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A. 研究⽬的 

2019 年より開始されたゲノム編集⾷品の事前
相談・届出制度では、外来遺伝⼦およびその⼀部
が残存しないことを調べる⼿法の⼀つとして次世
代シークエンサー (Next generation sequencer; 
NGS) を挙げている。また外来性 DNA の残存ば
かりでなく、ゲノム編集技術によって⽣じる意図
しない遺伝⼦変化全般の網羅的解析において、
NGS データによる解析は有効であると考えられ
ていることから、こうした遺伝⼦変化に起因する
と考えられる、新たなアレルゲンや毒性タンパク
質・代謝物が⽣成される可能性を論じる上でも、
今後これが重要な解析⼿法になると予想される。
しかしながら NGS 解析を公定試験法とするには、

解析の必要要件や標準的⼿順が明確になっておら
ず、これらの点が課題となっている。また NGS の
ように⼤規模に塩基配列を解読する技術は、PCR
増幅された短い塩基配列を決定するショートリー
ドシークエンサーのような従来からある⼿法の他
に、⻑い単⼀分⼦の塩基配列を決定するロングリ
ードシークエンサーが開発されるなど技術⾰新も
進んでいることから、これらシークエンサーの特
性を把握した上で、ゲノム編集⾷品における遺伝
⼦変化の網羅的な解析にこれらがどう活⽤できる
か検討する必要もある。⼀⽅でこれらシークエン
サーによって⾏われてきたこれまでの変異解析研
究では、50 bp 以上の⽐較的⼤きな変異である構
造変異(Structural Variant, SV)の検出は、ヒト以外
ではあまり検討されていないのが実状であり、⾷
⽤⽣物を研究対象とする際にはこの点も解決すべ
き課題となる。 
本研究では、ゲノム編集⾷品の意図しないゲノ

ム上の変化を対象に、ショートリードシークエン
サーおよびロングリードシークエンサーによる全

研究要旨： 
 本研究では、ゲノム編集⾷品の安全性評価の⼀つである外来性 DNA の残存の有無を網羅的に調
べる⽅法として、全ゲノムシークエンスによって得られたデータを⽤いた標準的解析⼿法の開発に
取り組んだ。本研究成果より、挿⼊が想定される外来性 DNA 配列が予め分かっていれば、ショー
トリードシークエンサーおよびロングリードシークエンサーによって得られた全ゲノムシークエン
スデータを SV解析やアセンブリ解析に供することで、外来性 DNA の残存の有無、挿⼊箇所、挿⼊
された配列の内容を明らかにすることが可能であると⽰唆された。この⼀連の解析が、⾼い再現性
を持つ標準的な⼿法として確⽴できれば、開発者および評価者双⽅が同⼀の解析環境で外来性 DNA
の残存を評価できることになり、ゲノム編集⾷品の安全性評価の精緻化に役⽴つと共に、当該⾷品
に対する国⺠の理解促進にも貢献できると期待される。 



38 

ゲノムシークエンスデータを⽤いた解析⼿法の開
発と標準化を⽬的として、外来性 DNA を有する
試料をモデルとした SV検出⼿法の検討を⾏った。 

B. 研究⽅法 

1. サンプル 
外来 DNA 残存モデルサンプルとして除草剤耐

性遺伝⼦組換えダイズ RRS2 系統の粉砕試料
Monsanto MON89788 Soybean Powder 994.0 g超
/kg (AOCS; 0906-B、以後RRS2 と表記)、コント
ロールサンプルとして Monsanto Non-Modified 
Soybean Powder1.0 g未満/kg (AOCS; 0906-A、以
後 nonGMと表記) を購⼊した。 

 
2. ゲノム DNA抽出 
各ダイズ粉砕試料 0.3 g から以下に⽰す CTAB 

(Cetyl trimethyl ammonium bromide) 法により、
ゲノム DNA を抽出。 
1) 1.5 mLの CTAB 抽出 buffer（1.5% CTAB, 
75 mM Tris-HCl pH 8.0, 15 mM EDTA, 1.05 
M NaCl）を加え、56℃で 30 分間、振盪しな
がら加温。 

