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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。 
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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

研究要旨 

パーキンソン病に対する遺伝子治療の臨床研究で使用したベクターと同様の発現カセットを搭載した

GMP レベルのアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターを作製した.力価は 1.8 × 1012 vector genome/mL で, 

HEK293 細胞を使用したドパミン産生試験で基準を満たすドパミンの産生が確認された. また, 遺伝子組

換え生物の第一種使用における評価を行い, 生物多様性に影響が生ずるおそれはないと判断した.  



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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Metabolic Disease, April 17, 2013, London. 

2. 村松慎一 : パーキンソン病の AADC 遺伝子治
療：長期効果遺伝子発現の検証. 第 54 回日本
神経学会学術大会, 2013 年 5 月 31 日, 東京. (プ
ログラム p137) 

3. Muramatsu S: Gene therapy for Parkinson’s 
disease: Advances and challenges. The 36th Annual 
Meeting of Japan Neuroscience Society, June 21, 
2013, Kyoto. 

4. Miyamoto Y, Iegaki N, Sumi K, Ishikawa Y, Furuta 
T, Hibi Y, Muramatsu S, Nabeshima T, Uno K and 
Nitta A: Overexpression of shati/nat8l in the dorsal 
striatum affects emotional behaviors via 
dysfunction of serotonergic neuronal system in 

mice. The 36th Annual Meeting of Japan 
Neuroscience Society, June 21, 2013, Kyoto. 

5. Iida A, Takino N, Miyauchi H, Shibata H, Ono F 
and Muramatsu S: Widespread transduction of 
neurons in the primate brain using intrathecal 
injection of AAV vectors. The 36th Annual Meeting 
of Japan Neuroscience Society, June 22, 2013, 
Kyoto. 

6. Iwashita Y, Tokuoka H, Munezane H, Muramatsu S 
and Ichinose H: Distinct regulation mechanism of 
the dopamine content in the striatum from that in 
the midbrain. The 36th Annual Meeting of Japan 
Neuroscience Society, June 22, 2013, Kyoto. 

7. Nitta A, Ishikawa Y, Iegaki Y, Sumi K, 
Hurukawa-Hibi Y, Muramatsu S, Nabeshima T, 
Uno K and Miyamoto Y: Different effects of 
shati/nat8l-overexpression on the responses to 
methamphetamine between in mice nucleus 
accumbens and dorsal striatum. The 36th Annual 
Meeting of Japan Neuroscience Society, June 22, 
2013, Kyoto. 

8. Iida A, Takino N, Miyauchi H, Shibata H, Ono F 
and Muramatsu S: Widespread neuronal 
transduction in the primate brain via intrathecal 
administration of adeno-associated virus vectors. 
The 19th Annual Meeting of the Japan Society of 
Gene Therapy, Jul 4, 2013, Okayama. (abstract 
p125) 

9. Iwata N, Sekiguchi M, Hattori Y, Takahashi A, Asai 
M, Ji B, Higuchi M, Muramatsu S and Saido TC: 
Global and effective gene delinery of neprilysin to 
the brain via intravascular administration of AAV 
vector in alzheimer’s disease mice. The 19th 
Annual Meeting of the Japan Society of Gene 
Therapy, Jul 5, 2013, Okayama. (abstract p179) 

10. 小野さやか, 藤本健一, 池口邦彦, 村松慎一, 
中野今治: 多系統萎縮症(NSA-P)の FMT-PET
解析. Movement Disorder Society Japan 第 7 回学
術集会, 2013 年 10 月 11 日, 東京. (抄録集 p59) 

11. 村松慎一：Parkinson 病に対する遺伝子治療の
現状と課題. 第 53 回日本定位・機能神経外科
学会 シンポジウム, 2014 年 2 月 7 日, 大阪. (プ
ログラム p63) 

 
H. 知的所有権の取得状況 
 該当なし
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分担研究報告書 

 

アデノ随伴ウイルスベクターを用いた遺伝子治療における諸条件の基礎的検討 

 

自治医科大学分子病態治療研究センター遺伝子治療研究部    

小澤敬也、水上浩明 
    

研究要旨 AAV ベクターを用いた遺伝子治療が広がりを見せる中、関連技術に関する報

告が増えており、最適な方法に関して改めて検討する必要が生じている。そこで今回

このような観点から AAV ベクターの作製・精製法、定量法に関して検討した。その結

果、研究室レベルでは現在用いている方法で概ね最適と考えられたものの、今後臨床

応用に向けて大量に調製する場合には新しい方法に移行する必要があるものと考えら

れた。  
    
Ａ.  研究目的    

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用い

た遺伝子治療が広まるにつれて、関連する技

術の開発が進んできている。近年報告されて

いる技術に関して広く情報を収集し、ベクタ

ー作製・精製法、定量法などに関して最適な

方法を探ることを目的とする。    
    
Ｂ.  研究方法    
・AAV ベクターの作製法に関する検討：これ

までの報告を精査し、長所及び短所を比較検

討した。また、現在最も広く行われているト

ランスフェクション法に関して、使用するフ

ラスコのサイズと収量に関して検討した。

  ・AAV ベクターの精製法に関する検討：これ

までの報告を精査し、我々が通常行っている

塩化セシウムによる濃度勾配を用いる方法よ

りも有用なものがあるかどうかに関して検討

した。  
・AAV ベクターの定量法に関する検討：こ

れまでの報告を精査し、我々が通常行って

いるリアルタイム PCR 法に比較して有利な

方法があるかどうかに関して検討した。

  

