
Ⅸ。5.2.4 TCR遺伝子導入 リンパ球の投与

各コホー トにて設定された細胞数の TCR遺伝子導入 リンパ球 (単回投与)を静脈内投与

する。凍結保存されたリンパ球浮遊液を含むバッグを 37℃恒温漕内で解凍、被験者静脈内

へ投与 し、投与直後より問診 とバイタルサインを取 りなが ら十分な観察を行い、有害事象

が発現 した場合には、「Ⅸ.5.5.2 TCR遺伝子導入 リンパ球輸注に伴 う副作用」に従い、適

切な処置を施す。

Ⅸ.5。 3前処置及び併用療法の有無

Ⅸ.5.3.1前処置

前処置は特に必要としない。

Ⅸ .5。 3.2 MAGE― A4143-151ペ プチ ド投与

1回量 300 μ gの MAGE―A4113■ 風ペプチ ドを、TCR遺伝子導入リンパ球投与日を 0日 として

14日 目及び 28日 目の 2日 間の計 2回、不完全フロイン トアジュバン ト(商品名 :MONTANIDE翻

ISA 51、 SEPPIC社 )と の懸濁液として皮下投与する。有害事象が発現した場合には、「Ⅸ.5.5.3

ペプチ ド投与に伴う副作用」に従い、適切な処置を施す。

Ⅸ.5.3.3併用禁止療法及び併用禁止薬

以下の療法及び薬剤については、遺伝子を導入するための Tリ ンパ球を採取する日より

前 4週間以内及び、二次登録 4週間前から臨床研究終了時までの間、使用■実施を禁止す

る。

併用禁止療法

1)化学療法

2)放射線療法

3)手術

併用禁止薬        '
1)抗癌剤

2)副腎皮質ステロイ ド剤 (全身投与)

3)免疫抑制剤 (全身投与)

Ⅸ.5.4臨床検査項目及び観察項 目

以下のとおり検査・観察を実施する。検査 ,観察スケジュールについては「X.3検査・

観察スケジュール」に記載する。なお、共同実施施設にて本臨床研究が実施される場合に

おいても、TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態、免疫機能解析 (腫瘍特異的免疫反応 )、 遺伝

子導入 リンパ球σ腫瘍組織浸潤度、RCRお よび LAM―PCRについては、二重大学大学院医学系
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研究科遺伝子・免疫細胞治療学講座にて検査を行うものとし、当該検査のうち、PCR法の工

程はタカラバイオ (株)が担当する。

意取得 日 (ス クリーニング期間)

1)同意取得 (一次登録 )

2)被験者背景

・性別、生年月 日 (年齢 )、 診断名、身長、体重、既往歴、合併症、過敏症の有無、前

治療、併用療法・併用薬、妊娠の有無、llLA型、血GE―A4発現の有無 (PCR)、 他の臨

床試験 (臨床研究)への参加の有無

3)問診、バイタルサイン

・ 血圧、体温、脈拍数、動脈血酸素分圧または動脈血酸素飽和度

4)Perfonllarlce status

5)感染症検査

・ HBs抗原、HCV抗体、HIV抗体、HTLV-1抗体

6)臨床検査

。血液学的検査 :白血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・ 血液生化 学的検 査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイ シ ンア ミノペ プチ ターゼ

(LAP)、 γ―GTP、 総 ビ リル ビン (T― Bll)、 直接 ビ リル ビン (D―Bil)、 総蛋 白 (TP)、

アル ブ ミン (Alb)、 尿素窒 素 (BllN)、 ク レアチ ニ ン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

・血液凝固能検査 :プロトロンビン時間 (PT)、 活性化部分 トロンボプラスチン時間 (APH)、

フィブリノゲン (Fgb)、 フィブリン分解産物 (FDP)            .
`免疫血清 lC反応性蛋白 (CRP)

。尿検査 :尿定性、尿沈査

・腫瘍マーカー検査 (SCC、 CEA、 CA19-9)

7)画像診断

・胸部 X線検査、12誘導心電図、頸部・胸部・腹部 。骨盤 CT※

8)上部消化管内視鏡検査※

※:ス クリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。

アフェレーシス実施 日 (ス クリーニング期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2)Performance status

3)臨床検査

０
０
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・血液学的検査 :白血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

。血液生化 学 的検 査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイ シ ンア ミノペプチ ターゼ

(LAP)、 γ―GT、 総 ビ リル ビン (T―Bil)、 直接 ビ リル ビン (D―Bil)、 総 蛋 白 (TP)、

アル ブ ミン (Alb)、 尿 素窒素 (BllN)、 ク レアチエ ン (Cr)、 尿 酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

0(治療期間 )

1)同意取得 (二次登録)

2)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数、動脈血酸素分圧または動脈血酸素飽和度

3)Performance status

4)臨床検査

・血液学的検査※D:白血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・血液生化学的検査※1):AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイシンアミノペプチター

ゼ (LAP)、 γ■TP、 総ビリルビン (T―Bil)、 直接ビリルビン (D■ il)、 総蛋白 (TP)、

アルブ ミン (Alb)、 尿素窒素 (BllN)、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

・血液凝固能検査※1):プ ロトロンビン時間 (PT)、 活性化部分 トロンボプラスチン時間 (APTT)、

フィブリノゲン (Fgb)、 フィブリン分解産物 (FDP)

・免疫血清※D:C反応性蛋白 (CRP)

。尿検査※D:尿定性、尿沈査

・腫瘍マーカー検査※1)(SCC、
CEA、 CA19-9。 ただし、スクリーニング期間時高値例のみ)

5)画像診断

・胸部 X線検査※D、 12誘導心電図※D、 頸部・胸部 。腹部 。骨盤 CT※の、PET― CT※
"

6)上部消化管内視鏡検査※
"、

腫瘍組織生検
※
"

7)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態 (投与前※1)、 投与 1時間後、3時間後、6時間 (± 2時

間)後及び 12時間 (± 2時間)後 )

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー角翠析

8)免疫機能解析※リ

・テ トラマー角牢析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

9)TCR遺伝子導入リンパ球の腫瘍組織浸潤度※の、MAGE一 A4抗原発現検査※
"

・浸潤 リンパ球の検出

。PCR法による MAGE―A4発現

10)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む )

０
こ

０
０
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・内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続・中止の別等)、 その他の処置、

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

※D:治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする。

※
":治療期間開始前 7日 以内の成績の利用を可とする。

yl(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・而序、体温、脈拍数

2)Performance status

3)臨床検査

・血液学的検査 :白 血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トク リッ ト、

血小板数

。血液生イヒ学的検査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALR LDH、 ロイシンア ミノペプチターゼ

(LAP)、 γ一GTP、 総 ビリル ビン (T―Bil)、 直接 ビリル ビン (D―Bil)、 総蛋白 (TP)、

アルブ ミン (Alb)、 尿素窒素 (BllN)、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

4)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態 (TCR遺伝子導入 リンパ球投与 24時間 (± 4時間)後 )

・ リアルタイム PcR、 テ トラマー解析

5)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む )

・内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続・ 申止の別等 )、 その他の処置、

転帰、転帰 日、本臨床研究 との因果関係

6)RCR

y2(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態 (TCR遺伝子導入 リンパ球投与 48時間 (± 4時間)後 )

。リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続・中止の別等 )、 その他の処置、

′ 転帰、転帰 日、本臨床研究との因果関係

3(治療期間)

つ
０

０
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1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態 (TCR遺伝子導入 リンパ球投与 72時間 (± 4時間)後 )

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続・中止の別等)、 その他の処置、

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

7(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査

・血液学的検査 :白血球数、白血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・血液生化学的検査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイシンア ミノペプチターゼ

(LAP)、 γ―GTP、 総 ビリル ビン (T―Bil)、 直接 ビリル ビン (D―Bil)、 総蛋白 (TP)、

アルブ ミン (Alb)、 尿素空素 (BUN)、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

・免疫血清 :C反応性蛋白 (Cr)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

4)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

。リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

5)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等 )、 その他の処置、

転帰、転帰 日、本臨床研究 との因果関係

14± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査

・血液学的検査 :白血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・ 血液生化 学的検 査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 DH、 ロイ シンア ミノペ プチ ターゼ
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(LAP)、 γ―GTP、 総ビリルビン (T―Bll)、 直接ビリルビン (D― Bil)、 総蛋白 (TP)、

アルブミン (Alb)、 尿素窒素 (BllN)、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

4)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態

。リアルタイム PcR、 テ トラマー解析

5)免疫機能解析

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

6)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続・中止の別等)、 その他の処置、

転帰、転帰 日、本臨床研究 との因果関係

y16± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態

。リアルタイム PcR、 テ トラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等)、 その他の処置、

転帰、転帰 日、本臨床研究との因果関係

ay 28± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2)Performance status

3)臨床検査

。血液学的検査 :白血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・血液生化 学的検 査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイ シンア ミノペ プチ ターゼ

(LAP)、 γ―GTP、 総 ビ リル ビン (T―Bil)、 直接 ビ リル ビン (D― Bil)、 総蛋 白 (TP)、  _

アル ブ ミン (Alb)、 尿素 窒素 (BllN)、 ク レアチニ ン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

ca、 血糖値

。免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

Ｅ
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4)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

5)免疫機能解析

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

6)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等)、 その他の処置、

転帰、転帰日、本臨床研究 との因果関係

y30±3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー角早析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

・内容、発現日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等 )、 その他の処置、

転帰、転帰日、本臨床研究 との因果関係

,35± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査

・血液学的検査 :白血球数、 自血球分画、赤血球数、ヘモグロビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・血液生化学的検査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイシンアミノペプチターゼ

(LAP)、 γ■TP、 総 ビリル ビン (T―Bil)、 直接 ビリル ビン (D―Bil)、 総蛋白 (TP)、

アルブミン (Alb)、 尿素窒素 (BllN)、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

・血液凝固能検査 :プロ トロンビン時間 (PT)、 活性化部分 トロンボプラスチン時間 (APTT)、

フィブリノゲン (Fgb)、 フィブ リン分解産物 (FDP)

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

。尿検査 :尿定性、尿沈査

・腫瘍マーカー検査 (SCC、 CEA、 CA19-9。 ただし、スクリーニング期間時高値例のみ)

4)画像診断

・胸部 X線検査、12誘導心電図、頸部・胸部 。腹部 。骨盤 CT、 PET―CT

・一一一一一一一一一・・・・・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・　　　　　　　　　　　　　　　　一

・一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一一・

70



5)上部消化管内視鏡検査、腫瘍組織生検

6)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

7)免疫機能解析

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

8)TCR遺伝子導入 リンパ球の腫瘍組織浸潤度、MAGE―A4抗原発現検査

・浸潤 リンパ球の検出

・PCR法による MAGE一A4発現

9) RCR

10)LAM― PCR

ll)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

・内容、発現日tグ レー ド、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等)、 その他の処置、転

帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

63± 3(追跡調査期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2)Performance status

3)臨床検査

。血液学的検査 :白 血球数、自血球分画、赤血球数、ヘモグロ:ビン、ヘマ トクリット、

血小板数

・血液生化学的検査 :AST(GOT)、 ALT(GPT)、 ALP、 LDH、 ロイシンアミノペプチターゼ

(LAP)、 γ―GTP、 総ビリルビン (T―Bil)、 直接ビリルビン (D―Bil)、 総蛋白 (TP)、

アルブミン (Alb)、 尿素窒素 (BllN)、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

:血液凝固能検査 :プロトロンビン時間 (PT)、 活性化部分 トロンボプラスチン時間 (APTT)、

フィブリノゲン (Fgb)、 フィブリン分解産物 (FDP)

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

・腫瘍マーカー検査 (SCC、 CEA、 CA19-9。 ただし、スクリーニング期間時高値例のみ)

4)画像診断※D

。胸部 X線検査、12誘導心電図、頸部・胸部 。腹部・骨盤 CT、 PET―CT

5)上部消化管内視鏡検査※め、腫瘍組織生検※D

6)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

。リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

7)免疫機能解析

７
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・テ トラマー角弔析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

8)TCR遺伝子導入 リンパ球の腫瘍組織浸潤度※1)、 MAGE―A4抗原発現検査※1)

・浸潤 リンパ球の検出

・PCR法による MAGE―A4発現

9) RCR

10)LAM PCR

ll)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現日、グレード、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等)、

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係
※1):必要に応じて実施する。

その他の処置、

究終了後の追

1)RCR※ 1)

2)LAM―PCR※ 1)

3)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態※。

※D:生存期間 (FDAの ガイ ドライン(76)に従い、最短 15年間)にわたり、1年に 1回の頻

度でサンプリングを実施する。

Ⅸ.駐 5予測される副作用及びその対処方法

Ⅸ.5.5。 1ア フェレーシスに伴 う副作用

1)血管ルー ト確保に関すること

両側前肘部に十分な太さの血管がなく、鎖骨下静脈又は鼠径静脈に穿刺する場合、まれ

に出血、感染、気胸の合併の危険がある。穿刺皮膚部位を十分に消毒 し、手技に習熟 した

医師が行 う。また、常に救急カー ト等の設備を整え、出血、気胸の対処に備える。

2)迷走神経反射

精神的緊張、不安、体調不良等の原因により血管迷走神経反射が起こり、約 10%の ドナー

でめまい、吐き気、嘔吐 (グ レー ド1)が出現 し、重篤な場合、意識障害、嘔吐、血圧低下、

徐脈 (グ レー ド 2)、 さらに高度では痙攣、失禁 (グ レー ド 3)がみられることもある。対

処法は、グレー ド 1の副作用が出現した場合、採取を一時休止して頭位を下げ、生理食塩

水の点滴を行い、経過観察する。症状が容易に改善した場合は、厳重な観察の下、採取速

度を低下させて採取を再開する。再度、症状が出現 した場合は採取を中止とする。グレー

ド 2以上の副作用が出現した場合は、直ちに採取を中止 し、補液、昇圧剤、硫酸ア トロピ

ン投与等、必要な処置を行 う。

3)ク エン酸反応

抗凝固剤に含まれるクエン酸による低カルシウム血症をきたすことがある。軽症では口

唇、手指のしびれ感が出現する。また、進行により症状が悪化する他、手指の突つ張 り感

０
０

０
０

72



が出現する。対処法は、軽症の症状が出現 した場合、採取速度を低下させて観察するが、

それでも改善しない場合、グルコン酸カルシウムを緩徐に静注する。

4)血小板減少

アフェレーシスの際に血小板も除去されるため、アフェレーシス後に血小板減少が高頻

度 (50%以上)にみられ、また、50,000/mm3未満の高度の減少も 5%前後みられており、注

意を要する。対処法は、アフェレーシス終了後 1週間位は必ず血小板をチェックし、採取

前値への回復を確認する。また、アフェレーシス開始から終了までアスピリン製剤は使用

しない。

Ⅸ.5.5。 2 TCR遺伝子導入リンパ球輸注に伴 う副作用

1)発熱、発疹、アレルギー類似反応等

TCR遺伝子を導入 し、一旦凍結後に解凍したリンパ求を投与した際に、解凍に伴い一部崩

壊 した細胞内のサイ トカイン等による発熱、悪寒、皮疹、関節痛、嘔気等をきたす可能性

がある。対処法は、経過観察、あるいは解熱鎮痛剤や抗 ヒスタミン剤等の適切な薬剤を投

与する。また、グレー ド3以上の場合には副腎皮質ステロイ ド剤の投与を行 う。

2)肺障害

重篤な輸血副作用として輸血関連急性肺障害 (TRALI:Transfusion―Related Acute Lung

lnjury)が知られている。抗白血球抗体 (抗 HLA抗体、抗顆粒球抗体)に よる抗原抗体反

応が原因と推測されているが、詳細は不明である。本臨床研究は自己血液細胞輸注による

ものであり、TRALI類似病態発症の可能性は考えにくいが、TCR遺伝子導入 リンパ球投与後

の肺障害に留意すべきと考えられる。対処法として、発症時は副腎皮質ステロイ ド剤の大

量投与等、適切な処置を行 う。

3)免疫反応に伴 う事象

本臨床研究の標的抗原であるMAGE―A4は、Cancer―Testis抗原 (癌精巣抗原)の一つであ

り、腫瘍特異性が極めて高い。精巣組織ではHLA分子の発現が欠失 しているため、正常組織

への細胞傷害の可能性は極めて低いが、自己免疫疾患様症状 (発熱、皮疹、関節痛、筋肉

痛等)には常に留意する必要がある。対処法は、グレー ド1では無処置で経過観察するが、

グレー ド2以上では対症療法を行い、さらに重篤な場合には副腎皮質ステロイ ド剤を投与す

る。

4)レ トロウイルスベクターを用いる危険性

「Ⅶ.1.3増殖性ウイルス出現の可能性」に記載のとおり、本臨床研究においてはRCRが

出現する可能性は極めて低いと考えられるが、完全には否定できない。よって、本臨床研

究では被験者体内におけるRCR出現をRT―PCR法によつてモニタリングすることにより、評価

を行 う予定である。万が一、RCRが 出現した場合には、抗ウイルス剤によるウイルス感染症

治療等の最善の治療を行う。

「Ⅶ.1.8癌原性の有無」に記載のとおり、レトロウイルスベクターで遺伝子導入したT

ｎ
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リンパ球を投与することによる癌化の危険性は極めて低いと考えられるが、完全には否定

できない。よつて、本臨床研究では遺伝子導入細胞の被験者体内におけるクローン増殖を

LAL4-PCRに よつてモニタリングすることにより、評価を行 う予定である。万が一、異常増殖

が認められた場合には、当該クローンの遺伝子導入位置の同定や染色体検査等を行 うとと

もに化学療法等の最善の治療を行 う。

Ⅸ.5.5.3ペプチ ド投与に伴 う副作用

MAGE―A4143-151ペプチ ドは不完全フロイン トアジュバ ン ト (商品名 :MONTANIDEW ISA 51、

SEPPIC社 )と ともに 2回皮下投与される。CTL認識腫瘍抗原ペプチ ドを用いた臨床研究は

種々行われており、現在までに重篤な副l作用の報告はない。軽微な副作用 として、皮膚反

応 (注射部位の発赤、腫脹 )、 微熱、俗怠感等が報告されている。本臨床研究ではペプチ ド

反応性 T細胞の頻度を上昇 させた状態においてペプチ ドを投与する。ペプチ ド反応性 T細

胞の活性化に伴 う微熱、倦怠感等の症状、あるいは予測できない症状が出現する可能性は

否定できないが、これまでの異なるペプチ ド等の抗原と T細胞を用いた同様な臨床試験で

はそのような機序によると考えられる副作用の出現は報告されていない。副作用発生時の

対処法は、グレー ド1の場合、無処置にて経過観察とするが、グレー ド2以上では対症療

法を行い、さらに重篤な場合には冨1腎皮質ステロイ ド剤を投与する。

Ⅸ.5。 6遺伝子治療臨床研究の評価方法、評価基準及び中止判定基準

Ⅸ.5.6.1主要評価項目

・安全性の評価

1)有害事象

有害事象とは、遺伝子導入 Tリ ンパ球投与以降に被験者に生じるあらゆる好ましくない

あるいは意図しない症状、徴候 (臨床検査値の異常も含む)又は病気のことであり、当該

治療との因果関係の有無は問わない。

重篤な有害事象とは、以下のものをいう。

1.死亡に至るもの

2.死亡につながるおそれのあるもの

3.治療のため入院又は入院期間の延長が必要なもの

4.障害 (永続的又は顕著な障害もしくは機能不全に陥るもの)

5.障害につながるおそれのあるもの

6.上記 1か ら5に準じて重篤であるもの

7.後世代における先天性の疾病又は異常をきたすもの

総括責任者又は分担研究者は、本臨床研究実施期間中に発現した有害事象について、そ

ｎ
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の内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続・中止の別等)、 その他の処置、転帰、

転帰 日、本臨床研究との因果関係 (明 らかに関連あり、多分関連あり、関連あるかもしれ

ない、関連なし)を調査する。なお、本臨床研究との因果関係を否定できない有害事象に

ついては、原則として消失又は軽快するまで追跡調査を行 う。

発現した有害事象のグレー ドは、2003年 に米国 National Cancer lnstitute(NCI)が 発

表した「CoIIIII10n TeIIIlinology Criteria for Adverse Events v3.0(CTCAE v3.0) 有害事

象共通用語規準 v3.0日 本語訳 JCOG/JSCO版-2007年 3月 8日 」に従い、判定を行 う (表 3)。

また、CTCAE v3.0に 記載のないもので、発現が予想される有害事象についてもCTCAE v3.0

に準じて判定を行 うものとする。

2)臨床検査

総括責任者又は分担研究者は、臨床検査値の正常・異常について判定する (二重大学医

学部附属病院の基準範囲を逸脱 した場合、「異常」と判定する)。

また、総括責任者又は分担研究者は、臨床検査値の異常変動の有無について判定する。

異常変動 「有」とは、正常値→異常値もしくは異常値→異常値の増強がみられた場合、そ

の臨床的意義を考慮して判定する (これに該当しない場合においても、その変動の臨床的

意義を考慮 した結果、異常変動 「有」と判断した場合も含まれる)。 なお、異常変動の有無

の判定について、正常値→異常値もしくは異常値の増強が見られ、かつ異常変動 「無」と

判断した場合には、その理由について、臨床経過を踏まえて考察を行う。

3)RCR

本臨床研究期間中の RCRの出現の有無を検討する。検体から total RNAを 調製 してラン

ダムプライマーで逆転写反応 を行い、GaLVのエンベロープ遺伝子領域に設定 した検出用プ

ライマーを用いてPCRを行う。PCR生成物をアガロース電気泳動し、エチジウムブロマイド

染色を行つて特異的増幅バンドの有無を確認する。

4) LAM―PCR

TCR遺伝子導入 リンパ球のクローデリティーを検討する。検体から調製 したゲノム DNAを

鋳型 として LAM―PCR反応を行い、反応産物をアガロース電気泳動 し、エチジウムブロマイ

ｎ
ｕ

表 3 有害事象のグレこ ド

Grade l 軽度の有害事象

Grade 2 中等度の有害事象

Grade 3 高度の有害事象

Grade 4 生命を脅かす又は活動不能とする有害事象

Grade 5 有害事象による死亡
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ド染色による泳動パターンによリクローナリティーを確認する。

Ⅸ.5.6.2副次的評価項目

・TCR遺伝子導入 リンパ球の血中動態

被験者から末梢血採取し、Ficoll等 を用いた比重遠心法により分離した PBMCについて、

以下の試験を行 う。

1)TCR遺伝子導入細胞の定量

分離 した PBMC より QIAamp DNA Blood Midi Kit (QIAGEN社 ) 去ヨPUREGENE Genomic DNA

Purification Kit(Gentra Systems社)等のキッ トを用いてゲノム DNAを調製する。調製

したゲノム DNAを テンプレー トとして、Cycleave法 を用いたベクター及び IFN― γの定量的

PCRを行 う。ベクターの定量的 PCRの結果をそれぞれ IFN― γに対す る定量的 PCRの結果で

割 ることによリノーマライズし、末梢血 リンパ球における導入 TCRの定量化を行 う。

2)テ トラマー解析による TCR発現細胞の血中頻度測定

分離 した PBMCと PE標識化 HLA―A2402/MAGE― A4143■ 51テ トラマー とを 37℃、10分～30分

間反応 させ、その後、細胞表面マーカーに対する抗体を用いた染色を加えた後洗浄 し、フ

ローサイ トメ トリー解析を行い、末梢血 T細胞中の導入 TCR発現細胞の比率を測定する。

・TCR遺伝子導入 リンパ球の腫瘍組織への浸潤度

治療期間中、腫瘍組織又は リンパ節の生検の可能な病変を有 し、侵襲的検査の リスクが

少ない と判断される場合、生検を行 う。

生検試料について、以下の試験を行 う。

1)腫瘍における抗原の発現の評価
*

腫瘍塊の一部を採取後速やかに 馴Alater(Ambion社 )を用いて保存する。保存 した腫瘍

塊 を TrizOl(InvitrOgen社)中でホモジナイズしRNAを抽出する。抽出した RNAは RNeasy

カラム (Qiagen社)等を用いて精製する。精製 した RNAか ら逆転写酵素を用いて cDNAを作

製す る。作製 した cDNAをテンプ レー トとして MAGE―A4の発現を定量的 PCRにて定量する。

MAGE―A4の発現はハウスキーピング遺伝子 GAPDH発 現でノーマライズし、GAPDH発現 10,000

コピー当た りの MAGE―A4発現 コピー数により評価する。MAGE―A4発現陽性の判断基準は、

GAPDH発現 10,000コ ピー当た り MAGE―A4発現が 50コ ピー以上とする。

*:試
験方法は参考資料 17「 MAGE―A4抗原発現検査プロトコール」参照。

2)生検組織内へのリンパ球浸潤度の評価

腫瘍塊の一部をホルマリン固定し、パラフィン組織切片を作製する。作製したパラフィ

ン組織切片と抗ヒトCD3抗体及び抗ヒトCD8抗体を用いて、生検組織内へのリンパ球の浸

潤を評価する。
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また、腫瘍塊の一部からゲノム DNAを調製 し、TCR遺伝子導入リンパ球の血中動態の解析

における「TCR遺伝子導入細胞の定量」で用いた手法と同様の手法により、生検組織内のリ

ンパ球中の導入 TCRの定量化を行 う。

・腫瘍特異的免疫反応

被験者から末梢血を採取し、Ficoll等を用いた比重遠心法により分離 したPBMCについて、

以下の試験を行 う。

1)ELISPOTア ッセイによる MAGE―A4反応性 Tリ ンパ球の定量

分離 した PBMCを MACSビーズ (Miltenyi社)を用いて、CD8陽性細胞 と CD8非陽性細胞

に分離する:CD8非陽性糸田胞を 40 Grayに て放射線照射 し、MAGE―A4ペプチ ドをパルスし刺

激用細胞とする。CD8陽性細胞と作製した刺激用細胞をIL-2(201U/ml)と IL-7(40 ng/ml)

