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平成 29年度 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） 

総 括 研 究 報 告 書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 

 研究代表者 五十君 靜信 東京農業大学 教授 

      

 

研究要旨  

 種子植物を宿主にした遺伝子組換え(GM)食品の安全性確保と安全性にかかわる

評価法に関する研究に加え、バイオテクノロジー技術を用いて開発が進んでいる GM

微生物、GM 動物等を対象として研究を行った。多様な機能を有する GM が実用化に

向けて開発され、バイオテクノロジー技術も多様化していることから、それらの安

全性評価並びに規制のあり方、検知法、さらにはリスクコミュニケーションのあり

方などについて検討することは急務である。多様化・複雑化するバイオテクノロジ

ー応用食品の安全性評価に対応するためのオミクス手法の整備、定量解析手法並び

に規格への反映化をめざす実証的データを蓄積すること、消費者に受容されにくい

状況が続いている GM 食品の本質的原因の究明並びに社会的受容の促進を大きな柱

とし研究を進めた。加えて未承認 GM 食品の検知技術の開発及びスタック品種の検

知法について検討を行った。 

オミクス解析などによる安全性評価に関する実証的データの蓄積・整備では、バ

イオテクノロジー技術を用いて開発された GM 微生物、GM 動物等に関して、それら

の安全性評価への網羅的技術（トランスクリプトーム、プロテオーム及びメタボロ

ーム）による解析結果を総合することで、モデル GM を対象として安全性評価法の

検討を進めた。平成 29 年度は、分担研究者らにより新たに開発されたゲノム編集

ジャガイモ塊茎を対象として、各種オミクス技術を用いる解析・検討を行った。GM

微生物では腸管上皮細胞への影響を評価する手法としてトランスクリプトームに

よる評価系を検討した。さらに新開発食品の安全性評価で現在最も重要となってい

るアレルゲン性に関するデータベース化、多様化するバイオテクノロジー技術並び

に多様化する GM 食品の機能に関する情報収集を行い、安全性未審査の遺伝子組換

え並びに新育種技術により開発された作物の検知技術開発と安全性に関する知見

の収集を進めた。 

リスクコミュニケーション関連では、消費者に受容されにくい状況が続いている

バイオテクノロジー応用食品の本質的原因の究明並びに社会的受容の促進を試み

る。GM 食品が受容されない本質的原因の究明に取り組むとともに、動植物の育種や

品種改良の現場における技術として、重要性が増す一方である GM 及び NBT 技術に

ついて、国民の正しい理解と判断を手助けするために必要なコミュニケーションツ

ールおよび手法の開発に取り組んだ。 

倫理規定並びにカルタヘナ法等各種法令遵守のうえ研究を行った。 

 

 

研究分担者 

手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 

 特任教授 

今村知明 奈良県立医科大学 教授 

小関良宏 東京農工大学大学院工学研究院 

 教授 

太田大策 大阪府立大学大学院 教授 

堀内浩幸 広島大学大学院 教授 

近藤一成 国立医薬品食品衛生研究所 部長 

安達玲子 国立医薬品食品衛生研究所 室長 

中村公亮 国立医薬品食品衛生研究所 室長 

 

A. 研究目的 

 多様な機能を有する遺伝子組換え（GM）食品
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が実用化に向けて開発され、バイオテクノロジ

ー技術も多様化していることから、それらの安

全性確認手法並びに規制のあり方、検知法につ

いて検討し、それらの方向性に必要な基礎的な

知見と方法論を提供することを目的とした。ま

た、GM食品に対する消費者の意識は、リスク認

知と受容性のかい離が大きいねじれ現象が発

生しているため、食糧生産技術として重要な

GM・NBT 技術について、消費者が正しく理解し

た上で判断するために有効なコミュニケーシ

ョン手法を明らかにすることも目的とした。 

 

B. 研究方法 

 種子植物を宿主にした遺伝子組換え(GM)食

品の安全性確保と安全性の確認手法に関する

研究に加え、バイオテクノロジー技術を用いて

開発が進んでいるモデル GM 動物（緑色蛍光タ

ンパク質（green florescence protein: GFP）

遺伝子を有する組換えニワトリ）、モデル植物

（グリコアルカロイド合成酵素遺伝子をゲノ

ム編集により欠損させたジャガイモ）、M細胞接

着抗原を組み込んだモデル乳酸菌等を対象と

してオミクス解析などによる網羅的技術（トラ

ンスクリプトーム、プロテオーム及びメタボロ

ーム）による解析結果を統合することで、モデ

ル GM 動物、モデル GM微生物、ゲノム編集植物

等を対象として安全性確認手法としての有用

性について具体的な知見を検討してきた。平成

29 年度はゲノム編集ジャガイモ塊茎を対象と

して、それぞれの分析を担当し、トランスクリ

プトーム、プロテオーム、メタボローム解析を

行った。 

 GM 微生物の検討では、エルシニアの表層抗原

を乳酸菌表層に固定発現したモデル組換え体

を作出し、ヒト腸管上皮細胞のモデル評価系に

頻繁に用いられる Caco-2 細胞との反応性を検

討した。Caco-2 細胞の派生クローンである

C2BBe1 細胞にモデル乳酸菌組換え体を加えた

ときの細胞の応答に関して評価を試みた。培地、

宿主乳酸菌、組換え乳酸菌の３者を細胞と反応

させた後、C2BBe1細胞から全 RNAを抽出し、ト

ランスクリプトーム解析を行った。培地コント

ロールに対し乳酸菌親株、組換え乳酸菌をヒト

腸管上皮細胞に暴露させた場合の細菌の腸管

上皮細胞への接着、取り込みについて定量的に

評価した。 

プロテオーム解析は、バイオテクノロジーを

応用した形質転換体として TALEN法でゲノム編

集されグリコアルカロイドの含量の大きく減

少した系統のじゃがいも塊茎を用いて行った。

具体的には、ゲノム編集(TG-P)じゃがいもと野

生型(NT-P)じゃがいも塊茎由来の、各 3サンプ

ルのタンパク質抽出液につき、2D-DIGEを用い、

TG-P と NT-P 群のタンパク質の発現の定量的網

羅的解析を行い、差異のあったタンパク質を選

択し、変動の大きかったタンパク質につき

nanoLC-MS/MSにて同定を行った。 

 トランスクリプトーム解析は、上述のゲノム

編集技術による遺伝子改変作物のモデルとし

てグリコアルカロイド合成酵素遺伝子である 

Sterol side chain reductase 2 (SSR2) を欠

損させたジャガイモを解析対象として、次世代

シーケンサーを使用した RNA-seq により行っ

た。また、平成 28年度に引き続き、GUS 遺伝子

導入組換えトマトと非組換えトマト間で接ぎ

木植物体を生育し、登熟期ごとに果実を得、各

種解析のための試料として調製した。組換えト

マト台木に非組換えトマトの穂木を継いだ個

体 (N/T) および非組換えトマト台木に組換え

トマト台木を継いだ個体 (T/N) 各数個体を作

出・栽培し、成熟したものを順次収穫し食品成

分分析を行った。 

 メタボローム解析では，上述のゲノム編集技

術の一種である TALEN法によってステロール側

鎖還元酵素（SSR2）の遺伝子破壊を導入したジ

ャガイモおよび母本品種の代謝プロファイル

比較解析を行い，両者間での代謝物蓄積傾向の

類似点と相違点を明らかにするとともに，蓄積

代謝物の差異を同定した。詳しい分析条件等に

ついては、分担研究報告書参照。 

 モデル GM動物の作出では、平成 28年度に得

られたオミクス解析データの総合評価を行な

うとともに，新たなニワトリのモデル組換え体

として遺伝子組換えニワトリ 2種とゲノム編集

ニワトリ 2種を作出した。 

 未承認遺伝子組換え作物検知法に関する情

報収集では、オランダを中心にした未承認遺伝

子組換え作物検知法のプロジェクトである、

Decathlon プロジェクトについて、文献情報お

よび HP（http://www.decathlon-project.eu）

をもとに調査を行った。ゲノム編集生物の取扱

に関するアプローチ検討としては、EU が 2012

年にゲノム編集技術を含む新育種技術（NBT)に

ついて７種に分類した。しかし、それから 5年

以上が経過して、ゲノム編集技術は進歩してゲ

ノム上のあらゆる変化を誘導できるツールに
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成長した。そのため、新しい技術について規制

上の取扱いを考える上で分類の再検討がされ

てもよいと考えられる。そこで、諸外国では分

類の見直しはされていないが、原理に則って分

類した場合について検討した。諸外国での安全

性評価に関する調査では、欧州 EFSA における

遺伝子組換え生物のリスク評価に関するプロ

ジ ェ ク ト の 調 査 を 文 献 情 報 お よ び HP

（http://www.grace-fp7.eu）をもとに行った

ゲノム編集生物の開発状況調査では、2016年に

報告された、NBT を利用して作成された動物、

植物の論文や特許などを調査した。3 つのデー

タベース（SciFinder、Pubmed、Google Scholar）

を検索して、種名、用いた技術、ターゲット遺

伝子、論文や特許のタイトルと誌名、要旨など

の情報を一覧表にまとめた。該当する論文や特

許は食用、研究用、医薬品の生産用、工業用な

どに分類した。 

 遺伝子組換え並びに新育種技術により開発

された作物の検知技術開発では、LAMP法による

コメ由来内在性遺伝子の 1粒からの検出、加熱

によるダイズ染色体 DNAの分解度の違い、発芽

ダイズのトランスクリプトーム、及び、プロテ

オーム解析手法の開発を検討した。詳しい手法

等については、分担報告書参照 

アレルゲン性予測解析ツールの１つである

アレルゲン・エピトープ情報データベース 

Allergen Database for Food Safety (ADFS)の

更新・充実により、遺伝子組換え食品のリスク

管理の上で必須であるアレルゲン性評価系に

関する研究を行った。アレルゲン性予測解析法

の１つとして開発したアレルゲン・エピトープ

情報データベース(ADFS)に関して、最新の知見

を取り入れてその情報内容を継続的に更新し

充実させた。米国ネブラスカ大学リンカーン校

が運営しているアレルゲンデータベース

（AllergenOnline）における登録アレルゲンの

アップデート内容を、ADFS に反映させた。 

 リスクコミュニケーションについては、ゲノ

ム編集および GM 関連の各技術の最新動向およ

び各国の対応状況を調査し、世界的動向の最新

状況を把握し、同時に、国内消費者の調査を実

施し、消費者の受容性の状況、受容性が変化す

るポイント（ライフイベント、年代等）を把握

し、リスクコミュニケーションにおける効果的

な働きかけの内容、セグメントを明らかにした。

①GMサーモンに関する米国・カナダの動向につ

いては、AquaBounty 社による GM サーモン

（AquAdvantage® Salmon）の食品利用の承認を

受け、食品関連企業の動向を調べるために、企

業各社の Web サイトを確認し、情報収集を行っ

た。また、メディア各社の GM サーモンに関す

る報道を調べるために、海外の報道記事等の収

集を行った。②米国における GMOに関する動向

では、米国における GMOの承認と商業化の実態

について、the International Service for the 

Acquisition of Agri-biotech Applications 

(ISAAA) のデータベースを用いて最新の状況

を調査した。③EUをはじめとした各国の動向調

査では、EU、オーストラリア・ニュージーラン

ド、ブラジルについて、GMO や NBT に関する最

新の動向を調査した。 

 

倫理面への配慮  

GM微生物ならびに動物において、いずれも閉

鎖系での栽培・飼育になるので、各分担研究者

の所属する研究機関での遺伝子組換え生物安

全管理委員会の許可を得て研究を行った。さら

にその GM の各研究所への配布については、カ

ルタヘナ国内法に準拠するため、生殖不可能な

状態にして配布することに配慮した。 

動物実験については、分担研究者の所属する

研究機関での動物実験倫理規定に従って行っ

た。 

リスクコミュニケーションに関する研究で

の、意見聴取、インタビューにおいては不利益

な個人情報が漏れないような配慮を講じた。ま

た、人を対象とする疫学研究に関する倫理指針

に該当する研究内容が含まれるため、奈良県立

医科大学の倫理委員会に於いて承認を受けて

研究を行った。 

 

C. 研究結果 および D. 考察 

 GM微生物については、ヒト腸管由来上皮細胞

との相互作用について、トランスクリプトーム

解析を行った。ヒトの腸管のパイエル板に存在

する M細胞は、腸内に生息する微生物などに対

応した免疫を付与するための抗原認識に重要

な働きを持った細胞である。この細胞への取り

込みに係わることが知られている Yersinia 由
来 Invasin を菌体表層に固定発現させたモデ

ル乳酸菌を用いて、Caco-2細胞の派生クローン

である C2BBe1 細胞にモデル乳酸菌組換え体を

加えたときの細胞の応答に関して評価を試み

た。モデル GM乳酸菌を C2BBe1 細胞と反応させ

た場合、ヒト上皮細胞がどのような反応をする
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かについて、トランスクリプトーム解析により、

評価を行った。菌の暴露を受けない場合に比較

して宿主乳酸菌やモデル GM 乳酸菌を加えた場

合、ヒト腸管上皮細胞はどのような反応を起こ

すのかについて、プロテオーム解析により評価

した。培地、宿主乳酸菌、組換え乳酸菌の３者

を細胞と反応させた後、C2BBe1細胞から全 RNA

を抽出し、トランスクリプトーム解析を行った。

宿主乳酸菌と組換え乳酸菌を細胞にさらした

結果を比較したところ、エルシニアの表層抗原

の発現により、ヒト腸管上皮細胞モデルでは、

転写レベルでおよそ 40 遺伝子の発現が有意に

上昇していることが示された。また、組換えに

よりエルシニア抗原を発現させると、乳酸菌の

上皮細胞へ取り込みが増大した。細胞のトラン

スクリプトーム解析の結果から、組換え乳酸菌

に曝されたヒト腸管上皮細胞内では分子レベ

ルでどのような影響が起こっているかについ

て観察することができ、今後このような手法を

用いることにより、組換え微生物がヒト腸管上

皮細胞にどのような影響を与えるかの評価が

可能であり、安全性評価に活用が期待される。 

 平成 29 年度は、バイオテクノロジー応用食

品のプロテオーム解析に関する調査研究とし

て、ゲノム編集並びに野生型じゃがいも塊茎よ

り抽出した各タンパク質溶液を Cy3 または 

Cy5 で標識し、さらに Cy2 で標識した内部標準

サンプルを加えて 2D-DIGE(蛍光二次元電気泳

動)を行った。蛍光画像は Typhoon に取り込み

比較定量解析し、差のみられたスポットにつき、

タンパク質の同定を nanoLC-MS/MS 分析で行っ

た。具体的には、ゲノム編集での形質転換型

(TG-P)並びに野生型(NT-P)じゃがいも各 3サン

プルについて、タンパク質を抽出し、2D-DIGE

を行った。約 5500 のスポットのうち、TG-P 群

とNT-P群の比較で、有意差(p値<0.05)があり、

1.5以上の発現の差異のみられるスポットが 13

個(増加 5個、減少 8個)観察され、それらのス

ポットのうち 10個について MS解析にて同定を

行った。その結果、TG-Pで上昇のみられたタン

パク質として、Heat shock 70kDa protein, 

patatin-11 が同定された。なお、TG-P, NT-P

間で 3倍以上の発現の差のみられたスポットは

4倍に増加のみられた1スポット以外にはなく、

全体として両者間の変動幅は小さく、GT-Pで安

全性上の問題となる変動は引き起こされてい

ないものと思われた。全体として両者間の変動

幅は小さく、ゲノム編集で、安全性上の問題と

なる変動は引き起こされていないものと思わ

れた。また、形質転換体の野生株に対する変動

幅は、以前プロテオーム解析を行った DREB1A

転写因子を遺伝子導入したじゃがいも塊茎の

野生株に対する変動幅と比較して、同等以下で

あることも確認された。プロテオミクス解析は、

作用機作を知る観点から有用であるとともに、

安全性評価への応用に関しても、野生型とゲノ

ム編集群の間で統計解析に十分なサンプル（本

年度の研究では 3サンプル）以上提供される場

合の網羅的プロテオーム解析の有用性が示さ

れた。また、発現の比較的大きいタンパク質を

同定することで、ターゲットを絞ったオミクス

解析を行うことも可能であることが示された。 

 トランスクリプトーム解析では、ゲノム編集

ジャガイモ塊茎の各サンプルでのすべての遺

伝子での発現量 (FPKM 値) に基づくクラスタ

ー解析で、非ゲノム編集体 (NT) とゲノム編集

体 (TG) で有意に異なった系統別のクレード

を形成することはなかった。プロテオーム解析

では有意に 3倍以上の差異の見られるスポット

はなく、安全性確認上で、問題となる変化はみ

られなかった。メタボローム解析では、両者の

代謝プロファイル比較解析を完了した。 

 メタボローム解析では、植物の代謝改変を目

的として実施されたゲノム編集操作が，目的以

外の代謝機能に及ぼす影響をメタボロミクス

によって包括的に評価することが目的である。

実験には，毒性ステロイドアルカロイド（ソラ

ニジン）含量の減少を目的として，TALEN 法に

よるゲノム編集でステロール側鎖還元酵素を

コードする SSR2 遺伝子を破壊し，ステロイド

アルカロイド生合成を遮断したジャガイモ塊

茎，および母本品種塊茎を供試し，代謝物蓄積

の類似性と相違性を明らかにすることを目的

とした。主成分分析および個々のピーク平均値

の差の検定から，このゲノム編集による SSR2 

遺伝子破壊では，目的としたステロール生合成

経路以外の代謝機能に与える影響は限定的で

あることを明らかにした。ゲノム編集ジャガイ

モでは，ゲノム編集を反映して SSR2 が触媒す

る代謝反応の下流の代謝物（コレステロール，

ソラニジン）が減少していた。一方，植物主要

ステロールの一種であるカンペステロール含

量の顕著な増加を確認した。カンペステロール

は作物を含む広範な植物種に普遍的に存在す

る化合物であり，これまでに毒性に関する報告

はない。一方，極性画分の代謝物にも差異が認
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められたが，ステロール生合成とアミノ酸代謝

の関連は明らかではない。 

 ニワトリのモデル組換え体の作出では、平成

28 年度に研究球力者のもとで実施した３つの

オミクス解析（ニワトリ血漿のメタボローム解

析，ニワトリ白血球 mRNA を用いたトランスク

リプトーム解析，ニワトリ血清のプロテオーム

解析）のデータを全てまとめて，遺伝子組換え

による動物細胞への遺伝子から成分変化まで

を総合的に評価した。平成 28 年度に得られた

オミクス解析データの総合評価を行なうとと

もに，新たなニワトリのモデル組換え体として

遺伝子組換えニワトリ 2種とゲノム編集ニワト

リ 2種を作出した。 

 近年のバイオテクノロジー技術の著しい進

歩により、ゲノム編集技術等これまでにない正

確な改変が可能なツールを用いた新品種開発

が盛んに行われている。一方で、ゲノム編集技

術が規制の枠組みの中でどのように扱われる

べきかの議論は進んでいない。ゲノム編集技術

を用いた場合は、その改変の痕跡が残りにくい

ことから従来の方法では検出は難しい。しかし、

汎用される既知配列があればそこから未知配

列の解析も可能になるため、その手法の一つと

して、Genome-walkingまたは LAM-PCRと次世代

シークエンサーを組合せた解析手法が欧州で

検討されている。ゲノム編集をはじめとする新

育種技術（NBT）は、欧州 JRC 分類を再検討し

て、遺伝子操作で起きる変化による新たな分類

を行い、潜在的懸念事項やリスクを考える上で

有用であることが示唆された。欧州では、遺伝

子組換え食品の承認に係る規則（regulation）

が幾つか改定された。遺伝子組換え作物を用い

た 90 日間反復投与毒性試験では、作物の実質

的同等性で確認した以上の付加的な毒性・アレ

ルゲン情報は得られなかったが、小腸などのト

ランスクリプトーム解析を行うことで従来の

毒性実験で得られない情報が得られる可能性

が示された。EFSAは、遺伝子組換え作物のアレ

ルゲン性評価についてより具体的に検討行う

ようになった。Non-IgE 反応であるセリアック

病のための配列類似性検索や新規発現タンパ

クの胃消化性試験の条件を実際の生理学的条

件に合わせたより幅広い条件での検討、および

内在性アレルゲンの変化の解析が求められる。

国内においてもゲノム編集技術の取扱いを考

える時に考慮する必要がある。NBT を利用して

作成された動物、植物の論文や特許などの調査

の結果、食用については動物の報告が 28 報、

植物については 33 報あった。用いた技術では

圧倒的に CRISPR/Cas9が多かった。開発国を見

ると、食用の動物については中国が圧倒的に多

く 21 報あった。植物については中国からの 17

報、米国からの 8報が多かった。ゲノム編集技

術を用いた農作物開発が活発で報告も多いが、

ゲノム編集を用いることで生じるフレームシ

フト（読み枠のズレ）によって新規に生産され

るペプチド・タンパクについて検討している報

告は皆無であり、この点に開発者は注意を払っ

ていない。 

 遺伝子組換え並びに新育種技術により開発

された作物の検知技術開発では、①LAMP 法によ

るコメ由来内在性遺伝子の 1粒からの検出につ

いて：遺伝子組換え（GM）食品の検査には、主

に食品から抽出精製した DNA を検体に用いた

PCR 試験法が採用されている。しかし、食品か

ら DNA を抽出精製するには、時間がかかると同

時に、高価な DNA抽出精製用キットを使用する

など費用がかかる。また、PCR の際に用いるサ

ーマルサイクラーなどの特殊な機器等を必要

とする。よって、試験の再現性を確保するため

には、検査する人員の専門知識と技術も必要と

なる。このように、PCR 試験法を試験現場で実

行するには、汎用性に問題がある。そこで、本

研究では、DNA 抽出精製を必要としない、より

簡 便 で シ ン プ ル な 等 温 DNA 増 幅 法

（ Loop-Mediated Isothermal Amplification 

[LAMP]）を用いた、GMコメ1粒検査法を開発し、

感度や特異性に関する性能評価を行い、本法の

厚生労働省通知試験法への実用化に向けた基

盤的研究を行った。②加熱によるダイズ染色体

DNA の分解度の違い：ネット上で公開されてい

る全ゲノムシークエンスデータは、シークエン

シング技術の発展に伴って、増加の一途を辿っ

ている。しかし、そのデータを用いたバイオイ

ンフォマティックス解析手法を GM 食品検知法

開発へ取り入れた際の整合性については、情報

が乏しい。GM食品の検査では、試験対象食品の

存在を確認するため、特異的かつ定量的な内在

性遺伝子検知法が必要となる。そこで、本研究

では、全ゲノムシークエンスデータベースを用

いたバイオインフォマティックス手法を用い

て、迅速かつ簡便に試験対象食品に特異的な内

在性遺伝子検知法を開発することを検討した。

③発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：ダイズを発芽さ
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せ、発芽ダイズ食品として販売する際に、乾燥

種子の状態とは異なるタンパク質組成の全体

像を明らかにする手法を開発した。これまでに、

発芽の際に発現する遺伝子（発芽遺伝子）の網

羅的な解析は十分になされておらず、発芽 GM

ダイズの安全性評価の要素に提言できる科学

的なデータは示されていない。そこで、本研究

では、発芽 GM ダイズのトランスクリプトーム

解析手法、並びに、プロテオーム解析手法の開

発を行い、発芽非 GMと GMダイズ食品の成分の

相違を分析する新しい技術開発を検討した。試

験には、発芽させた Williams品種とその GM型

ダイズ、また、異なる品種間の比較を行うため、

比較対象には、Jack品種を供した。RNA-Seq を

用いた解析より得られたデータを基に、品種別

の発芽遺伝子をリスト化し、LC-MS/MSを用いた

プロテオーム解析のデータと比較することで、

データ間の相違について考察を行った。 

 アレルゲン性予測解析ツールの１つである

アレルゲン・エピトープ情報データベース 

Allergen Database for Food Safety (ADFS)の

更新・充実により、遺伝子組換え食品のリスク

管理の上で必須であるアレルゲン性評価系に

関する研究を行った。バイオテクノロジーを用

いて得られた食品のリスク管理に関する研究

の一環として、アレルゲン性予測解析法の 1つ

として運用・公開しているアレルゲンデータベ

ー ス (ADFS; Allergen Database for Food 

Safety)について、新たに発表されたアレルゲ

ン情報及びエピトープ情報を追加し、データベ

ースの更新を行った。その結果、アレルゲン及

びイソアレルゲンのアミノ酸配列情報 33、及び、

9種のアレルゲンについて総数27のエピトープ

情報を追加した。本年度の更新作業により、ア

レルゲン及びイソアレルゲンのアミノ酸配列

情報は 2144 となり、また、エピトープ既知の

アレルゲン数は 236となった。また、これまで

のユーザー登録制を廃止し、ADFS利用に際して

の利便性を向上させた。 

 リスクコミュニケーションについては、GM 

(genetically modified) 食品に対する日本の

消費者の受容は、その登場時から一貫して低く、

改善の兆しは見られない。その一方で、GM技術

は発展してきており、従来の GM 技術とは異な

る 特 徴 を 持 っ た NBT (new breeding 

technologies)のような技術も登場し、海外諸

国ではすでに実用化が進んでいる。このような

状況下において、リスクコミュニケーションの

複雑性は増し、また、一層慎重な対応が求めら

れるようになってきている。GM食品が受容され

ない本質的原因の究明として、前提となる知識

や情報が変わるとどのように変化するかにつ

いて、世界での穀物栽培の現状や輸入穀物の IP

ハンドリングの実態に関する情報提供によっ

て受容性や支払い意思額がどのように変化す

るかについて調査を実施した。また、海外の最

新動向として、米国食品医薬品局(Food and 

Drug Administration: FDA)による GMサーモン

の承認を受けて、主に北米における GM サーモ

ンに対する最新動向と、消費者の反応の実態を

把握した。 

 

E. 結論 

遺伝子組換えモデル乳酸菌では、エルシニア

の表層抗原 Invasinを菌体表層に固定化発現さ

せた乳酸菌を作出し、細菌とヒト腸管上皮細胞

との相互作用の評価系の検討を行った。ヒト腸

管上皮細胞モデルとして Caco-2 細胞の派生ク

ローンである C2BBe1 細胞を用いた評価系では

乳酸菌親株、組換え乳酸菌とヒト腸管上皮細胞

の相互作用をトランスクリプトーム解析の手

法にて評価した。組換え乳酸菌に曝されたヒト

腸管上皮細胞内では分子レベルでどのような

影響が起こっているかについて観察すること

ができ、今後このような手法を用いることによ

り、組換え微生物がヒト腸管上皮細胞にどのよ

うな影響を与えるかの評価が可能であり、安全

性評価への活用が期待される。 

プロテオーム解析では、ゲノム編集されたじ

ゃがいも(TG-P)及び野生株じゃがいも(NT-P)

から、タンパク質を抽出し、TG-P 及び NT-P 群

のタンパク質発現の差を網羅的に調べるため

に 2D-PAGEを行った。各サンプルからタンパク

質として約 5500 スポットが観察されたが、

TG-P,NT-P 群間で、3 倍以上の発現の差異のみ

られたスポットは TG-P で上昇のみられた 1 ス

ポットのみであった。全体として、じゃがいも

塊茎タンパク質の発現量に TG-P, NT-P 群間で

ほとんど差がみられなかったため、ゲノム編集

で安全性上問題となる変動は引き起こされて

いないものと思われた。プロテオーム解析は、

安全性評価ばかりでなく、組換え体の作用機作

(Mode of Action)を知るうえで、またバイオマ

ーカーの探索のためにも有用な手法であるこ

とが示された。 

トランスクリプトーム解析では、ゲノム編集
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技術を使用した遺伝子改変作物のモデルとし

てジャガイモの塊茎における遺伝子発現量を

非編集体と比較した結果、当該遺伝子であるグ

リコアルカロイド合成酵素遺伝子の発現量に

差異はなく、他の遺伝子においても発現量に変

化は見られなかった。 

メタボローム解析では、ゲノム編集による

SSR2 遺伝子破壊では，改変によるステロール

生合成経路以外の代謝機能に与える影響は限

定的であることを明らかにした。ゲノム編集ジ

ャガイモでは，ゲノム編集を反映して SSR2 が

触媒する代謝反応の下流の代謝物（コレステロ

ール，ソラニジン）が減少していた。一方，植

物主要ステロールの一種であるカンペステロ

ール含量の顕著な増加を確認した。 

平成 29 年度は，平成 28年度に行った組換え

ニワトリと正常ニワトリのオミクス解析デー

タの総合評価を行い，GFP 遺伝子導入では，外

来遺伝子導入による変動は認められないこと

がわかった。また，新たに食品利用に近い複数

種の組換えニワトリやゲノム編集ニワトリの

作出に成功した。 

次世代型育種技術（NBT）によって作出され

た生物由来の食品材料の代謝物蓄積の評価法

の整備にも寄与する。特に，ゲノム編集ターゲ

ット遺伝子以外のオフターゲット変異によっ

て起こりうる代謝生化学的な影響を網羅的に

解析し，ゲノムワイドな配列変異情報，トラン

スクリプトーム情報，プロテオミクス情報と統

合解析し，NBT によって作出される食品素材の

評価方の整備に結びつけることができる。新育

種技術、特にゲノム編集を用いた作物及び魚類

の研究開発が活発に行われている。一方で、行

政的取り扱い判断のための科学的知見及び利

用する国民の意識の調査は十分でない。法律的

解釈に加えて、主に科学的知見の収集を行い、

科学的見解をまとめる。これらの成果は、厚生

労働省がゲノム編集技術を用いた作物・動物の

申請時の行政的判断を行うのに重要な材料と

なると期待される。 

NBT を利用して作成された動物、植物の開発

の論文や特許などの調査を我々は数年前から

継続しているが、2016年に発表された物はそれ

以前の物と比較して特別大きな変化はなかっ

たように感じる。一方で、ゲノム編集の基礎研

究は急速に進展している。近い将来にこの基礎

研究の進展が新しい動植物の作成に影響を及

ぼす可能性がある。したがって、今後も同様な

調査を継続する必要がある。また、ゲノム編集

によって誘発されるフレームシフトによって

新規に生産されるペプチドについて開発者は

注意を払っていなかった。食用の新しい生物を

開発するときにはこのような新規に生産され

るペプチドの安全性も含めて評価することを

我々は提案する。また、ゲノム編集を利用して

作られた動植物を食品として認めるかについ

ては諸国で足並みがそろわず、世界的に統一し

た規制はできないと予想される。 

LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出では、LAMP 反応に必要十分なゲノム

DNA は、精米一粒と HotSHOT 試薬を用いて簡便

かつ迅速に抽出することが可能である。加熱に

よるダイズ染色体 DNAの分解度の違いでは、加

熱によるダイズ染色体 DNAの分解度の差は、細

胞内外において観察されなかった。検出方法に

用いたリアルタイム PCRは、高感度の DNA検出

法だが、DNA の分解度を観察するには、その解

析手法の特徴、特にプライマー対とプローブの

設計を厳密に考慮する必要性が示唆された。発

芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、プロ

テオーム解析手法の開発では、発芽ダイズのト

ランスクリプトーム解析、並びに、プロテオー

ム解析を行う開発し、非 GM型ダイズと GM型ダ

イズを比較する方法を確立した。本法は、ダイ

ズ一粒単位で解析可能であった。また、40℃48

時間発芽させたダイズ中の転写もしくは翻訳

レベルで解析した発芽遺伝子は、異なることが

示唆された。 

遺伝子組換え食品は、多様化するバイオテク

ノロジー技術を用いて開発されるため、そのリ

スクの 1つであるアレルゲン性を予測すること

が非常に重要となる。2016 年 6 月から 2017 年

5 月までの 1 年間に NCBI PubMed に収載された

5 報の論文から 9 種のアレルゲンについて、総

数 27のエピトープ情報を新たに ADFSに追加し

た。また、AllergenOniline の登録アレルゲン

（アミノ酸配列情報）に関するアップデートを

ADFS に反映させた。この情報更新により遺伝子

組換え食品のアレルゲン性評価・予測方法であ

る ADFS をより充実させることができた。 

リスクコミュニケーションについては、日本

の消費者は、実際にリスクがある生レバーなど

の食品や、食品の安心感に影響を与えている中

国産食品についで、GM食品を食べるのを控えて

いる。これはふぐよりも不安が高く、GM食品は

食品のリスクの一つとして捉えられていると
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考えられる。安全だと思う食品と安心だと思う

食品の属性にはわずかであるが差が見られ、例

えば遺伝子組換えでないことや中国産食品で

ないことは、安全よりも安心を構成する要素と

してのポイントが高く、このような乖離がある

要素を分解することにより、消費者への説明ロ

ジックをより効果的にできると考えられる。欧

米の動向としては、NBT も含めた育種技術の積

極的利用が経済利益の立場から望まれる一方

で、消費者の抵抗感は根強く、理解促進のため

の教育や情報提供に力を入れる方向になりつ

つあると考えられる。実際に開発したツールを

使用したコミュニケーションの試行のアンケ

ートでは、現在の「遺伝子組換えでない」表示

が 5%未満の意図せざる混入率を許容するもの

であるという情報提供により、IPハンドリング

された穀物を non-GM だと認識する人は減少す

る。しかし、わが国の穀物生産に関する情報や

IP ハンドリングの努力、GM 食品の安全性審査

の情報提供により、GM食品を購買しても良いと

思う人も増加した。これは GM に対する安全性

の評価と安心感を近づける要素となる可能性

がある。 

 

F. 健康危険情報 

 

G. 研究発表 
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J., Takabatake, R., Kitta, K., Kawakami, 
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3.その他 
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2. Takumi Ogawa, Daisaku Ohta: ニワトリ遺
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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) 
「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 29年度） 

 

バイオテクノロジー応用微生物の安全性 

 

研究分担者 五十君 靜信 東京農業大学 教授 

 

 

協力研究者 

桝田 和彌 昭和女子大学 

梶川 揚申 東京農業大学 

楢木 真吾 東京農業大学 

武田 昌之 東京農業大学 

若山 水歩 東京農業大学 

 

Ａ. 研究目的 

 モデル組換え体を作出し組換え微生物で特

に重要と思われる安全性に関する知見を集積

し、これらの検討により得られた有用な安全性

評価手法を提供する。これまでの研究により、

遺伝子組換え乳酸菌の免疫系への影響は、組み

研究要旨 

遺伝子組換え微生物の利用を実用化するにあたって障害となっており、検討が必要とされている安

全性に関する項目としては、組換え微生物のヒトや動物の免疫系への影響評価や腸内フローラを介

した健康影響が重要であるとされている。本分担研究では遺伝子組換え技術を用いてモデル組換え

細菌を作出し、それらの組換え体を用いて細胞や実験動物を用いた実験により、上述の組換え微生

物の安全性に関する知見を集積すると共に、安全性評価手法の開発を試みる。 

 平成 27年度に、モデル乳酸菌組換え体に関するオミクス（トランスクリプトーム、プロテオーム、メタボ

ローム）による網羅的の解析が終了したので、平成 28年度からは遺伝子組換え微生物の安全性評価

に用いる為の組換え体とヒト腸管上皮細胞の相互作用に関する評価手法について検討を行った。 

エルシニアの表層抗原を乳酸菌表層に固定発現したモデル組換え体を作出し、ヒト腸管上皮細胞

のモデル評価系に頻繁に用いられるCaco-2細胞との反応性を検討した。Caco-2細胞の派生クローン

である C2BBe1 細胞にモデル乳酸菌組換え体を加えたときの細胞の応答に関して評価を試みた。培

地、宿主乳酸菌、組換え乳酸菌の３者を細胞と反応させた後、C2BBe1 細胞から全 RNA を抽出し、ト

ランスクリプトーム解析を行った。宿主乳酸菌と組換え乳酸菌を細胞にさらした結果を比較したところ、

エルシニアの表層抗原の発現により、ヒト腸管上皮細胞モデルでは、転写レベルでおよそ 40 遺伝子

の発現が有意に上昇していることが示された。また、組換えによりエルシニア抗原を発現させると、乳

酸菌の上皮細胞へ取り込みが増大した。細胞のトランスクリプトーム解析の結果から、組換え乳酸菌

に曝されたヒト腸管上皮細胞内では分子レベルでどのような影響が起こっているかについて観察する

ことができ、今後このような手法を用いることにより、組換え微生物がヒト腸管上皮細胞にどのような影

響を与えるかの評価が可能であり、安全性評価に活用が期待される。 
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込む遺伝子産物単独の性質を必ずしも反映し

ないことが示されており、用いた宿主乳酸菌と

挿入遺伝子産物の組合せにより多様な免疫影

響が起こることが明らかとなっている。組換え

微生物では挿入遺伝子産物単独の示す免疫影

響とは異なった免疫影響が観察されることが

あることを示すことができた。先行する研究成

果により、サルモネラ鞭毛抗原を菌体表層に固

定化発現したモデル乳酸菌組換え体に対しオ

ミクス解析を行い、組換え体と非組換え体の網

羅的な比較を行った。また用いた組換え体と元

株のゲノム解析の結果、組換え体においてゲノ

ムの一部が欠損しているという知見が得られ

た。 

平成 27 年度に、モデル乳酸菌組換え体に関

するオミクス（トランスクリプトーム、プロテ

オーム、メタボローム）による網羅的な比較解

析が終了したので、平成 28 年度からは遺伝子

組換え微生物の安全性評価に用いる為の組換

え体とヒト腸管上皮細胞の相互作用に関する

評価手法について検討を行った。 

 

Ｂ．研究方法 

(1)遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニアの表層抗原Invasinを菌体表層に

固定化発現させた乳酸菌を作出しモデル組換

え体とした。乳酸菌は、Lactobacilus casei 394

を用いた。また、平成 28 年度に引き続き、ノ

サシバエ由来の遺伝子を用いたランダムミュ

ーテーション法によりエリスロマイシン耐性

を付与した乳酸菌変異株を約 300株、追加で作

出し、得られた変異株の表現型について検討を

行った。 

(２)細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評

価 

 ヒト腸管上皮細胞モデルとして Caco-2 細

胞の派生クローンである C2BBe1 細胞を用い

た。定法にしたがい培養・継代し、以下の実験

に用いた。C2BBe1 細胞を培養・継代し、MOI：

100 となるように宿主乳酸菌、エルシニア抗原

発現モデル組換え乳酸菌を接種し、37℃で１時

間培養後、細胞から全 RNA を回収し、細胞の

メッセンジャーRNA を回収した後、次世代シ

ーケンサーを用いて網羅的に解析した。培地コ

ントロールに対し乳酸菌親株、組換え乳酸菌を

ヒト腸管上皮細胞に暴露させた場合の影響に

ついて、腸管上皮細胞のトランスクリプトーム

解析の手法にて評価した。 

 

Ｃ. 研究結果 

(1) 遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニア表層抗原 Invasinを乳酸菌菌体表層

に固定化発現させた組換え体を作出し、組換え乳

酸菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用を評価す

るモデル組換え体とした（図１）。 

 乳酸菌 L. casei 394 株は、通常のランダムミ

ューテーション法で変異株を作成すると、ゲノム

のレアレンジメントをおこし、導入遺伝子を単純

に挿入した変異株を作成することが困難である

ため、新規のノサシバエ由来の遺伝子によるラン

ダムミューテーション法を確立し、エリスロマイ

シン耐性を付与した変異株を新たに約 300株作出

した。新しい手法によるランダムミューテーショ

ン法により得られた変異株を遺伝子レベルで評

価したところ、ゲノムのアレンジメントらしき現

象は観察されず、エリスロマイシン耐性遺伝子が

単独で挿入されていた。得られた変異株の免疫へ

の刺激活性は、親株に比べほぼ同等な株、2 分に

の１以下に明らかに低下した株等が得られた。以

前のランダムミューテーションにおいては、変異

株に免疫増強性が観察されたがこのような増強

株は観察されなかった。 

(2) 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評

価（トランスクリプトーム解析） 
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培地コントロール、宿主乳酸菌、モデル乳酸菌

組換え体をヒト腸管由来 C2BBe1 細胞に１時間暴

露させた後、元株（LCN）組換え乳酸菌（LCI497）

がそれぞれ C2BBe1 細胞と接着、取り込みを起こ

すかを評価したところ、図２に示すように、組換

えにより接着、取り込み菌数共に増大した。 

C2BBe1 細胞からトータル RNAを回収し、メッセ

ンジャーRNA について次世代シーケンサーを用い

てトランスクリプトーム解析を行った。シーケン

ス結果の概要、マッピング統計データは、平成 28

年度の報告書に示した。トランスクリプト毎のリ

ード数は、図３に示した。 

尤度比検定による発現量差の検定結果 MA ブ

ロットの結果は、図４に示した。プロットヒート

マップおよび各遺伝子発現量の解析結果は図５

に示した。図６には PCR産物の融解曲線を示した。

これにより副産物がないことを確認した。図７に

は、PCR 産物の増殖曲線を示した。これにより評

価系には DNAの混入がないことを確認した。Log2 

FCを、1.6とした場合、培地コントロールに比べ、

宿主乳酸菌では 53 遺伝子の発現が、モデル組換

え乳酸菌では 94 遺伝子の発現が 3 倍以上に上昇

していることがわかった。 

トランスクリプトーム解析の結果から、元株と

遺伝子組換え株で遺伝子の発現の増強の観察さ

れた遺伝子の中から、その機能が推定可能な４種

類の遺伝子（NFKBIA, CXCL8, CXCL1, CCL20）に

着目して、qPCRによる相対定量による遺伝子発現

量の比較を行った結果を図８に示した。 

 

Ｄ. 考察   

(1) 遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出 

 エルシニア表層抗原 Invasinを乳酸菌菌体表層

に固定化発現させた組換え乳酸菌では、乳酸菌菌

体表層に固定化して発現している invasinが、ヒ

ト腸管上皮細胞とどのような相互作用を示すの

かが興味深い。エルシニアの当該抗原はヒト腸管

細胞M細胞の腸管腔側に発現するβ1-integrinと

相互作用することが知られている。モデル組換え

乳酸菌に、この抗原を菌体表層に固定化し発現さ

せることにより、ヒト腸管上皮細胞との相互作用

がどのように反応するのかについて評価するた

めにモデル組換え体の作成を行った。図１で確認

されたように、エルシニア表層抗原 Invasinは乳

酸菌で良好に発現し、菌体表層に安定的に固定化

されていることが確認された。これをモデル組換

え体としてヒト腸管上皮細胞との相互作用を検

討することは、今後の組換え微生物と腸管上皮細

胞との間でどのようなやりとりが行われている

かを明らかにすることが可能であり、安全性評価

の評価系として大変有効な手法と思われる。 

 乳酸菌 L. casei 394 株は、通常のランダムミ

ューテーション法で変異株を作成すると、ゲノム

のレアレンジメントをおこし、導入遺伝子を単純

に挿入した変異株を作成することが困難であっ

た。そこで、新規のランダムミューテーション法

として、ノサシバエ由来の遺伝子によるランダム

ミューテーション法の確立を試みた。エリスロマ

イシン耐性を付与した変異株を 300株ほど追加作

成し、得られた変異株を遺伝子レベルで評価した

ところ、以前観察されたゲノムのレアレンジメン

トらしき現象は観察されず、エリスロマイシン耐

性遺伝子が単純に挿入されていることが確認さ

れた。これらの変異株は、免疫活性を評価したと

ころ、元株に対してほぼ同等か、明らかな低下を

示した。これらの変異株は今後のモデル乳酸菌組

換え体として用いることが可能と思われる。 

(2) 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評価
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（トランスクリプトーム解析） 

培地コントロール、宿主乳酸菌、モデル乳酸菌

組換え体をヒト腸管由来細胞に 4℃あるいは 37℃

１時間暴露させた後、C2BBe1細胞への接着、取り

込みを評価した。図２に示されるように、元株に

比べ組換え体は、接着、取り込み共に増大した。

組換え体に発現させている Yersinia 由来の

Invasin は、β1-integrin受容体との相互作用を

介して細胞への接着および侵入に関与すること

が報告されている。通常、M 細胞を除く腸管上皮

細胞においてβ1-integrin は基底膜側のみに局

在している。しかし、本実験において乳酸菌の接

着効率および取り込み効率が Invasinの発現によ

り向上したことから、この結果にはβ1-integrin

と Invasinの相互作用が関与している可能性が高

いと考えられる。過去の研究では、MDCK-1細胞(イ

ヌ腎臓尿細管上皮細胞由来)や、Caco-2 細胞を用

いた in vitro の試験において、Y. pseudotu-

berculosisのInvasinが細胞表面に接着すること

でβ1-integrin の局在が基底膜側から管腔側に

変化し、Y. pseudotuberculosis の取り込みに関

与することが報告されている。このことから、本

実験においても乳酸菌に発現させた Invasinによ

って同様の現象が起こった可能性が示唆された。 

C2BBe1細胞のメッセンジャーRNAについて回収

し、次世代シーケンサーを用いて網羅的な解析を

行った。培地コントロールに比べ、宿主乳酸菌で

は 53 遺伝子の発現が、モデル組換え乳酸菌では

94遺伝子の発現が3倍以上に上昇していることか

ら、エルシニアの抗原が乳酸菌に加わることによ

り、およそ 40 の遺伝子が有意にその発現が増強

していることが示された。コントロール群と比較

して発現量が約 3 倍以上変動した 67 個の遺伝子

のうち、元株添加群と、組換え体添加群との間で

発現量に顕著な差が見られた遺伝子は、TNFAIP3, 

NFKBIA, BIRC3, FNDC9, CXCL８, LOC102723727, 

TRHDE, CXCL3, CXCL1, CXCL2, CCL20, PSMB9, 

TSPAN11, C18orf63, PLA2G2F, OR7A5 であった。

図 5に示した主な遺伝子に関するヒートマップで、

乳酸菌元株による細胞への影響、また、エルシニ

アの抗原が乳酸菌に加わることにより起こる反

応が示された。 

CXCL1, CXCL2, CXCL3, CXCL8, CCL20 は、免疫

反応において樹状細胞や T 細胞、B 細胞などの誘

因物質として機能するケモカインに関連する遺

伝子である。その中で、CXCL1, CXCL2, CXCL3, 

CXCL8, CCL20 は、免疫反応において樹状細胞や T

細胞、B 細胞などの誘因物質として機能するケモ

カインに関連する遺伝子である。その中で、CXCL1, 

CXCL2, CXCL3は元株添加群でも発現量が増加して

いたことから、乳酸菌の接着菌数および取り込み

菌数が増加した組換え体添加群ではこれらの遺

伝子発現がさらに増加したと考えられる。また、

CXCL8, CCL20は組換え体添加群でのみ顕著に発現

量が増加していた。過去の研究では Invasinの由

来であるエルシニアが細胞内への侵入を介して

CXCL8 や CCL20 を強く誘導することが報告されて

いる。このことから組換え体添加群における

CXCL8, CCL20発現量の増加は Invasin依存的であ

る可能性が示唆された。 

TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3は、組換え体添加群に

おいて発現量が増加しており、これらの遺伝子は

炎症性の反応に広く関与する転写因子 Nuclear 

factor-kappa B (NF-kB)によるシグナルを抑制す

る機能を持つ遺伝子であることがわかっている。

組換え体添加群では、ケモカイン関連遺伝子の発

現が強く誘導されていたことから、それに伴い

TNFAIP3, NFKBIA, BIRC3が誘導され、過剰な炎症
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応答を防ぐ機構が働いた可能性が考えられる。 

