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1遺伝子治療臨床研究の名称  

AADC発現AAVベクター線条体内投与による進行期パーキンソン病遺伝子治療の臨床研究  

2 総括責任者およびその他の研究者の氏名ならびに当該遺伝子治療臨床研究において  

果たす役割  

（1）総括責任者の氏名  

中野今治  自治医科大学医学部・神経内科・教授  

遺伝子治療臨床研究の総括  

（2）総括責任者以外の研究者の氏名およびその担当する役割  

小澤敏也  自治医科大学・遺伝子治療研究部・教授  

副責任医師、ウイルスベクターに関する全般管理  

渡辺英寿  自治医科大学・脳神経外科・教授  

副責任医師、脳内へのベクター注入の管理・助言  

藤本健一  自治医科大学・神経内科・助教授  

患者評価統括と定位脳手術補助  

村松慎一  自治医科大学・神経内科・助教授  

適応患者の選択・評価およびウイルスベクターの管理  

加藤正哉  自治医科大学・脳神経外科・助教授  

遺伝子導入のための定位脳手術実施  

久米晃啓  自治医科大学・遺伝子治療研究部・助教授  

ウイルスベクターの品質検査と管理  

池口邦彦  自治医科大学・神経内科・講師  

患者への説明と同意の取得および患者評価  

水上浩明  自治医科大学・遺伝子治療研究部・講師  

ウイルスベクターの検出  

岡田尚巳  自治医科大学・遺伝子治療研究部・講師  

ウイルスベクターの管理と注入に関する情報収集  

卜部匡司  自治医科大学・遺伝子治療研究部・講師  

ウイルスベクターの解析  

川上忠孝  自治医科大学・神経内科・助手  

適応患者の選択、患者評価および定位脳手術補助  

松下 卓  自治医科大学・遺伝子治療研究部・助手  

ウイルスベクターの品質検査と管理  

佐藤俊彦  宇都宮セントラ／レクリニック・院長  

PET検索  

3 実施施設の名称およびその所在地  
名称：自治医科大学附属病院  

所在地：〒329－0498栃木県F野市薬師寺331l－l  
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電話（代表）0285（44）2111   

