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 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（同法第９条第４項において準用する場合を含む。）の規定に

より、次のとおり申請します。 
 
 
 
遺伝子組換え生物等の種類の

名称 
rep 及び cap 遺伝子領域を欠失し、アデノ随伴ウイルス 9 型に由来

する改変型キャプシドタンパク質及びアデノ随伴ウイルス 3 型に

由来する ITR を有し、HMGB1 遺伝子発現カセットを搭載する遺

伝子組換えアデノ随伴ウイルス(AAV.GTX-HMGB1) 
遺伝子組換え生物等の第一種

使用等の内容 
ヒトの遺伝子治療を目的とした投与、保管、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第一種

使用等の方法 
本遺伝子組換え生物等の原液の保管 

（1） 本遺伝子組換え生物等の原液は、容器に密封された状態で

遺伝子組換え生物等である旨を表示し、治療施設内の適切に

管理された冷凍庫において保管する。 
 
本遺伝子組換え生物等の原液の希釈液の調製及び保管 

（2） 本遺伝子組換え生物等は原液を希釈せずに投与する。原液の

投与準備は、治療施設の他の区画と明確に区別された作業室

内で行い、作業室内での本遺伝子組換え生物等の拡散を最小

限に留める。 
（3） 投与準備済みの原液は、容器に入れ、漏出しない状態で保管

する。 
 
運搬 

（4） 本遺伝子組換え生物等の治療施設内での運搬は、漏出させな

い措置を執って行う。 
 
患者への投与 

（5） 本遺伝子組換え生物等の投与は、治療施設の他の区画と明確

に区別された治療室内で、患者の髄腔内に注入することによ

り行う。投与時は、治療室内での本遺伝子組換え生物等の拡

散を最小限に留める。 
 
投与後の患者からの排出等の管理 



（6） 投与後、患者の投与部位を消毒し、投与部位から排出される

本遺伝子組換え生物等の環境への拡散が最小限となるよう、

医師の判断により必要とされる期間対策を講じる。 
（7） 患者の排出物等から第三者への本遺伝子組換え生物等の伝

播を最小限とするために、本遺伝子組換え生物等の投与を受

ける患者に適切な指導を行う。  
（8） 投与を受けた患者が当該治療施設以外の医療施設（以下「外

部医療施設」という。）で治療を受ける場合には、本遺伝子

組換え生物等の投与後、排出等の管理が不要となるまでの期

間、外部医療施設に対し第一種使用等の承認を受けた遺伝子

組換え生物等が投与された患者であることが情報提供され

るよう、当該患者に適切な指導を行う。 
（9） 患者の排出モニタリングは、必要に応じて実施する。 
 
患者検体の取扱い 

（10） 患者から採取した検体（以下「検体」という。）は、治療施

設及び外部医療施設（以下「施設等」という。）の規定に従

って取り扱う。 
（11） 本遺伝子組換え生物等の投与後、排出等の管理が不要となる

までの期間、検体の検査が外部の受託検査機関（以下「検査

機関」という。）に委託される場合は、本遺伝子組換え生物

等が漏出しない容器に入れ、施設等から検査機関へ運搬す

る。検体は検査機関の規定に従って取り扱う。 
（12） 検体の廃棄は、廃棄物の処理及び清掃に関する法律（昭和

45 年法律第 137 号）に基づいて施設等又は検査機関で定め

られた医療廃棄物の管理に係る規程（以下「医療廃棄物管理

規程」という。）に従って行う。 
 
感染性廃棄物等の処理 

（13） 本遺伝子組換え生物等の原液の廃棄は、治療施設内で不活

化処理を行った上で、医療廃棄物管理規程に従って行う。 
（14） 本遺伝子組換え生物等が付着した可能性のある機器及び機

材の廃棄は、医療廃棄物管理規程に従って行う。再利用する

機器及び器材にあたっては、不活化処理を行い、十分に洗浄

する。 
（15） 患者が自宅で用いたドレッシング材及び洗浄に用いた器材

等は、二重袋等に厳重に封じ込めた状態で廃棄する。 
（16） 本遺伝子組換え生物等の原液の廃棄を感染性廃棄物処理業

者に委託する場合には、本遺伝子組換え生物等の原液は、漏

出しない容器に入れた上で他の医療廃棄物と区別して保管

し、感染性廃棄物処理業者へ運搬し、廃棄物の処理及び清掃