存在下に 37℃で 7日 から10日 間培養する。その後、被験者由来 PBMCに EBウイルスを感染

させて樹立したB細胞株 (EBV細胞株)又は被験者由来PBMCを Con―Aを用いて刺激し樹立

した活性 化 T細胞株 (T―APC)に MAGE―A4ペプチ ドをパル ス した細胞 を標 的細胞 と し ELISPOT

ア ッセイ を行 う。 ELISPOTア ッセイ は抗 IFN― γ抗体 を コー テ ィング した ELISPOTプ レー ト

(Millilore社)に培養 CD8陽性細胞と標的細胞を入れ、1日 間培養 し、細胞を洗浄後 2次

抗体 (ビオチン化抗 IFN― γ抗体)と アルカリホスファターゼ標識化ス トレプ トアビジンを

反応後、基質を加え発色させ、CD8陽性 T細胞から産生された IFN― γをスポットとして可

視化し、MAGE―A4特異的 T細胞の存在を確認する。陰性コントロールとして、ペプチ ド非パ

ルス標的細胞および コン トロールペプチ ド (HER2由 来 HLA―A2402結 合性ペプチ ド

HER263-71:TYLPTNASL)パルス標的細胞を用いる。

2)テ トラマーによる MAGE―A4反応性 Tリ ンパ球の定量

分離 した PBMCを そのまま、又は上記 ELISPOTア ッセイと同様にMAGE■ 4ペプチ ドにより

7日 から10日 間刺激培養した CD8陽Jtt T細胞を用いて、PE標識化 HLA―A2402/MAGE― A4143-151

テ トラマーと 37℃、10～ 30分間反応させ、その後、細胞表面マーカーに対する抗体を用い

た染色を加えた後洗浄 し、フローサイ トメ トリー解析を行い、末梢血 T細胞中の導入 TCR

発現細胞の比率を測定する。

3)細胞内サイ トカイン染色による血GE―A4反応性 Tリ ンパ球の反応特性の解析

採取 PBMC量が十分である場合は、上記テ トラマー解析の際に細胞内サイ トカイン染色を

加えることによりMAGE―A4反応性 Tリ ンパ球の反応特性の解析を行 う。PBMCをそのまま、

又は刺激培養 した CD8陽性 T細胞を、ELISPOTア ッセイに使用する標的細胞 と同様の手法に

より調製 した標的細胞 と GolgiStop(BD Bioscience社 )の存在下で数時間培養 し、

Cytofix/Cytoperm(BD Bioscience社 )を用いて固定・穿孔化後に、抗サイ トカイン抗体

を用いて細胞内サイ トカイン染色を行い、サイ トカインの産生特性を解析する。

・腫瘍縮小効果

「RECISTガイ ドライン (Response EvaluatiOn Criteria ln Solid Tumors)」 (77)に したが

つ
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つて、月重瘍縮小効果を判定する (X.6)。

Ⅸ.5.6.3中 止基準

・被験者ごとの中止基準

本臨床研究期間中に以下のような事例が発生 した場合、総括責任者又は分担研究者は当

該被験者における本臨床研究を中止する。また、必要な検査・観察を行 うとともに、共同

実施医療機関の総括責任者、及び二重大学医学部附属病院長に本臨床研究を中止した旨を

連絡する。なお、有害事象の発現や対象疾患の悪化等、安全性に問題が生 じ中止 した場合、

総括責任者又は分担研究者は速やかに適切な処置を行い、被験者の安全性が確認 されるま

で追跡調査を実施する。

1)被験者が同意を撤回した場合

2)本臨床研究開始後に対象として不適格であることが判明した場合

3)本臨床研究継続困難な有害事象が発現した場合

4)本臨床研究継続困難な対象疾患の悪化が生じた場合

5)その他、総括責任者又は分担研究者が本臨床研究の中止が必要と判断 した場合

・研究全体の中止

総括責任者又は分担研究者は以下の情報が得られ、臨床研究全体の続行が困難であると

考えられる場合、安全・効果評価・適応判定中央部会に本臨床研究全体の中止について審

査を依頼する。審査の結果、中止が決定した場合には、二重大学医学部附属病院長及び共

同実施医療機関の総括責任者に中止 した旨を報告する。研究担当者は被験者に対 し、可能

な限り必要な検査・観察を行う。

1)本臨床研究との因果関係を否定できない重篤な有害事象が発生した場合

2)総括責任者又は分担研究者が本臨床研究の継続が不適切であると判断する情報を入手

した場合

Ⅸ.5,7有害事象が発現した場合の措置

Ⅸ。5.7.1有害事象が発現した場合

総括責任者又は分担研究者は(有害事象に対する医療が必要になつたことを知うた場合、

被験者にその旨を伝える。また、総括責任者又は分担研究者は、有害事象の発現に際して

適切な処置を施 し、被験者の安全確保に留意 し、その原因究明に努める。

Ⅸ.5。 7.2重篤な有害事象が発現 した場合

94
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総括責任者又は分担研究者は重篤な有害事象の発生を察知 した場合は、「Ⅸ.5.7.1有害

事象が発現 した場合」の対応を行 う。また、総括責任者は、本臨床研究との因果関係の有

無に係わらず、重篤な有害事象の発現を知つた時点から72時間以内に二重大学医学部附属

病院長及び本臨床研究を実施している全ての総括責任者へ 「重篤な有害事象に関する報告

書 (速報 )」 をもつて報告を行 う。なお、二重大学医学部附属病院長への報告については分

担研究者が行 うことも可能とする。

総括責任者は、重篤な有害事象の発現を察知した時点から 7日 以内に二重大学医学部附

属病院長、本臨床研究を実施している全ての総括責任者及び安全・効果評価・適応判定中

央部会へ「重篤な有害事象に関する報告書 (詳細報)」 をもつて報告を行う。

なお、二重大学医学部附属病院長は、被験者が死亡もしくは因果関係の否定できない重

篤な有害事象 (因果関係 :「関連なし」以外)に関する報告を受けた場合には、速やかにそ

の概況及び対処の方針を第一報として厚生労働省大臣官房厚生科学課に報告し、15日 以内

を目安に文書をもつて厚生労働大臣に報告する。

Ⅸ。5.8症例記録に関する記録用紙等の様式

総括責任者又は分担研究者は、本臨床研究専用の症例報告書を作成する。症例報告書に

記載されたデータのうち、総括責任者又は分担研究者のコメント及び有害事象の重篤性、

本臨床研究との因果関係等、判定に関する事項については症例報告書の記載をもつて原デ

ータとする。

Ⅸ.5。 9記録の保存及び成績の公表の方法

記録の保存は二重大学医学部附属病院長が指名した保管責任者が行 う。保管責任者は適

切な状態の下で、本臨床研究終了後少なくとも5年間保存するものとする。

成績の公表は、被験者の同意のもと、研究者全員の合意を得て行う。公表の際には、被

験者のプライバシーに十分配慮し、個人情報が特定できないよう必要な措置を講じる。

Ｅ
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表 4 有害事象報告の必要性の有無について

重篤な有害事象 非重篤な

有害事象死亡

(因果関係問わず)

因果関係

否定

できない

な し

厚生科学課及び大臣への報告 必要 必 要 不 要 不 要

安全・効果評価・適応判定中央

部会と医療機関の長への報告
必要 必要 必要 不要
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Ⅸ.5。 10個人情報の保護の徹底

Ⅸ.5.10.1個人情報保護に関する責務

二重大学における個人情報の取扱いに関しては、独立行政法人等の保有する個人情報の

保護に関する法律 (平成 15年 5月 30日 法律第 59号)その他関係法令に定めるものの他、

国立大学法人二重大学個人情報保護規程 (平成 17年 4月 1日 施行)に必要な事項を定めて

いる。

二重大学における保有個人情報の管理に関する事務を総括するものとして理事 (情報公

開 。個人情報担当)を総括保護管理者に置き、総括保護管理者の下に保護管理者、保護担

当者を置くことにより、個人情報保護管理の徹底を行つている。

二重大学医学部附属病院においては、二重大学医学部附属病院長が総括保護管理者から

保護管理者 として指名を受けており、二重大学医学部附属病院長は国立大学法人二重大学

個人情報保護規程、二重大学医学部附属病院の保有する個人情報管理規程 (平成 17年 4月

1日 施行)に従い、組織的に個人情報保護に対する措置を図つている。保護管理者である三

重大学医学部附属病院長はこれ らの規程に従い、本臨床研究に関する個人情報保護に関す

る措置に関し、適正な実施を確保するために必要があると認めるときは、本臨床研究の総

括責任者に対して、適宜必要な措置を講ずることができる。

Ⅸ .5。 10.2個人情報の取得 と利用に関する制限

1)診療・教育機関としての二重大学医学部附属病院における個人情報の一般的な取扱い

二重大学医学部附属病院は診療・教育機関として、患者本位の医療、地域と世界の医療

への貢献、臨床研究と人材育成の推進という社会的使命の実現に向けて、一般的な診療行

為・教育に関する以下に挙げる目的に限り、患者の個人情報を使用する。この使用に関し

ては、個人情報の保護の法律に基づいた国立大学法人二重大学個人情報保護規程、二重大

学医学部附属病院の保有する個人情報管理規程、研究活動の実施に関する法令や倫理指針

等を遵守したうえで取 り扱われる。また、二重大学医学部附属病院を受診する患者には、

二重大学医学部附属病院で使用する個人情報の目的についての理解と協力を求めている。

(1)二重大学医学部附属病院での利用

・患者に提供する医療サービス

・医療保険事務

・患者に関係する管理運営業務 (入退院等の病棟管理、会計 。経理、医療事故の報告、

医療サービスの向上)

。医療サ,ビスや業務の維持・改善のための基礎資料

・医療の質の向上、医療安全確保のための基礎資料

(2)二重大学医学部附属病院及び二重大学での利用

・医学系教育

。臨床データが必要な臨床研究
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。外部監査機関への情報提供 (本利用に当たつては、氏名、生年月日、住所等を可能な

限り匿名化する)

(3)学外での教育研究の利用

・学会、研究会、学会誌等での報告は、氏名、生年月日、住所等を原則として匿名化す

(41他の事業者等への情報提供

・他の病院、診療所、助産所、薬局、訪問看護ステーション、介護サービス事業者等と

の医療サービス等に関しての連携

・他の医療機関等からの医療サービス等に関しての照会への回答

・患者の診療等にあたり外部の医師等の意見・助言を求める場合

・検体検査業務の委託その他の業務委託

・家族等への病状説明

・医療保険事務 (保険事務の委託、審査支払機関へのレセプ トの提出)

。審査支払機関又は保険者からの照会への回答

・関係法令等に基づく行政機関及び司法機関等への提出等

・関係法令に基づいて事業者等からの委託を受けて健康診断を行つた場合における、事

業者等へのその結果通知

・医師賠償責任保険等に係る医療に関する専門の団体、保険会社等への相談又は届出等

2)その他本臨床研究の遂行に必要な被験者の個人情報の利用 。取扱い

上記の診療・ 教育機関としての二重大学医学部附属病院における個人情報の一般的な取

扱いに加え、本臨床研究の遂行における個人情報の利用 。取扱いについては、総括責任者

はあらかじめ被験者の個人情報の利用目的を公表している場合を除き、速やかに、その利

用 目的を被験者に通知し、又は公表 しなければならない。

本臨床研究で扱 う被験者の診療録をはじめとする個人情報は、主として病状経過観察、

本臨床研究の緊急事態発生のための連絡等、被験者の生命を守るために使用する。その他、

特別な目的で使用する場合は、事前に被験者に説明し、了承を得てから使用する。

また、本臨床研究の成果検討時や医療向上のため等を目的に本臨床研究成績等を公表・

公開する場合は、個人を特定できない形すなわち個人情報を保護 して公開する。これらの

ことは、被験者への同意 。説明文書中に記載し、被験者へ個人情報の保護及び使用目的に

ついて通知し、同意を得る計画とした。

被験者の同意取得は、自由意思によるものであり、本臨床研究に参加しない場合であっ

ても被験者の不利益はない。このことは医学研究を行ううえで大切な倫理であるため、本

臨床研究では、これらのことを同意 。説明文書に記載し、被験者へ通知する。

総括責任者は利用目的の達成に必要な範囲内において、個人情報を正確かつ最新の内容

に保つよう努めなければならない。
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Ⅸ.5。 10.3個人情報保護に関する安全管理措置

二重大学医学部附属病院長は国立大学法人三重大学個人情報保護規程及び二重大学医学

部附属病院の保有する個人情報管理規程に従い、個人情報保護に関して、組織的、人的、

物理的及び技術的に安全性管理措置を実施 し、個人情報の漏洩、滅失又は棄損の防止に対

する措置を講 じている。一方で個人情報の漏洩等に係わる新しい犯罪手法等が急速な勢い

で多様化していることを鑑み、本臨床研究では規程等の柔軟な運用をもつて、個別に適切

な対応を行 う。

さらに本臨床研究では、死者に関する個人情報が死者の人としての尊厳や遺族の感情及

び遺伝情報が血縁者と共通していることに鑑み、生存する個人に関する情報と同様に死者

に関する個人情報についても同様の措置を講じている。

Ⅸ。5。 10.4第二者提供の制限

総括責任者は、「遺伝子治療臨床研究に関する指針」第六章第九で掲げる内容に従い、あ

らかじめ被験者の同意を得ずに個人情報を第二者に提供してはならない。本臨床研究では、

タカラバイオ (株)が外部協力者として「ウイルスベクターに関する基礎的助言及び遺伝

子導入 Tリ ンパ球調製技術の提供と助言、遺伝子導入細胞製剤の体内動態検査、RCR検査及

び LAM―PCRに 関する技術提供」に限定し、間接的に関与する。したがつて、タカラバイオ

(株)の担当者が研究協力のために一部データを開覧する予定であるが、治験と同様に被

験者識別コー ドを用いることにより個人を特定できない措置を講じて個人情報を保護する。

なお、被験者識別コー ドから被験者を特定する情報については、総括責任者が厳重に管理

するものとする。また、事前にその旨を被験者に通知し、文書にて同意を取得する (一部

データとは、ウイルスベクター及び遺伝子導入 Tリ ンパ球の調製に限定されたものであり、

本臨床研究のデータの客観的かつ公正な記録はその意向に影響を受けることはない)。 その

他第二者への個人情報の提供は予定していないが、第二者への個人情報の提供を行 う場合

には、適切な目的であることを確認し、「遺伝子治療臨床研究に関する指針」第六章第九に

従い、その旨を被験者へ通知する。

Ⅸ.5。 10.5個人情報の開示、訂正、利用停止等

総括責任者は、保有する個人情報に関し、次に掲げる事項について、被験者等の知り得

る状態にしなければならない。

1)臨床研究実施機関の名称

2)個人情報の利用目的

3)個人情報の開示、訂正、利用停止等に関する手続き

4)苦情の申し出先

本臨床研究においては、1)、 2)、 4)について同意 。説明文書に明記した。また、3)に つ
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いては、それらの手続きができることを同意・説明文書に明記し、その申し出に応 じて、

手続きの詳細を二重大学医学部附属病院の保有する個人情報管理規程に従い、被験者に説

明する。

総括責任者は被験者から当該被験者が識別される保有する個人情報についての開示、訂

正、利用停止等について、二重大学医学部附属病院の保有する個人情報管理規程に従い求

めがあつた場合は、遅滞なく必要な対応を行 う他、対応結果について被験者に通知しなけ

ればならない。

さらに、二重大学医学部附属病院では個人情報に関する問い合わせ 。相談 。苦情の窓口

を設置し、被験者からの苦情や問い合わせ等に適切かつ迅速に対応できる体制を整えてい

る。

【個人情報に関する問い合わせ 。相談・苦情の窓口l

二重大学医学部附属病院 個人情報相談窓ロ

診療に関すること :医療サービス課 診療案内係 (TEL:059-231-5072)

教育・研究に関すること :総務課企画第 1係  (TEL:059-231-5261)

ｎ
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X。 その他必 要 な事項

X.1遵守する法令/省令等

本遺伝子治療臨床研究は、以下の法令/省令等を遵守して実施される。

1.「遺伝子治療臨床研究に関する指針」

(平成 14年文部科学省・厚生労働省告示第二号、平成 16年 12月 28日 全部改正、

平成 20年 12月 1日 一部改正)

2.「臨床研究に関する倫理指針」

(厚生労働省告示第四百十五号、平成 20年 7月 31日 )

3.「遺伝子組換え微生物の使用等による医薬品等の製造における拡散防止措置等について」

(薬食発第 0219011号 、各都道府県知事あて厚生労働省医薬食品局長通知、平成 16年

2月 19日 )

4.「遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の確保に関する指針について」

(薬発第 1062号、各都道府県知事あて厚生省薬務局長通知、平成 7年 11月 15日 )

5.「遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の確保に関する指針の改正について」

(医薬発第 329004号、各都道府県知事あて厚生労働省医薬局長通知、平成 14年 3月

29 日)

6.「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物多様性の確保に関する法律」

(平成 15年 6月 18日 法律第 97号)
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X.3検査・観察スケジュール

表 5 検査・観察スケジュール

*ア フェレーシス実施 日より約 40日 後 る日数により異なる)。

1.ス クリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。
2.治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする。
3.治療期間開始前 7日 以内の成績の利用を可とする。
4.ス クリーニング期間の測定値が高値例のみ実施。
5.必要に応 じて実施。
6.臨床研究終了後も1年に 1回の頻度でサンプリングを実施。
7.TCR遺伝子導入リンパ球投与前 (治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする)、 投与 1時間後、3時間後、6時間(±

2時間)後、及び 12時間(± 2時間)後。         ヽ

8.遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法として、個室管理を解除する前に実施。

ア フ ェ レー シス

TCR遺伝子導入

リン′く球投与

パイタルサイン

TCR遺伝子導入

リンパ球

TCR遺伝子導入

リンパ球の

腫瘍組織浸潤度、
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X.4 TNM病期分類 (TNM Classification of Malignant Tuloours)

表 6 TNM病期分類

〔UICC International Union Against Cancer― 第 6版 (2002年)抜 粋 一〕

T:原発腫瘍
TX  原発腫瘍の評価が不可能

TO  原発腫瘍を認めない

Tis  上皮内癌

Tl  粘膜固有筋層又は粘膜下層に浸潤する腫瘍
T2  固有筋層に浸潤する腫瘍
T3  外膜に浸潤する腫瘍
T4  周囲組織に浸潤する腫瘍

N:所属リンパ節

llX  所属リンパ節転移の評価が不可能
NO  所属リンパ節転移なし

Nl  所属リンパ節転移あり

M:遠隔転移
MX  遠隔転移の評価が不可能

MO  遠隔転移なし

Ml  遠隔転移あり

胸部上部食道月重瘍 : Mla  頸部リンパ節への転移
Mlb  他の遠隔転移

胸部申部食道月重瘍 : Mla  該当なし

Mlb  所属リンパ節以外の転移又は他の遠隔転移

胸部下部食道腫瘍 : Mla  腹1空動脈周囲リンパ節への転移

Mlb  他の遠隔転移

病期分類

0期 Tis N0 MO

I期 Tl N0 M0

ⅡA期
２

　
３

Ｔ

　
Ｔ

０

　
０

Ｎ

Ｎ

０

　
０

Ｍ

　
Ｍ

ⅡB期
１

　
２

Ｔ

　
Ｔ

Ｎ

　
Ｎ

０

　
０

Ｍ

Ｍ

Ⅲ期
３

　
４

Ｔ

　
Ｔ

Nl

Nに関係 な く

０

　
０

Ｍ

Ｍ

Ⅳ期 T,Nに 関係なく Ml

ⅣA期 T,Nに 関係なく Mla

ⅣB期 T,Nに 関係なく Mlb
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X.5 Perfoェ ulance Status (Eastern Cooperative Oncology GrouO (ECOG))

表 7 Performance Status

ECOG:Eastern Cooperative Oncology Group

この基準は全身状態の指標であり、局所症状で活動性が制限されている場合は、臨床的に判

断する。 〔出典先 :Am」 Clin Onc01 5:649-655,1982〕

Grade Perfo.Ш ance Status (PS)

0 無症状で社会活動ができ、制限を受けることなく、発病前と同等にふるまえる。

軽度の症状があり、肉体労働は制限を受けるが、歩行、軽労働や坐業はできる。

例えば軽い家事、事務等。

2
歩行や身の廻りのことはできるが、時に少 し介助が要ることもある。軽労働は

できないが、日中の 50%以上は起居 している。

3
身の廻りのある程度のことはできるが、しばしば介助が要 り、日中の 50%以上

は就床 している。

4 身の廻 りのこともできず、常に介助が要り、終 日就床を必要としている。
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X.6 RECISTガ イ ドライン (Response Evaluation Criteria ln Solid Tlul10rs)

測定可能病変及び測定不能病変

測定可能病変 とは、少なくとも一次元で正確に測定でき、最大径 (以下、長径)が従来の

検査法で≧20 nll■ あるいはヘリカル CTで≧10皿 の病変である。

測定不能病変とは、それ以外の全ての病変であり、小病変 (長径が従来の検査法で<20 nml

又はヘ リカル CTで <1011111)と 真の測定不能病変を含む。

標的病変及び非標的病変の選択

登録時に認められた測定可能病変のうち、長径の大きい1瞑 に 5つまでを選択して標的病変

とする。選択 した標的病変の部位、検査法、検査 日、長径、全ての標的病変の長径の和 (以

下、長径和)を記録する。

標的病変として選択されなかつた病変は、測定可能か否かを問わず全て非標的病変として

部位、検査方法、検査 日を記録する。

腫瘍縮小効果の判定

標的病変及び非標的病変の評価を登録時と同じ検査方法にて行い、標的病変の長径、非標

的病変の消失又は増悪の有無を記録する。

標的病変の効果判定基準
・完全奏効 (CR):全ての標的病変の消失。
・部分奏効 (PR):治療開始前の長径和と比較 して標的病変の長径和が 30%以上減少。
。進行 (PD):治療開始以降の最小の長径和と比較して標的病変の長径和が 20%以上増加。
・安定 (SD):PRに該当する月重瘍縮小や PDに該当する腫瘍増大を認めない。

治療前の長径和 一 評価時の長径和

長径和の縮小割合 = × 100

治療前の長径和

評価時の長径和 一 最小の長径和

長径和の増大割合 = × 100

最小の長径和

非標的病変の効果判定基準
・完全奏効 (CR):全ての非標的病変が消失。
・不完全奏効/安定 (IR/SD):1つ以上の非標的病変が消失しないか、腫瘍マーカーが院内

基準値上限を超える (汲1定を行つた場合 )。

・進行 (PD):既存の非標的病変の明らかな増悪。

新病変出現の有無
「RECISTガ イ ドライン」における「新病変の出現」は「標的病変の効果」、「非標的病変

の効果」いずれも 「PD」 となるとされているが、総合効果判定の規定と矛盾するため、「新

病変の出現」は 「標的病変の効果」と「非標的病変の効果」を左右しないこととし、「標的

病変の効果」と「非標的病変の効果」とは別に評価する。

例えば、標的病変の長径和の増大害J合 <20%、 非標的病変の増大がない場合、それ以外に

新病変が認められた場合、「標的病変=SD、 非標的病変=IR/SD、 新病変出現あり」として、
「総合効果=PD」 とする。

ｎ
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総合効果

総合効果は標的病変の効果と非標的病変の効果の組み合わせから、以下にしたがつて判定す

る。

CR=complete response(完 全奏効 )、 IR/SD=incomplete response/stable disease(不 完

全奏効)、 PR=partial response(部 分奏効)、 SD=stable disease(安 定)、 PD=progressive
disease(進 行)

表 8 標的病変と非標的病変の腫瘍縮小効果の組み合わせによる総合効果

標的病変 非標的病変 新病変 総合効果

CR CR な し CR

CR IR/SD な し PR

PR PD以外 な し PR

SD PD以外 な し SD

PD 任 意 任 意 PD

任意 PD 任意 PD

任意 任意 あ り PD

ｎ
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X.7同意・説明文書

●・・・・・・・・・
●●●●●●●●●●●●●●●●●●

"●
●●●●●●●●●●●●●●●

"●
●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●̈ o「 ●●●●・・・・・●●●●●●●●●●●●●"● ●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●̈●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●●..、

臨床研究ご参加についての説明書

MAGE―A4抗原特異的 丁CR遺伝子導入リンバ球輸注

による治療抵抗性食道癌に対する遺伝子治療臨床研究

この臨床研究の内容は人権と安全性に最大限の配慮をして、当院に設置されて

いる倫理委員会において、患者さまの人権が保護され、科学的・倫理的に妥当

であることが確認されております。

(遺伝子治療臨床研究審査委員会 承認日 :2011年 7月 6日 )

第 1.6版 作成年月日 :2011年 9月 22日
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1。 |ま じめに

近年、癌細胞の表面のみに発現する “目印"(この目印を「癌抗原」といいま

す)が存在することが科学的に解明され、また、この癌抗原を認識 して、癌を

攻撃 。破壊することができる細胞 (この細胞を「細胞傷害性 丁細胞」といいま

す)の存在も証明されました。

本臨床研究では、患者さま自身の細胞をいったん体の外に取り出し、そこに

細胞傷害性 丁細胞が癌抗原を認識するために必要な「アンテす」の遺伝子を導

入 した後、再びその細胞を患者さまに戻すことによって、治療効果を得る遺伝

子治療を考えています。

MAGE―A4
ペプチド

細胞傷害性丁細胞

アンテすlTCR   T細 胞

―が饒 く
ベクター

癌細胞

図 1 細胞傷害性丁細胞による癌抗原の認識

2.臨床研究について

これまでに多くの病気の原因が解明され、また、た<さんの「薬」や「治療

法」が開発され、広<一般に使用されるようになりました。どの「薬」や「治

療法」も、憲者さまに使つていただけるようになるためには、はじめに試験管

等を使つた実験により、目的とする作用を持つたいくつかの「薬」や「治療法」

を選び出し、次に動物を使つてそれがどれくらい効くか (効果)、 また、安全か

どうか (安全性)を調べる実験が行われます。そして、最終的に実際の患者さ

まに試みて、効果と安全性を検討する必要があります。

患者さまを対象にして、「薬」や「治療法」を評価するために行うものを臨床

研究といいます。一般的に臨床研究には、安全性を調べる段階 (第 I相試験)、

効果 (例えば、癌であればどの程度縮」ヽするか)を調べる段階 (第 Ⅱ相試験)、

現在二般的に使われている「薬」や「治療法」と比較する段階 (第Ⅲ相試験)

があり、段階を踏みながら進んでいきます。このように臨床研究には、研究的

な一面があることを十分ご理解<ださい。

今回、患者さまに説明する臨床研究は、安全性を調べることを目的とした臨

床研究 (第 I相試験)に相当するものです。本臨床研究は、国が定めた指針に

基づいて計画され、当院の倫理委員会 (臨床研究を実施する者から独立した委

員会)と国の審議会の厳しい審査を受け、承認されたものです。
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3.あなたの食道癌について

癌にはその進行の程度をあらわす分類法があり、癌がどのくらいの大きさに

なつているか (深達度 )、 周辺のリンパ節にどれほど転移 しているか (リ ンパ節

転移 )、 遠<離れた臓器への転移があるか (他臓器の転移 )、 の 3つの要素によ

つて決められています。以下にその分類を示 します。

食道癌に対する一般的な治療法として、内視鏡粘膜切除 (内視鏡を用いて粘
膜上の癌を切除する方法)、 手術 (身体から癌を切除する方法)、 化学療法 (抗

癌剤による治療)および放射線療法 (癌に放射線を照射する治療)の 4つの治
療法があります。

現在あなたは、

□ 根治切除が不可育ヒで、かつ標準的な治療法 (イヒ学療法、放射線療法等)に
抵抗性となつたⅢ期tⅣ期の食道癌

□ 術後あるいは初回放射線イじ学療法 (化学療法と放射線療法を組み含わせた
もの)後に再発転移をきたし、その後の治療に抵抗性となつた食道癌  ^

であることが判明しました。

食道癌では、初回の治療がきちんと行われたにもかかわらず再発することが

多いですが、化学療法や放射線療法が効果を示すことがあり、しばらくはこれ
らの治療をおこないます。しかし、効果がみられな<な つた際に、その後の治
療法について確立されたものがないのが実情で、病気による苦痛をとつてQOL

