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1. 序論 

特定の遺伝子を特異的に切断、改変、編集できる画期的な技術としてゲノム編

集技術[1, 2]の開発が精力的に進められ、新たな遺伝子治療法として、その実用

化が期待されている。 

この技術が特に注目される理由は、これまでの遺伝子治療は新たな遺伝子を

付加することで疾患を治療するのに対し、ゲノム編集は、特定の遺伝子の機能を

失わせたり、疾患の原因となっている遺伝子異常を修正したりすることが可能

なため、究極の遺伝子治療技術となる可能性があることによる。 

ゲノム編集技術の基本は、DNAの特定の部位への二重鎖切断（double strand 

break：DSB）の導入と細胞のもつ修復機構の利用である。DSB の修復機構として

は非相同末端結合（non-homologous end joining：NHEJ）と、相同組換え

（homologous recombination：HR）を利用した修復（homology-directed  repair：

HDR）がある。NHEJ による修復は細胞周期を通して起こる応急処置的な反応で、

結合時に末端で数塩

基の挿入や欠失を伴

う場合があるため遺

伝子破壊に利用でき

る(図 1)。一方、主と

し て 細 胞 周 期 の

S/G2 期 に 起 き る

HR[3]では相同配列

との組換えによる修

復が起こり、正常遺

伝子配列を持つテン

プレート DNA を導入

して HDR を起こすこ

とにより疾患の原因

となっている遺伝子

異常の正常化も可能

となる。また、HDR を利用して特定のゲノム部位に目的とする遺伝子を導入・置

換するようなゲノム編集も試みられている。 

特定の塩基配列特異的に DSB を導入できる人工ヌクレアーゼとして初期に開

発されたのが zinc-finger nuclease （ZFN）[4]と transcription activator-

like effector nuclease （TALEN）[1]である。しかしながら、これら人工ヌク

レアーゼは特定の塩基配列の認識をタンパク質によって行うため、その作製に

高度の技術と時間を要し、莫大な費用もかかる。一方、近年開発された clustered 

regularly interspaced short palindromic repeat (CRISPR)/CRISPR 

associated proteins（Cas）[2]では、目的遺伝子の塩基配列認識を一本鎖ガイ

ド RNA（single-guide RNA; sgRNA）により行うため、その設計は容易で、費用

も安価であることから、汎用性の高い遺伝子改変技術として急速に発展した[5]。

事実、海外では感染症やがん、単一遺伝子疾患等を対象にゲノム編集を用いた遺
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伝子治療臨床試験が実施されており、数年以内にこれら遺伝子治療用製品等の

製造販売承認申請が行われる可能性がある。そして、これを受け、国内において

も治験が始まる可能性が高く、ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療用製品等の

品質及び安全性に関する考え方を整理しておく必要があると思われる。 

本文書は、始めに、現在開発中のゲノム編集技術に特有の課題を提示し、次に

その手法とそれを細胞内や体内に導入するための技術（ツール）並びにゲノム編

集の目的によって分類し、それぞれの特性を整理すると共に、ゲノム編集技術の

特性を踏まえた品質や安全性評価及び臨床における長期フォローアップに関す

る考慮事項をまとめたものである。なお、ゲノム編集に伴うリスクに対する考え

方は対象疾患の種類や重篤度によって異なると考えられ、その臨床応用に関し

てはリスクベネフィットを考慮した個別の評価が必要になる。さらに、ゲノム編

集技術は現在急速に進歩しているため、本考慮事項に関しても、適宜見直しを行

うことが必要である。 

 

