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1. はじめに

遺伝子治療用製品については，「遺伝子治療用製
品等の品質及び安全性の確保について」 1） 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，非臨床においてベクター配列の
染色体への組込みの可能性と腫瘍形成及びがん化の
可能性の評価が必要であることが明記されている．
一方で，「遺伝子組込み評価」は遺伝子治療用製品に
特徴的な評価項目であり，また，遺伝子治療用製品

AAVベクター製品の遺伝子組込み評価並びに
腫瘍形成及びがん化の可能性の評価
川崎 秀吉＊1，三井田 宏明＊2，＊6，奈良岡 準＊1，＊6，太田 哲也＊3，＊6，木下 潔＊4，＊6， 
後藤 浩一＊2，高木 観＊3，佐々木 正徳 ＊5，直田 みさき＊7，※，櫻井 陽＊7，※， 
小野寺 雅史＊8，内田 安則＊9，山下 拓真＊9，吉田 徳幸＊9，山本 武範＊9，井上 貴雄＊9

Evaluation of Genome Integration and Tumorigenic/Oncogenic Potential of 
AAV Vector Products
Hideyoshi KAWASAKI＊1，Hiroaki MIIDA＊2，＊6，Hitoshi NARAOKA＊1，＊6， 
Tetsuya OHTA＊3，＊6，Kiyoshi KINOSHITA＊4，＊6，Koichi GOTO＊2， 
Kan TAKAGI＊3，Masanori SASAKI＊5，Misaki NAOTA＊7，※，Akira SAKURAI＊7，※， 
Masafumi ONODERA＊8，Yasunori UCHIDA＊9，Takuma YAMASHITA＊9， 
Tokuyuki YOSHIDA＊9，Takenori YAMAMOTO＊9 and Takao INOUE＊9



［川崎ら：AAVベクター製品の遺伝子組込み評価並びに腫瘍形成及びがん化の可能性の評価］

Pharmaceutical and Medical Device Regulatory Science　Vol. 56 No. 5（2025）
No reproduction or translation of articles in this journal without permission. Moreover, copy 
or reproduction without permission is prohibited except for exception under copyright laws.

371371

における「腫瘍形成及びがん化の可能性の評価」は，
「化学合成医薬品の評価に用いられる標準的ながん
原性試験を実施することは適切ではないと考えられ
る」とされている 1）．そのため，「遺伝子組込み評
価」並びに「腫瘍形成及びがん化の可能性の評価」
のいずれについても，評価方法や評価すべき項目は
標準化されていない．更に，一口に遺伝子治療用製
品と言っても，使用される遺伝子治療用ベクターに
は様々な種類があり，使用するベクターの特徴を踏
まえて評価を行う必要がある．

以上の背景から，アデノ随伴ウイルス（AAV）ベ
クター製品の「遺伝子組込み評価」並びに「腫瘍形
成及びがん化の可能性の評価」を行う上での考え方
について，産官学関係者の目線を合わせるため，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）において実施し
たパネルディスカッションの中で，「AAVベク
ター製品の安全性評価の考え方」に関する議論を
行った．

本稿では，AAVベクター製品の「遺伝子組込み
評価」並びに「腫瘍形成及びがん化の可能性の評価」
について議論された内容を，論点を整理して紹介す
る．なお，指針 1）の中で，遺伝子組込み評価内の一
項目として記載されている「生殖細胞への意図しな
い遺伝子組込みリスクの評価」については，本特集
の佐々木正徳ら 3）の稿を参照されたい．

2. �AAVベクター製品の遺伝子組込み
評価

2.1　AAVベクター製品の遺伝子組込み能
野生型AAVは，ゲノム複製に関与するRepタン

パク質に依存した染色体への組込み能を有している
ことが知られている 4, 5）．一方，医療製品として使
用される組換えAAVベクターは，一般的にrep遺
伝子及びカプシド産生に関与するcap遺伝子を導入
遺伝子に置換しているため，Repタンパク質に依存
したゲノム組込み機構を喪失しており，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
て存在していると考えられている 4, 5）．

