
(別紙様式 )

生物多様性影響評価書

(区分 :遺伝子治療臨床研究)

HGFの競合的アンタゴニス トであるNGを 発現する非増殖性の

遺伝子組換えアデノウイルス 5型ベクター (Ad5CMV―NK4)

ｎ
υ

И
彎



目 次

宿主又は宿主の属す る分類学上の種に関する情報 .………………………… 3

1 分類学上の位置付 け及び 自然環境における分布状況 .………………… 3

2 使用等の歴史及び現状 .……………………………………………………・3

3 生理・生態学的特性 .………………………………………………………・4

遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 .………………………………… 7

1 供与核酸に関す る情報 .……………………………………………………。7

2 ベクターに関す る情報 .……………………………………………………H
3 遺伝子組換え生物等の調製方法 .…………………………………………13

4 移入 した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 .… .16

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 .…………………………………………………………………17

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種 との相違 .……………………… 1̈8

遺伝子組換え生物等の使用等に関す る情報 .…………………………………20

1 使用等の内容 .………………………………………………………………20

2 使用等の方法 .………………………………………………………………20

3 承認を受けよ うとす る者による第一種使用等の開始後における

情報収集の方法 .……………………………………………………………21

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 るための措置 .………………………………………………21

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 .………………………………………………22

6 国外における使用等により得 られた情報 .………………………………23

生物多様性影響評価 .……………………………………………………………24

1 他の微生物を減少 させ る性質 .……………………………………………・24

2 病原性 .………………………………………………………………………24

3 有害物質の産生性 .…………………………………………………………25

4 核酸を水平伝達す る性質………………………………………………… 26

5 その他の性質 ……………………………………………………………… 26

V 総合的評価

ｎ
Ｕ

Ｅ
Ｕ

別紙 NK4遺伝子発現アデノウイルスベクターの全塩基配列 .………………・28



I 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

ヒトアデノウイルスはアデノウイルス科マス トアデノウイルス属に分類されている (文献 1、

2)。 これまでに分離されたウイルスは、中和抗体を誘導する抗原性の違いで 51の血清型に分けら

れており (文献 1、 2)、 ヒトNK分子を発現する非増殖性の遺伝子組換えアデノウイルスベクタ

ーAd5CⅣⅣパK4はヒトアデノウイルス 5型を宿主として作製された。

アデノウイルス5型は4歳以下の乳幼児の多くに感染しており、咽頭及び糞便からウイルスが分

離される (文献の 。子供の40-60%が中和抗体をもつ (文献2)。 自然環境において、ヒト以外

の動物での増殖は報告されていない。実験室内では、コットンラット及びニュージーランドウサ

ギヘの経鼻接種でウイルス増殖が報告されている (文献1)。

文劇tl:Kaipe DM,Howley PM ed.,Fields VIROLOGY fourth editioL pp.2265-2326,Lippincott

Willialtns&Wilkins,Philadelphiら 2001.

文献 2:畑 中正一編,ウ イルス学,pp.198-208,朝 倉書店,東京,1997.

2 使用等 の歴史及び現状

アデノウイルス 5型そのものの人為的な利用は知られていない。ヒトアデノウイルス4型及び

7型は、経口生ワクチンとして米国で 30年以上にわたり、延べ約 100万人の兵士に対し風邪ワク

チンとして投与されてきた実績があり、重篤な副作用の報告もない。

なお、アデノウイルス 5型の遺伝子治療用ベクターとしての利用は、1990年以後ウイルス複

製に必須の El領域を遺伝子組換え技術により欠失させた非増殖性のものが、国内外で汎用され

ている。1999年に初めて遺伝子治療薬の投与に起因する死亡例が、当該ベクターを用いた米国で

の遺伝子治療臨床研究において発生したが、その後の調査研究により、当該事例はベクター大量

投与の結果、循環血中に漏れ出たベクターのウイルス蛋白質により引き起こされた全身的免疫反

応に起因するものである事が明らかにされた。
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3 生理 ・生態学的特性

(1)基本的特性

ヒ トアデノウイルスはエンベ ロープをもたない 2本鎖 DNAウイルスであり、アデノウイ

ルス科マス トアデノウイルス属に分類 される。ウイルスキャプシ ドは直径 80 nmの 正二十面

体である。51の血清型が知 られてお り、ハムスターヘの腫瘍原性により3つの群に分けられ

ている。ウイルス粒子は DNAと 蛋白質より成る。DNAの分子量は 20-25× 106ダル トン、長

さ約 12 μmの線状 2本鎖 (ゲ ノムサイズ :約 36 kb)で ある。

(2)生育又は生育可能な環境の条件

ヒ トに感染 し増殖する。培養細胞でも、ヒト由来の細胞でのみ効率よく増殖する。サル由

来培養細胞で低 レベルの増殖が起こる。経口感染す ることから推定されるように、室温で比

較的安定である。

(3)捕食性又は寄生性

自然界において、宿主域はヒトを始めとして、サル、ネコ、イヌ、ウサギ、ラット、マウ

ス、ハムスター、等の哺乳類及び鳥類の細胞に幅広 く感染 し取り込まれる。 しか し、生活環

を完結 しウイルス粒子を産生するためには、ヒトアデノウイルスは種特異的であり、 ヒト以

外では、ハムスター、コットンラット等ごくわずかな種でしかウイルスの増殖は認められな

い。ヒ トに最も近いサルです ら宿主としては適当でなく、シミアンウイルス 40(SV40)の共

感染下にはじめてウイルス粒子が産生される。

また、ヒトアデノウイルスは広範な組織に感染可能であり、高度に分化 した神経系、筋系、

肝細胞か ら上皮細胞、線維芽細胞に至る付着系の細胞に感染することが知られている。 しか

しなが ら、細胞内での増殖の程度は組織により異なる。

(4)繁殖又は増殖の様式

ヒ トアデノウイルスの生活環は次のように考えられている。ウイルス粒子は、ファイバー

を介 して標的細胞の受容体 と結合 し、次いでペン トンベースがインテグリンに結合す る。ペ

ン トンベースとインテグリンの相互作用により、ウイルス粒子はエン ドサイ トーシスにより

細胞質に取 り込まれる。細胞表面に吸着 したウイルス粒子の 80-85%がエンドソーム中に取

り込まれ、エン ドソーム中のウイルス粒子の約 90%がエン ドソームを破壊 して細胞質へ移動

する。その過程で、まずペン トンベースが外れ、続いて粒子構造が壊れコアが核膜内に放出

され る。 核 内で ウイル スゲ ノム は染色体外遺 伝 子 と して存在す る (epichrOmOsomJ

locdization)。 ウイルスゲノムから細胞由来の転写因子を利用して ElA遺伝子産物がまず産

生され、他の初期遺伝子群の発現を制御する。次いで E2遺伝子産物の蓄積に伴い、DNA複

製反応が開始 される。同時に後期遺伝子群の発現が起こり、ウイルス粒子構成蛋自質が産生

される。その際、ElB遺伝子産物及び E4遺伝子産物により、感染細胞由来 lllRNAの細胞質
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への移行が阻害 されるとともに、細胞由来の 5'末端に存在するキャップ構造に結合す る蛋白

質 (CBP)が脱 リン酸化 され、細胞由来 mRNAの翻訳は著しく制御 される。その結果、キャ

ップ非依存的に翻訳 されるウイルス由来 mRNAが効率的に細胞質に蓄積 し、ウイルス粒子構

成蛋白質の産生が促進 される。過剰に産生されたウイルス粒子構成蛋 白質は、ウイルスゲノ

ムとともに核内でウイルス粒子 として組み立てられる。さらに、ウイルス粒子の蓄積により、

その凝集塊から成る核内封入体 と呼ばれる構造体が形成される。 ウイルス粒子は、感染細胞

の崩壊により、細胞外に放出される。

ヒトアデノウイルスはヒトに経 口感染 し、急性の呼吸器疾患、角膜炎、乳幼児下痢症等を

引き起こす。感染経路 としては飛沫感染がある。

(5)病原性

ヒ トアデノウイルスは、急性の呼吸器疾患、角結膜炎、乳幼児下痢症などの原因ウイルス

として知 られている。各疾患の発症はアデノウイルスの血清型と関連 してお り、A“CM■bTK4

の由来であるアデノウイルス 5型は、不顕性に終わることが多いが、乳幼児における急性発熱

性咽頭炎の起因ウイルスとして知 られている。最近、百日咳様症候群 との関連が報告 されてい

るが、アデノウイルス 5型の単独感染が百日咳様症侯群の原因であるよりむしろ、百 日咳菌の

感染下に潜在 ウイルスの活性化が起きている可能性が指摘されている。また、肝移植患者にお

いて、免疫抑制剤服用下にアデノウイルス C亜群由来のアデノウイルス肝炎が報告 されてい

る。アデノウイルス 5型感染症に対する治療薬は存在 しないが、免疫力の低下した患者に重症

の感染症を来 した場合には免疫グロブリンの投与を行 う。一般的には予後良好なので、安静を

保ち二次感染を防 ぐことが肝要である。アデノウイルス感染に関連 した疾患について表 1に示

した。

表 1.アデノウイルス感染に関連した疾患

疾 患 名 対 象 患 者 関連血清型

急性発熱性咽頭炎 平L幼児 1-3、  5-7

咽頭結膜性発熱 小児 3、  7、  1

急性呼吸疾患 新兵 (軍人 ) 3、  4、  7、  14、  21

肺 炎 乳幼児 1-3、  7

肺炎 新兵 (軍人 ) 4、  7

流行性角結膜炎 全世代 8、  11、  19、  37

百 日咳様症候群 平L幼児 5

急性 出血性膀脱炎 乳幼児 H、 21

胃腸炎 乳幼児 40、  41

肝 炎 肝移植 レシピエン ト (平L幼児) 1、  2、  5

尿管内ウイルス存続 ADS患者他免疫抑制状態の患者 34、 35
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(6)有害物質の産生性

野生型ヒ トアデノウイルスの細胞障害性の発現は、感染細胞内での蛋白質合成阻害及びウ

イルス構成蛋 自の貯留によると考えられている。現在まで、野生型ヒ トアデノウイルスにお

ける有害物質の産生性は同定されていない。

(7)そ の他の情報

野生型 ヒトアデノウイルスは、他の DNAウイルスと同様、高圧蒸気滅菌、ガス滅菌、焼灼、

紫外線殺菌灯、次亜塩素酸ナ トリウム (1-20 ppm)等により不活化される。また、Ad5CNIV‐NK4

は、El領域を欠いているために非増殖性である。
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Ⅱ 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報

供与核酸に関す る情報

1)構成及び構成要素の由来

ウイルスベ クターに導入 した核酸であるNK4発現カセ ッ トは、① ヒ トサイ トメガロウイル

ス (CMつ プ ロモーター配列、② コザ ック配列、③NK4cDNA、 ④SV40ポ リアデニ レーシ ョ

ン配列か ら成 る。各領域は、Ad5CMInlK4ウ イルスベ クター51末端の塩基を 1と した時の塩

基番号で示 した。                ′

① 505-1332(CMVプ ロモーター)

GenBank Databaseの CMVプロモーターの塩基配列 828bp(下記)と一致する。ヒトサイトメ

ガ ロウイル ス に由来す るプ ロモ ー ター配列。

TCAATATTGGCCATTAGCCATATTATTCATTGGTTATATAGCATAAA_TCAATATTGGCTATTGGCCATT

GCATACGTTGTATCCATATCAT_ArTATGTACATTTATATTGCCTCATGTCCAACATTACCGCCATGTTG

ACATTGATTATTGACTAGTTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGA

GTTCCGCGTTACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTCACCGCCCAACGACCCCCGCCCATTGAC

GTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTCAATGGGTGGAGTA

TTTACGGTAAACTGCCCACTTGCCAGTACATCAAGTGTATCATATGCCAAGTACGCCCCCTATTGACGT

CAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAGTACATGACCTTATGGGACTTTCCTACTTGGCA

GTACATCTACGTATTAGTCATCCCTATTACCATGGTGATCCGGTTTTGGCAGTACATCAATGGGCGTGG

ATAGCGGTTTGACTCACGGGGATTTCCAAGTCTCCACCCCATTCACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCA

CCAAAATCAACGGGACTTTCCAAAATGTCGTAACAACTCCGCCCCATTGACGCAAATGGGCGGTAGGCG

TGTACGGTGGGAGGTCTATATAACCAGACCTCGTTTAGTGAACCGTCACATCCCCTCGAGACCCCATCC

ACGCTGTTTTGACCTCCATAGAAGACACCGGGACCGATCCAGCCTCCCCGGCCGGGAACGGTGCATTGG

② 1339… 13黎 (Kozak配列)

コザック配列は (6 bp:GCCACC)、 細菌由来のグアニン‐シトシンを多く含む DNA配列で、

遺伝子のATG開始コドンの周辺で見つかつたもの。

③ 1345…2769(N(4cDNA)

ヒトMO遺 伝子はヒトHGF遺伝子の一部分として定義される。ヒトHGFの遺伝子座は第 7

染色体長腕 (7q H.221)上 に位置し、18個のエクソンから成 り、728ア ミノ酸残基の HGF蛋

白質をコー ドする。NK4cDNAは NK4遺伝子のエクソン部分 1419 bp(下 記)から成 り、473

アミノ酸残基をコー ドする。

ATGTGGGTGACCAAACTCCTGCCACCCCTGCTGCTCCACCATGTCCTCCTGCATCTCCTCCTGCTCCCC

ATCGCCATCCCCTATGCAGAGGGACAAAGGAAAAGAAGAAATACAATTCATGAATTCAAAAAATCAGCA

AAGACTACCCTAATCAAAATAGATCCAGCACTGAAGATAAAAACCAAAAAAGTGAATACTCCACACCAA
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TGTCCTAATAGATGTACTAGGAATAAAGGACTTCCATTCACTTGCAAGGCTTTTGTTTTTGATAAACCA

AGAAAACAATGCCTCTGGTTCCCCTTCAATAGCATGTCAAGTGGAGTGAAAAAAGAATTTGGCCATGAA

TTTCACCTCTATGAAAACmGACTACATTAGAAACTGCATCATTGGTAAAGGACGCACCTACAAGGGA

ACAGTATCTATCACTAAGAGTGGCATCAAATGTCAGCCCTCGAGTTCCATGATACCACACGAACACAGC

TATCGGGGTAAAGACCTACAGGAAAACTACTGTCGAAATCCTCGAGGGGAAGAAGGGGGACCCTGGTGT

TTCACAACCAATCCAGAGGTACGCTACGAAGTCTGTGACATTCCTCAGTGTTCAGAAGTTGAATCCATG

ACCTGCAATGGGGAGAGTTATCGAGGTCTCATGGATCATACAGAATCAGGCAAGATTTGTCAGCGCTGG

GATCATCAGACACCACACCGGCACAAATTCTTGCCTGAAAGATATCCCGACAAGGGCTTTGATGATAAT

TATTGCCGCAATCCCGATGGCCACCCGAGGCCATGGTCCTATACTCTTCACCCTCACACCCGCTGGGAG

TACTGTGCAATTAAAACATGCGCTGACAATACTATGAATGACACTGATGTTCCTTTGGAAACAACTGAA

TGCATCCAAGGTCAAGGAGAAGGCTACACGGGCACTGTCAATACCATTTGGAATGGAATTCCATGTCAG

CGTTGGGATTCTCAGTATCCTCACGACCATGACATGACTCCTGAAAATTTCAAGTGCAAGGACCTACGA

GAAAATTACTGCCGAAATCCAGATGGGTCTGAATCACCCTGGTGTTTTACCACTGATCCAAACATCCGA

GTTGGCTACTCCTCCCAAATTCCAAACTGTGATATGTCACATGGACAAGATTGTTATCGTGGGAATGGC

AAAAATTATATGGGCAACTTATCCCAAACAAGATCTGGACTAACATGTTCAATGTGGGACAAGAACATG

GAAGACTTACATCGTCATATCTTCTGGGAACCAGATCCAAGTAACCTGAATGAGAATTACTGCCGAAAT

CCAGATGATGATGCTCATGGACCCTGGTCCTACACGGGAAATCCACTCATTCCTTGGGATTATTGCCCT

ATTTCTCGTTGTGAAGGTGATACCACACCTAcAATAGTC

④ 2776-2920(SV40ポ リアデニレーション配列)

GenBank Databaseの SV40PAの塩 基配 列 146 bp(下記 )と 二
致す る。 SV40ポ リアデ ニ レー シ

ョン配列 は、SV40に 由来 す るポ リ A付カロシ グナル 配 列 。

CGAGATCCGAACTTGTTTATTGCACCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACA

AATAAAGCATTTTTTTCACTGCATTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTCATCAATGTATCTTATCATGTC

TAGATCT

(2)構成要素の機能

a)NK4蛋 白質の構造

ヒトbTK4cDNAよ り予想 されるヒトNK4蛋 白質の全アミノ酸配列を下に示 した (473ア ミ

ノ酸残基、下線部は分泌シグナル配列)。

N5,VTKLLPALLLQHVLLHLLLLPIAIPYAEGQRKRRNTIHEFKKSAKTTLIKIDPALKIKTKKVNTA

DQCANRCTRNKGLPFTCKAFV「DKARKQCLWFPFNSMSSGVKKEFGHEFDLYENKDYIRNCIIGKGR

SYKGTVSITKSGIKCQPWSSMIPHEHSYRGKDLQENYCRNPRGEEGGPWC「 TSNPEVRYEVCDIPQC

SEVECMTCNGESYRGLMDHTESGKICQRWDHQTPHRHKFLPERYPDKGFDDNYCRNPDGQPRPWCYT

LDPHTRWEYCAIKTCADNTMNDTDVPLETTECIQGQGEGYRGTVNTIWNGIPCQRWDSQYPHEHDMT

PENFKCKDLRENYCRNPDCSESPWCFTTDPNIRVGYCSQIPNCDMSHGQDCYRGNGKNYMGNLSQTR

SGLTCSMWDKNMEDLHRHIFWEPDASKLNENYCRNPDDDAHGPWCYTGNPLIPWDYCPISRCEGDTT

56



PTIV

■ 卜ITK4蛋 白質 (5残基欠損型)は N
442ア ミノ酸残基か ら構成され、下記のよ

細胞外分泌シグナル配列 :

N末端ヘアピン構造

第 1ク リングル構造

第 2ク リングル構造

第 3ク リングル構造

第 4ク リングル構造

アスパラギン (aa289):

アスパラギン (aa397):

スレオニン  (aa471):

末端 の分泌 シグナル配列 (31ア ミノ酸残基)を除 く

うな特徴的 ドメイ ンを有す る。

aa l-31

が 9-122

aa126-202

混 03-284

aa297‐379

aa383-465

N―結合型糖鎖

N‐結合型糖鎖

0‐結合型糖鎖

HGF蛋自質は不活性型 1本鎖 preproHGFと して翻訳された後、細胞外分泌シグナル配列に

よつて細胞外に分泌 されプロセ ッシングを受けて 2本鎖の活性型成熟分子 となる。N末端ヘア

ピン構造 とそれに続 く第 1ク リングル構造は、c―Metレセプター との結合に関与する。クリン

グル構造は、デンマークの菓子パン Kringleの構造と似ていることから名付けられた蛋白質の

構造上の特徴であり、プラスミノーゲンなどの造血因子蛋自質に多 く見られ蛋白質問相互作用

に関与すると考えられている。各クリングル構造内には 3箇所のジスルフィド結合があり立体

構造を保持 している。プラスミノーゲンの分子内断片でクリングル構造を持つアンジオスタチ

ンにも血管新生阻害作用が認められてお り、クリングル構造 と血管新生阻害作用 との関連が示

唆 されているが、詳細なメカニズムは不明である。

NK4蛋 白質には下記のように 3箇所の糖鎖付加部位が存在するが、グリコシダーゼ処理に

よつて糖鎖を除去 しても HGFア ンタゴニス ト活性及び血管新生阻害活性に影響は見られなか

った。

b)NK4蛋白質の生物活性

HGFは、細胞膜を貫通する c‐Metレセプターに結合することにより、増殖促進、血管新生、

遊走促進、形態形成など多面的な生物活性を発揮する。c―Metレセプターには、細胞内 ドメイ

ンにチロシンキナーゼと呼ばれる蛋 白質のチロシン残基をリン酸化する酵素活性を持つ部分

が存在する。HGFが c―Metに結合すると細胞質のチロシンキナーゼ活性が活性化 され、これに

より細胞内に様々なシグナルが伝達 される。癌細胞の多くはこの c―Metを過剰発現 してお り、

HGFの結合によつて活性化 されると、癌細胞の浸潤・転移に至る複数の事象が同時に進行す

る。すなわち、HGFは カ ドヘ リンなどの細胞接着分子を介 した細胞間接着をルーズにし、癌

細胞が原発巣から離脱するのを促す。また、HGFは基底膜やコラーゲンなど細胞外基質を分

７
ｆ

Ｅ
Ｕ



10

解する様々な蛋自質分解酵素の産生を促すとともに、癌細胞の活発な遊走を促す。同時に、癌

細胞と血管内皮細胞の接着を促進するなど、これら一連の反応の同時進行によりHGFは癌細

胞の浸潤・転移を強力に促進する。

lJK4蛋 白質は、c Metレセプターヘの結合に関与するN末端ヘアピン構造と第 1ク リング

′レ構造を持っているため、←Metに結合するものの o‐Metを活性化しない (図 1)。 つまり、

NK4はそれ自身生物活性を発揮することなく、HGFが c―Met受容体に結合するのを競合的に

阻害するアンタゴニス トとして作用することにより、HGFの 関与する癌細胞の浸潤・転移を

強力に抑制する。一方、N“ は、HGFア ンタゴニス ト活性とは独立したメカニズムによって、

HGFだけではなくVEGFや bFGFに よる血管新生をも抑制する。従つて、NK4は HGFア ンタ

ゴニス ト活性 と血管新生阻書活性を同時に有する2機能性分子であ り、癌細胞を “凍結"、 あ

るいは“体眠"の状態に至 らしめる新規な抗癌剤の分子標的としての利用が期待 される (図 2)。

図 1.NK4に よるHGFアンタゴニス ト作用

ェ管新生籠書

図2 NK4の 2つの機能と癌の “凍結・休眠"療法

０
０
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2 ベクターに関す る情報

(1)名称及び由来

AISCMV‐lIK4は 、IIK4遺伝子発現カセ ッ トを含 む pAdAptN自 (図3)と 、アデ ノウイル ス

5型ゲノムを含むpnIE AdAttI‐ rITRsp(図 4)の相同組換えによつて作成された (次項目)。

PA“ptNK4の 由 来 は シ ャ トル ベ ク タ ー PAd44pt(Cmcell社 )で 、 一 方 、 pWE_AdAml rITRsp

(Cmce■社)はコスミドベクターpWE25に由来する。

(2)中劃土

pAdAptは、大腸菌複製開始点

“

、アンピシリン耐性遺伝TAmp、 アデノウイルス5型ゲノム

DNAIB同部像 箇所 (1454、 35H‐6095)、 CMVプロモーター、SV40ポ リアデニレーション配

列を構成要素とする。一方、PWEAttdlfrRspは コスミドベクターpWE25に由来し、アデノ

ウイルス5型ゲノムDNA全長を含む。

図 3プラスミドベクターPAdApt.NK4

ｎ
υ

ｒ
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3 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

アデノウイルスは全質量の 13%を 占めるDNAと 87%を占める蛋白質を含む、直径 65‐ 80 nln

の正二十面体の構造を有する。ゥィルスのDNAは約 36 kbの長さである。アデノウイルス蛋

自の発易は、一般的に早期と後期とに分類される。6つの蛋自質が早期 (EIA、 ElB、 E2A、

E2B、 E3、 E4)に 、他 の蛋 白質 (Ll、 Ⅳ虚、Ⅸ)は後期 に発現す る。ElAと ElBは ウイルス

DNAの 複製 に重要 な役割 を果 たす。 E2Aは DNA結 合 タンパ クをコー ドし、E2Bは DNA

polンmerase及 びウイルスゲノムの 5'末端に見られるタンパクをコー ドする。E3はウイルス

DNAの複製に関連 しないが、ウイルスの感染に対する宿主免疫反応を引き起こす と考えられ

る。E4蛋 白は ウイルスの構築 と関連す ると考えられてい る。本研究に用い られ る

Ad5CMV IIK4ベ クターは、ElA及び EIB部分が欠損 してお りその欠損部に CMVプ ロモータ

ーで転写制御 され る lJK4cDNAが挿入 されている (図 5)。

El人EIB

図5,Ad5CMINK4の模式図

(2)宿主内に移入 された核酸の移入方法

プラス ミドベ クターPAdAptの H配Ⅲ及びXbaI制 限酵素サイ トにコザ ック配列 (GCCACC)

を付加 した■lK4cDNAを 挿入 し、プラス ミドベ クターPAdApt NK4(図 3)を作成 した。pAMPt

NK4を PacI及びSau制限酵素で、Ad5CMV NK4ゲ ノムDNAを含む コスミドベ クターpWE AdAⅡ

Π―rITRsp(図4)を Pac喘J限酵素にて直鎖状にし、各DNA断片を精製 した。上述の2種のDNA断

片 をPER C6TMヘル パ ー 紳 胞 (Cmcdl社 )に Lipofect飩血 e200CD(bvitrOgen社)を 用 い た リポ ソ

ーム法によつて同時に組み込んだ。2種のDNA断片の相同組換えにより、アデノウイルス5型の

El領域がNK4発現カセッ トに組換えられたAd5CNIIV‐ NK4のDNA全長が形成 される (Ad5CNIV

NK4の全塩基配列は別紙)。 距RC6Wヘルパー細胞はアデノウイルス5型のEl領域、約生bを

内在しておりEl由 来転写活性因子を産生する細胞株である。この転写活性因子がEl領域を除去

したAd5CMV―NK4に トランスに働き、Ad5C141V‐ NK4ウ イルスベクターが産生 され る。尚、PE

R C6TM細胞は従来の293細胞 と異な り、AdSCNrv NK4の 発現カセ ッ ト前後 との相同部位をEl遺

伝子の前後に持たないので、PER C6TM由 来のEl遺伝子とAd5CMい NK4の発現カセ ットとの相

同組換えが理論上起こらず、RephcatiOn competnt Adenovirlls(RCA)の発生も起こらないと

Ｃ
０
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考 え られ る。 なお 、Ad5CNIV―NK4の全 シー クエ ン ス はALF ExpressW自 動DNA解 析 装 置 (Phar

macia Biotech社 )に より確認済みである。

(3)遺伝子組換え生物等の育成の経過

本研究に用いられるAd5CPIV‐NK4は 、現行のGNIIP基準に従って、神戸バイオメデ ィカル創

造センターのBiologics Laboratoryで製造された。Biologics LaboratOlyは 神戸大学発ベンチャー

の株式会社GンU(1日 株式会社ジーンメディスンジャパン)社によって運営管理 されており、千

葉大学の臨床研究実施研究者が共同研究者である神戸大学の臨床研究実施研究者 と共に実施

した。マスターセルバンク、マスターウイルスシー ドス トック (マ スターウイルスバンク)な

ど原材料から製造工程、最終製品に至るまで一貫 した品質管理のもとに製造 され、保管されて

いる。最終製品については、各種ウイルスやマイコプラズマの混入がなく、無菌試験、エンド

トキシン試験にて下記項目が陰性であることが確認 された (表2)(添付資料 1-3)。

表2.ウイルスベクター最終製品の品質管理試験

試験項 目 内容

力価測定 吸光度のよるvirus particle、 TCID50法

ウイルス検出試験 PCRに よるHBV,HCV,HIV-1,HTLV‐ 1,Parvo宙 rus B19の 検

出

マイコプラズマ検出

試験

PCRに よるマイコプラズマ遺伝子検査

無菌試験 ソイビーンカゼインダイジェス ト培地、液状チオグリコール酸

培地にて生育可能な細菌・真菌の検討

エン ドトキシン検出

試験

第十五改正 日本薬局方におけるエン ドトキシン試験法

RCA検 出試験 A549細胞を用いたCPE検出法

また、アデノウイルスベクターの調製に使用す る PER.C6TM細胞のマスターセルバンク、ワ

ーキングセルバンク及び Ad5CNIV―NK4マスター ウイルスシー ドス トックに対しても品質管理

試験が施行 され、各項 目における安全性が確認 されている。マスターセルバンク等及びマスタ

ーウイルスシー ドス トックの試験項目は下記のとお りである。

<マスターセル・ ワーキングセルバンク>
。チオグリコレー トブイヨン・ トリプケースイブイヨンによる無菌試験

・ エン ドトキシン否定試験

。マイコプラズマ否定試験                             ・

・ HTLV―I否定試験 (PCR法 )

・ HCV,IIBV否 定試験 (PCR法 )

０
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:HⅣ-1否定試験 (PCR法 )

・ サイ トメガロウイルス否定試験 (PCR法 )

。EBウイルス否定試験 (PCR法 )

。Parvo宙rus B19 DNA否 定 試 験 (PCR法 )

。アデ ノウイル ス検出試験 (抗 アデノウイルス抗体による蛍光染色 )

。ウイルス分離試験 (IELヒ ト胎児肺由来細胞、HcLι Vero,RDヒ ト横紋筋 由来細胞、ⅣDCK

イヌ腎臓 由来細胞,A549細胞 を用いた CPE検出試験 )

<マスター ウイルスシー ドス トック>

・ チオグ リコレー トブイ ヨン・ トリプケースイブイ ヨンによる無菌試験

・ エン ドトキシン否定試験

・ マイ コプ ラズマ否定試験

・ HTLV―I否定試験 (PCR法 )

・ HCV,IIBV否定試験 (PCR法 )

・ HⅣ-1否定試験 (PCR法 )

・ サイ トメガロウイルス否定試験 (PCR法 )

。EBウ イル ス否定試験 (PCR法 )

。Parvovims B19 DNA否定試験 (PCR法 )

