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平成18年9月27日  

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関  

する法律に基づき申請のあった第一種使用規程に係る意見について  

遺伝子治療臨床研究に係る  

生物多様性影響評価に関する  

作業委員会 委員長 吉倉 廣   

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律  

（平成15年法律第97号）に基づき申請のあった下記の遺伝子組換え生物等の  

第一種使用規程について、本作業委員会で検討を行い、その結果を別紙のとお  
りとりまとめたので報告いたします。  

記   

1．ヒトアミノ酸脱炭酸酵素遺伝子を発現する非増殖性の遺伝子組換えヒトア  
デノ随伴ウイルス2型（AAV－hAADC－2）  

申請者：自治医科大学附属病院 病院長 島田和幸  

（申請時：布施 勝生）  

申請日：平成18年1月25日  
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（別 紙）  

【作暮委■会の評♯結果（自治医科大学附1病院）】  

1．ヒトアミノ酸脱炭酸酵素遺伝子を発現する非増殖性の遺伝子組換えヒトアデノ随伴ウイル   
ス2型（AAV－MC－2）  

第一種使用等の内容：治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び  
廃棄並びにこれらに付随する行為  

申請者：自治医科大学附属病院 病院長 島田 和幸 （申請時：布施 勝生）  
（1）生物多様性影響評価の結果について  

① 他の微生物を減少させる性箕   

申請されている第一種使用規程に従った使用を行うかぎりAAV－hAAt）C－2の環境中への拡  
散は極力抑えられており、拡散し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。   

さらに、A瓜7－hAADC－2は増殖能を失っていることから、野生型アデノ随伴ウイルス（AAV）  
及びそのヘルパーウイルスであるアデノウイルスなど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。   

したがって、第一種使用規程に従った使用を行うかぎりAAV－hAADC－2は環境中に拡散し  
たとしても比較的早期に消滅すると考えられる。   

AAV－hAADC－2及びそれに由来する増殖能を獲得したウイルス（RCA）が感染する動植物  
等の種類は野生型アデノ随伴ウイルス2型（AAV2）と同等で、これらのウイルスが微生物に  
感染するとの報告はない。ヒトアミノ酸脱炭酸酵素（hAADC）遺伝子を発現すること及び非  
増殖性であること以外は、その他の特性についてもAAV－hAADC－2はAAV2と同等と考えら  
れ、AAV－hAADC－2及びRCAが競合等で他の微生物を減少させる性質はないと考えられる。   

これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり他の微生物を減少させる性  
質に起因する生物多様性影響が生じるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断  
した。  

② 病原性   

AAV－hAADC－2及びRCAが感染する動植物等の種類はAAV2と同等で、ほ乳動物に感染  
し、自然界でそれ以外の動植物及び微生物に感染するとの報告はない。また、RCAが生じる  
ためにはAAV2及びAAVのヘルパーウイルスとの三重感染が必要であり、これはヒトにおい  
てのみ起こり得る。   

さらに、AAV2の病原性は報告されていない。AAVLhAADC－2が感染したほ乳類で一過性  
にhAADC遺伝子が発現する可能性があるが、たとえhAADCが過剰発現してもそれにより  
生成するドパミン又はセロトニンの量は生理的範囲内であると予想される。   

したがって、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり AAV－hAADC－2及びRCAは、  
AAV2と同様に、ヒトを含むほ乳類に対して病原性を示さないと考えられる。   

なお、AAV2に由来する非増殖性遺伝子組換えウイルスが米国で用いられているが、環境へ  

の悪影響及び当該ウイルスに由来する重篤な副作用に関する報告はない。   

これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり病原性に起因する生物多様  
性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。  

③ 有害物箕の産生性   

AAV－hAADCT2の有害物質の産生性は知られておらず、第一種使用規程に従った使用を行  
うかぎり有害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の  

結論は妥当であると判断した。  

④ 核酸を水平伝達する性責   
AAV－hAADC－2及びRCAの感染性はAAV2と同等で、ほ乳動物に感染し、自然界でそれ  

以外の動植物及び微生物に感染するとの報告はない。AAVphAADCr2が感染したほ乳類で一  
過性にhAADC遺伝子を発現する可能性はあるが、これによる他のほ乳類個体への核酸の水  
平伝達は知られていない。RCAが出現したとしても核酸を水平伝達する性質はAAV2と同等  
である。   

