
第 71回 厚生科学審議会科学技術部会
― 議 事 次 第 一

【日  時 】平成 24年 5月 16日 (水)1580～ 1730

【場  所 】厚生労働省 省議室 (中央合同庁舎第5号館9階 )

【議  題 】
1.遺 伝子治療臨床研究について
2.ヒ ト幹細胞臨床研究について
3.そ の他

【配布資料 】

資 料1-1.遺 伝子治療臨床研究実施計画等について

資 料1-2.遺 伝子治療臨床研究実施計画変更報告について

資 料1-3.遺 伝子治療臨床研究実施計画について

資 料1-4.遺 伝子治療臨床研究に係る第一種使用規程について

資 料  2.ヒ ト幹細胞臨床研究実施計画の申請について

資 料  3.国 立感染症研究所の評価報告等について

資 料  4.遺 伝子治療臨床研究に関する実施施設からの報告について
資 料  5.ヒ ト幹細胞臨床研究に関する実施施設からの報告について

参考資料  1.厚生科学審議会科学技術部会委員名簿
参考資料  2.遺 伝子治療臨床研究実施計画の申請及び遺伝子治療臨床研究

に係る生物多様性影響評価に関する参考資料
参考資料  3.ヒ ト幹細胞を用いる臨床研究実施計画の申請に関する参考資料
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第 71回 科学技術部会
資料 1-1

平成 24年 5月 16日

遺伝子治療臨床研究実施計画等について

課題名 : MAGE―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

遺伝子治療臨床研究実施計画に係る意見について

○ 遺伝子治療臨床研究作業委員会の意見    ・・・  P.1

0申 請機関からの回答   ・・・・・ 口・・ 口・・ 口 P.3
(多施設共同研究に変更することについての合理的理由)

<参考添付>平成 22年 3月 30日  医政発第 0330第 2号

「医療機関における自家細胞 口組織を用いた

再生 :細胞医療の実施について」    P.フ

○ 遺伝子治療臨床研究作業委員会の意見    ・ 口・  P.17
(第 67回 厚生科学審議会科学技術部会 資料)

○ 遺伝子治療臨床研究作業委員会 名簿    口・・・  P.23
(二重大学医学部附属病院、大阪大学医学部附属病院、

(財)田附興風会医学研究所 Jヒ野病院 :MAGE―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)



平成 24年 5月 16日

大阪大学医学部附属病院、田附興風会医学研究所北野病院から申

請のあつた遺伝子治療臨床研究実施計画等に係る意見について

(追加報告) ・

遺伝子治療臨床研究作業委員会

委員長 島田 隆

大阪大学医学部附属病院、田附興風会医学研究所北野病院から申請のあっ

た遺伝子治療臨床研究実施計画及び二重大学医学部附属病院か らの変更報告

書の関係事項について、平成 23年 11月 9日 に開催された科学技術部会にお

ける指示を踏まえヾ再度 申請者等への確認を行いましたので、下記のとお り

報告いたします。

(1)経緯

○ 本申請等に係る臨床研究は、現在単一施設 (二重大学医学部附属病院)

で行われている遺伝子治療臨床研究について、安全性評価の途中段階に

おいて、新たに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

病院を含めた多施設共同研究として実施するものである。

○ 安全性評価の途中段階において多施設共同研究に変更することについ

ては、平成 23年 11月 9日 の科学技術部会において、「合理的理由があり、

患者や医療・医学にと,つ て有益であることが認められるのであれば、変

更を認めることはあり得るものの、今般の変更に係る妥当性 0合理性に

ついては、再度詳細に確認して報告すること」とされた。

○ これを受け、′申請者等に対し、多施設共同研究に変更する理由とその

妥当性・合理性について改めて照会し、回答を得た (回答書 :P.3～ 5、

参考添付 :P.7～ 15)。

(2)作業委員会における意見

○ まず、前回報告した作業委員会の意見の中で、「科学的にも倫理的にも



問題が多いとし,ヽ う意見が複数の委員より出された」とした意見の概要は

次のとお りである。

① 第 1相試験は安全性を確認するための重要な段階である。そのため、一般的に

は、第 I相試験の結果を評価した上で、それに基づき、次の段階として多施設に

拡大することを考えるべきである。

② 上記の点に関し、申請者等からは、安全性評価の途中段階で多施設共同研究に

変更する必要性について、特別な事情は説明されなかつたと考える。なお、二重

大学医学部附属病院の現在の研究計画において、日標とする被験者数が集まりに

くいという課題があるとしても、それは当初より想定され得るものであり、一般

的なことである。

③ したがつて、本件については、まずは現在の研究計画を完了させ、その結果を

評価することがより重要であると考える。

④ なお、多施設共同研究として実施せずとも、他の施設において、二重大学医学

部附属病院と同じ研究計画に基づき、本臨床研究を独自に実施することはできる

(すなわち、当該他の施設の医師等が二重大学医学部附属病院の施設に赴いて細

胞の調製等を行うことにより、当該他の施設の責任の下で実施することができる)

と考える。

○ 次に、今般提出された申請者等の回答について見ても、施設間の細胞

輸送システムを確立することの必要性や患者の便宜について説明されて

お り、また、安全性については、これまでに遺伝子導入細胞が投与され

た 3例の被験者について、遺伝子導入細胞に起因する有害事象は認めら

れない ことが説明されているものの、安全性評価の途中段階において多

施設共同研究に変更するとい う本質的な問題点に関する妥当性・合理性

としては、依然十分な説明がされていないと考える。

○ 一方、前回報告 したとお り、新たに提案されている多施設共同研究と

して遺伝子治療を行 うための、遺伝子導入細胞の輸送や受け入れ等の技

術的課題については、十分検討 されてお り特段の問題はないと考えられ

るものである。

(3)ま とめ

〇 以上 を踏まえ、本臨床研究を多施設共同研究 として実施することの妥

当性については、遺伝子治療臨床研究の安全性等に関する科学的課題に

とどま らず、臨床研究の進め方に関する基本的課題 という側面が含まれ

ることから、科学技術部会においてご判断いただきたい。

０
こ



(平成 23年 12月 7日照会 )

回答日 :平成 24年 3月 7日

実施計画申請書等に係 る厚生科学審議会科学技術部会での指摘事項への対応

(二重大学医学部附属病院、大阪大学医学部附属病院、日附興風会医学研究所北野病院)

1.二重大学医学部附属病院単独で実施中の遺伝子治療臨床研究を、この時点で多施設に変更すること

について、理由とその妥当性・合理性 (科学的。倫理的視点から)を説明してください。

(回答 )

「実用化を目指した細胞療法の早期臨床試験の考え方」、「本遺伝子治療臨床研究を単一施設で開始

した理由」及び 「この時点で多施設に変更することの理由とその妥当性 。合理性 (科学的・倫理的視

点から)」 につきまして、以下のとお りご説明させていただきます。

【実用化を目指した細胞療法の早期臨床試験の考え方】

我々は、二重大学を中心に遺伝子治療の開発に参画意思のある大学・企業を含めた共同研究ネットワー

クを構築して、TCR遺伝子細胞療法の実用化を目指し、当該遺伝子治療技術の研究開発を進めております。

実用化を想定した遺伝子細胞免疫療法の研究開発を進める上で、ひとりでも多くの患者さんに、なるべく

早く本治療法を届けるため、特に、日本国内では細胞調製 GMP施設でカロエされた調製細胞を他施設で利

用するための輸送システムを確立することが不可欠です。したがつて、実用化を想定した早期臨床試験に

おいて確認されるべき安全性とは、個々の患者さんにおける安全性はもとより、投与細胞の製造、運搬を

含むシステム全般にわたる安全性としてとらえるべきだと考えております。実用化に向けた細胞療法の安

全性確認を目的とした臨床試験は、緊密な協力関係のもと少数多施設で行うことが望ましいと考えます。

【本遺伝子治療臨床研究を単一施設で開始した理由】

本遺伝子治療臨床研究は平成21年 7月 21日 付けで厚生労働大臣に二重大学医学部附属病院での実施

を了承されました。大阪大学医学部附属病院消化器外科の土岐医師、和田医師及び田附興風会医学研

究所北野病院消化器センターの上田医師からは、早くから本遺伝子治療臨床研究を共同で実施したい

との希望がありましたが、本遺伝子治療臨床研究を立案した当時は、二重大学医学部附属病院で調製

された遺伝子導入細胞の他施設への提供に関して妥当性を検討するための指針がなかつたことから、

単一施設で遺伝子治療臨床研究を開始しました。

【この時点で多施設に変更することの理由とその妥当性・合理性 (科学的・倫理的視点から)】

平成22年 3月 30日 に厚生労働省医政局長通知「医療機関における自家細胞・組織を用いた再生・細

胞療法の実施について (医政発0330第 2号)」 が発出され、複数の医療機関において共同で再生 0細

胞医療を実施する場合の要件が示されました。そこで、平成22年 4月 26日 に厚生労働省医薬食品局監

視指導 0麻薬対策課を訪問し、細胞療法の臨床研究における細胞輸送に関する考え方の助言を受け、

本遺伝子治療臨床研究の少数多施設化を可能と判断しました。
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少数多施設化に向けた細胞輸送システム構築及びそのシステムバリデーションに関しましては、三

重大学医学部附属病院が臨床研究を開始した当初から3年近くに渡つて整備を進めて本多施設臨床研

究の実施に備えてきました。実地における搬送テス トを行い、搬送された細胞の安全性・安定性に関

するデータを取得し、科学的に十分多施設化が行い得るという確認を行いました。この点に関しまし

ては、先の作業委員会においても確認いただいたとおりです。したがつて、この時点で実施可能な細

胞輸送システムが構築できたと考えております。

また、二重大学医学部附属病院、大阪大学医学部附属病院、田附興風会医学研究所北野病院の3施

設において5年に渡つて行つてきたがんワクチンの多施設共同臨床研究での経験も活かし、本遺伝子

治療臨床研究においても医師・研究者からなる均一な臨床の能力を持つ少数多施設共同実施チーム体

制作 りに早期から着手し、安全性情報の共有や評価においても各施設が密に連携することで情報交換

を速やかに行い、各施設における状況を随時把握するための体制が完成したと考えます。具体的には、

安全・効果評価・適応判定中央部会の体制構築、勤婦tが協力して多施設化のための標準業務手順書

の作成、各施設の責任体制などを整え、各施設での遺伝子治療臨床研究審査委員会の審査・承認を得

ました。

その間、先行して開始された二重大学単施設での臨床研究においては、これまでに3例の被験者に

遺伝子導入細胞が投与されましたが、現在までに遺伝子導入細胞に起因する有害事象は認められてお

らず、その他の安全性評価項目である遺伝子導入細胞のクローン化、増殖性レトロウイルス

(Rephcation competent retro―us:RCR)の発生も認められておりません。さらに、3例の投与患者

全てにおいて、血中における遺伝子導入細胞の長期生存性が確認されており、今後効果が期待される

データが得られております。コホー ト1(投与量 :2x10∧ 8個)の3例の結果は安全・効果評価・適応

判定部会にて評価が行われ、現在はコホ∵ 卜2(投与量:lx 10^9個)へ と移行しております。

以上のことから、少数多施設での細胞療法のシステム全般に関わる安全性評価が可能となったこの

時点で、本遺伝子治療臨床研究の実施施設として、大阪大学医学部附属病院及び田附興風会医学研究

所北野病院を加え、少数多施設化することは科学的視点からも倫理的視点からも妥当であり、合理的

であると考えます。

さらに少数多施設化により、試験も迅速化され、新規治療技術の早期開発が望まれている治療抵抗

性の食道癌患者さんに対する早期治療手段の確立に寄与する可能性も高まると考えます。

現在、中部圏や関西圏などからの遠方の患者さんにおかれましては、主治医の先生からのご紹介で

二重大学医学部附属病院までお越しいただき、本遺伝子治療臨床研究に参加あるいは検討いただいて

います。本来であれば、当該患者さんの病状、経過を良くご存じである主治医の先生のもとで、精神

的、肉体的、経済的及びご家族のご負担等も考慮し、ご安心して治療されることをお望みかと思われ

ますが、単一施設ではそれが叶わない状況です。このようなことから、本遺伝子治療臨床研究の試験

目的を考慮した少数多施設化は、このような遠方の患者さんの様々なご負担を軽減するという観′点か

らも妥当であると考えます。

【田附興風会医学研究所北野病院における本遺伝子治療臨床研究実施の要望】

当院消化器外科は年間 25例程度の食道癌症例に対し、根治手術、化学放射線療法等の集学的治療

を実施していますが、標準治療に抵抗性となつた再発、難治となった患者さんも診療しております。

標準治療に抵抗性となりますと、通常は継続的に当院で緩和的医療に移行するか、近隣のホスピスヘ

転院いただくことになりますが、新規治療法を希望される患者さんには二重大学と連携してがんワク

4



チン臨床試験を平成 19年 より実施してきました。

当院は医学研究所内に設置され、新規治療法を積極的に開発していく環境。体制にあります。最近、

患者さん自身の情報収集が高まり、新規治療 (本遺伝子治療臨床研究など)への参加を希望される患

者さんも多く、現時点では二重大学に紹介し治療を受けておられますが、当院における実施の要望が

高まっております。

当院遺伝子治療臨床研究審査委員会における本臨床研究実施計画の審議においては、臨床研究の重

要性と患者さんの要望も十分に考慮し、また細胞搬送が安全に実施されることが確認されましたので、

二重大学医学部附属病院及び大阪大学医学部附属病院と共同して本遺伝子治療臨床研究を実施するこ

とが承認 (平成 23年 2月 )されるに至りました。

【大阪大学医学部附属病院における本遺伝子治療臨床研究実施の要望】

当院消化器外科では、食道癌に対する根治的外科切除は年間 80症例を数え、さらには毎年ほぼ同

数の再発進行食道癌患者に対して集学的治療を実施しています。標準治療抵抗性となった再発進行症

例に対しては、新規組み合わせによる抗がん剤治療を行つたりしておりますが、絶対予後不良であり、

新規治療を希望される患者も多数おります。このような例に対して、CHP‐ NY‐ESO‐ 1、 NY‐ ESO‐ lf
ペプチ ド、NY‐ESO‐ 1複合ペプチ ド、CHP‐MAGE‐A4などによる独自のがんワクチン臨床試験を平

成 16年 より行ってきました。

このように(当 院では臨床及び研究的背景において、遺伝子治療を実施する基盤が整っております。

当院遺伝子治療臨床研究審査委員会における本臨床研究実施計画の審議においては、その基盤を十分

に考慮し、また細胞搬送に関しても安全性が確保されることが確認されたので、二重大学医学部附属

病院及び北野病院と共同して本遺伝子治療臨床研究を実施することが承認 (平成 23年 1月 )された

次第です。 1
多施設共同研究において起こりがちな施設間偏差の問題に関しては、基本的に共通した計画書のも

と臨床試験を行 うとともに、臨床的・実験室的デT夕 の収集・解析・判定は中央化することにより解

消できうると考えています。特に「セントラル安全 。効果評価 ,適応判定部会Jの設置は、この目的

に沿うものです。

(以上 )
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医政発 0330第 2号

平成 22年 3月 30日

厚生労働省医政局長

医療機関における自家細胞 ,組織を用いた再生 。細胞医療の実施について

再生・細胞医療は、臓器機能の再生等を通じて、国民の健康の維持並びに疾

病の予防、診断及び治療に重要な役割を果たすことが期待されている。

今般、先端的な医療である再生 。細胞医療が有効性及び安全性の高い形で患

者に提供され、普及 していくよう、医療機関における自家細胞・組織を用いた

再生 。細胞医療の実施に当たり、関係者が留意すべき要件を別添のとお り定め

たので、貴管下関係者へ周知方御配慮願いたい。

なお、本通知は、地方自治法 (昭和 22年法律第 67号)第 245条 の4第

1項の規定による技術的な助言であることを申し添える。



(別添)

医療機関における自家細胞・組織を用いた再生・細胞医療の実施について

再生・細胞医療 (ヒ トの細胞・組織を採取し、加工した上で、移

植又は投与を行 う医療をいうぎ以下同じ。)は、臓器機能の再生等を

通じて、国民の健康の維持並びに疾病の予防、診断及び治療に重要

な役割を果たすことが期待されている。

今般、先端的な医療である再生・細胞医療が有効性及び安全性の

高い形で患者に提供され、普及 していくよう、医療機関 (医療法 (

昭和23年法律第205号)第 1条の 5に定める「病院」又は「診療所」

をいう。)における自家細胞・組織 (患者本人の細胞・組織をいう。)

