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従来の遺伝子治療とゲノム編集遺伝子治療の違い
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本来とは異なる場所

従来の遺伝子治療 ゲノム編集遺伝子治療

⚫遺伝子を補充・付加する治療法

⚫異常遺伝子は残ったまま
（優性遺伝病は対象外）

⚫遺伝子の組込部位はランダム

➡挿入変異によるがん化のおそれ

⚫ 発現調節ができない

⚫異常遺伝子や不要な遺伝子を破壊できる

⚫異常遺伝子の変異を修復可能

⚫安全な部位への遺伝子導入が可能

⚫異常遺伝子の修復では本来の遺伝子の
発現調節機構が働く

ゲノム編集で狙った場所を切断

相同組換え

従来の遺伝子治療の限界 2従来の遺伝子治療では実現できない治療、
究極の遺伝子治療が可能になると期待
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体外（ex vivo）ゲノム編集
(ゲノム編集細胞の投与）

ゲノム編集を用いた遺伝子治療の方法

標的細胞を取り出す

ゲノム編集

患者に投与

培養、増幅
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(自己、同種)

◆ ベクター

◆ mRNA

ゲノム編集ツール
直接投与

ゲノム編集細胞

◆ タンパク質
/sgRNA

造血幹細胞、T細胞、
iPS細胞

ゲノム編集ツール
Electroporation
Lipofection

DDS

体内（in vivo）ゲノム編集
(ゲノム編集ツールの投与）



ゲノム編集遺伝子治療の安全性上の課題

１．従来の遺伝子治療の課題

• ベクターの挿入変異による造腫瘍性等
（レトロウイルス、レンチウイルス）

• ベクター/発現産物の免疫原性、細胞毒性

２．ゲノム編集に固有の課題

• ゲノム編集酵素の遺伝毒性（オフターゲット変異）

• 染色体切断による転座や大規模な欠失・挿入

• 遺伝子ノックイン時のP53の変異

• ゲノム編集酵素（細菌由来）の免疫原性、細胞毒性

遺伝子治療の研究 ＝ delivery, 安全性, 免疫の研究



ゲノム編集治療に対する海外の規制の対応

⚫ Guideline on quality, non-clinical and clinical aspects of medicinal products 
containing genetically modified cells. (Draft, 2018.7）

➢ ゲノム編集を用いた遺伝子改変細胞製品特有の品質や非臨床安全性
に関する考慮事項を提示
✓ オンターゲット効果及びオフターゲット変異の解析
✓ ゲノム編集した細胞のクローナリティーや造腫瘍性
✓ 免疫原性

欧州医薬品庁（EMA）

米国食品医薬品局（FDA）

欧米共にゲノム編集を遺伝子治療として規制

⚫ Guidance for Long Term Follow-Up After Administration of Human Gene 
Therapy Products (Draft, 2018.7）

➢ ゲノム編集は宿主ゲノムに永続的な変化を与え、目的外のゲノム改変に
より、遺伝子発現の異常や染色体の転座、がん化などを生じる可能性

⇒染色体組込型ベクターと同様、15年間のフォローアップを求める

✓ フォローアップではオフターゲット活性に関するin silico解析やin vitro解析
等の結果に基づいて遅発性有害事象のモニタリング計画を立てること



✓ ゲノム編集技術への対応と臨床研究法への対応を考慮した改正

✓ ゲノム編集は、従来の遺伝子治療の定義（遺伝子を導入すること）に当て
はまらないmRNAやタンパク質を用いた遺伝子を改変の場合でも遺伝子治
療と定義

✓ 受精卵・生殖細胞のゲノム編集は指針により禁止（法規制も検討）

✓ 品質や安全性に関する指針ではない

✓ 2012-2016年度の研究班で指針の改正案を作成

✓ 当時の欧米の指針等を参考（欧米の指針は既に改正案発出）

✓ ゲノム編集を用いた遺伝子治療には対応したものではない

ゲノム編集治療への日本の指針の対応

遺伝子治療等臨床研究に関する指針（2019.2.28改正）

遺伝子治療用製品等の品質及び安全性の確保に関する指針（2019.7.9改正）



医薬品医療機器総合機構（PMDA）の動き

⚫ PMDAの科学委員会（Scientific Board）にゲノム編集専門

部会設置（2018年）

⚫ ゲノム編集という新しいToolの品質や安全性について議論を

行い、報告書作成

⚫ 「ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療用製品等の品質・安全

性等の考慮事項」報告書

⚫ 報告書の発出により、ゲノム編集を利用した遺伝子治療の開

発を促進すると共に安全性確保を図ることが目的



AMED医薬品等規制調和・評価研究事業

ゲノム編集を利用した遺伝子治療用製品の
安全性評価に関する研究

H28.6.15～H31.3.31

研究代表者：内田 恵理子(国立衛研）
研究分担者：内藤 雄樹（DBCLS)

