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遺伝子治療臨床研究に係る第―種使用規程について
(国立がんセンター)

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律に基づ

き申請のあった第一種使用規程に係る意見について く遺伝子治療臨床研究に係る生物多様

性影響評価に関する作業委員会).…………………………………………・・・………・・・……………………・Pl

遺伝子治療臨床研究に係る生物多様性影響評価に関する作業委員会委員名簿。Ⅲ… P3

第一種使用規程承認申請書

生物多様性影響評価書 (改訂後)



平成21年 3月 19日

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する

法律に基づき申請のあつた第一種使用規程に係る意見について

遺伝子治療臨床研究に係る

生物多様性影響評価に関する

作業委員会 委 員長 吉 倉 廣

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律 (平成

15年法律第 97号 )に基づき申請のあつた下記の遺伝子組換え生物等の第一種使用規

程について、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.単 純ヘルペスウイルス 1型 ―チミジンキナーゼ及び細胞内領域欠損ヒト低親和

性神経成長因子受容体を発現し、マウスアンフォトロピックウイルス 4070Aの

env蛋 白質をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス自血

病ウイルス(SFCMM→

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



(別 紙 )

(目立が【作業委員会の評価結果 (目立がんセンター

1.遺伝子組換え生物等の種類の名称:単純ヘルペスウイルス1型―チミジンキナーゼ及び細胞内領城欠損

ヒト低親和性神経成長因子受書体を発現し、マウスアンフォトロピックウイルス4070Aの onv蓋自質

をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス白血病ウイルスOFCMM→

第一種使用等の内容 :治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこ

れらに付随する行為        _____  ―  ― ―――

申講者 :国立がんセンタ
ー 総 長

~廣
橋 説 雄

(1)生物多様性影響評価の結果について

① 他 の徴生物を減少させる性質

申請されている第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、SF側卜3の 環境中への拡散は極力抑えられ

ており、拡散したとしてもその量は微量と考えられる。

さらに、SFCME3は 増殖能を失つているので、マウス白血病ウイルス(MLV)の感染等によりgag,p。1及

び env遺伝子を発現している細胞に感染した場合等を除いて増殖することはない。

したがつて、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、SFClm-3は環境中に拡散したとしてもやがて

環境中から消滅すると考えられる。
SN闘 -3及びそれに由来する増殖能を獲得したウイルス (RCR)の感染性は、野生型MLVと同等と考えら

れ、野生型 MLVの微生物への感染性は知られていない。また、SFCMM-3及びRCRは単純ヘルペスウイルス

1型―チミジンキナーゼ (HSV―TK)遺伝子及び細胞内欠損ヒト低親和性神経成長因子 (△LNG駅)遺 伝子を

発現するが、HSV―TK及び△Ш『Rが競合等で他の微生物を減少させる性質はないと考えられる。

これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、他の微生物を減少させる性質に起因す

る生物多様性影響が生じるおそれはないとした申請者の結論は妥当,“ と判断した。_________

② 病 原性
SFOr3及 びRCRは野生型アンフォトロピックLV4070Aと 同様に、広範囲の動物に感染し、挿入変異に

よりがん化を引き起こす可能性がある。しかし、第
一種使用規程に従った使用を行うかぎり、環境中への

拡散は極力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量と考えられる。SNM-3は 、ヒト血清 (補体)

により速やかに不活化され、さらに、SFCW-3は 増殖能を欠損している上、RCR出 現の可能性が極めて低

い第二世代のパッケージング細胞を使用して製造していること等により、患者体内にRCRが侵入する可能

性も極めて低く、R駅が万一患者体内に侵入した場合も、第
一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、RCR

が環境中に放出される可能性は極めて低い。HSV―TK遺伝子及び△LNGFR遺伝子の発現により病原性を示す

可能性は非常に低い。
これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、病原性に起因する生物多様性影響が生

ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断しL___=_― ―――――一―一一一一一一

③ 有 害物質の産生性
SF側卜3及び RCRの有害物質の産生性は知られておらず、第

一種使用規程に従った使用を行うかぎり、

有害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると

判断した。                        _______― ―――一――一́一一‐―

RF癬 1誌 『霞貯慕量彗漂外に排出:れ た場合には、広範囲の動物に感染し、その核酸がゲハ 中に組

み込まれる可能性がある。しかし、第
一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、SFCMM 3の環境中への拡

散は極力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量と考えられ、野生動物に核酸が伝達される可能

性は非常に低い。RCRカ ヨ多量に出現した場合には、血液、体液等を通じてその核酸が伝達される可能性は

あるが、RCR出 現の可能性は極めて低い。
これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、核酸を本平伝達する性質に起因する生

物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。

⑤ そ の他の性質
SFCm-3及 び RCRが感染可能な野生動物等の生殖系細胞のグノム中に組み込まれて、核酸を垂直伝達す

る可能性は完全には否定できないが、RCRが 出現する可能性は極めて低い上、第
一種使用規程に従つた使

用を行うかぎり、増殖性を失つたSFCMM 3が生殖系細胞に感染する可能性は非常に低い。

これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、核酸を垂直伝達する性質に起因する生

物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。

(2)生物多様性影響評価書を踏まえた結論

以上を踏まえ、SF側卜3を 第
一種使用規程に従つて使用した場合に生物多様性影響が生ずるおそれはな

いとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。               ___
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厚生科学審議会科学技術部会遺伝子治療臨床研究作業委員会

。   遺 伝子治療臨床研究に係る生物多様性影響評価に関する作業委員会委員名簿

氏  名        所  属

岩崎 ―弘  独 立行政法人国立環境研究所主任研究員

小澤 敬也   自 治医科大学医学部教授

神田 忠仁   国 立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター長

笹月 健彦   国 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

早川 発夫  独 立行政法人医薬品医療機器総合機構顧問

山口 照英   国 立医薬品食品衛生研究所生物薬品部長

0 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

渡違 信    筑 波大学生命環境科学研究科教授

O委 員長 (五十音順 敬称略)

(平成 21年 3月 29日 現在)
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第一種使用規程承認申請書

平成 20年 6月

厚生労働大臣 舛 添 要 一 般

環境大臣   鴨 下 一 郎 殿

氏名 国 立がんセンター

申請者   総 長 廣 機 説 雄

住所  東 京都中央区集地五

第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物
の多様性の確保に関する法律第4条第2項 (同法第9条第4項において準用する場合を含む。)
の規定により、次のとおり申請します。

9日
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遺伝子組換え生物等の

種類の名称

単純ヘルペスウイルス 1型 ―チミジンキナーゼ及び細胞内領域欠

損ヒト低親和性神経成長因子受容体を発現し、マウスアンフォトロ

ピックウイルス4070Aのenv蛋白質をエンベロープに持つ非増殖性
の遺伝子組換えモロニーマウス白血病ウイルス (SFttM-3)

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の内容

治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及

び廃棄並びにこれらに付随する行為

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の方法
治療施設の所在地 東 京都中央区築地五丁目1番 1号

治療施設の名称 国 立がんセンター中央病院

(1)SFCMM-3溶液は、容器に密封され、凍結状態で治療施設に輸送

し、施設内のP2レベルの実験室 (以下 「P2実験室」という。)

内の冷凍庫に保管する。

(2)凍結状態の SEⅢ -3溶 液の融解、希釈及び分注操作は、P2実

験室内の安全キャビネシト内又は P2実験室内で開鎖系にて行

う。 ドナーリンパ球へのSFCMM 3導入操作、SFCMM-3導入細胞

の培養その他のSFCMM-3希釈溶液及びSFM-3導 入細胞の取扱
いも同様にP2実験室内の安全キャビネット内又はP2実験室内

で閉鎖系にて行う。SFCMM 3希釈溶液及び SFOM-3導 入細胞の

保管は、P2実 験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器にて行う。

なお、SF柵 3希釈溶液若しくはその凍結晶又はSFMM 3導 入

細胞を開放系区域を通つて他の P2レ ベル区城に運搬する場合

には、密閉した容器に入れ、容器の落下や破損を防止するため

に当該容器を箱等に入れ運搬する。

(3)SFCMM 3溶液 (希釈溶液を含む。)又 は 領側卜3導 入細胞を廃

棄する際には、滅菌処理 (121℃、20分 間以上の高圧蒸気滅菌

処理又は 0.5%次亜塩素酸ナトリウム溶液、の 2時 間以上の浸

漬処理による。以下同じ。)を 行つた後、国立がんセンタニ中

央病院で定められた医療廃棄物管理規程 (以下 「医療廃棄物管

理規程」という。)に 従い廃棄する。

(4)被験者に対する遺伝子導入細胞の投与は、環境中への拡散防止

措置を適切に執つた個室 (以下「クリーンルーム」という。)内
において、輸注により行う。なお、投与時にSF釧卜3導入細胞
に直接接触する注射針、注射器、チュープ等の器具類は使い捨
てとして適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄物管理規程に

従い廃棄する。なお、これらの減菌処理をクリーンルーム外の

区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。

(5)投与後 3日 まで、被験者をクリーンルーム内で管理する。検査

等の理由で被験者が一時的にクリーンルーム外の開放区域に

出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイルス漏出予防措

置を義務付ける。

(6)ク リーンルーム内における管理期間中の被験者の血液及び体

液は、その都度適切に減菌処理を行い、医療廃棄物管理規程に

従い廃棄する。また、被験者の尿及び糞便等の排泄物は、投与

翌日以降に行われる被験者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖

反応法試験にて自己増殖能を獲得したレトロウイルス (以下
「RCR」という。)の 存在が否定されるまで、適切に滅菌処理を

行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。なお、これらの滅

菌処理をクリーンルーム外の区域で行う場合には、二重に密閉
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した容器に入れて運搬する。また、臨床検体として使用する被
験者の排泄物等の取扱いは、SFCMM-3溶液及び SFCMM-3導入細
胞の取扱いに準ずる。

(7)ク リーンルーム内における管理期間中、被験者に対して侵襲的
に使用した器具等及び被験者の排泄物等に接触した器具等は、
適切に減菌処理を実施した後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄
又は十分に洗浄する。なお、これらの滅菌処理をクリーンルー

ム外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬

する。

(8)ク リーンルーム内における被験者の管理を解除する前に、RCR

が被験者の末梢血単核球 (以下 「PBMC」とぃぅ。)及 び血漿に
おいて陰性であることを確認する。RCRが検出されたときは、
クリーンルーム内における管理を継続する。

(9)ク リーンルーム内における管理解除後に被験者の PWC又 は血

漿からRCRが検出された場合は、直ちに被験者をクリーンルー

ム内における管理下に移し、上記(5)から(8)までと同様の措置

を執る。
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生物多様性影響評価書

(区分 :遺伝子治療臨床研究)

宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報
1 分 類学上の位置付け及び自然環境における分布状況

単純ヘルペスウイルス 1型―チミジンキナーゼ (HW■ K)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 伝子を含むレトロウイルスベクターSFCMM-3

(以下、本遺伝子組換え生物という)は 増殖能欠損型レトロウイルスベクターである。本

遺伝子組換え生物の宿主はモロニーマウス白血病ウイルス (Moloney品 五ne leukenia

tirus:MOMLV)で ある。

レトロウイルス科はアルファ～イプシロンレトロウイルス及びレンチウイルス(以上は

オルソレトロウイルス亜科)並 びにスプーマウイルス (スプーマレトロウイルス亜科)の

7つ の属に分類される:マ ウス白血病ウイルス (Murine leukelllia virus:MLV)はガンマ

レトロウイルス属に属する種である (文献1)。MLVは AKRや C58系 マウスの自然発症自血

病の病原ウイルスとして発見された。MoMLVは 、実験室内でMLVを 継代することにより、

病原性の高いウイルス株としてSarcoma 37細 胞から単離されたエコトロピック (同種指

向性)レ トロウイルスである。MoldLVは発がん遺伝子を持たず、マウスの年齢及び系統に

かかわらず感染し、長期間感染したマウスのほぼすべてがリンパ性自血病を発症すること

が報告されている (文献2)。MoMLVは マウスやラット等のげっ歯類にのみ感染し、ヒトを

含む他の動物に対する感染性や病原性の報告はない (文献3)。

がで南た1 :BIchen― OsmOnd C ed., ICTVdB― The Universal Virus Database, version 3. ICTVdB

IIanagealent, C。 lumbia University, New York, USA (2000

5こ南た2:Moloney JR Bi。 logical studies on a lymphoid-leukemia virus extracted from

sarco口a 87. I. Orig■ n and introductory ■ nvestigations. J Natl Cancer lnst

24:933-951 (1960)

,こ南央3 :Coffin」 義 Hughes S, Varmus HE ed., Retroviruses, pp14, 478-502, Cold Spring

Harbor LaboratOry Press, Cold Spring HarbOr (1997)

2 使 用等の歴史及び現状

レトロウイルスは、医学生物学領域において遺伝子導入ベクターとしての応用が最も早

く進んだウイルスであり、米国で行われた遺伝子治療の最初の臨床例もレトロウイルスベ

クターを用いたものであった (文献4)。遺伝子治療/遺 伝子マーキングの臨床プロトコー

ルでは、レトロウイルスベクター法を用いたものが 23.2%を占める (文献5)。レトロウイ

ルスの中でもMottVは遺伝子導入用ベクターとして広く使われている。

２
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づて商犬4:Blaese RM, et al. T Lymphocyte―diF,cted Gene Therapy for ADA SCID: Initial             ・

Trial Results after 4 Years. Science 270:475-480 (1995)

5て南犬5 :http://― .wiley.co.■k/genetherapy/clinical

3 生 理 ・生態学的特性

(1)基 本的特性 (文献6)

出乱V粒子は直径約 100 mllの球形のC型粒子であり、ウイルスゲノムを内包するゴア

とそれを取り囲むエンペロープ (外被)か らなる。コアは主としてカプシド蛋自質 (CA)

により構築されており、その中に2分子のRNAゲノムを有する。そのほか、逆転写酵素(RT)、

インテグラーゼ (IN)、プロテアーゼ (PR)、核酸結合蛋白質 (NC)も コア内部に存在する。

コアの周囲にはウイルス産生細胞の細胞膜に出来する脂質二重膜のエンがロ
ープが存在

する。エンベロープとコアの間にはマトリックス蛋自質 (m)が 存在する。エンベロ
ープ

には膜貫通蛋白質 (mが 突き刺さつており、それに表面蛋自質 (Stl)が弱く結合してい

る。SUと TMの複合体はウイルス粒子のエンベロープ上で多量体 (おそらくは三量体)を

形成する。

(2)生 息又は生育可能な環境の条件

他のウイルスと同様に、MoMLVは宿主細胞に感染した場合にのみ増殖が可能である (I

-3-(4).「繁殖又は増殖の様式」参照)。レトロウイルスは比較的不安定なウイルスであり、

体液中、培地中等の限られた環境中でしか感染性を保持できない。なお、ショ糖とゼラチ

ンを添カロして凍結乾燥を行うと安定に保存できるとの報告がある (文献7)。

(3)捕 食性又は寄生性

MoMLVはマウス及びラットの細胞に感染し、ウイルスゲノムは逆転写によりDNAに変換

された後、細胞の染色体に組み込まれる (プロウイルス)。他の生物を捕食することはな

い。

(4)繁 殖又は増殖の様式

レトロウイルスはキャリアーである動物の血液中や体液中に存在し、他の個体がそれに

接触することにより感染する。レトロウイルスが細胞に感染し増殖するときは、1)吸 着、

2)侵 入、3)逆 転写、4)宿 主染色体への組込み、5)RNA合成、6)蛋 白質合成、7)ア セ

ンプリー ・放出、0成 熟といつた各段階を経る。一方、レトロウイルスのグノム配列が

生殖系細胞の染色体中にプロウイルスとして組み込まれている場合には、動物の繁殖によ

つて子孫に受け継がれる。

野生型 MoMLVがヒト細胞に感染することはない。ヒト細胞に感染可能なエンベロープ蛋

白質 (env蛋白質)〔例えば、4070Aアンフォトロピックenv蛋自質、gibbon ape leukemia
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Virus(CaLV)ew蛋 白質〕を持つい肛Vを 人為的に作製した場合にはヒトヘの感染が可

能である。

(5)病 原性 (文献8)

MoMLVの病原性に関して、下記のことが報告されている。

1)MoMLVは 、マウスに悪性腫瘍を含む多様な疾患を発生させる。

マウスで起こる疾病 ・病態としては、自血病、リンパ腫、貧血、免疫不全、腫瘍及び

神経変性が知られている。

2)レ トロウイルスはランダムに宿主染色体に挿入されるため、細胞機能に重要な遺伝子

を活性化又は不活化し、がん性の変化をもたらす危険性がある。

3)内 在性ウイルスとの組換えにより増殖性レトロウイルス (replication competent

retrovirus:RCR)力`出現する可能性がある。

O MoMLVは マウスやラットにのみ感染するので、ヒトに対する感染性及び病原性はな

い 。

5)感 染により宿主細胞が破壊されることはない。

(6)有 害物質の産生性

MttLVが有害物質を産生することはなく、また、い肛Vに 感染したことにより細胞が有

害物質の産生能を獲得するとの情報はない。

(7)そ の他の情報

1)MttLVの 不活化条件

MoMLVと 同じレトロウイルス科に属するヒト免疫不全ウイルス (HIV)の減菌、消毒法

として、①121℃、20分 間の蒸気滅菌、②170℃、2時 間の乾熱滅菌、③20～30分 間の煮

沸消毒、③有効塩素濃度 0.1～1.0%の次亜塩素酸ナ トリウム、④7幌エタノール又は 7銚

イソプロピルアルコール、⑤3.5～4%ホルマリン、⑥2%グルタラール、が有効である (文

献9)。また、1慨及び 1%ポピドンヨー ド液 (文献10)、0.3%過酸イヒ水素水 (文献11)で 不

活化が可能との報告がある。

紫外線及び熱による液体中の M●肛V及 び HIVの 不活化を比較した研究によると (文献

12)、MoMLVを 1/10まで不活化するのに必要な紫外線照射量 (Dl。)は 2,8∞ erg/mm2でぁ

り、熱処理時間 (T10)は50℃では 50秒、55℃では 20秒 、70℃では8秒 である。したが

うて、55℃、2分間又は70℃、50秒間の熱処理により、MoMLVの感染価を 1/106に低下さ

せることができると考えられる。また、50℃におけるTI。が 80～90秒であるとの報告もあ

る (文献13)。

マウス由来のウイルス産生細胞により産生されたレトロウイルスベクターが仮にヒト

体内に侵入したとしても、ヒト血清 (補体)に より速やかに不活化される (丈献14)。抗
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α―galactOsyl自然抗体を有する旧世界ザル (文献15)の体内に侵入したときにも同様の

メカニズムにより不活化される (文献16)と考えられる。

2)MoMLVか らの、増殖能欠損型レトロウイルスベクターの構築 (別紙 1)

本遺伝子組換え生物は増殖能欠損型レトロウイルスベクターである。野生型出此Vのゲ

ノムからgag、pol及び env遺伝子を除去するとともにネオマイシンホスホトランスフェ

ラーゼ遺伝子 (ne。)が 挿入されたゲノムを持つ増殖能欠損型レトロウイルスベクターN2

が作製された。N2の プロウイルス DNAを もとに、パッケージングシグナル (Ψ)と オー

パーラップするgag構造たん白質 (Pr65 gag)遺伝子の発現を防止するために開始コドン

を終上コドン (TAG)に改変するとともに、グリコシル化 gag(gPr85 gag)の発現を防止

するために5'-long teralinal repeat(LTRDとΨの前半を含む 5'Illの非翻訳領域をモロ

■―マウス肉腫ウイルス (MoMSV)の相同配列で置き換えることにより、LNL6 DNAが作製

された。LNL6 DN‐Aに 含まれるenv遺伝子の断片とneOの 3'非コー ド領域の一部を除去す

ることにより、LN DNAが作製された。これにマルチプルクローニングサイト tMCS)及び

Simian virus 40(SV40)初期プロモーター配列を挿入することによりLXSN DNAが構築さ

れた。増殖能欠損型レトロウイルスベクターLXSN(文 献17)は 、LXSN IDNAをパッケージ

ング細胞に導入することにより作成可能である。LXSN DNAを含むプラスミドであるpLXSN

の塩基配列は、NCBI Nucleotide M28248に登録されている。本遺伝子組換え生物は、LX鉗

のゲノムからnecの大半が除去され、HSV TK遺伝子及び▲ШいR遺伝子が挿入されたゲノ

ムを持つ。

文献6:遺 伝子治療開発研究ハンドプック 第 3章 、第 2節 、1.1レ トロウイルスの増殖サ

イクル (p.322)

5を南犬7 :Levy JA, et al. Freeze―drying is an effective method for preserving infectious

type C retroviruSes. 」 Vir。l Meth9ds 5:165-171 (1982)

文献8:遺 伝子治療開発研究′)ンドプック 第 6章 、第 2節 、1.ウ イルスベクターの安全

性 (p.627)

文献91日 本ウイルス学会`ウ イルス研究におけるバイオセーフティ指針.ウ イルス

43:199-232 (1993)

文献10:加藤真吾、他.プ ラーク,法を用いた各種消毒剤による HIV-1不 活化の検討、基礎

と臨床 30:3615-3620(1996)

5tttRll :Martin LS, et al. Disinfection and inactivation of the human T lpphotropic
virus type II1/1ymphadenopathy―associated virus. J InfeCt Dis 152:400-403

(1985)

5て南夫12 :Yoshikura H. Thermostability of human inlalunodeficiency virus-1 (HIV-1) in

a liquld lnatrix is far higher than Of an ecOtroplc murine leukelllia virus. Jpn

J CanCer Res 80:1-5 (1989)

メξ南犬13 : Yoshikura H. Ultraviolet sensivity Of helper function oflnurine leukemia virus.

Arch Biochem Biophys 154:76-33 (1973)

3に南犬14 :Takeuchi Y, et al. Type C retrovirus inactivation by human complement is

determined by both the viral genOIIle and the producer cell. J Vir。168:8001-8007
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(1994)

文献15:Galili Uri,et al.Signifitance Of a“ al(Cal α l-3Gal β 1 4GlcNAc―R)EpitOpes

and  α l)3 Calactosyltransferase in XenOtransplantation.  Trends GlycOsci

Glycotechnol ll:317-327 (1999)

3こ南た16:Rother RP, et al. A novel mechanisl■of retrovirus inactivation in hilmttn serum

lllediated by anti―α―galactosyl natural antibody. J Exp Med 182:1345-1355(1995)

3て南え17:Miller AD, et al. ImprOved retrOviral vectors fOr gene transfer and expressiOn.

Biotechniques 7:980-991 (1989)
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H 遺 伝子組換え生物等の調製等に関する情報
1 供 与核酸に関する情報

(1)構 成及び構成要素の由来

本遺伝子組換え生物のゲノムを構成する供与核酸はHSV―TK遺伝子、SV40初期プロモー

ター、△WTR遺 伝子、5'一LTR、Tの 前半、3'―LTRの R領 域、ne。の断片及び制限酵素

認識部位等の人工配列である`本 遺伝子組換え生物のゲノムの構成と、その配列を DNA

配列に変換したものの制限酵素地図を別紙 2に示す。また、供与核酸の塩基配列及び蛋白

質をコードするものについてはそのアミノ酸配列を別紙 3に示す。

1)HSV― TK遺伝子

HSV―TK遺伝子は、単純ヘルペスウイルス 1型―チミジンキナーゼの遺伝子であり、1981

年、Wagnerら によリヒト単純ヘルペスウイルス 1型の CL101株 出来の遺伝子配列が明ら

かにされている (文献10。 本遺伝子組換え生物のプロウイルス (但し、3'―LTRの R領 域

はMoMLV由来)で あるSFCMM-3 DNA中の HSV―TK遺 伝子は単一エクソンからなり、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を終上コドンとする1:131

塩基対で構成されている。

本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、HSV―TK遺伝子は 5'=LTRか

ら転写される。レトロウイルスが細胞に感染して染色体に組み込まれると、3'―LTR出 来

のU3領域と5'―LTR由来の R及びU5領域からなるLTRがプロウイルスDNAの 両端に配置

される。したがつて、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、MoMLV

LTR由来のU3領域がHSV―TK遺伝子のプロモーターとして機能する。このプロモーターは

多くの種類の細胞において構成的に機能する。

2)SV40初 期プロモーター

SV40は ポリオーマウイルス科ポリオーマウイルス属に属するウイルスであり、ゲノム

は環状 2本 鎖孤Aで ある。SFCMM 3 DNA中のSV40由来 DNAは 328廊基対であり、上流側

から順に、72塩基対のエンハンサー配列 (2回繰り返し)、21塩基対の 3回繰り返し構造

(6箇所のSpl結合配列を含む)及 び TATAボ ックスからなるSV40初期プロモーターを含

んでいる。

3)△ LNGFR遺 伝子

△LNGFR遺伝子は、細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体をコードする遺伝

子である (文献19、20、21)。ヒト低親和性神経成長因子受容体 (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 ら単離された (文献 19)。LNGFR遺伝

子は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
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成り立っており、LNGFR前駆体は、N末 端から順に、28ア ミノ酸からなるシグナルペプチ

ド、細胞外 ドメインとして 6個 のシステイン残基を有する 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

ミノ酸からなる細胞内領域を有している。SFCMM-3 DNAに含まれるΔ LNGFR遺伝子は、LNGFR

遺伝子を制限酵素 Sst I及び Pvu nで 処理して細胞内領域をコー ドする塩基対を除去し

た940塩基対のフラグメントをpUC19の Sma Iサイ トにサプクローニングして終上コドン

を導入したもので、開始コドンATCの上流に 113塩基対の非翻訳領域 (ⅢR)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。

4 ) 5 '一 L T R、 Tの 前 半 及 び 3 '一 L T Rの R領 域

これらは MoMSV由来である。1-3-(7)-2)「MoMLVからの、増殖能欠損型レトロウイルス

ベクターの構築」に記載したとおり、SFCMM-3 DNAでは 5'―LTRか らTの 前半にかけての

部分がMoMSV由来の配列で置換されており、その結果、産生細胞により産生される本遺伝

子組換え生物のゲノムの 5'一LTR、Ψの前半及び 3'―LTRの R領 域が MoMSV由来となる6

5'LTR及 び 3'=LTRはプロウイルスの細胞染色体への組み込みに必須である。プロウイル

スの 5'―LTRは、本遺伝子組換え生物の産生細胞においてウイルスゲノムの転写を行うと

ともに、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において HSV―TK遺伝子の転写

を行う。Ψは、産生細胞において本遺伝子組換え生物のゲノムがウイルス粒子にパッケす

ジングされる際に必須である。なお、これらの部分を恥鵬V由来の配列で置換してもウイ

ルスタイターやパッケージング効率は影響を受けないことが報告されている (文献22)。

5)neoの 断片

大腸菌 Tn5由来のneoは 264アミノ酸からなる蛋白質をコードし、ネオマイシン耐性遺

伝子として機能する。本遺伝子組換え生物のゲノムにはneoの うちC末端部分の53ア ミ

ノ酸をコードする 161塩基の配列、終止コドン及び 17塩基からなる3'―UTRが含まれる。

6)制 限酵素認識部位等の人工配列

SFCMM-3 ⅢA構築の過程で挿入された制限酵素認識部位等の人工配列は別紙 3-6に示す

とおりであり、本遺伝子組換え生物のゲノム中での位置を別紙 2に示す。

(2)構 成要素の機能

1)HSV― TK遺 伝 子

HSV―TK遺 伝子は、ウイルス特有のチミジンキナニゼであり、376ア ミノ酸からなる

HSV―TKを コードしている。HSV―TКの基質特異性はヒト細胞が有するチミジンキナーゼと

は異なっており、グアノシンの類似物質であるアシクロビル(ACV)やガンシクロビル(GCV)
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をリン酸化する活性を有する (丈献23、24)。ACVや GCVは生物活性が低いプロドラッグ

(prodrug)と呼ばれ、これらを基質とするキナーゼを発現していない細胞に対しては毒

性を示さないが、ウイルス感染や HSV―TK遺伝子導入等によりHSV―TKが発現している細胞

ではACVや CCVが リン酸化され (一リン酸化物)、さらには内在性のグアニル酸キナーゼ

とチミジンキナーゼにより二、三リンn4L物 へと変換される。この最終産物である三リン

酸化物が DINAポリメラーゼ阻害や DNA伸 長障害を引き起こすことで細胞に強い障害を与

え、最終的に細胞を死に至らせる。このように HSV―TKは ACVや CCVと の組み合わせによ

り生物活性を示す特異的な酵素であり、HSV―TK遺 伝子は自殺遺伝子と呼ばれる。尚、

Ebelingら によつて、T細 胞に導入 された HSV―TK遺 伝子の 4.2+/-1.2%に splicing

variantが見られることが報告されている。IolMed社の欧州における治験並びに筑波にお

ける臨床研究症例においてもspliCing variantの出現の可能性は十分想定されるものの、

両研究の中で遺伝子導入細胞投与後に引き起こされた移植片対宿主病がガンシクロビル

の投与によつて鎮静化されていること、また、仮に splicng variantに起因する HSV―TK

不応性の移植片対宿主病が出現したとしても、ステロイドの使用によつて鎮静化させるこ

とが可能であることから、本試験の遂行上重大な問題とならないと考えられる (文献25)。

その他、プロモータ‐のメチル化によりHSV―TK遺伝子発現が抑制される可能性も考えら

れるが、splicing variantと同様の理由にて、本研究の遂行上重大な問題とならないと

考えられる。

HSV―TKは ウイルス由来の蛋白質であるためヒトに対して免疫原性を有しており、本遺

伝子組換え生物又はこれと類似のレトロウイルスベクターSF硼巌2(ISV―TK/neo融合蛋白

質の遺伝子を持つ)に よる遺伝子導入 Tリ ンパ球が自血病患者に輸注された結果、8例 中

3例 (SFCⅢ-2)又 は 15例中4例 (本遺伝子組換え生物)に おいて、HSV―TKに特異的な細

胞傷害性 T細胞 (CrL)の誘導が確認されている (文献26)。

2)SV441初期プロモーター

多くの細胞において構成的に機能するプロモーターであり、本遺伝子組換え生物により

遺伝子導入した細胞においては△いいR遺伝子の転写を行う。

SV40初期プロモーター配列中には、23ア ミノ酸から成るearly lo,der protein(SELP)