また、申請されている第一種使用規程に従った使用を行うかぎりAAV－hAADC2の環境中  
への拡散は極力抑えられており、拡散し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。さらに、AAV－hAADC－2は増殖能を失っていることから、AAV及びAdVとの共感染  
がないかぎり環境中で増殖することはない。したがって、第一種使用規程に従った使用を行  

うかぎりAAVThAADC－2は環境中に拡散したとしても比較的早期に消滅すると考えられる。   
これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり核酸を水平伝達する性質に  

起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断し  
た。  

（2）生物多様性影響評価書を踏まえた結論   

以上を踏まえ、AAV－hAADC－2を第一種使用規程に従って使用した場合に生物多様性影響  
が生ずるおそれはないとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。  
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と保全プロジェクトグループ主任研究員   

自治医科大学医学部教授  

おざわけいや  

小 澤 敏 也  
かんだただひと  

神 田 忠 仁  国立感染症研究所   
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ささづきたけひこ  
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靡小澤委員につい丁、β潜應署オ字／好屠病裔オーらの申′諸に併刺不参勿  
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第一種使用規程承認申請書  

平成18年1月25日  

厚生労働大臣 川崎 二郎 殿  

環境大臣  小池 百合子 殿   

申請者 氏名 自治医科大学附属病院  

病院長  布施 勝生  

住所 栃木県下野市薬師寺331l－l   

第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等  

の規制による生物の多様性の確保に関する法律第4条第2項の規定により、次  

のとおり申請します。  
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遺伝子組換え生物等の  ヒトアミノ酸脱炭酸酵素遺伝子を発現する非増殖性の遺伝   

種類の名称   子組換えヒトアデノ随伴ウイルス2型（AAV－hAADC－2）   

遺伝子組換え生物等の  治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、   

第一種使用等の内容  運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為   

遺伝子組換え生物等の  治療施設の所在地：栃木県下野市薬師寺3311番地1   

第一種使用等の方法  治療施設の名称：自治医科大学附属病院  

（1）AAV－hAADC－2溶液は、容器に密封後、凍結状態で治  

療施設に輸送し、施設内の実験室内の冷凍庫に保管する。  

（2）凍結状態のAAV－hAADC－2溶液の融解、希釈及び分注  

操作は、P2レベルの実験室（以下「P2実験室」という。）  

内の安全キャビネット内で行う。AAV－hAADC－2希釈溶  

液の保管は、P2実験室内の冷凍庫において行う。なお、  

AAV－hAADC－2希釈溶液又はその凍結晶を開放系区域を  

通って他のP2レベル区域に運搬する場合には、二重に密  

閉した容器に入れて運搬する。  

（3）AAV－hAADC－2溶液（希釈溶酒を含む。）を廃棄する  

際には、ウイルス不活化（高圧蒸気滅菌処理又は焼却によ  

る。）を行った後、本施設で定められた医療廃棄物管理規  

程（以下「医療廃棄物管理規程」という。）に従い廃棄す  

る。  

（4）P2実験室内の安全キャビネット内でAAV－hAADCT2希  

釈溶液を専用のシリンジ、チューブ及びカニューレからな  

るデノミイスに充填し、それを専用のシリンジポンプに装着  

したもの（以下「注入セット」という。）を二重に密閉し、  

環境中への拡散防止措置を適切に執った陽庄でない手術  

室（以下「手術室」という。）に運搬する。なお、手術室  

は手術室区域の端に位置し、AAV－hAADC－2投与当日は  

手術室で他の手術を行わない。  

（5）被験者に対するAAV－hAADC－2の投与は、手術室内に  

おいて、両側の被殻の中にAAV－hAADC－2希釈溶液を定  

位脳手術により注入することで行う。  

注入セットを定位脳手術装置に慎重に装着した後、被験  

者の頭蓋骨に開けた直径約12mmの骨孔からカニューレ  

を刺入して、シリンジポンプによりAAV－hAADC－2希釈  

溶液を被殻内の2方向へ遅い速度で注入する。注入終了後  

は、カニューレをそのままの位置で約3分間保持した後、  

遅い速度で抜去する。特に、脳表からの抜去は、毎分約  

3mmの速度で慎重に行う。先端を先細り構造にしたカニ  

ユーレを用いることにより、カニューレ先端からの  

AAV－hAADC－2 希釈溶液の漏出及び抜去中の  

AAVThAADC－2希釈溶液のエアゾール化を防止する。カ  

ニューレ抜去後、被験者の創部を速やかに一時的に閉創す   
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る。もう一方の被殻への注入も、これと同様に行う。なお、   