2) 1.25 mLのイソアミルアルコール：クロロホ
ルム = 1:24 を加え、混合し、Hula mixer
（Thermo Fisher Scientific）を⽤いて 30 rpm 
で 15分間混合。 

3) 遠⼼分離し、上清を回収。上記⼯程を２回繰
り返す。 

4) 上清に 100 μLの 10％CTABを加え混合。 
5) 遠⼼分離し、上清を回収。CTAB沈殿 buffer 

(1%CTAB, 50 mM Tris-HCl pH8.0, 10 mM 
EDTA)を 1.5 mL加え、混合して、DNA と
CTABの複合体の沈殿を形成させる。 

6) 遠⼼後に、上清を除去。沈殿に対し、１M 
NaClを 500 μLおよび RNase A（ニッポン
ジーン）を 1.5 μL加え、55℃で 30 分間処
理。 

7) エタノール沈殿を⾏い、脱塩後に超純⽔にて
DNAペレットを溶解。 
 

3. イルミナライブラリー調製およびショートリ
ードシークエンス 
MagAttract HMW DNA kit（QIAGEN）を⽤い

て、抽出したゲノム DNA を精製および低分⼦
DNA を除去。精製した DNA は 200 ngずつを⽤
いて Illumina DNA Prep, (M) kit（Illumina）によ
り、シークエンスライブラリーを調製。Qubit 
Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) および
Bioanalyzer 2100 (Agilent) により定量・定性を⾏
い、それぞれ 15 nMに希釈の後、等量ずつ混合し
て DNA ライブラリーとした。シークエンスは
HiSeq X Ten (Illumina)による 150 bp × 2 のペア
エンドシークエンスを受託企業へ外注した。 

 
4. ナノポアライブラリー調製およびロングリー
ドシークエンス 

Short read eliminator XS（Circulomics）を⽤い
て、抽出したゲノム DNA より低分⼦ DNA を除
去。続いて、1μg の DNA を⽤いて Ligation 
Sequencing Kit (Oxford Nanopore Technologies; 
SQK-LSK109)によりシークエンスライブラリー
を調製し、Qubit Fluorometer により⼆本鎖DNA
濃 度 を 測 定 。 調 製 し た ラ イ ブ ラ リ ー を
PromethION フロ ーセル （R9.4.1 ） に供し 、
PromethION (Oxford Nanopore Technologies) 
により 72時間のシークエンスを実施した。 
 
5. ショートリードシークエンスデータを⽤いた

SV解析 
得られたリードデータをクオリティコントロー

ルツール「FastQC (ver. 0.11.9)」で確認すると、
概ね良好なデータであったが、Phredスコアが 20
を下回るリードや、ライブラリー調製に⽤いたア
ダプター配列が含まれていたことから、リードデ
ータのトリミングツール「Trim Galore! (ver. 
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0.6.7)」を⽤いてQ < 20 リードの除去、シークエ
ンスアダプター配列の除去および 40 bp 以下のリ
ードの除去を⾏った。ダイズの参照ゲノム配列
「Glycine_max_v2.1.dna.toplevel. fa」に対して、
上記処理済みのリードシークエンスデータをマッ
ピングツール「BWA-MEM (ver. 0.7.17-r1188) 」
によってマッピングした。ダイズの参照ゲノム配
列は EnsemblPlants (http://plants.ensembl.org/)
より取得した。「Samtools (ver. 1.13)」によって
マッピングファイルを圧縮し、ソート、インデッ
クスファイルを作成。また「Picard (ver. 2.26.0)」
の MarkDuplicates を⽤いて PCR duplicate リー
ドを除去。SV caller には「DELLY (ver. 0.8.7)」
「GRIDSS (ver. 2.12.1)」「Manta (ver. 1.6.0)」
「SvABA (ver. 1.1.0)」を⽤いて、参照ゲノム配列
に対する SV 解析を実施し、全て Normal/Tumor
解析を実施し、RRS2 にのみ特異的に⾒られる SV
変異を検出した。 

