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1. はじめに

In vivo遺伝子治療は，目的遺伝子を搭載した治
療製品を体内に直接投与し，体内でタンパク質発現
を誘導して治療効果を期待する疾患治療法である．
特に開発が進んでいるのがアデノ随伴ウイルス

（AAV）ベクター製品であり，2025年3月の時点に
おいて，日米欧でTable 1に示す8製品が製造販売

承認されている 1）．
In vivo遺伝子治療用製品に関するICHガイドラ

インはICH S12「遺伝子治療用製品の非臨床生体内
分布の考え方」 2）のみ存在し，この他，ICH見解「生
殖細胞への遺伝子治療用ベクターの意図しない組み
込みリスクに対応するための基本的な考え方」 3）が
存在するものの，非臨床安全性評価に関して各当局
で統一された見解は示されていない．本邦では安全
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性評価に関する留意点は「遺伝子治療用製品等の品
質及び安全性の確保について」 4） 別添「遺伝子治療用
製品等の品質及び安全性の確保に関する指針」（指
針）に記されているものの，2025年3月の時点で日
本の承認品目はZolgensma ⓇとLuxturna Ⓡの2製品
に留まる．このような中，現時点における既承認品
目について，開発時に実施された非臨床評価の情報
を，現行の指針と照らし合わせて整理しておくこと
は，今後のin vivo遺伝子治療用製品の開発を効率
的に進めるにあたり有用と考えられる．

本稿では，日本の指針や海外のガイドラインなど
も参考に，日米欧三極のいずれかで既承認のAAV
ベクター製品に絞り，非臨床試験の実施状況につい
て整理し，紹介する．なお，Fig. 1に示すように，
日本で承認された2製品は，日本の指針発出前に一
連の非臨床安全性試験が実施されていること，各製
品は各極のガイドライン類の文書作成と併行して開
発されている点も考慮して考察する．

2. 既承認AAVベクター8製品

既承認8製品の一覧をTable 1に示す．日米欧の

三極で最初に承認されたAAVベクター製品は，
2012年 に 欧 州 で 承 認 さ れ たGlybera Ⓡで あ る 5）．
Glybera Ⓡは，lipoprotein lipase（LPL）欠損症患者
を適応とし，AAV1ベクターにユビキタスに発現を
誘導するcytomegalovirus immediate-early promoter

（CMV IEP）と，目的タンパク質LPLをコードした
ゲノムを搭載した製品である 5）．

これ以降，「両アレル性RPE65変異遺伝性網膜ジ
ス ト ロ フ ィ ー を 適 応 と し てAAV2ベ ク タ ー に
cytomegalovirus enhancer/chicken-β-actin-
hybrid promoter（CMV CBA）とretinal pigment 
epithelium-specific 65 kDa protein（RPE65）をコー
ドしたゲノムを搭載したLuxturna Ⓡ 6~9）」及び「脊髄
性筋萎縮症を適応としてAAV9ベクターにCMV 
CBAとsurvival motor neuron（SMN）をコードし
たゲノムを搭載したZolgensma Ⓡ  10~13）」が，それぞ
れ2017年及び2019年に米国で承認された．2022年
には「AAV2にCMV IEPとaromatic L-amino acid 
decarboxylase（AADC）をコードしたゲノムを搭載
したUpstaza Ⓡ 14）」，「AAV5にliver specific promoter

（LP1 ）とcoagulation Factor IX（F9）（Padua変異）
をコードしたゲノムを搭載したHemgenix Ⓡ 15, 16）」及

Table 1　日米欧のいずれかで承認済のAAVベクター8製品

製品名 GlyberaⓇ LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ ElevidysⓇ BeqvezTM

