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平成 21年 4月 15日

遺伝子治療臨床研究実施計画について
(国立がんセンター)

0 国 立がんセンターから申請のあつた遺伝子治療臨床研究実施計画に係る意見につ

いて (がん遺伝子治療臨床研究作業委員会)..

● がん遺伝子治療治療臨床研究作業委員会委員名簿.……

● 遺伝子治療臨床研究実施計画申請書及び概要書 (改訂後)

0遺 伝子治療臨床研究実施計画 (改訂後)
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平成 21年 3月 19日

国立がんセンターから申請のあつた

遺伝子治療臨床研究実施計画に係る意見について

がん遺伝子治療臨床研究

作業委員会

委員長  笹 月 健 彦

国立がんセンターから申請のあった下記の遺伝子治療臨床研究実施計画につ

いて、本作業委員会で検討を行い、その結果を別紙のとお りとりまとめたので

報告いたします。

記

1.ハ プロタイプー致 ドナー由来 T細 胞除去造血幹細胞移植後の HSV・TK遣

伝子導入 Tリ ンパ球 lAdd・back"療 法

申請者 :国立がんセンター 総 長 廣 橋 説 雄

申請 日 :平成 20年 6月 9日

Pl



(別 紙 )

1.遺 伝子治農■床研究実施計目の概要

(1)研 究 課 題 名

C2D申 請 年 月 日

(D実 施 施 設

代  表  者

0総 括 責 任 者

ハプロタイプー致 ドナー由来 T細 胞除去造血幹細胞移植後の

HSVⅨ 遺伝子導入 Tリ ンパ球
`鴇

ld‐back"療 法

平成 20年 6月 9日

国立がんセンター

国立がんセンター 総 長 廣 橋 説 雄

国立がんセンター中央病院 ・薬物療法部

医長 平家 勇 司

幹細胞移植療法室  .

(D対 象 疾 患

導 入 遺 伝 子

ベクターの種類

用 法 ・用 量

研究実施期間

目標 症 例 数

造血器悪性腫瘍

単純ヘルペスウイルス 1型‐チミジンキナ‐ゼ (HSV‐TKD遺 伝子

及び細胞内領域欠損 ヒ ト低親和性神経成長因子受容体 (△

LNGFR)遺 伝子

非増殖性レトロウイルスベクター

ハプロタイプー致 ドナー出来T細 胞除去造血幹細胞移植後、免疫

系再構築の開始が確認 されず、かつGrade■ 以上の治療を必要と

するGVHDを 発症しない場合、移植 42日 後に lxl伊 個/kgの遺

伝子導入 ドナーTリ ンパ球を追加輸注 (Add‐back)す る。

Add‐back後 も免疫系再構築が確認されず、かつ Grade II以上の

治療を必要とするG17HDを 発症しない場合、移植後 72日 目及び

102日 目にそれぞれ l x 107個/kgの遺伝子導入 ドナーTリ ンパ球

をAdd‐backす る。

厚生労働大臣より了承された日から3年 間

10例 (5例 終了時点で遺伝子治療臨床研究効果安全性評価委員

会にて目的が十分に評価され うると判断された場合は 5例 で終

了)

(0研 究の概略 :

本研究は、ヒト白血球抗原 (hullan leukocyte antigen;HLA)適合又は 1抗原不一致

(血清型)の適切なドナーのいない、早期に移植治療を必要とする高リスク造血器悪性

腫瘍患者に対して、HLAハプ■タイプー致 ドナー出来T細胞除去造血幹細胞の移植を施

行した後、レトロウイルスベクターSFCMM-3を用いてHSV―TK遺伝子及び△LNGFR遺伝子

を導入 した同一 ドナー出来の Tリ ンパ球を Add―backす る治療法の安全性の評価 と

Add―back後の免疫系再構築並びにGVIID発症頻度及び制御能の評価を主要エンドポイン

トとする。また本治療法における感染症頻度、無病生存率及び全般生存率等の有効性を

検討することを副次的エンドポイントとする。
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1)

(7)その他 (外国での状況等):

イタリアのモルメド社により欧州で同一のベクターを用いた同様の第 1/1相 臨床

試験が実施され、イタリアで第Ⅲ相臨床試験が開始されている。また、筑波大では、同

種造血幹細胞移植後の再発白血病を対象として、同一のベクターを用いた遺伝子治療臨

床研究を実施中である。タカラバイオ (株)で は、同種造血幹細胞移植後の再発した造

血器悪性腫瘍患者を対象として、同一のベクターを用いた治験が計画されている。

がん遺伝子沿薇臨床研究作業晏員会における書麟概要

第 1回審議

① 開 催日時 : 平 成20年 7月 15日 (火)10Ю O～1230

② 議 事概要 :

平成 20年 6月 9日付けで国立がんセンターより申請のあった遺伝子治療臨床研究

実施計画 (対象疾患 :造血器悪性腫瘍)に ついて第 1回目の審議を行つた。

まず、研究実施計画について同センター中央病院の総括責任者らから説明を受けた

後、説明及び提出資料を基に、委員間で実施計画の妥当性等について審議を行つた。

各委員の意見については、事務局で整理の上、本作業委員会の意見として申請者に

検討を依頼することとし、その結果を基に再度審議することとした。

(本作業委員会の意見)

1.モ ルメ ド社の欧州での臨床試験 (Phase 1/Ⅱ )に ついて、最新の詳細なデータを

入手 し、以下の点について説明すること。
・Add‐back 2回 目までの投与における免疫系再構築の頻度

。3回 以上の Add‐back例 、及び L-2投 与がなされた例についての詳細な情報

。免疫系の再構築が見られなかつた例について、その理由の解析が行われたかどうか

。遺伝子導入細胞の動態と長期的な免疫系再構築に関する情報

モルメド社がイタリアで開始した Phase Ⅲのプロトコールに関し、IL‐2の 使用の

有無、Add‐backの量、投与回数等について説明すること。

GCV投 与によるH部 乙TK遺 伝子導入細胞の殺細胞効果の確実性について、動物実

験及びモルメド社の臨床データ等に基づき説明すること。なお、GCV投 与の回数、

タイミングと殺細胞効果との関係について、モルメド社のデータ及び他のデータを

確認すること。また、GCV投 与に関するモルメド社のプロトコールと本臨床研究

のプロ トコールに相違があれば相違点を明確にすること。モルメ ド社以外にも

GCV投 与に関するデータが入手できれば参考データとして提出すること。

2 .

3.
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4.被 験者の選択基準について、最近の知見を踏まえて再検討した上で修正すること。

5.こ れまでのT細 胞への遺伝子導入効率について説明すること。

6.遺 伝子を導入した T細 胞が投与された後、どういう表現型のものが生体内で寄与

すると考えられているのか説明すること。

7.被 験者用の同意説明文書に関し、プロトコールが複雑なのでT寧 な説明が必要であ

ることを踏まえ、以下について検討すること。
・導入しているHSVTKは 治療そのものではなくGVIDに 対する介入措置である

ことを分かりやすく説明すること。
・被験者へのAdd‐back投与が複数回になる可能性があるということについて、同

意説明文書 22頁 (計画書 157頁 )の 図や文章での説明ではわかりにくいので、

計画書 83頁 の図を参考に説明を修正すること。
・遺伝子導入細胞を投与後、‐定期間被験者を個室管理することについて、同意説

明文書に記載すること。

。本遺伝子治療は、既存の方法では ドナニが得られない患者を対象とすることを同

意説明文書でより明確に説明し、ハプロタイプー致移植は我が国においては必ず

しも確立している治療方法ではないことがわかりやすいように記載を再検討する

こと。なお、海外のデータを提示する場合には、我が国との状況の相違について

も十分説明すること。

。モルメド社の成績については、闘瓢ЧX遺 伝子導入細胞投与前に死亡した 10例

を含めて生存率を解析し、勝帯血移植、骨髄移植と比較した結果について同意説

明文書で説明すること。また、同意説明文書 19頁 (計画書 154頁)に は 2006

年 11月で 21例 登録とあるが、説明資料には 2Cll16年1月時点で29名 とあり、

最新の情報を得た上で、正確な記載とすること。
・HSV‐Ⅸ 遺伝子導入 Tリ ンパ球の品質試験に関し、Add」back後 に試験結果が判

明するものがあること、及びその場合の対応について、同意説明文書にわかりや

すく記載すること.

" 第 2回審議

① 開 催日時 : 平 成 21年 1月 23日 (金)1000～ 1200

② 議 事概要 :

前回の審議における本作業委員会の意見に対し、国立がんセンターから回答書及び

′        追 カロ資料が提出されたことを受けて、第 2回 目の審議を行つた。

まず、回答書及び追加資料について同センター中央病院の総括責任者らより説明を

受けた後、委員間で実施計画の妥当性等について審議を行つた。
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その結果、本実施計画を概ね了承することとしたが、遺伝子導入細胞のクローナリ

ティー検査等に関して委員より指摘のあつた点については、申請者と事務局との間で

整備の上、委員長が確認した後に、次回以降の科学技術部会に報告することとした。

(なお、これら実施計画書等の整備については、平成 21年 3月 19日 に委員長了承。)

(各委員からの主な指摘の内容)

1.血 液中の遺伝子導入 Tリ ンパ球の動態について、臨床研究終了後もフォローア

ップを実施すること。また、経過観察により遺伝子導入細胞の増加が観察され

た場合等においては、LNGFR陽 性細胞を分画してクローナリティー解析を追

加実施することにより、遺伝子導入細胞の増加は何らかの抗原刺激を受けてポ

リクローナルに増殖したことによるものなのか、あるいは、遺伝子導入に伴う

挿入変異を契機にTリ ンパ球が単クローン性増殖を起こしたことによるものな

のかを検討すること。

2.申 請書の 「がん原性の有無」及び同意説明書の 「レトロウイルスベクターを用

いることによる危険性」の項に、XSCIDでの自血病の発症例だけではなく、CGll

でのM13Sの発症例や、ADA欠損症での成功例などの最新の情報も追記すること。

その上で、レトロウイルスベクターによる癌化の頻度は対象疾患、標的細胞、

ベクターの種類により大きく異なつており(本 研究で行 う分化した末梢リンパ

球に対するレトロウイルスベクターによる遺伝子導入ではこれまで自血病化の

報告がないことも追記すること。

3.が ん遺伝子沿僚臨床研究作業員員会における審餞を踏まえた第 1回書■時からの実施

計目及び被験者への同意説明文書の主な費更内暮

(実施計画)                             ヽ
。 本 作業委員会の意見を踏まえ、被験者の仮登録時選択基準について、騎帯血移植を

優先する場合の具体的なデータが明記され、また、最近の知見を踏まえ、「3回 目又

はそれ以降の寛解期にある悪性 リンパ腫の患者」及び 「自家移植後に再発、あるい

は悪化 した多発性骨髄腫の患者」は選択基準から削除された。

・ モ ルメド社の臨床試験について、本作業委員会の意見を踏まえ、実施計画書に最新

の状況が追記された。同意説明文書にも説明が追記された。

・ レ トロウイルスベクターのがん原性について、実施計画書に最新の情報が追記され

るとともに、レトロウイルスベクターによるがん化の頻度は、対照疾患、標的細胞、

ベクターの種類により大きく異なることが追記された。同意説明文書にも説明が追

記された。

・ 臨 床研究終了後の追跡調査について、本作業委員会の意見を踏まえ、血液中の遺伝
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子導入 Tリ ンパ球比率測定が 1年 毎のフォローアップ検査項目として追加 された。

(患者への同意説明文書)

・ 本 作業委員会の意見を踏まえ、本臨床研究の対象患者は、既存の方法ではドナーが

得られない患者であること、及びハプロタイプー致移植は我が国では必ずしも確立

している治療方法ではないことについて、より明確な記載に改められた。

・ “ FヽTK遺 伝子について、悪性腫瘍に対する治療効果があるものではなく、G17HD

に対する安全性を高めるために導入されているものであることが明記された。

・ 遺 伝子導入リンパ球の品質試験について、Add‐back後 に試験結果が判明するもの

があることの説明、及び投与後に不合格であることが判明した場合の対応と予測さ

れる危険 (副作用)に 関する説明が追記された。

・ 臨 床研究のスケジュールについて、Add‐backが 複数回になる可能性があることが

分かりやすく記載され、治療スケジュールを説明する図も改訂された。

・ 臨 床研究中に個室管理が行なわれることに関する説明が追加された。

4. が ん遺伝子治薇■床研究作業曇員会の検討結果

国立がんセンターから申請のあつた遺伝子治療臨床研究実施計画 (対象疾患 :造血器悪

性腫瘍)に 関して、がん遺伝子治療臨床研究作業委員会は、主として科学的観点から以上

のとおり論点整理を進めて、それらの結果を実施計画及び患者への同意説明文書に適切に

反映させた。その上で、本作業委員会は本実施計画の内容が科学的に妥当であると判断し

プし。

次回以降の科学技術部会に報告する。
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厚生科学審
        員 名簿がん遺伝子治療臨麻

氏  名         所  属

浅野 茂 隆   早 稲田大学理工学術院特任教授

荒戸 照世   独 立行政法人医薬品医療機器総合機構生物系審査部審査役

上田 龍三   名 古屋市立大学大学院医学研究科臨床分子内科学教授

小澤 敬 也   自 治医科大学医学部教授

金子 周 一   金 沢大学医学部長

金田 安 史   大 阪大学大学院医学系研究科教授

0笹 月 健 彦   日 立国際医療センター名誉総長

島田 隆     日 本医科大学医学部教授

演田 洋 文   札 幌医科大学教授

早川 発 夫   独 立行政法人医薬品医療機器総合機構顧間

吉倉 廣     厚 生労働省医薬食品局食品安全部企画情報課参与

(がん化学療法、遺血器)

兼任 上国 龍 三   名 古屋市立大学大学院医学研究科臨床分子内科学教授

0委 員長  (五 十音順 敬 省略)

(平成 21年 3月 29日 現在)
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別紙様式第 1

厚生労働大臣 般

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 申 請 書

平成 20年 6月 9H

下記の遺伝子い について、別稲の実施計画に対する意見を求めますe

記

実

施

施

餃

所 在 地

饉 便番号)104-0045

東京都中央区築地誼丁目1番 1号

名  称

国立がんセンター

(電話番号)“ →鍵″2511

CFAX番号)03-3545-3867   _

代 表  者

響 網 腸 名
` 墜

饉立がんセンター

総彙

飾 麟

副
じ
職

暉 ―

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 の 課 題 名 総括責任者0「 E・職。氏名

ハプロタイプー致 ドナー出来 T細 胞除去―

のIISV―TK遠颯汗導入 Tリ ン2tt¬ “→“k"療 法

目立がんセンター中央病院

秦物療法郵翻躙噌暉曜療法菫

医長  平 家 勇 司
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別紙織式第1の剛添

遺伝子治糠臨床研究実施計闘概要書

平成20年 6月  9日 |(申 請年月日)

イ

研 究 の 名 称
ハプロタイプ∵郡 ナー出来T糠胞除― 後のHSV―TK遺 伝子

導入 Tリンパ球蹴副出“ぼ療法

研 究 実 施 期 間 年 月 日(承認日)から3年間

総

播

責

任

者

所 属 部 屋 の 所 在 地 (郵便番号)104‐0045 東 京都中央区筆地=丁 目1番 1号

所 属 機 関 ・部 局 ・職 目立がんセンター中央病院口薬物療法部・幹組胞移植察法童・饉長

氏 名 平家 勇司 り)
実

施

の

場

所

所 在 地 (郵健番号)104‐0045 東 京都申央区嬢地=丁 目1番 1号

名 称 目立がんセンター申央痢鵬

連 籍 先 (電階番号)13‐3542-2511

構

括

責

任

者

以

外

の

研

究

者

氏 名 所 属 機 関 ・ 部 局 ,職 役 割

吉自輝藤

青木―散

高上洋一

飛内責正

森慎一郎

成元

賊 織 "弓 鶏

・題瘍ゲカЦH摯 情報研究部・部長

目立がんф ゝ―研究所

。がん宿主免慶藤 室長

目立ふヽ セ"― 中央病隣

・薬鞠療法部・薬籠療法部長

目立がんセ"‐ 中央病院

。第一籟域外来部・第一領壌外業部長

目立がんセンター中央病院

・臨床検査部・颯菌検査窒饉長

目立がんセ"― 中央病饒

… 紳 靭

の製造●4A任 者

遺伝子導入組胞製剤

の品費管理責任書

臨床効果の辞優

臨床効果の評価

投与轟者の鰺療

投与患者の鰺療

P9



福田隆浩

田野崎隆ニ

,特殊療棟都・13B病棟医師

目立がんセ"― 中央病院

・特殊病棟郎・12B病棟医長

日立がんセンター中央病院

・臨床検壼部・輸血管理室医長

般与農者の鯵療

投与患者の診療

外

部

共

同

研

究

者

名氏 所 属 機 関 ・部 局 ,職 翻役

鞭 ― タカラバイオ株式会社

・組胞・違伝子治療センター

・センター長

遺伝子導入用レトロウイルスベクター

SFCMM-3日 闘する掛腱的助言及び

遺伝子導入Tリンパ球鋼製技術の提

供と助言

審 査 委 員 会 が

研 究 計 画 の 実 施 を

適 当 と 麗 め る 理 由

書壺姜員壼では、提出された遺伝子鸞… 目■を償劇こ●饉した綸暴、本

遺伝子治粛諄席研究案鮨討口は平成14年■椰科学書・鷹生労働書書示諄1号「遺伝子綸

鷹臨床購究に目する指針』平成14年3月27日告示(雫威16年12月"日 全部嗅=)●0

寝彙僣壕輌曖もている日鵬めた。

中Ы=発,す凛海外での暉痣研究での威相中嘔、繊来の治療法では書縮日腱にあるHム

菫含門トモ漱目苺・alス ク麹劇囲圏朗口■日に対するハカ タ準 ―彙CplLA2‐3塵

不―薫脚暉rサ ーh●●移盤において椰柳襲鶴鵬摯哺もこと。本薔食42f● IH

●ATJン reO品 質および安全樹ま十分̈ 獅 られたため,新轄宙庁ヘ

ロ脇澤研究奥籠計目中口睦承認するコ蹴澤Lつか■tttの … .

目立がんセ"=菫 伝手綸燎目康辮 壼姜員会,■‐員長
8-― 鵜 `服 ■■ 7n・

⑬

研 究 の 区 分 郡 語 椰 賄 薦 脇

研 究 の 目 的 =リスク逸鷹轟EtH盛 患者に対してもヒト自由球抗鷹(humn l醐囀中じ翻晦暉
ILAン、プロ哺 =…数ドカ■由素T補 除割臼回鞘団堕溜贈睦施行した後、レトロウイ
JLR旬 ターSつM「 3を用いて単純へ"ウ イ'レス 1菫 ―贅 ジンキナーゼ(bo0
由嗣ほ ■お 1枷 壷口鮨日壼 照V・TЮ轟 導入した同―ドナー由来のTリンパ

球鋼闘田麟訳A‐ bacl)する治農法の全離 しての安全性及び有効性について織肘す
る.     :

く幸… ント>
・ Fハ プロタィプー郵 ナー由来T― 去遺血絆機胞移植後のHWttK遺 伝子導入

TリンPヽウu■も田ば¬閣去Ja颯凛目陸
・ HW― TK n― ■リンと詭 A‐ b●●k後の免疲系再構築菫JlこGVHD発 経銀

度及び競御籠

くElk的ル ト暉イント>
。 「ハプロタい 一致卜 出来T欄胞鯛翻饉諄剛雌階構後のFluTK遺 伝子導入

Tリンパ離
“
Adhck'察 法Jにおける藤彙症頻度、無病生存率、及び全穀生存率

2
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1 .

ヒト自菫球抗原(HLA)適合又は 1抗原不一致(血清型)の適切なドナーのいない、早期

に移植治僚を必要とする高リスク造血器悪性腫瘍患者.

2.― 患に対する鶴 点での知見

腎記躍習雪議冒薯               た 治療手段であるが、約α獅の意者

はHLA薔 合ドナニが存在しない。こあ場合、骨髄バンタを介して、非血縁者ドナーを探す
こととなるが、ドナーが存在しない可能性及びコーディネーHこ時間を婁するという問題が

ある。

1997年に非血縁者蘭麟帯血移植が行
【本"における威人に対す
本邦では、1994年に

われて以来、緊急的移植にも通達に対応可能であること、ドナーの負担がないこと、HLA

2座不―独まで移植可能であること等の利点があり、増加の一途を辿つている。2002年以

降は威人における移植件数が小児0そ れを上回るようになつた。

【当鮨出における隣精血移殖の経験】
日立|がんセ"― 中央病院では複数の臨床研究において症例登録嗜行い臓帯血移殖

を実施、着実暉 蓄積している。

【日米欧から報告された威人における非豊録者骨■移植と嘉山働者鵬帯血務菫の成績

の躙
2004年末に欧米及び本邦から成人に対する非血縁購帯血移植と非血縁者骨髄移植の

治療成績が報告された。

欧米からの2つの報告の結果は、いずれも、HLA― 致ドナーが見つからない場合には

購帯血は許書できる幹細胞ソースであると結論されており、類似していた。

本部からの報告(単―施設による)では、血縁者け ―が存在しない場合には、臓帯血

が第―の絆細胞ソースであると結論されていた。騰帯血移殖の成績としては、極めて優

れていると評価されており、欧米からの報告とは異なつている。

瞬 人に対する讚守血哺嘲に澤鵬‖
現時点では、成人に対する騰帯血移植は、造血幹細胞移植の中の一つの選択肢として

提えられているが、体重あたりの移植細胞数が少ない場合には、生着不全の頻度が高

い、生着までに時間を要する、移植後の■症感染症による治療関連死が多いといつた点

が指摘されている。

【ミス… の覇嗽L課 ■】
ミスマツチ移植は "“ に近い確率でドナーを見つけることが可能である。しかし、移植

片が非自己を認識する作用が強いため。そのままでは生着しにくく、拒絶のリスク及び重

篤な急性 GV「lD発 症のリスクが問題となる。←CSFに より動員した末梢血絆細胞

(pe‖pheral bl●●d stem ce‖;PBSC)か らT細胞を除去した大量の造血幹細胞を急性白血

病患者に移植することで、造血幹細胞を高率に生着凝 、かつ重鷲な GVHDを 回避する

手法も確立されているが、非血液疾患死亡率及び自血病再発率は依然として高く、この

び

由

及

理

患

定

疾

選

象

の

対

そ





子治療臨床研究を実施計画することれ た。

本遺伝子治療臨床研究を実施するにあたつては,病院内に設置された無菌細胞調整施

設(CPR)に て、モルメド社から瞼入したレトロウイルスペクタニを用いてHSV―TK遺 晨手導

】

以上の状況を踏まえ、モルメド社が実施した臨床試験と同様のプロトコールによる遺伝

入細胞をGMP基 準に準撫して観製し、品質試験を楠 。

【患者仮登録時選択基準の概要】
1)予後不良の高リスク造血器悪性腫瘍患者く詳細Iま別途規定)

2)由LA適合又はHLA l座不二数の適切び ナーがし●r3ぃ

3)末梢血幹細胞提供可能なHLA 2～3座不―数の血縁ドナーがいる

4)年齢が20歳以上∞歳以下
5)E∞ G O Pe鰤a旬鮨mce Sttus′ド0】R:ま1

6)主 要臓器の機能が保たれている(群細は別途規定)

7)け ―及び患者の両者から文書での同意が得られている

【HSV―TK遺 伝子導入Tリンパ球の日曇】

使用するレトロウイルスベクターSFCMM‐3は 、モルメド社で GMP基 準に則つて作製さ

れ、品質規格に適含したものを輸入して受け入れる。なお、当腋レトロウイルスペクター

は、モルメド社が欧州で実施中の臨床試験(TK007)及び本部における筑波大学付属病院

での遺伝子治療臨床研究で使用されているものと同―である。

T細胞除去ミスマッチ移植ドナーと同一のドナーlこ出来するPBMCを アフェレーシスによ

り採取する。L-2存在下で抗CD3抗 体によりPBMCを 朝激して活性化し、SFCMl「3によ

りHSV―TK遺 伝子及び細胞内領城欠損ヒト低親和性神経成長田子受書体(△岬GFR)遺

伝子をex v市。遠心法により導入する。その後、抗LNGFR抗 体と二次抗体結合磁気ビー

ズ及び細胞分離装置による純化、並びにlL-2存在下での拡大培養を経て遺伝子導入 T

リンパ球を調製し、品質試験に合格した後に用いる。―部の品質試験項目については、

Admack後 に試験を実施することとし、万=不 合格となつた項目があればその時点で臨

床研究を中止して適切な措置を講ずることとする。つまり、化学療法や移植幹細胸ソース

の再検素といつた臨床現場において現時点でHLA適 合又はHLA― 座不―数の血縁ドナ
―が見当たらない高リスク造血器悪性腫瘍患者に行われている中で、患者の状態に応じ



(又

【Tl日‖田楡盤 …
ドナーからの末梢血幹細胞は、G―CSF製 剤投与により動員し、アフエレーシスにより採

取する。その後、CD34陽性細胞を分取しt4X100個た を最少量として患者に移植する.
前処置は、モルメド社の臨床試験CTK007)と同様の内容で実施する計画である。アシク

ロビルKACV)製剤及びOCV製 剤は,後にAdhackす る「ISV―lK遺伝子導入Tリンパ球
の自穀機陸 惹糧することから、本臨床研究で感染予防,治療には使用しないこととす
る。サイトメガロウイルス(CMV)感染lt問題となつた場合には、ホスカルネットナトリウム
製剤睦使用する予定である。

IHW‐TK遺伝子導入Tリン●ヽ んじ綺由及″ オロー7・嘱カ
T細胸除去ミスマツチ移植後、免疲系再構築の開始が確認されない場合には、造血絆佃

胞の生着ドユ込まれる移植後42白目の時点で、HSV―TK遺伝子導入Tリンパ球lXlげ
個/kgをAdnackす る。その後、免疲系再構築が露bられず、かつ麟 “ コ以上の治療
を必要とするGVHDを 発症しない場合は,移構後72日目及び102日目の時点で、それぞ
れ lXlヴ a/kBの HSV=TK遺 伝子導入 Tリ ンパ球を Add―backす る。最終の Anack

実施の6カ月後に本臨床研究のフォロ‐アップを終了する。nde I″ ⅣのGVHDの 発
症が認められた場合には、通常の CMV感 染症治療に用いられる用法・用量に縫つて
αッ製剤を投与する。■o場合、患者の状態によつては、それまでのAdhackの回機が
1回または2回の場合、医師の判断により、CCV襲 剤投与後に1回0み 「ISV-7K遺 伝子

導入Tリンパ球(lXl゛ 働～c)の Ad‐ ●●kを許すものとする。

■00-と の-3aF議 肌 た理由

は ・JFu ttT綱 胸障去印17●J―
ミスマッチ移撻における十細胞除去は重黛な GVHD予 防に最も有効な手段であるが、

移植後の免疲抑制状態が感染症を引き江 すリスクを高めており、また再発などの問題
も指離 れているため、早期の免疫系再構築、及びGVM効 果… る。

I囃 … V3T錮 鵬豫封ψζ7・J― ・Tリンパ球A― oH
T細蔵除去ミスマッチ移植後の早期免疲系再構築においては、移植時と同じドナーに由

来するTリンパ球のAdmackは 、理論的に有効な手段と考えられる。しかし、少量のTリ
ンパ球のAddtackで も致死的なGVHDを 発症した例があり、改善が必須である。

r Tリン′鶴 A― ●kv O H W‐ T K E F● A Tり 本 Ad―

本遺伝子治療では、T細 胞除去ミスマッチ移植後の早期に免疲系を再構築するため
に、同一け ―出来のHSV―TK遺 伝子導入Tリンパ球をAd←腱薇する計画で稲 。これ
はAd■backしたTリンパ球が直接要因となる致死的GVllD発症に対する対策としてI安
全装置としての自殺慣瀧睦当腋Tリンパ球に付与するという考えに基づき、理諭的には移
植したと血幹細胞自来の免疲系には影響を与えずにGV「lDを選択的に沈静化することが

期待熱 る。

― ―
購帯凛移植については、近年、その評価は定まりつつあるが、成人に適用する場合の

細胞数不足及び移植後療法としてのドナーリンパ球輸注などの機胞薇法が不可能である
ことなどが問題点として挙げられている。臓帯血移植の利点であるFドナすの負担がない」
という点では、本遺伝子治療は通常の移植以上にドナーの負担が大きいことから、臓帯
血移植の方が優れているが、代表的な問題点である移植細胞数の不足、造血回復の運

延、生着不全の頻度の高さについては、本遺伝子治療により解決策を見出せる可能性が

ある。



ドナーの負担という点では、本遺伝子治療の個々の症例への適応については、慎重か

つじゅうぶんな検討が必要である。しかしながら、本遺伝子治療は、一連の治療法の課題

に対する解決策を模索した上で計画されたものであり、これまでの海外での臨床実績から

も安全性及び有効性が見込まれるものとして妥当な手法と考え選択した。

遺 伝 子 の 種 類 及 び

そ の 導 入 方 法

1.人 に導入する遺伝子の構造雄 ■
本臨床研究において発現する遺伝子は△LNGFR遺 伝子とHSV―TK遺 伝子である。

①人に導入する■伝手の構造
・錮胞内颯城欠HL卜 に親和性神籠成長目子受書体ヨ缶子(△LNOFR遺 伝子)

使用する△LNGFR遺 伝子は、LNGFR遺 伝子の細胞内領域をコードする塩基対を除去

したもので、翻訳開始コドンATGの 上流に113塩基対の非翻訳領域を有し、△LNGFRを

コードする950塩基対の遺伝子である。
・― ルペスウイルス1型→電ジンヤカー薔凛晨子(HSV―TK】‖冒F)  .

