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科学委員会では、今般、下記について科学的見地からの議論をまとめました。 

独立行政法人医薬品医療機器総合機構における通常業務にご活用ください。 

 

 

記 

 

 

標的特異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品の開発における留意事項 

-- in vivo CAR-T の開発など 

 

 

以  上 



 

標的特異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品の開発における留意事項 

-- in vivo CAR-T の開発など 
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1. 総論 

1.1. 背景 

近年、遺伝子治療製品の開発が急速に進み、承認品目も増えつつある（1）。遺伝子治療には、

大きく分けてウイルスベクターや非ウイルスベクターを直接患者に投与する in vivo遺伝子治療と、

組織や細胞を体外に取り出して遺伝子導入／改変操作を施してから患者に投与する ex vivo遺伝子

治療がある。著明な効果を挙げている in vivo遺伝子治療の例がアデノ随伴ウイルス（AAV）ベク

ターによる先天性黒内障（Leber 病）や脊髄性筋萎縮症（SMA）の治療である。Ex vivo 遺伝子治

療としては、B 細胞系悪性腫瘍に対するキメラ抗原受容体（CAR）遺伝子導入 T 細胞（CAR-T）

療法が著効を示している。しかし CAR-Tは、製造に多大のリソース（設備、物品、人手）を要す

るという問題点があり、in vivo遺伝子治療で CAR-T を作る試みが進んでいる。今後、この流れは

さらに広がり、ex vivo 遺伝子治療から in vivo遺伝子治療への切り替えが模索されていくであろう

（2）。 

ベクターの直接投与により ex vivo 遺伝子治療と同等以上の有効性及び安全性を得るためには、

標的とする細胞／組織に限局して治療用遺伝子や遺伝子改変ツールを送達し発現させるための高

い標的特異性が必要であり、その評価、特に安全性について、開発側と規制側が基本的な考え方

を共有しておくことは有意義だと考えられる。そこで、独立行政法人医薬品医療機器総合機構の

科学委員会では、この課題について専門部会を設けて検討することとした。対象となる読者は、

遺伝子治療用製品の開発者（企業）、ベクター等の開発研究者（企業・アカデミア）、及び規制当

局の審査員などである。 

 

1.2. 報告書が扱う範囲 

本報告書では、ex vivo 遺伝子治療から in vivo遺伝子治療へ発展させていくなど、これまで以上

の標的特異性を必要とする in vivo遺伝子治療用製品の開発について考察する。一方で、in vivo遺

伝子治療として既に確立された技術やその延長上にあるもの、例えば腫瘍や実質臓器への局所投

与による標的化や、腫瘍特異的な感染・増殖が作用機序の基本である腫瘍溶解性ウイルスなど、

現行の規制で対応できていると考えられるものについては、必要に応じて指針や文献を挙げるに

留める。 

その上で、本専門部会が重視する主な安全性上の懸念は二つある。第一はゲノム組み込み型ベ

クターやゲノム編集操作による宿主ゲノムの永続的変化に伴うリスクである。特に、遺伝子改変

された細胞が生殖細胞であった場合は、その影響が世代を越えて及ぶため、格別の配慮が必要と

考えられる。第二の懸念は、重篤な全身的副反応である。特にこれまで全身投与に用いられてこ

なかったウイルスベクター（レトロウイルス・レンチウイルス）の大量全身投与を行う場合の安

全性確保をどうするか、十分な検討が求められる。 

 

1.3. 標的特異性 

「標的特異性」の付与については、大きく 3 つの段階に分けて考えられる。一つ目は細胞表面

分子に対するベクターの親和性に基づくもので、「（細胞／組織）指向性」と呼び変えてもよい。

ウイルスベクターでは、エンベロープやカプシドと細胞表面受容体との相互作用として研究され
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てきたが、その組織特異性は必ずしも高くない。非ウイルス性のモダリティである mRNAやプラ

スミド DNAなどについては、組み合わされる脂質ナノ粒子（LNP）などナノキャリアが担う薬物

送達システム（DDS）が指向性を左右する。二つ目は、細胞内トラフィッキングやウイルスの生

活環に応じた宿主因子の利用であるが、その実態について十分な知見は得られていない。三つ目

は発現レベルの調節、すなわち組織特異的プロモーター／エンハンサーなどの転写調節、転写後

翻訳調節や RNA 干渉などを利用した組織特異的発現調節などである。この報告書では、ベクター

／モダリティごとに、細胞／組織指向性付与を主体に、必要により発現制御との組み合わせで議

論を進める。 

 

1.4. 用語の定義 

ベクター：本報告書では、遺伝子導入／改変ツールを総称して遺伝子治療用ベクターと呼ぶ。ウ

イルスベクターには、レトロウイルス（RV）、レンチウイルス（LV）、アデノ随伴ウイルス

（AAV）、アデノウイルス（AdV）などに由来するものがある。非ウイルスベクターとして

は、プラスミド、mRNAのほか、以下に定義する LNP を含むナノキャリアなどを含む。 

ナノキャリア：薬物（DNA、RNA、蛋白質、低分子化合物を含む）と複合体を形成し、目的組織

に送達するミクロンサイズ以下の担体を総称する。高分子／脂質／無機ナノ粒子、リポソー

ム、ナノチューブ、ナノ複合体、ニオソームなどが含まれる。 

LNP（脂質ナノ粒子）：ナノキャリアの一種で、脂質を主成分とする直径 10-1000 nmの粒子。現在

mRNAの送達に使われている LNP は、pH感受性脂質（イオン化脂質）、ポリエチレングリ

コール修飾脂質、ヘルパー脂質（リン脂質、コレステロール）から構成されている。 

 