（倫理面への配慮） 

本研究は、非病原性の AAV に由来するベ

クターの開発とその応用を目指したもので

あり、周辺環境および実験従事者の安全性

に関して、倫理的な問題が生ずることは基

本的にないものと考えている。    

    
Ｃ.  研究結果    
・AAV ベクターの作製法に関する検討：ベク

ターの作製法としては依然としてリン酸カル

シウム法によるトランスフェクションが優れ

ているものと考えられた。また、効率良い作

製のためにはできるだけ大きなフラスコを用

いることが望ましいとの考えから１０段のフ

ラスコを用いてきたが、単位面積あたりの収

量に換算すると無駄が多いことが問題となっ

ている。このため、より段数の少ない４段、

２段のフラスコを用いて効率を検討したとこ

ろ、段数が少なくなるにつれて単位面積あた

りの作製効率が高まる傾向が見られた。総合

的には４段のフラスコを用いることが最適と

考えられた。また、将来的に臨床用に大量調

製する場合にはウイルスを用いる方法、中で

もバキュロウイルスを用いる方法が有望と考

えられた。    
・AAV ベクターの精製法に関する検討：多く

の方法が報告されている中で、塩化セシウム



法は全ての血清型のベクターに応用可能であ

り、空ベクターを効率良く除去できるなど有

利な点が多いものと考えられた。将来的に大

量調製する場合には処理能力に限界があるこ

とから異なる方法に移行する必要があるもの

と思われ、その際にはアフィニティーカラム

を用いる方法などが有力な候補と考えられた。   
・AAV ベクターの定量法に関する検討：リア

ルタイム PCR 法が最も広く用いられているが、

誤差の問題があり、正確な定量には他の方法

と組み合わせて実施する必要があるものと思

われた。このような欠点を克服した方法とし

てデジタル PCR 法が開発されており、今後普 
及するものと予想される。   
    
Ｄ. 考察    
  AAV ベクターを用いる遺伝子治療法は近年

臨床研究における数々の成功により急速に普

及が進んでいる。その結果ベクター調製に関

しても多くの技術が開発されてきている。そ

れぞれに長所と短所があることから、目的に

応じて選択することになるが、改良も行われ

ており、変化が激しい。今回は研究室レベル

での視点から最適な技術を選択したが、今後

臨床への展開が進むにつれて産業用に調製す

る必要が出てくるものと思われ、そのような

視点からも選択を考慮する必要がある。特に

作製法ではトランスフェクションのスケール

を大きくするだけでは限界があり、バキュロ

ウイルス法などを採用することが必要と考え

られた。    
    
Ｅ． 結論    
  AAV ベクターの作製・精製法、定量法に関

して検討した結果、研究室レベルでは現在用

いている方法で概ね最適と考えられた。しか

しながら、今後臨床応用に向けて大量調製す

る場合には、新たな方法に移行する必要があ

るものと考えられた。今後も新しい技術の開

発が続くものと予想されることから、引き続

き検討を続けていきたい。       
 

    

Ｇ．研究発表    
   １.  論文発表    

 Mimuro, J., Mizukami, H., Shima, M.,  
Matsushita, T., Taki, M., Muto, S., Higasa,  
S., Sakai, M., Ohmori, T., Madoiwa, S., 
Ozawa, K., Sakata, Y.: Prevalence of 
neutralizing antibodies against adeno-
associated virus capsids is reduced in 
young Japanese individuals. J Med  
Virol, in press.  
 Takahashi, K., Mizukami, H., Saga, Y., 
Takei, Y., Urabe, M., Kume, A., Machida, 
S., Fujiwara, H., Suzuki, M., Ozawa, K.: 
Suppression of lymph node and lung 
metastases of endometrial cancer by 
muscle-mediated expression of soluble 
vascular endothelial growth factor 
receptor-3. Cancer Sci, 104:1107-11, 
2013.   
 Shimada, M., Abe, S., Takahashi, T., 
Shiozaki, K., Okuda, M., Mizukami, H., 
Klinman, D.M., Ozawa, K., Okuda, K.: 
Prophylaxis and treatment of Alzheimer's 
disease by delivery of an adeno-associated 
virus encoding a monoclonal antibody 
targeting the amyloid Beta protein. PLoS 
One, 8(3):e57606. 2013.   

    
Ｈ． 知的所有権の出願・取得状況（予定を 
含む）    
      なし 
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分担研究報告書 
 
 

AADC欠損症に対する遺伝子治療の臨床研究—定位脳手術法の確立 
 

       研究分担者 中嶋 剛 自治医大脳神経外科 助教 
 

研究要旨 
 
AADC欠損症に対する遺伝子治療の実施に向けて定位的脳手術法の開発を行った。 
定位的脳手術用治具、遺伝子注入用カニューレ、注入ポンプを製作した。 
また、小児での脳定位手術の実施法について検討した。 
 

 

Ａ．研究目的 

AADC 欠損症に対する遺伝子治療の実施に向
けて定位的脳手術法（遺伝子導入法）を確立
する。 
 
Ｂ．研究方法 
 定位的脳手術装置用の治具、遺伝子注入用
カニューレ、注入ポンプの設計、製造し安全
性について検証する。 
 また、小児での脳低手術の方法について確
認した。 
 
（倫理面への配慮） 
自治医科大学倫理委員会において承認された
研究計画に則って実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
 定位的脳手術用治具、遺伝子注入用カニュ
ーレ、注入ポンプの製作行程が終了した。 
 乳幼児は、骨が柔らかいため、脳定位手術
での固定がずれる可能性や骨折のリスクがあ
るが、これまでの経験と、文献上から、4 歳
以上ではリスクも低く、実施可能であると判
断した。 
 
