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次世代型標準品の創出 
−ゲノム編集を用いたがん遺伝子パネル検査用標準品の作製−

鈴木孝昌#

Creation of next-generation reference materials 
−Preparation of reference materials for cancer gene panel tests by genome editing−

Takayoshi�Suzuki#

Reference materials for the evaluation of next-generation medicines, which are increasingly complex 
and important, are defined as next-generation reference materials （NGRM）. Developments of cell 
standards for the cancer gene panel test （NCC OncoPanel） are introduced as an example of such 
NGRM. By using existing cell lines based on mutation information in public databases （COSMIC and 
CCLE） and creating new mutant cell lines by genome editing, we have developed a NGRM which 
comprehensively covers the cancer gene panel. For the creation of standards by genome editing with 
CRISPR/Cas9, we introduced the point mutations by the replacement of mutated oligo and created 
translocated fusion genes by simultaneous cleavage of target genes. The development and maintenance 
of NGRM will again be highlighted as one of the important roles of the National Institute of Health 
Sciences in regulatory science.
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1．はじめに
かつて国立医薬品食品衛生研究所，特に国立衛生試験

所時代は局方等に関連する各種標準品の整備と配布が重
要な業務となっていた．しかし，時代の流れと研究的業
務への移行もあり，その役割は医薬品医療機器レギュラ
トリーサイエンス財団（旧日本公定書協会）等の外部機
関に移譲されてきた．

この背景には，かつての標準品は単一の化学物質で
あったり，その作製には特殊な技術が必要でなかったと
いう標準品の単純性があったと考えられるが，遺伝子・
細胞治療医薬品，核酸医薬，分子標的薬などのいわゆる
次世代型の医薬品の登場に伴い，必要とされる標準品は
より複雑なものとなっており，そもそも何を標準品とす
るかというデザインの部分からより高度な専門知識が必

要とされている．
私が関与する体外診断薬の分野においても，コンパニ

オン診断薬やがん遺伝子パネル検査等の分子診断薬の登
場により，最新技術を応用した試験法の多様化と複雑化
が起きている．それに伴い，それらの信頼性評価が重要
な課題となっているが，そこで必須なツールとなる標準
品の役割が増している．こうした標準品を次世代型医薬
品のための標準品という観点から，“次世代型標準品”
と呼ぶことにしたい．

規格やデザイン及び製法を含めた次世代型標準品の複
雑性は，従来型の標準品とは全く異なる性質を持ち，研
究的な要素を含んでいる．レギュラトリーサイエンスに
おける重要な課題の一つとして位置づけ，標準品に対す
る当研究所の果たす役割が再び重要になっているとの認
識のもと，本研究を行ってきた．

2．背景1-4）

2．1　分子標的薬とコンパニオン診断薬
医薬品はすべての人に同等に作用するわけではない．

もともと意識はされていたことではあるが，分子標的薬
の登場とともにそれが鮮明となり，いわゆる個別化医療
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の促進へとつながっている．骨髄性白血病の特効薬と
してのイマチニブ（商品名グリベック）の開発は，がん
治療における新たな治療標的の重要性をクローズアップ
し，以降分子標的薬の開発が一般化した．これに伴い，
ターゲットとなる分子標的の有無が，その医薬品の有効
性や安全性を規定する重要な要素となる．よってその診
断が対象となる医薬品の投与に不可欠になるという必然
的な流れから，いわゆるコンパニオン診断薬が登場した．
そして日米の規制において，コンパニオン診断薬が対象
となる医薬品との同時承認を原則とすることになったこ
とから，診断薬の重要性が一気に高まった．（コンパニオ
ン診断薬に関する詳細はほかの総説を参照ください4）．）

2．2　がん遺伝子パネル検査
次世代シークエンサー（NGS）の導入により，がん

関連遺伝子の変異に関する情報が爆発的に蓄積し，がん
の個性に関する遺伝子レベルでの理解が進んだ．同時
に，NGSによる遺伝子解析に関するスループットが高
まったことから，個々の遺伝子の異常を網羅的に解析で
きる，いわゆるがん遺伝子パネル検査が登場した．従来
型の特定の遺伝子異常に対する検査と比較して，マルチ
マーカー検査であるパネル診断における信頼性の確保は
難しく，さらに病理検体からの核酸試料調製からNGS用
のライブラリー調製，診断機器としてのNGSの性能，解
析ソフトウエアのアルゴリズム等一連の複雑な各ステッ
プのバリデーションは困難となる．この問題を解決する
ための最も効率的な手法は，適切な標準品を用いた工程
全体のバリデーションと考えられる．

