表・出版された論文等を調査した結果、83

件が得られ、特に機能性食品、治療薬及び環境
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浄化の件数が多かった。また、2013 年の国別

の件数は、中国：30件が最も多かった。 

 

（１０）NBT応用状況の文献調査 

NCBIPUBMED 各 NBT について検索し、

検索結果について、基礎技術に関する論文や総

説を除き、植物に NBTを適用した論文のみを

抽出した。年度別の論文数推移について、全体

の総数の推移と、植物への実施数のそれぞれを

グラフ化した。 

NBT 適用植物リストおよびグラフから、伺

える NBTの利用動向は下記のとおりである。 

ZFN の植物への応用について、キーワー

ド：ZFN、zinc finger nuclease、plantで検索

したところ、適用植物としてシロイヌナズナ、

タバコ、トウモロコシ、大豆の 4 種、12 報の

報告が認められた。ZFN の適用範囲はモデル

植物が中心であり、応用例はマメ科にとどまっ

ている。 

TALENの植物への応用について、キーワー

ド：TALEN(s)、TAL effector、plantで検索し

たところ、シロイヌナズナ、イネ、タバコ (N. 

tabacum)、トウモロコシ、Brassica oleracea 

(アブラナ科)、Brachypodium (イネ科、セルロ

ースバイオマス増産研究のモデル植物として

期待される)、大麦の 7種、11報の報告が認め

られた。 

CRISPR/Cas の植物への応用について、キ

ーワード：CRISPR, cas9, plant, arabidopsis, 

nicotiana、で検索したところ、シロイヌナズ

ナ、イネ、タバコ(N. tabacum)、Nicotiana 

benthamiana、小麦、ソルガム、トウモロコ

シ、ゼニゴケの 8 種、14 報の報告が認められ

た。短期間に 8 種 (ゼニゴケを含む)の植物に

適用されていることは注目すべき点である。 

研究が実施された国別でみると、NBT 研究

に注力しているミネソタ大の Voytasらのグル

ープが活動する米国の報告数が多く、中国、と

くに Chinese Academy of Sciencesからの報

告数が多い。今後、中国の動向については注意

して見守る必要があると考えられる。 

 

（１１）NBT モデル植物作出のための基盤整

備 

NBT 文献調査の結果等をふまえ、本研究に

おいては、まず TALENを利用した遺伝子編集

を実際に試行することとした。 

NBT を適用したモデル植物を作成する上で、

ホストとなる植物は、NBT による遺伝子破

壊・変異の効果が目視等簡便な方法で確認でき

るようにGUS等のマーカー遺伝子を有してい

ることが望ましい。 

そこで、今年度は本研究の研究協力者である、

東京理科大学基礎工学部生物工学科 島田浩

章教授より、同教授らの作出した、GUS 遺伝

子に OsMacI 遺伝子の 5'非翻訳領域を付加し

た、β-glucuronidase (GUS)タンパク質を高効

率に発現する UTRc::GUS rice (Ref.1)の種子

の譲渡を受けた。 

今後、UTRc::GUS riceをホストとして、本

コンストラクト中のGUS遺伝子を標的として

TALENのモジュールを設計し、二本鎖切断に

よる変異導入の形態及び効率等の解析を計画

している。 

 

（１２）（ケース 2）TALEN 応用植物の導入

についての検討 

農業生物資源研究所農業生物先端ゲノム研

究センターゲノム機能改変研究ユニット 土岐

精一ユニット長より、TALEN を適用し、

WAXY 遺伝子（イントロン）に変異を導入し

たイネ TALEN コンストラクトを有する組換

え体について譲渡を受けることも検討してい

る。 

本組換え体については TALEN コンストラ

クトがゲノムに挿入されているため、カルスで

培養を行った際の、培養期間、培養条件に応じ

た二本鎖切断 (Double Strand Break, DSB)

の発生形態、頻度の解析に用いることができる

見込みである。 
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 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）。その中で、

cisgenesis&transgenesisは、微生物の場合と

はちがい 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、GM rootstock graftingは、GM

台木と nonGM穂木からなる植物体は、GMで

あり、nonGM穂木になる種子は nonGMでる

が、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、と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、今後議論すべき点は少なくない。今

後も、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。 

 

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。 

 

 

F. 知的財産権の出願・登録状況 

TALENの結合モジュール中の 4番目と 32

番目の配列を改変することで、特異性の高い

TALENの作製が可能であることを、特許出願

した。 

出願番号：特願 2013-166768 

「DNA結合ドメインを含むポリペプチド」 

出願日：平成２５年８月９日 
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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） 
「次世代バイオテクノロジー技術応用食品等の安全性確保に関する研究」 

分担研究報告書 
 

Platinum TALEN作製システムの確立とツメガエルでの遺伝子改変 
 

研究分担者  山本 卓   広島大学大学院理学研究科 

研究協力者  鈴木賢一   広島大学大学院理学研究科 

研究協力者  佐久間哲史  広島大学大学院理学研究科 

 

研究要旨 
本研究では、部位特異的ヌクレアーゼの１つである Transcription activator-like nuclease 

(TALEN)のDNA結合モジュールを改変した高活性型TALEN (Platinum TALEN)を開発し、
その作製システム (Platinum Gate System)を確立した。このシステムを用いることによっ
て、高活性型 TALEN の効率的な作製が可能になった。ヒト培養細胞において Platinum 
TALEN は効率的に目的の遺伝子に変異を導入することが示された。さらに、個体レベルで
の変異導入を確認するために、アフリカツメガエル卵に Platinum TALEN を導入して変異
導入効率を調べた。その結果、変異率の高い胚では 100％の変異導入が確認された。これら
の結果から、Platinum TALENは、培養細胞や動物個体でのゲノム編集に有効なツールであ
ることが示された。 

 
A. 研究目的 

人工ヌクレアーゼなどの部位特異的ヌクレ

アーゼを利用した遺伝子改変技術（ゲノム編集）

によって、様々な生物における目的の遺伝子改

変が可能となってきた。しかしながら、対象と

する生物によってゲノム改変効率は大きく異

なり、より安全で効率の高い部位特異的部位特

異的ヌクレアーゼの作成が求められている。そ

こで、本研究では、部位特異的ヌクレアーゼの

１ つ で あ る Transcription activator-like 

effecto nuclease (TALEN)を改良した高活性

型 TALEN (Platinum TALEN)の開発、

Platinum TALEN作製法の標準システムの開

発、モデル生物（本実験ではアフリカツメガエ

ル）での標的遺伝子の破壊を行なった。 

 
B. 研究方法 

1. 高活性型 TALEN (Platinum TALEN)の

開発 

 これまで広く利用されている Golden Gate 

法で作製された TALEN (Golden TALE:ミネ

ソタ大学 Voytas博士が開発)のDNA結合モジ

ュールを改良した高活性型 TALENの開発を

行なった。TALENの結合力を高める方法とし

て、結合モジュールのアミノ酸配列に着目し、

アミノ酸配列の改変を行なった。結合モジュー

ルは 34アミノ酸からなり、12番目と 13番目

のアミノ酸は、塩基特異的な結合を担う多型配

列（RVD）として知られている。自然界のTALE

のアミノ酸配列を調べたところ、この RVD以

外に 4番目と 32番目のアミノ酸に多型のある

ことがわかった。そこで、この 4番目と 32番

目の多型（non-RVD variation）を利用した新

しい TALENの作製システムの確立を試みた。 

 

1) RVDの改変と Platinum TALENの作製 

Non-RVD variation をもつモジュールを化

学合成によって作製し、pBSKへサブクローニ
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ングすることによってモジュールプラスミド

（ p1HDp4HD, p1NG-p4NG, p1NI-p4NI, 

p1NN-p4NN）を作製した。また、Golden Gate

法による受け手ベクターを pFUS2 および

pTALEN_v2をベースとして作製した。これら

のプラスミドを用いて、Golden Gate 法

（Sakuma et al., Genes to Cells, 2013）をベ

ースとした Platinum TALENの構築法を確立

し、培養細胞での評価に用いた。 

 

2) 作製した Platinum TALENの活性評価 

① Single strand annealing (SSA)アッセイ 

 構築した TALENの活性を SSAアッセイに

より評価した。HEK293T細胞を 10%FBS の

DMEMで培養した。SSAアッセイは落合の方

法（Ochiai et al., Genes to Cells, 2012）によ

って行なった。50,000 細胞に 200 ng の

TALEN 発現ベクターと 100 ng の SSA のレ

ポーターベクターと 20 ng の pRL-CMV ベク

ターをリポフェクション法によりトランスフ

ェクションした。 24 時間後に Dual-Glo 

luciferase assay system (プロメガ)を用いて

活性を評価した。 

② CelIアッセイ 

 Sakumaらの方法（Genes to Cells, 2013）

の方法に従ってCelIアッセイを行なった。約

30,000 のHEK293T細胞に200 ng のTALEN

発現ベクターをトランスフェクションし、48

時間後に細胞を回収し、ゲノムDNAを抽出し

た。ゲノムDNAを鋳型として、標的配列をは

さむプライマーを作製し、KOD FX Neo (東洋

紡) を用いて標的配列部分をPCR増幅した。そ

の後、CelIヌクレアーゼによりPCR産物を反応

させ、アガロースゲル電気泳動によって切断の

有無を確認した。 

 

2. Platinum TALENを用いたツメガエルで

の標的遺伝子破壊 

Platinum TALENの動物個体における効果

を調べる目的で、アフリカツメガエルでの標的

遺伝子破壊を試みた。本研究では、表現型を容

易に観察できる色素合成に関わるチロシナー

ゼ遺伝子を破壊し、その効果を観察した。 

① mRNA合成とカエル卵への顕微注入 

アフリカツメガエルのチロシナーゼを破壊

する TALEN を上記の方法により構築し、

mMessage mMachine T7 Ultra Kit（ライフテ

クノロジーズ）のキットを用いて、mRNA を

試験管合成した。ツメガエル受精卵は、ヒト絨

毛性ゴナドトロピンを投与することで採取し

た。卵を 2%システイン溶液で脱ゼリーし、3% 

Ficoll in 0.36 XMarc’s modified Ringer’s 

(MMR)へ移した。約 250 pgの TALEN mRNA 

をナノジェット I (Drummond, Broomall, PA, 

USA)を用いて顕微注入した。顕微注入卵は、

ゲンタシンを含む 0.16 X MMR 中で、胞胚か

ら遊泳オタマジャクシ幼生まで飼育した。カエ

ルの飼育については、広島大学のガイドライン

に従って行なった。 

② RFLP解析 

 Platinum TALEN を導入したカエル胚か

らキアゲン社の Blood and Tissue kitを用い

てゲノム DNAを抽出した。標的配列を含む領

域を PCRによって増幅し、PCR産物を制限酵

素 HinfIで消化し、アガロースゲル電気泳動に

よりバンドパターンを調べた。 

 

C. 研究結果 

高活性型 TALEN (Platinum TALEN)の開発 

 我々は、以前６モジュール法によって

TALENを作製する方法を報告している

（Sakuma et al., Genes to Cells, 2013）。今回、

我々は、４つのモジュールを連結する方法を採

用し、この方法でnon-RVD variationをもった

TALEN (Platinum TALEN) の効率的な作製

方法（Platinum Gate TALEN construction 

system）を確立した（図１）。基本的な方法は、

既存のGolden Gate法と同様であるが、第一段

階の連結を４モジュールに制限することで、成

功率を向上させることに成功した。オリジナル

の10モジュール法での成功率は10%程度であ
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ったが、４モジュールでの成功率は100%であ

った。 

 ヒトHPRT1遺伝子座を切断するPlatinum 

TALENを作製し、SSAアッセイおよびCelIア

ッセイにより、活性を評価したところ、これま

でのTALENに比べて、高い活性を示した。ま

た、ヒトataxia telangiectasia mutated 

(ATM)とadenomatous polyposis coli (APC)、

およびeGFP遺伝子に関してSSAアッセイを、

ATM遺伝子とAPC遺伝子に関してはCelIアッ

セイによって活性が十分高いことを確認した

（図２）。 

 

Platinum TALENを用いたツメガエルでの標

的遺伝子破壊 

Platinum TALENの動物個体での遺伝子破

壊効果を調べるために、アフリカツメガエルの

チロシナーゼ遺伝子(tyr)破壊を試みた。受精卵

に Platinum tyr TALENを顕微注入したとこ

ろ、多くのカエル胚でアルビノとなることが示

された（図３B）。加えて、毒性も低下し、こ

れまでの TALEN で見られたいた奇形胚は、

Platinum TALEN導入胚ではほとんど見られ

なかった。さらに、RFLP解析によって、ほぼ

100％で変異導入されていることが明らかに

なった（図３D）。 

 

D. 考察 

 本研究の結果から、non-RVD variationの利

用によってTALENの活性を高めることが示さ

れた。これまで、多くのグループがN末やC末

の構造やヌクレアーゼ部分の改変を行なって

きたが、DNA結合モジュールの構造改変によ

る活性上昇の報告は、本研究が初めての報告で

ある。しかしながら、non-RVD variationが結

合活性を上昇させる機構については明らかに

されていない。今後、X線結晶解析などの構造

解析によって、その原理を明らかにする必要が

ある。 

 これまで、TALENの作製にはVytas博士に

よって提供されているGolden Gateキットが

主に使われて来た。この方法は、２ステップの

安定した作製システムである一方、研究室によ

って作製効率が大きく異なることが知られて

いた。その原因は、第一段階で10個のモジュ

ールを同時に連結する成功率が、研究室によっ

てばらつくことにあると考えられる。今回、

我々は同時に4個のモジュールを連結する方法

に改良したことで、多くの研究者が失敗するこ

となくTALENを作製できるシステムへ改良で

きたと考えている。作製できるモジュール数は、

これまでの31モジュールから21モジュールと

制限されるが、15-20モジュールのTALENで

高い特異性を確保できるので問題とはならな

い。 

 様々な生物において、部位特異的ヌクレアー

ゼを用いた遺伝子改変が報告されているが、生

物種や細胞種によっては毒性の高いことが報

告されている。これは、切断効果を高めるため、

大量のヌクレアーゼを導入したことが原因で

ある可能性が高い。本研究で開発した

Platinum TALENは、その活性の高さから、

導入量を下げることが可能なことから毒性を

下げることに成功した。今後は、様々な生物に

おいて、Platinum TALENを利用し、その効

果を調べる計画である。 

 

E. 結論 

本研究によって、高活性型の部位特異的ヌク

レアーゼの開発と作製システムの確立に成功

した。さらに、このシステムで作製した

Platinum TALENは培養細胞や動物個体にお

いて高い変異導入効果を持つことが示された。 
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highly-active TALEN construction system, 

46th Annual Meeting for the Japanease 
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Society of Developmental Biologists, 

Matsue, 2013 
5) 山本 卓、鈴木賢一、相田知海、田中光一、
佐久間哲史、高活性型 TALENを用いたゲ
ノム編集、第 36回日本分子生物学会年会
ワークショップ「ゲノム編集研究の新展

開」、神戸、2013 
6) 李 紅梅、藤本直子、笹川典子、白井紗矢、 
山本 卓、 Woltjen Knut、櫻井英俊、山
中 伸 弥 、 堀 田 秋 津 、 TALEN や
CRISPR/Cas9 を用いたデュシェンヌ型
筋ジストロフィー患者由来 iPS 細胞のゲ
ノム手術、第 36回日本分子生物学会年会
ワークショップ「ゲノム編集研究の新展

開」、神戸、2013 
7) 山本 卓、高活性型 TALEN の開発と哺乳
類培養細胞および動物での標的遺伝子改

変、第 65回日本生物工学会シンポジウム
「次世代植物バイオテクノロジー」、広島、

2013 
8) 山本 卓、ゲノム編集技術を利用した培養
細胞および動物個体での標的遺伝子改変、

奈良県立医科大学講演会、橿原、2013 
9) 山本 卓、ゲノム編集革命-人工ヌクレア
ーゼを利用した遺伝子改変技術の開発、

平成 25年度広島バイオフォーラム「ここ
まで進んだゲノム科学とその活用」、広島、

2013 
10)山本 卓、ゲノム編集技術を利用した培養
細胞や動物での遺伝子改変、第 15回京都
心血管代謝セミナー、京都、2013 

 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

TALENの結合モジュール中の 4番目と 32

番目の配列を改変することで、特異性の高い

TALENの作製が可能であることを、特許出願

した。 

出願番号：特願 2013-166768 

「DNA結合ドメインを含むポリペプチド」 

出願日：平成２５年８月９日 
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図１．4モジュール連結を基盤とした

 

モジュール連結を基盤とした

 

モジュール連結を基盤とした
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モジュール連結を基盤とした Platinum Gate TALENPlatinum Gate TALENPlatinum Gate TALEN作製システム作製システム作製システム 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．

      

      

      

       

図２．Platinum 
      A: 3種類の遺伝子の
      B: Golden TALEN
      C: Golden TALEN
       矢印のバンドが活性の高さを示す。

Platinum TALEN
種類の遺伝子の

B: Golden TALEN
Golden TALEN
矢印のバンドが活性の高さを示す。

TALENの SSAアッセイおよび
種類の遺伝子の TALEN

B: Golden TALENと Platinum TALEN
Golden TALENと Platinum TALEN
矢印のバンドが活性の高さを示す。
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アッセイおよび

TALEN標的配列とスペーサーの長さ
Platinum TALEN
Platinum TALEN

矢印のバンドが活性の高さを示す。

アッセイおよび CelIアッセイによる活性評価
標的配列とスペーサーの長さ

Platinum TALENの SSA
Platinum TALENの CelI活性の比較

矢印のバンドが活性の高さを示す。 

アッセイによる活性評価

標的配列とスペーサーの長さ 

SSA活性の比較
活性の比較

 

アッセイによる活性評価

  
活性の比較 
活性の比較  

  

アッセイによる活性評価 



 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

         

         

         

         

 
 
 
 
 
 
 
 

図３．

         

         

         

         

図３．Platinum TALEN
         A: tyr遺伝子の
         B: tyr TALEN
         C: アルビノ胚の比率
         D: RFLP

Platinum TALENを用いたツメガエル標的遺伝子の破壊
遺伝子の TALEN
TALENを導入した胚の
アルビノ胚の比率

D: RFLPによる変異導入効率の解析
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を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

TALEN標的配列とスペーサーの長さ
を導入した胚の写真

アルビノ胚の比率  
による変異導入効率の解析

を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

標的配列とスペーサーの長さ

写真 

による変異導入効率の解析 

を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊

標的配列とスペーサーの長さ

を用いたツメガエル標的遺伝子の破壊 
標的配列とスペーサーの長さ  
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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） 
「次世代バイオテクノロジー技術応用食品等の安全性確保に関する研究」 

分担研究報告書 
 

次世代遺伝子組換え技術に関する調査研究 
 

研究分担者 近藤一成  国立医薬品食品衛生研究所・代謝生化学部 

研究分担者 鎌田 博  筑波大学筑波大学生命環境系・筑波大学遺伝子実験センター 

 
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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1つの Zinc finger 
よって、この場合片側 
4つの Zinc fingerから 
なっている. 
片側 12bp,両側合計 24bp 
で DNAを認識している. 

