
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。

p日●Ps

pMOIV‐CaLV
seao env

図 12

Va

パッケージング細胞構築用プラスミドpLGPS及び

pl10VfaLV Seato envの 有寒贅彗

(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 GPttenvA皿 12を用いて

産生したレトロウイルスベクター中に RCRを検出したことが 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、GPttenvAm12

細胞を用いてウイルス産生細胞株を樹立し、60以上のウイルスについて RCRチ ェックを試

みたが検出されなかつたため、極めて低い頻度と考察されている(54)。 なお、PG13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

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

おいて細胞傷害性は報告されていない。

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 v市0(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MSTbPa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

位置によつ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が有するエンバンサー・プロモーター活性によりその遺伝子の発現量が

増加 した場合、及び、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 増ヽ殖

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 (I卜2受容体γc鎖 )力S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、レトロウイルスベクターによりIL-2受容体γc鎖遺伝子をCD34陽性細胞に導入するイ

ギリスでの遺伝子治療においても、10例中 1例に自血病が発症したことが 2∞7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

ァゼ (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

癌化が見られなかっ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白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―mediated PCR(LAM― PCR)によつ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,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

●
‘

腱
Ｕ

44



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った。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)力 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つた。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の配列によっては、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。従って、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

かつた (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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レトロウイル不ベクター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 日)

第 7～ 9日 最終産物調製工程

図 13 遺伝子導入細胞調製工程の概略

64

<患者 リンパ球の採取>

<拡大培養 。最終産物の調製>

末梢血単核球画分

(患者 リンパ球を含む)

抗 CD3抗体・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 2・日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、大阪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 リンパ球を二重大学の細胞調製施設に搬送し、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つた後、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

〔基本培地 GT―T503.6001U/mL rhIL-2、 1%非働化患者血漿、0。 2%HSA及び 2.5μ

g/mLア ムホテリシン B含有。〕に患者 リンパ球を 1(± 0。 1)× 106個 /正 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)を添カロして薬用保冷庫

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ル ッヾグ)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

して添カロし薬用保冷庫にて保存する。

第 3日 :第 0日 から培養した活性イヒ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)
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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.o～ 10

×107細WmL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 H「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
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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

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∝GTAC,March 4,2005。 Table l」 参照)、 今回の遺伝子導入細胞の

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

には
―

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Ⅱ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」に記載の試験によって品質

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‐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J参照)。     .
OKT3で刺激することによつて CD3陽性細胞が活発に増殖してその結果として 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、
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CD45RA、 CD27、 CD28の発現も徐々に低下する。代わりに、CD45RO、 CD25、 CD154、 CD40、 CD80、

CD86、 CD95、 H虫―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宙 vo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 11「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試験 (RT―PCR法 )

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 リパンブルー)

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、RPM1lo40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 (生理食塩水の追力日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
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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

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.生 l MAGE― A4143-1■ ペプチ ドの純度

本臨床研究に用いられるMAGE― A414卜

“
lペプチ ドは米国 Ne6MPS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%であつた。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。

嗅 2 Vr―r.e151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 ∝L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、倦怠感等が報告されている。本臨床

研究に用いられる MAGE―A4143-151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-“ lペプ

チ ドは資料中 「MAGE―A4-A24」 に該当)。 以上より MAGE―A4H,応 1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 .5.5。 3ペプチ ド投与に伴 う副作用」に従い、適切な処置を施す。
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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 5鰯と存期間は約 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品質・安全性

本臨床研究は、腫瘍抗原 皿GE一A4を認識する C■ 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遺伝子導入し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、52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、62～64ページ)。

③期待される有効性

共同実施施設である二重大学にて調製された 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、38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、45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遺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、62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 (DMF5)、 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、64ページ)。

したがって、本臨床研究においても同様の抗腫瘍効果が見込まれる可能性がある。

④`当施設・研究者の能力

当施設の総括責任者及び研究者 (宮田、山崎、和田、富山)は リンパ球アフェレーシス、

細胞品質管理、腫瘍抗原由来蛋白を用いた癌ワクチン臨床試験の実施と末梢血を用いた免

疫学的解析の経験者であり、さらに対象疾患である食道癌に対する十分な臨床経験 (食道

癌治療 150例以上)を有している。これらのことから、当施設における研究者は本臨床研

究を行うために必要な能力を十分に有していると判断する。

⑤

―

調製

被験者へ投与される TCR遺伝子導入リンパ球は、遺伝子ベクター調製、リンパ球アフェ

レーシス、遺伝子導入、細胞培養、品質管理及び腫瘍抗原由来ペプチドワクチン臨床試験

の経験者である二重大学大学院医学系研究科の珠玖、影山、池田による監督・管理下のも

とで二重大学にて調製される。

⑥安全・効果評価 。適応判定部会

本臨床研究は多施設共同臨床研究として実施されることから、安全性や有効性の評価、

被験者登録の可否について統二された評価基準にて行うことが必要である。そのため、各

医療機関の遺伝子治療臨床研究審査委員会の委員から安全性や有効性の評価、適応の判定

を行 うための委員を選出し、安全・効果評価・適応判定部会を設置する。なお、安全・効

果評価・適応判定部会の詳細については第Ⅸ章及び別途作成する刊頃書に従う。
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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・適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)

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。
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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
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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二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

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、その道否及び留意事項、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 ‐適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

‐ 卜に移行する。

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。
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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、その結果を各医療機関の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。

:]華|:〔 i穏 |:il:

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。

大阪大学医学部附属病院においてアフェレーシスにて自己 PBLを採取し、二重大学細胞

調製施設に搬送する。二重大学細胞調製施設で自己 PBLに MAGE―A4143-151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ヾ 得られた TCR遺伝子導

入 リンパ球を ex vivo培養 し、一旦凍結保存する。

二重大学細胞調製施設にて調製した TCR遺伝子導入 リンパ球の品質が確認された後、大

阪大学医学部附属病院に TCR遺伝子導入 リンパ球が提供される。二次登録の前に再度文書

にて同意を取得 し、二次登録時の選択基準を満たし、除外基準に抵触しないことを確認 し

たうえで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 300 μ gの MAGE― A4143-151ペ プチ ドと不完全フロイントアジ■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、 L鰤―PCR)、 TCR
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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。       1
TCR遺伝子導入 リンパ球投与後 63日 目に本臨床研究を終了とする。

TCR遺伝子導入リンパ球数の設定

投与する TCR遺伝子導入リンパ球数は 1回投与量 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個へと増加させる。

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× 10H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× 10Ю ;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、

62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ァ 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、投与量の増加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、投与量の増加は続けられる。

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。

ｒ
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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

法後に再発転移をきたし治療抵抗性となった食道癌患者

3)HLA―A2402陽性の患者

4)PCR法 にて腫瘍組織にMAGMA4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 Status O-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

・好中球数

・ヘモグロビン

,血小板数

≧ 3,000/mm3

≧ 1,500/mm3

≧ 8.Og/dL

≧ 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

11)免疫組織染色法にて腫瘍組織に HLAク ラス I分子発現が確認されている患者

12)治療内容を理解 し、本人の自由意思による同意を文書で得られた患者

+: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一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

７
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・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、 フィプリノゲン (Fbg)<100 mg/dL、 フィプリン分解産物 (FDP)>20 μg/mL)

・血栓形成傾向

2)重篤な過敏症の既往歴を有する患者

3)IBs抗原、КV抗体、ШV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―A414卜 l駐
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)ECklG 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
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・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 9496以上

5)一次登録後に同意撤回がなく、治療内容を理解 し、本人の自由意思による同意を文書

で得られた患者                               '

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)

・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―A4143-“ lペプチ ド投与に適さない患者 (例えば MAGE― A4143-1斑 ペプチ ドの成分、ア

ジュバン トに対して過敏症の既往を有する患者)

7)本臨床研究参加への同意に影響を及ぼすような精神疾患、薬物依存症等の疾患を有す

る患者

8)妊娠中、授乳中、妊娠 している可能性のある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

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、

大阪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、以下の内容を回頭で詳しく
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説明する。その後t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.臨床研究につぃて

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

11.臨床研究への参カロ予定期間

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、参加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 なたに守っ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

ｎ
ｕ
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Ⅸ.4実施期間及び目標症例数

実施期間は共同実施機関である二重大学医学部附属病院が厚生労働大臣から本臨床研究

実施の承認を得た時点 (2009年 7月 17日 )か ら3年間とする。症例毎の実施期間は TCR遺

伝子導入 リンパ球輸注後 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 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 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の投与量増力日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

早夕は、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。               .

０
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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 1 PBICの採取

大阪大学医学部附属病院輸血部において採取機種 COBE SPECTRA(GAMBRO B∝ 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37.0℃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皿Hg以下又は 180皿蛇 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 TCR遺伝子導入リンパ球の調製

採取された PBMC画分を別途手順書 (参考資料 18)に定められた条件で二重大学細胞調製

施設へ搬送する。そして、二重大学細胞調製施設にて「Ⅶ.3.1遺伝子導入 リンパ球の調製

方法」に従い、細胞調製が行われる。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 したうえで別途

手順書 (参考資料 18)に定められた条件で大阪大学医学部附属病院に搬送され、投与に用

いられる。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。

Ⅸ.5。 2.3 TCR遺伝子導入リンパ球の投与

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

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

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

が発現した場合には、「Ⅸ.5.5。 2 TCR遺伝子導入 リンパ球輸注に伴 う副作用」に従い、適

０
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切な処置を施す。

Ⅸ.5。 3前処置及び併用療法の有無

Ⅸ.5.3.1前処置                           `
前処置は特に必要としない。

Ⅸ .5.3.2 MAGE一A41“_151ペプ チ ド投 与

1回量 300μ gの MAGE=A4143-“ 1ペプチ ドを、TCR遺伝子導入 リンパ球投与日を 0日 として

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

ISA 51、 SEPPIC社 )と の懸濁液として皮下投与する。有害事象が発現した場合には、「Ⅸ.5。 5.3

ペプチ ド投与に伴う副作用」に従い、適切な処置を施す。

Ⅸ.5.3.3併用禁止療法及び併用禁止薬

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

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

る。

併用禁止療法

1)化学療法              
‐

2)放射線療法

3)手術

併用禁止薬

1)抗癌剤

2)副腎皮質ステロイ ド剤 (全身投与)

3)免疫抑制剤 (全身投与)

Ⅸ.5.4臨床検査項目及び観察項目

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

観察スケジュール」に記載する。なお、TCR遺伝子導入リンパ球血中動態、免疫機能解析 (腫

瘍特異的免疫反応)、 遺伝子導入 リンパ球の腫瘍組織浸潤度、RCRお よび LAM―PCRについて

は、二重大学大学院医学系研究科遺伝子・免疫細胞治療学講座にて検査を行うものとし、

当該検査のうち、PCR法の工程はタカラバイオ (株)が担当する。

取得 日 (ス クリー■ング期間)

1)同意取得 (一次登録)

2)被験者背景

つ
０
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・性別、生年月 日 (年齢 )、 診断名、身長、体重、既往歴、合併症、過敏症の有無、前

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

床試験 (臨床研究)への参加の有無

3)問診、バイタルサイン

:血 圧、体温、脈拍数、動脈血酸素分圧または動脈血酸素飽和度

4) Performance status

5)感染症検査

・HBs抗原、HCV抗体、肛V抗体、IILV-1抗体

6)臨床検査

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

血小板数

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

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

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

Ca、 血糖値

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

フィブリノゲン (Fgb)、 フィブリン分解産物 (FDP)

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

・腫瘍マーカー検査 (SCC、 CEA、 CA19-9)

7)画像診断

。胸部 X線検査、12誘導心電図、頸部・胸部・腹部・骨盤 CT※

8)上部消化管内視鏡検査※

※:ス クリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。

アフェレーシス実施日 (ス クリーニング期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査                        ・

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

血小板数

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

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

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

Ca、 血糖値

84
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0(治療期間)

1)同意取得 (二次登録)      ,
2)問診、バイタルサイン

・ 而序、体温、脈拍数、動脈血酸素分圧または動脈血酸素飽和度

3) Perforllance status

4)臨床検査

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

血小板数

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

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

アルブ ミン (Alb)、 尿素窒素 (BUN)、 クレアチエン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

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

・ フィプ リノゲン (Fgb)、 フィブリン分角弔産物 (FDP)

・免疫血清※。:C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査※D:尿定性、尿沈査

・腫瘍マーカー検査挙
。

(SCC、 CEA、 CA19-9。 ただ し、スクリーニング期間時高値例のみ)

5)画像診断                                   .
・胸部 X線検査※り、12誘導心電図※り、頸部・胸部・腹部・骨盤 CT※の、PET―CT※の

6)上部消化管内視鏡検査※の、腫瘍組織生検
※
"

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

間)後及び 12時間 (± 2時間)後 )

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

8)免疫機能解析※D

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

9)TCR遺伝子導入 リンパ球の腫瘍組織浸潤度※2)、 MAGE―A4抗原発現検査※
"

・浸潤 リンパ球の検出  
｀

・PCR法による MAGE―A4発現

10)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)            .
・内容、発現 日、グレー ド、本臨床研究の処置 (継続 。中止の別等)、 その他の処置、

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

※1):治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする。

※
":治療期間開始前 7日 以内の成績の利用を可とする。

ay l(治療期間)

Ｅ
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1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2)Performance status

3)臨床検査

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

血小板数

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

(lAP)、 γ―GTP、 総ビリル ビン (T―Bil)、 直接ビリル ビン (D―Bil)、 総蛋白 (T)、
|          

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

Ca、 血糖値

。免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

。尿検査 :尿定性、尿沈査

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

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

5)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む )

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

転帰、転帰 日、本臨床研究 との因果関係

1                 6)RCR

2(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

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

。リアルタイム PCR、 テトラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

y3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2)Performance status

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

。リアルタイム PCR、 テトラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

7(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・而F、 体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査

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

血小板数

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

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

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

Ca、 血糖値

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

4)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

・ リアルタイム PCR、 テ トラマ■解析

5)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

転帰、転帰 日、本臨床研究 との因果関係

y14± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・ 血圧、体温、脈拍数

2)PerforElance status

3)臨床検査

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

血小板数

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

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

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

Ca、 血糖値

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

:尿検査 :尿定性、尿沈査

4)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

69
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・ リアルタイム PcR、 テ トラマー解析

5)免疫機能解析

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

6)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

転帰、転帰 日、本臨床研究との因果関係

y16±3(治療期間)

1)問診、パイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

。リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

転帰、転帰 日、本臨床研究との因果関係

28± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

「血圧ご体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査

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

血小板数

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

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

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

Ca、 血糖値

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

。尿検査 :尿定性、尿沈査

4)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

。リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

5)免疫機能解析

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

6)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

０
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転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

30± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

4)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

y35± 3(治療期間)

1)問診、バイタルサイン                      ・

・血圧、体温、脈拍数

2) Performance status

3)臨床検査

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

血小板数

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

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

アル ブ ミン (Alb)、 尿 素窒素 (BllN)、 ク レアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

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

フィブリノゲン (Fgb)、 フィブリン分解産物 (FDP)

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

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

4)画像診断                        |
・胸部 X線検査、12誘導心電図、頸部 0胸部・腹部・骨盤 CT、 PET―CT

5)上部消化管内視鏡検査、腫瘍組織生検

6)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態

・リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

7)免疫機能解析

。テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

8)TCR遺伝子導入 リンパ球の腫瘍組織浸潤度、MAGE―A4抗原発現検査

ｎ
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・浸潤 リンパ球の検出

。PCR法による MAGE―A4発現

9)RCR

10)LAM一 PCR

ll)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

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

帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

y63± 3(追跡調査期間)

1)問診、バイタルサイン

・血圧、体温、脈拍数

2)Performance status

3)臨床検査

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

血小板数

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

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

アルブミン (Alb)、 尿素窒素 (BUN9、 クレアチニン (Cr)、 尿酸 (UA)、 Na、 K、 Cl、

Ca、 血糖値

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

フィブリノゲン (Fgb)、 フィプリン分解産物 (FDP)

・免疫血清 :C反応性蛋白 (CRP)

・尿検査 :尿定性、尿沈査

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

4)画像診断※D

。胸部 X線検査、12誘導心電図、頸部・胸部・腹部・骨盤 ∝、PET―CT

5)上部消化管内視鏡検査※り、腫瘍組織生検※D

6)TCR遺伝子導入 リンパ球血中動態

・ リアルタイム PCR、 テ トラマー解析

7)免疫機能解析

・テ トラマー解析、ELISPOTア ッセイ、細胞内サイ トカイン染色

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

・浸潤 リンパ球の検出

。PCR法による MAGE― A4発現

9)RCR

10)LAM― PCR
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11)有害事象 (臨床検査値の異常変動含む)

。内容、発現日、グレー ド、本臨床研究の処置

転帰、転帰日、本臨床研究との因果関係

※D:必要に応じて実施する。

(継続・中止の別等 )、 その他の処置、

了後 の i

1)RCR※ 1)

2)LAM― PCR※ 。

3)TCR遺伝子導入リンパ球血中動態※D

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

度でサンプリングを実施する。

Ⅸ.5.5´予測される副作用及びその対処方法

Ⅸ。5.5。 1アフェレーシスに伴 う副作用

1)血管ルー ト確保に関すること

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

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

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

2)迷走神経反射

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

でめまい、吐き気、嘔吐 (グ レー ド1)力 出`現し、重篤な場合、意識障害、嘔吐、血圧低下、

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

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

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

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

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

ン投与等、必要な処置を行 う。

3)ク エン酸反応

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

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

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

それでも改善しない場合、グルコン酸カルシウムを緩徐に静注する。

4)血小板減少

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

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

意を要する。対処法は、アフェレーシス終了後 1週間位は必ず血小板をチェックじ、採取
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前値への回復を確認する。また、アフェレーシス開始から終了までアスピリン製剤は使用

しない。

Ⅸ.5.5.2 TCR遺 伝子導入リンパ球輸注に伴 う副作用

1)発熱、発疹、‐アレルギー類似反応等

TCR遺伝子を導入 し、二旦凍結後に解凍 したリンパ球を投与した際に、解凍に伴い一部崩

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

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

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

2)肺障害

重篤な輸血副作用として輸血関連急性肺障害 (TRAL1l Transfusion―Related Acute Lung

lnjury)力 S知 られている。抗白血球抗体 (抗 HLA抗体、抗顆粒球抗体)による抗原抗体反

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

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

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

量投与等、適切な処置を行う。

3)免疫反応に伴 う事象

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

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

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

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

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

る。

4)レ トロウイルスベクターを用いる危険性

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

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

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

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

治療等の最善の治療を行う。

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

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

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

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

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

もに化学療法等の最善の治療を行 う。
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Ⅸ .5。 5.3ペプチ ド投与に伴 う副作用

MAGE― A4143■ 51ペプチ ドは不完全フロイントアジュバント (商品名 :MONTANIDEW ISA 51、

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

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

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

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

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

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

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

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

法を行い、さらに重篤な場合には副腎皮質ステロイ ド剤を投与する。

Ⅸ_5.6遺伝子治療臨床研究の評価方法、評価基準及び中止判定基準

Ⅸ_5.6.1主要評価項目

。安全性の評価

1)有害事象

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

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

治療との因果関係の有無は間わない。

重篤な有害事象とは、以下のものをいう。

1.死亡に至るもの

2.死亡につながるおそれのあるもの

3.治療のため入院又は入院期間の延長が必要なもの

4.障害 (永続的又は顕著な障害もしくは機能不全に陥るもの)

5.障害につながるおそれのあるもの

6.上記 1から5に準じて重篤であるもの

7.後世代における先天性の疾病又は異常をきたすもの

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

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

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

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

ついては、原則として消失又は軽快するまで追跡調査を行 う。

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

表 した 「CoIIHlon Terlninology Criteria for Adverse Events v3.0(CTCAE v3.0) 有害 事

つ
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象共通用語規準 v3.0日 本語訳 JCOG/JSCO版-2007年 3月 8日 」に従い、判定を行う (表 3)。   .
また、CTCAE v3.0に記載のないもので、発現が予想される有害事象についてもCTCAE v3.0