Ｄ. 考察 
    定位的脳手術で使用する遺伝子注入用カ
ニューレは直径を過度に小さくすると脳深部へ
の刺入時に容易に撓み遺伝子導入部位の精度低
下の原因になることが示唆されたため、脳深部
標的部位の近傍では細く、脳表の近傍ではより
太い径となるような一部テーパー形状を有する
カニューレが本研究に最適であると考えられた。 
 
Ｅ. 結論 
 遺伝子治療の実施に必要な定位的脳手術フレ
ーム用治具、遺伝子注入用カニューレ、ポンプ

の設計と製作を終えた。 
 
Ｇ．研究発表 
１．論文発表 
Horisawa S, Taira T, Goto S, Ochiai T, Nak
ajima T. Long-Term improvement of musician’
s dystonia after stereotactic ventro-oral 
thalamotomy. Ann Neurol 74:648-54, 2013 
 
中嶋剛. 新たな脳深部刺激装置. 先端医療シリ
ーズ45「臨床医のための最新脳神経外科」先端
医療技術研究所, 東京 (in press).  
 
中嶋剛, 手塚正幸, 河村洋介, 黒田林太郎, 木
村唯子, 横田英典, 小黒恵司, 渡辺英寿. 脳深
部刺激バッテリー留置術における腋下皮膚切開
法の利点. 日本整容脳神経外科研究会記録集 4
1-2, 2013 
 
手塚正幸, 中嶋剛, 木村唯子, 横田英典, 小黒
恵司, 平孝臣, 渡辺英寿. 痙性斜頸に対する選
択的末梢神経遮断術後のボツリヌス毒素筋肉注
射: 術後補助療法としての有用性. 機能的脳神
経外科 52:166-69, 2013 
 
２．学会発表 
脳深部刺激バッテリー留置術における腋下皮膚
切開法の利点, 日本整容脳神経外科研究会, 20
13年4月 長野 
 
定位的脳手術の精度とその管理（招待講演）, 
東京女子医科大学機能脳神経外科夏季セミナー,
 2013年8月 東京 
 
自治医大式手術用ナビゲーションと市販汎用型
経頭蓋磁気刺激相当のシステム統合, 脳神経外
科学会総会, 2013年10月 東京 
 
DBS vs ablation for movement disorder (inv
ited lecture). The 9th Scientific Meeting f
or Asian Australian Society of Stereotacti
c and Functional Neurosurgery, January 201
4 Shanghai 



 
3Dプリンターがもたらす機能的神経外科のイ
ノベーション, 日本定位機能神経外科学会総会,
 2014年2月 大阪 
 
定位脳手術の現状と展望 (招待講演)、CREST
「脳機能回路」研究領域 運動系関連研究チー
ム合同ワークショップ, 2014年2月 愛知 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 
  なし 
 
２．実用新案登録 
  なし 
 
３．その他 

  なし 
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分担研究報告書 
 
 

AADC欠損症に対する遺伝子治療の臨床研究—手術法の検討 
 

       研究分担者 渡辺英寿 自治医大脳神経外科 教授 
 

研究要旨 
 
 脳内へのベクター注入の管理・定位脳手術実施を行う。 

 

Ａ．研究目的 

脳内へのベクター注入の管理・

定位脳手術実施を行う。 
 
Ｂ．研究方法 

2型AAV由来のベクターに神経細胞で
安定に遺伝子を発現するサイトメガ
ロウイルス由来のプロモーター配列
を組み込み、その下流に配置したAA
DC遺伝子を発現させる。  分担者は
このための外科的なAA導入法の確
立を目指す。 

 
（倫理面への配慮） 
 患者に投与する AADC 遺伝子の純度およびその
安全性を慎重に検討する。 
 
Ｃ．研究結果 

本年度は実際の打ち込み手術は行
わず、その準備を行った。 
準備は以下の３点である。 
1)ターゲットを決定し手術ナビゲ
ーション手術を行うための特別に
手術支援ナビゲーターを用意する。 
2)ナビゲーションを行うための画
像解析システムの準備と手術シミ
ュレーションを行う。 

３）ＡＶ virus 打ち込み中、打ち込み
後の感染予防対策を手術室及び病棟で
のシミュレーションを行った。 
 
Ｄ. 考察 
本年は実際の打ち込みを行っていないので、
予備的な実施予行を行うにと止まったが、大
きな問題なく施行できると考えられた。 
 
Ｅ. 結論 
本年は術前検討のシステム構築と手術

の準備・予行を行った。 
 
Ｇ．研究発表 
１．論文発表 
  別紙 4 参照 
 
２．学会発表 

 新井文博,小黒恵司,渡辺英寿：難

治性てんかん患者に対する新規

抗てんかん薬 levetiracetam の

使用経験.日本脳神経外科学会第

71 回学術総会,大阪,2012 年 10

月 18 日. 

 海老原彰, 紺野武彦, 田中裕一, 

渡辺英寿: 酸素吸入法による光

トポグラフィーを用いた脳虚血

側診断—主成分分析による評価-.

第 71 回日本脳神経外科学会総会, 

大阪,2012 年 10 月 17-19 日. 