に関する法律施行令（昭和 46 年政令第 300 号）の別表第 1
の 4 の項に定める感染性廃棄物（以下「感染性廃棄物」とい

う。）として廃棄する。運搬は、第一種使用規程の承認を受

けている遺伝子組換え生物等を含む廃棄物である旨を情報

提供して行う。 
（17） 患者から採取した検体等の廃棄を感染性廃棄物処理業者に

委託する場合には、漏出しない容器に入れ、本遺伝子組換え

生物等が付着した可能性のある機器及び器材は、二重袋等に

厳重に封じ込めた状態で、感染性廃棄物処理業者へ運搬し、

感染性廃棄物として廃棄する。 
（18） 治療施設外で保管された未開封の本遺伝子組換え生物等を



廃棄する場合は、密封された状態で高圧蒸気滅菌等により不

活化処理を行い、廃棄する。 
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生物多様性影響評価書 
 
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 

AAV.GTX-HMGB1（以下「本遺伝子組換え生物等」という。）の宿主は、アデノ随伴ウイルス

（以下「AAV」という。）である。国際ウイルス分類委員会による分類体系上、ウイルスとしての

AAV は以下のように位置付けられている(1) (2)。 

  パルボウイルス科（Parvoviridae） 

   パルボウイルス亜科（Parvovirinea） 

デペンドパルボウイルス属（Dependoparvovirus） 

     ヒトアデノ随伴ウイルス（adeno-associated virus） 

AAV は自然界に広く分布しており、哺乳動物に感染する。2008 年までにヒト及び霊長類で分離

されたウイルスは抗原性に基づいて 12 の血清型に分けられていたが、さらにその後の検索も合わ

せると、これまでに 100 以上の型が見つかっている(3) (4)。ヒトでは主に小児期に初感染が起こ

り、成人の約半数が中和抗体を有するが、ヒトへの病原性は知られていない。AAV 自体は複製機

能を欠損しており、動物細胞における複製はヘルパーウイルスの機能に依存している(2)。 

 

本遺伝子組換え生物等は、AAV3 型（AAV3）の rep/cap 遺伝子領域がヒト HMGB1 発現カセット

に置換されたゲノム構造を持ち、AAV9 型（AAV9）に由来するキャプシドタンパク質により形成

されるウイルス粒子外殻（キャプシド）及び AAV3 型に由来する Rep タンパク質を有する。本遺

伝子組換え生物等は AAV3 に由来する ITR を有している。 

AAV3 型の生活環について報告はないが、AAV3 型は AAV2 型と相同性が高いことから AAV3

型と AAV2 型の生活環に大きな差はないと考えられる。 
 

 野生型 AAV2 型の場合、生活環については、AAV2 型の外殻タンパク質には突出したループ

構造があり、この構造が細胞へ結合し、共受容体を介してエンドサイトーシスにより AAV が感染

する。単独で感染した場合、AAV ウイルスゲノムは第 19 番染色体に特異的に組込まれ、サイレ

ントな状態（潜伏感染）となる。潜伏感染状態の細胞にヘルパーウイルスが感染、又は AAV の感

染時にヘルパーウイルスが同時に感染した場合、AAV の増幅が起こり、細胞外へ排出される。(5) 
(6)。AAV9 型の外殻タンパク質のコード領域(cap)は、AAV2 との相同性が 78％であり、細胞への

結合（感染）は AAV2 と同様であると推察される。また AAV3 型の複製コード領域(rep)は、

AAV2 との相同性が Gaps を含めて 85%であり、本遺伝子組換え生物等の生活環は AAV2 と同様で

あると推察される（別紙１）。 

 

2 使用等の歴史及び現状 

AAV は、1965 年にアデノウイルス調製物の混入物として発見されたが、病原性が認められない

ため、医学的関心を引かなかった。しかしその非病原性、潜伏性及び広汎な感染性などの特性か

ら遺伝子治療用ウイルスとしての有用性が注目され、遺伝子治療で汎用されている(4) (7)；Ⅳ章参
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照。また、AAV9 は、血液脳関門を通過し中枢神経系に到達できるという特性から、神経疾患に

