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研究要旨 

 遺伝子治療薬のFirst-in-human（FIH）までに実施すべき非臨床試験及び承認時までに取

得すべき非臨床試験について、EMAで昨年承認されたリポタンパク質リパーゼ（LPL）欠

損症による重篤な高脂血漿治療薬であるGlyberaの評価レポートを調査すると共に、EMA

で承認されなかった２つの遺伝子治療薬の非臨床試験の報告と比較した。１）インビボ試

験でヒトと同様の病態を示すモデル動物で、ヒトでの有効性を示唆するデータを明らかに

することを求めた。２）特にモデル動物の選択に当たっては、高脂血漿の動態や黄色腫の

みならずLPL欠損患者で臨床上、最も問題となる急性膵炎がモデル動物で発症することや

血中トリグリセリド上昇などを考慮してマウス、ネコ、ウサギが選択された。その結果、

Glybera投与により血中トリグリセリドの正常化とその持続性が示されている。３）毒性試

験では、３用量での単回毒性試験が実施され、急性炎症と筋肉の退行性反応が認められた

が、これは発現しているLPLの種差のためとされた。NOELが1011gc/kg体重とされた。４）

遺伝毒性試験やがん原性試験は実施されていないが、挿入変異や挿入変異に基づく造腫瘍

性試験が実施されており、挿入変異により造腫瘍性のリスクは少ないとされている。 

 Glyberaの評価レポートからEMAが臨床試験前と承認時にどのような非臨床試験を求め

たのかが理解でき、わが国でも遺伝子治療薬の安全性や臨床試験に結びつけるための有効

性をどのようにモデル動物で示すべきかの参考になる。 

 

キーワード：遺伝子治療、アデノ随伴ウイルス（AAV）、リポタンパク質リパーゼ（LPL）、

先天性遺伝性疾患 

 

Ａ．目 的 

 2012年に先進国として初めて遺伝子治療薬が

EMAにより承認された。一方で遺伝子治療薬として

用いられるベクターは当初アデノウイルスやレトロ

ウイルスベクター、あるいはプラスミドを用いた開

発が多かったが、近年はアデノ随伴ウイルス（AAV）

やレンチウイルスを用いたベクター開発が多くなっ

てきている。これは免疫原性や挿入変異などの有害

事象を回避するための方策として、より最適なベク

ターの模索が行われた結果といえる。また対象とす

る疾患についても、当初はがんが多かったが最近で

はX-SCID、ADA-SCID、WAS、CGDといった希少疾

患を対象とした開発が多くなってきている。また、

レーバー病のように投与手技（機器）の開発により、

これまで困難とされていた疾患にも適用が可能にな

りつつある。 

 このように遺伝子治療薬の実用化が本格化するに

従い、これまでとは異なるベクターや対象疾患の変

遷があり、新規ベクターや新規ターゲット分子遺伝

子を搭載したベクターの開発が行われようとしてい

る。従って、新規遺伝子治療薬の臨床開始

（First-in-human; FIH）までに、どのようなデータが
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取得されていなければならないかについて多くの議

論がなされている。既にICH遺伝子治療専門家会議

でもFIHに関する見解作成に着手していたが、ICH 

GT DGでのガイドライン作成が中断したためにFIH 

見解作成も中断している。一方で、EMAやFDAは既

に遺伝子治療治験薬のFIHまでに取得しておくべき

非臨床試験データについてのガイドラインあるいは

その案を作成している。 

 一方、我が国でも、センダイウイルスやサル免疫

不全ウイルス（SIV）を用いた独自のウイルスベク

ターを開発しつつある。また先天性代謝疾患など新

規遺伝子を用いた開発も行われている。このような

国内動向を受けて、我が国で開発されてくる遺伝子

治療薬のFIHで求められるデータを明らかにしてお

くことは、国内遺伝子治療開発の促進にもつながり、

かつ被検者の安全確保の観点からも急務である。 

 本研究では、リポタンパク質リパーゼ（LPL）欠

損による高脂血症の治療薬として先進国で最初に遺

伝子治療薬GlyberaがEUで承認され、その審査での

評価レポートを公開していることから、この評価レ

ポートを対象として治験開始時までに実施すべき非

臨床試験と承認時に提出すべき臨床試験データにつ

いてEUの考え方を整理した。Glyberaはアデノ随伴

ウイルス（AAV）をベースにした組換えウイルスベ

クターであり、ヒトLPL遺伝子を発現する。この報

告書と、これまでEMAが承認をしなかった２つの遺

伝子治療薬の報告とも比較しながら、非臨床試験で

どのようなデータをEUが求めているのかを明らか

にし、今後のわが国でのガイドライン改定や審査に

おける参考となることを目指した。 

 

Ｂ．方 法 

 EMAが先進国で最初に承認した遺伝子治療薬で

あるGlyberaと、EMAが承認しなかった２つの遺伝子

治療薬について、その審査に関する報告書を解析し

た。特に、非臨床試験について承認時、承認申請時

にどのようなデータを求めたのか、他のバイオ医薬

品等との考え方の差異についても調査した。 

 