パラメーターは全てデフォルトで⾏い、コール
された SV のうち、Filter が PASS のみを抽出。
「DELLY」で⽣成された binary variant call format 
(bcf)ファイルは「bcftools (ver. 1.13)」で variant 
call format (vcf) ファイルに変換。「GRIDSS」の
フィルタリングには「GRIPSS (ver. 1.11)」を使⽤。 

 
6. ロングリードシークエンスデータを⽤いた SV

解析 
ナノポアシーケンサーにおいて、解析ソフト

「MinKNOW (20.06.18)」にて取得したポア通過
時の電流変化データ（fast5 format）を、base caller
「Guppy (ver. 5.0.11)」の high accuracy mode に
よりクオリティスコア 9以上のリードを塩基配列
（fastq format）へと変換した。⼀般的にナノポア
シーケンサーのデータは読み初めの数⼗ bp の正
確性が低いと⾔われているため、リードデータの
トリミングツール「NanoFilt (ver. 2.8.0)」の--
headcropオプションを⽤いて、リードデータから
5' 側の 50 bpを除去。トリミングされたシークエ

ンスデータは「NanoPlot (1.38.0)」を⽤いてクオ
リ ティを 確認。ダイズの参照ゲ ノ ム配列
「Glycine_max_v2.1.dna. toplevel.fa」に対して、
上記シークエンスデータをマッピングツール
「Minimap2 (ver. 2.21-r1071)」により-ax map-
ont オプションを指定してマッピングした。
「Samtools」によってマッピングファイルを圧縮
し、ソート、インデックスファイルを作成。SV 
caller には「Sniffles (ver. 1.0.12)」または「cuteSV 
(ver. 1.0.11)」を⽤いた。 

デフォルトパラメータでは SV を検知する最⼩
リードは両ツールともに 10 であったが、有効な
アライメントリードの最⼩値が「Sniffles」では
2,000 bp、「cuteSV」では 500 bpと異なっている。
また、ナノポアシーケンサーで得られたデータの
SV 解 析 で は 、 「 cuteSV」 の オプシ ョ ン --
max_cluster_bias_DEL を 200 から 100 に、--
diff_ratio_merging_DEL を 0.5 から 0.3 変更する
ことが推奨されているが、本検討ではパラメータ
ーはデフォルトとして、参照ゲノム配列に対する
SV解析を実施した。得られた vcfファイルを⽤い
て、「bcftools」の isec オプションを⽤いて、nonGM
と RRS2 で共通する変異を差し引き、RRS2 にの
み特異的に⾒られる SV変異を抽出した。 

 
7. 全ゲノムシークエンスデータを⽤いた RRS2 
T-DNA配列の再構築 
RRS2 の T-DNA 配 列 情 報 は ⽶ 国 特 許 

(US76232985 B2) から取得した（Figure 1）。こ
の RRS2 T-DNA 配列に対し、「FASTX Toolkit 
(ver. 0.0.14)」の fasta_formatter コマンドの -wオ
プションを 60 に指定して、⼀⾏当たり 60⽂字の
FASTA ファイルとした。作成した T-DNA 配列 
(4385 bp) を参照ゲノム配列として、ショートリ
ードシークエンスデータは「BWA-MEM」にて、
ロングリードシークエンスデータは「Minimap2」
により-ax map-ont を指定してマッピングし、各
全ゲノムシークエンスデータから RRS2 T-DNA
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を含むリードを抽出。「Samtools」 viewコマンド
の -F オプションを 4 に指定してマッピングされ
なかったデータを除き、「Samtools」で FASTQフ
ァイルに変換した。ショートリードシークエンス
データは、「KmerGenie (ver. 1.7051)」を⽤いて
アセンブリに最適な k-mer値を推定、「SeqKit（ver. 
2.0.0）」を使って作成した FASTQの平均リード
⻑を調べ、Picard CollectInsertSizeMetrics を⾏っ
てライブラリーの平均インサート⻑を調べた。さ
らに、抽出した T-DNA リードを「Velvet (ver. 
1.2.10)」を⽤いてアセンブリした。ロングリード
シークエンスデータは「Flye (ver. 2.9)」を⽤いて
--nano-hq および-i 5 オプションを指定してアセ
ンブリした。各アセンブリ結果はRRS2 のT-DNA
配列とのマルチプルアライメントに供したが、
GenomeNet (https://www.genome.jp/) の
CLUSTALWにて実施した。 