2. 遺伝子治療用ベクター／モダリティごとの標的特異性付与戦略 

この章では、標的特異性を有する in vivo遺伝子治療用ベクターとして現在主に研究されている

LV ベクター、AAVベクター、AdV ベクター、mRNA、DNAについて、その特徴と標的特異性付

与戦略を記載する。 

 

2.1. レンチウイルス（LV）ベクター 

レトロウイルスの一群に属する LV に由来するベクターは、導入遺伝子を細胞のゲノムに安定

的に組み込むため、幹細胞遺伝子治療のように生涯にわたり目的遺伝子の機能が持続することが

期待される場合に適している。LV粒子は数種類の蛋白質を包埋する脂質二重膜エンベロープに包

まれており、エンベロープ蛋白質を他のウイルスのものと入れ替えたり（擬似タイピング、シュ

ードタイプ化）、改変したりすることにより感染指向性が変化する（3）。標的特異性の高い LVベ

クターを開発するために、シンドビスウイルス（4）や麻疹ウイルス（5）などのウイルス由来膜

蛋白質をベースとし、標的となる受容体に結合する抗体の単鎖可変領域フラグメント（scFv）やア

ンキリンリピート蛋白質（DARPins）などの配列を組み込むのが一般的である（3，6，7）。抗体が

認識する細胞表面抗原としては、造血幹細胞（HSC）マーカーである CD133（8）、HSC・血管内

皮細胞マーカーである CD105（9，10）、T 細胞マーカーである CD8（11）や CD4（12）が報告さ

れている。 
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LV ベクターの発現段階での調節としては、標的細胞でのみ活性化する組織特異的プロモーター

を使用する方法と、標的細胞以外で発現するマイクロ RNA（miRNA）の標的配列を付加して、標

的外の細胞での遺伝子発現を抑制する方法がある（13）。 

 

2.2. アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター 

AAV の粒子は 1 本鎖 DNA ウイルスゲノムとこれを包むカプシドからなり、エンベロープを持

たない。感染後、ベクターゲノムは宿主ゲノムに組み込まれずエピソームとして核内に存在する。

AAV ベクターの細胞／組織指向性はカプシドと宿主受容体との親和性で決定され、カプシドのア

ミノ酸配列によって異なる組織指向性を示す。自然界には 100 以上の AAV 血清型が存在してい

るが、そのバリエーションだけで限局的な細胞／組織指向性を得ることは困難であり、カプシド

の表面に任意のペプチド配列を付加したり、scFv、DARPins を挿入したりすることで高い標的特

異性を付与した AAVベクターが開発されている。最近では、バイオインフォーマティクスと計算

ツールを応用した in silicoカプシド工学が注目を集めている（14）。 

導入遺伝子の発現調節には組織特異的プロモーター／エンハンサーが用いられるが、AAV ベク

ターにはゲノムサイズ制限があるため、最適化の工夫が必要である。 

 

2.3. アデノウイルス（AdV）ベクター 

AdVは 2 本鎖 DNA ゲノムを持つ非エンベロープウイルスで、血清型 5（Ad5）などカプシドの

アミノ酸配列が異なる 100 以上の血清型が知られている。感染指向性を決定するのは粒子から突

出したファイバー・ノブと細胞表面受容体の親和性で、自然分離株の探索やファイバー・ノブの

改変が続けられてきた。たとえば、HSC で高発現する CD46を受容体とする血清型 35（Ad35）や

デスモグレイン 2（DSG2）を受容体とする血清型 3（Ad3）のファイバー・ノブ配列を利用して

HSC への遺伝子導入が可能になった（15 - 19）。最近では、複数の改変によって HSC への指向性

をさらに高めた AdV ベクターが開発され、注目されている（20）。その他、ファイバーにインテ

グリン結合 RGD モチーフを挿入した上で B細胞特異的プロモーターを用いたり（21）、Ad5のノ

ブと T 細胞上の分子（CD3、CD28、interleukin（IL）-2受容体）を橋渡しするアダプターを用いて

選択性を持たせたりする試みもある（22）。 

AdV は AAV に比べて免疫原性が高く、投与後のサイトカイン・ストームによる死亡例もあっ

て大量全身投与には向かないと考えられてきたが（23）、標的特異性の向上がさらに進めば、投与

量を減らしつつ治療効果を得ることが可能になると期待される。AdV ベクターは搭載できる遺伝

子サイズが大きく、組織特異的プロモーター／エンハンサーによる発現制御を組み合わせやすい

という利点も有する。 

 

2.4. mRNA、DNA 

mRNAは、severe acute respiratory syndrome coronavirus 2（SARS-CoV-2）ワクチンの成功によっ

て、最近特に注目を集めている遺伝子導入モダリティである。同様に蛋白質産生を目的とする非

ウイルスベクターである DNA が細胞核への送達を必要とするのに対し、細胞質で直接翻訳され

る mRNA は核への送達が不要なため、特に非分裂細胞で DNA に比べて高発現が期待でき、さら
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にゲノム挿入変異のリスクもない。一方、mRNA は体内で分解されやすいため発現持続時間が短

