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研究要旨 
  日本人AADC 欠損症患者への遺伝子治療の臨床研究の実施体制を確立した。AAV2 に AADC 遺
伝子を組み込んだAAV-hAADC-2ベクターを、タカラバイオ社に委託し、GMP レベルの遺伝子治療
に必要な量を作製した。また、小児への定位脳手術方法の改良、麻酔および周術期の管理につい
て検討した。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承認を得て、厚生労働省に
実施申請中である。承認取得後、患者4人に順次治療実施する。また、低年齢の児に対する定位
脳手術法を導入し、2歳からの治療を目標とする。 
 AADC欠損症は、症状からの診断が困難で、診断には髄液カテコールアミン測定が必要であり、
簡便な診断法が求められる。よって、ろ紙血を用いてHPLC法で3-O-methyldopaを測定するスク
リーニング法を開発している。また、酵素活性測定法、遺伝子変異解析法を確立した。 
 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。AAV9
に SLC2A1 ベクターを挿入した治療用ベクターを作製し、マウス腹腔内に投与し、神経細胞での
発現を確認した。今後、髄腔内投与による、より効率がいい治療方法を開発中である。 
 さらに、Hunter症候群や自閉症スペクトラムも視野に入れた遺伝子治療法開発を実施する。 

 

研究分担者 

村松 慎一 自治医科大学医学部神経内科学 

特命教授 

中嶋 剛  自治医科大学医学部脳神経外科 

助教 

渡辺 英寿 自治医科大学医学部脳神経外科 

教授 

竹内 護  自治医科大学医学部麻酔科学 

教授 

加藤 光広 山形大学医学部小児科学 講師 

小坂 仁  自治医科大学医学部小児科学  

教授 

水上 浩明 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 

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 

平井 真洋 自治医科大学先端医療技術開発

センター 脳機能研究部門  

准教授 

中村 幸恵 自治医科大学医学部小児科学 
大学院生 

小島 華林 自治医科大学医学部小児科学 
助教 

松本 歩  自治医科大学医学部小児科学 
助教 

 

Ａ．研究目的 

 本研究班の課題は、(1)AADC 欠損症に対する
遺伝子治療臨床研究を実施し、(2)AADC 欠損症
の日本での診断方法を確立し、診断と治療の
ガイドラインを作製すること、および(3)他の
遺伝性難治性神経疾患に対する遺伝子治療法
を開発することである。これらの遺伝子治療
法の開発には、アデノ随伴ウィルス(AAV)ベク
ターを用いる。 
 AAV ベクターは、非病原性で、アデノウイル
スや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し、染色体に組み込ま
れる率は低く、発癌のリスクが低い。血清型
の違いにより、臓器への移行性が違うが、2 型
など、神経細胞への移行が良好で神経系の難



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、L-dopa から dopamine
へ 、 お よ び 5-hydroxy tryptophan か ら
serotonin を合成する酵素である AADC をコー
ドする遺伝子の欠失により発症する常染色体
劣性遺伝性疾患である。AADC の欠損により、
dopamine と dopamine か ら 生 成 さ れ る
norepinephrine などのカテコールアミン、お
よび serotonin の合成が低下し発症する。
Dopamine 系は、黒質から線条体へ至る経路が
主要な経路で、運動機能の調整に重要な経路
である。また、腹側被蓋から前頭葉や側座核
に至る経路もある。これらの経路の機能低下
による運動機能、精神発達、自律神経機能等
の障害による症状を呈する。過半数が新生児
期から乳児期早期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
出現する。主症状は、筋緊張低下、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
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。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、
症状の進行とともに嚥下困難や呼吸障害が出
現し、多くは小児期に死亡する。Dopamine 
agonist、monoamine oxidase 阻害薬などの薬
物療法が実施され、一部の軽症例で症状が軽
度改善した報告はあるが、典型例にはほとん
ど効果がなく、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 compassionate use として開始され, ４例
の結果が論文として報告され(Hwu WL 2012)、
計 8 例に実施された。現在は Phase II/III と
して再開されている。使用したベクターは、
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する方法で、分担研究者
の村松らが、日本で Parkinson 病 6 例に対し
て実施した臨床研究で用いたベクターである
(Muramatsu S 2010)。治療後、運動機能が徐々
に改善し、臥床状態から立位可能になった患
児もある。 

 日本人 AADC 欠損症患者に対して、昨年度、
遺伝子治療臨床研究を実施する計画を立て、
タカラバイオ社に委託して、GMP レベルの治療
必要量のベクターを作製した。 
 今年度は、ベクターの純度を確認し、厚生
労働省に実施申請した。 
 
(2) AADC 欠損症の診断、スクリーニング法の

確立と診断と治療のガイドライン作製 
 AADC 欠損症は、症状は運動障害で臥床状態
であることが多く、これまで、疑われる例に
おいては、髄液中のカテコールアミンおよび
セロトニン代謝関連物質を測定することによ
り診断されていた。その上で、確定診断は、
酵素活性測定か遺伝子診断によりなされる。
これらの、症状から疑われないことや診断の
困難さから診断されていない例も多いと推定
される。よって、簡便なスクリーニング法と、
確定診断を行うシステムの確立が必要である。 
それらと、遺伝子治療結果を踏まえた診断と
治療のマニュアル作製が求められる。 
 
(3) その他の遺伝性神経難病の遺伝子治療法

の開発研究 
 AAV ベクターは、非病原性で発癌のリスクが
低く、神経への移行が良好であることから、
難治性の遺伝性神経疾患への遺伝子治療法開
発に有用である。よって、AADC 欠損症以外の
疾患に対して遺伝子治療法開発研究を開始し
た。 
 第一の対象として GLUT1 欠損症を選択し、
ベクターを開発した。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 遺伝子）の欠失により、中枢神経細
胞への糖移転が低下し、エネルギー不足から
神経細胞の機能が低下し、難治性のてんかん、
知的障害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、糖を減らして脂質を多くした食事
のため、子どもが食べられるメニューが限定
され、継続が難しいことも多く、また、高脂
血症のリスクもあるなど、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。 
 次に、Hunter 症候群の遺伝子治療法開発を
検討している。Hunter 症候群は、ライソゾー
ムの a-iduronate sulfatasen の欠損により、
ムコ多糖が蓄積し、骨障害、肝脾腫、難聴、
心弁膜症や重症型での神経症状を発症する疾



患である。 
 これらの遺伝子治療法研究により、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) AADC 欠損症対する遺伝子治療臨床研究 
① 台湾での治療成績のまとめ 
 台湾で compassionate use で実施された
8 例についての治療効果、有害事象の情報
をまとめた。 

② 遺伝子治療対象日本人患者 
 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。 

③ 遺伝子治療実施体制の確認 
(a) 外科手術の検討 
 被殻への遺伝子導入に対する装置、方法を
検討した。 

(b) 麻酔および術前後の管理に関する検討 
 カテコールアミン、セロトニン代謝に異常
があるため、安全な麻酔法、術前術後の管
理について検討した。 

（c）治療効果評価法 
 昨年度、遺伝子治療効果および有害事象の
評価法として、症状、評価スケール、臨床
検査、FMT—PET 等の実施を確認した。 

  AADC 欠損症は、認知機能が比較的保たれ
ていると考えられ、認知機能に関する、治
療前後の評価方法として、eye tracker に
よる解析法を検討した。 

④ AADC 遺伝子導入したベクター作製、制度
確認と管理   

(a) ベクターの作製  
 タカラバイオ社と共同で GMP レベルのベ
クターを作製した。 

(b) ベクターの検証 
 ベクターの量、純度等、昨年度に検証し
たが、不足および継続していた検証を実施
した。AADC の特異的塩基配列プライマーを
使用した定量的 PCR 法により、  vector 
genome (vg) のコピー数を測定した。また、
AAV-hAADC-2 の生物学的活性を確かめるた
めの dopamine 定量試験として、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、6 時間後に培地を回収し、
dopamine を HPLC で定量した。 
 また、マウス脳に注入し、Dopamine産生、
遺伝子の発現を確認した。 

(c) 実施申請 
 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、厚生科学審議会再生
医療等評価部会に実施申請した。 
 

(2) AADC 欠損症の診断、スクリーニング法の
確立と診断と治療のガイドライン作製 

① スクリーニング法の開発 
3-O-Methyldopa を測定する事による、乾燥
ろ紙血を用いた簡易スクリーニング法を検
討した。 

② 診断方法の確立 
酵素活性測定と遺伝子診断方法を確立
する。 

③ 診断と治療のガイドライン作成 
 

(3) その他の遺伝性神経難病の遺伝子治療法
の開発研究 

① GLUT1 欠損症に対する遺伝子治療法開発 
(a) SLC2A1 発現ベクターを用いた発現解析系

の確立 
 昨年度、SLC2A1 発現ベクターを作成し、
GLUT1 や myc に対する抗体を用いた発現解
析、糖取り込み能解析法を開発した。 
 その系を用い、Wild type と、変異を挿
入した遺伝子を導入し、発現と当取り込み
能を解析した。 

(b) GLUT1 cDNA 挿入した治療用 AAV ベクター
作製 
 AAV9 をベースとした AAV9-SLC2A1 を作成
した。 

(c) GLUT1 欠損マウスを用いた解析 
 GLUT1 ノックアウト(KO)マウスに対し、
AAV-GLUT1 を腹腔内に注入し、脳での mRNA、
蛋白の発現を確認した。また、脳室内注入
による治療を検討している。 

② Hunter 症候群に対する遺伝子治療法開発 
 自治医大通院中の Hunter 症候群患者 8 名に
ついて症状、遺伝子変異等について検討した。 
 ベクター作成に着手した。また、ノックア
ウトマウス使用の可能性を確認した。 
 
（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



た。 
 厚生科学審議会再生医療等評価部会に実施
申請中であり、認可を得た上で実施する。 
 対象患者は未成年であり、かつ発語がない
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）および「人を対象とする医
学系研究に関する倫理指針」（平成 26 年文部
科学省・厚生労働省告示第 3 号）を遵守して
実施する。 
 また、患者の遺伝子診断に関しては、自治
医科大学遺伝子解析研究倫理委員会の承認を
得て、動物実験に関しては、動物実験委員会
の承認を得て実施した。 
 
