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ex vivo 遺伝子治療ERT・in vivo 遺伝子治療

採血、骨髄穿刺、生検

フラスコ内培養

遺伝子導入

フラスコ内培養

造血幹細胞 ベクター

静脈内、皮内、筋肉内、
髄腔内、脳内

小児難治性疾患に対する革新的治療法

（酵素・ベクターを直接、体内に投与） （体外での遺伝子操作後、体内に投与）

ベクター

正常遺伝子の染色体挿入

小児難治性疾患に対する革新的医療法の開発研究

・小児難治性疾患の多くは一遺伝子異常により疾患が発症する単一遺伝病
・原因遺伝子を解析することで病態が明らかになり、新規治療法が開発される
・酵素補充療法（ERT）は欠損酵素（タンパク）を患者体内に投与して治療する方法
・遺伝子治療は正常遺伝子を患者細胞（染色体）を導入することで治療する方法

酵素・ベクターを
直接、患者に投与



代謝性疾患に対するex vivo 遺伝子治療
・ライソゾームは様々の物質分解酵素を有する細胞内小器官
・分解酵素が欠損することで細胞内に代謝産物が蓄積
・臨床症状は様々で多くは小児期に発症
・酵素補充療法 肝脾腫や心臓には効果あり、BBBにより神経には効かない
・根治療法 造血幹細胞移植、遺伝子治療
骨髄細胞が脳実質に移動、microgliaに？
Cross-Correction

異染性白質ジストロフィー（MLD)
・Arylsulfatase A欠損症

(Biffi A. et al. Science 2013)髄液中のARSA

・3名の発症前患者、レンチウイルス、BU



神経性疾患に対するin vivo 遺伝子治療
脊髄性筋萎縮症: Spinal Muscular Atrophy（SMA)
・脊髄前角細胞の変性による神経原性萎縮症
・進行性の体幹、四肢の筋力低下及び筋萎縮
・第5染色体（5q13.2）上の運動神経細胞生存遺伝子（SMN）異常
・I、II型SMAではSMN遺伝子欠損が9割以上であり、遺伝子診断可能
・人工呼吸管理を行わない場合、死亡年齢は平均6～9ヶ月
・SMN2mRNA前駆体を標的としたスピンラザ（antisense-oligo)
・1、2、4、9週、その後4ヶ月毎に髄液内投与

型 病名 発症年齢 運動機能 遺伝

I Werdnig-Hoffmann病
急性乳児型ＳＭＡ 0～6ヶ月 坐位未獲得 常劣

II Dubowitz病
慢性乳児型ＳＭＡ ～1歳6ヶ月 立位未獲得 常劣

III Kugelberg-Welander病
若年性ＳＭＡ

1歳6ヶ月～
20歳 立位、歩行

常劣
まれに
常優

IV 成人型ＳＭＡ 20歳以上 正常運動 孤発

遺伝子治療を受けたEvelyn Vilarrealさん

再生医療等製品の先駆け申請指定制度の対象品
（平成30年3月27日）

AVXS-101 （AveXis, Inc）



血液系疾患に対するin vivo 遺伝子治療

Pickar et al.,  Nat. Med., p121-122, 2018
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reason to expect the pace of advances to slow 
in the near future.

COMPETING FINANCIAL INTERESTS
The authors declare competing financial interests: 
details are available in the online version of the paper.

1. Sinsheimer, R.L. Am. Sci. 57, 134–142 (1969).
2. Mendell, J.R. et al. N. Engl. J. Med. 377, 1713–1722 

(2017).
3. Rangarajan, S. et al. N. Engl. J. Med. 377, 2519–2530 

(2017).
4. George, L.A. et al. N. Engl. J. Med. 377, 2215–2227 

(2017).
5. Srivastava, A. et al. Haemophilia 19, e1–e47 (2013).
6. Manno, C.S. et al. Nat. Med. 12, 342–347 (2006).
7. Jiang, H. et al. Blood 108, 107–115 (2006).
8. McIntosh, J. et al. Blood 121, 3335–3344 (2013).
9. Nathwani, A.C. et al. N. Engl. J. Med. 371, 1994–2004 

(2014).
10. Simioni, P. et al. N. Engl. J. Med. 361, 1671–1675 

(2009).
11. Maheshri, N., Koerber, J.T., Kaspar, B.K. & Schaffer, D.V.  

