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別紙 様 式第 1

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 申 請 書
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家族性 LCAT(レシチン :コレステロールアシル トラン
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様式第 1の 別添

平成22年 4月 9日  |(申 請年月日)

研 究 の 名 称
家族性 LCAT(レシチン:コレステロールアシル トランスフェラーゼ)欠損症を対象

とした LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究

研 究 実 施 期 間 厚生労働大臣による了承の日より6年 間

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 概 要 書
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創薬研究開発部
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性、安全性に評価に関する協
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脂肪組織摘出術および LCAT

遺伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞

懸濁液移植

臨床研究の円滑な遂行 に関
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遺伝子治療臨床研究に係わ

る培養細胞及び実験動物を
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LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪

細胞懸濁液の調製における

工程管理試験および品質管

理試験の管理

LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪
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遺伝子導入前脂肪細胞の安

全性試験への協力 ・助言



審査委員会が研究計画の実

施を適当と認める理由

「家族性 LCAT(レシチン :コレステロールアシル トランスフェラーゼ)欠 損症を対

象とした LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究」について「遺

伝子治療臨床研究実施計画概要書」ならびに 「遺伝子治療臨床研究実施計画書Jに

基づき検討し、次の理由により本研究を妥当と判断した。

① 根 本的治療法のない、稀な常染色体劣性遺伝性疾患である家族性LCAT欠損症に
対する有効な治療法は確立されておらず、新規治療法の確立が必要であること。

② LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が産生、分泌するLCATは基礎研究の結果から
本来の活性を発揮し、患者血清検体中でその病態を正常化させる機能を有する
ことが示されたこと.

③ 動物実験において、LCAT血中濃度が患者の治療レベルに達していることが推察
できる結果が得られたこと。

④ 用 いるレトロウイルスペクターは安全性が高く、また基礎研究の結果から、遺
伝子導入後の細胞において有害事象は認められなかつたこと。

③ 移 植する生成物はGMP準拠施設で調製されること。
③ 同 意の取得方法が適切であること。

⑦ プ ライバシーの保護、プロトコールの遵守、プロトコールの内容変更について、
適切な対応が行われる体制があること。

③ 遺伝子治療臨床研究に関する指針、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などの指針・基準を遵守した実施計画となっ
ていること。

以上の理由により本臨床研究を実施することを適当である、と判断した。

審査委員会の長の職名



研 究 の 区 分 遺伝子標識臨床研究

研 究 の 目 的 家族性LCAT欠損症に対して、患者の自己前脂肪細胞より調製したLCAT遺伝子導入ヒト

前脂肪細胞を自家移植することによりLCAT補充を行う方法の安全性について検証すること

を目的とする。また、併せてLCAT欠損に起因する症状 (低HDLコレステロール血症、角膜

混濁、腎障害、溶血性貧血)の 改善効果についても探索的に検討する。

対 象 疾 患 及 び

そ の 選 定 理 由

家族性 LCAT欠 損症は、稀な常染色体劣性遺伝性疾患である。本症は、古典型 LCAT欠損

症、部分型 LCAT欠 損症、魚眼病に分類され、血中コレステロールのエステノイヒを担うコレ

ステロール逆転送系酵素であるLCAT(レ シチン :コ レステロールアシル トランスフェラー

ゼ)の先天的な欠損もしくは遺伝子異常によるLCAT活性の欠失や活性低下によつて、低 HDL

(高比重リポ蛋白)血 症、角膜混濁、腎障害および溶血性貧血など多様な臨床症状を呈す

るとされている。本邦でも22家系が報告されている。

家族性 LCAT欠 損症のうち、古典型 LCAT欠損症のLCAT活性 (合成基質法によるHDL分 画

中α LCAT)は、正常LCAT活性に比較しその活性は 1慨未満、部分型 LCAT欠損症および魚眼

病は正常の20%以下であることが知られている。このことから、LCATを安定持続的に供給

し、正常なLCAT活性の 10%に相当するLCAT活性を増加させることによつて、臨床症状の改

善が期待できるものと考えた。

最近LCAT補充を目的とした遺伝子組換え型 LCATが LCAT欠損モデルマウスにおいて短期

間の薬効を示したと報告されている.し かし、一般的に欠損蛋自の補充療法は、その酵素

の半減期から推定した補充頻度や通院頻度などから、患者 ・家族に大きな負担を強いると

言われている。またこれまでに、新鮮血 (全血または血漿)輸 血 (LCAT補充)が 行われた

報告があり、一部の症状 (溶血性貧血)力S速やかに改善することが報告されてはいるが、

その効果は一時的であり、加えて新鮮血輸血は感染症の危険性を拭えない。

そこで、患者の皮下脂肪組織から分離 。培養 した前脂肪細胞注Dを用いて、正常なLCAT

の持続供給が可能なLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞注"を調製し、患者の皮下脂肪組織内

に自家移植することによりLCAT補充を行 う細胞 ・遺伝子治療法の開発を行うこととし、千

葉大学大学院医学研究院細胞治療学、臨床遺伝子応用医学、形成外科及びセルジェンテッ

ク株式会社の間で共同研究を開始した。本共同研究においては、健康成人より提供を受け

た皮下脂肪組織から分離 ・培養した前脂肪細胞を用いてLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を

調製することに成功し、また、そのLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が発現 ・産生するLCAT

は、分子サイズ、免疫学的特性および生物活性の面から正常LCATで あることを確認した。

hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞のマウス移植実験での血中ヒトLCAT活性測定が困難な

ため、マウス血中に分泌されるhLCAT蛋 自量を測定し、健常人の血中LCAT蛋 白量の 10%を

補充できることを確認した。

以上より、家族性 LCAT欠損症を対象としたLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を用いた細

胞 ・遺伝子治療法の安全性と臨床効果の検討を、本臨床研究において実施することとした:

=。 前脂肪細胞は脂肪油滴を持たない細胞である。天丼培養法 (脂肪含有細胞が低比

重特性を有することを利用した方法)を 用いて脂肪油滴を含有する脂肪細胞から

得られる。
注"ヒ トの皮下脂肪組織から調製した前脂肪細胞にhLCAT遺伝子搭載レトロウイルス

ベクターによつてhLCAT遺伝子を導入し、LCAT蛋白質の持続発現をもたらすヒト

前脂肪細胞

ａ
Ｕ



遺伝子の種類及び

そ の 導 入 方 法

1.導 入する遺伝子の構造と性質

hLCAT遺伝子はヒト肝がん細胞株HepG2から全RNAを抽出し、cDNAライブラリーを作製後、

P C R法 よって回収 した。用いたプライマーを以下に示す。

forward prlmer.  5' 一atcggatccagggctggaaatggggccgccc-3'

reverse prlmer:  5' ―atcggatccgtcgacggaaggtctttattcaggaggcggggg-3'

得 られた塩基配列 (約 1.3kb)を hLCAT遺 伝子のオープンリーデ ングフレーム配列 (Accession

Number M12625)と 比較 し、
一

致 していることを確認 した。

この遺伝子では、C末 端 のグルタミン酸 とス トップコ ドンに重なった形でポ リA付 カロシグナ

ル (AATAAA)が コー ドされているため、ス トップコ ドンを T触 よりTCAに 改変 して導入遺伝子

内のポ リA付 カロシグナル を除いた。また、蛋 白質合成 の効率を上げるために開始 コ ドン上流に

Kozak配 列 (CCCCCACC)を 挿入 した。

2.標 的細胞 とした細胞の由来および生物学的特徴な らびに標的細胞として選択 した

理由

酵素補充療法は生理活性を有する分泌蛋自質欠損または低下症の治療として有効であり、こ

れには遺伝子組換え蛋白質製剤の投与あるいは遺伝子治療等がある。遺伝子治療は、遺伝子組

換え蛋白質製剤に比べ、体内で持続的に蛋自質産生可能なため長期治療に適していると考えら

れている。

LCAT補充療法の効率的な遺伝子導入系として、皮下脂肪組織出来ヒト前脂肪細胞を標的細胞

とし、研 ガ1/aでのレトロウイルスベクターによる遺伝子導入法を選択した。分泌蛋白質の補

充療法には、一定レベルの血中濃度を維持するのに必要な生産 。供給体制の構築が不可欠であ

り、当該蛋白質の高発現細胞を充分量確保できるかどうかが課題である。標的細胞とするヒト

前脂肪細胞は、形成外科領域で実用化されている脂肪摘出術により皮下脂肪組織から容易に十

分量採取することができ、また、体外で選別、増殖させたヒト前脂肪細胞に導入効率の高いレ

トロウイルスベクターを用いた遺伝子導入が可能である。さらに自家移植であるため、遺伝子

導入されたヒト前脂肪細胞を脂肪組織内に移植した際、拒絶反応を起こさずに安定して生着す

るものと考えられる。なお、脂肪組織には血管網が発達しており、ヒト前脂肪細胞 0旨肪細胞)

より分泌されたLCATは速やかに血中に移行するものと考えられる。

ヒト前脂肪細胞が遺伝子導入の標的細胞として補充療法に有用であることは、以下の試験の

結果からも推察される。

マウスを用い修飾型ヒトインスリン遺伝子および標識遺伝子をレトロウイルスベクターによ

り″ ガ"で マウス前脂肪細胞へ遺伝子導入し、体内に移植後に遺伝子発売状態を組織学的に

観察した結果、マウス前脂肪細胞およびその分化した脂肪細胞で導入遺伝子の良好な発現が確

認された。また、糖尿病モデルマウスを用いた試験では、修飾型ヒトインスリン遺伝子導入マ

ウス前脂肪細胞の移植後、約 2ヵ月以上にわたり安定 。持続した血糖低下作用が観察されてい

る。

純度の高いヒト前脂肪細胞の調製には、まず皮下より摘出して得られる脂肪組織を酵索処理

と遠心分離することにより、低比重脂肪細胞含有画分を得る。脂肪組織に存在する他の血液系

細胞や内皮系細胞をさらに分離するために、この画分の比重特性を利用し、培養フラスコを培

地で満たした天丼培養を行つて、フラスコの天丼面に接着性の低比重細胞群を濃縮する。この



1週 間程度の天丼培養で天丼面に接着 。増殖した細胞を初代ヒト前脂肪細胞とした。その形態

は線維芽細胞様の細胞群である。最初の遠心分離により沈殿 した Stromal Vascular

Fraction(SVDに 多く存在する未分化間葉系細胞は、様々な細胞への分化能力を有しており、長

期培養 した細胞を免疫不全マウスに移植することにより細胞ががん化したことが報告されてい

るが、天丼培養にて単離 ・回収したヒト前脂肪細胞ではそのような形質転換は現在まで認めら

れていない。

得られたヒト前脂肪細胞の細胞表面マーカーは、CD13+31~34~45~90+105+146+であり、脂肪細胞

への分化能があり、かつレトロウイルスベクターによる遺伝子導入に不可欠な分裂 ・増殖能力

を保持 している。なお、ヒト体内への移植後は増殖せず脂肪細胞に成熟すると考えられる。

3.遺 伝子導入方法の概略および当腋導入方法を選択 した理由

ヒト前脂肪細胞への hLCAT遺伝子の導入は、hLCAT発現レトロウイルスベクター懸濁液を予

め設定した割合 (multiplicity of infection:MOI)で、皮下脂肪組織から調製したヒト前脂

肪細胞培養液に添加して培養することにより行 う。遺伝子導入後、必要細胞数までに培養させ、

移植用溶媒に懸濁させた細胞を採取時と同じ皮下脂肪組織内に注入移植する。皮下脂肪組織か

らのヒト前脂肪細胞調製より移植用 LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液(以降「細胞懸濁液J

という)調 製までの工程は治験薬 GMP準拠の細胞調製室 (CPC)において行う。

遺伝子導入法としては力 7.iっでの直接導入の系と、γ 西印での遺伝子導入の系が考えら

れる。カ ガつ の直接導入の系で、比較的感染効率の高いベクターとしてはアデノウイルスベ

クターがあるが、ヒトヘの投与では免疫反応の惹起は避けがたく、長期にわたる治療で再投与

も考慮せざるを得ない場合には適切とは言えない。非病原性ウイルスに出来するアデノ随伴ウ

イルスベクター (AAV)は、もととなったウイルスの性質から安全性は高く、筋細胞、神経細胞、

肝細胞などの非分裂細胞に効率よく遺伝子導入ができ、そのような細胞では遺伝子発現が長期

間持続する。筋細胞を標的としたAAVに よる蛋自質補充遺伝子治療では当初ある程度の臨床的

効果が得られたとの報告があったが、その後ベクター量を増量したものの明瞭な臨床効果が得

られずこの臨床研究は中止となっている。AAVは そのゲノムが一本鎖であるため、遺伝子の発

現には二本鎖になる必要がある。しかしながら現行のAAVではその効率が必ずしも高くないた

め十分な発現が起きなかったためではないかと考えられる。その後肝臓への遺伝子導入に基づ

く臨床研究も行なわれたが、免疫反応の惹起に起因する肝細胞障害から導入遺伝子の発現が長

期間持続しなかつたと報告されている。最近、シュー ドタイプのAAV2/8を用いた血友病 Bに 対

する遺伝子治療の報告がなされている。高用量投与症例で改変型ベクターに対する特異的な免

疫反応が認められているが、6例中4例で組換え型第 IX因子製剤の併用投与が必要でなくなり、

残 りの 2例 は、その投与間隔が伸びるなどこれまでの報告に比べて有効性が向上している。他

にも、AAVを用いた 力 だ"の 遺伝子治療法が臨床試験で検討されている。

本臨床研究では、動 西"で の遺伝子導入ではなく、e_rだ"で のレトロウイルスベクター

による遺伝子導入を選択した。これは、レトロウイルスベクターの分裂細胞への遺伝子導入効

率が高く、効率の良い遺伝子組み込みに基づく安定した持続蛋自質発現が可能な特徴を有する

ためである。げ y.i″での遺伝子導入後の遺伝子の組み込みを考えた場合、ウイルスベクター

の候補としてはレトロウイルスベクターの他にAAVの使用も考えられる。しかしながら現行の
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AAVは 、遺伝子の挿入サイズを確保する目的で染色体への挿入に寄与する Rep配列が除かれて

いるため染色体への挿入効率が非常に低く、また染色体外に環状 DNAと して存在することが報

告されている。したがつて、このAAVを用いて前脂肪細胞のような分裂時期の細胞に導入され

た遺伝子は細胞の増殖に伴い希釈されるため、本臨床研究のように必要細胞数まで拡大培養す

ると、前述の二本鎖DNAへの変換効率の低さにカロえて、染色体への組み込み能の低さから、十

分な薬効を保証できるだけのLCAT遺伝子が残存しなくなるおそれがある。以上から、″ だ"

での AAVの 使用も本酵素補充療法における導入遺伝子方法としては適切ではないと考えられ

る。一方、レトロウイルスベクターでは増殖性ウイルス (RCR)の出現が危惧されるが、本臨床

研究で用いるレトロウイルスベクターとしては、Fg、 ρο′、開′遺伝子配列を完全に除いた

Moloney Murine Leukemia Virus(MOMLV)由来のpDON―AIを用い、パッケージング細胞として

″『″′と“′遺伝子が別々のDNA上 に存在しているCP+envAM-12細胞を用いることで、相同

的組換えによる増殖性ウイルス (RCR)出現の可能性を低く抑えている。

1999年からフランス、続いてイギリスでレトロウイルスベクターを用いたX連 鎖重症複合免

疫不全症 (X―linked severe Combined lmlnunodeficiency:X―SCID)に 対する遺伝子治療が始ま

り、大半の患者が免疫能を獲得して通常の生活を送れるようになった。 し かし、治療を受けた

患者 20名のうちフランスで4名、イギリスで 1名計 5名 にTリ ンパ性白血病を発症し、1名 が

死亡した。これは、患者の染色体中のがん遺伝子 LM02のプロモーター領域近傍にレトロウイル

スが組込まれ、LM02が 恒常的に活性化された結果、自血病を発症したと考えられる(フランス

の 1例 は、CCDN2遺伝子へのベクター組み込みによる)。細胞のがん化には複数の遺伝子異常の

蓄積が必要である。X―SCIDの場合、治療効果の発現のためにはγc遺伝子が導入され、その機

能が正常化された細胞により免疫系が構築される、すなわち遺伝子導入細胞のみが生き残る体

内環境にあること、γc遺伝子自体が強力な Tリ ンパ球増殖作用を持つという特殊事情が重な

つて自血病を発症したと考えられる。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

報告されており、EV11遺伝子の発現克進が原因で染色体の不安定性が誘導され、7番染色体の

モノソミーを誘発したと考察されている。一方、CD34陽性細胞を遺伝子導入の標的細胞とした

アデノシンデアミナーゼ (ADA)欠損症のイタリアでの遺伝子治療においては、10例 中8例 で

酵素補充療法の必要がなくなり、遺伝子治療の有効性が確認されるとともに、長期フォローア

ップにおいて癌化が見られなかったと報告されている。本研究はX―SCID遺伝子治療と同様にレ

トロウイルスベクターを用いているが、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を用いた 動 だι"及

び カ ガ1/●の非臨床試験では増殖能の充進や形質転換が現在のところ認められていない。また、

この治療原理においては遺伝子導入された細胞の体内での選択的増殖が LCAT欠 損症の病態か

らは想定されない。

げ ガつによる遺伝子導入の利点は、細胞への遺伝子導入の工程を品質管理できる点にある。

標的細胞をヒト前脂肪細胞に絞り込むことで、遺伝子導入した細胞を体内の脂肪組織に戻した

ときに、脂肪細胞以外の細胞に分化して予測外の副作用を引き起こす可能性を極力排除した。

さらに、ヒトの脂肪組織 (前脂肪細胞)の 状態にも個人差のあることが報告されており、投与

前のLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞のLCAT活性を予め確認してから移植できることは移植細

胞数のコントロール面からも大きなメリットである。
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一方、脂肪細胞の体内での代謝回転が遅いことから安定した遺伝子発現が期待できるが、さ

らに導入遺伝子が染色体に組み込まれることは、細胞が分裂しても娘細胞に引き継がれていく

点で長期間の発現には有利である。

4.ウ イルスベクターを用いた遺伝子導入方法

(1)野生型ウイルスの生物学的特徴及びヒトに対する影響

使用するベクターは Moloney Murine Leukemia Virus(MoMLV)由来のレトロウイルスベ ク

ターである。 MoMLVは sarcoma37細胞より分離 された RNAウイルスであるが、発がん遺伝子

は持たない。長期間感染 したマウスにリンパ性 自血病を起こすことが知 られているが、ヒ ト

には感染することはない。

MoMLVのゲノムは 5'LTR、パッケージングシグナル (Ψ)、″ふ ρο′、のム および 3'LTR

よりなる。LTRに はエンハンサー/プロモーター活性があり、Ψはウイルスゲノム RNAが ウイ

ルス粒子に取 り込まれるのに必要な配列である。′,gは ウイルスのコア構造蛋自質を、″ ′

は逆転写酵素及びインテグラーゼを、“7は ウイルス外被蛋白質をそれぞれコー ドする遺伝

子である。 レ トロウイルスはウイルス粒子外被に存在する ENVと標的細胞の表面にある特異

的受容体が結合 した後、膜融合によリウイルス粒子が細胞内に取 り込まれる。その後、逆転

写酵素によリウイルスゲノム RNAが 2本 鎖 DNAに逆転写され、核に移行 してインテグラーゼ

により宿主染色体に組み込まれる。宿主 DNA上 のウイルスゲノム (プロゥィルス)は 宿主の

転写機構によ?て ウイルス RNAへ と転写されるが、一部は GAG、POL、ENVへ と転写 ・翻訳 さ

れ、ウイルス粒子を形成する.ウ イルス RNAを 取 り込んだウイルス粒子は出芽により細胞外

へ と放出され、次々と周囲の細胞に感染 していく。MoMLVは エコ トロピックウイルス (同種

指向性ウイルス)の ため、マウス細胞にしか感染 しないが、異なる種にも感染性を示すアン

フォ トロピックウイルス (多種指向性 ウイルス)由 来の ENVを 用いることで、 ヒト細胞への

感染 も可能となる。

(2)ウイルスペクター (マスターセルバンク)の 作製方法

ヒ ト肝がん細胞株の cDNAラ イブラリーから調製 した hLCAT遺 伝子を用い、pDON―AI DNAベ

クターのマルチクローニングサイ ト (MCS)の βa″HI切 断部位 と島21切 断部位の間に、当該

制限酵素配列を含むプライマーにより増幅させた hLCAT遺伝子を挿入 した。次に、蛋自質合

成効率の向上のために開始コドンATC上 流に Kozak配列 (CCCCCACC)を挿入し、また、hLCAT

遺伝子ス トップコ ドン近傍に存在する poly A付 加配列の AATAAA(TAAが ス トップコドン)

を別のス トップコ ドンTCAに 改変 した。 さらに、目的以外の不用な遺伝子の発現を避けるた

めに、力′I切 断部位から筋οI切 断部位までを切 り出しして、Mininal SV40 promoter配列及

び ル♂ (ネオマイシン耐性遺伝子配列)を 除去し、レトロウイルス産生用プラスミド

(pCGThLCAT)を構築した。

MoMLVの ″gフο′遺伝子 とエコ トロピックエンベロープ遺伝子を発現するパ ッケージング

細胞 GP+E-86細胞に、レトロウイルスベクター産生用プラス ミド (pCGThLCAT)をハイグロマ

イシン耐性遺伝子 と同時に、Lipofectamine2000CD(ライフテクノロジーズジャパン株式会社)

を用いて トランスフェクションした。これらについて Hygromycin B選択を行 うことにより薬

剤耐性細胞プールを獲得 し、この細胞の培養上清から調製 した hLCAT発現エコ トロピックレ

ｎ
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トロウイルスベクターを、RetroNectin(タカラバイオ株式会社)を 用いて、同じく MoMLV

の ″″″′遺伝子およびマウスウイルス 4070A出来アンフォ トロピックエンベロープ遺伝子

を発現するGP+envAM-12細胞 (マウス由来細胞)に 接種 させた。

遺伝子導入細胞をプレー トに限界希釈 して播種 し、ウイルスベクター産生細胞のスクリー

ングを行い、シングルクローンと考えられるウェルについてその上清をリアルタイム R卜PCR

で分析 して得た陽性クローンの中から、最も高タイターのウイルス産生細胞を選択 した。こ

の細胞を hLCAT発現アンフォ トロピックレトロウイルスベクター産生細胞、としてプレマスタ

ーセルバンクを作製 し、 さらにこのプレマスターセルバンクよリマスターセルバンク MCB

(CGT_hLMC)を作製 した。

(3)ウ イルスペクターの遺伝子構造 と性質

hLCAT発現ントロウイルスベクターの塩基配allの基本骨格は、pDON―AIプ ラスミド(タカラ

バイオ株式会社)に 出来しているが、マスターセルバンクを作製する際にCP+envAM-12細胞

にエコトロピックウイルスベクターを感染させてアンフォトロピックhLCAT発現レトロウイ

ルスベクターを構築する過程で、宿主染色体に組み込まれる時に、逆転写酵素によリウイル

スゲノム上の 3'LTR配 列が5'LTR領 域へとコピーされるため、5'LTR領 域塩基配列はオリ

ジナルのMFGベ クターと同一となる。従つて、MCBに より生産されるウイルスベクターでは、

hLCAT遺伝子の発現は元のMoMLV由来のLTRエンハンサー/プロモーターにより誘導されるこ

とになる。ウイルスゲノムRNAをウイルス粒子に取り込むのに必要なパッケージングシグナ

ルとしてのΨ配列を有するが、ウイルス粒子形成に必須な″ふ ″ο′、のァが除かれているた

め、″ふρο′、"アのすべての遺伝子を発現しているパッケージング細胞 (GP+envAM-12細胞)

でのみ感染性ウイルス粒子を形成することが出来る。従つて、細胞内で組換えを起こしてこ

れらの遺伝子を全てゥィルスゲノムに取り込まない限り、通常の細胞でも増殖可能な増殖性

ウイルス (RCR)が出現することはない。

以下にhLCAT発現レトロウイルスベクター遺伝子の構造概略を示す。

5'LTR hLCAT 3'LTR

LTR : Long terminal repeat. Ψ :パ ッケージング配列

hLCAT発現レトロウイルスベクター遺伝子の構造概略図

(4)ウ イルスベクター (マスターセルバンク)の 生物学的特徴

hLCAT発 現 レトロウイルスベクター作製には、パッケージング細胞 として GP+envAM 12を

用いた。 CP+envAM-12細 胞は野生型 MoMLVの gagフο′及びマウスアンフォ トロピックウイル

ス 4070A由 来の “7を効率よく発現するNIH3T3由 来のマウス細胞株である。Ψ配列を持たな

いためウイルス粒子中に RNAを取 り込むことが出来ず、単独で野生型 ウイルスを産生するこ

とはない。上記 hLCAT発現 レトロウイルスベクター製造用マスターセルバンクMCB(CCT」LMC)

から産生されるウイルスベクターの遺伝子導入可能宿主は広範囲のもの (アンフォ トロピッ

ク)に な り、マ ウス、ラットのみでなくヒ ト、サル等にも遺伝子導入可能可能である。なお、
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レトロウイルスの特質として、細胞への遺伝子導入には標的細胞が増殖期にあることが必要

であるが、一度染色体に組み込まれた遺伝子は安定して娘細胞へと伝えられ、長期にわたる

発現が期待できる。パッケージング細胞内でhLCAT発現ベクター遺伝子が宿主遺伝子と組換

えを起こす可能性は否定できないが、GPttenv鰤-12細胞では″gψο′とのァが独立して存在

していることから、野生型の増殖性レトロウイルス (RCR)が出現するには複数回の組換えが

同時に必要であること、また、このウイルスベクターはgaふ ″ο′、"7が 完全に欠落してい

るため、相同的組換えに必要な元のウイルス出来配列はより少なくなつていることから、RCR

出現の可能性は極めて低いと考えられる。RCRが出現しない限り、体内で周囲の細胞や他の

臓器へ伝播することはない。

5.導 入遺伝子か らの生成物の構造および生物活性

LCATは、血中コレステロールのエステル化を担うコレステロール逆転送系 (コレステロール

の末梢組織から肝臓へ転送)の 最初の段階を支配する重要な酵素である。肝臓で合成され、血

中ではIIpLと結合して存在し、遊離コレステロールにレシチンの脂肪酸を転移してコレステロ

ールエステルを生成するコレステロールエステル化酵素である。N末 端にシグナル配列をもつ

分泌型蛋白質 (440アミノ酸残基)と して合成されるが、分泌された成熟 LCATはアミノ酸 416

個よりなる分子量約 63,000の糖蛋自質 (糖鎖含量約 25%)で ある。血中半減期は約 4日 と報告

されている。ヒトでのLCAT欠損症については低 HDLコ ンステロール血症はじめ全ての血中リポ

蛋自分画に異常がみられるが、臨床症状としては、角膜混濁や腎機能障害などがみられている。

LCATを過剰発現させたトランスジェニックマウスではヨレステロール逆転送の充進や高HDLコ

レステロール血症が報告されている。

安全性についての 1.LCAT遺 伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞の特性

健康成人より提供された腹部皮下脂肪から天丼培養法によってヒト前脂肪細胞を分取し、硫

酸プロタミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを用いてhLCAT遺伝子を導入して調製

したLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の特性評価の結果は、以下のとおりである。

(1)形 態

ヒト前脂肪細胞は、顕微鏡下で線維芽細胞用の形態を示した。遺伝子導入の有無に係わら

ず細胞形態に差は認められなかつた。培養期間が 1.5ヵ月程度までは形態的には大きな変化

は示さなかつた。

(2)細 胞プロファイル

上記方法で調製したLCAT遺伝子導入ヒト脂肪細胞にっいて、腹部皮下脂肪採取後 28日 目

に、20種の膜蛋白質プロファイリングを行った結果、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞はCD31

~CD45~(血
球系マーカー及び血管系マーカーがともに陰性)細 胞であり、その他の特徴とし

て以下のことが判明した。

・CD45及び CD34が陰性であることから血球系幹細胞の混入はないと考えられる

。CD105、CD146が陽性であることから、線維芽細胞ではない

。CD36(脂 肪酸 トランスポーター)は 培養初期にはmoderateな発現が見られ、培養

により徐々に低下していく

間葉系幹細胞マーカーとして知られるCD13、CD29、CD44、CD73、CD90が陽性であり、

未分化な多能性幹細胞や全細胞系統の造血前駆細胞に発現が認められる CD34は 陰

０
こ

の
こ



性であり、また、すべての組織に幅広く発現されているとされるCD59(補体による

細胞溶解を防ぐ膜蛋自質)は 陽性である

これらより、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞は、CD13+31~34~45~90+105+146+と表され、

この細胞プロファイル結果は、天丼培養法により分取したヒト前脂肪細胞の性質に関する宮

崎らの報告と概ね一致していた。また、吉村らが示した脂肪由来細胞の細胞プロファイルで

はCD34の発現は陽性を示したが、この相違は天丼培養法の利用の有無や培養期間の相違によ

るものと考えられる。

(3)増 殖速度

上記方法で調製 したLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の腹部皮下脂肪採取後 9日 目 (遺伝子

導入翌日)か ら21日 目 (移植予定日)ま での倍カロ時間は 1.4～2.0日であつた。増殖速度は

遺伝子導入の有無で影響を受けなかった。

(4)前 脂肪細胞の分化能 :脂 肪幹細胞 との比較

同一のドナーからヒト前脂肪細胞と脂肪幹細胞を調製し、脂肪t骨 、軟骨分化能について

それぞれの分化誘導刺激下で比較検討を実施した。その結果、脂肪分化能はヒト前脂肪細胞

が優れており、骨、軟骨分化能は脂肪幹細胞と同等であつた。

(5)hLCAT遺 伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞の脂肪細胞への分化能

上記方法で調製したLttT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞について、腹部皮下脂肪採取後 21日

目 (移植時)の 細胞を播種し、3日間の前培養の後に分化誘導した。その2週 間後、約 50%

のLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞に、脂肪細胞への分化が認められた。分化能はLCAT遺伝

子導入の有無で影響を受けなかった。移植時にscaffoldとして用いるフィブリンゲルを使用

した in vitr。3次 元培養を行った結果、培養フィブリングルの収縮と細胞密度の増加と共に、

培養 28日 日からOil Red Oによる染色される細胞が出現した。少なくともこの条件において

は外部からの刺激を必要とせず、前脂肪細胞は自発的な脂肪細胞への分化能を有することが

確認された。

(6)hLCAT遺 伝子導入コピー数と導入遺伝子の安定性

上記方法で調製したLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞について、hLCAT遺伝子の導入を行い、

経時的に細胞を回収し、導入遺伝子コピー数を測定したところ、導入後 8日 目の導入遺伝子

コピー数は1細胞あたり1～2コ ピーであり、移植予定日 (遺伝子導入 14日後、脂肪組織出

21日後)を 3週間程度経過しても安定に推移することが確認された。

また、導入後 19日 目 (脂肪採取後 34日 目)に 抽出したゲノムDNA中の導入 hLCAT遺伝子

塩基配列を解析したところ、その塩基配列に変化は見られなかった。

(7)hLCAT遺 伝子搭載 レトロウイルスベクターの ヒ ト前脂肪細胞への導入効率

上記方法で調製したLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞について、hLCAT遺伝子を導入後 12日

目(脂肪採取後 20日 目)に固定し、抗ヒトLCATウサギ抗体にて免疫染色を行ったところ、LCAT

発現陽性細胞の割合はおよそ 30%であった。

(3)LCATの 発現性および発現 したLCATの活性

上記方法で調製した LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞について、hLCAT遺伝子を導入後 12

日目 (脂肪採取後20日目)か ら3日間 (脂肪採取後 23日まで)ま での期間において、培地

交換を行わず培養した培養液を回収しそのLCAT活性を合成基質法で測定した。また、ウエス



タンブロットにより、培養上清中へのLCAT蛋 白質の分泌を確認した。

LCATの分子サイズはヒトDL由 来のものとほぼ同じ (60～65kDa)で あることから、糖鎖

修飾されたLCATと考えられる。また、培養液のLCAT活性測定結果から、LCAT遺伝子導入ヒ

ト前脂肪細胞 (105cellS、平均導入コピー数 0.37コピー/細胞)は、3日 間でおよそ 1.31 nmol

E―Cho/hの酵素活性相当のLCATを生産 。分泌することができるものと考えられた。

(9)アポAl蛋自分布変化によるLCAT活性の評価

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が分泌するLCAT蛋白質は用量依存的に魚眼病 (FED)患者

血清中のアポ Al蛋 自含有粒子のサイズを高分子側にシフトする活性を有していることが分

かった。この検討結果から、FED患者血清の状態が、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が培養

上清中に分泌するLCAT蛋白質の作用により、健常人の血清状態により近づくことが確認され

た。この分布変化は血清中コレステロールのエステル化活性と相関していた。すなわち、分

泌されたLCAT蛋自質は患者血清中で所望する薬効を発揮することが示された。

同じ培養上清検体を用い、コレステロールのエステル化活性を測定した。PA/LCAT濃縮培

養上清中のhLCATは rLCAT(市販品)の 2～3倍 のエステル化活性を示した。すなわち市販の

rLCATと同等以上の活性を示すことが明らかになった

(10)家 族性LCAT欠損症における腎機能障害関連異常 リポ置自の解析

家族性LCAT欠損症の予後を規定する合併症として腎機能障害が知られている。腎機能障害

はLCAT活性の著しい低下により生じる異常リポタンパクが原因であるとされている。本遺伝

子治療の一つの目的は患者の腎不全への進展を阻止することであることから、腎機能障害と

運動する異常リポタンパクの同定は臨床研究の臨床評価に不可欠である。国内外の症例につ

いてリポタンパク異常の解析を進め、同じ変異を持ちながら腎不全を発症した症例と未発症

の症例、また、脂肪制限食による食事療法により腎機能の改善が見られた症例を経験し、そ

の血清リポ蛋自のゲルろ過分画解析を元に、ゲル濾過で粒子サイズが大きく、健常人におい

てVLDL粒子、LDL粒子が分離される分画に腎機能と連動するリポ蛋自の存在を見出した。

(11)家族tLCAT欠損症患者血清におけるLCATe能の評価

FED患者血清に加えて、本臨床研究の対象とする病態である家族性 LCAT欠損症 (FLD)患

者についてHDLの機能を改善するかどうかを検討したところ、FLEl患者血清においてもLCAT

遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が分泌するhLCAT蛋自質はアポAl蛋自含有粒子のサイズを高分子

側にシフトする活性を有していることが分かつた。脂質組成解析の結果、LCATの添加により

HDLの生成に機能していることがわかった。同様の手法によりLDL分画を解析した結果、FLD

血清中ではLCAT添カロにより脂質組成が変化し、コレステロールエステルの増加とリン脂質の

低下が認められた。すなわちLDL分画の組成に異常を認めるFLD患者血清において脂質組成

の改善を認めた。また、腎機能障害に関連して濃度が上昇する VLDL関連粒子の濃度が LCAT

添加により減少することがわかった。

(12)長 期培養による形質変化の有無 (軟寒天培地でのコロニー形成能の検討)

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞をhLCAT遺伝子の導入後、継代培養を実施し、移植予定日

の細胞について96 well plateにl wellあたり10,000個の細胞を軟寒天培地に播種しコロ

ニー形成能の有無を確認したところ、移植実施予定日までにコロニー形成能を獲得すること

はなかつた。ル ″オ″での形質変化の有無を確認するため、長期培養を実施すると130～150
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日で増殖を停止することが分かつた。すなわち長期培養を実施しても不死化、がん化などの

形質変化は認められなかつた。
一方、陽性対照としてHeLa細胞を 100個/wellとなるように

播種したものを用いたところ、平均約 30個 のコロニーが検出された。

(13)遺 伝子導入細胞における染色体異常の有無

天丼培養終了後の初期段階での細胞と、移植予定日を経過した細胞 (月旨肪組織摘出約 40

日後)に は、細胞のカ ガまrOでの培養と加工に伴う染色体異常は認められなかった。

(14)hLCAT遺 伝子導入による前脂肪細胞の特性変化

上記(1)～(3)及び(11)～(12)の各検討項目に関して、LCAT遺伝子非導入ヒト前脂肪細胞に

ついても検討を行つたが、いずれの検討項目でもhLCAT遺伝子導入による細胞の特性変化は

観察されなかつた。

2.実 験動物を用いた研究の成果

(1)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の 力 r′rdこおけるLCATの発現性

C57B6」マウス前脂肪細胞をヒトと同様な方法で皮下脂肪より調製し、hLCAT遺伝子を導入

後、向系マウスの皮下に移植 した。移植後 28日 日の剖検で、hLCATの発現が免疫染色で確認

された。以上のことより、hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞は ル ″1/2においてもhLmT

を発現していることが確認できた。

(2)LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞のNOGマウス皮下移植における生着性と生体への

影響

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を免疫不全 (NOo)マウスの皮下組織内に移植し、投与 28

日後にPm26に よる細胞表面蛍光標識法により観察したところ、移植部位 と考えられる皮下

組織内に蛍光を確認した。また、他の臓器にはPKH26由来と考えられる蛍光は検出されなか

った。

(3)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の皮下移植によるがん化

C57B6」マウス前脂肪細胞をヒトと同様な方法で皮下脂肪より分取し、hLCAT遺伝子を導入

後 (低コピー群 :0.97コピー/細胞、高コピー群 :7.90コピー/細胞)、同系マウスの皮下に

移植した。細胞移植されたマウスの一般状態、体重、摂餌量、移植部位の触診に異常は確認

されなかった。移植後約 7ヵ月及び 1年後の剖検では、臓器重量、血液学的検査、各臓器、

組織の肉眼所見について、異常は認められなかった。導入コピー数に関わらずがん化は認め

られず、遺伝子導入を行つていないマウス前脂肪細胞を移植したマウスにおいてもがん化は

認められなかった。

(4)hLCAT遺伝子導入サル前脂肪細胞の自家移植による生体への影響

カニクイザル前脂肪細胞をヒトと同様な方法で皮下脂肪より分取し、hLCAT遺 伝子を導入

して調製したhLCAT遺伝子導入サル前脂肪細胞のhLCAT遺伝子の導入コピー数は0～5コ ピー

程度であった。

hLCAT遺伝子の検出できた細胞を自家移植した個体 (4個体)の 内、移植 2週 間後の個体 (3

個体)に おいて、128± 5.0%の hLCAT遺 伝子の残存が確認された。2ヶ 月後に割検した個

体 (1個体)で はhLCAT遺伝子は検出限界以下であつた。移植後の全例において、一般状態、

体重、摂餌量に異常は見られなかったことに加え、行動観察、心電図、呼吸数といつた薬理
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的異常所見も観察されなかつた。また、割検後の各臓器重量、血液学的変化、各臓器、組織

の内眼所見においても異常は観察されなかつたことより、hLCAT遺 伝子導入サル前脂肪細胞

のサルヘの自家移植では、移植後 2ヵ月において安全性の観点から異常は認められなかつた。

(5)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の脂肪組織内他家移植における生着性 と生体

に対する影響

LCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞をC57BL/6」マウスの腰部脂肪組織内に移植し、移植後 1

日、1カ月、3ヵ月、6ヵ月、7ヵ月後に移植細胞の生着性と試験期間内の投与動物の健康状

態を観察した。PKl126蛍光組織染色観察より移植細胞は移植部位内に残存していることが確

認された。LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の投与群では観察期間を通して一般状態、体重推

移、生化学検査値に異常は認められなかつた。

(6)LCAT遺伝子導入 ヒト前脂肪細胞のN00マウス脂肪移植における生着性と生体に対

する影響、およびhLCAT蛋自質の分泌

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞をNOGマウスの肩甲骨間脂肪組織内に移植し、移植後 1日、

lヵ月、3ヵ月、6ヵ月、8ヵ月後に移植細胞の生着性と試験期間内の動物の一般状態を観察

した。PKH26蛍 光組織染色観察 より移植細胞は移植部位内に残存 していることが確認 され、

当該組織への傷害は認められなかつた。LCAT遺伝子導入ヒ ト前脂肪細胞の投与群では一般状

態、体重変イヒに観察期間中、異常は認められなかった。また、LCAT遺 伝子導入 ヒト前脂肪細

胞が少なくとも lヵ月 (29日)ま で NOGマ ウスで分泌する能力を有することが確認 された。

(7)LCAT遺 伝子導入 ヒ ト前 脂肪細胞 の‖udeマ ウス皮下移植 に よるがん化

LCAT遺 伝子導入ヒ ト前脂肪細胞を Nudeマ ウス皮下に移植 した。細胞移植 されたマ ウスの

一般状態、体重、摂餌量、移植部位の触診に異常は確認 されなかった。移植後約 3ヵ 月の剖

検では、臓器重量、各臓器、組織の肉眼所見について、異常は認められなかつた。陽性対照

群であるHeLaS3細胞投与群ではがん化を認めた。

(3)hLCAT遺伝子導入マウス前1旨肪細胞のB6マウス皮下移植による足場の評価

hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞を用い、マ ウス実験で生着促進効果の知 られているマ

トリゲル と臨床への適応を目指 した足場素材フィブ リンゲル との比較を実施 した。評価は

hLCATの血中への分泌能により実施 した。経時的に採取 したマウス血清について hLCAT蛋 白

質の分泌を確認 した。移植 した細胞は移植 28日後まで、hLCAT蛋自質を血中に分泌すること

を確認した。この結果からhLCAT分泌に対してフイブリングルがマウス体内でマトリゲルと

ほぼ同等の効果を発揮することを確認した。同時に移植した細胞の残存率をリアルタイム

PCR法により測定し、28日後には投与翌日の30%程 度が残存していることが分かつた。

(9)hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞のNudeマ ウス皮下移植による血中へのhLCAT

の分泌

hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞をフィプリングルとしてNudeマウス皮下に移植した。

経時的に採取したマウス血漿についてhLCAT蛋自質の分泌を確認した。移植した細胞は移植

28日後まで、hLCAT蛋自質を血中に分泌することを確認した。

(10)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の LCAT欠 損マウス皮下移植により分泌 さ

れた hLCATの機能評価

hLCAT遺伝子導入マウス前月旨肪細胞を免疫抑制剤投与下、マトリゲルを足場としてLcAT欠
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損マウス皮下に移植した。経時的に採取したマウス血清についてhLCAT蛋自質の分泌を確認

した。血清にコンステロールのエステル化活性が確認され、それはヒトApoAI添加により促

進された。

(11)移 植細胞か ら供給 された hLCATの LCAT欠 損マ ウスにおける薬効評価

hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞を免疫抑制剤投与下、マ トリゲルを足場としてLCAT欠

損マウス皮下に移植 した。移植したマウスの血清についてゲルろ過によるリポ蛋自解析を行

つたところ、野生型マウスでHDLが検出される分画にコレステロールとコレステロールエス

テル (CE)比の上昇を認めた。またLDL分画中にコレステロールエステル比の上昇を認めた。

(12)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の LCAT欠 損マウス皮下移植による血中ヘ

の hLCATの 持続補充効果

hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞を免疫抑制剤投与下、マ トリゲルを足場としてLCAT欠

損マウス皮下に移植 した。経時的に採取したマウス血清についてhLCAT蛋 白質の分泌を確認

した。移植した細胞は移植 56日後まで、hLCAT蛋 白質を血中に分泌することを確認した。移

植部位において hLCATの 発現と脂肪細胞への分化が認められた。細胞 (hLCAT遺伝子)の 残

存率は、移植 1日 後の残存 hLCAT遺伝子数を 100%とすると、移植 28、56日後でそれぞれ、

10.2±7.0%、14.3±10.2%(平 均値 士 標準偏差、各 3例 )であつた。移植 56日後まで、hLCAT

遺伝子導入マウス前脂肪細胞移植群と遺伝子非導入マウス前脂肪細胞移植群において移植部

位の割検、組織学的評価、血清生化学検査を実施したところ異常を認めなかつた。

3.遺 伝子導入方法の安全性

(1)遺 伝子導入に使用するレ トロウイルスベクターの品質および安全性

hLCAT発現 レ トロウイルスベクター製造用マスタ~セ ルバンクMCB(CGT_hLMC)は 、タカラ

バイオ株式会社において GMP製 造されたものである。1バ イアルにウイルスベクター産生細

胞を 4x100個/mL含 み、液体窒素タンクにて保存されている。マスターセルバンクの品質試験

結果は、Viability 98.2%、無菌試験にて適合、ル 西の ウイルス試験、Bovine virus試験、

I soenzyme試験、抗体産生試験 (MAP試験)はいずれも陰性を示 した。

遺伝子導入に使用す るレトロウイルスベクターは、本マスタ~セ ルバンク MCB(CGT」 LMC)

より、タカラバイオ株式会社において GMP製 造されたものである。

マスターセルバンク MCB(CGT」 LMC)よ り3本 を融解 して培養を開始 し、2回 の継代培養

を行つた後、セルスタック (10チ ャンバー2個 及び 5チ ャンバー1個 )で セ ミコンフルエン

トまで培養後、ウイルスハーベス ト培地に交換 し、24時 間後に培地上清を回収 した。回収後

新たなウイルスハーベス ト培地に交換 し、次の 24時 間培養後に培地上清を回収 し、同じ操作

をさらにもう一度行つた。回収 したウイルス液はそれぞれ無菌ろ過を行つた後、4 mLずつ分

注し-80℃ にて凍結保存 した。

hLCAT発現 レ トロウイルスベクター溶液 2ロ ットの品質試験概要 (参考実測値)は 下表の

通 りであった。

エンドトキシン

(EU/1■L)



(2)被 験者に移植するLCAT遺伝子導入ヒト前1日肪細胞懸濁液 (細胞懸濁液)の 品質

および安全性

1)細 胞懸濁液製造フローチャー ト

以下に細胞懸濁液製造方法を示した。本製造方法は、千葉大学医学部倫理委員会承認の下、

健康成人の皮下脂肪組織を用いて確立したものである。

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液製造フローチャート

細胞懸濁液製造工程 工程の詳細

組織分散工程

目的 :脂肪組織分散

方法 :コラゲナーゼ酵素処理

遠心分離後上層回収

↓↓

ヒト前脂肪細胞の

単離/培 菱工程

―
↓

目的 :天丼面付着細胞の培養と回収

方法 :天丼培養 (7日間)

培養組成 :DMEM/Ham F-12、 FBS20%

回収 :トリプシン処理による回収

↓

遺伝子導入工程

↓

細胞懸濁液の調製

/充 填工程と品質
管理工程

目的 :細胞懸濁液の充填および品質試験

予想される製造工程日数

目的 :ヒ ト前脂肪細胞生産培養

方法 ::平板培養 (1日間
中
)

*前脂肪細胞をウイルスベクターによる遺伝子導入のために培養フ

ラスコ中の培養面に接着させる期間

目的:ヒト前脂肪細胞へのhLCAT遺伝子搭載レトロウイルス
ベクターLCAT/RVによる遺伝子導入

方法 :硫酸プロタミン+hLCAT遺 伝子搭載導入レトロウイル

スベクターRVの添カロ培養 (硫酸プロタミン濃度 :8μ

g/ml)

遺伝子導入期間 :1日

↓

目的 :LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞培養

方法 :平板培養 (数代継代 :10～17日間)

培養組成 :Mesen Pro RS

↓

目的:最終培養後のLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の回収・

洗浄 ・HSAリンゲル液への懸濁

洗浄方法 :HSA含有リングル液で 3回洗浄

懸濁 :回収 LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞をHSA含有リン

ゲル液に懸濁操作

管理項目:遠心分離 400g,5分間、温度 室温

マイコプラズ

マ否定試験

ウイルスタイター

(cobies/mL)
3.63x109 3.91x109

遺伝子産物発現試験

(copies/1o ngRNA)
4.99x105

RCR簡易

培養法



2)品 質及び安全性

被験者に移植する成分は、被験者自身の脂肪組織より調製された LCAT遺伝子導入ヒト前脂

肪細胞と懸濁溶媒に含まれるヒト血清アルブミン (HSA)及び生理的組織接着剤 (いずれも既

承認市販品)で ある。皮下脂肪組織より調製した細胞を再び自己組織に戻す試みは、美容形

成外科で多く試みられており、安全性の面で特に問題とはなつていない。自家移植であるこ

とから、組織適合性や内在性ウイルス等についての考慮は不要と考えられる。

被験者体外での培養 ・遺伝子導入工程で混入する可能性のある不純物などについても品質

試験を行い、安全性の確認を行う。細胞懸濁液での試験結果が移植予定日までに間に合わな

い項目については、工程途中の試料での検査結果を参考に細胞懸濁液の安全性を判断し、安

全と判断した場合には、遅延なく細胞懸濁液を被験者に移植できることとする。そのために、

細胞懸濁液の試験結果の一部を事後確認項目とし、もし事後確認項目において問題が生じた

場合には、移植した細胞の除去の可能性も含め個別に対応する。

(3)増 殖性ウイルス出現の可能性

hLCAT発現レトロウイルスベクター作製にはpDON―AIを用いており、野生型ウイルス由来

の多猛 ρο′および "7を 完全に排除したことで、これまでRCRの出現が報告されていたパッ

ケージング細胞 「PA317細胞」においてもその出現が否定されている。また、パッケージン

グ細胞であるCP+envAM-12細胞においても、″『″」とのァとが別々のDNA断片上に別れて

存在しているため、相同的組換えにより野生型 ・増殖性ウイルス (RCR)が出現する可能性は

極めて少ないと考えられる。本マスターセルバンクMcB(CCT」LMC Lot.CM06-1)およびそれ

から作製されたウイルスベクターロットにおいてもRCRは検出されていない。細胞懸濁液で

あるLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞においてもRCRが出現していないことの確認を行うが、

被験者への移植後に定期的に実施する検査において血液中のRCR検出検査を実施し、万
一の

RCR発現に備え継続的なモニターを行 う。

(4)遺 伝子導入に使用するウイルスペクターの細胞傷害性

本研究に用いる遺伝子導入用ウイルスベクターは、その遺伝子構造の骨格やウイルス外被

構造において、現在までに遺伝子治療で使用されてきたレトロウイルスベクターと大きく異

なるものではない。今まで、レトロウイルスベクターによる細胞性傷害の報告はないことか

ら、本ウイルスベクターによる細胞傷害の危険性は低いものと考えられる。

採取から細胞

懸濁液の調製

ヒト前脂肪細胞

単離 ・培養工程
天丼培養～継代培養

遺伝子導入工程

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞培養
・細胞懸濁液調製工程

10～ 17日

綱胞懸濁液の

調製/充 填工程

と品質管理工程

細胞懸濁液の調製

～移植まで
3時 間以内 (推定)

移植後の品質試験項 目



(5)体 内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性

本研究では、被験者の腹部皮下脂肪組織より採取し、天丼培養等により選別 。調製された

ヒト前脂肪細胞を標的細胞として、ウイルスベクターを用いて″ /ui″で遺伝子導入を行 う

ものである。血管系や血管内皮系の細胞の混在のない比較的均一なヒト前脂肪細胞分画を用

いてはいるが、ヒト前脂肪細胞以外の未分化な間葉系細胞の混入の可能性は否定できない。

従つて、移植後の遺伝子導入細胞の脂肪組織内での生着、遺伝子発現等については、同じ脂

肪組織由来であつても標的以外の細胞へ遺伝子が導入されたケースも想定して、移植部位の

観察を含め各種臨床検査値の推移などを注意深く観察し、異常が発生していないか否かを確

認していく予定である。また、ウイルスベクターによる遺伝子導入から細胞移植までにはか

なりの日数があることから、細胞に取り込まれなかつたレトロウイルスベクターが細胞移植

時までには全て失活すると考えられ、感染力のあるウイルスベクタ=が 細胞とともに体内に

持ち込まれる可能性はなく、RCRが出現しない限り遺伝子導入された細胞から他の細胞へと

体内で遺伝子導入がなされることはないと考えられる。

(6)被 験者以外の人への遺伝子導入の可能性

本研究における遺伝子導入レトロウイルスベクターの使用、移植細胞の被験者への投■、

保管、運搬および廃棄ならびにこれらに付随する行為等は、全て 「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 (カルタヘナ法:平成 15年法律第 97号 )J

第一種使用規程を遵守して行うため被験者以外の人へ遺伝子導入されるおそれはないと考え

られる。すなわち、本研究における遺伝子導入作業は、治験薬 GMP準拠のP2レベルの拡散防

止措置のとることができる細胞調製室 (Cell processing center:CPC)内において、十分に

教育を受け、経験のある担当者によって行われる。標的細胞へのレトロウイルスベクターの

暴露はCPC内においてのみ行われ、レトロウイルスベクターは細胞外にあつては非常に不安

定であること、およびCPC内の作業は手順書に則り常時ゴム手袋及びマスクを着用している

ことから操作中に感染することは考えられない。また、ウイルスベクターを含む廃液等はす

べてォートクレーブ処理後廃棄されるので、外部に漏出する危険性はない。二重に密閉され

た容器で運搬された移植用細胞は拡散防止措置のとられた個室で被験者に投与されるので、

移植後の被験者に対して実施する定期的な検査においてRCRの出現が認められない限り、細

胞懸濁液を被験者へ組織内移植する操作過程も含め、被験者を介して他の人へ感染するおそ

れはないと考えられる。

(7)染 色体内へ遺伝子が組込まれる場合の問題点

レトロウイルスベクターが宿主DNIAに組み込まれる位置は決まっているわけではないの

で、その組み込まれた部位により細胞に大きな影響の出る可能性は否定できない。ヒト前脂

肪細胞の染色体 DNAへのウイルスベクターの組み込みはランダムに起こると考えられ、遺伝

子導入後は染色体の様々な部位にhLCAT遺伝子の挿入された細胞の集合となる。外来遺伝子

の挿入がその細胞の増殖に特にプラスに働かない場合、細胞集団内でのその細胞の影響は小

さく生体に影響を与えることはないが、挿入がその細胞の増殖優位性をもたらす場合、細胞

集団の中でそのクローンが増大し (クローナリティーの出現)、状況によつてはがん化する可

能性も否定はできない。

ヒト前脂肪細胞調製の条件及およびウイルスベクター感染の条件をコントロールすること

ｎ
ｕ

つ
０



で、細胞あたりの平均導入コピー数を一定にして染色体DNAへの過剰な組み込みを抑え、導

入後の細胞の導入コピー数を確認し、さらに、患者移植用に調製した細胞の免疫不全マウス

ヘの移植を実施 し、移植後も長期にわたつてクローナリティー出現のチェックを行う。

(3)がん原性の有無

レトロウイルスベクターの宿主DNAへの組み込みがその細胞の増殖優位性をもたらす場

合、幾つかの変異が重なってその細胞ががん化 していく可能性は否定できない。フランス、

イギリスにおけるX―SCIDの遺伝子治療においては、がん遺伝子 L“aa硼 ″′、3ぼ′の近傍に

レトロウイルスが挿入されることでこのがん遺伝子が活性化され、細胞のがん化の引き金に

なった可能性があると報告されている。他にもドイツにおける慢性肉芽腫症の遺伝子治療に

おいては′ン7′の近傍にレトロウイルスベクターが挿入されてがん化とともに染色体異常の

引き金になった可能性があると報告されている。本研究の標的細胞であるヒト前脂肪細胞は

X―SCID遺伝子治療で用いられた造血系細胞とは由来が異なり移植後の環境も違 うが、月旨肪細

胞または本プロトコールに特異的な有害事象の発現が否定できない。現在までLCAT遺 伝子

導入ヒト脂肪細胞のがん化に関する検討は、力 だ`“で継代培養した移植細胞の細胞学的観

察、遺伝子導入細胞における染色体異常試験、マウスでのhLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細