つ
０

α
Ｕ



16

4 移入 した核 酸の存在状態及び当該核酸 による形質発現の安定性

移入した核酸は2本鎖DNAゲノムの一部として存在し、保管中は極めて安定で、感染する動

植物等の種類及び感染様式が保管中に変化することはない。細胞に感染すると、Ad5CNIV¨NK

4のゲノムは核内の染色体外に存在し、NK4遺伝子が転写されるが、その発現は―過性である

。Ad5CNIV―NK4はPER.C6TM細胞を使用 して増殖 させているため、相同組換えを起こしてRCA

が産生されるとは極めて考えにくいが、万一そのような場合は供与核酸のほぼ大半は消失 し

ていると考えられる。

またAd5CNIV―NK4投与によるNK4蛋白質の生体内発現については以下のとお りである。当

該実験には6-7週齢のC57BL/6マ ウス (雄)を用いた。Ad5CNIV―NK4(l x 109pOを生理食

塩水で希釈 し、マウスの尾静脈から投与した。投与後、経時的に解剖 し、採取した臓器及び

血漿中のbTK4蛋 白質濃度をELISAに て分析 した。

NK4の血漿中濃度はAd5Cヽ偶r_lⅨ4投与後 1週間をピークとしてお り、ピーク時における

血中濃度は約 150 ng/祠 で、その後血漿中濃度は低下したが 1箇月後でも約 10 ng/dと 、血中

HGFを 阻害す るのにじゅうぶんな濃度の NK4蛋 自質 レベルが維持 された (図 6)。 また肝臓

・肺・腎臓においても投与後 1-2週間をピークに持続的なNで 蛋白質の産生が認められた。

Ad5CNIV―NK4は各種臓器において発現 されるが、とりわけ、肝臓における NK4の レベルは

最も高い発現が認められた。したがって、1回の Ad5CNⅣ‐NO投 与によって 1箇月間のbTK4

蛋白質の発現 。産生が維持できることが明らかになつた。さらに、この期間中、マウスにお

いて外見的な異常はなく、大きな副作用はほとんど認められなかった。

:E

21。。
壺

図6.Ad5CPIV― NK4を投与 したマ ウス血漿中並びに臓器中のNK4蛋 白質の発現変化
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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

PCR法にて Ad5CPIV―NK4を検出することができる。PCR法では、野生型アデノウイルス

の遺伝子には存在 しない Ad5CⅣAr_3JK4特有の遺伝子配列 (イ ントロンを挟むLTK4cDNA配列 )

をプライマーとして使用することで、Ad5CNIV‐NK4の存在を特異的に検出できる。検体中の

1コ ピーを検出することが可能であり、本検出法の信頼性については、同様の定量的 PCR法

を用いたウイルス検出法が既に臨床検査等でされていることから、充分に確立 しているもの

と考えられる。

Ｅ
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6 宿主又は宿主の属す る分類学上の種 との相違

(1)Ad5CWIV‐NK4ウ イルスベクターの生物学的特徴

Ad5CNIV―NK4ウイルスベクターは、アデノウイルスの増殖に必須の蛋白質 (ElAお よび ElB)

がコー ドされているEl領域が欠損しているために、恒常的に当該蛋白質が発現 している細胞 (例

えば 293細胞)以外では増殖性を有 しない。 しか し、CNIVプロモーターか ら転写される NK4

蛋白質を産生する。 ウイルスの基本構造がタイプ 5型由来であり、感染性については同野生型

ウイルスと同様である。野生型アデノウイルスと同様、染色体に組み込まれることはなく、染

色体外遺伝子 として存在 し、感染細胞の細胞分裂によつてNK4遺伝子の発現は減少 していく。

したがつて NK蛋 白質の発現も一過性のものとなる。

(2)増殖性ウイルス出現の可能性

①増殖性アデノウイルス (RCA)出現の機序

Ad5CMV‐NK4ウイルスベクターはウイルス複製に必要な El領域が除かれ、当該部分が NK

遺伝子に置き換えられている。したがつて、293細胞のように El領域遺伝子を発現する細胞が、

当該遺伝子を トランスに発現 しなければ、複製増殖することができない。 この胎児性腎細胞由

来の 293細胞は、ヒト5型アデノウイルスの ElA及び ElB遺伝子を包括する nt l-4137の 領域

を含んでお り、この領域はアデノウイルスゲノムの左腕の 12%に相 当する。一方非増殖性の

Ad5CMV―NK4の ような組換え型アデノウイルスは通常 nt 400-3500領 域を欠失 しているが、293

細胞中の El領域とは相同部位が存在 してお り、その結果、組換え型アデノウイルスの作製にあ

たつて相同組換えが生 じ、RCAが発生する可能性がある。一般的に、293細胞への 1粒子の組

換え型アデノウイルスの感染は 10,000粒子以上の子孫アデノウイルスを生 じうる。同時に、組

換え型アデノウイルス と293細胞間の一回の相同組換えが起こる頻度は最低で 106回 の組換えに

対 して 1回程度であると予想 されている。

②PERoC6W細胞使用によるRCA出現リスクの低減

RCA出現の原因となる相同部位の除去のため、PER.C6TM細胞がオランダ Crucell社 によって

開発された。PERoC6TM細 胞はヒト胎児性網膜芽細胞に、ElA及びElB領域 (Ad5 nt 459…3510)

を導入したものである。この配列には Elプロモーター及びポリAシ グナルは含まれておらず、

ヒトホスホグリセリン酸キナーゼPGKプ ロモーター及びB型肝炎ウイルスのポリAシークエン

スが組み込まれている。また同時にAd5の El領域 (Ad5 nt455… 3510)を欠失させた組換え型ア

デノウイルスを作製するための PAdAptシャ トルベクターも同時に開発 された。 これ らの

PER C61M細胞により作製された組換え型アデノウイルスでは、RCAの 出現は極めて低いと考え

られる。

③RCAの検出方法

Ad5C暉 N̈K4と RCAと の違いは El領域にあるため、ElAあるいは ElB遺伝子に関す る PCR

α
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を行 うことによつて両者 を区別す ることが可能である。 ウイルスが含まれた検査すべき検体 を、

El領域 を含まない A549細胞あるいは HeLa細胞 の培養液 に入れて ウイルスを感染 させ、RCAを

増殖 させた後に、当該細胞 よ りDNAを抽出 し、ElAあ るいは ElBの ウイルス遺伝子内に設定 し

たプ ライマーを使用 した RCRを行 うことによって、AdD~CνⅣ=NOと RCAの区別 をつけること

が可能で、RCA有無の検出ができる。本手法によ り検体中 1コ ピーの RCAを検 出す ることが可

能である。

７
′

α
Ｕ



20

Ⅲ 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臨床研究を目的とした投与、保管、運搬、廃棄及びこれら

に付随する行為。

2 使 用 等 の方法

治療施設の所在地 :千葉県千葉市中央区亥鼻 I丁 目8番 1号

治療施設の名称 :千葉大学医学部附属病院

(1)A“ CMIblK4溶液は、ガラスバイアルに密封後、凍結状態で治療施設に輸送 し、凍結状

態のまま施設内のベクター調製室内の冷凍庫に保管する。

(2)凍 結状態のAd5CNIV―NK4溶液の融解、バイアルの開封並びにAd5CNIV―NK4溶液の希釈

及び分注は、上記ベクター調製室内の P2レベル設備内の安全キャビネッ ト内で行 う。な

お、この希釈溶液を、解放系区域を通つて他の P2レベル相当区域に運搬する必要がある

場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。

(3)Ad5CNIIV‐ NK4溶液 (希釈液 も含む)を廃棄する際には、本施設で定められた感染性廃棄

物処理規程により行 う。

(4)被 験者に対する Ad5CNIV―NK4の投与は、環境中への拡散防止措置を適切に執つた室内

においてAd5CNIV―NK4希釈溶液を胸腔内投与することにより行 う。投与後 48時間まで、

被験者に心電図モニター を装着 して管理する。

(5)個 室管理期間中の被験者の排泄物 (唾液、血液、及び尿)は、臨床検体 として使用する

物を除き、投与後 7日 間、あるいはウイルスが陰性化するまでバイオハザー ドマークを

明示して感染性廃棄物 として取 り扱 う。なお、臨床検体 として使用する被験者の排泄物

の取扱いは、上記 Ad5CNIV―bTK4溶液の取扱いに準 じる。

(6)個 室管理期間中、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に接触 し

た器具等は、環境中への拡散防止措置を適切に執つた室内で高圧蒸気滅菌処理ないしは

次亜塩素酸処理を実施 した後、本施設で定められた感染性廃棄物処理規程に従い廃棄す

るか、もしくは環境中への拡散防止措置を適切に執つた室内で十分洗浄する。

０
０
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3 承認 を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法

※ 主務大臣が必要 と認める場合にのみ記載 し、それ以外の場合は空欄とすること。

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

ための措置       .

※ 主務大臣が必要と認める場合にのみ記載 し、それ以外の場合は空欄とすること。

ｎ
υ
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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

(1)Ad5CMⅥ p53を 用いた臨床研究の結果

岡山大学付属病院を中心に米国と同様のプロトコールにより
・
1999年 3月 から非小細胞肺癌

に対するAd5CNIV― p53を用いた第 I相 臨床試験が行われ、被験者からの血液、尿、便、リン

パ節などでの Ad5CNIV― p53の検出検査 (PCR法)では、血液中には 3日 目まで検出され、咽

頭 うがい液か らは 13日 後にも検出されたが、尿中には投与後ずつと検出されず、環境への拡

散の危険についての報告は無い。また、本施設 (千葉大学医学部附属病院)で実施中の食道

癌に対する Ad5CNIV― p53を 用いた第 I― Ⅱ相臨床研究 (文献 3)では、食道癌患者 10名 に対

しAd5CNIV‐p53投与から一週間後に被験者の血液、尿、糞便中のAd5CNIV‐ p53検出試験を計

4`回行い、45回 は陰性、1回 のみ糞便に陽性で、この被験者は隔離解除を延期 し12日 目に陰

性となった。なお、医療従事者への感染は、当該従事者の健康状態からみてないと考えられ、

環境中への拡散の可能性はない。

(2)マ ウスを用いた Ad5CMINK4の安全性試験

Cゴ :CD-1(ICR)系雄性マウスを用いて Ad5CNIV―NK4の単回静脈内投与による安全性試験

を実施 した。Ad5CNIV―NK4の投与量は、高用量 (1.25× 108 pi/animal)及 び低用量 (1.25× 106pm

/animal)の 2用 量 (F6)と し、対照群のマウスにはリン酸緩衝液 (―)を静脈内投与した(n=6)。

投与後 1、 3及び 14日 後に採血 し血清を採取 した。また、採血終了後、脳、肺、肝臓、腎臓及

び精巣を摘出し重量測定後、肺、腎臓及び精巣については左側を、脳については正中線で 2分

割した左側を、肝臓については最も大きい葉 (左葉)を液体窒素で凍結 し保存した。他方はホ

ルマリン固定後に、常法に従つて病理組織検査を実施 した。投与 1日 後に低用量群の 1例が死

亡した。投与 2及び 3日 後に高用量群の 2例 に、自発運動減少、脱毛、後肢浮腫及び痴皮形成

がみられ、低用量群の 2例に脱毛及び自発運動減少がみ られた。投与 3日 後に低用量群の 1例

に自発運動減少、失調歩行、脱毛及び体温低下がみられた。各臓器の病理組織検査ではでは、

高用量群、低用量群 とも対照群 と同様の組織像を呈してお り、Ad5CNIV¨NK4の正常組織への

病理組織学的影響は認められなかつた。
。

組織より抽出 したDNAを用いてウイルスベクター投与後の各臓器中に存在するアデノウイ

ルス量を検討 した結果では、高用量投与群において、投与 14日 後でも肝組織中にアデノウイ

ルス DNAの存在が確認 され、肺には投与 1日 後のみアデノウイルス DNAの存在が確認 され

たが、低用量投与群においては、いずれの臓器においても、アデノウイルス DNAの存在は確

認されなかつた。一方、組織より抽出した RNAを用いて各臓器中での NK4mRNA発 現を確認

した結果においては、高用量投与群の投与 1日 後の肺 。肝・精巣組織、また、投与 3日 後の肝

組織に対照群 と比 して高いレベルで NK4の発現を認めたが、それ以外では対照群 と同程度の

レベルのNK4-Aの 発現状況であつた。

ｎ
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6 国外にお ける使用等によ り得 られた情報

AфCM■ITK4を 用いた臨床試験は、実施例がないためこれまでに得られた情報はない。搭載

cDNAが異なるAd5CNIVベ クターの使用経験は2つの臨床研究で報告されているので、その結果

を記載する。

①本臨床研究の対象と同じ悪性胸膜中皮腫を対象とした、単純ヘルペスウイルスチミジンキ

ナーゼ遺伝子発現型アデノウイルスベクターの第 I相臨床試験 (胸腔内投与)が米国のペ

ンシルバニア大学において実施された (文献 4)。 投与量は 5× 1010 vial particles ep)か ら

5× 1013 vpま で胸腔内投与が行われた。その結果、最高投与量まで増量されたが、最大耐量

は確認できず 5× 1013 vp以上と判断された。主な副作用は注入部位疼痛、発熱などで、腎

毒性等の化学療法に良く見られる重篤な毒性は報告されておらず忍容性は良好であつた。

なお、環境中への拡散について報告はない。

② 悪性胸膜中皮腫を対象とした、インターフェロンβ遺伝子発現型アデノウイルスベクター

の第 I相臨床試験 (胸腔内投与)が米国のペンシルベニア大学において実施された (文献

5)。 投与量は 9× 101l vpと 3× 1012 vpの 2用量で胸腔内投与が行われた。その結果、3× 1012

vp投与 4症例において一過性の低酸素症が 1例 (原疾患に心不全を有していた症例で、

利尿剤にて改善)と 肝機能障害が 1例 (生化学的検査によるもので臨床的症状は認められ

ず)が認められた。一方 9× 10H vp投与の場合、6例中 6例でグレー ド1な いし2の有害事

象が観察され、当該研究における最大耐量は 9× 101l vpと 判断された。主な副作用は注入

部位疼痛、発熱などで、腎毒性等の化学療法に良く見られる重篤な毒性は報告されておら

ず忍容性は良好であつた。また、上記 10症例のなかで 4例の患者から、アデノウイルス

投与 4日 後まで血清中よりPCRに よって当該アデノウイルスが検出された。

文 献 3: Shimada H,Matsubara H,Shiratori T, ct al.Phase 1/Ⅱ aden。宙ral p53 gene therapy for

chemOradiation resistant advanced esophageal squamous cell carcinomao Cancer Sci.2006;97:

554-561.

文 献 4:Sterman DH,Recio A,Vachani A,et al.Long― te.11l follow― up of patients with malignant pleural

mesothelioma receiving high¨dose adenovirus herpeS Silnplex thymidine kinase/ganciclovir

suicide gene therapy.Clin.Cancer Res.2005;11:7444¨ 7453.

文 南大5:Stellllan DH,Recio A,Carroll RG,et al.A phasc l clinical trial ofsingle― dose intrapleural IFN‐ b

gene transfer for malignant pleural lnesothelioma and metastatic pleural e]hsions.high rate of

antitumor inIInune responses.Clin,Cancer Res.2007: 13:4456-4466.

７
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Ⅳ 生物多様性影響評価

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

Ad5CNIV―NK4の感染性はアデノウイルス 5型と同じであり、当該遺伝子組換えウイルス

が感染しうる対象はヒトを含む一部のほ乳類及び鳥類である。しかし、自己増殖能を失って

いることから、他の野生動植物に対して病原性を呈するおそれはないと考えられる。また、

欠損しているEl領域について、Ad5CMINK4が これを取り込み、野生型アデノウイルスとな

ることを、現実問題として自然界で起こることは想定し難いが、万一野生型 となったとして

も、結局はアデノウイルス5型 と同一の感染性 と病原性を有するにすぎず、すでに自然界に

広く分布しているアデノウイルス 5型以上の感染性と病原性を獲得するものではない。

(2)影響の具体的内容の評価

Ad5CNIV―NK4が ヒトに感染した場合、一過性にNK4蛋 白質の発現が見られるが、これに

よるヒトヘの病原性は知られていない。また Ad5CNIV― NK4由 来のRCAお よび、万一野生型

アデノウイルスとなつた場合においても、その感染性と病原性はすでに自然界に分布するア

デノウイルスと同等であり、その病原性については、I「宿主又は宿主の属する分類学上の

種に関する情報」の 3「生理・生態学的特性」 (5)病原性に記載されているものと同一で

ある。Ad5を用いた遺伝子治療用ベクターについては1990年以降、米国・欧州 。中国あるい

り
こ

７
′

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

Ad5CNIV―NK4の感染性は、感染の種特異性を司る遺伝子に改変を加えていないことから

野生型のタイプ5]じ dヽと 同一であり、微生物に感染することはなく、また有害物質等の産生

により他の微生物を減少 させることないと考えられる。したがつて、このために影響を受け

る可能性のある野生動植物はない。これは野生型アデノウイルスとなっても同 じである。

(2)影響の具体的内容の評価

他の微生物を減少 させることはないため、当該 ウイルスに関して該当事項はない。

(3)影響の生じやす さの評価

他の微生物を減少 させることはないため、当該 ウイルスに関して該当事項はない。

(4)生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

当該第一種使用規程に従つて使用等を行 うかぎ り、他の微生物を減少 させ る性質につい

生物多様性影響が生ずるおそれはないと考えられ る。
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は本邦においても使用 されているが、環境中への悪影響に関する報告はない。またAd5に よ

る遺伝子治療ベクターによる死亡例は、I「宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情

報」の 2「使用等の歴史及び現状」に記載されたとお りである。

(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、AあCPIV―NK4および、万一生 じると仮定 した野生型アデノウイルスの環境中への

拡散は極めて微量である。実際問題 としてAd5CMV-3TK4が 感染 しうるのはヒトのみあり、

当該 ウイルスは自己増殖能を失つていることから環境中で増殖することはない。Ad5CNIV‐

NK4由来の野生型アデノウイルスが、環境中に大量に放出されることは考えられず、万一そ

のようなことが生 じても、その病原性は広 く自然界に分布するアデノウイルスと同等である

。 したがつて、Ad5CMV―NGの投与によって、被験者以外のヒトに対 して病原性を示す可

能性は極めて少ないと考えられる。

(4)生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

当該第一種使用規程に従つて使用等を行 うかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはな

いと考えられる。

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

Ad5CNIV‐NVの 有害物質の産生性は知 られておらず、また安全性試験の結果等において

、当該遺伝子組換えウイルスの野生動物に対する有害物質の産生性は認められていない。ま

た植物に対 して有害物質産生もないことから、他の野生動植物等に対する有害物質を産生す

るおそれはないと考えられる。

(2)影響の具体的内容の評価

有害物質の産生はないことから特記すべきことはない。

(3)影響の生じやす さの評価

有害物質の産生はないことから特記すべきことはない。

(4)生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

有害物質の産生性について、当該第一種使用規程に従つて使用等を行 うかぎり、生物多

様性影響が生ずるおそれはないと考えられる。

０
０
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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

Ad5CNIV‐ NK4の感染性はアデノウイルス 5型 と同じであり、実際問題 として感染 しうるの

は自然宿主のヒトであり、また当該遺伝子組換えウイルスは自己増殖能を失つていることか

ら、他の野生動植物に対 して核酸を水平伝達するおそれはないと考えられる。万一野生型の

アデノウイルスが生 じても、その感染性はアデノウイルス 5型を越えるものではない点から

、核酸の水平伝達によつて影響を受ける可能性のある野生動植物等はない。

(2)影響の具体的内容の評価

Ad5CNIV‐ NK4が感染 したヒ トにおいて一過性にNK4遺伝子が発現 しうるが、これによって

ヒ トを含む他の哺乳類等への水平伝達は知られていない。また野生型アデノウイルスが万一

生 じても、核酸水平伝達の性質は自然界に広く分布するアデノウイルス 5型 と同様である。

(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、 Ad5CNIV―NK4よ り派 生 す るRCAの環境 中へ の拡 散 は極 めて微 量 で あ る。 Ad5CNIV‐

NK4は 自己増殖能を失つてお り、被験者に野生型アデノウイルスが共感染 しないかぎり、環

境中で増殖することはない。アデノウイルスが自然界において感染 し増殖するのはヒトにほ

ぼ限 られており、野生型アデノウイルスが同一個体の同一細胞に共感染する可能性は、ヒト

のアデ ノウイルスに対する免疫応答を考えれば極めて低い。Ad5CM■NK4よ り派生するRC

Aの核酸水平伝達の性質は自然界に広 く分布するアデノウイルス 5型 と同様である。

(4)生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

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考えられ

る。

5 その他の性質

なし。

74
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V 総合的評価

Ad5CMINMの 感染性は、感染の種特異性を司る遺伝子に改変を加えていないことから野

生型のタイプ 5型 Adと 同一であり、自然界では微生物、植物に感染することはなく、また有

害物質等の産生により他の微生物等を減少させることない と考えられる。また Ad5CMINK4

の動物への感染性はヒトを含む一部のほ平L類及び鳥類であるが、自己増殖能を失つていること

から、他の野生動物に対 して病原性を呈するおそれはない と考えられる。また、欠損 している

El領域について、Ad5CPIVttN解 がこの遺伝子を取 り込み、野生型アデノウイルスとなること

は現実には自然界で起こることは想定し難いが、万一野生型 となつたとしても、結局はアデ ノ

ウイルス 5型 と同一の感染性 と病原性を有するにすぎず、すでに自然界に広 く分布 しているア

デノウイルス 5型以上の感染性 と病原性を獲得するものではない。 さらに、Ad5CMV―NK4に

よる有害物質の産生性は認められていないことから、他の野生動植物等に対する有害物質を産

生するおそれはないと考えられる。 したがつて、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、病原性に関して生物多様性影響、水平伝達によるヒトや他の哺乳類に対 し生物多

様性影響を生 じるおそれはないと考えられる。

また、使用等を行 う場所 としては主として P2レベル相当の個室に限つてお り、被験者の排

泄物等については不活化する等の措置を講 じることとしている。

以上のことから、当該第一種使用規程に従つて使用等を行 うかぎり、Ad5CM■hTK4の第一

種使用等によ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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別紙 NK4遺伝子発現アデノウイルスベクターの全塩基配列

・ CNIVプ ロモータ :482‐ 1309

・ コザック配列 :1316‐ 1321

TGATAA:終 止 コ ドン

・ SV40 polyA:2753‐ 2897

CATCATCAATAATATACCTTATTTTGGATTCAACCCnATATcATAバ rCACCCCGTCCAGTTTGTCACGTGGCCCCCCCCGTCCCAAC
CGCCCCCGTCACGTAGTACTCTCCCCCAAr_TGTCATGTTCCAACTCTCCCGG■ ACACATGTAACCCACCGAIGTCCCAAAACTCACG
TTTTTCCTGTCCCCCCGTCTACACACCAACTCACAATTTTCCCCCCGTTTTACCCCCATGTTGTACTAAATTTCCCCGTAACCCACT
AACATTTCCCCATTTTCCCCCCAAAACTCAATAACACCAACTCAAATCTGAATAATTTTGTCTTACTCATACCCCCTAATATTTGTC
TACCCCCCCCCCCACTTTCACCGTTTACGTCCACACTCCCCCACCTCTTTTTCTCACCTGTTTTCCCCGTTCCGGGTCAAACTTCCC
GTTTTATTATTATACTCAGTACCTACCACTCCACTCCCCTACGTCGTCAATATTGCCCATTACCCATATTATTCATTCGTTATATAC
CATAAATCAATATTCCCTATTGCCCATTCCATACGTTGTATCCATATCATAバ TATCTACATTTATATTCCCTCATGTCCAACATTAC
CCCCATGTTCACATTCATTATTCAr_TAGTTATTAATACTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATACCCCttrATATCCACTTCCCCC
TTACATAACTTACCGTttrCccccGCCTGGCTCACCCCCCAACGACCCCCCCCCATTCACCTCAATAATGACGTATOTTCCCATAG
TAACCCCAATハ CCGACTTTCCATTCACCTCAATCGGTCCAGTATTTACCGTAAACTCCCCACTllCCCACTACATCAACTGTATCATA
TCCCAACTACCCCCCCTATTGACCTCAATCACCGTAAATCCCCCCCCTCCCATTATCCCCACTACATCACCTTATCCCACTTTCCTA
CTTCCCACTACATCTACGTATTACTCATCCCTATTACCATCGTCATCCCCTTTTCCCACTACATCAATCCCCCTCCATACCCGTTTC
ACTCACGGGCATTTCCAAGTCTCCACCCCATTCACCTCAATCCGAGTTTGTTTTCCCACCAAAATCAACCCCACTTTCCAAAATGTC
GTAACAACTCCCCCCCATTCACCCAAATCCCCCCTACCCCTCTACCCTCGOACCTCTATATAACCACACCTCGTTTAGTCAACCCTC

