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Abstract

　　The development of gene therapy products using adeno-associated virus (AAV) vectors is 
progressing, and the gene therapy market is rapidly expanding. AAV shows no pathogenicity 
in the human body, has extremely low cytotoxicity and, unlike lentiviral and retroviral vectors, 
rarely integrates into chromosomes. Consequently, risk associated with AAV was thought to 
be low. In recent years, however, adverse events such as hepatotoxicity have become 
apparent as cases accumulate among laboratory animals and in clinical trials. In this paper, we 
present an overview of the integration of AAV vectors into the genome of infected cells, 
which is thought to be the cause of adverse events.

（日本医科大学医学会雑誌　2023; 19: 211―217）
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はじめに
　AAV ベクターは様々な分裂終了細胞で持続的な導
入遺伝子発現を提供するため，in vivo 遺伝子導入に一
般的に使用されます．遺伝子治療に AAV ベクターが
広く使用されていますが，ほとんどの AAV ベクター
ゲノムである DNA は通常エピソームのまま存在しま
すが，一部のウイルスゲノムは低頻度で感染細胞のゲ
ノムに組み込まれ，その挿入変異誘発による新生児マ
ウスの腫瘍形成につながることが示されています

（図）．現在のところ，確認された遺伝毒性事象はこれ
までに報告されていないため，ヒトにおける AAV ベ
クターを介した発癌のリスクは理論上のものです．し
かし，挿入突然変異誘発が少数のマウス研究で報告さ
れており，動物モデルにおける AAV ベクターの宿主
ゲノムへのIntegrationの証拠と，患者における挿入変
異誘発のリスクの可能性などを検討する研究，規制の
必要性，および患者のケアに必要な情報を提供するた
めに，この遺伝毒性を解明する必要があります．
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　臨 床 試 験 で 認 め ら れ た 重 篤 な 副 作 用 と し て，
Oncogen ic i ty  R isk，Hepatotox ic i ty，TMA

（Thrombotic Microangiopathy），Neurotoxicity が取
り上げられ議論されています1，2．これら毒性のメカニ
ズムについては色々と仮説は提唱されているものの，
まだ明確な結論は出ていません．米国食品医薬品局

（US Foodand Drug Administration：FDA）において
Cellular, Tissue, and Gene Therapies Advisory 
Committee（CTGTAC）Meeting が 2021 年に，開催
され，AAV ベクターの安全性リスクに関して集中的
な議論が行われましたが3，安全性評価における動物モ
デルの限界や，品質面の担保（空のカプシド等を含む，
種々の不純物による毒性評価）などで課題がまだ残さ
れています．そこで，本稿では AAV ベクターの
Integration 等に関する 2021 年 8 月 18 日，米国遺伝子
細 胞 治 療 学 会（ASGCT） 仮 想 円 卓 会 議（AAV 
Integration Roundtable event）についての Denise E. 
Sabatino らの白書4 をとおして，その現状の評価につ
いて報告します．

1．動物モデルにおける AAVベクター関連の 
host genome integration

　AAV Integration の初期の研究（1990～2000 年）は，
in vitro モデル5，6 と in vivo モデル7 の両方で行われ，ゲ
ノムの活発に転写された領域にほぼランダムな
Integration が観察されました．肝部分切除マウスモデ
ルを利用した研究では，AAV ゲノムの 10％未満が組
み込まれていると推定されました8．AAV ベクターと
細胞 DNA とのジャンクション フラグメントのライブ
ラリーの構築によって，AAV ベクターの Integration
サイトは通常，アクティブな転写に関連する CpG アイ
ランドおよび GC が豊富な領域の近くに見られること

が明らかになりました8-13．いくつかの AAV ベクター
Integration 部位が種間で共通していること，および
Integration がゲノムの ds DNA 切断に依存している
ことも示唆されています14，15．

（1）  新生児マウスからのAAVベクター遺伝毒性の証拠 
（Rian遺伝子座への挿入）

　AAV ベクターと腫瘍形成との最初の関連は，
Donsante らのムコ多糖症 VII 型（MPSVII）マウスの
研究でなされました16．MPSVII マウスの新生児期にお
ける 1 回の AAV ベクター治療は，長期的な導入遺伝
子の発現，β-Glucuronidase（GUSB）活性，および表
現型の補正をもたらしました17，18．1 歳以上の投与
MPSVII マ ウ ス の 多 く は hepatocellular carcinoma