胞の皮下移植によるがん化およびNudeマ ウスでのLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の皮下移

植によるがん化試験にて検討を行つているが、がん化所見は認められていない。

4.遺 伝子産物の安全性

導入遺伝子により発現する遺伝子産物は正常のLCATのみである。遺伝子導入したヒト前脂肪

細胞で、天然型と変わらないサイズと活性をもつ LCATの発現を動 ガιゎ で確認 している。LCAT

欠損または変異をもつ患者で発現した場合には、異物と認識される可能性もあるので、移植後

には血中抗ヒトLCAT抗体の出現の有無をモニターする。なお、ヒト前脂肪細胞からの分泌蛋白

質プロファイルはhLCAT遺伝子導入前後で変化は認められていない。

5.細 胞の安全性

(1)培 養細胞の純度

移植される細胞はGrに 準拠し十分にコントロールされた状態で製造される。移植細胞の

純度はフローサイ トメトリーおよび導入 hLCAT遺伝子陽性率にて調査し、規格に適合する場

合にのみ移植されるしまた、被験者以外の細胞の汚染を防ぐため、被験者の脂肪組織の搬入

から細胞懸濁液調製までのプロセスが細胞調製室で終了するまで、別の被験者の脂肪組織等

を扱わないこととする。また、遺伝子導入時に使用するウイルスベクター等の使用する原料

や培地に関して、無菌性 (好気性菌、嫌気性菌、真菌)、マイコプラズマ、増殖性レトロウイ

ルス、その他迷入する恐れのあるウイルス汚染について検査を行い陰性のものを使用するた

め、微生物等による汚染の可能性も極めて低い。

(2)細 胞の遺伝子型、表現型の安定性

ヒト前脂肪細胞は培養時に遺伝子型、表現型に大きな変化は観察されていない。レトロウ

イルスベクターによる導入hLCAT遺伝子はゲノムDNAにランダムに挿入されるため、特定の

遺伝子型や表現型に変化をあたえる可能性予測することは難しいが、健康成人からのヒト前

脂肪細胞を用いた検討では遺伝子導入による細胞の形質変化は観察されていない。被験者ヘ



の移植前に、移植する細胞に関して、膜表面抗原マーカーに変化のないことを確認する。

(3)被 験者に投与する細胞の安全性

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞は、axだ "に て必要量のhLCAT遺伝子が導入され、導入

遺伝子コピー数、細胞の表現型、発現するLCATの活性を移植前に確認することで、移植細胞

の安全性や有効性を最大限確保する。また、無菌性、マイコプラズマ、増殖性レトロウイル

ス、迷入ウイルスをはじめ、細胞培養に使用した FBSや トリプシンの混入など不純物試験も

実施し、最大限の安全性確保を行う。

遺伝子治療臨床

研究の実施が可能

であると判断する

由理

本臨床研究の計画に当たり、細胞 。遺伝子工学、細胞遺伝子治療、遺伝子関連医薬品および

細胞薬品製造等に精通している専門家の協力体制が出来ており、以下、4点 の理由より遺伝子

治療臨床研究の実施が可能であると判断した。

.LCAT遺 伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞の移植組成物の出製 と移植

皮下脂肪摘出とLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の脂肪組織内移植において

1)ヒ ト前脂肪細胞の単離 。調製のため必要な皮下脂肪摘出量は、およそ 20g程 度であり、

外観上も摘出によるくぽみは生じず、摘出は約 15分程度で完了する。(健康成人ボラン

ティア研究より)

2)脂 肪組織内へのLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の細胞懸濁液
*の

移植量は生理的組織接

着剤 (既承認市販品の血漿分画製剤)を 含め30 mL以下である (細胞数で5x108～lx109)。

*細 胞懸濁溶媒は500 mLリングル液に献血アルブミン25%静注12.5g/50 mL「ベネシス」(!日名 :

献血アルブミンーWf)10 mLをカロえたものである。ベネシスとして2%v/v、ヒトアルブミンとして

0.5%を含む。

3)ヒ ト前脂肪細胞の足場材料 として等量の生理的組織接着剤を細胞 と混合 し、直ちに脂肪

組織内へ注入することにより高い生着性 とhLCATの持続的分泌が得 られる。

2.LCAT遺 伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞の特徴

1)皮 下脂肪組織から一定以上のヒト前脂肪細胞の調製が可能である。

2)hLCAT遺 伝子導入後に安定した持続発現 (培地中でのLCAT活性の蓄積)が 認められてい

る。

3)2)の 理由により、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の移植細胞数が決定可能である。

4)自 己ヒト前脂肪細胞を用いるため、脂肪組織内への移植による拒絶反応は生じないこと

が推察され、安定した生着が得られる。

3.ベ ネフィッ トの予測

家族性 LCAT欠損症患者は、古典型 LCAT欠損症で血中LCATが正常の 10%未 満、部分型 LCAT

欠損症で正常の 10～20%とされている。魚眼病で血中α LCAT活性 (合成基質法)が 、正常の 0

～20%とされており、角膜混濁、溶血性貧血、血中リポ蛋白異常、特にHDLコ レステロールの低

下が顕著である。また古典型 LCAT欠損症では、さらに腎障害を併発する場合が多く、そのほと

んどが予後として人工透析治療を余儀なくされる。また幼少期より発症する角膜混濁について

も青年期で視力障害、40歳以降で角膜移植が必要とされる。

治療法としては、低脂肪食による食事療法、薬物による腎機能保護治療の一時的な対処療法

しかなく、腎機能障害を併発した場合の人工透析治療もしくは腎移植、あるいは一時的なLCAT

補充療法としての新鮮血 (全血または血漿)輸 血などが施行されている。家族性 LCAT欠損症の
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うち、古典型LCAT欠損症、部分型 LmT欠 損症、魚眼病の発症および進展阻止のLCAT活性の境

界線は、正常の 10%未満 (部分型 LCAT欠損症では 20%以下、魚眼病ではαLmT活 性が 0～2鰯

もしくは完全欠失)で あり、家族性 LCAT欠損症患者に対して正常の 10%程度の LCAT活性量を

付カロ補充するか否かによつてその予後を左右することが推察される。

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞は、安定持続した正常 LCATを供給し、分泌された rLCATは

家族性 LCAT欠損症患者血清の脂質異常を改善する機能を示すことから、古典型 LCAT欠損症の

血中 LCAT完全欠損による幼少期からの角膜混濁、青年期からの腎機能障害、魚眼病のα LCAT

活性の完全欠損による幼少期からの角膜混濁および部分型 LCAT欠損症の角膜混濁など、家族性

LCAT欠損症の予後 (腎機能障害による腎不全、人工透析への移行、角膜混濁による視力障害と

角膜移植)に 好影響を与えると推察される。

4.リ スクの予測 と対応

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞のリスクとその対応については、以下のように分析してい

る。

LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞のリスクとその対応

リスク予浪J 対応

移植後、治療効果を充足す る血中 LCAT

活性 レベルが補充 し得なかった場合 (被

験者毎の状態により、LCAT遺 伝子導入 ヒ

ト前脂肪細胞の生着が不十分 もしくは

LCAT発現量が不十分な場合)に は再投与

が必要となる可能性

臨床研究においてLCAT遺伝子導入 ヒト前脂肪細

胞の移植後、高感度測定法注)に より、血中 LCAT

活性のモニタリングを行い、その活性推移によ

り判断を行 う

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞のがん

化に関する危険性

画像診断、がんマーカー検査を含めた定期的観

察を行 う。同時に患者移植細胞の免疫不全マウ

スヘの移植を行い、遺伝子挿入クローンの変動

および組織学的な安全性評価を実施する。これ

らの結果に基づき因果関係を調査し、その対応

をはかる。

上記に伴い LCATが 過All発現した場合の

移植部位の摘出での対応の可能性

がんマーカー検査を含めた定期的観察を行い、

因果関係を調査し、その対応をはかる

産出された LCATの抗原性の有無と免疫

反応の可能性

抗 LCAT抗体を含めた定期的観察を行い、その対

応をはかる

細胞移植時は細胞懸濁液とするため、経

時的な劣化の可能性ある

その一方で品質試験に時間を要するた

め、移植前は迅速試験にて品質確認を行

い移植可否判定を行うが、移植後に規定

の試験方法での結果が規格外として得ら

れる可能性

総括責任者へ即時情報伝達を行い、移植を受け

た被験者の全身状態を十分に観察 し、移植部位

の摘出など必要に応 じて処置を行 う

口高感度測定法は、正常 LCAT活性の0～20%の低値域の測定方法として開発した。
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実 施 計 画 1.遺 伝子治療臨床研究概要

本遺伝子治療臨床研究 (以下 「本臨床研究」という)は 、特定疾患に指定されている原発性

高脂血症の疾患群のひとつである家族性 LCAT欠損症の確定診断を受けた患者に対 して、hLCAT

発現遺伝子を導入した自己のヒト前脂肪細胞を移植した場合の、安全性について検証し、また

有効性については探索的な検討を行 う。

本臨床研究における方法としては、局部麻酔下で被験者腹部から摘出した脂肪組織より分離、

調製したヒト前脂肪細胞にhLCAT発現遺伝子を導入し、移植に必要な細胞数まで培養した後に

洗浄などの精製処理を施し、注射用に調製したLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液(以下「移

植用細胞」という)と 生理的組織接着剤 (既承認市販品の血漿分画製剤)を 混合し、直ちに被

験者皮下脂肪組織内に注射移植する。この一連の手順は 「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」(カルタヘナ法 :平成 15年法律第 97号 )の 第一種使

用規程に基づいて実施する。

移植用細胞の移植後においては、6ヵ 月間にわたり、被験者の移植部位における異常な細胞

増殖の有無などの所見及び臨床検査 ・がんマーカー検査 。RCR検 査結果をもとにした全身状態

についての観察を慎重に行ない、本臨床研究の方法の安全性を評価する。また併せて、血中LCAT

活性 ・血中HEILコレステロール濃度 ・コレステロールエステル比などの疾病関連因子について

の測定結果の推移および本疾患に起因する低 HDLコ レステロール血症・角膜混濁。腎機能障害 ・

溶血性貧血など臨床症状の経過観察結果から、その有効性についても探索的に検討する。

これら評価が適正になされるために、この観察期間中においては従来から受けている治療(食

事療法)の 内容についての変更は行わず、また新たな治療および他の治療は行わないこととす

る。

また、移植用細胞の移植後における長期フオローの目的で、予後調査として移植 6ヵ月後以

降においても移植後 5年 間にわたり、3ヵ 月に 1回 の頻度で移植部位 。全身状態などの安全性

についての観察を行 うと同時に、疾病関連因子の測定結果を含む臨床症状の経過観察を行うな

ど本法の有効性についての調査を行 う。移植後 6年 間の経過観察終了後も、定期的に症状の把

握に努め必要であれば適切な処置を行 う。

なお、本臨床研究においては、3症例の被験者に対して本法を施行することを計画している

が、各症例の移植後 3ヵ月時′点での 1次評価が終了し、以下に記載する遺伝子治療臨床研究審

査委員会における審議結果をもとに総括責任者が次の症例への施行を行 うこととする。

症例における臨床研究スケジュールを表 1に示した。

2.遺 伝子治療臨床研究審査委員会

遺伝子治療臨床研究審査委員会は本臨床研究の医療上の安全性、有用性、および倫理性を総

合的に審査し、臨床研究の安全性および有効性を科学的および医学的妥当性の観点から判定す

る。

3.実 施期間

厚生労働大臣による了承の日より6年間

4.臨 床研究実施症例数

3症例
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実施事項
家族性 LCAT欠損症の被験者スク

リーニングから適格性判定まで
留意点

スクリーニング 家族性 LCAT欠損症の確定診断が

なされた被験者もしくは低 HDL

コレステロール血症、角膜混濁を

認める被験者 (16歳以上、40歳

以下)

B型肝炎 。C型 肝炎 。ヒト免疫不

全症・成人型 T細胞自血病 ・パル

ボウイルス B19感 染症ウイルス

の陽性患者であることが事前に

診断されている場合、細胞調製技

術者の安全性確保のため除外す

る

同意取得 同意取得 (臨床研究の意義 。日

的 ・方法 ・リスク/ベ ネフィッ

ト・参加条件 ・個人情報保護 ・倫

理的配慮 ・費用負担 。実施体制な

ど)に ついて詳細説明

特に個人情報保護および被験者

保護の面から倫理面に配慮を行

う

適格性調査 家族性 LCAT欠 損症の確定診断

。 遺伝子診断 (遺伝子異常 (完

全欠損、部分欠損、変異)が

確認 されている。)

・ 臨床症状 (低HDLコ レステロ

ール血症、角膜混濁、腎機能

障害、溶血性貧血)

・ 血中 LCAT活 性

自己基質法では基準下限値

未満

高感度測定法

古典型 LCAT欠 損症 :

正常域の 1鰯未満

(α、 β LCAT泥計生)

部分型 LCAT欠損症 :

正常域の 20%以下

(α、 β LCAT活 1生)

<除 外基準 >

① LCAT変 異から完全長 LCAT蛋

白が発現 されない患者また

は血中に LCAT蛋 白が検出で

きない患者

② LCAT産 生に影響を及ぼす高

度な肝疾患 (劇症肝炎、肝硬

変)及 び腎不全

③ 不 ・低栄養、悪液質

④ ア ポAl異 常症、Tangier病

⑤ ウ イルス感染症 (B型肝炎、

C型 肝炎、ヒト免疫不全症、

成人型 T細胞自血病、パルボ

ウイルスB19感染症)検査陽

性

⑥ 皮 下脂肪摘出 (20g程 度)

が困難な被験者

⑦ 治療歴:lヵ月以内の新鮮血

輸血等によるLCAT補充療法

③ 妊娠中、授乳中あるいは妊娠

希望

↓

5,被 験者の治療計画

(1)被験者の登録から適格性判定までの流れ

遺伝子治療臨床研究審査委員会にて判定



細胞懸濁液の製造、移植、

経過観察の流れ

細胞懸濁液の製造と

品質評価

被験者皮下脂肪

組織摘出

被験者皮下脂肪組織摘出

皮下脂肪摘出時間 (30分)縫 合、

薬剤投与含め 1時間

(2)被験者からの皮下脂肪摘出、移植用LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液 (細

胞懸濁液)の 製造、移植、経過観察の流れ

細胞懸濁液品質 細胞懸濁液品質確認試験

(3時間以内)

細胞懸濁液移植 1  細 胞懸濁液皮下脂肪組織内移植

細胞懸濁液品質

果評価

細胞懸濁液品質確認試験

(不純物試験 :30日以内)

↓

細胞懸濁液調製 LCAT遺 伝子導入 ヒト前脂肪細胞の LCAT

発現活性の確認 と移植細胞数の設定
*

*移 植細胞数の設定 :健常人の 10%の血中

LCAT蛋 白量を補充するために必要とする細

胞数を、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の発

現する蛋白量に基づき計算する。

調製期間 (18～25日間)に お

ける品質評価ポイント

天丼培養 :7日 間

LCAT遺 伝子導入 :1日 間

LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪

細胞の平板培養 :10～17日間

経過観察    1移 植後の安全性 (臨床検査 。RCR検 査な

→研究評価   |ど )お よび有効性 (血中 LCAT活 性 ・血

中HDL・臨床症状など)の モニタリング

(2週毎に実施、移植後 3ヵ月間)

↓

遺伝子治療臨床研究審査委員会による
一次評価

移植後の安全性 (臨床検査 。RCR検査な

ど)お よび有効性 (血中 LCAT活 性 ・血

中HDL・臨床症状など)の モニタリング

(lヵ月毎に実施、移植後 6ヵ月間)

↓

遺伝子治療臨床研究審査委員会による

最終

予後調査    1移 植後の安全性 (臨床検査 ・RCR検 査な

ど)お よび有効性 (血中 LCAT活性 ・血

中HDL・臨床症状など)の モニタリング

(3ヵ月毎に実施、移植後 5年間)

↓

長期フォローアップ (5年間の経過観察

が終了した症例については定期的に症

状の把握に努め、必要であれば適切な処

置を施す)
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表 1.症 例における臨床研究スケジュール

★
移植後 48週 、96週 、144週 、192遍 、240遇 に RCR検 査 (NAT法 及び増姜法)と 悪性腫瘍検査を実施する。ただし、96通 以降のRCR検 査は、NAT法 のみ実施し、培養法は検体を凍結保存する。

★
予後調査 (移植後 5年 間調査)を 終了した症例については定期的に症状の把握に努め、必要であれば適切な処置を行う。

+1移 植用細胞移植部位観察 rMRI検 査)、RCR・ 悪性腫瘍検査、血中 LCAT活 性脚定、マウスにおける移植細謄のクローナリティー検査等を総合的に勘案のうえ、必要に応して移植都位を生検 しLAM・ PCR検 査および病理学的検査を実施する。

12移 植細胞をマウスに移植後、経時的にLAM・ PCR検 査を実施し、クローナリティーならびにがん化の有無を観察する。クローナリティーならびにがん化が否定できない場合には、移植却位観察 (MRI検 〕 、RCR・ 悪性腫瘍検査、血中LCAT活 性測定等を総合的に勘案のうえ、必要に

応して移植都位を生検しLAM・ PCR検 査及び病理学的検査を実施する。

同意説明
～適格性調査

組
出

肪
摘

脂
織

脂肪組織摘出後観

察

移

植

移植直後観察
(1週間)

移植3カ月後
観察

移植後6カ 月後
観察

予後調査

移植後5年間調査)

意

明
同
説

意
得

同
取

離
難

１
前

２

日

即

日

前

‐４
日

前

１

日

前

0日

１
日

後

２
日

後

３
日

後

４

日

後

５

日

後

６

日

後

７

日

後

２
週

後

４
週
静

６
週

彿

８
週
彿

１０
週

彿

・２
週

箸

・６
週
維

２。
週
後

２４
週

餡

3カ 月毎

260週後まで

入院 0 0 0 0 0 O 0 O 0 0 0 0 0 0 0 0

外来 0 0 0 0 0 0 0 0 0

同意説明 ●

同意取得 ●

適格性調査 (病歴調査など) ●

診
察

一般診察 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

胸部 X線 ・心電図 ● ● ●

臨床所見観察 ● ● ● ● ● ● ● ●

検
査

（採
血

・
採
尿
）

ウイルス検査 ●
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抗FBS抗 体検査 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

抗LCAT抗 体検査 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

血中LCAT活 性測定 ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ● ●

脂肪組織摘出術 ●

脂肪摘出部位観察 ● ● ●

移植用細胞調製 ● 21日 間)
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クローナリティー検型 ● ″

採血量 (IllD 4 0 30

研究評価 ・判定
◎

患者選択判定

◎

移植用細胞移植可否判定

◎

1次評価

◎     ◎

最終評価   予 後評価
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東邦大学医学部医学科臨床検査医学研究室 教 授 (千葉大学 客 員教授)

武城 英 明

総括責任者補佐、臨床有効性、安全性に評価に関する協力および助言

千葉大学大学院医学研究院形成外科学 教 授  佐 藤 兼 重

脂肪組織摘出術および移植用細胞移植担当

千葉大学講師 ・医学部附属病院 臨 床試験部長  花 岡 英 紀

臨床研究の円滑な遂行に関わる業務、スケジュール、記録管理

千葉大学医学部附属病院形成 ・美容外科 助 教  窪 田 吉 孝

脂肪組織摘出術および移植用細胞移植担当

千葉大学医学部附属病院未来開拓センター 特 任准教授  黒 田 正 幸

遺伝子治療臨床研究に係わる培養細胞及び実験動物を用いる研究全般担当

外部協力者                  ´

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 峰 野 純 一

LCAT遺 伝子搭載レトロウイルスベクターの製造と品質に関する評価 ・助言

遺伝子導入前脂肪細胞の安全性試験への協力 ・助言

研究協力者

(1)リ サーチナース

千葉大学医学部附属病院臨床試験部  黄 野 麻 子

患者への同意説明補助および臨床研究実施に係るスケジュール管理、記録、

資料保管等の補助

(2)デ ータマネジメン ト責任者

千葉大学講師 ・医学部附属病院 臨 床試験部長  花 岡 英 紀

{3)統 計解析責任者

千葉大学医学部附属病院臨床試験部 講 師  佐 藤 泰憲

{4)資 料保管責任者

千葉大学大学院医学研究院細胞治療内科学 教 授  横 手 幸 太郎
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移植用細胞調製担当者および品質管理担当者

{1)移 植用細胞調製管理者

千葉大学大学院医学研究院細胞治療内科学 教 授  横 手 幸 太郎

移植用細胞の調製業務全般 (業務委託を含む)の 統括管理

(2)細 胞調製担当責任者

セルジェンテック株式会社 創 薬研究開発部  田 中 重 明

被験者より摘出された脂肪組織からの脂肪細胞の抽出、培養、遺伝子導入、

および移植用細胞の調製業務の管理

{3)品 質管理担当責任者

千葉大学医学部附属病院未来開拓センター 特 任准教授  黒 田 正 幸

移植用細胞の調製における工程管理業務および品質管理業務の管理

千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会

千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会規定に基づき設置する。

千葉大学医学部附属病院長の諮間に基づき、以下の事項を科学的妥当性及び倫理性

について総合的に審議し、結果を速やかに病院長ならびに総括責任者に報告する。
・ 遺伝子治療臨床研究の実施についての審査に関すること。
・ 遺伝子治療臨床研究の実施に関する重大な変更についての審査に関すること。
・ 遺伝子治療臨床研究の進行状況及び結果についての調査に関すること。
。 その他遺伝子治療臨床研究に関すること。

千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会安全 ・効果評価 ・適応判

定小委員会

千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会規定第 12条の規定に基づ

き設置する。

千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会の諮間に基づき,臨 床研

究の実際の施行に当たり,安 全性及び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 の実施の適否及び留意点,改 善点等につい

て同審査委員会に意見を提出する。

IH,実 施施設の名称及びその所在地

名 称 :千葉大学医学部附属病院

所在地 :〒260-8677 千葉県千葉市中央区亥鼻 1-8-1

電 話 :043-222-7171

1V.遺 伝子治療臨床研究の 目的

本研究は、家族性 LCAT欠損症に対して、患者の自己前脂肪細胞より調製したLCAT遺

伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植による LCAT補充療法の安全性について検証するこ

とを目的とする。また、併せてLCAT欠損に起因する症状 (低HDLコレステロール血症、

角膜混濁、腎障害、溶血性貧血)の 改善効果についても探索的に検討する。



V.遺 伝子治療臨床研究の対象疾患及びその選定理 由 (治療を直接の 目的とし

た遺伝子治療臨床研究を行 う場合)

対象疾患に関する現時点での知見―家族性 LCAT欠損症に関する知見

(1)リ ポ蛋白代謝の概略

1)リ ポ蛋自分類

生体内において、脂質成分は、リポ蛋白 (=脂質成分+ア ポ蛋白)の 形で運搬

されている。リポ蛋白は、

・ 小 腸で吸収された脂質を運搬するカイロミクロン
・ 肝臓で合成された脂質 (コレステロールなど)を運搬するVLDL(超低

比重リポ蛋白)
・ コ レステロールを組織や細胞へ運搬するLDL(低比重リポ蛋白)
。 コ レステロールを組織や細胞から引抜き肝臓へ運搬したりVLDLに再

配分する逆転送系リポ蛋自であるHDL(高 比重リポ蛋白)
。 中 間体 IDL(Lヒ重がLDLと HDLの中間)

に分類される (図 1)。

2)リ ポ蛋白代謝とコレステロール代謝

小腸にて生成したカイロミクロンや肝臓で生成した VLDLは 、血中においてリ

ポ蛋白リパーゼの作用によって異化され、中間体 IDL(比重がLDLと HDLの中間)

を経てLDL(低比重リポ蛋白)へ と代謝される。LDLは、LDL受容体を介して肝臓
へ移行または末梢組織へ移行し、コレステロール (コレステロールエステル:CE)

を供給する働きを持つ。供給されたコレステロールは細胞膜構成成分 (遊離型コ

レステロール :FC)、ステロイドホルモンや胆汁酸の原料として利用される。
一方、HDLは、カイロミクロンやVLDLが血中リポ蛋白リパーゼ (LPLlの作用で

異化される過程において、原始型 HDL(discoidal HDL:円盤状高比重リポ蛋白)

として生まれる。HDLは 、生体組織の細胞膜に過剰に蓄積した遊離型コレステロ
ールを受け取ることにより、組織からコレステロールを引抜き、逆転送するリポ

蛋白として知られ、HDLは SR―BI受容体を介して肝1蔵へ取り込まれる他、CETP(コ

レステロニルエステル転送蛋白)を 介し、VLDL、 IDL、LDLヘ コレステロールエ

ステルの逆転送がなされる (図 1)。

3)コ レステロール逆転送系を司る HDLと LCAT(レシチン :コレステロールアシ

ル トランスフェラーゼ)

LCATは、血中コレステロールのエステル化を担うコレステロール逆転送系 (コ

レステロールの末梢組織から肝臓へ転送/異 化排泄系)の 最初の段階を支配する

重要なコレステロールエステル化酵素である。その作用様式は、遊離型コレステ

ロールを基質として、リポ蛋白中のアポ蛋白 Alに よって活性化され、レシチン

由来の脂肪酸とのエステル化反応を促し、コレステロールエステルの生成反応を

司る (図 2)。

LCATは、分子量 59,000～68,000で、416個のアミノ酸より形成されている糖蛋

白質で構造上α―helixが21%tβ―Sheetが24%占める。

末梢組織や細胞からのコレステロールの逆転送は、HDL粒 子と主に肝臓で生

成 ・分泌された LCATによってなされる。その起点は HDL粒子による細胞膜から

の遊離型コレステロールの引抜きである。引抜かれた遊離型コレステロールは、

HDL上においてLCATの作用によリコレステロールエステルと変化し、より疎水性

の増したコレステロールエステルは、HDL粒 子の中心部に移動し、コレステロー

ルエステルとして保持される。その移動に伴いHDL粒子表面のコレステロール濃

度は低下し、HDL粒 子は、さらに細胞表面よリコレステロールを引抜き易くなる

０
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とされている。このコレステロールの引抜きとエステル化の過程を繰り返し、原

始型 HDLは、球状 HDLへ変化する。球状 HDLは、コレステロールエステルを他の

リポ蛋白へ再配分する他、肝臓ヘコレステロールエステル運搬する (図 1)。

HDLと LCATは、組織生体膜から過剰となつた遊離型コレステロールを引抜き 。

運搬する逆転送系において重要な役割を果たしており、HDL中 の主要アポ蛋自の

欠失や異常、LCATの先天的な欠損もしくは遺伝子異常は、この逆転送系の障害の

原因であり、特に LCATの遺伝子異常に起因する代表的な疾患として家族性 LCAT

欠損症が知られている。その他 LCAT欠損症以外で LCATが低値を認める疾患には、

重篤な肝障害が知られている。

図 1.リ ポ蛋白代謝とLCATの 位置づけ

―

‐― ― ― ― ― ― ― 一  ― 一 ― ― ― ― ―

レシチン

遊離型コレス
テロール(FC)

図 2.LCATの 作用
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{2)家 族性 LCAT欠 損症の分類と病態