4 遺伝子治療臨床研究の目的  

本研究は、進行したパーキンソン病患者の線条体（被殻）に、ヒト芳香族Lアミノ酸脱炭酸酵素（aromatic   

L－aminoaciddecarboxylase：AADC）遺伝子を組み込んだ2型アデノ随伴ウイルス（adeno－aSSOCiatedvirus：   

AAV）ベクターを定位脳手術的に注入し、その安全性を検証するとともに、経口投与するL－dopaによっ  

てドパミン産生を促し、パーキンソン症状を改善することを目的とする．ドパミンの過剰合成に伴って   

生じ得るジスキネジアはL－dopaの投与量を減らすことにより予防する．   

5 辻伝子治療臨床研究の対象疾患およびその選定理由  

（1）治療を直接の目的とした辻伝子治療臨床研究を行う場合   

①対象疾患に関する現時点での知見  

パーキンソン病は振戦、寡動、筋強剛、姿勢反射障害を主たる症候とし、通常40－70歳で発症する進   

行性の神経変性疾患である．振戦は概して安静時に出現し、病初期には一側性である．衣服の着脱や靴  

の脱ぎはきなど日常生活動作に時間がかかるようになり、このことはボタンのかけ外しや靴ひもを結ぶ   

などの指先のこまかい動作において特にめだっ．また、歩行時の腕振り、瞬目、唾液ののみこみなど、   

無意識に行う動作が少なくなる．姿勢は前屈となり、股関節、膝関節、肘関節が屈曲傾向を示す．病気  

の進行とともに患者の動作はますます遅くなり、椅子やソファに人形のように身動きもせずにすわって  

いるようになる．この段階になると、患者はバランスを失って（立ち直り反射の障害）転倒しやすくな  

る．最も進行した状態では車椅子あるいはベッドに寝たきりとなり、濃厚な介護を要するようになる．  

欧米におけるパーキンソン病の有病率は人口10万人当たり120－130人と推計されている．本邦でのそ   

れは、従来は欧米よりもはるかに少ないと考えられてきたが、最近の調査では欧米と殆ど変わらないこ  

とが判明した1）．これは主に人口の高齢化によるものと考えられている．本症の経過には症例差があり、   

発症から寝たきりになるまでの期間は3－15年と幅がある．抗パーキンソン病薬の発達した現在では、発   

症15年を経ても、On時には約4分の3の患者がHoeh－Y山甘のステージ分類でⅠⅠⅠ度以下との報告もあ  
る三） 

パーキンソン病の病理は、黒質と青斑核のメラニン含有細胞の脱落とLewy小体の出現である．黒質   

のメラニン含有細胞数と体積は加齢でも減少する3）．McGeerPLetal．は80歳では若年時の425，000個か  

ら200，000個に減少していたと報告している4）．異質のメラニン含有細胞の数、密度、および体積は10   

歳、歳をとるごとにそれぞれ9．8％、74％、32％減少する4）．その細胞数は、90歳代では、10歳代の   

約3分の1に減少している．McGeerPLetal．はパーキンソン病においてはメラニン含有細胞数が同年齢   

正常対照の約30％に減少していたと報告した．さらに、PakkenbergBetal．は、7例のパーキンソン病患   

者と7例の同年代の正常対照例において黒質のメラニン含有細胞の数を計測した．その結果、正常人の   

異質メラニン含有細胞の平均数は550，000個であるのに対しパーキンソン病ではその約70％が脱落して   

いた、とほぼ一致した減少率を記載している5）．このようにパーキンソン病でみられる黒質メラニン含   

有細胞の脱落は加齢のみでは説明し難く、別の要素が関与しているものと考えられる．  

異質のドパミンニューロンは線条体に投射しているので、異質ニューロンの脱落によって線条体のド   

′ミミンが欠乏する・この減少は1Sfluoro－L－dopaを使ったPETstudyによっても示されており6）7）、パーキ   

ンソニズムを生ずる神経薬理学的背景と考えられている．  

パーキンソン病の原因は不明である．原因究明はもっばら遺伝、毒物、ウイルス、フリーラジカル、  
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視床下部栄養因子欠乏の観点から行われてきた＝）．これまでのところ、一部の家族性パーキンソン病に  

