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1. はじめに

序論 1）で述べたように，我々は第20回核酸・遺伝
子医薬レギュラトリーサイエンスシンポジウム

（2024年12月6日開催） 2）において「アデノ随伴ウイ
ルス（AAV）ベクター製品の安全性評価の考え方」

に関するパネルディスカッションを行い，現時点で
の評価の在り方を整理した．シンポジウム当日取り
上げた論点を「一般毒性評価及び免疫毒性評価」，

「遺伝子組込み評価ならびに腫瘍形成及びがん化の
可能性の評価」，「生殖細胞を介した次世代移行リス
ク及び生殖発生毒性評価」，並びに「AAVベクター
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製品に含まれうる不純物と安全性評価」の4稿に再
編成し，それぞれについて議論された内容を本稿以
降で概説する．

本稿はその第1稿となるため，AAVベクター製
品の特徴や非臨床安全性評価の一般論について概説
した後，「遺伝子治療用製品等の品質及び安全性の
確保について」 3） 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）の中で示され
ている，「一般毒性評価」及び「免疫毒性評価」に焦
点を当てて紹介する．

2. AAVベクター製品とは

AAVベクター製品は，治療に必要となる遺伝子
をAAVベクターに組み込んでヒトに投与し，ヒト
細胞で当該遺伝子を発現させることで，疾病を治療
する遺伝子治療用製品の一つである．

野生型のAAVはパルボウイルス科デペンドウイ
ルス属に属する単鎖DNAウイルスで，エンベロー
プを持たず，直径20から25 nm程度のカプシド

（殻）で構成されている．ウイルスゲノムは全長が約
4. 7 kbで， ゲ ノ ム の 両 端 に 逆 位 末 端 反 復 配 列

（Inverted Terminal Repeat：ITR）と呼ばれるヘア
ピン構造があり，ウイルスの複製やパッケージング
などに必要とされる．AAVベクターは，非病原性
でベクター由来のDNAのヒトゲノムへの組込み頻
度が低いことから，安全性の高いウイルスベクター
として臨床の場で用いられている．

遺伝子治療用のAAVベクター製品は，宿主の19
番染色体への組込みに必要なrep遺伝子や構造タン

パク質をコードするcap遺伝子を，治療に必要なタ
ンパク質をコードする目的遺伝子（タンパク質の発
現カセット）に置き換え，ベクターとして利用して
いる（Fig. 1）．AAVにはカプシド構造タンパク質
が異なる複数の血清型が存在し，その種類によって
組織/細胞への感染指向性が異なる．これにより，
治療を目指す疾患に応じて最適な血清型を選択する
ことが可能である 4~6）．

3. �AAVベクター製品の非臨床安全性
評価

非臨床安全性評価の主たる目的は，標的臓器，用
量依存性，曝露との関係，回復性などの毒性の特徴
を明らかにすることである．これらの情報は，初め
てヒト試験を行う際の初回投与量と用量範囲の推
定，並びに臨床における有害作用のモニタリングパ
ラメータの設定に用いられる．医薬品の製造販売承
認のための非臨床安全性評価には，通常，薬理試
験，一般毒性試験，トキシコキネティクス及び非臨
床薬物動態試験，生殖発生毒性試験，遺伝毒性試験
がある．懸念すべき特別な理由がある場合や長期間
の使用を目的とした医薬品の場合には，がん原性の
評価も含まれる．その他，光毒性試験，免疫毒性試
験，幼若動物を用いる毒性試験，及び薬物乱用に関
する非臨床試験は，個々の事例に応じて実施すべ
き，とされている 7）．

一方，AAVベクター製品の非臨床安全性評価
は，指針 3）で「一般毒性評価」，「免疫毒性評価」，

「遺伝子組込み評価」，「腫瘍形成及びがん化の可能

Fig. 1　アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター
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性の評価」，「生殖発生毒性試験（生殖細胞を介した
次世代移行リスク及び生殖発生毒性評価）」等につい
て行うべき評価の内容や各評価での留意点が示され
ている．