C. 研究結果 

1. 全ゲノムシークエンスデータ解析の標準的⼿
順に向けて検討すべき課題 

1) データ解析の概要 
ショートリードシークエンサーやロングリード

シークエンスによって得られたデータの⼀般的な
解析の流れは以下の通りとなる。 
① Base calling: データを塩基配列情報に変換 
② Quality check: 塩基配列情報の質を確認 
③ Mapping: 参照ゲノム配列との相同性を基に、

解読された塩基配列情報の位置を決定 
④ SV calling: SV変異の探索 
⑤ Filtering: SV変異候補の選抜 

 
これら各段階の技術や⼿法は⽇進⽉歩で進化し

ているが、公定試験法としての利⽤という観点で
考えると、その性能⽐較や⼿順の整備などの⾯で、
例えば以下のような検討すべき課題がある。 
① シークエンサーの性能⽐較 
② 参照ゲノム配列の有無および整備 

③ マッピングツール 
④ SV caller の選択 

上記課題のうち、本研究では①, ②, ④について
検討を⾏なった。マッピングツールについても
種々の⼿法が提唱されている。例えばロングリー
ドシークエンスデータのマッピングツールとして
は数年前まで「BWA-MEM」が主流であったが、
より⾼速で動く「Minimap2」が開発されてからは
こちらに置き換わっている。その他にも SV caller
の「Sniffles」の開発者が変異解析⽤に開発したマ
ッピングツールである「NGMLR」を⽤いた解析
報告も多い。本研究では、これらマッピングツー
ルを使⽤した解析報告や評判などを考慮して、シ
ョートリードシークエンスデータには「BWA-
MEM」、ロングリードシークエンスデータには
「Minimap2」にて実施した。 

 
2) シークエンサーについて 
⼤規模に塩基配列を解読するシークエンサーは、

ショートリードシークエンサーとロングリードシ
ークエンスの２種類に⼤別できる。代表的な機種
についてその性能をTable 1 にまとめた。概して、
ショートリードシークエンサーは正確性が⾼い反
⾯、PCRによる増幅を⾏うためライブラリー中に
配列依存的な PCR バイアスが⽣じる可能性があ
ることおよび、⻑いリピート配列の解読が弱い。
⼀⽅ロングリードシークエンサーは正確性の⾯で
は劣るものの、PCR等の増幅を⾏わず、1 分⼦の
DNA を直接シークエンスするためショートリー
ドと⽐較して配列依存性が低く、リピート配列の
解読に強いといった特徴があるとされている。ま
たその変異解析ツールについても各々のシークエ
ンサーの特徴を踏まえた専⽤のツールが開発され
つつある。本研究では、ショートリードシークエ
ンサーとロングリードシークエンスとして各々１
機種ずつ選び、解析⼿順、変異判定にかかる性能
を⽐較検討することにした。なおロングリードシ
ークエンサーについては、Oxfoard Nanopore 
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Technologies社（ONT）のナノポアシーケンサー
および Pacific Bioscience社(PacBio)の Sequelシ
ステムの２種類が有⼒である(Table 1)。PacBio の
Sequelは正確性も⾼いが、ランニングコストが⾼
く、必要ゲノム量も多く要求されることが特徴で
ある。⼀⽅で、ナノポアシーケンサーの正確性は
90％〜と悪いが、データ量選択の⾃由度が⾼く、
ランニングコストが⽐較的低いことと、ゲノム必
要量が Sequelより少ないことが特徴である。また、
近年の base caller の修正により、⼀番正確なモー
ドでは約 98％に上ることが報告された。以上より、
ロングリードシーケンサーはナノポアシーケンサ
ーを検討することとした。 