3．がん遺伝子パネル検査用標準品の作製
3．1　がん遺伝子パネル検査用標準品の要件とその開発
戦略
がん遺伝子パネル検査用の標準品としては，なるべく

臨床材料に近いものが望ましいという観点から，病理組
織サンプルの利用が理想ではあるが，必要量と安定供給
といった問題点がある．そこで我々は，安定供給可能で
品質管理のしやすい培養細胞株に着目し，目的がん遺伝
子の変異を有する細胞株の利用を検討した．複数の細胞
株を混合することにより，より網羅的な標準品の作製が
可能であり，細胞数の調整により変異頻度に関して定量
的な標準品を作製することも可能となる．当時国産初の
がん遺伝子パネルとして，NCCオンコパネルの実用化
が進んでいたため，ここに搭載された90遺伝子（ver2）
を対象とした．

COSMIC及びCCLEといった公共データベースより取
得した変異情報を元にJCRB細胞バンク登録細胞株に関
するスクリーニングを行い，既存の細胞株でカバーでき
る遺伝子を検索した．その結果，大半の遺伝子がカバー
できることが分かったものの，一部の遺伝子に関しては
変異の存在する細胞株がなく，人為的に作製する必要が
あることが分かった．そこで，頻度が高く臨床的に重要
そうな遺伝子を含めて，既存細胞で変異を賄えない遺伝
子に対して，ゲノム編集の技術を用いて目的変異を導入
した細胞株を作製することを計画し，最終的にNCCオ
ンコパネル搭載遺伝子のすべてを網羅できる変異の標
準品としての細胞株Mixtureを作製することを計画した

（図 1 ）．ここでは，ゲノム編集による変異の導入を中心

図 １　がん遺伝子パネルに対する標準変異細胞株パネルの作製の戦略
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に解説する．

3．2　NCCオンコパネル用点変異標準品の作製
NCCオンコパネル用標準品の作製に向け，表 1 に示

した遺伝子とその代表的変異に対してゲノム編集用の
single guide RNA（sgRNA）と置換用オリゴDNAをデ
ザインした．ゲノム編集としては，標準的なCRISPR/
Cas9法を用い，各sgRNAとCas9タンパクの発現プラ
スミド（Prgen_U6_SG, Prgen-Cas9 -CMV））を変異オ
リゴDNAと一緒にHEK293T/17細胞にTransIT-X2試薬
を用いてトランスフェクションした．標準品としてはな
るべく正常に近い細胞株の利用が望まれたが，トランス
フェクション及び組み換え効率が低いという問題から，
ゲノム編集のしやすいHEK293T/17細胞株を選択した．
sgRNAの有効性に関しては，T7E1アッセイを用いて
目的箇所が切断されることを確認した後，変異導入細胞
の選択を行った．変異導入の確認は，遺伝子当たり約
150クローンをサンガー法にてダイレクトシークエンス
することにより行った．

幸いHEK293T/17細胞では，変異導入効率が数パー
セント程度と比較的高かったことから，一部の遺伝子

（ 3 /34）を除くすべての遺伝子に関して，目的とする変
異導入クローンを得ることができた（表 1 ）．

HEK293T/17細胞は近 3 倍体であり，通常 3 本の相同
染色体を持つためホモ変異体に関しては 3 アレルが置換
する必要があるが，ホモ変異体も一部の遺伝子に関して
得られている．また，ゲノム編集の性質として，切断箇
所の欠失変異が起きやすいため，点変異と併せて， 1 塩
基から100塩基を超える大きな欠失変異も同時に得られ
ており，欠失変異用の標準品としての利用も可能となっ
ている．なお，サンガー法による欠失変異の確認は非常
に波形が複雑となり困難を極めたため（一例を図 2 に示
す），利用に際してはNGSを用いた欠失箇所の確認が必
要であることを申し添える．