Nat. Biotechnol. 24, 198–204 (2006).
12. Sharma, R. et al. Blood 126, 1777–1784 (2015).

and glucocorticoids were used to safely and 
successfully treat the AAV-capsid-directed 
cellular immune responses observed in two  
participants from the study by George et al.4.  
The low frequencies of these immune 
responses and the ability to control them with 
steroid treatment are very promising for both 
these therapies and other AAV-based gene 
therapies. Nonetheless, results at later time 
points after treatment will be critical to under-
stand whether expression of the coagulation 
factors from the AAV vectors is maintained 
and protected from silencing, degradation or 
loss via cellular turnover. This will be critical 
because AAV-directed antibodies would likely 
prevent successful readministration with the 
same vector. Likewise, a significant fraction 
of the patient population has already been 
exposed to these viral vectors and thus harbors 

preexisting antibodies. Future improvements 
to these therapies may incorporate vectors 
engineered to circumvent preexisting host 
immunity11. Additionally, targeted integration 
of transgenes encoded by AAV vectors into 
the genome via gene editing12, as a strategy to 
ensure sustained expression following a single 
vector dose, has recently entered the clinic for 
hemophilia B and other enzyme deficiencies.

The safety and efficacy demonstrated in 
these studies are not just promising for the 
treatment of hemophilia but also contribute to 
the positive outlook for the gene therapy field 
in general. This is particularly true in light 
of the other recent tremendous gene therapy 
successes, including AAV-based treatments in 
the eye and central nervous system2. Given the 
recent success and growing interest from both 
academic and commercial sectors, there is no 

Figure 1  Gene therapy strategies for hemophilia. Rangarajan et al.3 were able to treat hemophilia A with a single high dose of a truncated factor VIII variant. 
George et al.4 treated hemophilia B with a single dose of a highly active variant of factor IX. There was a significant reduction in the number of bleeding 
episodes in both groups. 

Hemophilia A Hemophilia B

AAV construct
(AAV5 capsid)

AAV construct
(AAV-Spark100 capsid)

Low dose: 10 participants 

Dose-dependent increase in factor VIII activity levels Sustained high factor IX activity levels

Low dose: 1 participant
Intermediate dose: 1 participant

High dose: 7 participants

Reduction in bleeding episodes Reduction in bleeding episodes

Truncated factor VIII variant 

Liver-specific promoter 

Highly active factor IX

Liver-specific promoter 

Coagulation factor VIII deficiency Coagulation factor IX deficiency
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for sensitive immunomonitoring techniques, which 
we used during the at-risk window. Our data 
indicate that the combined evaluation of liver-
function studies and assays to assess factor IX 
coagulant activity aid in the timely detection and 
appropriate management of a capsid-directed 
immune response and can be completed in any 
clinical laboratory. ELISPOT assay results pro-
vided meaningful data to confirm the cause of 
elevations in the aminotransferase levels but 
would be impractical for use in widespread 
adoption of this therapy.

Despite varied trial courses among the 10 par-
ticipants, the mean steady-state factor IX coagu-
lant activity was 33.7±18.5% of the normal value, 
and a therapeutic effect at this dose was ob-
served in all the participants, even those who 
had preexisting (low titer) neutralizing antibod-
ies or cellular immune responses that occurred 
after infusion. It is not clear what the basis was 
for the finding that the factor IX coagulant activ-
ity in Participant 9 was approximately 2 times as 
high as that in the other participants. Although 
the mechanism of transduction with AAV vectors 
has been extensively studied, many aspects, in-
cluding binding to cell-surface receptors, entry 
by means of endosomal pathways, endosomal 
escape, uncoating, and entry into the nucleus, 
are poorly understood.29,30 The range of levels of 
factor IX coagulant activity that we observed may 
represent the inherent variability in transgene-
derived protein levels with this new class of 

therapeutic agents. The two participants who 
had a capsid-directed immune response also had 
the most rapid initial rise in factor IX coagulant 
activity. More extensive experience will be re-
quired in order to determine whether these 
events occurred by chance or represent a useful 
predictor of immune response. It is also unclear 
whether the immune response somehow facili-
tated vector expression. In addition, the plateau 
in the factor IX coagulant activity in Participant 
6, which was lower than that in the other par-
ticipants, is consistent with an expected reduc-
tion in hepatocyte transduction in the presence 
of the 1:1 titer for neutralizing antibody (antic-
ipated to neutralize 50% of vector) to AAV 
(Table 1); this finding supports the hypothesis 
that our AAV neutralizing antibody assay is sen-
sitive. A current limitation of in vivo AAV gene 
transfer is the existence of AAV neutralizing anti-
bodies in approximately 30 to 40% of the popu-
lation, who would not be eligible for this therapy 
as it is currently formulated.31 A sensitive AAV 
neutralizing antibody assay is essential for the 
identification of patients with a negative titer 
and those with low titers, who may still benefit 
from this therapy but who would be predicted to 
have a transgene expression level that is lower 
than the level in patients with a negative titer, 
given the current vector formulation.32