本疾患は、稀な常染色体劣性遺伝性疾患であり、人口 100万 人に 1人 とされてい

る 。。1967年 にノルウェイにて最初の症例が報告され、本邦でも 22家 系が報告さ

れている 1)D。患者はいずれも血中リポ蛋白異常を呈し、特にHDLコ レステロールの

低下が著明である。

ヒトLCAT遺伝子は、16番染色体の q22の位置に存在し、約 4200塩基対にわたり、

6個 のエクソンより構成されている。LCAT遺 伝子の完全欠失あるいは突然変異によ

るアミノ酸置換にともなうLCAT遺伝子異常は、HDLに対するLCATの結合能低下 。消

失、あるいは LCAT活性の欠失を生じさせると考えられる。一部のミスセンス変異に

よる分類不能もあるが、ミスセンス部位と診断/臨 床症状は密接な関係を有してい

る。 (

図 3)。

図 3.LCAT遺 伝子において同定されている変異

LCAT遺伝子領域は 6個 のエクソンより構成される。赤字は古典型 LCAT欠損症 (部分型を含む)、青字は魚

眼病で同定されている変異である。*Fpは本邦で報告された家系を、1印は本邦および外国で同定された共

通の変異部位を示す。各変異はホモ接合体に加え、ヘテロ接合体で同定されたものでもあり、個々の遺伝

子異常がその病態の直接の原因遺伝子であるかについて確認されていないもの (黒字)も含む。

家族性 LCAT欠損症は、LCAT遺伝子異常 (遺伝子欠損、欠失/挿 入、ミスセンス変

異)に よって、古典型 LCAT欠損症、部分 LCAT欠損症および魚眼病に分類される (表

1)4)5)。

特に、古典型 LCAT欠損症は、血中全LCAT活性が正常の 10%未満と報告されており
0、本遺伝性疾患の典型的な症状を示す疾患である。
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表 1.家 族性 LCAT欠 損症 (古典型、部分型、魚眼病)の 分類

分類

血中 LCAT活 性
血中

LCAT

蛋自量

血清 。各リポ蛋自中で

のコレステロールエ

ステル濃度 (CE)

臨床症状

遺伝子異常
α

」ＣＡＴ

離

β
」ＣＡＴ
離

膜

濁

角

混

溶血性

貧血
腎症状

低 HDL

コレステロー

ル血症

古典型

LCAT

欠損症

完全欠失

0～9%

完全欠失

0～9%

正常の

0～10%

血清 CE:著 減

HDL:FC増 加,CE著 減

VLDLおよび LDL:

FC増加,CE著 減

CER:著減

十 十 十 十

∂ヌル対立遺伝

子

b)失欠、挿入に

よるフレーム

シフト

c)ミ スセンス

変異

部分型

LCAT

欠損症

正常の

10～20%

(古典型

の亜型)

正常の

10～20%

(古典型

の亜型)

正常の

10～20%

血清 CE:低 下

HDL:FC増 加,CE低 下

VLDLおよび LDL:

FC増加,OE低 下

CER:正常の 20～50%

十 十 十 ミスセ ンス変異

魚眼病 正常の

0～20%

もしくは

完全欠失

正 常 正常 血清 CE:正 常または

軽度低下

HDL:FC増 加,CE著 減

VLDLおよび LDL:

CE正常

CER:正 常または

軽度低下

十 十 ミスセンス変異

α LCAT:HDL上でのFCのエステル化活性 (真鍋―板倉法 :α LCAT活性)

β LCAT:apoB含有リポ蛋白上のFCのエステル化活性 (長崎―赤沼法 :α, β LCAT活性)
FC i free cholesterol:遊離型コレステロール、CE:cholesterol ester:コレステロー

ルエステル、CER:cholesterol esterification rate:コレステロールエステル化率

1)古 典型 LCAT欠損症 0

古典型 LCAT欠損症は、常染色体性劣性遺伝性疾患 (遺伝子は染色体 16番に局

在)で あり、世界で約 30家 系が報告 (1993年)さ れている。LCAT活 性の完全欠

失 (正常の 0～9%)の ため、全般的なリポ蛋白代謝異常 (著明な低 HDLコ レステ
ロール血症 5 mg/dL以下、HDL粒 子の著明な減少とコレステロールエステル化障

害による原始型 HDLの 滞留と出現、大分子 LDLの 出現、血中コレステロールエス

テル比
*の

著しい低下)、組織における遊離 (非エステル)コ レステロールの組織
における異常蓄積 (泡沫細胞の骨髄、牌臓などへの浸潤)を 呈し、幼少期より角

膜輪 ・角膜混濁を併発する。また遊離型コレステロールの赤血球膜への蓄積によ

る膜脂質組成異常に伴い、標的赤血球の出現、溶血性貧血が発症する。さらに本

疾患では、他の家族性 LCAT欠損症とは異なり、その予後を決定づける重要な因子

として腎障害を併発する (アルブミンを主とした蛋白尿が出現し、蛋白尿として

0.5～1.5g/日 )。その病態は、腎細動脈硬化、泡沫細胞の出現やボニマン嚢の肥

厚、血管内皮下および腎糸球体基底膜への遊離型コレステロールやリン脂質の沈

着を特徴とする (表 1)。
*コ レステロールエステル/総 コレステロール

2)部 分型 LCAT欠損症

部分型 LCAT欠 損症は、LCAT活 性が正常値の 10～20%残存している古典型 LCAT

欠損症の亜型で、ホモ接合体による劣性遺伝形式をとる。通常、HDLコ レステロ
ール濃度は 10 mg/dL程度であり、血中コレステロールエステル比は 30～50%程度
である。部分型 LCAT欠 損症は、主に角膜輪 。角膜混濁や溶血性貧血、低 HDLコ
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レステロール血症の臨床症状を認める (表 1)。

3)魚 眼病 (FED:Fish Eye Disease)

魚眼病は、 α LCAT活性 (HDLや合成基質を用いて測定した LCAT活 性)の 消失

が特徴であり、LCATの HDL結合領域における突然変異によりHDLと の結合がなさ

れないため HDL分 画の LCAT活 性 (α LCAT)の欠失が生じることによるとされて

いる。血中LCAT活性が低下 (内因性 LCAT:β LCAT活性は正常)し 、主に角膜輪 ・

角膜混濁と著明な低 HDLコ レステロール血症の臨床症状を認める (表 1)。角膜

に生じる病態は、角膜移植時の角膜分析より細胞外コレステロールとリン脂質の

増加と組織学的には大小の小胞を認め、角膜実質全層にわたる微細な灰白色の点

状の集族を特徴とし、通常周辺部で強くなつて角膜輪を形成する。

{3)家 族性 LCAT欠 損症の患者数

国内論文および学会調査では、LCAT欠損症 25例 (18家系)お よび魚眼病 5例 (4

家系)の 報告がなされている (表 2)。しかし、本邦における家族性 LCAT欠損症 (古

典型 LCAT欠損症、部分型 LCAT欠損症、魚眼病)は 、患者実態調査および家系調査

は十分に行われていないために潜在患者数は未知であるが、希少疾病として取 り扱

われる可能性が高いと考える。

表 2.国 内家族性LCAT欠損症の国内症例報告数

家系 報告症例数 遺伝子診断 型

LCAT欠 損症 1 3 G141挿 入 古典型

2 2 M2931 分類不能

3 N228K 古典型
”
仕 1 G344S 古典型

5 1 C挿 入 古典型

M2931 分類不能

7 1 M2931 分類不能

1 古典型

T321M 古典型

1 G30S 古典型

1 1 P250R 古典型

1 R140C 部分型

1 N51 部分型?

1 G欠 失 古典型

1 部分型

6(不 明) 疑 い

7 1 古典型

1 部分型

計 8家 系 25症 例

魚眼病 1 T1231 魚眼病

R99C 魚眼病

1 魚眼病
”
仕 1 T13M 魚眼病

計 4家 系 5症 例

０
こ

Ｅ
Ｕ
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{4)家 族性 LCAT欠 損症の治療の現状と今後

1)現 状の治療方法とその効果 ののDOつ い"

家族性 LCAT欠 損症の治療は、通常、脂質代謝異常抑制もしくは腎機能障害進

展抑制を目的とした低脂肪食 ・低蛋白質食を中心とした食事療法がなされている

が、その効果については不明であり、また過去新鮮血輸血による LCAT補 充療法

がなされたが、その効果の持続性と輸血による感染症の危険性のため現在施行さ

れているケースはない。

①低脂肪食および低蛋白食

低脂肪食および低蛋白食の食事療法については、血中脂質、貧血症状や合併

症の進展に及ぼす影響については現在定かではない。

②LCAT補充を目的とした新鮮血 (全血または血漿)輸 血療法

LCAT補充を目的とした新鮮血 (全血または血漿)輸血療法が過去に行われた。

その結果として、LCAT活性の輸血後上昇は認められるが、その半減期が短い

ことからほぼ 1週 間程度で輸血開始時の値に戻り、効果を継続させることは

困難であることが報告されている。

また、血中脂質への影響については新鮮血血漿を 3週 間に計 9回施行したと

ころ、コレステロールエステル比は輸血期間中一過性の上昇は認めるものの、

輸血終了後は輸血開始時の値に戻ったと報告されている。その裏づけとして

LCAT欠損患者の血清に精製 LCATを添加すると、原始型 HDL粒子は速やかに

球状 HDLへ と変化し、コレステロールエステルの増加も確認されている。
一方、溶血性貧血症状は、新鮮血輸血後、ヘマ トクリット値の上昇維持が 9

ヵ月継続したとの報告もある。また 10日間の連続輸血 (総量 2200ml)によ

って、LCAT活 性を正常の 8%まで回復させ、赤血球の形状および赤血球膜脂

質成分の改善を認めた報告もある。角膜混濁、腎機能障害などの合併症状ヘ

の影響は定かではない。

以上より、新鮮血輸血による LCAT補 充療法は、輸血後、貧血症状の改善、
コレステロールエステル化能、LCAT活性上昇を認めるが、長期にわたる施行
は輸血後感染の危険性もあり、現在は実施されていない。

③薬剤治療

薬剤治療に関しては、脂質代謝改善薬と高用量のアンジオテンシンⅡ受容体

拮抗薬の 5年 間の併用投与で、投与前後の腎生検所見に変化が認めらなかっ

たことから、本併用投与は家族性 LCAT欠 損症患者の腎不全の進行を遅らせ

ることが示唆されている4)。しかしながら、1症例のみでの観察であり臨床

所見の更なる蓄積が必要である。

2)現 行治療における家族性 LCAT欠損症患者の予後
家族性 LCAT欠 損症の予後を左右する重要な因子に腎障害とそれによる腎不全

への移行と人工透析療法の実施がある。特に古典型 LCAT欠 損症の予後を決定づ

ける重要な因子として腎障害を併発するものが多く、腎不全、人工透析へと移行

する。家族性 LCAT欠損症症例で 6年 間に 2度 、腎臓への脂質沈着を腎生検にて

観察したところ、食事療法のみでは緩徐な脂質沈着の進展が確認され、その進展
を抑制することは出来なかった。また腎不全の治療のため、腎移植を受けた症例
は数例 (1983年段階で 4例 )報 告されている。しかし、移植成功例では腎不全症

状の改善は認めるが、血中脂質構成やリポ蛋白代謝異常は正常化しないため、移

植後 6～14ヵ月で腎への脂質の再蓄積が確認されておりつ、腎移植が予後に対し
て一時的対処方法であることが推察される。

また家族性 LCAT欠損症で 20歳前後から視力障害が生じるため、その対症療法
として 40～50歳 で角膜移植を施すが、根本治療でないことから再発の可能性も
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ある ●。さらに眼底所見で、乳頭への脂質沈着による失明の危険性も報告されて

いる。

3)今 後の治療方法

今後の治療方法としては、遺伝子組換え型ヒト LCATの医薬品開発が期待され

ており、LCAT欠損モデルマウスヘの静注試験が行われている。しかしながら一時

的な血中への供給に基づく治療法であるため 4粉、LCATの半減期 (3～7日 間)か

ら推定した補充頻度や通院頻度などから、患者 。家族に大きな負担を強いると考

えられる。

また遺伝子治療の面からは、ヒトアポ Al蛋 白発現 トランスジェニックマウス

にLCAT遺伝子搭載アデノウイルスベクターを静注することにより、LCAT活性お

よび HDLコレステロールの上昇を認めたとの報告がある"。また、アデノ随伴ウ

イルスベクターを用いた研究結果が最近報告されている40。これらのベクターは、

″ /Ji″での遺伝子治療にはその特性上不向きであると考えられるが、カ ガ″

での遺伝子治療の選択肢として考えられる。肝臓に指向性の高いウイルス型を骨

格としたベクターの開発が行われているが、これらのベクターによる異所性の遺

伝子導入は避けられないと考えられる。またこれらのウイルスの既感染者におい

ては免疫系による排除とその効果の減弱の可能性がある。この理由から薬効が減

弱した場合の繰返し投与が困難である。このような安全性の観点などから、実用

化面での更なる検討が必要と考えられる。本遺伝子治療臨床研究で実施する治療

法は α /」iF/aでの前脂肪細胞への遺伝子導入とその自家移植に基づくものであり、

上記の原理とは異なっているため、患者に新たな治療法の可能性を提示できると

考えられる。

54
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本申請の家族性 LCAT欠損症に対する遺伝子治療臨床研究の概要

(1)LCAT遺 伝子治療プログラム概要

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞及びLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液 (以下
「細胞懸濁液」という)は、被験者由来皮下脂肪組織から以下のプロセスで調製し、

被験者へ自家移植する40(図 4)。

① 被験者より皮下脂肪組織を摘出する。

② 脂肪組織を細断化・酵素処理 (②-1)し、ヒト前脂肪細胞を天丼培養法注)を用い、
比重特性 (脂肪含有細胞と非含有細胞)に よるヒト前脂肪細胞の単離 (②-2)。

培養 (②-3)を 行う。

③ LCAT遺伝子搭載レトロウイルスベクターによってLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細
胞の調製を行う。

LCAT活性の必要レベルまでの増加を充足する LCAT産生ヒト前脂肪細胞数を確保

するため、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の培養を行う。

被験者皮下脂肪組織内に自家移植するための適切な細胞数 (5x108～lx109個)を

含む細胞懸濁液の調製を行う。

被験者に対して自家移植を行う。
注)天 丼培養法とは、培養器を培養液で充填し細胞群の比重特性による分

離 ・培養を可能とする方法である。

なお、上記工程における皮下脂肪組織からLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を調製

する工程 (②～④)は 、細胞調製室内 (CPC内)に て無菌操作下、GMP適合条件下で

製造する。

④

　

⑤

　

⑥

/  ⑥

 患者へ自家移植

鍵 匡 1・: ⑤ 感醤理言畠褒
入ヒト前脂肪細胞

e

′/ノ
ノ
:_3 遷層信籍

での

飾  |

図 4.LCAT遺 伝子治療プログラム概要

④
"製毒

生ヒト前脂肪細胞

ム ③
③ LCAT追転子の導入    ｀
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{2)LCA丁 遺伝子導入ヒト前脂肪細胞 (その細胞懸濁液)の 施設内実施場所およ

び製造工程概要

家族性 LCAT欠 損症の被験者の皮下脂肪組織の摘出、その脂肪組織を用いた LCAT

遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液の調製およびその自家移植は、以下の実施場所 ・

作業フローチャー トに示した通り実施する (表 3)。

被験者からの皮下脂肪摘出は、中央手術室 (クラス 10,000)に て行う。摘出した

皮下脂肪組織は、細胞調製室 (無菌操作クリーンベンチ内 :クラス 100)に 搬入して

前脂肪細胞を調製 し、LCAT遺伝子を導入する。

適切な濃度に調製した LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液を形成外科処置室へ

搬入し、形成外科処置室にて被験者の皮下脂肪組織内に移植する。この一連の手順

は 「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」

(カルタヘナ法 :平成 15年法律第 97号 )の 第一種使用規程に基づいて実施する。

表 3 LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞 (その細胞懸濁液)製 造

から自家移植までの作業フローチャー ト

実施場所 作業及び工程

中央手術室 被験者から皮下脂肪組織の摘出

↓

細胞調製室への搬入

↓

細胞調製室

細胞調製室での脂肪組織受入

前脂肪細胞調製

単離/培 養

LCAT遺伝子搭載レトロウイルス

ベクタ_注 1)による遺伝子導入

↓

LCAT遺伝子導入ヒト

前脂肪細胞の培養

↓

剥離/洗 浄

↓

細胞懸濁液調製

↓

形成外科処置室 皮下脂肪組織内投与注2)

注1)遺伝子導入用ベクター :

ここで用いる非増殖型レトロウイルスベクター (CGT」LCAT RV)はタカラバイオ株式会社において構

築され、GMP製 造されたものであり、その品質はすでに確認済みである。細胞調製室にて凍結保存し

ているものを用時融解して用いる。
注2)皮下脂肪組織内投与 :

適切な拡散防止装置の執 られた個室で、別途定める品質規格に適合していることが確認された LCAT

遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液と生理的組織接着剤 (既承認市販品の血漿分画製剤)を 混合し、直

ちに被験者の皮下脂肪内に注射器で注入する。増殖性ウイルス (RCR)出現の可能性を完全に排除でき

ないことから、移植後 1日 目の RCR検査 (NAT法)で 陰性を確認した後、被験者を個室から通常の病

室に移動させる。以後、RCR検査を継続する。

α
Ｕ

Ｅ
Ｕ
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(3)家 族性 LCAT欠損症に対するLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の臨床研究概要

1)患 者の同意取得から適格性判定までの流れ

本臨床研究を実施するに際しての、患者の同意取得から適格性調査、適格性判

定に至る流れを示した (表 4)。

表 4.患 者の同意取得 (登録)か ら適格性判定までの流れ

家族性 LCAT欠 損症の患者

↓

同意取得 同意取得 (臨床研究の意義 ・目的 ・方法 。リスク/ベ ネフィット・参

加条件 ・個人情報保護 ・倫理的配慮 ・費用負担 。実施体制など)に つ

いて詳細説明。特に個人情報保護および被験者保護の面から倫理面に

配慮を行う

↓

伝子治療臨床研究審

委員会
被験者の適格性調査結果をもとに適否の判定を行う

↓

適格性調査     1適 格性を判定するために、以下の診察、調査、検査を実施する。

<選 定基準>

① 家族性LCAT欠損症の確定診断
・遺伝子診断

違伝子異常 (完全欠損、部分欠損、変異)が 確認されている。
。臨床症状

低 HDLコレステロール血症、角膜混濁、腎機能異常、溶血性貧血
・血中LCAT活性

自己基質法では基準下限値未満

高感度測定法

古典型 LCAT欠損症 :正 常域の 10%未満 (α、β LCAT活性)

部分型 LCAT欠損症 :正 常域の 20%以下 (α、β LCAT活性)

② 年齢 : 16～40歳

③ 病状調査 :生 命予後およびQOLへの障害が強く推察される

<除外基準>

① LCAT変異から完全長LCAT蛋白が発現されない患者または血中に
LCAT蛋白が検出できない患者

② LCAT産生に影響を及ぼす高度な肝疾患 (劇症肝炎、肝硬変)およ

び腎疾患 (腎不全)

③ LCAT産生に影響を及ぼす全身性の栄養失調 (不。低栄養、悪液質)

④ 低HDL血症を認める類似疾患 (アポAl異常症、Tangie r病)

⑤ ウイルス感染症 (B型肝炎、C型肝炎、ヒト免疫不全症、成人型T

細胞自血病、パルボウイルスB19感染症)検 査陽性

⑥ 皮下脂肪摘出 (20g程度)の施行困難

⑦ 治療歴 : lヵ月以内の新鮮血輸血などによるLCAT補充療法

③ 妊娠中、授乳中あるいは妊娠希望
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2)被 験者からの皮下1旨肪摘出、LCAT遺伝子導入ヒト前1旨肪細胞(その細胞懸濁液)

製造、移植、経過観察の流れ

以下、被験者からの皮下脂肪摘出、LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞およびその

細胞懸濁液の製造、移植および経過観察の流れを示した (表 5)。

表 5。皮下脂肪摘出、LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞 (その細胞懸濁液)の 製造

(品質評価)、移植、経過観察の流れ

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞 (その細胞

懸濁液)製 造、移植、経過観察の流れ
細胞懸濁液の製造と品質評

価

被験者皮下脂肪組

織摘出

皮下脂肪摘出

皮下脂肪摘出時間 (30分)縫 合、薬剤投与

含め 1時間

LCAT遺 伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞の LCAT発 現活性

の確認 と移植細胞数の設定
*

*移 植細胞数の設定:健常人の 10%の血中LCAT蛋白量を補充

するために必要とする細胞数を、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪

細胞の発現する蛋白量に基づき計算する。

製造期間 :18～25日 間LCAT遺 伝子導入
ヒト前脂肪細胞お

よびその細胞懸濁
液製造

天丼培養 :7日 間

LCAT遺 伝子導入 :1日 間

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細

胞の平板培養 :10～17日間

細胞懸濁液品質試

験結果評価

細胞懸濁液移植 細胞懸濁液皮下脂肪組織内移植

細胞懸濁液品質試

験結果評価

細胞懸濁液品質確認試験
(3時間以内)

細胞懸濁液品質確認試験
(不純物試験 :30日以内)

経過観察→研究評

価

移植後の安全性 (臨床検査 。RCR検査など)お よ

び有効性 (血中LCAT活性 。血中HDL・臨床症状
など)の モニタリング

(2週間毎に実施、移植後 3ヵ月間)
↓

遺伝子治療臨床研究審査委員会による一次評価

移植後の安全性 (臨床検査 ・RCR検査など)お よ

び有効性 (血中LCAT活性 ・血中HDL・臨床症状

など)の モニタリング

(lヵ月毎に実施、移植後 6ヵ月間)

↓
遺伝子治療臨床研究審査委員会による最終評価

予後調査 移植後の安全性 (臨床検査 。RCR検査など)お よ

び有効性 (血中LCAT活性 ・血中HDL・臨床症状

など)の モニタリング

(3ヵ月毎に実施、移植後 5年間)

↓

長期フォローアップ (5年間の経過観察が終了し

た症例については定期的に症状の把握に努め、必

要であれば適切な処置を施す)

０
０

Ｅ
Ｕ
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他の治療法との比較及び本遺伝子治療を選択した理由

家族性 LCAT欠損症は、稀な常染色体劣性遺伝性疾患である。本症は、古典型 LCAT

欠損症、部分型LCAT欠損症、魚眼病に分類され、血中コレステロールのエステル化を

担うコレステロール逆転送系酵素である LCAT(レシチン :コレステロールアシルトラ

ンスフェラーゼ)の 先天的な欠損もしくは遺伝子異常によるLCAT活性の欠失や活性低

下によって、低 HDL(高比重リポ蛋白)コ レステロール血症、腎障害、溶血性貧血およ

び角膜混濁など多様な臨床症状を呈する'0と されている。本邦でも 10数家系が報告

されている。

家族性 LCAT欠損症のうち、古典型 LCAT欠損症のLCAT活性 (合成基質法によるHDL

分画中のLCAT活性 :α LCAT活性)は、正常なLCAT活性に比較しその活性は 10%未満、

部分型 LCAT欠損症および魚眼病は正常の 20%以下であることが知られている。このこ

とから、LCATを安定持続的に供給し、正常なLCAT活性の 10%相当分のLCAT活性を増

加させることによって、臨床症状の改善が期待できるものと考えた。

(1)治 療方法の現状

現在、家族性LCAT欠損症の治療は低脂肪食および低蛋白食による食事制限が主で

あり、一部にLCAT供給を目的とした新鮮血 (全血または血漿)輸 血療法がなされた

報告もある。この報告は、組換え型 LCAT酵素を含む酵素補充療法が、家族性 LCAT

欠損症患者の病態を改善させる効果があることを示唆している。血友病を初め、数

多くの先天性代謝性疾患に酵素 (蛋白)補 充療法が臨床導入されている。特に、ラ

イソゾーム病などの希少疾患に対する組換え型製剤はすでに医薬品となっているも
のだけでなく、臨床試験が行われているものを含めて、現在でも多くの研究開発が

進められているところである5'。組換え型LCAT酵素製剤についてはアメリカのバイ

オベンチャー企業が開発中であり、LCAT欠損モデルマウスにおいて短期間の薬効を

確認したとの報告がなされている 431。しかしながら、一般的に欠損蛋自の補充療法
はその酵素の半減期から推定した補充頻度や通院頻度が高いことなどから、患者 。

家族に大きな負担を強いると言われている。一方、新鮮血 (全血または血漿)輸 血
では、溶血性貧血などの一部の症状が速やかに改善されることも報告されているが、

感染症の危険性を拭えないことに加え、その補充効果は一過性にしか得られなかっ

たことなどから、その後においてほとんど行われていない。そこで、持続的な LCAT

補充を可能とする遺伝子治療を以下の理由にて選択した。

(2)本 遺伝子治療の選択

家族性 LCAT欠損症への正常なヒトLCAT補充を長期にわたり可能とする方法を模

索し、遺伝子治療による補充、すなわちLCAT遺伝子導入細胞の移植による補充を考
えた。遺伝子治療を模索する場合、最も重要なことは遺伝子を導入する標的細胞の

性質である。

1)遺 伝子導入標的細胞の選定

遺伝子を導入する標的細胞の選択は、

①拒絶反応を回避するため、患者自身より比較的低侵襲的に摘出可能な組
織 ・細胞であり、また移植が容易であること

②導入遺伝子産物の持続的発現をもたらす細胞であること

③②の実現のため遺伝子導入方法としては、多くの遺伝子治療臨床研究で

使用されているレトロウイルスベクターを用いる方法が適していると考
え、レトロウイルスベクターによる遺伝子導入が可能な細胞であること

④遺伝子導入細胞の調製中や移植後のがん化のリスクが低いこと

⑤一定の均一性を確保出来ること

を考慮し、上記を満たす細胞の調査を行った。



その結果、皮下脂肪組織より比重特性を活かした天丼培養法で単離可能な 「ヒ

ト前脂肪細胞」を、遺伝子導入の標的細胞とすることとした。ヒト前脂肪細胞

を標的細胞とした背景は以下の通りである。

①分裂 。増殖型綱胞
101り

であり遺伝子導入が容易である
1勾

②長期培養した問葉系細胞ではがん化することが報告されている
13)が、天

井培養法で単離 ・回収したヒト前脂肪細胞ではがん化などの形質転換が

現在まで認められていない

③皮下脂肪組織を構成する細胞のうち、脂肪を含有しない問葉系由来細胞

は他の細胞への分化能力を有するがその分化制御は困難であることに

対して、天丼培養法で単離 ・回収したヒト前脂肪細胞は分化培地に交換

することにより成熟脂肪細胞へ容易に分化する
11)

④ヒト前脂肪細胞は、皮下脂肪組織の酵素処理/遠 心分離後得られる低比

重の脂肪細胞分画を天丼培養することにより他の脂肪組織構成細胞か

ら容易に単離できる (天丼面から簡便に採取可能できる)1011)

2)選 定した遺伝子治療の実現可能性

千葉大学大学院医学研究院細胞治療学、臨床遺伝子応用医学、形成外科および

薬学研究院病院薬学並びにセルジェンテック株式会社は、患者の皮下脂肪組織か

ら分離、培養したヒト前脂肪細胞 注1)を 用いて、正常なLCATの安定持続供給が

可能な LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞 注2)を 調製し、患者の皮下脂肪組織内に

自家移植することにより LCAT補 充を行う細胞 。遺伝子治療法の開発を行うため

共同研究を開始した。    ・

本共同研究においては、健康成人より提供を受けた皮下脂肪組織から分離、培

養したヒト前脂肪細胞に hLCAT遺伝子搭載レトロウイルスベクターを用いて、

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を調製することに成功した 4■。また、その LCAT

遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が発現 ・産生する LCATは、分子サイズ、免疫学的特