FNDC9, TSPAN11はそれぞれフィブロネクチンお

よびテトラスパニン関連遺伝子である。フィブロ

ネクチンは細胞接着分子であり、テトラスパニン

や、Invasinの受容体であるβ1-integrinなどと

結合することが知られており、β1-integrinを介

したシグナル伝達に関与することも報告されて

いる。また、テトラスパニンもβ1-integrinと関

わりの深い物質である。テトラスパニンは膜貫通

タンパク質の一種であり、細胞膜上でβ

1-integrin と複合体を形成し細胞同士の接着に

関与することが報告されている。以上のことより、

これらの遺伝子発現の差は Invasin発現乳酸菌に

おける細胞への接着能力の向上および、細胞から

取り込まれる能力が向上したことに関与してい

る可能性が示唆された。 

上記以外で発現に差が見られた遺伝子につい

ては、その機能がほとんど解明されていない、あ

るいは、本実験との関連性を見出すことができな

かったため、考察は割愛する。 

 

Ｅ. 結論 

遺伝子組換えモデル乳酸菌の作出では、エルシ

ニアの表層抗原 Invasinを菌体表層に固定化発現

させた乳酸菌を作出しモデル組換え体とした。ま

た、ノサシバエ由来の遺伝子を用いたランダムミ

ューテーション法によりエリスロマイシン耐性

を付与した乳酸菌変異株 300株を追加作成し、今

後モデル組換え体として用いる菌株の準備が整

った。 

 細菌とヒト腸管上皮細胞との相互作用の評価

系の開発では、ヒト腸管上皮細胞モデルとして

Caco-2 細胞の派生クローンである C2BBe1 細胞を

用いた評価系を検討した。培地コントロールに対

し乳酸菌親株、組換え乳酸菌とヒト腸管上皮細胞

の相互作用をトランスクリプトーム解析の手法

にて評価したところ、親株に比べモデル組換え体

で、約 40 の遺伝子が有意に発現を増強している

ことが確認された。細胞のトランスクリプトーム

解析の結果から、組換え乳酸菌に曝されたヒト腸

管上皮細胞内では分子レベルでどのような影響

が起こっているかについて観察することができ、

今後このような手法を用いることにより、組換え

微生物がヒト腸管上皮細胞にどのような影響を

与えるかの評価が可能であり、安全性評価に活用

が期待される。 

  

Ｆ. 健康危険情報 

 なし 
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[Fig.1] Western blot による Invasin の発現確認 

① His-Inv497 (Positive control)  

② LCN 

③ LCI497 

 

 

 
[Fig.2] Flow cytometer による Invasin の菌体表層発現量の確認 

 

 

 

 

図１．Invasin 発現乳酸菌の western blot による発現確認と Flow cytometer による菌体表層発現の確認 
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図２．C2BBe1 細胞への接着菌数および取り込み菌数 
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n=6, Student’s t-test, *P < 0.01, mean±SE 
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図３．トランスクリプトごとのリード数 分布図 

生データ(緑), 総リード数による補正後(赤), TMM 法による正規化後(黄) 
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図４．尤度比検定による発現量差の検定結果 MA プロット 

横軸は 2 群間の平均発現量、縦軸は 2 群間の発現量比を表している。 
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図５．ヒートマップおよび各遺伝子発現量の値 
培地コントロールの値を黒(0)として、供試菌添加時の 
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遺伝子発現量の増加を赤、減少を緑で表している。 

 

 

 
 

図６．PCR 産物の融解曲線（副産物がないことを確認） 
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図７．PCR 産物の増幅曲線（DNA の混入がないことを確認） 

 

 

 

 

図８．qPCR 結果 相対定量による遺伝子発現量の比較 

n=3, Student’s t-test, *P < 0.05, **P < 0.01, mean+SE 

Housekeeping gene=YWHAZ 
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平成 29 年度厚生労働科学研究費補助金（食品の安心・安全確保推進研究事業） 
「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分 担 研 究 報 告 書（平成 29 年度） 
 

バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析 
 

研究分担者 手島玲子 徳島文理大学香川薬学部 特任教授 
 
研究要旨： 平成 29年度は、バイオテクノロジー応用食品のプロテオーム解析に関する調査研究と

して、ゲノム編集並びに野生型じゃがいも塊茎より抽出した各タンパク質溶液を Cy3または Cy5で

標識し、さらに Cy2で標識した内部標準サンプルを加えて 2D-DIGE(蛍光二次元電気泳動)を行

った。蛍光画像は Typhoonに取り込み比較定量解析し、差のみられたスポットにつき、タンパク質

の同定を nanoLC-MS/MS分析で行った。具体的には、ゲノム編集での形質転換型(TG-P)並びに野生

型(NT-P)じゃがいも各 3サンプルについて、タンパク質を抽出し、2D-DIGEを行った。約 5500のス

ポットのうち、TG-P群と NT-P群の比較で、有意差(p値<0.05)があり、1.5以上の発現の差異のみら

れるスポットが 13個(増加 5個、減少 8個)観察され、それらのスポットのうち 10個について MS解

析にて同定を行った。その結果、TG-Pで上昇のみられたタンパク質として、Heat shock 70kDa 

protein, patatin-11 が同定された。なお、TG-P, NT-P間で 3倍以上の発現の差のみられたスポット

は 4倍に増加のみられた 1スポット以外にはなく、全体として両者間の変動幅は小さく、GT-Pで安

全性上の問題となる変動は引き起こされていないものと思われた。 

プロテオミクス解析は、作用機作を知る観点から有用であるとともに、安全性評価への応用に関 

しても、野生型とゲノム編集群の間で統計解析に十分なサンプル（本年度の研究では 3サンプル）以

上提供される場合の網羅的プロテオーム解析の有用性が示された。また、発現の比較的大きいタンパ

ク質を同定することで、ターゲットを絞ったオミクス解析を行うことも可能であることが示された。 

 
研究協力者 
佐藤里絵 (独）農研機構 食品総合研究所 
酒井信夫 国立医薬品食品衛生研究所代謝生化

学部 
 
A．研究目的 

 生産性の向上や栄養付加を目的として、 
現在様々な遺伝子組換え食品が開発されている。

宿主としては、植物に限らず、遺伝子組換えニ 
ワトリやサーモン等の遺伝子組換え動物も開発 
され実用化されつつある。またゲノム編集とい 
う新しい技術による動植物のバイオテクノロジ 
ー応用食品も開発され、実用化されつつある。 
これらはこれまで存在していなかったものであ 
り、安全性評価の方法等について検討しておく 
必要があると考えられる。バイオテクノロジー 
技術による安全性を考えるうえで、バイオテク 
ノロジー技術による非意図的な影響を明らかに 
することが必要であり、プロテオミクス等の網 
羅的解析法も一つの有用な方法になると考えら 

れる。そこで本分担研究ではバイオテクノロジ 

ー技術生産品と野生型を用いて 2D-DIGEを用い 

てプロテオミクスによる網羅的解析を行い、両 

者の比較を行うこと及び発現に差違のあったタ 

ンパク質の同定を行って、Mode of action  

(MOA)を知ること、また安全性評価への応用に 

ついて検討することを目的とする。以下、今年 

度の概要を記す。 
今年度は、バイオテクノロジー技術応用生物

として、TALEN 法でゲノム編集(TG-P)されグリ

コアルカロイドの含量の大きく減少した形質転

換系統じゃがいも塊茎を用い、野生型(NT-P) 

（品種サッシー）じゃがいも塊茎由来の、各 3サ

ンプルのタンパク質抽出液につき、プロテオー

ム解析を行った。具体的には、2D-DIGE を用い、

TG-P と NT-P 群のタンパク質の発現の定量的網

羅的解析を行い、差異のあったタンパク質を選

択し、変動の大きかったタンパク質につき

nanoLC-MS/MSにて同定を行った。 
 
B. 研究方法 
(1)じゃがいも塊茎タンパク質のプロテオーム

解析 

(i) 供与試料 
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 ゲノム編集(TG-P)及び野生型(NT-P)じゃがい

も塊茎それぞれ約 1gからなる 3サンプルを理

化学研究所環境資源科学研究センター統合メタ

ボロミクス研究グループの梅基直行先生より供

与いただいた（サンプル TG; TG-P1, TG-P2, 

TG-P  NT; NT-P1, NT-P2, NT-P3）。供与いた

だいたサンプルは、-80℃ディープフリーザー

内に保管した。 

 (ii) じゃがいも塊茎を用いたタンパク質網

羅的比較解析 

  じゃがいも塊茎試料に Lysis Buffer (10 mM 

Tris-HCl(pH 8.0)、7M尿素、2Mチオ尿素、5 

mM 酢酸マグネシウム、4%(w/v)CHAPS、1錠

/50mL Complete Inhibitor Cocktail Tablets) 

2mL を加えて混和した。混和後に超音波処理

(0.2秒間 ON + 0.3秒間 OFFのサイクルで 20

秒間 x2回)を実施した。超音波処理後の試料を

Amicon Ultra-0.5に添加して微量高速冷却遠

心機を用いて 20,000xgで 10分間遠心限外ろ過

した試料を評価用試料とした。 

全評価用試料を等量ずつ混合したプール試料

に対して200 pmol のCy2（200 μmol/L DMF 溶

液、1μL）を添加した。また、各評価用試料に

対して表3 に従って200 pmol のCy3 及びCy5

（200 μmol/LDMF 溶液、1 μL）を添加した。

添加後氷上にて30 分間静置してラベリング反

応を実施した。反応液に過剰量のリジン溶液

（10 mmol/L 溶液、1 μL）を添加して10 分間

保持し反応を終了した。反応終了後に反応液総

量と等量の 2×サンプルバッファー（8 mol/L 

尿素、4%(w/v) CHAPS、20 mg/mL DTT、2vol% 

IPG buffer pH3-11 NL）を添加してさらに10 

分間氷上に保持したものを2D-DIGE 解析用の試

料とした。 

二次元電気泳動の操作、装置及び条件に

ついて以下に記す。 

 (a)一次元目電気泳動条件：一次元目電気泳動

は、装置にMultiphoreII（GEヘルスケア）を、

ゲルストリップにImmobiline™ DryStrip pH3-

11 NL 24cmを用い、試料はカップローディング

ホルダーから添加した。フォーカシングは、ト

ータルで44.2 kVh（300 V; 4 hr, 300-3500 V; 

5 hr, 3500 V; 10 hr）行った。泳動後、平衡

化溶液（50 mmol/L Tris-HCl, pH8.8、6 mol/L

尿素、30vol%グリセロール、2%(w/v) SDS）に

0.25%(w/v)  DTTを添加したA液及び同様に

4.5%(w/v) IAAを添加したB液に対して各々10分

間ずつ平衡化を行った。 

(b)二次元目電気泳動条件：平衡化終了後、

Ettan DALT IIシステム（GEヘルスケア バイオ

サイエンス）及び12%(w/v)均一ポリアクリルア

ミドゲル（自作）を用いて二次元目のSDSポリ

アクリルアミドゲル電気泳動を行った。泳動

は、30 W（15℃）一定で泳動先端が完全に溶出

するまで（約15時間）行った。 

ゲル画像取り込みは、Typhoon9400（GE ヘル

スケア社）を使用して行い、二次元電気泳動ゲ

ルイメージは、Dycyder Ver7.0（GE ヘルスケ

ア社）を用い、画像品質確認及び定量比較解析

を行った。 

 発現量の変動のみられたタンパク質について

は、質量分析用の Ruby染色後に取得した二次

元電気泳動ゲルイメージと定量比較解析のゲル

イメージを Decyder BVAソフトを用いてマッチ

ングして、個体間で発現変動の大きかった 10

スポット(No.1845,2566,2618,2630,2657,2901, 

2054, 4851,5401,5648)をスポットピッカー

（GEヘルスケア）を用いてピッキングした。

ピッキングした各ゲルプラグを 50%メタノール

溶液で洗浄した後に、100 μlの 100 mM 炭酸

水素アンモニウム及び還元処理液（1.5 mg の 

DTT を 1 ml の 100 mM 炭酸水素アンモニウム

に溶解）10 μL を添加して 57℃で 30分間静

置した。さらに、アルキル化処理液（ 10 mg 

のヨードアセトアミドを 1 ml の 100 mM 炭酸

水素アンモニウムに溶解） 10μLを添加して

室温で 30分間静置した。還元アルキル化処理

後の試料に対してトリプシン消化液 2μLを加

えた後に、50 mM 炭酸水素アンモニウム 10μL

を加えた。チューブを 30℃に設定したドライ

バス上で一晩インキュベートして消化した。消

化後のゲルから消化ペプチドを抽出液(50%アセ

トニトリル、5%ぎ酸)で 10分間超音波処理して

抽出した液を遠心濃縮機で、乾燥後、LC-MS/MS

測定用の溶媒（0.1%蟻酸）30μ Lに溶解し LC-

MS/MS分析試料とし、 MS解析用 Total 

recovery tube（ウォーターズ社）に移した。 

回収したペプチド溶液の、nanoLC-MS/MS

分析は、LC部分に UltiMateR 3000 HPLC（ダ 

イオネクス社）、質量分析装置に Q-Exactive 

Plus（サーモサイエンティフィック社）を用い  

Xcalibur（サーモフィッシャーサイエンティフ

ィック社）で LC及び MSを制御して測定を実 

施した。LC、MSの分析条件を以下に示した。

データベースは検索は Mascot（マトリックス 

サイエンス社）を使用し NCBInr の最新版に対
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して、Solanum tuberosum (Potato)を指定して

検索を行った。 
 
C．研究結果 
 (1) じゃがいも塊茎を用いたタンパク質網羅

的比較解析 

 TG-P, NT-Pじゃがいも塊茎 6サンプルから

抽出されたタンパク質としてそれぞれ約 5500

のスポットが 2D-DIGE で検出された。NT-Pと

TG-P各 3サンプルにつき、群間の差を検出す

る目的で、n=3で比較解析した.図 1に NT-Pと

TG-Pの画像を重ね合わせて表示した例を示

す。9種の定量比較画像の各スポットの蛍光強

度データについて変動の大きさにつき解析を行

ったところ、TG-P群と NT-P群の比較で、有意

差(p値<0.05)があり、1.5以上の発現の差異の

みられるスポットが 13個観察された。そのう

ち、5個が TG-P群で NT-P群に比べ上昇がみら

れたスポットで、8個が TG-P群で NT-P群に比

べ減少がみられたスポットであった。結果を表

１に示す。それらのスポットのうち発現変動の

大きかった 10個のスポットについて、MS 解析

を実施することを計画した。スポット解析した

スポットの二次元電気泳動ゲルイメージ上の位

置を図 2に、MS解析によるタンパク質の同定

結果を表 2に、また、MS解析により同定した

タンパク質の名前を記した同定結果を二次元電

気泳動ゲルイメージ上に記したものを図 3に示

す。 

TGで上昇のみられたタンパク質として、ヒー 

トショック 70kDa(Hsp70)タンパク質、液胞貯

蔵タンパク質である patatin -11タンパク質が

同定された（表 1(a)）。また、No.4851は、

probable inactive patatin-3-Kuras 1(PT3K1)

と推定された。ヒートショックタンパク質、パ

タチンともにストレスに応答して変動するタン

パク質と思われるが、変動幅は、同定されたタ

ンパク質では 3倍以下の発現の差がみられたの

みであった。また、発現の減少したタンパク質

として、表 1(b)に示すようにアミノ酸代謝に

かかわる glutamate-glyoxalate amino-

transferase-2-like, 澱粉の代謝にかかわる

Granule-bound starch synthase 1,ミトコンド

リアでの ATP 合成に関与する ATP synthase 

subunit beta 等が同定されたが、いずれも 3

倍以下の発現の差しかみられなかった。以上よ

り、TG-P群において NT-P群に比して安全性上

の問題となるタンパク質の変動は引き起こされ

ていないものと思われた。 

なお、今回有意に TG群で上昇の見られたス

トレスに応答すると思われる Hsp70タンパク質

は、形質転換による非意図的影響を調べるため

のよいマーカーにもなり得ると思われた。 
 
D．考察 
じゃがいも塊茎を用いたタンパク質網羅的比

較解析 

今年度は、バイオテクノロジーを応用した形

質転換体として TALEN 法でゲノム編集されグ

リコアルカロイドの含量の大きく減少した系統

のじゃがいも塊茎を用いてプロテオーム解析を

行った。具体的には、ゲノム編集(TG-P)じゃが

いもと野生型(NT-P)じゃがいも塊茎由来の、各

3サンプルのタンパク質抽出液につき、2D-DIGE

を用い、TG-P と NT-P 群のタンパク質の発現の

定量的網羅的解析を行い、差異のあったタンパ

ク質を選択し、変動の大きかったタンパク質に

つき nanoLC-MS/MSにて同定を行った。 
その結果、TG-Pで上昇のみられたタンパク質 

として、Hsp70タンパク質、patatin -11タン

パク質が同定された。なお、TG-P,NT-P間で 3

倍以上の発現の差のみられたスポットは上昇の

みられた 1スポット以外になく、全体として両

者間の変動幅は小さく、ゲノム編集で、安全性

上の問題となる変動は引き起こされていないも

のと思われた。また、形質転換体の野生株に対

する変動幅は、以前プロテオーム解析を行った

DREB1A 転写因子を遺伝子導入したじゃがいも

塊茎の野生株に対する変動幅と比較して、同等

以下であることも確認された 1)。 
 

E．結論 
じゃがいも塊茎を用いたタンパク質網羅的比

較解析 

ゲノム編集されたじゃがいも(TG-P)及び野生 

株じゃがいも(NT-P)各 3サンプルから、タンパ

ク質を抽出し、TG-P及び NT-P群のタンパク質

発現の差を網羅的に調べるために 2D-PAGE を行

った。各サンプルからタンパク質として約

5500スポットが観察されたが、そのうち、TG-

P,NT-P群間で、3倍以上の発現の差異のみられ

たスポットは TG-Pで上昇のみられた 1スポッ

トのみであった。1.5 倍以上の変動の見られた

スポット 13個のうち、変動の大きかった 10個

のスポットを選択し、タンパク質の同定を MS
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解析で行った。全体として、じゃがいも塊茎タ

ンパク質の発現量に TG-P, NT-P群間でほとん

ど差がみられなかったため、ゲノム編集で安全

性上問題となる変動は引き起こされていないも

のと思われた。 

プロテオーム解析は、安全性評価ばかりで

なく、組換え体の作用機作(Mode of Action)

を知るうえで、またバイオマーカーの探索

のためにも有用な手法であることが示され

た。 
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図 1 NT-P-1 と TG-P-1 の重ね合わせ 2D-DIGE-gel イメージ 

   Cy3: 綠- NT-P-1 , Cy5: 赤-TG-P-1 (両サンプルに同程度含まれるスポットは黄色で表示される.)   
 
 
表 1  NT-P 試料に対して TG-P 試料で、1.5倍以上の上昇 (a) または 1.5倍以下の減少(b)が検出されたスポット          
 

(a) TG で増加したスポット 

No. Master No. T-test 
Av. Ratio (TG / 

NT) 1-ANOVA 
1 2054 0.0094 1.90 0.0094 
2 4136 0.0082 2.87 0.0082 
3 4851 0.011 4.06 0.011 
4 5401 0.023 1.62 0.023 
5 5648 0.042 1.66 0.042 

 

 

(b) TG で減少したスポット 

No. Master No. T-test 
Av. Ratio (TG / 

NT) 1-ANOVA 
1 1845 0.049 -1.53 0.049 
2 2566 0.0038 -1.72 0.0038 
3 2618 0.015 -1.65 0.015 
4 2630 0.014 -1.58 0.014 
5 2657 0.042 -1.57 0.042 
6 2901 0.031 -1.83 0.031 
7 3854 0.00099 -1.61 0.00099 
8 5828 0.043 -1.95 0.043 

 

MS解析を行ったスポットは、マスターNo.の部分を赤で示した。 
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図 2  じゃがいも塊茎の MS解析を実施したスポットの二次元電気泳動ゲルイメージ上の位置 

 

 
 
 
図 3.じゃがいも塊茎の MS 解析を実施したスポットの同定結果並びに二次元電気泳動ゲルイメージ上の位置 
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表 2  じゃがいも塊茎の MS解析を実施したスポットの同定結果

 
  (a) 発現の上昇したスポット    

No. Master No. T-test Av. Ratio Protein Name Mw Score 
1 4851 0.011 4.06 Probable inactive patatin-3-Kuras 1 41224 538 
2 2054 0.0094 1.9 Heat shock 70 kDa protein, mitochondrial 73317 4708 
3 5648 0.042 1.66 Patatin-11  42528 432 
4 5401 0.023 1.62 Patatin-11  42528 521 

       

     (b) 発現の減少したスポット    

No. Master No. T-test Av. Ratio Protein Name Mw Score 

1 2901 0.031 -1.83 glutamate--glyoxylate aminotransferase 2-
like  53058 847 

2 2566 0.0038 -1.72 Granule-bound starch synthase 1, 
chloroplastic/amyloplastic 67160 869 

3 2618 0.015 -1.65 ATP synthase subunit beta, mitochondrial-
like 59646 1123 

4 2630 0.014 -1.58 ATP synthase subunit beta, mitochondrial-
like 59646 607 

5 2657 0.042 -1.57 Actin-100 39756 257 
6 1845 0.049 -1.53 Actin-100 39756 210 

  Av.Ratio: TG / NT     
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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） 
平成 29 年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 
分担課題 バイオテクノロジー応用食品のトランスクリプトーム解析（１） 

 
 研究分担者 小関 良宏 （東京農工大学大学院工学研究院・教授） 
 研究協力者 宮原 平  （東京農工大学大学院工学研究院・助教） 
 

研究要旨  
 近年のゲノム編集技術の発展により、様々な生物種での遺伝子改変生物の開発が

進められている。ゲノム編集技術では従来の外来遺伝子の導入による遺伝子組換え

生物の作出とは異なる技法で遺伝子改変が行われることから、これまでにない遺伝

子改変がなされた生物由来の食品の安全性を評価する必要がある。 
 本研究では新規の遺伝子改変技術であるゲノム編集技術により作出された遺伝

子改変ジャガイモを遺伝子改変作物のモデルとし、遺伝子改変生物由来の食品の新

たな安全性評価系の構築を目的としている。ジャガイモの有毒成分であるグリコア

ルカロイドを合成する酵素遺伝子 SSR2 を欠損させたゲノム編集体と非ゲノム編

集体での次世代シーケンサーを使用した RNA-seq によりトランスクリプトーム解

析を行った。解析の結果、非ゲノム編集体とゲノム編集体で遺伝子の発現に差は見

られなかった。 
 

 
A. 研究目的 
 ゲノム編集技術と呼ばれる宿主生物のゲノ

ム内に外来遺伝子導入の痕跡がほとんど残ら

ない遺伝子改変技術の開発が進められており、

様々な生物種において、遺伝子改変生物が作出

されている。この技術は従来の遺伝子組み換え

技術とは手法が異なることから、研究者が意図

した目的の形質以外にどのような影響がその

生物の代謝フローに出るのか経験に乏しい。し

かし、外来遺伝子が組み込まれていなければ遺

伝子組み換え生物にはあたらないため、近い将

来に多くの遺伝子改変生物の食品およびその

加工原料としての使用が考えられる。したがっ

て、遺伝子改変生物に対するバイオテクノロジ

ー応用食品としての安全性評価系の構築が急

務とされている。食品の安全性評価の点では、

遺伝子改変生物の生体内での変化を網羅的に

把握する必要があるため、遺伝子改変生物のオ

ミクス解析を行い、評価系構築のための基礎デ

ータの集積を目的としている。 
 本研究ではゲノム編集技術による遺伝子改

変作物のモデルとしてグリコアルカロイド合

成酵素遺伝子である Sterol side chain reductase 2 
(SSR2) を欠損させたジャガイモを解析対象と

して、バイオテクノロジー応用食品の安全性評

価基準のための基礎データの集積を目的に研

究を行った。 
 
B. 研究方法 
 理化学研究所の梅基先生より分与されたジ

ャガイモ品種サッシーのゲノム編集体  (TG) 
と対照として非編集体 (NT) をそれぞれ 3 個
体ずつ計 6 個体をサンプルとした。ゲノム編

集体は SSR2 遺伝子を TALEN により欠損さ

せたものを使用した (Sawai et al., 2014)。なお、

使用したゲノム編集体は事前に SSR2 遺伝子

が欠損していること、およびグリコアルカロイ

ドの蓄積量が非編集体に比べて少ないことを

確認してある。 
 塊茎の皮を厚めに剥いたものを 100 mg 程度

使用し、RNA 抽出用前処理試薬 Fruit-Mate (タ
カ ラ バ イ オ ) と  RNeasy Plant Mini Kit 
(QIAGEN) を使用して total RNA を抽出した。

定量し各サンプルの total RNA 10 µg 程度をユ

ー ロ フ ィ ン ジ ェ ノ ミ ク ス 株 式 会 社 の 
mRNA-seq 解析に委託した。基本条件は 
HiSeq2500、HiSeq Control Software 2.2.58、RTA 
1.18.64、bcl2fastq 1.8.4、HiSeq SBS Kit v4 を使

用してシーケンスモード 2 × 125 bp のペアエ

ンドリードとして行われた。納品されたデータ
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はフィルタリングによりパラメータ  q20p80 
を満たす 105 bp のペア配列のみを残した。精

製した配列データはジャガイモゲノム解読の

際のトランスクリプトームデータとして公開

さ れ て い る 
PGSC_DM_v3.4_transcript-update.fasta に 
Bowtie2 ver. 2.2.9 によりマッピングを行った。

次に eXpress ver. 1.5.1 によりカウントデータ

として FPKM 値を取得した。この発現量デー

タを基にクラスター解析および散布図を作成

した。また、それぞれの個体での遺伝子配列を

確認するためアッセンブリングを Trinity ver. 
2.1.1 を使用して行った。  
 

倫理面への配慮  
該当しない 
 

C. 研究結果 
 ジャガイモの塊茎からの total RNA 抽出で

は多糖類やポリフェノールを多く含むサンプ

ルから RNA の抽出を行う際の前処理試薬と

して Fruit-Mate と RNA 抽出キット RNeasy 
Plant Mini Kit 使用することで、100 mg から 20 
µg 程度の純度の高い total RNA を得ることが

できた。 
 次世代シーケンサーによる委託解析から納

品されたシーケンスデータはすでにある程度

の質の高いデータのみにフィルタリングされ

てあるものであったが、さらにトリミングとフ

ィルタリングにより、納品データの 92.3% の
データをトランスクリプトーム解析に使用す

ることとした。すでにネット上で公開されてい

るジャガイモのトランスクリプトデータ 
(PGSC_DM_v3.4_transcript-update.fasta) には構

造遺伝子として 56,218 遺伝子が記されており、

今回のシーケンスデータではそのうちの 
45,576 遺伝子の配列を検出できた。これは全体

の 81 % 程度をカバーするものであった。各サ

ンプルでのすべての遺伝子での発現量 (FPKM 
値) に基づくクラスター解析では非ゲノム編集

体 (NT) とゲノム編集体 (TG) で個別のクレ

ードを形成することはなかった (Fig. 1)。また

同様に各 NT と TG の 3 個体での遺伝子の

発現量の平均値をプロットした散布図ではほ

とんどの遺伝子で発現量に大きな差は見られ

なかった。一部発現量が高く検出された遺伝子

はプロテアーゼ阻害に関連するものであった 
(Fig. 2)。 

ゲノム編集体のそれぞれの遺伝子配列をア

ッセンブリングにより得たデータから  SSR2 
遺伝子の配列を確認したところ、すべて正常な

配列であった。また、SSR2 の遺伝子配列はト

ラ ン ス ク リ プ ト デ ー タ に は  3 種 類 
(PGSC0003DMT400054476-78) の配列が存在し

ていたが NT と TG で有意な発現量の差は見

られなかった。さらに、各 TG 個体には TAL 
エフェクターの 400-700 アミノ酸領域が導入

されていることを確認した。 
 

D. 考察 
 ゲノム編集により遺伝子改変を行った作物

のモデルとして、グリコアルカロイドの合成を

抑制させる形質をもつジャガイモの塊茎にお

けるトランスクリプトーム解析を行った。 
 提供を受けたジャガイモサンプルはゲノム

配列の解析から当該遺伝子である SSR2 遺伝

子が欠損していること、およびグリコアルカロ

イドの蓄積量が非編集体と比較して大きく低

下することが示されている（梅基先生より）。

一方で、今回の RNA シーケンスデータでは 
SSR2 遺伝子の正常な配列のみがゲノム編集体 
3 個体すべてから獲得され、その発現量は非編

集体とは有意差が得られなかった。この結果よ

り、今回のサンプルでは SSR2 欠損配列は転写

されておらず、ごくわずかに存在する正常な配

列が転写されていることが考えられた。これは、

ゲノム編集により一部の遺伝子を欠損させた

個体であってもわずかに正常な遺伝子も存在

していることを示唆している。また、SSR2 の
発現量が非編集体と有意差がなかったのは、サ

ンプリングを行った時期がそもそも非編集体

でも SSR2 遺伝子の発現が低い状態であった

ためと考えられる。発現量が高い遺伝子には 
Protease inhibitor や  Metallothionein などが確

認され、これらは NT、TG の区別なくどちら

の系統においても高い発現量を示していた。こ

のことからこれらの遺伝子はサンプリングに

よるストレス誘導により発現が促進されたも

のと考えられた。これら以外には、クラスター

解析や散布図からも有意に発現が変動した遺

伝子は確認されなかった。 
 今後は SSR2 遺伝子の発現が活発になる時

期での発現変動の比較など特定の条件下での

トランスクリプトーム解析も行う必要がある

と考えられる。 
 

 
E. 結論 
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 ゲノム編集技術を使用した遺伝子改変作物

のモデルとしてジャガイモの塊茎における遺

伝子発現量を非編集体と比較した結果、当該遺

伝子であるグリコアルカロイド合成酵素遺伝

子の発現量に差異はなく、他の遺伝子において

も発現量に変化は見られなかった。 
 
F. 健康危険情報 
なし 
 
G. 研究発表 

1. 論文発表 
1)なし 

2)なし 
 

2. 学会発表 
1)なし 
2)なし 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 

1. 特許取得  なし 
2. 実用新案登録  なし 
 
3. その他  なし 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fig. 1 クラスター解析 
NT: Non-transformant、TG: Transgenics 

 
Fig.2 各系統 3 個体での FPKM 値の平均値をプロットした散布図 
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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） 

平成 28年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 

分担課題 バイオテクノロジー応用食品のトランスクリプトーム解析(2) 

 

 研究分担者 小関 良宏 （東京農工大学大学院工学研究院研究科・教授） 

 研究協力者 小口 太一 （筑波大学生命環境系/つくば機能植物イノベーション

研究センター・助教） 

      

 

研究要旨  

 近年、新しい植物育種技術 (New Plant Breeding Techniques; NBT) の農作物育

種への利用に注目が集まっている。遺伝子組換え体と非遺伝子組換え体の間の接ぎ

木技術も NBTの 1つである。今後、組換え台木に接いだ非組換え穂木の野菜・果樹

等の育種が進み、それらに由来する農産物の食品としても利用も想定しなくてはな

らない。そこで、本研究では、トマトやジャガイモ等をモデルとし、組換え体-非

組換え体間の接ぎ木を作成・生育、可食部におけるトランススクリトーム解析や食

品成分分析を実施し、食品としての利用に際する安全性評価基準や規制のあり方の

議論を進めていく上での科学的知見の提供を目的とする。本年度は前年度に引き続

き、GUS 遺伝子導入組換えトマトと非組換えトマト間で接ぎ木植物体を生育し、登

熟期ごとに果実を得、各種解析のための試料として調製した。 

 

 

 

A. 研究目的 

 地球規模の気候変動や地球人口の増大によ

る食料需要の増大に対応するため、食料生産へ

のバイオテクノロジー利用の重要性は高まっ

ている。新機能を付与した遺伝子組換え植物の

みならず遺伝子組換え動物が開発され、さらに

近 年 開 発 さ れ た  New Plant Breeding 

Techniques (NBT) による新たな農作物の開

発・研究が世界規模で進められている。NBT の

一部は、最終産物には組換え遺伝子は含まない

ものの育種過程で遺伝子組換え操作を含む技

術や組換え植物と非組換え植物を接ぎ木等、現

在の法規制ではグレーゾーンにあたる技術が

含まれる。NBT の技術開発が進めば、NBT 由来

の農産物の食品としての利用も想定される。そ

こで、NBT 由来農作物を食品としての利用にお

ける安全性評価の基準や規制のあり方の議論

を進めていく上で科学的エビデンスの蓄積不

可欠である。そこで本研究では、NBT の 1 つで

ある組換え体と非組換え体を接ぎ木した植物

に関する生物学的・栄養学的知見創出を目的と

し、トマトやジャガイモ等をモデルとして組換

え体-非組換え体間の接ぎ木を作成・生育、可

食部におけるトランススクリトーム解析や食

品成分分析に基づく科学的知見を提示し、安全

性評価手法の確立を目指す。 

 

B. 研究方法 

 植物材料は、実験用トマト品種であるマイク

ロトムを用いた。GUS 遺伝子導入マイクロトム

は、筑波大学遺伝子実験センター野中助教より

分与を受けた。播種後 5週目の組換え (TG) 及

び非組換え (NT) トマトを土面からおよそ 3 cm

の箇所で主茎を切断し、台木には切断面の中心

に垂直にカミソリ刃で 2-3 mm 程度の切り込み

を入れ、その間にカミソリで V字型に削いだ穂

木を挟み込み、内径 3 mm のビニル管で固定し

た。その後、1-2 週間、鉢を含む植物体全体を

ビニル袋で覆い、保湿状態で管理した。その後、

1 週間程度をかけてビニル袋を外し、栽培室で

引き続き生育させた。結実後、肥大した果実の

表面が赤色に変化する催色(期)を基準とし、菜

食期 5日後及び 10 日後（完熟）の果実を収穫、

液体窒素で凍結し、-80℃で分析まで保管した。 
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倫理面への配慮 

植物材料は組換え体を含むため、「遺伝子

組換え生物等の使用等の規制による生物の

多様性の確保に関する法律 (カルタヘナ

法）」及び関連省令や地方自治体の政令や指

針、筑波大学遺伝子組換え実験安全管理規程

等を十分に遵守して実施している。 

 

C. 研究結果 

 非組換え体同士、穂木組換え体/台木非組

換え体、穂木非組換え体/台木組換え体、組

換え体同士の各組み合わせ 5例ずつトマトの

接ぎ木体を作成した。 

接ぎ木体に結実した果実が催色したら順

次標識し、彩色後 5 日目又は 10 日目に採取

し、直ちに液体窒素で凍結した（図）。組換

え体-非組換え体、接ぎ木施術の有無による

果実の形体、登熟にかかる日数の違いは見ら

れなかった。凍結した試料は分析までの間、

-80℃の冷凍庫で保管する。 

 

D. 考察 

 彩色期を指標とし、果実の成熟段階を揃え

ることで分析値の安定化を目指した。本研究

でモデル材料としたマイクロトムでは、彩色

期が果実の登熟段階の指標の一つとして知

られる。彩色期とは、受粉から約 35 日後に

果実表面に淡い赤色の着色が目視で確認さ

れるステージを指し(図 0DAB)、その後 2 日

間果実全体で淡い彩色がみられ、彩色期後 10

日目で完熟とされる。実際の生食トマトは、

完熟前に収穫されることが多いので、完熟前

の彩色後 5 日目と、完熟期である彩色後 10

日目に定めて、分析試料として調製した（図）。 

  

 

E. 結論 

 GUS 遺伝子導入組換えトマトと非組換えト

マト間で接ぎ木植物体を生育し、各種解析の

ため 2種類の登熟段階の果実を試料として調

製した。 

 

F. 健康危険情報 

 なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

なし 

 

2. 学会発表 

 なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし   

  
  
 

 
図 網羅的解析用に採取したマイクロトムの様子 

結実後、肥大した果実の表面が赤色に変化する催色期(Breaker)を基準とし、彩色期 5日後(5 day after 

breaker; 5DAB)及び 10 日後（10DAB; 完熟）の果実を収穫、液体窒素で凍結し、網羅的解析の試料と

した。写真 A は果皮色、B は切断面の様子を示す。写真は、接ぎ木無施術の組換え体の果実を示すが、
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組換え体-非組換え体、接ぎ木施術の有無による果実の形体、登熟にかかる日数の違いは見られなかっ

た。凍結した試料は分析までの間-80℃で保管する。バーは、1cm。 

 



厚生労働科学研究費補助金（食の安全確保推進研究事業）

平成 29 年度 分担研究報告書 

バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び

国民受容に関する研究

分担課題： バイオテクノロジーを用いて得られた食品のメタボローム解析

研究分担者 太田 大策 （大阪府立大学生命環境学研究科・教授）

研究協力者 小川 拓水 （大阪府立大学生命環境学研究科・助教）

 小関 良宏 （東京農工大学工学研究院・教授）

 手島 玲子 （国立医薬品食品衛生研究所・客員研究員

徳島文理大学香川薬学部・特任教授）

研究要旨  

本研究は，食品や医薬品開発を目的として，ゲノム編集技術によって内生代謝活性を改変

したジャガイモ塊茎モデルに，トランスクリプトミクス，プロテオミクス，メタボロミク

スによる統合オミクス解析を実施し，安全性評価に関する実証的データの蓄積と整備を行

い，その検討を行なうことが目的である。本分担課題では，メタボロミクスによって，ゲ

ノム編集によって代謝機能が改変された作物の代謝プロファイル解析を実施し，安全性評

価のための基礎データを取得・公開することを最終目的としている。今年度は，ゲノム編

集技術の一種である transcription activator-like effector nuclease（TALEN）法によってステロ

ール側鎖還元酵素の遺伝子破壊を導入したジャガイモおよび母本品種の代謝プロファイル

比較解析を行い，両者間での代謝物蓄積傾向の類似点と相違点を明らかにするとともに，

蓄積代謝物の差異を同定した。 

A. 研究目的

食品安全は利用可能な科学技術の進歩に合

わせて時代とともに変化が求められる分野

である。バイオテクノロジーによる生物機

能の改変技術は急激な進歩を続けており，

現在では，動物，植物，微生物といったあ

らゆる生物の遺伝子機能を多面的に改変す

ることが可能となりつつある。特に，ゲノ

ム編集による生物機能改変が農作物や家畜

などにも適用され，急速に実用化されつつ

ある。一方で，人為的に遺伝子機能を改変

した生物を食用に利用する際には，安全性
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に関わる品質管理や，生産段階での環境保

全，社会受容の問題など，依然として多く

の課題が残されている。生体成分の総体を

解析対象とするオミクス解析は，遺伝子改

変体を食用利用する上で懸念される生体成

分の含量変化を調査するための強力なアプ

ローチである。世界的にも，オミクス解析

は食用利用を想定して開発された遺伝子改

変体の安全性評価の第一歩として位置づけ

られており，各種の遺伝子改変体を対象と

した実証データの蓄積が求められている。

本研究は，メタボロミクスによって，ゲノ

ム編集によって代謝機能が改変された作物

の代謝プロファイル解析を実施し，安全性

評価のための基礎データを取得・公開する

ことを目的としている。 

今年度は，ゲノム編集技術の一種であ

る transcription activator-like effector nuclease

（TALEN）法によってステロール側鎖還元

酵素（sterol side chain reductase 2; SSR2）の

遺伝子破壊を導入したジャガイモおよび母

本品種の代謝プロファイル比較解析を行い，

両者間での代謝物蓄積傾向の類似点と相違

点を明らかにするとともに，蓄積代謝物の

差異を同定することを目的とした。 

B. 研究方法

1. 供試試料

ジャガイモ試料は理化学研究所環境資源

科学研究センター（梅基直行博士）から提

供された。実験デザインは，ゲノム編集試

料（GE）と対照試料（Cont）の 2 群間で

の比較とした。GE 群は，栽培品種サッシ

ーを pYS026_SSR2-TALEN-C で形質転換

した系統（#71）の独立 3 個体とした（GE-1, 

GE-2, および GE-3）。Cont 群は，栽培品種

サッシーの独立 3 個体とした（Cont-1,

Cont-2, および Cont-3）。

 試料の調整，輸送，および保存は以下の

ようにした。各個体から成熟した塊茎を採

取し，2−3 mm の厚さで剥皮し，皮の部分

を回収して速やかに液体窒素中で急速凍結

させた。凍結試料をドライアイスで冷凍保

存し，理化学研究所から大阪府立大学へと

輸送した。試料を凍結乾燥させ，液体窒素

で十分に冷却した乳鉢と乳棒を用いて液体

窒素で冷却しながら磨砕した。磨砕した凍

結乾燥試料は超低温フリーザー（-80°C）で

保存した。

2. 溶媒抽出

凍結乾燥試料からの低分子化合物の抽出

は Shepherd et al. (2007) の方法 1) に準じて

行なった。抽出の試行回数は 1 試料につき 

3 回とした。磨砕試料 50 mg を硬質ガラス

製のねじ口試験管に移し，メタノール（1.5 

mL）を加え，蓋をしてボルテックスミキサ

ーを用いて内容物を混合した後，30°C で 

30 分間保温しながら震盪抽出した。そこに

超純水（375 μL）とクロロホルム（3 mL）

を加え，同様にして震盪抽出した。さらに

超純水（750 μL）を加え，蓋をして手で試

験管を激しく振ることで内容物を混合し，

室温で 10 分間遠心し（3000 rpm; RT3S3 ス

イングローターを使用），2 層に分離した。

上層（2 mL）をガラス製パスツールピペッ
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トでポリプロピレン製のセーフロック付き

チューブ（エッペンドルフ社製）に移し，

これを極性フラクションとした。下層（3 mL）

を同様にして別のチューブに移し，これを

非極性フラクションとした。

 非極性フラクションに含まれる不飽和脂

肪酸の酸化を防ぐため，以下のようにして

抗酸化剤ブチル化ヒドロキシトルエン

（BHT）を加えた。非極性フラクション全

量を遠心濃縮機で乾固させた後， そこに

BHT を含有するヘキサン（100 mg/L）1 mL 

を加え，再溶解させた。

極性フラクションおよび BHT を含む非

極性フラクションは低温フリーザー（-30°C）

で保存した。

3. 誘導体化

各フラクションに含まれる低分子化合物

の誘導体化は Shepherd et al. (2007) の方法

1) に準じて行なった。

非極性フラクションの誘導体化は次のよ

うに進めた。BHT を含む非極性フラクショ

ン全量を遠心濃縮機で乾固させ，そこに

1%（v/v）硫酸メタノール溶液 1 mL を加え，

撹拌しながら（1,000 rpm），50°C で 16 時

間反応させ，脂肪酸をメチルエステル体に

誘導体化した。別の試験管に反応液全量を

移し，そこに 5%（w/v）塩化ナトリウム水

溶液 2.5 mL とクロロホルム 1.5 mL を加

え，蓋をして手で試験管を激しく振り内容

物を混合し，静置して 2 層に分離した。下

層（1.5 mL）をガラス製パスツールピペッ

トで別の試験管に移し，そこに 2%（w/v）

炭酸水素カリウム水溶液 1.5 mL を加え，

蓋をして手で試験管を激しく振ることで内

容物を混合し，静置して 2 層に分離した。

下層（1.5 mL）を同様にして新しいチュー

ブに移し，遠心濃縮機で乾固させた。乾固

試料にクロロホルム 50 μL とピリジン 10 

μL を加え，ボルテックスミキサーを用いて

撹拌することで再溶解させた。続いて，N-

メチル-N-トリメチルシリルトリフルオロ

アセトアミド（MSTFA）80 μL を加え，ト

リメチルシリル化を行った。反応液を室温

で 3 分間遠心し（14,000 rpm），上清をポリ

テトラフルオロエチレン製のメンブレンフ

ィルターで濾過し，回収した濾液を分析用

試料とした。

極性フラクションの誘導体化は次のよう

に進めた。極性フラクション 50 μL をチュ

ーブ（エッペンドルフ社製）に移し，遠心

濃縮機で乾固させ，そこにピリジンに溶解

させたメトキシアミン塩酸塩（20 mg/mL）

80 μL を加え，撹拌しながら（1,000 rpm），

50°C で 4 時間反応させオキシム化を行な

った。続いて，非極性フラクションと同様

にしてトリメチルシリル化および反応液の

濾過を行い，分析用試料を調製した。

5. 機器分析

分析用試料をガスクロマトグラフ-飛行

時間型質量分析計（GC-TOF/MS）に注入し，

GC 部では試料中化合物の分離を行い，MS 

部では分離した化合物のイオン化と質量情

報の取得を行なった。GC の試料注入口の

温度は 230°C（cold trap splitless mode）に設

41



定した。GC カラムは HP-5ms キャピラリ

ーカラム（長さ 30 m × 内径 0.25 mm，膜

厚 0.25 μm）を使用した。GC キャリアガス

はヘリウムを用いた（流量 1.0 mL/min）。

GC オーブンの昇温条件は，70°C（1 min）, 

1°C/min, 76°C（0 min）, 6°C/min, 350°C（1 min）

とした。トランスファーラインの温度は 

250°C, イオン源の温度は 250°C とした。イ

オン化は electron-ionization（EI）モード（70 

eV）で行った。検出器の電圧は 2850 V と

した。スキャン範囲は m/z 40-650 とした。

試料注入量は 1 μL とした。 

 

6. データ処理 

 データ処理は既報の手順 2) に従った。

GC-TOF/MS トータルイオンカレント（TIC）

クロマトグラムからの全イオン抽出とサン

プル間でのピークアライメントには 

MetAlign3) を，ピークデコンボリューショ

ンとピーク自動同定には AIoutput4) を使用

した。AIoutput によるピーク自動同定のた

めのマススペクトルライブラリは，標準品

の実測データを格納したインハウスのマス

スペクトルライブラリを用いた。また，

Shepherd et al. (2007) に記載されている化

合物の保持指標と主要イオンピーク情報 1) 

を基にしてピーク自動同定結果のキュレー

ションを行なった。 

 

7. 統計解析 

 主成分分析および Student’s t-test は，

MetaboAnalyst（ver. 3.5）5) を用いて行った。 

 主成分分析のデータ標準化方法は auto 

scaling を選択した。 

 Student’s t-test は，危険率 5% 水準で有

意性の判定を行った。GEとContの群間で，

個々のピークについて，主要イオンの相対

ピーク強度値の平均値の差の有無を検定し

た。検定の多重性に起因する問題を考慮し

て，Benjamini-Hochberg 法 6) により有意差

が認められたピーク群の偽陽性率（False 

Discovery Rate; FDR）を推定した。 

 

C. 研究結果 

1. 検出ピーク数  

 非極性フラクションでは 92 個の代謝物

候補ピークを得た。このうち 27 個は代謝

物として同定することができた。残り 65 

個のうち 16 個には注釈情報を付記するこ

とができた。 

 極性フラクションでは 126 個の代謝物

候補ピークを得た。このうち 31 個は代謝

物として同定することができた。残り 95 

個のうち 45 個には注釈情報を付記するこ

とができた。 

 

2. 主成分分析 

 非極性フラクションの 92 個のピークに

ついて，主要イオンの相対ピーク強度値を

変数にして主成分分析を実施した（Fig. 1A）。

第一主成分（寄与率 29.4%）と第二主成分

（寄与率 25.1%）の主成分スコアを基にし

て二次元プロット図を作成した。第一主成

分軸に沿ってゲノム編集（GE）試料の 1 個

体（GE-2）が他の 5 個体と明確に区別され

た。第二主成分軸に沿って，GE 群と Cont
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群の間での不明確なクラスター分離が認め

られた。

極性フラクションの 126 個のピークに

ついて，同様にして主成分分析を実施した

（Fig. 1B）。第一主成分（寄与率 24.0%）と

第二主成分（寄与率 18.9%）の主成分スコ

アを基にして二次元プロット図を作成した。

第二主成分軸に沿って，GE 群と Cont 群の

間でのクラスター分離の傾向が認められた。

特に，GE 群の 2 個体（GE1, GE-3）が他の 

4 個体と明確に区別された。 

3. 平均値の差の検定

非極性フラクションでは，7 個のピーク

において群間での有意差が認められた

（Table 1）。7 個目のピークの q 値より，

これらのうち偽陽性の割合は 31.4%（2.2 

個）と見積もられた。これら 7 個のピーク

のうち，ピーク強度比が群間で 2 倍以上の

ピークは 3 個あった。これらのうち，GE

群で高いレベルであったのは，カンペステ

ロール（p = 0.0003, GE/Cont = 10.1）のみで

あった。一方，GE 群で低いレベルであった

のは，コレステロール（p = 0.0006, Cont/GE

= 4.1），およびソラニジン（p = 0.0016,

Cont/GE= 52.3）であった。なお，q 値より，

これら 3 個のピークのうち偽陽性の割合

は 5%（0.15 個）と見積もられた。非極性

フラクション誘導体化試料の TIC クロマ

トグラムを群間で比較したところ，これら

3 個のピークについて，明確なレベル差を

確認できた（Fig. 2）。ピーク強度比が群間

で 2 倍未満の 4 個のピーク（N079, N085, 

N086, N087）は，いずれも GE 群で低いレ

ベルであった（Cont/GE = 1.4−1.5）。 

一方，極性フラクションでは，16 個のピ

ークにおいて群間での有意差が認められた

（Table 2）。16 個目のピークの q 値より，

これらのうち偽陽性の割合は 35.8%（5.7 

個）と見積もられた。これら 16 個のピー

クのうち，ピーク強度比が群間で 2 倍以上

のピークは 4 個あり（イソロイシン，フェ

ニルアラニン，トリプトファン，およびチ

ロシン様化合物 1），いずれも GE 群で高い

レベルであった（GE/Cont= 2.0−2.7）。ピー

ク強度比が群間で 2 倍未満であった 12

個のピークのうち 10 個（P056, グリシン，

ロイシン，P036, P026, P055, バリン, P060,

コハク酸様化合物 1, P059）は GE 群で高い

レベルであった（GE/Cont= 1.2−1.8）。残り

の 2 個（1-ケストース様化合物1, キナ酸）

は GE 群で低いレベルであった（Cont/GE =

1.4−1.9）。

D. 考察

GE ジャガイモを特徴付ける 3 種類の代

謝物（カンペステロール，コレステロール，

およびソラニジン）のうち，コレステロー

ルとソラニジンについては，ともに遺伝子

操作と蓄積量減少との因果関係を代謝生化

学の視点から説明できる。一方，カンペス

テロールの増加については，原因として考

えられるいくつかの可能性を列挙する。

コレステロールとソラニジンは，標的遺

伝子（SSR2）がコードする酵素が触媒する

代謝反応の下流で生合成される代謝物であ
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る 7)。SSR2 を欠損させた GE ジャガイモに

おいて，コレステロールとソラニジンの蓄

積レベルが低いという結果は，ジャガイモ

の SGA 生合成経路に関する知識と矛盾し

ない。

GE ジャガイモにおけるカンペステロー

ル増加の原因として複数の要因が考えられ

る。一つ目は，遺伝子改変により SGAs 生

合成経路が遮断されたことによって植物ス

テロール生合成経路への前駆体物質供給量

が増加した可能性である（Fig. 3）。二つ目

は，SSR2 の欠損がそのパラログ遺伝子 

SSR1 の機能発現に影響を及ぼした可能性

である。GE ジャガイモでは SSR1 が触媒

する代謝反応の基質であるイソフコステロ

ールが減少しており，その反応産物である

β-シトステロールが増加傾向にあった（Fig. 