 
3) 様々な⽣物種の参照ゲノム配列について 

ゲノム編集技術が報告されて以降、様々な動物・
植物においてこうした技術の応⽤研究がなされて
きた。例えば、令和元年度厚⽣労働省科学研究費
補助⾦（⾷品の安全確保推進研究事業）「新たな
バイオテクノロジーを⽤いて得られた⾷品の安全
性確保とリスクコミュニケーションのための研究」
報告書によると、2018年から 2019 年にかけて⽂
献報告された⾷品となる植物へのゲノム編集技術
の応⽤例では、コメ（130件）、トマト（45 件）、
コムギ（21件）、トウモロコシ（20件）が上位 4
品⽬であった。すなわちこれら品⽬は、今後ゲノ
ム編集⾷品として事前相談・届出される可能性が
⾼い品⽬であると考えられ、全ゲノムシークエン
スで得られたデータを解析ができるよう、参照ゲ
ノム配列を優先的に整備しておくべきであると考
えられる。今回のモデルサンプルとして⽤いたダ
イズも含め、5 品⽬の参照ゲノム配列を調査し、
Table 2 にまとめた。各品⽬とも系統毎に登録され
ており、また参照ゲノム配列としては未完成のも
のもあるなど、整備度合いについても違いがある
ことが分かった。 

 
4) 変異解析ツールについて 

変異解析で使⽤するバイオインフォマティクス
ツールについて、これまでに様々なものが開発さ
れて GitHub 等に公開されている。しかし、開発
されて間もないツールも数多くあることから、そ
れらのツールを利⽤して解析を進める前に各ツー
ルの⻑所・短所を⽂献等で予め整理することが重
要である。また、多くのツールは Linux 環境で開
発されており、これらのツールをWindows やMac
の OS で動作させることが困難なこともしばしば
みられる。しかし、Mac ではターミナルで Unix コ
マンドが利⽤できること、および Windows も
Windows Subsystem for Linux (WSL)の開発によ
り、Windows OS 上で Linux を利⽤できるように
なったことで、ツール利⽤への敷居は徐々に下が
っている。さらに近年は Anaconda という Python
ディストリビューションにより、同⼀環境におけ
る多くのツールの共存による互換性の問題を、各
環境を隔離してパッケージ管理を⾏うことで回避
できるようになった。また、Docker というコンテ
ナ仮想化を⽤いて、アプリケーションを配置する
オープンプラットフォームにもバイオインフォマ
ティクスのツールがライブラリーとしてアップさ
れるようになり、純正 Linux機でなくても、⼿軽
にツールを導⼊し利⽤できる環境が整いつつある。
このような環境を鑑みて、汎⽤性が⾼い⽅法とし
て適⽤可能な⽅法の情報収集および整理を⾏った
(Table 3, 4)。さらに SV caller の性能⽐較を⾏っ
た論⽂（Kosugi et al. Genome Biology (2019) 20, 
117, Mahmoud et al. Genome Biology (2019) 20, 
246）などを参考にしつつ、ショートリードシーク
エンスデータには「Manta」「DELLY」「GRIDSS」
「SvABA」、ロングリードシークエンスデータに
は「Sniffles」「cuteSV」にて SV解析を⾏うこと
にした。 

 
2. シークエンス結果の概要 
1) ショートリードシークエンスについて 
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ショートリードシークエンサーとして、HiSeq 
(Illumina) を検討した。ゲノム DNA の状態はア
ガロースゲル電気泳動を実施し、概ね⾼分⼦量で
あることを確認したのち、ライブラリー調製に供
した（Figure 2A）。調製した DNAライブラリー
の品質は Bioanalyzer 2100 (Agilent) で確認した
（Figure 2B）。Bioanalyzer のエレクトロフェロ
グラムより 150-1500 bp の平均分⼦量は、RRS2
サンプルで 568 bp、コントロール (non-GM) サ
ンプルで 589 bpであった。また各サイズの DNA
が概ね正規分布し、プライマーダイマーや分解さ
れた DNA 等の低分⼦ DNA のピークが⾒られな
いことから、正常な DNA ライブラリーであるこ
とを確認した。ショートリードシークエンスを実
施したところ、ダイズゲノムサイズを約 1.1 Gbと
して⾒積ると、その 60 倍以上のカバレッジを満
たすデータを取得した。⽣データ量およびその統
計値は Table 5に⽰した。 