使用するHSV―lK遺 伝子は、CL101株 DNA出 来のHSV―TKをコードする1,131塩基対

及び翻訳開始コドンATGの 上流に位置する14塩基対の非翻訳領域からなる。

②人に導入する嵐伝子の性質
レトロウイルスペタターSR瀾 ‖-3に 含まれる△LNGFR遺 伝子及び HSV―TK遺 伝子は

細胞内に侵入した後、逆転写酵素によつてウイルスゲノム RNAか ら2本 鎖 DNAが 合成さ

れ、核内に移行する.5・―LTRと 3・―LTRで はさまれた DNAは ウイルスが持つているインテ

グラーゼによつて翻胞染色体に組み込まれ(プロウイルス)、細胞ゲノムの機製に伴つて

槙製されて安定的に娘細胞へ受け継がれる。このために継機的な遺伝子発現が可能で

ある。

e7●AE伝 子からの生成犠の構造及びその生枷活性
口

▲ L N O F R の 生 物 活 性

△LNGFRは 、細胞内領域のほとんどが除去されているため、シグナルを細胞内に伝達

すること!創ユ cヽh vl"及 び h viv●において、△LNGFRの 機能活性は観察されない。△

LNGFRは 細胞膜でたん白発現するため細胞表面マーカーとして利用され、特異的抗体を

用いてい颯脚で発現細胞を迅速に分離することができ、ex vivoでの発現細胞の検出や生

存状態、増殖状態等のキ→ クタリゼーションを行うことが難 る。
・HSV‐TKの 生物活性
HSV―TKは 、遺伝子導入された細胞において自殺遺伝子産物として機能する。自殺遺

伝子が導入された細胞では、その遺伝子産物により非轟性のプロドラッグであるGCVが

轟性型ドラジグに変換され、細胞が傷害を受ける。

2.本計日で使用するその他の組換えDNAの 構造ど性質
本計画では使用しない。

|.相は した綱臓の由来及び生物学的構薇並びに当麟組腱を標睡 した理由
GVM効 果を担う免疲担当細胞がドナニ由来の Tリンパ球であること、及び当腋細胞が

GVHDの 原因となることが知られている。レトロウイルスベクターによる遺伝子導入は増殖
中の細胞を標的としており、組換えヒトインターロイキン2(劇L-2)存在下、抗 CD3抗 体で

刺激することにより活性化されたTリンパ球に対しても高い遺伝子導入効率が得られるこ

とが証明されている。レトロウイルスベタターSFCM眸 3を 用いた遺伝子治僚においては、
ドナーリンパ球から得られる活性化Tリンパ球が極的細胞として使用される。

4遺 伝子導入方法の概略及び当餞遺伝子導入法を目択した理由

On伝 子導入方法の概略
レトロウイ′レスベクターSFCMM-3を 含むウイルス産生細胞の培養上清中にドナー末梢

血リンパ球を加え、遠心することでわ 。

②当… 3A申 した理由

7
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当 してレトロウイルスベクターを用い た理由は、レ

トロウイルスベタターは感染後細胞染色体に組み込まれて細胞ゲノムの複製に伴つて複
製されるために、長期にわたり導入遺伝子を安定して発現することが織 ること、多くoモ
ロニーマウス白血病ウイルス(MいにV)ベースのレトロウイルスペクターがヒト血液細胞ヘ

の遺伝子導入に利用されていること、及び末梢血 Tリンパ球がレトロウイルスペクターに
より効率よく遺伝子導入されることである。

い ●ウイ′麻 クターー 8
レトロウイルスベタターを用t てヽ遺伝子導入を捕 ことにより、他のベタターに比べて効

率よく遺伝澤を細胞染色体に組み込むことが可能である。
レトロウイルスベクターSF-3の 基になるSFCMM-3 DNAは 、野生型レトロウイルス

白来の唇電、p●! eヽnv査コー る遺伝子の全でもしくは一部を欠如しており、このDNAの
みを通常の細胞に導入したのではウイルス粒子を産生することはない。また、ウイルスペ

クタ‐製造に用いるパッケージング縮胞株 CPtnvAm12(Am12、 ATCC CRL-9641)は、
四 、p●:を発現するDNA断 片とowを 発現するDNA断 片とが興なつたベクターを用いて

導入されているため、増殖性レトロウイルス(RCRbが出現する可能性は極めて低いと考
えられており、すでに世界的に広く使用されている。

こウイルスペ"=を 用いF4-

O― ウ篠 0事 雌 及び人に劇するψ響
レトロゥィルスベタターSFCM旧 Otと になる野彙型ウイルスはMoMLVで あり、形態

的には直経約1∞n品の球影の C撃 粒子に分類され、ウイル知 アをエンベロープが日つ

ている:ウイルスゲノムは分子量約3Xl゛ の1本饉椰いで、相同の日い分手が2分子、

ウイルスコア中に存在する。
MoMLVは マウス白血病ウイルス(MLV滝頻轄痙¬継代して高病原性株として単離され

女麟腸錯鼻:琴勇I鶏雲鑑電師輛鷺窯窪I震:菫理1lt
のは、内口、叡性自血病、自血病、がんであり、野生マウスの後肢麻痺を招く神経好性ウ
イルスも知られているが、MoMLVは 細胞由来あ遺― 持たないウイルスであり、AKR
やC58系■ウスでのみ白血病を誘発する:ヒトヘの感染の報告はない。

O● イル… 仰臓方法
●К躙H DNAベ クタ…の■鷹
pLXSNか らネオマイシン耐性遺伝子(NEO)の配列を取り除いてSV40初 期プロモータ

ーの下流にムLNGFR遺 伝子を、パッケージングシグナルの下流にHSV―TK遺 伝子を組
み込んだものがSFCML3 DNAベ タターである。
・′t・J… … 構

本田床研究におしヽそ使用するパッケージング細胞株は、Am12で ある。本細胞株は、パ

ッケージングに必要なウイルス遺-2種 類のプラスミド(ひとつはy嘔遺伝子とpol遺
伝子で、もうひとつはマウスアンフオトロピックウイルス4070A由来のenv遺伝子)で別々

にマウス繊維芽細胞株 N343■ に導入したアンフォトロピックパッケージング細胞株であ
る。また、1翼遺伝子と,d遺 伝子を含むプラスミド及びMoMLVの env遺伝子を含むプラ
スミドによりこれらの遺伝子をNH 3T3に導入して作製されたエコトロピックパッケージング
細胞株CPC-86(ATCC CRL-9042)をウイルス産生細胞の構築に用いた。
・ウイルス自生組出株の構彙
パッケージング細胞 GPIE-86に SFCMM-3 DNAベ クターをトランスフエクションし、レト

ロウイルスベクターエ」トロピック sFCMM-3を 含む培養上清を回収した。この上清を
Am12に 感染させることにより、安定なレトロウイルスペタターSFCMIF3産 生細胞を構築

した。
SFCM「 3産生細胞から、良好な生育性とTリンパ球への高い遺伝子導入効率を示す

タローンを得た。これをマスターセル=も ク(MCB)用シードセルとして樹立し,MCBを 作製

した。
・レトロウイルスペタターSF04絆■の農遣
レトロウイルスペクターSFCMD3は 、バンキングされたウイル



清中にウイルス粒子の状態で存在する。

製造は全てモルメド社の管理された製造エリアにてGMP違 守下で行われる.

0イ ルスペリ‐ の構造
レトロウイルスベクターSFCMM-3は パッケージングシグナルとしてΨ+を有し、露 、

pd、●畔をコードする遺伝子は除かれている。

Cウイルス初 ‐の生欄学的特徴
レトロウイルスベクタ‐SFCM静 ■はアンフォトロピック′(ッケージング細胞麻 Am12に よ

り産生されるので、マウス、ラット、サル、ヒト等を含む多くの種の哺乳類細胞に感染しう

る。また、レトロウイルスペクタrSFCMM-3は 増殖能を欠いているので、遺伝子導入した

末梢血 Tリンパ球内でウイルス粒子を形成することはない。したがつて、RCRが 出現しな

い限り周囲の細胞に感染することはない。

安全性についての評価 1.遺伝子暉ス方法o安全性    ~~
on88Al胡 れ、るウイルスベクターOm
レトロウイルスペクターsFCM「 3の 製造は、モルメド社の管理された製造エリアにて

GMID違守下で行われる。製剤は、ロットごとにウイルス安全性を含め品質試験を行う。

鋼 ヨ露事:事憲雷窪    ド ナゴリンパ球及びその警漱そある
RPL1 1040及 びヒト血清アルプミン含細胞凛害保護液(CP-1)である。mlLH響 の際に用

躍魔議認驚裁]碁薄議露懸競[霊鍛ξ
生理
す
襲水で

¨ トロウイルス(Fnゆ出現の可能性
・レトロウイルスベタ●-0費 中性

蒐I選    1::i象褒鐘籠轟難融勲
けを臨床使用する。
口′もウ‐ジれ の安全性
Am12は 、パッケージングに必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミドで別々に導入し

た第3世代のパッケニジング細胞株であり、RCRを 産生する可能性は、第1世代及び第2

世代パツケージング細胞株と比較して極めて低い。従つて、SFCn-3 DNAベ クターと

Am12の 組み合わせにより作製されたウイルス産生細胞株を使用してレトロウイルスベク

ターSFCMM-3を 製造する過程でRCRが 出現する可能性は極めて低いと考えられる。

Am12を 用いて産生したレトロウイルスベクター中にRCRを 検出したという報告があり、

Am12を 用いてもRCR出 現の可能性を完全には否定できないことを示唆している。一方、

Am12を 用いて多種類のウイルスのRCRチ エックを試みたが検出されなかつたという報告

がある。
・HW― TKt― Aドナ=Tリ ンパ球の安全性
HSV―TK遺 伝子導入ドナ=Tリ ンパ球の調製完了後、「F―PCR法 及びmus価 面細胞と

の共培姜後のPc-4S● L テ̈スト(以下、増幅法)によるRCR試 験を行う。F「―PoR法 によ

る試験の結果、RCR陰 性であつた細胞だけが農者に投与される。増幅法による試験は日

数を要するために患者への投与後に結果が判明する場合も考えられるが、万―不合格と

なればその時点で臨床研究を中止して適切な措置を構ずる。

④疇伝子導入に用いるウイルスペタターの相胸傷薔性

レトロウイルスベクターによる遺伝子導入過程において、細胞を傷害することはないと

考えられている。―方、細胞楽色体上の遺伝子導入位置によつては相胞の生存・増殖に

必須な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうるが、このような細胞の割

合は少ないと考えられる。なお、レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療において細

胞傷書性は報告されていない。

O体 内の標的綱胞以外の細胞へのEH4入 の可能性

9
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ドナニTリン″僣劇こex viv●でHSV―TK 1入し、

拡大培養や細胞洗浄等の工程を経たあと義者に投与するので、感染性を持つたレトロウ
イルスベクタ‐SttMM-3が 患者に投与される可能性1ま低い.また、レト●ウイルスペクタ
ーSFCMM-3は 増殖能を欠いているので、RCRが 出現しない限り標的細胞以外の細胞に

遺伝子が導入されること:測=い。

O● ●u40人 に量伝子が導入される可能性
本臨床薔究の細胞鯛製は、当骸操作にじゅうぶんな知識と緒験を有する研究者のみが

行い、細胞調製作業者に遺伝子が導入される可能性は極めて低いと考えられる。遺伝子
導入操作は P2レ ベルの細胞鯛製施設において行t 、ヽレトロウイルスペクターSFOMlu-3
の環境中への拡散を防止する。レトロウイルスペクターSF叫 3は 、増強能欠損型なの
で、息者を介して患者以外の人に遺伝子が導入される可能性は、大■O RCRが 患者体
内に存在しない瞑り非常に低い。

②彙色体内へ菫伝子… まれる場合の間■点

椰胞の生存や増殖に撃婁な遺伝子の近傍に挿入され、その遺伝子0発 現が抑制され
た場合にはその細胞は死に至る可能性があるが、このような細胞は遺伝子導入細胞のご
く一部であると考えられるので、息者への影響は襲いて小さい。一方、がん遺伝子やがん
抑制遺伝子の近傍に挿入され、これらの遺伝子の発現量が変化することにより当機3E胞
が無限増殖する可能性がある。

OFtHLO有 籠
レトロウイルスペクター0組 込みが細胞の増殖にとつて正に働く場合には、がん原性の

憲薯電麟 奮潔寵覇腸ぶ調騨製電驚鶴珈
病

(HSV=職 びΔLNeFRI曝 装置及びマーカーであること,から安全性が高い臨床計
画と考えられている:遺伝子導入制胞の意者体内におけるクローン増殖性については
lilnear mplttati“膚nedicted PCR(LAM― PCn)に よつてモニタリングすることにより,評 価

する予定である。

2 E E E 0 0 -

04MTKnHOm
HSV―TKは ,CCVと の組み合わせにより選択的自穀作用(HSV―TK/GCV自 殺システ

ム)を示す.一方、CCV非 存在下、HSV―TKが 触媒する反応は通常の細胞内で行われて

いる代翻反応であり、過剰発現による体細胞への影響は小さいものと思われる。ただし、
HSV―TK遺伝子発現細胞が免疫原となり、患者体内で当議細胞に対する制胞傷害性T織

胞(CTL)が誘導されることが過去の遺伝子治療臨床研究で示唆されている。このことは、
GVM効 果の長期継統に対する障害となつている。「lSV―TK/CCV自 毅システムを利用した
遺伝子治療臨床試験において、本自殺システムに目連する有害事象は報告されていな
い.

0▲ LNeF劇障評り鶏 掘
△LNGFRは細胞内領城を欠損させており、細胞外領城及び細胞膜貫通領城を有する

たん自質であり、△LNGFRE伝 子を導入したTリンパ球はNGFに対する反応を示さないこ
とが報告されている。

3.綱籠の安全性

On― AMの 口製方法
ドナーリンパ球を抗 CD3抗 体で劇激した後、レトロウイルスペクターSFCMM-3に 懸濁

し、遠心法により遺伝子導入を楠 .抗 LNGFR抗 体及び磁気ビーズを用いて遺伝子導入
細胞を選択し、拡大培養を行う。培養終了後の細胞を洗浄し、藩M1040及 びヒト血清ア
ルプミン含細胞凍害保護液(CP-1)に懸濁して一旦凍結し、輸注時に解凍後、そのまま患
者に投与する。



0-胞 囃
全ての操作は日立がんセンター中央病院内に設置したP2レベルの無菌細胞調整施設

内にて行われる。培養細胞間の細胞汚染を防ぐために、異なるドナー組胞への遺伝子導

入を同時には行わない。また、細胞の取扱いはクラスコの安全キャビネット内で行い、感

染性徴生物の混入を防ぐ。

Ommの ■伝子製、衰覇里の安全性

抗LNGFR抗 体及び磁禽ビーズを用いた遺伝子導入細胞の選択により、△LNOFR陽 性

率が鰯 以上のTリンパ球が得られることが知られている。過去の実績から、レトロウイル

スベクターSFCMM-3に より遺伝子導入したTリンパ球は非導入細胞と同様に、Tリンパ球

としての機能を保持していることが確認されている。

④颯臓者に投与する燿臓の安全性
投与する細胞はレトロウイルスペクターSFCMM-3に より遺伝子導入したドナーTリンパ

球である。現在、自血病に対するドナーリンパ球綸注は広く行われており、ドナーTリ ンパ

球の投与が GVHD以 外に患者に重大な影響を及ぼすこと!出ェい。遺伝子導入細胞の品

質は,品質試験によつて担保される.

遺伝子治療臨床研究の

実 施 が 可 能 であると

判 断 す る 理 由

以下の理由により、本臨床研究は実施可能と判断される。

本臨床研究で使用されるレトロウイルスペクターSFCME3は イタリアのモルメド社に
よりGMPに従つて製造され、本邦では筑波大学附属病院における臨床研究に使用さ
れた実績がある。またモ′IP/ド社は、これを用いて調襲し■ HSv―TK遺 伝子導入 Tリ

ンパ球に対して、造血幹細胞移植における付加的治農として、20m年 に欧州におけ

るオLフアン医薬品の指定を受けており、現在、同ベクターを用いて本臨床研究と同

様の治験を欧州4施 設において実施している。2005年 12月に開階された米国血液

学会における発表では、途中経過として、その良好な経緯が報告された。
このことから、ハプロタイプー致ドナー由来 T無 胞除去造血絆綱胞移植後の

HSV―TK遺伝子導入Tリンパ球
“Adnack"療 法は、非常に有望であり、T細胞除去ミ

スマッチ移植を安全かつ有効に行える可能性が示唆されている。

目立がんセンター中央病院は我が日の悪性腫瘍治森の基幹病院である。

本臨床研究対象疾患の診素では、設立以来の豊富な経験を有し、経験豊富なスタツ

フを擁している。また、本臨床研究対彙疾患に合致する患者が多く受鯵している。

総括責任者である平家勇司は、日立がんセンター研究所並びに中央病院において、

細胞農法並びに遺伝子治壼の開発研究を行つてきた。1997～1998年にかけて、米国

アラバマ大学遺伝子治瞭センターにおいて、アデノウイルスペクタニ開発に携わると

共に遺伝子治療臨床研究の研帯をわ た。前勤務地である目立病院四国がんセンタ
ニ(現独立行政法人日立病院機構四日がんセンター)では、治験を含む複数の臨床

研究に携わつた。現在、ロユがんセンター中央病院・薬物療法部遺伝子免疲肇法室
におぃて細胞療法並びに遺伝子治療の開発研究及び固影腫痛に対する骨髄非破壊

的前処置による同種造血幹細胞移植療法の臨床開発に従事している。分担研究者

である、吉日輝彦並びに青木―教はベクター開発を含む遺伝子治藤開発研究を行つ

ている。高上洋―、飛内賢正、森慎二郎、金 成元、福田隆浩、日野崎隆二は、造血

幹細胞移植の専門家で、多くの治験並びに医師主導の臨床試験の実績がある。



実 施 計 画 1.遺伝子治燎■床研舅を含む全体の治饉掛目
0ホ ロ床研究の奥施に薇LE2が ル タ…中央病院内に鵬 れる姜彙金・事覇局
本遺伝子治療饉床研究実施計画が了承された後に、遺伝子治療臨床研究効果安全性

評価委員会及び遺伝子治僚臨床研究実施事務局を目立がんセンター中央病院内に設置
する。
遺伝子治繊臨床研究効果安全性評価委員会及び遺伝子治療臨床研究実施事務局は

遺伝子治藤臨床研究き査委員会から1触 立しており、それぞれ次に示す役割を担う。
遺伝子治薇臨床研究効果安全性評価委員会は、被験者選定の滴格性確認の妥当性

の判定、臨床研究の安全性の審観的な判定、臨床効果の客観的な判定、プロトコールの
変更の妥当性確認、5例 終了時点での臨床研究の目的が評価できたかについての判定
継 彿 .
邊伝子治療臨床研究実施事務局は、遺伝子治療臨床研究効果安全性評価委員会との

連絡等事務局業務、症例登録業務等の本遺伝子治薇臨床研究を適切に実i施するための
支援業務を楠 .

04E耐 Om● H

を
行い、文書による同意が得られた場合、適格性を確認する。適格性が確認できた被臓者
及びそのドナニについて、遺伝子治織臨床研究実施事務局に本臨床研究への傾筆録及
び登録をそれぞれ依頼する。ドナ,より、車疑 末構n48球 (PBMC)自分及び末格血絆
細胞(PBSCDの採取を行い、‐連の細胞田製を行う■遺伝子導入Tリンパ球は1品質を確
認した後にAd■b●●kに用いる。PBSCに ついては、専用の細胞分離装餞 用いてCD34
陽性細胞の分離を行い、この分離相胞を移植細胞とする。
遺伝子導入Tリンパ球の調製及び移植細胞の採取後、被験者の適格性を確認し、遺伝

子治農臨床研究実施事務局に本臨床研究への本登録を依頼する.被験者がホ登録とな
つたことを篤躍囃 、日uLnbh`製 剤、Thu疇略製剤、■y"麒 瀾nl闘離、及… 全
身照射(TBI)による骨饉破機的前処置を移植前処置として施行し、移植前処置の安全性

CD34陽 性細胞の分離細胞 40X100m/kg以 上を移植細胞として造血
幹細胞移植を行う。

肝 鰐 鷲
Admackは 以下に従い、免疫再構築の確認が得られるまで最大3回、それぞれ定められ
た日から7日以内に彿 ものとする。
初回の遺伝子導入Tリンパ球AdHack以 降、GVHDが 発症した場合には「CVHD発 症

時の対応」の項の記載に従い、治療をわ 。

初回の Add■ack:自発的な免疫系再構築の開始が確認されない場合、かつ GVHDを

発症眈 いあるいは Crade Ⅱ以上の治療を必要とする GVHDを 発
症しない場合には造血幹細胞移植日を0日 として42日 目にl X 100

償/kEの遺伝子導入Tリンパ球を… する。
2回 目のAdd―b●●k:初回のAdmack以 降、免疲系再構築が確認されない場合、かつ

GVHDを 発症しないあるいは Q劇 ●コ以上の治藤を必要とする
OVHDを 発症しない場合には初回のAd●backか ら30日 後に
l x 107個/tの 遺伝子導入Tリンパ球をAd●backする。

3回 日のAd■back:2回目のAd■back以降、免疫系再構築が確認されれ 場ヽ合、かつ

GVHDを 発症しないあるいは Crade I以上の治療を必要とする
GVHDを 発症しない場合には2回 目のAdhaよ から30日 後に
l X 107日/kgの遺伝子導入 Tリンパ球をAd■backする。

遺伝子●ATリ ン,ヽ ん“→“ょ饉のフオロ…アップ

安全性の判定に関する検査。観察、免疫系再構築の判定に関する検壺・観察、GOV製

剤投与によるOVlllD沈静化能の判定に関する検査・観察等を行う。

遺伝子導入 Tリンパ球の Add●ackに伴い、重篤な GVHDが 発症した場合には、CCV

与する。その場合、GCV製 剤投与によるOVHDの 沈静化能に関する検査・観察



を行う。
本研究終了後も、被験者の生存期間中にわたり、追跡調査を行う。

2.出卜…機験者の遭択基準凛び除外出準
餅 ナーの菫訳出準及び餘外薔串
・
漱 鮮

1) 被 験者の 4親 等以内の血縁者である者.4親 等以内には、父母、兄弟姉妹、祖父

母、孫、叔父叔母、甥姪、従兄弟などが含まれる。

2) 患 者との HLAが 2抗 原あるいは 3抗 原(血清型)不―数のドナーである者。なお、

不一致の対彙となるHLA抗 原は HLA―A、B、DRと する。´

3) 登 録時の年齢が 20歳 以上 65歳 以下である者。

4) ECOC Penmance statusが 0である者。
5) ド ナーとしてじゅうぶんな心・肺・腎・肝機能を有する者:
・心電国卜歯血性変1じや治農を要する不整脈を認めない者。
し血清クレアチニン値が1.5 mg/dL未満及び血清総ビリルビン値が20mノ dL

以下の者。
。胸部X線写=で 異常がなく、酸素非投与時の酸素飽和度が9鉗以上の者。
。ASTが 50‖/L未満の者。
・ALTが 661U/L未 満の者。

6) ド ナ…としてじゅうぶんな造血能を有する者。
レ白血球数が3い =μL以 上の者。
レ血rltが 13Q000/μL以上の者。
'ヘ プ ロビン濃度が 13●g/dL以 上の男性、又は11.0ノこ 以上(鉄剤服用後

“ 可)の女性.
7) 本 臨床研究協力に対する自由意思による同意が本人から文書により得られている

者。
・腱外基準
1) 自 己免疫疾患(膠原病を含む)の現有及び既住のある者.

2) 静 脈血栓、動脈硬化性疾患の現有及び既性のある者。
3) う っ血性心不全、虚血性心疾患、脳血管病変の現有及び既住のある者。
4) 問 質性肺炎の現有及び既住のある者。                  i
5) 悪 性腫瘍の現有及び既住のある者。
6) 薬 物議 必要とする高血圧、精尿病を現有する者。
7) 牌 腫を認める者。
3) 臨 床研究参加に対する同意に影響を及ぼす精神的疾患、薬物依存がある者。
9) 重 篤な薬剤アレルギーの既住がある者.
10)GCSF製 剤に対するアレルギーがある者。
11)妊 婦あるいは妊娠している可能性がある者及び授乳中である者.
12)HB9抗 原、「lV抗体のいずれかが嬌性の者。
10 他 の臨床試験・臨床研究に参加している者。
10 そ の他、総括責任者(又は、治療に当たる分担研究者)が不適当と認めた者.

0-の ‥ 榔 ‥ 率
・傾曇饉溝の選択薔準及び豫外轟準
m― H

造血器悪性題瘍患者の診断及び分類は新WHO分 類に従うものとし、本遺伝子治薇臨

床研究による治療効果が、現在可能な他の方法と比較して優れていることが予測され、
かつ以下の 1)～8)の金てを満たす患者を対魚とする。
なお、通定にあたっては、提供可能なHLA適 含または1抗原不一致(血清型)の適切な

血縁ドナーの存在の確認及び骨髄バンクの検索サービスを用いての非血縁ドナニの存

在の確認を行い、さらに日本さい帯血バンクネットワークの検索システムを用いての移植

可能な騰帯血の存在を確認するものとする。なお、息者の疾患、病期、候補となる鵬帯血
ユニットの細胞数及びHLA等 を慎重に検討した上で、選定の時点で得られている日本さ

13
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1) 以 下のいずれかを満たす患者
・高リスク急性骨髄性白血病の初口寛解期。高リスクとは、1回の寛解導入農法に
て売全寛解nteられなかつた、初発時白血球数が20即げμ:以上、二次性白血

病、MO、MO、M7、又は予後不良染色体異常〔複雑な異常、-7,-5,abn(3q),dei

(5q)〕を有する、のうちいずれかの条件を満たす例とする。
,急性骨髄性白血病(二次性含む)の第二以上の寛解期.
レ骨髄奥影i成症候群のうち、PSS缶 由mati品!PrOmosb&dに Syttm)
Int― 品 -2以上の予後不良群。

レ骨髄異形成症候群であり、通10単位以上の血小板輸血、もしくは2通に2単位以
上の赤血球唸嵯 要する輸血依存例.

報 性骨髄性自血病の第一
爆麟 ‐以降の慢性期、又は移行潮。メシル酸イマチニ

プによぅ治療歴を有する例に限る。
,高リスク急性リンパ性白血病初回寛解期.高リスクとは、初発時年齢が30歳上以
上、初発時自血球数"痙 勘り1以上、表面影質がmature B‐●‖又はear●T― ‖
である、予後不良の染色体異常魚G滋 ),t(■11),t(119)l hypodiploid:-7,●83を

有する例、寛解導入に4週間以上妻した、のうちいずれかの条件を満たす例とす
る。

,急性リンパ性自血病の第二以上の寛解期。
2) 提 供可能な HLA適 合(1抗原不―致(血清型)含む)の適切な血縁ドナー及び非血

縁ドナーがいない息者。
3) 選 択基準に合致し、除外基準に括儀ロトいドナーを有している患者.
4) 遣 血書細胞移植後9カ月以上の生存が可能であると思われる20議以上60歳以下
の患者.

5) E00CPA― ― SLL O又 は 1の 意者.

6) 以 下の全ての主要職書機能が保たれている●者。
・酸素非投与下での助脈血中酸渫曲巾疇が 鰯 以上(経皮的測定でも可)
・血濤タレアチ■ン値が施設基準饉上限(男性:1.l edL、女性:Q7mg/dL)の 2倍

以内
)血着ビリルビン値が2●m3/dL以下
・ASTが 施設基準値上限(331J/0の 3倍以内
'ALTが雄… 限(男性:42 ψL女 性:27Uノリの3倍以内
,心電口上、治療を要する異常を認めない

7) 臨 床研究多加期間中に安全性や免疲系再構築等、必要な評価が可能であると考
えられる患者.

8) 治 薇開始にあたり、自由意思により文書で同意が得られた患者.
仮嶽 n―
1) cMV感 染症を発症、又はCW抗 原血症を塁し、ガンシクロビル製割にて治僚中の
患者。

2) ACV製 剤で治豪中の患者.