性及び生物活性の面から正常 hLCATであることを確認した。hLCAT遺伝子導入マ

ウス前脂肪細胞のマウス移植実験での血中ヒトLCAT活性測定が困難なため、マ

ウス血中に分泌されるhLCAT蛋白量を測定し、健常人の血中LCAT蛋白量の 10%

を補充できることを確認した481。

以上より、家族性LCAT欠損症を対象とした、安定持続的なLCAT補充を目的とする

LcAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を用いた細胞。遺伝子治療法の安全性と臨床効果の検

討を、本遺伝子治療臨床研究において実施することとした。

注1)前 脂肪細胞は脂肪油滴を持たない細胞である。天丼培養法 (脂肪含有細胞が低比重特性

を有することを利用した方法)を 用いて脂肪油滴を含有する脂肪細胞から得られる。
注2)皮 下脂肪組織から調製した前脂肪細胞にhLCAT遺伝子搭載レトロウイルスベクターによ

ってhLCAT遺伝子を導入し、LCAT蛋白質の持続発現をもたらすヒト前脂肪細胞。

ｎ
Ｕ

虔
Ｕ
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V:. 遺伝子及 びその導入方法

1.導 入する遺伝子の構造と性質

hLCAT遺伝子は、ヒト肝がん細胞株 HepG2から全 RNAを抽出し、cDNAライブラリー

を作製後、PCR法によって回収した。用いたプライマーを以下に示す。

forward primer:

reverse primer:

得られた塩基配列

(Accession Number

5' -atcgga t ccagggc t ggaaa t ggggccgccc-3
5' -atcggatccgtcgacggaaggtct t  tat tcaggaggcggggg-3'

(約 1.3kb)をhLCAT遺伝子のオープンリーデングフレーム配列
M12625)1いと比較し、一致していることを確認した 1019。

この遺伝子では、C末端のグルタミン酸とス トップコドンに重なった形でポリA付加
シグナル (AAl皿)が コー ドされているため、ス トップコドンを TAAよ り TCAに改変
して導入遺伝子内のポリ A付 加シグナルを除いた。また、蛋白質合成の効率を上げる

ために開始コドン上流にKozak配列 (CCGCCACC)を挿入した。

次にレトロウイルスベクター産生用プラスミドに導入された hLCAT遺伝子配列と蛋

白質のアミノ酸配列を示す (改変部分 2箇所を図中の下線で示した)り 。(図 5)
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GCTCACCGCTAGCGTTTAAACTTAACCTTCGTACCGAGCTCGGATCCGCCACCATGGGG
M E T G l y

CCCCCCGGCTCCCCATGGCAGTCGGTGACCCTGCTCCTCGGGCTCCTCCTCCCTCCTCCC

ProProGlyserProTrpGlnTrpValThrLeuLeuLeuGlyLeuLeuLeuProproAla

CCCCCCTTCTGGCTCCTCAATGTCCTCTTCCCCCCGCACACCACGCCCAAGGCTGACCTC

AlaPrOPheTrpLeuLeuAsnValLeuPheProProHisThrThrproLysAlaCluleu

AGTAACCACACACGCCCCGTCATCCTCGTCCCCGGCTGCCTGGGGAATCACCTAGAACCC

SerAsnHisThrArgProVal工 leLeuValProGlycysLeuGlyAsnClnLeuGluAla

AACCTGGACAAACCACATGTGGTGAACTGGATGTGCTACCGCAAGACACACGACTTCTTC

LysLeuAspLysProAspvalValAsnTrpMetcysTyrArgLysThrGluAspphePhe

ACCATCTGGCTGGATCTCAACATGTTCCTACCCCTTGGGGTAGACTCCTGGATCCATAAC

Thr■ leTrpLeuAspLeuAsnMetPheLeuProLeuGlyvalAspcysTrp工 leAspAsn

ACCAGGGTTGTCTACAACCCGACCTCTGGGCTCGTGTCCAACGCCCCTGGTGTCCACATC

ThrArgvalVa■ TyrAsnArgserSerGlyLeuValserAsnAlaProG■ yVa■ C■ntt■e

CCCGTCCCTGGCTTTCGCAACACCTACTCTGTGGAGTACCTGGACACCACCAACCTGGCA

ArgvalproGlyPheclyLysThrTyrserValcluTyrLeuAspserserLysLeuA■ a

CGGTACCTCCACACACTGGTGCAGAACCTCGTCAACAATGGCTACGTCCGGGACGAGACT

GlyTyrLeuHiSThrLeuValGlnAsnLeuVa■ AsnAsnGlyTyrValArgAspGluThr

GTCCCCGCCGCCCCCTATGACTCCCGGCTGGACCCCGGCCAGCACGACGAGTACTACCGC

ValArgAlaAlaProTyrAspTrpArgLeuGluProGlyGlnGlnGluGluTyrTyrArg

AACCTCGCAGGCCTGGTGGAGGAGATGCACCCTGCCTATGGGAACCCTGTCTTCCTCATT

LysLeuAlaClyLeuValGluCluMetHisAlaAlaTyrGlyLysProVa■ PheLeu工 le

CCCCACACCCTCGGCTGTCTACACTTGCTCTATTTCCTGCTCCGCCAGCCCCAGGCCTGG

GlyHisSerLeuGlyCysLeuHisLeuLeuTyrPheLeuLeuArgGlnProGlnAlaTrp

AAGGACCGCTTTATTGATGGCTTCATCTCTCTTCGGGCTCCCTGGGGTGGCTCCATCAAC

LysAspArgPhettleAspGlyPhe工 ■eSerLeuClyAlaProTrpGlyGlyserttleLys

CCCATCCTGGTCTTCGCCTCAGGTGACAACCAGGCCATCCCCATCATGTCCAGCATCAAG

ProMetLeuVa■ LeuAlaSerGlyAspAsnGlnGlyI■ eprolleMetserSer工 ■eLys

CTGAAAGACGACCACCCCATAACCACCACCTCCCCCTCGATGTTTCCCTCTCGCATCCCG

LeuLysGluCluG■ nArgェ ■eThrThrThrSerProTrpMetPheproSerArgMetAla

TCCCCTGACGACCACGTGTTCATTTCCACACCCAGCTTCAACTACACAGGCCGTCACTTC

TrpproGluAspHisValPhe工 leSerThrproserPheAsnTyrThrGlyArgAspphe

CAACGCTTCTTTGCACACCTCCACTTTGAGGAACCCTGGTACATGTGGCTCCAGTCACGT

GlnArgPhePheAlaAspLeuHisPheCluGluGlyTrpTyrMetTrpLeuG■ nSerArg

GACCTCCTCGCAGGACTCCCACCACCTCGTGTCGAAGTATACTGTCTTTACGGCGTGGGC

AspLeuLeuAlaClyLeuproAlaProGlyvalGluValTyrCysLeuTyrG■ yva■ Gly

CTCCCCACCCCCCCCACCTACATCTACGACCACGCCTTCCCCTACACGGACCCTGTCGGT

LeuProThrProArgThrTyrttleTyrAspHisGlyPheProTyrThrAspprovalGly

GTCCTCTATGAGGATGGTGATGACACGGTGGCGACCCCCAGCACCGACCTCTGTCGCCTG

ValLeuTyrGluAspGlyAspAspThrvalAlaThrArgserThrGluLeuCysGlyLeu

TGGCACGGCCCCCACCCACAGCCTGTCCACCTCCTCCCCCTGCACGGGATACACCATCTC

TrpGlnGlyArgGlnProGlnProValHisLeuLeuproLeuHisGlyェ leGlnHisLeu

AACATGGTCTTCAGCAACCTCACCCTGGACCACATCAATCCCATCCTCCTGGGTGCCTAC

AsnMetValPheSerAsnLeuThrLeuGluHislleAsnAlalleLeuLeuG■ yAlaTyr

CCCCAGGGTCCCCCTGCATCCCCGACTCCCAGCCCAGACCCCCCGCCTCCTCAATGAGTC

ArgGl■ GlyproProAlaSerproThrAlaSerProGluProproProProGlu

GACGATAAAATAAAACATTTTATTTAGTCTCCAGAAAAACCGGGCAATGAAACACCCCAC

図 5。 導入hLCAT遺 伝子配列と翻訳アミノ酸配列

62
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2.標 的細胞とした細胞の由来、生物学的特徴ならびに標的細胞とした選択理由

酵素補充療法は生理活性を有する分泌蛋白質欠損または低下症の治療として有効で

あり、これには遺伝子治療や遺伝子組換え蛋白質製剤の投与等があげられる。遺伝子

治療は、遺伝子組換え蛋白質製剤の投与に比べ、体内で持続的な蛋白質産生が可能な

ため長期治療に適していると考えられている。

LCAT補充療法の効率的な遺伝子導入系として、皮下脂肪組織由来ヒト前脂肪細胞を

標的細胞とし、″ /2iりでのレトロウイルスベクターによる遺伝子導入法を選択したlい。

分泌蛋白質の補充療法には、一定レベルの血中濃度を維持するために必要な生産 。供

給体制の構築が不可欠であり、当該蛋白質の高発現細胞を充分量確保できるかどうか

が課題である。標的細胞とするヒト前脂肪細胞は、形成外科領域で実用化されている

脂肪摘出術により皮下脂肪組織から容易に十分量採取することができ、また、体外で

選別、増殖させたヒト前脂肪細胞に導入効率の高いレトロウイルスベクターを用いた

遺伝子導入が可能である。さらに自家移植であるため、遺伝子導入されたヒト前脂肪

細胞を脂肪組織内に移植した際、拒絶反応を起こさずに安定して生着するものと考え

られる。なお、脂肪組織には血管網が発達しており、ヒト前脂肪細胞 (脂肪細胞)よ

り分泌された LCATは速やかに血中に移行するものと考えられる lη。

ヒト前脂肪細胞が遺伝子導入の標的細胞として補充療法に有用であることは、以下

の試験の結果からも推察される。

マウスを用い修飾型ヒトインスリン遺伝子及び標識遺伝子をレトロウイルスベクタ
ーにより ″ 1/Ji"でマウス前脂肪細胞へ遺伝子導入し、体内に移植後に遺伝子発現状

態を組織学的に観察した結果、マウス前脂肪細胞およびその分化した脂肪細胞で導入

遺伝子の良好な発現が確認された。また、糖尿病モデルマウスを用いた試験では、修

飾型ヒトインスリン遺伝子導入マウス前脂肪細胞の移植後、約 2ヵ 月以上にわたり安

定 。持続した血糖低下作用が観察されている l"。

純度の高いヒト前脂肪細胞の調製には、まず皮下より摘出して得られる脂肪組織を

酵素処理と遠心分離することにより、低比重脂肪細胞含有画分を得る。脂肪組織に存

在する他の血液系細胞や内皮系細胞をさらに分離するために、この画分の比重特性を

利用し、培養フラスコを培地で満たした天丼培養を行って、フラスコの天丼面に接着

した低比重細胞群を濃縮する 10。この 1週間程度の天丼培養で天丼面に接着 ・増殖し

た細胞を初代ヒト前脂肪細胞とした。その形態は軽度脂肪含有線維芽細胞様の細胞群

である。最初の遠心分離により沈殿した Stromal Vascular Fraction(SVFlに多く存在

する未分化間葉系細胞は、様々な細胞への分化能力を有しており 10、長期培養した細

胞を免疫不全マウスに移植することにより細胞ががん化したことが報告されているが
1め、天丼培養にて単離 ・回収したヒト前脂肪細胞に関してはそのような形質転換は現在

まで認められていない。また、近年、癌抑制遺伝子の 1つ ink4a遺伝子を欠損した骨

肉腫モデルマウスにおいて、脂肪細胞への分化能を有する幹細胞は分化能を失った細

胞よりもがん化しにくいことが報告された 4D。このことは脂肪細胞への分化能が細胞

に対してがん化しにくい形質を与えることを示唆している。

得られたヒト前脂肪細胞の細胞表面マーカーは、CD13+31~34~45~90+105+146+であり、

脂肪細胞への分化能があり、かつレトロウイルスベクターによる遺伝子導入に不可欠

な分裂 ・増殖能力を保持している 1"40。なお、ヒト体内への移植後は増殖せず脂肪細

胞に成熟すると考えられる。

3.遺 伝子導入方法の概略及び当該導入方法を選択 した理由

ヒト前脂肪細胞へのhLCAT遺伝子の導入は、hLCAT発現レトロウイルスベクター懸濁

液を予め設定した割合 (multiplicity of infection:MOI)で、皮下脂肪組織から調製
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したヒト前脂肪細胞培養液に添加して培養することにより行う。遺伝子導入後、必要

細胞数までに培養させ、移植用溶液に懸濁させた細胞を皮下脂肪組織内に注入移植す

る。皮下脂肪組織からのヒト前脂肪細胞調製より移植用 hLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪

細胞懸濁液 (細胞懸濁液)調 製までの工程は治験薬 GMP準拠の細胞調製室 (CPC)にお

いて行う。

遺伝子導入法としては 力 」/Ji″での直接導入の系と、グ /1i"での遺伝子導入の系が

考えられる。力 7プ"の 直接導入の系で、比較的感染効率の高いベクターとしてはアデ

ノウイルスベクターがあるが、ヒトヘの投与では免疫反応の惹起は避けがたく、長期

にわたる治療で再投与も考慮せぎるを得ない場合には適切とは言えない 20。非病原性

ウイルスに由来するアデノ随伴ウイルスベクター (AAV)は、もととなったウイルスの

性質から安全性は高く、筋細胞、神経細胞、肝細胞などの非分裂細胞に効率よく遺伝

子導入ができ、そのような細胞では遺伝子発現が長期間持続する。筋細胞を標的とし

た AAVに よる蛋白質補充遺伝子治療では当初ある程度の臨床的効果が得られたとの報

告があつた 3のが、その後ベクター量を増量したものの明瞭な臨床効果が得られずこの

臨床研究は中止となっている3Do AAVはそのゲノムが一本鎖であるため、遺伝子の発現

には二本鎖になる必要がある。しかしながら現行の AAVで はその効率が必ずしも高く

ないため十分な発現が起きなかったためではないかと考えられる。その後肝臓への遺

伝子導入に基づく臨床研究も行なわれたが、免疫反応の惹起に起因する肝細胞障害か

ら導入遺伝子の発現が長期間持続しなかったと報告されている 30。最近、シュー ドタ

イプの AAV2/8を用いた血友病 Bに 対する遺伝子治療の報告がなされている。高用量投

与症例で改変型ベクターに対する特異的な免疫反応が認められているが、6例 中4例 で

組換え型第 IX因子製剤の併用投与が必要でなくなり、残りの 2例 は、その投与間隔が

伸びるなどこれまでの報告に比べて有効性が向上している 50。他にも、AAVを 用いた

カ ガ"の 遺伝子治療法が臨床試験で検討されている5η。

本臨床研究では、力 /ノ″での遺伝子導入ではなく、グ /2i v/aでのレトロウイルスベ

クターによる遺伝子導入を選択 した。これは、レトロウイルスベクターの分裂細胞ヘ

の遺伝子導入効率が高く、効率の良い遺伝子組み込みに基づく安定した持続蛋白質発

現が可能な特徴を有するためである。グ 7ノ1/aでの遺伝子導入後の遺伝子の組み込みを

考えた場合、ウイルスベクターの候補としてはレトロウイルスベクターの他に AAVの

使用も考えられる。しかしながら現行の AAVは 、遺伝子の挿入サイズを確保する目的

で染色体への挿入に寄与する Rep配 列が除かれているため染色体への挿入効率が非常

に低く、また染色体外に環状 DNAと して存在することが報告されている3η3D。したが

って、この AAVを 用いて前脂肪細胞のような分裂時期の細胞に導入された遺伝子は細

胞の増殖に伴い希釈されるため、本臨床研究のように必要細胞数まで拡大培養すると、

前述の二本鎖 DNAへ の変換効率の低さに加えて、染色体への組み込み能の低さから、

十分な薬効を保証できるだけの LCAT遺伝子が残存しなくなるおそれがある。以上から、

グ 7ノ″でのMVの 使用も本酵素補充療法における導入遺伝子方法としては適切ではな

いと考えられる。一方、レトロウイルスベクターでは増殖性ウイルス (RCR)の出現が

危惧されるが、本臨床研究で用いるレトロウイルスベクターとしては、″ふ ρθノ,"7

遺伝子配列を完全に除いた Moloney Murine Leukemia Virus(MoMLV)由来の pDON―AI

を用い、パッケージング細胞として gagっθノと “/遺伝子が男1々の DNA上 に存在して

いる GP+envAM-12細胞を用いることで、相同的組換えによる RCR出現の可能性を低く

抑えている2"2い。

1999年からフランス、続いてイギリスでレトロウイルスベクターを用いた X連 鎖重

症複合免疫不全症 (X―linked Severe Combined lllllllunOdeficiency:X―SCID)に対する

遺伝子治療が始まり、大半の患者が免疫能を獲得して通常の生活を送れるようになっ

た。しかし、治療を受けた患者 20名のうちフランスで 4名 、イギリスで 1名計 5名 に

64
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Tリ ンパ性白血病を発症し、1名が死亡した 3940。これは、患者の染色体中のがん遺伝

子 ん口 のプロモーター領域近傍にレトロウイルスが組込まれ、ι燿′が恒常的に活性化

された結果、白血病を発症したと考えられる3,3930(フランスの 1例は、CCDN2遺伝子

へのベクター組み込みによる41))。細胞のがん化には複数の遺伝子異常の蓄積が必要で

ある。X―SCIDの場合、治療効果の発現のためにはγc遺 伝子が導入され、その機能が

正常化された細胞により免疫系が構築される、すなわち遺伝子導入細胞のみが生き残

る体内環境にあること、γc遺伝子自体が強力な Tリ ンパ球増殖作用を持つという特殊

事情が重なつて白血病を発症したと考えられる。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 (llDS)の発症が報告されており、EVH遺 伝子の発現克進が原因で染色体の

不安定性が誘導され、7番 染色体のモノソミーを誘発したと考察されている 52.50。_

方、CD34陽 性細胞を遺伝子導入の標的細胞としたアデノシンデアミナーゼ (ADA)欠

損症のイタリアでの遺伝子治療においては、10例 中 8例 で酵素補充療法の必要がなく

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

が見 られなかったと報告されている 54。本研究は X―SCID遺伝子治療と同様にレトロウ

イルスベクターを用いているが、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を用いた 力 /・i′rθ及

び 力 7ノ1/aの非臨床試験では増殖能の克進や形質転換は現在のところ認められていな

い。また、この治療原理においては遺伝子導入された細胞の体内での選択的増殖が LCAT

欠損症の病態からは想定されない。

″ /ノ″による遺伝子導入の利点は、細胞への遺伝子導入の工程を品質管理できる点

にある。標的細胞をヒト前脂肪細胞に絞り込むことで、遺伝子導入した細胞を体内の

脂肪組織に戻したときに、脂肪細胞以外の細胞に分化して予測外の副作用を引き起こ

す可能性を極力排除した。さらに、ヒトの脂肪組織 (前脂肪細胞)の 状態にも個人差

のあることが報告されており21)、移植前の LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の LCAT活

性を予め確認してから移植できることは移植細胞数のコントロール面からも大きなメ

リットである。
一方、脂肪細胞の体内での代謝回転が遅いことから安定した遺伝子発現が期待でき

るが、さらに導入遺伝子が染色体に組み込まれることは、細胞が分裂しても娘細胞に

引き継がれていく点で長期間の発現には有利である。

4.ウ イルスベクターを用いた遺伝子導入方法

(1)野 生型ウイルスの生物学的特徴及びヒトに対する影響

使用するベクターは MoMLV由来のレトロウイルスベクターである。 MollLVは

sarcoma37細胞より分離されたRNAウイルスであるが、発がん遺伝子は持たない。長

期間感染したマウスにリンパ性白血病を起こすことが知られているが、ヒトには感

染することはない2の。

MoMLVのゲノムは5'LTR、パッケージングシグナル(Ψ)、″ふρθノ、“ス及び 3'LTR

よりなる。LTRにはエンハンサー/プロモーター活性があり、ΨはウイルスゲノムRNA

がウイルス粒子に取り込まれるのに必要な配列である。″gはウイルスのコア構造蛋

白質を、βθノは逆転写酵素及びインテグラーゼを、"7は ウイルス外被蛋白質をそれ

ぞれコー ドする遺伝子である。レトロウイルスはウイルス粒子外被に存在する ENV

と標的細胞の表面にある特異的受容体が結合した後、膜融合によリウイルス粒子が

細胞内に取り込まれる。その後、逆転写酵素によリウイルスゲノムRNAが 2本鎖DNA

に逆転写され、核に移行してインテグラーゼにより宿主染色体に組み込まれる。宿

主 DNA上のウイルスゲノム (プロウイルス)は 宿主の転写機構によってウイルスRNA
へと転写されるが、一部は GAG、POL、ENVへ と転写 。翻訳され、ウイルス粒子を形
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成する。ウイルス側Aを 取り込んだウイルス粒子は出芽により細胞外、と放出され、

次々と周囲の細胞に感染していく。MoMLVはエコトロピックウイルス (同種指向性ウ

イルス)の ため、マウス細胞にしか感染しないが、異なる種にも感染性を示すアン

フォトロピックウイルス (多種指向性ウイルス)由 来の ENVを 用いることで、ヒト

細胞への感染も可能となる。

12)ウ イルスベクターの作製方法

ヒト前脂肪細胞への hLCAT遺伝子の導入の際に使用する hLCAT発現レトロウイル

スベクターおよびベクター製造用マスターセルバンク作製までの工程の概略は次の

とおりである (表 6)。

表 6 hLCAT発 現 レトロウイルスベクター製造用マスターセルバンク作製工程の概要

S t e p  l  ヒ ト肝 が ん 細 胞 株 t o t a l  R N Aか ら R T一 P C Rに よ り L C A T遺 伝 子 を 回 収

↓

Step 2 pDON一 AIプ ラ ス ミ ドの 3α″HI一 Sa■ 間 に hLCAT遺 伝 子 を 挿 入

↓

Kozak配列 ・終止コドン (TAA→TGA)を 導入

↓

Step 3 プラスミドのハ鬱ο耐性遺伝子領域の除去

↓

Step 4 GP+E-86細胞 (エコトロビックエンベロープ発現細胞)に トランスフェクション

↓

hLCAT発 現エコトロピックレトロウイルスベクターを回収

↓

Step 5 GP+envADI‐12細胞 (アンフォトロピックエンベロープ発現細胞)に 接種

↓

アンフォトロピックレトロウイルスベクター産生細胞の作製

↓

Step 6 hLCAT発 現レトロウイルスベクター産生細胞株の単離 (クローニング)

↓

pre一MCBの 作製/検 疫
★

↓

マスターセルバンク (MCB)作 製/品 質試験

*hLCAT発 現レトロウイルスベクター産生細胞株をGMP製 造施設へ受け入れる前に実施する無菌試験及び

マイコプラズマ否定試験。

1)プ ラスミドの構築 (Step l～ Step 3)

hLCAT遺伝子発現プラスミドの構築には、MoMLV由来のレトロウイルスベクタ
ーであるMFGベクターを改良した pDON―AI(タカラバイオ株式会社)を使用した。

このベクターは、LTRとパッケージングシグナル (Ψ配列)以 外のMoMLV由来遺

伝子 (″ふ ′θノゝ “の を含まず、かつ 5'LTRの U3領域がより強力なサイトメ

ガロウイルス由来のプロモーターに置換されている 2の2D。このベクターの特徴

はMoMLVの構造遺伝子を完全に除くことで相同的組換えによる増殖性ウイルスの

α
Ｕ

食
Ｕ
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出現を抑え、プロモーター領域を改変して導入遺伝子の発現効率の向上を図った

ことにある (

図 6)。

″めd‖:(1)

SD

Spe i(746)

εooR:(3048)

踊nd‖:(1237)

MCS

33″ Hi(1255)

Sa′:(1261)

居“ :(1267)

Xba:(2751)

図 6

Xわ 1(2406)

p D O N‐A I  D N Aベ クター の構 造

本レトロウイルスベクター産生用プラスミドpCGThLCATの構築過程は以下のと

おりである (図 7)。

[Step ll hLCAT遺伝子は、Ⅳ.1.に 記載されている通 り、ヒト肝がん細胞株

の cDNAライブラリーから調製 した。

[Step tt pDON―AI DNAベクターのマルチクローニングサイ ト (MCS)の BttI

切断部位とカノI切断部位の間に、当該制限酵素配列を含むプライマ
ーにより増幅させた hLCAT遺伝子 (1.3kDを挿入した。次に、蛋白質

合成効率の向上のために開始コドンATG上流にKozak配列(CCGCCACC)

を挿入した。また、hLCAT遺伝子ス トップコドン近傍に存在する ポ

リA付 加配列のAATAAA(TAAがス トップコドン)を 別のストップコ

ドンTGAに改変した。

[Step 3]さらに、目的以外の不用な遺伝子の発現を避けるために、力/1切断

部位から形θI切断部位までを切り出して、Minimal SV40 promoter

配列及びルぴ (ネオマイシン耐性遺伝子配列)を 除去した。

pDON― A:
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IStep 21

lStep 3l

IStep ll
o D N Aライブラリー

MCS

ga″HI

Sa/1

角"aI

3'LTR

|

pDON― AI
5682b,      Intron

ＳＶ４０̈

pcGThLCAt 
Intron+SA

5866bp

MLV U5

０
０

ｎ
ｕ

図 7.レ トロウイルスベクター産生用プラスミドpCGThLCATの 構築



2)ウ イルスベクター調製からマスターセルバンク作製 (Step 4～ Step 6)

Stepl～Step3で構築したプラスミドを用いたウイルスベクターの調製からマ

スターセルバンクの作製過程は以下のとおりである (図 8)。

iStep 41 MoMLVのgag―pθノ遺伝子とエコトロピックエンベロープ遺伝子を発現

するパッケージング細胞 GP+E-86細胞 20に、レトロウイルスベクター

産生用プラスミド(pcGThLCAT)をハイグロマイシン耐性遺伝子と同時

に トラ ンス フェ クシ ョン した。 ト ラ ンス フェクシ ョンには

Lipofectamine 2000CD(ライフテクノロジーズジャパン株式会社)を

用いた。Hygromycin B選択により薬剤耐性細胞プールを獲得し、この

細胞の培養上清からhLCAT発現エコトロピックレトロウイルスベクタ
ーを調製した。

IStep 5]次に当該エコトロピックレトロウイルスベクターを、RetroNectin(タ

カラバイオ株式会社)を 用いて、同じくMoMLVの gag―poノ遺伝子及び

マウスウイルス 4070A由来アンフォトロピックエンベロープ遺伝子を

発現するGP+envAll-12細胞 (マウス由来細胞)に 接種した 2い。

IStep 6]遺伝子導入細胞を 96穴 プレー ト50枚 に限界希釈して播種し、ウイル

スベクター産生細胞のスクリーングを行った。シングルクローンと考

えられる201ウェルについてその上清をリアルタイムRT―PCRで分析し、

陽性クロ=ン 9個 を得た。この中から最も高タイターのウイルス産生

株を 1ライン (GP+env鰤-12/CGThLCAT L17_4)選 択し、hLCAT発現ア

ンフォトロピックレトロウイルスベクター産生細胞としてプレマスタ
ーセルバンクいre―MCB)を作製した。pre―MCBよ り継代を 3回 実施し、

マスターセルバンクMCB(CGT hLMC)の 作製を行った。

，
０



エコトロピック

パッケージング細胞株

GP+E-86 (ATCCホ|: CRL-9642)

pCGThLCAT

アンフォトロピック

パッケージング細胞株

GP+envAM-12 (ATCC*|: CRL-9641)

エコトロピック

レトロウイルスベクター

ECO/CGThLCAT

トランスフェクション

培養(継代数 :1)

レトロウイルスベクター

CGT_hLCATRV産生細胞

9ク ローン選択

[Step 6l クロー

拡大培養 (継代数 :3)

MCB

CGT_hLMC, Lot.CM06-1

図 8.hLCAT発 現レトロウイルスベクター産生マスターセルバンクの作製概略図

*ATCC:AmeHcan Typc Culture Collection

ｎ
ｕ

７
′

拡大培養 (継代数 :3)
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(3)ウ イルスベクターの遺伝子構造と性質
hLCAT発現レトロウイルスベクターの塩基配列の基本骨格は、pDON―AIプラスミド

(タカラバイオ株式会社)に 由来しているが、マスターセルバンクを作製する際に

GPttenvAll-12細胞にエコトロピックウイルスベクターを感染させてアンフォトロピ

ック hLCAT発現レトロウイルスベクターを構築する過程で、宿主染色体に組み込ま

れる時に、逆転写酵素によリウイルスゲノム上の 3'LTR配 列が 5'LTR領 域へとコ

ピーされるため、5'LTR領 域塩基配列はオリジナルのMFGベクターと同一となる。

従って、MCBに より生産されるウイルスベクターでは、hLCAT遺伝子の発現は元の

MoMLV由来の LTRエンハンサー/プロモーターにより誘導されることになる。ウイル

スゲノム RNAを ウイルス粒子に取り込むのに必要なパッケージングシグナルとして

のΨ配列を有するが、ウイルス粒子形成に必須な″ふ ρθノ、"ァが除かれているた

め、″g、βθノぅ“ァのすべての遺伝子 を発現しているパッケージング細胞

(GP+envAM-12細胞)で のみ感染性ウイルス粒子を形成することが出来る。従って、

細胞内で組換えを起こしてこれらの遺伝子を全てウイルスゲノムに取り込まない限

り、通常の細胞でも増殖可能な増殖性ウイルス (RCR)が出現することはない。

以下にhLCAT発現レトロウイルスベクター遺伝子の構造概略を示す (図 9)。

5'LTR hLCAT 3'LTR

LIR : Long terminal repeat.