 
2) ロングリードシークエンスについて 

ロングリードシークエンサーは ONT 社のナノ
ポアシーケンサーである PromethION を検討し
た。⻑鎖リードデータを⼤量に得るために低分⼦
塩基を除去し、シークエンサーにアプライする前
の DNA の状態はアガロースゲル電気泳動で確認
した（Figure 3）。ロングリードシークエンスを実
施し、得られた⽣データ量およびその統計値を
Table 6, 7に⽰した。RRS2 サンプルでデータ量は
79 Gb、N50 は 25.1 kb、nonGMサンプルでデー
タ量は 48.6 Gb、N50 は 5.5 kbであった。ダイズ
ゲノムサイズを約 1.1 Gbとして⾒積ると、取得デ
ータでは、RRS2 サンプルで 71.8 倍、nonGMサ
ンプルで 44.2倍のカバレッジ、ベースコールおよ
びフィルタリング後のデータでは、RRS2 サンプ
ルで 47.2 倍、nonGM サンプルで 23.5 倍のカバ
レッジであった。 

 
3. SV解析の結果 

各シークエンスデータについて実施した SV 解
析で検出された変異の結果をまとめた（Table 8）。
また RRS2 サンプルにおける T-DNA配列の挿⼊
について、各 SV caller ツールの結果をまとめた
（Figure 4）。偽陽性を除くため、RRS2 サンプル
で検出された SV から nonGM サンプルで検出さ
れた SVを差し引いた結果（RRS2/nonGM）を載
せている。但し、「Sniffles」で解析したデータで
は差し引くことができなかった。また「GRIDSS」
および「SvABA」での解析については、変異の種
類を同定することができなかったため、BND 
(breakend)としてまとめて表記している。変異の
種類毎の総数で⽐較すると、「Manta」および
「DELLY」と⽐較して、「Sniffles」および「cuteSV」
では挿⼊と⽋損変異の数が多い傾向にあった。
「cuteSV」による解析について差し引き前後の SV
総数を⽐較すると、RRS2→RRS2/nonGMで、INS 
(26891→26793)、DEL (24721→23252)、DUP 
(587→459)、INV (156→148)、BND (3090→2597)
と、各 SVの 1~22%の減少にとどまった。 

ショートリードシークエンスデータでは、RRS2
の T-DNA配列挿⼊部を変異として検出できたの
は GRIDSS のみであったが、アルゴリズムの問題
により⾮ヒト⽣物を対象にした解析では「挿⼊」
変異とは判定されなかった。⼀⽅ロングリードシ
ークエンスデータでは、「Sniffles」および「cuteSV」
ともに RRS2 の T-DNA配列挿⼊部を「挿⼊」変
異として判定できた。挿⼊配列として「Sniffles」
は 3509 bp、「cuteSV」は 4254 bpと予測したが、
RRS2 サンプルの実際のT-DNA挿⼊⻑は4324 bp
であり、「cuteSV」の⽅がより近い値であった。 
 
4. RRS2 T-DNA配列の再構築 
RRS2 の T-DNA 配列に対して、ショートリー
ドシークエンスデータを「BWA-MEM」によりマ
ッピングしたところ、全リード中、RRS2 T-DNA
配列にマッピングしたのは 1481 リードのみであ
り、全て RRS2 サンプル由来で、nonGM サンプ



