
2.4 非臨床試験の概括評価 
パチシランナトリウム 
 
 

 1 
Confidential   Alnylam Japan 

 
 

 
 

2.4 非臨床試験の概括評価 

 



2.4 非臨床試験の概括評価 
パチシランナトリウム 
 
 

 2 
Confidential   Alnylam Japan 

目         次 

2.4 非臨床試験の概括評価 ............................................................................................................... 1 

目         次 ......................................................................................................................................... 2 

表   目   次 ......................................................................................................................................... 3 

略号と用語の定義 ............................................................................................................................. 4 

1 非臨床試験計画概略 .......................................................................................................... 7 

1.1 疾患の背景 ......................................................................................................................... 7 

1.2 パチシラン-LNPの特徴 ...................................................................................................... 7 

1.3 作用機序............................................................................................................................. 8 

1.4 規制ガイドライン及びGLP基準 ........................................................................................ 9 

1.5 薬理試験............................................................................................................................. 9 

1.6 薬物動態........................................................................................................................... 10 

1.7 毒性 .................................................................................................................................. 12 

2 薬理試験........................................................................................................................... 15 

2.1 効力を裏付ける試験 ........................................................................................................ 16 

2.1.1 In vitro薬理試験 ................................................................................................................ 16 

2.1.2 In vivo薬理試験 ................................................................................................................ 17 

2.2 副次的薬理試験 ................................................................................................................ 18 

2.3 安全性薬理試験 ................................................................................................................ 19 

3 薬物動態試験 ................................................................................................................... 19 

3.1 吸収 .................................................................................................................................. 20 

3.2 分布 .................................................................................................................................. 21 

3.3 代謝 .................................................................................................................................. 22 

3.4 排泄 .................................................................................................................................. 23 

3.5 薬物動態学的薬物相互作用 ............................................................................................. 23 

3.6 その他の薬物動態試験 ..................................................................................................... 24 

4 毒性試験........................................................................................................................... 25 

4.1 単回投与毒性 ................................................................................................................... 25 



2.4 非臨床試験の概括評価 
パチシランナトリウム 
 
 

 3 
Confidential   Alnylam Japan 

4.2 反復投与毒性 ................................................................................................................... 26 

4.3 遺伝毒性........................................................................................................................... 28 

4.4 がん原性........................................................................................................................... 28 

4.5 生殖発生毒性 ................................................................................................................... 29 

4.5.1 受胎能及び初期胚発生 ..................................................................................................... 29 

4.5.2 胚・胎児発生 ................................................................................................................... 30 

4.5.3 出生前及び出生後の発生並びに母体の機能 .................................................................... 31 

4.5.4 幼若動物を用いた試験 ..................................................................................................... 32 

4.6 局所刺激性 ....................................................................................................................... 32 

4.7 その他の毒性試験 ............................................................................................................ 32 

5 総括及び結論 ................................................................................................................... 34 

5.1 薬理試験........................................................................................................................... 34 

5.2 薬物動態........................................................................................................................... 36 

5.3 毒性試験........................................................................................................................... 39 

5.4 安全域 .............................................................................................................................. 43 

5.5 結論 .................................................................................................................................. 43 

6 参考文献........................................................................................................................... 44 

 
 

表   目   次  

表 1 - パチシラン-LNPの組成 .................................................................................................................. 8 

表 2 - 主要な薬理学的特性 .................................................................................................................... 16 

表 3 - ラット及びサルにパチシラン-LNPを単回投与したときのALN-18328、DLin-MC3-DMA及び

PEG2000-C-DMGのPKパラメータ ............................................................................................... 20 

 



2.4 非臨床試験の概括評価 
パチシランナトリウム 
 
 

 4 
Confidential   Alnylam Japan 

略号と用語の定義 

略号、用語 定義 

AD-1955 昆虫ルシフェラーゼ遺伝子を標的とする siRNA 

AD-18534 げっ歯類サロゲート siRNA 

ADA 抗薬物抗体（Anti-drug antibody(ies)） 

AF-011 パチシランに用いられた第二世代脂質ナノ粒子処方。脂質添加剤である

DLin-MC3-DMA、DSPC、コレステロール及び PEG2000-C-DMG が脂質ナノ粒子

を形成している。 

AF-011-1955 AD-1955（昆虫ルシフェラーゼ遺伝子を標的とする siRNA）を AF-011 で製剤

化した、薬理学的に非活性な対照（媒体対照） 

ALN-18328 ALN-TTR01 及び ALN-TTR02 に内包されるパチシラン siRNA 原薬 

ALN-TTR01 TTR mRNAを標的とする siRNAのALN-18328を内包する（ALN-TTR02と同様）

第一世代の SNALP 処方で、等張リン酸緩衝生理食塩水に脂質ナノ粒子として

製剤化されている。 

ALN-TTR02 AF-011 処方の第二世代の RNAi 医薬品であるパチシラン製剤で、2 mg/mLのパ

チシラン原薬（TTR mRNA を標的とする siRNA の ALN 18328）、脂質添加剤

である DLin-MC3-DMA、DSPC、コレステロール及び PEG2000-C-DMG により、

等張リン酸緩衝生理食塩水中に脂質ナノ粒子として製剤化されている。 

ApoE アポリポタンパク質 E（Apolipoprotein E） 

AUC 血中濃度－時間曲線下面積（Area under the curve） 
14C 原子量 14 の炭素同位体（Carbon isotope with atomic weight of 14） 

Cmax 最高血漿中濃度（Maximum (peak) concentration） 

CYP シトクロム P450（Cytochrome P450） 

DLin-MC3-DMA (6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-yl-4-(dimethylamino) butanoate 

DMBA 4-ジメチルアミノ酪酸（4-(dimethylamino)butyric acid） 

DNA デオキシリボ核酸（Deoxyribonucleic acid） 

DSPC 1,2-Distearoyl-sn-Glycero-3-Phosphocholine 

  

ELISA 酵素結合免疫吸着検査法（Enzyme-linked immunosorbent assay） 

EMA 欧州医薬品庁（European Medicines Agency） 

FDA 食品医薬品局（Food and Drug Administration） 
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略号、用語 定義 

GLP 医薬品の安全性に関する非臨床試験の実施の基準（Good Laboratory Practice） 

hATTR 遺伝性異型トランスサイレチン（Hereditary Atypical Transthyretin） 

HED ヒト等価用量（Human equivalent dose） 

hERG ヒト ether-à-go-go 関連遺伝子（human ether-à-go-go related gene） 

HSF-1 熱ショック転写因子 1（Heat shock factor 1） 

hTTR ヒトトランスサイレチン（Human transthyretin） 

IC50 50%阻害濃度（Half maximal (50%) inhibitory concentration） 

ICH 日米 EU 医薬品規制調和国際会議（International Council for Harmonisation） 

LDLR 低比重リポタンパク質受容体（Low density lipoprotain receptor） 

LNP 脂質ナノ粒子（Lipid nanoparticle） 

mRNA メッセンジャーRNA（Messenger RNA） 

MNU N-メチル-N-ニトロソ尿素（N-Methyl-N'-nitrosourea） 

  

NOAEL 無毒性量（No observed adverse effect level） 

OECD 経済協力開発機構（Organisation for Economic Co-operation and Development）  

OLT 同所性肝移植（Orthotopic liver transplantation） 

PBS リン酸緩衝生理食塩水（Phosphate buffered saline） 

PD 薬力学（Pharmacodynamic(s)） 

PEG2000-C-DMG (R)-2,3-bis(tetradecyloxy)propyl 1-(methoxy poly(ethylene glycol)2000)propyl 
carbamate 

PK 薬物動態（Pharmacokinetic(s)） 

PMDA 医薬品医療機器総合機構（Pharmaceuticals and medical devices agency） 

q2w 2 週に 1 回投与（Once every 2 weeks） 

q3w 3 週に 1 回投与（Once every 3 weeks） 

q4w 4 週に 1 回投与（Once every 4 weeks） 

QWBA 定量的全身オートラジオグラフィー（Quantitative whole body autoradiography） 

RBP レチノール結合タンパク（Retinol binding protein） 

RHD 推奨ヒト用量（Recommended human dose） 

RISC RNA 誘導サイレンシング複合体（RNA-induced silencing complex） 

RNA リボ核酸（Ribonucleic acid） 

RNAi RNA 干渉（RNA interference） 
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略号、用語 定義 

siRNA 低分子干渉 RNA（Small interfering RNA） 

SNALP 安定核酸-脂質粒子（Stable nucleic acid lipid particle） 

SNP 一塩基変異多型（Single nucleotide polymorphism） 

Tg トランスジェニック（Transgenic） 

TK トキシコキネティクス（Toxicokinetic(s)） 

TTR トランスサイレチン（Transthyretin） 

UTR 非翻訳領域（Untranslated region） 

V30M ヒトトランスサイレチン遺伝子の 30 番バリンからメチオニンへの置換変異 
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1 非臨床試験計画概略 
パチシラン脂質ナノ粒子製剤（パチシラン-LNP）の非臨床試験の方針及び計画の概略について

述べる。パチシラン-LNP はトランスサイレチン型家族性アミロイドーシス（hATTR アミロイド

ーシス）の成人患者に対する治療薬である。推奨臨床投与レジメンは、3 週に 1 回、パチシラン-LNP 

0.3 mg/kg を静脈内持続投与するものである。 

1.1 疾患の背景 
遺伝性トランスサイレチン型アミロイドーシスは、トランスサイレチン（TTR）遺伝子の変異

による、常染色体優性の生命を脅かす全身性の希少疾患である。TTR 遺伝子の変異により、TTR

タンパク質四量体の形成が不安定化して二量体及び単量体に解離し、続く野生型及び変異型単量

体のミスフォールディングによって、末梢神経系、心臓及び消化管へのオリゴマー及びアミロイ

ド線維の組織沈着が引き起こされる(1)(2)。これは成人発症の疾患であり、hATTR アミロイドーシ

スの主要な臨床症状は多発性神経障害と心筋症である。 

1.2 パチシラン-LNP の特徴 
パチシラン-LNP は世界初のリボ核酸干渉（RNAi）を利用した治療薬であり、表 1に示すように、

水性緩衝液中の 2 mg/mL のパチシラン原薬（ALN-18328）、すなわち野生型及び変異型 TTR メッ

センジャーRNA（mRNA）を標的とした低分子干渉 RNA（siRNA）と、4 種の脂質添加剤からな

る無菌製剤である。(6Z,9Z,28Z,31Z)-heptatriaconta-6,9,28,31-tetraen-19-yl-4-(dimethylamino) butanoate 

（DLin-MC3-DMA）及び(R)-2,3-bis(tetradecyloxy)propyl 1-(methoxy poly(ethylene glycol)2000)propyl 

carbamate（PEG2000-C-DMG）は、これまでどの既承認医薬品製剤にも用いられたことのない新規

脂質である。コレステロールは複数の公定書（米国、欧州及び日本）に収載されている。1,2-Distearoyl- 

sn-glycero-3-phosphocholine（DSPC）は合成ホスファチジルコリンであり、天然ホスファチジルコ

リンと非常に似通っている。また米国食品医薬品局（FDA）の既承認医薬品不活性成分（添加剤）

リストにも記載され、現在米国及び欧州で承認されている 2 つの医薬品（DaunoXome®［リポソー

ムダウノルビシン］及び ONIVYDE®［イリノテカンリポソーム注射剤］）の成分でもある。パチ

シラン-LNP には、ヒト由来あるいは動物由来成分は含まれていない（2.6.1「諸言」参照）。 

パチシラン-LNP を静脈内投与すると、その siRNA 成分である ALN-18328 が肝臓における野生

型及び変異型 TTR の発現をともに減少させるよう設計されており、その結果として循環血中 TTR

タンパク質が減少し、hATTR アミロイドーシス患者において病因となる TTR アミロイドの形成と

沈着が減少する(3)(4)。パチシラン原薬（ALN-18328）は天然ヌクレオシド（非修飾塩基及び 2′ O

メチル化リボース修飾塩基）のみを用いて化学合成された二本鎖 RNA である。全ての試験を通し

て、パチシラン-LNP の投与量又は使用量は siRNA ナトリウム塩の量として示す。遊離型等量への

変換は 0.94 を乗ずる。 
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DLin-MC3-DMA 脂質は、エンドソーム内の pH が低下するにつれてプロトン化される（正に帯電

する）(8)(9)。LNP 中の正に帯電した DLin-MC3-DMA 脂質は、負に帯電したエンドソーム脂質と

相互作用し、LNPの崩壊、エンドソーム膜の不安定化及び細胞質への siRNA放出が生じる(8)(9)(10)

（2.6.1「諸言」参照）。 

細胞質内へ放出されると、二本鎖の siRNA である ALN-18328 は RNA 誘導サイレンシング複合

体（RISC）と呼ばれる酵素複合体に取り込まれる。RISC に取り込まれる中で合成 siRNA の二本

鎖が解かれ、アンチセンス鎖が、野生型及び変異型の両 TTR mRNA 間で遺伝的に保存されている

3′側非翻訳領域（UTR）の相補的配列と特異的に結合する。RISC/siRNA 酵素複合体中の Argonaute-2

エンドヌクレアーゼが野生型・変異型 TTR mRNA を触媒的に切断し、野生型・変異型 TTR タン

パク質合成を抑制する(11)(12)（2.6.1「諸言」参照）。 

1.4 規制ガイドライン及び GLP 基準 
パチシラン-LNP の非臨床試験プログラムは、薬理試験、薬物動態試験、探索的試験及び GLP

準拠毒性試験からなる。サルの GLP 適用安全性薬理試験とラットの定量的全身オートラジオグラ

フィー（QWBA）試験を除き、薬理試験、薬物動態試験及び探索的毒性試験は GLP 非適用下で実

施した。これらの試験は試験施設の手順書に従って実施され、試験結果の信頼性又は結果の解釈

に影響を及ぼすような不測の事態はなかった。パチシラン-LNPを用いたGLP適用毒性試験は、ICH 

M3(R2)（医薬品の臨床試験及び製造販売承認申請のための非臨床安全性試験の実施についてのガ

イダンス）に記載された一般原則に準拠して実施した。GLP 適用試験は全て経済協力開発機構

（OECD）加盟国で実施され、また欧州、米国（FDA）、日本（厚生労働省）及び他の OECD 相

互承認データ協定の締結国の規制当局全てに受け入れられている OECD の試験ガイドライン及び

GLP 原則に従った。 

パチシラン-LNP の開発中、製造承認申請のための品質、非臨床、臨床薬理及び臨床開発計画に

ついて Alnylam 社が助言を受けた保険規制当局は以下のとおりである：日本医薬品医療機器総合

機構（PMDA）、米国 FDA、欧州医薬品庁（EMA）、仏国医薬品・医療製品安全庁（ANSM）、

英国医薬品・医療製品規制庁（MHRA）、ポルトガルNational Authority of Medicines and Health Products

（INFARMED）及びスウェーデン Medicinal Products Agency（MPA）。 

非臨床開発計画に関する助言を含む規制当局との交信記録は Module 1 に要約されている（米国

承認申請： Module 1.6.3；欧州承認申請：Module 1.2 Annex 5.14）。 

1.5 薬理試験 
パチシラン-LNP を用いた非臨床薬理試験の詳細なリストは 2.6.3, 1 項「薬理試験一覧表」に、

各試験の概要は 2.6.2「薬理試験の概要文」に記載する。 
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一連の in vitro 試験及びバイオインフォマティクス解析により、野生型及び変異型ヒト TTR 遺伝