 
 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし 
 
２．実用新案登録 
  なし 
 
３．その他 

  なし 
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分担研究報告書 
 
 

AADC欠損症遺伝子治療実施に向けた手術および術後管理体制の検討 
 

研究分担者 竹内 護 自治医科大学 麻酔科学・集中治療医学 教授 
研究協力者 多賀 直行 自治医科大学 麻酔科学・集中治療医学 准教授 

 

研究要旨 
 AADC 欠損症の遺伝子治療臨床研究を実施する上で、麻酔や術後管理について、台湾での
AADC 欠損症に対する遺伝子治療と自治医科大学で実施したパーキンソン病の遺伝子治療臨
床研究の結果を基に検討した。麻酔に対しての問題点は報告されていない。術後管理では、
無呼吸発作の増加と一過性のジスキネジアの出現に注意が必要である。 
 また、ウィルスベクター拡散防止対策を確認した。 

 

Ａ．研究目的 

 AADC 欠損症に対する遺伝子治療は、台湾で
4 例実施した論文報告があり、現在、8 例実施
されている。また、同じ AAV-hAADC-2 ベクタ
ーを用いた遺伝子治療臨床研究が、自治医科
大学で６例実施されている。いずれも、ベク
ターを定位脳手術により被殻に注入する手法
で実施された。 
 AADC 欠損症は、ドーパミン、カテコールア
ミンやセロトニンの合成が低下し、発達遅滞
と共に、筋緊張異常、ジストニアなどの不随
意運動、睡眠障害などの神経症状に加え、成
長障害や体重増加不良があり、全身状態が不
良になる例もある。遺伝子治療臨床研究を行
う上で、術前、術中、術後の管理上の問題点
と対応法を、台湾での実施例の情報等から検
討した。また、ウィルスベクター拡散防止対
策、手術の安全対策等についても検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
(1) 有害事象の解析 
 台湾での AADC 欠損症に対する遺伝子治療
を実施した 8 例について、有害事象等の詳細
な情報を入手した。また、自治医科大学で実
施したパーキンソン病の遺伝子治療臨床研究
での報告書も検討した。これらの実施例から、
治療実施上の問題点と対応法について検討し
た。 
(2) ウィルスベクター拡散防止対策 
 ベクターの移送、手術室での対応、術後の
患者管理について検討した。 
(3) 術前、術中、術後管理の検討 
 上記検討結果から、術前、術中、術後の管

理方法を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
 総括報告書参照。 
 
Ｃ．研究結果 
(1) 有害事象の解析 
 台湾での AADC 欠損症の有害事象として、術
後に無呼吸発作を反復した例が報告されてい
る。一過性の強いジスキネジアが 2 例で見ら
れた。その中の 1 例は口唇・顔面ジスキネジ
アが強く、摂食困難になり、一時的に経管栄
養を実施した。一例は、術前から疾患の進行
により全身状態が不良であった。術後、自宅
で胃腸炎症状から脱水、ショックになり、心
肺停止、蘇生した。 
 パーキンソン病の遺伝子治療臨床研究では、
脳内出血を起こした例が 1 例あった。一時的
な神経症状を示したが、後遺症は残さなかっ
た。今回、ベクター注入用のカニューレは改
良されており、出血のリスクは低いと考えら
れるが、十分な注意は必要である。 
 
(2) ウィルスベクター拡散防止対策（参考資
料参照） 
 カルタヘナ法に基づき、ウィルス拡散防止
法の検討を行った。ベクターを細胞調整室か
ら密封した容器に入れ、手術室へ移送する方
法を確認した。また、手術室で一時的な保管
場所、受け渡し方法などの拡散防止対策と安
全管理を確認した。終了後は、被験者の創部
を皮膚欠損用創傷被覆材により密閉し、さら
に三角巾で覆い、マスク及びガウンを着用し
た被験者を、自治医科大学子ども医療センタ



ー病棟に移動する手順とした。 
 術後は、ウィルスベクターの排出がないこ
とが確認されるまで陰圧個室にて管理する。 
 
(3) 術前、術中、術後管理の検討 
(a)術前管理 
 全身状態不良例で術後ショック状態になっ
た例があり、術前の水分、栄養管理に留意し、
全身状態を良好に保つようにする。 
 睡眠障害があり、適宜メラトニンのアゴニ
ストであるラメルテオン、あるいはトリクロ
リール等を使用する。ベンゾジアゼピン系薬
は、痰が増加するので、使用時は呼吸状態に
注意する。 
(b)麻酔および術中管理 
 麻酔に対して問題があった例はなく、通常
の麻酔で実施可能と考える。AADC 欠損症で悪
性高熱の報告もないが、神経筋接合部をブロ
ックする作用がある麻酔薬は出来る限り使用
しない。術中の脳内出血等の副作用症状に注
意する。 
 最少年齢が 4 歳と想定される。低年齢の児
での定位脳手術の経験は全国的に少ない。慎
重に実施する。 
(c) 術後管理 
 全身状態に応じ、PICU 個室あるいは病棟の
陰圧個室で管理する。もっとも問題となる有
害事象は無呼吸発作で、発作時にすぐに対応
が取れるようにするが、頻回、重度の場合は
呼吸管理も検討する。 
 
Ｄ. 考察 
 これまでの AADC 欠損症の遺伝子治療にお
ける有害事象から、無呼吸発作の増加と一過
性のジスキネジアが起こるリスクはあると考
えられ、術後それらに注意して管理を行う。
パーキンソン病遺伝子治療研究では、一例で
脳内出血があった。カニューレの改良も行っ
ており、リスクは軽減されているが、留意し
て術中管理を行う。また、術前に全身状態を
良好に保つことも重要である。 
 他に、麻酔や術前術後の管理上、問題とな

ることはなく、遺伝子治療実施可能であるが、
低年齢の児に対しては、より慎重に実施する。 
 
Ｅ. 結論 
 AADC 欠損症の遺伝子治療臨床研究実施に
おける麻酔や管理上の問題について検討した
結果、術後に無呼吸発作の増加と一過性のジ
スキネジアの出現に注意が必要である。麻酔
上の問題は報告されていないが、注意して実
施する。 
 
Ｇ．研究発表 
１．論文発表 

竹内護、堀田訓久：実践臨床麻酔マニュアル．

中外医学社、東京、1-459, 5/30/2013 

丹羽康則、井上荘一郎、中村文人、多賀直行、

竹内護、小西宏明：小児における連続呼吸監

視（RRa®）の使用経験．麻酔62(7): 855-858; 

2013. 

