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1. 緒言 

AVXS-101はヒト survival motor neuron（SMN）遺伝子を発現する、遺伝子組換え非増殖性のアデノ

随伴ウイルス（AAV）遺伝子治療用ベクターである。AVXS-101 は、サイトメガロウイルス（CMV）

エンハンサー／ニワトリ β-アクチンハイブリッドプロモーター（CB）の制御下にあるヒト SMN遺

伝子を含む、AAVベクターセロタイプ 9（AAV9）から構成される。AVXS-101は、疾患発症の有無

を問わずⅠ型脊髄性筋萎縮症（SMA）を有する乳幼児患者の治療を適応とすることを想定している。 

SMAは常染色体劣性の遺伝性疾患である。SMAの原因は、SMN1遺伝子の両アレル性欠失又は欠損

により、運動ニューロンの生存に重要なSMNタンパクの量が減少することである。SMN1はSMNタ

ンパクを産生する主要な遺伝子である。SMA患者は臨床像に応じて主にⅣグループに分類すること

ができ、その重症度はSMN2のコピー数によってほぼ決定される。Ⅰ型SMAは、乳児死亡の第一の

遺伝的要因である。全タイプのSMAが、SMNタンパクの喪失又はレベル低下と関連している。 

AVXS-101は実験動物において、静脈内投与後に血液脳関門を通過することが示されている。本申

請において予定している治療法は、体重 2.6～8.5 kgの乳幼児に AVXS-101製剤を単回点滴静注（IV）

するというものである。AVXS-101点滴静注用製剤は 20 mM Tris緩衝液、イオン安定化剤（200 mM 

NaCl、1 mM MgCl2）及び 0.001%プルロニック F-68（ポロキサマー）を含み、1.1E14 vg/kgの用量で

投与される予定である。 

このベクターコンストラクトの遺伝子構造を図1に示す。また、2つのうち1つのAAV由来の逆位末

端反復配列（ITR）を改変することで導入遺伝子の分子内アニーリングを促進し、導入遺伝子の二

本鎖を形成することにより、転写可能な状態にしている。この改変ITRは自己相補的（sc）ITRと呼

ばれ、導入遺伝子が転写され、その結果タンパクが産生される速度が大幅に速くなることが示され

ている。 

図 1. AVXS-101ベクターコンストラクトの遺伝子構造 
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1. まとめ 

AVXS-101は，Ⅰ型脊髄性筋萎縮症（SMA）と診断された小児患者の治療を適応とする，サイトメ

ガロウイルス（CMV）エンハンサー／ニワトリ β-アクチンハイブリッドプロモーター（CB）によ

る制御下でヒト Survival motor neuron（SMN）遺伝子を含む，非増殖性の遺伝子組換えアデノ随伴ウ

イルスベクターセロタイプ 9（AAV9）である。AVXS-101は機能性 SMN1遺伝子をもたず SMN2遺

伝子コピー数が 2のみであるⅠ型 SMAの患者に対して，単回点滴静脈内投与することが予定されて

いる，遺伝子治療の生物製剤である。 

SMAは染色体 5q13上の SMN1遺伝子の欠失または微小変異により引き起こされる常染色体劣性遺

伝疾患である。SMAの原因となる SMN1遺伝子の欠失パターンとしては，SMN1遺伝子のホモ接合

型の欠失が約 95%を占め，その遺伝子欠損部位は SMN1遺伝子上のエクソン 7単独又はエクソン 7

及びエクソン 8両部位であることが報告されている（Lefebvre et al. 1995）。残り約 5%の欠失パタ

ーンとして，SMN1遺伝子の片側対立遺伝子がエクソン 7単独又はエクソン 7及びエクソン 8両部位

の欠失をきたし，反側対立遺伝子に微小変異を有するヘテロ接合型変異がある。微小変異部位とし

ては，Aliasらは高頻度変異部位として SMN1遺伝子エクソン 3の c.399_402delAGAGの変異を報告

しており，その他様々な変異部位が報告されている（Alías et al. 2009，Yamamoto et al. 2014）。

SMN1遺伝子のヘテロ接合型欠失の場合には，SMN1遺伝子のコピー数が 1であり，SMA疾患の重

症度は SMN2遺伝子のコピー数のみだけでなく，SMN1遺伝子内変異の種類や位置に影響されるこ

とが示唆されている（竹内 他 2018）。また，両親が同じ変異を有している必要があり頻度は極めて

低いものの，両側にホモ接合型の微小変異を有するパターンが考えられる。この場合は，SMN1遺

伝子のコピー数が 2となり，疾患の重要性との相関はほとんど報告されていない。 

また，4~5%の SMA患者では，染色体 5q領域以外の遺伝子が関連して SMAが発症しており（Wirth 

et al. 1999），SMN1遺伝子以外の遺伝子異常として IGHMBP2，GARS，HSP22，HSPB1，UBE1，

DCTN1，VABP，BSCL2，SCO2，AR及び TRPV4遺伝子等の異常に起因して発症した SMA及び各原

因遺伝子の神経筋接合部における機能異常が報告されている（Wee et al. 2010）。各原因遺伝子によ

り発現する異常タンパク質は多様であるが，SMA病態の発症には総じて神経筋結合部のシナプス構

造異常あるいはシナプス前細胞の細胞骨格異常及びシナプス小胞放出の減少を含む機能異常が関与

していると考えられる。 

SMA患者は臨床像に応じて主にⅣグループに分類される。Ⅰ型 SMAは新生児期の死亡の主な遺伝

的要因になっており（Smith et al. 2007），現在，より軽度で乳児型以外の SMA用に市販されている

治療薬はスピンラザ®のみである。しかしこの薬物は，比較的早期に発症した新生児期の患者を適応

としておらず，さらに効果を維持するためには 4ヵ月ごとの髄腔内投与を繰り返す必要がある。Ⅰ

型 SMAの診断は，臨床症状及び遺伝子検査の組合せにより行われ，遺伝子検査では SMN1遺伝子の

欠失とバックアップ遺伝子である SMN2遺伝子のコピー数を確認する。一般的に，SMN2遺伝子の

コピー数は疾患の重症度と関わっており，SMN2遺伝子のコピー数と脊髄の運動神経細胞内で機能

を有する SMNタンパク質の量は相関関係にあることが推察されている（Lefebvre et al. 1997）。し

たがって，SMN2遺伝子のコピー数が多い方が重症度は低い。 

SMN2遺伝子のコピー数以外に SMAの重症度に関わる因子としては，疾患修飾因子（NAIP，

SERF1A，PLS3，CORO1C，NCALD等）及び SMN2 c.859G＞Cにおける点変異があげられる。NAIP

及び SERF1Aは SMN1の近接遺伝子で SMN2遺伝子と同様にコピー数が SMAの重症度と逆相関する。

PLS3は女性に特異的な疾患修飾因子であり，コピー数が SMAの重症度と逆相関する。SMA病態に

おける異常なエンドサイト―シスを CORO1Cが抑制する一方，NCALDが進行させることが報告さ
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れている（Anderton and Mastaglia 2015， Groen et al. 2018）。また，SMN2 c.859G＞Cにおける点変

異は重症度が軽くなることが知られている（Prior et al. 2009）。 

上記より，AVXS-101開発の臨床的意義は，中枢神経系（CNS）における SMNタンパクの発現量及

び活性を増加させることである。 

SMAの原因はヒト SMNタンパクの欠損であるとされており，AVXS-101はその SMNタンパクをコ

ードしている。SMNはあらゆる細胞に遍在的に発現されている 38 kDのタンパク質であり，RNA

代謝及びスプライシングに関与し，さらに運動神経細胞においては，生存及び機能維持，神経変性

に対する保護等を含む複数の経路に関与している。それぞれの機能が複合的に働くことで，正常な

運動神経細胞機能の維持に寄与していると考えられる。以下に SMNタンパク質の機能についての

詳細を示す。SMNタンパク質は SMN複合体の構成要素であり，SMN複合体は核内低分子リボ核タ

ンパク（snRNP）の形成及び RNA代謝及びスプライシングに関与する（Eggert et al. 2006，Li et al. 

2014）。SMN複合体によってプロセシングを受ける RNA分子種の全容は明らかにされておらず，

正確な機能は不明な点も多い。RNAスプライシングを受ける分子の一つとして，神経細胞維持に重

要な E1酵素 UBA1があり，SMAモデルマウスの脊髄において Uba1の mRNAスプライシング異常

によりユビキチンシステムを介したタンパク分解が破綻し，運動神経細胞の神経回路形成障害を引

き起こした（Wishart et al. 2014）。SMNタンパク質は，神経細胞のアポトーシスの制御因子として

も作用することで運動神経細胞の生存及び維持に関与する（Kerr et al. 2000）。特に，強力なアポト

ーシス誘導物質であるカスパーゼ 3切断及び活性化を遮断することにより，アポトーシスを抑制す

ることが報告されている（Anderton et al. 2011）。さらに，SMNタンパク質は運動神経細胞の軸索

伸長に重要な役割を果たしている。McWhorterらは，ゼブラフィッシュにおける SMAモデルを用い

た実験により，SMNタンパク質が運動神経細胞軸索の運動性を規定していることを示した

（McWhorter et al. 2003）。Rossollらは，SMAマウスモデルから単離した運動神経細胞が，正常な

生存能を保ちながらも軸索伸長の減少を認められたこと，SMNタンパク質を欠損した運動神経細胞

における軸索伸長の減少は，神経軸索先端の成長円錐上で発現量が低下していたβアクチンとの

hnRNPを介した相互作用に起因していることを示唆した（Rossoll et al. 2003）。Nolleらは，SMNタ

ンパク質がプロフィリン 2a と結合することで，Rho シグナルを介したアクチン制御系の破綻を防ぎ，

正常な軸索伸長に寄与していることを報告した（Nolle et al. 2011）。また，SMNタンパク質の神経

変性に対する作用として，SMAマウスモデルにおいて JNK3を阻害することで運動神経細胞の脱落

が抑制し運動機能が改善したことから，SMNタンパク質が JNK3の上流シグナルとして神経変性保

護に寄与していることが示唆されている（Genabai et al. 2015）。初期の研究は，SMAに対する SMN

遺伝子治療の開発のため，AAV9ベクターコンストラクトの使用に重点がおかれていた。AAV9に

関して公表されている文献に基づくと，AAV9はマウス，ラット，ネコ，ブタ，及びサルといった

多数の動物種の組織に形質導入することができ，治療効果を担うタンパク質を高濃度で産生できる

（Duque et al, 2009, Foust et al. 2009, Bevan et al. 2011, Duque et al. 2015, Jackson et al. 2015）。 

AAV9は，AAV6及び AAV8を含む数種のセロタイプのうちの 1つであり，単回の静脈内投与又は

腹腔内投与の後，骨格筋及び心筋等の複数の組織にわたり広範に形質導入することができる

（Blankinship et al. 2004, Wang et al. 2005, Inagaki et al. 2006, Nakai et al. 2005, Pacak et al. 2006）。これ