 
 
 

Nature Review Genet, 11, 636 (2010)より 
 

FokI 
 
 
 

a  Zinc-finger motif consensus  b 
CX2-4CX3FLX2HX3H 

 
Right ZFP 

 

 
 
 
ZFN 

FokI制限酵素 
FokI (+) 

 
N ZFN 

5′   T C C C C T G C T T G G C T G G G C G C A G T G G C T C A T G C 3′ 
3′   A G G G G A C G A A C C G A C C C G C G T C A C C G A G T A C G 5′ 

FokI (–) 
N 

 
Left ZFP 

DNA結合ドメイン 

 
Spacer (5–7 bp) 

 
 
 
 

Nature Review Genet, advanced online (2014)より改変 

 
 
 
Fig.1 Structure of ZFN 

 
 
 
 
FokI 

 
 
 
 

 

Fig.2 Potential genomic target sites 
Nature Methods, 8, 765 (2011)より 
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Trends in Biotechnology 31, 397 (2013)より (right panel) 
 
 

a  RVD 
LTPEQVVAIAS HD GGKQALETVQRLLPVLCQAHG 

DNA結合ドメイン 

N 

 
Left TALE 

 
FokI制限酵素 

 
FokI (+) 

5′ G T C A A G T C C A A T C T A T G A C A T C A A T T A T T A T A C A T C G G A G C C C T G C C A A A A 3′ 
3′   A C A G T T C A G G T T A G A T A C T G T A G T T A A T A A T A T G T A G C C T C G G G A C G G T T T  5′ 

FokI (–) 
 

Spacer (12–21 bp) 
 
 

b  2 
 

1 3 

90° 
rotation 

 
 

0 

N 
 

Right TALE 

DNA結合ドメイン 
 

DNA鎖を上から見た図 
 
 
4 

G C 
 

D13 
5 

 
–1 RVD 

6 
 

9 7 

DNA鎖を横から見た図 8
 

H12 

L1 

 
T0 

A0′ 
 

0 repeat 
 
 
W232 

 
 
 
 

–1 repeat Nature Review Genet, advanced online (2014)より改変 

 
 
 
 

Fig.3 Structure of TALEN 
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Mutations 
in site 

 

Off-target sites 
to CCR5A 

 

Statistically expected 

0 1 1 
1 0 0.0 
2 0 0.0 
3 0 0.0 
4 0 0.0 
5 0 0.0 
6 0 0.0 
7 0 0.3 
8 8 3.6 
9 7 34.1 

 0  
10 634 275.9 
11 4338 1956.3 
12 27114 12226.7 
13 149005 67716.9 
14 648230 333747.3 
15 2657598 1468488.3 
16 9783617 5782172.6 

Fig.4 Potential genomic off-target sites related to CCR5A on-target site 
(片側 18bp、両側 36bp   TALEN使用） 

Nature Methods, 11, 429 (2014)より 
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Cellular modification induced by TALENs at on-target and 
predicted off-target genomic sites   

 
site  no tAlen ( %) 

CCR5A el/KK 
Foki ( %) 

CCR5A eld/KKr 
Foki (%) 

CCR5A 
homo Foki ( %) 

 

number of mutation 

OnCCR5A  <0.006  9.8  28  47 0 (on-target) 
 OffC-5  <0.006  0.53  2.3  2.3  11   
OffC-15 <0.020  <0.014  0.23 0.043 
OffC-16 <0.006  <0.006  0.031  <0.006 
OffC-28 <0.009  0.014  0.16 0.056 
OffC-36 <0.006  <0.006  0.15 0.028 
OffC-38 <0.006  ND  ND  0.067 
OffC-49 <0.006  ND  ND  0.110 
OffC-69 <0.010  ND  ND  0.089 
OffC-76  <0.006   ND  ND  0.149   9 

 
site  no tAlen (%) 

ATM el/KK 
Foki (%) 

ATM eld/KKr 
Foki (%) 

ATM 
homo Foki (%) 

 OnATM  0.007  6.8  16  18  0 (on-target)   
OffA-1 <0.006  <0.006  0.026  0.077 
 OffA-11  <0.006  <0.006  0.036  0.39  10   
OffA-13 
OffA-16 

<0.006 
<0.006 

0.008 
<0.006 

0.025 
<0.006 

<0.006 
0.057 

 OffA-17  <0.051  <0.14  <0.17  0.94  9   
OffA-23 0.018 <0.006 0.29 0.23 
OffA-35 <0.006 <0.006 <0.006 0.070 

 

Fig.5A Cellular modification rate (%) at on-target and off-target genomic sites 
Nature Methods, 11, 429 (2014)より改変 

 
 
 
 
 

CCR5A 
Site 

 
 

Score 

 
 

Mut. 

 
 

Left half-site 
Spacer 
length 

 
 

Right half-site 

OnCCR5A 0.008 0 TTCATTACACCTGCAGCT 18 AGTATCAATTCTGGAAGA 
OffC-1 0.747 9 TaCATcACAtaTGCAaaT 29 tGTATCAtTTCTGGgAGA 
OffC-2 0.747 9 TaCATcACAtaTGCAaaT 29 tGTATCAtTTCTGGgAGA 
OffC-3 0.747 9 TaCATcACAtaTGCAaaT 29 tGTATCAtTTCTGGgAGA 
OffC-4 0.747 11 TcCATaACACaTctttCT 10 tGcATCAtTcCTGGAAGA 
OffC-5 0.804 11 TcCAaTACctCTGCcaCa 14 AGgAgCAAcTCTGGgAGA 
OffC-6 0.818 10 TTCAgTcCAtCTGaAaac 16 gGTATCAtTTCTGGAgGA 
OffC-7 0.834 14 TaCAaaACcCtTGCcaaa 27 taTATCAATTtgGGgAGA 
OffC-8 0.837 12 TcCAagACACCTGCttac 26 tcTATCAATTtgGGgAGA 

OffC-9 0.874 10 TTCATaACAtCTtaAaaT 27 AaTAcCAAcTCTGGAtGA 

OffC-10 0.89 12 TcCAaaACAtCTGaAaaT 25 tGgATCAAaTtgGGAAGA 

Fig.5B Predicted off-target sites 
(2.3%で変異導入が検出された orr-targetサイトOffC-5でのミスマッチ塩基(小文字）） 

Nature Methods, 11, 429 (2014)より改変 
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Double strand DNA 

 
 
 
target DNA 

Cas9 

 
target 

(+) aggccattacgaagcctgc--GCTAACTGGACGCTTAGCTCNGG--cgtgattcaattagaggc non-complementary 

DNA (-) tccggtaatgcttcggacg--CGATTGACCTGCGAATCGAGNCC--gcactaagttaatctccg 
repeat 

sgRNA   GCTAACTGGACGCTTAGCTCGUUUUAGAGCUAG A 

complementary 

 
 

stemloop1 

guide A 

A   AA 

GCCGUUAUCAACUUG A 

tetraloop 

 
 

stemloop3 

U  A 
AGCCACGGUGAAA 

G 

stemloop2 

U CGGUGCUU  
original figure 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nature Review Genet, advanced online (2014)より改変 

 
 
 

Cas9 
 

 
 

guide RNA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Nishimatsu et al, Cell, 156, 935 (2014)より 
 
 
 
 
 

Fig.6 Structure of CRISPR/Cas9 system 
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for mammalian expression 
2A 

sgRNA scaffold 
 

U6  CBh NLS 
 

Sp-hCas9 NLS 
 

eGFP or Puro 
 

bGH pA 
 

BbsI 3xFLAG 
 
 
 
 
for plant expression sgRNA scaffold 

LB  35S NLS 
 
 
FLAG 

 

Sp-pCas9  NOS 
 

U6 
 

20 nt giude 

 

RB 
TTTTTTT 

 

 
 
 
 

Fig.7 CRISPR/Cas plasmids for mammalian and plant 
 
 
 
 

1塩基ずつmismatchを入れて、活性を比較 

 
5’--GCTAACTGGACGCTTAGCTC NGG--3’ 

 
 
 

seed seq 
PAM 本来の塩基 ミ

スマッチ塩基 
 
 
 
 

Target-1 

ここは、on-targetでは Aであるが Gに置換して
も 十分な活性を示す 

 
 
 
 

Target-2 
 
 
 
 

Target-3 

(1)  Seed sequence（PAM 側から 1-8 塩基）は、 
ミスマッチをほとんど許容しない. 許容する時
は、A->G, U->Cである 

 
(2) 5’側の 12塩基は,ミスマッチを許容しやすい 

（縦の列に青いミスマッチ塩基が複数ある部位は 

それらの塩基に置換しても活性を保つことを示し 

手いる 

 
(3)  PAMは,NGGが必要で,まれに NAGも許す 

 

 
Target-4 

 
 
 
 
 

Hsu et al, Nat Biotech, 31, 827 (2013)より改変 

 
Fig.8 Single-nucleotide specificity of Cas9 
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Target Site name Sequence U2OS.EGFP HEK293 K562 Gene  
Target 1 (VEGFA site 1) T1 GGGTGGGGGGAGTTTGCTCCTGG 26.0 ± 2.9 10.5 ± 0.07 3.33 ± 0.42 VEGFA on-target 

GC含量 70％ 
OT1-3 
OT1-4 

GGATGGAGGGAGTTTGCTCCTGG 
GGGAGGGTGGAGTTTGCTCCTGG 

25.7 ± 9.1 
9.2 ± 0.8 

  18.9  ± 0.77 
8.32 ± 0.51 

2.93 ± 0.04 
N.D. 

IGDCC3 
LOC116437 off-target 

 OT1-6 
OT1-11 

CGGGGGAGGGAGTTTGCTCCTGG 
GGGGAGGGGAAGTTTGCTCCTGG 

5.3 ± 0.2 
17.1 ± 4.7 

3.67 ± 0.09 
8.54 ± 0.16 

N.D. 
N.D. 

CACNA2D  
 
Target 2 (VEGFA site 2) 

 
T2 

 
GACCCCCTCCACCCCGCCTCCGG 

 
50.2 ± 4.9 

 
 38.6  ± 1.92 

 
15.0 ± 0.25 

 
VEGFA 

 
on-target 

GC含量 80％ 
OT2-1 
OT2-2 

GACCCCCCCCACCCCGCCCCCGG 
GGGCCCCTCCACCCCGCCTCTGG 

14.4 ± 3.4 
20.0 ± 6.2 

33.6 ± 1.17 
15.6 ± 0.30 

4.10 ± 0.05 
3.00 ± 0.06 

FMN1 
PAX6 off-target 

 OT2-6 CTACCCCTCCACCCCGCCTCCGG 8.2 ± 1.4 15.0 ± 0.64 5.24 ± 0.22 PAPD7  
 OT2-9 GCCCCCACCCACCCCGCCTCTGG 50.7 ± 5.6   30.7  ± 1.44 7.05 ± 0.48 LAMA3  
 OT2-15 

OT2-17 
TACCCCCCACACCCCGCCTCTGG 
AC ACCCCCCCACCCCGCCTCAGG 

9.7 ± 4.5 
14.0 ± 2.8 

6.97 ± 0.10 
12.3 ± 0.45 

1.34 ± 0.15 
1.80 ± 0.03 

SPNS3  
 OT2-19 ATTCCCCCCCACCCCGCCTCAGG 17.0 ± 3.3 19.4 ± 1.35 N.D. HDLBP  
 OT2-20 CCCCACCCCCACCCCGCCTCAGG 6.1 ± 1.3 N.D. N.D. ABLIM1  
 OT2-23 

OT2-24 
CGCCCTCCCCACCCCGCCTCCGG 
CTCCCCACCCACCCCGCCTCAGG 

44.4 ± 6.7 
62.8 ± 5.0 

  28.7  ± 1.15 
  29.8  ± 1.08 

4.18 ± 0.37 
21.1 ± 1.68 

CALY  
 OT2-29 

OT2-34 
TGCCCCTCCCACCCCGCCTCTGG 
AGGCCCCCACACCCCGCCTCAGG 

13.8 ± 5.2 
2.8 ± 1.5 

N.D. 
N.D. 

N.D. 
N.D. 

ACLY  
 
Target 3 (VEGFA site 3) 

 
T3 

 
GGTGAGTGAGTGTGTGCGTGTGG 

 
49.4 ± 3.8 

 
 35.7  ± 1.26 

 
27.9 ± 0.52 

 
VEGFA 

 
on-target 

 OT3-1 GGTGAGTGAGTGTGTGTGTGAGG 7.4 ± 3.4 8.97 ± 0.80 N.D. (abParts)  
 OT3-2 AGTGAGTGAGTGTGTGTGTGGGG 24.3 ± 9.2  23.9  ± 0.08 8.9 ± 0.16 MAX  
 OT3-4 GCTGAGTGAGTGTATGCGTGTGG 20.9 ± 11.8  11.2  ± 0.23 N.D.   
 OT3-9 GGTGAGTGAGTGCGTGCGGGTGG 3.2 ± 0.3 2.34 ± 0.21 N.D. TPCN2  
 OT3-17 GTTGAGTGAATGTGTGCGTGAGG 2.9 ± 0.2 1.27 ± 0.02 N.D. SLIT1  
 OT3-18 TGTGGGTGAGTGTGTGCGTGAGG 13.4 ± 4.2 12.1 ± 0.24 2.42 ± 0.07 COMDA  
 OT3-20 AGAGAGTGAGTGTGTGCATGAGG 16.7 ± 3.5 7.64 ± 0.05 1.18 ± 0.01   

 
 

On- and off-target  mutations induced by RGNs designed to endogenous human genes 
Indel mutation frequency (%) ± s.e.m. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

GC含量 60％ off-target 
 

 
 
 
 
 

Fu et al, Nature Biotechnology, 31, 822 (2013)より改変 

 
Fig.9 Single-nucleotide specificity of Cas9 
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mismatchの影響 
 
 
 
 
 
 

2塩基 

 
 
 

3塩基 

連続塩基のミスマッチ 

 
 

4塩基 

 
 
 
 

2塩基 
 

 
 
 

離れた塩基のミスマッチ 
 
 

3塩基 
 
 
 

4塩基 
 
 
ポイント：3塩基以上のミスマッチはほとんど起きないため, 2塩基ミスマッチ以内がゲノム上に存在しないように設計すればよい 

（GC含量が高く 75%以上とか、PAM distal領域に集中した時には３－４塩基ミスマッチもあるが、設計で回避可能） 

Hsu et al, Nature Biotechnology, 31, 827 (2013)より改変 
 

Fig.10 Single-nucleotide specificity of Cas9 
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C
LT

A
4-

0 

C
LT

A
4-

0 

C
LT

A
4-

1 

C
LT

A
4-

2a
 

C
LT

A
4-

2b
 

C
LT

A
4-

2c
 

C
LT

A
4-

3 

Cas9:CLTA 4 v2.1 sgRNA – + + + + + +  
 
uncut DNA 
v2.1 sgRNA 
 
cut DNA 
cut DNA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

sequence 

In vitro 
selection 

enrichment 
value % cut 

 

CLTA4-0 GCAGATGTAGTGTTTCCACAGGG  7.9  85% 

CLTA4-1 GaAGATGTAGTGTTTCCACAGGG 27.5  84% 

CLTA4-2a  GaAGATGTAGTGTTTCCACtGGG 43.9  79% 

CLTA4-2b  GCAGATGgAGgGTTTCCACAGGG  1.0  35% 

CLTA4-2c  GCAGATGTAGTGTTaCCAgAGGG  0.064 none detected 

CLTA4-3 GggGATGTAGTGTTTCCACtGGG 95.9  72% 

赤字は、ミスマッチ塩基 

Pattanayak V et al, Nature Biotechnology, 31, 839 (2013)より改変 
 
 

Fig.11 Off-target DNA sequence and cut ratio (%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

FokI dCas9 
 
 
 
 
 
 

dCas9 
 

FokI 
 

Tsai SQ, et al, Nature Biotechnology, doi:10.1038/nbt.2908 (2014)より改変 

 
Fig.12 Off-target DNA sequence and cut ratio (%) 
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Gaj T, et al, Nature Methods, 9, 805 (2012)より 

（-は deletionの数、+は insertionの数を示す） 
 

 
Fig.13-1 Indel pattern of the cleavage site by ZFN 

 
 
 
 
 
 
 
 
(a) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 

(c) 

 
 
 
 
 

Lei Y, et al, PNAS, 109, 17484 (2012)より改変 

（Δは deletion の数、+は insertionの数を示す） 

 
Fig.13-2 Indel pattern of the cleavage site by ZFN and TALEN 
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(a) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(b) 

 

EMX1 site 1 full-length gRNA 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAAGAAgGGCTCCCATCACATCAACCGGTGG wild-type x35 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAG-----------------------------------> ∆202 
<-----------------------------------------------------------------> ∆115 
GAA---------------------------------------------------------------> ∆94 
<-----------------------------------------------------------------> ∆78 
GAAGCTGGAGG-------------------------------------------------------> ∆72 
GAAGCTGGA--------------------------------------------------------GG  ∆56 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGA---------------------------------------GTGG  ∆39 
GAAGCTGGAGGAG--------------------------GAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGTGG   ∆26   x2 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGT----------------------CCATCACATCAACCGGTGG  ∆22 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAG---------------------TCCCATCACATCAACCGGTGG  ∆21   x3 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAG------------------CATCACATCAACCGGTGG  ∆18 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGA--------------GCTCCCATCACATCAACCGGTGG   ∆14 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGC------AGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGTGG  ∆6  x3 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGC---AGAAGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGTGG  ∆3  x3 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGA--AAGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGTGG   ∆2  x2 
GAAGCTGGAGGAGGAAGGGCCTGAGTCCGAGCAGAAGAACAGAAGGGCTCCCATCACATCAACCGGT +2 
 
 
 
 
VEGFA site 3 full-length gRNA 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGCGTGtGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGGGA wild-type x35 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTG---------------------------------------------> ∆117 
GAGGACGTGTGTGTTGG-------------------------------------------------> ∆84 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTG---------------------------------------------> ∆75 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTG---------------------------------------------> ∆49 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTG-----------------------------> ∆43 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTG-------------------------------------> ∆40 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGAGT---------------------------------------GGGA  ∆39 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTNNG-----------------------------> ∆37 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGT------------------------------GAGNGNGGN  ∆30   x2 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAG-------------------------TGGGGCGGGGA  ∆25 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTG-----------------------TGGAGCGGGGA  ∆23 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGT----------------------GTTGGAGCGGGGA  ∆22 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGT--------------------GTTGGAGCGGGGA  ∆20 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAG--------------------TGAGGGTGTTGGAGCGGGGA  ∆20   x2 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGT------------------GGGCGTTGGAGCGGGGA  ∆18 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGA------------NNGTGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGGGA   ∆12 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGA--------GTGTGGGGTTGAGGGCGTTGGAGCGGGGA   ∆8  x3 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGT-------GGGTTGAGGGCGTTGGAGCGGGGA  ∆7 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGG-TGAGTGAGTGTGT------GGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGGGA  ∆6 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGT------GNGTGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGGGA   ∆6  x5 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGT----GTGTGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGGGA   ∆4 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGC---TGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGGGA  ∆3 
 
GAGGANGNGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGTCTGTGGGGTTG +20 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGCGTCGTGTGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGG +3 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGCAAAGTGTGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGG +3 
GAGGACGTGTGTGTCTGTGTGGGTGAGTGAGTGTGTGCGTGTGCGGGGTTGAGGGTGTTGGAGCGGG +2 

 
 

Fu Y, et al, Nature Biotechnology, 32, 279 (2014)より改変 

（Δは deletionの数、+は insertionの数, xは頻度を示

す） 
 
 
 
 
 

Fig.13-3 Indel pattern of the cleavage site by CRISPR/Cas9 
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(c) Target 4 (EMX1): (EMX1の off-targetサイト) 
 

OT4-1 
ACCTGTACATCTGCACAAGATTGCCTTTACTCCATGCCTTTCTTCTTCTGCTCTAACTCTGACAATC Wild-type x20 
----------------------------------------------------------------ATC ∆64 
ACCTGTACATCTGCACAAGATTGCCTTTACTCC----------------------------ACAATC ∆28 
ACCTGTACATCTGCACAAGATTGCCTTTACTCCAT--------------------ACTCTGACAATC ∆20 
ACCTGTACATCTGCACAAGATTGC--------------------CTTCTGCTCTAACTCTGACAATC ∆20 
ACCTGTACATCTGCACAAGATTGCCTTTACTCCATGCCTTTCT-------------------CAATC ∆19 
ACCTGTACATCTGCACAAGATTGCCTTTACTCCA--------------TGCTCTAACTCTGACAATC ∆14 
TCCTGTACATCTGCACAAGATTGCCTTTACTCC--------CTTCTTCTGCTCTAACTCTGACAATC ∆8 

 
 
 

(d) Target 3 (VEGFA Site 3): (VEGFA site3の off-targetサイト) 
 

OT3-2 
GAGTGAGAGAGCGAGTGAGTGAGTGAGTGAGTGTGTGTGTGGGGGGGACTCGGCTTGTTGTTGTCGG Wild-type x14 
GAGTGAGAGAGCGAGTGAGTGAGTGAGTGA----GTGTGTGGGGGGGACTCGGCTTGTTGTTGTCGG ∆4 
GAGTGAGAGAGCGAGTGAGTGAGTGAGTGA------GTGTGGGGGGGACTCGGCTTGTTGTTGTCGG ∆6 x2 

 
OT3-9 
GTGTTGGGATGCGGGAGTGGGTGAGTGAGTGCGTGCGGGTGGCGATGCAAGCGTGTGCGAATGCGTG x173 
GTGTTGGGATGCGGGA--------------------------------------------------> ∆80 
GTGTTGGGATGC--------------------------------------------------GCGTG ∆50 
GTGTTGGGATGCGGGAGTGGGTGAGTGA----------GTGGCGATGCAAGCGTGTGCGAATGCGTG ∆10 

 
GTGTTGGGATGCGGGAGTGGGTGAGTGAGTGCAAGTGCGGGTGGCGATGCAAGCGTGTGCGAATGCGTG +2 

 
OT3-18 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGTCCTCACGCACACACTCACCCACACATAAAAGGTGGTAACTG Wild-type x27 
TTTCAAAGACAGTAGATCT--------------------------------TAAAAGGTGGTAACTG ∆32 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGT-----------------------CATAAAAGGTGGTAACTG ∆23 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGTCCT------------------CACATAAAAGGTGGTAACTG ∆18 x4 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGTCCT---------------CCACACATAAAAGGTGGTAACTG ∆15 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGTC------------CTCACCCACACATAAAAGGTGGTAACTG ∆12 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGTCCTCA--CACACACTCACCCACACATAAAAGGTGGTAACTG ∆2 

 
TTTCAAAGACAGTAGATCTTAAATGTCCTCACAGGCTGGAGTACAGTGGCATGATATCAGCTCACTGCAATCTCGGGCTCCCGGGTTCAAG 
CCATGCACACACTCACCCACACATAAAAGGTGGTAAC +63 

 
 

Fig.13-4 Indel pattern of the cleavage site by CRISPR/Cas9 
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Jian W, et al, Nucleic Acid Research, 41, e188 (2013)より改変 

（-は deletionの数、+は insertionの数, xは頻度を示す） 
 

Fig.14-1 Indel pattern of the cleavage site by CRISPR/Cas9  in Plants (Arabidpsis and Tabacco) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TALEN 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

CRISPR 
Cas9 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Lian Z, et al, J. Genetics Genomics, 41, 63 (2014)より改変 

（-は deletionの数、+は insertionの数を示す） 
 

Fig.14-2 Indel pattern of the cleavage site by TALEN and CRISPR/Cas9 in Plant (Zea mays) 
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GTCTTC 
CAGAAG 

AGAAGAC 
TCTTCTG 

 

CRISPR plasmid construct 
 
 

target in genome 
5’-gctaggctatatttcggatGNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGGaattcaccgcatta-3’ 
3’-cgatccgatataaagcctaCNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCCttaagtggcgtaat-5’ 

(+)鎖 

(-)鎖 

 
CRISPR基本形  ターゲット配列 PAM 

5’-GNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NGG-3’ 
3’-CNNNNNNNNNNNNNNNNNNN NCC-5’ 

ゲノム上にある PAMは、Cas9の認識に必要であるが、sgRNAに含めない 
 
5’-GNNNNNNNNNNNNNNNNNNN------chimeric  RNA 

(sgRNAscaffold) 

 
 
 

sgRNA scaffold 
 

U6 CBh 

 
 
 
NLS 

 
 
 
h-SpCas9 

 
 

2A 
NLS 

 
 
 
Puro/GFP 

Note：(-)鎖に設計する時は、向きに注意 

 
 

bGH pA 
 

3xFLAG 
 
 

BbsI BbsI sgRNA scaffold 
5’-AAAGGACGAAACACCGG  G  CTGTTTTAGAGCTGAAATAGCAAG-----------------3’ 
3’-TTTCCTGCTTTGTGGCC  C  GACAAAATCTCGACTTTATCGTTC-----------------5’ 

 
digestion 

 
5’-AAAGGACGAAA  GTTTTAGAGCTGAAATAGCAAG-----------------3’ 
3’-TTTCCTGCTTTGTGG  ATCTCGACTTTATCGTTC-----------------5’ 

ligation 
 

5’-CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN  -3’ 
3’-  CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA-5’ 

anealing 

5’-CACCGNNNNNNNNNNNNNNNNNNN  -3’ 
+ 

3’-  CNNNNNNNNNNNNNNNNNNNCAAA-5’ 

 
 
 
 
 
 
prepare 2 primers 

 
 

Fig.15 CRISPR/Cas9 plasmid we used in this study 
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ex6 ex5  
ex4 

 
ex3 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ATTAGGGCTAGGGAATATAGCTCAGTGGCCTGATATGCGTAAGGCCATAGGTAGTCTCTAGCTTCTAAATACATTAAAACTAAGTTAAAAGTCACTA 
ATAAATCCTTCTGCTATGTATTATAAAGATGAAAAGCAGAAACTAGTCATAATACTAAAATATCCTTTCTCAATTTGAAAGTATAGGGGAAAGAGTA 
TGCTTGAAATAAAACACTTTAGTGAAAATGATGTTTGACCCTTACTAATTATTAATTTGTAGTGTTTCTGAGTCAGATTTCCACCCCCTTAGTTTAG 
AAAATGTAAAACTATTATTGAAAAGGTGACTTACATTTGAAAGATAGTATACACCTAACCACATATCATCCGTGGCAAACTCTTAAACATCTACCAT 
GAAGATGTATTTCCCAGTTTCTACCTAGGCCCATATAGAATGATTTTACAACTAGCACCCAGCATAGTCCAAAAGCCCCTTTTGTGTTTTAGCCATT 
TTTATACTTACTAAAGTTACATTTCCTTTAATTCTACTTTCTGAATTCAGTATCAGGAGAGTTTCTTACTGAGAGTCTCAGAAAACCTGATACATTT 
TGATCTATTTTCAAGTATTCTTTCCTTATCAGATATGTATAAACTGGATAGTTTTATTTCTTGACAAAAGAACTTTGGCTGGAGTTAAAGTTTAGTG 

TALEN-VR-AIF-up-A 
U6-Rev-exon3mae U6-Rev-exon3mae2 

GCAGAGCGCTTGATTAGTATGCATGAAGCTCTGGGTTTCATCCCTAGTACTGAAAAGTCAAATTCGCCTTAGTAGTGTTTGCATAAAGGAGCTAAC 
TAGCTCAATGTAGACAAAAGCTTCTCATTTAATTGAAATGATGTTAGCCTATGTTATGATATAGGTGTATCATGAAATAAACTTTCTCCATGTTTGG 

GTCTACAGGCCTACAAGACTATTAAAGAAGACCAAAAAAGATATAATGAAAGAATAATGGGATTAG 
GACTGTCACCAGAAGAGAAACAGAGAAGAGCCATTGCCTCTGGTAAGGACTCCCCTATGTCTCTTCTGTGTGACT 
TGAGATTAAATAAGGGAAAGTGATTAAGGTTGAGGTGCTATGATTTGCTAATATCCTGTTGAAGTGTAACAATGTGAGATTGTAAGCTTCTAGAAAC 
TATGGTTTTACCCCATAGCAGAGAGCAGTTTCCTAAAGTATTTGATTGGCATTTTAACCTTGAGAGTAAAATTAATTATTGTGGGTACCTATCCTTT 
TTTTAATTGTTTTATTTACATTCCAAATGTTACCCCCACTTCTTGGTCCCCCCTCCAAGAGTTCTTTACCCCATACCCTCTCCCCTTTGCCTCTGAG 

U6-Rev-exon3usiro 
 

U6-Rev-left-2 
 

AGGGTGATCTTCCCCCCCCAAACTCCCCCCGTCAATCCTCCTTCTGTGGGGGCATCAGTCTCTACAGGATTAGGCACATCCTTTCCCTCTGAAGCCA 
GCCAAGGCAGTCCTCTGCTACATGAGTGCCAGGGGCCTGAGATCAGCCTATGTATGCTTTTTGGTTGGTGGCACAGTCCCTGGGAGCTTCCAGGGGT 
CCAGGTTAGTTGACACCGTTGTTCTTCCTATGGGGTTGCCATCCACTTCAGTCCTTCCCCTAACTCTTTCATTGGGGTCCCTGTGCTCAGAACAATG 
CTCACCTGTGAGTATCTGCATCTGTCTCAGTCAGCTGCTGGTAGAGCCTCTCAGAGGACAGCCATGCTAGGCTCCTGCCTGAAAGTACAACATAGCA 
TCAGTAATAGTGCTGGTGCGTGGTGCCTGCCCATGGGATGAATCCTAACCTGGGCCTGGCACTTGGTGGCCTTCCCTTCAGTCTCTGCTCCATTTTT 
GTCTTTGCATTTCTTTTAGACAGGAACCATTCTGGGTCAAGAATTTTGAAGGTAGGTTGATGTATATTTGGTGATTACTGGGAAAGATAGGAAAGCC 
ATTTTTCCAATGACTAAACCTTTTCAATCACATTAATTCCCTTGAATCTTTGGAGTTTTGAGTTGTTATAGATGTGTTTTCCTGTAGCACAAAGCTC 
TAGCCTTCTATTTGATTCAGTTGGATTTTCAAAGAGGAATACTTTAATCCTTTAATTAGGCCTATAATCTGGGTAGGCGGTTTGTATTGCTTTTCGC 
AATAATGCCTCCTTCTTCATGAACATTGTATAATAATCCCCAATTGACCTCCTAGGTGTTTCCCCTTTATGC 

 

 
 

Fig.16 TALEN and CRISPR/Cas9 design targeted for AIFM1 exon3 region 
四角で囲んだ配列は、CRISPR標的配列、太字黒または茶で示した配列は 
TALEN標的配列を示す. 大文字(緑）は、exon3を示す 
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・Platinum TALENの Target: TTTCATCCCTAGTACTG-AAAAGTCAAATTCGC-CTTAGTAGTGTTTGCATA 
 
・CRSIPR/Cas9の Target: 

 
Name  Length    Start    End    Strand    Nucleotide s equence 

 
 
GC% in 
s pacer  

Ranking    Match-s tart   Match-end 

U6-Rev-exon3mae2  23  20  42   minus    GAATTTGACTTTTCAGTACTAGG 30  100  135399601  135399625 
U6-Rev-exon3mae  23  116     138    plus  GTTAGCCTATGTTATGATATAGG 30  100  23972  23996 
U6-Rev-left2  23  288     310   minus    GTCACACAGAAGAGACATAGGGG 45  100  23800  23824 
U6-Rev-exon3us iro  23  419     441   minus    GGAAACTGCTCTCTGCTATGGGG 50  100  23669  23693 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

TALEN spacer (talen-VR-AIF-up-A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.17  AIFM1遺伝子 exon3前後 intron領域を標的にデザインした sgRNA 
と 切断活性（SURVEYOR Assay), シークエンス解析 
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AIFM1 KO by disruption of exon3 
(chicken DT40 exon 3 region) 

 
 
 
intron2 

AGACAATCGGTTCTGCAGCCCAAAGACCAAATGTATGCAGAAAGCTTCATTGCTTGCTCATGGAAAGCAATCGGTCTGCT 
GAGTCCCATCCTATCATAAGTAGAGCAGGTAGTTTTCTGAGTGCATTCCTCCTACAGCTATGTATACATCCCCAGGTGCT 
TTTTAAACTCAGGTATATCTGGGTTTGTTTGCTTTAGTTGAAAGCAGATGCCTTTTCTGAGCAAGTAGGATAGACAAAAG 
TGTGTGGGGAACAGAAGCAGAATGATGCCTTGATGCTGTAACACATACAAGGTGAATGTCTTCCTGTCTGTGTCCAG 

 
GTA TAC AAA ACA CTG AGG GAA AAC AAG GAG AGA TTC ACC AGC CGT GTC ACG ACA GTC ACT ACA 
V Y K T L R E N K E R F T S R V T T V T T 

 
3-2 Nm3 

 

3-1 3-exon 

CGG TCC CAA GAA AAG GAA TCA TCT CCT TCT G 
 

T R S Q E K E S S P underline: exon3 
 
 

GTGGGTACTTGCCTGCAGTTCTGGGTTTGGAGCTGTTTTTCGTGAGCTGCTAACTTGAGACATCCAAAACAGATAGAACG 
GAGCCTGCATGAAAACACAGTGGTAAAAGGAGGAGGGGCCCTGCTTTGGGCTGTCACCTTTTCCCAGCCTGGCAAAGAAG 
CAGTGCAGTTCCCAGCACAAAATCCTCAGTGCTGTGCCATGTCCCTGTTCCATTCAAGGAGCCTCACAGAGGGAGAAATG 
AGGACAAAGTAGCAAAGCTCTTGATAATTTCTTGCAGACTGTATGTGGACCACAGGTCACTCACTGAAGGTTAAGTGATT 
GTGCAGATCTAGCTTAGAGAAACCATTTGCTGCAGTGTGGCACTTTGAGTCGTGCATGGAGCAGGCTTCAAGAGAAGGAG 
GGTCTTAGGAAATACAGTGGGGGAGAAGGGAAGGGAGGAGAACGTATTTGGAGTGCTGTCTGCCAAAGGAGGTCCGTACA 
TGAAAAAGATCTGGTGACACACTCTGT intron3 

 
100 ①  
bp 
－    ＋ 

①   ①   ①  

－    ＋       －    ＋       －    ＋ 

①   100 

－    ＋      
bp

 

 
 
 

600bp - 
500bp - 
400bp - 

 
200bp - 

(px330：Streptococcus pyogens Cas9, 
Nm3: Neisseria meningitidis Cas9) 

 
 
 
 

surveyor nuclease assay 
 
 
 

Fig.18  AIFM1遺伝子 exon3-intron3にデザインした sgRNA シークエンス
と 切断活性（SURVEYOR Assay) 
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wtCas9+sgRNA (1, 2, 3, 4, 5ug) 

＋：Assay 済み DNA 
－：Assay前 DNA 

 
wtCas9 alone     DT40 control 

①  
100 
bp － ＋ 

①  ①  

－ ＋ － ＋ 

①  ①  ①  

－ ＋ － ＋ － ＋ 

①  ①  

－ ＋ － ＋ 
 
 
 

500bp - 
400bp - 
300bp - 
200bp - 

100bp - 

 
 
 
 
 
 
 

sequencing 結果 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Target: GTGTCACGACAGTCACTAC CGG 
 

 
Fig.19  AIFM1遺伝子 exon3内部にデザインした sgRNA シークエンス
と 切断活性（SURVEYOR Assay)とターゲット領域のシークエンス結果 
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Church’s group, Nature Biotech, 31, 833 (2013) 

 
cell type: HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) 

PPP1R12C gene 
target: AAVS1 locus PPP1R12C (protein phosphatase 1, regulatory subunit 12C)  (UCSC genome browser, GRCh37/hg19) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

aavs-s2   indel  70% 
aavs-s3, s4 indel 55-60% 
aavs-as1 indel  20% 

aavs-s2 

aavs-s3, 4 

 

 
aavs-as1 

 
 
 
 
 
 
 
 

Joung’s group, Nature Biotech, 31, 822 (2013) and Nature Biotech, 32, 279 (2014) 
 

cell type: HEK293 (Human Embryonic Kidney 293) 
target: VEGFA (vascular endothelial growth factor A) 

VEGFA gene 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

(UCSC genome browser, GRCh37/hg19) 
 
 
 

target-3 
 

target-1 indel 24% 
target-3 indel 54% 

 
target-1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.20  ENCODEデータからみた各遺伝子標的部位のゲノム構造 (continued) 
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Joung’s group, Nature Biotech, advanced online doi:10.1038/nbt.2908 (2014) 

 
cell type: HEK293& (Human Embryonic Kidney 293) 
target: FANCF (Fanconi anemia, complementation group F) 

FANCF gene 
 
 
 
 
 
 

target-2 target-1 
 
 
 

H3K29Ac 
 

DNase cluster  
 
target-1 indel 17.8% 
target-2 indel 12% 

 
 
(UCSC genome browser, GRCh37/hg19) 

 
 
 

Joung’s group, Nature Biotech, advanced online doi:10.1038/nbt.2908 (2014) 
 

cell type: HEK293& (Human Embryonic Kidney 293) 
target: RARA(retinoic acid receptor, alpha) 

RARA gene 
 
 
 
 

target 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

target indel 6.1% (UCSC genome browser, GRCh37/hg19) 

 
 
 

Joung’s group, Nature Biotech, advanced online doi:10.1038/nbt.2908  (2014) 
 

cell type: HEK293& (Human Embryonic Kidney 293) 
target: EMX1 (empty spiracles homeobox 1) 

EMX1 gene 
 
 
 

target 
 
 
 
 
 

H3K29Ac 
 

DNase cluster  
 
target indel 2.9% 

 
 
(UCSC genome browser, GRCh37/hg19) 

 
 

Fig.21  ENCODEデータからみた各遺伝子標的部位のゲノム構造 (continued) 
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AIFM1 gene 
 

 
 
 

