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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究 
 

総括研究報告書 
 

研究代表者 近藤 一成 国立医薬品食品衛生研究所 

   
本研究班は、研究代表者を含む以下の7名から構成され各分担課題について研究を行った。 
研究分担者 安達 玲子 （国立医薬品食品衛生研究所） 
研究分担者 柴田 識人 （国立医薬品食品衛生研究所） 
研究分担者 吉場 聡子 （国立医薬品食品衛生研究所） 
研究分担者 小泉 望 （大阪公立大学） 
研究分担者 早川 英介 （沖縄科学技術大学院大学） 
研究分担者 富井 健太郎 （産業技術総合研究所） 
 
以下に、研究目的、方法、および研究成果の概要を記載する。研究内容の詳細については、各分担報告書
に記載した。 

研究要旨： 
リスクコミュニケーション分野では、細胞培養を用いた製品（肉、魚、乳など）、昆虫食等の代替

タンパクについて、その理解度や受容度を調査し、日本国内では、植物性由来代替肉や培養肉など
の細胞性食品への要求があまりないことから、理解や受容は進んでいないことが分かった。 
ゲノム解析分野では、全ゲノムシークエンスデータをアセンブリ解析することが挿入配列の検出

や配列解析に有効であること、及び必要なデータ量を示した。意図しないゲノム由来の変化を捉え
る手法として、トランスクリプトーム解析（遺伝子発現変化）からの検討も実施した。ゲノム編集
前後のサンプルの解析から標的遺伝子産物以外の遺伝子にも発現の増減が認められた。さらに、ゲ
ノム解析の弱点を補完できるかどうかを含めてさらに検討する必要があると考えられた。意図しな
い変化を捉えるための主要な手法としての代謝成分変化の解析では、これまでに確立したスペクト
ル類似度による未知化合物の同定、あるいは、推定を行うシステムを、ゲノム編集食品に応用した。
目的の遺伝子以外の多数の代謝化合物が変動することが示唆された。今後それら化合物の同定を行
い、手法の有用性を検証していく必要がある。解析環境として、網羅的な代謝物変化を捉えて解析
する手法をWebベースで行う環境を作製した。今後活用されることが期待される。タンパクのアレ
ルゲン性予測では、深層学習を用いた手法（protein BERT）が最も優れていることを見いだした。
また、食物由来タンパクの主要組織適合性複合体である HLA（MHC）への結合性を予測する手法
を検討して、前者と併せて異なる 2 つの観点からのアレルゲン予測手法を通じて、精度の高い予測
システムを構築していく。運営維持しているアレルゲンデータベース ADFS の内容を更新するため
に、エピトープ情報とアレルゲン情報を追加した。さらに、人工知能（AI）の各研究分野への応用
が活発であることから、今回リスク分野への応用について文献等調査を行った。規制機関での活用
は、規制プロセスの効率化、データの深い洞察への活用、の他、食品偽装で応用できる可能性を有
していることが示唆された。 
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A．研究目的 

遺伝子改変技術を応用した食品開発は、技術的
には外来遺伝子導入による遺伝子組換え食品
（GM 食品）から生物自身が持つ内在性遺伝子改
変で新たな形質を生み出すゲノム編集技術応用食
品（ゲノム編集食品）へ、また、その生物が持たな
い多数の遺伝子を導入した酵母などから新規食品
機能成分を産生させる合成生物学利用も諸外国を
中心に進んでいる。ゲノム編集技術では DNA２本
鎖切断を誘導するオリジナル手法から、１本鎖切
断から１塩基編集を行う塩基置換編集（Base 
editing）、これを発展させ数塩基の自由な組合せの
塩基編集（prime editing）、さらに標的配列への制
限をなくしたPAMレス（PAM配列を要求しない）
編集、RNA編集など非常に多様な手法が生み出さ
れ、そこから想定される意図しない変化も一様で
ないことが明らかになりつつある。したがって、
配列に依存しない意図しない塩基変化やそこから
生じる代謝成分の変化を網羅的に検出または予測
し、その変化が与える影響を正確に評価すること
は、食品の安全性確保において急務の課題である。
また、これらゲノム編集食品や合成生物学利用食
品に加えて、細胞培養によって作成される肉、魚、
乳、チョコレートなど細胞性食品の研究開発が急
速に進んでいる。ますます、リスクコミュニケー
ションの重要性が増している。国民受容とともに
製品開発や普及が並行して進むことで、規制精度
の整備、国民理解と受容、イノベーション推進が
進むことが望まれる。 
本研究では、（１）多様な遺伝子改変技術と開発

に関する情報収集、（２）一様でない意図しない変
化の影響解析のための手法開発（ゲノム、代謝成
分、アレルゲン性）、（３）ゲノム編集食品の理解の
前段階として不可欠な国内GM食品利用の現状と
審査届出制度の理解に重点したリスクコミュニケ
ーション（若手研究と連携）、（４）リスク評価側の
最新技術理解と能力向上、人材育成を柱に若手研

究代表者とも連携して実施する。 

B．研究方法 

本研究班構成では、意図しないゲノム DNA 配
列の変化の解析手法開発と標準化を柴田が、意図
しないタンパクの生成に伴うアレルゲン性の評価
手法開発と実用化およびアレルゲンデータベース
ADFS の維持更新を、深層学習も取り入れながら
安達、富井が、また、意図しない代謝物変化の網羅
的開発手法の開発と Web 環境で利用できるよう
な実用化を早川が担当した。リスクコミュニケー
ションについては、ゲノム編集食品、合成生物学
利用食品、特に代替タンパク質に重点を置きなが
ら小泉が担当した。 

C．研究成果 

本研究では、新しいタイプの食品（ゲノム編集
食品、細胞性食品等）に対するリスクコミュニケ
ーション、および、意図しない変化を検出するた
めの解析手法の開発を行っている。 
リスクコミュニケーションに関して、ゲノム編

集食品や細胞培養によって作成される肉や乳、昆
虫食等の中で「代替タンパク」にフォーカスして
前年度の 5,000 人意識調査結果を解析するととも
にグループインタビューを実施した。その結果、
日本国内では、植物性由来代替肉や培養肉などの
細胞性食品への要求があまりないことから、理解
や受容は進んでいない。認知度は、植物由来代替
肉＞昆虫食＞微細藻類＞培養肉＞代替乳の順に高
く、食べたいかどうかという設問については、植
物由来肉＞微細藻類＞人工乳＞培養肉＞＞昆虫食
の順であり，昆虫食の嫌悪感が強い。この分野（い
わゆるフードテック）における用語が統一されて
いない現状で、リスクコミュニケーション推進に
はそこから解決していくことも必要である。 
意図しない変化の検出方法の検討では、ゲノム、
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代謝成分、タンパクアレルゲンを標的に手法開発
を行っている。ゲノム上の変化では、昨年度の検
討において全ゲノムシークエンスデータをアセン
ブリ解析することで、ゲノム上での残存・挿入箇
所・挿入された配列を明らかにできることを示し
た。そこで、今回解析可能な残存配列の長さやデ
ータ量を検討した。その結果、25×以上のシーク
エンスカバレッジデータがあれば、40–4,000 bp 程
度の長さの標的配列を 100%の確率で再現できる
ことを、そして、本アセンブリ解析がゲノム編集
食品の外来遺伝子の有無を調べる手法として妥当
であることを示唆していた。一方で、意図しない
変化をゲノム解析だけで行うのは難しい。そのた
め、トランスクリプトーム解析（遺伝子発現変化）
からの検討も実施した。ゲノム編集前後のサンプ
ルの解析から標的遺伝子産物以外の遺伝子にも発
現の増減が認められた。これ自体は珍しい現象で
はないが、意図しない変化の解析という観点から、
ゲノム解析の弱点を補完できるかどうかを含めて
さらに検討する必要がある。 
意図しない変化を捉えるための主な手法として

の代謝成分変化の解析では、これまでに確立した
スペクトル類似度による未知化合物の同定、ある
いは、推定を行うシステムを、ゲノム編集食品に
応用した。ゲノム編集トマトと未編集トマト 9 種
の LC/MS のノンターゲット解析から主成分分析
することで、目的のGABA 以外の多数の化合物が
変動することが示唆された。ただし、一つの遺伝
子の変化が多数の成分含量変化に影響することは
生物システムでは珍しいことではない。これらの
独自に開発しているシステムを、Web 環境として
公開していくための検討も行った。タンパクのア
レルゲン性予測では、これまでに機械学習手法か
らサポートベクターマシン（SVM）を用いた予測
法を開発して、既存モデルよりも高い精度である
ことを示した。一方で、絶対的性能ではまだ改善
の余地が残されていたため、予測に用いる機械学
習伝の分類器を種々検討して、深層学習を用いた

手法（protein BERT）が最も優れていることを見
いだした。また、運営維持しているアレルゲンデ
ータベース ADFS の内容を更新するために、エピ
トープ情報とアレルゲン情報を追加した。タンパ
クのアレルゲン性予測では異なる視点からも検討
している。食物アレルギー発症に至る最初の反応
段階である、食物由来タンパクの主要組織適合性
複合体である HLA（MHC）への結合性を予測す
る。ここで親和性のないものは IgE 抗体も生成し
ないため食物アレルギーに至らないと考えられる。
現在までに、既存 DeepSeqPanII を基本に改良と
データセットを変えながら予測性能を比較検討し
た。これまでに既存よりも高い性能を確認できた。
さらに、人工知能（AI）の各研究分野への応用が
活発であることから、今回リスク分野への応用に
ついて文献等調査を行った。規制機関での活用は、
規制プロセスの効率化、データの深い洞察への活
用、の他、食品偽装で応用できる可能性を有して
いることが示唆された。 
情報収集と解析は、今年度から「食品等試験検

査費」で遺伝子組換え食品とゲノム編集食品など
を一元的に行う事になったため、そちらで報告済
みである。最近活発な研究開発がされている細胞
農業（細胞性食品、いわゆる培養肉等）について、
規制当局が発行したものを検索して、FAO/WHO
が 2023 年に公表したレポートの解析を行ってい
る（つい最近の発行のため、内容の把握が完了し
ていないことから、詳細内容や課題などは次年度
の研究報告書で報告する）。 
Food safety aspects of cell-based food（FAO/WHO, 
2023） 
https://www.fao.org/documents/card/en/c/cc485
5en 

D．健康危険情報 

該当なし 
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研究業績、知的財産権の出願などは、各分担報告
書を参照。 
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 
分担研究報告書（令和４年度） 

 
リスクコミュニケーションに関する研究 

 
研究分担者 小泉 望  大阪公立大学 教授 

   
研究要旨： 
遺伝子組換え作物やゲノム編集食品とは別に合成生物学やフードテックと呼ばれる方法で作ら

れた食品が注目を集めている。本研究ではこうした食品を「新たなコンセプトで作られた食品」と
呼び、中でも代替タンパク質に着目した。より具体的には昆虫食、植物由来代替肉、培養肉、代替
乳製品（人工乳、精密発酵乳）、微細藻類を対象とした。国内外の研究開発動向の調査と消費者の量
的、質的意識調査を行った。海外では目まぐるしく代替タンパク質の研究開発が進んでいるが、日
本では 2022 年度になって産業界を中心とした取り組みが活性化しつつあるものの諸外国と比べる
と限定的である。2021 年度末に行った 5,000 人を対象とした大規模アンケートの解析を行った。昆
虫食についてはネガティブな言葉がより選ばれて、悪いイメージが連想されやすい傾向にあった。
培養肉は昆虫食に次いで「気持ちが悪い」という言葉が連想されていたが、ネーミングが影響した
可能性もある。科学的関心が代替タンパク質への嗜好と関連していることも示された。欧米諸国の
調査結果と比較すると大まかには同様の結果であったが、例えば昆虫食への拒絶感は日本では若年
層がより高いのに比べ、海外では高齢層で高かった。また微細藻類に関する受容度は日本では欧米
と比べて高いなどの違いが見られた。代替タンパク質が注目される背景と５つのタンパク質をとり
上げ、消費者（子供を持つ主婦）を対象とするグループインタビューを 6回行った。 

 
 

A. 研究目的 

新たなバイオテクノロジーによって作られる食
品としては、除草剤耐性や害虫抵抗性を持つ遺伝
子組換え農作物に由来する食品（遺伝子組換え食
品）が主流であり、1996 年に実用化が始まり既に
25 年以上利用されている。遺伝子組換え微生物由
来の添加物（ビタミンや精製酵素など）も 2001 年
から使用されている。遺伝子組換え技術を用いた
食品と添加物を比較すると前者ではリスクコミュ
ニケーションが困難な状況が続いている。諸外国
でも同様で、単なる科学的な説明に加えて ELSI
（倫理的・法的・社会的課題）が関与し、コミュニ
ケーションを複雑にしている。一方、添加物につ
いては今のところ、そうした混乱は見られない。 

2021 年秋に我が国においてゲノム編集技術応
用食品（ゲノム編集食品）の実用化が始まった。具
体的にはGABA高蓄積トマト、可食部増量マダイ、
高成長トラフグである。ゲノム編集食品に関する
リスクコミュニケーションはその実用化の数年前
から複数の機関により始まった。行政、国の研究
機関、大学、NPO などである。開発者により設立
されたベンチャー企業もコミュニケーション活動
に積極的に関与した。遺伝子組換え食品では市場
に導入されてからコミュニケーションが始まった
のに対してゲノム編集食品では実用化の前に対応
がとられたこともあり、現状では比較的冷静なリ
スクコミュニケーションが行われている。 
既存の遺伝子組換え食品、ゲノム編集食品に続

き新しいバイオテクノロジーを用いた食品が登場
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しつつある。その製造法や性質、用途が多岐に渡
るため一般的な呼称は定着していないが「合成生
物学（Synthetic biology：Synbio）」、「フードテッ
ク」と言った用語が使われることが多い。しかし、
Synbio、フードテックの概念はかなり漠然として
おり、分類のされ方も様々である。両方の要素を
持つ食品も少なくないがイコールではない。遺伝
子組換え技術あるいはゲノム編集食品技術が使わ
れることもあるが、一概に遺伝子組換え食品と同
列に扱うのは適当でない場合が多い。Synbio とフ
ードテックの両方の概念を併せ持ち遺伝子組換え
技術を使った食品の例として、米国の Perfect Day
社が開発した乳製品（実際に乳製品と呼べるかど
うかは議論の余地があるが）が挙げられる。同社
では、牛乳の主要なタンパク質を遺伝子組換え技
術により微生物で生産し、そのタンパク質を混合
することで牛乳（代替乳：これも定着した用語で
はない）あるいはアイスクリームを模した食品を
製造することに成功している。このような製造方
法は「精密発酵」と呼ばれることが多い。精密発酵
由来食品はすでに米国では実用化されており、動
物に由来しないのでビーガンの人にも受け入れら
れている。 
この乳製品に限らず「ポスト新たなバイオテク

ノロジーによって作られた食品」とでもいうべき
食品を本研究では「新たなコンセプトで作られた
食品」と呼ぶ（世間一般に認知された用語ではな
いことに注意）。しかし、前述のように「新たなコ
ンセプトで作られた食品」は本研究で扱おうとす
る食品は幅広いことから明確な定義づけは容易で
はない。また海外ではNovel food、Innovative food
といった呼ばれ方をすることもある。今後の日本
での呼称については検討の余地があろう。 
新たなコンセプトで作られた食品の特徴とし

て、全てでは無いが「アニマルフリー」、「生物資源
の保護」などのいわゆる遺伝子組換え作物の特徴
である効率性とは違うコンセプトが挙げられる。
さらにアニマルフリーは環境負荷の低減、動物愛

護などの異なる観点からとらえられる。環境負荷
の低減は家畜の飼育による温室効果ガス排出量、
水使用量、エネルギー使用量の軽減を意味する。
例えば牛のげっぷは温室効果ガスのかなりの部分
を占める。生物資源の保護の例としては微生物で
のバニリン（バニラの香気成分）生産などがあげ
られる。この場合、バニリンの合成に関わる複数
の酵素の遺伝子が導入されており新たな代謝系が
構築されたといえる。こうした方法は、合成生物
学、Synbio と呼ばれるが狭義な合成生物学の厳密
な定義には当てはまらない。 
また、世界人口の増加と生活レベルの向上に伴

う肉食の増加によるタンパク質クライシスが懸念
されている。そのため代替肉の研究開発も盛んで
ある。代替肉は大きくは主に大豆を原料としたダ
イズミート（エンドウなどが使われる場合もある）
に代表される植物由来代替肉（人工肉）と、細胞培
養で牛などの細胞を培養し、それを成型する培養
肉に大別される。植物由来代替肉は特にハンバー
ガーなどを中心にすでに国内外で実用化されてい
る。米国では Impossible foods と Beyond meat が
有名である。前者は遺伝子組換え技術を使いダイ
ズのレグヘモグロビンを酵母で生産し、添加物と
して使用している。レグヘモグロビンの添加によ
り、動物肉（主に牛肉）が含む血液の風味が加えら
れているとされる。国外（主に米国）ではすでに実
用化されているが、国内では遺伝子組換え技術を
用いていることから安全性審査が求められ実用化
のハードルは高いと考えられる。 
以上、例を挙げてきたような新たなコンセプト

で作られた食品が主として国外で次々と開発され
実用化されているが、その国内における認知度は
低いと考えられる。近い将来こうした食品が国内
でも流通する可能性は十分予想され、ホライズン・
スキャニングの考え方に基づき新たなコンセプト
で作られた食品の安全性について効果的なリスク
コミュニケーション手法を開発することは円滑な
厚生労働行政に資すると考えられる。 
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2021 年度は①新たなコンセプトで作られた食
品の国内外の事例調査、②新たなコンセプトで作
られた食品に対する多様なステークホルダーの受
け止め方の調査、③代替タンパク質に対する 5,000
人規模の意識調査をおこなった。 

2022年度はフードテック、Synbio全てを対象と
すると扱う食品の種類が膨大になることや現在世
間で注目を集めていること、2021年度で大規模意
識調査の対象としたことなどから「代替タンパク
質」に対象を絞り、そのリスクコミュニケーショ
ンに関する調査研究を行った。5,000 人規模の定量
的調査を基に定性的調査を行い深掘りすることが
目的である。具体的には①代替タンパク質に関す
る国内外の事例調査、②代替タンパク質に対する
5,000 人の意識調査結果の解析（意識調査自体は
2021 年度に実施）、③代替タンパク質に関する消
費者を対象としたグループインタビュー（2 月 27
日、3 月 1 日、2 日、3 日、13 日、14 日に実施す
るので報告書作成時点では未実施）を行うことと
した。④ゲノム編集食品のリスクコミュニケーシ
ョンに関してもマスメディアの果たした役割を考
察するとともに、2021年度に引き続きその効率的
な情報提供方法を検討することとした。 

B. 研究方法 

①代替タンパク質に関する事例調査 
書籍等による調査に加えて、フードテックに関

す る サ イ ト 「 Foovo 」（ https://foodtech-
japan.com/）に登録し、各種の情報を取得するとと
もに、Foovo が主催する複数のセミナーに参加し
た。またバイオインダストリー協会（JBA）の Food 
Bio Plus の会員になり、やはり複数のセミナー、
研究会に参加した。自身でも日本植物バイオテク
ノロジー学会において「植物バイオテクロノジー
がもたらすフードテック＆アグリテック・イノベ
ーション」（2022 年 9月 11 日）、「植物バイオテク
ノロジーと代替タンパク質」（2022年 12 月 13日）
を企画し、情報提供と情報共有を行った。培養肉

の培地成分の開発を行った日本ハム、国内有数の
乳業メーカー明治の研究者にインタビューを行う
とともに③で記載するグループインタビューでの
専門家からも聞き取り調査を行った。 

 
②代替タンパク質に対する 5,000 人の意識調査結
果の解析 

5 つの代替タンパク質（昆虫食、培養肉、植物由
来代替肉、代替乳（培養乳、人工乳、精密発酵乳な
どと呼ばれるが、本報告書では原則代替乳とす
る）、微細藻類）に関する一般的なイメージや受容、
その期待などを比較するために、それぞれの短い
説明文を事前に読んだ上で、モニターの属性も含
む全 17 問の質問項目に選択肢を選んで回答して
もらった。対象は日本全国の 20 歳から 65 歳の男
女 5,000人の登録モニターとした（2021 年度末に
実施）。質問、選択肢は海外の先行研究をもとに設
計した。具体的には「認知度」、「食経験」、「食べた
いかどうか」、「社会に受けられると思うか」等に
ついて尋ねた。設問中ではそれぞれの代替タンパ
ク質について 24 のキーワードから印象を尋ねた。
得られたデータは多重対応分析（Multiple 
Correspondence Analysis；MCA）に供した。主と
して 5 つの代替タンパク質に対する印象の違いを
解析した。 
 
③代替タンパク質に関する消費者を対象としたグ
ループインタビューとコンテンツ作成 

5,000 人を対象とした意識調査で取り上げた５
種類のタンパク質と代替タンパク質が注目されて
いる背景に関してグループインタビューを行うこ
ととした。グループインタビューは毎回異なる代
替タンパク質の専門家１名とファシリテーター
（大阪公立大学・山口夕准教授）、20代から 50 代
の３名の主婦（楽天インサイトを通じて募集）で
行うこととした。毎回主婦は異なるモニターを選
んだ。 
具体的には以下の 6 回を設定した。 



8 

1. 2 月 27 日「新食材“代替タンパク質”はなぜ求
められているのか」  
専門家：五十嵐圭介（東北大学大学院 助教／
日本細胞農業協会 代表理事） 

2. 3 月 1日「細胞農業と培養肉」 
専門家：杉崎麻友（Forsea Foods（イスラエル）
研究員／日本細胞農業協会 理事） 

3. 3 月 2日「タンパク質源としての微細藻類」                                  
専門家：佐々木俊弥（（株）タベルモ 
COO） 

4. 3 月 3日「消費者目線の精密発酵」 
専門家：橋詰寛也（（株）Kinish CEO） 

5. 3 月 13 日「植物由来代替肉の現状と今後」  
専門家：穴井豊昭（九州大学 教授） 

6. 3 月 14 日「地域課題解決と養殖昆虫食の共
進化」 
専門家：佐伯真二郎（NPO 法人食用昆虫科
学研究会 理事長／JICA草の根技術協力事業  
プロマネ） 
 