頭部の周辺には布を二重に敷き詰める。  

（6）被験者へのAAV，hAADC－2投与終了後、被験者の創部   

を消毒し、真皮に至る創傷用の皮膚欠損用創傷被覆材を貼   

付して密閉してから、さらに三角巾で覆う。ウイルス漏出   

予防のためにマスク及びガウンを着用した被験者を手術   

室から、環境中への拡散防止措置を適切に執った陽圧でな   

い個室（以下「個室」という。）に移送する。  

（7）上記（5）及び（6）で用いた注入セット等の器具及び布、ガ   

ーゼ類は、ウイルス不活化（高圧蒸気滅菌処理又は焼却）   

を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。これらのウ   

イルス不活化を他の区域で行う場合には、二重に密閉した   

容器に入れて運搬する。なお、当該手術室は、術後12時   

間は閉鎖する。その後、床を紫外線照射し、さらに4級ア   

ンモニウム塩配合洗剤で液拭きして滅菌する。  

（8）投与後72時間まで、被験者を個室内で管理する。検査   

等の理由で被験者が一時的に手術室及び個室から外の開   

放系区域に出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイ   

ルス漏出予防措置を義務付ける。  

（9）個室における管理期間中の被験者の排泄物等（血液、体   

液、尿及び糞便等）は、ウイルス不活化（高圧蒸気滅菌処   

理又は焼却による。）を行った後、医療廃棄物管理規程に   

従い廃棄する。これらのウイルス不活化を他の区域で行う   

場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。なお、   

臨床検体として使用する被験者の排泄物等の取扱いは、   

AAV－hAADC－2溶液の取扱いに準じる。  

（10）個室における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用   

した器具等及び被験者の排泄物等に接触した器具等は、ウ   

イルス不活化（高圧蒸気滅菌処理又は焼却による。）を行   

った後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄又は十分洗浄す   

る。これらのウイルス不活化を他の区域で行う場合には、   

二重に密閉した容器に入れて運搬する。  

（11）個室における被験者の管理を解除する前に、被験者の血   

液及び尿中のAAV－hAADC－2が陰性であることを確認す   

る。AAV－hAADCr2が確認されたときは、個室における   

管理を継続するt〕  

（12）個室における管理解除後に被験者の血液又は尿中から   

AAV－hAADC－2が検出された場合には、直ちに被験者を   

個室における管理下に移し、上記（S）から（11）までと同様   

の措置を執る。  
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生物多様性影響評価書  

（区分：遺伝子治療臨床研究）  

Ⅰ宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報  

1 分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況   

アデノ随伴ウイルス（AÅV）はパルボウイルス科デベンドウイルス属に分類されている  

（文献1、2）。これまでに分離されたウイルスは、抗原性の違いに基づき11の血清型に分  

けられており（文献1、3、4）、AAV，11AADC－2はAAV2型（AAV2）を宿主として作製  

された。   

AAV2は自然界に広く分布しており、ヒトでは小児期に初感染が起こること、成人の約  

半数が中和抗体を有することが知られている（文献1）。自然環境及び実験室内において、  

ヒト以外の動物での増殖は報告されていない。  

文献1： Kaipe，D．M．，Howley，P．M．ed．，FieldsVIROLOGY4thedition，pp．2327－2379，  

LippincottWilliams＆Wilkins．Philadelphia（2001）  

文献2： Tijssen、P．ed．，HandbookofParvoviruSeS，VolumeI，PP．1l－30，CRCpress，Boca  

Raton．FL（1990）  

文献3： Gao、G．，etal．，Cladesofadeno－aSSOCiatedviruSeSarewidelydisseminatedinhuman  

tisslleS．］．Virol．78：6381－6387（2004）  

文献4： Mori．S．，etal．、Two noveladenoTaSSOCiated viruSeS from cynomolgus monkey：  

pseudo－けpingcharacterizationofcapsidprotein．Virology330：375383（2004）  

2 使用等の歴史及び現状   

