
レンチウイルス由来ベクターにより遺伝子を導入したシングルクローン
を用いて、網羅的なショートリードNGS解析にて精度良く挿入位置を判定
する試験系を確立した。挿入位置近傍の相同部位が宿主染色体上に複数箇
所存在する場合のショートリードの限界も示唆された。今後の検討にて、
多数の挿入位置を持つヘテロな集団に対する本試験系の精度や検出感度を
評価する予定である。

クロナリティ解析による遺伝子導入細胞製剤の品質評価
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Chimeric antigen receptor (CAR) T細胞に代表されるように、ウイルスベクターを用いた遺伝子導入細胞製剤は重要な治療手段の一

つであるが、安全性の観点から、遺伝子挿入位置分布を投与前に把握することは極めて重要である。また培養増殖を経て使用される細

胞製剤はがん化のリスクも指摘されている。投与前および投与後の経時観察において、細胞集団の多様性（クロナリティ）を測定する

ことで、がん化の可能性を評価することができる。本クロナリティ解析は、NGS技術（ショートリード）を用いて網羅的に遺伝子挿入

位置を同定し、さらに挿入位置の分布から解析対象細胞集団のクロナリティを評価することが目的である。あらかじめ挿入位置が分

かっている4つのシングルクローンを用いて、当社で開発した試験系の性能を評価した。

4. 公開されている挿入位置検出ツール

https://www.cell.com/molecular-therapy-family/nucleic-acids/fulltext/S2162-
2531(16)30363-
8?_returnURL=https%3A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS21622
53116303638%3Fshowall%3Dtrue

GENE-IS

DetectIS

https://academic.oup.com/bioinformatics/article/37/22/4230/6274651?login=false

github: https://github.com/G100DKFZ/gene-is

github: https://github.com/AstraZeneca/detectIS

3. 解析検体：シングルクローン

挿入位置が1ヵ所のシングルクローン4検体を用いて試験系を検証

1. 試験の目的

『遺伝子治療用製品等の品質及び安全性の確保について』
厚生労働省医薬・生活衛生局医療機器審査管理課 https://www.pmda.go.jp/files/000230508.pdf
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４．特性解析並びに規格及び試験方法

（３）遺伝子導入細胞からなるヒト細胞加工製品の特性解析及び管理方法

１）特性解析

遺伝子導入細胞の特性解析として、例えば細胞表面マーカー、サイトカイン産生能等の特性解析を行い、
遺伝子導入細胞の種類の同定、細胞 1 個あたりの導入遺伝子のコピー数と遺伝子挿入解析等を行い、
特定の部位に挿入されていないことを確認すること。

→ NGSにて挿入位置を網羅的に解析し、その多様性を評価。

2. 試験概要

解析結果例）

細胞

ゲノムDNA抽出

濃縮・
ライブラリー作製

シーケンス、情報解析

■検体量
1検体あたり1×10^6 cells程度
※N=2以上を推奨。

■検体量
1検体あたり2 µg程度

IDT社のカスタムプローブを使用

してライブラリー作製
（LTRでない場合も設計可能）

ショートリードシーケンス

NextSeq (Illumina)

5’ LTR 3’ LTRGOI

プロウイルス（宿主ゲノムに挿入された状態）
のLTR領域に対してプローブ設計

1.プローブ設計

2.ライブラリー作製

断片化

gDNA

キャプチャー反応(プローブ)

シーケンス

Target Enrichment Sequencing (TES) を採用

5’ LTR 3’ LTRZsGreen

レンチウイルス

ヒトT細胞

培養・
シングルクローン化

gDNA 6.5 μgを使用し、TESにて
シーケンスライブラリー調製

ロングリードシーケンス

サンプル名 遺伝子挿入位置

202 chr9: 
67,815,652 – 67,815,648 (+)

203 chr15:
58,003,192 – 58,003,188 (−)

204 chr17:
29,477,268 – 29,477,264 (−)

205 chr7:
100,330,014 – 100,330,010 (−)