こうして，ゲノム編集による変異導入細胞の構築に成
功し，既存の細胞株に変異が存在しない遺伝子（IDH2, 
NRAS, MDM2, IGF2, MYCN）をゲノム編集株にてカ
バーすることにより，最終的に表 2 に示す27細胞株（う
ちゲノム編集株 4 株）にて90遺伝子の点変異をカバーす
る標準品を作製した．

NCCオンコパネルの90遺伝子を網羅する点変異標
準品が完成したが，この時既にNCCオンコパネルは

「OncoGuideTM NCCオンコパネルシステム（シスメック
ス社）」として承認を取得するとともに，搭載遺伝子は
114遺伝子に増えていた．そこで，追加された24遺伝子
に関しての対応が迫られたが，データベースの見直しと
既存細胞株の追加により逆に必要細胞数を減らすこと

Table １ 　�HEK293T/１7�cel l� l ines�wi th� ta rget ted�
mutations�introduced�by�genome�editing
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ができ，最終的にゲノム編集 2 株を含む16細胞株によ
り全114遺伝子を網羅する標準細胞株Mixtureが完成し
た（表 3 ）．この16細胞株のNGSによるエクソームシー
クエンス解析により，本標準品はNCCオンコパネルの
114遺伝子上の493個の変異をカバーすることが明らかと
なった．（2021年 2 月にさらに10遺伝子が追加されたが，
これらに関しても既存細胞の組み合わせを変えることに
より適応可能とする予定である．）

3．3　開発した16細胞MixtureのNCCオンコパネルを用
いた評価
完成した16標準細胞株Mixtureより調製したゲノム

DNAを用いて，実際にNCC OncoPanelを用いて変異検
出を評価した結果，114遺伝子すべて（計493変異）に
ついて十分なリードが得られ，すべての遺伝子（447変
異）について変異の存在が確認された．変異アリル頻度

（VAF）の平均値は約 3％で， 1％～13％の範囲に分布
していた．さらに施設間差（機種間差）を見るため同一

Table 2 　27�cell�lines�and�their�mutations�which�cover�90�genes�on�NCC�OncoPanel�（ver2）

図 2　サンガーシークエンスによる変異の確認例
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サンプルを用いて委託解析を行った結果，当研究室にて
保有するMiniSeqと委託先のNextSeq500/550を用いた
データの間には，VAFにおいて非常に良好な一致が見
られた（図 3 ）．ここで一部差異の見られたデータ（赤
丸）については，その変異部位にGが複数連続する配列

（ホモポリマー）が存在し，機種間で近傍のエラーレー
トに差があったことが原因であることが判明した．

3．4　高頻度のVAFを有する標準品の開発
NCCオンコパネルの遺伝子を網羅する点変異標準品

が作製できたが，16個の細胞を混ぜている関係で個々の
遺伝子変異についてはそのVAFが数パーセント程度と
低いという問題があった．一般的にNGSのエラー率は
0.1- 1％程度といわれており，この程度のVAFはカット
オフ値に近い．変異があることを前提とした感度検査と
しては有効ではあるが，偽陽性を考慮した判定では検出
しづらいという課題もあった．そこで，全遺伝子をカ
バーすることはあきらめ，ほかのがん遺伝子パネルを含
めた汎用性も考慮して，より各変異のVAFの高い標準
品のデザインを行った．使用した16細胞株の変異情報を

Table 3 　１6�cell�lines�which�cover�point�mutations�in�１１4�genes�on�the�NCC�OncoPanel�（ver4）

図 3　変異コール率（VAF）の施設間比較
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元に，比較的多くの遺伝子変異を含む細胞株を選択した
結果，HCT-15，HEC-1，Jurkat，Mewoの 4 種の細胞
株を用いることで，10％以上のVAFを持つ標準品が作
製できた．この 4 細胞MixtureをNCC OncoPanelで検査
したところ，カットオフ値 2％にて，94の遺伝子の250
個の変異が検出され，その平均VAFはが14.5％であった