を用いた再生・細胞医療の実施に当たり、関係者が尊重すべき要件

を定めることとする。

O。 初めに                          ・

① 実施する再生・細胞医療技術の内容に応じて、有すべき施設、

設備等は異なることから、各技術に共通的な事項 として、医療

機関が確保すべき最低限の要件について定める。

② 医師法 (昭和23年法律第201号 )、 歯科医師法 (昭和23年法律

第202号 )、 医療法等の法令やガイ ドライン等医療一般に適用 さ

れる事項を遵守することは当然のことであることから、再生・

細胞医療に固有に求められる事項を中心に定める。特に、再生
・細胞医療を研究として実施する場合には、「ヒト幹細胞を用い

る臨床研究に関する指針」 (平成 18年厚生労働省告示第425号 )、

「臨床研究に関する倫理指針」 (平成20年厚生労働省告示第415

号)等に基づき実施する必要がある。

③ 現段階での再生・細胞医療の実態等を踏まえ、主として、薬

事法 (昭和35年法律第145号)に基づく承認取得や保険適用をし

た上で幅広 く実施される以前の段階において必要 とされる要件

を定める。

④ 再生・細胞医療における科学的進歩や経験の蓄積は日進月歩
であることから、本要件を一律に適用したり、本要件の内容が

必要事項すべてを包含 しているとみなすことが必ず しも適切で

ない場合もある。したがつて、個々の再生・細胞医療の実施や

評価に際しては、本要件の目的を踏まえ、科学的原則やその時

点の学問の進歩を反映した合理的根拠に留意しつつ、ケース・

０
０



バイ・ケースで柔軟に対応することが必要である。

⑤ 本要件は、科学技術の進歩、関連制度の見直し状況等を勘案

してt必要に応じ見直しを行 うこととする。

第 1章 基本的な考え方

① 再生・細胞医療の一般化や普及を図ることが目的であり、そ

のためには、再生・細胞医療は先端的な医療ではあるが、いか

に有効性及び安全性の高い形で提供されるかという患者の視J点

から考えることが重要である。

② 複数の医療機関において共同で実施する場合においても、加
工の段階が分断されるのではなく、細胞・組織の採取から、加

_ 工、搬送、移植又は投与までに至る各過程が一貫して複数の医

療機関により実質的に管理されていることが必要である。共同

での医療の実施は、複数の医療機関の関係者が 1つのチームと

なり、当該関係者がすべての患者の症例を把握しているなど十

分な連携体制 (顔の見える関係)の中で実施されることが必要

である。
* 「細胞・組織の加工」とは、疾患の治療や組織の修

復又は再建 を目的 として、細胞・組織の人為的な増殖

、細胞・組織の活性化等 を目的 とした薬剤処理、生物

学的特性改変、非細胞・組織成分 との組み合わせ又は

遺伝子工学的改変等を施す ことをい う。 (「 ヒ ト (自

己)由 来細胞や組織を加工 した医薬品又は医療機器の

品質及び安全性の確保 について」 (平成 20年 2月 8日

付 け薬食発第0208003号 厚生労働省医薬食品局長通知 )

)

③ インフォームド・コンセントについても、細胞・組織の採取

から、加工、搬送、移植又は投与までに至る一貫したものが必

要であるとともに、医療機関は患者がインフォームド・コンセ

ント時の説明を理解できるよう支援するよう努めることが重要

である。

④ 一般に医療については、臨床研究の段階から企業が加わり利

用が拡大していく段階まで、対象患者が拡大するにつれて、上



乗せの要件が求められる。

第 2章 総則
再生・細胞医療を 1つの医療機関で一貫して実施する場合には以

下の要件によるものとする。

1.再生・細胞医療提供の体制等の在 り方

① 医療機関の細胞加工施設 (以下、「CPC」 という。)におい

て加工された細胞・組織等は、薬事法に基づき有効性及び安全
性が評価されたものではないことから、医療機関は、ヒト幹細

胞由来であるか否かにかかわらず、「ヒト幹細胞を用いる臨床研
究に関する指針」において求められている体制を有するなど、

医療機関として管理・責任体制を明確にするとともに、同指針

において求められている安全対策等を講じた上で再生 0細胞医

療を実施することが求められる。

② 再生・細胞医療の実施については、医療機関としての管理・

責任体制を明らかにするために、倫理審査委員会の承認を求め

ることが必要である。
* 倫理審査委員会に求められる役割 :製造・品質管理等に関

する手順書や搬送方法の承認、それらが適切に守られている
かの確認、依頼医療機関において実施された患者についての

有効性や安全性に関する情報の集約、当該技術を継続する妥

当性の検証、問題事例への対応の検討 等

③ 再生・細胞医療は、医療機関内の複数の医療関係者の連携の

もと実施されるものであることから、医療関係者が連携し、患

者の診療情報を共有した上で、患者の治療や治療後のモニタリ
ングを実施することが必要である。例えば、主治医を中心とし

てカンファレンスを実施した上で治療方針や重大な事態が生じ

た場合の対応の決定等を行う必要がある。

2。 再生・細胞医療の実施の判断及び細胞 0組織の採取

① 患者に再生・細胞医療を実施するか否かの判断に当たつては、

病状、年齢、同意能力等を考慮し、慎重に検討する必要がある。

ｎ
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② 採取段階における安全対策等については、「ヒト又は動物由来

成分を原料として製造される医薬品等の品質及び安全確保につ

いて」(平成12年 12月 26日 付け医薬発第1314号厚生省医薬安全局

長通知)及び 「ヒト (自 己)由来細胞や組織を加工した医薬品

又は医療機器の品質及び安全性の確保について」の規定すると

ころによるものとする。

3.加工・品質管理体制

① 細胞・組織の加工を行う医療機関は、病院や特定機能病院に

限定すべきではなく、有効性、安全性及び品質確保のために下

記の要件を満たしている医療機関であればよい。

② 細胞・組織の加工は、必ずしも医師又は歯科医師が行 う必要

はないが、医療の一環として、当該医療機関の医師又は歯科医

師の実質的な監督の下で実施することが必要である。

③ CPCの 施設の要件
○ 加工した細胞・組織の品質の確保のために、細胞加工室、

品質検査室、細胞管理室を有するなど必要な構造設備を備え

る必要があるとともに、脱衣室と着衣室を別に設けるなど、

交差汚染を防止するために必要な対策を講じておく必要があ

る。
○ 電気冷蔵庫、電気冷凍庫、培養器、顕微鏡、安全キャビネ

ット、モニタリング用機器など、細胞・組織の加工及び保存

に必要な設備を有する必要がある。

○ 製品管理、品質管理、バリデーション等につし
,ヽ
て、製造管

理の手順に関する文書、品質管理の手順に関する文書、衛生

管理の手順に関する文書、教育訂1練の手順に関する丈書等を

定めるとともに、これらに基づき適切に製造管理及び品質管

理を行 う必要がある。

④ CPCの 人員の要件

○ 製造管理責任者、品質管理責任者、細胞培養責任者及び細

胞検査責任者の配置が必要である。

○ 少なくとも製造管理責任者と品質管理責任者は分けること

が必要である。



○ 細胞・組織の加工を監督する医師又は歯科医師、品質管理、

製造管理等の責任者及び実施者には十分な知識・経験が必要

である。

⑤ 加工・品質管理の在 り方については、「治験薬の製造管理、品

質管理等に関する基準 (治験薬GMP)」 (平成20年 7月 9日 付

け薬食発第0709002号厚生労働省医薬食品局長通知)、
「ヒト又は

動物由来成分を原料として製造される医薬品等の品質及び安全

性確保について」及び 「ヒト (自 己)由来細胞や組織を加工し

た医薬品又は医療機器の品質及び安全性の確保について」に規

定するところによるものとする。

4。 移植又は投与

○ 移植又は投与の段階においては、十分な安全対策等を行 う必

要がある。

5.情報管理及び記録の保存

○ 再生 0細胞医療に関する記録を良好な状態の下で、少なくと

も10年間保存しなければならない
`

6。 有効性、安全性など治療効果の評価

① 評価療養 (健康保険法 (大正11年法律第70号)第63条第 2項

第 3号に規定する「評価療養」をいう。以下同じ。)の対象で

ない再生 0細胞医療や薬事法に基づく承認取得や保険適用がさ

れていない再生・細胞医療は、まずは研究として実施すること

が必要である:

実施後は、実施した再生・細胞医療に関する成績について、

医療機関は査読のある学術雑誌へ寄稿 し評価を受けるなど、第

二者の評価を受けた上でホームペニジで公表することが必要で

ある。

なお、情報公開を行 う上では、効果が認められた症例の紹介

だけではなく、他の治療を受けた集団と再生・細胞医療を受け

た集団の生存期間の延長効果を比較した情報を公開するなど、

客観的な有効性及び安全性に関する情報を公開することが必要

である。

０
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② 治療を目的とする再生 0細胞医療であつて、研究段階で一定

の評価を得たものについては、先進医療 (「厚生労働大臣の定め

る評価療養及び選定療養」 (平成18年厚生労働省告示第495号 )

第 1条第 1号に規定する「先進医療」をいい、高度医療評価制

度を含む。以下同じ。)や治験といった評価療養の枠組みの中で

、行政の一定の関与の下、有効性及び安全性について更なる評

価をすることが必要である。  ,

③ 先進医療として実施し、一定の評価が得られた再生・細胞医

療については、速やかに治験や薬事承認、保険適用につなげて

いくことが必要である。

④ さらに、保険の対象とならない予防や美容を目的とする再生
・細胞医療は、先進医療の対象とならないため、実施医療機関

において、よリー層有効性及び安全性の確保に万全を期すとと

もに、特に有効性及び安全性の評価についてインフォームド・

コンセントを徹底した上で実施することが必要である。

第 3章 複数の医療機関において共同で再生・細胞医療を実施する

場合の要件
再生・細胞医療の実施初期には、 1つの医療機関において、患者

への移植等や細胞の培養・カロエが一貫して行われるが、一定の有効

性及び安全性の評価が行われた後には、複数の医療機関において共

同で同じ再生・細胞医療を実施することが考えられる。複数の医療

機関において共同で再生・細胞医療を実施する場合には、第 2章の

要件に加えて、以下の要件を満たすことが必要である。

1.再生・細胞医療提供の体制等

① 第 2章 l②に規定する倫理審査委員会は、各々の医療機関が

固有のものを設置して有効性や安全性、品質に関する情報を共

有するためにも、互いの医療機関で開催される際には、少なく

とも互いの倫理審査委員会で行われた議論の内容がわかるよう

な書面を提示し、相手の医療機関における実施体制等について

理解することが必要である。その上で、相手側の倫理審査委員

会の要請がある場合には、医療機関の関係者が出席し、各医療

機関における実施体制等について説明を行 うことが必要である。

つ
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② 第 2章 l③に規定する医療関係者の連携については、複数の

医療機関において共同で一体となつて再生・細胞医療を実施する

場合には、特に重要であり、患者の診療情報を両医療機関の関係

者が共有した上で、患者の治療や治療後のモニタリングを共同で

実施し、各々の医療機関で記録を保存することが必要である。例

えば、主治医を中心として両医療機関の医師又は歯科医師の参加

によるカンファレンスを実施した上で治療方針や重大な事態が

生じた場合の対応の決定等を行 うことが必要である。

③ 両医療機関の関係者は、長期間にわたつて、共同で有効性や

安全性に関して患者をフォローすることが必要である。

④ 両医療機関の医師又は歯科医師は、実施する再生 0細胞医療

に関する知識・技能 (細胞・組織の加工に関する事項を含む。)

を有することが必要である。

⑤ 第 2章 3③に規定する製造管理、品質管理、バリデーション

等に関することについても、あらかじめ両医療機関で共有する

ことが必要である。

⑥ 医療機関が加工を実施した細胞・組織を他の医療機関に提供

する場合には、一定の有効性及び安全性が確認されたものが提

供されるべきである。したがって、カロエを実施する医療機関に

ついても、少なくとも十分な有効性及び安全性が確立されてい

ない段階 (臨床研究や評価療養)においては、細胞・組織のカロ

エのみに特化することなく、自ら実際にこれを用いた医療を実

施し、十分な評価を行つていることが求められる。

⑦ 第 2章 6①に規定する実施した再生・細胞医療に関する成績

の評価やホームページでの公表については、複数医療機関で連

携して実施する必要がある。

2。 搬送

① 搬送には、採取した細胞・組織の搬送と加工したものの搬送

があるが、いずれも温度、気圧、無菌性のバリデーション、搬

14



送時間の管理などが重要である。

② 両医療機関においては、これらの条件を含め、品質が確保さ

れるよう適切に検証し、搬送体制についても明確に定めておく

ことが必要である。

③ 専用の搬送容器の開発や搬送の担当者の教育が前提となる。

Ｅ
Ｕ



平成 23年 11月 9日

大阪大学医学部附属病院、田附興風会医学研究所北野病院から申

請のあつた遺伝子治療臨床研究実施計画等に係る意見について

遺伝子治療臨床研究作業委員会

委員長 島田 隆

大阪大学医学部附属病院、田附興風会医学研究所北野病院から申請のあつ

た遺伝子治療臨床研究実施計画及び二重大学医学部附属病院からの変更報告

書の関係事項について、本作業委員会で検討を行い、その結果を別紙のとお

りとりまとめたので報告いたします。

記

【申請】

1.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

申請者 :大阪大学医学部附属病院 病院長 福澤 正洋

申請 日 :平成 23年 7月 5日

2.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

申請者 :田附興風会医学研究所北野病院 病院長 藤井 信吾

申請 日 :平成 23年 7月 6日

【関係変更報告書】

3.mGE‐ 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

報告者 :二重大学医学部附属病院 病院長 竹田 寛

報告 日 :平成 23年 7月 6日

７
Ｊ



(別 紙 )

1.遺伝子治療臨床研究実施計画の概要

(1)研 究 課 題 名

(2)申 請等年月 日

(3)鋼 び代表者

(0総 括 責 任 者

(5)対 象 疾 患

導 入 遺 伝 子

ベクターの種類

用 法 ・ 用 量

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

平成 23年 7月 5日 又は 6日

①大阪大学医学部附属病院 病院長 福澤 正洋

②田附興風会医学研究所北野病院 病院長 藤井 信吾

(③三重大学医学部附属病院 病院長 竹田 寛一)

①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

②田附興風会研究所北野病院 消化器センター

外科 。副部長 上田 修吾

(③三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 珠玖 洋)

食道癌

MAGE‐A4抗原特異的 T系田胞受容体CCD α 鎖及び β 鎖

遺伝子

非増殖性 レトロウイルスベクター

腫瘍抗原 MAGE‐A4を認識するTCR α 鎖及び β鎖遺伝子

を導入した自己リンパ球を経静脈的に投与し、投与後 14日 目

及び 28日 目に MAGE‐A4143‐ 151ペプチ ド300 μg(不完全

フロイントアジュバントとの懸濁液)を皮下投与する。TCR遺
伝子導入 リンパ球の投与量は各コホー ト2× 108個、l X 109個

及び 5× 109個。

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

3施設合計 9例 (各 コホー ト3例。有害事象が発現した場合に

は、各コホー ト最大 6例まで増加し、最大 18例。)

研究実施期 間

目 標 症 例 数 :

(0研究の概略 :

本研究は、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 ヒト自血球抗原

CLAJ‐A2402存在下で特異的に認識するTCR α 鎖及び β 鎖の遺伝子をレトロウ

イルスベタターにより遺伝子導入 した自已リンパ球 (TCR遺伝子導入 リンパ球)輸

０
０



注の安全性を主要エンドポイントとする。副次エンドポイントは、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く腫瘍特異的免疫反応、及び腫瘍縮小効果。 ヽ

今回の申請等は、従来二重大学医学部附属病院単独で行つていた臨床研究について、

共同実施施設として 2施設を追加するもの。共同実施施設で行う場合も遺伝子導入 。

細胞培養等は二重大学において行われる。具体的には、各共同実施施設で患者から採

取された自己リンパ球が二重大学細胞調製施設に搬送され、遺伝子導入 。細胞培養が

行われた後、各共同実施施設に戻され、TCR遺伝子導入リンパ球が患者に投与され

る。

(つ その他 (現在実施中の臨床研究の状況等):

二重大学医学部附属病院で現在実施されている臨床研究の状況は、6例が登録され、

うち3例に遺伝子導入細胞の投与が実施され、残り3例は脳内転移や原病悪化により

遺伝子導入細胞投与前に中止されている。遺伝子導入細胞を投与された 3例について

は、平成 23年 6月 28日 時点において遺伝子導入細胞に起因する有害事象は認められ

ていない。

2.遺伝子治療臨床研究作業委員会における審議概要及び検討結果

(1)開催日時 : 平成 23年 10月 19日 (水)14:00～ 16:10

(2)議事概要 :