Ｃ．研究結果 
(1) AADC 欠損症対する遺伝子治療臨床研究 
① 台湾での治療成績のまとめ 

 2010 年 2 月から 2011 年 12 月にかけて
compassionate useとして遺伝子治療を実施し
た 8 例。観察期間は 21 か月から 42 か月。 
 治療時年齢は 2 歳 0 か月から 8 歳 3 か月。
治療前は、全例臥床状態で頚定なく、ジスト
ニア、occulogyric crisis あり。治療後、徐々
に運動発達が得られ、7 例で頚定、座位、手を
出して物をつかむなどの発達あり。2 例で立位、
支えての歩行可能。現在も緩徐に発達が得ら
れている。有害事象として、2 例に一過性の強
いジスキネジアあり。1 例で無呼吸発作あり。
1 例は、術前から全身状態が悪く、術後、下痢、
嘔吐からショックになった。 
 
 ② 遺伝子治療対象日本人患者（担当 加藤、
小坂、小島、松本、山形） 
 対象患者は、（症例 1）18 歳男子、（症例 2）
14 歳男子と（症例 3）11 歳女児の兄妹例、（症
例 4）4 歳女児の 4 例である。（症例 5）1 歳男
児が新たに診断され、今後の治療実施対象と
して検討する。 
 対象 4 例は、全例臥床状態で、筋緊張低下
しており、dystonia と oculogyric crisis を
伴っていた。症例 1 は経管栄養と NIPPV を、
症例 2 は胃瘻造設と気管切開を、症例３は胃
瘻造設を受けている。 
 全例髄液中のカテコールアミン代謝産物が
測 定 さ れ て お り 、 L-dopa と 5-hydroxy 
Tryptophan の高値、dopamine 代謝産物の HVA

と serotonin 代謝産物の 5-HIAA の低値が確認
されている。遺伝子解析結果は、症例 1 が
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compound heterozygote、症例2と3はc.329C>A, 
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は未検出、症例 4 は c.315G>C, pTrp105Cys と
c.385C>T, pPro129Serの 、症例 5は c.236A>G, 
p.Tyr79Cys と c.755A>G, p.Asp252Gly の
compound heterozygote であった。 
② 遺伝子治療実施体制の確認 

(a) 外科手術の検討（担当 中嶋、渡辺） 
 ベクターを、定位脳手術により、専用のカ
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位的脳手術で使用する遺伝子注入用カニュー
レは直径が小さく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
ことが予測される。そのため、刺入針の先端
位置を X 線透過装置で確認するための専用イ
ンジケーターを製作し、先端位置な確実な可
視化に成功した。これは小径カニューレを使
用する本研究の遂行において大変重要な獲得
技術要素である。 
 また、乳幼児の定位脳手術では、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。
しかし、低年齢の方が治療効果はより高いと
考えられる。現在、２歳から手術が可能な手
法の導入を検討中である。 
 
(b) 麻酔および術前後の管理に関する検討
（担当 竹内、多賀） 
 AADC 欠損症患者の周術期管理では、無呼吸
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管理、循環作動薬の選択、循環血液量管理、
鎮痛薬および鎮静薬の選択など非常に多岐に
わたる。特に気道管理や血糖管理、循環作動
薬の選択、および循環血液量管理は患児の生
命に直結する問題であり、慎重に行う必要が
ある。今回の研究で指摘された術後鎮痛と鎮
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分な鎮痛と適切な鎮静が術後の安静には不可
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放出に影響を及ぼすと言われ、AADC 欠損症患
者での使用は慎重に行う必要がある。NSAIDs
やアセトアミノフェンなど他の鎮痛薬につい
ての使用報告は乏しく、その使用は慎重に行
う必要があると考えられる。同様に術後の安



静を保つための鎮静薬の使用についても、薬
剤選択に注意が必要であると考えられる。
 
（c）治療効果評価法
 AADC 欠損症は、
いために意思表示が困難であるが、認知機能
は比較的保たれていると考えられ
治療前後に認知機能を
ベッドサイドで使用可能な
テムを開発
時に、oculogyric crisis
ると考えられる。今後、実際の患者で評価を
行う予定である。

 
③ AADC

度確認と管理
(a) ベクターの

 AADC 遺伝子
のアミノ酸をコードする。
2 型 AAV 由来の
AAV 由来の塩基配列を除き、
ルス由来プロモーター、
ホルモンのポリ
で作製した
イオに委託し、
療に必要な十分量を
 
 

 
図１ 
AAV2 由来の塩基配列は両端の
terminal repeat
cytomegarovirus
（CMV Pr
ヒト AADC
長ホルモンのポリ
換した。

 
 
(b) ベクターの確認（担当

各種品質試験
臨床使用が可能であった
ノムのコピー数は
で基準である
生物学的活性を確認するためのドパミン定量
試験では、
以上であり、生物学的活性が確認された。さ
らに、マウス脳に注入して発現が確認され、

静を保つための鎮静薬の使用についても、薬
剤選択に注意が必要であると考えられる。

）治療効果評価法
欠損症は、運動障害が強く、発語もな

いために意思表示が困難であるが、認知機能
比較的保たれていると考えられ

に認知機能を
ベッドサイドで使用可能な
テムを開発した。また、このシステムは、同

oculogyric crisis
ると考えられる。今後、実際の患者で評価を
行う予定である。 

AADC 遺伝子を導入したベクター作製
度確認と管理 
ベクターの作製
遺伝子の転写産物は

のアミノ酸をコードする。
由来のベクター

由来の塩基配列を除き、
ルス由来プロモーター、
ホルモンのポリ A 配列（
で作製した(AAV-hAADC
イオに委託し、GMP レベルの
療に必要な十分量を

 rAAV-AADC の構造
由来の塩基配列は両端の

terminal repeat (ITR)
cytomegarovirus の

CMV Pr）、ヒトβ
AADC 遺伝子（

長ホルモンのポリ
換した。 

ベクターの確認（担当
品質試験を実施した結果、

が可能であった
ノムのコピー数は 1.95x10
で基準である 1.5x10
生物学的活性を確認するためのドパミン定量
試験では、32nmol/ml
以上であり、生物学的活性が確認された。さ

マウス脳に注入して発現が確認され、

静を保つための鎮静薬の使用についても、薬
剤選択に注意が必要であると考えられる。

）治療効果評価法開発（分担 
運動障害が強く、発語もな

いために意思表示が困難であるが、認知機能
比較的保たれていると考えられ

に認知機能を評価する
ベッドサイドで使用可能な eye tracking

また、このシステムは、同
oculogyric crisis の定量にも有用であ

ると考えられる。今後、実際の患者で評価を

導入したベクター作製
 

作製（担当 村松、水上）
転写産物は 1,443bp

のアミノ酸をコードする。治療用ベクターは、
ベクターに、両端の

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 cDN

配列（hGH PA
hAADC-2)（図１）
レベルの AAV

療に必要な十分量を作製した。

の構造 
由来の塩基配列は両端の

(ITR)以外を除去。
の promoter/enhancer 
βグロビンイントロン、

遺伝子（hAADC gene
長ホルモンのポリ A 配列（hGH PA

ベクターの確認（担当 村松、水上）
を実施した結果、

が可能であった。また、
1.95x1012vector genome/ml

1.5x1012 以上であった。また、
生物学的活性を確認するためのドパミン定量

32nmol/ml と基準である
以上であり、生物学的活性が確認された。さ

マウス脳に注入して発現が確認され、

静を保つための鎮静薬の使用についても、薬
剤選択に注意が必要であると考えられる。

 渡辺、平井）
運動障害が強く、発語もな

いために意思表示が困難であるが、認知機能
比較的保たれていると考えられる。遺伝子

する方法として、
eye tracking シス

また、このシステムは、同
の定量にも有用であ

ると考えられる。今後、実際の患者で評価を

導入したベクター作製、制

村松、水上）
1,443bp で、480
治療用ベクターは、
両端の ITR 以外の
サイトメガロウィ

AADC cDNA、ヒト成長
hGH PA）を組み込
（図１）。タカラバ

AAV-hAADC-2 を治
。 

由来の塩基配列は両端の inverted 
以外を除去。 

promoter/enhancer 
グロビンイントロン、
hAADC gene）、ヒト成

hGH PA）に置

村松、水上）
を実施した結果、品質は良好で、

また、ウィルスゲ
vector genome/ml

以上であった。また、
生物学的活性を確認するためのドパミン定量

と基準である 1nmol/ml
以上であり、生物学的活性が確認された。さ

マウス脳に注入して発現が確認され、

静を保つための鎮静薬の使用についても、薬
剤選択に注意が必要であると考えられる。 

渡辺、平井） 
運動障害が強く、発語もな

いために意思表示が困難であるが、認知機能
る。遺伝子

方法として、
シス

また、このシステムは、同
の定量にも有用であ

ると考えられる。今後、実際の患者で評価を

、制

村松、水上） 
480 個

治療用ベクターは、
以外の

サイトメガロウィ
ヒト成長

を組み込ん
タカラバ

を治

 

グロビンイントロン、

村松、水上） 
品質は良好で、

ウィルスゲ
vector genome/ml

以上であった。また、
生物学的活性を確認するためのドパミン定量

1nmol/ml
以上であり、生物学的活性が確認された。さ

マウス脳に注入して発現が確認され、

遺伝子導入後の
子発現し蛋白が機能している事が確認された。
 
(c)

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、
日付で遺伝子治療研究実施の承認を得た。
 現在、
への承認申請中である。
 
(3)

(a)
 
methyldopa
加して
の、
グ
この検査法が可能である事を確認した。ハイ
スループット化が可能なスクリーニング法
であり、次年度にスクリーニングシステムを
確立するための課題である。
 
(b)

 酵素活性測定法として、患者血清に基質と
して
して、
4 を対照に解析した結果、
正常の
て、酵素活性測定による診断法を確立した。
また、
トロンを
る変異解析が可能である。

(c)

 上記診断法の確立と、遺伝子治療結果を踏
まえ、次年度に作製予定である。
 
(3)GLUT1
(a)

 昨年度、
ベクターを培養細胞内に導入して、
現させる系を作製した。
よび
体を作製し、免疫組織染色および
で検出した結果、導入した
に発現している事が検出された。
 また、
ムシフト変異を挿入した遺伝子を培養細胞に

遺伝子導入後の
子発現し蛋白が機能している事が確認された。

(c) 実施申請（担当
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、
日付で遺伝子治療研究実施の承認を得た。

現在、厚生科学審議会再生医療等評価部会
への承認申請中である。

(3) AADC 欠損症の診断、スクリーニング法の
確立と診断と治療のガイドライン作製

(a) スクリーニング法の開発
 蓄積した
methyldopa は髄液のみならず、血漿中でも増
加している。
の、3-O-methyldopa
グ法が報告されている（
この検査法が可能である事を確認した。ハイ
スループット化が可能なスクリーニング法
であり、次年度にスクリーニングシステムを
確立するための課題である。
 
