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1987 年  東京大学医科学研究所病態薬理学研究部講師、附属病院内科講師 
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1998 年  自治医科大学血液学講座（現 内科学講座血液学部門）主任教授 

輸血部（現 輸血・細胞移植部）教授（兼任） 
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渡辺英寿 

1976 年  東京大学医学部医学科卒業 

1976 年  東京大学脳神経外科入局 

1977 年  三井記念病院脳神経外科医師 

1979 年  都立墨東病院脳神経外科医師 

1980 年  東京大学医学部第一生理学教室助手 

1983 年  東京大学脳神経外科助手 

1985 年  西ドイツ・エルランゲン大学脳神経外科に留学 

1988 年  東京警察病院脳神経外科医幹 

1999 年  東京警察病院脳神経外科部長 

2004 年  自治医科大学脳神経外科教授 
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1982 年  茨城県立中央病院内科医員 

1989 年  自治医科大学大学院卒業（医学博士）、自治医科大学神経内科助手 
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1993 年  自治医科大学神経内科講師 

1997 年  国立療養所足利病院内科医長 

2000 年  自治医科大学神経内科助教授 
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加藤正哉 

1982 年  自治医科大学医学部卒業、国立仙台病院臨床研修医 

1984 年  東北大学医学部附属脳疾患研究施設脳神経外科 

1989 年  医学博士（東北大学） 

1990 年  宮城県公立佐沼総合病院脳神経外科医長 

1991 年  大原綜合病院附属大原医療センター脳神経外科副部長 

1992 年  東北大学医学部脳疾患研究施設脳神経外科助手 

1992 年  自治医科大学脳神経外科（兼）救急医学講座助手 

1994 年  自治医科大学脳神経外科（兼）救急医学講座講師 

1997 年  University of New Mexico, Dept. of Neurology, MEG laboratory (fellow) 

1999 年  自治医科大学脳神経外科（兼）救急医学講座講師 
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久米晃啓 

1984 年  東北大学医学部卒業、神奈川県立こども医療センター小児科研修医 

1990 年  東北大学大学院医学研究科修了、学位取得 

1990 年  東北大学小児科医員 

1992 年  Indiana University School of Medicine, Pediatrics, Post-doctoral fellow 

1994 年  熊本大学医学部助手（免疫識別学） 

1996 年  自治医科大学講師（分子生物学） 

2001 年  自治医科大学助教授（遺伝子治療研究部） 
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1991 年  自治医科大学神経内科助手 
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381-389, 2002. 
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池口邦彦 
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1984 年  自治医科大学神経内科研修医 

1987 年  自治医科大学神経内科病院助手  

1990 年  自治医科大学神経内科講座助手 
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1995 年  自衛隊横須賀病院 
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卜部匡司 
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1988 年  島前町村組合立島前診療所内科・国保知夫村診療所 
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1990 年  県西部浜松医療センター小児科研修医 
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2  実施施設の施設設備の状況 
 

 当該遺伝子治療臨床研究は自治医科大学医学部附属病院手術室、隔離室および脳神経センター病棟に

て行う．本院では、手術室に定位脳手術装置を備えている．手術に用いた器具はエチレンオキサイドガ

ス滅菌装置を用いて処理し、患者排泄物は本院が有する高圧滅菌機で処理する．また、ウイルスベクタ

ーの取扱に関しては、Avigen 社から提供された臨床用 AAV ベクターの脳内注入のための試験管分注と

注射器への吸引は、指示書（資料 4）にしたがい、自治医科大学附属病院「臨床用細胞プロセシング室」

（クリーンかつ P2 レベル対応）の中の安全キャビネット内（クラス 100）において、担当者が行う． 

 

 

3 実施施設における当該遺伝子治療臨床研究に関する培養細胞、実験動物を用いた研究

成果 
 

 効率よくドパミンを生合成するためには、アミノ酸のチロシンを L-dopa に変換するチロシン水酸化酵

素 tyrosine hydroxylase（TH）、L-dopa をドパミンに変換する芳香族アミノ酸脱炭酸酵素 aromatic L-amino 

acid decarboxylase（AADC）、TH の補酵素である tetrahydrobiopterine（BH4）を合成するのに必要な GTP 

cyclohydrolase I （GCH）の 3 種類の酵素が必要である（図 1）． 
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図 1：ドパミンの生合成経路 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

TH, Tyrosine hydroxylase; AADC, aromatic-L-amino-acid decarboxylase;  

BH4, tetrahydrobiopterin, a cofactor of TH; PPH4, 6-pyruvoyl tetrahydropterin; NH2P3,  

D-erythro-7, 8-dihydroneopterin triphosphate ;  

GTP, guanosine triphosphate; GCH, GTP cyclohydrolase I. 

