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様式第１（第７条関係）

第一種使用規程承認申請書

令和 元年 11 月 11 日

  

厚生労働大臣 加藤 勝信殿

環境大臣   小泉 進次郎殿

    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、アデノ随伴ウイルス 9 型の

キャプシドタンパク質及びアデノ随伴ウイルス 2型の ITR

を有し、ヒトミニジストロフィン遺伝子（Opti-dysΔ3978）

を発現する遺伝子組換えアデノ随伴ウイルス（AAV9-Dys

Δ3978）

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、治療施設内の適切に管理された冷凍庫にお

いて行う。

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の原液の希釈液の調製は、

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） 希釈液は、容器に密封された状態で保管する。

運搬
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（４） 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。

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、患者に静脈

内投与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拡散を最小限

に留めるために必要となる期間、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、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。

（９） 投与された本遺伝子組換え生物等の排出等の挙動

が明らかになるまで、血液、唾液、尿に対し、本

遺伝子組換え生物等の排出等の検査を経時的に実

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

不要となる期間までに、検体の検査が外部の受託
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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

は検査機関の規程に従って取り扱う。

（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）に基づいて施設等及

び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の原液の希釈液及び本遺伝

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っては、不活化処理

を行い、十分に洗浄する。
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（別紙様式）

生物多様性影響評価書

Ⅰ 宿主又は宿主に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、パルボウイルス科デペンドウイルス属（Parvoviridae 

Dependovirus）に分類される一本鎖 DNA ウイルスである（文献1）。デペンドウイルス

属に分類されるウイルスは、複製にヘルパーウイルス（アデノウイルス及び単純ヘルペス

ウイルス等）を必要とし、ウイルス単独では増殖しない。

AAV はヒト以外にサル、イヌ及びげっ歯類等の哺乳動物に感染し、塩基配列解析に基づ

いて 108株以上が同定されている（文献2及び文献3）。これまでに AAVは、キャプシド

の違いから複数の血清型に分類されている（文献 3）。AAVは自然界に広く分布しており、

成人の約 85%は AAVに対する抗体を有するとされるが（文献4）、病原性は報告されてい

ない（文献5）。本遺伝子組換え生物等は、AAVの血清型 2型（AAV2）由来の逆位末端反

復（ITR）配列に挟まれた治療遺伝子及びその発現調節エレメントを含む一本鎖 DNAを

含み、骨格筋、心筋、中枢神経、肝臓及び肺に組織指向性がある AAVの血清型 9型（AAV9）

（文献6）由来のキャプシドタンパク質を有する。

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のウイルスタンパク質（Rep及び Cap）をコードする遺伝子を取り除き、遺伝子治

療用の供与核酸に置き換えることにより作製された遺伝子組換え AAVは、様々な疾患の

遺伝子治療の臨床試験で用いられている（文献7、8及び9）。さらに、AAVを利用したヒ

トの遺伝子治療として、欧米にて 2製品が承認されている。

３ 生理学的及び生態学的特性

（１） 基本的特性

AAVは直径約 25 nmの正 20面体構造の、エンベロープを持たないキャプシド粒子であ

る。AAV ゲノムは約 4.7 kbの線状一本鎖 DNA である。DNA 鎖は両端に位置する ITR

配列と、それらに挟まれた 2つの遺伝子（rep及び cap）領域により構成されている（文

献10）。ITR 配列は複製及びパッケージングに必要なシスエレメントを含んでいる。rep

遺伝子は、DNA複製に必要な 4つの Repタンパク質（Rep78、Rep68、Rep52及びRep40）

をコードし、cap遺伝子は、相互作用して正 20面体のキャプシドを形成する 3つのキャ

プシドタンパク質（VP1、VP2及び VP3）をコードする（文献 6）。AAVの感染は、細胞
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表面に発現している血清型非特異的受容体 AAVR を介して感染するが、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11）。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、αVβ5 インテグリン、αVβ1 インテグリン及びラミニン受容体等に結合し、血管平滑