Fig.22  ENCODEデータからみた AIFM1遺伝子 exon3周辺のゲノム構造） 
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組換えウシ 
 

カテゴリー 導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献 

 
1 α-ラクトアルブミン、ラクトフェリン、リゾチーム トランシジェニックウシの牛乳の成分を調べた 中国 

 
-   

1 

 ヒトラクトフェリン 鉄貧血を起こしたラットにトランスジェニックウシの牛乳を飲ませた 中国 -  2 

 ヒトラクトフェリン 鉄を結合させたヒトラクトフェリンをトランスジェニックウシの牛乳から 

調製して、鉄貧血を起こしたラットに与えた 
中国 体細胞核移植  3 

 ヒトラクトフェリン ＧＭウシの牛乳を新生児ブタに飲ませて腸内細菌叢を調べた 中国 -  4 

2 
ラクトフェリシン、インターフェロン α 線維芽細胞に導入。細胞は乳腺炎と口蹄疫に耐性 中国 トランスフェクション 細胞の実験 5 

 口蹄疫ウイルスの遺伝子に対する shRNA 口蹄疫に耐性のウシを作ることを目指す 中国 体細胞核移植  6 

 ウシウイルス性下痢のウイルスに対する shRNA ウイルスの複製を抑制することを目的とする 中国 トランスフォーメーション 細胞の実験 7 

 β-ディフェンシン３ 乳腺において発現させた 中国 体細胞核移植  8 

 lysostaphin ぶどう球菌の感染からウシを守ることを目指す 中国 -  9 

 インテグリン avサブユニット、ノックアウト 口蹄疫の感染効率が低下した 中国 体細胞核移植  10 

 インテグリン b6サブユニット、ダブルノックアウト 口蹄疫に耐性になった 中国 体細胞核移植  11 

 ウシラクトフェリシン、ヒトインターフェロン α インターフェロン αの発現を検出した 中国 トランスフェクション 細胞の実験 12 

 Ipri ウシ型結核菌に耐性になった 中国 体細胞核移植  13 

 FMDVに由来するカプシドをコードする領域 アデノウイルスベクターの性質を調べた 米国 アデノウイルス  14 
3 線虫 Fat1 不飽和脂肪酸の含量が増えた 中国 トランスフェクション 細胞の実験 15 

 線虫 mfat-1 組織と牛乳中で不飽和脂肪酸が大きく増えた 中国 -  16 

 線虫 fat-1 ゲノムに組み込まれ、タンパクが発現する胚を作った 中国 -  17 
4 ミオスタチン遺伝子にフレームシフトを導入 肉の量を増やす、質を良くすることを目指す 中国 トランスフェクション 細胞の実験 18 

 ミオスタチン遺伝子に対する shRNA 筋肉の量を増加させることを目指す 米国 体細胞核移植  19 

 ミオスタチン遺伝子に対するmiRNA 筋肉量が 2倍になった 中国 体細胞核移植  20 
5 ヒトラクトフェリン、ヒトラクトアルブミン α GM製品から外来遺伝子を検出できた 中国 -  21 

 β-ラクトグロブリンに対するmiRNA β-ラクトグロブリンの発現を抑制した ニュージーラ 
ンド 

-  22 

 プリオン ウシ細胞で発現させた。狂牛病にならないウシの開発を目指す 中国 トランスフェクション 細胞の実験 23 

 リパーゼ 低脂肪牛乳を作るために利用できる 中国 -  24 

 ヒトトランスフェリン 導入遺伝子が染色体に導入されたことをＦＩＳＨ法で検出した 中国 -  25 

 線虫 Fat1 3 通りにコドンを最適化して異なる触媒効率が得られた 中国 トランスフェクション 細胞の実験 26 

 プリオン遺伝子に対する shRNA プリオンの発現を抑制した 中国 トランスフェクション 細胞の実験 27 

 ヒトα-ラクトアルブミン 血液学的、血清の生化学的指標は正常の範囲内だった 中国 -  28 

 ヒトコラーゲン cDNA 胚は外来遺伝子を含んでいる 中国 体細胞核移植  29 

 ヒトラクトフェリン 導入遺伝子を蛍光定量 PCRで検出する方法を作成した 中国 -  30 

 ヒトラクトフェリン 導入遺伝子を次世代シークエンサーで調べた 中国 -  31 

 プリオン遺伝子に対する shRNA mRNA、タンパクの発現を抑制した。 中国 トランスフェクション 細胞の実験 32 

       カテゴリー      １．牛乳に抗菌性タンパクを含ませる ２．病原菌、ウイルスへの耐性付与 ３．不飽和脂肪酸を作らせる   ４．筋肉の量を増やす ５．その他     
       
 食用トランスジェニックウシ（2012 年）       

 
 

組換えヤギ 
 
カテゴリー 導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献  1 ヒトラクトフェリン マーカー１つ、２つで出生率などに差がなかった 中国 体細胞核移植  1  
 ヒトリゾチーム 高濃度のリゾチームを含むヤギミルクは腸細胞の損傷の修復を促進した ブラジル -  2  
 ヒトラクトフェリン 子孫の生殖能力、導入遺伝子発現の安定性に問題なかった 中国 -  3  
 β-ラクトグロブリンに対する shRNA 線維芽細胞中で β-ラクトグロブリンの発現を抑制した 中国 レンチウイルスベクター 細胞の実験 4  
 ヒトラクトフェリン 泌乳サイクルの期間すべてで安定に発現した 中国 -  5  
 ヒトリゾチーム ミルクを子豚に飲ませると糞便中の微生物が変わった 米国 -  6  
 ヒトラクトフェリン 細胞を正確に選抜するために二重マーカーを使用し、悪影響はなかった 中国 体細胞核移植  7  
 リパーゼ 低脂肪牛乳を作るために利用できる 中国 -  8  
 ヒトリゾチーム GM胚盤胞を作った 中国 体細胞核移植  9  
 ヤギリパーゼ F1において導入遺伝子が発現した 中国 精巣注入  10  
 ヒトラクトフェリン GM個体作成のためのドナー細胞の調製法と受容側の卵母細胞供給源の効 

果を調べた 
中国 体細胞核移植  11  

  
 ヒトラクトフェリン 組換えタンパクは天然の物と物理、化学的性質が同じだった ロシア、ベラ 

ルーシ -  12  
 ヒトラクトフェリン ミルク中の組換えタンパクの量を経時的に調べた ベラルーシ -  13  
 ヒトラクトフェリン 細胞を正確に選抜するために二重マーカーを使用し、悪影響はなかった 中国 体細胞核移植  14  
 ヤギ成長ホルモン 乳腺特異的な発現ベクターを作成した。ミルクの増産を目指す 中国 -  15  
 ヒトラクトフェリン 生殖機能に影響はなく、導入遺伝子は次世代に伝達して安定に発現した 中国 -  16  2 fat-1 脂肪組織で特異的に発現させるベクターを作り、線維芽細胞に導入した 中国 トランスフェクション 細胞の実験 17  
 ミオスタチン遺伝子に点突然変異を 

導入 ミオスタチンタンパクの発現量が減少した 中国 
 
エレクトロポーレーション 細胞の実験 

 
18  

3 インテグリン b6サブユニット遺伝子 
ダブルノックアウト 

口蹄疫に対する感染率が低かった 中国 体細胞核移植、マイクロイ 
ンジェクション  19  

  
 Toll-like receptor 2 個体に侵入したバクテリアの除去が促進された 中国 マイクロインジェクション  20  
        
 1. ミルクの改良      2. 肉の改良     3. その他      
        
 食用トランスジェニックヤギ（2012 年）       

 
 

Fig.23-1 遺伝子組換え動物の開発動向調査（2012） 
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カテゴリー 導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献 

1 SIGLEC1 遺伝子不活性化、 
CD163 遺伝子不活性化 

ブタ繁殖・呼吸障害症候群ウイルスに耐性のブタの作成を 米国 -  1 

 O型口蹄疫ウイルスの遺伝子に対 
する shRNA トランスジェニックブタの線維芽細胞はウイルスを阻害した 中国 

 
-   

2 

 古典的ブタ熱ウイルスの遺伝子に 
対する shRNA 

細胞においてウイルスの複製を阻害した 中国 トランスフォーメーション 細胞の実験 3 

 PBD-2 広い抗菌活性を持つ可能性がある 中国 体細胞核移植  4 

 インテグリン b6サブユニット遺伝子 
ダブルノックアウト 口蹄疫に対する感染率が低かった 中国 

体細胞核移植、マイクロ 
インジェクション  5 

 
 ブタ繁殖・呼吸障害症候群ウイルス 

の遺伝子に対する shRNA この疾患に耐性だった 中国 体細胞核移植   
6 

 IFITIM3 ウイルス性疾患に耐性かもしれない 中国 体細胞核移植  7 

 FUT1遺伝子に対する shRNA 腸管毒素原性大腸菌 F18に耐性かもしれない 中国 体細胞核移植  8 

 古典的ブタ熱ウイルスの遺伝子に 
対する siRNA siRNAの発現を検出した 中国 - 細胞の実験 9 

 
 口蹄疫ウイルスに対する ScFv 導入遺伝子を持つ細胞を選抜した 中国 レトロウイルス 細胞の実験 10 

2 sFat-1 導入遺伝子が F1から F2へ伝わった 中国 -  11 

 ブタ成長ホルモン F1において野生型よりも成長ホルモンの発現が多かった 中国 -  12 

 ヒトリゾチーム 糞、周辺の土壌、胃腸の微生物相を調べた 中国 -  13 

 線虫 Fat-1 筋肉と主要な組織で n-6/n-3比が下がった 中国 体細胞核移植  14 

 ブタ成長ホルモン Tet-Onシステムを利用してコンディショナルに発現させた 中国 - 細胞の実験 15 

 ブタ成長ホルモン 導入遺伝子が次世代に伝わった 中国 ナノ遺伝子キャリアー法  16 

       
カテゴリー       
１．病原菌、ウイルスへの耐性付与 2.  その他     
       
 食用トランスジェニックブタ（2012 年）     
 

導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献 

ミオスタチン、その RNAi 線維芽細胞でのミオスタチン遺伝子の発現を調べた 中国 レンチウイルスベクター 細胞の実験 1 
線虫 fat-1 CMVプロモーターを用いたときはサイレンシングを受け、 中国 体細胞核移植  2 

ミオスタチンに対する shRNA ミオスタチン遺伝子の発現が抑制された 中国 体細胞核移植  3 
ミオスタチンに対する siRNA ミオスタチンの発現を抑制した。GM桑実胚を作った。 中国 体細胞核移植  4 
ミオスタチンに対する shRNA 筋芽細胞の分化におけるミオスタチンの役割を調べた 中国 -  5 

      
食用トランスジェニックヒツジ（2012 年）     
 

組換えブタ 
 
 

目指す 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

組換えヒツジ 
 
 
 

高度なメチル化によるかもしれない 

 
 
 
 
 
 
 
 

組換えウサギ 
 

導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献 

ヒト fucosyltransferase 1 乳の分泌期間が短くなった 米国 -  1 
 
 
 

Fig.23 遺伝子組換え動物の開発動向調査（2012） 
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組換え魚 
 
カテゴリー 魚の種類 導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献 

1 アマゴ ベニザケ成長ホルモン 1 肝において脂肪酸の組成と量が変わった 日本 -  1 

 コイ 成長ホルモン ラットに食べさせて亜慢性毒性は現れなかった 中国 -  2 

 サケ 成長ホルモン 酸化的ストレスを調べた スウェーデン -  3 

 ドジョウ ドジョウ成長ホルモン トジョウレクチンプロモーターを使って成長速度を抑制した 韓国 -  4 

 コイ コイ成長ホルモン 大きくなった 韓国 -  5 

 サケ サケ成長ホルモン プロモーターと魚の系統によって成長が異なった カナダ -  6 

 コイ 成長ホルモン 子孫の間で成長にばらつきがあった 中国 -  7 

 サケ 成長ホルモン ウシ成長ホルモンを投与して成長と内分泌効果を調べた カナダ -  8 

 不明 コイインシュリン様成長因子 2b 高い生存率を持った 中国 マイクロインジェクション  9 

 サケ 成長ホルモン？ 脳の大きさと構造を調べた スウェーデン -  10 

 アマゴ 成長ホルモン１ 脳下垂体の iTRAQプロテオーム解析を行った 日本 -  11 

 ニジマス ミオスタチンノックアウト、ミオス 
タチン阻害剤 

運動の成長への効果を調べた 米国 -  12 
 
 サケ、マス、

ティラピア 
成長ホルモン Aqua Bounty社のサケは FDAの審査を受けている 米国 -  13 

 
 サケ 成長ホルモン 早熟性の雄の成熟が減少する カナダ -  14 

2 サケ 抗凍結タンパク 凍結に耐性のサケを作ることを試みた カナダ -  15 

        
カテゴリー        
１．体を大きくする ２．その他      
        
  食用トランスジェニック魚（2012年)     

 
 
 

組換えエビ・カニ 
 
導入あるいは改変遺伝子 研究内容 開発国 遺伝子改変法 備考 文献 

white spot syndrome virus env 
gene （VP28, VP19）、これらの 
融合遺伝子 

 
トランスジェニック藻は魚、エビ、カニなどに用いる 
予防薬、治療薬、餌、添加物に使える 

 
中国 

 
トランスダクション 

  
1 

      
食用トランスジェニックエビ、カニ（2012 年）     

 
導入遺伝子の説明 

1)  ラクトフェリン 母乳・涙・汗・唾液などの外分泌液中に含まれる鉄結合性の糖タン
パク質である。 ラクトフェリンは、強力な抗菌活性を持つことが知られている。鉄
を奪い去ること で、細菌の増殖を抑制する。また、グラム陰性菌の細胞膜の主要な
構成成分である リポポリサッカライドと結合することで、細胞膜構造を脆弱化し、抗
菌活性を示す。 さらに、免疫系に対する効果があることが知られている。 

 
2)  ラクトフェリシン ラクトフェリンをペプシンで分解した部分ペプチドである。細菌
の細胞壁に障害を 与えることでラクトフェリンよりも 10 倍以上強力な抗菌活性を示
す。 

 
3)  ラクトアルブミン 乳に含まれ、乳清から得られるアルブミンである。ラクトアルブ
ミンは、多くの哺 乳類の乳に含まれる。 

 
4)  リゾチーム 真正細菌の細胞壁を構成する多糖類を加水分解する酵素である。ヒトの
場合涙や鼻 汁、母乳などに含まれている。 

 
5) ミオスタチン 筋肉成長を抑制する
因子である。 

 
6) fat-1 

① -3-脂肪酸サチュラーゼという酵素を作り、① -6-脂肪酸を ① -3-脂肪酸に変える 動

物では不飽和脂肪酸を体内で合成できる量だけでは必要量を満たすことがで き

ず、摂取する必要がある。不飽和脂肪酸は主に植物や魚に含有されるが、人の食 事

では十分に摂取できていないケースがあると考えられている。動物の体内で少量 作

られる ① -6-脂肪酸を ① -3-脂肪酸に変えて、人が肉を食したときに ① -3 脂肪酸を 摂

取することを可能にするために GM 動物が作成されている例がある。 

 
 

Fig.23-3 遺伝子組換え動物の開発動向調査（2012） 
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次世代遺伝子組換え技術を用いた GM 動物 
 

1. Yu S, Luo J, Song Z, Ding F, Dai Y, Li N. Highly efficient modification of 
 

beta-lactoglobulin (BLG) gene via zinc-finger nucleases in cattle. Cell Res. (2011) 21 

(11) 1638-1640 

 
 

2. Dong Z, Ge J, Li K, Xu Z, Liang D, Li J, Li J, Jia W, Li Y, Dong X, Cao S, Wang X, Pan J, 

Zhao Q. Heritable targeted inactivation of myostatin gene in yellow catfish 

(Pelteobagrus fulvidraco) using engineered zinc finger nucleases. PLoS One (2011) 6 

(12) e28897 

 
 

3. + He, Hongbin; Wu, Jianming; Wang, Hongmei; Liu, Xiao; Liu, Wenhao; Fang, Yongzhi; 

Zhong, Jifeng. Method for knocking out bovine integrin β6 subunit gene with zinc finger 

nuclease.    Faming Zhuanli Shenqing (2012), CN 102660577 A 20120912. 

 
 

4. Liu, Xu; Wang, Yongsheng; Guo, Wenjiang; Chang, Bohao; Liu, Jun; Guo, Zekun; Quan, 

Fusheng; Zhang, Yong . Zinc-finger nickase-mediated insertion of the lysostaphin gene 

into the beta-casein locus in cloned cows . Nature Communications (2013), 4, 3565, 11 

pp 

 
 

5. Liu, Xu; Zhang, Yong; Wang, Yongsheng; Guo, Wenjiang; Quan, Fusheng. A kind of 

targeting vector for site-directed integration of Lys gene in β-casein locus and its 

constructed cell. Faming Zhuanli Shenqing (2013), CN 103215295 A 20130724. 

 
 

6. Li, Rongfeng; Li, Xueling; Zhao, Yuhang; Yun, Ting; Liang, Hao. Method for rapidly 

knocking out myostatin gene and integrating exogenous gene at specific site with zinc 

finger nuclease. Faming Zhuanli Shenqing (2013), CN 103088046 A 20130508. 

 
 

7. Liu, Mingjun; Zhang, Xuemei; Li, Wenrong; Zhang, Ning; He, Sangang; Liu, Chenxi; 

Ma, Yila. Method for knocking out ovine myostatin gene with zinc finger nuclease. 

Zhuanli Shenqing (2013), CN 103290045 A 20130911. 

 
 

8. Yu, Shengli; Luo, Junjie; Ding, Fangrong; Li, Song; Tang, Bo; Li, Ning. Method for 

knocking out bovine myostatin gene with zinc finger nucleases. Faming Zhuanli 

Shenqing (2011), CN 102260711 A 20111130. 
 