二重大学医学部附属病院の遺伝子治療臨床研究に関連する、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より申請のあった遺伝子治療臨床研究実施計画

(対象疾患 :食道癌、多施設共同研究)について、審議が行われた。

申請者から説明を受けた後、質疑応答が行われた。

主な議論は以下の通り。

二重大学医学部附属病院の遺伝子治療臨床研究実施計画自体は既に平成 21年に

承認されており、ベクターや遺伝子導入法は同一である。

今回、新たに提案されている多施設共同研究として遺伝子治療を行うための、遺

伝子導入細胞の輸送や受け入れ等の技術的課題についても作業委員会開催前の

申請者等との事前のや りとり傷」添参照)に より十分検討されており特段の問題

はないと考えられる。

①

②

ｎ
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③

④

⑤

⑥

しかし、作業委員会での当日の議論のなかで、安全性の評価を主要エンドポイン

トとして開始された臨床研究を、途中で多施設共同研究に変更することは、安全

性の確認が済んだかのような誤つた情報を発信することになり、科学的にも倫理

的にも問題が多いという意見が複数の委員より出された。また、既に二重大学医

学部附属病院単独で開始している臨床研究をこの時点で、多施設共同研究に変更

する理由について申請者側から合理的な説明は得られなかつた。

その結果、作業委員会としては、現在進行中の二重大学医学部附属病院の臨床研

究はこのまま継続 し、第I相試験としての安全性の評価を行うべきであり、多重

設共同研究については新たな臨床研究として申請することが妥当_であるという

意見でまとまった。

一方で、多施設共同研究を進めることは遺伝子治療の発展のためにも重要である

と考えられる。今後、再申請を行う場合や、新たに多施設共同の遺伝子治療臨床

研究を申請するためには(②の技術的問題だけでなく③で指摘されたような臨床

研究の妥当性についても十分に検討する必要があることを申請者に伝達するこ

とが妥当とした。

今回の作業委員会の審議を通し、遺伝子治療の安全性や科学的問題だけでなく、

臨床研究としての妥当性や倫理性が主な問題点として取り上げられた。これらの

問題をどこまで議論するべきか、作業委員会の役割をより明確にしていく必要が

ある。

以上について、作業委員会として、科学技術部会に報告することとした。

以  上

ｎ
ｕ
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(別添)

○ 本作業委員会の事前意見

1.凍結細胞搬送方法及び解凍方法の設定と手順書に従った運用により、凍結保存細胞

の安定性は担保できると考えられるため、各実施施設での凍結保存バイアルによる生

存率測定は実施しない予定とのことであるが、搬送中あるいは解凍中の不慮の事態に

よる影響を確認する観点からも、各実施施設において、細胞生存率の確認をすること

を検討すること。

【追加意見】

凍結保存細胞の生存率を測定する際、安全性を担保する「生存率の下限」を何%に

するのか説明すること。

2.具体的な搬送時の、業者に渡してから業者のハンドリング方法、保存容器や設定温

度、温度モニターの有無などの搬送時の情報について説明すること。

【追加意見】

容器内温度の規格値設定は予定していないとのことだが、本来、規格値は設定する

べきではないか説明すること。

3.各実施施設で検討しない場合には、搬送バ リデーションの詳細な内容等を示した上

で、搬送及び各実施施設における解凍操作により品質に影響を及ぼさないことを説明         |
すること。

4.二重大学において搬送前に品質を確認することが記載されているが、他の実施施設      .  |
において品質を確認できるようなサンプル保存などの方法がとられているか説明す         |
ること。                                          |

5.各施設に搬送された後、実際に使用する際の解凍の条件・刊順は施設間で統一され         '
ているか明らかにすること。

6.移送に伴つて生じる移動や時間によって、遺伝子導入の効率や導入後のリンパ球の

数、活性などに変化がないことが実験的に示されているか説明すること。

【追加意見】

実験結果を提示すること。

上記「1.Jから「6.」 の項目については平成 23年 9月 6日付け、「1.J、 「2.」 及

び「6.」 における追カロ意見については平成 23年 10月 11日 付けで二重大学医学部附属

病院等へ照会を行つた。

○ 事前の意見に対する申請者等の対応

・ 輸注用細胞と同時に凍結保存バイアルを搬送することとし、搬送したバイアルを

０
こ



用いて、共同実施施設にて凍結保存細胞の生存率を測定し、品質の確認を行 うこと

とされた。

０
乙
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○

厚生科学審議会科学技術部会

遺伝子治療臨床研究作業委員会 委員名簿

【二重大学、大阪大学、北野病院 】
「MAGE―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」

(食道がん)

雛 雛 東京歯科大学市川総合病院病院長

○ :委員長 (五十音順 敬称略)

氏  名 所 属

鰯 躍 早稲田大学理工学術院 特任教授

鮮 離
(独)医薬品医療機器総合機構

レギュラトリーサイエンス推進部研修課 研修課長

おおはじ とうや

大橋 十也 東京慈恵会医科大学 DNA医学研究所教授

月写黒 殖ざ (独)国立成育医療研究センター研究所 成育遺伝研究部長

に鋳
しゅういち

周一 金沢大学 医学部長

#績 軍
む

東京大学医科学研究所 遺伝子解析施設教授

しまだ  たかし

島田 隆 日本医科大学 医学部教授

蓉 讐菫朗 九州大学 生体防御医学研究所所長

蔀桑 榛デ 岡山大学病院 新医療研究開発センター教授

緯文“洋け却
東京薬科大学 生命科学部教授

はやかわ たかお

早川 尭夫 近畿大学 薬学総合研究所所長



第 71回 科学技術部会

平成 24年 5月 16日
資料 1-2

遺伝子治療臨床研究実施計画変更報告について

【三重大学医学部附属病院 】

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変更報告

○ 遺伝子治療臨床研究実施計画変更報告書 口・・・  P.1

0実 施計画書   ・ 口・・ 口・・ 口・・ 口・ 口・・   P.17

0説 明同意文書  口・ ロロ・・・ 口・・・・・・・  P.112



科 反 ′7″
別紙様式第2

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 変 更 報 告

厚生労働大臣

(文部科学大臣)

平成 23年  7月 6日

実

施

施

設

所  在  地
二重県津市江戸橋二丁目lZ番地

(郵便番号 514-8507)

称名

国立大学法人三重大学医学部附属病院

(電話 号 059-232-1lH)

(FAX番号 059-321-5276)

代  表  者

役職洛・氏洛

国立大学法人三重大学医学部附属病院

病院長・竹田

纂
|

翼
Ｈ

下記の遺伝子治療臨床研究について、別添のとおり実施計画を変更したことを報告します。

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

国立大学法人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・

大学教員・珠玖 洋



別紙様式第 2の別添

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 変 更 報 告 書

(受付番号)1 初口申講年月日 :平成20年 6月 9日

研 究 の 名 称
MACE―A4抗原特異的T嚇 子導入リンパ球輸注による離 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 ほ 認日)から3年間

総

括

責

任

者

所 属部局の所在地 二重県津市江戸橋二丁目lZ番地  (郵便番号 514-8507)

所属機関・部局・職
三重大手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
⌒

氏 名 珠玖 洋 鋼
実

施
あ

場

所

所 一 ‐―在  ― 地 二重県津市江戸橋二丁目lZ番地
―

″

(郵便番号 514-3507)

名 称 二重大学医学部附属病院

絡連 先 二重県津市江戸橋二丁目lZ番地  (電話番号 059-232-1111)

総

括

責

任

者

以

外

の

研

究

者

氏 名 所 属 機 関 ・ 部 局 ・ 職 役 割

影山 恨一

池田 裕明

宮原 慶裕

今井 奈緒子

片山 直之

中瀬 一則 .

桝屋 正浩

水野 聡朗

斎藤 佳菜子

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

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

准教授

二重大学大学院医学系研究科・

がんフクチン講座・講師

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・助教

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 。84・

二重大学医学部附属病院・

血液内科、腫瘍内科・科長

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

二重大学大学院医学系研究科・

病態■lj御医学講座・

血液・腫瘍内科学 。准教授

二重大学医学部附属病院 。

腫瘍内科 。講師、副科長

二重大学医学部附属病院

腫腐内科・ 助教

レトロゥィ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、試験登録患者の診療

レトロウィルスペクター製剤の製造

管理賠 、遺伝子導入細胞製剤の

製鬱 理責任者

遺伝子導入細胞製剤の体内動態及び

免疫反応の評価

遺伝子導入細胞製剤の体内動態及び

免疫反応の評価、試験登録患者の診療

遺伝子導入細胞製■lJの体内勁態及び

免疫反応の評価、試験登鵬 者の診療

試験艶熟自者の診療

試験登録患者の診療

試験鶴 者の診療

試験登録患者の診療

試験登録患者の診療

２
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大石 晃嗣

田中 匡介

白石 泰三

佐藤 永一

大谷 明夫

二重大学医学部附属病院・

輸血部・部長、講師

二重大学医学部附属病院・

光学医療診療部・助教

二重大学大学院医学系研究科 。

病態解明医学講座・     ・

躍 魯 臓 り 黄 菱 蟄 学
:・

ぢ 嗜 受

東京医科大学 。

人体病理学講座・助教

独十行政法人国立病麟  水戸医療セン

ター・

病理診断科 。臨床研究部長

アフェレーシスの管理

試験登録患者の診療

病理組織学的診断

病理組織学的診断

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・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

及び道伝子導入 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 凱卜P暉 に関す

る技術提供

平成22年 H月 2日 に総括責任者から遺伝子治療臨床研究実施計画書の変更についての

審査依頼書が提出され、平成22年H月 30日 、平成23年2月 1日 及び平成23年6月 28日 に三

重大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会で審議を行つた。その結果、変

更について特に問題はないと判断した。

審 査委員会 の開催状況

及 び実施計画の変更を

適 当 と 認 め る 理 由

審 査 委 員 会 の 長 の 職 名

登 勉 ¬節)

二重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

二重大学大学院医学系研究科・病態解明

医学講座 ,検査医学分野・教授

研 究 の 区 分 奎伝子治療臨床研刻 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鯖 を対象として、腫瘍抗原MACE―A4をHLA―A2402存在下で特異的

に認識するT細胞受容体 (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

0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 (RCR)、 linear

amplification mediated― PCR (LAM―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

対 象 疾 患 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

饉 癌     ・

変 更 時 期 「共同研究機関である大阪大学及び北野病院に関する実施承認 日」

大阪大学 : 平成23年 7月 5日 遺伝子治療臨床研究実施計画申請

北野病院 :′ 平成23年7月 6日 遺伝子治療臨床研究実施計画申請

以降

つ

０



内更 容 実施 計 画書 に お け る事項 変 更 前 変 更 後

2

3

4

5

6

7

8

総括責任者及びその他の研究者の氏名並びに当該

遺伝子治療臨床研究において果たす役害1

実施施設の名称及びその所在地

遺伝子治療臨床研究の対象疾患及びその選定理由

安全性についての評価 (ウイルスペクター、遺伝

子産物、細胞及びペプチ ド)    ・

遺伝子治療臨床研究の実施計画

同意・説明文書

添付資料                  、

講 輪

別紙 1の とお り 別デ紙1(つ とお り

理一員変 1.人事異動に伴い、研究者の追カロ・削除及び所属職名等を変更した。

2多施設共同臨床研究とするため、大阪大学医学部附属病院、北野病院の2施設を共同実

施施設として記載追カロした。

3.新たな文献情報を記載追加 した。

4.新たな丈献情報を記載追加 した。

5.多施設共同臨床研究における実施体制や実施手順に関して記載追加・修正 した。

6.多施設共同臨床研究今の移行に伴 う変更点に関して記載修正 した。

7.1)人事異動に伴い、研究者の追加・削除及び所属聯略等を変更した.2)TCR遺伝子導

入リンパ球輸注を実施する病室が追カロされたために病室情報を記載追加した。3)新た

な文献情報を記載追加 した。4)院内規程が改正されたため、記載修正した。

8.誤記訂正、記載事項更新等を行った。

(各変更笛所の変更理由は別紙1の とお り)

今 後 の 研 究 計 画 変更後の実施計画書に従い、多施設共同臨床研究として実施する。

これまでの研究結果及

び研究結果の公表状況

登録1例 目 :2010年5月 に登録したが、アフェレーシス後に脳内転移が見つかり、遺伝子

導入細胞投与前に試験を中止した。

登録2例 目 :2010年7月 に登録し、2010年8月 に遺伝子導入細胞の投与を実施 した。

登録3例 目 :2010年8月 に登録したが、原病悪化のために遺伝子導入細胞投与前に試験を

中止 した。

登録4例 目 :2011年 1月 に登録し、2011年 4月 に遺伝子導入細胞の投与を実施 しだ。

登録5例 目 :2011年2月 に登録したが、原病悪化のために遺伝子導入細胞投与前に試験を

中止した。

登録6例 目 :20H年 5月 に登録し、20H年6月 に遺伝子導入細胞の投与を実施した。

遺伝子導入細胞を投与された3例については、いずれも2011年 6月 28日 時点で遺伝子導

入細胞に起因する有害事象は認められていない.

(注意 )

1.用紙の大きさは、日本工業規格A列 4番とすること、
2.こ の報告書は、正本 1通及び副本 2通を提出すること。
3.字は墨・インク等を用い、楷書ではつきり書くこと。
4.記載欄に記載事項のすべてを記載できない時は、その欄に「別紙 ( )の とおりJと 記載 し、別紙を
添付すること。

5。 大学等にあつては、この報告書を、厚生労働大臣のほか文部科学大臣にも提出すること。
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別紙 1: 新 旧 対 照 表 (二重大学遺伝子治療臨床研究実施計画書 )

2011年 7月 6日

<実施計画書>

第■■版 :平成22年 3月 3日作成 第■ユ版:平成23年 5月 18日 作成

P8、 参考資料リスト
P8、 参考資料リス ト

(前略)

参考資料 16: ラット単回皮下投与急性毒性試験

参考資料 17:MACE― A4抗原発現検査プロトコァル

(前略)

参考資料 16: ラット単回皮下投与急性毒性試験

参考資料 17:LtACC― A4抗原発現検査プロトコール

参考資料 18:血液。遺伝子導入細胞のllu送手順書

P10、 研究者リスト

P10、 研究者リスト
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 教員

味玖 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 大主教員

P10、 研究者リス ト
P10、 研究者リス ト

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

捌 遺伝子導入細胞製剤の体内

勁態及び免疫反応の評価、

試験登録患者の診療

Pll、 研究者リス ト
PH、 研究者リス ト

PH、 研究者 リス ト
PH、 研究者 リス ト

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

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

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

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Л包製剤の

体内動態検査、RCR検査及び

LAM―PCRに 関する技術提供

担当する役害1の記載

整備

P12、 上 2行
P12、 上 2行

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.1当該実施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:059-321-6276

Ⅲ.2細胞を調製する施設の名称及び所在地

名称 :二重大学医学部附嵐病院

共同実施施設の追加の

ため



所在地 :二重県津市江戸橋二丁目 174番地

TEL:059-232-HH FAX:059-321-5276

皿 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啓及びFの所在地

名称 :大阪大学医学部附属病院

所在地 :大阪府吹田市山田丘 2番 15号

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

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 FAX:06-6312-8867

P14、 上 4行
P14、  _L4イテ

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 (1999年 、

年齢調整)は男性 12,402人、女性 2,428人、死亡数 (2003年 、年齢調整)は男性

9,397人、女性 1,651人である (文献 1:以下(1)と 略す)。

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 9,90o

人、女性 11769人 である (文献 1:以下(1)と 略す)。

文献情報更新のため

P16、 上 10行

P16、  」L lo4テ

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、

(中 略)

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↑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)。

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、

(中略)

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、より親和性の高いTCR遺伝子

を菫入したTり 24極趣劉L里する二とにより、悪¨ 月塁n名主壁量聖⊇いて腫

新規文献情報の追加の

ため

瘍退縮を観察している(14)。

P36、 下5行

P36、 下6行
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力Paの製造方法」に記載する。製造は、

本遺伝子治療臨床研究の研究者が製造管理責任者となり、

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、培菱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Jに記載する。製造は、二重大

学医学部の研究者が製造管理責任者となり、(以下略)

多施設実施に伴 う記載
整備

下 13行

下 13行

門

Ｐ５

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 SAら のグ

ループで既に実績があり(13)、 調製されたTCR遺伝子導入リンパ球の品質に起因す

る有害事象の報告はない (添付資料、54ページ)。

レトロウイルスベ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、NI‖ の Rosenberg SAら のグル

ープで既に実績がある (添付資料、60～ 62ページ).