らのセロタイプはすべて血管内皮細胞のバリアを効率的に通過することが明らかになっているもの

の，AAV9は他の AAVセロタイプに比べて比較的容易に脳内に移行する（Cearley and Wolfe  2006）。

AAV9 は AAV2 及び AAV8 と同様にラミニン受容体を利用するが，AAV9 はその他にも，細胞接着，

内在化，及び形質導入のための未知の受容体を利用している可能性がある（Akache et al. 2006）。し

たがって AAV9は，多様なカプシドの立体構造及び標的細胞相互作用をもっていると考えられる。

このような独自の特性を踏まえ，我々は，血液脳関門（BBB）が十分に発達していない新生仔マウ

ス，及び BBBが完全に確立した成熟マウスに対して AAV9セロタイプを静脈内投与したとき，遺伝

子を CNS内に効率的に導入できるか否かを検討した。また，正常マウス及び SMA疾患モデルのマ
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ウスを用いた非臨床試験，並びに幼若サル及びブタを用いた非臨床試験が完了している。さらに，

SMNΔ7疾患モデルマウスの心機能に対する AVXS-101の副次的影響を検討する追加試験も行った。 

初期の静脈内投与試験では，緑色蛍光タンパク質（GFP）を発現する同じ CMV-ニワトリ β-アクチ

ンハイブリッドプロモーター（scAAV9.CB.GFP）を利用した GFP発現 AAV9コンストラクトを使用

した。生後 1～2日（PND1～2）の C57BL/6マウスに scAAV9.CB.GFPを静脈内投与した後，主にニ

ューロンに形質導入されたことを観察した。生後 1～2日（PND1～2）での静脈内投与では主にニュ

ーロンに導入されたが，成熟マウス（約 70日齢）に同じベクター用量を静脈内投与したときには主

にグリア細胞への導入が認められ，約 5%～10%がニューロンに導入された。形質導入される細胞種

の割合は，明らかに投与時の日齢に依存すると考えられ，投与時のマウスの日齢が進むほど，導入

される細胞種は主にニューロンから主にグリアへと移行し（新生仔マウスでは 70%超，成熟マウス

では約 5%～10%），発達の極めて初期に投与することの重要性が明確にされた。 

SMNΔ7マウスを用いて脳室内（ICV）に直接投与した試験において，AVXS-101は SMNΔ7マウスの

生存期間を有意に延長させた。AVXS-101の脳室内投与により CNSから脊髄に及ぶ広範な中枢神経

系領域への形質導入が生じ，脊髄の頚・胸・腰部における用量依存的な発現が認められ，その発現

は腰部で最も高かった。 

同様に PND1，PND30，及び PND90の新生仔カニクイザルに 1～3 E14 vg/kgの用量範囲の

scAAV9.CB.GFP を静脈内投与したときは，主にニューロンに形質導入された。導入遺伝子の発現は，

脳，骨格筋，心筋，及びほとんどの内臓器官にも検出された。この GFPベクターを用いた発現デー

タから，少なくとも生後 90日間は運動ニューロンを標的として形質導入できることが確認された。

3歳のカニクイザルに scAAV9.CB.GFPベクターを下行大動脈を介して静脈内投与した結果からも，

比較的高年齢の幼若サルでは成熟サルに比べて著明に低用量で運動ニューロンを標的として形質導

入できることが確認された。この際にも，脳内の導入遺伝子の発現は皮質領域，外側膝状体，中脳，

橋，及び髄質で顕著に高いことが認められたが，マウスではニューロンに形質導入されたこととは

対照的に，サルでは主にグリア細胞に形質導入された。 

新生仔ブタ（5日齢）にこの scAAV9.CB.GFPベクターを用いた追加試験から，髄腔内（IT）経路に

よる CNSへの直接投与の有用性が確認された。髄腔内又は大槽内に直接投与したとき，GFPの発現

は背根神経節のみならず脊髄の白質及び灰白質でも確認された。この経路を用いたとき広範な運動

ニューロンへの形質導入が認められ，全レベルの脊髄の前角ニューロンに AAV9ベクターが導入さ

れた。脳内では，小脳プルキンエ細胞，髄質神経線維，及び個々の核（オリーブ核等）で遺伝子の

高発現が認められた。脳のその他の部位における発現は，髄膜表面近くの散在した細胞に限局して

おり，CNS以外の組織では意義のある発現又は形質導入は認められなかった。このことは，髄腔内

又は大槽内投与後にはベクターの大半が CNSに局在することを示唆していた。 

また AVXS-101は，ブタ SMA誘導モデルにおいても疾患重症度を軽減させた。幼若ブタに SMNを

ノックダウンする低分子ヘアピン型 SMN（shSMN）ベクターを投与し，標的細胞におけるブタ

SMN タンパクを特異的に低減させることで，ヒト疾患の病因を模倣した SMA 様症候群を誘発した。

このベクターの投与は，形質導入したブタにおける SMAの徴候の発現及び病因と関連する運動ニ

ューロン中の SMNタンパクを，著しく減少させた。発症前に AVXS-101を投与したブタでは，

SMAの臨床症状又は重度の後肢脱力は発現しなかった。全体として AVXS-101は，shSMNベクタ

ー投与の骨格筋系への有害な電気生理学作用を軽減するようであった。以上のことから，この新生

仔ブタモデルにおける電気生理学的マーカー及び筋力の低下は SMN依存性であることを示唆して

いた。また，新生仔ブタにおいて，出生後の運動ニューロン中の SMN mRNAを約 70%減少させる

ことは，SMA様表現型を誘発するのに十分であった。さらに，発症前後に AVXS-101を投与するこ

とで，ブタ SMA誘導モデルにおける臨床症状及び電気生理学的作用を著しく改善した。 
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さらに幼若サルを用いた試験から，scAAV9.CB.GFPベクターによる CNS内のニューロンへの形質

導入の可能性が確認された。AAV9.GFPベクターコンストラクトの髄腔内投与により，CNS全体

（脳及び脊髄）にわたる導入及び GFP遺伝子発現が認められた。投与中サルを倒立させてトレンデ

レンブルグ体位に 5～10分間保持したとき，形質導入効率はさらに改善された。加えて，髄腔内投

与後の scAAV9.CB.GFP DNAの体内分布はかなり広範であったものの，RNA発現は CNS，副腎，骨

格筋，及び肝臓で最も高く，他の内臓器官における RNA発現量は著しく低かった。 

SMNΔ7 マウスに AVXS-101を投与することで，これらのマウスに認められていた心臓障害に対する

改善作用を検討した。無処置 SMAマウスでは，生後 14日までに徐脈及び拡張型心筋症が発現し，

早期の生後 7日目には比較的軽度の異常が検出されていた。AVXS-101の投与により無処置の

SMNΔ7 マウスに比べ，PND14 における左心室心筋重量が増加した。投与された SMNΔ7 マウスでは，

拡張と壁菲薄化の両方が改善し，野生型の数値に向けて回復した。これらのマウスでは PND1での

AVXS-101投与により，これらの症状が部分的に改善した。この副次的な試験から，マウスにおけ

る SMNの欠乏は早期かつ持続的な心機能不全をもたらすこと，また，AVXS-101の静脈内投与によ

り SMNタンパク質を供給することで，このような不全を部分的～完全に改善できることが明らか

となった。AVXS-101の非臨床薬理試験の要約を表 1に示す。 



2.6.2 薬理試験の概要文 

Page 7 of 36 

表 1： AVXS-101又は関連 scAAV9ベクターを用いて完了している非臨床薬理試験 

Study Title Study Number 
Laboratory Name and 

Location 
CTD Reference 

Pharmacology Studies 

Intravascular AAV9 

preferentially targets neonatal 

neurons and adult astrocytes 

Foust et al. 2009 Nationwide Children’s 

Hospital 

Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.2.1.1 

Tabular Summary: 2.6.3 

Improving single injection CSF 

delivery of AAV9-mediated 

gene therapy for SMA:  A Dose-

response study in mice and 

nonhuman primates 

Meyer et al. 2014 Nationwide Children’s 

Hospital 

Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.2.1.3 

Tabular Summary: 2.6.3 

Systemic Gene Delivery in 

Large Species for Targeting 

Spinal Cord, Brain, and 

Peripheral Tissues for Pediatric 

Disorders (NHPs) 

Bevan et al. 2011 Nationwide Children’s 

Hospital 

Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.2.1.4 

Tabular Summary: 2.6.3 

Systemic Gene Delivery in 

Large Species for Targeting 

Spinal Cord, Brain, and 

Peripheral Tissues for Pediatric 

Disorders (Piglets) 

Bevan et al. 2011 Nationwide Children’s 

Hospital 

Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.2.1.5 

Tabular Summary: 2.6.3 

A Large Animal Model of 

Spinal Muscular Atrophy and 

Correction of Phenotype 

Duque et al. 2015 Ohio State University Medical 

Center, Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.2.1.6 

Tabular Summary: 2.6.3 

Improving single injection CSF 

delivery of AAV9-mediated 

gene therapy for SMA:  A Dose-

response study in mice and 

nonhuman primates  

Meyer et al. 2014 National Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.2.1.7 

Tabular Summary: 2.6.3 

Early heart failure in the 

SMNΔ7 model of spinal 

muscular atrophy and correction 

by postnatal scAAV9-SMN 

delivery 

Bevan et al. 2010 National Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Summary: 2.6.2.3.1 

Tabular Summary: 2.6.3 

 
各非臨床試験で使用された被検製品は 2種類であり，1つは本品と同じゲノムの被検製品を使用し

ている scAAV9.CBA.SMN，もう 1つは発現遺伝子として SMN 遺伝子の代わりに GFP遺伝子を組み

込んだ scAAV9.CBA.GFPを用いている。なお，scAAV9.CBA.SMNについては，申請製品との品質

特性の同等性/同質性については検討しておらず，不明である。 
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2. 効力を裏付ける試験 

脊髄性筋萎縮症（SMA）は染色体 5q13上の SMN1遺伝子の欠失により引き起こされる常染色体劣性

疾患である（Lefebvre et al. 1995）。SMA患者は臨床像に応じて主にⅣグループに分類することがで

き，その重症度は SMN2のコピー数によって決定される（表 2）。Ⅰ型 SMAは新生児期の死亡の主

な遺伝的要因になっているが，それに対する治療薬は今のところ得られていない（Smith et al. 

