
様式第１（第７条関係）

第一種使用規程承認申請書

平成 30 年   月 日

厚生労働大臣 加藤 勝信 殿

環境大臣   中川 雅治 殿

   氏名 ファイザー株式会社

申請者   代表取締役社長 原田 明久 印

   住所 東京都渋谷区代々木 3 丁目 22 番 7 号

      新宿文化クイントビル

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 遺伝子を欠失し、改変型 cap 遺伝子（Spark100）

に由来するキャプシドタンパク質及びアデノ随伴ウイル

ス 2 型に由来する ITR を有し、ヒト血液凝固第 IX 因子

Padua 変異体を発現するアデノ随伴ウイルス（fidanacogene 

elaparvovec）

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の内容

ヒト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

原液の保管及び運搬

(1) 本遺伝子組換え生物等の原液の保管は、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、適切に

管理された冷凍庫又は冷蔵庫において行う。

(2) 本遺伝子組換え生物等の治療施設内での運搬は、密封

した状態で行う。

希釈液の調製

(3) 本遺伝子組換え生物等の原液の希釈は、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、密封した状態

で保管する。調製時は、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。

投与

(4) 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静脈内に注入すること

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

(5) 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対策を講じる。また、必要に応

じて、患者の排出物等から第三者への伝播を最小限にする

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。

(6) 患者の排出モニタリングは、必要に応じて実施する。

(7) 本遺伝子組換え生物等の投与を受けた患者が治療施

設以外の医療施設（以下「外部医療施設」という。）で治

療を受ける際は、第三者への本遺伝子組換え生物等の伝播

を最小限にするために、必要な期間、外部医療施設に第一

種使用等の承認を受けている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、本遺伝子組

換え生物等の投与を受けた患者に適切な指導を行う。

感染性廃棄物等の処理

(8) 本遺伝子組換え生物等の原液及び希釈液は、不活化処

理を行った上で廃棄する。

(9) 希釈に用いた容器及び器具並びに投与に用いたシリ

ンジ、チューブ等及び患者血液の付着した器材等は、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）

に基づいて治療施設その他の外部医療施設（以下「施設等」

という。）又は外部受託検査機関で定められている医療廃

棄物の管理に関する規程（医療廃棄物管理規程）に従って

廃棄する。

検体の取扱い

(10) 試験のために患者から採取した検体は、施設等又は

外部受託検査機関において定められた規定に従って取扱

う。

(11) 検体の廃棄は、施設等及び外部受託検査機関の医療

廃棄物管理規程に従って行う。
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（別紙様式）

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

アデノ随伴ウイルス（AAV）は、パルボウイルス科（Parvoviridae）の中で複製にヘルパー

ウイルスを必要とするデペンドウイルス属（Dependovirus）に分類される 1 本鎖 DNA を内

包したウイルスである（文献1）。これまでに分離されたヒト及び霊長類動物に感染するウ

イルスは、抗原性の違いに基づき複数の血清型に分けられている（文献2-5）。その中で、ヒ

トで分離される 2 型（AAV2）がよく研究されている。AAV は、その VP1 キャプシドタン

パク質配列より、異なる系統群（クレード）に分類されることもある（文献 3）。成人の約

85%は AAV に対する抗体を有するとされるが、病原性は知られていない。本遺伝子組換え

生物等（以下、PF-06838435）は、AAV2 に由来する Inverted Terminal Repeat (ITR)をゲノム

の両端に持つ。なお、PF-06838435 のキャプシドタンパク質は、肝臓組織への親和性を有す

るように人工的に改変されている。

２ 使用等の歴史及び現状（人用若しくは動物用医薬品としての利用の歴史又は産業的な

利用の歴史及び現状を含む。）

AAV の遺伝子改変ウイルス（AAV ベクター）はこれまで 15 年以上遺伝子治療に用いられ