2. 定義 

本文書では、ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療用製品等を以下のとおり定

義する（図 2）。 

（1) in vivoゲノ

ム編集製品（直

接、体内に投与

して体内でゲノ

ム編集を行うた

めの製品） 

①ゲノム編集遺

伝子治療用製

品（ゲノム編

集に用いる酵

素タンパク質

（以下、「ゲノ

ム編集酵素」

という。）を発

現させるウイルスベクター又はプラスミドベクターを主成分とする製品） 

②ゲノム編集 mRNA 製品（ゲノム編集酵素を発現させる mRNA を主成分とする

製品） 

③ゲノム編集タンパク質製品（ゲノム編集酵素を主成分とする製品（sgRNAを

含む場合もある）） 

（2) ex vivoゲノム編集製品（ゲノム編集ツールにより体外で遺伝子改変した

細胞であり、体内に投与するための製品） 

①ゲノム編集細胞加工製品（ゲノム編集ツールにより体外で遺伝子改変したヒ

ト細胞加工製品） 
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3. ゲノム編集技術特有の課題 

(1) 遺伝子改変細胞のがん化等のリスク 

ゲノム編集技術は細胞の特定の遺伝子を塩基配列特異的に切断、改変、編集で

きる技術であるが、同時に類似の塩基配列をもつ目的外の遺伝子の編集リスク、

すなわちオフターゲット作用のリスクが存在する。このオフターゲット作用に

よる結果として特に懸念されるのが、細胞のがん化である。オフターゲット作用

により、直接がん遺伝子の活性化やがん抑制遺伝子の不活化が起こる可能性が

あり、またゲノム編集の遺伝子改変は永続的な効果をもたらすため、その危険性

は増大する。 

また、DSBを誘導するゲノム編集技術では染色体切断に伴いゲノムが不安定化

したり、従来の評価法では検出できない染色体の大規模欠損や切断部位への目

的外配列の挿入が起きたりするリスクも報告されていることから、染色体異常

によるがん化のリスクについても検討する必要がある。 

 

(2) 生殖細胞における意図しない遺伝子改変リスク 

in vivoゲノム編集では、標的細胞以外でのゲノム編集や、目的遺伝子以外の

遺伝子改変が生じても、それらを確認したり排除したりすることは困難である。 

特に、小児や生殖可能年齢の患者を対象とする in vivo ゲノム編集では生殖

細胞への影響が懸念され、最近ではゲノム切断に伴う染色体異常等のリスクを

避けるために、ゲノム切断を介することなく遺伝子改変を行う新たな技術も開

発されているが、次世代への遺伝的な影響を十分に検討する必要がある。 

 

4. ゲノム編集技術の分類とその品質特性に関する課題 

(1) ゲノム編集ツールによる分類とその留意事項 

1) ZFN[4]、TALEN[1] 

ZFNは、特定の 3塩基配列を認識する zinc-fingerタンパク質モチーフを 3〜

6 個有し、目的とする塩基配列に結合するドメインと、DNA 切断酵素である Fok
Ⅰnuclease を連結させた人工ヌクレアーゼであり、この DNA 結合タンパク質の

設計には高度な技術が要求される。一方、ZFNの複雑さを改良した TALENは、植

物由来の転写因子である TALの 34アミノ酸からなるモジュールが１塩基を認識

することを利用しており、A、G、C、T の各塩基をそれぞれ認識する 4種類の TAL

モジュールを連結することで目的塩基配列を認識し、特定の塩基配列を切断す

る。TALENでは TAL モジュールを 15〜20結合させることで 15〜20個の塩基を認

識するように設計される場合が多い。 

ZFN も TALEN も FokⅠが二本鎖 DNA のうち一方の DNA 鎖しか切断しないため、

目的とする切断部位を挟んで上流と下流の塩基配列を認識する２つの人工酵素

を設計する必要があり、1か所の DSB に必要な認識塩基配列は一つの人工酵素が

認識する配列の 2倍となり、その数は 18～40塩基程度となる。このため塩基配

列の認識特異性は高く、オフターゲット作用が起こる頻度は CRISPR/Cas9 より

低いとされている[1]。ZFNや TALENにおけるオフターゲット作用は CRISPR/Cas9

ほど報告されていないが、現時点で十分な情報が得られていないことから、慎重
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に評価する必要がある。 

 

2) CRISPR/Cas[2]  

CRISPR/Cas における特定の塩基配列の認識は、ZFN や TALEN と異なり、標的

となる DNA配列と相補的な sgRNAが担っている。すなわち、sgRNA は染色体 DNA

上の標的となる 20塩基と相補的に結合するガイド配列と、その標的配列に隣接

する PAM（proto-spacer adjacent motif：プロトスペーサー隣接モチーフ）と

呼ばれる配列を持つ必要がある。この sgRNA と DNA 二重鎖切断酵素である Cas9

が複合体を形成し、sgRNAが認識する塩基配列を有する遺伝子を切断する。一方、

この CRISPR/Cas システムでは、sgRNA が最大 5 個のミスマッチ（A:T または、

G:C以外）があっても結合することが知られ、目的外遺伝子の切断とそれに伴う

目的外配列の挿入や欠損が起きるオフターゲット作用の可能性は高くなる[6]。

一方、これまでにオフターゲット作用が起こる頻度に関する論文が数多くある

が[7-9]、その評価、特に少数の細胞で起こる低頻度のオフターゲット作用を正

確に評価することは難しいとされている。 

CRISPR/Cas のオフターゲット作用を低減化するための取組みとして、ガイド

RNAの長さや目的とする配列の立体構造等の影響が検討されているが、現時点で

は十分な技術が確立している状況ではない。したがって、随時刷新される新たな

知見をもとに、sgRNA を設計し、オフターゲット作用の頻度を評価する必要があ

る。 

 

