
 

 

ゲノム編集技術の利用により得られた生物の使用等に係る実験計画報告書 
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  文部科学省研究振興局ライフサイエンス課 
生 命 倫 理 ・ 安 全 対 策 室 安 全 対 策 官  殿 
 

                                  氏名 国立大学法人東京大学 総長 藤井 輝夫 

 提出者                                  

住所 東京都文京区本郷 7-3-1 

ゲノム編集技術により得られた生物の使用等を行いたいので、次のとおり報告します。 

ゲノム編集技術により 

得られた生物の名称 

フロリゲン遺伝子をゲノム編集したイネ変異体群 

（系統名：Hd3a_2-7-10-2（二重変異体及びその分離後代も含

む。）, RFT1_3-7-2-2-2, RFT1_21-4-7-5-3,   

Pro_3-5-1-6, Pro_6-15-6） 

使用等の内容 イネ品種日本晴のHd3a(Heading date 3a)とRFT1(RICE 

FLOWERING LOCUS T1) の二つのフロリゲン遺伝子に機能欠損変異

を導入した系統（Hd3a_2-7-10-2, RFT1_3-7-2-2-2, RFT1_21-4-

7-5-3）と、イネ品種コシヒカリのそれら遺伝子のプロモーター領域に

変異を導入した系統（Pro_3-5-1-6, Pro_6-15-6）を野外で栽培し、

導入した突然変異による出穂期や収量性などの農業形質や関連遺伝子

への影響を比較精査する。 

使用等を 名称 東京大学 弥生キャンパス 実験圃場  実験温室 



 

する場所 詳細は別紙１参照（使用等をする場所） 

所在地 東京都 文京区 弥生 1-1-1 

宿主の名称 イネ rice  Oryza sativa L.  (品種 日本晴 & コシヒカリ) 

宿主の自然環境における

生理・生態学的特性 

1) 関東では、通常品種は 5~6 月に移植、9~10 月に収穫。 

2) 遺伝的に固定した品種・系統は約 1 週間以内の開花期間。 

3) 開花期は、品種ごとに遺伝的に決定。 

4) 葯開裂後の花粉の寿命は数分間。 

5) 開花日が重ならないと品種・系統間で自然交雑はしない。 

6) 栽培品種と交雑可能な野生イネは日本に自生しない。 

7) ほとんどの野生イネの系統は晩秋に開花し低温のため結実しない。 

8) 品種は自殖性が強い。通常栽培で隣の個体との交雑率が 1%程度。 

9) 20m 離れた個体との交雑率が、0.01%以下。 

10) 多くの日本品種（日本晴&コシヒカリも）は脱粒性がなく、種子の

自然拡散がない。 

11) 水稲品種は、水田栽培に適応。畑作での結実は可能だが、自然環境

では雑草との競合に負け、自生できない。 

12) 冬期の気温によるが、ほぼ越冬しない。 

詳細は別紙 2 を参照（突然変異を導入した宿主種に関する情報）。 

使用したゲノム編集技術

の種類・導入方法 

技術の種類：a. CRISPR/Cas9 

導入方法：c. 人工ヌクレアーゼ遺伝子を宿主のゲノムに挿入。 



 

細胞外で加工した核酸の

移入・残存の有無 

・挿入した核酸の構成（別紙 3 参照）。 

・移入方法及び除去した方法：イネ種子由来のカルスにアグロバクテ

リウムを感染させ、T-DNA 領域をゲノムに導入する。T-DNA 導入細

胞からなるカルスを抗生物質ハイグロマイシンで選抜、その後、植物

体を再分化。この間、Cas9 酵素によりターゲット遺伝子中のガイド

RNA 相同配列の PAM 配列近傍で二重鎖切断が起こり、その後の修復

過程で、突然変異が導入される。この変異が生殖細胞系列に起こった

場合、後代に変異が遺伝する。そこで、この CRISPR/Cas9 を含む T-

DNA 領域が自殖後代世代で遺伝的に分離した T-DNA 非導入個体で、

かつ、ターゲット遺伝子に変異をもつ個体を選抜し、自殖種子を得

る。 

・残存の有無を確認した方法：解析対象の個体から調整したゲノム

DNA を用い、約 11.2kb 長の T-DNA 断片を対象に、増幅断片がオー

バーラップするように設計した、約 1kbp 長の PCR 断片(21 個)につい

て、PCR による増幅を試みることで、残存の有無を確認した（別紙

３，PCR 法の確認）。加えて、サザン解析を行い、T-DNA 領域の非存

在を確認した（別紙３，サザン解析による確認）。さらに、NGS 解析

を行い、k-mer 法により、導入断片の残存の有無を確認した（別紙

３、k-mer 法による NGS データを利用した確認）。その結果、いずれ

の手法においても導入した核酸の残存は認められなかった。詳細は別



 

紙３を参照（外来核酸の移入・残存の有無の評価実験の報告)。 

改変した 

遺伝子等 

名称 イネのフロリゲン遺伝子である Hd3a 遺伝子と RFT1 遺伝子のコード

領域及びそれらのプロモーター領域 

機能 花芽形成ホルモン（フロリゲン）をコードし、栽培環境に応じた発現

により、花芽形成のスイッチとして働き、開花期や穂サイズを調整す

る。 

予想される 

機能の変化 

フロリゲンの機能・発現パタン・タイミングが変化することで、出穂

期（開花期）の変化、結果として収穫期の変化、および、穂数・穂サ

イズの変化が期待される。 

改変生物

の形質の

変化 

当該改変によ

り生じた変化 

Hd3a 遺伝子と RFT1 遺伝子のコード領域の機能欠損変異。それぞれ、

45bp と６bp の欠失変異 (Hd3a 遺伝子) と 18bp と 8bp と 17bp

の欠失変異 （RFT１遺伝子）。それらの遺伝子のプロモーター領域

に、1bp の挿入変異(Pro_3-5-1-6)と 2bp の欠失変異(Pro_6-15-6)。 

変異が起きた遺伝子やプロモーターにより、出穂期に様々な変化が認

められた。 

詳細は別紙 3 を参照（核酸の移入・有無の評価実験についての報告)。 

上記以外に生

じた変化 

出穂期以外の可視的な形質等の変化なし（別紙 4 参照）。 

ガイド RNA のイネの高精度全リファレンスゲノム配列(IRGSP1.0)に

対する CRISPR-Pv2.0 による Off-target 予測を行った結果、完全一致

の Off-target 配列は存在しなかった。また、ミスマッチ 2~4 塩基の



 

Off-target 候補のゲノム領域を調べたが、生物多様性に影響を与える

ことが予想される遺伝子は存在しなかった。よって、Off-target 候補

領域において生じる変異がゲノム編集技術により得られた系統に想定

外の変化を生じさせる可能性はほとんどないことが推察される（別紙

4 参照）。 

生物多様性影響が生ずる

可能性についての考察 

競合における優位性：フロリゲンの変異による開花時期の変化によっ

て、イネの競合性が高まることは考えにくいことから、生物多様性影

響が生じる可能性はないものと考えられる。 

 

有害物質の産生性：栽培イネでアレロパシーをもつ系統が報告されて

いるが、日本晴やコシヒカリといった日本品種のアレロパシー活性は

低い。また、フロリゲンは茎頂で花芽を形成する転写制御複合体のメ

ンバーであり、フロリゲンの変異で代謝経路が変わり、アレロパシー

活性が高まるなど有害物質の産生性が高くなることは考えにくい。 

また、アレルゲンデータベース (Allergen Online) を検索しても、変

異タンパク質は相同性を示すものはなかった。 

 

交雑性：フロリゲンの変異によって、受粉・受精効率に変化が生じる

ことは考えにくく、また、日本に野生イネは自生しておらず、交雑可

能な野生植物は存在しないことから生物多様性影響が生じる可能性は



 