対する遺伝子治療ベクターとして使用されるようになった(8)。なお、AAV3 及び AAV9 を含めい

かなる血清型の AAV もヒト用の生ワクチン等に使用された報告はない。 

 
3生理学的及び生態学的特性 
 

(1) 基本的特性 

野生型 AAV のウイルス粒子は、直径約 25nm の正二十面体構造のキャプシドを有しており、エ

ンベロープを持たない。AAV のゲノムは約 4.7kb の線状一本鎖 DNA であり、プラス鎖 DNA を持

つウイルス、マイナス鎖 DNA を持つウイルス共に感染性を有する。AAV ゲノム DNA の両端には

逆位末端反復配列（ITR）があり、その間に rep 遺伝子及び cap 遺伝子が挟まれている。rep 遺伝

子は、DNA の複製に必要な 4 つの Rep タンパク質をコードする。cap 遺伝子は、AAV の正二十面

体キャプシドを形成する 3 つのタンパク質（VP1、VP2 及び VP3）をコードする。ITR は、DNA

複製、パッケージング、宿主細胞ゲノムへの組み込み及びその後の切り出しに必要な配列を含

む。AAV には、キャプシドタンパク質のアミノ酸配列の違いによって 100 以上の型があり、それ

ぞれ感染指向性が異なる。多くの AAV には共通する受容体（AAVR）があることが知られている

が(9)、感染には血清型ごとに異なる副受容体（co-receptor）も関与しており、これらの組み合わせ

によって指向性の違いが生ずると考えられている(10)。AAV9 キャプシドタンパク質の組織指向性

は、血液脳関門を通過し、神経細胞に感染する。 

 

AAV2 型の場合、野生型 AAV が単独で標的細胞に感染すると核内でエピソームとして存在する

か Rep が関与して第 19 染色体長腕の AAVS1 領域への組み込みが起こるが、プラスミドベクター

から作製した組換え AAV ではこのような部位特異的組み込みは起こらない。組換え AAV の細胞

染色体への組み込みは低頻度で起こりうるが、その場合には活発に転写されている遺伝子領域に

ランダムに挿入されやすいとの報告がある(11) (12) (13)。 

 

(2) 生育又は生育可能な環境の条件 

細胞に感染した野生型 AAV が核内に侵入すると、キャプシドからウイルスゲノムが放出される

が、AAV が単独感染した場合は自律的増殖ができず、潜伏感染する。 

アデノウイルスやヘルペスウイルス等のヘルパーウイルスが共存する場合は AAV ゲノムの複製

とウイルス粒子の構築が起こる。なお、アデノウイルスがヘルパーウイルスの場合は、E1A、

E1B、E2A、E4 及び VA 遺伝子が供給される。 

 

(3) 捕食性又は寄生性 

他の生物を捕食することはない。野生型 AAV が哺乳動物に感染することは知られているが、自

然界において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。ヒトの正常フローラ

に存在するか否か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も

ある(2)。AAV が単独で感染し、ヘルパーウイルスが存在しない場合は、二本鎖 DNA の形でエピ
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ソームとして、又は宿主染色体（多くの場合ヒト第 19 染色体又はそのホモログ）に組み込まれて

潜伏感染する(14) (15)。 

 

(4) 繁殖又は増殖の様式 

野生型 AAV のヒトへの感染経路として、経気道感染、糞口感染、接触感染が挙げられている。

ヒト以外にも多くの哺乳動物に感染しうる。感染の際には、AAV は、細胞表面受容体を介したエ

ンドサイトーシスにより取り込まれる。細胞内侵入後は、エンドソーム内の弱酸性環境下で細胞

質に放出されて核周囲に蓄積し、さらに核膜孔複合体を通って核内に移行すると考えられてい

る。この時、アデノウイルス又はヘルペスウイルスなどのヘルパーウイルスが同時に感染してい

れば、AAV の増殖が起きて溶解感染の経路に進む。ヘルパーウイルスが共存しない場合は、感染

細胞において複製することなく潜伏する(16)。 

 

(5) 病原性 

AAV 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。ヒトの肝細胞癌組織を解析したところ AAV ゲノム配列が見出されたという報告がある

(17)。しかし、病的な意義は見出されていない(18)。 

 

(6) 有害物質の産生性 

野生型 AAV の感染に際して細胞内で産生されるタンパク質が病原性又は毒性を示すという報告

はない。 

(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ャプシドを有し、エンベロープを

持たないことから、乾燥に対しても抵抗性を示す。本ウイルスは物理化学的に比較的堅牢であ

り、常温において安定である。 

不活化には加熱（85℃で数分間）、次亜塩素酸ナトリウム（1000 ppm）などのウイルス消毒剤、

水酸化ナトリウム、紫外線（UV）照射などの処理が必要とされている(1)。通常のオートクレーブ

処理により完全に不活化される。 

 
II 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 
 

1 供与核酸に関する情報 

 