3）。上記の 2 つの可能性については，並行

して進められているトランスクリプトーム

解析およびプロテオーム解析の結果と合わ

せて総合的に考察する必要がある。三つ目

は，野生型 SSR2 とは異なる触媒活性を持

つ変異型 SSR2 が発現している可能性で

ある。GE ジャガイモの母本品種サッシーは 

4 倍体であるため，4 個の SSR2 対立遺伝

子が存在する。TALEN 法を適用してこれら

の対立遺伝子の同時編集を試みた場合，

個々の対立遺伝子が独立したイベントによ

って編集を受けるため，変異には多様性が

生じる可能性がある。一方，編集を受けた

遺伝子の発現制御を司るプロモーター領域

は保存されるため，本来の SSR2 発現条件

下で，変異型 SSR2 が発現する可能性があ

る。現在，#71 系統における SSR2 遺伝子

の欠失状況の解析が進められている（梅基

ら）。
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E. 結論

本研究では，植物の代謝改変を目的として

実施されたゲノム編集操作が，目的以外の

代謝機能に及ぼす影響をメタボロミクスに

よって包括的に評価することが目的である。

実験には，毒性ステロイドアルカロイド（ソ

ラニジン）含量の減少を目的として，TALEN

法によるゲノム編集でステロール側鎖還元

酵素をコードする SSR2 遺伝子を破壊し，

ステロイドアルカロイド生合成を遮断した

ジャガイモ塊茎，および母本品種塊茎を供

試し，代謝物蓄積の類似性と相違性を明ら
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かにすることを目的とした。主成分分析お

よび個々のピーク平均値の差の検定から，

このゲノム編集による SSR2 遺伝子破壊で

は，目的としたステロール生合成経路以外

の代謝機能に与える影響は限定的であるこ

とを明らかにした。ゲノム編集ジャガイモ

では，ゲノム編集を反映して SSR2 が触媒

する代謝反応の下流の代謝物（コレステロ

ール，ソラニジン）が減少していた。一方，

植物主要ステロールの一種であるカンペス

テロール含量の顕著な増加を確認した。カ

ンペステロールは作物を含む広範な植物種

に普遍的に存在する化合物であり，これま

でに毒性に関する報告はない。一方，極性

画分の代謝物にも差異が認められたが，ス

テロール生合成とアミノ酸代謝の関連は明

らかではない。
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Fig. 1. 主成分分析 

ゲノム編集ジャガイモ試料（GE-1, GE-2, GE-3）と対照ジャガイモ試料（Cont-1, Cont-2, Cont-3）

の分析結果の主成分分析は web ツール MetaboAnalyst 3.0 を用いた。データ標準化方法は 

auto scaling を選択した。A および B にはそれぞれ非極性フラクションおよび極性フラク

ション由来の代謝物候補ピークの検出強度値をもとにした主成分分析の結果を示した。左

側パネル：第一主成分（PC1）と第二主成分（PC2）の主成分スコアをもとにして作成した

二次元プロット図。各主成分の寄与率は図中の括弧内に記し，個々のプロットの注釈を図

中に記した。右側のパネル：PC1 と PC2 のローディングスコアをもとにして作成した二次

元プロット図。個々のプロットは検出された代謝物候補ピークに対応する。
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Fig. 2. GC-MS トータルイオンカレントクロマトグラムの群間比較 

対照試料およびゲノム編集ジャガイモの各群の特徴を反映する平均的なクロマトグラムを

重ね，カラム保持時間 42 分から 44 分の部分を拡大して表示した。対照ジャガイモ試料

（Cont-1） および ゲノム編集ジャガイモ試料（GE-1） のクロマトグラムはそれぞれ緑色

およびマゼンダで示した。ゲノム編集ジャガイモを特徴付けるコレステロール，ソラニジ

ン，およびカンペステロールを矢印で示した。
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Fig. 3. ジャガイモのステロイドグリコアルカロイド生合成および植物ステロール生合成に

関わる代謝経路地図。代謝経路地図は，Sawai and Ohyama et al. (2014) 7) を参考にして一部

を改変して作成した。Shepherd et al. (2007) に記載されていたカラム保持指標情報および検

出 m/z 情報 1) をもとにして同定した各成分について，内部標準物質との比較により得られ

た相対ピーク面積値の平均値を棒グラフで示した（エラーバーは 3 回の独立した抽出実験

の標準偏差を示す）。群間の平均値の差の検定は Student’s t-test を用い，検定結果は図中に

記入した。ゲノム編集ジャガイモ試料（GE-1, GE-2, GE-3）と対照ジャガイモ試料（Cont-1, 

Cont-2, Cont-3）を比較し，5%水準で有意差がみられた場合は，代謝経路地図中の成分名の

脇に上向きの赤矢印（ゲノム編集ジャガイモ > 対照ジャガイモ試料）あるいは下向きの青

矢印（ゲノム編集ジャガイモ <対照ジャガイモ試料）を記入した。SGAs；ステロイドグリ

コアルカロイド。
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Supplementary Table S1. List of the metabolite-candidate peaks detected from non-polar fractions.

Notes:

RI b) Quant
MS c) Metabolite name Method Identificati

on score
Delta-

RI PPMCC HMDB KEGG

N001 1230.8 228 N001 - - - - - -
N002 1291.3 299 Glucose-1-phosphate AIoutput 0.974 0.3 0.961 HMDB0001586 C00103
N003 1312.0 199 N003 - - - - - -
N004 1499.8 73 Malate-like 1 AIoutput 0.714 7.2 0.623 - -
N005 1725.6 74 C14:0FAME-like 1 AIoutput 0.798 0.6 0.713 - -
N006 1800.9 71 Octadecane-like 1 AIoutput 0.727 0.9 0.621 - -
N007 1926.3 74 C16:0FAME-like 1 AIoutput 0.783 0.8 0.693 - -
N008 2010.5 74 C17:0FAME-like 1 AIoutput 0.711 16.5 0.712 - -
N009 2026.6 74 C17:0FAME AIoutput 0.937 0.4 0.908 No entry found No entry found
N010 2050.7 313 C16:0FA AIoutput 0.993 1.7 0.991 HMDB0000220 C00249
N011 2096.3 69 N011 - - - - - -
N012 2097.2 81 C18:2FAME AIoutput 0.981 2.2 0.975 No entry found No entry found
N013 2098.0 151 N013 - - - - - -
N014 2102.6 79 C18:2FAME-like 1 AIoutput 0.785 7.6 0.722 - -
N015 2107.3 97 C18:1FAME-like 1 AIoutput 0.799 5.3 0.726 - -
N016 2127.7 87 N016 - - - - - -
N017 2128.7 74 C18:0FAME-like 1 AIoutput 0.872 1.7 0.816 - -
N018 2135.1 299 N018 - - - - - -
N019 2153.7 91 N019 - - - - - -
N020 2162.1 327 C17:0FA-like 1 AIoutput 0.796 14.1 0.805 - -
N021 2214.8 337 C18:2FA-like 1 AIoutput 0.890 0.2 0.839 - -
N022 2247.8 341 C18:0FA AIoutput 0.951 1.2 0.928 HMDB0000827 C01530
N023 2260.4 341 N023 - - - - - -
N024 2295.3 81 C20:2FAME-like 1 AIoutput 0.73 2.7 0.626 - -
N025 2300.1 71 Tricosane-like 1 AIoutput 0.858 0.1 0.795 - -
N026 2328.3 74 C20:0FAME AIoutput 0.992 0.7 0.988 No entry found No entry found
N027 2358.5 355 C19:0FA-like 1 AIoutput 0.729 10.5 0.666 - -
N028 2428.3 74 C21:0FAME AIoutput 0.966 1.7 0.951 No entry found No entry found
N029 2457.9 369 C21:0FAlc Manually curated- - - No entry found No entry found
N030 2483.3 259 N030 - - - - - -
N031 2488.6 173 N031 - - - - - -
N032 2490.7 88 N032 - - - - - -
N033 2492.9 259 N033 - - - - - -
N034 2500.3 71 Pentacosane-like 1 AIoutput 0.793 0.3 0.706 - -
N035 2502.5 173 N035 - - - - - -
N036 2503.6 320 C22:1FAME-like 1 AIoutput 0.746 1.4 0.645 - -
N037 2530.7 74 C22:0FAME AIoutput 0.979 0.3 0.969 No entry found No entry found
N038 2537.2 259 N038 - - - - - -
N039 2542.6 259 N039 - - - - - -
N040 2545.9 149 N040 - - - - - -
N041 2555.7 385 N041 - - - - - -
N042 2556.7 383 C22:0FAlc Manually curated- - - HMDB0014770 No entry found
N043 2630.3 74 C23:0FAME AIoutput 0.982 0.7 0.974 No entry found No entry found
N044 2653.8 397 N044 - - - - - -
N045 2698.8 71 Heptacosane-like 1 AIoutput 0.856 1.2 0.793 - -
N046 2730.5 74 C24:0FAME Manually curated- - - No entry found No entry found
N047 2752.9 411 C24:0FAlc Manually curated- - - No entry found No entry found
N048 2803.5 433 N048 - - - - - -

AIoutput2 score e) Database ID f)Peak identification d)

a) N; non-polar fraction
b) RI; retention index, these values are obtained by normalizing the retention time of the peak to those of n -alkanes.
c) QuantMS; the representative m /z  value used for peak quantification.
d) The approach used for peak identification is described in the Methods section.
e) The accuracy scores returned by AIoutput2 peak identification process are shown. Identification score; caluculated by Delta-
RI and PPMCC values, Delta-RI; calculated by subtracting the retention index value of each peak from that of a library
compound, PPMCC; Pearson's product–moment correlation coefficient.
f) HMDB; The Human Metabolome Database (version 4.0) , KEGG COMPOUND; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) COMPOUND database

Peak detectionPeak ID
a)

49



N049 2841.2 460 N049 - - - - - -
N050 2852.1 425 C25:0FAlc Manually curated- - - No entry found No entry found
N051 2882.3 395 N051 - - - - - -
N052 2915.3 283 N052 - - - - - -
N053 2921.5 411 N053 - - - - - -
N054 2932.7 74 C26:0FAME Manually curated- - - No entry found No entry found
N055 2950.2 439 C26:0FAlc Manually curated- - - No entry found C08381
N056 2978.6 239 N056 - - - - - -
N057 2998.6 193 N057 - - - - - -
N058 3021.5 239 N058 - - - - - -
N059 3043.3 239 N059 - - - - - -
N060 3048.4 453 C27:0FAlc Manually curated- - - No entry found No entry found
N061 3053.4 239 N061 - - - - - -
N062 3080.4 423 N062 - - - - - -
N063 3091.7 239 N063 - - - - - -
N064 3102.1 239 N064 - - - - - -
N065 3136.9 438 C28:0FAME Manually curated- - - No entry found No entry found
N066 3150.3 470 N066 - - - - - -
N067 3151.8 467 C28:0FAlc Manually curated- - - HMDB0034380 C08387
N068 3153.1 468 N068 - - - - - -
N069 3157.0 329 Cholesterol AIoutput, Manually curated0.783 16.0 0.813 HMDB0000067 C00187
N070 3190.5 239 N070 - - - - - -
N071 3206.8 150 Solanidine Manually curated- - - HMDB0003236 C06543
N072 3236.8 452 C29:0FAME Manually curated- - - No entry found No entry found
N073 3245.0 239 C29:0FAlc Manually curated- - - No entry found No entry found
N074 3247.8 75 N074 - - - - - -
N075 3249.2 481 N075 - - - - - -
N076 3267.0 343 Campesterol AIoutput, Manually curated0.879 16.0 0.967 HMDB0002869 C01789
N077 3280.7 452 N077 - - - - - -
N078 3282.0 451 N078 - - - - - -
N079 3334.7 283 N079 - - - - - -
N080 3338.8 466 C30:0FAME Manually curated- - - No entry found No entry found
N081 3345.7 495 C30:0FAlc Manually curated- - - No entry found C08392
N082 3359.7 357 β-Sitosterol AIoutput 0.928 12.3 0.982 HMDB0000852 C01753
N083 3361.1 133 N083 - - - - - -
N084 3369.6 215 N084 - - - - - -
N085 3373.6 296 N085 - - - - - -
N086 3375.0 386 N086 - - - - - -
N087 3398.8 386 N087 - - - - - -
N088 3426.1 209 N088 - - - - - -
N089 3434.7 441 N089 - - - - - -
N090 3477.9 479 N090 - - - - - -
N091 3603.1 189 N091 - - - - - -
N092 3616.9 647 N092 - - - - - -
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Supplementary Table S2. List of the metabolite-candidate peaks detected from polar fractions.

RI b) QuantM
S c) Metabolite name Method Identificatio

n score
Delta-RI PPMCC HMDB KEGG

P001 1111.6 85 Undecane-like 1 AIoutput 0.730 11.6 0.679 - -
P002 1155.2 147 P002 - - - - - -
P003 1194.9 281 P003 - - - - - -
P004 1230.6 228 P004 - - - - - -
P005 1231.1 144 Valine AIoutput 0.998 0.1 0.996 HMDB0000883 C00183
P006 1279.7 299 Glucose-1-phosphate-like 2 AIoutput 0.942 11.3 0.990 - -
P007 1287.8 158 Leucine AIoutput 0.999 0.2 0.999 HMDB0000687 C00123
P008 1288.8 299 Glucose-1-phosphate-like 1 AIoutput 0.993 2.2 0.992 - -
P009 1292.8 299 Glucose-1-phosphate AIoutput 0.998 1.8 1.000 HMDB0001586 C00103
P010 1294.4 180 Nicotinate-like 1 AIoutput 0.895 1.6 0.848 - -
P011 1296.4 147 Glycerol-like 1 AIoutput 0.814 2.4 0.737 - -
P012 1296.9 73 Threonine-like 1 AIoutput 0.738 10.1 0.676 - -
P013 1306.2 142 P013 - - - - - -
P014 1308.5 158 Isoleucine AIoutput 0.980 1.5 0.972 HMDB0000172 C00407
P015 1312.5 199 P015 - - - - - -
P016 1318.2 147 Succinate-like 1 AIoutput 0.822 6.8 0.768 - -
P017 1318.8 174 Glycine AIoutput 0.970 0.2 0.955 HMDB0000123 C00037
P018 1326.2 147 Succinate AIoutput 0.962 1.2 0.944 HMDB0000254 C00042
P019 1340.0 147 Succinate-like 2 AIoutput 0.807 15.0 0.834 - -
P020 1345.1 245 Fumarate-like 2 AIoutput 0.904 11.9 0.940 - -
P021 1353.1 147 Itaconate AIoutput 0.967 1.9 0.952 HMDB0002092 C00490
P022 1355.4 245 Fumarate-like 1 AIoutput 0.958 1.6 0.940 - -
P023 1357.1 147 Itaconate-like 2 AIoutput 0.936 2.1 0.908 - -
P024 1359.4 147 Itaconate-like 1 AIoutput 0.962 4.4 0.955 - -
P025 1360.0 245 Fumarate AIoutput 0.963 3.0 0.951 HMDB0000134 C00122
P026 1381.7 204 P026 - - - - - -
P027 1385.7 141 β-Cyanoalanine AIoutput 0.972 0.7 0.958 HMDB0060245 C02512
P028 1401.3 71 Tetradecane-like 1 AIoutput 0.870 1.3 0.813 - -
P029 1408.3 218 P029 - - - - - -
P030 1470.3 174 P030 - - - - - -
P031 1489.3 73 Malate-like 2 AIoutput 0.838 17.7 0.933 - -
P032 1493.1 147 Malate-like 4 AIoutput 0.732 12.9 0.695 - -
P033 1496.8 147 Malate-like 3 AIoutput 0.763 9.2 0.702 - -
P034 1497.5 73 Malate-like 5 AIoutput 0.708 9.5 0.631 - -
P035 1507.5 73 Malate-like 1 AIoutput 0.922 0.5 0.886 - -
P036 1509.5 243 P036 - - - - - -
P037 1510.9 75 P037 - - - - - -
P038 1511.6 73 Malate AIoutput 0.987 4.6 0.993 HMDB0000156 C00149
P039 1519.1 156 5-Oxoproline-like 2 AIoutput 0.876 13.9 0.926 - -
P040 1521.1 232 Aspartic acid-like 2 AIoutput 0.809 17.9 0.887 - -
P041 1522.5 174 γ-Aminobutyrate-like 2 AIoutput 0.737 19.5 0.803 - -
P042 1525.2 156 5-Oxoproline-like 1 AIoutput 0.952 7.8 0.964 - -
P043 1532.0 176 P043 - - - - - -
P044 1532.7 156 5-Oxoproline AIoutput 0.998 0.3 0.997 HMDB0000267 C01879
P045 1535.4 232 Aspartic acid-like 1 AIoutput 0.927 3.6 0.900 - -
P046 1537.4 174 γ-Aminobutyrate-like 1 AIoutput 0.955 4.6 0.946 - -
P047 1541.5 234 P047 - - - - - -
P048 1542.2 232 Aspartate AIoutput 0.984 3.2 0.983 HMDB0000191 C00049
P049 1542.9 147 P049 - - - - - -
P050 1543.5 174 γ-Aminobutyrate AIoutput 0.964 1.5 0.948 HMDB0000112 C00334
P051 1583.0 73 α-Ketoglutaric acid-like 2 AIoutput 0.726 9.0 0.651 - -
P052 1592.5 218 P052 - - - - - -
P053 1600.0 71 Hexadecane AIoutput 0.962 0.0 0.944 HMDB0033792 No entry found
P054 1606.6 73 α-Ketoglutaric acid-like 1 AIoutput 0.758 14.6 0.754 - -
P055 1612.4 218 P055 - - - - - -
P056 1613.2 262 P056 - - - - - -

Peak identification d) AIoutput2 score e) Database ID f)Peak detection

a) P; polar fraction
b) RI; retention index, these values are obtained by normalizing the retention time of the peak to those of n -alkanes
c) QuantMS; the representative m/z  value used for peak quantification
d) The approach used for peak identification is described in the Methods section.
e) The accuracy scores returned by AIoutput2 peak identification process are shown. Identification score; caluculated by Delta-RI and PPMCC
values, Delta-RI; calculated by subtracting the retention index value of each peak from that of a library compound, PPMCC; Pearson's product–
moment correlation coefficient.
f) HMDB; The Human Metabolome Database (version 4.0) , KEGG COMPOUND; Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG)
COMPOUND database

Peak
ID a)
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P057 1627.8 75 C13:0FAME-like 1 AIoutput 0.724 2.8 0.619 - -
P058 1629.2 218 Phenylalanine-like 1 AIoutput 0.714 9.8 0.640 - -
P059 1632.2 189 P059 - - - - - -
P060 1632.9 73 P060 - - - - - -
P061 1638.1 218 Phenylalanine AIoutput 0.953 0.9 0.931 HMDB0000159 C00079
P062 1640.2 246 P062 - - - - - -
P063 1649.7 230 P063 - - - - - -
P064 1650.4 229 P064 - - - - - -
P065 1693.6 73 P065 - - - - - -
P066 1694.3 231 P066 - - - - - -
P067 1711.8 85 Heptadecane-like 1 AIoutput 0.707 11.8 0.648 - -
P068 1751.9 174 Putrescine AIoutput 0.968 0.9 0.953 HMDB0001414 C00134
P069 1764.2 217 Ribitol AIoutput 0.984 5.2 0.993 HMDB0000508 C00474
P070 1770.4 147 Aconitic acid-like 1 AIoutput 0.735 4.4 0.638 - -
P071 1777.4 216 P071 - - - - - -
P072 1792.1 156 Glutamine AIoutput 0.969 1.1 0.954 HMDB0000641 C00064
P073 1840.2 142 Ornitine-like 1 AIoutput 0.896 1.2 0.849 - -
P074 1847.5 461 P074 - - - - - -
P075 1852.4 273 Citrate-like 1 AIoutput 0.859 2.4 0.799 - -
P076 1853.2 350 P076 - - - - - -
P077 1893.6 345 Quinate-like 1 AIoutput 0.884 3.4 0.837 - -
P078 1900.1 345 Quinate AIoutput 0.991 3.1 0.993 HMDB0003072 C00296
P079 1913.8 331 P079 - - - - - -
P080 1916.4 217 Fructose AIoutput 0.990 3.4 0.992 HMDB0000660 C00095
P081 1917.2 129 P081 - - - - - -
P082 1927.4 217 Fructose-like 1 AIoutput 0.911 14.4 0.990 - -
P083 1935.1 319 Glucose-like 1 AIoutput 0.915 3.9 0.884 - -
P084 1939.4 154 P084 - - - - - -
P085 1942.0 518 P085 - - - - - -
P086 1942.8 319 Glucose AIoutput 0.989 3.8 0.992 HMDB0000122 C00031
P087 1943.6 230 P087 - - - - - -
P088 1944.5 317 Lysine AIoutput 0.955 2.5 0.938 HMDB0000182 C00047
P089 1950.5 218 Tyrosine AIoutput 0.953 7.5 0.964 HMDB0000158 C00082
P090 1959.1 218 Tyrosine-like 1 AIoutput 0.812 1.1 0.732 - -
P091 1974.4 319 Mannitol AIoutput 0.989 3.4 0.990 HMDB0000765 C00392
P092 1999.2 396 P092 - - - - - -
P093 2042.9 313 C16:0FA-like1 AIoutput 0.812 6.1 0.749 - -
P094 2051.0 313 C16:0FA AIoutput 0.996 2.0 0.997 HMDB0000220 C00249
P095 2077.8 204 P095 - - - - - -
P096 2096.5 259 P096 - - - - - -
P097 2130.6 305 myo-Inositol AIoutput 0.985 1.6 0.979 HMDB0000211 C00137
P098 2131.5 306 P098 - - - - - -
P099 2152.7 396 P099 - - - - - -
P100 2161.0 245 P100 - - - - - -
P101 2225.1 202 Tryptophan-like 1 AIoutput 0.864 15.9 0.941 - -
P102 2236.6 202 Tryptophan AIoutput 0.988 4.4 0.994 HMDB0000929 C00078
P103 2247.4 341 C18:0FA AIoutput 0.960 1.6 0.942 HMDB0000827 C01530
P104 2367.5 387 Glucose-6-phosphate-like 1 AIoutput 0.841 10.5 0.826 - -
P105 2368.5 315 Fructose 6-phosphate-like 1 AIoutput 0.875 2.5 0.822 - -
P106 2379.8 387 Glucose-6-phosphate AIoutput 0.980 1.8 0.972 HMDB0001401 C00092
P107 2395.9 387 Glucose-6-phosphate-like 2 AIoutput 0.755 17.9 0.802 - -
P108 2431.5 204 P108 - - - - - -
P109 2497.7 73 P109 - - - - - -
P110 2703.7 361 Sucrose-like 2 AIoutput 0.862 7.3 0.827 - -
P111 2713.2 131 P111 - - - - - -
P112 2714.4 361 Sucrose AIoutput 0.932 3.4 0.906 HMDB0000258 C00089
P113 2715.5 437 P113 - - - - - -
P114 2718.0 73 P114 - - - - - -
P115 2719.1 361 Sucrose-like 1 AIoutput 0.876 8.1 0.854 - -
P116 2817.3 361 Maltose AIoutput 0.900 0.3 0.854 HMDB0000163 C00208
P117 3057.8 345 P117 - - - - - -
P118 3071.8 204 P118 - - - - - -
P119 3075.7 307 P119 - - - - - -
P120 3180.4 345 P120 - - - - - -
P121 3240.0 307 P121 - - - - - -
P122 3413.0 267 P122 - - - - - -
P123 3434.4 441 P123 - - - - - -
P124 3504.4 361 1-Kestose-like 1 AIoutput 0.865 10.6 0.863 - -
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Supplementary Table S3. Comparison of non-polar metabolite levels between GE and Cont samples.

Notes:

Mean SD Mean SD
N076 Campesterol 11286 1469 1123 152 10.1 0.0003 0.0258
N069 Cholesterol 1292 469 5357 564 -4.1 0.0006 0.0258
N071 Solanidine 1950 657 102032 20199 -52.3 0.0016 0.0500
N079 N079 4579 601 6649 356 -1.5 0.0044 0.1021
N087 N087 5347 627 7577 409 -1.4 0.0063 0.1158
N086 N086 20508 2812 28354 2341 -1.4 0.0183 0.2805
N085 N085 17527 2530 23979 1903 -1.4 0.0244 0.3144
N045 Heptacosane-like 1 2655 619 1947 348 1.4 0.0515 0.3144
N090 N090 6040 1087 4325 645 1.4 0.0522 0.3144
N020 C17:0FA-like 1 6203 1338 9028 1112 -1.5 0.0529 0.3144
N077 N077 4028 556 3193 259 1.3 0.0535 0.3144
N058 N058 3971 480 5066 864 -1.3 0.0577 0.3144
N007 C16:0FAME-like 1 72594 10026 57418 8911 1.3 0.0599 0.3144
N056 N056 5184 702 6667 1342 -1.3 0.0599 0.3144
N082 β-Sitosterol 112932 14688 90025 7438 1.3 0.0619 0.3144
N060 C27:0FAlc 31645 3281 37244 2319 -1.2 0.0635 0.3144
N026 C20:0FAME 19864 1283 22692 1772 -1.1 0.0659 0.3144
N015 C18:1FAME-like 1 1327 262 873 404 1.5 0.0664 0.3144
N084 N084 3801 928 2426 179 1.6 0.0682 0.3144
N075 N075 237900 21314 208841 14512 1.1 0.0684 0.3144
N053 N053 8489 1429 11331 1265 -1.3 0.0736 0.3223
N044 N044 27757 5849 19719 1365 1.4 0.0944 0.3592
N050 C25:0FAlc 13941 3097 9554 823 1.5 0.0955 0.3592
N081 C30:0FAlc 142878 21120 113447 13845 1.3 0.0977 0.3592
N089 N089 14971 3590 13055 2389 1.1 0.1016 0.3592
N016 N016 43674 3057 47749 3340 -1.1 0.1041 0.3592
N078 N078 11587 1595 9381 634 1.2 0.1054 0.3592
N040 N040 3343 336 3581 351 -1.1 0.1128 0.3705
N017 C18:0FAME-like 1 51058 3616 55754 4542 -1.1 0.1313 0.4166
N029 C21:0FAlc 91383 14524 75177 4243 1.2 0.1529 0.4688
N080 C30:0FAME 101667 13469 89491 9404 1.1 0.1616 0.4796
N057 N057 3933 1240 3301 555 1.2 0.1755 0.5046
N009 C17:0FAME 1473 388 1092 137 1.3 0.1835 0.5117
N027 C19:0FA-like 1 5725 961 6739 582 -1.2 0.1981 0.5260
N021 C18:2FA-like 1 1563 349 1287 159 1.2 0.2001 0.5260
N074 N074 18088 1764 16606 733 1.1 0.2219 0.5670
N065 C28:0FAME 107275 13958 119715 6613 -1.1 0.2389 0.5845
N022 C18:0FA 9650 1216 10130 1024 -1.0 0.2495 0.5845
N008 C17:0FAME-like 1 650 207 514 132 1.3 0.2512 0.5845
N036 C22:1FAME-like 1 562 149 680 370 -1.2 0.2541 0.5845
N083 N083 12497 1481 11641 1097 1.1 0.2967 0.6501
N034 Pentacosane-like 1 4455 999 3772 1042 1.2 0.3008 0.6501
N054 C26:0FAME 16464 1992 17408 1196 -1.1 0.3038 0.6501
N037 C22:0FAME 9099 1673 10236 1562 -1.1 0.3247 0.6698
N025 Tricosane-like 1 2957 478 2556 579 1.2 0.3276 0.6698
N061 N061 4172 1153 4449 946 -1.1 0.3441 0.6807
N047 C24:0FAlc 42560 5941 38879 2025 1.1 0.3488 0.6807
N011 N011 12200 1893 10929 4135 1.1 0.3603 0.6807
N038 N038 17716 1887 20018 3253 -1.1 0.3640 0.6807
N010 C16:0FA 28852 5367 27593 3131 1.0 0.3699 0.6807
N046 C24:0FAME 15607 2099 17022 2015 -1.1 0.3963 0.7085

a) N; non-polar fraction
b) GE;Gene edited samples, Cont; Control samples, SD; standard deviation
c) The ratios of relative peak intensities in GE against those in Cont are calculated. When the GE/ Cont ratio was below 1,
Cont/GE ratio was caluculated and the value is shown with - (minus). Bold letter; >2 or <-2
d) Significant differences of relative peak intensities in GE against those of Cont are analyzed by Student's t-test using
MetaboAnalyst (vrsion 3.5), a web-based statistical analysis tool of metabolomics data. Bold letter; <0.05

GE(n = 3) Cont (n = 3)
Relative peak intensity b)

Metabolite namePeak ID a) Ratio c)

(GE/Cont)

Student's t-test d)

p-value q-value
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N039 N039 18297 1533 20893 4126 -1.1 0.4053 0.7085
N052 N052 32154 1292 31679 862 1.0 0.4155 0.7085
N001 N001 22514 6271 20817 4751 1.1 0.4158 0.7085
N019 N019 3532 817 3920 475 -1.1 0.4336 0.7252
N063 N063 6029 1415 6811 1625 -1.1 0.4853 0.7568
N002 Glucose-1-phosphate 859 524 731 336 1.2 0.4880 0.7568
N070 N070 10904 1428 10091 1813 1.1 0.4926 0.7568
N088 N088 62588 19255 52677 9428 1.2 0.4932 0.7568
N051 N051 12127 1998 13036 1053 -1.1 0.4936 0.7568
N030 N030 3752 1107 4417 937 -1.2 0.5045 0.7609
N033 N033 4933 1494 5785 1161 -1.2 0.5175 0.7679
N048 N048 3777 1429 3292 853 1.1 0.5270 0.7696
N062 N062 18548 2957 17317 874 1.1 0.5370 0.7719
N049 N049 4729 1147 4534 623 1.0 0.5631 0.7929
N003 N003 6997 1972 6590 1931 1.1 0.5695 0.7929
N073 C29:0FAlc 6516 1314 6095 1038 1.1 0.5774 0.7929
N031 N031 3184 1081 3559 498 -1.1 0.6293 0.8414
N035 N035 3434 1140 3847 629 -1.1 0.6311 0.8414
N059 N059 8854 2331 9605 2340 -1.1 0.6527 0.8458
N041 N041 2955 512 3107 259 -1.1 0.6617 0.8458
N068 N068 267175 28972 274459 19263 -1.0 0.6619 0.8458
N091 N091 5516 2971 4642 1415 1.2 0.6996 0.8817
N064 N064 4482 934 4614 654 -1.0 0.7177 0.8898
N005 C14:0FAME-like 1 556 112 535 121 1.0 0.7354 0.8898
N028 C21:0FAME 2336 482 2430 359 -1.0 0.7470 0.8898
N014 C18:2FAME-like 1 42452 4511 43549 3648 -1.0 0.7542 0.8898
N043 C23:0FAME 4806 1490 5113 1123 -1.1 0.7544 0.8898
N004 Malate-like 1 538 123 519 144 1.0 0.8166 0.9488
N042 C22:0FAlc 36759 5374 37428 2269 -1.0 0.8539 0.9488
N072 C29:0FAME 38917 2426 38638 3227 1.0 0.8647 0.9488
N066 N066 7544 1173 7616 1085 -1.0 0.8655 0.9488
N023 N023 3767 539 3726 268 1.0 0.8842 0.9488
N006 Octadecane-like 1 514 132 509 130 1.0 0.8944 0.9488
N055 C26:0FAlc 141264 19493 139660 6388 1.0 0.8960 0.9488
N012 C18:2FAME 55165 6385 55524 5593 -1.0 0.9000 0.9488
N013 N013 7026 1593 7128 1828 -1.0 0.9037 0.9488
N018 N018 25912 6905 25492 3421 1.0 0.9189 0.9488
N032 N032 3534 1357 3432 953 1.0 0.9251 0.9488
N067 C28:0FAlc 671457 105905 668179 89049 1.0 0.9310 0.9488
N092 N092 26507 7119 26199 6207 1.0 0.9469 0.9488
N024 C20:2FAME-like 1 548 131 546 144 1.0 0.9488 0.9488
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Supplementary Table S4. Comparison of non-polar metabolite levels between GE and Cont samples.

Notes:

Mean SD Mean SD

P056 P056 19015 3660 12365 2715 1.5 0.0029 0.2438
P017 Glycine 4593 312 3643 506 1.3 0.0050 0.2438
P007 Leucine 41845 6171 23013 4755 1.8 0.0070 0.2438
P125 1-Kestose-like 2 486 132 681 93 -1.4 0.0090 0.2438
P036 P036 107781 23150 77126 19468 1.4 0.0128 0.2438
P026 P026 31968 5677 21755 3261 1.5 0.0144 0.2438
P055 P055 124600 21890 83068 20978 1.5 0.0145 0.2438
P005 Valine 91723 17793 50893 7553 1.8 0.0168 0.2438
P014 Isoleucine 66301 14917 33400 5492 2.0 0.0200 0.2438
P060 P060 55534 11598 40300 8407 1.4 0.0214 0.2438
P016 Succinate-like 1 1197 44 1006 124 1.2 0.0216 0.2438
P059 P059 10797 2641 7131 1625 1.5 0.0239 0.2438
P061 Phenylalanine 41073 10375 15873 3936 2.6 0.0252 0.2438
P102 Tryptophan 32954 10250 12456 4115 2.6 0.0337 0.3037
P078 Quinate 135156 21638 251428 56039 -1.9 0.0404 0.3390
P090 Tyrosine-like 1 76671 28297 28534 9449 2.7 0.0455 0.3580
P088 Lysine 23223 2827 16488 2822 1.4 0.0523 0.3604
P069 Ribitol 60352 1220 59821 1525 1.0 0.0524 0.3604
P118 P118 13604 3935 25741 6700 -1.9 0.0543 0.3604
P010 Nicotinate-like 1 823 92 1032 144 -1.3 0.0634 0.3995
P063 P063 20359 4654 13368 2401 1.5 0.0798 0.4424
P050 γ-Aminobutyrate 69847 4668 77028 5112 -1.1 0.0803 0.4424
P052 P052 87936 28608 48359 3241 1.8 0.0855 0.4424
P084 P084 22416 6696 12835 2722 1.7 0.0901 0.4424
P029 P029 6591 1295 5385 743 1.2 0.0909 0.4424
P064 P064 103139 25866 66928 12352 1.5 0.0913 0.4424
P076 P076 3270 387 3682 196 -1.1 0.1158 0.5222
P075 Citrate-like 1 358618 42057 407053 25504 -1.1 0.1166 0.5222
P077 Quinate-like 1 6805 12631 486 132 14.0 0.1243 0.5222
P046 γ-Aminobutyrate-like 1 486 132 5206 9486 -10.7 0.1287 0.5222
P066 P066 165106 29922 132908 23838 1.2 0.1294 0.5222
P043 P043 13736 2717 9386 2811 1.5 0.1326 0.5222
P027 β-Cyanoalanine 2536 738 1831 615 1.4 0.1533 0.5854
P085 P085 6220 947 5130 1179 1.2 0.1733 0.6423
P111 P111 3573 1285 4327 983 -1.2 0.1925 0.6929
P024 Itaconate-like 1 737 302 998 266 -1.4 0.2047 0.7164
P072 Glutamine 1012 222 1354 571 -1.3 0.2146 0.7184
P109 P109 4749 884 5486 1128 -1.2 0.2167 0.7184
P091 Mannitol 6106 634 7462 1483 -1.2 0.2274 0.7307
P089 Tyrosine 3100 1633 1674 1309 1.9 0.2320 0.7307
P079 P079 24658 5415 20388 3643 1.2 0.2435 0.7482
P022 Fumarate-like 1 582 126 516 133 1.1 0.2505 0.7508
P053 Hexadecane 542 178 665 207 -1.2 0.2562 0.7508
P106 Glucose-6-phosphate 2400 644 2939 714 -1.2 0.2987 0.8338
P087 P087 5985 2043 4247 1212 1.4 0.3103 0.8338
P013 P013 83037 19061 58812 29714 1.4 0.3180 0.8338
P018 Succinate 528 147 623 105 -1.2 0.3282 0.8338
P012 Threonine-like 1 919 736 1422 1173 -1.5 0.3343 0.8338
P119 P119 3844 1313 3059 873 1.3 0.3433 0.8338
P105 Fructose 6-phosphate-like 1 970 256 1154 285 -1.2 0.3461 0.8338
P124 1-Kestose-like 1 737 333 1101 444 -1.5 0.3522 0.8338
P104 Glucose-6-phosphate-like 1 826 198 964 247 -1.2 0.3585 0.8338
P108 P108 9063 1943 7632 1977 1.2 0.3689 0.8338
P065 P065 89406 11279 82862 11168 1.1 0.3788 0.8338

a) P; polar fraction
b) GE;Gene edited samples, Cont; Control samples, SD; standard deviation
c) The ratios of relative peak intensities in GE against those in Cont are calculated. When the GE/Cont ratio was below 1, Cont/GE
ratio was caluculated and the value is shown with - (minus). Bold letter; >2 or <-2
d) Significant differences of relative peak intensities in GE against those of Cont are analyzed by Student's t-test using
MetaboAnalyst (vrsion 3.5), a web-based statistical analysis tool of metabolomics data. Bold letter; <0.05

Peak ID a) Metabolite name

Relative peak intensity b)

Ratio c)

(GE/Cont)

Student's t-test d)

 GE (n = 3) Cont (n = 3)
p-value q-value
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P073 Ornitine-like 1 5270 1107 4515 1307 1.2 0.3803 0.8338
P058 Phenylalanine-like 1 2372 3835 514 132 4.6 0.3866 0.8338
P054 α-Ketoglutaric acid-like 1 9865 11192 4381 6658 2.3 0.3877 0.8338
P030 P030 3940 105 3887 193 1.0 0.3965 0.8338
P051 α-Ketoglutaric acid-like 2 19162 15742 9463 10899 2.0 0.4048 0.8338
P096 P096 7002 1565 5845 1547 1.2 0.4091 0.8338
P040 Aspartic acid-like 2 5280 2600 3864 2307 1.4 0.4194 0.8338
P057 C13:0FAME-like 1 2179 1681 1355 1570 1.6 0.4199 0.8338
P068 Putrescine 555 106 523 116 1.1 0.4222 0.8338
P070 Aconitic acid-like 1 486 132 526 147 -1.1 0.4280 0.8338
P098 P098 4054 829 4918 1421 -1.2 0.4322 0.8338
P009 Glucose-1-phosphate 485323 48154 508970 54985 -1.0 0.4368 0.8338
P071 P071 3263 1478 4940 2620 -1.5 0.4470 0.8407
P002 P002 21592 6549 19406 6766 1.1 0.4606 0.8534
P121 P121 3798 1066 3068 1140 1.2 0.4923 0.8685
P011 Glycerol-like 1 2273 579 1965 549 1.2 0.4963 0.8685
P097 myo-Inositol 14208 3009 16898 5170 -1.2 0.4981 0.8685
P001 Undecane-like 1 1080 309 956 394 1.1 0.5038 0.8685
P074 P074 4441 2056 6176 2925 -1.4 0.5045 0.8685
P110 Sucrose-like 2 552 135 526 147 1.0 0.5203 0.8685
P100 P100 4025 816 4415 801 -1.1 0.5206 0.8685
P083 Glucose-like 1 9387 20845 4384 7082 2.1 0.5284 0.8685
P080 Fructose 96948 91164 59595 21372 1.6 0.5590 0.8685
P037 P037 8315 1520 7744 753 1.1 0.5608 0.8685
P095 P095 4805 4499 2929 924 1.6 0.5660 0.8685
P019 Succinate-like 2 523 143 545 132 -1.0 0.5663 0.8685
P031 Malate-like 2 7157 9483 4321 4542 1.7 0.5685 0.8685
P107 Glucose-6-phosphate-like 2 536 122 567 119 -1.1 0.5726 0.8685
P033 Malate-like 3 3195 5145 1863 1984 1.7 0.5788 0.8685
P116 Maltose 602 251 514 132 1.2 0.5790 0.8685
P047 P047 7732 936 7301 866 1.1 0.5894 0.8713
P122 P122 4079 2333 3229 980 1.3 0.5947 0.8713
P035 Malate-like 1 19183 19659 14436 19291 1.3 0.6131 0.8880
P094 C16:0FA 23525 2151 22994 2530 1.0 0.6264 0.8969
P086 Glucose 133491 108935 95923 31550 1.4 0.6410 0.9007
P003 P003 3880 1008 4205 1272 -1.1 0.6474 0.9007
P115 Sucrose-like 1 374962 363038 302488 375314 1.2 0.6505 0.9007
P081 P081 3935 3369 2851 1029 1.4 0.6626 0.9069
P082 Fructose-like 1 53192 40145 40439 14744 1.3 0.6724 0.9069
P062 P062 74690 11659 78158 18673 -1.0 0.6766 0.9069
P067 Heptadecane-like 1 578 117 546 128 1.1 0.6942 0.9101
P004 P004 4459 1461 4179 965 1.1 0.7068 0.9101
P126 P126 6314 796 6576 1323 -1.0 0.7085 0.9101
P123 P123 10946 1741 10460 2722 1.0 0.7132 0.9101
P034 Malate-like 5 3409 5226 2589 2448 1.3 0.7151 0.9101
P093 C16:0FA-like1 857 612 961 719 -1.1 0.7291 0.9187
P113 P113 98723 17584 103154 24401 -1.0 0.7422 0.9259
P044 5-Oxoproline 196279 27893 206076 35896 -1.0 0.7521 0.9290
P048 Aspartate 88729 11133 85756 12196 1.0 0.7747 0.9331
P101 Tryptophan-like 1 503 125 514 132 -1.0 0.7781 0.9331
P015 P015 4305 843 4178 665 1.0 0.7811 0.9331
P008 Glucose-1-phosphate-like 1 68141 31523 73430 37177 -1.1 0.7850 0.9331
P049 P049 27453 1872 27792 1366 -1.0 0.8000 0.9420
P103 C18:0FA 17644 2922 17188 3836 1.0 0.8224 0.9552
P028 Tetradecane-like 1 758 92 749 134 1.0 0.8380 0.9552
P025 Fumarate 2902 757 3060 988 -1.1 0.8424 0.9552
P041 γ-Aminobutyrate-like 2 1094 434 1036 388 1.1 0.8520 0.9552
P020 Fumarate-like 2 583 261 560 161 1.0 0.8540 0.9552
P117 P117 19587 5998 20413 6023 -1.0 0.8567 0.9552
P039 5-Oxoproline-like 2 5950 5013 5427 5238 1.1 0.8756 0.9678
P032 Malate-like 4 4895 5954 4331 4800 1.1 0.8922 0.9735
P092 P092 14197 2887 13977 2358 1.0 0.9025 0.9735
P023 Itaconate-like 2 538 123 531 156 1.0 0.9206 0.9735
P038 Malate 66311 19812 65146 6874 1.0 0.9358 0.9735
P045 Aspartic acid-like 1 10290 8013 9833 6744 1.0 0.9387 0.9735
P021 Itaconate 541 125 547 129 -1.0 0.9418 0.9735
P120 P120 24581 6506 25088 9490 -1.0 0.9453 0.9735
P042 5-Oxoproline-like 1 14807 6716 15079 8549 -1.0 0.9458 0.9735
P112 Sucrose 608138 250718 618184 276920 -1.0 0.9503 0.9735
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P099 P099 17164 2261 17240 2945 -1.0 0.9698 0.9854
P006 Glucose-1-phosphate-like 2 339567 158098 337371 207440 1.0 0.9813 0.9885
P114 P114 66320 15979 66417 15469 -1.0 0.9885 0.9885
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研究要旨  