(b) 診断方法の確立
酵素活性測定法として、患者血清に基質と

して L-dopa を添加し、
して、HPLC で

を対照に解析した結果、
正常の 24%に低下している事を確認した。よっ
て、酵素活性測定による診断法を確立した。
また、AADC 遺伝子の全エクソンと近傍のイン
トロンを PCR
る変異解析が可能である。

 
(c) 診断と治療のガイドライン

加藤、山形）
上記診断法の確立と、遺伝子治療結果を踏

まえ、次年度に作製予定である。

(3)GLUT1 欠損症に対する遺伝子治療法開発
(a) SLC2A1発現ベクターを用いた発現解析系

の確立（担当
昨年度、GLUT1

ベクターを培養細胞内に導入して、
現させる系を作製した。
よび tag として挿入してある
体を作製し、免疫組織染色および
で検出した結果、導入した
に発現している事が検出された。

また、wild type
ムシフト変異を挿入した遺伝子を培養細胞に

遺伝子導入後の Dopamine
子発現し蛋白が機能している事が確認された。

実施申請（担当 山形、村松）
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、
日付で遺伝子治療研究実施の承認を得た。

厚生科学審議会再生医療等評価部会
への承認申請中である。 

欠損症の診断、スクリーニング法の
確立と診断と治療のガイドライン作製
スクリーニング法の開発
蓄積した l-dopa が代謝される

は髄液のみならず、血漿中でも増
いる。質量分析計を用い
methyldopa を測定する

されている（
この検査法が可能である事を確認した。ハイ
スループット化が可能なスクリーニング法
であり、次年度にスクリーニングシステムを
確立するための課題である。

診断方法の確立（担当
酵素活性測定法として、患者血清に基質と

を添加し、chatehcolamine
で dopamine 産生を確認した。症例

を対照に解析した結果、
に低下している事を確認した。よっ

て、酵素活性測定による診断法を確立した。
遺伝子の全エクソンと近傍のイン

PCR 増幅し、直接シークエンスによ
る変異解析が可能である。

診断と治療のガイドライン
加藤、山形） 

上記診断法の確立と、遺伝子治療結果を踏
まえ、次年度に作製予定である。

欠損症に対する遺伝子治療法開発
発現ベクターを用いた発現解析系
（担当 小坂、
GLUT1 の遺伝子である

ベクターを培養細胞内に導入して、
現させる系を作製した。また、

として挿入してある
体を作製し、免疫組織染色および
で検出した結果、導入した
に発現している事が検出された。

wild type、ミスセンス変異、フレー
ムシフト変異を挿入した遺伝子を培養細胞に

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。

山形、村松）
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
日付で遺伝子治療研究実施の承認を得た。

厚生科学審議会再生医療等評価部会
 

欠損症の診断、スクリーニング法の
確立と診断と治療のガイドライン作製
スクリーニング法の開発（担当

が代謝される
は髄液のみならず、血漿中でも増
質量分析計を用いて乾燥ろ

を測定するスクリーニン
されている（Chen et al.

この検査法が可能である事を確認した。ハイ
スループット化が可能なスクリーニング法
であり、次年度にスクリーニングシステムを
確立するための課題である。 

（担当 小坂）
酵素活性測定法として、患者血清に基質と

chatehcolamine
産生を確認した。症例

を対照に解析した結果、dopamine
に低下している事を確認した。よっ

て、酵素活性測定による診断法を確立した。
遺伝子の全エクソンと近傍のイン

増幅し、直接シークエンスによ
る変異解析が可能である。 

診断と治療のガイドライン（担当

上記診断法の確立と、遺伝子治療結果を踏
まえ、次年度に作製予定である。 

欠損症に対する遺伝子治療法開発
発現ベクターを用いた発現解析系

小坂、中村、山形）
の遺伝子である SLC2A1

ベクターを培養細胞内に導入して、GLUT1
また、GLUT1

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
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。 

、ミスセンス変異、フレー
ムシフト変異を挿入した遺伝子を培養細胞に

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。

山形、村松） 
自治医科大学附属病院遺伝子治療臨床研究審

2014 年 2 月 14
日付で遺伝子治療研究実施の承認を得た。 

厚生科学審議会再生医療等評価部会

欠損症の診断、スクリーニング法の
確立と診断と治療のガイドライン作製 

（担当 小坂） 
が代謝される 3-O- 

は髄液のみならず、血漿中でも増
て乾燥ろ紙血
スクリーニン

et al. 2014）。
この検査法が可能である事を確認した。ハイ
スループット化が可能なスクリーニング法
であり、次年度にスクリーニングシステムを

小坂） 
酵素活性測定法として、患者血清に基質と

chatehcolamine を抽出
産生を確認した。症例

dopamine 産生能が
に低下している事を確認した。よっ

て、酵素活性測定による診断法を確立した。
遺伝子の全エクソンと近傍のイン

増幅し、直接シークエンスによ

（担当 小坂、

上記診断法の確立と、遺伝子治療結果を踏

欠損症に対する遺伝子治療法開発 
発現ベクターを用いた発現解析系

、山形） 
SLC2A1 発現
GLUT1 を発

GLUT1 自体、お
に対する抗
Western 法
が細胞膜上

、ミスセンス変異、フレー
ムシフト変異を挿入した遺伝子を培養細胞に

子発現し蛋白が機能している事が確認された。 

 
 



導入し、糖取り込み能を解析した。その結果、
wild type
ムシフト変異、コントロールベクターの順に
糖取り込み能が低下していた。
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(c) GLUT1

坂、
 GLUT1 KO 
AAV9-SLC2A1(myc
腹腔内投与した。
白の発現を免疫組織学的解析および
で解析した結果、神経細胞での発現が確認さ
れた。しかし、発現量が少ないため、髄空内
投与での神経細胞移行を解析中である。
 
② Hunter
（担当 小坂、
 自治医科大学小児科に
群患者は
あった。年齢は３歳から
は全例臥床状態であり、酵素補充療法は未実
施、あるいは終了とした。軽症型
は酵素補充療法実施中で、全例肝脾腫は改善

導入し、糖取り込み能を解析した。その結果、
wild type に比して、ミスセンス変異、フレー
ムシフト変異、コントロールベクターの順に
糖取り込み能が低下していた。

これらの解析系は
レベルでの治療効果判定

GLUT1 cDNA 挿入した治療用
作製 （担当 

に、神経細胞特異的なプロモーターで
synapsin I (synI) promoter
tag(myc/DDK)

virus posttranscriptional regulatory 
element (WPRE)、Simian virus 40 polyA

したベクターを作製した
このベクターは、血管内あるいは髄腔内投与

使用が可能である

AAV9-SLC2A1 の構造
由来の塩基配列は両端の

terminal repeat (ITR)
synapsin I promoter (SynI
neuron-specific promoter)
hepatitis virus posttranscriptional 
regulatory element (WPRE)
virus 40 polyA (SV40 polyA)

GLUT1欠損マウスを用いた解析
坂、中村、村松、

GLUT1 KO マウスのヘテロ体に、日齢
SLC2A1(myc-DDK

腹腔内投与した。5 週後に、脳での
白の発現を免疫組織学的解析および
で解析した結果、神経細胞での発現が確認さ
れた。しかし、発現量が少ないため、髄空内
投与での神経細胞移行を解析中である。

Hunter 症候群に対する遺伝子治療法開発
小坂、小島、松本

自治医科大学小児科に
は 9 名で、重症型３名、軽症型
年齢は３歳から

は全例臥床状態であり、酵素補充療法は未実
施、あるいは終了とした。軽症型
は酵素補充療法実施中で、全例肝脾腫は改善

導入し、糖取り込み能を解析した。その結果、
に比して、ミスセンス変異、フレー

ムシフト変異、コントロールベクターの順に
糖取り込み能が低下していた。

これらの解析系は、遺伝子治療
レベルでの治療効果判定に有用である

挿入した治療用
 村松、小坂、

に、神経細胞特異的なプロモーターで
synapsin I (synI) promoter

myc/DDK)、 woodchuck hepatitis 
virus posttranscriptional regulatory 

Simian virus 40 polyA
したベクターを作製した（図２）

血管内あるいは髄腔内投与
が可能である。 

の構造 
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(ITR)以外を除去。
synapsin I promoter (SynI 

specific promoter)、
hepatitis virus posttranscriptional 
regulatory element (WPRE)
virus 40 polyA (SV40 polyA)に置換した。

欠損マウスを用いた解析
村松、山形） 

マウスのヘテロ体に、日齢
DDK タグ付) 1.8×10
週後に、脳での

白の発現を免疫組織学的解析および
で解析した結果、神経細胞での発現が確認さ
れた。しかし、発現量が少ないため、髄空内
投与での神経細胞移行を解析中である。

症候群に対する遺伝子治療法開発
小島、松本、山形）

自治医科大学小児科に通院中の
で、重症型３名、軽症型

年齢は３歳から 29 歳。重症型の３例
は全例臥床状態であり、酵素補充療法は未実
施、あるいは終了とした。軽症型
は酵素補充療法実施中で、全例肝脾腫は改善

導入し、糖取り込み能を解析した。その結果、
に比して、ミスセンス変異、フレー

ムシフト変異、コントロールベクターの順に
糖取り込み能が低下していた。 

遺伝子治療の培養細胞
に有用である。 

挿入した治療用 AAV ベクター
小坂、中村） 

に、神経細胞特異的なプロモーターで
synapsin I (synI) promoter

woodchuck hepatitis 
virus posttranscriptional regulatory 
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由来の塩基配列は両端の inverted 
以外を除去。 
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欠損マウスを用いた解析（担当 
 

マウスのヘテロ体に、日齢 7 に
) 1.8×1011 vg

週後に、脳での mRNA、蛋
白の発現を免疫組織学的解析および RT-PCR
で解析した結果、神経細胞での発現が確認さ
れた。しかし、発現量が少ないため、髄空内
投与での神経細胞移行を解析中である。 

症候群に対する遺伝子治療法開発
、山形） 

通院中の Hunter 症候
で、重症型３名、軽症型 6 名で

歳。重症型の３例
は全例臥床状態であり、酵素補充療法は未実
施、あるいは終了とした。軽症型 6 例中、4
は酵素補充療法実施中で、全例肝脾腫は改善

導入し、糖取り込み能を解析した。その結果、
に比して、ミスセンス変異、フレー

ムシフト変異、コントロールベクターの順に
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で解析した結果、神経細胞での発現が確認さ
れた。しかし、発現量が少ないため、髄空内

 