をコードするオープンリーディングフレーム (CIRF)が含まれる。SV40を感染させた培養

細胞において SELPと同等の分子量を有する蛋自質の発現が確認されており(文献27)、類

縁のウイルスにも保存されていることから重要な機能を有することが示唆されるが、その

機能についてはほとんど知られていない(文献28)。なお、本遺伝子組換え生物により遺伝

子導入した細胞におけるSELPの発現の有無に関しては不明である。

3)△ LNGFR遺 伝子

いGFRは神経成長因子 (nerve grOwth factOr:NGF)に対する受容体であり、膜貫通型
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の蛋白質である。LNGFRは主に神経系細胞において発現しており、このほかに筋肉、精巣

で発現しているが、ほとんどの造血系細胞では発現していない (文献29)。TropOmyosin

relatea 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 刺激を細胞内に伝達することはない (文献30)。

SFCMM 3 DNAがコードする△LNOFRは LNGFRの細胞内領域を欠損させたものであり、△

LATGFRを発現する細胞に抗LNGFR抗体を加えても細胞内に刺激が伝達されることはない。

4)5'一 LTR、Tの 前半及び3'一LTRの R領域

これらの供与核酸はMoMSV由来であるが、MoMLVの相同配列と同等の機能を有している

と考えられる。5'tTR及 び3'―LTRはウイルスゲノムの細胞染色体への組込みに必須であ

る。また、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、プロウイルスの

5'―LTRは lSV―TK遺伝子の転写を行う
。
。Ψは、産生細胞において本遺伝子組換え生物のゲ

ノムRMが ウイルス粒子にパッケージングされる際に必須である。

5)neoの 断片

本遺伝子組換え生物のゲノムにおいて、necの断片の上流には同じ読み枠に終止コドン

が存在するので、翻訳されることはないと考えられる。また、仮に翻訳されたとしても、

野生型 ne。が 264ア ミノ酸からなる蛋白質をコー ドしているのに対して、本断片は53ア

ミノ酸をコードするだけなので、機能を有する蛋白質を発現する可能性は非常に低いと考

えられる。

6)制 限酵素認識部位等の人工配列

本遺伝子組換え生物の生物学的機能には影響を及ぼさないと考えられる。

7)SFCMM-3 DNA中 の有害配列の有無

SFCMM-3 DNAの全塩基配列中の有害配列 (がん遺伝子、有害物質、 トキシン)の 有無に

ついて相同性の検索を行つたところ、有害配列は見当たらなかつた。     ・

5て南た18 :Wagner MJ, et al. Nucleotide sequence of the thymidine kinase gene of herpes

simplex virus type l. Proc Natl Acad Sci USA 7811441-1445 (1981)

メモ南犬19:」 ohnson D, et al. Ex,resSiOn and structure of the hlln,n NGF receptor. Cell

47:545,554 (1986)

メて南央20:Hclllpstead BL, et al. Deletion of cytoplasnlic sequences of the nerve grOwth

factor receptor leads to loss of high affinity ligand binding. J Bi。l Chelll
265:9595-9598 (1990)

AffiZt : Mavilio F, et a1, Peripheral blood lymphocytes as target ce11s of retroviral



vectorrediated gene transfer. Blood 83:1988-1997 (1994)

{ffi22 : Bender l{A, et a1, Evidence that the packaging sig1ral of Moloney urine Leukenia
Yirus extends into the gag resion. J Virol 61:163F1646 (1987)

1ffi23 : Moolten FW, et al, Tudor chenosensi tivi ty conferred by inserted herpes
themidine kinase genes i paradign for a prospective cancef control strategy.
Cancer Res 46:fe76-529t ,tnt6,

*ffi2+ : Reardon JE. Herpes sinplex virus type I and human DNA polymer'ase interactions
with 2' -deoxyguanos ine 5'-triphosphate analogues: kinetics of in corporation
into DM and lnduction of inlibition, J Biol Chem 264:19039-190.,+4 (1989)

fffi25 : Ebeling SB, et al, Developraent and application of quantitative real tirne PCR
and RI-PCR assays that discrininate betseen thefull-length and truacated herpes
sinplex virus thynidine kinase sene. J Virol Methods 109(2)1L77-186 (2003)

fffiZO : Bonini C, et a1'. Safety of retroviral gene narking with a truncated NGF receptor.
Nat lt{ed 9:367-369 (2003)

4ffi27: Khalili K, et a1. Translational regulation of SV40 early nRNA defines a new
viral protein. Cell 48:639-645 (1987)

*fitZ8 : Khalili K, et a1. The agnoprotein of polyonaviruses i a nul tifunct ional
auxiLiary protein. J Cell Physiol 204:1-7 (2005)

Iffi29: Casacc ia-Bonnefi I P, et al. Neurotrophins in cell survival/death decisions.
Adv Exp Med Biol 468;275-282 (1999)

;tffi30: Klein R, et al. The trk protooncogene encodes a receptor for nerve grorth
factor. Ce1l 65:189-197 (199f)

2 ベクターに関する情報

(空欄)

j 遺 伝子組換え生物等の調製方法

(1)宿 主内に移入された核酸全体の構成

本遺伝子組換え生物のゲノムの構成と制限酵素地図を別紙 2に示す。本遺伝子組換え生

物のゲノムは 1本鎖 RNAであるが、別紙 2の制限酵素認識部位はDNA配列に変換したとき

のものである。本遺伝子組換え生物のゲノムの構成成分は、5'末端側から順に、5'―LTR、

Ψ、HSV―TK遺伝子、SV40初期プロモーター、ΔLNGFR遺伝子、neoの断片及び 3'―LTRで

ある (詳細はⅡ-1-(1)「構成及び構成要素の由来」及び■-1-(2)「構成要素の機能」を参

照)。

(2)宿 主内に移入された核酸の移入方法

SFCMM 3 DNAはサンラファエル研究所 (イタリア、ミラノ)において構築された。SFCMM-3
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DNA構築にあたっては、pLXSN〔I-3-(7)-2)「MoMLVからの、増殖能欠損型レトロウイルス

ベクターの構築」参照〕 (文献 17)の Hpa I部位 (MCS内)に ISV―TK遺伝子が、Hind Ⅲ

(SV40初期プロモーターの下流)―Nae I(neoの内部)部 位に△LNGFR遺伝子が組み込ま

れた。

(3)遺 伝子組換え生物等の育成の経過

1)パ ッケージング細胞株

SFCMM-3 DNA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】Ⅷ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。したがつ

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。本遺伝子組換え生物の産

生細胞株の作製に使用したパッケージング7fJ胞株は CP+env施12(文献31)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 (一方はgagと pol、他方はenv遺

伝子)により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、

このパッケージング細胞を使用した場合には RCR出 現のリスクが極めて少ないことが知

られている。

2)ウ イルス産生細胞株の作製

エコトロピックパッケージング細胞 GPIE-86(文 献32)に SFCMM-3 DNAをトランスフェ

クションし、培養上清を回収した。この培養上清をアンフォトロピックパッケージング細

胞 GP+envAm12に感染させることにより、レトロウイルスベクターSFCMM-3産 生細胞を作

製した。本遺伝子組換え生物の産生性が高し、クロ
ーンを選択し、シー ドセルとした。パッ

ケージング細胞株であるCP+env施12及び CPIE-86の作製に用いられたパッケージングプ

ラスミド中の、gag、pol、env遺伝子の塩基配列及びコー ドする蛋白質のアミノ酸配列並

びにこれらの遺伝子産物からプロセシングにより生ずるウイルス構成蛋自質を別紙 3に

示す。

シードセルからマスターセルバンク 帥“)を 作製し、MCBか らワーキングセルバンク

(IC3)を作製した。MCB及 び WCBはモルメド社 (イタリア、ミラノ)に おいて作製されヽ

同社内の液体窒素保存容器において保管されている (品質試験の詳細を別紙 4に 、M∽ 及

び WCBの 監視計画を別紙 うに記載)。

3)本 遺伝子組換え生物の最終製品の製造 。輸送

すべての製造はモルメド社の管理された製造エリアにて、GMP遵守下で行われた 91紙

6)。MC3又はWCBを融解し、拡大培養及び生産培養を行うことにより本遺伝子組換え生物

を含む培養上清を得、これを無菌ろ過して小分け分注することにより、本遺伝子組換え生

物を有効成分とする本臨床研究に用いる製剤 (以下、本製斉1)を製造した。本製剤の各ロ

ットについて、品質試験を実施する (別紙 7)。
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モルメド社において製造された本製剤は国立がんセンター中央病院 (以下、中央病院)

が輸入する。運搬にあたっては適切な拡散防止措置を執り、ドライアイス詰めで日本まで

空輸し、中央病院が受入れ試験を実施する (別紙 7)。合格した本製剤は中央病院 12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 (当該治療施設

の地図、保管場所の概略図及び本遺伝子治療を行う病室を別紙 8に示う 。

Affi3f : Markori tz D, et al. Construction and use of a safe and efficient anphotoropic
packaging cell line. Virology 167:400-406 (1988)

AffiSZ :l{arkoritz D, et a. A safe packaging line for gene transfer: separating viral
genes on tro different plasnids. J Virol 62i1120-1124 (1988)

4 移 入した核酸の存在状態及び当破核酸による形質発現の安定性

移入した核酸は本遺伝子組換え生物のゲノムRNAの一部として存在する。凍結保管中は

安定である。感染する動植物の種類及び感染様式が保管中に変化することはない。

本遺伝子組換え生物が細胞に感染すると、移入した核酸を含むウイルスゲノムRNAは 逆

転写され、プロウイルスとして細胞染色体に組み込まれる。プロウイルスは細胞染色体の

複製に伴つて複製されるので、移入された核酸は細胞が生きているかぎり安定に保持され

る。

HSV―TK遺伝子はMoMLVの LTRに より、 △LNGFR遺伝子はSV40初期プロモーターにより

転写される。これらのプロモーターは持続的に機能するので、両遺伝子の発現は構成的で

ある。

本遺伝子組換え生物を製造する際に、ウイルス産生細胞の細胞内で本遺伝子組換え生物

のゲノム、gag―pol遺伝子断片及び env遺伝子断片が相同組換えを起こし、RCRが出現す

る可能性がある。RCRの出現機構から、その大部分は gag、pol及び env遺伝子を持ち、

ISV TK遺伝子及び△LNGFR遺伝子を持たないものである (env遺伝子はMLV 4070A由来、

LTRの一部はMoMSV由来であり、これらは肛Vの 変異体の範囲と考えられる)。しかし、

HSV―TK遺伝子又は△LNGFR遺伝子を持つRCR(遺伝子組換え生物等に該当)の 出現する可

能性は否定できない。実際、本研究で用いているマウスNIH3T3細胞由来のパッケージン

グ細胞 ・施12は 、RCRを 生成しうることが文献的に知られている (文献33)。また、RCR

産生への関与が指摘されている内因性レトロウイルス (Endogeneous Retrovirus:ERV)

の存在も指摘されている (文献34)c本 遺伝子組換え生物を用いた臨床試験において RCR

出現の報告はないが、上に述べたリスクが存在するため、感度の高いRCR検出系を用い、

感染用レトロウイルスベクター溶液並びに遺伝子導入細胞中のRCRの検出検査を行い、陰

性を確認した上で使用する。本遺伝子組換え生物を用いて遺伝子導入したリンパ球の投与
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は、イタリア MolMed社並びに筑波大学において既に行われているが、RCRが出現したと

の報告はない。RCRが出現する可能性は理論的にゼロではないものの、きわめて低く、か

つそれが原因で長期間にわたり個室管理が必要になる可能性はきわめて低いと考えられ

る。万が一 RCRが出現した場合は、AZT等の抗ウイルス剤を用いたウイルス感染症治療を

含めて専門家と協議することとする。

A ffi Sg : Chong H, et al, Rep l icat ion-coEpetent retrovirus produced by a
' 

split*function' third generation anphotropic packaging cell 1ine. Gene Ther

3(7):624-629 (1996)

fffiS+ : Patience C, et al. Packaging of endogenous retroviral sequences in retroviral

vectors produced by murine and hunan packaging cells. J Yitol 72(4 1267l-2676
(1ee8)

5 遺 伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性

1)本 遺伝子組換え生物の検出方法

本遺伝子組換え生物は宿主であるMoMLVに はないHSV―TK遺伝子を持つので、HSV TK遺

伝子をリアルタイムRT―PCR法 で定量することにより本遺伝子組換え生物の検出が可能で

ある。

2)本 遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞の検出方法

細胞から調製したゲノム DNAを鋳型に、HSV―Ж 遺伝子をリアルタイム PCRで 定量する

ことにより検出可能である。この方法による定量の下限は、遺伝子導入細胞の非導入細胞

中の希釈率として 10~3でぁることを確認している。

3)I RCRの検出方法

・Mu,dunniを 用いた増幅法

Mus dunni細胞に検体を添加し、5回 の継代培養を行う。この培養上清を“4細 胞に接

種し、S+L―アッセイを行う。この方法は増殖能を持つレトロウイルスを検出する方法であ

り、本遺伝子組換え生物に出来するRCRを特異的に検出するものではない。検出感度は 1

RCR/接種物であることを確認している。100 1nLあたりl RCRが含まれる検体から300 mL

の被検試料をサンプリングして接種した場合、95%の確率で被検試料中にRCRが含まれ、
・

検出される。

・RT―PCR法

被検試料からRNAを 調製し、4070A env遺伝子に特異的なプライマーを用いて RT PCR

を行つた後、アガロースゲ,レ電気泳動を行つて増幅産物を検出する。本試験の感度は、パ

ッケージング細胞の末梢血リンパ球中の希釈率として10~4～105でぁることを確認してい

る。

6 宿 主又は宿主の属する分類学上の種との相違
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宿主であるMoMLVと本遺伝子組換え生物の間には以下の相違点がある。

。本遺伝子組換え生物は gag、pol及び env遺伝子を欠損しているので、本遺伝子組換え

生物が感染した通常の細胞はウイルス粒子形成に必要な蛋自質を合成できない。したがっ

て、本遺伝子組換え生物は gag、pol及び env遺伝子を発現する細胞においてのみ増殖で

きる。

・本遺伝子組換え生物はHSV■K遺伝子及びSV40初期プロモーターの支配下にある△LNGFR

遺伝子を持つ。したがつて、本遺伝子組換え生物が感染した細胞は HSV TKと ▲LNGFRを

発現するも

。MoMLVがマウス、ラット等のげつ歯類にだけ感染しうるのに対して、アンフォトロピ'

クML17 4070Aはこれらのほか、ヒト、サル、イヌ、ネコ、ミンク、ウサギ、ニフトリ、ウ

シ及びハムスターの細胞にも感染するとの報告がある (文献35)3本 遺伝子組換え生物は

ウイルス粒子表面に4070Aアンフォトロピックenv蛋白質を持つ。したがつて、本遺伝子

組換え生物はマウス、ラット等に力[えてヒト、サル、イヌ等、幅広い動物種の細胞に本遺

伝子組換え生物の核酸を伝達しうる。

本遺伝子組換え生物が自立的増殖能を欠損している点を除いて、I-3「生理 ・生態学的

特性」に記載した性質は同等であると考えられる。

遺伝子組換え生物等に該当するものを含めて、本遺伝子組換え生物由来のRCRが感染可

能な生物種は宿主であるMoMLVのそれと異なつているものの、感染様式、病原性及び挿入

変異の可能性などの、生物多様性に影響を及ぼす程度に大きな違いはないと考えられる。

aftSS : Miller AD, Cell-surface receptors for retroviruses and irplications for gene

transfer. Proc Natl Acad Sci USA 93:11407-11413 (1996)
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IH 遺 伝子組換え生物等の使用等に関する情報

1 使 用等の内容

治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこれら

に付随する行為。
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2 使 用等の方法

(1)SFCMM-3溶液は、容器に密封され、凍結状態で治療施設に輸送し、施設内の P2レ ベ

ルの実験室 (以下 「P2実験室」という。)内 の冷凍庫に保管する。

(2)凍結状態の SFCMM 3溶液の融解、希釈及び分注操作は、P2実 験室内の安全キャビネ

ット内又は P2実験室内で開鎖系にて行う。 ドナ=リ ンパ球への銀硼卜3導入操作、

SFCMM-3導入細胞の培養その他のSFCMM 3希釈溶液及び S岡Ⅲ-3導入細胞の取扱いも

同様にP2実験室内の安全キャビネット内又はP2実験室内で開鎖系にて行う。SFCMM-3

希釈溶液及び SFCMM-3導入細胞の保管はI P2実験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器

にて行う。なお、SFCM1 3希釈溶液若しくはその凍結品又はSFC剛-3導入細胞を開放

系区域を通つて他の P2レベル区域に運搬する場合には、密閉した容器に入れ、容器

の落下や破損を防止するために当該容器を箱等に入れ運搬する。

(3)SFCIIM-3溶液 (希釈溶液を含む。)又 は SF00-3導 入細胞を廃棄する際には、減菌処

理 (121℃、20分間以上の高圧蒸気滅苗処理又は0.瓢次菫塩素酸ナ トリウム溶液への

2時 間以上の浸漬処理による。以下同じ。)を 行つた後、国立がんセンター中央病院

で定められた医療廃棄物管理規程 (以下 「医療廃棄物管理規程」という。)に 従い廃

棄する。

“)被 験者に対する遺伝子導入細胞の投与は、環境中への拡散防止措置を適切に執つた個

室 (以下「クリーンルーム」という。)内 において、輸注により行う。なお、投与時に

SFCldM-3導入細胞に直接接触する注射針、注射器、チュープ等の器具類は使い捨てと

し、適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。なお、これ

らの滅菌処理をクリーンルーム外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れ

て運搬する。

(5)投与後 3日 まで、被験者をクリーンルーム内で管理する。検査等の理由で被験者が
一

時的にクリニンルーム外の開放区域に出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイ

ルス漏出予防措置を義務付ける。

(6)クリーンルーム内における管理期間中の被験者の血液及び体液は、その都度適切に滅

菌処理を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。また、被験者の尿及び糞便等の

排泄物は、投与翌日以降に行われる被験者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖反応法試



(8)

験にて自己増殖能を獲得したレトロウイルス (以下 「RCRJと いう。)の 存在が否定さ

れるまで、適切に滅菌処理を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。なお、これ

らの滅菌処理をクリーンル
ーム外の区域で行う場合には、二重に密開した容器に入れ

て運搬する。また、臨床検体として使用する被験者の排泄物等の取扱いは、SFCMM-3

溶液及び SFCMM-3導入細胞の取扱いに準ずる。

クリーンルーム内における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用した器具等及び

被験者の排泄物等に接触した器具等は、適切に減菌処理を実施した後、医療廃棄物管

理規程に従い廃棄又は十分に洗浄する。なお、これらの減菌処理をクリーンルーム外

の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。

クリーンルーム内における被験者の管理を解除する前に、RCRが被験者の末梢血単核

球 (以下 「PBMC」とぃぅ。)及 び血漿において陰性であることを確認する。RCRが 検

出されたときは、クリーンルーム内における管理を継続する。

タリーンルーム内における管理解除後に被験者の PBMC文 は血漿からRCRが 検出され

た場合は、直ちに被験者をクリーンルーム内における管理下に移し、上記(5)から(8)

までと同様の措置を執る。

(9)

別紙 9:国 立がんセンター中央病院医療廃棄物管理規程

別紙 10:医療廃棄物適正管理処理マニュアル   「

3 承 認を受けようとする者による第一種使用等の開婦崚における情報収集の方法

遺伝子導入細胞を患者に投与した後、患者の末梢血単核球 (PBMC)及び血漿を試料とし

て、4070A env遺伝子に対するRT―PCR法によりRCRのモニタリングを実施する。RCRのモ

ニタリングは、クリーンルームにおける管理解除前、投与 14日後、28日後、56日後及び

84日後並びに生存中にわたり1年ごとに実施する。

4 生 物多様性影響が生じるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するため

の権

本遺伝子組換え生物を用いた遺伝子導入細胞は、P2レ ベルの拡散防止措置を執ること

ができる細胞調製室において、第
一種使用規程に従い調製される:本 遺伝子組換え生物が

細胞調製室の床等に漏出した場合には、ただちにペーパータオル、布等で拭き取る。拭き

取つた後は、消毒用■タノールを当該箇所が完全に覆われるまで噴霧して 1分 以上放置

し、ペーパータオル、布等で拭き取ることにより本遺伝子組換え生物を不活化する。当該

ペーパータオル、布等は 121℃、20分間以上オー トクレープにより滅菌した後、廃棄する。

以上により、本遺伝子組換え生物が環境中に漏出して生物多様性影響が生じることはない
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と考えられる。

クリーンルームにおける管理解除後の患者のPBMC又は血漿において RCRが検出された

場合には、第一種使用規程に従い患者を直ちにクリーンルームにおける管理下に移すとと

もに、血液及び体液の消毒等、第
一種使用規程に定められた措置を執る。

5 実 験室等での使用又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境での使用等

の結果

本製剤を用いて、国立がんセンター中央病院において前臨床研究として5回の遺伝子導

入を行つた。RT―PCR法によるRCR試験を5回すべての遺伝子導入細胞最終産物について、

また、Ius dunni細胞を用いた増幅法によるRCR試験をそのうち2回 の遺伝子導入細胞最

終産物及びその培養上清について行った。その結果、すべてRCR陰性であつた。このよう̀

にして調製した遺伝子導入細胞を免疫不全マウス (NCCマウス)に 投与したところ、毒性

は認められず、遺伝子導入細胞の毒性は極めて少ないことが示唆された。

本遺伝子組換え生物を用いて臨床用遺伝子組み換え細胞を調製する際に、細胞の洗浄工

程や遺伝子導入細胞選択工程において本遺伝子組換え生物は除去され、また、本遺伝子組

換え生物は他のレトロウイルスと同様比較的不安定なので、細胞培養の過程で不活化が進

む。工程に用いる試薬量や機器の設定等から、残留により患者に投与される本遺伝子組換

え生物は多くとも4X10‐3個程度と算出された。本遺伝子組換え生物はマウス由来細胞に

ようて産生されるので、仮に患者に投与されても血清 (補体)に より速やかに不活化され

ると考えられる。したがつて、遺伝子導入細胞に混入する本遺伝子組換え生物により、患

者体内で遺伝子導入が起きる可能性は極めて低いと考えられる。

筑波大学附属病院において、本遺伝子組換え生物を用いた同様の遺伝子治療臨床研究が

実施されている。5例 の患者に遺伝子導入細胞が投与されたが、RCRの発生は報告されて

いない。また、当該臨床研究においては、挿入変異によるがん化等、本遺伝子組換え生物

による核酸の伝達が原因と考えられる有害事象は報告されていない。

6 日 外における使用等により得られた情報

モルメド社において、現在本製剤の製造に使用されているMCBの 1%細胞及び 5%上清に

ついて、Mus dunni細胞を用いた増幅法によるRCR試験を含む品質試験が行われた。この

結果、いずれも品質規格を満たし、RCR陰性であつた。

モルメド社において、本製剤と同様の方法により、治験薬としての生産スケ
ールで独立

に製造された 3ロ ットの本遺伝子組換え生物製剤及びそれらの生産培養終了時点の細胞

(EPC)について、Mus dunni細胞を用いた増幅法によるR駅 試験を含む品質試験が行わ

れた。この結果、すべてのロットは品質規格を満たし、RCR陰性であつた。
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モルメド社において、本製剤と同様の方法で製造された本遺伝子組換え生物製剤による

遺伝子導入細胞調製のバリデーションの目的で、4バ ッチの遺伝子導入細胞が試験製造さ

れ、RT―PCR法 による RCR試 験を含む品質試験が行われた。その結果、すべてのバッチは

品質規格を満たし、RCR陰性であつた。また、遺伝子治療臨床試験のために 3バ ッチの遺

伝子導入細胞が調製され、RT―PCR法 による RCR試 験を含む品質試験が行われた。その結

果、すべてのパッチは品質規格を満たし、RCR陰性であつた。

本遺伝子組換え生物を用いた遺伝子治療の臨床研究及び治験がイタリア、イギリス及び

イスラエルで実施され、合計 40例 の患者に遺伝子導入細胞が投与されたが、RCRの発生

は報告されていない。また、挿入変異によるがん化等、本遺伝子組換え生物による核酸の

伝達が原因と考えられる有害事象は報告されていない。
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iV 生 物多様性影響評価

1 他 の微生物を減少させる性質

(1)影 響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

本遺伝子組換え生物及び RCRはアンフォトロピック env蛋 白質を持つので、広範囲の動

物に感染しうるが、微生物への感染性は知られていない。したがつてt影 響を受ける可能

性のある微生物は特定されなかつた。

(2)影 響の具体的内容の評価

該当せず。

(3)影 響の生じやすさの評価

該当せず。

(4)生 物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

よつて、他の微生物を減少させる性質について、第一種使用規程承認申請書に記載した

遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれ

はないと判断される。

2 病 原性

(1)影 響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

本遺伝子組換え生物及び RCRはアンフォトロピックenv蛋 白質を持つので、患者体外に

排出された場合には野生型アンフォトロピック匹V40701と 同様、ヒト、サル、ィヌ、ネ

コ、ミンタ、ウサギ、ニフトリ、ウシ及びハムスターを含む広範囲の動物に感染しうる。

したがつて、これらの生物種は本遺伝子組換え生物の核酸を伝達されることにより影響を

受ける可能性がある。

(2)影 響の具体的内容の評価

本遺伝子組換え生物はヒト、イヌ、サル等の細胞への挿入変異によつてがん化を引き起

こす可能性がある。マウス、ラットに対する病原性は宿主と同等であると考えられる。

本遺伝子組換え生物からの発現産物であるISV■Kは 、CC17やACV等 のプロドラッグが

存在するときにのみ感染した細胞で自殺装置として機能する。これらのプロドラッグは自

然界に存在しないので、HSV―TK遺 伝子が自然界で自殺機能を示すことはない。また、発

現産物である△LNGFRは細胞内領域を欠損しているのでNGFのシグナルを細胞内に伝達す

ることはなく、△LNGFR遺伝子を導入したリンパ球の増殖にNGFは影響を及ぼさなかつた
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との報告がある(文献 26)。したがつて、これらの導入遺伝子が発現することにより、本

遺伝子組換え生物がヒトに病原性を示す可能性は非常に低い。

本遺伝子組換え生物が有害物質を産生することはなく、本遺伝子組換え生物により遺伝

子導入された細胞が有害物質の産生能を獲得するとの情報もない。したがらて、有害物質

の産生により病原性を示すことはないと考えられる。

(3)影 響の生じやすさの評価

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によ

るかぎり、本遺伝子組換え生物がドナーリンパ球とともに患者に投与されることによつて

当該施設外に出る可能性は極めて低く、出たとしてもごく微量である。また、 1-3-(7)

Fその他の情報」に記載したように、マウス由来の産生細胞により産生された本遺伝子組

換え生物はヒト血清により速やかに不活化される (文献 14)。さらに、本遺伝子組換え生

物は増殖能を欠損しているので、通常の細胞に感染してもウイルス粒子を産生することは

ない。

‐方、本遺伝子組換え生物の製造工程中に出現したRCRが ドナーリンパ球に混入して患

者に輸注された場合には患者体内でRCRが産生される可能性がある。しかし、本遺伝子組

換え生物はRCR出現の可能性が極めて低い第3世代のパッケージング細胞を使用して製造

されているうえに、本製剤及び遺伝子導入細胞の RCR陰性を確認してから使用するので、

患者体内にRCRが侵入する可能性は極めて低い。また、RCR試験で検出されなかつたRCR

が万一患者体内に侵入したとしても、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え

生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、RCRが環境中に放出される可能性は極めて低

い。

(4)生 物多様性影響が生ずる可能性の有無等の判断

よつて、病原性について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。

3 有 害物質の産生性

(1)影 響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

本遺伝子組換え生物及び RCRの有害物質の産生性は知られていない。したがって、影響

を受ける可能性のある野生動植物等は特定されなかつた。

(2)影 響の具体的内容の評価

該当せず。
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(3)影 響の生じやすさの評価

該当せず。

(4)生 物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

よって、有害物質の産生性について、第
一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組

換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはない

と判断される。
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4 核 酸を水平伝達する性質

(1)影 響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

本遺伝子組換え生物及び RCRはアンフォトロピック env蛋白質を持つので、患者体外に

排出された場合には野生型アンフォトロピックMLV 4070Aと同様、ヒト、サル、イヌ、ネ

コ、ミンク、ウサギ、ニフトリ、ウシ及びハムスタ=を 含む広範囲の動物に感染しうる。

したがって、これらの生物種は本遺伝子組換え生物の核酸を伝達されることにより影響を

受ける可能性がある。

(2)影 響の具体的内容の評価

本遺伝子組換え生物又は遺伝子組換え生物等に該当する RCRに よつてこれらの遺伝子

組換え生物の核酸が野年動物のゲノム中に組み込まれる可能性がある。

(3)影 響の生じやすさの評価

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第
一種使用等の方法によ

るかぎり、本遺伝子組換え生物がドナーリンパ球とともに患者に投与されることによつて

当該施設外に出たとしてもごく微量である。ごく微量の本遺伝子組換え生物によつて野生

動物に核酸が伝達される可能性は非常に低い。

遺伝子組換え生物等に該当するRCRが多量に出現した場合には、血液、体液等を通じて

他の個体にRCRが感染し、その核酸が伝達される可能性が否定できないが、RCR出現の可

能性は極めて低い。

(4)生 物多様性影響が生ずる可能性の有無等の判断

よつて、核酸を水平伝達する性質について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝

子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはな

いと判断される。



5 そ の他の性質

核酸を垂直伝達する性質

本遺伝子組換え生物が感染可能な野生動物等の生殖系細胞のゲノム中に組み込まれて、

核酸を垂直伝達する可能性は完全には否定できない。しかし、第一種使用規程承認申請書

に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、本遺伝子組換え生物

によりその核酸が野生動物に伝達される可能性は非常に低い。RCRが出現しないかぎり、

本遺伝子組換え生物の核酸が伝達される細胞は本遺伝子組換え生物が最初に感染した細

胞に限られ、その細胞が生殖系細胞である確率は低い。また、RCRが出現する可能性は極

めて低い。以上から、本遺伝子組換え生物又はRCRの核酸が生殖系細胞に伝達される可能

性は極めて低い。よつて、核酸を垂直伝達する性質について、第一種使用規程承認申請書

に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生

ずるおそれはないと判断される。
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V 総 合的評価

本遺伝子組換え生物が感染する動物種は4070Aアンフォトロピックenv蛋白質によつて

規定されるため、げっ歯類及びヒトを含む広範囲の動物であり、野生型アンフォトロピッ

クMLV 4070Aと同じである。自然界で植物及び微生物に感染することはないと考えられる。

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によ

るかぎり、本遺伝子組換え生物の環境中への拡散は極力抑えられており、拡散したとして

も、その量は検出レベル以下であると推定される。導入された HSV―TK遺伝子及び△LNGFR

遺伝子が発現することにより、本遺伝子組換え生物がヒトに病原性を示す可能性は非常に

低い。さらに、本遺伝子組換え生物は増殖能を欠損しているので、MLVの感染等によりgag、

pol及びenv遺伝子を発現している細胞に感染した場合を除いて増殖することはない。MLV

に感染しているマウスに本遺伝子組換え生物が感染すれば、眈Vが ヘルパーとなつて増殖

する可能性がある。しかしその場合でも、MoMLVは血液を介してのみ感染するので、本遺

伝子組み換え生物の感染が他個体に広がる可能性はほとんどない。ヘルパーを必要とする

本遺伝子組換え生物が野生型 MoMLVと同等に増殖することはないので、やがて環境中から

消滅すると考えられる。

環境中でマウスに感染し、MLVゲ ノムとの相同組換えによつてRCRが出現する可能性や、

当該第二種使用によつて極めて微量の本遺伝子組換え生物由来 RCRが 環境中に放出され

る可能性は完全には否定できないが、RCRの感染性、増殖性、病原性及び核酸を水平伝達

する性質はMLVと 同等である。ヒトにMLVが感染しても病原性は報告されておらず、RCR

がヒト体内に侵入しても、血清中の補体により急速に失活することを考慮すると、ヒト及

び他の哺乳動物、植物並びに微生物に新たな影響を与えることはないと考えられる。

したがつて、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等

の方法によるかぎり、本遺伝子組換え生物による生物多様性影響が生ずるおそれはないと

判断される。                       ′
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東京大学医科学研究所附属病院。内科・

講師 ・中国 隆 志



別紙様式第4の 別添

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 終 了 報 告 書

(当初申請日)1平 成 8年 12月 2日

研究の名称 腎細胞がんに対する免疫遺伝子治療―IV期 腎細胞がん患者を対象とする

GMSF遺 伝子導入自己複製能喪失自家腫瘍細胞接種に関する臨床研究―

研究実施期間 平成 10年 8月 10日 から 平 成 20年 3月 31日 まで

総
括

責

任
者

所属部局の所在地 東京都港区白金台4-6-1 (郵便番号 108‐8639

所属機関・部局・職 東京大学医科学研究所附属病院 。内科 。講師

氏名
中岡 隆 志

実

施

の
場

所

所在地 東京都港区白金台4-6-1 (郵便番号 108‐8639)

名称 東京大学医科学研究所附属病院

連絡先 東京都港区白金台4-6-1 (電話番号 03‐3443‐8111)

総

括

責

任

者

以

外

の

研

究

者

氏名 所属機関 ・部局 ・職 役割

谷 憲 三朗

冨り:1 伸二

東條 有 伸

長村 文 孝

内丸 薫

東 み ゆき

小柳津直樹

藤目 員

河合 弘 二

文洋

康
細
蜻
Richard
ltull igan

Stephen
Shgrrin

C.