43 

ルは 1 リードもマッピングされなかった。抽出し
た 1481 リードを FASTQ形式に戻し、「SeqKit」
を使って平均リード⻑を調べたところ、147.7 bp
であった。これらのことから、RRS2 T-DNA領域
のシークエンスカバレッジは、1481 (リード数) × 
147.7 (平均リード⻑) / 4385 (T-DNA配列⻑) = 
49.88…となることから、およそ 50倍とした。ま
たこのライブラリーの MEDIAN_INSERT _SIZE
は 337 bpで、アセンブリに最適な k-mer値は k = 
91 であった。よって、「velveth」の hash値は 91
とし、「velvetg」の -ins_lengthは 330、-exp_cov
は 50 としてアセンブリを実⾏したところ、4463 
bpのコンティグが 1本のみ⽣成された。 
RRS2 の T-DNA 配列に対して、ロングリード

シークエンスデータを「Minimap2」によりマッピ
ングしたところ、全リード中、RRS2 T-DNA配列
にマッピングしたのは 58 リードのみであり、全
て RRS2 サンプル由来で、nonGM サンプルは 1
リードもマッピングされなかった。抽出した 58リ
ードをロングリードアセンブラー「Flye」を⽤い
てアセンブリしたところ、⻑さ 91213 bp の 1 本
のコンティグが得られた。平均カバレッジは 13倍
であった。 

⽣成された各コンティグ配列の内部配列には
RRS2 T-DNA配列に相当する配列が確認された。
そこで、この各コンティグ配列を参照ゲノム配列
の RRS2 T-DNA 配列と⽐較した結果、ショート
リードシークエンスデータにより得られたコンテ
ィグ配列は T-DNA 配列 (4385 bp) と完全に⼀
致していたが、ロングリードシークエンスデータ
により得られたコンティグ配列は 4384 / 4385 bp 
(99.9%) と⼀塩基の不⼀致が⾒られた（Figure 6）。
不⼀致が⾒られた箇所はTが 8塩基連続する配列
であり、8番⽬の Tが⽋損していた。 

D. 考察 

本研究では、ゲノム編集⾷品の意図しないゲノム
上の変化を検出するために、全ゲノムシークエン

スデータを⽤いた解析⼿法の確⽴と標準化を⽬的
としている。今年度は、モデル試料として遺伝⼦
組換えダイズ RRS2 を⽤い、外来性 DNA の残存
を確認する⼿法について検討した。 

⼀般的なショートリードシークエンスおよびロ
ングリードシークエンスによって得られたデータ
の解析スキームをもとに、測定機種、参照ゲノム
配列、SV caller などによる解析結果への影響をま
ず検討すべきであると考えた。そこで、測定機種
についてはショートリードシークエンサーとロン
グリードシークエンサー各々の代表的な機種を⽤
いてモデル試料の全ゲノムシークエンスデータを
得て、各々の機種でよく使われている SV caller に
よりその性能を⽐較した。その結果、ロングリー
ドシークエンサーによって得られた全ゲノムシー
クエンスデータの解析により、遺伝⼦組換えダイ
ズ RRS2 において外来性遺伝⼦挿の⼊が検出され
たこと、さらにどちらの機種で得られた全ゲノム
シークエンスデータであっても遺伝⼦組換えダイ
ズ RRS2 ゲノムサンプルにおいて挿⼊された
DNA配列が再構成できることが分かった。すなわ
ち、当該ゲノム編集⾷品に残存している可能性が
疑われる外来性 DNA（Cas9 や gRNA を細胞導⼊
する際に使⽤したベクターなど）が予め分かって
いれば、その残存の有無や位置、そして挿⼊され
た DNA 配列などを調べることが可能であること
を⽰唆している。したがって今後はこうした解析
スキームの必要要件を考える必要がある。今回は
例えばショートリードシークエンサーのデータで
は 60 倍以上のカバレッジがあり、対象とした
RRS2 サンプルには 4000 bp 以上の遺伝⼦挿⼊が
あった。シークエンスデータの解析における必要
要件を考える上では、以下の点などについて検討
する必要があると考えている。 
・どの程度のカバレッジが必要か？ 
・⻑さの異なる遺伝⼦挿⼊でも検出できるの

