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研究要旨 

 アデノ随伴ウイルス（AAV）2型ベクターは、非病原性であり、神経に移行性が高い。 

本研究は、AAV2 を用いて、小児の神経系の難治性疾患の遺伝子治療法を開発し確立する事

を目的とする。まず、AADC 欠損症に対する遺伝子治療の臨床研究を実施する。今年度は、

遺伝子治療の実施手順や評価法を検討し、実施計画書を策定した。また、AAV2にヒトAADC

遺伝子を組み込んだ治療用ベクターのAAV-hAADC-2をGMPレベルで作製した。学内の倫理委

員会の承認を得た。 

 また、他の神経難病の遺伝子治療法の開発研究として、GLUT1欠損症の遺伝子治療法開発

研究を開始し、遺伝子治療の評価法を確立した。また、ノックアウトマウスを用いた解析の

準備中である。AAV2にGLUT1遺伝子（SLC2A1）を組み込み中である。 
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Ａ．研究目的 

 難治性疾患に対する遺伝子治療は、欧米で、

AAV ベクター、レンチウィルスベクター等を
使用し、副腎白質ジストロフィーなどで治療
成功例が報告されてきている。今後、細胞治
療と共に、主要なものになると考えられる。 
 本研究の最大の目的は、神経に移行性の高
いアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用い
て、小児の神経系の難治性疾患の遺伝子治療
法を開発し確立する事である。そのために、
(1) AADC 欠損症の遺伝子治療臨床研究と、(2) 
その他の神経難病の遺伝子治療法の開発研究
を主体として実施する。まず、海外で実施経
験のある AADC 欠損症で遺伝子治療を実施し、
順次、新たな疾患の治療法を開発していく。 
 AAV ベクターは、非病原性であり、アデノ
ウイルス、ヘルペスウイルスなどのヘルパー
ウイルスの存在下でのみ増殖する。染色体に
組み込まれる率は低く、核内で染色体外に存
在すると考えられ、発癌のリスクが低い。血
清型で 9 種類知られており、それぞれ臓器親
和性が異なっている。2 型 AAV は神経細胞へ
の移行が良好であり、非分裂細胞である神経
細胞では、長期に遺伝子発現が得られる。よ
って、神経系の難治性疾患に対する遺伝子治
療のベクターとして最適である。 
 
(1) AADC 欠損症対する遺伝子治療臨床研究 
 芳香族 L アミノ酸脱炭酸酵素欠損症
Aromatic L-amino acid decarboxylase、AADC



欠損症(OMIM608643)は、カテコールアミンと
セロトニンを合成する酵素；AADC をコードす
る 遺 伝 子 の 変 異 に よ り 、 dopamine 、
norepinephrine などのカテコールアミン、
serotonin の合成が低下し発症する常染色体
劣性遺伝性疾患である。 
現在、世界中で報告例は 100 症例未満である。
台湾では、創始者効果から比較的発症率が高
く、生存例が 20 例、死亡例 10 例が確認され
ている。日本では、4 例診断されている。発
症年齢は、典型例では生後 1 か月以内が多く、
過半数が 6 か月以下に、重度の運動障害で発
症する。新生児期には、筋緊張低下、哺乳困
難、易刺激性、眼瞼下垂、低血圧、低血糖な
どを呈し、その後、運動障害を主体とした症
状が出現してくる。主症状は、oculogyric 
crisis、四肢のジストニア、全身性アテトー
ゼ、随意運動の障害、ジストニア発作、重度
精神運動発達遅滞などである。てんかんの合
併例も報告されている。また、自律神経機能
障害による心拍・血圧の調整障害、突然の発
汗上昇、唾液分泌増加や、情緒不安定、睡眠
障害もみられる。生下時から動きが少なく、
頸定が得られず、生涯臥床状態である患者が
ほとんどである。重症例では、症状の進行と
ともに嚥下困難や呼吸障害が出現し、最重症
例では乳幼児期に肺炎で死亡する例がある。
多くは小児期に死亡し、有効な治療法はない。 
 2010 年から台湾で AADC 欠損症の遺伝子治
療が開始され, ４例の結果が報告され(Hwu 
WL 2012)、現在 8 例に実施されている。アデ
ノ随伴ウイルス（AAV）2 型ベクターに AADC
遺伝子を搭載し、患者の両側被殻に注入した。
1 年間の観察で運動機能が改善し、臥床状態
から立位可能になった患児もある。合併症は
一時的なジスキネジアや無呼吸のみであった。
台湾で使用したベクターは、研究分担者らが
Parkinson 病患者の遺伝子治療目的に、線状
体 Dopamine を増やすために開発したベクタ
ーで、神経細胞移行が特に良好である。日本
でも Parkinson 病に臨床研究が行われ、6 例
に対して、線条体に注入し、運動症状を改善
した(Muramatsu S 2010)。 
 よって、日本人 AADC 欠損症患者に対して、
遺伝子治療を実施する事は十分可能であり、
また、日本人患者家族の希望も強い。AADC 欠
損症で有効な治療は遺伝子治療のみで、病状
改善に必須である。 
 