 

 

自治医科大学では、AAV ベクターを使用して、これらの酵素の遺伝子を導入することによりドパミン産

生を回復する遺伝子治療法を開発してきた． 

 

(1)  培養細胞を用いた研究の成果 
①  実験計画の概要 
 ラット脳の初代培養神経細胞およびヒト胎児腎臓由来の HEK293 細胞において、LacZ マーカー遺伝子

を発現する AAV ベクター（AAV-LacZ）を使用して遺伝子導入効率を検討した．また、TH、AADC、GCH

の各遺伝子を発現する AAV ベクター（AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH）を使用して、AAV-TH 単独

の場合と AAV-AADC および AAV-GCH を併用した場合とで、ドパミン産生への効果を比較検討した． 

 使用した AAV ベクターは、いずれも臨床研究と同じく 2 型 AAV（AAV-2）由来で、CMV プロモータ

ーにより各遺伝子を発現する（図 2）． 
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図 2：実験に使用したベクターの構造 

 

 
 

ITR, AAV inverted terminal repeat; CMV, cytomegalovirus immediate-early promoter; intron, the 

human growth hormone first intron; poly A, the SV40 polyadenylation signal sequence. 

 

 

②  培養細胞における遺伝子導入効率および導入された遺伝子の構造と安定性 
 ラット胎仔（Wistar、胎生 20 日）線条体の初代培養神経細胞に、AAV-LacZ を 5×102から 1×105 vector 

genome (vg) /cell の力価範囲で感染させると、1×104 vg/cell 以上の力価では、1 週間後にほぼ 30 %の細胞

が LacZ 陽性となった．2 週間後にも同様の発現が持続して認められた 56)．各 1×105 vg/cell の AAV-TH、

AAV-AADC、AAV-GCH を感染させた HEK293 細胞において、Western blot により TH、AADC、GCH 各

蛋白質の発現が確認された． 

 

③  培養細胞に導入された遺伝子の機能 
 HEK293 細胞に 4.5×103 vg/cell の AAV-TH を感染させると 23.35 fg/cell の L-dopa の産生が認められた

がドパミンは検出されなかった．しかし、AAV-TH に加えて 4.5×102から 4.5×103 vg/cell までの範囲の

AAV-AADC を感染させると、AAV-AADC の量が増えるにしたがい L-dopa が減少してドパミンが増加し

た．このことは、導入された AADC 遺伝子が発現し、L-dopa からドパミンへの変換が行われた結果と考

えられた．ラットの初代培養神経細胞において、各 1.4×104 vg/cell の AAV-TH と AAV-AADC を感染さ

せた場合には、0.91±0.03 fg/cell のドパミンが産生された．AAV-TH 単独の感染では、ドパミン産生量は

0.20 fg/cell 未満であった 56)．293 細胞において、AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH（各 5×105 vg/cell ）

の 3 種類を同時に感染させると、ドパミンの産生量は AAV-GCH を加えないときに比べて約 10 倍に増加

した（図 3）． 
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図 3：培養細胞における AAV-GCH 添加によるドパミン産生の増強 

 

 

 

 HEK293細胞に各 5×105 vg/cellの AAV-TH と AAV-AADC、および 0、0.5、2.5、5×105 vg/cellの AAV-GCH

を添加した．AAV-GCH の用量依存的に BH4の産生増加が認められ、ドパミンも増加した． 

 

④  培養細胞を用いた実験の評価 
  AAV ベクターによりラットの初代培養神経細胞では 30 %程度に遺伝子導入された．TH、AADC、GCH

の各遺伝子を HEK293 細胞に導入することによりドパミンが産生された．AADC 遺伝子導入により、

L-dopa からドパミンの変換が行われると考えられる． 

 