に準じて判定を行 うものとする。

表 3 有害事象のグレー ド

Grade l 軽度の有害事象

Grade 2 中等度の有害事象

Grade 3 高度の有害事象

Grade 4 生命を脅かす又は活動不能とする有害事象

Grade 5 有害事象による死亡

2)臨床検査

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

学部附属病院の基準範囲を逸脱 した場合、「異常」と判定する)。

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

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

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

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

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

判断した場合には、その理由について、臨床経過を踏まえて考察を行う。

3) RCR

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

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

ライマーを用いて PCRを行 う。PCR生成物をアガロース電気泳動 し、エチジウ

^プ

ロマイ ド

染色を行つて特異的増幅バ ン ドの有無を確認する。

4) LAM― PCR

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

鋳型として L鰤―PCR反応を行い、反応産物をアガロース電気泳動し、エチジウムプロマイ

ド染色による泳動パターンによリクローナ リティーを確認する。

Ⅸ.5.6.2副次的評価項 目

O TCR遺伝子導入 リンパ球の血中動態

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

以下の試験を行 う。
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1)TCR遺伝子導入細胞の定量

分離した PBMCよ りQIAamp DNA Blood Midi Kit(QIAGEN社 )や PUREGENE Genomic DNA

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

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

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

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

2)テ トラマー解析によるTCR発現細胞の血中頻度測定

分離 した PBMCと PE標識化 HLA A2402/MAGE― A414卜

“
lテ トラマーとを 37℃、10分～30分

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

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

・TCR遺伝子導入 リンパ球の腫蕩組織への浸潤度

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

少ないと判断される場合、生検を行 うも

生検試料について、以下の試験を行 う。

1)1腫瘍における抗原の発現の評価
中

腫瘍塊の一部を採取後速やかに RNAlater(飾 bion社)を用いて保存する。保存した腫瘍

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

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

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

MAGE二 A4の発現はハ ウスキー ピング遺伝子 GAPDH発現でノーマライズし、GAPDH発現 10,000

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

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

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

2)生検組織内会の リンパ球浸潤度の評価

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

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

潤を評価す る。

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

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

ンパ球中の導入 TCRの定量化を行う。

・腫瘍特異的免疫反応

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

以下の試験を行 う。
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1)ELISPOTア ッセイによる血 GE―A4反応性 Tリ ンパ球の定量

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

に分離する。CD8非陽性細胞を40 Grayにて放射線照射し、MAGE―A4ペプチ ドをパルスし刺

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

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

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

した活性化 T細胞株 (T―APC)に MAGE―A4ペプチ ドをパル ス した細胞 を標的細胞 とし ELISPOT

ア ッセイ を行 う。 ELIsPoTア ッセイ は抗 IFN― γ抗体 をコーテ ィング した ELISPOTプ レー ト

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

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

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

視化 し、MAGE一A4特異的 T細胞の存在を確認する。陰性コン トロール として、ペプチ ド非パ

ル ス標 的細胞 お よび コン トロールペプチ ド (HER2由 来 llLA―A2402結 合性 ペ プチ ド

HER263-71:TYLPTNASL)パ ルス標的細胞を用いる。

2)テ トラマーによる MAGE―A4反応性 Tリ ンパ球の定量

分離 した PBMCを そのまま、又は上記 ELISPOTア ッセイと同様に MAGE― A4ペプチ ドにより

7日 から 10日 間刺激培養 した CD8陽性 T細胞を用いて、PE標識化 肌 A―A2402/MAGE― A4143■ 51

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

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

発現細胞の比率を測定する。

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

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

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

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

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

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

用いて細胞内サイ トカイン染色を行い、サイ トカインの産生特性を解析する。

・腫瘍縮小効果

「RECISTガ イ ドライン (Response Evaluation Criteria ln Solid Tumors)」 (77)に したが

って、腫瘍縮小効果を判定する (X。 6)。      .

Ⅸ。5。 6.3中止基準

・被験者ごとの中止基準

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

該被験者における本臨床研究を中止する。また、必要な検査・観察を行うとともに、共同
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実施医療機関の総括責任者、及び大阪大学医学部附属病院長に本臨床研究を中止した旨を

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

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

で追跡調査を実施する。

1)被験者が同意を撤回した場合

2)本臨床研究開始後に対象として不適格であることが判明した場合

3)本臨床研究継続困難な有害事象が発現した場合

4)本臨床研究継続困難な対象疾患の悪化が生じた場合

5)その他、総括責任者又は分担研究者が本臨床研究の中止が必要と判断した場合

・研究全体の中止

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

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

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

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

な限り必要な検査 。観察を行 う。

1)本臨床研究との因果関係を否定できない重篤な有害事象が発生した場合

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

した場合

Ⅸ.■ 7有害事象が発現 した場合の措置

Ⅸ.5、 7.1有害事象が発現した場合

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

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

適切な処置を施 し、被験者の安全確保に留意し、その原因究明に努める。

Ⅸ.5。 7.2重篤な有害事象が発現した場合

総括責任者又は分担研究者は重篤な有害事象の発生を察知した場合は、「Ⅸ.5:7.1有害事

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

無に係わらず、重篤な有害事象の発現を察知した時点から72時間以内に大阪大学医学部附

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、大阪大学医学部付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 以内に大阪大学医学部附属
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病院長、本臨床研究を実施している全ての総括責任者及び安全・効果評価・適応判定中央

部会へ 「重篤な有害事象に関する報告書 (詳細報)」 をもつて報告を行う。

なお、大阪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

目安に文書をにて厚生労働大臣に報告する。

Ⅸ.5。 8症例記録に関する記録用紙等の様式

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

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

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

ータとする。

Ⅸ。5.9記録の保存及び成績の公表の方法

記録の保存は大阪大学医学部附属病院長が指名した保管責任者が行う。保管責任者は適

切な状態の下で、本臨床研究終了後少なくとも5年間保存するものとする。

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

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

Ⅸ.5。 10個人情報の保護の徹底

Ⅸ。5。 10。 1個人情報保護に関する責務

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

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

国立大学法人大阪大学の保有する個人情報の管理に関する規程 (平成 17年 4月 1日 施行)

に必要な事項を定めている。

大阪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 0

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。
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表 4 有害事象報告の必要性の有無について

重篤な有害事象 非重篤な

有害事象死亡

(因果関係 問わず )

因果関係

否定

できない

な し

厚生科学課及び大臣への報告 必要 必要 種 不 要

安全・効果評価・適応判定部会

医療機関の長への報告
必 要 必要 必要 不 要



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

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

の保有する個人情報の管理に関する規程、大阪大学医学部附属病院の保有する個人情報の

適切な管理に関する規程 (平成 17年 4月 1日 施行)に従い、組織的に個人情報保護に対す

る措置を図つている。保護管理者である大阪大学医学部附属病院長はこれらの規程に従い、

本臨床研究に関する個人情報保護に関する措置に関し、適正な実施を確保するために必要

があると認めるときは、本臨床研究の総括責任者に対して、適宜必要な措置を講ずること

ができる。

=.5。
10。 2個人情報の取得と利用に関する制限

1)診療 0教育機関としての大阪大学医学部附属病院における個人情報の一般的な取扱い

大阪大学医学部附属病院は診療・教育機関として、良質な医療を提供すると共に、医療

人の育成 と医療の発展に貢献するという社会的使命の実現に向けて、一般的な診療行為・

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

個人情報の保護の法律に基づいた国立大学法人大阪大学の保有する個人情報の管理に関す

る規程、大阪大学医学部附属病院の保有する個人情報の適切な管理に関する規程、研究活

動の実施に関する法令や倫理指針等を遵守したうえで取 り扱われる。また、大阪大学医学

部附属病院を受診する患者には、大阪大学医学部附属病院で使用する個人情報の目的につ

いての理解と協力を求めている。

(1)大阪大学医学部附属病院での利用

・患者に提供する医療サービス

・医療保険事務

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

医療サービスの向上)

・医療サービスや業務の維持・改善のための基礎資料

(2)大阪大学医学部附属病院及び大阪大学での利用

・医学系教育

・症例に基づく研究

・外部監査機関への情報提供 (本利用に当たっては、可能な限り匿名化する)

(3)他の事業者等への情報提供

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

の医療サービス等に関しての連携

・他の医療機関等からの医療サービス等に関しての照会への回答

・患者の診療等にあたり外部の医師等の意見・助言を求める場合

・検体検査業務の委託その他の業務委託

・家族等への病状説明
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・医療保険事務 (保険事務の委託、審査支払機関へのレセプトの提出)

・審査支払機関又は保険者からの照会全の回答

・関係法令等に基づく行政機関及び司法機関等への提出等

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

業者等へのその結果通知

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

2)その他本臨床研究の遂行に必要な被験者の個人情報の利用・取扱い

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

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

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

用目的を被験者に通知 し、又は公表 しなければならない。

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

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

特別な目的で使用する場合は、事前に被験者に説明し、了承を得てから使用する。

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

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

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

ついて通知し、同意を得る計画とした。

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

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

臨床研究では、これらのことを同意・説明文書に記載 し、被験者へ通知する。

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

に保つよう努めなければならない。

Ⅸ.5:10。 3個人情報保護に関する安全管理措置

大阪大学医学部附属病院長は国立大学法人大阪大学の保有する個人情報の管理に関する

規程及び大阪大学医学部附属病院の保有する個人情報の適切な管理に関する規程に従い、

個人情報保護に関して、組織的、人的、物理的及び技術的に安全性管理措置を実施 し、個

人情報の漏洩、滅失又は棄損の防止に対する措置を講 じている。一方で個人情報の漏洩等

に係わる新しい犯罪手法等が急速な勢いで多様化していることを鑑み、本臨床研究では規

程等の柔軟な運用をもつて、個別に適切な対応を行 う。

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

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

に関する個人情報についても同様の措置を講じている。
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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 )力 外`部協力者として「ウイルスベクターに関する基礎的助言及び遺伝

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

び LⅢ一PCRに 関する技術提供」に限定し、間接的に関与する。したがつて、タカラバイオ

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

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

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

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

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

本臨床研究のデータの
―

かつ公正な記録はその意向に影響を受けることはなし
|ヽ

)。 その

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

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

従い、その旨を被験者へ通知する。

Ⅸ.5。 10.5個人情報の開示、訂正、利用停止等

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

る状態にしなければならない。

1)臨床研究実施機関の名称

2)個人情報の利用目的

3)個人情報の開示、訂正、利用停止等に関する手続き

4)苦情の申し出先

本臨床研究においては、1)、 2)、 4)について同意 `説明文書に明記した。また、3)につ

いては、それらの手続きができることを同意 。説明文書に明記し、その申し出に応 じて、

手続きの詳細を大阪大学医学部附属病院の保有する個人情報の適切な管理に関する規程に

従い、被験者に説明する。

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

正、利用停止等について、大阪大学医学部附属病院の保有する個人情報の適切な管理に関

する規程に従い求めがあつた場合は、遅滞なく必要な対応を行う他、対応結果について被

験者に通知しなければならない。

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

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

る。

【個人情報に関する問い合わせ 。相談・苦情の窓口】

大阪大学医学部付属病院 個人情報相談窓口
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個人情報に関する内容と開示請求について :総務課広報評価係 (TEL:06-6879-5020)

診療記録開示の手続き :医療課医事係 (TEL:06-6879-5206)
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X。 その他必要 な事項

X.1遵守する法令/省令等

本遺伝子治療臨床研究は、以下の法令/省令等を遵守して実施される。

1。
「遺伝子治療臨床研究に関する指針」

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

平成 20年 12月 1日 一部改正)

2.「 臨床研究に関する倫理指針」

(厚生労働省告示第四百十五号、平成 20年 7月 31日 )

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

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

2月 19日 )            ｀

4。 「遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の確保に関する指針について」

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

5。 「遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の確保に関する指針の改正について」

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

29 日)

6。
「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物多様性の確保に関する法律」

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

表 5 検査・観察スケジュール

*アフェレーシス実施日より約 40日 後 ・QCに る日数により異なる)。

1.ス クリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。
2.治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする。

3.治療期間開始前 7日 以内の成績の利用を可とする。

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

2時間)後、及び 12時間(± 2時間)後。
8.遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法として、個室管理を解除する前に実施。

ア フ ェ レー シス

バイタルサイン

TCR遺伝子導入

リンパ球

血中動態用採血 6
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病期分類

0期 Tis N0 MO

I期 Tl NO MO

IA期
２

　
３

Ｔ

　
Ｔ

０

　
０

Ｎ

Ｎ

Ю

ＭＯ

ⅡB期
Tl

T2

Nl

Nl

０

　
０

Ｍ

Ｍ

Ⅲ期

３

　

４

Ｔ

　
Ｔ

Nl

Nに関係なく

０

　
０

Ｍ

Ｍ

Ⅳ期 T, Nに 関イ系なく Ml

ⅣA期 T,Nに 関係なく Mla

・IVB期 T, Nに 僕И系えミく Mlb

X。 4 TNM折看芸媚ジ)癸頁 (TNM Classification of Malignant Tumours)

表 6 TNII病期分類

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

T:原発腫瘍
TX  原発腫瘍の評価が不可能
TO  原発腫瘍を認めない

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

N:所属リンパ節
NX  所属リンパ節転移の評価が不可能
NO  所属リンパ節転移なし

Nl  所属 リンパ節転移あり

M:遠隔転移
MX  遠隔転移の評価が不可能

MO  遠隔転移なし ・

Ml  遠隔転移あり

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

胸部中部食道腫瘍 : Mla  該当なし

Mlb  所属リンパ節以外の転移又は他の遠隔転移
胸部下部食道腫瘍 : Mla  腹腔動脈周囲リンパ節への転移

Mlb  他の遠隔転移
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X:5 Perfonllance Status (Eastern Cooperativo Oncology Croup (ECOC))

ラ曼7  Performance Status

ECOG :Eastern Cooperative Oncology Group

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

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

Grade Performance Status (PS)

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

軽度の症状があり、肉体労働は制限を受けるが、歩行、軽労働や坐業はできる。

例えば軽い家事、事務等。

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

できないが、日中の 50%以上は起居 している。

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

は就床している。

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

測定可能病変及び測定不能病変

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

検査法で≧20 nlnlあ るいはヘリカル CTで≧10 nlIIlの 病変である。

測定不能病変とは、それ以外の全ての病変であり、小病変 (長径が従来の検査法で <20 11ull

又はヘ リカル Crで <lo lllIIl)と 真の測定不能病変を含む。

標的病変及び非標的病変の選択

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

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

下、長径和)を記録する。

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

部位、検査方法、検査 日を記録する。

腫導縮′Jヽ効果の判定

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

的病変の消失又は増悪の有無を記録する。

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

治療前の長径和 ― 評価時の長径和

長径和の縮小割合 = X 100

治療前の長径和

評価時の長径和 一 最小の長径和

長径和の増大割合 = × 100

最小の長径和

非標的病変の効果判定基準
・完全奏効 (CR):全ての非標的病変が消失。         ヽ

・不完全奏効/安定 (IR/SD):1つ 以上の非標的病変が消失しないか、腫瘍マーカーが院内

基準値上限を超える (測定を行つた場合)。

・進行 (PD):既存の非標的病変の明らかな増悪。

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

の効果」いずれも「PD」 となるとされているが、総合効果判定の規定と矛盾するため、「新
病変の出現」は「標的病変の効果」と「非標的病変の効果」を左右 しないこととし、「標的

病変の効果」と「非標的病変の効果」とは別に評価する。

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

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

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

る。

表 8 標的病変と非標的病変の腫瘍縮小効果の組み合わせによる総合効果

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

全奏効)、 PR=partial response(部 分奏効)、 SD=stable disease(安 定 )、 PD=progresSive
disease(進行 )

標的病変 非標的病変 新病変 総合効果

CR CR な し CR

CR IR/SD な し PR

PR PD以外 な し PR

SD PD以外 な し SD

PD 任意 任意 PD

任意 PD 任意 PD

任意 任意 あ り PD
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X。 7同意・説明文書

床研究ご参加についての説明書

・・・ ●..

MAGEギに 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  :
.ヽ........・

・・・・・・・・・・・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・・…・・・・・・・・:・・・・.....・・・・・"・・・・・・・・・・・・・・・L・・・.....・・・・・・・…・・・・・・・・・・・・・・・:・ .・・
r

この臨床研究の内容は人権と安全性に最大限の配慮をして、当院に設置されて

いる倫理委員会において、患者さまの人権が保護され、科学的・倫理的に妥当

であることが確認されております。

(遺伝子治療臨床研究審査委員会 承認日 :2011年  月  日)

第 1.0版 作成年月日 :2011年 1月 14日
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1。 はじめに

近年、癌細胞の表面のみに発現する :“ 目E口"(この目印を「癌抗原」といいま

す)が存在することが科学的に解明され、また、この癌抗原を認識 して、癌を

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

す)の存在も証明されました。

本臨床研究では、患者さま自身の細胞をいつたん体の外に取り出 し、そこに

細胞傷害性 丁細胞が癌抗原を認識するために必要な「アンテす」の遺伝子を導

入した後、再びその細胞を患者さまに戻すことによって、治療効果を得る遺伝

子治療を考えています。

アンテナ(TCRl

MAG巨フヘ4
ペプチド

細胞傷害性丁細胞

―プ顆く
ベクター

図 1 細胞傷害性丁細胞による癌抗原の認識

2.臨床研究について

これまでに多<の病気の原因が解明され、また、た<さんの「薬」や「治療
法」が開発され、広く一般に使用されるようになりました。どの「薬」や「治
療法」も、患者さまに使つていただけるようになるためには、はじめに試験管
等を使つた実験により、目的とする作用を持つたい<つかの「薬」や「治療法」
を選び出し、次に動物を使つてそれがどれくらい効<か (効果)、 またt安全か
どうか (安全性)を調べる実験が行われます。そしてく最終的に実際の患者さ
まに試みて、効果と安全性を検討する麟要があります。
患者さまを対象にして、「薬」や「治療法」を評価するために行うものを臨床

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

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

現在一般的に使われている「薬」や「治療法」と比較する段階 (第Ⅲ相試験)

があり、段階を踏みながら進んでいきます。このように臨床研究には、研究的
な一面があることを十分ご理解ください。

今回、患者さまに説明する臨床研究は、安全性を調べることを目的とした臨

床研究 (第 I相試験)に相当するものです。本臨床研究は、国が定めた指針に

基づいて計画され、当院の倫理委員会 (臨床研究を実施する者から独立 した委

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

癌にはその進行の程度をあらわす分類法があり、癌がどの<らいの大きさに

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

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

つて決められています。以下にその分類を示します。

食道癌に対する一般的な治療法として、内視鏡粘膜切除 (内視鏡を用いて粘

膜上の癌を切除する方法)、 手術 (身体から癌を切除する方法)、 イヒ学療法 (抗

癌剤による治療)および放射線療法 (癌に放射線を照射する治療)の4つの治

療法があります。

現在あなたは、

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

□ 術後あるいは初回放射線化学療法 (イヒ学療法と放射線療法を組み合わせた

もの)後に再発転移をきた し、その後の治療に抵抗性となつた食道癌

であることが判明しました。

食道癌では、初回の治療がきちんと行われたにもかかわらず再発することが

多いですが、イヒ学療法や放射線療法が効果を示すことがあり、しばらくはこれ

らの治療をおこないます。 しか し、効果がみられな<なつた際に、その後の治

療法について確立されたものがないのが実情で、病気による苦痛をとつて QOL
(「生活の質」といいます)の改善をはかる治療をするのが現状です。(本臨床

研究以外の他の治療法については、後ほど説明します。)
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表1 -の 病期分類 ONM分類一部改変)

病期分類

I,調 Tl(粘膜 卜層にとどまる腫瘍) NO(リ ンパ飾 なし)

MO
(遠隔転移なし)

IA期 T2(固有筋層に浸潤する腫瘍)

