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A. 研究目的 

1. 芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）欠損症に

対する遺伝子治療の臨床研究で使用するアデノ

随伴ウイルス2型 (AAV2) 由来のベクターを作製

しその評価を行う. 

2. 遺伝子組換え生物の第一種使用における生物

多様性に対する影響を評価する. 

 

B. 研究方法 

1. 自治医科大学では2007年以降にパーキンソン

病に対する遺伝子治療の臨床研究で実施した. 

その際に使用したべ AAV2 ベクターと同様の発現

カセットを持つベクタープラスミドをタカラバ

イオ社に供給し GMP レベルの AAV ベクター 

(AAV-hAADC-2)を委託生産した.  

受け入れ試験として, 1) 変性の有無を確認す

る外観試験, 2) ウイルスのゲノムコピー数の測

定, 3) AAV-hAADC-2 の生物学的活性を確かめるた

めのドパミン定量試験を実施した. 外観試験は, 

融解後ベクター液の混濁の有無を肉眼で確認す

し, 無色澄明であるとき適合とした.  ゲノムコ

ピー数の定量は, AAV-hAADC-2 作製時に使用する

プラスミド pAAV-hAADC-2 を基準とし、AADC の特

異的塩基配列プライマーを使用した定量的PCRを

実施し, 1.5×1012 vector genome (vg)/ml 以上を

条件とした. ドパミン定量試験は, 105個の

HEK293 細胞に 108 vg の AAV-hAADC-2 を感染させ、

36 時間後に 5μg/ml の L-dopa を培地中に添加し

た. その6時間後に培地を回収しドパミンをHPLC

により定量した.  1 nmol/ml以上のドパミン産生

を基準とした. 

2. 第１種使用における生物学的多様性への影響

を評価した. 

(倫理面への配慮) 

遺伝子治療の実施計画は, 厚生労働省の定め

る「遺伝子治療臨床研究に関する指針」にもとづ

き設置された, 施設内の遺伝子治療臨床研究倫

理審査委員会で審査された. 生物多様性評価は, 

施設内遺伝子組換え実験安全委員会の承認を得

た. 

 

C. 研究結果 

1. pAAV-hAADC-2の発現カセットは, CMV プロモ

ーター, β-グロビンイントロン, ヒトAADC cDNA,

ヒト成長ホルモンpoly (A)で構成される.受け入

れ試験の結果, 外観は無色透明, 力価は1.8 × 

1012 vg/mL, HEK293細胞におけるドパミン産生は 

22.8 nmole/mlであり, いずれも適合していた. 

タカラバイオ社において実施中の品質試験を別

紙に示した. 

2. AAV2ベクターが感染する動植物等の種類は野

生型AAV2 と同等で, ほ乳動物に感染する. 自然

界で植物及び微生物に感染するとの報告はない. 

環境中への拡散は極力抑えられており, 拡散し
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たとしても, その量は検出レベル以下であると

推定される. 増殖能を失っているので, 野生型

AAV 及びそのヘルパーウイルスであるアデノウ

イルス等との三重感染がないかぎり, 環境中で

増殖することはない. ヒト体内の同一の細胞に

ベクターと野生型AAV 及びそのヘルパーウイル

スであるアデノウイルス等が感染する可能性は

極めて低く, ベクターはやがて環境中から消滅

すると考えられる. 極めて微量のベクター由来

のreplication-competent AAV (以下RCA) の環境

中への放出も完全には否定できないが, AAV 粒子

へパッケージングできるDNA のサイズに上限が

あるため, RCA は野生型AAV2と同じになるか, あ

るいは短い外来遺伝子を含んでいても野生型

AAV2 に極めて近い構造になると考えられる. RCA 

の感染性, 増殖性, 病原性及び核酸を水平伝達

する性質は野生型AAV2 と同等であり, ヒト及び

他のほ乳動物, 植物並びに微生物に新たな影響

を与えることはないと考えられる. 今回の臨床

研究における第一種使用等の方法によるかぎり, 

生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断し

た.  

 

D. 考察 

1. 作製したGMPレベルベクターのドパミン産生

能を培養細胞で確認した. 今回の計画では1 × 

1012 vg/mlのベクターを患児一人あたり200 μl投

与する予定であり, 力価も基準を満たしていた. 

現在, マウスの脳内投与による安全性試験とタ

カラバイオ社における品質検定を実施している. 

2. アデノ随伴ウイルス（AAV）はパルボウイルス

科デペンドウイルス属に分類されている. これ

までに霊長類で分離されたウイルスは, 血清型

およびゲノムの違いに基づき100以上の型に分け

られており, 今回の遺伝子治療では2型 (AAV2)

を宿主として作製する. AAV2は自然界に広く分布

しており, 哺乳類に感染する. ヒトへの病原性

は知られていない. 自治医科大学で実施したパ

ーキン病の遺伝子治療では術後4日目以降, 排泄

物中にベクターゲノムは検出されなかった. ヒ

ト凝固第IX 因子を搭載する遺伝子組換えAAV2ベ

クター を肝動脈に注入した臨床試験では, 

4×1011 vg/kg 投与群の1 名で 16 週までベクタ

ーゲノムが精液中に検出され, 別の1 名では20 

週まで末梢血単核細胞中で検出されたと報告さ

れている.  そのため, 臨床研究においては環境

中への拡散に留意する必要があるが,  今回の臨

床研究における第一種使用等の方法によるかぎ

り, 自然環境中でベクター由来のゲノムが生物

多様性に影響を生ずるおそれはないと考えられ

る. 

 

E. 結論 

AADC 欠損症に対する遺伝子治療の臨床研究に

使用する GMP グレード AAV ベクターを作製した. 

受け入れ試験の結果は基準をみたした. また, 

今回の臨床研究では生物学的多様性に影響しな

いと判断した.  
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