新規文献情報の追加の

ため

P52、  T3イテ

P52、  下 4行
NI‖ の R6s●■berg SAら は、輯移性悪性黒色腫患者 17例 に腫瘍抗原 肌RT-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つた結果、2例 (1296)に

PR(partial response:部分奏効)を認めており(13)(添付資料、54ページ)、 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。

NIHの Rosenberg SAら は、転移性悪性黒色腫患者 17例 に1重瘍抗原 MART-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つた結果、2例 (12%)に PR

6artial response:部 分奏効)を認めており(13)(添付資料、60ページ)、 さらに、

同グループは、より親和性の高いTCR轟伝子を導入したTリ ンパ球を使用することによ

新規文献情報の追加の

ため

り、悪性黒色腫息者36名中9名 について腫瘍退縮を観察している(14)(添付資料、62

ページ)。

したがつて、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。



P54、  」ヒ2イテ
P54、 上 2行

Ⅸ.1遺伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画 Ⅸ.1遺伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画
Ⅸ.1.1臨床研究実施体制

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

多施設実施体制の説明

追加のため

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。安全性、有効性の評

価を統一するため、全施設共通の安全・効果評価・適応判定部会を設置する。また、TCR

遺伝子導入リンタ彗 の調gitは細胞調製施設を有する二重大学にて行う。 (図 14参照)

図 14 本臨床研究における実施体侑1

遺伝子導入Tリ ンバ球移入凍法共同実施チーム・

P54、 上 3行

P54、  T8タテ

Ⅸ.1.1本臨床研究の実施に際し二重大学医学部附属病院内に設置される委員会
轟伝子治蒋臨廉IIF空宅杏番目会に安全・効果評価・摘応判定部会及び潰伝子製剤検

Ⅸ.1.1ュ 本臨床研究の実施に際し医療機関内に設置される委員会
木臨床研究実施の適否及びその他本臨床研究に関する調査審議を行うため、各医療機関

多施設実施に伴う変更
のため

証部会を設置する。
上記の委員会・部会の運営に関しては、別途作成の業務手順書に従うものとする。

Ⅸ.1.1.1遺伝子治療臨床研究審査委員会安全・効果評価 ,適応判定部会

安全・効果評価・適応判定部会は、本臨床研究の安全性及び効果並びに被験者の適

運営に関しては、医療機関毎に作成した手順書に従うものとする。

IX.1.12 安全。効果評価・適応判定皇夫部会
五効雌 全性の評価基笙を統rすることと目的とし、室臨床研究では、鱚 二

応性に関する具体的事項について評価及び判定を行い、その適否及び留意事項、改

善事項等について遺伝子治療臨床研究審査委員会に意見を提出する。

1)適格性評価

「

次登録後に各患者が選択基準を全【満たし、かつ除外基準のいずれにも抵触しな

共通の安全性・効果評価・適応判定を検証するため、安全・効果評価・適応判定中央部

金上設置す在 _な起L安全r効果評価二適応判定屯央部会の委旦についてL査医墨機関
から選出し、本臨床研究の安全性、効果並びに被験者の適応性に関する具体的事項につ

いて評価及び判定を行い、その適否及び留意事項、改善事項等について各医療機関の遺

伝子治療臨床尋f究審査委員会に意見を提出する。
1)適格性評価

被験老の本臨盛研究への登録L総 括董任左から安全二効果評価・適応判定中央部会にいことを確認し、本臨床研究の対象墨査として適当かどうかを判定する。

2)用 量増加における評価
各コホー トの全被験者における dav35ま でのデータをもとにコホー トごとの安全性

被験者登録用紙を提出することで行われる。なお、本臨床研究に関する情報を共有する
ことを目的として、安全・効果評価。適応判定中央部会への被験者登録用紙提出と同時
に、本臨床研究参加医療機関の総括責任者に対して被験者情報の提供を行う。

安 全・ 効 果評 価 1南 庶 襲I壼中■ 血 会 li掃 出 され,た雄 瞼 者 啓 銀 用紙 を 1、 ルに 、各 被 瞼 者

が全ての選択基準を満たし、除外基準のいずれにも抵触しないことを確認し、本臨床研
究の対象被験者として適切かどうかを判定する。得られた中1定結果については遺伝子治

療臨床研究審査委員会を通じて総括責任者へ報告する。
2)用量増加における評価
コホート毎に規定された症例数を満了した場合、安全・効果評価・適応11定中央部会は

N



∞

を判定する。安全性に問題がないと判定された場合、次のコホー トに移行する。

3)重篤な有害事象発現時の対応

重篤な有害事象が発現した場合、本臨床研究との因果関係並びに本臨床研究継続の

可否について判定する。

4)臨床研究の総合判定

全被験者における臨床研究が終了した後、全被験者2データをもとに本臨床研究の

安全性並びに効果について総合的に判定する。

コホー ト毎の各被験者から得られた、臨床研究終了。中止時検査までのデータをもとに
コホr卜 毎の安全性士判定する。安全性に問題がないと判定され上場合、摯 療機

関の遺伝子治療臨床研究審査委員会を通じて総括責任者へ報告したうえで、次のコホー

トに移行する。
3)重篤な有害事象発現時の対応

安全・効果評価・適応判定中央部会は、総括責任者より提出された重篤な有害事象に閲
する報告書 (詳 Fll報)を もとに、本臨床研究との因果関係並びに本臨床研究継続の可否

について判定する。得られた判定結果については、各医療機関の遺伝子治療臨床研究審

査委員会を通塑て総括董任者全報告する。主主主笙医療機関り遺伝量治墨塵室皿究豊査
委員会は、安全・効果評価・適応判定中央部会からの判定結果をもとに臨床研究の継続

に関する審査を行い、医療機関の長及び総括責任者へ審査結果を報告する。

4)臨床研究の総合判定

臨床研究終了後、安全・効果評価・適応判定中央部会は全ての被験者から得られたデー

タをもとに本臨床研究の安全性並びに効果について総合的に判定する。得られた判定結

果については、各医療機関の遣伝子治療臨床研究審査委員会及び総括責任者へ報告す

生

P59、 下 8行

P61、 上 1行

Ⅸ.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、二重大学医学部附属病院内に設置された遺伝子治療臨床研究審査委員会の承認

が (中略)

また、二次登録時の説明の際は、総括責任者又は分担研究者と利害関係のない二重

大学医学部附属病院の治験コーディネーター等が説明補助を行うものとする。

Ⅸ.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、二重大学医学部附属病院内に設置された遺伝子治療臨床研究審査委員会の承認が

(中略)

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。

記載整備

P61(上 7行

P62、 上 7行
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、「IX.12本
臨床研究の実施手順」の投与量増加基準に従つて、安全性の評価を強化する。

目標症例数は以下のとおり、全施設の症例を合わせて 9例 とするが、有害事象が発現し

た場合には、「Ⅸ.1.2本臨床研究の実施手順」の投与量増加基準に従つて、安全性の評

価を強化する。

多施設実施に伴 う変更
のため

P63、  T12タテ

Ⅸ.5.2.2遺伝子導入 Tソ ンパ球のながれ

被験者より採血した PBMC画分と血漿は、二重大学に設置しているnll胞調製施設へ搬送

他の実施施設への血液

及び遺伝子導入細胞の

搬送手順の明記のためする。また、二重大学にて細胞調製完了後、凍結保存したTCR遺伝子導入用 Tリ ンパ球

は笙医症機凹へ搬壁とLるになお、_細胞調製施設と各医療機関の搬送方法=条件につい
ては別途手順書にて定める (参考資料 18).

P63、 下 15行
P64、  T7イ子

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。なお、検査・観察スクジュールについては
「X.3検査・観察スケジュールJに記載する。

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遺伝子導入ノンパ球血中動態、免疫機能解析 (腫瘍特異的免疫反

多施設実施体制の説明

追加のため

応)、 遺伝子導入リンパ球のllt瘍組織浸潤度、RcEおよび LAM―PCR I二 2L≧ 【1菫 、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にて検査を行うものとし、当該検査
の うち、PCR法の工程 ltタ カラバイオ イ秩)が lB当 す る

P76、 下 7行

P78、 上 1行

Ⅸ.5.6.3申止基準
・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、必要に応じて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,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力ヽ こ適切な処置を行い、被験者の安全性が確

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41EI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

多施設実施に伴 う変更
のため



認されるまで追跡調査を実施する。 性が確認されるまで追跡調査を実施する。

P77、 上 6行

P78、 上 14行

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・適応判定部会上本臨床研究全体の中止につ

いて協議のうえ決定する。また、必要な検査・観察を行うとともに二重大学区学部

附属病院長に中止した旨を報告する。

研究全体の中■
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・適応判定生基部会L木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

及び基旦塞施医療機関の絵括責任者L中止した旨を報告する。研究担当者は被験者に対

多施設実施に伴う変更
のため

し、可能な限り必要な検査・観察を行う。

P77、 下 H行
P78、 下 4行

Ⅸ.5,7.2重篤な有害事象が発現した場合

重篤な有害事象が発生した場合、総括責任者又は分担研究者は、「Ⅸ.57.1有害事

象が発現した場合」の対応を行う。

総括責任者又は分担研究者は、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った時点から72時間以内に二重大学医学部附属病院長二「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。さらに、重篤な有害

事象の発現を知つた時点から7日 以内に「重篤な有害事象に関する報告書(詳細報)」

をもつて、二重大学医学部附属病院長及び安全・効果評価 。適応判定部会へ報告を

行う。報告を受けた二重大学医学部附属病院長は、被験者が死亡した場合、及び因

果関係の否定できない重篤な有害事象が生じた場合は、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。

表 4 有害事象報告の必要性の有無について

Ⅸ.5.7.2重篤な有害事象が発現した場合
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 57.1有害
事象が発況した場合」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った時点から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

多施設実施に伴 う変更
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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 Ftu報)Jを もって報告を行う。
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。

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
重篤な有害事象 非重篤な

有害事象
否定

できない

な し
死亡

(因 果関係

問わず)

因果関係

な

定

ぎ

否

で

な し
厚生科学課及び大臣への

報告
必要 必 要 不 要 不 要

厚生科学課及び大臣への

報告
必 要 必 要 不要 不 要安全・ /7」 果評価・適応判

定部会

医療機関の長への報告

必 要 必 要 必 要 不 要
安全・効果評価・適応判

定立上部会上医療機関の

長への報告

必 要 必要 必要 不 要

P78、

P80、

行

行

下

上

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 (総

務・企画・評価担当)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。

記載整備

P80、 下2行
P82、 上 9行

Ⅸ.5.10.4第二者提供の制限

総括責任者は、r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」に限定し、間接的

に関与する。

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lla製剤の体内動
態検査、RCR検査及びしⅢ―PCRに関する技術提供」に限定し、間接的に関与する。

外部協力者 の役割 の

記載整備

上 4行
上 4行

Ｐ８

腱

1.r遺伝子治療臨床研究に関する指針」
(平成二 年文部科学省 。厚生労働省告示第二号、平成 16年 12月 28日 )

1.「遺伝子治療臨床研究に関する指針」
(平成二年文部科学省 。厚生労働省告示第二号、平成 16年 12月 28日 全部改正、

記載整備

CO
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平成 20年 12月 1日 一部改正)

Ｐ９

円

承認 日 :2010年 8月 9日 承認 日 :20H年 7月 6日 承認 日変更

“

Ｐ９

第 1.4版 作成年月日 :2010年  8月  3日 第 1.5版 作成年月日 :20H年 5月  18日 版数の更新

P98、 上 1行

PloO、 上 1行

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)とタカラノヽイオ株式会社 (本社 :滋賀
県六津市瀬田)との共同研究に基づいて、二重大学医学部附属病院で実

施します。

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、
二重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学 (タカラノヽイオ株
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、二重大学医学部附属

病院で実施します。          、

多施設実施に伴 う記載

整備

Plll、 下 H行
Pl13、 下 10行

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した場合には、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、L

ない健康被害に関する医療費の支払いには、あなたの方0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
ないことをご了承ください。

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

会」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資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、あなたの加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。

多施設実施に伴 う変更
のため

Pl13、 上 17行

Pl15、 ■ 6行
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

二者に提供することは絶対にありません

(中略)

本臨床研究では、タカラノヽ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。
‐
8製

技術の提供・助言に限定し、間接的に関与しています。

21.個人情報の第二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<第二

者に提供することは絶対にありません

(中略)

本臨床研究では、タカラバイオという会社が外音B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 丁CR遺伝子導入リンノ:球の調製技術

しています。

外部協力者 の役割 の

記載整備

Pl14、 下 9行
Pl16、 下 8行

珠玖 洋  :二 重大学名誉教授

二重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学請

一員

座

教

珠玖 洋 : 二重大学名誉教授

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
‐    △堂教員

記載整備

Pl17、 上 1行
堂原 慶裕 :三重大学大学疇医学系研究科  があ:町 ″千 ン 1贅 座

麺

新規追加のため

Pl15、 下 3行
Pl17、 下3行

佐藤 永一 :東京医科大学 病理学講座 助教 佐藤 永一 :東京医科大学 巫 病理学講座 助教 記載整備

|

'|

|

|
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N

(以下略)

P19、 1行

新たな加入の

ため

P21、

P23、

行

行

白石 泰三

(中略)

平成 17年 4月   二重大学大学院医学系研究科病態解明医学講座

腫瘍病態解明学分野・教授

白石 泰三

(中略)

平成 17年 4月  二重大学大学院医学系研究科病態解明医学講座

腫瘍病態解明学分野・84・

平成 21年 7月  二重大学大学院医学系研究科病態解明医学講座

llE瘍病理学分野・教授

名称 変 更のた

め

P25、  lFテ

P27、 1行

峰野 純一

(中略)

平成 16年 4月  タカラバイオ株式会社・fll胞・遺伝子治療センター・センター長

峰野 純―

(中略)

平成 16年 4月  タカラバイオ株式会社・mll胞・遺伝子治療センター・センター長

平成21年 6月  タカラバイオ株式会社 遺伝子医療事業部Fl日1本部長
細胞 。凄伝子治療センター・センター長

異動のため

P26、 表 1

P28、  ヨ更 1
HLA―A2402拘 束性 MACE■4を特異的に認識するT細胞受容体α鎖及びβ鎖を発現 し、Cibbon ape

白血病ウイルスの env蛋 白をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニー白血病ウイ

ルス (MS― bPa)

HLA―A2402拘束性 MACE―A4を特異的に認識するT細胞受容体α鎖及びβ鎖を発現し、Cibbon

ap● 白血病ウイルスの env蛋 白をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーヱ

ウス白血病ウイルス (MS― bPa)

記載整備

表

表
遺伝子組換え生物等の第一種使用

等の内容

1.治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした

使用、保管、運搬及び廃棄 2.共同実施施設への

運搬 3.1及 び 2に付随する行為

遺伝子組換え生物等の第一種使用

等の方法

治療施設の所在地 :二重県津市江戸橋二丁目 174番

地

治療施設の名称 :二重大学医学部附属病院

(1)MS― bPa溶液は、容器に密閉され、凍結状態で

治療施設に輸送し、施設内のP2レベルの実験室聖

下「P2実験室」という。)内の冷凍庫に保管する。

(2)凍結状態の MS― bPa溶液の融解、希釈及び分注

操作は、P2実験室内の安全キャビネット内又は P2

実験室内で開鎖系にて行 う。患者 リンパ球への

MS― bPa導入操作、MS―bPa導入細胞の培養その他の

MS―bPa希釈溶液及び MS―bPa導入細胞の取扱いも同

様にP2実験室内の安全キャビネット内又は P2実験

室内で開鎖系にて行う。MS― bPa希釈溶液及び MS―bPa

導入F40胞の保管は、P2実験室内の冷蔵庫、冷凍庫又

は培養器にて行う。なお、MS―bPa希釈溶液若しくは

多施設実施に

伴う変更
遺伝子組換え生物等の第一種使用

等の内容

治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、

保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付随する行為

遺伝子組換え生物等の第一種使用

等の方法

所在地 :二重県津市江戸橋 2丁 目174番 地

名 称 :二重大学医学部附属病院

(1)MS・bPa溶液は、容器に密閉され、凍結状態で治

療施設に輸送し、施設内の P2レベルの実験室内の冷

凍庫に保管する。

(2)凍結状態の MS―bPa溶液の融解、希釈及び分注操

作は、P2レベルの実験室内の安全キャビネット内又

は P2レベル実験室内で閉鎖系にて行う。患者リンパ

球へのMS―bPa導入操作、‖S―bPa導入細胞の培養その

他のMS― bPa希釈溶液及びMS―bPa導入細胞の取扱いも

同様に P2レベルの実験室内の安全キャビネット内又

はP2レベルの実験室内で閉鎖系にて行う。MS‐bPa希

釈溶液及び MS―bPa導入細胞の保管は、P2レベルの実

験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器にて行う。なお、

MS― bPa希釈溶液若しくはその冷凍品又はMS―bPa導入

細胞を、開放系区域を通つて他のP2レベル区域に運
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・
一
ヽ