ないと言える。 

 

総合的評価：競合における優位性、有害物質の産生性、交雑性を総合

的に考察して、本基礎研究段階の圃場栽培が生物多様性に影響を与え

る可能性は非常に低いと考えられる。 

 

緊急連絡

先 

所属機関の名

称及び職名 

東京大学 大学院 農学生命科学研究科  

 

氏名  

住所 郵便番号（113-8567）東京都 文京区 弥生 1-1-1 

 

 

緊急時の対応 生物多様性影響が生ずる可能性が示唆された事態が起きた場合は、刈

り取りによる植物体の除去を行い、種子が拡散しないように緊急措置

を行う。 

その後、すみやかに文部科学省研究振興局ライフサイエンス課生命倫

理・安全対策室及び環境省自然環境局野生生物課に報告するととも

に、東京大学遺伝子組換え生物等専門委員会並びに東京大学大学院農

学生命科学研究科ライフサイエンス室に報告する。 

その他 東京大学 遺伝子組換え生物等専門委員会  



 

委員長  

開催日 令和元年１０月３日、令和２年１２月２２日 

 

外来遺伝子の有無の確認等、組換え体を含みうる解析過程における廃

棄物は、すべて、オートクレーブによる処理後、廃棄済み。 

緊急時に当該生物の不活化処理が必要になった際に、刈り取った植物

体等はすべてオートクレーブによる処理後、廃棄予定。 

この計画書の実験においては、組換えにあたらないことがわかった植

物体からの廃棄物も、念のため、オートクレーブによる処理後、廃棄

予定。ゲノム編集した植物からの種子等の収穫物は、人がいないとき

は施錠される研究室内の種子庫で保管管理する。 
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別紙１ 

1) 使用等をする場所 

 

 

 

使用予定の場所を東大キャンパスマップに赤枠で示した。また、写真を以下に示す。 
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2) 施設概要  

東京大学 弥生キャンパスに設置された実験圃場。温室が主で、水田は、我々が管理してい

るコンクリート枠人工水田(約 1m x 約 5m ｘ８基)と、道を挟んだ場所に、別の研究室の

コンクリート枠水田がある。部外者の立入りを制限するための標識等を設置している。 

 

3) 実験圃場の周辺の状況 

道をはさんで、約 5∼10 m の距離で、隣の研究室が管理する水田がある。その水田の管理

者(藤原徹教授)には、今回の栽培に関する情報を提供し、了解を得ている。また、使用等

を予定する実験圃場から、600m 以内に一般の水田は存在しない。実験ほ場からの距

離 半径 1km 圏内に環境省の定める自然保護地域（国立公園、国定公園、厚生自然環 境

保全地域、自然環境保全地域）はない。また、当該実験ほ場は、文京区が作製した「洪水

ハザードマップ」「土砂災害ハザードマップ」

（https://www.city.bunkyo.lg.jp/bosai/bosai/bousai/Panfu.html） において、浸水

想定区域に指定されていない。詳細は別紙１最後の添付図参照 

 

４）周辺地域における鳥獣害の発生状況 

実験ほ場周辺にカラス及びスズメ等が見られるが、鳥類による被害は報告されていない

（防鳥網の設置等によってこれらの侵入を防ぐことができる）。 
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５）実験ほ場周辺の生物相 

（１）イネを実験ほ場で栽培することによって、影響を受ける可能性のある野生動植物等

及びその中に希少種が含まれる場合はその名称影響を受ける可能性のある野生動植物等は

ない。 

（２）交雑可能な近縁野生種及びその中に希少種が含まれる場合はその名称 

交雑可能な近縁野生種はない。
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   は 実験圃場・実験温室の場所 
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別紙 2 

 

突然変異を導入した宿主種に関する情報  

 

（１） 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況  

 

 ① 和名、英名及び学名  

イネ、rice、Oryza sativa L.  

   

 ② 国内及び国外の自然環境における自生地域  

日本国内において、イネという栽培種 Oryza sativa は基本的に自生しない。 

約１万年前に始まったと推定される栽培化後、長きにわたり、人の手で管理された生

育、いわゆる、栽培が続き、自然環境においては、雑草と競合できなくなっていると

推察される。 

また、日本国内においては、栽培イネの近縁野生種（O. nivara、O. rufipogon 等）も

自生しないし、過去にも自生したことがないと考えられている。この近縁野生種は世界中

の熱帯・亜熱帯に分布し、様々な環境、特に生育地の多様な水条件に適応分化している。

多くの系統は強い光周性を持ち、日本国内で実験的に栽培すると、11 月以降の短日条件

でのみ開花し、野外ではまず結実しない。遺伝的多様性の中核地域は、インド東北部のア

ッサム地方、ラオス、中国雲南省南端のシーサンパンナ・タイ族自治州、ミャンマーと北
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部タイの範囲であると考えられている。これらの地域はいずれも山岳地帯、丘陵地帯であ

り複雑な地形を有する地域である。  

なお、水田圃場及び畦畔には栽培に伴って雑草イネが発生する場合があるが、その生育域

は我が国においては主に農耕地及びその近傍に限られている。栽培種イネどうしの交雑で

も雑草イネが生じることが示されていること、我が国には野生種イネが自生していないこ

となどから、我が国における雑草イネは栽培種イネに由来するものであり、栽培種イネ間

の交雑により雑草性の形質が出てきたものと考えられる。この場合、古い品種の易脱粒性

品種との交配が雑草化の大きな原因とされている。雑草イネが発生した場合、一年間、対

象圃場を休耕することで雑草イネの更なる拡散は防ぐことができる。 

 

（２） 使用等の歴史及び現状  

①  国内及び国外における栽培の歴史  

栽培イネ（O. sativa）は紀元前 1 万 5 千年から 1 万年の間に栽培化されたと考えられ

ている。日本へは縄文時代晩期に中国から直接、ないしは、朝鮮半島を経由して伝来した

と推定されている。イネは我が国の農耕の歴史とともに存在し、現在も最も重要な作物と

して広く栽培されている。人工交配技術を使った育種は百数十年前から行われており、日

本各地で、育種選抜が繰り返し行われ、品種として優れたものを選抜し、不適切な系統は

排除し続けてきた歴史がある。また、約 50 年前から、ガンマー線等による突然変異育種

も盛んにおこなわれており、交配育種と同様、これまで問題なく、想定外の有害変異を持
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つ系統を野外の育種選抜で排除しながら、育種が進められてきた。培養変異を利用した育

種（プロトプラスト育種等）で野外での育種選抜も行われたことがある。 

 

② 主たる栽培地域、栽培方法、流通実態及び用途  

栽培イネは非常に広範な地域で栽培されており、北はロシアと中国国境のアムール川の河

畔（北緯 53 度）から南はアルゼンチン中央部（南緯 40 度）にわたる種々の気候条件下

で栽培されている。栽培面積は約 1 億 500 万 ha、玄米の総生産量は 5 億トンを越え

る。生産量はアジア(90 ％以上)、中南米、アフリカ、北米、旧ソ連、ヨーロッパの順と

なっている。我が国でも栽培地は北緯 44 度にまで及び、また世界で最も生産力が高い生

産地域になっている。我が国では通常、春に播種して秋に収穫する。この期間内で、田植

え可能となる最低気温が 13 ℃、登熟が停止する最低気温は 15 ℃と見なされている。栽

培方法によってイネは陸稲と水稲に分けられる。陸稲は畑に直接播種し、畑状態で栽培す

る。水稲は水田へ直接播種する直播栽培もあるが、苗を移植する栽培法が一般的である。

コメは、主食用として、約 730 万トンが国内で生産されていて、ほとんどが国内消費向

けに流通している。また、加工用、種子用、飼料用にコメの生産も行われている。 
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(3) ゲノム多様性  