図 9。 hLCAT発 現レトロウイルスベクター遺伝子の構造概略図

14)ウ イルスベクター (マスターセルバンク)の 生物学的特徴
hLCAT発 現 レ トロウイルスベクター作製には、パ ッケージング細胞 として

GP+envAM-12を用いた。 GP+envAM-12細胞は野生型 MoMLVの ″′フθノおよびマウス

アンフォトロピックウィルス 4070A由来の “ 7を効率よく発現するNIH3T3由来のマ

ウス細胞株である。Ψ配列を持たないためウイルス粒子中に RNAを 取り込むことが

出来ず、単独で野生型ウイルスを産生することはない 2め。Ⅵ.4.(2)で 記載した工

程により作製された hLCAT発現レトロウイルスベクター製造用マスターセルバンク

MCB(CGT_hLMC)か ら産生されるウイルスベクターの遺伝子導入可能宿主は広範囲の

もの (アンフォトロピック)に なり、マウス、ラットのみでなくヒト、サル等にも

遺伝子導入可能である。

なお、レトロウイルスの特質として、細胞への遺伝子導入には標的細胞が増殖期
にあることが必要であるが、一度染色体に組み込まれた遺伝子は安定して娘細胞ヘ

と伝えられ、長期にわたる発現が期待できる。パッケージング細胞内で hLCAT発現
ベ クター遺伝子が宿主遺伝子 と組換 えを起 こす可能性は否定できないが、

GP+env鰤-12細胞では Bag―pθノと "ァ が独立して存在していることから、野生型の

増殖性レトロウイルス (RCR)が出現するには複数回の組換えが同時に必要であるこ

と、また、このウイルスベクターは ″ふ ρθノ、"/が 完全に欠落しているため 2の、

相同的組換えに必要な元のウイルス由来配列はより少なくなっていることから、RCR

出現の可能性は極めて低いと考えられる。RCRが出現しない限り、体内で周囲の細胞

や他の臓器へ伝播することはない。
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5。 導入遺伝子からの生成物の構造及び生物活性

LCATは 、血中コレステロールのエステル化を担うコレステロール逆転送系 (コレ

ステロールの末梢組織から肝臓へ転送)の 最初の段階を支配する重要な酵素である。

肝臓で合成され、血中では HDLと 結合して存在し、遊離コレステロールにレシチン

の脂肪酸を転移してコレステロールエステルを生成するコレステロールエステル化

酵素である。N末 端にシグナル配列をもつ分泌型蛋白質 (440アミノ酸残基)と して

合成されるが、分泌された成熟 LCATは アミノ酸 416個 よりなる分子量約 63,000の

糖蛋白質 (糖鎖含量約 25%)で ある l。2つ。血中半減期は約 4日 と報告されている。ヒ

トでのLCAT欠損症については低 HDLコ レステロール血症はじめ全ての血中リポ蛋白

分画に異常がみられるが、臨床症状としては、角膜混濁や腎機能障害などがみられ

ている い。LCATを 過剰発現させた トランスジェニックマウスではコレステロール逆

転送の克進 2めゃ高 HDLコ レステロール血症 2"が報告されている。
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V‖。 当 該遺伝子治療臨床研究に関する培養細胞、実験動物を用いた研究成果

1.培 養細胞を用いた研究の成果

LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の特性に関する評価として、以下の項目を実施した。

形態

細胞プロファイル

増殖速度

前脂肪細胞の分化能 :脂肪幹細胞との比較

hLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の脂肪細胞への分化能

hLCAT遺伝子導入コピー数と導入遺伝子の安定性

hLCAT遺伝子搭載レトロウイルスベクターのヒト前脂肪細胞への遺伝子導入効率

hLCATの発現性及び発現した LCATの活性

アポ Al蛋 自分布変化によるLCAT活性の評価

家族性 LCAT欠損症における腎機能障害関連異常リポ蛋自の解析

家族性 LCAT欠損症患者血清におけるLCAT機能の評価

長期培養による形質変化の有無 (軟寒天培地でのコロニー形成能の検討)

遺伝子導入細胞における染色体異常出現の有無

hLCAT遺伝子導入によるヒト前脂肪細胞の特性変化

11)形 態

[要約]ヒト前脂肪細胞は、顕微鏡下で線維芽細胞様の形態を示した。遺伝子導入の

有無に係わらず細胞形態に差は認められなかった (図 10)。培養期間が 1.5

ヵ月程度までは形態的には大きな変化は示さなかった。

図 10. ヒト前脂肪細胞形態 o100)
天丼培養終了時は脂肪の油滴に混じって前脂肪細胞が観察される。

1:天丼培養終了時 (7日目)、 2:遺 伝子導入直前 (8日目)
3:遺 伝子導入 (22日目)、4:遺 伝子非導入 22日 目)
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12)細 胞プロファイル

[要約]20種 の膜蛋白質に関して実施し、その結果を図 11に示した。LCAT遺伝子導

入ヒト前脂肪細胞は CD31~CD45~(血 球系マーカー及び血管系マーカーがとも

に陰性)細 胞であり、その他の特徴として以下のことが判明した。

・ CD45、 CD34が陰性であることから血球系幹細胞の混入はないと考えられる。
・  CD105、 CD146が 陽性であることから、線維芽細胞ではない
。  CD36(脂 肪酸 トランスポーター)は 培養初期には moderateな 発現が見られ、

培養により徐々に低下していく
。  間 葉系幹細胞マーカーとして知られるCD13、CD29、CD44、CD73、CD90が陽性

であり、未分化な多能性幹細胞や全細胞系統の造血前駆細胞に発現が認めら

れるCD34は陰性である。
・  す べての組織に幅広く発現されているとされる CD59(補 体による細胞溶解を

防ぐ膜蛋白質)も 陽性である。

よって、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞は、CD13+31~34~45~90+105+146+と

表される。この細胞プロファイル結果は、天丼培養法により分取したヒト前

脂肪細胞の性質に関する宮崎らの報告 lDと概ね一致していた。また、吉村ら

が示した脂肪由来細胞の細胞プロファイル 30ではcD34の発現は陽性を示した

が、この相違は天丼培養法の利用の有無や培養期間の相違によるものと考え

られる。また遺伝子非導入ヒト前脂肪細胞の結果から、検討した 20種 の膜蛋

白質発現に関して、遺伝子導入が特に影響を与えないことが判明した 4つ。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、硫酸プロ

タミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを用いて hLCAT遺 伝子を導入し

た後、腹部皮下脂肪採取 21日後のヒト前脂肪細胞の膜蛋白質プロファイリングを

行つた。フローサイ トメトリーはBecton Dickinson社の FACS CaHburを 用いた。

また抗体はBecton Dickinson社、もしくは Beckman Coulter社にて販売されてい

るものを用い、定法に従い染色した。また、天丼培養終了直後のヒト前脂肪細胞、

脂肪組織採取 21日 後の LCAT遺 伝子非導入細胞に関しても、同様の方法で細胞プ

ロファイリングを実施し3種類の細胞のプロファイルを比較した。
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図 11.LCAT導 入ヒト前脂肪細胞の膜蛋白質発現プロファイル

CF7(η:天丼培養終了直後のヒト前脂肪細胞、CF7(21):月旨肪組織摘出 21日後の

LCAT遺伝子非導入ヒト前脂肪細胞、CF7侶lcat)(21):脂肪組織摘出 8日後にLCAT

遺伝子を導入し、21日 後まで拡大培養を実施したヒト前脂肪細胞 (LCAT遺伝子
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導入ヒト前脂肪細胞)

13)増 殖速度

[要約]腹 部皮下脂肪採取 9日 目 (遺伝子導入翌日)か ら 21日 目 (移植予定日)ま

での LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の倍加時間は 1。4～2.0日 であつた。増

殖速度は遺伝子導入の有無で影響を受けなかった40(図 10。

(実験方法)                           °

健康成人 3例 より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、硫酸

プロタミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを用いて hLCAT遺 伝子を導

入した後、移植を想定した拡大培養を行った。培地はMesenPRO培地 (ライフテク

ノロジーズジャバン株式会社)を 使用した。継代を行うたびに細胞数を測定し、

長期間の増殖曲線を作成し、倍加時間を求めた。

く卜 Conh!― 条件1■ 卜条件2  条 件3

0      5      10      15      20     25      30     35     40

LCAT遺伝子導入後経過日数

図 12.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の増殖速度

Control:遺伝子非導入、条件 1:1.3x109 RNA copies/mL、条件 2:2.Ox109 RNA

copies/mL、条件 3:3.lx109 RNA copies/mLの濃度のウイルスベクターを 24時間

暴露した。

14)前 脂肪細胞の分化能 :脂肪幹細胞との比較

[要約1同 一のドナーからヒト前脂肪細胞と脂肪幹細胞を調製し、脂肪、骨、軟骨分

化能についてそれぞれの分化誘導刺激下で比較検討を実施した。その結果、

脂肪分化能はヒト前脂肪細胞が優れており49(図 10、 骨、軟骨分化能は脂肪

幹細胞と同等であった (図 14,図 15)。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪をコラゲナーゼ処理し、遠心後の浮遊層

(成熟脂肪細胞層)と 沈殿画分 (stromal vascular fraction、SVF)を 分取した。

浮遊層から天丼培養法により前脂肪細胞を、SVFよ リフラスコヘの接着細胞を回収

し脂肪幹細胞とした。脂肪組織採取後から同じ日数継続培養した細胞に対して分

化誘導刺激を施し、脂肪、骨、軟骨分化能をそれぞれ Oil Red O染 色、アリザリ

ンレッド染色、アルシアンブルー染色により評価 した。脂肪分化について、

AdipoRed染色強度、分化マーカー遺伝子発現 (PPARY2、aP2遺伝子 mRNA)、骨分化

について Ca2+の蓄積、軟骨分化について硫酸グルコサミノグリカン (sGAG)の定量
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比較を実施した。
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図 13.脂 肪分化能の比較

上段 :分化誘導刺激 14日後の Oil Red O染色像

下段左 :分化誘導刺激有 (十)、無 (一)で 培養後の AdipoRed染 色強度、下段中

央、右 :分化誘導刺激後の PPARγ2遺 伝子 (中央)、aP2遺 伝子 (右)の mRNA定 量

結果。 *p<0.05.

図 14. 骨分化能の比較

写真 :対照 (分化誘導刺激なし)、誘導 (分化誘導刺激有)で 3週間培養後のアリ

ザリンレッド染色像、グラフ :分化誘導刺激後のカルシウム定量結果
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前脂肪細胞 脂肪幹細胞
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図 15。軟骨分化能の比較

写真 :micromass培養下、分化誘導刺激 3週間後のアルシアンブルー染色像、グラ

フ :分化誘導刺激前 (dO)後 (3w)の硫酸グルコサミノグリカン (sGAG)定量結

果

{5}hLCA丁 遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の脂肪細胞への分化能

[要約]組 織採取 24日 目のヒト前脂肪細胞を脂肪細胞への分化誘導を行った結果、

約 50%のLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が Oil Red Oにて染色され、脂肪細

胞への分化が認められた。分化能はLCAT遺伝子導入の有無で影響を受けなか

った (図 16)。遺伝子導入細胞と非導入細胞の間で蓄積された 卜′リグリセリ

ド量に差は認められなかった 40(1.30± 0.43 vs.1.25±0.27 mg/mg prOtein

(平均値士標準偏差))。移植時に scaffoldと して用いるフィプリンゲルを使

用した in vitro 3次元培養を行った結果、培養フィプリンゲルの収縮と細胞

密度の増加と共に、培養 28日 目からOil Red Oによる染色される細胞が出現

した。少なくともこの条件においては外部からの刺激を必要とせず、前脂肪
、 細胞は自発的な脂肪細胞への分化能を有することが確認された 50(図 17)。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、硫酸プロ

タミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを用いて LCAT遺伝子を導入した

後、T25フ ラスコにて培養を行った。腹部皮下脂肪採取 21日 目にコラーゲンコ
ー

トした培養プレー トに播種した。3日後 (脂肪採取 24日 目)に 以下の組成の培地
ホ

に交換し、分化誘導を行った.そ の 2週 間後、Oil Red Oにて油滴を染色すること

により、脂肪細胞への分化を確認した。

LCAT遺 伝子を導入したヒト前脂肪細胞を含むフィプリンゲル細胞塊を調製し、

MesenPRO培地において持続培養を行った。経時的に細胞塊を回収し、切片を作製、

Oil Red O、HEに よる染色を行った。
*脂 肪細胞培地:DMEMに10%FBS、IIsulin、Dexanethaso■、IBMX、Indomethaci]を加えた培地
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図 16. LCAT導 入ヒト前脂肪細胞の脂肪細胞への分化能

(脂肪採取 24日 日に分化開始し、38日 目の細胞のOil Red O染色像)

1:LCAT遺伝子導入細胞、2:LCAT遺 伝子非導入細胞、自線は 100 μ mを示す。
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図 17.3次 元培養下でのLCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の自発的脂肪分化

左 :細胞塊の切片のHE染色および Oil Red O染色像、右 :観察視野内の Oil Red O

染色面積を観察視野内の細胞数で割ったものをグラフ化した。

16)hLCAT遺 伝子導入コピー数と導入遺伝子の安定性

腰 約]hLCAT遺 伝子導入 8日後の導入遺伝子コピー数は 1細胞あたり 1～2コ ピーで

あり、移植予定日 (遺伝子導入 14日 後、脂肪組織摘出 21日 後)を 3週 間程

度経過しても安定に推移することが確認された 40(図 18)。

また、hLCAT遺伝子導入 19日後 (脂肪採取 34日後)の 抽出したゲノム DNA中

の導入 hLCAT遺伝子塩基配列に変化は見られなかった。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、T25フ ラス

コにて培養を行つた。腹部皮下脂肪採取 8日 後に、硫酸プロタミ
コ
ンを補助試薬と

してレトロウイルスベクターを用いて hLCAT遺 伝子導入を行い、経時的に細胞を

回収し、導入遺伝子コピー数を測定した。

導入遺伝子コピー数はリアルタイム PCR法 により、レトロウイルスベクター部
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位のプライマーであるRV-1-F及びRV―I―R(タカラバイオ株式会社)を用いて測定

した。また hLCAT遺伝子導入 19日後 (脂肪採取 34日後)の 抽出したゲノムDNA

中の導入hLCAT遺伝子塩基配列を解析した。

― 条件1-E― 条件2  条 件3

0      5     10     15    20     25     30     35     40

LCAT遺 伝子導入後経過日数

図 18.ヒ ト前脂肪細胞のLCAT遺 伝子導入効率と平均導入コピー数の推移

条件 1:1.3x109 RNA copies/mL、条件 2:2.Ox109 RNA copies/mL、条件 3:3.lx109

RNA copies/mLの濃度のウイルスベクターを24時間暴露した。      .

17)hLCAT遺 伝子搭載レトロウイルスペクターのヒト前脂肪細胞への導入効率

[要約〕免疫染色法で hLCAT発 現陽性細胞の割合は、遺伝子導入 12日 日でおよそ 30%

であった (図 19)。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、T25フ ラス

コにて培養を行った。腹部皮下脂肪採取 8日 後に、硫酸プロタミンを補助試薬と

してレトロウイルスベクターを用いて hLCAT遺 伝子導入を行い、その 12日後 (脂

肪採取 20日後)に 細胞を固定し、抗ヒトLCATウ サギ抗体にて免疫染色を行った。

図 19.hLCAT陽 性細胞の免染像
赤色蛍光が LCATの シグナル、青色蛍光が細胞核の染色シグナル (DAPI染色)
である。
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{8}hLCATの 発現性及び発現 した LCATの 活性

[要約]ウ エスタンプロットの結果 (図 20)か ら、LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞

の培養上清中に hLCATが 発現していることが確認された。サイズはヒト HDL

由来のものとほぼ同じサイズ (60～65kDa)で あり、糖鎖修飾された hLCATと

考えられる。

 ヽ  ま た、培養上清の LCAT活 性測定から、LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞 (105

個、平均導入コピー数 0.37コ ピー/細胞)は 3日 間で、1.31 nmol E―Cho/hの

酵素活性相当の hLCATを生産 ・分泌することができると考えられる。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、T25フ ラス

コにて培養を行った。腹部皮下脂肪採取 8日 後に、硫酸プロタミンを補助試薬と

してレトロウイルスベクターを用いて hLCAT遺伝子導入を行い、その 12日後 (脂

肪採取 20日後)か ら 3日 間 (脂肪採取 23日 まで)、培地交換を行わず培養した。

培養液を回収し、hLCATの発現確認用に、抗ヒトLCATウサギモノクローナル抗体

で免疫沈降反応を行ったのち、抗ヒトLCATウサギポリクローナル抗体を用いてウ

エスタンプロットを行つた。また、トリチウム標識コレステロールのアシル化反

応を原理とした合成基質法による LCAT活性測定法により、培養液の LCAT活 性を

測定した。

麟 臥 ポランデイア

No。l    No.2

０
■

０
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コ
０
エ +  hLCAT遅 呈1澤 執

4 hLCAT

‐ H鎖

"噸

図 20.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の産生するhLCATの ウエスタンプロット

{9〕 アポ Al蛋 自分布変化による LCAT活性の評価

[要約〕LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が培養上清中に分泌するhLCAT蛋白質の薬効

を魚眼病 (FED)患者血清を用いて評価した。LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞

が分泌するhLCAT蛋白質は用量依存的にFED患者血清中のアポAl蛋白含有粒

子のサイズを高分子側にシフトする活性を有していることが分かつた (図

21)。この検討結果から、FED患者血清の状態が、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪
′
細胞が培養上清中に分泌する hLCAT蛋白質の作用により、健常人の血清状態

により近づくことが確認された。この分布変化は血清中コレステロールのエ

ステル化活性と相関していた。すなわち、分泌された hLCAT蛋白質は患者血
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清中で所望する薬効を発揮することが示された 51)。

同じ培養上清検体を用い、コレステロールのエステル化活性を測定した。

PA/LCAT濃縮培養上清中の hLCATは市販の遺伝子組換え型ヒトLCAT(rLCAT)

の 2～3倍 のエステル化活性を示した。すなわち市販の rLCATと同等以上の活

性を示すことが明らかになった (図 22)。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、腹部皮下

脂肪採取 8日 後に、硫酸プロタミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを

用いて hLCAT遺伝子導入を行った。OPTI―MEM培 地 (ライフテクノロジーズジャパ

ン株式会社)に 培地を交換後、7日間培養し、培養上清を回収した。限外ろ過法に

よりLCAT蛋 白質を濃縮し、FED患者血清と 37℃で 24時 間インキュベー トした。

サンプルを未変性ポリアクリルアミドゲルで分離後、抗アポ Alヤギポリクローナ

ル抗体を用いてウエスタンプロットを行なった。濃縮培養上清中の LCAT蛋白質濃

度は rLCAT(市販品)と ウエスタンプロット上で比較することにより定量した。ま

た同様のウエスタンブロットを健常人ボランティア血清についても実施した。 ト

リチウム標識コレステロールのアシル化反応を原理とした合成基質法による LCAT

活性測定法により、濃縮培養上清のLCAT活性を測定した。
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図 21. LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞が分泌するhLCAT蛋 白質の活性評価 1

(写真左側)PA:LCAT遺 伝子非導入ヒト前脂肪細胞、PA/LCAT:LCAT遺伝子導入ヒ

ト前脂肪細胞、rLCAT:組換え型 LCAT、DTNB:5,5′―Dithiobis(2-nitrobenzoic aciO、

(写真右側)健 康成人ボランティア8人から採取した血清におけるApoAlのウエス

タンブロット結果である。
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図 22.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞が分泌するhLCAT蛋 白質の活性評価 2

PA:LCAT遺 伝子非導入ヒト前脂肪細胞、PA/LCttT:LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細

胞、  rLCAT:遺 伝子組換え型ヒトLCAT、BSA:ウ シ血清アルプミン (安定化剤と

して使用)

110〕 家族性 LCAT欠損症における腎機能障害関連異常リポ蛋自の解析

[要約]家 族性 LCAT欠損症の予後を規定する合併症として腎機能障害が知られてい

る。腎機能障害はLCAT活性の著しい低下により生じる異常リポタンパクが原

因であるとされている。本遺伝子治療の一つの目的は患者の腎不全への進展

を阻止することであることから、腎機能障害と連動する異常リポタンパクの

同定は臨床研究の臨床評価に不可欠である。国内外の症例についてリポタン

パク異常の解析を進め、同じ変異を持ちながら腎不全を発症した症例と未発

症の症例 (図 23)、また、脂肪制限食による食事療法により腎機能の改善が

見られた症例 (図 24)を経験し、その血清リポ蛋自のゲルろ過分画解析を元

に、グル濾過で粒子サイズが大きく、健常人においてVLDL(フラクション番

号 4-5)、LDL粒子 (フラクション番号 8-9)が分離される分画に腎機能と連

動するリポ蛋自の存在を見出した (図 23、図 24矢 印)。

(実験方法)                    ,
C313Yの同じ変異を持ちながら、腎不全を発症した症例と未発症の症例 (オラン

ダ姉妹症例)、脂肪制限食による食事療法により腎機能の改善が見られた症例 (神

奈川症例)についてリポタンパクをゲルろ過分画し、各分画の脂質 (TC、FC、TG、

PL)濃 度を解析した。
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図 23 C313Y変 異を有する姉妹症例のリポタンパク解析

TC:総 コレステロール、TG:ト リグリセリド、FC:遊離コレステロール、PL:リ

ン脂質
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図 24。C74Y変 異を有する症例の脂肪制限による食事療法前後のリポタンパク解析

TC:総 コレステロール、TG:ト リグリセリド、FC:遊 離コレステロール、PL:リ

ン脂質

{11}家 族性 LCAT欠 損症患者血清における LCAT機能の評価

[要約]FED患 者血清に加えて、本臨床研究の対象とする病態である家族性 LCAT欠損

症 (FLD)患者について HDLの機能を改善するかどうかを検討したところ、FLD

患者血清においてもLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が分泌するhLCAT蛋白質

はアポ Al蛋 白含有粒子のサイズを高分子側にシフトする活性を有しているこ

とが分かつた (図 25。)。脂質組成解析の結果、LCATの添加によりHDLの 生成

に機能していることがわかった (図 26)。同様の手法により LDL分 画を解析

した結果、FLD血 清中では LCAT添加により脂質組成が変化し、コレステロー

ルエステルの増加とリン脂質の低下が認められた (図 27)。すなわち LDL分

画の組成に異常を認める FLD患 者血清において脂質組成の改善を認めた。ま

た、腎機能障害に関連して濃度が上昇する VLDL関連粒子の濃度が LCAT添加

により減少することがわかった (図 28).
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(実験方法)

患者血清 (FLD 4人、FED 4人)に LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が分泌する

hLCAT蛋白質を添加し、37℃で 24時間インキュベートした。サンプルを 2次元電

気泳動後、抗アポAlヤギポリクローナル抗体を用いてウエスタンプロットを行な

った。rLCATを含む培養上清を反応させた血清と、コントロールの培養上清を反応

させた血清についてゲルろ過によるリポ蛋自のサイズ分画 (20分画)を 行い、そ

れぞれの分画について脂質濃度を定量した。その定量結果を元に、脂質組成を算

出した。                |
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図 25。家族性LCAT欠 損症、魚眼病患者血清へのrLCAT添 加によるⅢ)Lの成熟

LCAT遺伝子導入前脂肪細胞培養上清 (rLCAT添加)と 前脂肪細胞培養上清 (コン

トロール)を 患者血清に添加し、反応後血清を2次元電気泳動後、ApoAIに対する

ウェスタンプロットを行った。
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コン トロール
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■:LO暉遺伝子導入前脂肪細胞培養上清

FED

図 26。Ⅲ)L分画に対する効果

図 25の 反応後血清をゲルろ過により20分画し、健常人で HDLの認められる分画
について TC(総 コレステロール)、TG(ト リグリセリド)、FC(遊 離コレステロー

ル)、PL(リ ン脂質)の 濃度を定量し、組成を解析した。CE(コ レステロールエス

テル)は TC値からFC値 を引いて求めた。

□:前脂肪細胞培姜上清
■:LC肝遺伝子導入前脂肪細胞培養上清

図 27.異常 H)L分 画に対する効果

図 25の反応後血清をゲルろ過により20分画し、LCAT欠損症血清の異常 LDL分画
について TC(総 コレステロール)、TG(ト リグリセリド)、FC(遊 離コレステロー

ル)、PL(リ ン脂質)の 濃度を定量し、組成を解析した。CE(コ レステロールエス

テル)は TC値 からFC値 を引いて求めた。腎機能障害を合併しない FEDの LDL分

画には LCAT添加の効果は認められなかった。
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図 28 異 常 VLDL分 画に対する効果

図 25の反応後血清をゲルろ過により20分画し、LCAT欠 損症血清の異常 VLDL分

画について TC(総 コレステロール)、TG(ト リグリセリド)、FC(遊 離コレステロ
ール)、PL(リ ン脂質)の 濃度を定量しLCAT添加の効果を検討した。

{12)長 期培養による形質変化の有無 (軟寒天培地でのコロニー形成能の検討)

[要約]陽 性対照としたHeLa細胞は、100個/we Hになるように播種した場合、平均

約 30個 のコロニーが検出されたが、ヒト前脂肪細胞の場合、hLCAT遺伝子導

入、非導入のいずれのヒト前脂肪細胞も、移植実施予定日までにコロニー形

成能を獲得することはなかった。カ ガ′″ での形質変化の有無を確認するた

め、長期培養を実施すると 130～150日で増殖を停止することが分かつた。す

なわち長期培養を実施しても不死化、がん化などの形質変化は認められなか

った。

(実験方法)

健康成人 4例 より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、LCAT

遺伝子を導入した後、T25フ ラスコにて培養を行った。その後、継代培養を実施し、

移植予定日の細胞について 96 well plateにl weHあ たり 10,000個の細胞を軟

寒天培地に播種し、コロニー形成能の有無を確認した。また、遺伝子非導入ヒト

前脂肪細胞についても同様にコロニー形成能試験を実施した。陽性対照には HeLa

細胞を 100個/we Hとなるように播種したものを用いた。長期培養後の形質変化の

有無を確認する目的で約 6ヵ 月 (168日)ま で培養を試みた。

(13)遺 伝子導入細胞における染色体異常の有無

[要約]天 丼培養終了後の初期段階での細胞と、移植予定日を経過した細胞 (脂肪組

織摘出約 40日 後)に は、細胞の Ji2/Ji′″ での培養と加工に伴う染色体異常

は認められなかった (図 29)。

(実験方法)