く、化学的に不安定なため保存安定性が低い。そのため、mRNA と組み合わされる DDSは、mRNA

の保護と標的細胞／組織への送達という二つの役割を持ち、mRNA ワクチンでは、ほぼ全ての開

発例で LNPが用いられた（24）。LNPは細胞膜に含まれる脂質を主材料とすることで mRNAの細

胞取り込みを促進して高い導入効率を発揮するのに加え、免疫反応を誘導するアジュバントとし

ても機能する。一方、脂質を用いない他の DDS（例えば合成高分子をベースとするナノキャリア）

も開発が行われており、特に治療用 mRNA 医薬品への応用が期待される。 

細胞／組織指向性に関して、標的によっては既に化成品や核酸医薬の DDSとして承認されてい

るものも使えるだけでなく（25）、低分子から高分子まで様々な分子を包埋することが可能で自由

度が高いため、今後の展開が期待される。ウイルスベクターと同様に scFv や DARPins を利用す

るほか（26 - 28）、LNP の脂質組成を調整して肺・脾臓・肝臓への指向性を高める研究や（29，30）、

多種のナノキャリアの生体内分布をハイスループット解析して求める指向性を有するものを選択

する方法の開発も行われている（31）。 

蛋白質発現レベルで標的特異性を付与する戦略として、DNA はウイルスベクターと同様、組織

特異的プロモーター／エンハンサーによる転写レベルの調節と miRNA による翻訳レベルの調節

が可能である。一方 mRNA で可能なのは翻訳レベルでの制御のみであるが、その効率・汎用性は

DNA 以上に注目されている。mRNAの細胞選択的翻訳制御の手法として、i）細胞特異的な miRNA

活性の利用（32 - 34）、ii）細胞特異的に転写されている RNA と投与した mRNA との相補鎖形成

（35，36）、iii）細胞特異的に発現している蛋白質と投与 mRNA との相互作用の利用（37 - 39）、

iv）細胞特異的な蛋白質分解機構の利用などが報告されている（40）。 

 

3. 注目事例の開発動向 

3.1. CAR-T 

遺伝子治療用ベクターの直接投与により体内で CAR-Tを作る研究が多数報告されており、非臨

床段階では活性のある CAR-Tの体内製造に成功している（26，41）。既に CD19-CAR-T の ex vivo

遺伝子治療で用いられている LV をベースとした研究が最も多く（42 - 47）、最近では、小動物の

みならず霊長類を使った企業の非臨床試験の成果も報告されている（48，49）。さらに、AAV ベク

ター（47，50）、DNA（27）、mRNA を用いた in vivo CAR-T の非臨床研究も行われている（51，

52，53）。注目すべきは、これまでの主な対象疾患であった血液系の悪性腫瘍に加え、心疾患など

も治療標的として考慮されるようになってきたことである（53）。（表 1） 

 

表 1. In vivo CAR-T非臨床研究（(26)より抜粋改変） 

プラットフォーム 標的細胞への結合 標的細胞の受容体 参考文献 

LV ベクター 抗体, DARPins CD3, CD4, CD7, CD8 42 - 49 

AAV ベクター DARPins CD4, CD8 47, 50 

DNA/ナノキャリア 

mRNA/ナノキャリア 
抗体 CD3, CD8 27, 51, 52 
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mRNA/LNP 抗体 CD5 53 

 

3.2. 造血幹細胞遺伝子治療 

HSC は生涯にわたって全ての血球を産生する細胞であり、これを遺伝子修復することができれ

ば、様々な遺伝性疾患に対して 1 回の治療で永続的な治療効果を得ることが可能となる。現在ま

での臨床試験で、HSCを対象とした遺伝子治療に成功しているのは全て ex vivo 遺伝子治療である

が（54）、CAR-T 療法と同様ないしそれ以上のリソースを必要とする。 

HSC 遺伝子治療ツールの in vivo 送達手段は、主にウイルスベクターと mRNA/LNP の 2 種類で

ある。ウイルスベクターは LNPより免疫原性が高いが、遺伝子導入の効率・安定性は優れており、

AdVベクターによる遺伝子送達法の開発が最も進んでいる。2.3.で紹介したCD46に吸着するAd35

のカプシド改良に加え、ベクターからの prime editorの発現と薬剤選択による鎌状赤血球症モデル

マウスの in vivoでの治療が報告された（19）。最近、さらに HSC特異的遺伝子導入効率の高い AdV

ベクターの報告があり、注目されている（20）。AdV ベクターは免疫原性が高いため、基本的に投

与できるのは 1回と考えられている。LVベクターについては in vivoでの検討に至っておらず（55）、

免疫原性に関するデータも限られている。 

非ウイルスベクターである mRNA/LNPは免疫原性が比較的低く、複数回投与が可能であるとい

う利点があり、HSCの in vivo ゲノム編集についても報告されている（56，57）。HSC へ遺伝子治

療ツールを送達するためには、特異的に発現する細胞表面マーカーの抗体を用いるのが一般的で

ある。 

 