(「生活の質」といいます)の改善をはかる治療をするのが現状です。(本臨床
研究以外の他の治療法については、後ほど説明します。)
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表 1 食道癌の病期分類 (丁NM分類一部改変 )

病期分類

I期 丁1(粘膜下層にとどまる腫瘍) NO(リ ンパ節転移なし)

MO
(還隔転移なし)

IA期 丁2(固有筋層に浸潤する腫瘍)

T3(外膜に浸潤する腫瘍)
NO(リ ンパ節転移なし)

IB期 Tl(粘膜下層にとどまる腫瘍)

T2餞 筋層に浸潤する腫瘍 )
Nl(リンパ節転移あり)

Ⅲ期
T3(外膜に浸潤する腫瘍)

丁4(周囲組織に浸潤する腫瘍)

Nl(リ ンパ節転移あり)

Nに関係なし

Ⅳ期 INに 関係な し
Ml

(遠隔転移あり)
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4.遺伝子治療臨床研究の概要について

私たちの計画している遺伝子治療は、以下のとおりです。この臨床研究は、

三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学 (タカラバイオ株式会

社との産学連携講座)を含む複数の医療機関とタカラバイオ株式会社 (本社 :

滋賀県大津市瀬田)との共同研究に基づいて、三重大学医学部附属病院で実施

します。

1)食道癌に癌抗原 (本臨床研究で標的としている癌抗原を「MAGE―A4」 と

いいます)が発現し、自血球の型が「HLA―A2402」 である患者さまから

末梢血 (「末梢血」とは血管の中を流れている血液のことをいいます)中の

リンパ球を採取します:

2)採取した末梢血中のリンパ球に、MAG巨―A4を認識するアンテす (これを

「丁細胞受容体 :丁CR」 といいます)の遺伝子を、レトロウイルスベクタ
ーという運び屋を使つて導入します。

3)丁CR遺伝子を導入したリンパ球を体外で培養して数を増やした後に、再び

患者さま自身に投与します。

4)MAGE―A4ペプチド (蛋自の小さいもので、9個のアミノ酸からできたも

の)を投与し、患者さまの体内での丁CR遺伝子導入リンパ球の活性化 (あ

るいは増殖)を図ります。
5)癌細胞を認識するアンテす (丁CR)を発現した細胞が、患者さまの体内で

活性化され、癌細胞を攻撃 。破壊することが期待されます。

末梢血中の       癌抗原MAGE―A4
リンパ球        に特異的な

■
~ T細胞クローン

b

２
Ｍ
２４。ＭＡＧＥ．ぃ

輸注

遺伝子治療臨床研究の概要
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リンパ球について

血液はt血 漿という液体成分と血球という細胞成分からできていて、血球には

赤血球、自血球、血小板の 3種類の細胞があります。リンパ球は、白血球のう

ち約 25%を占める細胞のことで、免疫系にかかわる B細胞 (Bリ ンバ球)、 下

細胞 (丁 リンパ球)等から構成されています。

日LA(human leukocyte aln」 gen:ヒ ト白血球抗原)について
HLAとは自血球の型のことで、自己と非自己を区別して認識する重要な抗原で

あり、ヒトの 6番染色体に存在します。ここには多数の遺伝子が存在しますが、
日LAの検査では、A、 B、 DRの 3種類の遺伝子座が検査されます。ヒトの細
胞はA抗原、B抗原、DR抗原の遺伝子を各 2個、計6個有しており、これら
の抗原が細胞表面に発現しています。HLA―A2402の日本人における頻度はお
よそ60%です。

丁細胞受容体 (丁CR)について
下細胞 (丁 リンパ球)とは例えば癌細胞のような標的細胞を攻撃する役害」と、
抗体の産生を調節する役害」を担う重要な細胞であり、免疫系の司令塔的な役割
を担っています。丁細胞の表面に出ている、抗原を認識するためのアンテすを丁
細胞受容体 (丁CR)といいます。

MAGE―A4について

MAGE―A4とは癌組織のみに過剰に発現する “目印"蛋白であり、正常組織で
は精巣以外ほとんど発現が認められません。M∧GE―A4は食道癌の他に、頭頸
部癌や肺癌等の多<の癌で発現が確認されていますが、個々のケースでは、
MAGE―A4が適切に癌細胞に発現していることを調べる必要があります。しか
し、現在、この蛋自の発現を直接調べる方法がないため、MAGE―A4蛋白のも
ととなる RKIAの量で推定しています。

レトロウイルスベクターについて
ベクターとは『運び屋』という意味で、細胞や体に異種の DNAを入れる際に用
いる、二本鎖の環状 DNAや無毒化したウイルス等を指します。また、レトロウ
イルスとは遺伝子を導入するベクターとして最も応用が早く進んだウイルスで
あり、これを用いて遺伝子を導入することで、導入した遺伝子が標的細胞の染
色体に組み込まれるため、細胞分裂後も確実に娘細胞に伝達され、長期間安定
に遺伝子を発現させることが可能です。

5。 丁CR遺伝子治療臨床研究の海外での状況について
アメリカの国立衛生研究所において、私たちの計画と同じくTCR遺伝子を患

者さま自身の細胞に導入して戻す臨床試験が行われ、2006年にその報告がさ
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れました。ただし、この臨床試験は、あなたと同じ食道癌ではな<、 悪性黒色腫

(メ ラノーマと呼ばれる皮膚癌の一種です)の憲者さまを対象として行われた

ものです。

進行性の転移性悪性黒色腫の憲者さま 17名に対して、悪性黒色腫に特有な

癌抗原 (こ こではこれを「MAR丁-1」 といいます)を認識する 丁CR遺伝子を

レトロウイルスベクターを用いて遺伝子導入した患者さま自身のリンパ球を輸

注したものです。この臨床試験において、17名の患者さまのいずれにおいても、

丁CR遺伝子導入細胞の輸注による毒性は認められませんでした。また、そのう

ち 2名の憲者さまでは、輸注された TCR遺伝子導入細胞が、輸注後 1年を超

えても末梢血単核球 (白血球の約 25%を占めるリンパ球と、約 5%を占める

単球の総称)中の 4Ю%前後という非常に高い水準で維持され、この 2名の患

者さまでは癌の明らかな縮小が観察されました。なお、この臨床試験の後に行

われた、MART-1抗原との反応性がより強い丁CR遺伝子を使つた臨床試験で

は、自己免疫反応と思われる目および耳の障害が発生したとの情報があります。

ただし、丁CR遺伝子を患者さま自身の細胞に導入して戻す臨床試験は、悪性

黒色腫を対象とした上に述べる試験以外には報告がなく、悪性黒色腫以外の癌

にどの程度効果があるかは未知数です。また、標的となるがん抗原、導入され

た 丁CR遺伝子、丁CRに対して抗原ペプチドを提示する HLA分子の種類、投

与されたペプチドの種類などが、アメリカの国立衛生研究所で行われた試験と

あなたが受けようとしている今回の試験とは異なるために、安全性や効果の程

度が異なる可能性があります。

また、今回の臨床研究で使う丁CR遺伝子については、レトロウイルスベクタ

ーを用いて遺伝子導入した細l包が、これまで人に投与されたことはありません。

6.臨床研究の方法

本臨床研究は以下のステップで行います。

第 I段階 :丁 細胞への 丁CR遺伝子の導入           ヽ

1)丁 リンパ球の採取

あなたの全身状態にPo5題がないことを確認 し、採取機械を使つてあなたの末梢

血か ら 丁 リンパ球を採取 します。これをアフェレーシス (成分採血)といいま

す。

あなたの1宛 (あるいは太もも)の静脈血管から約 90分かけて約 5,OOO mLの
血液を採取し、リンパ球の濃縮された成分、およびその 下 リンパ球を培養する

ために必要な血漿 (～最大 400 mL)を採血します。残りの血液は採血した腕

と反対の腕からあなたに戻 します。

2)丁CR遺伝子導入細胞の調製

三重大学内の細胞処理センタ∵において、採取されたリンパ球に前述 したレト
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ロウイルスベクターを使つてTCR遺伝子が導入されます。この施設では細胞の

処理はすべて無菌操作で行います。遺伝子導入を含めて試験管内で7日間培養
し、いつたん凍結させて保存します。

この試験ではTCR遺伝子導入細胞の品質の確認がされて、投与することが可能
になるまで、40日程度かかります。その間は無治療で経過をみせていただき

ます。さらに、投与前に選択基準を満たすかどうかを確認して投与することに

なります。基準を満たさない際は、投与することができなくなることをご了解
いただきたいと存じます。

第I段階 :丁CR遺伝子導入リンパ球の投与
丁CR遺伝子導入リンパ球を投与します。治療効果が最も期待でき、かつ、安全

な丁CR遺伝子導入リンパ球の量は、現時点でははっきりしていません。投与す
る丁CR遺伝子導入リンバ球の量は、参加いただいた患者さまに対して、次の 3
段階を予定しています。最初の 3人には 2× 103個 (2億個)、 次の3人には 1

×1091固 (寸 0億個)、 最後の 3人には 5× 109{固 (50億 {固)の細胞を投与し

ます。

なお、各段階で、もし日常生活に支障をきたしたり、また治療が必要なほどの

重い副作用 (高度な有害事象と言われます)が、3人のうち 1人に発現した場
合には、増量せずに同じ細胞数でさらに 3人の患者さまに対して投与を続け、
合計2人以上に重い副作用が発現した場合には、その細胞数は重い副作用がよ
<起こるものとして次の段階には進みません。
あなたには、( ×10 個)の細胞を投与します。その後十分な観察を行い、
副作用が発現した場合には、適切な処置を行います。

第Ⅲ段階 :MAGEザ4ペプチドの投与

あなたの体内で丁CR遺伝子導入細胞をさらに活性イヒ(あるいは増殖)させるた
め、MAGE―A4ペプチド1回量 300 μgをt TCR遺伝子導入細胞投与後 14
日目および器 日目の 2日間の計 2回、アジュバント(ペプチドの作用を修飾・

増強するために加えられるものを「アジュバント」といいます)とともに投与
します。

本臨床研究終了後、三重大学医学部附属病院では患者さまの生存期間 (アメリ
カ食品医薬品局 (FDA)のガイドラインに従い、最短 15年間)にわたり、二

次発癌や増殖能を持つレトロウイルスの有無についてフォローアップを行う予
定であることをご了解ください。これは遺伝子治療の長期にわたる安全性がま
だ確立していないことから、臨床研究後に問題が生じることがないかを追跡す
るために行います。
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図 3 遺伝子治療臨床研究のステップ

7.参加できる方、参加できない方

本臨床研究に参加できるのは以下のすべての条件を満たす患者さまです。

組織診断によつて食道癌であることが確認されている方

根治切除不可能で、かつ標準的な治療法 (化学療法、放射線療法等)抵抗

性となつた臨床Ⅲ期、Ⅳ期 (表 1)の食道癌の方、又は、術後あるいは初

回放射線化学療法後に再発転移をきたし、治療抵抗性となった食道癌の方

HLA―A2402(白血球の型)陽性の方

癌組織に MAGE― に́ の発現が確認されている方

画像診断に必要とされる、測定可能な癌病変を持っている方

Performance Status(全 身一般状態)が 0～1の方

本臨床研究に参加時点の年齢が 20歳以上 75歳以下の万

細胞採取時に前治療 (手術、イヒ学療法、放射線療法)終了から 4週間以上

の経過が見込まれる万

同意取得後 4ヶ月以上の生存が見込まれる方

主要な臓器 (骨髄、 lb、 肺、肝、腎等)に高度な障害がなく、臨床検査が

以下の基準を満たす方

・白血球数       ≧ 3,000/mm3
・好中球数       ≧ 1,500/mm3
・ヘモグロビン     ≧ 8.Og/dL
・血小板数       ≧ 100,000/mm3
0総ビリルビン (丁―Bl)≦ 2.O mg/dL
OAS丁 (GO丁 )、 AL丁 (GP丁) ≦ 1501∪ /dL

-9-

104

120



・クレアチニン (Cr)     ≦ 2.O mg/dL
・動脈血酸素分圧 70torr以上、または動脈血酸素飽不□度 94%以上

① 癌組織にHLAクラス I分子の発現が確認されている方

⑫ 治療内容を理解し、本人の自由意思による同意を文書で得られた方

⑬ 本臨床研究における最小輸注量 (2× 108個)の 丁CR遺伝子導入リンパ球

輸注量が得られた方 (二次登録時)

本臨床研究に参加できないのは以下のいずれかの条件に該当する患者さまです。

① 以下の重篤な合併症を有する方
・不安定狭′b症、lb筋梗塞又は,b不全
・コントロール不良な糖尿病又は高血F症
・活動性の感染症

・胸部×線検査による明らかな間質性肺炎又は肺線維症
。自己免疫疾患                                |

・出血傾向 (プロトロンビン時間 (P丁)<50%、 活性イヒトロンボプラスチ
ン時FB5(APT「)>60秒、フィプリノゲン (Fbg)<100 mg/dL、 フ       |
ィプリン分解産物 (FDP)>20 μg/mL)

・血栓形成傾向                                 |
|

② 重篤な過敏症の既往歴を有する方
③ HC∨ 抗体、HBs抗原、HttL∨-1抗体、日|∨ 抗体のいずれかが陽性である

|
方

コン トロール不能な胸水・腹水・lb嚢水を有する方

⑥ 制御困難な脳内転移を有する方
⑥ 副腎皮質ステロイド剤又は免疫抑制剤を全身投与中の方
⑦ MAGE―A4ペプチドの投与に適さない方
③ 本臨床研究参カロヘの同意に影響を及ぼすような精神疾患、薬物依存症等の

疾患を有する方
◎ 妊娠中、授平t中、妊娠している可能性のある女性又は妊娠を希望している

女性の方。又は挙子希望の男性の方 (ただし、遺伝子治療前に精子を凍結
保存し、その精子を用いて子供をもうける場合はこの限りではありません)

⑩ 一次登録前4ヶ月以内に他の臨床試験 (臨床研究)に参加している方
① その他、総括責任者又は分担研究者が不適当と認めた方

8。 臨床研究のスケジュール

あなたが先に説明した「参加できる条件」に当てはまる場合、12ぺ早ジの「表
2」 に示したスケジュールに従って本臨床研究を実施します。概要としては、は
じめに、あなたから遺伝子を導入する細胞を採取するために数日間入院してい

ただきます。その後、いつたん退院いただき、あなたから採取した細胞に丁CR
遺伝子を導入する一連の作業を三重大学内にある細胞処理センターにて行い、
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その細胞の安全性を確認します。また、下CR遺伝子導入細胞を投与する日から

投与後 7日間、および 2回のMAGE―∧4ペプチド投与後 2日間 (詳細は次項

をご覧<ださい。)は、再度入院していただくことになります (患者さまの状態

によつては長<入院することもあります)。 このFB5に診察や画像診断、各種の検

査を実施しますが、それ以外は外来通院での治療が可能です。本臨床研究は、

丁CR遺伝子導入細胞投与の63日後に終了となります。それ以降も、8ページ

に記載したように患者さまの生存期間にわたり、フォローアップとして 1年に

1回の頻度で、丁CR遺伝子導入細胞の血中動態、および二次発癌や増殖能を持
つレトロウイルスの有無について注意深く経過を観察します。

なお、今回使用するレトロウイルスベクターは増殖能力を欠損していますが、

万が一増殖能力を持つレトロウイルスが患者さまの血液に出現する場合に備え

て、遺伝子導入細胞投与後、最低 3日間は個室に入院していただく必要があり

ます。また、その個室入院期間中には個室外に出る自由が制限されること、検

査等のために個室外に出る際にはマスク及びガウンの着用が義務付けらねるこ

と、および排泄物が特別な消毒をされること等、増殖能力を持つレトロウイル

スが環境中に放出される可能性を最小限にするための措置にご協力していただ

く必要があります。
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表 2 遺伝子治療臨床研究の検査・観察のスケジュール

臨床研究期間
スクリーニング

期間
治療期間

跡

査

閻

追

調

期

日数 萌
向 ”調

dayO* d鉗 1 day2 day3 day7 dv14
±3

改ッ16
±3

ay28
±3

day30
±3

ty35
±3

day63
±3

入院 ○ O― → 0- → O― →

同意取得 ○ ○

一次登録 ○
~次

登録 ○

被験者背景 ○

アフェレーシス 〇

TCR遺伝子導入

リンパ球投与
○

MAGE―ハ4
ペプチド投与

O ○

バイタルサイン 〇 〇 ○ ○ ○ ○ ○ O ○ ○ ○ O ○

動脈血酸素分E/動
¨ 粧

○ ○

一般状態 (PS) ○ 〇 ○ ○ O ○ ○ O ○ ○ ○ ○ ○

感染症検査 ○

血液学的検査 〇 〇 02 ○ ○ 0 ○ O 〇

血液生化学的検査 ○ 〇 02 ○ ○ C ○ ○ ○

血液凝固能検査 ○ 02 0 ○ ○ ○

尿検査 〇 02 ○ ○ 0 ○ O 〇

免疫血清 (CRP) 〇 02 ○ ○ O ○ O ○

腫瘍マーカー ○ 02` 04 ()4

胸部 X線検査 ○ 02 ○ ()5

12誘導lb電図 〇 02 ○ ()5

頸音B・ 胸部・

腹部・骨盤 CT 01 03 O ()5

PET―C丁 03 ○ 05

上部消化管
内視鏡検査

く二)1 03 ○ ()5

腫瘍組織生検 03 ○ 05

TCR遺伝子導入

リンパ球

血中動態用採血 6
07 O ○ ○ ○ 0 ○ ○ ○ ○ ○

免疫機能解析

用採血
02 O ○ 0 〇

TCR遺伝子導入

リンノヾ球の

腫瘍組織浸潤度、

MAGE■幹 発現検

査

03 O 05

RCR6 08 O ○

LAM―PCR6 0 ○

採血量 (mL) 15 110 23 10 10 18 68 10 68 10 70 70
有審事象

*アフェレーシス実施日より約 40日後 (遺伝子導入細胞製剤の調製 。QCに要する日数により異なる)。

1.スクリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。

2.治療期間開始前 3日以内の成績の利用を可とする。

3.治療期間開始前7日以内の成績の利用を可とする。

4.スクリーニング期間の測定値が高値例のみ実施。

5.必要に応して実施。

6.臨床研究終了後も 1年に 1回の頻度でサンプリングを実施。

7.TCR遺伝子導入リンパ球投与前 (治療期間開始前 3日以内の成績の利用を可とする)、 投与 1時間後、3時間後、6時
間(± 2時間)後、及び 12時間 (± 2時間)後。

8.遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法として、個室管理を解除する前に実瓶
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※RCR検査 遺伝子治療に用いるレトロウイルスベクターは増殖能力を欠損していますが、何らかの理由によって

増殖を始めてしまう可能性が皆無ではありません。増殖能力を持つようになったレトロウイルスを

RCRといい、その出現の有無を確認する検査です。

※LAM―PCR レトロウイルスを用いた遺伝子治療において、あなたに投与された遺伝子導入細胞の中である特定の

細胞だけが増えていないかどうかを調べる検貪 cす。また、特別に増えた細胞がある場合には、染色

体のどの場所に治療用遺伝子が挿入されたかを確認します。

※有害事象 副作用等の好ましくないすべての事象のことで遺伝子治療との因果関係は問いません。

9.期待される効果

先の説明のとおり、アメリカでの悪性黒色腫の患者さま 17名に対する同様

の臨床試験では、2名の患者さまで明らかな癌の縮小が認められています。

今回の食道癌の抗原 MAG巨―∧4のように、他の癌抗原 (あるいは他の癌の種

類)でどの程度の効果が得られるかについてはつきりとわかつていませんが、

私たちが試験管内で行つた実験においてはt MAGE―A4を認識する丁CR遺伝

子を導入したリンパ球が、MAGEA4陽 性/HLA―A24‐02陽性の癌細胞株を攻

撃・破壊することが確認されており、本臨床研究においても同様の効果が期待

されています。

ただし、今回の MAGE―A4を認識する丁CR遺伝子を導入したリンパ球、そ

して MAG圧―A4ペプチドのどちらについても、これまで人に投与されたことは

ありません。

10。 予想される危険性および冨」作用

1)レ トロウイルスベクターを用いることによる危険性

レ トロウイルスベクターを用いた遺伝子治療は、現在までアメリカを中心と

した全世界で 280件以上が実施されており、多くの実績があります。 しか し、

何らかの原因により、治療を受けた患者さまの体内でこのウイルスベクターが

増殖をはじめる可能 l性や、遺伝子を導入した細胞が腫瘍性に増殖する可能性は

皆無とはいえません。

そこで、この可能性を最小限にするために、遺伝子治療についての規貝」やガ

イ ドラインにしたがって、ウイルスベクターの安全性と品質の管理が行われて

います。また、この臨床研究で使われるのは人工的に改良 した安全性の高いレ

トロウイルスベクターです。 しか しながら、レトロウイルスベクターによって

導入された治療用の遺伝子が、患者さまの 丁 リンパ球の染色体に組み込まれた

ときに悪影響を及ぼす可能性は皆無とはいえません。そこで、レトロウイルス

ベクターを用いることによる副作用および危険性の可能性について、もう少 し

詳 しく説明します。

第 1点目は、レ トロウイルスベクターの無秩序な増殖という問題です。今回

の遺伝子治療で使われるレ トロウイルスベクターは、一度細胞に感染すると二

度は感染 しないように、安全性を高める工夫が施されています。 しか し、何ら

かの理由によってこのレ トロウイルスベクター自身が増殖を始め、患者さまに

ウイルス性の疾患を引き起こす可能性は皆無とはいえません。この危険性を可

能な限り取り除くために、あらかじめ定められた品質規格に合格 した遺伝子導
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入 丁リンバ球のみが投与され、投与後も体内で増殖性ウイルスが発生していな

いことを確認する検査が繰り返し行われる計画になつています。

第 2点目は、「挿入変異」といわれる、治療用の遺伝子が細胞の染色体に組み

込まれる際におこる可能性のある問題です。染色体には、蛋自の設計図に相当

する多数の遺伝子が並んでいますが、レトロウイルスベクターは治療用の遺伝

子をこの染色体のいずれかの場所に組み込みます。ただし、この組み込まれる

場所はあらかじめ予測することができないため、組み込まれる場所によっては、

大切な遺伝子を壊したり、他の遺伝子に悪いみ響を与えたりして、遺伝子導入

された細胞を癌細胞に変えてしまう危険性があります。通常、染色体には、癌

遺伝子や癌の発生を抑える働きをする遺伝子が含まれていますが、遺伝子導入

によつてこれらの遺伝子の働きに何らかの影響がおきて、癌化へと進む可能性

もあります。一般的には、1つの遺伝子に影響が生じただけでは、癌化する可

能性は極めて低いと考えられていますが、その危険性は完全には否定できませ

ん。

特に「 挿入変異」による癌化の可能性につい[ては、極めて大切なことですの

で具体例についてさらに詳 しく説明 します。× 連鎖重症複合性免疫不全症 (遺

伝的に身体の抵抗力が弱く、重症の細菌やウイルス感染症を起こしやすい病気)

という先天性の病気の乳幼児に対して、レトロウイルスベクターを用いて、欠

けている遺伝子を血液のもとになる造血幹細胞に導入する遺伝子治療の臨床研

究がフランスで 1999年 3月から行われました。当初、この遺伝子治療では

11例中 9例で治療が成功し、遺伝子治療の最大の成功例として注目を集めま

した。しかしながら、その後 2002年に2例の患者さまが白血病を発症 (治療

後 30又は 34ヶ月後)したという報告がなされ、解析の結果、遺伝子治療に

よる「挿入変異」が自血病の原因と考えられました。具体的には、この白血病

発症の原因として、特定の癌遺伝子の近<にレトロウイルスベクターの遺伝子

が挿入され、その結果、この癌遺伝子が活性イヒされて、細胞が腫瘍性に増殖し

てしまったとしヽう可能性が考えられています。さらに、レトロウイルスベクタ
ーで導入した治療用遺伝子が、細胞の増殖をコント□―ルする遺伝子だつたこ

とが、白血病の発症リスクをさらに高くしたと考えられています。この報告の

後に、アメリカでは、同様の先天性免疫不全症に対するレトロウイルスベクタ
ー遺伝子治療臨床研究を一時中断し、公聴会での議論がなされ、この症例に関

する内容を患者さまやそのご家族に正し<伝えたうえで再開することとなりま

した。しかし、2005年 1月には上記フランスの臨床研究で 3例目の自血病発

症 (治療後 33ヶ月後)の報告がなされるとともに、白血病発症第 1例目の憲

者さまが自血病によつて亡くなられたという報告がありました。また、2007
年 3月には 4例目の白血病発症の報告がなされました。現在フランスのグルー

プは、より安全なベクターが開発されるまでこの遺伝子治療を中断しています。

なお、この X連鎖重症複合性免疫不全症に対して、イギリスのグループもフラ

ンスと同様の遺伝子治療臨床研究を行つていましたが、治療を受けた 10例中 1

例で自血病が発症したことが 2007年 12月に報告されました。

また、慢性肉芽腫症 (好中球などの食細胞が機能しないため重症な細菌・真
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菌性感染症を反復して発症する先天性免疫不全症)に対して、レトロウイルス

ベクターを用いて、欠けている遺伝子を血液のもとになる造血幹細胞に導入す
るドイツの遺伝子治療では、遺伝子導入細胞を投与された 2例の患者さまで、

特定の癌遺伝子の近<にレトロウイルスベクターの遺伝子が挿入された細胞が

多<認められており、骨髄異形成症候群という前白血病状態の発症が報告され
ています。一方、アデノシンデアミす―ゼ欠損症 (アデノシンデアミす―ゼと
いう酵素が先天的に欠けているために血液中の正常に働くリンパ球が減少し、

感染症が発症しやす<なる病気)に対して、レトロウイルスベクターを用いて

欠けている遺伝子を血液のもとになる造血幹細胞に導入するイタリアの遺伝子

治療では、10例中 8例で酵素補充療法の必要がな<なり、遺伝子治療の有効

性が確認されるとともに、癌化は見られなかつたと報告されています。このよ
うに、レトロウイルスベクターによる癌化の可能性は、対象となる病気、遺伝
子を挿入する細胞、ベクターの種類等によって大きく異なつています。ちなみ
に、本研究で行うような末梢リンパ球に対するレトロウイルスベクターによる

遺伝子導入ではこれまで癌化の報告はありません。
上記の先天性免疫不全症以外のレトロウイルスベクターを使用する遺伝子治

療では、白血病の発症の頻度は比較的低いと考えられ、その危険性について患
者さまに十分に説明したうえで実施してもよいとの決定が各実施国の所轄宮庁
からなされています。日本においても同様の状況で、実施が承認されている 4
件のレトロウイルスを使用する遺伝子治療臨床研究のうち、× 連鎖重症複含性
免疫不全症に対する遺伝子治療については実施施設が開始を保留していますが、