3) ゲノム切断を行わないゲノム編集[10, 11]  

DSBに伴うゲノムの不安定化を低減させるため、ゲノム切断を行わないゲノム

編集（デアミナーゼによる 1 塩基編集）等の様々なゲノム編集技術が開発され

ている。このような新規ゲノム編集技術を適用する場合でも、どのような機序に

おいてオフターゲット作用が低減できるのかを、評価法を含め、説明する必要が

ある。 

 

(2) ゲノム編集ツール及び遺伝子改変した細胞における留意事項（図 2） 

1) ウイルスベクター、プラスミドベクター 

ゲノム編集に用いる ZFNや CRISPR/Casを細胞内に導入するためにアデノウイ

ルスやアデノ随伴ウイルス（AAV）等のウイルスベクターを用いた臨床試験が実

施されている[12, 13]。このように、ゲノム編集酵素遺伝子を搭載したウイルス

ベクターやプラスミドベクター[14] を用いる場合、その品質管理に関しては従

来の遺伝子治療用製品と同様の考え方が適用可能であり、ベクター製造に関す

る品質管理と特性解析並びにセルバンクシステムの構築とその特性解析等は従

来の遺伝子治療用製品と同様の評価を適用するべきである。 

一方、従来の遺伝子治療用製品では、目的タンパク質の効率的な発現のために

ウイルスプロモーターが搭載される場合が多く、このプロモーターががん関連

遺伝子近傍に挿入されることでがん化も起こりうることが報告されている[8]。

ゲノム編集において ZFN・TALEN・Cas9/sgRNA を発現させるため同様のプロモー



5 

 

ターが用いられる場合もあるが、現時点ではプロモーター等の挿入発がんの報

告はない。一方で、導入したプラスミドが DSB 部位に組み込まれた例も報告さ

れていることから、ゲノム編集遺伝子治療用製品においても従来の遺伝子治療

用製品と同様の非臨床安全性評価が必要と考えられる。また、細胞や組織指向性

については、生体内分布を含めた評価が重要である。 

ゲノム編集ツールの細胞内への導入法としてウイルスベクターを用いる場合、

感染性や細胞指向性の観点から「目的とする細胞での遺伝子改変の程度及び頻

度」と「目的としない細胞での遺伝子改変の程度及び頻度」について解析する必

要がある。さらに、ゲノム編集酵素の発現が持続するとオフターゲット作用の危

険性が増加することも留意すべきである。特に、ウイルスベクターを用いた場合

には長期にわたって持続的にゲノム編集酵素が発現する可能性があり、安全性

の観点からもゲノム編集酵素の発現持続性を解析しておく必要がある。 

 

2) mRNA 

細胞内で Cas、TALEN、ZFN等のタンパク質を発現するために、これらタンパク

質をコードする mRNA の細胞内導入にて行う方法が報告されている[13, 15, 

16] 。「医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全性の確保等に関する法律（薬

機法）」の上では、mRNAは遺伝子治療用製品の中の「遺伝子発現治療製品」に含

まれているが、「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」に

は mRNAの品質や安全性に関する記載はない。現状としては、ゲノム編集の分野

以外でも mRNAを用いた製品が開発されているが、現時点において、国内外でい

まだ製造販売承認されたものはなく、今後、mRNA 製品の製法や品質管理につい

ての評価法を明確にしていく必要がある。特に、細胞内での安定性を確保するた

めにメチル化 Cap等の天然型にない化学修飾を加えた mRNAを利用する場合には

当該修飾に関する安全性評価も必要と考えられることから、mRNA の品質管理や

安全性評価について開発初期から規制当局と十分な相談を行うことが求められ

る。mRNA 製品を化学合成によって製造する場合は核酸医薬品に準じた製品管理

の手法が適用できるが、プラスミドや PCR産物を鋳型として in vitro転写によ

り合成する場合には、追加の製造工程由来の不純物について安全性評価が必要

となる。 

 