Ｃ．結 果 

C.1. EUで承認されたGlyberaと承認の推奨を受け

なかった２つの遺伝子治療製品の比較 

 EMAはGlyberaの承認前にも複数の遺伝子治療薬

の承認申請を受け、審査を行っており、いずれも承

認を推奨していない。現在、ヘルペスウイルスのチ

ミジンキナーゼ遺伝子（HSV-tk）を発現するアデノ

ウイルスベクターであるCereproとp53発現アデノウ

イ ル ス ベ ク タ ー で あ る Contusugene Ladenovec 

Genduxの審査における評価状況が入手可能である。

そこでGlyberaとこれらの承認を得られなかった２

製品の非臨床試験の評価を比較し、遺伝子治療薬と

しての承認に必要と考えられている要素を解析して

みた。 

 Cereproはアデノウイルス５型のE1領域とE3領域

の一部を欠損、悪性グリオーマを対象とし、Cerepro

が導入されたグリオーマが、ガンシクロロビル投与

によりHSV-tkにより代謝されたガンシクロロビル

リン酸になり細胞毒性を発揮する。 

 動物モデルで、Cereproの有効性が十分説明されて

いない。科学的にはHSV-tkを発現している細胞では

ガンシクロロビル投与により細胞死を導くことがで

きることは理解できることが了解されるとされた。

しかし、手術でグリオーマを除去した後に残存して

いるグリオーマそれぞれに非増殖性のアデノウイル

スベクターが到達できるか不明であることや、申請

者が提唱しているバイスタンダー効果についても明

確な実証はなく、更なる検討が必要であるとされて

いる。有効性を示唆する試験の評価としては十分で

はないと結論されている。 

 毒性試験では単回投与のみの試験が行われており、

またその投与量も限定的なものであったとされてい

る。これは、マウス脳内に投与可能な量が限られて

いるためであり、また反復投与毒性試験は手技的に

実施が困難とされている。一方、ワーストシナリオ

を評価する目的で、静脈内投与が実施されている。

これらの結果から、試験の実施が困難な面はやむを

得ないとしながらも十分な安全性評価が行われてい

るとの結論には至っていない。 
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 Contusugene Ladenovec Genduxは頚頭部再発扁平

上皮がんを対象として開発が進められてきたアデノ

ウイルスベクターであり、増殖性アデノウイルスに

関する試験から、増殖性ウイルスの残存があること

が示されている。Contusugene Ladenovec Genduxの薬

力学試験として、インビトロ及びインビボ試験が実

施されている。対象とするp53を搭載していないベク

ターでも抗腫瘍効果が認められたが、このような対

照ベクターでの抗腫瘍効果はContusugene Ladenovec 

Genduxの有効性を評価するのを困難にしていると

の評価がなされている。さらに残存しているRCAで

も臨床効果が認められたとする結果も提出されてい

るが、再現性が認められていない。 

 毒性試験は正常マウス及びラットを用いて実施さ

れている。ワーストシナリオとして、皮下投与が採

用されており、コアバッテリー器官に対する影響が

慎重に観察されている。これらの結果から、NOEL

レンジは臨床投与量の１／100と推定されている。 

 反復投与毒性試験も実施されているが、投与量や

投与回数に関して十分な評価データではないとされ

ている。さらに細胞傷害作用としてリンパ球の低下

が認められたとされた。以上の結果から、安全性面

では一定の評価が可能とされている。 

 

C.2. Glyberaの承認時に発出された評価レポート

における非臨床試験の観点 

 Glyberaの承認を推奨するEMAの評価レポートで

は提出された非臨床試験結果についての評価が示さ

れており、その詳細について以下に示す。 

 

C2-1. 序言 

 中心となる非臨床安全性試験はGLPに従って実施

されることが期待される。また関連する試験につい

てもできる限りGLPに準拠して実施されることが求

められる。GLPへの準拠については特別な懸念がな

いとされた。 

 

 複数のロットのAMT-010（プラスミド由来製品）

が試験に用いられ、また非臨床試験のブリッジング

試験としてAMT-010とAMT-011（バキュロウイルス

由来製品）を用いた比較試験が実施された。 

 

 薬理学的試験は、LPL欠損マウスを用いて実施さ

れ、薬物動態試験がネコ、マウス、ウサギを用いた

動物試験が実施されている。一般毒性試験は、マウ

スを用いて実施された。がん原性試験は実施されて

いない。遺伝毒性とがんを引き起こす可能性に関す

る懸念については、遺伝子挿入リスクと変異原性を

明らかにする目的の試験が実施された。さら遺伝子

治療ベクターに関する文献データについても調査・

解析が行われた。 

 

C2-2. 薬理学試験 

 有効性を示唆するためにAMT-010（プラスミド由

来）を投与し治療できることを示す試験が、LPL欠

損（LPL-/-）マウスおよびネコを用いて実施された。

高グリセロール血漿が持続するとLPL(-/-)マウスで

見られるように総コレステロールの増加とHDL量

の低下を伴う。しかしLPL(-/-)欠損のヒトで最も重

篤な症状として見られる急性膵炎がLPL(-/-)マウス

では見られない。２番目に動物モデルとして選択さ

れたのは自然発症のLPL欠損ネコであり、AMT-010

を用いた薬理学的試験が実施された。ヒトの病態と

比較して、LPL-/-欠損ネコは黄色腫、網膜高脂血漿

に加え最も重篤な症状である膵炎も発症する。 

 

 LPL欠損患者で繰り返し再発する膵炎のメカニズ

ムは十分に解明されていない。しかし、血中のカイ

ロミクロンやトリグリセリドを低下させることによ

り生命の危険に及ぶような症状が起こるリスクを下

げられるという事実がある。従って血中トリグリセ

リドを持続的に低下させることができるのであれば、

Glyberaの非臨床試験における有効性の指標の代替

マーカーとして使用することが許容される。 

 

 遺伝子治療薬を投与した動物の血漿中のトリグリ

セリドを低下させることは、その活性を評価するう

えでの主要薬力学的マーカーとされた。薬力学的活

性を証明するためにLPL欠損マウスとネコを用いた

試験が実施された。用いたLPL欠損動物はヒトと同
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様にその血漿は異常な乳ビがみられる。乳白色様の

血漿、黄色腫、網膜高脂血漿といったヒトLPL欠損

症と同じ表現型を示す飼育されているネコの群れが

知られており、このネコはトリグリセリド濃度の高

い血漿をもつ。このようなネコにAMT-010を投与す

ると重篤なトリグリセリド血漿や高脂血漿を３－４

日で正常化できる。このためにこの効果が認められ

るに必要な投与量がヒトにおいても効果が認められ

る可能性があると結論されている。ただし異種動物

への投与によって引き起こされる免疫反応により効

果が喪失されることが懸念された；従って、免疫抑

制により効果の喪失を遅らせることができるのでは

ないかと推察がされた。 

 