しかし，AAVベクターにおいても，低頻度なが
らもランダムな染色体への組込みが起こることが 
報 告 さ れ て お り， 例 え ば5×10 12 vg/kg（vector 

genomes per kilogram）のAAVベクターを非ヒト
霊長類（NHP）に静脈内もしくは筋肉内投与した場
合では，肝臓及び筋肉で細胞にベクターDNAが組
み込まれる頻度はおよそ10 －4～10 －5であるとの報
告がある 4~6）．

2.2　遺伝子組込み評価とは
遺伝子組込み評価は，ウイルスベクター製品のよ

うな遺伝子治療用製品に特徴的な評価項目であり，
その目的は，ベクター配列の染色体への組込みによ
る腫瘍形成及びがん化や，次世代への影響に関する
リスクを評価することである．指針 1）では，「染色
体へ挿入されるレトロウイルスベクター及びレンチ
ウイルスベクターでは，細胞1個あたりに組み込ま
れるコピー数及び特定の部位に組み込まれる可能性
に関して評価しておくこと」，「アデノウイルスベク
ター及びプラスミドDNAのように染色体への組込
み能を持たないベクターの場合には，低い頻度の挿
入を検出する感度の高い試験の実施を考慮するこ
と」などの記載があり，使用するベクターの特徴に
応じた評価が必要である．

一方で，現状では標準化された遺伝子組込み評価
法はなく，AAVベクター製品の遺伝子組込みに関
する考え方も統一されていないため，製品ごとに
ケースバイケースで評価・考察されている．そこで，
AAVベクター製品の遺伝子組込みに関する疑問点
についてパネルディスカッションを行い，以下の通
り考え方の整理を行った．

2.3�　遺伝子組込み評価に関するパネルディス
カッション

2.3.1　遺伝子組込み評価の方法について
遺伝子組込み評価の方法として，上市品では

AAVベクターを投与した動物の組織サンプルを用
いて，Glybera  Ⓡ  7）や Hemgenix  Ⓡ  8）では Linear 
Amplification-Mediated PCR（LAM-PCR）法や
Non-restrictive（nr）LAM-PCR法が，Roctavian Ⓡ  9）

ではTarget Enrichment Sequencing（TES）法が，
Beqvez TM（Durveqtix Ⓡ） 10）ではshearing extension 
primer tag selection ligation-mediated polymerase 
chain reaction（S-EPTS/LM-PCR）法及びTES法
が，それぞれ用いられている．

LAM-PCR法やS-EPTS/LM-PCR法はベクター
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配列に特異的なプライマーを用いる方法，TES法
はベクター配列に特異的なプローブを用いる方法で
あ る．LAM-PCR法 やS-EPTS/LM-PCR法 で は，
プライマーを設計した領域を含む配列のみが濃縮さ
れる一方，TES法では複数のプローブを用いるこ
とで，ベクター配列全長にわたる配列が濃縮される

（Fig. 1） 11~13）．AAVベクターは，必ずしも完全長で
染色体に挿入されるとは限らず，部分的な配列や欠
失・逆位などの様々な組換えが生じた配列が組み込
まれることが報告されており 14, 15），TES法であれば
これらの様々な挿入配列を検出できると考えられ
る．実際に，TES法であればAAVベクターの様々
な挿入配列を検出できること，また，S-EPTS/
LM-PCR法よりも多数の挿入配列を検出できるこ
とが報告されている 11）．
疑問：AAVベクター製品の遺伝子組込み評価に

ついて，TES法であれば様々なベクター挿入配列
が感度良く検出できるとの報告も考慮し，TES法
が遺伝子組込み評価方法として推奨されるか，とい
う疑問が生じた．
議論：TES法は有力な方法の一つと考えられる．

今後，技術が進歩し新たな手法も開発されると考え
られるため，その時々に実施可能な方法で適切に評
価，説明することが望ましい．また，遺伝子組込み
の解析方法については，現状標準化された評価系は

なく，今後も最新の技術を用いた評価法が利用され
る可能性があるため，評価には妥当性が適切に確認
された手法を用いることが重要である．

な お， 現 時 点 で 医 薬 品 医 療 機 器 総 合 機 構
（PMDA）として推奨している特定の手法はない．
結論：現時点でTES法は有力な方法の一つと考え