子の中でも民族的・地理的に異なる集団を超えて 100%保存されている部位を標的とする、強力で

特異性の高い、かつ目的外のオフターゲット作用の可能性の低い siRNA を選択した。 

ALN-18328 はマウス、ラット又はウサギのいずれに対しても薬理学的活性を持たない。イヌ TTR

遺伝子の標的配列とは部分的に相同性があり、サル TTR 遺伝子の標的配列とは 100%の相同性を

有するため、カニクイザル（以降、サルと表記）では薬理活性を示す。以上の理由から、ALN-18328

の薬理試験はサルを用いた。サルの in vivo 試験では、第一世代 LNP 製剤の ALN-TTR01 あるいは

パチシラン-LNPのいずれかでALN-18328の薬理作用を評価した。更にALN-TTR01製剤では、hATTR

アミロイドーシスモデルであるヒト化トランスジェニックマウスを用いた in vivo試験も実施した。 

TTR はレチノール結合タンパク（RBP）、レチノール（ビタミン A）及びサイロキシンの担体

であることが知られている。ALN-18328（ALN-TTR01 製剤）のサル単回投与試験で血清 TTR 及

びRBP量を評価した。またパチシラン-LNPを用いたGLP適用サル反復投与毒性試験でも血清TTR、

ビタミン A 及びサイロキシンを測定した。また、GLP 適用サル単回投与及び反復投与試験を実施

し、異なる製造スケール（ 、 、又は  kg）で製造されたパチシラン-LNP について薬力学的

作用（血清トランスサイレチン濃度）を比較した。 

hERG チャネルへの LNP の影響を検討するため、薬理学的に非活性な（すなわち昆虫ルシフェ

ラーゼを標的とする）siRNA をパチシラン-LNP と同じ処方で製剤化した AF-011-1955 を使い、非

GLP 探索的試験を実施した。更に、GLP 適用の安全性薬理試験において、テレメトリー留置サル

にパチシラン-LNP の単回投与を行い、心血管系、呼吸系及び中枢神経系への影響を検討した。 

薬理学的相互作用試験は実施していない。 

1.6 薬物動態 
パチシラン-LNP を用いた非臨床薬物動態試験の詳細なリストは、2.6.5, 1 項「薬物動態試験一覧

表」を参照とする。個々の試験の概要については、2.6.4「薬物動態試験の概要文」を参照とする。 

GLP 試験において、複数の生物学的分析法が FDA 及び EMA の生物学的分析法バリデーション

ガイドライン、白書及び業界の慣習に基づきバリデートされた。重要な毒性試験及び安全性薬理

試験では、血漿中の ALN-18328並びに 2つの新規脂質であるDLin-MC3-DMA及び PEG2000-C-DMG

の定量にバリデートされた生物学的分析法が用いられた。げっ歯類に特異的なサロゲートの siRNA

である AD-18534 の血漿中濃度測定は、用量設定試験に対しては qualified method を用い、重要な

生殖発生毒性試験においてはバリデートされた分析法を用いた。サルの血清 TTR は、バリデート

された分析法を用いて測定した。ラット及びサル血清の抗薬物抗体（ADA）は、パチシラン-LNP

の表面に露出しているPEG2000-C-DMGに対して特異的な抗体を検出する qualified methodもしくは

バリデートされた分析法を用いて測定した。ポリエチレングリコール（PEG）は、ヒトで PEG 化

された生物製剤、PEG を含んだ食品添加物又は化粧品などに曝露されたとき抗体産生が誘発され

ることがあることが知られている(13)。開発初期では、ELISA による非 GLP 適用 qualified method
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を用いて、ラット及びサルにおける PEG2000-C-DMG に対する IgG 及び IgM を分けて ADAの評価

を行っていた。ラット及びサルの 6 週間毒性試験においては、投与前の吸光度に比べて 2 倍以上

の吸光度が平均で認められたとき、ADA 陽性とした。これらの IgG 及び IgM の ADA分析法は、

スクリーニング試験、確認試験及び抗体価測定を段階的に行うカットポイントに基づいた手法に

改善した。ラットの 4 週間毒性試験においては、プレート特異的な変動カットポイントを超える

吸光度が認められたとき、ADA 陽性とした。ラットの 26 週間毒性試験、サルの 39 週間毒性試験

及びサルの PK/PD と安全性の同等性／同質性を評価する単回投与試験においては、規制当局のガ

イドライン、白書及び業界の慣習に従ってバリデートされた GLP に準拠した ELISA による ADA

分析法を用いて PEG2000-C-DMG に対する IgG と IgM の総量を測定することで、先の吸光度に基づ

いた IgM の分析法上の制限を改善した。これらの ADA 分析法はプレート特異的なカットポイン

トをスクリーニング試験、確認試験（過剰な薬物で競合阻害させる確認試験の%阻害率のカット

ポイント）及び抗体価測定に用いた。 

血漿中の補体（補体因子 B の分解生成物［Bb］、補体の分解生成物 3a［C3a］）、サルの血漿

中又は血清サイトカイン（IFN-α、インターロイキン-1 ベータ［IL-1β］、IL-1RA、IL-2、IL-4、IL-5、

IL-6、IL-8、IL-10、IL-13、IL-12/23、IL-17、顆粒球コロニー刺激因子［G-CSF］、顆粒球マクロ

ファージコロニー刺激因子［GM-CSF］、IFN-γ 及び腫瘍壊死因子アルファ［TNF-α］）及び血清

C 反応性タンパク（CRP）をバリデートされた方法で測定した。全ての生物学的分析法の詳細に

ついては、2.6.5.2.A 項及び 2.B 項に記載した。 

反復投与毒性試験で評価した主要な動物種（Sprague Dawley ラット及びサル）において、パチ

シラン-LNP の単回投与 PK試験を実施した。サルにおいて、製剤化していない ALN-18328 を単回

投与したときの血漿中のトキシコキネティクス（TK）を評価した。ラットにおける 4 週間（q4w x 

2）の ALN-18328 の TKのみを評価した試験を除き、サルにおける単回投与の安全性薬理試験、並

びにラット及びサルにおける反復投与毒性試験において、パチシラン-LNP 投与後の ALN-18328、

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の血漿中の TK を評価した。開発期間中、パチシラン-LNP

の製造工程の変更として、製造場所及び製造スケール（ 、 及び  kg）の変更、並びに、LNP

製剤化前に ALN-18328 を溶解させる製造工程で用いられる緩衝液の変更があった。  kg と  kg

の製造スケールでそれぞれ製造されたパチシラン-LNP をサルに単回投与したときの ALN-18328

の PKを比較した。また、サル反復投与試験において、  kg と  kg の製造スケールでそれぞれ

製造されたパチシラン-LNP を用いて ALN-18328、DLin-MC3-DMA、及び PEG2000-C-DMG の PK/TK

を比較した（3.6項参照）。ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の全身曝露量をマ

ウスにおける用量設定試験及び TgRasH2 マウスにおける 26 週間のがん原性試験で評価した。パ

チシラン-LNP は、げっ歯類及びウサギで薬理学的な活性を持たないため、パチシラン-LNP に加

えて、げっ歯類に特異的な TTR を標的とした siRNA を含み、パチシラン-LNP と同じ LNP で製剤

化したサロゲート製剤（AF-011-18534）を用いて、げっ歯類の生殖発生毒性試験を実施した。す

べての生殖発生毒性試験において、ALN-18328、AD-18534（ラットのみ）、DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMG の血漿中の TK を評価した。ラット及びウサギでの受胎能及び胚・胎児発生期複
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合的用量設定試験において、胎盤及び胎児中の ALN-18328、AD-18534（ラットのみ）、

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の濃度を評価した。パチシラン-LNP 投与後のこれらの分析

対象物の乳汁中濃度を、ラットの出生前又は出生後の発生試験で測定した。 

非標識のパチシラン-LNP 及び DLin-MC3-DMA に 14C で標識したパチシラン-LNP を用いて、ラ

ット及びサルにおける分布試験を実施した。In vitro でパチシラン-LNP のタンパク結合試験も実施

した。 

DLin-MC3-DMA に 14C で標識したパチシラン-LNP を用いて、ラット及びサルにおける単回投与

の代謝試験及びマスバランス試験を実施した。ラットに非標識のパチシラン-LNP を単回投与した

後の ALN-18328 及び PEG2000-C-DMG の in vivo 代謝も評価した。 

マウス、ラット、サル及びヒトの血清及び肝臓の S9画分中における ALN-18328、DLin-MC3-DMA

及びPEG2000-C-DMGの in vitro代謝安定性及び代謝プロファイリング試験を実施した。ALN-18328、

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG によるシトクロム P450（CYP）の誘導及び阻害（時間依存

的な阻害を含む）、並びにトランスポーターを介した相互作用に関する in vitro 試験を実施した。

トランスポーターを介した相互作用については、DLin-MC3-DMA の主代謝物である

4-(dimethylamino)butyric acid （DMBA）を用いた in vitro 試験も実施した。 

放射能標識した ALN-18328 又は PEG2000-C-DMG を用いた試験は実施しなかった。薬理学的な活

性を持たない siRNA を含む LNP 製剤とパチシラン-LNP の毒性プロファイルは類似していたこと

から、毒性の多くは LNP 製剤に関連したものであり、陽イオン化した脂質成分（DLin-MC3-DMA）

によるものと考えられる。肝臓に取り込まれるまでは、ALN-18328 とともに DLin-MC3-DMA は

残存する一方、PEG2000-C-DMG 脂質は急速に LNP から放出され、循環血中のリポタンパク及び血

液細胞に移行する。また、ALN-18328 は天然に存在するヌクレオチドのみが含まれており、LNP

から放出された後は、速やかに代謝されて、循環血中から消失する。したがって、DLin-MC3-DMA

の分布、代謝及び排泄は、この製剤を構成する複数の成分の中で最も重要なものとして検討され、

パチシラン-LNP の分布を理解するのに最も関連した情報を提供している。 

1.7 毒性 
パチシラン-LNPを用いた非臨床毒性試験の詳細なリスト（GLP適用の有無に関する表記を含む）

は、2.6.7, 1 項「毒性試験一覧表」を参照。個々の試験の概要については、2.6.6「毒性試験の概要

文」を参照。 

パチシラン-LNP を用いて実施された毒性試験のプログラムには、GLP 適用の単回投与毒性（被

験物質は ALN-18328 のみ）、反復投与毒性、遺伝毒性、がん原性及び生殖発生毒性、並びに添加

剤及び免疫刺激を評価するための補足的な試験が含まれる。これらの試験をサポートする目的で、

必要に応じて、TK測定が合わせて実施された。 

パチシラン-LNP による単回投与試験は、臨床では間欠投与スケジュールが使用されることから

実施不要と考えた。反復投与サル毒性試験では 2 試験とも、パチシラン-LNP の最初の投与の 24
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時間後（2 日目）又は 72 時間後（4 日目）の臨床病理学的パラメータの評価が含まれた。なお、

製剤化していない ALN-18328 の単回静脈内投与を用いて、サルにおいて GLP 適用の 2 週間の試験

を 1 試験実施した。 

2つの新規脂質成分であるDLin-MC3-DMA及びPEG2000-C-DMGに関連するユニークな性質を有

するインタクトな LNP を形成するには siRNA が必要とされることから、これらの新規脂質を用い

た独立した毒性試験は実施しなかった。パチシラン-LNP は、肝臓類洞の有窓内皮の孔径が非臨床

動物種では 100～175 nm、ヒトでは平均 107 nm であることに基づき、肝臓を送達ターゲットとし

ているが(14)(15)、パチシラン-LNP（直径  nm）は類洞有窓内皮を通過し、その後、ApoE

を介して LDL 受容体へ結合することにより肝細胞へ取り込まれる。DLin-MC3-DMA 又は

PEG2000-C-DMG を個別に投与した場合の毒性、TK及び生体内分布は、それらを LNP（すなわち、

パチシラン-LNP）として投与した場合と比較して有意に異なると推測される。したがって、個々

の脂質添加剤で観察される毒性は、パチシラン-LNP について観察される毒性を代表するものでは

なく、本剤（パチシラン-LNP）の全体的な毒性プロファイルを理解するための価値は限定的であ

ると考えられる。これについては FDA 及び EMAの合意が、 及び

において得られている（FDA:  EMA:  

）。 

パチシラン-LNP の非臨床開発計画のための動物種としてはラット及びサルが選択された。サル

では標的部位の TTR mRNA はヒトとの 100%相同性を有していることから ALN-18328 siRNA は薬

理学的活性を示すが、ラット、マウス及びウサギには相同性がなく、これらの動物種では薬理学

的活性を示さない。加えて、オリゴヌクレオチドの開発においてサルが使用されてきた長い歴史

から、サルがパチシラン-LNP の毒性及びその薬理学的効果に関連し得る毒性を評価するための最

も重要な動物種と考えられた。ラットは、パチシラン-LNP の非特異的毒性を評価するための第 2

の種として用いられた。ラット及びサルにおける最初の反復投与試験では、観察される毒性が、

製剤中に含まれる特定の RNA、非特異的 siRNA 効果、又は LNP 製剤若しくはその成分に関連し

ているのかどうかを判断するため、パチシラン-LNP と同じ LNP で処方された薬理学的に活性の

ない siRNA（昆虫ルシフェラーゼを標的とする）を内包する対照製剤の AF-011-1955 を含めた。

パチシラン-LNP はラットで最大 0.3 mg/kg、カニクイザルで 2 mg/kg の用量で 1 時間静脈内点滴に

より、それぞれ最大 26 週間、39 週間の投与を行った重要な反復投与毒性試験で評価した。これら

の試験期間は、ICH M3（R2）「医薬品の臨床試験及び製造販売承認申請のための非臨床安全性試

験の実施についてのガイダンス」に基づき、臨床試験期間及び医薬品の製造販売承認をサポート

するのに適切なものである。その他にも単回投与及び反復投与の安全性/毒性試験（サル）を実施

し、異なる製造スケール（ 、 、及び  kg）で製造されたパチシラン-LNP を比較した。 

パチシラン-LNP について、遺伝子毒性試験の標準的なバッテリー（in vitro の細菌を用いる突然

変異試験、in vitro の染色体異常試験及び in vivo のマウス骨髄小核試験）を実施した。 この試験は、

ICH S2A（ステップ 4）医薬品のための遺伝毒性試験の特定項目に関するガイダンス（ICH、1996

年）及び ICH S2B（ステップ 4）「遺伝毒性試験：医薬品の遺伝毒性試験の標準的組合せ（ICH、
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安全性確認は不要と考えた。DSPC も承認済みの医薬品に使われており、遺伝毒性を有しておら