（図 4 ）．この 4 細胞標準品はNCCオンコパネル以外に
も包括的なスタンダードとして使用できる．

3．５　点変異標準品と構造異常（転座融合遺伝子）標準
品
こうして，点変異については有益な標準品が完成し，

JCRB細胞バンクからの供給体制を整えることができた
が，NCCオンコパネルに関しては既に承認を取得して
いたことから，残念ながらそのバリデーションに活用さ
れることはなかった．また，既に点変異に関しては商業
的にもある程度の標準品が利用可能であったことから，
普及を図ることができなかった．一方，転座融合遺伝子
を代表とする構造型の変異に対しては，世界的に見ても
標準品が不足しており，その普及が課題となっていた，
そこで我々は転座融合遺伝子をターゲットとして，点変
異と同様のストラテジーで標準品の作製を行った．

3．6　既存細胞株における転座融合遺伝子のスクリーニ
ング
COSMIC及びCCLEデータベースの転座遺伝子に関

する情報を元に，JCRB細胞バンクの既存細胞株をスク
リーニングし，有用と考えられる標準品候補細胞株とし
て，表 4 に示す12細胞株を選択した．また点変異用に選

択した16細胞株についても，NGSによる全ゲノム解析を
行い，転座融合遺伝子の検索を行った．現在NGSデータ
の解析中であるが，今後はロングリードシークエンサー

（MinION）のデータも追加しながら転座型変異標準品
として有効な細胞株を絞り込みたい．

一方で，やはり既存の細胞のみでは賄いきれない融合
遺伝子も存在することが予想されたため，これらに関し
ては点変異と同様にゲノム編集にて作製することにし
た．

3．７　ゲノム編集による転座融合遺伝子のカスタム合成
ゲノム編集を使った点変異の導入に関しては，目的

箇所を切断後，変異を含むオリゴDNAと置換させるこ
とにより合成可能で，技術的にも既に確立されていた
が，転座融合遺伝子の作製についてはオリゴDNAが使
えず，手法は確立されていなかった．そこで，その手法
の開発から着手したわけであるが，ごく単純に転座融合
している遺伝子どうしを目的箇所で切断すれば，頻度は
低いながらある確率で切断点どうしが繋がった融合遺伝
子が取れるはずであると考え，検討を開始した（図 5 ）．
点変異用に作製した各種sgRNA発現ベクターが利用可
能であったため，それらのうちから， 2 番染色体上にあ
るALK，DNMT3A遺伝子と 7 番染色体上にあるMET，
SMO遺伝子をペアに選びこれらの遺伝子間での転座の
作製を試みた． 2 番染色体と 7 番染色体は間期核におい
て比較的近傍に存在する（クロモソームテリトリー）こ
とが知られていることと，ALK遺伝子は転座融合遺伝
子として有名なため，これらの遺伝子を選択した．

これらの遺伝子に対するsgRNAとCas9発現ベクター

図 4　 4細胞Mixと１6細胞Mixと 4 細胞MixのVAFの比較
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Table 4 　List�of�candidate�JCRB�cell�lines�for�standrds�of�translocated�fusion�genes

図 5 　ゲノム編集による構造変異（融合遺伝子）創出の戦略
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を，トランスフェクション用試薬（TransIT-293）にて
HEK293T/17細胞に導入し，融合遺伝子特異的PCRにて
融合遺伝子の存在を確認した．このうち，ALK/MET，
ALK/SMOの組み合わせに関して，PCR陽性クローンの
クローニングを試みた．細胞集団をフラクショネーショ
ンしながら，PCR陽性集団を絞り込んでいき，限界希釈
によるシングルセルクローニングを行い目的のクローン
の取得を試みたが，最終的にPCR陽性のクローンは得ら
れなかった．編集直後には確かにPCR陽性を示し，細胞
数の推定から数パーセント程度目的の融合遺伝子をもつ
細胞が存在することが期待でき， 2 番／ 7 番染色体を染
め分けるクロモソームペインティングによる染色体解析
においてもそれが裏付けられたため，途中のセレクショ
ンステップを排除し，直接シングルセルクローニングを
行った．その結果，今度はALK/MET，ALK/SMOの
組み合わせともにPCR陽性クローンを得ることができ
た．またPCR産物のシークエンス解析においても，融合
遺伝子配列が確認できた．