それ以タトの 3件の遺伝子治療臨床研究についてはヾ長期間にわたって被験者の

追跡調査を行うとともに、それぞれの遺伝子治療臨床研究のリスク/ベネフィ

ットに関する評価を最新の知見に基づき定期的に実施することを条件に継続さ

れています。

今回の 下CR遺伝子導入リンバ球輸注療法では、遺伝子を導入する細胞は 丁

リンパ球であり、先に述べた先天性免疫不全症に対する遺伝子治療のような造
血幹細胞に遺伝子を導入するものではありません。造血幹細胞は未熟な細胞で

あり、骨髄等で再生する能力があるため、癌化がおこりやすい細胞ですが、丁

リンパ球は分イじや再生能を失つた細胞であるため、癌イヒしにくい細胞と考えら

れています。このことから、治療用遺伝子が染色体に組み込まれることによる

挿入変異のリスクは 丁リンパ球と造血幹細胞の間で同程度ではあるものの、今

回の治療法で癌イヒがおきる危険性は、先天性免疫不全症に対する遺伝子治療と

比較して低いものと考えています。実際に、過去に日本や海外で実施された、丁

リンパ球にレトロウイルスベクターで遺伝子を導入する臨床研究において、遺

伝子治療による癌イヒは 1件も報告されていません。また、イタリアのグループ

は、レトロウイルスベクターで遺伝子導入した 丁リンパ球を投与した患者さま

46人について、最長 9年間の追跡調査をした結果、遺伝子導入した細胞の異

常増殖は認められなかつたと報告しています。

以上より、今回の遺伝子治療臨床研究における、遺伝子治療に起因する癌化

の危険性は極めて低いと考えられます。ただし、万が一、癌化が認められた場
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含には、イヒ学療法等の最善の治療が行われることになります。

2)本遺伝子治療による危険性

①成分採血 (アフェレーシス)に伴う副作用
。ルート確保に関すること

両腕に十分な太さの血管がな<、 鎖骨下静脈又は目径静脈に針を刺す場合、ま

れに出血、感染気胸の合併の危険がありますが、消毒を十分に行い、ルート確

保に習熟した医師が行います。また、常に救急カート等の設備を整え、出血、

気胸の対処に備えます。

めいそうしんけい

・迷走神経反射

精神的な緊張、不安、体調不良等の原因により血管迷走神経反射が起こり、約
10%の方てめまい、0■き気、嘔0■が出現し、重篤な場合には、意識障害、嘔吐、

血圧低下、徐脈、さらに高度では痙攣、失禁がみられることもあります。この

ような副作用が出現した場合は、採取を一時休止もし<は中止し、薬剤投与等

適切な処置を施します。

・クエン酸反応

成分献血は、血液が固まらないように抗凝固剤をカロえながら採血していきます。

抗凝固剤に含まれるクエン酸による低カルシウム血症をきたすことがあります。

軽い症状では、□唇、手指のしびれ感が出現し、進行により症状が悪化する他、

手指の突つ張り感が出現します。軽い症状が出現した場合は、採取速度を低下

させて観察しますが、それでも改善しない場合は薬剤を投与します。

・血小板減少

アフェレーシスの際に血」ヽ板も一部除去されるため、アフェレーシス後に血小

板の減少が高頻度 (50%以上)にみられ、また、50,OOO/mm3未満の高度の

減少も 5%前後みられます。そのため、アフェレーシス終了後 1週間位は必ず

血小板をチェックし、採取前値への回復を確認します。また、アフェレーシス

開始から終了までアスピリン製剤 (血小板の働きを抑え、血液を固まりにく<
する作用があります)は使用しません。

②TCR遺伝子導入リンパ球輸注に伴う副作用

,発熱、発疹、アレルギー類似反応等

丁CR遺伝子を導入し、一旦凍結後に解凍したリンバ球を投与した際に、解凍に

伴つて一部崩壊した細胞内のサイトカイン (細胞から分泌される蛋自のこと)

等による発熱、悪寒、皮疹、関節痛、OE気等をきたす可能性があります。その

際には、経過観察、あるいは解熱鎮痛剤や抗ヒスタミン剤等の適切な薬剤の投

与にて対処します。また、高度な副作用の場合に|ま副腎皮質ステロイド剤の投

与を行います。
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・肺障害

重篤な輸血副作用として「輸血関連急性肺障害」が知られています。抗白血球
抗体 (抗 HLA抗体、抗顆粒球抗体)による抗原・抗体反応が原因と推測されて
いますが、現在のところ詳細は不明です。本臨床研究は自己血液細胞輸注によ
るものであり、「輸血関連急性肺障害」に類似の病態が発症する可能性は考えに
くいですが、下CR遺伝子導入リンパ球投与後の肺障害に注意すべきと考えられ
ます。発症時には、副腎皮質ステロイド剤の大量投与等t適切な処置を行いま
す。

・免疫反応に伴う事象

本臨床研究の標的抗原である MAG巨―A4は、「癌・精巣抗原」の一つであり、
腫瘍特異性が極めて高いのが特徴です。精巣組織ではHLA分子の発現が欠失し
ているため、正常組織への細胞傷害の可能性は極めて低いのですが、自己免疫
疾患様症状 (発熱、皮疹、関節痛、筋肉痛等)には常に注意する必要がありま
す。対処法として、軽度の副作用では無処置で経過観察しますが、中等度以上
では対症療法を行い、さらに重篤な場合には副腎皮質ステロイ ド剤を投与しま
す。

③ペプチド投与に伴う副作用
MAG巨―A4ペプチドはアジュバントとともに 2回の皮下投与が予定されてい
ます。MAGE―A4と同様な癌抗原のペプチドを用いた臨床研究は種々行われて
いますが、現在までに重篤な副作用の報告はありません。軽微な冨」作用として、

皮膚反応 (注射部位の発赤、腫脹 )、 微熱、倦怠感等が報告されています。軽
度の副作用の場合、無処置にて経過観察しますが、中等度以上では対症療法を
行い、さらに重篤な場合には副腎皮質ステロイド剤を投与します。また、予期
せぬ副作用の発現に十分注意する必要があります。

3)その他予測できない副作用
上記以外にも予測できない副作用が発現する可能性があります。その場合に

も必要に応じて、できる限り適切な処置を行います。

11。 臨床研究への参加予定期間

本臨床研究への参加予定期間は、最長で約 110日間です (丁CR遺伝子導入

リンパ球の準備にかかる時間や副作用の有無により変化します )。

12.臨床研究への参加患者数

本臨床研究に参加していただ<患者さまは、9名 (最大で 18名 )を予定し
ています。
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13。 他の治療法について

あなたの食道癌に対する治療に関 しては、既に手術、あるいは化学療法や放

射線療法が行われておりますので、根治療法はありません。再発形式がリンパ

行性、血行性、複合性のいずれであるか、初回治療におけるステージがどの程

度であつたか、初回治療は何か、などにより治療方法が異なつてきますが、一

定のコンセンサスが得られている治療法はありません。また、新 しい治療法と

しては、分子標的治療の開発が期待されているところですが、まだ確立された

治療法ではありません。

その他、最良支持療法という症状緩和を目指す治療 (栄養管理や QOL向上の

ための緩和医療)を受けることもできますので、十分に担当医師とご相談くだ

さい。

14臨 床研究への参加の自由と、参加の取りやめについて

この臨床研究に参力Eするかどうかは、あなたの自由意悪でお決めください。

たとえ臨床:研究への参加をお断りになっても、あなたが不利益を受けることは

一切ありません。その場合、あなたにとって最も良いと考えられる治療を行い

ます。

また、この臨床研究に参加することに同意された後でも、中止を希望される

場合には、どんな理由であつても担当医師に申し出てください。あなたの自由

意周でいつでも参加を取りやめることができます。その場合でもあなたが不利

益を受けることは二切ありません。ただし、丁CR遺伝子導入リンパ球の輸注を

受けた後は、あなたの体内の 丁CR遺伝子導入リンパ球を取り除<ことはできま

せん。あなたが 丁CR遺伝子導入リンパ球輸注の後に本臨床研究への参加の中止

を申し出られても、あなたの体内から丁CR遺伝子導入リンパ球がすべて消失し

たことが検査によって確認されるまでは検査等を実施 します。

15.健康被害の補償について

本臨床研究に関連する健康被害が生じた場合には、最も適切な治療を行いま

す。健康被害がこの臨床研究と関係があるかどうかの判定は、本遺伝子治療臨
床研究を行つている医療機関が共同で設置する「安全・効果評価・適応判定中
央部会」で検討します。なお、「安全・効果評価・適応半J定中央部会Jは私たち
と利害関係はありません。この臨床研究との関連が否定できないと判断された

副作用の検査や治療に対する医療費は当院が負担いたします。一方、この臨床
研究との関連が認められない健康被害に関する医療費の支払いには、あなたの

カロ入している健康保険が適用されます。また、当院に過失がない限り、補償金
は支払われないことをご了承<ださい。
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16.新たな情報のお知らせについて

本臨床研究に参加中、新しい情報 (例えば本臨床研究と同様の試験が海外で

行われた場合の成績等)が得られることがあります。このような新しい情報を
知ることによって、あなたが本臨床研究への参加をやめるという判断をされる

かもしれません。よつて、本臨床研究に関連する全ての情報はできるだけ速や
かにお知らせし、本臨床研究に継続して参加されるかどうかについて、担当医

師があらためてお尋ねします。

17遺 伝子治療臨床研究の中止について

あなたに本臨床研究参加の意思があつたとしても、以下の場合には本臨床研

究を中止させていただきます。なお、必要な検査・観察を行うとともに、有害

事象の発現や対象疾患の悪化など、安全性に問題が生 じて中止 した場合には、

速やかに適切な処置を行い、安全性が確認されるまで追跡調査を行います。

1)本臨床研究開始後に対象として不適格であることが判明した場合

2)本臨床研究の継続が困難な有害事象が発現 した場合

3)本臨床研究の継続が困難な対象疾患の悪化が生じた場合

4)担当医B雨が本臨床研究の中止が必要と判断 した場合

18。 あなたに守つていただきたいこと

① 何らかの理由で担当医師以外の医師による治療を受けている場合や、本臨
床研究の途中で新たに担当医師以外の医師による治療を受けた場合は、晰

ずその旨をお知らせ<ださい。本臨床研究参加中に服用することが好まし

くない薬があつた場合には、その薬をやめていただくか、本臨床研究への

参加をやめていただ<ことがあります。

② 担当医師の指示に従い、定められた来院日は必ず守るようにしてください。
その際には診察や定められた検査を受けていただきます。どうしても来院
できない場合には、できるだけ早<担当医師にお知らせください。

③ 本臨床研究期間中、今までと比べて身体の調子がおかしいと感じたときは、
必ず担当医師等に相談してください。

④ 本臨床研究での遺伝子導入リンパ球による生殖器や胎児への影響に関する

検討がなされておりません。研究ご参加期間中と終了後 5年間は避妊する
ことをお願いします。

19。 あなたの費用負担について

臨床研究には、健康保険等の/AN的な医療保険は適用されません。その代わり、

本臨床研究にかかる費用、たとえばレトロウイルスベクターや丁CR遺伝子導入

にかかわる費用、遺伝子治療臨床研究の安全性を確認するために必要な検査の

費用、および入院中の個室使用料等は当院で負担します。
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ただ し、今回の臨床研究の期間内であつても、この研究と関係のない病状に

対する治療費には、通常の診療と同 じようにあなたの加入 している健康保険が

適用され、その医療費にかかる一部負担金はあなたの負担となります。

なお、この臨床研究の経費の一部には、共同研究先であるタカラバイオ株式

会社から提供された資金が使用されています。

20.個人情報の保護について

あなたの診療録をはじめとする個人情報は、「独立行政法人等の保有する個人

情報の保護に関する法律」(平成 15年 5月 30日法律第 59号)その他関係法

令に定めるものの他、「国立大学法人三重大学個人1青報保護規程」(平成 17年 4
月 1日施行)および「二重大学医学部附属病院の保有する個人情報管理規程」

(平成 1了年 4月 1日施行)に したがつて保護されます。

本臨床研究 ⊂扱うあなたの個人情報は、主として病状の経過観察、緊急事態

発生のための連絡等、あなたの生命を守るために使用します。その他、1特別祇

目的で使用する場合には、事前にあなたに説明し、ご了解を頂いてから使用 し

ます。また、本臨床研究の成果を検討する時や、医療向上等を目的に本臨床研

究の成績を
/AN表 。/AN開

する場合には、個人を特定できない形すなわち個人情報

を保護 して公開します。

21.個人情報の第三者への提供の制限について

個人情報は適切に管理し、あらか じめあなたの同意を得ることなく第三者に

提供することは絶対にありません。

国の審議会における審査の過程において、厚生労働省の担当官および審議会

の委員が、あなたの個人1青報を取り扱うことがありますが、あなたの個人情報

はすべて秘密として取り扱われます。

当院の倫理委員会における審査の過程において、審査の客観性を保つために

当院以外の外部委員が、あなたの個人情報を取り扱うことがあります。また、

本臨床研究の客観性を保証するために当院以タトの外部の監査担当者があなたの

診療記録を開覧することがあります。このような方々は第三者に相当しますの

で、このような場合は当院との秘密保持契約のもとで行われますので、あなた

の個人情報はすべて秘密として取り扱われます。

本臨床研究では、タカラバイオという会社が外部協力者としてレトロウイル

スベクターに関する基礎的助言や TCR遺伝子導入リンパ球の調製技術の提

供・助言と遺伝子導入細胞製剤の体内動態検査、RCR検査及び LAM―PCRに
関する技術提供に限定し、間接的に関与しています。調製されたリンパ球をあ

なたに投与した場合の安全性や機能に関する記録は、通常の治験と同様に被験
者識別コードを用いることにより個人が特定できないように個人情報を完全に

匿名化してから、タカラバイオの担当者が閲覧する可能性があります (被験者

識別コードから憲者さまを特定する情報については、担当医師が厳重に管理し

ます)。
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22。 個人情報の開示、訂正、利用停止や問い含わせ・相談・苦情の窓□につい

て

本臨床研究で取 り扱う個人情報について、あなたは開示、訂正、利用停止を

求めることができます。個人情報に関する疑 Fo3等がある場合は、担当医師にお

問い合せ<ださい。お申し出に応 じ、その手続きに関する詳細を説明します。

また、担当医師とは別に個人情報に関する間い含わせ・相談・苦情の窓□も

ございますので、疑間等がございましたらお問い含せください。

【個人情報に関する問い合わせ 。相談・苦情の窓□】

三重大学医学部附属病院 個人情報相談窓□
0診療に関すること :医療サービス課 診療案内係 (丁EL:059-231-5072)
。教育 。研究に関すること :総務課 企画第 1係 (丁EL:059-231-5261)

23.緊急連絡先およびお問い合わせ先について

緊急時、またこの臨床研究について何かご′b配やご質問がありましたら、下

記にご連絡ください。

三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

丁巨L:059-231-5187
休日・夜間の緊急連絡先 丁EL:059-231-5187又 は 059-231-5103(三
重大学医学部附属病院 7階東内科病棟)

24.遺伝子治療臨床研究の名称と実施組織体制

1)研究の正式名称 :

MAG巨 ―A4抗原特異的丁CR遺伝子導入リンパ球輸注による治療抵抗性

食道癌に対する遺伝子治療臨床研究

2)実施施設 :

三重大学医学部附属病院

3)総括責任者 :

珠玖 洋  :三 重大学名誉教授

三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

大学教員

4)分担研究者 :

影山 惧一 :三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

准教授

池田 裕明 :二重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

准教授
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宮原 慶裕 :二重大学大学院医学系研究科 がんワクチン講座

講師

今丼 奈緒子 :三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

助教

片山 直之 :二重大学大学院医学系研究科 病態制御医学講座

血液・腫瘍内科学 教授、

三重大学医学部附属病院 血液内科、腫瘍内科 科長

中瀬 一員」:二重大学医学部附属病院 がんセンター 准教授、センター長

桝屋 正浩 :三重大学大学院医学系研究科 病態制御医学講座

血液・腫瘍内科学 准教授

水野 聡朗 :二重大学医学部附属病院

腫瘍内科 講師、副科長

斎藤 佳菜子 :二重大学医学部朧 病院 腫瘍内科 助教

大石 晃嗣 r三重大学医学部附属病院 輸血部 部長、講師

田中 匡介 :三重大学医学部附属病院 光学医療診療部 助教

白石 泰三 :二重大学大学院医学系研究科 病態解明医学講座

腫瘍病理学 教授

佐藤 永― :東京医科大学 人体病理学講座 助教

大谷 明夫 :独立行政法人国立病院機構 水戸医療センター

病理診断科 臨床研究部長

-22-
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臨床研 究参加 同意書

二重大学 医学部附属病院  病院長 殿

私 は、本臨床研究 (研究課題名 :MAGE― A4抗原 特異的TCR遺伝子導入 リンパ球
輸 注 による治療抵抗性食道癌 に対す る遺伝子治療 臨床研究)について、文書 と
口頭 にて説明を受 け、以下の事項について十分了解 しま した。

了解 した事項は□内にレを付けて示します。

□ はじめに

□ 臨床研究について

□ あなたの食道癌について

□ 遺伝子治療臨床研究の概要について

□ TCR遺伝子治療臨床研究の海外での状況について

□ 臨床研究の方法

□ 参加できる方、参加できない方

□ 臨床研究のスケジュール

□ 期待される効果

□ 予想される危険性および副作用

□ 臨床研究への参カロ予定期間

□ 臨床研究への参加患者数

□ 他の治療法について

□ 臨床研究への参加の自由と、参加の取りやめについて

□ 健康被害の補償について

□ 新たな情報のお知らせについて

□ 遺伝子治療臨床研究の中止について

□ あなたに守つていただきたいこと

□ あなたの費用負担について

□ 個人情報の保護について

□ 個人情報の第二者への提供の制限について

□ 個人情報の開示、訂正、利用停止や問い合わせ 。相談・苦情の窓口について

□ 緊急連絡先およびお問い合わせ先について

□ 遺伝子治療臨床研究の名称と実施組織体制

どちらかにレ又は○で囲む。

□ 同意します     □ 同意しません

同意年月 日 :平成  年  月  日

患者 さま             ご署名 :

説明年月日:平成  年  月  日

総括責任者 (又は分担研究者)所属・氏名 :

説明年月日:平成  年  月  日

その他説明補助者      所属 。氏名 :
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遺伝子治療臨床研究実施計画について

〔            所ヨヒ野病院〕
課題名 : MAGE―A4抗原特異的 TCR遺伝子導入リンパ球輸注による

治療抵抗性食道癌に対する遺伝子治療臨床研究

遺伝子治療臨床研究実施計画の申請

【大阪大学医学部附属病院 】
○ 遺伝子治療臨床研究実施計画申請書 及び概要書

○ 実施計画書   ・ 口・・・・・・・・・ 口・・・

O説明同意文書  ・・・・・・・・・・・・・・・

【 (財)田附興風会医学研究所 Jヒ野病院 】
O遺伝子治療臨床研究実施計画申請書 及び概要書

O実施計画書   ・・・ ‐・・・・・・・・・・・

O説明同意文書  ・ 00・ ・ 口・ 口・・・・・ 口・

第 71回 科学技術部会

平成 24年 5月 16日
資料 1-3

P。 1

P.19

P。 115

P.139

(1畷野)

(1髪野)
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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 夕月F日

厚生労働大臣 殿

下記の遺伝子治療臨床研究について、別添の実施計画に対する意見を求めます。

実

施

施

設

所  在  地 大阪府吹田市山田丘 2番 15号

(郵便番号 :565-087J

称名 国立大学法人 大阪大学医学部附属病院

(電話番号 :06■ 879-6551)

(FAX番号輌訥厨盈痢祠断
代  表  者

役職名・氏名

国立大学法人 大阪大学医学部附

病院長 福澤 誦麗
一
爾

醍

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 の 課 題 名 総 括 責 任 者 の 所 属 ・ 職・ 氏 名

MAGE―A4抗原特異的 TCR遺伝子導入リンパ球輸注による

治療抵抗性食道癌に対する遺伝子治療臨床研究

大阪大学大学院医学系研究科

外科系臨床医学専攻 外科学講座

消化器外科 教授 土岐 祐一郎



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

平成 23年 7月 5日 |(申 請年月日)

研究の名称
LfAGE―A4抗原特異的 TCR遺伝子導入リンパ球輸注による治療抵抗性食道癌に

対する遺伝子治療臨床研究        ｀

研究実施期間
平成 21年 7月 17日 (二重大学医学部附属病院の実施計画の承認日)か ら

3年間

総
括
責
任
者

所属部局

の所在地
大阪府吹田市山田丘 2番 15号  (郵便番号 565-0871)

所属機関・

部局・職

大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻 外科学講座

消化器外科 教授

氏 名 土岐 祐一郎 購
実
施
の
場
所

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

名 称 大阪大学医学部附属病院

連 絡 先 大阪府吹田市山田丘 2番 15号  (電話番号 06-6879.51H)

総
括
責
任
者
以
外
の
研
究
者

氏 名 所属機関・部局 。職 役  割

和田 尚 大阪大学医学部附属病院 消化器外科 臨床登録医 試験登録患者の診療

山崎 誠 大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻

外科学講座 消化器外科 助教

試験登録患者の診療

宮田 博志 大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻

外科学講座 消化器外科 助教

試験登録患者の診療

冨山 佳昭 大阪大学医学部附属病院 輸血部 部長/講師 アフェレーシスの管

理

珠玖 洋 二重大学大学院医学系研究科

遺伝子・免疫細胞治療学講座 教授

多施設共同臨床研究

代表者、臨床研究薬

品質管理者

影山 慎一 二重大学大学院医学系研究科

遺伝子・免疫細胞治療学講座 准教授

レトロウイルスベク

ター製剤の品質管理

責任者、遺伝子導入

細胞製剤の品質管理

責任者
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池田 裕明 二重大学大学院医学系研究科

遺伝子・免疫細胞治療学講座 准教授

レトロウイルスペク

ター製剤の製造管理

責任者、遺伝子導入

細胞製剤の製造管理

責任者

遺伝子導入細胞製剤

の体内動態及び免疫

臨 の細

今井 奈緒子 三重大学大学院医学系研究科

遺伝子・
― 胞治療学講座 助教

遺伝子導入細胞製剤

の体内動態及び免疫

反応の評価

佐藤 永一 東京医科大学 人体病理学講座 助教 病理組織学的診断

外
部
協
力
者

峰野 純一 タカラバイオ株式会社

細胞 0遺伝子治療センター センター長

ウイルスベクターに

関する基礎的助言及

び遺伝子導入 Tリ ン

パ球調製技術の提供

と助言、遺伝子導入

細胞製剤の体内動態

検査。RCR検査及び

Lml―PCRに 関する技

術提供

審査委員会が研究

計画の実施を適当

と認める理由

以下の理由により本臨床研究実施を適当と判断した。

① 臨床ニーズ :再発食道癌の患者の生命予後が乏しく他に有効な治療法がない

こと。

② 品質・安全性 :本臨床研究で遺伝子導入する細胞はレトロウイルスベクター

による癌化のリスクが極めて低い。対象疾患 (治療抵抗性食道癌)とのリス

ク・ベネフィットを総括すると、レトロウイルスペクターを使用した遺伝子

治療の施行に問題はない。

③ 期待される有効性 :共同実施施設である三重大学にて調製された IIAGE― A4

TCR遺伝子導入リンパ球が、IIAGE―A4陽性。HLA―A2402陽性のヒト腫瘍細胞株

に対して特異的な細胞傷害活性を示すことが in vitroにおいて確認されて

いる。また、動物モデル実験においても、TCR遺伝子導入ヒトリンパ球投与

群に特異的な腫瘍径増大の抑制効果が認められている。海外でも同様の試験

にて他の癌における有効性が臨床的に認められている。したがって、本臨床

研究においても同様の抗腫瘍効果が見込まれる可能性がある。

④ 当施設・研究者の能力 :当施設の総括責任者及び研究者 (宮田、山崎、和田、

冨山)はリンパ球アフェレニシス、細胞品質管理、腫瘍抗原由来蛋白を用い

た癌ワクチン臨床試験の実施と末梢血を用いた免疫学的解析の経験者であ

4
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⑤

⑤
,

り、さらに対象疾患である食道癌に対する十分な臨床経験 (食道癌治療 150

例以上)を有している。これらのことから、当施設における研究者は本臨床

研究を行うために必要な能力を十分に有していると判断する。

臨床研究薬の調製 :被験者へ投与されるTCR遺伝子導入リンパ球は、当該試

薬等臨床試験経験者である二重大学大学院医学系研究科の監督・管理 卜のも

とで二重大学にて調製される.

安全・効果評価・適応判定中央部会 :本臨床研究は多施設共同臨床研究とし

て実施されることから、安全性や有効性の評価、被験者登録の可否について

統一された評価基準にて行うことが必要である。そのため、各医療機関から

安全性や有効性の評価、道応の判定を行うための委員を選出し、安全・効果

評価 。通応判定中央部会を設置している。

審査委員会の長の職名 氏名

大阪大学医学部附属病院遺伝子治療

臨床研究審査委員会 委員長

大阪大学大学院医学系研究科

遺伝子治療学 教授

金田 安史
 ⑤

研究の区分 障伝子治療臨床研劉 遺伝子標識臨床研究

研究の目的 `本臨床研究は、標準的な治療榛 (化学療法ゃ放射繰療法等)による効果が期待で
きない治療抵抗性の食道癌患者を対象として、腫瘍抗原 MAGE―A4を HLA―A2402存在
下で特異的に認識するT細胞受容体 (T ceH receptor:TCR)α 鎖及びβ鎖の遺伝
子をレトロウイルスペクターにより遺伝子導入した自己リンパ球 (TCR遺伝子導入
リンパ球)輸注について,その安全性、体内動態及び臨床効果を以下のエンドポイ
ントにより評価することを目的とする。

① 主要エンドポイント
・本遺伝子治療の安全性 〔有害事家,臨床検査、増殖性レトロウイルス

(repl icatiO■ oOmetent retrOvirus:RCR)、  li■ear amplificatim
mediated―PCR (肝PCR)〕

② 副次エンドポイント
・TCR遺伝子導入リンパ球の血中動態及び腫瘍組織への浸潤
・腫瘍特異的免疫反応
。腫瘍縮小効果

尚、本臨床研究は二重大学大学院医学系研究科の珠玖洋を多施設共同臨床研究代
表者として、二重大学医学部附属病院、大阪大学医学部附属病院、及び田附興風会
医学研究所北野病院が参加する多施設共同臨床研究として実施する予定である。

対象疾患及び

その選定理由

1.対象疾患に関する現時点での知見

食道癌は60歳代男性に多くみられる疾患であり、本邦での年間罹患数 (2003年、
年齢調整)は男性 i3,658人 、女性 2,742人、死亡数 (2007年、年齢調整)は男性
9,900人、女性 1,769人 である.食道癌は縦隔等へ浸潤傾向が強く、また、早期か
らリンパ節転移をきたす治療困難例が多いため、予後不良癌とされていると食道癌
の治療法はその進行度により、内視鏡的粘膜切除、手術、放射線療法及び化学療法
なら選択さ4る。近年D拿道癌o治療嘴績は手術や補助療法の進歩により改善が得

担告書によれば、全体の5年生存率.(ThFM病期
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分類)は、0期 :70.2%、 I期 :64.5%、 Ⅱa期 :51.5%、 Ⅱb期 :34.0%、 Ⅲ期 :19.8%、

Ⅳa期 :13.71、 Vb期 :5.5%と 未だ予後不良である.現在、病期進行食道癌に対す

る治療法として、シスプラチン (CDDP:白 金系抗腫瘍剤)/5-フルオロウラシル

(5-FU:葉酸代謝拮抗剤)による化学療法と放射線療法の併用療法 (化学放射線療

法)が標準的治療法として選択されているが、無効例も少なくない.また、CDDP/5-FU

の他、ドセタキセルやパクリタキセル (本邦では食道癌の道応未承認)等のタキソ

イド系製剤の併用が検討されている.食措寝では、初回治療が適正に行われたにも

かかわらず再発を認めることが多く、再発食道癌に対する治療法は、現在のところ

一定のコンセンサスが得られていない.治療にあたっては、もっばら延命効果の期

待あるいは患者の生活の質 (QOL)の改善を目的とし、再発食道癌の 50%生存期間は

約 6ヶ 月とされている.