ず、 、遺伝毒性不純物は含有しないと推察され、不純物の

安全性確認は不要と考えた。 

独立した試験は不要と判断して実施しなかったものは以下のとおりである。抗原性試験は実施

しなかったが、サルの試験においてパチシラン-LNP に対する感作の証拠は認められなかった。独

立したパチシラン-LNP の毒性機序検討試験は実施しなかったが、げっ歯類及びサルの単回及び反

復投与並びに生殖発生毒性試験においてメカニズムに関する以下のエンドポイントを含めた：製

剤化していない ALN-18328 及びパチシラン-LNP の毒性の比較、毒性における siRNA 特異性の役

割を調べるために薬理学的に活性のない昆虫ルシフェラーゼに対する siRNA（AF-011-1955）の試

験への組み入れ、ラットへの薬理学的に活性を有するサロゲート（AF-011-18534）の投与後の主

薬理作用（肝臓 mRNA 又は血清 TTR タンパク質濃度の低下）及び副次的薬理作用（血清ビタミン

A 及びサイロキシン濃度の測定）の評価、長期ビタミン A 枯渇の影響を評価するためのサルにお

ける網膜電図の評価。[14C] DLin-MC3-DMA を含むパチシラン-LNP を投与したラットの脳におい

て、[14C] DLin-MC3-DMA に関連する放射活性は非常に低かった（投与した量の 0.04%以下）こと

から、薬物依存性試験は実施していない。なお、ラット及びサルの反復投与毒性試験において一

般行動の変化は認められず、サルの安全性薬理試験における神経学的検査では、パチシラン-LNP

に関連する中枢神経系活性の変化を示唆する所見は認められなかった。特別な代謝物毒性試験は

実施しなかった。定性的には、血清及び肝臓 S9 中の ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMG の in vitro 代謝プロファイル及び安定性は、非臨床試験動物種及びヒトにおいて類

似しており、in vitro でヒトに特異的な代謝物は同定されなかった。光毒性及び光安全性評価は必

要でないと考えられた。ALN-18328 の紫外線（UV）吸収スペクトラムは  nm にピークがあり、

それが であった(16)。

。パチシラン-LNP を構成する脂質の

。パチシラン-LNP 投与後

のラット QWBA 試験において、[14C] DLin-MC3-DMA は有色素皮膚又は無色素皮膚、あるいは眼

に広く分布しなかった。 

2 薬理試験 

実施した試験から、パチシラン-LNP の非臨床薬力学的特徴、有効性及び安全性（心血管系、呼

吸器系及び中枢神経系）が示された。また、サルにパチシラン-LNP を反復静脈内投与した際、副

次的薬理作用である循環血中ビタミン A 及びサイロキシン低下による有害作用は認められなかっ

た。パチシラン-LNP を用いた非臨床薬理試験の詳細なリストは 2.6.3, 1 項「薬理試験一覧表」に、

各試験の概要は 2.6.2「 薬理試験の概要文」に記載する。 
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2.1 効力を裏付ける試験 
ALN-18328 及びパチシラン-LNP の主要な薬理学的 in vitro 及び in vivo 特性を表 2に示す。 

 表 2 - 主要な薬理学的特性 

試験系 薬理活性 

In vitro 試験 (ALN-18328) 

HepG2 細胞 IC50=0.003～0.004 nmol/La 

Hep3B 細胞 IC50=0.006 nmol/La 

In vivo 試験 (パチシラン-LNP) 

サル、単回静脈内投与 ED90=0.3 mg/kgb 

略語： ED90=血清 TTR タンパク質をベースラインから 90%低下させるパチシラン-LNP の用量; ELISA=酵素結合免

疫吸着検査法; Hep3B=ヒト肝がん由来細胞株 Hep3B; HepG2=ヒト肝がん由来細胞株 HepG2; IC50=50%阻害濃度; 
LNP=脂質ナノ粒子; qPCR=定量ポリメラーゼ連鎖反応; bDNA=分岐デオキシリボ核酸. 
a qPCR又は bDNAアッセイでの TTR mRNA濃度により決定 
b パチシラン-LNP（0.03、0.1、0.3 mg/kg）を雄サル（1 群 3 匹）に 15 分かけて静脈内投与した。血清 TTR タン

パク質濃度は ELISAにて測定。 

2.1.1 In vitro 薬理試験 
バイオインフォマティクスにより 種の siRNA候補を特定し（BIO09003 試験； 2.6.3, 2 項「効

力を裏付ける試験」参照）、ヒト由来 HepG2 及び Hep3B 細胞を用いた in vitro スクリーニング試

験により、TTR 遺伝子の 3′非翻訳領域（UTR）でヒト及びサルの間で高度に保存されている配列

を標的とする強力かつ特異性の高い siRNA、すなわち ALN-18328 を特定した。その後、siRNA 選

択及びオフターゲット同定について、Alnylam 社のアルゴリズムと公的に入手し得た siRNA 選択

ツール（siDirect 2.0）との間で新たな比較を行った結果、ALN-18328 がヒト TTR に対する極めて

特異的かつ適切な siRNA であることが裏付けられた。 

続いて、siRNA の標的部位に一塩基変異多型（SNP）が存在しないかどうか、民族的に異なる

背景を持つ 名分の遺伝子についてバイオインフォマティクス解析により検討した（BIO09004

試験；2.6.3, 2 項「効力を裏付ける試験」参照）。ALN-18328 の標的部位にはいずれの SNP も認め

られず、この結果から、ALN-18328 はあらゆる地理的及び民族的背景を有する患者で TTR mRNA

を阻害することが予想された。 

ALN-18328 のアンチセンス鎖と相同性が高い 候補のヒト転写産物に対し、オフターゲット作

用の可能性を in vitro にて Hep3B 細胞を用いて検討した（BIO09025 試験；2.6.2, 2.1.1.3 項参照）。

ALN-18328 の試験した最高濃度において、転写産物のうち ADAM metallopeptidase with 

thrombospondin type 1, motif 6 で唯一 mRNA 発現量の低下がみられたが、これを TTR mRNA の低下

と比較すると効力に 10,000 倍を超える差がみられた。COS-7 細胞を使った in vitro レポーターアッ

セイ試験も実施したところ、一致する結果が得られ（BIO09025 試験；2.6.3, 2 項「効力を裏付ける

試験」参照）、ALN-18328 の TTR mRNA に対する特異性が示された。siDirect 2.0 を用いたコンピ
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続くサルの試験では、パチシラン-LNP を 0.03、0.1 及び 0.3 mg/kg の用量で 15 分間かけて単回

静脈内投与したところ、投与 48 時間後の肝臓内 TTR mRNA は、同じ LNP で製剤化した薬理学的

に非活性な陰性対照と比較してそれぞれ 43%、84%及び 94%低下した（BIO10026 試験；2.6.3, 2

項「効力を裏付ける試験」参照）。更に、血清 TTR タンパク質濃度が用量依存的に低下し、最大

変化（0.03 mg/kg で約 50%、0.3 mg/kg で約 90%）は投与 7 から 14 日後の間にみられた。投与 28

日後の血清TTRタンパク質濃度は、0.03 mg/kgではベースラインまで回復したが、0.1及び0.3 mg/kg

ではそれぞれ約 40%及び 70%低下のままであった。初回の健康成人対象単回漸増用量臨床試験で

は、この試験結果も考慮して、パチシラン-LNP の用量設定を行った。 

パチシラン-LNPを様々な投与量及び投与スケジュール（3週に1回［q3w］又は4週に1回［q4w］、

60 分間の静脈内投与）でサルに反復投与する試験を実施した（  20031783 試験；2.6.3, 2 項「効

力を裏付ける試験」参照）。TTR 低下の程度は反復投与するに従って増大し、やがて見かけ上の

定常状態に達し、投与インターバル間の循環血中TTRタンパク質の低下が80%以上に維持された。

血清 TTR タンパク質濃度は、最終投与後 8 週間でほぼベースラインまで戻った。パチシラン-LNP

の 0.3 mg/kg/q3w群と 0.5 mg/kg/q4w 群はいずれも、ベースラインと比較した最大血清 TTR タンパ

ク質濃度低下率は 95%超であり、また投与 2 回目以降は最小でも 80%超の血清 TTR タンパク質濃

度減少を次回投与までの間維持したが、q4w 投与よりも q3w 投与のほうが低下作用を維持できて

いた。これらの結果と、サル 39 週間反復投与毒性試験（投与量 0.3、1、3/2 mg/kg/q3w；

TTR02-NCD12-001 試験；表 2.6.7.7.F参照）及び第 I 相試験と第 II 相試験における有効性及び安全

性の結果から、第 III 相臨床試験では 0.3 mg/kg/q3w 投与法が選択された。 

 kg 又は  kg の製造スケール（TTR02-NCD13-001）で製造されたパチシラン-LNP 1.0 mg/kg

を単回投与した後、サルにおける薬力学的作用（血清トランスサイレチン濃度減少）は同様であ

り、ベースラインからの最大平均減少率が 90%超であった（表 2.6.7.17.B 参照）。その後のサル

を用いた 0.3 又は 2.0 mg/kg 反復投与試験（TTR02-GLP17-007；表 2.6.7.17.C 参照）において、同

様の血清トランスサイレチン濃度減少率が、  kg 又は  kg の製造スケールで製造されたパチシ

ラン-LNP を投与した後に認められた（ベースラインからの最大平均減少率：0.3 mg/kg と 2.0 mg/kg

でそれぞれ 80.4%と 95.1%）。 

2.2 副次的薬理試験 
副次的薬理試験では、サルを用いて RBP、レチノール（ビタミン A）及びサイロキシンに対す

る TTR 減少の影響を評価した。ALN-18328（ALN TTR01 製剤）の 3 mg/kg 投与により、投与後の

血清 TTR 減少と RBP 減少の間に直接的相関が認められた（BIO16041 試験；2.6.3, 3 項「副次的薬

理試験」参照）。また、パチシラン-LNP のサル 6 週間反復投与（4 回投与）毒性試験（0.3、1 及

び 3 mg/kg/q2w、TTR02-NCD10-011 試験；2.6.7.7.E 項参照）及びサル 39 週間反復投与（14 回投与）

毒性試験（0.3、1 及び 3/2 mg/kg/q3w、TTR02NCD12-001 試験；表 2.6.7.7.F参照）において、ビタ

ミン A 濃度をモニタリングした。投与期間を通して血清 TTR タンパク質濃度が低下し（ベースラ
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インからの最大平均減少率は 98%）、それに伴ってビタミン A 濃度が低下した（ベースラインか

らの最大平均減少率は90%）。これらの変化は投与終了60日後には部分的あるいは完全に回復し、

13 週間の回復期間終了時には完全な回復が認められた。循環血中ビタミン A が低下したにもかか

わらず、これらの動物でパチシラン-LNP に関連した眼の変化は認められなかった。ヒト及びサル

を含む高等哺乳類において、TTR はサイロキシンのマイナーな担体である(18)。両方のサルの試

験で、パチシラン-LNP の薬理作用と一致して、TTR タンパク質の減少に伴い、循環血中サイロキ

シンの可逆的な低下が認められた（ベースラインからの最大平均減少率は 41%）。これらの試験

において、この変化に伴う甲状腺の病理組織学的変化はみられなかった。 

2.3 安全性薬理試験 
昆虫ルシフェラーゼを標的とする siRNAをパチシラン-LNPと同じLNPで製剤化したAF-011-1955

を用いて、in vitro のフィージビリティ試験を実施したところ、ヒト胎児腎臓由来 HEK293 細胞の

hERG チャネル電流の阻害は認められなかった（阻害率は≤1.1%；LD-NCD10-016 試験；2.6.3, 4 項

「安全性薬理試験」参照）。いずれの濃度においても顕微鏡で視認可能な粒子が認められ、この

LNP 製剤はアッセイ緩衝液に適合しないことが示唆されたことから、パチシラン-LNP の hERG 試

験は実施しなかった。 

ICH-S7A ガイドラインに基づくパチシラン-LNP の in vivo コアバッテリー安全性薬理試験（心血

管系、呼吸器系及び中枢神経系）は、GLP 適用下でテレメトリー装着サルへの 60 分間の静脈内単

回投与にて実施した（TTR02-NCD10-003 試験；2.6.3, 4 項「安全性薬理試験」参照）。この試験で

は、6 mg/kg までの用量において、QTc 延長や他の心電図の量的（心拍数による補正値）又は質的

変化は認められなかった。3 mg/kg 以上において、遷延的な心拍数増加及び体温上昇がみられた。

心血管系及び体温への影響は 1 mg/kg 以下の用量では認められず、3 mg/kg の用量で呼吸器系パラ

メータ及び神経学的検査結果の変化はみられなかった。3 mg/kg の用量における ALN-18328、

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の曝露量推定値は、それぞれ推奨ヒト用量（RHD、0.3 mg/kg）

の AUC に基づくヒト曝露量推定値の 7.3、3.4 及び 2.8 倍であった。 

サルを用いた反復投与毒性試験では、中枢神経系若しくは呼吸系に関連した一般状態の変化又

は体温の上昇は認められなかった。 

総合して、安全性薬理試験の結果、RHD における臨床での安全性に関連する変化は認められな

かった。 

3 薬物動態試験 

パチシラン-LNP を用いた非臨床薬物動態試験の詳細なリストを 2.6.5, 1 項に、個々の試験の要

約については 2.6.4「薬物動態試験の概要文」に、これらの試験に用いたバリデートした分析法の

概要を1.6項にそれぞれ示した。これらの試験から、パチシラン-LNP を構成する ALN-18328 及び
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2 つの新規脂質成分（DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG）の PK、分布、代謝及び排泄の特徴

を評価した。パチシラン-LNP に含まれる他の脂質成分（DSPC 及びコレステロール）の循環血中

への曝露については次の理由から評価しなかった。コレステロールは内因性物質であり、DSPC

は自然界に存在するホスファチジルコリンと非常に類似した構造をもち、FDA による承認製剤の

不活性成分として収載されており、安全性への懸念がないと考えられる。 

3.1 吸収 
全体として、マウス、ラット及びサルにパチシラン-LNP を単回投与したときの PK 及び TK の

傾向は、全ての動物種において類似していた；3 種類の分析対象物質（ALN-18328、DLin-MC3-DMA

及び PEG2000-C-DMG）において、曝露量（Cmax及び AUC）に性差はなく、用量比例性が認められ

た。概して全ての動物種において、ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の血漿中濃

度は初回試料採取時点（大部分は投与終了直後）に最高値に達し、その後、多相性の濃度推移を

示して低下した。3 種類の全ての成分において、主に肝臓への分布によるものと考えられる早い

初期分布相がみられた。この初期分布相の後に消失相がみられ、特に DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMGでは比較的長い消失相半減期が認められた。概して3種類の全てのパチシラン-LNP