(2) その他の神経難病の遺伝子治療法の開発
研究 

 AAV ベクターを用い、他疾患の遺伝子治療
開発研究を行う。その第一の対象として
GLUT1 欠損症を選択した。GLUT1 欠損症は、神
経系のグルコーストランスポーターである
GLUT1（SLC2A1 gene）の欠失により、中枢神
経細胞のエネルギー不足から、難治性のてん
かん、発達遅滞と小脳失調などを来す疾患で
ある。中枢神経細胞へのエネルギー供給を目
的としたケトン食治療が有効であるが、効果
は限定的であり、また、制限の多い食事のた
め、ケトン食がうまく実施できないことも多
く、長期間の有効な治療法となり得ていない。
よって、根本的な治療法の開発が待たれてい
る。 
 これらの遺伝子治療研究により、患者の症状
の改善が期待されると共に、小児神経疾患に
対する遺伝子治療法が確立され、また、遺伝
子治療に伴う有害事象の評価により、特に小
児における遺伝子治療の安全性と今後の多様
な疾患への遺伝子治療法開発への指標となる
ことが期待される。 
 
Ｂ．研究方法 
(1) 対象 
 日本人 AADC 欠損症患者 4 名。 
 自治医科大学附属病院遺伝子治療臨床研究
審査委員会、厚生科学審議会科学技術部会の
承認後、保護者へ十分説明し、インフォーム
ドコンセントを得て実施する。新規患者があ
った場合は追加する。 
 
(2) 方法 
① 遺伝子治療実施体制の確立 
(a) 治療体制の検討  
治療は、自治医科大学とちぎ子ども医療
センターで実施するが、病棟、PICU での
管理体制を確認する。 
(b) 遺伝子導入方法の検討 
手術方法、遺伝子導入部位の確定方法等
を検討する。 
(c) 臨床評価および治療評価方法の確定 
治療前後で、治療効果や副作用を確認す
るための、臨床症状評価や実施する検査
法を確定する。 
(d) 実施計画書の作成 
上記を踏まえ、また、ベクター作製経過
等を記入し、実施計画書を作成する。 
(e) 遺伝子治療倫理委員会申請 
自治医科大学遺伝子治療倫理審査委員会
に申請し、認可を得る。 
 



② AADC 遺伝子導入したベクター作製 
(a) ベクターの構造 
 AADC 遺伝子の転写産物は 1,443bp で、
480 個のアミノ酸をコードする。2 型 AAV
由来のベクターに、両端の ITR 以外の AAV
由来の塩基配列を除き、サイトメガロウィ
ルス由来プロモーター、AADC cDNA、ヒト
成長ホルモンのポリ A 配列（hGH PA）を組
み込む(AAV-hAADC-2)。 
(b) ベクターの作製と調整  
タカラバイオ社と共同でGMPレベルのベク
ターを作製する。 
また、マウス脳に注入し、Dopamine 産生等
測定し、遺伝子の発現を確認する。 
 
③ GLUT1 欠損症に対する遺伝子治療法開発 
(a) GLUT1 の遺伝子である SLC2A1 発現ベクタ
ーを細胞内に導入して、GLUT1 を発現させ
る系を作製。 
(b) 抗体作製し発現解析、あるいは糖取り込
み能解析などの、遺伝子治療系確立時に、
培養細胞レベルで治療効果判定が可能と
なる遺伝子発現解析系を確立する。 
(c) GLUT1 cDNA を AAV ベクターに組み込む。 
(d) GLUT1 欠損マウス入手 
AAV-GLUT1 の脳室内注入による神経全体
への拡散の確認、蛋白発現、糖取り込み
能解析、行動解析、等による遺伝子治療
効果の解析 
 