（HCC）と血管肉腫を発症しました16，19．さらに，同じ
AAV2ベクターを静脈内注射した新生MPSVIIの大規
模なフォローアップ研究では，正常マウスと MPSVII
マウスの両者の 30％～60％が生後約 13 カ月で HCC を
発症し，腫瘍内の AAV ベクター Integration が検出さ
れています．
　腫瘍におけるこれらの AAV Integration の大部分
は，Rian（核に刷り込まれて蓄積された RNA）遺伝子
座にあり，Rian 遺伝子座内およびその近位の遺伝子の
アップレギュレーションを引き起こしました．Rian
は，上皮から間葉への移行，Notch シグナル伝達経路
の負の調節，および肝星細胞活性化の負の調節におい
て役割を果たす長い非コード RNA です．Rian 遺伝子
座の変異は，マウスで HCC を引き起こすことが示さ
れています20-23．このマウス Rian に対してオーソロガ
ス（類似または同一の機能をもつ）であるヒトの長い
非コード RNA MEG8 の発現増加は，HCC 患者の予後
不良と相関しています24．これらの観察結果から，Rian

図　AAV ベクターの挿入変異による細胞毒性
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への AAV ベクターの組み込みが遺伝子発現の調節不
全を引き起こし，腫瘍形成に寄与するという最初の仮
説が導き出されました．Rian に近接した潜在的な癌遺
伝子 Rtl1 および Tax1bp1 は，Rian 以外の遺伝子への組
み込みでもマウスで遺伝毒性を引き起こす可能性があ
ることを示唆します25．
　新生児メチルマロン酸血症（MMA）12 マウスでの腫
瘍および正常な肝臓組織のAAV Integrationの検討で
は， こ れ ら の 腫 瘍 の Rian 遺 伝 子 座 で ク ロ ー ン
Integration が発見され，マイクロ RNA や Rtl1 など，
これらの Integration に近接する遺伝子の転写が増加
し，Donsante の最初の発見が再現されました19．肝臓
特異的遺伝子 Alb（アルブミン）および Afp（α-フェト
プロテイン）への腫瘍形成とは関係のない Integration
も特定されました．注目すべきことに，Alb 遺伝子座
には，Rian を含むほかのどの遺伝子よりも多くの
AAV ベクターが組み込まれていました．この高用量
グループは，約 1×1014 vg/kg で投与されましたが，
脊髄性筋萎縮症（Spinal Muscular Atrophy：SMA）タ
イプ 1 を治療するためのヒトの全身 AAV ベクター投
与に承認された用量に似ています．AAV ベクターの
遺伝毒性は用量依存的であり，一部のエンハンサープ
ロモーター（CAGまたはサイロキシン結合グロブリン

（TBG））が遺伝毒性を引き起こしますが，ヒト α-1 ア
ンチトリプシン（hAAT）エンハンサープロモーター
では Rian に組み込まれた場合でも遺伝毒性を引き起
こしませんでした．これらの発見は，ベクターのデザ
インが毒性に関与し，毒性が低減されたベクターをデ
ザインできることを示唆していました．

（2）動物の年齢の役割
　マウスでは，年齢が AAV ベクターを介した挿入変
異誘発の発生に役割を果たすことを示しています．マ
ウスでの発見は，分化および細胞周期に関与する遺伝
子が活発に発現しているときに AAV ベクターで処理
された組織または動物は，挿入変異誘発のリスクが高
いことを示唆しました．残念ながら，マウスが AAV
ベクター遺伝毒性の影響を受けにくくなる正確な年齢
は不明です．
　ラットにおける AAV 関連の腫瘍形成に関する限ら
れた研究では，自己相補的（sc）AAV と強力なユビ
キタス CMV プロモーターを使用して新生児ラットで
腫瘍形成能の増加やDNA Integrationの優先部位の証
拠は見つけられず，AAV 投与後の肝臓腫瘍形成は新
生児ラットにおいても存在しないと結論付けられまし
た26，27．さらに，イヌモデルは疾患の大型動物モデルと

して有効性と安全性を評価する機会を提供できます
が，長期研究においても，血友病 A，血友病および糖
原病（GSD）タイプ Ia の犬を用いた最長 10 年間の長
期追跡研究でも，AAV ベクター関連の腫瘍形成は報
告されていません．

（3）基礎にある肝疾患の影響
　既存の肝疾患は AAV ベクター関連の遺伝毒性のリ
スクを高める可能性があります．慢性肝疾患の状況で
AAV ベクター遺伝子治療にさらされた成体マウス
は，高頻度で HCC を発症することも示されており15，
したがって，炎症性肝疾患の有病率が高いことを考え
ると，ヒトでの追加研究の必要性を示しています．