3) 心 エコーにて安静時の心駆出率が504満 の患者。
4) イ ンスリンの継続使用によって枷 ントロール不良の糖尿病を有する患者.
5) コ ントロール不良の高血圧症を合併する患者。
6) 本 麟床研究め参加に対する同意に影響を及ぼすような精神疾患、薬物依存症など

の疾患を有する患者。
7) 治 燎を要するアレルギー、又は本臨床研究で用いられる薬剤に対してアレルギー

のある患者.
3) 活 動性の感染症を有する患者。
9) 中 枢神経系にコントロール不能な明らかな鷹癌細胞の漫潤を認める患者.
10)活 動性の重複痛がある患者。
11)過 去にTBI、全身リンパ節照射(1■)を実施した患者。
12)HⅣ 抗体颯性、HBs抗 原陽性、又は「lCV抗体陽性の患者.
13)妊 婦、妊燿の可能性のある患者、授乳中の患者又は臨床研究終了後 5年 間の避

妊に協力できない患者。
14)他 の臨床試験・臨床研究に参加している患者。



15)そ の他、串 と認めた
・本登録時の遍択薔尊凛び除外出串
… …

1) 本 臨床研究への参加の同意の撤回がない患者。

2) 本 臨床研究におけるAdd―backに必要な量の遺伝子導入Tリンパ球が得られた患

者
3) ド ナーから採取された純化後のOp34陽 性細胞数が40X10・●/kg以上の患者。

4) 造 血幹細胞移植後9ヵ月以上の生存が可能であると思われる慮者。

5) ECOG R面 Mmnce Stat48 0又 は 1の 患者 .

6) 以 下の全ての螂 能が保たれている患者.
,酸素非投与下での動脈血中観素飽和度が臨 以上(経皮的測定でも可)
・血清クレアチ

~ ″`値が施設基準値上限(男性:1.lmノdL、女性:Q7mg/dL)の 2倍

以内
レ血消ビリルビン値が20 mg/dL以下
'ASTが 施設基準値上限(33U/L)の 3倍以内
'ALTが施設基準機上限(男性:42 1tJ/L、女性:27:U/L)の3倍以内
・心電回上、治療を要する異常を認めない

7) 臨 床研究参加期間中に安全性や免疲系再構築等、必要な評価が可能であると考

えら轟 者。

又はCMV抗 原血症を塁し、ガンシクロビル製剤にて治農中の

2) 移 植した末梢血絆細胞の生着が確認囃 ない患者。
3) 治 療を必軍とするGVHDが 発鷹した患者。
4) ACV製 剤で治燎中の轟者.
5) 心 エコーにて安静時の心駆出率が崎 の患者.
6) イ ンスリシの継饒使用によつてもコントロール不良の積尿病を有する患者.

7) コ ントロールネ農o高 血『症を合併する患者.
8) 本 臨床研究の参加に対する同意に影響を及ぼすような精神疾患,薬物依存症など

の疾患を有する患者。
9) 治 薇を要するアレルギニ、又は本臨床研究で用いられる薬剤に対してアレルギー

のある患者。
10)体 表面積当たりのクレアチ=ン クリアランスが20 mL/9/m2未 満岬 表面積

143m2で算出した場合のクレアチニン・クリアランスが30 mL/分未湖 .
11)活 動性の感染症を有する患者。
12)中 IE神経素にコントロール不能な明らかな腫瘍細胞の浸潤を認める患者。
13)活 動性の重複癌がある患者:
14)過 去にTBI、T日を実施した患者。
15)HⅣ 抗体陽性、HBs抗 原陽性、又はHCV抗 体陽性の患者。
16)妊 婦、妊娠の可能性のある患者、摂乳中の患者又は臨床研究終了後 5年 間の選

妊に協力で劃郷 患ヽ者.
17)他 の臨床試験・臨床研究に参加している患者.
13)そ の他、総括責任者(又は治療にあたる分担研究者)が不適当と認めた息者。

3.J‖1

ひ ¨ en
自由意思による文書同意を得た後:適格性確認に必要な検査・観察を行う。適格性が

確認露 た場合、遺伝子治療臨床研究実施事務局にドナーの登録を依頼する。

②饉臓議の仮豊鰊
自由意思による文書同意を得た後、適格性確認に必要な検査・観察を行う。適格性が確

認できた場合、遺伝子治療臨床研究実施事務局に被触者の仮登録を依頼する。

0械 験者の本登録
遺伝子導入 Tリンパ球の調製及び移植細胞の採取後に、被験者の洒格性を確認する。



Tリン′ こ不合格となつた場合、
Ad‐ ●ckに必要な細胞数の遺伝子導入 Tリンパ球の確保ができなかった場合,及び純
化後の CD34隆 性細胞数が移植に必要な数に満たなかつた場合にIま、本登録には移行
せず、臨床研究は中止とする:適格性が確認せ た場合は、遺伝子治療臨床研究実施事

務局に被験者の本登録を依頼する。

こ織Ⅲ…槙磯者に対す剰脱現及びその日童の取各方法

O― に対す御 雄 の国童0取 続
開始に先立ち、被験者の同意を得るに際し、遺伝子治療臨床研究審査委員会の承認

が得られた同意説明文書を説明の前、又は説明するときに渡し、内容にそつて口頭で詳し
く説明する。その後、自由意思による同意を文書にて取得する。なお、同意を取得する前
には、費間する機会と臨床研究に参加するか否かを判断するじゅうぶんな時間を被験者
本人に与えることとし、質問についてはじゆうぶんに答える。

け ―に対する磁明及JtO口 なの取簿方法
ドナーよりPBMC及 び血漿を採取するに先立ち、ドナーの同意を得るに際し、遺伝子治

農臨床研究書童委員会の承認が得られた同意説明文書を説明の前、スは説明するとき
に濃し、内害にそつて口頭で詳しく説明する。その後、自由意思による同君を文書にて取
得する。なお、同意を取得する前には、■関する機会と臨床研究に参加するか否かを判
断するじゆうぶんな時間をドナー本人に与えることとし、質問についてはじゅうぶんに答え
る。

Cドナー・機臓嗜t劇ける観扇の体鋼
・被験者の問露を取得する前には、移植専門「に加えて血液科医師等が参加するカンフ

アレンスにて当腋被験者の症例を紹介し、害観的な判断に基づいた確認を得るものとす
る。被験者への麒朗の際には、総括責任者(又は治療にあたる分担研究者)からの説明
に加え、がん専門看饉師から異なる立場で説明補助を稿 。さらに、必要に応じ院内外
の移植専門医が中立的立場での観朋を行うものとする。
レドナーに対する説明は、被験者胡 1に彿 ものとする。また、ドナーとなることに同意する

以前に患者より有形・無形の圧力がかからないように配慮する.

5.真構綱間及び目欄凛例歌

実施期間は厚生労働大臣から実施が差し支えない旨の回書を得た時点から最長3年間
である。各症例年の実施期間は、最終の遺伝子導入Tリンパ球Adnack後 6カ月迄で、

臨床研究終了後も当餞被験者の生存期間にわたり長期追跡調査を実施する。

日標症例数は10例とする。なお5例終了時点で、遺伝子治療臨床研究効果安全性評価

委員会にて、以降の研究の継続の可否について審糧を行うものとする。審議により、当腋

遺伝子治燎臨床研究の目的がじゅうぶんに評価されうると判断された堀合には、その5例

をもって当餞遺伝子治療臨床研究は終了とする。

0.週旧目LJ覇閣田ホ脱 の奥饉方法

①雌照群0跛 定方法
特に設けない。

0遺伝■導入方法、遺伝子●ATリンパ球の追加輸注`Anackl等
「ドナTからのPBMCの採取J～「CD34陽性細胞採取」については別表に定めた「0臨

床研究実施スケジュール(ドナー)Jで実施する。
・ドナーからのPBMCの 採取

ドナーの選択・除外基準に関する通否を確認した後、ドナーの健康鯵断を行い、異常が

ないことを確認する。同意取得日から採取当日までの使用薬剤についても確認する。血

球分離装置にてドナーよりPBMC画 分を標取する。採取する細胞数:ま、輸注に必要な遺

伝子導入Tリンパ球の必要量によつて異なるが、l X lo10個を採取目標量の最大とし、1回



のアフェレーシスにつき最大2∞mL/kgの血液を処理する。
ドナーからの PBMC画 分採取は、日立がんセンター中央病院内に設置する遺伝子治農

臨床研究実施事務局での本臨床研究へのドナーの登録、被験者の仮登録後に行う。
・遺伝子導入Tリンパ球の調製

採取されたドナーPBMC画 分を用いて、「安全性についての評価 3.卸胞の安全性 ①

遺伝子導入細胞の調製方法」の記載に従い、細胞調製を楠 .細胞調製後、「安全性につ

いての評価 3.細胞の安全性 ④被験者に投与する細胞の安全性」の記事に従い、遺伝

子導入Tリンパ襲 ての品質を確認したうえで、Addn30kに 用いる。
・OD34階性縮朧採取
CD34鶴 性細胞の動員・採取は'同種末梢血絆細胞移植のための健常人からの末梢血

幹細胞動員・採取に関するガイドライン(日本造血細胞移植学会。日本輸血学会、2003年

4月21日 改訂第3版〉」に準じてわ 。なお、動員・採取中はもとより採取終了後もドナー

宅薔編馬翻調L」君Fの警
保に努める。

移植治農前に末精ラインあるいは中心静脈ラインを確保し、移植日に用意した移植細胞

(CD34鵬性細胞め分離細胞40X10・●た 以上)を末梢ラインあるいは中心静脈ラインか

ら患者に韓注する。
・綺 導入Tり・/rto…
r実施llm l.量 伝子治癬臨床研究を含む全体の治療II口 ②本臨床研究の実施手

麟 tnem胞 移植後～遺伝子導入Tリンパ球Ad←L泳 Jのmtに 従う。

思策計置憲翼塞欝震遺伝子導入Tリンパ球のAdnaよ 後、cv「ID発症翻 Jま免疫系再

構築の有無にかかわらず、以下に従う。
α測●Iの急性GV「Dが 発症した場合には、そのまま経過観察を行う。

C“ etの 急性GV「lD又は慢性 GVHDが 発症した場合には、総括責任者の判断の

もと、治燎を行うてもよい。
Gnde=以 上の急性 GV「lDを発症した場合、又は 0劇 elの 急性 GVHD又 は慢性

GVHDを 発症しから総括責任者により治療が必要であると判断された場合、CCV製 剤

5 mgAノ回を1日 2回 7●14日間点満静注する。GVIIDが改善uれ 場ヽ合は1免疲l・T

制剤(例、タクロリムス製剤、メチルプ暉 ニゾロン製剤及びシクロスポリンA製 剤)を総

括責任者の判断により投与する。GVHDの 改善の判断は、日本造血細胞移植学会の
「造血細胞移植ガイドラインGⅥ り の鯵断と治療に関す0ガイドライン」に示された「裸

率的なsecOndaryむ劇m疏 の治療適応」こ記載の基準に従う。
■驚なGVHDが 発生し、GCV製 剤を投与してもGV「lDが改善嗜 い場合の3000ndary

n― tは本実施計画では規定しない。
GVHD治 療後の遺伝子導入Tリンパ球のAd●back:遺伝子導入Tリンパ球のAd■back

後に、Gradeコ以上のGVHDが 発症し、GCV製 剤投与により、じゆうぶんに沈静化電 た

場合には、GCV製 剤般与直前の遺伝子導入 Tリンパ球の Addtackが 初回あるいは 2

回目の場合に限り、CCV製剤投与終了後、総括責任者の判断によりl X10°Vkgの 細胞

数の遺伝子導入Tリンパ球をAdHackす ることが難 る。発症したGVHD力t OCV製剤

投与に反応しない場合には、新たな遺伝子導入Tリンパ球の輸注は行わず、本臨床研究

を中止するものとし、以降の治療は規定しない。
QⅣ 餞彙鹿臓の対応

適宣ホ効 ルネッ円‐トリウム製剤を投与する。
mE、 IIm時 の対応
本実施計画では規定しない:症状に応して、遭切な抗生剤、抗真菌剤を投与する.

再発時の対応
研究を中止し、以降の治療については規定しない。

O輛 処置及び併用饉墜の有無
・

1 0 臓 樹1 田口t 狙

骨髄破壊的前処置法として、TBl(7.5 Gy単回照射 Day-9)+hiotepa製 剤(5

mg/kg/q12h Day-3)+■udarabine phosphate製剤(40 mg/m2/日Day-7～Day-3)+

meth"predonisdone製剤(2 mgムノ日)と併せて Thymoglob口h製 剤〔3m♂ υ 日

(Medeux)あ るいは5 mg/v日 (Frese面us)Day-0～ Day-2〕+安 静 (Day-1)を用いる.
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ル ′Larマ チニプ

慢性骨髄性白車病に対しては、前処置開始までこ終了する。

撃錬義二饉案
 :前処置開始時から好中珠の生着確認時までキノロン系経口薬を投与。

真菫感染症予防:フルコナゾール製剤 200輛げ日 を前処置開始時から免窪系再構築確

認蒔まそ投与。カリニ肺炎予防のため、SuLmthox32●le/Trimm●prim合割睦前処置開
始前は違日少なくとも2週間、好中球の生着後から少なくとも免疲系再構築礎圏朧までは

週に2回、1日 4錠02分 割投与。

ウイルス感染症予防:単純ヘルペス感染症及び帯状疱疹予防のため、ビダラビン製剤を
Day-7からDay 35まで1,500″日、点滴静注で投与.CMV感 染予防として、QⅣ 抗原
血症検査(07-HRPあるしЧま010/Cll)を生着後Day l∞まで週に1回ずつ施行する。
cMv航 躍奥症検査の結果に基づいて適難 カルネットナトリウム製掘を投与.

棚 麗霊翼躙 1鷺朧陶躙 趙 :輩鶴
がん剤による治療を機上目れ 。ヽ
・末構血絆細胸移植後のシクロスポリン^製 剤の使用は禁止。又、原lllとしてGeSF製

剤の投鶉 業上。
レ初回の遺伝子導入Tリンパ球の輸注以降は、GCV製 剤・ACV製 剤の投与は禁止.

本臨床研究における安全性の判定、免度系再構築の判定、

度 等
被験著仮登録時:HLAの型、臨床静断名・病歴、現有、既住.HLA適 合又は1姉原不一致
の¨ 二0有 無、妊娠の有無、自党症状、他覚所見(Porb― n●●smls等 )、心エコ
ー、心電図、動脈血液申― mE.h8Bx線 検壺で感染症の検査として)=血液学的検

査、血液生化学、感染症検壺 等
被験者本登録時:現有、既性、妊銀の有無、自覚症状、他覚所見(PerFo―n●●動

議覇議鯉 潤躍辮 !凡L驚競¶詔織凝L
伝子導入Tリンパ球数、クレアチニン・クリ"ン ス、凛定性 等
●
…

移組されたCD34陽 性細胞数、及びこれに含まれるOD3陽 性細胞数

榔 臓
輸血日、血小板輸血量(単位)、赤血球輸血量(単位)

・併用槃剤使用状況   、
併常薬剤名、1日用法用量、併用期間、使用目的

・tF● ATリ ン′■劇欧

輸注した遺伝子導入Tリンパ球数
・EAE… 槙壺・観議

臨床検壺〔芽球の有無、ヘモグロビン量、好中球数、血小板数、LDH、りや、血清電解

費(Cal]、骨髄像く有核細胞数、題瘍細胞割合、骨髄球の成熱、形態学的異常、日核球

数、M/E比 )、細胞遺伝学的検壺、分子学的検査、キメリズム解析、鳳瘍関連症状(発熱、

盗汗、体重減少)、血清M壼 白・尿中M蛋 自、画像惨断
・安全櫛の判定に目する検査・観察

臨床検壺(血波学的検査、血液生化学検壺、免疫学的検査、感染症検査、尿定性棲査

等)、有害事象(感染事象、GVHD、臨床検査値異常変動含む)、RCR発 現の有無、

LAM―PCRに よる遺伝子導入Tリンパ球クローナリティー解析
・免疲-0判 定に関す6a■ ・観鷹



CD3陽 性リンバ球数、末構血中のリン′

回復の細胞生物学的解析及び分子生物学的解析
・αⅣ製"投与

謄 譜 臨 臓 臨 親 鰤 簾 、GVHD発症組織にお

ける遺伝子導入Tリンパ球の存在確認(実施可能な場合)
・その他の検壺・■麻

治療を興した感染事象の頻度、事象確認日、転帰、最終確認日

用いたFACS解 析、又はPCR法 を用いて測定された血中遺伝子導入

存期nl●にわたり、以下の項目につい金 醐 査を行う。
,RCR‐出現0有 無

球クローナリティーの解析
,転帰(原疾患評価、生死の男1、最終転帰確認日)

0予 覇され引Ⅲ同租kFtの 費競 法
ギ■■末編血リンパ球探黎朧 ― の危険性
ドナニからあリンパ球採取は基本的に安全性が確立した手技であるが、特に以下の 4

点には注意を払う。対処法については、下記の記載のほか、「日赤成分採血マニュアル」

あmalこ 徒ぅことする。
'低カルシウム血症
(対処法)予防のため、カルシウムを補充。
・中心静脈確保の必要性

(対処法)習熟した医師蹄 。合併症発生時には症状にあわせ薬剤投与・処置をわ 。
・リンパ球採取後の血球減少

(対処織)原 則的に経過観察する。血小板については、必要に応じてiE血を行う。
・T時 的な血拝低下

(対処法)生理食塩水の点滴により対処可能:
・ドナ…宋稲nmm採 取に榊 い の危繊性
「ドナー末梢血ウジパ球採取に伴うドナーヘの危険性」で示した以外に、以下の 2点 に

注意を払う。
・血管迷走神経反射を認めることがある。

(対処法)必ずECGモ ニタ…を用い、硫酸アトロピン、エチホールゃエフェドリンなどを直ち

に静注するための率師 .
,採取後に血小板減少が高頻度(5儡以上)に見られ、■000/μL未満の高度の血小板

減少抄 なからず見られる。

(対処法)採取終了後1週間くらいは血小板数を確認し、採取前値への回復を確認する。

PBSC動 員から採取終了までアスピリン製剤は使用しない。
・T颯胸除去遺血幹細胞移植に櫛 被瞼者への危険性
・感染症を主要因とする移植関連死

(対処法〉本遺伝子治療実施計画では規定しないが、医師の判断による適切な予防投

薬等の徹底した予防策を実施し、早期発見により早期治療を行う。
'原疾患の再発

(対処法)本遺伝子治僚臨床研究を中止し、以降の治療については規定しない。
・遺伝子導入Tリンパ球～卜“由に桐 被臓書への危険性
)投与時に被験者に発熱、悪寒、筋痛等を認めることがある。

(対処法)餞痛解熱剤等の適切な薬剤にて対処する。
い重篤なアレルギー反応を認めることがある。



輸注速度を遅くし、経過観監 行う。
じ菫症のGVHDを 発症することがある.
(対処法)「実施計画 6.遺伝子治盛臨床研究の実施方法 ②遺伝子導入方法、遺伝子

導入 Tリ ンパ球の追加輸注(Ana晨 )等 ・遺伝子導入 Tリ ンパ球の
Ad←back GV「llD発症時の対応」の記載に従う。

・力し0タロビル③ 製掘投与に伴引脚い■N餞倒瞼性
遺伝子導入Tリンパ球を輸津した被腱者におけるGVHD発 症に対する治療に使用され
る用量(10 mg/U日 )は、CMly感 染に対する治療に使用される用量であり、腎機能に障
害がある場合にはその程度に応じて適宣滅量する。GCV製 割の使用には、骨髄抑制、消
化管障害、腎機能障害等の副作用を伴う可能性があるので、じゆうぶんな観察を行もヽ、減
量若しくは投与を中止する等の適切な処置を出眺 .
・RO R…

本臨床研究においては RCRが 出現する可能性は極めて低いが、出現した場合、悪性リ
ンパ菫を発症する可能性も否定できなも`ので、被験者の経過を注意深く観察して対処す
るものとする。

漁 、糧 鷺 羅 霊 躍 驚 翠 露 翻 闘 躍 機 に臓手る検壺。二察ス
ヶジュニルは、別表に定めた「②臨床研究奥施スケジユール(慮者)」に記載の通りであ
る。
本臨床研究の主たる評価は遺伝子導入Tリン,ヽ 最終Adhack後 6ヵ月までの7~-9
によって行われるが、遺伝子導入 Tリンパ球のクローナルな増植、良OR出 現の可能性を
完全には否定できないため、遺伝子治線を受けた被験者については臨床研究終了後も
生存期間中にわたり、以下の項目について年1回のフォローアップを行う。
●RCR出 現の有無
レLAIPCttFょ る遺伝子導入Tリンパ勒 ローナリティーの解析
哺副軟康疾患評価、生死の別、最終転帰確認日)

い有害事象
'nCR

●貯 CR

費金性:=nf6● I― ・欝輌力臓
・臨床検査については、検壼値の異常及び異常変動を判定する。

臨床検圭値の異常の判定は、日立が続 ンター中央病院の基準範囲睦逸脱した場合
とする。
異常童動「有Jの判定は、正常値→異常値、もしくは異常値→異常値の増強がみられた
場合に、その臨床的意義を考慮して判断する。これに該当しない場合においても、その

■動の臨床的意義を考慮した結果、異常壼動「有」と判断された場合も含まれる。
,開始時より終了時までの臨床研究期間中を通して発生した有害事象について、その症

状、彙現時期、程度、臨床研究継織,中止の別、処置の有無及び内書、遺伝子導入 Tリ

ンパ彗輸注との国果関係、転帰(回復した場合にはその回復日)を調査し、そのグレード

及び遺伝子導入Tリンパ球Ad●backとの国果関係を判定する。

有害事彙のグレードは、2003年 米国 鮨麟onai Cttcer臓仙趣 (NCI)が発表した
「cOrnmon Ternholow C満 面al,Adverse Events v3● (CTCAE vaO)― 日本語訳

J000/JSCO L-2004年 10月 27日～」に従い、判定を摘 。 ・

因果関係は、被験者の状態、既繊歴、合併症、併用薬、Admackと 有害事象発現の時

間的開係及び Admaclt自 体の影響等を考慮し、「関連あり・関連があるかもしれない・

おそらく関連なし,関通なしJの4分類で判定する。
・末梢血中の RCRを RT―PCR法 により測定する。
,M― PCRに ついては、遺伝子導入Tリンパ球のクロナリティーを検討する.

■度孫maO判 定方法、■準
免疲-0判 定`ヨ四目鳳朗L口観農項目
)末梢血中の CD3陽 性リン′



,末梢血中のリンパ球の

―ル(患者)」に従い、免疲表現型に関する検査

を行い、「GVHD発 症の有無に関係なく、2回の連続した検査でを行い、「GVHD発 症の有無に関係なく、2回の連続した検査でCD3嬌 性細胞数が lμl

あたり100を超えるとき免疲再構築が違成されたと判定する。」という基準に従い、免疫

系再構築の違成を評価する:
,末梢血申のリンパ球の免療表現型をヒトリンパ球マーカーに対する各種抗体(CD3、

CD4、CD8,CDllc、CD50、CD123等 )を用いたFACS解 析により評価する。
,細胞内サイトカインの測定、R劇 コner解析、T細 胞受書体レパトア解析、:rec法 を用い

た解析等により評価する。
・●●V口 抽陶馴ヨも GV「Di螂 詢 判定湖魚 =串

,9CV製剤投与無効時の彙率抑制剤使用頻度
・GV「D発症組織におけう遺伝子導ムTリンパ尊の存在確耀(実施可能な場合)

・GV「Dに対しGCV製剤を投与したが、GVFIDが改善せず免疲抑flmを投与した場合を
集計し,その頻度を検討する。

'組織鰺断用0検 ― が可能な場合、組織切片を作製し、抗LNGFR抗 体を用いた免疲

警詰臨 蠍譜3霧祀繁:』鷹淵蹴躍議陽

開始前:以下の場合には、遺伝子導入ドナーTリ ンパ球の

… を行わず、事庫研究を中止しt以降の治療については規定しない。
,被験者あるいはドナ‐の同露が撤回された場合

轍碁38‖糠諄夕=票潔舞糞葉に就賢遺:跡瑞批ξ督
合

。症状が悪化し、臨床研究の実施が困難 総括責任者く又は治療にあたる分担研究

者)が判断した場合
,有書事象発生のため、臨床研究の実施が困難と総括責任者(又は治療にあたる分担

研究者)が判断した場合
。その他、臨床研究の実施が適当でないと総括責任者(又は治療にあたる分担研究者)

が判断した場合

前処置開始後から遺伝子導入 Tリン,ヽ Adrbaclt前 :以下の場合には、臨床研究を中

止し、以降の治薇につぃては規定しない。

糧 者の同意が撤回された場合
,菫薦なCMV感 染症が発症し、OCV製 剤を投与するに至つた時
'移植した末梢血絆細胞の生着が確認せ ない場合
,初日あ遺伝子導入Tリンパ球Add●ackより前に、治燎を必要とするOVHDが 発症

した場合
,有害事象発生のため、臨床研究の実施が困難と総括責任者(又は治薇にあたる分担

研究者)が判断した場合
。症状が悪化し、臨床研究の実施が困難と総精責任者(又は治療にあたる分担研究

者)が判断した場合
レその他、臨床研究の実施が適当でないと総括責任者(又は治療にあたる分担研究者)

が判断した場合
遺伝子導入Tリンバ球Addもack後:以下の場合には、臨床研究を中止し、以降の治療に

ついて出規定しない。
,被験者の同意が撤回された場合
,重篤なGVHDが 発症し、免疫抑制剤を投与するに至つた時
・重篤なCMV GCV製 剤を投与するに至った時
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られた時
・有害事な発生のため、臨床研究の実施が困難と総括責任者(又は治療にあたる分担
研究者)が判断した場合
レ症状が悪化し、臨床研究の実施が困難と総括責任者(又は治療にあたる分担研究

者)が判断した場合
'その他、臨床研究の実施が適当でないと総括責任者(又は治療にあたる分担研究者)
が判断した場合

菫凛研究全体の中止
以下に餞当する被験者の安全性に重大な影響を及ぼしこ臨床研究の実施に影幕を与

え、又は臨床研究継犠に関する遺伝子治療臨床研究審査委日会の承認を変更する可能
性がある情報を得た場合は、遺伝子治療饉床研究効果安全性評価委員会に意見を求
め、その提言を参考にして分担研究者と協議し、本臨床研究の中止を決定することが露
る。
,最初の5例 0遺 伝子治療実施例に、免疲系再構難 確認できた症例がなかつた旨の

備
・最終Ad●back後 0カ月以内の被験者の死亡に関する情報
'菫篤な有害事象に関する情報
,遺伝子導入Tリンパ球 Add―backとの困果関係を否定礎 ない"de Ⅳ 以上の有害
事彙(副作用)に関する情報
・遺伝子導入Tリンパ球AdHack後 のCCV製 剤投与により沈静化露 ないOVHD発

症例に関する情報
,その他`総括責任者並びに分担研究者が中止すべきと判断する情報

、■購 精 韓 醸 乳 鳩 合は、島 な
処置を行うとともに、日立がんセンタ三中央輌職あ規定に従い、日立がんセンター総長に
報告する。目立がんセンター総長はその書を速やかに厚生労働省に報告する.