いに準上る。

重】個室における管理期間中、被験者に対して侵襲

的に使用した器具等及び被験者のJF泄物等に接触し

た器具等は、適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄

物管理規程に従い廃棄するか、又は十分に洗浄する。

なお、これらの滅菌処理又は洗浄を個室2外の区域で

行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬す

る。

立L個室における被験者の管理を解除する前に、RCR

が被験者 の末梢 血 単核球 (Deripheral blood

mononuclear cell:PⅢ O及び血漿において陰性であ

ることを確認する。RCRが確認されたときは、個室に

おける管理を継続する。

(8)個 室における管理解除後に被験者の PⅢC又は

血漿からRCRが検出された場合は、直ちに被験者を個

室における管理下に移し、上記■とから171ま でと同様

の措置を執る。

の尿及び糞便等の排泄物は、投与翌日以降に行われ

る被験者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖反応法試

験にて自己増殖能を獲得したレトロウイルス(以 下

「RCRJと いうL)の存在が否定されるまで、適切に

ウイルス不活化を行い、医療廃棄物管理規程に従い

廃棄する。なお、これらのウイルス不活化を個室外

の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れ

て運搬する。また、臨床検体として使用する被験者

の排泄物等の取扱いは、MS― bPa溶液及び MS―bPa導

入細胞の取扱いに準菫る。

墾と個室における管理期間中、被験者に対して侵襲

的に使用した器具等及び被験者の排泄物等に接触し

た器具等は、適切にウイルス不活化を実施した後、

医療廃棄物管理規程に従い廃棄又は十分に洗浄す

る。なお、これらのウイルス不活化又は洗浄を個室

外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入

れて運搬する。

191個 室血における被験者の管理を解除する前に、

RCRが被験者の末梢血単核球 (以下「PBMCJと ぃぅ。)

及び血漿において陰性であることを確認する。RCR

が検出されたときは、個室血における管理を継続す

る。

(10)個室△における管理解除後に被験者の PBMC

又は血漿からRCRが検出された場合は、直ちに被験

者を個室内における管理下に移し、上記EとからΩ

までと同様の措置を執る。

P29、 上 1行

P31、 上 1行
Ⅱ.2遺伝子治療を行 う施設の見取 り図

TCR遺伝子導入 リンパ球輸注は、二重大学医学部附属病院 7階東病棟の病室内で実施

される。

I.2遺伝子治療を行う施設の見取り図

TCR遺伝子導入リンパ球輸注は、二重大学医学部附属病院 7階東病棟の病室内(780号室、

781号室)で実施される。780号室、781号室は同じ居住規格である。

TCR遺伝子導入

リンパ球輸注

を実施する病

室の追加のた

め



内科病棟 (5o床 )

図 1 遺伝子治療を行う施設の見取り図

図 1 遣伝子治療を行う施設の見取り図

P56、 1行
Ⅳ.3 TCR遺伝子導入リンパ球の自己組織への反応に関する研究

TCR遺伝子導入リンパメが自己組織に反応する可能性に関する公表論文として、3ondle CM

新規文献情報
追加のため

らは、様々な抗原特異的マウス TCR遺伝子をレトロウイルスベクター

(中 略)

(a)SV40:v Cys― TCR― P2A遺伝子発現カセットを用いることによる致死的 OⅥ Dの完全阻上を示す

ぬ。

l行

1行
Ⅳ.l TCR遺伝子導入ヒトリンパ球を用いた臨床研究の成果

米国国立衛生りF究所の Rosenbergら のグループは、悪性黒色腫患者 17名 に対して腫瘍抗原

MART-1特異的TCR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自己リンパ球

を輸注する臨床試験の結果を2006年 に報告した(以下文献参照)。

(中略)

Ⅳ.l TCR遺伝子導入ヒト■リンパ球を用いた臨床研究の成果

Ⅳ.4.l ox vivo拡 大培菱 Tリ ンパ球輸注の安全性に関する報告

1998仁から 2008生二 でL米国 FDШ瞼

―

中請され、ベイラー医科大学 (Baylor

新規文献情報

追加のため

college of Medicine)で 実施されたTリ ンパ球輸注臨床試験の安全性情報が報告された (以

下文献 1参照)。

(中略 )

以上より、Tリ ンパ球輪注は安全であり輸注後 1時間の観察で充分で、前投薬の抗ヒスタ

ミン剤は低用量が望ましいと報告された。

Ⅳ.4.2 MART-1特異的TCR遺伝子導入 Tリ ンパ球輸注の臨床試験

米国国立衛生研究所の Rosenbergら のグループは、悪性黒色腫患者 17名 に対して‖重瘍抗原

MART-1特 異的 TCR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自己リン

パ球を輸注する臨床試験の結果を200o年に報告した (以下文献と参照)。

(中略)

Ⅳ.4.3 MART-1又はgp100特異的TCR遺伝子導入 Tリ ンパ球輸注の臨床試験

同上く Rosenber庄二のグループカlら 、高観和畳ヒ上 TCR由えの 血皿JJ壺艶生TCR遺堡二

(DMF5)、 又はマウス由来の gp100特異的 TCR遺伝子 (gp100(154〉 )をそれぞれ組込んだ 2

一
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文献 :Morgan RA,Dudley ME,Wunderlich JR,et al Cancer regression in patients after

transfer of genetically engineered lynlphocytes. Science 314:126-129, 2006

種類のレトロウイルスベクターを用いて

(中 略)
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1)Cruz CR, Hanlev PI. Liu H. et al. Adverse events following infusion of T cells for
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P63、 上2行

P65、 上2行
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(以下略)
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記号・略号一覧表

記号・略号 一般名等

AST

BllN

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 トランスフェラニゼ )

activated partial thromboplastin time

(活性化部分 トロンボプ ラスチ ン時間 )

aspartate aminotransferase (GOT)

(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 deterlllining region(相 補性決定領域 )

carcinoembryonic antigen(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)

deoxyribonucleic acid(デ オキシリボ核酸)

epidermal grolyth factor receptor(上 皮細胞成長因子受容体)

enzyme―linked immunospot

fibrinogen(フ ィブリノゲン)

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

fibrin degradati6n products(フ ィブリン分解産物)

Gibbon ape leukemia virus

Good Manufacturlng 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 inlnlunodeficiency virus(ヒ ト免疫不全ウイルス)

human leukocyte antigen(ヒ ト自血球抗原)

human serulll 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 )

０
０



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

ITAM             l immunoreceptor tyrosine― basPd inhibitory motif

LAM―PCR          l linear amplification mediated― PCR

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

MAGE―A4          1 mel:n6ma assOciated antigen― A4

MART-1           1 melanoIIla antigen recognized by T cells-1 (メ ラ ノーー・ 7ケJ京-1)

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

MHC       I IIlajor histocompatibility complex(主要組織適合抗原 )

MLV       l murine leukemia virus(マ ウス白血病 ウイルス)

MoMLV      I Moloney nlurine leukemia virus(モ ロニーマウス白血病ウイルス)

Mscv      l IIlurine ζtem cell virus(マ ウス幹細胞ウイルス)

NCI              I醒tional Cancer httitute (《 )に》 国立憂善石肝多毬万斤)

NIH       I National lnstitutes of Health(《 米》国立衛生研究所)  :
OKT3      1 0rthOc10ne OKT3(オ ル ソク ロー ン OKT3:抗 CD3抗体 )

PBL       l peripheral blood lymphocyte(末 梢血 リンパ球 )

PBMc      l peripheral blood mononuclear cell(末 梢血単核球)

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 tomography(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 prothrombin time(プ ロ トロンビン時間)

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

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

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

sCC       l squamous 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 tumor― 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)

ｎ
ｕ



目 次

頁

I.遺伝子治療臨床研究の名称 9

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臨床研究に

おいて果たす役割

10

Ⅱ。1総括責任者の氏名 10

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 10

皿.実施施設の名称及びその所在地 つ
ん

Щ。1当該実施施設の名称及び所在地 12

Ⅲ.2細胞を調製する施設の名称及び所在地 12

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

12

Ⅳ.遺伝子治療臨床研究の目的 13

V.遺伝子治療臨床研究の対象疾患及びその選定理由 14

V.1研究の区分 14

V。 2対象疾患に関する現時点での知見 14

V.3当該遺伝子治療臨床研究の概要 14

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 15

V.5 MAGE― A4143-鰤 1ペプチド投与を併用する理由 16

V.5。 l MAGE― A4143■ 51ペプチ ド投与の根拠 16

V.5.2 MAGE― A4143■mペプチ ド投与量の設定根拠 17

Ⅵ.遺伝子の種類及びその導入方法 18

Ⅵ.1人 に導入する遺伝子の構造と性質 18

Ⅵ.1.1人に導入する遺伝子の構造 18

Ⅵ.1.1.lT細 胞受容体 (TCR)α 鎖遺伝子 18

Ⅵ.1.1.2T細 胞受容体 (TCR)β 鎖遺伝子 20

Ⅵ.1.2人に導入する遺伝子の性質 22

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 23

Ⅵ.2本計画で使用するその他の組換えDNAの構造と性質 24

Ⅵ.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

24

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 24

Ⅵ.4.1遺伝子導入方法の概略 24

Ⅵ。4.2当 該導入法を選択 した理由 24

Ⅵ.4.3レ トロウイルスベクターの選択根拠 25

ｎ
Ｕ

Ｏ
こ



Ⅵ.5ウイルスベクターを用いた遺伝子導入 25

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 25

Ⅵ。5.2ウ イルスベクターの作製方法 26

Ⅵ.5.2.1ウ イルスプラスミドベクターpMS―bPaの構築 26

Ⅵ.5.2.2パ ッケージング細胞株の構築 33

Ⅵ.5.2.3ウ イルス産生細胞株の構築 33

Ⅵ.5.2.4レ トロウイルスベクターMS―bPaの製造 34

Ⅵ.5.3ウイルスベクターの構造 34

Ⅵ.5.4ウイルスベクターの生物学的特徴 34

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) 35

Ⅶ。1遺伝子導入方法の安全性 35

Ⅶ。1.1遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度 35

Ⅶ.1.1.l MCBの 作製法 35

Ⅶ.1.1.2レ トロウイルスベクターMs―bPaの製造方法 36

Ⅶ.1.2患者に投与する物質の純度及びその安全性 38

Ⅶ.1.3増殖性 ウイルス出現の可能性 38

Ⅶ。1.3.1レ トロウイルスベクターの安全′陛 38

Ⅶ.1.3.2パ ッケージング細胞の安全性 39

Ⅶ.1.4遺伝子導入に用いるウイルスベクターの細胞傷害性 42

Ⅶ.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 42

Ⅶ。1.6患者以外の人に遺伝子が導入される可能性 43

Ⅶ。1.7染色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点 43

Ⅶ.1.8癌原性の有無 43

Ⅶ.2遺伝子産物の安全性 44

Ⅶ.3細胞の安全性 45

Ⅶ.3.1遺伝子導入細胞の調製方法 45

Ⅶ.3.2培養細胞の純度 48

Ⅶ.3.3細胞の遺伝子型、表現型の安定性 49

Ⅶ.3.4被験者に投与する細胞の安全性 50

Ⅶ.4 ペプチ ドの安全性 51

Ⅶ.4.l MAGE― A4143-151ペプチ ドの純度
Ｅ
υ

Ⅶ .4.2 MAGE― A4143-151ペ プチ ドの安全性

Ⅷ.遺伝子治療臨床研究の実施が可能であると判断した理由 52

Ⅸ.遺伝子治療臨床研究の実施計画 54

Ⅸ.1遺伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画 54

０
こ



Ⅸ.1.1臨床研究実施体市l 54

Ⅸ。1.1.1本臨床研究の実施に際し医療機関内に設置される委員会 54

Ⅸ.1.1.2安全・効果評価・適応判定中央部会 54

Ⅸ。1。 1.3遺伝子治療臨床研究審査委員会遺伝子製剤検証部会 55

Ⅸ.1.2本臨床研究の実施手順 56

Ⅸ.2被験者の選択基準及び除外基準 57

Ⅸ.2.1-次登録 57

Ⅸ.2.1.1選択基準 (一次登録) 57

Ⅸ.2。 1.2除外基準 (一次登録) 58

Ⅸ.2.2二次登録 59

Ⅸ.2.2.1選択基準 (二次登録 ) 59

Ⅸ_2.2.2除外基準 (二次登録 ) 60

Ⅸ.3被験者の同意の取得方法 61

Ⅸ.4実施期間及び目標症例数 62

Ⅸ。5遺伝子治療臨床研究の実施方法 63

Ⅸ。5.1対照群の設定方法 63

Ⅸ.5.2遺伝子導入方法 63

Ⅸ.5.2.l PBMCの 採取 63

Ⅸ.5.2.2遺伝子導入 Tリ ンパ球のながれ 63

Ⅸ.5.2.3 TCR遺伝子導入リンパ球の調製 63

Ⅸ.5.2.4 TCR遺伝子導入リンパ球の投与 63

Ⅸ.5.3前処置及び併用療法の有無 64

Ⅸ.5.3.1前 処置 64

Ⅸ.5.3.2 MAGE―A4143-151ペプチ ド投与 64

Ⅸ.5.3.3併用禁止療法及び併用禁止薬 64

Ⅸ.5.4臨床検査項目及び観察項目 64

Ⅸ.5.5予測 され る副作用及びその対処方法 72

Ⅸ.5.5.1ア フェレーシスに伴 う副作用 72

Ⅸ.5.5.2 TCR遺伝子導入リンパ球輸注に伴 う副作用 73

Ⅸ.5.5.3ペプチ ド投与に伴 う副作用 74

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 74

Ⅸ.5.6.1主 要評価項目 74

Ⅸ.5.6.2副 次的評価項目 76

Ⅸ.5.6.3中 止基準 78

Ⅸ.5.7有害事象が発現した場合の措置 78

り
乙

０
こ



Ⅸ.5,7.1有害事象が発現した場合 78

Ⅸ.5.7.2重篤な有害事象が発現した場合 78

Ⅸ.5.8症例記録に関する記録用紙等の様式 79

Ⅸ.5.9記録の保存及び成績の公表の方法 79

Ⅸ.5.10個人情報の保護の徹底 79

Ⅸ.5.10.1個 人情報保護に関する責務 79

Ⅸ.5。 10.2個人情報の取得と利用に関する制限 80

Ⅸ.5.10.3個 人情報保護に関する安全管理措置 81

Ⅸ.5.10.4第 二者提供の制限 82

Ⅸ.5。 10.5個人情報の開示、訂正、利用停止等 82

X。 その他必要な事項 84

X.1遵守する法令/省令等 84

X.2引 用文献 85

X.3検査・観察スケジュァル 91

X.4 nⅢ 病 期分類 (TNM Classification of Malignant Tumours) 92

X.5 Performance Status (Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG)) 93

X.6 RECISTガ イ ドライン (Response Evaluation Criteria ln Solid Tulnors) 94

X,7同意・説明文書 96

<実施計画書に添付すべ き資料 >
遺伝子治療臨床計画実施計画書添付資料

I 研究者の略歴及び研究業績

Ⅱ 実施施設の施設設備の状況

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

究成果

Ⅳ 遺伝子治療臨床研究に関する実施施設以外の内外の研究状況

V その他必要な資料

<参考資料

参考資料 1

参考資料 2

参考資料 3

参考資料 4

参考資料 5

>
レトロウイルスベクターMS―bPaの全塩基配列

マスターセルバンクの作製方法

マスターセルバンク試験成績書

マスターセルバンクの品質試験

レトロウイルスベクターMS―bPaの製造方法

り
０

０
こ



参考資料 6:

参考資料 7:

参考資料 8:

参考資料 9:

参考資料 10

参考資料 H
参考資料 12

参考資料 13

参考資料 14

参考資料 15

参考資料 16

参考資料 17

参考資料 18

製造施設 (位置 。構造設備 )