症候群に対する遺伝子治療法開発

症候
名で

歳。重症型の３例
は全例臥床状態であり、酵素補充療法は未実

4 例
は酵素補充療法実施中で、全例肝脾腫は改善

したが、骨症状、心弁膜症、難聴は残存して
いる。１例は開始準備中。１例は
状は軽度で、身長正常、肝脾腫、関節拘縮と
心弁膜症も軽度認めるのみであり、治療を希
望していない。
 また、遺伝子治療法開発のためのベクター
作成に着手した。ノックアウトマウス使用が
可能であることも
 
③ 
水上）
 遺伝子治療適応疾患拡大の過程において、
現在、血液中に投与し、脳や多臓器に対する
治療が可能なベクターを開発している。その
場合、中和抗体の存在が問題となる。日本人
で抗体保有を確認した所、若年になるほど中
和抗体保有率が低いことが確認された。小児
に対する治療において問題となる可能性は低
いと考えられるが、抗体の高感度の検出方法
を確立しており、治療実施時には、注意深く
検討する。
 
Ｄ. 
 AADC
成する酵素の欠損から主に運動障害を来す、
脳の機能的障害による疾患で
疾患ではないため、遺伝子治療により機能回
復が期待出来る。実際に、台湾で遺伝子治療
が行われ、運動機能の回復が得られ、有効性
が示された。台湾での治療には、分担研究者
の村松らが
発したベクターが用いられ、同じベクターが
使用可能であるために、日本人患者への遺伝
子治療臨床研究実施を計画した。
 昨年度、遺伝子治療実施体制を検討、整備
し、タカラバイオ社に委託して、治療実施に
必要な
度の検定等で、治療使用が可能であると判断
されたが、本年度も追加検査を実施し、治療
に必要な量のベクターが得られ、遺伝子発現
によるタンパク機能も確認され、治療実施が
可能である。
法の改良、麻酔法や周術期の管理などに関す
る検討も行い、より安全に実施する体制を確
立した。さらに、
の程度に比して、認知機能は比較的保たれて
いると考えられ、
能を評価する方法を開発した。
欠損症患者は
現在
位脳手術では、

したが、骨症状、心弁膜症、難聴は残存して
いる。１例は開始準備中。１例は
状は軽度で、身長正常、肝脾腫、関節拘縮と
心弁膜症も軽度認めるのみであり、治療を希
望していない。

また、遺伝子治療法開発のためのベクター
作成に着手した。ノックアウトマウス使用が
可能であることも

 AAV 中和抗体と遺伝子治療への影響
水上） 

遺伝子治療適応疾患拡大の過程において、
現在、血液中に投与し、脳や多臓器に対する
治療が可能なベクターを開発している。その
場合、中和抗体の存在が問題となる。日本人
で抗体保有を確認した所、若年になるほど中
和抗体保有率が低いことが確認された。小児
に対する治療において問題となる可能性は低
いと考えられるが、抗体の高感度の検出方法
を確立しており、治療実施時には、注意深く
検討する。 

. 考察 
AADC 欠損症は、

成する酵素の欠損から主に運動障害を来す、
脳の機能的障害による疾患で
疾患ではないため、遺伝子治療により機能回
復が期待出来る。実際に、台湾で遺伝子治療
が行われ、運動機能の回復が得られ、有効性
が示された。台湾での治療には、分担研究者
の村松らが Parkinson
発したベクターが用いられ、同じベクターが
使用可能であるために、日本人患者への遺伝
子治療臨床研究実施を計画した。

昨年度、遺伝子治療実施体制を検討、整備
し、タカラバイオ社に委託して、治療実施に
必要な GMP レベルのベクターを作製した。純
度の検定等で、治療使用が可能であると判断
されたが、本年度も追加検査を実施し、治療
に必要な量のベクターが得られ、遺伝子発現
によるタンパク機能も確認され、治療実施が
可能である。また、小児に対する定位脳手術
法の改良、麻酔法や周術期の管理などに関す
る検討も行い、より安全に実施する体制を確
立した。さらに、
の程度に比して、認知機能は比較的保たれて
いると考えられ、
能を評価する方法を開発した。
欠損症患者は
現在 1 歳である。現在、日本で実施可能な定
位脳手術では、

したが、骨症状、心弁膜症、難聴は残存して
いる。１例は開始準備中。１例は
状は軽度で、身長正常、肝脾腫、関節拘縮と
心弁膜症も軽度認めるのみであり、治療を希
望していない。 

また、遺伝子治療法開発のためのベクター
作成に着手した。ノックアウトマウス使用が
可能であることも確認した。

中和抗体と遺伝子治療への影響

遺伝子治療適応疾患拡大の過程において、
現在、血液中に投与し、脳や多臓器に対する
治療が可能なベクターを開発している。その
場合、中和抗体の存在が問題となる。日本人
で抗体保有を確認した所、若年になるほど中
和抗体保有率が低いことが確認された。小児
に対する治療において問題となる可能性は低
いと考えられるが、抗体の高感度の検出方法
を確立しており、治療実施時には、注意深く

欠損症は、dopamine
成する酵素の欠損から主に運動障害を来す、
脳の機能的障害による疾患で
疾患ではないため、遺伝子治療により機能回
復が期待出来る。実際に、台湾で遺伝子治療
が行われ、運動機能の回復が得られ、有効性
が示された。台湾での治療には、分担研究者

Parkinson 病の遺伝子治療用に開
発したベクターが用いられ、同じベクターが
使用可能であるために、日本人患者への遺伝
子治療臨床研究実施を計画した。

昨年度、遺伝子治療実施体制を検討、整備
し、タカラバイオ社に委託して、治療実施に

レベルのベクターを作製した。純
度の検定等で、治療使用が可能であると判断
されたが、本年度も追加検査を実施し、治療
に必要な量のベクターが得られ、遺伝子発現
によるタンパク機能も確認され、治療実施が

また、小児に対する定位脳手術
法の改良、麻酔法や周術期の管理などに関す
る検討も行い、より安全に実施する体制を確
立した。さらに、AADC 欠損症では、運動障害
の程度に比して、認知機能は比較的保たれて
いると考えられ、eye tracker
能を評価する方法を開発した。
欠損症患者は 5 人確認さ

歳である。現在、日本で実施可能な定
位脳手術では、4 歳以上が対応可能と考えられ、

したが、骨症状、心弁膜症、難聴は残存して
いる。１例は開始準備中。１例は 26
状は軽度で、身長正常、肝脾腫、関節拘縮と
心弁膜症も軽度認めるのみであり、治療を希

また、遺伝子治療法開発のためのベクター
作成に着手した。ノックアウトマウス使用が

確認した。 

中和抗体と遺伝子治療への影響

遺伝子治療適応疾患拡大の過程において、
現在、血液中に投与し、脳や多臓器に対する
治療が可能なベクターを開発している。その
場合、中和抗体の存在が問題となる。日本人
で抗体保有を確認した所、若年になるほど中
和抗体保有率が低いことが確認された。小児
に対する治療において問題となる可能性は低
いと考えられるが、抗体の高感度の検出方法
を確立しており、治療実施時には、注意深く

dopamine と serotonin
成する酵素の欠損から主に運動障害を来す、
脳の機能的障害による疾患である。破壊性の
疾患ではないため、遺伝子治療により機能回
復が期待出来る。実際に、台湾で遺伝子治療
が行われ、運動機能の回復が得られ、有効性
が示された。台湾での治療には、分担研究者

病の遺伝子治療用に開
発したベクターが用いられ、同じベクターが
使用可能であるために、日本人患者への遺伝
子治療臨床研究実施を計画した。 

昨年度、遺伝子治療実施体制を検討、整備
し、タカラバイオ社に委託して、治療実施に

レベルのベクターを作製した。純
度の検定等で、治療使用が可能であると判断
されたが、本年度も追加検査を実施し、治療
に必要な量のベクターが得られ、遺伝子発現
によるタンパク機能も確認され、治療実施が

また、小児に対する定位脳手術
法の改良、麻酔法や周術期の管理などに関す
る検討も行い、より安全に実施する体制を確

欠損症では、運動障害
の程度に比して、認知機能は比較的保たれて

eye tracker を用いて認知機
能を評価する方法を開発した。日本人の

人確認されている。
歳である。現在、日本で実施可能な定

歳以上が対応可能と考えられ、

したが、骨症状、心弁膜症、難聴は残存して
26 歳で、症

状は軽度で、身長正常、肝脾腫、関節拘縮と
心弁膜症も軽度認めるのみであり、治療を希

また、遺伝子治療法開発のためのベクター
作成に着手した。ノックアウトマウス使用が

中和抗体と遺伝子治療への影響（担当 

遺伝子治療適応疾患拡大の過程において、
現在、血液中に投与し、脳や多臓器に対する
治療が可能なベクターを開発している。その
場合、中和抗体の存在が問題となる。日本人
で抗体保有を確認した所、若年になるほど中
和抗体保有率が低いことが確認された。小児
に対する治療において問題となる可能性は低
いと考えられるが、抗体の高感度の検出方法
を確立しており、治療実施時には、注意深く

serotonin を合
成する酵素の欠損から主に運動障害を来す、

ある。破壊性の
疾患ではないため、遺伝子治療により機能回
復が期待出来る。実際に、台湾で遺伝子治療
が行われ、運動機能の回復が得られ、有効性
が示された。台湾での治療には、分担研究者

病の遺伝子治療用に開
発したベクターが用いられ、同じベクターが
使用可能であるために、日本人患者への遺伝

昨年度、遺伝子治療実施体制を検討、整備
し、タカラバイオ社に委託して、治療実施に

レベルのベクターを作製した。純
度の検定等で、治療使用が可能であると判断
されたが、本年度も追加検査を実施し、治療
に必要な量のベクターが得られ、遺伝子発現
によるタンパク機能も確認され、治療実施が

また、小児に対する定位脳手術
法の改良、麻酔法や周術期の管理などに関す
る検討も行い、より安全に実施する体制を確

欠損症では、運動障害
の程度に比して、認知機能は比較的保たれて

を用いて認知機
日本人の AADC

れている。5 例目は、
歳である。現在、日本で実施可能な定

歳以上が対応可能と考えられ、

 