適応疾患 LPL欠損症 両アレル性
RPE65変異
遺伝性網膜
ジストロ
フィー

脊髄性筋
萎縮症

AADC
欠損症

血友病B 血友病A DMD 血友病B

セロタイプ AAV1 AAV2 AAV9 AAV2 AAV5 AAV5 AAVrh74 AAVRh74var

プロモー
ター

CMV IEP CMV CBA CMV CBA CMV IEP Liver 
specific 
promoter

（LP1）

Hybrid 
human 
liver 
specific 
promoter

Muscle-
specific 
MHCK7 
promoter

Liver specific 
promoter

（詳細不明）

導入遺伝子 LPL RPE65 SMN1 AADC F9（Padua
変異）

F8 Micro-
dystrophin

F9（Padua変異）

投与経路 筋肉内 網膜下 静脈内 被殻内 静脈内 静脈内 静脈内 静脈内

承認年 欧州/2012＊4 米国/2017
欧州/2018
日本/2023

米国/2019
欧州/2020
日本/2020

欧州/2022
米国/2024＊1

米国/2022
欧州/2023＊3

欧州/2022＊3

米国/2023
米国/2024＊2（カナダ/2024＊4）

米国/2024＊4

欧州/2024＊3, ＊4

＊1： 迅速承認，＊2： 一部迅速承認，＊3： 条件付承認，＊4： 販売終了
AAV： Adeno-associated virus, DMD： Duchenne muscular dystrophy, CMV IEP： Cytomegalovirus immediate-early promoter, CMV 
CBA： Cytomegalovirus enhancer/chicken-β-actin-hybrid promoter, LPL： Lipoprotein lipase, RPE65： Retinal pigment epithelium-specific 
65 kDa protein, SMN1： Survival motor neuron, AADC： Aromatic L-amino acid decarboxylase, F9：coagulation Factor IX, F8：coagulation 
factor VIII
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び「AAV5にhybrid human liver specific promoter
とcoagulation factor VIII（F8）をコードしたゲノ
ムを搭載したRoctavian Ⓡ 17, 18）」が，それぞれAADC
欠損症，血友病B及び血友病Aを適応として欧米で
承認された．更に，2024年には「ヒト由来のAAV
ベクターよりも免疫原性が低いアカゲザル由来の
AAVrh74ベ ク タ ー にmuscle-specific MHCK7 
promoterとmicrodystrophinをコードしたゲノム
を 搭 載 し たElevidys Ⓡ 19）」 及 び「 変 異 型 の
AAVRh74varベクターにliver specific promoterと
F9（Padua変異）をコードしたゲノムを搭載した
BeqvezTM（US）/Durveqtix Ⓡ（EU） 20, 21）」が，それ
ぞれデュシェンヌ型筋ジストロフィー（DMD）及び
血友病Bを適応として欧米で承認された．

2022年のUpstaza Ⓡまではユビキタスなプロモー
ターが用いられていたが，2022年のHemgenix Ⓡ以
降は組織特異的なプロモーターが主流となってきて
いる．これらはいずれも難治性の先天性希少疾患が
適 応 と な っ て お り， 両 眼 に 片 眼 ず つ 投 与 す る
Luxturna Ⓡを除き，単回投与される製剤である．な
お，当該8製品のうちGlybera ⓇとBeqvez TMに関し
ては，市場性の問題から既に発売中止となってい
る 1）．

3. �AAVベクター製品の非臨床安全性
評価パッケージの比較

日本の申請資料では，従来の「一般毒性」，「遺伝
毒性」，「生殖発生毒性」，「がん原性」，「局所刺激
性」，「その他毒性」のカテゴリで評価結果が分類・
記載されているが，指針  4）では必要な評価として

「一般毒性」，「遺伝子組込み」，「腫瘍形成及びがん
化の可能性」，「生殖発生毒性」，「免疫毒性」，「増殖
性ウイルス出現の可能性」が提示されており，申請
資料と指針の記載には分類に差異が見られる．これ
らの指針の評価項目のうち，「免疫毒性」は申請資料
では一般毒性の項に，「遺伝子組込み」のうち「腫瘍
形成及びがん化の可能性」は遺伝毒性の項に，「遺伝
子組込み」のうち，次世代への影響評価については
生殖発生毒性の項目に分類されて記載されていた．
なお，「増殖性ウイルス出現の可能性」については
AAVベクター製品では複製に必要なrep/capを
コードしたゲノムが含まれておらず，品質試験とし
て製造段階及び遺伝子導入細胞での増殖性ウイルス
試験等からそのリスクがないことを確認しているこ
とから，非臨床安全性の評価項目としては記載がな
かった．

既承認8製品の非臨床安全性評価パッケージを
Table 2に示す．ここでは日本で承認された2製品
の申請資料の構成をもとに各製品の非臨床安全性試

Glybera®承認
2012年

遺伝子治療用製品等の品質及び
安全性の確保について

2019年, 日本

Luxturna®承認
2017年

Zolgensma®承認
2019年

Elevidys ®, Beqvez TM承認
2024年

Hemgenix ®, Upstaza ®, Roctavian ®承認
2022年

ICH S12
2023年

Guideline on non-clinical testing for inadvertent 
germline transmission of gene transfer vectors

2006年, 欧州

Guidance for Industry: Preclinical 
Assessment of Investigational 
Cellular and Gene Therapy Products

2013年, 米国

Guideline on the non-clinical studies 
required before first clinical use of 
gene therapy medicinal products

2008年, 欧州

ICH見解：生殖細胞への遺伝子治療用ベクターの意図しない
組み込みリスクに対応するための基本的な考え方

2006年

Guideline on the quality, non-clinical and clinical 
aspects of gene therapy medicinal products

2018年，欧州 Guideline on quality, non-clinical and clinical 
requirements for investigational advanced 
therapy medicinal products in clinical trials

2025年，欧州

Fig. 1　各極の主要なガイドライン発出時期と各製品承認時期
　　　　  アンダーライン：日本で承認を受けている品目（2025年3月時点）
　　　　  注）各製品の承認年は日米欧三極の最初の承認年を示す
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験の内容を比較した．なお，局所刺激性試験につい
ては欧米文書には項目がなく，また日本で承認され
た2製品でも単独では評価していないため，Table 
2への記載は省略した．

In vivo遺伝子治療用製品では，遺伝毒性の項目
にゲノムへの挿入解析，生殖発生毒性の項目に繁殖
試験による次世代移行リスク評価に関する記載が含
まれていたため，Table 2ではそれらの評価項目を
含めて記した．

既承認AAVベクター8製品の試験実施状況を比
較すると，一般毒性については全ての製品で評価さ
れていた．一方，その他の評価項目には製品ごとに
差異が認められた．そのため，次の章以降では，
個々の製品の各評価項目で実施された試験やそのデ
ザイン並びに免疫毒性の特殊検査項目などを取り上
げ，各製品における非臨床安全性評価の類似点と相
違点について概説する．