2.当該遺伝子治療臨床研究の概要

本臨床研究では、治療抵抗性の食道癌患者か ら採取した末梢血リンパ球に、

MAGE―A4特異的 TCRα 鎖及びβ鎮遺伝子をレトロウイルスペクターにより遺伝子導

入し、その自己リンパ球を経静脈的に投与する。遺伝子導入リンパ球を投与後、

MAGE― A4143-:‖ ペプチドを投与し、患者体内でのTCR遺伝子導入リンパ球の増殖を図

る。本臨床研究は、ヒト自血球抗原 側m―A2402拘束性mGE―A4特異的 TCR遺伝子

導入リンパ球を輸注することにより、腫蕩特異的免疫反応、更には腫瘍縮小効果を

期待するものである.MA‐A4は食道癌、中 蒔 Aヽ細胞肺癌等に多く発現

する腫瘍抗原であり、正常組織においてはHLAを発現しない精巣のみに発現する.

そして、TCR遺伝子導入リンパ球による細胞傷害活性は、遺伝子導入された細胞傷

害性 Tリ ンパ球 (CTL)表面上の llAGE― A4特異的TCRが、腫瘍細胞表面上のHLA―A2402

分子とmGE―A4M卜品ペプチドの複合体を特異的に認識することにより発揮される.

本臨床研究における評価項目は、遺伝子治療の安全性、TCR遺伝子導入リンパ球の

体内動態及び臨床効果である。

3.他の治療法との比較及び遺伝子治療を選択した理由

治療抵抗性食道癌に対する根治療法は現時点では存在せず、栄養管理や QOL向上

のための緩和医療を行っているのが現状である.食道癌に対する抗癌剤以外の治療

としてミ分子標的治療の開発が期待されているが、臨床研究結果の報告はない.こ
のような現状において、食道癌に発現する腫瘍抗原を標的とした新規治療の開発が

期待される.腫瘍抗原を標的とした免疲療法の 1つとして、抗腫済活性を有する自

己 Tリ ンパ球を投与する細胞療法が積極的に研究されており、複数の臨床試験にお

いて有効例が報告されている。中でも、米国国立衛生研究所 (NIH)の Rosenberg

らのグループは、転移性悪性黒色腫患者を対象とした臨床試験において、体外で増

殖させた腫瘍浸潤リンパ球 (TIL)を患者に再移入する養子免疫療法を実施し、

RESISTガイドラインによる判定として 51%の腫瘍縮小効果を報告している.これら

養子免疫療法における従来の細胞調製法と比較して、本遺伝子治療では、HLA―A2402

陽性患者のTリ ンパ球にMAGE―A4特異的 TCR遺伝子を導入することによって、腫瘍

細胞に対する傷害活性を付与するものであり、必要量の鳳GE―A4抗原特異的 Tリ ン

パ球を調製することが可能である。なお、上記のRosenbergら のグループは、腫瘍

抗原MART-1特異的TCR遺伝子を導入した Tリ ンパ球を投与した臨床試験において、

悪性黒色腫患者 17名 中2名について転移腫瘍巣の明らかな退縮を観察しており、

この戦略が有望な新規癌治療法となる可能性を示唆している。更に、同グループは、

より親和性の高いTCR遺伝子を導入した Tリ ンパ球を使用することにより、悪性黒

色腫患者 36名 中9名 について腫瘍退縮を観察している.        二_  _
遺伝子の種類及び

その導入方法

1。 人に導入する遺伝子の構造と性質

本臨床研究において発現する遺伝子は TCRα 鎖及びβ鎖遺伝子である。

1.1。 人に導入する遺伝子の構造

本臨床研究に用いる TCR α鎖遺伝子は 272ア ミノ酸からなるポリベプチドをコー

ドしており、この遺伝子にコー ドされる蛋白は、Hlア ミノ酸からなるV8-1領域、

20ア ミノ酸からなるJ10領域,141ア ミノ酸からなるC領域という構造からなって

いる.TCRβ 鎖遺伝子は 313ア ミノ酸からなるポリベプチドをコー ドしており、こ
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の遺伝子にコードされる蛋白は、H6アミノ酸からなる V7-9領域、3ア ミノ酸から
なるN領域、15ア ミノ酸からなるJ2-5領域、179ア ミノ酸からなる C2領域という
構造からなっている.これらの遺伝子は、HLA―A2402拘束性 MAGE―A4:“_151ペプチド
に特異的な CTLク ローン 12-28か ら単離された。

1.2.人 に導入する遺伝子の性質

本臨床研究において導入する遺伝子は、TCR α鎖とβ鎖をコードする cDNAで あ
る。ヒトにおいて TCRα 鎖は 14番染色体上に、β鎖は 7番染色体上にコー ドされ、

多様なクロノタイプが存在する。TCR遺伝子は免疫グロプリン (Ig)と 同様に多数
の亜型からなる V、 D、 Jの可変領域と少数のCの定常領域からなる。その中でα鎖
の可変領域は V―Jで β鎖の可変領域は V―D―Jで形成される。TCR遺伝子は T細胞の

分化に伴い、これらの領域の遺伝子再構成という特徴的な過程を経て機能的遺伝子
を形成する。まず D―Jの遺艦子再構成が起こり、続いて V―DJの再構成が生じる。

再構成に伴い V―D及び D―J間にランダムな塩基配列 (N領域)が組み込まれ TCRの
多様性はさらに増加する。本臨床研究にはこの再構成を経た後のTCR遺伝子の cDNA

を導入する。われわれの使用する TCRα 鎖は Vα 8-1、 J α 10、 Cであり、TCRβ 鎖は
Vβ 7-9、 」β2-5、 C2の配列である。

レトロウイルスペクターllS―bPaにより遺伝子導入された細胞において、TCR α鎖
遺伝子はマウスホスホグリセリン酸キナーゼ (PⅨ)遺伝子プロモーター (PPCD
によって転写される。マウス PP旺 はヒトを含む広範囲の哺乳類細胞において、細
胞が増殖中であるか否かを問わずに機能するプロモーターであり、レトロウイルス
ベクターMS― bPaにより導入されるPPGKは 513 bpの マウスゲノム由来 DNA断片に含
まれる.

TCRβ 鎖遺伝子は LTRプロモーターによって転写される。レトロウイルスペクタ
ーMS―bPaゲノムRNAの 5'―LTRは R領域とU5領域、3′

―LTRは U3領域とR領域から
なり、35領域と両端の R領域は lloloney murine leukenia宙 rus(MottD由来、
03領域は llurine leukemla virus(lILV)の 変異株であるmurine stem ceH virus
(llSCV)出 来である.細胞に遺伝子導入されてプロウィルスになると、両末端の LTR

はいずれもU3-R―U5領域の構造をとる.LTR中では、MSCV由来のU3領域が強いプ
ロモーター活性とエンハンサー活性を有する。MSCV LTRは 胚性幹細胞、胎児がん細
胞及びその他の哺乳動物細胞において高い発現レベルを持続的に保持することが
可能である.

1.3.導入遺伝子からの生成物の構造及びその生物活性
TCR α鎖及びβ鎖は S―S結合でヘテロダイマーとして機能的なTCR分子を構成し、

主要組織適合抗原 (皿C).拘束性に標的細胞のⅢC分子と抗原ペプチドの複合体を
認識する。このことにより、T細胞は抗原特異性を示す.抗原認識の際の結合力の
強弱や補助レセプターからのシグナルの有無により、T細胞の活性化、アナジーの
誘導、分化、生存と細胞死等を司る。TCR鎖は Igス ーパーファミリー分子に属し、
2つの Igド メインからなる細胞外領域、20ア ミノ酸からなる膜貫通領域、数個の
アミノ酸からなる細胞内領域で構成される。2つの lgド メインのうち、N末端側が
可変領域、C末端側が定常領域に相当する。細胞外領域に存在する相補性決定領域
(CDR)l、 CDR2領域はⅢCと の結合に貢献し、CDR3領域は主としてペプチドを認

識するのに必要とされる。
TCRの発現とシグナル伝達にはTCRと複合体を形成する4種類のCD3鎖 (γ 、δ、

ε及びζ鎖)が重要であり、これらとTCRとが複合体を形成している.抗原認識の
際にTCR/CD3複合体とCD4・ CD8が会合して CD3の活性化モチーフ ITAllのチロシン
がリン酸化されることによりTCRのシグナルが開始される。以上のシグナルにより、
T細胞の抗原特異的な上記生理活性が発現される。

2.本計画で使用するその他の組換え DhIAの構造と性質
本計画では使用しない.

3.標的細胞とした細胞の由来及び生物学的特徴並びに当該細胞を標的細胞とした
理由

7
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本臨床研究における標的細胞は、 患者 (HLA―A2402陽性、腫瘍

組織中に MAGE―A4発現)末梢血由来の Tリ ンパ球である.その生物学的特徴として、

①CTLは癌細胞を認識して破壊する能力を有する、②自己の Tリ ンパ球を輸注した

場合は、非自己では生じる可能性のある移植片対宿主病 (GVHD)等 の副作用がない

ことが挙げられる。Tリ ンパ球を標的として llAGE―A4特異的 TCR α鎖及びβ鎖遺伝

子をレトロウイルスペクターにより遺伝子導入することで、腫瘍細胞表面上の

HLA―A2402分子と MACD―A4:43-ロ ペプチド複合体の特異的認識能を獲得した自己 Tリ

ンパ球を輸注することにより、腫瘍特異的免疫反応、更には題瘍縮小効果が期待さ

れる。レトロウイルスペクターは増殖中の細胞に高効率で遺伝子導入することか

ら、本臨床研究では、抗 CD3抗体であるオルソクローンOKT3(OKT3)による活性化

とTリ ンパ球増殖因子であるインターロイキン2(■-2)の存在下で増殖するTリ

ンパ球が標的細胞として使用される。

4.遺伝子導入方法の機略及び当該導入法を選択 した理由

4。 1.遺伝子導入方法の概略

自己末梢血リンパ球 (PBL)に TCR α鎖及びβ鎖遺伝子を導入するにあたっては、

組換えフィプロネクチンフラグメント(レ トロネクチンCH-296:タカラバイオ(株))

をコートした培養′ヽッグ中にて、Tリ ンパ球にレトロウイルスペクターIMS―bPaを感

染させる。

4.2.当該導入法を選択した理由                 ‐

レトロウイルスペクターは感染した後に逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、

細胞ゲノムの複製に伴つて複製されるために、導入遺伝子を長期にわたり発現しう

る.また、レトロウイルスペクターによる末梢血 Tリ ンパ球への遺伝子導入効率が

高いことが知られている。さらに、多くのMoMLVベ ースのレトロウイルスペクター

がヒト血液細胞への遺伝子導入に利用されており、過去の T細胞遺伝子治療におい

て重篤な副作用は報告されていない。以上の理由により、自己 PBLへの TCR α鎖及

びβ鎖遺伝子を導入する方法として、レトロウイルスペクターを選択した。

43.レ トロウイルスペクターの選択根拠

他の遺伝子導入ベクターとして、アデノウイルスペクターやウイルスを利用しな

いNaked DNAベ クターが使用されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込

まれて長期にわたり安定に発現する効率が低いことが知られている.一方、レトロ

ウイルスにより遺伝子導入する場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞

染色体に組み込むことが可能である。レトロウイルスペクターIIS―bPaを選択したも

うひとつの根拠は安全性である。すなわち、もとになる MS―bPa DNAは、野生型レ

トロウイルス由来の gag、 ,ol、 envを コードする遺伝子の全てを欠如しており、こ

のDNAのみを通常の細胞に導入したのではウイルス粒子を産生することはない。ま

た、ウイルスペクター製造に用いるパッケージング細胞株 PG13は、すでに世界的

に広く使用されているパッケージング細胞株であり、American Type Culture

Collection(ATCC)か ら購入可能である (CRL-10686)。 本パッケージング細胞株に

おいて、gag、 polをコードするDNA断片とenvをコードするDNA断片とが染色体上

の異なった位置に導入されているため、RCRが出現する可能性は極めて低いと考え

られる.

5。 ウイルスペクターを用いた遺伝子導入

5。 1,野生型ウイリレスの生物学的特徴及び人に対する影響

レトロウイルスベクターMS―bPaの もとになる野生型ウイリレスはMollfLVで あり、以

下のようなウイルス学的特徴を持つ。形態的には直径約 100 nmの 球形の C型粒子

に分類され、ウイリレスコアをエンペロープが囲っている。ウイルスゲノムは分子量

約3X106の 1本鎖 RNAで、相同のRNA分子が2分子、ウイルスコア中に存在する。

レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス及びスプーマレトロウイルスの 2つの

工科に分類される。IIollLVは オルソレトロウイルス亜科のガンマレトロウイルス属
に属する、マウスを宿主とする自血病ウイルスの一種である.マウス白血病ウイル

スはAKRや C58系マウスの自然発症白血病の病原ウイルスであるが、MoMLVは実験



室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。

オルソレトロウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性自血病、

自血病、がんであり、野生マウスの後肢麻痺を招く神経向性ウイルスも知られてい

る。肉腫ウイルスや急性白血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換え

により形成されるが、‖oMLVは細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKR

や C58系 マウスでのみ自血病を誘発する。病理学的には胸腺リンパ腫を原発とした

自血病所見を示し、膊臓への浸潤が顕著に認められる。駅 マウスの自然発症白血

病に対しては抗 AKR ttV血清が効果を示し、発症を握証させることが報告されてい

るが、XobLVに対する血清の効果については不明である。ヒトヘの感染の報告はな
い。   _

5.2.ウイリレスベクターの作製方法

①鵬―bPa Dh「Aベクターの構築
レトロウイルスペクターMS―bPa産生細胞株の構築に使用したプラスミドである

MS―bPa DNAベ クターは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて構築された。Mo肌Vプ
ロウイルスの 5'―LTR及び 3'―LTRを含み、ウイルス蛋自をコードする配列を全く含
まないレトロウイルスペクターであるrベクターのプロウイルス配列を含むプラ
スミドがr DNAベ クターであり、LIT DNAベ クターの 3′

―LTRを MSCWプロウイルス
の r tTRで置換したものがlIS皿 ベクターである。MSDMベ クター0マルチブル
クローニング贅 卜に、TCRβ 鎮画腱のコード域、マウスFPGK及び TCRα tt cDNA

のコード域を組み込むことによりMS―bh DNAベ クターを構築した.

②パッケージング細胞株の構築
本臨床研究において使用するパッケージング細胞株は、PG13で、パッケージング

に必要なウイルス遺伝子を 2種類のプラスミ ド(1つは gagと pol、 もう 1つ は e■v

遺伝子)で別々に導入した細胞株である.古い世代のパッケージング細胞株と比較

して、このアプローチは RCR出現のリスクは極めて少ないことが知られている。

③ウイルス産生細胞株の構築
gag―pol遺伝子発現プラスミドであるbGP、 エコトロピックenv遺伝子発現プラ

スミドであるpE―eco及びウイルスプラスミドベクタニ洲s―bPaベクターを293T細

胞にコトランスフェクトした。培養上清中には、マウス由来のパッケージング細胞
である PC13に効率よく感染するエコトロピックレトロウイルスペクターMS,bPaが
一過性に産生される。この培養上清を PG13細胞に感染させ、限界希釈法により4El

胞をクローニングした。こうして得られたクローンから,高力価なアンフォトロピ

ックウイルスを産生するクローン llS―bPa 120を 得た。これをマスターセルバンク
(MCB)用 シードセリレとして樹立し、これを培養して MCBを作製した.

④レトロウイルスペクタ,MS―bPaの製浩

本臨床研究において使用するレトロウイルスペクターMS―bPaは、バンキングされ
たウイルス産生細胞株 CMCB又はワーキングセルバンク CITCB)〕 の培養上清を回収
することにより製造する。製造は全て管理された製造エリアにてGMP遵守下で行わ
れる。

5。 3.ウイルスペクターの構造

レトロウイルスペクターMS―bPaはパッケージングシグナルとしてΨ十を有し、
gag、 pol、 envをコードする配列を持たない.

5.4.ウイルスペクターの生物学的特徴
パッケニジング細胞株PG13は、GaLVのエンベロープ蛋白を持つレトロウイルス

ペクターを製造するためのパッケージング細胞株で、この細胞により産生されるレ
トロウイルスペクターはマウス、ラット、サル、ヒト等を含む多くの種の哺乳類細
胞に感染しうる。また、レトロウイルスペクターMS― bPaは増殖能を欠いているので、
遺伝子導入した末梢血 Tリ ンパ球内でウイルス粒子を形成することはない。したが
って、RCRが出現しない限り周囲の細胞に感染することはない。

安全性についての 1.遺伝子導入方法の安全性

1.1。 遺伝子導入に用いるウイルスペクターの純度

7/15



レトロウイルスペクターMS―bPaを安定かつ安全に供給するために、ウイルス産

細胞にはセルバンクシステムを使用する。MCBの 作製・保存及びレトロウイルスペ

クターMS―bPaの製造は OMP管理下で行う.組成と品質の確認された培地及び試薬を

使用し、特にウシ胎児血清はウシ海綿状脳症非発生国産のものを使用する.

創 CBの作製法

ウイルス産生細胞鵬―bPa 120の初代細胞ストックより作製された Prinary Seed

Bankが拡大培養され、ウイルス産生細胞MCBが 働P遵守下で作製された。llCBの作

製においては組成と品質が確認された培地及び試業が使用された。作製されたMCB

に関しては、以下の品質試験が行われた.

‐
1.マ イコプラズマ否定試験 (培養法、DNA染色法)

2.in vivoウ イリレス試験

3.in vitroウ イルス試験

4.RCR試験 (細胞)(293細胞で増幅後、PG-4S+L―アッセイ)

5。 RCR試験 (上清)(293細胞で増幅後、P卜4S+L―アッセイ)

6.XCプラークアッセイ
7.マ ウス抗体を牛試験 (MAP試験)

8.無菌試験 (日 本薬局方)

9.ウ シウイルス試験
10.ヒ トウイリレス試験
H.アイソザイム分析による細胞の由来動物種同定

12.組み込まれたペクター遺伝子の組み込み数試験

13.導入遺伝子配列解析
14.細胞生存率試験 (ト リバンブルー)

15.産生ウイルスの力価試験
16.導入遺伝子の機能確認

②レトロウイルスペクターMS―bPaの製造方法

MCBの細胞を拡大培養した後、培地を交換し翌日に培養上清液を回収する。回収

した培養上清は、保管、精製することなく引き続きレトロウイルスペクター製造工

程に用いる.回収した培養上清液を 0.22μ口のミリポアフィルターで濾過滅菌した

後、ウイルスペクターとして凍結保存バックに小分け分注を行い、使用時まで凍結

保存する.以下の品質試験を行う.

1.マイコプラズマ否定試験 (培養法)

2.in vivoウ イリレス試験

3,in vitroウイルス試験

4.RCR試験 (293細胞で増幅後、PG-4S+L―アッセィ)

5,無菌試験 (日 本薬局方)

6.エンドトキシン試験 (日 本薬局方)

7.導入遺伝子配列解析

8.産生ウイルスの力価試験

9.導入遺伝子の機能確認

1.2.患者に投与する物質の純度及びその安全性

患者に投与されるのはレトロウイルスペクターMS― bPaによりTCRα 鎖及びβ鎖遣

伝子を導入した患者由来 Tリ ンパ球である。

1.3.増殖性ウイルス出現の可能性

①レトロウイルスペクターの安全性

本臨床研究で使用するレトロウイルスペクターllS―bPaのゲノムは MoMLV由 来の
gag、 pol、 envを コー ドする遺伝子を完全に欠如している。また、パッケージング

細胞株として PGi3を用いるので、RCRの出現する可能性は極めて低いと考えられ

る.レ トロウイルスペクターMS―bPaの試験項目にRCR試験が含まれており、RCR

ｎ

ｕ
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性のレトロウイルスベクターを臨床使用する。また、治療後には患者末梢血中のRCR

を測定する。

②パッケージング細胞の安全性
レトロウイリレスベクターMS…bPaを作製する際に使用されるパッケージング細胞

PG13は、第 3世代のパッケージング細胞株であり、RCRを産生する可能性は極めて

低い。すなわち、パッケージングに必要なウイルス遺伝子がpLGPS及び pttV―GaLV

Seato envと いう2個の DNA断片として別々に導入されていることに加え、どちら
の DNA断片もΨパッケージングシグナルと 3′

―LTRを欠失しているので、gag― pol

遺伝子やenv遺伝子がウイルス粒子内にパッケージングされて細胞外に出ることは

ない.

PC13と同じ第 3世代のアンフォトロビック系パッケージング細胞株 GP+envAm12

を用いて産生したレトロウイルスペクター中に RCRを検出したことが 1996年 に

Chongら により初めて報告された。RCR出現の頻度を測定することは困難であるが、

過去 4年間、CPキ env加 12細胞を用いてウイルス産生細胞株を樹立し、60以上のウ

イルスについて RCRチェックを試みたが検出されなかつたため、極めて低い頻度と

考察されている。なお、PG13を用いてレトロウイ,レスベクターを作製する過程で
RCRが出現したという報告はない.

1.4遺― 導入に用いるウイ′ルスペクターの細胞傷害性
レトロウイルスペクターによる遺伝子導入過程において、細胞を傷害することは

ないと考えられている。一方、細胞染色体上の遺伝子導入位置によっては細胞の生

存・増殖に必須な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうるが、こ
のような細胞の割合は少ないと考えられる.なお、レトロウイルスペクターを用い

た遺伝子治療において細胞傷害性は報告されていない.

1.5。 体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性
本臨床研究では、息者 Tリ ンパ球に Ox vivo(生体外)で TCRα 鎖及びβ鎖迪伝

子を導入し、拡大培養や細胞洗浄等の工程を経た後に患者に投与する。使用したレ

トロウイルスベクターMS―bPaはこの過程でほぼ完全に除去され、また、レトロウイ
ルスは比較的不安定なウイルスなので、細胞培養中に大部分は不活化されると考え
られる。また、マウス細胞由来のパッケージング細胞株により生産されたレトロウ
イルスペクターはヒト血清中の補体により速やかに不活化されるため、たとえレト
ロウイルスペクター粒子が患者体内に侵入しても、それが原因で患者体内において
遺伝子導入が起こる可能性は低いと考えられる。また、レトロウイルスペクター

MS―bPaは増殖能を欠いているので、遺伝子導入した患者 Tリ ンパ球内でウイルス粒
子を形成することはなく、RCRが出現しない限り標的細胞以外の細胞に遺伝子導入
が起きることはない。

1_6.患者以外の人に遺伝子が導入される可能性

本臨床研究の細胞調製は、当該操作に十分な知識と経験を有する研究者のみが行
う。一連の細胞調製操作時には、マスク、手袋、実験用衣服を着用し、レトロウイ
ルスペクターの皮膚等への付着を防止する.このような配慮により、細胞調製作業
者に遺伝子が導入される可能性は極めて低いと考えられる.遺伝子導入操作は P2

レベルの細胞調製施設において、可能な作業は閉鎖系で行い、開放系での作業は細
胞調製施設内に設置されたクラスⅡ安全キャビネット内で行う。また、レトロウィ
ルスペクターを含む廃液の全ては高圧蒸気滅菌後に廃棄される。以上のようにして
レトロウイリレスペクタ

「

MS―bPaの環境中への拡散及び環境中における予期しない

遺伝子導入を防止する。レトロウイルスペクターMS―bPaは増殖能欠損型なので、患
者を介して患者以外の人に遺伝子導入が起こる可能性は、大量の RCRが患者体内に

存在しない限り非常に低い。

1.7.染色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点
レトロウイルスペクターは細胞染色体上のランダムな位置に組み込まれるので、

その挿入位置によっては細胞の生存や増殖等の機能に影響を及ぼすことがある。細
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子の近傍に挿入され、胞の生存や増殖に重要な遺伝子の近傍に挿入され、その遺伝子の発現が抑制されたllLVノ E■T,′ 日7口 子ヽ 目さコ V‐■31A J Vノ 翼ュ [万 :ヽ コTノヽC alし  ヽ ヽ V′ ■3:`へ J V′ フ●●●′V~rl・ :IIり ζ
`・

Iし′L

場合には細胞は死に至る可能性がある。ただし、このような細胞は遺伝子導入細胞

のごく一部であると考えられるので、患者への影響は極めて小さい。一方、がん遺

伝子の近傍に挿入され、レトロウイルスペクターのLTRが有するエンハンサー・プ

ロモーター活性によりその遺伝子の発現量が増加した場合、及び、がん抑制遺伝子

の近傍に挿入され、その遺伝子の発現量が減少した場合には、その細胞が異常増殖

する可能性がある。

1.8.がん原性の有無

レトロウイルスペクターの染色体への組み込みが細胞の増殖にとつて正に働く

場合には、 卜派のとおり異常増殖によるがん化の問題が出現する.実際に、CD34

●J・性細胞を遺伝子導入の標的細胞とした X連鎖重症複合免疫不全症 α―SCID)の フ

ランスでの遺伝子治療において、合計 4例の自血病発症が報告されている.本臨床

研究における遺伝子導入標的細胞である成熟Tリ ンパ球のがん化のリスクは浩命幹

細胞に比べて低いとの見解が、ICHの遺伝子治療専門家グループから出されている.