 

Fig.23-4 次世代遺伝子組換え技術を用いて作製され GM動物に関する論文 
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ProTEV Plusによる SpCas9-MBP-His6の消化 

1 2 3 4 
キレートカラムのフラクションを２つに分けて、 
ProTEV Plusの使用量を変えて消化 

 
レーン１：分子量マーカー レ
ーン 2：消化前 レーン 3：
ProTEV Plus, 750 u レーン
4：ProTEV Plus, 250 u 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Mono Sによる精製 
 

 
バッファーA： 20 mM HEPES, 1 mM TCEP, 10% グリセロール; pH 7.5 
バッファーB： 20 mM HEPES, 1 mM TCEP, 10% グリセロール, 1 M KCl ; pH 7.5 

グラジエントは 15-55%Bを緩やかにした。 

 

1  2  3  4  10 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

レーン１：分子量マーカー レーン
2：ProTEV Plus消化途中 レーン
3：消化後、カラム前 レーン 4-10：
カラムのフラクション 

 
Fig.24 human-condon optimized SpCas9: 発現と精製 
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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） 
「次世代バイオテクノロジー技術応用食品等の安全性確保に関する研究」 

分担研究報告書 
 

次世代バイオ技術を応用した生物の表現系解析と検出技術の開発 
 

研究分担者 中村公亮 国立医薬品食品衛生研究所 

 

研究要旨 

①次世代バイオ技術によるゲノム構造への影響に関する研究：次世代バイオ技術は、ゲノム

上のあらゆる場所を標的に遺伝子の挿入や欠失などの遺伝子組換え（GM）を可能とする一方

で、このような遺伝子操作によるゲノムへの影響に関する知見は充分に得られていない。そ

こで本研究では、次世代バイオ技術を用いてゲノム上の特定の場所を DNA二本鎖切断（DSB）

または様々な配列の遺伝子を導入することによる、ゲノムへの影響及びゲノム改変部位の検

知の可能性に関する解析を行った。②次世代シーケンサーを使用した新規未承認 GM作物検

知法の確立：近年、GM 技術が身近なものとなり、次世代バイオ技術のみならず従来のアグ

ロバクテリウム法やパーティクルガン法を用いて主に新興国で開発され規制外に流通した安

全性未承認 GM作物の食品への混入が社会問題となっている。そこで、多種多様な安全性未

承認 GM作物の検知法の確立を目的に、2011年に国内のパパイヤ加工食品より検出された安

全性未承認 GM パパイヤ PRSV-YK 系統の混入した食品をモデルとして次世代シーケンサー

で解読した情報を基に GM配列を解読する手法の開発を行った。 

 

A. 研究目的 

①次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響に関する研究： 

次世代バイオ技術は、ゲノム上のあらゆる場

所に変異導入や目的遺伝子の導入などの遺伝

子操作を可能とする一方で、技術の安全性を念

頭に遺伝子操作による生物への影響について

は解析が行われていない。そこで本研究では、

TALEN を利用してゲノムの特定箇所に二本鎖

切断（DSB）及び non-homologous end joining 

（NHEJ）による DSB修復、また様々な配列及

び配列長の遺伝子をゲノムの標的配列へ特異

的に導入（homologous recombination [HR]）す

ることによる、エピゲノムやゲノム構造変化並

びにその変化がもたらす近傍遺伝子の発現へ

の影響について解析を行った。 

②次世代シーケンサーを使用した新規未承認

GM作物検知法の確立： 

近年、遺伝子組換え（GM）技術が身近なも

のとなり、次世代バイオ技術のみならず従来の

アグロバクテリウム法やパーティクルガン法

を用いて主に新興国で開発され規制外に流通

した安全性未承認 GM 作物の食品への混入が

社会問題となっている。そのような GM 作物

の混入をより迅速・精確に解析し、かつ詳細な

情報を得ることが求められている。そこで、

2011 年に国内のパパイヤ加工食品より検出さ

れた未承認GMパパイヤ PRSV-YK系統をモデ

ルとして GM 配列を次世代シーケンサーより
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解読する新規な未承認 GM 解析法の確立を試

みた。 

 

B. 研究方法 

①次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響に関する研究： 

1) 培養細胞 

ニワトリ細胞は、(独)医薬基盤研究所 JCRB

細胞バンクより購入したニワトリ Bリンパ細

胞株 DT40（細胞番号:JCRB9130）及びニワト

リ肝細胞 LMH（細胞番号:JCRB0237）を用い

た。DT40細胞は、RPMI 1640 medium、0.05 mM 

2-mercaptoethonol、10% (v/v) fetal bovine serum、

5% (v/v) chicken serumを含有する培養液で

40℃、5% CO2環境下で培養を行った。LMH細

胞は、Waymouth’s MB752/1 medium, 10% (v/v) 

fetal bovine serumを含有する培養液で37℃、5% 

CO2環境下で培養を行った。 

2) 遺伝子導入と GM細胞株のクローン化 

TAL effector nuclease（TALEN）を用いて培養

細胞への GM操作を行った。TALENの標的配

列は、ニワトリ 14番染色体のグロビン遺伝子

クラスターの非コード DNA領域（120,080,385

～12,080,440）とした。TALENの DNA結合ド

メイン標的配列は、上流側には、

5’-TCTTTCATGTTCCACCTAC-3’、下流側には

5’-TAGTGATTTCCAAACACAC-3’のそれぞれ

18 bpとし、それぞれの配列を認識する TALEN

発現ベクターを細胞へ導入した。TALENによ

る DSB導入後の遺伝子挿入配列は SV40 early 

promoterと SV40 polyAシグナル制御下で発現

するカナマイシン/ネオマイシン耐性遺伝子と

immediate early promoter of CMVと Herpes 

simplex virus thymidine kinase polyAシグナル制

御下で発現する AcGFP（Aequorea coerulescens 

green fluorescent protein）遺伝子を含む全長 4.7 

kbの pAcGFP1-N1プラスミド（Clontech, CA, 

USA）とした。Targetingベクターには、導入配

列の 5’及び 3’側にニワトリゲノムの相同組換

え配列（800 bp）を組み込んだ。DT40株はエ

レクトロポレーション法（Poring pulse 1回：電

圧 175 V、パルス幅 5 ms、パルス間隔 50 ms、

減衰率 10%、Transfer pulse +極 5回-極 5回計

10回：電圧 20 V、パルス幅 50 ms、パルス間

隔 50 ms、減衰率 40%）、LMH株はリポフェク

タミン法によりプラスミドを細胞へ導入した。

標的配列への GM操作の確認は、Cel1アッセ

イ法、制限酵素 (HpyAV) 消化試験法、及び

PCR法により行った。 

導入した細胞は、G418を 2 mg/ml加え、薬

剤耐性細胞を選択的に培養し、また GFPを発

現する細胞を視覚的に選択することでクロー

ン細胞を得た。また、細胞のクローン化は、

DT40細胞は 96穴プレートを使用した限外希

釈、LMH細胞はシングルコロニーをトリプシ

ン-EDTA処理し細胞を剥離する方法により行

った。 

3) リアルタイム PCRによる遺伝子発現の定

量 

遺伝子導入の標的配列から両側 100 kb近傍

に存在する遺伝子の発現測定には、RT-リアル

タイム PCR 法を用いた。80%コンフルエント

に培養した細胞を（5～10×107個）を回収し、

全細胞から RNeasy Mini Kit（Qiagen）を用いて

total RNA を精製した。DNA は RNase-free 

DNase I（Qiagen）を用いて完全に消化させた。

500 ng の精製RNAを逆転写酵素 SuperScript II 

reverse transcriptase（Invitrogen）と oligo dT20

のプライマーを使用して 20 µlの反応液中で逆

転写反応を行い cDNA を作成した。2 µl の
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cDNAを鋳型に、exon-intron間でスプライシン

グ標的境界領域に設定したプライマー対によ

る QuantiTect SYBR® Green PCR（QIAGEN）を

用いたリアルタイム PCR 法により遺伝子発現

の定量を行った。PCR 反応液は、20 µL /well

として調製した。組成は以下のとおりである。

2×QuantiTect SYBR® Green PCR master mix 10 

µL、対象プライマー対溶液（各プライマー，

50 µmol/L）各 0.2 µLを混合し、cDNA試料液

0.5 µLを添加し滅菌蒸留水で全量 20 µLに調

製した。反応条件は、50℃で 2 分間、95℃で

10 分間加温し、その後、95℃ 15 秒、60℃ 1

分を 1 サイクルとして、50 サイクルの増幅反

応を行った。 

4) Chromosome conformation capture (3C) 解

析 

10 mL培養液に懸濁させた 1×107細胞を 2% 

(v/v)ホルムアミドでタンパク質-DNAの架橋固

定を行い、0.125 Mグリシンを添加することに

より反応を停止させた。その後、PBSで細胞を

洗浄し、細胞溶解液（10 mM Tris-HCl [pH8.0], 

10 mM NaCl, 0.2% NP-40, proteinase inhibitors 

cocktail [Nacalai, Kyoto, Japan]）を加え細胞を溶

解させた。1×制限酵素緩衝液中に 0.3%（w/v）

SDSを加え 37℃1時間インキュベーションさ

せタンパク質を変性した後、1.8%（v/v）Triton 

X-100を加えさらに 37℃1時間反応させた。次

に、400 U BglII/400 U BamHI又は 400 U MboI

を加え、DNAを37℃16時間消化させた後、65℃

20分間加熱し、制限酵素を不活化させた。反

応液は、7 mL 1xT4DNA ligase bufferと 1%（v/v）

TritonX-100に調製し、37℃1時間インキュベー

ション後、4000 U T4DNA ligaseを加え、16℃

で 4時間反応させた。反応後、proteinaseK及

び RNaseでタンパク質及び RNAをそれぞれ分

解後、フェノール・クロロホルム処理、エタノ

ール沈殿より DNAの回収・精製を行った。ゲ

ノムの構造解析には、TaqMan Chemistry法を使

用したリアルタイム PCRより定量を行った。 

 

②次世代シーケンサーを使用した新規未承認

GM作物検知法の確立： 

モデル食品には、安全性未承認 GM パパイ

ヤ PSRV-YK系統の混入したパパイヤ茶から精

製した DNAを使用した。DNAは illumina解析

用サンプル識別インデックスタグ配列を含む

アダプターをライゲーション後、アガロース電

気泳動より 400～500 bpの断片を切り出し精製

を行い、アダプターPCR によりゲノム断片を

増幅させ、Illumina Hiseq（Illumina, CA, USA）

を使用しシーケンシング解析を行った。 

 

C. 研究結果 

①次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響に関する研究： 

次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響を解析するため、ニワトリ染色体 14 番

（GenBank accession no. UCD001）の配列上に

存在するグロビン遺伝子クラスターの π グロ

ビン遺伝子と α グロビン遺伝子の間に存在す

る非コード DNA 領域（nt no. 12080385～

12080439）を標的に DSB するよう TALEN を

設計した（Fig.1）。DSBへの HRは、ニワトリ

ゲノムの DSB標的配列から両側に約 800 bpの

配列を利用して、targettingベクターの設計を行

った（Fig.1B）。Fig.2は、細胞中で発現させる

TALEN F/Rのアミノ酸配列を示す。DNA結合

ドメインは、18 の反復ドメインからなるもの

を設計し、それぞれのドメインは特定の 1塩基

への結合性を示すよう設計した。LMH 細胞株
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へ TALEN F/R発現ベクター（各 10 µg）をエレ

クトロポレーション法より導入し、DT40細胞

株へ TALEN F/R発現ベクター（各 1.6 µg）を

リポフェクタミン法より導入し、Cel1 アッセ

イで DSBを確認した（Fig.3A）。NHEJさせた

DT40細胞株は、限外希釈によりクローン化さ

せた細胞より精製した DNA を HpyAV 制限酵

素処理しクローンタイプを判別した。その結果、

クローン 1-2 番と 5-4 番はヘテロ、6-5 番はホ

モであった（Fig.3B）。HRにより作成した DT40

細胞株は限外希釈法によりクローン化し、PCR

法により、クローン 1～3 番を得た（Fig.3C）。

DSB標的配列周辺（70 kb）のゲノム構造を解

析するため、3C 解析を行った（Fig.4,5）。その

結果、CpGislet 配列（配列番号 45000）は、αD

グロビン遺伝子配列（配列番号 50200）に結合

しており、αD グロビン遺伝子配列は αA グロ

ビン遺伝子配列（配列番号 54000）と結合して

いることが示唆された。また、αD グロビン遺

伝子配列は、その上流に位置する MRE 及び

-9DHS 遺伝子配列（配列番号 26233 と 37000）

と結合していることが示された。さらに、DT40

細胞株と LMH細胞株の同ゲノム領域の 3次元

構造は極めて類似しているものであることが

示唆された。 

DSBの 100 kb近傍に存在する内在性遺伝子

（TFIIC, Loc425933, RHBDF1, MPG, ggPRX, π, 

αD, α, TMEM8, P15, Axin1）の発現量の差を、

RT-リアルタイム PCR 法により定量した結果、

αAを 1とした場合、DSB挿入した両端に存在

する π、αD、及び MPG の遺伝子発現にて 10

～100倍上昇したことを確認した。 

②次世代シーケンサーを使用した新規未承

認 GM作物検知法の確立： 

PSRV-YK 系統の混入したパパイヤ茶から精

製した DNA（226 ng/μl, A260nm/A280nm = 1.82, 

A260nm/A230nm = 2.12）は、平均 DNA鎖長 5149 bp

に 分解 され てい るこ とが 示唆 された

（Fig.7A,B）。精製した DNAは、ソニケーショ

ン（Duty cycle 10%, Intensity 5.0 Bursts per 

second 200, Duration 40 sec Mode, Frequency 

sweeping Power 23 W, Temperature 5.5～6℃）

illumina解析用サンプル識別インデックスタグ

配列を含むアダプターをライゲーション後、ア

ガロース電気泳動より 400～500 bpの断片を切

り出し精製を行った（Fig.7C）。アダプターPCR

によりゲノム断片を増幅させ、Illumina Hiseq

（Illumina, CA, USA）を使用しシーケンシング

解析を行った。その結果、シーケンス解析用イ

ンプットデータとして 37.174 Mean quality 

scoreで、4,005 Mb、38,747,994 (アダプタート

リミング後、% of ≧30 bases: 95.64%) リード

数を得た。ゲノム配列遺伝子バンク Plazaにて

提供されている全パパイヤゲノム配列（Nature, 

452, 991-996, 2008）を使用し、得られたリード

のマッピングを行った結果、マップされたリー

ド数は、全リード数の 47.5% 18,406191 であ

った。PRSV-YK系統の既知部分配列 120 bpに

ヒットするリードは一本も得られなかった。

Local Blastで、パパイヤ内在性キモパパイン遺

伝子（GenBank no.: AY803756）の contig番号

（contig_27841）を得た（Fig.8）。 

 

D. 考察 

①次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響に関する研究： 

ニワトリ 14番染色体の αグロビン遺伝子ク

ラスター(100 kb)に存在する 11 種類の遺伝子

（TFIIC, loc425933, RHBDF1, MPG1, CGTHBA, 

π, αD, αA, TMEM6/8, P15, Axin1）の発現を確認
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したところ、DT40 株と LMH 株で異なる発現

パターンを示す遺伝子は αDのみであった。3C

解析法により α グロビン遺伝子クラスターの

ゲノム構造の解析を行ったところ、αD 遺伝子

の周辺配列において両細胞間で異なるゲノム

構造様式を有していることが示唆された。また、

αD遺伝子のプロモーターは上流 1 kbに存在す

る CpG アイランドに非常に強固に結合してい

ることが明らかとなった。そこで、αD 遺伝子

のプロモーターの TATA boxと αD遺伝子の上

流に存在する πグロビン遺伝子の polyA tailの

間の配列を DSB する TALEN の設計を行い、

ゲノム構造に及ぼす影響について解析を行っ

た。Cel1 アッセイ並びに制限酵素消化試験に

より調製した TALENの特異性を確認し、標的

配列へターゲティングベクターを導入するこ

とに成功した。現在、αグロビン遺伝子クラス

ターの遺伝子発現の違いを野生型及び GM 型

で調べ、また細胞に導入する配列の長さによる

ゲノム構造並びに表現型への影響について解

析を行っている。 

 

②次世代シーケンサーを使用した新規未承

認 GM作物検知法の確立： 

加工食品中の断片化されたゲノムを illumina 

HiSeq を用いてゲノム配列を解析することに

成功した。また、得られた次世代シーケンサー

のデータは、公開されているパパイヤゲノム配

列をリファレンスとしてマッピング解析を可

能とした。しかし、パパイヤ加工食品中の GM

パパイヤの含有量が少なく、GMパパイヤ由来

の配列をアセンブルできなかった。また、パパ

イヤゲノム配列とマッピングされなかった配

列の多くが BLASTn 検索よりバクテリア由来

のものであることが示唆された。今後、次世代

シーケンサーで解析可能な GM パパイヤの食

品中の濃度を調べる予定である。 

 

E. 結論 

①次世代バイオ技術によるゲノム構造への影

響に関する研究： 

ニワトリ染色体 14番（GenBank accession no. 

UCD001）の πグロビン遺伝子と αグロビン遺

伝子の間に存在する非コード DNA領域（nt no. 

12080385～12080439）を標的に設計した

TALENを使用し、DSB の NHEJと HRを確認

した。NHEJしたクローン株については、ヘテ

ロ株 2種類とホモ株 1種類を得た。HRしたク

ローン株については、4.7 kbのインサート配列

を挿入した TG株 3種類を得た。遺伝子クラス

ター内の 100 kb間に存在する内在性遺伝子の

発現量を比較したところ、DSBを挟む形でイ

ンサートないの遺伝子発現カセットと同じ方

向の π遺伝子と αDグロビン遺伝子で 10～100

倍の発現量の上昇が見られた。また、今後、ゲ

ノム構造変化を解析するに当たり、野生株の細

胞を使用し、グロビン遺伝子クラスター周辺の

3C解析を行った。その結果、DT40細胞株及び

LMH細胞株において CpGisletと αD遺伝子間

には、5.2kbと 3.8kbのループを形成している

ことが明らかとなった。 

 

②次世代シーケンサーを使用した新規未承認

GM作物検知法の確立： 

ゲノム解析済みのDNA配列データをリファ

レンスとして、加工食品中に存在する断片化さ

れた DNAのアッセンブリを行った。モデル実

験には安全性未承認GMパパイヤ PRSV-YK系

統の混入したパパイヤ加工食品（パパイヤ茶）

を使用した。その結果、次世代シーケンスで解
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読可能なインプットデータとして 37.174 Mean 

quality scoreで、4,005 Mb、38,747,994 (アダ

プタートリミング後、% of ≧30 bases: 95.64%)

リード数を得た。今後は、導入された全配列を

迅速かつ精確に解読する方法を構築する予定

である。 
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開発、日本食品化学学会 第 19回 総

会・学術大会、名古屋、2013年 8月 

16. 中村公亮、穐山 浩、小林友子、野口秋雄、

高畠令王奈、橘田和美、橋本博之、川上浩、

近藤一成、手島玲子: 加工食品中の遺伝子

組換えジャガイモ由来DNAを高感度に検

出するための PCRプライマー設計につい

て、日本食品化学学会 第 19回 総会・

学術大会、名古屋、2013年 8月 

17. 中村公亮、穐山 浩、河野徳昭、小林友子、

吉松嘉代、真野潤一、橘田和美、大森清美、

野口秋雄、近藤一成、手島玲子: コメ加工

食品に混入した未承認遺伝子組換えコメ

由来の遺伝子コピー数の測定、日本食品化

学学会 第 19回 総会・学術大会、名古

屋、2013年 8月 

18. 真野潤一、原田美央子、波田野修子、布藤

聡、峯岸恭孝、則武寛通、飯塚太由、中村
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公亮、穐山 浩、手島玲子、高畠令王奈、

古井 聡、橘田和美：遺伝子組換え農産物

網羅的検知法の単一試験室による妥当性

確認、2013年度 AOAC International日本セ

クション年次大会、東京、2013年 6月. 

19. 真野潤一、中村公亮、近藤一成、手島玲子、

高畠令王奈、橘田和美：デジタル PCRを

利用した遺伝子組換え農産物の高精度定

量、日本食品衛生学会第 105回大会、東京、

2013年 5月. 