筋細胞、骨格筋、中枢神経及び肝臓等に組織指向性を示すことが知られている。また、本

遺伝子組換え生物等のキャプシドタンパク質である AAV9 は、末端ガラクトースに結合

し、骨格筋、心筋、中枢神経、肝臓及び肺等に組織指向性を示すことが報告されている。

AAVの各構成要素の機能を以下に示す。

 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への組込み等に関与するとさ

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。更に最近、異なるリーディングフレームから

Assembly-activation protein（AAP）が翻訳されていることが報告されている。

（２） 生育又は生育可能な環境の条件

AAV は、宿主への持続感染又は感染細胞の核内に潜伏感染して環境中に生存しており、

ヒト、サル、イヌ、げっ歯類等の哺乳動物に感染することが報告されているが、ヘルパー

ウイルス非存在下では増殖しない（文献12）。アデノウイルス及び単純ヘルペスウイルス

等のヘルパーウイルスの同時感染、又は、AAV が潜伏感染した細胞にさらにヘルパーウ

イルスが重複感染することにより、AAVが複製され増殖する可能性がある（文献13）。

（３） 捕食性又は寄生性

AAV はヒト以外の哺乳動物にも感染することが知られているが、捕食性はない。また、

ヘルパーウイルスが共存しない場合には、感染宿主細胞において複製することなく潜伏
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する。

（４） 繁殖又は増殖の様式

AAVのヒトへの感染は、主に呼吸器で粘膜接触を介して起こる。AAVは塩基配列の比較

解析により、ヒトとサル、ブタ間での種間伝播について示唆されている（文献 2及び14）。

AAV のヒトでの増殖は、ヘルパーウイルスとの共存下で起こる。ヘルパーウイルス存在

下の AAVの増殖様式として、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、ヘルパーウイルス由来の E1a、E1b、E2a、E4及び VA遺伝子の産物により、rep

及び cap遺伝子の産物が産生され、AAVの複製が可能となる（文献 13）。

ヘルパーウイルス非存在下では AAVは複製されず、主にエピソームとして存在するが、

まれに第 19番染色体に組み込まれて潜伏することが知られている（文献15及び16）。

本遺伝子組換え生物等のキャプシドタンパク質である AAV9 は、骨格筋、心筋、中枢神

経、肝臓及び肺等に組織指向性を示すことが報告されている（文献 11）。

（５） 病原性

AAVの病原性は報告されていない（文献 5）。

（６） 有害物質の産生性

AAV2 のウイルス粒子自体及びそのゲノムにコードされるタンパク質に、有害物質を産

生する活性はない。

（７） その他の情報（不活化条件等を含む。）

AAV が属するパルボウイルスは、エンベロープがない一本鎖 DNA で、物理化学的に安

定なキャプシドを有し、自然環境中での生存期間が長く、数か月間感染能を有する場合が

ある。AAVは乾いたプラスチック表面に付着した場合は 15日間感染力のある AAVが生

存すること、マウスのケージの敷物に付着した場合は少なくとも 3 日間は生存すること

が報告されている（文献17）。また、バイオセーフティキャビネットあるいは金属製の実

験室ベンチ表面を模倣したステンレス板上に AAV1 が付着した場合、室温で少なくとも

6日間感染力のある AAVが生存することが報告されている（文献 20）。

パルボウイルスは、加熱（74°C以上）、水酸化ナトリウム、UV照射、ガンマ線照射、電

子線照射又は化学薬品処理により不活化され（文献18及び19）、AAV は、高圧蒸気滅菌

（121°C、20分）、次亜塩素酸ナトリウム（1～10%溶液、20分）、ヨウ素又は 0.25%過酢

酸により不活化される（文献20）。尚、金属接触面の不活化には、ヨウ素又は過酢酸の使

用は腐食性のため適さないことから、0.25%過酢酸の使用が望ましい（文献 20）。

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
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（１） 構成及び構成要素の由来

供与核酸は以下の構成要素から成る。なお、各構成要素は合成由来の短いスペーサー配列

により連結されている。

i. プロモーター： の 遺伝子

のプロモーターを元にした プロモーター由来

ii. ミニジストロフィン遺伝子： ドメインの一部と ドメインを削除し

たヒトのジストロフィン遺伝子由来

iii. 合成ポリアデニル化シグナル：合成由来（文献21）

（２） 構成要素の機能

供与核酸の構成要素の機能を以下に示す。

i. プロモーター：筋（骨格筋及び心筋）特異的に遺伝子の

発現を調節する領域である。

ii. ミニジストロフィン遺伝子：ジストロフィンタンパク質が機能するために最低限

必要なドメインをコードする。

iii. 合成ポリアデニル化シグナル：効率的なポリアデニル化に必要な最小配列で、ミ

ニジストロフィン遺伝子の転写終了時にポリアデニル化する。合成されたポリ A

は RNAの安定化、転写終結、核外輸送及び翻訳に補助的な役割を担う。

本遺伝子組換え生物等は野生型の AAVに由来しているが、ウイルスのタンパク質をコー

ドする rep及び cap遺伝子を欠失している。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り、本遺伝