T3(外膜に浸潤する腫瘍)
NO(リ ンパ節転移なし)

IB期 丁1(粘膜 卜層にとどまる腫瘍)

T2(固有筋層に浸潤する腫瘍)
Nl(リ ンパ節転移あり)

Ⅲ期
丁3(外膜に浸潤する腫瘍)

T4(周囲組織に浸潤する腫瘍)

Nl(リ ンノ1印転移あり)

Nに関係なし

Ⅳ期 T,Nに関係な し
Ml

(遠隔転移あり)
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4.遺伝子治療臨床研究の概要について

私たちの計画している遺伝子治療は、以下のとおりです。この臨床研究は、
三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学 (タカラノヽイオ株式会
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、大阪大学医学部附属病院で実施
します。

1)食道癌に癌抗原 (本臨床研究 c標詢としている癌抗原を「MAGE■4」 と
いいます)が発現し、自血球の型が「HLA―A2402」 である患者さまから
末梢血 (「末梢血」とは血管の中を流れている血液のことをいいます)中の

リンパ球を採取します。
2)採取した末梢血中のリンパ球に、MAGETA4を認識するアンテす (これを

「
~l~細

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

3)丁CR遺伝子を導入したリンパ球を体外で培養して数を増やした後に、再び
患者さま自身に投与します。

4)MAG巨二A4ペプチド (蛋自の小さいもので、9個のアミノ酸からできたも
の)を投与し、患者さまの体内での丁CR遺伝子導入リンパ球の活性化 (あ

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

活性化され、癌細胞に向かつていくことが期待されます。

■
~

末梢血中の

リンパ球

成分採血  tSk》

癌抗原MAGE―A4
に特異的な

丁細胞クローン

も
↓丁Q廃曇畢子

MAGE―A41異的

TCR遺伝子

↓

|
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TCR遺伝子

導入

輸注

遺伝子治療臨床研究の概要

丁CR遺伝子導入に用いる
レトロウイリレスベクタニ

図 2
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リンパ球について

血液は、血Tという液体成分と血球という細胞成分からできていて、血球には

赤血球、自血球、血小板の 3種類の細胞があります。リンパ球は、自血球のう

ち約 25%を占める細胞のことで、免疫系にかかわる B細胞 (Bリ ンパ球)、 T
細胞 (丁 リンパ球)等から構成されています。

HLA(human leukocyte anjgen:ヒ ト白血球抗原)について

HLAとは白血球の型のことで、自己と非自己を区別して認識する重専な抗原で

あり、ヒトの 6番染色体に存在します。ここには多数の遺伝子が存在しますが、

HLAの検査では、A、 B、 DRの 3種類の遺伝子座が検査されます。ヒトの細

胞はA抗原、B抗原、DR抗原の遺伝子を各2個、計6個有しており、これら

の抗原が細胞表面に発現しています。HLA―A2(2の 日本人における頻度はお

よそ60%です。

丁細胞受容体 (丁CR)について

丁細胞 (丁 リンパ球)とは例えば癌細胞のような標的細胞を攻撃する役害」と、

抗体の産生を調節する役割を担う重要な細胞であり、免疫系の司令塔的な役割

を担つています。丁細胞の表面に出ている、抗原を認識するためのアンテすを丁

細胞受容体 (TCR)といいます。

MAGE―A4につい【
MAGEギ4とは癌組織のみに過剰に発現する “目印"蛋自であり、正常組織で

は精巣以外ほとんど発現が認められません。MAGEり4は食道癌の他に、頭頸

部癌や肺癌等の多くの癌で発現が確認されていますが、1固々のケァスでは、

MAGE子4が適切に癌細胞に発現していることを調べる必要があります。しか

し、現在、この蛋自の発現を直接調べる方法がないため、MAGE―A4蛋白のも

ととなるRNAの量で推定しています。

レトロウイルスベクターについて

ベクタことは『運び屋』という意味で、細胞や体に異種のDNAを入れる際に用

いる、二本鎖の環状 DNAや無毒化したウイルス等を指します。また、レトロウ

イルスとは遺伝子を導入するベクターとして最も応用が早く進んだウイルスで

あり、これを用いて遺伝子を導入することで、導入した遺伝子が標的細胞の染

色体に組み込まれるため、細胞分裂後も確実に娘細胞に伝達され、長期間安定

に遺伝子を発現させることが可能です。

5.丁CR遺伝子治療臨床研究の海外での状況について

アメリカの国立衛生研究所において、私たちの計画と同じく丁CR遺伝子を患

者さま自身の細胞に導入して戻す臨床試験が行われ、2006年にその報告がさ
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れました。ただし、この臨床試験は、あなたと同じ食道癌ではな<、 悪性黒色 1重

(メ ラノーマと呼ばれる皮膚癌の一種です)の患者さまを対象として行われた

ものです。

進行性の転移性悪性黒色腫の患者さま 17名に対して、悪性黒色腫に特有な

癌抗原 (ここではこれを「MART-1」 といいます)を認識する 丁CR遺伝子を
レトロウイルスベクターを用いて遺伝子導入した患者さま自身のリンパ球を輸

注したものです。この臨床試験において、17名の憲者さまのいずれにおいても、
丁CR遺伝子導入細胞の輸注による毒性は認められませんでした。また、そのう

ち 2名の患者さまでは、輸注されたTCR遺伝子導入細胞が、輸注後 1年を超

えても末梢血単核球 (白血球の約 25%を占めるリンパ球と、約5%を占める

単球の総称)中の 4Ю%前後という非常に高い水準で維持され、この 2名の患

者さまでは癌の明らかな縮小が観察されました。なお、この臨床試験の後に行

われた、岬 -1抗原との反応性がより強いTCR遺体子を使つた臨床試験で

は、自己免疫反応と思われる目および耳の障害が発生したとの1青報があります。
ただし、TCR遺伝子を患者さま自身の細胞に導入して戻す臨床試験は、悪性

黒色腫を対象とした上に述べる試験以外には報告がなく、悪性黒色腫以外の癌
にどの程度効果があるかは未知数です。また、標的となるがん抗原、導入され
た 丁CR遺伝子(丁CRに対して抗原ペプチドを提示する HLA分子の種類、投

与されたペプチドの種類などが、アメリカの国立衛生研究所で行われた試験と

あなたが受けようとしている今回の試験とは異なるために、安全性や効果の程

度が異なる可能性があります。
また、今回の臨床研究で使う丁CR遺伝子については、レトロウイルスベクタ

ーを用いて遺伝子導入した細胞が、これまで人に投与されたことはありません。

6。 臨床研究の方法

本臨床研究は以下のステップで行います。

第 I段階 :丁 細胞への丁CR遺伝子の導入

1)丁 リンパ球の採取

あなたの全身状態にFo3題がないことを確認し、採取機械を使つてあなたの末梢
血から丁リンパ球を採取します。これをアフェレーシス (成分採血)といいま

す。

あなたの腕 (あるいは太もも)の静脈血管から約 90分かけて約 5,∞O mLの
血液を採取し、リンパ球の濃縮された成分、およびその丁 リンパ球を培養する
ために必要な血漿 (ん最大4∞ mL)を採血します。残りの血液は採血した腕
と反対の腕からあなたに戻します。

2)丁CR遺伝子導入細胞の調製

採取した Tリ ンパ球と血漿は三重大学内の細胞処理センターに搬送され、前述
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したレトロウイルスベクターを使つて下CR遺伝子が導入されます。この施設で

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

品質を確認後、三重大学の細胞処理センターから大阪大学医学部附属病院に搬

送されます。     ・

この試験では丁CR遺伝子導入細胞の品質が確認されて、投与することが可能に

なるまで、40日程度かかります。その間は無治療で経過をみせていただきま

す。さらに、投与前に選択基準を満たすかどうかを確認して投与することにな

ります。基準を満たさない際は、投与することができなくなることをご了解い

ただきたいと存じます。

第 I段階 :丁CR遺伝子導入リンパ球の投与

丁CR遺伝子導入リンパ球を投与します。治療効果が最も期待でき、かつ、安全

な丁CR遺伝子導入リンパ球の量は、現時点でははつきりしていません。投与す

る丁CR遺伝子導入リンパ球の量は、参加いただいた患者さまに対して、次の 3
段階を予定しています。最初の3人には2× 108個 (2億個)、 次の 3人には 1

×1091固 (10億個)、 最後の 3人には5× 109個 (50億個)の細胞を投与し

ます。

なお、各段階で、もし日常生活に支障をきたしたり、また治療が閉要なほどの

重い副作用 (高度な有害事象と言われます)が、 3人のうち 1人に発現した場

合には、増量せずに同じ細胞数でさらに 3人の患者さまに対して投与を続け、

合計2人以上に重い副作用が発現した場合には、その細胞数は重い副作用がよ

<起こるものとして次の段階には進みません。

あなたには、( ×10 個)の細胞を投与します。その後十分な観察を行い、

副作用が発現した場合には、適切な処置を行います。

第Ⅲ段階 :MAGEψ4ペプチドの投与

あなたの体内で丁CR遺伝子導入細胞をさらに活性イヒ(あるいは増殖)させるた

め、MAGE―A4ペプチ ド1回量 300 μgを、丁CR遺伝子導入細胞投与後 14
日目および28日目の 2日間の計2回、アジュノヽント(ペプチドの作用を修飾・

増強するために加えられるものを「アジュバント」といいます)とともに投与

します。

本臨床研究終了後、大阪大学医学部附属病院では患者さまの生存期間 (アメリ

カ食品医薬品局 (FDA)のガイドラインに従い、最短 15年間)にわたり、二

次発癌や増殖能を持つレトロウイルスの有無についてフォローアップを行う予

定であることをご了解ください。これは遺伝子治療の長期にわたる安全性がま

だ確立していないことから、臨床研究後に問題が生じることがないかを追跡す

るために行います。
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図3 遺伝子治療臨床研究のステップ

7.参加できる方、参加できない方

本臨床研究に参加できるのは以下のすべての条件を満たす患者さまです。

組織診断によって食道癌であることが確認されている方

根治切除不可能で、かつ標準的な治療法 (イヒ学療法、放射線療法等)抵抗

性となつた臨床Ⅲ期、Ⅳ期 (表 1)の食道癌の方、又は、術後あるいは初

回放射線イヒ学療法後に再発転移をきた し、治療抵抗性となった食道癌の方

HLA―A2どく)2(白血球の型)陽性の方

癌組織に MAGE―A4の発現が確認されている方

画像診断に必要とされる、測定可能な癌病変を持っている方

Performance Status(全 身一般状態)が 0～ 1の方

本臨床研究に参加時点の年齢が 20歳以上 75歳以下の方

細胞採取時に前治療 (手術、イヒ学療法、放射線療法)終了から 4週間以上
の経過が見込該れる方

同意取得後 4ヶ月以上の生存が見込まれる方

主要な臓器 (骨髄、lb、 1市、肝、腎等)に高度な障害がな<、 臨床検査が

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

① 癌組織に HLAクラスI分子の発現が確認されている方
⑫ 治療内容を理解し、本人の自由意思による同意を文書で得られた方
⑬ 本臨床研究における最小輸注量 (2× 1081固 )の 丁CR遺伝子導入リンパ球

輸注量が得られた方 (二次登録時)

.      本臨床研究に参加できないのは以下のいずれかの条件に該当する憲者さまです。

l       
① 以下の重篤な合併症を有する方

・不安定狭′b症、′b筋梗塞又は′b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 (P丁)<50%(活性イヒトロンボプラスチ

ン時間 (AP7~「)>60秒、フィプリノゲン (Fbg)<100 mg/dL、 フ
ィプリン分解産物 (FDP)>20 μg/mL)

0血栓形成傾向
l       ② 重篤な過敏症の既往歴を有する万

l       ③ HC∨ 抗体、HBs抗原、HttL∨-1抗体、HI∨ 抗体のいずれかが陽性である1         
方

l       ④ コントロール不能な胸水・腹水・lb嚢水を有する方
l       ⑤ 制御困難な脳内転移を有する方

⑥ 副腎皮質ステロイド剤又は免疫抑制剤を全身投与中の方
⑦ MAGE―A4ペプチドの投与に適さない方
③ 本臨床研究参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

疾患を有する方         ヽ

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

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

8.臨床研究のスケジュール

あなたが先に説明した「参力0できる条件」に当てはまる場合、次ページの「表
2」 に示したスケジュールに従つて本臨床研究を実施します。概要としては、は       |
じめに、あなたから遺伝子を導入する細胞を採取するために数日間入院してい       |
ただきます。その後、いつたん退院いただき、あなたから採取した細胞は三重       |
大学内にある細胞処理センターに搬送します。そして、丁CR遺伝子を導入する       |

|

-10-                              |
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一連の作業を行い、その細胞の安全性を確認します。細胞の安全性が確認され
た後投与することになりますが、丁CR遺伝子導入細胞を投与する日から投与後
7日間、および2回の MAGE―A4ペプチド投与後 2日間 (詳細は次項をご覧
ください。)は、再度入院していただ<ことになります (患者さまの状態によっ
ては長く入院することもあります)。 この間に診察や画像診断、各種の検査を実
施しますが、それ以外は外来通院での治療が可能です。本臨床研究は、丁CR遺
伝子導入細胞投与の 63日後に終了となります。それ以降も、8ページに記勃
したように患者さまの生存期間にわたり、フォローアップとして 1年に 1回の

頻度 c、 丁CR遺伝子導入細胞の血中動態、および二次発癌や増殖能を持つレト
ロウイルスの有無について注意深<経過を観察します。なお、臨床研究で実施
する検査のうち丁CR遺伝子導入細胞の血中動態、丁CR遺伝子導入細胞の腫瘍
組織浸潤度、RCR、 LAR/1-PCRおよび免疫機能解析は三重大学で検査を行いま
す。

今回使屠するレトロウイルスベクターは増殖能カ
ー

していますが、万が
一増殖能力を持つレトロウイルスが患者さまの血液に出現する場合に備えて、
遺伝子導入細胞投与後、最低 3日間は個室に入院していただ<必要があります。
また、その個室入院期FB5中には個室外に出る自由が制限されること、検査等の
ために個室外に出る際にはマスク及びガウンの着用が義務付けられること、お
よびりF泄物が特別な消毒をされること等、増殖能力を持つレトロウイルスが環
境中に放出される可能性を最小限にするための措置にご協力していただ<必要
があります。
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表2 遺伝子治療臨床研究の検査・観察のスケジュール

臨床研究期間
スクリーニング

期間
治療期間

馴
査

間

逼
調

期

日数
同意

取得日 ｍ鋼
tyO* dayl day2 day3 day7

壷v14
±3

壷
"16±3 】” 郎̈ 螂̈ 螂郎

入院 O O― → 0- → ← →

○ 0
一次登録 〇

=糠
○

被験者背景 ○

/ノ エレーシス O
TCR遺伝子導入

リンパ球投与
○

MAGE―A4・

ペプチド投与
0 ○

バイタルサイン ○ O ○ ○ ○ ○ O O O ○ ○ 〇 O

到り〔皿饂素址 L/瓢

¨ 和度
○ O

報 蒋 ヨ(PS) ○ 0 ○ ○ O 〇 O ○ 〇 〇 〇 ○

感染症検査 〇

血 | 査 O O 02 O O 0 ○ ○ ○

血液生イヒ学的検査 〇 O 02 ○ O O O O ○

血液凝固能検査 〇 02 0 ○ 〇 0
尿検査 〇 02 ○ ○ 0 ○ O O
免疫血清 (CRP) 〇 02 ○ O O ○ ○ O
腫瘍マーカー 〇 O乙 ` 04 04
胸部 X線検査 〇 02 ○ 05
12誘導lb電図 〇 ()Z O 05
頸部・胸部・

腹部・骨盤 C丁
(Dl 03 0 05

PET―CT 03 O 05

上副消16官

内視鏡検査
01 03 O 05

腫瘍組織生検 03 ○ 05

TCR遺伝子導入

リンパ球

血中動態用採血 6
07 O ○ ○ O 0 ○ ○ ○ ○ ○

免疫機能解析
口標血

02 O ○ ○ O

TCR遺伝子導入

リンパ球の

腫瘍組織浸潤度、

MAGE■4発 現検
杏

03 O 05

RCR6 08 O 0

LANl― PCH。 O 0

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

有害事象

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

1.スクリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。

2.治療期間開始前 3日以内の成績の利用を可とする。

3.治療期間開始前7日以内の成績の利用を可とする。

4スクリーニング期間の測定値が高値例のみ実施。

5.必要に応して実施。

6.臨床研究終了後も 1年に 1回の頻度でサンプリングを実施。

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

8.遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法として、個室管理を解除する前に実施。
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※RCR検査 遺伝子治療に用いるレトロウイルスペクターは増殖能力を欠損していますが、何らかの理由によって
増殖を始めてしまう可能性が皆無ではありません。増殖能力を持つようになつたレトロウイルスを
RCRといい、その出現の有無を確認する検査です。

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

細胞だけが増えていないかどうかを調べる検査です。また、特別に増えた細胞がある場合には、染色
体のどの場所に治療用遺伝子が挿入されたかを確認します。

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

9。 期待される効果

臨床効果は、実際に患者さんに投与されたことがないため、はつきりとわか

つていません。

「5.海外での状況について」の項で説明しましたとおり、今回の抗原とは別

の悪性黒色腫の癌抗原 MART-1に対する丁CR遺伝子導入リンパ球を用いた臨

床試験は、アメリカで悪性黒色腫の患者さま 17名に対して行われ、2名の患

者さまで明らかな癌の縮小が認められました。 しかし、悪性黒色腫以外の癌で

ある食道癌に対して、また別の癌抗原である M― 解 を用いた今回の遺伝子

治療により、どの程度の効果が得られるかについては、これまで人に投与され

たことがないため、不明です。

私たちが実験小動物や試験管内で行つた実験においては、MAGE―A4を認識
する丁CR遺伝子を導入したリンパ球が、MAG卜M陽 性/HLA―A2402陽性
の癌細胞株を攻撃 0破壊することが認められており、本臨床研究においても同
様の効果が期待されています。但し、実験小動物や試験管内での実験結果は、
リンパ球投与量や投与時期(腫瘍量など実験室における最適と思われる条件下
で得られたものであり、必ずしも人での効果を反映するものではありません。

「2.臨床研究について」の項で説明したとおり、臨床研究には研究的な一面
があります。今回の試験は、安全性を主目的として調べる段階 (第 I相試験)

ですが、あなたに御参加いただ<ことで本研究の発展に非常に助けになり、1晋

来同じ病気になつた憲者さんの治療に役立つ可能性があります。

10。 予想される危険性および副作用
1)レ トロウイルスベクターを用いることによる危険性        ′

レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療は、現在までアメリカを中心と
した全世界で 280件以上が実施されており、多くの実績があります。しかし、
何らかの原因により、治療を受けた患者さまの体内でこのウイルスベクターが

増殖をはじめる可能性や、遺伝子を導入した細胞が腫瘍性に増殖する可能性は
皆無とはいえません。

そこで、この可能性を最小限にするために、遺伝子治療についての規則やガ
イドラインにしたがうて、ウイルスベクターの安全性と品質の管理が行われて
います。また、この臨床研究で使われるのは人工的に改良した安全性の高いレ
トロウイルスベクターです。しかしながら、レトロウイルスベクタァによって
導入された治療用の遺伝子が、患者さまの 丁リンパ球の染色体に組み込まれた
ときに悪影響を及ぼす可能性はL.L無 とはいえません。そこで、レトロウイルス
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ベクターを用いることによる副作用および危険性の可能性について、もう少 し