過去に実施された T細胞を遺伝子導入の標的細胞とした遺伝子治療において、遺伝

子導入細胞のがん化は報告されていない.また、レトロウイルスペクターで遺伝子

導入した Tリ ンパ球を投与した 46例のフォローアップ (最長 9年間)において、

遺伝子導入 Tリ ンパ球のクローン増殖が認められなかったとの報告がある。なお、

本臨末研究では、遺伝子導入細胞の患者体内におけるクローン増殖をLA「PCRによ

ってモニタリングして、遣伝子導入細胞の異常増殖の有無を評価する。

2.遺伝子産物の安全性

導入遺伝子の産物は、可変領域の配列に違いがあるものの、標的細胞であるT細

胞は内在性に TCRα鎖及びβ鎖を発現している.したがって、導入遺伝子が発現す

ることにより標的細胞が獲得する性質は、異なる抗原特異性だけであると考えられ

る。Ex宙 voで培養、増殖させた T細胞クローンを大量に投与する臨床試験におい

て、重大な有
―

は併用した化学療法剤又は IL-2に よるものだけであったとの

報告がある。このことから、特定の TCR可変領域を持つ T細胞の大量投与による安

全上の問題は小さいと考えられる。

前述 したとおり、本臨床研究における遺伝子導入の標的細胞の大半は内在性に

TCR α鎖及びβ鎖を発現している。ここに新たに LIAGE―A4に対する TCR遺伝子を導

入するので、遺伝子導入細胞において 2種類の配列のα鎖及びβ鎖が発現する.こ
のため、(1)予測不可能な抗原特異性を持つ混合 TCR 2量体の形成、(2)自 己抗原

特異的 TCRを有する無応答 T細胞の、導入されたTCRか らの刺激による活性化及び

(3)腫瘍抗原ペプチドと HLA分子との複合体が、自己抗原ペプチドと患者の HLA

アレル (対立遺伝子)との複合体の立体構造に酷似していることによる、自己細胞

の攻撃、のいずれかのメカニズムにより、理論的には自己免疫疾患を発症する可能

性が指摘されている.

ただし、メラノーマ抗原に対する TCR遺伝子を用いた臨床試験において遺伝子導

入細胞による毒性は認められていないことから、TCR遺伝子を導入した T細胞が自

己免疫疾患を引き起こす可能性は否定できないものの、臨床における安全性は確保

されていると考えられる.

3.細胞の安全性

3.1.遺伝子導入細胞の調41t方法

以下に示す遺伝子導入細胞の調製にかかわる全ての操作は二重大学医学部内に

設置された P2レベルの細胞調製施設内で行う.また、細胞調製操作時には、品質

が確認された試薬、培地類を使用し、清浄度クラス 100、 クラスⅡ安全キャビネッ

ト内で、又は可能な工程については閉鎖系で細胞を取り扱うことにより、他の患者

由来の細胞や外来微生物の混入を防止する。

遺伝子導入Tリ ンパ球調製工程の概略は以下に示すとおりである。すなわち、OKT3

及び組換えヒト】L…2を含む培地で患者 リンパ球の培養を開始し、レトロウイルス

ペクターMS―bPaを結合させたレトロネクチンCH-296コ ートパッグに上記活性化 T

リンパ球懸濁液を添加して ることにより遺伝子導入を合計 2回行い、拡大培

０
こ
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養後に細胞を洗浄・濃縮・回収するというものである。こうして得られた細胞懸濁
液に凍害保護液を添加し、凍結保存パッグに移した後、凍結保存する.

3.2.培養細胞の純度

遺伝子導入後の細胞中に遺伝子導入されていないTリ ンパ球やその他の細胞が混
在すると予測されるが、もともと患者末梢血中にあつた細胞であり問題はないと考
えられる。また、細胞培養の際に使用する原材料の残留は極めて微量であり、これ
らが生体に及ぼす影響は限りなく少ない。TCR遺伝子導入リンパ球は、「3.4.被験
者に投与する細胞の安全性」に記載の試験によって品質が担保される。

3.&細胞の遺伝子型、表現型の安定性
リンパ球と遺伝子導入細胞の遺伝子型の違いは、後者には TCR α鎖及びβ鎖の遺

伝子が導入されていること、及び、レトロウイルスペクターLIS―bPaのプロウイリレス
配列が染色体内のランダムな位置に挿入されていることである。本臨床研究で遺伝
子導入する細胞は成人 PBrであり、挿入変異によって細胞のがん化が起きる可能性
は大変低いと考えられるが完全には否定できないので、LAM―PCRによるモニタリン
グを行う予定である.OKT3で刺激することによって CD3陽性細胞が活発に増殖し、
その結果として CD3陽性細胞の割合が増加する。またゝ一般にリンパ珠を ex vivo

で培養するとCD4陽性細胞の割合が減少し、CD8陽性細胞の割合が増加する。しか
し、培養後の細胞集日を構成する個々の細砲のサプタイプは末構血中に存在するも
のであり、これを患者に投与しても安全性に問題はないと考えられるe Sauιeら は、
PBMCを OK13や IL-2を含む培地でex宙 voにて培養すると、リンパ球の表現型が変
化するが、レトロウイルスベクターの感染による変化は特に認められないことを報
告している.ex vivoで培養したリンパ球や TCR遺伝子を導入したリンパ球を用い
たRosenbergら の臨床研究では、移入 T細胞の安全性に対する問題は報告されてい
ない。また。レトロウイリレスペクターによりTCR遺伝子を導入した臨床試験では、
6日から9日 という比較的短期間のex viVo培養 Tリ ンパ球の群において移入 Tリ
ンパ球が患者生体内で長期間観察されたことが報告されている。本計画においても
同様に短期間培養した遺伝子導入 Tリ ンパ球を使用する予定である.

3.4.被験者に投与する細胞の安全性
以下の試験を行うことにより遺伝子導入細胞の品質を担保する.安全性が確認さ

れるまで凍結保存され、安全性が確認された後に使用される。

1.マイコプラズマ否定試験 OCR法 )

2.RCR試験 (RT― PCR法 )

3.無菌試験 (日 本薬局力
4、 エンドトキシン試験 (日 本薬局方)

5,細胞生存率試験 (ト リバンブルー)

6.細胞数試験
7.遺伝子導入効率試験
&導入遺伝子の機能試験

遺伝子治療臨床研究

の実施が可能である

と判断する理由

以下の理由により本臨床研究は実施可能と判断される。        ~ ~
①臨床ニーズ

再発食道癌の患者の 50%生存期間は約 6ヶ 月である.さ らに、化学療法等の治療
に抵抗性となれば、もっばら栄養管理等の緩和医療以外の手立てがないのが現状で
ある。本臨床研究は、絶対予後不良かつ他に有効な治療法がない患者を対象として

おり、このような患者に対する有効な治療手段開発の臨床二
=ズ

が存在する。

②品質 。安全性
本臨床研究は、腫瘍抗原 mGE―A4を認識するCTLク ローン由来のTCR遺伝子をレ

トロウイルスペクターにより遺伝子導入した自己リンパ球を患者に投与する。この
製造過程は十分に確立され、また、調製された輸注用のTCR遺伝子導入リンパ球の
品質は、調製時毎に確保される。

伝子導入する細胞は、小児由来の造血幹細胞ではなく、成人末梢

つ
０
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血由来の Tリ ンパ球であり、Tリ ンパ球への遺伝子導入の場合、レトロウイルスペ

クターによるがん化のリスクは極めて低く、対象疾患とのリスク・ベネフィットを

総括すると、レトロウイルスペクターを使用した遺伝子治療の施行に問題はない。

免疫不全マウスにTCR迪伝子導入ヒトリンパ球を投与した安全性比較試験におい

て、対照とした非遺伝子導入ヒトリンパ球と比較して,遺伝子導入に起因する毒性

所見は観察されなかった.

レトロウイルスペクターによる遺伝子導入で同様にして調製された、他の腫瘍抗

原を認識する TCR遺伝子導入リンパ球のヒトヘの投与は、NIHの Rosenbergら のグ

ループで既に実績がある。

③期待される有効性

二重大学にて調製された MAGE―A4TCR遺伝子導入リンパ球は、mGE―A4陽性・

HLA―A2402陽性の腫瘍細胞株に対して特異的な細胞傷害活性を示すことが in vitro

において確認されている。またっ免疫不全マウスにヒト腫磨細胞株を接種したモデ

ル実験において、TCR遺伝子導入ヒトリンパ球投与に特異的な腫瘍径増大抑制効果

が認められた。

NIHの Rosenbergら は、転移性悪性黒色腫患者 17例に腫癌抗原 llART-1の TCR遺

伝子導入リンパ球を投与する遺伝子治療臨床研究を行った結果.2例 (12%)に PR

(部分奏功)を認めており、更に、同グループは、より親和性の高い TCR遺伝子を

導入した Tリ ンパ球を使用することにより、悪性黒色腫患者 36名中 9名 について

腫瘍退縮を観察している.

従つて、本臨床研究においても同様の抗腫瘍効果が見込まれる可能性がある。

④当施設・研究者の能力

当施設の総括責任者及び研究者 (宮田、山時、和田、冨田)はリンパ球アフェレ

ーシス、細胞品質管理、腫瘍抗原由来蛋白を用いた癌ワクチン臨床試験の実施と末

梢血を用いた免疫学的解析の経験者であり、さらに対象疾患である食道癌に対する

十分な臨床経験 (食道癌治療 150例以上)を有している。これらのことから、当施

設における研究者は本臨床研究を行うために必要な能力を十分に有していると判

断する。

⑤臨床研究薬の調製

被験者へ投与されるTCR遺伝子導入リンパ球は、遺伝子ベクター調製、リンパ球

アフェレーシス、遺伝子導入、細胞培養、品質管理及び腫瘍抗原由来ベプチ ドワク

チン臨床試験の経験者である二重大学大学院医学系研究科の珠玖、影山、池田によ

る監督・管理下のもとで二重大学にて嗣製される。

③安全・効果評価・適応判定中央部会

本臨床研究は多施設共同臨床研究として実施されることから、安全性や有効性の

評価、被験者登録の可否について統一された評価基準にて行うことが必要である。

そのため、各医療機関から安全性や有効性の評価、適応の判定を行うための委員を

選出し、安全 。効果評価 ◆適応判定中央部会を設置する.

実 施 計 画 1。 本臨床研究の実施手順

治療抵抗性食道癌患者よリー次登録時の選択基準・除外基準に適合する患者を選

定し、本臨床研究への一次登録を行う.

大阪大学医学部附属病院においてアフェレーシスにて自己PBLを採取し、三重大

学細胞調製施設に搬送する。三重大学細胞調製施設で自己PBLに MAGE― A4‖ 3■ 5!ペブ

チドを認識する TCRα 鎖及び β鎖遺伝子をレトロウイルスペクターにて導入し、

得られた TCR遺伝子導入リンパ球をex vivo培養し、マ旦凍結保存する。

三重大学細胞調製施設にて調製した TCR遺伝子導入リンパ球の品質が確認され

た後、大阪大学医学部附属病院に TCR迪伝子導入リンパ球が提供される。二次登録

の前に再度文書にて同意を取得し、二次登録時の選択基準を満たし、除外基準に抵

触しないことを確認したうえて本臨床研究への二次登録を行う。

TCR遺伝子導入リンパ球 (単回投与)を経静脈的に投与する.

l日 投与量 300 μ gの LACE―A41.1_.1ペ プチドと不完全フロイントアジュバントとの
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を、 リンパ球投与日を0日 として 14日 目及び 28日 日の2日

間の計 2回、皮下投与する。

追跡調査を行った後、本遺伝子治療の安全性 (有害事象、臨床検査、RCR、 LШ―PCR)、

TCR遺伝子導入リンパ球の血中動態及び腫瘍組織への浸潤、腫瘍特異的免疫反応及
び腫瘍縮小効果を評価する.

TCR遺伝子導入リンパ球投与後 63日 目に本臨床研究を終了とする。

TCR遺伝子導入リンパ球数の設定

投与する TCR遺伝子導入リンパ球数は 1回投与量 2X108個、l X 109個 、5× 109

個の各コホー ト別とする。各コホートは 3例とし、1回投与量を lX103個 .5X109
個へと増加させる.ただし、有―

が発現した場合には、投与量増加基準に従っ

てそのコホートの症例数を増加し,安全性の評価を強化する。

2.被験者の選択基準及び除外基準

選択基準 (一次登録):
以下の全ての基準を満たす患者を対象とする。

1)組織診で確定診断の得られた食道癌の患者
2)根治切除不能かつ標準的な治療法 (化学療法、放射線療法等)抵抗性の臨床病

期Ⅲ期あるいはⅣ期 (DDI分わ の食道獲患者、又は術後あるいは初口赦射線化
学療法後に再発転移をきたし治療抵抗性となった食道癌患者

3)HLA―A2402陽性の患者
4)PCR法にて腫瘍組織に llAGE―A4発現が確認されている患者       .
5)画像診断等による臨床効果判定に必要とされる測定可能な腫瘍病変を有する患

者
6)ECOC Perfo「 mance Status O～ 1の息者
7)本臨床研究参加時点の年齢が 20歳以上 75歳以下の患者
8)細胞採取時に前治療 (手術、化学療法、放射線療法)終了から 4週間以上の経

過が見込める患者
9)同意取得後 4ヶ 月以上の生命予後が見込める患者
10主要臓器 (骨髄、心、肺、肝、腎等)に高度な障害がなく、臨床検査が以下の

基準を満たす患者
。自血球数      ≧ 1000/m3

・好中球数      ≧ 1,500/mm3

・ヘモグロビン    ≧ &Og/dL
・血小板数      ≧ 100.000/mn3

・総ビリルピン (T―Bil)≦ &O mg/dL
・ AST(00つ 、ALT(CPT)≦ 1501U/dL
・クレアチニン (Cr) ≦ 2 0 mg/dL
・動脈血酸素分圧 70torr以上、または動脈血酸素飽和度 94%以上

11)免疫組織染色法にて腫瘍組織にHLAク ラス I分子発現が確認されている患者
12)治療内容を理解し、本人の自由意思による同意を文書で得られた患者

除外基準 (一次登録):

以下のいずれかの基準に抵触する患者は除外する。
I)以下の重篤な合併症を有する患者

・不安定狭心症、心筋梗塞又は心不全
・コントロール不良な糖尿病又は高血圧症
・活動性の感染症
・胸部 X線検査による明らかな間質性肺炎又は肺線維症
・自己免疫疾患
・出血傾向 〔プロトロンピン時間 (PT)<50%。 活性化 トロンポプラステン時

間 (APTT)>60 sec、 フィプリノゲン (Fb8)<100 mg/dL、 フィプリン分解
産物 (FDP)>20 μg/mLD

・血栓形成傾向
の既往歴を有する患者

Ｅ
Ｕ
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鋤 HBs抗原、HCV抗体、HIV抗体、HTLV-1抗体のいずれかが陽性であ

4)コ ントロール不能な胸水・腹水 。心嚢水を有する患者

5)制御困難な脳内転移を有する患者

0副 腎皮質ステロイ ド剤又は免疫抑制剤を全身投与中の患渚

η MAGE‐ A4143‐ 51ペプチ ド投与に適さない患者(例えばMACE―A4‖3■馴ペプチ ドの成分、

アジュバントに対して過敏症の既往を有する患者)

8)本臨床研究参加への同意に影響を及ぼすような精神疾患、薬物依存症等の疾患

を有する患者

9妊娠中、授乳中,妊娠している可能性のある女性又は妊娠を希望している女性

患者.又は挙子希望の男性自者 (ただし、遺伝子治療前に精子を凍結保存し、

その精子を用いて子供をもうける場合は該当しない)      ・

10)一次登録前 4ヶ 月以内に他の臨床試験 (臨床研究)に参加している患者

11)その他、総括責任者又は分担研究渚が不適当と認めた患者

選択基準 (二次登録):

以下の全ての基準を満たす患者を対象とする。

1)本臨床研究における最小輸注量 (2X108個 )の TCR遺伝子導入リンパ球が得ら

れた患者
2)画像診断等による臨床効果判定に必要とされる測定可能な腫瘍病変を有する患

者                  ,
9 ECOC Performance Status O～ 1の患者

4)主要臓器 (骨髄、心:肺、肝、腎等)に高度な障害がなく、臨床検査が以下の

基準を満たす患者                           ′
。自血球数      ≧ 3i000/mm3

・好中球数      ≧ 1,500/mln3

・ヘモグロビン    ≧ 8.Og/dL
・血小板数      ≧ 100:000/mm3

・総ビリリレビン (T―Bil)≦ 2.0口g/dL

o AST(GOT)、 ALT(CPT)≦ 1501U/dL
・ クレアチエン (Cr) ≦ 2.O m8/dL

・動脈血酸素分圧 701orr以 上、または動脈血酸素飽和度 94%以上

5)一次登録後に同意撤回がなく、治療内容を理解し、本人の自由意思による同意

を文書で得られた患者

除外基準 (二次登録):

以下のいずれかの基準に抵触する患者は除外する.

1)以下の重篤な合併症を有する患者
・不安定狭心症.心筋梗塞又は心不全
。コントロール不良な糖尿病又は高血圧症
。活動性の感染症
。胸部 X線検査による明らかな問質性肺炎又は肺線維症
・自己免疫疾患
。出血傾向 〔プロトロンピン時間 OT)<50%、 活性化 トロンポプラスチン時

間 (APTT)>60 scc、 フィプリノゲン (Fbg)<100 mg/dL、 フィプリン分解

産物 (FDP)>20 μg/mL〕

・血栓形成傾向

2)重篤な過敏症の既往歴を有する患者

3)コ ントロール不能な胸水・腹水 。心嚢水を有する患者

4制御困難な脳内転移を有する患者

5)副腎皮質ステロイド剤又は免疫抑制剤を全身投与中の患者

6)llACE―A4‖卜:Ы
ベプチド投与に適さない患者(例えばIIAGE― A4.3‐ ‖1ペプチ ドの成分、

アジュバントに対して過敏症の既往を有する患者)

7)本臨床研究参加への同意に影響を及ぼすような精神疾患、薬物依存症等の疾患

を有する患者

8)妊娠中、授乳中、妊娠している可能性のある している
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患者.又は挙子希望の男性患者 (ただし、遺伝子治療前に精子を凍結保存し、

その精子を用いて子供をもうける場合は該当しない)

9)その他、総括責任者又は分担研究者が不適当と認めた患者

3.被験者の同意の取得方法

本臨床研究の開始に先立ち、総括責任者又は分担研究者は被験者の同意を得るに

際し、大阪大学医学部附属病院内に設置された遺伝子治療臨末研究審査委員会の承

認が得られた同意・説明文書を説明の前又は説明するときに渡し、内容を口頭で詳
しく説明する。その後、自由意思による同意を文書にて取得する (文書による同意

取得は一次登録時及び二次登録時の計 2回行う)。 なお、同意を取得する前には、

質問する機会と本臨床研究に参加するか否かを判断するのに十分な時間を被験者

本人に与え、全ての質問に対して被験者が満足するように答えるものとする.また、

総括責任者又は分担研究者以外の臨床研究コーディネーター等が説明補助を行う
ことも可能とする.

4.― 間及び目標症例数

実施期間は共同実施機関である二重大学医学部附属病院が厚生労働大臣から本
臨床研究実施の承認を得た時点 (2009年 7月 17日 )から 3年間とする。症例毎の

実施期間は TCR遺伝子導入リンパ球輪注後 63日であるが、本臨床研究終了後も当

該被験者の生存期間にわたり、遣
―

ATリ ンパ球の血中動態及び二次発がんや
RCRの有無について追跡調査を実施する。

目標症例数は以下のとおり9例とするが、有害事象が発現した場合には、投与量
増加基準に従ってそのコホートの症例数を最大 6例まで増加し、安全性の評価を強
化する.

1回当たりのTCR遺伝子導入リンパ球輸注量
コホート1  2X101個   3例
コホート2  1X109個   3例
コホート3  5X109個  3例

5.臨床検査項目及び観察項目

検査・観察スケジュール (別紙)に定められたとおりに検査・観察を実施する.

考備

７
Ｊ
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(別紙)検査・観察スケジュール

*ア フェレーシス実施日より約 40日 後 (遺伝

:.ス クリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。
2.治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする。
3.治療期間開始前7日以内の成績の利用を可とする。
4.ス クリーニング101間の測定値が高値例のみ実施。
5.必要に応じて実施。

6.臨床研究終了後も 1年に 1回の頻度でサンプリングを実施。
7.TCR遺伝子導入リンパ球投与前 (治療期間開始前 3日以内の成績の利用を可とする)、 投与 1時間後、3時間後、6時間 I±

2時間)後、及び 12時間 (± 2時間)後.

8.遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法として、個室管理を解除する前に実施。

０
０
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記号・略号一覧表

記号・略号 一般名等・

ALT

APTT

AST

BUN

cDNA

CDR

CEA

Cr

CRP

CT

CTL

D―bil

DNA

EGFR

ELISPOT

Fbg

FDA

FDP

GaLV

GMP

GVHD

HBV

HCV

HIV

HLA

HSA

HTLV‐ 1

1CH

alanine aminotransferase(GPT)

(ア ラニンアミノ トランスフェラーゼ)

activated partial thromboplastin time

(活性化部分 トロンボプラスチン時間)

aspartate aminotransferase(GOT)         ψ

(アスパラギン酸ア ミノ トランスフェラーゼ)

blood urea nitrogen (尿 素窒素)

complementary DNA(相 補的 DNA)

complementarity dete■ lllining region(相補性決定領域 )

carcinoembryonic arltigen(癌 胎児性抗原 )

creatinine(ク レアチニン)

C reactive protein(C反 応性蛋白)

computed tomography(コ ンピューター断層撮影 )

cytOtOxic T lymphocyte(細 胞傷害性 Tリ ンパ球)

direct bilirubin(直 接 ビリルビン)

deoxyribonucleid acid(デ オキシリボ核酸)

epiderlnal gro吼 h factor receptor(上 皮細胞成長因子受容体)

enzyme― linked immunospot

fibrinogen(フ ィプリノゲン)

Food and Drug Administration(《 米》食品医薬品局)

fibrin degradation products(フ ィプリン分解産物 )

Gibbon ape leukemia virus

Cood Manufactur■ ng Practice

(医薬品の製造管理及び品質管理に関する基準)

graft― versus― host disease(移 植片対宿主病)

hepatitis B virus(B型肝炎ウイルス)

hepatitis C virus(C型肝炎ウイルス)

human inIIlunodeficiency宙 rus(ヒ ト免疫不全ウイルス)

human leukocyte antigen(ヒ ト自血球抗原)

human seruln albumin(ヒ ト血清アルブミン)

human T-lymphotrophic viruS type l(ヒ トT細胞 向性 ウイル ス 1型 )

International   Conference  on  Harmonisation  of  Technical

Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use

(日 米 EU医薬品規制調和国際会議)              ´

ｎ
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IL-2      1 interleukin 2(イ ンターロイキン 2)

ITAM             l inHlunOreceptor tyrosine― based inhibitory motif

LAM―PCR     l linear amplification mediated― PCR

LTR       1 long terminal repeat(末 端反復配列)

MAGE―A4          1 melanOma associated antigen― A4

皿 RT-1     1 melanoIIla antigen recognized by T cells-1(メ ラ ノー マ 抗 原 -1)

MCB       l master cell bank(マ スターセルバンク)

蔽        l major histocompatibility coIIplex(主 要組織適合抗励

MLV       l murine leukemia宙 rus(マ ウス白血病ウイルス)

MoMLV      I MolOney murine leukemia virus(モ ロニーマウス白血病 ウイルス)

MSCV      I IIlurine stem cell virus(マ ウス 幹 細 胞 ウイ ル ス )

NCI       I National Cttcer hstitute(0い 国立癌研究所 )

NIH             I National lnstitutes of Health (《 米》 国立衛生石汗,七万斤)

OKT3      1 0rthoclone OKT3(オ ル ソク ロー ン OKT3:抗 CD3抗体 )

PBL       l peripheral blood lyl■ phocyte(末梢血 リンパ球)

PBMC             l pelipheral blood mononuclear cell (ブ tlit」正増自t亥勇R)

PCMV             I PCC4-cell― passaged myeloproliferative sarcoma virus

PCR       l polymerase chain reaction(ポ リメラーゼ連鎖反応)

PET       l positron emission tolnography(陽 電子放出断層撮影)

PGK       l phosphoglycerate kinase(ホ スホグリセリンキナーゼ)

PR       l partial response(部分奏効)

PT       l pibthrombin time(プ ロ トロンビン時間)

QOL       l quality Of hfe(ク オリティ・ オブ 。ライフ :生活の質)

RCR       l replication competent retrovirus(増 殖性レトロウイルス)

rhIL-2     1 recombinant huIIlan interleukin 2(組 換えヒトインターロイキン 2)

SCC       I Squalnous cell carcinoma related antigen(扁 平上皮癌関連抗原)

T―bil     l total bilirubin(総 ビリルビン)

TCR       I T cell receptor(T細 胞受容体)

TIL       l ttlnor_infiltrating lymphocyte(腫 瘍浸潤 リンパ球)

TRALI      l transfusion―related acute lung injury(輸血関連急性肺障害)

UA       l ureic acid(尿 酸)

０
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I。 遺伝子治療臨床研究の名称

LIAGE―A4抗原特異的 TCR遺伝子導入リンパ球輸注による治療抵抗性食道癌に対する遺伝子

治療臨床研究
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Ⅱ。総括責任者及びその他の研究者の氏名並びに当該遺伝子治療研究において

果たす役割

Ⅱ。1総括責任者の氏名

土岐 祐一郎

大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻 外科学講座 消化器外科 教授

遺伝子治療臨床研究の総括

Ⅱ。2総括責任者以外の研究者の氏名及びその担当する役割

氏名 所属 役職 役割分担

和 田 尚 大阪大学医学部附属病院

消化器外科
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登録医
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外科系臨床医学専攻
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遺伝子・免疫細胞治療学講座
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品質管理責任者、遺伝子導入細

胞製剤の品質管理責任者

池田 裕明 二重大学大学院医学系研究科

遺伝子・免疫細胞治療学講座

准教授 レトロウイルスベクター製剤の

製造管理責任者、遺伝子導入細

胞製剤の製造管理責任者

遺伝子導入細胞製剤の体内動態
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今井 奈緒子 二重大学大学院医学系研究科
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外部協力者

氏名 所属 役職 役割分担

峰野 純一 タカラバイオ株式会社

細胞 。遺伝子治療センター
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長
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Ⅲ.実施施設 の名称及びその所在地

Ⅲ.1当該実施施設の名称及び所在地

名称 :大阪大学医学部附属病院

所在地 :〒 565司871 大阪府吹田市山田丘 2番 15号

TEL. 06-6879-511l  FAX. 06-6879-3259

Ⅲ.2細胞を調曜する施設の名称及び所在地

名称 :二重大学医学部附属病院

所在地 :二重県津市江戸橋二丁目 174番地

TEL:059-232-111l  FAX:059-321-5276

Ⅲ。3当該実施施設以外に本臨床研究の実施を予定する施設の名称及びその所在地

名称 :二重大学医学部附属病院

所在地 :二重県津市江戸橋二丁 目 174番地

TEL: 059-232-111l  FAX:059-321-5276

名称 :財団法人 田附興風会医学研究所 北野病院

所在地 :大阪市北区扇町 2丁 目 4番 20号

TEL:06-6312-8831  FAX1 06-6312-8867

ｎ
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Ⅳ。遺伝子治療臨床研究の目的

本臨床研究は、標準的な治療法 (化学療法、放射線療法等)による効果が期待できない

治療抵抗性の食道癌患者を対象として、腫瘍抗原 MAGE―A4を HLA―A2402存在下で特異的に

認識する T細胞受容体 (T cell receptor:TCR)α 鎖及びβ鎖の遺伝子をレトロウイルス

ベクターにより遺伝子導入 した自己リンパ球 (TCR遺伝子導入リンパ球)輸注について、そ

の安全性、体内動態及び臨床効果を以下のエンドポイントにより評価することを目的とす

る。

① 主要エンドポイント

・ 本遺伝子治療の安全性 〔有害事象、臨床検査、増殖性レトロウイルス (replication

competent retro― :RCR)、 linear ttplificatiOn mediated― PCR(J酢¶m)〕

② 副次エン ドポイント

o TCR遺伝子導入リシパ球の血中動態及び腫瘍組織への浸潤

・ 腫瘍特異的免疫反応

o腫瘍縮小効果

つ
０
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V。 遺伝子治療臨床研究の対象疾患及びその選定理由