 ヒトとネコの病態と異なり、LPL-/-マウスは生後

24時間以上生存できないが、これは高脂血漿のみな

らずこのマウスでは、生後、授乳を開始できないた

めと考えられている。しかし、LPL-/-マウスに生後

すぐにヒトLPL遺伝子を発現するアデノウイルスを

投与すると生後24時間を越えて生存することができ

るようになる。このアデノウイルスによるトランス

ジェニックマウス系を用いてLPL欠損をレスキュー

する試験がLPL-/-マウスで行われ、この系では、ア

デノウイルスベクター投与によりGlyberaを投与し

ていないマウスでもヒトLPLの発現が検出される

（アデノウイルスの発現は一過性であり、その後発

現は減弱していく）。このモデル動物では、LPL発現

アデノウイルスが生後短時間の間発現しているため

に、ヒトLPLに対してナイーブではなくなっており

免疫寛容になると期待された。 

 

 これらのマウスにAMT-010を投与してもLPLに対

する抗体は出現せず、局所投与によってもLPLに対

する免疫寛容が破壊されることはないことが明らか

である。 

 

 多くの患者では活性はないもののLPLタンパク質

の発現は認められることから、Glyberaに対してもこ

れらのマウスと同様に免疫寛容の状態が期待される。 

 

 生後すぐにヒトLPL発現アデノウイルスベクター

の投与によりレスキュー処理された飼育された

LPL-/-マウスを用いて、AMT-010の有効投与量を明

らかにする試験が行われ、主要な有効性を評価する

項目として血漿中のトリグリセリドの定量を行うと

共に、追加項目として血漿中あるいは組織中のヒト

LPL量の測定が行われた。 

 

 非臨床試験がAAV2ベクターとAAV1のキャプシ

ドを発現するAAV2ベクターを使用して実施された。

投与量設定のための試験と、効果の持続性に関する

試験が実施された。これらの試験では、再投与の影

響を調べる１つの試験の他は、筋肉内への単回投与

が行われた。 

 

 効果はLPL+/-マウスと比較して実施された。 

 

 AMT-010の複数のバッチを用いて比較が行われる

と共に、AMT-010とAMT-011の効果を比較するブリ

ッジング試験が実施されたが、この比較試験では非

常に少数のマウスしか用いられていないために試験

結果から得られる結論は限定的なものである。 

 

 411-002試験では、AMT-010投与後52週での血漿中

のLPL量が測定され、非投与群と比較され優位な差

異が認められており、血漿の高脂肪状態の完璧かつ

持続的改善が認められている。 

 

 申請者は、投与後52週で認められたLPLの残存量

や残存活性は血漿トリグリセリドを低減化できるだ

け十分なものであると議論している。しかし残存し

ているLPLタンパク質量と活性のベースラインは

（アデノウイルス投与を行った）若年性のLPL-/-マ

ウスと同程度あった。 

 

 これらの試験から次のような結論が導かれてい

る： 

 

 － AMT-010投与により血漿トリグリセリド量が

低減化され、99.2％の低減化率が達成できたとされ
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ている。 

 

 － AMT-010投与により定量可能なヒトLPL活性

が検出され、さらにタンパク質としての発現が認め

られ、その発現量は投与量に依存していた 

 

 － AMT-010投与によるLPLの発現は、持続性が認

められるものの、時間経過と共に発現が低下してい

き52週では活性が低下していた。ただ、血漿中のヒ

トLPL量は非投与郡に比べて有意な活性が認められ

た。 

 

 － AMT-010投与部位の筋肉では定量可能なレベ

ルのヒトLPL活性が検出された；この発現により１

年以上にわたる持続的かつ十分な／高脂肪血漿の改

善が認められた。 

 

 － AMT-010を投与した部位の筋肉の免疫組織化

学解析が行われ、LPLの発現部位は筋膜外部に認め

られており、これは正常のLPLの筋肉での発現と同

等であった。 

 

 － AMT-010の２つの投与量によるLPLタンパク

質の発現の比較が筋肉の４箇所あるいは36箇所から

サンプリングして解析が行われたが、２つの投与量

でタンパク質発現に差異が認められなかった；これ

は、筋肉内ではLPLの発現に上限値があることが推

定され、その一方で、マウスではこの発現量で少な

くとも高トリグリセリド及びリポプロテインの血漿

循環レベルを低減化できることが示された。 

 

 － 脂肪の静脈内投与によりLPL-/-マウスは血漿

トリグリセリド量が増加する；すなわち、この系で

AMT-010を投与するとにより、非投与群と比較して

脂肪投与により増加するはずの血漿トリグリセリド

量の改善が認められた。 

 

 － AMT-010の再投与試験が実施されたが、再投与

によりAAV1キャプシドに対する中和抗体の発現と

いった反応を引き起こすことはなかった。 

 AAVに対する持続的な抗体産生が起こると

Glyberaを投与した場合に導入遺伝子の持続的な発

現が抑制される可能性がある。同様の状況はAAV1

型の自然感染が起こった際にも考えられる懸念であ

る。このために、AAVキャプシド（他のAAVに対し

ても交差反応を起こす可能性がある）に対する液性

免疫の反応性の有無を、AMT-010の投与に先立って

全ての被験者で調べる必要があるとされた。 

 

 LPL遺伝子導入したトランスジェニックマウス

（Tg動物）を用い、筋肉内でのLPLを正常の11－24

倍、過剰発現させその毒性試験が実施された。Tg動

物を用いても毒性所見が確認され、AMT-010及び

AMT-011を用いた毒性試験の評価において参考にさ

れた。 

 