歳以上が対応可能と考えられ、



まずは 4 例に実施する。2 歳から実施可能な定
位脳手術法もあり、その方法の導入を検討中
で、導入可能となれば、5 例目にも実施する。 
 現在、厚生労働省に実施申請中であり、認
可が得られ次第、遺伝子治療臨床研究を実施
する。 
 AADC 欠損症は、症状からの診断が困難で、
脳性麻痺として診断されていない例もあると
考えられる。診断には髄液カテコールアミン
測定が必要であり、簡便な診断法が求められ
る。ろ紙血を用いて HPLC 法で 3-O-methyldopa
を測定するスクリーニング法が開発されるこ
とにより、診断される例が増えると考えられ
る。また、酵素活性測定法、遺伝子変異解析
法を確立した。これらと、遺伝子治療の結果
を踏まえ、診断と治療法のガイドライン作成
を行っていく。 
 前述の様に、脳の機能的な障害による疾患
に対して、遺伝子治療は有望な治療法である
と考えられる。治療を行うベクターとして、
AAV は、神経細胞への移行が良好で、非病原性
であり、発がん性のリスクが低いなどの利点
がある。よって、AAV ベクターを用いて、AADC
欠損症以外の遺伝性難治性神経疾患に対する
遺伝子治療法の開発を検討した。 
 第一に、GLUT1 欠損症を選択した。GLUT1 欠
損症は、脳への糖移送の障害により、神経細
胞のエネルギー不足により、痙攣、知的障害、
失調等を来す疾患である。GLUT1 遺伝子である 
9 型 AAV ベクターに SLC2A1 遺伝子を導入した
AAV9-SLC2A1 を作製した。このベクターは、末
梢からや髄腔内に投与で神経細胞へ移行する
ことが可能である。まず、SLC2A1 ノックアウ
トマウスの腹腔内にベクター投与し、脳神経
細胞での遺伝子発現を確認した。しかし、脳
で遺伝子発現した神経細胞は一部であり、よ
り大量に投与する必要がある。よって、今後
は脳室内投与が有用であると考え、解析中で
ある。 
 次に、Hunter 症候群に対する遺伝子治療法
の開発に着手した。Hunter 症候群は、ライソ
ゾーム酵素の欠損により発症するムコ多糖症
である。Hunter 症候群に対する遺伝子治療法
が確立されれば、今後、他のライソゾーム病
に対する遺伝子治療法開発が進むと考えられ
る。 
 さらには、特定の遺伝子異常に起因する自
閉症スペクトラムも遺伝子治療のターゲット
となり得る。あるいは、多様な遺伝子異常が
背景にあると考えられる自閉症スペクトラム
であるが、特定のグループに共通する治療タ

ーゲットが抽出される可能性もある。社会性
の障害や行動上の問題から、本人、家族の苦
痛も大きく、治療法開発が待たれる疾患であ
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、GMP レベルの
遺伝子治療に必要な量が得られている。自治
医科大学附属病院遺伝子治療臨床研究審査委
員会の承認を得て、厚生労働省に実施申請中
である。承認取得後、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。
AAV9に SLC2A1ベクターを挿入した治療用ベク
ターを作製した。マウス腹腔内に投与し、神
経細胞での発現を確認した。今後、髄腔内投
与による、より効率がいい治療方法を開発中
である。 
 さらに、Hunter 症候群や自閉症スペクトラ
ムも視野に入れた遺伝子治療法開発を行って
いく。 
 
F．健康危険情報 
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（添付資料）  

「AADC 欠損症に対する遺伝子治療臨床研究」班会議 

日時：2014 年 11 月 8 日 13:00 から 
場所：自治医科大学小児科学カンファレンス室 

（0285-58-7366 または内線 3447）  

 
挨拶： 厚生労働省 雇用均等・児童家庭局母子保健課   

福田 亮介主査 
 

第一部  (13:00-14:30)   座長 山形 崇倫 
「AADC 欠損症に対する遺伝子治療臨床研究実施に向けた検討」（各 5-15 分） 
１．実施計画概要および台湾での実施成績         

山形 崇倫（主任研究者） 
２．対象患者概略        

  加藤 光広（研究分担者）、小坂 仁（研究分担者） 
３．hAADC ベクターと FMT-PET について   
   村松 慎一（研究分担者）、小野さやか 、斉藤順一 
４．遺伝子導入手術の実際、問題点および対応について  

  中嶋 剛（研究分担者）、渡辺 英寿（研究分担者）  
５．麻酔および術前術後管理について 
   多賀 直行、竹内 護（研究分担者） 
６．術前、術後のベクター管理およびカルタヘナ法への対応  

  水上 浩明（研究分担者） 
７．有害事象および治療効果の評価方法    

  山形 崇倫（主任研究者） 
８．討議 
 
第二部 (14:40-16:00)    座長 村松 慎一    
「研究成果報告」（各 10-15 分）  
１． AAV9/3ベクターによる大型動物中枢神経への遺伝子導入  

  飯田 麻子、村松 慎一（研究分担者）  
２． GLUT1 欠損症に対する遺伝子治療法開発研究   

  中村 幸恵、小坂 仁（研究分担者） 
３． アイトラッカーを用いた社会認知能力の評価の可能性   

  平井 真洋、渡辺 英寿（研究分担者）  
４． 血友病遺伝子治療の準備状況と課題           

  水上 浩明（研究分担者） 
５． 自閉症スペクトラム障害遺伝子治療の可能性の検討    

  松本 歩、小島 華林、山形 崇倫（主任研究者） 
 
講評：鳥取大学医学部周産期・小児医学 神崎 晋教授 



平成26年度厚生労働科学研究費補助金（成育疾患克服等総合研究事業） 
分担研究報告書 

 
AADC欠損症に対する遺伝子治療に関する研究 

小児に対する定位的脳手術法の改良 
 

研究分担者 中嶋 剛 （自治医科大学 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。 
 定位的脳手術装置用の治具および刺入針先端位置確認用インジケーターを設計、製
作しその精度を検証した。 

 
 
Ａ．研究目的 
   AADC欠損症に対する遺伝子治療の実施に向け
て高精度定位的脳手術法（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および刺入針先端
位置確認用インジケーターを設計、製作しその精
度を検証する。 
 
（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および刺入針先端位置確
認用インジケータを他疾患に対する実際の定位脳
手術に適用したところ有意に精度の向上に寄与す
ることを確認できた。 
 

Ｄ．考察 
 定位的脳手術で使用する遺伝子注入用カニュー
レは直径が小さく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予
測される。今回、刺入針の先端位置をX線透過装置
で確認するための専用インジケーターを製作し、
先端位置な確実な可視化に成功した。さらに実際
の定位脳手術において使用し精度の向上に有用で
あることが確認できた。これは小径カニューレを
使用する本研究の遂行において大変重要な獲得技
術要素であると考える。 
 
Ｅ．結論 
 遺伝子治療の実施に必要な高精度定位的脳手術
フレーム用治具および刺入針先端位置確認用イン
ジケーターの設計と製作を終えた。 

 
Ｆ．健康危険情報 
 特記すべきことなし。 
 
Ｇ．研究発表 
 1.  論文発表 
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.  
 
 2.  学会発表 
従来型非充電式IPGから充電式IPGへの交換には工
夫を要する, 関東機能的脳外科カンファレンス, 
2014年4月 東京 
 
3Dプリンターによる駒井式定位脳手術装置の再興, 
脳神経外科手術と機器学会, 2014年4月 福岡 
 
高齢者の難治性振戦に対する外科的治療の在り方, 
老年脳神経外科学会, 2014年4月 新潟 
 
Avantage of axillary skin incision for 
implantation of deep brain stimulator. The XXIst 
Congress of the European Society for 
Stereotactic and Functional Neurosurgery, 
September 2014 Netherlands 
 
Accuracy control of stereotactic surgery 
(invited lecture). Noble Art of Lesioning, 
November 2014 Tokyo 
 
遺伝性痙性対麻痺に対するバクロフェン持続髄
注治療の長期的意義, 日本定位機能神経外科学会
総会, 2015年1月 東京 
 
パーキンソン病に対するSTN DBS治療 –治療10



年以上経過した自験26症例からみえてくるもの, 
日本定位機能神経外科学会総会, 2015年1月 東京 
 
脳卒中後疼痛に対する脊髄刺激治療の工夫 –よ
り高い治療効果を目指した電極配置-, 日本定位
機能神経外科学会総会, 2015年1月 東京 
 
 

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欠損症遺伝子治療における周術期管理態勢構築に関する研究 

 
       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欠損症に対する遺伝子治療を実施する上で必要な周術期管理について、台湾
および自治医科大学で実施された遺伝子治療の結果と文献を基に問題点を検討し、
周術期管理態勢の構築について検討した。 

 
 