限ってα－SynuClein8）やparkln9）などの遺伝子変異が見つかっているが、大部分の特発性パーキンソン病  

では遺伝子変異は明らかになっていない．   

毒物に関しては、自然界には存在しない1－methyl－4－Phenyl－1，2，3，6－tetrahydropyrldine（MPTP）という  

合成化合物によって異質ニューロンが脱落してパーキンソニズムが生じることが報告された10）．パーキ  

ンソン病はMPTP類似の、しかし、より慢性的に作用する外毒素により生ずる可能性が示されたわけで  

あるが、これまでの精力的な研究にもかかわらずその毒素は特定されていない．   

一方、ドパミンニューロンは上述のように加齢とともに減少し、ドパミンの分解酵素であるモノアミ  

ン酸化酵素の活性は加齢とともに上昇することから、内在毒素説が提唱された．細胞酸化反応により過  

酸化水素とフリーラジカルが発生し、これを取り除かないとドパミンニューロンが傷害される．パーキ  

ンソン病患者の黒質では、過酸化水素の除去に対して主要な役割を果たす還元型グルタチオンが高度に  

減少しているIl）．しかしながら、この減少は酸化ストレスをもたらす（酸素ラジカルを増大させる）原  

因なのか、逆に酸化ストレスの結果（還元型グルタチオンは酸化ストレスで減少する）なのかは未確定  

である．一方、パーキンソン病患者の黒質ではミトコンドリアの複合体Ⅰの活性が低下していることが  

示されている1：）13）が 、これは外毒素、酸化ストレス、あるいはミトコンドリアmAの遺伝的欠陥のい  

ずれでも生じ得る．   

現在、パーキンソン病に対しては複数の治療法がある．抗パーキンソン病薬（抗パ薬）だけでも数種  

類、すなわち最も強力なしdopaのほか、ドパミン作動薬、モノアミン酸化酵素阻害薬、抗コリン剤、ア  

マンタジンなどが使用可能である．実際には臨床症状に合わせて、これらの中からlつあるいは複数を  

選んで使用する14）．さらに、視床破壊術や淡蒼球破壊術などの定位脳手術も行われている．加えて脳内  

の諸核に刺激電極を留置し、前胸部に植え込んだ電気刺激装置によってこの電極を高頻度刺激する深部  

脳電気刺激療法（deepbralnStimulation）も世界各地で行われている15）．本邦でも、2000年4月より、深  

部脳電気刺激療法に保険が適用されるようになり、当施設でも脳神経外科と神経内科が協力して既に多  

数例で実施している．また、保険の適用はないが、修正電気痘攣療法（modlfiedelectroconvulsivetherapy）  

も試みられている16）．   

しかしながら、これらの治療法はそれぞれに問題点を有している．抗パ薬、特にL－dopaを長期服用す  

ると様々の不都合が生じる；①効果の減弱、②運動症状の目内変動、すなわちIVeari昭一0汀現象やon－0汀  

現象、あるいは過剰運動としてのジスキネジア（不随意運動）、③精神症状、すなわち幻覚や妄想がその  

代表である．これらは、線条体におけるド′ミミンニューロンの軸索終末が減少することによって生じる  

と推測されている．しdopaからドパミンへの変換は軸索終末で行われるために、これらの軸索終末が減  

少すればしdopaを投与してもドパミンへの変換は十分には行われなくなり、L－dopaの効果は減弱する・  

一方、線条体でのドパミンニューロンの軸索終末の減少によってドパミンに対する脱神経性過敏が生じ、  

このためにL－dopa投与により線条体のドパミン量がわずかでも過剰になればジスキネジア（不随意運  

動）が出現すると考えられている11）．しdopa治療後2年で、運動症状の動揺は約50％、不随意運動は  

30％に出現する17）．また、ドパミン受容体作動薬を単剤で長期間治療するのは困難で、3年目までに約  
50％、5年目までに70％近くの患者はL－dopaとの併用を要する18）19）．また、視床や淡蒼球などの定位脳  

破壊術や深部脳電気刺激療法も全てのパーキンソン病症例に対して有効なわけではなく、症状によって  

適用術式が限定される．例えば視床破壊術は振戦や筋強剛の改善効果は強いが、その他のパーキンソン  

症状に対する効果は弱い．また、両側手術では認知症などの合併症の危険がある．淡蒼球破壊術は筋強  

剛や抗パ薬の副作用としてのジスキネジア（不随意運動）に対する効果は強いが、歩行障害や寡動、姿  
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勢反射障害などに対する効果は不十分である．深部脳電気刺激療法、とりわけ両側視床下核の同時刺激  