AAV2を含めいかなる血清型も生ワクチン等に使用した報告はない。また、AAV2に由 来する遺伝子組換えウイルスは遺伝子治療で汎用されている（IV章参照）。  

3 生理・生態学的特性（文献1、2）  

（1）基本的特性   

ウイ／レスキヤプシドは直径約26nmの正二十面体で、エンベロープはない。ゲノムは約  

4．7kbの1本鎖DNAである。   



（2）生育又は生育可能な環境の条件   

ヒトに感染するが、増殖にはアデノウイルス又はヘルペスウイルスなど（いわゆる「ヘ  

ルパーウイルス」）の存在が必要である。培養細胞でも同様にヘルパーウイルスの感染が  

成立する場合にのみ増殖が起こる。本ウイルスは常温において安定である。  

（3）捕食性又は寄生性   

自然界では、ヒト以外で増殖を伴う感染が起こるかどうかは明らかでない。正常フロー  

ラにおける存在については明らかにされていないが、急性感染時には便中に排泄されるこ  

とがあり得るとされる（文献1）。  

（4）繁殖又は増殖の様式   

AAV2は、ヒトに主に経気道ないし経口感染し、ヘルパーウイルスと共に増殖したウイ  

ルスは分泌物と一緒に排泄される。ヘルパーウイルスと同時に感染した場合、感染個体で  

増幅し、ヘルパーウイルスと共に次の生物に感染する。ヘルパーウイルスが存在しない場  

合、AAV2ゲノムは、扁桃・肺・牌臓などの組織において、2本鎖環状DNAとして存在し、  

まれに染色体に組み込まれる（文献5、6）。  

（5）病原性   

AAV2の感染は不顕性に終わると考えられており、これまで感染に伴ういかなる病原性  

も知られていない。  

（6）有害物質の産生性   

AAV2の感染に際して細胞内に産生される蛋白質性の毒素等は報告されていない。  

（7）その他の情報   

パルボウイルスに共通する性質として物理化学的に安定なキヤプシドを有しているこ  

とから、不活化には85℃で数分の加熱処理が必要とされている（文献1）。通常のオー  

トクレープにより完全に不活化される。  

文献5：Chen，C．，et al．，Molecularcharacterizationofadeno－aSSOCiatedviruSeSinftcting  

children．，．Virol．79：1478卜14792（2005）  

文献6：Schnepp，B．，etal．、Characterizationofadeno－aSSOCiatedviruSgenOmeSisolatedfrom  

humantissues．）．Virol．79：14793－14803（2005）  

ⅠⅠ辻伝子組換え生物等の調製等に関する情報   



l 供与核酸に関する情報  

（1）構成及び構成要素の由来   

ヒトサイトメガロウイルスプロモーター（略称CMV）、ヒトβグロピンイントロン、ヒ  

ト芳香族アミノ酸脱炭酸酵素hurrunaromadcL－aminoaciddecarboxylase（hWC）（1，443  

bp）をコードするDNA、及びヒト成長ホルモンのpolyA付加シグナル（略称GHpA）  

を宿主に導入した（供与核酸の全塩基配列及び対応するアミノ酸配列は別紙1、2）。  

（2）構成要素の機能   

CMVはhWC遺伝子のみを転写しhAADC（EC4．1，1．28）が発現される。また、GHpA  

により転写が終了する。   

AAV2の増殖と複製には、ゲノム両端に存在する反復配列ITRとウイルス固有の非構  

造蛋白質であるRep蛋白質（及びヘルパーウイルスの働き）が必要であり、また感染の  

標的細胞はウイルスキヤプシドによって規定される。そこで、ウイルスゲノム両端のIm  

の間のウイ／レス蛋白質コード領域を上記供与核酸に置き換えたAAVIAADC－2（ウイル  

スキヤプシドは野生型AAV2と同じ組成）については、ヘルパーウイルス存在下でも増  

殖性をもたず、また感染の標的細胞は野生型AAV2と同様であると考えられる（文献7、  

8、9）。  

文献7： Yan，Z．，etal．．InvertedtermirLalrepeatSequenCeSareimportantfbrinterm01ecular  

recombination and circularization ofadeno－aSSOCiatedviruS genOmeS．J．Virol．79：  

364－379（2005）  

文献8： Schnepp，B．，etal，Geneticfateofrecombinantadeno－aSSOCiatedviruSVeCtOrgenOmeS  

inmuscle，］．Virol．77：3495－3504（2005）  

文献9： Grim吼D．，et al．Liver transductionwith recombinant adeno－aSSOCiated viruSis  

Prirrurily restricted by capsid serotyPe nOt VeCtOrgenOtype．JViro180：426．439  

（2006）  

2 ベクターに関する情報  

（1）名称及び由来   

AAVqhAADC－2はpAAVThAADC－2、PHLP19及びpladeno5の3種類のプラスミドより  