ている。現在までに、AAV ベクターは血友病 B を含む様々な疾患の遺伝子治療の臨床試験

でヒトに投与されている（文献6-11）。AAV ベクターの投与を受けた数百人の被験者のデー

タが報告され、安全性プロファイルは全般的に良好であった（文献12）。

３ 生理学的及び生態学的特性

（１）基本的特性

AAV のウイルスキャプシドは直径約 25 nm の正二十面体で、エンベロープのない状態で存

在している。AAV ゲノムは約 4.7 kb の+鎖又は-鎖の 1 本鎖 DNA であり、DNA 鎖の両端に

位置する Inverted Terminal Repeat (ITR)並びに 2 つの遺伝子（rep 及び cap）で構成されてい

る。AAV の感染は、細胞表面に発現している血清型非特異的受容体 AAVR（文献13）介し

て感染するが、血清型により組織移行性を規定している受容体（又はコレセプター）が異

なることが報告されている（文献14）。例えば、AAV2 では、ヘパラン硫酸プロテオグリ

カン、FGF 受容体、HGF 受容体、V5 インテグリン、V1 インテグリン及びラミニン受

容体等を介して感染することが知られている（文献 13）。PF-06838435 のキャプシドタン

パク質は、AAV8 との相同性が高い（別紙 1）が、AAV8 の感染にはラミニン受容体が必要

であることが報告されている。
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 ITR：ゲノムの両末端には、T 字型のヘアピン構造が存在し、複製の開始、ウイルス粒

子へのパッケージング、宿主細胞の染色体 DNA への組込みなどに関与するとされる。

 rep 遺伝子：rep 遺伝子は、野生型 AAV ウイルスの複製に必要な 4 種の Rep タンパク

質（Rep78、Rep68、Rep52 及び Rep40）をコードする。そのうち、large Rep と呼ばれ

る Rep78 及び Rep68 タンパク質の発現は、p5 プロモーター制御下に生じる 2 つのスプ

ライシングバリアント mRNA にコードされ、ともに部位特異的エンドヌクレアーゼ、

インテグラーゼ及びヘリカーゼとして機能する。small Repと呼ばれるRep52及びRep40

は下流のプロモーター（p19）による制御下に転写されるスプライシングバリアント

mRNA によりコードされ、そのアミノ酸配列は、それぞれ Rep78 及び Rep68 タンパク

質の C 末端側の部分配列である。Rep52 及び Rep40 タンパク質の正確な役割は分かっ

ていないが、ヘリカーゼドメインが含まれている。

 cap 遺伝子：cap 遺伝子は 3 種のキャプシドタンパク質（VP1、VP2 及び VP3）をコー

ドしている。これらのタンパク質は AAV の構造を構成している。いずれの mRNA も

同一のプロモーターp40 の制御下に転写されるが、VP1 と VP2/VP3 は異なるスプライ

シングバリアントにコードされる。また、VP2 及び VP3 の翻訳には異なる開始点が用

いられる。

（２）生育又は生育可能な環境の条件

AAV はヘルパーウイルス（アデノウイルス又は単純ヘルペスウイルス等）の共感染により

増殖し、種々の血清型 AAV に関して、ヒト以外にげっ歯類、イヌ、サルなどの哺乳動物に

感染することが報告されている（文献15）。ヘルパーウイルス非存在下では、AAV はエピ

ゾーマル DNA として、又はまれに第 19 番染色体に組み込まれた形で潜伏する（潜伏感染）。

AAV が潜伏した細胞にヘルパーウイルスであるアデノウイルスが共感染すると、AAV の複

製が開始され、細胞破壊により放出される（溶解感染）。AAV の生活環はヘルパーウイル

ス及び宿主タンパク質との複雑な相互作用により制御されている（文献16）。

（３）捕食性又は寄生性

捕食性はない。AAV は哺乳類動物に感染することが知られているが、ウイルス種によって

感染宿主域は異なる。

（４）繁殖又は増殖の様式

AAV は、主に飛沫の吸入、粘膜の接触、食物摂取を介して、経気道又は経口で感染する。

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分

泌物中に排出され、他の個体に感染する。ヘルパーウイルスとしてアデノウイルスが共感

染した場合には、溶解感染となり、アデノウイルス由来の E1A、E2A、E4、VA 遺伝子産物

の存在下で、rep 及び cap 遺伝子産物が産生され、AAV が複製されるとともに、感染細胞は

溶解する。

ヘルパーウイルスが存在しない潜伏感染の場合、AAV ゲノムは、扁桃・肺・脾臓などの組
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織において、2 本鎖環状 DNA（エピゾーマル DNA）として存在し、まれに 19 番染色体上

（AAVS1）に組み込まれる（文献17、18）。この組込みには、Rep78/Rep68 が関与するとさ

れる。

（５）病原性

野生型の AAV の感染は不顕性に終わると考えられており、これまでに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