3) タンパク質、ガイド RNA  

ZFNや TALENによるゲノム編集技術では、人工ヌクレアーゼタンパク質を直接

細胞内に導入することで目的の遺伝子改変が可能である[17, 18]。また、

CRISPR/Casでは、標的 DNA配列に相補的な sgRNAと Cas9タンパク質との複合体

（ribonucleoprotein; RNP）をあらかじめ形成し、細胞に導入する方法も報告さ

れている[19, 20]。この様なゲノム編集タンパク質製品による遺伝子治療は、

「細胞内や生体に遺伝子導入する」という従来の遺伝子治療の定義には当ては

まらない。しかしながら、遺伝子を導入する遺伝子治療と同様、目的外の遺伝子

を改変する危険性やそれに伴う有害事象の発現が懸念されるため、遺伝子を使

用する遺伝子治療用製品と同様の安全対策が必要である。したがって、ゲノム編
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集タンパク質製品も標的遺伝子の改変を目的として用いられることから、従来

の遺伝子治療用技術の視点を踏まえて、同様の品質・安全性評価を行う必要があ

る。なお、平成 31 年 2 月 28 日付けで改正された「遺伝子治療等臨床研究に関

する指針（平成 27 年厚生労働省告示第 344 号）」ではこのようなタンパク質を

用いたゲノム編集技術も遺伝子治療等として定義している。 

ZFNや TALENなどの人工ヌクレアーゼタンパク質の品質評価については、バイ

オ医薬品の細胞バンク評価や品質管理に関する ICH ガイドライン

（Q5A,Q5B,Q5D,Q6B）が参考となる。また、標的 DNA配列に相補的な sgRNAの品

質評価については、「核酸医薬品の品質の担保と評価において考慮すべき事項に

ついて」（平成 30 年 9月 27日付薬生薬審発 0927 第３号）が参考となる。さら

に細胞内に導入されたゲノム編集酵素について、細胞内での活性の持続性や動

態等の評価も必要となる。 

 

4) ゲノム編集ツールを用いて加工したヒト細胞加工製品 

ex vivoでゲノム編集した細胞からなるヒト細胞加工製品の場合、その品質に

関しては従来の遺伝子導入細胞からなるヒト細胞加工製品と同様の考え方が適

用できる。ベクターを用いる場合には、その製造に関する品質管理と特性解析並

びにセルバンクシステムの構築とその特性解析等は従来の製品と同様の評価を

適用するべきである。ゲノム編集細胞加工製品の投与に際しても従来型の遺伝

子導入細胞からなるヒト細胞加工製品と同様の非臨床安全性評価が必要と考え

られる。 

 

(3) ゲノム編集の目的による分類 

1) 遺伝子破壊[21-26]及び相同組換え[7, 27, 28] 

遺伝子破壊を目的とする場合は、目的とする細胞での遺伝子破壊の頻度や目

的遺伝子改変の不均一性について評価する必要がある。例えば、CRISPR/Cas を

用いる場合は、sgRNA の設計の適切性を説明する際に、このような遺伝子改変の

効率や不均一性についてどのような検討がなされたかを含める必要がある。相

同組換えを目的とする場合も、細胞の DSB修復機構を利用する反応であるため、

その活性が高い ES細胞等では高効率で組換えが起こる[29]が、細胞によっては

その効率が極めて低い場合があることに留意すべきである。また、相同組換えの

頻度を評価する必要があり、場合によっては相同組換えが起きた細胞のみを選

択し、治療に用いることも想定される。このように遺伝子改変した細胞の選別・

純化を行う場合にはその手法の適切性を示す必要がある。 

HDRの場合には遺伝子組換え用ドナーDNAを導入する必要があるが、一塩基多

型（single nucleotide polymorphism：SNP）のような短い DNAの改変[30] で

は、切断した配列の上流及び下流の両方に相同な配列を持つ一本鎖 DNA（single-

strand DNA; ssDNA）を導入することで相同組換えが可能である。一方、タンパ

ク質をコードする遺伝子全体を HDR で置換する場合は、供与するテンプレート

DNAとしてプラスミドを用いる場合が多い。この場合は切断部位の上流及び下流

にわたって数百塩基の相同配列を持つドナーDNAを導入する必要があるが、その
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際にはドナーDNA の設計と相同組換えの効率の評価が重要になる。また、これま

でに相同組換え可能な DNA長について、DNA長と組換え効率には相関がないとの

報告もあるが、相同組換えの効率についてはゲノム長の影響も含めて評価して

おく必要がある。 

なお、複数の遺伝子を同時に破壊したり、あるいは相同組換えをより効率的に

引き起こすために DSBを 2箇所に入れたりすることも試みられているが、DSBを

2 箇所以上入れた場合には染色体の転座や欠失等の大きな染色体異常が発現し

やすいとされており、特に染色体異常について検討を考慮するべきである[31] 。 

 