 411-008試験、411-009試験、411-010試験を通じて

申請者はAMT-010投与に比べAMT-011投与ではLPL

の発現が抑制されていることを確認しており、特に

411-010試験ではその傾向が顕著であった。高用量の

投与によりLPLの局所での発現増加が認められる場

合であっても生物学的な効果の増加は認められなか

ったとされた。ただし高用量では生物活性効果でよ

り持続性が認められた。AMT-011添加により、イン

ビトロのLPL発現がAMT-010に比べて全てのロット

で１／４程度に低下していた。 

 

 全体を通じて申請者はLPL-/-マウスを用いて

AMT-010及びAMT-011薬力学的試験のデータを得て

いる。単回投与試験であってもヒトLPL遺伝子の長

期にわたる持続的な発現が確認されており、病態の

進行により上昇するトリグリセリドを顕著に低下さ

せる効果が確認されている。この作用は薬効の代替

となる薬力学的マーカーとして受け入れられるもの

と考えられる。用量依存性が確認されているが、免

疫抑制を行っても導入遺伝子の発現は改善されるこ

とは無かった。この点は臨床投与方法を決定するの

に重要な示唆を与える。すなわち、免疫抑制を行う

ことによりAAV感染によって引き起こされる抗体

産生を抑制するための免疫抑制の使用の是非に関連



－ 405 － 

する事項であり、多くのヒトがAAVに対する抗体を

持っていることへの対応に関連する。 

 

 LPL-/-マウスを用いて本剤の有効性に関する重要

なデータが得られたとしている。複数の試験で、申

請者は血漿トリグリセリドが大きく低下することを

示しており、これにより有効性を示唆するデータが

得られたとしている。有効性が認められる投与量と

しては1011－1013ゲノムコピー(gc)/kgであり、想定さ

れるヒト投与量としては1x1012gc/kgに相当するとし

ている。 

 

 以上の試験より、AMT-011は生物学的に活性なヒ

トLPLを導入できるとする結論が得られたとされた。 

 

副次評価項目として薬力学的試験。 

 副次評価項目のための薬力学的試験は実施されて

いない。Glyberaの特殊性を考慮し、遺伝子治療薬ガ

イドラインであるEMEA/CHMP/GTWP/587488/2007

及び遺伝子治療薬の第１相臨床試験を実施する前ま

でに必要とされる非臨床試験ガイドラインである

EMEA/CHMP/GTWP/12459/2006で求められている

本試験を実施しないことをCAT及びCHMPは了解し

た。 

 

他剤との薬力学的相互作用 

 AMT-011と免疫抑制剤を併用することの効果を確

認するために、治験薬投与と免疫抑制剤と同時に投

与した場合の薬力学的試験が実施された。これにつ

いては既に議論をした。 

 

C2-3. 薬物動態試験 

 ヒト及び動物組織中のAMT-011を検出するための

複数のPCR法についてバリデーションが行われてい

る。ウサギゲノムDNAの検出における定量的PCRの

バリデーションに関するより十分な情報が審査の過

程で要求された。 

 

吸収 

 吸収を解析するための試験は実施されていない。

製品は筋肉内に投与され、Glyberaに搭載された遺伝

子が筋肉内で発現することが期待された。 

 

分布 

 分布に関して５つのGLP準拠の試験が実施された。

この試験においてコントロール検体で陽性反応を示

したが、申請者は剖検に際して、あるいはDNA調製

の際のコンタミネーションが起こったものと説明し

た。 

 

 ベクターの生体内分布に関しては、ネコ、マウス、

及びウサギで用いて実施された。関連ガイダンス（遺

伝子治療薬開発で臨床試験に入るまでに実施しなけ

れ ば な ら な い 非 臨 床 試 験 の ガ イ ド ラ イ ン

EMEA/CHMP/GTWP/12459/2006）に従い、生体内分

布、持続性、動員、排出について評価が行われた。

生体内分布と発現の持続性については動物を用いて

試験が行われた。排出については、動物を用いた非

臨床試験は行われず臨床試験で患者由来の試料を解

析することにより評価された。申請者はヒトへの投

与後10週間にわたってベクターの排出がなくなるこ

とを示そうとした。この点については臨床試験の項

で議論をする。ベクターの動員（ターゲットとした

組織細胞から出て、他の組織や細胞に取り込まれる

こと）についての試験は実施されていないが、ベク

ターは血中及び投与されていない組織の中にも検出

された。 

 

 ベクターDNAが検出される主な組織は、投与した

筋肉、肝臓、脾臓、鼠径部リンパ節であった。 

 

 ネコにおいて、AMT-010ベクターDNAが、精巣、

副睾丸、運動性のある精子に検出されたことより、

ベクターは動物の生殖腺に分布することが示された。

マウスにおいては、経時的な発現の消失が明らかに

され長期にわたる発現は高用量で認められた。しか

し、180日間もの観察を行ったにもかかわらず完全な

発現消失は確認されなかった。投与した筋肉内で発

現がより低下していくものの持続性が確認され、ま

た鼠径部リンパ節でも発現が残存していた。 
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代謝 

 ベクターの代謝を解析するための試験は実施され

ていない。Glyberaの特殊性を考慮して遺伝子治療薬

ガイドラインであるEMEA/CHMP/GTWP/587488/2007

及び遺伝子治療薬の第１相臨床試験を実施する前ま

でに必要とされる非臨床試験ガイドラインである

EMEA/CHMP/GTWP/12459/2006で求められている

本試験を実施しないことをCAT及びCHMPは了解し

た。 

 

 ベクターの動員、排泄を明らかにするための試験

は実施されていない。排出に関する試験は臨床試験

で実施された。分布の項で述べたように、ウサギ精

液にベクターDNAが検出されることが明らかにさ

れた。 

 

他の薬剤との併用による薬物動態試験 

 他の薬剤との併用による薬物動態試験については

実施されていない。Glyberaの特殊性を考慮して遺伝

子治療薬ガイドラインであるEMEA/CHMP/GTWP/ 

587488/2007及び遺伝子治療薬の第１相臨床試験を

実施する前までに必要とされる非臨床試験ガイドラ

インであるEMEA/CHMP/GTWP/12459/2006で求め

られている本試験を実施しないことをCAT及び

CHMPは了解した。 

 