(1) 構成及び構成要素の由来 

遺伝子組換え生物等ゲノム DNA の供与核酸の全塩基配列を別紙 2 に、構造模式図を別紙 3 に、

HMGB1 のアミノ酸配列を別紙４に示す。 

本遺伝子組換え生物等のゲノムにおいて、宿主である AAV3 に由来するのは両末端の ITR 配列

のみであり、これらに挟まれた形で供与核酸である プロモーター領域、ヒト HMGB1

コード領域、 配列、  
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 polyadenylation signal（  pA）由来ポリ A 付加シグナル領域、及び非コーディング人工

配列が存在する。また、ウイルス粒子は AAV9 のキャプシドタンパク質を外殻に有する。 

本遺伝子組換え生物等の構成要素は以下のとおりである。括弧内に本遺伝子組換え生物等ゲノ

ム DNA の供与核酸の塩基番号（別紙 2）と塩基長を示した。 

 

① Inverted terminal repeat (ITR) (Left ITR 塩基、Right ITR 塩基) 

AAV3 に由来する。 

② プロモーター（ ）（ 塩基） 

プロモーター領域に由来する。 

③ ヒト HMGB1 コード領域（   648 塩基） 

ヒト HMGB1 遺伝子ｃDNA の HMGB1 タンパク質コード領域である。 

④ 配列 （ 塩基） 

mRNA を安定させ、発現レベルを増加させる  

に由来する。

 

⑤  pA コード領域（ 塩基） 

 polyadenylation signal（  pA）の発現遺伝子領域に由来する転写終結シ

グナル。 

⑥ 人工配列（ 塩基） 

プラスミド構築時に移入された人工配列。 

 

(2) 構成要素の機能 

本遺伝子組換え生物等の供与核酸構成要素の機能は以下のとおりである。 

 

① Inverted terminal repeat 

AAV ゲノムの複製及びパッケージング等に必要な配列。 

② プロモーター 

HMGB1 遺伝子の転写を開始させる。 

③ ヒト HMGB1 コード領域 

ヒト HMGB1 をコードする。発現産物の HMGB1 は損傷 DNA への結合、DNA 構造の変化、

修復酵素又は補因子との相互作用、及び核 DNA を修復するなど DNA 構造を調整する。 

④ 配列 

ポリ A 部位のリードスルーを防ぐ、RNA のプロセシングと成熟を促進する、RNA の核外へ

の輸送を増大させる、等の働きにより導入遺伝子の発現を増大させる。 
⑤  pA 領域 

RNA ポリメラーゼⅡによる転写終結に寄与し、転写産物末端にアデノシンを付加することに

より RNA の安定性と転写効率を増加する。 
⑥ 人工配列 
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プラスミド構築の過程で挿入された制限酵素認識部位等であり、本遺伝子組換え生物に新た

な生物学的機能を付与するものではないと考えられる。 

 

(3) AAV.GTX-HMGB1の供与核酸の相同性検索 

NCBI（National Center for Biotechnology Information）の Web サイト Nucleotide BLAST
を使用し、供与核酸配列 (左右の ITR，  HMGB1, pA) を含む  letters を対

象とし相同検索を実施した。検索は相同領域が を抽出する条件で実施し、

構成要素又はそのホモログ配列と不一致の配列について、既知の有害配列との相同性を確認し

た。供与核酸配列において、既知の有害配列との相同性は認められなかった。（別紙 2） 

 

2 ベクターに関する情報 

 
（1） 名称及び由来 

 
（2） 構成要素の機能 
 

 

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造 

宿主である AAV に移入された供与核酸は、1 項の（1）に記載された HMGB1 タンパク質発現

カセットである。それらの塩基配列を別紙 2 に示す。 

 