0農 倒■鰈に目する配饉用●●●棟威

カルテとは別に本臨床研究専用の症例報告書を作成する。

O幅 億の保存及び繭颯0公 嚢の方法

“録の保存は、日立がんセンタ=総 長が指名した保管責任者が適切に行う。
成績の公表は、ドナー・被腋者本人の同意のもと、研究者全員の合菫を得て櫛 。公表

の議には、被験者のプライパシーにじゆうぶんに配慮し、個人情報が特定織 ないよう必
要な措置を行う。

OE人 情報の保饉の■塵
口■人情■保鷹に関する漁薔
目立がんセンターの保有する個人情報の適切な管理のために必要な措置について定

めた目立がんセンター保有個人情報管理規程に従い.保有する個人情報の澤洩、毀韻な
どを防止し、適正な管理を目る。
・個人情報の取得と利用`‥ る憫瞑
'診鷹,研究機関としての目立がんセンター中央病院における―般的な取扱
日立がんセンター中央病院は、社会的な使命の実現に向けて、一般的な鯵療行為等に

関する限定された目的に限り、息者の個人情報を使用する。
。その他ホ遺伝子治薇臨床研究の遂行に必猥な被験者の個人情報の利用。取扱い

本饉床研究の遂行における賀人情報の利用'取り扱いについては、総括責任者はあら
かじめ被験者の個人情報の利用を公開している場合を踪き、速やかに、その利用目的を

被腋者等に通知し、又は公表眈 ければならない。
特別の目的で使用する場合は、事前に被験者に再度説明し了解を得てから使用する。
また、本臨床研究の成績などを公表。公開する場合は、個人を特定できない形すなわち

個人情報を保護して公開する。
・個人情報保護に関する安全管理措置

日立がんセンター総長は日立がんセンター保有個人情報管理規程に従い、個人

22

P30



可理薫賢薫雇頭雪西評頑詈要素頭理諏霊裏ξ全壌亀竃富摯獣節轟慎護蠅塁暮事
る個人と同様に死者に関する個人情報についても同様の管理下で取り扱う。
,外部共同研究者が闘覧可能なデ→

遺伝子導入Tリンパ球の安全性や機能に関する書観的な記録を外部共同研究者が園
瓢♀:筑酬轟鶴譜鵬 忠躍猛3事覇拠猛驚霊
奮踏腫歴踏資胃嬌職撃羊→を聞壺する場合鶴、治験嗣樹こ被
撃者籠劇コードを用いることにより、何人を特定できない措置を講じて個人情報を保護す
。第二者提供の制限

若霧t象書鮮銚:鷲調翻繁篤11職燿t涯慧[群=雰
暉算を構 予定であるが、あらかじめ、その旨を被験者等に通知し同意港欄鳴。
レ

栞金凛寧異麗露ポ習:、1昌 黛群彗実施機関の名称」、「個人情報の利用目的J、「苦脩

鶉:認∬戦翻麟椰織艦
い、1被験者に説明する。

考備 謝議:駆
妥当性について平成 19年 3月 30日付けで承認されてぃる。

2.実施施設における当腋遺伝子治療臨床研究に関する培姜細胞、実験動物産用いた研

究成果

目立がんセンター中央病院 11階に設置されたP2レベル、タラスlQmの 無「岬胞調

器糧鍔冒聖11躍議臨碑含翼:翻靭1篇圏誦懇塁懸
内に設置したクラスE安全キャビネット内で行った。

品質試験結果は、3バッチとも、あらかじめ定めた規格に合格するものであつた。

3.当餞遺伝子治魔臨床研究に関連する実施施設以外の内外の研究状況

HSV―TK遺 伝子及び△LNGFR遺 ― 含むレトロウイルスペクターで遺伝子導入され

たヒトTリンパ球を用いた、造血器悪性腫瘍に対する臨床研究,治験としては、イタリアで2

件の臨床研究、イタリアで1件の治験、日本で1件の臨床研究.及びイタリアで1件の治

験(モルメ蹴 の臨床第 1/1相 試験)が実施されている。

イタリアの D日としての臨床研究では、遺伝子治療を受けた患者 23例 中、解析可能慮

患者が17例あり、その内3例にGrede I以上の摯性GVHDが 発症し、1例に慢性GVHD

が発症した。これら4例にCCVが 投与され、急性GVI・Dの 3例では完全な沈静化が認め

られ、慢性GV「lDの 1例では部分的な沈静化が認められた:造血器悪性腫瘍に対する治

療効果としては、解析可能であつた17傍中、完全寛解は6例、部分寛解は5例であつた。

イタリアの add―backとしての出床研究では、8例 の患者に造血幹細胞移植後、

Ad■backにて漸増用量で遺伝子導入リンパ球が輸溢 れた。l X10'個/kgのHSV―TK遺

伝子導入ドナーリンパ球を投与された 1例に急性 GVHDが 発症し、CCVの 投与により

め症状は完全に沈静化された。Add―backに よる免疫系再構築に有効な遺伝子導

入リンパ球の用量としては、l X10句νkgが有望であることが示された。

日本での臨床研究としては、筑波大学附属病院での D日としての臨床研究が実施され

ており、9例の症例に対して遺伝子導入細胞が田製され、5例に計8回の遺伝子導入細胞

の投与が行われた(3例では2回投与)。このうち 1例で急性GVHDを 発症し、CCVを 投

与することによつて末梢血中の遺伝子導入リンパ球墜減少して GVHDは 沈静化したが、
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原疾患の進行によりCCV投 与後38日に死亡した。残り4例は、遺伝子治療実施から約4

カ月～2年の時点でいずれも生存中である。
モルメド社の臨床第 1/1相 試験では、登録患者 29例の内 17傷に遺伝子導入Tリン

パ球が Adrbackさ れ、その 14例に免疲系南構築が確認された。また、14例 中 6例 に
A“ha●k後の急性GVHDが 発症したが、その内の5例にGCV製 剤が投与されいずれも
GV「D症 状が完全に沈静化した.登録された患者は高リスク造血器悪性腫瘍慮者にもか
かわらず、Adrba凛 を受けた17例中7例に再発を認めたに過ぎなかつた。免疫系再構築
に至つた 14例 では、その後の感染症=ソ ード及び治農関連死が極端に少なくなつてお
り、特に CMV感 染による死亡例は,評価対象 16例 中わずか 1例 であった。以上より、
HSV―TK遺 伝子導入ドナーTリンパ球の Adrbackに より、早期免疲系再構築を促進し、
移植後の感染死を含む治療関連死を予防し、全体としての生存率を上げることが確認さ
れた。
これらの臨床研究・治験の結果から、HSV―TK遺 伝子及び△LNGFR遺 伝澤をレトロウ

イルスベクターで導入したヒトTリンパ球について、ヒ躊 内において遺伝子治機に間違す
る重篤な副作用報告はなく、その免疲機能により発症したOV「lD症状は、HSV―TKの 自殺
機能により期待通り沈静化している状況である。
モルメド社の臨床第 1/1相 試験実施計画と本臨床研究実施計画は類似するものであ

る。主要評価項目及び副次的評価項目に含まれる項目はほぼ同様であるが、安全性に
ついては本臨床研究では主要評価項目であるのに対し、モルメド社の臨床第 1/1相 試
験ではEll次的評価項目である。これに関連して、本臨床研究では治僚効果を期待しつつ

安全性の評価を情 ことを目的とするために、L-2を 併用することなく、短期間により多く
の遺伝子導入リンパ球を Adnackす る用法。用量とした。その他、適格性確認の時点ゃ
再発時の対応等に相遠があるが、評価に大きな影響を及ぼすものではなく計画全体とし
てはほぼ同様であると考えられる。―方で、筑滅大学附属病院0臨 床研究とは同‐の遺
伝子ベクターを用いるという点を除いて対象,治農法が大きく異なり、計画全体れ ては類
似するものではない。

モルメ脚 饉床第 :/=相 日触実施計■との主鰤

・遠心法による遺伝子導入

・培養期間が 10日間 ・培養期間が 10日間
・移植が適応となる高リスク

白血病

`移 植が適応となる高リスク

・ハプロタィプ甲致ドナー由来 T

細胞除去移植 42日 後に遺伝

子導入リンパ球をAd●backす

る療法

・ハプロタイプ=致 ドナー由来 T

細胞餘去移植 42日 後に遺伝

子導入リンパ球をAd←backす

る療法

用法・用量 .1x1d/ks0ay42)
---1 x lot,/kg(Day 72)
-1 x lot/ke(Day 102)
d) 3 EId) Add-back

・lXl,に (Day 42)
_。l x 107/kg(Day 72)

→ l X10°/Lg●IL-2

(Day 102)
_ゥl x 107/kg+】L-2

(Dav 132)

の 4回 の Addtack

・免疲系再構築

・CCV製 剤投与によるGVHD沈

・安全性

・免疫系再構築

1こよるCVHD沈
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4.類似の遺伝子治療臨床研究の成果

HSV―TK遺 伝子を含むしトロウイルスベクター(△LNOFRを 含事ず)により遺伝子導入

されたTリン く球を用いた造血器悪性腫療に対する臨床研究・治験としては、フランスで1

件の臨床研究、ドイツで1件の臨床研究、アメリカで2件 の臨床研究について、学術論文

が発表されている。

これらの結果から、HSV-7Kの 自殺機能による遺伝子導入リンパ球の消失及びGVHD

の沈静化が確認されている。

5.本遺伝子治療臨床研究は、以下の法令/省令等を遵守して実施される。

①「遺伝子治盛臨床研究に口する指針」
(幸成16年文部科学省・厚生労働省告示第二号、平成16年12月28日)

②「臨床研究に関する倫理指針」

③l騒義撃増農寛霞菫覇房麗吉奪言1言饉臭奮尋場昼選i」鷲ける拡散防止措置等につ
いてJ

(薬食発第 02190H号、各都道府県知事あて厚生労働省医薬食品局長通知、平成 16

年2月 19日)

④「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について」

⑤l魏騰鐵翻腱:歴I露轟野』ヨ月
29日 )

⑥「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による=物 多様性の確保に関する法律」

(平成15年6月 18日法律第97号)

⑦行政機関の保有する個人情報の保饉に関する法律

(平成15年5月 30日法律第58号)

③厚生労働省保有個人情報管理規程
(平成 17年 3月 23日厚生労働省ヨ‖令第3号 )

o GVL効果
・(安全性は副次的評価項目)

●GCVを 7～14日間点滴静注o GCVを 14日間点滴静注

艶

1.用儀の大雄 は。日本工彙規格畑 4番とす社 と.

3.宇 lt鳳・イ濯 用い。稽書てはう告り承 こと.

4.撻虚遍ぼ=霊餞事項のすべて豊震壼癬銘“ 疇ヽは そヽの幅に『劇餞( )の とおり12mL.別 鋼注目付する

こと.

5.備者欄には、「第4その他u日縄げる各種指針への菫合状況等、絆目すべき事項についrmmjる こと.

6.大学年にあつては、この申m● の写しを文部轟準大臣にも送付すること.
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別表

OnH研 究実施スケジュール(ドナー)

0 日 1日 2日 3日 ‐ 4 日 5日 6日

同意取得 0

ドナー背景 0

リンパ球採取前健康鰺断 0

登録 0

リンパ球・血議採取(血腋学的検査含む) 0

細抱調撃0開 始 0

CeSF t4・ 0 0 0 0

ネ精御絆割蹴親r 0

0

0

有害事彙"

":擦取されたCD34腸 動 数によつては7日まで延長されることもある。

“:採取きれたCD34麟 性細飽採取状況によつては、6日、7日にも行われることもある。

":末mme館 地採取状況によつては、0日、7日にも行われることもある。

・:末構血絆卸朧採取終了翌日に行われるため、7日、3日の場合もある。

“:末精血絆籠胞採取状況によっては,7日 、3日まで調査が行われる。

なお、本スケジュール豪は最短の目安を示すものであり、ドナーの書合等で0日と1日、1日と2日の間隔が開く場合も想定され

る。
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Om床 研究実施スケジュール(患者)

幹…

幹
細
胞
移
植
日

幹錮雌移植後
囃 日を0として)

最終Add―bacr後
(最終Add―b●●F日 を0として)

患
看
生
存
期
間
中

仮
登
録
時
以
前

本
登
録
時
以
前

本
登
録
後

0

型
日
以
前

″

日

″

日

”

日
1 遺 2週 3週 4遭 6遇 10週 14遍 18遇 2 4週

１
年
毎

同意取得 0

領登録 0

構 0

患者背景 0

自■鷹状
・1慮野■ ( P S等)

0 0 0 σ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

… 0 0 0 O l 0 0 0 0 0 0 0 0 0

m24L学 的検査 0 0 0 O l 0 0 0 0 0 0 0 0 0

豊履学的横畳 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 0 σ 0 0 0 0 0 0 0 0 0

0 α 0 0 0 0 0 0

セツ・夕lJ7ラ" 0

呻 中
― 度

0 0

心 躙 0 0

l b u ‐ 0 0

麟強3X鐘 0 0

原震Elこ目する
1口l L i l i , 1目I E

0 0
4量に1回.中止あるいは終了時強、

治壼上で必要な時期

鰤 妊 0

… 0

遺伝子導入
Tリン●機 Ad book

0 0 0

鴨ユ ・俳用環法
…

実施期間を通して確認

RCR 0' 0 0 0 0

¨ 0 0 0 0 0 0 0

免優系再襦栞の判定
:=出する相壼 ・倒躍

σ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

GVllD,輌日|
σ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

MID発 症籠線の遺伝
子導入Tリンパ球の
中

GVllD発症時、CCV襲飼投与前、4日後、姜7あ るいは中止の里日

立中遺伝子導入
Tリンパ球比率瀾定

α 0 0 0 0 0 0 0 0 0 ０
一

有書事象 て́

1:静察日時点から見て最終(直近)の遺伝子導入 Tリンパ球の Add→“kをさし、初回あるいは 2回 目のAtthackが 最終(直近)

の場合にも上記スケジュールに従う       .

2:造血の確露(生着)が確認されるまでの毎日と造血絆相胞移植後鉤 日から40日 の間に 1回

・:遣血の確認(生着)が確認されるまでは週3回と遺血絆細胞移植後 30日 から40日 の間に 1回

4:造血幹細胞移櫂崚 30日 から40日 の間に1回

6:検査検体採取を行う。検査実施は必要時

6:GVHD発 症時等、必要時にはスケジュールに定められた以外でも実施する

':最終Add―樋ck後 、1～3日の間に1回

・造血絆細胞移植は臨床研究実施スケジュールに定められた日から7日 以内に実施する。

・ 最 終Ad■back後の検査・観察は定められた通のいずれかの日に実施する。
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記号 。略号
一 般 名 等

ACV

Add―back

ALL

AML

酬

CTL

△LNGFR

∝ SF

CCV

GVHD

GVL

Gl殖

HLA

HSV―TK

LAM

LNGFR

LTR

MCB

MoMLV

NGF

OKT3

PBMC

PBSC

PCR

RCR

rhIL-2

W C B

aciclovir(ア シクロビル)

(追加輸注)

acute lymphoblastic leukemia(急性 リンパ性白血病)

acute myelogenous leukemia(急性骨髄性自血病)

cytomegalovirus(サイ トメガロウイルス)

cytOtOxic T lymphocyte(細胞傷害性 T細 胞)

truncated lolr affinity nerve growth factor receptOr

(細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体)

granulocyte colony―stimulating factor

(顆粒球コロニー刺激因子)

ganciclovir(ガ ンシクロピル)

graft―versus―host disease(移 植片対宿主病)

graft―versus-leukelnia(移 植片対自血病作用)

graft‐ ざrsus lllalignanty(移植片対悪性腫癌)

human leukocyte antigen(ヒ ト白血球抗原)

herpes simplex virus l―thymidine kinase

(単純、ルペスウイルス 1型=チ ミジンキナーゼ)

linear amplification― mediated PCR

human low affinity nerve grolyth fattor receptor

(ヒト低親和性神経成長因子受容体)

long terlllinal repeat(末端反復配列)

llnster cell bank(マスタ=セ ルバンク)

Molony murine leukemia virus(モロニニマウス白血病ウイルス)

nerve growth factor(神経成長因子)

O r t h o c l o n e  O K T 3 (オル ソク ロー ン O K T 3 :抗 C D 3抗 体 )

peripheral blood mononuclear Cell (ラ に有肖」L月まお糞lR)

peripheral blood stem cell(末梢血幹細胞)

polymerase chain reaction(ポリメラーゼ連鎖反応)

replication competent retrovirus(増殖性 レトロウイルス)

recombinant hiln,n interleukin 2

(組換えヒトインターロイキン2)

"r k i n g  c e l l  b a n k (ワーキングセルバンク)

記号・略号一覧表
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I:遺 伝子治療臨床研究の名称

ハプロタイプー致 ドナ‐由来 T細 胞除去造血幹細胞移植後のHSV―TK遺伝子導入 Tリ ンパ

球
“Add■ack"療 法
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Ⅱ.総 括責任者及びその他の研究者の氏名並びに当族遺伝子治療臨床研究に

おいて果たす役割

=.1織 括責任者の氏名

平家勇司

国立がんセンター中央病院 。薬物療法部 ・幹細胞移植療法室 ・医長

遺伝子治療臨床研究に関する資料 ・情報の収集、遺伝子治療臨床研究の科学的妥当性 ・

倫理性の検討、実験計画の作成及び国立がんセンター総長,の 提出、遺伝子治療臨床研

究の適正実施の確認、遺伝子治療臨床研究の開始 。終了 。予期せぬ事態等の国立がんセ

ンター総長及び遺伝子治療臨床研究審査委員会への説明/報告等

=.2総 括責任者以外の研究者の氏濡及びその担当する役割
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表 1 総 括責任者以外の研究者 0協力者 と役割分担

氏 名 所 属 役 職 役割分担

分

担

研

究

者

吉田輝彦

青木一教

高上洋一

飛内賢正

森慎―郎

金 成 元

福田隆浩

田野崎隆二

国立がんセンター研究所
・腫瘍ゲノム解晰 ・情報研究部

国立がんセンター研究所
。がん宿主免疫研究室

日立がんセンター中央病院
・薬物療法部

国立がんセンター中央病院
。第一領域外来部

国立がんセンター中央病院
・臨床検査部

国立がんセンター中央病院
・特殊病棟部

国立がんセンター中央病院
・特殊病棟部

国立がんセンター中央病院
・臨床検査部

部長

室長

薬物療法

部長

第一領域

外来部長

細菌検査室

医長
13B病棟

医師

12B病棟

医長

輸血管理室

医長

遺伝子導入細胞製剤
の製造管理責任者

遺伝子導入細胞製剤
の品質管理責任者

臨床効果の評価

臨床効果の評価

投与患者の診療

投与患者の診療

投与患者の診療

投与患者の診療

外

部
共

同

研

究

者

峰野純― タカラバイオ株式会社
・細胞 ・遺伝子治療センター

センター長 遺伝子導入用 レトロ

ウイ ル ス ベ ク ター

SFCMM-3に 関する基礎

的助言及び遺伝子導

入 Tリ ンパ球調製技術
の提供 と助言



Ⅲ.実 施施設の名称及びその所在地

名称 :国立がんセンター 中 央病院

所在地 :東京都中央区築地五丁目1番 1号

TEL:03-3542-251l      FAX:03-3547-5228
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Ⅳ.遺 伝子治療臨床研究の 目的

本遺伝子治療臨床研究は、高リスク造血器悪性腫瘍患者に対して、ヒト白血球抗原 (human

leukocyte antigen:HLA)ハプロタイオ 1-致 ドナー由来 T細 胞除去造血幹細胞の移植を施

行した後、レトロウイルスベクターSК皿-3を用いて単純ヘルペスウイルス 1型 一チミジン

キナーゼ (herpes sittlex virus l―thymidine kinase:HSV―TK)遺 伝子を導入 した同一 ド

ナー由来のTリ ンパ球を追加輸注 (Add―back曖)す る治療法の全体としての安全性及び有効

性について検討することを目的とする。

早期に移植治療を必要とする高リスク造血器悪性腫瘍患者にとり、HLA適合血縁 ドナーが

存在せず、バンクからの HLA適 合非血縁 ドナーが存在しない、あるいは ドナー検索にかけ

る時間的余裕が無い場合、ハプロタイプー致 (HLA 2～3座 不一致)血 縁 ドナーから移植を

行 うことが有効である。

しかしながら、HLAハ プロタイプー致 ドナー由来造血幹細胞の移植 (ミスマッチ移植)を

行 う上では、以下の 2つ の大きなバリアーにより、現時点、ミスマッチ移植は普及するに

至つておらず、これらのバリアーの克服が課題 となつている。

1)拒 絶頻度が高いこと (宿主対移植片方向のミスマッチ移植のパリアー)

2)生 着が得られたとしても、その後、重度の移植片対宿主病 (graft―versus―host

disease:GⅧい が発症すること (移植片対宿主方向のミスマッチ移植のパ リ7・―)

バリアー 1)に 対しては、前処置により宿主側のリンパ球をある程度減少又は抑制させ

た上で、十分量の造血幹細胞を移植することにより、移植片に対する拒絶の頻度を減少さ

せ、移植片の生着が得られることが周知となつてきている。

本臨床研究においても、同様の手法を用いることを予定してお り、その効果を検討する

こととなる。

パリアー 2)に 対しては、ミスマッチ移植に用いる移植片からT細 胞を除去 (CD34陽性

細胞選択)す ることにより、GVIID発症頻度を減少させる試みがなされてきたが、これに伴

い易感染性と再発の回避が、新たな課題として発生した。

本臨床研究では、T細胞除去したハプロタイプー致 ドナー由来の造血幹細胞を移植 し、そ

の後の早期免疫系再構築と移植片対悪性腫瘍作用 (graftttersus―lllalignancy:GVM)効果

を期待した Tリ ンパ球の追加輸注 (Add―back)を 実施することで、これ らの課題の克服を

企図している。その際、この Tリ ンパ球のAdd―backに伴う重度又は致死的な GVHDの発症

が懸念されることから、GVIID発症時にTリ ンパ球の制御が可能なように、自殺遺伝子であ

るHSV―TK遺伝子を導入 した遺伝子導入 Tリ ンパ球を用いたAdd―backを計画している。

すなわち、本臨床研究の操作ステップは、大きく以下のとおりとなる (図1参照)。

9
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① ハプロタイプー致 ドナー由来T細胞除去造血鮮細胞移植(T細胞除去ミスマッチ移植)

ドナァに顆粒球コロニー刺激因子 (granulocyte colony―stinulating factor:←CSF)

を投与して造血幹細胞を末梢血に動員し (lllobi l izё)、造血幹細胞を含む末梢血単核球

(peripheral blood mononuclear cell:PBMC)画分を採取する。細胞分離装置により

PBMC画分からT細胞を除去してCD34陽性細胞を純化し、これを化学療法剤等による前

処置後の対象患者に移植 (T細胞除去ミスマッチ移植)す る。

② HSV―TK遺伝子導AIm胞 の爾製

同―ドナー由来Tリ ンパ球を採取し、これに自殺遺伝子としてのISV―Ж 遺伝子及び細

胞表面マーカー遺伝子としての細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体

(truncated low― affinity nerve growth factor receptOr: ALNGFR) 1圧 市民11イン1/ト

ロウイルスベクター"に より導入し、ex vivoで拡大培養して遺伝子導入細胞を調製す

る。

③ HSV―I遺 伝子導入 Tリ ンパ球のAdd―back

T細 胞除去ミスマッチ移植した造血幹細胞が生着した時点以降で、遺伝子導入 Tリ ンパ

球を大量にAdd―baqkす る。

M●bllutlon
(¨ 絆t与 )

ぬⅣ感摯症時、
助 けトリ暢農剤投与

臨 刊く』疑稚リトロ

週

[.……     1.“ “=ギ

図 1 本 遺伝子治療臨床研究の全体計画フロー (プロトコール概要)
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本臨床研究は、上記 3ス テップによる 「HSVザK遺 伝子導入 Tリ ンパ球のAdd―back療法を

含む新規ミスマッチ移植法の確立」を最終的な目的とする。そのために、治療法全体とし

ての安全性の評価のほか、ステップ③ 「HSV―TK遺伝子導入 Tリ ンパ球のAdd―back」におい.

てのTリ ンパ球のAdd―backに よるT細 胞除去ミスマッチ移植を受けた患者の早期の免疫系

再構築、免疫系再構築により感染症等の治療関連有害事象が予防又は軽減できるか否か、

また疾患再発 ・増悪を阻上できるか否かの評価を目的とする。また、もし遺伝子導入 Tリ

ンパ球のAdd―backに より重篤なⅣDが 発症した場合には、ガンシクロビル (ganciclovir:

CCV)製 剤を投与することにより、ISV―TK遺伝子の自殺機能を発揮させ、当該細胞の選択的

な抹消によりGVllD症状が沈静化できるか否かを評価することも目的とする。

く主要エンドポイント>

。 「ハプロタイプー致 ドナー出来 T細 胞除去造血幹細胞移植後の HSV―TK遺 伝子導入 T

リンパ球
“
Add―back'療 法」の安全性

・ 厖 V―■遺伝子導入 Tリ ンパ球Add―back後の免疫系再構築並びにGVHD発症頻度及び制

御能

<副 次的エンドポイント>

。 「ハプロタイプー致 ドナー由来 T細 胞除去造血幹細胞移植後の HSV―TK遺 伝子導入 T

リンパ球
“
Add―back"療 法」における感染症頻度、無病生存率、及び全般生存率

1 1
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V。 遺伝子治療臨床研究の対象疾患及びその選定理 由

V。1治 療を直接の目的とした遺伝子治療臨床研究を行う場合

V.1.1対 象疾患に関する現時点での知見

【造血器悪性層瘍患者に対する造血幹細胞移植の現状】

造血器悪性腫瘍の治療成績が、造血幹細胞移植の普及により格段に向上したことは周知で

あり、特に、HLAが適合した血縁者間での造血幹細胞移植は、既に確立した治療手段となつ

ている。しかし、2人 の兄弟姉妹間でHLAが 一致する確率は 1/4で あり、患者の他に2人 の

兄弟姉妹が存在するとしても、約 6鰯の患者は血縁者にHLA適合 ドナーが存在しない。この

ような場合、先ずは、骨髄バンクを介して、HLAが適合又は 1座不適合の非血縁者 ドナーを

探すこととなる。 日本骨髄ノくンク (http://―.jndp.or.jp/れdeX・html)1ま、 全米骨髄バ

ンク (MP)、 台湾骨髄バンク (BTCSCC)、韓国骨髄バンク (mDP)と 相互検索を提携 して、

HLA l座不適合までの ドナーを高い確率で見出すシステムを充実させてきたが、非血縁 ドナ

ーが存在しない可能性、及び ドナーコーディネー トそのものに時間を要するという最大の

問題がある。実際、日本骨髄バンクの患者登録者のうち、約 8割 にドナー候補が見出せる

が移植がなされているのは半数以下であるのが現状である (上記ホームページ、日本骨髄

バンクニュース vo1 26)。更に今後、本邦での少子高齢化は深刻であり、移植を急ぐ患者

にとつては、早急に造血幹細胞を調達できる移植システムのニーズがますます高まってい

る。

このニーズに対しては、騎帯血由来の造血幹細胞移植 (騎帯血移植)と ハプロタイプー致

血縁 ドナー由来造血幹細胞移植 (ミスマッチ移植)の大きく2つ の方策が検討されてきた:

【本邦における成人に対する層帯血移植の現状1

1988年01ucklnanらがFarlconi貧血患者に対するHLA一致同胞間情帯血移植に成功 して以

来(1)、騰帯血移植は、骨髄移植、末梢血幹細胞移植に次ぐ第 3の造血幹細胞移植 として 1990

年代に臨床応用が開始された。わが国においては、1994年に最初の同胞間暦帯血移植が東

海大学で行われ(2)、以来 2∞4年 までに 45例 の同胞間膳帯血移植が実施された(3)。非血

縁者間の騎帯血移植は 1997年に神奈川県騎帯血バンクを通じて実施され、緊急的移植にも

迅速に対応可能であること、 ドナーの負担がないこと、HLA 2座不一致まで移植可能である

こと等の利点があり、増加の~途 を辿つている。1997年以降、当初の数年は小児における

移植が大半を占めていたが、2002年 以降は成人における移植件数が小児のそれを上回るよ

うになった。50歳以上の高齢者における移植は2003年を境に急増している (図2)。
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図 2 わ が日における非血縁者間騰帯血移植の年齢別実施数

(日本 さい帯血バンクネ ッ トワークホームページより)

【当鮨段における膀構血移植の経験】

国立がんセンター中央病院では、厚生科学研究ヒトゲノム 。再生医療研究事業 (斎藤班

および高上班)の 援助を受け、2003年 8月 1日より 「RIST0004非血縁者間層帯血移植の安

全性の検討 リ ン酸フルダラビン、プスルファン、全身放射線照射併用多施設共同臨床研

究」を行つた。左記研究においては 6症 例の登録を行ったが、生着前の高熱など予想しな

かつた合併症が現れたため、多施設で行う前に解決すべき問題点があると判断し、2004年

8月 31日に多施設共同研究を中止した`その治療経験を元に2005年 6月 1日から厚生科学

研究ヒトゲノム ・再生医療研究事業 (斎藤班および高上班)並 びに厚生労働省科学研究効

果的医療技術の確立推進臨床研究事業 (谷口班)の 支援を受け、 「RICBT0501非血縁者間膚

帯血移植の安全性の検討 リ ン酸フルダラビン、プスルファン、全身放射線照射併用 2施

設共同臨床研究Jを 開始し現在に至つており、肩帯血移植においても着実に経験を蓄積し

ている。

【日米欧から報告された成人に対する清帯血移植の成績】

15頁 の表 2に 今までに報告された日米欧の多施設あるいは単施設からの成人に対する済

帯血移植の成績を記す (4-7)。

多くがハイリスク造血器悪性腫瘍例に対して行われ、ごく一部のHLA一 致例を除いてはほ

とんどの症例で 2抗 原以上の不一致移植である。前処置は施設毎、疾患毎にさまざまであ

るが、GVIID予防はシクロスポリン+プ レドニゾロン、シクロスポリン+メ ソトレキサー ト

の2剤で行われる場合が多かつた。移植された有核細胞数は、中央値で 1.5～2.47X107/kg

であった。4つ の報告の患者背景はそれぞれに異なっているが、早期死亡率は 4～1銘、23

あるいは42日 以上生存した症例の好中球生着率は 85～10011であり、好中球が 5∞/μl以上

に到達するのに中央値で 22～27日 を要している。血小板が 20,000/μl以 上に到達した症
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例は 30～81%であり、中央値で48～84日を要した。急性 GVHDに関しては、Ⅱ度以上の発症

頻度は 40～7儡であるが、Ⅲ度以上の発症頻度は 7～32%とほとんどの症例で 2抗 原以上の

不一致移植であるにもかかわらず高くない。慢性 GVIIDの発症頻度は32～9錨と報告毎に大

きく異なるが、限局型が多くを占めているという特徴がある。再発率に関しては、観察期

間が短いため、ハイリスク症例を対象としているにもかかわらず高くない。移植関連死亡

率、長期生存率に関しては、東京大学医科学研究所附属病院からの報告 (7)力S他に比べて

極めて良好である。これらの報告の結果から、以下が明らかにされた。

・ 成 人に対する骨髄破壊的前処置を用いた暦帯血移植においても、造血の再構築が得ら

れること。

・ 発 症する急性 。慢性 GVllDは許容できるものであること。

・ ハ イリスク患者を対象とした場合でも10～20郵 の長期生存が得られること。

, 患者の年齢 ・移植されたCD34陽性細胞数が成績に相関すること。

・ 移 植後 10o日以内の早期死亡例では感染症や前処置関連毒性が多いこと。
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表 2 日 米欧の成人膀帯血移構成績

報告者
inr.lt Sanz G, et aI. (5) Long GD, et al. (6)

症例数 性疾患 2例 含む
リスタ50

年齢 (歳)
1.4 1

十FPヽ輌′
    (17.6～ 58.1)    (18～ 46D     (18～ 58)     (16～ 53)

ェニ ^〔       69.2        69.5         70         5顧 : :~~__ ′ . 、             69.2                69.5
n●墨 “ヽノ

    (40.0～ 115)     141～ 85)     (46～ 110)    (36.2～ 76.2)
′́́_.       3/6:3       2/612

体重 くkg)

et

非諮 患 14例、
造血器悪性腫瘍 54

1 . 6

(0.6-4.0)

_1.2

(0.2～16.7)

22
ハイリスク1601

6/6:1
5/6:13

1.71

(1.01-4.96)

0.79

〈027～2.60)

1996年以降、非悪

4/6;44
5/6;8
6/6:2

1 .50
(0. 64-2. 78)

68
41例 がハイリスク症例

3/6;15
4/6:37
5/6:14

記載なし

HLA適 合度 4/6≧ :48(71%)
4/6:8

4/6≧:8(1
4/6

O①tr υ豊,0、●v″
     4/6≧ :47(32X)    4/6≧ :54(7鰯)

TBI ILPMIATG

T醜
置

嚇 ;ギ 淵 褥 雹 鰊 割 1ダ

GVHll予防法
CSA

CSA/PSL CSA/PSL

2,47

( 1 . 1～5 . 2 9 )

1.37
(0.02-12.46)

例数 (%)    (12,昴 )      (991)       (1494)       く 4)___

鮨  ″ 翻1躍ぁ 鰐 襴 ″ ″ ξ欄 あ 尉 1開

(〉20X10'/1)
30(4496)

5 8日 ( 3 5 - 1 4 2日)

12(55%〉
69日 149～153日 )

19〈3昴)
8 4日 ( 3 5～1 6 7日)

5501"
4 8日(3 0 - 2 6 3日)

発症例
/評価可能例

1-Ⅳ 度

33/55:60%
(11/55:2鰯)

2椰 ;40ヶ 月
(無イヘ

・
ント生存率)

16/22:73%
(7/22;3器〉

9/10

5";1年
(無病生存率)

17/41;41%
(8/41:2011

1●力:0■ F

(無イベント生存率)
1%;3年

30/60;60%
(4/60;7i6)

7儡 :2年
(無病生存率)生存率

日以内の早期死亡 2例 を除ぐ全例が生着
#:42日 以上生存した49例中41例に好中球生着
絆 :28日以内の早期死亡 3例 を除く65例中5例が生着不全
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2004年 に発表された日本さい帯血バンクネットワーク・データ管理委員会による骨髄破

壊的前処置で移植された成人悪性腫瘍例361例のPreliminaryな解析結果を表3に記す(8)。

表3 日本さい帯血バンクネットワークの成績(3)

36(16-60

4ノ6≧≧;65%

0.