V.1研究の区分

子治療 遺伝子標識臨床研究

V.2対象疾患に関する現時点での知見

食道癌は 60歳代男性に多くみられる疾患であり、本邦での年間罹患数 (2003年、年齢調

整)は男性 13,658人、女性 2,742人、死亡数 (2007年、年齢調整)は男性 9,900人、女性

1,769人である (文献 1:以下(1)と 略す)。

食道癌の発本田子 と‐して、喫煙、飲酒及び熱い飲食物の嗜好が密接に関係するといわれ

ている。また、アルコール代謝酵素の遺伝子多型と強く関連し、アルコールの第一代謝産

物であるアセ トアルデヒドの蓄積が原因である可能性が示唆されている (2)。

本邦の食道癌の特徴として、扁平上皮癌が全体の 90%以上を占め、また、発生部位が胸部

中部食道に多く、欧米の下部食道に多く発生する腺癌 とは異なっている。食道癌は縦隔等

へ浸潤傾向が強く、また、早期からリンパ節転移をきたす治療困難例が多いため、予後不

良癌とされている。

食道癌の治療法はその進行度により、内視鏡的粘膜切除、手術、放射線療法及び化学療

法から選択される。近年、食道癌の治療成績は手術や補助療法の進歩により改善が得られ

ているが、全国食道癌登録調査報告書によれば、全体の 5年生存率 〔TNM病期分類 (X.4

「TNM病期分類」参照)〕 は、0期 :70.2%、 I期 :64.5%、 Ⅱa期 :51.5%、 Ⅱb期 :340%、

Ⅲ期 :19.8%、 Ⅳa期 :B。 7%、 Ⅳb期 :5。 5%と 未だ予後不良である (3)。

現在、病期進行食道癌に対する治療法として、シスプラチン (CDDP:白 金系抗腫瘍剤)/5-

フルオロウラシル (5-FU:葉 酸代謝拮抗剤)による化学療法と放射線療法の併用療法 (化

学放射線療法)が標準的治療法として選択されているが、無効例も少なくない。また、

CDDP/5-FUの他、ドセタキセルやパクリタキセル (本邦では食道癌の適応未承認)等のタキ

ソイ ド系製剤の併用が検討されている。

食道癌では、初回治療が適正に行われたにもかかわらず再発を認めることが多く、再発

食道癌に対する治療法は、現在のところ一定の見解が得られていない。その治療にあたつ

ては、もつばら延命効果の期待あるいtま患者の生活の質 (quality of life:QOL)改善を

目的とし(4)、 再発食道癌の 50%生存期間は約 6ヶ月とされている。

V.3当該遺伝子治療臨床研究の概要

本臨床研究では、治療抵抗性の食道癌患者 〔ヒト自血球抗原 (hulllan leukocyte antigen:

HLA)一A2402陽性、腫瘍組織中に MAGE― A4が発現〕から採取した末梢血 リンパ球に、MAGE― A4

り
こ

つ
０
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特異的 TCR α鎖及びβ鎖遺伝子をレトロウイルスベクターにより遺伝子導入 し、そあ自己リ

ンパ球を経静脈的に投与する。遺伝子導入 リンパ球を投与後、MAGE―A4143-lmペ プチ ド (9ア

ミノ酸 :NYKRCFPVI)を投与し、患者体内での TCR遺伝子導入リンパ球の活性化 (あ るいは

増殖)を図る。本臨床研究は、HLA―A2402拘束性 MAGE―A4特異的 TCR遺伝子導入リンパ球を

輸注することにより、腫瘍特異的免疫反応、更には腫瘍縮小効果を期待するものである。

皿GE―A抗原は食道癌の 39～ 71%(5,6)に、MAGE A4抗原は 68%(二重大学自験食道癌例)に

発現する腫瘍抗原であり、また HLA―A2402は 日本人の約 60%が有する主要組織適合抗原であ

る。MAG■A4は癌 。精巣抗原 (CancerTestis抗原;Cr抗原)に分類される腫瘍抗原であり、

癌組織と精巣においてのみ発現される。TCR遺伝子導入リンパ球による細胞傷害活性は、遺

伝子導入された細胞傷害性 Tリ ンパ球 (cytotoxic T lymphocyte:CTL)表 面上の MAGE―A4

特異的 TCRが、腫瘍細胞表面上の IILA―A2402分子と MAGE― A414卜晰1ペプチ ドの複合体を特異

的に認識することにより発揮される。なお、開 胞はHLA妊を発現しないため MAGE―A4

抗原を認識するTリ ンパ球による傷害を受けない。

本臨床研究における評価項目は、遺伝子治療の安全性、TCR遺伝子導入 リンパ球の体内動

態及び臨床効果である。

V.4他の治療法との比較及び遺伝子治療を選択 した理由

治療抵抗性食道癌に対する根治療法は現時点では存在せず、栄養管理や 00L向上のため

の緩和医療を行つているのが現状である。

食道癌に対する抗癌剤以外の治療 として、分子標的治療の開発が期待 されている。本邦

に多い食道癌と同じ扁平上皮癌である頭頸部癌を適応 として、上皮細胞成長因子受容体

(epidermal groTth factor receptor:EGFR)阻 害剤である Cetuximabが、米国食品医薬

品局 (Food and DFug Administration:FDA)に より承認されている。食道癌におけるEGFR

の発現率が頭頸部癌に次いで非常に高いことから(7,8)、 食道癌に対する分子標的治療の開

発が期待 されているが、臨床研究結果の報告はない。このような現状において、食道癌に

発現する腫瘍抗原を標的とした新規治療の開発が期待される。

腫瘍抗原を標的とした免疫療法の 1つとして、抗腫瘍活性を有する自己 Tリ ンパ球を投

与する細胞療法が積極的に研究されてお り、複数の臨床試験において有効例が報告されて

いる(9-11)。 中でも、米国国立衛生研究所 (National lnstitutes of Health:NIH)の Rosenberg

SAらのグループは、転移性悪性黒色腫患者を対象とした臨床試験において、体外で増殖さ

せた腫瘍浸潤 リンパ球 (tumOr infiltrating lymphocyte:TIL)を 患者に再移入する養子

免疫療法を実施し、RECISTガイ ドラインによる判定として 51%の腫瘍縮小効果を報告して

い25(11)。

このように、体外で増殖させた腫瘍抗原反応性 Tリ ンパ球の再移入による抗腫瘍効果が

報告されているが、投与細胞が体内での腫瘍細胞に対する傷害活性を発揮させるために、

つ
０

つ
０
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これまで通常 108～ 10H個 の細胞が投与され、生体内での一定期間の維持が確認 された

(9-12)。 このような細胞数を準備するために、これまでは、体外での抗原刺激、オルソク

ローン OKT3(Orthoclone OKT3:OKT3)及 びインターロイキン 2(interleukin 2:IL-2)

等を用いて Tリ ンパ球を活性化 し、2～3週間培養 して増殖させたものが用いられてきた。

投与細胞 としては、複数 のクローンを含む腫瘍浸潤 リンパ球 (tul■orinfiltrating

lymphocrLe:TIL)、 又は患者自己末梢血 リンパ球あるいは TILから樹立された腫瘍抗原反

応性 T細胞クローンが用いられてきた。 しかし、これらの方法では患者自身の病態により

細胞入手可能例がごく少数に限られ、また、十分量の細胞数を得られない症例もあり、実

際の治療応用には多くの制限がある。

これ ら養子免疫療法における従来の細胞調製法 と比較して、本遺伝子治療では、

HLA―A2402陽性患者の Tリ ンパ球に MAGE―A4特異的 TCR遺伝子を導入することによつて、腫

瘍細胞に対する傷害活性を付与するものであり、必要量の MAGE A4抗原特異的 Tリ ンパ球

を調製することが可能である。実際に、当施設で調製 された MAGE―A4TCR遺伝子導入 リン

パ球は、MAGE―A4陽性・肌A―A2402陽性のヒト腫瘍細胞株に対して特異的な細胞傷害活性を

示すことが in vitroにおいて確認 されている (添付資料、38ページ)。 また、免疫不全マ

ウスに MAGE―A4陽性・肌A―A2402陽性のヒト腫瘍細胞株を接種したモデル実験において、TCR

遺伝子導入ヒトリンパ球投与群に特異的な腫瘍径増大の抑制効果が認められた (添付資料、

45ページ)。 なお、上記の NIH Rosenberg SAら のグループは、腫瘍抗原 MART-1特異的 TCR

遺伝子を導入した Tリ ンパ球を投与した臨床試験において、悪性黒色腫患者 17名 中 2名 に

ついて転移腫瘍巣の明らかな退縮を観察 しており、この戦略が有望な新規癌治療法となる

可能性を示唆している (13)。 更に、同グループは、高親和性ヒトMART-1特異的 TCR遺伝子

(DMF5)、 又はマウス由来の gp100特異的 TCR遺伝子 (gp100(154))を 導入した Tリ ンパ球

を使用することにより、悪性黒色腫患者 36名 中 9名 について腫瘍退縮を観察している(14)。

以上より、本研究で実施を計画している遺伝子治療は、患者自己末梢血 リンパ球から腫

瘍傷害性 Tリ ンパ球を大量に調製する方法を基礎としており、将来他の癌種への応用によ

り幅広い患者を対象とすることが期待される。本臨床研究では、大量調製された腫瘍傷害

性 Tリ ンパ球の安全性、体内動態及び臨床効果を評価することを計画している。

V.5 MAGE―A4143‐ 151ペプチ ド投与を併用する理由

V.5。 l MAGE―A41“_151ペプチ ド投与の根拠

近年の T細胞の養子免疫療法における研究により、移入 T細胞を in vitroにおいて刺激

し長期培養することにより、T細胞は活性化フェノタイプを持つと共に in vitroに おける

抗腫瘍活性を増強させるが、同時に終末期活性化 T細胞あるいは疲弊化 T細胞となり、移

入後の生体内においては長期維持されずに結果としてより減弱した抗腫瘍効果しか示さな

いことが明らかとなつてきた(15)。 したがつて、むしろ可能な限り短期の培養において必

34
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要な移入量を達成 し、担癌宿主への移入後に in vivOにおいて抗原刺激を加え活性イヒする

ことにより効果的な抗腫瘍効果が得られると考えられている(15-21)。 今回使用するペプチ

ドとは異なるが、これまでに、抗原ペプチ ドと不完全フロイントアジュバン トのエマルシ

ョン、抗原ペプチ ド産生ウイルス、又は抗原ペプチ ドパルス樹状細胞といった様々な形態

のワクチンの投与を腫瘍抗原特異的 T細胞の輸注療法に組み合わせることにより、輸注さ

れた T細胞の増殖、サイ トカイン産牛、及び腫瘍への浸潤を誘導 し、輸注療法の抗腫瘍効

果を増大させることが動物実験により報告されている(15,17-21)。 また、これらの動物実

験の結果を踏まえて、臨床試験においても同様に抗原ペプチ ドと不完全フロイントアジュ

バントのエマルション、抗原ペプチ ド産生ウイルス、又は抗原ペプチ ドパルス樹状細胞を

腫瘍抗原特異的 T細胞療法と組み合わせてメラノーマ患者の治療が試みられている (12,22)。

このような知見に基づき、本臨床研究においては試験細胞の in vitro培養を短期間とし、

試験細胞の患巻への移入後 2週日と 4週 目に MACA414卜 151ペプチ ドを投与することを計画

した。本治療スケジユールにより、まず患者体内における MAGE―A4反応性 T細胞の頻度を

飛躍的に増大させ、その後に抗原ペプチ ドを投与することにより輸注した MAGE―A4反応性 T

細胞を患者体内で活性化すると共にさらなる増殖を引き起こし、より高い免疫応答と臨床

効果を期待するものである。

V.5。 2 MAGE―A4143-151がプチ ド投与量の設定根拠

実験動物、特にマウスを用いた研究において、腫瘍抗原ペプチ ド特異的な免疫応答を誘

導するために、約 100 μgのペプチ ドを不完全フロイントアジュバントとエマルション化

して用いると有効であることが示されてきた (23,24)。 1990年代よリヒト腫瘍においても腫

瘍関連抗原が同定され始め、これらの腫瘍抗原由来の抗原ペプチ ドを用いた腫瘍に対する

ワクチン療法の臨床研究が国内外において精力的に行われてきた (25-29)。 その過程におい

て、MART-1/Melan Aや gp100等の腫瘍抗原由来ペプチ ドを用いた初期のペプチ ドワクチン

療法の臨床試験では当初 100μ gか ら 10 mgの投与量の範囲で用いられたが、その最大投与

量においても毒性は認められなかつた。加 えて、ヮクチン投与患者の末梢血単核球

(peripheral blood mononuclear cell:PBMC)を 用いた in vitrOの 解析において、ワク

チン投与による抗原特異的な T細胞免疫応答の誘導と投与ペプチ ド量との間には特定の相

関を認めるに至つていない (30-34)。 これらの結果に基づき、以後の第 I相臨床試験の多く

では、100 μgか ら l mg程度の固定した投与量が設定されており、これまでに重篤な副作

用は報告されていない (30,35)。 このような経緯と、従来の化学療法剤と腫瘍ワクチンとの

根本的な性質の違いから、腫瘍抗原ペプチ ドを用いたワクチン療法の臨床試験においては

用量試験の意義は限られていると考えられている(30)。 これらの知見に基づき、本臨床研

究においては安全に投与可能であり、かつ免疫反応を誘導することが期待される投与量と

して 300 μ gを設定 した。

Ｅ
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Ⅵ.遺伝子の種類及びその導入方法

Ⅵ。1人に導入する遺伝子の構造と性質

本臨床研究において発現する遺伝子は TCR α鎖及びβ鎖遺伝子である。ベクタニDNA等の

構造と性質は、「Ⅵ。5ウイルスベクターを用いた遺伝子導入」の項で述べられている。       `

Ⅵ。1.1人に導入する遺伝子の構造

Ⅵ.1.1.lT細胞受容体 (TCRI α

…TCR α鎖遺伝子は、TCR α鎖をコー ドするcDNAで、本臨床研究に用いる遺伝子は TCR α 8-1

である。本遺伝子は HLA―A2402拘 束性 MAGE―A414卜lmペ プチ ドに特異的な CTLク ローン

#2-28(36)か ら単離され、272ア ミノ酸か らなるポリペプチ ドをコー ドする 816靖某対 と終

止コ ドン TGAよ り成 り立っている。この遺伝子にコー ドされる蛋白は、111ア ミノ酸からな

るV8-1領域、20ア ミノ酸からなるJ10領域、141ア ミノ酸からなるC領域という構造から

なっている。図 1に TCR α 8-1遺伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配aljを示す。
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Ⅵ。1.1。 2T細胞受容体 (TCD β鎖遺伝子

TCR β鎖遺伝子は、TCR β鎖をコー ドする cDNAで、本臨床研究に用いる遺伝子は TCR β 7-9

である。本遺伝子は HLA―A2402拘 束性 MAGE―A414卜lmペプチ ド特異的な CTLク ローン

#2-28(36)から単離され、313ア ミノ酸からなるポリペプチ ドをコー ドする 939塩其対と終

止コドンTAGよ り成 り立っている。この遺伝子にコー ドされる蛋白は、116ア ミノ酸からな

るV7→ 領域、3ア ミノ酸からなるN領域、15ア ミノ酸からなるJ2-5領域、179ア ミノ酸か

らなる C2領域 という構造からなっている。図 2に TCR β 7-9遺伝子の廊基配列とコー ドす

るアミノ腑 列を示す。
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Ⅵ。1.2人に導入する遺伝子の性質

本臨床研究において使用するレトロウイルスベクターMS―bPaが細胞に感染すると、

MS―bPaの ゲノム (図 7参照)は逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、プロウイルスとな

る。プロウイルスは図 3に示すウイルスプラスミドベクターpMS―bPaと 同様の構造を有する

が、後述するように、5'一LTR及び 3'一Lmの由来が異なる。

本臨床研究において導入する遺伝子は:TCR α鎖とβ鎖をコー ドする cDNAである。TCR

は T細胞に特異的に発現する抗原認識レセプターであり、免渡系における T細胞の抗原特

異性を決定している。機能的 TCR分子は抗原認識を行 うTCRα β鎖又はγδ鎖のヘテロダイ

マーからなり、細胞内への直接シグナル伝達を担うCD3分子群と会合し、TCR―CD3複合体を

形成 している。ヒトにおいて TCR α鎖は 14番染色体上に、β鎖は 7番染色体上にコー ドさ

れ、多様なクロノタイプが存在する。

TCR遺伝子は免疫グロブ リン (Ig)と 同様に多数の市型からなる V(variable)、 D

(diversity)、 」(joining)の 可変領域と少数の C(cOnstant)の定常領域からなる。その

中でα鎖の可変領域は V―Jで β鎖の可変領域は V―D―Jで形成される。TCR遺伝子は T細胞の

分化に伴い、これらの領域の遺伝子再構成という特徴的な過程を経て機能的遺伝子を形成

する。まず D―Jの遺伝子再構成が起こり、続いて V―D」 の再構成が生じる。再構成に伴い V―D

及び D―」間にランダムな塩基配列 (N領域)が組み込まれ TCRの多様性はさらに増加する。

本臨床研究にはこの再構成を経た後の TCR遺伝子の cDNAを導入する。われわれの使用する

TCR α鎖は Vα 8-1、 Jα 10、 Cであり、TCR β鎖は Vβ 7-9、 Jβ 2-5、 C2の配列である。

レトロウイルスベクターMS―bPaにより遺伝子導入 された細胞において、TCR α鎖遺伝子は

マウスホスホグリセリン酸キナーゼ (PGK)遺伝子プロモーター (P“K)に よつて転写される

(図 7参照)。 PGKは解糖系の酵素であり、ほとんどの組織において構成的に発現している。

マウス P∝Kは ヒトを含む広範囲の哺乳類細胞において、細胞が増殖中であるか否かを問わず

に 機 能 す る プ ロモ ー タ ー で あ り、 レ トロ ウイ ル スベ ク タ ー MS―bPaに よ り導 入 され る PPcKは

513 bpの マウスゲノム由来 DNA断片に含まれる。

TCR β鎖遺伝子は LTRプロモーターによつて転写される (図 7参照):レ トロウイルスベ

クターMS―bPaゲノム RNAの 5'一LTRは R領域とU5領域、3'一LTRは U3領域とR領域からな

り、U5領域と両端の R領域は Moloney murine leukemia virus(MoMLV)由 来、U3領域は

murine stem cell virus(MSCV)由 来である。細胞に遺伝子導入されてプロウイルスにな

る と、 両末端 の LTRはいずれ も U3-R― U5領域 の構造 を とる。 LTR中 では、MSCV由来 の U3領

域 が強 いプ ロモー ター活性 とエ ンハ ンサー活性 を有す る。 MSCV LTRは PCC4-cell― passaged

myeloproliferat市 e sarcoma virus(PCMV)由 来で あ り、PCMVは Ilurine leukemia virus

(MLV)を実験室で継代することにより得られた変異株である。MSCV LTRは胚性幹細胞、胎

児癌細胞及びその他の哺乳動物細胞において高い発現 レベルを持続的に保持することが可

能である。

ｎ
ｕ

■
■
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Ⅵ.1.3導入遺伝子からの生成物の構造及びその生物活性

TCR遺伝子からの生成物は T細胞における抗原認識レセプター分子である.TCR α鎖及び

β鎖のヘテロダイマーによって機能的な TCR分子を構成している。TCR分子は主要組織適合

抗原 (MHC)拘束性に標的細胞の MHC分子と抗原ペプチ ドの複合体を認識する。このことに

より、T細胞は抗原特異性を示す。抗原認識の際の結合力の強弱や補助レセプターからのシ

グナルの有無により、T細胞の活性化、アナジーの誘導ヽ分化、生存と細胞死等を司るb

TCR鎖は Igス ーパーファミリー (IgSF)分子に属し、2つの Igドメインからなる細胞外

領域、20ア ミノ酸からなる膜貫通領域、数個のアミノ酸からなる細胞内領域で構成される。

2つの Igドメインのうち、N末端側が可変領域、C末端側が定常領域に相当する。α鎖が

45-60 kDa、 β鎖が 40-50 kDaで α鎖とβ鎖は S―S結合でヘテロ2量体を形成 し、2つの Ig

ドメインをもつてペプチ ド+MHCと の接合面を構成している。

細胞外卸堀こ存在する相補性決定領域 (complemmtarity determ■ ― g region:CDR)1、

CDR2領域は MHCと の結合に貢献し、CDR3領域は主としてペプチ ドを認識するのに必要とさ

れる。つまり、比較的一定のアミノ酸配列による蛋白構造を持つ CDRl、 CDR2領域を介して

MHCを認識し、フレキシブルな CDR3領域が構造変化をとりながらペプチ ドと結合し、安定

化する。また、TCRは MHCの溝に対して、MHC class I分子とは斜めに、MHC class Ⅱ分子

とは直角に結合する。

TCRの発現とシグナル伝達にはTCRと 複合体を形成する4種類の CD3鎖が重要である。

細胞外領域に Igドメインを 1つ持ち細胞内領域に活性化モチーフの ITAMを 1つ持つ CD3

γ、δ、 E鎖がそれぞれγ― F、 δ一εの 2量体を作り、また、9ア ミノ酸の短い細胞外領

域と細胞内領域に 4個の ITAMを持つ ζ鎖は S―S結合でホモ 2量体となり、これら全部を含

めて TCRと複合体を 1単位として形成 している。

本遺伝子治療において導入するMAGE―A4特異的 TCRは、α鎖が 111ア ミノ酸からなるV8-1

領域、20ア ミノ酸からなる J10領域、及び 141ア ミノ酸からなる C領域という構造からな

り (図 1参照)、 β鎖は 116ア ミノ酸からなる V7-9領域、3ア ミノ酸からなる N領域、15

アミノ酸からなる J2-5領域、及び 179ア ミノ酸からなる C2領域という構造からなってい

る (図 2参照)。 これ ら TCR α鎖及びβ鎖のヘテロダイマーによつて機能的な MAGE―A4特異

的 TCR分子を構成 している。この MAGE―A4特異的 TCR分子は、標的細胞あるいは抗原提示

細胞上の MHC―class I分子である HLA―A2402分子と MAGE―A4分子由来の抗原ペプチ ドであ

る MAGE― A4143-151ペプチ ドの複合体によつて形作られる構造を特異的に認識 し、結合する。T

細胞表面上に存在する CD8分子は、HLA―A2402分子と MAGE― A4143■引ペプチ ドの複合体が

MAGE―A4特異的 TCR分子と結合する際の結合の安定化に必要であり、CD8分子の非存在下で

は本 MAGE―A4特異的 TCR分子は機能しない。

本遺伝子治療において T細胞に導入された本 MAGE―A4特異的 TCR分子は、導入された T

細胞が本来持つている CD3分子鎖群と複合体を形成 し、標的細胞あるいは抗原提示細胞上

の HLA―A2402分子と MAGE― A4143-61ペ プチ ドの複合体を認識するが、認識に際 しては CD8分
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子による安定化が必要である為に、CD8陽性 T細胞に導入 された場合のみに機能的である。

導入された MAGE―A4特異的 TCRに よる Hm―A2402分子と MAGE― A414卜

“
1ペプチ ドの複合体の

認識が起こると、複合体を形成した CD3分子群を通して遺伝子導入 CD8陽性 T細胞内に活

性化シグナルが伝達され、遺伝子導入 CD8陽性 T細胞の分裂・増殖、IFN― γをはじめとし

たサイ トカインの産生、及びグランザイム B、 パーフォリン等の細胞傷害性分子の放出が起

こり、標的細胞の破壊を導く。

Ⅵ.2本計画で使用するその他の組換え DNAの構造と性質

本計画では使用しない。

Ⅵ.3標的細胞 とした細胞の由来及び生物学的
―

びに当該細胞を標的細胞とした理由

本臨床研究における標的細胞は、治療抵抗性食道痛患者 (HLA―A2402陽性、腫瘍組織に

MAGE―A4発現)末梢血由来の Tリ ンバ球である。その生物学的特徴として、①CTLは癌細胞

を認識 して破壊する能力を有する、②自己の Tリ ンパ球を輸注した場合は、非自己では生

じる可能性のある移植片対宿主病 (graft―versus― host disease:GVllD)等 の副作用がない

ことが挙げられる。Tリ ンパ球を標的として MAGE― A4特異的 TCR α鎖及びβ鎖遺伝子をレト

ロウイルスベクターにより遺伝子導入することで、腫瘍細胞表面上の HLA―A2402分子 と

MAGE― A4143-151ペプチ ド複合体の特異的認識能を獲得した自己Tリ ンパ球を輸注することによ

り、腫瘍特異的免疫反応、更には腫瘍縮小効果が期待される。

レトロウイルスベクターは増殖中の細胞に高効率で遺伝子導入することから、本臨床研

究では、OKT3に よる活性化とTリ ンパ球増殖因子である IL-2の存在下で増殖するTリ ンパ

球が標的細胞 として使用される。

Ⅵ。4遺伝子導入方法の概略及び当該導入法を選択した理由

Ⅵ.4.1遺伝子導入方法の概略

自己末梢血 リンパ球 (peripheral blood lymphocyte:PBL)に TCR α鎖及びβ鎖遺伝子を

導入するにあたつては、組換えフィプロネクチンフラグメント (レ トロネクチン CH-296;

タカラバイオ (株))を コー トした培養バッグ中にて、Tリ ンパ球にントロウイルスベクタ

ーMS―bPaを感染させる。

Ⅵ。4.2当 該導入法を選択した理由

レトロウイルスベクターは感染した後に逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、細胞ゲ

ノムの複製に伴つて複製されるために、導入遺伝子を長期にわたり発現しうる。また、レ

トロウイルスベクターによる末梢血 Tリ ンパ球への遺伝子導入効率が高いことが知られて

いる。さらに、多くの MoMLVベースのレトロウイルスベクターがヒト血液細胞への遺伝子

導入に利用されており(37-41)、 担去の T細胞遺伝子治療において重篤な副作用は報告され
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ていない (13,37-40)。 以上の理由により、自己 PBLへの TCR α鎖及びβ鎖遺伝子を導入する