か？ 
・挿⼊⻑と必要なカバレッジの関係 



44 

ゲノム編集⾷品における外来性 DNA の残存を
調べる⽅法として、ショートリードシークエンス
およびロングリードシークエンスで得られた全ゲ
ノムシークエンスデータを⽤いて、SV解析による
挿⼊位置の同定やアセンブリによる残存配列の同
定が可能であることが今回の検討より⽰唆された。
残存性を調べる既存の⽅法として他にサザンブロ
ット法や PCR 法などがあるが、挿⼊位置と配列
をほぼ正確に決定できることは全ゲノムシークエ
ンスデータを⽤いた今回の解析⼿法の利点である
と⾔える。⼀⽅こうした全ゲノムシークエンスデ
ータを⽤いた外来性 DNA の残存を解析する別の
⽅法として、k-mer 法を利⽤したものも報告され
ている（Itoh et al. (2020) Sci. Rep.）。これは、挿
⼊が想定される外来性 DNA 配列を断⽚化し、対
象⽣物個体の全ゲノムシークエンスデータと網羅
的に⽐較照合することで、外来性 DNA 配列の断
⽚を検出する⼿法である。20塩基以上の断⽚であ
ればその挿⼊箇所を同定できると⾔われている。
簡便なスクリーニング⽅法としては優れた⽅法と
⾔えるが、20塩基より短い挿⼊では判定の正確性
に⽋ける、挿⼊配列の全容はこの⼿法だけでは分
からないなどの課題もある。今回我々が試みた SV
解析とアセンブリ解析を組み合わせた⼿法との⽐
較や両⼿法の併⽤の可能性なども今後検討する必
要がある。 

ゲノム編集⾷品の意図しないゲノム上の変化と
いう観点で考えると、⽋損・逆位・重複・これら
の複合など挿⼊以外の遺伝⼦変異も⼗分に考えら
れる。挿⼊変異同様、これら他の変異は当該⾷品
の安全性を考える上でハザードとなり得ることか
ら、これらの同定も重要な課題となる。今回の検
討でも様々な SV caller で他種類の遺伝⼦変異に
ついても調べたが、Table 8に⽰す通り、SV caller
毎にその種類や数が⼤きく異なっていた。従って
この Table 8 に⽰す SV の総数には偽陽性を含ん
でいる可能性が⾼い。また挿⼊変異についても、
RRS2 の T-DNA 配列のような挿⼊される可能性

がある外来性 DNA が予め分かっていれば、挿⼊
の有無やその位置を特定することも可能であるが、
そのような可能性のある外来性 DNA が不明であ
った場合、ゲノム編集技術に起因する意図しない
挿⼊変異を正しく評価できる保証がない。従って
こうした様々な変異を正しく評価できる系の構築
が望まれる。現状検出される SV 総数の違いは、
SV caller の性能や判定アルゴリズムの違いにも起
因するが、参照ゲノム配列の不備による偽陽性な
変異も、この要因の⼀つと考えられる。今後こう
した点も考慮しながら、評価系の構築を⾏う必要
がある。また変異検出の性能評価という観点から、
各変異の種類毎に標準的サンプルを⽤意する必要
もあると考えられる。合わせて検討したい。 

E. 結論 

本年度の検討より、残存する可能性がある外来
性 DNA 配列が予め分かっていれば、ショートリ
ードシークエンスおよびロングリードシークエン
スによって得られた全ゲノムシークエンスデータ
を⽤いた SV 解析とアセンブリ解析を組み合わせ
ることにより、その残存した DNA 配列のゲノム
挿⼊の有無や位置、そしてその挿⼊配列を明らか
にできることが分かった。これは、ゲノム編集⾷
品の事前相談・届出制度で求められている「外来
遺伝⼦およびその⼀部が残存しないことを調べる
⼿法」として全ゲノムシークエンスデータを利⽤
した評価⼿順を提起したことになり、開発者およ
び評価者にとって信頼性の⾼い安全性評価を可能
にするものである。今後⼿順の標準化やその解析
に必要な要件について検討する必要がある。 
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