
2. 安全性・品質検査法

デジタルPCRを用いたベクターの
品質解析

◎従来のリアルタイムPCR法
1well あたりに含まれる核酸全体を増幅し、

増幅サイクル数(Ct)の比較で定量する。
定量には濃度既知のStandard希釈列を用い

た検量線が必須。
利点 ： 簡便、どこの施設にもあるシステム
欠点 ： 定量にStandard必須

◎Droplet digital PCR法
1well あたりに含まれる核酸を約20000個の

微小区画に分けて増幅し、増幅した区画数の
比較で定量する。

◎ 臨床検体などの生体試料を用いたsampleではPCR
反応を阻害するような成分の混入により検出感度の低
下がみられ微量検出は困難⇒リアルタイムPCRでは生
体試料において感度低下を認めたがddPCRでは感度
は不変であり、ddPCRの有用性が示唆された。

従来のリアルタイムPCR法 digital PCR法

● 生体試料
● TE sample
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1. 治験指針の見直し - ガイドラインの作成
（欧米との比較、問題点の提起、素案の作成）

2. 安全性・品質検査法
4. 臨床用ベクターによる遺伝子導入

① 遺伝子導入細胞の
網羅的挿入部位解析
② ウイルス粒子内の
全ウイルスゲノム解析
③ 遺伝子導入細胞のin 
vitro不死化アッセイ

慢性肉芽腫症用臨床ウイルスベクター

3. AAVベクターの開発

NIHS
内田 恵理子

① 低フォスファターゼ症(HPP)の遺伝子治療
② 異染性白質ジストロフィーの遺伝子治療
③ AAVベクターの大量生産法

① ②

成育医療研究C
小野寺 雅史

日本医大

島田 隆･岡田 尚巳

③

① シンポジムの開催
H26 遺伝子治療をめぐる法規制の現状

6. アウトリーチ・臨床研究

② 遺伝子治療臨床研究（成育）
慢性肉芽腫症、ウィスコット・アルドリッチ症候群

PMDA審査業務
担当者

PMDAでのセミナー
全体会議（1回/月）

②①

臨床用MFGSgp91を用いた遺伝子導入法
患者造血幹細胞への遺伝子導入効率 78.4%

②

③

胎児遺伝子治療により救命した
HPPマウス

相補性AAV9ベクターを静脈内投与した
成体マウスの脳

精製したAAVベクター

◎ウイルスベクターの品質管理･規格では力価とゲノ
ムコピー数との比率（比活性）の管理が重要：重要品
質特性⇒標準品なしでコピー数を絶対定量可能な
ddPCRは比活性の管理に有用

5. 人材交流・相互連携

平成26年の研究概要

ポアソン分布を用いることで、ターゲットのコピー数を絶対定量することが可能

利点 ： 定量Standard不要、multiplex PCRも容易
欠点 ： 時間とコストがかかる

ウイルスベクターの温度安定性評価
ウイルスベクターは一定温度条件下において感染力価
の低下をみとめた。しかし、コピー数に変化は認められ
なかった。このことから安全性評価においてはコピー数
および感染力価の両者の測定結果の提示が必要である
ことが示唆された。

Ex vivoウイルスの洗浄後残存量評価
PBS(-)による洗浄後の上
清中ウイルス残存量は期
待値よりも数百倍高値で
あり、感染後のウイルスは
容易に細胞から剥がれ得
ないことが示唆された。

また、現行のEx vivo遺伝子治
療のプロトコルに従い、ヒトアル
ブミン添加PBS(-)で洗浄の検討
をしたところ、PBS(-)に比して有
意に残存ウイルス量が低下し、
現行プロトコルの妥当性が示唆
された。

PMDA審査業務担当者
五十嵐友香 (NIHS)
伴野太郎（NIHS)

①
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1.  遺伝子治療のガイドライン作成に関して

1) 遺伝子治療臨床研究に関する指針

・遺伝子治療臨床研究推進のための指針見直しに向けた調査研究・代表島田 隆 先生

(H22年度厚労省科学研究費補助金・特別研究事業）

・科学技術部会・遺伝子治療臨床研究に関する指針の見直しに関する専門委員会・議長山口照英先生

H25年6月より開始。H26度中に改正案の作成予定。品質、安全性に関する詳細は治験の指針側へ

2) 遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の確保に関する指針（薬発第1062号）

・欧米の指針との比較の下、治験開始までに明らかにすべき事項を示す改正素案（一次案）の作成

・品質、安全性に関しては遺伝子治療臨床研究指針と整合性を考慮

・遺伝子治療製品の製法、品質特性解析・規格設定、非臨床を含めた二次案を作成

･ 三次案を審査管理課、PMDAに提案し、学会等からコメントにて一部修正、成果物として提出

･ 今後は製造販売承認に向けた指針案作成に役立つように個別案件をsmall groupで論議していく

5.  人材交流に関して

1) 人材交流

・NIHS: 五十嵐友香（時限付常勤職員）、伴野太郎（時限付非常勤研究補助員）

内田恵理子が月1回程度成育でのmeetingに参加

・PMDA: PMDA審査業務担当者2名が月1回程度成育でのmeetingに参加

2) PMDAでのセミナー

・H24年 4回（小野寺、島田、奥山先生、土田）

・H25年 3回（金田先生、那須先生、岡田先生）

・遺伝子治療の概要、AAV、LVの安全性、有効性の個別テーマでの話し合い
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