 

G. 知的財産権の取得状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Fig.1 TALEN
 (A)ニワトリ染色体
DSBするよう設計した。
(C)TALEN
 
 

Fig.1 TALENを使用した標的配列
ニワトリ染色体

するよう設計した。

(C)TALENの DNA

 

を使用した標的配列

ニワトリ染色体 14番(GenBank accession no. UCD001, nt no. 12080385
するよう設計した。(B)TALEN

DNA結合ドメインと

 

を使用した標的配列 DNA2本鎖切断
(GenBank accession no. UCD001, nt no. 12080385
(B)TALEN標的部位より両端

結合ドメインと FokI切断部位を示す。

 

78 

 
本鎖切断 

(GenBank accession no. UCD001, nt no. 12080385
標的部位より両端

切断部位を示す。

(GenBank accession no. UCD001, nt no. 12080385
標的部位より両端<400bp及び
切断部位を示す。 

(GenBank accession no. UCD001, nt no. 12080385～
及び>800bpの配列を示す。

～12080439)を標的に
の配列を示す。

 

を標的に

の配列を示す。



 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
Fig.2 TALEN
設計した

行シグナル、

リンカー、

 
 

Fig.2 TALENアミノ酸配列
設計した TALENのアミノ酸配列を機能ドメインに分けて示した。
行シグナル、TAL N
リンカー、FokI 

 

アミノ酸配列 
のアミノ酸配列を機能ドメインに分けて示した。

TAL N末、DNA

 

のアミノ酸配列を機能ドメインに分けて示した。

DNA結合ドメイン
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のアミノ酸配列を機能ドメインに分けて示した。

結合ドメイン(TAL-FokI Fw
のアミノ酸配列を機能ドメインに分けて示した。

FokI Fwと TAL
のアミノ酸配列を機能ドメインに分けて示した。N末→C

TAL-FokI Rv)、
→C末：V5-tag
、TALC末、

tag、核移
末、Gly-Ser

 



 

 

 
Fig.3 TALEN
ニワトリ

セイより確認した。レーン

ベクターを導入した細胞

marker; 
制限酵素（

クローン

b DNA ladder marker
C. PCRによるノックインクローン株の確認
細胞; レーン
 

Fig.3 TALENを使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成
ニワトリ LMH細胞及び
セイより確認した。レーン

ベクターを導入した細胞

marker; レーンM2, 100 b DNA ladder marker
制限酵素（HpyAV）アッセイ法によるノックアウトクローン株の確認
クローン 1-2（ヘテロ株）、クローン
b DNA ladder marker
によるノックインクローン株の確認

レーンM1, 100 b DNA ladder marker; 
 

を使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成

細胞及び DT40
セイより確認した。レーン 1, ブランク細胞（
ベクターを導入した細胞; レーン

M2, 100 b DNA ladder marker
）アッセイ法によるノックアウトクローン株の確認

（ヘテロ株）、クローン

b DNA ladder marker   +, HpyAV
によるノックインクローン株の確認

M1, 100 b DNA ladder marker; 
 

を使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成

DT40細胞を使用し、設計した
ブランク細胞（

レーン 3, TALENF/R
M2, 100 b DNA ladder marker
）アッセイ法によるノックアウトクローン株の確認

（ヘテロ株）、クローン 5-4（ヘテロ株）、クローン
+, HpyAV処理後

によるノックインクローン株の確認

M1, 100 b DNA ladder marker; 
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を使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成

細胞を使用し、設計した

ブランク細胞（OptiM培地のみ、ベクター無）
3, TALENF/Rを導入した細胞

M2, 100 b DNA ladder marker 
）アッセイ法によるノックアウトクローン株の確認

（ヘテロ株）、クローン

処理後; -, HpyAV
によるノックインクローン株の確認 レーン

M1, 100 b DNA ladder marker; レーンM2, 1 kb DNA ladder marker

を使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成

細胞を使用し、設計した TALEN
培地のみ、ベクター無）

を導入した細胞

）アッセイ法によるノックアウトクローン株の確認

（ヘテロ株）、クローン 6
, HpyAV処理前 
レーン 1～3, クローン株

M2, 1 kb DNA ladder marker

を使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成

TALENの標的配列の切断を
培地のみ、ベクター無）; 
を導入した細胞; レーンM1, 1 kb DNA ladder 

）アッセイ法によるノックアウトクローン株の確認 クローン

6-5（ホモ株）

クローン株 1～
M2, 1 kb DNA ladder marker

を使用したゲノム配列ノックアウト、ノックイン細胞株の作成 
の標的配列の切断を Cel1

; レーン 2, pmaxGFP
M1, 1 kb DNA ladder 

クローン 2-2（野生株）、
（ホモ株）  レーン

～3; レーン-, 
M2, 1 kb DNA ladder marker 

 

Cel1アッ
2, pmaxGFP

M1, 1 kb DNA ladder 

（野生株）、

レーンM: 100 

, 野生株



 

 
 
 
 

 
 
 
 
Fig.4  3C analysis
ゲノムを

示す。 
 
 

Fig.4  3C analysis（
ゲノムを BglII, BamH

 

 

（DT40細胞株）
BamHI処理し、

 

細胞株） 
処理し、3C解析に供した。染色体構造パターン解析（
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解析に供した。染色体構造パターン解析（解析に供した。染色体構造パターン解析（解析に供した。染色体構造パターン解析（解析に供した。染色体構造パターン解析（70 kb範囲）を

 

範囲）を



 

 
 
 
 

 
 
 
 
Fig.5  3C analysis
ゲノムを

示す。 
 
 
 

Fig.5  3C analysis（
ゲノムを BglII, BamH

 

 

（LMH細胞株）
BamHI処理し、

 

細胞株） 
処理し、3C解析に供した。染色体構造パターン解析（
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解析に供した。染色体構造パターン解析（解析に供した。染色体構造パターン解析（解析に供した。染色体構造パターン解析（解析に供した。染色体構造パターン解析（70 kb範囲）を

 

範囲）を



 

 
 
 
 
 

 
 
Fig.6周辺配列の遺伝子発現量の比較
TALEN
法より解析した。

 

周辺配列の遺伝子発現量の比較

TALENにより作成した
法より解析した。 
 

周辺配列の遺伝子発現量の比較

により作成した TG株の
 

 

周辺配列の遺伝子発現量の比較 
株の 100 kb内に存在する内在性遺伝子の発現パターンを
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内に存在する内在性遺伝子の発現パターンを内に存在する内在性遺伝子の発現パターンを内に存在する内在性遺伝子の発現パターンを内に存在する内在性遺伝子の発現パターンを

 

内に存在する内在性遺伝子の発現パターンを RT-PCR



 

 
 

 
 
 
 
Fig.7  パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整
A.パパイヤ加工食品（パパイヤ茶）から精製したゲノム
泳動図を示す。

B.バイオアナライザーにより解析したゲノム
C.アダプター結合させた
500 bp）
 

パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整

パパイヤ加工食品（パパイヤ茶）から精製したゲノム

泳動図を示す。 
バイオアナライザーにより解析したゲノム

アダプター結合させた

） 
 

パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整

パパイヤ加工食品（パパイヤ茶）から精製したゲノム

バイオアナライザーにより解析したゲノム

アダプター結合させた IlluminaHiseq

 

パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整

パパイヤ加工食品（パパイヤ茶）から精製したゲノム

バイオアナライザーにより解析したゲノム

IlluminaHiseqシーケンシングに供したパパイヤゲノム断片（
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パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整

パパイヤ加工食品（パパイヤ茶）から精製したゲノム

バイオアナライザーにより解析したゲノム DNAの分解度
シーケンシングに供したパパイヤゲノム断片（

パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整

パパイヤ加工食品（パパイヤ茶）から精製したゲノム DNA 

の分解度 （平均

シーケンシングに供したパパイヤゲノム断片（

パパイヤ加工食品の次世代シーケンシング解析試料調整 
 アガロース

（平均 DNA
シーケンシングに供したパパイヤゲノム断片（

アガロース（1% [w/v]

DNA鎖長 5149 bp
シーケンシングに供したパパイヤゲノム断片（

 

1% [w/v]）電気

5149 bp） 
シーケンシングに供したパパイヤゲノム断片（400～



 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.8  illuminaHiseq
Plazaにて提供されているパパイヤゲノム配列（
2008]）をリファレンスとして、パパイヤ内在性遺伝子（
マッピングした例を示す。

 
 

Fig.8  illuminaHiseq
にて提供されているパパイヤゲノム配列（

）をリファレンスとして、パパイヤ内在性遺伝子（

マッピングした例を示す。

Fig.8  illuminaHiseqで得られた配列のマッピング解析一例
にて提供されているパパイヤゲノム配列（

）をリファレンスとして、パパイヤ内在性遺伝子（

マッピングした例を示す。 

で得られた配列のマッピング解析一例

にて提供されているパパイヤゲノム配列（

）をリファレンスとして、パパイヤ内在性遺伝子（
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で得られた配列のマッピング解析一例

にて提供されているパパイヤゲノム配列（Rainbow
）をリファレンスとして、パパイヤ内在性遺伝子（

で得られた配列のマッピング解析一例 
Rainbowゲノム配列

）をリファレンスとして、パパイヤ内在性遺伝子（GenBank 
ゲノム配列[Nature, 452, 991
GenBank accession no. AY803756

[Nature, 452, 991-
accession no. AY803756

 

-996, 
accession no. AY803756）を
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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） 
「次世代バイオテクノロジー技術応用食品等の安全性確保に関する研究」 

分担研究報告書 
 

統合型遺伝子組換え食品データベース作成・次世代遺伝子組換え技術を用いた作物と
非食用組換え作物の検知技術の開発 

 

研究分担者  吉松嘉代  医薬基盤研究所 薬用植物資源研究センター 

             筑波研究部 育種生理研究室長 

研究協力者  河野徳昭  医薬基盤研究所 薬用植物資源研究センター 

             筑波研究部 主任研究員 

研究協力者  島田浩章  東京理科大学基礎工学部生物工学科 教授 

研究協力者  草野博彰  東京理科大学基礎工学部生物工学科 助教 

 

研究要旨 

遺伝子組換え（GM）植物のうち、薬用 GM植物、環境浄化用 GM植物及び食用作物を用

いた産業用 GM植物に関する情報を収集し、また、新規植物育種法（NBT：New Breeding 

Techniques）の開発状況を調査した。得られた情報を分類するカテゴリーとして、機能性食

品、経口ワクチン、食用医薬、ワクチン抗原、抗体医薬、治療薬、診断薬・試薬、環境浄化、

産業用及び NBTの 10種類を設定した。国内の状況について調査した結果、24件の情報が得

られ、その内訳は、機能性食品：7件（1件は治療薬と重複）、経口ワクチン：1件、食用医

薬：3件、ワクチン抗原：0件、抗体医薬：1件、治療薬：4件（1件は機能性食品と重複）、

診断薬・試薬：0件、環境浄化：1件、産業用（バイオ燃料）：1件、NBT：7件であった。

また、SciFinder®により、キーワード「transgenic plant」で 2013年に公表・出版された論

文等を調査した結果、83件が得られ、その内訳は、機能性食品：27件（香料に関する 10件

を含む）、経口ワクチン：4件、食用医薬：3件、ワクチン抗原：3件、抗体医薬：7件、治療

薬：19件（5件は他の項目と重複）、診断薬・試薬：3件（2件は他の項目と重複）、環境浄

化：14件（1件は治療薬と重複）、産業用：0件、NBT：9件（4件は他の項目と重複）であ

り、国別の件数は、中国：30件が最も多かった。 

 NBTは急速な発展の途上にある技術である。そこで、本分野の技術潮流を把握するため、

NBTの植物への応用例について文献調査を行った。とくに、遺伝子工学的手法による従来の

遺伝子組換え法の代替法となると考えられる、ZFN、TALEN、CRISPRの 3手法に対象を

絞った調査では、TALEN及び、CRISPRが積極的に植物へ利用されている実態が明らかに

なった。また、今年度は TALEN応用モデル植物の構築を開始する方針を固め、ホストとす

る予定であるマーカー遺伝子導入組換えイネを候補のひとつとして準備した。今後、標的コ

ンストラクトのコピー数の解析等を行い、TALENによりマーカー遺伝子の破壊等を計画し

ている。 
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A. 研究目的 

遺伝子組換え生物（genetically modified 

organism, GMO）は、植物分野においては、

経口ワクチン等の医薬品生産（薬用GM植物）

や土壌浄化等（環境浄化用 GM 植物）の目的

への利用が年々増加している。これらの新

GMO は、従来の除草剤耐性の食用植物など

の GM 植物とは異なり、基本的に非食用であ

ることから、フードチェーンへの混入は健康

被害等の重大な問題を引き起こす可能性が高

い。また、近年、植物の分子育種技術は長足

の進化を遂げており、いわゆる New Plant 

Breeding Techniques (NBT)に含まれる育種

技術のなかには、標的とする遺伝子領域に正

確に目的遺伝子を導入可能なものや、標的と

する遺伝子領域のみを正確に破壊するような

技術が開発されている。 

そこで本研究では、薬用 GM 植物、環境浄

化 GM植物、食用作物を用いた工業用 GM植

物及び新規植物育種法（NBT：New Breeding 

Techniques）の開発状況・生産実態に関する

情報を収集して整理し、食品の安全性確保の

ための基盤情報を整備する。 

また、これらの非食用 GM 植物ならびに

NBT 応用植物の食品中への混入を防止するた

めの安全性確保に有用な検知技術の確立を行

うことを目的とする。 

これまでに、厚生労働省による安全性審査

の手続きを経た遺伝子組換え食品等のうち、

遺伝子組換えトウモロコシ、大豆、じゃがい

も等については検査法が公定法として存在す

るが、中国産の未承認組換えイネの混入事例

のように、今後は未承認またはNBT応用生物

を含む未知の組換え、または遺伝子編集技術

適用作物の市場への混入がより深刻な問題と

なり得る。薬用植物資源を生産・管理する立

場にある医薬基盤研究所薬用植物資源研究セ

ンターにおいて、そのような事態に対処可能

な検知システムを開発し、未知の危険性に備

える意義は危機管理の面からも非常に大き

い。 

本研究では、NBT を用いた作物と非食用組

換え作物の食品中への混入を防止するための

安全性確保に有用な検知技術の確立を行う。

遺伝子組換え食品の安全性確保に関する研究

は既に行われているが、NBT による改変の場

合は、ゲノム中に組換えの痕跡が残らない、

または残っても非常にわずかなものであるた

め、それらを在来の PCR法で検知することは

困難と考えられる。本研究においてはそのよ

うな検出の困難な組換え体を検知のターゲッ

トとし、次世代型シーケンサー等を活用した

新規検知法の開発に取り組む点が独創的であ

る。 

 

B. 研究方法 

1. GM植物及び NBT開発状況の調査 

GM植物のうち、人あるいは牛、豚、鶏等の

家畜や動物の健康に影響を与える成分を生産

する植物を薬用 GM植物の範囲、土壌、水源、

大気中の有害物質を高蓄積する GM植物を環

境浄化用 GM植物の範囲、生分解性プラスチ

ック、バイオ燃料等の工業用途の物質を生産す

る GM植物を工業用 GM植物の範囲（但し、

食用作物のみ）とした。これら GM植物及び

NBT（図 1）に関する情報を文献データベース

（Scifinder®、検索語「transgenic plant」）、

インターネット（Google）、関連学会講演要旨

集、雑誌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。機能性食品、経口ワクチン、食用医薬、

ワクチン抗原、抗体医薬、治療薬、診断薬・試

薬、環境浄化、産業用及び NBTの 10種類を

設定した。 

 

2. NBT①ゲノム編集技術の概要 

研究方法について述べる上で基礎的な情報

として、NBT①ゲノム編集技術（図 1）の概要、

特に、ZFN、TALEN及び CRISPRの概要を

以下にまとめた。 

 

ZFN (Zinc Finger Nuclease) 
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ZFNは、DNAに結合する部位である 3個か

ら 6個の zinc(Zn) fingerと、制限酵素 FokI

のDNA切断ドメインからなる融合酵素であり、

標的 DNA配列に結合し、FokIが二量体を形

成して 2本鎖 DNAを切断する。ここで切断さ

れた二本鎖DNAが相同組換えまたは非相同末

端連結により修復される際に変異が導入され

る。ZFNは標的部位認識の特異性が高いが、

zinc fingerの部分が(GNN)nで構成される配

列を認識する傾向があるため、標的遺伝子配列

の自由度が小さい。 

 

TALEN 

Transcription activator-like effector 

nucleases (TALENs)は、植物病原細菌

Xanthomonasが持つ転写因子の DNA結合ド

メインと制限酵素 FokIの DNA切断ドメイン

の融合酵素であり、標的塩基配列を認識するタ

ンパク質のモジュールにより標的配列に結合

し、二量体を形成して二本鎖 DNAを切断し、

切断部位が相同組換えまたは非相同末端連結

により修復される際に変異が導入される。 

ZFN(Zinc Finger Nuclease)と比較して標的

塩基配列の自由度が高く、CRISPRと比較し

て、オフターゲット(off-target:標的部位以外へ

の意図しない変異の導入)が少ないとされるが、

塩基を認識するタンパク質ユニットを設計し、

コンストラクトを構築する必要がある。 

 

CRISPR/Cas9 (CRISPR) 

現在のところ、NBT①とされるものの中で

は最新の技術である。CRISPR (Clustered 

Regularly Interspaced Short Palindromic 

Repeats)/Cas (CRISPR Associated)は、細菌や

古細菌における獲得免疫の機構を利用したも

のであり、標的配列と相補的なガイド

RNA(gRNA)に誘導され、Cas9ヌクレアーゼ

が標的配列を特異的に認識し、切断する。 

標的塩基配列に対する相補的な塩基配列

(guide RNA)を破壊に用いるのでTALENより

も簡便標的を認識する部位が標的部位の一か

所のみであるため、TALENと比較して、

off-target活性が高いとされる。 

 

3. NBT①応用状況の文献調査 

NBT①はいずれも急速な発展途上にある技

術であり、検知法の開発と技術の開発、改良が

並行して進む状況である。そこで、NBT①の

植物への応用例について文献調査を行い、急速

に革新が進む本分野の技術潮流を把握するた

め、文献調査を行った、今回、NBT①と称さ

れるもののなかでも、遺伝子工学的手法を用い

従来の遺伝子組換え法の代替法となると考え

られる、ZFN、TALEN、CRISPRの 3手法に

対象を絞った。 

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

gov/pubmed)で ZFNについては、ZFN、zinc 

finger、plant、TALENについては、TALEN(s)、

TAL effector、plant、そして CRIPRについて

は CRISPR、cas9、plant、arabidopsis、

nicotiana、をキーワードとして検索を行った。 

検索結果から、まず、植物を対象として遺伝

子編集を行った論文を抽出し、リスト化した。 

次に、残る検索結果から、植物以外を対象と

したものなどを除き、NBT①各技術に関する

基礎科学的な知見を記した論文や、総説等を合

わせてリスト化した。また、上記の 2リストに

ついて、発表年別に集計し、グラフ化した。 

 

4. NBT応用モデル植物の作製基盤整備 

NBT①を植物へ応用し、モデルを作製する

ことにより、今後の NBT①応用植物の検知法

等の開発の基盤整備を行うため、下記の 2つの

アプローチ手法を計画した。 

 