そこで，得られたクローンに転座融合遺伝子が存在す
ることを染色体レベルで確認するため， 2 番／ 7 番染
色体特異的プローブを使ったクロモソームペインティ
ング法を行ったところ，ALK/MET融合遺伝子に関し
ては期待に反して染色体転座が全く見られなかったが，
ALK/SMO融合遺伝子に関しては，染色体転座を示すク
ローンが 2 種類取得できた（図 6 ）．このうち 1 種類は
目的箇所での均衡型相互転座が観察されたが，もう 1 ク
ローンについては，さらに複雑な転座が観察された．こ
の結果は，染色体転座の生成メカニズムを探るうえでも
重要な手がかりを与える可能性があり，今後の研究の展

開が期待される．また，この結果は“ゲノム編集のオン
ターゲット毒性”を考える上でも，貴重なデータとなる．

4．標準品作製の副産物
以上，体外診断薬の標準品の開発という立場からこれ

までの研究を紹介させていただいたが，最後に少し別の
角度からこれまでの研究を振り返ってみたい．これまで
本研究所においては，トキシコゲノミクスやプロテオミ
クスといったいわゆるオミックス研究にもかかわってき
た．その性質として，初めから起承転結の筋道が立って
いる研究ではなく，とりあえずデータを取ってみて，そ
こから何らかの真理を導きだすという帰納的な特徴を伴
い，研究興味が多岐にわたり脇道に逸れがちな性格に
合っていた．本研究も，もともとゲノム編集を使って標
準品を作製することが目的であったが，そこにはほかの
目的にも利用できる成果が含まれていた．

一つはゲノム編集の安全性，そしてもう一つはPCRプ
ライマーの非特異的増幅（プライマー部位の変異の影
響）の理解につながるデータである．前者はゲノム編集
後の細胞の染色体異常解析，後者は転座特異的PCRにお
ける非特異的増幅産物のシークエンス解析から得られた
成果であるが，その公表は別の機会に譲る．

さ ら に は，NGSに よ る シ ー ク エ ン ス エ ラ ー 要 因
の 検 討 か ら 生 ま れ たPECC-Seq（Paired-End and 
Complementary Consensus Sequencing）というエラー
低減法は，ショートリードシークエンスにおけるペアエ
ンドと相補鎖由来リードのコンセンサスを取ることによ
り，シークエンスエラーを10−7以下に抑えることに成功
し，超高感度変異検出法として貴重な副産物となった6）．

図 6　ALK/SMO融合遺伝子を持つHEK293T/１7細胞クローンのクロモソームペインティングによる転座染色体の確認
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５．新規がん遺伝子変異の機能解析への応用
ゲノム編集により目的の遺伝子変異を人為的に作製で

きるという技術は，標準細胞の作成のみならず，その機
能解析への応用が期待される．今回同一のHEK293T/17
という細胞をバックグランドに，特定の遺伝子に特定の
変異（転座）を持つ細胞株を樹立したことから，これら
細胞株の機能解析を行うことにより，それぞれの変異

（転座）の持つ病原性のメカニズムに迫ることができる．
また，今後がん遺伝子パネル検査にて新規の変異が見つ
かった際に課題となる，臨床的な意義付けに対する実験
的な検証ツールの開発へとつながることが期待できる．
これにより，ドラッガブルな変異が増えることにより，
がん遺伝子パネルの有用性をさらに高められる．ひょっ
とすると，標準品としてよりも，その利用価値は高いか
もしれない．

6．今後の次世代型標準品の開発に向けた展望と国立医
薬品食品衛生研究所の役割
遺伝子・細胞治療，核酸医薬，分子標的薬等の新規モ

ダリティーに基づく次世代型の医薬品の開発が進み，そ
れらの品質，有効性の評価がより複雑化している．こう
した複雑化する医薬品の評価において，標準品の役割は
より重要となることが予想される．そもそも何を標準品
とするかというデザインの部分を含めて，レギュラト
リーサイエンス研究において重要な課題となっている．
今回はがん遺伝子パネル検査を例にその標準品の開発に
ついて紹介したが，今後様々な分野において，次世代型
標準品の需要が高まると予想される．またその開発に際
しては，最新のゲノム科学や細胞生物学，分子生物学的
手法，人工知能（AI）などの情報科学といった最新技

術が要求される．こうした標準品を開発，整備する機関
として，国立医薬品食品衛生研究所の役割が再び注目さ
れることを期待している．
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