AAV の感染に際して細胞内に産生されるタンパク質性の毒素等は報告されていない。

（７）その他の情報（不活化条件等を含む。）

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ていることか

ら、AAV の不活化には 85℃で数分の加熱処理が必要とされ（文献 2）、オートクレーブ（121

ク、20 分）により完全に不活化される。また、次亜塩素酸ナトリウム（1～10%に希釈、1

時間以上）によって不活化される。

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

Fidanacogene elaparvovec（以下、PF-06838435）ゲノムでは、rep 及び cap 遺伝子を取り除き、

以下の構成要素に置換している（括弧内は、ゲノム上の塩基番号で、別紙 3、図 9 のプラス

ミド phFIX39v2 の塩基番号に等しい。）。

i. アポリポタンパク質 E/C-1（apoE/C-1）遺伝子の遺伝子座調節領域（Locus control region）

である Hepatic Control Region-1（以下、HCR-1 配列）（152-472）

ii. ヒト α1 アンチトリプシン（hAAT）遺伝子プロモーター（482-878）

iii. ヒト血液凝固第 IX 因子 Padua ミニ遺伝子（以下、hFIX ミニ遺伝子。コードされるタン

パク質 FIX-Padua のアミノ酸配列を別紙 2、図 4 に示す。）

 エクソン 1（908-995）（879-907 は 5´非翻訳領域。翻訳領域はコドン最適化。）

 イントロン 1 断片（996-2433）

 エクソン 2～エクソン 8（2434-3731、コドン最適化）

 3´非翻訳領域（3732-3779）

iv. ウシ成長ホルモン（bGH）ポリアデニル化シグナル配列（3820-4047）

（２）構成要素の機能

ヒト血液凝固第 IX 因子 Padua ミニ遺伝子（hFIX ミニ遺伝子）は、肝臓特異的な hAAT 遺

伝子プロモーター、HCR-1、及び bGH ポリアデニル化シグナル配列により転写調節されて
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いる。発現タンパク質であるヒト血液凝固第 IX 因子 Padua は、338 位のアルギニンがロイ

シン（R338L）に置き換わった自然発生の一塩基変異を持ち（別紙 2、図 4）、野生型に比

べ 5～10 倍の比活性を有する高比活性変異体である。

HCR-1 は、ApoE 及び apoC-1 遺伝子の肝臓特異的発現の遺伝子座調節領域として、エンハ

ンサー機能及び目的遺伝子を安定的かつ高効率に発現させる機能を有している（文献19）。

２ ベクターに関する情報

（１）名称及び由来

（２）特性

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

PF-06838435 のゲノムの構成を別紙 3、図 6 に示した。hAAT プロモーター、hFIX-Padua ミ

ニ遺伝子、bGH ポリアデニル化シグナルよりなる hFIX-Padua 発現カセットが両端の AAV2

由来 ITR により挟まれている。

（２）宿主内に移入された核酸の移入方法

PF-06838435 は、ウイルスベクターゲノム配列を含むプラスミド phFIX39v2、パッケージン

グプラスミド pSpark100PK、ヘルパープラスミド pCCVC-AD2HPv2 をヒト胎児腎臓に由来

する HEK293 細胞に導入することによって作製した。これらのプラスミドの構造等を別紙

3、図 8、11 及び 14 に示す。

プラスミド phFIX39v2 の構築：

プラスミド phFIX39v2 は、PF-06838435 ゲノム配列を含有し、カナマイシン耐性遺伝子及び

DNA stuffer の他に、pUC 及び M13 ファージ由来の複製起点を含むプラスミドである。プラ

スミド phFIX39v2 の構築に関する詳細を別紙 3 に示す。

プラスミド pSpark100PK の構築：

プラスミド pSpark100PK（Spark100 と表記される場合もある）は以下の構成要素を含む：

①複製及びウイルス粒子の構築に必要なタンパク質をコードする AAV2 由来 rep 遺伝子、②

Spark100 キャプシドタンパク質をコードする改変型 cap 遺伝子（天然に存在しない AAV 血

清型に由来する）、③pUC プラスミド由来の複製起点を含む領域、④カナマイシン耐性遺伝

子。

プラスミド pSpark100PK を構築するために、プラスミド pCCVC-AAV8PKv3（詳細を別紙 3

に記載）を SwaI 及び SnaBI で消化し、プラスミド pCCVC-AAV8PKv3 の AAV8 キャプシド
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配列をプラスミド pRHM4-1 Rep Cap（別紙 3）由来の Spark100 キャプシド配列に置き換え