詳 し<説明します。

第 1点日は、レトロウイルスベクターの無秩序な増殖という問題です。今回

の遺伝子治療で使われるレトロウイルスベクターは、一度細胞に感染すると二

度は感染 しないように、安全性を高める工夫が施されています。しかし、何ら

かの理由によつてこのレ トロウイルスベクター自身が増殖を始め、患者さまに

ウイルス性の疾患をヨ|き起こす可能性は皆無とはいえません。この危険性を可

能な限り取り除<ために、あらか じめ定められた品質規格に合格 した遺伝子導

入 丁 リンパ球のみが投与され、投与後も体内で増殖性ウイルスが発生 していな

いことを確認する検査が繰り返 し行われる計画になつています。

第 2点目は、「挿入変異」といわれる、治療用の遺伝子が細胞の染色体に組み

込まれる際におこる可能性のある問題です。染色体には、蛋自の設計図に相当

する多数の遺伝子が並んでいますが、レトロウイルスベクターは治療用の遺伝

子をこの染色体のいずれかの場所に組み込みます。ただ し、この組み込まれる

場所はあらかじめ予測することができないため、組み込まれる場所によっては、

大切な遺伝子を壊 したり、他の遺伝子に悪い影響を与えたりして、遺伝子導入

された細胞を癌細胞に変えて しまう危険性があります。通常、染色体には、癌

遺伝子や癌の発生を抑える働きをする遺伝子が含まれていますが、遺伝子導入

によつてこれらの遺伝子の働きに何らかの影響がおきて、癌イヒヘと進む可能性

もあります。一般的には、1つの遺伝子に影響が生 じただけでは、癌イヒする可

能性は極めて低いと考えられていますが、その危険性は完全には否定できませ

ノ1ノ。

特に「挿入変異」による癌化の可能性については、極めて大切なことですの

で具体例についてさらに詳し<説明します。× 連鎖重症複合性免疫不全症 (遺

伝的に身体の抵抗力が弱く、重症の細菌やウイルス感染症を起こしやすい病気)

という先天性の病気の乳幼児に対して、レトロウイルスベクターを用いて、欠

けている遺伝子を血液のもとになる造血幹細胞に導入する遺伝子治療の臨床研

究がフランスで 1999年 3月から行われました。当初、この遺伝子治療では

11例中 9例で治療が成功し、遺伝子治療の最大の成功例として注目を集めま

した。しかしながら、その後 2∞2年に2例の患者さまが自血病を発症 (治療

後 30又は 34ヶ月後)したという報告がなされ、解析の結果、遺伝子治療に

よる「挿入変異」が自血病の原因と考えられました。具体的には、この白血病

発症の原因として、特定の癌遺伝子の近<にレトロウイルスベクターの遺伝子

が挿入され、その結果、この癌遺伝子が活性イじされて、細胞が腫瘍性に増殖し

てしまつたという可能性が考えられています。さらに、レトロウイルスベクタ

ーで導入した治療用遺伝子が、細胞の増殖をコントロールする遺伝子だつたこ

とが、白血病の発症リスクをさらに高<したと考えられています。この報告の

後に、アメリカでは、同様の先天性免疫不全症に対するレトロウイルスベクタ

ー遺伝子治療臨床研究を一時中断し、公聴会での議論がなされ、この症例に関

する内容を患者さまやそのご家族に正し<伝えたうえで再開することとなりま

した。しかし、2005年 1月 には上記フランスの臨床研究で 3例目の白血病発
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症 (治療後 33ヶ月後)の報告がなされるとともに、自血病発症第 1例目の患

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

プは、より安全なベクターが開発されるまでこの遺伝子治療を中断しています。

なお、この X連鎖重症複合性免疫不全症に対して、イギリスのグループもフラ
ンスと同様の遺伝子治療臨床研究を行つていましたが、治療を受けた 10例中 1

例で自血病が発症したことが 2∞7年 12月に報告されました。
また、慢性肉芽腫症 (好中球などの食細胞が機能しないため重症な細菌・真

菌性感染症を反復して発症する先天性免疫不全症)に対して、レトロウイルス

ベクターを用いて、欠けている遺伝子を血液のもとになる造血幹細胞に導入す
るドイツの遺伝子治療では、遺伝子導入細胞を投与された 2例の憲者さまで、
特定の癌遺伝子の近くにレトロウイルスベクターの遺伝子が挿入された細胞が

多<認められており、骨髄異形成症候群という前白血病状態の発症が報告され
ています。一方、アデノシンァノノミナーゼ欠損症 (アデノシンテノノミナーゼと
いう酵素が先天的に欠けているために血液中の正常に働くリンパ球が減少し、
感染症が発症しやすくなる病気)に対して、レトロウイルスベクターを用いて

欠けている遺伝子を血液のもとになる造血幹細胞に導入するイタリアめ遺伝子
治療では、10例中 8例で酵素補充療法の必要がな<なり、遺伝子治療の有効

性が確認されるとともに、癌化は見られなかつたと報告されています。このよ

うに、レトロウイルスベクターによる癌イヒの可能性は、対象となる病気、遺伝

子を挿入する細胞、ベクタ=の種類等によって大き<異なつています。ちなみ

に、本研究で行うような末梢リンパ球に対するレトロウイルスベクターによる

遺伝子導入ではこれまで癌化の報告はありません。

上記の先天性免疫不全症以外のレトロウイルスベクターを使用する遺伝子治

療では、自血病の発症の頻度は比較的低いと考えられ、その危険性について患

者さまに十分に説明したうえで実施 してもよいとの決定が各実施国の所轄宮庁

からなされています。日本においても同様の状況で、実施が承認されている 4
件のレトロウイルスを使用する遺伝子治療臨床研究のうち、X連鎖重症複含性

免疫不全症に対する遺伝子治療については実施施設が開始を保留していますが、

それ以外の 3件の遺伝子治療臨床研究については、長期間にわたって被験者の
追跡調査を行うとともに、それぞれの遺伝子治療臨床研究のリスク/ベネフィ
ットに関する評価を最新の知見に基づき定期的に実施することを条件に継続さ
れています。

今回の 丁CR遺伝子導入リンパ球輸注療法では、遺伝子を導入する細胞は 丁
リンパ球であり、先に述べた先天性免疫不全症に対する遺伝子治療のような造
血幹細胞に遺伝子を導入するものではありません。造血幹細胞は未熟な細胞で
あり、骨髄等で再生する能力があるため、癌化がおこりやすい細胞ですが、丁

リンバ球は分化や再生能を失つた細胞であるため、癌化しにくい細胞と考えら
れています。このことから、治療用遺伝子が染色体に組み込まれることによる
挿入変異のリスクは 丁リンバ球と造血幹細胞の間で同程度ではあるものの、今
回の治療法で癌化がおきる危険性は、先天性免疫不全症に対する遺伝子治療と
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比較して低いものと考えています。実際に、過去に日本や海外で実施された、丁

リンパ球にレトロウイルスベクターで遺伝子を導入する臨床研究において、遺

伝子治療による癌化は 1件も報告されていません。また、イタリアのグループ

は、レトロウイルスベクターで遺伝子導入した 丁リンパ球を投与した患者さま

46人について、最長 9年間の追跡調査をした結果、遺伝子導入した細胞の異

常増殖は認められなかつたと報告しています。

以上より、今回の遺伝子治療臨床研究における、遺伝子治療に記因する癌化

の危険性は極めて低いと考えられます。ただし、万が一、癌化が認められた場

合には、イヒ学療法等の最善の治療が行われることになります。

2)本遺伝子治療による危険性 .

①成分採血 (アフェレーシス)に伴う副作用
・ルート確保に関すること

両腕に十分な太さの血管がなく、鎖骨 卜計脈又は目径静脈に針を刺す場合、ま

れに出血、感染気胸の合併の危険がありますが、消毒を十分に行い、ルー ト確

保に習熟 した医師が行います。また、常に救急カー ト等の設備を整え、出血、

気胸の対処に備えます。

・迷走神経反射

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

血圧低下、徐脈、さらに高度では痙攣、失禁、そして,b停止に至る可能性もあ

ります。血圧や脈拍をモニタ=しながら十分に観察し、このような副作用の兆

候が出現 した場合は、採取を一時休止もしくは中止し、薬剤投与等適切な処置

を施 します。

・クエン酸反応

成分献血は、血液が固まらないように抗凝固剤を加えながら採血 していきます。

抗凝固剤に含まれるクエン酸による低カルシウム血症をきたすことがあります。

軽い症状では、□唇、手指のしびれ感が出現し、進行により症状が悪化する他、

手指の突つ張り感が出現 します。軽い症状が出現した場合は、採取速度を低下

させて観察 しますが、それでも改善 しない場合は薬剤を投与します。

。血小板減少

アフェレーシスの際に血小板も一部除去されるため、アフェレーシス後に血小

板の減少が高頻度 (50%以上)にみられ、また、50,000/mm3未満の高度の

減少も 5%前後みられます。そのため、アフェレーシス終了後 1週間位は必ず

血小板をチェックし、採取前値への回復を確認します。また、アフェレーシス

開始から終了までアスピリン製剤 (血 J・ 板ヽの働きを抑え、血液を固まりに<<
する作用があります)は使用しません。
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②丁CR遺伝子導入リンパ球輸注に伴う副作用
・発熱、発疹、アレルギー類似反応等
丁CR遺伝子を導入し、一旦凍結後に解凍したリンパ球を投与した際に、解凍に

伴って一部崩壊した細胞内のサイトカイン (細胞から分泌される蛋自のこと)

等による発熱、悪寒、皮疹、関節痛、嘔気等をきたす可能性があります。その

際には、経過観察、あるいは解熱鎮痛剤や抗ヒスタミン剤等の適切な薬剤の投
与にて対処します。また、高度な副作用の場合には副腎皮質ステロイド剤の投
与を行います。

・肺障害

重篤な輸血副作用として「輸血関連急性肺障害」が知られています。抗白血球

抗体 (抗 HLA抗体、抗顆粒球抗体)による抗原・抗体反応が原因と推測されて
いますが、現在のところ詳細は不明です。本臨床研究は自己血液細胞輸注によ
るものであり、「um関連急性肺障害」に類似の病態が発症する可能性は考えに

くいですが、TCR遺伝子導入リンパ球投与後の肺障害に注意すべきと考えられ
ます。発症時lc~は、副腎皮質ステロイ ド剤の大量投与等、適切な処置を行いま
す。

・免疫反応に伴う事象

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

③ペプチド投与に伴う副作用
MAGE■4ペプチドはアジュバントととも|こ 2回の皮下投与が予定されてい

ます。MAGE―A4と同様な癌抗原のペプチドを用いた臨床研究は種反行われて
いますが、現在までに重篤な副作用の報告はありません。軽微な副作用として、

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

3)その他予測できない副作用

上記以外にも予測できない副作用が発現する可能性があります。その場合に
も晰要に応じて、できる限り適切な処置を行います。

-17-

113

131



11.臨床研究への参加予定期間

本臨床研究への参加予定期間は、最長で約 110日間です (丁CR遺伝子導入

リンパ球の準備にかかる時間や副作用の有無により変イヒします)。

12。 臨床研究への参加憲者数

本臨床研究に参加 していただ<患者さまは、9名 (最大で 18名 )を予定し

ています。

13。 他の治療法について

あなたの食道癌に対する治療に関しては、既に手術、あるいは化学療法や放

射線療法が行われておりますので、根治療法はありません。再発形式がリンパ

行性、血行性、複含性のいずれであるか、初回治療におけるステージがどの程

度であつたか、初回治療は何か、などにより治療方法が異なつてきますが、一

定のコンセンサスが得られている治療法はありません。また、新 しい治療法と

しては、分子標的治療の開発が期待されているところですが、まだ確立さねた

治療法ではありません。

その他、最良支持療法という症状緩和を目指す治療 (栄養管理や QOL向上の

ための緩和医療)を受けることもできますので、十分に担当医師とご相談<だ
さい。

14.臨床研究への参加の自由と、参加の取りやめについて

この臨床研究に参加するかどうかは、あなたの自由意思でお決めください。

たとえ臨床研究への参加をお断りになっても、あなたが不利益を受けることは

一切ありません。その場合、あなたにとつて最も良いと考えられる治療を行い

ます。

また、この臨床研究に参加することに同意された後でも、中止を希望される

場合には、どんな理由であつても担当医師に申し出て<ださい。あなたの自由

意思でいつでも参加を取りやめることができます。その場合でもあなたが不利

益を受けることは一切ありません6ただし、丁CR遺伝子導入リンパ球の輸注を

受けた後は、あなたの体内の 下CR遺伝子導入リンパ球を取り除くことはできま

せんtあなたが 丁CR遺伝子導入リンパ球輸注の後に本臨床研究への参加の中止

を申し出られても、あなたの体内から丁CR遺伝子導入リンパ球がすべて消失し

たことが検査によつて確認されるまでは検査等を実施します。

15。 健康被害の補償について

本臨床研究に関連する健康被害が生じた場合には、最も適切な治療を行いま

す。健康被害がこの臨床研究と関係があるかどうかの判定は、本遺伝子治療臨

床研究を行つている医療機関が共同で設置する「安全・効果評価・適応判定中
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央部会」で検討します。なお、「安全 0効果評価・適応判定中央部会」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費は当院が負担いたします。一方、この臨床

研究との関連が認められない健康被害に関する医療費の支払いには、あなたの

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。

16。 新たな情報のお知らせについて

本臨床研究に参加中、新しい情報 (例えば本臨床研究と同様の試験が海外で

行われた場合の成績等)が得られることがあります。このような新しい情報を
知ることによって、あなたが本臨床研究への参加をやめるという判断をされる
かもしれません。よって、本臨床研究に関連する全ての情報はできるだけ速や
かにお知ら・せし、本臨床研究に継続して参加されるかどうかについて、担当医
師があらためてお尋ねします。

17:遺伝子治療臨床研究の中止について

あなたに本臨床研究参加の意思があつたとしても、以下の場合には本臨床研

究を中止させていただきます。なお、必要な検査・観察を行うとともに、有害

事象の発現や対象疾患の悪イしなど、安全性にFo5題が生じて中止 した場合には、

速やかに適切な処置を行い、安全性が確認されるまで追跡調査を行います。

1)本臨床研究開始後に対象として不適格であることが判明した場合

2)本臨床研究の継続が困難な有害事象が発現した場合

3)本臨床研究の継続が困難な対象疾患の悪化が生じた場合

4)担当医師が本臨床研究の中止が必要と判断した場合

18.あなた |こ守つていただきたいこと

① 何らかの理由で担当医師以外の医師による治療を受けている場合や、本臨
床研究の途中で新たに担当医師以外の医師による治療を受けた場合は、必
ずその旨をお知らせください。本臨床研究参加中に服用することが好まし
くない薬があつた場合には、その薬をやめていただくか、本臨床研究への
参加をやめていただ<ことがあります。

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

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

④ 本臨床研究での遺伝子導入リンパ球による生殖器や胎児への影響に関する
検討がなされておりません。研究ご参加期間中と終了後 5年間は避妊する
ことをお願いします。
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19.あなたの費用負担について

臨床研究には、健康保険等の/AN的な医療保険は適用されません。その代わり、

本臨床研究にかかる費用、たとえばレトロウイルスペクターや丁CR遺伝子導入

にかかわる費用、遺伝子治療臨床研究の安全性を確認するために必要な検査の

費用、および入院中の個室使用料等は当院または共同実施機関で負担します。

ただし、今回の臨床研究の期間内であつても、この研究と関係のない病状に

対する治療費には、通常の診療と同じようにあなたの加入している健康保険が

適用され、その医療費にかかる一部負担金はあなたの負担となります。

なお、この臨床研究の経費の一部には、共同研究先であるタカラバイオ株式

会社から提供された資金が使用されています。

20。 個人情報の保護について

あなたの診療録をはじめとする個人情報は、「独立行政法人等の保有する個人

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

令に定めるものの他、「国立大学法人大阪大学の保有する個人情報の管理に関す

る規程」(平成 17年 4月 1日施行)および「大阪大学医学部附属病院の保有

する個人情報の適切な管理に関する規程」(平成 17年 4月 1日施行)に した

がつて保護されます。

本臨床研究で扱うあなたの個人情報は、主として病状の経過観察、緊急事態

発生のための連絡等、あなたの生命を守るために使用します。その他、特別な

目的で使用する場合には、事前にあなたに説明し、ご了解を頂いてから使用し

ます。また、本臨床研究の成果を検討する時や、医療向上等を目的に本臨床研

究の成績を公表・公開する場合には、個人を特定できない形すなわち個人情報

を保護して公開します。

21.個人情報の第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く第三者に

提供することは絶対にありません。

国の審議会における審査の過程において、厚生労働省の担当官および審議会

の委員が、あなたの個人情報を取り扱うことがありますが、あなたの個人情報

はすべて秘密として取り扱われます。

当院の倫理委員会における審査の過程において、審査の客観性を保つために

当院以外の外部委員が、あなたの個人情報を取り扱うことがあります。また、

本臨床研究の客観性を保証するために当院以外の外部の監査担当者があなたの

診療記録を開覧することがあります。このような方長は第二者に相当しますの

で、このような場合は当院との秘密保持契約のもとで行われますので、あなた

の個人情報はすべて秘密として取り扱われます。

本臨床研究では、タカラバイオという会社が外部協力者としてレトロウイル
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スベクターに関する基礎的助言や 丁CR遺伝子導入リンパ球の調製技術の提

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

なたに投与した場合の安全性や機能に関する記録は、通常の治験と同様に被験

者識別コードを用いることにより個人が特定できないように個人情報を完全に
匿名イじしてから、タカラバイオの担当者が閲覧する可能性があります (被験者
識別コァドから憲者さまを特定する情報については、担当医師が厳重に官埋し

ます)。

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□につい

て

本臨床研究で取り扱う個人情報について、あなたは開示、訂正、利用停止を
求めることができます。個人情報に関する疑Po5等がある場合は、IB当医師にお

問い含せください。お申し出に応じ、その手続きに関する詳細を説明します。
また、担当医師とは別に個人情報に関するFo5い合わせ 。相談 。苦情の窓□も

ございますので、疑間等がございましたらおPo5い含せ<ださい。

【個人情報に関する問い含わせ 。相談 。苦情の窓□】
大阪大学医学部耐属病院 個人情報相談窓□
・個人情報の内容と開示請求について :総 務課広報評価係 (丁EL:
06-6879-5020)
・診療録開示の手続き :医事課医事係 (丁EL:06-6879-5206)

23.緊急連絡先およびお問い合わせ先について

緊急時、またこの臨床研究について何かご心配やご質Fo3がありましたら、下
記にご連絡ください。

大阪大学大学院医学系研究科 消イヒ器外科
丁EL:06-6879-3251

休日・夜間の緊急連絡先 丁EL:06-6879-5111

24.遺伝子治療臨床研究の名称と実施組織体制
1)研究の正式名称 :

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

2)実施施設 :

大阪大学医学部附属病院

3)総括責任者 :

土岐 祐一郎 :大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻 ・

― 外科学講座 消イヒ器外科 教授

-21-

117

Ｅ
Ｕ

０
０



4)分担研究者 :

和田 尚  :大阪大学医学部附属病院  消化器外科 臨床登録医

山崎 誠  :大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻 外科学請座

消化器外科 助教

宮田 博志 :大阪大学大学院医学系研究科 外科系臨床医学専攻 外科学講座

消化器外科 助教

冨山 佳昭 :大阪大学医学部附属病院 輸血部 部長

珠玖 洋  : 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

教授

影山 慎一 : 三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

准教授

池田 裕明 : 二重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

准教授

今丼 奈緒子 :三重大学大学院医学系研究科 遺伝子・免疫細胞治療学講座

助教

佐藤 永一 : 東京医科大学 人体病理学講座 助教
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臨床研究参加同意書