は振戦、寡動、筋強剛、姿勢反射障害など全てのパーキンソン症状に対して有効だが、進行してL－dopa  

の効果がなくなった症例には無効であり、長期予後も良好とは言えない：0）．磁気刺激療法や修正電気痙  

攣療法はまだ研究段階であり、どのような症例に有効であるかの基準もなく、広く普及するには至って  

いない．  

② 当該遺伝子治療臨床研究の概要   

本研究では、進行したパーキンソン病患者の線条体（被殻）に、ヒトAADC遺伝子を組み込んだ2型  

AAVベクター（AAV－hAADC－2）を定位脳手術的に注入する．AADC（酵素番号enzymecode：EC4．1．1．28）  

はそれぞれドパミンおよびセロトニンの前駆体であるL－dopaおよび5－HTP（5－hydroxytryptophan）を特  

異的基質とする酵素である．したがってAADCによってドパミンの他にセロトニンも生成されるが、セ  

ロトニンの生成量は5－HTPの量に依存する．5－HTPはプロトコール上投与されることはなく、内因性の  

5－HTPからAADCを介して生成されるセロトニンの量は生理的範囲内であるのでセロトニンが過剰生成  

されることはない．   

本研究に期待されるもう1つの点は、進行したパーキンソン病治療に伴って問題になる精神症状への  

対策である・ドパミンはパーキンソン病において不足する黒質一線条体路だけではなく、中脳一辺縁系路  

における神経伝達物質でもあるノバーキンソン病の治療を目的としてL－dopaなどのドパミン受容体刺激  

薬を使用すると、中脳一辺縁系路が刺激されて精神症状が発現する．本研究では、異質一線条体路の投射  

先である被殻の背外側部に選択的にAAV－hAADC－2を注入するので、精神症状を発現させることなくパ  

ーキンソン症状を改善させることが期待される．   

③他の治療法との比較および遺伝子治療を選択した理由   

進行したパーキンソン病に対しては、薬物療法のみならず外科的治療も無効である．また磁気刺激療  

法や修正電気痙攣療法は研究段階であり、パーキンソン病に対する効果が十分には確認されていない．  

特に進行例に対する効果は限定的であると考えられる．現在のところ、進行したパーキンソン病に対す  

る新しい治療戦略として、ドパミン産生細胞の移植、幹細胞治療、そして遺伝子導入療法が考えられる．  

A．ドパミン産生細胞の移植   

ド′ミミン産生細胞の移植によってパーキンソン病を治療する試みは、1979年に均orklundらがパーキ  

ンソン病のモデル動物の線条体に、胎仔の中脳異質ドパミンニューロンを移植し、症状の改善を報告し  

たことに端を発する．臨床応用では、ドパミンを産生する移植細胞をどこに求めるかが問題になった．  

最初に注目されたのは患者自身の副腎髄質細胞で、1982年以来世界中で300例以上の自己副腎移植が行  

われたが、その結果は満足できるものではなかった．原因は細胞の生者率の悪さにあると考えられた．  

そこで自己副腎と神経栄養因子の分泌がさかんな末梢神経を同時に移植する試みが行われている．治療  

成績は自己副腎のみの移植と比べて良好であるが、症例数も少なく、一般化するには至っていない．   

板倉らはドパミン供給細胞として交感神経節に注目し、1991年以来、自己の頸部交感神経節（星状神  

経節）より採取した細胞を線条体に移植している二l）．治療効果は認められるものの、時間経過とともに  

効果は減弱するので、星状神経節はドパミン供給のためには量的に不十分と考えられた．より多くの交  

換神経節細胞を得るために、胸部交換神経節を利用する方法も検討されているが、長期的な効果は不明  

である．  
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lり87年にメキシコのMadrazoらは中絶胎児の中脳異質ドパミン細胞をパーキンソン病患者に移植し、  