A.

九州大学 ・生体防御医学研究所 ・教授

虎ノ門病院 `腎センタ‐ ・部長

東京大学 。医科学研究所 。教授

東京大学 ・医科学研究所 ・准教授

東京大学 ・医科学研究所 ・准教授

東京医科歯科大学 ・教授

東京大学 ・医科学研究所 。准教授

順天堂大学 ・医学部 ・教授

筑波大学 。臨床医学系泌尿器科 。講師

札幌医科大学 。医学部 ・教授

順天堂大学 ・医学部 ・教授

ハーパー ド大学 。医学部 ・教授

セルジェネシス社(CellCenesys)。社長、臨床

治験責任者

免疲解析及び内科的診療

外科切除

内科的診療

内科的診療

内科的診療

免疫学的検査の実施

病理学的診断 ・評価

泌尿器科からみた適応患者の

選定

腎細胞がん摘出と免疫学的検
査の実施

免疫学的効果検査の実施

免疫学的効果検査の管理と指

導

遺伝子導入ベクターの作製、遺

伝子導入腎細胞がん細胞の品

質管理と安全性検査の指導

レトロウイルスベクター産生

細胞の管理、遺伝子導入腎細胞
がん細胞の大量培養、品質管理

と安全性検査
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審査委員会の開催状況

平成 7年 7月 28日  第 1回委員会開催、実施計画を審査

平成 7年 9月 14日  第 2回委員会開催、実施計画を審査

平成 7年 10月 18日  第 3回委員会開催、実施計画を審査

平成 7年 11月 15日  第 4回 委員会開催、実施計画を審査

平成 7年 12月 15日  第 5回委員会開催、実施計画を審査

平成 8年 3月 27日  第 6回委員会開催、実施計画を審査

平成 8年 7月 2日 第 7回委員会開催、実施計画を審査

平成 8年 8月 6日 第 8回委員会開催、実施計画を承認

(平成 8年 12月 2日 厚 生大臣及び文部大臣に実施計画申請)

平成 9年 5月 20日  第 9回委員会開催:実 施計画変更を審査

平成 10年 4月 28日  第 10回 委員会開催、実施計画変更を承認

(平成 10年 8月 10日  厚 生大臣及び文部大臣の承認)

平成 10年 9月 29日  第 11回 委員会開催、対象患者の適応について承

認 (接種第 1例 目)

平成 10年 12月 10日  書 面審査 (1例 目の患者に対する接種開始を承

認)

平成 11年 3月 15日  書 面審査 (1例 日の患者に対する7un接 種を承認)

平成 11年 4月 5日  第 12回 委員会開催、対象患者の適応について承認

(接種第2例 目)

平成 11年 6月 2日 書 面審査 (2例 日の患者に対する接種開始を承認)

平成 11年 8月 5日  第 13回 委員会開催、対象患者の適応について承認

(旧第3例 日、後に登録除外。)

平成 11年 12月 6日  第 14回 委員会開催、対象患者の適応について承

認 (接種第 3例 目)

平成 11年 7月 15日  書 面審査 (1例 目の患者死亡報告書を承認)

平成 11年 9月 1日 書 面審査 (2例 目の患者に対する追加接種を承認)

平成 11年 9月 17日  書 面審査 (旧3例 日の患者登録除外を承認)

平成 11年 12月 14日  書 面審査 (期間延長を承認)

平成 13年 1月 18日  書 面審査 (期間延長を承認)

平成 12年 1月 19日  書 面審査 (2例 目の患者に対する追加接種を承認)

平成 12年 2月 18日  書 面審査 (3例 目の患者に対する接種開始を承認)

平成 12年 5月 29日  書 面審査 (3例 目の患者に対する追カロ接種を承認)

平成 12年 6月 12日  第 15回 委員会開催、経過報告を受ける。

平成 12年 7月 7日 書 面審査 (3例 目の患者に対する追加接種を承認)

平成 12年 8月 21日  書 面審査 (3例 目の患者に対する追加接種を承認)

平成 12年 9月 14日  第 16回 委員会開催、対象患者の適応について承

認 (接種第4例 日)
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平成 12年 12月 12日  書 面審査 (4例 目の患者に対する機種開始を承

認)

平成 13年 5月 10日  第 17回 委員会開催t対 象患者の適応について承

認 (第5例 目)

平成 13年 6月 27臓  書 面審査 (第5籠 目の豊者登録除外を承認)

平成 14年 2月 5日 書 面審査 (期nLE長 .責 任者変更、第2段階完了範

告書を承勧

平成 15年 3月 24日  書 面審査 (期間延長を承翻

平成15年 12月 18日  書 蘭審査 (3擁 日患者死亡の報告書を承轟)

平成 16年 3月 23日  書 面審査 (期間延長を承認)

平成 17年 3月 14日  書 面審査 (期間延長を承認)

平成18年 3月 20日  書 爾審査 (期間延長を示鑢

平成18年 9月 1日 書 面審査 (責任音変更を承鋤

平成19年 1月 10日  書 蘭審査 (4例 目患者死亡の報告書を承認)

平成20年 2月 4日 書 面審査 (2例目患者死亡の報告書を承認)

審査委員会の長の職名

東京大学畔 研究所附属

ヒトゲノム解析センター長
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研 究 の 区 分 遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究

研 究  の 的 ヒト顆粒球マクロファージヨロニー刺激因子 (以下 hGMSFと 略する)は

124個 のアミノ酸から構成される糖タンパク質であり、骨髄系前駆細胞の増

殖 ・分化を促進する作用を有するため、ヒトに投与すると好中球、好酸球、単

球数を増加させ、それらの機能を活性化する。また他のサイ トカインとも共同

し、赤血球系、血小板系造血も刺激する。
一方 hGMCSFに は、抗原提示細胞、

とくに樹状細胞に作用して、その抗原提示能を増強し、最終的にはCD8+細 胞

障害性T細 胞を介して宿主の抗腫瘍免疫能を増強する作用もあることが報告

されており、最近注目されている。本遺伝子治療臨床研究では、hGM―CSFの こ

の作用に着日し、IV期 腎細胞がん患者に hGMSF遺 伝子導入自己複製能喪失

自家腎細胞がん細胞を皮内接種する。これにより、hGMSF遺 伝子導入自家腎

細胞がん細胞接種局所の反応ならびに全身における毒性と、遺伝子導入に用い

たレトロウイルスペクターの安全性の評価を行う。さらに本治療法の効果につ

いても、評価 l検討する計画をたてた。特に抗腫瘍効果については、臨床的に

― 小効果を検討することはもちろんのこと、さらに免疫学的研究方法を多

く取り入れ、患者体内で誘導される可能性のある抗腫癌免疫反応を詳細に解析

する予定である。これにより将来的に遺伝子治療法を機軸にした、より効果的

な腫瘍免疫療法への足掛かりを得ることを期待している。また患者自家腎細胞

がん細胞の大量培養ならびに遺伝子導入を本附属病院内臨床細胞工学室にて

行うことで、本邦におけるもx vip遺伝子治療の本格的実施に向けての基盤を

作ることも目的の1つ である。

疾象対 患 第 IV期腎細胞がん

実 施 方 法 1)月諄普囃

候補患者に対しては、規定の説明および同意書を用いて本臨床研究についての

説明を少なくとも2回行つた。その段階で患者が本臨床研究への参カロを強く希

望した場合、東大医科研附属病院・遺伝子治療臨床検討会を開催し、患者の病

状が、本臨床研究に参カロする上での適応基準を満たし除外基準を満たさないこ

とについて、臨床的観点より検討した。適応症例である可能性が高いと判断さ

れた場合にのみ、患者からの文書による同意を取得し、最終的に東大医科研附

属病院 。遺伝子治療臨床研究審査委員会において、患者の遺伝子治療臨床研

究への適応判定を行つた。適応と判定された患者に対しては、遺伝子治療臨床

研究第 1段階への参カロが認められた。

2)構 と― 間

当初、患者計5名 に対して遺伝子治療臨床研究第 2段階として、硼CSF遺 伝子

導入放射線照射自家腎癌細胞の作製と1.4x100個 (4x107個xl回、2x10'個x5

回)細 胞の皮内接種を予定した。研究期間は、厚生省ならびに文部省の承認が

得られてから全ての患者への 腫瘍細胞接種が終わるまでの約 2年間を当初予

定したが、実際には約 3年 間を要した。最終的には患者計6名 の側くSF遺伝

子導入自家腎癌細胞を作製し、全例で安全性 (細菌、真菌、マイコプラズマ、

エンドトキシンならびに複製可能レトロウイルスが検出されないこと)が確認

された。その内4名 のGIICSF遺伝子導入腎癌細胞より規定量以上 (〉40ng/106

細胞/24時間)の G― F産生を確認できたため、4名 の患者への皮内接種を

行つた。
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3)臨 床研究計画

第 1段階(遺伝子導入腎細胞がん細胞製造):東 大医科研附属病院遺伝子治療臨

床研究審査委員会において、本遺伝子治療臨床研究の適応症例と判定された

患者に対して、腫蕩側腎臓全摘出を行つた 手術で摘出した腎癌組織を、同

日より東大医科研附属病院臨床細胞工学室内で培養、MFOSレ トロウイルスベ

クターを用いてhGMSFcDNAを 導入 し、さらに大量培養を行った。これらの

遺伝子導入腎癌細胞は、 150グ レイの放射線照射後、凍結 ・保存した。遺伝

子導入腎癌細胞の安全性確認は、米国の専門会社(BioReliance社 (一部英国

支社を利用))に 依頼して行つた。同社にて安全性検査の実施中に、東大医

科研分子療法研究分野に於いて、遺伝子導入自家署癌細胞からのGMCSF産 生

量をELISA法を用いて測定した。

第2段 階(遺伝子導入腎細胞がん細胞接0:上 記の放射線照射 GMSF遺 伝子

導入自家腎癌細胞が得られ、その安全性ならびに釧{SF産 牛量が遺伝子治療

臨床研究適応判定の為の基準を満たすことが確認された段階で、東大医科研

附属病院。遺伝子治療臨床検討会を再度開催し、臨床的な適応について検討

した。接種開始に対する患者の意志に変化がなく、臨床的にも接種可能な状

態と判断された場合、患者より2度 目の文書による同意を取得した。最終的

には東大医科研附属病院。遺伝子治療臨床研究審査委員会において、患者ヘ

の接種開始に関する適応判定がなされた。適応と判定された患者に対しての

み、鋼К領遭伝子導入腎癌細胞を、14日毎、6口にわたり皮内に接種した。
GHSF遺 伝子導入腎癌細胞に残余分があり、患者が追加接種を希望し、患者
への継続接種が医療的に患者に対して有益と判断された場合には、東大医科

.研附属病院遺伝子治療審査委員会の了承を得た後、同様の方法で追加接種を

行つた。接種後は患者に出現する可能性のある急性ならびに慢性毒性に関し

て、血液および尿検査ならびに画像検査等で定期的にモニターすると共に、

抗腫瘍免疫誘導効果ならびに臨床的効果に関しては、免疫学的および病理学

的検査、ならびに画像検査を用いて詳細にモニターを行った。

第3段階(長期観察):接 種後、晩発性の免疫学的反応、抗腫瘍効果や副作用につ

いては、患者の生存期間中は米国がん研究所の一般毒性評価基準に従い定期的に

観察および評価し、もし原疾患の増悪を認めた場合は、医学的に妥当と思われる

補助療法があれば患者の希望に基づいてそれを行つた。

研究結果の概要

及 び 考 察

平成 10年 8月 10日に本遺伝子治療臨床研究実施についての公的承認を得た

後、平成 13年 7月 まで、第Ⅳ 期腎癌患者6症 例において.GM‐CSF遺 伝子導

入自家腎癌細胞の作製を行つた。以下に、遺伝子治療臨床研究第 1段階の対

象となつた6症例に関する略病歴と、GM‐CSF遺 伝子導入自家腎癌細胞作製

結果について記す。

病院よ晶斜 '
平成 10年 6月 より血尿、腰痛を自党し始め、同年 8月に右腎143胞がん、多発

性肺、肝転移と診断された。PS CPrOmance stam)は 0_1であり、同年 9

月 29日 に遺伝子治療臨床研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研

究への適応患者との判断がなされた。同年 10月 5日に右腎臓全摘出を行い、

腎癌細胞培養を開始した。同年 10月 20日 に規定量以上の GM‐CSFを 産生す

るGM‐CSF遺 伝子導入腎癌細胞を得た。同細胞の安全性 (細菌、真苗、マイ

コプラズマ、■ンドトキシン、複製可能レトロウイルスの混入が無いこと)
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が確認され、患者の2回 目の同意が得られたため、遺伝子治療臨床研究審査

委員会の承認を得た後、同年 12月 10日よりGM‐CSF遺 伝子導入自家腎癌細

胞接種を開始した。

2)71歳 、男性 (日 立がんセンタ
ーより紹介)

平成 10年 9月 頃より、右脚のしびれ、右大腿部の疼痛を自覚し始め、同年 12

月に右腎癌、仙骨転移と診断された。疼痛コントロ
ールロ的で平成 H年 2

月 1日 より 2月 22日までに30Gyの 放射線照射を仙骨局所に対して行つた

が改善なく、2月 18日より硬膜外カテーテルならびに経口にてモルヒネの投

与を行い、疼痛をコントロールした。PSは 0‐1であり、同年 4月 5日 に遺伝

子治療臨床研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適応患者

との判断がなされた。同4月 6日 に右腎臓全摘出を行い、腎癌細胞培養を開

始した。同年 4月 19日に規定量以上のGM‐CSFを 産生するGM‐CSF遺 伝子

導入腎癌細胞を得た。同細胞の安全性が確認され、患者の 2回 目の同意が得

られたため、遺伝子治療臨床研究審査委員会の承認を得た後、同年6月 3日

よりGM‐CSF遺 伝子導入自家腎癌細胞接種を開始した。

o48歳 、男性 (独 協大学医学部 。越谷病院より紹介)

平成 11年 4月 頃より咳が出現し次第に増強し、同年6月 に右腎癌、多発性肺
・

胸膜転移と診断された。PSは 0‐1であり、同年 8月 5日 に遺伝子治療臨床研

究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適応患者との判断がな

された。同年 3月 17日 に右腎摘出を行つて腎癌細胞培養を開始し、同年 9

月6日 にGM‐CSF遺 伝子導入腎癌細胞を得た。GM‐CSF遺 伝子導入細胞の安

全性に問題はなかつたものの、同細胞よりの GM‐CSF産 生量が規準を満たさ

なかつた為、本患者は本遺伝子治療臨床研究第 2段階への適応症例ではない

との判断が、同年 9月 17日 に遺伝子治療臨床研究審査委員会によりなされ

た。

4)57歳 、女性 (目 立がんセンターより紹介)

平成 11年 10月頃よりめまいを自覚し始めた。同年 10月 30日 に左腎癌、多

発性肝転移と診断された。PSは 0であり、同年 12月 6日 に遺伝子治療臨床

研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適応患者との判断が

なされた。同年 12月 9日 に左腎摘出後腎癌細胞培養を開始し、同年 12月 27

日に規定量以上のGM‐CSFを 産生するGMCSF遺 伝子導入腎癌細胞を得た。

同細胞の安全性が確認され、患者の2回 目の同意が得られたため、遺伝子治

療臨床研究審査委員会の承認を得た後、同年 2月 22日 よりGMCSF遺 伝子

導入自家腎癌細胞接種を開始した。

950歳 、男性 (目立がんセンタ
ーより紹介)

平成 11年 H月 頃より運動時の呼吸困難を自覚していたが放置、平成 12年 7

月に胸部異常陰影を指摘され、精査にて左腎癌、多発性肺転移と診断された。

PSは 0で あり、同年 9月 14日に遺伝子治療臨床研究審査委員会が開催され、

本遺伝子治療臨床研究への適応患者との判断がなされた。同年 9月 20日 に

左腎摘出後腎癌細胞培養を開始し、同年 10月 25日 に規定量以上のGM‐CSF

を産生する GMCSF遺 伝子導入腎癌細胞を得た。同細胞の安全性が確認さ

れ、患者の2回 目の同意が得られたため、遺伝子治療臨床研究審査委員会の

承認を得た後、同年 12月 13日 よりGMCSF遺 伝子導入自家腎癌細胞接種

を開始した。

o58歳 、男性 (山 梨厚生病院より紹介)

平成 12年 9月 頃より右肩に皮下腫瘤・疼痛が出現し近医を受診したが、抗炎
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症剤のみで経過観察されていた。平成 13年 2月 に疼痛悪化し、精査にて右

腎癌、胸膜、骨、肝臓転移と診断された。PSは 0‐1であり、同年 5月 10日

に遺伝子治療臨床研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究べの適

応患者との判断がなされた。同年 5月 15日に右腎摘出後腎癌細胞培養を開

始し、同年 6月 7日 に GM‐CSF遺 伝子導入腎癌細胞を回収した。GMCSF

遺伝子導入細胞の安全性に問題はなかったものの、同細胞よりの GMCSF

産生量が規準を満たさなかった為、本患者は本遺伝子治療臨床研究第2段階
への適応症例ではないとの判断が、同年 6月 28日に遺伝子治療臨床研究審

査委員会によりなされた。
GMCSF遺 伝子導入自家腎癌細胞を東大医科研病院細胞プロセスセンタ‐に

於いて作製した結果、6症例の中で遺伝子導入細胞より規定量(〉40,g/106細

胞/24時間)以 上のGM―CSF産 生が確認された4症例に対しては、上述の如

く遺伝子治療臨床研究第2段階としてGM‐CSF遺 伝子導入自家腎癌細胞(以

下フクチン細胞と省略)の皮内接種を開始し、以下の様な臨床経過を辿つた。

右腎編胞癌、多発性肺転移t肝議浸潤

平成 10年 12月 10日に4x107個のGMCSF遺 伝子導入細胞 (以下フタチン細

胞と略)の皮内接種を行い、その後 2週 間毎に2X107個 のワクチン細胞の皮

内接種を 5回 、さらに4回 の追加接種を平成 ■年 4月 27日 まで行つたct「
10回、22x108細胞、 この間患者においては、本遺伝子治療臨床研究を進め

る上で問題となるような副作用は認められなかつた。下記のごとく、接種後

よりDTH反 応 (培養自家腎癌細胞の皮内接種に対する遅延性皮膚反応)は

陽性化し、患者末梢血リンパ球解析ならびに病理組織検査結果も、接種によ

り抗腫瘍免疫が誘導されたことを強く示唆する結果であつたご臨床的には、

最大評価病変の右肺門部転移巣の増殖速度がワクチン細胞接種後に鈍化し

たが、「腎細胞がんの治療効果判定基準」による判定ではPD(進旬 であつた。

10回接種後にMRIで 大脳内にl cnl弱の腫瘍が2個発見され、腎癌の脳転移

と診断されたため、それ以降の接種は行われなかつた。同年 5月 10日 に共

同研究施設の筑波大学医学部附属病院に転院し、脳転移腫瘍部分へのγナイ

フ治療を実施した。その後第 9胸 椎転移病巣による腰痛が出現し、放射線照

射を行つたが、下肢対麻痺を来した。患者ならびに家族の強い希望により、

同年 5月 21日 より7月 7日 まで70‐140万単位/日 の低量 L(イ ンターロイ

キン)2の 全身投与を行い、最大評価病変のサイズは lヶ 月後には約 300/0程

度縮小したが、胸水貯留やその他の小転移巣数の増加及びサイズの増大を来

たし、患者は平成 ■年 7月 8日 に腫瘍死された。家族の承諾が得られたた

めに割検を同日に実施した

主要病理解割惨断

腎細胞痛 (右腎原発、右腎摘出後、手術標本組織型 :明細胞癌)GM‐ CSF免

疫遺伝子治療臨床研究後 ・放射線療法後、

剖検時転移巣組織型 :

明細胞癌に加え顆粒細胞癌、紡錘細胞癌の組織型が混在

同上転移 :両肺 (多発性)、肝、膵、十二指腸、左腎、胸膜、横隔膜t縦 隔リ

ンパ節、鎖骨下リンパ節、傍大動脈リンパ節、
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1.左 腎代償性肥大、急性尿細管壊死、

2.胃 。十二指腸出血 (腎細胞癌の十二指腸転移巣による)

3.両 側血性胸水 (本30∞d:右 ωd)

4.慢 性甲状腺炎(30D
5.全 身のうつ血傾向

6.心 マッサ‐ジ術後状態 (肺骨髄塞栓)

病理医コメント

① 腫瘍免疫作動状態につき :多臓器に多数の腎癌転移結節を認めた。主な転

移臓器である肺では、両肺ともにその約 1/2が腫瘍組織に置換されており、最

大の転移巣は右肺の肺円周囲にみられ、その大きさは 70x62mmで あつた。転

移巣の組織型は、原発巣の明細胞癌に加え顆粒細胞癌、
一部紡錘細胞癌に相

当する像も混在していた。大部分の結節で巣状の壊死を観察した。右肺Fl部

には、広範壊死に陥つた結節がみられた。癌組織内へ浸押するリンパ球はい

ずれの転移結節にても多数認めたが、広範漂死を示す結節では壊死巣の周囲

に少数観察する程度であつた。従つて当該肺転移巣の広範壊死部分は必ずし

も腫瘍免疫作動の帰結ではなく、循環障害など他の要因も推定しうる。免疫

染色の結果、肺転移巣内浸潤リンパ球の大部分がCD3tT細 胞であった。踵瘍

組織内、特に小壊死巣近傍では多数のCD84T細 胞を観察した。肝右葉にも転

移結節を認めた。組織学的には肺の転移巣と同様の組織型を示し
一結節では

比較的広範な壊死を伴つていた。この肝転移内にも、CD8+T細 胞を主体とす

るリンパ球浸潤を観察した。腫瘍内におけるCD4●T細 咆は少数であつた。
一

方、転移巣周囲の正常組織にもCD3■T細胞の浸潤を観察したが、肺
。肝臓と

もにその構成はCD4■T細胞が優位であつた。CD20+B細 胞は、腫瘍内
・外と

もに少数であつた。これらの所見から、腫瘍組織内へ選択的に CD8+細 胞障

害性T細胞が誘導されたことが示唆される。

② 遺伝子治療に関する有害事象につき :腎llは急性尿細管壊死を認めたが、

これは死戦期変化と考えられる。血管炎等、今回の遺伝子治療に関連すると

思われる形態学的変化はいずれの臓器にも認められなかつた。多臓器にみら

れた腎細胞癌の転移巣の大部分では、わずかに壊死を認める程度で殆どの癌

細胞が生存していたが、肺と肝に比較的広範囲の壊死を伴う結節を1個ずつ

認めた。これらの細胞では、他の結節に比してCD8陽 性Tリ ンパ球の浸潤が

目立った。ただし、この細胞浸潤は壊死による二次性変化の可能性もあり、

遺伝子治療による真の効果と断定はできない。

③ 死因につき :腫瘍死と思われる

2)(接 種第2症例)71歳 男性、右腎細胞癌、仙骨転移

平成 11年 6月 3日に4x107個めフクチン細胞の皮内接種を行い、その後 2

週間毎に2×107個の皮内接種を計 5回、さらに11回 の追加接種を平成 12

年 2月 3日まで行つた (計17回、37X108細 胞)。この間、患者においては、

本遺伝子治療臨床研究を進める上で問題となるような副作用は認められな

かった。フクチン細胞接種に伴い、タリウムシンチグラフィ
ーにて仙骨転移

腫瘍部分へのタリウム取り込み量の低下を認めたほか、CT検 査でも同部位

の造影効果の減少所見を認め、腫瘍血管増生の減少が示唆されたが、治療効

果の判定は NC(不 変)で あつた。また、ワクチン接種前には増カロしていた

腫瘍マーカーIAP(h面 Йにd acidto protem)が、6回接種以降は正常化した。

12年 5月 11日に順天堂大学病院・整形外科にたいて仙萱転移部分の開
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放生検を実施し、同部分の壊死を病理学的に確認したもなお下記のごとく、

同生検部分への浸潤リンパ球は DTH反 応の際に認めたリンパ球と同―クロ
ーンであることが確認され、細胞障害性 Tリ ンパ球の可能性が示唆された。

患者においては、その後も無治療にて仙骨転移病巣は徐々に縮小傾向にあ

り:他 臓器への新たな転移病巣の出現も認められず、さらには腫瘍マーカー

IAP:macI嗜毬 ュ●ldlc FOte⇒は正常レベルでその後も安定化した。平成 13年

12月迄 PSOの 状態で、経過観察していたが、同年 12月に右大腿骨転移病変

の出現を認めた為、局所放射線照射と低量インターロイキン‐2投 与を開始し

た。その後 PSOで 東京大学医科学研究所附属病院 (東大医科研病院)外 来

にて経過観察した。平成 17年 1月末頃より左腰痛が出現、MRI等 の画像検

査結果から左坐骨/左 寛骨部位への転移と診断し、同年 2月 17日から3月

10日 にかけて同部位に対して 300yの 放射線照射を行つた。同年 12月 には

腰椎olか らLつの転移を認め、同年 12月 7日 から28月 に同部位に30Gyの

放射線照射を追加した。その後は腰痛等の症状は抗炎症剤の投与下にて軽快

し、PSOの 安定した状態で外来通院ができていたが悪性腫瘍に伴う貧血 (H

b9g/dl程度)が 出現した。平成 18年 4月 より再度腰痛が出現したため、同

部位に 30Cけの追加照射を行つた。平成 19年 10月末頃より左頸部腫瘤の出

現を認め、摘出標本病理検査結果から腎がん転移であることが判明し同年 12

月 7日 より局所への照射を計 42Gy行 った。その後、肺ならびに胸膜への腎

がん転移病巣の増大とともに全身状態の悪化を認め、平成 19年 12月 26日

に東大医科研病院に入院された。人院後対症療法を行つたが、転移病巣は急

速に増大し両側胸膜炎の悪化をきたし、平成 20年 1月 19日午前 7時 35分

に死亡された。家族の承諾が得られたために割検を2日 後に実施した (東大

菫稿 臓 開 。

一
腎細胞癌 (右腎原発、摘出後)GM‐ CSF遺 伝子腫瘍免疫活性化療法後、

組織型 :明細胞癌主体、紡錘細胞癌部分も混在する

同上転移 :両肺 (多発性)、両胸膜 (癌性胸膜炎)、横隔膜、胃壁、骨 (両側

大腿骨、仙骨腰椎L4)同 上リンパ節 :左肺門、左頚部

副病理所見

1.左 頚部、両側大腿骨骨頭部放射線照射後状態

2.下 部消化管術後癒着状態、右腎、胆嚢摘出後状態

3.両 肺鬱血水腫 (肺重量 =7506右 68Clg)、胸水 (黄色透明液 左7md:右

1,200mlp

4.陣 臓萎縮 (30gD,副腎琴縮ct4.38,Rt4 59
5.骨 髄低形成骨髄

6.開 頭は許されず

病理医コメント

①   腫 瘍免疫作動状態につき:全身性の広範な転移を認めるが、いずれの

転移巣に於いても強い腫瘍壊死を認める:頚 部リンパ節転移巣は療痕 ・硝子

化するが、当該領域は放射線照射の効果と思われる。非放射腺照射域での臆

瘍組織の免疫組織化学的解析では、壊死領域近傍腫瘍組織内に比較的強いリ

ンパ球浸潤を認め、その殆どが CD3■T細 胞より構成される。 CD201B細 胞

は観察しない。CD4/CD8の 二重染色では、T細 胞の殆どが CD8■T細 胞であ

り、CD4●T細 胞は少数であつた。CD8腱 ‐67の 二重染色では、細胞回転にあ

るCD8‐「T細 胞は少数であつた。これらの 見は、治療開始後の比較的長期生
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存と併せ、意図した抗腫瘍免疫が誘導された評力であると思われる。

② 遺伝子治療に関する有害事象につき :剖検上、遺伝子治療に関連すると思

われる有意な有害事象は同定し得なかつた。

め 徳 翻悌 3症例)57歳 女性、左腎細胞癌、多発性肝転移、多発性肺転移

ならびに対側腎転移

平成 12年 2月 22日 に4x10'個のフクチン細胞の皮内接種を行い、その後 2

週間毎に2X107個 の皮内接種を計 5回、さらに 9回 の追加接種を同年 9月

19日まで行つた (計 15回、32x108細胞)。この間患者においては、本遺伝

子治療臨床研究を進める上で問題となるような副作用は認められなかつた。

肝転移病巣の総腫瘍量の増加速度はOt化したものの次第に増加し、治療効果

の判定は PD(進 行)で あつたしただし、肺ならびに腎臓の小転移病巣のサ

イズには殆ど変化がなかつた。平成 12年 9月 29日に東京大学医科学研究所

附属病院を退院後、順天堂大学附属病院へ転院し、人院観察下L‐2、インタ
ーフェロンaの接種をそれぞれ検討したが、いずれも開始 1週間目より肝機

能異常が出現したため各投与を中止した。肝機能異常は投与中止にて改善し

たため、東大医科研附属病院と順天堂大学附属病院の両外来にて定期的に経

過観察を行らた。その後、肝転移病巣のサイズが徐々に増加したことから、

本人の希望により民間病院にて活性化 Tリ ンパ球療法を受けたが改善を認

めず病勢は次第に進行し、東京大学医科学研究所附属病院に入院し、対症療

法を実施されたが:平成 15年 11月 2日に腫瘍の全身への転移のため死亡さ

れた。家族の承諾が得られたために割検を同日に実施した (東大医科研痛

島
主病理解割診断

腎癌 淡 明細胞癌 GM‐ CSF遺 伝子治療後 (3年 Hヶ 月)

左腎原発 (摘出後) 同 上転移 :肝、右腎、両肺、膵,脳 (放射線照射後)

ソンパ節 (左肺門、右腎門、腹部大動脈周囲)

副病理病変

1.多 発性胃漬瘍+消 化管出血

2.漿 膜炎 (浸出性心外膜炎、胸膜炎、胸水 (左3CXlm l、右 80i l)

3.僧 帽弁閉鎖不全および三尖弁閉鎖不全症、心肥大 r430g、回房室拡大)

4:急 性尿細管壊死初期像

5.[高 カルシウム血症eTH‐rP↑ H― oral hyFcrcalcm血of mal懃回嘔

oompatblcp]

6.[麻 痺性イレウス]

病理医コメント

①   腫 瘍免疫誘導効果につき :腎癌の壊死 ・アポト
ーシスは殆ど検出でき

ない。浸潤リンパ球はCD8 T cell優位であるが、 _meは 発現しておらず、

また Kl‐67で もラベルされない。過去に腫瘍免疫が作動した可能性は否定出来

ないが、死亡時点での“饉ゃりな抗腫瘍免疫の作動は観察しない。

②   副 作用につき :自己免疫性腎炎を示唆する正常腎組織へのリンパ球浸

潤、上皮の破壊像、糸球体の変化等は認めない。GM‐CSF静 脈内投与の副作用

として漿膜炎が惹起されたとの報告があるが←ef:Bl∞d832707‐2714,1994)、本

例で観察された心外膜炎は ① 静脈内投与と遺伝子発現ではその血中GM‐CSF

量に圧倒的な差をもつて後者による発現量が低い点、② 組織像から比較的近

い過去に発生した病変である(数ヶ月以内)ことが示唆され遺伝子療法実施期間

と時間的隔たりがある点、および ③ 当該遺伝子療法を受けたいま
―例

■
―

■
―



例では当該病変は検出されていない :の根拠により本遺伝子療法に関連した変

化ではないと判定する。おそらく心不全に併発した変化であると推定する。

③   死 因につき :消化管出血 (出血源は胃)を 引き金とし循環血量の減少

などの前腎性の影響により尿細管壊死 (腎不全)が カロわりあらかじめ存在した

心不全と合併し複合的要因により死に至ったと思われる。癌性悪液質は背景に

あるが直接死因ではないと思われる。脳転移は放射線照射によく反応してい

る。

④   筋 力低下につき :それを説明する形態的変化は同定し得なかった。電

解質異常に関連した症状と思われる。          .