TCCTTACAAATAAACCAパ TACCATCACAAATTTCACAAATAAACCATTTTTTTCACTCCATTCTACTTCTCCTTTGTCCAAACTCAT
OAATCTATCTTATCATCTCTACATCTGTACTCAAATCTCTCCCCCTCCCTTAACCCTCCCAAACAATATATAAGGTCCCCGTCTTAT
GTAGTTTTCTATCTCTTTTCCACCACCCCCCCCCCCCATCACCACCAACTCGTTTCATCCAACCATTCTCACCTCATATTTCACAAC
GCCCATCCCCCCATCCCCCCCCCTCCGTCACAATGTCATCGCCTCCACCATTCATCGTCCCCCCCTCCTCCCCCCAAACTCTACTAC
CTTCACCTACGACACCGTCTCTCGAACCCCCTTCCACACTCCACCCTCCCCCCCCCCTTCACCCCCTCCACCCACCCCCCCCCCCAT
TCTCACTCACTTTCCTTTCCTCACCCCCCTTCCAACCACTCCACCTTCCCGTTCATCCCCCCCCCATCACAAGTTCACCCCTCTTTT
CCCACAATTCCATTCTTTCACCCGGCAACTTAATCTCGTTTCTCACCACCTCTTCGATCTCCCCCACCACGTTTCTCCCCTCAACCC
TTCCTCCCCTCCCAATCCCCTTTAAAACATAAATA3ふ ふ凸ACCAGACTCTCTTTGGATTTCCATCAACCAAGTCTCTTCCTGTCTTTA
TTTACGGGTTTTCCCCCCCCCGTACCCCCCGGACCACCGGTCTCCGTCGTTCAGGGTCCTGTCTATTTTTTCCACGACGTCCTAAAC
CTGACTCTCCATCTTCACATACATCCCCATAACCCCCTCTCTCCCGTCGACCTACCACCACTCCACACCTTCATCCTCCCGGGTCGT
CTTGTACATCATCCACTCGTACCACCACCCCTCCCCCTCCTCCCTAAAAATGTCTTTCAGTACCAACCTGATTCCCACCCCCACCCC
CTTGGTGTAACTCTTTACAAACCCCTTAACCTCGGATCCCTCCATACGTCCGGATATCAGATCCATCTTCCACTGTATTTTTACGTT
CCCTATCTTCCCACCCATATCCCTCCGGGGATTCATCTTCTCCACAACCACCACCACAGTCTATCCCCTCCACTTCCCAAATTTGTC
ATCTACCTTACAACCAAATCCCTCCAACAACTTCCACACCCCCTTCTCACCTCCAACATTTTCCATCCATTCGTCCATAATCATCCC
AATCGCCCCACGGCCCCCCCCCTCGGCCAACATATTTCTCCGATCACTAACGTCATACTTCTGTTCCACCATCACATCCTCATACCC
CATTTTTACAAACCCCCCGCGGACGGTCCCACACTCCCCTATAATGGTTCCATCCCCCCCACCGCCGTAGTTACCCTCACACATTTC
CATTTCCCACCCTTTCAGTTCACATGCCGCCATCATGTCTACCTCCCCCCCCATCAACAAAACGGTTTCCCCCGTACGCGACATCAC
CTCCCAACAAACCACGTTCCTCACCACCTCCCACTTACCCCACCCGGTCCCCCCGTAAATCACACCTATTACCCCCTCCAACTCCTA
CTTAACACACCTCCACCTCCCCTCATCCCTCACCACCCCCCCCACTTCCTTAACCATCTCCCTCACTCGCATGTTTTCCCTCACCハ A
ATCCCCCAGAACCCCCTCCCCCCCCACCGATACCAGTTCTTCCAACGAACCAAAGTTTTTCAACCGTTTCACACCGTCCCCCCTACG
CATCCTTTTCACCCTTTCACCAACCAGTTCCACCCCCTCCCACACCTCCCTCACCTCCTCTACCCCATCTCCATCCACCATATCTCC
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TCGTTTCCCGGGTTGGGGCGGCTTTCGCTGTACGGCAGTAGTCGGTCCTCGTCCACACCCCCCACCGTCATGTCTTTCCACCCCCGC
AGGGTCCTCGTCACCGTAGTCTGGGTCACCGTGAAGGGGTCCGCTCCGGGCTCCCCGCTCCCCAGGGTGCGCTTGAGGCTGGTCCTG
CTGGTGCTGAAGCCCTGCCGGTCTTCGCCCTGCGCGTCGGCCAGGTAGCATTTGACCATCCTGTCATAGTCCACCCCCTCCCCGGCG
TCGCCCTTCCCCCGCAGCTTCCCCTTGGACGAGGCCCCCCACCACGGGCACTGCACACTTTTGACCCCGTAGAGCTTGGGCGCGAGA
AATACCGATTCCGGGGAGTAGGCATCCCCCCCCCACCCCCCCCACACGGTCTCCCATTCCACGACCCAGGTGAGCTCTGGCCGTTCC
CGGTC… CCAGGTTTCCCCCATCCTTTTTGATGCGTTTCTTACCTCTGGTTTCCATGAGCCGGTGTCCACGCTCGGTGACGm
AGGCTGTCCGTGTCCCCGTATACAGACTTCACAGGCCTGTCCTCCACCGGTGTTCCCCCGTCCTCCTCGTATACAAACTCGGACCAC
TCTGAGACmGGCTCCCCTCCACCCCACCACCAACGACCCTAAGTGGGACCCGTAGCCGTCGTTCTCCACTAGGGGGTCCACTCCC
TCCAGGGTGTCAACACACATCTCCCCCTCTTCGGCATCAACGAAGGTGATTCGTTTGTACGTGTAGGCCACGTCACCGGGTGTTCCT
GAAGGGGGCCTATAAAAGGGGGTCGGGGCCCGTTCGTCCTCACTCTCTTCCCCATCGCTGTCTCCCAGGGCCAGCTGTTGGGGTGAG
TACTCCCTCTGAAAAGCGGCCATGACTTCTGCGCTAAGATTGTCAGTTTCCArmCGAGGAGGATTTCATATTCACCTGGCCCCCG
GTGATGCCTTTGACGGTCGCCCCATCCATCTGGTCAGAAAAGACAATCTTTTTGTTGTCAACCTTCGTCCCAAACCACCCGTAGAGG
GCGTTCGACACCAACTTGGCGATCCACCGCAGGGTTTGGTTTTTGTCGCGATCCCCCCCCTCCTTCCCCGCCATGTTTACCTCCACC
TATTCGCGCGCAACCCACCGCCATTCGGGAAAGACGGTGGTGCCCTCCTCGGGCACCAGGTGCACGCGCCAACCCCGGTTGTCCAGG
GTGACAACGTCAACCCTGGTCCCTACCTCTCCCCGTAGCCCCTCGTTCGTCCACCACACCCGCCCGCCCTTCCCCGACCACAATGCC
CCTACGGGGTCTACCTCCGTCTCGTCCGGGGGGTCTGCGTCCACGGTAAAGACCCCGGGCACCAGCCCCCCGTCGAAGTAGTCTATC
TTCCATCCTTCCAAGTCTAGCCCCTCCTCCCATGCCCGGCCGCCAACCCCCCCCTCGTATGGGTTCACTGGGGGACCCCATCCCATG
GGGTCGGTCAGCGCGGAGGCGTACATCCCCCAAATGTCGTAAACGTAGAGGGGCTCTCTCAGTATTCCAAGATATGTAGGGTACCAT
CTTCCACCGCCGATGCTGGCCCGCACGTAATCGTATAGTTCGTCCCAGGGACCCAGGAGGTCGGGACCGACGTTCCTACCGGCGGGC
TCCTCTCCTCCGAAGACTATCTGCCTGAACATGGCATGTGAGTTCCATCATATCGTTGGACGCTCGAAGACGTTGAACCTGGCGTCT
GTCAGACCTACCCCGTCACGCACGAACGACCCGTACGAGTCGCCCACCTTGTTCACCACCTCGGCGGTGACCTGCACGTCTACGGCG
CACTAGTCCACGGTTTCCTTCATCATGTCATACTTATCCTGTCCCTTTTTTTTCCACACCTCCCGGTTGAGGACAAACTCTTCGCGG
TCTTTCCAGTACTCTTCGATCCCAAACCCGTCGGCCTCCCAACGGTAAGACCCTACCATGTAGAACTGGTTCACCGCCTGGTAGGCG
CAGCATCCCTTTTCTACGGGTACCGCGTATCCCTCCGCGGCCTTCCGGAGCGACGTGTGGGTCAGCGCAAAGGTCTCCCTGACCATG
ACTTTGAGGTACTCGTATTTCAAGTCAGTGTCGTCCCATCCCCCCTCCTCCCACAGCA』 出 GTCCGTCCGCTTTTTGGAACCCGGA
TTTGGCAGGGcGAAGGTGACATCGTTCAACAGTATCTTTCCCCCCCGACGCATAAAGTTGCGTGTGATCCsGAACCGTCCCGGCACC
TCGGAACCGTTGTTAATTACCTGGGCGGCGACCACGATCTCGTCAAAGCCGTTCATGTTGTCCCCCACAATGTAAAGTTCCAACAAG
CCCGGGATCCCCTTGATGGAACGCAATTTTTTAAGTTCCTCGTACCTCAGCTCTTCACGCGAGCTCACCCCGTCCTCTGAAACGCCC
CAGTCTCCAACATGACGGTTGGAACCGACCAATCACCTCCACACCTCACCCCCCATTACCATTTCCACGTCGTCCCGAAAGGTCCTA
AACTGGCGACCTATCCCCATTTTTTCTGGGGTCATGCAGTAGAAGGTAACCGGGTCTTGTTCCCACCGGTCCCATCCAAGGTTCCCG
GCTAGGTCTCCCCCGCCAGTCACTAGAGGCTCATCTCCCCCCAACTTCATGACCAGCATCAACGGCACCACCTCCTTCCCAAAGGCC
CCCATCCAAGTATAGGTCTCTACATCGTACGTCACAAAGAGACCCTCGGTCCGACCATCCGACCCGATCCCGAACAACTGGATCTCC
CCCCACCAATTGGACGACTGCCTATTGATGTGGTCAAAGTAGAAGTCCCTCCGACGGCCCGAACACTCGTGCTGGCTTTTGTAAAAA
CGTGCGCAGTACTGGCACCGGTGCACGGCCTGTACATCCTCCACGAGGTTCACCTGACGACCGCGCACAAGGAACCACAGTCGGAAT
TTCACCCCCTCCCCTCCCGGGTTTGGCTGGTCGTCTTCTACTTCCGCTCCTTGTCCTTGACCGTCTGGCTCCTCGACGGGAGTTACG
GTCGATCGGACCACCACCCCCCCCGACCCCAAAGTCCAGATGTCCCCCCCCGGCCGTCGGAGCTTCATGACAACATCCCCCACATCG
GACCTGTCCATGGTCTGGAGCTCCCCCGGCGTCAGGTCACCCGGGACCTCCTCCAGGTTTACCTCGCATAGACGGGTCAGGGCGCGG
GCTAGATCCACGTGATACCTAATTTCCAGGGGCTCGTTCGTCCCGGCGTCGATGCCTTCCAAGAGGCCCCATCCCCCCGGCCCGACT
ACGGTACCCCCCGGCGCCCGGTCCCCCCCCCGGGTGTCCTTGGATGATCCATCTAAAACCCGTGACGCGGGCGACCCCCCGGAGGTA
CCGGGGGCTCCCGACCCGCCCGGACACCGGCCACGGCCACGTCCCCCCCCCCCCCCCCCACCACCTCGTCCTCCCCCCGTACGTTCC
TGGCGAACGCGACGACCCGGCGGTTGATCTCCTCAATCTGGCGCCTCTCCGTGAAGACCACGGGCCCGGTGACCTTGAACCTGAAAG
ACAGTTCCACAGAATCAATTTCGGTGTCGTTGACGGCGCCCTGGCGCAttTCTCCTGCACGTCTCCTGAGTTGTCTTGATACGCGA
TCTCGGCCATGAACTCCTCGATCTCTTCCTCCTGGAGATCTCCCCGTCCGCCTCCCTCCACGGTGCCGGCGACGTCGTTGGAAATGC
GGGCCATGAGCTGCCACAAGCCGTTCACCCCTCCCTCGTTCCACACGCGCCTGTACACCACGCCCCCTTCGCCATCGCGGGCGCCCA
TCACCACCTCCGCGAGATTGAGCTCCACGTGCCGGGCGAAGACGGCGTAGTTTCCCAGGCCCTCAAAGAGGTAGTTCAGGGTGGTGG
CGGTGTGTTCTGCCACGAAGAAGTACATAACCCACCGTCCCAACGTCCATTCGTTGATATCCCCCAAGCCCTCAAGGCGCTCCATCG
CCTCGTACAACTCCACCCCGAAGTTGAAAAACTCGGAGTTCCCCCCCGACACGGTTAACTCC71CCTCCACAACACGGATCAGCTCGG
CCACAGTGTCCCGCACCTCCCCCTCAAAGGCTACACGGGCCTCTTCTTCTTCTTCAATCTCCTCTTCCATAAGGCCCTCCCCTTCTT
CTTCTTCTGGCGGCGGTGGGGGACGGGGGACACGGCGCCGACCACGGCCCACCGGGAGCCGGTCGACAAAGCCCTCGATCATCTCCC
CGCCCCGACGGCCCATCGTCTCGGTGACGCCCCCCCCGTTCTCCCGGGGGCCCAGTTGGAAGACGCCGCCCGTCATGTCCCGGTTAT
GGGTTCGCGGGGGCCTCCCATCCGGCACGGATACGGCGCTAACCATCCATCTCAACAATTGTTGTGTAGGTACTCCGCCCCCGACCG
ACCTGACCGACTCCGCATCGACCGGATCGGAAAACCTCTCGAGAAACCCGTCTAACCAGTCACAGTCGCAAGGTAGGCTGAGCACCG
TGCCCGGCGGCACCCGCCGGCGGTCGGGGTTGTTTCTGGCCGACGTCCTCCTGATCATGTAATTAAAGTAGGCGGTCTTGAGACGCC
CGATGGTCGACAGAACCACCATGTCCTTCGGTCCGGCCTGCTGAATCCCCACCCGGTCCCCCATCCCCCACCCTTCGTTTTCACATC
GGCCCAGGTCTTTGTAGTAGTCTTGCATGAGCCTTTCTACCGGCACTTCTTCTTCTCCTTCCTCTTCTCCTGCATCTCTTGCATCTA
TCCCTGCGGCGGCGCCGGAGTTTGGCCGTAGGTGGCGCCCTCTTCCTCCCATGCGTGTGACCCCGAAGCCCCTCATCGGCTGAAGCA
CGGCTACGTCGGCGACAACGCGCTCGCCTAATATGGCCTGCTGCACCTCCGTGAGGGTAGACTGGAAGTCATCCATGTCCACAAACC
GGTGGTATCCCCCCGTGTTGATGGTGTAAGTCCACTTCCCCATAACCGACCAGTTAACGGTCTCGTCACCCCGCTCCCACACCTCGG
TGTACCTGAGACCCGAGTAACCCCTCCAGTCAAATACGTAGTCGTTCCAAGTCCGCACCAGGTACTGGTATCCCACCAAAAAGTCCG
GCGGCGGCTGGCGGTACAGGGGCCAGCGTACGGTCGCCGGGGCTCCCGGGGCGACATCTTCCAACATAAGGCGATGATATCCGTAGA
TGTACCTGGACATCCACGTGATCCCCCCGGCGGTGGTCGAGGCCCCCCCAAAGTCCCGGACCCCGTTCCACATGTTCCCCACCCCCA
AAAAGTGCTCCATGGTCGGGACCCTCTCGCCGGTCAGGCGCGCGCAATCCTTGACCCTCTACACCGTGCAAAAGGAGAGCCTGTAAG
CGGGCACTCTTCCGTCGTCTGGTGGATAAATTCGCAAGGGTATCATGGCGGACGACCCGGGTTCGACCCCCGTATCCGGCCGTCCGC
CGTCATCCATGCGGTTACCGCCCGCGTGTCGAACCCAGGTGTGCGACGTCAGACAACGGGGGAGTCCTCCTTTTGGCTTCCTTCCAG
GCGCGGCGGCTGCTCCGCTACCTTTTTTCCCCACTCGCCGCGCCCAGCGTAACCGGTTAGCCTGGAAACCGAAAGCATTAAGTGGCT
CCCTCCCTGTACCCCGACGGTTATTTTCCAAGGGTTGAGTCGCCGGACCCCCCGTTCGAGTCTCGGACCCGCCGGACTCCGGCGAAC
GGGGGTTTCCCTCCCCGTCATCCAAGACCCCCCTTGCAAATTCCTCCCGAAACAGGGACCACCCCCTTTTTTCCTTTTCCCAGATGC
ATCCGGTCCTCCGCCAGATCCGCCCCCCTCCTCACCACCCCCAACACCAACACCACCGCCACACATCCACCCCACCCTCCCCTCCTC
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０ ０ 日 ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ン 日 ０ ０ ロ ン ン ン ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ∩ ０ ０ ０ ” 』 こ ど Ｐ Ｏ ン の ０ ０ ０ ０ ン 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン の Ｑ ン ０ ０ ０ ｏ ０ ０ ０ ０ 日 〇 の 日 の 日 ン ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日 日 ０ ン ０ ０ ０

０ ０ 日 ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日 日 ン の ン ン ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ン ン ０ ０ 日 ０ ０ ン の ＞ Ｏ ｏ シ ン ｏ Ｏ 日 Ｏ ｏ ン ｏ ｏ ｏ ０ ０ 日 ０ ０ 日 の ０ ０ ０ ０ ン 日 の 日 ０ ０ ０ ０ ０ ン の ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ 』 ０ ン ０ ０ ０

０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ン ン ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ン 日 ０ ０ 日 】 ｏ Ｏ ン の 『 ン ン ン ０ ０ ０ ０ 日 日 ０ ０ 目 ０

，

０ 日 ン の ン の ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ン ０ ０ 『 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ン

Ｏ ｏ
，

ｏ 日 ン ｏ ン ｏ ｏ ン ン ０ 日 日 日 の 日 の ＞ ０ ０ ０ ０
，

０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ロ ン ン 日 ０ ０ 日 の ン の 日 の ン ０ ン の ン ０ ０ ０ ０ ン ン ン の 日 〇 ン ０ ０ 日 〇 日 ン ０ ０ ン ０ 日 の 日 ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ン ０ ロ ン 哺 日 日

日 日 日 ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ン の 日 ン の ン の ン ン ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ン い ン ０ ０ ０ 日 ン ン ン ０ ０ 日 ０ ン ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 日 日 の シ 』 嘔 ζ ′ ν の 日 日 〇 〇 ν ０ ０ ０ ０ ０ 】 〇 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 】 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 〇 〇

０ ン ０ ン ０ ０ ｏ Ｏ ン ｏ ０ ０ ∩ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ 日 ０ ロ ン ０ ０ 日 】 Ｏ ｏ 日 ｏ ン ０ ０ ０ ０ ０ ン ン の 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ 日 日 ０ ０ 日 ０ ０ 日 〇 〇 ［ ＞ ン 日 ン ０ ０ ０ ｏ ０ ０ 日 】 ０ ン ０ ０ ０ ン ０ ン の 日 ０ ０

０ ン ０ ０ ０ 日 の 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン の ＞ ０ ン 日 ン の の 日 ＞ ０ ０ 日 ０ ン の 日 日 ０ ０ 日 〇 ン ０ ン ０ 日 〇 ［ ン ０ ０ ０ ０ ０ ン の ０ ０ ０ ン 日 ” ｏ Ｏ 日 ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ン 日 の 日 ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ン 日 ン の 日 日 日

ｏ ｏ を ｏ ｏ ン の ン 日 日 ン ｏ ン ン の 日 の 日 ｏ ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 】 ０ ０ ０ ０ ０
，

０ ０ ン ０ ０ ン 〇 ン ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ ０ ン 〇 〇 ０ ン ン ０ ０ ０ 日 ン ン ン ０ 日 ン ０ ０ 日 Ｏ ｏ 日 ０ ン ０ ０ ン

，

０ ０ ０

０ ０ ０ ０ ０ ン の ン ン 〇 ン 】 ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日 日 ０ ０ ン Ｏ ν Ｏ 自 日 日 ン ン ン の ン ０ ０ ０ ν の の ン の Ｏ ン ０ ０ ０ ０ ン 日 日 日 曰 ０ ０ ０ ０ 】 ン の の 】 ０ ０ ン ０ ０ ν Ｏ ン ０ ０ ０ 日 ０ ン の 〇 〇 】 日 ン ン ０ ０ 日

０ ン ロ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ロ ン ン ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ン ０ ン 】 〇 ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ン の ン 】 ０ ０ ＞ ン ｏ ｏ Ｏ ０ ０ ０ ン 日 ０ 弓 ン 日 ０ ０ ０ 日 ０ ン ン ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 日

日 ン 日 ０ ン ン ｏ ０ ０ ｏ ｏ 日 ン ン 日 ０ ０ ＞ ０ 日 ン の 日 日 ０ ０ ン 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ン ン ０ ０ ｏ ０ ０ ン の 日 ン 日 日 日 の ン ｏ Ｏ ン ン 日 ０ ０ ０ ＞ 日 ０ 哺 日 の ン ν ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ 日 ０ ０ ｏ 日

ン ０ ０ ０ ｏ Ｏ ｏ Ｏ ｏ 日 〇 〇 日 日 日 ０ 日 ＞ ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン 日 日 ０ ０ ン の の 日 ０ ０ ｏ ｏ Ｏ ン の の の 日 ＞ ン ０ ０ ン 日 〇 〇 ン 日 日 ｏ ｏ 日 ０ 日 ０ ０ ０ ン ０ ０ ン の ン ］ ン の ン ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ０ 日 の 日 日

日 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ リ レ ｏ ｏ Ｏ ｏ ン の ン ０ ０ ０ 日 の の 日 ン ０ ン の 日 日 ０ ０ ン ン の ン ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ０ ン の ン ０ ０ ０ ０ ０ ｏ Ｏ ｏ 日 ０ ０ ０ ν ン ン ０ ０ ン ン ン ０ ０ 】 日 ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ン ン の

０ ン ０ ０ 日 日 の 日 Ｏ ｏ Ｏ ン ロ の 日 ン ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ２ ０ ン 日 Ｏ ｏ 日 ン の 日 を い ０ ０ ｏ ン 日 日 】 Ｏ ｏ ン ン ｏ Ｏ 】 日 ０ ＞ 日 ン ０ ０ ０ 】 ０ 日 ０ 日 日 ン ０ ０ ン ０ ０ ン ０ 『 ０ ０

０ ン ０ ０ ン Ｏ ｏ ０ ０ ｏ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ” の 日 ン ｏ Ｏ ロ ン ン ン ０ ン ン ０ 日 ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日 ０ ０ ン 〇 〇 〇 Ｏ ｏ ン ０ ０ ０ ０ ０ ン ｂ 』 嘱 ζ ど Ｐ ν ０ ０ 日 ０ ０ ０ 】 ０ ０ ０ ０ ０

ン 日 日 日 ｏ Ｏ ｏ ン ン ｏ ン ン ０ ０ ０ ０ ン 日 ン の ン の ン ０ ０ ０ 日 ン の 日 ０ ０ ン の ン ン ０ ン ［ ０
，

０ ［ ン の ン 日 ０ ０ ン ン の ン の の 日 ン の ｏ ｏ Ｏ ｏ ン ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ０
，

０ ０ 日 Ｏ ｏ Ｏ ン の ０ ０ ０ ０

０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ 】 ０ ０ 日 ０ ン ン ン ０ ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ 】 ０ 】 ０ ０ 日 の 日 ０ ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ン ロ の ン の 日 ０ ０ ０ ０ ン の ン ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日

０ ０ ン 哺 】 日 ０ ０ ０ ン の ０ ０ ン ０ 日 ０ ０ ０ ン ン ０ ０ ０ ０ 日 日 日 ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ 日 日 の Ｏ ｏ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ン の ン ン 日 の 日 】 哺 】 ン ｂ 』 嘔 Ｃ ピ Ｐ ン ｂ ｂ 鴨 屯 ど ′ ン ０ ０ ン 日 の ン 【 ０ ０ ン ン ン

ン 日 ｂ 』 鴫 ζ ピ Ｐ ν ｏ 日 ０ ン ０ ０
，

卜 の ０ ０ ｏ ン 日 ｏ ｏ Ｏ ン ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ［ 哺 ０ ０ 日 【 日 日 ０ ［ 日 の 日 ン 日 ［ ０ ０ ０ ０ 日 日 ン の 日 ン 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン 日 ０ 日 ン 日 〇 ン ０ ０ ン ン ０ ０

日 ０ ０ 日 ０ ０ 日 ０ ０ ０ 日 ０ ０ 日 ン ０ ０ ＞ ０ ン の 日 の 日 ０ ０ 日 ０ ン の ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン の 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ 日 日 ０ 月 ０ ０ ０ 】 日 ０ ０ ン 日 ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ 日 〇 〇 ン ０ ０ ０ ０ ０ ０

０ 】 日 】 〇 】 ０ ０ ０ 日 〇 〇 〇 〇 〇 ０ ロ ン ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ン Ｏ ｏ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン Ｑ ン ン ン ０ ン ０ ０ ン 】 ０ ０ ０ 日 日 ン ０ 】 ０ 】 〇 ン ０ 日 日 ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ 日 ン ［ 】 ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ン ｏ ｏ ０ ０

日 の 日 の 日 ン ０ ０ 日 ０ ０ 日 Ｏ ｏ ン ０ ン ン ０ ン ン の 日 ０ ン ン ０ ０ ０ ン 】 ① 日 ０ ０ ０ ン 日 ０ ０ ｏ 日 ０ ン ン の 日 ン ０ ０ ン の ン ン の の ン の Ｏ ン ０ ン ０ ０ ”
，

０ 日 日 】 ｏ 日 ｏ ン ｏ Ｏ ン ０ ０ ０ 日 ０ ン 日 日 ０ ン

ン ン ン ０ ン ン 日 〇 ン ｏ 哺 ン ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ン ン ０ ０ ン の ン ０ ン ０ ン ０ ０ ン 日 ０ ン ン 日 ０ 日 日 ０ ン ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ 日 ｏ ０ ０ ン の 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ 】 ０ ” 』 Ｌ ざ Ｐ ０ ０ ン 日

０ ０ 日 ０ ０ ン 】 ン ０ ０ ン ン ０ ン 日 ０ ０ ０
，

５ ５ 日̈ の 】 ０ ン ン の の ン ０ 日 日 ０ ン 日 ① 日 日 日 ン ０ ０ ン ン 日 ン ン ０ 日 日 日 ン ン ０ ０ ０ ０ ｏ ０ ０ ０ 日 ０ ン 日 ０ ０ 日 ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ 日 】 ０ ０ ０ Ｈ ン の ロ ン ン

０ ０ ν Ｏ ン ン 】 ｏ ン の の 】 ０ の ン ０ ０ 】 ０ ン ン ン ロ ン ０ ０ ン の 日 Ｏ ｏ Ｏ 日 ０ ０ ン ０ 日 】 〇 ン ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ン ン の 日 ン ０ 日 ０ ０ ０ ン Ｑ ン Ｏ ｏ ン 日 の ン ０ ０ ン 日 ン の ン ０ ０ 日 日 ン 日

０ ン ン の ン ン ｏ ０ ０ ０ ン 日 ０ ０ 日 ０ ０ ン ０ ０ ン の 日 ン ０ 】 日 ０ ” 』 ｒ Ｐ Ｏ 日 の の ０ ０ ン ① ン の ン の ン ン ０ ０ ０ ０ ０ 日 日 ０ 日 ０ ０ ン ン ン ０ ０ ０ ＞ ０ ン 日 ０ ０ ０ ０ ０ ロ ン 』 ビ Ｐ の 日 日 日 〇 ン ０ ン ０ ０ ０ ０

０ ン ン の 日 日 ｏ ン の ン ０ 日 ０ ０ ０ ０ 日 日 】 ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ン ０ 日 ０ ０ 日 の 日 日 の 日 ０ ン 日 ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ 】 ン 日 ン 日 ン ０ ” レ ン Ｏ ｏ ン ン ０ ０ ０ 日 『 ０ ０ ン ロ ０ ０ ン の ン ０ ン 日 ０ ン 日 日 日 】

０ ０ 日 ０ ０ ０ ン ０ ０ ン 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ン ０ 日 日 ０ ン ０ ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ｏ ０ ０ ０ 】 ０ ン ０ ０ ン ン ０ 日 日 の 日 日 ０ ０ ０ ０ ン 日 の ０ ０ ０ シ ン 〇 〇 〇 〇 ０ ン ン ０ ０ ０ 日 】 ０ ０ ン の の ン ０ ０ ０ ０ 日 日

日 ン の Ｏ ン 】 ０ ン Ｏ ｏ 】 ン ０ ０ ン 日 の ン 】 ０ 】 ０ ０ ン ０ ０ ０ 】 ０ ０ 】 ン ン の ン 】 日 Ｏ ｏ ｏ ０ ０ ン の 日 〇 日 日 ０ ０ ン 弓 ０ 日 ０ ０ ン の ｏ ｏ Ｏ 日 ン ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ 日 『 ０ ン ン ン の ン 颯 ０ ン ０ ン の

０ ０ ン ン ０ ン ｏ ０ ０ ｏ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン Ｏ ｏ ＞ ン ｏ
，

０ ０ ” ０ 日 ０ ０ ０ ン 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 〇 ０ ”
，

ｏ ン の
，

レ ０ 日 ｏ ｏ ン ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ン 日 ０ ０ ン

０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ン 日 の ン ン ０ ０ ン 日 の ン 日 ０ ０ ０ ン 日 日 ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ン ０ ン ０ ０ 日 日 日 ０ ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ０ ０ ｏ 日 ｏ ン ０ ０ ン の ン ン ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０
，

０ ０ ０ ０ ０ ン ン ０ ０ ン ０ ０

０ ０ ０ ０ ０ ン ン ０ ０ ［ Ｏ ｏ ｏ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ン ン ０ ０ ｏ Ｏ ン 〇 〇 日 ０ ０ ン 〇 ン ン ０ ０ ０ 日 ０ ン の ン ン ０ ン ン ン ０ ０ ０ ｏ ［ ０
，

日 ０ ン 』 ζ Ｐ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ＞ ０ ン ０ ン ０ ０ ン ０ ン ０ ０ ン ン

０ ン ン ン ０ ０ ｏ ン の 日 日 ン ０ ン ン ０ ０ 日 ン ン 日 ン ン ０ ０ ン ン 】 ０ ン ｏ ン ０ ０ ン ０ ０ 日 【 ｏ ン ０ ０ ０ ン の 日 ン ０ ０ ０ ０ ン ０ ０ 哺 ０ ０ 】 ン ０ ０ 日 日 ０ ０ ン 日 ン の ” ” の ロ ン ｏ ｏ ｏ ｏ ｏ ン ０ ０ ０ 日 の ン

０ ン ０ ０ ０ ０ ン ン 日 ０ ０ ０ ０ 日 ０ ン ロ ０ ０ ン ０ ０ ０ 日 ０ ０ 】 日 日 ０ ０ ＞ ０ 日 Ｏ ｏ 日 の ン ｏ Ｏ ロ ン ン ０ ０ 日 ０ ０ ０ ０ ０ 日 ０ ０ ０ ン ０ ０ ン ０ ０ 日 ０ ロ ン の 日 の Ｏ 日 ０ ０ 】 】 ０ ０ ０ ン ０ ン ０ ン 日 〇 ン 】

