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研究成果の概要（和文）：攻撃性に関与するAVTR-V1a2遺伝子を破壊したマサバの、F3世代およびF4世代を作出
し、その形質を評価した。その結果、孵化後30日の稚魚を用いて、WT（野生型）群とKO群との間で比較を行った
結果、KO群では攻撃行動を含む共喰い行動は半減し、また、酸素消費量も減少していた。次に、同一条件下で飼
育した未成魚（約17cm）の5週間後の成長を両者で比較した結果、KO群はWT群に比べ体重が有意に増加してい
た。生残率は人工授精時の卵質に依存しているため、両群の生残率は今後複数回の試験を通して評価する予定で
ある。また、成長速度、摂餌量、繁殖効率等も同様に評価する予定である。

研究成果の概要（英文）：The F3 and F4 genereations of chub mackerel with knocked-out  AVTR-V1a2 gene
 involved in aggression were produced, and their traits were evaluated. Using juvenile fish 30 days 
after hatching, comparing traits related to aggression between the WT (wild-type) group and the 
knockout (KO) group, cannibalism including aggressive behavior was halved in the KO group, and 
oxygen consumption was also reduced. Next, the growth of immature fish (approximately 17 cm) after 5
 weeks was compared between the two groups. As a result, the KO group significantly increased body 
weight  compared to the WT group. In this way, chub mackerel with reduced aggressiveness and good 
growth characteristics was developed. Since the survival rate depends on the egg quality at the time
 of artificial insemination, the survival rate of both will be evaluated through multiple tests in 
the future. In addition, growth rate, food intake, reproductive efficiency, etc. will be similarly 
evaluated.

研究分野： 魚類生理学

キーワード： 国産ゲノム編集技術　マサバ　共喰い　新品種
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研究成果の学術的意義や社会的意義
国産ゲノム編集技術（Plutinum TALEN）により、共食いを含む攻撃性が減少し、成長の良い形質をもったマサバ
の新系統が開発された。マサバを含むサバ科魚類は稚魚期に共喰いを行うことにより生産効率が低下するが、今
後、クロマグロやサワラ等を含む他のサバ科魚類の完全養殖における本技術の利用が期待される。商用魚類で
は、成長や増肉に関するゲノム編集による新品種開発の先行事例はあるが、性格を変えた例は本研究が初であ
る。魚類ではこれまで育種がほとんど行われてこなかったが、本研究を含め、魚類のゲノム編集技術による新品
種開発が迅速に行われることが実証できた。今後、多岐に亘る新しい養殖品種の開発が期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
食料確保をめぐる環境は益々厳しさを増しており、水産物においても世界的に需要が増大し

ている。海洋からの漁獲量はすでに限界に達しており、今後、人口増加の著しい新興国の発展と
水産物の需要の高まり、先進国での健康食嗜好などにより、水産物を巡る競争は加速すると考え
られている。一方、不足する漁業生産を補うかたちで、世界の養殖生産量は年々増加しており、
計画的かつ安定的生産が可能な養殖業の重要性が益々高くなってきている。養殖対象生物を遺
伝的に改良し、養殖生産に都合のよい形質を強化した品種や消費者の嗜好に合った品種の作出
を目指す“育種”は、養殖業を発展させるために不可欠であり、将来を見すえた育種戦略を立て
ることは極めて重要である。 

近年、数億塩基対のゲノムから目的とする１つの遺伝子を選択し、理論的な改変を可能にする
TALEN および CRISPR/Cas9などのゲノム編集技術の登場により、これまで遺伝子改変が不可
能であった様々な植物、昆虫、魚などの実用動物での遺伝子改変が相次いで実施され、アグリ分
野においても、育種の切り札としての利用が拡大している。重要なことは、作出生物を食料とし
て利用する場合、TALEN や CRISPR/Cas9 を用いた遺伝子ノックアウト（KO）により作出さ
れた動植物では、修復過程において遺伝子導入を伴わないため、従来のカルタヘナ法で定められ
る組換え生物に定義されない、と考えられることである。遺伝子組換え生物への忌避感が定着し
ている我が国において、養殖対象海産魚のゲノム編集による育種技術の開発は、新しい育種手法
として導入・検証しなければならない喫緊の研究課題である。しかし、TALEN および
CRISPR/Cas9の基本特許は海外がもち、我が国における研究開発や成果の社会実装に大きな影
響を与える恐れがある。特許権者側は、大学や公的研究所などの非営利機関でのゲノム編集技術
の利用について制限しない立場をとっているが、営利機関ではライセンスを取得する必要があ
る。現在、農業分野においてはデュポン社やモンサント社が巨額の実施料を支払い、実施権を獲
得することにより、新たな農作物品種を開発している。米国ではゲノム編集技術を使った農作物
に関して、設計・栽培・販売に規制をかけない“規制解除”があり、ゲノム編集作物の普及を加
速させている。我が国では、2018 年 8 月 30 日に、中央環境審議会自然環境部会遺伝子組換え
生物等専門委員会により、「ゲノム編集技術の利用により得られた生物のカルタヘナ法上の整理
及び取扱方針について(案)」が公開され、そのなかで、ゲノム編集による KO 成果物に対して“遺
伝子組換え生物等には該当しない”ことが提示された。パブリックコメントの受付後、2018 年
度内にガイドラインが制定される予定である。すなわち、我が国においても“規制解除”の公算
が高く、多くの企業の参入と新たな産業の創出が予想される。そこで、今後の我が国におけるア
グリイノベーションの強化を視野に入れたときに必要とされるのが、巨額の実施料を不要とす
る国産のゲノム編集技術である。 