大阪大学医学部附属病院 病院長 殿

私は、本臨床研究 (研究課題名 :MAGE―A4抗原特異的TCR遺伝子導入 リンパ球

輸注による治療抵抗性食道癌に対す る遺伝子治療臨床研究)について、文書 と
口頭にて説明を受け、以下の事項について十分了解 しました。

了解した事項は□内にレを付けて示します。

□ はじめに

□ 臨床研究について

□ あなたの食道癌について

□ 遺伝子治療臨床研究の概要について

□ TCR遺伝子治療臨床研究の海外での状況について

□ 臨床研究の方法

□ 参加できる方、参加できない方

□ 臨床研究のスケジユール

□ 期待される効果

□ 予想される危険性および副作用

□ 臨床研究への参加予定期間
□ 臨床研究への参加患者数
□ 他の治療法について

□ 臨床研究への参加の自由と、参加の取りやめについて

□ 健康被害の補償について

□ 新たな情報のお知らせについて

□ 遺伝子治療臨床研究の中止について

□ あなたに守っていただきたいこと

□ あなたの費用負担について

□ 個人情報の保護について

□ 個人情報の第二者への提供の制限について

□ 個人情報の開示、訂正、利用停止や問い合わせ・相談 。苦情の窓口について

□ 緊急連絡先およびお問い合わせ先について

□ 遺伝子治療臨床研究の名称と実施組織体制

どちらかにレ又は○で囲む6

□ 同意 します      □ 同意しません

同意年月日

患者 さま

説明年月 日

同席者 さま

説明年月 日

総括責任者

説明年月 日

平成  年  月  日

ご署名 :

平成  年  月  日

ご署名 :

平成  年  月  日

(又は分担研究者)所属・氏名 :

平成  年  月  日

その他説明補助者      所属 0氏名 :
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科 颯 ′笙

別紙様式第 1

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 申 請 書

平成 23年  7月  6日

厚生労働大臣 殿

下記の遺伝子治療臨床研究について、別添の実施計画に対する意見を求めます。

記

も

139

実

施

施

設

所  在 地 (530-8480)

大阪市北区扇町 2丁 目4番 20号

名 称 財団法人田附興風会医学研究所北野病院

tel:06-6312-1221 fax:06d彗姜舗需西■i

代  表  者

役職名・氏名 病院長   藤 井 信 号
護憂漱董

躙

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

消化器センター・副部長

上 田 修 吾



別紙様式第 1の別添

遺伝子治療臨床研究実施計画概要書

平成 23年 7月 0日 I(中 請年月日)

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

対する遺伝子治療臨床研究

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

3年間

総
括
責
任
者

所属部局

の所在地
大阪市北区扇町 2丁 目4番 20号  (郵便番号 530-8480)

所属IIt関・

部局・職

田附興風会医学研究所 北野病院 消化器センター 外科 。副部長

氏    名 上田 修吾                  色∋
実
施
の
場
所

所 在 地 大阪市北区扇町 2丁 目4番 20号  (郵便番号 530-8480)

名   称 財団法人 由附興風会医学研究所 北野病院

連 絡 先 大阪市北区扇urr 2丁 目4番 2o号  (電話番号 06-6312-8831)

総
括
責
任
者
以
外
の
研

・
究
嗜
一

氏   名 所属機関・部局・職 役   割

尾崎 信弘 田附典風会医学研究所 北野病院 副院長

消化器センター長

試験登録患者の診療

珠玖 洋 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 教授

多施設共同臨床研究

代表者、臨床研究薬

品質管理者
´
影山 撻一 二重大学大学院医学系研究科

遺伝子・免疫細胞治療学講座 准教授

レトロウイルスベク

ター製剤の品質管理

責任者、遺伝子導入

細胞製剤の品質管理

責任者

池 田 裕 明 三_lt大学大学院医学系研究科

遺伝子 。免疫細胞治療学講座 4Ё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
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今井 余緒子 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

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

ウイルスペクターに

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、ECR検査及び

LAM―PCRに 関する技

術提供

審査委員会が研究

計画の実施を導当′

と認める理由

本臨床研究は、「遺伝子治療臨床研究に関する指針 (平成14年3月 27日 文部科

学省 。厚生労働省告示第1号 (平成16年 12月 28日 全部改正、平成20年 12月 1日

■部改正))」 の必要条件を満たしていると認める。

本臨床研究で遺伝子導入する細胞はレトロウイルスペクターによる癌化リス

クは低く、対象疾墨の利益・不型■年総括すると遺伝子治療晦木研策の寒施に

問題は少ない。また本臨床研究実施計画に先立ち施行された実験動物に遺伝子

導入ヒトリンパ球を投与した安全性試験のF‐i果、遺伝子導入細胞投与群に毒性

所見は観察されなかった。また、遺伝子導入細胞は二重大学内細胞調製施設に

おいて GMP基準に準拠して調製され、細胞品質は調製時毎に確認される。本臨

床研究を担当する研究者は、遺伝子ベクタ‐調製、癌免疫療法・細胞治療等の

経験者であり計画施行に適切な構成である。

審査委員会の長の職名 : 氏名

北野病院遺伝子治療臨床研究審査委員

会 委員長           .
田附興風会医学研究所 北野病院

副院長 心臓センタ,長

野原 隆 司 ⑩

研究の区分 liE伝子治療臨床研剣 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忠者を対象として、脈瘍抗原 ‖ACE¨ 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選伝子導入

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 レトロウイル不

(replication competent retrovirus i RCR)、  linear amplification

mediated‐ PCR (LAM― PCR)〕
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② nall次 エンドポイント
・TCR遺伝子導入リンパ球の血中勁態及び睡瘍組織への浸潤
・腫瘍特異的免疫反応             `
・腫瘍縮小効策

尚、本臨床研究は三重大学大学院医学系研究科の珠玖洋を多施設共同臨床研究代

表者として、二重大学医学部附属病院、大阪大学医学部附属病院、及び田附興風会

医学研究所北野病院が参加する多施設共同臨床研究として実施する予定である。

対象疾患及び

その選定理由

1.対象疾患に関する現時点での知見

食道癌は 60歳代男性に多くみられる疾患であり、本邦での年間罹息数 (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 l,769人である.食道癌は縦隔等へ浸潤傾向が強く、また、早期か

らリンパ節転移をきたす治療困難例が多いため、予後不良癌とされている。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)は、0期 :70.雛 I期 :645な Ia期 :51.5践 Ⅱb期 :34.0臓 Ⅲ期 :19.跳、

Va期 :13。 霧、Vb期 :5。 5%と未だ予後不良である。現在、病期進行食道癌に対す

る治療法として、シスプラチン (mDPI:白金系嬢 剤)/5-フルオロウラシル

6-厠 :葉酸代謝拮抗剤)による燿学藤法とい の針用療法 (化

―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、ドセタキセルやパタリタキセル (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

一定のコンセンサスが得られていない。治療にあたっては、もっばら延命効果の期

待あるいは息者の生活の質 (00L)の改善を目的とし、再発食道癌の 50%生存期間は

約 6ヶ 月とされている。

2.当該遺伝子治療臨床研究の概要

本臨床研究では、治療抵抗性の食道癌患者から採取 した末梢血 リンパ球に、

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

入 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、

瞥蹂凛滅暫L象観   胤難鮎 鮮鋪舗露軍
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。MACE―A4は食道癌、頭頸部癌及び非小細胞肺癌等に多く発現

する腫瘍抗原であり、正常組織においてはHLAを 発現しない精巣のみに発現する。
そしてt¶阻遺伝子導入リンパ球による細胞傷害活性は、遺伝子導入された紐胞傷

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

分子と‖ACE― A4143‐ 晰:ペ プチドの複合体を特異的に認識することにより発揮される。

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

体内動態及び臨床効果である。

3.性の治療法との比較及び遺伝子治療を選択した理由
治療抵抗性食道癌に対する根治療法は現時点では存在せず、栄養管理や 00L向 上

のための緩和医療を行っているのが現状である。食道癌に対する抗癌剤以外の治療
として、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。中でも、米国国立衛生研究所 (NIH)の losenberg

らのグループは、転移性悪性黒色腫思者を対象とした臨床試験において、体外で増

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

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

養子免疫療法における従来の細胞調製法と比較して、本遺伝子治療では、HLA― A2402
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陽性思者の Tリ ンパ球に‖AGE―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‖AGE―A4抗原特異的 Tリ ン

パ球を調製することが可能である。なお、上記の Rosenbergら のグループは、睡瘍
抗原‖ART-1特異的 TCR遺伝子を導入したTリ ンパ球を投与した臨床試験において、
悪性黒色腫患者 17名 中2名 について転移腫瘍巣の明らかな退縮を観察しており、
この戦略が有望な新規癌治療法となる可能性を示唆している。更に、同グループは、
より親和性の高いTCn遺伝子を導入したTリ ンパ球を使用することにより、悪性黒
色腫息者 36名中9名 について腫瘍退縮を観察している。

遺伝子の種類及び

その導入方法

1。 人に導入する遺伝子の構造と性質

本臨床研究において発現する遺伝子は TCRα 鎖及びβ鎖遺伝子である。

1.1。 人に導入する遺伝子の構造

本臨床研究に用いる TCRα鎖遺伝子は272ア ミノ酸からなるポリペプチドをコー

ドしており、この遺伝子にコードされる蛋白は、Hlア ミノ酸からなる V8-1領城、
20ア ミノ酸からなるJ10領域、141ア ミノ酸からなるC領域という構造からなって
いる。TCRβ 鎖遺伝子は 313ア ミノ酸からなるポリペプチドをコードしており、こ

の遺伝子にコードされる蛋白は、H6ア ミン酸からなるV7-9領城、3ア ミノ酸から

なる‖領域、15ア ミノ酸からなるJ2-5領域、179ア ミノ酸からなるC2領域という

構造からなっている。これらの遺伝子は、HLA― A2402拘束性 ‖AGE―A4:“ J馴
ペプチド

に特異的な CTLク ローン 12-28か ら単離された。

1.2。 人に導入する遺伝子の性質

本臨床研究において導入する遺伝子は、TCR α鎖とβ鎖をコードする cDNAであ
る。ヒトにおいて TCRα 鎖は 14番染色体上に、β鎖は 7番染色体上にコー ドされ、
多様なクロノタイプが存在する。TCR遺伝子は免疫グロプリン (lg)と 同様に多数
の亜型からなる V、 D、 Jの可変領域と少数の Cの定常領域からなる.その中でα鎖
の可変領域は V―Jで β鎖の可変領城は V― D―Jで形成される。TCR遺伝子はT細胞の

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

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

を導入する。われわれの使用するTCRα 鎖は Vα 8-1、 Jα 10、 Cであり、TCRβ 鎖は
Vβ 7-9、 Jβ 2-5、 C2の配列である。

レトロウイルスペクターMS―bPaに より遺伝子導入きれた細胞において、TCR α鎖
遺伝子はマウスホスホグリセリン酸キナーゼ (PCl)遺伝子プロモーター (PPCK)

によって転写される。マウスPPGK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
ペクター‖S―bPaに より導入されるPPGKは 513 bpの マウスゲノム由来DNA断片に合
まれる。
TCRβ 鎖遺伝子は Lmプロモーターによって転写される。レトロウイルスペクタ

ー‖S―bPaゲ ノムRNAの 5° ―LTRは R領城とU5領域、3・ ―LTRは U3領域とR領域から
なり、U5領域と両端の R領城は Moloney口urine leukenia virus(‖ oMLV)由来、
U3領城はmurine leukemia virus(‖ LV)の変異株であるmurine sten ce‖ 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領城が強いプ
ロモーター活性とエンハンサー活性を有する。MSCV LTRは胚性幹細胞、胎児がん細
胞及びその他の哺乳動物細胞において高い発現レベルを持続的に保持することが
可能である。

1.3。 導入遺伝子からの生成物の構造及びその生物活性

TCRα 鎖及びβ鎖は S―S結合でヘテロダイマーとして機能的なTCR分 子を構成し、
主要組織適合抗原 (MHC)拘束性に標的細胞の ‖HC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 lgス ーパーファミリー分子に属し、
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2つの Igド メインからなる 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末端側が定常領城に相当する。細胞外領域に存在する相補性決定領域

(CDR)l、 CDR2領域は‖HCと の結合に貢献し、CDR3領城は主としてペプチドを認

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

ε及びζ鎖)が重要であり、これらとTCRと が複合体を形成している。抗原認識の

際にTCR/CD3複 合体とCD4・ CD8が会合してCD3の 活性化モチーフ ITAMのチロシン

がリン酸化されることによりTCRの シグナルが開始される。以上のシグナルにより、

T細胞の抗原特異的な上記生理活性が発現される。

2.本計画で使用するその他の組換えDNAの構造と性質

本計画では使用 しない。

3.標的細胞とした細胞の由来及び生物学的特徴並びに当該細胞を標的細胞とした

理由

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

組織中に‖AGE-14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 (し vEDp等の副作用がない

ことが挙げられる。Tリ ンバ球を標的として MACE― A4特異的 TCRα鎖及びβ鎖遺伝

子をレトロウイルスペクターにより遺伝子導入することで、腫瘍細胞表面上の

HLA―A2402分子と‖AGE― A■ 43‐ロペブ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、腫瘍特異的免応F応、更には腫瘍縮小効果が期待さ

れる.レ トロウイルスペクターは増殖中の細胞に高効率で遺伝子導入することか

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

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

ンパ球が標的細胞として使用される。

4.遺伝子導入方法の概略及び当該導入法を選択した理由
4.1.遺伝子導入方法の概略

自己末梢血リンパ球 (PBL)に TCRα 鎖及びβ鎖遺伝子を導入するにあたっては、
組換えフィプロネクチンフラグメント(レ トロネクチンCH-296:タ カラバイオ(株 ))

をJ― 卜した培養バッグ中にて、Tリ ンパ球にレトロウイルスペクター‖S―bPaを感

染させる。

4.2.当 該導入法を選択した理由
レトロウイルスベクターは感染 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っ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 loMLVベースのレトロウイルスペクター

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

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

びβ鎖遺伝子を導入する方法として、レトロウイルスペクターを選択 した。

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。一方、レトロ

ウイルスにより遺伝子導入する場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞

染色体に組み込むことが可能である。レトロウイルスペクター‖S―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 ‖S― bPa DNAはぃ野生型レ

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、ウイルスペクター製造に用いるパッケージング細胞株 PC13は 、すでに世界的
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に広 く使用 されてい るパ ッケージン ス:ヨおり、 American Type Culture

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

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

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

られる。

5。 ウイルスペクターを用いた遺伝子導入

5.l.野生型ウイルスの生物学的特徴及び人に対する影響
レトロウイルスペクター‖S‐bPaのもとになる野生型ウイルスは‖o‖LVであり、以

下のようなウイルス学的特徴を持つ。形態的には直径約 100n口 の球形の C型粒子
に分類され、ウイルスコアをエンペロープが囲っている。ウイルスゲノムは分子量

約 3X100の 1本鎖田Aで、相同の田A分子が 2分子、ウイルスコア中に存在する。
レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス及びスプーマレトロウイルスの 2つの

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

スは A皿 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、‖o‖LVは実験

室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである.

オルソレトロウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性白血病、

自血病、がんであり、野生マウスの後肢麻痺を招く神経向性ウイルスも知られてい

る。肉腫ウイルスや急性白血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換え
により形成されるが、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、碑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、‖oMLVに対する血清の効果については不明である。ヒトヘの感染の報告はな
い.                                                    

・

5.2.ウ イルスペクターの作製方法
①MS― bPa DNAベ クターの構築

レトロウイルスペクターMS―bPa産生細胞株の構築に使用したプラスミドである
MS― bPa DNAベ クターは、′標準的な遺伝子工学的手法を用いて構築された。‖oMLVプ
ロウイルスの 5'―LTR及び 3・

―LTRを合み、ウイルス蛋白をコードする配列を全く合
まないレトロウイルスペクターである‖Tベクターのプロウイルス配列を含むプラ
スミトが‖T DNAベ クターであり、‖T DNAベ クターの 3・ ―LTRを ‖SCVプロゥィルス
の 3'―LTRで置換したものが‖S DNAベ クターである。MS DNAベクターのマルチプル
クローニングサイトに、TCRβ tt cDNAの コード域、マウスPPGK及び TCRα tt cDNA

のコード域を組み込むことによりMS―bPa DNAベ クターを構築した。
②パッケージング細胞株の構築

本臨床研究において使用するパッケージング細胞株は、PG13で、パッケージング
に必要なウイルス遺伝子を 2種類のプラスミド(1つ は gagと pol、 もう 1つは 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。

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 pCP、 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ペクター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

PC13に 効率よく感染するエコトロピックレトロウイルスペクター‖S‐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、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 120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‖CBを作製した。

④ レトロウイルスペクター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ペクターMS― bPaは、バンキングされ

〔MCB又はワーキングセルバンク (TCB)〕 の培養上清を回収たウイルス産
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することにより製造する。製造は全て管理された製造エリアにて GMP遵守下で行わ

れる。

5.3.ウ イルスベクターの構造

レトロウイルスベクター‖S―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3

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、CaLVの エンベロープ蛋白を持つ レトロウイルス

ベクタニを製造するためのパッケージング細胞株で、この細胞により産生される レ

トロウイルスペクターはマウス、ラット、サル、ヒト等を含む多 くの種の哺乳類細

胞に感染 しうる。また、レトロウイルスペクタ‐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、Rmが出現 しない限り周囲の細胞に感染することはない。

安全性についての

評価

l.遺伝子導入方法の安全性
1.1.遺伝子導入に用いるウイルスペクターの純度

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

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

タター阻刊Lの製造は 日r管圧下α十九組成と品質の確認された培地及び試薬を

使帰し、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。

①MCBの作製法
ウイルス産生細胞 ‖S―bPa 120の初代細胞ストックより作製された Prinary Seed

Bankが拡大培養され、ウイルス産生細胞 MCBが GMP遵守下で作製された。HCB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。作製されたICB
に関しては、以下の品質試験が行われた。

1.マ イコプラズマ否定試験 (培養法、DNA染色法)

2. in vivoウ イルス試験                        、

3. in vitroウ イルス試験
4.RCR試験:(細胞)(293細胞で増幅後、PC-4S+L―アッセイ)

5.RCR試験 (上清)(293細胞で増幅後、PC-4S+L―アッセイ)

6。 XCプラークアッセイ
7.マ ウス抗体産生試験 (HAP試験)   、         ・

&無菌試験 (日 本薬局方)

9.ウ シウイルス試験
10。 ヒトウイルス試験
H.ア イソザイム分析による細胞の由来動物種同定
12.組み込まれたベクター遺伝子の組み込み数試験
13。 導入遺伝子配列解析
14.細胞生存率試験 (ト リバンブルー)

15.産生ウイルスの力価試験
16。 導入遺伝子の機能確認

②レトロウイルスペクター‖S―bPaの製造方法
MCBの細胞を拡大培養した後、培地を交換し翌日に培養上清液を回収する。回収

した培養上清は、保管、精製することなく引き続きレトロウイルスペクター製造工
程に用いる。回収した培養上清液を0。 22仰 のミリポアフィルターで濾過減菌した
後、ウイルスベクターとして凍結保存パックに小分け分注を行い、使用時|ま で凍結

保存する。以下の品質試験を行う。

1.マ イコプラズマ否定試験 (培養法)

2.in v市o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、PC-4S+L― アッセイ)

7/14

147



5. (日 本薬局方)

6。 エンドトキシン試験 (日 本薬局方)

7.導入遺伝子配列解析

8.産生ウイルスの力価試験

9。 導入遺伝子の機能確認

1。 2息者に投与する物質の純度及びその安全性

患者に投与されるのはレトロウイルスペクター‖S―bPaに よりTCRα 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。

1.3.増殖性ウイルス出現の可能性

① レトロウイルスペクターの安全性

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

細胞株として PC13を用いるので、RCRの 出現する可能性は極めて低いと考えられ

る。レトロウイルスペタター‖s―bPaの試験項目にRCR試験が含まれており、RCn陰

性のレトロウイルスペクターを臨床使用する。また、治療後には息者末梢血中のRCR

を測定する。

②パッケージング細胞の安全性
レトロウイルスペクター‖S―bPaを作製する際に使用されるパッケージング細胞

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

低い。すなわち、パッケージングに必要なウイルス遺伝子が pLCPS及び p‖ OV―CaLV

Seato envと いう 2個の D‖A断片として別々に導入されていることに加え、どちら

の DNA断片もΨパッケージングシグナルと 3・
―LTRを欠失しているので、gag―pol

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

ない。
PC13と同じ第 3世代のアンフォトロピック系パッケージングIII胞株 CP+envAm12

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

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

過去 4年間、GP+envAn12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 ェッタ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。なお、PG13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.                    
・