（4）  ヒト以外の霊長類における AAVベクター  
Integrationと HCCリスクの評価

　非ヒト霊長類（NHP）研究は，今日まで，遺伝毒性
は報告されていませんが，発表されたほとんどすべて
の研究は短期の観察であるため，長期の遺伝毒性評価
はできていません．いくつかの研究では，AAV ベク
ター投与後の Integration 分析が報告されています28-32，
組み込み部位のクラスタリングが示されましたが，遺
伝子コード領域に対する優先性は検出されておら
ず29，33，34．また妊娠後期の胎児または成獣への肝臓特異
的発現を伴う持続的な臨床的レベルのヒト血液凝固第
IX 因子（hFIX）は，臨床的な懸念は示しませんでし
た30，34，35．

2．臨床における挿入変異誘発のリスクの評価
　AAV2-hFIX 投与の血友病 B の臨床研究および血友
病 BscAAV8-LP1-hFIXco を投与した別の臨床研究に
おける6～15年間および8年間の追跡調査においても，
持続的な肝毒性または HCC 発症の証拠は報告されて
いません36-40．また，いくつかの異なる AAV 血清型ベ
クター（AAV1，2，5，8，および 9）が臨床試験（小
児を含む）で現在使用されておりますが，いずれのタ
イプのがんも増加していません．遺伝子治療後に侵襲
的 な 組 織 生 検 を 行 う 必 要 が あ る た め，AAV 
Integration の研究は非常に限られています．AAV1 ベ
クターの導入後のヒト筋生検の分析により，ベクター
ゲノム Integration が組織全体に不均一に分布してい
ることが明らかになりました41．Integration 部位は，
ミトコンドリア遺伝子および核ミトコンドリア DNA
領域内の主なホットスポットとともに宿主ゲノム全体
に分布していました．
　uniQure の 血 友 病 B の 治 療 薬 AMT-061
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（etranacogene dezaparvovec：第 IX 因子 Padua バリ
アントを発現する AAV5 ベクター）を投与した患者の
一人に HCC の定期的な腹部超音波検査による予備診
断で重篤な有害事象の可能性を見出し，臨床研究が保
留にされました．しかし 25 年にわたる C 型肝炎ウイ
ルス（HCV）および B 型肝炎ウイルス（HBV）の罹
患病歴，非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）の
証拠，喫煙歴，家族性癌の病歴，進行性癌の病歴およ
び年齢を含む HCC に関連する複数の危険因子を有し
ていたことに留意し42，43，FDA は AMT-061 がこの患者
の HCC に寄与した可能性は低いとして，研究の保留
を 2021 年 4 月に解除しました42，44．Integration はゲノ
ム全体に分布しており，クローンの拡大や優先的な
Integration はありませんでした．しかし，AAV 投与
後の慢性肝障害のマウスモデルにおける HCC の発症15

と血友病B患者における併存疾患との類似性を無視す
べきではありません．

（1）HCCリスクとベクターデザインとの関係の評価
　動物モデルにおける HCC のリスクは，① AAV ベク
ターの投与量および②導入遺伝子のエンハンサーおよ
びプロモーターエレメントの性質と相関することが示
唆されています．データは，プロモーターとエンハン
サー配列の Integration だけで腫瘍形成を促進できる
ことを示しています20．HCC を起こしやすい C3H/HeJ
マウス用いた研究では，AAV ベクター感染後の肝部
分切除により，CMV-GFP 感染マウスでは HCC 発生率
が減少しましたが，ニワトリの β-アクチン（CBA）プ
ロモーターのみのヌルベクターの感染グループでは減
少しませんでした．CBAヌル感染肝切除マウス由来の
腫瘍は，対応する CMV-GFP 感染群由来の腫瘍よりも
有意に高いレベルのベクター DNA を含む可能性が高
く，CMV プロモーターよりも CBA プロモーターによ
る腫瘍形成能力が強いことを示しました．CBA ヌル 
ベクター挿入は，既知の癌原遺伝子または腫瘍抑制因
子と関連しており，強力なリードスルー転写，エンハ
ンサー効果，およびより強力なプロモーターによる腫
瘍抑制因子の破壊を示唆しています．同様に CAG や
TBG プロモーターなどの強力なプロモーターには，ゲ
ノム Integration 後にリードスルーを駆動し，HCC の
発生につながる近くの癌原遺伝子の発現を引き起こす
可能性が高いと考えられています．さらに，cap 遺伝
子と右の ITR の間に位置する領域の野生型 AAV2 ゲ
ノム内に 46 ヌクレオチドの肝臓特異的エンハンサー/
プロモーターエレメントが存在45 し，一部の AAV ベ
クターでも保存されているため，ベクターゲノムの組