中村文人、大塚洋司、永野達也、五十嵐孝、

多賀直行、竹内護：抗菌薬治療抵抗性の肺

炎：呼吸不全を契機に診断された重症複合型

免疫不全症の1症例．日本集中治療医学会雑

誌20: 629-633; 2013 

 
２．学会発表 
 なし 
 
 
Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 
１．特許取得 
  なし 
 
２．実用新案登録 
  なし 
 
３．その他 

  なし 
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AADC欠損症におけるロチゴチンパッチの有用性の検討 
 

研究分担者 加藤 光広 山形大学医学部附属病院 小児科講師 

 

研究要旨 

 AADC 欠損症の兄妹２症例に対し、ドパミン受容体作働薬の経皮吸収型製剤ロチゴチ

ンパッチを使用し、有用性を検討した。2例とも乳児期から異常眼球運動とジストニア

発作を週に数回起こし、重度発達遅滞を呈し、髄液HVA、5HIAA、MHPGの低値、L-DOPA

の高値を示した。成人量の1/4量を基準に、ロチゴチンパッチ1.125mg／日から開始し、

２−４週間毎に症状と副作用を確認しながら漸増し、9mg を越えないように調整した。

症例１で傾眠、症例２で軟便がみられたが、一過性に消失した。症例１では発作間隔

の拡大と発作時間の短縮効果を認めた。しかし、増量により発作回数は悪化し、減量

で改善した。症例２では発作平均回数に変化はなかったが、発作間隔が不規則になっ

た。AADC 欠損症の小児例に対してロチゴチンパッチは安全に使用できた。１例では発

作抑制効果がみられ有効であったが、適量の調節が必要である。 

 

 

Ａ．研究目的 

AADC 欠損症は，芳香族アミノ酸脱炭酸酵素

Aromatic amino acid decarboxylase (AADC)の機

能低下により多様な神経症状をきたす難治性の

疾患である。国内での確定診断例はこれまでのと

ころ3家系4例のみと非常に稀だが，診断のため

には髄液のモノアミン代謝物質の測定が必要で

あり，通常の一般検査では診断されないため未診

断例が多いと推定される。AADCの酵素作用によっ

て，5 水酸化トリプトファンがセロトニンに，

L-DOPA がドパミンに変換されるため、AADC 欠損

症ではセロトニンとドパミンの２系統のモノア

ミン系神経伝達物質の産生が著明に低下する。症

状としては，発達遅滞、ジストニアを主体とする

錐体外路徴候、発作性異常眼球運動、発汗や皮膚

発赤などの自律神経症状、神経過敏、睡眠障害を

きたし、多くは重度の発達障害を示し、座位も不

能なことが多い。治療はドパミンが低下するパー

キンソン病に準じるが、パーキンソン病治療の中

核となる L-DOPA は、AADC 欠損症ではドパミンに

変換されないため無効であり、ドパミン受容体作

動薬やMAO阻害剤、AADCの補酵素であるビタミン

B6 が使用される。しかし、効果は限定的であり、

より効果的な治療法の開発が求められる。 

AADC 欠損症の症状の特徴として日内変動が認

められる。これは、睡眠によってジストニアや異

常眼球運動などの発作症状が改善し、覚醒時間が

長くなると発作が起きてくる。パーキンソン病で

はドパミン受容体の間欠的刺激により不随意運

動が発現することが知られており、同様の機序で

起きている可能性がある。最近、本邦において経

皮吸収型製剤のドパミン受容体作動薬（ロチゴチ

ンパッチ）が販売開始された。ロチゴチンパッチ

は、ドパミン受容体刺激の日内変動を少なくし、

パーキンソン病において運動能力および日常生

活動作を改善し、進行期のオフ時間を短縮する特

性があり、AADC欠損症の発作症状に対しても有効

な可能性がある。AADC欠損症の兄妹２症例に対し

てロチゴチンパッチを投与し、治療効果を検討し

た。 

 