C2-4. 毒性試験 

 全ての毒性試験は正常マウスを用いてGLPに準拠

して実施された。毒性評価のために一種類の動物で

試験でも良いとするのは、遺伝子治療薬ガイドライ

ンEMEA/CHMP/GTWP/587488/2007及び遺伝子治療

薬の第１相臨床試験を実施する前までに必要とされ

る非臨床試験ガイドラインEMEA/CHMP/GTWP/ 

12459/2006に従ったものである。 

 

 Glybera毒性試験プログラムには90日までの観察

期間が設定されたAMT-010を用いた単回投与毒性試

験、180日及び105日までの観察期間が設定された

AMT-011を用いた２つの単回投与毒性試験が含まれ

ており、さらにAMT-011を用いて生殖発生毒性試験

と発達毒性試験がひとつの試験で実施された。 

 

単回投与毒性試験 

 一般毒性試験がマウスに筋肉内投与し、観察期間

を変えて最大180日までホローアップの観察を行っ

ている。プラスミド由来AMT-010 1バッチ及びバキ

ュロウイルス由来AMT-011の複数のバッチを1x1011

から1x1013gc/kgの投与した単回投与試験が実施され

た。 

 

 Glyberaの非臨床毒性試験は、単一種の動物を用い

た試験でよいとされた。 

 

 臨床投与を想定した単回投与属性試験のデザイン

は筋肉内（臨床投与）及び静脈内（ワーストシナリ

オ）経路でAMT-011を投与して評価された。単回投

与 毒 性 試 験 で は 想 定 し て い る 臨 床 投 与 量

（1x1012gc/kg）の10倍を超える投与量まで段階的に

増量して（1x1011、1x1012、1x1013gc/kg）実施された。 

 

 さらに、目的遺伝子の長期に亘る発現を考慮して、

単回投与後、６ヶ月に亘る動物の観察がAMT-011を

投与して行われた。AMT-011とサイクロスポリンA

或はmycophenolate mofetil（MMF）の免疫抑制剤と

の併用による単回投与毒性試験が実施され、免疫抑

制状態におけるAMT-011の毒性が影響を受けないか

検討された。 

 

 単回投与毒性試験では、投与された動物に、いか

なる致死的、全身毒性、壊死等の影響も認められな

かった。さらに、動物の病態的な兆候や全ての動物

で認められるような変化、摂食障害、臓器重量の変

化などは認められなかった。免疫抑制状態で

AMT-010と投与した場合はAMT-011を投与した場合

も体重量増加の減少が認められた。対照マウスに比

較して高用量のAMT-010を投与した場合に、わずか

ではあるが脾臓内の微小リンパの過形成が認められ

た。この兆候は91日目にも認められた。さらに、尿

量及びクレアチンホスホキナーゼの低下がAMT-010

の単回投与毒性試験で認められたが、AMT-011の単
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回投与毒性試験では観察されなかった。 

 

 投与部位に関して、筋肉の退縮変化や皮内反応を

含 む 組 織 病 理 的 兆 候 が 1x1012 や 1x1013gc/kg の

AMT-010を投与した場合に認められ、さらに

AMT-011を投与した全ての単回投与試験でも常に認

められた。AMT-011投与群で認められる軽度の亜急

性炎症反応の発症と同様に筋退縮は加齢と共に対照

群のマウスでも観察されるが、中用量と大用量を投

与した時に両性の動物で重篤な筋肉の退行やそれに

付随するような明らかに投与に伴う変化が認められ

た。AMT-011投与後180日に渡ってホローアップの観

察を行った試験で、既に述べたような遺伝子治療薬

を投与した筋肉部位に組織病理学的な変性が起きて

おり、その変化は投与量に相関して重篤度が増加し

ていた。また、投与した筋肉部位の退縮が観察され

た。さらに一般毒性試験では機能的な影響は認めら

れることはなく、また筋肉の機能試験でもなんらの

機能低下の兆候も認められなかった。 

 

 炎症部位にCD8+T細胞は検出されなかったこと

より筋肉内に浸潤している細胞に細胞障害性T細胞

は含まれていないことが確認された。 

 

 腫瘍形成や特定の肝毒性は観察されなかった。肝

臓の過形成が観察されたが、これは対照群でも同程

度の頻度で出現していた。これらの試験から決定さ

れた筋肉内投与でのAMT-011の無影響用量は、

1x1011gc/kgであった。ベクターの生体内分布に関す

る試験より、投与部位である筋肉のみならず、流入

領域リンパ節及び肝臓にもAMT-011が高濃度に分布

することが確認された。AMT-011を静脈に投与した

場合には、肝臓以外にも精巣や副睾丸などに高濃度

にAMT-011が検出された。 

 

反復投与毒性試験 

 単回で複数個所に投与されるGlyberaでは反復投

与毒性試験の実施はされていなかった。この臨床投

与方法の観点から、反復投与毒性試験の実施が不要

とする考えは受け入れられた。これは遺伝子治療薬

ガイドラインCPMP/BWP/3088/99に従った判断であ

る。 

 

遺伝毒性 

 従来の化学薬品に適用される通常の遺伝毒性試験

はこのような遺伝子治療薬では引き起こされること

はなく、適用する必要はないとされた。この考え方

は、CAT及びCHMPでも受け入れられるものとされ、

考察にも書かれている。 

 

挿入変異と造腫瘍性 

 申請者が報告した試験結果からは挿入変異及び造

腫瘍性に関する危険があることは示されていないが、

染色体への挿入について十分に解析できているとは

いえない。文献情報から組換えAAVベクターを用い

た筋肉内投与及び挿入変異に関する多くの論文が出

されている。一般的なコンセンサスとして組換え

AAVベクターのゲノムはエピゾーマルに存在し、ヒ

ト染色体に組み込まれる確立は少なく、造腫瘍性は

ないとされている。 

 