中村崇裕博士（九州大学）により発見された、植物オルガネラ遺伝子発現に働く PPR

（pentatricopeptide repeat）タンパク質は、3 アミノ酸で 1 塩基を認識し、DNA のみならず
RNA 操作にも適用可能な核酸認識モジュールで、既存のゲノム編集技術の基本特許を回避でき
る、国産の新たなゲノム編集ツールとして期待されている（文献 1, 2）。一方、申請者のグルー
プはゲノム編集技術による海産魚の育種を目指し、2015 年からマサバを対象として研究を開始
した。現在、Platinum TALEN を用いて、攻撃性に関連する遺伝子であるアルギニンバソトシ
ン受容体 AVTR-V1a2を破壊した F1世代のマサバを作出し、ゲノム編集による海産魚の育種を
実施する実験基盤の整備を行っている。本研究では、国産のゲノム編集技術である PPR の海産
魚育種における有効性を、実験基盤が整備されたマサバの系を用いて検証する。 

 

２．研究の目的 

本研究では、海産魚におけるゲノム編集の実験基盤が整備されている完全養殖系のマサバを
用いて、国産ゲノム編集ツールとして期待されている PPR を利用した新品種の作出を試み、そ
の有効性を検証する。ただし、PPR の動物細胞におけるゲノム編集の実施例は現在までほとん
どないため、PPR によるマサバの新系統作出にまで至らない可能性がある。一方、申請者らが
既に F1 世代まで作出した、AVTR-V1a2 を破壊したマサバは Platinum TALEN を用いたもの
である。Platinum TALEN は、自然界の TALE タンパク質においてモジュールの 4 番目と 32

番目のアミノ酸に周期的な多様性をもたらすことで、従来の TALEN よりも高い DNA結合特性
を実現した核酸フリーの国産のゲノム編集技術である（文献 3）。したがって、マサバの AVTR-
V1a2 を標的とした PPR によるゲノム編集の有効性が低いことが判明した場合、Platinum 

TALEN で AVTR-V1a2 を破壊したマサバの系統を作出し、その形質を評価することで、国産ゲ
ノム編集技術により海産魚の新品種を開発したこととする。 

 

３．研究の方法 

1） PPR を利用したマサバの AVTR-V1a2を破壊した系統作出 

AVTR-V1a2遺伝子において S-S結合を形成するシステイン残基の一つを破壊するために、標
的部位を挟み込む 15種類の PPR ペアを作製し、in vitro における相対 n/f Luc 活性値が 1.5を
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超える上位 4ペアをマサバ受精卵に複数の濃度で顕微注入した。25, 50, 100, および 200 ng/μ
l 濃度の mRNA を顕微注入した結果、25~100 ng では対コントロール比で概ね 7 割程度の正常
孵化率を示したが、200 ng では奇形や致死の割合が他よりも高い傾向が認められた。 

次に、標的遺伝子への変異導入率を調べるために、PPR を導入した孵化後稚魚よりゲノム
DNAを抽出し、次世代シーケンス（イルミナ社 Miseq.）解析に供した。得られた Read群ごと
の Miseq.解析データを基に、塩基欠損変異を対象に遺伝子の探索を行い、塩基欠損変異のバリ
エーションの数 (Read 種数) と、塩基欠損変異の検出数 (Read counts) の二つの要素を基準に、
ゲノム編集効果の高い PPRペアを総合評価した。 

 

2）Platinum TALEN を利用したマサバの AVTR-V1a2を破壊した系統作出 

申請者らは既に、攻撃性関連遺伝子として選定したアルギニンバソトシン受容体遺伝子 AVTR-
V1a2 を Platinum TALEN により破壊（KO）した F1 世代のマサバを作出している。この F1

親魚を用いて、AVTR-V1a2 の両アレルがホモ KO された F3 世代を作出する。さらに、先端バ
イオイメージング支援プラットホーム（ABiS)（http://www.nibb.ac.jp/abis/）の画像解析技術支
援のもと、群れの撮影動画からその攻撃・共喰い行動を自動定量化するアルゴリズムならびにコ
ンピュータプログラムを開発し、F3 世代の稚魚を用いて、それらの形質を野生型（WT）と比較
することにより、生産効率のよい“おとなしいマサバ”系統が作出できたことを実証する。 