Ｏ ｏ ン ン の ン ｏ Ｏ ｏ ｏ Ｏ 日 ０ ン ０ ０ 日 日 ０ ０ ０ ０ 】 ０ ０ ン ０ ０ ０ ０ ｏ Ｏ ン の ン ロ Ｑ ン ０ ０ ン ン の 日 ［ 日 ０ ０ ０ ０ 】 ０ ０ 日 ０ ０ ０ 〇 〇 〇 〇 ０ ン ０ ０ 日 の 日 日 ０ ０ ０ ０ ０ 】 ０ ０ ン の 日 ０ ０ ン ン の ン の
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CGTGCACCTGATCGTACCCAF_GCGCCACCGACTGGAAGATGTCTTGGA… TGACCGTGGAACCTGGGCTCGACCCCGAGGTCCG
CGTGCGGCCAATCAAGCAGGTCCCGCCGGGACTCGGCGTGCACACCGTGGACGTTCAGATACCCACTACCAGTAGCACCAGTATTGC
CACCCCCACAGAGGGCATGGAGACACAAACGTCCCCCGTTCCCTCACCGGTGGCGGATGCCCCGGTCCAGGCGGTCCCTCCGGCCGC
GTCCAAGACCTCTACGGAGGTCCAAACGGACCCGTCGATGTTTCCCGTTTCACCCCCCCGGCCCCCGCCCCGTTCCAGGAACTACCG
CCCCCCCAGCCCCCTACTCCCCGAATATGCCCTACATCCTTCCATTCCGCCTACCCCCCCCTATCGTCCCTACACCTACCCCCCCAC
AAGACGAGCAACTACCCGACCCCGAACCACCACTGGAACCCCCCGCCGCCGTCGCCGTCGCCACCCCGTGCTGGCCCCCATTTCCGT
CCGCAGGGTGGCTCGCGAACGACCCACGACCCTCGTCCTCCCAACACCGCCCTACCACCCCAGCATCGTTT… GCCGGTCTTTGT
CGTTCTTCCACATATGGCCCTCACCTCCCGCCTCCGTTTCCCCGTCCCCGGATTCCGACGAAGAATCCACCGTACGAGGCGCATGCC
CGGCCACGGCCTGACGGGCCCCATGCGTCGTCCCCACCACCGGCGGCCCCGCGCGTCCCACCGTCCCATCCCCGGCGGTATCCTGCC
CCTCCTTATTCCACTCATCGCCGCGGCGATTGGCGCCGTCCCCGGAATTGCATCCGTGGCCTTGCACCCGCAGAGACACTGATT聾
AACAAGTTGCATGTGG… TCMAAT… GTCTCGACTCTCACCCTCCCTTGGTCCTGTAACTATTTTCTAGAATCGAAGACA
TCAACTTTGCGTCTCTGGCCCCGCGACACGGCTCCCGCCCGTTCATGGGAAACTGGCAACATATCCCCACCACCAATATCACCGGTG
GCGCCTTCACCTCGGGCTCCCTGTCCACCCCCATTAAAAATTTCGGTTCCACCGTTAACAACTバ TCCCACCAAGCCCTCGAACACCA
GCACAGGCCAGATCCTGAGGGATAAGTTGAAAGACCAAAATTTCCAACAAAAGGTGGTAGATGGCCTGGCCTCTCGCATTAGCCGGG
TGGTCGACCTCCCCAACCAGCCACTCC… TAACATTAACAGT_A_ACCTTCATCCCCCCCCTCCCGTAGAGGACCCTCCACCGGCCG
TGGAGACAGTCTCTCCAGACGGGCGTGGCGAAAACCGTCCGCCCCCCGACAGGGAACAAACTCTCGTCACCC_AAATACACGAGCCTC
CCTCGTACGACGAGGCACTAAAGCAACCCCTGCCCACCACCCGTCCCATCCCCCCCATCCCTACCCGAGTCCTGGGCCAGCACACAC
CCGTAACCCTGGACCTGCCTCCCCCCCCCGACACCCAGC却 3AAACCTGTGCTGCCAGGCCCCACCGCCGTTGTTGTAACCCGTCCTA
GCCCCCCGTCCCTCCCCCCCGCCCCCAGCCGTCCCCGATCGTTCCGCCCCGTAGCCACTGGCAACTGCCAAAGCACACTGAACACCA
TCGTCGGTCTCGGGGTCCAATCCCTGAACCCCCGACGATGCTTCTGATACCTAACGTCTCGTATGTGTGTCATGTATGCGTCCATGT
CCCCGCCACAGGAGCTCCTCACCCGCCGCCCGCCCCCTTTCCAACATGCCTACCCCTTCGATCATCCCCCACTCGTCTTACATCCAC
ATCTCGGGCCAGGACGCCTCGGAGTACCTGACCCCCGGCCTGGTCCACTTTCCCCCCCCCACCCACACGTACTTCACCCTCAATAAC
AACTTTACAAACCCCACGGTCCCGCCTACGCACCACGTG却 3CACAGACCCGTCCCACCGTTTCACGCTCCGGTTCATCCCTGTCCAC
CGTGACGATACTGCGTACTCGTACAAGGCCCGGTTCACCCTAGCTCTGGGTCATAACCGTGTCCTCGACATCGCTTCCACGTACTTT
GACATCCCCGCCGTCCTGGACAGGGGCCCTACTTTTAAGCCCTACTCTGCCACTCCCTACAACGCCCTGCCTCCCAAGGGTGCCCCA
AATCCTTCCGAATCGGATGAAGCTGCTACTCCTCTTGAAATAAACCTACAAGAAGACCACCATGACAACGAACACGAAGTAGACCAG
CAACCTGACCACCAAAAAACTCACGTATTTCGGCACCCGCCTTATTCTGGTATAAATATTACAAACGACCGTATTCAAATAGGTGTC
GAACGTCAAACACCTAAATATCCCGATAAAACATTTCAACCTGAACCTCAAATACCAGAATCTCAGTGGTACCAAACACAAATTAAT
CATGCAGCTGGGAGAGTCCTAAAAAACACTACCCCAATCAAACCATGTTACGGTTCATATGCAAAACCCACAAATCAAAATGGACGG
CAAGCCATTCTTGTAAACCAACAAAATCGAAACCTAGAAAGTCAAGTCGAAATGCAATTTTTCTCAACTACTCAGGCACCCCCAGGC
AATCGTGATAACTTCACTCCTAAAGTGGTATTGTACAGTCAACATGTACATATAGAAACCCCACACACTCATATTTCTTACATCCCC
ACTATTAAGGAACGTAACTCACCACAACTAATCGGCCAACAATCTATCCCCAACACGCCTAATTACATTCCTTTTAGGGACAATTTT
ATTGGTCTAATGTATTACAACAGCACGGGTAATATGGGTGTTCTGGCCCGCCAAGCATCCCAGTTGAATGCTGTTGTAGATTTCCAA
GACAGAAACACAGAGCTTTCATACCAGCTTTTGCTTGATTCCATTCGTCATACAACCAGGTACTTTTCTATGTGGAATCAGGCTCTT
GACAGCTATCATCCACATGTTAGAATTATTGAAAATCATGGAACTCAAGATGAACTTCCAAATTACTCCTTTCCACTCGGACGTGTG
ATTAATACACACACTCTTACCAACGTAAAACCTAAAACACGTCAGGAAAATGGATCGGAAAAAGATGCTACACAATTTTCACATAAA
AATCAAATAAGAGTTGGAAATAATTTTCCCATCGAAATCAATCTAAATCCCAACCTGTGGAGAAATTTCCTGTACTCCAACATAGCG
CTGTATTTCCCCGACAAGCTAAAGTACAGTCCTTCCAACGTAAAAATTTCTCATAACCCAAACACCTACGACTACATGAACAAGCGA
GTGGTGCCTCCCCCGCTAGTGGACTGCTACATTAACCTTCGACCACCCTCGTCCCTTGACTATATGGACAACGTCAACCCATTTAAC
CACCACCCCAATCCTCCCCTCCGCTACCCCTCAATGTTGCTGGGCAATCGTCCCTATGTGCCCTTCCACATCCACGTCCCTCAGAAG
TTCTTTCCCATTAAAAACCTCCTTCTCCTGCCGGGCTCATACACCTACGAGTGGAACTTCAGGAAGGATGTTAACATGGTTCTGCAG
ACCTCCCTAGGAAATGACCTAAGGGTTCACGGACCCACCATTAAGTTTGATAGCATTTGCCTTTACGCCACCTTCTTCCCCATCCCC
CACAACACCCCCTCCACCCTTCAGGCCATCCTTACAAACGACACCAACCACCAGTCCTTTAACCACTATCTCTCCGCCCCCAACATG
CTCTACCCTATACCCGCCAACGCTACCAACGTCCCCATATCCATCCCCTCCCCCAACTGGGCCGCTTTCCCCGGCTGGGCCTTCACG
CCCCTTAAGACTAACGAAACCCCATCACTGGGCTCGGGCTACGACCCTTATTACACCTACTCTGGCTCTATACCCTACCTAGATGGA
ACCTTTTACCTCAACCACACCTTTAACAAGGTCGCCATTACCTTTGACTCTTCTGTCACCTGGCCTGGCAATGACCGCCTCCTTACC
CCCAACGAGTTTGAAATTAACCCCTCAGTTCACGGGGACGGTTACAACGTTCCCCAGTGTAACATGACCAAAGACTGGTTCCTCGTA
CAAATCCTACCTAACTATAACATTCGCTACCAGGGCTTCTATATCCCAGACACCTACAACGACCCCATGTACTCCTTCTTTAGAAAC
TTCCACCCCATGACCCGTCAGGTGGTCGATCATACTAAATACAAGGACTACCAACAGGTCGGCATCCTACACCAACACAACAACTCT
GGATTTGTTCCCTACCTTCCCCCCACCATCCCCGAACGACAGCCCTACCCTCCTAACTTCCCCTATCCGCTTATACGCAACACCGCA
GTTCACACCATTACCCAGAAAAACTTTCTTTCCGATCCCACCCTTTGGCGCATCCCATTCTCCAGTAACTTTATGTCCATcGGCGCA
CTCACAGACCTGGGCCAAAACCTTCTCTACCCCAACTCCGCCCACCCGCTACACATGACTTTTCAGGTGGATCCCATGGACGAGCCC
ACCCTTCTTTATGTTTTGTTTGAAGTCTTTGACGTCGTCCGTGTCCACCACCCGCACCCCGGCGTCATCGAAACCGTGTACCTGCCC
ACGCCCTTCTCGGCCGGCAACCCCACAACATAAACAACCAAGCAACATCAACAACAGCTCCCGCCATCGGCTCCACTGAGCACGAAC
TGAAACCCATTGTCAAAGATCTTGGTTGTGGGCCATATTTTTTCGGCACCTATGACAACCGCTTTCCAGGCTTTGTTTCTCCACACA
AGCTCGCCTGCGCCATAGTCAATACGCCCGGTCGCGAGACTGGGGGCGTACACTCCATCCCCTTTGCCTGGAACCCCCACTCAAAAA
CATCCTACCTCTTTGACCCCTTTCCCTTTTCTCACCACCCACTCAACCACGTTTACCACTTTGAGTACCACTCACTCCTGCCCCGTA
GCCCCATTGCTTCTTCCCCCGACCCCTGTATAACGCTCGAAAAGTCCACCCAAACCGTACAGGGGCCCAACTCGGCCGCCTGTGGAC
TATTCTCCTCCATGTTTCTCCACCCCTTTGCCAACTCGCCCCAAACTCCCATCGATCACAACCCCACCATGAACCTTATTACCGGGG
TACCCAACTCCATCCTCAACAGTCCCCAGGTACAGCCCACCCTGCGTCGCAACCAGGAACAGCTCTACAGCTTCCTGGAGCCCCACT
CGCCCTACTTCCGCACCCACAGTCCCCAGATTACGAGCGCCACTTCTTTTTGTCACTTGAハ ぶぶACATGTAAAAATAATGTACTAGAG
ACACTTTCAATAFAGGCAAATGCTTTTATTTCTACACTCTCGGGTCATTATTTACCCCCACCCTTGCCGTCTCCCCCGTTT… T
CmGGGGTTCTCCCGCGCATCCCTATCCGCCACTGGCAGGGACACGTTCCGATACTCCTGTTTAGTCCTCCACTTAAACTCACGCA
CAACCATCCCCGGCACCTCCGTGAAGTTTTCACTCCACAGGCTCCCCACCATCACCAACCCGTTTAGCAGGTCGGGCCCCGATATCT
TGAAGTCCCAGTTGGGGCCTCCGCCCTCCCCGCCCCAGTTCCGATACACAGGGTTGCACCACTGGハ ACACTATCAGCGCCCGGTGGT
CCACCCTGCCCACCACGCTCTTGTCGCACATCACATCCCCGTCCACGTCCTCCCCGTTGCTCAGGGCCAACGGAGTCAACTTTGGTA
GCTGCCTTCCC… GGGCCCGTCCCCACCCTTTGAGTTGCACTCCCACCGTAGTGGCATCAAAAGGTGACCGTGCCCGGTCTGGG
CGTTAGGATACAGCGCCTCCATAAAAGCCTTGATCTGCTTAAAAGCCACCTGACCCTTTCCGCCTTCAGAGAACAACATGCCCCAAG
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ACTTCCCGGAAAACTCATTGCCCGGACAGGCCGCGTCCTCCACCCACCACCTTCCGTCGGTGTTGGAGATCTGCACCACATTTCGGC
CCCACCGGTTCTTCACGATCTTGGCCTTCCTAGACTGCTCCTTCACCGCCCCCTGCCCGTTTTCGCTCGTCACATCCATTTCAATCA
CGTCCTCCTTATTTATCATAATGCTTCCGTGTACACACTTAAGCTCGCCTTCGATCTCAGCGCAGCGGTGCAGCCACAACCCCCAGC
CCGTGGGCTCGTCATGCTTGTAGGTCACCTCTCCAAACCACTCCACGTACCCCTGCAGGAATCGCCCCATCATCGTCACAAACGTCT
TGTTGCTGGTCAAGGTCAGCTCCAACCCGCGGTGCTCCTCGTTCACCCACGTCTTCCATACGGCCGCCAGACCTTCCACTTGGTCAG
GCAGTAGTTTGAAGTTCGCCTTTAGATCGTTATCCACGTGGTACTTGTCCATCACCCCCCGCCCAGCCTCCATCCCCTTCTCCCACG
CACACACGATCGCCACACTCAGCGGGTTCATCACCGTAATTTCACTTTCCGCTTCGCTGGGCTCTTCCTCTTCCTCTTCCGTCCGCA
TACCACCCCCCACTCGGTCGTCTTCATTCACCCCCCGCACTGTCCCCTTACCTCCTTTCCCATCCTTGATTACCACCGGTGGGTTCC
TCAAACCCACCATTTGTAGCCCCACATCTTCTCTTTCTTCCTCGCTGTCCACGATTACCTCTCGTGATCGCGGCCGCTCGGGCTTGG
GAGAAGGGCGCTTCTTTTTCTTCTTCGGCGCF_ATGGCCAAATCCGCCGCCGACGTCGATGGCCGCGGGCTGGGTGTGCCCGGCACCA
CCCCGTCTTGTGATGAGTCTTCCTCGTCCTCGGACTCGATACGCCCCCTCATCCCCTTTTTTGGGGGCGCCCGGGGAGGCGGCGGCG
ACGGGGACGGGGACGACACGTCCTCCATGGTTGGGGGACGTCGCCCCGCACCCCGTCCCCGCTCGGGCGTCGTTTCCCCCTCCTCCT
CTTCCCCACTGGCCATTTCCTTCTCCTATAGGCAG… GATCATGGAGTCAGTCGACAACAAGGACACCCTAACCGCCCCCTCTG
AGTTCCCCACCACCCCCTCCACCGATGCCGCCAACCCCCCTACCACCTTCCCCGTCGAGGCACCCCCGCTTGAGGAGGAGGAAGTGA
TTATCGAGCAGGACCCAGGTTTTGTAAGCGAAGACCACGAGGACCGCTCAGTACCAACAGACGATAAAAAGCAAGACCAGGACAACG
CACACCCAAACGAGGAACAAGTCGGCCGGGGGGACGAAACGCATGCCGACTACCTACATGTGGGACACGACGTGCTCTTCAACCATC
TCCACCGCCACTGCGCCATTATCTGCCACGCGTTCCAACACCCCACCGATGTCCCCCTCCCCATAGCGCATGTCACCCTTGCCTACG
AACCCCACCTATTCTCACCCCGCGTACCCCCCAAACGCCAAGA』 触 CGGCACATGCGAGCCCAACCCGCCCCTCAACTTCTACCCCG
TATTTCCCGTCCCAGAGGTCCTTGCCACCTATCACATCTTTTTCCAAAACTGCAAGATACCCCTATCCTCCCGTCCCAACCGCACCC
GACCGGACAAGCACCTCGCCTTCCCGCAGGGCCCTGTCATACCTGATATCCCCTCCCTCAACCAAGTGCCAAAAATCTTTGACGGTC
TTGGACCCGACGAGAACCGCCCGGCAAACCCTCTCCAACAGGAAAACACCCAAAATGAAAGTCACTCTGGAGTGTTGGTCGAACTCG
ACGGTCACAACCCGCCCCTACCCGTACTAAAACGCACCATCGAGGTCACCCACTTTGCCTACCCGGCACTTAACCTACCCCCCAAGG
TCATGAGCACAGTCATGAGTGAGCTCATCGTCCGCCGTCCCCAGCCCCTGGAGAGGGATGCAA_ATTTGCAAGAACAAACAGAGGAGG
CCCTACCCGCAGTTCGCCACGACCACCTACCCCGCTGGCTTCAAACGCGCGACCCTGCCGACTTCCACGACCGACCCAAACTAATCA
TGGCCGCAGTGCTCGTTACCGTGGACCTTGAGTCCATGCAGCCGTTCTTTGCTGACCCGGAGATGCACCGCAACCTAGAGGAAACAT
TGCACTACACCTTTCGACAGGGCTACGTACGCCAGGCCTCCAACATCTCCAACGTCGACCTCTCCAACCTGGTCTCCTACCTTGGAA
TTTTGCACGAAAACCGCCTTCGGCAAAACGTCCTTCATTCCACCCTCAAGGGCGAGGCCCCCCGCCACTACGTCCGCCACTCCGTTT
ACTTATTTCTATCCTACACCTGGCACACGCCCATCGGCGTTTCCCACCAGTGCTTGGAGGAGTCCAACCTCAAGGACCTGCACAAAC
TGCTAAAGCAAAACTTGAAGGACCTATGGACGGCCTTCAACGAGCCCTCCGTGGCCCCCCACCTGGCGGACATCATTTTCCCCGAAC
CCCTCCTTAAAACCCTGCAACACGGTCTCCCAGACTTCACCAGTCAAACCATCTTGCAGAACTTTACGAACTTTATCCTACACCGCT
CACGAATCTTCCCCCCCACCTCCTGTCCACTTCCTAGCCACTTTGTGCCCATTAAGTACCGCGAATCCCCTCCCCCGCTTTCGGCCC
ACTCCTACCTTCTGCACCTACCCAACTACCTTCCCTACCACTCTGACATAATCGAACACGTCAGCGGTGACGGTCTACTCCAGTGTC
ACTGTCCCTCCAACCTATCCACCCCGCACCGCTCCCTGGTTTCCAATTCGCACCTGCTTAACGAAAGTCAAATTATCGGTACCTTTG
AGCTCCACGGTCCCTCGCCTGACCAAAAGTCCGCGGCTCCGGGGTTGAAACTCACTCCGGGGCTGTCGACGTCGGCTTACCTTCGCA
AATTTGTACCTGAGGACTACCACGCCCACGACATTAGGTTCTACGAAGACCAATCCCCCCCCCCTAATCCCGACCTTACCCCCTCCG
TCATTACCCAGGGCCACATTCTTGGCCAATTCCAACCCATCAACAAACCCCGCCAACAGTTTCTCCTACGAMGGGACGGGGGGTTT
ACTTGGACCCCCAGTCCGGCGACGACCTCAACCCAATCCCCCCCCCGCCGCAGCCCTATCAGCAGCACCCCCGGGCCCTTCCTTCCC
AGGATGCCACCCAAAAACAACCTCCACCTCCCGCCGCCACCCACCCACGAGGAGGAATACTGGGACAGTCAGGCAGACGACGTTTTG
GACGAGGAGGAGGACGACATGATGGAACACTCGGAGACCCTACACCACGAACCTTCCGAGGTCCAACAGGTGTCACACGAAACACCG
TCACCCTCCGTCCCATTCCCCTCCCCGGCCCCCCACAAATCCGCAACCGGTTCCAGCATGGCTACAACCTCCCCTCCTCAGGCGCCC
CCGGCACTCCCCGTTCCCCGACCCAACCGTACATGGGACACCACTCGAACCACGGCCGGTAAGTCCAACCACCCGCCCCCGTTACCC
CAAGACCAACAACAGCGCCAAGGCTACCGCTCATGGCGCGGGCACAACAACGCCATAGTTGCTTGCTTGCAAGACTGTCGGGGCAAC
ATCTCCTTCGCCCCCCCCTTTCTTCTCTACCATCACGGCGTGGCCTTCCCCCGTAACATCCTGCATTACTACCGTCATCTCTACACC
CCATACTCCACCGGCGGCACCCCCACCAACACCAGCGGCCACACACAAGCAAACCCCACCGGATACCAAGACTCTGACAAACCCCAA
GAAATCCACACCGGCGCCAGCACCAGGAGGAGGAGCGCTCCGTCTGGCGCCCAACGAACCCGTATCGACCCGCGACCTTAGAAACAG
GATTTTTCCCACTCTGTATCCTATATTTCAACACACCAGGGGCCAAGAACAAGAGCTGAAAATAAAAAACAGGTCTCTGCGATCCCT
CACCCGCAGCTGCCTGTATCACAAAACCCAACATCACCTTCGGCCCACGCTGGAACACGCGGAGGCTCTCTTCAGTAAATACTCCCC
GCTCACTCTTAAGGACTAGTTTCCCCCCCTTTCTCAAATTTAACCCCCAAAACTACGTCATCTCCAGCGCCCACACCCCCCCCCACC
ACCTGTTGTCAGCCCCATTATGACCAAGGAAATTCCCACGCCCTACATGTGGAGTTACCAGCCACAAATCGGACTTGCGGCTCCAGC
TCCCCAACACTACTCAACCCGAATAAACTACATCACCGCGGGACCCCACATGATATCCCCCGTCAACGGAATACCCGCCCACCGAAA
CCGAATTCTCCTGGAACAGGCGGCTATTACCACCACACCTCGTAATAACCTTAATCCCCGTAGTTGGCCCGCTGCCCTGGTGTACCA
GGAAACTCCCGCTCCCACCACTGTGGTACTTCCCAGAGACGCCCACGCCGAAGTTCAGATGACTAACTCACCGGCGCAGCTTGCGGG
CGGCTTTCGTCACAGGGTCCGGTCGCCCGGGCAGGGTATAACTCACCTGACAATCAGAGGCCCAGGTATTCAGCTCAACGACGAGTC
GGTCAGCTCCTCCCTTCGTCTCCGTCCGGACGGGACATTTCACATCGGCGGCCCCGGCCGCTCTTCATTCACGCCTCGTCAGGCA_AT
CCTAACTCTGCAGACCTCGTCCTCTGACCCGCCCTCTGGAGGCATTCGAACTCTGCAATTTATTGACCAGTTTGTGCCATCGGTCTA
CTTTAACCCCTTCTCGGGACCTCCCGCCCACTATCCGGATCAATTTATTCCTAACTTTCACGCGGTハ 』ACGACTCGGCGGACGGCTA
CGACTGAATGTTAAGTCGACAGGCAGAGCAACTGCCCCTGAAACACCTGGTCCACTGTCCCCGCCACAAGTGCTTTGCCCCCGACTC
CGGTCAGTTTTGCTACTTTGAATTCCCCGAGGATCATATCCAGGGCCCGCCGCACGGCGTCCCGCTTACCGCCCAGGGAGACCTTGC
CCGTAGCCTGATTCCGGAGTTTACCCAGCGCCCCCTCCTAGTTGACCCGGACACGGGACCCTGTGTTCTCACTGTGATTTCCAACTG
TCCTAACCCTGGATTACATCAACATCTTTGTTGCCATCTCTGTCCTCAGTATAATAAATACAGAAATTAAAATATACTGGGGCTCCT
ATCGCCATCCTGTAAACCCCACCGTCTTCACCCCCccAAGCAAACCAAGGCCAACCTTACCTCGTACTTTTAACATCTCTCCCTCTG
TGATTTACAACAGTTTCAACCCAGACGGAGTCAGTCTACGACACAACCTCTCCCAGCTCACCTACTCCATCAG… CACCACCC
TCCTTACCTGCCGGGAACGTACGAGTCCGTCACCGGCCCCTCCACCACACCTACCCCCTGACCGTAAACCAGACTTTTTCCCCACAG
ACCTCAATAACTCTGTTTACCAGAACAGGAGGTGACCTTAGAAAACCCTTAGGGTATTAGGCCAAAGGCCCAGCTACTGTGGGGTTT
ATGAACAATTCAAGCAACTCTACGGCCTATTCTAATTCAGGTTTCTCTAGAATCCGGGTTCGGGTTATTCTCTGTCTTGTCATTCTC
TTTATTCTTATACTAACCCTTCTCTGCCTAAGGCTCGCCGCCTGCTGTGTCCACATTTCCATTTATTGTCACCTTTTTAAACGCTGG
GGTCCCCACCCAAGATCATTACGTACATAATCCTAGGTTTACTCACCCTTCCGTCACCCCACCGTACCACCCAAAAGGTCGATTTTA
AGGAGCCAGCCTGTAATGTTACATTCGCAGCTGAAGCTAATGAGTCCACCACTCTTATAAAぶ 」TGCACCACAGAACATG■ごふAGCTGC

80



33

TTATTCGCCAC… CAAAATTCCCAAGTATCCTGTTTATCCTATTTCCCACCCAGGTCACACTACAGAGTATAATGTTACAGTTT
TCCAGGGT… GTCATAAAACTTTTATGTATACTTTTCCATTTTATGAAATGTCCGACATTACCATGTACATGAGCAAACAGTATA
AGTTGTGCCCCCCACAAAATTGTGTCGAぶ JACACTGGCACTTTCTGCTCCACTCCTATCCTAATTACAGTGCTCGCTTTGGTCTGTA
CCCTACTCTATATTAA■ TACAAAACCACACCCAGCTTTATTGACCAAAACAAAATCCCTTAATTTACTAAGTTACAAA_CCTAATGTC
ACCACTAACTCCTTTACTCGCTGCTTCCAAAACmTTC… GTTAGCATTATAATTACAATAGGATTTAAACCCCCCCCTCATT
TCCTGCTCAATACCATTCCCCTGAACnATTGACTCTATGTGGGATATGCTCCACCGCTACAACCTTGAAGTCAGGCTTCCTGGATGT
CAGCATCTGACTTTGCCCAGCACCTGTCCCCCGGATTTGTTCCAGTCCAACTACAGCCACCCACCCTAACACAGATGACCAACACAA
CCAACCCCCCCGCCGCTACCCGACTTACATCTACCACAAATACACCCCAAGTTTCTGCCTTTGTCAATAACTGGGATAACTTCGCCA
TGTCGTGGTTCTCCATAGCCCTTATGTTTGTATCCCTTATTATTATGTGCCTCATCTGCTGCCTAAAGCCCAAACGCCCCCGACCAC
CCATCTATACTCCCATCATTGTCCTACACCCAttCAATGATGGAATCCATACATTGGACCGACTGAAACACATGTTCTTTTCTCTTA
CAGTATCATTAAATGAGACATCATTCCTCGAGTTTTTATATTACTGACCCTTGTTCCGCTTTTTTTGTGCGTCCTCCACATTCCCTG
CGGTTTCTCACATCCAAGTAGACTGCATTCCAGCCTTCACAGTCTATTTCCTTTACGGATTTGTCACCCTCACGCTCATCTCCACCC
TCATCACTGTCGTCATCCCCTTTATCCAGTCCATTCACTCGGTCTGTGTCCCCTTTCCATATCTCACACACCATCCCCAGTACACGG
ACAGGACTATA3CTGACCTTCTTAGAATTCTTTAATTATGAAATTTACTGTGACTTTTCTGCTCATTATTTCCACCCTATCTCCGTT
TTGTTCCCCGACCTCCAAGCCTCAAハ SACATATATCArGCAGATTCACTCGTATATCGAATATTCCAAGTTCCTACAATG… G
CrOATCTTTCCGAACCCTCGTTATATCCAATCATCTCTCTTATCGTGTTCTCCAGTACCATCTT却 3CCCTAGCTATATATCCCTACCT
TCACATTGGCTCGAACCCAATAGATCCCATGA_ACCACCCAACTTTCCCCCCCCCCGCTATCCTTCCACTCCAACAAGTTGTTCCCCG
CCGCTTTGTCCCAGCCAATCACCCTCGCCCACCTTCTCCCACCCCCACTGAAATCACCTACTTTAATCTAACAGGAGGAGATCACTG
ACACCCTACATCTAGAAATGGACGGAATTATTACAGAGCACCCCCTCCTACAAAGACGCAGGGCAGCGCCCGAGCAACACCGCATCA
ATCAACACCTCCAACACATGGTTAACTTGCACCAGTCCAAAAGGGGTATCTTTTGTCTCGTmCCACCCCAAAGTCACCTACGACA
CTAATACCACCCCACACCCCCTTAGCTACAAGTTCCCAACCAACCGTCACAAATTCGTCGTCATCGTGGGAG… GCCCATTACCA
TAACTCAGCACTCGGTACAAACCGAAGGCTGCATTCACTCACCTTCTCAAGGACCTGACCATCTCTCCA3CCTTATTAAGACCCTGT
CCGGTCTCAAAGATCTTATTCCCTTTAACTAATAλ λλλLλλNTAATAAAGCAICACTTACTTAAAATCA3TTAGCAAATTTCTGTCC
AGTTTATTCAGCACCACCTCCTTGCCCTCCTCCCACCTCTCGTATTGCAGCTTCCTCCTCGCTCCAAACTTTCTCCACAATCTAAAT
GGAATCTCAGTTTCCTCCTGTTCCTGTCCATCCCCACCCACTATCTTCATCTTGTTGCACATGAACCCCCCAAGACCGTCTCAACAT
ACCTTCAACCCCGTGTATCCATATGACACGGAAACCGGTCCTCCAACTGTGCCTTTTCTTACTCCTCCCTTTGTATCCCCCAATGGG
TTTCAACACAGTCCCCCTGGGGTACTCTCTTTCCCCCTATCCGAACCTCTAGTTACCTCCAATGCCATCCTTCCCCTCAAAATGGGC
AACGGCCTCTCTCTGGACGAGCCCGGCAACCTTACCTCCCAAAATGTAACCACTGTGAGCCCACCTCTC… CCAAGTCAAAC
ATttCCTCGAAATATCTCCACCCCTCACAGTTACCTCAGAAGCCCTAACTGTGGCTGCCCCCGCACCTCTAATGGTCGCGGCCAAC
ACACTCACCATCCAATCACACCCCCCCCTAACCGTCCACGACTCCAAACTTACCATTCCCACCCAAGGACCCCTCACAGTGTCAGAA
CCAAACCTACCCCTGCAAACATCACCCCCCCTCACCACCACCGATACCACTACCCTTACTATCACTGCCTCACCCCCTCTAACTACT
CCCACTGGTACCTTCCCCATTGACTTCAAACACCCCATTTATACACAAAATCCAAAACTAGGACTAAAGTACGGGCCTCCTTTGCAT
GTAACAGACGACCTAAACACTTTGACCGTAGCAACTGGTCCACGTGTCACTATTAATAATACTTCCTTGCAAACTAAAGTTACTGGA
CCCTTGGGTTTTGATTCACAAGGCAATATGCAACTTAATGTACCAGGAGGACTAACGATTGATTCTCAAAACAGACGCCTTATACTT
GATGTTAGTTATCCGTTTGATCCTCAAAACCAACTAAATCTAAGACTAGGACACGGCCCTCTTTTTATAAACTCAGCCCACAACTTG
GATATTAACTACAACAAACCCCTTTACTTGTTTACACCTTCAAACAATTCCAAAAACCTTCACGTTAACCT_AACCACTGCCAAcCCG
TTGATGTTTGACGCTACAGCCATAGCCATTAATGCAGGAGATGGGCTTCAATTTGGTTCACCTAATGCACCAAACACAAATCCCCTC
AAAACAAAAATTCGCCATGGCCTAGAATTTGATTCA_AACAACCCTATGGTTCCTAAACTACGAACTGGCCTTAGTTTTGACACCACA
GGTGCCATTACAGTAGGAAACAAAAATAATCATAACCTAACTTTGTCGACCACACCAGCTCCATCTCCTAACTCTAGACTAAATCCA
GACAAAGATCCTAAACTCACTTTGGTCTTAACAAAATGTGGCAGTCAAATACTTGCTACAGTTTCAGTTTTCCCTGTTAAACCCAGT
TTCCCTCCAATATCTCCAACAGTTCAAAGTGCTCATCTTATTATAAGATTTGACGAAAATGGAGTGCTACTAAACAATTCCTTCCTG
GACCCACAATATTCGAACTTTAGAAATGGAGATCTTACTCAAGGCACACCCTATACAAACGCTGTTGGATTTATCCCTAACCTATCA
GCTTATCCAAAATCTCACGGTAAAACTCCCAAAAGTAACATTGTCAGTCAAGTTTACTTAAACGGAGACAAAACTAAACCTGTAACA
CTAACCATTACACTAAACGGTACACAGGAAACAGGACACACAACTCCAAGTCCATACTCTATGTCATTTTCATGGGACTCGTCTGCC
CACAACTACATTAATGAAATATTTCCCACATCCTCTTACACTTTTTCATACATTGCCCAAGAATAAAGAATCGTTTGTGTTATGTTT
CAACGTGTTTATTTTTCAATTCCAGAAAATTTCAAGTCATTTTTCATTCAGTAGTATACCCCCACCACCACATAGCTTATACAGATC
ACCGTACCTTAATCAAACTCACAGAACCCTAGTATTCAACCTCCCACCTCCCTCCCAACACACAGAGTACACACTCCTTTCTCCCcG
GCTCCCCTT… GCATCATATCATCGGTAACAGACATATTCTTAGGTGTTATATTCCACACGGTTTCCTGTCGAGCCAAACCCTC
ATCACTGATATTAATAAACTCCCCGGGCACCTCACTTAAGTTCATCTCGCTGTCCACCTCCTCAGCCACACGCTCCTGTCCAACTTG
CGGTTCCTTAACGGCCGCCCAACGAGAAGTCCACCCCTACATCCGGGTAGAGTCATAATCGTCCATCACCATAGGGCCGTGGTCCTG
CACCACCGCGCCAATAAACTCCTGCCGCCGCCCCTCCGTCCTCCACGAATACAACATGCCAGTCCTCTCCTCACCGATGATTCCCAC
CCCCCGCACCATAAGGCGCCTTGTCCTCCGGGCACACCACCGCACCCTGATCTCACTTAAATCACCACAGTAACTCCAGCACACCAC
CACAATATTGTTCAAAATCCCACAGTCCAAGCCGCTGTATCCAAACCTCATGGCGGGGACCACAGAACCCACGTGGCCATCATACCA
CAACCCCACGTACATTAAGTCCCGACCCCTCATAAACACCCTCCACATAAACATTACCTCTTTTCCCATGTTGTA_ATTCACCACCTC
CCGGTACCATATAAACCTCTCATTAAACATCGCCCCATCCACCACCATCCTAAACCAGCTGGCCAAAACCTGCCCCCCGGCTATACA
CTCCAGGGAACCCGGACTGGAACAATGACAGTGGACAGCCCACCACTCCTAACCATGGATCATCATCCTCGTCATGATATCAATGTT
GGCACAACACACCCACACGTCCATACACTTCCTCAGGATTACAACCTCCTCCCGCGTTAGAACCATATCCCAGGGAACAACCCATTC
CTGAATCACCGTAAATCCCACACTCCACGGAAGACCTCCCACGTAACTCACGTTGTGCATTGTCAAAGTGTTACATTCGGGCACCAG
CGGATCATCCTCCAGTATGGTACCCCCGGTTTCTGTCTCAAAACGAGGTACACCATCCCTACTGTACCGAGTGCCCCCAGACAACCG
AGATCGTGTTGGTCGTAGTGTCATGCCAAATGGAACGCCGGACGTAGTCATATTTCCTGAAGCAAAACCAGGTCCGGGCGTGACAAA
CAGATCTCCGTCTCCGGTCTCGCCGCTTAGATCGCTCTGTGTAGTAGTTGTAGTATATCCACTCTCTCAAAGCATCCAGGCGCCCCC
TCGCTTCGGGTTCTATGTAAACTCCTTCATGCGCCGCTGCCCTGATAACATCCACCACCGCACAATAAGCCACACCCACCCAACCTA
CACATTCGTTCTCCGAGTCACACACGGGAGGACCCGGAACACCTGGAAGAACCATGTTTTTTTTTTTATTCCAAAAGATTATCCAAA
ACCTCAttTGAAGATCTATTAAGTGAACGCCCTCCCCTCCGGTGGCGTGGTCAAACTCTACAGCCAAACAACACATAATGCCATTT
GTAAGATGTTCCACAATGGCTTCCAAAAGGCAAACGGCCCTCACGTCCAAGTCGACGTAAAGGCTA』 ACCCTTCAGGGTGAATCTcC
TCTATmCATTCCAGCACCTTCAACCATGCCCAAATAATTCTCATCTCCCCACCTTCTCAATATATCTCTAACCAAATCCCCAATA
TTAAGTCCGGCCATTCTAぶ 凛 TCTGCTCCACACCGCCCTCCACCTTCAGCCTCiACCACCGAATCATCATTGCAAAAATTCACGTT
CCTCACAGACCTGTATAACATTCAAAAGCGGAACATTAACAAAAATACCGCGATCCCGTAGGTCCCTTCCCAGGGCCAGCTGAACAT
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AATCGTGCACGTCTCCACGGACCACCCCGGCCACTTCCCCCCCAGGAACCATCACAAAAGAACCCACACTCATTATCACACGCATAC
TCGGACCTATGCTAACCAGCGTAGCCCCGATGTAAGCTTGTTCCATGGGCGCCGATATAAAATGCAAGGTCCTGCTC… TCAG
CCAAAGCCTCGCGCAAAAAACAAACCACATCGTAGTCATGCTCATGCACATAAAGGCACGTAAGCTCCGGAACCACCACAGAAAAAG
ACACCATTTTTCTCTCAAACATGTCTGCGGGTTTCTCCATAAACACAAAATAAAATAACAAAAAAACATTTAAACATTACAACCCTG
TCTTACAACAGGAAAAACAACCCTTATAAGCATAAGACCGACTACCGCCATGCCGCCGTCACCGTAAAAAAACTGGTCACCGTCATT