4. 一般毒性評価

In vivo遺伝子治療用製品の一般毒性評価の動物
種選択に関して，指針 4）には，a）発現ベクターに搭
載した目的遺伝子が標的細胞で発現すること，b）
目的遺伝子由来の核酸，タンパク質等がヒトで期待
される薬理学的作用を発揮すること，c）ウイルスベ
クターを用いる場合には，ウイルスベクターの由来

となった野生型ウイルスがヒトと同様の感染性及び
組織・細胞への指向性を示すこと，d）臨床での投
与方法を適用できることの4点が一般原則として示
されている．

臨床投与経路においてヒトで期待される薬理学的
作用を示すと考えられる動物種を選択することが原
則とされ，1種類の適切な動物種のみの評価で十分
な場合（ベクターや目的遺伝子の生物学的特性が十
分に評価されている場合等）があるとされている．
また，一般毒性評価の試験期間は，目的遺伝子由来
の核酸，タンパク質等が薬理学的作用を発揮するこ
とから，ICH S6ガイドライン 22）を参照し，最長6か
月で十分とされている．

これらを背景に既承認AAVベクター8製品の一
般毒性試験の実施状況について動物種選択と試験期
間の観点でTable 3に示し，以下その評価実態につ
いてそれぞれの観点でまとめる．

4.1　動物種選択について
G l y b e r a  Ⓡ， Z o l g e n s m a  Ⓡ， R o c t a v i a n  Ⓡ，

Elevidys Ⓡではマウスが，Upstaza Ⓡではラットが一
般毒性試験動物種として選定され，これら5製品で
はげっ歯類のみで単回毒性試験がGLP基準で実施
されていた．これらを指針に示された一般原則と照
らし合わせると，Glybera ⓇはLPL欠損マウスで薬
理試験が実施されており，マウスでのAAV1の感

Table 2　AAVベクター製品の申請資料に含まれている非臨床安全性評価パッケージ

製品名 GlyberaⓇ LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ ElevidysⓇ BeqvezTM

安全性薬理 × × × △
（中枢のみ）

△
（循環のみ）

× × ×

一般毒性
　（単回） 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇

　（反復） × △
（非GLPのみ）

× × × × × ×

遺伝毒性
（挿入解析）

〇 × × × 〇 〇 × 〇

生殖発生毒
性（次世代
移行リスク
評価）

〇 × × × 〇 〇 × ×

がん原性 × × × × × × × ×

＊局所刺激性試験に関しては原則として単独では評価していないため，表への記載は省略した．
〇：評価実施，△：一部評価実施，×：評価実施の記載なし
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染 と タ ン パ ク 質 発 現 が 確 認 さ れ て い た 5）．
Zolgensma Ⓡはマウスで標的組織への形質導入が可
能であることが薬理モデルで示されており，その背
景系統のマウスが毒性試験動物種に選定されてい
た 13）．Roctavian Ⓡ は 薬 理 モ デ ル にRag2-/-× 
FVIII-/-マウスが使用されており，マウスでの
AAV5感染とタンパク質発現が確認されていた 18）．
Elevidys Ⓡは薬理モデルにmdxマウスが使用されて
おり，マウスでのAAVrh74感染とタンパク質発現
が確認されていた 19）．Upstaza Ⓡでは標的タンパク
質であるAADCの種間相同性が高く，AAV2カプ
シド，トランスジーン，プロモーター，及びITR
を 含 むrAAV2-AADCを 送 達 す る と， マ ウ ス，
ラット，及び非ヒト霊長類（NHPs）でAADCタン
パク質発現，酵素活性，及びドーパミン生成がもた
らされるエビデンスがあることが示されていた 14）．

残り3剤のうち，Luxturna Ⓡでは網膜色素上皮細
胞及び視細胞に対して同程度の効率で遺伝子導入が
可能であり，in vivo薬理試験で有効性を確認した
動物種としてイヌを用いて単回毒性試験がGLPで
実施されていたが，これに加えて臨床では各眼へ投

与間隔を6日以上空けて適用することから，非GLP
下で反復投与毒性試験も実施されていた 9）．また，
霊長類のみが黄斑を有し，眼の解剖学的構造がイヌ
と比べヒトにより近いこと，サルではRPE65タン
パク質のヒトとの相同性が98％のイヌと比較して
高く，1アミノ酸の違いしかないため，遺伝子産物
に対する免疫反応のリスクが低いと考えられること
から，カニクイザルでも非GLPで毒性試験が実施
さ れ て い た 9）． 残 り の2 製 品，Hemgenix Ⓡ及 び
Beqvez TMについてはマウス及びサルいずれにおい
ても薬理作用が確認され，それぞれ反応種として選
定 さ れ，2種 で 単 回 毒 性 試 験 が 実 施 さ れ て い
た 16, 20, 21）．

毒性試験動物種は指針の示すように，薬理モデル
でAAVの感染と標的タンパク質の発現が確認され
ており，臨床投与経路での投与が可能な動物種が選
定されていた．

4.2　単回投与試験の試験期間について
単回投与試験の試験期間に関して，Luxturna Ⓡ及

びZolgensma Ⓡを除く6製品では，いずれも指針に

Table 3　一般毒性試験における動物種選択と試験期間

製品名 GlyberaⓇ LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ ElevidysⓇ BeqvezTM