られる．技術の発展に伴って，その時点で実施可能
な方法で適切に評価・説明することが重要である．
2.3.2　遺伝子組込み評価における種差について

げっ歯類ではAAVベクター投与に関連した肝細
胞癌が発生し得るが，その大部分はマウスのRian

（RNA imprinted and accumulated in nucleus）遺伝
子座へのAAVベクター遺伝子組込みによることが
報告されている 4）．一方，マウスのRian遺伝子座の
ヒトオーソログであるMEG8（maternally expressed 
8）へのAAVベクター遺伝子の優先的な組込みは示
されていない．また，ヒト及びNHPにおいては優
先的な遺伝子組込み領域は認められず，大部分がラ
ンダムな組込みであると考えられており，AAVベ
クター投与に関連する腫瘍形成の症例も報告されて
いない 4, 16）．このことから，ヒトにおけるAAVベ
クター投与による腫瘍形成リスクは理論上あるが，
現時点ではそのリスクは限定的であると考えられ
る．

以上のことから，開発品のヒトにおける遺伝子組

Fig. 1　遺伝⼦組込み評価⽅法の⽐較
　　　   （文献11を元に作成）
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込み評価並びに腫瘍形成及びがん化の可能性の評価
を考える上では，前提として「ヒト及びNHPにおけ
るAAVベクターの組込みは低頻度かつランダムで
あり，腫瘍形成リスクに繋がる染色体領域に組み込
まれる可能性は低い」という情報が重要であると考
えられた．そこで，この点について，非臨床データ
を臨床に外挿する上で重要な種差の観点から，以下
の通り議論した．
疑問：前述の通り，AAVベクターの遺伝子組込

みには一部種差があることが知られているが，非臨
床においてAAVベクターの組込みは低頻度かつラ
ンダムであり，腫瘍形成リスクに繋がる染色体領域
に組み込まれる可能性は低いことが確認できれば，
ヒトにおいても同様に考えられるか，という疑問が
生じた．
議論：種差に関する十分な情報がないと判断でき

ないため，今後データを蓄積していく必要があると
考えられる．一方，いくつかの上市品ではNHPの
組織で遺伝子組込みを確認しているケースが多いこ
とから，AAVベクター製品を投与したNHPの生体
試料を保管し，必要性が生じた際に遺伝子組込み評
価を実施できるようにしておくとよいかもしれな
い．

なお，PMDAでは，現時点では特段の懸念がな
い限り，AAVベクター製品が投与された動物の生
体試料を用いた遺伝子組込み評価を求めていない．
結論：AAVベクターの遺伝子組込みについて，

今後，種差に関するデータが蓄積されることで，非
臨床情報をより正確に臨床へ反映できるようになる
ことが期待される．現状では，一般的なAAVベク
ターであれば遺伝子組込みは低頻度かつランダムで
あり，遺伝子組込みが腫瘍形成に繋がるリスクは低
いと考えられるが，遺伝子組込み評価が必要になる
ケースを想定して，NHPの生体試料を保管してお
くことも有用である．
2.3.3　遺伝子組込み評価実施の必要性について
疑問：2.1に記載した通り，AAVベクターは染色

体への組込み能を持たないベクターであり，挿入の
頻度は低いことが知られているが，全ての開発品で
一律に実験的な遺伝子組込み評価を行う必要性はあ
るか，という疑問が生じた．
議論：開発品に用いられているベクターや発現遺

伝子など構成要素に特段の懸念がある場合は，遺伝

子組込み評価が必要であると考えられる．一般的に
用いられるAAVベクターであれば挿入頻度が非常
に低いことが知られていることから，開発品に特段
の懸念がなければ，開発品自体を用いた実験的な遺
伝子組込み評価を実施する必要はないと考えられ
る．毒性試験で前がん病変が認められる等，特段の
懸念があれば追加情報を得るために遺伝子組込み評
価を実施することは妥当である．
結論：使用するAAVベクターに特段の懸念がな

く，既知の情報でリスク評価が可能である場合は，
開発品自体を用いた実験的な遺伝子組込み評価は不
要と考えられる．一方で，開発品によっては実験的
な遺伝子組込み評価が必要となるケースも想定され
るため，その場合には，本稿で議論した評価方法や
考慮事項を参考にされたい．