 本研究は，食品や医薬品への応用研究開発が進んでいる遺伝子改変（TG）ニワト

リをモデルに，オミクス解析などによる安全性評価に関する実証的データの蓄積と

整備を行い，その検討を行なうことが目的である。平成 29 年度は，平成 28年度に

得られたオミクス解析データの総合評価を行なうとともに，新たなニワトリのモデ

ル組換え体として遺伝子組換えニワトリ 2種とゲノム編集ニワトリ 2種を作出した。 

 

A. 研究目的 

 遺伝子組換え食品の安全性評価は，次世代の

国民の食の安全性を確保する上で重要な研究

課題であり，既に遺伝子組換え植物は，世界的

な流通規模となっており，様々な対策が図られ、

またリスクコミュニケーションが進められて

いる。一方，遺伝子組換え動物では，水域にお

ける魚類においてアメリカ食品医薬品局

（FDA）の認可がおり，いよいよ流通の段階ま

できている。陸域の遺伝子組換え動物は，既に

医薬品において組換え動物由来の医薬品が複

数 FDA により認可され，日本でも遺伝子組換え

ニワトリの鶏卵で製造された組換え酵素製剤

の認可が了承されたところである。今後は，ゲ

ノム編集技術を中心とした遺伝子改変動物由

来の食品開発が加速することも予想され，その

対策が急務であると思われる。 

 そこで本研究の目的は，食品や医薬品への応

用研究開発が進んでいる遺伝子改変ニワトリ

をモデルにオミクス解析などによる安全性評

価に関する実証的データの蓄積と整備を行い，

その検討を行なうことである。平成 29 年度は，

平成 28 年度に得られたオミクス解析データの

総合評価を行なうとともに，新たなニワトリの

モデル組換え体の作出を行なった。 

 

 

B. 研究方法 

（１）オミクス解析データの総合評価 

 研究球力者のもとで実施した３つのオミク

ス解析（ニワトリ血漿のメタボローム解析，ニ

ワトリ白血球 mRNA を用いたトランスクリプ

トーム解析，ニワトリ血清のプロテオーム解

析）のデータを全てまとめて，遺伝子組換えに

よる動物細胞への遺伝子から成分変化までを

総合的に評価した。 

 

（２）遺伝子改変ニワトリ（外来遺伝子導入と 
   ゲノム編集）の作出・維持 

 これまでのニワトリ epiSC を用いた遺伝子改

変技術に代え，培養始原生殖細胞（PGC）を用

いる方法で，遺伝子組換えニワトリとしてセン

サー遺伝子導入ニワトリと ZsGreen 導入ニワト

リの作出試験と維持を行なった。センサー遺伝

子導入ニワトリは，ウイルスベクター法を用い

て，また，ZsGreen 導入ニワトリは，プラスミ

ドベクターを用いる方法で行なった。さらに，

同培養 PGC を用いる手法で，ゲノム編集ニワ

トリとしてアレルゲンノックアウトニワトリ

と２種の雄化遺伝子のノックアウトニワトリ

の作出試験と維持を行なった。アレルゲンノッ

クアウトには，TALEN 法を，雄化遺伝子のノ
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ックアウトには，CRISPR/Cas9 法を使用した。 

 

倫理面への配慮  

組換え DNA 実験に関しては，カルタヘナ法

のもと，広島大学が定める組換え DNA 実験安

全管理規則に従い，研究計画書を提出し，機関

承認実験として広島大学長から承認を得て実

施した（承認番号：28-103-2, 29-14-2）。 

動物使用実験に関しては，広島大学動物実験

実施規則に従い研究計画を提出し，広島大学長

からの承認（承認番号：C16-23）を受け，この

規則に従い研究を実施した。 

研究倫理教育は，平成 27 年 12 月 21 日（月）

に広島大学において開催された理工農系の研

究者を対象とした研究倫理教育 FD を受講する

とともに，CITI JAPAN の基本コース B を

e-learning により受講し，平成 28 年 10 月 29 日

に全てのカリキュラムを修了した。 

 

C. 研究結果 

（１）オミクス解析データの総合評価 

 研究球力者のもとで実施した３つのオミク

ス解析のデータを全てまとめて，遺伝子組換え

による動物細胞への遺伝子から成分変化まで

を総合的に評価した。その結果，すべての解析

データにおいて，平成 27 年度に実施した正常

ニワトリを用いて得られた個体差を示す変動

以外に外来遺伝子導入による変動は認められ

ないことがわかった。今回，解析した遺伝子改

変ニワトリに導入された遺伝子は GFP であり，

細胞内でのみ発現するため，生体の代謝や恒常

性の維持に関わる変動が認められないことが

示唆された。 

 

（２）遺伝子改変ニワトリ（外来遺伝子導入と 
   ゲノム編集）の作出・維持 

 平成 29年度は，培養始原生殖細胞（PGC）を

用いる方法で，遺伝子組換えニワトリとしてセ

ンサー遺伝子導入ニワトリと ZsGreen導入ニワ

トリ生殖系列第 2世代（G1）の作出試験に成功

した。センサー遺伝子導入ニワトリは，さらに

G1世代が性成熟したことから，これらを戻し交

配することで系統の維持と染色体上での導入

遺伝子の数と位置を特定した。また，同培養 PGC

を用いる手法で，ゲノム編集ニワトリとしてア

レルゲンノックアウトニワトリと２種の雄化

遺伝子のノックアウトニワトリの作出試験を

行いそれぞれ G1 世代の作出に成功した。平成

29 年度に作出したモデル遺伝子改変ニワトリ

は今後，食品利用に近い個体であることから系

統の維持と安全性評価としてオミクス解析が

必要であると考えられた。 

 

D. 考察 

 オミクス解析データの総合評価では，解析し

た遺伝子改変ニワトリに導入された遺伝子は

GFP であり，細胞内でのみ発現するため，生体

の代謝や恒常性の維持に関わる変動が認めら

れないことが示唆された。今後は，生体の代謝

や機能に影響を及ぼす可能性があり，また食品

への利用が推察されるような遺伝子改変ニワ

トリ（例えばノックアウトニワトリや新機能付

加ニワトリ）での解析が必要である  

 新たなモデル組換え体の作出試験では，今後，

食品利用に近い複数種の組換え体の作出に成

功した。今後は，本研究成果で得られた知見を

もとに，オミクス解析等による安全性評価試験

を行なう必要がある。 

 

E. 結論 

平成 29 年度は，組換えニワトリと正常ニワ

トリのオミクス解析データの総合評価を行い，

GFP 遺伝子導入では，外来遺伝子導入による変

動は認められないことがわかった。また，新た

に食品利用に近い複数種の組換えニワトリや

ゲノム編集ニワトリの作出に成功した。 

 

F. 健康危険情報 

 異常なし。 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 なし。 

 

2. 学会発表 
1) Ichikawa K, Ezaki R, Furusawa S, Horiuchi H. 

Cloning and expression analyses of chicken 
forkhead box L3. The Fourth World Congress 
of Reproductive Biology. Sep 27, 2017, 
Okinawa, JAPAN. 

2) Saheki K, Ezaki R, Furusawa S, Horiuchi H. 
Isolation, culture and characterization of 
chicken amniotic mesenchymal stem cells. 
第 40 回日本分子生物学会年会 2017 年 12
月 7日（神戸）． 

3) 岡座悠輝，江﨑僚, 古澤修一，堀内浩幸．ゲ

ノム編集技術を用いた鳥類性決定機構に
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4) 正木陽登, 江崎 僚, 古澤修一, 堀内浩幸．

ア鳥類始原生殖細胞における DAZL の機

能解析．第 40 回日本分子生物学会年会

2017 年 12 月 7日（神戸）． 
5) Okaza Y, Ezaki R, Furusawa S, Horiuchi 

H.Elucidation of mechanism of avian sex 
determination using genome editing. The 2nd 
Annual Meeting of the Japanese Society for 
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平成 29 年度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） 

バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 
バイオテクノロジー応用食品の安全性に関するリスクコミュニケーション 

 
研究分担者  今村 知明  奈良県立医科大学 教授 
協力研究者  岡本 左和子 奈良県立医科大学 学内講師 
       宮本 麻央  ﾒﾃﾞｨｶﾙ・ｲﾗｽﾄﾚｰﾀ― 理学修士・Biomedical 

 Visualization 修士 
 

 
研究要旨 

GM (genetically modified) 食品に対する日本の消費者の受容は、その登場時から一

貫して低く、改善の兆しは見られない。その一方で、GM 技術は発展してきており、従

来の GM 技術とは異なる特徴を持った NBT (new breeding technologies)のような技術

も登場し、海外諸国ではすでに実用化が進んでいる。このような状況下において、リス

クコミュニケーションの複雑性は増し、また、一層慎重な対応が求められるようになっ

てきている。 
本研究では、GM 食品が受容されない本質的原因の究明として、前提となる知識や情

報が変わるとどのように変化するかについて、世界での穀物栽培の現状や輸入穀物の

IP ハンドリングの実態に関する情報提供によって受容性や支払い意思額がどのように

変化するかについて調査を実施した。また、海外の最新動向として、米国食品医薬品局

(Food and Drug Administration: FDA)による GM サーモンの承認を受けて、主に北米

における GM サーモンに対する最新動向と、消費者の反応の実態を把握した。 
 

 

A. 研究目的 
これまでの当研究分担者による研究結果

から、GM 食品に対する日本の消費者の意

識は、実際のリスクは明確に認識していな

い一方で、摂食意向は低いことが特徴とい

える。リスク認知と受容のかい離によって

大きいねじれ現象が発生している。これ

は、他の食品リスク（添加物、食中毒、放

射能等）と比較しても特殊な状況であるこ

とが、これまでの当研究分担者による研究

結果から考えられた。昨年と一昨年の研究

において、食のリスクに関する意識や GM

食品の受容には高校の教育で得た生物に対

するリテラシーはあまり影響しないこと、

また、結婚や出産といったライフイベント

が影響していることが明らかになった。こ

れらの消費者の感度が変わるライフイベン

トや感度が変わる理由などを明らかにする

ことで、コミュニケーションの一助となる

可能性がある。 
また、GM サーモンの登場により、これ

まで植物のみであった GMO の実用化が動

物にも拡大し、2015 年に FDA で承認され

た GM りんごが 2018 年に市販されるな
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ど、GM 技術を採用した食品は確実に増え

ている。一方で、GM サーモンの登場を受

けて従来 GMO の表示義務が無かった米国

においても GM サーモンに対しては表示

が必要であるといった議論が発生するな

ど、GM やゲノム編集をめぐる社会的状況

が変化してきている。 
本研究では、GM 食品が受容されない本

質的原因の究明に取り組むとともに、動植

物の育種や品種改良の現場における技術と

して、重要性が増す一方である GM 技術

やゲノム編集技術について、国民の正しい

理解と判断を手助けするために必要なコミ

ュニケーションツールおよび手法を開発す

ることを目的としている。3 か年の計画は

下記 B.に示す通りであるが、本年は III.と
IV.について研究を実施した。（図 1） 
 
B. 本研究の内容 
I. 最先端の GM 技術の整理とコミュニケ

ーション上の問題点の抽出（初年度） 
・昨今の市場において「不分別」という表

示の商品がでてきていることから、数年

前に行った GM 食品に対する消費者の

意識と平成 28 年の意識に変化があるの

かを確認した。 
・平成 27 年度の研究成果より、生物に対

するリテラシーよりも年代の方が GM
への受容性に影響が高いことが明らかに

なった。 
 

Ⅱ. 新たな説明ロジック及び説明ツールの

開発（初年度～二年目） 
・最先端の GM 技術動向に合わせた説明

ツールを開発し、アンケート調査により

実効性を確認した。 
・結婚や出産等のライフイベントが GM

食品に対する受容性や食の安全性に対す

る感度に影響を与えていることが明らか

になった。これらは、年代による GM
への受容性の違いの要因であると考えら

れる。 
 

Ⅲ. 先進国や食品以外の分野における事例

調査（初年度～最終年度） 
・各国における GM 食品および NBT の安

全性審査の状況等と GM サーモンの最

新動向について、情報収集を実施した。 
 

Ⅳ.リスクコミュニケーション手法の開発

（最終年度） 
・アンケート調査による GM 作物に対す

る消費者の最新の受容性や調査、開発し

た説明ツールの検証を行った。 
・厚生労働省のパンフレットについて、改

善点を検討した。 
 
 
Ⅲ．先進国や食品以外の分野における

事例調査(GM サーモンの報道調

査)  
 

過年度の研究より、昨今の GM 食品に

関する行政の注目すべき動向として、GM
動物の評価・管理体制に関する欧米の動き

が考えられる。特に米国では、GM サーモ

ンが及ぼす環境影響について、重大な影響

はないと評価され、FDA（米国食品医薬

品局）によって食品利用が承認されたと、

2015 年 11 月 19 日に発表された。この

GM サーモンは世界で食品として初めて承

認された GM 動物であり、我が国におい

ても早急に対応を検討する必要があるもの

と考えられる。 
そこで、昨年度に引き続き、GM サーモ

ンの食品利用に係る動向についてレビュー

を行った。米国では 2018 年 1 月に GM リ

ンゴが販売されるなど、トウモロコシや大
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豆といった穀物以外の GMO も承認、販売

されており、現時点で承認されている

GMO と販売動向について整理した。 
また、EU をはじめとする各国の GM に

関する動向について文献調査を実施した。 
 
Ⅲ－1. 研究方法 
 
(1) GM サーモンに関する米国・カナダの動

向 
AquaBounty 社による GM サーモン

（AquAdvantage® Salmon）の食品利用

の承認を受け、食品関連企業の動向を調べ

るために、企業各社の Web サイトを確認

し、情報収集を行った。また、メディア各

社の GM サーモンに関する報道を調べる

ために、海外の報道記事等の収集を行っ

た。 
 
(2) 米国における GMO に関する動向 

米国における GMO の承認と商業化の実

態について、the International Service 
for the Acquisition of Agri-biotech 
Applications (ISAAA)1のデータベースを

用いて最新の状況を調査した。 
 
(3)EU をはじめとした各国の動向調査 

EU、オーストラリア・ニュージーラン

                                                   
1 http://www.isaaa.org/default.asp 
2 AquaBounty 社プレスリリース（2018 年

3 月 6 日閲覧） 
（http://phx.corporate-
ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-
newsArticle&ID=2292046） 
33 Nature ウェブサイト（2018 年 3 月 6 日

閲覧）（http://www.nature.com/news/first-
genetically-engineered-salmon-sold-in-
canada-1.22116） 
4 AFP 通信ウェブサイト（2018 年 3 月 6 日

閲覧）http://www.afpbb.com/articles/-
/3138468 

ド、ブラジルについて、GMO や NBT に

関する最新の動向を調査した。 
 
Ⅲ－2. 研究結果 
 
(1) GM サーモンに関する米国・カナダの動

向 
2017 年 8 月 4 日、AquaBounty 社のプ

レスリリースで 2017 年 4 月から 6 月にか

けての第 2 四半期で、カナダにおいて GM
サーモンを 4.5 トン、5 万ドルを販売した

ことが発表された 2。このニュースについ

ては各メディアでも取り上げられており、

ネイチャーの記事によると米国では実質的

な表示方法が決まるまで遺伝子組み換えサ

ーモンの販売ができない状態であるため、

カナダで販売されたとのことである 3。ほ

か、AFP 通信 4、ワシントンポスト 5、ト

ロント・サン 6で関係する報道が確認でき

た。 
なお、その後、AquaBounty 社では GM

サーモンに関係する新たな情報は発表され

ていない。 
また、カナダ議会下院において、前述の

AquaBounty 社のプレスリリース以前の

2017 年 5 月 17 日に民間から提案された

GM 食品の表示義務化に関する法案（C-
291）が賛成 67、反対 216 の反対多数で

5The Washingtonpost ウェブサイト（2018
年 3 月 6 日閲覧） 
https://www.washingtonpost.com/news/spe
aking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-
salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-
canadians-have-eaten-5-
tons/?utm_term=.bd19cda7cc49） 
6 Tront Sun ウェブサイト（2018 年 3 月 6
日閲覧）

（http://torontosun.com/2017/08/10/45-
tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-
sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-
8327-836178ea169a） 

http://phx.corporate-ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-newsArticle&ID=2292046
http://phx.corporate-ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-newsArticle&ID=2292046
http://phx.corporate-ir.net/phoenix.zhtml?c=197553&p=irol-newsArticle&ID=2292046
http://www.nature.com/news/first-genetically-engineered-salmon-sold-in-canada-1.22116
http://www.nature.com/news/first-genetically-engineered-salmon-sold-in-canada-1.22116
http://www.nature.com/news/first-genetically-engineered-salmon-sold-in-canada-1.22116
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
https://www.washingtonpost.com/news/speaking-of-science/wp/2017/08/04/gmo-salmon-caught-in-u-s-regulatory-net-but-canadians-have-eaten-5-tons/?utm_term=.bd19cda7cc49
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
http://torontosun.com/2017/08/10/45-tonnes-of-unmarked-gmo-salmon-fillets-sold-in-canada/wcm/612ec013-8c48-4828-8327-836178ea169a
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否決されている 7。しかし、カナダにおけ

る GM 表示の義務化や GM サーモン拒否

の動きは継続している。例えば、新民主党

の Thomas 党首がインタビューで表示義

務化を推進したいと述べており 8、また、

市民団体が署名運動を呼びかける 9などの

動きが見られる。 
 
(2) 米国における GMO に関する動向 

米国国立科学・工学・医学アカデミー委

員会(NAS)は、2017 年 3 月 9 日に「遺伝

子組み換えによって将来生まれる製品につ

いての暫定的な報告書」を公表した。全体

の意見は「遺伝子組み換えの規制システム

による、今後の GMO 利用製品が持つべき

消費者安全性・環境保護をより維持するこ

とが必要」というもので、これはさらに三

つの意見に細分されている。その概要は以

下の通りである。 
①規制にかかわる各機関(EPA,FDA な

ど)は、遺伝子組み換えによって成長

が期待される分野について、知識を深

めるべき 
②各機関は外部のピアレビューや市民参

加型のリスク分析手法を新しく考える

べき 
③遺伝子組み換えの研究に資金提供する

機関は、GMO 規制に関わる研究にも

投資を行い、研究-教育間をつなげる

規制活動を推進すべき 

                                                   
7 PARLIAMENT OF CANADA（2018 年 3
月 6 日閲覧）

（http://www.ourcommons.ca/Parliamentar
ians/en/votes/42/1/283） 
8 GlobalNews（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://globalnews.ca/video/3675168/mulc
air-calls-on-trudeau-to-address-gmo-
labeling-canadians-deserve-to-know-
whats-on-their-plate） 
9 CANADIAN BIOTECHNOLOGY 

また、国としても遺伝子組み換え技術教

育の予算を増額し、誤まった理解を減らす

ことを目標としている。これに賛同する機

関も複数存在する 10。 
商業化においては、2018 年 1 月に GM

リンゴが試験販売されることがニュースに

なるなど 11、GMO の品目は増えてきてい

る。 
現在、FDA で承認されている GMO は

18 品目 186 件になる。トマト、チコリ

ー、リンゴ、メロン、キュウリ、プラムな

ど、穀物以外の品目も増えてきている。

（表 1） 
 

(3)EU をはじめとした各国の動向調査 
①EU 

新技術に関するワーキンググループ

(NTWG)が作られ、2012 年に最終報告書

が発表されて以降、2016 年に提出予定だ

った既成案は延期され、法規制はいまだ成

立していない。NTWG の主張を要約する

と、「確実に導入遺伝子がないと証明でき

るような植物（Null Segregant）から得ら

れる後代の植物は GMO ではない。したが

って新規に導入された遺伝子が最終的に残

り続けるものが規制対象となるべき」とい

うプロダクトベースでの規制が望ましいと

するものである。 
その後、2017 年 4 月 28 日に欧州食品

衛生委員会(EHFSC)から依頼を受けて、

ACTION NETWORK（2018 年 3 月 6 日閲

覧）（https://cban.ca/take-action/ge-fish/） 
10 BIO tech Now（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.biotech-now.org/food-and-
agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-
support-for-biotech-education-
provision） 
11 CBC（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.cbc.ca/news/technology/gmo-
apple-canada-1.3943058） 

http://www.ourcommons.ca/Parliamentarians/en/votes/42/1/283
http://www.ourcommons.ca/Parliamentarians/en/votes/42/1/283
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
http://globalnews.ca/video/3675168/mulcair-calls-on-trudeau-to-address-gmo-labeling-canadians-deserve-to-know-whats-on-their-plate
https://cban.ca/take-action/ge-fish/
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.biotech-now.org/food-and-agriculture/2016/04/food-ag-groups-urge-support-for-biotech-education-provision
http://www.cbc.ca/news/technology/gmo-apple-canada-1.3943058
http://www.cbc.ca/news/technology/gmo-apple-canada-1.3943058
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Scientific Advice Mechanism(SAM)によ

る報告書 12が出された。内容の概要は以下

の通りである。 
 
ⅰNBT といっても、それぞれの技術内

容は大きく異なり、NBT として一括

的に管理するのは最適ではない。 
例）ゲノム編集と RNA 干渉は起こる

結果は似ていても原理が大きく異

なる 
ⅱNBT は正確性が高いため、意図しな

い変異による害はむしろ減らすことが

できる 
ⅲアセスメントにおいてもケースバイケ

ースのアプローチが求められる 
 
EU 委員会は、2017 年 9 月 28 日にこの

内容を踏まえた「農業における現代バイオ

テクノロジー - 責任あるイノベーション

のための道を拓く」というハイレベル会議

を開催し、すべてのステークホルダー間で

のオープンで積極的な議論を促した。 
ISAAA はバイオテクノロジーの悪印象

を払拭するため、児童向けのボードゲーム

を開発した 13。アグロバクテリウムやパー

ティクルガンなどの GM の手法、さらに

それを利用して GMO ができるまでについ

て理解を深める内容になっているとのこと

である。 
 

②オーストラリア・ニュージーランド 

                                                   
12 New techniques in Agricultural 
Biotechnology 
13 ISAAA（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupda
te/article/default.asp?ID=15201） 
14 New Plant Breeding Techniques（2018
年 3 月 6 日閲覧）

（http://www.foodstandards.gov.au/publica
tions/Documents/New%20Plant%20Breedi

FSANZ（Food Standards Australia 
New Zealand）では、NBT の手法ごとに

GM とみなすか否かを考えるという立場で

ある。例えば、シス・ジェネシスやイント

ラジェネシス、SDN3 による遺伝子組み換

えは、新しい遺伝子を導入するために使用

されるのであれば GM であるとしてい

る。ODM や SDN1,2 など突然変異を誘発

する技術については、従来の育種と変わら

ないため、GM とすべきではないという立

場である。また、種子生産など育種を便利

にするために使う技術に利用される技術に

ついては、最終製品に痕跡が残らないので

GM ではないとしている。14 
 

③ブラジル 
国立バイオセーフティ委員会が、2017

年 6 月 8 日に国内では初の遺伝子組み換え

サトウキビを商業利用承認した 15。 
バイオテクノロジー情報評議会は農業者

に対し「使われている技術の理解と実用状

況」のアンケートを行った。この結果か

ら、バイオテクノロジー系の技術保全に大

きな懸念はないと述べた。 
9 割の農業者は害虫や除草剤抵抗に関し

て、組み換えの重要性を認識し、これらが

失われることに問題意識を持っていた。 16 
 

Ⅲ－3. 考察 
GM サーモンについて、米国では消費者

への情報提供の方法が未確定であることが

ng%20Techniques%20Workshop%20Report
.pdf） 
15 日経バイオテク（2018 年 3 月 6 日閲覧）

（https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/1
6/082400010/071200011/） 
16 日経バイオテク（2018 年 3 月 6 日閲覧）

https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/16/08
2400010/051000009/ 

http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=15201
http://www.isaaa.org/kc/cropbiotechupdate/article/default.asp?ID=15201
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
http://www.foodstandards.gov.au/publications/Documents/New%20Plant%20Breeding%20Techniques%20Workshop%20Report.pdf
https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/16/082400010/071200011/
https://bio.nikkeibp.co.jp/atcl/column/16/082400010/071200011/
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規制となって未販売となっているが、カナ

ダでは現状では規制がなくすでに一部が販

売された。GM サーモンの商業化が進展す

る中、消費者の抵抗感は強いが法規制が追

いついていない状況である。GM を忌避す

る消費者のために選択するための情報提供

の方法が検討されている一方で、誤解や理

解不足に基づくコミュニケーションミスを

避けるために技術教育の重要性が指摘さ

れ、実施されようとしている。 
また、米国では FDA が承認・実用化す

る GMO は確実に増加しており、新たに

GM リンゴが試験販売されるなど、食用の

GMO の商業化は確実に進展している状況

である。 
EU では昨年と状況は換わらず、NBT

について科学的な検討結果についての結論

は提出されており、それを受けてどのよう

な枠組みで管理・規制を行っていくかとい

う政治的な結論がまだ明確になっていな

い。こうした中、産業側からは科学的な見

解に基づく利用を求める動きと、慎重な対

応を求める消費者側との対立でこう着状態

にある。ステークホルダーコミュニケーシ

ョン等が進められている動きはあるが、方

針は明確になっていない。米国と同様に技

術教育促進の動きが見られる。 
オーストラリア・ニュージーランドでも

NBT の規制については具体的な動きはな

いが、FSANZ では手法ごとに判断すべき

という姿勢が示されている。 
GM の作付けも多い南米にあるブラジル

では、サトウキビが新たに承認されるな

ど、利用は進んでおり、農業者の意識調査

でも組換えの重要性が認識されている。 
世界中でも、GM の実用化・商業化が進

む一方で、抵抗を持っている国や消費者も

                                                   
17 回答画面アクセス数 1067 件、アンケート

多く、経済的便益と社会的理解を両立させ

る方向が各国の対応の流れとなっている。 
 

 
Ⅳ．リスクコミュニケーション手法の

開発 
H27 年度と 28 年度の調査結果から、高

校までの生物の履修内容よりも社会人にな

ってからの情報やライスステージの変化

（結婚、子育て、子ども独立等）が GM
食品の受容に影響を与えていることが明ら

かになった。これらの結果を踏まえ、今年

度は食品に対する安心感を構成する要素や

GM を取り巻く現状の知識で、消費者の行

動がどのように変化するか、試行のための

アンケート調査を実施した。 
 
 
Ⅳ－1.研究方法 
ⅰ アンケート調査 

一般消費者に対して、Web アンケート

を実施した。Web アンケートの実施要領

は、下記の通りである。 
 
 調査実施日： 2018 年 1 月 23 日～2

月 12 日 
 有効回答数：1000 人 
 回収率：93.7%（回答画面アクセス

数に対する有効回答割合） 17 
 方法：Web アンケート 
 調査項目： 
 食の安全性に対する意識 
 食品の購買動機 
 食品に対する安全意識の構成要

素 
 GM 食品（作物）の受容性 
 GM 食品の購買判断 

依頼メール配信数 7427 通 
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 GM を取り巻く状況に関する情

報提供と行動変容   等 
 
なお、サンプルの構成は、性別・年齢構

成（20 代、30 代、40 代、50 代、60 代以

上の 5 分類）で各 50 人になるように均等

に割付を行った。 
 
ⅱ コミュニケーションツールの検討 

現行の厚生労働省の消費者向けパンフレ

ット「遺伝子組換えの安全性について」に

ついて、平成 24 年 3 月の改定から 6 年が

経過しており、改善の余地があると考えら

れるため、本研究によって明らかになった

点を踏まえ、パンフレットの改訂に関する提

言を行った。 
 

Ⅳ－2. 研究結果 
ⅰ アンケート調査 
(1) 食の安全性に対する意識 

研究分担者は 2007 年以降、継続的に消

費者意識について調査を実施してきてお

り、昨年度に引き続いて本調査結果との比

較を行い、消費者意識の変化を把握した。 
食品の安全性に関心があるかという設問に

ついて、「大変関心がある」、「関心がある」

という回答の合計は、2008 年 3 月から減少

傾向にあった（図 2）。また、食品の安全性

に不安を感じるかという設問について、「大

変不安を感じる」、「不安を感じる」という

回答の合計も同様に、2008 年 3 月から減少

傾向にあった（図 3）。 
食品への不安から食べるのを控えている

食品については、「必ず控えている」「控え

ている」「少し控えている」の合計値で中国

産や中国加工の食品（78.6%）、生レバー

（73.1%）、きのこ狩りで採ってきたきのこ

（66.5%）、遺伝子組み換え食品（57.8%）

の順に高い。これはふぐの 44.8%よりも高

かった。（図 4）。 
 
(2) 食品の安全性、不安に対する意識の構

成要素 
安全だと思う食品について、上位 3 つを

たずねたところ、1 位を選んだ人の順では、

新鮮（鮮度・賞味期限）を選んだ人が最も

多く（26.6%）、ついで国産（日本産）（21.3%）、

農薬が少ない（有機・無農薬・減農薬）（9.6%）

であった（図 5）。1 位に選んだ人の回答を

3 ポイント、2 位に選んだ人の回答を 2 ポ

イント、3 位に選んだ人の回答を 1 ポイン

トとして換算した場合も同様の結果となっ

た（図 6）。 
一方で、どのような食品を安心だと思う

かについて、同じく上位 3 つを尋ねたとこ

ろ、1 位を選んだ人の順では新鮮（鮮度・賞

味期限）を選んだ人が最も多く（25.0%）、

ついで国産（日本産）（23.7%）、中国産では

ないと添加物が含まれていない（7.5%）の

順であった（図 7）。ポイント換算した結果

では、国産（日本産）、新鮮（鮮度・賞味期

限）、添加物が含まれていないの順となった

（図 8）。遺伝子組換えでないことは、順位

自体は変わらないが、安心だと思う要素と

してのほうが安全だと思う要素としてより

も若干ポイントが高くなる。 
どのような情報を信頼して食品を選ぶか

については、店頭の表示やお店の人の意見

（29.4%）、専門家の意見（21.6%）、家族の

意見（20.6%）の順に多かった（図 9）。 
どのような場所で販売されている食品が

安全だと思うかについては、スーパー

（49.5%）、デパート・高級スーパー（34.1%）、

その他（8.1%）、惣菜専門店（4.1%）の順に

多かった（図 10）。 
 
(3) GM 食品に対する受容性 

GM 食品に不安を感じるかについては、



 70 

「大変不安を感じる」「不安を感じる」「少

し不安を感じる」の合計が 70.3%となって

いる（図 11）。 
また、GM 食品を食べるかどうかについ

ては、「絶対食べない」「食べない」「どちら

かといえば食べない」の合計で野菜、肉、

魚ともおおむね 8 割近くの人が食べたくな

いと回答しており、その差はわずかである

が、肉がもっとも食べたくないと回答した

人が多い（図 12）。 
 
(4) GM 食品の現状に対する意識と行動変

容 
遺伝子組換えの原料を使った食品を買う

かどうかについては、豆腐、とうもろこし

の缶詰とも買わないと回答した人が 8 割近

くと高い（図 13、図 14）。 
そこで、世界における栽培の現状や IP

ハンドリングについて情報提供した（図 
15、図 16、表 2）。IP ハンドリングされた

農産物を non-GM といっても良いかにつ

いては、情報提供前は「どちらかといえば

そう思わない」「そう思わない」「まったく

そう思わない」を合計すると 38.9%であっ

たが、遺伝子組換えに関する規制の情報提

供（表 2）後は 48.5%に増加した（図

17、図 18）。 
GMO を使用した食品に対する購買につ

いては、上記のような情報提供の後、わず

かに買うと回答した人が増加した（図

19、図 20）。支払意思額については、豆腐

は情報提供前が 72.3 円、情報提供後が

73.0 円であり、とうもろこしの缶詰は情

報提供前が 75.2 円、情報提供後が 73.4 円

であった(表 3)。しかし、情報提供の前後

で GM 食品(豆腐、とうもろこしの缶詰)を
買わないとしていた人が買うに転じた数

は、豆腐が 42 名（表 4）、とうもろこしの

缶詰が 41 名（表 5）であった。また買う

としていた人が買わないに転じた数は、豆

腐が 23 名（表 4）、とうもろこしの缶詰が

21 名（表 5）であった。この情報提供前

後の行動変化は、McNemar 検定によりい

ずれも 5%水準で有意であった。 
安全性審査を受けた GM は安全と思う

かについては、「どちらかといえばそう思

う」「そう思う」「とてもそう思う」を合計

すると 53.5%の人が安全だと思っていた

（図 21）。 
 
ⅱ コミュニケーションツールの検討 

厚生労働省のパンフレット「遺伝子組換

え食品の安全性について」について、以下

のような点に改善の余地があると考えられ

る。 
 

(1) 全体について 
 文字と絵と合わせてバランスを検討

したほうがいい。 
 一文が長く複雑なので、できるだけ

短く、可能であれば箇条書きにす

る。 
 安全対策として何を実施しているか

より、語りかけるような書き方の方

が望ましい。（例「・・・の可能性

がないことが確認されていますの

で、食べ続けても問題はありませ

ん」→「・・・の可能性を心配する

声がありますね。しかし、長年の研

究とデータによって有害物質を作る

可能性がないことが分かりました。

日常的に食べるのに問題はありませ

ん」等。） 
 

(2) 個々のコンテンツに対する指摘 
 p4、遺伝子組換え作物の作付面積

の数値は最新のものに修正したほう

が良い。 
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 p9、名称、性質列挙の最後に「な

ど」をつけるか、タイトルに「（一

例）」と加えた方がより正確であ

る。 
 p10～11、「②組み込まれた遺伝子

はどのように働くか」を表す事柄が

漠然としているので、もう少し説明

を追加したほうが良い。 
 p12、胃液での分解例の画像につい

て「陽性コントロール」と「陰性コ

ントロール」の意味が一般には分か

りづらいのではないか。 
 p14、「日本で安全性審査が終了し

ていないもの」は更新する必要があ

る。 
 p15、IP ハンドリングの図が流通経

路の図になっているので、分別流通

管理をしていることが分かるような

図に改める。 
 

 
Ⅳ－3 考察 

食の安全性に対する意識については、昨

年度の調査と大きく変化はなく、10 年単

位で比較すると食の安全性に対する意識や

関心は低下傾向にある。実際にリスクがあ

る生レバーやきのこ狩りで採ってきたきの

こなどの食品と並んで、中国産食品や遺伝

子組換え食品はリスクが高いとして避けら

れている。これは実際に死亡事故が発生す

る恐れがあるふぐよりも高く、科学的に評

価されたリスクと、消費者の安心はイコー

ルではないと考えられる。 
安全だと思う食品と安心だと思う食品に

ついては、新鮮さや国産（日本産）である

ことは、安全であり安心であると認識され

ていた。3 位以下の要素にもほとんど違い

がないが、若干順位の変化が見られた。中

国産食品でないことは、国産であると同時

に安全と安心の上位の構成要素となってい

る。遺伝子組換えでないことは中国産でな

いことと同様、安全よりも安心を構成する

要素としての性質が強いと考えられる。 
GM 食品に対する受容性は依然として低

く、7 割以上の人が不安に思っており、約

8 割の人が食べたくないと思っている(図
12)。 

遺伝子組換え食品の購買についてはほと

んどの人が買いたくないと思っており、

non-GM と比較すると支払い意思額も低下

する。 
IP ハンドリングされた穀物を遺伝子組

換えでないと思えるかどうかについては、

GM 食品の規制に関する情報提供の前後で

差が見られた。情報提供後に IP ハンドリ

ングされた穀物を non-GM といってもい

いと思う人が約 1 割減少する。これは、

「意図せざる混入が 5%未満なら認められ

ている」という情報の影響によると考えら

れる。 
一方、IP ハンドリングについて知識を

得ることで、GM 食品(豆腐、とうもろこ

しの缶詰)を買わないとしていた人が買う

に転じた数は、豆腐が 42 名、とうもろこ

しの缶詰が 41 名であった。また買うとし

ていた人が買わないに転じた数は、豆腐が

23 名、とうもろこしの缶詰が 21 名であ

り、行動の変化に影響を与えていた。 
説明のイラストや文言の提示後に消費者

の行動には変化が見られ、これらのツール

やロジックを使ったコミュニケーションに

効果があると考えられる。 
現在の厚生労働省の消費者向けパンフレ

ットは、最終の改定から 6 年が経過してお

り、情報を更新する必要がある。また、文

章とイラストのバランスや、それぞれで何

をメッセージとして示すかについて、再度

整理し、再構成する必要がある。 
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C. 結論 

日本の消費者は、実際にリスクがある生

レバーなどの食品や、食品の安心感に影響

を与えている中国産食品についで、GM 食

品を食べるのを控えている。これはふぐよ

りも不安が高く、GM 食品は食品のリスク

の一つとして捉えられていると考えられ

る。 
安全だと思う食品と安心だと思う食品の

属性にはわずかであるが差が見られ、例え

ば遺伝子組換えでないことや中国産食品で

ないことは、安全よりも安心を構成する要

素としてのポイントが高く、このような乖

離がある要素を分解することにより、消費

者への説明ロジックをより効果的にできる

と考えられる。 
欧米の動向としては、NBT も含めた育

種技術の積極的利用が経済利益の立場から

望まれる一方で、消費者の抵抗感は根強

く、理解促進のための教育や情報提供に力

を入れる方向になりつつあると考えられ

る。 
実際に開発したツールを使用したコミュ

ニケーションの試行のアンケートでは、現

在の「遺伝子組換えでない」表示が 5%未

満の意図せざる混入率を許容するものであ

るという情報提供により、IP ハンドリン

グされた穀物を non-GM だと認識する人

は減少する。しかし、わが国の穀物生産に

関する情報や IP ハンドリングの努力、

GM 食品の安全性審査の情報提供（図

15、図 16、表 2）により、GM 食品を購

買しても良いと思う人も増加した。これは

GM に対する安全性の評価と安心感を近づ

ける要素となる可能性がある。 
 

D. 健康危険情報 
なし 

 
F. 研究発表： 
1. 論文発表 

なし 
 
2. 学会発表・講演 
2017 年 10 月 31 日～11 月 2 日（鹿児島県、

鹿児島県文化センター）. 第 76 回日本公衆

衛生学会, 生物リテラシーと遺伝子組換え

食品の受容に関する調査. 峯昌啓、岡本左

和子、濱田美来、藤馬裕一、今村知明. 
 