 
４．研究成果 
1）PPRを利用したマサバの AVTR-V1a2を破壊した系統作出 

 解析の結果、導入した全ての PPRペアにおいて標的配列に種々の塩基欠損が認められ、PPR

による標的遺伝子の破壊の可能性が示唆された。塩基欠損変異を誘導する可能性をランキング
化した結果、概ね in vitro における相対 n/f Luc 活性値が高い順に変異導入率も高いという結果
が得られた。各 PPRペア個々の塩基欠損配列の Read 数から推算した約 200尾の孵化稚魚で変
異誘導率は 1%程度であった。また、いずれの mRNA 濃度においても変異の誘導率に差は認め
られなかったことより、100 ng が生育に支障をきたさない最大量であることが示唆された。以
上の結果より、マサバ受精卵へ PPR 導入試験を行い、AVTR-V1a2 への塩基欠損変異誘導が示
唆されたが、変異の導入率は極めて低く、実用に供するには現時点では困難であると判断した。
PPR による動物受精卵を用いたゲノム編集は今回の試みが最初の事例となる。魚類を含めた動
物受精卵で PPR用いて効率的にゲノム編集を行うためには、更なる条件検討が必要であり、本
研究期間中に PPRを用いた新系統のマサバを作出することは難しいと判断した。 

 

2）Platinum TALEN を利用したマサバの AVTR-V1a2を破壊した系統作出 

 変異導入率の高い F1 世代の交配により作出した F2 世代の中で、生殖系列に AVTR-V1a2 の
変異をもつ雌雄を選別し、それらを交配することにより、AVTR-V1a2の両アレルで 5塩基およ
び 13塩基欠損したホモ KO の 2系統の F3世代の作出に成功した（図１）。 

 

      
     図１．AVTR-V1a2の両アレルが５塩基および 13塩基欠損した F3世代の塩基配列 

 

5 塩基欠損および 13 塩基欠損した AVTR-V1a2 のアミノ酸配列から、両系統ともにフレーム
シフトを起こし、AVTR-V1a2が機能しない有効変異が導入された系統であることが明らかとな
った（図２）。 

 

      
     図２．AVTR-V1a2の両アレルが５塩基および 13塩基欠損した F3世代のアミノ酸配列 
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次に孵化後 20日の F3 世代および野生型（WT）稚魚を対象として、それらの行動を開発した
行動解析用ソフトを用いて解析した（図３）。その結果、共食い行動は WT群と比較して KO 群
では半減し（p < 0.05）、また酸素消費量も有意に減少した（p < 0.001）。一方、攻撃行動 1 回あ
たりの時間およびタンク壁面への衝突回数も、WT を比較して KO 群では減少していたが、統計
的有意差は認められなかった（p > 0.05）（図４）。 

  

 

      
 

図３．a, マサバ稚魚の行動解析用ビデオシステム； b, 通常の群行動（左）と共喰い 

等の異常行動（右）； c, 行動解析の 1例。1/30秒で 1フレーム撮影。1ピクセルが 1フ 

レームに相当し、合計 108,000フレーム/１hの解析結果。白線の部分が異常行動の出現 

を示す。 

 

 

      
     図４．孵化後 20 日の野生型（WT）および AVTR-V1a2 破壊（KO）稚魚の比較。 

        左から、共食い行動の数（/hr）、共食い行動 1 回あたりの時間（s）、水槽壁面への衝突 

回数（/hr）、酸素消費量（%）を示す。 

 

さらに、成長した若魚期の個体で両群を比較した。即ち、尾叉長約 17cm に成長した WT お

よび KO 個体それぞれ 42 尾を 1 トン水槽に収容し、同じ飼育環境（日長・水温）、給餌条件で
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5週間飼育し、毎日排泄物の乾燥重量を計量した。飼育 5週間後の両群間で、排泄物総重量（g）、

飼料効率、尾叉長（cm）および体重（g）を比較した（図５）。飼料効率は以下の式で求めた。 

 

        
 

 

  
     図５．若魚期における野生型（WT）および AVTR-V1a2破壊（KO）魚の比較。 

      左から排泄物総重量（g）、飼料効率、尾叉長（cm）および体重（g） 

 

その結果、KO 群は WT 群と比較して、排泄量は 26％減少するとともに飼料効率は 32％の上

昇を示したが、統計的有意差は認められなかった（p > 0.05）。一方、尾叉長に差は認められなか

ったが、体重が有意に 10％増えていた（p < 0.05）。 

 

 以上、本研究において、国産ゲノム編集技術の Platinum TALEN によりマサバの攻撃性に関

与する遺伝子 AVTR-V1a2 を破壊（KO）したマサバの新系統の作出に成功した。この KO マサ

バは野生型と比較して、稚魚期の共喰い行動と酸素消費量が減少した“おとなしいマサバ”の形質

を備えていた。さらに、その後の成長において優れた飼料効率に基づく有為な体重増加が認めら

れた。今後、AVTR-V1a2 遺伝子 KO マサバの肉質や生残率等の表現型、ならびにオフターゲッ

トの有無や変異によって生じた新たなアミノ酸配列のアレルゲン性と毒性の検証を進め、養殖

品種としての総合評価を行う予定である。 
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