 申請者は最初、Schnepp（2003）らによって報告さ

れたDNA配列をランダムに増幅する方法（B1-PCR）

を用いて挿入変異に関する試験を実施した；しかし、

B1配列がゲノム内に不均一に分布しているために

ゲノム内への挿入部位の検出は十分な結果ではなか

った。次にWangらが提唱した反復アンカー挿入部位

トラップPCR（RAIC-PCR）法についても議論をして

いる。Wangらの方法は、B1或は増幅産物をトラップ

するためにビオチン化したプライマーを用いてB1

からB1-PCR産物を調製する方法である。しかし、

B1-PCR RAICも陰性の結果しか与えずrAAVベクタ

ーの挿入が起こっていないことを示すにはデータが

不十分であり、申請者もこれらの方法により得られ

た結果は十分なものではないと考えている。 

 

 LAM-PCRもまた抽出した総DNAから挿入された

AMT-011配列を検出することはできなかったことか

ら、申請者は制限酵素を用いないLAM-PCR法を次世

代DNAシークエンス法と組み合わせて適用するこ
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ととした。 

 

 インビトロ試験の報告で申請者の結論は、挿入変

異による発がんのリスクを評価するのにインビトロ

試験で十分、かつ適切な方法であるとしている。特

に、文献で報告されたデータからAAVベクターの長

期にわたる持続発現は環状エピゾーマルの形態をと

っていると考えられるとしている。ゲノムDNAの選

択的制限酵素分解による解析法を用いた結果から

AMT-011はゲノムに挿入されることはなく、エピゾ

ーマルな形で存在するとされた。インテグレーショ

ン解析結果からは、特定のホットスポットに挿入さ

れることはなく、AMT-011がゲノムへ挿入されるこ

とによる変異を起こすようなクローナルな増幅を引

き起こすこともないとされた。染色体挿入が起こる

のは２％以下の確率であり、かつランダムにゲノム

に挿入されるとされた。 

 

がん原性 

 がん原性試験は実施されていない。申請者は、ベ

クターの挿入に関する評価の試験でがん原性を評価

するのに十分であるとした。 

 

WPRE（woodchuck post-transcriptional regulatory 

element）配列を含んでいることとがん原性との関連 

 Glyberaは挿入遺伝子の発現を増幅させる作用が

あるとされるwoodchuck post- transcriptional regulatory 

element（WPRE）を含んでおり、WPREの作用とし

てその増幅促進能に依存して腫瘍形成を引き起こす

可能性がある。WPREはwoodchuck hepatitis virus

（WHV）に由来する。WPREはWHVのXタンパク質

の発現を更新する因子を持ち、WHVが感染したマー

モットに肝がんを引き起こす作用がある。 

 

 WPREは十分な目的遺伝子の発現を引き出すため

に必須の因子となることが多い。その遺伝子配列の

一部はWHVのX配列と重複しており、このために被

験者に肝がん発症のリスクがないか懸念されたが、

Glyberaは、WPRE配列の中の発ガンのイニシエーシ

ョンに関連するとされる２次的エンハンサー配列で

あるWe2配列を持たない。GlyberaがWe2配列を持た

ないことから申請者はGlyberaに含まれるWe2配列

は腫瘍原性を増加させることはないと考察している。

肝がん発症に関連するWHxの想定されるリスクは

HBVウイルスのXタンパク質（HBx）との類似性か

らくるものである。HBVウイルスと肝がん発症の相

関についてはよく知られており、肝がん発症のコフ

ァクターとして作用するHBxによって介在されると

いわれている。Dandri等（1996）の報告にあるよう

にWHxタンパク質はWHVの急性感染から回復した

動物では持続的に発現することはなく、持続感染し

ている場合にのみ発現しているたんぱく質である。

WHxを発現している細胞はそれだけで腫瘍化する

ことはなく、抗がん剤に暴露されることにより腫瘍

化することから、WHxそのものにはがん原性の能力

はないと考えられるが腫瘍化を促進する可能性はあ

るとされた。 

 

 AAVベクターを２つの異なる細胞株に導入した

後、WHxタンパク質の発現を調べたがタンパク質の

発現は認められなかった。Glyberaを投与して105日

間及び180日間にわたって観察した動物試験で、肝臓

や他の組織でも特に腫瘍発症リスクの増大は認めら

れなかったとされている。申請者は、WPREに関連

する腫瘍原性の報告は文献上のみのものであると考

えている。Embury等（2008）によるWPREを含むAAV

ベクターの報告があるものの、多くはKingsman等

（2005）や他の研究者による報告で、レンチウイル

スにWPREを搭載した報告である。Embury等の報告

では肝門脈からの投与にもかかわらず、肝臓の造腫

瘍性のリスクがあるという兆候は見られておらず、

16の腫瘍が確認されたが肝臓で見つかったのは４例

のみであり、他は胃や小腸である。肝臓で見つかっ

た腫瘍は同時に他の部位にも腫瘍が見つかっている。

腫瘍が起こる機構としては、フェニルアラニン脱水

素酵素とXタンパク質の融合タンパク質の遺伝子発

現が形成されることによりフェニルアラニン尿症の

作用メカニズムに同じことがおこっていると考えら

れている。申請者は、Embury等が用いたモノクロー

ナル抗体を用いて、HBxとWHxの交差反応性につい
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て評価を行っており、その結果からモノクローナル

抗体はHBxとは交差するがWHxとは交差しないと

結論している。したがって、現在得られているデー

タからは腫瘍発生にWHxが関与する証拠は得られ

ていないとしている。 

 