Z群導聯事蜃革lJ「勤運盲錨
・́上′     90 caplan Meier法による)、23日“1～48日)

移植後180日の血小板(50,∞0/μl以上)     。 .′′ 1_二.=^=_キ〕,,ス  ヽИ貪口riヮ̂oao口、81(Kttlan―脆ier法 による)、46日 (17～263日 )

43(1

212

22%

:3年 〈無イヘ
・
ント生存率)

また、1997年の 1例 目から2005年 10月末までに日本国内でさい帯血バンクを通じて移

植が行われた2,600例以上のうち、調査票が報告された 1,860例の移植成績が2∞6年 1月

に日本さい帯血バンクネットワーク移植データ管理委員会から発表された(9)。1,860例の

内訳は小児例が663例、16歳以上の成人例が 1,197例 (50歳以上が全体の 27%)、疾患別で

は、血液悪性疾患が大多数を占め、急性リンパ性および骨髄性白血病が全体の 54‰ 続いて

骨髄異形成症候群 1儡、悪性リンパ腫 12%に施行されていた。その他、全体の5%以下である

が、成人 T細 胞性白血病、慢性骨髄性白血病、多発性骨髄腫と続いていた。骨髄破壊的前

処置による急性白血病初回移植の移植後 3年 の無イベント生存率は初回寛解期移植、第 2

寛解期移植でそれぞれ 4嘔、5郎、非寛解期移植で 18%であった (図3A)。また、骨髄異形成

症候群に対する成績は良好で、長期生存率は約 5幌、そのうち標準危険群 (不応性貧血、お

よび白血病化後の初回寛解期)で は 70%、高度危険群 (標準危険群以外の病期の移植)で も

43%の無イベント生存率が得られている。(図3B)

膳帯血移植の成績については、学会を中心に追加集積が行われている。
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標暉り日画期眸 菫=量4
0■9

高競 餞鮮 副

●      30     :“ 0    1輌 ゆ    〕国疇       C     鶴 '    ■■●    1“D   自 贅D

移 植 後 日 数         移 植 後 日 数

回3骨 髄破議的前処置による成人磨帯血移植の成績

急性自立病 (Al、および骨饉興形成症候群 (Dlこおける移植病期と無イベント生存率

:日米欧から報告された成人における非血縁者骨髄移植と非血繍者騰帯血移植の成績の

比較】

表 4に 、2004年末に欧米及び本邦から報告された成人に対する非血縁騎帯血移植と非血

縁者骨髄移植の治療成績の比較検討結果を示す (7,10,11)。欧州 の報告 (10)は

ЁBMTCEuropean Blood and Marrow Transplant Croup)と EUROCORllt 】くに国̀ D嘲風:争(11)は

IBMTR(International Bo■o MaFroW Transplant Registry)と New York COrd B109d Bankの

共同による研究であり、本邦の報告(7)は東京大学医科学研究所附属病院単独の研究である。

欧米からの2つ の報告の結果は以下のとおりで、類似していた。いずれの報告も、HLA一

致 ドナーが見つからない場合には、鷹帯血は許容できる幹細胞ソースであると結論してい

る。

・ 騎 帯血移植を受けた患者は骨髄移植を受けた患者と比べて低年齢、低体重、高リスク

が多かつた。

・ 移 植された有核細胞数は、骨髄移植を受けた患者よりも膳帯血移植を受けた患者のほ

うが少なかった。

・ Ⅱ 度以上の急性 GVHllの発症頻度は、骨髄移植を受けた患者群に比べ騎帯血移植を受

けた患者群で有意に低かつた。

。 好 中球回復は、骨髄移植を受けた患者群に比べ磨帯血移植を受けだ患者群で有意に遅

かった。

・ 慢 性 GVIID発症頻度、治療関連死率、再発率、無再発生存率などは有意な差を認めな

かった。
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本邦からの報告は以下のとおりで、血縁者 ドナーが存在しない場合には、済帯血を第一の

幹細胞ノースであると結論している。単一施設の結果としては極めて優れた成績であると

評価されており、欧米からの報告とは異なつている。まとめると以下のとおりであつた。

・ ド ナー検索期間は、骨髄移植よりも暦帯血移植で圧倒的に短かった。

・ 移 植 された細胞数は膀帯血移植のほうが少なかつた。

・ HLAの 適合度は騰帯血移植のほうが低かつた。

・ 免 疫抑制剤を早期に中止、ステロイ ドの使用を控えたにも関わらず、騎帯血移植では

GVHIlによる死亡はなかった。

・ 骨 髄移植と比較すると暦帯血移植では有意に治療関連死が少なく、無病生存率が良好

であった。

本邦からの東京大学医科学研究所附属病院の報告は、単一施設の成績としては極めて優

れた成績であると評価されており、欧米からの報告とは異なつている。この点については、

前処置、GVHll予防 。治療、感染症対策等種々の面からの検討が必要と考えられる。
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表4 成 人に対する非ユ縁済帝血移植と骨髄移植の比較検討

移植種類 ;
症例数

膀帯血移植

;98

H L A

lツU票
不一致
骨髄
移植

( a )

骨髄移植  鱗 帯血

;584   椰

;150

０
腑

一致
髄
雛
測

Ｗ
一
囃
脚

膳帯血移植  骨 髄移植
:68          :45

:83

24.5 32

75bl

(〉0.5X109/1)   26日 1 9日

到達日数 (14-80)      (5-72)

N A

中央値

;20日

(bl vs(c);(0.001

(→ vs(c):(0.001

(b) vs (c),0.61

(a) vs (c);0.16

26

1009B

1 8日

(16-41)     (12-33)

0.02

0.73

３６一卵
卿

皿一蜘卿p値         (0.001          く 0.001           く a01

血小板生着率

矧 ぷ r) M  M 崎
督 踏 管 崎 督

(ム )ね i奪 "

急性 GVHD     25     232

発症例数

43      176       30/60        30/45

p値     0.02    8u81.悦     0.05
難 殿           18           94       35/69    17/43   86/248     42/54        26/15i

ptt     Q02     8■ 81.‰    021
移驚霧易綴ぉ率 ご筆) ∂ 撃)9574 “例 169例 ピ準) イ 撃〉

p値 Q 1 3

(a)vs (b):0.96

(%「奮藤農)  (`税)   (;場)  26例  12,  83例  (1撃)   (′撃)
p値 0.71

3謀    7491     44X
〕年) 0年 )   ( 2年 )

p値    艦 ::I    需I:81器1 0.01

鵜0日 およ●●42日 における好中球数 0.5文10'/1以上の到達率
料100日における血小板数 20X10' /1以 上の到達率

NA データなし
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【成人に対する腑帯血移植の課題】

成人に対する膳帯血移植の適応を考慮する場合には他の造血幹細胞移植と同様の検討が

必要である。具体的には、他の治療法では治療が困難であるか、膀帯血移植により他の治

療法より良好な結果が期待できるか、原疾患以外の患者背景 (患者の年齢、全身状態、感

染症をはじめとする合併症の有無等)が 移植の適応であるか等である。

本邦においては、成人に対する膳帯血移植の適応を検討する際、日本さい帯血バンクネッ

トワーク、New York血液センター、EUROCORDの日米欧の騰帯血バンク及び関連するネット

ワークからの多数例の報告と東京大学医科学研究所附属病院をはじめとする単施設からの

報告が参考とされる。それぞれの成績は同様ではなくその解釈には注意を要するが、他の

造血細胞移植と比較すると勝帯血移植では造血回復が遅延すること、非血縁者間 HLA不 一

致であつても重症 GVHD発症は低頻度であることは共通の特徴 として挙げられている。また、

生着すれば長期間の造血能を維持すること、ある程度の 6VM効 果を有することも分かつて

きたが、移植後再発を来たした場合の ドナーリンパ球輸注4は行 うことができない。

New York血液センターや E駅∝“Dか らの報告では、移植成績と移植細胞数には関連があ

ると考えられている。すなわち、細胞数が限られている鷹帯血移植では、成人を対象とす

る場合、体重当りの細胞数が確保しにくく、造血回復が遅延 し生着不全や好中球回復の遅

延が高い頻度で見られる。移植有核細胞数や移植 CD34陽性細胞数が多くなるにつれ生着率

が高まり、生着までの期間 (好中球数が 500/μl以上あるいは血小板数が 2o,o∞/μlに到

達するまでの期間)も 早まり、移植関連死亡率 ・生存率が改善される(4-6)。日本さい帯血

バンクネットワークからの報告では生着不全や移植関連死亡率は欧米の報告と比較すると

低いが、移植成績と移植 CD34陽性細胞数との関連性は同様とされている(12)。

一方で、東京大学医科学研究所附属病院などの単施設からの報告は、生着不全、移植関連

死、生存率など、多くの点で日米欧の各磨帯血バンクからの報告と比較すると概ね良好で

ある。単施設からの報告では、各骨髄バンクからの報告よりも移植有核細胞数が多くかつ

狭い範囲におさまっているなど条件が異なり、単純な比較は困難でありその解釈には注意

を要する。

現時点では、成人に対する騎帯血移植は、造血幹細胞移植の中の一つの選択肢として提

えられており、同種造血幹細胞移植を考慮しなければならない腫瘍性疾患患者で、適切な

ドナーがみつからず、適した済帯血を見出せる場合に治療法として選択する移植医が多い

状況と考えられる。さらに、保険診療が承認され急速な移植数の増加により症例数が蓄積

されており、その評価は定まりつつある。しかしながら、体重あたりの移植細胞数が少な

い成人に対する騎帯血移植では、生着不全の頻度が高い、生着までに時間を要する、移植

後の重症感染症による治療関連死が多いといつた点も指摘されているもその解決策として、

欧米及びわが国で複数騎帯血移植の試みが開始されている(13,14)が未だ検討段階にあり、

現在、厚生労働省科学研究費 (加藤俊一班長)に 基づく前向き臨床試験が計画されている:

その他にも、暦帯血移植後の免疫系再構築に関する解析が今後の課題として考えられてお
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り、検討すべき点は残 されている。

〔ハプロタイプー致 ドナー由来造血幹細胞移植 (ミスマッチ移植)の 現状と課題1

ミスマツチ移植は、通常HLA 2～3座 不一致の親、子供又は兄弟をドナーとすることがで

きるため、lo鍋に近い確率でドナーを見出すことが可能となる。しかし、非自己を認識す

る作用が強いため、そのままでは移植片が生着しにくく、拒絶のリスク(15)及び重篤な急

性 GVllD発症のリスクが問題となる(16)。ちなみに、移植前処置として全身放射線照射とシ

クロスポリン製剤投与を行つた初期の臨床試験では、移植片から T細 胞の機能を様々な手

法で抑制 しても 60～10錦が生着不全を起こしている(17)。この拒絶のリスクに関しては、

G{SF製 剤により動員した末梢血幹細胞 (peripheral bl∞d stem cell:P3SC)を 大量に投

与することで回避することが可能となつた(18-20)。また、重篤な GⅧD発 症を回避する目

的では、強い免疫141制剤の使用や抗 CD52抗体 (Campat卜lH)の 使用、又はT細 胞を選択的

に除去する等の試みがなされている。特に、T細 胞の選択的除去は、重篤な GVIDに 対する

最強の予防手段であり、これによる臨床研究が進んできている。その中で、1093年 以降、

ベルージャ大学 (イタリア)の Aversa Fらが中心となり、CCSFに より動員したPBSCか ら

T細 胞を除去した大量の幹細胞を急性 自血病患者に移植する 2つ のパイロット臨床試験

(21,22)を進め、造血幹細胞を高率に生着させ、かつ重篤な GVllDを回避する手法を確立し

た(23)。

すなわち、最初のパイロット臨床試験01)の 症例及びその後の追加症例を含めた計 36例

の患者に対して、骨髄破壊的前処置後、患者体重 lkgあたり10.8X106個 (以下 /kgと記す)

のCI134陽性細胞と2.2X106個 /kgの CD3陽性細胞を含むハプ■タイプー致 ドナー由来 T細

胞除去造血幹細胞が移植 され、高率 (92%)に生着することが示された(24)。この時のGrade

Ⅱ～Ⅳの急性 GVHD発症頻度は、移植後に免疫抑制剤を使用せずともわずか 1鍋であつた。

以上のパイロット試験の概要を 「ペルージャ大学の第 1回パイロット臨床試験」として表 5

に示す(24)。
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表 5 ペ ルージャ大学の第 1回 パイ ロッ ト臨床試験 (1993-1995)

(Aversa Fの論文24の Table lを転載)
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その後、前処置毒性を減らすと同時に免疫抑制効果を高めることを目的として、前処置

の内容を変更した次のパイロット臨床試験 (22)が実施された。また、この臨床試験では、

GVIDの発症を更に低減させるために、移植片に含まれるCD3陽性細胞レベルを最初のパイ

ロット試験から 1桁減少させた。すなわち GVIID発症の関値として報告された数値 〔(く4～

く5)X104個 /kg〕(25,26)以下に低下させるために、細胞分離装置を用いて調製された高純

度のCD34陽性細胞集団が使用された。計 43例の患者に、10X106個/kgの CD34陽性細胞と

0.2X106個/kgの CD3陽性細胞を含むハプロタイプー致 ドナす出来T細胞除去造血幹細胞を

移植した結果、2次生着を含む最終的な生着率が 10016となり、Crade Ⅱ～Ⅳの急性 GVllDの

発症が 0/41例、慢性 GVllDの発症が 1/37例とはぼ完全にGVIIDの発症も回避できた。その

パイロット試験の概要を 「ペルージャ大学の 2回 パイロット臨床試験」として表 6に 示す

(24)。

表 6 ベ ルージャ大学の第 2回 パイロット臨床試験 (1995-1997)

(Aversa Fの論文24の Table 2を転載)
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更に、Aversa Fらは、上記のパイロット臨床試験を経て、日標症例 100例 を対象とした

「再発高リスク急性白血病患者におけるフルハプロタイプミスマッチ移植による第Ⅱ相臨

床試験J(27)を行い、新たな細胞分離装置を用いることによリワンステップで CD34陽性細

胞を選択的に分離した造血幹細胞を大量に移植することで、移植後の免疫抑制剤を使わな

くとも、高い生着率と最小限のGVllD発症率が達成できることを検証している(表7)。なお、

先の第2回パイロット臨床試験において、移植後の免疫系再構築を促進する目的で、2例に
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移植 3ヵ 月後にドナーTリ ンパ球をAdd―backし ているが、Tリ ンパ球 Add―back量が少量 (3

x104個 /kg)で あつたにもかかわらず 1例でGrade Ⅳの急性 GVHDが発症し、死亡に至って

いる(22)。したがつて、上記第Ⅱ相臨床試験(27)においては、ミスマッチ移植における移

植片中に含まれるCD3陽性細胞の開値として、3×104個/kgが採用されており、これが以降

のT細 胞除去ミスマッチ移植における目指すべき聞値と考えられている。

以上、2つ のパイロット臨床試験及び上記第Ⅱ相臨床試験の全ての解析において、ミスマ

ッチ移植における生着率とG17HD発症の課題は克服されたが、非血液疾患死亡率 〔全 183例

において、移植時完全寛解 (CR)例では4776、再発例では62%にのぼり、それら死亡例の7晰

が感染症による〕、及び白血病再発率 〔全 183例 において、移植時に CR lの 急性骨髄性自

血病 (acute myelogenous leukenlia:畑呻 又は急性 リンパ性自血病 (acute lymph l̈astiC

leukenia:ALL)患 者では 19%又は 22%、CR 2以 上では 3鍋又は 5鍋、再発例では 4鰯又は

9096〕は依然として高く、この観点でのより有効な治療戦略の開発が必須となつている(23)。

表7 再発高リスク急性自血病患者におけるフルハプロタイプ

ミスマッチ移植による第=相饉床試験 (27)
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患者及び方法 概 要

対象患者 AML:67 Fll (CR l: 19、  CR 2: 14、  CR〉2: 9、 F手う音 :25)

ALL:37例   (CR l: 14、 CR 2:  3、  CR〉2: 2、 早手う薔: 13)

前処置 全身照射 +T h i o t e p a + F l u d a r a b i n e + A T G

ア フェ レー シス 末梢血造血幹細胞は G―CSF製 剤により動員 して採取

CD34陽 性細胞分離装置 Cl inilIACS使用例:88例 (回収率中央値 :7鰯、純度 :9幅)

Isolex使用例  :16例 (回収率中央値 :71%、純度 :95%)

移植後のGVHD予 防 免疫抑制剤は使用せず

結果 概 要

移植細胞数 CD34陽性細胞数中央値:13.8X106個/kg〔(5.1～29.7)

×100個/kg〕

CD3陽性 細胞数中央値:1× 104個/kg〔(0.04～3.0)

×104個/kg〕

生着率 Overall: 100/101 (Prilllary: 94/101、 SecOndary: 6/7)

GVllD発症率 媚ネヤL GVHD: 8/100、  tllL GVHD: 5/70

非血液疾患死亡率 38/104例 OⅣ 感染死:14例 、Aspergillus感 染死:4例 )

再発率 (2年後) 移植時 CR例 :9/66(AML:7/42、 ALL:2/24)

移植時再発例 :17/38(AML:10/25、 ALL:7/13)

無病生存率 (中央値 22ヵ 月) ALIL患者42例 :4鰯 、肌L患者24例 :4錦
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【本邦におけるミスマッチ移植の現状と課題】

近年行われた日本国内の調査によると、HLA l座不一致血縁者間移植は特殊なGⅦD予 防

を実施しなくても移植が可能であつたが、2座 以上の不一致を伴 う移植においては通常の

GVllD予防のみを行つた場合には生存率が大きく低下した (図4)(28)。

0 1 0 " 3 0● 6 0 0 0  0 1 0幻 m 4 0 5 0 0 0
…       ― ・

図 4 血 縁者閲移植の HLA不 一致度と全生存率 (28)

移植後の全生存率を血清レベルでの不一致度 lA 3)及びDNAレベルでの不一致度 (C―D)、並びに病期 い、

c:ス タンダー ドリスク、B、D:ハ インスク)に 従い分類 した。HLA一致とHLA l座不一致群間での P値 を

不した。

HLA 2座以上の不一致血縁者間移植を成功させるために様々な試みが行われているが、日

本国内では、体外でのT細胞除去又はCID34陽性細胞純化を用いたミスヤッチ移植、母子間

免疫寛容の仮説に基づいたミスマッチ移植、強力な GVllD予防法を用いたミスマッチ移植、

及びアレムツズマプ (CPATH-lH)を 用いた in viv。での T細 胞除去によるミスマッチ移

植の応用 ・研究が進んでいる。
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①体外でのT細 胞除去又はCD34陽性細胞純化を用いたミスマッチ移植

本邦では、Yanlasaki Sらが、1996～2002年に 20の施設において、HLA 2～3座 不一致血

縁 ドナー出来 PBSC移植を受けた 50例 の高リスク造血器悪性腫蕩患者の臨床成績をレトロ

スペクティプに解析した結果を報告している(29)。これによると、18例はPBSCをそのまま

移植されており、残 りの 32例は CD34陽性細胞を分離して移植されている (表8)。また、

骨髄破壊的前処置例が 31例であるのに対して、骨髄非破壊的前処置が 19例に施された (表

9)。解析の結果、移植後 28日以上生存した 39例の内、好中球生着に至つた症例は37例 (95%)

であり、生着しなかつた例は 39例 中 2例 (5%)及び生着後に拒絶された例は 37例 中 3例

(8り であった (表 10)。∽34陽 性細胞を分離して移植した症例では、Orade Ⅱ～Ⅳの急

性 GVIIDの発症が、PBSC投与症例に比し、有意に低かつた (表10)。一方、移植後 1年まで

に 28例 (56吟 が移植関連合併症による死亡に至り、その中では感染症によるものが 30%

と主要因であつた (表H)。 以上から、本邦においても、ハプロタイプー致 ドナー由来造血

幹細胞移植の治療法を確立する上で、特に感染症を含む治療関連死の回避が重要課題であ

ることが示されている。

表8 患 者及びドナ=背 景と造血幹細胞移植の実態
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(Ynmasaki Sらの論文29の Tablo lを改変)

(n=50)

細胞分離無 し

(F18)

CD34陽 性細胞分離 (n-32)

CliniMACS (■ =17) Isolex (■ =15)

Relationship of donor to patient

Father,/mother
Sibi  ing
Son,/daughter
Aunt

７

　
　

　

５

／

５

／

０

１

　

　

０

2/2

9      、

3/1

0

２

　

　

０

／

９

／

１

３

　

　

０

Disease at transplant
AIIL
ALL
tiDs
cxtl
NHL
MM

２

１

４

４

６

１

９

２

０

３

２

１

６

３

２

１

３

０

Prior autologous PBSCT/aI logeneic HSCT 3/4 2/3 5/0

Median graft size (range)

Nucleated cell dose(X107/kg)

CD34+cell dose(X100/kg)

CD3+ cell dose (/kg)

78.2

(ll.3-324.0)

4 . 2

( 1 . 5→. 5 )

2 . 7 X 1 0 8

( 1 . 3巧. 4 )

0.71

(0.36-1.4)

6 . 8

(2.9-13.5)

2 . 8 X 1 0 4

(0,3卜5.0)

0.38

(0.19-0.56)

4 . 4

(0.67-9.8)

4 . 9×1 0 4

(1.7-24.7)

Median follor-up (range) (nonths) 2.5(0.10-15,4) 3.8(0.20-16.8) 2.7(0.30-35.5)



表9 前 処置の詳細 (lanlasaki Sらの論文29のTable 2を輯榊
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表 11 移 植 1年 後までの死亡例の原因 (Yanlasaki Sらの論文29のTable 5を転載)
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②母子間免疫寛容の仮説に基づいたミスマッチ移植

両親から子へは 1組 の HLAハプロタイプが受け継がれる。受け継がれなかつた HLAハ プ

ロタイプのうち、母親の HLAハプロタイプ由来の非遺伝母親出来 HLA抗原 (NIMA)に対し

て、免疫学的寛容が成立していることが提唱されている(30)。

本邦では、 ドナ‐末梢血における母子間マイクロキメリズムの存在を免疫寛容の指標と

して、進行期の造血器腫瘍を対象に HLA不 一致血縁者からT細 胞除去を行わずに移植を行

い、このようなドナー選択を行 うことにより急性 GVHllの重症化を起こすことなく移植が可

能であることが示された(31)。その後、2001年から、2004年まで厚生労働省の研究班で実施

された調査研究では、NIMAの不一致例 (NIMA不一致同胞間での移植及び子供から母親に対

して実施される移植)で は、父親由来HLA抗原 (IPA)の不一致例 (母親から子供への移植)

と比較して、GradeⅢ以上の急性 GVHllの発症頻度が低い結果が報告されている(図5)(32)。
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図5 T細胞非除去NIMA相補的造ユ幹細胞移植を受けた患者における

急性GVIDの累積発生率 (32)
NIm相 機的造血幹細胞移植を受けた評価可能 34症例中の、GVII標的に従つたGrade■―Ⅳ O)及 びⅢ―Ⅳ

(3)の急性 GVHDの累積発生率。実線が母から子への移植 (GVH標的 ;IPA)を 示し、点線が子又は NIm

不一致同胞からの移植 CCVH標的 :NIm)を 示す。

③強力なGVHD予防法を用いたミスマッチ移植

HLA一致移植で用いられるメトトレキサー ト (ⅢЮ とシクロスポリン (CYA)の組み合わ

せによるCVllD予防のみでは、HLA不一致移植の際のGVHDを抑制することは困難である。し

かし、タクロリムス (FK506)、ミヨフェノール酸モフェチル IRIIF)などの免疫抑制剤が使

用できるようになり、現在では強力なGVHEl予防が可能になってきている。

F邸06、「X、メチルプレドニプロン (mPSL)の 3剤 、又はRIIFをカロえた 4剤 によるGVllD

予防により、HLA 2、3座 不一致血縁 ドナ‐からの T細 胞非除去移植が試みられ、無病長期

生存が得られる症例がみられている(33、30。

GVHDを強力に予防することでHLAのパリアを越えることは可能であることが示されたが、

慢性 GVHll、血栓性微小血管障害 (IMA)、ウイルス感染症などの移植関連合併症の頻度が高

いのが問題である。

④アレムツズマプ (Campath―lH)を 用いた in vivoでのT細胞除去によるミスマッチ移植

Campath-lHはリンパ球などの細胞表面に存在するCD52に対するモノクローナル抗体であ

る。移植前に投与してホス トのリンパ球を抑制することによつて拒絶を予防し、移植後も2

～3週 間という長い体内半減湖を有することからドナーのリンパ球を抑制 して GVllD発症を

抑制する効果を有することが知られている。

東京大学で行われたHLA不一致移植の臨床試験では、HLA 2座不一致の 5名 、3座不一致

の7名の合計 12名のハイリスク又は進行期の造血器腫瘍患者に移植が行われた(35)。全例

にドナー細胞の生着が得られ、好中球回復 (〉500/mm3)、血小板回復 (〉20,000/nLT3)まで

の期間の中央値はそれぞれ 17.5日 (12～29日 )と 16日 (12～27日 )で あつた。GradeШ
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以上の GVHDは 1名だけに認められ、移植合併症による死亡はGVIIDによる 1名 (移植後 66

日)と 、間質性肺炎による1名 (197日)で あつた。症例数と評価期間は少ないものの、拒

絶やCVHIDは抑制され、新たなHLA 2座以上不一致の血縁者間移植と成り得ることが示唆さ

れた。
一方、Campat卜lH投与に関連する心毒性の報告がなされており、移植前処置にCampath-lH

を使用することが同様に心毒性出現のリスクを高めることが報告されている(36)。
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図 6 Camat卜 lHを使用 した HLA不 一致移植の結果 (35)