3.3. 抗悪性腫瘍（CAR-T 以外） 

CAR-T 以外で悪性腫瘍に対する in vivo 遺伝子治療用製品として開発が進められている事例と

して腫瘍溶解性ウイルス（OV）があげられる。ベースとなるウイルスとしては、AdV、単純ヘル

ペスウイルス、ワクシニアウイルス、レオウイルスが多く用いられている（58）。OV には、自然

分離されたウイルスを弱毒化したものと、腫瘍特異的なプロモーターの利用等によりウイルスが

腫瘍でのみ複製し正常細胞では増殖しないように遺伝子改変されたものがある。すなわち、OVは

当初から、ある程度は非標的細胞にも感染する可能性を念頭に置いた上で安全性と有効性を確保

するように設計されており、日米 EU医薬品規制調和国際会議（ICH）からこれに沿った見解（「腫

瘍溶解性ウイルス」（59）及び「生殖細胞への意図しない組み込みリスクに対応するための基本的

な考え方」（60）。以下、「ICH見解：腫瘍溶解性ウイルス」及び「ICH見解：生殖細胞への組み込

みリスク」）が発出されている。OV の投与経路は腫瘍内投与が主であるが、静脈内投与も 1/4 近

くを占める。AdVやワクシニアウイルスは腫瘍内投与が主で、静脈内投与のプロトコールも散見

される。レオウイルス、ニューカッスル病ウイルスは主に静脈内投与で用いられている（58）。静

脈内投与の場合、腫瘍に到達するための様々な物理的バリアに加え、親ウイルスの自然感染や過

去の OV 投与により生ずる中和抗体が問題となる（61）。 

OV の標的特異性をさらに高めるベクター側の改良としては、2.2.-2.3.で述べたカプシド改変に

よる細胞指向性変更や、指向性進化法による腫瘍特異的増殖力の増大（62）などが挙げられる。

一方、全身投与された OV の腫瘍標的への送達を促進する投与法の工夫として、血管構築の正常
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化（63）、腫瘍灌流圧の調整（64）、超音波や磁気など物理的機器の使用、キャリア細胞の併用な

どがある（65）。本委員会では、このような改良も含め、OV開発については上記 ICH 見解など既

存のガイドラインで当面の対応が可能だと考えている。 

 

3.4. 再生医療 

再生医療は遺伝子治療の応用分野の 1 つとして、かねてより注目されている。組織再生は本質

的に局所での現象であり、投与遺伝子の標的指向性が強く求められる。そのため、遺伝子治療用

ベクターの全身投与による再生医療への応用はほとんど報告が無く、標的部位・組織に対する局

所投与が中心であった。一方、サイトカインや成長因子などの徐放を目的としたウイルスベクタ

ーの局所投与は古くより検討されてきたが（66）、ウイルスベクターの引き起こす免疫反応が投与

部位のみならず遠隔部位の組織再生にも悪影響を及ぼす場合があるなど（67）、安全かつ有効な再

生医療実現にはまだ課題が多い。 

一方、mRNA は DNA と異なりゲノムへの挿入変異リスクが無いなど安全性で優れており、局

所投与による再生医療への応用が検討されている。臨床試験事例としては、虚血性心疾患に対す

る血管内皮増殖因子（VEGF）mRNAの心筋投与によって投与部位での有意な血管再生効果が得ら

れている（68）。前臨床段階のものとしては、骨形成蛋白質（BMP-2）mRNAを用いた骨再生（69）、

脳由来神経栄養因子（BDNF）mRNA を用いた脳虚血疾患の神経保護療法（70）などがある。さら

に、mRNA は転写因子など細胞内で働く因子を発現させることも可能なため、標的細胞のシグナ

ル制御により組織再生を促す研究も行われている。基礎研究としてはダイレクトリプログラミン

グへの応用（71）、臨床応用に向けては、我が国で軟骨誘導性転写因子 mRNA の関節内投与によ

る変形性関節症治療の前臨床試験が進められている（72）。再生医療領域での mRNA 投与に共通

する特徴として、ワクチンで一般的に用いられる LNP は使われておらず、naked mRNAの形で、

あるいはコラーゲンや高分子ベースの DDS が用いられている。LNP によって惹起される免疫反

応が、組織再生には障害となることが示唆されているためである。 

 

3.5. ゲノム編集（上記以外） 

ゲノム編集ツールには、大きく分けて zinc finger nuclease（ZFN）や transcription activator-like 

effector nuclease（TALEN）などの配列特異的人工エンドヌクレアーゼと、配列認識を RNAが行う

clustered regulatory interspaced short palindromic repeats（CRISPR） /CRISPR-associated（Cas）

endonuclease（CRIPR/Cas）システムの 2 系統がある。ZFN や TALEN の場合には、これらをコー

ドする DNA/mRNA を各標的組織に送達する。これまでは標的に合った指向性をもつ血清型の

AAV ベクターが用いられることが多かったが、LNP に組織特異性を持たせて mRNA を送達する

試みも次第に増えてきている。一方、CRISPR/Cas に由来するツールの場合は、DNA 切断蛋白質

である Cas もしくはそれをコードする遺伝子と、Cas を標的 DNA 配列にリクルートするガイド

RNA（gRNA）とを別々の分子として送達する。Casやそれから派生した塩基編集、プライム編集

などは、遺伝子サイズが AAV のパッケージング限界を越える場合があるため、遺伝子を分割して

別々の AAV ベクターで導入し再構成する必要がある。LNP を用いる場合には、Cas の mRNA と

gRNA とを同時に LNP に封入する。さらに、AAV や mRNA ではなく、Cas 蛋白質と gRNA の複
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合体を LVベースのウイルス様粒子などを用いて送達する試みも行われている（73，74）。 