このうち本稿では，一般毒性評価及び免疫毒性評
価について概説し，パネルディスカッションで行っ
た議論の内容とそれを踏まえた現時点での考え方を
まとめる．

4. AAVベクター製品の一般毒性評価

一般毒性評価とは，評価対象となる医薬品の候補
化合物（被験物質）を動物に投与し，その毒性を様々
な検査で評価することを指す．検査項目には一般状
態の観察，体重，摂餌，血液学的検査，血液生化学
的検査，尿検査，病理解剖学的検査，病理組織学的
検査，及び被験物質の血中曝露量を評価するトキシ
コキネティクスなどがある．化学合成医薬品（化成
品）では，毒性の種差を考慮してげっ歯類，非げっ
歯類各1種を用い，臨床適用期間に応じてげっ歯類
では最長6か月，非げっ歯類では最長9か月までの
投与期間で評価を行う 7）．

一方，AAVベクター製品を含む遺伝子治療用製
品の一般毒性評価は，指針 3）の中では薬理作用を示
す動物種を選択すること，通常2動物種を用いる
が，合理的な理由があれば1種で十分な場合がある
こと，最高用量は臨床投与量，意図する薬理作用が
最大となる用量，最大耐量，投与可能な最大量等を
考慮して選択すること，試験期間についてはベク
ターの発現期間，免疫原性，臨床での適応症等を考
慮し，最長6か月で十分であることが記載されてい
る．なお，AAVベクター製品は一般的に単回投与
による治療が行われるため，非臨床でも単回投与で
評価することが多い．これらを踏まえ，AAVベク
ター製品の一般毒性評価に関して生じた，以下の疑
問について議論を行った．

4.1　動物種数について
疑問：「合理的な理由があれば1種で十分な場合が

ある」とされているが，どのようなケースで1動物
種による評価で十分と考えられるであろうか．

指針 3）では，「適切な動物種」に関して，（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）目的遺伝子由来のタンパク質がヒトで
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，を考
慮することが記載されているが，これらに該当する
動物を用いれば，一般毒性評価を1動物種で行うこ
とは可能であろうか，という疑問が生じた．
議論：適切な動物種選択において考慮すべき点で

ある，（a）発現ベクターの組織指向性や（b）発現
タンパク質の薬理学的作用などについて妥当性が説
明できれば，1動物種を用いて評価が可能と考えら
れる．発現タンパク質の安全性評価についてはバイ
オ医薬品のガイドラインであるICH S6  8）の考え方

（被験物質が薬理学的活性を示すような適切な動物
種が1種類しか確認されていない場合や，バイオ医
薬品の生物学的特性が十分に解明されている場合に
1動物種で評価可能）を参照できる．実際に1動物種
で評価して申請し，承認されている事例も存在する

（本特集の太田哲也ら 9）の稿を参照）．
結論：適切な動物種として考慮すべき点を満たし

ていれば，一般毒性評価を1動物種で行うことは許
容される．

4.2　試験期間について
疑問：「最長6か月」とされているが，6か月未満

での評価が許容されるのはどのようなケースが考え
られるであろうか．

例えば，①発現タンパク質の定常状態への到達が
早い場合（投与後4週間以内で定常状態に至るAAV
ベクター製品では，13週間までの評価で十分とい
う考えも提示されている 10）），②酵素を欠損してい
る患者に当該タンパク質を発現させることで酵素を
補充することを企図している場合（酵素補充を目的
としたバイオ医薬品で1～3か月の期間で試験を完
了しているケースがある：Table 1），③発現タンパ
ク質が分泌タンパク質として機能するAAVベク
ター製品などで，発現タンパク質に対する抗体

（anti-drug antibody：ADA）が産生されて効果減弱
が認められ，発現タンパク質によるオンターゲット
毒性を動物では適切に評価できないと考えられた場
合，などでは，3か月の試験期間で評価可能と考え
られるか，という疑問が生じた．
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議論：「短期間で標的タンパク質の発現が定常状
態に至る」という基準だけでは，必ずしも判断でき
ないと考える．（a）生体内に存在しているなど既に
よく特徴づけられたタンパク質をコードする遺伝子
を導入する場合（発現タンパク質によるタンパク質
補充療法など），（b）カプシド，プロモーターなど
が既に十分評価されており，リスクを十分に見積も
れる場合，（c）ロット間の同等性確認のための試験
など試験目的が通常と異なる場合，（d）免疫原性に
より標的タンパク質の発現がみられなくなる場合，
などの考慮事項が考えられ，これらを総合的に考察
して試験期間を決めるべきであろう．3～6か月の
間に新たな毒性や毒性の重篤化が起きないことを説
明できることが重要である．