グループインタビューの構成は 
・趣旨説明、アイスブレイク（5分程度） 
・専門家による簡単な代替タンパク質の紹介 
 （5 分程度） 
・グループインタビュー（前半：70 分） 
・休憩（10 分） 
・専門家による情報提供（50 分） 
・グループインタビュー（後半：40 分） 
の計 180 分（3 時間）と設定した。 
尚、事前に代替タンパク質に関する簡単な動画
（YouTubeとして配信）の視聴を求め、アンケー
ト記入をインタビューの前後に行う。 
 
 ６回のグループインタビューを通して得られた
情報をもとにリスクコミュニケーションに使うた
めの平易なコンテンツ（冊子）を作成する。2022
年度中にコンセプトをまとめ 2023 年度の 6 月ま
でを目標にコンテンツを仕上げ、多くのステーク

ホルダーが入手可能な方法での配布を行う。 
 
④ゲノム編集食品に関するリスクコミュニケーシ
ョン 
ゲノム編集食品の取り扱いルールが出来た経緯

と新聞報道、多様なステークホルダーの情報共有
によるリスクコミュニケーションについて考察し
た。新聞報道については大阪公立大学の図書館で
閲覧可能な大手４紙（朝日、毎日、読売、日経）か
ら見出しに「ゲノム編集食品」を含む記事を抽出
した。 
お米の研究会（市民グループ）、灘高等学校、日

本ハム、奈良県、伊丹サイエンスカフェで講演な
らびに意見交換を行った。各対象に応じて内容を
変更し、適宜資料を配布した。また高GABA トマ
ト、肉厚マダイ、高成長トラフグの上市に応じて
「ゲノム編集食品について話す」と題した冊子の
改訂を行った。 

C. 研究結果および考察 

①代替タンパク質に関する事例調査 
代替タンパク質が注目されている背景や実用

化、消費者の動向の概要について述べる。 
１）海外の研究開発動向 
欧米では数年前から代替タンパク質に関する関

心が高まっていた。コロナ禍、異常気象、さらには
ウクライナ危機もあって、環境問題、食料問題へ
の懸念から欧州では肉食を避ける傾向がさらに強
まっている。オランダはフードテックで世界をリ
ードしており、世界 20 大食品企業のうち 15 社が
オランダに拠点を置いている。産学官連携、先端
技術を国家が支援している。 
米国はそれ以前からフードテックが進んでお

り、目的でも述べた Impossible foods や Beyond 
meat による植物由来代替肉の消費が盛んである。
また、精密発酵で作られた Perfect Day 社などに
よる代替乳製品の導入が進んでいる。クリームチ
ーズ Kiri などで有名な Bel は Perfect Day と提携
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し 2023 年には精密発酵由来代替乳を使ったクリ
ームチーズを発売した。 
欧米に限らず複数の国で国策として代替タンパ

ク質中心とするフードテックが推進されている。
例えばシンガポールは食料自給率が低い（10％）
こともあり、2030 年までに国民に必要な栄養の
30％を国産にする「30 by 30」が国策として進めら
れている。最初に培養肉（チキンナゲット）が販売
されたのもシンガポールである。培養（鶏）肉は世
界で初めて 2020 年 12 月に承認されている。シン
ガポールでは培養鶏肉に留まらず培養魚脂肪、培
養魚肉、代用卵、代替乳など様々なスタートアッ
プ企業による研究開発が進められている。 
イスラエルもまた代替タンパク質の研究開発が

盛んである。官民の投資でフードテック 400 社が
設立されている。培養肉に加えて昆虫養殖のコン
ソーシアムなども設立されている。培養魚肉、培
養（代替）乳製品などの研究開発も盛んである。こ
の中には培養鰻の開発を手がける Forsea foods 社
なども含まれる。③で実施予定のグループインタ
ビューでは専門家として当社の研究員が参画す
る。イスラエルの Remilk 社は Perfect Dayに続く
精密発酵による代替乳製品の開発企業である。ま
た Pigmentum は微生物では無く遺伝子組換えレ
タスでの乳タンパク質生産を目指している。 
韓国は昆虫食を国家として 2014 年から推進し

ている。カイコ蛹を食用としていることから②で
述べるような日本での昆虫食に対する忌避感は小
さいと考えられる。また、培養肉に関しても産官
学の R＆D が支援されている。 
上述の事例は世界のフードテックのごく一部に

過ぎない。フードテックのカオスマップは数カ月
単位で更新必要なほど研究開発動向は目まぐるし
く変化している。 
２）国内の研究開発動向 
日本においても政府が後押しする形で官民の連

携が図られている。具体的には農林水産省が事務
局となり 2020 年に「フードテック官民協議会」が

設立された。また産を中心とした動きとしては
2022 年にはバイオインダストリー協会（JBA）が
Food Bio Plusを立上げ勉強会を開始している。 
国内における研究開発動向については②の意識

調査の対象とした 5 種類の代替タンパク質につい
て述べる。他にも菌類由来の代替タンパク質等を
実用化する動きがある。 
植物由来代替肉（大豆ミートなど）については、

すでに複数のメーカーから各種の商品が販売され
ている。ベジバーガーを食せる店も増えつつある。
加工面での品質改善に加えて青臭ささを減らした
大豆の育種が行われ、品質向上に貢献している。
料理番組でも食材として取り上げられる等、市民
権を得ている一方で、店頭で商品が目につきにく
いケースも多い。 
微細藻類については、主に健康食品として利用

されている。日本人にとっては馴染みの深いクロ
レラやユーグレナ、スピルリナなどがある。尚、こ
のうちスピルリナは海外で古くから食されてきた
経験もあり、欧米では認知度はクロレラより高い。 
昆虫食については、日本では特定の地方では蜂

の子、イナゴなどが食されてきた歴史がある。こ
こ数年はコオロギに注目が集まり食用にコオロギ
を養殖するスタートアップも出てきており、すで
に「コオロギせんべい」として商品化されている。
また、様々な昆虫を食品用に販売している企業も
ある。メディアへの露出も多い。しかし、②で述べ
るように昆虫に対するモニターの受容度は低く、
どの程度消費量が増えて行くかは未知数の部分が
多い。 
培養肉についてはインテグリカルチャー社が独

自の細胞培養技術を用いて日本ハムやマルハニチ
ロ、日清食品などと提携して研究開発を進めてい
る。細胞農業と称されることが多く、NPO 等もあ
るが、その実用化については現時点では不透明で
ある。 
精密発酵による代替乳製品に関しては手がける

企業が現状では国内には無いと思われる。 
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３）国内外の社会受容とその背景 
代替タンパク質の社会受容を一概に論ずること

は勿論できない。植物由来代替肉、微細藻類、昆虫
食に関しては既に流通している。特に遺伝子操作
などを行っているわけでは無いので、昆虫を食べ
ることに対する忌避感などはあっても危険視する
傾向は見られない。培養肉に関しては 2018 年に日
清食品と弘前大学による調査が、2019年には帯広
畜産大による調査が行われているが、未だ消費者
の意識が充分に把握されているとは言えない。一
番の理由は実用化されていないこともあり、その
実態が消費者に分からないことが理由と考えられ
る。精密発酵による代替乳製品については、さら
にイメージすることが難しく社会受容についての
評価は現状では現実的ではない。 
国内では代替タンパク質の導入あるいは肉食を

避けることへの意識が欧米と比べて進んでいない
ように思われる。ビーガンやアニマルウェルフェ
アの観点も異なるが、地球環境問題への影響につ
いての認識が大きく異なる。欧米人の方が肉食に
対する思い入れが強く肉の代替品を必要とすると
いう説もある。また、環境問題への意識が強く、よ
く言われる牛のげっぷなどへの対応についての危
機意識が強いとされる。こうした背景から代替タ
ンパク質（主として植物由来代替肉）の消費がオ
ランダ等では盛んである。環境問題への対応につ
ながる肉食削減は政策的に進められていて、例え
ばオランダでは食肉広告を禁止する自治体があ
る。また、意外であるが酪農国であるニュージー
ランドでは牛や羊を飼育する酪農家にげっぷ税を
課することが提案されるなど、世界の多くの国で
地球温暖化を中心とする地球環境の悪化に対する
懸念が高まっている。国内ではこうした代替タン
パク質が注目されている背景が明確に伝えられて
いない。他の先進国ではいわゆる Planetary Health 
Diet に対する考え方が進んでいる。その普及には
ビル・ゲイツの言動やポール・マッカートニーの
Meat Free Monday への賛同といったインフルエ

ンサーの役割が大きい。日本では代替タンパク質
のリスクコミュニケーションを行う際に、いわゆ
る食品安全だけを議論の対象とするのか、環境問
題あるいはタンパク質危機への対応の概念も含め
た上での議論をするかにより結果は異なると推測
される。遺伝子組換え食品の場合は食品の安全性
以外の論点がリスクコミュニケーションに持ち込
まれ冷静なコミュニケーションを困難とした。代
替タンパク質におけるコミュニケーションについ
ても慎重な対応が求められる。例えば培養肉に関
してはやはり科学的な安全性評価に基づくコミュ
ニケーションが行われるかどうかに関しては懸念
がある。すでに培養肉の安全性に疑問を呈する書
籍も出版され、懐疑的な論評が週刊誌等で見られ
る。 
４）精密発酵による代替乳製品について 
上述の様に精密発酵による代替乳製品の研究開

発が日本で行われている気配はない。しかし、今
後、研究開発が行われる可能性や海外からの参画
も充分予想される。代替乳製品リスクコミュニケ
ーションには意識調査が求められるが、培養肉に
関しては先行調査があるのに対して代替乳製品に
関しては、情報が圧倒的に不足していることもあ
り、意識調査は行われていない。そこで、2022 年
に意識調査を行うことを念頭に異なる観点から情
報収集を行った。 
前述のように Perfectday（米国）、Remilk（イス

ラエル）といったスタートアップ企業により代替
乳製品の研究開発が進んでいる。世界のスタート
アップ企業の数は 2022 年 12 月現在で 25 社に上
る。企業秘密にかかわることもあり、詳細は明ら
かとされていないが、基本的に牛乳成分のホエイ
タンパク質（β⁻ラクトグロブリン）を微生物（酵
母）で生産し、精製したものを原料にアイスクリ
ーム、チーズなどが作られている。しかし、カゼイ
ンの効率的な生産方法が確立されておらずこくの
ある製品の開発には至っていない。 
精密発酵による代替乳製品は当然遺伝子組換え
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技術を用いる。海外の例では目的のタンパク質（ホ
エイ）を精製するので、遺伝子組換え生物は含ま
れておらず米国では遺伝子組換え食品としては扱
われない。日本での規制については明確では無い。
精製タンパク質としては例えば乳製品の凝固に使
われる組換え微生物由来のレンネットが遺伝子組
換え添加物として認可されている。その他、複数
の酵素が認可されているが、あくまで添加物で食
品ではない。表示に関しては法的拘束力は付され
ない可能性が高いが透明性の確保という点ではメ
ーカーの自主的な表示がかえって受容度を高める
可能性がある。 

 
②代替タンパク質に対する 5,000 人の意識調査結
果の解析 
認知度に関しては図１に示すように、植物由来

代替肉＞昆虫食＞微細藻類＞培養肉＞代替乳の順
に高かった。培養肉、代替乳は流通しておらず妥
当な結果となった。食べたいかどうかという設問
については、植物由来肉＞微細藻類＞人工乳＞培
養肉＞＞昆虫食の順に受容度が高い結果となった
（図２）。社会に受け入れられるかどうかについて
も同様の結果であった。食経験については流通し
ていない培養肉、代替乳を除いて質問したところ、
植物由来肉はそれなりに食べられていることが示
された（図３）。表示についての質問では、代替タ
ンパク質に関しては、大きなが違いは見られなか
った。  
言葉との関連性については、表１および図４に

示す。ここでもやはり昆虫食についてはネガティ
ブな言葉がより選ばれて、悪いイメージが連想さ
れやすい傾向にあった。また、培養肉は昆虫食に
次いで「気持ちが悪い」という言葉が連想されて
いた。ここで、ネーミングについて注意が必要で
ある。今回の調査では肉は培養肉としたが、微生
物でタンパク質を生産して調整した代替乳を設問
では代替乳製品とした。例えば培養乳という言葉
を使っていたら結果に影響していた可能性が考え

られる。 
培養肉には関しては、海外では cultured meat、

lab meat、clean meat 等、様々な呼称が使われてい
る。今後日本でどのようなネーミングを採用する
かで社会受容に影響することが考えられる。一方
で、「不味そう」、「不安な」といったネガティブな
イメージは培養肉、代替乳ともに高かった。また、
「信頼できる」を選んだモニターは限られていた。 
栄養価については「栄養価が高い」という言葉

は、モニターの４割以上が昆虫食、植物由来肉、微
細藻類のイメージとして選んでいた。多重対応分
析の結果では図４に示すように昆虫食はかなり別
のグレードに入りネガティブな語句と関連が強い
結果となった。また技術と伝統（自然）、動物と植
物の二つの大まかな軸がみられた。植物由来肉は
ポジティブな言葉を連想しやすく、微細藻類のイ
メージと最も近い傾向にあった。培養肉はネガテ
ィブな言葉を連想しやすく、代替乳のイメージと
最も近い傾向にあった。昆虫食は他の代替タンパ
ク質とはイメージが大きく異なる結果となった。
また科学的関心が代替タンパク質への嗜好と関連
していることも示された。科学的関心が高いと培
養肉や代替乳製品といった新しいバイオテクノロ
ジーに対して寛容である傾向が示された。「このよ
うな科学的関心が、５つの代替タンパク質に対す
る態度を決める共通の重要な属性であることが分
かった。 
こうした結果を欧米諸国の調査結果と比較する

と大まかには同様の結果であったが例えば昆虫食
への拒絶感は日本では若年層がより高いのに比
べ、海外では高齢層で高い。また微細藻類に関す
る受容度は日本では欧米と比べて高いなどの違い
が見られた。各代替タンパク質に対する受け止め
が多様である一方で政府が表示に介入することに
ついては昆虫食を除き政府による表示規制の必要
性については、受け止め方や受容性に比べて、代
替タンパク質による違いはあまりみられなかっ
た。このことは各代替タンパク質の社会受容や受
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け止めか方の違いは必ずしも規制に必要性と直接
的に結びつくものではないことを示唆している。 

 
③代替タンパク質に関する消費者を対象としたグ
ループインタビューとコンテンツ作成 
グループインタビューは 2023 年 2 月 27 日～3

月 14 日にかけて６回に分けて実施するため結果
は 2023 年 2月 25 日時点では出ていない。結果に
ついては 2023 年度の報告書で述べる。 

 
④ゲノム編集食品に関するリスクコミュニケーシ
ョン 
ゲノム編集食品の取り扱いルールの策定が具体

的に始まった 2018 年 6 月から 2022 年 10 月まで
の「ゲノム編集食品」を見出しとした新聞の報道
数を調べた。届出、表示の概要示された 2019 年 3
月、正式に決まった同年 9 月、ゲノム編集トマト
の届出が行われた 2020年 12 月、トマトの上市、
タイ、トラフグの届出、上市が行われた 2021年秋
に明らかに報道件数が増えている（図５）。こうし
た報道によりゲノム編集食品に関する議論が活性
化されたと考えられ、マスメディアはリスクコミ
ュニケーションにおいて一定の役割を果たした。 
多様なステークホルダーとの対話を通して対象

により情報提供のあり方を変える必要があること
が改めて明らかになった。また、相手が頑なにコ
ミュニケーションを拒めば適切な実施が難しいこ
とも再認識した。今後改訂したコミュニケーショ
ン用冊子（図６）を有効活用する。 

Ｄ．まとめと来年度の計画 

5,000 人を対象とした意識調査の解析結果では
昆虫食がネガティブな言葉を連想させ、国内で実
用化に至っていない培養肉、代替乳製品の認知度
が低かった。代替タンパク質を巡る環境は開発動
機も含め特に国外でドラスティックに変化してい
る。遺伝子組換え食品やゲノム編集食品のように、
代替タンパク質に関してもおそらく純粋な（科学

的な）食品安全以外の要因もリスクコミュニケー
ションに関与すると予想される。従って、リスク
コミュニケーションにおける重要ポイントを抑え
る必要がある。2022 年度末に実施するグループイ
ンタビューを有効に活用したい。ゲノム編集食品
に関するリスクコミュニケーションの成果が代替
タンパク質の場合に活かすことが出来ると考えて
いる。 

2023年度は、 
①引き続き事例調査の実施 
②グループインタビューの結果のとりまとめ 
③インタビューに基づくコンテンツ（冊子）作成 
④インタビューに基づく中規模意識調査 
⑤精密発酵による代替乳製品の事例調査 
⑥意識調査 
を行い、代替タンパク質に関するリスクコミュニ
ケーションにおける重要ポイントを明らかにす
る。特に代替乳製品について重点を置く。 
⑦ゲノム編集食品についても引き続き研究する。 

E. 研究発表・業績 

1.  論文発表 
1)  Takeda, K.F., Yazawa, A., Yamaguchi, Y., 

Koizumi, N., & Shineha, R. (2023) 
Comparison of public attitudes toward five 
alternative proteins in Japan. Food Quality and 
Preference, 105, 104787 
 

2.  学会発表  
1) 2022年 11 月 12日、リスク学会「ゲノム編集

食品のリスクコミュニケーション」（招待講
演） 

2) 2022 年 12 月 2 日、日本食品衛生学会「ゲノ
ム編集食品のリスクコミュニケーション」（招
待講演） 

3) 2022 年 12 月 4 日、日本サイエンスコミュニ
ケーション協会「ゲノム編集食品に関するコ
ミュニケーションの振り返りと今後」 
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3．書籍 
1) 小泉 望（2023）リスクコミュニケーション

のために求められること：ゲノム編集技術 ～
実験上のポイント／産業利用に向けた研究開
発動向と安全性周知、p295-p301、情報機構 

2) 小泉 望、山口 夕、標葉隆馬（2022）OECD
加盟国におけるゲノム編集作物に関するパブ
リック・エンゲージメント事例集、科学コミ
ュニケーション研究所 

Ｆ．健康危険情報 

該当なし 

G．知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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表１ 各代替タンパク質へのイメージ



図１ 代替タンパク質の認知度

図２ 代替タンパク質の受容度
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図３ 食べる頻度、経験 （培養肉、人工乳は対象とせず）

図４ 代替タンパク質とイメージの多重対応分析の結果
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図５ 見出しに「ゲノム編集食品」を含む新聞報道数
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図６ ゲノム編集食品に関する冊子（改訂版）
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厚生労働省科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 
分担研究報告書（令和 4 年度） 

 
多様な遺伝子改変技術から生じる意図しない変化の網羅的解析手法の開発と環境整備に関する研究 

研究分担者 柴田 識人  国立医薬品食品衛生研究所 

 
研究協力者 
曽我 慶介 （国立医薬品食品衛生研究所） 
成島 純平 （国立医薬品食品衛生研究所） 
杉野 御祐 （国立医薬品食品衛生研究所） 

A. 研究目的 

我が国では 2019 年よりゲノム編集食品の事前
相談・届出制度が開始されており、これまでに３
品がゲノム編集食品として届出・公表され、流通
されている。この制度では、届出の対象となるゲ
ノム編集食品の備えるべき要件の一つとして、ゲ
ノム中に外来遺伝子を全く含まないことを求めて
いる。厚生労働省「ゲノム編集技術応用食品等の
取扱いに関する留意事項」ではこうした外来遺伝
子およびその一部が残存していないことを調べる
方法として、次世代シークエンサーによる全ゲノ
ムシークエンス（WGS）、サンガーシークエンス、
サザンブロット法などを挙げている。このうち、
得られるデータの網羅性や、ゲノム編集技術に 

よって生じる意図しない遺伝子変化全般の解析に
も適用できる汎用性などを考え、次世代シークエ
ンサーによる解析が着目されている。但し次世代
シークエンシング解析の標準的手順や必要要件が
明確になっていないことから、解析結果の再現性
や信頼性の面で問題が起こる可能性がある。従っ
て次世代シークエンシング解析を通知試験法に加
えるには、この点は検討すべき課題である。 

本研究ではゲノム編集食品の外来遺伝子の有無
を調べる標準的な次世代シークエンシング解析手
法の確立を試み、昨年度アセンブリ解析の有用性
を報告した。そこで今年度は本アセンブリ解析の
必要要件などを検討した。 

B. 研究方法 

1. サンプル 
外来遺伝子残存モデルサンプルとして遺伝子組

換えダイズ・トウモロコシを、ゲノム編集サンプ

研究要旨： 
本研究では、ゲノム編集食品の安全性評価の一つである外来遺伝子の残存の有無を網羅的に調べ

る方法として、全ゲノムシークエンスによって得られたデータを用いた標準的解析手法の開発に取
り組んでいる。これまでに、残存が想定される配列が予め分かっていれば、全ゲノムシークエンス
データをアセンブリ解析に供することで、残存の有無・挿入箇所・挿入された配列の内容を明らか
にできることが示唆された。今年度は、外来遺伝子の残存性評価における本解析の妥当性を検討す
ると共に、解析可能な残存配列の長さや、解析で必要とされる全ゲノムシークエンスにて取得すべ
きデータ量（シークエンスカバレッジ）について検討した。こうした本手法の備えるべき必要要件
を明確にすることは、全ゲノムシークエンスによる外来遺伝子の残存性評価法を標準的な安全性評
価の一つにする上で必要不可欠なものであり、ひいてはゲノム編集食品の安全性評価の精緻化・向
上に役立つと期待される。 
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ルとしてゲノム編集 GABA トマトを実験に供し
た。 

遺伝子組換えダイズ 
除草剤耐性遺伝子組換えダイズ RRS2 系統の認

証標準物質である粉砕試料 Monsanto MON8978
8 Soybean Powder 994.0 g 超/kg（AOCS; 0906
-B）、コントロールサンプルとして Monsanto N
on-Modified Soybean Powder 1.0 g 未満/kg（A
OCS; 0906-A）を購入した。 