Ｂ．研究方法 

対象：AADC欠損症の兄妹２例。 

症例１（兄）：14 歳男児。軽度の仮死出生があ



り、生後から体動が少なく啼泣は微弱で、１週間

経管栄養を必要とした。生後３か月から異常な眼

球運動が週に数回認められるようになり、ジスト

ニアも発作性に認められるようになった。当初て

んかん発作が疑われたが、脳波には異常なく、頭

部ＭＲＩも正常であった。３歳時の髄液検査で

5-HIAA <1.0 ng/ml (17-116), HVA 5.7 ng/ml 

(28-200),  MHPG <1.0 ng/ml (6.5-51), L-DOPA 

13.6 ng/ml (<2.0)と特徴的変化を示し、AADC 欠

損症と診断された。 

症例２（妹）：12 歳女児。生後１か月から異常

眼球運動を示し、生後３か月から2-3時間続く発

作性の全身筋緊張低下を来たし、兄と同病が疑わ

れ、兄と同時期に生後６か月で髄液検査が行われ、

5-HIAA <1.0 ng/ml (17-116), HVA 12.2 ng/ml 

(28-200),  MHPG <1.0 ng/ml (6.5-51), L-DOPA 

27.4 ng/ml (<2.0)と特徴的変化を示し、AADC 欠

損症と診断された。 

方法：成人量の1/4量（開始時の体重は症例１

が 27.9kg、症例 2 が 26kg）を基準に、ロチゴチ

ンパッチ1.125mg／日から開始し、２−４週間毎に

症状と副作用を確認しながら漸増し、9mg を越え

ないように調整した。他の投与薬（症例１は、フ

ルボキサミンマレイン酸塩20mg、リン酸ピリドキ

サール Ca 234mg、葉酸 8mg、ダントローレン Na 

50mg、カルボシステイン 600mg、塩酸ロペラマイ

ド 0.6mg、水溶性アズレン 3mg 乳酸菌製剤 2g。

症例２は、リン酸ピリドキサールCa 179mg、葉酸 

7.5mg、カルボシステイン600mg、乳酸菌製剤 2g、

およびブロチゾラム 0.25mg 不眠時屯用）は原則

として変更しないようにした。 

（倫理面への配慮） 

 山形大学医学部倫理委員会の承認を受け（平成

22年1月18日 第137号）、保護者から治療に対

する同意を得た。 

 

Ｃ．研究結果 

症例１。当初２週間は眠気が強かったが、その

後は消失し、経過中嘔吐や吐き気はなかった。発

作開始前は３日に１回発作が起きていたが、ロチ

ゴチンパッチ貼付開始２か月後に4.5mgに増量し

たところ、１週間に１回に発作が減少した。また、

発作が起きても眠れるようになり、発作自体も軽

くなった。４か月後に9mgに増量したところ、発

作が３日間連続して出現し増悪したため、6.75mg

に減量し、再び発作間隔は１週間に１回に減少し

た。６か月経過時点で、体重は29.2kgに増加し、

発作以外の神経症状に変化はみられなかった。貼

付部位の発赤はなかった。 

症例２。投与開始前の異常眼球運動とジストニ

ア発作は2-3日に１回規則的に起きていた。投与

３か月後、ロチゴチンパッチ4.5mgで発作には変

化がなく一過性に軟便が出現したが改善したた

め５か月後から6.75mgに増量した。施設に短期

入所時のみ不眠が強いため、ラメルテオン4mgを

屯用で追加処方。6.75mgに増量後、発作の平均回

数に変化はなかったが、４日おきだったり、３日

間連続して、発作間隔が不規則になった。症例１

が9mgで悪化したため、6.75mgで継続していたが、

投与６か月後から9mgに増量し、現在経過観察中

である。６か月経過時点で、体重は26.1kgとほ

ぼ変化なく、発作以外の神経症状に変化はみられ

なかった。貼付部位の発赤はなかった。 

 

Ｄ. 考察 

症例１で傾眠、症例２で軟便がみられたが、い

ずれも一過性で消失し、２症例ともロチゴチンパ

ッチは安全に使用可能であった。 

症例１では発作間隔の拡大と発作時間の短縮

効果を認め有効であった。しかし、増量により発

作回数は悪化し、適量の調節が必要であった。増

量により悪化した理由は不明だが、パーキンソン

病ではロチゴチンパッチの過量投与により不随

意運動等のドパミン受容体刺激作用に関連する

症状の発現が予想されている。本例では嘔吐など

の他の刺激作用はみられなかったが、AADC欠損症

においても過剰なドパミン受容体刺激により発

作が誘発された可能性がある。 

症例２ではロチゴチンパッチの投与前後で発

作平均回数に変化はなかったが、発作間隔が不規

則になった。ロチゴチンパッチの影響も否定はで

きないが、施設への短期入所による不眠を繰り返

しており、生活環境の変化による睡眠覚醒の日内

リズムの変動に伴う影響が考えられる。経過中認



められた軟便や不眠はドパミン受容体刺激作用

との因果関係は考えづらく、明らかな副作用はみ

られなかった。その一方、投与量の不足も考えら

れ、9mgへの増量効果をみて有効性を判定する必

要がある。 

 

Ｅ. 結論 

AADC欠損症の小児例に対してロチゴチンパッ

チは安全に使用できた。１例では発作抑制効果が

みられ有効であったが、適量の調節が必要である。 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

1) Saitsu H, Nishimura T, Muramatsu K, 

Kodera H, Kumada S, Sugai K, 

Kasai-Yoshida E, Sawaura N, Nishida H, 

Hoshino A, Ryujin F, Yoshioka S, Nishiyama 

K, Kondo Y, Tsurusaki Y, Nakashima M, 

Miyake N, Arakawa H, Kato M, Mizushima 

N, Matsumoto N: De novo mutations in the 

autophagy gene WDR45 cause static 

encephalopathy of childhood with 

neurodegeneration in adulthood. Nat Genet 

2013;45(4):445-449, 449e441 

 

２．学会発表 

1) 加藤光広：難治性てんかんの分子遺伝学．第

55 回日本小児神経学会学術集会シンポジウム．難

治性てんかんの病態を探るー分子遺伝学、病理、

免疫、代謝異常、画像、電気生理：大分 2013年

5月30日 

 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 
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アデノ随伴ウイルスによる小児期遺伝性疾患治療 

～新規 AADC 欠損症患者の診断と適応疾患拡大を目指して～ 
 

小坂 仁１、中村幸恵１、才津浩智２、松本直通２、山形崇倫 1 
１自治医科大学小児科学、２横浜市立大学医学研究科遺伝学 

 