症状の改善を報告した．米国の施設も追随しようとしたが、NIHは1988年に胎児を用いた移植研究を  

禁止した．宗教上の理由から人工妊娠中絶に反対する強い世論が存在し、一方で金銭と引きかえに胎児  

を売る人間が現れてもおかしくない社会情勢に配慮した決定だった．その後連邦政府および各州での法  

整備が進み、法律に準拠した胎児脳移植が再開され、胎児の異質ドパミン細胞を用いた二重盲検試験が  

2つ実施された2二）ユ3）．いずれの試験でも移植群においてPETにより【18F］L－dopaの取込みの増加が認めら  

れ、剖検例で移植したドパミン神経細胞が生着していることが確認された．しかし、臨床効果について  

は、当初期待されたほどではなかった．1番目の試験では、60歳以下の患者でのみプラセボ群と比較し  

て軽度の症状の改善を認めた．また、2番目の試験では、移植前の運動障害が軽い患者のみ2年後の症  

状の増悪がプラセボ群より少なかったが、全体としてはプラセボ群と差がなかった，さらに、移植患者  

の一一部でL－dopaを服薬しない状態においても不随意運動0打－medicatlOndyskinesiaが出現することが明ら  

かになった．これらの結果から、2番目の試験を行った01anowらは、現時点では胎児細胞移植はパーキ  

ンソン病の治療として推奨できないとしている．   

胎児細胞移植では、1人のパーキンソン病患者を治療するために、胎児4人分のドパミン細胞が必要  

である．さらに移植細胞の生者のためには、免疫抑制剤を使用した場合には、免疫能力の低下に起因す  

る様々な合併症の危険がある．胎児の黒質ドパミン細胞移植の症例数は世界的にも限られており、効果  

についても議論が分かれている．また、現在我が国には中絶胎児組織の臨床応用に関するガイドライン  

が存在せず、直ちにこの治療法を実施することは困難である．  

B．幹細胞治療   

脳内にも分化能力に富む神経幹細胞が存在することが発見され、その移植によって様々な神経疾患の  

治療ができるのではないかと注目を集めている．多能性の幹糸田胞は適切な条件下では、神経細胞を含む  

種々の細胞に分化させることができる．パーキンソン病やアルツハイマー病などの神経疾患の治療に際  

して、この幹細胞を修復用の細胞や組織の供給源として用いることが研究されている．この領域の研究  

は大きな成果をもたらす可能性を秘めているが、実用化の前には高いハードルが数多く横たわっている．  

例えば、神経幹細胞をどこから得るかという問題がある．胎児の幹細胞を利用する場合は、胎児の異質  

ドパミン細胞移植の場合と同様の問題が生じよう．成人の死体から神経幹細胞を分離したという報告も  

あるが、このようにして得た神経幹細胞を利用する場合には、臓器移植と同様の問題が生じる．成体内  

に元来少数存在する神経幹細胞を取り出して増殖する方法なら、多くの問題を解決できるが、短期間で  

大量の移植用細胞を分化誘導する技術は確立していない．また増殖中の細胞を利用する場合には、未熟  

な細胞であるだけに、がん化の可能性も考慮する必要がある．睦性幹細胞（embryonic stemcell：ES細  

胞）からドパミン細胞を分化させる方法も開発されてきているが、未分化細胞の混入による奇形種発生  

の危険性がある．また、胎児細胞移植と同様、細胞移植後に不随意運動が生じる可能性がある．またと  

卜ES細胞の利用に際しては、ヒトES細胞の臨床応用に関するガイドラインが未整備であることも問題  

である．このように、パーキンソン病に対して近い将来、幹細胞治療を行い得る見通しは、今のところ  

立っていないのが実状である．  

C．遺伝子導入療法   

細胞移植に伴う問題点を回避する方法として、遺伝子導入療法が考えられる．脳内に存在する自己細  

胞に遺伝子を導入することによって、失われた神経細胞の働きを遺伝子導入された自己細胞に代行させ  
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るという戦略である．導入する遺伝子の種類によって、3種類の戦略が考えられている．第1はドパミ  