0   心 につき :弁膜症による心拡大を認める。心不全としては肺鬱血より

は肝鬱血が前景に立つ。

③   腸 閉塞につき :腸閉塞はモルヒネによる麻痺性イレウスの可能性が高
い。器質的閉塞は認めない。

⑦   血 小板減少につき :骨髄での巨核球産生はほぼ正常であった。末梢で
の破壊機序が示唆される。

o C-4症 例)60歳 男性、左腎相飽癌、多発牲肺転移

平成 12年 12月 13日に4x10'個のフクチン細胞の皮内接種を行い、その後 2

週間毎に2X107個の皮内接種を計5回、平成 13年 2月 20日まで行つた (計
6回 、14x108細胞)。この間患者においては、本遺伝子治療臨廉研究を進め

る上で問題となるような副作用は認められなかつた。6回接種後、同年2月

26日に実施したCT検 査において:右前側頭葉皮質に径 lctn弱の腫瘍ならび

に周辺浮腫像を認めた1本 臨床研究の規定に従い、それ以降の追加接種は行

わず、東京大学医学部附属病院放射線科において:同 年 3月 15日に転移性

脳腫務部位へのγナイフ治療を実施した。その後患者ならびに家族の希望に

より、同年 5月 7日より東大医科研附属病院にてL‐2、35‐70万単位/日 の

全身投与を開始した。開始曖約 lヶ月目より肺腫癖量の減少を認めはじめ、

約2ヶ月日には23%の縮小を認め、IL,投 与中止後の同年 10月現在も約33%

の減少状態が維持された。L‐2の投与開始時に一過性に脳浮腫の悪化による

痙攣発作を認めたものの、脳腫瘍・浮腫の縮小化に伴いこれらの症状は全く

認められなくなり、PSO‐1の状態で八院観察中であつたが、平成 14年 1月に

脳腫瘍摘出を東京大学医学部附属病院で行つた。平成 14年夏頃から肺転移

巣の徐々の増大を認め、平成 16年 7月には脳内に新たな転移巣を認めたた

め、同年8月にγナイフ治療を施行した。その後脳には新たな病変の出現は

認められず、しばらくは外来にて低量ILつの接種を継続し、PStl～1の状態

で経過した。平成 18年 4月 に右胸水貯留に伴う呼吸困難のため入院し、胸

腔穿刺、廃液ならびに胸膜癒着術治療を施行した。胸維への多発転移に伴う

痛みのため、放射線治療も要した。肺の多発転移も増加、増大傾向にあり、

高カルシウム血症も繰り返した。呼吸困難に対して在宅酸素療法 (HOT)を

導入し、平成 18年 8月 11日に退院したが、同年 10月より呼吸困難が増悪
|し、10月 22日に再入院した。入院後、呼吸不全、貧血、疼痛及び高カルシ

ウム血症等に対して対症療法を行つたが、呼吸不全は徐々に進行し、平成 18

年 12月 11日午後6時 40分 に死亡された。家族の承諾が得られたために剖

検を翌日に実施した (東大医科研病院)

舗 器 割晰

腎原発、明細胞癌)術 後およ 伝子治療 (GM‐CSF導 入ワクチ
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ン細胞6回接種、L‐2投与)後 6年、同上浸潤転移 :

両肺多発性転移巣形成、右肺下葉より連続性に横隔膜および肝への浸潤巣形

成、下大静脈内浸潤を伴う、肝右葉下面から右副腎を巻き込み腹部大動脈周

囲浸潤と進展する浸潤転移巣形成、右前頭葉転移、術後、放射線療法後 (腫

瘍残存認めず)

主要副病理所見

1高 度うつ血肝・肝内胆汁鬱滞 (1,350g下大静脈浸潤および肝外胆管圧迫によ

る)

2膵 腫 (720g慢性うつ血膊 [膊機能売進症1)
3右 胸膜癒着術術後

4急 性尿細管壊死

.5慢 性膵炎

6腹 水 (黄色透明液 ;2,600ml)

痛理医コメント

① 汎血球減少症につき :骨髄は軽度過形成で3系統細胞に形態的異常を認めな

い。膵臓の形態所見と併せ膊機能充進症による汎血球減少症と思われる。その

背景要因としては腫瘍の下大静脈浸潤による慢性うつ血が示唆される。

② 腫瘍免疫誘導効果につき:剖検時の腫瘍組織は治療前に採取された手術標本

に比し有意に増加する細胞死 (TtlNEL標識アポトニシス細胞)お よびその体

積の500/o以上の広範な壊死を認めた。

③ 腫瘍内浸潤リンパ球の免疫組織化学的解析につき:割検時の腫療組織と手術

標本との比較において。浸潤CD3‐「T細胞数
・CD4/CD8細 胞比・n67標 識 CD8‐FT

細胞数 (C■ の指標)。CD25●llI胞数fFegulatory T細胞の指標)の諸パラメリ
ーにて

有意な差は検出し得なかった。

④ 有害事象の有無につき:病理解剖検索において本遺伝子治療により惹起され

たと思われる有害事象は認めなかった。

⑤ 死因につき:腫瘍死と思われる。

B.有 害事象

すべての患者で GMICSF遺 伝子導入自家腎癌細胞接種皮膚部分に発赤、腫脹、

硬結ならびに掻痒感を認めた。これらの皮膚所見は約 2週 後には軽度の硬結

を残すのみで、無処置にても自然に軽快した。接種第4症 例に於いては、第

6回 目の接種約 48時 間後に同部位に水疱形成を認めたが,、消毒と皮膚部分

の保護により数日で軽快し、2週後には軽度の硬結を残すのみの状態に改善

した。全身性の副作用として、37度台の発熱 (第1度副作用)を 接種第 1症

例で第 7‐9回の接種時に、接種第 2症例で第 1‐4回 の接種時に認めたが、い

ずれも無処置にて48時 間以内に解熱した。接種第 2症例では、第 12回の接

種後、一過性にイレウス症状を来したが、2日 間の絶食にて軽快した。本件

は腎摘出術に伴う腹膜癒着に出来する機械的イレウスによるものと診断し

た。なお本症状が治癒した後さらに5回の追カロ接種を実施したが、同症状の

再発は認められなかった事実からも、本事象はアクチン接種との関連性はな

いものと判断した。その他、血液 ・生化学検査、尿検査等の
一般臨床検査結

果からは、フクチン接種との関連性が示唆される異常所見は認められなかつ

た。また、接種後に定期的に行われた患者末梢血中の複製可能レトロウイル

ス検査結果から、患者末梢血中にはワクチン接種直後を含め複製可能レトロ

ウイルスは検出されなかつた
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その後の長期的観察結果からも、本ワクチン接種は安全に実施されたものと

判断された。

(1)血 液 ・生化学検査等結果 :

ワクチン細胞接種後に末梢血中の好酸球の増カロが観察された。各例において

はそのピークがGM―CSF遺 伝子導入腎癌細胞接種後 48 9̈6時 間後であつた。

その他腎機能、肝機能などへのワクチン細胞接種の影響は全く認められなか

った.ま た、各種自己抗体の新たな出現も認められなかつた。

(2)DTH(遅 延性皮膚反応)検 査結果 :

DTH反 応は、いずれの患者においてもワクチン細胞接種後より陽性傾 結サ

イズが lomxlm以 上を陽性と定義)となつた。接種第 1-4症 例とも、第 3回

目もしくは第6回 目のワクチン機種後に培養自家腎癌細胞接種部位は腸性

となり、その中でも接種第 1症例における反応が最も頭著であつた。各患者

とも、ワクチン接種回数が多い場合に、培養自家正常腎細胞接種部位も陽性

となつたが、その反応の程度は、接種第4症例を除いては腎癌細胞接種部位

と比較した場合には減弱していた。

(3)病 輔 査 :

ワクチン細胞接種部位 :各患者間での相違はあるものの、第 3回 接種

後までにはCD4陽 性細胞優位のT細 胞浸潤と脱顆粒を伴う好酸球浸

潤を認めた。接種第 3症例では好酸球浸潤は少なかったが、単核球浸

潤の程度は最も顕著であつた。その後の細胞浸潤は、接種第 撃 症例

では減少し、接種第 2,3症例では増カロした。皮内 Sl∞ 陽性樹状細胞

は特に接種第 14症 例で明らかに認められたが、接種第 2,3症例では

明らかではなかつた。浸潤細胞の HLA‐DR発 現は当初は低レベルで

あつたが30日 目には各患者で著明に増カロしていた。

DTH反 応部位 :DTH接 種部位の浸潤細胞としては、CD4陽 性細胞が

CD8陽 性細胞よりも優位であり、さらには CD68陽 性マクロファー

ジの浸潤も顕著であつた。好酸球浸潤も全例で認められたが、その程

度は様々であつた。浸潤細胞数は腎癌細胞接種部位で優位に多かつた

が、浸潤細胞の種類と比率は腎癌細胞機種部位とコントロール腎細胞

接種部位との間に明らかな差は認められなかった。

腫瘍部位 :接種第 1症例においては、原発巣 (手術摘出腎癌)、フクチ

ン細胞 10回接種終了後に出現した皮膚転移病巣の生検標本、死亡後

に割検が許可されたことから、IL‐2使用後の転移腫務部分標本につい

ての病理学的解析が可能であつた。この結果、原発腎癌病巣ではCD4

陽性細胞の浸潤が主体であった。皮膚転移病巣ではCD8陽 性 T細 胞

の浸潤を優位に認め、特にアポトーシスを起こしている部分の周辺に

はCD68陽 性マクロファージの浸潤も著明に認めた。なお好酸球の浸

潤は、DTH部 位とは異なり明らかではなかった。

接種第 2症例においては、ワクチン細胞 17回接種終了後3ヶ月後に

仙骨転移病巣め生検を行つた。採取できた同部分の組織は全て壊死

に陥つており、CD8陽 性 T細胞の浸潤を顕著に認めた。

(4)T細 胞レパートリー検査 :

患者末梢血リンパ球のTCRV β CDR3配 列を検討した結果、接種第1

症例の末梢血、D]田部位、皮膚浸潤部位ならびに肺転移縮小部分に、共通な
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オリゴクローン性Tリ ンパ球の浸潤・増生が認められた。接種第 2症例でも、

末梢血中にオリゴクローン性のTリ ンパ球増生を認め、これらの
一部は仙骨

部腫瘍生検部分にも優位に認められた。接種第 3症例でも、接種後に末梢血

中にオリゴクローン性のTリ ンパ球増殖を認め、これらのクロ
ーンは皮内反

応部分ならびに術中の肝生検部分にも認められた。接種第4症 例では、明ら

かなTリ ンパ球クローンの出現は検出されなかつた。

(5)T細 胞機能検査

全4例の患者末梢血リンパ球のCD3抗 体もしくはIL‐2への反応性がワ

クチン接種後に増カロし、自家腎癌細胞障害cTL)活性の出現も認めた。特に接

種第2,3症 例では、培養自家腎癌細胞へのC■ 活性を持つリンパ球が末帯血

中に長期間存在することが確認された。接種第4症例でも、弱いながらもCTL

活性はワタチン接種期間中増加傾向を認め、IL‐2投与後もこの活性は維持され

た。接種第1症例では、ClL活 性は腫癌増大に従つて低下すぅ傾向を認めた。

IL考 察

本遺伝子治療臨床研究を終了するにあたり、これまでに得られた結果をもと

に、本臨床研究に関して以下の重要な3点を結論としてあげた。

(1) レ トロウイルスベクターを用ぃて、臨床研究用のスケ
ールで患者接種

において短期的ならびに長期的安全性に問題のない GMCW遺 伝子導入自

家腎癌細胞ワクチンを作製することが出来た。しかし、規定以上のGMCSF

産生量を本ウイルスベクター導入によつて確保することは必ずしも容易で

はなく、その作製には長い時間と高い費用を要した。今後は、より簡便かつ

安定した遺伝子導入細胞の作製法を導入 。開発する必要がある。

(2) GMCSF遺 伝子導入自家腎癌細れワクチンの接種により、L輛 bで の

検査結果では患者への抗腫瘍特異的免疫誘導効果は検出されたものの、臨床

効果としては腫瘍細胞量の多い患者への本療法のみでの腫瘍縮小効果には

限界があることが示唆された。今後は腫瘍量が少なく、再燃までの期間が短

いことが予想される腫瘍をもつ患者への使用や、手術後アジュバントとして

の使用を臨床研究として考慮すべきであると考えられた。

(3) 本 臨床研究に参カロした4名 の患者さんにおいては、第 1回 目のフクチ

ン接種後から、各々1lヶ 月、8年 7ヶ月、3年 9ヶ 月ならびに6年 間生存

されている。特に、2患 者が6年以上生存されたことは、腫瘍縮小効果自体

は明らかでないものの、第 Ⅳ 期腎癌患者の5年 生存率が通常 10%程 度で

あることを考慮に入れると、本ワクチン接種が腫瘍増殖速度を遅延化させ生

存期間延長に大きく寄与した可能性はあり、この観点からも今後oで 記載し

た様な方法を検討していく必要があると考えられた。さらに、免疫遺伝子治

療臨床研究の臨床効果の評価項目としては、他の免疫療法と同様に、従来の

抗癌剤などに対する効果判定基準以外に、再燃までの期間延長効果や生存期

.間 などの特別な評価基準を設ける必要があるものと考えられた。

Ⅳ今後の方針

上記のように、本遺伝子治療臨床研究は安全に実施され、科学的に評価可能

な抗腫瘍免疫反応が患者体内に誘導されたことを確認できた。但し、上述のご

とくGM‐C駆 遺伝子導入自家腎癌細胞ワクチンの作製は必ずしも容易ではな

く、当初準備されたレトロウイルスベクタ
ーを全て使用し、6例の患者の

GM‐CSF遺 伝子導入自家腎癌フクチン を試み、4例 で GM‐CSF
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量が基準を満たした。今回の我々の臨床研究結果をふまえ、現在センダイウイ

ルスベクターを用いたGM‐CSF遺 伝子導入同種腫瘍細胞を用いた新規樹状細

胞療法等の新たな方法を準備中である。この方法を用いる利点としては以下の

4点 が挙げられる。すなわち、1)接 種局所で高 GMCSF濃 度を確実に得られ

る、2)セ ンダイウイルスベクターによるGMCSF遺 伝子導入を行うため、レ

トロウイルスベクターを用いてex宙vclでの遺伝子導入を行うことに伴う費用

と時間が大きく節約できる、3)レ トロウイルスベクターを用いる場合に比較

し、安全性が高いと考えられる、4)樹 状細胞療法を併用するため、抗臆瘍免

疫誘導能が高いと考えられる。

無論、マウスを用いた前臨床動物実験では確認されてきているものの、本遺

伝子治療臨床研究で検出できた様な抗腫瘍免疫が患者体内に安全に誘導でき

るか否力■こ関しては未知数であることから、新しい免疫遺伝子治療臨床研究を

第 I‐Ⅱ相研究として行つていく必要がある。但し、理論的に本方法は全ての種

類の腫療患者に対しても用い得る汎用性の高い方法である為、本方法を用いた

臨床研究に早期に移行し、その療法の可能性を検討していくことが、現段階で

の妥当な選択であると考えられる。

研究成果の公表状況 (関連研究結果の公表状況)

第1回外科遺伝子治療研究会、平成11年 3月 25日 (福岡)、谷 憲 三

盟  「腎癌の遺伝子治療」

第25回 日本医学会総会、ランチョンセミナー、平成 11年 4月 3日 (東

京)谷  憲 三朗 「悪性腫瘍に対する遺伝子治療の現状」

谷 憲 三朗‐他 「腎がんに対する免疫遺伝子治療」第87回 日本泌尿器科学

会総会、シンポジウム4.平 成11年 4月 14日 (大田

The」apan society of Gene Therapy,5thnual Meoting、平成 11年 6

月 1 9 日  (Jに属貰)  K.Tani et al.  “Clinical Studios of lmmunogene

Therapr USing GVAX Autologous GMISF Transduced TtL■ Or Vaccines for

Stage IV Renal Coll Cancer.

日本ヒト細胞学会、シンポジウムI.平 成 11年 8月 26日 (鹿児島)

谷 憲 三朗他 「腎癌に対する免疫遺伝子治療 :実施までの経緯と蜀状響
告」

日本がん治療学会、特別ワークショップ、平成 11年 10月 14日 (岐阜)

谷 憲 三朗他、「腎癌に対する遺伝子治療J

日本遺伝子診療学会主催、市民向けフォーラム、遺伝子診断と治療の今一

21世 紀の主役になれるか?―、谷 憲 三朗、遺伝子治療 :現実化への道

のり、平成 11年 11月 6日 (東京)
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厚生労働 省発医政第 0218005号

平  成 21年 2月 18日

厚生科学審議会会長

垣 添   忠  生

厚生労働大臣 舛 添 要

諮 問 書

下記のヒト幹細胞臨床研究実施計画について、その医療上の有用性及び倫理

性に関し、厚生労働省設置法 (平成 11年 法律第 97号 )第 8条 第 1項イ及び

ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針 (平成 18年 厚生労働省告示第 42

5号 )の 規定に基づき、貴会の意見を求めます。

記

1.平 成 20年 12月 12日 に京都府立医科大学長から提出された 「重症慢性

虚血性心不全に対するヒト心臓幹細胞と幹細胞増幅因子 bFGFのハイプリッド自

家移植療法の検討」計画

2.平 成 20年 12月 18日 に財団法人先端医療振興財団先端医療センタ
ー病

院長から―提出された 「難治性骨折 (偽1関節)患 者を対象とした自家末梢血 CD34

陽性細胞移植による骨 ・血管再生療法に関する第 1・II相試験」計画

3.平 成20年 12月 25日 に大阪大学医学部附属病院長から提出された 「重

症心筋症に対する自己由来細胞シート移植による新たな治療法の開発」計画

4.平 成20年 12月 25日 に松本歯科大学長から提出された Fヒト培養自己

骨髄間薬系細胞移植による顎骨増生法の確立」計画

′
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厚 科 審

平成 21年

第  1号

2月 :8日

科学技術部会部会長

永 井   良  三

厚生科学審障会会長

垣 添   忠

ヒ ト幹細胞臨床研究実施計画について (付議)

標颯について、平成 21年 2月 10日付け厚生労働省発医政諄0218005号

をもって厚生労働大臣より酪間があつたので、厚生科学審議会運営規程第 3

条の規定に基づき、貴部会において審議方願いたい。

殿

P2



ヒト幹細胞臨床研究実施計画申請書

平成20年12月12H

厚生労働大臣 殿

研

究

機

関

所在地 京都市上京区河原町通広小路上る梶井町465

(郵便番号602-8566)

名称 京都府立医科大学

075・261‐6208(電話番号),

075‐211‐7093Cax番号)

『■
｀
:'1‐̀'窮買静

研究機関の長

役職名 ・氏名

京都府立医科大学

学長 山 岸 久

下記のヒト幹細胞臨床研究について、別添の通り実施計画書に対する意見を求めます。

―~1
部

ヒト幹細胞臨床研究の誤題名 研究責任者の所属 ・職 。氏名

重症慢性虚血性心不全に対するヒト

心臓幹細胞と幹細胞増幅因子bFGF

のハイプリッド自家移植療法の検討

京都府立医科大学医学部医学研究科

循環器内科 ・教授

松原 弘 明



ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要

研究課題名     |
重症慢性虚血性心不全に対するヒト心臓幹細胞と幹細 |

胞増幅因子 bFGFのハイプリッド自家移植療法の検討  |

申請年月日 平成 20年 12月 12日               :

:犀貫11__:
1実施施設 :京都府立医科大学

研究責任者 :松原 弘 明

警墾_1___■|重症慢性虚血性心不全
ヒト幹細胞の種類 ヒト自家 (心臓組織由来)心 臓幹細胞

実施期間及び

対象症例数

登録期間 2年 (試験期間は登録開始～最終症例の移植後

1年まで)、 6症 例

治療研究の概要

カテーテルにより、心臓内壁より心筋組織を約 15～20mgl

』I「ltレリ:サI:11場:i:fl瞥:彗言]::i:‖こ憲感輩蠣で1ン|
臓注入すると共に、線維芽細胞増殖因子 (bFGF)を含む :
プタ皮膚由来ゼラチンシートで注入箇所を被覆する。  |

(外国での状況他の

＞

そ

等

骨髄又は末梢血から採取した単核球もしくは内皮前駆細 |

胞を経冠動脈的に投与する方法、大腿部骨格筋より分離
|

した骨格筋芽細胞を直接心筋に注入、あるいはシート状 |

にして移植する方法等による臨床研究の報告例がある。 |
ヒト心臓前駆細胞を用いた研究については、マウスモデ |
ルによる研究が2007年に報告されているが、臨床研究の|
報告は今のところない。               |

新規性について る点、bFGFを含有したシー 卜を用いる点などで新規性を

本研究は幹細胞 (心臓組織由来心臓幹細胞)を 用いてい

有している。



ヒ ト 幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書

上京区河原町通広小路上る儡井町405

てしても●機鮨の改善が見込まれず、心自
お、彙治性心不全を組リニす致死事の高い
:における●●●機の実贈は,そのドナー不
菫0す るには充分であるとは言えず、心筋1
`薔である。本饉床試験の目的は、LVEF 15,

:織憲鮮臓帥
社会仁帰が可由となり,疾病に着嗜 ロ
)て高い さらに,本臨床研究0080織 !
るものと考えられた場合は、
由 峰 n■ `饉 .着 島 社 力 綸 |

ル試験を計日している

の代書先進治療で榛 お、難治性●不全を繰り返す数死

上げているとは言い難い。
痢翔分類等lt確立されている疾患であることより、

1 / ぽ



ヒ ト 幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書

)年  齢  :症 例登録時において年齢20●以上80'以下
)と心機能 :前 項3-2-1のLVEFにて1馴以上、36“以下

;麗諄 :3難鍵b「竃諄品m_IvE

るパイバス籠0饉 住は間わない

に数存在する場合は、橿書颯域の大きい方を綱由

てヽ文書による餞畷がなされ、文書同意の得られた者

翻 L●3tem●●lL CSC)」

X10・●卿 調 整、朦=す る。
培養自家lb■囀口由を障害心

.bFG疇 放シー晴 目椰位に着付する。自拿心鵬
饉床‖験プロトコル「8試 験計日と移檀スケジュー

2/FlL「 ジ



ヒ ト幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書

「●ルプロトコル『134中口静輌」「15■ニタリング」.馴澤「
告・対慮マニュアルJを,鷹

るヽ。題床賦験プロトコル『2宙景と颯仙を'日。ゼラチンハイドロゲルシート
てヽ|も腱『ゼラチンハイドログルシート概要書『̀口験医療材

一」睛暉『極

訛柵 講 綿事事g貫榊 灘
る。

トコル『0シエーマJ轡"熙 。計日の辞細はプロトコル「囀 計目」

実施については、日験'加 の日■とは罰に:

1ヽ文書にて同意を取得する.プロトコル『15.3 (インフォームド・コン
卜)J静 1日.

1研究に関する釉針」で規定されている肉春に奉じて鮨行する.
1床試験プロトコル「16.1連守すべき鵬燿■l」「102鮮 明文書:同意書の作成と改lT」
「10』説明と同意(インフオームド・コンセント)」を'熙 説明・目彗文書を,日

ンフお ムド・コンセントを与えることが目難な者を篠験者等とする臨床研究の場合

て■大な事態が

.研究責任者に対LEnの 中止その
ヽ
.