2) ゲノム切断を伴わない遺伝子改変（Dead Cas9やデアミナーゼ等による非切

断改変、DNA メチル化・脱メチル化） 

ゲノム編集による染色体切断や転座・大規模欠失を防ぐ手法として、DSBを起

こさないゲノム編集技術の開発が行われており、標的 DNA 配列の一方の鎖のみ

を切断する反応や、デアミナーゼによる C→T変換や A→G変換、さらには DNAの

メチル化等のエピジェネティック変異の導入等が試みられている（図 3）。しか

しながら、こ

れらの DSBを

起こさないゲ

ノム編集技術

についても、

その持続性や

オフターゲッ

ト作用による

有害事象の可

能性があり、

遺伝子治療用

製品としての

品質や安全性

評価が必要と

考えられる。

この場合、DSB

を引き起こす

ゲノム編集の

場合と同様に、細胞ごとにゲノムの改変の効率や特異性が変わり得ること、場合

により改変された細胞の選別・純化等も必要になることを前提に品質評価を行

う必要があり、さらに各遺伝子改変技術の内容に応じた最適な解析手法を用い

て、使用する技術の妥当性を説明しなければならない。 
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5. 安全性評価の考え方 

(1) ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療用製品等の共通事項 

1) オフターゲット作用 

ゲノム編集技術を用いた製品によるオフターゲット作用の特性を把握するた

めに、標的とする遺伝子配列に類似した配列の存在を in silico 解析により予

測するだけでなく、実験的手法を用いてヒトゲノム全体にわたりオフターゲッ

ト候補サイトを解析することが必要である[32-35]。実験的手法でオフターゲッ

ト候補サイトを検索する方法としては、ゲノム編集の際、切断部位に合成 DNAの

タグを導入し、タグの取込みをゲノム全体にわたって塩基配列解析する方法

（GUIDE-seq）[36]や、細胞から抽出したゲノムを用いてゲノム編集酵素による

切断可能部位を探索する DIGENOME-seq[37, 38]、CIRCLE-seq[39]、SITE-seq[40]

等の方法がある。これらの解析では、例えば、がん関連遺伝子[41]の SNV（single 

nucleotide variant：一塩基亜型）/Indel（insertion and deletion：挿入や欠

失）やコピー数異常（copy number variant：CNV）等の変異を確認すること等が

考えられる。In silico 解析及び実験的手法により検出されたオフターゲット候

補サイトにおいて、実際に切断や欠失が起こっているか否かを確認する手法と

しては、ゲノム編集を実施した細胞の全ゲノムシークエンス（whole genome 

sequence：WGS）の確認[33, 35]や、候補サイトを PCR 増幅しディープシーケ

ンスする amplicon sequence 等[42] が想定される。これらの解析では、塩基配

列をどの程度深く読むかによって検出感度が左右されるが、次世代シークエン

シング技術（next-generation sequencing : NGS）のエラー頻度のために、0.1％

以下の頻度で起こるオフターゲット作用を検出することは極めて困難である

（表 1）。 

 

表１ オフターゲット作用の検出方法 

カテゴリー 方法 例 長所 短所 

全ゲノムシー

クエンス 

Hi-seqなど  正確性 高価 

低感度 

in silico DNA 配列の相

同性など 

 容易 不正確 

細胞内 

（in vitro） 

DNA 二本鎖切

断を同定 

BLESS,BLISS, 

GUIDE-seq 

実際の細胞内

での二本鎖切

断 

一部の細胞腫

でのみ可能 

試験管内 酵素反応 Digenome-

seq,CIRCLE-

seq 

高感度 

SNPも区別 

細胞内反応で

はない 

 

CRISPR/Cas のオフターゲット作用を可能な限り低減化するためには、sgRNA

の設計が最も重要であり、in silico 解析により他のゲノム領域に相同配列の少
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ない塩基配列を選ぶことが重要である。しかし、in silico 解析では全てのオフ