…
GCACCACCGACACCTCCTCGGTCATGTCCGGAGTCATAATGTAAGACTCGGTAAACACATCAGGTTCATTCATCGGTCAGTG

CTAAAAAGCGACCGAAATACCCCGGGGGAATACATACCCGCAGGCGTAGAGACAACATTACACCCCCCATACGAGGTATAACAAAAT
TAATAGGAGACAAAAACACATAAACACCTCAAAAACCCTCCTCCCTACCCAAAATAGCACCCTCCCCCTCCACAACAACATACACCG
CTTCCCACACCGGCACCCATAACAGTCACCCTTACCAGTAAAAAAGAAAACCTATTA_AAAAAACACCACTCGACACGGCACCACCTC
AATCAGTCACAGTGT… GGGCCAAGTGCAGACCGAGTATATATAGGACTAAAAAATGACGTAACCGTTAAAGTCCAC…
CACCCAGAAAACCGCACGCGAACCTACCCCCACAAACGAAAGCC… CCCACAACTTCCTCAAATCGTCACTTCCGTTTTCCCA
CGTTACGTCACTTCCCATTTTAAGAAAACTACAATTCCCAACACATACAAGTTACTCCCCCCTAAAACCTACGTCACCCCCCCCGTT
CCCACCCCCCCCCCCACGTCACAAACTCCACCCCCTCATTATCATATTCCCTTCAATCCAAAATAACGTATATTATTGATGATC
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忠仁
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業務展開チーム チームリーダー
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斎藤 泉 東京大学医科学研究所 遺伝子解析施設教授

しまだ  たかし
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はやかわ  たかお

早川 尭夫 近畿大学 薬学総合研究所所長
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山口 照英 国立医薬品食品衛生研究所 生物薬品部研究員
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厚 科

平 成 2

審 第

4年 1

1号

月 4日

科学技術部会部会長

永井 良三 殿

遺伝子治療臨床研究実施計画について (付議 )′

標記 について、平成 24年 1月 4日 付厚生労働省発科 0104第 1号 をもって

厚生労働大臣よ り諮問が 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。



ハ

厚生労働省発科 0104第 1号

平 成 24年 1月 4日

厚生科学審 議 会会長

垣 添 忠生  殿

厚生労働大臣  小宮山 洋

諮  問  書

下記 の遺伝子治療臨床研 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項第 1

号 イ及 び遺伝子治療臨床研 究 に関す る指針 (平 成 14年文部科学省・厚生労働

省告示第 1号 )の規定に基 づ き、貴会の意見 を求 めます。

記

1.申請 日  平成 23年 10月 27日
・  申請者  千葉大学医学部附属病院  病院長 宮崎 勝

遺伝子治療臨床研究の名称

切除不能悪性胸膜中皮1重 を対象とした NK4遺伝子発現型アデノウイ

ルスベクターによる臨床研究

2.申請 日 平成 23年 11月 14日

申請者  岡山大学病院 病院長 槙野 博史

遺伝子治療臨床研究の名称                   '

頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス 丁elometysin

を用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

０
こ
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別紙様式第 1

遺伝子治療臨床研究実施計画申請書

平成 23年 11月 14日

厚生労働大臣 殿

実

施

施

設

所 在 地
岡山県岡山市北区鹿田町 2丁 目5番 1号

(郵便番号 700-8558)

名   称
岡山大学病院 (電話番号 086-223-7151)

OⅨ番号084褻島陥J繭聞l

代 表 者

役職名・氏名
岡山大学病院長 槙野 博長剛

瞳
」||||||ツ |

写r当に_
(印 )

下記の遺伝子治療臨床研究について、別添のとお
1奥 JI [[

一Ｐ
見を求めます。

記

遺伝子治療臨床研究の課題名 総括責任者の所属・職・氏名

頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融

解ウイルス Te10melysinを 用いた放射線併用

ウイルス療法の臨床研究

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科

教授・藤原 俊義

０
０



別紙様式第 1の別添

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 概 要 書

| ]成 23年 11月 14日

研 究 の 名 称
頭頸部 。胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス Te10melysinを 用
いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

研 究 実 施 期 間 厚生労働大臣による了承の日より3年間

総
括

責

任

者

所属部局の所在地 岡山市北区鹿田町 2-5-1 (郵便番号 700-8558)

所属機関・部局・職 岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 。消化器外科学・教授

氏 名 藤原 俊義 Q印

実

施

施

設

所 地在 (郵便番号 700‐8558)岡山市北区鹿田町 2-5… 1

名 称 岡山大学病院

連 先絡
岡山市北区鹿田町 2-5…1        (電 話番号 086‐ 235-7257)

岡山大学大学院医歯薬学総合研究科・消化器外科学

総
括
責

任
者

以
外

の
研
究
者

氏   名 所属機関・部局・職 生
ロ役

那須 保友

金澤 右

佐々木 朗

山本 和秀

谷本 光音

白川 靖博

香川 俊輔

宇野

田澤

太

　

　

大

岡山大学病院

ター・教授

岡山大学病院

岡山大学病院

岡山大学病院

岡山大学病院

内科・科長
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研究の区分 ○遺伝子治療臨床研究 遺伝子治療標識研究

研究の目的
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(OnCOlytiC Virus)で ある。80-85%以 上のヒト悪性腫瘍でテロメラーゼ活性の上昇が

認められるため、Te10mclyshは多くの癌細胞で増殖し、極めて広範な抗腫瘍活性を

有する。一方、一般的にテロメラーゼ活性の低い正常組織ではその増殖が抑えられ、

細胞死は誘導されず、安全性が確保される。また、前臨床研究により、Te10melysin

の腫瘍内投与と局所放射線治療の明らかな併用効果が確認されている。

本研究では、頭頸部・胸部悪性腫瘍 (頭頸部癌、食道癌、肺癌)を対象に、
Telome聯hを腫瘍内局所投与し、同時に局所放射線治療を行った場合の安全性の検
討 (最大耐量の推定)(主要エンドポイント)と評価可能症例における治療効果の

観察 (副次エンドポイント)を 目的とする。まず、放射線照射量を一定として
Telomelysin投 与量の段階的増量を行い、併用治療の質的・量的安全性を確認する。
また、局所の治療効果の判定を行うとともに、奏効の持続期間、腫瘍進行までの期
間、生存期間、癌に伴う病的状態の改善効果 (qu」ity Of life;QOL、 嚇下機育ヒ、呼
吸機能、疼痛軽減、Pcrfomance Statts、 など)について評価する。さらに、腫瘍退
縮や転移抑制、生存期間の延長などを期待する際の根拠となる分子生物学的効果や
病理組織学的変化について解析する。

Tclomel「 inは、岡山大学で開発された国産の抗がんウイルス製剤であり、岡山大
学発バイオベンチャー オンコリスバイオファーマ (株)に よって臨床開発が進め
られている。本臨床研究では、米国で行われた各種進行日形癌を対象とした
Telomelysinの 第 I相臨床試験のために、オンコリスバイオファーマ (株)が Introgen

Therapeu=cs社 にて製造した Telomelysinの 臨床ロットを輸入して使用する。本臨床
研究は、岡山大学病院とオンコリスバイオファーマ (株)の共同研究であり、現時
点では製造販売承認を目的とした治験ではない。

対象患者及びそ

の選定理由

1)対象疾患

本研究は、外科的切除により根治不能な局所的に進行した頭頸部・胸部悪性腫瘍
症例、あるいは外科的切除後に再発し、追加切除が困難と考えられる症例を対象と
する。具体的には、遠隔転移を認めないが周辺リンパ節転移や隣接臓器への直接浸
潤により治癒切除が不可能な症例、また遠隔転移が認められても転移巣より原発巣
の浸潤などの局所症状により生命予後が期待できない、あるいは著しく生活の質
(QOL)を損なうような症例から選別される。疾患としては、頭頸部癌、食道癌、

非小細胞肺癌を対象とする。

2)対象疾患の選定理由

頭頸部癌、食道癌、肺癌が局所性に存在する場合は外科的切除が最も確実な治療
法であるが、診断時に周辺リンパ節や隣接臓器への浸潤のため根治切除不能となる
進行癌も多く、また初期治療後の再発症例では高率に外科的切除不可能である。腫
瘍が小さくても、機能温存のために外科的切除ができない症例も多く、その場合は
放射線治療や化学療法、あるいはその併用が試みられる。放射線化学療法の進歩に
より徐々に進行症例の予後も改善されつつあるが、化学療法の副作用により治療が
完遂できない場合も多くみられ、特に高齢者などではその傾向が顕著に認められ
る。したがって、安全性の高い、より優れた集学的治療法の開発が望まれている。

a)頭頸部癌

頭頸部癌とは、日唇 。日腔、咽頭、喉頭、上顎洞、唾液腺、甲状腺から発生する
悪性腫瘍の総称であり、組織型は多彩であるが、扁平上皮癌が圧倒的に多い。男性
では喉頭癌が最も多く、次いで口腔癌、咽頭癌と続くが、女性では甲状腺癌が最も
多く、次いで回腔癌、咽頭癌、喉頭癌の順である。頭頸部領域は発声、呼吸、嚇下
などの機能に重要であり、また視覚、嗅覚、味覚、聴覚、平衡覚といった感覚器が
存在するため、その部位や亜部位により診断や治療方針、治療成績などが異なって
くる。上顎洞癌、日腔癌、喉頭癌の領域では、手術、放射線治療、化学療法を組み



入れた集学的治療が主体となった治療法の進歩により生存率は向上してきたが、現

行の治療法ではさらなる生存率の改善は難 しく、術後の機能障害が問題となる患者

も多く存在する。咽頭のうち中ならびに下咽頭に発生する癌は、初期には症状の自

覚が乏しいため進行癌が多く、標準的に外科的切除と放射線・化学療法が行われて

いるが、生存率が低いこと、手術による機能障害がみられること、死因として局所

再発と遠隔転移いずれもが認められることなどが問題であり、治療成績の向上に

は、やはり新たな有効な治療薬剤の開発が必要である。

b)食道癌

本邦では毎年 10,000人以上が食道癌に罹患する。その頻度は加齢とともに急激に

増加し、高齢者が多いのが特徴である。切除不能例に関してはその予後は極めて不

良であり、全身状態が良好であれば放射線、抗癌剤を併用したものが行われるが、

高齢や心・月市・肝機能異常などの理由により至適量の抗がん剤投与や放射線照射が

困難な患者も多くみられる。さらに、副作用による QOLの低下などの点からも標

準的治療と呼べるものはまだ確立されていない。最近は、抗体医薬品や分子標的薬

剤など、従来の抗癌剤とは作用機序の異なる新規抗癌医薬品がすでに市場に出てい

るが、食道癌に対しては未だ開発が進んでいないのが現状である。したがって、局

所進行食道癌に対する安全性と有効性を兼ね備えた新たな治療戦略の確立が望ま

れている。

c)肺癌 (非小細胞肺癌 )

近年、本邦における肺癌患者の発生率は全年齢層において増加を続けており、肺

癌は胃癌を抜いて本邦における男性癌死亡の第 1位 を占めるに至っている。原発性

肺癌はその病理組織型により、扁平上皮癌、腺癌、大細胞癌を一括した非小細胞肺

癌と小細胞肺癌に分類される。小細胞肺癌は一般に化学療法に対して高感受性の癌

であり、生存期間の延長が認められるため化学療法が第一選択の治療となっている

が、原発性肺癌の 80%以上を占めている非小細胞肺癌は多くが診断時に切除不能の

進行癌であり、治療成績は極めて不良である。外科療法、化学療法、放射線療法な

どを併用する集学的治療により、奏効率の向上や一定の腫瘍縮小効果は得 られるよ

うになってきたが、依然として発見時切除不能例が多く、副作用による QOLの低

下や延命効果などの点でまだまだ満足すべき成績を達成できていないのが現状で

ある。最近、特定のシグナル伝達経路を阻害する分子標的薬剤の感受性が特異的な

遺伝子変異の有無に大きく関わっており、喫煙歴のない日本人女性の腺癌患者で有

効であることが明らかになってきた。しかし、喫煙歴のある男性の扁平上皮癌患者
ではその効果は期待できず、やはり新たな治療法の開発が必要と考えられる。

3)当該臨床研究の概要

ウイルスは、本来ヒトの細胞に感染、増殖し、その細胞を様々な機序により破壊

する。このウイルスの増殖機能に選択性を付加することにより、ウイルスを癌細胞
のみを傷害する治療用製剤として用いることができる。本研究では、頭頸部・胸部

悪性腫瘍 (頭頸部癌、食道癌、肺癌)患者に、テロメラーゼ活性依存性に癌細胞で

増殖して細胞死を誘導する腫瘍選択的融解ウイルスであるTelomelysin(OBP-301)

を投与し、同時に局所放射線治療を行い、その治療効果と生物学的反応、及び安全

性を検討する。Te10mclysinは 癌細胞に感染して細胞内で複製 。増殖し、細胞破壊を

引き起こすことで放出され、さらに周辺の癌細胞へと感染を広げて行く。ウイルス

が癌組織内に拡散して行くとともに、連鎖的に細胞死を誘導し、広い範囲の癌組織

が崩壊していくと期待される。放射線治療を併用することで Te10melysinの感染効

率が増強し、Telomelysinは放射線による DNA傷害の修復を阻害することで放射感

受性を増強する。また、放射線による細胞破壊はウイルス拡散を促進すると考えら

れる。しかし、正常組織に到達した時点で、テ IIlメ ラーゼ活性がないためにウイル

ス増殖は止まり、正常細胞への影響は最小限に抑えられる。すなわち、頭頸部癌、

食道癌、肺癌などのテロメラーゼ活性を有するヒト固形癌ではウイルスが増殖し、

効率良く細胞死を誘導することが可能である。さらに、局所放射線療法を併用する

ことで、より強力な抗腫瘍活性が発揮されると期待される。
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遺伝子の種類及

びその導入方法

本研究では、テロメラーゼ活性依存性に hTERT(human te10merase rcvcrsc
transcriptasc)プロモーターにより増殖し、癌細胞を選択的に破壊する腫瘍融解ウイ
ルスである Tclomelysin(OBP-301)を 用いる。hTERTはテロメラーゼの構成成分の
一つであり、テロメラーゼは多くの癌細胞でその活性の上昇が認められているた
め、癌細胞では hTERT遺伝子の発現制御を行っているhTERTプロモーターのスイ

ッチがオンになると考えられる。

Telolnelysinは 特別な治療遺伝子を持たず、外来性の塩基配列として hTERTプロ

モーターが挿入されている点が野生型アデノウイルスの配列との大きな違いであ
る。hTERTプ ロモーターでは、転写開始部位より上流 181-bpが hTERT活性化に必
要なプロモーターのコア領域であり、本研究ではこの領域を含む 378-bp断片を
hTERTプロモーターとして用いた。Telomelysinで は、内因性の ElAプロモーター

の代わ りに hTERTプロモーターが、また内因性の ElBプロモーターの代わ りに
IRES配列が挿入されており、hTERTプロモーター依存性に ElA及び ElB遺伝子が

発現 される。ElAタ ンパク質は、感染可能なウイルス産生に必要な遺伝子群の転写
を活性化 し、ElBタ ンパク質は、宿主細胞のタンパク質合成を阻害することで、ウ

イルスの複製を促進する。また、ElBの 55kDaタ ンパク質は、放射線による DNA
傷害の修復を阻害することで放射線感受性を増強することが明らかになっている。

本研究に用い られる Telomelysinは 、米国テキサス州 ヒュース トンの Llttogen

Therapeutics社において 倣Кllrrent Good Marlufac―g Pracdcc(cGMP)に従った製

造工程で製造された。Master cell Bank(MCB)由来の HcLa細 胞を Wave 200バ イ
オリアクターにて大量培養し、Master Ⅵrus Bank(MVB)由来の Te10mdysinウイル
スを感染させた後、カラムにて精製、各種品質試験を終えた後にバイアルに分注 し

保管されている。

これまでの

研究成果

1)Telomelysinの 前臨床研究
Telomelysinを 癌細胞に感染させると、ElA、 ElB mRNA、 および ElAタ ンパク質

の発現がみ られたが、正常細胞ではそれ らの発現は抑制されていた。また、
Telomelysinは 、癌細胞では 3日 以内に l o5_106倍 に増殖したが、正常細胞では
100‐1000倍にとどまり、正常細胞では癌細胞に比べてその増殖が 103_104分 の 1に
抑えられることが明らかになった。肺癌、大腸癌、胃癌、食道癌、頭頸部癌、乳癌、
肝癌、膵癌、前立腺癌、子宮頸癌、卵巣癌、など様々な臓器由来のヒト悪性腫瘍細
胞株を用いて Telomelysinの用量依存性の抗腫瘍活性を測定し、ID50(50%の標的
癌細胞を殺すことのできるウイルス濃度)を算出したところ、ほとんどの細胞株で
20 MOI(PFU/cell)以 下であり、Te10melysinは広範な抗腫瘍活性を有していた。

2)Tclomelysinと 放射線治療の併用に関する研究成果

次に、ヒト肺癌細胞、食道癌細胞で Te10melysinと 放射線治療の併用効果を検証
したところ、明らかな相乗効果が確認された。これは、放射線照射が標的細胞のコ

クサッキー・アデノウイルス受容体の発現を増強することで Telomelysinの 感染効
率が上がったこと、および Te10melysinの 感染が放射線によるDNA傷害の修復を阻
害することで放射線感受性を増強したことによると考えられる。

ヌー ドマウスの背部皮下にヒト肺癌細胞、食道癌細胞を移植し、腫瘍部位に放射
線照射を行い、直後に Te10mdysinを 腫瘍内に注入した。この治療を 3回繰り返し
たところ、放射線単独群、Te10melysin単 独群でも無治療群に比べて有意な抗腫瘍活
性が認められたが、併用群では腫瘍の部分的な退縮がみられ、他のいずれの群より
も有意に強い抗腫瘍効果が観察された。

3)TelomelySinの第 I相臨床試験

有望な前臨床研究の成果に基づき、2006年 3月 、岡山大学発バイオベンチャー オ
ンコリスバイオファーマ (株)により、米国食品医薬品局 (US FDA)に 治験申請
(IND applicttion)が なされた。慎重な議論の後、8月 に承認を受け、lo月 より米

国テキサス州ダラスの Mtt Crowley Medical Research Ccnter(MCMRC)に て、各種進

行 固形癌 を対象 とした Tclomelysinの第 I相臨床試験 「A Phasc I Dosc― Escaldion
Study ofhtratumoral hieCtiOn with Telomttase― Specinc Replication― Col■lpetent Oncolvtic



Adenovirus,Tclomclysin(OBP-301)for Various Solid Tumors」 が開始された。さらに、

米国モンタナ州ビリングスの Billings Clinicを追加して多施設共同臨床試験体制と

し、単回投与 16例、複数回投与 (1回 /週、5回投与)7例、計 23例が登録され、

単回投与 16例、複数回投与 6例、計 22例に治療が行われた。腫瘍内単回投与を受

けた 16例の進行固形癌患者 (悪性黒色種、唾液腺癌、舌癌、平滑筋肉腫、神経内

分泌腫瘍、非小細胞肺癌、日腔底癌、基底細胞癌、胆嚢癌、乳癌、など)では、初

期 3例は 1010 vins particlc(vp)、 次の 3例 目は 101l vpが 投与され、最高容量 1012 vp

は 10例に投与されている。投与部位の疼痛や硬結などの局所反応と発熱などの全

身症状はみられたが、重篤な有害事象はなく、安全に投与可能であった。Te10mclysin

のウイリレス DNAは 16例中 13例で一過性に血中に検出されたが、うち 3例では 7

日後あるいは 14日 後に再度血中でウイルス DNAが認められ、腫瘍内でのウイルス

増殖を示唆する結果と考えられる。投与後 28日 目の RECIST判定では、評価可能

であった 12例中 H例が SD、 1例が PDであり、56日 目には評価可能であった 9

例すべてが SDであった。悪性黒色腫患者 1例では、28日 目で 33%、 56日 目で 5670/0

の腫瘍縮小がみられた。また、28日 目で SDであった患者のうち 4例で生検が行わ

れたが、組織学的に腫瘍壊死が観察された。複数回投与の症例については、現在、

解析中である。これらの結果から、Te10melysinの 単独投与は安全であり、ウイルス

増殖が確認された症例では抗腫瘍効果が期待できると言える。

4)腫瘍融解ウイルス(Onc01Ⅲ C VIms)に 関する一般的な研究状況

遺伝子改変技術を応用することで、ウイルスを癌細胞のみを傷害する治療用製剤

として用いることが可能である。最もよく研究されているのがアデノウイルスとヘ

ルペスウイルスであり、米国を中心に前立腺がんに特異的な PSAプロモーターを

用いた制限増殖型アデノウイルスや p53遺伝子機能を欠失したがん細胞でのみ増殖

可能な ONYX-015(ElB 55kD欠損アデノウイルス)、 改変型ヘルペスウイルスであ

る G207や NV1020、 治療遺伝子を持つ OncOVEX GM‐ CSFな どの臨床試験が進めら

れてきた。また、本邦でも名古屋大学などで、細胞増殖が活発 にみられる癌細胞で

のみ増殖可能であるヘルペスウイルスの自然変異株 HF10の 臨床応用も試み られ

た。さらに最近、東京大学か ら申請 されていた進行性膠芽腫患者に対する増殖型遺

伝子組換え単純ヘルペスウイルス G47△ を用いたウイルス療法 の実施が承認されて

いる。

安全性に

ついての評価

1)Telomelysinの純度

本研究に用いられる Telomelysinは 、現行の cGMP基準に従って、Master Cell Bal■k

(MCB)、 Master Virus Bank(MVB)な ど原材料から製造工程、最終製品に至るまで

一貫した品質管理のもとに米国テキサス州ヒューストンの Introgen Therapeutics社 に

おいて生産されている。最終製品については、純度、確認試験、無菌試験、異常毒

性否定試験、及びエンドトキシン試験等の安全性項目のすべてが確認されている。

2)増殖性ウイルス出現の可能性

本研究に用いる Tclomelysinは、遺伝子治療用のアデノウイルスベクターと異な

り、本来 ElAお よび ElB遺伝子を含んだ増殖性ウイルス (Replication competent

adenovirus、 RCA)であるため、RCA量を制限する評価基準の適応とはならない。

しかし、293細胞を用いた製造過程では、Telomelysinの hTERTプ ロモーター領域と

293細胞が持つ内因性のElAあ るいは ElBプロモーターが相同組換えを生じる可能

性は否定できない。

そこで、野生型アデノウイルス出現を防く
゛
対策として、Inttogen Tllerapeutics社 に

おいて子宮癌由来のヒト癌細胞 HcLaを 用いた製造システムが開発された。

Telolnclysinは 本来 El遺伝子を有しているため、El欠損アデノウイルスベクターの

ようにヘルパー細胞による El機能の補完は必要なく、hTERTプ ロモーターが活性

化される細胞環境があれば複製・増殖することが可能である。アデノウイルスに感

受性をもち、かつ無血清培地で浮遊状態での大量培養が可能であることから HeLa

細胞が選定された。HcLa細胞にはプロモーター配列を含めて El遺伝子領域が内在

せず、Telomclysinと の相同部位が全く存在しないため、野生型アデノウイルスの出

ｎ
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現は起こらないと理論的には考えられる。

実際に、Nested PCR法 を用いて野生型アデノウイルスの有無を確認したところ、
293細胞で製造した Te10mclysinの ロットには longの ウイルス中に lpg(0.01%)の
野生型アデノウイルスが検出可能であったが、HeLa細胞で製造したロットでは検出
限界以下であり、野生型アデノウイルスの混入はないものと考えられた。

3)Telomelysinの 正常細胞での細胞障害性
ヒト正常線維芽細胞に対しては、Telomelyshは明らかな細胞障害活性を認めなか

った。また、ヒト正常肝細胞、ヒト正常腎上皮細胞、ヒト正常気道上皮細胞では、
野生型アデノウイルスに比べて低い細胞障害活性を示した。

4)体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性

本研究のプロトコールではTelomelyshは 病巣に直接局所注入されるが、コットン
ラットでの定量的 PCRに よるTclomeぃ inの体内分布解析において、筋肉内投与あ
るいは静脈内投与後 8日 目において血液中ならびに測定した組織中で検出可能であ
った。また、ヌー ドマウスの背部皮下に移植したヒト腫瘍内にTe10melyshを 投与す
ると、投与部位でのウイルス DNAは極めて高値であったが、投与後 70日 目のその
也の組織でもウイルス DNAは検出可能であった。すなわち、投与部位で増殖 した

「elomeぃ IIlが全身循環に入ったものと推測されるが、抗 ElA抗体を用いた各組織の
亀疫組織染色では投与部位以外の正常組織は染色されず、投与部位以外の正常組織
ではウイルス増殖は認められないことが確認された。

5)患者以外のヒトヘの遺伝子導入の可能性
Telomelysinの 患者以外の人への感染の可能性は極めて低いが、患者の家族や医療

従事者への感染を防止するために、治療中はマスクや予防衣の着用など注意を払
う。現在、米国で実施されている Telomclysinの 臨床試験においては、外来患者と
してウイルスを投与された後、患者は帰宅することが可能である。これは、高濃度
のウイルスを取 り扱う投与時は他の患者や医療関係者への感染の危険性を極力回
避する処置が取 られているが、投与された後、患者から感染性のあるウイルスが排
泄される可能性が極めて低いと考えられているからである。

6)米国での Telomelyinの 第 I相臨床試験

米国にて各種進行固形癌を対象とした Telomelysinの 第 I相臨床試験が行われ、腫
瘍内単回投与を受けた 16例 の進行日形癌患者では、初期 3例は 1010 vp、 次の 3例
目は 101l vpが投与され、最高容量 1012 vpは lo例 に投与されている。投与部位の
疼痛や硬結などの局所反応と発熱などの全身症状はみられたが、重篤な有害事象は
なく、安全に投与可能であった。

遺伝子治療臨床

研究の実施が可

能であると判断

する理由

岡山大学病院では、1996年 1月 、学内に遺伝子治療臨床研究審査委員会を設置
し、21世紀型医療において重要な位置を占めるであろうと期待される遺伝子治療
研究を推進してきた。肺癌および前立腺癌に対する遺伝子治療プロトコールは同審
査委員会の了承を得て、文部省の学術審議会特定研究領域推進分科会バイオサィェ
ンス部会専門委員会および厚生省の厚生科学審議会先端医療技術評価部会におい
て審議され、それぞれ 1998年、2000年 に文部大臣・厚生大臣からその実施が了承
されている。

1999年 3月 には他施設に先駆け、本邦ではじめての肺癌遺伝子治療を開始した。
この臨床研究は、遺伝子治療では本邦ではじめての多施設共同研究に進み、岡山大
学を中心に東京医大、東京慈恵会医大、東北大学が参画し、2005年無事に臨床試
験を終了している。また、2001年 3月 には本邦初の前立腺癌遺伝子治療が実施さ
れ、2005年 に終了している。また、2008年 2月 に厚生労働大臣から実施の承認を
得た前立腺癌に対する hterleukin-12遺伝子発現アデノウイルスベクターを用いた
遺伝子治療は、現在も臨床研究を継続中である。したがって、ウイルス製剤の取り
扱い場所、患者の研究を実際に行う施設 (病棟、手術室、CT室)およびそれらの
運用を含めて、すでに整備され経験豊富なスタッフを擁しており、病院側の受け入



れ体制は整備されている。さらに、審査体制 を含めた学内の体制も充分確立され有

機的に機能している。また、200」 年には トランスレーショナル・リサーチの推進

を目的として岡山大学病院内に遺伝子・細胞治療センターが設置され、2008年に

は生物製剤などを用いた治療を行うための先端治療室、及びリサーチナースが治療

後の患者をケアする患者回復室などが拡充整備されている。本研究も同センターの

活動の一環として実施される予定である。

本研究で用いる Te10melydnは、岡山大学で開発された国産の抗がんウイリレス製

剤であり、遺伝子・細胞治療センターを中心 として 力,ソJゎ からブれソノνOま での様々

な前臨床研究が行われてきた。その研究成果をもとに、2004年 3月 に Te10mclysin

をコア技術として岡山大学発バイオベンチャー オンコリスバイオファーマ (株 )

が設立された。米国での第 I相臨床試験はすでに終了しており、単回投与 16例、

複数回投与 7例が登録され、安全性・忍容性、体内動態、臨床効果などに関する解

析結果は FDAに報告されている。

以上より、致死的疾患である頭頸部・胸部悪性腫瘍を対象として、Telomelysin

と放射線を併用 してその安全性と抗腫瘍活性を検証する本研究は、岡山大学病院で

実施することは十分可能であると判断した

実 施 計 画 1)遺伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画

本研究は、進行再発頭頸部 。胸部悪性腫瘍 (頭頸部癌、食道癌、非小細胞肺癌)