(2)  実験動物を用いた研究の成果 
①  実験計画の概要 
 選択的に黒質ドパミン神経細胞を傷害する 6-hydroxydopamine（6-OHDA）と 1-methyl-4-phenyl-1, 2, 3, 

6-tetrahydropyridine（MPTP）によるパーキンソン病モデル動物を使用した．6-OHDA を黒質線条体路に

注入したラット、および MPTP を慢性的に全身投与したカニクイサル（Macaca fascicularis）の線条体に、

AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH を注入して、遺伝子導入によるドパミン産生と運動障害の改善効果を

検討した． 

 

②  実験動物における遺伝子導入効率および導入された遺伝子の構造と安全性 
 6-OHDA モデルラットの線条体に各 5×107 vg の AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH を 3 個所に分けて

注入（合計 1.5×108 vg）した場合、免疫蛍光染色の結果から遺伝子導入された細胞の 95 %以上は抗

microtubule-associated protein（MAP2）抗体に反応する神経細胞であった．線条体の神経細胞への遺伝子

導入効率は約 20 %で、ベクター注入部位では 1-2×105 の神経細胞が遺伝子導入された 57)．AAV-TH、

AAV-AADC、AAV-GCH の各遺伝子は 18 ヶ月後にも発現していた 58)（図 4）． 
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図 4：モデルラット線条体の免疫染色 

 

 AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH の 3 種類のベクターを注入

18 ヶ月後の抗 TH 抗体による免疫染色． 

 2 本の注入トラックを中心に遺伝子導入されている． 

 Scale bar = 2 mm 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 MPTP サルにおいて、各 1.5×1011 vg のベクターを被殻の 9 個所に注入した場合には、被殻の 92-94 %

の領域に遺伝子導入された（図 5）． 

 

 

図 5：MPTP サル脳（冠状断）の免疫染色 

 

左図：  AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH の 3 種類のベクターを注入 65 日後の抗 AADC 抗体による免疫

 染色．被殻の広範な領域に遺伝子導入されている（矢印）．選択的神経毒 MPTP により黒質からのド

 パミン神経終末が脱落し、遺伝子非導入側の被殻および両側の尾状核では染色性が低下している． 

右図：  遺伝子導入側の被殻では多数の TH 陽性細胞が認められる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Scale bar = 50 mm 

Scale bar = 5 mm 
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 MPTPサルでは、positron emission tomography（PET）により遺伝子導入 3ヶ月後にも被殻で[b-11C] L-dopa

の取込みの増加が認められ、AADC 遺伝子の発現が持続していると考えられた 59)． 

 

 

③  実験動物に導入された遺伝子の機能 
 6-OHDA モデルラットの傷害側線条体に総量 1.5×109 vg の AAV-TH を注入し、6 週間後に線条体の

L-dopa の含有量を測定すると非注入群に比べて有意に増加した．AAV-TH と AAV-AADC を同時に注入

した場合には、ドパミンの代謝産物である 3、4-dihydroxyphenylacetic acid（DOPAC）が増加した 56)．さ

らに AAV-GCH も加えて AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH の 3 種類のベクター（各 1.5×107 vg）を注入

すると、AAV-TH 単独注入の場合と比較して、線条体の BH4含量は約 2 倍に増加し、ドパミン含量も約

3 倍に増加した（図 6）． 

 

 

図 6：モデルラット線条体における遺伝子導入後の BH4およびドパミン含量の増加 

 

 

 

 AAV-TH と AAV-AADC の 2 種類のベクターの投与によってアポモルフィン誘発の回転運動は抑制さ

れたが、AAV-GCH を加えるとその効果は増加した．運動障害の改善効果は、ベクター注入後 18 ヶ月間

の観察期間の間持続した． 

 