た。野生型の cap 遺伝子と同様に、Spark100 遺伝子からは、VP1、VP2 及び VP3 タンパク

質が生じる。また、rep 遺伝子からは、野生型と同様に 4 種の Rep タンパク質が生じる。プ

ラスミド pSpark100PK の構築に関する詳細を別紙 3 に示す。

ヘルパープラスミド pCCVC-AD2HPv2：

ヘルパープラスミド pCCVC-AD2HPv2 は、pUC プラスミド由来の複製起点を有するプラス

ミドにアデノウイルス 2 型の E2A 領域、E4 領域、VA I 及び VA II をコードする遺伝子等が

挿入されたもので、HEK293 細胞内で AAV の複製に必要とされる転写因子や RNA を供給

する。ヘルパープラスミド pCCVC-AD2HPv2 の構築に関する詳細を別紙 3 に示す。

（３）遺伝子組換え生物等の育成の経過

以下の工程及び品質管理は、別紙 4 に示す施設で行われる。

PF-06838435 の調製：

ヒト胎児腎臓細胞株に由来する HEK293 細胞のゲノムには、アデノウイルス 2 型の E1 領域

の配列が組み込まれており、AAV の複製に必要とされる E1A 及び E1B 由来タンパク質が供

給されることが報告されている（文献20）。PF-06838435 は、その都度、HEK293 細胞に上

述した 3 つのプラスミドをリン酸カルシウム沈殿法によりコトランスフェクションし、

HEK293 細胞をローラーボトルにて 1 晩培養することにより調製する（1 回あたり、約 1015

virus genomes (vg)を製造）。

精製及び製剤化：

陰イオン交換クロマトグラフィー、サイズ排除クロマトグラフィー及び陽イオン交換クロ

マトグラフィーにより、PF-06838435 を精製する。

PF-06838435の最終製剤は、1 mLに1×1013 vgを含む（これは1 mLに約0.1 mgのPF-06838435

を含む濃度に相当する）。最終製剤は-90～-60℃で保存する。

品質管理：

品質管理の詳細を、別紙 4 に示した。最終製品の品質管理の試験項目には、複製能を有す

る AAV の否定試験、残存プラスミド DNA 量試験等が含まれる。

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

宿主に移入された核酸は、PF-06838435 ゲノムの一部として、冷凍保管中は安定に存在する。

PF-06838435 を用いた遺伝毒性試験は実施していないが、他の遺伝子治療用 AAV ベクター

の肝臓での遺伝子導入を検討した結果より、主に染色体に組み込まれない形（エピゾーマ

ル DNA として）で安定に存在し（文献 18、21-23）、目的タンパク質の安定的な発現が認め

られる。動物試験の結果から AAV ベクターによる染色体への組込みは僅かであることが示
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されている。

エピゾーマル DNA として存在する AAV ゲノムは非増殖性の細胞において数年にわたって

維持されることがある。

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

現在、hAAT プロモーター領域、hFIX の 5´UTR からエクソン 1 にわたる領域をリアルタイ

ムポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法で増幅することにより定量する試験法を確立中であるが、