子組換え生物等は自然界でその複製が生じないようにこれらの遺伝子を欠失させてい

る。なお、本遺伝子組換え生物等の構築によって意図しないオープンリーディングフレー

ム（ORF）が生じる可能性及びそれらが有害な配列をコードしている可能性について、

供与核酸の塩基配列を遺伝子情報解析ソフトウェアや NCBI nr データベースに対する

BLAST検索により検討したが、これまでのところ有害な可能性のある配列との相同性は

見出されていない。

２ ベクターに関する情報

（１） 名称及び由来

該当なし

（２） 特性

該当なし
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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

本遺伝子組換え生物等は、ウイルス粒子（AAV2由来）の複製及びパッケージングに必要

な rep 及び cap 遺伝子を取り除き、II-1 供与核酸に関する情報に示す構成要素を含む供

与核酸に置換している。本遺伝子組換え生物等のゲノム構造、供与核酸の構成要素及び全

塩基配列を別紙 2に示した。

（２） 宿主内に移入された核酸の移入方法

宿主への核酸の移入は、3種類のプラスミド（pAAV-hCK-opti-dys3978-spolyAプラスミ

ド＜TRプラスミド＞、ヘルパープラスミド及び rep/capプラスミド）をヒト胎児腎臓由

来細胞（HEK293細胞）へトランスフェクションすることにより行う（別紙 3）。

これらのプラスミドの概略を以下に示す。

i. TRプラスミド：治療用遺伝子（ミニジストロフィン）発現カセットを含むプラ

スミドである。治療用遺伝子発現カセットは AAV2 ITR間にクローニングされ

ている。ITR配列は、ゲノム複製及びパッケージングに必要な唯一のシス作用

エレメントである。治療用遺伝子発現カセットは、

、ミニジストロフィン遺伝子、合成ポリアデニル化シグナルから成る。

ii. ヘルパープラスミド：本プラスミドは内在性プロモーターの後に、ヘルパー遺伝

子として必須の E2a、E4及び VA遺伝子を含んでいるが、アデノウイルスを生

成するために必須の構造及び複製遺伝子は欠如している。本プラスミドは、マル

チクローニングサイト、アンピシリンに対する耐性を付与する β-ラクタマーゼ

遺伝子並びに β-ガラクトシダーゼ αペプチド遺伝子（lacZ'）領域（lacプロモー

ター領域、M13複製起点及び細菌の複製起点）を含む。

iii. rep/capプラスミド：供与核酸の複製に必要な AAV2由来の rep遺伝子と、AAV

粒子の形成に必要な AAV9由来の cap遺伝子を含むプラスミドである。プラス

ミドのバックボーンは、アンピシリン耐性遺伝子を含む。

（３） 遺伝子組換え生物等の育成の経過

本遺伝子組換え生物等の製造は、Pfizer社の施設（ノースカロライナ州、Chapel Hill）

にて行う。

本遺伝子組換え生物等の製造工程の概略を以下に示す。

解凍したセルバンクを培養して得られた HEK293 細胞に、TR プラスミド、ヘルパープ

ラスミド及び rep/capプラスミドをトランスフェクションして培養後、細胞を溶解し、細

胞片を除去する。清澄化した液からウイルス粒子を精製し、濃縮後透析ろ過して原薬のプ

ールを得る。原薬は無菌ろ過後に容器に充填して本遺伝子組換え生物等の製剤を得る。得
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られた本遺伝子組換え生物等について、品質管理試験を実施する。なお、本遺伝子組換え