(2) 宿主内に移入された核酸の移入方法（別紙 5 を参照） 

本遺伝子組換え生物等は、HMGB1 遺伝子及びアデノ随伴ウイルス3 型のITR を組み込んだプ

ラスミド（p ）、改変型9 型アデノ随伴ウイルスのrep/cap 遺伝子を組み込んだプラ

スミド（p ）、並びにアデノウイルス5型のE2A 及びE4 遺伝子を組み込んだプラスミド

（pHelper ）を 細胞に導入して作製される。なお、プラスミドp , 

p は、GMP基準に則った下記製造企業へ外注する。pHelper はGMP基準に則った下

記製造企業の製品を購入する。 

プラスミドp , p , pHelper の製造所：  

(3) 遺伝子組換え生物等の 生育の経過 

凍結した 細胞のワーキングセルバンク（WCB）を拡大培養し、プラスミド

p , p  及びpHelper を同時に導入する。細胞培養後に培養上清及び培養

細胞を回収し、界面活性剤等により処理し、フィルターろ過、カラムクロマトグラフィー等の精

製工程を経て、AAV.GTX-HMGB1 のバルクを調製する。目的の濃度に調整し、バイアル等の密

封容器に小分け分注し、-70℃以下にて冷凍保管する。AAV.GTX-HMGB1 は、製造ロット毎に品

質試験を行う（別紙6）。 
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遺伝子組換え生物の製造は、  

において GMP 基準

に従って実施した。品質試験は、 、 等で実施する

（本遺伝子組換え生物の品質管理試験の詳細は別紙 6）。 
なお、増殖能を獲得したウイルス（replication-competent AAV、以下「rcAAV」という。）は

 

 

 

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 

 

移入された核酸は本遺伝子組換え生物等の一本鎖 DNA ゲノムの一部として存在し、凍結保管中

は極めて安定で、感染する動植物等の種類及び感染様式が保管中に変化することはない(20)。 

動物細胞に感染すると、本遺伝子組換え生物等のゲノムが細胞染色体に組み込まれることはご

く稀で、通常核内で染色体外 2 本鎖 DNA（エピソーム）として存在すると考えられる(21) (22) 
(23)。この 2 本鎖 DNA となったものから HMGB1 が転写される。HMGB1 タンパクの発現は細胞

の遺伝子パターンに大きな変化が起こらない限り、また細胞が分裂しない限り継続するものと考

えられる。一般に神経細胞は終末分化した静止期の細胞であり、遺伝子発現パターンの大きな変

化やエピソームの希釈が起こらないので長期的な発現が期待される。 

 

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 

 

本遺伝子組換え生物等は宿主の AAV に存在しないヒト HMGB1 遺伝子をコードしているので、

その配列の一部を PCR で特異的に増幅、定量することが可能である。このときに用いる PCR 反

応では試料 μL 中に コピーの AAV-HMGB1 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、十分に確立しているものと考えられる。（別紙 7 qPCR 法 試験方法、分析バリデーション試

験） 

 

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 

 

宿主である AAV と本遺伝子組換え生物等の間には以下の相違がある。 

·本遺伝子組換え生物等は発現プロモーターの下流に HMGB1 遺伝子を持つため、本遺伝子組換え

生物等が感染した細胞は HMGB1 を発現する。 

·本遺伝子組換え生物等はゲノムの複製やウイルス粒子の形成に必要な rep 遺伝子及び cap 遺伝子

を欠失しているため、ヘルパーウイルスが共存しても増殖は起こらず、その生存力は野生型

AAV 以下である。本組み換え生物等の増殖が起こるのは、rep 及び cap 遺伝子が組み込まれた又

はトランスフェクションされた細胞にヘルパーウイルスと共感染した場合、又は通常の細胞に本

遺伝子組換え生物等・野生型 AAV・ヘルパーウイルスの 3 者が共感染した場合のみである。 
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·本遺伝子組換え生物の感染する動植物の種類、感染経路、伝播様式等は野生型 AAV と同等と考

えられるが、感染してもそのゲノムの大半は染色体に組み込まれず、主に核内の染色体外にエピ

ソームとして存在する。 

·AAV ベクター作製時、rep 遺伝子及び cap 遺伝子をもつ p と HMGB1 遺伝子をもつ

p の間での遺伝子組換えにより本遺伝子組換え生物等由来の増殖能を持つ

replication-competent AAV（rcAAV）が生じる可能性がある。この場合でも、ウイルスゲノムの複

製に必須な ITR と rep 遺伝子、及び細胞指向性（cell tropism）を規定する外被蛋白の主要部分は

野生型と同一であるので、遺伝子組換え生物等に該当するものも含め、rcAAV がヒトや動植物等

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 rcAAV が生じる可能性は否定できないが、パ

ッケージングしうる供与核酸の長さは非常に短い(22) (23)。 

 
III 遺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 

 