 
D. 知的財産権の出願・登録状況 

なし 
 



 73 

Ｉ 図表 
 
Ａ 研究目的 

 

図 1 研究の全体像 

  

GM食品（GM動物、ハイブリッド、新開発品種等）
に関する調査研究

最新のNBT（セルフクローニング、ナチュラルオカ
レンスを含む）に関する調査研究

 GM食品に対する消費者の受容性の低さの根本的な原因を
究明し、従来よりも効果的で適切なリスクコミュニケーション手
法を開発する

 従来のGMとは異なる特徴を持つNBTについて、そのリスクコ
ミュニケーション上のクリティカルポイントを抽出し、NBTに効
果的なリスクコミュニケーション手法を開発する

GM作物・食品のリスクコミュニケーションに関する提言
Q&Aやパンフレットへの活用

GM作物・食品の

社会的需要におけるクリティカルポイントの
特定と、コミュニケーションツールの改善

NBTに関するコミュニケーションツールの
開発

研究成果 研究成果

③先進国や食品以外の分野における事例調査
（各国におけるGM食品の安全性審査の状況等について、最新
の状況を整理する）

②新たな説明ロジックおよび説明ツールの開発
（GM食品に対する受容性の低さのクリティカルポイントを抽出
し、最新の利用状況に合わせた説明ツールを開発）

②NBTの説明ロジックおよび説明ツールの開発
（GMとは異なるNBTの特徴（外来遺伝子がない、検知が不可
能等）に対応した、NBTの説明ツールを開発）

③先進国や食品以外の分野における事例調査
（各国におけるNBTに対する管理や安全性審査の動向等につ
いて、整理する）

２
７
年
度
～
２
８
年
度

２
９
年
度④リスクコミュニケーション手法の開発

（GM、NBTそれぞれについて、アンケートやインタビュー調査等で、開発したコミュニケーションツールの検証を行う。）

①最先端のGM・NBT技術の整理とコミュニケーション上の問題点の抽出
（技術の内容について整理し、アンケート調査や対面調査により最先端のGM・NBT技術の特徴に対する消費者の意識や受容性を把
握し、コミュニケーションを行う上での問題点と解決策を探る）

過去との継続比較で消費者リテラシーの変化と
コミュニケーションにおけるクリティカルポイントを把握

コミュニケーションツールのブラッシュアップ

GMサーモンに関する動向をフォロー調査
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B. 本研究の内容 

 

表 1 FDA で食品として承認されている GMO（2018 年 3 月現在） 

No. 品目 合計数 

1 じゃがいも 43 

2 トウモロコシ 41 

3 綿 27 

4 大豆 21 

5 キャノーラ 20 

6 トマト 8 

7 米 4 

8 アルファルファ 3 

9 チコリー 3 

10 てんさい 3 

11 リンゴ 3 

12 キュウリ・ヘチマ 2 

13 パパイヤ 2 

14 メロン 2 

15 プラム 1 

16 亜麻 1 

17 小麦 1 

18 コヌカグサ 1 

 合計 186 

（出所）the International Service for the Acquisition of Agri-biotech Applications (ISAAA) 
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図 2 食品の安全性に関心があるか 

 

 

図 3 食品の安全性に不安を感じるか 
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図 4 食品への不安から食べるのを控えている食品 

 

 

図 5 どのような食品を安全だと思うか（割合） 
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図 6 どのような食品を安全だと思うか（ポイント換算） 

 

 

図 7 どのような食品を安心だと思うか（割合） 

 

1265
1159

598 575
490

376 334
262 226 221 211

113
59 59 52

0

200

400

600

800

1000

1200

1400

4.7

25.0

2.8

23.7

0.4
3.6

7.5
5.8

7.5

0.5 1.0
2.9

6.5 7.3

0.8
1.9

16.5

4.2

21.5

2.0

5.6

8.9
6.3

10.3

0.7 1.7
3.6

5.2

11.5

0.1

3.7

9.5

4.9

12.3

1.7

7.3

11.3

6.8

12.4

2.0 3.1

8.5

5.4

9.5

1.6

0.0

5.0

10.0

15.0

20.0

25.0

30.0

最も安心（１番目） ２番目に安心 ３番目に安心

（n=1000）



 78 

 

図 8 どのような食品を安心だと思うか（ポイント換算） 

 

 

図 9 どのような情報を信頼して食品を選ぶか 
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図 10 どのような場所で販売されている食品が安全だと思うか 

 

 
図 11 遺伝子組換え食品に不安を感じるか 
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図 12 遺伝子組み換え食品を食べるか 

 

 
図 13 遺伝子組換え大豆を使った豆腐を買うか（情報提供前） 

 

図 14 遺伝子組換えとうもろこしを使ったとうもろこしの缶詰を買うか（情報提供前） 
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図 15 穀物生産に関する情報提供 

 

 

図 16 IP ハンドリングに関する情報提供 

（出所）遺伝子組換え食品の安全性について p.15 より（厚生労働省医薬食品局食品安全部） 
 

表 2 GM 食品の規制に関する情報提供 

・遺伝子組換え作物は食品として安全性が審査され、承認されたもののみが流通を許可され

ています。 
・現在の表示制度では、ＩＰハンドリングされた上で、輸入が承認されている遺伝子組換え

作物の意図しない混入率が 5％未満であれば「遺伝子組換えでない」と表示して良いこと

になっています。 
・未承認の遺伝子組換え作物はいかなるものであっても流通は許可されていません。 

イラスト 宮本麻央
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図 17 IP ハンドリングされた農産物は non-GM といっても良いか（情報提供前） 

 

 
図 18  IP ハンドリングされた農産物は non-GM といっても良いか（情報提供後） 

 

 
図 19 遺伝子組換え大豆を使った豆腐を買うか（情報提供後） 
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図 20 遺伝子組換えとうもろこしを使ったとうもろこしの缶詰を買うか（情報提供後） 

 

表 3 GM 食品に対する支払い意思額平均値 

品目 non-GM 価格 GM に対する支払い意思額平均値* 
情報提供前 情報提供後 

豆腐 100 円 72.3 円 73.0 円 
とうもろこしの缶詰 100 円 75.2 円 73.4 円 

*回答の下位・上位それぞれ 5%をカットして平均を算出した 
 

 

 

表 4 情報提供による行動変容（豆腐） 

 情報提供後の回答 
情報提供前の回答 買う 買わない 
買う 207 人 23 人 
買わない 42 人 728 人 

McNemar 検定結果：カイ 2 乗値＝4.985、p 値＝0.026 
 

表 5 情報提供による行動変容（とうもろこしの缶詰） 

 情報提供後の回答 
情報提供前の回答 買う 買わない 
買う 199 人 21 人 
買わない 41 人 739 人 

McNemar 検定結果：カイ 2 乗値＝5.823、p 値＝0.016 
 

24.0 76.0

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

買う（具体的な金額をご入力ください） 遺伝子組換えされた原料を使ったものは、買いたくない

（n=1000）
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図 21 安全性審査を受けて承認された GM は安全だと思うか 
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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） 

「バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究」 

分担研究報告書（平成 29年度） 

未承認遺伝子組換え作物検知法、規制および安全性に関する情報収集 

研究分担者 近藤 一成 （国立医薬品食品衛生研究所） 

 研究協力者 中島 治  （国立医薬品食品衛生研究所） 

研究要旨：近年のバイオテクノロジー技術の著しい進歩により、ゲノム編集技術等これまでにない正確

な改変が可能なツールを用いた新品種開発が盛んに行われている。一方で、ゲノム編集技術が規制の枠

組みの中でどのように扱われるべきかの議論は進んでいない。ゲノム編集技術を用いた場合は、その改

変の痕跡が残りにくいことから従来の方法では検出は難しい。しかし、汎用される既知配列があればそ

こから未知配列の解析も可能になるため、その手法の一つとして、Genome-walking または LAM-PCR と次

世代シークエンサーを組合せた解析手法が欧州で検討されている。ゲノム編集をはじめとする新育種技

術（NBT）は、欧州 JRC分類を再検討して、遺伝子操作で起きる変化による新たな分類を行い、潜在的懸

念事項やリスクを考える上で有用であることが示唆された。欧州では、遺伝子組換え食品の承認に係る

規則（regulation）が幾つか改定された。遺伝子組換え作物を用いた 90日間反復投与毒性試験では、作

物の実質的同等性で確認した以上の付加的な毒性・アレルゲン情報は得られなかったが、小腸などのト

ランスクリプトーム解析を行うことで従来の毒性実験で得られない情報が得られる可能性が示された。

EFSAは、遺伝子組換え作物のアレルゲン性評価についてより具体的に検討行うようになった。Non-IgE反

応であるセリアック病のための配列類似性検索や新規発現タンパクの胃消化性試験の条件を実際の生理

学的条件に合わせたより幅広い条件での検討、および内在性アレルゲンの変化の解析が求められる。国

内においてもゲノム編集技術の取扱いを考える時に考慮する必要がある。NBT を利用して作成された動

物、植物の論文や特許などの調査の結果、食用については動物の報告が 28 報、植物については 33 報あ

った。用いた技術では圧倒的に CRISPR/Cas9 が多かった。開発国を見ると、食用の動物については中国

が圧倒的に多く 21 報あった。植物については中国からの 17 報、米国からの 8 報が多かった。ゲノム編

集技術を用いた農作物開発が活発で報告も多いが、ゲノム編集を用いることで生じるフレームシフト（読

み枠のズレ）によって新規に生産されるペプチド・タンパクについて検討している報告は皆無であり、こ

の点に開発者は注意を払っていない。食用の新しい生物を開発するときにはこのような新規に生産され

るペプチドの安全性も含めて評価することを我々は提案する。

A. 研究目的

今年度は、研究に関することも併せて情報調査を

中心に行った。

(１)未承認遺伝子組換え作物検知法に関する情報

収集 

 安全性が確認されていない、いわゆる未承認遺

伝子組換え作物に対する検査は、日本の他に EU諸

国やアジアの国々で、同定された特定の品目に対

して行われている。また、今後ゲノム編集技術を

用いた農作物の開発、商業化が始まると意図しな

い環境中、食品中への拡散が懸念される。このよ

うな状況で、諸外国、特に EUの検知法に関する取

り組みを調査した。 

(２)ゲノム編集生物に関する調査と安全性確認の

ためのアプローチ検討 

 新育種技術（NBT）として欧州 JRC が 2012 年に

行った分類をもとに、その区分で行ったときと、

現象という区分で分類した時の問題点などを検討

した。 

(３)欧州 EFSA における遺伝子組換え生物のリス

ク評価に関するプロジェクトの調査

欧州 EFSA では GRACEプロジェクトにおいて、ア

レルゲン性評価法についての新たなガイドライン

の報告、90日間動物実験および 1年間動物実験の

有用性、動物実験後に採取した小腸組織のトラン
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スクリプトーム解析の有用性に関する科学的意見

書が報告されたのでレビューした。 

 

(４)ゲノム編集生物の開発状況調査 

 本研究は以下の４点を目的とする。 

1. NBT を利用して最近開発された動物、植物を把

握する。 

2. NBT を利用して作成された動物や植物の規制

に関する世界の国々の状況を調べる。 

3. NBT を利用して最近開発された食用の動物、植

物の問題点を考える。 

4. 将来の新しい食品の開発に影響を及ぼす可能

性のあるゲノム編集の基礎研究について情報

収集を行なう。 

 

B. 研究方法 

(１)未承認遺伝子組換え作物検知法に関する情報

収集 

 オランダを中心にした未承認遺伝子組換え作物

検知法のプロジェクトである、Decathlon プロジ

ェ ク ト に つ い て 、 文 献 情 報 お よ び HP

（http://www.decathlon-project.eu）をもとに調

査を行った。 

 

(２)ゲノム編集生物の取扱に関するアプローチ検

討 

 EUは、2012 年にゲノム編集技術を含む新育種技

術（NBT)について７種に分類した。しかし、それか

ら 5 年以上が経過して、ゲノム編集技術は進歩し

てゲノム上のあらゆる変化を誘導できるツールに

成長した。そのため、新しい技術について規制上

の取扱いを考える上で分類の再検討がされてもよ

いと考えられる。そこで、諸外国では分類の見直

しはされていないが、原理に則って分類した場合

について検討した。 

 

(３)諸外国での安全性評価に関する調査 

 欧州 EFSA における遺伝子組換え生物のリスク

評価に関するプロジェクトの調査 

 文献情報および HP（http://www.grace-fp7.eu）

をもとに行った。 

 

(４)ゲノム編集生物の開発状況調査 

1) 2016 年に報告された、NBTを利用して作成され

た動物、植物の論文や特許などを調査した。3つの

データベース（ SciFinder、 Pubmed、 Google 

Scholar）を検索して、種名、用いた技術、ターゲ

ット遺伝子、論文や特許のタイトルと誌名、要旨

などの情報を一覧表にまとめた。該当する論文や

特許は食用、研究用、医薬品の生産用、工業用な

どに分類した。植物の研究ではタバコとアラビド

プシスはモデル植物として他の植物に先駆けて新

しい研究が行なわれてきたので、特にこれらの植

物における報告は研究用に含めた。 

2) NBTを利用して作成された動物や植物の規制に

関する世界の国々の状況を論文を読んで調査し

た。 

3) ゲノム編集を利用して作成された食用の動物、

植物においてフレームシフトによって新たに生産

される可能性のあるペプチドの研究状況を調べ

た。特許は省略して、論文を調査の対象とした。

論文に記載されているターゲット遺伝子における

塩基の挿入または欠失とデータベース、DDBJ

（www.ddbj.nig.ac.jp/index-j.html）の配列を基

にして新規なペプチドの配列を推定した。このペ

プチドが食物アレルゲンと相同性があるかを

Allergen Online Org（www.allergenonline.org）

を利用して 8 amino acid exact matchと sliding 

80 mer 35% homology searchを基準にして調べ

た。また、この新規ペプチドが電気泳動やオミッ

クスの手法によって研究されているかを調べた。 

4) 2017 年に発表されたゲノム編集の基礎研究の

論文を読んで、研究の発展状況を調査した。 

 

C. 研究結果および考察 

(１)未承認遺伝子組換え作物検知法に関する情報

収集 

 安全性承認済遺伝子組換作物の場合は、ゲノム

中の挿入部分（ジャンクション領域）を含む導入

遺伝子配列が既知であるために、唯一の系統を特

定できるいわゆる「系統特異的」検知法を作製可

能である。本法をもとに、トレーサビリティーや

意図しない混入割合の定量コントロールが可能と

なる（図１）。一方、安全性未承認遺伝子組換えで

はほとんどの場合配列情報はなく、唯一共通で汎

用されるプロモーター（p35S）やターミネーター

(tNOS)の情報のみが入手可能である（図１）。従来

は、その限られた情報から周辺配列を PCR 法を繰

り返して解析していた。本研究班でも、1,2年目に

おいて既知配列情報をもとに周辺配列情報を得る

ために LAM-PCR 法の検討行い、その有用性を示し

てきた。ハイスループットのためには次世代シー
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クエンサー（NGS）の活用が必要とされていたが、

EUにおいて類似の方法で NGSを活用する手法が報

告されたのでこれをまず精査した。すなわち、論

文では LAM-PCR法の代わりに DNA walking法を用

いて僅かな既知配列からその両側未知配列を増幅

したのち（図２）、それぞれにタグ標識を結合した

試料を調製する。同様に調整した多検体を同時に

NGS 解析し、データ解析時にタグ情報をもとにそ

れぞれの試料ごとに結果を分離するものである

（図３）。本手法は、未承認遺伝子作物に対する検

知法を作製する上で極めて強力な方法と考えられ

た。今後は、最初に如何に既知情報を取得できる

かが重要であると考えられた。 

 

(２)ゲノム編集生物に関する調査と安全性確認の

ためのアプローチ検討 

 EU の JRC が 2012 年に示した分類では、その分

け方があるものは技術（ゲノム編集）で、あるも

のは現象であり（RdDM、RNA 依存性 DNAメチル化）

で統一されていない（表１）。さらに、CRISPR/Cas

の利用範囲の拡大も相まって、接ぎ木のなかに

RdDM があり、ODM の中にゲノム編集があり、ゲノ

ム編集の中に ODM や RdDM が存在するという矛盾

が生じている（図４）。JRC の分類の問題点などを

整理したものを表１に示す。そこで、「起きる現象」

で分類するとどうなるのか整理を行った（表１，

２）。 

 まず、DNA２本鎖を切断するかどうかで区別す

る。DNA２本鎖切断される場合は、標的配列と類似

したゲノム上の配列（類似配列）でのオフターゲ

ット切断のほかに、標的配列と全く類似性のない

配列でのオフターゲット切断を考慮しなくてはな

らない。前者は、事前に各種データベースを参考

に予測可能であるが後者は事前に予測できないた

め、それを解析する手段が必要である。一方、DNA

メチル化や非活性化 Cas9 を用いた塩基置換など

DNA２本鎖切断しない場合は、類似配列での置換、

メチル化の可能性をデータベースから予測して解

析することで対応が可能と考えられる。 

つまり、 

  DNA 切断起きる場合＝全ゲノム領域の解析 

  DNA 切断起きない時＝類似配列の解析 

が必要である。 

 ODM は、この区分けでは表２の項目１に該当す

る。用いるオリゴヌクレオチドが DNA２本鎖の場

合は、両末端が保護されていなければゲノムへの

挿入が懸念される。２本鎖や１本鎖で両末端保護

されている場合は、ゲノムへの挿入の可能性は非

常に低いため、ゲノム上での類似配列箇所でのオ

フターゲット置換を考慮する必要があると考えら

れる。 

 接ぎ木では、リンゴ小球形潜在ウイルス（ALSV）

を用いた開花促進遺伝子（FT）の一過的導入によ

る果樹品種改良期間の短縮や特定遺伝子の抑制な

どある。想定される懸念事項は、植物ウイルスの

残存や開花促進でできた果実の特性・安定性およ

び果樹における幼若期間の長さの生理学的意味な

どの基礎的理解も安全性を考える上で必要であ

る。接ぎ木では、低分子 RNA を台木から穂木また

は穂木から台木に移行させて、移行先で形質誘導

（例えば、顆粒デンプン合成酵素遺伝子抑制によ

るもち性向上）が行われる。懸念事項は、移行先

の台木又は穂木、最終果実への低分子 RNAN の残存

性があるが、接ぎ木を切り離した後は移行しない

ため低分子 RNA は速やかに分解され残存しないこ

とが報告されている例もある（厚労科研費「次世

代バイオ研究班２７年度報告書」参照）。 

 

(３)諸外国での安全性評価に関する調査 

 欧州食品安全局 EFSA の遺伝子組換え生物の安

全性に関する科学的意見書、規則および毒性に関

する研究報告に関する最近の情報を整理した。The 

GRACE (GMO Risk Assessment and Com- 

munication of Evidence; www.grace-fp7.eu,, 

Arch Toxicol (2016) 90:2531–2562, Arch 

Toxicol (2014) 88:2289–2314) projectでは、モ

ンサント社の害虫抵抗性遺伝子組換えトウモロコ

シ MON810（承認済）を用いて、90日反復投与試験

および１年間反復投与試験を行い、既にトウモロ

コシ MON810 と組換え前のトウモロコシとの間に

ついて同等性が確認された製品を用いた動物実験

で毒性に関わる付加的情報が得られるか検討し

た。その結果、動物実験では、比較解析から得ら

れた製品の同等性に追加される毒性情報は得られ

ないことが報告された。除草剤耐性や害虫抵抗性

などの遺伝子組換え体では、組換え前後の同等性

確認が得られたものについて、動物実験を行う重

要性があるかどうかの判断が難しい。また、製品

の組換え前後の比較による同等性の確認について

は、その方法、これまで通りに既知有害成分、栄

養成分等を確認することで十分なのか、オミック

ス解析必要であるかどうかは、さらに議論が必要

http://www.grace-fp7.eu/
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と考えられる。 

 遺伝子組換え体のアレルゲン性評価について

ESFA の 科 学 的 意 見 書 （ EFSA J, doi: 

10.2903/j.efsa.2017.4862）を検討した。内容は 3

点から構成されるー（１）non-IgE 型の免疫反応、

（２）タンパク消化性、（３）内在性アレルゲンの

変化、である。Non-IgE 型の好ましくない免疫反応

は、小麦グルテンなどが原因となるセリアック病

に対するもので、新規に発現するタンパクについ

て原因となる E/Q-X1-P-X2 モチーフの存在や類似

性を確認して、一致又は類似性が認められた場合

は HLA 結合実験を行っていくものである。タンパ

ク消化性は、現在胃酸モデルとして pH1 前後の強

酸性条件で胃消化性試験を行っているが、空腹時

ではそうであるものの、満腹時や胃に食物が入っ

ている場合は、胃酸 pH は 4程度まで上昇すること

が知られている。これまでの、胃および腸での消

化性試験の例を見てみると腸での消化性はよくな

いものも多くあることから、胃の酸性度が下がっ

た場合、難分解性となり腸でも分解されない可能

性もある。そのため、胃酸中の消化酵素であるト

リプシンおよび酸性度 pH の条件を振ってタンパ

ク消化性試験を行うことが望ましいとしている。

内在性タンパクについては、組換えられた作物が

アレルゲン性を持つものと考えられる場合は、組

換え前との比較からアレルゲン性の変化について

試験することが求められる。また、内在性アレル

ゲンについて、ダイズではアレルゲンとして記載

されているものに加えて、多くの潜在的アレルゲ

ン候補があるためそれらも考慮する必要がある。 

OECD consensus report on compositional 

consideration(soybean)に記載されているアレル

ゲンだけではなく、最新の科学的文献を調査して

考慮することが重要であるとしている。 

 

(４)ゲノム編集生物の開発状況調査 

１）2016 年に報告された、NBT を利用して作成さ

れた動物、植物の論文や特許などの調査の結果を

表３, ４にまとめた。食用については、動物の報

告が 28 報、植物については 33 報あった。用いた

技術では圧倒的に CRISPR/Cas9 が多かった。開発

国を見ると、食用の動物については中国が圧倒的

に多く 21報あった。植物については中国からの 17

報、米国からの 8報が多かった。 

２）NBT を利用して作成された動物や植物の食品

としての利用についての規制に関する世界の国々

の状況を述べる。米国は容認する方向であると思

われるが、EUはまだ結論が出ない。また、世界全

体ではそれらを規制する国、地域と規制から外す

国、地域に分かれると予想される。 

３）フレームシフトを起こしたペプチドを生産す

る動植物の調査の結果を表５にまとめた。問題点

を以下に記す。i) 植物の文献 ID, 6（コメ、ター

ゲット遺伝子 OsMT7）においては新規ペプチドの 1

つがウシコラーゲン α-2(I)鎖前駆体と相同性が

あることが明らかになった。しかし、論文中では

それに対する言及はなかった。ii) ターゲット遺

伝子がコードする元のタンパク質の N 末端が食物

アレルゲンと相同性があって、新規ペプチドも同

じくその食物アレルゲンと相同性があるケースが

あった。新規ペプチドが元のタンパク質よりもア

ップレギュレートされると食物アレルギーを起こ

す可能性がある。iii) 動物、文献 ID, 14におけ

るウシの PRNP 遺伝子に EGFP 遺伝子を挿入したケ

ースについて。ウシ PRNPは食物アレルゲンである

コムギグルテニンやウシコラーゲン α-2(I)鎖前

駆体と相同性がある。本研究で作成されたウシに

おいては PRNP と EGFP が融合タンパク質として生

産される可能性がある。この融合タンパク質も上

記の食物アレルゲンと相同性を有する。したがっ

て、この融合タンパク質が元の PRNPタンパク質よ

りもアップレギュレートされると、食物アレルギ

ーを起こす可能性がある。iv)論文に記載されてい

るターゲット遺伝子の配列がデータベースの配列

と一致しないことがあった。このケースはターゲ

ット遺伝子についての情報が十分にそろっていな

いことを意味する。このような場合には、ターゲ

ット遺伝子についての情報をさらに充実させる必

要がある。以上をまとめると、フレームシフトの

結果得られる新規ペプチドについては論文中で言

及がなかった。これらの新規ペプチドが電気泳動

やオミックスの手法によって実験的に調べられて

いる例は皆無だった。 

４）ゲノム編集の基礎研究の進展について述べる。

i) SpCas9と gRNA 複合体が DNAに結合して切断す

る様子が高速原子間顕微鏡を用いてリアルタイム

で観測された 2)。ii)今までの報告よりも小型の

Cas9である CjCas9が報告された（遺伝子 2952bp、

984アミノ酸残基）3)。この CjCas9について X線

結晶回折による構造決定が行なわれた。以前から

報告があった Cas9 オルソログとの構造の比較か

ら、Cas9 ファミリーの構造の詳細な情報が得られ
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た 4)。iii) RNAを切断する CRISPR/Casシステム

が以前から知られていたが、Cas13 が哺乳類と植

物の細胞内で RNA を切断することが報告された

5)。以上に述べたように 2017 年にはゲノム編集に

関する基礎研究が急速に進展した。 

 

D. 結論 

(１)未承認遺伝子組換え作物検知法に関する情報

収集 

 欧州では、配列情報が未知な未承認遺伝子組換

え作物の検査で、次世代シークエンサーNGS を活

用した手法を開発している。日本国内では、現在、

相手国で商業化されているが日本ではされていな

い作物を中心に未承認遺伝子組換え食品検査を行

っている。今後、ゲノム編集などが普及するに連

れて、その拡散防止の観点から農作物を特定する

ための手法の一つに NGS を用いた検査体制を整備

していく必要があると考えられた。 

 

２)ゲノム編集生物に関する調査と安全性確認の

ためのアプローチ検討 

 ゲノム編集を含む新育種法（NBT）について、最

初に分類を行った欧州 JRC 分類を見直し、変化の

種類で分類して、潜在的リスクやそのためのアプ

ローチの検討を行った結果、分類を再検討して整

理することが、規制を考える上で必要と考えられ

た。 

 

(３)諸外国での安全性評価に関する調査 

 欧州プロジェクトでは、遺伝子組換え作物の実

質的同等性に加えて、動物実験で付加的な毒性関

連情報が得られるか 90 日あるいは１年間投与試

験で検討した結果、付加的な情報は与えないが、

組織トランスクリプトーム解析などで追加の情報

が得られる可能性を示した。ゲノム編集農作物な

どでは、その製品の実質的同等性を判断するため

の情報が不足する。そのため、毒性実験が最終的

な判断材料として重要になる可能性がある。オミ

ックス解析などの可能性を検討しておく必要があ

ると考えられた。 

 

(４)ゲノム編集生物の開発状況調査 

NBT を利用して作成された動物、植物の開発の論

文や特許などの調査を我々は数年前から継続して

いるが、2016 年に発表された物はそれ以前の物と

比較して特別大きな変化はなかったように感じ

る。一方で、ゲノム編集の基礎研究は急速に進展

している。近い将来にこの基礎研究の進展が新し

い動植物の作成に影響を及ぼす可能性がある。し

たがって、今後も同様な調査を継続する必要があ

る。また、ゲノム編集によって誘発されるフレー

ムシフトによって新規に生産されるペプチドにつ

いて開発者は注意を払っていなかった。食用の新

しい生物を開発するときにはこのような新規に生

産されるペプチドの安全性も含めて評価すること

を我々は提案する。また、ゲノム編集を利用して

作られた動植物を食品として認めるかについては

諸国で足並みがそろわず、世界的に統一した規制

はできないと予想される。 
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ゲノム編集 直接DNAメチル化

直接DNA塩基置換

DNA２本鎖切断ー欠失・挿入・置換

RdDM

ODM

プロモーター標的なら

オリゴ使用して置換なら

接ぎ木

GM台木からsiRNA移行 転写型発現抑制 RdDM

GM台木からmRNA移行

ODM

オリゴヌクレオチド単独

CRISPR/Cas+オリゴヌクレオチドなら

ゲノム編集

2012年JRCの分類でNBTを整理すると一つの技術の中に他の技術があることになる

RNAとタンパク使用なら ODM

RdDM

ゲノム編集

植物ウイルスによるDNAメチル化

CRISPR技術使えば

図４



表1

EUの
2012年分類

(日本名） （区分
）

（英名） （技術概要） （この分類で整理することの問題点）

1 シス・トランスジェネシス 現象 Cisgenesis/Intrage
nesis

シスジェネシスは、交配可能な品種間で、かつ
、その組合せを変更しない遺伝子導入。

トランスジェネシスは、組合せを変更した内在
性遺伝子または異種遺伝子の導入

シスジェネシスでも、導入方法がアグロバクテリウムであ
れば、既存の内在性遺伝子をそのまま改変なく導入したも
のと同じで、既存の遺伝子組換え食品として扱うことがで
きる。組合せを変えたイントラジェネシスは、現在の
SImplotジャガイモと同じで、現行の考えで対応でき、新た

な分類として必ずしも必要でない。シスジェネシスの要件
が明確でない。

2 オリゴヌクレオチド指向変異導
入

手法 Oligo-directed 
mutagenesis
（ODM)

一本鎖または２本鎖のオリゴヌクレオチドを導
入して１塩基または数塩基置換。
DNA、DNA/RNAハイブリッド、RNAを用いる。
Cibusでは40塩基で両端保護された1本鎖DNAで
あるためゲノムへの挿入はない。

効率は非常に低いため、自然変異との区別もで
きない。

ODMは単独使用での効率が非常に低い（<0.02%)ため、今
後も普及は難しくCibus以外では出てこない。
CRISPR/Casとの併用で効率が大きく改善されるため、DNA
２本鎖切断をするゲノム編集との併用が主流になり、ゲノ
ム編集に含めるべき。一定の長さのDNA2本鎖であれば単純
に相同組換えになる。

3 RNA依存性DNAメチル化 現象 RNA-dependent 
DNA methylation
(RdDM)

低分子RNAによるプロモーター領域メチル化は
植物で見られる現象。

接ぎ木でこれが利用されている。台木（穂木）
への低分子RNA産生遺伝子の導入で、これ自身

は遺伝子組換え体。そこから移動する接ぎ木先
の穂木（台木）でのプロモーター領域DNAメチ

ル化による遺伝子発現抑制。移動先での低分子
RNAは最終的に分解されて残らない。

RdDMは、１例では接ぎ木を介して用いられる。（台木（
穂木））への低分子RNA産生遺伝子の導入で、これ自身は

遺伝子組換え体。そこから移動する接ぎ木先の穂木（台木
）でのプロモーター領域DNAメチル化による遺伝子発現抑
制させる。低分子RNAを産生するDNAがゲノムに残ってい
ない場合は、ゲノム編集でのCas9産生コンストラクトをそ
の後の組換えや交配で削除したものと同等（null segregant
）に考えられて現行の考え方で対応可能。接ぎ木との分類
をどうする。ウイルスを用いた一過的遺伝子発現の場合も
同様で、ウイルス（植物ウイルス）とその由来配列の残存
の有無を考慮。ゲノム編集CRISPR/Casでも可能である。

4 ゲノム編集 手法 Genome editing ZFN,TALEN, CRISPR/Cas9を用いてDNAメチル化、
塩基置換、２本鎖切断誘導する。
DNAメチル化、塩基置換では、2本鎖切断しな
い。DNAだけでなくRNAも標的にできる。
CRISPR/Cas9では、Cas9はタンパク、ガイドRNA
は合成RNAを使用すれば、組換えDNA実験に該
当しないと解釈もできる。

ゲノム編集は、現在では、欠失、挿入、置換、DNAメチル

化、転写制御と広範囲な遺伝子発現制御が可能な技術にな
った。また、DNA２本鎖切断するものとしないものがあり

、リスクの考え方（特にオフターゲット）が異なるため同
一に扱えない。

5 接ぎ木 手法
現象

(Trans) Grafting 遺伝子組換え（GM)台木または穂木を用いて、
低分子RNAなどが移行することで接ぎ木した穂

木や台木の新たな形質を付与。接ぎ木は従来か
らある一つの育種技術で新技術ではない。移行
先（台木や穂木）でタンパク発現させる場合は
、mRNAの移行が必要。一部のmRNAと多くの
siRNAは師管を介して双方向に移動できる。

遺伝子抑制では低分子RNAの移行が行われる。遺伝子プロ
モーター領域を標的にDNAメチル化を行う低分子RNAを師

管経由で移行させることで、移行先で転写型遺伝子抑制。
接ぎ木中は移行して残存、切り離すと低分子RNAは分解さ
れて残らないnull segregant。
最終産物で見れば、ゲノムに遺伝子が残らないもので、他
のゲノム編集で外来遺伝子のないものと同列。
植物ウイルスを用いて遺伝子発現制御することもある（FT
遺伝子導入による早期開花促進）が良く研究されているが
、ウイルスベクター使用の一過的遺伝子発現で既存の考え
で対応可能であるが、この分類に入れるべきか明確でない
。

表１
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表1

起きる変化
で整理

（区分） （該当する技術） （潜在的リスク） （その他）

外来遺伝子なし DNA塩基置換する方法
（DNA切断なし）

１塩基または数塩基置換

技術的には、相同組換え
、オリゴヌクレオチド指
向変異導入法(ODM)、置
換誘導型ゲCRISPR/Casを
用いる方法がある

リスクは技術で異なる可能性
オリゴヌクレオチド指向形変異導入（ODM)
はDNA切断しないため、懸念事項は用いるオ

リゴヌクレオチドの種類と末端保護の有無に
依存。ゲノム編集を併用するとDNA切断する(
項目２で整理）。ODMで用いるオリゴがDNA
２本鎖の場合、ゲノムへの挿入。DNA切断せ
ずに直接塩基置換するCRISPR/Cas法がある。
標的配列との類似配列での置換の可能性。

オリゴヌクレオチドでは、DNAかRNAなのか、１本鎖か

２本鎖なのか、末端が保護されているかを考慮。
CRISPR/Cas法による置換では、unbiasオフターゲットは

起こりにくいため、標的配列との類似配列での置換を調
査する必要。１塩基置換で新たな形質が獲得できるため
、得た形質の影響を考慮。
ただし、今の遺伝子組換え食品の審査でunbiasオフター
ゲットまで求めていない状況がある。

外来遺伝子なし DNAメチル化する方法
（DNA切断なし）

メチル化誘導型
CRISPR/Cas、プロモータ
ー配列標的低分子RNA（
RdDM)

DNA切断せずにDNAメチル化するCRISPR/Cas法
があり、標的配列との類似配列箇所でのDNA
メチル化の可能性。植物ウイルスを用いた
RNAによるDNAメチル化、接ぎ木で台木また
は穂木でのsiRNA導入を用いたDNAメチル化誘
導があり、用いられる低分子RNAのヒトゲノ
ム上への影響を考慮。

ウイルスを用いる場合は、その残存や配列断片の残存の
確認。unbiasオフターゲットは起こりにくいため、標的
配列との類似配列での置換を考慮。低分子RNA（siRNA
など）のヒトへのオフターゲット影響があるが、作用機
構が異なるなどヒト影響は低い想定外の遺伝子発現変化
がないか。

外来遺伝子なし DNA２本鎖切断する方法 ZFN, TALEN, CRISPR/Cas, 
MegaNuclease（I-SceIなど
)
PiggyBac, SleepingBeauty

DNA２本鎖切断修復で起こるのは、欠失、挿
入、置換の３種類がある。
DNA切断する場合は、オフターゲット切断を

考慮する必要がある。中でも、本来の標的配
列と類似性のない領域でのオフターゲット切
断を考慮する。
DNA２本鎖を誘導して置換を行う場合は、分

類「１」と違い、同時に用いるオリゴヌクレ
オチドのゲノムへの挿入の可能性。

欠失では、その後の読み枠、翻訳開始位置の
ズレによる新たなタンパク質出現に注意。

標的配列との類似配列の検索だけでは十分でない。
Unbias なオフターゲット評価、読み枠のズレによる新た
なタンパクの毒性・アレルゲン性評価を考慮。

通常、遺伝子欠失のために欠失の後ろに終始コドンが来
るものを想定するが、第一エキソン破壊の場合は、一つ
のmRNA上でのエキソンスキップ等で終止コドン以降で

翻訳が開始されてタンパクが合成されることがある。こ
の場合は、新たに産生されるタンパクがあればその毒性
・アレルゲン性評価が必要。機能ドメイン破壊と第一エ
キソン破壊を区別して考える。

外来遺伝子あり 外来遺伝子を導入する方法 シス・トランスジェネシ
ス、ゲノム編集いずれの
場合も現行の枠組みで対
応可能

技術ごとに再度整理する必要ない 既存の遺伝子組換えに従う

外来遺伝子あり 合成生物学 微生物を用いる

微生物ゲノムの改変、最
適化

酵母など微生物を用いて、生合成経路まるご
と遺伝子セットの導入、酵素合成に関わる遺
伝子の導入と改変など

使用した微生物の残存の有無、人工遺伝子を用いての遺
伝子セット（一つ以上の生合成回路など）導入による微
生物自身の生合成経路による影響、有害成分の増減、有
無

、生産物がタンパク質であれば毒性・アレルゲン性評価
。比較対象はない場合もある。

外来遺伝子の
一過的発現

植物ウイルスALSVなどを用い

る方法、接ぎ木で一過的に
mRNA移行で発現するが、最終
的には残存しない。

遺伝子発現と遺伝子抑制 AVSVを用いたものでは、FT遺伝子の一過的発
現での開花促進とMdTFL1-1の一過敵遺伝子抑

制幼若期間の短縮がある。接ぎ木では、一過
的タンパク発現。

ウイルスを用いた一過的遺伝子導入で分類可能。
一過的タンパク発現で、残存しなければ他と同様null 
segregantと考える。

＊この分類の仕方だと、現象で分けているが、これが最終産物に残る現象でもあるためProductベースの考え方へ展開可能

表２
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文献ID 生物種 種名 用いた技術
ターゲット遺伝

子
誌名 タイトル 年 ページ 要旨 所属

1 動物 ブタ ZFN RELA Sci. Rep.
Mammalian interspecies substitution of 
immune modulatory alleles by genome 
editing

2016 6, 21645.
農学のハプロタイプの正確で効率的な置換を記す。RELA遺伝子は免疫を調節する。ZFNによって胚のRELA座を編集して
アフリカ豚コレラへの回復力に関連するイボイノシシのRELAオルソログを持つブタが生きて生まれた。一世代で種間で
対立遺伝子を移入する効率のよい能力は今までになかった農業と基礎研究の機会を作る。

[Lilico SG et al.] The 
Roslin Institute and 
R(D)​SVS, Easter Bush 
Campus
University of 
Edinburgh
Edinburgh イギリス

2 動物 ブタ ZFN ミオスタチン PLoS One A 90-​Day Feeding Study in Rats to Assess 
the Safety of Genetically Engineered Pork 2016 11(11), e0

165843.

私たちは最近ZFNを利用してミオスタチンの機能を喪失させたGEブタを作成した。このGEブタは野生型のブタと同じく
正常に成長するが、赤身肉の収量が多く、脂肪の塊が少ない肉を生産する。このGEブタ肉の潜在的な亜慢性の毒性を評
価するために、ラットにおいて90日間の摂取の研究を行なった。ラットを無作為に5つのグループに分けて、90日間基
礎的な食事とそれに野生型ブタとGEブタから調製した低容量と高容量のブタ肉を加えた食事を与えた。動物の行動と臨
床的な徴候を観察して、体重と食事の消費を1週間単位で記録した。45, 90日目に血液検査を行なった。成長速度、食事
の消費、血液検査の数値はGEブタ肉と野生型ブタ肉を食べさせたラットのグループの間で有意差がなかった。高容量の
GEブタ肉と基礎的な食事を食べさせたグループの間では肝機能のパラメーターと白血球数で差があったが、GEブタ肉を
食べさせたグループの結果はすべて正常の範囲内だった。45, 90日目にすべてのグループから単離した臓器に障害はな
かった。GEブタ肉をラットに食べさせたときに長期間の悪い効果はなかった。

[Xiao GJ et al.] 
Institute of Animal 
Sciences, Chinese 
Academy of 
Agricultural Sciences, 
Beijing 中国

3 動物 ブタ ？
aminopeptidas
e N

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

Pig with site-​directed modification of 
porcine aminopeptidase N (pAPN) gene 2016

CN 10554
3257 A 201
60504.

本発明はブタのアミノペプチダーゼN（pAPN）遺伝子の部位特異的な修飾を持ったブタに関連する。pAPN遺伝子のク
ローニングとシークエンシング分析、pAPN編集ベクターの構築と活性の分析、ドナーベクターの構築、pAPN遺伝子に
部位特異的な修飾を持つST細胞系列の構築、伝染性胃腸炎コロナウイルスの病原性の研究、pAPN遺伝子に部位特異的な
修飾を持つトランスジェニック繊維芽細胞の構築、再構築された胚の獲得、pAPN遺伝子の部位特異的な修飾の同定に
よってこのブタは構築される。本発明はブタのウイルス性の下痢とK88の感染を遺伝的な観点から絶滅させて、ブタの
育種における伝染病を制御するための費用を削減して、環境汚染を低減し、抗生物質の乱用を減らして健康的な育種の
方法を提供する。また、ヒトのガンや他の関連した病気の病原性の研究と関連する治療のスクリーニングと前臨床的な
テストの基礎を提供する。

[Chen J et al.] Anhui 
Agricultural Univ. 中
国

4 動物 ブタ TALEN ミオスタチン
Mol. 
Reprod. 
Dev.

Efficient modification of the myostatin 
gene in porcine somatic cells and 
generation of knockout piglets

2016 83(1), 61-
70.

ゲノム編集技術と体細胞核移植（SCNT）を使ってミオスタチンをノックアウトしたブタを作った。Platinum TALENはブ
タの体細胞において遺伝子を修飾することにおいて効率が高かった。修飾した体細胞をSCNTに使ってミオスタチンを
ノックアウトしたブタを作った。これらの子ブタは筋肉が2倍になる表現型を示し、体重は増えており、最長筋の塊は
野生型の170 %になっており、筋肉繊維の数は倍になった。ブタにおけるミオスタチンの喪失は筋肉の塊を増やし、将
来ブタ肉の生産を増加させるかもしれない。

[Rao S et al.] 
Research and 
Development Center
NH Foods Ltd.
Tsukuba 日本

5 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9 ミオスタチン

Zhongguo 
Shengwu 
Huaxue Yu 
Fenzi 
Shengwu 
Xuebao

Generation of porcine MSTN knockout 
cell line using CRISPR/Cas9-​mediated 
homologous recombination

2016 32(10), 11
61-1167.

ミオスタチン（MSTN）は大型の家畜で肉の性質を改善するための重要な遺伝子の候補である。2種類のベクターMSTN 
Cas9とドナーDNAはブタPK15細胞系列へエレクトロポーレーションによって導入された。G418耐性の選抜と蛍光顕微鏡
の観察によってNeo-EGFP陽性の細胞を単離した。MSTNのエクソン3において部位特異的で相同的な組換えを検出するた
めに、crossover PCR、long-distance PCR、ウエスタンブロット、サザンブロット、DNAシークエンシングを使った。
CRISPR/Cas9発現ベクターの効率的な標的部位はMSTN遺伝子のエクソン3に見出され、複数のスクリーニングによって
MSTN遺伝子に変異を持つ細胞系列を得た。本研究はMSTNの機能の研究のための実験材料を提供する。

[Qi S et al.] Key 
Laboratory of Animal 
Genetics, Breeding 
and Reproduction in 
Plateau Mountainous 
Region, Ministry of 
Education
Guiyang 中国

6 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9 ミオスタチン Sci. Rep.

Isozygous and selectable marker-​free 
MSTN knockout cloned pigs generated by 
the combined use of CRISPR/Cas9 and 
Cre​/LoxP

2016 6, 31729. 

CRISPR/Cas9とCre/LoxPによって選択マーカー遺伝子（SMG）を含まない、機能的にミオスタチン（MSTN）をノックアウ
トしたクローンブタの作成を報告する。CRISPR/Cas9による相同組換えを利用してブタの初代細胞でMSTNの1つの対立遺
伝子をノックアウトした。次に、Creリコンビナーゼを使って82.7 %の効率でSMGを削除した。フローサイトメトリーに
よってSMGとEGFPを含まない細胞を単離して核移植のためのドナーの核として使った。685個の再構築された胚は3頭の
代理母に移されて、１頭が2匹の雄の生きた子ブタを出産した。これらのクローンブタでは1つの対立遺伝子でMSTNが
ノックアウトされてSMGを欠失していることが確認された。筋肉においてMSTNの発現はおよそ50 %減少し、筋原性の
遺伝子の発現は増加していた。組織学的検査では筋原線維の量は増加していたが、その大きさは変化がないことが明ら
かになった。本研究は優れた家畜の生産のための信頼できる方法であり、潜在的な生物学的リスクを最小にする戦略で
ある。

[Bi Y et al.] Hubei Key 
Laboratory of Animal 
Embryo Engineering 
and Molecular 
Breeding, Hubei 
Institute of Animal 
Science and 
Veterinary Medicine
Hubei Academy of 
AgroSciences
Wuhan 中国
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7 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9 CD163 PCT Int. 

Appl.

Preparation method for anti-​porcine 
reproductive and respiratory syndrome 
cloned pig

2016
WO 20161
10214 A1 2
0160714.

本発明は豚繁殖・呼吸障害症候群に抵抗性のあるクローンブタの作成方法を提供する。本方法は以下の段階から構成
される。CRISPR/Cas9ターゲッティングベクターとCD163遺伝子相同組換え修飾ベクターをブタの線維芽細胞へ入れて陽
性のクローン細胞を得る。その細胞ではブタの内在性CD163遺伝子の第7エクソンがヒトのCD163-L1遺伝子の第10エク
ソンと置換されて、豚繁殖・呼吸障害症候群ウイルスの侵入を媒介できない。ドナー細胞と受容細胞としてこの陽性
細胞と卵母細胞を使い、体細胞核移植の技術を利用してクローン化した胚を得る。その胚を子宮へ移してブタを妊娠
させてクローンブタを得る。

[Li N et al.] China 
Agricultural 
University 中国

8 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9

細胞表面のウ
イルスが侵入
するときに利
用するタンパ
ク質

Sci. Am. You Can Edit a Pig, but It Will Still Be a 
Pig 2016 314(3), 22. 

ブタの感染症を防ぐためにCRISPRを利用する [ Brouillette M]

9 動物
ブタを含
む哺乳類

CRISPR/Ca
s9 MC3R

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

A method for producing MC3R gene 
knock-​out pig by CRISPR​/CAS9 system 2016

CN 106191
113 A 2016
1207

本発明はCRISPR/Cas9システムによってMC3R遺伝子をノックアウトしたブタを作る方法を開示する。本方法は、MC3R
遺伝子をノックアウトした動物の細胞を得るために、gRNA1および/またはgRNA2をコードする遺伝子を動物の細胞へ
導入することを含む。動物の細胞は哺乳類の細胞であり、たとえばブタの細胞である。MC3R遺伝子をノックアウトす
る効率は29.16 %である。本発明は標的のMC3R遺伝子の大きな断片を迅速に効率良くノックアウトして、外来遺伝子を
残さない。本発明はMC3Rの機能を解明するための研究と動物の育種に使える。

[Li Q et al.] China 
Agricultural Univ. 中
国

10 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9 MC4R

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

Method for preparation of pigs with 
MC4R gene knocked out 2016

CN 10619
1064 A 201
61207.

本発明はCRISPR/Cas9システムと体細胞核移植を使ってMC4R遺伝子を編集することでノックアウトしたブタを作ること
に関する。本方法では、MC4R遺伝子の大きな断片を欠失させてその欠失を持ったブタを作るためにブタのMC4R遺伝
子のコード領域内で2ヶ所の部位に対するsgRNAを設計することで特徴付けられる。本発明はブタMC4R遺伝子を研究す
るための実行可能な研究である。

[Li Q et al.] China 
Agricultural Univ. 中
国

11 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9 ミオスタチン

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

Swine myostatin gene editing site, and 
application thereof 2016

CN 106086
031 A 2016
1109.

本発明はブタのミオスタチン遺伝子の編集部位とその応用を開示する。その編集部位はミオスタチン遺伝子のコード
領域内、第1エクソン中に存在する。その部位はCas9によって特異的に認識されて、ターゲッティングベクターと相同
組換えを行い変異した遺伝子または選択マーカー遺伝子を受容細胞のゲノムの決まった部位に取り込まれるようにす
る。統計的な結果ではターゲッティングの効率は80.5 %である。この方法によって高い肉係数を持った新しい品種のブ
タが開発できて、ミオスタチンの研究のための材料を提供できる。

[Bi Y et al.] Institute 
of Animal Husbandry 
and Veterinary 
Science, Hubei 
Academy of 
Agricultural Sciences 
中国

12 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9

ミオスタチン
遺伝子のプロ
モーター

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

sgRNA set for specific identification of 
swine MSTN gene promoter and its 
encoding DNA set and application in gene 
editing of MEF3M factor binding site of 
MSTN gene promoter

2016
CN 10595
0625 A 201
60921.

本発明はブタのゲノム中のミオスタチン（MSTN）遺伝子のプロモーターのMEF3M因子結合部位を遺伝子編集するため
のsgRNAの組み合わせとその応用を提供する。sgRNAは特異性が高く、MEF3M因子の結合部位をノックアウトするため
に使える。本発明によりブタの筋細胞の発達を促進して筋肉量を増やせる。

[Li K et al.] Institute 
of Animal Sciences, 
Chinese Academy of 
Agricultural Sciences 
中国

13 動物 ブタ
CRISPR/Ca
s9 ミオスタチン Sci. Adv. Somatic cell reprogramming-free 

generation of genetically modified pigs. 2016 2(9):e1600
803.

医療に応用するためのGMブタは主に体細胞核移植を使って作られる。しかし、この方法は複雑な細かい技術を必要と
し、ドナーの体細胞の核の不完全なエピジェネティックのリプログラミングのために出産前におよび出産後に死ぬリ
スクをしばしば大きくする。その結果、ＧＭブタの生産は広く行なわれなかった。体外受精させた受精卵へエレクト
ロポーレーションによってCas9とsgRNAを導入させることを含むブタにおけるCRISPR/Cas9による遺伝子編集のための簡
単な方法を提供する。Cas9のエレクトロポーレーションによる遺伝子編集は高い効率で標的遺伝子の破壊を起こし、
ミオスタチンに変異のあるブタの作成によって確認した。この方法はGMブタの生産を促進する潜在的能力がある。

[Tanihara F et al.] 
Laboratory of Animal 
Reproduction, 
Faculty of Bioscience 
and Bioindustry, 
Tokushima Univ. 
Tokushima 日本

14 動物 ウシ
CRISPR/Ca
s9 PRNP Theriogen

ology

Efficient edition of the bovine PRNP prion 
gene in somatic cells and IVF embryos 
using the CRISPR/Cas9 system

2016 86(8), 188
6-1896.e1.

CRISPRをウシに適用した報告は少ない。本研究ではウシPRNP遺伝子をCRISPR/Cas9システムでノックアウトとノックイ
ンした。ウシ胎児の線維芽細胞と体外受精の胚を使った。PRNP遺伝子エクソン3を標的にするために5つのsgRNAを設
計してCas9と一緒に細胞へ導入した。相同組換えの効率はEGFP遺伝子の両側に1kbpのPRNP遺伝子を連結させたレポー
ターベクターを使って評価した。体細胞についてはCas9とsgRNAをコードするプラスミドを2つの条件下でトランス
フェクトした。体外受精の受精卵にはプラスミドまたはmRNAを使って顕微授精を行なった。体細胞と胚において標的
部位に挿入、欠失と大きな欠失が起きた。胚では相同組換えも検出された。CRISPR/Cas9システムはウシのゲノムで部
位特異的に編集ができて、重要な人獣共通伝染病に耐性な大きな動物の開発につながるだろう。

[Bevacqua RJ et al.] 
Animal Biotechnology
Laboratory
Buenos Aires アルゼ
ンチン
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15 動物 ウシ
CRISPR/Ca
s9

ミオスタチン
遺伝子のプロ
モーター

Reprod. 
Fertil. Dev.

EFFICIENT GENERATION OF MYOSTATIN 
PROMOTER MUTATIONS IN BOVINE 
EMBRYOS USING THE CRISPR/Cas9 
SYSTEM

2016 29(1), 212.

ミオスタチンを不活性化させると、肉を増やせるが、難産や生殖能力の低下などの悪影響もある。ミオスタチンの
発現を低下させて、これらの悪影響を出さないために、ミオスタチンのプロモーターの異なる因子の欠失を
CRISPR/Cas9システムを使って作った。ミオスタチンのプロモーター中の-1577、-689、-555、-116の位置を標的とす
る4つのsgRNAを設計した。ウシの胎児線維芽細胞で試した後に、ウシの受精卵でミオスタチンのプロモーターを修
飾した。Cas9 mRNAとそのタンパク質を導入したときに94.12 %と64.17 %で編集が起きた。得られるプロモーターは
ヘテロになることが多かった。ウシの胚でCRISPR/Cas9システムを利用するにはさらなる改良が必要である。

[Pinzon CA et al.] 
Department of 
Veterinary 
Physiology and 
Pharmacology, 
College of Veterinary 
Medicine and 
Biomedical Sciences, 
Texas A&M 
University, College 
Station 米国

16 動物 ニワトリ
CRISPR/Ca
s9

オボアルブミ
ン、オボムコ
イド

Sci. Rep. Targeted mutagenesis in chicken using 
CRISPR/Cas9 system 2016 6, 23980.