成分について、サルでの曝露量はマウス及びラットに比べて高値を示し、消失相半減期は長かっ

た。ラット及びサルにパチシラン-LNP を単回投与したときの ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMG の PKパラメータの比較を表 3に示す。 

表 3 - ラット及びサルにパチシラン-LNP を単回投与したときの ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMG の PK パラメータ 

Species Study Dose 
(mg/kg) 

t1/2β 

(h) 
AUC0-t 

(µg•h/mL) 
Vss 

(mL/kg) 
CL 

(mL/h/kg) 
ALN-18328 

Rat TTR02-NCD10-006 0.3 0.29a 3.71 27.5a 88.2a 
Monkey TTR02-NCD10-018 0.3 8.44 4.54 447 46.3 

DLin-MC3-DMA 
Rat TTR02-NCD10-006 1.9b 192 69.0 4310 29.4 

Monkey TTR02-NCD10-018 1.9b 610 684 1530 3.08 

PEG2000-C-DMG 
Rat TTR02-NCD10-006 0.76c 21.3d 22.0 304d 36.5d 

Monkey TTR02-NCD10-018 0.76c 161 222 134 3.48 
Abbreviations:  AUC0-t=area under the concentration-time curve from time zero to the last measurable concentration; CL=total 
body clearance; t1/2β=terminal elimination half-life; Vss=volume of distribution at steady state. 
Pooled data from males & females (no sex differences observed). 
a Represents values from males only. 
b The corresponding dose of ALN-18328 was 0.3 mg/kg 
c The corresponding dose of ALN-18328 was 1 mg/kg 
d Represents values from females only. 
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マウス、ラット及びサルに反復投与したとき ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG

の血漿中への蓄積性はほとんどなく、それらの曝露量には性差は認められず、また、用量に比例

した。ただし、ラットを用いた 26 週間反復投与毒性試験（q2w で 14 回投与）では、最終投与後

（183 日目）の ALN-18328 及び 2 種類の脂質の血漿中濃度は、初回投与後に比べて著しく低かっ

た（TTR02-NCD12-003 試験；2.6.5.4.F 項参照）。曝露量の減少の原因として ADA によりパチシ

ラン-LNP のクリアランスが亢進した可能性が考えられた。 

3.2 分布 
ラット血清アルブミン、ヒト血清アルブミン及びヒト α1-酸性糖タンパク質への in vitro 結合率

は、それぞれ約 0.89%、0.46%及び 2.07%と低かったことから、パチシラン-LNP の分布がタンパク

結合の影響を受ける可能性は低いと考えられる（BA11010 試験；表 2.6.5.6.A参照））。パチシラ

ン-LNP の PEG2000-C-DMG 成分は、ヒト血漿中で脂質又はリポ蛋白に強固に結合し、高いタンパ

ク質結合率を示した（97%結合）。パチシラン-LNP を単回静脈内ボーラス投与したとき、非標識

ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG は、肝臓（ラット及びサル）及び脾臓（ラット）

に高濃度に分布した（TTR02-NCD10-006 試験；表 2.6.5.5.A 参照）及び TTR02-NCD10-018 試験；

表 2.6.5.5.C 参照））。ラットでは、肝臓及び脾臓中の ALN-18328 濃度は投与後 1～4 時間に最高

値に達し、肝臓中の投与量に対する分布率は脾臓に比べて約 100 倍高かった。肝臓及び脾臓中で

の最高組織中分布率（対投与量%の平均値）は、ALN-18328 でそれぞれ、25.6%及び 0.242%、

DLin-MC3-DMA で 77.7%及び 0.98%、PEG2000-C-DMG で 48.9%及び 0.82%であった。 

雄Sprague-Dawleyラット及び雄Long Evansラットを用いたQWBA試験では、14C-DLin-MC3-DMA

を用いて製剤化したパチシラン-LNP を単回静脈内ボーラス投与したとき、肝臓、脾臓、リンパ節

及び副腎で高い放射能量が認められた（ 319-1103 試験；表 2.6.5.5.D 参照）。肝臓中の放射能

量が最も多く、投与後 4 時間で投与量の約 90%が検出された。中枢神経系及び心臓組織の放射能

量は極わずかであったことから、パチシラン-LNP は筋肉に蓄積せず、脳組織に移行しないことが

示唆された。更に、14C-パチシラン-LNP 由来放射能はメラニンに結合しなかった。以上をまとめ

ると、TTR タンパク質の合成及びパチシラン-LNP の薬力学的作用の主要部位は肝臓であり、以上

の結果は、パチシラン-LNP が ApoE を介して肝臓に取り込まれるという予想された生体内分布と

矛盾がなかった。 

妊娠ラット及びウサギにおいて、ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の胎児又は

胎盤組織への分布は認められないか、ほんのわずかであった。妊娠してから授乳期間を通してラ

ットに高用量（1.5 mg/kg）のパチシラン-LNP を 6 日に 1 回静脈内投与したとき（計 6 回投与）、

ALN-18328 は乳汁中には検出されず、他の 2 つの脂質成分も低濃度であり、授乳開始 12 日目で

AF-011-18534又はパチシラン-LNPの5回目投与の2時間後に、DLin-MC3-DMA及びPEG2000-C-DMG

がそれぞれ血漿中濃度の 8.3%及び 6.6%が検出された（TTR02-GLP16-003 試験参照）。 
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物である DMBA として回収された。ラット血漿中の放射能の多くは、未変化体である

14C-DLin-MC3-DMA 由来であり、AUC の約 81%を占めていた。血漿中の DMBA は未変化体に比

べて少なく、投与量の 3%未満であった。また、ラット及びサルのいずれにおいても、投与量の

10%以上に相当する他の DLin-MC3-DMA の代謝物も検出されなかった。ヒト CYP3A4 Supersome

を用いた In vitro 試験では、DLin-MC3-DMA はわずかに代謝され、酸化体の生成が認められた

（ 319D-1304 試験；表 2.6.5.10.I 参照）。しかし、ラット及びサルを用いた in vivo 試験では、

CYP を介さずに加水分解により DMBA を生成する経路が主要な代謝経路であることが示された。 

PEG2000-C-DMG は、in vitro でのマウス、ラット、サル及びヒト由来の肝ミクロソーム及び S9

画分中で比較的安定であった（ 319N-1305 試験；表 2.6.5.10.G 参照）。In vitro での代謝は極わ

ずかであり、サル及びヒトで唯一の代謝経路として O-脱テトラデシル化が特定されたが、CYP を

介したものではないと考えられた。PEG の代謝は分子量に依存し、PEG2000-C-DMG と同程度の分

子量をもつ PEG はほとんど又は代謝されない(20)。ラット及びサルでは PEG2000-C-DMG は投与後

168 時間まで尿中に検出されず、サルでは PEG2000-C-DMG の約 44%が糞中に排泄された

（TTR02-DSM16-013 試験；表 2.6.5.13.B 参照）。これらの代謝及び排泄の結果から、PEG2000-C-DMG

は主に代謝されず、肝胆道系を介して未変化体として糞中に排泄されることが示唆された。 

3.4 排泄 
全体として、14C-DLin-MC3-DMA を用いて製剤化したパチシラン-LNP の排泄プロファイルは、

ラット及びサルで類似していた。いずれの動物種においても、放射能は主に尿中に回収され（ラ

ットで約 49%、サルで約 50%）、一部は糞中に排泄された（ラットで約 24%、サルで約 10%）

（ -319-1103 試験及び TTR02-DSM16-013 試験）。尿及び糞中のいずれについても、放射能は

主に DLin-MC3-DMA の代謝物である DMBA として検出された。非カニューレ処置ラットと胆管

カニューレ処置（BDC）ラットにおいて、尿中排泄率（対投与量%）は非カニューレ処置ラット

で約 33%であったのに対して、BDC ラットでは約 12%であり、尿中排泄に差が認められた。この

ことから、DLin-MC3-DMA 関連成分が胆汁中に排泄され、再吸収された後、腎排泄を受けること

が示唆された。ラット及びサルでは、ALN-18328 としては、ほとんど尿中及び糞中には排泄され

ず、また PEG2000-C-DMG も尿中には排泄されなかった。サルでは、PEG2000-C-DMG の約 44%が糞

中に排泄され、肝胆道系を介して未変化体として糞中に排泄されることが示唆された

（TTR02-DSM16-013 試験）。 

3.5 薬物動態学的薬物相互作用 
パチシラン-LNP が薬物動態学的薬物間相互作用を惹起する、又はその影響を受ける可能性は低

いと考えられる。ALN-18328 は、主要な CYP 分子種（1A2、2C8、2C9、2C19、2D6、又は CYP3A4）

の直接的阻害剤や時間依存的阻害剤ではなかった一方、CYP2B6 に対する直接的及び時間依存的

な阻害を認めた。ただし、その濃度が臨床効果につながる可能性は低かった（  319N-1807 試
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験；表 2.6.5.12.H 参照）。また、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG は、主要な CYP 分子種（1A2、

2B6、2C8、2C9、2C19、2D6、又は CYP3A4）の直接的阻害剤や時間依存的阻害剤ではなかった。

ALN-18328、DLin-MC3-DMA、及び PEG2000-C-DMG は、CYP1A2、CYP2B6、及び CYP3A4 の誘

導を示さなかったが、in vitro でパチシラン-LNP は CYP2B6 の誘導因子であった（  319N-1808

試験；表 2.6.5.12.I 参照）。これは ALN-18328 に起因する可能性が高かったが、LNP 製剤の非存

在下で（試験系の）肝細胞の細胞膜を通過しにくいため、個別に検証しても十分に評価できなか

った。パチシラン-LNP 濃度が臨床 Cmax（7.15 µg/mL）の約 17 倍高い場合、並びに臨床 Cavg,ss（0.355 

µg/mL）の約 340 倍高い場合に、CYP2B6 誘導が起きた。これは臨床での作用発現にはつながりに

くく、その理由としてパチシラン-LNP 静脈内投与の投与間隔（3 週間に 1 回）に関連する Cmax濃

度が一過性であり、その後 1 時間未満の半減期で急速に消失することが挙げられる。また、CYP2B6

によってのみ代謝される基質は存在しない。ブプロピオン及びエファビレンツは、規制当局によ

って臨床 CYP2B6 プローブ基質として認められているが、CYP3A4 が両プローブの代謝の一因と

なることを加味すると、どちらも感受性や選択性はない(21)。そのため、エファビレンツ又はブプ

ロピオンに対する CYP2B6 誘導のみの影響はあまりない可能性が高い。ALN-18328 及び

PEG2000-C-DMG は、主要な CYP 酵素の基質ではない。DLin-MC3-DMA はヒト CYP Supersome を

用いた in vitro試験において、複数のCYP（特にCYP3A4）により軽度に代謝されたが（ 319D-1304

試験；表 2.6.5.10.I 参照）、in vivo 試験では、主に CYP を介さない加水分解によって代謝されるこ

とが示された（ 319N-1201 試験；表 2.6.5.9.B 参照）。ALN-18328、PEG2000-C-DMG 及び

DLin-MC3-DMA の加水分解代謝物である DMBA は、0.3 mg/kg のパチシラン-LNP を投与したヒト

で認められる血漿中 Cmax（DMBA は尿中濃度）の 20～50 倍の濃度まで OATP1B1、OATP1B3、

OAT1、OAT3、OCT1、OCT2、MATE1 及び MATE2-Kのトランスポーターに対して阻害作用を示

さず、基質でもなかった（Alnylam-01-10Apr2013 試験；表 2.6.5.15.A 参照）。DLin-MC3-DMA は、

溶解度上限である 3 μmol/L（1.91 μg/mL）を最高濃度として検討した際、これら主要なトランスポ

ーターの基質及び阻害剤にならないことが示された（Alnylam-01-10Apr2013 試験；表 2.6.5.15.A 参

照）。したがって、臨床においてパチシラン-LNP とこれらのトランスポーターの相互作用が起こ

る可能性は低いと考えられる。パチシラン-LNP の構成成分（ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMG）の酵素阻害／誘導、タンパク結合及びトランスポーター相互作用に関する in vivo

及び ex vivo データを総合して、パチシラン-LNP と併用投与される薬物との間に薬物間相互作用が

生じる可能性は低いことが示唆された。 

3.6 その他の薬物動態試験 
パチシラン-LNP の開発中、初期の製造スケールは  

で製造された  kg であり、その後、製造スケールは  kg に増量し、 からバルク製

剤の製造を Alnylam, Inc.（Cambridge, MA, USA）へ変更した。この製造元及び製造スケールの変

更に伴い、siRNA の溶解緩衝液も変更した。siRNA の溶解緩衝液は、  kg スケールでは
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を用いていたのに対し、  kg スケールでは

に変更された。 

 kg スケール（ ）又は  kg スケール（Alnylam）で製造されたパチシラン-LNP をそれぞ

れサルに1 mg/kgの用量で単回静脈内投与したとき、Cmax及びAUCは概ね類似していた。ALN-18328

の Cmax、AUC0-t及び AUC0-∞の比（Alnylam/ ）はそれぞれ、1.14、0.94 及び 0.92 であり、2 製剤

投与後の ALN-18328 のサルの PKに明らかな違いは認められなかった（TTR02-NCD13-001 試験；

表 2.6.7.16.A 参照）。 

 kg スケール又は  kg スケールで製造されたパチシラン-LNP による反復投与試験（サル）に

おいて、血漿中 ALN-18328 の曝露量に変動がみられ、平均 AUC0-t値は  kg スケール（Day 1 か

ら Day 43 では 0.3 mg/kg、Day 43 では 2.0 mg/kg）でより低かった。こうした相違はあっても、2

ロット間の薬力学的作用（血清トランスサイレチン濃度減少）に差はなかった。血漿中

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の曝露量は、Day 1 及び Day 43 において、  kg スケールと

 kg スケールとの間で同程度であった（TTR02-GLP17-007 試験；表 2.6.7.17.C 参照）。 

4 毒性試験 

パチシラン-LNPを用いた非臨床毒性試験の詳細なリスト（GLP適用の有無に関する表記を含む）

は、2.6.7, 1 項「毒性試験一覧表」を参照。個々の試験の概要については、2.6.6「毒性試験の概要

文」を参照。 

パチシラン-LNPを用いて実施された毒性試験のプログラムには、単回投与毒性（被験物質は siRNA

のみ）、反復投与毒性、遺伝毒性、がん原性及び生殖発生毒性、並びに添加剤及び免疫刺激を評

価するための補足的な試験が含まれる。これらの試験をサポートする目的で、必要に応じて、TK

測定が合わせて実施された。 

これらの毒性試験により、パチシラン-LNPの懸念される標的器官が特定され、無毒性量（NOAEL）

が確立し安全域が確認された。0.3 mg/kg/q3w の投与レジメンでのパチシラン-LNP の安全性が確立

することにより臨床試験が適切にサポートされ、パチシラン-LNP の製造販売申請がサポートされ

た。 

4.1 単回投与毒性 
単回投与毒性は、反復投与毒性試験の一部として評価した。ラット及びサルの反復投与毒性試

験が間欠的な投与スケジュール（2 週に 1 回、3 週に 1 回又は毎月 1 回）で実施され、そこから用

量選択を行うための十分な安全性データが得られることから、これは科学的に正当であると考え

られた。2 つのサル反復投与毒性試験は、パチシラン-LNP の最初の投与の 24 時間後（2 日目）又

は 72 時間後（4 日目）の臨床病理パラメータの評価を含んでいた。これらの試験結果は4.2項に記

載されている。 



2.4 非臨床試験の概括評価 
パチシランナトリウム 
 
 