（倫理面への配慮） 
 研究実施にあたって、自治医科大学附属病院
遺伝子治療臨床研究審査委員会、自治医科大
学遺伝子組換え実験安全委員会の承認を得る。 
 自治医科大学附属病院遺伝子治療臨床研究
審査委員会承認後、厚生科学審議会科学技術
部会に実施申請し、認可を得た上で実施する。 
 対象患者は未成年であり、発語がないため
に意志の確認はできない。よって、患者の保
護者に十分に効果とリスクを説明した上で、
文書でのインフォームドコンセントを得て実
施する。 
 実施に当たっては、遺伝子治療臨床研究に
関する指針（平成１６年文部科学省・厚生労
働省告示第２号）を遵守して実施する。 
 
Ｃ．研究結果 
① 遺伝子治療実施体制の確立 
(a) 治療体制の検討  
 小児科病棟に入院し、治療後数日間は PICU
管理する。治療後は陰圧個室に隔離、排泄物

管理に留意し、ベクター排出を PCR で確認し、
ベクターDNA 排出がないことを確認し、隔離
解除する。また、遺伝子治療実施に向けて、
院内の手術、術後管理、ベクターの管理と受
け渡し等の体制を整備、確認し、これらの術
前•術後体制を確認した。 
(b) 遺伝子導入方法の検討 
 術前に撮影した MRI と FMT-PET 解析に基づ
き AAV ベクターの注入部位を決定する。定位
脳手術により、専用のカニューレを使用して
両側線状体（被殻）内に注入する。 
 小児での定位脳手術の実施は全国的に少な
い。乳幼児では骨が柔らかいため、固定がず
れたり骨折のリスクも否定出来ない。よって、
対象は 4 歳以上とした。 
 治療のための、被殻への注入機器やカニュ
ーレも開発し、安全かつ効果的に実施出来る
様に準備した。 
(c) 臨床評価および治療評価方法の確定 
 治療効果の判定および有害事象の評価のた
め、以下の評価•検査を、治療前、治療後定期
的に評価することにした。 
・ 身体所見、神経学的所見、および乳幼児
神経学的検査チャートを使用した評価。
運動、認知機能をアルバータ乳幼児運動
発達検査法、新版 K 式発達検査などのス
ケールで評価する。 
・ 血液検査、髄液検査（L-Dopa、5HTP、HVA、
5HIAA 等を含む） 
・ 頭部 MRI、脳波、神経誘発電位等 
・ FMT-PET 
 AADC のトレーサ 6-[18F]fluoro-L-m- 
tyrosine を使用した positron emission 
tomography。AADC 蛋白量の減少のため線
条体取込みが消失。治療で改善する見込
み。治療前後で実施。 
・ 全有害事象を記載、検証する。 
(d) 実施計画書の作成 
 上記内容を反映した、「AADC 欠損症に対す
る遺伝子治療の臨床研究」実施計画書を作製
した（資料１）。 
(e) 倫理審査 
 自治医科大学附属病院遺伝子治療臨床研究
審査委員会に申請し、審議の上、2014 年 2 月
14 日付で遺伝子治療研究実施の承認を得た。 
 現在、厚生科学審議会科学技術部会への承
認申請の準備中である。 
 
② AADC 遺伝子導入したベクター作製 
 AAV ベクターに AADC 遺伝子を組み込んだ
GMP レベルの AAV-hAADC-2 が作製された（資



料２）。各種検定を実施した結果、臨床使用可
能である。マウス脳に注入して発現が確認さ
れた。また、遺伝子導入後の Dopamine 増加を
検出し、遺伝子発現し蛋白が機能している事
が確認された。 
 現在、遺伝子治療実施に必要なベクター量
を増産中で、5-6 月頃には十分量が得られる
見込みである。 
 