ターゲット候補部位を予測できない可能性もあるため、これに加えて in vitro
解析を組み合わせたオフターゲット候補部位の検索やオフターゲット作用の生

じる頻度とその影響をできるだけ評価しておくことが有用である。ただし in 
vitro解析では、培養中に細胞に自然発生的な遺伝子の変異が起こる可能性があ

るため、このようなバックグラウンド変異も考えられ、場合によってはバックグ

ランド変異を差し引いてゲノム編集操作によって起こる遺伝子の変異を評価す

る必要もある。 

ゲノムの塩基配列にはヒトと動物で種差が存在することから、ゲノム編集に

おけるオフターゲット作用について動物で評価することは困難と考えられる。

このため、特性解析の一環として、ヒト細胞を用いた in vitro試験の中でオフ

ターゲット編集の発生頻度やオフターゲット編集が起きた塩基配列を詳細に解

析する必要がある。ex vivoゲノム編集の場合、ゲノム編集した製品の特性解析

の結果からオフターゲット作用が確認された際には、オフターゲット作用によ

るがん化のリスク等、当該遺伝子治療自体の安全性にどこまで影響を与えるか

を評価し、必要に応じてその遺伝子改変細胞のクローナリティー解析が必要な

場合もある。一方、in vivoゲノム編集の場合、多くの変異を持つ株化細胞を用

いた in vitro解析では有用なデータが得られない可能性もあり、初代細胞を用

いた解析を考慮することが望ましい。このためヒトでの in vivo ゲノム編集の

オフターゲット作用を評価するために iPS細胞や ES細胞由来細胞を用いること

も有用と考えられる。iPS 細胞や ES 細胞由来細胞は、ヒト初代培養細胞の入手

が困難な細胞に対する作用を評価する場合に有用なツールになる可能性が高い。 

 

2) ゲノム欠失・目的外配列の挿入、染色体の転座、逆位 

ゲノム編集では DSBの修復過程で数 kbにわたる大きな欠失や遺伝子断片の挿

入、逆位が生じることが報告されている[43]。また、ゲノム編集に使用したウイ

ルスベクターのゲノム DNAがその部位に挿入されている例も報告されている[44, 

45]。これはゲノム編集による遺伝子改変が、DSB により誘導される細胞のゲノ

ム修復機構に依存しているためで、どのようにゲノムを編集するのかの指向性

（修復指向性）が定まっていないことによる[43]。したがって、ゲノム編集によ

り編集された標的遺伝子近傍のゲノム配列の状態を、できるだけ実際の標的に

近い細胞・組織を用いて詳細に解析しておく必要がある。先に述べたように、DSB

に続いて染色体転座や欠失等を引き起こすリスクが指摘されており、特に、ゲノ

ム上 2 カ所に DSB を導入する場合は有意に染色体転座の危険性が増大すること

が報告されている[46-48]。そのため、G バンド解析や Q バンド解析、疑似カラ

ーを用いた multicolor fluorescent in situ hybridization（mFISH)、さらに

は比較ゲノムハイブリダイゼーション（comparative genomic hybridization：

CGH）等を利用して、染色体異常を解析する必要がある。ただし、これらの解析

には一定の限界があることも理解しておく必要がある。例えば、Gバンド解析や

mFISHではメタフェーズ（分裂中期）にある細胞しか解析できない。また、Gバ

ンド解析は多数の細胞を一度に解析することは困難で、染色体異常を有するご
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く少数の細胞集団を検出することは難しい。一方、mFISHは異なる染色体間での

転座の検出や染色体の大きな欠失を検出するのには適しているが、同じ染色体

内での逆位等は検出できない。さらに CGH では異常な遺伝子の増幅や欠失が多

くの細胞に起きている場合には検出可能であるが、細胞ごとに不均一性がある

場合や一部の細胞でのみ生じた異常を検出できる感度は有していない。これら

解析法の特性を十分考慮した上で、ゲノム編集による染色体異常のリスクを評

価する必要がある。 

 

3) ゲノム編集細胞における p53等のゲノム修復遺伝子の変異リスク 

相同組換え修復を利用したゲノム編集により遺伝子改変された細胞でがん抑

制遺伝子 p53 の変異が検出され、さらに p53 遺伝子をノックアウトした細胞で

は HDRの効率が上昇するとの報告がある[49, 50]。これは、p53変異を持つ方が

細胞死の誘導がされにくいことなどがその大きな要因と考えられている。従っ

て、相同組換えによる遺伝子導入では p53 をはじめとするゲノム修復に関与す

る因子に関する遺伝子変異の有無を確認する必要がある。 

 