3. �腫瘍形成及びがん化の可能性の
評価

3.1　腫瘍形成及びがん化の可能性の評価とは
指針 1）では，「遺伝子治療用製品等による腫瘍形

成及びがん化のリスクは，ベクターのがん原性（例
えば発現産物によるプロモーター作用，染色体への
挿入変異等）について評価する必要がある」とされ
ている．「化学合成医薬品の評価に用いられる標準
的ながん原性試験を実施することは適切ではないと
考えられるが，がん原性の評価は必要」であり，「臨
床使用期間，適用患者集団，遺伝子導入の標的細
胞・組織の特性，ベクター及び構成成分の特性（例
えば遺伝子組込み及び目的遺伝子由来の発現産物の
特性等），使用したキャリアー等を踏まえて，「医薬
品のがん原性試験に関するガイドラインの改正につ
いて」 17）を参考にがん原性の評価法を検討する必要
がある」としている．

なお，指針 1）にはがん原性と造腫瘍性が分けて記
載されているが，造腫瘍性とはex vivoで使用され
るような遺伝子導入細胞自体の腫瘍化を指すもので
あり，本稿においてはin vivoで使用されるAAVベ
クター製品について記載していることから，ベク
ターのがん原性に絞った記載としている．
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3.2�　腫瘍形成及びがん化の可能性の評価に関
するパネルディスカッション

3.2.1　腫瘍形成及びがん化のリスクについて
前述した通りAAVベクターについては，遺伝子

挿入の頻度が低く，組み込まれる場合でもヒトにお
ける組込みパターンはランダムであると考えられて
いる．更にAAVベクター投与に関連する腫瘍形成
の症例も報告されていないことから，ヒトにおける
AAVベクター投与による腫瘍形成リスクは現時点
では限定的と考えられる．

上市品においても，Zolgensma Ⓡ 18）では，「一般
に，AAV9ベクターのゲノムは宿主遺伝子には組
み込まれないため，挿入突然変異原性リスクはない
こと」，「本品投与により発現するSMNタンパク質
の過剰発現による腫瘍形成は報告されておらず，
SMN遺伝子は発がんとの関連が報告されていない
こと」，「効力を裏付ける試験及び毒性試験におい
て，本品投与に関連した増殖性変化及び腫瘍形成は
認められないこと」から，腫瘍形成及びがん化のリ
スクは低いと考えている旨の説明がなされている．
ま た，Hemgenix Ⓡ のEMA assessment report 8）で
は，「マウスでは肝臓にAAVベクター組込み部位
のクラスターが認められ，NHPでは宿主ゲノム全
体にランダムに分布すること，組込みプロファイル
はクローン性増殖や悪性形質転換に関わる遺伝子と
の関連がなく，肝臓の病理組織学的評価でAAVベ
クター投与6か月後の肥大や過形成等，がん原性を
示唆する所見はない」ことが記されている．
疑問：以上のことから，AAVベクター製品につ

いては低頻度のゲノム組込みは起こり得るが，ヒト
やNHPではゲノム組込み部位はランダムであり，
がん遺伝子の活性化やがん抑制遺伝子の不活性化等
につながる特定の部位へ組込みが発生する可能性は
低く，これまでに腫瘍形成を示唆する情報もないた
め，ベクターDNAの挿入変異に伴う腫瘍形成及び
がん化のリスクは低いという判断ができるのではな
いか，という疑問が生じた．
議論：AAVベクター製品についてゲノム組込み

のリスクが低いとはいえ，投与量が多くなるほど遺
伝子組込み量も多くなり，腫瘍形成リスクは上がっ
てくると考えられる．そのため，投与量と生体内分
布の関連や組織中のベクター量，算出される挿入頻
度，毒性試験の投与量と臨床用量とのマージン，一

般毒性試験における前がん病変等の病理所見の有
無，適応疾患の重篤性などから，総合的に許容可能
なリスクを考察することが必要である．ヒトへの適
用を考えると，患者の病態によりゲノム組込みのリ
スクは異なり，例えば肝障害があるとゲノムの組込
みが起こりやすいと考えられるため注意すべきであ
る 4, 16）．