 
遺伝子組換えトウモロコシ 
チョウ目害虫抵抗性トウモロコシ MIR162 系統

の認証標準物質である粉砕試料 Syngenta MIR16
2 Maize Powder 998.80 g 超/kg（AOCS; 1208-
A）、コントロールサンプルとして Syngenta Non
-Modified Maize Powder 1.0 g 未満/kg（AOCS;
 0407-A）を購入した。 

 
ゲノム編集トマト 
ゲノム編集トマト（シシリアンルージュハイギ

ャバ、以後 GABA トマトと表記）はサナテックシ
ード社より購入した。コントロールサンプルとし
て野生型シシリアンルージュを神奈川県内のスー
パーにて購入した。 

 
2. ゲノム DNA 抽出 

ダイズ 
各ダイズ粉砕試料 0.3 g から以下に示す Cetyl 

trimethyl ammonium bromide（CTAB）法により、
ゲノム DNA を抽出。 
1)  1.5 mL の CTAB 抽出 buffer（1.5% CTAB, 7

5mM Tris-HCl pH8.0, 15mM EDTA, 1.05 
M NaCl）を加え、56℃で 30 分間、振盪しな
がら加温。 

2)  1.25 mL のイソアミルアルコール：クロロホル
ム＝1:24 を加え混合し、Hula mixer（Thermo
 Fisher Scientific）を用いて 30 rpm で 15 分
間混合。 

3)  遠心分離し、上清を回収。上記工程を２回繰り
返す。 

4)  上清に 100 µL の 10％CTAB を加え混合。 
5)  遠心分離し、上清を回収。CTAB 沈殿 buffer 

(1%CTAB, 50mM Tris-HCl pH8.0, 10mM 
EDTA)を 1.5 mL 加え、混合して、DNA と C
TAB の複合体の沈殿を形成させる。 

6)  遠心後に、上清を除去。沈殿に対し、１M Na
Cl を 500 µL および RNase A（ニッポンジー
ン）を 1.5 µL 加え、55℃で 30 分間処理。 

7)  エタノール沈殿を行い、脱塩後に超純水にて D
NA ペレットを溶解。 

 
トウモロコシ 
各トウモロコシ粉末試料（MIR162 粉末 1.1 g、

コントロール粉末 1.0 g）から NucleoBond® HMW 
DNA（MACHEREY-NAGEL）によりゲノム DNA
を抽出。150 µL の HE Buffer（5mM Tris-HCl 
pH8.5）で溶出し、ゲノム DNA 溶液を得た。 

 
トマト 

1) 各トマト青果試料は数 mm 間隔で輪切りにし、
-80℃にて 24 時間予備凍結した後、24 時間凍
結乾燥処理をした。凍結乾燥には EYELA 製 F
DU-1200 を使用した。 

2) 凍結乾燥したトマト青果試料 0.5 g を液体窒素
中で乳鉢・乳棒にて破砕。 

3) 10 mL の CTAB 抽出 buffer および RNase A
を加え、56℃で 30 分間、振盪しながら加温。 

4) 5 mL のイソアミルアルコール：クロロホルム：
フェノール＝1:24:25 を加え、転倒混和。 

5) 8,000 × g で 10 分間遠心分離し、上清を回収。 
6) 5 mL のイソアミルアルコール：クロロホルム

＝1:24 を加え、転倒混和。 
7) 8,000 × g で 10 分間遠心分離し、上清を回収。 
8) イソプロパノール沈殿を行い、脱塩後に超純水

にて DNA ペレットを溶解。 
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3. トウモロコシサンプルの純度確認 
トウモロコシサンプルについて、コントロール

試料に MIR162 試料がコンタミネーションしてい
ないか、リアルタイム PCR 法にて確認した。装置
は ABI 7500 Fast（Thermo Fisher Scientific）を
使用。 

反応液の組成は以下の通り。TaqMan Fast Ad
vance 12.5 µL、各対象プライマー溶液（50 µmo
l/L）各 0.25 µL、対象プローブ溶液（10 µmol/L）
0.5 µL を混合し、純水で全量 20 µL に調製後、各
DNA 試料液（10 ng/µL）5 µL を添加して全量 2
5 µL とした。 

PCR 反応条件は以下の通りである。95ºC で 20
秒間加温し、ホットスタート法で反応を開始。95
ºC で 6 秒間、59ºC で 30 秒間を 1 サイクルとし
て、45 サイクルの増幅反応を行った。 

使用したプライマー・プローブ配列は以下の通
り。 
SSIIb3-5’: CCAATCCTTTGACATCTGCTCC 
SSIIb3-3’: GATCAGCTTTGGGTCCGGA 
SSIIb-Taq: FAM-AGCAAAGTCAGAGCGCTG
CAATGCA-TAMRA 
MIR162-f1: GCGCGGTGTCATCTATGTTAC
TAG 
MIR162-r1: TGCCTTATCTGTTGCCTTCAGA 
MIR162-p1: FAM-TCTAGACAATTCAGTACA
TTAAAAACGTCCGCCA-TAMRA 
 
4. DNA マーカーを用いたトマトの系統解析 

トマト葉かび病抵抗性遺伝子 Cf-9 の DNA マー
カーとして、Kuroyanagi らの文献（Kuroyanagi e
t al. Res. Bull. Aichi Agric. Res. Ctr., 42:15-2
2, 2010）にある DNA マーカーを使用。トマト黄
化葉巻病（TYLCV）抵抗性遺伝子 Ty-3/Ty-3a の
 DNA マーカーとして、Ji らの文献（Y. Ji, et al.
 Tomato Genetics Cooperative, 57: 25–28, 200
7）にある DNA マーカーを使用。PCR 反応液の
組成は以下の通り。KOD FX Neo buffer 12.5 µ

L、2mM dNTPs 溶液 5 µL、各対象プライマー溶
液（50 µmol/L）各 0.2 µL、KOD FX Neo ポリ
メラーゼ 0.2 µL、各トマトゲノム DNA 100 ng
を混合し、純水で全量 25 µL とした。 

PCR 反応条件は以下の通りである。94ºC で 2
分間加温し、ホットスタート法で反応を開始。98
ºC で 10 秒間、58ºC で 30 秒間、68ºC で 20 秒間
を 1 サイクルとして、30 サイクルの増幅反応を行
った。 

使用したプライマーの配列は以下の通り。 
CF9-8_Fwd: GCATCTCGATTTGTCGCAT 
CF9-8_Rev: GCCGTTCAAGTTGGGTGTTA 
P6-25-F2: GGTAGTGGAAATGATGCTGCTC 
P6-25-R5: GCTCTGCCTATTGTCCCATATAT
AACC 
 
5. ゲノム編集 GABA トマトにおける標的部位

編集の確認 
ゲノム編集 GABA トマトの標的遺伝子である

GAD3 での編集を確認するべく、サンガーシーク
エンスを実施した。GAD3 遺伝子領域に設計した
特異的プライマーで PCR 法にて対象領域を増幅
し、その増幅産物に対するサンガーシークエンス
を受託企業へ外注した。PCR 反応液の組成は以下
の通り。PrimeSTAR GXL 10 µL、2.5mM dNT
Ps 溶液 4 µL、各対象プライマー溶液（50 µmol/
L）各 0.25 µL、PrimerSTAR GXL ポリメラーゼ
1 µL、各トマトゲノム DNA 100 ng を混合し、
純水で全量 50 µL とした。 

PCR 反応条件は以下の通りである。98ºC で 10
秒間、60ºC で 15 秒間、68ºC で 2 分間を 1 サイ
クルとして、30 サイクルの増幅反応を行った。 

PCR 増幅に使用したプライマーは以下の通り。 
SlGAD3_Fwd1: CCAAGGTTTGAGATGCTAG
AGAAGTC 
SlGAD3_Rev1: CCTTCAAAACAACCATTAAT
CCTTCCC 
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サンガーシークエンスに使用したプライマーは
以下の通り。 
SlGAD3_seq_Fwd: GAGACCCTCCGTAGGTT
TGG 
 
6. ショートリードシークエンサーによる WGS 

MagAttract HMW DNA kit（QIAGEN）を用
いて、抽出したゲノム DNA を精製および低分子
DNA を除去。精製した DNA は 200 ng ずつを用
いて Illumina DNA Prep, (M) kit（Illumina）に
より、シークエンスライブラリを調製。Qubit Fl
uorometer（Thermo Fisher Scientific）および Bi
oanalyzer 2100（Agilent）により定量・定性を行
い、それぞれ 15 nM に希釈の後、等量ずつ混合し
て DNA ライブラリとした。シークエンスは HiSe
q X Ten（Illumina）による 150 bp×2 のペアエ
ンドシークエンスを受託企業へ外注した。 

得られたリードデータのクオリティは「FastQC
 (ver. 0.11.9)」 で確認し、リードデータに含まれ
るシークエンスアダプター配列および低クオリテ
ィリードデータは「Trim Galore! (ver. 0.6.7)」を
用いて除去した。 

 
7. ロングリードシークエンサーによる WGS 

Short read eliminator XS（Circulomics）を用い
て、抽出したゲノム DNA より低分子 DNA を除
去 。 精 製 し た DNA 1 µg を 用 い て Ligation 
Sequencing Kit（Oxford Nanopore Technologies; 
SQK-LSK109 [ダイズ・トウモロコシゲノム試料], 
SQK-LSK110 [トマトゲノム試料]）によりシーク
エンスライブラリを調製。Qubit Fluorometer によ
り二本鎖 DNA 濃度を測定し、調製したライブラ
リを PromethION フローセル（R9.4.1）に供し、
PromethION（Oxford Nanopore Technologies）に
より 72 時間のシークエンスを実施した。 

ナノポアシークエンサーにおいて、解析ソフト
「MinKNOW (20.06.18)」にて取得したポア通過
時の電流変化データ（fast5 format）を、ダイズお

よびトウモロコシではベースコーラ「Guppy (ver. 
5.0.11)」の high accuracy mode によりクオリティ
スコア 9 以上のリードを塩基配列（fastq format）
へと変換した。トマトでは同じく「Guppy (ver. 
4.0.11)」の high accuracy mode によりクオリティ
スコア 7 以上のリードを塩基配列（fastq format）
へと変換した。一般的にナノポアシーケンサーの
データは読み初めの数十 bp の正確性が低いと言
われているため、リードデータのトリミングツー
ル「NanoFilt (ver. 2.8.0)」の--headcrop オプショ
ンを用いて、リードデータから 5' 側の 50 bp を除
去した。トリミングされたシークエンスデータは
「NanoPlot (1.38.0)」を用いてクオリティを確認
した。なおトウモロコシおよび野生型トマトのリ
ードデータは 4 回分のデータを合算した。 

 
8. WGS データを用いた外来遺伝子の再構成 

遺伝子組換えダイズ（RRS2）および遺伝子組換
えトウモロコシ（MIR162）に挿入された外来遺伝
子の配列情報は、データベース Nexplorer（https:
//bioit-webapp-prod.sciensano.be/nexplorer/）よ
り取得した。ゲノムに残存した外来遺伝子をアセ
ンブリ解析によって検出する際にその配列長がど
う影響するか検討するため、RRS2（図 1 参照）で
は挿入全長（4314 bp）および各エレメントである
① L_TSF1_ARATH (46 bp)、② TS_CTP2_AR
ATH (228 bp)、③ CS_EPSPS_RHIRD (1368 b
p)、④ TS_ CTP2 ARATH + CS_EPSPS_RHIR
D + T_rbcS-E9_ PEA (2246 bp)、MIR162（図
2 参照）では挿入全長（8302 bp）および各エレメ
ントである① T35S (70 bp)、② TNOS (256 b
p)、③ pmi (1176 bp)、④ vip3A (2370 bp) の
それぞれ 5 種類の長さの参照配列を用意した。各
参照配列に対して、ショートリードシークエンス
データでは「BWA (ver. 0.7.17-r1188)」の MEM
アルゴリズムを、ロングリードシークエンスデー
タでは「Minimap2 (ver. 2.21-r1071)」を用いて
マッピングを行った。その後「Samtools (ver. 1.1
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3)」 view コマンドの -F オプションを 4 に指定し
てアンマップデータを除くと同時に BAM 変換を
行い、sort コマンドでソート、bam2fq コマンドで
BAM ファイルから FASTQ ファイルへ変換する
ことで参照配列にマッピングしたリードデータの
抽出を行った。ショートリードシークエンスデー
タのアセンブリは、「Velvet (ver. 1.2.10)」また
は「SPAdes (ver. 3.15.5)」にて行い、両者の性能
を比較した。なお Velvet でのアセンブリでは、ま
ず「KmerGenie (ver. 1.7051)」を用いてアセンブ
リに最適な k 値を推定した。なお、KmerGenie で
推定した最適 k 値でコンティグが 1 本にまとまら
ない場合は、目視にて 2 番目に最適と思われる k
値を使って再度アセンブリ解析を実施している。
一方 SPAdes ではアセンブリに適した k 値はデフ
ォルトで Auto となっているため、特に入力はし
ていない。 

ロングリードシークエンスデータのアセンブリ
には「Flye (ver2.9)」を用いた。Flye ではナノポ
アシーケンサーのエラー率 5％以下を想定した--n
ano-hq オプション、およびポリッシング回数を指
定するオプション-i 5 にて実施した。 

 
9. シークエンスリードのランダムサンプリン

グ 
シークエンスリードデータのランダムサンプリ

ングには「Seqkit (ver. 2.0.0) 」の Sample コマ
ンドを使用した。なお、ゲノムに挿入された外来
遺伝子の全長領域またはその一部を含むリードが
ランダムサンプリング後にどの程度残るかによっ
て結果にブレが生じることが想定される。そのた
め、ランダムサンプリングをする際にはアルゴリ
ズムを変化させる Seqkit sample コマンドの-s オ
プションを使用し、12 種類（s＝1～12 を指定）の
ランダムサンプリングデータを用意した。12 種類
のリードデータを各長さの参照配列にマッピング
させた後、ショートリードシークエンスデータに
ついてはマップしたリード数のばらつきを調べる

ため、Smirnov-Grubbs 検定による外れ値検定を
行った。ロングリードシークエンスデータについ
ては各リードの長さが異なるため、外れ値検定は
行わなかった。 

 
10. ゲノム解析情報の視覚化 

ゲノムのマッピング状況等を確認する場合は、
Broad Institute が開発した Integrative Genomics
 Viewer（IGV; https://software.broadinstitute.or
g/software/igv/）を用いて、目視により行った。 

C. 研究結果 

1. 遺伝子組換えダイズを用いた外来遺伝子の
再構成 

WGS データの概要 
RRS2 の WGS データは前年度の検討で使用し

たものを再利用した。表１に取得したシークエン
スデータの統計値を示す。なお推定シークエンス
カバレッジはダイズゲノムを 1.1 Gb として算出
した。 

 
挿入された外来遺伝子へのマッピングとそのアセ
ンブリ 

図 1に RRS2に挿入された外来遺伝子の概略を、
表 2、図 3 に挿入配列の全長および各エレメント
に対してマッピングした結果を示す。得られたマ
ッピングリードについて、ショートリードシーク
エンスデータでは Velvet、ロングリードシークエ
ンサースデータでは Flye でアセンブリを行った。 

ショートリードシークエンスデータを用いた場
合、全長および各エレメントいずれも 1 本のコン
ティグ（アセンブリにより生成された配列）で元
の配列を完全に再現した。 

ロングリードシークエンスデータを用いた場合、
エレメント①（46 bp）の挿入配列に対してはマッ
ピングされたリードを得ることができなかったた
め、アセンブリを行うことができなかった。全長
およびその他の各エレメントはいずれも 1 本のコ
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ンティグで元の配列をほぼ再現したが、昨年度示
した通り、配列内にあるチミン塩基の 8 塩基ポリ
マー配列を正確に再現することができなかった。 

 
ショートリードシークエンスデータのランダムサ
ンプリング 

ショートリードシークエンサーによる WGS デ
ータを用いて残存した外来遺伝子を検出する際に、
どの程度のシークエンスカバレッジが必要となる
か検討するため、Seqkit の sample コマンドを使
用してリードデータを 50×、40×、30×、25×、
20×、15×、10×、5×にダウンサイズした。ダウ
ンサイズの方法としては、まず Seqkit の stat コマ
ンドでシークエンスカバレッジを算出する。今回
の場合シークエンスにより得られた総塩基数
（66,929,724,803 b）をダイズのゲノムサイズ（1.1  
Gb）で割ると、シークエンスカバレッジは約
60.8×であった（表 2）。10×のリードデータを生
成する場合は、10（目標のシークエンスカバレッ
ジ）/60.8（実際のシークエンスカバレッジ）＝
0.1644…であるため、Seqkit sample コマンドの-p
オプションの値を 0.16 とした。各シークエンスカ
バレッジのリードデータを 12 試行分生成した後、
それらを全長および各エレメントの配列にマッピ
ングした時のマッピングリード数および標準偏差
を図 4 に示す。なお 12 試行分マッピングリード
数を使って Smirnov-Grubbs 検定を実施したとこ
ろ、エレメント②（228 bp）における 10×および
エレメント④（2246 bp）における 20×でそれぞ
れ外れ値が見つかったため、外れ値データを除き、
以後の解析を行った。 

 
ショートリードシークエンスデータを用いた各シ
ークエンスカバレッジでの標的配列のアセンブリ
（Velvet） 

各シークエンスカバレッジにダウンサイズし、
全長および各エレメントに対してマッピングする
ことで抽出したリードデータを、Velvet によって

アセンブリする。12 試行分の結果を表 3 に示す。
アセンブリ解析の成否については、（1）元の挿入
配列全体を複数のコンティグでもれなく再現でき
ているか、（2）元の挿入配列を一本のコンティグ
で 100%正確に再現できたか、２つの評価基準で
判断している。上記アセンブリを 12 試行で実施
したが、12 試行とも成功（外れ値検定によりデー
タを除いた部分は 11 試行中 11 試行成功）した部
分は再現性の高い解析と言える。その結果、全体
的な傾向としては挿入配列が短いほど低カバレッ
ジでも配列を再現しやすい傾向にあり、特に 46 bp
（エレメント①）および 228 bp（エレメント②）
に関しては 15×のシークエンスカバレッジでも
正確に挿入配列を再現できることが示唆された。
一方で 2 kb を超える挿入配列を、1 本で正確に再
現する成功率はやや低く、50×のシークエンスカ
バレッジデータであっても 12 試行中 1、2 回はア
センブリに失敗した。 

 
ショートリードシークエンスデータを用いた各シ
ークエンスカバレッジでの標的配列のアセンブリ
（SPAdes） 

Velvet によるアセンブリでは k 値を入力する必
要があり、予め KmerGenie により最適な k 値を
推定していたが、これは実効性の面で問題点とな
り得る。そこで k 値を入力する必要がない別のア
センブラーとして SPAdes にて同様の検討を行っ
た。結果は表 4 に示す。全体的な傾向としては
Velvet とは対照的に挿入配列が短いほど高いシー
クエンスカバレッジが必要となる一方で、2 kb を
超える挿入配列に対しては 15～25×と比較的低
いシークエンスカバレッジで正確に再現できるこ
とが示唆された。 

 
ロングリードシークエンスデータを用いた各シー
クエンスカバレッジでの標的配列のアセンブリ 

ショートリードシークエンス同様に、各シーク
エンスカバレッジにおけるロングリードシークエ
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ンスデータを用いた外来遺伝子挿入配列のアセン
ブリにおいて、再現の正確性とシークエンスカバ
レッジの要件を検討した。ロングリードシークエ
ンスデータ（47.3×）からシークエンスカバレッ
ジ 40×、30×としたランダムサンプリングを 12
回試行で行い、それらを全長および各エレメント
の配列にマッピングした時のマッピングリード数
やリード長を表 5 に示す。全般的に RSD%で 10%
程度となっており、併行精度として良好であると
判断した。これらのデータを Flye に供してアセン
ブリ解析を行なった（表 5）。なお Flye によるア
センブリでは成功すればコンティグが 1 本以上生
成されるが、失敗した場合は途中のエラーで止ま
りコンティグが生成されない。また、ロングリー
ドシークエンスの特徴としてホモポリマー配列を
正確に読めない特徴を有するため、ベースコーラ
の正確性が 95％以上であることを鑑みて、アセン
ブリ解析の成否は「元の挿入配列を含むコンティ
グで 95%以上正確に再現できたか」で判断してい
る。エレメント①（46 bp）の短い配列は最大カバ
レッジ（47×）の時同様、ダウンサンプリングし
た場合はコンティグが得られなかった（0/12 回）。
エレメント②〜④および全長では、シークエンス
カバレッジ 40×で 10～11 回、シークエンスカバ
レッジ 30×カバレッジでは 9～11 回でコンティ
グが得られた。ホモポリマー配列で一塩基欠失が
見られ、完全に標的配列を再現することは本法で
は難しかったが、228 bp 以上の配列であれば高確
率で挿入された外来遺伝子の配列を再構成できる
ことが示唆された。 

 
2. 遺伝子組換えトウモロコシを用いた外来遺

伝子の再構成 
ゲノム DNA 抽出 

ゲ ノ ム 抽 出 ・ 精 製 の 結 果 、 High Molecular 
Weight（HMW）で十分な量のゲノム DNA を得
られた（図 5）。抽出したコントロールトウモロコ
シゲノム DNA に遺伝子組換えトウモロコシ

MIR162 ゲノムがコンタミネーションしていない
か調べるためにリアルタイム PCR を実施した。
その結果、トウモロコシ内在性遺伝子 SSIIb 検知
法ではコントロールおよび MIR162 ゲノムサンプ
ルにおいて SSIIb 遺伝子の増幅が確認されたが、
MIR162 系統特異的検知法ではコントロールサン
プルでは MIR162 系統特異的配列の増幅が見られ
ず、MIR162 サンプルのみで増幅が確認された（図
6）。よって、コントロールサンプルに MIR162 ゲ
ノム DNA のコンタミネーションはないと考えら
れる。以後の評価ではこれらゲノム DNA を用い
た。 