4) 標的細胞によるがん化リスクの違い 

ゲノム編集におけるオフターゲット作用の影響は、遺伝子そのものを改変す

るという点において、従来のレトロウイルスベクターやレンチウイルスベクタ

ー等の染色体組込み型ベクターによるリスクと同様とも想定される。遺伝子治

療開発が始まった当時から、染色体組込み型ベクターのリスクとして、挿入変異

による細胞のがん化は最大の懸念として挙げられ、実際、X-SCID（X連鎖重症複

合免疫不全症）や WAS（Wiskott-Aldrich 症候群）等の造血幹細胞を用いた遺伝

子治療においてレトロウイルスベクターを用いた遺伝子導入では白血病が発症

[8]したため、これらの遺伝子治療では長期にわたるフォローアップが必須とさ

れている。一方、同じ染色体組込み型ベクターを用いた遺伝子治療であっても、

造血幹細胞以外の細胞への遺伝子導入ではがん化は報告されていない。 

造血幹細胞遺伝子治療における腫瘍化のメカニズムは、ウイルス由来プロモ

ーター/エンハンサーを持つベクターが染色体上のがん関連遺伝子近傍へ挿入

[51] されたためと考えられており、プロモーターやエンハンサーを用いないゲ

ノム編集では、このような挿入変異による細胞増殖促進が起こることは考えら

れない。一方、前述のようにゲノム編集では、染色体の転座や欠失等は起こり得

るため、染色体転座による Bcr-abl のようながんキメラタンパク質が生じる懸

念や、がん抑制遺伝子が破壊されること等がリスクとして考えられる[52]。また

相同組換えを目指すゲノム編集では、前述のように p53 のようながん抑制遺伝

子に変異が生じた細胞が増加する懸念がある。ゲノム編集における染色体異常

やがん抑制遺伝子の破壊等によるがん化リスクについては、現時点で十分に評

価されているとは言えないが、遺伝子付加型の従来の遺伝子治療での経験を踏

まえると、各細胞種におけるがん化リスクは必ずしも同等と考えるべきではな

く、分化した細胞でのリスクは、増殖能を持つ未分化な細胞に比べてより低いと

考えられる。逆に、iPS／ES細胞や造血幹細胞では、造血幹細胞以外の体細胞等
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に比べてリスクが高いと想定される。 

 

5) ゲノム編集酵素の免疫原性 

Casタンパク質等のゲノム編集に用いられる DNA切断酵素は細菌由来タンパ

ク質であり、ex vivo 遺伝子治療であっても、ゲノム編集された細胞がゲノム

編集酵素を発現する場合には生体内で異種抗原として認識される可能性がある

（表 2）。動物試験ではヒトでの免疫原性を予測することは困難であるため、ゲ

ノム編集酵素に対する免疫反応により臨床効果の減弱やアナフィラキシー等の

免疫毒性が生じる可能性を考慮して、臨床試験を計画する必要がある。 

 

(2) in vivoゲノム編集 

1) 標的遺伝子の改変に関する安全性評価 

改変された標的遺伝子の作用について何らかの安全性上の懸念がある場合に

は、同じ標的遺伝子を改変した動物を用いた POC 試験において、効力又は性能

を裏付ける成績等と共に標的遺伝子の改変に関連した体内動態や安全性に関す

る情報が得られる可能性がある（表 2）。 

 

表 2 ゲノム編集に用いられる DNA切断酵素の免疫原性 

 

 AAV-CRISPR のマウス骨格筋投与後、Cas9 に対する液性及び細胞性免疫応答

を解析      (Chew et al., Nature Methods, 2016)[53] 

 

 ヒト血清を用いて 2 つの Cas９に対する抗体保有率を解析；65%に抗 spCas9

抗体、79%に抗 SaCas9抗体、46%に抗 SaCas9 応答性 T 細胞を確認 

              (Charlesworth et al., BioRxiv, 2018)[54] 

 ヒトが細菌由来の Cas9 に対する抗体をどの程度保有しているのかを血清を

対象として ELISA で測定；2.5%に抗 spCas9 抗体、10%に抗 SaCas9 抗体 

     (Simhadri et al., Mol Ther Methods Clin Dev, 2018)[55] 

 

免疫原性の決定因子：ベクターの血清型、投与経路、投与量、プロモーター特異

性、宿主等 

 

2) ゲノム編集酵素のターゲティングと改変効率 

In vivoゲノム編集では改変する組織・細胞へのターゲティングが重要[56]で

あり、どのようなゲノム編集ツールを用いるにせよ、ゲノム編集酵素の生体内分

布の評価を行い、目的とする細胞や組織への分布だけでなく、目的としない部位

への分布を評価しておく必要がある。また、ゲノム編集酵素の組織・細胞での持

続性についても評価しておく必要がある。特に、生体内分布試験で生殖細胞への
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分布が認められた場合には、生殖細胞の遺伝子改変のリスクについて、ICH見解