異種タンパク質に対する免疫原性の惹起により，
ヒト由来タンパク質の発現を動物において十分維持
できない場合，サロゲート（＝動物においてヒトと
同等の薬効を発揮できるタンパク質をコードする遺
伝子を搭載したAAVベクター）を用いたオンター
ゲット毒性の評価も選択肢となり得る．しかし，サ
ロゲートは実際の開発品とは異なるため，生じた毒
性がオンターゲット作用によるものか，サロゲート
に特有のものかの判断がつかないケースが想定さ
れ，実施の意義を事前に慎重に検討する必要があ
る．

毒性評価に関する別の考慮事項として，病理学的
検査を複数の時点で実施する必要があるかの観点が
挙げられる．生体内分布情報を得ている場合には，
その情報を参考にして，適切な剖検時点を判断すべ
きであり，例えば，6か月間試験では3及び6か月
のタイミングで病理学的検査を行うケースがあると
考えられる．
結論：既知情報に基づいてリスクを説明できる場

合や免疫原性により薬理作用が持続しない場合など
では，6か月未満での評価が可能と考えられる．

5. 免疫毒性評価

5.1　免疫毒性評価とは
免疫毒性評価とは，医薬品による非意図的な免疫

抑制あるいは免疫亢進を評価することを指す．化成
品ではICH S8ガイドライン 11）に評価の進め方が記
載されている．標準的毒性試験から得られたデータ
のうち，白血球，リンパ球等の増減などの血液学的
変化や胸腺，脾臓などの免疫系器官の組織学的変
化，血清グロブリン濃度の変化等の免疫毒性の可能
性を示す変化について評価を行う．

免疫毒性の懸念要因が特定された場合には，当該
化合物の免疫毒性の有無を確認するため，追加で免
疫毒性試験を実施する．試験法として，T細胞依存
性抗体産生（T cell dependent antibody response, 
TDAR）試験や白血球サブセットの同定や計数を行
うイムノフェノタイピング等がある．

5.2　遺伝子治療用製品の免疫毒性評価
指針 3）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」，「動物を用いた試験では特異的な免疫
反応が惹起される可能性があることから，試験成績
の解釈においてはその影響を留意すること」とされ
ている．以降ではまず，AAVベクター製品による
免疫系に対する影響について，特に免疫活性化に関
する留意点及び評価方法について述べる．
5.2.1�　AAVベクターによる免疫活性化機序及び評

価に関する知見
AAVベクターに対する免疫応答としては，自然

Table 1　バイオ医薬品（酵素製剤）で臨床投与期間は6か月を超えるが13週間以下の非臨床試験で承認されている事例

販売名 非臨床最大投与期間 適用，用法用量

レブコビ筋注2.4 mg 4週間（ラット，イヌ） アデノシンデアミナーゼ欠損症：0.2 mg/kgを1週間に1回筋肉
内注射

アガルシダーゼベータ
BS点滴静注5 mg, 35 mg

13週間（カニクイザル） ファブリー病：1回体重1 kgあたり1 mgを隔週，点滴静注

セレザイム注200 U 13週間（ラット，カニクイザル） ゴーシェ病：1回体重1 kg当たり60単位を隔週．1～2時間かけ
て点滴静注，又は適切な用量を1単位/kg/分以下の速度で投与
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免疫反応，補体反応，B細胞やT細胞の反応が挙げ
られる．自然免疫応答としては，細胞膜表面上にあ
るtoll-like receptor（TLR）2とAAVカプシドタン
パク質が結合 12），又はエンドソーム内腔でTLR9が
ベクターゲノムと結合することで引き起こされ
る 13, 14）．

補体の活性化機序に関しては不明な点が多いが，
ベクターの大量投与や患者体内での抗AAV抗体の
存在 15），血清型や基礎疾患に依存するとされ，補体
とAAVカプシドが結合することで抗原提示細胞へ
の取り込みを増強すること 16）が報告されている．獲
得免疫系の液性免疫に関しては，AAVベクター投
与後にAAVカプシドに対する抗体が産生され，遺
伝子導入に影響を与える 17）．細胞性免疫に関して
は，抗原提示細胞によるカプシド由来抗原の取り込
みとMHC class Iでの提示，細胞障害性CD8陽性T
細胞の活性化が報告されている 18）．