健康成人 3例 より提供された腹部皮下脂肪からヒト前脂肪細胞を分取し、LCAT

遺伝子導入操作を実施した細胞と未処理の細胞を準備 した。細胞移植予定日から

約 20日 を経過した (脂肪組織摘出約 40日 後)細 胞について、遺伝子導入操作に

よる染色体異常出現の有無を検討した。また天丼培養終了後早期の非導入細胞と

も比較し、カ ガ′″ での継代培養による影響があるかどうかを検討した。検査は
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G―band法 に基づいて実施した。

(14)hLCAT遺 伝子導入による前脂肪細胞の特性変化

[要約l上 記 (1)～(3)及び(11)～(1動の各検討項目に関して、hLCAT遺伝子非導入ヒ

ト前脂肪細胞についても検討を行ったが、いずれの検討項目でも遺伝子導入

による細胞の特性変化は観察されなかった。

図 29。 LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の染色体検査結果
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2.実 験動物を用いた研究の成果

hLCAT遺伝子導入前脂肪細胞の実験動物を用いた評価として、以下の項目を実施した。

1.hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の 力 /ノ″におけるhLCATの発現性

2.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の NOGマ ウス皮下移植における生着性と生体への

影響

3.hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の皮下移植によるがん化

4.hLCAT遺 伝子導入サル前脂肪細胞の自家移植による生体への影響

5.hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の脂肪組織内他家移植における生着性と生体

への影響

6.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の NOGマ ウス脂肪移植における生着性と生体への

影響、および hLCAT蛋白質の分泌

7.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞のNudeマウス皮下移植によるがん化

8.hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の B6マ ウス皮下移植による足場の評価

9.hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の Nudeマウス皮下移植による血中への hLCAT

の分泌

10.hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞の LCAT欠損マウス皮下移植により分泌された

hLCATの機能評価

H.移 植細胞から供給された hLCATの LCAT欠損マウスにおける薬効評価

,12.hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の LCAT欠 損マウス皮下移植による血中への

hLCATの持続補充と安全性の評価

11)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の ノ″′ノraにおける hLCATの発現性

[要約]マウス前脂肪細胞をヒトと同様な方法で皮下脂肪より調製し、hLCAT遺伝子を

導入後、同系マウス皮下に移植した。また移植した細胞の導入コピー数は 3.41

コピー/細胞であった。移植後 28日 目の剖検で、hLCATの発現が免疫染色で確

認された (図 30)。以上のことより、hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞は

」iF/Ji″においてもhLCATを発現していることが確認できた。

(実験方法)
C57BL/6Jマウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法

で、マウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 13、14日目に硫酸プロタミンを

補助試薬として hLCAT遺伝子をレトロウイルスベクタ∵にて導入し、その後拡大

培養を行つた。移植の 1継代前にPKH26蛍光試薬による細胞の蛍光標識を施した。

皮下脂肪採取 22日後にマウス血清含有 DMEM/F12-HAM培地 (細胞懸濁用溶媒)に

細胞を分散させ、C57BL/6Jマウス (9例)の 皮下に約 5x106個/マウスにてフィブ

リンゲルとともに他家移植し、対照群 (3例 )に フィプリンゲルのみを投与した。

移植 28日後に剖検を実施し、実体蛍光顕微鏡下PKH26蛍光に基づいて移植細胞塊

と考えられる部位を切り取り、凍結保存した。後日移植細胞塊について連続切片

を作製し、ヘマトキシリン・エオシン (HE)染色と抗ヒトLCATウサギ抗体による

免疫染色を実施した。
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図 30。hLCAT導 入マウス前脂肪細胞のマウス皮下移植 28日後の移植部位免疫染色像

1:HE染色 (紫部分が核)、2:hLCAT免疫染色 (緑色蛍光 (Alexa Fluor 488)はhLCAT

陽性部分を示す)、赤の破線部分は移植部位を示す。

12)LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の NOGマ ウス皮下移植における生着性と生体
への影響

[要約]LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞を免疫不全 (NOG)マウスの皮下組織内に移

植し、移植 28日後に観察したところ、移植部位と考えられる皮下組織内に蛍

光を確認した。観察は、PKH26による細胞表面蛍光標識法により実施した。ま

た、他の臓器にはPKH26由来と考えられる蛍光は検出されなかった (図 31)。

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪から前脂肪細胞を分取し、T25フラスコに

て培養を行った。腹部皮下脂肪採取 8日後に、1硫酸プロタミンを補助試薬としてレ

トロウイルスベクターを用いてhLCAT遺伝子導入を行い、脂肪採取 27日後にリン

グル液またはマトリグル (Becton Dickinson社)に 細胞を分散させ、5x105個/マウ

スにて NOGマウス皮下に移植した。LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞は PⅢ26試薬
を用いて細胞膜表面を投与の 1継代前に蛍光標識し、力 /1i"で実体蛍光顕微鏡を

用いて観察を行った。

図 31.LCAT導 入ヒト前脂肪細胞のNOGマウス皮下移植 28日後
における移植部位の蛍光顕微鏡像
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{3)hLCA丁 遺伝子導入マウス前脂肪細胞の皮下移植によるがん化

[要約]hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞 (低コピー群 :0.97コ ピー/細胞、高コ

ピー群 :7.90コ ピー/細胞)を 同系マウス皮下に移植した。細胞移植されたマ

ウスの一般状態、体重、摂餌量、移植部位の触診に異常は確認されなかった。

移植後約 7ヵ 月及び 1年後の剖検では、臓器重量、血液学的検査、各臓器、

組織の肉眼所見について、異常は認められなかった。導入コピー数に関わら

ずがん化は認められず、遺伝子導入していないマウス前脂肪細胞投与マウス

においてもがん化は認められなかった。

(実験方法)

本実験動物を用いた研究成果 1.と同時にマウス皮下脂肪よリマウス前脂肪細胞

を調製し、hLCAT遺伝子を導入した。拡大培養の後、hLCAT遺伝子導入マウス前脂

肪細胞は皮下脂肪採取 34～39日後にマ トリゲル (Becton Dickinson)に細胞を分

散させ、約 5x105個/マウスにて同系マウス皮下に移植した。移植後剖検時まで、
一般状態は毎日観察し、体重および摂餌量は 1～2週 に 1度測定した。また、週に

1度、移植部位付近を触診にて腫瘤の有無を確認した。それぞれの群は 2つ のタイ

ミング (移植後約 7ヵ 月及び 1年 )で 剖検することとした。剖検時は全例に関し

て、各臓器の重量、血液学的検査、各臓器、組織の肉眼所見および病理組織学的

検査を行つた。

14)hLCAT遺 伝子導入サル前脂肪細胞の自家移植 による生体への影響

[要約]hLCAT遺 伝子導入サル前脂肪細胞のhLCAT遺 伝子の導入コピー数は 0～5コ ピ
ー程度であつた。hLCAT遺伝子の検出できた細胞を自家移植した個体(4個体)

の内、移植 2週 間後の個体 (3個体)に おいて、12.8± 5.0%のhLCAT遺伝子

の残存が確認された。2ヶ 月後に剖検した個体 (1個体)で は hLCAT遺伝子は

検出限界以下であつた。移植全例において、一般状態、体重、摂餌量に異常

は見 られなかった。また、行動観察、心電図、呼吸数といった薬理的異常所

見も観察されなかつた。剖検後の各臓器重量、血液学的変化、各臓器、組織

の肉眼所見においても、異常は観察されなかった。

本検討より、hLCAT遺伝子を導入したサル前脂肪細胞の自家移植サルでは、移

植後 2ヵ 月において安全性の観点から異常は認められなかった。

(実験方法)

カニクイザルから皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法で、

サル前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 14～18日 目に硫酸プロタミンを補助試

薬として hLCAT遺 伝子をレトロウイルスベクターにて導入し、その後拡大培養を

行った。hLCAT遺伝子は、マウスでの検討時の高コピー群と同様のMOlに て導入し

た。hLCAT遺伝子導入サル前脂肪細胞は皮下脂肪採取 5ヵ 月後に、生理食塩液に細

胞を分散させ、1.lx106～1.4x107個/サルにて皮下脂肪内に自家移植した。サルは

移植された細胞数がおよそ均等になるよう 2群 にわけ、剖検を移植 2週 及び 2ヵ

月のタイミングで行つた。移植後剖検時まで、一般状態は毎日観察し、体重およ

び摂餌量は 1～2週 に 1度測定した。また、全例剖検前に行動観察、心電図、呼吸

数を測定し、安全性薬理学的変化の有無を確認した。剖検時は全例に関して、各

臓器の重量、血液学的検査、各臓器、組織の肉眼所見および病理組織学的検査を

行つた。
|
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{5)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の脂肪組織内他家移植における生着性と

生体に対する影響      摯

[要約]LCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞を腰部脂肪組織内に移植し、移植後 1日 、

lヵ 月、3ヵ 月、6ヵ 月、7ヵ 月後に移植細胞の生着性と試験期間内の投与動

物の健康状態を観察した。PKH26蛍光組織染色観察より移植細胞は移植部位内
に残存していることが確認された。LCAT遺 伝子導入ヒト前月旨肪細胞の投与群

では観察期間を通して一般状態、体重推移、生化学検査値に異常は認められ

なかった。

(実験方法)

C57BL/6Jマ ウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法

で、マウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 9日 目に硫酸プロタミンを補助試

薬として hLCAT遺伝子をレトロウイルスベクターにて導入し、その後拡大培養を行

った。移植の 1継代前にPKH26蛍光試薬による細胞の蛍光標識を施した。皮下脂肪

採取 29日後にマウス血清アル プミン含有リングル液 (細胞懸濁用溶媒)に 細胞を

分散させ、同系マウス (36例)の 腰部脂肪組織内へ約 1.5x106個/マウスにて他家

移植し、対照群 (18例)に 溶媒を投与した。移植後 1、14日、lヵ 月、3ヵ 月、6

ヵ月、7ヵ 月後にPKH26蛍光観察による残存観察と試験期間中の動物状態を観察し

た。また動物血液検体について一般生化学検査 (AST、ALTt ALP、T―Cho、TG、TP、

UN、Glu、IP、Ca)を 実施した。

{6)LCAT遺 伝子導入 ヒト前脂肪細胞の NOGマ ウス脂肪移植における生着性と生

体への影響、および hLCAT蛋 自質の分泌

[要約]LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞を免疫不全 (NOG)マ ウスの肩甲骨間脂肪組

織内に移植し、移植後 1日 、lヵ 月、3ヵ 月、6ヵ 月、8ヵ 月後に移植細胞の

生着性と試験期間内の動物の一般状態を観察した。PKH26蛍光組織染色観察よ

り移植細胞は移植部位内に残存していることが確認され (図 32)、当該組織ヘ

の傷害は認められなかった。LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の投与群では一

般状態、体重変化に観察期間中、異常は認められなかった。また、LCAT遺 伝

子導入ヒト前脂肪細胞が少なくとも lヵ 月 (29日)ま で NOGマ ウスで分泌す

る能力を有することが確認された4η (図 33)。

(実験方法)

健康成人 2例から提供された腹部皮下脂肪から前脂肪細胞を分取し、脂肪採取 8

日後に、硫酸プロタミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを用いて hLCAT

遺伝子導入を行った。拡大培養の後、移植の 1継代前にPKH26蛍光試薬による細胞
の蛍光標識を施した。脂肪採取 21日後にヒト血清アルブミン含有リンゲル液に細
胞を懸濁した。1.5x106個ノマウスにて NOGマ ウス (30匹)の 肩甲骨間脂肪組織内に

移植し、対照群 (15匹)には溶媒を投与した。移植後 1日、lヵ月、3ヵ 月、6ヵ 月、

8ヵ 月後に細胞投与群 6匹 、対照群 3匹 について、PKH26蛍光観察により移植細胞
の残存を確認すると共に、試験期間中の動物の一般状態を記録した。投与翌日およ

び lヵ 月 (29日)後 の血清検体について抗ヒトLCATウサギモノクローナル抗体で

免疫沈降反応を行ったのち、抗ヒトLCATポ リクローナル抗体を用いてウエスタン

ブロットを行った。



投与翌日 lヵ月後

3ヵ月後 8ヵ月後

図 32.LCAT導 入ヒト前脂肪細胞のNOGマ ウス脂肪内移植剖検組織写真

(PKI126蛍光画像と可視光画像の合成)

投与群 対 照群

H   1   29  1   29

図 33.LCAT導 入ヒト前脂肪細胞を脂肪内移植したNOGマ ウスにおけるhLCAT

蛋白質の分泌

H:HDL 15μg、1,29:移 植後 1,29日 後の血清検体について実施した。血清検体

は 100μLを用い免疫沈降を実施したもの。
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{7)LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の Nudeマ ウス皮下移植によるがん化

[要約〕LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞を Nudeマ ウス皮下に移植した。細胞移植さ

れたマウスの一般状態、体重、摂餌量、移植部位の触診に異常は確認されな

かった。移植後約 3ヵ 月の剖検では、臓器重量、各臓器、組織の肉眼所見に

ついて、異常は認められなかった。陽性対照であるHeLaS3細胞投与群ではが

ん化を認めた。 ｀

(実験方法)

健康成人より提供された腹部皮下脂肪から前脂肪細胞を分取し、脂肪採取 8日

後に、硫酸プロタミンを補助試薬としてレトロウイルスベクターを用いて hLCAT

遺伝子導入を行った。拡大培養の後、LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞をヒト血清

アルブミン含有リンゲル液に懸濁し、lx107個/マウスにて Nudeマ ウス皮下に移植

した。LCAT遺 伝子のヒト前脂肪細胞における平均導入コピー数は 1.02コ ピー/細

胞であった。がん化の陽性対照として HeLaS3細胞を使用した。移植後剖検時まで、

体重、一般状態を週に 1度 観察し、週に 1度 、移植部位付近を触診にて腫瘤の有

無を確認した。移植 3ヵ 月後に剖検を実施し、全例に関して、各臓器の重量、各

臓器、組織の肉眼所見を行った。

{8)hLCA丁 遺伝子導入マウス前月旨肪細胞の B6マ ウス皮下移植による足場の評価

[要約]hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞を用い、マウス実験で生着促進効果の知

られているマ トリゲルと臨床への適応を目指した足場素材フィブリンゲルと

の比較を実施した。評価は hLCATの 血中への分泌能により実施した。経時的

に採取したマウス血清について hLCAT蛋 自質の分泌を確認した。移植した細

胞は移植 28日後まで、hLCAT蛋白質を血中に分泌することを確認した (図 34。

この結果から hLCAT分 泌に対してフィプリンゲルがマウス体内でマ トリゲル

とほぼ同等の効果を発揮することが確認された 4D。同時に移植した細胞の残

存率をリアルタイム PCR法 により測定し、28日後には投与翌日の 30%程 度が

残存していることが分かつた。

(実験方法)

C57BL/6Jマ ウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法

で、マウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 12、13日 日に硫酸プロタミンを

補助試薬として hLCAT遺 伝子をレトロウイルスベクターにて導入し、その後拡大

培養を行った。移植の 1継代前にPKH26蛍光試薬による細胞の蛍光標識を施した。

皮下脂肪採取 23日 後にマウス血清含有 DMEM/F12-HAM培地 (細胞懸濁用溶媒)に

細胞を分散させ、同系マウス (12例)の 皮下へ 5.O x 106個/マウスにてフィブリ

ングルとして他家移植し、対照群 (3例)に フィブリンゲルのみを投与した。移植

1、7、14、21、28日後にマウス血清を採取した。血清検体について抗ヒトLCATウ

サギモノクローナル抗体で免疫沈降反応を行つたのち、抗ヒトLCATポ リクローナ

ル抗体を用いてウエスタンプロットを行った。移植細胞の残存率検討のため、移

植 1、14、28日 後に剖検を実施し、実体蛍光顕微鏡下 PKH26蛍 光に基づいて投与

細胞を回収した。残存率は定法に従って組織 DNAを抽出し、hLCAT遺伝子の残存を

リアルタイム PCR法 により検討した。
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図 34.hLCAT導 入マウス前脂肪細胞のB6マ ウス皮下移植による血中へのhLCAT蛋

白質の分泌 (マトリグルとフィプリンゲルの比較)

PA:hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞、MG:マトリグル、FG:フィプリンゲル、H:HDL 15μg、
H―IPI HDL 15μgを マウス血清 30μLに 添加したもの (+)、添加していないもの (―)に つい

て実際の検体 と同様の免疫沈降操作を実施したもの。

1,4,7, 14,21,28:移 植後 1,4,7, 14,21及 び 28日後の血清検体について実施した。

血清検体は 30μ Lを標準量として用いた。28(赤 色)は 免疫沈降用の血清として 100μLを 使用

したもの、ホを付した検体は 30 μLに 満たなかった検体を示している (1*:27μL、4*:29 μ L、

21ネ:12μL)。

19)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の Nudeマ ウス皮下移植による血中への

hLCATの分泌

[要約]hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞をフィプリンゲルとして Nudeマウス皮下

に移植した。経時的に採取したマウス血漿について hLCAT蛋 白質の分泌を確

認した。移植した細胞は移植 28日後まで、hLCAT蛋白質を血中に分泌するこ

とを確認した (図39.

(実験方法)

C57BL/6Jマウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法

で、マウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 12、13日目に硫酸プロタミンを

補助試薬として hLCAT遺伝子をレトロウイルスベクターにて導入し、その後拡大

培養を行った。移植の 1継代前にPKH26蛍光試薬による細胞の蛍光標識を施した。

皮下脂肪採取 22日後に細胞を 2群 に分け、1群は通常の培地tも う 1群は脂肪細

胞への分化誘導用培地に置換した。皮下脂肪採取 25日 後にマウス血清含有

DMEM/F12-HAM培地 (細胞懸濁用溶媒)に 細胞を分散させ、Nudeマウス (10例)の

皮下へ 5.O x 106個/マウスにてフィプリンゲルとして他家移植し、対照群 (5例)

にフィプリンゲルのみを投与した。移植 1、7、14、21、28日後にマウス全血から

血清を採取した (各ポイントで 2匹ずつ)。 血清検体について抗ヒトLCATウサギ

モノクローナル抗体で免疫沈降反応を行ったのち、抗ヒトLCATポ リクローナル抗

体を用いてウエスタンプロットを行つた。移植細胞の残存率検討のため、移植 15、・

28日後に剖検を実施し、実体蛍光顕微鏡下 PKH26蛍光に基づいて投与細胞を回収

した。残存率は定法に従って組織 DNAを抽出し、hLCAT遺伝子の残存をリアルタイ

ムPCR法により検討した。

1・ 4' 7 14 21+28 28 H
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図 35。hLCAT導 入マウス前脂肪細胞のNudeマ ウス皮下移植による血中へのhLCAT

蛋白質の分泌

H:HDL 15μg、H―IP:HDL 15μgを マウス血清 100μLに 添加したもの (+)、添

加していないもの (―)に ついて実際の検体と同様の免疫沈降操作を実施したも

の、PA:分 化誘導刺激をしていない細胞の投与群、A:分 化誘導刺激をした細胞
の投与群、Control:フィプリンゲルのみの投与群、移植 14、

'21、
28日後の血清

検体の結果を示す。

(10)hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の LCAT欠損マウス皮下移植により分

泌された hLCATの機能評価

[要約]hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞を免疫抑制剤投与下、マトリゲルを足場
としてLCAT欠損マウス皮下に移植した。経時的に採取したマウス血清につい

て hLCAT蛋白質の分泌を確認した (図 36左 )。血清にコレステロールのエス
テル化活性が確認され、それはヒトApoAI添加により促進された(図 36右 )。

(実験方法)

B6マ ウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法で、マ

ウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 7、9、19日目にhLCAT遺伝子をレトロ

ウイルスベクターにて導入し、その後拡大培養を行つた。移植の 1継代前にPKH26

蛍光試薬による細胞の蛍光標識を施した。皮下脂肪採取 46～49日後に LCAT欠損
マウス血清 (1%)含有 DMEM/F12-HAM培地 (細胞懸濁用溶媒)に 細胞を分散させ、
LCAT欠損マウス (2例)の 皮下へ 1.O x 107個/マウスにてマトリゲルを足場とし
て他家移植した (4日連続投与)。レシピエントのLCAT欠損マウスは移植 4日前、

移植前日に免疫抑制剤 (シクロフォスファミド)を 250mg/kg用量で腹腔内投与し
た。移植個体について移植 5日 前 (-4)、移植 3、7、14日後に血清を採取した。

血清検体について抗ヒトLCATウサギモノクローナル抗体で免疫沈降反応を行った
のち、抗ヒトLCATポリクローナル抗体を用いてウエスタンプロットを行った。同
じ血清を用い、ヒトApoAIの存在下と非存在下でLCAT活性を測定した。
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36. hLCAT導 入LCAT欠 損マウス前脂肪細胞のLCAT欠 損マウス皮下移植による

血中へのhLCAT蛋 白質の分泌とエステル化活性の評価

H:HDL lμg、H―IP:HDL lμgをマウス血清 100μLに添加したものについて実際

の検体と同様の免疫沈降操作を実施したもの、Day7:血清検体 10μL、Dav14:血

清検体 100μLを使用した。12 μLの血清を用い反応容量 120μLで 3H_コレステロ
ールを含む合成基質に対する反応を行った。ヒトApoAI添加時は最終濃度40μ g/mL

とした。

{11)移 植細胞から供給された hLCATの LCAT欠 損マウスにおける薬効評価

′[要約]hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞を免疫抑制剤投与下、マ トリゲリレを足場

として LCAT欠 損マウス皮下に移植した。移植したマウスの血清についてゲル

ろ過によるリポ蛋白解析を行ったところ、野生型マウスで HDLが 検出される

分画にコレステロールエステル (CE)比 の上昇を認めた (図 37左 )。また LDL

分画中のコレステロールエステルの上昇を認めた (図 37右 )。

(実験方法)

B6マ ウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪細胞の調製法と同様の方法で、マ

ウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 7、9日 目にhLCAT遺 伝子をレトロウイ

ルスベクターにて導入し、その後拡大培養を行った。移植の 1継 代前に PKH26蛍
｀
光試薬による細胞の蛍光標識を施したしLCAT欠 損マウス血清含有 DMEM/F12-HAM培

地 (細胞懸濁用溶媒)に 細胞を分散させ、LCAT欠 損マウス (2例)の 皮下へ 2.Ox

107個/マウスにてマ トリゲルを足場として他家移植した (3日 連続投与)。対照群

として hLCAT遺伝子を導入していない細胞を移植した。レシピエントのLCAT欠 損

マウスは移植 4日 前、移植前日、移植 14日後に免疫抑制剤 (シクロフォスファミ

ド)を 150mg/kg用 量で腹腔内投与した。移植個体について移植 4日 前 (-4)、移

植 7、28日 後に血清を採取した。血清検体についてゲルろ過によるリポ蛋自の分

画を行い、分画ごとに総コレステロール (TC)、中性脂肪 (TG)、遊離型コレステ

ロール (FC)、リン脂質 (PL)の 定量を行つた。
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図 37.hLCAT導 入 LCAT欠 損マウス前脂肪細胞のLCAT欠 損マウス皮下移植による

リポタンパク異常の改善効果

血清検体の分画定量解析に基づき、HDL分 画のコレステロールエステル比をコン

トロール細胞の移植群、さらに移植前血清と比較した (左図)。同様に移植後の

LDL分画について脂質組成の変化を検討した (右図)。

{12〕 hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の LCA丁欠損マウス皮下移植による血

中への hLCATの持続補充と安全性の評価

[要約]hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞を免疫抑制剤投与下、マトリゲルを足場

として LCAT欠損マウス皮下に移植した。経時的に採取したマウス血清につい

て hLCAT蛋 白質の分泌を確認した。移植した細胞は移植 56日 後まで、hLCAT

蛋白質を血中に分泌することを確認した (図 30.移 植部位において hLCATの

発現と脂肪細胞への分化が認められた (図 39)。細胞 (hLCAT遺伝子)の 残存

率は、移植 1日後の残存 hLCAT遺伝子数を 100%とすると、移植 28、56日後で

それぞれ、10.2±7.0%、 14.3±10.2%(平 均値 土 標準偏差、各 3例 )であ
つた (図 42)。移植 56日後まで、hLCAT遺伝子導入マウス前脂肪細胞移植群
と遺伝子非導入マウス前脂肪細胞移植群において移植部位の剖検 (図 40)、

組織学的評価 (図 41)、血清生化学検査 (表 7)を 実施したところ異常を認

めなかった。

(実験方法)

自家移植のモデルとして、LCAT欠 損マウスより皮下脂肪を採取し、ヒト前脂肪
細胞の調製法と同様の方法で、マウス前脂肪細胞を調製した。皮下脂肪採取 11、

13、21日 目に hLCAT遺伝子をレトロウイルスベクターにて導入し、その後拡大培

養を行った。移植の 1継 代前に PKH26蛍光試薬による細胞の蛍光標識を施した。

皮下脂肪採取 35日後にLCAT欠損マウス血清含有 DMEM/F12-HAM培地 (細胞懸濁用

溶媒)に 細胞を分散させ、LCAT欠損マウス (12例)の 皮下へ 5.O x 106個/マウス
にてマ トリゲルを足場として他家移植した。遺伝子導入未実施の細胞を対照群と
して (3例)同 様に移植した。レシピエントの LCAT欠損マウスは移植 4日 前、移

植前日、移植 14、28、42日後に免疫抑制剤 (シクロフォスファミド)を 175mg/kg

用量で腹腔内投与した。移植個体について移植 5日 前 (-5)、移植 7、14、28、56

日後に血清を採取した。血清検体について抗ヒトLCATウサギモノクローナル抗体
で免疫沈降反応を行ったのち、抗ヒトLCATポ リクローナル抗体を用いてウエスタ
ンプロットを行った。移植細胞の残存率検討のため、移植 l、14、28、56日 後に

剖検を実施し (hLCAT遺伝子導入細胞移植個体について各ポイント3個 体ずつ)、

実体蛍光顕微鏡下 PKH26蛍 光に基づいて投与組織を摘出した。剖検時の観察と共
に投与組織切片を作成、hLCAT免疫染色、Oil Red O染色、HE染色を実施した。残
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存率は定法に従って組織DNAを抽出し、hLCAT遺伝子の残存をリアルタイムPCR法

により検討した。採取した血清について生化学検査を実施した。

rhLCAT 同一個体 別1固体

H  15 30 _5  7  14 28  56  56・ 56' 56'

榊榊轟竪醒■饂軸纂懸覇聯
図 38.hLCAT導 入LCAT欠 損マウス前脂肪細胞のLCAT欠 損マウス皮下移植による

血中への hLCAT蛋 白質の持続分泌

H:HDL lμ g、rhLCAT:組換え型 hLCAT、15 ng、30 ng、H IP:HDL lμgを LCAT

欠損マウス血清 50 μ Lに添加したもの (+)、 添加していないもの (一)に ついて

実際の検体と同様の免疫沈降操作を実施したもの、同一個体について移植 5日 前、

移植 7、14、28、56日 後の血清 50μLに ついて免疫沈降ウェスタンプロットを行

った。561の検体は血清 100μLを 使用した。

Oil Red O

hLCAT(+)

hLCAT(―)

図 39.hLCAT導 入 LCAT欠 損マウス前脂肪細胞移植後の免疫組織学的検討
hLCAT遺伝子導入 (hLCAT←))、非導入 (hLCAT←))マ ウス前脂肪細胞の移植個体
について移植 28、56日後の移植部位を摘出し、LCAT免疫染色、01l Red O染色を