症例における腫瘍選択的融解ウイルス Te10melyshの局所投与と放射線併用の安全

性および抗腫瘍効果、生物学的反応の検討を目的とした第 1/Ⅱ 相臨床研究である。

治療前検査にて後述する選択基準に合致、さ らに除外基準に抵触しないことが明ら

かになった場合、治療前検査データをもとに院内の遺伝子治療臨床研究審査委員会

の下に設置された安全 。効果評価・適応判定部会にて適応を評価する。部会で本研

究の適応と判断された場合、文書によるインフォームド・コンセントを行い、同意

が得られた場合に限り、以下の方法によって本研究を実施する。

被験者は、Telomelysinの投与を行う 21日 以上前にすべての治療 (化学療法、放

射線療法、免疫療法、ctc.)を 中止する。Te10melysinの局所投与と放射線併用によ

る副作用の評価、治療効果、および Telomelysinの 最大耐量 (定義 :最大の効果を

認めかつ最小の副作用を示す用量)を推定するために、投与量を 1.0× 1010vp(viral

panicles)か ら開始 して 10倍ずつ増量し 1.0× 101l vp、 1.0× 1012vpに至る 3レベルの

治療群を設定する。放射線治療は、対象疾患に応じて照射野を設定し、治療計画に

従って 60Gyの 治療を行う。Telmclysinの 各用量レベルでそれぞれ 3人の被験者を

評価し、有害事象が発生しなければ逐次用量 レベルの上昇を行う。ただし、有害事

象が発生した場合はその重篤度を評価し、プロトコールに従って症例数を追加 し同
一用量で検討するか、試験を中止するかを判断する。最大耐量 (Maximum T01erded
Dose、 MTD)では 3人に投与して問題なければさらに 3人、計 6人の被験者で評価

する。つまり、各用量レベルでの安全性の検討 (最大耐量の推定)を行った後、治

療効果の観察も行 うことを目的とする第 1/Ⅱ 相臨床研究として計画した。遺伝子

治療終了後、評価基準に従って安全性ならびに治療効果を評価する。

2)選定基準及び除外基準

【選定基準】

1)20歳以上の成人。

2)組織学的あるいは細胞診によって証明された頭頸部・胸部悪性腫瘍 (頭頸部

癌、食道癌、非小細胞肺癌)症例で、外科的切除により根治不能な局所的に

進行した症例、あるいは外科的切除後に再発し、追加切除が困難と考えられ

る症例。具体的には、遠隔転移を認めないが周辺リンパ節転移や隣接臓器ヘ

の直接浸潤により治癒切除が不可能な症例、また遠隔転移が認められても転

移巣より原発巣の浸潤などの局所症状により生命予後が期待できない、ある

いは著しく生活の質 (QOL)を 損なうような症例。また、外科療法、化学療

法、放射線療法などの従来の治療法が何 らかの理由 (低肺機能や腎機能障害

など)で受けられない症例で、被験者の希望がある場合は対象となりうる。

3)被験者の腫瘍は、ウイルス液の局所的注入が可能であること。

０
こ



4)被験者の腫瘍は、測定可能、評価可能であること。
5)被験者のウイルスが投与される腫瘍の面積が l cm2<、 25 cm2>で ぁること。
6)被験者は、12週間以上の生存が期待でき、PerfOnllance Status cS)が 2以下。
7)文書を用いた説明により文書による同意が得られた症例。
8)妊娠・授乳をしていない、またはコンドームなどの体液の交換を伴わない適

切な避妊を行っていること。
9)骨髄機能と肝機能及び、腎機能が適切であること。

【除外基準】

1)コ ントロール不可能な活動性感染症等、重篤な併発疾患がある場合。
2)3週間以内 (ニ トロソウレアもしくはマイト了イシン Cを使用の場合は 6週

間以内)に化学療法、レーザー照射、ステント挿入が行われていた場合。
3)非局所的副腎皮質ステロイ ドが併用されている場合。
4)試験登録前 4週間以内に未承認試験薬の臨床試験に参加していた場合。
5)試験対象悪性腫瘍以外の同時性、異時性悪性腫瘍がある場合。ただし根治し

ており、無病期間が 2年以上に達している場合はこの限りでない。
6)試験計画書の遵守及び試験でのフォローアップが不可能である場合 (精神的、

家族的、社会的、地理的等の理由による)。

7)自 家もしくは同種臓器、組織移植歴がある場合。
8)血清検査により、HⅣ l、 HⅣ 2、 Ш3V、 HCVが陽性の場合。
9)その他担当医が不適当と認めた場合。

3)実施期間及び目標症例数

実施期間は了承が得られた時点から 3年間とする。目標症例数は原則として 12

例とするが、各用量レベルでの副作用の出現の有無によって最大 24例 とする。

4)TelomelyShの 投与方法

各患者に対する Teloemelysin投 与量は、低用量 (1× 1010 vp)、 中用量 (1× 101l vp)、

高用量 (1× 1012 vp)の 3群で、投与ウイルス液量は l mlと する。腫瘍内 5ヵ 所に
注入するため、 1箇所あたり0 2ml程 度ずつ注入することになる。局所麻酔下、咽
頭麻酔下、あるいは全身麻酔下に、細い注射針を装着した注射器、内視鏡の生検鉗
子孔を通した穿刺吸引針、あるいは CTガイ ド下や超音波ガイ ド下穿刺用の穿刺針
を用いて、面積が l cm2<かっ 25 cln2>の腫瘍内5ヵ 所 (4分割した区域と中心部)

に病変全体を 3次元的にカバーする様に直接注入する。Te10melysinの 投与初日を第
1日 目とし、重篤な副作用を認めない場合は第 18日 日、第 32日 目に同じ病変に投
与を行い、計 3回の治療を実施する。

5)放射線治療の併用

すべての被験者は、第 1日 目に Tc10melysinの 投与を受けた後、有害事象がみら
れなければ、第 4日 目から2Gy/日 、5回/週で、総線量 60Gyの放射線治療を施
行される。リンパ節領域を含む広範な照射野に 5週間で 50Gy照射し、さらに照射
野を絞って 1週間 10Gyを追加する予定である。しかし、個々の患者の年齢、一般
状態 (PS)、 原発巣、病期、病理組織型、病巣の進展範囲、リスク臓器の位置など
を考慮して適切な放射線治療計画をたてる。

6)臨床検査項目及び観察項目

【治療開始前評価】
1)初 回の治療を開始する前に、被験者の病歴 (並存疾患、アレルギー歴、手術

歴、既往歴、常用薬、喫煙歴)及び現症について記録する。
2)臨 床検査データとしては、白血球分画、血小板数を含む CBc、 PT、 APTT、 電

解質、ビリルビン、クレアチニン、 トランスアミナーゼなどを含む生化学検
査一般、及び尿検査、胸部 X線写真、心電図、腫瘍マーカーなどを記録する。、

3)治 療開始以前に施行された抗癌療法の影響が認められる場合は、有害事象の
評価指標に従ってその重篤度を判定し記録する。
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4)治 療開始前の臨床病期を肉眼的観察、触診、画像診断、及び内視鏡診断によ

り評価する。肉眼的あるいは内視鏡的に腫瘍が直視可能であれば一定の距離

から写真撮影を行い、その位置と大きさ (できれば長径と短径)を記録する。

また、X線写真、超音波エコー、CT、 MRI、 FDG―PETな どで抽出可能であれ

ば、やはりその位置と大きさ (長径と短径)、 周辺組織への浸潤程度、及び癌

細胞の活動性を記録する。さらに、臨床病期は各種癌取扱規約に基づいて決

定する。

5)臨 床的に必要と判断されれば、治療前に動脈血ガス分析、02飽和度、FEV10

を含む呼吸機能検査を施行する。

6)唾 液、喀痰、血液、尿を採取し、DNAサ ンプルよりTe10melysinを 特異的に検

出するElAあるいは IRES配列に対するプライマーを用いて定量的 PCRを行

う。

7)血 液サンプルから血清を分離し、ELISA法にてサイ トカイン (hterleuhn 6;

IL-6、 IL‐ 10、 Interferon■ ;IFN■)を測定する。また、アデノウイルス中和抗

体価を測定する。さ らに、血液中リンパ球サブセ ット (cD4、 CD8、 NK)を
測定する。

【治療中評価】

1)治 療中定期的に被験者の病状及び PSや体重を含む現症を記録する。

2)被 験者の CBC、 血小板数、PT、 A門町、電解質、生化学検査一般などの検査は、

治療中定期的に行い記録する。

3)腫 瘍が肉眼的あるいは内視鏡的に直視可能であれば、治療中定期的に写真撮影

し、その大きさ (できれば長径と短径)を記録する。また、X線写真、超音波

エコー、CT、 MRI、 FDG―PETな どで抽出可能であれば、定期的にその大き さ

(長径と短径)、 周辺組織への浸潤程度、及び癌細胞の活動性を記録する。さ

らに、臨床病期も定期的に再評価する。

4)定 期的に唾液、喀痰、血液、尿を採取し、DNAサンプルよりTelomelysinを 特

異的に検出する ElAあ るいは IRES配列に対するプライマーを用いて定量的

PCRを行う。

5)定 期的に採取した血液サンプルから血清を分離し、EHSA法 にてサイ トカイン

(hterleukin 6;lL-6、 IL-10、 Interferon‐ γ;IFN―γ)を測定する。また、血液中

リンパ球サブセット (CD4、 CD8、 NK)を測定する。

6)被 験者が死亡した場合は剖検を依願し、癌組織及び正常組織を採取し、同様に

組織学的 。分子生物学的検討を行う。

7)す べての被験者は、定期的に臨床効果及び毒性・副作用について評価される。

【治療後評価】

治療を終了した一ケ月 (28日 )後、及び三ヶ月後に治療後評価を行う。

被験者の病状及び PSや体重を含む現症を記録する。

被験者の CBC、 血小板数、PT、 APTT、 電解質、生化学検査一般などの検査を

行い記録する。

腫瘍が肉眼的あるいは内視鏡的に直視可能であれば、写真撮影し、その大きさ

(できれば長径と短径)を記録する。また、X線写真、超音波エコー、CT、

MRI、 FDG―PETな どで抽出可能であれば、その大きさ (長径と短径)、 周辺組

織への浸潤程度、及び癌細胞の活動性を記録する。さらに、臨床病期も再評価

する。

生検にて癌組織を採取し、ヘマトキシリン・エオジン (HE)染色にて病変範

囲、治療による細胞死の有無、腫瘍の消失などを初回生検組織と比較検討する。

また、症例によっては抗 ElA抗体あるいは抗ヘキソン抗体を用いて免疫組織

学的染色を行い、Telomelysinの 遺残を検討する。

血液を採取し、DNAサ ンプルよりTe10melysinを 特異的に検出するElAある

いはIRES配列に対するプライマーを用いて定量的PCRを行う。

アデノウイルス中和抗体価を測定する。

臨床効果及び毒性・副作用について評価する。

１

　

２

　
　
　
　
３
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7)副作用の判定基準

治療中及び治療後に見 られるすべての有害事象のうち、治療に関する毒性 。副
作用は、「副作用の評価指標」に基づいて grade o_4で 評価する。この「副作用の評
価指標」は、NCI NatiOnal Cancer lnstitute)の collullon toxicity c五teria日 本語版 (有害
事象共通用語基準 v3.0)に 基づいて作成されたものである。副作用の認められた期
間及びそれに対する治療についても記録する。致死的な副作用が生じた場合は、実
施施設の長である岡山大学病院長を通じて厚生労働大臣に報告する。

Telomelysinの 各濃度につき、それぞれ 3人ずつの被験者に投与する。3人の内 1

人に grade 3以上 (血液系ではgrade 4)の副作用が認められた場合、さらに 3人 の
被験者にその濃度のTelomelysinを 投与する。6人中2人以上の被験者で grade 3以

上 (血液系では grade 4)の副作用が見られた時点で、その濃度より1段階低くそれ
らの副作用を生じない濃度を最大耐量 (MTD)と する。MTDの副作用が認められ
た被験者では、 1段階低い濃度で治療を継続する。

8)治療効果の評価方法及び評価基準
【臨床的効果】

評価は The Response Evalua五 oll C五 teria L Solid Tumor Group rRECIST Group)の 評
価基準を用いて、Telomelysh投与病変および非投与病変について評価する。測定可
能病変 (1臓器 5個、全体で 10個まで)の最大長の和をもって効果を評価する。以
下に RECIST評価基準 (version l.1)を 示す。

Complete Responsc(CRl:す べての測定可能病変の消失、病的リンパ節の短径
の 101■lln未満への縮小

Partial Respollsc(P助 : 少なくとも治療前の直径の和と比して 30%減少
Progressbn cD):   少なくとも治療前の最短径の和と比して 20%増加、

および少なくとも511mの 増加、あるいは新病変の

出現
Stable Dお ease(SD):  PRと するには腫瘍の縮小が不十分で、かつ PDとす

るには腫瘍の増大が不十分な場合
【病理組織学的検討】

腫瘍から生検にて採取した癌組織を用いて、ヘマトキシリン・エオジン (HE)
染色にて組織学的に検討する。症例によっては、抗 ElA抗体あるいは抗ヘキソン
抗体を用いて免疫組織学的染色を行い、Tebmdysinの 感染と拡散を確認する。

【総合効果】

各被験者の治療効果に関しては、以下の基準に従って総合的に評価する。

総合効果評価基準

投与病変 非投与病変 新病変 総合効果
CR
CR
PR
SD
PD

全て

全て

なし

なし

なし

なし

全て

全て

あり

CR
PR/SD

PDを除く全て

PDを除く全て

全て

PD
全て

ＣＲ

ＰＲ

ＰＲ

ＳＤ

ＰＤ

ＰＤ

ＰＤ

【腫瘍進行までの期間及び生存期間】

被験者の腫瘍進行までの期間は、Te10melysin初 回投与から腫瘍進行までの期間と
し、生存期間は Te10melysin初 回投与日から死亡日までとする。

Ｅ
Ｕ



備  考 被験者の同意取得について :被験者は本臨床研究について、文書に基づいて説明

を受け、その内容と期待される治療効果及び危険性を十分に理解し、自主的に同意

をした上で、同意書に署名するものとする。なお、同意後も被験者からの申し出に

より同意を撤回し、本臨床研究への参加をいつでも中止することができるものであ

る。

個人情報については、「遺伝子治療臨床研究に関する指針」、「国立大学法人岡山

大学医学部・歯学部附属病院の保有する個人情報の適切な管理のための措置に関す

る規程」に沿って適切な取 り扱いを行うものとする。

α
Ｕ
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添付資料 3

頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス
Telomelysinを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

説明と同意書

平成 21年 3月 6日 初版

平成 21年 7月 23日 第 2版

平成 22年 7月 8日 第 3版

平成 23年 2月 8日 第 4版

平成 23年 10月 22日 第 5版
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTdomeけ sinを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

遺伝子治療臨床研究に参加をご希望の患者さんへの説明と同意書

1.は じめ に

最近の遺伝子工学の進歩により、ウイルスなどの微生物の遺伝子を操作 してがん治療

薬を開発 ことが可能になってきつつあります。これらの進歩に支えられて、岡山大学病

院では、頭頸部がん、食道がん、肺がんの新 しい治療 として、がん細胞の中だけで増え

てがん細胞を殺すウイルス療法 と放射線治療を併用する遺伝子治療臨床研究 (以下 「臨

床研究」 と略 します)を計画いたしました。

これから、この臨床研究で行われるウイルス療法の仕組み、期待される効果、安全性、

予想 される副作用などについてご説明いたしますので、この臨床研究に被験者 (患者 )

として参加 してこの治療を受けられるかどうかをご検討 ください。

もちろん、実際にはこの文書に基づいて担当の医師が詳 しくお話 しいたします し、わ

か らない点があれば何度でも説明いたします。

このような臨床研究に参カロされる方の人権を守るため、あなたが臨床研究に参加する

ことは、あくまでもあなたの自主性に基づいた自由意思によるものであることを前提 と

して以下のことを約束します。

→ 臨床研究に参加することを私たちがお勧めして、あなたが拒否された場合も、今後

の治療には不利益を受けることは一切ないこと。

b)臨床研究に参加することに同意 した場合でも、あなたが健康に不安を感 じた り、あ

なたにとつて何 らかの不都合が生 じた りした場合は、いつでも研究参加の同意を撤

回することが出来ること。

2.臨 床 研 究 につ いて

臨床研究 (あ るいは臨床試験)と は、新しく考え出された治療方法や薬物を患者 さん

のご協力を受けて投与することにより、実施の診療・治療の場で安全性や治療効果を検

討することを言います。このような新 しい治療法を一般的に実施 し、広く患者 さんが恩

恵を受けることができるようにするためには、臨床研究を行い、安全性に問題がないか、

そ して治療効果があるかについて科学的な評価を受けなければなりません。

明説

０
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頭頭部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTdomeし jnを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

一般的に臨床研究は治療あるいは薬斉」の副作用を確認 し、安全であるかどうかを調べ

る段階 (第 I相試験 )、 第 I相試験で定められた方法で治療を行つて効果を調べる段階 (第

Ⅱ相試験 )、 現在一般的に使われている治療や薬剤 と比較する段階 (第Ⅲ相試験)に分け

られます。これ らの臨床試験を経て、十分な効果があることが科学的に証明され、かつ

安全性に大きな問題がないと判断 されたものが医薬品として認 められます。

ウイル ス療法に関する臨床研究は、まだ研究段階の治療です。患者 さんにとって、本

当に効果があるか どうか、安全に行 えるかどうか、わか らない ところもたくさんありま

す。今回、患者 さんに紹介する臨床研究は、治療の安全性を調べることを主たる目的 (主

要エン ドポイン トと呼びます)と し、同時に治療の効果も調べることを目的としてお り

(副次エン ドポイン トと呼びます )、 第 1/Ⅱ 相試験に相当します。

ただ、この試験は、製薬会社などが新薬の厚生労働省の承認 を得るために行 う臨床試

験、いわゆる治験ではありません。

3.あ な た の ご病 気 につ いて

あなたのがん (頭頸部がん、食道がん、肺がんのいずれか)は、手術で完全に切除す

ることが難 しい状態にあります。 このまま病気が進行 します と、がんによつて咽頭や食

道、気管 。気管支 といった食物や空気の通 り道が閉塞 された り、がんが大きくなって痛

みの原因になった りすることが予測 されます。

このような時、一般的には抗がん剤治療、放射線治療、あるいはその併用治療が行わ

れますが、確実に効果が得 られる決定的な治療法の組み合わせが定まっていないのが現

状です。抗がん斉1治療は新 しい薬斉」が次々に承認 され、いろいろな薬剤を組み合わせる

治療が試み られていますが、多くの副作用がみ られています。

そこで、私たちは、より副作用の少ないと期待 されるウイルス療法 と放射線治療を併

用す ることで、がんの増殖を抑えた り縮小 させた りしようと考えています。

4.こ の 臨 床 研 究 の概要

一般的に、ウイルスは細胞に感染すると細胞の中で増殖 して、その細胞を殺す ことで

他の細胞へ と感染を拡げていきます。したがって、ウイルスをがん細胞に感染させると、

がん細胞 を殺す ことができますが、野生のウイルスの場合、正常な細胞にも感染 して増

殖するので、正常な細胞も殺 して しま うことになります。

そこで私たちは、遺伝子組み換え技術を用いて、がん細胞に感染 したときだけ増殖す

るウイルス製斉」、テロメライシン (TclomclySin)を 開発 しました。テロメライシンは、

ｎ
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTdomevanを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

がん細胞に感染すると増殖してがん細胞を殺しますが、正常な細胞では増殖が抑えられ

るため、細胞は生き続けることができます。したがつて、テロメライシンはがん細胞を

選択的に殺傷する抗がん剤として用いることができます。また基礎研究において、テロ

メライシンは放射線ががん細胞を殺す機能を増強する効果があることが明らかになって

います。

この臨床研究では、テロメライシンの投与と放射線治療を同時に行うことで、より強

力な抗腫瘍効果を期待しています。

ウイルス増殖 (― )

正常細胞は傷害

されない

／
　
＼

ウイルス増殖 (+)

がん細胞の破壊と

ウイルスの拡散

図1 テロメライシンの作用機序

5。 この臨床研究の 目的

この臨床研究の主な目的は、テロメライシンをがんの中に投与し、同時に放射線治療

を行うことで、重い副作用なく頭頸部がん、食道がん、あるいは肺がんの増殖を抑制し

たり、縮小させたりすることができるか否かを検討することです。テロメライシンの安

全性はすでに米国での第 I相臨床試験で確かめられていますが、放射線治療と同時に使

われた経験はまだありません。そこで、低い容量のテロメライシンから開始して段階的

に使用する量を増や し、第 1/Ⅱ 相試験として安全性および身体での反応、有効性を検討

する予定です。

私たちは、がんの増殖が止まったり、がんが小さくなったりすることで、痛みが和ら

いだり、症状がよくなることを期待しています。しかし、テロメライシンと放射線を併

用する臨床研究は初めての試みであり、はつきりとした臨床効果を期待するのはこれか

らのことなのです。治療の効果がなく症状が強くなる場合も考えられます。そのような

テロメラーゼ (― ) □ …□ ―□

テロメラーゼ (+)

ｎ
ｕ

●
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTebmevshを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

場合、症状緩和のための手段を尽くします。多くの人のデータを集め、良い結果と悪い

結果の両方をよく検討して次の段階の治療に貢献するよう進めますのでご理解下さい。

6.テ ロメライシンについて

テロメライシンは、遺伝子組み換え技術を用いてアデノウイルス 5型をもとに作成さ

れました。アデノウイルスの型によつては結膜炎や胃腸炎、重症肺炎などを起こす場合

もありますが、アデノウイルス 5型は幼児の「かぜ」を起こすウイルスの一つと考えら

れています。テロメライシンは、テロメラーゼという細胞を不死化する酵素を持つ細胞

に感染した時に増殖することができます。ヒトの 80%以上のがんではテロメラーゼの活

性が認められることから、ほとんどのがん細胞でテロメライシンは増殖して、そのがん

細胞を殺すことができると考えられます。米国では、さまざまな固形がんの患者さんを

対象に、テロメライシンの投与量を段階的に増やして安全性を確認するための第 I相臨

床試験が行われ、テロメライシン単独での腫瘍内投与の安全性が確認されています。

また:テ ロメライシンが感染したがん細胞では、放射線により傷ついたDNAが修復さ

れるのが抑えられるため、放射線治療の効果がより強力にみられることが明らかになっ

ています。逆に、放射線が照射されたがん細胞はテロメライシンがよく感染することも

わかっています。すなわち、それぞれの効果を増強することで、テロメライシンと放射

線治療は相乗効果を発揮することができるのです。この有望な基礎研究成果に基づいて、

いよいよ実際の患者さんについてその効果と安全性を確かめる段階となりました。

当

修復不能

■

放射線治療に抵抗性

図 2 テロメライシンによる放射線治療の効果増強

テロメライシンがDNA修復を阻害して放射線治療の効果を増強する。

ぷ 本|
挙

放射線治療が有効
〇

難

●
４



頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス TeらmeしJnを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

7.こ の臨床研究に参加できる患者さんの条件

がんの治療法は多数ありますが、がんの種類や進行の状況を診断して、もつともよい

と思われる治療法を選ばなければなりません。

この臨床研究の対象 となるのは、頭頸部がん、食道がん、あるいは肺がん (非小細胞

肺がん)の患者 さんで、全身状態あるいはがんの状況か ら外科的な手術によりがんを完

全 に取 り除くのは難 しいと判断された方、あるいは手術のあとがんが再発 された方です。

外科的な切除にともなう危険性の高い方も対象 とな ります。肺がんの中で、非小細胞肺

がんとは扁平上皮がん、腺がん、大細胞がんの総称で、抗がん剤の比較的よく効 く小細

胞肺がんはこの治療の対象 とはなりません。

担当医師によりこの臨床研究の適応症例に該当すると判断された場合、あなたの病歴、

全身状態を含めた検査結果は岡山大学病院の本臨床研究審査委員会の中にある安全・効

果評価 。適応判定部会に提出されます。この部会にてあなたが遺伝子治療を受けるに適

切であると判断され、そ してあなたが同意書に自署又は捺印をして遺伝子治療を受ける

ことに同意 されますと、治療が開始されることにな ります。

研究に参加いただける患者 さんの医学的な主な条件は以下の通 りです。

年齢は 20歳以上で上限はないが、医学的に本臨床研究を行 うために充分な身体

的機能を有すると判断 される
「

と。

手術により切除できない頭頸部がん、食道がん、非小細胞肺がん (扁平上皮がん、

腺がん、大細胞がん)を有 していること。

ウイルス液のがんへの局所的注入が可能であること。

がんの面積が l cm2<、 25c♂ >であること。

無症状であるか、あるいは症状があつても歩行可能か、ベ ッド上にいるのが 1日

の半分以下であること。

骨髄機能、肝機能、腎機能、心機能、肺機能に重い障害がないこと。

2)

3)

4)

5)

6)

8.こ の臨床研究の進め方

この臨床研究では、テロメライシンを投与し、同時に放射線治療を行った場合の人体

での安全性と治療効果を調べるために、投与量を段階的に増やしながら進めます。

まず、ある濃度のウイルス投与と放射線治療を 3人の患者さんに行い、ヨl作用とがん

に対する効果の有無を調べます。この治療で重い副作用が認められなければ、続く別の

3人の患者さんでは、10倍増量したウイルス投与と放射線治療を行い、同じように副作

０
４

０
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用と治療効果を観察します。この段階で重い副作用が認められない場合には、10倍増量

した最大投与量のウイルス投与と放射線治療による安全性と効果を確認するために、さ

らに 6人の患者さんの治療を行います。なお、ウイルスを増量した場合も、放射線治療

は標準的に使われている照射量に保ち、増やすことはありません。計画通りに進めば合

計 12人の患者さんでこの臨床研究が終了することとなります。ただし、この臨床研究の

途中で重い副作用が認められたときは直ちに投与を中止し、副作用に対する治療に努め

ることになります。その場合、安全に投与できる最大投与量を決定するために、そのレ

ベルでの患者さんの数を増やして検討することになります。

このように安全性を確認しながら一つ一つの段階を進みますので、あなたがこの臨床

研究に参カロされた場合、その時の臨床研究の進行状況によってあなたに用いるウイルス

の投与量が決まつています。この臨床研究は、安全性を確認するためのデータの収集を

目的としており、治療の途中であなたに投与するウイルスの量を増やしたりすることは

できません。

これは重い副作用がおこるのを未然に防ぐなど、安全に臨床研究を進めるために必要

なことなのです。この臨床研究の進め方と現在の進行状況について十分に説明を受けて、

納得されたうえで同意するか否かの判断をして下さい。

レ′` ル 1

レベル 2
(レベル1のmttD

レベ ル 3
(レベル2の1略■)

鬱鞣
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9。 この臨床研究での治療の実際

1)テ ロメラシンの投与

テロメライシンのウイルス液の投与は、局所麻酔、咽頭麻酔、あるいは全身麻酔のも

とで、直接がんを見ながら、あるいは内視鏡 (消化管内視鏡あるいは気管支内視鏡)を

用いて注射を行います。また、コンピューター断層撮影 (CT)と いうレントゲンの透視

下や超音波エコーでがん病巣を確認しながら、体の外から針を刺して投与することもあ

ります。注射は細い針を使つて、原則としてがんの中5ヶ 所に行います。この治療は、

問題となる副作用が認められない限り、投与初日を第 1日 日として、第 18日 日、第 32

日目に同じ場所のがんに行い、計3回の投与を行う予定です。

1)体の表面のがんに直接注射  2)内視鏡を用いて注射     3)CTを 見ながら体の表面から注射

(頭頸部がん)        (頭 頭部がん、食道がん、肺がん)     (食 遭がん、肺がん)

図4 テロメライシンの投与方法

2)放射線治療

第 1日 目にテロメライシンの投与を受けた後、問題となる副作用が認められなければ、

すべての患者さんは第 4日 目から原則として週 5回 (平 日5日 )、 6週間の放射線治療を

受けていただきます。

準備として、治療開始前に放射線治療計画用 CTを行い、照射すべきがん病変とその

周辺の画像を撮影し、局所への照射範囲を決めます。その後、放射線治療担当医師が医

学物理の専門家や放射線技師とともに、一番よい照射方法をコンピュータープログラム

を用いて決めます。その決められた方法に従つて、放射線治療担当医師と技師が放射線

治療を行います。

原則として 1日 1回、月曜日から金曜日までの週 5回で、一回の照射時間は数分程度

です。照射中の患者さんには苦痛はありません。第 18日 日、第 32日 目に行うテロメラ

イシンの投与は、同日の放射線治療の後に行います。

24
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週5回 (月 ～金)X6週 間

稟 稟 稟 稟 稟 稟

第32日 目
(月 曜日)

図5 治療のスケジュール (食道がんの場合)

3)治療中および治療後の検査

テロメライシンの投与後、定期的に採血やレントゲン撮影などを行い、副作用とがん

の進行や治療の効果を確かめます。ウイルス投与後 48時間は個室にとどまっていただき、

個室外に出る自由が制限されます。専用の着衣の着用が義務づけられ、排泄物、着衣や

病室内も消毒等が実施されます。これらは、遺伝子組み換えウイルスであるテロメライ

シンが環境中に散らばって、自然界の生物および微生物に影響を与える可能性を最小限

に抑えるためのものですので、ご協力をお願いいたします。

入院期間はあなたの健康状態により異なりますが、放射線治療終了から数日間経過を

観察して、担当医師が問題ないと判断しましたら退院していただきます。その後、約一

ヵ月後、三ヵ月後に採血や cT、 あるいは核磁気共鳴画像診断 (MH)、 陽電子放射断層

撮影 (PET)で、副作用と治療効果判定を行います。また、治療後三ヶ月の時点では、

テロメライシンを投与したのと同じ方法でがんの一部を取り、顕微鏡で治療効果がある

かどうかを確認します。

10.期待 される治療効果について

テロメライシンの注射と放射線治療の併用によって、具体的な効果としてはがんの増

殖が停止したり、縮小したりすること、あるいはがんによる痛みが和らぐことなど、進

行したがんによる症状が改善されることを期待しています。進行したがんが治癒するこ

とまでは期待できません (延命効果については不明です)が、がんによる症状が軽減し、

生活しやすくなり、その状態が長く続けば治療として有用であると考えます。

第 18日 目

(月 曜日)

テロメライシン投与 ライシン投与

ｒ
υ

●
ι



頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTdomevshを 用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