2007）。 

表 2： SMAのクラス及び重症度 

SMA Type Age at Onset Highest Function Natural Age at Death SMN2 Copy Number 

0 Prenatal Respiratory Support < 1 month 1 

Ⅰ 0-6 months Never sit < 2 years 2 

Ⅱ <18 months Never stand >2 years 3-4 

Ⅲ >18 months Stand alone Adult 3-4 

Ⅲa 18 mon-3 yrs Stand alone Adult 3-4 

Ⅲb >3 years Stand alone Adult 4 

Ⅳ >21 years Stand alone Adult 4-8 

 

SMA治療の取り組みはこれまで， SMN発現の促進を目的とした低分子化合物の薬剤が中心であっ

た。これにはバルプロ酸，酪酸ナトリウム，フェニル酪酸，及びトリコスタチン A等の薬剤からな

るヒストンデアセチラーゼ阻害剤が含まれる。これらの薬剤は SMAモデルにおいて SMN2プロモー

ターを活性化し，その結果として完全長 SMNタンパクを増加させる（Riessland et al. 2010, 

Dayangac-Erden et al. 2011）。しかし公表されているデータにあるように，これらの数種の薬剤（特

にフェニル酪酸，バルプロ酸，及びヒドロキシ尿素）を使用した臨床試験からは，臨床的ベネフィ

ットは示されていない（www.ClinicalTrials.gov及び Darbar et al. 2011）。エクソン 7を包含するよう

SMN2のスプライシングを変化させる原理を中心として，その他の治療法も検討されている。この

ような SMN2スプライシングアプローチを検討するため，小動物を用いてアンチセンスオリゴヌク

レオチド（AON）を脳室内（ICV）投与する研究が実施されている（Williams et al. 2009, Hua et al. 

2010）。上記の考えの延長として，SMAマウスに二機能性の治療用 RNA及び RNAトランススプラ

イシング法を用いた研究も行われている（Baughan et al. 2006, Coady et al. 2008, Coady and Lorson 

2010）。 

Survival Motor Neuron（SMN）はあらゆる細胞に遍在的に発現している 38 kDのタンパク質であり，

核内低分子リボ核タンパク質（snRNP）及びその他のリボ核タンパク質（RNP）複合体の構成する

ことによって RNA代謝に重要な役割を果たしている。ヒトでは各対立遺伝子上に，テロメア型

（SMN1）とセントロメア型（SMN2）という 2つの SMN遺伝子が存在している（図 1，上図）。

SMN1遺伝子の転写により，SMNタンパクをコードする完全長メッセンジャーRNA（mRNA）が生

成される。SMN2遺伝子は，840位で Cから Tにヌクレオチド置換が生じていることを除いて SMN1

と同一である。このような置換により，転写中の大部分でエクソン 7が排除される。その結果生じ

る切断型タンパク質は機能をもたず，速やかに分解される。しかし，SMN2 mRNAの約 10%～15%

は確かにエクソン 7を包含し，完全長の SMNタンパクをコードする（図 1，下図）。 

SMN1遺伝子は，エクソン 7領域にて CAGACAAの短い配列が高親和性の SF2/ASF結合モチーフと

なり，ヘテロ核リボヌクレオタンパク質（hnRNP）複合体の安定化に必要な分子（U2 snRNP/U2 
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AF35/U2 AF65複合体，U1 snRNP/70K複合体等）が適切に局在することで，エクソン 7隣接領域で

の正確なスプライシングが起こりエクソン 7を含む完全長の SMNタンパク質をコードする mRNA

ができる。一方で，SMN2遺伝子では 840位のヌクレオチドが Cから Tに置換されていることによ

り，エクソン 7領域の配列モチーフが TAGACAAとなることで，SF2/ASFではなく hnRNP-A1が結

合する。これにより Sam68，PTB/FUSE等のタンパク質とともに U2 snRNP/U2 AF35/U2 AF65複合

体や U1 snRNP/70K複合体の結合を阻害することで，SMN1遺伝子同様の適切な位置における選択的

スプライシングが起こりにくくなる結果，約 90%がエクソン 7領域のエクソンスキッピングがおき

た不完全長の SMNタンパク質をコードする mRNA，約 10-15%が完全長の SMNタンパク質をコー

ドする mRNAとなる（Coady and Lorson 2011）。 

エクソン 7を含む完全長 SMNタンパクと比較してエクソン 7を含まない mRNAから産生された

SMNタンパク質（以下，SMNΔ7）では C末端の 16個のアミノ酸が欠損し，代わりにエクソン 8に

エンコードされた EMLAが付与されている（Le et al. 2005）。Choらは，エクソン 7を欠損した

mRNA及び完全長の mRNAによる cDNAを用いて，SMNΔ7は完全長 SMNタンパク質と比較して

速やかに分解されることを示した。さらに，EMLA及びエクソン 6領域の YG boxの局在によって

SMNΔ7の安定性が低下してタンパク分解が促進されることを同定した（Cho and Dreyfuss 2010）。 

図 1： SMN1及び SMN2の遺伝子構造と，SMA患者における欠損 

 
SMA患者では，両対立遺伝子上の SMN1コピーに欠失が生じている。SMN2遺伝子にはエクソン 7

のスキッピングに至る変異があり，不安定な切断型タンパク質が産生される。SMN2 mRNAの一部

からは完全長の SMN表現型が生じる。SMN2のコピー数が多いほど，表現型は軽度となる（Kolb 

and Kissel 2011から図を引用）。 

 

SMA の根底にある疾患機序については，2 つの仮説が提案されている。第一には，snRNP の障害が，

運動ニューロンの回路に重要な特定の遺伝子のスプライシングに影響している可能性がある

（Eggert et al. 2006, Costford et al. 2007）。第二に，SMN自体が軸索において機能をもっており，し
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たがって SMNの濃度低下が軸索に異常を引き起こすというものである（Rossoll et al. 2003, 

McWhorter et al. 2003, Fan and Simard 2002）。 

最終的に SMA の予後には個人差があり，疾患表現型及び遺伝子コピー数に基づいてⅣタイプ（Ⅰ，

Ⅱ，Ⅲ，及びⅣ型）に区分される。どの SMA型に属するかの判断は，自然歴研究から収集された

情報に基づいて行われている（Farrar et al. 2012）。一般的に SMN2遺伝子のコピー数が病型を決定

することが確認されているが（表 2），SMN2遺伝子のコピー数以外に SMAの重症度に関わる因子

として疾患修飾因子（NAIP，SERF1A，PLS3，CORO1C，NCALD等）及び SMN2 c.859G＞Cにおけ

る点変異が報告されており，これら要因により SMN2遺伝子のコピー数が同じであっても患者によ

り異なる病型を有する可能性がある。また，SMN2遺伝子から産生される完全長の SMNタンパク質

は約 10～15%とされており，スプライシング調節機構において，SMN 遺伝子と協働する hnRNP-A1，

Sam68及び PTB/FUSE等のタンパク発現量の違い等によっても SMN2遺伝子から産生される完全長

の SMNタンパク質発現量に違いが生じ，SMN2遺伝子のコピー数が同じ場合における病型の違いに

寄与することが推察される。一方で，SMN1遺伝子の片側対立遺伝子に微小変異を有するヘテロ接

合型変異の場合は，SMA疾患の重症度は SMN1遺伝子内変異の種類や位置に影響されることが示唆

されている。これまでに完了している臨床試験において対象集団としている SMN2が 2コピーのⅠ

型 SMA患者に関しては，疾患の重症度及び自然歴に対する知見が十分に確立されている。ある研

究において，Ⅰ型 SMA患者の平均発症年齢はわずか 2.1 ± 2.2ヵ月齢であり，生存期間中央値は 7.4

ヵ月であった。全例が呼吸不全により死亡した（Farrar et al. 2012）。生存期間を決定する最も強い

予測因子が発症年齢である。このことは，発症が早いほど早期に死亡することを意味している。生

後 3ヵ月以内の発症例は，普遍的に予後不良である（Farrar et al. 2012）。このことは，SMN遺伝子

補充療法の最適な時期は，乳幼児期であることを示唆している。以下の図 2に示す Kaplan-Meier生

存曲線は，Ⅰ型 SMA患者が顕著に予後不良であることを示している。 

図 2： Ⅰ，Ⅱ，及びⅢ型 SMA患者の Kaplan-Meier生存曲線 

 

Ⅰ～Ⅲ型 SMA患者の Kaplan-Meier生存曲線。Ⅰ型 SMA患者における顕著な予後不良は，SMN2が

2コピーのみの患者と関連している。生後 21ヵ月を超えて生存する患者はほとんどいない。 
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2.1. AVXS-101を用いた in vivo薬理試験 

本項に示す以下の試験は，AVXS-101の治療効果を裏付ける非常に期待できる結果を示している。

初期の試験では，CNSへの形質導入に適切な期間の検討を中心に，AAV9-GFPベクターを正常な新

生仔及び成熟マウスに静脈内投与してその比較を行った。これらの試験を 2.1.1項に要約した。 

SMAの SMNΔ7モデルマウスを用いて，治療ベクター又は関連する GFP発現ベクターを直接 CNS

へ投与し，用量反応関係を評価した。試験では生存期間，機能的効果，体重変化，及び CNSニュー

ロンを標的とする形質導入効率を中心に検討した。これらの試験を 2.1.3項に記載した。 

サルに scAAV9.CB.GFPベクターを静脈内投与し，CNS導入効率及び導入細胞種の評価も行った。

生後 1，30，90日又は 3歳の新生仔又は幼若サルに投与し，蛍光染色によって導入効率及び細胞を

標的とする形質導入を明らかにした。本試験を以降の 2.1.4項に要約した。 

AAV9ベクターが，他の大型動物モデルの細胞に形質導入され発現するかを検討するため，新生仔

ブタに AAV9-GFPベクターコンストラクトを CNSへ直接投与し，AAV9ベクターの導入効率及び発

現特性も検討した。この一連の試験は 2.1.5項に記載した。 

幼若ブタを用いたこれら形質導入試験の結果を踏まえ，疾患を誘発した大型動物モデルを用いて

AVXS-101投与により疾患を改善できるかを検討した。幼若ブタに shRNA-AAV9-SMNベクターを

投与して SMAを誘発し，この疾患誘発モデルの疾患軽減に関する試験を行った。このブタモデル

は 2.1.6項に詳述した。 

幼若サル（1歳齢）に AAV9-GFPベクターコンストラクトを用いた追加試験を実施し，このベクタ

ーコンストラクトの形質導入効率を最適化した。これらの試験を 2.1.7項に要約した。 

SMAマウスはその神経障害に加えて最終的に二次的な心臓障害を示すようである。3.1項に述べた

試験において，本モデルでの心臓への作用を評価し，AVXS-101がこのような心臓における有害な

影響を改善できるかを評価した。 

まとめると，これらの試験は，SMNタンパクが SMAにおいて機能的役割をもつこと，また，疾患

モデルマウスにおいて本疾患の病因を改善し生存期間を有意に延長できる可能性を示した。また，

静脈内及び CNSへの直接投与によって新生仔又は幼若サルの CNSに形質導入できること，並びに 

SMA誘発幼若仔ブタモデルにおいても疾患を改善できることを確認した。 

2.1.1. PND1新生仔マウスを用いた AAV9の導入効率試験 

試験の標題： 血管内 AAV9投与は新生仔マウスのニューロンと成熟マウスのアストロサイトを選択

的に標的として形質導入する。 

試験番号： Foust et al. 2009 

本試験は，新生仔及び成熟マウス（C57Bl/6）において全身（静脈内）投与された AAV9が血液脳関

門（BBB）を通過できるか否かを評価することを目的とした。脳室内又は髄腔内経路で AAVを直

接 CNS投与することに比べ，静脈内投与は容易であると考えられた（Foust et al. 2009）。公表され

ている本試験では scAAV9.CV.SMNベクターを使用していないが，代わりに類似したコンストラク

トとして，緑色蛍光タンパク質（GFP）を発現させる同じ CMV-ニワトリ β-アクチンハイブリッド

プロモーターを利用したコンストラクト，すなわち scAAV9.CB.GFPを使用した。 

生後 1～2日（PND1～2）の C57BL/6マウスに 4 E11 vgの scAAV9.CB.GFPを静脈内投与した後，主

に（56%超）ニューロンに形質導入されたことを観察した。一方，成熟マウス（約 70日齢）に同じ

ベクターを 4 E11～4 E12 vg/マウスの用量で静脈内投与したとき，主にグリア細胞への形質導入が認

められた。成熟マウスではニューロンの約 5%～10%に形質導入された。 
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形質導入された細胞種の割合は，投与時の動物の日齢に依存していた。PND1～2のマウスに