研究要旨 

①新規 AADC 欠損症患者の診断 

アデノ随伴ウイルス（adeno-associated virus：AAV）による治療が計画されている

芳香族 Lアミノ酸脱炭酸酵素欠損症、AADC 欠損症は、世界での報告例は 100 症例程

度である。本邦においては現在まで 3例診断されていたが、今回エクソームシークエ

ンスにより原因遺伝子；DDC に c.315G>C, p.W105C /c.385C>T, p.P91S の新規変異を

3 才女児に認め髄液中モノアミン値血漿中 AADC 酵素活性値測定により診断確定した。

本児では、神経回路網の完成前に、ウイルスベクターによる治療を行うことが可能で

あるため、より強い効果が期待できる。 

②新たな対象疾患の拡大 

小児期遺伝性疾患は、機能喪失により発症する疾患が多く、原因蛋白の発現増加によ

り、機能回復を見るため、ウイルスベクター治療の良い適応となる。AADC 欠損症に

引き続き AAV 治療を拡大するためグルコーストランスポーター1型（Glut１）欠損症

の治療研究に着手した。Glut１(SLC2A1) の一過性発現により細胞膜表面での細胞内

局在を確認し、糖取込試験により、細胞内糖取り込みが、有意に上昇することを確か

めた。現在 2型 AAV ベクターを作製しており、今後 glut1 ノックアウトマウス(ヘテ

ロ体)への治療を行い、AADC 同様臨床研究実施を目指している。小児期遺伝性神経疾

患は、それぞれの症例数は 100 例前後と希少で種類の多い疾患からなり、Glut1 欠損

症の治療法の確立により更に多くの患者の治療が可能になる。 

 

Ａ．研究目的 

アデノ随伴ウイルス（adeno-associated 

virus：AAV）は遺伝性疾患治療において、

現在最も有望視されている遺伝子治療のベ

クターであり、本研究班では、AAV ベクタ

ーを用いたアミノ酸脱炭酸酵素欠損症; 

Aromatic L-amino acid decarboxylase 

(AADC)欠損症での、遺伝子治療臨床研究を

進めている。AAV ベクターによる遺伝子導

入は現在治療法の存在しない多くの小児難

治性遺伝性疾患患者および家族にとり、大

きな希望となっている。この治療法を、今

後多くの患児に行うためには、未診断例か

ら確定診断例を増やす取り組みと、AADC

欠損症に加え、新たな対象疾患の拡大が必

要である。今回私達は、エクソームシーク



エンスにより、新規 AADC 欠損症患者を見

出すとともに、治療のモデルとしてグルコ

ーストランスポーター１型欠損症治療研究

に着手したので報告する。 

 

 Ｂ．研究計画・方法（概要） 

①新規 AADC 欠損症患者の診断 

症例；３才女児。在胎 41 週 2 日 2978g，

アプガールスコア 8 点（1 分）/9 点（5 分）

で吸引分娩にて出生した。日齢 1 にけいれ

ん様の動きがあり、近医へ搬送された。1

ヶ月間 NICU で入院加療をうけたが、明ら

かなけいれんを認めず、頭部 CT でも異常

を認めないため退院した。9 ヶ月時、頚定

・寝返りがないため、療育センターでの訓

練が開始された。10 ヶ月発達遅滞精査が

行われたが MRI 検査および尿中有機酸分析、

TORCH，アミノ酸分析，タンデムマス分析

等で異常が認められなかった。2 歳 7 ヶ月

初診時現症では、意識清明、一般理学的所

見に異常なし。固視・追視あり、笑顔ある

が、表情に乏しく軽度眼瞼下垂あり、口を

とがらせることで意思表示可能であった。

筋力は、上下肢とも 4/5 であり, 筋緊張は

低下し、姿勢は下肢でカエル様肢位をとり, 

左凸の側彎を認めた。間欠的な四肢のジス

トニアが認められたが、その他ヒョレアな

どの不随意運動はなく、眠い時に眼球上転

を繰り返していた。その他発汗過多，流誕

は多く、恒常的に下痢を認めていた。一般

生化学検査、髄液・血液・尿検査，脳血流

SPECT，MRI はいずれも正常であった。 

方法；血液から採取した DNA を Sure 

Select Human All Exon v4 Kit (51Mb; 

Agilent Technologies, Santa Clara, CA)