また，腫瘍形成リスクが低いと考えられる場合に
おいても，臨床で腫瘍形成リスクを管理する方法
や，がん病変が認められた時にAAVベクター製品
との関連性を評価する方法などを事前に検討してお
くとよいだろう．加えて，ベクターDNAの挿入変
異に伴う腫瘍形成及びがん化のリスクだけでなく，
発現産物による腫瘍形成リスクについても評価・考
察する必要がある．
結論：投与量と生体内分布の関連や組織中のベク

ター量，算出される挿入頻度，毒性試験の投与量と
臨床用量とのマージン，一般毒性試験における前が
ん病変等の病理所見の有無，適応疾患の重篤性など
から総合的に許容可能なリスクを考察することが重
要である．また，腫瘍形成リスクが低いと考えられ
る場合でも，臨床における管理方法やがん病変が認
められた時にAAVベクター製品との関連性を評価
する方法などを事前に検討しておくことが望まし
い．
3.2.2�　遺伝子組込み並びに腫瘍形成及びがん化の

リスク評価を行う組織について
疑問：遺伝子組込みはベクターが分布する多くの

組織で生じ得ると考えられるが，非臨床試験の中で
挿入評価や腫瘍形成及びがん化のリスク評価に用い
る試料として，静脈内投与の場合は肝臓，局所投与
の場合は局所組織，などベクターが高分布する組織
を代表として選択できるか，という疑問が生じた．
議論：肝臓や局所組織など，ベクターが高分布す

る組織での評価は妥当と考えられる．特に肝臓は分
裂活性が高く，炎症も起こしやすいことから，挿入
リスクや腫瘍形成及びがん化のリスクを評価する組
織として妥当であると考えられる．一般毒性試験に
おいて病理組織学的検査によって前がん病変が認め
られた場合は，当該組織も評価対象として考えるべ
きかもしれない．

一方で，病理組織学的検査を行うタイミングでは
既に剖検も終了していることから，同じ動物の組織
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を追加で採材することは不可能であり，採材組織は
事前に考慮しておくことが重要である．例えば，組
織特異的プロモーターを使用している場合は，当該
標的組織を採材しておくことが一案として挙げられ
る．また，一般毒性試験の中では同時に生体内分布
を評価するケースが多いため，生体内分布評価のた
めに採材したサンプルを用いるのも一案である．
結論：肝臓や局所組織など，ベクターが高分布す

る組織での遺伝子組込み並びに腫瘍形成及びがん化
のリスクの評価を行うことは妥当と考えられる．遺
伝子組込みリスクや腫瘍形成及びがん化のリスクに
特段の懸念がある組織については，当該組織を用い
た評価の必要性も検討する必要がある．

4. 終わりに

AAVベクター製品の非臨床安全性評価のうち，
本稿では「遺伝子組込み評価」並びに「腫瘍形成及
びがん化の可能性の評価」を扱った．これらは遺伝
子治療用製品に特徴的な評価項目であり，AAVベ
クター製品の特性を考慮した評価方法が必要となる
ため，既知情報の多寡に応じた追加検討の要否やリ
スクベネフィットの観点も含めた総合的な考察な
ど，現時点で妥当と考えられる安全性評価に関する
議論が展開された．AAVベクターは染色体への組
込み能を持たないことから，一般的に遺伝子組込み
リスクは低く，ヒトにおける腫瘍形成の症例も報告
されてはいないが，投与量やベクターの分布量，適
応疾患の合併症の有無を含めた状況によりリスクは
変化しうる．

また，FDAから発出されている遺伝子治療製品
投与後の長期フォローアップに関するガイダンスの
中では，AAVベクター製品については投与後5年
間のフォローアップが推奨されており 19），AAVベ
クターによる腫瘍形成リスクも投与後長期のフォ
ローアップをしながら評価する必要がある．

以上のように，近年上市品が増えているとはい
え，現状では必ずしもAAVベクター製品の遺伝子
組込み及び腫瘍形成リスクについての情報が十分と
は言えないため，引き続き慎重な議論が必要であ
る．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

に留意した上で，その時々で最新の知見を基にした
適切な評価が必要である．
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