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

レトロウイルスペクタァによる遺伝子導入過程において、細胞を傷害することは

ないと考えられている。一方、細胞染色体上の遺伝子導入位置によっては細胞の生

存・増殖に必須な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうるが、こ

のような細胞の割合は少ないと考えられる。なお、レトロウイルスベクターを用い

た遺伝子治療において細胞傷害性は報告されていない。

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、患者 Tリ ンパ球に ex vivo(生体外)で TCRα 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。使用したレ

トロウイルスペクター‖S―bPaは この過程でほぼ完全に除去され、また、レトロウイ

ルスは比較的不安定なウイルスなので、細胞培養中に大部分は不活化されると考え

られる。また、マウス細胞由来のパッケージング細胞株により生産されたレトロウ

イルスペクターはヒト血清中の補体により速やかに不活化されるため、たとえレト

ロウイルスペクター粒子が患者体内に侵入しても、それが原因で患者体内において

遺伝子導入が起こる可能性は低いと考えられる。また、レトロウイルスペクター

MS―bPaは増殖能を欠いているので、遺伝子導入した息者 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。
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1.6.忠者以外の人に遺伝子が導入される

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t手袋、実験用衣jlllを 着用し、レトロウイ

ルスペクターの皮膚等への付着を防止する。このような配慮により、細胞調製作業

者に遺伝子が導入される可能性は極めて低いと考えられる。遺伝子導入操作は P2

レベルの細胞調製施設において、可能な作業は閉鎖系で行い、βH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減菌後に廃棄される。以上のようにして

レトロウイルスペクター‖S― bPaの 環境中への拡散及び環境中における予期しない

遺伝子導入を防止する。レトロウイルスペクター‖S―bPaは 増殖能欠損型なので、息

者を介して息者以外の人に遺伝子導入が起こる可能性は、大量の RCRが患者体内に

存在しない限り非常に低い。

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

その挿入位置によっては細胞の生存や増殖等の機能に影響を及ぼすことがある。細

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、意者べの影響は極めて小さい.一方、がん遺

EfO近 傍に挿入され、レトロウイルスベクターの Lmが有するエンハンサー‐プ
ロモーター活性によりその遺伝子の発現量が増加した場合、及び、がん抑制遺伝子

の近傍に挿入され、その遺伝子の発現量が減少した場合には、その細胞が異常増殖

する可能性がある。

1.8。 がん原性の有無
レトロウイルスペクターの染色体への組み込みが細胞の増殖にとって正に働く

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

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

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

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

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

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

子導入細胞のがん化は報告されていない。また、レトロウイルスペクターで遺伝子

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

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

本臨床研究では、遺伝子導入細胞の患者体内におけるタローン増殖を LAM― PCl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。

2.遺伝子産物の安全性

導入遺伝子の産物は、可変領域の配列に違いがあるものの、標的細胞であるT細

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

ることにより標的細胞が獲得する性質は、異なる抗原特異性だけであると考えられ

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

て、重大な有害事象は併用した化学療法剤又は IL-2に よるものだけであつたとの

報告がある.こ のことから、特定の TCR可変領城を持つ T細胞の大量投与による安

全上の問題は小さいと考えられる。

前述 したとおり、本臨床研究における遺伝子導入の標的細胞の大半は内在性に

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

入するので、遺伝子導入細胞において 2種類の配列のα鎖及びβ鎖が発現する。こ

のため、(1)予測不可能な抗原特異性を持つ混合TCR 2量体の形成、(2)自 己抗原

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

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

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

の攻駆、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

ｎ
Ｕ

，

　

　

　

４
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ただし、メラノーマ抗原に対する TCR遺伝子を用い こおいて

入細胞による毒性は認められていなぃことから、TCR遺伝子を導入した T細胞が自
己免疫疾患を引き起こす可能性は否定できないものの、臨床における安全性は確保
されていると考えられる。

3.細胞の安全性
3.1.遺伝子導入細胞の調製方法

以下に示す遺伝子導入細胞の調製にかかわる全ての操作は二重大学医学部内に

設置された P2レベルの細胞調製施設内で行う。また、細胞調製操作時には、品質
が確認された試薬、培地類を使用し、清浄度クラス 100、 クラスⅡ安全キャビネッ

ト内で、又は可能な工程については閉鎖系で細胞を取り扱うことにより、他の患者
由来の細胞や外来微生物の混入を防止する。

遺伝子導入Tリ ンパ球調製工程の概略は以下に示すとおりである。すなわち、OXT3
及び組換えヒト lL-2を含む培地で患者リンバ球の培養を開始 し、レトロウイルス
ペクターMS―bPaを結合させたレトロネクチンCH-296コ ー トパッグに上記活性化 T

リンパ球懸濁液を添加 して遠心することにより遺伝子導入を合計 2回行い、拡大培
養後に細胞を洗浄・濃縮・回収するというものである。こうして得られた細胞懸濁
液に凍害保護液を添加 し、凍結保存バッグに移した後、凍結保存する。

3.2.培贅細胞の純度

遺伝子導入後の細胞中に遺伝子導入されていないTリ ンパ球やその他の細胞が混
在すると予測されるが、もともと息者末梢血中にあった細胞であり問題はないと考
えられる。また、細胞培養の際に使用する原材料の残留は極めて微量であり、これ
らが生体に及ぼす影響は限りなく少ない。TCR遺伝子導入リンパ球は、「3。 4.被験
者に投与する細胞の安全性」に記載の試験によって品質が担保される。

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

伝子が導入されていること、及び、レトロウイルスペクター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がん化が起きる可能性
は大変低いと考えられるが完全には否定できないので、LAM― PCRに よるモニタリン
グを行う予定である。OKT3で刺激することによって CD3陽性細胞が活発に増殖し、
その結果として CD3陽性細胞の割合が増加する。また、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プ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。Sauceら は、
PBMCを OKT3や lL-2を含む培地でex宙 voに て培養すると、リンパ球の表現型が変
化するが、レトロウイルスペクターの感染による変化は特に認められないことを報

告している。ex v市 o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 lose■bergら の臨床研究では、移入 T細胞の安全性に対する問題は報告されてい

ない。また、レトロウイルスペクターによりTCR遺伝子を導入した臨床試験では、
6日 から9日 という比較的短期間のOx vivo培養 Tリ ンパ球の群において移入 Tリ

ンパ球が患者生体内で長期間観察されたことが報告されている.本計画においても

同様に短期間培養した遺伝子導入 Tリ ンパ球を使用する予定である.

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

れるまで凍結保存され、安全性が確認された後に使用される。

マイコプラズマ否定試験 (PCR法)

RCR試験 (RT―PCR法)

無菌試験 (日 本薬局方)

エンドトキシン試験 (日 本薬局方)

(ト リパンブルー)

１

２

３

４

５
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細胞数試験

遺伝子導入効率試験

導入遺伝子の機能試験

６

７

８

遺伝子治療臨床研究

の実施が可能である

と判断する理由

以下の理由により本臨床研究は実施可能と判断される。

①臨床ニーズ

再発食道癌の患者の 50%生存期間は約 6ヶ 月である。さらに、化学療法等の治療
に抵抗性となれば、もっばら栄養管理等の緩和医療以外の手立てがないのが現状で

ある。本臨床研究は、絶対予後不良かつ他に有効な治療法がない患者を対象として

おり、このような患者に対する有効な治療手段開発の臨床ニーズが存在する。

②品質・安全性

本臨床研究は、腫瘍抗原‖AGE―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、 レトロウイルスペ

クターによるがん化のリスクは極めて低く、対象疾患とのリスク・ベネフィットを

総括すると、レトロウイルスペクターを使用 した遺伝子治療り施行に問題はない。

免疫不全マウスにm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と比較して、遺伝子導入に起因する毒性
所見は観察されなかった。

レトロウイルスペタターによる遺伝子導入で同様にして調製された、他の腫瘍抗
原を認識する TCR遺伝子導入リンパ球のヒトヘの投与は、NIHの Rosenbergら のグ
ループで既に実績がある。

③期待される有効性
二重大学にて調製された ‖ACE―A4TCR遺伝子導入リンパ球は、‖AGE― A4陽性・

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

において確認されている。また、免疫不全マウスに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に特異的な腫瘍径増大抑制効果
が認められた。

NIHの Rosenbergら は、転移性悪性黒色腫患者 17例に腫瘍抗原 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った結果、2例 (12%)に PR

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

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

腫瘍退縮を観察している。

従って、本臨床研究においても同様の抗腫瘍効果が見込まれる可能性がある。

④当施設 。研究者の能力

当施設の総括責任者及び研究者 (上田修吾、尾崎信弘)は対象疾患である食道癌
に対する十分な臨床経験 (手術 約 40例、化学療法 約 30例 )及び臨床研究 (CHP

がんワクチン臨床試験、抗癌剤感受性に関する研究 :文部科学省科学研究費)に対
する知識を有している。これらのことから、当施設における研究者は本臨床研究を

行うために必要な能力を十分に有 していると判断する。

⑤臨床研究薬の調製

被験者へ投与されるTCR遺伝子導入リンパ球は、遺伝子ベクター調製、リンパ球
アフェレーシス、遺伝子導入、細胞培養、品質管理及び腫瘍抗原由来ペプチドワク
チン臨床試験の経験者である二重大学大学院医学系研究科の珠玖、影山、池田によ
る監督・管理下のもとで三重大学にて調製される。

⑥安全・効果評価・適応判定中央部会

杏臨床研究は多施設共同臨床研究として実施されることから、安全性や有効性の
評価、被験者登録の可否について統一された評価基準にて行うこどが必要である。

Ｅ
Ｕ
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そのため、各医療機関から安全性や有効性の評価、適応の判定を行うための委員を

選出し、安全・効果評価・適応判定中央部会を設置する。

実 施 計 画 l.本臨床研究の実施手順

治療抵抗性食道癌息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。

1ヒ野病院においてアフェレーシスにて自己PBLを採取し、三重大学細胞調製施設
に搬送する。=重大学細胞調製施設で自己PBLに HACE― A4:43-151ペ プチドを認識する

TCRα 鎖及び β鎖遺伝子をレトロウイルスペクターにて導入し、得られた TCR遺伝

子導入 リンパ球をex vivo培養し、一旦凍結保存する。
三重大学細胞調製施設にて調製した TCR遺伝子導入リンパ球の品質が確認され

た後、北野病院にTm遺伝子導入リンパ球が提供される.二次登録の前に再度文書
にて同意を取得し、二次登録時の選択基準を満たし、除外基準に抵触しないことを

確認 したうえで本臨床研究への二次登録を行う。
皿 遺伝子導入リンバ球 (単回投与)を経静脈的に投与する。
1日 投与量300 μ gの MAGE― A4143‐ 151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。

追跡調査を行った後、本遺伝子治療り安全性 (有害事象、臨床検査、田R、 LAM―PCR)、

TCR遺伝子導入リンパ球の血中勁態及び腫瘍組織への浸潤、腫瘍特異的免疫反応及
び動 小効果を評価する。
Tm遺伝子導入リンパ球投与後 63日 目に本臨床研究を終了とする。

TCR遺伝子導入リンパ球数の設定

投与する TCR遺伝子導入リンパ球数は 1回投与量 2X108個、 l X 100個 、5X100
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 l X 100個 、5X100
個へと増加させる。ただし、有害事象が発現した場合には、投与量増加基準に従っ

てそのコホートの症例数を増加し、安全性の評価を強化する。

2.被験者の選択基準及び除外基準

選択基準 (一次登録):

以下の全ての基準を満たす患者を対象とする。
:)組織診で確定診断の得られた食道癌の息者
2)根治切除不能かつ標準的な治療法 (化学療法、放射線療法等)抵抗性の臨床病

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

学療法後に再発転移をきたし治療抵抗性となった食道癌息者

め HLA―A2402陽性の患者

4)PCR法 にて腫瘍組織に‖AGE―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 Status O～ 1の患者

7)本臨床研究参加時点の年齢が 20歳以上 75歳以下の息者

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
。好中球数
。ヘモグロビン

・血小板数

3.000/mm3

1.500/mm3

8.O g/dL

100,000/mm3

・総ビリルビン (T― Bil)≦ 2.0■g/dL

・AST(GOT)、 ALT(CPT)≦ 1501U/dL
・ クレアチニン (Cr) ≦ 2.O ng/dL

・勁脈血酸素分圧 70torr以 上、または勁脈血酸素飽和度 94%以上

ll)免疫組織染色法にて腫瘍組織に HLAク ラス 1分子発現が確認されている患者

≧
一
≧
一
≧
一
≧
一
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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

|  ::「iili「そ:||}:lll・ ii‖

r   ,

・自己免疫疾患
・出血傾向 〔プロトロンピン時間 (PT)く 50氣 活性化 トロンポプラスチン時

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

産物 (FDP)>20 μg/mL〕

・血栓形成傾向
2)重篤な過敏症の既往歴を有する息者
3)IBs抗原、HCV抗体、EIV抗体、ETLV-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・心弱水を有する患者

5)制御困難な脳内転移を有する息者
6)副腎皮質ステロイド剤又は

―
制剤を全身投与中の息者

つ MAGE― A41絆 lmペプチド投与に適さない患者 (例えばm田―A41件購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息者)

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

…    19)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

. :    1  息者ご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、
ける場合は該当しない)

)臨床試験 (臨床研究)に参加している患者
[研究者が不適当と認めた患者

1咎環轟羅軍覗蹴酬慧菫
寸
ら糞高亀)の TCR遺伝子導入 リンパ球が得ら

に必要とされる測定可能な腫瘍病変を有する患

の息者

腎等)に高度な障害がなく、臨床検査が以下の

、000/mm3                                 ヽ

|  ・好中球数      ≧ 1.500/mm3

・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

5)一次登録後に同意撤回がな.く 、治療内容を理解しt本人の自由意思による同意

を文書で得られた患者

除外基準 (二次登録):

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

・不安定狭心症、心筋梗塞又は心不全
・コントロール不良な糖尿病又は高血圧症
。活動性の感染症

13/14
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。胸部 X線検査による明らかな問質性肺炎又は肺線維症
。自己免疫疾患        .
・出血傾向 〔プロトロンピン時間 (PT)く 50%、 活性化 トロンポプラスチン時

間 (APTT)>60 sec、 フィプリノゲン (Fbg)く 100 mg/dL、 フィプリン分解
産物 (FDP)>20 μg/mL〕

・血栓形成傾向  ・

2)重篤な過敏症の既往歴を有する患者
3)コ ントロール不能な胸水・腹水・心嚢水を有する患者
4)制御困難な脳内転移を有する患者

5)副腎皮質ステロイド剤又は免疫抑制剤を全身投与中の患者
6)HACE― A41HEペプチド投与に適さない患者 (例えばHAGE―A410H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
を有する壼者

8)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
息者。又は挙子希望の男性息者 (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― 不適当と認めた患者

3.― 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、北野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・説明文書を説明の前又は説明するときに渡し、内容を口頭で詳しく説明する。
その後、自由意思による同意を文書にて取得する (文書による同意取得は二次登録
時及び二次登録時の計 2回行う)。 なお、同意を取得する前には、質問する機会と
本臨床研究に参加するか否かを判断するのに十分な時間を被験者本人に与え、全て
の質問に対して被験者が満足するように答えるものとする。また、総括責任者又は

分担研究者以外の臨床研究コーディネーター等が説明補助を行うことも可能とす
る。

4.実施期間及び目標症例数

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

実施期間は TCR遺伝子導入リンパ球輸注後 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にわたり、遺伝子導入 Tリ ンパ球の血中動態及び二次発がんや
RCRの有無について追跡調査を実施する.              ｀

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、投与量増加基準に従ってそのコホートの症例数を最大 6例 まで増
加し、安全性の評価を強化する。               、

.1回 当たりの TCR遺伝子導入リンパ球輸注量
.コ

ホー ト1  2X100個  3例
コホー ト2  1X100個   3例
コホー ト3 5X100個  3例

5。 臨床検査項目及び観察項目

検査・観察スケジュール (別紙)に定められたとおりに検査・観察を実施する。

考備
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(別紙)検査・観察スケジュール

アフェレーシス より約 40日 る 日 より異なる
l.ス クリーニング期間開始前 12週間以内の成績の利用を可とする。
2.治療期間開始前 3日 以内の成績の利用を可とする。
3.治療期間開始前 7日 以内の成績の利用を可とする。
4.ス クリーニング期間の測定値が高値例のみ実施。         .
5.必要に応じて実施。
0.臨床研究終了後も1年に1回の頻度でサンプリングを実施。
7.TCR遺伝子導入リンパ球投与前 (治療期間開始前3日 以内の成績の利用を可とする)、 投与 1時間後、3時間後、6時間(土
2時間)後、及び 12時間(± 2時間)後 .

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

アフェレー シス

イタルサイン



第 71回 科学技術部会
資料 1-4

平成 24年 5月 16日

遺伝子治療臨床研究に係る第一種使用規程について

所

〓
畑
働

ｒ
ｌ
ｌ
ｌ
ｔ

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

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する

法律に基づき申請のあつた第一種使用規程に係る意見について

○ 作業委員会の意見    ・・・・・・・・・ 口・・  P.1

0遺伝子治療臨床研究に係る生物多様性影響評価に関する

作業委員会 名簿 ..占 ..● .口 ●■● ■  P.5

【二重大学医学部附属病院 】
○ 第一種使用規程承認申請書

○ 生物多様性影響評価書

【大阪大学医学部附属病院 】

○ 第一種使用規程承認申請書

○ 生物多様性影響評価書

P.

P.

P.