;、所属する研究機関の倫理審=彙 員会書の意見を聰く前に、所属す
は研究責任者に対し,日摯の中止その他の暫定的な構量を請じるよ

することができる。

3/『
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ヒ ト 幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書

大きな影響を与え

躙 隻犠翻 露露
関の倫理審査委員会等着しくは厚
`責任者に対して改善、●00中 止、

その他の必要な構量を諸じるよう指示するものとする。なお、勝■する研
理審壺曇員会年から本試験を中止するべきである彗の意見を述べられた

:きは,その中止を指示しなけれはならない。
≧●鮮な賓警■■のうち,勲早=全性諄輌彙員会にてホ臨床風験の経僣に大きな影

:賦麟プロトコル「0-l→ ■大な事書」を'熙 。また、臨床情●・綱出は試験終了
疇床"験 の機構籠告書を庫生労働大臣に提出してから10年間保存する。

了後の追跡口■の

言異』響ヨ     籍 菖壷嶽 媚鵬踊識諄督聴

,コードシステム●)と台颯を用いて行う
10.■個人情颯のIEJ静 照プロトコル「815.移植籠曲(CSc

ても、多くの新彙性が見いだせる 以下に本研究の新■性にういて男挙
する.
:)r40幹 錮凛権 ある(心麟絆颯地)熙 避翼聾饉躍圏圏抽_4Lすることでコ嶋欄職離に
定できる
菫視下に綱腱移薔操作を行うことで、治彙有効領崚への確実な移積が可籠にでき

bFGF像放シート移■の併用に」lり、心■辟颯脚の生着率を向上、l●筋再生を飛暉
〈新規の絆籠由移檀出 再生工学のハイプリット・30凛)
E■小限の有効●鹿数の移植により、移颯餞籠繊障害の軽=を 目ることが可能
、かつ体外口虫増颯にかかる期国の短縮は必喜と勧 ると卜血清量の鮨減(0
1の低減)および子情壽機期間の短縮を目ることができ駅有効錮曲数の規定)
つて、本研究はヒト幹颯山銅 いた臨床研究として,多くの新燿性が日められる

4/rη
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ヒ ト幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書

備考1各 用紙の大ききは、日本工彙規格A4とすること。

備考2本 様式申に書ききれない場合は、適=刷経を使用し、本株式に「刷紙0多熙JとE載すること。

澤付書類(添付した書類にチエッ舛 入れること)

日 研究者の略壼及び研究黎績

□ 研究機関の薔準に合致した研究機関の施設の状況

□ 臨床研究に用いるヒト幹細飽の品費等に目する研究成果

口 岡機のヒト幹細鹿臨床研究に関する内外の研究状況

□ 臨床研究の糧要をできる限り平島な用語を用いて配載した要旨       ・

ロ インフォームド・コンセントにおける説明文書及び同意文書様式

□ その他(資料内害:自己心麟瞬中腱に関する糧要書、bFOF會有ゼラチンハイドロゲルシートに関する概要書)

□ その他(資料内害:‖験実施計目書(プロトコル)                 )

□ その他(資料内害:風験異施計日書(プロトコル)臨 床哺 風験 試験計目

● その他[資料内害:菫歯な有響事象発生時の機告と対応マニュアル(プロトコルAPENDIXl)

5 / ぽ



説明用の図

①血渭の採取:手術の約5い8担前に行います。

付録1



ヒト幹細胞臨床研究実施計画申請書

平成 20年  12 月  18 日

厚生労働大臣殿

下記のヒト幹細胞臨床研究について,別添のとおり実施計画書に対する意見を求めます。

研
究
機
関

所  在   地 神戸市中央区港島南町 2‐2 (郵便番号 65m∞ 47)

名 称
財団法人先端医療振興財団

先端医療センター病院

078‐I16.1700(電話番号)

078‐306‐1708(FAX番 号)

研究機関の長

役職名 ・氏名
病院長

ヒト幹細胞臨床研究の課題名 研究責任者の所属 ・職 ・氏名

難治性骨折 (偽関節)患 者を対象とした自

家末梢血CD34陽 性細胞移植による骨・血

管再生療法に関する第1・Ⅱ相試験

整形外科 ・非常勤嘱託医師 (兼 神戸大学

医学部附属病院整形外科 講師)。

細良祐(麗)

Pll



ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要

研究課題名

難治性骨折 (偽関節)患者を対象とした自家末梢血 CD34

陽性細胞移植による骨 。血管再生療法に関する第 I・H

相試験

申請年月日 平成 20年 12月 18日

実施施設及び

研究責任者

実施施設 :先端医療振興財団 先 端医療センター病院

研究責任者 :黒田 良 祐

対象疾患 卜1彎 .麟聖
ヒト幹細胞の種類 自家末梢血 CD34陽性細胞

実施期間及び

対象症例数

3年間

目標症例数 17例

治療研究の概要

5日間の C CSF投与により動員した、末梢血中のCD34陽 |

性細胞を採取分離し、偽関節となった下肢骨折部の手術 |

他の

＞

そ

等

(外国での状況

|

骨再生については、これまで間葉系幹細胞を用いた臨床 |

研究が主に行われ、報告されている。
一方 CD34陽性細胞

については、国内外の複数のグル
ープにより,G―CSFで 到

員された末梢血単核球からCD34陽性細胞を単離・純化 し,I

慢性重症下肢虚血患者に対して投与する臨床研究はすで |

に報告されている。                 |

新規性について 魔電詈F:弊魔砥曇貫意言孝:属凛鼻舅薫勇:T:(ξ歯
|三二重根性三=1,i

P12



難治性骨折(偽開節鴻轟緒六臨たした自家末梢血CD34隔 性細胞移植による骨・

血管再生療法に関ける第1・コ相試験

詳細については,月1紙1「研究者の氏名,耐 ,硼壼(爛H解芋蝙Dl期 日,田昧

.ヽ研究において果た=

臨床研究の目的・意義

本臨床研究の目的は,既存治壼に抵抗性をF引 崚治控骨折(1‖躙静轟嗜を対象

に,自家末梢血cD34-lこ よる骨・血管再生饉議の安全性及び臨床効

… る点にある。

本臨床研究の意義は,治農:凱 ,かつ 00Lを 礼 く低世 る難治性骨折

0暇腋b)に対する― する点にある。

凛 までの研究から,治劇… Lを嶽′く低報 る難治性・n・I(偽関節)

に対する新たな治療法として,自家末梢血CD34闘性細胞移植の有用性が織

れたため.

- 0岬

以下に赫 の抜鮭 示す。辞細については,別紙 7「8朗籠層樹‖画書Jを参

照きれたい。

中
。 大 田骨,詢日鯉 骨骨折患者
・ 一 年齢が20歳リト70-・ ,本人から劇H球 る同意が得

られている縮

【R,“1日U3Ц自】
= ul― の患者
' 何 らかの中枢神経障害による下肢運動麻痺雌 ,膏髄損傷による下肢麻

痺れいを合併する患者
・ 憩 性腫瘍を合併する,又は5年以内の職 有する患者
・ 末 期腎不全のために維持透析中の患者
・ 肝 硬変の患者
・ 白 血球4∞И直未満歯日まlo000/PL燿躙読る慮者
i nrl」反lo R■ヽ 未満の患者

別 紙

ヒ ト 幹 細 胞 饉 床 研 究 実 施 計 画 書

P13



別 紙

ヘモグロビン8yd_未 満の患者

バ蘊α万"1100U/L以 上またはALTCCml∞ ■1/L班卜の意者

Sヽ … 感染症を合併する患者

コントロールー 合併する患者

曖 ― こ参加中の患者

妊鶏 授馳胤 妊協している… ある又:お自劇潮終了時までに― 計

画している女性艤者,あるい|力{―け 二の鐵 希菫する男性息者

臨床研究に用いるヒト幹制胞

糠 自枷 CD34-

採取,調整,― は投与

の方法

鮮細については,別紙7『馘腋実施計回書J捧 腱 れたい。

動 こついてa怖

使用する医薬品は,薬事承認に基づく鳳法用量である。さらに,使用する医療用

品は,異なる用途であるtOの 広く使用されている。また,使用する034-

胞分榊倒剛議 れた閣倒回臨とnt雛 』贈明略費ぁり,担鮭 して使用する

卿 コ→ ゲルa-0屁 和咋謀を CPCに て楠 ため,コン緊串‐

シエイ所研目出が極めて低い。

臨床研究の実施が可能であると

判断した理由

下肢菫自由山麟割F対する日家末梢血cD34… … 用

性が相贈されており,さらに超由鶉畑司譴 でヽ贈治性骨折モデめ ′卜に対するヒ

ト末精血CD341-0有 効性が鴨圏できたため。

臨床研究の実描計画

従来の保書的治籠に括航腫を… 骨折意1書を対魚に,自― n cD34

陽鮨細脚目自翡 骨・mm― 安全L-2-る 。

日― ― ¨ い て17例t― mm間 は豊

… 1年間ど"説 試隷予定期間はmo9年 3月～2012年 3月 くう

ち,― は209年 3月～2011年 2月)とする。

― l=OH6イ ンフォ‐ムド・コンセント

鶴

研究責任目師及び分担曰師は,被験者が本臓床詞関こ参加げる前に,被膜者に

対し嘲剛ル届幅賊■庵用いてf91こ口頭に辞しく肌 ,本田床試験の参加に

ついて自由意思による同宙を被臓者から文書により欄5。さらに,日意を得る前

に被験者が賞間をする機会と,本臨床試験に参加するか否かを判断するのに十

分な時間を与える。その際=研究責任医師及び分担鰤 ,又!ま補足説明者として

の研究協力者は,全ての■簡に対しで劇険者鵬満足するように答える。

同意文書には,説い た研究責任目颯 分担Emaび 被触店が各自日付を

記入し,露名捺印又は署名する。その同意文書は欄礫着へ交付し実施医療機関

でまその乳 等をカルテ:魏 て禦曹する。なお,本宙球麒躍編力者が補足的

:… た場合には1協満 酪 捺印又は層名し=日付を記入する。

撤■罐"Ч哺鵬嬌鵡自こ●加している間に,説用・同意文■椰り劇された場合は,

研究責任医師及び分担医師は,その都度当麟情報A・ ●かに被餞者に伝え,本

田床試験に参加するか否かについて脚瞼者の意思日略露するとともに,改割され

た説明・同意文書を用いて改めて説現し,本臨困国陶け鶴回閥脚こついて議

から自由意馴こよる同意を文書により得る。

本田床風触参加中の被験者が同意の級 申し出た場合,研究責任医師及び分

担医師,ならびに被触者はその旨を記載した文書(同意輛嘔は■0に各自日付を

TRし ,“ 捺印又は層名する。その同意撤回文日ま樹険者へ交付し,実施医療

機関ではそは 犠 カルテに乱 て保管する。
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別 紙

呻

同意餞朗文書には以下項目に係る内容が含まれる。

1. 臨 床試脚こついて

2  m-0必 要性

a ホ 臨鵬調験の目的

4 本 臨-0方 法

ユ 試 験への予定参加人数

6、 予想される効漂西副作用

■  引馘つ縦

a 個 人情報の保護

Q ¨ 及び終了後の試料及び資料等の取扱い方鉗こついて

lQ 臨 鶴試験の費用

11.― 興 た場合

12.嚇 加の意思に際 執 る情田0伝 達

13.プ ロトコル淘自の中止について

14 自 由意志による参加 こついて

1' 同 薇の撤回について     :

la 試 験期間中の通守事項

17.-40取 り1熟ヽ

18,蹴 帥 犠

19.… の開示について

m -40開 示について

21. 轟 ・― ロ

助 賦インフォ=ム ド●ンセン蹴■曖ること舶困難なものを被麟嗜冑睦す6-0場 合

研究が必要不可欠である

理由

歓当せず

fmO撻 中方針 該当せず

時 に対して重大な■曜動(

生じた場合の対処方法

②

¨ 婦

研究責任者は,机 た事彙又は情報について菫大な事態であるかどうか

を判断する。研究責任者は■六な事態叫 た事象又は情報について,医

療機関の長にれ て速やかに報告する。また,EmEIの 長の指示を受け

る前に,必日 こ応じ,― mO中 止その他の管… 麟にる。

― 関の長の責務

研究責任者から重大な事麟 特 れた場合には,原因の分晰を含む対処

力針につき,速やかに時 員… を嚇 ,研究費瞥者にれ ,

中止その他の必要な構■を講じるよう指示する.なお,必要に応じ,倫理審

査委員会等の意見を区 前に,動 の長は=研究責任者に札 ,中止そ

の他の暫定的ない るよう,指示する。

倫理審査委員会等の意見を受け,その原因を分れ ,研究責任者に中止そ

の他の必要な措置の指示を与えた上で,厚生労働大臣に速やかに報告す

る。

医療機関の長は,倫理審査委員会等若しくは厚生労働大臣の意見を受け,

又は必要に応じ,研究責任者に「lLて改善 中止,調査の実施そ●LO必 要

な措置を請じるよう指示する。なお,倫理審査委員会等から当臨 ―

中止するべきである旨の意見を述べられたときは,その中止を指示する。
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臨床研究終了後の追跡調査の

方法

本臨床国験終了から1年間は定期的に診療を行い,プロトコル治僚の安全性及び

繊 に係る1瞬密り174jる。

本臨床試験期間中に副作用が発現した喘色 その治薇費を負担する。

なお,金鶴での補償は行わない。

研究責任医師及び分担医師は,症例登録票及― 当餞医療機関外

に提供する翻こは,連結可能匿名化をわ ために新たに麟 出口J壼―陸 付

し,それを用いる。

E― 外の者が,― 特護 る情報(氏名・住所・電覇語号など脚 載

Lメ4,い.

7~‐ センターが国廣出関へ照会する目の被触者の特定は,研究責任□師及び

鰤 力け る― Jllコギ 又はデータセンターが発門した―

用いて椰 。

原資料の直接躙贅をい たモニタリング担当者,監査担当者,規制当局の担当者

などは,そこで濶島れた情調を外部へ瀾洩しない。

研究責任者等が日験で鶴 れた情閣睦公表する日こは,い 特定できない

よう紛 に騒議prる。

当腋研究に係わる研究費

金の調達方法

本臨鵬試験は,文部科学省「橋議し研究支援推進プログラム」からの助威簿を充

てるものとする。

これまでに,骨再生を目的とした骨髄間葉系細胞移植の出床応用が実覇している

が,必ずしも十分な治― が欄られている状況ではなく,さらに骨髄からの細

¨ や手間 手脚こ関する問題点も指摘されている。

本臨床研究で検討する治療法は低侵襲であり,かつ,これまでの非臨床試験の

結果から高い治農効果が期待されることから,新規性を具備する研究であると考

えられる。

既に実施されているヒト幹

細胞臨床研究と比較して新

… らなスト1脚頃

実施国療機関及び体制

先端薦薇センターにて,細胞の採取・分離,偽関節手術及び細胞移植を実施す

る。

神戸大学医学部附属病院にて,被麟嗜の選定,同意取得,壼録前検壼,的確性

判断,移植後リハビリテ効 ン詢 る。

なお,両機関には医療の質を確保するため,「神F大 学医学部附属病離 先端医

療センターとの― Hの 連鶴に関わる基本協自 が鶴隔されている。

備考1各 用紙の大きさは,日本工業規格A4とすること。

備考2欄 中に■ききれない場合は,薔宙別細を使用し=本様式に瑚ll― mJと記載すること。
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…

別紙1

別紙2

別紙3

別紙4

月llM5

111紙6

別紙7

別紙8

研究者の略歴および研究業績

研究機関の基準に飢 た研究機関の施設の状況

臨床研魂に用いるヒト幹細胞の品費等に関する研究成果

同様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況

インフォーAド・コンセントにおける説明颯 び同…

臨床研究の― せ る限り平易な用躙を用いて記載した要旨

…

自家末梢血CD34動 の融 ど移植の牌 作業講
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臨床研究の概要をできる限り平易な用婚を用いて■載した要旨

1.こ の臨床試験の目的
この臨床試験では,試 験参カロ基準を満たす患者さんに対して自身の血液から採 りだした

CD34陽 性細胞を偽関節となった下肢骨折部にコラーゲンとともに移植することにより,新し
い血管 ・骨をうくりだす (血管 ・骨再生)こ とができるかどうか及び新しくできた骨により

骨折治癒が得られるかどうかに関して,有 効性と安全性を調べます。

2.偽 関節について

偽関節は,長 期間にわたり骨折の治癒が認められない状態をいい,特 に,下 肢偽関節は歩

行が大きく制限されるため,日 常生活に著しい支障をきたします。さらに,多 くの場合で治
癒までに手術を繰り返すため,患 者さんは大きな負担を強いられます。

3.こ れまでの治療法

下表のとおり,通 常,下 肢偽関節に対しては,再 治療として外科的な髄内釘などによる再

内固定術に骨移植 (血管柄付き骨移植も含む)や 骨皮質剥離手術を組み合わせて行います。
この外科的手術と平行して低出力超音波パルス治療を行うこともあります。これらの治療に

より,骨 折治癒が得られる可能性もありますが,確 実な方法とはいえません。さらに,骨 折

治癒が得られるまで何度も手術を繰り返すことになる可能性があります。
また,研 究段階の治療法もいくつか報告されていますが,い ずれも確立された治療法では

ありません

外科的な手術 再内固定督(腱内釘等)

骨移■(血管柄付き■移植も含む)

4.自 家末梢血 cD34陽 性細胞 (末梢血幹細胞)移 植による骨 ・血管再生治療法
CD34陽 性細胞という細胞は,骨髄や血液中に存在する未分化な細胞で,血管の閉塞した臓

器や組織に注入されると血管を形成する細胞になる能力があると考えられています。これま

でに,ヒ トの CD34陽 性細胞を血管の開塞したマウスの下肢に筋肉注射 (細胞移植)す るこ

とによつて,新 しい血管がつくりだされ (これを血管再生と呼んでいます),血 流が改善する
ことが示されています。また,下 肢以外の臓器 (心臓)に ついて,プ タにおける実験では血

流が改善し臓器機能の改善が示されています。

さらに,こ れまでの動物実験で, ヒトの CD34陽 性細胞を骨折したラットに局所投与 (細
胞移植)す ることで新しい血管だけでなく骨もつくりだされ (これを骨 ,血管再生とよんで
います),骨 折の治癒が示されています。
よって, ヒトCD34陽 性細胞を用いた骨 ・血管再生治療法は,下 肢偽関節に対する新しい

治療法になる可能性があります。
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5 治 療方法
この臨床試験で計画された治療の実施方法は,1)血液からCD34陽 性細胞 (血管の幹細胞)

を採り出す処置,と 場手術時に下肢骨折部に細胞を注入する処置,の 大きく2つ に分けるこ

とができます。この臨床試験では,こ れら 1)及 び 2)の 行為を先端医療センターで実施し,

それ以外の検査 ・診察等については神戸大学医学部附属病院で実施いたします。

(1)血 液から血管の幹細胞を採り出す処置

血管の幹細胞は,通常は骨髄中に多数あり,血液中にはごく少数しか存在していません。

そこで,治 療に必要な数の細胞を自己の血液中から得るために,骨 髄にある細胞を血液中

に送り出す効果のある顆粒球コロニー刺激因子製剤(CCS→ を 1日に体重 l kg当たり511g

(末期腎不全を合併する患者では半量の 1日体重 l kgあたり2.5μ♪ の用量で15日 間皮

下注射いたします。

さらに,効 率よく細胞を採り出すため,注 射開始 5日 後に静脈から必要な成分を血液成

分分離装置の使用により採り出します (この作業をアフェレシスといいます)。

以上の細胞のとり出し方は,既 に一般的な治療法として確立されています:

また,ア フェレシスで採り出した血液細胞には移植に用いる CD34陽 性細胞だけではな

く,他 の種類の細胞も含まれるため,磁気細胞分離装置の使用により,CD34陽 性細胞を分

離します。使用する磁気細胞分離装置について,本 邦では医療機器として未承認ですが,

海外では多くの国 (アメリカ合衆国,ヨ ーロッパ諸国など)で 承認され実際に使用されて

います。

(2)手 術時に下肢骨折部に細胞を注入する処置

以上のような方法で分離された CD34陽 性細胞を従来の偽関節手術 (髄内釘入れ替え,

骨移植,骨皮質剥離手術)時 に下肢の骨折部にコラーゲンとともに体重 l kg当たり5X105

個を移植します。なお,使用するコラーゲンはいわゆる狂牛病の感染リスクなしに分類さ

れる 「皮」を使用して製造されています。

第1‐6日   常 6日    常 6日

アフェレーシスによう
脚 輝取

単機球

患者きま

●口"手薔時にアテロ
=,― ゲングルととも
に綱腱をお櫨する.

菫書きま
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6.臨 床試験のスケジュール

はじめに,本 臨床試験に参カロする前に,医 師により患者さんに対して説明 。同意文書を用

いて十分に口頭で詳しく説明し,本 臨床試験の参加について自由意思による同意を文書によ

り取得します。

そして,本 臨床試験の対象者としての適格性を判断する検査を行い,適 格と判断された場

合には登録を行い,プ ロトコル治療を開始します。

登録から2週 間以内に血液から血管の幹細胞を採り出す処置を開始し,続 いて手術時に下

肢骨折部に細胞を注入する処置を行います。

さらに,移 植後 1,4,7,14日 ,4,8,12,24週 及び 1年時に規定の検査を実施します。

2週 以内

同  検  登
⇒   ⇒

意  査  録

移植後検査

1,4,7,14日

4,8,12,24週 ,1年

7 併 用禁止薬・併用禁止療法

以下の薬剤や治療は本臨床試験の評価に影響を及ぼデ岬臓修値― 晦 間中は使

用や実施を禁上します。

(1)こ の臨床試験で規定しないGCSFの 使用

(2)他 の臨床試験薬/治 験薬の使用

(3)こ の臨床試験で規定しない骨再生療法の実施

8.併 用制限薬

抗血小板薬及び抗凝固薬について,医 師の指導により手術前後の期間における使用を制限

します。

eCSF腱 湘投与

(最大5日間)

3
アフエレシス
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9.有 効性,機 器性能及び安全性評価

(1)有 効性評価
1)主 要評価項目

治療後 12週におけるレントゲン的骨折治癒の有無を評価します。

幼 副 次評価項目

① 臨 床症状
・ 治 療後 12週,24週 ,1年 における臨床的骨折治癒の有無を評価します。
・ 臨 床的骨折治癒期間 :細胞移植時から臨床的骨折治癒に至るまでの期間を評価しま

す。

② 下肢レントゲン所見
。 治 療後 24週 ,1年 におけるレントゲン的骨折治癒の有無を評価します。
・ 治 療後 12週,24週 ,1年 における骨癒合スコアを出して評価します。
・ レ ントゲン的骨折治癒に至った期間を評価します。

(2)機 器性能評価項目

磁気細胞分離機器の性能を総合的に評価します。

(3)安 全性評価項目

本臨床試験期間内に発現した全ての有害事象を評価します。
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ヒ ト幹 細 胞臨 床研 究 実 施 計 画 申講 書

平成 20年 12月 25園

厚生労働大臣 殴

下記のヒト幹細胞臨床研究について、別添のとおり実施計画書に対する意見を求めます。

研

究

機

関

所  在  地 大阪府吹田市山田丘 2-15 (郵便番号 565-0871)

名 称

大阪大学医学部附属病院 0●6879‐5111(電 話番号)

06‐6879‐5207(FAX番 号)

研究機関の長

役職名 ・氏名

大阪大学医学部附属病院 林

ヒト幹細胞臨床研究の課題名 研究費任者の所属 ・職 。氏名

重症心筋症に対する自己由来細胞シート

移植による新たな治療法の開発

大阪大学大学院医学研究科。外科学講座

心臓血管外科 ・教授



ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要

研究課題名
重症心筋症に対する自己由来細胞シー ト移植による新

たな治療法の開発

申請年月日     | 平成 20年 12月 25日

実施施設及び

研究責任者

院
　
　
　
一

病
　
　
　
一

属
　
　
　
一

附
　
　
　
一

大

　

・・

一

・・

者
　
一

設
　
任
　
一

施
　
責
　
一

施
　
究
　
一

実
　
研
　
一

ヒ室弯] 議11生_望響l萱雪摯甲呼ψ?
ヒト幹細胞の種類 睦翌饗
実施期間及び

対象症例数

登録期間 2年 間                 |

目標症例数 :DCM症 例 5例 及び ICM症 例 5例     :

治療研究の概要

LVAS装着を必要とする前段階、または年齢などにより心

移植適応とならない重症心筋症患者に対し、自己の骨格

筋から単離した筋芽細胞を、温度応答性培養皿を用いて

シー ト化し、心臓外壁に移植する。

他
　
　
　
　
　
一

の

＞

　

　

　

一

―
―
―
」
ｒ
降
Ｆ
Ｉ
Ｉ
Ｌ

(外国での状況

によって直接心臓に筋芽細胞を移植する方法は既

こいくつかの海外施設で臨床試験が開始され、報告され

いる (米国 CAuA M I C  T r i a 1  2 3症例 、欧州 IIAC I C  T r i a J

‐症例など)。 しかし、筋芽細胞をシー ト化して移植す

方法についての報告はない。申請者により、LVAS装着

に対する筋芽細胞シー ト移植の臨本研究が、指針施 |

以前より開始され、現在進行中。

新規性について    :

本研究は、指針施行後でははじめて筋芽細胞シートによ|

る臨木研究である。また、対象を 「LVAS装着を必要とす :
る前段階、または年齢などにより心移植適応とならない:

重症心筋症患者」としている点で新規性がある。    :
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①臨床研究の名称 重症心筋症に対する自己由来細胞シー ト移植による新たな治療法の開発

②研究機関

名称 大阪大学医学部附属病院

所在地 〒5654871 吹 田市山口丘 2…15

電話番号 06‐6879‐5111

FAX番 号 06‐6879‐5207

C )研究機関の長

氏名 林 紀 夫

役職 病院長

④研究責任者

氏名 澤 芳 樹

役職 大阪大学大学院医学系研究科心麟血管外科 教 授

最終学歴 大阪大学医学部

専攻科目 心臓血管外科

⑤その他の研究者 別紙 1参照

⑥臨床研究の目的・意餞 1.目 的

重症心筋症 (拡張型心筋症,虚 血性心筋症)患 者を対象として,自 己由来細

胞シート移植術に基づく再生療法の安全性,効果及び実施可能性を評価するこ

とを目的とする。主要評価項目は有害事象の有無,種 類,重 症度,安 全度,発

現頻度及び発現期間,副次評価項目は左室壁運動の経時変化,心拡大の経時変

化,自 己由来細胞シート移植術の完遂の可否とする.

2.青 景と根拠

心筋症 (caFdiOmyq降町 )は ,従 来 「原因不明の心筋疾患」とされ 「特発性

心筋症」と呼ばれていたが,近 年では 「′心機能障害を伴う心筋疾患Jと 定義

されている。).心 筋症はその臨床病態に基づいて拡張型心筋症 (dated

mmttwopan;DOo,肥 大型心筋症 Q"emphiCCa面 o町o脚町 ;HOり ,拘

束型心筋症 "striCtiVe caFdiOwOpathy:RCD,不整脈源性右室心筋症

ヒ ト絆細胞臨床研究実施計画書

1/37ベージ
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(田増山mgedc」 ght vm輌嗣は cЖb町 o脚町 :ARVCDに 分類され,そ れら

のいずれにも属さないものは分類不能の心筋症 伸“魅助降d mdomyq“ 町 )

とされる。また,「原因または全身疾患との関連が明らかな心筋疾患」として,

従来 「二次性心筋症」と呼ばれていた特定心筋症 (sped眸 鰹面dwOpa■ 12:

SO鳴 も存在する。

我が国では心筋症に関する系統的な疫学調査は,心 筋症の発生頻度が低く,

多数の集団検診に適用できる検査法がなく,疾 患の概念や診断基準が確立さ

れていなかつた等を理由に実施が困難であつたが,1998年 に実施された厚生

省特定疾患特発性心筋症調査研究理による病院受診者を対象とした全国調査

O助で我が国における特発性心筋症の疫学像が明らかにされ,そ の 1次調査で

報告された症例数はDCM at6341例 ,HCMが 7262例,RCMが 112例,ARVCM

が 245例であり,全 国推計患者数はそれぞれ 177∞例,21900例 ,3∞ 例,520

例であつた。そのなかでもHCMあ るいはDCMは ,日 常診療では決して稀な

疾患ではない心不全の大部分を占め,高 齢化社会の進行に伴つて増加 してい

くことが予想される.

さらに,SCMの なかでの虚血性心筋症 lischiC CaFdi01■opathy;10り は,

心筋梗塞などの重篤な冠動脈疾患に基づく左室機能不全が原因疾患であり10,

DCM及 び HCMと ともに,心 筋症の大部分を占めている。つ。この ICMは ,

欧米では非常に多い疾患であるが
0,日本でも食生活をはじめとした生活習慣

の欧米化とあいまって増カロ傾向にある0.

これら心筋症の対症的治療法としてはジギタリス,利 尿薬,ア ンジオテン

シン変換酵素阻害剤,ア ンジオテンシンⅡ受容体措抗薬,β 遮断薬といつた

内科的治療が存在するが,そ れらも奏功しないほど重症化した場合には,も

はや根治的治療法として心臓移植しかないぐ0.現 時点では,内 科的治療に抵

抗性の心筋症に対して,機 能的僧帽弁閉鎖不全症に対する僧帽弁形成術や,

左室形成術などが一部の患者で有効である.し かし, これらの治療が有効な

のは,ま だある程度心機能が保たれ他の臓器不全が進行していない心筋症患

者に限られており,術 後心不全症状が残存する患者も多い.一 方でショック

状態や他臓器障害を伴 うような場合においては,左 室補助人工心臓 o強

vemich assisting wsteЩ LVAS)の 装着が有効であるが、血栓形成,脳 塞栓の

合併が多く,ま た感染症 ・敗血症による死亡の危険性が高く,1年 生存率は

50%程 度しかない。このように,心 臓移植及び LVASの 装着は深刻な ドナー

不足や合併症など多くの問題を抱えており,前 述のように重症心不全患者が

今後増カロする状況において LVASあ るいは心臓移植を回避する,新 たな治療

2/37ページ
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法の開発が待たれている.

最近,こ のような重症心不全に対する心機能回復戦略として,細 胞移植法

が有用であることが報告されており
(1・lD,す でに自己筋芽細胞による臨床応

用が欧米で開始されている。つ。しかし, 自己筋芽細胞を直接心筋内に注入す

る細胞移植方法では,移 植細胞の損失が多く,そ の効果が十分に発揮できな

い点や,さ らに不整脈等の副作用等の発生など種々の問題の解決が不可欠で

ある。

そこでより広範囲な心筋への有効な細胞移植治療の開発をめざし,我 々は,

温度感応性培養皿を用いた細胞シー トエ学の技響
1つ
により,細 胞間接合を保

持した細胞シー ト作製技術の心筋再生治療への応用を試みてきた
Cつ。そして,

温度感応性培養皿を用いて筋芽細胞シー トを作製し,ラ ット心筋梗塞モデル

(15),DCMハムスター00ならびに,イ ヌDCM様 モデルを用いた大動物前臨床

研究を行い。つ, リモデリング抑制をともなう心機能改善効果を示すことを明

らかにした.そ して,これらの研究結果に基づき,LVAS装 着患者に対する筋

芽細胞シー ト移植術の臨床研究を大阪大学医学部附属病院において開始し

た.こ の臨床研究は現在進行中であるが,筋 芽細胞シー ト移植術は重症心筋

症患者に対して安全かつ有効な治療法であるという結果が得られつつある。

前臨床段階の研究において筋芽細胞シー ト移植術の効果は,い わゆるサイ

トカイン療法による効果が中心であると考えられ,残 存している生存心筋細

胞多いほど,よ り高い効果を発揮する可能性が示唆されている.本 研究は,

すでに進行中の臨床研究である LVAS患 者に対する筋芽細胞シー ト移植術よ

りも心筋細胞の宙abu対 (生存度)の 高い患者を対象とするため,よ り高い効

果を発揮することが期待される。そこで,本研究では,LVAS装 着が必要とな

る前の段階のあるいは心臓移植が適応とならない重症心筋症 oCM及 び

10oを 対象とした新たな治療法として,自己由来細胞シ
ート移植術による再

生的治療法を実施し,そ の安全性,効 果及び実施可能性を評価することを目

的とした.

3.な 薔

本研究の意義は,重 症心筋症患者を対象とした自己由来細胞シー ト移植術

の安全性を明らかにし,LVASの 装着および心臓移植が回避できる,新 たな再

生医療の確立の礎を築くことにある。この治療法の確立により最終的には重

症心筋症患者の生活の質の向上および早期の社会復帰の実現に大きく寄与す
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ることが期待される。

C )臨床研究の対象疾患

名称 重症心筋症 oCM及 び 10o

選定理由 内科的治療に抵抗性の重症心筋症で心機能がある程度保たれ,他の臓器不全

が進行していない心筋症患者に対しては,機能的僧帽弁閉鎖不全に対する僧帽

弁形成術や,左室形成術などが行われているが,これらの術式が対象となるの

は一部の患者のみである。また,「⑥ 臨床研究の目的・意義」で述べた背景も

考慮して,本 研究では重症心筋症として DCM及 び ICMに 焦点をあて,と く

にLVAS装着が必要となる前の段階のあるいは高齢などの理由により心臓移植

が適応とならない重症心筋症 oCM及 び10o患 者を対象とする。

③被験者等の選定基準 本研究では,自己由来細胞シート移植術の効果及び実行可能性を評価するこ

とも目的としているため,2段 階登録を採用する.し たがつて,被 験者の選定

基準を以下のように段階ごとに設定する.