既に臨床に応用されている例として、肝臓指向性の高い LNP を用いた in vivoゲノム編集治療の

第一相試験の結果が報告されている（75）。この LNPは既に核酸医薬の DDS として承認されてい

るもので（25）、それ自体に細胞特異的リガンドは含まれていないが、静脈内投与されると血中の

apolipoprotein Eと効率よく結合し、肝実質細胞表面に高発現している low-density lipoprotein（LDL）

受容体を介したエンドサイトーシスで取り込まれ、LNPに内包された Cas mRNAと gRNA の働き

で肝臓の transthyretin遺伝子を破壊して効果的にアミロイド沈着を軽減した。同様に、肝臓を標的

とした in vivo 塩基編集として、高コレステロール血症患者に対する PCSK9 遺伝子改変の第一相

試験中間報告では、アデニン塩基編集ツールをコードする mRNA と PCSK9 遺伝子を標的とする

gRNA が封入された LNPの投与後、用量依存的に LDL コレステロール値低下が観察された（76）。

PCSK9の塩基編集については、標的指向性を向上させるために N-アセチルガラクトサミンを表面

に持つ LNPに変更し、アシアロ糖蛋白質受容体を介して肝実質細胞に特異的に取り込ませる臨床

試験も開始されている。 

 

4. 臨床試験開始における留意事項 

4.1. 特性解析と品質管理 

治験開始にあたって品質面の一般的な原則として、開発する遺伝子治療用製品の重要な品質特

性（CQA）の理解が重要である。特に、非臨床試験及び臨床試験における有効性／安全性の評価

が妥当であることを説明するためには、非臨床試験で用いる被験製品、臨床試験で用いる治験製

品及び市販される遺伝子治療用製品の間の品質上の一貫性の説明を可能とするだけの特性解析の

情報を得ておく必要がある。さらに、高い標的特異性を付与する in vivo遺伝子治療用製品につい

ては、その特異性に関連する CQA（標的特異性関連 CQA）についても、開発初期から意識して情

報を収集し特定に努める必要がある。一般的な遺伝子治療用製品の品質管理については「遺伝子

治療用製品等の品質及び安全性の確保に関する指針」（以下、「遺伝子治療用製品等の指針」）に記

載されているが（77）、本項においては、本報告書で焦点を当てた高い標的特異性付与に伴う品質

管理の論点について述べる。 

本製品は高い標的特異性によって、目的とする局所（細胞／組織）へ送達／導入させることに

より、有効性を発揮するための必要投与量の減量・最適化、投与量の低減に伴う安全性に係るハ

ザードの軽減等を期待して開発することが想定される。開発者は高い標的特異性を付加すること

の科学的な作用機序や高い特異性を付加する意義を説明できる必要がある。標的特異性は有効性

及び安全性に直結するため、細胞／組織特異性に関連する品質特性は標的特異性関連 CQA とな

る可能性が高い。前述の通り、CQAの一貫性は非臨床試験や臨床試験の評価に当たって極めて重

要と考えられるため、標的特異性関連 CQAの管理についても、通常の遺伝子治療用製品で求めら

れる品質管理に加えて、開発初期から厳密に行う必要がある。 

例えば、薬効を示す物質に標的特異性を付加する修飾（標的細胞特異的な抗体の結合や目的細

胞の受容体に結合するリガンドの結合）を行った場合は、付加の割合や修飾による標的分子への

結合能などを標的特異性関連 CQA として評価・管理する必要性がある。LNP のような粒子に薬

効を示す物質を包含する場合は、LNP を構成する脂質の種類や割合、LNPの表面に結合させた抗
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体等の量、薬効を示す物質（核酸を含む）の粒子への包含率などが標的特異性関連 CQAとなるで

あろう。また、in vitro試験によって、特異性が期待される細胞種での遺伝子発現や局在すべきで

はない細胞への遺伝子導入や遺伝子改変がないことを確認する試験なども考えられ、この点も安

全性を踏まえた重要な特性となるであろう。 

治験開始に当たっては、その時点で既知である全ての CQAを含む品質特性を把握した上で、品

質管理における標的特異性関連 CQA の許容幅についても検討する必要がある。つまり、標的特異

性の低下で想定されるハザード（有効性の低下、対象外の細胞での遺伝子発現による影響、生殖

細胞への組み込み等）を特定した上で、ベクターの種類、投与経路、投与量等を勘案し最終的な

リスクを評価し、どこまでの幅が許容されるかを検討する必要がある。評価においては非臨床試

験の結果も参考となる可能性が高い。なお、上市される最終製品の規格幅は臨床試験の結果も踏

まえて最終判断される。 

モデル動物などが利用可能である場合は、非臨床試験によって可能な限り想定される標的特異

性が生体内で機能することを確認しておくことが望ましい。しかしながら、異種動物を用いた標

的特異性の評価結果は種によって異なる可能性があり、ヒトにおける影響を非臨床試験で評価す

ることには限界がある場合も多い。そのような場合は、ヒトの細胞や組織を用いて in vitroで標的

特異性を解析する必要がある。例えば、ヒトの特定の臓器への特異性が期待される場合は、多く

の種類の細胞を網羅した細胞パネルなどを用いて、期待される臓器への局在性や局在してはなら

ない臓器へ局在しないことを評価するなどが考えられる。 

また品質特性評価における標的特異性の解析手法として、i）定量的 PCR/逆転写–定量的 PCR

（qPCR/RT-qPCR）を用いたベクター遺伝子の検出、ii）抗原抗体反応（免疫染色、ELISA など）

によるベクターからの遺伝子発現産物の検出などが行われている。さらに、iii）蛍光蛋白質等を

組込んで発現を評価するために作成されたベクターを用いることも可能かもしれない。qPCR/RT-

qPCR による解析の感度は高いと考えらえるが、mRNA のように細胞内での半減期が短いモダリ

ティに対しては感度が低下する可能性がある。上記 2.4.で挙げた細胞特異的な miRNA（32 - 

34）、細胞特異的な転写産物、細胞特異的に発現している蛋白質（37 - 39）などを対照とした解

析を組み合わせることも有用であろう。 

 