ケース 1. NBT①応用植物（モデル）を作成す

る 

step 1. NBT①を適用する植物を作成・入手

する 

step 2.マーカー遺伝子を NBT①により破壊

する 
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step 3. 作成した NBT①応用植物を解析に

利用する 

 

ケース 2. NBT①応用植物を入手し、解析する 

step 1. NBT応用植物を入手する 

step 2. 入手した NBT応用植物を解析に利

用する 

 

まず、上記のケース 1を実施するため、表現

形質で NBT①による遺伝子変異の導入の確認

を容易にするため、マーカー遺伝子を従来法の

遺伝子導入法で導入した組換え体イネを作出

または入手する。同時に、TALEN技術の習得

を進め、同技術を用いて、作出または入手した

マーカー遺伝子（たとえばβ-glucuronidase：

GUS）を発現するイネ組換え体を材料として、

マーカー遺伝子を破壊するモデル実験を行う。 

ケース 2の実施については、TALENの技術

を適用したイネ遺伝子変異体のうち、TALEN

のコンストラクトが残存し機能するものを入

手し、これを用いてカルス培養時に TALENに

より生じる遺伝子変異の各種性状について情

報の収集を行う。現在、被譲渡可能な TALEN

応用植物について、国内の NBTの関連研究者

らと情報交換、調整を進めているところである。 

 

C. 研究結果 

1. GM植物及び NBT開発状況の調査 

国内の状況について、第 31回日本植物細胞

分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演

要旨集で調査した結果、24件の情報が得られ、

その内訳は、機能性食品：7件（1件は治療薬

と重複）、経口ワクチン：1 件、食用医薬：3

件、ワクチン抗原：0件、抗体医薬：1件、治

療薬：4 件（1 件は機能性食品と重複）、診断

薬・試薬：0件、環境浄化：1件、産業用（バ

イオ燃料）：1 件、NBT：7 件であり、日本に

おいて NBTに関連した研究・開発が増えてい

ることが判明した（表 1-3）。 

また、 SciFinder®により、キーワード

「transgenic plant」で 2013年に公表・出版

された論文等を調査した結果、83件が得られ、

その内訳は、機能性食品：27 件（香料に関す

る 10件を含む）、経口ワクチン：4件、食用医

薬：3 件、ワクチン抗原：3 件、抗体医薬：7

件、治療薬：19 件（5 件は他の項目と重複）、

診断薬・試薬：3件（2件は他の項目と重複）、

環境浄化：14件（1件は治療薬と重複）、産業

用：0件、NBT：9件（4件は他の項目と重複）

であり、特に機能性食品、治療薬及び環境浄化

の件数が多かった。また、2013 年の国別の件

数は、中国：30件が最も多かった（表 4-10）。 

 

2. NBT①応用状況の文献調査 

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

gov/pubmed)で各 NBT①について検索し、検

索結果について、基礎技術に関する論文や総説

を除き、植物に NBT①を適用した論文のみを

抽出した（表 11-13）。その他の基礎技術に関

する論文や総説については、表 14-16にまとめ

た。また、年度別の論文数推移について、全体

の総数の推移と、植物への実施数のそれぞれを

グラフ化した（図 2、図 3）。 

これらの NBT①適用植物リストおよびグラ

フから、伺える NBTの利用動向は下記のとお

りである。（論文数は 2014年 3月 5日現在の

もの。） 

ZFN の植物への応用について、キーワー

ド：ZFN、zinc finger nuclease、plantで検索

したところ、適用植物：シロイヌナズナ、タバ

コ、トウモロコシ、大豆の 4 種、12 報の報告

が認められた。ZFN の適用範囲はモデル植物

が中心であり、応用例はマメ科にとどまってい

る。 

TALENの植物への応用について、キーワー

ド：TALEN(s)、TAL effector、plantで検索し

たところ、シロイヌナズナ、イネ、タバコ (N. 

tabacum)、トウモロコシ、Brassica oleracea

（アブラナ科）、Brachypodium（イネ科、セ

ルロースバイオマス増産研究のモデル植物と

して期待される）、大麦の 7種、11報の報告が

認められた。TALENは 2010年からモデル植
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物をはじめ、実用作物である穀類へと広く適用

されている。 

CRISPR/Cas の植物への応用について、キ

ーワード：CRISPR, cas9, plant, arabidopsis, 

nicotiana、で検索したところ、シロイヌナズ

ナ、イネ、タバコ(N. tabacum)、Nicotiana 

benthamiana、小麦、ソルガム、トウモロコ

シ、ゼニゴケの 8 種、14 報の報告が認められ

た。CRISPR の植物への応用は 2013 年に

Nature Biotechnologyに 3報が同時に報告さ

れたのを皮切りに、論文数が急速に増加してお

り、短期間に 8種（ゼニゴケを含む）の植物に

適用されていることは注目すべき点である。 

研究が実施された国別でみると、NBT①研

究に注力しているミネソタ大の Voytasらのグ

ループが活動する米国の報告数が多く、中国、

とくに Chinese Academy of Sciencesからの

報告数が多い。今後、中国の動向については注

意して見守る必要があると考えられる。 

上記の適用例数は、ZFN は標的部位の設計

に塩基配列の制限がある、TALENは標的部位

の配列の自由度は高いがタンパク質で塩基配

列を認識するためコンストラクトの設計が煩

雑、CRISPR は標的部位の自由度が高く、標

的部位に相補的な塩基配列 (guide DNA, 

gRNA)の設計のみが必要とされるといった各

NBT の技術的特徴、とくに、いかに簡便であ

るかをよく反映していると考えられ、技術的に

簡便な CRISPR が急速に適用例を増やしてい

る実態が明らかになった。 

ただし、現在のところ、CRISPRは TALEN

と比較して特異的認識部位（標的配列）が一か

所であるため、off-target活性が高いとされ、

TALEN と CRISPR のどちらが優れているか

は、操作の簡便さのみではなく、標的配列特異

性などを詳細に検討する必要があると考えら

れる。 

 

3. （ケース 1）NBTモデル植物作出のため

の基盤整備 

NBT①文献調査の結果等をふまえ、本研究

においては、まず TALENを利用した遺伝子編

集を実際に試行することとした。 

NBT①を適用したモデル植物を作成する上

で、ホストとなる植物は、NBT①による遺伝

子破壊・変異の効果が目視等簡便な方法で確認

できるようにGUS等のマーカー遺伝子を有し

ていることが望ましい。 

そこで、今年度は本研究の研究協力者である、

東京理科大学基礎工学部生物工学科 島田浩

章教授より、同教授らの作出した、GUS 遺伝

子に OsMacI 遺伝子の 5'非翻訳領域を付加し

た、β-glucuronidase (GUS)タンパク質を高効

率に発現する UTRc::GUS rice (Ref.1)の種子

の譲渡を受けた。 

UTRc::GUS riceに導入されているマーカー

遺伝子(GUS)の発現コンストラクト（図 4）を

構成する遺伝子群は下記のとおりである。 

・イネ (Oryza sativa)由来 UTRc（OsMacI遺

伝子 5’非翻訳領域） 

・カリフラワーモザイクウイルス(CaMV)由来

35Sプロモーター(35S-Pro) 

・ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム (Rhizobium 

radiobactor)由来ノパリン合成酵素遺伝子

プロモーター(NOS-Pro) 

・ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム (Rhizobium 

radiobactor)由来ノパリン合成酵素遺伝子

ターミネーター(NOS-ter) 

・大腸菌(E. coli)由来ハイグロマイシン耐性遺

伝子   (HPT) 

・大腸菌(E. coli)由来カナマイシン耐性遺伝子   

(NPT II) 

・ ア グ ロ バ ク テ リ ウ ム (Rhizobium 

radiobactor)由来 T-DNA境界配列(LB, RB) 

今後、UTRc::GUS riceをホストとして、本

コンストラクト中のGUS遺伝子を標的として

TALENのモジュールを設計し、二本鎖切断に

よる変異導入の形態及び効率等の解析を計画

している。 

なお、この遺伝子組換え体は導入コンストラ

クトのコピー数が確定していない。TALEN導
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入のためのホストとしては、標的のコンストラ

クトは 1 コピーであることが望ましいため、

realtime-PCR 法等でコピー数の確認ののち、

TALEN 応用モデル植物構築に使用する予定

である。 

 

4. （ケース 2）TALEN応用植物の導入につ

いての検討 

上記の UTRc::GUS riceに加え、本研究にお

いては、農業生物資源研究所農業生物先端ゲノ

ム研究センターゲノム機能改変研究ユニット 

土岐精一ユニット長より、TALEN を適用し、

WAXY 遺伝子（イントロン）に変異を導入し

たイネ TALEN コンストラクトを有する組換

え体について譲渡を受けることも検討してい

る。 

本組換え体については TALEN コンストラ

クトがゲノムに挿入されているため、カルスで

培養を行った際の、培養期間、培養条件に応じ

た二本鎖切断（Double Strand Break, DSB)

の発生形態、頻度の解析に用いることができる

見込みである。 

 

5. TALENコンストラクト構築技術の習得 

TALENの技術習得のため、2014年 3月 26

日～28 日に広島大学で開催される「ゲノム編

集コンソーシアム」（主宰：広島大学理学研究

科数理分子生命理学専攻分子遺伝学研究室山

本卓教授）主催の第７回人工ヌクレアーゼ作製

講習会（Platinum TALENの作製）に参加す

る予定である。 

 

D. 考察 

国内の GM植物及び NBT研究・開発状況に

ついて調査した結果、24 件の情報が得られ、

そのうち、機能性食品：7件、NBT：7件であ

り、日本において NBTに関連した研究・開発

が増えていることが判明した。また、

SciFinder®により、キーワード「transgenic 

plant」で調査した結果、83件が得られ、その

うち、機能性食品：27件、治療薬：19件、環

境浄化：14 件が多かったが、NBT：9 件であ

り、本キーワードでは NBTに関する情報の取

得が難しいことが伺えた。 

そこで今年度は、NBT①ゲノム編集に着目

し、その植物分野への応用の状況について論文

の調査を行ったところ、同技術が積極的に植物

へ利用されはじめている実態が明らかになっ

た。特に TALEN及び CRISPRの植物への使

用が急速に進んでいることが判明し、本研究に

おいては両技術の動向を注視すべきと考えら

れる。 

遺伝子編集技術分野の技術革新は急速に進

んでおり、今後、いずれの技術が主流となるの

か、現在のところ未知である。また、今後出現

するであろう新技術についても注意深く情報

収集を続ける必要があると考えられる。 

本研究においては、NBT①ゲノム編集技術

を利用して作出された組換え体をモデルとし

て入手または、作出することにより、検知法開

発等に関する種々のモデル実験系の構築が可

能になり、組換え植物の食品への混入検知法の

開発等、厚生労働行政に貢献する研究成果が挙

げられると考えられる。 
 

E. 結論 

GM植物及び NBT研究・開発状況について

調査した結果、国内では NBTに関する研究が

徐々に増えている実態が明らかになった。今年

度は、TALENや CRISPR/Cas9といったNBT

のうちゲノム編集技術の植物分野への応用の

状況について論文の調査を行い、特に TALEN

と CRISPR が積極的に植物へ利用されている

実態が明らかになった。なかでも、CRISPR

の植物への利用の急伸は特筆に値する。 

また、今年度は TALEN応用モデル植物の構

築から試行を開始する方針を固め、ホストとす

る予定であるマーカー遺伝子導入組換え体

UTRc::GUS riceを候補のひとつとして準備し

た。今後、標的コンストラクトのコピー数の解

析等を行い、TALENによりマーカー遺伝子の

破壊等を試み、遺伝子の破壊形態等の解析に用
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いる予定である。 
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【資料】 

 

図 1. New Plant Breeding Techniques (NBT) 

 
 
 

表 1. 国内での NBT研究・開発状況 
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表 2. 国内での GM植物（機能性食品）研究・開発状況 

 
 
 

表 3. 国内での GM植物（経口ワクチン、食用医薬、抗体医薬、治療薬、環境浄化、バイオ
燃料）研究・開発状況 

 
 
 

  

区分  作物 

 

演題  研究・開発機関  

経口ワクチン  イネ  

佐生愛，重光隆成，齊藤雄飛，田中愛実，森田重 
人，佐藤茂，増村威宏：経口ワクチン用キャリアーを目指したイネ種子PB-Iの特定部位への外来タン
パク質局在化と消化酵素耐性に関する研究 ，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シン
ポジウム講演要旨集1Ca-12，p.146，2013年9月．  

日本・京都府大院・生命環境，京都農
技セ・生資セ 

 

食用医薬  イネ  
菊田桃香，佐生愛，重光隆成，森田重人，佐藤茂，増村威宏：抗菌タンパク質を発現するイ ネに関す
る研究，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集1Ca-13，p.147，
2013年9月．  

日本・京都府立大学院・生命環境，京
都府立大学・ 生命環境学部，京都農
技セ・生資セ 

 

食用医薬  

ダイズ（主要な貯蔵タンパ
ク質である7S及び11Sグロ
ブリンを欠失した変異ダイ
ズ系統JQ）  

寺川輝彦，長谷川久和，瓦林毅，島田康，丸山伸之，石本政男，東海林幹夫：アルツハイマー病エピ
トープ融合タンパク質のダイズへの高蓄積化と予防効果，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札
幌）大会・シンポジウム講演要旨集1Cp-01，p.149，2013年9月．  

日本・北興化学・開発研，弘前大院・医，
京都大院・農・生物研  

食用医薬  イネ  
赤間 一仁，後藤春樹，越智ありさ，二川健：廃用性筋萎縮の予防と治療を目的とした健康機能性米
の開 発，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集1Cp-02，p.150，
2013年9月．  

日本・島根大・生資，徳島大・生体栄養 

抗体医薬  タバコ  
永利友佳里，池田美穂，高木優：シロイヌナズナ AtIBH1遺伝子を用いた植物工場適性植物の開発，
第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集P-68，p.310，2013年9月． 

日本・産総研・バイオプロセス，埼玉大
学・環境科学  

治療薬  ハナビシソウ  
○山田 泰之，本村幸也，島田友恵，小倉康平，吉本忠司，加藤伸彦，小山知嗣，佐藤文彦：イソキノ
リンアルカロイド生  合成系を制御する転写因子 CjWRKY1 の機能解析 
第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集1Aa-09，p.87，2013年9月．

日本・京大院・生命科学，サ ントリー
生科財団・生有研  

治療薬  イネ  
高岩文雄，工藤恭子，太田賢，楊麗軍，若佐雄也：ヒト IL-7のイネ種子胚乳中での産生によって誘導
される小胞体ストレス，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集
2Aa-10，p.200，2013年9月．  

日本・農業生物資源研・組換えセン
ター・機能性作物  

治療薬  イネ  
藤原義博，高岩文雄，楊麗軍，関川賢二：組換えイネによるサイトカイン(IL-4, IL-6)の発現と精製：第
３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集P-91，p.332，2013年9月．  

日本・ プリベンテック，農業生物資源
研 

 

環境浄化  タバコ（BY-2培養細胞）  
増山文博，保倉明子，阿部知子，平野智也，寺田靖子，佐野 俊夫：放射光蛍光 X 線分析によるタバ
コ BY-2培養細胞 におけるCd 蓄積機構の解明，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シ
ンポジウム講演要旨集P-75，p.317，2013年9月．  

日本・東京電機大学・院・工学研，理
研・イノベーションセン ター，理研・仁
科センター，JASRI，法政大学・生命科
学・ 生命機能学科  

バイオ燃料  イネ  
古川佳世子，濁川睦，園木和典，伊藤 幸博：老化誘導プロモーターとセル ラーゼを用いた高糖化性
イネ の開発，第３1回日本植物細胞分子生物学会（札幌）大会・シンポジウム講演要旨集1Cp-07，p.
155，2013年9月．  

日本・東北大・ 農，弘前大・農学生命  
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表 4. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状況
（NBT、試薬、治療薬） 

 
 
 

表 5. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状況
（環境浄化、治療薬） 
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表 6. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状況
（機能性食品その 1） 

 
 
 
表 7. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状況

（機能性食品その 2） 
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表 8. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状況
（経口ワクチン、食用医薬、ワクチン抗原） 

 
 

 
表 9. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状況

（抗体医薬、試薬、治療薬） 
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表 10. 2013年の薬用、環境浄化用、工業用（食用作物）GM植物及び NBT研究・開発状
況（治療薬） 
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表11. NBT①応用植物に関する文献調査結果(ZFN) 

 
 
 
 
 
  

keywords: ZFN/zinc finger nuclease/plant
ID Year Applied plant species Affiliation, country

1 2013 soybean University of Minnesota, MN, USA
PMID:23996306 Targeted mutagenesis for functional analysis of gene duplication in legumes.

Curtin SJ, Anderson JE, Starker CG, Baltes NJ, Mani D, Voytas DF, Stupar RM.
Methods Mol Biol. 2013;1069:25-42. doi: 10.1007/978-1-62703-613-9_3.

2 2013 Arabidopsis thaliana University of Minnesota, MN, USA
PMID:23979943

Qi Y, Li X, Zhang Y, Starker CG, Baltes NJ, Zhang F, Sander JD, Reyon D, Joung JK, Voytas DF.
G3 (Bethesda). 2013 Oct 3;3(10):1707-15. doi: 10.1534/g3.113.006270.

3 2013 Arabidopsis  University of Minnesota, MN, USA
PMID:23282329

Qi Y, Zhang Y, Zhang F, Baller JA, Cleland SC, Ryu Y, Starker CG, Voytas DF.
Genome Res. 2013 Mar;23(3):547-54. doi: 10.1101/gr.145557.112. Epub 2013 Jan 2.

4 2013 Arabidopsis  Leiden University, Leiden, The Netherlands
PMID:23279135

de Pater S, Pinas JE, Hooykaas PJ, van der Zaal BJ.
Plant Biotechnol J. 2013 May;11(4):510-5. doi: 10.1111/pbi.12040. Epub 2012 Dec 28.

5 2011 soybean University of Minnesota, MN, USA
PMID:21464476 Targeted mutagenesis of duplicated genes in soybean with zinc-finger nucleases.

Plant Physiol. 2011 Jun;156(2):466-73. doi: 10.1104/pp.111.172981. Epub 2011 Apr 4.
6 2011 Nicotiana tabacum King Abdullah University of Science and Technology, Kingdom of Saudi Arabia

PMID:21262818

Mahfouz MM, Li L, Shamimuzzaman M, Wibowo A, Fang X, Zhu JK.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2011 Feb 8;108(6):2623-8. doi: 10.1073/pnas.1019533108. Epub 2011 Jan 24.

7 2011 Arabidopsis University of Minnesota, MN, USA
PMID:21181530 Targeted mutagenesis in Arabidopsis using zinc-finger nucleases.

Zhang F, Voytas DF.
Methods Mol Biol. 2011;701:167-77. doi: 10.1007/978-1-61737-957-4_9.

8 2010 Arabidopsis thaliana University of Minnesota, MN, USA
PMID:20508152 High frequency targeted mutagenesis in Arabidopsis thaliana using zinc finger nucleases.