作製される。PAAVhAADClはCMVの転写制御下にあるhAADC遺伝子を含む。pHLP19  

はAAV2ゲノムのうち、ウイルス固有の蛋白質であるRep（複製と増殖に関与する）及び  

VP（キヤプシドを形成する）をコードする領域（4，229bp）と、AAV2の固有のプロモー  

ターであるp5プロモーター領域（181bp）を含むヘルパープラスミドである。pladeno5は、  

2型アデノウイルスゲノムの一部（E2A、E4、VA十RNA）を含むヘルパープラスミドであ  

る。   

ベクターの構造は別紙3に記載した。   



（2）特性   

pAAV－hAADC－2、pHLP19及びpladeno5はAmpicilin耐性遺伝子を有している。  

3 遺伝子組換え生物等の調製方法  

（1）宿主内に移入された核酸全体の構成   

AAV2の両末端にあるITR以外の領域を供与核酸と置換した。AAV2由来の塩基配列は  

両端に存在するIm領域を除き、サイトメガロウイルスのプロモーター（CMV）、ヒトβ  

グロビンイントロン、hAADC遺伝子（hAADC）、ヒト成長ホルモンのポリA配列（GHpA）  

によって置換されている（別紙1、5）。  

（2）宿主内に移入された核酸の移入方法   

pAAV－hALADC－2は、AAV2の末端反復配列ITR配列の間に、hAADC遺伝子の発現カセ  

ットを制限酵素NotIを使用して挿入し作製した（別紙3）。また、アデノウイルス2型の  

ゲノムDNAからE2A、E4、VÅLRNAの各々をプロモーター領域と共に切り出してプラス  

ミドpBluescriptIIに組み込み、アデノウイルス由来ヘルパープラスミドpladeno5を構築し  

た（別紙3）。同様に、AAV2のゲノムDNAからITRを削除した、Rep及びVP蛋白質発  

現カセットをpBluescriptIIに組み込み、AAV由来ヘルパープラスミドpHLP19を構築した  

（別紙3）。  

（3）遺伝子組換え生物等の育成の経過   

pAAV－hAADC－2を、アデノウイルス由来ヘルパープラスミドpladeno5及びAAV由来ヘ  

ルパープラスミドpHLP19と共に、リン酸カルシウム法によってヒト胎児腎細胞（293細  

胞）に導入し、遺伝子組換えAAVであるAAV－hAADC－2を得た（別紙4）。AAV－hAADC－2  

の最終製品は米国AVIGEN社で製造した。製造工程は現行の米国GMP基準に従ってセル  

バンクシステム及びウイ／レスバンクシステムを用い、各バンクの品質管理はFDAガイダン  

スに従った（各バンク及び最終製品の品質管理試験の詳細は別紙6）。凍結した状態で日  

本へ輸送した最終製品は、自治医科大学附属病院本館1階臨床用細胞プロセッシング室（P2  

レベル）において受入れ試験を実施する（受入れ試験の詳細は別紙7）。   

最終製品は自治医科大学附属病院本館2階遺伝子治療研究部実験室（W2づ21）内のディ  

ープフリーザーに施錠の上、保管する（当該治療施設の地図及び保管場所の概略図は別紙  

8）。   

ウイルスの調製に用いる宿主細胞は293Ⅹ2Clone42を用い、マスターセルバンクは米国  

BioReliance社（LotNo．2003－0076）に、ワーキングセルバンクはBioReliance社（LotNo．  

3006－101303）及び米国GENZYME社（LotNo．6069－O10l、6069－0102）に保管されている  

（別紙6）。また、マスターウイルスバンクは米国GENZYME社に保管されているc   



4 移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性   

移入した核酸はAAV．hAADC－2の1本鎖DNAゲノムの→部としてAAVのITRに挟ま  

れて存在し、保管中は極めて安定で、感染する動植物等の種頬及び感染様式が保管中に変  

化することはない（文献10）。   

細胞に感染するとAAV－hAADC－2のゲノムは核内に移行して2本鎖DNAとなり、多く  

は染色体とは独立して存在すると考えられる（文献7、8、9）。この2本鎖DNAとなった  

ものからhAADCが転写される。hAADCの発現は発現する細胞の遺伝子に変化が起こらな  

いかぎり、また細胞が分裂しないかぎり継続するものと考えられる。一般に神経細胞は非  

分裂細胞であるので長期的な発現が期待される。   

AAV－hAADC－2を293細胞で作製する過程でpHLP19とpAAV－hAADC－2が非相同組換  

えを起こして増殖能を獲得したウイルス（replication－COmpetentAAV、以下RCAとする）  

を生ずる可能性は否定できない。しかしそのRCAはパッケージできるサイズを考慮すれ  

ば、ほぼ全ての供与核酸を失っていると考えられる。さらにこのRCAも野生型のAAVと  

同様にAAVのヘルパーウイルスであるアデノウイルスや単純ヘルペスウイルス等がない  

かぎり実際には増殖することは不可能である。  

文献10：Xu、R．，etal．，StabilityOfinftctiousrecombiILantadeno－aSSOCiatedviralvectoringene  