1.… 次登録時遍定薔率

本研究への (一次)登録時に,以下の選択基準のすべての項目を満たし,除

外基準のいずれの項目にもあてはまらない患者を被験者とする。

1.1. 選 択基準

1)拡 張型心筋症あるいは虚血性心筋症と診断されている.

2)ジ ギタリス,利 尿薬,ア ンジオテンシン変換酵素阻害剤,ア ンジオランシ

ンⅡ受容体拮抗薬,β遮断薬といつた内科的治療によつても改善が見られ

ない,New・Yo童Heart Association(w田幻 分類Ⅲ度以上の心不全が持続し

ている。

3)登 録前 4週 以内に心臓超音波検査で左室駆出率が 35%以 下である.

4)年 齢 20歳 以上 75歳以下である.

5)文 書によるインフォーム ド・コンセントが得られている.

選択基準の設定根拠

1) 「⑥臨床研究の目的・意義」を参照.
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2)最 大限の内科的治療に抵抗性を示している.

3)埋 め込み型除細動機 (ICD)の 埋め込み適応基準を満たす。

4)成 人でかつ手術に対する危険性を考慮した。

5)臨 床研究の内容を説明し,参 加への同意を丈書で残すため,

1.2. 除 外基準

1)筋 変性疾患を有している.

2)活 動性の感染症を有する。

3)登 録前 6ヵ 月以内にアルコール中毒症又は薬物依存症の既往を有してい

る。

4)登 録前 5年以内に悪性腫瘍を有している.

5)IIIV,HBV,HCV,IttV陽 性で あ る.

6)本 研究で使用する薬剤に対する過敏症の既往を有している.

7)妊 娠あるいは妊娠している可能性がある.

8)精 神病または精神症状を合併しており研究への参加が困難と判断される.

9)そ の他,研 究責任医師の判断により,当 研究への参加が不適当と考えられ

る.

除外基準の設定根拠

1)筋 芽細胞の単離,培 養が困難である.

2)筋 芽細胞培養中の作業者の安全を考慮した.

3)研 究対する正確な理解が不可能の可能性があるため.

4)転 移による再発の可能性があるため.

5)筋 芽細胞培養中の作業者の安全を考慮した.

6)被 験者の安全性を考慮した。

7)母 子への安全性を考慮した。

8)臨 床研究の内容を理解し,正 しい意思決定ができない可能性があるため.

2.二 次豊餞騰遇定基準

以下の選択基準のすべての項目を満たし,除外基準のいずれの項目にもあて

はまらない被験者を二次登録する。

選択薔摯
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1)一 次登録が完了している.

2)製 品標準書 (別紙 9参照)に 規定された品質をみたす自己由来細胞 (培養

骨格筋筋芽細胞シ‐ 卜)が作製されている.

選択基準の設定根拠

1)本 研究への適格基準を満たしている.

2)培 養骨格筋筋芽細胞シート移植術の実施が可能である。

2.2. 豫 外基準

1)被 験者が,自 己出来細胞 (培養骨格筋筋芽細胞シ
ート)作 製完了後の本研

究への参加継続を拒否している.

2)そ の他,研 究責任医師の判断により,本 研究への参加継続が不適当と考え

られる.

除外基準の設定根拠

1)被 験者の意思による
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C 臨床研究に用いるヒト幹謝E胞

種類 骨格筋筋芽細胞 (詳細は 「⑫臨床研究の実施計画」の 「3本 研究で用いるヒ

ト幹細胞に関する情報」を参照).

採取,調 製,移 植又は

投与の方法

1)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取及び培養

2)培 養骨格筋筋芽細胞シー トの作製

3)培 養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術

(詳細は 「⑫臨床研究の実施計画」の 「6.治療計画」を参照).

⑩安全性についての評価 有害事象の有無,種 類,重 症度,安 全度,発 現頻度及び発現期間を評価す

る (詳細は 「⑫臨床研究の実施計画Jの 「7.観察
・検査 。評価項目とスケジ

ュール」,「9.エンドポイントの定義と評価」,「14統 計的考察」を参照).

⑪臨床研究の実施が可能で

あると判断した理由

研究責任者らは,重症心不全に対して培養骨格筋筋芽細胞シ
ート移植術が

心機能改善効果を有することをラット心筋梗塞モデル
0,DCMハ ムスター

00ならびに,イ ヌ DCM様 モデルを用いた大動物前臨床研究
0つにおいて示

してきた (詳細は別紙 3試 験物概要書を参照)。また,既 に開始されている

LVAS装 着済み DCM患 者を対象とした培養骨格筋筋芽細胞シ
ート移植術の

臨床研究で,培養骨格筋筋芽細胞シート移植術が安全な治療法であるという

結果が得られつつある̀ り紙 3参照).また,培 養骨格筋筋芽細胞シ
ート移植

術の効果はサイトカイン療法による効果が中心であると考えられており,

LVAS装 着前の重症心筋症では自己心筋細胞の生存率がより高く,培 養骨格

筋筋芽細胞シート移植術後の心機能改善効果は高いものと期待される。

⑫臨床研究の実施計画 1.研 究のII

研究の概要は以下の通りである (シェーマを参照).

1.1. 目 的

1)自 己由来細胞シート移植術に基づく再生療法の安全性,効 果及び実施可

能性の評価.

2)主 要評価項目 :有害事象の有無,種 類,重 症度,安 全庫,発 現頻度及び

発現期間.

3)副 次評価項目 :左室壁運動の経時変化,心 拡大の経時変化,培 養骨格筋

筋芽細胞シー ト移植術の完遂の可否.

1.2. 対 彙

重症心筋症 oCM及 び10o,
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1.3. 治 薇

培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術.た だし,本 研究では自己骨格筋からの

筋芽細胞採取から培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植完遂までをプロトコル治療

と定義する (定義の根拠は 「6治 療計画」の 「6.1プ ロトコル治療の定義」

を参照).

1.4. 目 標症例数と研究期間

1)日 標症例数 :DCM症 例 5例及びICM症 例5例 .

2)登 録期間 :2年 .

3)追 跡期間 :被験者ごとに培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術後 24週 又は研

究の中止まで,

4)研 究期間 :登録開始から最終登録症例の追跡終了又は研究の中止まで。

1.5. デ ザインの層要

1)試 験の相 :第 1相.

2)デ ザインの型 :単群.

3)対 照 :無.

4)ラ ンダム化 :無.

5)遮 蔽化 :無.

2.本 研究で用いる墓率及び定薔

2.1. 渉 断薔率

1)拡 張型心筋症とは,病 理組織学的検査にて,拡 張型心筋症の所見を呈し

ていることを指す。

12)虚 血性心筋症とは,登 録時から 4週 間以上前に心筋梗塞の既往があるこ

とを指す。

2.2. 心 不全の二症度分類

I NYHA分 類

I 身 体活動を制限する必要のないもの,日 常生活における身体活動では,

疲れ,動 悸,息 切れ,狭 心症症状はおこらない。

II 身 体活動を軽度ないし中等度に制限する必要があるもの,日 常生活にお
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3.

ける身体活動でも,疲 れ,動 悸,息 切れ,狭 心症症状がおこるもの

身体活動を中等度ないし高度に制限する必要があるもの,日 常生活にお

ける軽い身体活動でも,疲 れ,動 悸,息 切れ,狭 心症症状がおこるもの.

身体活動を制限し安静にしても,心 不全症状や狭心症症状がおこり,少

しでも安静をやめると症状が増悪するもの.

本研究で用いるヒト幹細胞に目する脩報

「別紙 3 試 験物概要書」を参照.

適格薔準

「③被験者等の選定基準」を参照.

5.登 録                 ｀

5。1. … 次量鰊の手順

以下の手順に従い被験者を本研究ヘー次登録する。

1)同 意の取得

研究責任医師又は研究分担医師は,本 研究への参加候補となる患者本

人に対して,同 意説明文書を提供し十分な説明を行つた後,本 研究への

参加の同意を文書で取得する (「⑬被験者に関するインフォ
ームド・コン

セント」を参照).

2)被 験者名簿の作成

研究責任医師,研 究分担医師は,研 究参加に文書で同意を得た患者に

対して,被 験者識別コードを付与し,「被験者名簿」6り紙 8参 照)に 記載

する.研 究責任医師は被験者名簿を実施医療機関内で保管する。

被験者識別コードは,プ ロジェクト承認番号を特定する6桁 の英数字,

実施医療機関ごとに被験者を特定する 3桁 の数字から構成される。後者

の3桁 は同意を取得した患者に001番 から順に番号を付与する。

3)ス クリーニング検査の実施

研究責任医師又は研究分担医師は,研 究参加に文書で同意を得た患者

に対して,「7観 察 ・検査・評価項目及びスケジュール」に従つてスクリ
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―ニングを実施する.

一次症例登録票の作成

研究責任医師又は研究分担医師は,患 者背景及びスクリーニング結果

に基づいて,「4.適格基準」で規定する一次登録時の選択基準のすべての

項目を満たし,除 外基準のいずれの項目にも該当しないことを確認し,

「一次症例登録票」Gl紙 8参照)に 必要事項をすべて記載する.

一次症例登録票の送付

研究責任医師,研 究分担医師は,「
一
次症例登録票」を複写して診療録

とともに保管し,デ ータセンターにその原本を送付する.

適格性の判定

データセンターは送付されてきた 「一次症例登録票」の記載内容に基

づいて適格性を確認する.デ ータセンターはこの記入済み 「一次症例登

録票」を保管しておく。

被験者の一次登録

データセンターは,適 格と判定した場合には,適 格と判定された被験

者に 「登録番号」を付与し,登 録番号を記載した 「
一次症例登録確認書」

を研究責任医師に送付する。この 「
二次症例登録確認書」を送付した時

点で,適 格と判定した患者を被験者として 「一次登録Jし たものとする.

不適格と判定した場合には=「一次症例登録における不適格連絡書」を研

究責任医師に送付する.

プロトコル治療の開始

研究責任医師または研究分担医師は,送 付されてきた 「
一次症例登録

確認書」に一次登録完了の旨が記載されていることを確認して,一 次登

録後の必要な検査及びプロトコル治療を開始する.

研究責任医師,研 究分担医師は,「一次症例登録確認書」又は 「
一次症

例登録における不適格連絡書」を保管し,「一次症例登録確認書」に記載

された登録番号を被験者名簿に記載する。

5。2. 二 次豊鰊の手順

以下の手順に従い被験者を二次登録する.

1)二 次症例登録票の作成

研究責任医師又は研究分担医師は,培 養骨格筋筋芽細胞シー ト作成完

了後,「4.適格基準」で規定する二次登録時の選択基準のすべての項目を
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2)

満たし,除 外基準のいずれの項目にも該当しないことを確認し,「二次症

例登録票」偶」紙 8参照)に 必要事項をすべて記載する。

二次症例登録票の送付

研究責任医師,研 究分担医師は,「二次症例登録票」を複写して診療録

とともに保管し,デ ータセンターにその原本を送付する.

適格性の判定

データセンターは送付されてきた 「二次症例登録票」の記裁内容に基

づいて適格性を確認する。データセンターはこの記入済み 「二次症例登

録票」を保管しておく.

被験者の二次登録

データセンタニは,適 格と判定した場合には,「二次症例登録確認書」

を研究責任医師に送付する。この 「二次症例登録確認書」を送付した時

点で,適 格と判定した患者を被験者として 「二次登録」したものとする。

不適格と判定した場合には,「二次症例登録における不適格連絡書」を研

究責任医師に送付する。

プロトコル治療の開始

研究責任医師または研究分担医師は,送 付されてきた 「二次症例登録

確認書」に二次登録完了の旨が記載されていることを確認して,二 次登

録後の培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術を開始する。研究責任医師,研

究分担医師は,「二次症例登録確認書」又は 「二次症例登録における不適

格連絡書」を保管し,二 次症例登録の完了の可否について被験者名簿に

記載する。

6.治 農計目

6.1.  プ ロトコル治療の定義

本研究におけるプロトコル治療とは,以 下の 「6.1.1 自己骨格筋からの筋

芽細胞の採取」開始から 「6.1.4.培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術」完遂ま

でとする。

6,1.1. 自己骨格筋からの筋芽細自の採取

一次登録完了後 (「5登 録」参照)に ,手 術室において,局 所麻酔下ある

いは全身麻酔にて内側広筋 o国朧 nlCdialiめより,骨 格筋を約 10‐20gを採取

する.

4)
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6.1.2.自 己骨格筋から採取した筋芽網胞0培 贅

採取した骨格筋を保存溶液に浸漬し,大 阪大学医学部附属病院未来医療セ

ンターの細胞分離培養システム (oI PFOCC雨鴫 Centeうに搬送し,同 施設に

て筋芽細胞を単離し,移植細胞数に達するまで,3‐4週 間程度の継代培養を行

う。筋芽細胞が移植細胞数に達したら凍結保存液にて‐150℃で凍結保存する。

筋芽細胞凍結時に培養上清の細菌,マ イコプラズマ,エ ンドトキシンのチェ

ックを行う.な お,筋 芽細胞凍結時に重要管理項目 (別紙 9参 照)を 満たさ

ない場合には,「6.1.1.自己骨格筋からの筋芽細胞の採取」を再度実施する。

2回 実施しても重要管理項目 (別紙 9参 照)を 満たさない場合には 「6.4.プ

ロトコル治療の中止」に従う。

6.1.3.培 養骨格筋筋芽細歯シー トの作製

筋芽細胞融解後,培 養を行う。8日 以内に細胞を回収し,温 度感受性培養

皿に播種する。培養終了後,出 荷判定を行い,温 度感受性培養皿を手術室ヘ

搬入する.温 度感受性培養皿内で細胞シートが剥離していることを確認後,

二次登録の手続きを行う (「5.登録」を参照)。なお,筋 芽細胞シー トの作製

時に重要管理項目 (別紙 9参 照)を 満たさない場合もしく筋芽細胞シートの

剥離が確認できない場合には,「6.1.1.自己骨格筋からの筋芽細胞の採取」を

再度実施する.2回 実施しても重要管理項目 (別紙 9参 照)を 満たさない場

合には 「6.4.プロトコル治療の中止」に従う。

6.1.4.堵 姜骨格筋筋芽編胞シー ト移組術

二次登録完了後 (「4.登 録」を参照)に ,外 科手術としては、僧帽弁形成

術,左 室形成術,冠 動脈バイパス術,お よびそれらに付随する術式として僧

帽弁乳頭筋間縫縮術,三 尖弁形成術,両 心室ペーシングリード装着術,メ イ

ズ手術など症例に応じて必要な術式を行う。その後,同 術野より筋芽細胞シ

ー ト(約4cm径 ,2.5X107個ノ1シ
ー トを 12-32枚 程度)を 移植する。外科手

術が適応とならない症例では,左 側開胸または胸骨正中切開にて筋芽細胞シ

ー ト移植を行う.

6.2. プ ロトコル治凛の定義の根拠

培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術そのものをプロトコル治療と定義するこ

ともできるが,そ の移植術に必要な筋芽細胞を被験者自身の骨格筋から採取

することを考えると,そ の採取開始から治療行為の一環としての被験者への

介入が開始されているとも考えることができる。それ故,本 研究ではプロト

コル治療を上述のように定義した.実 際に,こ の定義に基づくプロトコル治
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療が重症心筋症 ①CM及 び ICDの 標準的治療として確立し,重 症心筋症

のCM及 び IOつ 患者に本プロトコル治療が提示された場合を想定しても,

プロトコル治療を上述のように定義しておく方が自然であると考えた.

6.3. プ ロトコル治燎の定義の根拠

培養骨格筋筋芽細胞シート移植術の完遂をプロトコル治療完了とする.

6.4. 併 用療法及び支持療法

プロトコル治療に関連して予期される有害事象として不整脈が挙げられる

(「83予 期される有害事象」を参照).プ ロトコル治療中に致死性不整脈が

検出された場合にはニフェカラントなどの抗不整脈薬等の適切な薬物治療を

行う.治 療抵抗性である場合には植込み型除細動器 anlantabL cardiovmeF

DerlbrilatOt ICD)を装着する.

6.5. 後 治療

プロトコル治療終了後またはプロトコル治療中止後,致 死性不整脈が検出

された場合には「6.4.併用療法及び支持療法」と同様に適切な薬物治療を行い、

治療抵抗性である場合には植込み型除細動器 culantable Qrdioverter

Denhht∝ IcD)を装着する.

|.6. 心 臓移植に移行した際の摘出rb臓及び患者死亡後の病理解割

心臓移植に移行した際の摘出心臓の組織採取について,被 験者本人及び家

族の同意のもとに実施し,被 験者死亡後の病理解剖時の心臓組織採取につい

て,家 族の同意のもとに実施し以下の項目を検討する。心臓移植時には摘出

心の病理的検討を,死 亡時には病理解剖を,学 内の病理解割担当医師に依頼

する.退 院後,自 宅もしくは他病院にて死亡した際は,当 該科に連絡しても

らい,家 族の同意のもとに,阪 大病院にて病理解剖をおこなうよう努める。

・HE染 色,マ ッソンートリクローム染色による移植細胞や線維化の検討

・Fasttype MHC染色による移植筋芽細胞シート生着の可否

・アルカリフォスファターゼ免疫染色による血管密度の検討

死亡時には,肝 臓i腎 臓,膊 臓,腸 管,肺 等主要臓器を摘出し,大 阪大学

医学部附属病院病理部に組織解析を依頼し,死 因の検討を行う.組 織評価に

関しては,心 移植時または死亡時に採取した組織より上記項目を比較検討す

る.
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7.観 察 ・検査 ・「●項目及びスケジュール

7.1. 観 察 ・捜壺 ・FE項 目

研究責任医師及び研究担当医師が,被 験者の状態により検査をおこなうこ

と自体に危険が伴うと判断したときは,当該検査の中止や延期等を考慮する.

7.1,1.■床建状の観察

71.11検 査時期

一次登録前,二 次登録前,プ ロトコル治療直後,プ ロトコル治療後 (2週

後,4週 後,12週 後,24週 後).

711.2方 法および注意点

平静状態で観察する。

7.1.1.3観察項目

1)バ イタルサイン

血圧 (収縮翔,拡 張期),脈 拍,体 重,体 温

2)臨 床症状

NYHA分 類

3)臨 床症状‐自覚症状

安静時息苦しさ,労 作時息切れ,睡 眠時息苦しさ,動 悸,倦 怠感 ・易疲

労感

4)身 体所見

湿性ラ音,浮 腫,過 剰心音

7.1.2.血波検査 ・尿崚童

7.1.2.1.検査時期

一次登録前,二 次登録前,プ ロトコル治療直後,プ ロトコル治療後 (2週

後,4週 後,12週 後,24週 後).

712.2.方 法および注意点

原則として大阪大学医学部附属病院臨床検査部にて測定をおこなう.

7.1.23.検査項目

1)血 液学的検査

赤血球,ヘ モグロビン値,自 血球数,血 小板数,自 血球分画

2)生 化学的検査

血清電解質 飩 氏Cり,BIJN,ク レアチニン,総 蛋白,ア ルプミン,総 ビ

14/37ベージ

P37



) .

立の状態で,検 査技師,ま たは担当医が,十

Lず   る
。

リルビン,抱 合型ビリルビン,AST,ALT,ア ルカリフォスファタ~ゼ ,

CRP, BNP

3)尿 検査

尿蛋白,尿 糖 (定性),潜 血,ケ トン,PH,沈 査

7.1.3. 十二勝導心電日

7.1.31.検査時期

| 一 次登録前,二 次登録前,プ ロトコル治療直後,プ ロトコル治療後 (2週

7.141.検査時期

プロトコル治療後 (4週後,12週 後,24週 後)。         ・

71.4.2.方法および注意点

検査技師が,ホ ルター心電図を装着する。症状行動等を可能であれば患者

に詳細に記載させる.平 静状態で,ベ ッド上に仰臥位の状態で,担 当医が

| ホ ルター心電図を装着する.

7:1.5.心 臓超音波検査

715.1検 査時期

一次登録前,二 次登録前,プ ロトコル治療後 (2週後,4週 後,12週 後,

24週 後).

7.1.5.2.方法および注意点

平静状態で,ベ ッド上で,担 当医師が,心 臓超音波検査装置を用いて各測

定項目を計測する.

7.1.5.3.検査項目

1)左 室駆出率

2)左 室拡張,収 縮末期径

13)局 所収縮能,局 所拡張能

7.1.6.1.検査時期

一次登録前,プ ロトコル治療直後,プ ロトコル治療後 (2週 後,4週 後,

12週後,24週 後).

7.16.2.方法および注意点

111.『葛lily払
螂
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立位もしくは仰臥位にて,検 査技師が胸部 X線 を撮影する。正確に評価す

るために立位で撮影することを原則とするが,被 験者の状態によつて立位

が困難な場合は,仰 臥位での撮影も可とする.

7.16.3.検査項目

心胸郭比

7.1.7.心 鵬カテーテル機壺

7.1.7.1.検査時期

プロトコル治療後 (4週後(可能であれば施行する),12週 後,24週 後).

71.72.方 法および注意点

スワンガンツカテーテルを挿入し,仰 臥位にて心係数を測定する。

71,7.3.検査項目

心係数

7.2. 観 察 ・機壺 口評価スケジュール

以下のスケジュール表に従つて,観 察 ・検査 。評価を実施する.

プロトコル治療後

臨床症状の観

察
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○ :被験者の状態により検査をおこなうこと自体に危険が伴うと判断されたと

きを除いて,実 施許容期間内に観察,検 査,評 価を必ず実施する.

△ :可能であれば実施する.

3.有 書事象の定義及び評饉

8.1. 有 書事象の定義              ´

有害事象 (Adversc Event)とは,本 臨床研究の因果関係の有無に関わらず,

本臨床研究中に生じた全ての随伴症状及び臨床検査値異常変動を示す。

重篤な有害事象 (SAE:Serious A●7erse Et7e■0と は,有 害事象のうち,以 下

のものをいう。

1)死 亡

2)死 亡につながる恐れのあるもの

3)入 院または治療めために入院期間の延長が必要とされるもの

4)障 害

5)障 害につながるおそれのあるもの

6)後 世代における先天性の疾病または異常

8.2. 有 書事彙の評価

研究責任医師又は研究分担医師は,被 験者に有害事象を認め,有 害事象の

治療が必要である場合は,そ の旨を被験者に伝え,適 切な処置を講じるとと

もに,当 該有害事象を評価し,以 下の事項を症例報告書に記載する.な お,

有害事象名は,可 能な限り疾患名を記載する。

1)有 害事象名

12)発 現 日 (又は症状
・徴候の確認首)

3)重 症度 (軽度,中 等度,高 度)

o 「 軽度」とは,無 処置で研究が可能であることを指す。

b)「 中等度」とは,何 らかの処置により研究が可能であることを指す.

c)「 高度」とは,研 究の継続が不可能であることを指す.

14)重 篤性 (重篤でない,重 篤 [重篤因子])(「8.1有 害事象の定義」を参照)

15)処 置の有無

16)転 機及びその確認日 (回復 [転機日1,転快 【転機日],未回復,後遺症 〔後

遺症名]:死亡 [死亡日],不明)

7)プ ロトコル治療との因果関係 (関連なし,関 連あるかもしれない,お そ
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らく関連あり,関 連あり)

o 「 関連なし」とは,プ ロトコル治療と有害事象発硯との間に時間的

な合理性がない.又 は,併 用薬剤や原疾患 ・合併症等,患 者の要因

の影響が大きいと考えられる.

b)「 関連あるかもしれない」とは,プ ロトコル治療と有害事象発現と

の間に時間的な合理性がある。かつ,併 用薬剤や原疾患 。合併症等,

患者の要因を考えても,プ ロトコル治療との関連を否定できない.

c)「 おそらく関連あり」とは,プ ロトコル治療と有害事象発現との間

に時間的な合理性がある.か つ,併 用薬剤や原疾患 ・合併症等,患

者の要因を考えても,お そらくプロトコル治療と関連が考えられる。

d)「 関連ありJと は,プ ロトコル治療と有害事象発現との間に時間的

な合理性がある。かつ,併 用薬剤や原疾患 ・合併症等,患 者の要因

を考えても,明 らかにプロトコル治療と関連が考えられる。

.研究責任医師又は研究分担医師は,有 害事象の予後が明らかになるまで追

跡調査するが,追 跡調査終了時期は研究責任医師又は研究分担医師の医学的

判断による.

評価の時点にらぃては 「7.2.観察 ・検査 ・報告スケジュール」を参照。ま

た,有 害事象の報告と対応については 「⑮被験者等に対して重大な事饉が生

じた場合の対処方法」を参照.

8.3. 予 期される有書事彙

プロトコル治療に関連して予期される有害事象として不整脈が挙げられ

る.筋 芽細胞移植による不整脈の誘発は議論の多いところである.注 射針に

よる筋芽細胞移植の場合は、細胞数が多いと不整脈を発症する確率が高いこ

とが報告されているOJ紙 3試 験物概要書を参照)が ,針 による心筋組織の

損傷も不整脈の温床になりうるものと考えられる。また,心 筋組織内に不整

脈の発生源となりうる筋芽細胞が存在することも不整脈発生の原因のひとつ

とも考えられる。ただし,筋 芽細胞シー ト移植は,針 による心筋組織のダメ

ージはなく,心 外膜上に移植するため直接心筋細胞とコンタクトするわけで

はないので,従 来法と比較して,不 整脈の発生の確率は少ないものと考えら

れる。プタおよびイヌを用いた実験においても,致 花性不整脈の発生は認め

られず,す でに研究責任者が提案してきた二つの臨床研究においても,現 在

のところ致死性不整脈は検出されていない`J紙 3参照).
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9.エ ンドポイントの定義及び評価

9.1. 主 要評価項目

本研究における有害事象の有無,種 類,重 症度,安 全度,発 現頻度及び発

現期間とする.

9,2. 棗 次評価項目

9.2.1.左 =二 Enの 経時責化

心臓超音波検査に基づいて,左 室駆出率,収 縮率,及 び Color kinesis idex

による移植部位の局所収縮能,拡 張能を定量化し,心 機能を経時的に観察す

る.

9.2.2. 心拡大の経時童化

単純正面胸部X線 に基づいて,心 胸郭比を測定し,心 拡大の程度について

経時的に観察する.

9.2.3.培 養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術の奥雄 ・尭通の可否

自己骨格筋からの筋芽細胞の採取から培養骨格筋筋芽細胞シ
ー ト移植術成

功までの被験者が辿つた過程を明らかにし,培 養骨格筋筋芽細胞シ
ー ト移植

術が実施及び完遂できたか否かを把握する。実施及び完遂できなかつた場合

の理由も収集する.

10.虚例報告書

10,1,症 例報告書の作成及び報告

1)研 究責任医師又は研究分担医師は,登 録した被験者について症例報告書

を作成し,記 名捺印又は署名の上,デ ータセンターに提出し,そ の写し

を保存する.

研究責任医師は,研 究分担医師が症例報告書を作成した場合は,そ の内

容を点検し,問 題がないことを確認した上で記名捺印又は署名する。

研究責任医師は,デ ータセンターに提出する症例報告書が,正 確かつ完

全で読みやすく,提 出の時期が適切であること,及 び被験者の識男りに登

録番号を用いていることを保証する.

症例報告書内の医学的判断を伴わない箇所への記載及び修正は,研 究責

2)

3)

4)
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任医師または研究分担医師の監督のもと,そ の他の者が行つてもよい.

102. 症 例報告書の変更又は修正

研究分担医師が症例報告書を変更又は修正した場合には,研 究責任医師は

その変更又は修正を点検 ・確認する.

10.3.虚 例報告書の記載及び修正方法

1)黒 色のボールペンまたはペンで記載する。

2)□ は該当するものにレ印又は×印を記載する.

3)観 察 ・検査 。評価未実施でデータがない場合には,記 載欄に斜線 oを

入れる.

4)デ ータセンターヘ提出前の症例報告書の変更又は修正方法

の 変更又は修正箇所は,二 重線 oで 消し,捺 印又は署名し,変 更

又:ま修正日を記載する。当初の記載内容を不明瞭にしないよう修

正液,砂 消しゴム等は使用しない。

b)重 要事項 [同意,エ ンドポイントの評価 (有害事象名,重 症度,重

篤性,転 帰,プ ロトコル治療との因果関係,コ メント,異 常変動

の判定)]に関する変更又は修正では,捺 印又は署名,変 更又は修

正日に加えて変更又は修正の理由を記載する.

o'デ
ータセンターヘ提出後の症例報告書の変更又は修正は,デ ータ

センターが指定するDCF oata Claiftcation FomlDを経由してこれ

を行う。ただし、データセンターがデータ固定を宣言した後の症

例報告書の変更又は修正は認められない。    ´

11.被験者ごとの研究中止基準と手順

11.1.研 究中止薔率

研究責任医師又は研究分担医師は,以 下の項目のいずれかに該当する場合

には,当 該被験者の研究 (あるいはプロトコル治療)を中止する.

1)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取又は再採取を完遂できなかつた場合.

2)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取を 2回 実施し,自 己骨格筋からの筋芽

細胞培養が 2回 とも不完遂にいたつた場合.

3)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取を 2回 実施し,自 己骨格筋の筋芽細胞
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培養の結果が 2回 とも凍結時に重要管理項目 (別紙 9参 照)を 満たなか

つた場合.

4)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取を 2回 実施し,培 養骨格筋筋芽細胞シ

|  ― 卜作製時の結果が 2回 とも凍結時に重要管理項目 (別紙 9参 照)を 満

たなかつた場合.

5)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取を 2回 実施し,培 養骨格筋筋芽細胞シ

ート作製が 2回 とも不完遂であつた場合.

o培 養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術が完遂できなかつた場合.

7)被 験者がLVASを 装着した場合.

8)被 験者が心移植を受けた場合.

9)1)か ら8)の他,研究実施計画書を遵守したプロトコル治療が不可能とな

つた場合.

10)被験者が有害事象と関連する理由により同意撤回の申し出があつた場

合.

11)被験者が有害事象と関連しない理由により同意撤回の申し出があつた場

合.

12)有害事象の発現を認め,研 究責任医師又は分担医師が研究の継続を困難

と判断した場合.

13)プロトコル治療開始後,被 験者が適格規準を満たしていなかつたことが

判明した場合.

14)「1521.中 止又は中断の基準」により研究全体が中止又は中断された場

A

15)その他,研 究責任医師又は研究分担医師が,研 究の中止を適切と判断し

た場合.