生物等の品質管理試験においては複製コンピテント AAVを管理する試験（細胞によるア

ッセイ及び定量 PCR法による）を設定している。

これらの詳細は別紙 2及び 3に示した。

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

本遺伝子組換え生物等に移入した核酸は、AAV2 由来の ITR 配列に挟まれた治療遺伝子

及びその発現調節エレメントを含む一本鎖 DNA として存在する（別紙 2）。また、本遺

伝子組換え生物等は複製に関わる遺伝子を欠損した非増殖型であり、ヘルパーウイルス

が存在しても複製されることはない。

本遺伝子組換え生物等が標的細胞に感染すると、細胞の核内にてパッケージから解かれ

た一本鎖 DNAは、5’及び 3’末端に位置する ITR配列により複製され、環状二本鎖 DNA

として存在する。染色体中への AAV ゲノムの組込み頻度は低いため、環状二本鎖 DNA

は安定したエピソームとして核内に存在し（文献22、23）、導入遺伝子を発現するよう転

写される。

また、本遺伝子組換え生物等は-70°C で凍結保存し、12 ヶ月間安定であることを確認中

である。

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

本遺伝子組換え生物等の検出には、本遺伝子組換え生物等の特異的配列をプライマーお

よびプローブとして用いた定量ポリメラーゼ連鎖反応（qPCR）法を用いる。本方法は、

排出物及び分泌物中の本遺伝子組換え生物等の増幅及び検出を目的とし、検体からウイ

ルス DNAを抽出精製し、ウイルス DNAを検出する。検出感度（定量下限値）は血液、

尿、唾液検体それぞれについて、8451 vg/mL、4263 vg/mL、3670 vg/mLであった。感

染能試験については、培養細胞にウイルスを含む希釈調製した検体を導入した後、細胞内

に含まれるウイルス DNAを qPCRにより定量する。検出感度（定量下限値）は尿および

唾液検体それぞれについて、3.97 x 104 vg/mL、4.24 x 104 vg/mLであった。血液検体の

検出感度については、尿および唾液検体の検出感度の検討をしたときのウイルス量を添

加した際に、凝固の問題が生じたため、検出感度を特定することが困難であった。このこ

とから、血液検体の感染能試験の検出感度は、尿および唾液検体の感染能試験の検出感度

と比較して低い検出感度であると推定された。試験方法の概略については別紙 7に示す。

非臨床で生体内分布及び排出について検討した試験においても上記と同様の qPCR 法に

より本遺伝子組換え生物等を測定しており、幼若雄性ラットにおける単回静脈内投与毒

性及び生体内分布試験での定量下限値は 50 コピー/μg ゲノム DNA、筋ジストロフィー

モデルイヌにおける生体内分布及びベクター排出試験での定量下限値は 6（尿及び唾液）

～8（血清）x 103 vg/mLであった。
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６ 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違点

本遺伝子組換え生物等のキャプシドは、野生型 AAV のキャプシドと同様の構成である

（VP1、VP2及び VP3の 3つのキャプシドタンパク質から構成されている）。そのため、

本遺伝子組換え生物等と野生型 AAVとの感染宿主域に違いはない。

本遺伝子組換え生物等は、野生型 AAV9 を宿主として作成されたものであり、野生型

AAV9 と同様に、感染により細胞の核内に移行した一本鎖 DNA が複製され環状二本鎖

DNAとなり、安定したエピソームとして存在する。また、野生型 AAV9と同様に、骨格

筋、心筋、中枢神経、肝臓及び肺に組織指向性がある。

本遺伝子組換え生物等の複製には、野生型 AAVとヘルパーウイルスが同時に感染（3重

感染）する必要があり、自然界で本遺伝子組換え生物等の複製が起こる可能性は極めて低

い。すなわち、本遺伝子組換え生物等は、野生型 AAV9 と異なり、ウイルス粒子の複製

及びパッケージングに必要な rep 及び cap 遺伝子を持たないことから、ヘルパーウイル

スと共感染しても、本遺伝子組換え生物等は複製されない。また、本遺伝子組換え生物等

は、ゲノム DNA が野生型 AAV9と異なり、AAV2由来の ITR配列の間に治療遺伝子及

びその発現調節エレメントを含む一本鎖 DNAが含まれる。

本遺伝子組換え生物等は rep 遺伝子を持たないため、宿主染色体への組込み頻度が野生

型 AAV9と比べて低いと考えられる。

本遺伝子組換え生物等は、2つの ITRに挟まれた rep及び cap遺伝子領域がミニジスト

ロフィン発現カセットに置換されており、感染細胞内で Rep及び Capタンパク質の代

わりにミニジストロフィン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

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、治療施設内の適切に管理された冷凍庫において行う。

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の原液の希釈液の調製は、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） 希釈液は、容器に密封された状態で保管する。