scAAV9.CB.GFPを静脈内投与したとき主にニューロンに形質導入され，1例あたり 4 E11 vg（2.7 

E14 vg/kg）を投与したとき，脊髄全体の運動ニューロンの 70%超が標的となった（図 3）。 

しかし，ベクター投与時のマウスの日齢が進むと，形質導入細胞種が主にニューロンから主にグリ

アへと移行した（新生仔マウスで 70%超，成熟マウスで約 5%～10%）。最終的に本試験から，CNS

に対して効率的かつ比較的非侵襲的に遺伝子を投与する方法が明らかにされ，ニューロンへの形質

導入が可能な標的期間が確立された。 

 

図 3： scAAV9.CB.GFP投与マウスの腰部脊髄への形質導入 

 

 
（a）PND1の時点で投与されたマウス腰部脊髄の GFP（緑）免疫組織化学検査。運動ニューロン

（ChAT，赤）には広範に形質導入されているが，アストロサイト（GFAP，青）には形質導入され

ていない。（b）PND70の時点で投与されたマウス脊髄の染色。灰白質全体で主にグリア細胞に形

質導入されていることが分かる。（c）GFP（緑）が EAAT2（赤）及び GFAP（青）と共局在してい

ることから，PND70の時点で投与されたマウスでは導入遺伝子はアストロサイトで発現しているこ

とが分かる。 
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2.1.2. SMNΔ7疾患モデルマウスを用いた in vivo有効性試験 

該当なし 

2.1.3. SMA疾患マウスモデルにおける脳室内投与による形質導入及び有効性試験 

試験の標題： AAV9を介した SMA遺伝子治療における単回 CSF投与による導入効率の改善：

マウス及びサルを用いた用量反応性試験 

試験の参考文献： Meyer et al. 2014 

上記のとおり，ヒトでは完全長 SMNタンパクの欠損によって SMAが発現する。ヒトにはほぼ同一

の SMN遺伝子のコピー，すなわちテロメア型の SMN1とセントロメア型の SMN2の 2つが存在する。

SMN2では，エクソン 7のスキッピングを生じさせる C→T置換がエクソン 7において生じ，切断型

で不安定な SMNが産生されることから，SMN2自体では完全長のタンパクを十分量産生することが

できない。疾患重症度は SMN2のコピー数と逆相関を示し，SMN2のコピー数が多いほど完全長の

タンパクが産生され，重症度の低い疾患表現型となる。 

本試験ではデルタ 7 SMN（SMNΔ7）と呼ばれる新規の SMAマウスモデル（Smn−/−, SMN2+/+, 

SMNΔ7+/+の FVB/N マウス）を利用した（Le et al. 2005）。本モデルでは、マウス SMN遺伝子を欠

失させ，ヒト SMN2遺伝子のコピーがマウスゲノムに組み込まれている。さらに，ヒト SMN2Δ7 

cDNA の複数のコピーがマウスゲノム内にタンデムに組み込まれている。ヒト SMN2 遺伝子により，

SMNΔ7 タンパク及び安定かつ持続的に発現する全長 SMNタンパク質を産生することができる。一

方で，ヒト SMN2Δ7導入遺伝子からは SMNΔ7タンパクのみが発現する。SMNΔ7タンパクは，エ

クソン 7 を含む完全長 SMN タンパク質と比較して C 末端の 16 個のアミノ酸が欠損し，代わりにエ

クソン 8 にエンコードされた 4アミノ酸（EMLA） が付与されている。SMNΔ7 タンパクは，完全

長 SMN タンパク質と比較して不安定であり，速やかに分解されるが，本タンパクにおいても SMN

としての機能は保持されているため，本マウスモデルは 5日前後の生存能を有する Smn−/− 

SMN2+/+の SMAマウスモデルよりも生存能が高く，生存日数は約 16日間であることが報告されて

いる。このモデルは脊髄運動ニューロンの進行性の喪失，神経筋接合部の異常及び筋萎縮といった，

SMAの主要な表現型特性を示し，出生前又は重症 I型 SMAの病態の一部を再現している。このモ

デルでは生後 9日までに急速に発症し，PND13～16の日齢範囲の末期まで体重が徐々に減少する。

このモデルとヒト疾患の類似性に基づき，SMNΔ7マウスは主力モデルとなり，動物を用いた SMA

研究の標準となっている。したがって，遺伝子治療の候補薬である AVXS-101の非臨床試験には，

このモデルを利用した（Osbourne and Lutz 2010）。 

本試験は，さまざまな用量の AVXS-101が，生後 1日（PND1）に単回脳室内投与された SMAΔ7マ

ウス（Smn−/−, SMN2+/+, SMNΔ7+/+の FVB/N マウス）の生存率に及ぼす影響を検討し，また関連す

る scAAV9.CB.GFPコンストラクトによる CNS中の脊髄運動ニューロンへの指向性を評価すること

を目的とした。行動及び生存率の解析のため，病態動物又はヘテロ接合同腹仔（SMN−/−，

SMN2+/+，SMNΔ7+/+又は SMN−/+，SMN2+/+，SMNΔ7+/+）に，PBSで希釈したさまざまな用量の

AVXS-101を投与した。1群あたり 11～15例の PND1のマウスに，2.7 E12～3.3 E13の用量範囲の

AVXS-101を単回脳室内投与した（表 3）。その他，脊髄へのベクター導入の評価のため，1群あた

りマウス 3例からなる小規模の群に対して，以下に示すように同用量の対照 scAAV9.CB.GFPベクタ

ー又は AVXS-101を投与した。 

生存状況及び体重増加量についてマウスを毎日モニターした。PND15に，身体を横にさせて 30秒

以内に立ち直ることができるかを調べて，正向反射を試験した。PND30にはオープンフィールドで

の活動性解析を行った。 
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表 3： SMAΔ7マウスを用いた AVXS-101及び scAAV9.CB.GFPの CSF投与試験のデザイン 

Group ICV Treatment Dose Level (vg/kg) Number of Mice 

Long-Term Survival Treatment Arm 

1 AVXS-101 2.7 E12 14 

2 AVXS-101 1.0 E13 13 

3 AVXS-101 1.8 E13 11 

4 AVXS-101 2.6 E13 14 

5 AVXS-101 3.3 E13 15 

Spinal Cord Distribution Treatment Arm (d10) 

6 scAAV9.CB.GFP 2.7 E12 3 

7 scAAV9.CB.GFP 1.0 E13 3 

8 scAAV9.CB.GFP 1.8 E13 3 

9 scAAV9.CB.GFP 2.6 E13 3 

10 scAAV9.CB.GFP 3.3 E13 3 

11 AVXS-101 2.7 E12 3 

12 AVXS-101 1.0 E13 3 

13 AVXS-101 1.8 E13 3 

14 AVXS-101 2.6 E13 3 

15 AVXS-101 3.3 E13 3 

 

無処置マウス（生存期間中央値 17.5日）と比較し，最高用量の AVXS-101を投与したマウスの生存

期間中央値は 282日であった。次に低い 2用量（2.6 × E13及び 1.8 E13 vg/kg）の投与群の生存期間

中央値は，それぞれ 274日及び 165日であった。最も低い 2用量の生存期間中央値はそれぞれ 24日

と 19日であり，無処置マウスの結果と有意差はなかった。全用量群で体重増加が認められたものの，

高い方の 3用量で記録された体重増加は同程度で，野生型マウスに比べ正向反射はほぼ完全に回復

していた（図 8）。 
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図 8： SMNΔ7マウスにおける生存率に対する AVXS-101単回脳室内投与の影響 

 
PND1に AVXS-101を単回脳室内投与した SMNΔ7マウスにおける生存率（a）及び体重増加量（b）。

マウスの生存状態を 400日間以上，体重への影響を投与後最長 150日間観察した。 

 

行動への影響に関しては，Day 30の rear breaks又は移動について，3つの高用量と野生型マウスの

間に差はみられなかった。 

GFPベクター投与マウスを用いた免疫蛍光検査から，全用量の投与により腰部脊髄に広範に形質導

入されること，また高用量では頚・胸・腰部の運動ニューロンそれぞれの 46%，47%，及び 72%が

標的となることが明らかとなった。さらに，SMN又は GFP遺伝子産物に関する mRNA転写物発現

量の比較を行い，mRNA量の用量反応性は AVXS-101と scAAV9.CB.GFPで非常に類似しているこ

とが確認された。このことから，この AAV9ベクターコンストラクト中の同じプロモーターを使用

するとき，GFPを使用することにより SMN遺伝子発現パターンに近似できることが示唆された。 

これらのデータから，髄腔内投与時の最小有効用量は 1.8 E13 vg/kgであること，また，最大の患者

利益が期待される臨床目標の髄腔内投与用量は 3.3 E13 vg/kgであることが確認された。

scAAV9.CV.SMNの脳室内投与により CNSから脊髄に及ぶ広範な形質導入が生じ，脊髄の頚・胸・

腰部において用量依存的な発現が認められ，その発現量は腰部が最も高かった。これらのデータは，

以下に記載したカニクイザルを用いた同様の形質導入及び発現試験とよく関連していた。 
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2.1.4. 新生仔及び幼若サルを用いた CNS形質導入効率試験 