受精卵にアクセスすることが難しいために、ニワトリではCRISPR/Cas9システムは利用されていなかった。私たちは
ニワトリにおいてCRISPR/Cas9システムによる遺伝子ターゲッティングを報告する。Cas9、sgRNA、薬剤耐性マーカー
をコードする遺伝子を含むプラスミドをトランスフェクションすることによって、ニワトリの培養した始原生殖細
胞（PGCs）において２つの卵白の遺伝子であるオボアルブミンとオボムコイドを効率良く変異させた。CRISPRに
よってオボムコイド遺伝子に変異を持つPGCsをニワトリの胚へ移植して、3匹の生殖細胞系列のキメラな雄鶏（G0）
を確立した。すべての雄鶏はドナーに由来する変異型のオボムコイド遺伝子を持った精子を作った。2匹については
高い効率でその変異型の遺伝子を次世代（G1）に伝達してヘテロな遺伝子型のニワトリが得られた。G1変異型のニ
ワトリを交配してオボムコイド遺伝子がホモな変異型の子孫（G2）を作った。これらの結果からCRISPR/Cas9システ
ムはニワトリで利用できることが証明された。

[Oishi I et al.] 
Biomedical Research 
Institute
National Institute of 
Advanced Industrial 
Science and 
Technology
Osaka 日本

17 動物 ニワトリ
CRISPR/Ca
s9

peroxisome 
proliferator-
​activated 
receptor-​γ​, 
ATP synthase 
epsilon subunit 
​, オボアルブ
ミン

G3 
(Bethesda, 
Md.)

Efficient Genome Editing in Chicken DF-​1 
Cells Using the CRISPR/Cas9 System 2016 6(4), 917-

23.

CRISPR/Cas9のニワトリにおける利用は情報が少ない。私たちはニワトリのDF-1細胞において peroxisome proliferator-
​activated receptor-​γ​、 ATP synthase epsilon subunit​、オボアルブミン遺伝子に変異を導入するためにCRISPR/Cas9システ
ムを使った。T7E1アッセイの結果では3つの遺伝子座における変異の率は、0.75 %、0.5 %、3 %だった。変異の効率を
高めるために、代理のレポーターシステムと一緒にGM細胞を効率良く濃縮するために私たちはPuro(R)遺伝子を使っ
た。T7E1アッセイでは変異の効率は上昇して、60.7 %、61.3 %、47.3 %となった。後のシークエンシングによる分析
では変異の効率は上昇して、94.7 %、95 %、95 %だった。T7E1アッセイによって3ヶ所の潜在的なオフターゲット部
位を調べたところ、オフターゲット変異は検出されなかった。このように、CRISPR/Cas9システムはニワトリのゲノ
ム編集に利用できる。

[Bai Y et al.] College 
of Animal Science 
and Technology, 
Northwest A&F 
University, Yangling 
中国

18 動物 ヤギ TALEN

β-ラクトグロ
ブリン、ヒト
a-ラクトアル
ブミン

PLoS One

Targeting human α-​lactalbumin gene 
insertion into the goat β-​lactoglobulin 
locus by TALEN-​mediated homologous 
recombination

2016

11(6), e01
56636/1-
e0156636/
14.

人間に対する栄養としてのヤギのミルクの価値は、β-ラクトグロブリン（BLG）のようなミルクのタンパク質によっ
て引き起こされる食物アレルギーの問題に関連している。本研究では、ヤギのBLG遺伝子座へヒトa-ラクトアルブミ
ン（hLA）遺伝子を導入するためにヤギの線維芽細胞においてTALENを利用した相同組換えを行なった。1つ、2つの
対立遺伝子に外来遺伝子が導入されたコロニーが選抜の後に単離される率は10.1 %、1.1 %だった。1つ、2つの対立
遺伝子に外来遺伝子が導入されたヤギの乳房上皮細胞においてBLG mRNAの濃度は徐々に低下して、hLAの発現が確
認された。遺伝子ターゲッティングされた繊維芽細胞は効率良く体細胞核移植に使えた。ミルク中にBLGが少なく、
hLAを豊富に含むhLAをノックインしたヤギが作れた。私たちの研究は動物のミルクの最適化の基礎となり、農業と
生態臨床医学の発展を促進する。

[Zhu H et al.] College 
of Veterinary 
Medicine
Northwest A&F 
University
Yangling, Shaanxi 中
国

19 動物 ヤギ TALEN

β-ラクトグロ
ブリン、ヒト
ラクトフェリ
ン

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

Goat blg gene targeted-​deletion 
modification system for constructing blg-
​/hlf+ fetal fibroblast

2016
CN 105734
032 A 201
60706.

本発明はヤギのBLG遺伝子をターゲッティングによって欠失させる方法とその応用に関連する。本発明ではTALENを
使ってBLGの標的配列を切断する。ヤギのBLG遺伝子をターゲッティングによって欠失させて、ヒトのラクトフェリ
ン（hLF）遺伝子をノックインして、BLG-/hLF+トランスジェニック胎児線維芽細胞を得る。この細胞をドナーとして
体細胞核移植を行なってBLG-/hLF+トランスジェニックヤギを作る。本発明はターゲッティングによって欠失させた
トランスジェニック哺乳類を作るための優れた技術である。

[Cheng Y et al.] 
Yangzhou University 
中国

20 動物 ヤギ TALEN β-ラクトグロ
ブリン

Transgenic 
Res.

The growth and reproduction 
performance of TALEN-​mediated β-
​lactoglobulin-​knockout bucks

2016 25(5), 721-
729.

本研究の目的は、設計されたヌクレアーゼを利用して遺伝子ターゲッティングされた雄のヤギの生殖能力に遺伝子
ターゲッティングとリクローニングが影響しているかを調べることである。TALENによってβ-ラクトグロブリン
（BLG）遺伝子の1つの対立遺伝子をノックアウトした（BLG+/-）ヤギと、BLG+/-の雄ヤギの線維芽細胞において遺伝
子ターゲッティングとリクローニングによって作られた2つの対立遺伝子がノックアウトされた（BLG-/-）雄のヤギを
使って健康状態と生殖能力を調べた。BLG+/-の雄ヤギの出生のときの体重と出産後の成長は野生型のヤギと同等だっ
た。BLG+/-またはBLG-/-の雄ヤギから得た新鮮なまたは凍結融解した精子の質のための指標は対照の物との間で有意差
がなかった。体外受精によって得られた受精卵の中で胚盤胞まで育つ割合はBLG+/-、BLG-/-、野生型の間で同じだった。
BLG+/-、BLG-/-、野生型の雄ヤギから得た凍結融解した精子を使ったときの人工授精の受胎の率は42.3 %、38.0 %、
42.6 %だった。ターゲッティングしたBLGの修飾の生殖細胞系伝達はメンデルの法則と一致した。解析した成長と生
殖の性質はBLG遺伝子をターゲッティングしたことで影響を受けておらず、BLG+/-およびBLG-/-の雄ヤギの育種の可能
性を示唆する。

[Ge H et al.] College 
of Veterinary 
Medicine
Northwest A&F 
University
Shaanxi 中国
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21 動物 ヤギ TALEN ミオスタチン
BMC Dev. 
Biol.

Efficient TALEN-​mediated myostatin gene 
editing in goats 2016 16(1), 26.

TALENによるミオスタチン（MSTN）の編集がヤギにおいて可能であるかを調べた。ヤギのMSTNを認識する一対の
TALEN（MTAL-2）を作った。ヤギの線維芽細胞をMTAL-2でトランスフェクトして272個のモノクローナルな細胞が
MSTNの1つまたは2つの対立遺伝子において変異を持つことが確認された。異なる遺伝子型を持つ10種類の細胞をド
ナー細胞として体細胞核移植を行なって、3頭の子ヤギ (K179​/MSTN(-​/-​)​, K52-​2​/MSTN (+​/-​)​, K52-​1​/MSTN (+​/+)​）が得られ
た。MTAL-2はヤギのゲノムの中のMSTNを効率良く破壊できた。得られた体細胞からは発生に異常のないMSTNに変異
を持つヤギが作れた。TALENを使ってヤギにおいて正確なゲノム編集ができた。

[Yu B et al.] College 
of Veterinary 
Medicine, Yangzhou 
University, Yangzhou 
中国

22 動物 ヤギ TALEN

β-ラクトグロ
ブリン、ヒト
ラクトフェリ
ン

Sheng wu 
gong 
cheng xue 
bao = 
Chinese 
journal of 
biotechnol
ogy

BLG gene knockout and hLF gene knock-
​in at BLG locus in goat by TALENs 2016 32(3), 329-

38.

ヤギの胎児の線維芽細胞においてβ-ラクトグロブリン（BLG）遺伝子をノックアウトして、BLG遺伝子座へヒトのラク
トフェリン（hLF）遺伝子のコード領域を挿入するためにTALENを利用して組換えを行なった。それをドナー細胞とし
て体細胞核移植を行なった。ヤギBLGのエクソン3を認識するTALENをコードするプラスミドTALEN-3-L/Rと、hLF遺伝子
をノックインするための陰性選択遺伝子HSV-TKを含むベクターBLC14-TKを設計した。BLC14-TKとTALEN-3-L/Rを一緒に
ヤギの胎児線維芽細胞へトランスフェクトして薬剤によって細胞を選抜した。TALEN-3-L/Rによる変異導入効率は25-
30 %だった。6個のBLG-/hLF+の細胞系列に由来する335個の再構築された胚を16匹の代理ヤギに移植した。9匹のヤギが
妊娠して50日生きたBLG-/hLF+の胎児が得られた。この研究はアレルゲンが少なくてhLFを豊富に含むヤギのミルクを得
る研究の基礎となる。

[Song S et al.] 中国

23 動物 ヤギ
CRISPR/Ca
s9 ミオスタチン Sci. Rep.

Generation and evaluation of Myostatin 
knock-out rabbits and goats using 
CRISPR/Cas9 system.

2016 6:29855.

ミオスタチン（MSTN）を正確に破壊することで安全に肉の生産性を改善できるかは証明されていない。この問いに答
えるために、私たちはCRISPR/Cas9システムを応用してMstnをノックアウトしたウサギとヤギを作って表現型の変化を
解析した。4頭のヤギの中で1頭はMstn遺伝子座に編集が起きた。このヤギの早い段階での成長速度は対照を上回った。
しかし、Mstnノックアウトは重大な健康上の問題を引き起こし、他の生物種でも同様な効果があるかもしれない。こ
の安全性の問題はさらに研究する必要がある。

[Guo R et al.] Jiangsu 
Livestock Embryo 
Engineering 
Laboratory, Nanjing 
Agricultural 
University, Nanjing 
中国

24 動物 ヒツジ ZFN ミオスタチン

Asian-
Australas. 
J. Anim. 
Sci.

Knockout of Myostatin by Zinc-​finger 
Nuclease in Sheep Fibroblasts and 
Embryos

2016 29(10), 15
00-7.

ヒツジのミオスタチン（MSTN）遺伝子を標的とするZFNを培養線維芽細胞へ導入した。2つのコロニーは1つの対立遺
伝子に変異があって、1つのコロニーは2つの対立遺伝子に欠失があった。さらに、MSTN-ZFN mRNAをヒツジの胚へマ
イクロインジェクションによって導入した。37個の単為生殖の胚の中で13個がZFNによってターゲッティングされて効
率は35 %だった。本研究はマイクロインジェクションと体細胞核移植によってMSTN遺伝子を編集したヒツジを作るた
めの基礎となる。

[Zhang X et al.] Life 
Science and 
Technology, Xinjiang 
University, Urumqi 中
国

25 動物 ヒツジ TALEN ミオスタチン

Asian-
Australas. 
J. Anim. 
Sci.

Targeted editing of myostatin gene in 
sheep by transcription activator-​like 
effector nucleases

2016 29(3), 413-
418.

本研究の目的は、一本鎖DNAオリゴヌクレオチド（ssODN）とTALENを使ってヒツジのミオスタチン（MSTN）遺伝子が
編集できるかを調べることである。私たちはヒツジMSTN遺伝子のコード領域の中で高度に保存された配列を標的とす
る一対のTALENを設計した。ヒツジの初代線維芽細胞へTALENとssODNを一緒にトランスフェクトしてMSTN遺伝子の正
確な遺伝子編集を誘導した。MSTN遺伝子を編集された細胞は核ドナーとして使われてクローン胚が作られた。TALEN
とssODNを組み合わせて使うと家畜で正確な遺伝子の修飾ができる。

[Zhao X et al.] College 
of Animal Science 
and Technology, 
College of Life 
Sciences
Shihezi University
Shihez 中国

26 動物 ヒツジ TALEN ミオスタチン Sci. Rep.
Generation of biallelic knock-​out sheep 
via gene-​editing and somatic cell nuclear 
transfer

2016 6, 33675.

私たちはヒツジのミオスタチン（MSTN）に特異的なTALENプラスミドを作ってSTHヒツジの胎児の線維芽細胞へトラ
ンスフェクトした。2つの対立遺伝子がノックアウトされた細胞を体細胞核移植のためのドナー細胞として選んだ。ク
ローン胚を37頭の代理ブタに移植して、28頭（75.7 %）が妊娠して、15頭が出産した。23頭の子ヒツジが生まれて12
頭は生きていた。子ヒツジの遺伝子変異はドナー細胞の物と一致した。オフターゲット変異は検出されなかった。
MSTNノックアウトはMSTN関連遺伝子のmRNAの発現に影響していた。MSTNノックアウトによって体重が顕著に増加
し、筋肉繊維の肥大が起きた。これらのMSTNに変異を持つヒツジは正常に発生と成長した。

[Li H et al.] State Key 
Laboratory for 
Conservation and 
Utilization of Bio-
​Resources in Yunnan
Yunnan Agricultural 
University
Kunming 中国

27 動物 ヒツジ
CRISPR/Ca
s9

MSTN, ASIP, 
BCO2

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

Multiplex gene editing via CRISPR/Cas9 
exhibits desirable muscle hypertrophy 
without detectable off-​target effects in 
sheep

2016
CN 10595
0656 A 20
160921.

1細胞の胚へCas9 mRNAと3つの遺伝子（MSTN、ASIP、BCO2）を標的とするgRNAをマイクロインジェクションすること
によってヒツジにおいて正確な遺伝子ターゲッティングを行なった。sgRNA : Cas9によるターゲッティングの効果をク
ローニングとシークエンシングによって注入した胚、体細胞組織、生殖腺において調べた。子ヒツジにおけるこれら3
つの遺伝子のターゲッティングの効率は27-33 %で、3つの遺伝子が同時にターゲッティングされた効率は5.6 %だった。
受精卵へのマイクロインジェクションは遺伝子修飾されたヒツジを作るための効率的な方法であることが証明された。
MSTN遺伝子の破壊では筋原線維が大きくなって筋肉の肥大が起きた。これは遺伝子修飾が遺伝子と形態学の両方のレ
ベルで起きたことを支持する最初の詳細な証拠である。CRISPR/Cas9システムを利用して、商業的に重要な性質に関連
する複数の遺伝子を同時にターゲッティングすることによって家畜の改良ができることを本研究は示唆する。

[Zhao J et al.] 
Qingdao Agricultural 
University 中国
Shihezi University
Shihez 中国

28 動物 ヒツジ
CRISPR/Ca
s9 ミオスタチン

Faming 
Zhuanli 
Shenqing

Detection method of MSTN gene 
targeted knockout and the effects on 
muscle differentiation in sheep thereof

2016
CN 105821
116 A 201
60803.

ヒツジのMSTN遺伝子をターゲッティングによってノックアウトして筋肉の分化への影響を調べる方法は以下の段階か
ら構成される。標的遺伝子のクローニング、gRNAの設計と合成、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターの構築、
CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターの外因性の活性の検出、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターの内因性の
活性の検出、CRISPR/Cas9遺伝子ノックアウトベクターのノックアウト効果の検出。本発明は実験の期間が短く、操作
が簡単で、再現性がよく、ノックアウトの効率が高いという利点がある。

[Li B et al.] Yangzhou
University 中国
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表４

文献ID 生物種 種名 用いた技術 ターゲット遺伝子 誌名 タイトル 年 ページ 要旨 所属

1 植物 キュウリ CRISPR/Cas9 elF4E Mol. Plant Pathol. Development of broad virus resistance in non-
transgenic cucumber using CRISPR/Cas9 technology. 2016 17(7), 1140-53

キュウリを材料とし、ウィルス耐性の付与を目的としてCRISPR/Cas9により、elF4E遺伝子の破壊を行った。ElF4E遺伝子のN末端及びC末端を
標的としたCas9/sgRNAを導入したT1世代においては、標的部位において小規模の遺伝子欠損またはSNPsが認められた。非組換え（T-DNA脱
落の意味か？）の系統を用い、ホモ変異体を取得した。T3世代ホモ系統は、cucumber vein yellowingvirus (ipomovirus)、potyviruses Zucchini 
yellow mosaic virus、Papaya ring spot mosaic virus-Wに抵抗性を示したが、ヘテロ及び非変異体はこれらのウィルスに高い感受性を示した。こ
のように初めて非遺伝子組換えで、生育に影響を与えることなく、また長期間の戻し交配を必要とせず、ウィルス抵抗性のキュウリを作出
することに成功した。

[Chandrasekaran J et al.] 
Department of Plant Pathology and 
Weed Research, ARO, Volcani Center
イスラエル

2 植物 コメ CRISPR/Cas9 acetolactate 
synthase (ALS1) Mol. Plant

Engineering Herbicide-Resistant Rice Plants through 
CRISPR/Cas9-Mediated Homologous Recombination of 
Acetolactate Synthase.

2016 9(4), 628-31

コメのALS1遺伝子に変異を導入するために種々の実験を行った。①トウモロコシで成功している、一本鎖オリゴDNAを用いる手法：Cas9-
gRNAとW548LまたはS627I変異を導入するための一本鎖オリゴDNAをparticle bombardmentにより導入したが、ALS遺伝子に変異が導入された
系統は取得できなかった。②ALS遺伝子上2ヵ所の変異を導入するための2ヵ所を認識し切断するためのgRNAをCas9と共に発現し、さらに、
2ヵ所のアミノ酸点変異導入のためのドナー断片となる配列を組み込んだベクターを構築した。このドナー断片の両端にはgRNAで切断され
る認識部位が置かれていることを特徴とする。このベクターを、相同組換えにおいてドナー断片となる本鎖DNAとともに、コメカルス（日
本晴）にparticle bombarmentにより導入したところ、T0世代で48/52の高効率でホモ変異体を取得することに成功した。③②で用いたベク
ターをアグロバクテリウム法で導入したところ、ヘテロ変異体が取得された。ホモ変異体についてbispyribac sodiumを散布したところ、変
異体は耐性を示したが、非変異体は枯死した。このように、2つのgRNAと修復用の鋳型をプラスミドと二本鎖DNAの形で同時に供すること
で、効率よく点変異導入ができることが示された。また、植物種において変異導入方法を最適化する必要があることが示唆された。

[Sun Y et al.] Institute of Crop Sciences 
(ICS), Chinese Academy of Agricultural 
Sciences (CAAS) 中国

3 植物 アマ TALEN, CRISPR/Cas9

BFP transgenic 
model (Arabidopsis 
thaliana), EPSPS （
グリホサート耐性
）（亜麻）

Plant Physiol.
Oligonucleotide-Mediated Genome Editing Provides 
Precision and Function to Engineered Nucleases and 
Antibiotics in Plants.

2016 1917-28

標的配列の改変配列を含む一本鎖オリゴヌクレオチド(ssODN)とTALENまたはCRISPR-Cas9を同時に導入することで正確なゲノム編集を行う方
法を示す。シロイヌナズナでは、PhleomycinまたはTALENによる変異導入（BFP(H66:Blue)がGFP(Y66:Green)への変換）効率が、ssODNとの同
時導入により導入量依存的に上昇することが示された。TALENとssODNを併用することで、ssODNの長さ依存的にBFPからGFPへの変換効率が
上がることが示された。なお、TALENまたはCRISPR/Cas9単体では、TALENと比較してCRISPR/Cas9の方が変異導入活性（NHEJ活性）が高い。
アマにおいて、グリホサート耐性に関わるEPSPS遺伝子（2遺伝子）を標的とするssODN(2配列)をCRISPR/Cas9と同時導入し、得られたカルス
に目的の変異が導入された割合は、0.15%または0.08%であった。変異導入に成功した系統のひとつA23のカルスおよびその再生植物体は
Glyphosate耐性を示した。

[Sauer NJ et al.] Cibus, San Diego 米国

4 植物 コメ TALEN WAXY Faming Zhuanli 
Shenqing

TALEN recognition targeting site for efficient editing 
rice WAXY gene. 2016 CN 105367628 A

20160302.

本発明は、コメのWAXY遺伝子を効率良く編集するためのTALEN用の一対のターゲッティング部位とその応用を提供する。TALENの遺伝子を
含むプラスミドを使う方法を提供する。TALENのアミノ酸配列とヌクレオチド配列を設計して、TALEN遺伝子を含むプラスミドを構築する。
そして、ターゲッティングの効率を改善する。

[Lei W et al.] BGI Shenzhen 
Technology Co., Ltd.  中国

5 植物 ジャガイモ TALEN vacuolar invertase Plant Biotechnol. J. Improving cold storage and processing traits in potato 
through targeted gene knockout. 2016 14(1), 169-176

ジャガイモを低温保存することは、発芽を抑制して保存期間を延長するために広く行なわれる。しかし、低温保存によって還元糖の蓄積を
促進してしまう。高温で加工すると、これらの還元糖から茶色の苦い味の製品ができてしまい、潜在的な発がん物質であるアクリルアミド
の含有量が高くなってしまう。本研究では、還元糖の蓄積を抑制するためにTALENを利用してvacuolar invertase遺伝子(Vinv）をノックアウト
した。少なくとも1つのVinv対立遺伝子に変異がある18個の植物を得た。これらの植物の中で5つは全てのVinv対立遺伝子に変異があった。
VInv遺伝子をノックアウトした植物から得られたイモには還元糖が検出されず、加工されたチップスはアクリルアミドの含有量が減少し、
色が薄かった。7つの植物はゲノム中にTALEN DNAの挿入がなかった。本研究は同質4倍体であるジャガイモの品種改良にTALENを利用する基
礎となる。

[Benjamin CM et al.] Cellectis plant 
sciences Inc.
New Brighton  米国

6 植物 コメ TALEN

OsCSA1, OsDERF1, 
OsGN1a, OsMST7, 
OsMST8, OsPMS3, 
OsTAD1

Plant Biotechnol. J. TALEN-​mediated targeted mutagenesis produces a large 
variety of heritable mutations in rice. 2016 14(1), 186-194

コメのゲノム編集にN287C230 TALEN骨格を使うと低い変異効率（0-6.6 %）だった。しかし、TALEN骨格のC末端を除去すると変異効率が25 %
まで大きく上昇した。多くのトランスジェニックT0植物では1つの頻繁に現れる変異と多くの低頻度の変異があった。独立のT0植物におい
て1つのひこばえの中の大部分の組織において頻繁に現れる変異が存在した。また、調べたすべてのひこばえにもそれは存在し、TALENに
よって誘導される変異は芽の頂点の分裂組織の発生においてかなり早く起きることを示唆する。数世代の解析はTALENによって誘導される
変異は安定に標準的なメンデル型でT1とT2世代に伝達されることを示した。TALENによって誘導される変異の大部分（約81 %）は複数の塩
基に影響して、それらの約70 %は欠失だった。この結果は、コメにおけるCRISPR/Cas9システムの報告とは対照的であり、そこでは一塩基が
影響を受けることが多く、欠失は全体の変異のわずか3.3 %だった。

[Hui Z et al.] Shanghai Center for 
Plant Stress Biology
Chinese Academy of Sciences  上海、
中国

7 植物 コメ TALEN WAXY Plant Physiol. A Defect in DNA Ligase4 Enhances the Frequency of 
TALEN-​Mediated Targeted Mutagenesis in Rice. 2016 170(2), 653-66

植物でのTALENに誘導される変異においてclassical nonhomologous end joining（cNHEJ）とalternative nonhomologous end joining（altNHEJ）の役
割を分析するために、DNA Ligase 4（Lig 4）欠損がコメ細胞においてTALENに誘導される二本鎖切断の修復の反応速度論へ影響するかを調べ
た。Deep-sequencing分析から、すべてのタイプの変異の頻度はlig 4ヘテロ接合の変異体または野生型よりもlig 4を完全に欠損した変異型の
カルスにおいて高いことが示された。すべての欠失の変異に対する大きな欠失（10 bp以上）またはマイクロホモロジー媒介末端結合
（MMEJ）によって修復される欠失の割合はlig 4ヘテロ接合の変異体または野生型よりもlig 4を完全に欠損する変異体のカルスにおいて高
かった。さらに、ほぼすべての挿入（2 bp以上）は、遺伝的背景に関係なく、TALEN切断部位の周辺の1つ以上の領域のコピーアンドペース
トによって加工されてMMEJによって結合されることが示された。cNHEJの機能不全はcNHEJからaltNHEJまたは合成に依存したストランドア
ニーリングへと修復経路が変わることを本研究は示している。

[Nishizawa-Yokoi A. et al.] Plant 
Genome Engineering Research Unit
National Institute of Agrobiological 
Sciences  日本

8 植物 ? TALEN, CRISPR/Cas9 AIP10 U.S. Pat. Appl. Publ. Method for promoting an increase in plant biomass, 
productivity and drought resistance. 2016 US 20160177327 

A1 20160623.
植物のバイオマスと収量の増加を促進する方法を記載する。この増加は葉、幹、根および果実と実の生産において効果が見られる。さらに
干ばつへの耐性が増加して環境への変化への適応が向上し、成長、バイオマス、収量が改善する。

[Silva HA et al.] Universidade Federal 
do Rio de Janeiro  ブラジル

9 植物 ? ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 ? Curr. Genomics Genomics Approaches for Improving Salinity Stress 
Tolerance in Crop Plants. 2016 17(4), 343-357.

世界的に塩分は穀物の生産を減らす大きな要因の1つである。塩分への植物の反応は複雑で多くの遺伝子を含む。植物がどのように塩分に
反応するかを完全に理解することは難しい。私たちはゲノミックスを通じて塩分ストレス応答に関連する遺伝子を同定して、特徴を調べ、
シグナル経路を地図にして精密に示し、穀物の塩分耐性を改善するためにこの情報を利用することができた。Gene pyramidingのような新し
い手法を遺伝子工学とマーカーに支援された育種に利用してストレス耐性の穀物を作る能力を大きく増強した。ゲノム編集技術も精確な育
種に利用できる。

[Nongpiur RC et al.] Jawaharlal Nehru 
Univ. New Delhi  インド
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10 植物 ? CRISPR/Cas9 TRV配列 PCT Int. Appl. Nucleic acid constructs for plant genome 
editing 2016

WO
2016084084
A1 20160602.

核酸コンストラクトを提供する。このコンストラクトはタバコ茎えそウイルス（TRV）配列と興味のあるゲノム
の標的配列において配列特異的な切断を媒介するsgRNAをコードする核酸配列から構成されて、その場所でTRV
配列は機能的な2b配列を欠損している。このコンストラクトを含む植物細胞とゲノム編集におけるこのコンス
トラクトの使用も提供する。

[Alexander V et al.] Danziger 
Innovations Ltd.  イスラエル

11 植物 コメ CRISPR/Cas9 Badh2 Faming Zhuanli 
Shenqing

A method and CRISPR/Cas system for rapidly 
transforming rice into scented rice by Badh2 
gene knockout.

2016 CN 105543228
A 20160504.

本発明は、コメを香りのするコメに迅速に形質転換するための方法とCRISPR/Casシステムを開示する。この方法
は、コメの香りを代謝する過程の関連遺伝子の配列に対するベクターを設計して、香りのする物質が代謝され
ずに大量に蓄積するように遺伝子の特定の部位で欠失やサイレンシングを誘導するためにアグロバクテリウム
で媒介する形質転換によって香りのしないコメニベクターをトランスフェクトする。標準的なコメが香りのす
るコメに形質転換された後に、改変された遺伝子を分離するために自殖または交配が行なわれて、他の遺伝子
の構造や性質に影響を与えずに安定的に遺伝するホモ接合性の香りのするコメが得られる。

[Wang J et al.] Ningxia 
Academy of Agriculture and 
Forestry Sciences  中国

12 植物 コメ CRISPR/Cas9 Badh2 Faming Zhuanli 
Shenqing

Method for obtaining fragrant rice line 
through targeting Badh2 gene with 
CRISPR/Cas9 gene editing technology.

2016 CN 105505979 
A 20160420.

本方法はCas9によって認識される香りの遺伝子のエクソンとイントロンから配列を選び、ゲノミックDNAを切り、
DNA修復を誘導して欠失変異を作り、機能しないBadh2遺伝子を得ることから構成される。形質転換を行なうの
はOryza sativa. ssp. indica, Oryza sativa. ssp. Japonicaともち米のカルスを使い、二倍体のカルスを誘導するための
外植片として成熟した胚、若い穂と子房を使う。アグロバクテリウムの媒介でカルス細胞へターゲッティング
ベクターを移して、スクリーニングして、陽性の植物を同定して、T1グループから香りのするコメ系列を分離
して、半数体のカルスを誘導するための外植片として葯、花粉、不受精の子房を使う。アグロバクテリウムの
媒介でカルス細胞にターゲッティングベクターを移して、陽性カルスをスクリーニングして、コルヒチンで処
理して、苗に分化させて、陽性の形質転換植物を同定して、香りのするコメ系統を得る。

[Ju C et al.] Hubei Univ.  中国

13 植物 コメ CRISPR/Cas9 Acetate 
Synthase Mol. Plant

Engineering Herbicide- ​Resistant Rice Plants 
through CRISPR/Cas9- ​Mediated Homologous 
Recombination of Acetolactate Synthase.

2016 9(4), 628-631
CRISPR/Casに媒介される相同組み換えによってコメにおけるacetolactate synthaseの除草剤への耐性を導入する方
法を記載する。本方法は、二本鎖切断を作り、1つ以上の変異を含むcDNAと宿主の遺伝子を置換するために2つ
のgRNAを使う。この方法はコメにおいて1つのgRNAを使うよりも効率が高い。

[Sun Y et al.] Institute of Crop 
Sciences, Chinese Academy of 
Agricultural Sciences, Beijing
中国

14 植物 コメ CRISPR/Cas9 Gn1a, DEP1, 
GS3, IPA1 Front. Plant Sci.

Reassessment of the Four Yield- ​related 
Genes Gn1a, DEP1, GS3, and IPA1 in Rice 
Using a CRISPR/Cas9 System. 

2016 7, 377.

コメの栽培品種Zhonghua11においてGn1a、DEP1、GS3とIPA1遺伝子に変異を導入するためにCRISPR/Cas9システ
ムを使った。これらの遺伝子は粒の数、円すい花序の構造、粒の大きさ、植物の構造を制御すると報告されて
いる。形質転換した植物の第一世代（T0）における表現型と編集された遺伝子の頻度の分析は、CRISPR/Cas9シ
ステムはゲノム編集を誘導する効率が高いことが示された。形質転換された植物においてゲノム編集された割
合は42.5 %（Gn1a）、67.5 %（DEP1）、57.5 %（GS3）、27.5 %（IPA1）だった。gn1a、dep1、gs3変異体のT2世
代の特徴はそれぞれ粒の数の増加、高濃度の直生の円すい花序、大きな粒だった。さらに、dep1とgs3変異体で
はそれぞれやや矮小植物で、長い芒を持つ粒の表現型が見られた。ipa1変異体は2つの対照的な表現型を示し、
OsmiR156標的領域において誘導される変化に依存して、少ないまたは多いひこばえができた。さらに、以前の
報告よりも欠失の変異の頻度が高いことが明らかになった。オフターゲットは高度に類似の配列で起きていた。
この結果は、CRISPR/Cas9によって単一の栽培品種において重要な性質の複数の制御因子を修飾できることを証
明した。そして、これらの結果は同じ遺伝的背景における複雑な遺伝子制御のネットワークと栽培品種におけ
る重要な性質の重なりの調査を促進する。

[Li M et al] Key Laboratory of 
Plant Resources Conservation 
and Sustainable Utilization, 
South China Botanical Garden, 
Chinese Academy of 
SciencesGuangzhou 中国

15 植物 トマト ZFN
LEAFY-
COTYLEDON1-
LIKE4（L1L4）

Plant Cell Rep.

A novel arrangement of zinc finger nuclease 
system for in vivo targeted genome 
engineering: the tomato LEC1- ​LIKE4 gene 
case.

2016 35(11), 2241-
2255.

植物において、特に穀物において精確な遺伝子ターゲッティングを行なうことは遺伝子機能の解明や分子育種
の前進のために長年求められてきた。この問題に取り組むために、トマトの種に対してZFNに基ずく技術を開発
した。2つのDNA認識配列の間のイントロンの配列とともにZFNの設計をターゲッティングした遺伝子の変異導
入に関して評価した。核因子Yのβサブユニットをコードする発生の制御因子LEAFY-COTYLEDON1-LIKE4（L1L4）に
対して特別に作成したZFNはトマトの種で一過性に発現させると、標的部位を切断して、非相同末端結合による
不完全な修復を刺激して、内在性の標的部位に変異を導入した。ZFNの技術を植物に適用できて、発生の段階で
ヘテロクロニーな表現型をもたらすL1L4変異が得られた。L1L4のDNA結合ドメインの上流での配列の変化は果実
の組織を含めて表現型の多様性につながる可能性がある。これらの結果は、トマトでのターゲッティングによ
る変異導入のためにZFNの方法が使用できることを明確に示しており、トランスレーショナルリサーチとトマト
の育種を加速するかもしれない。

[Hiloti Z et al.] Institute of 
Applied Biosciences
Centre for Research and 
Technology Hellas
Thessaloniki  ギリシャ

16 植物 コメ CRISPR/Cas9

thermo-
sensitive genic 
male sterility（
TGMS）

Sci. Rep.

Development of Commercial Thermo-
​sensitive Genic Male Sterile Rice Accelerates 
Hybrid Rice Breeding Using the CRISPR/Cas9-
​mediated TMS5 Editing System.

2016 6, 37395.

ハイブリッド米はコメの生産の改善のための重要な戦略を提供する。その中で不妊の雄の系列の栽培は交雑育
種の成功のための鍵である。CRISPR/Cas9システムが穀物の遺伝的改良のために応用された報告は少ない。本研
究ではCRISPR/Cas9システムを使ってTMS5に特異的な変異を導入した。TMS5は中国において最も広く応用される
熱に感受性な遺伝子の雄の不妊の遺伝子である。そして私たちは「外来遺伝子で汚染されていない」TGMS系列
を作成した。私たちはCRISPR/Cas9システムを使ったターゲッティングの変異導入のためにTMS5のコード領域に
おいて10個の標的配列を設計して、オンターゲットとオフターゲットの効果の潜在的な割合を評価した。最後
に、私たちは潜在的に応用可能な「外来遺伝子で汚染されていない」TGMS系列を育種するために最も効率の良
いコンストラクトであるTMS5abコンストラクトを作成した。私たちは異なる標的配列の特徴にしたがって編集
に影響する因子も議論した。注目すべきは、TMS5abコンストラクトを使って私たちは11個の新しい「外来遺伝
子で汚染されていない」TGMS系列を作成した。この方法は2つのコメの亜種においてわずか1年以内に雑種育種
の潜在的な応用が可能である。私たちの方法の応用は不妊の系列の育種を大きく加速するだけではなく、雑種
強勢の開発を促進するだろう。

[Zhou H et al.] State Key 
Laboratory for Conservation 
and Utilization of Subtropical 
Agro-bioresources
Guangzhou  中国

17 植物 コメ CRISPR/Cas9 ? Faming Zhuanli 
Shenqing

Targeting vector and method for modifying 
non- ​glutinous rice line into glutinous line 
using CRISPR/Cas9 technology.

2016 CN 106119275
A 20161116.

本発明はCRISPR/Cas9技術に基づいてモチゴメではないコメの系統をモチゴメの系統に変えるためのターゲッ
ティングベクターに関連する。ターゲッティングベクターは、sgRNA発現カセット、Cas9発現カセットとスク
リーニングマーカーから構成される。sgRNAは第一のプロモーターと第一のプロモーターの制御下で転写される
配列をコードするsgRNAから構成される。Cas9発現カセットは第二のプロモーターと第二のプロモーターの制御
下で転写される配列をコードするCas9から構成される。第一のプロモーターと第二のプロモーターはコメにお
いて恒常的に発現する強い同じまたは異なるプロモーターである。本発明はこのターゲッティングベクターを
使ってモチゴメではないコメの系統をモチゴメの系統に変えるための方法も提供する。本発明によって育種の
時間を大幅に短縮できる。

[Ju C et al.] Hubei Univ.  中国

18 植物 コメ CRISPR/Cas9 OsARF4 Faming Zhuanli 
Shenqing

Application of gene OsARF4 for controlling 
rice grain length and grain weight. 2016 CN 105950633 

A 20160921.

本発明は分子生物学と遺伝子工学技術の分野、特にコメの粒の長さと重さを制御するOsARF4遺伝子への応用に
関連する。本発明はコメにおいて発現する、オーキシン反応因子をコードするOsARF4を狙っている。コメの粒
の長さと重さを改善して収量を改善するためにOsARF4をノックアウトする。本発明はOsARF4遺伝子のコード領
域に特異的なsgRNAを利用したCRISPR-Cas9技術を使い、OsARF4遺伝子のコード領域に損傷を与えて、T-DNAを除
去して非トランスジェニックコメを得る。遺伝子組換えコメは粒の長さと重さにおいてのみ明らかな改善があ
り、他の農学の性質には大きな変化がない。本発明の遺伝子と操作技術は実用的な価値があり、植物の収量を
改善するうえで大きな役割を果たす。

[Liu J et al.] Fudan Univ. 中国

19 植物 コメ CRISPR/Cas9 OsLCT1 Faming Zhuanli 
Shenqing

Breeding method for decreasing cadmium 
content of rice grain by gene LCT1 knockout 
with CRISPR/Cas9 system.

2016 CN 105936907
A 20160914.

本方法は、コメのLCT1エクソンのクローニング、CRISPR/Cas9システムの利用、エクソンの配列にしたがって標
的配列を選び、pCRISPR/Cas9組換えベクターを構築し、それをコメのカルスに導入する。トランスジェニック苗
を得て、トランスジェニックな陽性の植物をスクリーニングする。本発明は、CRISPR/Cas9技術を使ってター
ゲッティングによってコメのOsLCT1をノックアウトして、カドミウムトランスポーターOsLCT1を完全に不活性
化する。外来遺伝子を含まない利点とコメの粒のカドミウム含量が大幅に減少して、包括的な農学的な特徴は
大きく変わらないようなコメの育種を行なう。本発明は安全で、時間がかからず、コストが安いという利点が
ある。

[Tang L et al.] Hunan Hybrid 
Rice Research Center  中国
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20 植物 ブドウ CRISPR/Cas9 IdnDH Sci. Rep. CRISPR/Cas9-​mediated efficient targeted 
mutagenesis in Chardonnay (Vitis vinifera L.). 2016 6, 32289

CRISPR/Cas9システムは多くの植物に適用されてきたが、ブドウにおいてゲノム編集のために利用できるかは不明である。
本研究では「シャルドネ」懸濁細胞と植物においてCRISPR/Cas9システムを利用したゲノム編集とターゲッティングした遺
伝子の変異を述べる。L-idonate dehydrogenase遺伝子（IdnDH）の異なる部位を標的として2つのsgRNAを設計した。CEL Iエン
ドヌクレアーゼアッセイとシークエンシングの結果から標的部位において予想される挿入と欠失があることが明らかになっ
た。sgRNA1/Cas9を発現させたトランスジェニックな細胞集団とそれに対応する再生させた植物においては100 %の変異の頻
度が得られた。トランスジェニックな細胞集団において検出される変異の中で大多数は1 bpの挿入であり、それに続いて1-3 
bpの欠失が見られた。オフターゲット活性は、潜在的なオフターゲット部位をシークエンシングすることによって評価した。
その結果、明らかなオフターゲット変異は検出されなかった。私たちの結果はブドウにおいて精確なゲノム編集のために
CRISPR/Cas9システムが利用できることを証明した。

[Ren C et al.] Beijing Key 
Laboratory of Grape Science and 
Enology and Key Laboratory of 
Plant Resource, Institute of 
Botany 
the Chinese Academy of Sciences
Beijing 中国

21 植物
グレープ
フルーツ

CRISPR/Cas9 GfPT U.S. Pat. Appl. 
Publ.

Method for inhibiting production of 
furanocoumarins in plants by inhibiting grapefruit 
prenyltransferase.

2016
US
20160244771
A1 20160825.

本発明は、グレープフルーツのクマリンに特異的なプレニルトランスフェラーゼ（GfPT）を阻害することによって、植物に
おいてフラノクマリンの生産を阻害する方法を提供する。植物においてフラノクマリンの発現を阻害する方法は、部位特異
的突然変異誘発法、EMS突然変異生成、TILLING、ノックアウト技術、CRISPR/Cas9、TALEN、ZFNを使う遺伝子編集技術、ま
たはRNA干渉によって誘導される遺伝子サイレンシングによってGfPTを不活性化することを含む。

[Bourgaud F. et al.] Universite de 
Lorraine  フランス

22 植物 トマト CRISPR/Cas9 DMR6オルソロ
グ

bioRxiv
CRISPR-​Cas9 mediated mutagenesis of a DMR6 
ortholog in tomato confers broad-​spectrum 
disease resistance

2016 64824/1-
64824/23

病原菌による穀物の生産への被害は世界的に大きい。病原菌に対して耐性な穀物の品種の使用は世界の増加する人口の食料
需要に合致した持続可能な方法になりうる。私たちは病気耐性に関連した特異的な遺伝子を修飾することによってトマトに
おいてゲノム編集を行い持続できる病気耐性な性質を獲得した。最近、アラビドプシスにおいてDMR6（downy mildew 
resistance 6）と呼ばれる1つの遺伝子の不活性化によっていくつかの病原菌に耐性を与えることが示された。この遺伝子は
病原菌の感染中は特異的に発現が上昇して、dmr6遺伝子における変異はサリチル酸濃度の上昇が起きた。トマトのＳｌＤ
ＭＲ６－１オルソログであるSolyc０３ｇ０８０１９０もPseudomonas syringae pv. tomatoとPhytophthora capsiciの感染中に発
現が上昇する。私たちはCRISPR/Cas9システムを使ってトマトにおいてSlDMR6-1遺伝子に小さな欠失を作り、フレームシフ
トを起こして未成熟な先の欠けたタンパク質を作るようにした。これらの変異は温室の条件では成長や発生について大きな
有害な効果はなく、P. syringae、P. capsici、Xanthomonas spp.を含む異なる病原菌に対して耐性を示した。

[Thomazella DPT et al.] Univ. 
California Berkeley  米国

23 植物 コメ CRISPR/Cas9 CSA Faming Zhuanli 
Shenqing

Application of rice CSA gene and method for site-
​directed knocking out by CRISPR/Cas9 system. 2016 CN 105671075 

A 20160615

コメの雄性不稔遺伝子CSAのタンパク質の配列とヌクレオチド配列を開示する。CRISPR/Cas9システムに基づいてCSA遺伝子
をノックアウトする、変える、または抑制することによって通常のコメの品種におけるCSA遺伝子の発現量が減少して、コ
メの雄性不稔系統を得る。部位特異的ノックアウトの方法は、CH-CRISPR/Cas9システムに基づいたCC-CSA-1ベクターと
Gateway-CRISPR/Cas9システムに基づいたGC-CSA-1ベクターによる雄性不稔遺伝子CSAの遺伝子編集を含む。本発明は、コメ
の雄性不稔遺伝子CSAに基づいた雄性不稔系列の生殖質の資源とコメの二系統の交配による種子の生産のために効率の良い
ノックアウトの方法と育種の様式を提供する。

[Zhang D et al.] Shanghai Jiao 
Tong Univ.  中国

24 植物
ブドウ、
リンゴ

CRISPR/Cas9 MLO-7, DIPM-1, 
2, 4 Front. Plant Sci.

DNA-​Free Genetically Edited Grapevine and Apple 
Protoplast Using CRISPR/Cas9 
Ribonucleoproteins. 

2016 7, 1904.

全ゲノムシーケンスとゲノム編集を組み合わせて利用することによって、初めて得られる表現型を獲得するため、新しい機
能を導入するために、以前にはできなかった制御と正確さで標的とした部位での遺伝子の変化を導入することが可能となり、
果物のバイオテクノロジーの分野に革命が起きた。プラスミドによってゲノム編集の成分を導入するととても効率が良いが、
宿主のゲノムにプラスミドの配列がランダムに取り込まれてしまう可能性があるなど、いくつかの欠点もある。さらには、
現在のプロセスベースのGMOの規制に阻まれて、改良した品種の商品化が難しくなるかもしれない。私たちは、効率の良
い標的部位への変異誘導のために、ブドウの栽培品種シャルドネとリンゴの栽培品種Golden delicious fruitの穀物植物のプロ
トプラストへ精製したCRISPR/Cas9リボヌクレオプロテイン（RPNs）を直接導入することを試みた。ブドウの栽培品種にお
いてうどん粉病への耐性を強化させるために、影響を受けやすい遺伝子である、MLO-7を標的とした。リンゴにおいては火
傷病への耐性を強化させるためにDIPM-1、DIPM-2、DIPM-4を標的にした。さらに、各々のブドウとリンゴの栽培品種に対
して、効率の良いプロトプラストの形質転換、Cas9とsgRNAのモル比を最適化した。標的部位のディープシークエンシング
を使って、標的部位の挿入と欠失の割合を解析した。CRISPR/Cas9 RNPsをプロトプラスト系へ直接導入することで遺伝子編
集は可能であり、DNAを使わないゲノム編集でブドウとリンゴの植物を作ることへ可能性を開いたことを私たちの結果は証
明する。

[Malony M] Research and 
Innovation Centre, Genomics and 
Biology of Fruit Crop Department, 
Fondazione Edmund Mach Trento
イタリア、韓国

25 植物 コメ CRISPR/Cas9 qSH1 Faming Zhuanli 
Shenqing 

Molecular improvement method for reducing 
shattering performance of rice seed. 2016 CN 106191107 

A 20161207.