 26 
Confidential   Alnylam Japan 

サルへの製剤化していない ALN-18328 siRNA の単回投与では、100 mg/kg（検討した最高用量）

以下において忍容性が良好であった（TTR-NCD09-004；表 2.6.7.5.A 参照）。唯一の ALN-18328

関連の所見は、3 日目及び 15 日目の≧30 mg/kg での血清トリグリセリドの減少であったが、有害

とはみなされなかった。C4d に ALN-18328 関連の変化は認められず、補体分解産物 Bb 濃度ある

いは機能的補体（CH50）値、又はサイトカイン（IL-1β、IL-6、TNF-α、IFN-γ 及び IFN-α）に毒性

学的に関連する作用は認められなかった。NOAELは 100 mg/kg と判断されたが、ALN-18328 の全

身曝露量は投与 15 分後（初回試料採取時点）には観察されず、これは製剤化していない siRNA

の既知の迅速な代謝と一致する。 

4.2 反復投与毒性 
パチシラン-LNP を用いた反復投与毒性試験では、マウス（4.4項参照）、ラット及びサルにおい

て同様の毒性標的器官が観察された。 毒性の主な標的器官は肝臓及び脾臓であった。ラットは最

も感受性の高い動物種であった。 観察された毒性は、製剤中に内包された siRNA とは無関係に類

似していることから、LNP によるものである可能性が高い。更に、製剤化していない siRNA を用

いたサルの静脈内単回投与試験では、最高用量でも毒性は認められなかった（4.1項参照）。 

ラットの 6 週間（q2w×4）毒性試験においてパチシラン-LNP の全ての用量で、相関する循環肝

酵素の上昇を伴う用量制限肝毒性（壊死を含む）が観察され、NOAEL は確立されなかった

（TTR02-NCD10-005；表 2.6.7.7.A 参照）。この試験における他の毒性標的器官には、脾臓、副腎、

リンパ節、投与部位及び精巣が含まれた。脾臓の所見（白脾髄でのリンパ球枯渇／萎縮／壊死及

び組織球増加）は免疫抑制の兆候と関連がなく、副腎の所見（皮質肥大）は発現頻度及び重症度

が低いため有害ではないと考えられた。リンパ節及び投与部位の変化は本質的に炎症性であった。

肝臓、脾臓、副腎及びリンパ節における所見は、60 日間の回復期間後に部分的又は完全に回復し

た。しかし、精巣所見（精上皮の変性／萎縮）は、少数の回復動物でも観察された。AF-011-1955

（パチシラン-LNP と同じ LNP の中に昆虫ルシフェラーゼに対する siRNA を内包する）を投与し

たラットで毒性は同様であり、毒性は siRNA 特異的なものではなく、LNP 製剤に関連しているこ

とが示唆された。パチシラン-LNP 及び AF-011-1955 投与ラットの両方に、ADA（PEG2000-C-DMG

に対する IgG）が存在し、42 日目よりも 14 日目で反応が高かった。IgM 反応は、ベースライン値

が高いため決定できなかった。ADA の存在は、この 6 週間（q2w×4）のラットの毒性試験におい

て、血漿中薬物曝露に明らかな影響を及ぼさなかった。 

その後に実施したラットの 4 週間（q4w×2）試験でも、0.3 mg/kg/q4w 以上の雄において血清肝

酵素の変化を伴う有害な肝毒性（壊死を含む）が認められた（TTR02-NCD11-002；表 2.6.7.7.B 参

照）。これらの肝臓所見は亜急性炎症を伴っていた。この試験では、脾臓における病理組織学的

所見（白脾髄におけるリンパ球枯渇／萎縮／壊死及び組織球増加）も全ての用量で認められた。

副腎、リンパ節、投与部位又は精巣に所見は認められなかった。重篤度が低く、相関する血液学

的変化が認められなかったことから、脾臓の所見は有害であるとはみなされなかった。対照動物
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のいずれも 14 日目又は 28 日目に IgG 又は IgM の ADA 陽性反応を示さなかった。IgM 陽性反応の

発現頻度は、パチシラン-LNP 投与全群で 28 日目より 14 日目の方が高く、力価は 20～80 の範囲

であった。IgG 陽性反応の発現頻度は、1.0 mg/kg/q4w 以下の用量の群で 28 日目より 14 日目の方

が高いか同等で、力価は 20～640 の範囲であった。ADA の存在は、この試験における血漿薬物曝

露に影響しなかった。NOAELは 0.1 mg/kg/q4w と判断された。 

パチシラン-LNP を投与したラットの 26 週間（q2w×14）試験では、生理食塩水対照群及びパチ

シラン-LNP 投与群において、投与部位（後大静脈の留置カテーテルの先端）に軽微～重度の血管

／血管周囲炎が観察された（TTR02-NCD12-003 試験；表 2.6.7.7.C 参照）。パチシラン-LNP 投与

群では重症度のわずかな増加を伴っていた。ラット 26 週間（q2w×14）試験の NOAEL は 0.3 

mg/kg/q2w（試験された最高用量）と判断された。しかし、ALN-18328 に対する全身曝露は、全投

与群で投与期間終了時に検出されず、試験動物の約 50%に検出可能な ADA（PEG2000-C-DMG に対

する IgG 抗体と IgM 抗体の合計）が投薬期間終了時に認められ、その力価は<10 から 640 の範囲

であった。DLin-MC3-DMA の血漿曝露は、1 回目の投与時と比較して投与期間終了時には全ての

群で低かった。更に、PEG2000-C-DMG の TK プロファイルは、初回投与後と比較して、投与期間

終了時に全ての群において変化していた。投与期間終了時の ALN-18328 の曝露の減少及び

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の曝露の変化は、この試験において有害な標的器官所見が

認められなかった一因であると考えられた。 

肝臓及び脾臓は、サルでも主な毒性標的器官であった。他の標的器官には、副腎及び投与部位

が含まれていた。 6 週間（q2w×4）の試験では、3 mg/kg/q2w（検討した最高用量）で肝酵素の上

昇と関連する有害な肝毒性（壊死を含む）が観察された（TTR02-NCD10-011 試験；表 2.6.7.7.E 参

照）。試験 2 日目（投与後約 24 時間）に、血清肝酵素の可逆的増加が、雄では 0.3 mg/kg（検討

した最低用量）、雌では 1 mg/kg 以上で観察された。パチシラン-LNP 関連の脾臓、副腎、投与部

位の所見も 3 mg/kg/q2w で認められた。ラットとは対照的に、サルにおける脾臓所見（赤脾髄に

おける細胞充実性の低下）は、白脾髄ではなく赤脾髄に限定され、免疫機能への影響又は関連す

る血液学的変化は認められなかった。副腎の所見（皮質肥大及び変性/壊死）は軽微で、有害なも

のではなかった。ラットで観察されたように、血管／血管周囲の炎症が投与部位で観察された。

同様の標的器官毒性が、AF-011-1955 の 3 mg/kg/q2w で観察され、毒性が製剤の LNP 成分に起因

している可能性が高いことが再び実証された。標的器官毒性は、部分的（肝臓及び脾臓）又は完

全（副腎及び投与部位）に可逆的であった。全てのパチシラン-LNP 投与群において、一時的な血

清 IL-1RA 及び IL-6 濃度増加と同様に一過性の補体活性化（Bb 断片又は C3a の増加によって測定）

が観察された。同様の補体及びサイトカインの変化は、AF-011-1955 の 3 mg/kg でも認められた。

対照群の動物には、14日目及び 42日目に IgG又は IgM ADAは認められなかった。パチシラン-LNP

の全用量にわたり 14 日目の IgG 陽性反応発現頻度は 42 日目よりも高かった。IgM 陽性反応はパ

チシラン-LNP の全ての用量で 14 日目に観察された。IgM 陽性反応は 42 日目には認められなかっ

た。同様の IgG 及び IgM 反応が AF-011-1955 の 3 mg/kg/q2w でも観察された。ADA 産生は血漿中

薬物曝露に影響を与えなかった。NOAELは 1 mg/kg/q2w と判断された。 
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その後実施したサルの 39 週間（q3w×14）毒性試験では、計画されていた試験 4 日目の測定に

おいて血清肝酵素値が増加していたことから、初回投与後、高用量を 3 から 2 mg/kg/q3w（以下

3/2 mg/kg/q3w と呼ぶ）へ下げた（TTR02-NCD12-001 試験；表 2.6.7.7.F参照）。高用量の雌（2 mg/kg）

は、2 回目の投与を受けてから約 18 時間後、23 日目に死亡しているのが見つかった。死因は特定

できなかったが、パチシラン-LNPの静脈内持続投与に関連する反応の可能性は否定できなかった。

肝臓及び脾臓は 39 週間の投与期間終了時の毒性標的器官であり、6 週間（q2w×4）の試験で観察

されたのと同様であった。1 mg/kg/q3w以上で肝臓に病理組織学的所見が認められ、3/2 mg/kg/q3w

での肝酵素の増加と相関し、13 週間の回復期間終了時には完全に又は部分的に回復した。脾臓で

は、赤脾髄における可逆性のパチシラン-LNP 関連の病理組織学的所見が 3/2 mg/kg/q3w で認めら

れた。39 週間の試験では、副腎又は投与部位の所見は認められなかった。パチシラン-LNP の長期

投与により、補体生成物（B 因子、総 C3 及び CH50）は影響を受けず、一過性の補体活性化によ

る長期の補体枯渇はないことが示された。0.3 mg/kg/q3wの2匹の雌において、ADA（PEG2000-C-DMG

に対する IgG と IgM の合計）陽性反応が 22 日目のみ観察された（力価 ≤ 40）。この試験の NOAEL

は 1 mg/kg/q3w と判断された。サルにパチシラン-LNP を 6 週間の試験で 2 週に 1 回（q2w）に、

又は 39 週間の試験で 3 週に 1 回（q3w）投与したときの NOAELは 1 mg/kg であった。パチシラン

-LNP の長期投与で毒性は進行しなかった。 

パチシラン-LNPの主薬理作用及び副次的薬理作用に起因する明らかな毒性は認められなかった

（2.2項参照）。サルの 6 週間（q2w×4）及び 39 週間（q3w×14）の試験では、循環血中 TTR タ

ンパク質濃度の低下に関連する毒性学的変化又は循環血中ビタミン A 又はサイロキシンレベルの

長期的な低下を経験した動物での眼の変化（網膜電図を含む）や甲状腺の変化は認められなかっ

た。 

4.3 遺伝毒性 
パチシラン-LNP は、細菌を用いる復帰突然変異試験（TTR02-NCD10-015 試験；表 2.6.7.8.A 参

照）、哺乳類細胞を用いる in vitro 染色体異常試験（ヒトリンパ球）（TTR-NCD10-016 試験；表

2.6.7.8.B 参照）、in vivo マウス小核試験（TTR02-NCD12-006 試験；表 2.6.7.9.A 参照）からなる一

連の遺伝毒性試験で評価した。 全ての in vitro 試験は、細胞傷害性又は溶解性で制限されるまでの

濃度を用いて、外因性代謝活性化の存在下及び非存在下で実施した。パチシラン-LNP は、in vitro

又は in vivo 試験のいずれにおいても遺伝毒性を示さなかった。 

4.4 がん原性 
TgRasH2 マウスにおける 26 週間の反復投与試験でパチシラン-LNP のがん原性は認められなか

った。ラットにおけるパチシラン-LNP の 2 年間のがん原性試験は実施されなかった（1項参照）。 

重要な TgRasH2 マウスの 26 週間がん原性試験（TTR02-GLP15-024 試験；表 2.6.7.10.C 参照）の

用量選択のために、パチシラン-LNP を用いた 2 回の反復投与用量設定試験をマウスで行った
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（TTR02-NCD14-003；表 2.6.7.10.A 及び TTR02-NCD14-004 試験；表 2.6.7.10.B 参照）。26 週間が

ん原性試験でパチシラン-LNP は 6 mg/kg/q2w（検討した最高用量）以下でがん原性を示さなかっ

た。TgRasH2 マウスに血液学的悪性腫瘍は認められず、パチシラン-LNP 関連の腫瘍所見も認めら

れなかった。様々な器官及び組織で認められた新生物は、この系統及び齢のマウスで一般的に観

察されるものであり、生理食塩水投与対照群とパチシラン-LNP 投与群で発生率が類似していたた

め、起源は自然発生的なものであると考えられた。これには、パチシラン-LNP の 0、0.5、2 及び

6 mg/kg/q2w 投与した雄でそれぞれ雄 0/25、2/25、4/25、3/25 匹、雌でそれぞれ 1/25、0/25、0/25、

0/25 匹で観察された肺の腫瘍所見（気管支肺胞癌及び腺腫）が含まれる。この所見は、N-メチル

-N-ニトロソ尿素（MNU）75 mg/kg を投与した雄 5/25、雌 3/25 にも認められた。この雄マウスで

認められた肺の腫瘍所見は、用量相関及び前腫瘍性病変（細気管支肺胞過形成）の用量相関的な

増加が認められないこと、雄において肺腫瘍の多重性が認められないこと、両方ともこのマウス

の系統で一般的に認められる腫瘍であることから、パチシラン-LNP との関連はないとみなされた。

肺の細気管支肺胞腺腫及び癌腫の発生率は試験施設の背景値及び文献値と同等であった(22)(23)。

上記のように、陽性対照である MNU を投与した TgRasH2 マウスは、生理食塩液投与対照マウス

と比較して期待される反応、低い生存率、並びに高いリンパ腫及び胃腫瘍発生率を示した。これ

らの所見は、このアルキル化発がん物質を投与した TgRasH2 マウスの公表されたデータと同等で

あった。公表されたデータと同様、MNU の投与は、自然発生のバックグラウンド腫瘍の直接比例

的増加をもたらさなかった。 

4.5 生殖発生毒性 
パチシラン-LNP は、雌雄 Sprague Dawleyラット及び雌ニュージーランドホワイトウサギにおけ

る生殖発生毒性試験の完全なバッテリーで評価されている。 全てのラット試験において、生殖発

生に対する主薬効（TTR の低下）又は副次的薬理作用（ビタミン A の減少）の影響を評価するた

め、薬理学的な活性を有するげっ歯類サロゲート AF-011-18534（パチシラン-LNP と同じ LNP に

げっ歯類動物の TTR を標的とする siRNA［AD-18354］を内包したもの）を使用した。 

4.5.1 受胎能及び初期胚発生 
雄雌ラットの受胎能、性成熟した雄サルの雄性生殖能に対するパチシラン-LNP 関連作用は認め

られなかった。 

精巣毒性は、ラットの 6 週間（q2w×4）毒性試験でのみ認められ、その後の試験では認められ

なかった（4.2項参照）。雄受胎能試験（TTR02-GLP15-035 試験；表 2.6.7.12.A 項参照）では、無

処置雌との同居前にパチシラン-LNP を 10 週間（すなわち、精子形成の全サイクル）、2 週に 1 回

投与した。パチシラン-LNP の最大 0.3 mg/kg/q2w（検討した最高用量）まで、雄の生殖発生パラ

メータ又は受胎能に及ぼす影響は認められなかった。パチシラン-LNP のサロゲートである

AF-011-18534 の 0.1 mg/kg/q2w 投与により血清 TTR（約 90%）、ビタミン A（79%）及びサイロキ

シン（68%）が減少したにもかかわらず、雄の受胎能及び生殖発生能力は影響を受けなかったこ
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とから、雄ラットにおいてパチシラン-LNP サロゲートは受胎能及び生殖発生能力に対する薬理的