① レトロトランスポゾンの解析から、栽培種のジャポニカ亜種とインディカ亜

種の進化距離は、栽培化が開始されたと考えられる約一万年よりも、大きく離れてい

て、約 40 万年前と推定されている。そのため、イネ栽培種は、自然交配と人為選抜

の繰り返しによる複雑な栽培化の過程で生まれたと想定されている。 

② 次世代ゲノムシークエンサー解析により、他の作物と比べて、イネのゲノム

多様性に関しては、多くが明らかとなっている。Depth（カバー率）の低い解析では

あるが、イネ栽培種 (Oryza sativa) 1083 系統、近縁野生種 (Oryza rufipogon) 

446 系統の全ゲノム解析により、栽培イネは、ジャポニカ型、アウス型、インディカ

型の亜種に大別でき、また、近縁野生イネの中で、OrIIIa タイプのゲノムとジャポニ

カのゲノムが似通っていること、インディカ・アウス型のゲノムと OrI タイプの野生

イネ系統はゲノム配列では区別できないことが明らかとなっている。 

③ また、3023 系統のイネ栽培種の平均 Depth が 20 を超える解析により、栽

培種内の SNP(一塩基多型）の総数が 2900 万座位に確認されている。全ゲノム配列

長が、リファレンス系統の日本晴で、約 3 億 8000 万座位（染色体 12 本分）である

ので、栽培イネの種内多様性は大きいことが明らかになっている。また、日本のイネ

品種間の比較も進んでおり、リファレンスゲノムである品種「日本晴」と、主要品種

である「コシヒカリ」との間で、約 10 万弱の座位に違いがあることがわかってい
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る。百年以上前から盛んにおこなわれているイネの人工交配育種では、この程度の

DNA 配列の違いを持つ系統同士を交配し、後代で、多様な違いを持つゲノムが分離

する集団から、野外による通常栽培条件での育種選抜を行ってきている。 

④ EMS やガンマー線等による突然変異処理によるゲノムに対する変異も解析さ

れており、変異導入条件の差が原因か、報告内容にかなりの振れがあるが、おおむ

ね、個体あたり、数百から数千の新奇な SNP が導入される。こういった処理による

育種選抜も５０年以上の歴史があり、野外での通常栽培による育種選抜が行われてい

る。 

 

（４）生理学的及び生態学的特性   

①  基本特性  

本来は、熱帯原産であり、生物学的には多年性であるが、日本国内の栽培上は、低温

により越冬ができないことから、一年生作物として扱われる。自殖性の強い風媒花で

あり、通常の環境では開花と同時に高率で自家受粉が行われる。イネは茎、葉、根、

穂の各器官で構成されている。根は種子根と冠根に区別される。冠根は地上部の節部

から発生する。茎は地上部の骨格をなすもので、ところどころ節で区切られ、伸長し

た節間は中空である。葉は葉身と葉鞘からなる。穂は茎の最上節につく。穂は総状花

序型の分枝を呈す。  
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② 生息又は生息可能な環境の条件  

イネの生育時期別の限界温度、最適温度を表 1 に示す。  

イネの生育最低温度は 10～12 ℃、通常の栽培可能温度は 20 ℃以上で、 

開花結実には 22 ℃を必要とする。逆に 34 ℃以上では高温障害が発生する。水稲は

湛水条件(水田)で栽培する。元来が水生植物であるイネは要求水量の大きな植物であ

り、灌水がなく土壌水分が表層土で 10 %以下、下層土で 12 %以下で干ばつ害が発

生する。  

 

 

 

③ 捕食性又は寄生性  

捕食性、並びに寄生性は認められていない。  
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④ 繁殖又は増殖の様式  

（ア）種子の脱粒性、散布様式、休眠性及び寿命  

イネは種子繁殖であり、熱帯に分布するインド型イネは比較的脱粒しやすいが日本で

栽培される日本型イネでは、一般に脱粒性は低い。  

イネの休眠性には品種間差があり、一般に日本型イネ品種では秋に収穫して室温に保

管した場合、翌春には休眠は失われる。種子の寿命に関しては、低温・低湿条件下で

は長期間の保存が可能であり、室温下でも種子水分を 9.7 %以下にすることで 95 %

以上の発芽率を 5 年間、維持することができる。一方、土壌中に種子が埋蔵された場

合、赤米が 3 年以上の寿命があるのに対し、一般の白色米の種子では一部に翌年発芽

するものもあるが、大部分の種子が発芽能を失う。 

  

 （イ）栄養繁殖の様式（ひこばえ、塊茎、塊根、匍匐（ほふく）枝等）並びに自然

条件において植物体を再生しうる組織又は器官からの出芽特性  

イネは一年生の種子繁殖植物であるが、適切な水分や温度条件では種子収穫後も栄養

体を維持できる。これは、“ひこばえ”と呼ばれる新しい分けつが節から発生し生長す

るものであるが、我が国の露地栽培においては温暖地域（沖縄等）以外、通常冬の低

温のため枯死し、越冬することはない。  
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（ウ）自殖性、他殖性の程度、自家不和合性の有無、近縁野生種との交雑性及びアポ

ミクシスを生ずる性質を有する場合にはその程度  

イネは自殖性が非常に高い作物である。他殖性の程度を示す情報として、開花期間の

重複する糯品種と粳品種とを用いた花粉飛散による交雑試験の結果、隔離距離が 4.5 

ｍの場合は交雑率が 0.6 %以下、10 m では 0.04 %以下であることが報告されてい

る。しかし、北海道立農業試験場のデータでは、種子親の低温による雄性不稔化処理、

強風、大面積の花粉源等の条件が重なった特殊な状況では、600 m 程度の長距離交

雑も起こりうることが非常に低い頻度ではあるが報告されている。近縁野生種である

O.nivara、O.rufipogon 等は、栽培イネと交雑可能であるが、交雑後代に雑種不稔・

雑種弱勢が見られることが多い。日本国外では、それらが自生している地域もあるが、

我が国に自生しているという報告はない。また、自家不和合性及びアポミクシスにつ

いての報告はない。 

 

（エ）花粉の生産量、稔性、形状、媒介方法、飛散距離及び寿命  

イネの穎花は、１葯当たり 1000 個以上の花粉が詰まった 6 本の葯を持つ。花粉の稔

性はほぼ 100 %、形状は球形で、葯内では粘質で花粉塊をなしているが、葯が開裂

し始めると花粉表面が乾き、粘着性が失われ、飛散しやすくなる。基本的に自家受粉
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作物で、受粉形式は風媒であり、葯は開花(穎)直前には開裂するため、花粉の多くは

自花の雌蕊にかかる。すなわち、開花前に自花の葯から受粉してしまうため、他家(花) 

からの風媒による受粉は栽培品種においては極めて少数(１ %以下)である。花粉の

飛散による交雑距離としては、多くの報告では 10 m 程度とされている。花粉の寿命

は一般に 3～5 分、最大で 10 分程度とされる。  

 

（オ）病原性  

病原性は認められていない。  

 

（カ）有害物質の産生性  

レタスを用いたプラントボックス（PB）法によってイネのアレロパシー（他感物質を

産生することによる周囲の野生植物の生育抑制）能について検討すると、水稲の中に

は、アレロパシーを示すものが存在し、この品種間差は大きい。品種、日本晴やコシ

ヒカリは、低いことが知られている。また、他感物質の残存期間は長くて数ヶ月程度

と考えられている。PB 法によりアレロパシー活性の強いことを見出した赤米（阿波

赤米、紅血糯等）は圃場でも雑草抑制作用を示した。イネはアレロパシー物質として

モミラクトン群を合成し、根から放出することで、周囲の植物との競争で優位となる
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こと、また、ストレス条件下ではより強いアレロパシー活性を持つモミラクトンＢの