試験方法の検出限界は 25 コピー／反応である。

６ 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違点

野生型の AAV は 1 本鎖 DNA のデペンドウイルスであり、ヘルパーDNA ウイルスが複製

に必要である。PF-06838435 は野生型の AAV に由来しているが、ウイルスのタンパク質

をコードしている rep 及び cap 遺伝子を欠失しており、これらのタンパク質を発現するこ

とはない。rep 及び cap 遺伝子産物はウイルス DNA の複製、感染細胞染色体への組込み（潜

伏感染時）、AAV 粒子の形成に必須である。PF-06838435 は、rep 遺伝子及び cap 遺伝子を

欠失しているので、ヘルパーウイルス共存下ですら、複製しないため、その外界での生存

性は極めて低く、野生型 AAV を上回ることはない。複製に必須な遺伝子を提供する野生型

AAV と、アデノウイルス又は単純ヘルペスウイルスなどのヘルパーウイルス及び

PF-06838435 が同時に一つの細胞に感染（3 重感染）することはまれであるため、自然界

で PF-06838435 の複製が起こる可能性は極めて低い。

PF-06838435 は、調製時に改変ウイルス AAV-Spark100 より供給されるキャプシドタンパク

質（Spark100）を外殻に有している。Spark100 キャプシドの作製にあたり、10 以上の AAV

血清型のキャプシドの配列を比較し、高度可変領域を同定した。その上で肝臓組織への親

和性を有することが知られている血清型（AAV8 及び AAV10）に保存されている特定のア

ミノ酸残基となるように変異を cap 遺伝子に導入した（別紙 1 に、キャプシドタンパク質

のアミノ酸配列及び AAV8、AAV10 等との相違点を示す）。サルにおける PF-06838435 の生

体内分布試験において、肝臓への指向性が示されている（別紙 5）。

PF-06838435 ゲノムでは、2 つの ITR に挟まれた rep 及び cap 遺伝子領域が hFIX39-Padua

発現カセットに置換されている。発現カセット中では、hAAT 遺伝子プロモーターと bGH

ポリアデニル化シグナル配列を導入することにより、感染細胞内で、Rep 及び Cap タンパ

ク質の代わりに Padua タンパク質が産生される。

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
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ヒト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

原液の保管及び運搬

(1) 本遺伝子組換え生物等の原液の保管は、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、適切に管理された冷凍庫又は冷蔵庫において行う。

(2) 本遺伝子組換え生物等の治療施設内での運搬は、密封した状態で行う。

希釈液の調製

(3) 本遺伝子組換え生物等の原液の希釈は、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、密封した状態で保管する。調製時は、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。

投与

(4) 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

静脈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

(5) 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対策を講じる。また、必要に応じて、

患者の排出物等から第三者への伝播を最小限にするために、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。

(6) 患者の排出モニタリングは、必要に応じて実施する。

(7) 本遺伝子組換え生物等の投与を受けた患者が治療施設以外の医療施設（以下「外部医

療施設」という。）で治療を受ける際は、第三者への本遺伝子組換え生物等の伝播を最小限

にするために、必要な期間、外部医療施設に第一種使用等の承認を受けている遺伝子組換

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、本遺伝子組換え生物等の投

与を受けた患者に適切な指導を行う。

感染性廃棄物等の処理

(8) 本遺伝子組換え生物等の原液及び希釈液は、不活化処理を行った上で廃棄する。

(9) 希釈に用いた容器及び器具並びに投与に用いたシリンジ、チューブ等及び患者血液の

付着した器材等は、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

いて治療施設その他の外部医療施設（以下「施設等」という。）又は外部受託検査機関で定

められている医療廃棄物の管理に関する規程（医療廃棄物管理規程）に従って廃棄する。

検体の取扱い
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(10) 試験のために患者から採取した検体は、施設等又は外部受託検査機関において定めら

れた規定に従って取扱う。

(11) 検体の廃棄は、施設等及び外部受託検査機関の医療廃棄物管理規程に従って行う。

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

PF-06838435 の排出については、II、5 項で記載した定量的 PCR を用いて検討を行う。定量

的 PCR を用いた試験は排出に関する十分なデータが得られるまで必要な期間実施すること

とし、対象患者、試験期間等の詳細は治験実施計画書に規定する。

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

PF-06838435 が本治験の被験者以外のヒトへ感染する可能性は、理論的には、否定すること

ができない。PF-06838435 の投与後、AAV ベクターの排出は、被験者検体（血液、尿、唾

液、精液）を用いて、バリデーションされた試験法（定量的 PCR）によりベクターDNA を

測定することにより評価する。測定は投与後のいくつかのポイントにおいて、3 回連続の陰

性結果が得られるまで実施する。精液に関する十分な排出データが得られるまでは、精液

を介した水平/垂直伝播のリスクを低減するために、バリア法による避妊を継続するように

指導する。

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

以下に、PF-06838435 に類似した遺伝子組換え AAV を用いた非臨床安全性試験および排出

評価試験の結果の概要を示す。詳細は別紙 5 に示す。

非臨床安全性

マウス、イヌ、サルを用いた非臨床試験で 6×1013 vg/kg までの用量を、数週間から最長 11.5

年間の追跡期間を設けて評価している（文献24、25、及び Nichols らの未発表データ）。忍

容性はいずれの AAV ベクターにおいても良好であり、マウスへ AAV8-hFIX19 6×1013 vg/kg

（本治験の開始用量の 120 倍かつ最高用量の 30 倍の用量）を投与した時の退行性変化（小

葉中間帯の空胞化及び単細胞壊死）を除き、顕著な肝臓の病理組織学的変化は認められな

かった。

排出

臨床で精液への排出が示されたため、AAV2 ベクター（AAV2-murine FIX、AAV2-canine FIX、

AAV2-human FIX）の精液及び精原細胞への影響を評価した非臨床試験が行われたが、AAV

ベクターの配列は精原細胞からは検出されず、精液への AAV ベクターの混入は一過性で

あると考えられた（文献26-28）。また、AAV2-hFIX16 の静脈内投与後に精液からの AAV

ベクターのゲノム配列が検出される期間を検討した結果、ゲノムは経時的に減少し、最終
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的に検出限界以下となったことから、ゲノム配列の検出は用量・時間依存的であると推定