臨床投与
経路

筋肉内 網膜下 静脈内 被殻内 静脈内 静脈内 静脈内 静脈内

単回毒性
（動物種，
投与経路，
最長試験
期間）

・マウス，
im/iv＊1，
180D

・イヌ，網膜下/硝
子体内，3M

（サル，網膜下，
3M，イヌ（REP65-
/-ブリアード），
網膜下，5W～3M，
幼若マウス，網膜
下，3～4W，幼若イ
ヌ，網膜下/硝子
体内，5W/3M，非
GLP）

・幼若マウス，iv, 
12W（GMP2ロッ
ト）
・幼若マウス，iv, 
24W（感染力弱い
製剤で参考）

（幼若サル，iv, 6M
（感染力弱い製剤
で参考），幼若サ
ル，it, 18M，非
GLP）

・ラット，
被殻/黒
質内，6M

・マウス，
iv, 6M
・サル，iv, 
6M

・マウス，
iv, 26W

（サル，iv, 
26W，非
GLP）

・マウス
（C57BL/6J/
mdx），iv, 6M
・幼若マウス

（C57BL/6J），
iv, 3M

・マウス，
iv, 365D
・サル，30 
min iv 
infusion, 
92D,（＋542 
D＊2）

反復毒性 × （イヌ（REP65-/-
プリアード），両眼
網膜下逐次投与，
最長2年，非GLP，
サル（カニクイ/
アカゲ），両眼網膜
下逐次投与，6-7
か月，非GLP）

× × × × × ×

＊1：ワーストケースシナリオとして実施，＊2：被験物質投与群のみ設定し，一部の検査のみ実施
アンダーライン：GLP試験，D：day，W：week，M：month，×：評価実施の記載なし



［太田ら：既承認AAVベクター製品の非臨床安全性評価］

医薬品医療機器レギュラトリーサイエンス　 Vol. 56 No. 5（2025）
本誌掲載記事の無断転載・翻訳を禁止します．また，無断複写・複製は著作権法上の例外を除き禁止されています．

356356

示された6か月（26週間），あるいはそれ以上の試験
期間でGLP試験が実施されていた．Luxturna Ⓡ及
びZolgensma Ⓡは，いずれも3か月（12週間）のGLP
試験が実施されていた 9, 13）．このうち，Luxturna Ⓡ

については，両眼へ片眼ずつ適用する製剤であるこ
とから，非GLPで参考試験の位置づけであったが，
イヌ及びサルの両眼へ片眼ずつ，あるいは両眼投与
後に片眼へ再投与する反復投与毒性試験が，6か月
以上の試験期間で評価されていた 9）．

Zolgensma Ⓡでもマウスの6か月及びサル6か月
の試験が実施されていたが，いずれも感染力の弱い
製剤を用いた試験であり，参考扱いの位置づけと
なっていた 13）．そのため，PMDAから最長の観察
期間が12週間であることの適切性について問われ
た．そこで，心臓・肝臓の所見が12週時点で回復性
があること，AAVベクターは増殖能を有さず，
AAVの遺伝子のほとんどはSMNタンパク質の発
現に関する遺伝子に置換されていること，SMN1遺
伝子の過剰発現による毒性報告がないことなどが当
局への回答として説明されていた 12）．しかし，
PMDAからは，SMN1遺伝子が長期間発現する可
能性があるため，本来は長期間の観察期間を設定す
べきとされたが，重篤な疾患を対象としているこ
と，観察期間の延長で新たな毒性所見が認められな
いこと，そして現在得られている臨床試験成績も踏
まえて，最終的には許容可能と判断されている 12）．

単回毒性試験の試験期間については，概ね6か月
あるいはそれ以上の期間で評価されており，6か月
未満で評価を完了する場合は，その妥当性について
十分な説明が必要になるものと考えられた．

5. 免疫毒性評価

免疫毒性評価に関して，指針ではベクター及びベ
クターからの発現産物が免疫系に有害な影響を与え
る可能性を明らかにすることが求められており，動
物を用いた試験では種特異的な免疫反応が惹起され
る可能性があることから，試験成績の解釈において
その影響について留意する必要があるとされてい
る 4）．

既承認AAVベクター8製品において，主に実施
された免疫毒性評価項目の比較をTable 4にまとめ
た．当該評価項目として，補体の活性化，サイトカ

インリリース，カプシド及び発現タンパク質に対す
る抗体及びそれらの中和抗体（NAb），及びカプシ
ド及び発現タンパク質に対するT細胞抗原依存性
免疫応答について比較したところ，その評価には製
品によって差異が認められた．また，補体の活性化
についてはいずれの製品でも評価が明記されていな
かった．