運搬
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（４） 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。

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、患者に静脈内投与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拡散を最小限に留める

ために必要となる期間、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、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。

（９） 投与された本遺伝子組換え生物等の排出等の挙動が明らかになるまで、血液、

唾液、尿に対し、本遺伝子組換え生物等の排出等の検査を経時的に実施する。

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期間までに、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程に従って取り扱う。

（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）

に基づいて施設等及び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の原液の希釈液及び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っては、不活化処理を行い、十分に洗浄する。
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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

本遺伝子組換え生物等の患者への投与後、本遺伝子組換え生物等及び増殖能を獲得した

遺伝子組換えウイルス（rcAAV）について充分な排出データが得られるまでの間、患者か

ら血液・唾液・尿の各検体を採取し、ウイルス排出を定量ポリメラーゼ連鎖反応（qPCR）

法にて継続的にモニターする。現在予定している排出試験計画概要を別紙 4に記載する。

４ 生物多様性影響が生じるおそれが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

該当なし

５ 実験室等での使用又は第一種の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

本遺伝子組換え生物等を幼若雄性 SDラットに単回静脈内投与して 91日間観察し、毒性

及び生体内分布を評価した。

また、本遺伝子組換え生物等を幼若雄性筋ジストロフィーモデルイヌに単回静脈内投与

したときのベクターの生体内分布及び排泄を評価した。詳細については別紙 5に示す。

（１）幼若雄性ラットにおける単回静脈内投与毒性及び生体内分布試験

28日齢幼若雄性 SDラットに本遺伝子組換え生物等の 3 x 1013、3 x 1014又は 2 x 1015

vg/kgを単回静脈内投与し、その影響を投与後 8、15、31及び 91日に評価した。一般状

態、体重、摂餌量、機能観察バッテリー（FOB）評価、自発運動、全身プレチスモグラフ

ィーによる呼吸機能、性成熟、眼科的検査、心エコー検査、剖検及び病理組織学的検査に

ついて検討した。

本遺伝子組換え生物等に関連する死亡は認められなかった。高用量群（2 x 1015 vg/kg）

では、体重、体重増加量及び摂餌量の低値、脳重量の低値及び器官相対重量の高値、骨格

成熟遅延（ALPの高値及び後肢 splay distanceの低値より示唆）並びに性成熟遅延（包

皮分離遅延）等、発育遅延が認められたことから、無毒性量は 3 x 1014 vg/kgと推定され

た。

また、高用量群（2 x 1015 vg/kg）では、投与後 8、31及び 91日に生体内分布について検

討した。その結果、投与後 8、31及び 91日のいずれにおいても検査した全組織及び血液

からベクターDNAが検出されたが、投与後 8日から 91日にかけ概して減少した。いず

れの検査日においても肝臓で最も高く、次いで副腎、心血管であった。雄生殖器（精巣及

び精巣上体）においても投与後 91日まで検出された。

（２）筋ジストロフィーモデルイヌにおける生体内分布及びベクター排出

2ヵ月齢の雄性筋ジストロフィーモデルイヌに本遺伝子組換え生物等の 1 x 1014 vg/kgを

単回静脈内投与したときのベクターの生体内分布及び排出を評価した。
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生体内分布