ヒトの遺伝子治療を目的とした投与、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 

 
本遺伝子組換え生物等の原液の保管 

（1） 本遺伝子組換え生物等の原液は、容器に密封された状態で遺伝子組換え生物等である旨を

表示し、治療施設内の適切に管理された冷凍庫において保管する。 
 
本遺伝子組換え生物等の原液の希釈液の調製及び保管 

（2） 本遺伝子組換え生物等は原液を希釈せずに投与する。原液の投与準備は、治療施設の他の

区画と明確に区別された作業室内で行い、作業室内での本遺伝子組換え生物等の拡散を最

小限に留める。 
（3） 投与準備済みの原液は、容器に入れ、漏出しない状態で保管する。 
 
運搬 

（4） 本遺伝子組換え生物等の治療施設内での運搬は、漏出させない措置を執って行う。 
 
患者への投与 

（5） 本遺伝子組換え生物等の投与は、治療施設の他の区画と明確に区別された治療室内で、患

者の髄腔内に注入することにより行う。投与時は、治療室内での本遺伝子組換え生物等の

拡散を最小限に留める。 
 
投与後の患者からの排出等の管理 

（6） 投与後、患者の投与部位を消毒し、投与部位から排出される本遺伝子組換え生物等の環境

への拡散が最小限となるよう、医師の判断により必要とされる期間対策を講じる。 
（7） 患者の排出物等から第三者への本遺伝子組換え生物等の伝播を最小限とするために、本遺

伝子組換え生物等の投与を受ける患者に適切な指導を行う。  
（8） 投与を受けた患者が当該治療施設以外の医療施設（以下「外部医療施設」という。）で治療

を受ける場合には、本遺伝子組換え生物等の投与後、排出等の管理が不要となるまでの期
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認められた。主な副作用は、AST 増加 9 例（11.0 ％）、ALT 増加、トランスアミナーゼ上

昇及び嘔吐が各 6 例（7.3％）であった。 （2019 年 3 月 8 日カットオフ） 
 

 
IV 生物多様性影響評価 
 

1 他の微生物を減少させる性質 

 

(1) 影響を受ける可能性のある微生物の特定 

本遺伝子組換え生物等の感染性は野生型 AAV9 と同一と考えられ、微生物に感染するとの報告

はない。また、競合や有害物質を産生する報告もなく、他の微生物を減少させることはないと考

えられる。よって、影響を受ける可能性のある微生物は特定されなかった。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 

 該当せず。 

 

(3) 影響の生じやすさの評価 

 該当せず。 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

当該第一種使用規程申請書に記載された遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎ

り、他の微生物を減少させる性質はなく、生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。 

 

2 病原性 

 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

本遺伝子組換え生物等が自然界で感染する対象は、野生型 AAV9 と同じく哺乳動物であり、ヒ

ト及びサル等の哺乳動物が影響を受ける可能性がある。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 

本遺伝子組換え生物等の ITR は AAV3 に、キャプシドタンパク質は AAV9 に由来する。野生型

AAV には病原性がないことが示されているが、本遺伝子組換え生物等は、rep 遺伝子及び cap 遺

伝子を欠落させているため、万が一ヘルパーウイルスが標的細胞に共感染したとしても、複製・

増殖は起こらず、病原性はさらに低いと考えられる。 

なお、AAV を宿主とする遺伝子組換えウイルスはこれまで欧米の臨床試験で使用されているが

(24) (25)、環境への悪影響に関する報告はない。 
 

(3) 影響の生じやすさの評価 
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第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、

本遺伝子組換え生物及び本遺伝子組換え生物由来 rcAAV が環境中へ拡散する可能性は低く、ま

た、拡散したとしても極めて微量である。また、本遺伝子組換え生物自体はヘルパーウイルスが

存在しても増殖することはなく、本遺伝子組換え生物由来 rcAAV も、ヘルパーウイルスであるア

デノウイルス等と共感染しない限り、環境中で増殖することはない。さらに、本遺伝子組換え生

物が効率よく感染する対象はヒトに限られるため、本遺伝子組換え生物が及び本遺伝子組換え生

物由来 rcAAV が被験者以外のヒトに対して病原性を示す可能性は極めて小さいと考えられる。 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用規程等の方法による限

り、病原性によって生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。 

 

3 有害物質の産生性 

 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

本遺伝子組換え生物等が自然界で感染する対象は、野生型 AAV9 と同じく哺乳動物であり、ヒ

ト及びサル等の哺乳動物が影響を受ける可能性がある。本遺伝子組換え生物の有害物質の産生性

は知られておらず、影響を受ける可能性がある野生動植物等は特定されなかった。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 