11.2.研 究中止手順

研究責任医師又は研究分担医師は,研 究を中止する旨を当該被験者に速や

かに説明し,適 切な医療の提供その他必要な措置を講じる.ま た,研 究中止

時における所定の項目を評価するとともに,中 止日及びその理由を症例報告

書に記載する.

12.被験者の内訳と研究実施計日書からの逸脱
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12.1.被 験者の内駅

本研究では,被 験者の内訳について以下の用語を定義する.

1)一 次登録例 :一次登録時適格基準 (「4.適 格基準」を参照)で 規定した選

択基準をすべて満たし,除 外基準に該当しないと,研 究責任医師等及び

データセンターが確認できた被験者.

2)自 己骨格筋からの筋芽細胞の採取未実施例 :一次登録後, 自己骨格筋か

らの筋芽細胞の採取開始までに研究が中止され,そ の後のプロトコル治

療が全く実施されていない被験者.

3)自 己骨格筋からの筋芽細胞の 1回 目採取実施例 :一次登録後,自 己骨格

筋からの筋芽細胞の採取が実施された被験者.

4)自 己骨格筋からの筋芽細胞の 1回 日採取不完遂例 :自己骨格筋からの筋

芽細胞の採取が実施されたが,そ れが完遂しなかつた被験者.

5)自 己骨格筋からの筋芽細胞の 1回 目採取完遂例 :自己骨格筋からの筋芽

細胞の採取が実施され,そ れが完遂した被験者.

6)自 已骨格筋から採取した筋芽細胞の 1回 目培養未実施例 :自己骨格筋か

らの筋芽細胞の採取完遂後,自 己骨格筋から採取した筋芽細胞の培養開

始までに研究が中止され,そ の後のプロトコル治療が全く実施されてい

ない被験者.

7)自 己骨格筋から採取した筋芽細胞の 1回 目培養実施例 :自己骨格筋から

の筋芽細胞の採取完遂後,自 己骨格筋から採取した筋芽細胞の培養が実

施された被験者.                       .

8)自 己骨格筋からの筋芽細胞の 1回 目培養不完遂例 :自己骨格筋からの筋

芽細胞の培養が実施されたが,そ れが完遂しなかつた被験者.

9)自 己骨格筋からの筋芽細胞の 1回 日培養完遂例 :自己骨格筋からの筋芽

細胞の培養が実施され,そ れが完遂した被験者.

10)培養骨格筋筋芽細胞シートの 1回 目作製未実施例 :自己骨格筋からの筋

芽細胞の培養完遂後,培 養骨格筋筋芽細胞シー トの作製開始までに研究

が中止され,そ の後のプロトコル治療が全く実施されていない被験者.

11)培養骨格筋筋芽細胞シートの 1回 目作製実施例 :自己骨格筋からの筋芽

細胞の培養完遂後,培 養骨格筋筋芽細胞シー トの作製が実施された被験

者.

12)培養骨格筋筋芽細胞シー トの 1回 日作製不完遂例 :培養骨格筋筋芽細胞

シートの作製が実施されたが,それが完遂しなかった被験者.
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13)培養骨格筋筋芽細胞シー トの 1回 目作製完遂例 :培養骨格筋筋芽細胞シ

ートの作製が実施され,そ れが完遂した被験者.

14)自己骨格筋からの筋芽細胞の 2回 目採取実施例 :筋芽細胞凍結時に重要

管理項目を満たさない場合,筋 芽細胞シー トの作製時に重要管理項目満

たさない場合又は筋芽細胞シー トの剥離が確認できない場合で,自 己骨

格筋からの筋芽細胞の 2回 目の採取が実施された被験者.

15)自己骨格筋からの筋芽細胞の 2回 目採取不完遂例 :自己骨格筋からの筋

芽細胞の2回 日の採取が実施されたが,そ れが完遂しなかつた被験者.

16)自己骨格筋からの筋芽細胞の 2回 目採取完遂例 :自己骨格筋からの筋芽

細胞の2回 目の採取が実施され,そ れが完遂した被験者.

17)自己骨格筋から採取した筋芽細胞の 2回 目培養未実施例 :自己骨格筋か

らの筋芽細胞の 2回 目の採取完遂後,自 己骨格筋から採取した筋芽細胞

の 2回 目の培養開始までに研究が中止され,そ の後のプロトコル治療が

全く実施されていない被験者.

18)自己骨格筋から採取した筋芽細胞の 2回 目培養実施例 :自己骨格筋から

の筋芽細胞の2回 目の採取完遂後,自己骨格筋から採取した筋芽細胞の 2

回目の培養が実施された被験者.

19)自己骨格筋からの筋芽細胞の 2回 目培養不完遂例 :自己骨格筋からの筋

芽細胞の2回 日の培養が実施されたが,そ れが完遂しなかつた被験者.

2の 自己骨格筋からの筋芽細胞の 2回 目培養完遂例 :自己骨格筋からの筋芽

細胞の2回 目の培養が実施され,そ れが完遂した被験者.

21)培養骨格筋筋芽細胞シー トの 2回 目作製未実施例 :自己骨格筋からの筋

芽細胞の 2回 目の培養完遂後,培 養骨格筋筋芽細胞シートの 2回 日の作

製開始までに研究が中止され,そ の後のプロトコル治療が全く実施され

ていない被験者.

22)培養骨格筋筋芽細胞シー トの 2回 目作製実施例 :自己骨格筋からの筋芽

細胞の 2回 目の培養完遂後,培 養骨格筋筋芽細胞シー トの 2回 目の作製

が実施された被験者.

23)培養骨格筋筋芽細胞シー トの 2回 日作製不完遂例 :培養骨格筋筋芽細胞

シートの2回 目の作製が実施されたが,そ れが完遂しなかつた被験者.

24)培養骨格筋筋芽細胞シー トの 2回 目作製完遂例 :培養骨格筋筋芽細胞シ

ートの2回 目の作製が実施され,そ れが完遂した被験者.

25)二次登録例 :二次登録時適格基準 (「4.適格基準Jを参照)で 規定した選

択基準をすべて満たし,除 外基準に該当しないと,研 究責任医師等及び
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データセンターが確認できた被験者.

26)培養骨格筋筋芽細胞シート移植術未実施例 :二次登録後,培 養骨格筋筋

1  芽 細胞シート移植術開始までに研究が中止された被験者.

抒実施例 :二次登録後,培 養骨格筋筋芽

に験者.

行不完遂例 :培養骨格筋筋芽細胞シー ト

ョ遂しなかった被験者.

付完遂例 :培養骨格筋筋芽細胞シー ト移

・卜移植術が成功し,「7観 察 ・検査・評

見定した,観 察 ・検査 ・評価及びスケジ

ュールを完了した被験者.

31)中止例 :自己骨格筋からの筋芽細胞の採取が実施されたが,理 由の如何

に関わらず,上 記の完了に諄1達せずに研究が中止された被験者.
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筋芽鶴地の
1回日捜取不完遂倒

(中止例)

擦軋 た筋穿蘭腱の
1回目饉姜不尭遂傷

鱗 龍 シートの
1回日作成未実施倒
{中JLg)

筋芽拍艶の
2回目露取実施例

露取した筋」HLの
結姜素実施例
(中止例〕

採取した筋募“腱の
2回目培姜奏鮨傷

れ た簡芽燿■の
2ロロー 細
(中止傍l

餞勢餞由シーЮ
2ロロ作成未奥籠倒
l中止倒|

筋井mm・_lo
2回目作由

<図  被 験者の内訳>

12.2. 研究実施計目書からの遇脱

登録例について,以 下の通り逸脱を定義する。

1)不 適格例 :対象外疾患,選 択基準あるいは除外基準に違反したにもかか

わらず,一 次あるいは二次登録され,プ ロトコル治療が一部でも実施さ

れた被験者.な お,プ 色トコル治療が一部でも実施された後に,対 象外

疾患,選 択基準あるいは除外基準に違反していたことが判明した被験者

を含む.

2)登 録後逸脱例 :一次登録後に本研究実施計画書の規定を違反した被験者.

具体的には以下の被験者が含まれる。

a)「 61.プ ロトコル治療」で規定したプロトコル治療を違反した被験

者.
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「7.観察 ・検査 ・評価項目およびスケジュール」で規定した,観 察 ・

検査 ・評価及びスケジュールを違反した被験者.

「11.被験者ごとの研究中止基準と手順Jで 規定した項目に該当しな

い中止例,又はこの項目に該当するにもかかわらず中止しなかった被

験者.

13.目標症例敗と研究期閥

13.1.目 橿症例数

DCM症 例5例及びICM症 例 5例 とする。         ｀

13.2. 研 究期間

登録期間を 2年 ,追 跡期間を被験者ごとに培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植

術後24週 又は研究の中止までとする。したがつて,研 究期間は登録開始から

最終登録症例の追跡終了又は研究の中止までとなる.

14.餞計的考察

14,1.目 欄壼例数の設定根拠

我が国におけるDCM及 びICM(急 性心筋梗塞)の 有病率は,そ れぞれ

人口10万に対して 14.0人OD,40.6人 0と 報告されている.大 阪大学大学

院医学部附属病院では,2007年 において,LVAS及 び心臓移植術以外の外

科治療実施数は,DCM症 例で 10例 ,ICM症 例で 5例 である。二次登録

される被験者数が上記実施例の約半数と見積もると,登録期間2年 間で集

積可能な被験者数は,DCM症 例,ICM症 例でおおよそ 5例程度と予測さ

れる。

本研究の主要評価項目は,プロトコル治療の安全性を評価することであ

り,そ の効果については副次評価項目としている.そ れ故,本 研究では,

プロトコル治療の効果についての推定精度又は効果の有無つ仮説に対す

る統計的検定に基づく定型的な例数設計の方法論で日標症例数を規定し

なかつた.

また,本研究のように複数の仮説の探索を合意する早期の臨床研究に関

b)

C)
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しては,プロトコル治療の安全性及び効果に及ぼす影響要因 (患者基礎情

報に関する要因,疾 患要因,治 療に関する要因等)を 整理
・把握し,臨 床

試験シミュレーション (Chictt La Simul価⇒ に基づいて,本 研究で獲

得される結果を予測し,後 続の第 Ⅱ相試験への橋渡しの可能性に関して議

論することは有効な一つの方策である。ただし,本 研究でのプロトコル治療

のヒトでの成績は存在せず,ま た本研究に関係しそうな海外での注射針によ

る筋芽細胞移植の臨床試験の諸報告では安全性及び効果に及ぼす影響要因

に関する統計的考察もなされていないため,後 続の第Ⅱ相試験への橋渡し

のためのCh山 al Trial Shulationを実施するのは困難であつた。したがつ

て,こ こで設定した各疾患に関する症例数 5例の適切性を,安全性及び効

‐
果について小規模のシミュレーションで吟味した。その結果を以下に示

す :

安全性の視点:任意のすつの有害事象がプロトコル治療中もしくは追跡中

に 1被験者につき 1回発現し,有害事象を発現した症例数が二項分布に従

うと仮定すると,二 次登録された DCM症 例数及び ICM症 例数の合計の

水準を3例 ,5例 ,10例 ,当該有害事象の発現割合のパラメ
ータの値の水

準を 1/4,1ん,1/2と設定したとき,こ れらの水準の組み合わせに対して,

少なくとも1症例以上当該有害事象を観測する場合の確率は以下の表 1

で示される。

表 1少 なくとも1症例以上有害事象を観測する確率

ラット心筋梗塞モデ′L/C15),DCMハムスター
00ならびに,イ ヌ DCM様

モデルを用いた大動物前臨床研究07、及び大阪大学医学部附属病院で実施

中のLVAS装 着患者に対する筋芽細胞シー ト移植術の臨床研究では,予期

される有害事象である重篤な不整脈は発現しておらず,このような実験又

は研究のように有害事象の発現害J合が低い場合には,今回の各疾患の目標

症例数は有害事象を観測するのに十分な症例数とは言い難い (例えば,表
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1に示されるように,発 現害1合のパラメータの値が 1/4以下であれば,少

なくとも1症例以上有害事象を観測する確率は 80%を 下回る10,76以下で

ある]).

一方で,注 射針での移植による臨床試験では 10例 中4例 に持続性心室

頻拍が認められており。め(この理由で,そ の後の Phasc II飾け である

MACIC trial●。りではICDの 装着が実施の要件となった),発 現割合のパラ

メータの値が 0.4←4/10)と想定すると,こ のような比較的頻回に観測さ

れる有害事象の場合には,今回の各疾患の目標症例数は十分な症例数とい

えそうである (例えば,表 1に示されるように,発 現割合のパラメータの

真値が 1/3以上であれば,少 なくとも 1症例以上有害事象を観測する確率

は 80%を 上回る10.87以上である]).

効果の視点 :心機能の一つの効果指標として左室駆出率 (L誡 強ヽ面■h

Eiedoll Fnctioll;LVEDを挙げることができる。MAGIC trial中では,高 用

量筋芽細胞移植群 o6例 )お よび低用量筋芽細胞移植群 ¢7例)における6カ

月の時点でのLVEFの ベースラインからの差の中央値 [四分位範囲]は ,

それぞれ,5.21‐4∴ H Olおよび 3.41‐0.3;12.4]と報告されている。

ここで上記の成績を参考にして,本研究における各疾患の症例 5例全員

がプロトコル治療を完遂し,6カ 月までLVEFを 追跡できたと仮定し,対

応のあるt検定において両側有意水準0.05で帰無仮説 「6カ月の時点とベ

ースラインの時点でのLVEFに 差がない」に対して対立仮説 「6カ月の時

1点とベマスラインの時点でのLVEFに 差が」間 である」cZlの値の水準は

3,5,7,9,11,13と し,Zlの標準偏差の値の水準は3,5,10と した)を

検出する確率 (検出力)を 計算した。その結果を表 2に示す :

表 2.検出力

∠の

標準偏差 137

0.40

018

008

0 7 9

0.40

0 1 4

0.96

0.65

0.22

0.99    0.99    0.99

0.84    0.94    0.98

0.33    0.46    0.59

表2に示されるように,注射針による筋芽細胞移植のLVEFの 改善より

も大きく (」が7あるいは9以上),zlの標準偏差が小さい ● の標準偏差

23/37ベージ

P51



が3あ るいは5以上)な らば,本 研究の各疾患の目標症例数は,上 記の対

立仮説を0.80以上の確率で検出するのに十分な症例数である.

抽餞GIC trialは,これまでの注射針での移植の臨床試験として報告されて

いるもののなかで最大の規模を誇る二重盲検ランダム化試験である。主要

評価項目は6カ月時とベースライン時のLVEFの 差である。この主要評価

項目に対してプラセボ群と移植群 (低用量筋芽細胞移植群+高用量筋芽細

胞移植群)の 差を検出するのに必要な症例数は 120例と設計されたが,こ

の試験での治療の無益性 ⑩山サ)が 安全性評価委員会により指摘され,

この試験は97例 の割付を行つた時点で早期中止されていることに注意し

たい.

14.2. 解析対象集団

本研究の解析対象集団は,登 録例のうち,不 適格例, 自己骨格筋からの筋

芽細胞の採取未実施例,登 録後逸脱例のうち評価可能なデ
ータが全くない被

験者を除いた集団とする.

14.3.解 析項目・方法

14.3.1.解析対彙集団

DCMお よびICMご とに,「11.被験者の内訳と研究実施計画書からの逸脱」

で定義した集団に属する症例数を集計する.中 止例についてはその理由別に

集計する。

14.3.2.被腱者脅彙情報

DCM症 例およびICM症 例ごとに背景情報について記述統計量を算出する.

14.3.3.翻"面1■目

以下の評価項目に対する解析を主に行うが,後 続の第Ⅱ相試験への橋渡し

を意図して,得 られたデータに対して必要に応じて諾種の統計的方法を適用し,

探索的な解析も行う.

1)主 要評価項目

DCM症 例および ICM症 例ごとに有害事象の種類,重 症度,安 全度,発 現

頻度,発 現期間を集計する。   「

2)副 次的評価項目

画像診断による左室壁運動の経時変化単純胸部X線 による心拡大の経時変
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化に関しては,各 項目の経時変化を各被験者あるいは要約統計量を用いなが

らプロットする。さらに,図 1の特性要因図も活用して心機能改善に及ぼす影響

要因も探索する。

採取量 :CD構込

培養錮胞
の数・質

シートの

薬物治農

複数・質
患者状態

心筋症の型

(虚血型・拡張型)
患者状態

シートの
原病歴,E住 歴, 移植枚致・部位

外科手術

支持療法

図 1.心機能改善に関する特性要因図

培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術の実施及び完遂の可否に関しては,自 己

骨格筋からの筋芽細胞の採取から培養骨格筋筋芽細胞シー ト移植術成功まで

の被験者が辿つた過程を明らかにし,実 施及び完遂の可否に及ぼす影響要因

を探索する。

15.研究の儀T又 は中断 口中止

15.1. 研究の書7

最終登録症例の追跡終了およびデータベースの固定をもつて研究の終了と

する.研 究責任医師は,研 究を終了したときは,実 施医療機関の長に研究が

終了した旨を文書で報告する.そ の後,研 究責任医師は,総 括報告書を作成

し,実 施医療機関の長に提出する.

プロトコル治療
{採取・培姜・シート作成}
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15.2. 研 究全体の中止又は中断

15.2.1.中止又は中断の善率

研究責任医師は,以 下の場合に,研 究全体を中止又は中断する。

1)以 下のプロトコル治療に関する情報

め 因 果関係が否定できない有害事象の発生を示す情報

b)が んその他の重大な疾病,障害もしくは死亡が発生するおそれを示す

情報

o研 究の対象疾患に対して効能もしくは効果を有しないことを示す情

報

を入手し,そ の内容を評価した結果,プ ロトコル治療の安全性に問題が

あると判断した場合,又 は研究継続の意義がなくなつたと判断した場合.

ヵ 症例登録の遅れ,登録後逸脱例の頻発などの理由により,研究の終了が

困難であると判断した場合.

3)研 究責任医師から提示される研究実施状況の報告及び 2)で 示すプロト

コル治療に関する情報についてのヒト幹細胞臨床研究審査委員会の審査

の結果に基づいて,実 施医療機関の長が研究を中止又は中断すべきと判

断した場合.

4)そ の他,研 究を中止又は中断すべきと判断した場合.

15,2.2.中止又は中断の手機き

1)研 究責任医師は,研 究全体の中止又は中断する場合には,被 験者に対し

て速やかにその旨を通知し,適切な医療の提供その他必要な措置を講じ

る。                             .

2)研 究責任医師は,研 究全体の中止又は中断する場合には,実 施医療機関

の長にその旨を文書で報告する。

3)研 究全体の中断後,ヒ ト幹細胞臨床研究審査委員会が研究全体の続行に

関する審議を行う.研 究全体の続術が可能と判断された場合には,研 究

責任医師は研究を再開できる.不 可能と判断された場合には,実 施医療

機関の長に研究全体の中止及びその理由を速やかに文書で通知する。

16.被臓者の費用負担について

当該臨床研究にかかる費用は病院が負担する.

17.研究縮果の公表に関する取り決め
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本臨床研究結果は,総 括報告書としてまとめることとする。また必要に応

じて論文または学会発表として公表する。その場合,被 験者の名前が直接公

表されることがない等,被験者の個人情報の保護については十分に配慮する。

13.研究実施計目書の連守,連 脱又は変更,並 びに改rF

18.1.研 究実施計日書の選守,逸 脱又は変更

大阪大学医学部附属病院 「ヒト幹細胞を用いる臨床研究規定」に従う。

18.2. 研究実施針■00改 fr

大阪大学医学部附属病院 「ヒ卜幹細胞を用いる臨床研究規定」に従 う.

19.研究の品質管理 ・品質保E

l)本 臨床研究に用いる筋芽細胞シートは,未 来医療センターの定める各標

準手順書に従い,臨 床研究の品質管理及び品質保証を行う.

2)臨 床研究実施計画書の正確な理解,判 定 ・評価の標準化を目的とし,研

究チームと研究協力者間で研究開始前に十分に話し合いを行う.

20.記録等の保存

本研究に関わるすべての記録のうち,被 験者の同意に関する記録,、症例報

告書の基礎となった記録 (診療録,検 査データ等)は ,大 阪大学医学部附属

病院の規定に従つて適切に保存する.

申請書類,臨床研究審査・評価委員会の審査記録,臨床研究実施計画書,症

例報告書,使 用する医療材料等の管理 ・回収記録等については,大 阪大学医

学部附属病院未来医療センターおよび大阪大学大学院医学研究科心臓血管外

科で適切かつ厳重に保存する。

⑬被験者に関するインフォームド・コンセント

手続
別紙 5「インフォームド・コンセントに関する手順書」参照
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説明事項

(antの 受ける綱=と 不■菫を含む )

説明文書 「臨床研究に参加される患者さんへ」,「インフォ
ームド・コンセン

トのチェックシー ト」および同意書,同 意撤回書書式参照

G )単独でインフォームド・コンセントを与えることが困難な者を被験者等とする臨床研究の場合

研究が必要不可欠であ

る理由

該当しない

代諾者の選定方針
別紙 5「インフォーム ド・コンセントに関する手順書」参照

⑮被験者等に対して重大な

事態が生じた場合の対処方

法

有害事象の発現に際しては,適 切な救急処置を施し,研 究被験者の安全の

確保に留意し,ま た専門医師による診断を受けることにより原因究明に努め

る.研 究被験者の研究参加中およびその後を通じて,臨 床上問題となる研究

に関連した重篤な有害事象に対して十分な医療措置を講じる。

また,研 究責任医師は症例報告書に種類,発 現日,程 度,重 篤か否か,経 過

及び臨床研究との因果関係等を記載する。また,発 生した有害事象,特 に本

研究との因果関係が否定できない事象については,可 能な限り追跡調査を行

う。

また,重 篤な有害事象が認められた場合は別紙 6「有害事象への対応に関

する手順書」に従い病院長に報告し,当 該臨床研究との因果関係や臨床研究

継続の可否などの審議を受ける.さ らに,「重篤な有害事象発現時の対応に関

する手1贋書」に従い,研 究との因果関係が認められ厚生労働大臣への報告の

必要があると認められた場合,病 院長は厚生労働大臣に報告する。研究期間

のみならず研究終了後の追跡調査において 「重大な出来事」が明らかになつ

た場合も厚生労働大臣への報告を行う.

研究責任者は臨床研究期間中に当該研究に関わる新たな情報を得た場合,

病院長に報告する。

⑮臨床研究終了後の追跡調

査の方法

研究終了後も定期的外来診療により合併症の有無,有 効性について評価を

行い,カ ルテに記載するとともに追跡調査のデータとして保管する。なお,

院内特殊救急部や近隣救急指定病院などとの連携のもと速やかに対応できる

体制を構築する。

臨床研究終了後の追跡調査期間は 「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する

指針」にもとづき,研 究終了後 10年間以上とし,定 期的な外来受診を促す.

この期間の有害事象に関しても研究期間内と同様に扱う.
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⑪臨床研究に伴う補償

補償の有無 ③有

補償がある場合,その内

容

この臨床研究に起因する有害事象が発生した場合,研 究者は医学上最善の

処置を取る事により被験者の回復に努める.こ の際には, 日常の治療の場合

と同様に,被 験者の主治医の属する医療機関において検査および治療を行う

ことになり,別 途,補 償制度はない。

個)個人情報保護の方法

連結可能匿名化方法 連結可能匿名化の方法

以下の項目を組み合わせて被験者識別コー ドを決定し,氏 名を記述した同

意書に記載する。以後,症 例の取り扱いにおいては,決 定されたコードを使

用することとする。

の プロジエクト番号 :HM+“ 中

b)症 例通し番号 :001～

匿名化コードと氏名の対照表および氏名記載同意書は施錠可能な書類保管

庫に厳重に保管する。

その他 本研究にかかわる者は被験者の個人情報の保護に最大限の努力を払わなけ

ればならない.ま た,本 研究に関与した者は原資料の直接閲覧などにより被

験者の個人情報に係わる事項を知り得た場合にも,そ の内容をいかなる第二

者に漏洩してはならない。

その他の必要な事項 費用

当該臨床研究にかかる費用は大阪大学医学部附属病院が負担する。

本臨床研究の新規性について

虚血性心筋症に対する,注 射針を用いた筋芽細胞移植は,こ れまでにいく

つかの海外施設で臨床試験が開始されている。

当院において,左 室補助人工心臓 (LVAS)を装着した拡張型心筋症患者に

対する筋芽細胞シー ト移植の臨床研究が現在進行中であるが,本 臨床研究で

対象としている LVAS非 装着の患者に対して筋芽細胞シー ト移植を行つた報

告はない.

海外での注射針による筋芽細胞移植の臨床試験状況は,以 下のとおり。
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。 米 国第 I相臨床試験 :CAuSMIC Trialで23症例実施.

2∞7年 11月 herican Heart Association KAllA)で報告.

・ 欧 州第 I相臨床試験 :MACIC trialで67例実施.

2008■「CirculationマF幸晨:与.

研究の実施場所

大阪大学医学部附属病院を実施場所とする。その実施は、学内の各内科学、

1麻酔科の各講座、中央手術部、集中治療部、中央検査部、中央放射線部などの

関連部門および看護部との綿密な連携のもとに行う。退院後は外来通院にて経過

観察を行うが、特殊救急部及び近隣救急隊との連携のもと、救急時の搬送が速や

かに行われるような配慮を行う。
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添付書類 (添付した書類にチェックをいれること)

● 研 究者の略歴及び研究業績 (別紙 1)

● 研 究機関の基準に合致した研究機関の施設の状況 (別紙2)

■ 臨 床研究に用いるヒト幹細胞の品質等に関する研究成果 (明り紙 3試 験物概要書Jに 記載)

● 同 様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況 (賜り紙 3試 験物概要書」に記粉

■ 臨 床研究の概要をできる限り平易な用語を用いて記載した要旨 (別紙4)

● イ ンフォームド・コンセントにおける説明文書及び同意文書様式 01紙 5)

● そ の他 (資料内容 :別紙6。 有害事象への対応に関する手順書

● そ の他 (資料内容

■ そ の他 (資料内容

口 そ の他 (資料内容

● そ の他 (資料内容

■ そ の他 (資料内容 別紙 11.手 順書管理マスターリスト
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別紙 7.骨 格筋筋芽細胞単離方法及びFBS等 使用薬剤に関する安全性   )

別紙 8.一 次,二次症例登録票,被験者名簿見本,症例報告書様式     )

別紙 9.製 品標準書      .                  )

別紙 10.大 阪大学医学部附属病院ヒト幹細胞臨床研究審査委員会関係資料)



不参加の場合

の治療を受ける

,加 の場合

にサインをする。

不菫応またはE師 の判断で参加出

来ないと判断された場合は

従来の治療を受ける。

スクリ…ニング

参加出来るかどうかの検査を受け

遺応となれば 一次豊燿

筋肉採取は2日 まで可能

筋芽颯胸シ‐ 卜発成となれば二次登録

fifiln&
Etr***  f :  l t t t *E+t T f f i
tftft iFl tdr*(fJz(ff iAt lo

細胸培養

採つた筋肉から金が細胞を取り出し

3～4週間培養する。

培養が出来なか0た 場合や既定性に

不足している場合

筋肉採取を再度行う。

2回 筋肉保取して、 2回 とも筋芽綱

鮨シー トが完成しなかった場合

研究参加中止となる。

手術 (移植)

シー トを心臓に移植する。
何らかの理由により移■できなかつ

た場合

研究参加中止となる。
観察と評優

手術前 ・手術直後 ・2週 間後 ・4週

間後 ・12週 間後 ・24週 間後に検査

と観察をして評価します。



ヒ ト幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 申 請 書

平成 20年 12月 25日

厚生労働大臣 殿

下記のヒト幹畑胞臨床研究について、BIJltのとおり実施計画書に対する意見を求めます。

記

研

　

究

機

　

関

所 在 地 長野県塩尻市広丘郷鷹1700(郵 優書・B・399-0781)

名   称
松本自科大学 0203-52-3100(電 露番号)

0263-53-3456(FAX■ 号)

研究機関の長
役職名 ・氏名

松本歯科大学 撃長 森 本

ヒト幹細胞臨床研究の課題名 研究責任者の所属 ・職 ・氏名

ヒト構姜自己骨髄間葉系組胞移植:二よる
願骨増生法の確立

松本歯科大学口睦顎顔面外科学粛座
准教授  上松陸7の
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ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要

研究課題名
ヒト培養自己骨髄間葉系細胞移植による顎骨増生法の

確立

申請年月日 平成 20年 12月 25日

実施施設及び

研究責任者

実施施設 :松本歯科大学

研究責任者 :上松 隆 司

対象疾患
顎堤の高度骨吸収症例 (上顎洞底挙上術または歯槽堤形

成術を行う症例) .      .        |

ヒト幹細胞の種類 自己骨髄間葉系幹細胞

実施期間及び

対象症例数
3年 間 16症 例 (上記症例 8症 例ずつ)

治療研究の概要

歯槽骨の増生を図るために上顎洞底挙上術または歯槽提

形成術を行う際、あらかじめ採取した培養した自己骨髄

間葉系幹細胞を、自己血から調整した多血小板血漿と人

工骨 (β―リン酸三カルシウム)と 共に移植して、その

骨形成効果を評価する。細胞の調製は共同研究機関であ

る信州大学医学部附属病院先端細胞治療センタニのCPC

にて行われる。

その他 (外国での状況

等)

螂̈けいい神け̈
新規性について

本研究は培養した自己骨髄間葉系幹細胞を骨芽細胞など

に分化誘導させることなく、多血小板血漿とともに、β

リン酸三カルシウム単独キャリアで移植する点で新規性
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ヒト培養自己骨髄間葉系細胞移植による顎骨増生法の確立臨床研究の名称

T390-0781

長野県塩尻市広丘郷原 1780

0263-52-3100(代 表)

松本歯科大学口腔顎顔面外科学講座

連絡先    Tei/Fax Tel: 0263-51-2066 /    Fax: 0263-51-2066

ueEatsuopo. mdu. ac. jp

昭和 63年 松本歯科大学卒業

添付書類 (別紙 1)参 照

(腋当する場合のみ龍載してください).