方法として、レトロウィルスベクターを選択した。

Ⅵ。4.3レ トロウイルスベクターの選択根拠

他の遺伝子導入ベクターとして、アデノウイルスベクターやウイルスを利用 しないNaked

DNAベ クターが使用 されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込まれて長期にわた

り安定に発現する効率が低いことが知られている。例えば、電気穿孔法により Naked DNA

が細胞染色体に組み込まれる確率は 1.5/1× 104(42)又 は 1/1× 104(43)程度であり、アデノ

ウイルスベクターがウイルス自身の DNAを標的細胞のゲノムに組み込む確率は 1/1× 103～
5

程度であると報告されている(44)。 すなわち、細胞染色体に組み込まれ、長期にわたつて

導入遺伝子が安定して発現する効率は、これらがクターでは非常に低いものである。

一方、レトロウイルスにより遺伝子導入された細胞において、導入遺伝子は全て細胞染

色体に組み込まれている。レトロウイルスベクターによる遺伝子導入効率が 50%以上である

との報告もあり、他の方法に比べると格段に高く(45)、 レトロウイルスベクターを用いた

場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞染色体に組み込むことが可能である。

レトロウイルスベクターMS―bPaを選択 したもうひとつの根拠は安全性である。すなわち、

もとになる MS―bPa DNAは、野生型 レトロウイルス由来の gag、 pol、 envを コー ドする遺伝

子の全てを欠如しており、この DNAの みを通常の細胞に導入したのではウイルス粒子を産

生することはない。また、ウイルスベクター製造に用いるパッケージング細胞株 PG13は、

すでに世界的に広く使用されているパッケージング細胞株であり、American Type Culture

Collection(ATCC)か ら購入可能である (CRL-10686)。 本パッケージング細胞株において、

gag、 polを コー ドするDNA断片と envを コー ドする ONA断片とが染色体上の異なった位置

に導入されているため、RCRが出現する可能性は極めて低いと考えられる(■ )。

Ⅵ.5ウイルスベクターを用いた遺伝子導入

Ⅵ。5。 1野生型 ウイルスの生物学的特徴及び人に対する影響

レトロウイルスベクターMS―bPaの もとになる野生型ウイルスは MoMLVであり、以下のよ

うなウイルス学的特徴を持つ (47,48)。

形態的には直径約 100 mllの球形の C型粒子に分類され、ウイルスコアをエンベロープが

囲つている。ウイルスゲノムは分子量約 3× 106の 1本鎖 RINAで、相同の RNA分子が 2分子、

ウイルスコア中に存在する。

レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス (orthoretrO宙 rus)及びスプーマレトロウ

イルス (spumaretrovirus)の 2つの亜科に分類される。MoMLVはオルソレトロウイルス亜

科́のガンマレトロウイルス属に属する、マウスを宿主とする白血病ウイルスの一種である。

マウス白血病ウイルスはAKRや C58系マウスの自然発症白血病の病原ウイルスであるが、

MoMLVは実験室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。オ
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ルソレトロウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性白血病、自血病、癌

であり、野生マウスの後肢麻痺を招く神経向性 ウイルスも知られている。肉腫 ウイルスや

急性白血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換えにより形成されるが、MottV

は細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKRや C58系 マウスでのみ白血病を誘発す

る。病理学的には胸腺 リンパ腫を原発とした白血病所見を示し、膵臓への浸潤が顕著に認

められる。AKRマ ウスの自然発症白血病に対しては抗 AKR MLV血清が効果を示 し、発症を遅

延 させることが報告されているが、MoMLVに対する血清の効果については不明である。ヒト

ヘの感染の報告はない。

Ⅵ。5.2ウ イルスベクタ‐の作製方法

Ⅵ.5。 2.1ウイルスプラスミドベクターpMS―bPaの構築

本臨床研究で用いられるレトロウイルスベクターMS―bPaは 、レトロウイルスベクター

MS―bPa産生細胞から産生される。この産生細胞は、レトロウイルスベクターMS―bPaのプロ

ウイルス配夕1をパッケージング細胞 PG-13の 染色体に挿入することにより作製された。レ

トロウイルスベクターMS―bPa産生細胞株の構築に使用したウイルスプラス ミドベクター

pMS―bPaは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて構築された。以下に構築手順を述べる。

MS―bPaのベースとなるウイルスプラス ミドベクターは pMSで、pMSの マルチプルクロー

ニングサイ トに TCR β tt cDNAの コー ド域、マウス PttК 及び TCRα tt cDNAの コー ド域を組み

込んだものが pMS―bPaであり、大腸菌プラスミドベクタこに由来する部分を省略 した遺伝

子概略を図 3に示す。

餞■〃I ′

"曰

I  Sレο II 』しzH I  Scο  I

I    I
l kb

図 3 pMS―bPaの遺伝子概略

TCR β:TCR β鎖遺伝子のコー ド域、TCR α:TCR α鎖遺伝子のコー ド域、PA:polyA付カロシグナル

Ψ+:パッケージングシグナル、5'―LTRは MoMLV由来、3'―LTRは MSCV由 来である。

大腸菌プラス ミドベクターに由来する部分は省略 した。
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ウイ ル ス プ ラ ス ミ ドベ ク タ ー pMSは 、 ウイ ル ス プ ラ ス ミ ドベ ク ター pMTの 3'一LTR(long

terminal repeat;末 端反復配列)を MSCVプ ロウイルスの 3'一LTRで置換したものである(49)。

ウイルスプラスミドベクターprrは MoMLVプロウイルスの 5'一LTR及び 3'tmを含み、ウイ

ルス蛋白をコー ドする配列を全く含まないウイルスプラスミドベクターである (50,51)。

pMSの遺伝子の大腸菌プラスミドベクターに由来する部分を省略した遺伝子概略を図 4に、

p応 の構築手順を図 5に示す。

〃7″ I 

“

al saο II βd I  ルο I

|

l kb

図 4 pMSの遺伝子概略

Ψ+:パ ッケージングシグナル、pA:polyA付カロシグナル

5'―LTRは MoMLV由来、 3'「LTRは MSCV由 来である。

大腸菌プラスミドベクターに由来する部分は省略した。
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pMSCVneo

カリ″I′ ィρ′ I,Sbσ II,jh″ HI,メZο I     ′bο RI

|ト

ーー 3'―

lTR部

分を PCR

Jイ′″I,ィンロ I,ルο II,jL″ HI,メ乃οI

図 5 pMSの構築手順

pMSCVneO(clontech,Mountain View,CA)を 鋳型に、制限酵素Xho Iの認識配列が付加さ

れた 5'用プライマーと制限酵素 Eco RIの 認識配列が付カロされた 3'用プライマーを用い

て PCRを行い、3'一LTR部位を増幅 して Xho Iと Eco RIで切断、pMTベクターの Xho I― Eco

RIサイ トにクローニングし、pMSを作製 した。

次に pMS―bPaの構築手順を図 6(29頁～31頁)に示す。

マ ウスゲノム DNAを鋳型に、制限酵素 Mlu I,Not I及 び Bgl Iの認識配列が付カロされ

た 5'用 プライマー と制限酵素 Xho I,Not I及 び Bam HIの認識配pllが付加 された 3'用プ

ライマーを用いて PCRを行い P“K配列を増幅し、pT7 Blue2ベ クターに TAク ローニングし

た。次に、このプラスミドから制限酵素 Mlu Iと Xho Iで PPcK部位を切 り出し、pMTベ クタ

ーの Mlu l― xhO Iサイ トにクローニングし、pr(DPGKを 作製 した。

MAGE‐A4CTL Clone#2-28よ り total RNAを抽出、RT―PCRに よりTCR α cDNA及び TCR β cDNA

のコー ド域を増幅 しそれぞれ pT7Blue2ベ クターに TAク ローニングした6

晨
Ｕ

И
彎
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TCR αのクローンプラスミドを鋳型に、制限酵素 Mlu Iと Bgl Hの認識配列が付加 され

た 5'用プライマーと制限酵素Xho Iと Sal Iの認識配夕」が付加された 3'用 プライマーを

用いて PCRを行い、Bgl IIと Xho Iで切断、pMT IMHPGXの Bam肛 ―Xho Iサイ トにクロー

ニングし、pMT一MPaを作製 した。

同様に、TCR βのクローンプラスミドを鋳型に、制限酵素 Mlu Iと Sal Iの認識配列が付

加 された 5'用プライマーと制限酵素 Bam肛 の認識配列が付加された 3'用プライマーを

用いて PCRを行い、制限酵素 Mlu Iと BaEI HIで切断 して pMIr―MPaの Mlu I― Bgl IIサ イ

トにクローニング し、pMT―bPaを作製 した。

最後に pMT―bPaを Sal Iで切断 して「TCR β tt cDNAの コー ド域、マ ウス PКK及び TCR α鎖

cDNAの コー ド域」を切 り出 し、pMSの Xho Iサイ トにク ローニング、pMS―bPaを得 た。

７
‘

′
彎
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マウスゲノム

PCKプロモーター

部分をPCR

″′I′ ル オ1,なf

″7″ I, い aI,SaC II,Batt HI,筋 ο I

″″ I、 ルοI処理

′〃I′ ル ,I,″′H β
"HI′

力ら
`I,メ

カο I

pMT(M)PGK

げ

pT7 Blue2

J′′″I′ И́うオI,■′II ル″HI,ノИうすI,ノ61ο I

静〃I、 筋οI処理

＝
ｌ

ｉ

□

０
０

■
■

励 肛′7raォ I,乃。 I

TAク ローニング

30



Ampr

pT7 Blue2

TCR α部分を PCRI

タリ″I,βttfII   Sa」 I,'効οI

回&″ HI、 励οI処理

″υI′ ル
`I,セ

fH

″′H、 乃οI処理

Sa′ I,メカο l

TAク ローニング
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〃″I、 と 2H処 理

CTL Clone #2-28

S′′ I,1カο I

Ampr

pT7 Blue2

&″ 肛

筋οI処理

―

―

上

Ｊ

　̈̈
鰍

″ ″ I、 物 HI処理

“

Yυ l,4pa l,Sac II,3a,HI,,力 οI

pMT一bPa

″7〃 1,′ρ′ I,S´ C II,ル″HI

pMS―bPa

pMS―bPaの構築手順

TAク ローニング

ｎ
Ｕ

Ｅ
Ｕ

図 6
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Ⅵ。5。 2.2パッケージング細胞株の構築    、

ウイルスプラスミドベクターpMS―bPaは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子である gag、

pol、 envを欠いているため、この DNAを通常の細胞に導入 してもウイルス粒子を産牛する

ことはない。 したがつて、ウイルス粒子の産生にはパッケージング細胞が必要となる。本

臨床研究において使用するパッケージング細胞株は、PG13(ATCC CRL-10686)(46)で 、パ

ッケージングに必要なウイルス遺伝子を 2種類のプラスミド (1つは gagと pol、 もう1つ

は env遺伝子)で別々に導入した細胞株である。古い世代のパッケージング細胞株と比較

して、このアプローチは RCR出現のリスクは極めて少ないことが知 られているb

以下に、文献 (46,52)を もとにパッケージング細胞株 PG13の構築手順を示す。

1)MoMLVの gagI遺伝子、pol遺伝子及び選択マーカーの gpt遺伝子配列を持ち、かつΨ

パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 及 び 3'一LTRを 欠 失 し て お り 、 truncated 5'一LTRプ ロ モ ー タ ー

を持つプラスミドpLGPS、 及び単純ヘルペスウイルス 1型
=チ

ミジンキナーゼ遺伝子が

クローニングされた pBR322プラスミドを、マウス繊維芽細胞株 NIH 3T3 TK~に共に ト

ランスフェクションし、HAT培地 (Hypoxanthine、 .Amethopterin、 Thy■idine)で遺伝

子導入細胞を選択 した。

2)選択 した細胞株に、Gibbon ape leukemia宙 rus(GaLV)由 来の env遺伝子を持ち、か

つΨパ ッケージングシグナルと3'―LTRを持たないプラスミドpMOV―GaLV Seato env及

び変異型 DihydrOf01ate reductase遺 伝子を持つプラスミドpFR400を 共にトランスフ

ェクションし、Methotrexateで env遺伝子導入細胞を選択した。使用した全てのプラ

スミドは、Tパ ッケージングシグナルと 3'―LTRを持たないため、この方法により、ウ

イルス由来の gag、 pol、 envは発現するが RCRを産生 しないパッケージング細胞株 PG13

を樹立した。

Ⅵ.5。 2.3ウイルス産生細胞株の構築

gag―pol遺伝子発現プラスミドである pGP、 エコトロピック env遺伝子発現プラスミドで

あるpE―ecO及びウイルスプラスミドベクターpMS―bPaを 293T細胞にコトランスフェクトし

た。培養上清中には、マウス由来のパッケ
=ジ

ング細胞であるPG13に効率よく感染するエ

コトロピックレトロウイルスベクターMS―bPaが一過性に産生される。この培養上清を PG13

細胞に感染 させ、限界希釈法により細胞をクローニングした。こうして得 られたクローン

から産生されるレトロウイルスベクターMS―bPaの力価をリアルタイム RT―PCRに より測定し、

高力価なアンフォ トロピックウイルスを産生するクローン MS―bPa#20を得た。これをマス

ターセルバンク (MCB)用 シー ドセルとして樹立し、これを培養して McBを作製した。

Ｅ
Ｕ
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Ⅵ.5。 2.4レ トロウイルスベクタードーbPaの製造

本臨床研究において使用するレトロウイルスベクターMS―bPaは、ウイルス産生細胞株の

MCBを培養 し、その上清中にウイルス粒子の状態で存在する。

製造は全て管理 された製造エ リアにて医薬品の製造管理及び品質管理に関す る基準

(Good Manufacturing Practice:cMP)遵 守下で行われる。

Ⅵ .5。 3ウイルスベクタ‐の構造

レトロウイルスベクターMS―bPaのゲノム構造の概略を図 7に示す。また、全塩基配列を

参考資料 1「 レトロウイルスベクターMS―bPaの全塩基配列」に示す。レトロウイルスベク

ターMS―bPaはパッケージングシグナルとしてΨ+を有し、gag、 pol、 envをコー ドする配列

を持たない。

5'一LTR         I                1                   3'一 LTR

l kb

図 7 MS―bPaベクターのゲノム構造概略

5'―LTR及び 3'―LTRの R領域 は MoMLV由 来、 3'―LTRの U3領域 は MSCV由 来である.    。

Ⅵ .5。 4ウイルスベクターの生物学的特徴

パッケージング細胞株 PG13は 、GaLVのエンベロープ蛋白を持つレトロウイルスベクター

を製造するためのパッケージング細胞株で、この細胞により産生されるレトロウイルスベ

クターはラット、サル、ヒト等を含む多くの種の哺乳類細胞に感染しうる。レトロウイル

スは増殖中の細胞にのみ感染するので、遺伝子導入に先立って標的細胞を組換えヒトイン

ターロイキン 2(rhIL-2)と OKT3で刺激する。これにより高い遺伝子導入効率が期待でき

る。また、レトロウイルスベクターMS―bPaは増殖能を欠いているので、遺伝子導入 した末

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

り周囲の細胞に感染することはない。

「Ⅵ.4.3レ トロウイルスベクターの選択根拠」の項で述べたように、レトロウイルスベ

クターを用いた場合、他のベクターに比べてより効率よく遺伝子を導入し、細胞染色体に

組み込むことが可能である。  
｀
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Ⅶ .安全性 についての評価 (ウ イル スベ クター、遺伝子産物 、細胞及びペプチ

ド)

Ⅶ。1遺伝子導入方法の安全性

Ⅶ.1.1遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度

本臨床研究に用いるレトロウイルスベクターMS―bPaは、パッケ‐ジング細胞 PG13を用い

て樹立したウィルス産生細胞 MS―bPa#20か ら産牛される。レトロウイルスベクターMS―bPa

を安定かつ安全に供給するために、ウイルス産生細胞にはセルバンクシステムを使用する。

MCBの作製・保存及びレトロウイルスベクターMS―bPaの製造は GMP管理下で行 う。組成 と

品質の確認された培地及び試薬を使用し、特にウシ胎児血清はウシ海綿状脳症非発生国産

のものを使用する。

Ⅶ。1.1_lM椰 の作製法

MCBの作製プローを図 8に示す。ウイルス産生細胞 MS―bPa#20の初代細胞ス トックより、

Primary Seed Bankが 作製された。GMP製造施設の管理区域にて 1バイアルのPrimary Seed

Bankが拡大培養され、最終的に 114バイアルのウイルス産生細胞 MCBが GMP遵守下で作製

された。MCBの作製においては組成と品質が確認された培地及び試薬が使用された。なお、

作製に使用する培地及び試薬等を含めた詳細な製造工程、培養条件及び保存条件等を参考

資料 2「マスターセルバンクの作製方法」に記載する。

l Seed

―

）

図 8 MCBの 作製プロー

<拡大培養>

↓
<播種 0増殖培養>

↓
<細胞回収>

↓
細胞保存懸濁液の調製>

↓
<バイアル充填>

↓
く凍結>
↓
回

35

つ
０

Ｅ
Ｕ



作製された MCBに関しては、以下の品質試験が行われた (参考資料 3「マスターセルバン

ク試験成績書」参照)。 なお、品質試験方法の概要は、参考資料 4「マスターセルバンクの

品質試験」に示す。

マイコプラズマ否定試験 (培養法、DNA染色法)

in vivoウ イルス試験

ln vltroウ イルス試験

RCR試験 (細D (293組胞で増幅後、PG-4 SttL―アッセイ)

RCR試験 (上清)(293細胞で増幅後、PG-4S+L―アッセイ)

XCプラークアッセイ

マウス抗体産牛試験 (MAP試験 )

無菌試験 (日 本薬局方)

ウシウイルス試験

ヒトウイルス試験

アイソザイム分析による細胞の由来動物種同定

組み込まれたベクター遺伝子の組み込み数試験

導入遺伝子配列解析

細胞生存率試験 (ト リパンブルー)

産生ウイルスの力価試験

導入遺伝子の機能確認

Ⅶ.1.1.2レ トロウイルスベクターMS―bPaの製造方法

レトロウイルスベクターMS―bPaの製造フローを図 9に示す。レトロウイルスベクター

MS―bPaの製造は、4バイアルの MCBを用いて行 う。MCBの細胞を解凍後、培養を開始 し、拡

大培養により 5個の大量静置培養用容器まで増殖させる:大量静置培養用容器において培

養細胞が接着面いつぱいに広がった状態に達 した後、培地を交換し生産培養を経て培養上

清液を回収する。回収した培養上清は、保管、精製することなく引き続きレトロウイルス

ベクター製造工程に用いる。0.22 μmの濾過フィルターによる無菌濾過を経て培養上清液

を回収した後、ウイルスベクターとして凍結保存バッグに小分け分注を行い、使用時まで

凍結保存する。

製造に使用する培地及び試薬等を含めた詳細な製造工程、培養条件及び保存条件等を参

考資料 5「 レトロウイルスベクターMS―bPaの製造方法」に記載する。製造は、共同実施施

設である二重大学医学部の研究者が製造管理責任者となり、全てタカラバイオ社の管理さ

れた製造エリア (参考資料 6「製造施設 (位置 。構造設備)])にて GMP遵守下で行われる。

また、タカラバイオ社の製造施設から二重大学医学部内細胞調製施設へのウイルスベクタ

ーの輸送は、凍結・ ドライアイス詰で、輸送中の温度変化をモニター・記録して行う。
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□

↓

<拡大培養>

↓

<播種・増殖培養>

↓
<無血清培地に交換>

↓
<韓 養 >

↓
<無菌濾過を経て培養上清を回収>

↓
<バ ッグ充填>

↓
<ラバリレ員占イ寸>

↓

レトロウイルスベクタ

図 9 レ トロウイル スベ クター LIS―bPaの製造 フロー

レトロウイルスベクターMS―bPaに関しては、以下の品質試験を行 う (1ロ ットの結果を

参考資料 7「 レトロウイルスベクター試験成績書」に示す)。 なお、品質試験方法の概略は、

参考資料 8「 レトロウイルスベクターMS―bPaの品質試験」に示すζ

l.  マイコプラズマ否定試験 (培養法)

2.  in vivoウ イルス試験

3。   in vitroウ イルス試験

4.  RCR試験 (293細胞で増幅後、PG-4 SttL― アッセイ)

5.  無菌試験 (日 本薬局方 )

6.  エン ドトキシン試験 (日 本薬局方)

7.  導入遺伝子配列解析

8. 産生ウイルスの力価試験

9。   導入遺伝子の機能確認
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Ⅶ。1.2患者に投与する物質の純度及びその安全性

患者に投与されるのはレトロウイルスベクターMS―bPaに より TCR α鎖及びβ鎖遺伝子を

導入 した患者由来 Tリ ンパ球であるため、その安全性については「Ⅶ。3.4被験者に投与す

る細胞の安全性」に記載する。なお、この細胞は、RPM11640培地とヒト血清アルブミン (HSA)

含細胞凍害保護液 (CP-1)と が 1:1の割合で混合された溶液の懸濁液 として投与される

(「Ⅶi3.1遺伝子導入細胞の調製方法」参照)。 HSAは承認 された医薬品製剤を使用する。

RPM11640及び CP-1は研究用試薬である。本邦では 15年来の末梢血幹細胞採取・保存・解

凍投与の臨床経験例において、CP-1と RPM11640による凍結保存法が用いられて、人に投与

されている。また、内外の骨髄移植の臨床経験では、ヘパ リン剤希釈液として RPM11640を

採取骨髄に添加後に投与する方法が広く行われてきたが、何れの使用においてもCP-1又 は

RPM11640に起因する重篤な有害事象の報告はみられない。            
′

また、遺伝子導入細胞の投与後に、MAGE― A414卜晰lペプチ ドが不完全フロイントアジュバン

トとの懸濁液として皮下投与される。このペプチ ドの純度は逆相 HPLCに よる解析により

98.3%であり、エンドトキシン試験や無菌試験などにより品質が確認されている (「Ⅶ。4ペ

プチ ドの安全性」参照)。 不完全フロイン トアジュバン トは医薬品として承認されている

ものではないが、本臨床研究に用いるMONTANIDF ISA 51は 、SEPPIC社 (75,quai d'Orsay

75321 Paris cedex 07 FMNCE)が 人への投与を目的として GMP製造し、販売しているもの

である。SEPPIC社の資料 (参考資料 9-1及び 2)によると、これまでに AIDSや悪性腫瘍の

ワクチンの臨床試験において、4,000人以上の患者に約 40,000回 の投与がなされており、

副作用は多くの場合投与部位の発赤等の一過性の局所反応のみであることが示されている。

また、その他の副作用としては、一過性のインフルエンザ様の全身症状が時に観察されて

いる。以上より MOMANIDEW ISA 51は安全に人へ投与されるものであると考えられている

(参考資料 9-1)。

Ⅶ。1.3増殖性ウイルス出現の可能性

Ⅶ。1.3.1レ トロウイルスベクターの安全性

本臨床研究で使用するレトロウイルスベクターMS―bPaの ゲノムは MOMLV由来の gag、 pol、

envを コー ドする遺伝子を完全に欠如している。また、一過性にエコトロピックウイルスベ

クターMS―bPaを産生させた 293T細胞、及びパッケージング細胞株 PG13において、gag、 pol

をコードする DNA断片と envを コー ドする DNA断片とが異なったプラスミド上あるいは染

色体上の異なつた位置に挿入されているので、RCRの出現する可能性は極めて低いと考えら

れる。レトロウイルスベクターMS―bPaの試験項目に RCR試験が含まれており、RCR陰性の

レトロウイルスベクターだけを臨床使用する。また、治療後には患者末梢血中の RCRを測

定する。
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Ⅶ。1.3.2パ ッケージング細胞の安全性

パッケージング細胞は一般に、ウイルス粒子を構成する蛋自の遺伝子を有さない増殖能欠

損型レトロウイルスベクターを産牛するために使用される。組換えレトロウイルスベクタ

ーを作製するために、パッケージングプラスミド (ウイルス蛋白をコー ドする gag、 pol、

env遺伝子を含む)をあらかじめ組み込んだパッケージング細胞が作られている。この細胞

に遺伝子治療用レトロウイルスベクターのゲノム配列を含む DNAを導入したプロデューサ

ー細胞を樹立することにより、高力価のレトロウイルスベクターを大量に調製することが

可能になつた (53)。 図 10にその概念図を示す。

嚇一中 01
掃血 vl山

=

一
呻

塊
．̈中警申 岬 :Ⅲ ll=I二、_ :ツ呻■卿    ‐

図 10 レ トロウイルスベクターの産生  (31用文献 53よ り転載 )

ウイルスプラスミドベクターpMS―bPaは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子である gag、

pol、 envを欠いているため、このプラスミドを通常の細胞に導入しただけではウイルス粒

子を産生することはない。さらに、レトロウイルスベクターMS―bPaを作製する際に使用さ

れるパッケージング細胞 PG13は、パッケージングに必要なウイルス遺伝子を2個のDNA断

片として別々に導入した第 3世代のパッケージング細胞株なので、予期せぬ遺伝子組換え

により増殖可能な野生型レトロウイルスを産生する可能性は、第 1世代及び第 2世代パッ

ケージング細胞株 と比較 して極めて低い。 したがって、ウイルスプラスミドベクター

pMS―bPaと パッケージング細胞株 PG13の組み合わせにより作製されたウイルス産生細胞株

を使用したレトロウイルスベクターMS―bPaを製造する過程において、RCR力 出`現する可能

性は極めて低いと考えられる。

表 1に各世代のパッケージング細胞の特徴を、図11に各世代のパッケージング細胞と対

応するレトロウイルスベクターの構造を記載する(53)。
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表 1 各世代のパ ッケージング細胞の特徴

パッケージングプラスミドの構造 RCR出現の機構

第 1世代パ ッケージン

グ細胞

(パッケージング細胞に

使われているパッケージ

ングプラスミドとレトロ

ウイルスベクターの構造

:図 n中の A)

パッケージングシグナルだけを除

いたもの。効率よくベクターを作

るために、ベクタープラスミド側

に gag遺伝子の一部を残しておく

必要がある。

パッケージング配列とベク

ター配列に共通する gag部

分で相同組換えが起こると

RCRが出現する。

第2世代パ ッケージン

グ細胞

(パ ッケージング細胞に

使われているパッケージ

ングプラスミドとレトロ

ウイルスベクターの構造

:図 11中の B)

パ ッケージングシグナルを除去

し、さらに 3'一LTRを polyA付加シ

グナルで置換したもの。

RCRが出現するためには、

gag部分と、3'一LTR部分の 2

カ所で同時に相同組換えが

おこる必要があり、その可

能性は非常に低いと考えら

れている。

第3世代パ ッケージン

グ細胞

(パ ッケージング細胞に

使われているパ ッケージ

ングプラス ミドとレトロ

ウイルスベ クタすの構造

:図 11中の C)

パッケージングシグナルを除去し

て 3'一LTRを polyA付加シグナルで

置換し、さらにウイルス蛋自のコ

ーディング領域を gag―polと env

の 2種類に分割して発現させるよ

うにしたもの。

RCRが出現するためには、

gag部分とpol部分と

3'一LTR部分の 3回の相同組

換えが同時に起こる必要が

あり、その可能性は極めて

低いと考えられている。
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図 11 パッケージング細胞に使われているパッケージングプラスミ

レトロウイルスベクターの構造 (引用文献53よ り転載)
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