4.2. 非臨床試験 

標的特異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品を用いた臨床試験を実施する際には、それまでに

得られた品質に関する情報に加えて、有効性及び安全性の観点から、以下の非臨床試験における

評価が重要になる。 

 

4.2.1. 生体内分布評価 

In vivo 遺伝子治療用製品を用いた生体内分布試験では、標的とする器官、組織及び細胞だけで

なく、それ以外への分布も評価できるため、標的特異性を有する in vivo遺伝子治療用製品の有効

性と安全性を評価する上で重要な情報が得られる。 

標的特異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品の開発では、これまで in vivo遺伝子治療に利用さ

れなかった RV ベクターや LV ベクターなどのゲノム組み込み型ウイルスベクターも用いられる
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ケースが考えられる。このようにゲノム組み込みリスクが高い遺伝子治療用製品の全身曝露が想

定される場合には、ICH 見解：生殖細胞への組み込みリスク（60）に準じて、生殖細胞への意図

しない遺伝子組み込み及び改変リスクを慎重に評価する必要がある。同様のリスク評価は、全身

投与するゲノム編集製品の開発においても必要である。 

また、標的特異性を有する in vivo遺伝子治療用製品の生体内分布試験の立案にあたっては、従

来の in vivo遺伝子治療用製品と同様に、遺伝子治療用製品等の指針（77）及び「遺伝子治療用製

品の非臨床生体内分布の考え方」（以下、「ICH-S12」）（78）が参考になる。しかしながら、標的特

異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品では、ヒトの標的細胞のみに結合する場合も想定される。

その場合には、ヒト組織パネルやヒト蛋白質を発現させた細胞等を用いた組織交差反応試験を利

用することが考えらえる。また、非臨床薬理試験や非臨床安全性試験がモデル動物などを用いて

行われる場合には、これらの試験成績を解釈する上で、被験動物種の相同遺伝子を搭載した製品

を用いて生体内分布を評価することも有用と考えられる。なお、当該評価は必ずしも独立した試

験として実施する必要はなく、有効性については非臨床薬理試験、安全性については毒性試験の

中で評価することも可能と考えられる。 

 

4.2.2. 非臨床薬理評価（効力を裏付けるための評価） 

標的特異性を有するin vivo遺伝子治療用製品の非臨床薬理試験については、遺伝子治療用製品

の指針（77）を参考に、当該製品を用いた臨床試験実施の適切性を有効性の観点から判断する目

的で実施する必要がある。In vivo非臨床薬理試験に用いる動物種を選択する際には、後述する非臨

床安全性試験と同様に、可能な限りヒトと同様の標的特異性を有すること、及び遺伝子治療用製

品の発現産物がヒトと同様の生物活性を惹起することが重要である。これらの条件を満たすこと

が困難である場合には、標的特異性を優先して動物種を選択し、被験動物種の相同遺伝子を搭載

した製品を用いて検討することが推奨される。また、in vivo遺伝子治療用製品の標的特異性を評価

する上では、副次的薬理作用（期待した治療標的に関連しない被験物質の薬力学的作用）の情報

も有用と考えられる。 

 

4.2.3. 非臨床安全性評価 

標的特異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品であっても完全な標的特異性を期待することは

困難であることから、標的特異的発現だけでなく標的外細胞／組織で発現する「発現産物に起因

する毒性」の評価が必要であり、さらに、従来の in vivo遺伝子治療用製品と同様に、「発現産物に

起因しない毒性」についても評価する必要がある。 

 

4.2.3.1. 発現産物に起因する毒性 

In vivo 遺伝子治療用製品の発現産物に起因する毒性評価は、遺伝子治療用製品の指針（77）を

参考に、ヒトで期待される薬理学的作用を示すと考えられる動物種 1 種を用いる必要がある。さ

らに標的特異性を有する in vivo遺伝子治療用製品では、導入遺伝子がヒトで標的とする細胞／組

織で発現し、その発現産物が生物活性を発揮する動物を用いて評価することが望ましい。しかし

ながら、標的特異性に関するヒトと動物との種差を考慮すると、適切な動物種を選択することが
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困難な場合も想定される。このような場合には、標的細胞や発現産物の生物学的な特性等の様々

な情報を踏まえてヒトでのリスクを見積もる方策（weight of evidence アプローチ）によって、標

的特異的な発現産物に起因する毒性を評価することが推奨される。このような方策を実施した上

で、ヒトでのリスクを見積もるために追加の非臨床安全性試験成績が必要な場合には、被験動物

種の相同遺伝子や遺伝子組換え動物（トランスジェニック動物など）を用いた非臨床安全性試験

を行うことも考えられるが、その必要性については、規制当局との協議により合意を得ておくこ

とが推奨される。 

 

4.2.3.2. 発現産物に起因しない毒性 

標的特異性を有する in vivo 遺伝子治療用製品の発現産物に起因しない毒性評価は、ヒトでの安

全性が明らかでない化学物質が含まれるかどうかによって、その方策が異なる。当該製品（例え

ば、LNP 等）にヒトでの安全性が確認されてない化学物質（新規の脂質等）を利用する場合には、

その化学物質の安全性を確認するために、「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」（以下、「ICH-M3」）（79）に準じた非臨床安全性試験

（例えば、2種の動物種を用いた一般毒性試験、遺伝毒性試験、生殖発生毒性試験等）を検討する

必要がある。一方、そのような成分を含まない製品での発現産物に起因しない毒性は、任意の 1種

類の動物種を用いた一般毒性試験の中で、発現産物に起因する毒性と合わせて評価可能と考えら

れる。 

 