試験の標題： 小児疾患に対して脊髄，脳，及び末梢組織を標的とするための大型動物種 

（サル）における AAV9の静脈内投与 

試験の参考文献： Bevan et al. 2011 

SMAの遺伝子治療を確立する上で，マウスにおいて運動ニューロンへの指向性が得られる期間を特

定していることは重要である。その目的のため，カニクイザル（Macaca fascicularis）におけるこの

治療目標期間の存在とそのパラメータを実験的に確定するさらなる試験を実施した。3例のカニク

イザルに，マウスに投与したものと同一用量で対照の GFP発現ベクターscAAV9.CB.GFP（1～3 E14 

vg/kg）を静脈内投与した。投与後 21～25日に動物を安楽死し，各種組織中の GFPの形質導入を分

析した。 

PND1，PND30，及び PND90のカニクイザルに 1～3 E14 vg/kgの用量で scAAV9.CB.GFPを静脈内投

与したとき，少なくとも生後 90日間で主にニューロンへの形質導入（約 70%）が認められた。免疫

蛍光検査により，導入遺伝子の発現は脳，骨格筋，心筋，及びほとんどの内臓器官にも検出された。

この GFP発現データから，少なくとも生後 90日間は運動ニューロンへの形質導入が持続すること

が示された（図 9）。 

別途行った試験において，3歳のカニクイザル 1例を用い，腹腔動脈にバルーンカテーテルを留置

することで肝臓への血流を部分閉塞させながら，下行大動脈を介して 2.7 E13 vg/kgの

scAAV9.CB.GFPを投与した。この手技は，ニューロンへの導入率を向上させるため，脊髄動脈を通

過するウイルスの「初回通過」を可能にするよう設計された。脊髄の頚・胸・腰部で GFP陽性運動

ニューロンが認められ，また，成熟サルにおいて GFPの標的となった運動ニューロン数は，幼若サ

ルにおいて標的となった運動ニューロン数に比べてはるかに少なかった。したがって，幼若カニク

イザルでは大幅に低い用量での全身投与により，運動ニューロンへの形質導入が可能である。脳に

おける GFPの発現は皮質領域，外側膝状体，中脳，橋，及び髄質で最も高かった。サルでは主にグ

リア細胞への形質導入が認められ，これはマウスで認められたニューロンへの形質導入と対照的で

あった。 
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図 9： カニクイザルにおける scAAV9.CB.GFPベクター投与後の腰部脊髄の 

GFP免疫蛍光検査 

 
（左）scAAV9.CB.GFPを PND1（a～c）及び PND90（d～f）に投与されたカニクイザルの，腰部脊

髄における GFP免疫蛍光。結合したパネル（c及び f）に示すように，GFP（緑）は運動ニューロン

マーカー（ChAT，赤）と共局在している。 

 

PND1で投与されたカニクイザルの腰部脊髄では，前角の運動ニューロンの 70%超に形質導入がみ

られた。さらに，PND30及び PND90の投与後における in situハイブリダイゼーションデータから

も，運動ニューロンへの広範な形質導入が示され，たとえ遅い時点で投与された場合でも高い臨床

効果を期待できるものと考えられた（図 10）。 
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図 10： scAAV9.CB.GFPを全身投与されたカニクイザルの腰部脊髄前角における GFP mRNA 

 
PND1及び PND90に scAAV9.CB.GFPを全身投与されたカニクイザルの腰部脊髄前角における導入

遺伝子（GFP）mRNAの in situハイブリダイゼーションによる検出。投与後 20～25日に動物を安楽

死した。無処置対照群又は非結合のセンス（プローブを用いたときは，シグナルは検出されなかっ

た。黒矢印は陽性の運動ニューロンの核を，白矢印は陽性のグリア細胞の核を示している。 

 

3時点（PND1，PND30，及び PND90）で投与された動物の脳，骨格筋，心筋，及び主要な内臓器官

における GFP導入遺伝子の発現も，免疫蛍光検査により検出した（図 11）。 
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図 11： scAAV9.CB.GFPを投与したカニクイザルの器官及び筋肉中の GFP発現 

 

 

サルに scAAV9.CB.GFPを全身投与した後の器官（左）及び筋肉（右）中の GFP発現。PND1，

PND30，又は PND90の時点で被験動物に投与した。GFPは緑，DAPIは青で示されている。 
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上述の PND1，PND30，及び PND90のサルに加え，3歳のカニクイザルにも，肝臓への血流を部分

閉塞させた状態で 2.7 E13 vg/kgの scAAV9.CB.GFPを下行大動脈から投与した。この手技は，ニュ

ーロンへの導入効率を向上させるため，脊髄動脈を通過するウイルスの「初回通過」を可能にする

よう設計された。各種組織における GFP発現を，投与後 2週で分析した。GFP及び ChAT免疫蛍光

染色から，脊髄の頚・胸・腰部における GFP陽性運動ニューロンが示された（図 12）。 

図 12： カニクイザルの脊髄における緑色蛍光タンパク質の発現 

 
3歳のサルの脊髄における GFP発現。In situハイブリダイゼーションによる AAV9投与動物の脊髄

切片のニューロン（黒矢印）とグリア（白矢印）における GFP発現。アンチセンスプローブで検出

されるが（a），センスプローブでは検出されない（b）。GFP（c，黒と白）発現と運動ニューロン

（d，ChAT，黒と白）の共局在を確認した（e，結合画像。GFPは緑で，ChATは赤で示されてい

る）。 

 

しかし，3歳のサルの染色では，より若齢の投与サルに比べて陽性細胞数が少なかった。この 3歳

のサルにおいてみられた GFP形質導入の減少は，低用量のベクターを投与したことによる可能性が

ある（PND1で投与したマウスの 1/10量）。GFPの標的となった運動ニューロン数ははるかに少な

かったものの，このことは，幼若カニクイザルでは大幅に低い用量で AAV9を全身性に投与した場

合でも，運動ニューロンを標的にできることを裏付けている。scAAV9.CB.GFPを投与したすべての

サルで，脳全体に広範に導入遺伝子が認められた。この GFP発現はマウスのそれと類似していた。

マウスでは，皮質領域，外側膝状体，中脳，橋，及び髄質において最も多数の GFP発現細胞が認め

られていた。しかし，主にニューロンへの形質導入がみられたマウス試験とは対照的に，すべての

サルでは，脳全体で主にグリア細胞への形質導入がみられた。3歳のサルの脳組織における GFP陽

性細胞は主にアストロサイトとミクログリアであり，また脳神経のニューロンの核も GFPを発現し

ていた（図 13）。 
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図 13： scAAV9.CB.GFPを静脈内投与した 3歳のサルの脳の緑色蛍光タンパク質に関する免疫

組織化学的染色 

 
scAAV9.CB.GFPを静脈内投与した 3歳のサルの GFP免疫組織化学染色。（a）動眼神経核レベルで

のスキャン切片。主にグリアからなる切片全体に広範に GFPが発現している。第 3脳神経のニュー

ロン（b）及び橋灰白質のグリア（c）に高度な形質導入が認められる。 

 

マウス及びカニクイザルのこれらのデータは，2つの独立した研究グループがラットとネコの CNS

に AAV9を静脈内投与したデータと一致している。これらの所見は，新生児期の SMA患者への早

期投与の有用性を支持する結果である（Foust et al. 2010, Foust et al. 2009, Bevan et al. 2011, Duque et al. 

2009, Wang et al. 2010）。 

2.1.5. 新生仔ブタを用いた scAAV9.CB.GFPベクターの直接脳室内投与による CNS形質導入

及び遺伝子発現解析 

試験の標題： 小児疾患に関して脊髄，脳，及び末梢組織を標的とするための大型動物種（仔ブ

タ）における AAV9の脳室内投与 

試験の参考文献： Bevan et al. 2011 

本試験は，ニワトリ β-アクチンプロモーターで GFP発現を誘導する自己相補的 AAV9ベクター

（scAAV9.CB.GFP）を用いて，新生仔ブタ（Sus scrofa domestica）の CNSにおける AAV9ベクター

の分布と導入遺伝子の発現を検討することを目的とした。そのため我々の SMNベクター産物の代

替として scAAV9.CB.GFPを利用した。2群（3例/群）の小規模の仔ブタ（5日齢）を用い，

5.2 E12 vg/kgの scAAV9.CB.GFPを髄腔内又は大槽内投与した。投与後 21～24日にすべての仔ブタ

を安楽死し，組織学的検査及び免疫組織化学検査のため組織を回収した。 

すべての動物において，GFPの発現は背根神経節，並びに脊髄の灰白質及び白質に認められた。重

要な点は，頭蓋底の大槽腔又は L5の髄腔内に scAAV9.CB.GFPを投与し，in situハイブリダイゼー

ションによって検討したとき，脊髄の全レベルで広範な運動ニューロンへの形質導入が確認された



2.6.2 薬理試験の概要文 

Page 22 of 36 

点である（図 14 a～d）。また，大型の前角ニューロンも，脊髄の全レベルで免疫組織化学検査によ

って GFP発現陽性が確認された（図 14 e～l）。 

最後に，GFP免疫蛍光法を用いて脳における導入遺伝子発現を検討した。小脳プルキンエ細胞，髄

質神経線維，及び個々の核（オリーブ核等）で最も高い発現が認められた。脳のその他の部位にお

ける発現は，髄膜表面近くの散在した細胞に限局していた。末梢（CNS以外の）組織では顕著な

GFP発現は認められなかった。このことは，両経路による脳室内への投与では，ベクターの大半が

CNSに限局することを示唆していた。最後に，GFP陽性細胞は運動ニューロンマーカーである

ChATも発現していることが免疫蛍光検査から確認された（図 14 m～r）。 

図 14： scAAV9.CB.GFPベクター投与後の新生仔ブタ脊髄の組織学的検査及び免疫組織化学検

査 

 
AAV9投与脊髄（a～b）又は PBS投与脊髄（c～d）の in situハイブリダイゼーションにより，運動

ニューロン（黒矢印）及びグリア細胞（白矢印）中の緑色蛍光タンパク質（GFP）が示されている。

AAVを投与した新生仔ブタの切片では，アンチセンスプローブによるシグナルが検出されたが

（a），PBSを投与した場合は検出されなかった（c）。センスプローブで処理した切片では，投与

動物及び対照動物の両方でシグナルを検出できなかった（b及び d）。大槽内投与時（e～h）又は

髄腔内投与時（i～l）の脊髄における GFPの免疫組織化学的検査から，AAV9投与動物の大型の前

角ニューロンでは広範なシグナルが確認されたが（e～g及び i～k），PBS投与動物では確認されな

かった（h及び l）。AAV9を大槽内又は髄腔内投与した新生仔ブタの脊髄切片を，免疫蛍光法によ
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り GFP（n及び q）並びに ChAT（o及び r）について同時標識した。形質導入細胞は運動ニューロ

ンであることが分かる（結合画像，m 及び p）。C.sc：頚部脊髄，T.sc：胸部脊髄，L.sc：腰部脊髄。 

 