生殖発生毒性 

 雌性マウスを用いて交配４週間前にAMT-011を投

与した場合にはベクターDNAが胎児に伝達される

ことはなかったことから、Glyberaは母体の生殖細胞

から子孫への伝達は起こらないと結論している。ベ

クターが雄性の生殖腺に検出されることから、ベク

ターが生殖細胞に導入されるか検討が行われ、こら

れの生殖細胞の染色体に組み込まれるリスクがある

とされた。ベクターシグナルがネコ、マウス、ウサ

ギの生殖腺に持続的に検出されることから生殖腺内

のどの細胞に導入されるのか、特に精子細胞の取り

込まれる可能性について、細胞分画法を用いて解析

された。ベクターが精液及び精子に検出されたこと

から、ベクターがF1世代に伝達される可能性につい

て評価するために交配試験が実施された。臨床試験

においても患者精液中にベクターシグナルが検出さ

れたことより、さらなる動物試験が必要とされた。 

 

 雄性動物を通じての生殖細胞へベクターの伝達は

試験されておらず、生殖細胞への暴露があることか

らベクターの生殖細胞への組込みのリスクについて

は十分な評価がなされていない。 

 

 生殖発生毒性は、妊娠マウスを用いて実施され、

雌性マウスの妊娠や胎児の発達に特に問題は認めら

れなかった。しかし妊娠中の投与は避けるべきとの

慎重な配慮を求めることとされた。 

 

局所認容性 

 局所認容性に関する試験が一般毒性試験の一部と

して実施された。推奨臨床投与量で投与量に依存し

た進行性の筋肉への毒性所見が認められた。これは

回復性のある毒性であった。 

 

他の毒性試験 

 AMT-011にはバキュロウイルスDNAの混入によ

る毒性について理論的な評価が行われている。

AMT-011はバキュロウイルスを昆虫細胞へ感染させ

て製造される。申請者は、バキュロウイルス由来

DNAの含量についての評価が行われ、患者投与量当

たりのバキュロウイルスDNAの混入量は代々投与

量で3.3 IUと計算された。申請者は、文献上の観点

からバキュロウイルスDNAによるリスクはヒト細

胞当たり10粒子ウイルスDNAが混入するリスクと

した。バキュロウイルスは昆虫細胞に感染し、殺虫

剤等に用いられてきたが、ヒトに対しては病原性が

ないとされてきた。野生型のバキュロウイルスは補

体依存性の分解を受けること、細胞に感染する際の

ウイルス受容体については知られておらず、哺乳類

細胞への感染性については比較的感染性は低いとさ

れてきた。また、細胞内へ入った場合には、エンド

ゾームでの分解感受性があり、核内には移行しない

と考えられている。申請者は、バキュロウイルスに

含まれる初期プロモータがバキュロウイルス独自の

遺伝子を活性化する可能性を定量評価し、11％以上

と計算している。しかし、機能的なウイルス由来

DNA断片が他のゲノムや宿主ゲノムに挿入される

確立は、おそらく8x10-11％程度であると計算してい

る。これらの推定から、バキュロウイルス由来の

DNA挿入されるリスクは殆どないと結論している。 

 

C2-5. 非臨床試験の考察 

 薬理学試験から単回投与でも動物内のヒトLPL遺

伝子を発現させることにより長期にわたるトリグリ

セリドの持続的低下をもたらすことができるとされ

た。 

 

 組織病理学的解析によって投与した動物に急性炎

症及び退縮性の筋肉ダメージと再生変化が常に認め

られた。このような変化はヒトLPLの発現量と相関

しているように考えられた。申請者に、このような

反応に可逆性があるのか非可逆なものなのか明確に

するように求めた。また、対照のAAV1ベクターと

Glyberaの影響を比較することによって、このような
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反応が局所で過剰発現しているLPLの影響なのかど

うか、あるいはAAVに対する免疫応答の結果なのか

を区別するためにさらなる検討をする必要がないか

妥当性を説明するように求めた。 

 

 申請者によれば、AMT-011を投与した後180日間の

ホローアップを行った試験から、投与部位の筋肉の

退行が認められたものの一般毒性試験ではマウスに

機能的な影響を与えることもなく、筋肉の機能試験

でも影響は認められなかったとされている。 

 

 文献データからLPLを過剰発現したマウスは同様

の反応性を示したものの、トランスジェニックウサ

ギを用いてLPLを過剰発現させても同様の反応性は

示されなかった。従って、申請者はマウスで認めら

れたこのような反応性はヒトとの種の違いによって、

もたらされたものとされ結論した。 

 

 この種差によってもたらされる差異は、ウサギと

マウスの間の脂質代謝やリポタンパク質の組成の違

いといった生化学的な面に影響を与える可能性があ

る。申請者はLPLの過剰発現によってもたらされる

過剰な遊離脂肪酸の増加はAMT-011によって引き起

こされる筋毒性をもたらしているとものと考えてお

り、LPL過剰発現による直接作用ではないと考察し

ている。 

 

 申請者はマウスに認められる組織病理学的変化と

ヒトにおける変化は同等であると考えている；両種

の変化は進行性の退行反応であると考えられ、再生

反応も認められたとされ、その過程には炎症細胞は

ほとんど見られなかったとしている。 

 

 申請者は両種のAAVに対する免疫応答性や脂質

代謝における種差も含めてマウスでの解析データを

ヒトに外挿できると考えている。 

 

 CAT委員会は申請者の説明に全面的に同意したわ

けではなく、LPLを過剰発現した時の影響を試験す

るために対照のAAVとAMT-011の比較を行う追加試

験が不足していると判断した。しかし、そのような

検討を行ってもCATの懸念点が解消されるわけでは

ないと考えられ、そのために最終的には追加の試験

を実施しないことに同意し、この問題については解

決した。 

 

 薬物動態試験では主要評価として、組織分布とそ

の分布の持続性について解析している。AMT-011を

投与された動物の投与部位の筋肉には顕著な発現が

長期に亘って認められ、また肝臓やリンパ節も同様

の持続発現が認められた。この発現は時間経過と共

に低下していった。両性のマウスの生殖腺にベクタ

ーの発現が認められたが、妊娠マウスや胎児への暴

露は認められなかった。 

 