生合成を誘導し、根からの分泌量を増加させることなどが報告されている。  

 

（キ）その他の情報  

障害不稔が発生すると玄米の蛋白質含量が高くなる。  
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別紙 3 

 

外来核酸の移入・残存の有無の評価実験の報告 

 

【実験の目的】 

開放系で栽培予定のイネが遺伝子組換え生物に該当しないことを確認する。 

すなわち、ゲノム編集時に使用した外来遺伝子をゲノム内に持たないことを確認する。 

 

【実験に使用するイネ系統の説明】 

イネは自殖性の強い作物であり、今回実験に用いる系統も自殖（その個体の花粉がその個体

の雌しべに受粉し、種子ができる）で維持する。 

慣例で、カルスより再生させた形質転換個体当代を T0 世代と呼ぶ。自殖により得られた種

子を発芽させて得られる個体を T1 世代と呼ぶ。T0 世代で導入された外来遺伝子や導入さ

れた突然変異はメンデルの法則により後代に遺伝するので、原則、T1 世代で、分離する。

以降、自殖を重ねるごとに Tn 世代（n は自殖の回数）と呼ぶ。一度、ホモに固定した外来

遺伝子や突然変異は安定的に後代に伝わる一方、分離で、外来遺伝子を遺伝しなかった個体

の自殖後代は、外来遺伝子が残存しない。図１参照。 

今回の実験では、PCR による外来遺伝子の残存の確認（実験１）、サザン解析による外来遺
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伝子の残存の確認（実験２）、NGS（次世代ゲノムシークエンサー解析）データを k-mer 法

を用いて外来遺伝子の残存の確認（実験３）を行い、全てを満たした個体（もしくは系統）

からの自殖種子を野外での栽培に供試する。すべての結果の集計結果を表１にまとめてあ

る。 

 

図１ ゲノム編集イネの開放系で栽培する株について 
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【ゲノム編集を誘導するための形質転換系統の作成について】 

図 2 に、対象イネ品種に形質転換したコンストラクトを示す。 

 

 

 

図 2  ゲノム編集による突然変異を誘導するために形質転換に使用したコンストラクト 

LB(Left Border)と RB(Right Border)の間の T-DNA 領域がイネのゲノムに導入される。MMCas9 が DNA

切断酵素をコードする。HPT 遺伝子は、抗生物質のハイグロマイシンの耐性をイネ細胞に付与する遺伝子

で、形質転換されたイネカルスの選抜に用いる。赤字で示す領域は、形質転換の成立を確認するための PCR

増幅を行った DNA 領域。 

 

１．フロリゲン遺伝子への変異の導入 

ア）イネ品種「日本晴」を用い、イネのフロリゲン遺伝子である Hd3a(Heading date 3a)

と RFT1(RICE FLOWERING LOCUS T1) のコーディング領域に gRNA 配列を設計して、

作成したコンストラクトをアグロバクテリウム法により形質転換した。 



4 
 

また、設計した gRNA 配列と遺伝子上の位置を図 3 に示す。 

 

 

図 3 Hd3a と RFT1 のガイド RNA 配列情報 

サンプル番号 1∼4 に対応。イネのフロリゲン遺伝子をターゲットにガイド RNA を、それぞれ、第一エク

ソンに変異を導入されるように設計した。 

 

 

イ）形質転換後、Cas9 や HPT の導入、および、対象配列への変異の導入を確認した系統の

中で、今回供試する系統は 4 系統で、Hd3a̲2-7-10-2, Hd3a̲7-1-10-6, RFT1̲3-7-2-2-

2, RFT1̲21-4-7-5-3 である。以下の実験では、サンプル番号の 1∼4 に対応する。 

系統 Hd3a̲7-1-10-6 は、Hd3a 遺伝子に bi-allelic 変異、RFT1 遺伝子にヘテロ変異を持
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ち、自殖後代のうち、二重変異体は実験室では開花せず、固定系統を得られなかった。その

ため、RFT1 遺伝子の変異がヘテロな状態の植物体で自殖種子を得、系統維持している。こ

れらの系統の該当ガイド RNA 領域に変異があることは後述する。また、次の確認実験の前

に、これらの系統は、最初に、図 2 に示した抗生物質抵抗性遺伝子 HPT 遺伝子(ハイグロマ

イシンリン酸基転移酵素)と Cas9 遺伝子領域を増幅する PCR プライマーで、増幅が起こら

ないことを確認した。 

 

２．プロモーター領域への変異の導入  

イネ品種「コシヒカリ」を用い、2 個の CRISPR/Cas9 のコンストラクト(図 2 に示したも

のに特定のガイド RNA を 3 個ずつ導入したもの)、コンストラクト 3(Con 3)とコンストラ

クト６(Con 6)（図 4 にガイド RNA の位置を示す）を形質転換し、それぞれにつき、T0 世

代の再生個体を 10∼20 個体、組み換え温室で栽培し、開花期を確認し、自殖種子を採種し

た。それらの種子を用い、T1 世代の分離集団を解析し、抗生物質抵抗性遺伝子 HPT 遺伝子

と Cas9 遺伝子の有無を図 1 に示した PCR 断片で調べ、約 150 個体中、約 20 個体の T1

個体で HPT と Cas9 の両方の PCR 断片が増えないことを確認し、以下の実験に供試した。

ゲノム編集による変異の有無に関しては、後半の実験で確認をしたので、後述する。 
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図 4 Con6 と Con3 の内のガイド RNA の位置情報 

サンプル番号 5∼32 に対応。コシヒカリの形質転換にも同じコンストラクトを使用したが、この図にある

ように、gRNA の発現ユニットは近接をする３か所をもつものを導入している。これは、プロモーター領

域の欠失を期待してのことだが、今回、供試する系統の中には、大きな欠失系統は得られていない。 

 

３．確認実験に供試した系統 

供試した系統は 後述の 表 1 にまとめてある。この中で、サンプル番号５とサンプル番

号 32 の Pro̲3-3-1-4 系統は、上記の PCR で、HPT 領域も Cas9 領域も増幅が確認される

個体で、ポジティブコントロールとして実験に供試している。また、形質転換に使った親品

種である日本晴とコシヒカリを比較対照としてサザン解析に供試している。 

 

【外来遺伝子の残存の有無の確認】 

上記の形質転換個体の自殖後代系統が、カルタヘナ法で規定する形質転換体かどうか、外来
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遺伝子の残存を判定する実験は、以下のように行った。 

 

1. PCR 法による確認  

ア）アグロバクテリウムに導入したベクターの T-DNA 領域(6491bp-17743bp)を網羅的

に増幅できるようにプライマーを設計し、サンプル番号5およびサンプル番号32のPro̲3-

3-1-4 個体のポジティブコントロールの DNA をテンプレートに、増幅を確認した。LB(Left 

Border)の周辺は、増幅可能な PCR プライマーを設計できず、5 番の個体では少なくとも

形質転換されていない領域と考えられたが、残りの領域は、図 5 に示すように、線でつな

いだ 21 の PCR 断片を設計でき、PCR で増幅を確認できた。断片としてのゲノム挿入の可

能性を考慮し、各 PCR 断片は 1kbp のサイズを目安とした。 
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図５ 導入 T-DNA の有無を確認するために設計した 21 の PCR 断片 

線で結んだ赤と青の三角形の間の領域を PCR 法で増幅を確認した。それぞれの PCR 産物は、オーバーラ

ップするように設計し、形質転換された領域をもれなく確認できるように設計した。 

 

イ） 上記の 21 組の PCR プライマーで網羅的にゲノム領域の特異的増幅が確認できたの

で、表 1 に記載した 31 サンプルのゲノム DNA を用いて、PCR をかけ、その PCR 産物を

電気泳動にかけて、供試したゲノム DNA 中の形質転換した DNA 断片の有無を確認した。
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図 6 参照。これらの結果のうち、9953-11040 の領域は、イネゲノムの OsACT 遺伝子と