投与後 1、2又は 3ヵ月に採取した前肢及び後肢筋肉生検試料、剖検時（1例：投与後 2

ヵ月、6例：投与後 8ヵ月）に採取した

におけるベクターコピー数を測定した。

緩衝液群及び投与前の本遺伝子組換え生物等群からはベクターDNA は検出されなかっ

た。本遺伝子組換え生物等群の投与後では、

 vg/diploid genome（dg） で検出

され、

ベク

ターDNA は

で検出された。

排出

体液（血清、尿及び唾液）中のベクター濃度と持続時間を測定した。試験期間中に性成熟

に達した動物がいなかったため、精液は採取しなかった。

血清中では、投与後 3 日に検出されたベクターコピー数は総投与量の 0.01～0.32%であ

ったが、その後速やかに減少し、投与後 7日では総投与量の 0.001%未満であった。投与

後 4 週ではいずれの個体においても検出されなかった。尿及び唾液中のベクターコピー

数は、多くの個体で血清中のそれぞれ 1/100 及び 1/10000 程度であり、それぞれ投与後

4週間及び 2週間までにすべての個体で検出不可能なレベルまで顕著に減少した。

（３）本遺伝子組換え生物等と類縁株を用いた非臨床安全性試験結果

野生型 AAV の病原性は報告されておらず、一般的に AAV を用いた遺伝子治療用ベクタ

ーは良好な安全性プロファイルを示す。AAV9 又は類似のウイルスベクターを用いた非

臨床試験でみられた主な毒性所見として以下のものが報告されている。

C型肝炎ウイルスの増殖を抑制するために shRNAを導入した AAV8（AAV9キャプシド

ペプチド配列に対して 85%の相同性を有する）ベクターをマウス及びカニクイザルに投

与したところ、いずれの種においても shRNAが過剰発現し、投与後 4〜6週に肝毒性が

みられたが、shRNA発現を調節するプロモーターの強度を低下させることによって肝毒

性は軽減した（文献24）。類似した肝毒性はムコ多糖症の治療を目的として α-N-アセチル

グルコサミニダーゼ（NAGLU）遺伝子を導入した AAV9ベクターでも報告されており、

C57BL/6マウス（雄のみ）において投与後 6〜8日に肝毒性がみられた（文献25）。この

ベクターを内因性の NAGLU欠損マウス（文献 25）又はカニクイザル（文献26）に投与

した場合は肝毒性は認められなかった。

AAV ベクターによる免疫関連の毒性所見がみられた例として、ホモ接合型の家族性高コ
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レステロール血症の治療を目的としてヒト低密度リポタンパク質受容体遺伝子を導入し

た AAV8 ベクターのアカゲザルを用いた非臨床試験において、キャプシド及び導入遺伝

子に対する細胞性応答とそれへの関連が示唆される肝酵素の軽度で一過性の増加がみら

れたことが報告されている（文献27）。しかしながら、血友病の治療を目的とした他の

AAV8 ベクターでは、ヒトでみられた細胞性免疫応答によると考えられる肝酵素の上昇

は、非臨床試験では認められなかった（文献28）。

また、AAV の改変が毒性プロファイルに影響を及ぼす例が最近報告されている。脊髄性

筋萎縮症の治療を目的として SMN1 遺伝子を導入した改変型 AAV9（AAVhu68；

VP1/VP2 における N 末端の 2 アミノ酸残基を置換）ベクターのアカゲザルへの高用量

（2 x 1014 vg/kg）での投与によって重篤な毒性が認められた（文献29）。すなわち、3例

中 1 例のサルに呼吸困難、低体温、散瞳等の一般状態の悪化及び肝酵素上昇がみられ、

投与後 4日に瀕死期安楽殺した。一方、同一ベクターを同じ用量で投与したミニブタ（ユ

カタンマイクロ系）では、肝毒性は認められず、後根神経節における単核細胞浸潤と関連

する運動失調がみられた。ミニブタではサルと比較して肝臓におけるウイルスベクター

ゲノムのコピー数は顕著に低かった（文献 29）。これらの AAVhu68 を用いた結果は、

SMN1 遺伝子を導入した AAV9 ベクターの小児患者（文献30）及び GFP 遺伝子を導入

した AAV9 ベクターのカニクイザル（文献31）への高用量投与における良好な安全性プ

ロファイルとは対照的であり、AAV の軽微な改変が毒性プロファイルに大きな影響を及

ぼし得ることを示したものである。AAVの改変による毒性の増強は、同じく AAV9の軽

微な改変型である AAV-PHP.bを用いた非臨床試験でも認められている（文献32）。

以上のように、AAV を用いた遺伝子治療用ベクターの非臨床試験で認められる毒性所見

は、免疫関連のものと導入遺伝子の過剰発現に関連するものに分類することができる。こ

れらの所見は概して用量依存的であり、種差もみられている。また、AAV の軽微な改変

が安全性プロファイルに大きく影響し得ることが報告されている。しかしながら、一般的

に AAVを用いた遺伝子治療用ベクターは良好な安全性プロファイルを示すことから、多

数のAAV9及びその類縁株を含むAAVを用いた遺伝子治療用ベクターの臨床試験が実施

されている。

６ 国外における使用等により得られた情報

米国にて本遺伝子組換え生物等を使用した臨床試験を実施中である（別紙 6）。

本遺伝子組換え生物等を含む遺伝子組換えAAVベクターを用いた国外の臨床試験の情報

および米国にて実施中の本遺伝子組換え生物等を使用した 臨床試験における安全

性情報の概略を別紙 6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
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（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宿主域は AAV9 と同一と考えられ、微生物に感染すること