本遺伝子組換え生物等は非病原性である。本組換え生物が発現する HMGB1 は DNA 構造を調整

するタンパク質であって、HMGB1 タンパク質が毒性を持つことは知られていない。 

AAV.GTX-HMGB1 のカニクイサルへの非臨床試験においては、全身臓器に有意な炎症増加の所

見を認めなかった。カニクイサルの後頭下大槽内もしくは腰椎髄腔内に AAV.GTX-HMGB1

を投与し、 観察した（それぞれ

頭）。 後に、うち 2 頭を剖検して、脳（大脳、小脳、延髄）、脊髄（腰部）、坐骨神経、心

臓、大動脈（胸部）、気管、気管支、肺、胸腺、脾臓、顎下リンパ節、腸間膜リンパ節、顎下腺、

耳下腺、肝臓、胆嚢、膵臓、舌、食道、胃、十二指腸、空腸、回腸、盲腸、結腸、直腸、腎臓、

膀胱、精巣、精巣上体、精嚢、前立腺、下垂体、甲状腺、上皮小体（可能な限り）、副腎、皮膚、

乳腺、胸骨・大腿骨（骨髄を含む）、大腿筋、眼球（視神経含む）の病理組織学的検査を行った。

臓器の肉眼所見に異常なく、HE 染色組織所見において、リンパ球浸潤を含む異常を認めなかっ

た。HMGB1 に関するカニクイサルおよびヒト配列比較資料（別紙 10）に示すように、両者は

100％同一であり、カニクイサルにおいて機能することは自明である。HMGB1 はネクローシスの

際に細胞外に放出され、逆にアポトーシスでは放出されないとされる(26)。 

次に、細胞外 HMGB1 に起因する炎症については非常によく知られた事実であるので、細胞外

HMGB1 の増加については注意が必要であるが、本 AAV.GTX-HMGB1 での危険性は低いと考え

る。その理由は、第一に特許発明者の論文報告(19)において AAV1-HMGB1 を投与されたマウスの

脳内炎症反応について検討し否定されていること（19 および Sup Fig 2）、第二に AAV.GTX-

HMGB1 が HMGB1 を発現できるのは健常な細胞であり、ネクローシスを起こしている細胞で
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AAV.GTX-HMGB1 が HMGB1 の発現を増大させることはない。マウスに投与した用量は、5×

1013vg/kg（治験における用量の 10 倍）である。AAV.GTX-HMGB1 と、マウス実験で使用した

AAV1-HMGB1 は、カプシドとプロモーターが異なり、AAV.GTX はチロシン変異型の AAV9 のカ

プシドで プロモーター、AAV1 は AAV1 のカプシドで CMV プロモーターを使用

している。AAV.GTX の方がより広範囲の神経細胞に送達されるが、個々の神経細胞での遺伝子発

現レベルは、CMV promoter の方が  promoter より 10 倍以上強くなることが知られている。従

って、AAV.GTX-HMGB1 投与による脳内の細胞外 HMGB1 上昇は起こり得ないと考えられる。 
 

(3) 影響の生じやすさの評価 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、

本遺伝子組換え生物及び本遺伝子組換え生物由来 rcAAV が環境中へ拡散する可能性は低く、ま

た、拡散したとしても極めて微量である。また、本遺伝子組換え生物自体はヘルパーウイルスが

存在しても増殖することはなく、本遺伝子組換え生物由来 rcAAV も、ヘルパーウイルスであるア

デノウイルス等と共感染しない限り、環境中で増殖することはない。 

本遺伝子組換え生物等が有害物質を産生し、生物多様性に影響を及ぼす物質としては、発現産

物の HMGB1 が想定される。(2)に記載した様に、本遺伝子組換え生物と類似の生物で、強力な発

現プロモーター搭載のベクターによるマウス脳内投与では、炎症反応が否定されている。本遺伝

子組換え生物の投与は脳内であり、発現プロモーターとしての作用は類似品の 1/10 以下である

(27)。 

以上より、本遺伝子組換え生物等が発現する HMGB1 タンパク質が被験者以外の第三者又は野

生動植物等に対して有害作用を示す可能性は極めて小さいと考えられる。 

 

(4) 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、

有害物質の産生によって生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。 

 

 

4 核酸を水平伝達する性質 

 

(1) 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

本遺伝子組換え生物等が自然界で感染する対象は、野生型 AAV9 と同じく哺乳動物であり、ヒ

ト及びサル等の哺乳動物が影響を受ける可能性がある。自然界では、野生型 AAV はヒトを自然宿

主とし、ヒト以外で増殖を伴う感染が成立するかどうかは明らかではない。遺伝子組換え AAV を

使用した実験結果から、ヒト以外にカニクイザル、アカゲサル、イヌ、ラット、マウス等の哺乳

動物に感染することが報告されている。 

 