2.1.6. 幼若ブタ疾患誘発モデルにおける髄腔内投与の有効性試験 

試験の標題： 脊髄性筋萎縮症の大型動物モデルと AVXS-101投与による表現型の改善 

試験の参考文献： Duque et al. 2015 

本試験は，低分子ヘアピン型（shRNA）SMNコンストラクトを用いて内因性 SMNタンパクの発現

を低減することで，幼若ブタ（Sus scrofa domestica）を用いた大型動物の SMAモデルを開発し，こ

のモデルにおける病態の進行に対する AVXS-101の直接 CNS投与の影響を評価することを目的とし

た。SMN発現をノックダウンするようデザインされたこの shSMN shRNAコンストラクトは，治療

用 AVXS-101製剤と同じニワトリ β-アクチンプロモーターを用いて同じ scAAV9ベクターにクロー

ニングした（図 15）。 

図 15： scAAV9-shSMN（上図）及び AVXS-101（下図）のベクターマップ 

 
本試験に使用した scAAV9-shSMN及び scAAV9-SMNのマップ。shSMNはヒトプロモーターH1から

転写し，ニワトリ β-アクチン（CBA）プロモーターの下で GFPレポーター遺伝子と合わせて

scAAVベクターにクローニングした。ITR5 = 逆位末端反復配列，mut ITR5 = 変異 ITR 

 

本試験は，ヒト化 AVXS-101ベクターの投与及びそのタイミングが治療効果を示すかを明らかにす

ることを副次的目的とした。20例の PND5の幼若ブタに，scAAV9.CB.GFP-shRNA又は対照である

スクランブル化 shRNAを CSF内投与した。その他 6例の幼若ブタを無処置対照として用いた（表

4）。 

表 4： 幼若ブタの SMNノックダウンモデルにおける AVXS-101の有効性試験 

Group Treatment 

scAAV9-shSMN Vector 
scAAV9-SMN Therapeutic 

Vector Number of 

Piglets Vector Dose 

(Vg/kg) 

Treatment 

Day 

Vector Dose 

(Vg/kg) 

Treatment 

Day 

1 Control - - - - 6 

2 scAAV9-scrambled control 6.5 E12 PND5 - - 6 

3 scAAV9-shSMN vector 6.5 E12 PND5 - - 5 

4 scAAV9-shSMN + AVXS-101 

(Presymptomatic) 

6.5 E12 PND5 8 E12 PND6 4 

5 scAAV9-shSMN + AVXS-101 

(Symptomatic) 

6.5 E12 PND5 2-3.8 E13 PND-33-36 5 
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免疫抑制の処置として，scAAV9ベクターを投与したすべての幼若ブタに，0.1 mg/kgタクロリムス

（プログラフ®）及び 25 mg/kgミコフェノール酸モフェチル（セルセプト）を，scAAV9ベクターの

初回投与後 1週間又は投与後に症状を示す群の場合は PND33の 2回目の投与後まで投与した。 

電気生理学的パラメータをモニターするため，ポータブル型の臨床用電気診断システムを用いて，

坐骨運動神経伝導検査及び針筋電図（EMG）検査を行った。坐骨の複合筋活動電位（CMAP）及び

運動単位数推定値（MUNE）を，坐骨神経を刺激して左後肢から記録した。針 EMGを行って異常

な自発活動について評価した。投与後 6～10週間にブタを安楽死し，腰部脊髄切片の免疫蛍光検査

を行った。また，脊髄ライセートのウェスタンブロット解析を行い，shSMNベクター誘導性の

SMNの標的化ノックダウンを評価した。さらに，逆転写 ddPCR法も用いて，運動ニューロンにお

けるブタ SMN mRNAの発現をより正確に評価した。 

GFPの免疫染色から，運動ニューロンへの確実な形質導入が示された。shRNAベクターを大槽内に

直接投与した幼若ブタでは，運動ニューロン中のブタ SMNタンパク質が減少し，SMAの典型的な

症状が発現した。scAAV9-shSMNの髄腔内投与後 3～4週間に，幼若ブタには進行性の筋力低下（特

に後肢）が発現した。これは，scAAVを用いて投与した導入遺伝子について確認されている発現パ

ターンとよく関連していた。幼若ブタにみられた初期の一般状態の変化として，ガニ股歩き及び長

期間の立位が困難な歩行異常がみられた。脱力が急速に進行して，完全な後肢麻痺及びマットをひ

いた傾斜上の上行困難となった。幼若ブタは自立して立つことができなくなり，前肢の脱力が発現

した。これらの徴候は，免疫蛍光染色により確認された運動ニューロン中のブタ SMNタンパク質

の喪失と関連し，また，電気生理学的な坐骨の CMAP及びMUNE反応の低下とも関連していた。 

図 16： SMAブタにおける電気生理学的所見及び AVXS-101投与による改善 

  

生後 54日（PND54）の坐骨の運動神経伝導検査（CMAP及びMUNE）の結果は，scAAV9-shSMN

投与動物（n=4）が無処置の対照群（n=6）に比べて有意に低かった。scAAV9-shSMN及び scAAV9-

SMNベクターを 24時間あけて投与した発症前の群では，CMAP及びMUNEの値は維持され，これ

らの数値は無処置対照群とは有意差はなかった。 

 

PND54 の対照又は scAAV9 スクランブル化対照動物の筋電図に，線維自発電位は認められなかった。

ただし，scAAV9-shSMN 投与幼若ブタの各試験筋（中殿筋，傍脊柱筋群，大腿二頭筋，及び僧帽筋）

では線維自発電位が認められた。shSMN投与動物では対照動物に比べ，CMAP及び MUNEが有意

に低値であった。 
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発症前に AVXS-101を投与された幼若ブタでは，SMAの徴候又は重度の後肢脱力は発現しなかった。

AVXS-101を投与された発症前の幼若ブタにおける CMAPの振幅及びMUNE値は，所見が観察され

た動物と比較して有意に維持されていた。全体として AVXS-101は，shSMNベクター投与の骨格筋

への有害な電気生理学作用を軽減するようであった。これらの結果は，この新生仔ブタモデルにお

いて，これら SMA の電気生理学的マーカー及び筋力低下は SMN 依存性であることを示唆していた。 

腰部脊髄組織のニッスル染色から，SMA病態幼若ブタの脊髄の前角には，劇的な病的変化が確認さ

れ，多数の運動ニューロンで核周囲部の腫脹及びニッスル小体消失がみられた。運動ニューロンの

計数から運動ニューロンの細胞体の顕著な喪失が確認され，対照動物に比べて 74%減少していた。

腹根組織の病理組織学的検査から，運動軸索の大幅な喪失が示唆された。脊髄のその他の領域及び

背根神経節では，形態学的変化は認められなかった。重要な点は，AVXS-101により SMNを再導入

することで，幼若ブタで認められていた SMA様の形態学的変化が改善したということである。こ

れらの結果は，新生仔ブタの CSFに scAAV9-shSMNを投与することで，SMA患者で認められるも

のと類似した電気生理学的及び病理的変化が生じ，これらの変化は SMNに依存性であることが示

唆された。 

対照的に，scAAV9によりスクランブル化 shRNAを投与した場合，病理的又は電気生理学的変化は

生じなかった。重要な点は， AVXS-101の直接投与することで，少なくとも部分的には SMN 

shRNAベクター投与により誘導された多くの運動ニューロンの欠損による CMAP，MUNE，及び

EMGの異常を改善したということである。 

また本試験では，これらの動物で達成されるブタ SMNノックダウンの程度，及びヒト SMN発現量

を評価した。GFP染色により運動ニューロンへの強力な形質導入が明らかにされ，運動ニューロン

ではブタ SMNの効率的なノックダウンが達成されたことを示唆していた。ヒト SMNに特異的な抗

体を用いた SMN染色から，運動ニューロンにおいて scAAV9-SMNベクターが強力に発現している

ことが示された。レーザーキャプチャーマイクロダイセクションによって採取した運動ニューロン

及び後角の部位について，ブタ SMN又はヒト SMNに特異的なプライマーセットを用いた定量的

mRNA分析を行った。予想されたとおり，scAAV9-shSMN投与によりブタ SMNタンパクは，発症

前後に AVXS-101を投与された群それぞれにおいて顕著に減少した（発症前 87%減少、発症後

69%）。 
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図 17： SMN shRNAベクター投与仔ブタにおける運動ニューロン欠損に対する AVXS-101の影

響 

 

 

scAAV9-shSMN投与動物では無処置対照動物に比べ，運動ニューロン数が有意に減少していた。腰

部腹根 1,000 μm2あたりの有髄軸索数も，scAAV9-shSMN投与動物では対照動物に比べて有意に減

少していた。AVXS-101の投与により，運動ニューロン数及び有髄軸索数の回復が認められた。 

 

このレベルの SMAノックダウンは，これらの幼若ブタに SMA様の変化を誘発するのに十分な程度

であった。一方，発症前又は発症後に AVXS-101を投与されたいずれの動物でも，運動ニューロン

中に高レベルのヒト SMN mRNAが検出された。興味深いことに，発症時に AVXS-101を投与され

た動物では，腰部脊髄及び相当する腹根組織の神経病理の顕著な改善が示され，ニッスル小体消失

性の運動ニューロン及び変性した運動軸索数の減少が認められた。発症時に AVXS-101を投与され

た群では無処置の幼若ブタに比べ，運動ニューロン数が 39%増加していた（図 17）。 

最終的に本試験から，生後 5日（PND5）に scAAV9-shSMN（6.5 E12 vg/kg）を投与し作製した

SMA幼若ブタに対して，疾患発症前の PND6に AVXS-101を 8 E12 vg/kgの用量で投与したとき，

SMAの疾患表現型が完全に阻止された。一方で，後肢虚弱及び歩行障害等の症状が発症した

PND33-36において，AVXS-101を 2 E13–3.8 E13 vg/kgの用量で投与したとき，溶媒ベクター投与群

と比較して PND54における複合筋活動電位（CMAP）振幅の増加（AVXS-101投与群 17.2±2.3 ，溶

媒ベクター投与群 6.8±1.9）が認められ，正常対照群又は疾患発症前 PND6での投与群と同等レベ

ルであった。また，PND54における運動単位数推定法（MUNE）測定値は，正常対照群と同等レベ

ルには回復しなかったものの，溶媒ベクター投与群と比較して改善が認められた（AVXS-101投与

群 225±41 ，溶媒ベクター投与群 133±21，正常対照群 380±25）。本試験から，出生後の運動ニュ

ーロンにおける SMN mRNA量の 70%減少は，新生仔ブタにおいて SMA様表現型を誘発するのに十

分であることが示された。本モデルは，SMAに伴う特徴的な電気生理学的及び組織学的変化を正確

に模倣していると考えられた。発症後に AVXS-101を投与された幼若ブタは，部分的な疾患に対す

る改善効果が認められた。このことから，これらの動物はまだ回復不能となる時点に達していない

ことを示し，SMN遺伝子補充の効果が確認された。本試験において，ブタ脊髄の免疫染色から，運

動ニューロンに対して AAV9の強力な指向性があること，また，ごく稀にグリア細胞に形質導入さ

れることが明らかにされた。したがって，臨床における SMAの病理と同様，この大型動物モデル

でも運動ニューロンにおける高い SMNタンパク発現量が重要であることが明らかとなった。本動
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物モデルが有用であると考えられる点として，CMAP及びMUNEの測定値が，SMA様幼若ブタに