移植後の好中球 (1)及び血小板 (31回復までの日数、並びに Grade■―Ⅳ (C)及びⅢ―Ⅳ (D)の累積発

生率を示す。

【T細胞除去ミスマッチ移植における課題に対する対策】

ミスマッチ移植は、HLA適合血縁 ドナーが見つからない場合において、骨髄バンクを介し

た非血縁ドナーとの調整にかかる手間や時間及び騰帯血移植における種々の問題を回避す

る有望な移植法である。これまでに、種々の検討がなされ、治療成績の向上が報告されて

30

P65

Gndo llJV Iに Jb● VHD C疑祠降01:‐lV 8暉JぃOVHD



きているものの、未だ確立された治療法とは言い難い状況である。

ミスマッチ移植における、造血幹細胞の生着、拒絶阻止及び重篤なGVllD発症回避とい う

課題の解決策の一つとして、HSFに より動員した末梢血幹細胞の大量移植とT細胞の選択

的除去を用いての実施が検討されてきた。しかしながら、特に再発高 リスク患者において

は、移植後の感染症を主要因とする移植関連死や造血器悪性腫瘍の再発が、依然、大きな

課題として残されており、この解決なくしては確立した移植法になり得ない。すなわち、

ドナー由来の T細 胞は造血幹細胞の生着及び宿主免疫再構築を促進しており、これにより

移植患者から日和見感染を予防するとともに、CVM効果による再発防止に寄与している。し

たがって、T細胞除去ミスマッチ移植では、移植後早期に免疫系を再構築する手立てが必須

である。

モルメド社“ (イタリア)は 、自殺遺伝子である HSV―TK遺 伝子及び表面マーカーとして

のΔLNGFR遺伝子をレトロウイルスベタターにより導入した ドナーTリ ンパ球を調製し、こ

れを T細 胞除去ミスマッチ移植後に追加輸注 (Add―back)す ることで、早期に免疫系を再

構築する臨床試験を実施 している。これは、 ドナーTリ ンパ球をそのまま Add―backした場

合、重篤な急性 GVHDを発症するケースがあり (上記Aversa Fらの論文 22に記載されてい

る 1例 )、そのリスクを回避する為に Add―back量 をどうしても下げぎるを得ず:そ の結果

免疫系再構築への寄与が低下する。一方、抗 LNGFR抗体で高度に純化した HSV―TK遺伝子導

入 Tリ ンパ球を用いた場合、重篤なGVIID発症時にGCV製剤投与により当該細胞を抹消して

沈静化する機能が付与され、これらが安全装置となる。すなわち、ISV―TK遺 伝子導入 Tリ

ンパ球を大量にAdd backすることにより早期に免疫系を再構築でき、感染症を含む治療関

連死の発生率低下や GVM効 果による疾患再発阻止が期待できる。したがつて、この手法に

より、高リスク造血器悪性腫瘍患者に対して、T細胞除去ミスマッチ移植をより安全かつ有

効なものとすることが可能と考えられる。
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【モルメド社の臨床試験概要】

造血幹細胞移植後の付加的治療 (add―back療法)と して用いられるHSV―TK遺伝子導入 ド

ナーTリ ンパ球に対して、モルメド社は 2003年 に欧州医薬品審査庁 (European Medicines

Agency:EttA)か らオーファンドラッグの指定を受けてお り、現在、高リスク造血器悪性

腫瘍患者を対象とした「ハプロタイプー致 ドナー由来T細胞除去造血幹細胞移植後のHSV TK

遺伝子導入 Tリ ンパ球 Add→ack療法」による第 1/1相 臨床試験 (TK007)を欧州 4施設に

おいて実施している。2∞5年 12月に開催された第 47回米国血液学会における発表では、

登録患者 29例の内 17例に遺伝子導入 Tリ ンパ球 (1×107個/kgオーダー)が Add―backさ

れ、その 14例 (82%)に免疫系再構築を確認 している。また、14例中6例 (43%)にAdd―back

後の急性 C.VHDが発症したが、その内の 5例 にCCV製剤が投与され、いずれもGVllD症状が

完全に沈静化 している。したがつて、導入した HSV―TK遺伝子は、意図したとおり、自殺機

能をヒト体内で発揮していることが確認されている。また、登録症例は高 リスク造血器悪

性腫瘍患者にもかかわわらず、Add―backを受けた 17例中7例 に再発が認められたに過ぎな

い。更に、免疫系再構築に至つた 14例では、その後の感染症エピソー ド及び治療関連死が

有意に少なくなつており (免疫系再構築前が 87%に対して 13%)、特にサイ トメガロウイル

ス (cytolnegalovirus:CMV)感染による死亡例は、評価対象 16例中わずか 1例 (6%)に留

まり、Perruccio Kらが発表したハプロタイプー致 T細胞除去造血幹細胞移植のみを実施 し

たコントロール症例 33例 中の 9例 (2賜)(37)に比し、有意に低下していると報告してい

る。途中経過としての全体生存率は、移植後 800日時点で46Xに上り、European group for

B l o o d  a n d  M a r r t t  T r a n s p l a n t a t i o n ( E B M T )が集 計 したハ プ ロタイ プ ー
致 ドナー 由来 T細

胞除去造血幹細胞移植のみの場合に比し、有意に高い推移を示している (図7)。

その後、臨床プロトコ‐ルの改訂により目標症例数が 30症例に増加されており、2∞8年

3月 時点で進行中である。2008年 3月 ～4月 に行なわれた欧州骨髄移植学会での発表及びモ

ルメド社から人手した情報によると、2007年 9月 時点で、51例 の症例登録が完了している。

そのうち 27例 に遺伝子導入 ドナーTリ ンパ球が Add―backされ、22例 で免疫系再構築が達

成された。

以上より、HS卜TK遺伝子導入 ドナーTリ ンパ球のAd←backが、早期免疫系再構築を促進

し、移植後の感染死を含む治療関連死を予防し、全体としての生存率を上げることが確認

された。すなわち、HSV―TK遺伝子導入 ドナーTリ ンパ球を大量にAdd―backす る手法は非常

に有用で、T細 胞除去ミスマッチ移植を安全かつ有効に行える可能性が示唆されている。

【タカラバイオ株式会社の治験概要 (予定)】

モルメド社から輸入した本臨床研究と同一のレトロウイルスベクターを用いた治験が、

タカラバイオ (株)に より計画されている。この治験では、同種造血幹細胞移植後に再発

をきたした造血器悪性腫瘍患者を対象として、遺伝子導入 Tリ ンパ球が ドナーリンパ球輸

注療法において投与される。タカラバイオ (株)は 第 二相試験を国立がんセンター中央病
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図7 ハ プロタイプー致Tリンパ球除去造血幹細胞移植の全生存率

(モルメ ド社 より入手)

Aが TK007(ISV―TK遺伝子導入Tリ ンパ球をAdd―back)の結果、Bが EBr lAddtach無 し)

の結果を示す。グラフの几例は、移植時の患者の状態を示す。

【本遺伝子治療臨床研究の全体フロー】

以上の状況を踏まえ、日立がんセンター中央病院において、モルメド社が実施した臨床

試験 (TK007)と同様のプロトコールによる遺伝子治療臨床研究を実施計画することとした

(添付資料 表 7参照)。対象患者は高リスク造血器悪性腫瘍患者であり、移植前の前処置、

ハプロタイプー致 ドナー由来造血幹細胞からのCD34陽性細胞の分離装置、HSV―TK遺伝子及

び△LNGFR遺 伝子を含む遺伝子導入用レトロウイルスベクター、遺伝子導入細胞の調製法、

及び Add―backす る際の細胞数は、
1モ

ルメド社の TK∞7の場合と同様とする計画である。主

要評価項目及び副次的評価項目に含まれる項日はほぼ同様であるが、安全性については今

回の臨床研究では主要評価項目であるのに対し、モルメド社の臨床第 1/1相 試験では副次

的評価項目である。これに関連して、本臨床研究では治療効果を期待しつつ安全性の評価

を行 うことを目的とするために、IL-2を 併用することなく、短期間により多くの遺伝子導

入 リンパ球をAdd→ackす る用法 ・用量とした。その他、適格性確認の時点、再発時の対応

等に相違があるが、評価に大きな影響を及ぼすものではなく計画全体としてはほぼ同様で

あると考えられる。

本遺伝子治療臨床研究を実施するにあたつては、国立がんセンター中央病院内に設置さ

れた無菌細胞調整施設 (CPR)にて、タカラバイオ(株)からの技術提供と助言を受け、モル
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メド社から輸入したレトロウイルスベクターを用いてHSV―TK遺伝子導入細胞をGMP基準に

準拠して調製し、品質試験を行う (図 8)しまた、ハプロタイプー致 ドナーからの造血幹繹

胞の∈CSF製剤による動員 CInObilization)後のアフェレーシス“及び同一 ドナーがらの遺

伝子導入用リンパ球アフェレーシスは、国立がんセンタ∵中央病院で行われる計画である

(図8)。
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V.1.2当 腋遺伝子治療臨廉研究の概要

当該遺伝子治療臨床研究は、以下の選択基準に合致した患者を対象とし、前出図 1に示し

た全体計画フロー (プロトコール概要)に 基づいて行われる。

<患 者仮登録時選択基準の概要>

1)予 後不良の高リスク造血器悪性腫瘍患者 (詳細は別途規定)

2)HLA適 合又はHLA l座 不一致の適切な ドナーがいない

3)末 梢血幹細胞提供可能なHLA 2～3座 不一致の血縁 ドナーがいる

4)年 齢が20歳 以上 60歳 以下

5)ECOGの Performance Statusが 0又 は 1

6)主 要臓器の機能が保たれている (詳細は別途規定)

7)ド ナー及び患者の両者から丈書での同意が得られている

【ドV―■ 遺伝子導入 Tリ ンパ球の日製】

遺伝子導入に使用するレトロウイルスベクターSFCME3は 、モルメド社でGRIP基準に則つ

て作製され、品質規格に適合したものを輸入 して受け入れ、国立がんセンター中央病院内

の CPRに 搬入する。なお、当該レトロウイルスベクターは、モルメド社が実施中の治験

(TK007)及 び本邦における筑波大学付属病院での遺伝子治療臨床研究で使用されているも

のと同じベクター'7で
ぁる。

国立がんセンター中央病院内において、T細 胞除去ミスマッチ移植 ドナーと同一の ドナー

に由来する PBICを アフェレ
ーシスにより採取する。IL-2存 在下で抗 CD3抗 体により円К

を刺激して活性化し、当該レトロウイルスベクターによりISV―TK遺 伝子及び△LNGFR遺 伝

子を ex viv6遠 心法により導入する。その後、抗 LNOFR抗 体と二次抗体結合磁気ピーズ及

び細胞分離装置による純化、IL-2存在下での拡大培養を経てHSV―TK遺 伝子導入 Tリ ンパ球

Add―back液 を調製する。当該 Add―back液 の品質試験項目は次頁のとお りであり、HSV―TK

遺伝子導入 Tリ ンパ球のく品質試験項目-1>に 合格 したことを確認 した後に用いる。また、

HSV―TK遺 伝子導入Tリ ンパ球のく品質試験項目-2>は Add―bach後 に試験を開始するが、試

験に日数を要するために結果の判明がAdd■ack後 になる場合がある。万一、Add―back後 に

不合格であることが判明した項目があればその時点で臨床研究を中止 して適切な措置を講

ずることとする。つまり、化学療法や移植幹細胞ソースの再検索といつた臨床現場におい

て現時点で HLA適 合又は HLA一 座不一致の血縁 ドナーが見当たらない高リスク造血器悪性

腫瘍患者に行われている治療法の中で、患者の状態に応じ総括責任者 (又は治療にあたる

分担研究者)が 最も適切と考える治療法を行 う。なお、ドナーアフェレーシスに際しては、

担当医師からドナーヘのじゅうぶんなインフォーム ドコンセントを行い、文書による同意

を取得する。
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<HSV―TK遺伝子導入 Tリ ンパ球の品質試験項目-1>

・細胞生存率

・エンドトキシン試験 (日本薬局方)

。 ▲ШGR発 現試験

・増殖性レトロウイルス (replication competent retrovirus:RCR)鶴試験

(RT―PCRおE)

。マイ■プラズマ否定試験 (PCR法)

くHSV―TK遺伝子導入 Tリ ンパ球の品質試験項目-2>

。無菌試験 (日本薬局方)

。RCR試験 (増幅法)

。マイコプラズマ否定試験 (日本薬局方、培養法)

・CCV感受性試験

,IL-2依 存的増殖試験

【T細胞除去ミスマッチ移植】

ハプロタイプー致ドナーからの末梢血幹細胞は、∈CSF製 剤投与により動員し、10L規

模で2t3回 アフエレーシスをすることにより採取する。その後、CD34陽性細胞分離装置(ミ

ルテニーバイオテク社製 CliniMACS又は同等のもの)を 用いて CD34陽性細胞を分取し、4

x106個/kgを最少量として患者に移植する。その際、CD3陽性細胞の混入量についても確認

する。

T細 胞除去ミスマッチ移植時の前処置は、モルメド社の治験 (TK007)と同様の内容で実

施する計画である (図9)。また、移植後のげD予 防に対する処置は行わないものとし、感

染時には速やかに抗ウイルス剤や抗菌剤を処方することとする。なお、アシクロビル

(acicloVir:ACV)製 剤及び CCV製 剤は、後に Add―backす る ISV―TK遺 伝子導入 Tリ ンパ

球の自殺機能を惹起することか ら、本臨床研究で感染予防 ・治療には使用 しないこととす

る。もし、CMV感 染が問題 となつた場合には、ホスカルネットナ トリウム製剤 を使用する予

定である。
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Cond,itioning regimen

O TBI:Total Body IIl●diationフ.5 Gy
Cπ :Thiotepa 13mg/kg
eF:u:Fludattbine 40mg/m2

'OATG:Anu―ThymOtte Ciobuline(FreSeniuso)5 mgノ kg

Caリ

c HCT hematopoietic celltFanSplamtion

回9 T細 胞除去ミスマツチ移植における前処置

【お卜電遺伝子導入Tリ ンパ球Add―back及びフォローアップ】

自発的な免疫系再構築の開始が確認されない場合には、T細胞除去ミスマッチ移植後の造

血幹細胞の生着が見込まれる移植後 42日 日に、上記により調製した HSV TK遺 伝子導入 T

リンパ球 l X 106個/kgを追加輸注 (Add―bacDす る。その後、免疫系再構築が認められず、

かつGrade n以 上の治療を必要とするGVIIDを発症しない場合は、移植後 72日 日の時点に、

l x 107個/kgの ISV―TK遺伝子導入 Tリ ンパ球を再度Add―backす る。更に、その後、免疫系

再構築が認められず、かつGrade Ⅱ以上の治療を必要とするGVHDを発症しない場合は、移

植後 102日日の時点でl X 107個/kgを Add―backす る。最終のAdd―back実施の6ヵ月後に本

臨床研究のフォローアップを終了する。Crade Ⅱ～ⅣのGVHDの発症が認められた場合には、

通常の CI「感染症治療に用いられる用法 ・用量に従つて GCV製 剤を投与し、末梢血中の

ISV―TK遺伝子導入Tリ ンパ球をモ‐ターすると共にGVIID症状の沈静化能を評価する。この

場合、患者の状態によつては、それまでのAdd―backの回数が 1回または2回 の場合、医師

の判断により、CCV製剤投与後に1回のみISV―TK遺伝子導入Tリ ンパ球 (l X 106個/kg)の

Add―backを許すものとする。   ・

フォローアップ期間における臨床モニタリング実施項目は、表 12に示すとおりである。
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表 12 臨 床モニタリング実施項 目

評価事項 モニタリング実施項 目

治療全体の安全性 血液学的検査、血液生化学検査、免疫学的検査、感染症検査、尿定

性検査、有害事象

遺伝子治療安全性 RCR、 LAM (linear amplificatio■ ,nediated) PCR

reactio■ )

(polymerase chain

移植生着 骨髄像、キメリズム

免疫系再構築 リンパ球免疫表現型 tCD3+、CD4+、CD8+等)

血中動態 フローサイ トメ トリー解析、PCR

GVllD発症に対するCCV製剤

による鎮静効果

GVHIl症状、血中動態、免疫IE織染色

昌1次的エンドポイン ト 再発までの時間、死亡に至るまでの時間、感染症の種類 。発症件数 ・

発症時期
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V.1.3他 の治療法との比較及び遺伝子治療を選択した理由

本遺伝子治療の対象患者は、HLA適合又はHLA l座不一致の血縁 ドナーが見当たらない高

リスク造血器悪性腫瘍患者である。この患者においては、移植治療は必須かつ急務であり、

ミスマッチ移植および膀帯血移植が候補として考えられる。

① ミスマッチ移植

以下に、ミスマッチ移植の課題の解決策を段階的に、他の治療手段との比較をしなが

ら示す。

:ミスマッチ移植 vs T細胞除去ミスマッチ移植】

ミスマッチ移植におけるT細 胞除去の利点は、上述のとおり 〔v.1.1「対象疾患に関

する現時点での知見」レ プヽロタイプー致 ドナー由来造血幹細胞移植 (ミスマッチ移植)

の現状と課題】の項参照〕、重篤なGVllD予防に最も有効な手段であり、近年の細胞分離

装置の進歩により混入するCD3陽性細胞の少ない高純度のCD34陽性細胞が得られるよう

になつたため、移植後の重篤なGVllD発症をほぼ完全に回避できるまでになつている。た

だし、その反面、移植後の免疫抑制状態が感染症を引き起こすリスクを高めており、ま

た再発などの問題も指摘されているため、早期の免疫系再構築、及び GVM効果が課題と

なる。

lT細胞除去ミスマッチ移植 vs T細胞除去ミスマッチ移植十Tリ ンパ球Add―back】

前項に記載のとおり、T細 胞除去ミスマッチ移植においては、移植後の早期免疫系再

構築が、重篤な感染症等による移植関連死を防御する上で最大の課題であり、T細 胞除

去ミスマッチ移植時と同じドナーに出来するTリ ンパ球のAdd―backは、理論的に有効な

手段と考えられる。しかし、Aversa Fらの報告(22)にあるとおり、少量の1リ ンパ球の

Add―backでも致死的なGVHllを発症した例があり、この点での改善が必須である。

【Tリ ンパ球 Ad d―b a c k  v s  H S V―T K遺 伝 子導入 Tリ ンパ球 Ad d―b●c k l

本遺伝子治療では、T細胞除去ミスマッチ移植後の早期に免疫系を再構築するために、

同一 ドナー由来のHSV―TK遺伝子導入 Tリ ンパ球をAdd―backする計画である。これは、

前項に示したとおり、Add―backした Tリ ンパ球が直接要因となる致死的 C・VID発症に対

する対策として、安全装置である自殺機能を当該 Tリ ンパ球に付与するという考えに基

づく。GVIID発症に対する治療手段としては、シクロスポリン製剤又はタクロリムス製剤

といった免疫抑制剤や副腎皮質ステロイ ド製剤の併用が考えられるが、移植後の Grade

Ⅱ以上の急性 GVHIDに対して標準的なステロイ ド治療を含む種々の治療法を行つても、部

分反応 (PR)以上の効果が認められる確率は50%に至つていない(38,39)。また、いずれ

も非特異的に免疫系を抑制することから、急速に易感染性を高め、重度の感染症頻度が
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顕著に増加するリスクを伴う。
一方、本遺伝子治療では、CCtr製剤投与によりHSV―TK遺

伝子導入 Tリ ンパ球のみを選択的に抹消でき、理論的には移植 した造血幹細胞出来の免

疫系には影響を与えずに GVIIElを選択的に沈静化できる可能性が期待される。実際、

HW―TК遺伝子導入 Tリ ンパ球を移入した後にCCV製剤が投与された臨床試験例では、ほ

ぼ全例で自殺機能が確認され、ⅣD沈 静イヒに至っている。また、遺伝子治療に関連する

有害事象報告は皆無である(4042)。

② 暦帯血移植

騰帯血移植については、上述したとおり(「V.1.1対 象疾患に関する現時点での知見」

【造血器悪性腫瘍患者に対する造血幹細胞移植の現状】の項参照)、近年、その件数が増

大し、その評価は定まりつつある。事実、国立がんセンタこ中央病院においても、2006

年度に適応があると判断された患者計 8例の騰帯血移植を施行している、しかし一方で

は、成人に適用する場合の細胞数不足及び移植後療法としてのドナ‐リンパ球輸注など

の細胞療法が不可能であることなどが問題点として挙げられている。細胞数不足に対し

ては複数騰帯血移植や膳帯血体外増幅といつた試みもなされているが、未だ研究段階で

あり最終的な評価は定まっていない。騰帯血移植と HSV―TK遺 伝子導入 Tリ ンパ球

Add back療法である本遺伝子治療の比較を表 13に示す。
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表 13 隣 帯血移植と本遺伝子治療の比較

視点 隣帯血移植 本遺伝子治療

●HLA一致度

●GVHDによるリスク

・移植までの時間

●ドナーの負担

・移植スケジュールの調整

・ドナーからの感染症

●GVM効果

・拒絶 ・生着不全

・治療関連毒性

・再発時の対応

・遺伝性疾患伝播

ol-2座の HLA抗原の不一九

・発症した場合でも、重症例は少

ない。

・ドナープールに適合するもの

があれば、検索開始から最短 7

～10日 間で施行することが可

亀

oなし。

・患者の都合のみで調整可楓

・リスクは低い。

・期待できる。

・報告によつては 15%前 後の症

例で見られ、移植する細胞数の

不足に関連して不全の頻度が

高まる`生着しても時間のかか

る場合が多い。

・複数騰帯血移植の検討が開始

されている。

・生着不全・造血回復の遅延に伴

う、治療関連毒性が多い。

・同一 ドナーからの リンパ球輸

注ができない。

・可能性は否定できない。

●3座 までのⅢ■抗原の不一致。

・発症した場合でも、自殺機能で

制御可能。

・血縁 ドナーが原則であるため、

遺伝子導入 Tリ ンパ球の調製

期間も含め、最短 2～3週 間で

施行することが可能。

o他 の移植
°
と同等の負担 に加

え、遺伝子導入 Tリ ンパ球調製

のための末梢血単核球及び血

漿の採取が行われる。遺伝子導

入 Tリ ンパ球調製後に、細胞が

規格を満たさないことが判明

した場合、本遺伝子治療が行え

ない可能劇三がある。

●ドナー、患者の双方の都合を調

整する必要がある。

・他の移槽 と同等であるが、事

前に確認することで回避可能。

・期待できる。

・他の移植
°
と同等。

・移植後、免疫系再構築までの期

間は感染症のリスクが高まる。

・同∵ ドナーからの リンパ球輸

注が可能。

・可能性は否定できないが、血縁

ドナーが原則ゆえに排除 しや

すい。

*:購 帯血移植を除く

参考資料:・高橋 聡 .成 人に対する騰帯血移植の現況.医 学のあゆみ,218(4):271-275,2006.

・甲斐俊朗.成 人への府帯血移植.今 日の移植119(3):250-255,2006.

。高橋 聡 、浅野茂隆.騎 帯血移植.癌 と化学療法,31(3):307-313,2004.

・加藤俊―.済 帯血移植,第 68回 日本血液学会 。第 48回 日本臨床血液学会合同総会

教育講演 5,2006.
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贖帯血移植の利点である 「ドナーの負担がない」という点では、本遺伝子治療は通常の

移植以上にドナーヘの負担を強いるものであり、膳帯血移植のほうが優れている。 しかし

ながら、騎帯血移植の代表的な問題点である移植細胞数の不足、造血回復の遅延、生着不

全の頻度の高さについては、本遺伝子治療では解決策を見出せる可能性がある。その他に

も、特に高リスク造血器悪性腫瘍患者を対象とする場合には、GⅧ効果を有することや ドナ

ーリンパ球輸注が可能であることは重要であると考えられる。膳帯血移植 と比較すると本

遺伝子治療では GⅦ 効果の発現が早期に期待できると考えられ、かつ状況に応 じて ドナー

リンパ球輸注が実施可能であり、これらの点おいても本遺伝子治療は有効な治療となりう

る。

以上から、騰帯血移植と本遺伝子治療を比較した場合、本遺伝子治療は悪性度の高い疾

患において、踏帯血移植を凌駕する可能性のある治療法になりうると考えられる。

ドナーの負担という点では、本遺伝子治療の個々の症例への適応については、治療効果

や得られる利益等について慎重かつじゅうぶんな検討が必要である。しかしながら、本遺

伝子治療は、一連の治療法の課題に対する解決策を模索した上で計画されたものであり、

これまでの臨床実績からも安全性及び有効性が見込まれるものとして妥当な手法と考え選

択した。
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Ⅵ.遺 伝子の種類及びその導入方法

Ⅵ二 人に導入する遺伝子の構造と性質

本臨床研究において発現する遺伝子は△LNGFR遺伝子とHS「TK遺伝子である。導入され

るが発現しないベクターDINA等の構造と性質は、Ⅵ.5「ウイルスベクター“を用いた遺伝子

導入」の項で述べられている。

Ⅵ.1.1人 に導入する遺伝子の構造

Ⅵ。1.1.1細胞内領城欠損ヒト低藤和性神経成長国子受容体遺伝子 (▲IMFR遺 伝子)

△LNGFR遺 伝子は、細胞内領城欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体 (tiuncated

low―affinity nerve growth factor receptor: △lNGFR)をコードする遺伝子である(43-45)。

ヒト低親和性神経成長因子受容体 (human low affinity n●rve growth factor receptor:

LNGFR)遺伝子は、1986年JohnsOnらによつてヒトメラノーマ細胞株A875から単離され(43)、

427アミノ酸からなるポリペプチドをコードする1,281塩基対と終止コドンTAGより成り立

ちている。N末 端から、28ア ミノ酸からなるシグナルペプチドt細 胞外 ドメインとして 6

個のシステイン残基を保存位置とする40ア ミノ酸からなるポリペプチドの4回繰り返し配

列、セリン/ス レオニンリッチ領域、1回膜貫通領域、及び 155アミノ酸を有する細胞内領

域という構造からなつている。今回使用する▲LNGFR遺伝子は、LNGFR遺伝子の cDMか ら

細胞内領域をコー ドする塩基対を除去したもので、翻訳開始ョドンATCの上流に 113塩基

対の非翻訳領域を有し、細胞外ドメイン及び細胞膜貫通領域の 280ア ミノ酸からなるポリ

ペプチドをコードする956塩基対の遺伝子である。図 10に △LNGFR遺伝子の塩基配列とコ

ードするアミノ酸配列を示す。下線部分が細胞内領域の変更部位である。
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T   V  C   E  E   C   P   D  G   T   Y   S   D   E   A    158 AA

LNGFR  ACC GTG TGC GAC GAC TCC CCC GAC CCC AOG つ Tヽ TCC CAC CAC GCC  587 b

△ LNGFR  ACC GTG TCC GAC CAG TCC CCC GAC CCC ACG TAT TCC CAC GAC CCC  587 b
T  V  C  E  E  C  P  D  G  T  Y  S  D  E  A  1 5 8  A A

N  I   V   D  P  C   L   P   C   T   V   C   E   D   T    173 AA

LNGFR  AAC CAC GTG GAC CCG TCC CTC CCC TCC ACC GTG TCC GAG GAC ACC  632 b

△ LNGFR  AAC CAC GTC GAC CCG TGC CTG CCC TCC ACC GTG TCC GAC GAC ACC  632 b
N   H   V   D   P   C   L   P   C   T   V   C   E   D   l    173 AA

・         E   R   Q   L   R  E   C   T   R   W   A   D   A   E   C    188 AA

LNGFR  GAG tt CAC CrC Ccc cAG TCC ACA CCC TGG CCC CAC CCC GAG TCC  677 b

△ LNGFR  CAC CCC CAC CTC OⅨ 〕GAC TCC ACA α К TCC CCC GAC α χ GAGつ α3  677b

E   R   Q   L  R  E  C   T   R   W   A   D   A   E   C    188 AA

E   E   I   P   G  R   W   I   T   R   S   T   P   P   E    203 AA

LNGFR  CAG GAC ATC tt GCC CGT TGG ATT ACA CCG TCC ACA CCC CCA GAC  722 b

▲ LNGFR  GAG GAG ATC CCrは cGT TCC ATr ACA CCG TCC ACA CCC CCA CAG  722 b

E   E   I   P   C   R   W   I   T   R   S   T   P   P   E    203 AA

C  S  D  S  T  A  P  S  T  Q  E  P  E  A  P  2 1 8  A A

LNGFR  CCC T∝ GAC ACC ACA CCC∝C ACC ACC CAC CAC CCr CAC GCA CCr  767 b

△ LNGFR  CCC T∝ GAC ACC ACA CCC∝C ACC ACC CAG GAC CCT CAC CCA CCT  767 b

G  S  D  S  T  A  P  S  T  Q  E  P  E  A  P  2 1 8  A A

P  E  Q  D  L  I  A  S  T  V  A  C  V  V  T  2 3 3  A A
LNGFR  CCA CAA CAA CAC CrC ATA CCC ACC ACG GTC CCA GGT GTC GTC ACC  812 b

△ LNGFR  CCA CAA CAA CAC CTC ATA C ACC ACG GTG CCA GGT GTC GTC ACC  812 b
P   E   Q   D  L   I   A   S   T   V   A  C   V   V   T    233 AA

T  V  M  G  S  S  Q  P  V  V  T  R  G  T  T  2 4 8  A A

LNGFR  ACA GTC ATC は ACC TCC CAC CCC GTG GTC ACC CCA CCC ACC ACC  857 b

△ LNGFR  ACA GTC A■ GCC ACC TCC CAC CCC GTC GTC ACC CCA tt AOC ACC  857 b

T   V  M   C   S   S   Q   P   V   V   T  R   G   T   T   248 AA

C   S   I   L  A   A   V   V   263 AA

CC TCC ATC CTC CCT CCT GTC GTT   902 b
CC TCC ATC CTC CCr CCT GTC GTT   902 b
C   S   I   L   A   A   V   V   263 AA

V  G   L   V  A   Y   I

LNGFR  GTG GGC ttr GTC CCC TAC ATA G

△ LNGFR  GTG Oα 3 CPr CC CCc TAC ATA G

V  G  L  V  A  Y  I

K  O  N  K   Q  G  A  N   S   R   P   V  N   O   T    293 AA

LNGFR  AAC CAC AAC AAC CAA CGA CCC AAC ACC Oα 3 CCA GTG AAC CAC ACG  992 b

△ LNGFR 些 鯉 里                                      956b
I   L   ホ                                                    280 AA