 
WGS データの概要 

WGS に供したライブラリの QC 結果を図 7 に
示す。150 -1500 bp 間の平均塩基長はコントロー
ルサンプルライブラリが 596 bp、MIR162 ライブ
ラリが 580 bp であり、どちらも良好であった。こ
れらサンプルの WGS により得られたリードデー
タについては表 6 に示した。得られたリードデー
タはクオリティ、カバレッジともに良好であった。
なお推定シークエンスカバレッジはトウモロコシ
ゲノムを 2.4 Gb として算出した。 

 
挿入された外来遺伝子へのマッピングとそのアセ
ンブリ 

図 2 に MIR162 に挿入された外来遺伝子の概略
を、表 7、図 8 に挿入配列の全長および各エレメ
ントに対してマッピングした結果を示す。得られ
たマッピングリードについて、ショートリードシ
ークエンスデータでは Velvet、ロングリードシー
クエンスデータでは Flye でアセンブリした。 

ショートリードシークエンサーおよびロングリ
ードシークエンサーいずれの WGS データも
MIR162 に挿入された全長の外来遺伝子を正確に
再現することはできなかった。ショートリードシ
ークエンスデータから得られたマッピングリード
を詳細に解析したところ、（1）標的外来遺伝子内
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に同一の配列として Maize ubiquitin promoter が
2 コピー存在するため、この部位に対するマッピ
ングリードが重複していた（Mapping Quality: 
MAPQ 値が低下する）、および（2）標的外来遺
伝 子 内 に ト ウ モ ロ コ シ 内 在 性 配 列 （ Maize 
ubiquitin promoter および PEPC intron）が含ま
れるため、外来遺伝子由来でない、トウモロコシ
ゲノム内在性のマッピングリードもこの標的外来
遺伝子に重複してマッピングされていた。従って、
これらの要因により、本検討でのアセンブリによ
る方法では MIR162 に挿入された全長の外来遺伝
子を WGS データから正確に再現することはでき
なかったものと考えられる。ロングリードシーク
エンスデータの場合でも、Flye によって得られた
コンティグは 3 本であったが、それぞれ上述した
トウモロコシ内在性配列が混在していた。さらに
MIR162 およびコントロールサンプルから得られ
たリードで全長の外来遺伝子に対してマッピング
したリード数はそれぞれ 274 リード、94 リード
と、コントロールサンプル由来のリードにおいて
も一定のリードが外来遺伝子配列にマッピングさ
れたことからも、全長の外来遺伝子に特異的な再
現が困難であったことが示唆される。以上より、
標的配列にマルチコピーな配列や対象生物に内在
性の配列が含まれる場合は、本アセンブリ解析で
標的配列を再現することは困難と考えられる。 

各エレメント配列については、ショートリード
シークエンスデータではエレメント③（vip3A 配
列、2,370 bp）を一本のコンティグにアセンブリ
することはできなかったが、それ以外はショート
リードシークエンスデータ、ロングリードシーク
エンスデータともに各エレメント配列を正しく再
現することができた。 

 
ショートリードシークエンスデータのランダムダ
ウンサンプリング 

シークエンスカバレッジの必要要件を検討する
ため、MIR162 のショートリードシークエンサー

による WGS データから各シークエンスカバレッ
ジのリードデータを 12 試行分生成した後、それ
らを全長および各エレメントの配列にマッピング
した時のマッピングリード数および標準偏差を図
9 に示す。なお 12 試行分のマッピングリード数を
使って Smirnov-Grubbs 検定を実施したところ、
挿入全長（8302 bp）における 5×、エレメント①
（70 bp）における 50×および 10×、エレメント
②（253 bp）における 30×、エレメント④（2370 
bp）における 25×および 10×で外れ値が見つか
ったため、外れ値のデータは除き、以後の解析を
行った。 

 
各シークエンスカバレッジにおけるアセンブリ結
果 

各シークエンスカバレッジにダウンサイズし、
全長および各エレメントに対してマッピングする
ことで抽出したリードデータを、Velvet または
SPAdes によってアセンブリする。12 試行分の結
果を表 8（Velvet）、表 9（SPAdes）に示す。傾向
としては RRS2 の場合と同じように、Velvet はエ
レメント①（70 bp）のように短い配列に対しては
20×以上のシークエンスカバレッジであれば正
確に再現できた。一方で SPAdes を用いる場合、
エレメント①を正確に再現しようとすると、50×
のシークエンスカバレッジが必要であったが、エ
レメント②〜④のアセンブリでは、標的となる挿
入配列全体を少なくとも複数のコンティグでもれ
なく再現できているかという判断基準で考えると、
25×以上のシークエンスカバレッジが必要であ
った（表 9）。なお、SPAdes を用いたエレメント
③（pmi）配列のアセンブリにおいて、コンティグ
数が一本にならなかったが、詳細に調べたところ、
ショートリードシークエンサーによる WGS デー
タにおいて pmi 領域にマッピングされるリードの
一部に変異が多く蓄積していた（図 10）。ロング
リードシークエンサーによる WGS データにおい
て当該領域にマッピングされたリードには同じ変
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異は見られないことから、この変異は MIR162 ゲ
ノムに内在的ではないことが示唆される。今回の
ショートリードシークエンサーによる WGS デー
タに用いた Illumina ライブラリは PCR 増幅を行
うキットを使用して調製したが、何らかの理由で
PCR エラーが生じてしまった可能性がある。より
アンバイアスなシークエンスが必要な場合、PCR
フリーのライブラリ調製キットの使用を検討する
必要がある。 

ロングリードシークエンサーによる WGS デー
タ（40.7×）から 12 回のダウンサンプリングを行
い、それらを全長および各エレメントの配列にマ
ッピングした時のマッピングリード数やリード長
を表 10 に示す。全般的に RSD%で 10～20%程度
となっており、ややサンプリング間のバラツキが
大きい結果となっていた。これらのデータを用い
て、Flye でアセンブリを実施した。標的配列の再
現をシークエンスカバレッジの観点から評価し、
結果を表 10 に示した。RRS2 での結果（表 5）と
同様に、標的配列が短いエレメント①（70 bp）で
は、コンティグが得られないことが多かった
（0/12）が、エレメント②〜④では、シークエン
スカバレッジ 30×で再現率は高く、エレメント③, 
④では 12 データ全てで再現した。いずれのエレ
メント配列も 20×データでは再現率は下がった
ことから、ロングリードシークエンサーによる
WGS データでは現状 30×以上のデータ量が必要
と考えられる。 

 
3. ゲノム編集トマト 

ゲノム編集食品のモデルサンプルとして GABA
トマトに外来遺伝子が残存していないか、上記で
検討したアセンブリ解析を用いて検証した。 
ゲノム DNA 抽出 

DNA 抽出・精製の結果、トマト青果からでも
HMW なゲノム DNA を十分量得られた（図 11）。
なお、シシリアンルージュには CF 系統と TY 系
統の 2 種類が販売されている。厚生労働省ホーム

ページにて公開されている GABA トマトの届出
資料によると、ゲノム編集トマトのバックグラウ
ンド品種はシシリアンルージュ CF 系統である。
まず購入した野生型シシリアンルージュの系統を
調べた。文献情報に従い、Cf-9（Kuroyanagi et al. 
Res. Bull. Aichi Agric. Res. Ctr., 42:15-22, 2010）
および Ty-3/Ty-3a（Y. Ji, et al. Tomato Genetics 
Cooperative, 57: 25–28, 2007）の DNA マーカー
を用いて系統の解析を行った結果、野生型シシリ
アンルージュおよび GABA トマトはいずれも Cf-
9 陽性/Ty-3a 陰性であった（図 12）。よって購入
したシシリアンルージュは CF 系統であると確認
された。 

 
サンガーシークエンスによる GABA トマトのゲ
ノム編集部位の確認 

抽出したゲノム DNA を用いて野生型トマトお
よび GABA トマトの GAD3 標的部位の配列の比
較を行った。届出資料（https://www.mhlw.go.jp/ 
content/11120000/000828873.pdf ） によ る と、
GABA トマトは GAD3 の配列にチミンが一塩基
挿入されている。実際にサンガーシークエンスで
GAD3 配列を解析したところ、GABA トマトの
GAD3 の 7 番エクソン配列においてチミンが一塩
基挿入しており、この部位を境に波形が二重にな
ることが確認された（図 13）。トマトは 2n＝24
の染色体を有する二倍体の種である。従ってここ
が Cas9 による double strand break 部位であり、
これ以降はチミンが一塩基挿入した配列と野生型
の配列が重なっていると推察された。本研究に使
用した GABA トマトは市場に出回っている F1 品
種であるため、ゲノム編集によってチミンの一塩
基挿入が生じているアレルと野生型のアレルがヘ
テロ接合体で存在する結果、このような二重の波
形が観察されたと考えられる。 

 
WGS データの概要 
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WGS に供したライブラリの QC 結果を図 14 に
示す。150 - 1500 bp 間の平均塩基長はコントロー
ルトマトライブラリが 621 bp で GABA トマトラ
イブラリが 600 bp でどちらも良好であった。これ
らトマトサンプルについて、ショートリードシー
クエンサーおよびロングリードシークエンサーに
よる WGS を実施した。得られたリードデータは
表 11 に示したが、そのクオリティ、カバレッジと
もに良好であった。なお推定シークエンスカバレ
ッジはトマトゲノムサイズを 950 Mb として算出
した。 

 
WGS によるゲノム編集部位の解析 

ショートリードシークエンサーおよびロングリ
ードシークエンサーによる WGS のリードデータ
をトマトリファレンスゲノム SL4.0（https://solg
enomics.net/organism/Solanum_lycopersicum/ge
nome/）へマッピングし、GAD3 のゲノム編集標
的部位を確認した。その結果、どちらの WGS デ
ータにおいてもチミン挿入が示唆されるリードと
そうでないリードが混在していることが確認され
た（図 15）。また IGV 上でショートリードシー
クエンスリードではチミンの一塩基挿入を「Inser
tion」と正しく変異判定する一方で、ロングリード
シークエンスリードでは「Insertion」と変異判定
されず、チミン挿入塩基の一塩基前のグアニンが
チミンに「Substitution」し、さらにその一塩基前
のアデニン塩基がグアニンに「Substitution」した
といった変異判定がされていた。これはチミン挿
入塩基の 2 塩基前のアデニンの 6 塩基ポリマー配
列の 6 塩基目を読み飛ばし、本来は一塩基欠失と
表示されるはずが、チミンの一塩基挿入により塩
基数が揃ったことによる誤表示であると考えられ
る（図 16）。いずれにせよ、どちらの WGS 結果
ともに明らかに GABA トマトゲノムが想定通り
にゲノム編集されたことが確認できたため、これ
らのリードデータを用いて外来遺伝子の残存性確
認を実施することとした。 

 
残存が想定される配列へのマッピング結果 

届出資料にはゲノム編集時に使用したベクター
情報の記載はないため、開発者らの以前の論文
（Nonaka, S. et al. Sci. Rep. 7, 7057, 2017）を参考
に、SpCas9 配列（4104 bp）およびネオマイシン
耐性遺伝子 NptII 配列（795 bp）の２種類の配列
に対してショートリードシークエンサーおよびロ
ングリードシークエンサーによるそれぞれの
WGS リードデータのマッピングを実施した。その
結果、いずれもマッピングリード数はゼロであっ
た。 

D. 考察 

本研究ではゲノム編集食品の外来遺伝子の有無
を調べる標準的な次世代シークエンシング解析手
法の確立を目的としており、これまでにアセンブ
リ解析が有用であることを見出している。そこで
今年度はモデル試料として遺伝子組換えダイズ
RRS2 ばかりでなく遺伝子組換えトウモロコシ
MIR162 も用いたショートリードシークエンサー
およびロングリードシークエンサーによる WGS
を実施し、挿入配列の全長および各エレメント配
列に対するアセンブリ解析、さらにはランダムに
ダウンサンプリングした WGS データを用いたア
センブリ解析を行うことで、シークエンスカバレ
ッジや標的配列長に関する必要要件を検討した。
その結果、ショートリードシークエンサーによる
WGS では、25×以上のシークエンスカバレッジ
データがあれば、Velvet と SPAdes を併用するこ
とで 40 - 4000 bp 程度の長さの標的配列を 100%
の確率で再現できた（但し標的配列にマルチコピ
ーな配列や対象生物に内在性の配列が含まれない
場合に限る）（表３,４,８,９）。これは RRS2 およ
び MIR162 どちらの場合でも同様の傾向であった
ことから、ある程度一般性のある傾向と考えられ
る。一方、ロングリードシークエンサーによる
WGS では、RRS2 なら 40×、MIR162 なら 30×
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のシークエンスカバレッジのデータがあれば、
200 - 4000 bp 程度の長さの標的配列を高確率で
再現できた（表５,10）。これらの各 WGS データ
のよる結果は、対象食品や残存外来遺伝子の種類
などによらずある程度同様な傾向であったことか
ら、本アセンブリ解析がゲノム編集食品の外来遺
伝子の有無を調べる手法として妥当であることを
示唆しており、本手法の必要要件や測定機器の特
徴を考える重要な結果である。しかしながら以下
に挙げるようにいくつかの課題が残っている。 

 
まず一つ目の課題は、今回のモデルサンプルで

挿入されている配列は除草剤耐性遺伝子や害虫殺
虫活性タンパク質をコードする遺伝子などであり、
ゲノム編集食品の作製において残存する可能性の
ある遺伝子ではないという点である。残存する可
能性のある配列としては Cas9 や抗生剤耐性遺伝
子などが挙げられ、実際にゲノム編集除角牛では
抗 生 剤 耐 性 遺 伝 子 の 残 存 が 報 告 さ れ て い る
（ Norris, A.L. et. al. Nat. Biotechnol. 38, 163, 
2020）。従って今回見出されたシークエンスカバ
レッジに関する必要要件が Cas9 や抗生剤耐性遺
伝子など実際に残存する遺伝子の検出にも当ては
まるか、検討する必要がある。今回ゲノム編集サ
ンプルとして GABA トマトを入手し、本アセンブ
リ解析を実施するべく、ショートリードシークエ
ンサーおよびロングリードシークエンサーによる
WGS を実施した。各々79.2×および 55.1×とい
うシークエンスカバレッジをもつリードデータを
取得したものの、Cas9 配列や NptII 配列にマッピ
ングするリードは見つからなかった。これはゲノ
ム編集された GABA トマトには、Cas9 配列や
NptII 配列が残存していないことを強く示唆する
結果である一方、Cas9 配列や NptII 配列をアセン
ブリ解析で検出するには上述したシークエンスカ
バレッジでは不足しているという可能性も否定で
きない。今後何らかの食用植物のゲノムに Cas9 や
抗生剤耐性遺伝子などの配列を挿入させたシミュ

レーションサンプルを作成し、シークエンスカバ
レッジの必要要件の検討を実施することで、Cas9
や抗生剤耐性遺伝子の検出に必要なシークエンス
カバレッジの要件を定めると共に、ゲノム編集さ
れた GABA トマトに外来遺伝子が残存していな
いことを本アセンブリ解析でも確認したい。 

二つ目の課題として、今回の実施したシークエ
ンスカバレッジに関する必要要件の検討は、ラン
ダムなダウンサンプリングデータによるシミュレ
ーション実験である。従って例えばショートリー
ドシークエンサーによる WGS データについて得
られた「残存配列の検出には 25×以上のシークエ
ンスカバレッジデータが必要」という結果の妥当
性を、実サンプルすなわち 25×程度のシークエン
スカバレッジをもつ WGS データにて検証する必
要がある。今後 RRS2 または MIR162 といったモ
デルサンプルにてそのような WGS データを取得
し、本課題を検討する。 

 
最後の課題として、残存する可能性のある配列

の一部のみがゲノムに残存している場合でも、そ
の残存部位に WGS で得られたリードはきちんと
マッピングできるのか確認する必要がある。今回
の検討ではアセンブリ解析における残存配列の長
さの影響についてもいくつか検討したが、これは
モデルとした遺伝子組換え食品の挿入配列の全長
またはその一部である各エレメントを参照配列と
して、この配列にマッピングされるリードを集め、
アセンブリ解析に供していた。すなわちどの長さ
の参照配列であれ、残存していると考えられる配
列の全体にわたってリードデータが存在するとい
う状況であった。しかしながら実際のゲノム編集
サンプルで外来遺伝子の残存を検証する場合、何
らかの外来遺伝子がゲノム中に残存していて、か
つ残存する可能性のある配列が分かるケースでも、
実際に残存している配列はその可能性のある配列
の一部であるケースがほとんどである。特に残存
する可能性のある配列に対して、実際に残存して
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いる配列が極めて短いケースでは、正しくマッピ
ングリードを集められるか不明であるが、今年度
実施したここまでの検討ではこうした点を十分に
は検討できていない。ただ、今回のショートリー
ドシークエンサーによる WGS データにおいて、
各エレメントにマッピングしたリードを挿入配列
全長に対してマッピングした結果が図３,８にあ
るが、46 bp や 70 bp といった比較的短い配列に
対してもマッピングリードを得ることができてい
る。ショートリードシークエンサーのリード長は
約 150 bp であるが、そのリード長より短い 100 
bp 以下の短い配列がゲノム中に仮に残存した場
合でも、この配列にマッピングするリードを正し
く抽出することができると推察される。従って、
残存する可能性のある配列の一部として 20 - 100 
bp 程度が残存するようなシミュレーションサン
プルを作成し、本アセンブリ解析に供することで、
この課題を検討すると共に、残存配列長に関する
検出限界についても明らかにしたい。WGS データ
を用いた外来遺伝子の残存を解析する別の方法と
して、k-mer 法を利用したものも報告されている
（Itoh et al. Sci. Rep. 10, 4914, 2020）が、この方
法では 20 塩基以上の残存を検出できるとされて
いる。我々のアセンブリ解析と k-mer 法を利用し
たものとの比較検討についても今後議論したい。 

E. 結論 

本年度の検討より、アセンブリ解析による WGS
データを用いた外来遺伝子残存に関する解析につ
いて、本手法の妥当性が示唆されたと共に、解析
可能な残存遺伝子配列の長さや解析に必要とされ
るシークエンスカバレッジを明らかにすることが
できた。今後こうした必要要件の妥当性をさらに
検証すると共に、この解析手順のコントロールに
なるような標準サンプルの作成などに取り組む必
要がある。 
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図1. 遺伝子組換えダイズRRS2に挿入されている外来遺伝子配列の概要

遺伝子組換えダイズRRS2系統は1番染色体に約4314 bpの外来遺伝子が挿入されている。

本研究ではこの全長および各エレメント①〜④について検討を行った。
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図2. 遺伝子組換えトウモロコシMIR162に挿入されている外来遺伝子配列の
概要

遺伝子組換えトウモロコシMIR162系統は5番染色体に約8302 bpの外来遺伝子が挿入されている。
本研究ではこの全長および各エレメント①〜④について検討を行った。

Ubi promoter
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1993 bp
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2370 bp
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図3. RRS2に挿入された外来遺伝子にマッピングしたショートリード
シークエンスデータのIGV画像

各エレメント配列または全長にマッピングしたリードを再度全長配列にマッピングした。

L_35S
537 bp
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Target
(bp) 50× 40× 30× 25× 20× 15× 10× 5×

Mapped 
read count
(Average 
± SD, 
n=12)

46 35.8±4.4 28.6±4.3 19.8±5.1 16.5±4.3 12.8±3.9 9.3±3.1 6.3±2.9 2.2±2.1

228 89.6±2.4 71.8±8.1 52.3±8.2 42.3±6.7 33.9±7.2 25.4±5.0 14.1±3.3 7.4±2.2

1,368 390.0±11.1 316.2±15.7 235.3±17.8 203.0±13.8 161.2±10.6 123.8±9.3 81.1±9.6 41.3±9.4

2,246 620.4±14.7 502.3±20.4 374.2±18.5 251.4±5.8 251.4±5.8 192.1±5.9 127.7±11.9 65.3±11.9

4,314 1,226±22.8 1,002±31.1 742.3±28.1 623.9±29.7 495.3±25.3 373.1±23.4 241.3±19.2 119.0±14.0
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図4. Seqkitランダムサンプリングの併行精度 (RRS2)
各シークエンスカバレッジになるよう12回試行でランダムサンプリングを行い、リードデータを
全長および各エレメントにマッピングした。マッピングしたリード数、その標準偏差、シークエ
ンスカバレッジに対する相関を示す。
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図5. トウモロコシから抽出したゲノムDNAの1%アガロース電気泳動図

コントロールトウモロコシおよびMIR162から抽出したゲノムDNAの電気泳動図を示す。
-はSRE XS (Circulomics社) 処理前、+は処理後を表す。
M: 10 kb Ladder Marker

10 kb

M - -

Control
SRE XS

10 kb

+ +M

MIR162 ControlMIR162
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図6. SSIIbおよびMIR162系統特異的検知法結果

トウモロコシ内在性遺伝子SSIIb検知法ではコントロールおよびMIR162の増幅が確認されたが、
MIR162系統特異的検知法ではコントロールは増幅せず、MIR162のみで増幅が確認された。

SSIIb
control &
MIR162

MIR162 event-specific
MIR162
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Control

MIR162

150 bp 1500 bp

150 bp 1500 bp

図7. コントロールトウモロコシおよびMIR162におけるWGS用ライブラリ
のQC結果

コントロールトウモロコシ（上図）およびMIR162（下図）のWGSライブラリはAgilent Bioanalyzer 
2100による品質確認を行い、サイズやアダプターオリゴのコンタミネーションがないことを確認し
た後、シークエンスを行った。
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vip3A
2370 bp

Maize 
PEPC intron

108 bp
T35S
70 bp

pmi
1176 bp

TNOS
253 bp

Maize 
Ubi promoter

1993 bp
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図8. MIR162に挿入された外来遺伝子にマッピングしたショートリード
シークエンスデータのIGV画像

各エレメント配列または全長配列にマッピングしたリードを再度全長配列にマッピングした。白抜
きになっているリードはMAPQが0であることを示す。
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Target
(bp) 50× 40× 30× 25× 20× 15× 10× 5×

Mapped 
read count
(Average 
± SD, 
n=12)