9 2010 Arabidopsis NIAS, Tsukuba, Japan
PMID:20508151 Site-directed mutagenesis in Arabidopsis using custom-designed zinc finger nucleases.

Osakabe K, Osakabe Y, Toki S.

10 2009 Arabidopsis Leiden University, Leiden, The Netherlands
PMID:19754840

de Pater S, Neuteboom LW, Pinas JE, Hooykaas PJ, van der Zaal BJ.
Plant Biotechnol J. 2009 Oct;7(8):821-35. doi: 10.1111/j.1467-7652.2009.00446.x.

11 2009 Zea mays Dow AgroSciences, IN, USA
PMID:19404259 Precise genome modification in the crop species Zea mays using zinc-finger nucleases.

Nature. 2009 May 21;459(7245):437-41. doi: 10.1038/nature07992. Epub 2009 Apr 29.
12 2005 Arabidopsis University of Utah, UT, USA

PMID:15677315 Targeted mutagenesis using zinc-finger nucleases in Arabidopsis.
Lloyd A, Plaisier CL, Carroll D, Drews GN.
Proc Natl Acad Sci U S A. 2005 Feb 8;102(6):2232-7. Epub 2005 Jan 26.

Increasing frequencies of site-specific mutagenesis and gene targeting in Arabidopsis by manipulating DNA repair pathways.

ZFN-mediated gene targeting of the Arabidopsis protoporphyrinogen oxidase gene through Agrobacterium-mediated floral dip
transformation.

Curtin SJ, Zhang F, Sander JD, Haun WJ, Starker C, Baltes NJ, Reyon D, Dahlborg EJ, Goodwin MJ, Coffman AP, Dobbs D,
Joung JK, Voytas DF, Stupar RM.

Description
Details

Shukla VK, Doyon Y, Miller JC, DeKelver RC, Moehle EA, Worden SE, Mitchell JC, Arnold NL, Gopalan S, Meng X, Choi VM,
Rock JM, Wu YY, Katibah GE, Zhifang G, McCaskill D, Simpson MA, Blakeslee B, Greenwalt SA, Butler HJ, Hinkley SJ,
Zhang L, et al.

Identifiers Title

Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Jun 29;107(26):12028-33. doi: 10.1073/pnas.0914991107. Epub 2010 May 27.

Proc Natl Acad Sci U S A. 2010 Jun 29;107(26):12034-9. doi: 10.1073/pnas.1000234107. Epub 2010 May 27.

Targeted deletion and inversion of tandemly arrayed genes in Arabidopsis thaliana using zinc finger nucleases.

De novo-engineered transcription activator-like effector (TALE) hybrid nuclease with novel DNA binding specificity creates
double-strand breaks.

Zhang F, Maeder ML, Unger-Wallace E, Hoshaw JP, Reyon D, Christian M, Li X, Pierick CJ, Dobbs D, Peterson T, Joung JK,
Voytas DF.

ZFN-induced mutagenesis and gene-targeting in Arabidopsis through Agrobacterium-mediated floral dip transformation.



101 
 

表12. NBT①応用植物に関する文献調査結果(TALEN) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

keywords: TALEN(s)/TAL effector/plant
ID Year Applied plant species Affiliation, country

1 2014 Zea mays Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
PMID:24576457 Targeted Mutagenesis in Zea mays Using TALENs and the CRISPR/Cas System.

Liang Z, Zhang K, Chen K, Gao C.
J Genet Genomics. 2014 Feb 20;41(2):63-8. doi: 10.1016/j.jgg.2013.12.001. Epub 2013 Dec 14.

2 2014 rice Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
PMID:24556552 An efficient TALEN mutagenesis system in rice.

Chen K, Shan Q, Gao C.
Methods. 2014 Feb 17. doi:pii: S1046-2023(14)00043-7.  10.1016/j.ymeth.2014.02.013. [Epub ahead of print]

3 2013 Arabidopsis thaliana University of Minnesota, MN, USA
PMID:23979944 Targeted mutagenesis of Arabidopsis thaliana using engineered TAL effector nucleases.

Christian M, Qi Y, Zhang Y, Voytas DF.
G3 (Bethesda). 2013 Oct 3;3(10):1697-705. doi: 10.1534/g3.113.007104.

4 2013 Brassica oleracea Southwest University, Chongqing, China
PMID:23870552

Sun Z, Li N, Huang G, Xu J, Pan Y, Wang Z, Tang Q, Song M, Wang X.
J Integr Plant Biol. 2013 Nov;55(11):1092-103. doi: 10.1111/jipb.12091. Epub 2013 Sep 18.

5 2013 barley Aarhus University, Slagelse, Denmark
PMID:23689819

Wendt T, Holm PB, Starker CG, Christian M, Voytas DF, Brinch-Pedersen H, Holme IB.
Plant Mol Biol. 2013 Oct;83(3):279-85. doi: 10.1007/s11103-013-0078-4. Epub 2013 May 21.

6 2013 rice Iowa State University, IA, USA.
PMID:23430045

Li T, Huang S, Zhou J, Yang B.
Mol Plant. 2013 May;6(3):781-9. doi: 10.1093/mp/sst034. Epub 2013 Feb 21.

7 2013 Brachypodium Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
PMID:23288864 Rapid and efficient gene modification in rice and Brachypodium using TALENs.

Shan Q, Wang Y, Chen K, Liang Z, Li J, Zhang Y, Zhang K, Liu J, Voytas DF, Zheng X, Zhang Y, Gao C.
Mol Plant. 2013 Jul;6(4):1365-8. doi: 10.1093/mp/sss162. Epub 2013 Jan 2. 

8 2013 Nicotiana tabacum University of Electronic Science and Technology of China, Chendu, China
PMID:23124327 Transcription activator-like effector nucleases enable efficient plant genome engineering.

Zhang Y, Zhang F, Li X, Baller JA, Qi Y, Starker CG, Bogdanove AJ, Voytas DF.
Plant Physiol. 2013 Jan;161(1):20-7. doi: 10.1104/pp.112.205179. Epub 2012 Nov 2.

9 2012 rice Colorado State University, CO, USA
PMID:23078195

Verdier V, Triplett LR, Hummel AW, Corral R, Cernadas RA, Schmidt CL, Bogdanove AJ, Leach JE.
New Phytol. 2012 Dec;196(4):1197-207. doi: 10.1111/j.1469-8137.2012.04367.x. Epub 2012 Oct 18.

10 2012 rice Iowa State University, IA, USA.
PMID:22565958 High-efficiency TALEN-based gene editing produces disease-resistant rice.

Li T, Liu B, Spalding MH, Weeks DP, Yang B.
Nat Biotechnol. 2012 May 7;30(5):390-2. doi: 10.1038/nbt.2199. 

11 2011 Arabidopsis University of Minnesota, MN, USA
PMID:21493687 Efficient design and assembly of custom TALEN and other TAL effector-based constructs for DNA targeting.

Nucleic Acids Res. 2011 Jul;39(12):e82. doi: 10.1093/nar/gkr218. Epub 2011 Apr 14. 
2014: data of 2014/1/1~3/5

Site-specific gene targeting using transcription activator-like effector (TALE)-based nuclease in Brassica oleracea.

TAL effector nucleases induce mutations at a pre-selected location in the genome of primary barley transformants.

Identifiers Title
Description
Details

Transcription activator-like (TAL) effectors targeting OsSWEET genes enhance virulence on diverse rice (Oryza sativa)
varieties when expressed individually in a TAL effector-deficient strain of Xanthomonas oryzae.

Designer TAL effectors induce disease susceptibility and resistance to Xanthomonas oryzae pv. oryzae in rice.

Cermak T, Doyle EL, Christian M, Wang L, Zhang Y, Schmidt C, Baller JA, Somia NV, Bogdanove AJ, Voytas DF.
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表13. NBT①応用植物に関する文献調査結果(CRISPR) 

 

 
 

keywords: CRISPR/cas9/plant/arabidopsis/nicotiana
ID Year Applied plant species Affiliation, country

1 2014 Zea mays Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
PMID:24576457 Targeted Mutagenesis in Zea mays Using TALENs and the CRISPR/Cas System.

Liang Z, Zhang K, Chen K, Gao C.
J Genet Genomics. 2014 Feb 20;41(2):63-8. doi: 10.1016/j.jgg.2013.12.001. Epub 2013 Dec 14.

2 2014 Arabidopsis Chinese Academy of Sciences, Shanghai, China
PMID:24550464

Proc Natl Acad Sci U S A. 2014 Feb 18. [Epub ahead of print]
3 2014 Liverwort Kyoto University, Kyoto, Japan

PMID:24443494 CRISPR/Cas9-Mediated Targeted Mutagenesis in the Liverwort Marchantia polymorpha L.
Sugano SS, Shirakawa M, Takagi J, Matsuda Y, Shimada T, Hara-Nishimura I, Kohchi T.
Plant Cell Physiol. 2014 Feb 20. [Epub ahead of print]

4 2013 crop Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
PMID:24277082 Targeted genome modification technologies and their applications in crop improvements.

Chen K, Gao C.
Plant Cell Rep. 2013 Nov 24. [Epub ahead of print]

5 2013 wheat Government of India, Punjab, India
PMID:24122057 RNA-guided genome editing for target gene mutations in wheat.

Upadhyay SK, Kumar J, Alok A, Tuli R.
G3 (Bethesda). 2013 Dec 9;3(12):2233-8. doi: 10.1534/g3.113.008847.

6 2013 model and crop plants The Sainsbury Laboratory, Norwich, UK
PMID:24112467 

Belhaj K, Chaparro-Garcia A, Kamoun S, Nekrasov V.
Plant Methods. 2013 Oct 11;9(1):39. doi: 10.1186/1746-4811-9-39.

7 2013 rice Peking University, Beijing, China
PMID:23999856 Targeted mutagenesis in rice using CRISPR-Cas system.

Miao J, Guo D, Zhang J, Huang Q, Qin G, Zhang X, Wan J, Gu H, Qu LJ.
Cell Res. 2013 Oct;23(10):1233-6. doi: 10.1038/cr.2013.123. Epub 2013 Sep 3. 

8 2013 Arabidopsis, tobacco, sorghum, riceIowa State University, IA, USA.
PMID:23999092

Jiang W, Zhou H, Bi H, Fromm M, Yang B, Weeks DP.
Nucleic Acids Res. 2013 Nov 1;41(20):e188. doi: 10.1093/nar/gkt780. Epub 2013 Sep 2.

9 2013 (plant) Chinese Academy of Sciences, Shanghai, China
PMID:23963532 Application of the CRISPR-Cas system for efficient genome engineering in plants.

Mao Y, Zhang H, Xu N, Zhang B, Gou F, Zhu JK.
Mol Plant. 2013 Nov;6(6):2008-11. doi: 10.1093/mp/sst121. Epub 2013 Aug 22. 

10 2013 rice Pennsylvania State University, PA, USA
PMID:23956122 RNA-guided genome editing in plants using a CRISPR-Cas system.

Xie K, Yang Y.
Mol Plant. 2013 Nov;6(6):1975-83. doi: 10.1093/mp/sst119. Epub 2013 Aug 17.

11 2013 Arabidopsis, rice Chinese Academy of Sciences, Shanghai, China
PMID:23958582 Efficient genome editing in plants using a CRISPR/Cas system.

Feng Z, Zhang B, Ding W, Liu X, Yang DL, Wei P, Cao F, Zhu S, Zhang F, Mao Y, Zhu JK.
Cell Res. 2013 Oct;23(10):1229-32. doi: 10.1038/cr.2013.114. Epub 2013 Aug 20. 

12 2013 crop plants Chinese Academy of Sciences, Beijing, China
PMID:23929338 Targeted genome modification of crop plants using a CRISPR-Cas system.

Shan Q, Wang Y, Li J, Zhang Y, Chen K, Liang Z, Zhang K, Liu J, Xi JJ, Qiu JL, Gao C.
Nat Biotechnol. 2013 Aug;31(8):686-8. doi: 10.1038/nbt.2650. 

13 2013 Nicotiana benthamiana The Sainsbury Laboratory, Norwich, UK
PMID:23929340 Targeted mutagenesis in the model plant Nicotiana benthamiana using Cas9 RNA-guided endonuclease.

Nekrasov V, Staskawicz B, Weigel D, Jones JD, Kamoun S.
Nat Biotechnol. 2013 Aug;31(8):691-3. doi: 10.1038/nbt.2655. 

14 2013 Arabidopsis and Nicotiana benthamiana Massachusetts General Hospital, MA, USA
PMID:23929339

Li JF, Norville JE, Aach J, McCormack M, Zhang D, Bush J, Church GM, Sheen J.
Nat Biotechnol. 2013 Aug;31(8):688-91. doi: 10.1038/nbt.2654. 

2014: data of 2014/1/1~3/5

Identifiers Title
Description
Details

Multigeneration analysis reveals the inheritance, specificity, and patterns of CRISPR/Cas-induced gene modifications in
Arabidopsis.
Feng Z, Mao Y, Xu N, Zhang B, Wei P, Yang DL, Wang Z, Zhang Z, Zheng R, Yang L, Zeng L, Liu X, Zhu JK.

Plant genome editing made easy: targeted mutagenesis in model and crop plants using the CRISPR/Cas system.

Demonstration of CRISPR/Cas9/sgRNA-mediated targeted gene modification in Arabidopsis, tobacco, sorghum and rice.

Multiplex and homologous recombination-mediated genome editing in Arabidopsis and Nicotiana benthamiana using guide RNA
and Cas9.
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表14. NBT①関連論文一覧(ZFN、植物への実施報告以外) 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

keywords: ZFN/zinc finger nuclease/plant
ID Year ShortDetails Title Identifiers
1 2014 Virus Genes.  2014 Inhibiting replication of begomoviruses using artificial zinc finger nucleases that target viral-

conserved nucleotide motif.
PMID:24474330

2 2014 Plant Cell.  2014 DNA replicons for plant genome engineering. PMID:24443519
3 2013 Plant Biotechnol J.  2013 Trait stacking via targeted genome editing. PMID:23953646
4 2013 Sci Rep.  2013 Expanded activity of dimer nucleases by combining ZFN and TALEN for genome editing. PMID:23921522
5 2013 Curr Protoc Mol Biol.  2013 Engineering customized TALE nucleases (TALENs) and TALE transcription factors by fast

ligation-based automatable solid-phase high-throughput (FLASH) assembly.
PMID:23821439

6 2013 Plant Mol Biol.  2013 A rapid assay to quantify the cleavage efficiency of custom-designed nucleases in planta. PMID:23625357
7 2013 Plant Physiol.  2013 Nonhomologous end joining-mediated gene replacement in plant cells. PMID:23509176
8 2013 Nucleic Acids Res.  2013 EENdb: a database and knowledge base of ZFNs and TALENs for endonuclease engineering. PMID:23203870
9 2013 Plant J.  2013 Nuclear gene targeting in Chlamydomonas using engineered zinc-finger nucleases. PMID:23137232
10 2013 Transgenic Res.  2013 Analysing patent landscapes in plant biotechnology and new plant breeding techniques. PMID:22899309
11 2012 Dev Growth Differ.  2012 Efficient targeted mutagenesis of the chordate Ciona intestinalis genome with zinc-finger

nucleases.
PMID:22640377

12 2012 Methods Mol Biol.  2012 Targeting DNA to a previously integrated transgenic locus using zinc finger nucleases. PMID:22351024
13 2012 Plant Physiol.  2012 Zinc finger nuclease and homing endonuclease-mediated assembly of multigene plant

transformation vectors.
PMID:22082504

14 2012 J Anim Sci.  2012 Cell Biology Symposium: Zinc finger nucleases to create custom-designed modifications in the
swine (Sus scrofa) genome.

PMID:22038991

15 2011 Plant J.  2011 Localized egg-cell expression of effector proteins for targeted modification of the Arabidopsis
genome.

PMID:21848915

16 2011 Plant Biotechnol Rep.  2011 Targeted genome engineering via zinc finger nucleases. PMID:21837253
17 2011 Trends Biotechnol.  2011 Permanent genome modifications in plant cells by transient viral vectors. PMID:21536337
18 2011 Yi Chuan.  2011 [The mechanism and application of zinc finger nucleases]. PMID:21377968
19 2011 BMC Genomics.  2011 ZFNGenome: a comprehensive resource for locating zinc finger nuclease target sites in model

organisms.
PMID:21276248 

20 2011 Nat Methods.  2011 Selection-free zinc-finger-nuclease engineering by context-dependent assembly (CoDA). PMID:21151135 
21 2011 J Mol Biol.  2011 Creating designed zinc-finger nucleases with minimal cytotoxicity. PMID:21094162
23 2011 Nucleic Acids Res.  2011 Zinc finger protein-dependent and -independent contributions to the in vivo off-target activity of

zinc finger nucleases.
PMID:20843781

22 2010 Plant Physiol.  2010 Nontransgenic genome modification in plant cells. PMID:20876340 
24 2010 Methods Mol Biol.  2010 Validation and expression of zinc finger nucleases in plant cells. PMID:20680844
25 2010 Methods Mol Biol.  2010 A transient assay for monitoring zinc finger nuclease activity at endogenous plant gene targets. PMID:20680843
26 2010 Plant Mol Biol.  2010 Zinc finger nuclease-mediated transgene deletion. PMID:20454835
28 2010 PLoS One.  2010 Generation of knockout rats with X-linked severe combined immunodeficiency (X-SCID) using
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表15. NBT①関連論文一覧(TALEN、植物への実施報告以外) 
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Depletion in the Endoplasmic Reticulum.
PMID:24488961

5 2014 Proc Natl Acad Sci U S A.  2014 Lateral organ boundaries 1 is a disease susceptibility gene for citrus bacterial canker disease. PMID:24474801
6 2014 Biochem Biophys Res Commun.  2014 TALE activators regulate gene expression in a position- and strand-dependent manner in
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19 2013 New Phytol.  2013 Breaking the DNA-binding code of Ralstonia solanacearum TAL effectors provides new
possibilities to generate plant resistance genes against bacterial wilt disease.

PMID:23692030
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表16. NBT①関連論文一覧(CRISPR、植物への実施報告以外) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

keywords: CRISPR/cas9/plant/arabidopsis/nicotiana
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2014: data of 2014/1/1~3/5



106 
 

 

図2. NBT①の植物関連論文数の推移（全体論文数） 
 
 
 

 

図3. NBT①の植物関連論文数の推移（植物に対する実施報告数） 
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図3. UTRc::GUS riceに導入されたコンストラクトの構造（概略） 

 
RB, LB:アグロバクテリウム由来T—DNA境界配列; NOS-P:アグロバクテリウム由来ノパリ
ン合成酵素遺伝子プロモーター; NPTII:大腸菌由来カナマイシン耐性遺伝子; HPT:大腸菌由
来ハイグロマイシン耐性遺伝子 ; NOS-T:アグロバクテリウム由来ノパリン合成酵素遺伝子
ターミネーター; CaMV35S:カリフラワーモザイクウイルス(CaMV)由来35Sプロモーター; 
UTRc:イネ 由来OsMacI遺伝子5’非翻訳領域（セルフクローニング）; GUS:大腸菌由来β-
グルクロニダーセ遺伝子 
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