レトロウイルスベクター試験成績書

レトロウイルスベクターMS―bPaの品質試験

SEPPIC tt MONTANIDETM資 料

遺伝子導入細胞調製に使用する培地等の資料

遺伝子導入細胞試験成績書

遺伝子導入調製細胞構成

FDA CBER CTGTAC, March 4, 2005. Table l

遺伝子導入 リンパ球の品質試験

ペプチ ド製造工程・品質試験報告書

ラット単回皮下投与急性毒性試験

MAGE―A4抗原発現検査プロトコール

血液・遺伝子導入細胞の搬送手順書

24



I。 遺伝子治療臨床研究の名称

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
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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臨床研究にお

いて果たす役割

Ⅱ。1総括責任者の氏名

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 大学教員

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

影山 慎― 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、試験

登録患者の診療

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

及び免疫反応の評価

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 遺伝子導入細胞製剤の体内動態

及び免疫反応の評価、試験登録

患者の診療

今井 奈緒

子

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

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、試験登録

患者の診療

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

二重大学医学部附属病院

血液内科、腫瘍内科

教授

科長

試験登録患者の診療

中瀬 一則 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

試験登録患者の診療

桝屋 正浩 二重大学大学院医学系研究科

病態制御医学講座

准教授 試験登録患者の診療
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血液・腫瘍内科学

水野 聡朗 二重大学医学部附属病院

腫瘍内科

講師

副科長

試験登録患者の診療

齋藤 佳菜

子

二重大学医学部附属病院

腫瘍内科

助教 試験登録患者の診療

大石 晃嗣 二重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

田中 匡介 二重大学医学部附属病院

光学医療診療部

助教 試験登録患者の診療

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

¨

教授 病理組織学的診断

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

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

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 。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 LAM―PCRに

関する技術提供
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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 :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.2細胞を調製す 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 :大阪大学医学部附属病院

所在地 :大阪府吹田市山田丘 2番 15号

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

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  FAX:06-6312-8867

28
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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 retrovirus :RCR)、  linear amplification mediated―PCR (LAM一 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

o腫瘍縮小効果

ｎ
コ
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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

伝子治療臨床研 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)。

食道癌の発生因子として、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 :34.0%、

Ⅲ期 :19.8%、 Ⅳa期 :13.7%、 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。その治療にあたっ

ては、もつぱら延命効果の期待あるいは患者の生活の質 (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 (human 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

ｎ
ｕ
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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、血GE―A4143-151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。

MAGE 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 llLA―A2402は 日本人の約 60%が有する主要組織適合抗原であ

る。MAGE―A4は癌・精巣抗原 (CancerTestis抗原 ;CT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 llLA―A2402分子と MAGE―A4143■51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、精巣細胞は HLA分子を発現しないため VAGE―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 QOL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 growth factor receptor:EGFR)阻 害剤である Cetuximabが、米国食品医薬

品局 (Food and Drug 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

いる(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、

15
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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 (tunlor― infiltrating

lymphocyte: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、

llLA― 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 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・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 (添付資料、40ページ)。 また、免疫不全マ

ウスにMAGE■ 4陽性・llLA―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、

44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■51ペプチ ド投与を併用する理由

V.5。 l MAGE― A4143-151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

０
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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化する

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つた様々な形態

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 トカイン産生、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、

試験細胞の患者への移入後 2週 目と 4週 目に MAG卜A414卜151ペプチ ドを投与することを計画

した。本治療スケジュールにより、まず患者体内における MAGE凱4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ペ 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t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 100 μ 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。カロえて、 ワ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

関を認めるに至っていない (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 μgを設定 した。
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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。ベクター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。

WI.1.1人に導入する遺伝子の構造

Ⅵ.1.1.lT細胞受容体 (TCR)α 鎖遺伝子

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―A4143-151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靖基対 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」10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 ドするアミノ酸配列 を示す。
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Ⅵ。1.1.2T細胞受容体 (TCR)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― A4143-151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塩基対と終

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、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」2-5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遺伝子の靖其配列とコー ドす

るアミノ酸配列を示す。
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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、r―LTR及び 3'一LTR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、免疫系における 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 同様に多数の亜型か 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―」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―」の遺伝子再構成が起こり、続いてVつJ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、 」α10、 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 (PPcK)に よって転写 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 PPcK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 馴 A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

IIlyeloproliferative sarcoma virus(PCMV)由 来であり、 PCMVは murine 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。
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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、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 (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。

細胞外領域に存在する相補性決定領域 (cottlemen協五ty detemhing 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、 [鎖がそれぞれγ一ε、δ一この 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」10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 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 」2-5領域、及び 179ア ミノ酸からなる C2領域とい う構造からなうてい

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って機能的な MAGE―A4特異

的 TCR分子を構成 している。この MAGE一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HLAttA2402分子と MAGE―A4分子由来の抗原ペプチ ドであ

る MAGE一A4143-“ l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■ 51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一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-“ l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 HLA―A2402分子 と MAGE― A4143■ 51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特徴並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、治療抵抗性食道癌患者 (HLA―A2402陽性、腫瘍組織に

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 (graft― versus■ ost disease:GⅦD)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

血GE一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、組換えフィブ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 ンパ球にレ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)、 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
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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、レトロウイ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、長期にわたって

導入遺伝子が安定して発現する効率は、これらベクターでは非常に低いものである。

一方、 レトロウイルスにより遺伝子導入された細胞において、導入遺伝子は全て細胞染

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、施erican 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(46).

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 nm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 RNAで、相同の RNA分子が 2分子、

ウイルスコア中に存在する。

レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス (Orthoretrovirus)及 びスプーマレトロウ

イルス (spumarbtrOvirus)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
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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、MoMLV

は細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKRや C58系 マウスでのみ白血病を誘発す

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、牌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ウイルスベクターの作製方法

Ⅵ.5.2.1ウイルスプラスミドベクターp∬―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

ウイルス配列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 oMS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 PPcK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ァに由来する部分を省略した遺伝

子概略を図 3に示す。

′ρa I Йttο I  〃しοI Ss“ 387 1 BattI 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付加シグナル

Ψ+:パ ッケージングシグナル、5'―LTRは MoMLV由 来、3'一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。

０
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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 pMTは MoMLVプロ ウイ ル ス の 5'一LTR及び 3'一LTR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、

pMSの構築手順を図 5に示す。

カリ′I tta1 6bο II Btt 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、3'一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。

つ
０
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pMSCVneo

″7′ I′ ィρa I,Sbο II,′レ″HI,メカοI     Eοο RI

|ト

ーーー3'― LTR ttI`か を PCR

″り″I,Apa l,Saο 11,Btt HI,乃OI

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(30頁～32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 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,Not I及び Bam HI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 P%K西己夕1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 I― Xho Iサイ トにクローニングし、pMT(M)PGK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。

乃 οl  εσο RI

日
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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の認識配列が付カロされ

た 5'用プライマー と制限酵素 Xho Iと Sal I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、Bgl IIと Xho Iで切断、pMT(M)PGKの Bam HI― 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 HI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 Bam HIで切断 して pM「―MPaの Mlu I― Bgl IIサイ

トにクローニングし、prttPa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 PPα 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。

Ｅ
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マウスゲノム

PCKプロモーター

部分をPCR

″り〃I, ぃaI,ルε II,&爾 HI,,物ο I

′″I、 乃οI処理

〃υI′ ル
`1,セ

′H Bam HI′ ノVbι I,ルο I

pMT(M)PGK

師
r

pT7 Blue2

″7al I′ ノVbι I,38■ II  &海 Hl,ハらす1,,%ο I

′〃I、 肋οI処理

ｒ
ｕ

И
彎

Btt HI′ あ ま 1,ジ助ο I

TAク ローニング
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Ampr

pT7 Blue2

TCR α剖Flか を PCRI

″り″ I,3g■II   s´f I,筋ο I

回Bam HI、  ア乃ο I夕11里

″″ I′ /Va`I,蛯′H

々′H、 乃οI処理

Saf I,ジ6ウοI

７
Ｊ

■
■
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CTL Clone #2-28

師
r

Ｈ

物

―

―

―

十

・

　̈̈
βＴ

″〃 I、 物 HI処理

″りυI,Apa I,力ο II,3att HI,'働οI

pMT―bPa

ルυ′ I,′ρ′ I,Saο  II,Btt HI

pMS―bPa

pMS―bPaの構築手順

pT7 Blue2

TAク ローニング

MSCV
3'―LTR

０
０

■
■

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生する

ことはない。 したがって、ウイルス粒子の産生にはパ ッケージング細胞が必要となる。本

臨床研究において使用する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。

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)MottVの gag遺伝子、pol遺伝子及び選択マーカーの gpt遺伝子配列を持ち、かつΨ

パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 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、マウス繊維芽細月包株 NIH 3T3 TK~に 共に ト

ランスフェクションし、HAT培地 (Hypoxanthine、 Amethopterin、 Thymidine)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 viFus(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 3'一LTRを持 た な い プ ラス ミ ドpMOV{aLV Seato env及

び変異型 Dihydrofolate 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、Ψパッケージングシグナルと 3'一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ージング細胞である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 PC13

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。
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Ⅵ。5。 2.4レ トロウイルスベクターMS―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:GMP)遵 守下で行われる。

Ⅵ.5.3ウイルスベクターの構造

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、全靖某配列を

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

5'一LTR及び 31-LTRの R領域は MoMLV由 来、3'tTR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 エンベロマ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。

「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、パッケージング細胞 PG13を 用い

て樹立したウイルス産生細胞 MS―bPa#20か ら産生される。 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.l MCBの 作製法

MCBの作製フローを図 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。

lmary Seed
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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

in vitroウ イルス試験

RCR試験 (細胞)(293細胞で増幅後、PG-4 SttL一アッセイ)

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

マウス抗体産生試験 (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。O.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

「

MS―bPaの製造方法」に記載する。製造は、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>

↓
<生産培養>

↓
<無菌濾過を経て培養上清を回収>

↓
<バ ッグ充填 >

↓
<ラベル貼付>

↓

レトロウイルスベクターMS

図 9 レトロウイルスベクターMS―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。

1.  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-4S+L―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

53

37



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

(「Ⅶ.3.1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― A4143■ 51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 llPLC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 MONTANIDEtt ISA 51は 、SEPPIC社 (75,quai d'Orsay

75321 Paris cedex 07 FRANCE)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 MONTANIDET‖ 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生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 したプロデュニサ

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

可能になった (53)。 図 10にその概念図を示う。

Pro哺た臨
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:
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‐1~0

■0
場辮

伸呻腎中彗,劇  .■ 11._   1彎岬1撃,1貯響  _
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 )

ウインレ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t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が出現する可能

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 H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 11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'tTR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

グ糸田月包

(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 C)

パッケージングシグナルを除去し

て 3'一LTRを polyA付カロシグナルで

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p01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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続いて図 12に、パッケージング細胞株 PG13を作製するために用いた 2種のプラスミド、

pLGPSと pMOV― GaLV Seato envの 構造 を示す。

pL●PS

pMOV・CeLV
smtoew

図 12

ザ・

パ ッケー ジング細胞構築用プラス ミ ドpLGPS及び

pMOV―GaLV Seato envの構造

(引用文献 46よ り転載)   ~

pLGPSと pMOV―GaLV SeatO envは 、どちらもΨパッケージングシグナルと 3'一LTRを欠失

しているので、PG13細胞が内在性のパッケージングシグナルと 3'一LTRを持つことはなく、

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

ない。

以上のことから、パッケージング細胞株 PG13を用いて作製したレトロウイルスベクター

が RCRを含む可能性は極めて低く安全であると考えられる。

PG13と 同じ第 3世代のアンフォ トロピ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ベクター中に RCRを検出したことが 1996年に Chongら (54)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、GP+env肺 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ったため、極めて低い頻度と考察されている(54)。 なお、PC13を用い

てレトロウイル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。

Ⅶ。1.4遺伝子導入に用いるウイルスベクターの細胞傷害性

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

えられている。一方、細胞染色体上の遺伝子導入位置によっては細胞の生存・増殖に必須

な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうる。しかしながら、このような

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

おいて細胞傷害性は報告されていない。

Ⅶ.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、標的細胞 としての患者 Tリ ンパ球に ex vivo(生 体外)で TCR α鎖及び

β鎖遺伝子を導入し、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
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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ベクターは

ヒ ト血清中の補体により速やかに不活化される(55)た め、たとえレトロウイルスベクター

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。

Ⅶ。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、 レトロウイルスベクター

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

トロウイルスベ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 レトロウイルスベクター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。

レトロウイルスベクター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。

Ⅶ。1.7染色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点

レトロウイルスベクターは細胞染色体上のランダムな位置に組み込まれるので、その挿入

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、癌遺伝子の近傍に挿入され、レトロウイル

スベクターの 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

増力日した場合、及び、癌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。

Ⅶ.1.8癌原性の有無

レトロウイルスベクターの染色体への組み込みが細胞の増殖にとって正に働 く場合には、

上述のとおり異常増殖による癌化の問題が出現する。実際に、CD34陽性細胞を遺伝子導入
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の標的細胞とした X連鎖重症複合免疫不全症 (X―SCID)の フランスでの遺伝子治療におい

て、合計 4例の自血病発症が報告されている(56-58)。 この自血病発症については、①免疫

系が成熟していない幼少の患者が対象であること、②遺伝子導入の標的細胞が分化・増殖

能が旺盛な造血幹細胞であること、③導入された治療遺伝子 (IL-2受容体γc鎖)が細胞

増殖に直接関与する機能を有すること等、この遺伝子治療に特殊な事情が重なることによ

り遺伝子導入細胞の癌化が発生したことが示唆されている(59)。 なお、同様に X―SCIDに対

し、レトロウイル不ベクターによりIL-2受容体γc鎖遺伝子をCD34 ul■細胞に導入するイ

ギリスでの遺伝子治療においても、lo例中 1例に自血病が発症したことが 2007年 12月 に

報告された (60,61)。 また、CD34陽性細胞を遺伝子導入の標的細胞とした慢性肉芽腫症 (CGD)

の ドイツでの遺伝子治療において、2例中 2例の骨髄異形成症候群 (MDS)の発症が報告さ

れている(62,63).一 方、CD34陽性細胞を遺伝子導入の標的細胞としたアデノシンデアミナ

ーゼ (ADA)欠損症のイタリアでの遺伝子治療においては、10例中 8例で酵素補充療法の必

要がなくなり、遺伝子治療の有効性が確認 されるとともに、長期フォローアップにおいて

癌化が見られなかつたと報告されている(64)。 このように、レトロウイルスベクターによ

る癌化の頻度は対象疾患、遺伝子導入の標的細胞、ベクターの種類等により大きく異なつ

ており、本研究で行う分化した末梢リンパ球に対するレトロウイルスベクターによる遺伝

子導入ではこれまで自血病化の報告はない (13,37-40)。

本臨床研究では、遺伝子導入の標的細胞は分化を終えた成熟 Tリ ンパ球であり、その癌

化のリスクは造血幹細胞に比べて低いとの見解が、日米 EU医薬品規制調和国際会議 (ICH)

の遺伝子治療専門家グループから出されている(65)。 実際に、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、遺伝子導入細胞の癌化は報告されてい

ない(66)。 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 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

のクローン増殖は認められなかったことを報告している(67)。

なお、本臨床研究では、遺伝子導入細胞の患者体内におけるクローン増殖を linear

amplification IIlediated PCR(LAM― PCR)によってモニタリングして、遺伝子導入細胞の異

常増殖の有無を評価する。

Ⅶ。2遺伝子産物の安全性

本臨床研究において、遺伝子導入の標的細胞は、PBMCを OKT3に より刺激増殖させた T細

胞である。これ らT細胞の大半は内在性に TCR α鎖及び β鎖を発現している。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、もともと発現している TCRと 同類の蛋自で

ある。 したがつて、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。

メラノーマ抗原である gp100に対する T細胞クローンを用いた 2件の臨床試験 (68,69)に

おいて、ex vivoで培養、増殖させた約 1010個 の細胞が投与された。1件は T細胞と IL-2
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を併用するものであり、T細胞を単独投与した場合には治療に関連する重大な有害事象が発

生せず、IL-2を併用 した場合には IL-2に よる毒性以外は認められなかつた。一方、もう 1

件は化学療法の後、T細胞とIL-2を 併用するものであり、血液学的又はそれ以外の毒性 (血

圧低下、吐き気など)が見られたが、これらは併用した化学療法剤又は IL-2を単独で使用

した場合にも見られるものであった。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 卜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 TCR α鎖及びβ鎖を

発現している。ここに新たに MAGE― 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、下記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(70)。