抗AAV抗体は最も古いGlybera Ⓡを除く7製品で
確認され，そのうち1製品，Beqvez TMではNAbに
ついても検討された 20, 21）．また，発現タンパク質に
対する抗体もGlybera ⓇとElevidys Ⓡを除く6製品で
検 討 さ れ た． サ イ ト カ イ ン に つ い て は1製 品，
Hemgenix Ⓡでのみ評価が行われた 15, 16）．更に，カ
プシド及び発現タンパク質によるT細胞の抗原依
存的なIFN-γ産生を単一細胞レベルで検出できる
高感度なEnzyme-Linked ImmunoSpot（ELISpot）
法によって，この6製品中局所投与製剤である
Upstaza Ⓡ，及び非臨床ではT細胞の抗原依存的な
免疫応答と関連しそうな肝毒性の所見がない
Roctavian Ⓡを除く，Luxturna Ⓡ，Zolgensma Ⓡ，
Hemgenix Ⓡ及びBeqvez TMの4製品で非臨床の検討
がなされた 9, 13, 16, 20, 21）．しかしながら，これら4剤の
中にも局所投与製剤であるLuxturna Ⓡが含まれ，
他の3剤でもT細胞の抗原依存的な免疫応答と関連
しそうな肝毒性などが必ずしも検出されているわけ
ではなかった．なお，非臨床でT細胞の抗原依存
的なIFN-γ産生がELISpotで未検討の4製品につい
て も， 局 所 投 与 製 剤 で あ るUpstaza Ⓡ を 除 く
Glybera Ⓡ，Roctavian Ⓡ，Elevidys Ⓡの3製品では臨
床試験において当該評価が実施されていた 5, 18, 19）．

免疫抑制剤を用いた評価についても3製品で実施
されており，Hemgenix ⓇとRoctavian Ⓡでは発現タ
ンパク質への影響を確認する目的で評価されたが，
Elevidys Ⓡでは臨床試験と同様に，NHPsでアナ
フィラキシーを抑制する目的で使用されてい
た 16, 18, 19）．

以上，免疫毒性評価についてはカプシド及び発現
タンパク質の免疫原性の評価は概ね実施されてい
た．一方，カプシド及び発現タンパク質におけるT
細胞の抗原依存的なIFN-γ産生については非臨床
における評価には差異が認められ，実施の要否に明
確な基準はなく，開発者の自主的な判断に依存して
いるものと考えられた．
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6. �遺伝子組込み並びに腫瘍形成及び
がん化の可能性の評価

遺伝子組込み並びに腫瘍形成及びがん化の可能性
の評価に関する一般原則として，指針では生命予後
の著しく不良な疾患を除き，ベクターのゲノムへの
組込みの可能性について評価することが求められて
いる．その際，細胞1個当たりに組み込まれるコ
ピー数及び特定の部位に組み込まれる可能性につい
て評価すること，更に，挿入変異による特定の遺伝
子の活性化による腫瘍形成及びがん化の可能性を評
価することも重要である．アデノウイルスベクター
及びプラスミドDNAのようにゲノムへの組込み能
を持たないベクターの場合には，低頻度の挿入を検
出する感度の高い試験の実施を考慮することとされ
ている 4）．現状のAAVベクター遺伝子治療用製品
では，repをコードする遺伝子を取り除いてあるた
め，AAVの大きな特徴である第19番染色体への部
位特異的組込みという性質が失われており，ゲノム
への組込み自体がほとんど起こらないとされてい
る 23）．しかしながら，ほとんどのベクターDNAは
宿主細胞の核内でエピソームとして長期間存在し，
低頻度ながらもランダムな宿主ゲノムへの組込みが

起こることが報告されている 24）．
既承認AAVベクター8製品のゲノム挿入解析の

実施の有無と実施しなかった場合の理由については
Table 5-1及び2にまとめた．ゲノム挿入解析は
Glybera Ⓡ，Hemgenix Ⓡ，Roctavian Ⓡ，Beqvez TM

の4製品で実施された 5, 16, 18, 20, 21）．Glybera Ⓡでは，
ベクター配列に特異的なプライマーを用いて非制限
linear amplification-mediated PCR（LAM PCR）法
で増幅し，次世代シーケンサーで隣接する配列を特
定する解析が行われた．また，Hemgenix Ⓡでは，
非制限LAM PCR法に加えてLAM PCR法とdeep 
sequencingで 挿 入 部 位 の 解 析 が 実 施 さ れ た．
Glybera Ⓡについては試験動物種が確認できなかっ
たが，筋肉と肝臓で挿入部位のクラスター化は特定
されなかった．

一方，Hemgenix Ⓡではマウスとサルの2種で解
析が実施され，マウスでは染色体の特定の部位への
挿入を示す挿入部位のクラスター化が複数同定され
たが，サルでは挿入部位のクラスター化が認められ
なかった．げっ歯類では幼若マウスにのみに，
RNA imprinted and accumulated in nucleus（Rian）
遺伝子座への部位特異的な組込みに関連したAAV
誘発性のhepatocellular carcinoma（HCC）が報告さ
れている 25）．これに対してHemgenix Ⓡで検出され

Table 4　免疫毒性評価

製品名 GlyberaⓇ LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ ElevidysⓇ BeqvezTM

毒性試験
（動物種）

・マウス単回 ・イヌ単回
（サル単回，
イヌ・サル反
復，非GLP）

・幼若マウス
（サル単回，非
GLP）

・ラット単回 ・マウス単回
・サル単回

・マウス単回
（サル単回，
非GLP）

・マウス単回
・幼若マウス
単回

・サル単回
・マウス単回

抗AAV抗体
AAV中和抗体

×
×

〇
×

〇
×

〇
×

〇
×

〇
×

〇
×

〇
〇

抗発現タンパ
ク抗体
発現タンパク
中和抗体

×

×

〇

×

〇

×

〇

×

〇

×

〇

×

×

×

〇

×

サイトカイン × × × × 〇 × × ×

補体活性化 × × × × × × × ×

カプシド・発 
現タンパクに
対するT細胞
の抗原依存的
免疫応答

×
（臨床では

評価）

〇 〇 × 〇 ×
（臨床では

評価）

×
（臨床では

評価）

〇

アンダーライン：GLP試験，○：評価実施，×：評価実施の記載なし
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た挿入部位のクラスターは，悪性形質転換に関与す
る遺伝子とは関連していなかったが，慢性肝疾患を
有する成体マウスにおいて挿入性HCC誘発の可能
性も報告されているため 26），ヒトでの長期観察の重
要性がEMAのassessment reportに記載されてい
る 16）．