5. 改良した情報解析パイプライン

FASTQ

①BWA
マッピング

①’Minimap2
マッピング

BAM

BAM

③両アラインメントツールでbreakendが検出された

リード由来の挿入breakendのみ抽出

④染色体と末端（5’/3’）、挿入向きが同一で

近接するbreakendsをグループ化
基本的にリード数が多い箇所をbreakendの座標とする

⑤近接するbreakendのうち5’と3’のものをペアリング

⑥挿入部位のうち、

同一リード・異なるツールが支持するものをクラスタリング

②Chimeric alignments
から挿入breakend抽出

解析結果例）

ロングリードにて遺伝子挿入位置を同定。
比較的必要なインプットDNA量が少なく、高深度かつ安価なショート
リードにて同挿入位置が検出可能か検証。

chromosome Insertion site Direction Reads 
(dedup)

chr15 58003193 - 2982

chr15 58003188 - 2247

chr2 32916557 - 53

chr2 32916580 - 25

⁝ ⁝ ⁝ ⁝

検体203 PE300 1Gb (giga bases)

計71行の挿入位置出力結果

検体203 PE300 1Gb (giga bases)
Insert-Host Reads

Insert:0--chr15:58003185 243306

Insert:235--chr15:58003193 214096

Insert:3855--chr15:58003193 78198

Insert:3621--chr15:58003185 69082

⁝ ⁝

計283行の挿入位置出力結果

②Chimeric alignments
から挿入breakend抽出

解析結果例） 検体203 PE300 1Gb (giga bases)

chromosome Left 
breakpoint

Right 
breakpoint Direction Reads

chr15 58003193 58003186 reverse 1263006
chr2 32916478 32916473 forward 7
chr17 29477268 29477264 reverse 6
chr7 100330015 100330010 reverse 5
chr2 32916418 32916412 forward 2
chr7 73012006 73012001 forward 2

正しい挿入位置が主要な挿入位置として検出され、その他挿入位置はバックグラウンドレベルであった。

一つの挿入位置に対し両ツールとも検出される挿入位置が複数あり、解釈が困難である。

6. 解析パイプラインごとの挿入位置比較

GENE-IS 当社解析パイプライン

各解析パイプラインにより検出されたヒト染色体上の挿入位置を図示。

DetectIS

動径方向：logスケール検体203 PE300 1Gb, ライブラリー試薬：TruSeq DNA Nano

GENE-IS 当社解析パイプラインDetectIS

検体202 PE300 1Gb, ライブラリー試薬：TruSeq DNA Nano

ロングリード判定位置

ロングリード判定位置

ロングリード判定位置と極めて相同性の高い位置
（当社解析パイプラインでは同一クラスター判定となる）

GENE-ISは誤検出される挿入位置が多く、DetectISは正解位置が主要な検出位置とならないケースがあった。
当社の解析パイプラインは比較的精度良く正しい挿入位置を判定できた。
ただしショートリードの試験系であるため、相同性の高い位置については判別不能であった。

8. 挿入位置へのアノテーション

検出された挿入位置へのアノテーション（検体204の解析結果、一部列抜粋）

Position: 検出された挿入位置

TSS_Distance: 近傍遺伝子の転写開始位置からみた挿入位置の相対位置

Include_Cancer_Gene: COSMICがん関連遺伝子リストに含まれるか否かの判定

CpG_Distance: 近傍CpG islandとの距離

Homopolymer: 挿入位置が同じ塩基の連続配列か否かの判定

結論と今後

ロングリード判定位置
主要なヒットとならない

誤検出例

7. リードの参照配列へのマッピング

検体202 PE300 1Gb, ライブラリー試薬：TruSeq DNA Nano。 挿入位置と相同性の高い部位が染色体上に複数存在する検体。

シーケンスリードのマッピング状況をIGVにて表示（minimap2の結果）

挿入配列

LTR LTR

ロングリード
判定位置周辺：
chr9:67,814,347-67,816,952
マルチマップしたリードは透明度が高く表示される。

サンプル名 GENE-IS DetectIS 当社パイプライン 当社パイプライン（クラスター数）

202 71 58 12 5
203 71 283 6 6
204 75 273 2 2
205 62 230 14 3

全4検体の検出挿入位置数まとめ クラスター：マルチマップリードにより構成される挿入位置をグループ化したもの。
周辺配列の相同性が高く、ショートリードでは区別困難な位置が集約されると想定される。パネル６参照。

当社パイプラインでは検出される挿入位置数が少数に整理される。
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