おける表現型の進行と関連しているということが挙げられる。また本試験から，至適な効果を得る

ためには治療ベクターの早期投与が重要であることも示された。 

2.1.7. 幼若サルを用いた GFP発現 AAV9ベクターによる髄腔内投与形質導入試験 

試験の標題： AAV9を介した SMA遺伝子治療の単回 CSF投与における導入効率の改善：マウ

ス及びサルを用いた用量反応性試験 

試験の参考文献： Meyer et al., 2014 

本試験は，1歳のカニクイザル（Macaca fascicularis）を用い髄腔内（IT）投与による

scAAV9.CB.GFPの形質導入状態を明らかにし，投与時にトレンデレンブルグ体位（倒立位）を保持

したときの形質導入に対する影響を評価することを目的とした。1 歳のカニクイザル 7 例を用いて，

腰部髄腔内投与により scAAV9.CB.GFP（1 E13 vg/kg，約 2 E13 vg/サル）を投与した。2例のカニク

イザルにはトレンデレンブルグ体位を保持せずに投与し，2例は投与後 5分間 45度のトレンデレン

ブルグ体位を保持し，3例は投与後 10分間この体位を保持した。CNS全体（脳及び脊髄）を通して

ニューロンへの形質導入が生じ，サルを 5～10分間トレンデレンブルグ体位に保持したとき形質導

入が改善した。投与後 10分間トレンデレンブルグ体位を保持したとき，頚・胸・腰部のそれぞれ

55%，62%，及び 80%に GFPの発現がみられた（図 18）。 
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図 18： 1歳のカニクイザルにおける scAAV9.CB.GFPによる脊髄運動ニューロンへの形質導入 

 
1歳のカニクイザルの仙骨髄腔内に 1 × 1013 vg/kgの scAAV9.CBA.GFPを単回投与したとき，全脊髄

セグメントの 50%を超える運動ニューロンを標的とする形質導入が示された。（a，b）7例のカニ

クイザルの仙骨髄腔内に 1 E13 vg/kgの scAAV9.CBA.GFPを点滴投与し，2例では投与後 5分間，3

例では投与後 10分間トレンデレンブルグ体位を保持した。（c）GFP mRNA量は細胞への形質導入

の増加と相関し，また，トレンデレンブルグ体位をとらせることがより高い形質導入効率を示すこ

とが確認された。 

エラーバー = SD，n = 2～3/群，*p < 0.05。 

 

さらに，髄腔内投与後の scAAV9.CB.GFPの体内分布も検討した。骨格筋，平滑筋，心臓，精巣，

胸腺，膵臓，胃，腎臓，腸管，膀胱，肺，副腎，肝臓，脾臓，脳皮質，及び脊髄といった組織の小

検体を採取し，ベクターDNA及び RNA発現の有無を評価した。ウイルスベクターDNAの組織中濃

度は比較的高かったものの，mRNAコピー量は必ずしも相関していなかった（図 19）。CNS及び骨

格筋組織では DNA量と RNA量との強い相関がみられたが，内臓器官（ただし副腎と肝臓は除く）

ではこの相関はみられなかった。たとえば，腎臓，肺，脾臓，及び精巣で認められた GFP mRNAの

低値は，これら組織における CBプロモーター活性の変動に起因する可能性が高かった。 
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図 19： カニクイザルにおける scAAV9.CB.GFPベクターの直接髄腔内投与後の組織分布 

 
1 mgの組織生検から DNA及び RNAを単離し，ウイルスゲノム及び GFP mRNA分子の存在を検討

した。ウイルス DNA又は RNAの体内分布を Taqman定量的ポリメラーゼ連鎖反応（qPCR）により

評価した。 
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3. 副次的薬理試験 

SMAモデルを用いた試験に加え， SMNタンパク質が心機能に果たす役割についても検討した。

SMNΔ7マウスは徐脈を呈し，Day 14までに心筋症が発現する。本副次的薬理試験は，AVXS-101が

これらの心臓への有害作用を回復できるかを検討することを目的とした。 

3.1. SMNΔ7マウスの心不全モデルを用いた AVXS-101の有効性試験 

試験の標題： 脊髄性筋萎縮症の SMNΔ7モデルにおける早期心不全と，出生後の scAAV9-SMN

投与による改善作用 

試験の参考文献： Bevan et al. 2010 

SMA患者で認められる多数の所見から， SMNタンパク質が心機能に関与していること，また

AVXS-101投与によりこの病因を改善できる可能性が示されている。重度 SMAマウスに AAVベク

ターを介して SMNタンパク質の遺伝子導入を行う試験において，この疾患モデルマウスは心臓障

害をきたす可能性が確認されている（Araujo et al. 2009）。血流異常に対して考えられる 1つの説明

は，心血管系に対する自律神経の緊張度が変化するというものである。 

SMAでは血流変化が生じるという仮説に基づき，本試験は，SMAの SMNΔ7マウスモデル（Smn−/−, 

SMN2+/+, SMNΔ7+/+の FVB/N マウス）において心臓障害が認められるかどうか，またそうである場

合，AVXS-101の投与によってこれが改善できるかどうかを明らかにすることを目的とした。心エ

コー検査及び心電図（ECG）検査から，無処置の SMAマウスでは生後 14日までに徐脈及び拡張型

心筋症（DCM）が発現し，生後 7日目には早くも比較的軽度の異常が検出されることが明らかにさ

れた。 

本試験中，PND14の SMAマウスの生体内心構造を心エコー検査により評価した。本試験には以下

（1）健康な野生型（WT）FVBマウス，（2）SMA病態をきたす無処置 SMNΔ7マウス，及び（3）

AVXS-101を投与した SMNΔ7マウスの 3群を評価した。1群のマウスで，心エコー検査により心臓

の構造を解析するため，PND1に 5 E11 vg/マウスを静脈内投与した（1.5 gのマウスあたり 3.3 E14 

vg/kg）。無処置の SMNΔ7マウスは健康なWTマウスに比べ，概ね心臓が縮小し，左室（LV）重量

が減少し，心室壁が顕著に菲薄化していた。PND14に AVXS-101を投与された動物では無処置の

SMNΔ7マウスに比べ，LV重量が増加していた。AVXS-101を投与された SMNΔ7マウスでは，拡張

と壁菲薄化の両方が改善した。 

LV重量の減少により示されたように，SMAマウスではWTマウスに比べ心臓が矮小化していた

（図 20）。また，これらの動物では心室壁が顕著に菲薄化していることを確認した。これらの所見

の一部は，SMAマウスの体格が小さいことによると考えられた。そこで次に，LV壁厚を拡張期の

LV径と比較して補正し，各群の LV構造を比較した。この比率は SMAマウスで低く，遠心性肥大

が示唆された。PND14で AVXS-101を投与した動物では SMAマウスに比べ LV重量が増加し，拡

張及び壁菲薄化の程度の両方が減弱し機能改善を示した。 

無処置の SMNΔ7マウスでは野生型に比べた左室重量の減少，壁厚の菲薄化，及び心機能の低下を含

め，早期心不全の症状が認められた（Bevan et al. 2010, Passini et al. 2010, Shenouda et al. 2008）。こ

れらのマウスでは PND1での AVXS-101投与により，これらの症状が部分的に改善した。 

また，組織学的解析により評価された構造的変形は，in vivoの機能的所見と関連していることが明

らかとなった。PND1に 5 E11 vgの AVXS-101を静脈内投与したとき，左室（LV）のリモデリング

が改善し，心拍数が完全に是正された。これら心臓障害の根本的な原因となる機構は不明であるが，
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自律神経及び発達という要素が関係している可能性が示唆されている。この試験で，マウスにおけ

る SMNタンパクの欠乏は早期かつ持続的な心機能不全をもたらすこと，また，AAV9 SMN全身投

与によりこのような不全を部分的～完全に改善できることが明らかになった。 

図 20： 野生型マウス，無処置 SMNΔ7マウス，及び AVXS-101を投与した SMNΔ7マウスにお

ける心電図検査 

 
（A）LV重量，（B）壁厚，及び（C）2xPWD/LVDDの心エコー検査結果は，SMAマウスにおける

遠心性肥大の発現を示唆している。PND14の SMAマウスにおける心機能を，心拍数（D），1回拍

出量（E），及び心拍出量（F）によって検討した。 
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4. 安全性薬理試験 

AVXS-101を用いた安全性薬理試験は実施していない。 

5. 薬力学的薬物相互作用 

AVXS-101を用いた薬物動態学的薬物相互作用試験は実施していない。 

6. 考察及び結論 

AVXS-101は，Ⅰ型脊髄性筋萎縮症（SMA）と診断された小児患者の治療を適応とする，サイトメ

ガロウイルス（CMV）エンハンサー／ニワトリ β-アクチンハイブリッドプロモーター（CB）の制

御下においてヒト Survival motor neuron（SMN）遺伝子を含む，非増殖性の遺伝子組換えアデノ随伴

ウイルスベクターセロタイプ 9（AAV9）である。AVXS-101は機能性 SMN1遺伝子をもたず SMN2

遺伝子が 2コピーであるⅠ型 SMAの患者に対して，単回点滴静脈内（IV）投与することが予定さ

れている，遺伝子治療薬である。 

公表されている試験から，SMNタンパクの重要性と，実質的にすべての細胞におけるその役割が確

認されている。SMNタンパクの欠乏により SMA疾患に至り，最も重度の病態であるⅠ型の新生児

患者は，数ヵ月を超えて生存することができない。多数の試験から，SMNタンパクが働いているこ

と，またマウス及びブタでは CNSに SMNを投与することで疾患を改善できることが確立されてい

る。さらにこれらの試験から，SMA治療のために AAVベースのベクター製剤を開発することの妥

当性が示されている。 

非臨床薬理試験では，CNSへの直接投与，又は静脈内経路からの CNS投与に適することが確認されて

いるため，AAV9セロタイプを利用している。AVXS-101又は scAAV9.CB.GFPベクターを用いた早期

試験から，このベクターコンストラクトが CNSを標的にできること，また，形質導入パターンが GFP

及び SMN発現ベクターの間で非常に類似していることが明確に示されている。いずれのベクターコン

ストラクトも，全身投与後（又は直接 CNS投与後であっても）には体内に広く分布し，また脳及び脊

髄にはたとえ静脈内投与後でも高度に形質導入され，高度な SMN遺伝子発現が性腺以外の大半の組織

に認められていた。特に静脈内投与後には，脊髄のあらゆる部位に顕著な形質導入が生じ，マウス及

びブタの両方の SMAモデルにおいて疾患を改善できることも示された。 

AVXS-101に予定されている臨床投与経路は静脈内であるものの，薬理試験では，CNS直接投与後

の CNSへの形質導入，並びに疾患及び生存期間に対する作用を検討した。脳室内又は髄腔内に直接

投与したとき，運動ニューロンへの形質導入及び SMNΔ7マウスの生存期間延長が確認された。 

CNSに関連した明確な作用に加え，これら SMNΔ7マウスへの AVXS-101投与によりマウスにおけ

る心臓障害が構造的及び機能的に改善された。このことは，心機能に対する SMNの作用をさらに

臨床的に検討する根拠を示している。 

以上のことから，げっ歯類，ブタ，及び幼若サルを用いた非臨床試験から，AVXS-101の投与によ

り CNSへ SMNタンパクを形質導入できることが示された。また，AVXS-101の投与により SMA動

物モデルにおける疾患症状の改善及び生存期間の延長を確認した。 

図表 

図表は本文中に記載している。 
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1. 薬理試験 

概要 被験物質：AVXS-101 

試験の種類 試験系 投与方法 試験施設 
試験番号又は

参考文献 

CTD中

の 

記載箇所 

効力を裏付ける試験      

scAAV9.CB.GFPベクター形質導入正常マ

ウスを用いた導入効率及びベクター送達に

関する試験（GFPベクターのみを使用） 

 