作用を有していないことが示された。雄ラットでのパチシラン-LNP の生殖発生 NOAEL は

0.3 mg/kg/q2w（検討した最高用量）であった。 

更に、パチシラン-LNP が雄受胎能に及ぼす影響を十分に評価するために、39 週間のサルの毒性

試験（q3w×14）（TTR02-NCD12-001 試験；表 2.6.7.7.F参照）において性成熟した雄を使用した。

パチシラン-LNP の 3/2 mg/kg/q3w（検討した最高用量）以下で、雄性生殖評価（精液の量、色及

び外観、精子濃度、運動能及び形態並びに精巣体積測定）又は顕微鏡で観察された精巣精子形成

サイクルにおいて、変化は認められなかった。 

ラットの 3 つの毒性試験のうちの 1 つのみ（0.15 mg/kg/q2w 以上）で精巣毒性が発生したが、ラ

ットの雄受胎能（検討した最高用量である 0.3 mg/kg/q2w 以下）及び成熟サルでの雄性生殖能（検

討した最高用量である 3/2 mg/kg/q3w 以下）でパチシラン-LNP の影響は認められておらず、6 週間

のラット試験における精巣毒性の所見は、男性患者に対する臨床的な関連性はないと考えられた。 

2 つの雌ラットにおける受胎能及び胚・胎児発生期複合的用量設定試験（TTR02-NCD13-003 試

験及び TTR02-DSM15-015 試験；表 2.6.7.11 参照）でパチシラン-LNP を無処置雄との同居 15、8、

1 日前、及び妊娠 6、13、19 日に投与したところ、最低母動物毒性用量は 1.5 mg/kg と判断された。

胎児への ALN-18328、AD-18534、PEG2000-C-DMG 曝露は認められなかったが、極めてわずかな

DLin-MC3-DMA の胎児曝露が認められた。重要な雌ラットにおける受胎能及び胚・胎児発生複合

的試験（TTR02-GLP15-031 試験；表 2.6.7.13.A 参照）では、パチシラン-LNP を無処置雄との同居

15、8、1 日前、及び妊娠 6、13、19 日に 1.5 mg/kg 以下の用量で投与したが、発情周期、交配又は

受胎能に影響は認められなかった。 

4.5.2 胚・胎児発生 
ラット又はウサギにおいて、母動物毒性を伴わない用量でパチシラン-LNP の胚・胎児への影響

は認められなかった。 

重要なラットの受胎能及び胚・胎児発生複合的試験（TTR02-GLP15-031 試験；表 2.6.7.13.A 参

照）では、パチシラン-LNP 又は AF-011-18534 を雌ラットに、無処置雄と同居させる 15、8、1 日

前及び妊娠 6、13、19 日に静脈内投与した。母動物におけるパチシラン-LNP に関連する影響とし

ては、妊娠 21 日に 1.5 mg/kg において軽微な母動物毒性と一致して、肝臓トランスアミナーゼの

増加及び血液学的変化が認められた。薬理学的に予想された血清 TTR 及びビタミン A 濃度の減少

が、AF-011-18534 の 1.5 mg/kg で観察された。これらのデータに基づき、雌母動物毒性に対する

NOAEL はパチシラン-LNP が 0.5 mg/kg、AF-011-18534 が 1.5 mg/kg（この用量のみで評価）であ

った。パチシラン-LNP 又は AF-011-18534 の投与による、妊娠、胚・胎児の生存、胎児の体重へ

の影響や、胎児の外表、内臓、骨格の奇形又は変異は認められなかった。AF-011-18534 の 1.5 mg/kg

投与により、血清 TTR 濃度のベースラインからの顕著な減少（95%超の減少）及び血清ビタミン

A 濃度の減少（コントロールから 88%）が認められたことに留意すべきである。したがって、パ

チシラン-LNP 及び AF-011-18534 の生殖及び発生の NOAELは、パチシラン-LNP では検討した最
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高用量、AF-011-18534 では用いられた唯一の用量である 1.5 mg/kg であり、器官形成中に肝臓の

TTR 産生を本質的に阻害した。 

雌のウサギの用量設定試験（TTR02-DSM15-012；2.6.7, 11 項参照）では、パチシラン-LNP を 1

及び 2 mg/kg の用量で妊娠 7、13 及び 19 日に静脈内投与した結果、有害な一般状態の変化の発現

頻度の増加、母動物の体重増加量減少及び摂餌量の減少によって示される母動物毒性が認められ

た。妊娠中の肝臓トランスアミナーゼの増加が妊娠 29 日に観察された。自然流産、早期胚吸収及

び着床後死亡の増加、並びに同腹児数、胚・胎児生存及び胎児体重の減少が 1 及び 2 mg/kg で観

察されたが、この用量で生じた母動物毒性による二次的なものと考えられた。パチシラン-LNP 関

連の外表異常は認められなかった。胎児への ALN-18328 取り込みは 2 mg/kg での 1 例の胎児（胎

児 ALN-18328 濃度は母動物血漿 Cmaxの 0.10%未満）を除き認められなかった。DLin-MC3-DMA（母

動物血漿 Cmaxの 0.04～0.18%）及び PEG2000-C-DMG（母体血漿 Cmaxの 0～0.42%）のわずかな胎児

曝露が認められた（3.2項参照）。 

その後に実施した重要なウサギの胚・胎児発生試験（TTR02-GLP15-034 試験；表 2.6.7.13.B 参

照）においてパチシラン-LNP を妊娠 7、13、19 日に静脈内投与したところ、0.6 mg/kg（検討した

最高用量）で死亡（雌 1/20 匹）、有害な一般状態の変化の発現頻度の増加、体重増加量の減少、

摂餌量の減少が認められた。これらの結果に基づき、パチシラン-LNP の母動物毒性の NOAELは

0.3 mg/kg と判断された。卵巣及び子宮パラメータ、同腹児数、性比、胚・胎児の生存率、胎児体

重又は胎児の形態学的検査（外表、内臓及び骨格）においてパチシラン-LNP 関連の影響は認めら

れなかった。したがって、パチシラン-LNP の胚・胎児発生に対する NOAEL は 0.6 mg/kg と判断

された。 

4.5.3 出生前及び出生後の発生並びに母体の機能 
パチシラン-LNP によるラットの出生前又は出生後の発生への影響は認められなかった。 

パチシラン-LNPを 1.5 mg/kg以下及び AF-011-18534を 1.5 mg/kgの用量で、ラットの妊娠 7、13、

19 日、授乳 6、12、18 日に静脈内投与したが、AF-011-18534 群で血清 TTR（ベースラインから 90

～100%）、ビタミン A（ベースラインから 67～82%）、サイロキシン（ベースラインから 66%）

が大幅に減少したにもかかわらず、妊娠、分娩、授乳又は母動物の行動に影響は認められなかっ

た（TTR02-GLP16-003 試験；表 2.6.7.14.A 参照）。母動物毒性及び生殖に関する NOAELは、試験

した最高用量（1.5 mg/kg）であった。F1 世代では、出生児の死亡率、成長、性成熟、行動、交配

及び受胎能、又は卵巣及び子宮のパラメータにパチシラン-LNP 又は AF-011-18534 に関連する影

響は認められなかった。母動物毒性並びに出生児の生存率及び成長の NOAEL はパチシラン-LNP

の検討した最高用量又は AF-011-18534 の用量の 1.5 mg/kg であったが、その用量は本質的に器官

形成及び授乳期間の肝臓での TTR 産生を阻害する用量であった。授乳 12 日の投与 2 時間後の乳

汁中に ALN-18328 及び AD-18534 は検出されなかった。パチシラン-LNP 1.5 mg/kg 投与後のこの

測定時点での乳汁中 DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG 濃度は母動物血漿中濃度のそれぞれ

4.7%以下及び 6.6%以下であった（3.2項参照）。 
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必要ないと考えられた。 からの情報によると、DSPC には毒性不純物は含まれないと予

想される。 

つの潜在的な突然変異誘発性／がん原性不純物がALN-18328及びDLin-MC3-DMAで同定され

たが、適切な管理が実証されていること、あるいは、それぞれの合成工程内の管理において、最

終的なパチシラン-LNPにおけるそれらの存在の可能性が非常に低いことが示されていることから、

毒性学的な懸念はないと推察された。 

コレステロールは市販されており、承認済みの医薬品に使われており、複数の公定書（米国薬

局方、欧州薬局方及び日本薬局方）に収載されている添加物であるため、遺伝毒性不純物の評価

は必要ないと判断した。DSPC は からの情報によると、遺伝毒性はなく、遺伝毒性を有

する不純物は含まれてないと予想される。 

パチシラン-LNPの一次容器及び施栓系並びに製剤バルク保存バッグ中の溶出物及び浸出物につ

いては適切に評価が行われ、毒性上の懸念は認められなかった（3.2.P.2.4 参照）。 

 

パチシラン-LNP の製造場所及び製造工程の変更をサポートするために、1 mg/kg の用量でサル

単回投与の比較試験を実施した（  kg スケールバッチと  kg ス

ケールバッチの比較）（TTR02-NCD13-001 試験；表 2.6.7.17.B 参照）。その異なる 2 バッチを投

与した動物間の PK、PD、ADA 又は安全性プロファイルには差がなかった（3.6項参照）。製造工

程の変更（  kg スケールバッチから  kg スケールバッチ［最終

的に計画された市販ロットサイズ］へ）を支持するため、引き続き 0.3 mg/kg（ヒト推奨投与量）

及び 2.0 mg/kg（無毒性量を超える用量）における反復投与の同等性/同質性試験（サル）を実施し

た。その異なる 2 バッチを投与した動物間の PD 又は毒性に差はなかった。ALN-18328 の曝露量

は  kg スケールバッチで  kg スケールバッチよりも少なかったほか、DLin-MC3-DMA 又は

PEG2000-C-DMG において  kg スケールバッチと  kg スケールバッチとの間に TKの差はなかっ

た（3.6項参照）。毒性試験で使用されたバッチ内の の詳細については、表 2.6.7.4.A を参

照のこと。 

パチシラン-LNP 中の添加物 DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG を、細菌を用いる復帰突然変

異試験（PCS02-NCD10-006 試験；表 2.6.7.17.D.1、TTR02-NCD10-009 試験；表 2.6.7.17.D.3 参照）、

哺乳類細胞（ヒトリンパ球）を用いる in vitro染色体異常試験（PCS02-NCD10-007試験；表2.6.7.17.D.2、

TTR02-NCD10-008 試験；表 2.6.7.17.D.4 参照）で評価した。全ての in vitro 試験は、細胞傷害性又

は不溶性によって制限されるまでの濃度を用い、外因性代謝活性化の存在下及び非存在下で実施

した。DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG は遺伝毒性を示さなかった。 
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5 総括及び結論 

hATTR アミロイドーシスは、進行性で重篤かつ生命を脅かす全身多発性の希少疾患で、TTR 遺

伝子の変異が原因となり運動神経、感覚神経、自律神経の障害及び心筋症を引き起こす。成人に

発症し、死に至ることが不可避で、診断後の生存期間の中央値は 4.7 年（1.3 から 24.8 年の範囲）

である(26)(27)。 

この疾患の全身症状の多くはアミロイド原性を持つ肝臓由来の循環血中 TTRによるものである

ため、現在の hATTR アミロイドーシス患者の治療には循環血中 TTR 量を低下させることを目的

とした 2 つの治療アプローチがとられてきた。一つは同所性肝移植（OLT）であり、もう一つは

タファミジス及びジフルニサル、すなわち TTR 四量体安定化薬である。タファミジスは欧州、メ

キシコ、日本及び南米の数か国のみではあるが hATTR アミロイドーシス治療薬として承認されて

いる唯一の医薬品である。しかしながら、OLT 及びタファミジスが有効なのは hATTR アミロイ

ドーシス患者のうち神経障害の早期ステージ(28)(29)に限られており、大多数の患者は神経障害と

心臓疾患の進行が続き、障害の程度がより大きくなり、生活の質、歩行や日常生活の活動能力が

恒常的に低下していく(30)(31)(32)(33)。 

パチシラン-LNP を静脈内投与すると、TTR mRNA を標的とする薬理作用を示し、臨床試験でも

認められてきたように、重症度の異なる神経障害及び心筋症や種々の TTR 変異型といった広範な

スペクトラムのhATTRアミロイドーシス患者に実際的なベネフィットをもたらすことが示されて

いる。 

プラセボと比較したときのパチシラン-LNP（0.3 mg/kg/q3w）による多発性神経障害及び心筋症

の改善は、安定化及びベースラインからの改善を含めて、パチシラン-LNP の投与を受けた全ての

患者集団に対し、歩行、栄養状態及び生活の質に影響を与える全体的な健康状態の改善をもたら

した。特定されたパチシラン-LNPのリスクは頻度が低く、限定的で、添付文書に輸液関連反応（IRR）

やビタミン A 欠乏症のリスクを緩和し管理する方法を示すことで管理可能であると考える。パチ

シラン-LNP による臨床試験で肝機能検査、腎機能、血小板数の有意な変化は認められなかった（2.5

「臨床に関する概括評価」参照）。 

5.1 薬理試験 
独自データベース及び公表データベースによる一連の in vitro試験及びバイオインフォマティク

ス解析により、ヒト TTR mRNA の 3′-UTR を標的とし、強力で特異性の高い、かつオフターゲッ

ト作用の可能性が低い siRNA である ALN-18328 を選択した。in vitro 試験及びバイオインフォマテ

ィクス解析により、野生型及び変異型の両TTRに対するALN-18328の効力と特異性が確認された。

更に、オフターゲット標的となる可能性の高い 候補のヒト遺伝子配列に対し、ALN-18328 は目

立った活性を示さなかった。また、多様な地理的及び民族的背景を有する集団の間で ALN-18328

の標的部位は100%保存されており、ALN-18328はあらゆる地理的及び民族的背景を有するhATTR
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アミロイドーシス患者で同様に TTR mRNA 発現阻害を示すことが予想された。ALN-18328 は、天