delivery．Med．Sci．Monit．1l：305－308（2005）  

5 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性   

AAV－hjuDC－2は宿主のAAV2に存在しないhAADC遺伝子を含むので、hAADC遺伝  

子DNAの一部をPCRで増幅、定量する方法でAAV－hWC－2を検出できる。このとき  

に用いるPCR反応では試料1トLl中に12コピーのAAVhWC－2があれば検出すること  

ができる。本検出法の信頼性については、同様の定量的PCR法を用いたウイルス検出法  

が既に臨床応用されていることから、充分に確立しているものと考えられる。  

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違   

AAVhAADC2はrep、Cap遺伝子を欠失しているため、これらの領域にコードされてい  

るウイルス蛋白質を発現できない。rep、Cap遺伝子はそれぞれウイルスDNAの複製、AAV  

粒子の形成に必要であるため、rep、Cap遺伝子が組み込まれた細胞又はpHLP19がトラン  

スフェクションされた細胞でなければ AAVThAADCT2 の増殖は起こらない。  

AAV，hAADC－2の感染する動植物の種頓、感染経路、伝播様式等は野生型AAVと同等と  

考えられる（文献9）。   

AAV▼hAADC2由来のRCAは、AAVhAADC－2作製時、reP、CaP遺伝子をもつpHLP19  

とhAADC遺伝子をもつpAAV－hAADC－2の間での遺伝子組換えにより生じると考えられ   



るが、ウイルスゲノムの複製に必須なITRとRep、及び細胞向性（ce11tropism）を規定す  

るキヤプシドは野生型と同一であるので、遺伝子組換え生物に該当するものも含め、ヒト  

や動植物等への感染性、感染様式、病原性など、生物多様性に影響を与える性質は野生型  

AAVと同等であると考えられる。また供与核酸の一部を保持したRCAが生じる可能性は  

否定できないが、供与核酸がベクター内の野生型AAV由来の生物多様性に影響を与える  

因子に関与する可能性は低い（文献7、8、9）。   

AAV－hAADC－2は細胞に感染するとそのゲノムは染色体に組み込まれず、主に核内の染  

色体外に存在する。  

ⅠⅠⅠ辻伝子組換え生物等の使用等に関する情報  

1 使用等の内容   

治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこれら  

に付随する行為。  

2 使用等の方法  

治療施設の所在地：栃木県下野市薬師寺3311番地1  

治療施設の名称：自治医科大学附属病院  

（l）AAV一山ゝADC－2溶液は、容暑引こ密封後、凍結状態で治療施設に輸送し、施設内の実験   

室内の冷凍庫に保管する。  

（2）凍結状態のAAV－hAADC－2溶液の融解、希釈及び分注操作は、P2レベルの実験室（以   

下「P2実験室」という。）内の安全キャビネット内で行う。AAV－hAADC－2希釈溶   

の保管は、P2実験室内の冷凍庫において行う。なお、AAV－hAADC－2希釈溶液又はそ   

の凍結品を開放系区域を通って他の区域に運搬する場合には、二重に密閉した容器に入   

れて運搬する。  

（3）AAV－hAADC－2溶液（希釈溶液を含む。）を廃棄する際には、ウイルス不活化（高圧   

蒸気滅菌処理又は焼却による。）を行った後、本施設で定められた医療廃棄物管理規程   

（以下「医療廃棄物管理規程」という。）に従い廃棄する。  

（4）p2実験室内の安全キャビネット内でAAVJIAADC－2希釈溶液を専用のシリンジ、チ   

ューブ及びカニューレからなるデバイスに充填し、それを専用のシリンジポンプに装着   

したもの（以下「注入セット」という。）を二重に密閉し、環境中への拡散防止措置を   

適切に執った陽圧でない手術室（以下「手術室」という。）に運搬する。なお、手術室   



は手術室区域の端に位置し、AAV－hAADC－2投与当日は手術室で他の手術を行わない。  