P   P   P   E   C   E   K   L   H   S   D   S   G   I   S    308 AA

LNGFR  CCC CCA CCA CAG GGA GAA AAA CrC CAC ACC CAC AGTは ATC TCC  1037 b

V   D   S   O   S   L   H   D   Q   Q   P   H   T   Q   T    323 AA

LNGFR  GTC GAC ACC CAC ACC CrC cAT CAC CAC CAC CCC CAC ACC CAC ACA  1032 b
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図 10 LNGFR遺伝子 と △LNGFR遺 伝子の塩基配列比較

下線部分は細胞内領域の変更部位
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Ⅵ.1.1.2 単純ヘルペスウイルス1型―チミジンキナーゼ遺伝子 mW=電 遺伝子)

HSV―TK遺 伝子は、単純ヘルペス ウイルス 1型 ―チ ミジンキナーゼ (herpes simplex virus

l―thymidine kinase:IS卜 TK)を コー ドす る遺伝子であり、1981年 、Wagner MJら により

ヒト単純ヘルペス 1型 の CL101株 出来の遺伝子配列が明らかに された ●6)。単一エクソン

からな り、翻訳開始コ ドン ATCの 上流に 107塩 基対の非翻訳領域 を有 し、376ア ミノ酸か ら

なるポ リペプチ ドをコー ドす る 1,128塩 基対 と TACを 終止 コ ドンとす る 1,131塩 基対で構

成 されている。今回使用す る ISV―TK遺 伝子は、CL101株 の DNAを BanlH Iと EcoR Iで 処理

した後平滑末端化してLXSNの Hpa Iサイ トにクローニングされた 1,128塩基対を含む 1,131

塩基対の遺伝子であり、翻訳開始コドンATCの上流に 14塩基対の非翻訳領域を有する。図

11に HSV―TK遺伝子の塩基配列とコー ドするアミノ酸配列を示す。
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図H HSV―TK遺伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列
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Ⅵ.1。2人 に導入する遺伝子の性質

LNGFRは主に神経系細胞に発現する膜貫通型の神経成長因子 (nerve grOwth factor:NGF)

に対する受容体で、神経細胞以外では筋肉、精巣で発現 しているが、ほとんどの造血系細

胞には発現していない(47)。現在、trOpomyosin―related kinase(Trk)と 結合することで

高親和性の神経成長因子受容体を形成すると報告されており、LNGFR単独ではNGFの刺激を

細胞内に伝播することはない(48)。

HS卜TKは ウイルス特有のチミジンキナーゼで、ヒト細胞が有するチミジンキナーゼとは

異なつた基質特異性を有し、グアノシンの類似物質である ACVや OⅣ をリン酸化すること

が可能である09,50)。ACVや CCVは生物活性が低いプロドラック(prodrug)と呼ばれ、HSV―TK

を発現していない細胞に対しては何ら毒性を示さないが、ウイルス感染等によりHSV―TKが

発現している細胞では ACVや CCVが リン酸イヒされ、最終的に細胞を死に至らしめる。この

よぅにHsv―TKは ACVや 酬 との組み合わせにより生物活性を示す特異な酵素である。

レトロウイルスベクターSFCMM-3は、標的細胞上の受容体にウイルス粒子の外皮表面に存

在するエンベロープが結合することにより、ウイルスと細胞の膜融合が起こり、ウイルス

ゲノム RNA及 び逆転写酵素等のウイルスの感染に必要な酵素が細胞内へ侵入する。細胞内

に入つた後、逆転写酵素によつてウイルスゲノム RNAか ら2本 鎖 DNAが 合成され、核内に

移行する。5'―LTRと 3'―LTRで はさまれたIINAはウイルスが持つているインテグラーゼによ

って細胞染色体に組み込まれ (プロウイルス)、細胞ゲノムの複製に伴つて複製されて安定

的に娘細胞へ受け継がれる。このために継続的な遺伝子発現が可能である。

細胞染色体に組み込まれた△LNGFR遺伝子及び HSV―TK遺 伝子は、額硼M-3内 部のプロモ

ーターである SV40初 期プロモータ=及 びウイルス末端反復配列 (long terlllinal repeat:

LTR)プ ロモーターによつてそれぞれ発現し、その発現はいずれも持続的である。

Ⅵ.1.3導 入遺伝子からの生成物の構造及びその生物活性

V I . 1 . 3 . 1▲LM F Rの 生物活性

△LNGFRは、細胞内領域のほとんど (LNGFRの第 277アミノ酸から最終第427アミノ酸ま

で)が除去されているため、シグナルを細胞内に伝達することはない。in vitro及び in vivo

において、△LNGFRの機能活性は観察されず(45)、また Bonini cらの報告(51)により、本

研究で用いるレトロウイルスベクターSFCMM-3と同じ△ШTR遺 伝子を別のレトロウイルス

ベクターSFCMM 2により活性化ヒトTリ ンパ球に導入し、NGF濃度依存的な、i)細胞増殖、

■)CI125発現、及び壼)腫 瘍壊死因子 (TNF〉―α産生による細胞傷害活性を経時的に調査

した結果、遺伝子導入ヒトリンパ球は、遺伝子非導入ヒトリンパ球と同様に、NGFに対する

反応を示さないことが確認された。なお、A LNGFR遺伝子が導入されるTリ ンパ球は、通常、

LNGFRを殆ど発現していないことが確認されている(45)。

△鵬 mは 細胞膜でたん白発現するため細胞表面マーカーとして利用され、特異的抗体を

用いて in vitroで発現細胞を迅速に分離することができ、ex vivoでの発現細胞の検出や
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生存状態、増殖状態等のキャラクタリゼーションを行 うことができる。

Vl,1.3,2 HSV―Iの 生物活性

HSV―TKは 376ア ミノ酸からなるたん白質であり、本剤により遺伝子導入した細胞におい

て自殺遺伝子産物として機能する。自殺遺伝子が導入された細胞では、その遺伝子産物に

より非毒性のプロドラッグが毒性型 ドラッグに変換され、細胞が傷害を受ける。ISV―TKは

ガンシクロビル (CCV)を リン酸イヒすることによりGCV― リン酸を生成し、GCV一 リン酸は

細胞由来のキナーゼによりCCV三 リシ酸に変換される。CCV三 リン酸は dCTPに代わつて合

成中の DNAに 取り込まれることによりDNA合 成を阻害し、細胞は死に至る(52)。ほ乳類の

チミジンキナーゼで CCvは リン酸化されないが、HSV―TK遺 伝子が導入された細胞では CCV

三リン酸が生成するので、HSV―TK遺伝子導入細胞は in vitrO及び in vivoで選択的に死滅

させることができる(53,54)。

Ⅵ.2本 計画で使用するその他の組換え】颯の構造と性質

本計画では使用しない。

Ⅵ:3標 的細胞とした細胞の出来及び生物学的特徴並びに当餞細胞を標的細胞とした理由

移植片対悪性腫瘍 (raftwersusullalignancy:GⅧ )効 果を担 う免疫担当細胞が ドナー

由来のTリ ンパ球であることが多くの実験から支持されている一方、当該細胞がGVHDの原

因となることが知られている。Tリ ンパ球は組換えヒトインターロイキン2(rhIL-2)の 存

在下で培養可能であり、抗 CD3抗 体の刺激により活性化され、活発な増殖を開始する。レ

トロウイルスベクターによる遺伝子導入は増殖中の細胞を標的としており、活性化されたT

リンパ球に対しても高い遺伝子導入効率が得られることが過去の臨床研究により証明され

ている(55,56)。したがつて、レトロウイルスベクターSКⅢ-3を 用いた遺伝子治療におい

ては、 ドナーリンパ球をrhI「2存在下、抗 CD3抗 体で刺激することにより得られる活性化

Tリ ンパ球が標的細胞として使用される。

■ 4遺 伝子導入方法の構略及び当瞭導入法を選択した理由

■ 4。1遺 伝子導入方法の概略

ドナー末梢血リンパ球への△LNGFR及 び HSVttK遺 伝子の導入は、レトロウイルスベクタ

ーSFCMM-3を含むウイルス産生細胞の培養上清中に ドナー末梢血 リンパ球を加え、遠心する

ことで行う。遺伝子導入工程を含む遺伝子導入細胞の調製方法の詳細をⅦ.3.1「遺伝子導

入細胞の調製方法」に記載する。

■ 42当 腋導入方法を選択した理由

ドナー末梢血 Tリ ンパ球への△LNGFR遺伝子及び IS17イ【遺伝子を導入する方法としてレ
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トロウイルスベクターを選択した理由は、レトロウイルスベクターは感染後細胞染色体に

組み込まれて細胞ゲノムの複製に伴つて複製されるために、長期にわたり導入遺伝子を安

定して発現することができること、多くのモロニーマウス白血病ウイルス (Moloney lllurine

leukttia virus:MoMLV)ベ ースのレトロウイルスベクターがヒト血液細胞への遺伝子導

入に利用されていること(55-59)、及び末梢血 Tリ ンパ球がレトロウイルスベクターにより

効率よく遺伝子導入されることである。また安全性に関して、CD34陽 性細胞を標的とした

X連 鎖重症複合免疫不全症 (X―SCIDの 遺伝子治療では自血病発症の報告がされているが、

過去のT細胞遺伝子治療において重篤な副作用は報告されていない(55-58,60)。

Ⅵ.43レ トロウイルスペクタ‐の選択根拠           .

他の遺伝子導入ベクターとして、アデノウイルスベクターや Naked DNAベクターが使用

されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込まれて長期にわたり安定に発現する

効率が低いことが知られている。例えば、Nakel DNAが細胞染色体に組み込まれる確率は

1.5/1X104(61)又は 1/1X104(62)程度であり、アデノウイルスベクターがウイルス自身の

DNAを標的細胞のゲノムに組み込む確率は 1/1X100～5程 度であると報告されている(63)。

すなわち、細胞染色体に組み込まれ、長期にわたつて導入遺伝子が安定して発現する効率

は、これらベクターでは非常に低いものである。

一方、レトロウイルスにより遺伝子導入された細胞において、導入遺伝子はすべて細胞

染色体に組み込まれている。例えば、レトロウイルスベクタ‐による遺伝子導入効率が 5096

以上であるとの報告もあり、他の方法に比べると格段に高く(64)、レトロウイルスベクタ

ーを用いた場合、他のベクタニに比人て効率よく遺伝子を細胞染色体に組み込むことが可

能である。                      .

レトロウイルスベクターS“剛-3を選択したもうひとつの根拠は安全性である。すなわち、

基になる SFCMM 3 DNAは、野生型レトロウイルス由来の gag、pol、envを コー ドする遺伝

子の全てもしくは一部を欠如しており、この DNAの みを通常の細胞に導入 したのではウイ

ルス粒子を産生することはない。また、ウイルスベクター製造に用いるパ ッケージング細

胞麺株 CP+envAm12は、すでに世界的に広く使用されているパッケージング細胞株であり、

American Type Culture CollectiOn(ATCC)から購入可能である。本パ ッケージング細胞

株は、gag、polを 発現す る DNA断 片 と envを 発現する DNA断 片 とが異なったベ クターを用

いて導入 されているため、RCRが 出現する可能性は極 めて低いと考え られ る(65)。

Ⅵ.5ウ イルスベタターを用いた遺伝子導入

Ⅵ.5.1野 生型ウイルスの生働学的特徴及び人に対する影響

レトロウイルスベ クターSFCMM 3のもとになる野生型 ウイルスは MOMLVで あ り、以下のよ

うなウイルス学的特徴を持つ (66,67)。

形態的には直径約 100 nlllの球形のC型粒子に分類され、ウイルスコアをエンベロープが
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囲つている。ウイルスゲノムは分子量約3×106の1本鎖RNAで、相同のRNA分子が2分子、

ウイルスコア中に存在する。

レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス (orthoretrovirus)及びスプーマレトロウ

イルス (sp"maretrovirus)の2つ の亜科に分類される。MoMLVはオルゾレトロウイルス亜

科のガンマレトロウイルス属に属する、マウスを宿主とする自血病ウイルスの一種である。

マウス白血病ウイルスはAKRや C58系マウスの自然発症白血病の病原ウイルスであるが、

MoMLVは実験室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。オ

ンコウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性自血病、自血病、がんであ

り、野生マウスの後肢麻痺を招く神経好性ウイルスも知られている。肉腫ウイルスや急性

自血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換えにより形成されるが、MoMLVは細

胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKRや C58系 マウスでのみ自血病を誘発する。

病理学的には胸腺 リンパ腫を原発とした自血病所見を示し、膵臓べの浸潤が顕著に認めら

れる。AKRマ ウスの自然発症白血病に対しては抗 AKR MLV血清が効果を示し、発症を澤延さ

せることが報告されているが、お肛Vに 対する血清の効果については不明である。ヒトヘの

感染の報告はない。

Ⅵ.5.2ウ イルスベクターの作製方法

VL 5.2.l SFn3 DNAベ クタ‐の構築

本臨床研究で用いられる SFCMM-3 DNAベ クターは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて

構築された。すなわち、ベースとなるレトロウイルスベクターは,LXSN(68)で、その遺伝子

概略を図 12に示す。

図12 pLXSNの 遺伝子構造の概略

LTR:Long Terlninal Repeat、Ψ+:パ ッケージングシグナル、S:SV40初 期プロモTタ
ー、lNEO:ネオマ

イシン耐性遺伝子、pA:p。ly A付加シグナル
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このベクターから制限酵素 Hind HIと Nae Iを 用いてネオマイシン耐性遺伝子 御∞)

の配列を取 り除き、SV40初 期プロモーターの下流に△LNGFR遺 伝子を組み込み、さらに制

限酵素 Hpa Iで 切断 して HSV―TK遺 伝子を組み込んだものが SFCMM 3 DNAベクターである。

その遺伝子概略を図 13に 示す。SFCⅢ-3 DNAベ クターにおいて、LXSN由 来の配列部分は、

5'―LTR及 び、パッケージングングナル、S襲0初 期プロモーター、3'―LTR、poly A付加 シ

グナルである。SFOm-3 DNAベ クターはウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、pOl、

envを欠いているため、この DNAベ クターのみを通常の細胞に導入 してもウイルス粒子を産

生することはない。

図 13 SFM-3 DNAベ クターの遺伝子構造の概略

配列名 塩基数 由来

5'―LTR

Ψ+

HSV―TK

S

△LNGFR:織 抱内領域欠損 LNGFR遺 伝子

ⅢO  :ネ オマイシン耐性遺伝子の一部

3'―LTR : 3'―Long Terminal Repeat

pA  :poly A付 カロシグナル

5'―Long Terminal Ropeat

パッケージングシグナル

単純ヘルペスウイルス 1型 一チミジンキナーゼ遺伝子

SV40初期プロモーター

(1 -  594)   MoMSV

(664 - 1473)  MbMSV、

MoMLV

(1498 - 2628)    HSV

(2636 - 2992)    SV40

(3113-3955)   ヒ ト

(3960 - 4123)   ブヽ1励1百

(4183 - 4776)   MoLV

(4678)    MbMLV

VI.5.2.2パッケージング細胞株の構築

SFCMM 3 DNAベクターは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、,。1、envを欠い

ているため、このベクターDNAの みではウイルス粒子を産生することはない。したがって、

ウイルス粒子の産生にはパッケージング細胞が必要となる。本臨床研究において使用する
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パッケージング細胞株は、GP+envAm12(ATCC CRL-9641)(65)で、パッケージングに必要な

ウイルス遺伝子を2種類のプラスミド (ひとつはgagと polで、もうひとつは env遺伝子)

で別々に導入した細胞株である。古い世代のパッケージング細胞株と比較して、このアプ

ローチはRCR出現のリスクは極めて少ないことが知られている。

以下にパッケージング細胞株 CP+envAm12(施 12)及 び GP+E-86(69)の構築手順を示す。

1)MoMLVの gag遺伝子、pol遺伝子及び選択マーカーのgpt遺伝子配列を持ち、かつΨパ

ッケージングシグナルと3'一LTRを持たないプラスミドpgag―polgptを、マウス繊維芽

細胞株 NIH 3T3に エ レク トロポレーション法にて トランスフェクションし、薬剤

(Hypoxanthine、Xanthine、Mycophenolic acid)で遺伝子導入細胞を選択した。

2)選 択した細胞株に、マウスアンフォ トロピックウイルス・114070A由来の env遺伝子を

持ち、かつΨパッケージングシグナルと 3'―LTRを 持たないプラスミドpenvAIn、及び

Hygrolllycin耐性遺伝子を持つプラスミド pRSVhygを共に トランスフェクシヨンし、

Hygromycin Bでenv遺伝子導入細胞を選択する。使用した全てのプラスミドは、Ψパ

ッケージングシグナルと3'―LTRを持たないため、この方法により、ウイルス出来のgag、

pol、envは発現するが RCRを産生しないアンフォ トロピック (ヒトを含む多くの哺乳

類に感染性を有する)パ ッケージング細胞株 Am12を樹立した。

3)前 述のpgag polgptと、MoMLVの envを発現するプラスミドpEnvを NIH,T3細胞に導

入することにより、エコトロピック (マウス細胞にのみ感染性を有する)パ ッケージ

ング細胞 株 CIP+E-86(ATCC CRL-9642)を 構 築 した。

Ⅵ.5.2.3ウイルス産生細胞株の構築

パッケージング細胞 GP+E■86に SFCMM-3 DNAベクターをトランスラェクションし、48時

間後の培養上清を回収した。この培養上清には、効率よくAn12に感染するレトロウイルス

ベクターエコトロピック SFCmI-3が含まれる。回収した上清をアンフォトロピックパッケ

ージング細胞株 Am12に感染させることにより、安定なレトロウイルスベクターSFCMM 3産

生細胞が構築され、ヒトを含む多くの哺乳類細胞に感染可能なアンフォ トロピックレトロ

ウイルスベクターが産生される。

レトロウイルスベクターエコトロピックSFCMM 3感染 施12細胞から、良好な生育性とT

リンパ球への高い遺伝子導入効率を示すクローンを得た。これをマスタ~セ ルバンク (MC3)

用シー ドセルとして樹立し、これを培養してMCBを作製した。

Ⅵ.5.2.4レ トロウイルスペタターSFO‐ 3の製造

本遺伝子治療臨床研究において使用するレトロウイルスベクターSFCMM-3は 、バンキン
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グされたウイルス産生細胞株 〔MCB、又はワーキングセルバンク (IC3)〕を培養 し、その上

清中にウイルス粒子の状態で存在する。

製造は全てモルメド社の管理された製造エリアにてGMP遵守下で行われる。

Ⅵ馬.3ウ イルスペクターの構造

レトロウイルスベクターSFCm-3の 遺伝子構造の概略を図 14に、レトロウイルスベクタ

ーSFC皿-3 DNTAの全塩基配列を図 15に示す。ISV―TKは デーLTRに より、△LNGFRは内在性プ

ロモーターである SV40初期プロモーターにより転写が誘導される。SFCMM-3はパッケージ

ングシグナルとしてΨ+を有し、gag、pol、envを コー ドする遺伝子は除かれている。

図14 レ トロウイルスベクターSFCW-3の 遺伝子構造の概略

5':げ LTR、Ψ+:パ ッケージングシグナル、 S:SV40初 期プロモーター、HSV TK:単純ヘルペスウイル

ス 1型―チミジンキナーゼ遺伝子、△LNCFR:細胞内領城欠損LIICFR遺伝子、NEO:ネ オマイシン耐性遺

伝子の一部、3':3'LTR
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ACC ttCCCATCA ACA“ ∝TCr ccGttCCA∝ ACCmCCccc

TACCAACC CACGTACGGC GTTCCCCCCT CCCCGOCACC AACAACCCAC

AAATCCCCAC CCTACT―  GTTTATATAG ACCGTCCTCA CGGGA

CCACCCAACT CCTCGTCCCC CTCGGTTCCC CCCACGATAT

TGACPrACT0 0CACGTttG GGGGCrrCCc ACACAATCCC CAACA

ACCCCCTCCA CCACCGTCAC ATATCGCCCC GGGACGCGGC GGTCGTAA

ACATAACAAT CCCCATCCCT TATGCCGTCA CCCACCCCGT

TGTCCCCG GGGAGGCTCG GAGTTCACAT CCCCOCCCCC CCGCCCTCAC CCTCA

CCATOGCCCC CCTCCTGTCC TACCCCCCCC CCCGATACCT TA

TGACCCCCC ACCCCGTCCT CCCGTTCGTC CCCCTCATCC CCCCGACCTT

TCGTGT TGGGGGCCCT TCCCCACCAC ACACACATCC ACCCCCTCCC
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ACCCCCTTCA CCTCCCTATC CTCCCCCCCA TTCCCCCCGT

CGGTCCCGTA TCTCCAGGGC GCCGGGTCGT CGTCCCAGGA

CGCCCGTCCC CCCCCAGT CCCGACCCCC ACAGCAACCC

TATCC CACACGTT ATTTACCCTG TrTCCGGCCC CCGAGTT岬

ATAACGTGTT TCCCTGGGCC TTCCACGTCT TCGCCAAACG

TCCACOTCT TTATCCTCGA TTACCACCAA TCCCCCCCCG CCrCCccGGA

ACCT OnATCGT CCACACCCAC GTCACCACCC mttT AGACGA

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

CCACGTr TCCc― AC ATCCGGCAGG ATTAACrCA

CCTCCCCAGC AGCCAGMGT ATGCMAGCA TGCATCTCAA TTAGTCAGCA ACCATAGTCC 2820

TCCACAAGTA GTCACCACCC ttTTCG“  CCCTAM  「 T TTCCAAAMC CTAATTCCGG

CCCCCCAC CTCCCGCCGC CAm―  CCTcGACCCC ACCCCACCCC ACCCCCATCA

3120

3180

3240
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GTCCCCAAAC CGGACCGAGC TGGAAGTCGA CCCCTCCCCC CGGACGCGGG

GGCCCCCCCA TGGAC∝ ∝C GCCCCTCrG CTGTTCCrcc

CGTCCCAAGC AGCCATCCCC CACAGGCCTC TACACACACA



TCCAACCTCG GCGAGGGTGT CCCCCACCCT TGTCGACCCA

TCCCTCCACA CCGTCAtt CTCCCACGTC GTGACCCCCA

ACCCAGTCG T― rCCA CACCATGTCG GOCGTCCG

TCCCCCTCCC CCrACurA CrACCACGAT CACACCACTG

GTGTCCCACC CCCCCTCGGC CCTCGTGTTC TCCTCCCACG

GACGAGTCCC CCCACGCCAC GTATTCCGAC GACCAACC

TcCACGTGT CCGACCACAC mCCCccAG CTCCGCCAGT

CAGTCCGAGG ACATCCCTCC CCGTTGGATT ACACGGTCCA

ACCACACCCC CCAGCACCCA CGACCCTCAG GCACCTCCAG

TAuACC AGTCGCAC GTGTCGTGAC CACAGTCATG ⑩ GCTCCC

ACCACCGACA ACCTCATCCC TGTCTATTCC TCCATCCTCG

GTCCCCTACA A― ATCC TCT

¨ TGTC CmACCCCT ATCACCACAT ACCGTTCGCT ACCCCTGATA TrCICAACA  4020

CCTTCCCCCC GAATGGCCTC ACCCCTTCCT CGTGCTTTAC CGTATCCCCC CTCCCCATTC 4080

CCACCCCATC∝ m∝ TATC C∝ 筆m∝ κ宵∝Tc TcACCCCGAC TCr― Trc 4140
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4620

4680

4740

4776

図15 SFn3 DNAの 全塩基配列

LXSNと相同な配列を下線で示す。

Ⅵ.5。4ウ イルスペタターの生働学的特徴

パッケージング細胞株 CP+eivh12は 、アンフォ トロピック系のノくッケージング細胞株で、

この細胞により産生されるレトロウイルスベクターはマウス、ラット:サ ル、ヒト等を含

む多くの種の哺手L類細胞に感染しうる。レトロウイルスは増殖中の細胞にのみ感染するの

で、遺伝子導入に先立って標的細胞を組換えヒトインターロイキン2(rhIL-2)と 抗 CI13抗

体 (αT3)で 刺激する。これにより高い遺伝子導入効率が期待できる。また、レトロウイ

ルスベクターSFCMM-3は増殖能を欠いているので、遺伝子導入した末梢血 Tリ ンパ球内でウ

イルス粒子を形成することはない。したがつて、RCRが 出現しない限り周囲の細胞に感染す

ることはない。

Ⅵ.4.3「 レトロウイルスベクターの選択根拠」の項で述べたように、レトロウイルスベ

クターを用いた場合、他のベクターに比べてより効率よく遺伝子を導入し、細胞染色体に

組み込むことが可能であると言える。
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Ⅷ.安 全性 についての評価

Ⅷ。1遺 伝子導入方法の安全性

Ⅷ.1.1遺伝子導入に用いるウイルスペクターの純度

ウイルス産生細胞には、セルバンクシステムを使用する。セ′レバンク作製に使用した培

地及び試薬は、組成と品質の確認されたものを使用してしている。また、マスターセルバ

ンク (К3)は 品質試験を行うことにより、パクテリア、真菌、マイコプラズマ及びウイル

スの混入がないこと、並びにエコトロピックとアンフォトロピックの RCRが 無いことを確

認している CMCB及びワーキングセルバンク(WCB)の品質試験の詳細を参考資料 1に、MCB、

ICBの品質試験項目と保存中の監視計画を参考資料2に記載する)。

レトロウイルスベクター額釧卜3の製造フローを図 16に示す。
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LCB又は回
↓

<拡 大培養 1>

↓
<拡 大培養 2>

↓
<拡 大培養 3>

↓
く拡大培養 4>

↓
<播 種 。増殖培養>

↓
<無 血清培地に交換>

↓
<生 産培養>

↓
<培 養上清を回収>

↓
く無血清培地を添加 >

↓
<生 産培養 >

↓
く培養上清を回収>

<無 菌濾遇>

↓
<小 分け分注>

↓
<ラ ベル貼付 >

培養 日数

培養 日数

培養 日数

培養 日数

培養 日数

培養 日数

5～7日 間

4～5日 間

4～5日 間

4～5日 間

7日 間 (5日 日に培地交換)

1日 間

円
Ｈ
日
――
―培‐
目
目
Ｈ
日
Ｈ
国

囲
剛
剛
国

↓
卜遺伝子組み換え生物の最終製品|

図 16レ トロウイルスベ クターSFM-3の 製造 フロー

レトロウイルスベクターSFCn-3は 、MCB又はWCBか ら培養を開始し拡大培養した後、生

産培養工程の培養上清に回収される。拡大培養工程及び生産培養工程の播種 ・増殖培養に

は 10%ウシ胎児血清含有培地を用い、生産培養には無血清培地を用いる。レトロウイルスベ

クターSFOm-3の 製造に使用する培地及び試薬並びにその規格を参考資料 3に記載する。回
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収した培養上清は、保管、また精製することなく引き続き製剤製造工程に用いる。製剤は、

この培養上清を無菌ろ過した後、規定液量に小分け ・ラベル貼付して製造する。製造は、

全てモルメド社の管理された製造エリアにて GMP遵 守下で行われる。製剤は、ロットごと

にウイルス安全性を含め品質試験を行 う。

レトロウイルスベクターSFCMM-3の品質は以下の試験を行 うことにより確認する (レトロ

ウイルスベクタ‐の品質試験の詳細を参考資料 4に記載する)。

1.  無 菌試験 (欧州薬局方)

2.   マ イコプラズマ否定試験 (欧州薬局方)

3.  in vitroウ イルス試験

4.  in viv● ウイルス試験

5。  RCR試 験

6.  エ ンドトキシン試験 (欧州薬局方)

7.  感 染効率試験

8.  組 み込まれたベクター遺伝子の完全性試験

9.  CCV感 受性試験

10. HSy_TKス プライス型否定試験

HSV―TKス プライス型否定試験は、HSV―TK遺 伝子が導入された細胞において、227塩 基短

くなつているスプライス型の HSV―TK遺 伝子を持つものがあり、CCVに 対する感受性に影響

を与えると報告されていることによる(70)。スプライシングに作用する酵素の基質となり

うる潜在的なスプライスサイ トがHSV―TK遺 伝子中に予測されてお り、レトロゥィルスベク

ターSFCMM-3により遺伝子導入したヒトリンパ球のゲノムⅢAに ついて、このサイ トが正常

であるものの割合を規格設定している。

本邦での臨床研究に使用するレトロウイルスベクター領銀卜3は 、上記の品質を有し、感

染性因子に対する危険性の低い生物出来成分をはじめとする培地、試薬等を用いているこ

と、及び、モルメ ド社にて確立した製造方法により製造を行 う予定であることから、その

品質は、安全性の高いものと考える。

Ⅷ.1.2患 者に投与する物質の細度及びその安全性

患者に摂与する物質は、HS卜TK遺 伝子導入 ドナーTリ ンパ球及びその懸濁媒である RPMI

1640及びヒト血清アルプミン含細胞凍害保護液 lCP-1)で ある。ウシ血清は患者にとつて

の異種たん白質を含有しており抗原性の問題が生じる可能性があるため使用せず、 ドナー

血漿を培地添加剤として用いる。細胞調製の際に用いられる培地の成分、レトロウイルス

ベクターSFCMM-3懸濁液の成分、種々の試薬、抗体等に関しては、遺伝子導入細胞を患者に

投与する前に生理食塩水でじゅうぶんに洗浄されるので、患者に影響を及ぼすことはない
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と考えられる。さらに懸濁媒である RPM1 1640及び CP-1については、本臨床研究と同様、

細胞を凍結保存する目的で造血幹細胞移植等の臨床現場で広く使用されている。これ らは

医薬品としての承認は得ていないものの、CP lは移植用細胞の凍結用に使用され、またRPMI

については、公式骨髄バンクレポー ト中に使用した浮遊液の一つとして記載されている。

現時点ではこれらに由来する重篤な有害事象の報告は確認されておらず、本臨床研究にお

ける使用に関する安全性についても問題はないと考えられる。

細胞調製終了後、以下の試験を行 うことにより品質を担保する。

1 .