1.導入 した TCR鎖 と内在性の TCR鎖が予測不可能な抗原特異性を持つ混合 TCR 2量体を

形成する。この場合、内在性 TCRの配列によつては、自己抗原に対する混合 TCRを形

成する可能性が否定できないが、特定の自己抗原を認識する遺伝子導入 T細胞の存在

割合は非常に少ないので、正常細胞への影響は小さいと考えられる。

2。 自己抗原に特異的な TCRを有する無応答 T細胞が、導入された TCRか らの刺激によっ

て活性化され、自己の正常細胞を攻撃する。この場合、TCR α鎖の対立遺伝子排除が完

全ではないために、正常な T細胞の中にも2種類の TCRを発現 しているものがあるが、

これが自己免疫疾患に関与 しているとの証拠はほとんどない。従つて、このようなこ

とを生じる可能性は小さいと考えられる。

3.導入 TCR分子が認識する腫瘍抗原ペプチ ドと HLA分子複合体の立体構造が、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する場合、

導入 TCR分子が自己抗原と交差反応して正常細胞を認識することにより、遺伝子導入

リンパ球が自己の細胞を攻撃する可能性がある。この可能性は、論理的には指摘され

ているが、頻度や危険性については今後の検討・確認が必要である。

メラノーマ抗原であるMART-1に 対するTCR遺伝子を自己リンパ球に導入 し、転移性悪性

黒色腫患者に移入するとい う臨床試験において、遺伝子導入細胞による毒性は認められな

かった (13)。 このことから、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。

Ⅶ.3細胞の安全性

Ⅶ.3.1遺伝子導入細胞の調製方法

以下に示す細胞培養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われる。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、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。
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レトロウイルスベクターMS―bPaを 用いた遺伝子導入 Tリ ンパ球調製工程について、細胞

培養における操作概要を表 2に、操作手順の概略図を図 13にそれぞれ示す。

表 2 細胞培養における操作概要

日 操作内容

第 0日 リンパ球刺激工程

第 2日 ウイルス結合バッグ調製工程

第 3日 遺伝子導入工程 (1回 目)

第 4日 遺伝子導入工程 (2回 目)

第 7～9日 最終産物調製工程

<患者 リンパ球の採取 >

<遺伝子導入>(2回 )

<拡大培養 。最終産物の調製 >

<品質試験 >

図 13 遺伝子導入細胞調製工程の概略
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末梢血単核球画分

(患者リンパ球を含む)

あt CD3ちtクト・rhIL-2
遺伝子導入用バッグ

レトロネクチン

レトロウイルスベクター

MS―bPa
活性化 Tリ ンパ球

遺伝子導入 Tリ ンパ球集団

遺伝子導入 Tリ ンパ球
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レトロウイルスベクターMS―bPaを用いた遺伝子導入Tリ ンパ球調製は、以下に示す標準操

作法に従い調製される。

第 0日 :患者投与に必要な遺伝子導入細胞数 (2× 108個、1× 109個、又は 5× 109個 )から、

培養ユニットを決定 し、培養ユニットに応 じた以下の個数を満たす患者 リンパ球

を採取し、遺伝子導入細胞の調製に使用する。

培養ユニット数 1 2～4

患者投与に必要な遺伝子
導入細胞数 (個 )

2× 108個又は 1× 109個 5× 109個

患者からのリンパ球 と血漿の採取は、二重大学医学部附属病院輸血部において、

血液成分分離装置 COBE SPECTRA(GAMBRO BCT社 )を用いて実施する。

採取された患者 リンパ球を細胞調製施設内に持ち込み、セルプロセッサを用いて

患者 リンパ球の濃縮 と PBS/11.8%ACD― A溶液による洗浄を行った後、生細胞数及

び細胞生存率を測定する。抗 CD3抗体 (30 ng/mL)を添加 した培養用培地 〔基本

書讐引也GT―T503. 6001U/mL rhIL-2、  1%チト働化信量

"彗

血現置、 0.2%HSA及び 2.5 μg/mL ア

ムホテリシンB含有。〕に患者 リンパ球を 1(± 0.1)× 106個 /mLと なるように懸濁し、

ガス透過性培養用バ ッグを使用し、37℃ 、5%C02イ ンキュベーター内にて培養を開

始する。

遺伝子導入用バッグにレトロネクチン CH-296(20 μg/mL)を 添加 して薬用保冷庫

にて保存する。

基本培地 GT―T503の組成及びレトロネクチンCH-296の試験成績書を参考資料 10-1

及び 10-2に示す。

第 2日 :レ トロネクチン CH-296を添加 した遺伝子導入用バッグをPBSで洗浄 した後に、レ

トロウイルスベクターMS―bPaを添加 (30 mL/バ ング)する。2,000× g、 32℃、2

時間遠心した後に、MS―bPaを除き 1.5%HSA/PBSで 洗浄した後に、同液を保存液と

して添加し薬用保冷庫にて保存する。

第 3日 :第 0日 から培養した活性化 Tリ ンパ球の生細胞数及び細胞生存率を測定し、遠心

分離機にて 500× g、 32± 3℃で 20分間遠心し、細胞を濃縮・回収する。レトロウ

イルスベクターMS―bPa結合バッグの保存液を捨てる。ここに活性化 Tリ ンパ球懸

濁液を添加 し、1,000× g、 32± 3℃で 10分間遠心する。遺伝子導入操作後、4時間、

5%C02イ ンキュベーターで培養した後、細胞を回収し、新鮮な培養用培地にて 1(±

0.1)× 106個 /mLと なるように懸濁し、ガス透過性培養用バッグを使用し、37℃、

5%C02イ ンキュベーター内にて培養を開始する。

第 4日 :第 3日 と同様の遺伝子導入操作を行 う。遺伝子導入操作後の細胞濃度は0.5(± 0。 05)

う
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×106個 /mLにて培養する。

第 7～ 9日 :セルプロセッサを用いて細胞の洗浄と濃縮をHSA tt RPM11640で行い、1.6ん 10

×107細胞 /mLと な るよ うに RPM11640に懸濁す る。 そ の後 、HSA tt CP-1と 1:1の

割合で混合する。HSA tt CP-1と 混合した遺伝子導入 Tリ ンパ球は、投与に必要な

細胞数に相当する液量を凍結保存専用バッグに充填した後に温度管理されたディ

ープフリーザー ←80℃)にて凍結し使用時まで保存する。また、同懸濁液の一部

を凍結保存後の細胞生存率試験用に凍結保存用バイアルに分注し同様に凍結保存

する。

RPM11640及びCP-1の組成を参考資料 10-3及び 10-4に示す。

投与前 :凍結保存後の細胞生存率試験として、凍結保存バイアルをディープフリーザー

(-80℃ )よ り取り出し、37℃温浴にて急速に解凍した後、遺伝子導入 Tリ ンパ球

生存率を測定する。また、輸注用細胞と同時に搬送した凍結保存バイアルを用い

実施施設にて凍結保存細胞の生存率を測定する。

投与 日 :凍結保存バッグにて保存された遺伝子導入 Tリ ンパ球を投与直前に 37℃温浴にて

急速に解凍し、投与する。

Ⅶ。3.2培養細胞の純度

遺伝子導入される細胞は、OKT3により活性化され増殖期にある患者自己由来の Tリ ンパ

球である。健常人末梢血リンパ球を用いた細胞調製では、遺伝子導入後の細胞中の遺伝子

導入細胞の比率は 20%程度であり (参考資料 11「遺伝子導入細胞試験成績書」参照)、 Tリ

ンパ球が 95%以上を占め、若干の Bリ ンパ球が含まれていた (参考資料 12「遺伝子導入調

製細胞構成」参照)。 患者に投与される細胞中にも、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

題ないと考えられる。また、仮に Tリ ンパ球以外に遺伝子導入された場合には、発現した

TCR分子は受容体としての機能を発揮しないと考えられることから、生体への影響が発生す

る可能性は低いと考えられる。

遺伝子導入により、導入遺伝子の本来の機能とは関係なく移入細胞の腫瘍化を誘導する

確率が一定度に存在すると考えられる。ただし造血幹細胞以外の細胞に遺伝子導入された

場合には、血液系細胞はいずれもその生理的寿命が限られていることから腫瘍が発生する

確率は極めて低いと考えられる。なお、造血幹細胞の混入については、①培養開始時点の

患者末梢血リンパ球中の造血幹細胞の比率は極めて低いこと (通常 0.1%以下)、 ②Tリ ン

パ球を活性化させる今回の培養条件ではレトロウイルス感染時に造血幹細胞が分裂増殖し

ている可能性が極めて低いこと、③造血幹細胞の増殖に必要なサイ トカイン等を含まない

条件で増殖培養されることを総合すると、遺伝子導入された造血幹細胞が混入する可能性

は極めて低いと考えられる。実際に、健常人末梢血リンパ球を用いた細胞調製では、遺伝

子導入後の細胞中の CD34陽性細胞の比率は 0.1%未満 (検出限界以下)であつた (参考資料

64
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12「遺伝子導入調製細胞構成」参照)。 一方、レトロウイルスベクターでの遺伝子導入に

より白血病発症が認められた、CD34陽性細胞を遺伝子導入の標的細胞としたフランス及び

イギリスの X―SCID遺伝子治療では、抗 CD34抗体を用いて純化したCD34陽性細胞を用いて、

FLT3リ ガン ド、IL-3及び幹細胞因子等のサイ トカインを加えた条件で培養されており (参

考資料 13「FDA CBER CTGTAC,March 4,2005。 Table l」 参照)、 今回の遺伝子導入細胞の

培養条件 とは大きく異なっている。ただし、万が一、造血幹細胞に遺伝子導入された場合

には腫瘍発生のリスクを否定できないことから、投与後の遺伝子導入細胞のクローン増殖

をモニタリングする予定である。

培養細胞間の相互汚染及び取違えを防ぐために、細胞調製施設内の同一の部屋で同時に

複数バッチの細胞調製は行わない。また、微生物の汚染を防ぐために、全ての操作は P2レ

ベルの細胞調製施設内で行 う。細胞や レトロウイルスベクター等が作業エ リア内の空気に

直接暴露される操作は清浄度クラス 100、 クラスIの安全キャビネット内で行い、感染性微

生物の混入を防ぐとともにレトロウイルスベクターMS―bPaの環境中への拡散を防止する。

また、細胞培養の際に使用するOKT3の洗浄後の残留濃度は極めて微量であり、これらの

刺激性物質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、二重大学医学部内に設置 した P2レベルの細胞調製施設にお

いて調製 され、以下「Ⅶ.3.4被験者に投与する細胞の安全性」に記載の試験によつて品質

が担保 される。

Ⅶ.3.3細胞の遺伝子型、表現型の安定性

遺伝子導入細胞調製にあたっては、患者 リンパ球を OKT3に より刺激 した後にレトロウイ

ルスベクターを用いた遺伝子導入を行 うとともに、ex vivoでの培養を行 う。

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、レトロウイルスベクターMS―bPaの プロウイルス配列が染色体内

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

PBLであり、挿入変異によって細胞の癌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 (「Ⅶ.1.8癌原性の有

無」参照 )。

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、一般にリンパ球を 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、培養後の細胞集団を構成する個々の細

胞のサブタイプは末梢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。

2002年 のフランスの Sauceら による報告では、リンパ球を含む PBMCを OKT3や IL-2を含

む培地で ex vivoに て培養す るとリンパ球表面の CD4/CD8の 比率 は減少 し、CD62L、 CCR7、

CD45RA、 CD27、 CD28の発現 も徐 々に低 Tする。代 わ りに、CD45RO、 CD25、 CD154、 CD40、 CD80、

Ｅ
υ

α
υ

49



CD86、 CD95、 HLA―DR等の発現は増大する。ただし、レトロウイルスベクターの感染による

リンパ球の表現型の変化は特に認められないことを報告している(71)。

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 SA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 (9,13,72,73)。 さ

らに、レトロウイルスベクターにより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 (13)。 本計画においても Tリ ンパ球の培養期間は

これと同程度に抑えている。

Ⅶ.3.4被験者に投与する細胞の安全性

被験者に投与する細胞は、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 した被験者個人由来の Tリ ンパ球である。細胞調製の際に用いられる培地の成分、

レトロウイルスベクターMS―bPaの成分、種々の試薬、抗体等に関しては、遺伝子導入細胞

を凍結保存する前に RPM11640で 十分に洗浄 される。そのため被験者に投与される量は極め

て少なく、これらが直接影響を及ぼすことはないと考えられるが、細胞調製終了後、培養

上清又は凍結保存専用バッグに充填する前の細胞懸濁液を検体として採取し、以下の試験

を行 うことにより品質を担保する (品質試験方法の概要を参考資料 14「遺伝子導入 リンパ

球の品質試験」に、健常人 リンパ球での試験調製での結果を参考資料 H「遺伝子導入細胞

試験成績書」に示す)。 全ての品質試験結果が得られて安全性が確認 されるまで遺伝子導

入細胞は凍結保存され、安全性が確認 された後に使用される。

1.

2.

3.

4.

5.

6.

7.

8.

マイコプラズマ否定試験 (PCR法 )

RCR尋式輌炎 (RT―PCRお長)

無菌試験 (日 本薬局方)

エン ドトキシン試験 (日 本薬局方 )

細胞生存率試験 (ト リバンブルー)

細胞数試験

遺伝子導入効率試験

導入遺伝子の機能試験

被験者への投与の際は、凍結保存専用バッグ中に凍結された細胞懸濁液を投与直前に

37℃温浴にて急速に解凍し、RPM11640培 地とHSA tt CP-1と が1:1の割合で混合された細胞

懸濁液として静脈内投与される (生理食塩水の追カロにより投与液量を調整する場合がある)。

なお、品質試験の検体を採取した後の工程としては、閉鎖系操作による凍結保存専用バ

ッグヘの充填、凍結、解凍、及び閉鎖系操作による輸注用バッグ又は注射器への移し替え

であり、不純物混入のリスクは極めて低いと考えられる。また、凍結・解凍による細胞生
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存率の低下については、凍結保存専用バ ッグに充填する前の細胞懸濁液を別途バイアルに

凍結保存し、投与 日以前に細胞生存率を測定することにより確認する。

Ⅶ.4 ペプチ ドの安全性

Ⅶ.4.l MAGE―A4143-151ペ プチ ドの純度

本臨床研究に用いられるMAGE―A4143■ 駐ペプチ ドは米国 NeoMPS社 において GMP準拠で製造

された。その製造工程の概略と品質試験の結果を参考資料 15「ペプチ ド製造工程・品質試

験報告書」に示す。その純度は逆相 HPLCに よる解析により98.3%であった。またエンドト

キシンは 0.100 EU/mg未満であり、無菌試験により無菌性が確認 されている。

Ⅶ。4.2 LIAGE―A4143-151ペ プチ ドの安全性

腫瘍ワクチンの臨床試験はこれまでに国内外ですでに主要なものだけでも 1,300名以上

の対象者につき報告されている(74)。 その中でも C■ 認識腫瘍抗原ペプチ ドを用いた臨床

研究は最も多数行われており、米国の Rosenbergら のグループだけでも2004年の時点で総

数 381名 の患者に腫瘍抗原ペプチ ドワクチンを投与している(74)。 しかしながらこれらCTL

認識腫瘍抗原ペプチ ドについて、現在までに重篤な副作用の報告はない (30).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

研究に用いられる MAGE―A4143-“ 1ペプチ ドはラットにおける単回皮下投与毒性試験を実施し

た (株式会社三菱化学安全科学研究所 熊本研究所、熊本県宇土市栗崎町 1285番地)。 ヒ

トヘの投与量として予定している 300 μg/bodyを投与した結果、一般状態の変化及びペ

プチ ド投与に関連する体重の変化は認められず、また病理学的検査においても異常は認め

られなかった。 (参考資料 16「 ラット単回皮下投与急性毒性試験」参照。MAGE―A4143-151ペプ

チ ドは資料中「MAGE―A4-A24」 に該当)。 以上より MAGE― A4143-“ lペプチ ドの投与において重

篤な副作用が出現する可能性は極めて小さいと考えられる。なお、有害事象が発現した場

合には、「Ⅸ_575.3ペプチ ド投与に伴 う副作用」に従い、適切な処置を施す。
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Ⅷ .遺伝子治療 臨床研究 の実施が可能 である と判断 した理 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、もつ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ニーズが存在する。

②本臨床研究の品質 。安全性

本臨床研究は、腫瘍抗原 MAGE―A4を認識する CTLク ローン由来の TCR遺伝子をレトロウ

イルスベ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。

本臨床研究で遺伝子導入す 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、レトロウイルスベクターによる癌