はなく、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

該当なし

（３）影響の生じやすさの評価

該当なし

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

他の微生物を減少させる性質について、第一種使用規程承認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限り、生物多様性の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の感染宿主域は、AAV9と同様と考えられ、ヒト及びサルやマウス

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非臨床試験及び臨床試験の実績からは、本遺伝子組換え生物等

及び感染細胞で産生されるヒトのジストロフィンタンパク質に由来するミニジストロフ

ィンタンパク質等の病原性は認められていない。

（３）影響の生じやすさの評価

当該第一種使用規程に従って使用等を行う限り、本遺伝子組換え生物等は環境中への拡

散が殆どなく、ヘルパーウイルスが共存しても野性型 AAVが共感染しない限り増殖しな

い。

野生型 AAVによる病原性は認められていないことからも、本遺伝子組換え生物等により

病原性が生じる可能性は極めて小さい。

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

病原性について、第一種使用規程承認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限り、生物多様性影響が生ずるおそれはない。

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
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本遺伝子組換え生物等の感染宿主域は、AAV9と同様と考えられ、ヒト及びサルやマウ

ス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により、感染細胞でヒトのジストロフィンタンパク質に由来する

ミニジストロフィンタンパク質が新たに産生されるが、本遺伝子組換え生物等の非臨床

試験及び臨床試験の実績からは免疫原性を含む有害性は認められていない。また、他に

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

当該第一種使用規程に従って使用等を行う限り、本遺伝子組換え生物等は環境中への拡

散が殆どなく、ヘルパーウイルスが共存しても野性型AAVが共感染しない限り増殖しな

い。

そのため、本遺伝子組換え生物等により有害物質が生じる可能性は極めて小さい。

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

有害物質の産生性について、第一種使用規程承認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限り、生物多様性の影響が生ずるおそれはないと判断さ

れる。

４ 核酸を水平伝播する性質

（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

本遺伝子組換え生物等の感染宿主域は、AAV9と同様と考えられ、ヒト及びサルやマウ

ス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投与を受けた患者の排泄物等から第三者（ヒト及び哺乳類）へ

伝播する可能性があるが、相同組換えにより本遺伝子組換え生物等の核酸が、感染細胞

の染色体に組み込まれる可能性は極めて低い。しかしながら、野生型AAV DNAは感染

細胞の特定の染色体DNAの部位に組み込まれることが知られており、外来性のRepタン

パク質の存在下、本遺伝子組換え生物等の核酸が、感染細胞の染色体に組み込まれる可

能性は否定できない。

（３）影響の生じやすさの評価

本遺伝子組換え生物等の投与を受けた患者の排泄物等から第三者（ヒト及び哺乳類）へ

伝播する可能性は、第一種使用規程に従う限り、極めて低い。野生型AAV及びヘルパー

ウイルスとの共感染により、第三者や野生動物に水平感染する可能性はあるものの、患

者に投与された本遺伝子組換え生物等が水平感染を生ずるおそれは極めて低い。また、
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本遺伝子組換え生物等はrep及びcap遺伝子を失っているために核酸が感染細胞の特定の

染色体DNA部位に挿入される可能性も極めて低い。

（４）生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

核酸を水平伝播する性質について、第一種使用規程承認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限り、生物多様性の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

幼若雄性ラットにおける本遺伝子組換え生物等の生体内分布について評価した非臨床試

験において、観察期間を通して生殖器官でベクターDNAが検出されたものの、精巣及び

精巣上体のベクターDNAは経時的に減少したこと、また、AAVの生殖細胞への組込みに

関する公表文献（文献33、34、35、36、37）に基づき、本遺伝子組換え生物等が生殖

細胞に組込まれる可能性及び垂直感染する可能性は極めて低いと判断される。

Ⅴ 総合的評価

本遺伝子組換え生物等が感染する動物は野生型 AAV と同じくヒトを含む哺乳動物であ

り、植物及び他の微生物への感染はない。本遺伝子組換え生物等による病原性はなく、第

三者や哺乳動物に核酸を水平伝播する可能性は極めて低い。したがって、第一種使用規程

承認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を行う限り、本遺伝子組換

え生物等による生物多様性影響が生ずるおそれがないと判断される。
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