PND1の新生仔

C57BL/6マウス 

単回静脈内投与 Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Foust et al, 

2009 

4.3 

SMNΔ7マウス疾患モデルを用いた in vivo 

ICV投与有効性試験 

SMNΔ7新生仔マウス 単回 ICV投与 Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Meyer et al, 

2015 

4.3 

AAV-9 GFPベクターを導入した新生仔又

は幼若カニクイザルを用いた CNS導入効

率及び標的試験（GFPベクターのみを使
用） 

新生仔及び幼若カニ

クイザル 

単回静脈内投与 Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Bevan et al, 

2011 

4.3 

新生仔ブタを用いた直接 ICV注射による

CNS形質導入及び遺伝子発現解析 

PND5の仔ブタ ICV及び髄腔内単

回投与 

Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Bevan et al, 

2011 

4.3 

shSMN-RNAベクター投与ブタモデルを用

いた、誘導疾患モデルにおける AVXS-101

の有効性試験 

PND5の仔ブタ 単回 ICV投与 Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Duque et al, 

2015 

4.3 

幼若サルを用いた AAV9.CB.GFPベクター

による髄腔内投与形質導入試験 

1歳齢のカニクイザル 単回髄腔内投与 Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Meyer et al, 

2015 

4.3 

副次的薬理試験 

SMNΔ7マウスの心不全モデルを用いた

scAAV9.CB.SMNの有効性試験 

SMNΔ7新生仔マウ

ス 

野生型 C57BL/6マ

ウス 

単回静脈内投与 Nationwide 

Children’s Hospital 

Columbus, OH 

Bevan et al, 

2010 

4.3 
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2. 効力を裏付ける試験 

試験の種類 動物種／系統 投与方法 
用量

（vg/kg）1 

被験物質：AVXS-101 

雌雄、各群

の例数 
特記すべき所見 

試験番号又は 

参考文献 

scAAV9.CB.GFP

ベクター導入正常

マウスを用いた導

入効率及びベクタ

ー送達に関する試

験（GFPベクター
のみを使用） 

C57BL/6マウ

ス 

単回静脈内

投与 

scAAV9.CB.

GFP 

4 E11 vg/マ

ウス 

又は 

2.7 E14 vg/kg 

8～10例/群 PND1又は PND2の新生仔マ

ウスに対する投与により、当

該 AAV9-GFPベクターは主に

ニューロンに形質導入され

た。一方、成獣（PND70）マ

ウスに同じベクターを静脈内

投与したとき、主にグリア細

胞への形質導入が認められ

た。形質導入された細胞種の

割合は、投与時の動物の年齢

に大きく依存していた。運動

ニューロンへの形質導入の喪

失は主に、これらマウスの出

生後 10日以内に生じた。 

Foust et al, 2009 
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試験の種類 動物種／系統 投与方法 
用量

（vg/kg）1 

被験物質：AVXS-101 

雌雄、各群

の例数 
特記すべき所見 

試験番号又は 

参考文献 

SMAの SMNΔ7マ

ウスモデルを用い

た ICV投与の有効

性及び CNSを標

的とする形質導入

試験 

SMNΔ7マウス 単回 ICV

投与 

AVXS-101： 

2.7 E12 

1.0 E13 

1.8 E13 

2.6 E13 

3.3 E13 

 

scAAV9.CB.

GFP： 

2.7 E12 

1.0 E13 

1.8 E13 

2.6 E13 

3.3 E13 

雌雄 

生存率： 

11～15例/

群 

 

CNS標的： 

1用量あた

り 3例/ベク

ター 

SMNΔ7 マウスに AVXS-101を

ICV投与したとき、生存率及

び行動成績が用量依存性に改

善した。1.8 E13 vg/kg以上の

投与により生存率、正向反

射、及び体重増加が有意に改

善した。 

高い方の 3用量では腰部脊髄

への幅広い形質導入が認めら

れ、頚部で 46%、胸部で

47%、腰部で 72%が運動ニュ

ーロンに形質導入された。

RNA発現量は GFPベクター

と SMNベクターで同程度で

あり、同じモデルを用いて静

脈内投与した場合に比べて 10

分の 1の用量で、形質導入が

みられた。 

Meyer et al, 2015 
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試験の種類 動物種／系統 投与方法 
用量

（vg/kg）1 

被験物質：AVXS-101 

雌雄、各群

の例数 
特記すべき所見 

試験番号又は 

参考文献 

新生仔及び幼若の

カニクイザルを用

いて AAV9-GFP

ベクターを投与し

た IV形質導入試

験 

PND1、

PND30、及び

PND90の新生

仔及び幼若の

雄性カニクイ

ザル 

 

 

3歳時に投与す

るカニクイザ

ル 1例 

単回静脈内

投与 

PND1～

PND3のカ

ニクイザル

に投与： 

1～3 E14 

vg/kg 

 

3歳のカニ

クイザル： 

2.7 E13 vg/kg 

雄：3 

 

 

 

 

 

 

雄：1 

PND1、PND30、及び PND90

のカニクイザルに 1～3 E14 

vg/kgの用量で AAV9-GFPベ

クターを静脈内投与したと

き、少なくとも出生後 90日間

で主にニューロンへの形質導

入［約 70%］が得られた。 

3歳のカニクイザルでは主に

グリア細胞への形質導入が認

められ、運動ニューロンを標

的とする形質導入のための投

与の時間枠は早期であること

が示唆された。 

Bevan et al, 2011 

5日齢の新生仔ブ

タを用いた ICV投

与及び形質導入試

験 

5日齢の新生仔

ブタ 

ICV又は髄

腔内 

5.2 E12 vg/kg ICV：3 

 

IT：3 

すべての新生仔ブタにおい

て、GFPの発現は背根神経節

のほか脊髄及び白質にも認め

られた。これにより、全レベ

ルの脊髄で広範な運動ニュー

ロンへの形質導入が得られ

た。 

小脳プルキンエ細胞、髄質神

経線維及び個々の核（オリー

ブ核など）で高発現が認めら

れた。脳のその他の部位にお

ける発現は、髄膜表面近くに

散在する細胞に限局してい

た。末梢（CNS以外）組織で

は著明な GFP発現は認められ

なかった。 

Bevan et al, 2011 
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試験の種類 動物種／系統 投与方法 
用量

（vg/kg）1 

被験物質：AVXS-101 

雌雄、各群

の例数 
特記すべき所見 

試験番号又は 

参考文献 

shSMN-RNAベク

ター投与ブタモデ

ルを用いた、誘導

病態モデルにおけ

る AVXS-101の有

効性試験 

5日齢の新生仔

ブタ 

出生後 6～

30日に
AVXS-101

を単回 ICV

投与 

第 1群： 

PBS対照 

第 2群： 

scAAV9-ス

クランブル

ベクター：
6.5 E12 vg 

第 3群： 

scAAV9-

shSMN：6.5 

E12 vg 

第 4群： 

（発症前） 

scAAV9-

shSMNベク

ター：6.5 

E12 vg 

AVXS-101： 

8 E12 vg 

第 5群： 

発症後 

scAAV9-

shSMNベク

ター：6.5 

E12 vg 

AVXS-101：
2-3.8 E13vg 

第 1群 

 対照：6 

 

第 2群：6 

 

第 3群：5 

 

第 4群：4 

 

第 5群：5 

新生仔ブタを用いて大型動物

の SMN「ノックダウン」モデ

ルを作成した。低分子ヘアピ

ン型（sh）SMN RNA AAV9ベ

クターを単回 ICV投与された

新生仔ブタは、顕著な運動ニ

ューロンの消失を示し、SMA

の徴候が発現して発症した。 

罹病した新生仔ブタに対して

AVXS-101を用量 6.5E12 vg/kg

で投与したとき、PND6の新

生仔ブタでは SMAの疾患表

現型が完全に阻止されたが、

PND30にベクターを投与した

ときは部分的な疾患の改善が

得られた。 

このモデルは、SMAに伴う特

徴的な電気生理学的及び組織

学的変化を正確に模倣してい

ることから、SMA治療のため

の AVXS-101の早期使用の理

論的根拠が示された。 

Duque et al, 2015 
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試験の種類 動物種／系統 投与方法 
用量

（vg/kg）1 

被験物質：AVXS-101 

雌雄、各群

の例数 
特記すべき所見 

試験番号又は 

参考文献 

幼若サルを用いた

AAV9.CB.GFPベ

クターによる髄腔

内投与形質導入試

験 

幼若 

（1歳齢のカニ

クイザル） 

IT投与 1 E13 vg/kg

の
scAAV9.CB.

GFP 

1歳齢のカ

ニクイザル

7例 

雌雄 

CNS、脳及び脊髄全体を通し

てニューロンへの形質導入が

生じ、サルを 5～10分間トレ

ンデレンブルグ体位に保持し

たとき形質導入が改善した。

投与後 10分間トレンデレンブ

ルグ体位を保持したとき、頚

部、胸部、及び腰部の GFP発

現は 55、62、及び 80%改善し

た。 

体内分布解析から、ベクター

DNAは多数組織に広範に分布

することが明らかになった

が、顕著な RNA発現は

CNS、筋肉、肝臓、及び副腎

組織でのみ認められた。 

Meyer et al, 2015 

1 又は、他に記載の通り 
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3. 副次的薬理試験 

試験の種類 動物種／系統 投与方法 
用量

（vp） 

被験物質：AVXS-101 

雌雄、各群

の例数 
特記すべき所見 試験番号又は参考文献 

SMNΔ7マウスを用

いた心機能試験 

SMNΔ7 SMAマ

ウス 

正常 C57BL/6マ

ウス 

出生後 1日

に静脈内投

与 

5 E11 vg /

マウス 

雌雄 無処置の SMNΔ7マウスは健康

なWTマウスに比べ、概ね心

臓が縮小し、左室重量が減少

し、心室壁が顕著に菲薄化し

ていた。 

PND1に AVXS-101を静脈内投

与した後、AVXS-101投与マ

ウスでは無処置 SMNΔ7マウス

に比べ PND14の左室心筋重量

が増加した。投与 SMNΔ7マウ

スでは、拡張と壁菲薄化の両

方が改善し、野生型の数値向

かって回復した。 

Bevan et al, 2010 
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