に軽 '陳 しますがtまれに出血が多いことがあります。そのような場合には緊急に適切な

処置をいた します。                    ・

CTを用いて体の外から直接がんを穿刺 して治療する場合には、肺から空気が漏れて気

胸 とな り肺が しぼむことがありますが、自然に軽快することがほとんどです。膨 らみが

悪い場合は、肺を膨 らますための処置をいたします。

3)放射線治療による副作用

放射線治療による副作用としては、頭頸部がんの場合、口腔、咽頭の粘膜炎 (国 内炎 )、

皮膚炎、唾液分泌障害、味覚障害、嘩下障害など、食道がん、肺がんの場合は、色素沈

着、皮膚炎、食道炎、食道潰瘍、食道穿孔、食道出血、肺臓炎などが予測されます。ま

た、骨髄機能が低下すれば、感染や出血 しやすくな ります。これ らは通常の放射線治療

でも見 られる日1作用であります。

以上が予測 され る副作用ですが、テロメライシンの投与 と放射線治療を同時に行 うこ

とは、まだ人では試み られてお りません。何 らかの予測できない副作用が生 じる可能性

はあ りますので、すべての患者 さんは厳重に経過観察を受け、副作用が生 じれば速やか

に対処 されます。

また、あなたの病状については、本臨床研究の担当医師以外に、先に述べました安全・

効果評価・適応判定部会の複数の委員が監視する仕組み となっています。もちろん予測

されなかった事態が生 じた時には、私たちは全力でそれに対処 しますが、治療を中止す

る場合 もあることを、予めご理解いただきたいと思います。その際は、事前あるいは事

後に十分に説明させていただきます。

12.こ の 臨 床研 究 に関わ る有 害 事 象が 生 じた場 合 に つ いて

臨床研究の期間中及び終了後にあなたが身体の異常に気づかれたときは、担当医師や

看護師にす ぐに申し出て下さい。専門の医師が直ちに適切な処置を行います。

このような自覚症状がなくても、治療による何 らかの有害事象が発見された場合には、

まずあなたにお知 らせ し、その上で適切な治療を行います。

岡山大学病院は、本臨床研究による治療が原因で生 じたいかなる身体的障害に対 して

も充分な医療的処置を提供 します。ただし、金銭的な補償はいた しません。また、この

臨床研究で対象 とした病気以外によるものや、明らかに臨床研究用薬に関連 して起きた

症状 (いわゆる副作用)と 考えられないものについては、通常の治療及び支払い方法 (例

10
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えば健康保険など)と なります。

通院や入院、社会的問題などによる臨床研究期間中の減収や不快感などの精神的また

は内体的な不利益に対する補償 をすることは出来ませんので、了解 した上で、本臨床研

究に参力日して下さい。

13.外国 で の状 況 につ い て

テ ロメライシンの第 I相臨床試験 「各種固形がん患者 を対象としたテロメラーゼ特異

的に増殖する腫瘍溶解性アデ ノウイルス、テロメライシン (OBP-301)の 第 I相単回投

与試験」は、米国食品医薬品局 (FDA)の 承認のもと、2006年 10月 から開始 されまし

た。テキサス州ダラスのマ リー・クロー リー医学研究セ ンター、モンタナ州 ビリングス

のビリングスクリニックで 16例の患者 さんに投与され、安全性や治療効果に関する情報

が集められています。また、2008年 6月 からは、週 1回、5週間、計 5回のテロメライ

シン投与を行 う反復投与試験が、さらに 6例の患者 さんに追加で行われま した。

テロメライシンを1回のみ投与された初めの 16例の患者 さんについての報告によりま

す と、多 くみ られたヨ1作用は発熱、寒気 (375%、 6/16)、 倦怠感 (56.3%、 9/16)、 投与

部位の疼痛 (37.5%、 6/16)な どでしたが、いずれも軽いもので軽快しています。治療後

まもなく病気の進展によつて何 らかの症状が発生 した り、亡くなられた りした方もあ り

ますが、テロメライシンの投与 と明らかに関係 した高率に発生する重大な副作用は認め

られていません。

治療効果に関しては、テロメライシン投与後 28日 目の時点で評価可能であつた 12例

中 1例でがんの 20%以上の増大がみられましたが、H例の患者さんでは増大は認め られ

ず、56日 でも評価可能であつた 9例すべてでがんの進行はみられませんでした。悪性黒

色腫の患者 さん 1例では、28日 日で 33%、 56日 目で 56.7%の がんの縮小が認められてい

ます。また、28日 目でがんの増大がみ られなかった患者 さんのうち 4例で組織が調べ ら

れましたが、がんの壊死が観察 されたとい うことです。

今回、私たちが計画してい る臨床研究では、この第 I相 臨床試験 と同じテロメライシ

ンを用いて治療を行 う予定です。

外国で行われた他の遺伝子治療の情報についてもお伝 えしておきます。

がんに対する遺伝子治療ではあ りませんが、1999年 9月 に酵素欠損症の 18歳の青年

に酵素の遺伝子を持つアデノウイルスを投与 したところ、直後に急性の心肺肝不全で死

亡する事故が報告 されています。ただ、規定量以上のアデノウイルスを投与 したことに

０
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よる事故であ り、遺伝子治療自体の安全性に問題があるわけはない と考えられています。

また、免疫不全症の患児にレトロウイルスによつて遺伝子を導入 した幹細胞を投与する

臨床研究では、患児の一部に自血病が発症する問題が生 じましたが、テロメライシンは

染色体に組み込まれないアデノウイルスであるため、このような副作用は理論的には発

生 しません。

14_臨床 研 究 に参 加 され る患者 さん の権 利 と義務 な らび に 注意 点 に つ いて

人権にかかる重要なことがらは最初に説明 しま したが、念のためにもう一度以下のこ

とを申し上げますので確認 して下さい。

あなたがこの臨床研究に参加 されるかどうかは、あなたの自由意思によって決められ

るもので、決 して強制 され るものではあ りません。担当医師から紹介 された臨床研究な

ので参加を断わ りにくいなどと考えることはありません。疑間があればどんどん質問し

て下さい。 もしも満足する答えが得られない場合は、参加しないことを考えてもよいで

しょう。その場合には、他の新 しい抗がん斉Jの治療や抗がん斉Jと 放射線治療を併用する

方法などを選ぶことが考えられます し、症状を緩和することに重 きをおいた緩和医療を

選ぶのも良い と思います。臨床研究に参加することを断られても、あるいは一度同意 し

た後に、その同意を撤回して治療中止の申し出をされても、その後の治療であなたが何

ら不利益を受けないことを保証いたします。臨床研究の参加に同意 されても、医療訴訟

を提起する権利や人権が制約 されることはありません。

臨床研究に参加 されましたら、治療がひ とまず終わつても経過観察の必要があ ります

ので、岡山大学病院、あるいはそれと密接な関連を持つ医療施設 (担当医師からお知 ら

せ します)を定期的に受診 されることをお勧めします。このことは何 よりも、あなたに

とつて不利益 となる副作用を監視 し、それを防止するためであり、 さらに治療の効果を

明らかにするためです。なお、不幸にして何 らかの原因でお亡くな りになつた場合には、

治療の効果を確認するために病理解剖にご協力下さいますようお願いいた します。

また注意 していただきたい点として、本臨床研究実施中に他院・他科の診察を受ける

場合には本臨床研究を受けている旨を必ず他院・他科の担当医に報告 し、本臨床研究の

担当医にも必ず報告 してください。また他院 。他科で処方された薬や、あなた自身が薬

局で購入 した薬がある場合、可能な限 り服用前に本臨床研究担当医に相談するとともに、

服用後は必ず本臨床研究担当医に報告 してください。

12
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15.治療に関わ る諸経費について

あなたは、この臨床研究のために発生する健康保険で賄うことが出来ない費用 (検査・

画像診断や治療のための投薬・注射にかかわる費用、入院費用など)については、岡山

大学が負担いたしますので支払う必要はありません。ただし、健康保険で賄われる費用

の自己負担分は支払つて頂く必要があります。もし、費用などのことで心配やわからな

いことがあれば、いつでも臨床研究担当医師に相談して下さい。

16.遺伝子治療臨床研究実施に必要な手続 きについて

日本国内で遺伝子治療臨床研究を実施する場合には、国が定めた「遺伝子治療臨床研

究に関する指針」の規定に従つて、岡山大学病院の遺伝子治療臨床研究審査委員会、厚

生科学審議会科学技術部会ならびにがん遺伝子治療臨床研究作業委員会にて、研究の安

全性、予測される効果、倫理的な諸問題などについて慎重に審議し、臨床研究の実施に

問題がないことを確認します。すべての審議で了承されて、初めて臨床研究を開始する

ことが許されています。

今回、あなたに提案した遺伝子治療臨床研究はこのような手続きを経て承認された臨

床研究です。

17.同意の撤回について

臨床研究に参力日することをいつたん同意した後や臨床研究が開始されてからでも、い

つでもあなたの希望に従い研究参加の同意を撤回することが出来ます。同意を撤回され

た場合、その後の治療についてあなたが何ら不利益を受けないことを保証いたします。

同意の撤回に際しては、撤回することを担当医師に口頭で伝え、その後、確認のために

所定の同意撤回書を提出していただきます。

18.同意撤回後の資料取 り扱いについて

同意を撤回される以前のあなたの臨床経過や検査結果ならびに保管されている臨床検

体については、貴重な資料となりますので、遺伝子治療臨床研究の資料として使用させ

ていただきますことをご了承下さい。

19.個人情報 の保護について

1)あなたの診療記録および同意書など、この遺伝子治療臨床研究に伴う診療記録や臨

床データは、以下の法律等の規定に基づき、岡山大学病院医事課で保管し秘密を厳守し

ｎ
ｕ

，
０
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頭頭部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス Tdome″ Jnを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

ます。得 られた臨床データはこの臨床研究に利用する他、この研究の結果 を医学雑誌や

学会、厚生労働省およびその審議会に報告することがありますが、あなたの個人情報は

保護 されます。なお、利用 目的に変更が生 じた場合には、改めてご連絡 させていただき

ます。

① 個人情報の保護に関する法律 (平成 15年 5月 30日 法律第 57号、平成 21年法 49

号で一部改正 )

② 遺伝子治療臨床研究に関す る指針 (平成 16年 12月 28日 全面改訂 文部科学省・厚

生労働省告示 )

③ 国立大学法人岡山大学医学部・歯学部附属病院の保有する個人情報の適切な管理の

ための措置に関する規程 (平成 17年 3月 24日 施行 )

2)あ なたは、この臨床研究により得 られた、あなた自身が識別できる個人情報の開示

を求めることができます。その際には、上記の指針・規定および「国立大学法人岡山大

学の情報公開に関する規定Jに照 らし、開示の妥当性を判断 します。患者 さんが個人情

報の開示を請求す る場合は、無料 といた します。ただし、実施にかかる手数料について

は、当院が定めた料金規程により納めていただきます。

3)あ なたは、この臨床研究により得 られた 「あなた 自身が識別できる個人情報の内

容が事実ではないと判断 した場合」には、訂正 。追加または肖」除を求めることができ

ます。訂正・追加 または削除できない場合には、必要に応 じてその旨を説明 します。

4)あなたは、この臨床研究により得 られた 「あなた 自身が識別できる個人情報の内

容が事実ではない と判断 した場合、本臨床研究の 目的達成に必要な範囲を超えて利用

されていると判断 した場合あるいは不正の手段により個人情報が取得 されたものと

判断 した場合」には利用の停止または消去を求めることができます。その際には、総

括責任医師が内容を調査 し、違反が判明 した場合には必要な措置を講 じるとともに、

必要に応 じてその旨を説明 します。なお、利用の停止または消去ができない場合にも、

必要に応 じてその旨を説明 します。

5)個人情報に関 してあなたのご理解を深めていただくため、個人情報の保護に関する

法律及び当病院の個人情報に関する院内規定を当病院のホームページ上に掲載 してお

ります (htt″/m出悧rOjP/Okayalnν indcx htrl11)。 また、個人情報の開示等に関する詳細な

う
０
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス Tdomeけshを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

内容の照会や疑問等については、下記担当係 にお問い合わせ願います。

担当係 : 岡山大学病院医事課患者支援係

(電話 086-235-7205)         .

20.緊急連絡先 および質問の問い合わせ先 について

この臨床研究への参加者としてのあなたの権利や、研究に関連した障害などについて、

何らかの問題や質問が生じたときには、岡山大学大学院医歯薬学総合研究科 消化器・腫

瘍外科学 (TEL 086-235-7257、 PⅨ 086-221-8775)、 または岡山大学病院総務課 (TEL

086-235‐7507)に ご連絡下さい。

21.遺伝子治療臨床研究の正式名称と実施組織体制

1)研究の名称

頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する月重瘍選択的融解 ウイルス Telomclysinを用いた放射線

併用 ウイルス療法の臨床研究

2)実施施設

岡山大学病院

連 絡 先 :岡 山大学大学院医歯薬学総合研究科 消化器外科学

TEL 086‐235-7257

Fぶ 086-221‐8775

3)総括責任医師

藤原 俊義 (岡 山大学大学院医歯薬学総合研究科 消化器外科学・教授 )

4)研究担当医師

白川 靖博 (岡 山大学病院 消化管外科 講師 )

香川 俊輔 (岡 山大学病院 消化管外科 講師)

宇野 太  (岡 山大学病院 新医療研究開発センター 助教)

田澤 大  (岡 山大学病院 新医療研究開発センター 助教)

野間 和広 (岡 山大学 医療教育統合開発センター 助教)

０
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つ
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTdome″shを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

遺伝子治療臨床研究に関する同意書

岡山大 学病院

病 院 長 殿

私 は、腫瘍選択 的融解 ウイル ス テ ロメライ シンを用いた放射線併用 ウイル ス療法につ

いて、 国頭お よび文書 に よ り説明 を受 け、下記 の内容 を理解 しま した。 臨床研究 に参力日

す るこ とに同意 しますの また、上記臨床研 究 を行 う上で必要 な処置、及び上記 臨床研究

におい て予測 されない状況が発生 した場合 、それ に対応す るための緊急処置 を受 けるこ

とも併せ て同意 します。

□ はじめに

□ 臨床研究について

□ あなたの病気について

□ この臨床研究の概要

□ この臨床研究の目的

ロ テロメライシンについて

□ この臨床研究に参カロできる患者さんの条件

□ この臨床研究の進め方

□ この臨床研究での治療の実際

□ 期待される治療効果について

□ 安全性と副作用について

□ この臨床研究に関わる有害事象が生じた場合について

□ 外国での状況について

□ 臨床研究に参加 される患者さんの権利 と義務ならびに注意点について

□ 治療に関わる諸経費について

□ 遺伝子治療臨床研究実施に必要な手続きについて

□ 同意の撤回について

□ 同意撤回後の資料取 り扱いについて

□ 個人情報の保護について

□ 緊急連絡先および質問の問い合わせ先について

□ 遺伝子治療臨床研究の正式洛称と実施組織体制

16
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス Tdomeしshを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

以上の内容を証明するため、ここに署名、または記名捺日]いたします。

同意年月 日 平成   年   月   日

患者氏名 (署名又は記名捺印)                   (印 )

連絡先

生年月 日    年  月  日

代諾者  (患者の)後見人、配偶者、子 (未成年を除 く)、 父母、兄弟姉妹の順に。 (該

当部分 をまるで囲んでくだ さい )

代諾者 (署名又は記名捺印)                    (印 )

連絡先

患者様 との関係

生年月 日    年  月  日

立会人 (署名又は記名捺印)                    (印 )

連絡先

患者様 との関係

説明をした医師及び説明日

平成   年   月   日

(署名)                      (印 )

(署名)                      (印 )

34
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頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス Tettme～shを用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

遺伝子治療臨床研究に関す る同意撤回書

岡山大学病院

病 院 長 殿

私は、腫瘍選択的融解ウイルス テロメライシンを用いた放射線併用ウイルス療法につ

いて、研究協力を依頼され、同意書に署名しましたが、その同意を撤回する事を担当医

師           に口頭で伝え、確認のため、同意撤回書を提出します。

平成   年   月   日

,    患者氏名 (署名又は記名捺印)                   (印 )

連絡先

生年月 日    年  月  日

代諾者  (患者の)後見人、配偶者、子 (未成年 を除 く)、 父母、兄弟姉妹の順に。 (該

当部分をまるで囲んで くだ さい )

代諾者 (署名又は記名捺印)                    (印 )

連絡先

患者様 との関係          _
生年月 日    年  月  日

立会人 (署名又は記名捺印)              .     (印 )

連絡先

患者様 との関係

０
０
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【`ゝ

厚 科 審

平成 24年

第 2号

1月 4日

科学技術部会部会長

永井  良三 殿

:儒凹距
遺伝 子治療臨 床研究に係 る生物 多様性影響評価について (付議 )

標記につ いて、平成 24年 1月 4日 付厚生労働 省発科 0104第 2号 をも って

厚生労働 大 臣 よ り諮間が 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。

37



為

・                      厚生労働省発科 0104第 2号

平 成 24年 1月 4日

厚生科学審 議 会会長

垣添 忠生  殿

厚生 労働大 臣  小宮山 洋

諮  問  書

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 )第 4条第 1項 に基づ く第一種使用規程等の主務

大臣承認に関 し、下記の遺伝子治療臨床研究について、厚生労働省設置法 (平

成 11年法律第 97号 )第 8条第 1項第 1号 イの規定に基づき、貴会の意見を

求めます。

言己

1 申請 日  平成 23年 10月 27日

申請者  千葉大学医学部附属病院  病院長 宮崎 勝

遺伝子治療臨床研究の名称

切除不能悪性胸1莫 中皮腫 を対象とした NK4遺伝子発現型アデノウイ

ルスベクターによる臨床研究

遺伝子組換 え生 物等 の名称

HGFの競合的アンタゴニス トである NK4を 発現する非増殖性の遺

伝子組換 えアデノウイルス 5型ベクター (Ad50MV― NK4)

2 申請 日 平成 23年 11月 14日

申請者  岡山大学病院 病院長 槙野 博史

鱚
鵬

里

臣

厚
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遺伝子治療臨床研究の名称

頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルス 丁etometysin

を用いた放射線併用ウイルス療法の臨床研究

遺伝子組換 え生物等の名称

ヒトアデノウイルス 5型を基本骨格 としてテロメラーゼ活性依存性に

制限増殖す る腫瘍融解ウイルス (Telomelysin)

ｎ
Ｕ

つ
０



卿
科 収 ///5

2θ ′/ /1

第一種使用規程承認申請書

平成 23年 H月 14日

厚生労ltl大臣 殿

環境大臣 殿

申請者 氏名 岡山大学病院

病院長 槙野 博

住所 岡山市北区鹿田町二

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第 4条第 2項の規程により、次のとおり申請します。

繭

距

41



遺伝子組換 え生物等の

種類の名称

ヒトアデノウイルス5型を基本骨格としてテロメラーゼ活性依存

性に制限増殖する腫瘍融解ウイルス (Telolllelysh)

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の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 岡山県岡山市北区鹿田町 2丁 目 5番 1号

治療施設の名称 岡山大学病院

(1)Te10mclド in溶液は、容器に密封後、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 Telomdぃh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で行う。Tclomelrin希釈溶液

の保管は、P2実験室内の冷凍庫において行う。なお、Telomdrin

希釈溶液又はその凍結品を開放系区域を通つて他の P2レベル

区域に運搬する必要がある場合には、二重に密閉した容器に入

れて運搬する。

(3)Telomelysin溶 液 (希釈溶液を含む。)を廃棄する際には、ウ

イルス不活化 (018%若 しくは 024%次亜塩素酸ナ トリウム溶

液による消毒薬 (以下「消毒薬」という)又は高圧蒸気滅菌処

理による。以下同じ。)を行った後、岡山大学病院で定められ

ている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)P2実験室内の安全キャビネット内で Te1011■ elysin溶液を緩衝

液で希釈し所定の投与量に調整 (以下「Te10melysin液 」という)

した後、二重に密閉し、環境中への拡散防止措置を適切に執っ

た治療室 (以下 「治療室」という。)又は放射線部コンピュー

タ断層撮影装置室 (以下「CT室」という。)に直ちに運搬し、

専用の注入用穿刺針、注射器及びチュープか らなるデバイス

(以下「注入セット」という。)に充填する。

(5)被験者に対する Te10inelメinの投与は、外科的切除により根治

不能な局所的に進行した、あるいは外科的切除後に再発し、追

加切除が困難と考えられる頭頸部・胸部悪性腫瘍症例を対象と

する。各患者に対するTcloemelysln投与量は、低用量 (lX10'O vp

(宙rd pttLLs))、 中用量 (l X 1011理 )、 高用量 (lX1012 vp)

の 3群で、投与ウイルス液量は ldと する。腫瘍内 5ヵ 所に

う
０

■
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注入するため、 1箇所あたり02日 程度ずつ注入することにな

る。局所麻酔下、咽頭麻酔下、あるいは全身麻酔下に、細い注

射針を装着した注射器、内視鏡の生検鉗子孔を通した穿刺吸引

針、あるいはCTガイド下や超音波ガイド下穿利用の穿刺針を

用いて、面積が l cm2<か っ 25 cr>の腫瘍内5ヵ 所 (4分割

した区域と中心部)に病変全体を3次元的にカバーする様に直

接注入する。Te10melぃ五の投与初日を第 1日 目とし、重篤な副

作用を認めない場合は第 18日 日、第 32日 目に同じ病変に投与

を行い、計 3回の治療を実施する。注入針の抜去は慎重に行い、

Telomdysin液 の漏出及びエアロゾル化を防止する。注入部位の

周辺には敷布 (滅菌された不繊布)を二重に敷き詰める。

(6)被験者への Telomdysin投 与終了後、被験者の創部を消毒す

る。ウイルス漏出予防のためにマスク及びガウンを着用した被

験者を、治療室又は CT室から、環境中への拡散防止措置を適

切に執った陽圧でない個室に移送する。

(7)上記(5)及び(6)で用いた注入セット等の器具並びに布及びガ

ーゼ類は、ウイルス不活化を行い、医療廃棄物管理規程に従い

廃棄する。また、穿刺用ガイド装置等は、ウイルス不活化を行

い、再利用する。これらのウイルス不活化を治療室又は CT室

以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。治療後の当該治療室は床を消毒液で掃き清掃する。なお、

治療室内の空気はHEPAフ ィルターを用いた換気により約 5分

に 1回 (1時間に 12回)入れ替わる。

(帥 Te10mdySnの 患者以外の人への感染の可能性は極めて低い

が、患者の家族や医療従事者への感染を防止するために、治療

中はマスクや予防衣の着用など注意を払う。現在、米国で実施

されている Te10mclysinの 臨床試験においては、外来患者とし

てウイルスを投与された後、患者は帰宅することが可能であ

る。これは、高濃度のウイルスを取り扱う投与時は他の患者や

医療関係者への感染の危険性を極力回避する処置が取られて

いるが、投与された後、患者から感染性のあるウイルスが排泄

される可能性が極めて低いと考えられているからである。
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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 )

I 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報

分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況

ヒ トアデノウイルスはアデノウイルス科マス トアデ ノウイルス属に分類されている

(文献 1、 2)ぅ これまでに分離されたウイルスは、中和抗体を誘導する抗原性の違いで

51の血清型に分けられており (文献 1、 2)、 テロメラーゼ活性依存性に癌細胞で増殖 し

て細胞死を誘導する腫瘍選択的融解ウイルス (Telomelysh)は ヒトアデノウイルス 5型

(Ad5)を 宿主として作製された。

Ad5は 4歳以下の乳幼児の多くに感染 してお り、咽頭及び糞便からウイルスが分離 さ

れる (文献 2)。 Adl、 2、 5、 6に対する中和抗体保有率は 1～ 2歳齢では 467～933%で、

20歳齢までに 10o%に達している_(文献 3)。 自然環境において、ヒ ト以外の動物での増

殖は報告 されていない。実験室内では、コットンラッ ト及びニュージーラン ドウサギヘ

の経鼻接種でウイルス増殖が報告されている (文献 1)。

文献 1:Kぶ pe,DM,HowLy,P M cd:Fields VIROLOGY founh edlion,pp 2265‐ 2326,      ・

Lippincot Williams&Wilkins,Philaddphia(2001)

文献 2:畑 中正一編 :ウ イルス学,pp 198208,朝倉書店,東京 (1997)

文献 3:水 田克巳など:山形県衛生研究所報,32:5-7(1999)

2 使用等の歴史及び現状

Ad5を 生 ワクチン等に使用 した報告はない。Ad5に 由来するウイルスベクターが遺伝

子治療で汎用されている (IV章参照 )。

3 生理・生態学的特性 (文献 1、 2)

(1)基本的特性

ウイルスキャプシ ドは直径 80 nmの正三十面体で、エンベロープはない。ゲノムは約

36 kbの 2本鎖 DNAである。

(2)生育又は生育可能な環境の条件

ヒトに感染 し、増殖する。培養細胞でも、ヒ ト由来の細胞でのみ効率よく増殖する。

サル由来培養細胞で低 レベルの増殖が起こる。経 口感染することから推定されるように、

室温で比較的安定である。
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(3)捕食性又は寄生性

自然界では、ヒトでのみ増殖を伴 う感染が起こる。

(4)繁殖又は増殖の様式

Ad5は、ヒトに経口感染し、増殖 したウイルスは便 と共に排泄される。

(5)病原性

Ad5の感染は不顕性に終わることが多いが、4歳以下の乳幼児では急性熱性咽頭炎 とな

る場合 もある。いずれの場合も感染後に産生される中和抗体で再感染は阻止される。 リ

ンパ節に潜伏する例や小児の腸重積症に関わる可能性も指摘されている。

(6)有害物質の産生性

Ad5の感染で細胞内に産生される蛋白質等の毒性は報告されていない。

(7)そ の他の情報

物理的不活化法として Ad5は 56℃、30分のカロ熱で感染性を失 う (文献 4)。 また化

学的不活化法 として用いる消毒薬 としては以下のものを含む :塩素系漂白剤 (た とえば

次亜塩素酸ナ トリウム)、 グルタールアルデヒドなど (文献 5)。 特に次亜塩素酸ナ ト

リウムはごく低濃度においても細菌に対 して速効的な殺菌力を発揮 し、またウイルスに

対する効力の面でも最も信頼のおける消毒薬である。0.1%～ 1%の高濃度であれば結核菌

を殺菌することもでき、この濃度においては高水準消毒薬に分類される (文献 6)。

文 献 4:Bardell,D:J_Clin卜 4icrobiol.4:322-325(1976)

文献 5:APIC guidelincs for infcction colltrol pracicc

(httpノ/WWW ph¨―aspc gc ca7msds― ■ss/msds3e― eng php)

文献 6:http:〃www yoshidapharm com/text705/5_2_3 html

Ⅱ 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

Tdomelysin(OBP 301)で は、内因性の EIAプ ロモーターの代わ りに hTERTプ ロモー

ターが、また内因性の EIBプ ロモー ターの代わ りに lRES配列が挿入 されてお り、hTERT

プロモーター依存性に ElA及び El B遺伝子が発現 される。

(2)構 成要素の機能

Telomelysinは、テロメラーゼ活性依存性 に hTERT(human telomerase reverse transcHptase)
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ーにより増殖 し、癌細胞を選択的に破壊する。テロメラーゼは多くの癌細胞

でその活性の上昇が認められているため、癌細胞では hTERT遺伝子の発現制御を行って

い る hTERTプ ロモー ター のスイ ッチ がオ ンに な る と考 え られ る。 TelomclyJnで は、内

因性 の EIAプ ロモ ー ター の代 わ りに hTERTプ ロモー ター (別紙 1)が 、 また内因性 の

EIBプ ロモ ー ター の代わ りに IRES配列 が挿入 され てお り、hTERTプ ロモー ター依 存性

に ElA及び ElB遺伝子が発現される。EIAタ ンパク質は、感染可能なウイルス産生に

必要な遺伝子群の転写を活性化 し、ElBタ ンパク質は、宿主細胞のタンパク質合成を阻

害することで、ウイルスの複製を促進する。また、EIBの 55kDaタ ンパク質は、放射線

による DNA傷害の修復を阻害することで放射線感受性を増強することが明らかになっ

ている。

2 ベクターに関する情報

(1)名 称及び出来

Tclomelysin(OBP-301)ア デ ノ ウイル スベ クター は pGL3 Bぶ c vectorの hTERT Promotcr

を用 いて作製 され る。PGL3‐Basic vectorか ら hTERT promoterを MIuI+BgIHに よ り切 り出

し (455bp)、 EIA‐IRES―EIB の EIA上流 にある Xhol site に順方向 |こ 挿入、 hTERT

PrOmOter‐ ElA― IRES― EIB(hAIB)を 作成する。最終的に、Adeno―X Viral DNAに PSh hAIBを

組み込み、組換えアデノウイルスを作成 した。 偶可紙 3)

(2) 特性

Adeno‐X Viral DNAは アンピシ リン耐'L遺伝子を有す る。

3 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

Telomelyslll(OBP-301)で は、内因性の EIAプ ロモーターの代わ りに hTERTプロモータ

ーが、また内因性の EIBプ ロモー ターの代わ りに IRES配列が挿入 されている。

(別紙 2)。

(2)宿 主内に移入 された核酸の移入方法 (別 紙 3の各図を参照 )

PSh―hAIBの作製法を以下に示す。

① ElA遺伝子を、RT‐PCRにて増幅 した。プライマーは、

ElA S:aca ccg gga ctg aaa atg ag、 EIAヽAS i cag agg ttt ac accttat ggcを 用いた。また、

EIB遺伝子を、ゲノムDNAの PCRに て増幅 した。ブライマーは、E13‐ S i ctg acc tca l艶

agg ctt gg、 EIB‐AS:gcc cag aca償 cag tac ctcを 用 い た。 それ ぞ れ 、 PCR productの TA
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cloning(TA Cloning Kit Dual Pronloter;InvLrogcn)(Figl)を 用 い、 シー クエ ンス を確

認 した後 、EcoRIに よ りそれ ぞれ 91lbp、 1836bpのiagmentを 切 り出 した。

②  ElAを ,lRES(CLONTEC)(Fig 2)の MCs_Aの Mlul sheに 順方 向に挿 入 した (blunt end

ligation)。

③  ElBを EIA―IRESの MCS― Bの Sall jteに順 方 向に挿 入 した (blunt end lgatiOn)。

④  hTERT promoter(Fig 3)を Mlul+33111に よ り切 り出 し (455bp)、 ElA― IRES― EIBの ElA

L流 にあるXhol siteに 順方向に挿入 した (blunt cnd ligation)。

⑤  hTERT promoter― ElA― IRES‐EIB(hAIB)を NheI+NotIに よりL‐7り 出 し (3828bp)、

MfeI+Nhel diges■ onに よりCMV promoterを除去 したPShuile vector(Fig 4め に順方向に挿

入 した(pSh MIB)(Fig 4b)。

③ ICeuI+Pl‐ SceIに よ り4381bpの pSh― hAIB断片を切 り出 し、Adeno―X VirJ DNA(Fig 5)