相同で、イネゲノムの内在の断片を増幅してしまうので、外来遺伝子の有無の判断には使え

ない情報であった。 
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図 6-1 PCR による T-DNA の有無の評価  

– (ハイフン) でつないだ数字は増幅断片の位置を示す。M はサイズマーカーの DNA を電気泳動したレ

ーン。 レーンの番号はサンプル番号。表１と図 5 を参照。9953-11040 は、イネのゲノム配列と相同な

配列が T-DNA 内に存在し、ほぼすべてのサンプルで増幅が確認できた。サンプル番号５と 32 はポジティ

ブコントロール。09 個体は予備的に行ったサザン解析でも T-DNA 残存が確認できており、今回、PCR 解

析に供試しなかった。 
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図 6-2 PCR による T-DNA の有無の評価  

図 6-1 の注釈を参照。 14951-15993 の領域で、サンプル番号２で増幅が観察された。 
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図 6-3 PCR による T-DNA の有無の評価  

図 6-1 の脚注を参照。 15460-16376 と 15952-171159 の領域で、サンプル番号２で増幅が観察され

た。 

 

ウ）この結果より、ポジティブコントロールとして使用したサンプル番号５と 32 に加え、

サンプル番号２で、RB(Right Border)周辺の DNA 領域が増幅し、形質転換した T-DNA の

一部が残っていることが明らかとなった。それ以外のサンプルでは、T-DNA の導入を確認

できなかった。 

続いて、調整したゲノム DNA の質の確認のために、内在性の遺伝子(染色体 6 番の Se5 遺

伝子)のゲノム断片を増やし、調整した DNA の量と質を確認した。図７参照。その結果、サ

ンプル番号 20 番の結果はゲノム調整に問題があり、評価できないことが判明し、今回の評

価から除くこととした。 
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図 7 イネゲノムの内在性の断片の増幅確認 

サンプル番号 20 は、ゲノム調整に問題があると考えられるので、この個体由来の後代は、今回の評価対象

からはずす。 

 

エ）9953-11040 の DNA 領域（図 6-1）は、イネゲノムにも存在する DNA 配列であるが、

サンプル番号 13, 15,20 のゲノム DNA は、この断片を PCR 増幅するのに不十分である

ことが分かった。また、イネ内在性遺伝子 Se5 の PCR 増幅からは、サンプル番号 20 番の

ゲノム DNA に問題があることが分かった。そこで、今回の PCR 増幅による評価から、サ
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ンプル番号 13,15,20 のサンプルの結果をすべて外すことにした。  

 

これらの PCR 解析の結果より、PCR 法による評価では、サンプル番号 1, 3, 4, 6∼8, 

10∼12, 14, 16∼19, 21∼31 の個体（およびその自殖後代）は、形質転換した T-DNA が

分離し、残存しないことが示唆された。 
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２. サザン解析による確認 

ア）続いて、イネのゲノム DNA を用いたサザン解析を行った。まず、Probe の調整を行

った。図 8 に示すように、この T-DNA には、イネゲノムと相同な配列が数か所にわたり

存在するので、その部分を除いた領域を、PCR 法でベクターDNA から増幅し、それらの

PCR 断片を同じ分子数になるように混合して、サザン解析用の Probe として用いた。サザ

ン解析法は、ECL-Direct キットを用いて行った。電気泳動時の DNA サイズマーカーは以

下のものを使用した。ニッポンジーン製 Gene Ladder Wide 2  各バンドサイズは以下

の pdf を参照。

(https://www.nippongene.com/siyaku/product/electrophoresis/tds/tds̲gene-

ladder-wide2.pdf) 
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図８ サザン解析に用いた Probe 

T-DNA の中で、赤字で示した領域はイネゲノム配列と 100%の相同性があるので、その領域を含む配列を

Probe として使うとサザン解析での外来遺伝子の残存の評価ができない。そこで、プローブに使う領域を

オレンジで示す複数個所を PCR で増幅した DNA 断片を混合しプローブとしてサザン解析を行った。 

 

イ）サザン解析におけるイネゲノム DNA は CTAB 法を用いて調整し、BamHI 制限酵素を

用いて切断し、NanoDrop を用いた定量で、4μg 相当のゲノム DNA を電気泳動してサザン

解析を行った。図９には、電気泳動の結果と、サザン解析の結果を上下に示してある。この
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結果から、ポジティブコントロールの５番のサンプルに加え、2 番のサンプルは、ハイブリ

が確認され、形質転換体であることが明らかとなった。それ以外のサンプルは形質転換体で

はないと考えられたが、９番のサンプルは、目視では難しいレベルではあるが、弱いながら、

ハイブリのバンドが確認でき、サザン解析からは、DNA サンプルがキメラ的な状態であっ

たことを否定できなかったので、今回の実験結果として、この個体（およびその自殖後代）

は圃場栽培に回すべきではないとの評価をした。以上の解析の結果、サンプル番号１、３、

４、７、12、14、16～19、21～31 には、導入した T-DNA が残存していないことが示さ

れた。なお、サザン解析用に CTAB 法で再度ゲノム DNA の調整を行った際に、同じ個体、

もしくは、自殖後代個体の葉サンプルが入手しやすかったものを優先したため、サンプル番

号が飛んでいるものがある。 
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図 9 サザン解析の結果 

上のゲルの写真は、サザン解析に使用した DNA の電気泳動写真。下の写真がサザン解析の結果。 

 

３. k-mer 法による NGS データを利用した確認 

 

ア） 各サンプルにつき、約 12Gbp の PE150(Pair End 150bp)の fastq データを用い、

k-mer 法 (Itoh T et al. 2020 https://doi.org/10.1038/s41598-020-61949-5) による

外来遺伝子の残存 DNA の有無の評価を行った。対象イネゲノムへの挿入の有無を確認する

配列としては、T-DNA 全体の DNA 配列  (別紙４ T-DNA 配列)を対象に解析を行った。

20mer で解析した。 
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イ） 供試したゲノム DNA は、以下の６個体のゲノム DNA である。 

 

１） No1(Hd3a̲2-7-10-2)  サザン解析を行った植物と同じ個体からの再抽出ゲノム DNA 

２） No.3(RFT1̲3-7-2-2-2)-1  サザン解析に使用した植物の自殖後代個体から抽出したゲノム DNA 

３） No.4(RFT1̲21-4-7-5-3)-1  サザン解析に使用した植物の自殖後代個体から抽出したゲノム DNA 

４） No.12(Pro̲3-5-1-6)  サザン解析に使用した植物の自殖後代個体から抽出したゲノム DNA 

５） No.16(Pro̲3-16-2)  サザン解析に使用した植物の自殖後代個体から抽出したゲノム DNA 

６） No.31(Pro̲6-15-6)  サザン解析に使用した植物の自殖後代個体から抽出したゲノム DNA 

  



21 
 

ウ）以下に、T-DNA 領域へのヒットの状況を示す。図 10-1&10-2 参照。 

 

 

 

図 10-1  k-mer 法による解析結果（１） 

横軸は T-DNA 配列に相当。縦軸は、k-mer(今回は 20mer)のヒット数 
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図 10-2 k-mer 法による解析結果（2） 

横軸は T-DNA 配列に相当。縦軸は、k-mer (今回は 20mer(bp))のヒット数 
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結果、T-DNA 領域の外来核酸由来の配列はヒットしなかった。一方で、カウントが１より

も大きな領域は、20bp ∼1284bp の 12 か所であった。供試したすべての DNA サンプルで

同じ個所がヒットを示した。12 か所のヒット配列領域を、以下に示す。図 11 参照。 

 