本発明は、CRISPR/Cas9システムを使ってコメの種子が砕け散ることに関連した遺伝子qSH1のターゲッティングによる修飾
によってコメが砕け散る性質を低下させるための分子遺伝学的な方法を提供する。本方法は、qSH1またはLOC_Os01g62920
またはOs01g0848400のコード領域と5'末端の開始コドンの付近に適切な標的を選ぶこと、標的配列を含むベクターpYLgRNA-
U3とpYLgRNA-U6aを構築すること、ベクターpYLgRNA-U3とpYLgRNA-U6aと標的配列を含む組換えベクターpCRISPR/Cas9を構
築すること、コメに組換えベクターpCRISPR/Cas9を導入すること、トランスジェニック陽性植物を得ること、トランスジェ
ニック陽性な植物とともに標的部位で変異を持つ植物を得ること、変異体の植物を数世代栽培することによって遺伝子組換
え実験の成分を含まないホモ接合性の変異体植物を得ること、砕け散る性質が大きく低下した植物を得るためにホモ接合性
の変異体の植物の砕け散る性質の試験を行うことを含む。この方法は高い指向性があり、遺伝的背景の変化はほとんどなく、
遺伝子組換えのリスクを避けることができて、遺伝子組換え実験の成分を含まず、砕け散る性質が大きく低下した新しいコ
メの品種と新しい組み合わせを得ることができる。

[Sheng X et al.] Hunan Hybrid Rice 
Research Center 中国

26 植物 コメ CRISPR/Cas9 OsERF922 PLoS One
Enhanced rice blast resistance by CRISPR​/cas9-
​targeted mutagenesis of the ERF transcription 
factor gene OsERF922.

2016
11(4),
e0154027/1-
e0154027/18.

コメのイモチ病は世界的にコメに影響を与えるもっとも破壊的な病気である。宿主の耐性の獲得はそれを制御するための
もっとも経済的で効率の良い方法であることが証明されている。私たちは、コメのOsERF922遺伝子を標的にする
CRISPR/Cas9配列特異的ヌクレアーゼ（C-ERF922）を利用することでコメのイモチ病への耐性を改善したことを報告する。50
個のT0トランスジェニック植物から21個のC-ERF922によって誘導される変異植物（42.0 %）が同定された。サンガーシーク
エンシングによってこれらの植物は標的部位に様々な挿入と欠失の変異を持っていることが明らかになった。C-ERF922に
よって誘導される対立遺伝子の変異のすべてが次世代に伝達されることを私たちは示した。望ましい遺伝子修飾を持ってい
るが、導入されたDNAを含まない変異植物がT1とT2世代の分離によって得られた。6個のT2ホモ接合性の変異系統はイモチ
病に対する耐性の表現型と様々な農学的な性質についてさらに調べた。病原菌の感染の後に形成されるイモチ病の損傷の数
は野生型の植物と比較して苗と分げつの両方の段階で大きく減少した。さらには、6個のT2変異体系統と野生型の植物の間
には調べた農学的な性質について大きな違いはなかった。2、3個の部位に変異を持つ植物を得るために、Cas9/Multi-target-
sgRNAs（C-ERF922S1S2およびC-ERF922S1S2S3）を使うことによってOsERF922の中に複数の部位を標的にした。CRISPR/Cas9に
よる遺伝子修飾はコメにおけるイモチ病への耐性を強化するための有用な方法であることを私たちの結果は示している。

[Wang F et al] College of 
Agriculture, Guangxi University, 
Nanning,
National Key Facility for Crop 
Gene Resources and Genetic 
Improvement (NFCRI), Institute of 
Crop Science, Chinese Academy of 
Agriculture Sciences (CAAS), 
Beijing  中国

27 植物 コメ TALEN OsALS J. Genet. 
Genomics.

TALEN-Mediated Homologous Recombination 
Produces Site-Directed DNA Base Change and 
Herbicide-Resistant Rice.

2016 43(5), 297-305.

DNA二本鎖切断に対する相同組換え（HR）による修復を通じた部位特異的な置換または本物のゲノム編集は課題である。コ
メにおけるTALENに基づいたHRによる遺伝子置換として、TALENと希望する変異を含むドナーDNAを使って、私たちはコメ
のacetolactate synthase遺伝子（OsALS）へ2つの点突然変異を作り、除草剤に耐性なコメの系統を作った。3回の実験でTALEN
遺伝子を含むDNAとドナーDNAをコメのカルスへ導入した後に、1.4 - 6.3 %の効率でT0世代においてOsALSの異なる遺伝子型
を持つ9個の植物を得た。HRによって媒介される遺伝子編集はT1世代の子孫へ遺伝する。編集されたT1植物は強い除草剤へ
の耐性を示し、対照の植物と同じくらい形態学的に正常だった。この結果は、コメにおいてTALENによって媒介されるゲノ
ム編集の実現可能性を証明し、他のヌクレアーゼに基づいたゲノム編集に有用な情報を提供する。

[Li T et al.] Department of 
Genetics, Development and Cell 
Biology, Iowa State University, 
Ames  米国
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28 植物
ジャガイ
モ

TALEN, CRISPR/Cas9 ALS1 Front. Plant. Sci. 
Geminivirus-Mediated Genome Editing in Potato 
(Solanum tuberosum L.) Using Sequence-Specific 
Nucleases.

2016 7, 1045

相同組換え（HR）による遺伝子ターゲッティングは理解しにくいが、DNA修復のための強力な方法かもしれない。遺伝子ターゲッ
ティングに関連した障壁を克服するために、ジャガイモのacetolactate synthase 1（ALS1）遺伝子を標的とする配列特異的なヌクレ
アーゼ（SSNs）とALS1遺伝子座の中に除草剤を阻害するための点突然変異を導入するために設計された修復の鋳型を導入するため
にジュミニウイルスのレプリコン（GVR）を使った。GVRsを使って得られた形質転換体の植物は、除草剤への感受性が弱くなる表
現型を支えることのできる点突然変異を持っていた。一方で、古典的なT-DNAを使って形質転換した植物は検出可能な変異を持っ
ておらず、野生型と同じだった。形質転換した植物の再生は、除草剤への感受性をより大きく低下させた表現型を支える点突然変
異の検出を改善した。これらの結果は、植物へゲノム編集のための試薬を導入するためのジェミニウイルスの使用の有効性を証明
し、栄養繁殖する種における遺伝子ターゲッティングのための新しい方法を示した。

[Butler NM et al.] Department of 
Plant, Soils and Microbial Sciences, 
Michigan State Univ., East Lansing  
米国

29 植物 ダイズ TALEN FAD2-1A, FAD2-1B, 
FAD3A BMC Plant Biol.

Direct stacking of sequence-specific nuclease-
induced mutations to produce high oleic and low 
linolenic soybean oil.

2016 16(1), 225.

ダイズ油の中の個々の脂肪酸の量を調節できれば、保存可能期間と炒めるときの安定性を増加させて、栄養的な特徴を改善できる
可能性がある。ダイズ油は高濃度の多価不飽和リノール酸とリノレン酸を含んでいて、それが酸化的な不安定につながる。この問
題は部分的な水素化によって取り組まれてきた。しかし、部分的な水素化はトランス脂肪酸の量を増加させてしまい、それが心臓
血管の病気と関連していた。以前に私たちは脂肪酸デサチュラーゼ2-1A（FAD2-1A）とFAD2-1B遺伝子にノックアウト変異を持つダ
イズ系統を作成した。そのダイズ系統では一価不飽和オレイン酸（18:1）の量が上昇してリノール酸（18:2）とリノレン酸
（18:3）の量が減少した油が得られた。本研究では、リノレン酸の量をさらに低下させるために、FAD2-1AとFAD2-1Bの中の変異に
脂肪酸デサチュラーゼ3A（FAD3A）の変異を積み重ねた。fad2-1a fad2-1bダイズ植物へTALENを直接導入することによってFAD3Aの
中に変異を導入した。fad2-1a fad2-1b fad3aダイズの油はfad2-1a fad2-1bダイズと比較すると、リノレン酸の濃度が有意に低かった
（4.7 %に対して2.5 %）。さらに、油はリノール酸の量が有意に低く（5.1 %に対して2.7 %）、オレイン酸の量は有意に高かった
（77.5 %に対して82.5 %）。外来遺伝子を含まないfad2-1a fad2-1b fad3aダイズ系統が同定された。本方法はダイズにおいて性質を
積み重ねるために配列に特異的なヌクレアーゼを使うための効率的な方法を提供する。得られた生産品は80 %以上のオレイン酸と
3 %以下のリノール酸とリノレン酸から構成される。

[Demorest ZL et al.] Calyxt, Inc., 
New Brighton  米国

30 植物 コメ CRISPR/Cas9 QTL遺伝子群 J. Integr. Plant Biol. QTL editing confers opposing yield performance in 
different rice varieties. 2016

Sep 15. doi:
10.1111/jipb.125
01. [Epub ahead
of print]

粒子の収量は穀物において遺伝的改良をするためのもっとも重要で複雑な性質である。それは量の性質の遺伝子座（quantitative 
trait loci、QTLs）として知られる多くの遺伝子によって制御されていることが知られている。過去10年で穀物において収量に貢献
している多くのQTLsが同定された。しかし、これらのQTLsは異なる遺伝的な背景において同じ収量をもたらすかは不明である。本
研究では私たちは5つの広く栽培されているコメの品種においてCRISPR/Cas9によってQTLを編集した。そして、同じQTLが異なる遺
伝的背景において粒子の収量に対して多用な、ときには逆の効果を与えることを示した。

[Shen L et al.] Key Laboratory of 
Plant Functional Genomics, Ministry 
of Education, Yangzhou University, 
Yangzhou  中国

31 植物 コメ CRISPR/Cas9 OsEPSPS Nat. Plants. Gene replacements and insertions in rice by intron 
targeting using CRISPR-Cas9. 2016

Sep 12; 2:
16139. doi:
10.1038/nplants.
2016.139.

植物のゲノムの特定の遺伝子座において、遺伝子の断片を置換することと遺伝子の挿入を行なうことはとても難しい。本研究では
NHEJ経路とCRISPR/Cas9システムを使って変異を作る効率の良いイントロンによって媒介される部位特異的な遺伝子の置換と挿入
の方法を報告する。近接するイントロンを標的とする一対のsgRNAと、そのsgRNAの標的部位を含むドナーのDNAの鋳型を使って、
コメの内在性遺伝子5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase（EPSPS）遺伝子において2 %の頻度で遺伝子置換を達成した。1つ
のイントロンを標的とした1つのsgRNAとそのsgRNAの標的部位を含むドナーのDNAの鋳型を使って2.2 %の頻度でターゲッティング
による遺伝子の挿入も行なった。意図した置換を持つOsEPSPS遺伝子を含むコメの植物はグリホサートに耐性だった。さらには、
部位特異的な遺伝子の置換と挿入は正確に次世代へ伝達された。これらの新しく開発された方法は、コメと他の植物においてター
ゲッティングによる遺伝子の断片の置換と外来DNA配列を挿入するために一般的に使える。

[Jun L et al.] State Key Laboratory of 
Plant Cell and Chromosome 
Engineering, Institute of Genetics 
and Developmental Biology, 
Chinese Academy of Sciences, 
Beijing  中国

32 植物
マッシュ
ルーム

CRISPR/Cas9 polyphenol oxidaseNature Gene-edited CRISPR mushroom escapes US 
regulation. 2016 532（7599）

293

マッシュルームの6つあるpolyphenol oxidase遺伝子の1つに数塩基の欠失を起こさせた。酵素活性が30%減少した。マッシュルーム
が茶色くなるのが遅くなり、保存可能期間が長くなる。CRISPR/Cas9を利用したケースで米国の規制から外れる結論になった最初
の例。米国はGMOを規制するための規則を改革している。

[Waltz E] Freelance writer based in 
New York  米国

33 植物
ダンカン
グレープ
フルーツ

CRISPR/Cas9 T1CsLOBP遺伝子
のプロモーター

Plant Biotechnol. J. 

Modification of the PthA4 effector binding elements 
in Type I CsLOB1 promoter using Cas9/sgRNA to 
produce transgenic Duncan grapefruit alleviating 
XccΔpthA4:dCsLOB1.3 infection.

2016 14, 1291-1301

Xanthomonas citri亜種citri（Xcc）が引き起こすかんきつ類潰瘍病は大部分の商業的なかんきつ類の栽培品種に対して深刻な病気で
あり、世界的に大きな経済的な被害をもたらしている。潰瘍病に耐性なかんきつ類の品種を作ることは、かんきつ類潰瘍病の効率
的で持続的な解決策を提供するだろう。本研究では、CsLOB1（Citrus sinensis Lateral Organ Boundaries）遺伝子のCsLOB1プロモー
ター（EBEPthA4-CsLOBP）の中のPthA4エフェクター結合成分（EBEs）を修飾することによって潰瘍病に耐性なグレープフルーツを作
ることにおける進歩を報告する。CsLOB1はかんきつ類潰瘍病によって影響を受けやすい遺伝子であり、病原性因子PthA4によって
誘導される。PthA4はCsLOB1遺伝子の発現を誘導するためにEBEPthA4-CsLOBPへ結合する。ダンカングレープフルーツにはCsLOB1の中
に2つの対立遺伝子タイプI、IIがある。本研究では、ダンカングレープフルーツの上胚軸の形質転換によってタイプI CsLOB1プロ
モーター（T1 CsLOBP）のPthA4EBSを破壊するためにバイナリーベクターを設計した。EBEPthA4-T1 CsLOBPの標的部位に修飾を持つ4
つのトランスジェニックダンカン植物が作られた。タイプ1 CsLOB1プロモーターについては、変異の率は15.63 %（#D13）、
14.29 %（#D17）、54.54 %（#D18）と81.25 %（#D22）だった。野生型のXccの存在下ではトランスジェニックダンカングレープフ
ルーツは野生型と同じように潰瘍病の症状が現れた。人工的に設計したdTALE dCsLOB1.3は特異的にタイプ1 CsLOBPを認識して、変
異型のタイプ1 CsLOBPまたはタイプII CsLOBPを認識しない。これをダンカンの形質転換体に感染させるために開発した。結果は
XccΔpthA4:dCsLOB1.3の存在下で#D18は弱い潰瘍病の症状を示し、#D22は目に見える潰瘍病の症状はなかった。PthA4による影響を
受けやすい遺伝子CsLOB1の1つの対立遺伝子の活性化はかんきつ類潰瘍病の誘導に十分であり、かんきつ類潰瘍病に耐性な植物を
作るためにはCsLOB1の両方の対立遺伝子のプロモーターの変異がたぶん必要であることを私たちのデータは示唆する。本研究は、
将来Cas9/sgRNAによって潰瘍病に耐性なかんきつ類の品種を作るための基礎となるだろう。

[Jia H et al.] Citrus Research and 
Education Center, Department of 
Microbiology and Cell Science, 
Institute of Food and Agricultural 
Sciences (IFAS), University of 
Florida, Lake Alfred  米国
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表５

文献ID 特記事項 植物、動物 生物種 標的遺伝子 Indelのパターン
標的部位（エクソ
ン？）

フレームシフトしたペプチドの性質について論文中で
の記載

フレームシフト後の配列の性質 電気泳動などの解析
オミックスなどの
解析

1点突然変異、該当せず フレームシフトは起きない

2論文中で遺伝子修飾し
てない、割愛

3中国特許 割愛

4 動物 ブタ ミオスタチン -10, -3.4 kb, -3.6 kb, -7 kb, +2, +5 第2, 3エクソン、イント
ロン

なし アレルゲンとホモロジーなし なし なし

5中国語雑誌 割愛 動物
6 動物 ブタ ミオスタチン 配列情報なし
7国際特許 割愛
8 動物 ブタ 不明
9中国特許 割愛

10中国特許 割愛
11中国特許 割愛
12中国特許 割愛
13 動物 ブタ ミオスタチン -6, -17, +1 第1エクソン なし アレルゲンとホモロジーなし なし なし

14 動物 ウシ PRNP 大小のindelあり、EGFPを挿入 第3エクソン なし

EGFPはアレルゲンとホモロジーなし。
ウシPRNPは小麦グルテニン、ウシコ
ラーゲンα-2(I)鎖前駆体と元々ホモロ
ジーあり。PRNPの第1, 2エクソンは発
現する？もし、発現して、アップレ
ギュレーションされれば、問題あり。

15プロモーターの修飾
割愛

タンパク質の配列に変化なし なし なし

16 動物 ニワトリ オボムコイド
-1, -2, -3, -4, -5, -7, -9, -12, -19, -21, -
22, -31 なし

データベースの配列と一致しない。
解析できない。

なし なし

17細胞の実験 割愛

18 動物 ヤギ
β-ラクトグロブ
リン

ヒトα-lactalbuminを挿入 なし

ヤギβ-ラクトグロブリン、ヒトα-
lactalbuminはウシの物とホモロジーが
ある。ウシの物はアレルゲンである。
β-ラクトグロブリンについてはアレル
ゲンとして論文中で言及があって問
題視している。Β-ラクトグロブリン遺
伝子の5'末端は残らない。Β-ラクトグ
ロブリン遺伝子のエクソン2-7は残る
が、発現しないことを確認してい
る？もし、発現すれば、問題かも。

なし なし

19中国特許 割愛

20 動物 ヤギ
β-ラクトグロブ
リン

BLG+/-: -20, neo遺伝子を挿入 なし
β-lactamase（neo）はアレルゲンとホ
モロジーなし。

なし なし

BLG-/-: 開始コドンを含む80bpを
puroと置換

β-ラクトグロブリンの5'末端の配列は
残らない。Puromycin resistance protein
はアレルゲンとホモロジーなし。

なし なし

21 動物 ヤギ ミオスタチン -3, -13 第1エクソン なし アレルゲンとホモロジーなし なし なし
22中国語雑誌 割愛
23 動物 ヤギ ミオスタチン -1, -3, +1 第3エクソン なし アレルゲンとホモロジーなし なし なし

24 動物 ヒツジ ミオスタチン -95, -113 第3エクソン なし
データベースの配列と一致しない。
解析できない。

なし なし

25 動物 ヒツジ ミオスタチン -2, -3, -6, -7, +3 第2エクソン なし
データベースの配列と一致しない。
解析できない。

なし なし

26 動物 ヒツジ ミオスタチン -3, -4 第1エクソン なし アレルゲンとホモロジーなし なし なし
27中国特許 割愛
28中国特許 割愛

フレームスフトを起こしたペプチドを生産する動物の調査
文献IDは、NBTを利用して作成された遺伝子組換え動物（2016年、食用）の表の文献IDに対応する。
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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） 
平成 29 年度 分担研究報告書 

 
バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び国民受容に関する研究 

 
遺伝子組換え並びに新育種技術により開発された作物の検知技術開発と 

安全性に関する知見の取集法に関する検討 
 

 研究分担者 中村公亮（国立医薬品食品衛生研究所 生化学部第二室） 
 

研究要旨  
 本研究では、以下の 3 つの研究課題に関して研究を行った。１．LAMP 法によるコメ

由来内在性遺伝子の 1 粒からの検出について：遺伝子組換え（GM）食品の検査には、

主に食品から抽出精製したDNAを検体に用いたPCR試験法が採用されている。しかし、

食品から DNA を抽出精製するには、時間がかかると同時に、高価な DNA 抽出精製用

キットを使用するなど費用がかかる。また、PCR の際に用いるサーマルサイクラーなど

の特殊な機器等を必要とする。よって、試験の再現性を確保するためには、検査する人

員の専門知識と技術も必要となる。このように、PCR 試験法を試験現場で実行するには、

汎用性に問題がある。そこで、本研究では、DNA 抽出精製を必要としない、より簡便

でシンプルな等温 DNA 増幅法（Loop-Mediated Isothermal Amplification [LAMP]）を用い

た、GM コメ 1 粒検査法を開発し、感度や特異性に関する性能評価を行い、本法の厚生

労働省通知試験法への実用化に向けた基盤的研究を行った。２．加熱によるダイズ染色

体 DNA の分解度の違い：ネット上で公開されている全ゲノムシークエンスデータは、

シークエンシング技術の発展に伴って、増加の一途を辿っている。しかし、そのデータ

を用いたバイオインフォマティックス解析手法を GM 食品検知法開発へ取り入れた際

の整合性については、情報が乏しい。GM 食品の検査では、試験対象食品の存在を確認

するため、特異的かつ定量的な内在性遺伝子検知法が必要となる。そこで、本研究では、

全ゲノムシークエンスデータベースを用いたバイオインフォマティックス手法を用い

て、迅速かつ簡便に試験対象食品に特異的な内在性遺伝子検知法を開発することを検討

した。３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、プロテオーム解析手法の開発：

ダイズを発芽させ、発芽ダイズ食品として販売する際に、乾燥種子の状態とは異なるタ

ンパク質組成の全体像を明らかにする手法を開発した。これまでに、発芽の際に発現す

る遺伝子（発芽遺伝子）の網羅的な解析は十分になされておらず、発芽 GM ダイズの安

全性評価の要素に提言できる科学的なデータは示されていない。そこで、本研究では、

発芽 GM ダイズのトランスクリプトーム解析手法、並びに、プロテオーム解析手法の開

発を行い、発芽非 GM と GM ダイズ食品の成分の相違を分析する新しい技術開発を検討

した。試験には、発芽させた Williams 品種とその GM 型ダイズ、また、異なる品種間の

比較を行うため、比較対象には、Jack 品種を供した。RNA-Seq を用いた解析より得られ

たデータを基に、品種別の発芽遺伝子をリスト化し、LC-MS/MS を用いたプロテオーム

解析のデータと比較することで、データ間の相違について考察を行った。 
 
協力研究者  
木俣慎弥（国立医薬品食品衛生研究所） 
 
A. 研究目的 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：世界では、安全性未審査の

遺伝子組換え（GM）コメの食品への混入が頻繁

に報告されている。これまでに、コメを港やスー

パーなどの現場で検査する汎用性に優れた方法

は開発されずにいた。試料を採取する現場で、GM

コメを検査するには、特殊な機器や試薬を必要と

せず、迅速に判定する簡便な方法が求められる。

そこで本研究では、 Loop-Mediated Isothermal 
Amplification（LAMP）法を用いて、スーパーなど

で一般に市販されている、精米、無洗米、玄米な

どを穀粒１粒単位で検査する方法の開発を行っ

た。 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：GM 食品検査は、社会的、経済的な影響が大

きいため、誤判定を避ける必要がある。そのため、
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GM 食品の検査には、高い特異性、感度及び精度

が求められる。GM 食品由来のタンパク質を検査

標的とした場合、加工されていない生鮮であれば、

感度並びに精度よく検査は可能であるが、タンパ

ク質は熱、加圧、pH などの物理的な影響を受け、

分解又は変性しやすい。それ故、検査のための標

的分子には向いていない。一方、GM 食品由来の

DNA は、食品による加工の影響を比較的受けにく

く、高い特異性、感度及び精度を担保した様々な

加工食品の検査のための標的分子となり得ると

される。高い精度と感度を有する GM 食品検査法

として、リアルタイム PCR を用いた DNA 増幅試

験が用いられる。GM 食品検査を行う際には、内

在性遺伝子を検知する方法が陽性コントロール

として用いられる。陽性コントロールの標的遺伝

子には、組換えで挿入された有用遺伝子の最低コ

ピー数を想定し、ゲノム中に 1 コピーのみ存在す

るGM作物に特異的な内在性遺伝子の配列を標的

とすることが理想とされる。本研究では、GM 食

品検査用の内在性遺伝子検知法を作成する上で、

ゲノム中に 1 コピーであること、リアルタイム

PCR 標的配列が特異的であることを、バイオイン

フォマティックスを取り入れた手法の確認を行

った。また、ゲノム DNA の分解速度について、

作物種子中のゲノムの状態と、ゲノム精製を行っ

た後との違いについて、解析を行ったので報告す

る。 
 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：発芽ダイズは発芽

前を上回る栄養価が注目されており、菓子や健康

食品などの加工食品に多く利用されている。しか

し、これまで、ダイズ品種別に発芽前後の代謝産

物の変化や遺伝子発現に関する網羅的研究が行

われた報告はない。そこで、本研究テーマでは、

発芽 GM ダイズのトランスクリプトーム解析、並

びに、プロテオーム解析する方法の開発を行い、

転写並びに翻訳レベルで発芽ダイズ品種別に、非

GM と GM ダイズ間の成分の相違を分析し、考察

することとした。 
 
B. 研究方法 
1. LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒か

らの検出について： 
試料 
あきたこまち、ひとめぼれ、こしひかり、ゆめ

ぴりか、つや姫の精米は、アイリスオーヤマの通

信販売サイトを介して購入した。無洗米のこしひ

かりは、東京都内のスーパーで購入した。もち米

は、山形・高畠/東京農大 有機農業ネットワーク

で栽培されたものを使用した。LAMP 法の特異性

試験には、24 種類の作物から抽出されたゲノム

DNA 溶液（10 ng/µL）を使用した。 
 
試薬 
ゲノム DNA の抽出には、HotSHOT 試薬 Sol. A

（25 mM NaOH + 0.2 mM EDTA）と Sol. B（40 mM 
Tris-HCl, pH 5）を使用した。コメの陽性コントロ

ールには、ニッポンジーン社  より GM Rice 
Detection（IR）Rice Positive control plasmid （250 K 
copies/2.5 µL）を供した。LAMP 法の反応試薬は、

栄研化学製の Loopamp DNA 増幅試薬キット

（Reaction mixture, RM; Bst DNA polymerase; 蒸留

水, DW を含む）と蛍光目視検出試薬（Fluorescent 
detection reagent, FD）を使用した。LAMP 法で用

い た プ ラ イ マ ー は 、 PrimerExplorer V5 
（http://primerexplorer.jp/）で設計し、その合成は

ユーロフィンジェノミクス株式会社に依頼した。 
 
機器 

LAMP 法による核酸増幅には、カネカ製の温調

機能付き吸光度計 MyAbscope®を使用した。核酸

増幅の観察は、付属のタブレット端末（Nexus）
にインストールされた専用アプリケーションを

介して行い、生データも同端末に保存した。LAMP
法で用いる試料の加熱には、タイテック製 Dry 
Thermo Unit DTU-1B（ヒートブロックインキュベ

ーター）を使用した。 
 

コメ一粒からのゲノム DNA 抽出 
コメ一粒を 1.5 mL 容エッペンチューブに入れ、

500 µL の超純水で 3 回洗浄した。コメについた水

気をペーパータオルで拭き取り、それを新しい 1.5 
mL 容エッペンチューブに移した。そこに

HotSHOT 試薬 Sol. A を 100 µL 添加し、98℃のブ

ロックインキュベーター内で 10 分間加熱した。

その後、チューブを氷中に移し試料を冷却させた。

次いで、HotSHOT 試薬 Sol. B を 100 µL 添加し、

ボルテックスミキサ－でよく撹拌した。試料を

20,000 xg, 4℃の条件で 5 分間遠心し、透明な上清

50 µL をゲノム DNA 溶液として回収した。その溶

液は LAMP 反応に使用するまで、4℃チャンバー

に保管した。 
 
コメ内在性遺伝子 phopholipase D（PLD）を標的
とした LAMP 反応（分光的検出） 

PLD 遺伝子を増幅する LAMP プライマーには、

以下のものを使用した。 
F3: 5’-GACCTCCTCCTAGACCTCAA-3’ 
B3: 5’-TGACAAGGCCTGATCTTGC-3’ 
FIP: 
5’-AACACTCCAGGCCTCACCGTGGCCGACCTC
ATTATTCCG-3’ 
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BIP: 
5’-GTTCCGGTCCATCGATGGCTGCAGCCTCTGG
AGTGCTA-3’ 
LF: 5’-GGAACATCACCGGAGACGG-3’ 
LB: 5’-GCGGCCTGCTTTGGCTT-3’ 
 まず、12.5 µL の 2 x RM（40 mM Tris, pH 8.8; 20 
mM KCl; 20 mM (NH4)2SO4; 16 mM MgSO4; 0.2% 
Tween 20; 1.6 M betaine; 2.8 mM each dNTPs を含

む）、0.1 µL の 50 µM F3（0.2 µM）、0.1 µL の 50 µM 
F3（0.2 µM）、0.8 µL の 50 µM FIP（1.6 µM）, 0.8 
µL の 50 µM BIP（1.6 µM）、0.4 µL の 50 µM LF
（0.8 µM）、0.4 µL の 50 µM LB（0.8 µM）、1 µL
の FD、1 µLの Bst DNA polymerase と 2.9 µLの DW
を混合した。この反応液 20 µL を予め 8 連 PCR チ

ューブに分注した 5 µL の各作物由来ゲノム DNA
溶液（50 ng）、または、4.で抽出したゲノム DNA
（濃度未知）とよく混合し、25 µL の反応液系を

調製した。特異性試験においては、高純度に精製

された各ゲノム DNA（10 ng/µL）を用い、ポジテ

ィブコントロールとしてコメ由来（日本晴）の

DNA、ネガティブコントロールとして超純水

（NTC）を同時に解析した。 
 次に、MyAbscope®の測定プログラムを設定し

た。この設定は付属のタブレット端末を介して行

った。測定波長は「B」、Delay は 180 sec に設定し

た。そして、Step1（核酸増幅）の HeatLid を 80℃, 

Well を 63℃, Set timeを 60 min、Step2（酵素失活）

の HeatLid を 80℃, Wellを 80℃, Set timeを 5 min に

設定した。超純水を 25 µL ずつ分注した 8 連チュ

ーブを用いて補正を行い、チューブを取り出した

後、加熱前処理を行った。こうして、測定機械の

コンディションが整った後、測定用の 8 連チュー

ブをセットし、Run をタップして測定を開始した。 
 測定終了後、タブレット端末に保存されたデー

タファイル（エクセル）を別のパソコンに移行さ

せ、測定時間を横軸、吸光度を縦軸としたグラフ

を作成した。 
目的遺伝子の検出可否の判定は、遺伝子の増幅

に対応する吸光度の明確な上昇を基とした。 
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い： 
試料、試薬および機器 
(1) 試料 

試験には、農業生物資源ジーンバンク NARO よ

り入手したダイズ品種Williams82、JackとEmerge、
北海道立衛生研究所より入手した珠美人品種を

供した。 
 
(2) 試薬 

ゲノム DNA の抽出・精製には、QIAGEN 製の

イオン交換樹脂タイプキット  （Genomic-tip 

100/G）と Genomic DNA Buffer Set を用いた。その

試料前処理には、ニッポンジーン社製 α-amylase
（ Cat. No. 316-04751 ）、和光純正工業社製

Proteinase K （Cat. No. 160-22752）、ニッポンジー

ン社製 100 mg/mL RNase A（Cat. No. 318-06391）、
シグマアルドリッチジャパン社製 Cellulase（Cat. 
No. C2730）を用いた。イソプロパノールとエタノ

ールは、和光純正工業社製の特級グレードを使用

した。定性 PCR 反応には、東洋紡社製の 2x KOD 
FX buffer、KOD FX（Cat. No. KFX-201）とタカラ

バイオ製の dNTP Mixture を使用した。PCR 用の

プライマーは、ユーロフィンジェノミクス社に合

成を依頼した。DNA の電気泳動に使用したアガロ

ースは、タカラバイオ社製 LO3「TAKARA」（Cat. 
No. 5003）を用い、DNA の染色には、Biotium 社

製 GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain（Cat. No. 41003）
を用いた。Loading buffer は、タカラバイオ社製

（Cat. No. A6310A）を用いた。標準 DNA サイズ

マーカーは、タカタバイオ社製 100 bp ラダー（Cat. 
No. 3407A）と Invitrogen社製 1 kbpラダー（Cat. No. 
15615-016）を用いた。PCR 産物の精製には、プ

ロメガ社製 Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System（A9282）を用いた。プラスミド DNA の抽

出・精製には、プロメガ社製 Wizard® SV Midipreps 
Purification System を使用した。プラスミド DNA
の宿主には、東洋紡製 E. coli competent cell DH5α
を用いた。組換えプラスミドの作製には、クロン

テック製 In-Fusion HD Cloning kit を使用した。そ

のプラスミドには、プロメガ社製 pGEM®-T Easy 
Vector を用いた。ベクターの一本鎖化には、New 
England BioLabs 社製の制限酵素 EcoRI-HF と

EcoRI NEBuffer（x10）を使用した。リアルタイム

PCR の反応溶液には、Roche 社製の FastStart 
universal probe master（ROX）を使用した。超純水

は、ミリポア製 Milli-Q Integral 3 から採水した。 
 
(3) 機器 
粉砕機は、イワタニ社製ミルサー720G-Y を使

用した。試料の加熱には、イワタニ社製カセット

フーとガスボンベ、シュウ酸アルマイト鍋を用い

た。または、タイテック社製 Dry Thermo Unit 
DTU-1B（ヒートブロックインキュベーター）も

しくは Bio-Rad 社製サーマルサイクラーiCycler を
使用した。定性 PCR の際のサーマルサイクラーは、

Applied Biosystems 社 製 Applied Biosystems 
Veriti®96-Well を使用した。リアルタイム PCR に

は、Applied Biosystems 社製 7900HT Fast Real Time 
PCR System を使用した。 
 
1. 標的遺伝子配列の選定 
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（NCBI）に登録されるダイズ（Glycine max）のゲ

ノムデータベースより、全 20 本の染色体 DNA の

配列を取得した。各番号の染色体からランダムに

1 遺伝子ずつ標的として選択した。標的の選択条

件は、その遺伝子がダイズゲノム中に 1 コピーの

み存在することとし、これは NCBI の BLAST 検

索を用いて推定した。標的遺伝子を検知するプラ

イマープローブの特異性検索には、NCBI の

Primer-BLAST を使用した。本研究では、いくつ

か の 候 補 の 内 、 1 番 染 色 体 上 の

microtubule-associated protein SPIRAL2-like 遺伝子、

2 番染色体上の lectin 遺伝子、3 番染色体上の
delta-Delta-dienoyl-CoA isomerase, 
mitochondrial-like 遺伝子と、 8 番染色体上の

HMGI/Y like protein 遺伝子の合計 4 遺伝子を標的

とし、以下ではそれぞれの遺伝子を ch1, ch2, ch3, 
ch8 と呼称する。 
 
3. 標的遺伝子を含むコントロールプラスミドベ

クターの作製 
ch1, ch2, ch3 と ch8 遺伝子の各標的増幅領域は、

In-Fusion 反応（Clontech 社）を利用して pGEM®-T 
Easy Vector（Promega 社）に導入した。In-Fusion
反応に要求される各DNA断片を増幅するために、

融合箇所である末端 15 塩基には互いに相同配列

を付加するよう以下の通りプライマーを設計し

た。 
Insert ch1-F: 
5’-GCGGCCGCGGGAATTTCTCAAAGTTATCAG
TGGGAGGA-3’ 
Insert ch1-R: 
5’-CATCGGAGAGAGCAGCCATTAGAAACAATG
AG-3’ 
Insert ch2-F: 
5’-AATGGCTGCTCTCTCCGATGTGGTCGATTT-3
’ 
Insert ch2-R: 
5’-ATTCCGCCGCGGCAAATTGGAAGCAAAAGA
-3’ 
Insert ch3-F: 
5’-CCAATTTGCCGCGGCGGAATTGATATAGTG-3
’ 
Insert ch3-R: 
5’-CATGGAGGAGTGCCGAACCCTACAATAAGC-
3’ 
Insert ch8-F: 
5’-GGGTTCGGCACTCCTCCATGGACCCAACT-3’ 
Insert ch8-R: 
5’-AGGCGGCCGCGAATTTGCTCGAACCATCTT
TCTCC-3’ 
まず、ベクターに組み込む目的のDNA断片は、

上記プライマーを用い PCR で増幅した。12.5 µL
の 2 x KOD FX PCR buffer（東洋紡）、0.75 µL の

50 µM primer-F、0.75 µL の 50 µM primer-R、5 µL
の 2.5 mM dNTP mix、0.5 µL の KOD FX、2.5 µL
の 10 ng/µLダイズゲノムDNAと 3 µLの滅菌水を

混合した試薬を反応液として、次の条件で PCR を

行った。95℃, 2 分のプレヒーティング後、[98℃, 10

秒; 60℃, 30秒; 72℃, 30秒]の反応を 30 サイクル繰

り返した。その後、72℃で 7 分インキュベートし

た。増幅された各 DNA 断片は、1%アガロースゲ

ル内で分離し、Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up 
System（Promega）を用いてゲルから精製した。

次に、これら 4 遺伝子を導入するベクターを制限

酵素を用いて一本鎖にした。500 ng の pGEM®-T 
Easy Vector、1 x NEBuffer（for EcoRI）、EcoRI-HF
を含む 50 µL 溶液を 37℃で 1 時間インキュベート

し、反応液を電気泳動後、目的の一本鎖ベクター

を上記と同様の手法でゲルから精製した。以上、

調製した 4 つの DNA 断片とベクターを次の条件

で融合させた。増幅 DNA 断片（各 5 ng）、2 µL の

In-Fusion HD Enzyme Premix（5x）と滅菌水を混合

し、合計 10 µL に調製した。この反応液を 50℃で

15 分間インキュベートし、氷冷した。この組換え

ベクターは、E. coli competent cell DH5α（東洋紡）

に導入し、多量の組換えプラスミドベクターは、

そ の 培 養 菌 体 か ら Wizard® SV Midipreps 
Purification System（Promega）を用いて抽出精製

した。ベクター内に挿入された目的 DNA の塩基

配列の正確性は、サンガー法を用いたシーケンシ

ングにより確認した。 
  
4. リアルタイムPCR用のプライマー対プローブ

の設計 
各標的遺伝子 ch1, ch2, ch3 と ch8 とコントロー

ル遺伝子 AquAdvantage（AquAd, 遺伝子組換えサ

ケ）をリアルタイム PCR で増幅し、検出するため

のプライマー対と Taq-Man プローブは、Primer 
Express ver.3.0.1 を用いて設計した。設計したオリ

ゴヌクレオチド配列は、株式会社ユーロフィンに

合成を依頼した。以下に設計した配列を示す。 
Ch1 遺伝子 
Ch1-forward: 
5’-GGGAGGATTAGAGACAGAAGAACAC-3’ 
Ch1-reverse: 
5’-CATGCAGGATGTTGGTTATGAA-3’ 
Ch1-probe: 
5’-[FAM]CCTGCTTGTCATCCATGGGCACA-[TA
MRA]-3’ 
Ch2 遺伝子 
Ch2-forward: 5’-TCCCGAGTGGGTGAGGATAG-3’ 
Ch2-reverse: 5’-TCATGCGATTCCCCAGGTAT-3’ 
Ch2-probe: 
5’-[FAM]TTCTCTGCTGCCACGGGACTCGA[TAM
RA]-3’ 
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Ch3 遺伝子 
Ch3-forward: 
5’-TCGGTGAAGGAAGTGGATTTG-3’ 
Ch3-reverse: 
5’-ACAATAAGCGGCAACCTCTGA-3’ 
Ch3-probe: 
5’-[FAM]CTTGCCGCTGACCTTGGCACTC[TAMR
A]-3’ 
Ch8 遺伝子 
Ch8-forward: 
5’-CTTCACTGTCGAACCCAGCAA-3’ 
Ch8-reverse: 5’-ATCGTAAGGAGGGTGGTTGGT-3’ 
Ch8-probe: 
5’-[FAM]CACGTGACCCCCGCCGACA[TAMRA]-
3’ 
AquAd 遺伝子 
AquAd-F: 5’-TGCTGATGCCTCTGATACCAC-3’ 
AquAd-R: 
5’-ATGCCTCTAGTGCAAGTTCAGTC-3’ 
AquAd-P: 
5’-[FAM]CAGTAGTACAACGTTGGCAGATGTAT
GAGAACT[BHQ]-3’ 
合成した各プライマーとプローブは、それぞれ蒸

留水で 50 µM と 10 µM に調製した。 
 
5. 標的遺伝子の PCR 増幅効率 

ch1, ch2, ch3 と ch8 遺伝子の増幅効率は、様々

なDNA鋳型濃度存在下で目的遺伝子を増加させ、

そのリアルタイム PCR のデータ（Ct 値）を基に

算出した。方法 4 で作成したコントロールプラス

ミド（3572 bp）を鋳型 DNA として用い、103～107

コピー/5 µL の 10 倍希釈系列の範囲で検討した。

12.5 µL Faststart universal probe master（ROX）

（Roche）、0.4 µL 各 primer-forward（50 µM）、0.4 
µL 各 primer-reverse（50 µM）、0.25 µL probe（10 
µM）、6.45 µL の蒸留水、5 µL の各コピー数を含

む鋳型 DNA が混合された 25 µL の反応液を 96 ウ

ェルプレートに分注した。これを 7900HT real time 
PCR system（Applied Biosystems）内で 50℃, 2分、

95℃, 10分でインキュベートした後、[95℃, 15秒; 
60℃, 1分] の反応を 50 サイクル繰り返し目的遺

伝子を増幅させた。得られた各増幅曲線の Ct 値

は、 SDS システムソフトウェア（ Applied 
Biosystems）を用い、threshold を 0.2 に設定し定義

した。 次に、Microsoft 社のエクセルを用いて、

鋳型 DNA 濃度を横軸（x 軸）、Ct 値を縦軸（y 軸）

とした一次関数直線 y=ax+b（R2 > 0.99）を作成し

た。各遺伝子の PCR 増幅効率 E は、直線の傾き

値 slope（a）を式：[ E = 10（-1/-slope）-1 ] に代入し

て見積もった。 
 
6. ダイズゲノム DNA の抽出精製 
ダイズ Williams82 品種の乾燥種子 6 g を超純水

で 2 回洗浄し、ペーパータオルで水気をふき取っ

た。その種子を粉砕機ミルサー（Iwatani）を用い

30 秒間破砕した。得られたダイズ粉末 0.5 g を 50 
mL 容ポリプロピレン製チューブに計り取り、こ

れを 10 本用意した。このうち 1 本をこのゲノム

抽出に用い、残りは後の実験に使用するまで-30℃
に保管した。ゲノム DNA の抽出精製には、

QIAGEN のGenomic tip 100/G とGenomic tip buffer 
set を用いた。まず、0.5 g の粉砕物に G2 緩衝液

15 mL, 500 µL cellulase, 10 µL RNase A（100 
mg/mL）、5 µL α-amylase（4 units/µL）を添加し、

ボルテックッスミキサーで撹拌後、50℃で 1 時間

インキュベートした。その間、数回チューブを上

下し溶液を混ぜた。その後、100 µL の proteinase K
（20 mg/mL）を添加し、撹拌後、50℃で 1 時間イ

ンキュベートした。この抽出溶液を 10,000 xg, 4℃
で 5 分間遠心分離し、上清 14 mL を回収した。こ

の溶液全量を 10 秒間ボルテックスミキサ－で緩

やかに撹拌した後、4 mL の QBT 緩衝液で平衡化

した Genomic-tip 100/G カラムにロードした。カラ

ムを 6 mL の QC 緩衝液で 3 回洗浄した後、ゲノ

ム DNA は 50℃の QF 緩衝液 2 mL で溶出させた。

そこに 2 mL のイソプロパノールを添加し、よく

混和させた後、20,000 xg, 4℃, 15分間の遠心分離

で DNA を沈殿させた。上清を破棄した後、冷却

70%エタノールで沈殿をリンスし、再度 20,000 xg, 
4℃で 10 分間遠心した。上清を破棄した後、数分

の間 DNA を風乾し 50-100 µL の超純水で溶解さ

せた。DNA 溶液の濃度は、Nanodrop ND1000
（Thermo）で測定し、使用するまで-20℃に保管し

た。 
 
7. ダイズゲノム DNA の加熱処理 
上記で抽出したダイズWilliams82品種由来のゲ

ノム DNA を、超純水で 10 ng/µL の濃度に調製し

た。これを 0.2 mL 容シングル PCR チューブ に
100 µL ずつ分注し、しっかりとキャップを閉めた。

これと同じものを 6 本準備し、それぞれを 50, 70, 
80, 90 または 100℃に設定したサーマルサイクラ

ー（iCycler, Bio-Rad 製）を用いて、0（未処理）、

2, 4, 6, 8, 10 分間加熱処理した。加熱直後、DNA
溶液を氷中で冷却した。これら試料を軽くボルテ

ックス撹拌し、均質な溶液を次のリアルタイム

PCR の鋳型 DNA に用いた。 
 
8. コントロールプラスミド DNA の加熱処理 

コントロールプラスミド DNA を超純水で 2 x 
104 copy/µL となるように調製した。また、疑似ゲ

ノム（ダイズ以外）として、じゃがいも（Atlantic
品種）から抽出したゲノム DNA を 20 ng/µL とな

るように調製した。両溶液を等量混合し、104 copy
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プラスミドDNA/µL 10 ngゲノムDNA溶液を得た。

これを0.2 mL容シングルPCRチューブ に100 µL
ずつ分注した。これと同じものを 4 本準備し、そ

れぞれを 100℃に設定したサーマルサイクラー

（iCycler, Bio-Rad 製）を用いて、0（未処理）、5, 10, 
20 分間加熱処理した。加熱直後、DNA 溶液を氷

中で冷却した。これら試料を軽くボルテックス撹

拌し、均質な溶液を次のリアルタイム PCR の鋳型

DNA に用いた。 
 
9. ダイズゲノム DNA またはプラスミド DNA の

加熱処理による標的遺伝子の分解 
加熱による標的遺伝子の DNA 分解は、リアル

タイム PCR を用い、得られた Ct 値を基に相対的

に評価した。96 ウェルプレートに、加熱ゲノム

DNA またはコントロールプラスミド DNA を処理

時間ごとに 3 ウェルずつ、4 標的分、5 µL ずつ分

注した（1 ウェルあたり 50 ng DNA）。そこに予め

調製した 12.5 µL Faststart universal probe master
（ROX）（Roche）、0.4 µL 各 primer-forward（50 µM）、

0.4 µL 各 primer-reverse（50 µM）、0.25 µL probe
（10 µM）と 6.45 µL 超純水を含む反応混合液（20 
µL）を添加し、ゲノム DNA とよく混合した。こ