4.2.3.3. 遺伝子組み込み評価 

従来の in vivo遺伝子治療用製品の開発では、ゲノムへの組み込みによる発がんや次世代影響の

リスクを懸念して、全身曝露を伴うヒトへの組み込み型ウイルスベクターの静脈内投与等は避け

られてきたが、今後は、標的特異性を付与して意図しない細胞／組織（例えば、生殖細胞）への

影響を可能な限り低減化した上で、組み込み型ウイルスベクターの全身投与が検討される可能性

も考えられる。そこで、そのような製品の開発においては、従来の in vivo遺伝子治療用製品や in 

vivo ゲノム編集製品の考え方と同様に、遺伝子治療用製品の指針（77）や「ゲノム編集技術を用

いた遺伝子治療製品等の品質・安全性等の考慮事項に関する報告書」（80）に加え、特に生殖細胞

への影響を評価するために ICH見解：生殖細胞への組み込みリスク（60）も参考にしてより詳細

に評価する必要がある。そこでは、生体内分布評価やヒトでの推定血中曝露量等を踏まえて、生

殖細胞への組み込みリスクを見積もることが重要である。その結果、ヒト生殖細胞への組み込み

リスクが懸念される場合には、リスク・ベネフィットを慎重に検討する。その上で、臨床試験を

実施する場合は、その管理手順、インフォームドコンセント、並びに適切な注意喚起などの方策

を講じて患者に対するリスク軽減に努めなければならない。 

 

4.3. 臨床試験計画策定にあたり考慮すべき事項 

4.3.1. ベクター毒性 

これまで全身投与された遺伝子治療用ベクターとしては、AAVベクターの臨床経験が最も蓄積

されており、肝臓、腎臓、心臓、肺の障害等による死亡例や重篤な有害事象が報告されている（81 
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- 84）。その中で最も多く認められる有害事象は肝障害で、SMA 患者や X 連鎖性ミオチュブラー

ミオパチー患者ではそれぞれ 4例の死亡が報告されている（81 - 84）。肝毒性の原因としては、肝

臓が全身に投与された AAV ベクターの受け皿になるため、高ベクター負荷により肝ストレスや免

疫反応が生じるなど複数の要因が考えられ（84，85）、用量が大きい場合はコルチコステロイド

投与等の肝毒性予防対策が必須となる（86）。次に、重篤な有害事象として血栓性微小血管症（TMA）

があり、SMA患者 1例が死亡したほか（87）、多様な疾患（Duchenne型筋ジストロフィー（DMD）、

ファブリー病、ダノン病、メチルマロン酸血症）でも観察されている。TMA は内皮細胞の障害に

より微小血管障害性溶血性貧血、血小板減少、腎障害、微小血栓症などをきたす疾患で、補体系

の活性化が病態増悪の一因であるため、抗補体療法（C5阻害薬のエクリズマブやラブリズマブな

ど）や血液透析は治療に有効な戦略である。なお、ミニ/マイクロジストロフィン遺伝子治療を受

けた DMD 患者で心臓毒性が観察されたが、治療用遺伝子産物が非自己と認識されて起こった細

胞性免疫反応が原因と示唆されている（88）。その他、AdV ベクターの高用量全身投与後に見られ

たサイトカイン・ストーム（23）は、他のウイルスベクターでも起こる可能性があるため注意が

必要である。ヒトでの重篤な神経毒性は知られていないが、AAV9 ベクターの非臨床試験におい

て、カニクイザルへの髄腔内投与後に脊髄後根神経節における炎症性単核細胞浸潤、神経細胞壊

死・消失が報告されていることもあり（89）、血液脳関門を通過しやすいベクターについては、投

与量増大につれてリスクが生ずる可能性を考慮する必要がある。 

これまで主に ex vivo 遺伝子治療で用いられてきた RV/LV ベクターについては、ヒトへの全身

投与の経験がほとんどないため、in vivo 遺伝子治療に用いる場合には、投与量の検討や投与後モ

ニタリングの実施など、慎重に進める必要がある。 

一方、mRNA/LNP については、COVID-19 ワクチンとして全世界で累計数十億回以上の筋肉内

投与がなされた。主な副反応は接種後の炎症反応（接種部位の疼痛・腫脹、発熱・悪寒、疲労、筋

肉痛・関節痛、悪心・嘔吐、下痢など）であり（90）、LNPの脂質成分に対する反応が主となって

いると考えられる（91）。また、頻度は低いものの心筋炎・心膜炎（92）、重篤になり得るものとし

てアナフィラキシー反応も起こり得る。mRNA/LNP の全身投与はゲノム編集用途や遺伝性難治疾

患に対して臨床試験が行われており（75，76，93）、参考になる。LNPの点滴静注は、核酸医薬の

投与法として用いられており、重大な副作用として infusion reaction や房室ブロックなどがある

（94）。その他の副作用として mRNA/LNP ワクチン投与後に見られる一般・全身障害や胃腸障害

などが起こりうる。非臨床試験では肝毒性や肺障害も報告されているため、これらにも留意して

臨床試験を行う必要がある（95，96）。LNPと一部成分が重なるものとして「リポソーム製剤の開

発に関するガイドライン」も発出されており（97）、品質・非臨床の留意事項と併せて参考になろ

う。 

 