 MPTP サル（4 頭）の片側の被殻に AAV-TH、AAV-AADC、AAV-GCH（各 1.5×1011  vg）を定位脳手

術により注入すると、反対側の上下肢では動作が速くなり、筋強剛、振戦も消失した．ドパミン受容体

作動薬であるアポモルフィンの筋肉注射によりベクター注入側を向いた体軸の回転傾向が出現し、同側

（ベクター注入側）の被殻でドパミンが産生されドパミン受容体の super-sensitivity が改善されたと考え

られた．in vivo dialysis によって、同側の被殻でドパミンとその代謝物の増加が確認され、さらに L-dopa

の全身投与によりドパミン生成の増加が認められた（図 7）． 
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図 7：MPTP サル線条体のドパミンの増加 

 

 遺伝子導入側（injected）の被殻では、非導入

側（control）に比べてドパミンの量が多かった．

さらに L-dopa を静注すると遺伝子導入側では

ドパミンの産生量が増加した． 

 

 特に副作用は認められず、脳組織標本でも炎

症反応や神経細胞の脱落などの異常を認めなか

った．治療前の症状が も重く臥床状態であっ

た 1頭のサルについては、治療後対側の上下肢

の運動障害の改善とともに起立可能となり 4 年

後にも症状の悪化は認めていない． 

 

 

 AAV-AADC のみを注入した MPTP サル 3 頭のうち PET 計測を行った 2 頭（各 5.4×1010、7.2×1010  vg

注入）では、遺伝子導入した被殻で[b-11C]L-dopa の取込みの増加が認められ AADC 活性が回復していた

（図 8）． 

 

 

 

 

 

図 8：MPTP サルの遺伝子治療後の PET 画像 

 

 左側の被殻に AAV-AADC 5.4×1010  vg を注入 12 週間後の[b-11C] 

L-dopa PET 画像． 

 

 

 

 

 

 また、L-dopa 5 mg/kg を末梢性脱炭酸阻害剤の Benserazide 1.25 mg/kg とともに経口投与すると、注入

反対側の上下肢では運動障害が改善し、その効果は L-dopa の血中濃度を反映して 3-4 時間持続した（図

9）． 

 長期観察中のサル（4.35×1010 vg 注入）では、ベクター注入 1 年後にも L-dopa による症状の改善効果

が認められている． 

 

 

 

P88



55 

図 9：L-dopa 投与後の血中濃度と運動障害の改善 
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④  実験動物の評価 
 選択的神経毒によるパーキンソン病モデル動物において、AAV ベクターによるドパミン合成系の酵素

遺伝子（TH、AADC、GCH）を線条体で発現させることにより運動障害の改善が得られた．動作緩慢・

筋強剛・振戦などパーキンソン病患者と同様の運動障害を呈する MPTP サルにおいて、臨床研究と同様、

AADC の遺伝子導入と L-dopa の経口投与により運動症状の改善が認められた． 

 

(3)  関連する研究の成果 
 パーキンソン病の遺伝子治療の第 2 の戦略として、ドパミン神経細胞の変性を抑制するために神経保

護作用のある物質を脳内に持続的に供給する遺伝子治療がある．神経栄養因子の Glial cell line-derived 

neurotrophic factor（GDNF）は、微量でも培養ドパミン神経細胞に対して保護効果を示すことが知られて

いる．GDNF を発現する AAV ベクター（AAV-GDNF）を作製し、ラットの初代培養系においてドパミ

ン神経細胞へ感染させることにより、神経細胞の生存率が高まることを明らかにした 60)．また、6-OHDA

を線条体に注入してから 4 週間を経て既に黒質線条体路の変性が進行している状態のラットの線条体に

AAV-GDNF を注入する実験では、黒質ドパミン細胞の変性脱落が抑制され運動障害の改善効果が得られ

ることを示した 61)．さらに、GDNF は培養運動ニューロンにも保護効果があることが知られているため、

筋萎縮性側索硬化症のモデル動物である SOD1 トランスジェニックマウスを使用して、四肢の筋肉に

AAV-GDNF を発現させることにより、脊髄の運動ニューロンの脱落を抑制し、延命効果が得られること

を報告した 62)． 
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4  その他必要な資料 
 
遺伝子治療臨床研究に関連する実施施設以外の内外の研究状況 
 

(1)  カリフォルニア大学サンフランシスコ校（UCSF）で行われた動物実験の結果 
① 6-OHDA モデルラットの実験では、総量 4×109 particles の AAV-AADC または AAV-GFP を傷害側の