(2) 影響の具体的内容の評価 

本遺伝子組換え生物等のゲノム DNA が、水平感染を受けた第三者や動物等に保持される可能性

は完全には否定できないが、本遺伝子組換え生物等が増殖するためにはヘルパーウイルス及び野
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生型 AAV との三重感染が必要になるため、さらなる水平伝達が起こる確率は極めて低い。三重感

染時に相同組み換えが起こって生じた rcAAV が水平伝達される確率はさらに小さくなる。本遺伝

子組換え生物が感染したヒト又はヒト以外の哺乳類で一過性に HMGB1 遺伝子を発現する可能性

はあるが、これによる他の哺乳類個体への核酸の水平伝達は知られていない。本遺伝子組換え生

物由来の rcAAV が出現したとしても、核酸を水平伝達する性質は野生型 AAV と同等である。 

 

(3) 影響の生じやすさの評価 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、

本遺伝子組換え生物及び本遺伝子組換え生物由来の rcAAV の環境中への拡散は極めて微量であ

る。また、本遺伝子組換え生物自体はヘルパーウイルスが存在しても増殖する能力は無く、本遺

伝子組換え生物由来 rcAAV も、ヘルパーウイルスであるアデノウイルス等と共感染しない限り、

環境中で増殖することはない。さらに、本遺伝子組換え生物が効率よく感染する対象はヒトに限

られることから、本遺伝子組換え生物はやがて環境中から消滅すると考えられる。 

極めて微量の本遺伝子組換え生物由来の rcAAV の環境中への放出も完全には否定できないが、

AAV 粒子へパッケージングできる DNA のサイズに上限があるため、rcAAV は野生型 AAV と同じ

になるか、あるいは短い外来遺伝子を含んでいても野生型 AAV に極めて近い構造になると考えら

れる。rcAAV の感染性、増殖性、病原性及び核酸を水平伝達する性質は野生型 AAV と同等であ

り、ヒト及び他の哺乳類動物、植物並びに微生物に新たな影響を与えることはないと考えられ

る。 

 

(4) 生物多様性が生ずるおそれの有無等の判断 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、

核酸の水平伝達によって生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。 

 

5 その他の性質 

 

野生型 AAV については、トランスポゾンやプラスミド等の可動性遺伝因子（mobile genetic 

elements）は知られておらず、当該第一種使用等によってそれらを介した遺伝子の伝搬が起こるこ

とはないと考えられる。 

 

 

 
V 総合的評価 
 

本遺伝子組換え生物が感染する動植物等の種類は野生型 AAV と同等で、哺乳動物に感染する。

自然界で植物及び微生物に感染するとの報告はない。 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、

本遺伝子組換え生物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。細胞外 HMGB1 に起因する炎症はよく知られているものの、動
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物実験の結果から本遺伝子組換え生物による HMGB1 遺伝子の発現はヒトに病原性をもたないと

示唆されるため、ヒトに対する影響はないと考えられる。さらに、本遺伝子組換え生物は増殖能

を失っているので、野生型 AAV 及びそのヘルパーウイルスであるアデノウイルス等との三重感染

が無い限り、環境中で増殖することはない。ヒト体内の同一の細胞に本遺伝子組換え生物と野生

型 AAV 及びそのヘルパーウイルスであるアデノウイルス等が感染する可能性は極めて低く、本遺

伝子組換え生物はやがて環境中から消滅すると考えられる。従って、第一種使用規程承認申請書

に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法による限り、本遺伝子組換え生物による生

物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。 

 
生物多様性影響評価書 別紙 一覧 
別紙 1：AAV2, AAV3, AAV9 の塩基配列情報 

別紙 2：AAV.GTX-HMGB1 の供与核酸の全塩基配列 

別紙 3：AAV.GTX-HMGB1 供与核酸の構造 

別紙 4：HMGB1 のアミノ酸配列 

別紙 5：AAV.GTX-HMGB1 の作製方法 

別紙 6：AAV.GTX-HMGB1 の品質管理試験 

別紙 7：qPCR 法 試験方法、分析バリデーション試験 

別紙 8：被験者からの本遺伝子組換え生物等の排出の確認 

別紙 9：非臨床試験結果（分布・排出）の詳細 

別紙 10：HMGB1 に関するカニクイサルおよびヒト配列比較資料 
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