研究分担者：小野 竜一（国立衛研）

目的：ex vivoゲノム編集の安全性評価に関する
技術的ガイダンス案を作成



ゲノム編集遺伝子治療の安全性の課題1

がんなどの発症の恐れ

目的外の類似配列（オフターゲットサイト）を編集してしまう可能性
（オフターゲット効果、オフターゲット変異）



オフターゲットサイトの評価法

検出法 概 要 欠 点

In silico解析
gRNAとの類似塩基配列の

塩基配列検索ソフトによる予測
全てのオフターゲットサイトを
予測できる保証はない

In vitro
Cell 解析

細胞のゲノム編集時にタグ等を取り込
ませて切断部位を網羅的に検出

BLESS (2013)、Guide-seq (2015)
HTGTS (2015) など

細胞への取り込み効率や
ゲノムへの組込み効率が

影響する可能性

In vitro
Cell free解析

抽出したゲノムを用いてゲノム編集酵素
による切断部位を網羅的に検出

Digenome-seq (2015)、SITE-seq (2017)、
Circle-seq (2017)など

細胞内での反応を
反映するとは限らない

全ゲノム解析
NGSによる

全塩基配列のシークエンス
細胞培養による自然変異と

区別できない



投与

細胞を取り出す

T細胞ゲノム編集

ex vivoゲノム編集

iPS/ES
加工細胞

クローン化 投与

製品のオフターゲット変異

解析不可

変異の

予測

製品のオフターゲット変異

解析可

変異の

特定

非クローン化

最終製品

製品原料オフターゲット変異
が生じた細胞

オフターゲット変異をどのように予測・評価するか



Cas9/sgRNA

断片化

ハイスループット
シークエンシング

断片化

Biotin修飾アダプター付加

Streptavidinによる濃縮

ハイスループット
シークエンシング

Cas9/sgRNA

断片化

環状化

ハイスループット
シークエンシング

Cas9/

sgRNA

CIRCLE-seqSITE-seqDigenome-seq

ゲノムDNA ゲノムDNA ゲノムDNA

Cell free解析によるオフターゲット部位の評価

400,000,000リード
（全ゲノム解析）

2-3,000,000リード 3-5,000,000リード

8 μg 7.5 μg 25 μg

リファレンス配列が必須でない
(1本の断片から切断部位の配列が

得られるため)



DISCOVER-seqGUIDE-seq

Cell解析によるオフターゲット部位の評価

ゲノムDNA

Cas9/sgRNA

dsDNA

ゲノムDNA
Cas9/sgRNA

切断
挿入

類似法：IDLV capture,

TEG-seq, iGUIDE

ハイスループットシークエンシング

MRE11

Digenome-seq

ゲノムDNA
Cas9/sgRNA

挿入/欠失など

類似法：WGS



ex vivo
クローン化

ex vivo
非クローン化

（製品・バンク化細胞の）評価 手法の評価・変異予測

Digenome-seq, SITE-seq, CIRCLE-seq etc.

全ゲノム解析

Amplicon-seq

Digenome-seq

etc

Amplicon-seq

Digenome-seq

etc

オン/オフターゲットサイトの

ゲノム編集効率の評価

Cell 解析

In silico 解析

Cell free 解析

オフターゲット候補サイトの
探索

候補サイトの絞り込み

目的細胞での変異特定

など

In vitro 解析

Ex vivoゲノム編集細胞の目的外の遺伝子改変に関する
安全性評価（案）：オフターゲット変異の解析方法

オフターゲット変異のリスク評価
①変異の位置と種類
②変異遺伝子の評価（p53等のがん関連遺伝子）

候補サイトの絞り込み

Cell 解析



ex vivo
クローン化

ex vivo
非クローン化

（製品の）評価 手法の評価・変異予測

Digenome-seq, SITE-seq, CIRCLE-seq etc.

全ゲノム解析

Amplicon-seq

Digenome-seq

etc

Amplicon-seq

Digenome-seq

etc

オン/オフターゲットサイトの

ゲノム編集効率の評価

Cell 解析

In silico 解析

Cell free 解析

オフターゲット候補サイトの
探索

候補サイトの絞り込み

目的細胞での変異特定

など

In vitro 解析

Ex vivoゲノム編集細胞の目的外の遺伝子改変に関する
安全性評価（案）オフターゲット変異の解析方法

オフターゲット変異のリスク評価
①変異の位置と種類
②変異遺伝子の評価（p53等のがん関連遺伝子）

候補サイトの絞り込み

Cell 解析

⚫オフターゲット変異に関する留意事項
✓特異性の高いガイドRNAの設計

✓In silico解析(配列検索）はミスマッチや挿入/欠失を

許容して検出可能な方法を使用 (GGGenomeなど）



ゲノム編集遺伝子治療の安全性の課題２

ゲノム編集目的部位（オンターゲットサイト）に目的外遺伝子の
組込み等の変異が生じる可能性

マウス受精卵のゲノム編集において、オンターゲットサイトに目的外配列
（内在性レトロウイルス、CRISPR/Cas9ベクター、mRNAの逆転写配列、

ガイドRNAの逆転写配列）の挿入を確認（23.6%）
（Ono R et al: Sci. Rep 2015, 5, 12281）



オンターゲットサイトの評価

➢ 目的外配列の挿入/大きな欠失

・Long PCR

・ロングリードシーケンス解析等

➢ 染色体転座・逆位・欠失

・G-band解析、multicolor FISH等

ゲノム編集細胞の造腫瘍性評価

目的外の遺伝子改変のリスクと適用される

細胞の特性、適用疾患の特徴に応じて実施

細胞のがん化のリスク： iPS/ES細胞＞造血幹細胞＞＞T細胞

Ex vivoゲノム編集細胞の目的外の遺伝子改変に関する
安全性評価（案）



医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス, 50 (8), 443-453 
（2019）

医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス, 50 (9), 513-522 
（2019）