Roctavian Ⓡではサルのみで，ベクター配列に特
異的に相補結合する複数のプローブを用いて挿入領
域を濃縮するTarget enrichment sequencing（TES）
法（本特集の川崎秀吉ら 27）の稿を参照），Beqvez TM

ではサルのみで，TES法とShearing extension primer 
tag selection ligation-mediated PCR（S-EPTS/
LM）により詳細な挿入解析が実施されたが，挿入
部位のクラスター化が認められなかった 18, 20, 21）．

挿入解析を実施しなかった残りの4剤は，AAV
ベクターの先行研究により一般的に挿入リスクが低
いこと，細胞分裂能が低い部位が標的であること，
これまでの長期観察試験で腫瘍性変化が認められて
いないことなどを理由に，その妥当性が説明されて
い た． ま た， 挿 入 解 析 を 実 施 し た4剤 の う ち，
Glybera Ⓡを除く3剤は新規の肝臓特異的なプロモー
ターを利用し，げっ歯類でAAV誘発の腫瘍形成報
告がある肝臓を標的としたAAVベクター製品で
あった．

7. 生殖発生毒性評価

生殖発生毒性試験は，指針 4）において受胎能及び

Table 5-1　遺伝子組込み並びに腫瘍形成及びがん化の可能性の評価～挿入解析を実施した4製品～

製品名 GlyberaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ BeqvezTM

プロモーター CMV IEP Liver specific promoter
（LP1）

Hybrid human liver 
specific promoter

Liver specific promoter
（詳細不明）

挿入解析の
実施内容

・肝臓及び筋肉（動物種未
記載）
・非制限LAM-PCR＋次
世代シークエンサー
・挿入により突然変異の
リスクが生じる可能性の
ある統合ホットスポット
やクローンの偏りなし

（生殖腺への組込みは未
評価）

・サル，マウス肝臓
・LAM-PCR，非制限
LAM-PCR, deep-
sequencing
・マウス8646，サル1541
の固有の挿入部位を検
出．サルは宿主ゲノム全
体にランダムに分布，マ
ウスは強いクラスター
化．

・サル肝臓
・TES
・サルでは9227の固有の
挿入部位を検出．共通の
挿入プロファイルから，
クローン増殖はないと考
察．

・サル肝臓
・TES, S-EPTS/LM-
PCR
・挿入部位比率から，ベク
ターの大半がエピソーム
内に残り，共通の挿入部
位プロファイルから，ベ
クター組込みによる遺伝
毒性リスクは低いと判
定．

（イヌサロゲートも評価）

CMV IPE：Cytomegalovirus immediate-early promoter, LAM-PCR：linear amplification-mediated PCR, TES：Target enrichment 
sequencing, S-EPTS/LM-PCR：Shearing extension primer tag selection ligation-mediated PCR

Table 5-2　遺伝子組込み並びに腫瘍形成及びがん化の可能性の評価～挿入解析を実施しなかった4製品の理由～

製品名 LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ ElevidysⓇ

プロモーター CMV CBA CMV CBA CMV IEP Muscle-specific MHCK7 
promoter

挿入解析非
実施の理由

・組込み頻度が低い
・組込みに関与するrep
遺伝子が削除
・投与部位は細胞分裂能
が低い

・組込み頻度は低く，挿入
発がんの報告はない，か
つ乳児でリスク増大の情
報がない
・生殖腺に存在するベク
ターDNAのレベルは低
い．

・毒性試験で造腫瘍性を
示唆する所見なし
・サルでは有糸分裂後の
神経細胞におけるゲノム
組込み又は造腫瘍性のリ
スクは低いデータを取得
・DNA挿入及び欠失のリ
スクは，正常細胞の自然
発生率と同程度

・主に男性に発現するX
連鎖性DMDが適応症で
あり，完了した毒性試験
で懸念すべき所見が認め
られていないことに基づ
き，がん原性/造腫瘍性，
及び遺伝毒性のさらなる
評価は，現時点で必要と
されないと当局は判断．

CMV IPE：Cytomegalovirus immediate-early promoter, CMV CBA：CMV enhancer/chicken-β-actin-hybrid promoter, DMD：
Duchenne muscular dystrophy
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着床までの初期胚発生に関しては，一般毒性試験に
おける病理組織学的検査で生殖器官への影響が懸念
される場合に必要であるとされている．また，胚・
胎児発生に関する試験，出生前及び出生後の発生並
びに母体の機能に関する試験は，適用患者集団や遺
伝子治療用製品等の生物学的特性（一般毒性，薬理
作用，曝露量，生体内分布，胎盤通過性，組織・細
胞への指向性など）を踏まえて，試験実施の必要性
を検討する必要があるとされている．