のプレートを 7900HT fast real time PCR system
（Applied Biosystems）内で 50℃, 2分、95℃, 10分

でインキュベートした後、[95℃, 15秒; 60℃, 1分] 
の反応を 50 サイクル繰り返し目的遺伝子を増幅

させた。得られた増幅曲線の Ct 値は、SDS シス

テムソフトウェア（Applied Biosystems）を用い、

auto threshold に設定し定義した。各標的遺伝子に

ついて、各処理時間サンプル（0～10 分加熱）の

Ct 値から未処理（0 分加熱）の Ct 値を減じ、ΔCt
値を算出した。これら ΔCt 値の相対値を、PCR で

増幅される鋳型 DNA の残存量、すなわち分解度

として表した。ΔCt 値の相対値への変換は、[式：

2-ΔCt] に代入して行った。 
 
10. ダイズ種子粉砕物の加熱処理（ボイル） 
方法 6 で調製したダイズ Williams82 品種の種子

粉砕物 0.5 g を 50 mL 容ポリプロピレン製チュー

ブに計り取った。そこに超純水 1 mL を添加し、

ボルテックスミキサ－で 10 秒間撹拌した。加熱

の際の圧力上昇と蒸発を防ぐために、チューブの

キャップを半開させ、その上からアルミホイルを

被せた。これをカセットコンロで沸かした 99℃の

湯内で 0～60 分間加熱した。加熱処理後は、試料

を直ちに氷中に移し冷却した。 
 
11. ダイズ種子粉砕物の加熱処理（様々な温度） 

上記加熱方法（9）は直火によるため、特定の

温度に設定することは難しい。そのため、ダイズ

粉砕物試料を 70～100℃の温度で加熱する際は、

別法としてブロックインキュベーター（TAITEC
製）を使用した。また、熱の伝導をより均一にな

るように、加える水の量を増加させた。方法 6 で

調製したダイズ Williams82 品種の種子粉砕物 0.5 
g を 50 mL 容ポリプロピレン製チューブに計り取

った。そこに超純水 5 mL を添加し、ボルテック

スミキサ－で 10 秒間撹拌した。加熱の際の圧力

上昇と蒸発を防ぐために、チューブのキャップを

半開させ、その上からアルミホイルを被せた。こ

れを 70, 80, 90 または 100℃に設定したブロックイ

ンキュベーター内で、0～60 分間加熱した。加熱

処理後は、試料は直ちに氷中で冷却した。 
 
12. ダイズ粉砕物の加熱処理（オートクレーブ） 

方法 6 で調製したダイズ Williams82 品種の種子

粉砕物 0.5 g を 50 mL 容ポリプロピレン製チュー

ブに計り取った。そこに超純水 1 mL を添加し、

ボルテックスミキサ－で 10 秒間撹拌した。チュ

ーブをメジュームビンの口で倒れないように固

定し、キャップの代わりに綿栓でフタをした。こ

れを 121℃, 20 分の条件でオートクレーブ処理し

た。処理後は、試料は直ちに氷中で冷却した。処

理時間に、菅内の温度上昇にかかる時間は考慮し

なかった。 
 
13. 加熱処理したダイズ種子粉砕物からのゲノム

DNA 抽出精製 
方法 9 で得られた試料に G2 緩衝液 15 mL、500 

µL cellulase、10 µL RNase A（100 mg/mL）、5 
µLα-amylase（4 units/µL）と 5 µL のプラスミドベ

クター（1 ng/µL）を添加し、ボルテックッスミキ

サーで撹拌後、50℃で 1 時間インキュベートした。

その後、100 µL の proteinase K（20 mg/mL）を添

加し、撹拌後、50℃で 1 時間インキュベートした。

この抽出溶液を 10,000 xg, 4℃で 5 分間遠心分離し、

上清 14 mL を回収した。この溶液全量を 10 秒間

ボルテックスミキサ－で緩やかに撹拌した後、4 
mLのQBT緩衝液で平衡化したGenomic-tip 100/G
カラムにロードした。カラムを 6 mL の QC 緩衝

液で 3 回洗浄した後、ゲノム DNA は 50℃の QF
緩衝液 2 mL で溶出させた。これ以降の DNA の高

純度化の工程（イソプロパノール沈殿）は、各試

料 DNA 濃度のばらつきを大きくする可能性が考

えられたため、QF 画分を次のリアルタイム PCR
の鋳型 DNA として保存した。抽出の際に添加し

たプラスミドベクターは、遺伝子組換えサケ

（AquAdvantage）にユニークな塩基配列が組み込

まれた pEX-A2J1 ベクターを使用した。本研究で

は、外来性の遺伝子を抽出時に添加し、ダイズ由

来の遺伝子と同時に検出することで、抽出効率の
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補正を試みた。 
 
14. 加熱処理したダイズ粉砕物から抽出した

DNA の分解 
加熱処理したダイズ粉砕物から抽出した DNA

の分解は、4 つの標的遺伝子 ch1, ch2, ch3 と ch8、
1 つのコントロール遺伝子 AquAd を対象とし、そ

れらのリアルタイム PCR で得られた各 Ct 値を基

に相対的に評価した。まず、方法 12 で溶出した

QF 画分を超純水で 100 倍希釈し、鋳型 DNA 溶液

を調製した（希釈された QF 緩衝液が PCR に影響

しないことは予め確認した）。96 ウェルプレート

に、この DNA 溶液を処理時間ごとに 3 ウェルず

つ、5 標的分、5 µL ずつ分注した（1 ウェルあた

り 50 ng DNA）。そこに予め調製した 12.5 µL 
Faststart universal probe master（ROX）（Roche）、0.4 
µL 各 primer-forward （ 50 µM ）、 0.4 µL 各

primer-reverse （50 µM）、0.25 µL probe（10 µM）

と 6.45 µL 超純水を含む反応混合液（20 µL）を添

加し、ゲノム DNA とよく混合した。このプレー

ト を 7900HT real-time PCR system （ Applied 
Biosystems）内で 50℃, 2分、95℃, 10分でインキュ

ベートした後、[95℃, 15秒; 60℃, 1分] の反応を

50 サイクル繰り返し目的遺伝子を増幅させた。得

られた増幅曲線の Ct 値は、SDS システムソフト

ウェア（Applied Biosystems）を用い、auto threshold
に設定し定義した。各標的遺伝子について、各処

理時間サンプル（0～60 分加熱とオートクレーブ

処理）の Ct 値から対応する AquAd 遺伝子の Ct
値を減じ、ΔCt 値を算出した。さらに、各 ΔCt か
ら未処理（0 分加熱）の Ct 値を減じ ΔΔCt 値を算

出した。これら ΔΔCt 値の相対値を、PCR で増幅

される鋳型 DNA の残存量、すなわち分解度とし

て表した。ΔΔCt 値の相対値への変換は、[式：2-ΔΔCt] 
に代入して行った。 
 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発： 
1. RNA-Seq 解析 
1.1 試料の調製 
発芽ダイズの調製は、宮崎大学フロンティア科

学実験総合センターの隔離実験施設内で行った。

発芽条件は、発芽ダイズ生産の条件下（40℃、48
時間培養）とした。ダイズは実験に使用する量の

み発芽させ、発芽させたダイズは全て以下の実験

に供した。発芽ダイズは、粒単位でトータル RNA
の抽出・精製を行った。すなわち、1 粒を 1 試料

に用い、乳鉢・乳棒を用いて液体窒素を加えなが

ら粉状になるまで粉砕し、Qiagen RNeasy Plant 
Mini Kit の 2 カラム分を 1 試料に使用してトータ

ル RNA を精製した。ゲノム DNA は、RNase-free 

DNase を使用して、完全に分解させた。得られた

RNA の品質は、Agilent Bioanalyzer 2100 system（ア

ジレントテクノロジーズ社）を使用し、RNA 
Integrity Number（RIN）値を測定することにより

評価した。RNA の濃度と精製度は、NanoDrop 2100 
spectrophotometer（サーモサイエンティフィック

社）を使用して推定した。得られたトータル RNA 
1.5 µg を試料に次世代シークエンシング用のライ

ブラリの調製に供した。ライブラリの調製には、
NEBNext® UltraTM RNA Library Prep Kit for 
Illumina（NEB 社）を使用し、各試料にはタグ配

列を付加した。以下にその概要を記す。mRNA 精

製は、poly-T oligo を付加した磁石ビーズで行った。

得られた mRNA は、NEBNext First Strand Synthesis 
Reaction Buffer（5X）中で加熱し、二価カチオン

存在下で断片化させた。断片化させた mRNA は、

ランダムヘキサマープライマーを使用し、

M-MuLV Reverse Transcriptase（RNaseH-）により

逆転写させた。cDNA の相補鎖は、dTTP の代わり

に dUTP を含む dNTP を使用して DNA polymerase 
I により合成しRNase Hを使用してmRNAを分解

させて行った。3’末をアデニル化した後、NEBNext 
Adaptor を付加した。合成した cDNA は、150～200 
bp の鎖長を AMPure XP system（ベックマンコル

ター社）を使用して単離した。USER Enzyme（NEB
社）を使用して、ウラシルを含む DNA 鎖を断片

化 し た 。 次 に 、 Phusion High-Fidelity DNA 
polymerase、Universal PCR プライマー、Index タ
グプライマーを使用して PCR を行った。得られた

PCR 産物は、AMPure XP system を使用して精製を

行い、Agilent Bioanalyzer 2100 system を使用して

クオリティチェックを行った。Index タグを付加

したサンプルは、cBot Cluster Generation System（イ

ルミナ社）を使用して、TruSeq PE Cluster Kit 
v3-cBot-HS キット（イルミナ社）によるフローセ

ルへのクラスター化を行った。シークエンシング

は、100-base paired-end でフローセルの 5 plex /1
レーンを用いてイルミナ HiSeq2500 により行った。 
 
1.2.データの解析 
 シークエンサーより得られたFastqファイルは、

Genomic Workbench ver.9.0.1を使用して、リード配

列のトリミングを行った。トリミングは、アダプ

ター配列の除去すること、10%以上の未解読塩基

配列を含むリードであること、50%以上の塩基配

列でクオリティースコア（Q値≦5）を有するリー

ドの除去することを条件に行った。本試験に使用

したアダプター配列は、以下の通りである。 
5’アダプター： 
5’-AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACT
CTTTCCCTACACGACGCTCTTCCGATCT-3’、 
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3’アダプター： 
5’-GATCGGAAGAGCACACGTCTGAACTCCAGT
CACATCACGATCTCGTATGCCGTCTTCTGCTTG-
3’ （アンダーラインした 6 塩基は、タグ配列） 
 トリミングを行ったリードは、ダイズゲノム解

析（Nature, 463, 178-183, 2010）より得られた配列

デ ー タ ベ ー ス （ V1.0.29, 
ftp://ftp.ensemblgenomes.org/pub/release-29/plants/fa
sta/glycine_max/dna/）をリファレンス配列に使用

し、最も高いアラインメントスコアを示す場所に

マッピングすると同時に、マッピング後のデータ

をlocal realignment（リマッピング）した。各サン

プルに関して、RNA-Seqを行いサンプル間の遺伝

子発現差解析を行った。発現差解析の条件は、各

品種のデータをTwo-group comparison（paired）で

解析した。発現差解析では、カウントデータを使

用し、データが負の二項分布に従うと仮定して平

均値とDispersionを推定し、検定を行った。

Empirical Analysis of Digital Gene Expression（edgeR
ソフトウェア , Biostatistics, 9, 321-332, 2008; 
Bioinformatics, 26, 139-140, 2010）を使用して2群の

比較検定を行った。条件の設定は、発現量がある

とするための最初のカウント数を5リード数とし

た。リファレンス配列と比較し、遺伝子発現量が

2倍量以上の差（p<0.05）のある遺伝子を選抜した。 
 
2. プロテオーム解析用の試料調製 
2.1. 分析試料 
発芽ダイズは、解析するまでの間、-80℃で保存

した。 
 
2.2. 試料粉砕と沈殿処理 

ダイズの各品種より 1 粒ずつを液体窒素中で凍

結し、乳鉢を用いて別々に粉砕した。粉砕物を、

10%トリクロロ酢酸と 0.07% 2-メルカプトエタノ

ールを含むアセトン溶液 8 mL に懸濁した。懸濁

液を 10-mL 遠沈管に回収し、-20℃で 45 分間静置

した。遠心分離（35,000×g、0℃、15 分間）して

から上清を除いた。沈殿は 0.07% 2-メルカプトエ

タノールを含むアセトン溶液で 3 回洗浄した。洗

浄後の沈殿を凍結乾燥して粉末試料を得た。 
 
2.3. 粉末試料からのタンパク質抽出 
粉末試料から 3 mg を 1.5-mL マイクロ容器に分

取した。分取した粉末に抽出溶液［6 M 尿素、2 M
チオ尿素、60 mM ジチオトレイトール（DTT）、
100 mM 重炭酸アンモニウム、pH 8.8］を 100 µL
加え、撹拌しながら 37℃で 1 時間保温した。その

後、遠心分離（15,000×g、20℃、15 分間）し、タ

ンパク質を含む上清を回収した。 
 

2.4.タンパク質濃度測定 
回収した上清の一部を、Bradford 法による総タ

ンパク質定量に供した。定量用の検量線は、ウシ

血清アルブミンの溶液を段階希釈して作成した。 
 
2.5. トリプシンによる試料タンパク質の加水分
解 

試料溶解液から総タンパク質 50 µg 分を 1.5-mL
マイクロ容器に分取した。分取液に DTT を加え

37℃で 30 分間保温し、続いてヨードアセトアミ

ドを加えてから室温で 1 時間静置した（還元アル

キル化処理）。処理後の溶液に 100 mM 重炭酸アン

モニウムを加え、溶液の尿素濃度を 2 M まで下げ

た。最後にトリプシン 2.5 µg を加え、37℃で 16
時間保温して加水分解反応を行った。反応後のペ

プチド溶液にはC18 STAGE Tipによる脱塩処理を

施した（Anal. Chem., 75, 663-70, 2003）。脱塩後の

試料を減圧下で乾燥した。 
 
2.6. LC-MS/MS 
乾燥状態のペプチド試料を、水、アセトニトリ

ル、及び、トリフルオロ酢酸からなる溶媒（体積

比 98:2:0.1）に溶解した。出発総タンパク質量に

換算して 200 ng 相当量を LC-MS/MS に供した。

LC-MS/MS システムの仕様と設定条件は、下記に

示す。 
 
LC：Ultimate3000 液体クロマトグラフ（ダイオネ

クス社） 
・分析用 C18 カラム（Tip column）：Nano HPLC 
Capillary Column（粒径 3 µm、内径 75 µm、長さ

15 cm、日京テクノス株式会社） 
・移動相 A の組成：[水]：[アセトニトリル]：[ギ
酸] = 98:2:0.1（体積比） 
・移動相 B の組成：[水]：[アセトニトリル]：[ギ
酸] = 5:95:0.1（体積比） 
・アセトニトリル送液勾配（分, %B, %アセトニト

リル）：（0, 2, 3.86）→（5, 2, 3.86） →（120, 33, 32.69）
→（120.01, 95, 90.35）→（130, 95, 90.35）→（130.01, 
2, 3.86）→（145, 2, 3.86） 
・流速：毎分 350 nL 
 
MS/MS：Q Exactive 質量分析計（サーモフィッシ

ャーサイエンティフィック） 
・イオンモード：陽イオンモード 
・イオントランスファーキャピラリーの設定温

度：250℃ 
・FullScan の m/z 走査範囲（Scan range）：300～1,500 
・質量分解能（Resolution）：70000（MS）, 17500
（MS/MS） 
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・Lock Mass： On（Reference m/z = 391.28429, 
445.12003） 
・測定条件ファイル：「Top 10 Method」を用いた。

すなわち、FullScan（m/z 300～1500）の質量スペ

クトルの上で、検出強度の高いピークから順に 10
個の MS/MS データを取得した。この FullScan と

MS/MS データの取得を交互に実施するよう測定

変数を設定した。前の試料由来のペプチドの検出

（キャリーオーバー）を抑えるため、各試料の測

定の間にそれぞれ 3 回分の空測定を挿入した。 
 
2.7. 配列データベース検索によるペプチド/タン
パク質の同定 

MS/MS データを配列データベース検索に供し

た。検索ソフトウェアとして Matrix Science 社の

Mascot（ver. 2.5; http://www.matrixscience.com/）を

用いた。検索用配列データセットは下記のとおり

4 種類作成し、アノテーションに用いた。 
 
①CDS（Glycine max）： ダイズ CDS の配列デー

タセット（計 73,319 件）に、3 種類の配列［Bialaphos 
resistant gene（bar）、Enhanced green-fluorescent 
protein（eGFP）、及び、lysyl-tRNA synthetase
（SYNC1）］を加えて構築した。 

 
②Uniprot（Glycine max）： Uniprot
（http://www.uniprot.org/）から出力したダイズ

（Glycine max）のアミノ酸配列データベース

（reference proteome set）計 66,206 件 
（http://www.uniprot.org/proteomes/UP000008827）
に、上記と同様 3 種類の配列（bar、eGFP、およ

び SYNC1）を加えて構築した。 
 
③Uniprot/SwissProt（Green Plants）： 
Uniprot/SwissProt（http://ftp.ebi.ac.uk/pub/ 
databases/uniprot/current_release/knowledgebase/）
2016_01 版（計 550,299 件）から Green Plants に分

類されるタンパク質配列を抜粋した（計 37,228
件）。 
 
④NCBI/Genome（Glycine max）： NCBI Genome デ
ータベース（https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/）
から出力したダイズ（Glycine max）のアミノ酸配

列データベース（計 71,526 件）に、上記と同様 3
種類の配列（bar、eGFP、及び、SYNC1）を加え

て構築した。 
 

データベース検索の条件は次の通り：  
Enzyme, Semi Trypsin 
Maximum missed cleavage, 2 
Peptide tolerance, ± 5 ppm 
MS/MS tolerance, ± 0.02 Da 

Mass, monoisotopic mass 
Fixed Modification, Carbamidomethyl (C, +57.021) 
Variable Modification, Oxidation (M, +15.995)  

 
有意なペプチド同定は、False discovery rate

（FDR）を指標にして選定した。すなわち、FDR
が 1%になるようにペプチド同定のスコア閾値を

調整した。 
 
2.8. ペプチドの同定情報と検出強度値の連結 
各試料から得られた LC-MS/MS のデータを

Nonlinear Dynamics 社 の Progenesis QI for 
proteomics（ver. 2.0; http://www.nonlinear.com）に入

力し、各検出ピークの強度値を取得した。続いて、

ペプチドの同定情報を各検出ピークに連結し、連

結された検出ピークの強度を当該ペプチドの検

出強度とした。また、タンパク質の計量値は、各

タンパク質に帰属するユニークペプチドの検出

強度の積算値とした。 
 

倫理面への配慮  
（１）人権保護について 
  該当なし。 
（２）法令遵守項目について 
  組換え DNA 実験にあたっては、平成 16 年 2
月に施行された、GM 生物等の規制による生物の

多様性の確保に関する法律（平成 15 年法律第 97
号）と所属研究機関の倫理規定、及び、GM 実験

安全管理規則を遵守して実施した。 
 

C. 研究結果 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：ループプライマーは、通常

の LAMP 法による遺伝子増幅をより迅速化する。

そこで、本研究で設計した PLD 遺伝子を標的とす

る通常の LAMP プライマーセット（FIP, BIP, F3 & 
B3）の性能を評価するために、コメから抽出精製

したゲノム DNA（50 ng）を鋳型とした LAMP 反

応をループプライマー（LF と LB）存在下と非存

在下で検討した。反応を 63℃で行ったところ、ル

ーププライマー非存在下において、PLD 遺伝子の

増幅曲線は反応開始から約 42 分以降に観察され

た。一方、ループプライマーを同反応液に添加す

ると、PLD 遺伝子の増幅曲線は約 20 分以降より

観察され、PLD 遺伝子の増幅が顕著に加速した

（図①－１）。 
このループプライマーを利用した LAMP 法の

特異性を検討するために、コメと他 24 品種の作

物から抽出したゲノム DNA（50 ng）を鋳型とし

た LAMP 反応を上記と同様にして行った。その結

果、PLD 遺伝子の増加はコメ由来のゲノム DNA
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に対してのみ観察され、他の作物に対する非特異

的な増幅は観察されなかった（図①－２）。以上

のことから、このループプライマー含有 LAMP 法

はコメの特異的検出に有効であることが示唆さ

れ、以降、この方法を迅速 LAMP 法として PLD
遺伝子の検出に用いた。 

リアルタイム PCR の場合とは異なり、 LAMP
法による核酸の増幅では高度に精製された鋳型

DNA を必要としない。従って、LAMP 法におい

ては、DNA 抽出工程を簡略化しやすい。そこで本

研究では、LAMP 法に用いるゲノム DNA を簡便

かつ迅速に抽出するために、試料の粉砕をするこ

となく、コメの最小単位である穀粒一粒から DNA
を抽出した。この抽出は Hot SHOT 法を基盤とし

た。水洗した精米をアルカリ溶液に浸し、98℃で

5 分間熱した後、その溶液を中和することでゲノ

ム DNA を粗抽出した（図①－３）。このゲノム

DNA 溶液を LAMP 法の鋳型に用いると、PLD 遺

伝子の増幅が観察された（図①－４）。この PLD
遺伝子の増幅は、様々な品種の精米、無洗米やも

ち米から簡易抽出されたゲノム DNA でも観察さ

れた（図①－４）。 
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：ダイズは 20 本の異なる染色体を有する。各

染色体上の DNA の分解度の違いを検討するため

に、まず、20 本の染色体それぞれで唯一存在する

遺伝子、すなわちゲノム上に 1 コピーのみ保存さ

れる遺伝子を NCBI のデータベースを用いて検索

した。マニュアル操作でランダムに遺伝子を検索

した結果、8 つの遺伝子が標的候補として見出さ

れた（表②－1）。本研究では、標的 DNA の分解

度はリアルタイム PCR で検討するため、各候補遺

伝子を増幅・検出するプライマー対とプローブを

設計した（表②－1）。設計したプライマー対が標

的遺伝子を特異的に増幅可能かどうかは NCBI の
primer-BLAST ツールを用いて予め検証した（図②

－1～3）。4 番染色体の遺伝子を除くすべての遺伝

子に対する特異性が推定されたため、本研究では、

7 つの内、1 番染色体、2 番染色体、3 番染色体と

8 番染色体上の遺伝子を分解の指標遺伝子に決定

し、以下ではそれぞれを ch1, ch2, ch3, ch8 と呼称

した。 
 遺伝子 ch1, ch2, ch3 と ch8 の標的配列の PCR 増

幅効率を検討するために、各 DNA 断片が挿入さ

れたコントロールプラスミド（図②－4）を鋳型

に用いたリアルタイム PCR を行った。設計した各

プライマー対プローブは、ch1, ch2, ch3 と ch8 の

標的配列をそれぞれ 0.94, 0.87, 0.96 と 0.96 の増幅

効率で増幅した（図②－5）。遺伝子 ch1, ch3 と ch8
は、同様の効率で増幅することが示され、これら

3 遺伝子間においては、リアルタイム PCR による

対等な DNA 分解度の比較が可能であることが示

唆された。一方、遺伝子 ch2 はこれら 3 つよりも

やや低い増幅効率だった。標的とする ch2 の lectin
遺伝子は、ダイズに特異的な内在性遺伝子として

その特定によく用いられるため、以下の DNA 分

解の標的に含めることとした。 
 各標的遺伝子配列の潜在的な分解度の違いを

観察するために、まず裸のゲノム DNA 水溶液を

100℃で 10 分間加熱した。そして、その加熱した

ゲノム DNA を鋳型としたリアルタイム PCR を行

い、得られた Ct 値をもとにその試料中にどれだ

け増幅可能な鋳型 DNA が残っているのかを相対

的に数値化し、これを見かけ上の DNA 分解度と

して表した（図②－6）。4 つの標的 DNA 配列は、

いずれも加熱後 10 分までに初期鋳型量の 90%以

上が分解された。そこに至るまでに、遺伝子 ch1, 
ch2 と ch3 は、同程度の経時的な DNA 分解を示し

た。一方、遺伝子 ch8 においては、各タイムポイ

ント（2, 4, 6, 8 分）で上 3 つよりやや分解されに

くい傾向が観察された。これと同様の傾向は、コ

ントロールプラスミド DNA を加熱した場合でも

観察された（図②－7）。 
 次に、種子内の DNA を加熱処理した場合の

DNA 分解度を観察するために、水でペースト状に

したダイズ粉砕物を 99℃の熱湯で 0 から 60 分間

加熱した。そして、そこから抽出した DNA を鋳

型に用いてリアルタイム PCR による DNA 分解度

を検討した。その結果、4 つの標的配列は加熱後

5 分以内に急激に分解し、その後は、緩やかに分

解した（図②－8）。60 分間の加熱処理の間に、遺

伝子 ch1, ch2 と ch3 は、各タイムポイントで同程

度の分解度を示したが、遺伝子 ch8 はこれらより

もやや分解されやすい傾向が観察され、この分解

パターンは、裸の DNA を加熱した場合とは真逆

だった。一方、121℃, 20分間のオートクレーブで

処理すると、それら分解度は同程度に収束した。 
 以上の結果から、ゲノム DNA の一部のおいて

は、その加熱による分解度が異なる可能性が示唆

されるため、今度は 50℃から 100℃の様々な加熱

温度にて種子内外のゲノム DNA を加熱し、その

標的遺伝子の分解度を再検討した。種子外に出た

裸のゲノムは、加熱温度の増加に伴いその分解度

も増加した（図②－9）。同様のことは種子内のゲ

ノム DNA においても観察された。しかし、先の

結果とは異なり、種子内の各標的遺伝子の分解度

に差は観察されなかった（図②－10）。 
 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：RNA-Seq 法を用

いて、Jack 品種と Williams 品種で発現する発芽
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遺伝子を、網羅的に解析した（Supplement Table 
③－1）。edgeR プログラムを用いて、Williams
品種をリファレンスに600倍以上発現差のある遺

伝子をリスト化した結果、660.36～21151.66 倍発

現量の異なる発芽遺伝子は、16 遺伝子検出した。

LC-MS/MS 法より、タンパク質計量値 [計 451
件]から変動の大きかった 20 種類のタンパク質を

選択し、発現量差を検出した結果を Table③－1
に示した。当該タンパク質に計量値を与えている

ペプチドの検出ピークは、それぞれ確認し、計量

値の妥当性を検証した。その結果、RNA-Seq よ

り得られた、発現量の違うトップ 16 遺伝子と

LC-MS/MS 解析より得られた発現量差の違うト

ッ プ 20 タ ン パ ク 質 を 比 較 し た 場 合 、

GLYMA12G09400.1 遺伝子のみ一致し、その他

の遺伝子は合致しない結果を得た。また、

LC-MS/MS 解析より、GLYMA12G09400.1 遺伝

子 と し て 認 識 し た ペ プ チ ド は 、

GLYMA11G14950.1 遺 伝 子 と

GLYMA18G52610.1 遺伝子がコードする共通ペ

プチドのアミノ酸配列であることが判った。 
 

D. 考察 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：本研究では、精米一粒をア

ルカリ溶液でボイルするだけで、LAMP 反応に必

要十分量のゲノム DNA が抽出されることを示し

た。この方法は、粉砕や酵素処理等の前処理、DNA
精製の工程が省かれているため、簡便で短時間か

つ安価な DNA 抽出法と考えられる。 
 コメ内在性の PLD 遺伝子は、コメにユニークな

遺伝子であり、そのゲノム中に 1 コピーのみ存在

する。今回の一粒抽出法で得らえた DNA を鋳型

とした LAMP 反応は、この PLD 遺伝子を効果的

に増幅した。この観察から、この方法は、GM コ

メのトランスジェニック配列の増幅にも応用で

きると考えられる。本実験では、うるち米のみを

材料に用いたが、GM コメはタイ米に外来遺伝子

を導入して作成されている。そのため、今後はタ

イ米一粒から PLD 遺伝子を検出できるか検討す

る必要がある。また、GM コメの簡便な検出に発

展させるために、CpTi 遺伝子などの GM コメを検

知する LAMP プライマーセットを用いて、GM コ

メまたはGMコメが混入している試料から目的の

トランスジェニック配列を検出できるかを検討

する必要がある。  
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：核内の DNA は裸の状態ではなく、ヒストン

タンパク質に巻きつきヌクレオソームを形成し、

さらにこれらがいくつも凝集してクロマチン構

造をとっている。クロマチンは、その凝集度の違

いによって二種類に分けられ、低密度領域はユー

クロマチン、高密度領域はヘテロクロマチンと呼

ばれる。したがって、ユークロマチンはヘテロク

ロマチンよりも DNA が露出された状態にあると

考えられる。そのDNAの構造の違いは転写制御、

すなわち転写因子や化学反応の DNA へのアクセ

サビリティと関連するため、DNA の熱や圧力とい

った外部刺激に対する安定性とも関連すると予

想した。そこで、本研究では、ダイズ種子内外の

ゲノム DNA を加熱し、そのゲノム上の特定の遺

伝子の分解度を観察することでその仮説を検証

した。 
まず、ダイズ乾燥種子を沸騰した湯（99℃）で

加熱し、遺伝子 ch8 は遺伝子 ch1, ch2, ch3 よりも

やや分解されやすいことを観察した。このことか

ら、遺伝子 ch1, 2, 3 は核内で分解を受けにくい

DNA 構造 （ヘテロクロマチン）内に存在し、ch8
は分解されやすい構造（ユークロマチン）内に存

在すると推察した。この分解の差がタンパク質

（ヒストン）と関係するならば、その失活具合を

調節した場合、その分解度をより明確に観察でき

ると考え、加熱の強度を変えながら同様の検討を

行った。加熱温度 80～90℃の間では 100℃と比べ

て緩やかな DNA の分解が観察されたが、4 標的配

列の分解度の差は観察されず、先の再現は得られ

なかった。前の結果は、加熱方法にガスコンロで

沸かした湯を用いた場合に得られ、後の結果はヒ

ートブロックを使用して得られた。これらのこと

から、DNA の分解は、加熱方法で変わるほど繊細

であるかもしれない。または、インタクトな DNA
分解を遺伝子ごとで観察するにはその差が小さ

すぎるのかもしれない。上記の結果はすべて

Williams82 で得られたが、他の品種 （Emerge, Jack, 
珠美人）の場合でも各遺伝子の分解度の違いを見

出すのは困難であった（図②－10）。 
ダイズから抽出したゲノム DNA を様々な温度

で加熱した場合、4 つの標的遺伝子は温度依存的

に分解度が増加した（図②－9）。この実験では、

プロテアーゼで処理した裸の DNA が用いられた

ことから、観察された DNA 分解は、自身の塩基

間の水素結合強度といった物理化学的性質、例え

ば GC 含量、に依存すると考えられる。遺伝子 ch1, 
ch2 と ch3 は、各加熱条件で同程度の分解度を示

した一方、ch8 はこれらよりもやや分解されにく

かった点について、標的とした各アンプリコン全

体の GC 含量を比較したが、ch1 を除く他 3 つは

ほぼ同値で分解との相関性は見出せなかった。一

方、分解度の指標とした各増幅領域に着目すると、

それぞれのプライマー対において GC 含量や Tm
値に差はなかったが、ch8 遺伝子に対するプロー
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ブの GC 含量は他と比べて 10℃以上高かった（表

②－2）。このことから、増幅領域（指標）の塩基

組成の違いが、直接、その分解度の違いに反映し

た可能性が示唆され、リアルタイム PCR による

DNA の分解度の公平な評価には、標的増幅領域の

塩基組成をできるだけ一致させる必要性が示さ

れた。 
さらに、リアルタイム PCR による DNA 分解度

の評価では、分解の標的とする遺伝子はゲノム上

に 1 コピーのみ存在することが必須の条件であっ

た。Lectin 遺伝子（Le1）はダイズ特有の遺伝子で、

かつそのゲノム上には 1 コピーのみ存在すると考

えられる（Vodkin, et al., Cell, 34, 1023-1031, 1983; 
Jofuku, et al., Nature, 328, 734-737, 1987）ため、GM
検査のリファレンス遺伝子として汎用されてき

た。そのため、私たちも Le1 を本研究の標的（ch2）
として使用した。しかし、4 遺伝子 ch1, 2, 3, 8 に

対する PCR 増幅効率を比較すると、ch2 だけが他

3 つよりも低い値だった（図②－5）。再度、Le1
の DNA 配列を BLAST 検索すると、図②－2 に示

すように、その配列と相同性の高い配列 Lectin 2
（Le2; identity: 81%）が 10 番染色体にも存在する

ことがわかり、PCR 増幅効率の低値は、Le1 と Le2
のDNA配列の競合的な増幅が原因と推定された。

従って、GM 食品検査におけるダイズのリファレ

ンス遺伝子は Le1 でなく、他の遺伝子、例えば、

1 コピーでかつ検出個所によっては分解されにく

い HMGI（ch8）の方が適切だと考えられた。 
  

３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：本研究結果より、

発芽ダイズ 1 粒より、RNA-Seq 解析並びに

LC-MS/MS 解析によって、トランスクリプトーム

並びにプロテオーム解析が可能であることが示

唆された。発芽ダイズをサンプルに RNA-Seq 並

びに LC-MS/MS を行った結果、両解析法で得ら

れた発芽ダイズ中に含有するであろう発現タン

パク質リストは、完全に一致しなかった。この結

果は、40℃48 時間の発芽条件下における、発芽

ダイズ中に含有するタンパク質は、発芽の際に新

たに発現する遺伝子の種類と完全に一致しない

ことを示唆するデータを得た。 
 
E.結論 
１．LAMP 法によるコメ由来内在性遺伝子の 1 粒

からの検出について：LAMP 反応に必要十分なゲ

ノム DNA は、精米一粒と HotSHOT 試薬を用いて

簡便かつ迅速に抽出することが可能である。 
 
２．加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の違

い：加熱によるダイズ染色体 DNA の分解度の差

は、細胞内外において観察されなかった。検出方

法に用いたリアルタイム PCR は、高感度の DNA
検出法だが、DNA の分解度を観察するには、その

解析手法の特徴、特にプライマー対とプローブの

設計を厳密に考慮する必要性が示唆された。 
 
３．発芽ダイズのトランスクリプトーム、及び、

プロテオーム解析手法の開発：発芽ダイズのトラ

ンスクリプトーム解析、並びに、プロテオーム解

析を行う開発し、非 GM 型ダイズと GM 型ダイ

ズを比較する方法を確立した。本法は、ダイズ一

粒単位で解析可能であった。また、40℃48 時間

発芽させたダイズ中の転写もしくは翻訳レベル

で解析した発芽遺伝子は、異なることが示唆され

た。 
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6) 藤井宇希、中西希代子、中村公亮、大槻 崇、

曽我慶介、岸根雅宏、高畠令王奈、橘田和美、

川上浩、穐山浩、池田惠、近藤一成：コメ加

工食品中のカルボキシメチルセルロースナ

トリウムが DNA 抽出精製効率、並びに、遺

伝子組換え食品検査へ与える影響について、

第 54 回全国衛生化学技術協議会年会、奈良、

2017 年 11 月 
7) 真野潤一、野間聡、菊池洋介、福留真一、川

上裕之、栗本洋一、布藤聡、中村公亮、近藤

一成、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トウモロコシ定量

分析法の開発とその性能評価、 AOAC 
INTERNATIONAL JAPAN SECTION 第 20 回

記念年次大会、東京、2017 年 7 月 
8) 中村公亮、石垣拓実、坂田こずえ、加藤怜子、

高崎一人、布藤聡、近藤一成：食品中のゲノ

ム DNA の 1 塩基変異を検知する方法の開発

と性能比較、日本食品化学学会 第 23 回総

会・学術大会、2017 年 6 月 
9) 石垣拓実、中村公亮、近藤一成：遺伝子組換

えサケ（AquAdvantage salmon）を対象とした

系統特異的検知法の開発、日本食品化学学会 

第 23 回総会・学術大会、2017 年 6 月 
 
H. 知的財産権の出願・登録状況 
1. 特許取得 
なし   
2. 実用新案登録  
なし 
3. その他 
なし 
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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） 

平成 29年度 分担研究報告書 

 

バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理及び 
    国民受容に関する研究      

 

分担課題 アレルゲンデータベースによるアレルゲン性評価に関する研究 
 

 

 研究分担者 安達 玲子 （国立医薬品食品衛生研究所・生化学部・室長） 

 研究協力者 為広 紀正 （国立医薬品食品衛生研究所・生化学部・主任研究官） 

      

 

研究要旨  

 本研究では、バイオテクノロジーを用いて得られた食品のリスク管理に関

する研究の一環として、アレルゲン性予測解析法の 1つとして運用・公開し

ているアレルゲンデータベース(ADFS; Allergen Database for Food Safety)

について、新たに発表されたアレルゲン情報及びエピトープ情報を追加し、

データベースの更新を行った。その結果、アレルゲン及びイソアレルゲンの

アミノ酸配列情報 33、及び、9 種のアレルゲンについて総数 27 のエピトー

プ情報を追加した。本年度の更新作業により、アレルゲン及びイソアレルゲ

ンのアミノ酸配列情報は 2144 となり、また、エピトープ既知のアレルゲン

数は 236となった。また、これまでのユーザー登録制を廃止し、ADFS利用に

際しての利便性を向上させた。 

  

 

A. 研究目的 

 生産性の向上や栄養付加を目的として、

現在、様々な遺伝子組換え食品が開発され

ている。宿主としては、植物だけでなく、

遺伝子組換え動物も開発が進んでいる。ま

た最近では、遺伝子組換え植物同士を交配

して得られるスタック品種も開発されてい

る。これは、遺伝子を組み換えて付与され

た機能をスタックすることにより、生産性

の向上等を図っているものであるが、この

ような品種について形質にどのような変化

が現れるかについて研究されている例は少

ない。これらのようなこれまで存在してい

なかった遺伝子組換え生物については、非

意図的な影響等を考慮し、安全性評価の方

法等について検討する必要がある。 

多様化するバイオテクノロジー技術を用

いて開発される遺伝子組換え食品に関して

は、そのリスクの 1 つとしてアレルゲン性

増大の可能性が考えられる。本研究では、

アレルゲン性解析法の１つとして開発した、

アレルゲン性の予測機能を装備したアレル

ゲン・エピトープ情報データベース(ADFS; 

Allergen Database for Food Safety)に関

して、その情報内容を更新し充実させるこ

とにより、遺伝子組換え食品のリスク管理

の上で必須であるアレルゲン性評価系に関

する研究を行う。 

 

B. 研究方法 

登録アレルゲン（アミノ酸配列情報）のア

ップデート 

 米国ネブラスカ大学リンカーン校が運営

し て い る ア レ ル ゲ ン デ ー タ ベ ー ス

（AllergenOnline）における登録アレルゲ

ンのアップデート内容を、ADFSに反映させ
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た。 

 

エピトープ情報の追加 

2016 年 6 月から 2017 年 5 月までの 1 年

間に NCBI PubMed に収載された論文から、

キーワード検索により、エピトープ配列決

定に関するものを抽出した。キーワードと

し て は 、 IgE 、 epitope 、 linear 、

conformational、 sequence、 recognition

等々のワードを使用し、これらを複数組み

合わせて 6 通りの検索式を作成して検索を

行った。この検索により抽出されてきた論

文についてピアレビューを行った。その結

果エピトープ情報を報告していると判断さ

れた論文について、そのエピトープ情報を

整理し、アレルゲンデータベース(ADFS)の

データに追加した。 

 

C. 研究結果 

登録アレルゲン（アミノ酸配列情報）のア

ップデート 

 米国ネブラスカ大学リンカーン校が運営

しているアレルゲンデータベースである

AllergenOnlineは、登録アレルゲンの全て

が国際的なアレルギーの専門家チームによ

るピアレビューを経ており、登録タンパク

質がアレルゲンであるというエビデンスの

信頼性が非常に高いデータベースである

（但しエピトープ情報は含まない）。ADFS

における登録アレルゲンは平成 20 年度に

AllergenOnlineの登録アレルゲンと統合し、

その後も AllergenOnline のアップデート

に伴って ADFS 登録アレルゲンのアップデ

ートを行っている。29年度においても引き

続きこのアップデート作業を実施した。 

 

エピトープ情報の追加 

 エピトープ配列に関しては、キーワード

検索により抽出された論文は 24 報であっ

た。その中からアレルゲン・エピトープ情

報が記載されていると思われる 14 報を選

択し、ピアレビューを行った。その結果、5

報の論文（Table 1）から 9種のアレルゲン

について、総数 27のエピトープ情報を新た

に追加した（Table 2）。 

 

上記のアレルゲン及びエピトープ情報更

新作業により、ADFSのアレルゲン及びイソ

アレルゲンのアミノ酸配列情報は 2144、エ

ピトープ既知のアレルゲン数は 236、構造

既知のアレルゲン数は 163、糖鎖付加アレ

ルゲン数は 131となった。 

 

付加アレルゲン数は 131となった。 

 

ユーザー登録制の廃止 

 ADFSの運用においては、これまでユーザ

ーにメールアドレス及びパスワードを登録

してもらい、登録ユーザーの人数を把握で

きるようにしていた。しかし、実際にはユ

ーザーがパスワードを失念した場合等の管

理者側への問い合わせが頻繁に生じており、

また、ユーザー登録というステップが、ト

ップページへのアクセス者の具体的な ADFS

利用を妨げる可能性も考えられた。そこで、

このような状況を改善するため、また、ADFS

へのアクセスや利用における利便性を向上

させるため、ユーザー登録制を廃止し、ト

ップページにアクセスカウント数を表示す

ることとした。この変更により、ADFSの全

てのウェブページへの容易なアクセスを可

能とし、利用に際しての利便性を向上させ、

より使いやすいデータベースとすることが

できた。システム変更後約 1 ヶ月経過した

段階で、アクセス数は順調に増加している。 

 

D. 考察 

 29年度においては、アレルゲン及びイソ

アレルゲンのアミノ酸配列情報を 33 種追

加、また、9 種のアレルゲンについて総数

27 のエピトープ情報を ADFS に追加した。

本研究により、遺伝子組換え食品のアレル

ゲン性に関する評価・予測系を充実させる

ことができ、現在までに既に開発されてい

る遺伝子組み換え食品、及び多様化するバ

イオテクノロジー技術により今後作製され

るであろう新規遺伝子組換え食品のアレル

ゲン性を、より高い精度で評価・予測する
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ことが可能となった。また、ユーザー登録

制度の廃止により、ADFS利用に際しての利

便性を向上させることができた。 

 

E. 結論 

2016 年 6 月から 2017 年 5 月までの 1 年

間に NCBI PubMed に収載された論文から、

キーワード検索により、エピトープ配列決

定に関するものを抽出した。これらの論文

についてピアレビューを行い、5 報の論文

から 9種のアレルゲンについて、総数 27の

エピトープ情報を新たに ADFS に追加した。

また、AllergenOniline の登録アレルゲン

（アミノ酸配列情報）に関するアップデー

トを ADFSに反映させた。この情報更新によ

り遺伝子組換え食品のアレルゲン性評価・

予測方法である ADFS をより充実させるこ

とができた。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

 

安達玲子  

食物アレルゲンの表示制度と検査法、およ

び多機能アレルゲンデータベース ADFS に

ついて 

食品衛生研究 68巻 2号 pp15-22 (2018) 

 

2. 学会発表 

なし 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

なし

 

 

 

Table 1 29年度ピアレビューによりエピトープ情報を収集した論文 
 

1. Łysakowska ME, Sienkiewicz M, Banaszek K, Sokołowski J. 
The Sensitivity of Endodontic Enterococcus spp. Strains to Geranium Essential Oil. 
Molecules. 2015 Dec 21;20(12):22881-9. 
PMID: 26703546 
 

2. Sircar G, Jana K, Dasgupta A, Saha S, Gupta Bhattacharya S. 
Epitope Mapping of Rhi o 1 and Generation of a Hypoallergenic Variant: A CANDIDATE MOLECULE FOR 
FUNGAL ALLERGY VACCINES. 
J Biol Chem. 2016 Aug 19;291(34):18016-29. 
PMID: 27358405 
 

3. Cui Y, Teng F, Yu L, Zhou Y, Wang N, Zhang C, Yang L. 
Sequential epitopes of Dermatophagoides farinae allergens identified using peptide microarray-based 
immunoassay.  
IUBMB Life. 2016 Oct;68(10):792-8.  
PMID: 27481284 

 
4. Havenith H, Kern K, Rautenberger P, Spiegel H, Szardenings M, Ueberham E, Lehmann J, Buntru M, Vogel S, 

Treudler R, Fischer R, Schillberg S. 
Combination of two epitope identification techniques enables the rational design of soy allergen Gly m 4 
mutants. 
Biotechnol J. 2017 Feb;12(2).  
PMID: 27906504 
 

5. Yang Y, Zhang YX, Liu M, Maleki SJ, Zhang ML, Liu QM, Cao MJ, Su WJ, Liu GM. 
Triosephosphate Isomerase and Filamin C Share Common Epitopes as Novel Allergens of Procambarus clarkii. 
J Agric Food Chem. 2017 Feb 1;65(4):950-963...  
PMID: 28072528 
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Table 2 29年度新たに ADFSに追加したエピトープ情報 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
注）start, end: エピトープ配列の始点及び終点アミノ酸の番号 

  Ctype: エピトープのタイプ．L: linear, C: conformational 
 

 

Name start end Sequence Method CTYPE Reference UniProt acc.No

001 Bos d 4 20 34 EQLTKCEVFRELKDL ELISA L PMID 26703546 P00711
Bos d 4 120 134 INYW LAHKALCSEKL ELISA L PMID 26703546 P00711

002 Gly m 4 43 46 NEVG
IgE-specific linear peptide microarray

/ random phage peptide display
L PMID 27906504 C6T1G1

Gly m 4 74 83 IDEANLGYSY
IgE-specific linear peptide microarray

/ random phage peptide display
L PMID 27906504 C6T1G1

Gly m 4 121 125 ETKGD
IgE-specific linear peptide microarray

/ random phage peptide display
L PMID 27906504 C6T1G1

003 Pro c ? 16 30 NGDRAGIDSIISFM K Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 F5A6E9
Pro c ? 166 180 PVW AIGTGKTATPEQ Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 F5A6E9
Pro c ? 205 219 RIIYGGSVTPGNCKE Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 F5A6E9

004 Pro c ? 478 492 FKDRKDGSCYVSYKV Phage Display / Dot blot L PMID 28072528 E0VB57

005 Rhi o 1 44 59 TGEYLTQKYFNSQRNN ELISA L PMID 27358405 A0A097CKB4
Rhi o 1 311 326 GAEKNW AGQYVVDCNK ELISA L PMID 27358405 A0A097CKB4

006 Der f 1 46 53 SAYLAYRN peptide microarray L PMID 27481284 P16311
Der f 1 71 78 GCHGDTIP peptide microarray L PMID 27481284 P16311
Der f 1 99 110 AREQQCRRPNSQ peptide microarray L PMID 27481284 P16311
Der f 1 179 186 GSTQGVDY peptide microarray L PMID 27481284 P16311

007 Der f 2 32 39 KVM VDGCH peptide microarray L PMID 27481284 Q00855
Der f 2 97 106 LVKGQQYDIK peptide microarray L PMID 27481284 Q00855
Der f 2 123 130 VTVKLIGD peptide microarray L PMID 27481284 Q00855

008 Der f 4 92 105 DIHTRSGDEQQFRR peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 130 139 QSGLGTNGHH peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 248 255 SHPFIYHE peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 284 291 ITNVFRNN peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 378 388 VGPPTDQHGNI peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7
Der f 4 506 519 VGHDEFDAFVAYHI peptide microarray L PMID 27481284 A0A023NMA7

009 Der f 7 49 56 M KVPDHAD peptide microarray L PMID 27481284 Q26456
Der f 7 69 81 GELAM RNIEARGL peptide microarray L PMID 27481284 Q26456
Der f 7 117 124 DLAYKLGD peptide microarray L PMID 27481284 Q26456
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