We found consistent clinical outcomes despite 
the baseline heterogeneity of the participants, 
including the extent of hemophilic arthropathy, 

Figure 1. Factor IX Activity after One Peripheral Infusion of SPK-9001 in the Eight Participants Who Did Not Have  
an Adeno-Associated Viral Capsid-Directed Immune Response.

The vector SPK-9001 was administered at a dose of 5 ×1011 vector genomes per kilogram of body weight.
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age, and coexisting conditions, such as previous 
HCV infection, which affects more than 90% of 
men with severe hemophilia B who are older 
than 40 years of age.33 The long-term outcomes 

regarding sustained, stable factor IX coagulant 
activity on joint health and quality of life are not 
yet known. Recent preclinical work has shown 
that factor IX products with an extended half-life 
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国際協力遺伝病遺伝子治療フォーラム
設立の趣旨：
近年、欧米諸国では難病、特に遺伝病に関わる難病に対し、遺伝子治療の有効性、安全性が数多く報告され、
その一部の疾患では幹細胞移植の代替療法として認可されるに至っております。 ただ、我が国においては
遺伝子治療を支えるインフラの不備から、遺伝子治療を治療の一選択肢としてこれら難病を抱える患者様に
提供できない状況にあります。このことを深く鑑み、この状況を打開するためには単に医師、研究者がその
研究成果を発表するだけではなく、遺伝子治療に関わる全ての関係者ならびに実際の生活においてご苦労さ
れている患者様やそのご家族が一堂に会し、「一体何が問題なのか」を明確にすることで少しでも我が国
の遺伝子治療実施体制を整備していくことが重要と考え、このフォーラムを発足致しました。



遺伝子治療学会への企業参画
ASGCT ESGCT JSGCT

From current ASGCT, ESGCT and JSGCT homepages



遺伝子治療を行うには医療側の準備: GXP+カルタヘナ法
1. 臨床用ウイルス・ヒト細胞加工物（製造、品質、安定性）

Good Manufacturing Practices: GMP
Good Gene, Cell and Tissue Practices: GCTP
Good Quality Practices: GQP
Good Distribution Practices: GDP

2. 非臨床試験（POC、安全性）
Good Manufacturing Practices: GMP
Good Gene, Cell and Tissue Practices: GCTP 
Good Laboratory Practices: GLP

3. 実施体制（臨床プロトコル、ICF、生物統計、DM）
Good Clinical Practices: GCP

4. カルタヘナ法
第一種使用規程 ウイルス排泄管理、患者隔離（医療機関）
第二種使用規程 ウイルス製造方法（製造所） （製造・販売承認前まで）



患者造血幹細胞への遺伝子導入

バッグを用いた閉鎖系培養法

Cell manipulation

Transduction

Cell washingCollection

Starting cell number 
4.89ｘ1010

①

③

④
⑥

⑤

Cell number 3.6x108
Viability 95%

gp91phox
Tx efficiency 78.4%

Isolation of CD34+ cells 
using CliniMacs

CD34

C
D
38

96.8%

C
D
38

CD34

0.5%

Before After

1.6ｘ108
遺伝子治療用製品の

原材料



Validation と Verification
Validation
製品の品質に影響を及ぼす変動要因をあらかじめ予想し、それを基に許容条

件の下での製品製造工程を立案し、最終的には目的とする品質に適合した製品
を恒常的に製造できる製造工程を文書化する体制を構築する
Process Validation

Verification
遺伝子治療用等製品では、倫理面から患者細胞を利用することができず、非
臨床でのprocess validationの実施は困難であり、実際には治験における製造
工程において、あらかじめ特定していた製品の品質に影響を及ぼす変動要因が
許容条件の範囲内にあるかを確認し、それを文書化する方法

前臨床試験での暫定的な製品製造工程

実際の治験の中で製造工程の見直しが必要

製造工程はすでに医療機関から始まっている



院内体制の整備
製造における最重要課題 = 如何に情報を一元化するか
情報の一元化：製品製造に関わる情報、すなわち受注から製造を経て出荷にいたる工程で
発生するすべての情報を一カ所に集約すること