ン産生にかかわる酵素遺伝子を導入して、自己細胞にドパミンを産生させる方法である．パーキンソン  

病に対するドパミン神経細胞の移植治療では、その本来の存在部位である黒質への細胞移植は手技的に  

難しいこと、また仮に黒質に移植したとしても線条体にその軸索を投射させる手法がないことから線条  

体への細胞移植が行われており、0perl－1abelstudyでは、L－dopa非服用時におけるuninedParkinson’sdisease  

rating scale（tnDRS）の運動スコアで30－40％の運動障害の軽減、1日のうちでL－dopaが無効な時間（0打）の  

43－66％の減少、1日あたりに必要なL－dopaの16－77％の減量など、実際ある程度奏効しているコ4）．線条体  

に投射しているドパミンニューロンの軸索終末からドパミンが放出される機構は十分には解明されてい  

ないが、ドパミンは他の伝達物質とは異なって単に細胞間隙に一定量が徐々に漏れだしていれば十分で  

あるとの考えもある．カプセル化細胞の線条体移植実験25）はこの仮説を支持するものである．また、上  

記の細胞移植治療が奏効することもこの推測に反しない．以上の知見を総合すれば、ドパミン合成に必  

要な酵素遺伝子を線条体の神経細胞に導入してドパミンを産生させれば症状が改善することが期待され  

る．これが本臨床研究の基本的なコンセプトである．   

遺伝子導入療法の第2の戦略は、線条体の細胞に神経栄養因子を産生させる方法である．神経細胞が  

長期間にわたって生存していくためには、神経栄養因子の存在が必要である．神経変性疾患では、例え  

ばパーキンソン病ではドパミンニューロンが障害され、アルツハイマー病ではアセチルコリンニューロ  

ンが障害され、筋萎縮性側策硬化症では運動ニューロンが障害されるというように、特定の系統のニュ  

ーロンが障害される．特定の機能を持ったニューロ■ンには、その生存に必要な栄養因子が存在し、その  
栄養因子の欠乏によって神経変性疾患が発病するという説がある．パーキンソン病ではドパミン細胞の  

生存に必要な栄養因子の不足が、ドパミン細胞の変性脱落を加速している可能性がある．そこで神経膠  

細胞由来神経栄養因子（glialcellline－derivedneurotrophicfactor：GDNF）をはじめとするドパミン細胞の  

栄養因子を線条体に補充する治療が考慮されている．神経栄養因子は分子量が大きいため、血液脳関門  

を通過することができない．持続的に脳室内へ投与する工夫もあるが、感染の危険もあって臨床応用は  

現実的には難しい．そこで遺伝子導入によって、線条体の細胞に神経栄養因子を産生させる方法が考え  

られた三6）．2004年から、AAVベクターを使用してGDNF類似の神経栄養因子であるneurturinの遺伝子  

を被殻に導入する遺伝子治療の臨床試験が米国で開始された．   

第3の戦略は、抑制性伝達物質であるGABAの合成酵素であるglutamic acid decarboxylase（GAD－65  

およびGAD－67）の遺伝子を視床下核の細胞に導入して、視床下核の出力を興奮性から抑制性に変換す  

る方法であるヱ7）．パーキンソン病では視床下核の神経細胞の活動性が異常に克進しており、これが症状  

発現に大きく関与していることが、様々なデータから推察されている．2003年8月には、米国でAAV  

ベクターを使用したこの方法による臨床試験が開始され、成果が注目されている．しかし、この方法で  

は、視床下核の過剰な抑制に陥る可能性や、視床下核内の機能局在により遺伝子導入の効果が異なる可  

能性がある．   

このように、従来の薬物療法や手術療法ではL－dopaの効果が減弱した進行例に対する治療には限界が  

あり、また遺伝子導入以外の新しい治療法はそれぞれの問題があって、直ちに広く臨床応用することは  

難しい．本研究では進行したパーキンソン病に対する新しい治療法として、ドパミン合成を促進する遺  

伝子治療を選択した．予定されているAADC遺伝子の導入と1」一dopaの経口投与を組み合わせる方法は  

安全性も高く、動物実験において有効性も確認されていることから、遺伝子治療臨床研究の第一歩とし  

て、この方法を採用した．  
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今回使用する臨床用AAVベクターについては、米国Avigen社（1301HarborBayParkway，Alameda．CA  