然に存在する未修飾、及びリボース 2′位の O-メチル化［2′OMe］修飾ヌクレオシドのみからなる。

アンチセンス鎖 欠失配列がヌクレアーゼによる代謝により形成される可能性が in vivo

試験から確認されたため、その欠失配列を有するパチシラン siRNA の薬力学的活性を in vitro 試験

で検討し、切断型が TTR mRNA に対して部分活性を持つことが示された。 

パチシラン-LNPは、ALN-18328と、4種の脂質添加剤、すなわち2種の新規添加剤（DLin-MC3-DMA 

及び PEG2000-C-DMG）及び 2 種の既存添加剤（DSPC 及びコレステロール）からなり、薬理学的

標的である肝臓に ALN-18328 を送達するように特別に設計されている。これらの脂質は LNP の構

造を保持し、粒子の凝集を防ぎ、ALN-18328 をエンドヌクレアーゼによる分解から保護し、タン

パクとの結合やオプソニン化を防ぎ、LDLR 及び他の ApoE 受容体を介した ApoE 依存的な肝細胞

への取り込みと、それに続くエンドソームから肝細胞質内へのALN-18328の放出を可能にし、RNAi

メカニズムによる薬理学的作用の発現に寄与する(7)。 

パチシラン-LNP はサルに対し薬理活性を示すが、げっ歯類又はウサギのいずれに対しても薬理

学的活性を持たない。サルを用いた単回及び反復投与による薬理試験の結果、目的とする薬効（す

なわち、用量依存的な肝 TTR mRNA 及び循環 TTR タンパク質濃度の低下）が裏付けられ、血清

TTR タンパク質の持続的な平均的低下（ベースラインに対し 91%の低下）を示す臨床用量及び投

与スケジュールの選択をサポートした（0.3 mg/kg、q3w 投与）。この用量及びレジメンは臨床に

おいても有効であり、実際に RHD 及び臨床投与レジメンとして選択されている。サルを用いた単

回投与及び反復投与試験で、 、 、又は  kg の製造スケールで製造されたパチシラン-LNP 静

脈内投与後の効力を裏付ける試験の結果は同様であることが示された。 

hATTR アミロイドーシスは、末梢神経系、心臓及び消化管などの組織における異常なタンパク

質沈着（野生型及び変異型 TTR アミロイドからなる）が特徴である(2)(1)。hATTR アミロイドー

シスの病態モデルである hTTR V30M/Hsf-1 KO マウスを用いた試験では、ALN-18328 をパチシラン

-LNP より効力の弱い第一世代の LNP で製剤化した ALN-TTR01 を 3 mg/kg/q2w で 6 回静脈内投与

したところ、RNAi 機構により、 肝臓 TTR mRNA 及び血清 TTR タンパク質が 85%超低下し、新

たな TTR タンパク質組織沈着が予防され、また既存の TTR タンパク質沈着が退縮することが示さ

れ、パチシラン-LNP の治療仮説を裏付けている(4)。 

TTR は RBP 及びビタミン A(34)並びにサイロキシン(18)の担体であることから、サルを用いた

試験において、TTR 低下に伴う副次的薬理作用として、RBP（60%）、ビタミン A（90%）及びサ

イロキシン（41%）がベースラインより低下したことが確認された。パチシラン-LNP の長期投与

後のサルにおけるビタミン A またはサイロキシンの低下に関連する毒性所見はみられなかった。

臨床においても、循環ビタミン A の減少が観察されたが、ビタミン A 欠乏の症状はみられていな

い。臨床試験ではビタミン A の補給を必須としており、パチシラン-LNP 治療を受ける患者には今

後も推奨される。ヒトにおいてサイロキシンの 75%以上はサイロキシン結合グロブリンと結合し

ているが、TTR もまたサイロキシンのマイナーな担体である(35)。臨床試験においてはパチシラ
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ン-LNP の甲状腺機能検査（TFT）に対する影響はみられなかった（2.7.4, 3.5 項「甲状腺機能」参

照）。 

サルにおいて心血管系、呼吸系及び中枢神経系に対する毒性は認められなかった。LNP の粒子

サイズは大きく（最小径 60 nm）、また ALN-18328（14 kDa）及び PEG2000-C-DMG（2.5 kDa）成

分は高分子量であることから、心臓イオンチャネルとの相互作用が生じる可能性は低く、パチシ

ラン-LNP に関連する心室脱分極及び再分極への影響はないと考えられる。また、心臓における

DLin-MC3-DMA（642 Da）の曝露量は低いことがラットで示されており、ヒトでも同様に心臓に

おける曝露量は低いと予想される。サルを用いた安全性薬理試験において、パチシラン-LNP を最

大 6 mg/kg まで単回投与したとき、QT 延長並びに心電図上のその他の異常は認められなかった。

3 mg/kg において（試験した唯一の用量）、呼吸系パラメータ又は中枢及び末梢神経系への影響は

認められなかった。3 mg/kg の用量における ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の

曝露量推定値は、それぞれ RHD（0.3 mg/kg）の AUC に基づくヒト曝露量推定値の 7.3、3.4 及び

2.8 倍であった。サルにおける 6 週間（最大 3 mg/kg/q2w、4 回投与）又は 39 週間（3.0/2.0 mg/kg/q3w、

14 回投与）毒性試験では、心電図パラメータは収集されなかったが、中枢神経系又は呼吸器系の

一般状態観察結果又は体温への影響はみられなかった。 

5.2 薬物動態 
マウス、ラット及びサルにおける単回投与後のALN-18328、DLin-MC3-DMA及びPEG2000-C-DMG

の PK及び TKは、いずれの分析対象物も動物種間で類似しており、性差はみられず、用量に比例

した血漿中の曝露（Cmax 及び AUC）が認められた。概して、注入直後の最初の採血時点で Cmax

が観測された後、多相性の消失を示した。3 つの分析対象成分のすべてが、肝臓への分布による

と考えられる初期分布相を示し、その後、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG については、長

い消失相が認められた。概して、3 つの全ての分析対象成分について、マウス及びラットに比べ

てサルで曝露が高く、半減期は長かった。マウス、ラット及びサルにおいて、反復投与後の血漿

中の蓄積はほとんど認められず、性差も認められなかった。また ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及

び PEG2000-C-DMG は用量に比例した曝露が認められた。一つの例外として、ラットの 26 週間毒

性試験（q2wで 14 回投与）において、初回投与と比べて、183 日目の最終投与後に ALN-18328 と

2 つの脂質成分に顕著な血漿中濃度の低下が認められた。この血漿中濃度の低下の原因として、

ADA の生成により血中からの消失が亢進された可能性が考えられた。ADAはサルの 6 週間（q2w

で 4 回投与）及び 39 週間（q3wで 14 回投与）毒性試験、並びにより短期間のラット毒性試験（q2w

で 4 回投与及び q4w で 2 回投与）でも時々認められていたが、曝露に対する影響は、ラットの 26

週間試験においてのみ認められた。 

緩衝液の組成が異なる  kg（ ）及び  kg（ ）の製造スケール

でそれぞれ製造されたパチシラン-LNPを1 mg/kg（サルでのNOAEL）でサルに単回投与したとき、

TK に大きな差は認められず、血漿中の曝露は 2 製剤間で同程度であった。平均血漿 ALN-18328 
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ると考えられた。これらの結果を考慮すると、ALN-18328 の代謝物の多くについて、薬理学的活

性がどれだけ維持されているか予測できなかった。肝臓においては、これらの代謝物の量は未変

化体に比べて少ないことを考慮すると、オフターゲットの毒性の可能性は低いと考えられる。

ALN-18328 の分解代謝物の単塩基は、未修飾又はリボースの 2′OMe 修飾を受けた、いずれも天然

に存在するものであることから、これらはサルベージ経路により生体内プールに再利用されると

考えられる。 

DLin-MC3-DMA の in vitro での肝臓 S9 画分中の代謝安定性は、マウス、ラット、サル及びヒト

で類似していた。In vitro での主な代謝物は、一酸化体あるいは二酸化体であった。ヒトの S9 画分

で特異的な代謝物は認められなかった。14C で標識した DLin-MC3-DMA で製剤化したパチシラン

-LNP をラット及びサルに投与したマスバランス試験では、一酸化体、二酸化体及び加水分解物が

代謝物として認められた。胆汁中（ラットのみ）、糞中（ラット及びサル）及び尿中（ラット及

びサル）では、放射能のほとんどが、代謝物である DMBA として回収された。ラット及びサルの

血漿中の DMBA は、投与量の 3%未満であった。投与した DLin-MC3-DMA の 10%を超える

DLin-MC3-DMA 代謝物は、循環血中には認められなかった。In vitro 試験では、CYP3A4 による

DLin-MC3-DMA の代謝はわずかであり、酸化体のみが生成された。しかしながら、ラット及びサ

ルの in vivo 試験においては、CYP によらない加水分解で DMBA の生成が認められた。

14C-DLin-MC3-DMA を用いて製剤化したパチシラン-LNP の排泄プロファイルは、ラット及びサル

で類似していた。放射能は主に尿中に回収され（ラットで約 49%、サルで約 50%）、一部は糞中

に排泄された（ラットで約 24%、サルで約 10%）。尿及び糞中のいずれについても、放射能は主

に DLin-MC3-DMA の代謝物である DMBA として検出された。非カニューレ処置ラットと胆管カ

ニューレ処置（BDC）ラットにおいて、尿中排泄率（対投与量%）は非カニューレ処置ラットで

約 33%であったのに対して、BDC ラットでは約 12%であり、尿中排泄に差が認められた。このこ

とから、DLin-MC3-DMA 関連成分が胆汁中に排泄され、再吸収された後、腎排泄を受けることが

示唆された。全体として、DLin-MC3-DMA の排泄は、CYP を介さないで DMBA に代謝された後、

主に尿中に排泄されることが示された。PEG2000-C-DMG は、in vitro でのマウス、ラット、サル及

びヒト由来の肝ミクロソーム及び S9 画分中で比較的安定であった。In vitro での代謝は極わずかで

あり、サル及びヒトで唯一の代謝経路として O-脱テトラデシル化が特定されたが、CYP を介した

ものではないと考えられた。In vitro 試験で、ヒトに特異的な代謝物は認められなかった。 

PEG の代謝は分子量に依存し、PEG2000-C-DMG と同程度の分子量をもつ PEG はほとんど又は代

謝されない(20)。ラット及びサルではPEG2000-C-DMGは尿中に検出されず、サルではPEG2000-C-DMG

の約 44%が、投与後 168 時間までに糞中に排泄された。これらの代謝及び排泄の結果から、

PEG2000-C-DMG は主に代謝されず、肝胆道系を介して未変化体として糞中に排泄されることが示

唆された。 

薬物間相互作用について、ALN-18328 は 1 つの例外を除いて、及び PEG2000-C-DMG は、主要な

CYP の基質、誘導剤並びに直接的又は時間依存的阻害剤ではなく、薬物動態学的薬物間相互作用

を惹起する、又はその影響を受ける可能性は低いと考えられる。ALN-18328 は、CYP2B6 の直接
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的阻害剤及び時間依存的阻害剤であったが、この濃度では臨床効果につながる可能性は低い。In vitro

で、ALN-18328 濃度が臨床 Cmaxの約 17 倍高い場合（7.15 µg/mL）、及び臨床 Cavgssの約 340 倍高

い場合（0.355 µg/mL）に、パチシラン-LNP は CYP2B6 も誘導した。DLin-MC3-DMA は、CYP3A4

によりわずかに代謝されたが、ラット及びサルの in vivo での DLin-MC3-DMA の主な代謝経路は、

CYP を介さない加水分解によるものであった。DLin-MC3-DMA は、CYP の誘導又は直接的及び時

間依存的な阻害作用を示さなかった。ALN-18328、DLin-MC3-DMA、PEG2000-C-DMG 及び DMBA

は主要なトランスポーターの基質ではなかった。ALN-18328、PEG2000-C-DMG 及び DMBA は、

0.3 mg/kg のパチシラン-LNP を投与したヒトで認められる血漿中 Cmax（DMBA は尿中濃度）の 20

～50倍の濃度まで、これらのトランスポーターに対する阻害作用を示さなかった。DLin-MC3-DMA
は、溶解度上限を最高濃度（CYP 阻害試験では上記 Cmaxの 0.5 倍、トランスポーター試験では上

記 Cmaxの 0.1 倍以下）で検討を行い、これらの濃度までは、これら主要なトランスポーターの基

質及び、阻害剤にならないことが示された。  

5.3 毒性試験 
サルに製剤化していないALN-18328を単回ボーラス投与したが、毒性は認められなかった。NOAEL

は 100 mg/kg（検討した最高用量）であった。 

個々の脂質添加物を用いて別途に動物毒性試験を行わなくても、パチシラン-LNP の脂質は毒性

試験で適切に評価されている。 39 週間（q3w×14）のサルの毒性試験におけるパチシラン-LNP

の NOAEL（1 mg/kg/q3w）では、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の血漿曝露マージンは、推

奨ヒト用量での AUC のそれぞれ 3.4 倍及び 2.2 倍であった。DSPC 及びコレステロールは、現在承

認されているいくつかの静脈内投与リポソーム薬剤の成分であり、パチシラン-LNP の投与 1 回あ

たりの投与量は、DSPC では他の DSPC 含有薬剤で送達される量よりも少なく、コレステロールで

は 他のコレステロール含有薬物で送達される量の範囲の中央に位置していた。パチシラン-LNP

の各投与量で送達される DSPC 及びコレステロールの量は、それぞれ循環内在性ホスファチジル

コリン及びコレステロールの約 0.4%及び 0.8%である(36)。新添加物 DLin-MC3-DMA 及び

PEG2000-C-DMG は、細菌を用いる復帰突然変試験及び哺乳類細胞を用いる染色体異常試験におい

て陰性であった。上述の全ての理由から、パチシラン-LNP の推奨ヒト用量 0.3 mg/kg/q3w におけ

るこれら脂質添加物投与には明らかな安全性の懸念はないと考えられた。 

パチシラン-LNP の静脈内持続投与又はボーラス投与は、マウスの 10 mg/kg/q2w 及びサルの 39

週間投与の 3/2 mg/kg/q2w（1 匹）で瀕死及び死亡が認められたものの、非臨床動物種において概

して忍容性が良好であった。マウスでは、死亡は重度の肝毒性（壊死を含む）と関連していた。 サ

ルの死亡は、23 日目のパチシラン-LNP の 2 mg/kg の初回投与から約 18 時間後に認められた（す

なわち全体として 2 回目の投与後）。投与直後に有害な臨床徴候は認められず、病理組織学的検

査において死因は特定されなかった。投与と死亡が時間的に近接しているため、静脈内持続投与

関連反応を死亡原因の可能性として排除することはできなかった。 
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パチシラン-LNP の毒性標的器官（肝臓、脾臓、リンパ節、骨髄及び副腎）は、他の LNP につ