（5）被験者に対するAAV－hAADC－2の投与は、手術室内において、 両側の被殻の中に   

AAVrhAADC－2希釈溶液を定位脳手術により注入することで行う。   

注入セットを定位脳手術装置に慎重に装着した後、被験者の頭蓋骨に開けた直径約  

12mmの骨孔からカニューレを刺入して、シリンジポンプによりAAV－hWC－2希釈溶   

液を被殻内の2方向へ遅い速度で注入する。注入終了後は、カニューレをそのままの位   

置で約3分間保持した後、遅い速度で抜去する。特に、脳表からの抜去は、毎分約3mm   

の速度で慎重に行う。先端を先細り構造にしたカニューレを用いることにより、カニュ   

ーレ先端からのAAVrhAADC2希釈溶液の漏出及び抜去中のAAV－hWCr2希釈溶液   

のエアゾー／レ化を防止する。カニューレ抜去後、被験者の創部を速やかに一時的に閉創   

する。もう一方の被殻への注入も、これと同様に行う。なお、頭部の周辺には布を二重   

に敷き詰める。  

（6）被験者へのAAV－hAADC2投与終了後、被験者の創部を消毒し、真皮に至る創傷用の   

皮膚欠損用創傷被覆材を貼付して密閉してから、さらに三角巾で覆う。ウイルス漏出予   

防のためにマスク及びガウンを着用した被験者を手術室から、環境中への拡散防止措置   

を適切に執った陽圧でない個室（以下「個室」という。）に移送する。  

（7）上記（5）及び（6）で用いた注入セット等の器具及び布、ガーゼ類は、ウイルス不括化（高   

圧蒸気滅菌処理又は焼却）を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。これらのウイ   

ルス不括化を他の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。なお、   

当該手術室は、術後12時間は閉鎖する。その後、床を紫外線照射し、さらに4級アンモ   

ニウム塩配合洗剤で液拭きして滅菌する。  

（8）投与後72時間まで、被験者を個室内で管理する。検査等の理由で被験者が一時的に手   

術室及び個室から外の開放系区域に出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイルス   

漏出予防措置を義務付ける。  

（9）個室における管理期間中の被験者の排泄物等（血液、体液、尿及び糞便等）は、ウイ   

ルス不括化（高圧蒸気滅菌処理又は焼却による。）を行った後、医療廃棄物管理規程に   

従い廃棄する。これらのウイルス不活化を他の区域で行う場合には、二重に密閉した容   

器に入れて運搬する。なお、臨床検体として使用する被験者の排泄物等の取扱いは、   

AAV－IIAADC－2溶液の取扱いに準じる。  

（10）個室における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用した器具等及び被験者の排泄   

物等に接触した器具等は、ウイルス不活化（高圧蒸気滅菌処理又は焼却による。）を行   

った後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄又は十分洗浄する。これらのウイルス不活化を   

他の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。  

（11）個室における被験者の管理を解除する前に、被験者の血液及び尿中のAAV－hAADC－2   

が陰性であることを確認する。AAV－hAADC－2が確認されたときは、個室における管理   

を継続する。  

（12）個室における管理解除後に被験者の血液又は尿中からAAVhAADC2が検出された   

場合には、直ちに被験者を個室における管理下に移し、上記（8）から（11）までと同様の措   

置を執る。   



3 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法  

被験者への投与後、被験者体内におけるRCAの出現の有無については血液及び尿を用  