2 .

3 .

4 .

5 .

6 .

7 .

8 .

9 .

1 0 ,

細胞生存率 (トリバンプルニ)

エンドトキシン試験 (日本薬局方)

△LNGFR発 現試験

RCR試 験 (RT―PCR法 )

マイコプラズマ否定試験

無菌試験 (日本薬局方)

細胞及び上清の RCR試 験

マイコプラズマ否定試験

CCV感 受性試験

IL-2依存的増殖試験

(PCR法)

lMus dunni細胞との共培養後のPC-4S+L―テス ト)

(日本薬局方、培養法)

Ⅷ.1.3増 殖性レトロウイルス CRCRp出現の可能性

■.1.3.1レ トロウイルスペクターの安全性

本研究で使用するレトロウイルスベクターSFCMM 3の ゲノムは MoMLV由 来の gag、p61、

envを コー ドする遺伝子の全部、若 しくは一部を欠如 している。また、用いるノ` ッケージン

グ細胞株 CP+env施12において、gag、polを コー ドするDNA断片とenvを コー ドするDNA断

片とが染色体上の異なつた位置に挿入 されているので、RCRの 出現する可能性は極めて低い

と考えられる。レトロウイルスベクターSКⅢ-3上清の試験項 目にRCR試験が含まれてお り、

RCR陰 性の製剤だけを臨床使用する。また、治療開始後には患者末梢血中の RCRを RT―PCR

法により、最終 add―back後 、1カ月後の 14日 目及び 28日 日、3ヵ 月後の 14日 日、6ヵ 月

後の 28目 目並びにそれ以後の患者生存期間中は 1年 ごとに測定する。

Ⅷ,1.3.2パッケージング細胞の安全性

パッケージング細胞は一般に、ウイルス粒子を構成するたん白質の遺伝子を有さない増

殖能欠損型レトロウイルスベクターを生産するために使用される。組換えレトロウイルス

ベクターを作製するために、パッケージングプラスミド (ウイルスたん自質をコードする

gag、pol、env遺伝子を含む)を あらかじめNIH 3T3細胞に組み込んだパッケージング細胞

が作られている。この細胞に遺伝子治療用レトロウイルスベクターのゲノム配列を含むDNA
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を導入したプロデューサー細胞を樹立することにより、高力価のレトロウイルスベクター

を大量に調製することが可能になつた(71)。図 17にその概念図を示す。

―

… 40・・r

勲は崎“ "‖

図 17 レ トロウイルスベクターの産生

SFCMM-3 DNAベクターは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、pol、envを欠い

ているため、このプラスミドを通常の細胞に導入 しただけではゥィルス粒子を産生するこ

とはない。さらに、レトロウイルスベクターSFCMM-3を作製する際に使用されるパッケージ

ング細胞 GP+envAm12は、パッケージングに必要なウイルス遺伝子を2種 類のプラスミドで

別々に導入した第 3世 代のパッケージング細胞株であり、野生型レトロウイルスを産生す

る可能性は、第 1世代及び第 2世代パッケージング細胞株と比較して極めて低い。従つて、

SEW-3 1DNAベ クター とパ ッケージング細胞株 GP+envAm12の 組み合わせ により作製 された

ウイルス産生細胞株 を使用 して レトロウイルスベ クターSFCMM-3を 製造す る過程でRCRが 出

現する可能性は極めて低い と考えられ る。

表 14に各世代のパッケージング細胞の特徴を、図 18に各世代のノくッケージング細胞と

対応するレトロウイルスベクターの構造をそれぞれ記載する(71)。
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表 14 各 世代のパッケァジング細胞の特徴

パッケージングプラスミド

の構造

RCR出 現の機構

第 1世 代パ ッケージン

グ細胞

(パック‐ ジング細胞に

使われているパ ッケージ

ングプラスミドとレ トロ

ウイル スベ ク ター の構

造 :図 18中のA)

パッケージングシグナルだけを

除いたもの。効率よくベクターを

作るために、ベクタープラスミド

側に gag遺 伝子の一部を残して

おく必要がある。

パ ッケージング配列とベクタ

ー配列に共通する gag部 分で

相同組換えが起こると RCRが

出現する。

第 2世 代パ ッケー ジン

グ細胞

(パッケージング細飽に

使われているパ ッケージ

ングプラスミドとレ トロ

ウイル スベ ク ター の構

造 :図 18中の3)

パ ッケージングシグナルを除去

し、さらに 3'―LTRを ポリA付カロ

シグナルで置換 したもの。

RCRが 出現す るためには、gttg

部分と3'―LTR部 分の 2ヵ所で

同時に相同組換 えが起こる必

要があり、その可能性は非常に

低いと考えられている。

第 3世 代パッケージン

グ細胞

(パッケージング細胞に

使われているパ ッケージ

ングプラスミドとレ トロ

ウイル スベク ター の構

造 :図 18中のC)

パ ッケージングシグナルを除去

して 3'―LTRをポリA付加 シグナ

ルで置換 し、さらにウイルスたん

白質 の コー デ ィ ン グ領 域 を

gag―polと envの 2種類に分割 し

て発現させるようにしたもの。

RCRが 出現するためには、gag

部分と pοl 部分と 3'―LTR部

分の 3回 の相同組換えが同時

に起こる必要があり、その可能

性は極めて低いと考えられて

いる。
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続いて図 19に、パッケージング細胞株 CP+envAm12を作製するために用いたβ種のプラ

スミド、pgarpolgptとbenVAmの構造、及び MoMLVウイルス全塩基配列を含むプラスミド

3POを示す。

a p t

prpolotギ 可 引 鱚 酬 鰈 鰈 翻 ― 幸 申 ―

・・

ト

び … … 1-

図 19 Monvゥ ィルス全塩基配列を含む 3POプ ラス ミドと

パ ッケージング細胞構築用プラス ミドpgarpolgpt及 び、lenvAmの比較

6 7
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pg鋸っ。lgptとpenv鋤は、どちらもΨ′くッケージングシグナルと3'一LTRを持たないのでt

CP+envAm12細胞が内在性のパッケージングシグナルと3'礼TRを持つことはなく、gag―pol

遺伝子や env遺伝子がウイルス粒子内にパッケージングされて細胞外に出ることはない。

また、レトロウイルスドクターSミ朦 3産生細胞の作製途上で使用されるパッケージング

細胞株 GP+E-86も同様に、NIH 3T3細胞にpgag―p。lgptプラスミドDNAと pEnvプラスミド

DNAをエレクトロポレーションにより遺伝子導入し、薬剤選択により株化して樹立されたも

のである。

以上のことから、パッケージシグ細胞株 GP+E-86と GP+envAm12で作製 したウイルスが RCR

を含む可能性は極めて低く、これらのパ ッケージング細胞株は安全であると考えられる。

1996年に、Chong Hら (72)によリパ ッケージング細胞株 GP'env施12を用いて産生 した レ

トロウイルスベ クター中に RCRを 検出 した ことが初めて報告 された。 この ことは、

GP+envAm12を用いても RCR出 現の可能性を完全には否定できないことを示唆 している。そ

の頻度を正確に推定することは不可能であるが、過去 4年 間、GP+envAm12細胞を用いてウ

イルス産生細胞株を樹立 し、60以 上のウイルスについて RCRチ ェックを試みたが検出され

ておらず、極めて低い頻度と考察されている(73)。

Ⅷ。1.4遺 伝子導入に用いるウイルスペタターの細胞傷害性

レトロウイルスベクターによる遺伝子導入過程において、細胞を傷害することはないと

考えられている。一方、細胞染色体上の遺伝子導入位置によっては細胞の生存 ・増殖に必

須な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうる。 しかしながら、このよう

な細胞の割合は少ないと考えられる。なお、レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療

において細胞傷害性は報告されていない。

Ⅷ。1.5体 内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性

本遺伝子治療臨床研究では、標的細胞としてのドナーTリ ンパ球に ex vivoで HSV―TK遺

伝子を導入し、拡大培養や細胞洗浄等の工程を経たあと患者に投与する。使用 したレトヮ

ウイルスベクターSКⅢ-3は この過程でほぼ完全に除去され、また、レトロウイルスは比較

的不安定なウイルスなので、細胞培養中に大部分は不活化されると考えられる。また、マ

ウス細胞由来のパッケージング細胞株により生産されたレトロウイルスベクターはヒト血

清中の補体により速やかに不活化されるため、たとえわずかに混入したレトロウイルスベ

クター粒子が患者体内に投与されたとしても、それが原因で患者体内において遺伝子が導

入される蓋然性は低い。

また、レトロウイルスベクター額側M-3は 増殖能を欠いているので、遺伝子導入 した ドナ

ーTリ ンパ球内でウイルス粒子を形成することはなく、RCRが出現しない限り標的細胞以外

の細胞に遺伝子が導入されることはない。
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Ⅷ.1.6患 者以外の人に遺伝子が導入される可能性

本臨床研究の細胞調製は、当該操作にじゅうぶんな知識と経験を有する研究者のみが行

う。一連の細胞調製操作時には、マスク、手袋、実験用衣服を着用し、レトロウイルスベ

クターの皮膚等人の付着を防止する。このような配慮により、細胞調製作業者に遺伝子が

導入される可能性は極めて低いと考えられる。

遺伝子導入操作はP2レベルの細胞調製施設において、可能な作業は閉鎖系で、また開放

系での作業は細胞調製施設内に設置されたクラスⅡ安全キャビネット内で行う。更にレト

ロウイルスベクターを含む全廃液は高圧蒸気滅菌後に廃棄される。以上のようにしてレト

ロウイルスベクターSFCMM-3の 環境中への拡散及び環境中における予期しない遺伝子導入

を防止する。

レトロウイルスベクターSFCMM-3は、増殖能欠損型なので、患者を介して患者以外の人に

遺伝子が導入される可能性は、大量のRCRが患者体内に存在しない限り非常に低い。

■.1.7染 色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点

レトロウイルスベクターは細胞染色体上のランダムな位置に組み込まれるので、その位

置によつて生存や増殖等の細胞機能に影響を及ぼすことがある。挿入変異と呼ばれる事象

で、細胞の生存や増殖に重要な遺伝子の近傍に挿入きれ、その遺伝子の発現が抑制された

場合にはその細胞は死に至る可能性がある。しかしながらこのような細胞は遺伝子導入細

胞のごく一部であると考えられるので、患者への影響は極めて小さい。一方、がん遺伝子

の近傍に挿入され、レトロウイルスがタターの末端反復配列 (LTR)力`有するエンハンサー ・

プロモニター活性によりその遺伝子の発現量が増加した場合、及び、がん抑制遺伝子の近

傍に挿入され、その遺伝子の発現量が減少した場合には、当該細胞が無限増殖する可能性

がある。

Ⅷ.1.8が ん原性の有無

レトロウイルスベクターの組込みが細胞の増殖にとつて正に働く場合には、上述のとお

りがん慮性の問題が出現する。実際にCD34陽性細胞を標的としたX連鎖重症複合免疫不全症

(X―SCID)の フランスでの遺伝子治療において合計4例のT細胞自血病の発症が報告されて

いる立ケ71L報 告された事象は、1)免 疫系が未熟な幼少の患者を対象としていること、

2)遺 伝子導入細胞が、分化 ・増殖能が旺盛な造血幹細胞であること、3)導 入遺伝子 (Iレ2

受容体γc)は 細胞増殖に直接関与する機能を有すること、等、特殊な事情が重なつて重篤

な副作用を招いた可能性が示唆されている。このような背景より、欧米ではX―SCID以外の

レトロウイルスベクターを用いる遺伝子治療臨床応用は、既に再開されている。なお、同

様にX―SCIDに対し、ル トロウイ71/スベクターによりI卜2受容体γc鎖遺伝子をCD34陽性細胞

に導入するイギリスでの遺伝子治療においても、10例中1例に自血病が発症したことが2007

年12月に報告されたて77,78)。また、CD34陽性細胞を標的とした慢性肉芽腫症 (CGD)の ド
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ない(55-“,60b。

本遺伝子治療は、1)対 象が造血幹細胞移植を要する成人の白血病患者であること、2)

分化した成熟リンパ球への遺伝子導入であること、3)導 入遺伝子(ISV―TK及 び △LNGFR)

は、安全装置及びマーカ~で あること、と言つたより安全性が高い臨床計画と考えられて

ぃる。なお、本臨床研究の実際においては、IL-2依存的増殖試験により準伝子導入 Tリ ン

パ球が in vitroで異常増殖しないことを確認する。また、遺伝子導入細胞の患煮体内にお

けるクローン増殖性を linear amplifiCationtllediated PCR(mttPcRD・
2によつてモニタ

リングすることにより、評価する予定である。

なおこれまでに17の独立した研究機関による動物モデル試験及び計 31711の自血病又は

再発自血病の患者を対象とした臨床研究の結果をまとめたレトロスペクテイプなデT夕解

析により、A LNGFR遺伝子を導入した細胞を投与しても、がん化の誘導を支持するようなデ

ータが得られなかつたことがBOnini Cらにより報告されている(51)。

Ⅷ:2遺 伝子産物の安全性

鼈.2.l lSV―TK遺伝子の異常発現

導入遺伝子の構成分子であるHSV―TK遺伝子の発現産物であるIISV―TKは、ウイルス特有

のチミジンキナーゼで、ヒト細胞が有するチミジンキナーゼとは異なつた基質特異性を有

している。すなわち、通常のヒト細胞内ではリン酸化されず、ヌクレオシドアナログとし

て既に臨床上の安全性が認められているCCVや ACVを リン酸化することが知られている。

すなわち、CCV又 はACVが プロドラッグとして投与された場合、ISV―TK発 現細胞では、CCV

又は ACVは 細胞内でリン酸化され、更に内在性グア三ル酸キナーゼとチミジンキナーゼに

より二、三リン酸化物へと変換 され、この最終産物のニ リン酸化物が DNAポ リメラーゼ阻

害や DNA伸長傷害を起こし、細胞死を誘導する(49,53)。図 20に HSV―TK/CCV自殺システム

を図示する。
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活性型ガン"ロ ビル

活性製ガンシタロビル

● 極めて強い“飽毒性

● DNA合 成m害

● 綺由売を導く

図 20 HSV― TK/m自 殺 システ ム

ー方、HSV―TKを 発現 しない細胞では、CCV又 は ACVは 未変化のままであり、毒性 を示さ

ない。 したがつて、HSV―TKは 、GCVと の組み合わせにより選択的自殺作用 (HSV―TK/CCV自

殺システム)を 示す分子であり、発現そのものの毒性はないと考えられる。

また、CCV等 のプロドラッグ非存在下、HSV―TKが 触媒する反応は通常の細胞内で行われ

ている代謝反応であり、遺伝子過剰発現による体細胞への影響は小さいものと思われる。

ただし、ISV―TKが ヒトにとつて異種たん自質であることから、ISV TK遺伝子発現細胞の投

与を受けた患者において免疫原となり、患者体内で HSV―TK発現細胞に対する細胞傷害性 T

細胞 (cytotoxic T lymphocyte:∝Dが 誘導されることが過去の遺伝子治療臨床研究で示

唆されている(57)。実際、同遺伝子治療を行つたイタリアの症例においても、遺伝子治療

を受けた患者において CTLの誘導が報告されている(82)。このことは CrLによる患者体内

からの HSV―TK遺伝子発現 ドナーT細胞の排除を意味しており、GVI効果の長期継続に対す

る障害となつている。過去の症例から遺伝子導入リンパ球の投与回数と σLの 出現頻度は

ある程度相関していることから、投与回数を減らすことで “Lの 誘導を抑えられることが

できる可能性がある。また、イタリアの症例で観察されたCrLは全てHSV―TK発現細胞に対

するものであり、この CrLが 患者自身の細胞に影響を及ぼすことはないと思われるが、遺

伝子治療後はこれらCrLの勲態について注意深く観察する必要がある。

Ⅷ.2.2膠V―TVOα 自殺システムの臨床実績

ISV―TK/CCV自 殺 システムに関 しては、イ タ リアで 2件 、 フランスで 1件 、ア メ リカで 1

71

P106



件の臨床実績がある●2,51,82-87)。これらでは、遺伝子導入に用いられたレトロウイルス

ベクターや遺伝子導入細胞の調製法が一部異なるものの、CCV製剤との組合わせによる自殺

機能は、いずれの臨床研究でも確認されている。

すなわち、計 52例の HSV―TK遺伝子導入細胞投与例のうち、急性 GVllD発症に対して CCV

製剤が投与された症例が 8例 、慢性 GVIID発症に対して 6CV製剤が投与された症例が 3例 、

CM1/感染症で CCV製剤が投与された症例が 8例 あるが、これら 19例の症例では、GCV製剤

の投与により、慢性 GVllDで効果が部分的であつた症例 1例 (イタリアの臨床研究)(51,83)

と、急性 GVHDを発症したものの最初から遺伝子導入細胞の血中レベルが低かつた 1例 (フ

ランスの臨床研究)(87)を除き、残りの 17例において、ISV―TK遺伝子導入細胞数が検出限

界以下に又は顕著に減少しており、自殺機能がヒトにおいて発揮されることが確認されて

いる。いずれにおいても、本自殺システムに関連する有害事象は報告されていない。

L2.3▲ LMR遺 伝子の異常発現

LNGFRはNGFに対する膜貫通型の受容体である。LNGFRは主として神経系細胞で発現してい

るが、これ以外では筋肉、精巣で発現しており、殆どの造血系細胞には発現していない(45).

△LNGFRは細胞内領域を欠損させており、細胞外領域及び細胞膜貫通領域を有するだん自質

であるため、内因性のNGFや抗体を含む外来性リガンドに反応して細胞内シグナル伝達を発

揮することはなく、発現細胞に対して標識以外の影響を与える可能性は低い。実際、Bonini

Cらの報告(51)により、今回の臨床研究で用いるレトロウイルスベクターSFChIM-3と同じ△

LNG餞遺伝子を別のレトロウイルスベクターSFCMM 2により活性化ヒトTリンパ球に導入し、

NGF濃度依存的な、 1)細 胞増殖、1)CD25発 現、及び五)腫 瘍壊死因子 (TNF)―α産生に

よる細胞傷害活性を経時的に調査した結果、遺伝子導入ヒトリンパ球は、遺伝子非導入ヒ

トリンパ球と同様に、NGFに対する反応を示さないことが確認されている。また、SFCMM-3

及び類似のベクターであるSFCMM-2を用いた遺伝子治療例においても細胞傷害性は報告さ

れていない。△LNGFRマーカー遺伝子をレトロウイルスペクターにより導入したマウス骨髄

細胞をlllのマウスに移植し、更に、再移植を繰り返して長期観察した結果、レトロウイル

スベクターがEvil遺伝子内に挿入されたことによるプロトオンコジーン中13活性化が原因と

考えられる自血病が高率に発症したとの報告(88)があるが、実際のメカニズムの詳細は明

らかとされていない。

Ⅷ.3細 胞の安全性

Ⅷ.3.1遺伝子導入細胞の調製方法

以下に示す遺伝子導入細胞の調製にかかわる全ての操作は国立がんセンター中央病院中

に設置されたP2レベルの無菌細胞調整施設内にて、タカラバイオ(株)からの技術提供と助

言を受け行われる。
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本臨床研究に用いるレトロウイルスベクターSFCW-3は イタリア。モルメド社により製造

され、総括責任者が輸入して受入れ試験 (参考資料 5参 照)を 行い、国立がんセンター中

央病院 lL階 の施錠可能な製剤保管室に設置した超低温フリーザー (-80℃)に 保管する。

レトロウイルスベクターSFCMM-3を用いたAddtack用 遺伝子導入 Tリ ンパ球調製工程の概

略を以下に、調製フローを参考資料 6に示す。なお、本細胞調製工程は、第 10日 日の遺伝

子導入細胞の濃縮 ・洗浄 ・懸濁液を RPM1 1640に変更している点のみが参考資料 6に 記載

の調製フローと異なる。

第0日 :Add―back 3回分に必要な遺伝子導入細胞数(2.l X 107個/kg)及び患者の体重から、

培養ユニット数を決定し、培養ユニットに応じた以下の個数を満たす ドナーリン

パ球を採取し、遺伝子導入細胞の調製に使用する。

培養ユニット数
０
一 3 4

培養に必要な
生細胞数 (個)

1.5X109以 下
1.5 X 1 0 9超

3.O  X  1 0 0以下

3 . O  X  1 0 0超

4. 5 X 1 0 0以下

4. 5 X 1 0 0超

6. O  X  1 0 0以下

セルプロセッサを用いて ドナーリンパ球の濃縮と PBS/11.8%ACD―A液 による洗浄

を行つたあと、生細胞数及び細胞生存率を測定する。抗 CD3抗 体(30 ng/1nL)を添

加 した培養用培地 (基本培地GT―T503.620～ 72010/mL rhI卜2、1～3%非 働化 ド

ナー血漿、0.2%ヒ ト血清アルプミン及び 2.5 μg/mlア ムホテ リシンB含 有。)

にドナーリンパ球を 1(±0.1)X106個 /mLと なるように懸濁し、ガス透過性培養用

バッグを使用し、37℃、郵 C02インキュベーター内にて培養を開始する。
｀
  基 本培地GT―T503の組成を参考資料 7に 示す。

第 2日 :第 0日 から培養した活性化 Tリ ンパ球の生細胞数及び細胞生存率を測定し、セル

プロセッサを用いて細胞を濃縮し回収する。細胞濃縮液の濃度を l X 107個/mLに

調整 した後、等量のレトロウイルスベクターSFQM,3(感 染タイター :0,72～

2.16X100 1nfectious units:IFU/mL)と混合し、硫酸プロタミンを添加する (4μ

g/mL)。これを遠心感染用バッグに移 して 1000 X g、32±3℃で2時 間遠心し、遺伝

子導入を行 う。次に、細胞を回収し、セルプロセッサで濃縮と PBSに よる洗浄を

行つた後、新鮮な培養用培地に懸濁し、培養する。

第 3日 :第 2日 と同様の遺伝子導入操作を行 う。

第 6日 :遺伝子導入率の測定を行 う。遺伝子導入率は、マウス抗 LNGFR抗 体を用いたフロ

ーサイ トメ トリーにより測定した細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容

体 (△LNGFR)陽 性細胞の割合とする。セルプロセッサを用いて細胞の濃縮と SB

PBS+0.04 mL/mLブ ミネー ト (アルプミン最終濃度 1.0%)+0.01mL/mL輸 血用

チ トラミン 「フソー」(クエン酸 Na最 終濃度 0.1%)〕による洗浄を行つた後、ヒト

IgGでプロッキング (最大使用量を 15 mLと して、4X100個 の細胞あたりl mLの

ガンマガー ドを使用)してから抗 LNGFR抗体を添加 (最大使用量を2.5回gと して、

73

P108



5X106個 の細胞あたり lμgの 抗体)し 、反応 させる。細胞を SBで 洗浄 した後、

MgS04液 (0.3 mLのマグネゾール)、組換えヒトDNase(5 mLの Pullllozyme)及び

マウス Iぎ に対する二次抗体結合磁気 ビーズ (最大使用量を 20 mLとして、l X 10°

個の細胞あたり12.5 μLの 磁気 ビーズ)を 加えて反応 させ、磁気細胞分離装置を

用いて磁気ビーズに結合した△いいR陽性細胞を選択する。得られた細胞はセルプ

ロセッサにより培養用培地に懸濁し、培養する。

第 7日 :磁気細胞分離装置により細胞培養液中の磁気ビーズと遺伝子導入細胞を含む懸濁

液を分離する。分離した遺伝子導入細胞は培養用培地に 0.5(±0.05)X106個 /mL

となるように懸濁し、ガス透過性培養用バッグにて 37℃、5%C02イ ンキュベータ

ー内にて培養する。磁気ビーズ画分も培養用培地に懸濁し、ガス透過性培養用バ

ッグにて 37℃、5%C02イ ンキュベーター内にて培養する。

第 8日 :第 7日 に培養を開始した磁気ビーズ画分から、第 7日 と同様の操作により磁気ビ

―ズを除去する。

第 10日 :セルプロセッサを用いて細胞の洗浄と濃縮をRPM1 1640で行い、0.5x10'細胞/mL

から10X10'細胞/mLとなるようにRPM1 1640に懸濁する。その後、ヒト血清アル

プミン (プミネー ト)含 細胞凍害保護液 (CP-1)と 1:1の割合で混合する。ヒト

血清アルプミン含 CP-1と混合した遺伝子導入 Tリ ンパ球は、投与に必要な細胞数

に相当する液量を凍結保存専用バッグに充填したのちに温度管理されたディープ

フリーザー (-80℃)に て凍結し使用時まで保存する。

RPMl 1640及びCP-1の組成を参考資料 8及び9に示す。

投与日:冷凍保存された遺伝子導入 Tリ ンパ球を投与直前に 37℃温浴にて急速に解凍し、
.投

与する。

Ⅷ.3.2培養細胞の純度

培養細胞間の細胞汚染を防ぐために、各 ドナー細胞への遺伝子導入は日時を変えて行う。

また、微生物の汚染を防ぐために、全ての操作は国立がんセンター中央病院内に設置した

P2レ ベルの無菌細胞調整施設内にて、タカラバィォ(株)からの技術提供と助言を受け行わ

れる。細胞の取扱いはクラスⅡの安全キャビネット内で行われ、感染性微生物の混入を防

ぐとともにレトロウイルスベクターSFMM-3の 環境中への拡散を防止する。

Ⅷ.3.3細 胞の遺伝子型、表現型の安全性

遺伝子導入細胞の分離にあたつては、抗 LNGFR抗 体及び磁気ビーズを用いて遺伝子導入

細胞を選択する。この選択により△LNGFR陽性率が90%以上のTリ ンパ球が得られることが

知られている。また、過去の症例においても、レトロウイルスベクターSFCMM 3により遺伝

子導入したTリ ンパ球は非導入細胞と同様に、Tリ ンパ球としての機能を保持しており、こ

のことから遺伝子導入による末梢血 T細胞の表現型の大きな変化はないものと考えられる。
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なお本研究では、投与細胞の性質を同定するため、培養各段階において各種細胞表面マー

カーに対する抗体を用いて投与細胞の特徴を解析する予定である。

Ⅷ。3.4校 臓者に投与する細胞の安全性

投与する細胞はレトロウイルスペクターSFM-3に より遺伝子導入 した ドナー由来の末

梢血 T細 胞である。現在、自血病に対する治療として ドナー出来の末梢血リンパ球を患者

に投与するドナーリンパ球輸注は広く行われており、 ドナーT細 胞の投与は、GVIID以外に

患者に重大な影響を及ぼすことはない。

遺伝子導入細胞は、冷凍保存前の細胞を試験検体として採取し、参考資料 10に示す試験

によつて品質が担保される。品質試験は国立がんセンター中央病院、または外部委託機関

にて実施する。織胞生存率 (トリバンプルー)と ムLNOFR発現試験については遺伝子導入細

胞調製当日に、国立がんセンター中央病院において実施する。その他の試験については、

採取した試験検体を凍結して外部委託機関に送付し、試験を実施する。

細胞生存率 (トリバンプルー)

エンドトキシン試験 (日本薬局方)

△LNGFR発現試験

RCR試験 (RT―PCR法 )

マイコプラズマ否定試験 (PCR法)

無菌試験 (日本薬局方)

RCR試験 (増幅法)

マイコプラズマ否定試験 (日本薬局法、培養法)

cCV感受性試験

IL-2依存的増殖試験

なお、品質試験項目のうち、細胞生存率 (トリバンブルー)、エンドトキシン試験 (日本

薬局方)、△LNGFR発現試験、RCR試験 (RT―PCR法 )及 びマイコプラズマ否定試験 tPCR法)

についていずれも適合の場合に、遺伝子導入細胞について仮合格として被験者に適切な時

期にAdd―backされる。試験結果を得るまでに日数を要する試験項目である無菌試験 (日本

薬局芳)、RCR試験 (増幅法)、マイコプラズマ否疋ぃ験 (日本薬局方、培養法及び指標細胞

を用いた DNA染 色法)、CCV感 受性試験及び IL-2依存的増殖試験については、Add―backを

する時点では結果が得られていない場合も考えられるが、万一不合格となつた項目があれ

ば、その時点で臨床研究を中止して適切な措置を講ずることとする。

遺伝子導入した細胞は閉鎖系で凍結保存専用バッグに充填 ・密封し、ディープフリーザ

ー (-80℃)に て凍結保存するため、保存の間に外部からの細菌やエンドトキシン等の混入

はなく安全が担保される。また、唯一冷凍保存による劣化の可能性がある細胞生存率につ
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いて、細胞調製 10日 目に専用バッグに充填する際に品質試験用としてバイアルに充填する

最終産物を、投与の前日以前に37℃温浴にて急速に解凍し細胞生存率の確認 (7幌以上の生

存率)を 行い、Add―backが行われる。
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