１） T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:433-1565 1133bp 長 

gagtatatgcaaagtggcagagccaccgaaaagactgacgtctacagttttggagttttgctacttgaaatactaag

cggaaaacgacctactgatgcatcatttattgaaaagggattgaacattgttggatgggtatgtatgacctttatgtcc

ttccatttcatatccacagttttctgatatgaattacgtatgccttcaattgatttaatgtattcttgaaataatctacttgct

ctgtggcagttgaatttcctggtcggtgagaatcgggagagggaaattgtcgatccatattgtgagggagtgcagat

tgagaccttggatgctctactttctcttgctaaacaatgtgtaagttctttgccagaggagcggcctacaatgcacagg

gtggtacagatgttggagtcggatgtaattacaccatgccccagtgatttctacgattcagaataggcttcgacttac

ggctgctcttgaaaacgccacactgccgctggttttcctgtggaggcacattccatttattctttgcagattatgtaaatt

cattcctgcggtgttcggctccaatcggctagctcaatggggaggacatttttgtgtctatgtatctatgctacgtacaa

attattactactacatgtcaagttaataagaaacttaccaggagattactgtacttgtattgaactgtcaatctcggaa

gaatggaaatggtagggattagggatgccaagtttcctgaatctccatgagctgctgctagatatattaatatatttg

agtataaccagctgaatttctcacgcattgtgcgtctcgcgatcgagaaaatatgcacttggaggcttcacatgtgct

aatttcttaagacataagaatataagattcatatttacactaatcaaggtgaagaaaattgactaagtagagtagtag

tagaacataatatagttcactttcataatgagacaacaggttttaccgttttacatagcggagtagttcgagcggcaa
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caacacacttgaaaggaaccagagcacaccaaaaacaccagtaattacacctcacataagtgatcgatacacttga

agccacagataaatcgttttagattagccca 

2) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:2634-2653 ̲20bp 長 

cttccttatatagaggaagg 

３）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:3240-3259 ̲20bp 長 

cttctgatcttgagaaatat 

４）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:3303-3322 ̲20bp 長 

actgcatctttaaccttctt 

５）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:3451-4734 ̲1284bp 長 

cctcatatctatacccttttaccgctcaagtagcaagcaagatttccagataatatgaacagttagtatagtatactcta

tatagcctggtctgataatatataaacagccagcctggtgattggtgtaacaatttgtgatgacatctgcataacttga

aagatggaaatacataaagtaattttaaaacaaaggtcatgtacagattttaaaatcttgtcaagtcaaaacgtaca

gaaggcgaggaaaaagagtgatttactataagcatgatcatccttttttttctttcattttctaacaaaattgaagtgct

gacacacaacgcgcacacaaaccatagaaagcttgcactcctcttccactgtgttgtgtacacaaaccatagaaagc

tttacattcctcttccattgaaacttaaaaaattggcaggatcatgttctttaacagaatgccacattttaccttggagat

aaacagaattgtgctctttctacacgctaacatgttgaactgaaaacacttggttgaagacaggcagccaagccacg

aacccacgaacataggacccccactgtaccaaatattcttgtgtaaagaaacaaaagcttctctgatccacatggttc

catttcccctctcaatttgtttaaggaaaagtgaaaagattatcacttctacaggggatgtctaagctgcgccgtacaa
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cttttaagcggcaaagcgtgctcgtgtgctgctaaagcctgacgatgagaatatatctgatgctgtgatgcatcttgc

atcatgctggcacaatagccaagaaagaaaagtatcagaagtgtgtgtgacatgtcattaaaatatcgaacagcaa

aggcaaagtggaagttacgtgatgtcgaacatcacaatacaaactcccatgcactagatcactgatgcacaagaca

gaagaaaagaacattcatgcgaaaatactgggatgataacttcgatgttattcatttcatagaataatcgcaactcaa

aaacaaccagaacacgtattttttctggtaccctcatcaggcatctgattaaatttgaataaaccgaacatatgtgtcc

aaaatcacaagtgagaaccacaggtagcaataggtattacagtctttgaatagaagaaaatgataacagataggc

cggttgaaaactttgtccacgctaatgaagaaacagcaacaaaaagagagaaacaagcaggaggacggcgata

acagctcctcttggcttagcattcttgggtccgaagaatta 

６）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:4914-4933 ̲20bp 長 

tgttagttcctttcttactt 

７）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:7826-7847 ̲22bp 長 

TTCGTTGGGGAGGTTCTTGTCG 

８）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:9157-9177 ̲21bp 長 

TCGCCTCCGCGGTCTCGCCGC 

９）T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:9395-9432 ̲38bp 長 

TAATCCCCCTCTTTTTCAAAGAACAAGAAACCACTCCG 

10) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:9434-9496 ̲63bp 長 

AGAGATCGAAAGCTCAGGTTTTCTTTTTTCTTGAATCACTCGCAGTTCGTTGCTTGGAAT
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TCt 

11) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:9525-9544 ̲20bp 長 

cttccttatatagaggaagg 

12) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:10371-10617 ̲247bp 長 

GGATCATGAACCAACGGCCTGGCTGTATTTGGTGGTTGTGTAGGGAGATGGGGAGAAGA

AAAGCCCGATTCTCTTCGCTGTGATGGGCTGGATGCATGCGGGGGAGCGGGAGGCCCAA

GTACGTGCACGGTGAGCGGCCCACAGGGCGAGTGTGAGCGCGAGAGGCGGGAGGAACA

GTTTAGTACCACATTGCCCAGCTAACTCGAACGCGACCAACTTATAAACCCGCGCGCTGT

CGCTTGTGTTg 

図 11 k-mer 法で、ヒットが確認できた配列 

供試した全てのサンプル DNA で、同じ 12 か所がヒットした。 ヒット領域の長さは図の中に。 

 

エ） これらの 12 個の DNA 配列を、イネゲノムデータベース RAP-DB で、BLAST 検索

したところ、12 個の全ての配列が、イネゲノムの一部と 100%一致した。つまり、この 12

か所のヒットは、T-DNA 内にもともと含まれるイネゲノム由来の断片、もしくは、20bp 程

度の長さの配列に関しては、偶然の一致であると考えられる。よって、T-DNA 領域の外来

核酸由来の配列は含まれなかった。この中で、20bp を大きく超えるヒットに関しては、イ

ネゲノム上の 100%一致する配列のアノテーション情報を以下のように確認した。 
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1) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:433-1565 ̲1133bp  HSP タンパクのプロモーターを含む配列 

2) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:3451-4734 ̲1284bp  アクチン遺伝子の３末領域 

3) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:9395-9432 ̲38bp  ADH 遺伝子の 5’UTR 領域 

4) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:9434-9496 ̲63bp  ADH 遺伝子の 5’UTR 領域 

5) T̲DNA̲in̲pZH̲OsU:10371-10617 ̲247bp  OsU6-2 プロモーター 

 

したがって、供試した６個体のゲノム DNA には、形質転換した T-DNA を全く含まないと

結論できた。 
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【シークエンスによる変異の確認】 

ア）今回、野外栽培を計画する系統のもつ DNA 変異について、シークエンス解析を行い、

確認した。サンプル番号 1, 3, 4 は、図 12 参照。 

 

図 12 Hd3a と RFT1 のコーディング領域の変異のシークエンス結果 
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サンプル番号 1 のサンプルは、biallelic、もしくは、ヘテロな変異により、それ以降の波

形が二つの波が重なったものになっている。したがって、サンプル番号 1 のサンプルは、

二つのフロリゲン遺伝子の両方に変異を持っていることが確認できた。Hd3a は両方の相

同染色体に変異が入っており、RFT1 の方は機能型とのヘテロ変異である。サンプル番号

3 とサンプル番号 4 は、RFT1 遺伝子の青の三角で示した位置でそれぞれ 8bp あるいは

17bp の欠失が認められた。 

 