70 28.3±1.5 22.2±3.4 16.6±2.8 13.5±3.1 10.2±3.6 7.7±3.1 4.8±2.6 2.9±1.9

253 74.1±4.8 60.8±6.9 46.6±5.8 39.3±5.1 30.7±4.6 22.5±5.2 14.7±4.7 6.8±3.0

1,176 220.8±7.4 182.2±14.8 139.3±14.9 118.7±10.4 93.4±11.1 69.8±8.2 46.9±8.3 24.8±4.5

2,370 542.7±16.5 430.8±29.1 327.9±25.0 281.1±11.0 222.7±13.6 163.5±14.1 106.2±16.1 49.8±16.8

8,302 3,915.3±
112.0

3,144.2±
209.2

2,378.1±
209.4

1,996.6±
113.3

1,567.7±
117.8

1,176.3±
104.3 787.3±99.0 394.3±97.9
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図9. Seqkitランダムサンプリングの併行精度 (MIR162)
各シークエンスカバレッジになるよう12回試行でランダムサンプリングを行い、リードデータを
全長および各エレメントにマッピングした。マッピングしたリード数、その標準偏差、シークエ
ンスカバレッジに対する相関を示す。
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pmi (1176 bp)

ONT

図10. pmi領域に各WGSリードデータをマッピングしたIGV画像 (MIR162)
ショートリードシークエンスデータ（上段）およびロングリードシークエンスデータ（下段）につ
いて、pmi領域にマッピングした結果を示す。赤点線枠はショートリードシークエンスデータで変異
が蓄積していた領域。

ショートリード
シークエンスデータ

ロングリード
シークエンスデータ
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10 kb

M - +

Control
MagAttract

10 kb

- +M

GABA

図11. トマト青果から抽出したゲノムDNAの1%アガロース電気泳動図

左図は野生型シシリアンルージュ、右図はゲノム編集GABAトマトから抽出したゲノムDNAを表す。
-はMagAttract (QIAGEN社) 処理前、+は処理後を表す。
M: 10 kb Ladder Marker
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M Control ControlGABA GABA

Cf-9
Ty-3/
Ty-3a

500 bp

図12. DNAマーカーを用いたトマトの系統確認

DNAマーカーを用いて野生型シシリアンルージュの系統確認を行った。
Cf-9マーカーは陽性であれば650 bp、陰性であればバンドなし。
Ty-3/Ty-3aマーカーはTy-3陽性であれば450 bp、Ty-3a陽性であれば630 bp、
陰性であれば320 bpにバンドが確認される。
M: 100 bp Ladder Marker



44

PAMProtospacer

「T」一塩基挿入

図13. 野生型トマトおよびゲノム編集GABAトマトにおけるGAD3配列の比較

野生型トマト（上段）およびゲノム編集GABAトマト（下段）におけるGAD3配列を比較した。図中の
PAM（Protospacer Adjacent Motif）およびProtospacerは、シークエンス結果より推定されるCas9の
結合配列、GAD3-gRNA配列を表す。
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Region 1

150 bp 1500 bp

150 bp 1500 bp

図14. 野生型トマトおよびGABAトマトのWGS用ライブラリのQC結果

野生型トマト（左図）およびGABAトマト（右図）のWGSライブラリはAgilent Bioanalyzer 2100
による品質確認を行い、サイズやアダプターオリゴのコンタミネーションがないことを確認した
後、シークエンスを実施した。

Control

GABA
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図15. ショートリードシクエンス、ロングリードシークエンスにおける
GAD3標的部位のマッピングリードの比較

全ゲノムシークエンスデータにおけるGAD3 標的部位のIGV画像。左図がショートリードシークエ
ンスリードデータ、右図がロングリードシークエンスリードデータ。いずれも上段が野生型トマト
由来のリードを表し、下段がGABAトマト由来のリードを表す。図中のPAM（Protospacer Adjacent 
Motif）およびProtospacerは、シークエンス結果より推定されるCas9の結合配列およびGAD3-gRNA
配列を表し、紫のマークはInsertionを表す。

PAMProtospacer PAMProtospacer

Control

GABA

ショートリード
シークエンスデータ

ロングリード
シークエンスデータ
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図16. ゲノム編集トマトにおけるGAD3標的部位のショートリードシーク
エンスとロングリードシークエンスのマッピングリードの比較

ショートリードシークエンス（左図）ではゲノム編集によるTの一塩基挿入を正しく「insertion」
と表示するが、ロングリードシークエンス（右図）ではAのホモポリマー配列のエラーによりAが
一塩基「deletion」し、結果A > GおよびG > Tの「substitution」と表示されている。

ショートリードシークエンス ロングリードシークエンス

CCAAAAAAGTGGAGGATA

CCAAAAAAGTTGGAGGATA

T insertion

CCAAAAAGTTGGAGGATA

A deletion

CCAAAAAAGTGGAGGATA

T insertion

A > G
G > T

substitution

Reference

Genome-
edited
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ショートリードシークエンス ロングリードシークエンス

Control RRS2 Control RRS2

ト
リ
ミ
ン
グ
後

Total reads 474.8M 454.7M 9.89 M 3.9 M

Total bases 70.0 G 66.9 G 26.4 G 52.1 G

N50 150 b 150 b 4.26 kb 25.0 kb

Coverage 63.6 x 60.8 x 23.5 x 47.2 x

Trimming Trim Galore (ver. 0.6.7) NanoFilt (ver. 2.8.0) 

Mapping BWA-MEM (ver. 0.7.17-r1188) Minimap2 (ver. 2.21-r1071)

Assembly Velvet (ver. 1.2.10) 
SPAdes (ver. 3.15.5) Flye (ver. 2.9) 

表1. RRS2およびコントロールダイズのWGSにより得られたリードデータ
の統計値と解析に使用したソフトウェア
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Target
(bp)

ショートリードシークエンス ロングリードシークエンス

Mapped 
reads

Mapped 
bases (b)

Average 
length (b)

>Q30
(%) Contigs Accuracy

(%)
Mapped 
reads

Mapped 
bases (b) Contigs Assembly

length(b)
Accuracy

(%)

46 46 6,882 149.6 94.55 1 100 0 0 - - -

228 106 15,654 147.7 91.54 1 100 41 1,380,543 1 90,947 100

1,368 475 70,498 148.4 93 1 100 44 1,408,707 1 121,913 100

2,246 762 112,971 148.3 94.03 1 100 49 1,498,178 1 121,893 99.9

4,314 1,481 218,718 147.4 93.85 1 100 58 1,662,854 1 91,213 99.9

表2. RRS2に挿入された外来遺伝子全長および各エレメントにマッピング
したリードの統計値とアセンブリ結果

-: 未検討
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Target
(bp) 50× 40× 30× 25× 20× 15× 10× 5×

Contig
複数で全体を

カバー

46 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 10/12 5/12

228 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 9/11 9/12

1368 12/12 11/12 12/12 11/12 11/12 12/12 9/12 1/12

2246 12/12 12/12 12/12 12/12 11/11 11/11 10/12 1/12

4314 12/12 12/12 11/12 10/12 10/12 8/12 7/12 0/12

Contig
1本で全体を
カバー

46 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 10/12 5/12

228 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 9/11 9/12

1368 12/12 10/12 10/12 8/12 6/12 3/12 4/12 0/12

2246 10/12 10/12 9/12 8/12 3/11 1/11 2/12 0/12

4314 11/12 9/12 7/12 5/12 2/12 0/12 1/12 0/12

表3. Velvetによるアセンブリ結果 (RRS2)
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Target
(bp) 50× 40× 30× 25× 20× 15× 10× 5×

Contig
複数で全体を

カバー

46 12/12 12/12 9/12 6/12 3/12 1/12 0/12 0/12

228 12/12 12/12 12/12 11/12 9/12 5/12 0/11 0/12

1368 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 4/12 0/12

2246 12/12 12/12 12/12 12/12 11/11 11/11 6/12 0/12

4314 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 5/12 0/12

Contig
1本で全体を
カバー

46 12/12 12/12 9/12 6/12 3/12 1/12 0/12 0/12

228 12/12 12/12 12/12 11/12 9/12 5/12 0/11 0/12

1368 12/12 12/12 12/12 12/12 12/12 11/12 4/12 0/12

2246 12/12 12/12 12/12 12/12 11/11 10/11 4/12 0/12

4314 12/12 12/12 12/12 12/12 11/12 10/12 4/12 0/12

表4. SPAdesによるアセンブリ結果 (RRS2)



52

Target (bp) 40× 30× 25×

Mapped read count
(Average ± SD)

46 0 0 -

228 31.3±2.2 24.2±2.5 -

1368 33.8±2.7 26.2±3.1 -

2246 37.3±2.7 28.9±2.7 24.1±2.3

4314 45.1±2.4 34.8±2.6

リード長 N50 (kb) 
(Average ± SD)

46 -

228 42.0±2.9 41.6±3.2 -

1368 41.2±2.4 40.7±3.5 -

2246 40.9±2.3 40.2±3.6 41.3±3.1

4314 39.3±2.1 38.6±3.0

残存配列の再現
(Contig1本で全体をカバー)

46 - - -

228 10/12 11/12 -

1368 10/12 9/12 -

2246 10/12 9/12 8/12

4314 11/12 10/12 -

表5. ロングリードシークエンスデータのランダムサンプリング、および
マッピングリード数とFlyeによるアセンブリ結果 (RRS2)

-: 未検討



53

表6. MIR162およびコントロールトウモロコシのWGSにより得られた
リードデータの統計値と解析に使用したソフトウェア

ショートリードシークエンス ロングリードシークエンス

Control MIR162 Control MIR162

ト
リ
ミ
ン
グ
後

Total reads 405.9 M 447.1 M 34.5 M 57.2 M

Total bases 118.6 G 131.7 G 72.7 G 97.7 G

N50 150 b 150 b 3.93 kb 2.78 kb

Coverage 49.4 x 54.9 x 30.3 x 40.7 x

Trimming Trim Galore (ver. 0.6.7) NanoFilt (ver. 2.8.0) 

Mapping BWA-MEM (ver. 0.7.17-r1188) Minimap2 (ver. 2.21-r1071)

Assembly Velvet (ver. 1.2.10) 
SPAdes (ver. 3.15.5) Flye (ver. 2.9) 
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Target
(bp)

ショートリードシークエンス ロングリードシークエンス

Mapped 
reads

Mapped 
bases (b)

Average 
length (b)

>Q30
(%) Contigs Accuracy

(%)
Mapped 
reads

Mapped 
bases (b)

Assembly
length (b) Contigs Accuracy

(%)

70 31 4,553 146.9 94.33 1 100 15 58,373 11,834 1 100

253 83 12,206 147.1 90.35 1 100 24 110,259 14,919 1 100

1,176 243 35,650 146.7 89.73 1 100 42 143,444 18,379 1 100

2,370 594 87,886 148 88.57 3 - 51 129,286 4,593 1 100

8,302 4,316 636,362 147.4 89.62 11 - 274 1,001,196 - 3 -

表7. MIR162に挿入された外来遺伝子全長および各エレメントにマッピング
したリードの統計値とアセンブリ結果

-: 未検討
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Target 
(bp) 50× 40× 30× 25× 20× 15× 10× 5×

Contig
複数で全体を

カバー

70 11/11 12/12 12/12 12/12 12/12 11/12 5/11 3/12

253 - - - - - - - -

1176 - - - - - - - -

2370 - - - - - - - -

8302 - - - - - - - -

Contig
1本で全体を
カバー

70 11/11 12/12 12/12 12/12 12/12 11/12 5/11 3/12

253 - - - - - - - -

1176 - - - - - - - -

2370 - - - - - - - -

8302 - - - - - - - -

表8. Velvetによるアセンブリ結果 (MIR162)

-: 未検討
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Target
(bp) 50× 40× 30× 25× 20× 15× 10× 5×

Contig
複数で全体を

カバー

70 11/11 11/12 7/12 2/12 1/12 0/12 0/11 0/12

253 12/12 12/12 11/11 12/12 9/12 3/12 1/12 0/12

1176 12/12 12/12 12/12 12/12 10/12 1/12 0/12 0/12

2370 12/12 12/12 12/12 11/11 12/12 12/12 1/11 0/12

8302 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/11

Contig
1本で全体を
カバー

70 11/11 11/12 7/12 2/12 1/12 0/12 0/11 0/12

253 12/12 12/12 11/11 12/12 9/12 3/12 1/12 0/12

1176 0/12 3/12 7/12 7/12 8/12 1/12 0/12 0/12

2370 12/12 12/12 12/12 11/11 10/12 9/12 0/11 0/12

8302 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/12 0/11

表9. SPAdesによるアセンブリ結果 (MIR162)
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Target 
(bp) 30× 20×

Mapped read count
(Average±SD)

70 11.8±1.5 7.3±1.8

253 18.5±1.2 12.2±2.9

1176 31.9±1.4 21.2±2.9

2370 37.6±2.7 25.3±3.4

リード長 N50 (kb) 
(Average ± SD)

70 8.1±0.4 11.9±5.6

253 8.4±1.3 8.0±1.5

1176 6.5±1.3 6.4±2.0

2370 4.6±1.3 4.6±1.8

残存配列の再現
(Contig 1本で全体をカバー)

70 2/12 1/12

253 11/12 4/12

1176 12/12 5/12

2370 12/12 9/12

表10. ロングリードシークエンスデータのランダムサンプリング、および
マッピングリード数とFlyeによるアセンブリ結果 (MIR162)
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表11. GABAトマトおよび野生型トマトのWGSにより得られたリード
データの統計値と解析に使用したソフトウェア

ショートリードシークエンス ロングリードシークエンス

Control GABA Control GABA

ト
リ
ミ
ン
グ
後

Total reads 191.4 M 258.0 M 3 M 5.78 M

Total bases 55.9 G 75.3 G 58.5 G 52.4 G

N50 150 b 150 b 35.5 kb 13.8 kb

Coverage 58.9 x 79.2x 61.6 x 55.1 x

Trimming Trim Galore (ver. 0.6.7) NanoFilt (ver. 2.8.0) 

Mapping BWA-MEM (ver. 0.7.17-r1188) Minimap2 (ver. 2.21-r1071)
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厚生労働省科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 
分担研究報告書（令和 4 年度） 

 
ゲノム編集食品のトランスクリプトーム変化の検証 

研究分担者 吉場 聡子  国立医薬品食品衛生研究所 

A. 研究目的 

現在ゲノム編集食品の安全性評価においては、
ゲノム編集による意図しない変化の影響、すなわ
ちオフターゲット（意図しないゲノム配列の改変）
リスクや新規アレルゲン産生及び毒性物質増加の
可能性、代謝系への影響などが主な評価の対象と
なっている。これらの検証は基本的に予測に基づ
いており、例えばゲノムの変化は、in silico で予
測された特定の遺伝子配列に対して、変異の有無
を確認する方法が用いられており、非常に精度が
高い一方で、予測されなかった箇所の変異は検証
されない。アレルゲンや代謝成分に関しても同様
であり、遺伝子配列の変化による新規アレルゲン
タンパク質の産生や、オンターゲットの編集によ
り想定される代謝物の変化について検証されてい
るが、想定していない新規アレルゲンや代謝経路
の変化については、評価の対象となっていない。 

一方で、本研究課題（全体）の分担研究におい
て、質量分析による網羅的な未知化合物の推定が

行われ、ゲノム編集トマト（GABA トマト；グル
タミン酸脱炭酸酵素遺伝子の一部を改変し GABA
含有率を高めたトマト）のゲノム編集前後で、未
知化合物を含む複数の化合物が有意に増減してい
ることが示されている。現在ゲノム編集技術は、
オリジナルの Cas9 による二本鎖 DNA の切断と
修復による変異の導入に加えて、base editing や
prime editing などの塩基編集、RNA をターゲッ
トとした RNA editing など多様化しており、今後
「想定しない」変化を網羅的に検出し、その変化
による影響を評価することは重要になる可能性が
ある。 

本分担研究では、ゲノム編集による意図しない
変化のうち、トランスクリプトーム変化（遺伝子
発現の変化）に着目した（図１）。編集前後の遺
伝子発現の変化を調べることで、mRNA レベルの
変化を予測や先入観なく網羅的に検証し、ゲノム
解析やアレルゲン予測では捕捉できない可能性の
ある変化の掘り出しとこれらの変化とのつながり
について検証しようと試みた。 

研究要旨： 
本分担研究では、ゲノム編集による意図しない変化について検証する上で、トランスクリプトー

ム（遺伝子発現）変化に着目した。RNA-seq による遺伝子発現変化の解析を行うことで、mRNA レ
ベルの変化を予測や先入観なく網羅的に検証し、ゲノムのオフターゲット解析やアレルゲン予測で
は捕捉できない変化を検出できる可能性がある。本研究ではモデルサンプルとして、届出済みゲノ
ム編集食品から「グルタミン酸脱炭酸酵素遺伝子の一部を改変し GABA 含有量を高めたトマト；
GABA トマト」を対象とし、未編集トマトと GABA トマトの青果のトランスクリプトから遺伝子発
現の比較解析を試みた。ゲノム編集前後の遺伝子発現の変化の検証結果及び今後の課題について報
告する。 
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モデルサンプルとして、３つの届出済みのゲノ
ム編集食品、GABA トマト、可食部増大マダイ、
高成長トラフグのうち、GABA トマトの解析を行
った。その理由として、マダイとトラフグの作出
方法においては、Cas9 の導入に mRNA が使用さ
れており、ゲノムに挿入されず作用が一時的であ
る、すなわちオフターゲットの可能性が低い一方
で、GABA トマトは T-DNA による Cas9 の導入
により、比較的持続的に作用している可能性があ
り、意図しない変化が起こりやすいと考えられる
ためである（参考文献 1,2）。また、前述の通り G
ABA トマトのメタボローム解析により、ゲノム編
集により未知化合物の量が変化していることが示
されており、トランスクリプトーム解析によりメ
タボロームとのつながりについても検証できる可
能性がある。 

研究開始時点では、トランスクリプトーム比較
解析で新たに得られる可能性のある情報として、
下記を想定した。1.オンターゲット変異による代
謝経路の変化に伴う間接的な遺伝子発現の変化、
2.オフターゲット予測から漏れたオフターゲット
変異による遺伝子発現の変化、3.Cas9 の持続的な
作用による遺伝子発現の変化（DNA 損傷シグナ
ルの不活化等）（図 1）。 

本研究は、ゲノム編集食品の編集前後の想定し
ない変化とその影響について、トランスクリプト
ーム比較解析により、網羅的に検証し評価するこ
とで、ゲノム編集技術の安全性評価において新た
な問題提起につながる事象を探ること、さらにゲ
ノム編集食品のトランスクリプトーム解析に必要
な要件及び課題について議論・検証することを目
的とした。 

B. 研究方法 

概要 
ゲノム編集トマト（GABA トマト）をモデルサ

ンプルとして、野生型および GABA トマトから

total RNA を抽出し、RNA-seq による遺伝子発現
比較解析を行う。 

 
サンプル 

GABA トマト青果はサナテックシード社より購
入した。野生型トマト（cv. シシリアンルージュ
CF）は神奈川県内のスーパーで購入した。 

 
Total RNA の抽出 

生鮮サンプルを-30℃で凍結した後、凍結乾燥機
（EYELA FDU-1200; 東京理化機械株式会社）に
より凍結乾燥した。凍結乾燥サンプルは、液体窒
素を入れた乳鉢で粉砕後、Fruit-mate for RNA 
purification（タカラバイオ株式会社）による前処
理 と NucleoSpin RNA plant （ Macherey-nagel 
GmbH & Co.KG）を組み合わせて total RNA を回
収 し た 。 回 収 し た total RNA は 分 光 光 度 計
（NanoDrop; Thermo Fisher Scientific）および
TapeStation（Agilent Technologies Japan, Ltd.）
を用いて、濃度測定及び品質検定を行った。RNA-
seq に供する total RNA の品質は、次の値を目安
とした。 

OD260/280: ≥1.6 
OD260/230: ≥1.6 
RINe (RNA integrity number): ≥7.0 
28S/18S (rRNA ratio): ≥1.0 
 

RNA-seq 
シークエンスは、次世代シーケンス（NGS）解

析サービス（タカラバイオ株式会社）により行っ
た。作業内容は下記の通りである。 
SMART-Seq v4 Ultra Law Input RNA Kit for 
Sequencing を用いて、RNA 増幅、Nextra XT DNA 
Library Prep Kit を用いて DNA ライブラリ作製。
ライブラリ作製は、Smart-Seq2 法（参考文献 3）
を用いている。シークエンスは、NovaSeq システ
ム（ illumina）を用いて、150base 両末端解析
（6Gb/4,000 万リード；2,000 万リードペア）を
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野生型（WT）トマト及び GABA トマトそれぞれ
３サンプルずつ（合計６サンプル）実施。得られ
たリード配列をリファレンスゲノム配列にマッピ
ング後、遺伝子ごとに正規化された発現量、リー
ドカウント値及び TPM（transcript per million）
値を算出している。なお、マッピングに用いたト
マトのリファレンスゲノム配列および遺伝子アノ
テーション情報はそれぞれ、SL3.0、ITAG2.3、遺
伝子数の合計は 35,825 である。結果のリード配列
は FASTQ 形式、マッピング結果は bam 形式、遺
伝子発現量データは csv ファイルで納品された。 
 
遺伝子発現解析 

再現性の確認（technical replicate）及び３反復
２群間比較による遺伝子発現量変動解析を行う。
発現解析スキームを図２で示す。A.リードカウン
ト値からトランスクリプトームデータ分析ウェブ
プラットフォーム iDEP (integrated Differential 
Expression and Pathway analysis; iDEP.96, 参
考文献 4) を用いて解析する方法と、B.TPM 値か
ら手動で発現変動遺伝子を抽出する方法を平行し
て行った。 

A では、遺伝子発現量データからリードカウン
トデータを作成し、iDEP を用いて、データの前処
理と検証後、発現量変動解析、Gene Ontology (G
O)エンリッチメント解析などを行った。iDEP の
ワークフローを図３に示す。 