線条体に注入した結果、AAV-AADC 群では、遺伝子導入前には反応のみられなかった低用量（5 mg/kg）

のL-dopaを腹腔内投与すると対側への回転運動を生じるようになった．この回転運動量はAAV-AADC

注入線条体における AADC の活性と相関し、AADC 活性は正常側線条体の 50 %にまで達した．遺伝

子導入線条体における L-dopa（50 mg/kg）腹腔内投与 2 時間後のドパミン産生量は、AAV-AADC 群（4.34

±0.78 mols/fraction、n=6）では AAV-GFP 群（1.69±0.53 mols/fraction、n=6）より有意に高かった．な

お、この実験では AADC 遺伝子が導入された領域は、線条体の 30 %未満（6.7±0.4 mm3）である 63)． 

② アカゲサルに MPTP 2.5-3.5 mg を右側の内頚動脈に注入するとともに 0.3 mg/kg を 4 回静脈注射する

ことによって作製した、右側の線条体に傷害の強いパーキンソン病モデルを使用した実験では、総量

3.6×1011 vg の AAV-AADC（2 頭）または 1.5×1011 particles の AAV-LacZ（2 頭）を、尾状核に 2 個所

と被殻に 4 個所の合計 6 個所に注入した結果、遺伝子導入 7-8 週間後の FMT-PET で、AAV-AADC 注

入側の被殻における FMT の取込みは顕著に増加しており、1 頭では、反対側を超える程度まで増加し

ていた．AAV-AADC を注入した 2 頭の免疫染色で AADC 抗体に反応する細胞（AADC-IR）の密度は、

被殻において各 7,709,000/mm3、5,925,000/mm3で、大部分は典型的な medium spiny neuron の形態を示

していた．AAV-AADC を注入したサルに L-dopa 250 mg/carbidopa 25 mg を投与して 30-45 分後に回収

した被殻では、L-dopa が減少し HVA が増加しており、AADC 活性の回復により速やかに L-dopa が代

謝されて HVA が生成したと推察された 64)． 

③ ②と同様に行ったアカゲサルの MPTP 片側モデルを使用した実験で、AADC-IR 細胞数を定量した

ところ、AAV-AADC 注入 8 週後と 3 年後に安楽殺した各 2 頭では、総数 1,711,867±204,852 および

2,539,212±531,186 であった．AAV 注入側の被殻における抗 NeuN 抗体（神経細胞のマーカー）に反

応する細胞（NeuN-IR）数は 37,555,406±2,690,866 であり、注入 8 週後と 3 年後で NeuN-IR 細胞のう

ちそれぞれ 4.6 %と 6.8 %に、AADC 遺伝子が導入されたことになる 65)． 

④ アカゲサル 7 頭を使用して、4 頭は右側の内頚動脈に 2.5-3.5 mg の MPTP を注入（そのうち 1 頭は

0.3 mg/kg を静脈注射で追加）する方法により、3 頭は 2-3 mg の MPTP を 2-7 日の間隔で皮下注射する

方法によってパーキンソン病のモデルを作製した．両側の線条体に総量 1×1012 vector genomes（この

ベクター溶液は 4：1 の割合で empty capsid を含むため、5×1012 particles に相当する）の AAV-AADC

を注入し、遺伝子導入の前後で線条体における FMT の取込みの変化を、小脳を reference として計測

し、抗 AADC 抗体を使用した免疫染色の画像解析により推定した遺伝子導入領域の大きさ（全線条体

に対する%）との相関を検討した．その結果、より傷害の強い右側では相関係数 0.78 を示した．この

ことから、FMT-PET は、in vivo で AADC の発現をモニターするのに有用である 66)． 

⑤ 今回の臨床研究で使用するものと同じ注入用のカニューレの安全性を検証するため、4 頭の正常ア

カゲサルの両側被殻の合計 4 個所の総量 3×1011 vg の AAV-hAADC-2 を注入した．その結果、遺伝子

導入後の AAV に対する血中の中和抗体価の上昇は軽度で、5.5 週間後の脳組織では注入針のトラック

に沿って軽微な限局した炎症反応を認めたのみであった．注入速度を 0.2μL/min から 1μL/min に漸

増した場合と、1μL/min の一定にした場合で遺伝子導入された容積には差がなかった 67)． 
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⑥ 7 年前に MPTP の慢性皮下注射により作製し、その後 AAV-5 ベクターによる Neuturin の遺伝子治療