4.3.2. がん化のリスク 

ベクターのゲノム挿入によるがん化（挿入発がん）のリスクは、組み込み型である RV /LV 由来

のベクターについては広く認識され、警告が促されてきたが、最近、米国食品医薬品局（FDA）

が改めて CAR-T 療法における二次性悪性腫瘍発生の調査を行った（98）。発生頻度はかなり低く、

CAR-T 治療については対象疾患の性質や先行治療による影響も考えられるが、T 細胞性悪性腫瘍



13 

 

の発生リスクについて改めて添付文書での警告が求められた。 

AAV ベクターは基本的に非組み込み型であるが、新生仔マウスへの投与による肝細胞がんの発

症を契機に、AAV ベクターのゲノム挿入に起因する可能性が指摘された（99 - 103）。AAV のゲ

ノム挿入はヒトでも確認されているが、これまでにがん化は確認されていない（104，105）。一方、

ゲノム編集でゲノム DNA の二本鎖切断により DNA が損傷を受けると AAV ベクターが切断部位

に高頻度で組み込まれることが報告されており（106）、AAVベクターを用いたゲノム編集では挿

入変異のリスクが上がることが懸念される。これまで AAVについてはそれほど長期のフォローア

ップは求められてこなかったが、ゲノム編集など永続的影響を残すものについては、ゲノム非組

み込み型ベクターを in vivo 投与する場合も組み込み型ベクター並みの長期追跡が求められる。 

 

4.3.3. 生殖系細胞への組み込みリスク 

高い標的指向性を持つベクターを用いる in vivo遺伝子治療であっても、原則は非臨床生体内分

布試験で、目的とする細胞や組織だけでなく目的としない部位への分布も評価しておくべきであ

る。その結果、生殖組織への分布が認められた場合には、ICH 見解：生殖細胞への組み込みリス

ク（60）を参考に、生殖細胞の遺伝子改変のリスクについて評価することが求められる。その上

で、リスクに応じて物理的避妊などの遺伝子改変が子孫に伝播しない対策を講じる必要がある。 

 

4.3.4. 免疫原性 

ベクター毒性（4.3.1.）で述べた自然免疫応答に加え、カプシド、ゲノム、導入遺伝子発現産物

に対する獲得免疫応答による重篤な有害事象を防止／低減するための対応が求められる（83，104，

107）。投与前には、患者側背景因子であるカプシドに対する抗体や T 細胞応答、ヒト白血球抗原

（HLA）型や補体関連遺伝子変異のスクリーニングなどを考慮する。投与後については、現在の

AAV遺伝子治療プロトコールにおいて標準となっている全身的なコルチコステロイド療法をベー

スに、獲得免疫の B細胞／抗体や T細胞を標的とする抗 CD20モノクローナル抗体、mTOR 阻害

薬などが選択肢となる。 

 

4.3.5. 標的外細胞改変の可能性と、改変された場合の安全性評価 

標的外細胞の遺伝子導入／改変の可能性と、その細胞／組織における治療用遺伝子の発現によ

るリスクについては、B細胞系腫瘍への CD19-CAR 遺伝子導入の例が報告されている（108）。原

則としては、非臨床生体内分布評価を参考にしつつ、どのような標的外組織／細胞が改変されう

るか、その細胞／組織で治療用遺伝子が発現するかを評価し、起こり得る副作用について製品の

特性に応じて検討する。 

 

4.3.6. 過剰な薬理作用 

目的とする製品の過剰な薬理作用による有害事象として代表的なものが CAR-T 投与によるサ

イトカイン放出症候群（CRS）と中枢神経毒性である。CRS は、CAR の標的である B細胞腫瘍の

認識をきっかけに CAR-T がマクロファージなどと共に過剰な炎症性サイトカインを産生するこ

とで発症する全身反応であり（109，110）、発熱や悪寒に留まる軽度なものから、循環障害、毛細
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血管漏出症候群や多臓器不全などに至る重篤なものまで起こりうるが、IL-6や IL-1など上流の炎

症性サイトカインに対する薬物療法を含むマネジメントが推奨されており、概ね有効である。

CAR-T治療に続発する中枢神経毒性は immune effector cell-associated neurotoxicity syndrome（ICANS）

と呼ばれ、認知機能障害、注意障害、せん妄、痙攣、脳浮腫などが見られる（110 - 112）。CAR-T

投与後早期に起こるものは CRSに関連すると考えられ、適切な治療により多くが 3週間以内に改

善する。一方、CRS とは独立に起こるものがあり、発症機序はまだよくわかっていないが、重篤

なものでは血液脳関門の破綻や血管内皮障害が示唆されており、CAR-Tの安全性情報更新には注

意を払う必要がある。 

 

5. まとめ 

遺伝子治療の普及・実装に向けて、in vivo遺伝子治療のさらなる高精度化、ex vivo遺伝子治療

から in vivo遺伝子治療への切り替えの動きが見られる。その高精度化の最大の鍵は細胞／組織特

異性の向上であり、それぞれのベクターについて改良が続けられている。そのようなベクターの

開発にあたっては、標的特異性向上を裏付け、担保する品質管理戦略が必須である。非臨床生体

内分布試験は当面 ICH-S12 の考え方をベースに行うのが妥当で、毒性評価は治療用遺伝子発現産

物の過剰発現によるものとそれ以外のものに分けて考える。臨床試験開始にあたっては、これま

での臨床使用経験を参考に、ベクターごとに全身投与時の毒性を予測して用量設定や有害事象予

防の対策を講ずる。ベクターの標的外細胞／組織への分布によるリスク、免疫反応のリスク、標

的細胞／組織での発現によるリスクなどについては、ベクターと搭載遺伝子の特性に応じた個別

の対応が必要である。 
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