P。

P.51
(1昭野)
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９

３

２

３

【 (財)田附興風会医学研究所 北野病院 】

○ 第一種使用規程承認申請書  ・・ B口 ・・ 口B・

○ 生物多様性影響評価書    ロロロロ・・・・・



平成 24年 5月 16日

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する
法律に基づき申請のあつた第一種使用規程に係る意見について

遺伝子治療臨床研究に係る

生物多様性影響評価に関する作業委員会

委員長代理  島田 隆

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律 (平成      |
15年法律第 97号)に基づき申請のあった下記の遺伝子組換え生物等の第一種使用規

程について、本作業委員会で検討を行い、その結果を別紙のとお りとりまとめたので

報告いた します。                                   |

1.llLA―A2402拘束性 MAGE―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、Gibbon ape自 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

記

申請者

申請者

申請者

申請 日

申請 日

申請 日

えモロニーマウス白血病ウイルス (MS―bPa)

① 二重大学医学部附属病院 病院長 竹田 寛

② 大阪大学医学部附属病院 病院長 福澤 正洋

③ 田附興風会医学研究所北野病院 病院長 藤井 信吾

① 平成 23年 7月 6日

② 平成 23年 7月 5日

③ 平成 23年 7月 6日



(男J 糸氏)

【作業委員会の評価結果 (① 二重大学医学部付属病院、②大阪大学医学部附属病院、

③ 田附興風会医学研究所北野病院)】

○ 本申請に係る臨床研究は、現在三重大学医学部付属病院において行われている遺

伝子治療臨床研究について、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。

○ また、現在二重大学医学部付属病院において実施 されている遺伝子治療臨床研究

に関する第一種使用規程については、すでに平成 21年 7月 17日 に承認 されている

ところ、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における臨床

研究は、現在の二重大学医学部付属病院と同様の手法により管理が実施されるもの

である。

○ このため、当作業委員会においては、現在からの変更点 (二重大学医学部付属病

院から他施設への遺伝子組換え生物等の運搬等)を中心に検討を行い、その結果、

第一種使用規程に従つて使用する限り生物多様性影響が生ずるおそれはない と判

断 した。

※ 以下は、平成21年 7月 17日 に承認された二重大学医学部付属病院の同遺伝子治療臨床研

究に関する評価結果を踏まえた評価結果である。



1.遺伝子組換え生物等の種類の名称 :HLA―A2402拘 束性 MAGE―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、Gibbon― ape自血病ウイルスの ёnv蛋白をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換
えモロニーマウス自血病ウイルス (MS―bPa)

第一種使用等の内容 :① l.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

②、③ 治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄
並びにこれらに付随する行為

申請者 :①二重大学医学部附属病院 病院長 竹田 寛
申請者 :②大阪大学医学部附属病院 病院長 福澤 正洋
申請者 :③田附興風会医学研究所北野病院 病院長 藤井 信 吾

(1)生物多様性影響評価の結果について

① 他の微生物を減少させる性質

申請されている第一種使用規程に従つた使用を行 うかぎり、MS―bPaの環境中への拡散は極力抑えられて
お り、拡散 したとしてもその量は微量であると考えられる。さらに、MS―bPaは増殖能を失つているので、
マウス自血病ウイルス (lLV)の感染等により gag、 pol及び env遺伝子を発現している細胞に感染 した場
合等を除いて増殖することはない。したがって、第一種使用規程に従つた使用を行 うかぎり、MS―bPaは環
境中に拡散 したとしてもやがて環境中から消滅すると考えられる。

MS―bPa及びそれに由来する増殖能を獲得 したウイルス (RCR)は 、Gibbon ape leukemia virus(GaLV)
env蛋 自質を持つため、広範囲の動物に感染 し得るが、微生物への感染性は知られていない。また、MS―bPa

及び RCRは T細胞受容体 α鎖及び β鎖遺伝子を発現するが、競合等で他の微生物を減少させる性質はな
いと考えられる。

これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、他の微生物を減少 させる性質に起因す
る生物多様性影響が生じるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。
② 病原性

MS―bPa及び RCRは、広範囲の動物に感染し、挿入変異によってはがん化を引き起こす可能性がある。し
かし、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、環境中への拡散は極力抑えられており、拡散したとし
てもその量は微量であると考えられる。MS―bPaは、ヒト血清 (補体)により速やかに不活化され、さらに、
MS―bPaは増殖能を欠損してお り、通常の細胞に感染 してもウイルス粒子を産生することはないと考えられ
る。また、RCR出現の可能性が極めて低い第二世代のパッケージング細胞を使用して製造されていること
等から、患者体内に RCRが侵入する可能性も極めて低く、RCRが 万一患者体内に侵入 したとしても、第一
種使用規程に従つた使用を行 うかぎり、RCRが環境中に放出される可能性は極めて低い。

導入遺伝子発現が影響を及ぼす可能性は HLA―A2402陽性のヒトに限られてお り、MAGE―A4を発現する正
常組織である精巣に HLA発現は知られていないため、病原性を示す可能性は非常に低いと考えられる。

これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行 うかぎり、病原性に起因する生物多様性影響が生
ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。

③ 有害物質の産生性   ヽ

MS―bPa及び RCRの有害物質の産生性は知られておらず、第一種使用規程に従つた使用を行 うかぎり、有
害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判
断した。

④ 核酸を水平伝達する性質
MS―bPa及び RCRが患者体外に排出された場合には、広範囲の動物に感染し、その核酸がゲノム中に組み

込まれる可能性がある。しかし、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、MS―bPaの環境中への拡散は
極力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量と考えられ、野生動物に核酸が伝達される可能性は
非常に低い。RCRが多量に出現した場合には、血液、体液等を通じてその核酸が伝達される可能性はある
が、RCR出現の可能性は極めて低い。

これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、核酸を水平伝達する性質に起因する生
物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。

⑤ その他の性質                                ′

MS―bPa及び RCRが感染可能な野生動物等の生殖系細胞のゲ/ム中に組み込まれて、核酸を垂直伝達する
可能性は完全には否定できないが、RCRが 出現する可能性は極めて低い上、第一種使用規程に従つた使用
を行うかぎり、増殖性を失つた MS―bPaが生殖系細胞に感染する可能性は非常に低い。

これらのことから、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、核酸を垂直伝達する性質に起因する生
物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。
(2)生物多様性影響評価書を踏まえた結論
以上を踏まえ、MS―bPaを第一種使用規程に従つて使用した場合に生物多様性影響が生ずるおそれはない

とした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。

う
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氏名 二重大学医学

申請者 病院長 竹田

住所  二重県津市江戸

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

の規定により、次のとおり申請します。
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遺伝子組換え生物等の

種類の名称

HLA-12402拘束性MAGE―A4を特異的に認識するT細胞受容体α鎮及
びβ鎖を発現し、Cibbo■ ape自血病ウイルスの enマ 蛋白をエンペ
ロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス自血病ウイ
ルス CMS―bPa)

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)郎―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 (以下「P2実胸 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実験室内で閉鎖系にて

行う。患者リンパ球への出―bPa導入操作、MS―bPa導入細抱の

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導入細胞の保管は、
P2実験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器にて行う.なおtMS―bPa

希釈溶液若しくはその凍結品又は MS―bPa導入細胞を、開放系

区域を通って他の P2レベル区域に運搬する場合には、密開し

た容器に入れ、容器の落下や破損を防止するために当該容器を

箱等に入れ運搬する。

(3)鵬―bPa導入細胞を。開放系区域を通って他の共同実施施設
に運搬する場合には、密閉した容器に入れ、容器の落下や破損
を防止するために当該容器を箱等に入れ、凍結状態で輸送す
る。

(4)MS―bPa溶液 (希釈溶液を含む。)又は MS―bPa導入細胞を廃

棄する際には、ウイルス不活化 (高圧蒸気滅菌処理、0。 5%以
上の次亜塩素酸ナ トリウム溶液への浸演処理又は消毒用アル
コール処理による.以下同じ。)を行った後、二重大学医学部

附属病院で定められた医療廃棄物管理規程 (以下「医療廃棄物

管理規程」という
`)に

従い廃棄する。

(5)被験者に対する MS―bPa導入細胞の投与は、環境中への拡散

防止措置を適切に執った陽圧でない個室 (以下「個室」という。)

内において輸注により行う。なお、投与時に MS―bPa導入細胞
に直接接触する注射針、注射器、チュープ等の器具等は使い捨
てとし、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.

(6)投与後 3日 まで、被験者を個室内で管理する.検査等の理

由で被験者が一時的に個室外の開放区域に出る場合には、マス

ク及びガウン着用等のウイルス漏出予防措置を義務付ける。

(7)個室内における管理期間中の被験者の血液及び体液は、そ

の都度適切にウイルス不活化を行い、医療廃棄物管理規程に従

ｒ
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い廃棄する。また、被験者の尿及び糞便等の排泄物は、投与翌

日以降に行われる被験者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖反

応法試験にて自己増殖能を獲得したントロウイルス (以下

「RCR」 という。)の存在が否定されるまで、適切にウイルス不

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

開した容器に入れて運搬する。また、臨床検体として使用する

被験者の排泄物等の取扱いは、MS―bPa溶波及び MS―bPa導入細

胞の取扱いに準ずる.

(8)個室内における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用

した器具等及び被験者の排泄物等に接触した器具等は、適切に

ウイルス不活化を実施した後、戻磐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、二重に密開した容器に入れて

運搬する。

(9)個室内における被験者の管理を解除する前に、RCRが被験

者の末梢血単核球 (以下「PBllC」 という。)及び血業において

陰性であることを確認する。RCRが検出されたときは、個室内

における管理を継続する。

(10)個室内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 (6)か ら (9)までと同様の措置を執る。

ｎ
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生物多様性影響評価書

二重大学医学部附属病院



生物多様性影響評価書

(区分 :遺伝子治療臨床研究)

丈献 1:ICTVdB― The Universal Virus Database,Version 4.

http://ww7t ncbi.nlm.nih.gov/1CTVdb/1CTVdB/

メこ南大2:Moloney JBo Bi01ogical studies On a lymphoid― leukemia virus extracted from

sarcoma 37. I. Orittin and introductOry investigations. J Nati Cancer lnst

24:933-951(1960)。

０
こ

I 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報

1 分類学上の位置づけ及び自然環境における分布状況

HLA―A2402拘束性 MALA4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、

Gibbon串e自血病ウイルスのenv蛋 白をエシベロープに持っ非増殖性の遺伝子組換えモ

ロニ‐白血病ウイルス MS―bPa(以下、本遺伝子組換え生物という)は増殖能欠損型レト

ロウイルスベクターである。本遺伝子組換え生物の宿主はモロニーマウス白血病ウイルス

(Moloney m17ine leukenia virus:MoMLV)である.

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

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

7つの属に分類される。マウス白血病ウイルス (Murine leukemia virus:MLV)は ガンマ

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

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

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

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

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

が報告されている (文献2)。 MolLVはマウスやラット等のげつ歯類にのみ感染し、ヒトを

含む他の動物に対する感染性や病原性の報告はない。

2 使用等の歴史及び硯状

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

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

クターを用いたものであらた (文献3)。 遺伝子治療/遺伝子マァキングの臨床プロトコー

ルでは、レトロウイルスベクター法を用いたものが 22.6%を 占める (文献4)。 レトロウイ

ルスの中でもMoMLVは遺伝子導入用ベクターとして広く使われている。

メこ南た3:Blaese RM, et al. T Lymphocyte― directed Gene Therapy for ADA― SCID: Initial



Trial Results after 4 Yearso Science 270:475-480 (1995)。

メこ南大4 t http://wwwo wilё y.ooo uk/genetherapy/clinical

3 生理・生態学的特性

(1)基本的特性 (文献5)

¨MLV粒子は直径約 100 mmの球形の C型粒子であり、ウイルスゲノムを内包するコア

とそれを取り囲むエンベロープ (外被)からなる。コアは主としてカプシド蛋白質 (CA)

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

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

コアの周囲にはウイルス産生細胞の細胞膜に由来する脂質二重膜のエンベロープが存在

する。エンベロープとコアの間にはマ トリックス蛋白質 (MA)が存在する。エンベロープ

には膜貫通蛋白質 (TM)が突き刺さつており、それに表面蛋白質 (SU)が弱く結合してい

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

形成する。

(2)生息又は生育可能な環境の条件

他のウイルスと同様に、MolILVは宿主細胞に感染した場合にのみ増殖が可能である (I
-3-(4)「 繁殖又は増殖の様式」参照)。 レトロウイルスは比較的不安定なウイルスであり、

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

ンを添カロして凍結乾燥を行うと安定に保存できるとの報告がある (文献6).

(3)捕食性又は寄生性 ′

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

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

い。

(4)繁殖又は増殖の様式

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

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

2)侵入、3)逆転写、→ 宿主染色体への組込み、5)RNA合成、6)蛋白質合成、7)アセ

ンプリー・放出、8)成熟といつた各段階を経る。一方、レトロウイルスのゲノム配列が

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

つて子孫に受け継がれる.

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

自質 (env蛋 白質)〔例えば、4070Aア ンフオトロピックenv蛋自質、gibbon ape leukemia

宙rus(GaLV)env蛋 白質〕を持つ MoMLVを 人為的に作製した場合にはヒトヘの感染が可

能である。

(5)病原性

０
０



MoMLVの病原性に関して、下記のことが報告されている。

1)MoMLVは、マウスに悪性腫瘍を含む多様な疾患を発生させる。

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

神経変性が知られている。

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

を活性化文は不活化し、がん性の変化をもたらす危険性がある。

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

retrov■rus:RCR)が出現する可能性がある。

4)脆肥Vはマウスやラッ トにのみ感染するので、ヒトに対する感染性及び病原性はな

い 。

5)感染により宿主細胞が破壊 されることはない.

(6) 有害物質の産4性

MoMLVが有害物質を産牛することはなく、

害物質の産生能を獲得するとの情報はなぃ。

(7) その他の情報

1)MolLVの不活化条件

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

として、①121℃、20分間の高圧蒸気減菌、②170℃、2時間の乾熱減菌、③20～ 30分間

の煮沸消毒、④有効塩素濃度 0.1～ 1.0%の次亜塩素酸ナトリウム、⑤70%エタノール又は

70%イ ソプロピルアルコール、⑥3.5～4%ホルマリン、⑦2%グルタラール、が有効である(文

献7)。 また、10%及び 1%ポ ピドンヨード液 (文献8)、
・
0.3%過酸化水素水 (文献9)で不活

化が可能との報告がある。

紫外線及び熱による液体中の MolLV及び HIVの不活化を比較した研究によると (文献

10)、 MoMLVを 1/1σ まで不活化するのに必要な紫外線照射量 010)は 2,800 erg/mm2でぁ

り、熱処理時間 (Tl♪ は50℃では50秒、55℃では20秒、70℃では3秒であるこしたが

ってξ55℃、2分間又は70℃、50秒間の熱処理により、MolLVの感染価を1/100に低下さ

せることができると考えられる。また、50℃にぉけるT10が 80～ 90秒であるとの報告もあ

る (文献11).

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

体内に侵入したとしても、ヒト血清 (補体)により速やかに不活化される (文献12)。 抗

α―galactosyl自 然抗体を有する旧世界ザル (文献13)の体内に侵入したときにも同様の

メカニズムにより不活化される (文献14)と考えられる。

力 MonVか らの、増殖能欠損型レトロウイルスベクターの構築

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

ノムからgag―pol遺伝子及びenl遺伝子の蛋自質コード領域のすべてを除去した増殖能欠

損型レトロウイルスベクターr(文献15,16)が 構築された.MTのプロウイルス配列 Ю耐

また、MoMLVに感染 したことにより細胞が有

14



DNA)中 の 3'-long terlllinal repeat(LTDを murine stem cell virus mscv)由 来の配

列で置換 したものがMS DNAで あり、gagノol遺伝子及び env遺伝子を発環する細胞にMS

DNAを導入することによリレトロウイルスベクターMSが声生される。本遺伝子組換え生物

のグノムは、HLA―A2402拘束性 皿GE―A4を特異的に認識するT細胞受容体 (TCR)β 鎖遺

伝子、マウスホスホグリセリン酸キナーゼ導伝子プロモーター 襲∂ 及び TCR α鎖遺伝

子が出 のゲノムに挿入された構造を有する。

文献5

文献6

文献 7

文献8

文曲

遺伝子治療開発研究ハンドブック 第 3章、第 2節、1.1レ トロウイルスの増殖サ

イクル (p.322)
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臨床 30:3615-36即 (1996).
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and viral titer in an ttV―based rotroviral vectoro Gene Therapy ll:94-99(2000。

H 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報

1 供与橡酸に関する情報    '
(1)構成及び構成要素の由来

本遺伝子組換え生物のゲノムを構成する供与核酸はTCR β鎖遺伝子、P肛、TCR α鎖遺

伝子、3'一LTRのU3領域及び制限諄素認識部位等の人工配列である。本導伝子組換え生物の

ゲノムの構成と、その配列をDNm列に変換したものの制限酵素地図を別紙1に示す。また、

供与核酸の靖其配列及び蛋白質をコードするものについてはそのアミノ酸配列を月J紙2に

示す。

1)TCR β鎖遺伝子

本遺伝子は、HLA―A2402拘束性 MAGE=A414卜 151ペ プチド特異的なヒト由来細胞傷害性 Tリ

ンパ球 (cytotoxic T lymphocyte:CTL)ク ローン #2-28(文献17)か ら、TCR β鎖遺伝

子に特異的なプライマーを用いた RT―PCR法により単離された cDNAである。本遺伝子は

313ア ミノ酸からなるポリペプチドをコードする939賄其対と終止コドンTAGよ り成り立

つており、コー ドされる蛋白質は 116ア ミノ酸からなるV7-9領域、15ア ミノ酸からなる

J2-5領域及び 179ア ミノ酸からなるC2領域からなつている。TCR β鎖遺伝子は 7番染色

体に存在し、多数の亜型から構成される。

2)PPc.

PPα は 513 bpか らなるマウスゲノム由来の pM断片に含まれる。         ´

3)_TCR α鎖遺伝子

本遺伝子は、クローン #2-28(文献 17)からTCR β鎖遺伝子と同様の方法により単離

された cDNAである。本遺伝子は272ア ミノ酸からなるポリペプチドをコードする 816塩

基対と終止コドン TCAよ り成り立っており、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領域及び 141ア ミノ酸からなるC領域からなつてい

る。TCRα 鎖遺伝子は 14番染色体上に存在し、多数の下型から構成される。

4)3'―LTRの U3領域

本遺伝子組換え生物の 5'一LTRの全域及び 3'一LTRの R領域はMottV由来であり、3'―LTR

の U3領域は MSCV由 来である。本遺伝子組換え生物を作製するために用いた MS―bPa DNA

(Ⅱ -3二 (2)「宿主内に移入された核酸の移入方法」参照)の 5'―LTRは MoMLV由 来、3'―LTR

はMSCV由来であるが、I-3-(7)-2)「 M9MLVか らの、増殖能欠損型レトロウイルスベクタ

ーの構築」に記載したとおり、産生細胞から産生される本遺伝子組換え生物の 3'―LTRの

U3領域はMSCV由 来、LTRのそれ以外の働 はMolLV由来となる。

MSCVは人工的 に作製 された レ トロウイルスベ クターであり、その LTRは
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PCC4-cell―passaged lnyeloproliferative sarcOma virus(PaⅣ )由 来 で あ る。

Myeloproliferative sarcoma宙 rus(MPSV)は、MottVに 由来するモロニーマウス肉腫ウ

イルス (Mo16ney IIIurine sarcoma v■rus:MoMSV)を 実験室で継代することにより得 られ

た変異株であり、マウス胚性がん細胞株であるPCC4細胞で MPSVを継代することにより、

PCMVが得 られた。

5)制限酵素認識部位等の人工配列

MS―bPa DNA構築の過程で挿入された制限嚇 認識部位等の人工配列は別紙 2-5に示す

とおりである。

(2)構成要素の機能

1)TCR α鎖及び β鎖遺伝子

TCRは T細胞及び Nrr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、NKT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TCR

αβ鎖又はγδ鎖のヘテロダイマーからなり、細胞内への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。

TCR分子は主要組織適合抗原 (鵬)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細胞や NKT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細胞や NKT細胞の活

性化、アナジーの誘導、分化、生存、細胞死等を司る。

TCR鎖は免疫グロプリンスーパーファミリー分子に属し、2つの Igドメインからなる細

胞外領域、20ア ミノ酸からなる膜貫通領域、数個のアミノ酸からなる細胞内領域で構成

される。2つの 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 45tO 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っの Igドメインをもって lac・ ペプチ ド複合体との接合面を構成している。細胞外領域

に存在する CDRl、 CDR2領域はШCと の結合に貢献し、CDR3領域は主としてペプチ ドを認

識するのに必要とされる。

TCRの発現とシグナル伝達にはTCRと複合体を形成する4種類の03鎖が重要である。

抗原認識の際にTCRCD3複合体とCD4又はCD8が会合することによりLckや Fyn分子が複

合体に近づき、CD3の活性化モチーフ ITAMのチロシンをリン酸化することによりTCRの

シグナルが伝達され、T細胞やNKT細胞の抗原特異的な生理活性が発現される。

2)PPcK

ホスホグリセリン酸キナーゼ ●GK)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PPc.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る。本遺伝子組換え生物により遺

伝子導入された細胞において、TCR α鎖遺伝子の転写を行う。

3)3'―LTRの U3領域
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LTR中のMoMLV由来の他の部分とともにプロウイルスのげ―LTR及び 3'―LTRを形成し、

これらは細胞染色体への組込みに必須である。また、MottV由 来の相同配列と同様に、強

いプロモーター活性とエンハンサー活性を有する。MStt LTRは MoLV LTRに比べて、胚

性幹細胞、胎児がん細胞及びその他の哺乳動物細胞において高い発現レベルを持続的に保

持することが可能である。本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、TCR

β鎖遺伝子の転写を行 う。

4)制限酵素認識部位等の人工配列

本遺伝子組換え生物の生物学的機能には影響を及ぼさないと考えられる。

5)MS―bPa DNA中の有害配列の有無

MS―bPa DNAの全塩基配列中の有害配列 (がん遺伝子、有害物質、 トキシン)の有無に

ついて相同性の検索を行つたところ、有害配列は見当たらなかった。

文南夫17:Miyahara T, ct al. Detem■ nation of cellularly processed HLA,A2402-restricted

novel CTL epitopes derived from two cancer germ line genes, MAGE― A4 and SAGE.