③ GLUT1 欠損症に対する遺伝子治療法開発 
(a) GLUT1 の遺伝子である SLC2A1 発現ベクタ
ーを培養細胞内に導入して、GLUT1 を発現さ
せる系を作製した。 
 GLUT1 自体、および tag として挿入してあ
る myc に対する抗体を作製し、免疫組織染色
および Western 法で検出した結果、導入した
GLUT1 が細胞膜上に発現している事が検出さ
れた。 
 また、糖取り込み能を解析した結果、遺伝
子導入細胞で糖取り込みが増加していた。  
 よって、培養細胞レベルで遺伝子治療効果
を判定する系が確立された。 
(b) 現在、SLC2A1 cDNA を AAV2 ベクターに組
み込んでいる。 
(c) GLUT1 欠損マウス 
 AAV-GLUT1 の脳室内注入による神経全体へ
の拡散の確認、蛋白発現、糖取り込み能解析、
行動解析、等による遺伝子治療効果の解析を
行うために、SLC2A1 ノックアウトマウスを作
製する事が必要である。ノックアウトマウス
を作製予定であったが、既存の SLC2A1 ノック
アウトマウスの入手が可能となった。凍結受
精卵の状態であり、復元し作製中である。 
 
Ｄ. 考察 
 AAV はヒトで病原性がなく安全性が高い。
野生型 AAV は単独で複製できず、アデノウイ
ルスなどのヘルパーウイルスを必要とするが、
AAV ベクターはウイルス由来遺伝子の大部分
が除去され、ヘルパーウイルス存在下でも複
製できない。マウス・ラット・サルで神経細
胞傷害性がないことが確認されている。腫瘍
化の可能性も低い。これらの点から、AAV は
遺伝子治療に有用なベクターである。臨床的
に、米国で、血友病などに 2 型 AAV ベクター
を用いた多数例で遺伝子治療が行われたが、
ベクターに関する副作用の報告はない。また、
パーキンソン病の治療に、ドーパミン産生を
改善する目的でAADC遺伝子をAAVベクターに
組み込んだ AAV-hAADC-2 を用いた遺伝子治療
が開発され、サルでの前臨床研究、およびパ

ーキンソン病患者への臨床研究の結果、治療
効果が得られ、ベクターに由来する有害事象
はなかった。さらに、台湾で AADC 欠損症に対
し、AAV-hAADC-2 を用いた遺伝子治療が治療
が行われ、患者の運動機能を改善し、大きな
副作用は起きていない。 
 よって、日本人 ADDC 欠損症患者に対しする
遺伝子治療を計画した。ベクターは研究分担
者らが開発した物で、台湾での遺伝子治療に
使われた物と同じ構造である。タカラバイオ
と共同で GMP レベルのベクターを産生し、各
種検定の結果、臨床使用可能なレベルであっ
た。マウス脳に注入した結果、dopamine 産生
が増加し、機能も得られている。現在、治療
必要量を増産中である。また、遺伝子治療を
実施する体制も出来て、学内の倫理委員会の
承認も得た。厚生科学審議会へ申請し、承認
が得られれば、治療開始可能である。 
 AAV2 ベクターは、上記のように、安全性も
高く、臨床使用が進められている。神経移行
性が高いため、他の神経疾患での治療法開発
を行っている。最初の候補として、GLUT1 欠
損症を対象とした。SLC2A1遺伝子導入2型AAV
ベクター(pAAV-SLC2A1-2)を作製中である。治
療効果の評価のため、まず、培養細胞型で治
療効果を判定する系を確立した。さらに、
SLC2A1 ノックアウトマウスを準備中である。 
 この 2 つの疾患に対する遺伝子治療法開発
が順調に進行した場合には、さらにベクター
改良の研究、AAV ベクターを用いた他疾患の
遺伝子治療法開発も進める。 
 
Ｅ. 結論 
 日本人 AADC 欠損症患者への遺伝子治療の
臨床研究を実施する準備が出来た。ベクター
は、タカラバイオ社に作製委託し、完成して
おり、遺伝子治療に必要な量を生産中である。
実施体制を確認し、実施計画書を作製した。
自治医科大学附属病院遺伝子治療臨床研究審
査委員会の審議を受け、承認を得た。承認後、
厚生科学審議会科学技術部会の承認を得て、
患者 4 人に順次治療実施する。 
 他の疾患での治療法開発研究として、GLUT1
欠損症に対する遺伝子治療法を開発中である。 
 
F．健康危険情報 
 特になし。 
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