更に，ICH S12では生殖腺組織における生体内分
布評価を必須としており，遺伝子治療用製品の生殖
腺における持続的存在の有無により，生殖細胞（卵
母細胞，精子）又は非生殖系列細胞における遺伝子
治療用製品濃度を測定する追加試験が必要とされて
いる 2）．この内容は，ICH見解 3）にも具体的に示さ
れている．欧州のGuideline on non-clinical testing 
for inadvertent germline transmission of gene 
transfer vectorsでは，適用患者を考慮の上，分布
試験の成績をもとに，in vivo遺伝子治療用製品の
繁殖試験（breeding studies）を含む次世代への影響
に関する評価について具体的なフローを規定し，評
価することが示されている 28）．

これらの背景をもとに，生殖組織への分布と生殖
発生毒性及び次世代移行リスク評価について，既承
認8製品の情報をTable 6にまとめた．

局所投与製剤であるLuxturna Ⓡ及びUpstaza Ⓡで
は生殖腺への分布は認められなかったため，これら
2剤では生殖関連の更なる検討は実施されていな
かった 9, 18）．一方，全身曝露する投与経路の6製剤
では，生殖腺への分布が確認された．このうち，
Hemgenix Ⓡ，Roctavian Ⓡ，Elevidys Ⓡ及びBeqvez TM

の4剤はいずれも男性のみの適用で，Beqvez TMで
は投与5か月目でウサギの精液からベクターDNA
の消失が認められたこと 20, 21），Elevidys Ⓡでは導入
遺伝子のプロモーターであるMHCK遺伝子及びマ
イクロジストロフィンタンパク質の精巣での発現が
低レベルかつ用量相関性がないことから 19），いずれ
も繁殖試験による次世代移行リスク評価は実施され
なかった．しかし，Elevidys ⓇではFDAから形質
導入の可能性を排除できないと指摘されている 19）．
なお，Hemgenix ⓇとRoctavian Ⓡについては，生殖
細胞への分布は評価せずに雄からF1への移行リス
クが繁殖試験によって評価され，未検出と結論付け

られていた 16, 18）．
男 女 両 性 へ の 適 用 で あ る 残 り2 剤 の う ち，

Glybera Ⓡは生殖腺への残存及び生殖細胞への分布
が認められたことから，雌の生殖能及び胎児発達へ
の影響と雌からF1への移行リスクが繁殖試験に
よって評価され，未検出と結論付けられていた 5）．
一方，Zolgensma Ⓡは生殖腺への分布が認められた
が，重篤な疾患かつ新生児適用であることから，生
殖発生毒性，繁殖試験のいずれも実施されていな
かった．Zolgensma ⓇについてはPMDAから，マウ
スでベクターDNAが残存し，臨床でも血中にベク
ターDNAが12か月後でも残存することから，長期
残存して生殖細胞へ及ぼす影響がある可能性につい
て添付文書への記載が要求された 12）．

生殖細胞への遺伝子治療用ベクターの意図しない
組込みリスクに関しては，ICH見解やEMAから次
世代への影響を評価するための指針が既承認品目の
開発段階で既に発出されていたため，各開発段階で
既に取得済の情報も活用した上で，概ねこれに沿っ
た形で評価が実施されていた．また，Glybera Ⓡで
は一部の生殖発生毒性試験のみ実施されたが，それ
以外の7剤では一般的な生殖発生毒性試験は実施さ
れていなかった．

8. 製剤ロット間における安全性評価

In vivo遺伝子治療用製品は，製法のスケール
アップや臨床製剤の品質管理の観点から，開発段階
で製法が変更されることが多い．指針には，製法が
変更された場合，旧製法で製造された製品を用いて
得られた非臨床・臨床試験成績を新製法で製造され
た製品での試験成績と同等として用いるために，製
法変更前後の製品の同等性/同質性評価が必要と記
されている 4）．実例として，Table 3に示したよう
に，Zolgensma Ⓡでは旧製剤が感染力の弱い製剤で
あったため，幼若マウスとサルの長期観察の毒性試
験が参考扱いとなっていた 13）．

既承認AAVベクター8製品における最終的な臨
床製剤・最終製剤の毒性試験の実施状況については，
Table 7にまとめた．既承認AAVベクター8製品の
臨床製剤・最終製剤での安全性評価は，Glybera Ⓡ，
L u x t u r n a  Ⓡ， Z o l g e n s m a  Ⓡ， H e m g e n i x  Ⓡ，
Elevidys Ⓡ及びBeqvezTMの6製品について実施され
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ていた．Glybera Ⓡは一般毒性の評価を最終製剤で
行っており 5），Luxturna Ⓡでは非GLPであるが，単
回及び反復投与の長期試験で最終製剤の評価を実施
していた 9）．Zolgensma Ⓡでは旧製剤の感染力が弱
かったことから，臨床製剤2ロットで実施した12週
間の試験が，結果的に最終的な一般毒性の評価と
なっていた 13）．Hemgenix Ⓡでは旧製剤と臨床製剤
のいずれにおいても，一般毒性の評価を実施してい
た 16）．Elevidys Ⓡでは3か月の一般毒性評価を臨床
製剤の評価として追加実施していた 19）．BeqvezTM

ではサルの長期試験前までに臨床製剤を準備して，
評価を実施していた 20, 21）．

一方，Upstaza ⓇとRoctavian Ⓡに関しては最終製
剤での評価が確認できなかった．Upstaza Ⓡについ
ては，商用製剤に添加剤としてpoloxamer 188が添