院内のおける製造工程とは
患者登録（ICF取得を含む）、臨床症状の表記、臨床検体採取（アフェレーシスを含む）、
細胞調製、細胞保管・管理、細胞移送等の工程

輸血・細胞療法委員会

品質部門責任者調製部門責任者

品質部門担当者調製部門担当者

研究責任者

研究者 研究者 研究者

センター内関係部署

• 各診療科
• 情報管理部
• 手術・集中治療部
医療工学室

• 臨床検査部
• 薬剤部
• 看護部
• 衛生検査センター 等

依頼・報告

関係部署への
依頼・調整

製造管理者

遺伝子細胞治療実施体制組織図

センター外関係部署

• 検査機関
• 物品供給機関
• 搬送機関 等

遺伝子細胞治療推進センター



医療機関におけるその他の課題

1. 我が国特有の規制をどうするか
・治験における未承認薬、未承認医療機器の扱いは

2. 我が国で遺伝子治療の治験があまり行われていない
・特殊な特性解析をどうするか（毒性試験、免疫系試験、等）
・長期的フォローアップをどう考えるか（genotoxicity）

3. カルタヘナ条約への対応
・第一種対応に関して ウイルス排泄管理、患者隔離（医療機関）
・第二種対応に関して ウイルス製造方法（製造所）



Virus Shedding FDA Guidance*より
1. なぜ、ウイルス排出（virus shedding）に関するガイダンスが必要か？
-> 治療を受けた患者から周囲のヒトに製品関連ウイルス（遺伝子治療用製品等）が伝播（感染）する
可能性があるから
-> 遺伝子治療用製品等の特性や患者の状態により、過去のデータや非臨床安全性試験のデータが
完全にvirus sheddingを予想できないから

2. virus sheddingに関するガイダンスの目的は？
-> 非臨床、臨床試験における遺伝子治療用製品等のsheddingのデータ収集
どのphase、何時、どのように？

-> 遺伝子治療用製品等がvirus sheddingにより周囲のヒトに感染する可能性の評価
3. 患者の何にウイルスがあればvirus sheddingとするか？
-> 分泌物：尿、唾液、鼻汁など、排泄物：便、皮膚：膿疱、創傷など
-> bio-distributionとは異なり､排外に排出しないため血液は含まない
4. 試験デザインの留意点は？
-> 患者試料の選択、試料収集の時期・頻度、モニタリングの期間、アッセイ法
-> 遺伝子治療用製品等の特性（複製可能、免疫原性、感染種、など）、投与ルート

*Design and analysis of shedding studies for virus or bacteria-based gene therapy and oncolytic products:    
http://www.fda.gov/downloads/biologicsbloodvaccines/guidancecomplianceregulatoryinformation/guidances/cellularandgenetherapy/ucm404087.pdf

製造販売承認後の環境リスク評価を含めた安全な使用法のため

治験の枠組みでの適切な試験デザインの構築



カルタヘナ第一種使用規程承認申請書と評価書
医薬品等規制調和・評価研究事業（ 2016～2018年）

遺伝子治療におけるカルタヘナ法の第一種使用規程の考え方に関する研究
第一種使用規程承認申請書

項 目 記載項目の注意点等

1. 原液の保管
CRO・企業内：第二種申請（確認申請は不要）
治療施設内：第一種申請

2. 原液の希釈・保管
非増殖性ウイルス：区別された場所
増殖性ウイルス：エアロゾルの飛散を防止、区別された場所

3. 運搬
CRO・企業内：第二種申請（確認申請は不要）
治療施設内：第一種申請

4. 患者への投与 区別された場所

5. 患者からの排出

基本事項
個室管理が必要な場合
個室管理は必要ないが一定期間ウイルスの排出が確認される場合
ヒトでの排出データが十分に得られていない場合
増殖性ウイルスの場合

6. 患者検体取扱い
基本事項
取扱い注意が必要な検体を試験機関に委託する場合（エアロゾル）

7. 感染性廃棄物
基本事項
感染性の可能性がある廃棄物の自宅での対応
CRO・企業内での廃棄



より安全で有効な遺伝子治療の実施を目指して

遺伝子細胞治療推進センター
Gene & Cell Therapy Promotion Center  

Gene & Cell Therapy Promotion Center

GCTP Center  

Good Gene, Cell, Tissue Practice Center  

Good Gene, Cell, Tissue Practice Center  

GCP Center  

Good Clinical Practice Center  