A．研究目的 
AADC欠損症に対する遺伝子治療臨床研究で

は、患者被殻への遺伝子導入の定位脳手術に

おいて全身麻酔が必須である。また遺伝子治

療の周術期には、MRIなど検査時の全身麻酔

や、集中治療室での術後全身管理が必要とさ

れ、患者の安全を確保すると共に、ウィルス

ベクター拡散防止対策などを含んだ周術期全

身管理態勢の構築が必要である。 
 
B．研究方法 
台湾で行われた AADC 欠損症に対する遺伝

子治療の情報と、自治医科大学で実施された

パーキンソン病の遺伝子治療臨床研究報告書、

および他施設で実施された遺伝子治療に関す

る論文などの出版物から周術期管理上の問題

点を抽出し、自治医科大学での遺伝子治療実

施に向けた周術期管理態勢の構築を検討した。 
 
（倫理面への配慮） 
総括報告書参照。 
C．研究結果 
（1）患者の状態に起因する問題点 
自律神経系・交感神経系の異常に起因するも

のとして、無呼吸発作、気道分泌物過多、嚥

下障害による誤嚥性肺炎、低血糖、体温調節

異常、徐脈、低血圧、カテコラミン類に対す

る異常反応、循環血液量変動に対する代償反

応の欠落などが周術期の問題点として指摘さ

れた。 
（2）麻酔管理上の問題点 
循環動態の不安定な小児に対する定位脳手術

であることが、全身麻酔に伴う技術的な問題

点として指摘された。また、経過観察のため

の MRI 撮影などにも全身麻酔が必要とされ

るため、手術室外で全身麻酔管理を行う必要

があることも麻酔管理上の問題点として指摘

された。 
（3）術後管理上の問題点 
ウィルスベクター拡散防止のために、術後は

PICU陰圧室で管理を行う。ベクター排出がな

いことが確認されるまでガウンテクニックな

どを厳密に行い、環境汚染などに注意する必

要がある。また、術後の無呼吸発作は過去に

も指摘されており、発作の程度にもよるが、

術後に積極的な呼吸管理を必要とする可能性

も指摘されている。さらに、術後の創部痛に

対する鎮痛処置と安静を保つための鎮静の必

要性が指摘された。 
 
D．考察 
AADC欠損症患者の周術期管理において、担

当チームが留意しなくてはならないことは、

無呼吸や鼻閉などの気道の問題や、血糖管理、

体温管理、循環作動薬の選択、循環血液量管

理、鎮痛薬および鎮静薬の選択など非常に多



岐にわたる。特に気道管理や血糖管理、循環

作動薬の選択、および循環血液量管理は患児

の生命に直結する問題であり、慎重に行う必

要がある。周術期には十分なモニタリングを

行い、適切な管理を行う必要がある。 
また、今回の研究で指摘された術後鎮痛と鎮

静に関しては、対象者が小児であるため、十

分な鎮痛と適切な鎮静が術後の安静には不可

欠と考えられる。術後痛は通常 48時間以内が

ピークであると言われ、術後鎮痛処置を必要

とする場合が多いが、AADC欠損症患者では、

使用する鎮痛薬の選択に注意が必要であると

考えられる。麻薬性鎮痛薬は神経伝達物質の

放出に影響を及ぼすと言われ、AADC欠損症

患者での使用は慎重に行う必要がある。

NSAIDs やアセトアミノフェンなど他の鎮痛

薬についての使用報告は乏しく、その使用は

慎重に行う必要があると考えられる。同様に

術後の安静を保つための鎮静薬の使用につい

ても、薬剤選択に注意が必要であると考えら

れる。 
 
E．結論 
AADC欠損症患者の周術期管理の問題点につ

いて検討し、個々の問題点を明らかにすると

ともにその対策を検討した。AADC欠損症患

者の周術期管理態勢は、患者の術前状態に基

づく呼吸循環管理計画と呼吸循環モニタリン

グ、術中および術後使用薬剤の選択を中心に

構築するべきであると考えられる。 
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研究要旨 

遺伝子治療に伴う患児の社会的認知機能を評価するための眼球計測システムなら
びに検査課題の開発を行い，治療前後の社会認知機能評価手法を確立する． 

 

A.研究目的 

遺伝子治療の前後遺伝子治療による，患児の認知

機能，特に社会的認知の変化を言語によらない，

患児の「目の動き」のみから評価するシステムの

構築と検査課題を確立する．これにより，遺伝子

治療に伴う認知機能の変化を定量的に評価する． 

 

B.研究方法 

非侵襲的にかつ簡便に患児の眼球運動を計測可

能なアイトラッキングシステムを用いることに

より，ベッドサイドで定量的に認知機能を評価す

ることを目指す．アイトラッキングシステムは，

トビー社製（スウェーデン）の X2-60を用い，４

つの社会的認知課題を実施する予定であり，現時

点において課題を作成している． 

 

１．顔認知課題 

正立顔と倒立顔を呈示した際に，どちらに視線が

向き，どの程度注視するかを定量的に評価する． 

 

２．顔検出課題 

Riby ら(2008)の実験に基づき，風景の中に埋め込

まれた顔刺激に気づき，どのぐらい早く顔を検出

し，かつどの程度注視するかを定量的に評価する． 

 

３．視点取得課題 

他者の見ている景色と自分の見ている景色は異

なることを理解できるかを，最初のサッケードが

どちらに向かうかを指標として，定量評価する． 

 

４．注意の解放課題 

中心に呈示された刺激の後に周辺に呈示される

刺激をどの程度の遅れを持って見るかを，サッケ

ード潜時により評価する．これにより，患児の注

意機能の評価と，周辺視へ呈示される顔といった

社会刺激への選好を評価する． 

 

いずれの課題も乳児，児童を対象とした先行研究

により確立している実験パラダイムを用いるこ

とにより，患児の社会的認知機能を評価する． 

 

（倫理面への配慮） 

本研究で用いるアイトラッキングシステムは，非

侵襲であり，これまで世界中で乳児・児童，定型

発達・非定型発達児を対象とした研究に用いられ

ている．このため，危険性は全くなく，簡便に患

児の認知機能を評価することが可能である． 

 

C.研究成果 

現時点における予備的な結果として，患児の認知

機能を臨床の現場，特にベッドサイドで使用可能

なアイトラッキングシステムを構築し，遺伝子治

療前後においてどのように変化するか，経時的な

変化を追うためのシステムを構築した．現時点に

おいて，定型発達児を対象とした研究を進めてお

り，今後，遺伝子治療の対象となる患児で評価を

実施する． 

 

D.考察 



治療に伴う評価のうち，一つの重要な項目として，

社会的コミュニケーション能力がどのように治

療前後で変化するかを明らかにする必要がある．

病棟という制約，肢体が不自由な患者を対象とし

た条件で，簡便かつ頑健に認知機能を評価可能な

眼球運動計測システムを用いることにより，その

認知機能の評価を試みる． 

 

E.結論 

遺伝子治療の前後の患児の社会認知機能を評価

するシステムを構築した．今後，実際の治療前後

に伴う評価として用いる． 

 

F.健康危険情報 

該当なし． 
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研究要旨 

 AADC 欠損症は眼球回転発作とジストニア発作が特徴的であり臨床的に疑うことができる

が、診断には特殊な髄液検査と遺伝子解析が必要であり、国内におけるAADC欠損症診断例

は3家系4例のみであった。乳児期から臨床的にAADC欠損症が疑われ、遺伝子解析でDDC

の変異を認め、国内5例目となるAADC欠損症を新たに診断した。症例は1歳、男児。生後

3か月から眼球偏位とジストニア発作をきたし、生後9か月に髄液検査で5-HIAA, HVA, MHPG

の低下、L-DOPAの上昇を認めた。Sanger法による遺伝子解析の結果、複合ヘテロ接合性ミ

スセンス変異(p.Tyr79Cys, p.Asp252Gly)を認めた。AADC欠損症の確定診断にはDDC全領域

の解析が必要であり、特徴的な臨床症状を周知する必要がある。 

 

 

Ａ．研究目的 

AADC 欠損症は，DDC 遺伝子変異による常染色体劣性

遺伝の先天性代謝異常症であり、芳香族アミノ酸脱炭

酸酵素Aromatic amino acid decarboxylase (AADC)の

機能低下が原因である。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

障害など難治性の多様な神経症状をきたし、多くは重

度の発達障害を示し、座位も不能なことが多い。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。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

例のみであった。今回、ジストニア発作と異常眼球運

動を契機にAADC欠損症が疑われ、髄液検査と遺伝子解

析で国内５例目となるAADC欠損症の確定診断を行った

ので報告する。 

 

Ｂ．研究方法 

症例：1歳男児。血族婚ではない健常両親の第一子。

在胎37週5日帝王切開で出生。仮死なし。出生時体重

2006 g、身長 45.5 cm、頭囲 32.0 cm。生後３か月か

ら異常眼球運動（眼球偏位）が出現。易刺激性が強く、

刺激後に四肢・体幹を過伸展させるジストニア発作が

1-4時間持続し、左右差を認めることもあった。脳波は

発作間欠期には背景活動は正常で、てんかん性異常波

は認められず、ジストニア発作時には左後頭から

9-11Hzの波形が持続した。頭部MRIにも明らかな異常

は認められなかった。当初、非定型的ながらも小児交

互性片麻痺やびっくり病／過剰驚愕症が疑われたが、

クロナゼパムとクロバザムは無効だった。しだいに異

常眼球運動が目立ちはじめ、AADC 欠損症が疑われ、生

後 9 か月の髄液検査では、5-HIAA <1.0 ng/ml 

(21.8-64.2), HVA 1.4 ng/ml (53.7-169.8), MHPG <1.0 

ng/ml (9.4-20.6), L-DOPA 32.0 ng/ml (<2.0)と特徴

的変化を示し、AADC 欠損症と臨床的に診断された。生

後10か月の身長は72.0 cm、体重 7.9 kg、頭囲 42.5 cm

で胸腹部に異常を認めず、外表奇形もなかった。1歳で

も追視・固視はなく、未頚定で寝返りも不能であり、

数日に１回のジストニア発作を繰り返す。 

遺伝子解析：両親の同意を得て、患児および両親か

ら採血し、ゲノムDNAを抽出した。DDC遺伝子のエクソ



ン2からエクソン14までの全コード領域と近傍イント

ロンを PCR で増幅後にサンガー法による直接塩基配列

解析を行ない、野生型と比較した。変異を認めたエク

ソンについては、両親の解析を追加し由来を確認した。

同 定 さ れ た 変 異 に つ い て は 、 HGVS 

(http://www.hgvs.org)で過去の報告の有無を、

PolyPhen-2 

(http://genetics.bwh.harvard.edu/pph2/) と SIFT 

(http://sift.jcvi.org)で病原性の程度を確認した。 

 

（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）、保護者から同意を得た。 

 

Ｃ．研究結果 

DDC遺伝子に複合ヘテロ接合性ミスセンス変異

(c.236A>G in exon 3, p.Tyr79Cys; c.755A>G in exon 

7, p.Asp252Gly)を認めた。c.236A>Gは父由来、

c.755A>Gは母由来であった。両変異ともHGVSに登録は

なく、PolyPhen-2ではprobably damaging、SIFTでは

damagingの判定であり、病的変異と考えられた。 

 

Ｄ. 考察 

AADC欠損症の確定診断は従来AADC酵素活性の測定

によりなされてきたが、近年ではAADCをコードする

DDC遺伝子の変異解析によって行われることが増えて

いる。本例でも酵素活性の測定は行われていないが、

眼球変異やジストニア発作などの臨床症状と髄液モノ

アミン代謝物のAADC欠損症に特異的な測定値に加え、

DDC遺伝子にそれぞれ父および母由来の病的変異と考

えられる２つのミスセンス変異を認めたことから、

AADC欠損症と確定診断された。AADC欠損症の患者数が

多い台湾では創始者効果によってIVS6+4A>T変異が患

者の80%以上のアレルに認められるが、それ以外はAADC

欠損症の変異好発部位はなく全エクソンに分布してい

る。今回の症例でも両親の変異は異なっており、AADC

欠損症の変異スクリーニングにおいては全エクソンの

解析が必要である。 

AADC欠損症の臨床症状には症例ごとに変化がみられ

るが、眼球偏位もしくは眼球回転発作oculogyric 

crisisと、ジストニアなどの運動障害は全例に認めら

れる。今回の症例においても発症早期から眼球偏位と

ジストニア発作が認められており、早期診断の重要な

臨床徴候である。今回の症例では主治医がAADC欠損症

の特徴的な臨床症状を知っていたために、非常に早い

時期からAADC欠損症が疑われ、髄液検査が行われ、遺

伝子解析の依頼がなされた。AADC欠損症の頻度は未だ

少ないが、特殊な髄液検査を必要とする診断の困難さ

から見かけ上の患者数が少ないだけで、潜在的な患者

数はより多いと考えられる。近年、GC-MS法を用いて尿

中のVMAと3-o-methyldopaを組み合わせたAADC欠損

症の非侵襲的診断方法や、原因不明の発達遅滞例にお

ける全エクソーム解析による診断がなされているが、

それらが実用化されるまでは、AADC欠損症自体の啓蒙

活動が早期発見に最も重要である。 

 