「生殖細胞への遺伝子治療用ベクターの意図しない組み込みリスクに対応する

ための基本的な考え方」[57]を参考に非臨床試験での評価が求められる。 

また、in vivo ゲノム編集では、目的とする細胞や組織でのゲノム編集効率が

低いことから十分な効果を発揮しない可能性があり、ゲノム編集効率を高める

ための様々な技術開発が行われている。例えば、homology-independent targeted 

integration（HITI)法は、ゲノムの切断部位と同じ配列をドナーベクターに逆向

きに入れることにより、ゲノムとドナーベクターが同時に切断され、in vivoで
も高い効率でのゲノム編集が可能とされている[58] 。これに対応して

CRISPR/Cas を長期にわたって発現させる目的で AAV を用いてこれらの遺伝子を

導入すると、非分裂細胞でも高い効率でゲノム編集が可能であると報告されて

いる[59] 。一方、長期にわたって CRISPR/Cas が発現し続けるということは標

的以外へのオフターゲット作用や他の望ましくない標的部位での遺伝子改変リ

スクも高くなるという懸念がある。また in vivoゲノム編集では、ex vivoゲノ

ム編集と異なり、目的外のゲノム編集が起きてもそれを排除することが困難で

あることに留意すべきである。 

 

3) その他 

In vivoゲノム編集については、動物を用いた試験を実施してもオフターゲッ

ト作用に関する有用な情報が得られる可能性は低いが、in silico 解析やヒト細

胞を用いた in vitro 解析での検討により、限定的ではあるものの、一定の意義

ある情報が得られる可能性がある。したがって、in vivoゲノム編集の開発では

これらの方法を用いて潜在的なリスクを評価した上で、適用疾患での期待され

る有用性も踏まえて慎重に臨床開発を進める必要がある。 

 

6. 治験において留意すべき事項（長期フォローアップ等） 

ゲノム編集技術は目的とする遺伝子を改変する技術であり、その観点から染

色体組込み型ベクターを用いた従来の遺伝子治療用製品と同様のリスク評価を

想定した患者の長期フォローアップが必要である。一方、ゲノム編集は遺伝子の

特定部位の欠失や遺伝子挿入を目指した技術であるため、オフターゲット作用

による安全性上の懸念がなければ、遺伝子組込み部位がランダムな従来の遺伝

子治療よりも安全な技術と考えられる。その一方で、ゲノム編集においては相同

組換えにより p53 等のゲノム修復遺伝子の変異リスクが高まることや、DSBによ

る染色体転座のリスクが指摘されていることから、これらに起因する有害事象

を確認するフォローアップ期間を設定する必要がある[60](FDA LTF guideline)。 

なお、どの程度の期間フォローアップが必要とされるかは、使用するゲノム編

集技術（例えば、タンパク質等を直接導入することによる改変やウイルスベクタ

ーを用いた導入・改変等の違い）、ターゲットとなる細胞種、標的とする遺伝子

等によって異なると考えられる。従来の遺伝子治療用製品での経験も踏まえる

と、特に造血幹細胞を対象としたゲノム編集では有害事象の発現リスクが高い

[30]と想定され、定期検査を含めた長期フォローアップ計画を設定することが
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望ましい。 

また、in vivo ゲノム編集では目的外の組織・細胞、特に生殖細胞に導入さ

れるリスクを十分に考慮する必要があり、特に、生殖細胞において遺伝子改変

の可能性がある場合には、次世代への影響を回避するために、適切な避妊期間

を設定する等の対応をとる必要がある。その際には、遺伝毒性を持つ抗悪性腫

瘍薬でのリスク管理の手法も参考にできるであろう[61]（FDA Guidance for 

Industry）。また生殖細胞や受精卵の遺伝子に変異がないことを調べることは

困難であることから、その影響については慎重な長期フォローアップが必要で

ある。 

 

7. おわりに 

本文書は現時点で日本の遺伝子治療研究やゲノム編集の専門家の議論を結集

し、ゲノム編集技術を用いた遺伝子治療用製品等の開発において道標となるべ

く作成された成果物である。それらを開発している企業や研究者、また、それ

らの審査を行う審査官にも参考にしていただくことを期待する。しかしなが

ら、ゲノム編集技術の開発は、日々、急速に進歩しており、同時に、その適用

範囲も拡大し、様々な評価技術の開発も進んでいる。最近では RNAゲノム編集

技術も展開しており、このような新たな製品に対しても本文書に示した考え方

は適用可能な部分もあると思われるが、その開発動向に合わせ考え方を適宜見

直していくことが必要であると考える。  
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