B では、正規化された各サンプルの TPM 値を
用いて t-検定（関連なし二群比較）を行い、下記
の基準で WT トマトと GABA トマトで発現量が
有意に異なる遺伝子を抽出しリスト化した。 
FoldChange: 
 | log2 𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺𝐺 − log2 𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑇𝑤𝑤𝑤𝑤| ≥ 1 
t-test p-value ≤0.05 
t-test q-value ≤0.05 

さらに、抽出した遺伝子リストを用いて、
gProfiler（参考文献 5）による GO 解析を行った。 

C. 研究結果と考察 

1. total RNA の品質検定の結果 
解析に供した total RNA 品質検定の結果を図４

に示す。RNA-seq 解析サービスへのサンプル送付
前と送付後に品質検定が行われ、ここでは解析サ
ービスによるライブラリ作成直前の品質検定結果
のみを示した。 

 
2. マッピング及び遺伝子アノテーション 

マッピング結果の情報を表１で示す。６つすべ
てのサンプルにおいて、input reads に対し、ペア
ドリード（ペアでマッピングされたリード）の合
計はそれぞれ 4,000 万リード以上（99%以上）、
また MAPQ が 10 以上のリードについても 4,000
万リード以上（88%以上）だった。これらのリー
ドに対して、EnsembleID を用いて 35,825 遺伝子
がアノテーションされた。 

 
3. 遺伝子発現解析の結果 
3-1.リードカウント値を用いた iDEP による解析 

遺伝子発現量のリードカウントデータを iDEP
に入力、最小 CPM (count per million) 値を 0.5 に
設定したところ、EnsembleID でアノテーション
された 35,825 遺伝子のうち、17,597 遺伝子がパ
スした。この 17,597 遺伝子に対して、発現量変動
解析を行った。方法は DESeq2 を選択し、FDR 
cutoff: 0.1、fold-change (GABA/WT): ≥2 で発現
変動遺伝子の絞り込みを行ったところ、3,210 遺
伝子で発現量が上昇（Upregulated）、3,525 遺伝
子で減少（Downregulated）していた。結果を
volcano plot で示す（図 5）。FDR 値の高かった
遺伝子の情報をそれぞれ上から順に 10 ずつ示す。
さらに抽出された遺伝子を用いて、GO エンリッ
チメント解析を行った。結果を表２で示す。Up-
regulated genes では、ribonucleoprotein の生合成
や chitin の 活 性 に 関 わ る GO 、 一 方 down-
regulated genes では、Carbohydrate metabolic/ 
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catabolic process, plastid, chloroplast に関わる GO
などが抽出された。 

 
3-2.TPM 値を用いた t-検定 

マッピングの結果から算出された TPM 値に対
して t-検定を行い、WT トマトと GABA トマトで
発現量が有意に異なる遺伝子を抽出しリスト化し
た。結果の一部を表３で示す。EnsemblID でアノ
テーションされた 35,825 遺伝子のうち、研究方法
に示した基準で、発現量が有意に上昇していた遺
伝子（up-regulated genes）は 932、減少していた
遺伝子（down-regulated genes）は 4,154、合計
5,086 遺伝子が抽出された。 

 
3-3.gProfiler による GO 解析 

上記で抽出されたそれぞれの遺伝子リストを用
いて、GO 解析を行ったところ、up-regulated 
genes では、chitin や cell wall の代謝プロセス、
ribonucleoprotein の生合成など、down-regulated 
genes で は 、 catalytic activity, small molecule 
metabolic process, plastid に関係する GO が抽出
された。結果を図６で示す。これらの結果は、iDEP
の結果と傾向が一致する。 
 
3-4.GAD 遺伝子の発現量変化 

GABA トマトでは、グルタミン酸脱炭酸酵素
（glutamate decarboxylase; GAD）をコードする遺
伝子の一つ、SIGAD3 が改変されている。当該酵
素は、グルタミン酸のカルボキシル基を除去する
ことで GABA を合成する。トマトは５つの GAD
遺伝子を有しているが、GABA 合成に寄与するの
は GAD2 と SIGAD3 であり、特に SIGAD3 が主
要な働きをすることがわかっている（参考文献
6,7）。GABA トマトは、CRISPR/Cas9 による変
異導入（一塩基挿入）により、SIGAD3 の C 末端
の自己阻害領域が除去されており、その結果
SIGAD3 の活性が上昇することで、GABA の蓄積
量が増大する。 

SIGAD3 を含む５つの GAD のゲノム編集前後
の遺伝子発現量の変化を表４に示す。SIGAD3 及
び GAD2, GAD4 の遺伝子発現量に有意な差は見
られなかった。一方 GAD の発現量は 1/3 以下
（logFC: -1.8）を示し、有意に減少が認められた。
SIGAD3 の活性の上昇により間接的に影響した可
能性はあるが、関連は不明である。 

なお、SIGAD3 のマッピングリードを IGV 上で
確認したところ、WT と GABA どちらにおいても、
3’側にリードの偏りが見られたが、その他の点に
おいて特に相違は見られなかった（図 7）。 
 
3-5.その他 GABA 代謝系に関わる遺伝子の発現量
変化 

GABA はグルタミン酸を基質として GAD によ
り合成された後、GABA アミノ基転移酵素（GAB
A-T）により Succinic semialdehyde (SSA)へと代
謝される。SSA は SSA 脱水素酵素（SSADH）に
より Succinate に代謝された後、TCA 回路へ流入
する（GABA shunt，図８）。これらの GABA 代
謝経路に関わる可能性のある分子について、遺伝
子の発現量を比較した。結果を表５に示す。WT と
比較して GABA トマトでは、GABA-TP1 の発現
量が有意に増加（logFC: 1.7）、GABA-TP3 と S
SADH の発現量が有意に減少（logFC: -4.9, -1.3）
していた（p<0.05）。これらに関しても、SIGAD
3 の活性の上昇により遺伝子発現が間接的に影響
した可能性はあるが、関連は不明である。 

 
4. 考察と今後の課題 

本研究では、ゲノム編集による意図しない変化
のうち、トランスクリプトーム変化に着目し、編
集前後の遺伝子発現の変化を調べることで、mRN
A レベルの変化を予測や先入観なく網羅的に検証
することを試みた。 

GABA トマトをモデルサンプルとして、WT と
GABA トマトから mRNA を抽出し、RNA-seq 及
び遺伝子発現の比較を行った。２つの方法で遺伝
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子発現変動解析及び GO 解析を行ったところ、W
T に比べて GABA トマトで発現量が上昇してい
たのは、chitin や cell wall の代謝プロセス、ribon
ucleoprotein の生合成などに関係する遺伝子であ
り、一方で発現量が減少していたのは、catalytic 
activity, small molecule metabolic process, plast
id に関係する遺伝子だった。また、GAD 遺伝子
や GABA 代謝に関わる遺伝子についても、いくつ
かの遺伝子で発現量の変化が見られた。 

このように、WT と GABA トマトでは、有意に
遺伝子発現のパターンの違いが見られたが、その
原因として、ゲノム編集による影響が考えられる
が、トマトの生育環境、収穫時期、生果の保存状
態の違いなどその他の影響についても可能性は無
視できない。特に当初に想定した中で、オンター
ゲット変異による代謝経路の変化に伴う間接的な
遺伝子発現の変化、オフターゲット予測から漏れ
たオフターゲット変異による遺伝子発現の変化を
明確にするためには、今回得られた遺伝子発現の
変化のデータを、遺伝子配列や発現制御領域など
ゲノムの変化に落とし込む必要がある。３つめに
想定した、Cas9 の持続的な作用による遺伝子発現
の変化に関して、特に DNA 損傷シグナルに関連
する遺伝子は抽出されなかった。 

本研究は、ゲノム編集食品の編集前後の想定し
ない変化とその影響について、遺伝子発現の変化
に着目し、これまでと異なる切り口で検証を試み
た。今後の課題としては、編集の前後で発現変化
のあった遺伝子について、ゲノム変化やメタボロ
ーム変化を参照すること、その方法を含めて検証
することが必要であると考える。 
 
参考文献： 
1)  ゲノム編集技術応用食品及び添加物の食品

衛生上の取扱要領に基づき届出された食品
及び添加物一覧 (https://www.mhlw.go.jp/st
f/seisakunitsuite/bunya/kenkou_iryou/shoku
hin/bio/genomed/newpage_00010.html) 

 
2)  グルタミン酸脱炭酸酵素遺伝子の一部を改

変し GABA 含有量を高めたトマトに関する
届出情報 
(https://www.mhlw.go.jp/content/11120000
/000828873.pdf) 

3)  Smart-seq2 for sensitive full-length transcr
iptome profiling in single cells. Picelli et 
al., Nat Methods, 10 1096-1098, 2013  
doi:10.1038/nmeth.2639.  

4)  iDEP: an integrated web application for d
ifferential expression and pathway analysis 
of RNA-Seq data. Ge SX et al., BMC Bio
infomatics, 19:534, 2018  
doi: 10.1186/s12859-018-2486-6 

5)  g:Profiler: a web server for functional enri
chment analysis and conversions of gene l
ists (2019 update) Nucleic Acids Research
 2019; doi:10.1093/nar/gkz369 

6)  Tomato Glutamate Decarboxylase Genes S
lGAD2 and SlGAD3 Play Key Roles in R
egulating γ-Aminobutyric Acid Levels in 
Tomato (Solanum lycopersicum). Takayam
a et al., Plant Cell Physiol. 56:1533-45, 2
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 al., Plant Cell Rep. 36:103-116, 2017 do
i: 10.1007/s00299-016-2061-4 

D. 研究発表・業績 

1. 論文発表 
なし 

2. 学会発表 
1) 曽我慶介、江木智宏、成島純平、吉場聡子、

真野潤一、高畠令王奈、橘田和美、中村公亮、
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柴田識人、近藤一成：新遺伝子組み換え表示
制度に向けた試験法開発 〜「遺伝子組み換え
でない」表示の今後〜、第 8 回次世代を担う
若手のためのレギュラトリーサイエンスフォ
ーラム、東京、2022 年 8 月 26 日 

2) 近藤一成、曽我慶介、成島純平、吉場聡子、
柴田識人、田口千恵、坂田こずえ、加藤怜子：
ゲノム編集によって発生する意図しない変異
はどこから来るのか、NGS EXPO 2022、大阪、
2022 年 10 月 18 日 

3) 成島純平、木俣真弥、志波優、権藤崇裕、秋
元智、曽我慶介、吉場聡子、中村公亮、柴田
識人、近藤一成：ゲノム編集におけるオフタ
ーゲット予測法 SITE-Seq の Galaxy ベース新
規解析パイプラインの開発とその作物への応
用、NGS EXPO 2022、大阪、2022 年 10 月
18 日 

4) 吉場聡子、成島純平、曽我慶介、杉野御祐、
柴田識人、近藤一成：遺伝子組換え食品の同
定に資する新たなゲノム解析技術の検討、第
59 回全国衛生化学技術協議会年会、東京、
2022 年 10 月 31 日-11 月 1 日 

5) 柴田識人、成島純平、曽我慶介、吉場聡子、
近藤一成：ゲノム編集食品における外来性遺
伝子の残存を評価する全ゲノムシークエンス
データ解析の標準化に向けた取り組み、第 59
回全国衛生化学技術協議会年会、東京、2022
年 10 月 31 日-11 月 1 日 

6) 成島純平、杉野御祐、曽我慶介、吉場聡子、
柴田識人、近藤一成：NGS を用いた網羅的な
オフターゲット変異候補部位予測法の高
GABA 産生ゲノム編集トマトへの適用と検証、
第 59 回全国衛生化学技術協議会年会、東京、
2022 年 10 月 31 日-11 月 1 日 

7) 柴田識人、成島純平、曽我慶介、吉場聡子、
近藤一成：ゲノム編集食品における外来性遺
伝子の安全性評価における全ゲノムシークエ
ンスデータを用いた解析の標準化に向けた課
題、第 118 回日本食品衛生学会学術講演会、
長崎、2022 年 11 月 10 日-11 日 

E. 知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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図１ ゲノム編集による意図しない変化

図2 遺伝子発現解析スキーム
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図3 iDEP workflow
(http://bioinformatics.sdstate.edu/idep96/)

図4 total RNA品質検定結果
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図6 gProfilerによるGO解析結果
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図7 SIGAD3 read mapping

図8 高等動物におけるGABA代謝経路（参考文献２より抜粋）

GABAトマトは、ゲノム編集によりグルタミン酸脱炭酸酵素(GAD)遺伝子の
自己阻害領域の除去を行うことでGADの活性を上昇させGABA蓄積量を向上
させている。
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表１ マッピング結果
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表2 iDEPによるGO解析結果
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表3 発現変動遺伝子リスト（一部）
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 
分担研究報告書（令和 4年度） 

 
メタボロームインフォマティクスによる未知化合物推定 

 
研究分担者 早川 英介  沖縄科学技術大学院大学 

   
研究要旨： 
本研究はゲノム編集等の新しい技術で作られた食物に含まれる未知化合物の迅速な検出・解析を

可能にする解析手法の開発および一般利用可能なツールとしての実装である。本年度はゲノム編集
トマトと多品種トマトとのノンターゲットでの網羅的な比較定量解析および多変量解析に関して、
本解析技術の適用を行うことで化合物群の変動を明らかにした。本解析技術に関してデータ解析ツ
ールを公開可能な Web アプリとしてサーバー上に構築し、各種解析機能を実装した。本研究によ
り開発されたツールは食品分析に従事する研究者・分析者に広く利用される解析プラットフォーム
となり得る。 

 
 

A. 研究目的 

近年では CRISPR 等の技術によるゲノム編集な
どの新しい技術を用いて食品の品種改良が行われ
ている。一方でこれまで一般ではなかった技術に
より作られた食品（生物）に想定外の変化が起き
る可能性とそれに伴う食品衛生上のリスクの懸念
も高まっている。生物に含まれる化合物・代謝物
は生体内の複雑な代謝パスウェイの連鎖により生
成されるため、僅かの代謝パスウェイの変化が想
定外の化合物・代謝物の質的・量的変化につなが
ることも考えられる。そのような想定外の化学的
なリスクを迅速に検出・解析する技術が今後重要
になることは明らかである。 
食品分析において広く用いられる質量分析のア

プローチはあらかじめ分析対象の化合物を決めて
おく“ターゲット分析”が主である。しかし、ゲノム
編集等で危惧される想定外の未知化合物はその
“ターゲット”の外であり検出が不可能である。一
方事前にターゲットを設定しない“ノンターゲッ
ト分析”のアプローチでは未知化合物に関して構

造情報を得る解析技術が整っておらず未だ困難で
ある。そこで本研究ではゲノム編集食品を含む食
品のノンターゲット質量分析データから未知化合
物・代謝物を網羅的に迅速に検出および構造解析
するデータ解析プラットフォームの開発を行っ
た。 

B. 研究方法 

本研究では一般にも広く用いられている液体ク
ロマトグラフィー連結型質量分析（LC-MS）によ
るノンターゲット分析を機器分析の手法として採
用し、得られたデータを解析するための技術開発・
アプリケーション・解析システムの構築を行って
いる。本年度は昨年度までにすでに構築したフラ
グメントスペクトル類似度による未知化合物解析
を行う解析システム、スペクトルライブラリを用
いて、ゲノム編集トマトの網羅的な多品種間の比
較定量解析および多変量解析を行い、それを基に
した変動化合物の特定及び構造解析を実施した。 
データ解析システムの構築に関しては昨年度ま
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でにローカルなツールとして実装されていたもの
を一般公開可能な Web アプリとして発展させる
ための開発を行うとともに、広範囲なユーザーを
想定した各種機能とその GUI の開発及び実装を
行った。 

C. 研究結果および考察 

昨年までに実装していたデータ解析機能および
スペクトルライブラリのアプリケーションとして
ゲノム編集トマト（GABA シャント代謝系 GAD
を編集）とその他非ゲノム編集トマトの多品種で
の比較解析を行った。現在市販されているゲノム
編集トマトに加え９種の非ゲノム編集トマトの計
10 種を LC-MS 分析を行い、ノンターゲット分析
データを取得した。10 種のデータに関して検出さ
れた全未知化合物ピークを比較定量解析および主
成分解析を行った。その結果、ゲノム編集トマト
は主成分プロットにおいて非ゲノム編集トマト群
とは主成分１で明確に区別され（図１）、またゲノ
ム編集トマトで増加しているとされている GABA
以外の多数の化合物が量的に変動し主成分に寄与
していることが分かった。 
特に大きく変動し主成分１に寄与している化合

物に関してスペクトル類似度計算に基づくスペク
トルライブラリとのネットワーク解析を行ったと
ころCarboxylic acids and derivatives, organooxy
gen compounds, flavonoids に属する化合物であ
ることが推定された。この結果から、ゲノム編集
食品における想定外（編集対象の代謝パスウェイ
外）の化合物・代謝物に量的な変動が生じている
ことが強く示唆された。 
このデータ解析技術に関して、昨年までローカ

ルで稼働していたプログラムを Web アプリケー
ションとしてオンライン公開可能なシステムとし
ての開発が行われた。前述のような多試料分析の
多変量解析の結果を可視化ツールに取り入れたこ
とに加え、化合物クラス・部分構造・ネットワーク
解析といった機能もWebアプリ上に実装された。

さらに質量範囲の指定、化合物クラスの指定、化
合物構造のポップアップでの表示などのユーザビ
リティが向上する各種機能が実装された。 

Ｄ．結論 

今年度は昨年度までに開発されたデータ解析シ
ステムおよびスペクトルライブラリを実際のゲノ
ム編集食品を含む多試料比較解析への適用を行う
ことで、多変量解析への対応とさらにその結果を
反映した未知化合物解析ワークフローの確立が行
われた。 
すでに述べたように、ゲノム編集トマトでは他

品種との比較で複数の未知化合物が量的に変動し
ており、その未知化合物の構造（化合物クラス）推
定を本解析手法で迅速に行うことが可能であるこ
とが実証された。一方で、より厳密な化学構造を
提示する機能に関しては今後の課題であり、すで
に実装したプログラムを解析システムに組み込む
ことで来年度に実現可能である。 
この解析システムは広く一般の食品分析に関わ

る研究者・分析者に利用されるプラットフォーム
として成立することを目指しており、今年度に整
えたWeb アプリとしての実装（図２）を基盤とし
つつ、今後ユーザーのフィードバックを取り入れ
ながら拡張をしていく予定である。 

E. 研究発表・業績 

1.  論文発表 
無し 
 

2. 学会発表  
早川英介、渡邊 寛、近藤一成：質量分析インフォ
マティクスによる 食品試料の迅速・ノンターゲッ
トな未知化合物解析プラットフォーム、日本食品
衛生学会第 118 回学術講演会、長崎、令和 4年 11
月 10 日－11日 
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Ｆ．健康危険情報 

該当なし 

G．知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
  



79 

厚生労働科学研究費補助金（食品の安全性確保推進研究事業） 
「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 
分担研究報告書（令和 4年度） 

 
新規アレルゲン性予測手法開発のための基盤的研究 

 
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 
爲廣 紀正 国立医薬品食品衛生研究所生化学部 

協力研究員 
 
A．研究目的 

遺伝子改変技術を応用した食品開発は、技術的
には、外来遺伝子導入による遺伝子組換え食品か
ら、内在性遺伝子の改変を行うゲノム編集技術応
用食品へ、また、酵母等に多数の外来遺伝子を導
入し新規食品機能成分を産生させる合成生物学の
利用へと変化している。現在、ゲノム編集技術で
は多様な手法が生み出されており、これらの手法
による意図しない塩基変化も一様ではないことが
明らかになりつつある。従って、このような意図
しない変化、及びそこから生じる代謝成分の変化

を検出または予測し、その変化が与える影響を正
確に評価することは、食品の安全性確保において
急務の課題である。 
バイオテクノロジー技術を用いて開発された食

品のリスクの 1 つに、アレルゲン性増大の可能性
がある。本研究では、国立医薬品食品衛生研究所
生化学部にて管理・公開している、アレルゲン性
予測機能（FAO/WHO 法等）を装備したアレルゲ
ン・エピトープ情報データベース（Allergen Data
base for Food Safety, ADFS）について、新規ア
レルゲン及びエピトープ情報の収集・解析等によ
りアレルゲン性評価に関する検討を行い、遺伝子
改変技術応用食品のリスク評価に資するデータベ
ースとなるよう、情報を更新し内容を充実させる。 
また、人工知能（AI）を活用した新規高精度ア

レルゲン性予測手法の開発を進める。令和 2 年度

研究要旨： 
本研究では、遺伝子改変技術応用食品のアレルゲン性について、より高い精度での評価・予測を可

能とすることを目的として、アレルゲン性予測手法（allerStat）の機能拡充を行った。分類器として、
これまで使用してきた線形 SVMに加えて、非線形 SVM、ロジスティック回帰、lightGBM、LSTM、
proteinBERT を実装し、その性能を検証した。今後、バイオテクノロジー技術応用食品のリスク評価
手法としての実用化を目指す。また、国立医薬品食品衛生研究所にて運用・公開しているアレルゲン
データベース（Allergen Database for Food Safety, ADFS）に関して、令和 3 年 6月から令和 4年 5
月までの 1 年間に NCBI PubMed に収載された論文から、エピトープ配列決定に関する 18 報のピ
アレビューを行い、14 種のアレルゲンについて、総数 52 のエピトープ情報を ADFS に追加した。
また HESI が運営するアレルゲンデータベース COMPARE の登録アレルゲンに関するアップデー
トを ADFS に反映させた。これらの情報更新により、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 2,403、エピトープ既知のアレルゲン数は 274 となり、遺伝子改変技術応用食品の
アレルゲン性評価に有用なデータベースである ADFS を充実させることができた。また、医療・食
品分野やリスク評価分野等における AI の活用実態の調査を実施した。現状では医療分野への活用や
規制の取り組みが多いことが示され、食品分野やリスク評価分野への活用は今後進んでいくものと
考えられた。 
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までの先行研究班では、アレルゲン及び非アレル
ゲンタンパク質から抽出した特徴的なアミノ酸配
列パターンを利用して機械学習によりアレルゲン
性を予測する手法（allerStat）を開発してきた。本
研究班では、この予測システムの機能を拡充し、
高精度アレルゲン性予測法としての実用化を進め
る。 
また、医療・食品分野やリスク評価分野等にお