Ｅ. 結論 

国内５例目となるAADC欠損症の遺伝子診断を行ない、

両アレルとも未報告の変異であった。AADC欠損症の確

定診断にはDDC全領域の解析が必要であり、特徴的な

臨床症状を周知する必要がある。 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

1) Kato M, Saitsu H, Murakami Y, Kikuchi K, Watanabe S, Iai 

M, Miya K, Matsuura R, Takayama R, Ohba C, Nakashima 

M, Tsurusaki Y, Miyake N, Hamano S, Osaka H, Hayasaka K, 

Kinoshita T, Matsumoto N: PIGA mutations cause early-onset 

epileptic encephalopathies and distinctive features. Neurology 

2014;82(18):1587-1596 

 
 

２．学会発表 

1) Jun Tohyama, Noriyuki Akasaka, Yu Kobayashi, Shinichi 

Magara, Hideshi Kawashima, Mitsuhiro Kato, Naomichi 

Matsumoto, Hirotomo Saitsu: Genetic analysis in infantile 

epileptic encephalopathies with movement disorder: a single 

center study. 11th European Congress on Epileptology: 

Stockholm, Sweden；2014年6月-7月 

2) 加藤光広：次世代シーケンス技術を用いた小児神経
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3) Kazuyuki Nakamura, Mitsuhiro Kato, Hideki Hoshino, 
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A. 研究目的 

 芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）欠損症で

は、脳内のドパミン、ノルアドレナリン、セロト

ニンの欠乏により重度の精神運動発達障害を生

じる。このうち、線条体のドパミン欠乏と関連し

た運動機能障害の改善を主目標として、被殻への

AADC 遺伝子導入を計画している。重症例には、

より広範な領域の中枢神経や、全身の組織におけ

る交感神経細胞にも遺伝子導入が必要となる可

能性がある。そのため、血管内あるいは髄腔内投

与により使用できるアデノ随伴ウイルス(AAV)ベ

クターを作製し、マウスとカニクイサルで前臨床

試験を実施する。 

 

B. 研究方法 

 9 型 AAV (AAV3)の外被蛋白質と 3 型 AAV 

(AAV3)ゲノム配列を持つハイブリッド(AAV9/3)

で、外被蛋白質のチロシンをフェニルアラニンに

変異させた改変型 AAV ベクターを使用した。神

経細胞特異的 Synapsin I プロモーターにより緑色

蛍光蛋白質 GFP を発現する AAV ベクターを、マ

ウスには 1012 vector genome (vg)/匹を心腔内投与

し、カニクイサルには 6.2×1012 - 1.2×1013 vg/頭を

髄腔内投与した。カニクイサルの髄腔内投与に際

しては、X 線透視下で腰椎または大槽よりカニュ

ーレを挿入し先端の位置を確認した。4 週間以降 

 

に安楽殺して、免疫組織学的に GFP の発現の分布

と有害反応の有無を評価した。 

 (倫理面への配慮) 

遺伝子組換え実験と動物実験は、施設内遺伝子

組換え実験安全委員会および動物実験委員会の

承認を得て実施した。 

 

C. 研究結果 

 ベクターを心腔内投与したマウスでは、脳と

脊髄の広範な領域の神経細胞で GFP の発現が

認められ、黒質緻密部でも多数のチロシン水酸

化酵素陽性細胞に遺伝子導入されていた。全身

の臓器では、心臓の交感神経細胞にも GFP の

発現が認められた。髄腔内投与したカニクイサ

ルでは、線条体の中型棘神経細胞の他、小脳の

Purkinje 細胞、大脳では前頭葉・側頭葉・頭頂

葉・後頭葉のいずれの大脳皮質にも GFP 陽性の

神経細胞が存在した。脊髄では全長にわたり灰

白質で GFP 陽性の神経細胞が認められた。マウ

ス、カニクイサルのいずれにおいても明らかな

炎症反応や組織障害は認められなかった。 

 

D. 考察 

 改変型 AAV ベクターは、細胞内でユビキチ

ン化の標的となる外被蛋白質のチロシンをフ

ェニルアラニンに置換することにより、核内に

研究要旨 

広範な中枢神経領域と末梢組織の交感神経細胞への遺伝子導入を可能にする改変型アデノ随伴ウイ

ルス(AAV)ベクターを開発した。緑色蛍光蛋白質 GFP を発現する改変型 AAV ベクターを作製しマウ

スの心腔内とカニクイサルの髄腔内に投与した。組織解析の結果、広範な中枢神経と末梢臓器の神

経細胞で GFP の発現が認められた。炎症反応や組織障害は認められなかった。 



到達するベクターゲノム量を増やし、目的遺伝

子の発現を増強させる。また、神経細胞特異的

プロモーターにより神経細胞以外で外来遺伝

子が発現することを抑制している。血液脳関門、

あるいは髄膜脳関門を通過する機序の詳細は

不明であるが、髄腔内投与では、脊髄の後角と

前角の灰白質に後根および前根に沿って侵入

した可能性、小脳では苔状線維に沿って拡がる 

可能性が推察される。心腔内投与では、特定の

血管領域に集中する傾向は認められていない。 

これまで、搭載可能な目的遺伝子の発現カセッ

トのサイズが 2kb 程度に限られる自己相補的

self-complementary AAV9 では成体動物の中枢神

経の広い領域に遺伝子導入可能なことが報告

されているが、チロシン変異を持つ改変型

AAV9/3 では 4.5kb 程度までの発現カセットを

搭載可能である。今後、AADC 欠損症に限らず

多くの先天性酵素欠損症の遺伝子治療への応

用が期待できる。 

 

E.結論 

 先天性酵素欠損症の遺伝子治療へ応用でき

る広範な中枢神経領域と末梢組織の神経細胞

に効率よく遺伝子導入する AAV ベクターを開

発した。 

 

F. 健康危険情報 

特になし 

 

G. 研究発表 

1. 論文発表 

1. Miyamoto Y, Ishikawa Y, Iegaki N, Sumi K, Fu K, 

Sato K, Furukawa-Hibi Y, Muramatsu S, 

Nabeshima T, Uno K and Nitta A: Overexpression 

of Shati/Nat8l, an N-acetyltransferase, in the 

nucleus accumbens attenuates the response to 

methamphetamine via activation of group II 

mGluRs in mice. Int J Neuropsychopharmacol, 

17:1283-1294, 2014. 

2. Ito H, Fujita K, Tagawa K, Chen X, Homma H, 

Sasabe T, Shimizu J, Shimizu S, Tamura T, 

Muramatsu S and Okazawa H: HMGB1 facilitates 

repair of mitochondrial DNA damage and extends 

the lifespan of mutant ataxin-1 knock-in mice. 

EMBO Mol Med, 7(1):78-101, 2014. 

3. Miyamoto Y, Iida A, Sato K, Muramatsu S, and 
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分担研究報告書 

 
アデノ随伴ウイルスによる小児期遺伝性疾患治療 

～適応疾患拡大を目指して～ 
 

研究分担者 小坂 仁 自治医科大学医学部 小児科学 教授 

研究協力者 中村幸恵１、青木志保１、村松慎一２、山形崇倫 1 
１自治医科大学小児科学、２神経内科学 

 

研究要旨 

 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 治療対象を拡大するためグルコーストランスポーター1型欠損症（GLUT1DS）の治療研

究を行い、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

取込試験では、細胞内糖取り込みが上昇し、取り込み能と重症度との間に相関関係を認

め、糖輸送評価系を確立した。また 9型 AAV- SLC2A1 ベクターを作製し、Glut1 (+/-)へ

の腹腔内投与を行い、脳内での SLC2A1 蛋白発現を確認した。小児期遺伝性神経疾患は、

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

する膜蛋白（トランスポーター、受容体等）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 

近年の次世代シークエンス解析等により、

遺伝子診断される小児遺伝性神経疾患例

が飛躍的に増えてきている。しかしなが

ら原因が判明しても大多数の疾患には対

症療法のみしか存在せず、根本的治療は

確立されていない。小児遺伝性神経疾患

は、対象患者は数百人からなる数百種の

“希少性難病”より構成されている。こ

れらの希少難病は、劣性遺伝形式をとり、

機能欠失で発症する場合が多い事にある。

この点で優性遺伝形式をとり、変異によ

る細胞毒性が年余に渡り蓄積し発症する

成人発症の遺伝性疾患と比較した特徴で

ある。これらの優性遺伝性疾患では、詳

細な病態の解明の上で細胞毒性を軽減さ

せる治療法の開発が必要である。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、AADC 欠損症に加え、



新たな対象疾患の拡大が必要である。現

在私達は、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(Glucose 

transporter 1 deficiency syndrome, 

GLU1DS)治療研究を細胞レベル、動物モ

デルで行った。 

 

 Ｂ．研究計画・方法（概要） 

1)ヒト培養細胞への SLC2A1 導入 

HEK293 細胞（ヒト胎児腎臓由来細胞）

に SLC2A1 正常型および SLC2A1 変異体ベ

クター、を用いて遺伝子導入する。変異

体ベクターは、ミスセンス変異の 2 種類

(A405D; 軽症、R333W; 中等症)、フレー

ムシフト変異 1 種類(V303fs; 重症)を作

成する。それぞれの変異に対応するオリ

ゴヌクレオチドを作成し、アニーリング

の後、制限酵素反応およびライゲーショ

ンで発現ベクターに組み込む。フレーム

シフト変異は患者 cDNA より RT-PCR 法に

より合成する。作成したプラスミドをリ

ポフェクタミン法により一過性発現させ、

得られたタンパク発現確認は anti c-

myc Ab.(9E10; anta Cruz 

Biotechnology) 、 anti GLUT1 Ab.(N-

terminus； OriGene Technologies)を 用

いて免疫染色およびウェスタンブロット

による蛋白の検出を行う。 

2)ヒト神経系培養細胞への AAV9-SLC2A1

導入 

SLC2A1 遺伝子をインサート DNA として、

経静脈投与で脳移行が確認されている 9

型 AAV ベクター(AAV9)に組み込む。ヒト

神経系培養細胞である SH-SY5Y 細胞 1×

105 cell に AAV9-SLC2A1 (myc-DDK タグ

付)を 3×109 vg 感染させ免疫染色を行

う。 

3) Glu1(+/-)への AAV9-SLC2A1 導入 

ウイルスベクターの投与経路として、経

静脈投与もしくは髄腔内/脳室内投与の

比較検討をおこなう。GLUT1 は、赤血球

や脳の血管内皮細胞、神経細胞に発現を

認める。今回ニューロン特異的プロモー

ターであるシナプシン 1 プロモーターを

用い神経細胞で発現効率を上げる。 

生後 1 週間前後の新生児マウスは、

乳幼児に対応し、脳血液関門の脆弱性が

あり、腹腔内投与でも薬剤が高率に脳移

行するため、日齢 7 にヘテロマウス

Glut1 (+/-) に AAV9-SLC2A1 

1.5×1010vg 腹腔内投与する。 

 