でキャプチャーした後、Illumina 

HiSeq2000 (Illumina, San Diego, CA)を

用い、シークエンスを行い、CASAVA ソフ

トウエア v1.8 (Illumina)を用いてエクソ

ーム解析を行った。 

（倫理面への配慮） 

神奈川県立こども医療センター倫理委員会

承認の説明書の書式に則り、遺伝カウンセ

リングの上、書面にて承諾を得た。 

②新たな対象疾患の拡大 

小児期遺伝性疾患は、AADC 欠損症のよう

に劣性遺伝形式を取り、機能喪失により発

症する疾患が多い。これらの多くは、蛋白

導入により、機能回復を見る。 

厳密な量の制御は必要ない場合が多く、ウ

イルスベクター治療の良い適応となる。 

この点において、優性遺伝形式をとり、新

たな機能すなわち細胞毒性の獲得により、

発症する成人疾患と大きく異なる。AADC

欠損症に引き続き AAV 治療を拡大すること

が求められる。今回、劣性遺伝形式の小児

期発症神経疾患として、グルコーストラン

スポーター1 型欠損症；Glucose 

transporter type 1 deficiency; Glut1

欠損症を取り上げた。この疾患は、中枢神

経系の内皮細胞に発現する Glut1 の欠損に

より、中枢神経の低血糖症状を呈し、小頭

症、てんかん、知的発達遅滞等の重篤な症

状をとる疾患である。蛋白が糖の取り込み

に関するトランスポーターであり機能が明

らかであり、かつホモロジーモデリングに

より、構造決定されており、遺伝型と表現

型の相関も明確であり、疾患モデルマウス

も存在するため、治療効果を判定するプロ

トタイプとしてこの疾患を取り上げた。 

Ｃ．研究結果 

①新規 AADC 欠損症患者の診断 

結果；AADC 欠損症の原因遺伝子である DDC

に c.315G>C, p.W105C （母親由来）およ

び c.385C>T, p.P91S（父親由来）いずれ

も新規変異（The Human Gene Mutation 

Database による解析）を認めた。これら

は日本人 406 名のノーマルコントロ－ルに

おいて認められない変異であった。 

この結果を踏まえ、髄液中モノアミン値



を測定したところ、L-dopa は 

15.5ng/ml(正常値<4.9 と著増し)  3-

methoxy-4-hydroxyphenylglycol, MHPG は

＜1.0 ng/ml (正常値 8～43)であり低値

であった。また血漿中 AADC 酵素活性値測

定を、チューリッヒ大学小児病院に依頼し、

3.62 pmol/min/ml(正常値 36-129) と下

限値の約 10％であり、診断が確定した。 

②新たな対象疾患の拡大 

Glut１(SLC2A1) 発現ベクターを HEK293 細

胞（ヒト胎児腎臓由来細胞）に一過性に発

現させ、ウエスタンブロッティングにより、

目的の分子量に外来性 Glut１の発現を確認

した。またタグに対する抗体染色により、

細胞膜表面での細胞内局在を確認した。ま

た   2-デオキシグルコース(2DG)取込試験

により、細胞内のリン酸化 2DG6-リン酸を

測定し糖取り込みが、有意に上昇すること

を確かめた。 

 

Ｄ．考察 

①新規 AADC 欠損症患者の診断 

 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(MIN608643)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発症する

常染色体劣性遺伝性疾患である。1990 年

に、初めて報告され、現在までに世界での

報告例は 100 症例程度である。日本では、

今までに 3 例診断されていたが、今回新た

に１例診断を診断確定した。AADC は、チ

ロシンから生成された L-dopa をドパミン

に、また、トリプトファンから生成された

５-ハイドロキシトリプトファンをセロト

ニンに代謝する酵素である。ドパミンから

は、ノルエピネフリン、エピネフリンが合

成されるため、これらのカテコールアミン

全体が低下する。本児では髄液で、ドパミ

ンの前駆体の、L-dopa が著増するととも

に、ノルエピネフリンの代謝物である

PHPG は減少していた。また臨床症状とし

ては、カテコラミンとセロトニンの合成が

障害されることにより、乳幼児期に重度の

運動障害で発症し、主な症状としては、筋

緊張低下、眼球上転発作（oculogyric 

crises）、知的障害、体温異常、摂食困難

などを伴う。また、メラトニン低下による

睡眠障害や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、本例では多くの症状が合致していた

（下線部は本例で認められた症状）。以上

の臨床症状に加え、髄液検査、遺伝子検査、

および酵素活性測定より、診断が確定した。

なお、ホモロジーモデリングからは、変異

アミノ酸残基は基質結合面にはないため、

活性低下はアロステリック効果によりもた

らされるものと考えられた。 

②新たな対象疾患の拡大 

現在 SLC2A1 遺伝子導入 2 型 AAV ベクター

(pAAV-SLC2A1-2)を作製しており、今後神

経系ヒト培養細胞(SH-SY5Y 細胞)に遺伝子

導入し、発現確認した後 Glut1 KO マウス

(ヘテロ体)に pAAV-SLC2A1-2 を脳室内注入

発現確認、機能評価；髄液糖測定マウス行

動解析マウス脳組織を用いた電気生理検査

（共同研究）脳波検査、を行い、AADC 同

様臨床研究実施を目指している。 

 

５．結論 

①新規 AADC 欠損症患者の診断 

AADC 欠損症患者の、示す症状は非特異的

であり、本例の様に原因不明の低緊張ある

いは脳性麻痺として、診断未定例が多いと

思われる。神経伝達物質の低下という、”

機能的”疾患ではあるが、診断が遅れた場

合には、すでに神経回路の構成が、終了し

ており、症状の回復が難しいとされており、

早期診断・早期治療のシステムを整える必



要がある。本症例のように、エクソームシ

ークエンスにより、診断される症例は今後

も拡大する可能性はあるが、検査施設は少

なく、費用的にも高額なため当面限られた

症例となろう。国内での遺伝子治療の実施

により、”治療できる疾患”として、この

疾患の認知度は高まると予想される。現在

国内で、AADC の酵素活性を測定できる施

設がないため、確定診断と残存酵素活性に

よる重症度の予測が困難である。この検査

法の確立は次年度の課題としたい。 

②新たな対象疾患の拡大 

AADC 欠損症に対する遺伝子治療を国内に

おける難治性神経疾患のさきがけとして、

更に治療を拡大するためのプロトタイプと

して Glut１欠損症治療研究に着手した。

小児期遺伝性神経疾患は、それぞれの症例

数は 100 例前後（希少で）の数多くの（種

類の多い）疾患からなる。AADC のように

発現が、脳内の基底核に限られた疾患は、

むしろ稀である。Glut１欠損症のように、

欠損蛋白が、広く脳内に分布するものが多

いため、Glut1 欠損症の治療法の確立は多

くの適応疾患拡大につながる。 
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