み込み時に発現の調節不全に寄与する可能性がありま
す．主に AAV2 はヒトに遍在しており，成人の約 80％
が AAV2 に対する中和抗体を保有しています46．HCC
腫瘍および正常な肝組織に Integration された AAV 
DNA が検出されていますが，多くの場合，AAV 
Integration イベントが腫瘍内のすべての細胞に存在
するわけではありません47，48．したがって，野生型AAV
と遺伝子治療用 AAV ベクターとの組込みの関連性は
不明であり49-51，腫瘍形成を含むいかなる疾患とも明確
に関連することはないと思われます．

（2）動物モデルの関連性
　動物モデルは生物医学研究や医薬品開発で広く使用
されていますが，動物モデルが人間の病気の予測因子
として不十分であることは明らかです．完全に外挿可
能な動物モデルはなく，人間ほど合理的に研究できる
種は他にありません．

（3）Regulatory guidance（規制ガイダンス）
　FDA と 欧 州 医 薬 品 局（The European Medicies 
Agency：EMA）のガイダンス文書が AAV ベクター
は非 Integration 的であると見なしているにもかかわ
らず，保健当局にとって挿入変異誘発による AAV ベ
クターの遺伝毒性と発がん性のリスクは，継続的な懸
念事項です．例えば，2020 年 1 月に提出された FDA
の長期フォローアップ ガイダンスでは，AAV ベク
ターにはIntegrationする傾向がなく，有害事象のリス
クが低いと述べられています．しかし，両機関は，2001
年と2007年のDonsante16，19 による研究論文について議
論し，新生児として AAV で治療されたマウスにおけ
る AAV ベクター DNA Integration に関連する HCC
の誘導を説明し，この点を安全性評価で考慮すべきで
あることを示唆しています16，19．
　AAV ベクターの場合，FDA は，最大 5 年間の長期
フォローアッププロトコルを実施することを推奨して
います．この推奨は，Integration することが知られて
いるベクター（例：レンチウイルスベクター）の場合
の 15 年間の長期フォローアップ期間を推奨している
のと対照的です．それにもかかわらず，承認された
AAV ベクターの製造業者は，最近の研究でより保守
的 な ア プ ロ ー チ を 取 り 入 れ て い ま す． 例 え ば，
Luxturna52，53 とZolgensma54，55 はどちらも承認されてい
ますが，15 年間の長期追跡調査期間が計画されていま
す56．これらの市販後データ，および進行中の臨床試験
および長期前臨床試験から得られた追跡データによ
り，様々な AAV ベクターについての遺伝子治療の安
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全性をさらに高めるための新しい知識が追加されてい
くと思われます．

おわりに
　AAV ベクターによる遺伝子導入の成功は，最近承
認された遺伝子治療製品（Luxturna，Zolgensma，
Glybera57）によって最もよく示されています．さらに，
AAV ベクター ベースのベクターに関する豊富な前臨
床および臨床研究により，その耐久性と臨床的安全性
を確認する必要性が明確になっています．全体として，
AAV Integration の頻度は低く，現在までに AAV ベ
クターに関連する癌の症例がヒトで報告されていない
ことを考えると，悪性腫瘍のリスクは理論的なもので
あると思われます．
　血友病 B の臨床試験における被験者の HCC の最近
の症例では，HCC と AAV の Integration との関連性
は見出されませんでしたが，AAV の Integration と遺
伝毒性のリスクに関する現在進行中の議論の重要性が
高まっております．この分野は，リスクを最小限に抑
え，患者が長期的に利益を得られるようにすることを
目標に，データの透明性と共有の向上，根底にあるメ
カニズムの調査，および AAV 遺伝子治療の生物学的
結果の理解を深めるための新しいツールとモデルの開
発に取り組む必要があります．

　最後に，私が所属しております東京大学医科学研究
所・遺伝子細胞治療センター・分子遺伝医学分野では，
AAV ベクター作製のための小・中規模アカデミア
GMP施設を準備中であります．これまで検討をしてま
いりました上流過程および下流過程を用いて，より高
品質で，より安価な毒性の低い AAV ベクターを作製
し，臨床試験に用いたいと考えております．
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