に挿入 した (AdenoX hAIB)。

⑦ Adeno―X Expression System(CLONTECH)(Fig 6)の マニュアルに従って、hAIBを持つ

組換えアデ ノウイルスを作製 した。

(3)遺伝子組換え生物等の育成の経過

作製 した Telomescanは Adeno― X Exprcssion System(CLONTECH)(Fig 6)の マニュアルに

従い、293細胞 を使つて増殖 させた。Telomelyttnは 、岡山大学で開発 された国産の抗が

んウイルス製剤 であ り、岡山大学発バイオベンチャー オンコリスバイオファーマ (株 )

によつて臨床開発が進 められている。本臨床研究では、米国で行われた各種進行固形癌

を対象 とした Telomelyshの 第 I相臨床試験のために、オンコリスバイオファーマ (株 )

が Introgcn Therapeutics社 にて製造 した Tdomewsinの 臨床 ロッ トを輸入 して使用す る。

凍結 した状態で 日本へ輸送 した最終製品は、岡山大学病院遺伝子・細月包治療センター (P2

レベル)において保存 され る。

具体的には、最終製品は岡山大学病院中央診療棟 5階遺伝子・細胞治療センターのベ

クター保存室内のデ ィープフリーザーに施錠の上、保管 される (当該治療施設の地図及

び保管場所の概略図は別紙 4)。

4 移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性

移入 した核酸は Te10meぃinの .2本鎖 DNAゲノムの一部として存在 し、保管中は極

めて安定で、感染す る動植物等の種類及び感染様式が保管中に変化することはない。

細胞に感染すると、TdomdySnの ゲノムは核内の染色体外に存在 し、テロメラーゼ活

性依存性に hTERT(human telomerase reversc transcHptase)プ ロモーターにより増殖する。

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

TebmelyJnは 唾液、喀痰、血液、尿を採取 し、DNAサンプルよりTdomeけ Jnを特異
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的に検出する EIAあ るいは IRES配列に対するプライマーを用いて定量的 PCRを行 う。

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違

Telomcけ sinは 特別な治療遺伝子を持たず、外来性の塩基配列として hTERTプロモー

ターが挿入 されている点が野生型アデ ノウイルスの配列 との大 きな違 いである。

Tclomcly」 nでは、内因性の EIAプロモーターの代わりに hTERTプ ロモーターが、また

内因性の ElBプ ロモーターの代わりに IRES配列が挿入 されている。癌細胞では hTERT

遺伝子の発現制御を行つている hTERTプ ロモーターのスイッチがオンになると考えら

れる。hTERTプ ロモーター依存性に ElA及び EIB遺伝子が発現され、ウイルスが増殖

する。これらの点を除くと、Tdomdyshの 感染する動植物等の種類、感染経路、伝搬様

式等は野生型 Ad5と まつたく同等である。

本研究に用いるTebmewsinは 、遺伝子治療用のアデノウイルスベクターと異なり、本

来 ElAお よび EIB遺伝子を含んだ増殖性 ウイルス (Replicttbn compctcnt adeno宙 rus、

RCA)であるため、RCA量を制限する評価基準の適応 とはならない。

III 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報

l 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。

2 使用等の方法

治療施設の所在地 岡山県岡山市北区鹿田町二丁目5番 1号

治療施設の名称 岡山大学病院

(1)Tい。mcwsin溶液は、容器に密封後、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 Telomeり sin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

ネット内で行 う。TdomdyJn希釈溶液の保管は、P2実験室内の冷凍庫において行 う。

なお、Te10meけ sin希釈溶液又はその凍結品を開放系区域を通つて他の P2レベル区域

に運搬する必要がある場合には、二重に密開 した容器に入れて運搬する。

(3)Tdomelysin溶 液 (希釈溶液を含む。)を廃棄する際には、ウイルス不活化 (018%若

しく′まo24%次亜塩素酸ナ トリウム溶液による消毒薬 (以 下「消毒薬」という)又は

高圧蒸気滅菌処理による。以下同じ。)を行つた後、岡山大学病院で定められている
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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)P2実験室内の安全キャビネ ット内でTdomdysh溶液を緩衝液で希釈 し所定の投与量

に調整 (以下 「TdomelyJn液 」という)した後、二重に密開し、環境中への拡散防止

措置を適切に執った治療室 (以下 「治療室」とい う。)又は放射線部コンピュータ断

層撮影装置室 (以下「CT室」とい う。)に直ちに運搬 し、専用の注入用穿刺針、注射

器及びチユーブからなるデバイス (以下 「注入セ ット」という。)に充填する。

(5)被験者に対するTe10melysinの 投与は、外科的切除により根治不能な局所的に進行 し

た、あるいは外科的切除後に再発 し、追加切除が困難 と考えられる頭頸部・胸部悪性

腫瘍症例を対象とする。各患者に対するTdomdysin投与量は、低用量 (1× 1010 vp)、

中用量 (1× 101l vp)、 高用量 (lX1012 vP)の 3群で、投与ウイルス液量は l mlと する。

腫瘍内 5ヵ 所に注入するため、 1箇所あた り 0 2ml程度ずつ注入することになる。局

所麻酔下、咽頭麻酔下、あるいは全身麻酔下に、細い注射針を装着 した注射器、内視

鏡の生検鉗子孔を通 した穿刺吸引針、あるいは CTガイ ド下や超音波ガイ ド下穿刺用

の穿刺針を用いて、面積が l cm2<かっ 25 cm2>の腫瘍内 5カ 所 (4分害1し た区域と中

心部)に病変全体を3次元的にカバーする様に直接注入する。TdomeサJnの投与初 日

を第 1日 日とし、重篤な副作用を認めない場合は第 18日 日、第 32日 目に同じ病変に

投与を行い、計 3回 の治療を実施する。注入針の抜去は慎重に行い、Telomeけ sin液 の

漏出及びエアロゾル化を防止する。注入部位の周辺には敷布 (滅菌された不繊布)を

二重に敷き詰める。

(6)被験者今の Teぬmeけsin投与終了後、被験者の創部を消毒する。ウイルス漏出予防の

ためにマスク及びガウンを着用 した被験者を、治療室又は CT室から、環境中への拡

散防止措置を適切に執つた陽圧でない個室 (以下 「個室」という。)に移送する。

(7)上記(5)及び(6)で用いた注入セット等の器具並びに布及びガーゼ類は、ウイルス不活

化を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。また、穿刺用ガイ ド装置等は、ウイ

ルス不活化を行い、再利用する。これらのウイルス不活化を治療室又は CT室以外の

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。治療後の当該治療室は

床を消毒液で掃き清掃する。なお、治療室内の空気は HEPAフ イルターを用いた換気

により約 5分に 1回 (1時間に 12回 )入れ替わる。

(8)Tdomely7Sinの 患者以外の人への感染の可能性は極めて低いが、患者の家族や医療従

事者への感染を防止するために、治療中はマスクや予防衣の着用など注意を払 う。現

在、米国で実施 されている TeЮmeぃ lnの臨床試験においては、外来患者としてウイル

スを投与された後、患者は帰宅することが可能である。これは、高濃度のウイルスを

取 り扱 う投与時は他の患者や医療関係者への感染の危険性を極力回避する処置が取ら

れているが、投与された後、患者から感染性のあるウイルスが排泄される可能性が極

めて低いと考えられているか らである。

3 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法

対外へのウイルス排出の有無は、唾液、喀痰、血液、尿を採取し、DNAサンプルよ

ｎ
ｖ
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りTe10melysinを 特異的に検出するEIAあるいは lRES酉己列に対するプライマーを用いて

の PCRで可能である。

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

の措置

本研究に用いる TelomelyJnは 、遺伝子治療用のアデノウイルスベクターと異なり、本

来 ElAお よび ElB遺伝子を含んだ増殖性ウイルス (Rcplic江lon competent adcno宙 rus、

RCA)で あるため、RCA量を制限する評価基準の適応 とはならない。

Tcbmeけ shの患者以外の人への感染の可能性は極めて低いが、患者の家族や医療従事者

べの感染を防止するために、治療中はマスクや予防衣の着用など注意を払 う。現在、米

国で実施されているTclomeりshの臨床試験においては、外来患者 としてウイルスを投与

された後、患者は帰宅することが可能である。これは、高濃度のウイルスを取 り扱 う投

与時は他の患者や医療関係者への感染の危険性を極力回避する処置が取 られているが、

投与された後、患者から感染性のあるウイルスが排泄 され る可能性が極めて低いと考え

られているからである。

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

1)Telomclysinの前臨床研究

Telomelyshを 癌細胞に感染 させると、EIA、 EIB mRNA、 および ElAタ ンパク質の

発現がみ られたが、正常細胞ではそれ らの発現は抑制 されていた。また、Tclomdyslll

は、癌細胞では 3日 以内に 105_106倍 に増殖 したが、正常細胞では 1001000倍 にと

どま り、正常細胞では癌細胞に比べてその増殖が 103_104分 の 1に抑えられることが

明 らかになった。肺癌、大腸癌、胃癌、食道癌、頭頸部癌、乳癌、月干癌、膵癌、前

立腺癌 、子官頸癌、卵巣癌、な ど様 々な臓器 由来 のヒ ト悪性腫瘍細胞株 を用いて

TeЮ meけJnの容量依存性の抗腫瘍活性を測定し、ID50(50%の標的癌細胞を殺すこ

とのできるウイルス濃度)を算出したところ、ほとんどの細胞株で 20 MOI(PFUた e‖ )

以下であり、Tdomelysinは 広範な抗月重瘍活性を有 していた。

2)Telomelb/sinの 正常細胞での細胞障害性

ヒト正常線維芽細胞に対 しては、Telomelyshは明らかな細胞障害活性を認めなかっ

た。また、ヒト正常肝細胞、ヒト正常腎上皮細胞、ヒ ト正常気道上皮細胞では、野生

型アデノウイルスに比べて低い細胞障害活性を示 した。

3)体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性

本研究のプロトコールでは Telomelysinは 病巣に直接局所注入されるが、コットンラ

ットでの定量的 PCRに よるTe10meしsinの 体内分布解析において、筋肉内投与あるい

は静脈内投与後 8日 目において血液中ならび測定した組織中で検出可能であつた。ま

Ｅ
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4)

た、ヌー ドマウスの背部皮下に移植 したヒト腫瘍内に Telomclysinを 投与すると、投

与部位でのウイルス DNAは極めて高値であつたが、投与後 70日 目のその他の組織

でもウイルス DNAは検出可能であつた。すなわち、投与部位で増殖 した Tclclmdysin

が全身循環に入つたものと推測されるが、抗 ElA抗体を用いた各組織の免疫組織染

色では投与部位以外の正常組織は染色 されず、投与部位以外の正常組織ではウイルス

増殖は認められないことが確認 された。

患者以外のヒトヘの遺伝子導入の可能性

TelomdyJnの 患者以外の人への感染の可能性は極めて低いが、患者の家族や医療従

事者への感染を防止するために、治療中はマスクや予防衣の着用など注意を払 う。現

在、米国で実施されている Telomdysinの 臨床試験においては、外来患者としてウイ

ルスを投与 された後、患者は帰宅することが可能である。これは、高濃度のウイルス

を取 り扱 う投与時は他の患者や医療関係者へめ感染の危険性を極力回避する処置が

取られているが、投与された後、患者から感染性のあるウイルスがツト泄される可能性

が極めて低いと考えられているからである。

6 国外 における使用等により得 られた情報

5)米国での Telomdylnの 第 I相 臨床試験

米国にて各種進行日形癌を対象 とした Tdomelysmの 第 I相臨床試験が行われ、腫瘍内単

回投与を受けた 16例の進行固形癌患者 では、初期 3例 は 1010 vp、 次の 3例 目は 1011 vp

が投与 され、最高容量 1012 vpは lo例に投与されている。投与部位 の疼痛や硬結などの

局所反応 と発熱などの全身症状はみ られたが、重篤な有害事象はな く、安全に投与可能

であつた。

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

Tdomel17inの 感染性は野生型 Ad5と 同一と考えられるので、微生物に感染せず、また、

競合、有害物質の産生により他の微生物を減少させることはないと考えられる。よつて、

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。 )

つ
乙
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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

それはないと半」断さオしる。

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

Telolnelysinの 有害物質の産生性は知られておらず、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。 )

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

Tdomdyinの 感染性は野生型 Ad5と 同一 と考えられるので、 自然界で感染す る対象は

ヒ トのみである (文献 1、 2)。

(2)影 響の具体的内容の評価

TdOmClySnの患者以外の人への感染の可能性は極めて低い。

(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、Tclomeけ sい の環境中への拡散は極めて微量である。Tdomdyshの 感染す

る動植物等の種類、感染経路、伝搬様式等は野生型 Ad5と まったく同等である。さらに、

Telomelysinが 効率よく感染する対象はヒトに限られること (文献 1、 2)Telomelysinの

正常細胞での細胞障害性は乏しいことを踏まえると、Tdomeけ Jnが被験者以外のヒトに

対 して病原性を示す可能性は極めて少ないと考えられる。

(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、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。

つ
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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

よつて、有害物質の産生性について、第一種使用規程承認中請書に記載 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。

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

TdomdySnの感染性は野生型 Ad5と 同一と考えられるので、自然界で感染する対象は

ヒトのみである (文献 1、 2)。

(2)影響の具体的内容の評価

Tdomdyshの核酸を水平伝達する性質は野生型 AdSと 同等である。

(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、TdomdysIIlの 環境中への拡散は極めて微量である。TclomdyJnが 効率よ

く感染する対象はヒトに限られること (文献 1、 2)及び正常細胞内での増殖能は乏 しい

ことも踏まえると、TdomelyJnは やがて環境中から消滅すると考えられる。

(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、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。

う その他の性質

なし。

V 総合的評価

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、Tdomelysin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。TdomdySnが感染する動植物等の種類は

野生型 Ad5と 同等で、ヒ トにのみ感染 し、自然界でヒトを除く哺乳類、鳥類、両生類、

54
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爬虫類、魚類、昆虫など、他の動植物には感染 しないと考えられる。

本研究に用いるTdomdyshは 、遺伝子治療用のアデノウイルスベクターと異なり、本

来ElAお よびElB遺伝子を含んだ増殖性ウイルス (Rcplに 試ion compctcnt adcnovirus、 RCA)

であるが、増殖性ウイルス (RCA)を含む遺伝子組換えアデノウイルスのウイルス増殖

能に関して、臨床使用経験に基づいた知見を整理 した見解・声明が、日米EU医薬品規

制3日本国国膨祭会議 (The lilternational Conft・ rencc on Harinonisation ofTechnical Rcquiremcnts

tor Registlation of PharmaceuJctts for Human Use;ICH)お よび、Genc Thcrapy Disctlssion

Group(ICH― GTDG)に よりcommunlcation paperと して公開されている (男嘲眠5)。 すな

わち、2004年6月 10日 のICH―GTDG会議において、多量のRCAを含有する非増殖性ア

デノウイルスベクターを高用量投与された症例に関するデータが米国研究製薬工業協会

(PhRIIA)に よりとりまとめられ、報告されている。それによると

。がん患者において、種々の投与経路 (腫瘍内、月干臓内、腹膜内)に よつて投与を受け

た場合でも、RCAに起因する重篤な副作用はみられなかつた。

・ 環境への リスクという点に関して、現在用いることのできる最も感度の高いRCA検出

法であるポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)法 によってもRCAの体外への排出は認められな

かったことが、データから示唆された。

今回我々が使用するTebmelysinは 、腫瘍細胞内にて選択的に増殖するウイルスであり、

正常細胞ではTeぬ meけslnの感染する動植物等の種類、感染経路、伝搬様式等は野生型Ad5

とまったく同等である。すなわち、ヒト及び他のほ乳動物、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、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、Te10meサ sh使用により生物多様性影響が

生ずるおそれはないと判断される。

男1紙 1:hTERT promoterの 構造

別紙 2:Telomelysln(OBP-301)ア デ ノウイルスベ クター

別紙 3:Tcbmeけ sln(OBP-301)の 作成方法

別紙 4:治療施設の地図及び保管場所の概略図

男」紅(5:Considerations tiom the Cene Therapy Discussion Croup meetlng June 10,2004

日米 EU医薬品規制調和国際会議 (ICH)遺伝子治療専門家グループ (GTDG)

「見解」
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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

【岡山大学病院 】

「頭頸部・胸部悪性腫瘍に対する腫瘍選択的融解ウイルスTelomelyslnを 用い
た放射線併用ウイルス療法の臨床研究」

○ :委員長 (五十音順 敬称略 )

氏  名 所  属

いわさき かずひろ

岩崎 一弘 (独)国立環境研究所 主任研究員

お ぎわ けいや

小澤 敬也 自治医科大学 医学部教授

かんだ  ただひと

神田 忠仁
(独)理化学研究所 新興・再興感染症研究ネッ トワーク推進センター

業務展開チーム チームリーダー

さいとう  いずむ

斎藤 泉 東京大学医科学研究所 遺伝子解析施設教授

しまだ  たかし

島田 隆 日本医科大学 医学部教授

はやかわ たかお

早川 尭夫 近畿大学 薬学総合研究所所長

苗旨 贈∬ 国立医薬品食品衛生研究所 生物薬品部研究員
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第68回科学技術部会
資料4-1

平成24年 1月 25日

ヒト幹細胞臨床研究に関する審査委員会について

○新たな委員の任命について

(生物統計専門家の審査委員会委員への追加)



新たな委員の任命について

提 案

生物統計専門家の審査委員会委員への追加

ヨヒ  上己
円   只

>臨 床研究計画に引用されている非臨床研究の妥当性について、生

物統計に根差 して議論をする必要がある。

>他 の委員会 (高度医療評価会議)と の整合性を図り、連携を取 り

やす くする。

>臨 床研究計画の安全性評価について生物統計学的見地か らの検

討が求められる。



第68回科学技術部会
資料4-2

平成24年 1月 25日

ヒト幹細胞臨床研究に関する実施施設からの報告について

【報告書】

〇先端医療振興財団 先端医療センター       2件
慢性重症下肢虚血患者に対するG― CSF動員自家末梢血単核球移植による

下肢血管再生治療



| ・

ヒ ト幹細胞 臨床研 究重 大事態等 報 告書

平成 23年 11月 30日

厚生労働大臣 殿

下記のヒト幹細胞臨床研究について、,1添のとおり重大な事態を報告致します。

記

研

究

機

関

所  在  地 神戸市中央区港島南町2-2

名 称 (財)先端医療振興財団 先端医療センター

研究機関の長

役職名・ 氏名

rTT「・■
センター長・ I・

鍋島 陽|= :1・
・I

ヒト幹細胞臨床研究の課題名 研究費任者の所属・職・氏名

慢性重症下肢虚血患者に対する

G‐CSF動員自家末梢血単核球移植

による下肢血管再生治療‐

先端医療センター病院

診療部再生治療ユニット長 兼

1暴
〒焦驚曇「



ヒト幹細胞臨床研究 重大な事態報告書

厚生労働大臣 殿

平成23年 11月 30日

研究機関の長

職名・氏名 先端医療センター長 鍋島 陽―

研究責任者

所属

臨床研究計画そのものと闘連する場合は

“

載不要

先靖医療センター病院

職名・氏名 診薇部再生治療ユニット長 兼血管再生科部長 川1本 篤彦

薔床研究の名称 饉性■壼下技産血患者に対する¨ SF動員自憲末梢五単核球移植による下餃血管再生治贅

技験者識別コード ※ BFuく‖→ 年齢 ※ 72歳

性別 ※     男() じ燎区分 ※   ⑤
・ 外来

重大な事慇と

将断した理由

■

口

０

□

死亡

死亡につながるおそれがある

入院または入院期間の延長

障害

障害につながるおそれがある

後世代における先天性の疾痢又は異常

ヒト幹細胞臨床研究の実施に影響を及はすおそれがある

その他 (

ロ

ロ

ロ

ロ

重大な事態の概要

月 日 ・症状 処置・場所などの具体的な経過や、関連する治療歴・検査データ■

,年フ月中～下旬

1年 3月 16日

1年 8月 18日

1年 3月 19日

1年 8月 22日

全身僣怠感、食思不振を自党していたが、放置していた。

ま臓混島が出現し、自宅近くの教急菫院へ搬送された。急性腎不全(BUN 165 Cr,43.K32を指摘され.緊急透析を要すると判断され
t‐ ため、同日、他院(総合病院)へ 搬送された。入院時Hb98 WBC,S38Q PIt23 0万 CRP● 3.勝腕が緊洒状態であり、尿造カテ‐
ル拝入により麟尿を認めたことから尿開に起因する尿路感染症による敗血症 (動脈血よりKbbddL pnoomo“ aoが検出)および急性雪
不全と診断され、緊急透析と抗生剤投与が行われた。

自尿が得られ、Wec 12490 0R0 13● BUN 99 Cr 446К  50と軽度改善傾向を示した。

ショック状態に陥り 同時に、新鮮血の大量の吐T血を認めた。この際 喘
'ユ

Pに 103万と箸明に低下。出血性ショックと診断され、輸
血を行うも反応せず.心肺停止に三り、蘇生を行うも回復せず、1946死亡が櫨鬱された。

957患 者の夫より電話で研究担当医面に患者本人が死亡したとの連絡があつた。同日午後、入院先の病院
^研

究担当医師が出向い
て、主治医から直接、当患者の出床経lCについて説明を受けた。

瞼理審査委員会

(研究機関内)の 意見

本国床

"験
の経続を承認する(研究責任者及び独立デ→ モニタリング委員会の判断/方針に問題はないと判断する).

(注 )独 立データモニタリング委員会からの提書は下配の通り。
1)本有書事象と試験治象との因果関係はないと考えられる.

D本臨床試験を継続し、各症例の経過を慣■に観察するべきである。

原日の分析 消化管出血による出血性ショックが死因であるとの死亡時の主治饉
ま、臨床経過および血小績戦233-103万 と低下していることから

とヽ判断してい
ず割検t施行

研究機日長の指示 ロ

□

ロ

臨床研究を中止を命した

臨床研究の体上を命した

その他の必要な措置を講した

1 )

懺考1 各用紙の大きさま、日本工葉規格A4とすること.

備考2本構弐中に書きされない場合は、適宣別紙を使用し、本様式にr別 紙0参照Jと記載すること。

添付書類(添付した書類にチエックを入れること)

実施計画書の写し

研究責任きから研究機関の長への報告書の写し(様式自由)

研究機関の■から研究機関における倫理審査委員会への諮問の写し(様式自由)

研究a30における倫理審査委員会から研究機alの長への意見の彗し(様式自由)

インフォームド・コンセント1●h略 説明文書及び同意文書様式 (様式自由)

その他 (資料内容 :重大な事態報告書 男J紙 (群網報告 )

口

□

ロ

■

ロ

●



ヒト幹細胞臨床研究 重大な事態報告書 月1紙 (詳細報告 )

臨床研究の名称 慢性重症下肢虚血患者に対するG―CSF動員自家末梢血単核球移植による下
肢血管再生治療

被験者識別コード IBRI―GM-5 登録番号 GM-4

性別 男f女 年齢 フ2涛釜

傷病名 閉塞性動脈硬化症 (右第5足趾潰瘍、左下腿切断後)

合併症 脳梗塞後遺症 (左不全麻痺、呂律障害)

糖尿病 (糖尿病性腎症 )

高血圧

高脂血症

右足部・爪部白癬

既往症 髄膜炎

脳梗塞

左下腿 (膝下)切 断

時

時

時

歳

歳

歳

３０

６０

６‐

現病歴 閉塞性動脈硬化症、糖尿病、高血圧等のため、近医に通院中であつたが、
2011年 2月 に転倒し、右踵部の疼痛を主訴に同院皮膚科を受診した。同科で右
第5足趾の潰瘍病変を指摘され、下肢生理学的検査・造影CT検査で開塞性動
脈硬化症による慢性重症下肢虚血と診断された。2011年 4月 7日 、某大学付属
病院放射線科に紹介され入院した。4月 12日 の下肢血管造影検査で、右浅大
腿動脈は回径不整で膝上部で途絶、下腿3分枝は緋骨動脈が深大腿動脈から
の側副血行路により描出されるが、前・後肛骨動脈は描出されなかつた:4月
19日 に右浅大腿動脈閉塞に対する血管内治療を試みられたが、ガイドヮイ
ヤーの通過困難により断念。外科的パイパス手術も適応外と判断され、以降、
フットケアおよび血管拡張剤の点滴を行つたが、潰瘍病変の治癒は遷延した。
下肢血管再生治療の適応について検討するため、2011年 5月 9日 当センターを
紹介され受診した。

経 過

2011年 5月 9日 臨床試験「慢性重症下肢虚血患者に対するG―CSF動員自家末梢血単核球移
植による下肢血管再生治療」への参加に文書で同意した。

2011年 5月 25日 症例検討会で同臨床試験への参加について適格と判断された。

2011年 5月 27日 当センターに入院。同臨床試験への参加登録を行つた。

20‖ 年5月 29日 ～

6月 1日
G―CSF製剤 (フィルグラステム)皮下注 (5μ g/kg/日 、4日 間)

2011年 6月 1日 アフェレシス施行 (処理血液量5L、 採取単核球数 8X109個 )

全身麻酔下にて、右下肢74カ所(大腿部30カ所、リト腹部30カ 所、足背部4カ所、
趾間部4カ所、足底部6カ所)の筋肉内へ計6.4X109個 の単核球を移植。

2011年 6月 2日

～6月 13日
単核球移植後、特記する合併症なく経過し、右第5足趾潰瘍は縮小傾向を認
め、同部の疼痛も軽減した。
(注)当 センター入院5カ月前より、左下肢義足の不具合のため、ほとんど義足
を装着せず過ごしていた。このため、当センター入院後、すぐに義足を新調し
た。単核球移植後、下肢疼痛が軽減したところで新しい義足を装着して、歩行
を試みたが、長期間装着していなかつたために筋力が低下しており、再度、歩
行リハビリテーションが必要な状況であることが判明した。したがつて自宅への

退院は困難であり、患者本人と夫に相談の上、これまでのかかりつけであるこ
と、自宅近所であるという理由から、近医にリハビリテーションロ的で転院でき
スよう手配!´ f― ^

2011年 6月 14日 ミ斤昭要′、自手
『

キ_

2011年 7月 4日 単核球移植後4週 目のため当センターを定期受診 (まだ、近医に入院中)。 右
第5足趾の漬瘍は消失していた。全身状態も良好であり、眼底検査でも異常所
見なし。血液学的検査、血液生化学検査では、Hb 10.9,WBC 4590,CRP O.1,
Cr l.8,Hb Alc 4.9等 であり、著変を認めなかつた。

2011年 7月 12日 歩行リハビリテーションを終了し、訪問看護口訪問リハビリを導入され、近医を
退院。一般の内科診療は、同院へ定期通院の予定とした。



2011書7月 19日 2011年 7月 15日 に意識低下のため、某病院 (脳神経外科)へ救急搬送され、結
果は低血糖発作であったと、家人(夫 )から電話連絡を受けた。同院で、血糖降
下薬 (メトグルコ)の内服中止を指示され、帰宅されたとのこと。食思不振もある
とのことで、処方変更の検討が必要である旨を伝え、指示を仰ぐため、早めに
かかりつけの近医を受診するように伝えた。

2011年 7月 29日 夫より、2011年 8月 1日 予定の当センター外来受診が難しいとの電話連絡を受
けた。理由を質問すると、最近、全身倦怠感が強く、ベッド上で起き上がるのが
困難であるとのことであつた。当センターあるいは研究協力機関の総合病院ヘ

の受診を勧めたが、遠方であるとの理由で、受診を拒否した。また、症状が重
いのなら、救急要請するように伝えたが、それほどの事態ではないとの回答で
あつた。それなら、訪間看護師を介して、近医へ急ぎ受診するように伝えたとこ
ろ、そのようにするとの返事があった。当センターヘの再診については、いつで
も連絡していただければ予約を取る旨を伝え、了解された。

2011年増月 15日 2011年 7月 29日 以降、当センターヘ再診予約等の連絡がなかつたため、試験
分担医師から患者 自宅へ電話連絡した。夫によると、患者本人が近医への受
診を拒否するため受診できていないが、状態は7月 29日 から著変ないとのこ
と。しかし、今日(2011年 8月 15日 )、 訪間看護師を通じて、近医へ受診手続きを
行うことにしているとの返答があった。

(注 )以下、2011年8月 16日 ～19日 の経過は入院先の総合病院主治医から聴取

2011奪8月 16日 意識混濁が出現し、自宅より某救急病院へ搬送された。急性腎不全(BUN 165
Cr 7.43,K8.2)を 指摘され、緊急透析を要すると判断されたため、同日、他防
(総合病院)へ搬送された。入院時Hb 9.8,WBC 16380,PL 23.6万 ,CRP 14.3。

膀肌が緊満状態であり、尿道カテーテル挿入により膿尿を認めたことから尿藷
に起因する尿路感染症による敗血症 (動脈血よりKlebsie!la pneumonheを 様
出)および急性腎不全と診断され、緊急透析と抗生剤投与が行われた。

2011奪8月 18日 自尿 が得 られ 、WBC 12490,CRP 13.3,BUN 99,Cr 4.46,K5.0と 軽 度改 善傾 向

を示した。

2011年 8月 19日 ショック状態に陥り、同時に、新鮮血の大量の吐下血を認めた。この際、Hb 7.5

Pに 10.8万と著明に低下。出血性ショックと診断され、輸血を行うも反応せず、
心肺停止に至り、蘇生を行うも回復せず、19:46死 亡を確認した。死因は (1)出
血性ショック (2)敗血症と主治医から診断された。剖検は、遺族からの同意が
得られなかつたため、施行されていない。

2011年二8月 22日 957AMに夫より当センターに電話連絡があり、2011年8月 19日 に患者が死亡し
たとの報告を受けた。同日午後、詳細を確認するため、研究分担医師が他院
(総合病院)へ赴き、腎臓内科主治医と直接面会し、入院経過の詳細を聴取し
た。

2011毎二8月 23日 研究責任者が重大な事態と判断し、「重篤な有害事象に関する報告書 (第 1

報 )」 を当センター長および病院長へ提出。

2011年 8月 25日 「ヒト幹細胞臨床研究 重大な事態報告書」(第 1報 )を厚生労働大臣へ提出。

2011年り月8日 独立データモニタリング委員会から、下記の研究責任者の医学的判断に問題
はないとの提言を受けた。
1)本有害事象と試験治療との関連はない。
2)本臨床試験は既に全症例への治療を終えており、現時点で試験を中止する
ことなく、各症例の経過を慎重に観察するべきである。

2011年 9月 16日 再生医療審査委員会 (施設内倫理委員会)から、迅速審査により本研究の継
続実施が承認された。

2011書ヨ0月 18日 「ヒト幹細胞臨床研究 重大な事態報告書」(第 2報 )を厚生労働大臣へ提出。

2011年 11月 16日 再生医療審査委員会 (施設内倫理委員会)が開催され、本研究の継続実施が
承認された。

2011■ヨ1月 30日 「ヒト幹細胞臨床研究 重大な事態報告書」(最終報)を厚生労働大臣へ提出。