された（文献29）。これらの試験で用いた Nested-PCR 法の検出感度は、6000 細胞あたり 1

コピー（ゲノム DNA 1 μg あたりおよそ 50 コピー）以上であった。AAV8-hFIX16 につい

ても評価されている（文献30）。これら AAV2-hFIX16 及び AAV8-hFIX16 を評価した非臨

床試験において、精液からの AAV ベクターのクリアランスは、血清型によらず、用量及

び時間依存的であった。さらに、生殖細胞のない精管切除動物の精液から AAV2 及び AAV8

の配列が検出されたことから、精液への AAV ベクターの混入には精巣と同様に尿生殖路

も関与していると考えられる。これらの非臨床試験の結果、並びに臨床試験における、

AAV8-FIX ベクターを全身投与した後に精液中からベクターゲノムが検出されたが経時的

に検出されなくなったとする報告（IND 15149、文献 10）から、男性被験者において AAV8

ベクターが生殖細胞に取り込まれるリスクは、AAV2 と同様に低いと考えられる。

偶発的な生殖細胞への取込みのリスクを評価するため、ウサギを用いて FIX 遺伝子を組み

込んだ AAV-Spark100（AAV-Spark100-hFIX16 又は AAV-Spark100-hFIX19-Padua）の精液への

伝播を評価する非臨床試験を実施した結果、ほとんどのウサギで投与 10 週以降は

AAV-Spark100 ベクター配列は検出されなくなり、投与 4 ヵ月に最終の陽性検体が検出され

た。

カニクイザルに対して臨床グレードの AAV5 ベクター（1×1013 vg/kg 及び 5×1013 vg/kg）

を静脈内投与して、その排出を経時的に検討した非臨床試験結果が報告されている（文献

31）。AAV5 ベクターの排出は血清、唾液、尿、鼻汁、便、精液に関して定量的 PCR 法を用

いて検討した結果が示されている。血清中の AAV5 ベクターDNA 量は投与後 8 時間にピー

クを示し、その後低下した。唾液、尿、鼻汁、便では低い量の AAV5 ベクターDNA が一過

性に認められた。精液では高用量を投与した雄 1 匹で投与後 8 日目のみで認められた。

AAV5 ベクターの排出プロファイルの特徴としては、血清では投与直後にピークを示し、そ

の後は経時的に減少した。一方で、唾液、尿、鼻汁、便においては、血清でみられたよう

な投与直後に明らかなピークは認められず、比較的なだらかな変化を示している。尿にお

けるベクター排出は、唾液、便等と比較して排出頻度も量も少ないと考えられる。

６ 国外における使用等により得られた情報

現在までに、遺伝子治療用の AAV ベクターは、血友病 B を対象とする複数の臨床試験（文

献 811、32）の他、様々な疾患を対象とする臨床試験でヒトに投与されており、安全性プロ

ファイルは全般的に良好であった（文献 6、12）。AAV ベクター投与後に、一部の被験者で

肝機能値の上昇が報告されており、これは肝細胞に感染した AAV のキャプシドのペプチド

に対する T 細胞応答の結果であり、AAV ベクターの用量依存的であると考えられている。

肝機能値の上昇は無症候性かつ一過性であり、重大な転機に至った患者は報告されていな

い。これらの臨床試験において、増殖能を持つ AAV の出現は報告されていない。また、投
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与後の体液への AAV ベクターの排出は一定期間認められるものの、その量は投与量に比し