ける AI の活用実態を調査し、課題を整理する。 

Ｂ．研究方法 

アレルゲン性予測手法-1（allerStat）の機能拡充 
現システムの分類器である線形SVM (Support 

Vector Machine)に加えて、非線形 SVM、ロジス
ティック回帰、LightGBM (Gradient Boosting M
achine)、LSTM (Long short-term memory)、pr
oteinBERT (Bidirectional Encoder Representati
ons from Transformers) を分類器として追加実
装し、それぞれの分類器を用いた場合の予測性に
ついて検証した。  

 
ADFS 登録アレルゲンのアップデート 
昨年度までは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 に反映させていたが、
2021年2月を最後にデータ更新が行われなくなっ
ている。そのため今年度は、HESI （the Health and 
Environmental Sciences Institute、国際生命科学協
会 ILSI のグローバルブランチ、非営利組織）が運
営しているアレルゲンデータベースである
COMPARE （Comprehensive Protein Allergen 
Resource）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。 

  
ADFS エピトープ情報の追加 
令和 3年 6月から令和 4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、ADFS のデータに追加した。 

 
AI のリスク評価分野等への応用に関する調査 

Web of Scienceにて、AI （artificial intelligence）、
machine learning、deep learning、neural network
のキーワードを用いて、2020 年以降に出版された
総説を検索し、ヒットした 14,626 報の中から、引
用数及び内容を考慮して食品・農業分野、医療分
野、生物学分野の合計 168 報を入手した。入手し
た総説からさらに 48 報（食品分野 18 報、医療分
野 20 報、生物学分野 10 報）を選択し、その内容
を精査した。 
続いて、精査した総説において出現頻度及び重

要度の高い機械学習・深層学習関連の 15 種の用語
（Neural network、Machine learning、artificial 
intelligence 、 Random forest 、 Support Vector 
Machine、Deep Learning、Logistic regression、
Ensemble、Principal component analysis、Boosting、
k-nearest neighbor、Decision tree、Naive Bayes、
Long Short Term Memory 、 Natural language 
processing ）のいずれかを含み、かつ “ risk 
assessment”または“safety assessment”をキーワー
ドとして含む 2020 年以降に出版された論文を、
Web of Science にて検索したところ、5,181 報が
ヒットした。その中から、引用数及び内容を考慮
して食品・農業分野、医療分野の合計 474 報につ
いて検討し、さらに 65報（食品分野 7 報、医療分
野 58 報）を選択して、その内容を精査した。 
また、国際機関や各国規制当局（世界保健機関

（WHO）・国際連合食糧農業機関（FAO）・コーデ
ックス委員会・医薬品規制調和国際会議（ICH）・
薬事規制当局国際連携組織（ICMRA）・国際医療機
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器規制当局フォーラム（IMDRF）・米国食品医薬品
局（FDA）・米国国農務省（USDA）・欧州食品安全
機関（EFSA）・欧州医薬品庁（EMA）・英国食品基
準庁（FSA）・英国医薬品・医療製品規制庁
（MHRA）・中国国家衛生健康委員会（NHC））に
おける AI 関連の取り組みについても調査を行っ
た。 

C. 研究結果 

アレルゲン性予測手法 (allerStat)の機能拡充 
allerStat について、線形 SVM に加えて新たに非

線形 SVM、ロジスティック回帰、LightGBM、
LSTM、proteinBERT を分類器として追加実装し、
それぞれの予測性について比較検討した。20 品目
の食品のアレルゲン及び非アレルゲンデータを用
いて leave-category-out cross-validation を行い、
予測性の指標となるROC（Receiver Operatorating 
Characteristic）曲線の AUC（Area Under Curve）
を算出した。各分類器における AUC を表 1 及び
図 1に示す。ロジスティック回帰、LightGBM、及
び LSTM では、線形 SVM とほぼ同程度の AUC
が得られた。非線形 SVMでは線形 SVM と比較し
て AUC が小さい品目が多く、また品目ごとの
AUC の変動が大きかった。一方 proteinBERT で
は線形 SVM と比較して AUC が大きい品目が多
く、品目ごとの AUC の変動が小さかった。 
これまで分類器として使用してきた線形 SVM、

及び、上記クロスバリデーションにおいて大きな
AUCを示した proteinBERTについて、allerStatの
学習データ（アレルゲン及び非アレルゲンデータ）
の分布図を図 2 に示す。線形 SVM では、アレル
ゲンデータのほとんどは高値の領域に存在してい
たが、非アレルゲンデータは比較的広い領域に分
布していた。proteinBERT では、アレルゲンデー
タのほとんどは高値の領域に、非アレルゲンデー
タのほとんどは低値の領域に分布しており、線形
SVM と比較して分類性能が改善されていること
が示された。このように、線形 SVM 以外の分類器
を使用することにより予測性能を向上させること

が可能であることが示された。 
 

ADFS 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、
登録データの信頼性が非常に高いデータベース
（但しエピトープ情報は含まない）である。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、昨年度まで 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
を行ってきた。しかし、2021 年 2 月を最後に
AllergenOnline のデータ更新が行われなくなって
いる。そのため今年度は、AllergenOnline と同様
に専門家によるピアレビューにより登録データの
信頼性が非常に高いデータベースである、
COMPARE（ILSI のグローバルブランチである
HESI が運営している）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。 
 
ADFS エピトープ情報の追加 
令和 3 年 6 月から令和 4 年 5 月までの 1 年間

で、キーワード検索により抽出された論文は 23 報
であった。その中からエピトープ情報が記載され
ていると思われる 18 報を選択し（表 2）、ピアレ
ビューを行った。その結果、11 報の論文から 14 種
のアレルゲンについて、総数 52 種のエピトープ情
報を新たに追加した（表 3）。  
上記のアレルゲン及びエピトープ情報更新作業

により、最終的に、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 2,403、エピトー
プ既知のアレルゲン数は 274、構造既知のアレル
ゲン数は 194、糖鎖付加アレルゲン数は 127 とな
った。 

 
AI のリスク評価分野等への応用に関する調査 
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各分野において AI 技術の活用が進められる中
で、特に医療分野においては、画像解析やプログ
ラム医療機器（Software as Medical Device: SaMD）
をはじめとする様々な方面で AI 技術の導入及び
検討が進められている。各国規制当局は、この革
新的ツールの重要性を認識しており、多くの国が、
これらの手法や技術の研究、開発、採用を促進す
るために、国家的な AI 戦略や政策を策定している
（後述）。食品（農業）分野における AI の活用は
医療分野ほどには進んでいないが、これまでに、
土壌特性や気象パターンの予測、作物収量予測、
病気や雑草の検出、スマート灌漑、家畜の生産・管
理、インテリジェント収穫、生産・流通管理、品質
管理、需要・購買行動予測、食品表示からの成分・
栄養価予測等に関する報告がある。生物学分野に
おいては、マイクロバイオーム研究、バイオマー
カー選択、タンパク質コード配列同定、メタゲノ
ム解析データの活用等に関する報告がある。一方、
AI 活用における課題としては、データセットの入
手・内容・質、サンプルサイズ、モデルの性能評
価・実用化・説明可能性等が挙げられている。 
また、医療分野では、様々な疾病関連のリスク

予測への AI 活用事例の論文報告がいくつかあっ
た。食品分野では、不確実状況下でのサプライチ
ェーンにおけるリスク予測、家畜の病気に関する
リスク予測、乳製品の品質に関するリスク評価、
病原菌・重金属・化学物質による汚染に関するリ
スク予測等の論文報告があった。 
国際機関や各国規制当局の取り組みやリスク評

価への活用については、次のような調査結果が得
られた。 
医療・健康分野に関して、WHO では、デジタル

ヘルスとして AI 技術の活用について多くの検討
が進められている。ITU/WHO Focus Group on 
artificial intelligence for health（FG-AI4H）では ガ
イダンス文書“Ethics and governance of artificial 
intelligence for health”が取りまとめられており、
健康分野における AI 活用状況、AI に適用される
法律・政策及び原則、AI の倫理原則や倫理的課題

等がまとめられている。 
ICH では医薬品承認申請におけるデジタル関連

技術活用のための取り組みが進められている。 
ICMRA では、Informal Innovation Network が

AI に関するホライズン・スキャンニングとして、
2 件のケーススタディ（中枢神経系アプリ、ファー
マコビジランスにおけるシグナル管理）を実施し、
その結果を踏まえて提言を行っている。 

IMDRF では、AI 関連の医療機器に関するワー
キンググループが 2013年に結成され、イノベーシ
ョンを支援するガイダンスの開発と、安全で効果
的な SaMDへのアクセスを世界規模でタイムリー
に行うことを目指して活動が行われている。 

FDA では、デジタルヘルスとして AI 技術の規
制の検討が進められている。デジタルヘルスイノ
ベーション行動計画、デジタルヘルスソフトウェ
ア事前認証プログラム（Pre-Cert プログラム）の
試験運用、AI/ML ベースの SaMD に関する行動
計画の公表、デジタルヘルス専門組織（DHCoE）
の設立、医療機器開発のための指針原則、リアル
ワールドエビデンス（RWE）の活用ガイダンス、
画期的なデバイスプログラム（BDP）関連の取り
組み等が行われている。 

EMA では、AI と新しいデジタル技術を活用し
て医薬品規制プロセスの効率を改善し、データに
対する洞察を深める目的でプロジェクト・勧告を
運営・発表している。 

MHRA では、ソフトウェアと AI に対する規制
要件を明確にし、患者を保護することを目的とし
た医療機器規制の改革プログラムを 2021 年 9 月
に公表している。 
食品・農業分野に関して、FAO では、農業情報・

知識へのグローバルアクセスの強化、リモートセ
ンシングとGEO-AIを用いた農作物季節学と農事
暦の生成、衛星リモートセンシングデータを用い
た水ストレス（乾燥期や干ばつ）の検出、FAO デ
ータラボによるツールの実装、写真データからの
害虫（ツマジロクサヨトウ）の検出、FAO デジタ
ルポートフォリオ、ヒレの写真からのサメの種類
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の識別、水生産性（作物収量を生産に使われた水
量で除した値）の向上を目的としたポータルサイ
トの公開等、AI 技術を活用した多くの取り組みが
進められている。 

Codex では、AI を食品不正に対抗する革新的な
手段の 1つであるととらえ、2022年 9 月に、食品
偽装を検出するための AI に関する国際会議を開
催している。 

USDA では、進行中または計画されている AI の
使用事例の目録を作成し公表している。2022年 12
月時点で、USDA の組織内外における AI の使用
事例 26 件が登録されている。 

EFSA では、リスク評価プロセスのエビデンス
管理段階において AI 手法を実装するためのアプ
ローチを開発するため、「リスク評価におけるエビ
デンス管理のための AI 関連活動のためのロード
マップ」プロジェクトを 2021 年 5月に発足させ、
その報告書を 2022 年 5 月に公開している。2027
年までに人間の専門知識と密接に共存する人間中
心の AI を適用することによってエビデンスのア
クセス性と範囲を拡大し、リスク評価プロセスの
信頼性を高めることを目標に掲げ、ロードマップ
を作成している。 

FSA では、2016 年にデータ戦略アクションプラ
ンを公表しデータの活用の検討等を進めている。
AI を食品衛生評価制度（Food Hygiene Rating 
Scheme：FHRS）に基づく地方自治体による食品
施設の衛生検査を効率化するためのスキームに活
用している。 
なお、NHC に関しては、2022 年 12 月時点で AI

関連の取り組みに関する英語で記された情報は確
認できなかった。 
一方、課題としては、デジタルデバイド（情報通

信技術を利用して恩恵を受ける者と、利用できず
に恩恵を受けられない者との間に生ずる知識・機
会・貧富などの格差、情報格差）が AI の導入に影
響を与える可能性、デジタル化が想定されていな
い書類様式等のデジタル化への対応、法令や規制
体制の整備（枠組み作成、規制側の人材確保等）の

必要性、患者や公衆の安全の確保（AI 導入におけ
るリスクの考慮、要件の明確化、市販後調査等）、
サイバーセキュリティの確保、人間の解釈可能性
の程度／人間の解釈が安全性や有効性に影響する
可能性、AI を導入したシステムの継続的な学習及
び性能確保、公的機関が AI を利用する場合の透明
性・公正性の確保、データ利用に関する責任（合法
的、安全、公正、倫理、持続性、説明可能な方法で
のデータ利用）等が挙げられている。 

D．考察 

本研究では、AI を活用した新規アレルゲン性予
測手法開発に向けて、アレルゲン性予測手法 
（allerStat）の機能拡充を行った。分類器として、
これまで使用してきた線形 SVM に加えて、非線
形SVM、ロジスティック回帰、lightGBM、LSTM、
proteinBERT を実装し、その性能を検証した。現
在細かな点の修正等プログラムの整備を進めてお
り、今後、バイオテクノロジー技術応用食品のリ
スク評価手法としての実用化を目指す。また、
ADFS に、アレルゲン及びイソアレルゲンのアミ
ノ酸配列情報を 24 種追加、また、14 種のアレル
ゲンについて総数 52 のエピトープ情報を追加し、
アレルゲンデータベースとしての継続的な充実を
進めた。AI の活用状況の調査では、現状では医療
分野への活用や規制の取り組みが多いこと、食品・
農業分野やリスク評価分野への活用は今後進んで
いくと考えられることが示された。また AI 導入の
問題点としては、各分野に共通のものとして、デ
ータセットの入手・内容・質、サンプルサイズ、モ
デルの性能評価・実用化・説明可能性等が挙げら
れる他、規制当局側の問題点としては、法令や規
制体制の整備、患者や公衆の安全確保、透明性・公
正性の確保、デジタルデバイドへの対応等が挙げ
られる。 

Ｅ．結論 

本研究では、遺伝子改変技術応用食品のアレル
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ゲン性について、より高い精度での評価・予測を
可能とすることを目的として、アレルゲン性予測
手法（allerStat）の機能拡充を行った。また、令和
3 年 6 月から令和 4 年 5 月までの 1 年間に NCBI 
PubMed に収載された論文から、エピトープ配列
決定に関する 18 報のピアレビューを行い、14 種
のアレルゲンについて、総数 52 のエピトープ情報
を ADFS に追加した。 また、COMPARE 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。これらの情報更新
により、遺伝子改変技術応用食品のアレルゲン性
評価に有用なデータベースである ADFS を充実さ
せることができた。AI の活用状況の調査では、現
状では医療分野への活用や規制の取り組みが多い
ことが示され、食品分野やリスク評価分野への活
用は今後より進むものと考えられた。 
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表1 leave-category-out cross-validationによる評価結果：ROC-AUC

SVM_
linear

SVM_
non-linear

logistic-
regression

lightGBM LSTM proteinBERT

1 apple 0.998 0.851 0.998 0.999 1.000 1.000
2 bovine 0.927 0.909 0.932 0.940 0.837 0.945
3 buckwheat 0.874 0.532 0.872 0.827 0.842 0.985
4 carrot 0.947 0.794 0.942 0.898 0.968 0.976
5 chicken 0.797 0.492 0.795 0.829 0.927 0.963
6 corn 0.972 0.866 0.971 0.975 0.966 0.984
7 crab 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000 1.000
8 kiwi 0.866 0.758 0.874 0.926 0.883 0.896
9 mustard 0.835 0.451 0.844 0.844 0.842 0.918

10 olive 0.980 0.107 0.988 0.996 0.863 1.000
11 oyster 1.000 1.000 1.000 1.000 0.988 0.992
12 peach 0.998 0.848 0.998 1.000 0.998 0.998
13 peanut 0.699 0.672 0.678 0.401 0.524 0.856
14 potato 0.674 0.685 0.680 0.749 0.711 0.960
15 rice 0.840 0.444 0.837 0.831 0.815 0.934
16 salmon 0.924 0.755 0.927 0.866 0.810 0.978
17 shrimp 1.000 0.778 1.000 0.833 1.000 1.000
18 soybean 0.766 0.836 0.762 0.780 0.757 0.961
19 tomato 0.871 0.669 0.861 0.825 0.885 0.841
20 wheat 0.855 0.567 0.852 0.839 0.809 0.927
21 AVERAGE 0.891 0.701 0.891 0.868 0.871 0.956

図1 leave-category-out cross-validationによる評価結果：ROC-AUC
※横軸の数字は表1の番号に対応
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表2 令和4年度にエピトープ情報収集のためピアレビューした論文

Múnera M, Martínez D, Wortmann J, Zakzuk J, Keller W, Caraballo L, Puerta L.

Structural and allergenic properties of the fatty acid binding protein from shrimp Litopenaeus vannamei

Allergy. 2022 May;77(5):1534-1544. 

1. PMID : 34695231

He XR, Yang Y, Kang S, Chen YX, Zheng PY, Chen GX, Chen XM, Cao MJ, Jin T, Liu GM.

Crystal Structure Analysis and IgE Epitope Mapping of Allergic Predominant Region in Scylla paramamosain Filamin C, Scy p 9

J Agric Food Chem. 2022 Feb 2;70(4):1282-1292. 

2. PMID : 35040643

Schmalz S, Mayr V, Shosherova A, Gepp B, Ackerbauer D, Sturm G, Bohle B, Breiteneder H, Radauer C.

Isotype-specific binding patterns of serum antibodies to multiple conformational epitopes of Bet v 1

J Allergy Clin Immunol. 2022 May;149(5):1786-1794.

3. PMID : 34740603

Han TJ, Huan F, Liu M, Li MS, Yang Y, Chen GX, Lai D, Cao MJ, Liu GM.
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表3 令和4年度に新たにADFSに追加したエピトープ情報

Name start end Sequence Method CTYPE Reference UniProt acc.No

001 Lit v 13 40 85 VEITKDGDTYTMKTTTTFKTTEIKFKLGEEFEETTADGRVVKSTIT Peptide array/ELISA L PMID 34695231 E2IH93

Lit v 13 107 136 ELLREFTDDKMLMECKVDDVVCKRVYSRLE Peptide array/ELISA L PMID 34695231 E2IH93

002 Scy p 9 336 353 GTNRQTERIKRQREAVPL Dot blot/bioinformatics/ELISA L PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 363 377 TFKLPGISPFDLGAT Dot blot/bioinformatics/ELISA L PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 418 433 EMHIPGSPFQFTVGPL Dot blot/bioinformatics/ELISA L PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 446 462 PGLERGEQGMPNEFNVW Dot blot/bioinformatics/ELISA L PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 490 505 DGSCYVSYVVAEPGEY Dot blot/bioinformatics/ELISA L PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 512 528 NDKHIPDSPYKVYITPS Dot blot/bioinformatics/ELISA L PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 338−343,449−456,476−482,498−504,506,522,524−528 Dot blot/bioinformatics/ELISA C PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 345,347,349−359,379−389,403−408,430−434,467−470,512−514 Dot blot/bioinformatics/ELISA C PMID 35040643 A0A5J6X3F8

Scy p 9 366−375,390−397,415−420 Dot blot/bioinformatics/ELISA C PMID 35040643 A0A5J6X3F8

003 Bet v 1 ELISA C PMID 34740603 O23746

004 Cra a 4 22 33 KISIEDVEESRN ELISA L PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

Cra a 4 64 75 TGAGKEISESEF ELISA L PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

Cra a 4 80 90 TEAYKKDKVGF ELISA L PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

Cra a 4 107 116 TNKDRTIDED ELISA L PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

Cra a 4 144 159 NKHVPLKDIVSEWVKF ELISA L PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

Cra a 4 131 150 G48, D99, I101, D103, I105, D110, R111, D114, D116, A124, A136, W156 ELISA C PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

Cra a 4 170 188 D114, R134, A136, S138, L139, N141, N144, L149, D151, V153, S154, V157, F159 ELISA C PMID 34338271 A0A6G7MAZ4

005 Amb a 11 173 186 GKLVKFSEQQLVDC bioinformatics/ELISA L PMID 35362839 V5LU01

006 Scy p 1 39 48 TEEEIRATQK ELISA L PMID 34801289 A7L5V2

Scy p 1 153 162 FLAEEADRKY ELISA L PMID 34801289 A7L5V2

007 Scy p 3 35 47 DCLRALNLNPTLA ELISA L PMID 34801289 A0A514C9K9

Scy p 3 66 80 DDFLPIFAQVKKDKD ELISA L PMID 34801289 A0A514C9K9

Scy p 3 109 120 HILLSLGERLEK ELISA L PMID 34801289 A0A514C9K9

008 Der p 7 18 47 DPIHYDKITEEINKAVDEAVAAIEKSETFD immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 37 67 VAAIEKSETFDPMKVPDHSDKFERHIGIIDL immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 67 97 LKGELDMRNIQVRGLKQMKRVGDANVKSEDG immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 107 142 VHDDVVSMEYDLAYKLGDLHPNTHVISDIQDFVVEL immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 140 165 VELSLEVSEEGNMTLTSFEVRQFANV immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 166 193 VNHIGGLSILDPIFAVLSDVLTAIFQDT immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 187 215 TAIFQDTVRAEMTKVLAPAFKKELERNNQ immunoblot/inhibition ELISA L PMID 34220841 P49273

Der p 7 immunoblot/inhibition ELISA C PMID 34220841 P49273

Der p 7 immunoblot/inhibition ELISA C PMID 34220841 P49273

009 Der p 39 87 97 QEELREAFRMY Western Blot/dot blot/ELISA L PMID 35600837 A0A6P6YD30

Der p 39 107 117 TSALREILRAL Western Blot/dot blot/ELISA L PMID 35600837 A0A6P6YD30

Der p 39 123 133 NDELDEMIAEI Western Blot/dot blot/ELISA L PMID 35600837 A0A6P6YD30