AAVベクターによる免疫活性化を動物で評価し
た例として，AAV8ベクターをマウスに静脈内投
与し，肝臓の免疫応答を評価した結果，肝臓におい
て血小板の凝集，好中球の細胞外トラップ（neutrophil 
extracellular trap, NET）の形成，単球，B細胞，T
細胞の動員を伴う中程度の炎症反応が認められ
た 19）．また，高用量のAAV9ベクターをカニクイ
ザル又はアカゲザルに静脈内投与した結果，肝洞様
内皮細胞傷害を伴うトランスアミナーゼの上昇，血
小板減少症，及び補体経路の活性化が認められ
た 20）．

一方，AAVベクターに対する免疫反応には種差
があることが知られている．マウスでは，AAVに
対する効率的なT細胞応答が起こらないことが多
いとされている 21）．また，マウス及びサルでは，
AAV8カプシドに対するメモリーCD8陽性T細胞
が，AAV8ベクターでトランスダクションされた
肝細胞を排除できなかったことが報告されてい
る 22, 23）．一方，AAV8ベクターを用いた臨床試験で
は，最高用量を投与された血友病B患者6人中4人
でアラニンアミノトランスアミナーゼの増加，
AAV8カプシド特異的末梢血T細胞数の増加，及
び発現タンパク質（ファクターIX）の減少が認めら
れ 24），サルとヒトの細胞応答の違いを示していると
考えられた．また免疫学的プロファイリングを評価
した結果，非げっ歯類のCD4陽性及びCD8陽性カ

プシド反応性T細胞が，ヒト細胞と機能及び表現
型が異なることが報告されている 25）．以上のことか
ら，AAVベクターによる免疫活性化は動物でも検
出できる可能性があるが，その反応にはヒトとの間
に種差があることを考慮し，ヒト細胞を用いた適切
な評価系によるリスク評価が有用になるケースも考
えられる．

5.3�　遺伝子治療用製品の免疫毒性評価に関す
る疑問

5.3.1�　免疫原性評価及び免疫関連検査の必要性に
ついて

疑問：免疫原性の評価に関連し，①AAVベク
ターにコードされるタンパク質が分泌タンパク質で
あるなど，発現タンパク質を直接確認できる場合，
あるいは，②発現タンパク質の薬理作用の持続をサ
ロゲートマーカー等で確認できる場合は，AAVベ
クターに対する抗体の産生や発現タンパク質に対す
る抗体（anti-drug antibody, ADA）の産生の評価は
不要と考えてよいか．

また，サイトカインや補体などの免疫に関する検
査は，動物で見られた毒性の解釈に有用と考えられ
る場合を除き，不要と考えられるか，という疑問が
生じた．
結論：免疫介在性の反応は種差が大きく，動物で

の評価はヒトでの免疫原性を予測するものではない
ので，デフォルトとしての免疫毒性評価は不要と考
えられる．一般毒性試験で免疫に関する懸念が示唆
された場合，その毒性解釈のため，あるいは懸念の
レベルに応じて，開発者の判断で追加検討を行うこ
とでよい．

6. 終わりに

AAVベクター製品の非臨床安全性評価について
は，発出されている指針 3）などの遺伝子治療用製品
を対象としたガイドラインを参考に，また発現タン
パク質の安全性評価についてはバイオ医薬品のガイ
ドラインであるICH S6  8）の考え方を参考に，開発品
の特徴や背景を考慮して「ケースバイケース」で行
う必要がある．一方，AAVベクター製品自体や発
現タンパク質に対する反応には種差があるため，ヒ
トのリスクを評価するうえで動物を用いた試験で可
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能なことと限界を考え，適切な試験を計画し，得ら
れた結果を適切に評価する必要がある．今回は，い
かに必要十分な試験を計画するかに関連する疑問点
について，その課題と背景を挙げ，議論を行った．

なお，パネルディスカッションで得られた結論
は，シンポジウムで議論した時点でのものであり，
今後得られる知見や科学の進歩によって変わり得る
ことに留意が必要である．
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