て少なく、また経時的に減少し、最終的に検出されなくなることが報告されている。

PF-06838435 については、現在 試験が進行中である。2016 年 6 月に公表された

中間報告（文献33）では、PF-06838435 を 5×1011 vg/kg を投与された 4 例の被験者の投与後

7～26 週までの評価において、被験者の FIX 活性は、1 例目から 4 例目までそれぞれ 29%、

35%、27%及び 28%であり、治験薬及び治験手順に関連のある重篤な有害事象は報告されて

おらず、FIX に対するインヒビター（中和抗体）の発現もみられていない。また、本製品投

与後に被験者由来の検体（唾液、尿、精液）からベクターDNA が検出されるが、経時的に

減少することが確認されている（別紙 5）。

AAV2-FIX16 を肝動脈から投与した臨床試験では、尿、血清、末梢血単核球、精液への排

出を評価し、投与された 7 例全例の検体からベクターのゲノム配列が検出されたが、経時

的に検出されなくなった（文献 9）。また、AAV8-FIX ベクターを用いた臨床試験において

も尿、唾液、血清、末梢血単核球、精液への排出を評価し、投与された 3 例全例の検体か

らベクターのゲノム配列は検出されたが、AAV2 を用いた臨床試験と同様に、経時的に検

出されなくなった（別紙 5）。

血友病 B 患者に対する FIX 遺伝子治療の臨床試験において、AAV8 ベクター（2×1011、

6×1011 及び 2×1012 vg/kg）を静脈内投与して、排出を経時的に検討した結果が報告され

ている（文献 11）。排出は血漿、唾液、尿、便、精液に関して定量的 PCR 法を用いて検討

されている。血漿中の排出量は、2×1012 vg/kg 投与した患者から投与初日に約 1×106 コ

ピー検出され、投与初日をピークにその後急速に低下した。2×1011 及び 6×1011 vg/kg 投

与した患者では約 100～1000 コピー及び 1×103～1×105 コピー検出され、その後高用量投

与した患者と同様に急速に低下した。唾液、便でも低い量の排出が認められた。唾液、便

に比較して尿で検出される頻度は低く排出量も低値であった。

急性間欠性ポルフィリン症患者に対する遺伝子治療の臨床試験において、AAV5 のキャプ

シドを有する AAV2/5 ベクター（5×1011、2×1012、6×1012 及び 1.8×1013 vg/kg）を静脈内

投与し、血清、唾液、鼻汁、尿、便、精液に関してその排出を定量的 PCR 法を用いて検

討した結果が示されている（文献34）。血清中のベクター排出量は投与初日にピーク（最

大約 3×106 コピー/μL）を示しその後低下した。唾液、鼻汁、尿、便でも低レベルの排出

が認められた。唾液、鼻汁、尿に関しては排出が検出された頻度も低く、排出プロファイ

ルに一定の傾向は認められなかった。便に関しては投与後 1 週間に排出のピーク（最大約

3000 コピー/μL）が認められた。精液では AAV2/5 ベクターはほとんど検出されなかった。

上述のとおり、PF-06838435 を用いた 試験の中間報告において、本製品投与後に被

験者由来の検体からベクターDNA が検出されるが、経時的に減少することが確認されてい
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る。なお、本試験における投与後最初の規定来院日は投与後 1 週間であることから、投与

直後の排出プロファイルは明らかではないが、ヘルパーウイルス非存在下では、rep 遺伝子

及び cap 遺伝子を欠失した遺伝子組換え AAV は増殖性はないこと、さらに考え得る第三者

への曝露は静脈以外の経路を介した曝露であり、経静脈投与と比較して高率に標的臓器で

ある肝臓に移送される可能性は低いことから、医療従事者・家族などの曝露の可能性が最

も高い第三者ですら患者由来の検体に含まれるAAVベクターを介した有害な影響はないと

考えられる。

PF-06838435 の排出プロファイル、並びに患者由来排出物の環境への影響についての詳細な

考察は別紙 5 に示す。

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

PF-06838435 の感染宿主域は AAV8 又は AAV10 と同様と考えられ、他の微生物に感染する

ことはなく、競合や有害物質の産生を通じて他の微生物に影響を与えることもない。した

がって、影響を受ける可能性のある微生物は特定されない。

（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

以上より、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ずるおそれはない

と考えられる。

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

PF-06838435 の感染宿主域は、AAV8 又は AAV10 と同様と考えられ、ヒト、マウスやサル

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

これまでに、数百人にのぼる遺伝子治療用 AAV ベクターの投与経験と、全般的に良好な安

全性プロファイルを示すデータが報告されており、遺伝子治療用 AAV ベクターに関する病

原性や重篤な副作用の報告はない。
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（３）影響の生じやすさの評価