加されており，このpoloxamer 188単独の毒性試験
と，未添加の試験結果の組み合わせで最終製剤のリ
スク評価を実施していた 14）．一方，Roctavian Ⓡに関
しては，第3相臨床製剤と最終製剤の品質の観点か
らの比較試験から両者の同等性が許容範囲内にある
ことを確認し，担保していた 18）．

以上から，臨床製剤・最終製剤の安全性評価には
以下の選択肢があると考えられた．①長期観察の毒
性試験開始前までに最終製剤を準備し，評価する．
②最終製剤が間に合わなかった場合は適切な期間

（例：3か月観察など）の毒性試験を追加実施する．
③添加剤の違いなどがある場合，それぞれの毒性試
験成績の組み合わせでリスク評価が可能であればそ
れらのデータを活用する．④品質の観点で同等性を
説明する．

Table 6　生殖発生毒性及び繁殖試験による次世代移行リスク評価

製品名 GlyberaⓇ LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ ElevidysⓇ BeqvezTM

臨床投与経路 筋肉内 網膜下 静脈内 被殻内 静脈内 静脈内 静脈内 静脈内

適用 M/F M/F M/F M/F M M M M

生殖腺分布 有 無 有 無 有 有 有 有

生殖腺残存＊1 有 × 有 × 有 有 有 無

生殖細胞分布 有 × × × × × 低 ×

次世代移行リ
スク評価の有
無＊2

無 × × × 無 無 × ×

生殖発生毒性 妊娠マウス
を用いた試
験で雌の生
殖能及び胎
児発達への
影響なし

× × × × × × ×

備考 雌からF1へ
の移行を評
価，雄から
は未評価．

網膜への局
所投与で全
身分布が少
ない．

対象は新生
児であり，成
長によりベ
クターDNA
が希釈され
るため次世
代への移行
リスク評価
は非実施と
説明．

被殻内への
局所投与で
全身分布が
少ない．

雄からF1へ
の移行を評
価

雄からF1へ
の移行を評
価

精巣内で
AAVプロ
モーターゲ
ノム陽性細
胞，マイク
ロジストロ
フィン陽性
細胞が低レ
ベルである
から次世代
への移行リ
スクは低い
と説明．

ウサギの精
液中に投与
4か月後ま
でベクター
DNAを検
出したが，5
か月目で消
失．

＊1：生殖腺への分布が確認され，消失が確認されていないものは残存有と表記，＊2：繁殖試験にて確認された次世代（F1）への移行
リスクの有無について記載．
M：Male，F：Female，×：評価実施の記載なし
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9. 終わりに

既承認AAVベクター製品に関する非臨床安全性
評価については，国際的に合意されたガイダンス・
ガイドライン文書はICH S12のみであり，各極で個
別にガイダンスやガイドラインが発出されている段
階である．しかし，2006～2013年の間に欧米のガ
イドライン・ガイダンス文書及びICH見解などで大
まかに評価の方向性が定められたこと，Glybera Ⓡ

とElevidys Ⓡを除き，欧米もしくは日米欧と複数の
極で承認されていることから，評価の考え方に関し
ては国内の指針とも大きな相違はないものと考えら
れた．

評価パッケージや各試験項目の差異は，製品毎の
投与経路，対象疾患の重篤性，発現タンパク質の性
質，それまでに得られているAAVベクター製品の
情報なども踏まえて，ケースバイケースに実施され
ていたためと考えられる．しかし，現時点では既承
認品目の評価事例は限られており，個々の品目の具
体的な評価に関して網羅できているわけではないこ
と，既承認品でも承認はされているものの，現状の
評価に対して規制当局から評価内容について不足や
解釈に関して指摘もあることから，これまで発出さ
れている文書や既承認品目の評価を参考に評価戦略
の精度を高め，規制当局と相談しながら取り進めて
いくことが必要と考えられる．

Table 7　臨床・最終製剤の安全性評価

製品名 GlyberaⓇ LuxturnaⓇ ZolgensmaⓇ UpstazaⓇ HemgenixⓇ RoctavianⓇ ElevidysⓇ BeqvezTM

臨床・最終
製剤での単
回毒性評価
について

非臨床バル
クの予備試
験後にバ
キュロウイ
ルスを用い
て製造され
た最終製剤
で最終的な
単回毒性を
評価．

最終製剤は
イヌ（RPE 
65-/-ブリ
アード）及
びサルの非
GLPの単回
3M試験及
び反復試験
で評価．

最終的には
GMPバルク2
ロットを12W
で評価．

商業製剤に用
いる
poloxamer 
188単独の毒
性試験を別途
実施し，ヒト
へのリスク評
価を追加実
施．非臨床試
験は最終製剤
では実施され
ていないと考
えられる．

Padua FIX
変異体であ
るAMT-
060と最終
製剤である
AMT-061
の両方で毒
性試験を実
施．

マウスの毒
性試験は最
終製剤で実
施されたか
は不明．但
し，第3相臨
床製剤と最
終製剤の品
質の観点か
ら同等性が
許容範囲内
にあること
を確認．

臨床製剤を
用いたマウ
ス単回3M
試験を追加
評価．

マウスは非
臨床製剤だ
が，サル長
期試験は臨
床製剤で評
価．

W：week, M：month, RPE65：Retinal pigment epithelium-specific 65 kDa protein
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