 CAT委員会の要求により、医薬品市販承認取得者

（MAH）によって雄性のCD-1マウスを用いた繁殖

試験が実施され、AMT-011の子孫への伝播はないと

された。従ってAMT-011の次世代への伝播リスクも

比較的低いと考えられるとされている。 

 

 インビボ造腫瘍性試験は実施されていない。申請

者は、挿入変異や腫瘍原性を適切に評価可能と考え

られる試験法はないと考えられるとし、いずれの試

験デザインも有用性に疑問があるとしている。申請

者は、rAAVの染色体への挿入とマウスでの肝がん発

症に関する論文を引用して、そのリスクについて議

論をしている。肝がん発症が起こる可能性について

慎重に考察が行われており、申請者は新生児モデル

を用いた試験が推奨されていることを認識した上で、

げっ歯類を用いた２年間に亘る他の試験法を含め新

生児マウスには増殖能の高い細胞が多く含まれ、生

体マウスとは異なる特性を持つ系であり、これを適

用することに疑問があるとしている。 

 

 全体の議論を通じてCATとCHMPは造腫瘍性の懸

念は低いとする申請者のデータに同意した。造腫瘍

性や造腫瘍性のリスクを評価する他の実施可能の方

法は現時点ではなく、今得られているデータからは

そのリスクは無いか、あったとしても極めて低いと
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考えられる。Glyberaが染色体に挿入され、腫瘍を引

き起こす理論的な可能性はあるものの、CATと

CHMPはこれらの懸念についてさらに検討するため

の動物試験や他の試験を実施する必要性はないとす

る申請者の考えに同意した。 

 

C2-6. 非臨床試験全般の結論 

 Glyberaは造腫瘍性を引き起こす可能性のあるエ

レメントであるマーモット翻訳後因子と挿入変異を

起こす可能性のある２つのエレメントを持っている。

申請者にはこれらの２つの因子に関する十分な試験

と、結論を導くには十分なデータが得られないとし

ても、その試験結果を踏まえた考察を求め、またリ

スクに対する対応を明らかにするよう求めた。 

 

 AAVは理論的な染色体への挿入リスクとそれに

よる増腫瘍性リスクが存在するが、次のような理由

からそのリスクは小さいと考えられた；１、rAAVは

長期に亘って核内に存在し続けるとしても殆ど染色

体には挿入されずエピゾーマルの形で存在する；２、

生体げっ歯類、イヌ、霊長類を用いた文献データか

ら、染色体への挿入が起こっても、発がんとは関連

しないとされている；３．発がん、ヒトにAAVへの

血清反応性が既にある場合でもAAV感染が腫瘍形

成には関連しないと考えられていることなどである。

本疾患の患者にGlyberaを投与する場合に、その安全

性プロファイルは担保されていると考えられる。 

 

 全体を通じて、CATとCHMPは、提出された全て

のデータから造腫瘍性の懸念は無いとすることに同

意した。造腫瘍性に関する他の試験法やそのリスク

を評価可能な他の方法はなく、今得られている証拠

からはそのリスクは無いか極めて小さいと考えられ

る。Glyberaは染色体へ挿入され、それによる腫瘍を

引き起こす理論的なリスクはあるが、CATはこの懸

念について解析を進める意味のあるさらなる動物試

験や実験は必要ないとする申請者の意見に同意した。

申請者のデータについて同意することができ、CAT

が最初に提起した問題点については解決した。 

 

 WHxが発現することによるがん化のリスクと挿

入変異についてのリスクは解決したと考えられる。 

 

 以上のような評価に基づいて従って非臨床試験で

得られたデータからGlyberaの承認に関して反対す

る理由はないとする結論に至っている。 

 

Ｄ．考 察 

 リポタンパク質リパーゼ（LPL）欠損による高脂

血症の治療薬として先進国で最初に遺伝子治療薬

GlyberaがEUで承認された。Glyberaはアデノ随伴ウ

イルス（AAV）をベースにした組換えウイルスベク

ターであり、ヒトLPL遺伝子を発現する。ヨーロッ

パ医薬品庁（EMA）はGlyberaの審査における評価レ

ポートを公開している。この評価レポートで、EMA

が遺伝子治療薬の非臨床試験で、１）インビボ試験

でヒトと同様の病態を示すモデル動物で、ヒトでの

有効性を示唆するデータを明らかにすることを求め

た。２）特にモデル動物の選択に当たっては、高脂

血漿の動態や黄色腫のみならずLPL欠損患者で臨床

上、最も問題なる急性膵炎がモデル動物で発症する

ことなどを考慮してマウス、ネコ、ウサギが選択さ

れ、Glybera投与により血中トリグリセリドの正常化

とその持続性が示されている。３）毒性試験では、

３用量での単回毒性試験が実施され、急性炎症と筋

退縮性の反応が認めらたがこれは発現しているLPL

の種差のためとされた。NOELが1011gc/kg体重とされ

た。４）遺伝毒性試験やがん原性試験は実施されて

いないが、挿入変異や挿入変異に基づく造腫瘍性試

験が実施されており、挿入変異により造腫瘍性のリ

スクは少ないとされている。 

 Glyberaの評価レポートからEMAが臨床試験前と

承認時にどのような非臨床試験を求めたのかが理解

でき、わが国でも遺伝子治療薬の安全性や臨床試験

に結びつけるための有効性をどのようにモデル動物

で示すべきかの参考になる。 

 

Ｅ．結 論 

 Glyberaの評価レポートからEMAが臨床試験前と

承認時にどのような非臨床試験を求めたのかが理解
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でき、わが国でも遺伝子治療薬の安全性や臨床試験

に結びつけるための有効性をどのようにモデル動物

で示すべきかの参考になる。 
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