野生型 AAV は、病原性がないことが知られているが、PF-06838435 は rep 及び cap 遺伝子

を欠失しており、さらに安全性が高められている。PF-06838435 の製造の際に、複製能を有

する AAV が非常にまれではあるが生成される可能性は、完全には否定できない。しかし、

最終製品に複製能を有する AAV が存在しないことは規格試験において確認されている。

したがって、第一種使用規程に従って使用等を行う限り、PF-06838435が第三者及び野生動

物に対して病原性を示す可能性は極めて低い。

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

以上より、病原性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれは極めて低いと考えられる。

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

PF-06838435 の感染宿主域は、AAV8 又は AAV10 と同様と考えられ、ヒト、マウスやサル

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

PF-06838435 により、感染細胞内でヒト内在性タンパク質である血液凝固第 IX 因子が新

たに産生され、血中の血液凝固活性が上昇する可能性があるが、新たな有害物質が産生さ

れることはない。

（３）影響の生じやすさの評価

PF-06838435 を第一種使用規程に基づいて使用する限り、第三者や野生動植物に伝播する

ことはなく、影響を生じることはない。

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

以上より、PF-06838435 を第一種使用規程に基づいて使用する限り、有害物質が産生される

可能性は低く、有害物質の産生性に基づいて生物多様性影響が生ずるおそれはないと考え

られる。

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又は他の微生物の特定

PF-06838435 の感染宿主域は、AAV8 又は AAV10 と同様と考えられ、ヒト、マウスやサル

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

PF-06838435 の生活環及び感染経路は野生型 AAV と同様であると考えられる。野生型 AAV
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は、ヘルパーウイルスとの共感染により増殖し、第三者や野生動物に水平感染する可能性

は否定できないが（文献35）、野生型 AAV の 2 本鎖 DNA が in vivo で染色体に組み込まれ

る可能性は低いと考えられる。

複製に必須の遺伝子産物を提供する野生型 AAV と、アデノウイルス又は単純ヘルペスウイ

ルスなどのヘルパーウイルス及びPF-06838435が同時に一つの肝細胞に感染する（3重感染）

などのまれな状況が起きた場合、AAV の複製が起きる可能性がある。ウイルス学的な結果

として PF-06838435 及び野生型 AAV の産生増加となる。

（３）影響の生じやすさの評価

rep/cap 欠損 AAV は単独でヒト体内で増殖する能力はなく、また体外への排出量も微量とさ

れており、PF-06838435 も同様の性質を有すると考えられる。したがって、第三者あるいは

動物への感染リスクは非常に低い。類似の rep/cap 欠損 AAV について検討した試験におい

て、その排出レベルは比較的低く、時間経過に伴って完全に消失することが報告されてい

る。PF-06838435 は rep/cap 遺伝子を欠損していることから増殖性はない。また、第三者等

への水平感染が生じた場合においても、引き続いて PF-06838435 由来の核酸が感染細胞の

ゲノムに挿入されるリスクは極めて低いと考えられる。

PF-06838435 が、製造プロセスに由来する野生型 AAV 又は環境中の野生型 AAV との間で、

相同組換えを起こす可能性があるが、PF-06838435 及び野生型 AAV の間での相同組換えは

同じ細胞に存在した場合にのみ起きる。しかしながら、そのような組換えは hFIX 発現カセ

ットが野生型ウイルスの rep 及び cap 遺伝子と組み換えられるだけである。ウイルス粒子の

パッケージングの限界があるので、rep/cap 遺伝子及び導入遺伝子の両者を含んだ新たな遺

伝子組換え AAV は生じない。

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

第一種使用規程に従って PF-06838435（これに混入した、又は PF-06838435 由来の野生型

AAV を含む）を使用した場合に、第三者が PF-06838435 に曝露されるリスク、引き続いて

核酸が感染細胞に水平伝達されるリスクはいずれも低いと考えられ、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考えられる。

５ その他の性質

なし

Ⅴ 総合的評価

PF-06838435 が感染しうる動物は哺乳類動物であり、影響を受ける可能性のある植物及び他

の微生物はない。PF-06838435 は野生型 AAV と同様に病原性はない。また、第一種使用規

程に従う限り、第三者が PF-06838435 に直接曝露する可能性は非常に低く、万一第三者へ
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伝播が生じた場合にも、第三者への曝露量は臨床試験における投与量と比較して非常に少

ないことからこれに伴って有害な影響が生ずるおそれも低いと考えられる。さらに、

PF-06838435 は複製能を欠失している。したがって、第一種使用規程に従い PF-06838435 を

使用する限り、他の微生物を減少させる性質、病原性、核酸を水平伝達する性質、その他

の性質に基づいて影響が生ずるおそれは極めて低いと考えられる。
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