94502）によって作製された．同社と本研究チームは約10年間にわたってAAVベクターに関する共同  

研究を幅広く進めてきた．Avigen社はAAVベクターを用いた遺伝子治療法の開発を主目的に設置され  

たベンチャー企業であり、血友病Bに対する遺伝子治療臨床研究を実施したことで知られている．同社  

は2番目の遺伝子治療対象疾患としてパーキンソン病を取り上げ、その戦略としては、AADC発現AAV  

ベクターとL－dopa内服を組み合わせる方法を採用した．我々は、チロシン水酸化酵素tyrosinehydroxylase  

（TH）発現AAVベクター／AADC発現AAVベクター／GTPcyclohydrolaseI（GCH）発現AAVベクタ  

ーの三者を組み合わせる遺伝子治療法の開発を行い、パーキンソン病モデルサルの系でその有効性を確  

認しているが、臨床応用の第1段階としてはドパミン産生量の制御が簡単であり、かつ1種類のベクタ  

ーで済むAvigen社の方法が適していると判断し、Avigen社の臨床プロトコールにほぼ沿った形で最初の  

臨床研究を実施することとした・このAÅV壷AADC－2とL－dopa内服を組み合わせる遺伝子治療法に関し  

ても、パーキンソン病モデルサルを用いた前臨床研究で、その安全性と有効性を既に確認している．   

Avigen社は、本遺伝子治療法（Phaselclin1CaltrlalusingAV201）に関して慎重に準備を進め、2004年  

に米国FDAからrNDとしての承認を受け、同年12月16日に第1例目の遺伝子治療を米国UCSF（400  

PamassusAve．SanFrancisco、CA94143）で実施した．本研究チームも、ここ数年、Avigen杜とパーキン  

ソン病の遺伝子治療に関して話し合いを行ってきており、2004年に入ってからは具体的な交渉を進めて  

きた．また、2004年10月と12月には、Avlgen杜の担当者が自治医科大学を訪問し、米国の臨床試験の  

概要説明・自治医科大学の関係施設の視察などを行った．2005年7月20日にUCSFで実施された第二  

例目の遺伝子治療手術は、申請者らの立ち会いのもとで行われた．その上で、自治医科大学とAvigen社  

との間でパーキンソン病遺伝子治療のための臨床用AAVベクターの提供に関する契約（ClinicalReserch  

AgreementlCRA）を締結し、本学での遺伝子治療第InI相臨床研究を実施することとなった．このCRA  

は2005年8月12日付けで締結された（資料l）．自治医大における具体的な遺伝子治療プロトコールに  

関しては、細部については米国UCSFと全く同じものにする必要はないこと、自治医科大学ではUCSF  

のプロトコールでの第二用量に相当する AAVベクター量からスタートできることが確認されている．  

なお、Avigen社がパーキンソン病の遺伝子治療を目的にAAV－hAADC－2を提供する施設としては、今の  

ところ、米国ではUCSF、米国外では自治医科大学の2個所に限定されている．   

2005年12月17日にAvigenはこの遺伝子プロトコールを米国のGenzyme社に売却したため、今後  

GcⅢyme社からベクターの供給を受けることとなる．本臨床研究で使用する予定のベクターは既に  

Avigen杜により製造されており、現在はGenzyme社に保管されている．上述したAvlgen社と自治医科  

大学間の契約（CRA）はGenezyme杜が引き継ぐことを確認している（資料1）．  

‘遺伝子の種類およびその導入法  

（1）人に導入する遺伝子の構造と性質   

①人に導入する遺伝子の構造  

ヒトAADC遺伝子は第7染色体上に位置する85，000塩基対以上におよぶ大きなDNAで、メッセンジ  

ャーRNAに対応する15のエキソンからなり、各々のエキソンは20ないし400塩基対、イントロンは   

1，000ないし17，700塩基対の長さであるコ8），本研究ではメッセンジャーRNAから逆転写で合成されたと  

卜AADCの相補的DNAを治療遺伝子として用いるが、イントロンが除かれている点が、もとのゲノム  

DNAとは異なる．この相補的DNAはと卜褐色細胞腫の相補的DNAライブラリーをもとに、480個のア  
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ミノ酸をコードする1，440塩基対と終止コドンを含む1，443塩基対として単離されている．この相補的  

恥Aを、アンピシリン耐性遺伝子を含むプラスミドベクターに組み込み、そのプラスミドベクターで形  

質転換した大腸菌を培養する．この後、大腸菌よりプラスミド精製用陰イオン交換カラムクロマトグラ  

フィーを用いて必要量のプラスミドベクターを調製する．  

②人に導入する遺伝子の性質   

本研究では、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AADC遺伝子を発現させる（図1）．導入遺伝  