（倫理面への配慮） 
 研究実施にあたって、自治医科大学遺伝
子解析研究倫理委員会、自治医科大学遺
伝子組換え実験安全委員会および動物実
験委員会の承認を得た。 

 

Ｃ．研究結果 

1)ヒト培養細胞への SLC2A1 導入 

一過性発現後の細胞を用いたウェスタン

ブロット法にて、正常型およびミスセン

ス変異を有する SLC2A1 の発現を確認し

た。免疫染色では、SLC2A1 正常型およ

びミスセンス変異で細胞膜近傍に myc 染

色陽性を確認した。フレームシフト変異

では、ウエスタンブロッティングおよび

免疫染色法いずれもタンパク発現はみら

れず、蛋白が安定せず小胞体で分解して

いることが考えられた。また GLUT の細

胞内の糖取込み機能を 2-デオキシグル

コ ー ス (2DG) 取 込 試 験 で 評 価 し た 。

SLC2A1-正常型、ミスセンス変異、フレ

ームシフト変異、コントロールベクター

導入細胞の順に糖取込み能は低下してお

り重症度との相関を認めた。 

2)ヒト神経系培養細胞への AAV9-SLC2A1

導入 

AAV9-SLC2A1 を導入した SH-SY5Y 細胞



膜近傍に SLC2A1 の発現を確認した。 

3) Glu1+/-1 への AAV9-SLC2A1 導入 

生後 6 週で、脳組織を採取し採取した脳

組織で免疫染色(anti-GLUT1,anti-myc-

tag) 、 ウ ェ ス タ ン ブ ロ ッ ト 法 (anti-

GLUT1,anti-myc-tag)でタンパク発現確

認を行ったところ～１％の中枢神経細胞

で発現を認めた。 

Ｄ．考察 

SLC2A1 遺伝子導入による、糖輸送機能

の獲得を、2DG 取込試験で評価する系を

作成した。GLUT1DS の重症度と相関して

おり、GLUT1 の機能評価として適切であ

ることが示された。また Glut1 KO マウ

ス、Glu1(+/-)に AAV-SLC2A1-9 を腹腔内

に投与したところ、脳内での発現を確認

した。導入効率が低いため、今後は脳室

内投与を行い、導入効率や Glu1(+/-)に

認められる、失調症状、小頭症等の臨床

症状の改善が認められるか観察する。 

 

E．結論 

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 対 象 を 拡 大 す る た め

GLUT1DS を対象とした研究を行っている。

小児期遺伝性神経疾患は、それぞれの症

例数は 100 例前後（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、少なく、GLUT1DS 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、GLUT1DS の治療法の確立により、

多くの適応疾患；膜受容体・キャリア蛋

白、またライソゾーム病、ミトコンドリ

ア病、ペルオキシゾーム病などの細胞内

小器官の遺伝性神経難病への AAV 治療の

応用拡大を目指すことが可能となり、結

果として多くの小児遺伝性疾患患児・家

族にとって待ち望んだ根本治療を提供す

ることになる。 

 

F．健康危険情報 
 特になし。 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

1) Ohshiro-Sasaki A, Shimbo H, 

Takano K, Wada T, Osaka H. A Three-

Year-Old Boy With Glucose 

Transporter Type 1 Deficiency 

Syndrome Presenting With Episodic 

Ataxia. Pediatr Neurol. 2014;50:99-

100. 

2. 学会発表 

1) Nakamura S, Osaka H, Muramatsu S, 
Aoki S, Jimbo EF, Yamagata T.: 

Mutational and functional analysis 

of Glucose transporter 1 deficiency 

syndrome.第 64 回アメリカ人類遺伝学会

2014.10.18-22 サンディエゴ 
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アデノ随伴ウイルスベクターに対する中和抗体と遺伝子治療への影響に関する検討 

研究分担者 水上浩明 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 
        教授  
 

研究要旨 AAVベクターを用いた遺伝子治療の効果に影響することが懸念される因子と

して代表的なものである，ベクターに対する中和抗体に関して検討を行った．肝臓への

遺伝子導入に際しては中和抗体の有無は効果に直結したが，パーキンソン病臨床研究に

おける中枢神経系への遺伝子導入に際しては，中和抗体は効果に影響を与えていなかっ

た．抗体価が非常に高い場合の影響に関しては検討できておらず，この点は今後の課題

といえる．また，日本人全体としては中和抗体の陽性率は約３割で，年齢による大きな

違いがあり，若年層では低下する傾向が認められた． 

 

Ａ. 研究目的 

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用い

た遺伝子治療法の成功例が増えてきており，

有効性と安全性に関する情報が蓄積してきた．

一方，AAV ベクターに対する中和抗体が存在

する場合には，血液中への通常の投与法では

効果が得られないことが懸念されている．本

研究ではこのようなベクターに対する中和抗

体の問題につき検討し，遺伝子治療を確実に

実施することを目的とした． 

 
Ｂ.研究方法 

・パーキンソン病遺伝子治療臨床研究におけ

る中和抗体と治療効果の解析：2007 年から本

学で実施されたパーキンソン病遺伝子治療臨

床研究に関して，結果を改めて解析すると共

に，保存されていたサンプルを必要に応じて

最新の高感度測定法を用いて再測定した． 

・血友病遺伝子治療前臨床研究における中和

抗体と治療効果の解析：実験対象となったサ

ルの遺伝子導入前の中和抗体を測定し，治療

効果との関連を検討した．また，医薬基盤研・

霊長類医科学研究センターのカニクイザル

188 頭に関して中和抗体陽性率を検討した． 

・日本人における中和抗体陽性率の解析：日

本国内の健常者 85 人、血友病者 59 人を対象

とした解析を行った． 

（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．マウスを用いた動物実験は

自治医大で実施するが，動物倫理面（動物愛

護上の配慮など）を含めて自治医大動物実験

指針規定に沿って行った．医薬基盤研・霊長

類医科学研究センターとの共同研究として実

施するサルの実験では，国立感染症研究所「動

物実験ガイドライン」および霊長類医科学研

究センター「サル類での実験遂行指針」を遵

守して行った．また，ヒトサンプルの取扱い

に際しては非連結匿名化を行い，測定結果と

本人が関連づけられないように配慮した上で

実施した． 

 

Ｃ. 研究結果 

・パーキンソン病遺伝子治療臨床研究におけ

る中和抗体の解析：本臨床研究の対象となっ

た６名の治療前の中和抗体の状況は，２名が

陰性，２名が弱陽性，２名が中等度陽性であ

った．治療前の中和抗体の力価と治療効果の

間には関連を認めなかった．また，注入後の



中和抗体は全例で陽性となっており，全例で

２週間後に力価の上昇が認められ，半年後に

も上昇した状態は続いていた． 

・血友病遺伝子治療の前臨床研究における中

和抗体と治療効果の解析：この検討では８型

のベクターを末梢静脈から注入した．対象と

なったサルの遺伝子導入前の中和抗体は３例

で陽性，４例で陰性であった．中和抗体陰性

例では全例で治療域に達する凝固第Ⅸ因子濃

度が得られた．一方，中和抗体陽性例では効

果を認めた個体はなかった．また，医薬基盤

研・霊長類医科学研究センターのカニクイザ

ルでは，８型に対する中和抗体陽性率は

71.3％であった． 

・日本人における中和抗体陽性率の解析：日

本国内の健常者 85 人、血友病者 59 人を対象

とした測定したところ，いずれのグループで

も約３割が陽性との結果を得た．この結果を

更に年齢別に検討したところ，年代が下がる

につれて陽性率が下がる傾向が認められた． 

 
Ｄ. 考察 

 AAV ベクターを用いる遺伝子治療に際して

はさまざまな組織が標的となっており，中枢

神経系への遺伝子導入には２型が好適で，神

経細胞に特異性の高い効果が得られる．肝臓

を標的とする場合には静脈内投与で効果が期

待できる８型が最も有望と考えられている．

一方で，サルでは８型に対する中和抗体の陽

性率が高く，中和抗体が存在する場合には遺

伝子導入に成功していない．一般に中枢神経

系を標的にする場合のように組織に直接注入

する際には血液中への投与に比べて中和抗体

の影響は受けにくいと考えられており，今回

の検討結果もこの説を支持するものである．

中和抗体の力価が非常に高い場合には影響す

る可能性があるが，今のところ詳細は不明で

ある．中和抗体の測定法に関しては我々も改

良を加えてきており，世界的に見ても最も鋭

敏な検出法として確立できたものと考えられ

る．日本人における陽性率に関してはこれま

で検討されていなかったが，いずれの血清型

においても陽性率は約３割であり，他の先進

諸国と大きな差はなかった．若年層で陽性率

が低くなっている理由は明らかではないが，A

型肝炎ウイルスなどでも同様の事象が認めら

れており，公衆衛生の改善，特に下水道の整

備による経口感染の減少が影響している可能

性がある．今後の追跡調査が必要であるが，

この傾向は遺伝子治療の効果が期待できる対

象者が増えることを意味しており，AAV ベク

ターを用いた遺伝子治療を広く進めていく上

で有利な知見である． 

 台湾で 12 月に行われた AADC 国際シンポジ

ウムでは台湾の AADC 症例において中和抗体

陽性例が極めて低いことが話題となった．台

湾全体における中和抗体陽性率のデータがな

いので正確な議論は出来ないが，他の国々と

同等と仮定すると，幼少時における同年代の

子ども達からの感染の機会が少ないことが影

響しているのではないかと思料される． 

 

Ｅ．結論 

 AAV を用いた遺伝子治療法に影響しうる因

子として治療前の中和抗体につき検討した．

肝臓に対する遺伝子治療の際には中和抗体の

存在により効果の著明な減弱が認められたが，

中枢神経系を対象とした場合には影響は明ら

かでなかった．高力価の場合には影響する可

能性があることから，今後もこの点に留意し

つつ，臨床への展開を進めていきたい． 
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