いて、PCR法にて検査し、検出された場合は消失するまで追跡する。  

4 生物多様性影響が生じるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するための  措置   
遺伝子組換えウイルス投与後の被験者についてはPCR法にて血液、尿中の遺伝子組換え  

ウイルスを消失するまで追跡する。  

5 実験室等での使用又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境での使用等の  結果   

ラット及びサルのパーキンソン病モデルに対して脳内へAAV－hAADC－2の注入を行っ  

た前臨床試験では、明らかな毒性は認められていない（文献11、12、13）。また、血液中  

でAAVThAADCr2は検出されていない。  

文献1l：Fan，D・S．，etal．，Beharvioralrecoveryin6－hydroxydopamine－1esioned rats by  

COtraLLSduction of striahlmwithtyrosine hydroxylase and atomatic L－amino acid  

decarboxylasegenesusmgtwosepareteadeno－aSSOCiatedvirusvectors．Hum．Gene  

Ther．9：2527－2535（1998）  

文献12‥ Shen，Y・，etal・，Tripletransductionwithadeno－aSSOCiatedviruSVeCtOrSeXpreSSing  

tyrosinehydroxylaseIforgenetherapyofPafkinson’sdisease．Hum．GeneTher．11：  

1509－1519（2000）  

文献13：Muramatsu，S．，etal．，Behavioralrecoveryinaprimatemode）ofParkinsOn，sdisease  

bytripletransductionofstriatalcellswithadeno－aSSOCiatedviralvectorsexpresslng  

dopamineqsynthesizingenzymes．Hum．GeneTher．13：345－354（2002）  

6 国外における使用等により得られた情報  

1999年に承認され、米国ペンシルバニア大学で実施された第Ⅰ相臨床試験（血友病Bに  

対するヒト凝固第ⅠⅩ因子を搭載する組換え遺伝子AAVの骨格筋内投与による治療）にお  

いて8名の患者にAAVに由来する遺伝子組換えウイルスを骨格筋に投与した結果、尿中  

への遺伝子組換えウイルスの排出は注入後2日目以降では検出されなかった（文献14）。  

一方、ヒト凝固第ⅠⅩ因子を搭載する遺伝子組換えAAVを肝動脈に注入した臨床試験では、   



8×1010vg瓜g2名、4×1011vg此g3名、2×1012vg此g2名の合計7名において、術後2日目  
以降にも血清中にべクターゲノムが検出され、そのうち2×1012vg此gを投与した1名では  

14週まで陽性であった。また、4×10】1vg此g投与群の1名では、16週まで精液中に検出さ  
れ、別の1名では20遇まで末梢血単核細胞中で検出された（文献15）。   

も脳内への投与であるため遺伝子組換えウイルスの環境への排出はより少ないものと考え  本研究で用いるウイルス量は血友病の場合に比べておよそ100分の1以下であり、しか  られる。  
文献14：MannO，C．S．，etal．，AAV－mediatedfactorIXgenetransftrtoskeletalmusclein  

PadentswithseverehemophiliaB．BloodlOl：2963－2972（2003）  

文献15：Man110，C．S．，etal．，Succ甲Sfu1transductionofliverinhemophiliabyAAV－factorIX  

andlimitatiol鳩imposedbydlehostimmuneresponse．Nat．Med．12：342づ47（2006）   