実験に使用した既往のあるモデルサル 5 頭において、総量 1×1012 vg の AAV-AADC（3 頭）、または

AAV-NULL を両側の線条体（各半球について、尾状核 1 個所、被殻 2 個所）に注入し、注入前 3 週間

および注入後 6 ヶ月間で、L-dopa に対する反応を検討した．その結果、AAV-AADC 導入群では、治療

効果が得られる L-dopa の必要量は減少した．しかし、L-dopa 誘発性不随意運動 L-dopa induced 

dyskinesia（LID）がより低用量の L-dopa で生じるようになった．これらの 3 頭では、遺伝子導入され

た領域が狭く AADC の発現が線条体の小領域に限局していたためと考えられる 68)． 

⑦ ②と同様に作製したアカゲサル MPTP 片側モデル 12 頭を使用した実験で、片側の被殻の 2 個所に、

10 頭では総量各 6、18、55、170、500×109 vg の AAV-AADC を各 2 頭ずつ投与し、2 頭では総量 500

×109 vg の AAV-GFP を投与した．FMT-PET の線条体/小脳の比は、正常では 2.72（n=8）であり、MPTP

投与後 1.51 に低下していた（n=12）．遺伝子導入 4-6 週間後には、170×109 vg 以上の AAV-AADC をを

注入した 5 頭では 2.0 以上に回復したが、55×109 vg 未満では殆ど改善は認められず、FMT-PET の変

化には 55×109 vg 付近に閾値があるものと推察された．同様に L-dopa 投与後の運動障害の改善効果も

55×109 vg 以上の投与群でのみ認められた．さらに、遺伝子導入 6 ヶ月後の線条体と淡蒼球における

AADC 活性は、55×109 vg までは投与量に比例して増加が認められた 69)． 

 

(2)  類似の遺伝子治療臨床研究の成果 
 パーキンソン病に対する遺伝子治療として、2 種類の第 I 相臨床試験が米国で行われている．いずれ

も AAV ベクターを使用している． 

 第 1 のプロトコールは、抑制性神経伝達物質であるγ-aminobutyric acid（GABA）の合成酵素である

glutamic acid decarboxylase（GAD-65 および GAD-67）の遺伝子を視床下核の細胞に導入して、視床下核

の出力を興奮性から抑制性に変換することを目標とした遺伝子治療である 22)．2003 年 8 月 18 日に

Neurologix 社を実施主体として第 1 例が Weill Cornell 大学で実施され、以来 2005 年 6 月までに 12 例に

実施された．1×1011、3×1011、1×1012 vector genome の 3 種類の用量を各群 4 症例の片側の視床下核に

注入した．結果は論文としては未発表であるが、Neurologix の発表によると安全性に問題がなかった．

第 I 相試験ということで治療効果については言及していない． 

 第 2 のプロトコールは、UCSF で行われている Avigen 社による本試験と同様の AAV-hAADC-2 の被殻

への注入と L-dopa の服用を組み合わせた方法の第 I 相試験である．2004 年 12 月 16 日に第 1 例、2005

年 7 月 20 日に第 2 例、2005 年 9 月 7 日に第 3 例，2006 年 2 月 7 日に第 4 例、2006 年 5 月 23 日に第 5

例が行われた．いずれも総量 9×1010 vector genome の AAV-hAADC2 を両側の被殻に注入した．第 1 例の

遺伝子導入 6 ヶ月後の FMT-PET では、被殻で FMT の取込みの増加が認められ、導入した AADC が発現

していることが示されている（今のところ、有効性・安全性についての正式な発表はまだない）． 

 第 3 のプロトコールは、神経栄養因子の Neurturin（CERE-120）遺伝子を両側の被殻に導入するもの

で、Creregene 社により UCSF で行われている．2×1011の低用量群と、8×1011 vector genome の高用量群

の各群 6 例を予定している．2006 年 4 月までに低用量群の 6 例に遺伝子導入が行われ、2-17 ヶ月間の観

察期間において副作用は認められていない． 
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