化のリスクは極めて低く、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、レトロウイルスベ 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遺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投与群と比較して、TCR遺伝子導入ヒトリンパ球投与群

に特異的な毒性所見は観察されなかった (添付資料、49ページ)。

レトロウイルスベ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 SAら のグループで既

に実績がある (添付資料、60～62ページ)。

③本臨床研究の期待される有効性

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 。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 (添付資料、40ページ)。 また、免疫不全マウスに MAGE― A4陽性・HLA―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、44ページ)。

NIHの Rosenberg SAら は、転移性悪性黒色腫患者 17例に腫瘍抗原MART-1の TCR遺伝子

導入リンパ球を投与するil■伝子治療臨床研究を行つた結果、2例 (12%)に PR(partial

response:部分奏効)を認めており(13)(添付資料、60ページ)、 さらに、同グループは、

高親和性ヒトMART-1特異的 TCR遺伝子 (pMF5)、 又はマウス由来の gp100特異的 TCR遺伝
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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)(添付資料、62ページ)。

したがつて、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

当施設内に設置された細胞調製施設は GMP準拠で運営 。管理される体制にあり、TCR遺伝

子導入リンパ球は同基準に準拠 して調製される。

本臨床研究の研究者は、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、品質管理及び当施設における腫瘍抗原由来ペプチ ドワクチン臨床試験の経験者

により構成される。
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Ⅸ.遺伝子治療臨床研究の実施計画

Ⅸ。1遺伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画

Ⅸ.1.1臨床研究実施体制

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。安全性、有効性の評価を統一

するため、全施設共通の安全・効果評価 。道応判定部会を設置する。また、TCR遺伝子導入

リンパ球の調製は細胞調製施設を有する二重大学にて行う。 (図 14参照)

多施設共同臨床研究代表者
珠玖 洋

臨床研究事務局

細胞調製室
(二重大学 CP0

二重ブ学 大阪メ学 北野病院
総括責任者総 砧 F 1士看 総 砧 F 1士者

免疫モニタリング

抗原発現判定

図 14 本臨床研究における実施体制

Ⅸ。1.1.1本臨床研究の実施に際し医療機関内に設置される委員会

本臨床研究実施の適否及びその他本臨床研究に関する調査審議を行 うため、各医療機関

に遺伝子治療臨床研究審査委員会を設置する。なお、遺伝子治療臨床研究審査委員会の運

営に関しては、医療機関毎に作成 した手順書に従 うものとする。

Ⅸ.1.1.2 安全・効果評価・適応判定中央部会

有効性や安全性の評価基準を統一することを目的とし、本臨床研究では、各医療機関で

共通の安全性 。効果評価・適応判定を検証するため、安全 。効果評価・適応判定中央部会

を設置する。なお、安全・効果評価 。適応判定中央部会の委員については各医療機関から
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選出し、本臨床研究の安全性、効果並びに被験者の適応性に関する具体的事項について評

価及び判定を行い、その適否及び留意事項、改善事項等について各医療機関の遺伝子治療

臨床研究審査委員会に意見を提出する。

1)適格性評価

被験者の本臨床研究への登録は、総括責任者から安全・効果評価・適応判定中央部会に

被験者登録用紙を提出することで行われる。なお、本臨床研究に関する情報を共有する

ことを目的として、安全・効果評価・適応判定中央部会への被験者登録用紙提出と同時

に、本臨床研究参加医療機関の総括責任者に対して被験者情報の提供を行 う。

安全 。効果評価 。道応判定中央部会は提出された被験者登録用紙をもとに、各被験者

が全ての選択基準を満たし、除外基準のいずれにも抵触 しないことを確認し、本臨床研

究の対象被験者 として適切かどうかを判定する。得られた判定結果については遺伝子治

療臨床研究審査委員会を通じて総括責任者へ報告する。

2)用 量増加における評価

コホー ト毎に規定された症例数を満了した場合、安全 。効果評価・適応判定中央部会は

コホー ト毎の各被験者から得られた、臨床研究終了 。中止時検査までのデータをもとに

コホー ト毎の安全性を判定する。安全性に問題がないと判定された場合、全ての医療機

関の遺伝子治療臨床研究審査委員会を通 じて総括責任者へ報告したうえで、次のコホー

トに移行する。          ′

3)重篤な有害事象発現時の対応

安全・効果評価 。適応判定中央部会は、総括責任者より提出された重篤な有害事象に関

する報告書 (詳細報)を もとに、本臨床研究との因果関係並びに本臨床研究継続の可否

について判定する。得 られた判定結果については、各医療機関の遺伝子治療臨床研究審

査委員会を通 じて総括責任者へ報告する。なお、各医療機関の遺伝子治療臨床研究審査

委員会は、安全・効果評価・適応判定中央部会からの判定結果をもとに臨床研究の継続

に関する審査を行い、医療機関の長及び総括責任者へ審査結果を報告する。

4)臨床研究の総合判定

臨床研究終了後、安全・効果評価 ,適応判定中央部会は全ての被験者から得られたデー

タをもとに本臨床研究の安全性並びに効果について総合的に判定する。得られた判定結

果については、各医療機関の遺伝子治療臨床研究審査委員会及び総括責任者へ報告する。

Ⅸ.1.1.3遺伝子治療臨床研究審査委員会遺伝子製剤検証部会

遺伝子製剤検証部会は、本臨床研究に用いる遺伝子導入細胞製剤の検証及びその品質の

評価を行い、その結果を遺伝子治療臨床研究審査委員会に提出する。
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Ⅸ。1.2本臨床研究の実施手順

本臨床研究の治療計画は以下の図 15の とおりである。

曇1≡罷:職雛
図 15 TCR遺伝子導入 リンパ球調製及び輸注計画

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。

アフェレーシスにて採取した自己 PBLに MAGE―A4143-51ペ プチ ドを認識する TCR α鎖及び

β鎖遺伝子をレトロウイルスベクターにて導入 し、得られた TCR遺伝子導入リンパ球を ex

vivo培養 し、―旦凍結保存する。

TCR遺伝子導入 リンパ球の調製を終了し、安全性を確認した時点で、二次登録時の選択基

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。

1日 投与量 300μ gの MAGE― A4143-■ 1ペプチ ドと不完全フロイントアジュバントとの懸濁液

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、皮

下投与する。

追跡調査を行つた後、本遺伝子治療の安全性 (有害事象、臨床検査、RCR、 LAM―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。
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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 2× 108個、1× 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 1× 109個、5× 109個へと増カロさせる。

腫瘍浸潤 リンパ球や T細胞クローンを体外で増殖後に投与する自家培養 リンパ球輸注が

米国を中心に行われ、3× 109～ 4× 1011個のリンパ球が投与され細胞輸注に起因する重篤な

有害事象の報告はない (9,75):ま た、TCR遺伝子導入 リンパ球を投与する類似研究 (NIH、

米国)では、17例において 1× 109以上 (1× 109～ 8.6× 1010;中央値 7× 109)の リンパ球が 1

回に静脈内投与され、投与 リンパ球に起因する重篤な有害事象の報告はない (添付資料、

60ページ)。 本計画では安全性を評価するために、その投与数より少ない 2× 108個のリンパ

球数を初期投与数 と設定した。また、臨床試験のプロトコールに従 うと、体外にて遺伝子

導入細胞調製時に培養増殖される細胞数が 1× 10Ю 程度 と予想されるため、調製 し投与可能

な最大 リンパ球数を 5× 109個 と設定した。

投与量増加基準は、以下のとおりとする (有害事象のグレー ドについては「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」参照)。

1)3例のうち 1例 も「本治療との因果関係を否定できないグレー ド3以上の有害事象」が

発現 しなかった場合、次のコホー トに 3例が登録される。

2)3例のうち 1例に 「本治療との因果関係を否定できないグレー ド3以上の有害事象」が

発現した場合、同じコホー トに 3例が登録される。

3)3例のうち 2例又は 3例に「本治療との因果関係を否定できないグレー ド3以上の有害

事象」が発現 した場合、投与量の増カロはそこで中止される。

4)上記 2)に従つた後、6例のうち 1例に 「本治療との因果関係を否定できないグレー ド3

以上の有害事象」が発現した場合、投与量の増力日は続けられる。

5)上記 2)に従つた後、6例のうち 2例以上に「本治療との因果関係を否定できないグレー

ド3以上の有害事象」が発現した場合、投与量の増加はそこで中止される。

Ⅸ.2被験者の選択基準及び除外基準

Ⅸ.2.1-次登録

患者より文書にて同意を取得する。一次登録時の選択基準を全て満たし、かつ除外基準

のいずれにも抵触 しないことを確認し、登録を行 う。

Ⅸ。2.1.1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)抵抗性となった臨床病

期Ⅲ期あるいはⅣ期 (TNM分類)の食道癌患者、又は術後あるいは初回放射線化学療

つ
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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■ 2402陽性の患者

4)PCR法にて腫瘍組織に MAGE―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 Performance Status10～ 1の患者

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

・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

・総ビリルビン (T―Bil)≦ 2.O mg/dL

・AST (GOT)、 ALT (GPT) ≦ 150 1U/dL

・クレアチエン (Cr)  ≦ 2.O mg/dL

・動脈血酸素分圧 70torr以 上、または動脈血酸素飽和度 94%以上

11)免疫組織染色法にて腫瘍組織に IILA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

十: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。MAGE―A4発現陽性

の判断基準は、定量的 RT―PCR法により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。

Ⅸ。2.1.2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。

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 (PT)<50%、 活性化 トロンボプラスチン時間 (APTT)

>60 sec、 フ ィブ リノゲン (Fbg)<100 mg/dL、 フ ィブ リン分解産物 (FDP)>20 μg/mL)
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・血栓形成傾向

2)重篤な過敏症の既往歴を有する患者

3)HBs抗原、HCV抗体、HIV抗体、HTLV-1抗体のいずれかが陽性である患者

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

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患者

7)MAGE―A4143-151ペ プチ ド投与に適さない患者 (例えば MAGE― A4143-“ 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 )

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)

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者が不適当と認めた患者

Ⅸ.2.2二次登録

一次登録 した患者における TCR遺伝子導入 リンパ球の調製が終了した後、再度患者より

文書にて同意を取得する。二次登録時の選択基準を全て満たし、かつ除外基準のいずれに

も抵触しないことを確認 し、登録を行 う。

Ⅸ.2.2.1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 (2× 108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

3)ECOG 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

。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

・総ビリルビン (T―Bil)≦ 2.O mg/dL

o AST (GOT)、  ALT (GPT) ≦ 150 1U/dL

・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和度 94%以上
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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

Ⅸ.2.2.2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

「

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 ロトロンビン時間 (PT)<50%、 活性化 トロンボプラスチン時間 (APTT)

>60 sec、 フィブリノゲン (Fbg)<100 mg/dL、 フィブリン分解産物 (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)MAGE■4143-151ペプチ ド投与に適 さない患者 (例 えば MAGE―A4143-151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、授茅L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
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Ⅸ。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、

二重大学医学部附属病院内に設置された遺伝子治療臨床研究審査委員会の承認が得 られた

同意・説明文書 (X.7)を説明の前又は説明するときに渡し、以下の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。

1.は じめに

2.臨床研究について

3。 あなたの食道癌について

4.遺伝子治療臨床研究の概要について

5.TCR遺伝子治療臨床研究の海外での状況について

6.臨床研究の方法

7.参加できる方、参加できない方

8.臨床研究のスケジュール

9.期待される効果

10.予想される危険性および副作用

H.臨床研究への参加予定期間

12.臨床研究への参加患者数

13。 他の治療法について

14.臨床研究への参加の自由と、参力日の取 りやめについて          ,
15.健康被害の補償について

16.新たな情報のお知らせについて

17.遺伝子治療臨床研究の中止について

18。 あなたに守つていただきたいこと

19.あなたの費用負担について

20.個人情報の保護について

21.個人情報の第二者への提供の制限について

22.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

23.緊急連絡先およびお問い合わせ先について

24.遺伝子治療臨床研究の名称と実施組織体制
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Ⅸ。4実施期間及び 目標症例数

実施期間は厚生労働大臣から実施が差し支えない旨の回答を得た時点から3年間とする。

症例毎の実施期間は TCR遺伝子導入 リンパ球輸注後 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 (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

回の頻度で遺伝子導入 Tリ ンパ球の血中動態及び二次発癌や RCRの有無について追跡調査

を実施する。

日標症例数は以下のとおり、全施設の症例を合わせて 9例 とするが、有害事象が発現 し

た場合には、「Ⅸ.1.2本臨床研究の実施手順」の投与量増加基準に従つて、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  2× 108個  3例
コホー ト2  1× 109個  3例
コホー ト3  5× 109個  3例

また、TCR遺伝子導入 リンパ球の増殖率は培養ごとに予測することができないため、症例

の取り扱いを以下のとお りとする。

・コホー ト1で定められた TCR遺伝子導入 リンパ球輸注量 (2× 108個)を本臨床研究におけ

る最小輸注量とする。最小輸注量に満たない場合には TCR遺伝子導入 リンパ球を投与せ

ず、本臨床研究における脱落例とする。

・コホー ト2で定められた TCR遺伝子導入 リンパ球輸注量 (1× 109個)が得られなかった場

合にはその被験者に輸注可能な全ての TCR遺伝子導入 リンパ球を投与する。投与 した TCR

遺伝子導入リンパ球輸注量が 0.8× 109個以上の場合、コホー ト2の症例数として数える

が、それ未満の場合は投与量増加の評価例としない。                、

・コホー ト3で定められた TCR遺伝子導入 リンパ球輸注量 (5× 109個)が得られなかつた場

合にはその被験者に輸注可能な全ての TCR遺伝子導入 リンパ球を投与する。投与 したTCR

遺伝子導入 リンパ球輸注量が 4× 109個以上の場合、コホー ト3の症例数として数えるが、

それ未満の場合は投与量増加の評価例としない。

・コホー ト2及び 3の投与量増加のための評価対象 としない症例における臨床観察項ロデ

ータは、当臨床研究の安全性評価解析対象とする。

・投与量増加の評価対象としない症例数は、コホー ト2、 3において最大 3例までとし、そ

の症例をもつて当該コホー トヘの登録を終了し、本臨床研究における TCR遺伝子導入 リ

ンパ球の臨床至適用量を決定する。
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Ⅸ。5遺伝子治療臨床研究の実施方法

Ⅸ.5。 1対照群の設定方法

本臨床研究では対照群を設定しない。

Ⅸ。5.2遺伝子導入方法

Ⅸ.5。 2.l PBMCの採取

二重大学医学部附属病院輸血部において採取機種 COBE SPECTRA(GAMBRO BCT社 )を用

いて、被験者よりPBMC、 及び Tリ ンパ球培養に必要な血漿を採取する。被験者か らのPBMC

採取条件及び被験者のアフェレーシス実施条件は以下のとおりとする。なお、アフェレー

シスは日本造血細胞移植学会のガイ ドラインに準じて、手技に習熟 した医師が被験者の状

態を十分に観察しながら実施する。

被験者からの PBMC採取条件

・血液処理量 :約 5,000 mL(最大で 150 mL/kg)

。処理速度  :0.8～ 1.5 mL/kg/min

・処理時間 :通常 90分以内 (最大 120分まで)

被験者のアフェレーシス実施条件

・採取当日の身体的、精神的状態が良好であること

。採取当日に37.5℃を超える発熱を有しないこと

。採取当日の収縮期血圧が 90 mHg以下又は 180m比 以上でないこと

・その他、アフェレーシス実施医師が不可能と判断 した場合は実施を延期する。

Ⅸ.5.2.2遺伝子導入 Tリ ンパ球のながれ

被験者より採血した PBMC画分と血漿は、二重大学に設置している細胞調製施設べ搬送す

る。また、二重大学にて細胞調製完了後、凍結保存 した TCR遺伝子導入用 Tリ ンパ球は各

医療機関へ搬送される。なお、細胞調製施設と各医療機関の搬送方法、条件については別

途手順書にて定める (参考資料 18)。

Ⅸ.5。 2.3 TCR遺伝子導入 リンパ球の調製

採取 された PBMC画分を用いて、 「Ⅶ.3.1遺伝子導入 リンパ球の調製方法」に従い、細

胞調製を行 う。細胞調製後、「Ⅶ.3.4被験者に投与する細胞の安全性」に示 した各種試験

により、TCR遺伝子導入 リンパ球としての品質を確認 したうえで投与に用いる。また、輸注

用細胞 と同時に搬送 した凍結保存バイアルを用い実施施設にて凍結保存細胞の生存率を測

定する。
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