010 Ara h 2.02 21 40 ARQQWELQGDRRCQSQLERA AllerScan L PMID 34755130 Q6PSU2

011 Ara h 3.01 301 320 ERDPYSPSQDPYSPSPYDRR AllerScan L PMID 34755130 O82580

012 Ara h 7.01 71 90 QEQDEYPYSRRGSRGRQPGE AllerScan L PMID 34755130 Q9SQH1

013 Per a 5 32 47 VTNLMAGEHLTPEFLK bioinformatics/ELISA L PMID 34717182 A0A2K9YV03

Per a 5 77 92 QYGKDDSLYPKDAKKR bioinformatics/ELISA L PMID 34717182 A0A2K9YV03

Per a 5 114 135 YYPIYFAKQAADPEKMKKLEEA bioinformatics/ELISA L PMID 34717182 A0A2K9YV03

014 Cra a 2 56 73 SGAGVYACDPEGYEVFKE dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 77 92 PVIMDYHKVDKVEHPP dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 93 107 CDFGPQDKLGFDPLD dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 121 133 GRSHEGYPFPPVS dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 134 146 TDEQRKEMENKTI dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 165 176 TMTPEENQQLID dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 185 200 DKMLGDAGGYNGWPKA dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 227 238 QKGGDVGEVYKR dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604

Cra a 2 306 323 GEHTESVGGVYDISNKRR dot blot/inhibition ELISA L PMID 34664604
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図2 アレルゲン及び非アレルゲンデータの分布
AL: allergen data, nonAL: non-allergen data

SVM

proteinBERT
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厚生労働科学研究費補助金（食品の安全確保推進研究事業） 
「新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と 

リスクコミュニケーションのための研究」 
分担研究報告書（令和 4年度） 

 
新規アレルゲン性評価手法開発の基盤研究と AI のリスク評価への応用 

 
研究分担者 富井 健太郎 産業技術総合研究所 

   
研究要旨： 

HLA クラス II 分子−ペプチド間の結合は、残基間相互作用が本質的に鍵を握っていると考え、
既存の深層学習モデルの DeepSeqPanII をベースモデルに、特徴量として（デフォルトの one-hot 
encodingと BLOSUM62に加えて）アミノ酸物理化学的インデックス、PSSM、アミノ酸残基間ポ
テンシャルインデックスを組み合わせてトレーニングを行い、LOAO 交差検証テストによってモデ
ルの予測性能を比較し、性能向上の可能性とどの特徴量が有効であるかを検証した。一次元配列情
報データセットに対する性能評価結果では、物理化学的インデックスを特徴量に加えた場合、
DeepSeqPanII のデフォルトによる AUC値よりも平均 2.1%の向上が確認でき、立体構造情報デー
タセットに対する性能評価結果では、特徴量に物理化学的インデックスと PSSM を組み合わせるこ
とによって平均 6.9%の向上が得られた。 

 
研究協力者 
池田 修己 産業技術総合研究所 
坂無 英徳 産業技術総合研究所 

A. 研究目的 

第二次産業革命を契機として、世界の人口増加、
温暖化による砂漠化などによる農地面積の減少、
作物収穫量の低下、農業従事者の減少などの諸問
題によって世界的な食糧不足への懸念が強まって
いる。こうした問題を背景に、害虫抵抗性や除草
剤耐性をもたせることで収量増を見込める遺伝子
組み換え作物（GMO）の実用化が進んでいる。日
本では遺伝子組み換え作物規制条例で栽培を規制
しているが、家畜飼料用がほとんどではあるもの
の輸入に依存しているトウモロコシ、ダイズ、菜
種などは半量が既に遺伝子組換え作物であると推
定されている。 

GMO に対してはアレルゲン性が遺伝子改変食
品の安全性が問われているが、すべての遺伝子組

換え食品のアレルゲン性を実験的に評価するのは
コストの面から現実的ではない。このため、科学
的根拠をもつ信頼性のある評価方法の確立が求め
られている。適切なリスク管理対策の適用により、
遺伝子改変食品のアレルゲン性リスクを低減する
ことが出来るかもしれない。 
組換えDNA技術で導入した新規遺伝子産物（タ

ンパク質）や形質転換による意図しない新規タン
パク質のアレルゲン性予測方法としては、FAO（国
連食糧農業機関）/WHO（世界保健機関）が提唱
しているデータベースに登録済みのアレルゲンタ
ンパク質との相同性比較（[1] 80 個の連続したア
ミノ酸配列について 35%以上の相同性、[2] 6〜8
個の連続したアミノ酸配列の完全一致）が標準的
に使用されている。 
しかし、配列長が短い既知アレルゲン性ペプチ

ドとの類似性に基づくため偽陽性が高いことが指
摘されている。また、進化に基づくアミノ酸置換
行列を用いる配列類似性比較は、オフターゲット
効果による変異をもつ新規タンパク質に対するア
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レルゲン性の判定には十分ではない可能性があ
る。 
機械学習は使用する学習データに強く依存す

る。アレルギー発症の機序において、HLA 分子は
種々のペプチドを結合し、T 細胞に抗原提示を行
い、T 細胞受容体との結合によってサイトカイン
の産生や細胞傷害性活性が起こる。近年、必ずし
も HLA 分子とペプチドとのアフィニティ（結合親
和性）およびオフレートと T細胞の活性化が一致
していないことが明らかとなっている。したがっ
て、T細胞活性化/不活性化の実験的根拠をもつ正
例／負例データの選定およびデータセットの準備
には特段の注意を要する。 
そこで本研究では、標的配列と類似した配列の

オフターゲット検索しかできない点を克服すべ
く、人工知能を活用して相同性がないアレルゲン
性タンパク質由来ペプチド−HLA クラス II 分子
間結合予測法の開発を行うことを目的に取り組ん
でいる。 
研究計画初年度の昨年度では、既存予測手法が

使用した機械学習法およびデータセットについて
調査を行なった。さらに、HLA クラス II 分子−ア
レルゲン性ペプチド−T 細胞受容体複合体の立体
構造データを用いて、ペプチド結合クレフトにお
ける HLA クラス II 分子−アレルゲン性ペプチド
間の相互作用状態について解析した。 
今年度は、まず、既存のデータセット以外に新

たにデータセットを 2 種類構築した。次に、これ
を用いて既存手法の深層学習による予測法に、ア
ミノ酸物理化学的インデックス、位置特異的スコ
ア行列（PSSM）、アミノ酸残基間ポテンシャルイ
ンデックスを特徴量として用いたモデルを構築し
た。LOAO（leave-one-allele-out）交差検証テスト
によってモデルの予測性能を比較し、性能向上の
可能性とどの特徴量が有効であるかを検証した。 

B. 研究方法 

（１）データセットの構築 

前述のとおり、以下の 3 種類のデータセットを
用意した。 
①既に提案されている予測法 DeepSeqPanII の学
習に使用した「BD2016 データセット」を公開サ
イトからダウンロードし、そのまま使用した。 
②オリジナルのデータセットとして「IEDB2022
データセット」を構築した。構築フローを図 2 に
示す。HLA クラス II 分子の配列情報およびアレル
情報を収めた IPD-IMGT/HLA データベース
（release 3.47，2022-01）からデータファイルをダ
ウンロードした。アレル名に接尾辞「N」、「Q」、
「L」、「S」の記載をもつエントリを取り除いた。
一方、IEDB（2022-04）から結合ペプチド分子名、
HLA 遺伝子名・アレルグループ・アレル型、結合
ペプチド配列、アフィニティ、アッセイなどの情
報を含むデータをダウンロードした。データの信
頼性を確保するために、以下の条件を設けフィル
タリング処理によるデータ選別を行った。 
・ IC50（50%阻害濃度）の値をもち、カラム

「Units」の値が「nM」の単位として与えられ
ており、カラム「Quantitative measurement」
の値が「null」でないデータ。 

・ 対象とするアレル名に「/」が含まれるデータ
（α 鎖タイプ/β 鎖タイプ）、および「HLA-
DRB」であるデータ。 

・ 同じアレルかつ同じペプチドが存在する場
合、その重複のペプチドが正例と負例の両方
に存在する場合、それら全てを除外する。正例
または負例に重複のペプチドが存在する場合
は、その中で IC50が最小のものを採用し、そ
れ以外は削除する。 

・ アレル名に接尾辞「N」、「Q」、「L」、「S」の記
載をもたないデータ。 

③高分子立体構造データベース PDB に登録され
ているペプチド結合状態のHLAクラス II分子を、
ウェブツール IMGT を用いて検索・抽出した。さ
らに、以下の条件でデータの選別を行った。 
・ CD4、TCR エントリを除去。 
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・ HLA-DMタイプのエントリを除去。 
・ HLA のペプチド結合領域、結合ペプチドに非

標準アミノ酸／unknown を含むエントリを除
去。 

・ HLA のペプチド結合領域に欠失／置換のある
エントリを除去 
同じく IMGT を用いて、HLA クラス II 分子と

結合ペプチド間において水素結合を形成する残基
情報、位置、結合数の情報を抽出し、「PDB-HB デ
ータセット」として構築した。構築フローを図 3に
示した。 
 
（２）特徴量 
予測法に組み込む特徴量は以下の 5 種類を用い

た（ただし、One-hot encoding と BLOSUM62に
関しては、DeepSeqPanII において採用されている
特徴量である）。 
・ One-hot encoding：20 種類のアミノ酸を 20 次

元の bit ベクトルで表現。 
・ BLOSUM62：アミノ酸置換行列の値を 23 次

元のベクトルで表現。 
・ AAindex 物理化学的インデックス：20 種類の

アミノ酸に KEGG AAindex データベースに登
録されている 566 種類のインデックスの値を
割り当てる。566 種類の全てを次元圧縮した場
合と、類似したインデックスを相関係数に基
づいて非冗長な 62種類に削減したうえで次元
圧縮した場合とを別々に特徴量として追加。 

・ PSSM：マルチプルアラインメント処理によっ
て得られたカラム重複部分の重み付きアミノ
酸出現頻度として、20次元のベクトルで表現。 

・ AAindex 残基間ポテンシャルインデックス：
KEGG AAindex データベースに登録されてい
る 20種類のアミノ酸残基間におけるポテンシ
ャルのスコア行列（47 種類）を用いて、立体
構造既知の HLA クラス II 分子とペプチド間
で 3.5 オングストローム以内に近接する残基
ペアに対してスコアを割当。 

 
（３）深層学習ベースモデル 
既に提案されている予測法の DeepSeqPanII を

ベースモデルとして、前節で述べた 5 種類の特徴
量を組み合わせて、3 種類のデータセットごとに
LOAO 交差検証テストを行った。 
ここで、DeepSeqPanII をベースモデルに用いた

利点は、第一に、DeepSeqPanII が再帰的ニューラ
ルネットワーク（Recurrent Neural Network；
RNN）の一種である LSTM（ long short-term 
memory）を用いていることである。LSTM の強み
は、時系列データの学習や予測（回帰・分類）にあ
り、HLA クラス II のα鎖、β鎖、ペプチドで構
成される 3 組の一次元配列間における線形での結
合状態を考慮する上で、モデルが複雑にならない
ことが期待できる（図 1）。第二に、注意機構
（attention mechanism）を採用しており、RNN が
記憶しきれない過去の情報を記憶にキャッシュす
ることによって、ニューラルネットワークの内部
を可視化することができる長所をもつ。第三に、
一連のプログラムがGitHubにて公開されており、
MIT License として再利用が認められていること
である。したがって、新たに別の特徴量を組み込
んで利用することは問題にならない。 
 
（４）LOAO 交差検証テストと AUC の算出 

LOAO（leave-one-allele-out）交差検証では、デ
ータセットに含まれるアレル分子群から 1 つのエ
ントリだけを抜き出してテスト事例とし、残りを
トレーニングとする。この処理を全てのエントリ
が一回ずつテスト事例となるよう検証を繰り返
す。 

LOAO 交差検証テストの結果から、各 HLA ク
ラス II 分子に対し、 

FPR ＝ FP / (FP + TN) 
TPR ＝ TP / (TP + FN) 

を算出できる。横軸に FPR（偽陽性率）、縦軸に
TPR（真陽性率）をとった時に描かれる ROC 曲
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線下側の面積（AUC：area under the curve）の値
に基づいて、予測性能を評価する。 

C. 研究結果および考察 

（１）構築したデータセット 
LOAO 交差検定テストに使用する「IEDB2022

データセット」および「PDB-HB データセット」
の構築フローを、それぞれ図 2 と図 3 に示した。
信頼性の高い学習効果を得ることを目的に、デー
タ選別あるいはクリーニングの条件を設けた。 

3 種類のデータセットにおけるアレルタイプ別
の配列数を表 1 にまとめた。また、「BD2016 デー
タセット」と「IEDB2022データセット」における
正例と負例ペプチドデータ数を表 2 にまとめた
（「PDB-HB データセット」は立体構造既知デー
タに由来しているため、結合ペプチドデータは全
て正例として扱う）。 
「IEDB2022 データセット」は「BD2016 デー

タセット」に比べて新しいデータが含まれており、
また、曖昧な実験情報あるいは矛盾した実験結果
が記載されているエントリを含めないデータ選別
処理を行ったため、「BD2016 データセット」より
もやや少ない構成となっている。「PDB-HB デー
タセット」に関しては立体構造データそのものが
限られており、「IEDB2022 データセット」と同様
に HLA-DP タイプが含まれていない。 

 
（２）LOAO 交差検証テスト結果 
①多くの予測法が学習用データセットとして利用
している「BD2016 データセット」に対する AUC
による LOAO 交差検証テスト結果を図 4 に示す。
One-hot encodingと BLOSUM62を特徴量に用い
ているオリジナルの予測法DeepSeqPanIIよりも、
AAindex を特徴量に加えた場合が全体的に高い
AUC値を示した。特に、AAindex（次元圧縮）が
54 アレル中 50 アレルで DeepSeqPanII よりも高
く、2 アレルは同じ AUC値であった。AAindex（次
元圧縮）のほうが AAindex（非冗長 62 インデック

ス＋次元圧縮）よりも、2アレルを除いて、優れて
いることが分かった。 
 
②本研究で構築したオリジナルデータセットであ
る「IEDB2022データセット」に対する LOAO 交
差検証結果を図 5 に示す。「BD2016 データセッ
ト」と同様に AAindex（次元圧縮）はDeepSeqPanII
よりも AUC 値が高い傾向にあり（15/19 アレル）、
AAindex（非冗長 62 インデックス＋次元圧縮）よ
りも全アレルで優れていることが分かった。正例
／負例の閾値（500 [nM]、1000 [nM]）の違いは
AUC値に顕著な影響を与えなかった。図には示し
ていないが、AAindexを次元圧縮せずに 566イン
デックスを特徴量に加えても AAindex（次元圧縮）
の AU 値を全アレルで超えられていなかった。 
 
③HLA クラス II 分子−ペプチドの立体構造デー
タから選別した「PDB-HB データセット」に対す
る LOAO 交差検証結果を図 6 に示す。AAindex
（次元圧縮）＋PSSM による AUC 値が 8 アレル
中 5アレルにおいて最も高い AUC値を示した。1
アレル（ DRA*01:01−DRB1*01:01 ） の み、
DeepSeqPanII のデフォルトと同値であるが、それ
以外の 7 アレルでは顕著な差（AUC：6.9±3.2）
があった。この特徴量の単独と比較すると、組み
合わせによる効果が 5/8 アレルで有意であること
が分かった。アミノ酸残基間ポテンシャルを加え
た結果は、AAindex（次元圧縮）＋PSSM よりも高
い AUC が 得 ら れ た 一 方 で 、 1 ア レ ル
（DQA1*03:01−DQB1*03:02）では他の特徴量に
比べて顕著に低い値となった。 

Ｄ．結論 

深層学習を用いた DeepSeqPanII をベースモデ
ルに、特徴量（デフォルトの one-hot encodingと
BLOSUM62 に加えて、アミノ酸物理化学的イン
デックス、PSSM、アミノ酸残基間ポテンシャルイ
ンデックス）を組み合わせてトレーニングさせた。
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2 種類の一次元配列情報データセットに対する
LOAO 交差検定による予測性能評価結果では、物
理 化 学 的 イ ン デ ッ ク ス を 用 い た 場 合 、
DeepSeqPanII の AUC 値よりも平均 2.1%向上し
た。ペプチド結合残基位置が明らかな立体構造情
報データセットに対する性能評価結果からは、特
徴量に PSSMと残基間ポテンシャルインデックス
を組み合わせることによって平均 6.9%の予測精
度を向上できることを明らかにできた。 
計画 3 カ年中の 2 年目において概ね予定通りに

進捗している。最終年度となる次年度では、実際
に食物アレルギーの発症が確認されているアレル
ゲンペプチドデータへの予測と評価を行う。また、
他の既存の予測法との性能比較を行う予定であ
る。論文誌上ならびに学会や研究会などでの成果
発表を行い、研究に使用したデータセットや開発
した一連のプログラムをコミュニティ向けに限定
公開し、改良を重ねつつ利用促進活動を行う。 

E. 研究発表・業績 

1.  論文発表 
無し 

2. 学会発表  
無し 

Ｆ．健康危険情報 

該当なし 

G．知的財産権の出願・登録状況 

該当なし 
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図１ トマトLC-MSデータの主成分解析

図２ Webアプリ版解析ツール
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令和５年３月３０日 
厚生労働大臣  殿 

                                                                                               
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広         
 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名   食品の安全確保推進研究事業                           

２．研究課題名   新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保とリスクコミュニケー 

          ションのための研究                               

３．研究者名  （所属部署・職名）  生化学部・室長                         

    （氏名・フリガナ）  安達 玲子・アダチ レイコ                  

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □ 

 
□ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対

象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和５年３月３０日 
厚生労働大臣   殿                                      

                                                                                            
                  
                              機関名 国立医薬品食品衛生研究所 

 
                      所属研究機関長 職 名 所長 
                                                                                      
                              氏 名 合田 幸広         
 

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                         

２．研究課題名  新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保と           

リスクコミュニケーションのための研究                                       

３．研究者名  （所属部署・職名）生化学部・主任研究官                                 

    （氏名・フリガナ）吉場 聡子・ヨシバ サトコ                                  

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □ 

 
□ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □ 
 

□ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □ 

 
□ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □  ☑ □ 

 
□ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

 



2023年5月17日 
厚生労働大臣                                          

（国立医薬品食品衛生研究所長） 殿 
（国立保健医療科学院長）                                                                        
                                         
                              機関名 大阪公立大学 

 
                      所属研究機関長 職 名 学長 
                                                                                      
                              氏 名 辰巳砂 昌弘         
 

   次の職員の（令和）４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理に

ついては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                       

２．研究課題名  新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保とリスクコミュニケーシ

ョンのための研究                                         

３．研究者名  （所属部署・職名） 農学研究科  教授                                  

    （氏名・フリガナ） 小泉 望・コイズミ ノゾム                                 

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ■ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ■ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ■ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 

                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ■ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ■ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ■（有の場合はその内容：                 ） 



（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 

                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和５年 ４月 １７日 
（ 公 印 省 略 ） 

                                               
 厚生労働大臣  殿 
                                                                                              
                   
                           機関名 国立研究開発法人産業技術総合研究所 

 
                   所属研究機関長 職 名 理事長 
                                                                                      
                           氏 名     石村 和彦       
 
                               

   次の職員の令和４年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                         

２．研究課題名  新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保とリスクコミュニケーションのための研究 

３．研究者名  （所属部署・職名） 人工知能研究センター・研究チーム長                                 

    （氏名・フリガナ） 富井 健太郎 （トミイ ケンタロウ）                                 

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 未審査（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理

指針（※3） 
 □   ☑ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ☑ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □   ☑ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ☑ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 
                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講 ☑   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有 ☑ 無 □（無の場合は委託先機関：                 ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有 ☑ 無 □（無の場合はその理由：                  ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無 ☑（有の場合はその内容：                 ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 
                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 



令和5年  月  日 
厚生労働大臣  殿 

                                                                             
                           機関名 学校法人沖縄科学技術大学院大学学園 
 
                      所属研究機関長 職 名 理事長 
                                                                                      
                              氏 名 ピーター・グルース 
 

   次の職員の令和 4 年度厚生労働科学研究費の調査研究における、倫理審査状況及び利益相反等の管理につい

ては以下のとおりです。 

１．研究事業名  食品の安全確保推進研究事業                                         

２．研究課題名  新たなバイオテクノロジーを用いて得られた食品の安全性確保とリスクコミュニケー 

         ションのための研究           

３．研究者名  （所属部署・職名）進化神経生物学ユニット・グループリーダー                                 

    （氏名・フリガナ）早川 英介（ハヤカワ エイスケ）                   

４．倫理審査の状況 

  
該当性の有無  

有  無 

左記で該当がある場合のみ記入（※1） 

審査済み   審査した機関 
未審査

（※2） 

人を対象とする生命科学・医学系研究に関する倫理
指針（※3） 

 □   ■ □  □ 

遺伝子治療等臨床研究に関する指針  □   ■ □  □ 

厚生労働省の所管する実施機関における動物実験

等の実施に関する基本指針 
 □  ■ □  □ 

その他、該当する倫理指針があれば記入すること 

（指針の名称：                   ） 
 □   ■ □  □ 

（※1）当該研究者が当該研究を実施するに当たり遵守すべき倫理指針に関する倫理委員会の審査が済んでいる場合は、「審査済み」にチェッ
クし一部若しくは全部の審査が完了していない場合は、「未審査」にチェックすること。 

その他（特記事項） 

                                                 
（※2）未審査に場合は、その理由を記載すること。 
（※3）廃止前の「疫学研究に関する倫理指針」、「臨床研究に関する倫理指針」、「ヒトゲノム・遺伝子解析研究に関する倫理指針」、「人を対
象とする医学系研究に関する倫理指針」に準拠する場合は、当該項目に記入すること。 

５．厚生労働分野の研究活動における不正行為への対応について 

研究倫理教育の受講状況 受講■   未受講 □ 

６．利益相反の管理 

当研究機関におけるＣＯＩの管理に関する規定の策定 有■ 無 □（無の場合はその理由：               ） 

当研究機関におけるＣＯＩ委員会設置の有無 有■ 無 □（無の場合は委託先機関：              ） 

当研究に係るＣＯＩについての報告・審査の有無 有■ 無 □（無の場合はその理由：               ） 

当研究に係るＣＯＩについての指導・管理の有無 有 □ 無■（有の場合はその内容：               ） 

（留意事項） ・該当する□にチェックを入れること。 

                   ・分担研究者の所属する機関の長も作成すること。 