 

以下に、図 12 に対応するシークエンスの該当領域の野生型 DNA 配列と変異の導入位置、

様式を記載する。ガイド RNA 配列は図３と図４を参照。 

 

Hd3a̲2-7-10-2 について 

Hd3a 遺伝子の 45bp 欠失と 6bp 欠失 

WT 配列  AATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTCCATGGTCACCCACCAGCCTAGGGTCGAGGTCGGCGGCAATGACATGAGGACATTCTACA 

45bp 欠失 AATGGCTGCGAGCTCAA---------------------------------------------TGACATGAGGACATTCTACA 

6bp 欠失 AATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTC------CACCCACCAGCCTAGGGTCGAGGTCGGCGGCAATGACATGAGGACATTCTACA 

RFT1 遺伝子の 18bp 欠失 

WT 配列   CTCAAGCCGTCCATGGTGACCCAACAGCCCAGGGTCGTGGTCGGTGGCAATGACATGAGGACGT 

18bp 欠失 CTCAAGCCGTCCATGGT------------------CGTGGTCGGTGGCAATGACATGAGGACGT 

 

RFT1̲3-7-22 について 
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WT 配列 GCTATGGTGCAAGGATCGTCTCCAATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTCCATGGTGACCCAACAGCCCAGGGTCGTGGTCGGTGGCAA 

8bp 欠失 GCTATGGTGCAAGGATCGTCTCCAATGGCTGCGAGCTCAAGCC--------TGACCCAACAGCCCAGGGTCGTGGTCGGTGGCAA 

 

RFT1̲21-4-7-5-3 について 

WT 配列    TCGTCTCCAATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTCCATGGTGACCCAACAGCCCAGGGTCGTGGTCGGTGGCAATGACATGAGGACGT 

17 bp 欠失 TCGTCTCCAATGGCTGCGAGCTCAAGCCGTCC-----------------CAGGGTCGTGGTCGGTGGCAATGACATGAGGACGT 

 

イ）また、残りのコシヒカリに変異を導入した系統で、サザン解析に供試した個体に、設

定したガイド RNA 領域に変異が遺伝しているかどうかを調べた。図 13 に示したように、

解析した個体の中で、７個体で、ガイド RNA 領域の変異が遺伝していることを確認し

た。 
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図 13 gRNA 領域における変異の確認 

設計したガイド RNA の領域に、７系統で変異の導入を確認できた。 
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以下に、図 13 に対応するシークエンスの該当領域の野生型 DNA 配列と変異配列を記載す

る。 

まず、使用したガイド RNA 配列は、 

Con3 

gRNA2108: TTCTCTTACTGAAAACCAGA GGG - (GGG - PAM) 

gRNA2211: TGGTATCGGCTTATCTTGCC CGG - (CGG - PAM) 

gRNA4316: CCC GATTCTCTTTGCGTGCAGCA  - (CCC- PAM) 

Con6 

gRNA1060: CAACAATATTAGTAGCTATA GGG - (GGG - PAM) 

gRNA1512: CCG GCCGGGAATAATGTCTAGCC - (CCG – PAM) 

gRNA2217: CCC AAGCCGCTCTACATCATAGT - (CCC - PAM) 

である。 

 

No.7(Pro̲3-3-2-10) について gRNA4316 サイトに変異が生じた。 

WT 配列   TGCCCGATTCTCTTTGCGTGCAGCAGTGGGGAG 

1bp 欠失  TGCCCGAT-CTCTTTGCGTGCAGCAGTGGGGAG 

 

No.12(Pro̲3-5-1-6), No16(Pro̲3-16-2), No17(Pro̲3-16-3), No19(Pro̲3-16-11) 

について gRNA2211 サイトに変異が生じた。 
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WT 配列  GGTATCGGCTTATCTT-GCCCGGACAAATCG 

1bp 挿入 GGTATCGGCTTATCTTTGCCCGGACAAATCG 

 

No.29(Pro̲3-22-2) について gRNA4316 サイトに変異が生じた。 

WT 配列    TTCCATGTCAATTTTTTCTACCATCCATGCCCGATTCTCTTTGCGTGC 

30bp 欠失 TTCCAT------------------------------CTCTTTGCGTGC 

 

No.31(Pro̲6-15-6) について gRNA2217 サイトに変異が生じた。 

WT 配列   AACCCAAGCCGCTCTACAT 

2bp 欠失  AACCCAAG-—GCTCTACAT 

 

【開花期の表現型】 

ア)サンプル番号 1,3,4 の系統に関しては、今回の解析を開始した時点で固定系統と考えら

れ、2019 年 9 月 15 日に播種し、長日条件と短日条件に設定した拡散防止措置がとられて

いる人工気象室で栽培し、その表現型を観察した(図 14 参照) 。サンプル番号 1 番の系統

は変異配列解析の結果、Hd3a 遺伝子は、両方の相同染色体に変異が入り(biallelic)、RFT1

遺伝子は、片方の染色体に変異が入るヘテロアリルであった。したがって、自殖後代では

Hd3a がホモの変異で RFT1 がヘテロの変異を持つ個体と二重変異の個体に分離する。

Hd3a/RFT1 二重変異体は開花しないので、本実験においても開花しない個体が分離した。

サンプル番号３、４の系統は、RFT1 の単独変異であり、日本晴に比べて出穂期が変化した。 

イ）サンプル番号 12,31 の系統に関しては、組換え体を栽培できる温室で栽培した。
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2019 年 8 月 2 日に播種し、個体ごとに出穂期を調査した(図 14 参照)。その結果、サン

プル番号 12 は、コシヒカリに比べて出穂期が早まった。 

 

 

図 14  開花期の表現型 

人工気象室の結果は各系統 4∼5 個体の結果。組換え体用温室の結果は、各系統１個体の結果。 

 