信州大学医学部附属病院

T390-8621

長野県松本市旭 3-1-1

共同研究機関の長 (敵当する場合のみ配載してください)

臨床研究の目的 ・意義 本臨床研究は、口腔機能の回復および審美障害の回復のための口

腔インプラント埋入を可能とさせる顎骨増生が必要な症例を対象と

する。力学的強度が高い強固な骨組織の増生を早期に得るために、

培養自己骨髄間葉系細胞をβ―リン酸三カルシウム (β TCP)と多血

小板血漿 (PRP)をキャリアとして混合し、顎骨部位に移植する新規

の方法を確立し、本臨床研究の安全性と有効性を確認することを目

的とする。

厚生労働省による患者調査概況 (平成 17年度)。によると、総患

者数における傷病分類の第 1位が 「歯および歯の支持組織の疾患J

(約986万 人)で あり、口腔の機能障害や審美障害を回復する社会

的要請が高い。しかしながら、現在の歯科治療技術においては、こ

れらの障害を回復させることができない症例も多数存在することも

事実である。そこで、顎骨再生医療を推進することにより、自然修

復されない骨欠損や口腔機能の回復のために口腔インプラント埋入
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による骨増生が必要な症例に対して、自己骨髄間葉系細胞移植術の

確立を目指す。

信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター (Cell PrOcessing

Center:CPC)を 利用することにより、顎骨増生に十分な骨髄間葉

系細胞の細胞数を確保する。そして、これらの細胞を口腔インプラ

ント埋入困難な多数歯欠損症例に対する上顎洞底挙上術 (サイナス

リフト)や 歯槽堤形成術 (OBR)に応用し、新たな治療方法の開発に

利用する。

従来の顎骨増生を目的とした外科的治療方法としては、全身麻酔

下で腸骨部皮膚に約 10 cmの切開を加え、腸骨稜から海面骨を採取

していた。この方法では、①自家骨採取によつて感染や骨吸収を生

じる、②自家骨は、骨の欠損量以上の移植骨採取が必要である、③

採取部位の外科的侵襲が大きく、普通に歩行が可能になるためには、

約 2週 間必要であり、合併症がみられる場合もあるなどの欠点があ

るか。そこで、低侵襲で造骨能が高い再生医療技術の確立が望まれて

きた。今回開発する方法により、局所麻酔下において痛みがほとん

どない状態での骨髄穿刺による骨髄細胞の採取 (麻酔から止血まで

約 10分間)が 可能となり、自家腸骨移植方法の欠点を克服した画期

的な治療法になりうる。

本臨床研究実施計画は、独立行政法人 「新エネルギー産業技術総

合開発機構 (NEDOD」の支援による 『基礎研究から臨床研究への橋渡

し促進技術開発/橋渡し促進技術開発/再生 ・細胞医療の世界標準品

質を確立する治療法および培養システムの研究開発』(平成 19年 度

採択)の 中で、既に基礎的研究およびドライランを推進している。

なお、本臨床研究は 「松本歯科大学研究等倫理審査委員会」にて

審議され承認 (許可番号 第 0064号 2008年 1月 31日 )さ れている

(別紙 9)。

本臨床研究の成功により、自己骨髄間葉系細胞を用いた新しい骨

増生法を長野県の地域医療に適用することが可能となる。

(文詢

1)厚生労働省大臣官房統計情報部 平 成 17年患者調査の概況

厚生労働省ホームページ

2)Rawashdeh M.A. :Morbidity of iliac crest donor site following

open bone harvesting in cleft lip and palate patients.

Int. 」. Oral Maxillofac. Surg. 37 : 223-227, 2008.

臨日研究の対象疾患

名称 顎堤の高度骨吸収症例を対象とする。

(上顎洞底挙上術または歯槽堤形成術を行う症例)

3年 間 16症 例 (上記症例 8症 例ずつ)

選定理由 高齢者における歯の喪失は、歯周疾患による歯槽骨吸収が大きな

原因を占める。そして、歯の喪失は発音機能や咀嚇機能の低下を招

き、全身の栄養状態や00Lの低下にもつながることが、高齢化社会の

到来と共に問題となつている。。歯の喪失部位には、常に歯槽骨吸収
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が惹起されるため、義歯の装着による咀哺機能の回復は十分なもの

ではない。また、口腔インプラントの埋入に際しては、歯槽骨の厚

さが要求される。つまり、口腔インプラントの適応症例はかなり限

定されている。。したがって、インプラント埋人の適応拡大を目指し

て、歯槽骨の増生をはかるための上顎洞底挙上術 (サイナスリフト:

Sinus Elevation Technique) |い泊旨有曹り肇男′月梵a庁 (GBR:Guided Bone

Regeneration)が従来行われてきた5→。しかし、これらの外科的手

術による骨増生には、長時間必要であることや、必ずしも全ての症

例において成功が期待されないなど、問題点が指摘されている。特

に高齢者に対するこれらの外科的手術の適応と成功が問題となつて

いる。そこで、本臨床研究においては、自己骨髄細胞由来の間葉系

細胞を"Cに おいて十分に増やし、これらの細胞をβ―リン酸三カル

シウム (β TCP)と多血小板血漿 (PRP)と共に移植することにより、

量的に十分かつ力学的強度を有する骨形成を目指す。

顎骨の骨欠損には、歯周病による歯の欠損が原因である歯槽骨の

萎縮のほか、口唇口蓋裂などに認められる先天的奇形や腫瘍の摘出

手術後に生じるものなどが存在する。これらの患者に対しては、全

身麻酔下において腸骨からの海面骨採取とその移植が従来行われて

きた。今回の臨床研究の成功により、これらの全身麻酔下の侵襲性

の高い手術を行う必要性が無くなる可能性を秘めている。

被験者は、全身疾患を伴わず以下の除外基準に該当しない 20歳 以

上の健常者のうち、口頭と文書で研究計画を説明し、研究に参加す

ることに本人の同意が得られた者とする。

〔選択基準〕

症例 顎 堤の高度骨吸収症例を対象とする。

(上顎洞底挙上術または歯槽堤形成術を行う症例)

〔除外基準〕

(1)移 植床が形成できない症例

(2)骨 髄液および末梢血液が採取できない症例

(3)ウ イルス、細菌、真菌などの感染症患者

(4)重 篤な心血管系疾患患者

(5)妊 娠中または妊娠している可能性のある女性

(6)抗 菌薬によるアレルギー歴のある患者

(7)知 的障害者、精神疾患を有する者など同意能力に問題があると

考えられる者

(0本 治療開始前 3か月以内に同様な顎骨再生医療を受けた者

(9)そ の他、臨床研究責任者が不適当と判断した者

(文献)

3)咬合。咀鳴が倉uる健康長寿 野 首孝祠 (編著)噛み合わせと脳 p120
-136,咬 合 ・咀嚇と∞Lの 向上 p156-168,大 阪大学出版,2007.

4)Block M.S.  et  al.  :  Reconstruction of severe anterior

maxillary  defects  using  distraction  osteogenesis,  bone

grafts, and implants. 」. Oral Maxillofac. Surg. 63 : 291-297,
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2005.

5)Lindhe臨 床歯周病学とインプラント第 4版 「インプラン ト編」

岡本 浩 (監訳)第 38章 歯槽堤形成法 p948-980,ク インテッセ

ンス出版,2005.

6)開業医のためのインプラント治療の診断と治療計画 市 川哲雄

(編集)季 刊歯科医療 Vo1 21 No 4,イ ンプラント治療の診察、

検査、診断、治療計画の要点 p4-15,開 業医で行 うインプラント

のための骨移植 p32‐50,2007.

臨床研究に用いるヒト幹細胞

種類 骨髄間葉系幹細胞

由来 ω 非自己 ・株化細胞  G百 =>死 体由来

採取、調製、移植又は

投与の方法

添付書類 (以下)参 照              ~~

(1)採 取 :自己骨髄細胞採取SOP

(2)調 製 :自己骨髄細胞からの間葉系幹細胞培養のSOP

(3)移 植 :間葉系幹細胞の移植 SOP

調製 (加工)行 程 有

非自己由来材料使用 有 動物種 (プタ (ヘパ リン))

複数機EEでの実施 有 信州大学医学部附属病院 (間葉系幹細胞培養)

他の医療機関への授与 ・販

売
無

安全性についての評価 細胞の培養 。調製を行う信州大学医学部附属病院先端細胞治療セ

ンターは、GMPに 準拠した施設であり 「汚染防止」、「人為的ミス防

止」、「品質保証」を遵守している (添付書類 【偶り紙 4)信州大学医

学部附属病院先端細胞治療センターが GMPに準拠している根拠】参

照)。

また、培養調製段階では形態観察、無菌試験、エンドトキシン試

験、マイコプラズマ否疋ぃ験 (PCR)を行い、感染症の否定や細胞の

形態変化、生存率のチェックをおこなう。マイコプラズマの PCR検

査が陽性と判明した場合は培養法で生菌か否かを確認する。また移

植に用いる細胞の安全性評価のため核型試験を症例毎に行う:た だ

し、この結果は最終製品の移植後に判明するため出荷判定には用い

ない。陽性所見が得られた場合は被験者に結果を説明して本臨床研

究の中止を協議し、被験者の血液疾患の精査を行う。

被験者に対しては移植手術後には通常の手術の術後と同様に全身

状態のチェックを綿密におこなうとともに、血液 。生化学検査を術

後 1週、1・3・6か月 。1年 (以後 1年毎)を 目安におこない、感染

症の有無などをチェックする。また単純エックヌ線撮影やげエック

ス線撮影検査 (臨床研究の実施計画 (7)術後評価の項参照)な どを

通して移植部位に異常がないかどうかを確認する。

臨床研究の実施が可能であると

判断した理由

現在まで報告されたβ―リン酸三カルシウム (β TCP)を骨髄間葉

系細胞と共に移植する動物実験の結果から、移植した培養骨髄間葉

系細胞が実際にin vivoにおいて骨芽細胞に分化し骨形成が認めら
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れることが明らかとなつている7,3)。

我々も、イヌ (ビニグル犬)の 骨髄間質細胞を用いた骨再生に関

する実験的研究を行っている。骨髄細胞を大腿骨骨幹部より採取し

培養に供し、付着増殖した細胞群を未分化間葉系細胞として使用し

た。下顎両側小臼歯を各 3本抜歯後 3ヶ 月経過した後、両側の下顎

骨に骨欠損を形成し、同部にチタン製口腔インプラントを植立した。

その際、インプラント周囲にβ―リン酸三カルシウム (β TCP)単独

または骨髄出来の間葉系細胞を混合したβ=リ ン酸三カルシウム

(β TCP)を移植した。術後84日目において骨形成を観察した結果、

β一リン酸三カルシウム (β TCP)単独の移植インプラントにおいて

は、骨とインプラントの直接接触は一部に認められたのみで、その

表面の広い範囲が結合組織によつて覆われていた。
一方、培養骨髄

間葉系細胞を移植した群においては、β一リン酸三カルシウム (β

TCP)単独群と比較して、インプラント周囲における骨形成の克進が

有意に認められた (未発表)傷 1紙10)。

また、我々の研究グループの二員である脇谷らは、ウサギの膝関

節骨軟骨欠損に骨髄間葉系細胞移植を行つた結果を既に報告してい

るの。ウサギ骨髄間葉系細胞を移植した結果、トルイジンプル
ーに異

染性をしめす硝子軟骨様組織の形成がみられるとともに、移植後 2

‐4週 の早期に骨欠損部が血行の豊富な新生骨で修復されることを

組織学的に確認している。さらに、信州大学医学部整形外科では、

若年者の肘関節部の骨軟骨障害に対して、自己の骨髄間葉系細胞を

移植する治療を行い、上腕骨小頭部の骨欠損部は術後 8週 までに大

部分が修復されることをエックス線写真で確認している。

以上の実験結果は、骨髄由来の間葉系幹細胞の移植方法を臨床応

用するための臨床研究の実施が可能であることを支持する大きな理

由となると考えている。また、大阪大学のグループは、ヒトの良性

骨腫瘍手術後の欠損部に培養骨髄間葉系細胞付加人工骨を移植する

臨床応用を報告しているm)。

最近、テヘラン大学 (イラン)の 研究グループが、ヒト自己骨髄細

胞をβ―リン酸三カルシウム (β TCP)とヒドロキシアパタイ トをキ

ャリアとして上顎洞に移植することにより、2-3ヶ 月で新生骨の形

成が認められたという治療結果を発表した
11)。以上のように、ヒト

幹培養細胞移植術は、侵襲が大きく採取量が制限される自家骨移植

に代わる有効な骨増生方法になり得ると考えている。

さらに、本臨床研究を遂行する上で必要な環境として、GMP準拠した

信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター (CPC)を随時利用可

能な点から、本臨床研究は十分に実施可能であると考える。

(文詢

7)Cancedda R, et al. : A tissue engineering approach to bone

repair  in  large  animal  alcldels  and  clinical  practice.

Biomaterials 28 : 4240-4250, 2007.

8) Jafarian M,  et al.  :  Marrow derived lnesenchymal  stem
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cells―directed bone regeneration in the dOg lllandible: a

colnparison between biphasic calcium phosphate and natural

bone mineral.  Oral Surg. Oral Med. Oral Pathol. Oral Radiol

Endod 105 : e14-e24, 2008,

9)Wakitani S, et al. : Mesenchymal cell― based repair of large,

full thickness defect of articular cartilage. 」Bone Joint

Surg 76-A : 579-592,199生

10)藤本哲穂 他 :骨腫瘍に対する骨再生治療.腎 と骨代謝.19:

341‐348,2006

11) Shayesteh YS,  et al.  : Sinus augmentation u`ing human

mesenchy口al   stem  cells   10aded  into   β   rtriCalciull

ph6sphate/hydroxyapatite scaffold. Oral Surg Oral Med. Oral

Pathol. Clral Radiol Endod 106 : 203-209, 2008.

臨床研究の実施計画 口腔機能の回復や審美障害の回復のために口腔インプラント埋入

のための骨増生が必要である症例を対象とする。

(1)イ ンフォームド・コンセント

説明文書0り紙 2)で説明し、同意を得た上で同意文書01紙 3)に署

名をいただく。

(2)骨 髄血およ― 血液採取

外来小手術室で医師または歯科医師(口腔外科専門医)が共同して

行なう。患者にベンド上で臥位体位をとらせ、1%キ シロカイン(約

10 ml)に て後上腸骨棘部位を局所麻酔する。骨髄穿刺針 (シャーマ

ンのハーベス ト針)を 用いて、穿刺針の内筒に取り付けた 10 mlシ

リンジ (ヘパリン処理)に て、3 mlずつ骨髄液を採取 (合計 9-15 ml)

する。骨髄液は直ちにヘパリン PBSア シス トチュープに移し、しつ

かり蓋をした後転倒混和する。その後、穿刺針を抜き圧迫止血する。

骨髄穿刺の止血中に、肘静脈に二方活栓を取り付けた自己血採取

針を刺入し、三方活栓に取り付けた50mlシ リンジで静脈血を吸引す

る。吸引した血液は清潔操作のまま 50■1フ ァルコンチュープに移

し、合計 40Clmlの末梢血液の採取を行う。

さらに、多血小板血漿(PRP)の調製のために、9mlの 末梢血液を採

取して、ACLA液 (生物学的製剤基準血液保存液A液 lml)を入れた

15mlファルコンチュープに移す。

(3)骨 髄血および末梢血液の移送

採取した骨髄液と血液は、直ちに血液搬送用クーラーボックスに

保存して信州大学医学部病院先端細胞治療センターCPOに 移送す

る。移送交通手段は車内温度 25℃とした本学公用車とする。

CPCま での搬送時間は 35‐40分である。温度変化はクーラーボッ

クスに設置された温度センサーでチェックして記録する。

細胞の移送およびその後の調製については、研究歯科医師 (主

治医)に よつて行われる`

“)細 胞、血浦および多血小板血漿(PRP)の目製

CPCの 使用に関する教育冒1練を受けた松本歯科大学 CPC担 当者が
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信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター担当者と共同にて、

細胞、血清および多血小板血漿(PRP)の調製を行う。

(5)調 製細胞および多血 1板ヽ血漿CRPpの 移送

調製細胞および多血小板血漿(PRP)を搬送用ク
ーラーボックスに

入れて信州大学医学部病院先端細胞治療センターCCPOか ら松本歯科

大学病院に移送する。移送交通手段は車内温度 25℃とした本学大学

公用車とする。温度変化はクーラーボックスに設置された温度セン

サーでチェックして記録する。

(6)蘭 葉系幹細胞の移植手術

搬送された細胞の品質管理成績をチェックし、GIP基 準下で調製さ

れた細胞及び多血小板血漿であることを確認する。搬送された細胞

|を手術室において滅菌生連食塩水を用いて、遠心洗浄してペレット

とする。移植時の際、上顎洞底挙上術では、上顎洞粘膜下に移植床

を形成する。歯槽堤形成術では、骨欠損部に粘膜骨膜弁を作製して

移植床を形成する。

骨補填のために、必要量のβ―リン酸三カルンウム (オスフェリ

オン。)(通 常 1-3g)、多血小板血漿(PRP)(通常 1-3ml)および"C

にて培養した骨髄間葉系幹細胞 (通常 0.5-lx107 cellS)をチュー

プ内で混合する。必要に応じて、注射用塩化カルシウムを滴下する

ことでゲル化させ、移植ペレットを調製する。移植ペレットを移植

床に充填した後、粘膜骨膜弁を復位して縫合する。術後は抗菌薬を

投与して感染予防を行う。

(7)術後評価

①臨床評価:臨床症状や局所所見を術後 1週、1・3・6か月 。1年 、

経過観察し、二次手術(インプラント体の植立など)が可能かどうか

を検討する。二次手術後も術後 1週、1・3・6か 月 。1年、経過観察

し、1年から5年は 1年毎に評価を行う。

②単純エックス線像:骨増生の状態を評価する。(術後 1週、1・3・6

か月 ・1年で撮影。1年から5年は 1年毎に撮影する。)

③CTエ ックス線検査:経時的な骨の形態、性状、密度の変化を評価

する(術後 1・3・6か月 ・1年で撮影。1年から5年 は 1年毎に撮影

する)。

④3DXCTエ ックス線検査:一次手術のほか二次手術でインプラント

体を植立する場合には術前と術後に 3DXCTエ ックス線検査を行な

う。

⑤骨性状検査 :二次手術時に骨表面の色調 ・硬さ。移植したペレッ

ト上の骨膜の状態を評価する。

⑥病理組織検査 :二次手術時に再生組織の
一部を生検 (Biopsy)し、

HE染色、 トルイジンプルー染色を行い、組織学的 ・形態計測学的評

価を行う。

⑦有害事象の評価と逸脱症例に対する対応 :本臨床研究との因果関

係の有無に関わらず期間中に被験者に生じたあらゆる好ましくな

い、あるいは意図しない徴候、症状、または病気を有害事象と定義
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2.有 害事象が生じたとき

3,培 養中の感染等培養過程での事故

逸脱症例について、上記 2の 場合には起きた有害事象に対して速

やかに適切な治療をおこなう。逸脱症例についてはすべて再度イン

フォームド・コンセントを行い、本臨床研究に従つた研究を進める

か、一般的な治療法で治療を進めるかを確認する。

C8)ドライランの実行

現在、SOPに従つたドライラン (2008年 3月 より現在まで合計 4

回)を 施行中である。ドライランとしては、当該臨床研究の方法(1)

から(6)(β―リン酸三カルシウム、多血小板血漿および調製細胞を

チュープ内で混合し、ゲノイヒまでのプロセス)ま でを実施中である。

0)二 次手術 (インプラント体の植立)に ついて

顎骨増生後の日腔インプラント体の植立やその後の補綴処置につ

いては、原則として松本歯科大学病院歯科診療部口腔外科および総

合歯科診療科において、保険外診療として行い、費用は患者負担と

する。

被凛t者等に関するインフォーム ド・コンセント

手続 研究担当者は、本研究の被験者に対して、研究に係る同意説明文

(別紙 2)を 口頭と文書で説明する。被験者本人から同意を得るこ

とが困難な場合は、本研究にご協力頂かないこととするg全 ての項

目について同意が得られた場合に限り、同意書 (別紙 3)に 本人に

よる自筆署名をいただく。原本は研究責任者が保管し、そのコピー

を被験者に渡す。

説明事項

(檀験者の受ける利盤と不利益を含む )

説明事項は添付資料の 「同意説明文」暢u紙 2)、同意文書は添付

資料の 「同意書」0"紙 3)の 通りである。

① 研究の参加への任意性

② 同意しないことにより不利益な対応を受けることがないこと

③ 同意後に随時同意を撤回できること

④ この研究への協力者として選ばれた理由

⑤ 当該臨床研究の意義、目的、方法及び期間

⑥ 当該研究を実施する機関名および研究担当者

⑦ 期待される研究の利益及びこの研究への参加に伴い予期される

危険または不快な状態、臨床研究終了後の対応

③ この研究の計画及び方法についての資料の間覧
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③ この研究の結果の他機関への提供

⑩ 知的財産権の帰属

⑪ この研究の成果の公表

⑫ 研究のための費用

⑮ 健康被害に対する補償

⑭ この研究の倫理的な配慮

⑮ 問い合わせ。苦情の連絡先

等に対して重大な事態が

た場合の対処方法

(1)局所麻酔に対する反応

穿刺の際の局所麻酔などの薬剤に過敏反応が生じた場合、血圧

低下などが起こることがある。これらの合併症が出現した場合は、

処置(補液、昇圧剤投与)を行なう。

(2)穿刺による疼痛

局所麻酔の刺八時と骨髄の吸引時に疼痛がみられることがあ

る。しかし、これは数分間で消失する。

(3)骨髄穿刺による出血の可能性

穿刺部位に皮下血腫は若千みられるが重篤な危険は非常にまれ

である。多量の出血をみた場合には、血管を結繁また焼灼して止

血する。

(4)自己血採血に伴う副反応の可能性

細胞培養に必要な自分の血液成分(自己血漿)を成分献血と同じ

ように 400ml採血する。その際に血腫、血管迷走神経反射、血圧

低下等が起こることがあるが、一般医療と同じように安静、補液

などで対応する。

(5)検体の取り違えのリスク

個人情報の保護のために培養細胞および保存される細胞検体に

ついては個人情報を削除して符号をつける。細胞と患者本人とを

対応表により結び付けるが、同時期に複数症例を扱う場合、取り

違え(自分のものでない細胞移植)の可能性もあると推測されるた

め、細胞検体の厳重な管理を行なう(細胞の管理は一人の患者あた

リーつのインキュベーターを割り当てて行い、培養期間中は他の

人の検体をその場所で扱わない)。

(6)感染の問題

自己細胞を培養して再び体内に戻すことから、輸血や他の臓器

移植のように、他人の感染症に感染することはない。しかし、も

ともと体内に存在するか、培養工程における何らかの病原菌によ

る汚染が生じる可能性は否定できない。その可能性を極力低くす

るために、医療用の細胞培養(加工)ができる信州大学部医学部付

属先端細胞治療センター(CPC)のクリーンルームで培養する。無塵

衣を着用した専門担当者が培養に従事し、感染症の有無など品質

を検査する方法(無菌試験等の品質検査)が確立されている。

(7)癌化の問題

動物実験のほか、同様の方法で行なつたヒト培養骨髄間葉系細

胞の移植治療では、現在までに細胞の癌化が生じた報告はない。
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したがって、細胞の癌化の可能性は極めて低いと考えられるが、

多分化能をもつ幹細胞を培養操作で増やすという操作の性格上、

その可能性は否定できない。このため、移植後 5年 間定期的に患

部の状況をチェックする。

臨床研究終了後の追跡調査の

方法

被験者に対しては治療効果の評価だけでなく治療による有害事象

の有無のチ■ックを、臨床研究終了後もおおよそ 1年毎に定期的に

おこなつていく。

臨麻:研究に伴う補償

補償の有無 0 無

補償が有る場合、その内容

自己骨髄間葉系幹細胞を用いた骨増生法は、今までに行われてい

る多血小板血漿およびβ―リン酸三カルシウムを用いた骨増生方法

と同等の高い安全性が示されると考えられる。しかし、通常の外科

治療で生じる感染や治療による何らかの生体反応が生じる可能性は

残る。

本臨床研究によつて健康被害が生じた場合は、当方で補償する。

ただし、検査の結果その後本研究とは関わりを持たない原因による

歯科治療が必要となつた場合は、通常の診療費を被験者の負担とす

る。

個 メ情報保護の方法

化の方法 本研究では被験者の個人情報として、氏名、年齢、性別と傷病名

の提供を受ける。検体、資料及び得られたデータ等(以下、「被験者

情報」という)は、連結可能匿名化を行い、被験者の個人情報を保護

する。これらの被験者情報は、研究責任者上松隆司が管理し、松本

歯科大学口腔顎顔面外科学講座の施錠された書庫で厳重に保管す

る。漏洩等の問題が発生した場合には、研究等個人情報管理者と協

力して速やかに問題解決に努めるとともに、学長に報告する。また、

本研究終了後又は被験者から同意の撤回等があつた場合は、被験者

情報を研究等個人情報管理者と協議の上廃棄する。その際には、匿

名化の状況を確認し、被験者情報が漏洩することのないように配慮

する。

その他 当該臨床研究終了後の対応

本研究で採取する検体及び資料等は、研究責任者上松隆司が研究

終了後 5年 間口腔顎顔面外科学講座で厳重に保管する。廃棄する際

には、研究等個人情報管理者と協力して行う。

その他必要な事項 <本 臨床研究にかかる研究資金の調達方法>

この研究にかかる費用は、文部科学省、日本学術振興会、新エネ

ルギー産業技術総合開発機構 (NEDCl)からの研究助成金や松本歯科

大学病院および研究責任者 。研究分担者の学内研究費によつて負担

される。この研究の成果により特許権等の知的財産権が生じた場合

には、その権利は研究機関である松本歯科大学と共同研究機関に帰

属する。共同研究機関は、NEDOプ ロジェクトの研究機関であり、研

究機関の役割は明確化されている。

<既 に実施されているヒト幹細胞臨床研究と比較して新規性が認め
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られる事項>

患者自身の骨髄間葉系幹細胞を用いた骨 ・軟骨の再生療法に関し

ては、産業技術総合研究所セルエンジニアリング研究部門組織
。再

生工学研究グループ (大串 始 グループ長)に よつて、細胞培養技

術が確立され、臨床応用が始まっている。すなわち、人工足関節や

骨腫瘍掻爬後の欠損部に対する再生培養骨の応用、培養骨髄間葉系

細胞移植による軟骨 。心筋 。血管再生療法などである。また、産業

技術総合研究所の研究の流れを汲んで、大阪大学や奈良県立医科大

学においては、骨瞳瘍への再生培養骨移植の臨床応用が行われてい

る。信州大学では、軟骨欠損修復への応用がなされている。さらに、

奈良県立医科大学においては、培養骨髄間葉系細胞を用いた人工足

関節置換術や大腿骨頭壊死の骨温存手術への臨床応用が行われてい

る他、顎骨部位の腫瘍、骨髄炎、骨折などに対する培養骨芽細胞移

植が計画されている。
一方、名古屋大学大学院医学系研究科の上田 実 教授のグル

ープ

は、患者出来の骨髄細胞を培養し骨芽細胞に分fLT導 させ、これら

の細胞を歯槽骨欠損部位に移植する治療を既に行つている (別紙 6

参照)。

その他、広島大学歯学部および新潟大学歯学部においても、培

養細胞を用いた歯周組織再生療法の臨床研究が行われている。

最近、テヘラン大学 (イラン)の 研究グループは、ヒト自己骨

髄細胞を、β―リン酸三カルシウム (β TCP)をキャリアとして上顎

洞に移植することにより、2-3ヶ 月で新生骨の形成が認められたと

いう治療結果 (6症例)を 発表している (別紙6参照).

本研究は、培養細胞を PRPと共にβ TCP単独キャリアで移植し、

マイクロCTな どで詳しく骨増生を評価する点で、新規性が認められ

る。また、 CPC(Cell PrOcessing Center)を 有 さない施設 (本学)

が近隣の CPC(信 州大学先端細胞治療センタ
ー)を 利用することに

より、細胞移植治療を可能とさせる点でも新規性が認められる。ほ

ぼ同様の臨床応用は既に上記のように行われているが、歯槽骨増生

治療に関しての需要は大変高く、今後さらに注目されていくことは

確実である。

備考 1 各 用紙の大きさは、日本工業規格 A4とすること.

備考 2 本 様式中に書ききれない場合は、適宣別紙を使用し、本様式に 「別紙0参 照Jと 配載すること.

添付書類 (添付した書類にチェックを入れること)

●研究者の略歴及び研究集績 (別紙 1)

■インフォームド・コンセントにおける説明文書及び同意文書様式 (別紙 2お よび別紙 3)

■研究機関の基準に合致した研究機関の施設の状況 (別紙 4)
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GMP施設基準パリデーシヨンマスタープラン (辮 、三洋電機からの文書)

■臨床研究に用いるヒト幹細胞の品質等に関する研究成果 (別紙5)

■同様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況 (別紙 6)

■その他 (資料内審 :製品基準書・標準書・工程贖管理文書・CPC機械
・設備一覧)(別紙 7)

■臨床研究の概要をできる限り平易な用語を用いて記載した要旨 (別紙8)

■松本歯科大学研究等倫理規定、松本歯科大学研究等倫理審査委員会内規
・名籍・審査の過程およ

び結果、信州大学医学部医倫理委員会名簿および審査結果 (別紙9)

■基礎実験の概要 :イヌの骨髄閣質細胞を用いた骨再生に関する実験的研究 (用紙10)
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研究課題 「ヒト培養自己骨髄間葉系細‐胞移植による顎骨増生法の確立」

松本歯科大学病院

1 口 腔外科小手術室にて、腰に局所麻酔を行い、無痛下で
骨髄液を9-15ml採取します。約10分かかります。

初代培養時

「
Ч
い

2.腕 の静脈から血液(約400ml)を採取します。これは、ご本人
の細胞を増やすために使われます。採血後、少し休憩したら、
お帰りいただけます。

上術

スリフト法)

3 次 に来院していただくのは、増えた細胞を骨の代わりになる
骨補填材とともに、患者様の顎の骨を増やしたい部分に戻す
手術の時です。以降は通常の歯科の治療となります。

※ 従来の自家骨移植の場合、全身麻酔で手術を行い、入院が必要
でしたが、この方法では、外来治療のみでお帰りいただけます。
※ 特別のご病気をお持ちの場合は、治療ができない場合があります
ので担当者にご相談ください。

歯槽堤形成術(GTR法 )

ヒト幹細胞臨床研究実施計画(松本歯科大学)



ヒト培養自己骨髄‐間葉系細胞移‐植による顎骨増生法の確立

のPCを保有すね信掘大学と松本歯1科大讐鍮‐連続
僣州1大学題学部 約12km一

附属病院(松本市)    研 究者自身に|よる

上額洞鷹挙上術
(サイナスリフト法)

歯槽堤形成術(GTR法 )

ヒト幹細胞臨床研究実施計画(松本歯科大学)