子がAÅVベクターにより染色体に組み込まれる可能性は極めて低く、導入遺伝子は基本的に染色体外  

に存在すると考えられている．AAVベクター内では導入遺伝子は1本鎖mAであるが、細胞内で2本  

鎖DNAに変換され導入遺伝子が発現する．ラットでは、このAAVベクターによる発現は1年以上持続  

することが示唆され、サルにおいても遺伝子導入の効果が3年以上持続することが示されている．  

＼・－－＼＼、   
＼   

＼、、  

hAADC gene 

lTR  

図1：ウイルスベクターに搭載される辻伝子  

AAV由来の塩基配列は両端に存在するITR以外の部分が除かれ、サイトメガロウイルスのプロモータ  

T／エンハンサー（CMVPr）、ヒトAADC遺伝子（hJWCgene）、ヒト成長ホルモンのポリA配列（hGH  

PA）によって置換されている．  
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③導入遺伝子からの生成物の構造およぴその生物活性   

AADCは53．9kDaの2量体として存在し、ド′ミミンやセロトニンなどの神経伝達物質の合成にかかわ  

つ．ている・この酵素は、チロシン水酸化酵素により生合成されたL－dopaの脱炭酸によりドパミンを合成  

する．本研究では、経口投与するL－dopaの投与量を調節することにより、AADCによるドパミンの合成  

量を制御することが可能である．また、AADCはトリプトファン水酸化酵素により生合成された5－HTP  

（5－hydroxytryptophan）の脱炭酸によりセロトニンを合成するが、AADCにより内因性の5－HTPから生  

成されるセロトニンの量は生理的範囲内である．  

（2）本計画で使用するその他の組換えDNAの構造と性質  

本計画では他の組換えDNAは使用しない．  

（3）標的細胞とした細胞の由来および生物学的特徴ならびに当該細胞を標的細胞とした  

理由  

パーキンソン病では、線条体に投射している異質ニューロンの脱落によって、線条体のドパミンが欠  

乏している．このため、異質の神経細胞や、黒質一線条休路の投射先である被殻の神経細胞を標的として  

遺伝子導入を行うことが、治療効果を得るために効果的であると期待される．本計画では安全性を考慮  

し、被殻に存在する自己の神経細胞を標的として遺伝子導入を行い、ドパミンを産生させる．  

（4）辻伝子導入方法の概略および当該導入法を選択した理由  

遺伝子導入法に関しては、ウイルスベクターあるいは非ウイルスベクターが用いられるが、それぞれ  

には一長一短があるため、標的細胞の種類や必要とされる発現期間などを考慮して目的に応じて使い分  

ける必要がある．神経細胞に遺伝子導入する場合には、①非分裂細胞である神経細胞に目的遺伝子を効  

率よく導入できること、②導入遺伝子が長期間にわたり発現すること、③生体に対して安全であること、  

が求められる．アデノウイルスベクターは細胞障害性が強く、導入遺伝子の発現が一過性である．レン  

チウイルスベクターは非分裂細胞に遺伝子を導入可能であるが、ヒト免疫不全ウイルス（HIV）を基本  

骨格としており、前臨床試験において十分に研究されておらず安全性の面で問題がある．AAVベクター  

ほ神経細胞に効率よく遺伝子を導入できること、細胞毒性が少なく、静止期細胞で長期間発現が望める  

こと、非病原性のウイルスを基本骨格としていることから上記3条件を満たす．霊長類のAAVには2  

型をはじめとして複数の血清型が同定されている（表1）．またさらに多数の遺伝子型が存在する可能性  

が指摘されている．5型では神経細胞以外にグリア細胞にも導入遺伝子の発現が多く認められるが、2  

型AAVは比較的特異的に神経細胞で導入遺伝子が発現する．米国では2型AAVベクターのみが臨床研  

究に使用することを認められており、血友病に対して第Ⅸ凝固因子発現AAVベクターの骨格筋二9）およ  

び肝臓への注射30）、パーキンソン病に対してグルタミン酸デカルポキシラーゼ（GAD）発現AAVベク  

ターを視床下核に注入する臨床研究：7）および神経栄養因子であるneurturin発現AAVベクターを被殻に  

注入する臨床研究が既に行われている．以上のことから今回の臨床研究では2型AAVベクターを利用  

するのが最適と考えられる，  
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