サンプル

番号

Hd3a遺伝子のORF中にホモ変異。機能欠損変異。

RFT1遺伝子のORF中にヘテロ変異。機能欠損変異。

Hd3aとRFT1の二重変異体は、 〇

花芽形成しないのでヘテロ個体で維持。

2 Hd3a_7 Hd3a_7-1-10-6 Hd3a遺伝子のORF中にホモ変異。機能欠損変異。 T3 有 T3 有 〇 - - -

3 RFT1_3 RFT1_3-7-2-2-2 RFT1遺伝子のORF中にホモ変異。機能欠損変異。 T4 無 T4 無 〇 T5 無 T6以降

4 RFT1_21 RFT1_21-4-7-5-3 RFT1遺伝子のORF中にホモ変異。機能欠損変異。 T4 無 T4 無 〇 T5 無 T6以降

5  Pro_3-3 Pro_3-3-1-4 コンストラクト3を形質転換したT0系統３番の自殖後代 T2 有 T2 有 X - - -

6  Pro_3-3 Pro_3-3-2-9 コンストラクト3を形質転換したT0系統３番の自殖後代 T2 無 - - - - - -

7  Pro_3-3 Pro_3-3-2-10 コンストラクト3を形質転換したT0系統３番の自殖後代 T2 無 T2 無 〇 - - -

8  Pro_3-3 Pro_3-3-2-12 コンストラクト3を形質転換したT0系統３番の自殖後代 T2 無 - - - - - -

9  Pro_3-3 Pro_3-3-2-13
コンストラクト3を形質転換したT0系統３番の自殖後代

(No.8の兄弟個体）
- - T2 有 - - - -

10  Pro_3-5 Pro_3-5-1-1 コンストラクト3を形質転換したT0系統5番の自殖後代 T2 無 - - - - - -

11  Pro_3-5 Pro_3-5-1-3 コンストラクト3を形質転換したT0系統5番の自殖後代 T2 無 - - - - - -

12  Pro_3-5 Pro_3-5-1-6 コンストラクト3を形質転換したT0系統5番の自殖後代 T2 無 T2 無 〇 T3 無 T4以降

13  Pro_3-20 Pro_3-20-1-4 コンストラクト3を形質転換したT0系統20番の自殖後代 T2 無 - - - - - -

14  Pro_3-20 Pro_3-20-1-7 コンストラクト3を形質転換したT0系統20番の自殖後代 T2 無 T2 無 X - - -

15  Pro_3-11  Pro_3-11-5 コンストラクト3を形質転換したT0系統11番の自殖後代 T1 無 - - - - - -

16  Pro_3-16 Pro_3-16-2 コンストラクト3を形質転換したT0系統16番の自殖後代 T1 無 T1 無 〇 T2 無
冬場の栽培で種

子が収穫できず

17  Pro_3-16 Pro_3-16-3 コンストラクト3を形質転換したT0系統16番の自殖後代 T1 無 T1 無 〇　(No16と同じ変異） - - -

18  Pro_3-16 Pro_3-16-9 コンストラクト3を形質転換したT0系統16番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

19  Pro_3-16 Pro_3-16-11 コンストラクト3を形質転換したT0系統16番の自殖後代 T1 無 T1 無 〇　(No16と同じ変異） - - -

20  Pro_3-13 Pro_3-13-2 コンストラクト3を形質転換したT0系統13番の自殖後代 T1 無 - - - - - -

21  Pro_3-13 Pro_3-13-5 コンストラクト3を形質転換したT0系統13番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

22  Pro_3-14 Pro_3-14-2 コンストラクト3を形質転換したT0系統14番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

23  Pro_3-14 Pro_3-14-3 コンストラクト3を形質転換したT0系統14番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

24  Pro_3-14 Pro_3-14-7 コンストラクト3を形質転換したT0系統14番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

25  Pro_3-25 Pro_3-25-2 コンストラクト3を形質転換したT0系統25番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

26  Pro_3-25 Pro_3-25-3 コンストラクト3を形質転換したT0系統25番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

27  Pro_3-25 Pro_3-25-6 コンストラクト3を形質転換したT0系統25番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

28  Pro_3-22 Pro_3-22-1 コンストラクト3を形質転換したT0系統22番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

29  Pro_3-22 Pro_3-22-2 コンストラクト3を形質転換したT0系統22番の自殖後代 T1 無 T1 無 〇 - - -

30  Pro_6-15 Pro_6-15-4 コンストラクト6を形質転換したT0系統15番の自殖後代 T1 無 T1 無 X - - -

31  Pro_6-15 Pro_6-15-6 コンストラクト6を形質転換したT0系統15番の自殖後代 T1 無 T1 無 〇 T2 無 T3以降

32  Pro_3-3 Pro_3-3-1-4 コンストラクト3を形質転換したT0系統３番の自殖後代 T2 無 - - - - - -

1 Hd3a_2-7-10-2 T3 T4以降T3T3 無無 無

野外栽培を

計画世代

k-mer法に

供試した個体の世代

対象のgRNA領域に

変異の有無の確認

サザン解析に

供試した個体の世代

PCR解析での

T-DNA断片の有無

サザン解析での

T-DNA断片の有無

k-mer法での

T-DNAの有無
T0個体名

Hd3a_2

系統名 ゲノム編集系統の概要
PCR解析に

供試した個体の世代

表１ 外来核酸の移入・残存の有無の評価実験結果のまとめ
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【総合評価】 

図１に示したように、形質転換した DNA 断片が自殖で後代に遺伝する遺伝様式を十分に考

慮した上で、ターゲットの gRNA 領域での変異の確認（実験４）と開花期の確認（実験５）

に加え、実験１）PCR 法、実験２）サザンハイブリダイゼーション解析法、実験３）NGS

データ(イルミナ PE150)の k-mer 法 (20mer を利用) による解析、この３つの解析す

べてで、形質転換した外来DNA断片のゲノムへの挿入が確認できなかった個体、もしくは、

その自殖種子由来の植物体を実験圃場における栽培に供試するという基準で、個体・系統を

絞り込んだ。その結果、最後に行った実験である k-mer 法に供試した植物個体の中で、自

殖種子が得られた以下の５個体、もしくは、その自殖後代を今回の実験に供試することとし

た。表１＆図 14 参照。（拡大用に表１は pdf ファイルも提出） 

 

今回の実験で圃場栽培に供試するサンプル番号（個体名） 

No1(Hd3a̲2-7-10-2) 系統で k-mer 法解析に供試した個体の自殖種子 

No.3(RFT1̲3-7-2-2-2)-1 系統で k-mer 法解析に供試した個体の自殖種子 

No.4(RFT1̲21-4-7-5-3)-1 系統で k-mer 法解析に供試した個体の自殖種子 

No.12(Pro̲3-5-1-6) 系統で k-mer 法解析に供試した個体の自殖種子 

No.31(Pro̲6-15-6) 系統で k-mer 法解析に供試した個体の自殖種子 
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別紙４ 

野外栽培を計画している系統の写真とガイド RNA の評価 

まず、今回、出穂期への影響が一番大きな Hd3a 遺伝子と RFT1 遺伝子の二重変異体、

Hd3a̲2-7 系統の写真を以下に示す。左の２個体は、比較対照の品種日本晴の写真で、穂が

実りつつあるのに対し、二重変異体では、開花の兆候がない。この表現型は、野外栽培にお

いても同様な表現型を示すと期待される。その場合、開花に至らず自然交雑が生じないため、

生物多様性に影響が生ずる可能性は非常に低いと考えられる。 
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次に、種子の写真を示す。比較対照の日本晴やコシヒカリの種子と比較して、大きな変化は

認められなかった。 
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次に、幼苗の写真を示す。比較対照の日本晴やコシヒカリの種子と比較して、大きな変化は

認められなかった。種子や幼苗に見られたこれらの表現型は、野外栽培においても同様な表

現型を示すと期待され、本届出で実施する野外栽培にて検証を行う。 
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最後に、今回の実験で利用したガイド RNA のイネの IRGSP1.0 ゲノム配列を対象に、

CRISPR-Pv2.0 の Off-target 予測を行った結果を示す。各ガイド RNA の配列の下に Off-

score のスコア順に最大 20 個示した。その結果、RFT1 遺伝子、Hd3a 遺伝子に設計した

８個すべてのガイド RNA で完全一致の Off-target 候補配列は存在せず、CRISPR/Cas9 に

よる切断が高い確率で起こる配列(Off-score が高い配列)は、（ターゲット配列以外に）予測

されなかった。また、2～４塩基のミスマッチが検出された領域に、生物多様性に影響を与

えることが予想される遺伝子は存在しなかったので、今回の実験では、いわゆる Off-target

候補領域において生じる変異がゲノム編集技術により得られた系統に想定外の変化を生じ

させる可能性はほとんどないと考えられる。 

 

RFT1; CCTGGGCTGTTGGGTCACCATGG (TGG -PAM) 
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Hd3a; GGCTGGTGGGTGACCATGGACGG (CGG -PAM) 

 

 

Con3 

gRNA2108: TTCTCTTACTGAAAACCAGA GGG (GGG - PAM) 
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gRNA2211: TGGTATCGGCTTATCTTGCC CGG (CGG - PAM) 

 

gRNA4316: CCC GATTCTCTTTGCGTGCAGCA (CCC- PAM) 

 

 

Con6 

gRNA1060: CAACAATATTAGTAGCTATA GGG (GGG - PAM) 
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gRNA1512: CCG GCCGGGAATAATGTCTAGCC (CCG - PAM) 

 

 

gRNA2217: CCC AAGCCGCTCTACATCATAGT (CCC - PAM) 

 

 