いて報告されているように、パチシラン-LNP の有窓内皮を有する類洞組織への LNP の取り込み

と一致している(37)。パチシラン-LNP の生体内分布は、網内系（RES）内の食作用によっても影

響される(37)。毒性の他の標的には、精巣／精巣上体（ラットの試験の 1 匹のみに認められた）及

び投与部位が含まれた。 

肝臓はパチシラン-LNP の取り込み及び蓄積の主要部位である。非臨床動物種の全てにおいて肝

毒性が NOAELを決定した。肝臓における単細胞壊死がマウス、ラット及びサルで観察され、1 つ

又は複数の肝酵素（例えば ALT、AST、ALP、GGT、LDH）及び総ビリルビン（TBIL）の増加を

伴った場合に有害であると考えられた。マウス及びラットでは、頻度は低いが、凝固又は肝細胞

壊死を特徴とし、肝酵素及び TBILのより大きな増加を伴う重篤な肝臓の変化が観察された。非臨

床動物種にまたがって頻繁に認められた他のパチシラン-LNP 関連肝臓所見は、肝細胞空胞化であ

った。サルでは空胞に脂質が含まれていることが判明した。混合細胞炎症／浸潤及び単核細胞浸

潤は、マウス、ラット及びサルの肝臓においても一般的に観察され、血液学（例えば、総白血球

数及び白血球分画）、凝固（フィブリノゲン）及び血清化学（アルブミン及びグロブリン）の炎

症性変化をしばしば伴っていた。これらの炎症性変化はラットで最も強く認められた。類洞組織

球増加及び反応性類洞壁細胞（Kupffer 細胞を含む）もまた、マウス、ラット及びサルの肝臓にお

けるパチシラン-LNP 関連の共通所見であり、これらの細胞におけるパチシラン-LNP 又は薬剤成

分の細胞内濃度と関連している可能性がある。これらの所見は部分的又は完全に可逆的であった。

10 mg/kg/q2w での死亡及び肝毒性に基づいて、マウスの最大耐量（MTD）は 6 mg/kg/q2w であり、

ラット及びサルの NOAEL は 0.1 mg/kg/q4w 及び 1 mg/kg/q3w であった。ラットの NOAEL は、4

週間（q4w×2）の試験の結果に基づいている。ラットの 26 週間（q2w×14）試験での NOAELは

0.3 mg/kg/q2w（検討した最高用量）であったが、試験の終わりに ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及

び PEG2000-C-DMG への曝露が変化しており（恐らく ADA に起因する）、そのことにより毒性が

認められなかった可能性が高い。プラセボ対照第 3 相試験を含むパチシラン-LNP 臨床プログラム

で肝臓の安全性が包括的にモニターされたが、有害事象及び検査データの分析に基づき、肝臓の

安全性の懸念は確認されなかった（2.7.4「臨床的安全性」参照）。 

ラットの体内分布試験から、脾臓及びリンパ節がパチシラン-LNP の取り込みの重要な器官であ

ることが明らかになった。 げっ歯類では、脾臓の白脾髄と辺縁部が影響を受けていた。マウス及

びラットにおいて、リンパ球枯渇／萎縮／壊死が、ラットの組織球増加とともに観察された。こ

れらの所見は、循環リンパ球の減少又は免疫毒性の他の徴候を伴っていなかった。パチシラン-LNP

投与後のラット及びマウスの脾臓では、炎症による二次的な変化と考えられる髄外造血の増加が

時折、観察された。サルにおいて、パチシラン-LNP 投与後に赤脾髄の低細胞性が観察された。げ

っ歯類及びサルの脾臓の変化は全て可逆的であった。 ラットでは、6 週間（q2w×4）の毒性試験

でリンパ節におけるパチシラン-LNP 関連の可逆的なリンパ球及び間質細胞の過形成、組織球増加

並びに炎症が認められたが、その後の試験では認められなかった。マウス又はサルにリンパ節の

所見は認められなかった。 
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マウス、ラット及びサルでは、炎症による二次的な変化と考えられる可逆的な骨髄変化が観察

された（すなわち、骨髄性細胞の増加、造血細胞の増加、骨髄細胞対赤血球の比率の増加）。パ

チシラン-LNP による骨髄への直接的な作用は認められなかった。 

副腎もラットのパチシラン-LNP の生体内分布の部位であることが明らかとなった。6 週間（q2w

×4）の毒性試験では副腎の所見がラット及びサルで観察されたが、その後の試験では観察されな

かった。 ラットでは、投与期の終わりに皮質肥大が観察されたが、60 日間の回復期間の終わりに

は、わずかな変性/壊死が観察された。 6 週間（q2w×4）のサル試験では、副腎における皮質空胞

の可逆的減少が観察された。 これらの変化は全て重症度が低く、短期間のラット及びサルの試験

でのみ認められた。 

マウス（雌雄）、ラット（雌）、又は若年成熟及び成熟サル（両性）の生殖系にパチシラン-LNP

関連の所見は認められなかった。ラットの 6 週間（q2w×4）試験で、投与及び 60 日回復期間終了

時に有害な精巣/精巣上体の毒性（精細管の著しい片側性又は両側性の変性／萎縮及び顕著な精子

減少／無精子症）が観察された。これらの所見は、ラットのその後の 4 週間（q4w×2）及び 26

週間（q2w×14）の毒性試験では認められず、ラット雄受胎能試験での受胎能、交配、精子パラ

メータ、発生又はサル毒性試験での雄の生殖能評価に影響は認められなかった。これらの理由か

ら、精巣及び精巣上体は毒性学的懸念のある標的器官ではないと考えられた。 

マウス、ラット及びサルにおいて、静脈内投与／持続投与部位での可逆性のパチシラン-LNP 関

連血管／血管周囲炎症が観察された。最も重篤な所見は、6 週間（q2w×4）及び 26 週間（q2w×

14）の試験において、下大静脈の長期留置カテーテルを介して持続投与が行われたラットに認め

られた。尾側静脈から静脈内ボーラス投与したマウス、尾側静脈から静脈内持続投与したラット

（4 週間；q4w×2 試験）、又は一時経皮カテーテルから末梢静脈（伏在又は上腕）に持続投与し

たサルにおいて認められた変化は、より軽度なものであった。これらの変化は、炎症性の血液学

（総白血球数及白血球分画の増加）、凝固（フィブリノゲン増加）及び血清化学（アルブミン及

びアルブミン／グロブリン比の減少並びにグロブリンの増加）の変化をしばしば伴っていた。持

続投与部位の所見は、39 週間（q3w×14）のサルの試験では認められなかった。 

パチシランに遺伝毒性は認められなかった。パチシラン-LNP は、細菌を用いた復帰突然変異試

験及びヒト末梢血リンパ球を用いた染色体異常試験において陰性であった。30 mg/kg（MTD）以

下の用量のパチシラン-LNP は、CD-1 マウスの骨髄において小核形成を誘導しなかった。 

パチシラン-LNP にがん原性は認められなかった。TgRasH2 マウスにおける 26 週間のがん原性

試験では、6 mg/kg（試験された最高用量）以下において、パチシラン-LNP 関連の腫瘍性変化又

は血液学的悪性腫瘍は認められなかった。 

親動物に毒性を生じさせないパチシラン-LNP 用量では、雌雄共に生殖又は発生毒性の懸念は認

められなかった。これらの試験における NOAELでの安全域は、動物に投与されたパチシラン-LNP

に内包される siRNA 投与量のヒト当量に基づいて以下に示す。更に、げっ歯類において薬理学的

に活性なサロゲート（AF-011-18534）の投与後に循環 TTR、ビタミン A 及びサイロキシンが減少

したが、生殖あるいは発生への影響は生じなかった。妊娠ラット又はウサギへのパチシラン-LNP
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投与後、胎児への ALN-18328、DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG 曝露はほとんど又は全く認

められなかった。雄ラットでは、受胎能及び初期発生毒性の NOAELは 0.3 mg/kg/q2w（試験した

最高用量）であった。このヒト等価用量（HED）は、RHD の 0.2 倍である。雌ラットでは、1.5 mg/kg

で軽微な母動物毒性が認められた。母動物毒性の NOAELは 0.5 mg/kg で、受胎能及び胚・胎児毒

性の NOAEL は 1.5 mg/kg であった（試験した最高用量：HED は RHD の 2.4 倍）。胚・胎児用量

設定試験における妊娠ウサギに対するパチシラン-LNPの 1 及び 2 mg/kg（HEDは RHDの 3.2倍超）

投与により、母動物毒性並びに自然流産、早期胚吸収及び着床後死亡の増加、同腹児数、胚・胎

児生存率及び胎児体重の減少が認められたが、これら用量での母動物毒性による二次的なもので

あると考えられた。その後実施したウサギの胚・胎児試験では、パチシラン-LNPの母動物のNOAEL

は 0.3 mg/kg と考えられ、発生に対する NOAELは 0.6 mg/kg と判断された（試験された最高用量；

HED は RHD の 1.9 倍）。ラットの出生前／出生後試験では、母動物毒性及び生殖に関する NOAEL

は検討した最高用量（1.5 mg/kg；RHD の 2.4 倍）であった。F1児における生存率及び発育の NOAEL

は 1.5 mg/kg（RHD の 2.4 倍）であった。授乳 12 日の投与後 2 時間の乳汁中に ALN-18328 又は

ALN-18534 は検出されなかった。1.5 mg/kg のパチシラン-LNP 投与後のこの時点での乳汁中の

DLin-MC3-DMA 及び PEG2000-C-DMG の濃度は、それぞれの母体血漿中濃度の 4.7%以下及び 6.6%

以下であった。1.5 mg/kg のげっ歯類特異的サロゲート AF-011-18534 は、意図された TTR 標的を

ほぼ完全に阻害したが、ラットの胚・胎児及び出生前/出生後毒性試験において生殖及び発生毒性

を示さなかったことに留意すべきである。 

ALN-18328 を末梢血単核細胞にトランスフェクトした場合、免疫刺激（サイトカイン放出）は

in vitro で観察されなかった。7.5 及び 15 mg/kg のパチシラン-LNP の CD-1 マウスへの単回静脈内

投与は対照と比較し、投与後 24 時間にわたって IL-6、IP-10、KC 及び MCP の一過性の上昇をも

たらした。サルにおいて、パチシラン-LNP 投与の 3 時間後に IL-1RA 及び IL-6 の用量依存的増加

が観察されたが（最初のサンプリング時点）、一過性のものであった。サルにおいてパチシラン

-LNP の全ての用量群で一過性（24 時間以内）の補体活性化（Bb 及び/又は C3a）が観察されたが、

有害な臨床症状は伴っていなかった。AF-011-1955 投与後に同様のサイトカイン及び補体の変化が

観察され、この作用は LNP に起因する可能性があり、それに内包されている特異的 siRNA に起因

しない可能性が示唆された。パチシラン-LNP のサルへの長期投与により B 因子、総 C3 及び CH50

活性が影響を受けなかったことは、パチシラン-LNP 投与後の補体の一過的活性化が最終的な補体

枯渇を引き起こさないことを示している。サルのパチシラン-LNP による感作の証拠は認められな

かった。 

GLP 毒性試験で使用されたパチシラン-LNP 中に存在する不純物又は公表された情報に基づき、

不純物の安全性確認を行った。不純物の適切な管理が実証されているか、又はそれぞれの合成工

程内の管理において、最終的なパチシラン-LNP におけるそれらの存在の可能性が非常に低いこと

が示されていることから、ALN-18328 又は DLin-MC3-DMA 中の遺伝毒性不純物に関する毒性学

的な懸念はないと考えられた。コレステロールは複数の公定書（米国、欧州及び日本）に収載さ

れている添加物であり、承認された医薬品に使用されているため、不純物（潜在的な遺伝毒性不
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純物を含む）は評価しなかった。DSPC は、 からの情報によると毒性又は遺伝毒性を有

する不純物は含まれていないと考えられた。 

サルを用いた単回投与及び反復投与の同等性/同質性試験において、 、 、又は  kg スケー

ルバッチで製造されたパチシラン-LNP を投与後に、安全性/毒性に差のないことが示された。 

5.4 安全域 
毒性試験において、わずかな例外を除き、NOAELにおける ALN-18328 の AUC に基づく血漿曝

露マージンは、RHD におけるものに比べて 1 倍未満であった。パチシラン-LNP に対する感受性の

種差（すなわち、NOAELと RHD との間の小さなマージン）及び消失半減期（ヒトよりも動物に

おいてより短い）が、非臨床動物種において ALN-18328 に対する低い血漿曝露マージンをもたら

す主要な要因である（2.6.6, 9.2 項「パチシラン-LNP の一般毒性」参照）。 

ラットは、パチシラン-LNP 毒性に対してより感受性の高い種であり、生物学及び先天性免疫の

違いに基づき、サルよりも炎症惹起作用に対して影響を受けやすいと考えられた(37)(38)。薬理学

的に不活性な siRNA を内包する LNP 製剤では、その毒性は主に LNP に起因し、そのイオン化可

能な陽イオン性脂質成分、DLin-MC3-DMA に起因する可能性が高い。このため、DLin-MC3-DMA

に基づく血漿曝露マージンは、ALN-18328 に基づくものよりもヒトの安全性を判定するのに適し

ていると思われる。マウスがん原性試験の最高用量（6 mg/kg/q2w）、26 週間のラット毒性試験の

NOAEL（0.3 mg/kg/q2w）、39 週間のサル毒性試験の NOAEL（1 mg/kg/q3w）での DLin-MC3-DMA

曝露マージンは、AUC に基づいて RHD のそれぞれ 0.82 倍、0.07 倍及び 3.36 倍であった（2.6.6, 9.2

項「パチシラン-LNP の一般毒性」参照）。 

動物の投与量は siRNA の投与量に基づいており、LNP に起因する安全性を理解するのに適して

いることから、HED に基づく安全域も計算した。ラットの 4 週間及び 26 週間の毒性試験及びラッ

トの雄受胎能試験では、NOAELは 0.1～0.3 mg/kg の範囲であり、HED に基づく安全域は RHD の

0.2 倍以下であった。対照的に、他の 39 週間のサルの試験における NOAEL（1 mg/kg/q3w）並び

にラット及びウサギの生殖及び発生毒性試験における NOAEL（それぞれ 1.5 mg/kg、0.6 mg/kg）

では、HEDに基づく安全域は全て RHDの 1.1～2.4倍の範囲であった（2.6.6, 9.2項「パチシラン-LNP

の一般毒性」参照）。 

5.5 結論 
パチシラン-LNP は、ICH ガイドライン及び規制当局からの助言に従った広範な非臨床開発プロ

グラムにより、薬理学的、薬物動態学的及び毒性学的な特性が明らかになった。全体の開発計画

はパチシラン-LNP の作用機序及び対象患者集団を考慮したものであり、妥当かつ適切である。 

これらの非臨床試験成績は、0.3 mg/kg/q3w の静脈内投与による投薬レジメンでヒトにおけるパ

チシラン-LNP の安全性を確立した臨床試験の実施を裏付け、成人 hATTR アミロイドーシスの治

療のためのパチシラン-LNP の承認申請を支持するものである。 
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