Clin Cancer Res ll(15):5581-5589 (2005)。                   i

2 ベクターに関する情報

(空欄)

3 遺伝子組換え生物等の調製方法

(1)宿主内に移入された核酸全体の構成

本遺伝子組換え生物のゲノムの構成と制限酵素地図を別紙 1に示す。本遺伝子組換え生

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

のものである。本遺伝子組換え生物のグノムの構成成分は、5'末端側から順に、5'一LTR、

Ψ、TCR β鎖遺伝子、PPa、 TCR α鎖遺伝子及び 3'―LTRである (詳細はⅡ…1-(1)「構成及

び構成要素の白来」及びⅡ-1-(2)「構成要素の機能」を参照).

(2)宿主内に移入された核酸の移入方法

本遺伝子組換え生物は、MS―bPa産生細胞から産生される。この産生細胞は、本遺伝子

組換え生物のプロウイルス配列をパッケージング細胞の染色体に挿入することにより作

製された。本遺伝子組換え生物のプロウイルスDNA(但し、5'―LTRは

“

肌V由来、3'―LTR

はMSCV由来 ;MS―bPa DNAと 呼ぶ)を挿入したプラスミドであるpMS―bPaは、標準的な遺

伝子工学的手法を用いて構築された。以下にその概要を、月J紙 3に詳細及びフローチャー

トを示す。

MTベクターはIIoMLVプ ロウイルスの5'―LTR及び 3'―LTRを含み、ウイルス蛋白質をコ

マドする配列を全く含まないレトロウイルスベクターである(文献 15,16)。 pⅢ はrベク

０
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ター のプ ロウイル ス配列 を含むプ ラス ミ ドであ り、pMTの 3'一LTRを 厖 CVプロウィルスの

3'■LTRで置換 した ものが pMSである。pMSの 3'―LTRの上流 に、TCRβ tt cDNAの コー ド域、

マ ウス PPG及び TCR αtt cDNAの コー ド域 を組 み込 んだ ものが plIS―bPaで ある。

(3) 遺伝子組換え生物等の育成の経過

1)パ ッケージング細胞株

plS―bPaは、ウイルス粒子形成に必須なgarpol遺伝子及び env遺伝子を欠いているた

め、この DNAを通常の細胞に導入してもウイルス粒子を産牛することはない。したがって、

ウイルス粒子の産準にはパッケージング細胞が必要となる。本遺伝子組換え生物の産本に

使用するパッケージング細胞株は、PG13●TCC CRL-10686)(文 献18)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 g鴫■ol遺伝子、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、

この第 3世代のパッケージング細胞を使用した場合にはRCR出現のリスクが極めて少ない

ことが知 られている。

2)ウイルス産牛細胞株の作製

g鴫っol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 MS―bPa DNAベクターを 293T細胞にコトランスフェク トした.培養上

清中には、マ ウス由来のパッケージング細胞である PG13に効率よく感染するエコ トロピ

ックレトロウイルスベクターMS―bPaが一過性に産生 される。この培養上清を PG13細胞に

感染させ、限界希釈法により細胞をクローニングした。こうして得られたクローンから産
生 され る レ トロ ウイル スベ クターMS―bPaの力価 を リアル タイム RT―PCRに よ り測定 し、高

力価なウイルスを産生するクローンMs―bPa 120を 得た。これをマスターセルバンク CMCB)

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。MCBの作製のフローチャー

トを別紙 4に、MCBIの 品質試験項目と結果を別紙 5・ に示す。

3)本遺伝子組換え生物の最終製品の製造

本遺伝子組換え生物の製造は、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、タカラバイオ株式会社草津センター (滋賀県草津市野路町 2257番地)の細胞・遺伝

子治療センタこの全て管理された製造エリアにてGr遵守下で行われる。

MCBを解凍後、拡大培養及び生産培養を行うことにより本遺伝子組換え生物を含む培養

上清を得る.これを無菌ろ過した後、小分け分注を行い、使用時まで凍結保存する。本遺

伝子組換え生物の製造方法のフローチャートを別紙 6に示す。こうして製造された本遺伝

子組換え生物の最終製品の各ロットについて品質試験を行う (別紙 7)。

3と南た18:Miller AD, et alo Construction and properties of retrovirus packaging oells

based on gibbon ape leukemia Virus. J Viro1 65:2220-2224 (1991).

ｎ
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4 移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性

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

安定である.感染する動植物の種類及び感染様式が保管中に変化することはない。

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

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

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

る。

TCR β鎖遺伝子は MSCV由来 LTRの U3領域に より、TCR α鎖遺伝子は P皿により転写 さ

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

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

のゲノム、g鴫っol遺伝子断片及び env遺伝子断片が相同組換えを起こし、RCRが 出現す

る可能性がある.RCRの出現機構から、その大部分は garpOl遺伝子及び env遺伝子を持

ち、TCR α鎖遺伝子及びβ鎖遺伝子を持たないものである。しかし、TCR α鎖遺伝子又は

β鎖遺伝子を持つ RCRの出現する可能性は否定できない。なお、これらのRCRは遺伝子組

換え生物等に該当する。

5 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性

1)MS‐bpaの検出方法

本遺伝子組換え生物は、宿主であるMoMLVにはない TCR α鎖遺伝子及びβ鎖遺伝子を

持らので、これらの遺伝子のいずれかをRT―PCR法で増幅することにより本遺伝子組換え

生物の検出が可能である。

2)MS―bPaにより遺伝子導入された細胞の検出方法        |
細胞から調製したゲノムDNAを鋳型に、パッケージングシグナルに相当する配列をリア

ルタイムPCRで定量することにより検出可能である。

3)RCRの検出方法

・293細胞増幅法

293細胞に検体を添加しく5回の継代培養を行う。この培養上清をPG-4細胞に接種し、、

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

遺伝子組換え生物に由来する RCRを特異的に検出するものではない。検出感度は l RCR/

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

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

される。

・RT―PCRお姜        .

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

行つた後、アガロースグル電気泳動を行つて増幅産物を検出する。本試験の感度は、パッ

ケージング細胞の末梢血リンパ球中の希釈率として 10・～10・ であることを確認してい

10
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る。

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違

宿主であるMoMLVと 本遺伝子組換え生物の間には以下の相違点がある。

・本遺伝子組換え生物は garpol遺伝子及び env遺伝子を欠損しているので、本遺伝子組

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

がつて、本遺伝子組換え生物は garp01遺伝子及びenv遺伝子を発現する細胞においての

み増殖できる。

・本遺伝子組換え生物は TCR α鎖遺伝子及びβ鎖遺伝子を持つ。したがって、本遺伝子

組換え生物が感染 した細胞はTCR α鎖及びβ鎖を発現する。

・MoMLVがマウス、ラット等のげら歯類にだけ感染しうるのに対して、GaLVはラット、ハ

ムスター、ウサギ、ミンク、ウシ、ネコ、イヌ、サル、ヒト及びニフトリの細胞に感染す

るとの報告がある (文献19).本遺伝子組換え生物はウイルス粒子表面に GaLV env蛋 自質

を持っ。したがって、本遺伝子組換え生物はヒト、サル、イヌ等、幅広い動物種の細胞に

本III伝子組換え生物の核酸を伝達しうる。

本遺伝子組換え生物が自立的増殖能を欠損している点を除いて、I…3「生理 0生態学的

特性」に記載した性質は同等である。

本遺伝子組換え生物由来のRCRが感染可能な生物種は宿主であるIIoMLVのそれと異なっ

ているものの、感染様式、病原性及び挿入変異の可能性などの、生物多様性に影響を及ぼ

す程度に大きな違いはないと考えられる。

文献19:Miller ADo Cell―surface receptors fOr retroviruses and implications for gene

transfer. Proc Natl Acad Sci UsA 93:11407-11413 (1996)。

HI遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報

1 使用等の内容

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

●
乙

2 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 (以下「P2実験室」という。)内の冷凍庫に保管する。



(2)凍 結状態の 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実験室内で閉鎖系にて行う。患者リンパ球人のMS―bPa導入操作、

LIS―bPa導入細胞の培養その他のMS―bPa希釈溶液及びMS―bPa導入細胞の取扱ぃも同

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導入細胞の堡管は、P2実験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器

にて行 う。なお、S―bPa希釈溶液若しくはその凍結品又は 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
―

る場合には、密閉した容器に入れ、容

器の落下や破損を防止するために当該容器を箱等に入れ運搬する。

(3)MS―bPa導入細胞を、開放系区域を通つて他の共同実施施設に運搬する場合には、

密閉した容器に入れ、容器の落下や破損を防止するために当該容器を箱等に入れ、

凍結状態で輸送する。

(4)MS―bPa溶液 (希釈溶液を含む。)又は MS―bPa導入細胞を廃棄する際には、ウイ

ルス不活化 (高圧蒸気減菌処理、0.5%以上の次亜塩素酸ナ トリウム溶液への浸漬処

理又は消毒用アルコ●ル処理による。以下同じ。)を行つた後、二重大学医学部附属

病院で定められた医療廃棄物管理規程 (以下「医療廃棄物管理規程Jと いう。)に従

い廃棄する。

(5)被 験者に対するIIS―bPa導入細胞の投与は、環境中への拡散防止措置を適切に執

つた陽圧でない個室 (以下「個室」という。)内において輸注により行う:なお、投

与時に鵬―bPa導入細胞に直接接触する注射針、注射器、チューブ等の器具等は使い

捨てとし、適切にウイルス不活化を実施した後、医療屍栞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。

(6)投 与後 3日 まで、被験者を個室内で管理する。検査等の理由で被験者が一時的

に個室外の開放区域に出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイルス漏出予防

措置を義務付ける。

(7) 個室内における管理期間中の被験者の血液及び体液は、その都度適切にウイル

ス不活化を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。また、被験者の尿及び糞便

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

応法試験にて自己増殖能を獲得したレトロウイルス(以下「RCR」 という。)の存在が

否定されるまで、適切に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―bPぎ溶液及び MS―bPa導入細胞の取扱いに準ずる。

(8)｀ 個室内における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用した器具等及び被験

者の排泄物等に接触した器具等は、適切に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

０
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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。

(9)個 室内における被験者の管理を解除する前に、RCRが被験者の末梢血単核球 (以

下「PBMC」 とぃぅ:)及び血漿において陰性であることを確認する。RCRが検出され

たときは、個室内における管理を継続する。

(10)個室内における管理解除後に被験者の PBIIC又は血漿からRCRが検出された場合

は、直ちに
―

を個室内における管理下に移し、上記 (6)か ら (9)までと同

様の措置を執る。

別紙 8:治療施設の地図及び見取り図

月1紙 9:二重大学医学部附属病院医療
― 管理規程

3 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法

遺伝子導入細胞を患者に投与した後、患者のPBMC及び血漿を試料として、9aLv env遺

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

個室における管理解除前、投与 35±3日 後及び63± 3日 後並びに生存中にわたり実施する。

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

の措置

本遺伝子組換え生物を用いた遺伝子導入細胞は、P2レベルの実験室において、第一種

使用規程に従い調製される。本遺伝子組換え生物が細胞調製室の床等に漏出した場合に

は、ただちにペーパータオル、布等で拭き取る。拭き取つた後は、消毒用エタノールを当

該箇所が完全に覆われるまで噴霧して 1分以上放置し、ペーパータオル、布等で拭き取る

ことにより本遺伝子組換え生物を不活化する。当該ペーパータオル、布等ぼ 121℃、20

分間以上オー トクレープにより滅菌した後、廃棄する。以上により(本遺伝子組換え生物

が環境中に漏出して生物多様性影響が生じることはないと考えられる。

個室における管理解除後の患者のPBMC又は血漿において RCRが検出された場合には、

第一種使用規程に従い患者を直ちに個室における管理下に移すとともに、血液及び体液の

消毒等、第一種使用規程に定められた措置を執る。

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

の結果

(1)本遺伝子組換え生物の産生細胞及び最終製品のRCR試験

本遺伝子組換え生物産生細胞の Mm、 本遺伝子組換え生物最終製品及び end Of

production cell(EPC)に ついて品質試験を実施した。その結果、いずれもRCR陰性であ

つた (別紙 5、 別紙 7)。

(2)遺伝子導入リンパ球の RCR試験

本遺伝子組換え生物を用いて健常人由来 PBMCに遺伝子導入を行い、7日 間培養後の遺

13
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伝子導入細胞について品質試験を実施した:その結果、RCR陰性であつた (別紙 10)。

(3)遺伝子導入リンパ球の毒性

本遺伝子組換え生物及び健常人由来PBMCを用いて調製した遺伝子導入リンパ球 (GMC)

又は遺伝子導入を行わずにGMCと 同様に培養したリンパ球(NaC)を免疫不全マウスであ

る NOD/SCID/γ  cШ
ll(NOG)マ

ウスに静脈 内投与 した。 GMC群 と NGMC群の 間で、投与後 7

日目及び 14日 目における生存率、体重及び一般症状、剖検時の臓器重暑予びに肝臓、腎

臓、膊臓及び肺の病理組織学的所見に差は認められなかつた ●」紙 11)。

(4)本遺伝子組換え生物がヒ トに投与され、感染する可能性

遺伝子治療用の遺伝子導入細胞を調製する際には、本遺伝子組換え生物を固相化したバ

ッグ内で PBIICに遺伝子導入を行い、培養後に細胞を濃縮・洗浄する。このため、細胞調

製に使用される本遺伝子組換え生物のほとんどは患者に投与される細胞懸濁液から除去

されるが、最大 6。 7個経庁の本遺伝子組換え生物が患者に投与されると推定できる。しか

し、マウス由来の産生細胞により製造された本遺伝子組換え生物は、ヒト血清 (補体)に

より速やかに不活化され、患者体内で遺伝子導入が起きる可能性は低いと考えられる。

6 国外における使用等により得られた情報

米国国立衛生研究所のRosenbergら のグループは、レトロウイルスベクターを用いて腫

瘍抗原MART-1特異的 TCR遺伝子を患者自己リンパ球に導入し、悪性黒色腫患者に輸注す

る臨床試験を実施した (文献20)。 この試験は、TCR遺伝子導入ヒトリンパ球を用いた臨

床研究として現在まで唯―の論文報告である。17名の患者に対して遺伝子導入細胞が輸

注され、いずれの患者にも遺伝子導入細胞輸注による毒性はみられなかつた.なお、国内

外において、ヒトに対する本遺伝子組換え生物の使用経験はない。

メt南大20:MoFgan RA, et al. Cancer regressiOn in patients after transfer of genetically

engineered lymphocyteso Science 314:126-129 (2006)。    ィ

IV 生物多様性影響評価

1 他の微生物を減少させる性質

(1)影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

本遺伝子組換え生物及び RCRは GaLV env蛋 白質を持つので、広範囲の動物に感染しう

るが、微生物への感染性は知られていない。したがって、影響を受ける可能性のある微生

物は特定されなかつた。

(2)影響の具体的内容の評価

該当せず。

24
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(3)影響 の生じやすさの評価

該当せず。

(4)生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断

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

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

はないと判断されるも

2 病原性

(1)影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

本遺伝子組換え生物及び RCRは GaLV env蛋 白質を持つので、患者体外に排出された場

合には野生型 GaLVと 同様、ラット、ハムスター、ゥサギ、ミンク、ウシ、ネコ、イヌ、

サル、ヒト及びニフトリを含む広範囲の動物に感染しうる。したがって、これらの生物種
は本遺伝子組換え生物の核酸を伝達されることにより影響を受ける可能性がある。

(2)影響の具体的内容の評価

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

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

本遺伝子組換え生物からの発現産物である TCR α鎖及びβ鎖が Tリ ンパ球において発

現した場合、この Tリ ンパ球は HLA―A2402拘束性にMAGE―A4発現細胞特異的な細胞傷害活

性を獲得する。このTリ ンパ球の影響を受ける可能性のある生物は HLA―A2402陽性のヒト

に限られ、MAGE=A4を発現する正常組織である精巣においてHLAは発現していないので、

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

常に低い と考えられる。

本遺伝子組換え生物が有害物質を産4することはなく、本遺伝子組換え生物により遺伝

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

の産生により病原性を示すことはないと考えられる。

・(3)影響の生じやすさの評価

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

るかぎり、本遺伝子組換え生物が患者 Tリ ンパ球とともに患者に投与されることによって

当該施設外に出る可能性は極めて低く、出たとして、ごく微量である。また、 I-3-(7)
「その他の情報」に記載したように、マウス由来の産生細胞により産生された本遺伝子組

換え生物はヒト血清により速やかに不活化される (文献 12)。 さらに、本遺伝子組換え生
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物は増殖能を欠損しているので、通常の細胞に感染してもウイルス粒子を産生することは

ない。        、

一方、本遺伝子組換え生物の製造工程中に出現したRCRが患者 Tリ ンパ球に混入して患

者に輸注された場合には患者体内でRCRが産4される可能性がある。しかし、本遺伝子組

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

されているうえに、本遺伝子組換え生物の最終製品及び遺伝子導入細胞のRCR陰性を確認

してから使用するので、患者体内にRCRが侵入する可能性は極めて低い。また、RCR試験

で検出されなかつたRCRが万三患者体内に侵入したとしても、第一種使用規程承認申請書

に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、RCRが環境中に放出

される可能性は極めて低い。

(4)生物多様性影響が生ずる可能性の有無等の判断

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

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

3 有害物質の産4性

(1)影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定

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

を受ける可能性のある野生動植物等は特定されなかった。

(2)影響の具体的内容の評価

該当せず。            ・

(3)影響の生じやすさの評価

該当せず。

(4)生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断        j

よって、有害物質の産生性について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換

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

断される。

4 核酸を水平伝達する性質

(1)影響を受ける可能性のある野生動植物の特定

本遺伝子組換え生物及びRCRは GaLV env蛋 白質を持つので、患者体外に排出された場

合には野生型 GaLVと 同様、ラット、ハムスター、ウサギ、ミンク、ウシ、ネコ、イヌ、

サル、ヒト及びニフトリを含む広範囲の動物に感染しうる。したがつて、これらの生物種

ｒ
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は本遺伝子組換え生物の核酸を伝達されることにより影響を受ける可能性がある。

(2)影響の具体的内容の評価

本遺伝子組換え生物又は RCRによつてこれらの遺伝子組換え生物の核酸が野生動物の

ゲノム中に組み込まれる可能性がある。

(3)影響の生じやすさの評価

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

るかぎり、本遺伝子組換え生物が患者 Tリ ンパ球とともに患者に投与されることによって

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

動物に核酸が伝達される可能性は非常に低い。

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

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

能性は極めて低い。

(4)生物多様性影響が生ずる可能性の有無

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

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

いと判断される。                         ,

5 その他の性質

核酸を垂直伝達する性質

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

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

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

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

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

胞に限られ、その細胞が生殖系細胞である確率は低いと考えられる。また、RCRが出現す

る可能性は極めて低い。以上から、本遺伝子組換え生物又はRCRの核酸が生殖系細胞に伝

達される可能性は極めて低い。よって、核酸を垂直伝達する性質について、第一種使用規

程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多

様性影響が生ずるおそれはないと判断される。

V 総合的評価
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本遺伝子組換え生物が感染する動物種は GaW env蛋 白質によつて規定されるため、げ

つ歯類及びヒトを含む広範囲の動物であり、野生型 GaLVと 同じである。自然界で植物及

び微生物に感染することはないと考えられる。

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

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

も、その量は検出レがル以下であると推定される。導入された TCR α鎖遺伝子及びβ鎖

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

低しヽ.さ らに、本遺伝子組換え生惣

`増

殖能を欠損しているので、MLVの感染等によりgag、

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

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

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

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

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

滅すると考えられる。

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

当該第一種使用によつて極めて微量の本遺伝子組換え生物由来 RCR力 環`境中に放出され

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

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

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

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

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

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

判断される。
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