行つた。スケールは 50μm。
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個体1

hLCAT(+) hLCAT(‐ )

明視野

図 40 移 植部位の剖検

hLCAT遺 伝子導入 (hLCAT←))、非導入 (hLCAT←))マ ウス前脂肪細胞の移植個体

における移植 56日後の移植部位剖検結果を示す。摘出時の細胞の確認を目的とし

て、細胞は蛍光色素であるPKH26で染色後、移植した。

hLCAT(+) hLCAT(‐ )

図 41移 植部位のIIE染色結果

個体1 個体2

個体1

hLCAT遺伝子導入 (hLCAT←))、非導入 (hLCAT←))マ ウス前脂肪細胞の移植個体
について移植 56日後の移植部位を摘出し、HE染色を行った。スケールは 200 μ m。
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図 42.hLCAT導 入 LCAT欠 損マウス前脂肪細胞の移植後残存率評価

移植翌日、14、28、56日 後のマウスについて 3個 体ずつ移植組織を摘出し、DNA

を抽出した。リアルタイム PCR法により移植細胞に導入した hLCAT遺伝子を定量

した。

表 7 hLCAT遺 伝子導入による影響

hLCAT遺伝子導入 (hLCAT←))、非導入 (hLCAT←))マ ウス前脂肪細胞の移植個体

について移植 56日後の血清を採取し、血清生化学検査を実施した。

血清生化学

項目

hLCAT(+) hLCAT(― )

個体 1 個体 2 個体 3 個体 1 個体 2 個体 3

TP(g/d助 4.9 4.7 4.6 4。7 4.8 4.6

ALB(g/dLu 3.2 3.1 2.9
Ｏ
Ｊ 2.8 2.9

BIINcmg/dL) 27.1 24.8 30。3 26.6 29.6 30.1

CRE(me/dl.) 0.13 0.12 0.14 0.15 0.12 0.12

NacmEq/L) 157 157 159 157 156 157

KKmEq/L) 5.0 4。3 3.9 3.5 3.7 4。3

Cl(mEq/LD 112 114 105 109 106

Ca(mg/dl,) 9。4 9.1 9.2 8.9 9.1 9.1

IP(mg/dLl H.6 10.0 9.4 8.2 10。6 10.8

AST(IJ/L) 61 48 49
ξ
′

０
０ 52 53

ALT(U/L) 20 26 23 29 24 31

LDH岬 /LD 597 303 267 889 441 831

A M Y ( W / L ) 2967 3370 2551 3140 3200 3530

T‐BЩ mg/dL) 0.08 0.05 0.05 0.06 0.06 0.08

IP;無機リン、AMY;ア ミラーゼ

（Ｓ
）掛
性
饉
中
単
錮
し
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VI‖ .安 全性 についての評価

1.遺 伝子導入方法の安全性

{1)遺 伝子導入に使用するレトロウイルスベクターの品質および安全性
hLCAT発現レトロウイルスベクター製造用マスターセルバンクMCB(CGT」LMC)は、

タカラバイオ株式会社においてGMP製造されたものである。1バイアルにウイルスベ

クター産生細胞を4x106個/mL含み、液体窒素タンクにて保存される。以下にマスタ
ーセルバンクの品質試験項目と結果を示す (表 8)。

表 品質試験結果8. MじB (CGT Lot.CM06=

試験項目 実施施設 測定値

Viability(トリバンブルーアッセイ)
タカラバイオ
株式会社

98.20/。

ウイルスタイター (real time PCR法)
タカラバイオ
株式会社

4.03x10e copies/ml

遺伝子産物の発現性試験 (red time PcR法)
タカラバイオ

株式会社

1.61x10°copies/

10 ng RNA

組み込まれたベクター遺伝子のコピー数試験
(サザンプロット法)

タカラバイオ
株式会社

1コ ピー

hLCAT遺 伝子の塩基配列試験
(PCRダ イレクトシークエンス)

タカラバイオ

株式会社

hLCAT遺 伝子の

塩基配列と一致適合

無菌試験 (培養法)
株式会社
エスアールエル

適 合

RCR試 験 [上清](培 養法)
株式会社
エスアールエル

陰性

RCR試 験 [細胞](培 養法)
株式会社
エスアールエル

陰性

マイコプラズマ否定試験
(培養法及び指標細胞を用いた DNA染 色法)

株式会社
エスアールエル

陰性

XCプ ラークアッセイ
株式会社
エスアールエル

陰性

J″ップわ ウイリレス試験
株式会社
エスアールエル

陰性

加ップνOウ イルス試験
チャールズリバー

株式会社
陰性

Bovlne vlrus試 験
チャールズリバー

株式会社
陰性

Isoenηme試 験
チャールズリバー

株式会社
陰性

抗体産生試験 (MAP試 験)
チャールズリバー

株式会社
陰性

遺伝子導入に使用するレトロウイルスベクターは、上記マスターセルバンク MCB
(CGT」LMC)よ り、タカラバイオ株式会社において GMP製造される。
マスターセルバンクからのレトロウイルスベクター (Lot.CRV07-1)の製造は次の

方法にて行った。

① MCB(CGT_hLMC Lot.CM06-1)より3本を融解して培養を開始した。

② 2回の継代培養後、Ce H STACK(10チャンバー2個および 5チャンバー1個)で
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セミコンフルエントまで培養した。

③ 培養後、ウイルスハーベスト培地に交換し、24時間後に培地上清を回収した。

④ 回収後新たなウイルスハーベスト培地に交換し、次の 24時 間培養後に培地上

清を回収し、同じ操作をさらにもう一度行った。

⑤ 回収したウイルス液はそれぞれ無菌ろ過を行った後、4 mLずつ分注し-80℃

にて凍結保存した。

また、レトロウイルスベクター (Lot.CRV07-2)は、Lot.CW07-1と 同一のマスタ
ーセルバンク (CGT_hLMC Lot.CM06-1)7本から培養し、最終的に得られたウイルス

液を無菌ろ過した後、フローズバック (100 mL用 、50 mL用 )及 びクライオバイ

アル (4 mL用)に 分注して-80℃ にて凍結保存した。

以下にhLCAT発現レトロウイルスベクター溶液 (Lot.CRV07-1及び CRV07-2)の品

質試験結果を示す (表 9)。

表 9.組換えレトロウイルス品質試験 (CGT_hLCAT RV)

試験項目 実施施設 暫定規格値
参考実測値

CRV07‐ 1 CRV07‐ 2

① 無菌試験
株式会社
エスアールエル

適合 適合 適合

② マイコプラズマ否定試験
(培養法)

株式会社
エスアールエル

陰性 陰性 陰性

③ エンドトキシン タカラバイオ

株式会社
<0.5 EU/mL <0.02 EU/mL <0.05 EU/mL

④ ウイルスタイター

(realtime PCR)

タカラバイオ
株式会社

Report
3.63x10e

copies/ml
3 .91x10e

copies/ml

⑤ 遺伝子産物の発現性試験
タカラバイオ

株式会社
Report

4.99x105 copies/

10 ngRNA

7.96x105 copies/

10 ngRNA

⑥ RCR試 験(上清)
株式会社
エスアールエル

陰性 陰性 陰性

⑦ RCR試 験(細胞)
株式会社
エスアールエル

陰性 陰性 陰性

③ れッ′νοウイルス試験
チャールズリバ
ー株式会社

陰性 陰性 陰性

⑨ ′れνゴ"ウ イルス試験
株式会社
エスアールエル

陰性 陰性 陰性

⑩ hLCAT遺伝子の塩基配列
試験

タカラバイオ
株式会社

hLCAT遺 伝

子の塩基配
列に一致

一
致

一
致

(参考)RCR簡 易培養法
タカラバイオ
株式会社

陰性 陰性 陰性
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試験項目 試験方法 判定基準

不

純

物

試

験

製造工程

混入不純物

コラゲナーゼ混入否定試験

ELISA
実測値をもとに

範囲を設定

トリプシン混入否定試験

BSA混 入否定試験

ゲンタマイシン混入否定試験

ウイリレス

混入試験
ン,"ウ イルス検出試験 J″ν′″οウイルス試験 陰 性

RCR

確認試験
RCR検 出試験培養法

培養法

(SttL‐フォーカスアッセイ)
陰性

無菌試験 第 15改 正日本薬局方 陰性

マイコプラズ

マ否定試験

DNA染 色法 第 15改 正日本薬局方 陰性

培養法 生物学的製剤基準 陰性

エンドトキシン試験 第 15改正 日本薬局方 <5.OEU/kg

13)増 殖性ウイルス出現の可能性

hLCAT発現レトロウイルスベクタニ作製には pDON―AIを用いており、野生型ウイル

ス由来の″ふ ρθノおよび “ァを完全に排除したことで、これまでRCRの 出現が報告

されていたパッケージング細胞 「PA317細胞」においてもその出現が否定されている
25)。また、パッケージング細胞であるGP+envAM-12細胞においても、″gフθノと "ァ

とが別々の DNA断 片上に別れて存在しているため 20、相同的組換えにより野生型 。

増殖性ウイルス (RCR)が 出現する可能性は極めて少ないと考えられる。本 MCB

(CGT_hLMC Lot.CM06-1)およびそれから作製されたウイルスベクターロットにおい

てもRCRは検出されていない。細胞懸濁液であるLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞に

おいても RCRが 出現していないことの確認を行うが、被験者への移植後に定期的に

実施する検査においても血液中の RCR検 出検査を実施し、万一の RCR発 現に備え継

続的なモニターを行う。

14)遺 伝子導入に使用するウイルスベクターの細胞傷害性

本研究に用いる遺伝子導入用ウイルスベクターは、その遺伝子構造の骨格やウイ

ルス外被構造において、現在までに遺伝子治療で使用されてきたレトロウイルスベ

クターと大きく異なるものではない。今まで、レトロウイルスベクターによる細胞

傷害性の報告はないことから、本ウイルスベクターによる細胞傷害の危険性は低い

ものと考えられる。

(5)体 内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性

本研究では、患者の腹部皮下脂肪組織より採取し、天丼培養等により選別 。調製
されたヒト前脂肪細胞を標的細胞として、ウイルスベクターを用いて “ 1/」i"で 遺

伝子導入を行うものである。血管系や血管内皮系の細胞の混在のない比較的均
一な

ヒト前脂肪細胞分画を用いてはいるが、ヒト前脂肪細胞以外の未分化な問葉系細胞
の混入の可能性は否定できない。従って、移植後の遺伝子導入細胞の脂肪組織内で

の生着、遺伝子発現等については、同じ脂肪組織由来であつても標的以外の細胞ヘ

遺伝子が導入されたケースも想定して、移植部位の観察を含め各種臨床検査値の推
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移などを注意深く観察し、異常が発生していないか否かを確認していくこととする。

また、ウイルスベクターによる遺伝子導入から細胞移植までにはかなりの日数があ

ることから、細胞に取 り込まれなかったレトロウイルスベクターは細胞移植時まで

には全て失活すると考えられ、感染力のあるウイルスベクターが細胞と共に体内に

持ち込まれる可能性はなく、RCRが 出現しない限り遺伝子導入された細胞から他の細

胞へと体内で遺伝子導入がなされることはないと考えられる。

(6)被 験者以外の人への遺伝子導入の可能性

本研究における遺伝子導入レトロウイルスベクターの使用、移植細胞の被験者へ

の投与、保管、運搬および廃棄ならびにこれ らに付随する行為等は、全て 「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 (カルタヘナ

法 1平成 15年法律第 97号)」第
一種使用規程を遵守して行うため被験者以外の人ヘ

遺伝子導入されるおそれはないと考えられる。すなわち、本研究における遺伝子導

入作業は、治験薬 GMP準 拠のP2レ ベルの拡散防止措置のとることができる細胞調製

室 (CeH prOCessing center:CPC)内 において、十分に教育を受け、経験のある担

当者によって行われる。標的細胞へのレトロウイルスベクターの暴露は CPC内 にお

いてのみ行われ、レトロウイルスベクターは細胞外にあっては非常に不安定である

こと、および CPC内 の作業は手順書に則り常時ゴム手袋及びマスクを着用している

ことから操作中に感染することは考えられない。また、ウイルスベクターを含む廃

液等はすべてオー トクレーブ処理又は次亜塩素酸処理後廃棄されるので、外部に漏

出する危険性はない。二重に密開された容器で運搬された移植用細胞は拡散防止措

置のとられた個室で被験者に投与されるので、移植後の被験者に対して実施する定

期的な検査において RCRの 出現が認められない限り、細胞懸濁液を被験者へ組織内

投与する操作過程も含め、被験者を介して他の人へ感染するおそれはないと考えら

れる。

{7)染 色体内へ遺伝子が組込まれる場合の問題点

レトロウイルスベクターが宿主 DNAに 組み込まれる位置は決まっているわけでは

ないので、その組み込まれた部位により細胞に大きな影響の出る可能性は否定でき

ない 31)。ヒト前脂肪細胞の染色体 DNAへ のウイルスベクターの組み込みはランダム

に起こると考えられ、遺伝子導入後は染色体の様々な部位に hLCAT遺 伝子の挿入さ

れた細胞の集合となる。外来遺伝子の挿入がその細胞の増殖に特にプラスに働かな

い場合、細胞集団内でのその細胞の影響は小さく生体に影響を与えることはないが、

挿入がその細胞の増殖優位性をもたらす場合、細胞集団の中でそのクローンが増大

し (クローナリティーの出現)、状況によってはがん化する可能性も否定はできない。

ヒト前脂肪細胞調製の条件およびウイルスベクター感染の条件をコントロールす

ることで、細胞あたりの平均導入コピー数を一定にして染色体 DNAへ の過剰な組み

込みを抑え、導入後の細胞の導入コピー数の確認し、さらに、患者移植用に調製し

た細胞の免疫不全マウスヘの移植を実施し、移植後も長期にわたってクローナリテ

ィー出現のチェックを行なう。

{8〕 がん原性の有無

レトロウイルスベクターの宿主 DNAへ の組み込みがその細胞の増殖優位性をもた

らす場合、幾つかの変異が重なってその細胞ががん化していく可能性は否定できな

い。フランスにおける X―SCIDの 遺伝子治療においては、がん遺伝子 ん口 の近傍に
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外来遺伝子が挿入されることでこのがん遺伝子が活性化され、細胞のがん化の引き

金になった可能性があると報告されている3'303つ。レトロウイルスベクターを用い

た遺伝子治療において、X―SCID以 外にこのようながん化の事例は報告されていない

こと3め、ぉょび本研究の標的細胞である前脂肪細胞はX―SCID遺伝子治療で用いられ

た造血系細胞とは細胞の性質がまったく異なることや移植後の環境も違うことから、

この例をそのまま本研究のケースに当てはめることはできない。現在までに、カ

/ノ′rθで継代培養した移植細胞の細胞学的観察、遺伝子導入細胞における染色体異常、

マウスでの hLCAT遺 伝子導入マウス前脂肪細胞の皮下移植によるがん化および Nude
マウスでのLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の皮下移植によるがん化などの検討を行

っているが、がん化所見は認められていない。

2.遺 伝子産物の安全性

導入遺伝子により発現する遺伝子産物は正常のLCATのみである。遺伝子導入したヒ

ト前脂肪細胞で、天然型と変わらないサイズと活性をもつ LCATの 発現を 力 7プ′“ で

確認している。LCAT欠 損または変異をもつ患者で発現した場合には、異物と認識され

る可能性があるので、移植後には血中抗ヒト LCAT抗 体の出現の有無をモニターする。

なお、ヒト前脂肪細胞からの分泌蛋白質プロファイルは hLCAT遺 伝子導入前後で変化
は認められていない。

3.細 胞の安全性

{1)培 養細胞の純度

移植される細胞は GMPに 準拠し十分にコントロールされた状態で製造される。移

植細胞の純度はフローサイ トメトリーおよび導入 hLCAT遺 伝子陽性率にて調査し、

規格に適合する場合にのみ移植される。また、被験者以外の細胞の汚染を防ぐため、

被験者の脂肪組織の搬入からLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の細胞懸濁液調製まで
のプロセスが細胞調製室で終了するまで、別の被験者の脂肪組織等を扱わないこと
とする。また、遺伝子導入時に使用するウイルスベクター等の使用する原料や培地
に関して、無菌性 (好気性菌、嫌気性菌、真菌)、マイコプラズマ、増殖性レトロウ

イルス、その他迷入する恐れのあるウイルス汚染について検査を行い陰性のものを

使用するため、微生物等による汚染の可能性も極めて低い。

{2)細 胞の遺伝子型、表現型の安定性
ヒト前脂肪細胞は培養時に遺伝子型、表現型に大きな変化は観察されていない。

レトロウイルスベクターによる導入 hLCAT遺 伝子はゲノム DNAに ランダムに挿入さ

れるため、特定の遺伝子型や表現型に変化をあたえる可能性予測することは難しい

が、健康成人からのヒト前脂肪細胞を用いた検討では hLCAT遺 伝子導入による細胞
の形質変化は観察されていない。被験者への移植前に、移植する細胞に関して膜表

面抗原マーカーに変化のないことを確認する。

(3)被 験者に投与する細胞の安全性
LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞は、グ 7ノ″ にて必要量の hLCAT遺 伝子が導入さ

れ、導入遺伝子コピー数、細胞の表現型、発現するLCATの活性を移植前に確認する
ことで、移植細胞の安全性や有効性を最大限確保する。また、無菌性、マイコプラ

ズマ、増殖性レトロウイルス、迷入ウイルスをはじめ、細胞培養に使用した FBSや

トリプシンの混入など不純物試験も実施し、最大限の安全性確保を行う。
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IX. 遺伝 子治療臨床研究の実施が可能である と判断する根拠

本臨床研究の計画に当たり、細胞 。遺伝子工学、細胞遺伝子治療、遺伝子関連医薬

品および細胞薬品製造等に精通している専門家の協力体制が出来ており、以下、 4点

の理由より遺伝子治療臨床研究の実施が可能であると判断した。

1.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の移植組成物の調製と移植

皮下脂肪摘出とLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の脂肪組織内移植において

1)ヒ ト前脂肪細胞の単離 。調製のため必要な皮下脂肪摘出量は、およそ 20g程 度で

あり、外観上も摘出によるくばみは生じず、摘出は約 15分程度で完了する (健康

成人ボランティア研究より)。

2)月旨肪組織内への細胞懸濁液の移植量は生理的組織接着剤 (既承認市販品の血漿分

画製剤)を 含め 30 mL以下である (細胞数で 5x108～lx109)。

3)ヒ ト前脂肪細胞の足場材料として等量の生理的組織接着剤を細胞懸濁液と混合し、

直ちに脂肪組織内へ注入することにより高い生着性とhLCATの持続的分泌が得 ら

オ■る。

2.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の特徴

1)皮 下脂肪組織から一定以上のヒト前脂肪細胞の調製が可能である。

2)hLCAT遺 伝子導入後に安定した持続発現 (培地中での LCAT活性の蓄積)が 認めら

れている。

3)2)の 理由により、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の移植細胞数が決定可能であ

る。

4)自 己ヒト前脂肪細胞を用いるため、脂肪組織内への移植による拒絶反応は生じな

いことが推察され、安定した生着が得られる。

3.ベ ネフィットの予測

家族性 LCAT欠損症患者は、古典型 LCAT欠損症で血中LCATが正常の 10%未 満、部分

型 LCAT欠損症で正常の 10～20%とされている。魚眼病で血中α LCAT活性(合成基質法)

が、正常の0～20%とされており、角膜混濁、溶血性貧血、血中リポ蛋白異常、特にHDL

コレステ ロールの低下が顕著である。また古典型LCAT欠損症では、さらに腎障害を併

発する場合が多く、そのほとんどが予後として人工透析治療を余儀なくされる。また

幼少期より発症する角膜混濁についても青年期で視力障害、40歳 以降で角膜移植が必

要とされる。

治療法としては、低脂肪食による食事療法、薬物による腎機能保護治療の一時的な

対症療法しかなく、腎機能障害を併発した場合の人工透析治療もしくは腎移植、ある

いは一時的なLCAT補充療法としての新鮮血 (全血または血漿)輸 血などが施行されて

いる。家族性 LCAT欠損症のうち、古典型 LCAT欠損症、部分型 LCAT欠損症、魚眼病の

発症および進展阻止のLCAT活性の境界線は、正常の 10%未満 (部分型 LCAT欠損症では

20%以下、魚眼病ではαLCAT活性が 0～20%もしくは完全欠失)で あり、家族性 LCAT欠

損症患者に対して正常の 10%程度の LCAT活性量を付加補充するか否かによってその予

後を左右することが推察される。

LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞は、安定持続した正常 LCATを 供給し、分泌された

rLCATは家族性 LCAT欠損症患者血清の脂質異常を改善する機能を示すことから、古典

型 LCAT欠損症の血中 LCAT完全欠損による幼少期からの角膜混濁、青年期からの腎機

能障害、魚眼病のα LCAT活性の完全欠損による幼少期からの角膜混濁および部分型
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LCAT欠損症の角膜混濁など、家族性 LCAT欠損症の予後 (腎機能障害による腎不全、人

工透析への移行、角膜混濁による視力障害と角膜移植)に 好影響を与えると推察され

る。

4.リ スクの予測と対応

LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞のリスクとその対応については以下のように分析し

ている (表 13)。

表 13.LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞のリスクとその対応

リスク予測 対応

移植後、治療効果を充足する血中 LCAT活

性レベルが補充し得なかった場合 (被験者

毎の状態により、LCAT遺伝子導入ヒト前脂

肪細胞の生着が不十分もしくは LCAT発現

量が不十分な場合)に は再投与が必要とな

る可能性

臨床研究において LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪

細胞の移植後、高感度測定法注)により、血中

LCAT活性のモニタリングを行い、その活性推

移により判断を行う。

2)LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞のがん化

に関する危険性

画像診断、がんマーカー検査を含めた定期的観

察を行う。同時に患者移植細胞の免疫不全マウ

スヘの移植を行い、遺伝子挿入クローンの変動

および組織学的な安全性評価を実施する。これ

らの結果に基づき因果関係を調査し、その対応

をはかる。

3)上 記 2)に 伴い LCATが過剰発現した場合
の移植部位の摘出での対応の可能性

がんマーカー検査を含めた定期的観察を行い、

因果関係を調査し、その対応をはかる

4)産 出されたヒ トLCATの抗原性の有無 と免

疫反応の可能性

抗 LCAT抗体測定を含めた定期的観察を行い

その対応をはかる

5)細 胞移植時は細胞懸濁液とするため、経時

的な劣化の可能性がある

その一方で品質試験に時間を要するため、

移植前は迅速試験にて品質確認を行い移

植可否判定を行うが、移植後に規定の試験

方法での結果が規格外として得られる可

育レ性

総括責任者へ即時情報伝達を行い、移植を受け

た被験者の全身状態を十分に観察し、移植部位
の摘出など必要に応じて処置を行う。

注)高感度測定法は、正常 LCAT活 性の 0～20%の低値域の測定方法として開発した
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X。 遺伝子治療臨床研究の計画

1.遺 伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画

本遺伝子治療臨床研究 (以下 「本臨床研究」という)は 、特定疾患に指定されてい

る原発性高脂血症の疾患群のひとつである家族性 LCAT欠損症 (魚眼病を含む)の 確定

診断を受けた患者に対して、hLCAT発現遺伝子を導入した自己のヒト前脂肪細胞を移植

した場合の、安全性を検証するとともに有効性を探索的に検討する。

本臨床研究における方法としては、局部麻酔下で被験者腹部から摘出した脂肪組織

より分離、調製したヒト前脂肪細胞に hLCAT発 現遺伝子を導入し、移植に必要な細胞

数まで培養した後に洗浄などの精製処理を施し、注射用に調製した LCAT遺伝子導入ヒ

ト前脂肪細胞懸濁液 (以下 「移植用細胞」という)を 被験者皮下脂肪組織内に注射移

植する。

移植用細胞の移植後においては、6ヵ 月間にわたり、被験者の移植部位における異常

な細胞増殖の有無などの所見及び臨床検査 。がんマーカー検査 。RCR検 査結果をもとに

した全身状態についての観察を慎重に行ない、本臨床研究の方法の安全性を評価する。

また併せて、血中LCAT活性 ・血中HDLコ レステロール濃度 ・コレステロールエステル

比などの疾病関連因子についての測定結果の推移及び本疾患に起因する低 HDLコ レス

テロール血症 ・角膜混濁 。腎機能障害 ・溶血性貧血など臨床症状の経過観察結果から、

その有効性についても探索的に検討する。

これら評価が適正になされるために、この観察期間中においては従来から受けてい

る治療 (食事療法)の 内容についての変更は行わず、また新たな治療および他の治療

.は行わないこととする。

また、移植用細胞の移植後における長期フォローの目的で、予後調査として移植 6

ヵ月後以降においても移植後 5年 間にわたり、3ヵ月に 1回 の頻度で移植部位 ・全身状

態などの安全性についての観察を行うと同時に、疾病関連因子の測定結果を含む臨床

症状の経過観察を行うなど本法の有効性についての調査を行う (表 14)。5年間の経過

観察を終了した症例については定期的に症状の把握に努め、必要であれば適切な処置

を行うこととする。

なお、本臨床研究においては、3症例の被験者に対して本法を施行することを計画し

ているが、各症例の移植後 3ヵ 月時点での 1次評価が終了し、次項 (X.2項 )に 記載

する千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会における審議結果をもと

に総括責任者が本臨床研究継続の判断を行った後に、次の症例への施行を行うことと

する (表 15)。

2.千 葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会

本臨床研究の科学的妥当性及び倫理性については、千葉大学医学部附属病院遺伝子

治療臨床研究審査委員会 (以下 「審査委員会」という。)に より総合的に審査される。

(参考資料 2)。
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表 14.症 例における臨床研究スケジュール

移植3カ 月後観察

臨床所見観察 (限科検診含む)

臨床検査 (血液 ・生化学 ・尿)

抗 FBS抗 体検査

血中 LCAT活 性測定

移植部位の所見観察 (MRI検 査ι)

クロー ナ リテ ィー検査
“

◎

患者選択判定

◎

移植用細胞移植可否判定

◎

1次評価

◎     ◎

最終評価  予 後評価

後 48週 、96週 、 144週 、 192週 、240週 に RCR 養法)と 悪性腫瘍検査を実施する。ただし、96 の RCR検 査は、NAT し、培養法は検体を凍結保存する。

ホ予後調査 (移植後5年間調査)を 終了した症例については定期的に症状の把握に努め、必要であれば適切な処置を行う。

#1移 植用rll胞移植部位観察 uRI検 査)、RCR・悪性腫瘍検査、血中LCAT活 性測定、マウスにおける移植細胞のクローナリティー検査等を総合的に勘案のうえ、必要に応じて移植部位を生検しLAM‐PCR検 査および病理学的検査を実施する。

総 移植細胞をマウスに移植後、経時的にLAM‐PCR検 査を実施し、クローナリティーならびにがん化の有無を観察する。クローナリティーならびにがん化が否定できない場合には、移植部位観察 ⅣRI検査)、RCR・悪性腫瘍検査、血中LCAT活 性測定等

を総合的に動案のうえ、必要に応じて移植部位を生検しLAM‐PCR検 査及び病理学的検査を実施する。



表 15.臨床研究全体スケジュール

同意取得

適格性調査
脂肪組織採取
移植用細胞調製

予後調査 (4年 6ヵ 月間)

同意取得

適格性調査

脂肪組織採取

移植用細胞調製

脂肪組織採取

移植用細胞調製
同意取得

適格性調査

(4年 6ヵ 月間)

予後調査 (4年 6ヵ 月間)

第 1症 例

第 2症 例

移植用細胞移植

移植後観察(投与後 6カ 月)
予後調査 (4年 6カ 月間)

第 3症 例

一次評価

継続′中止判定

呆報告 予後評

研究結果最終

各症例の所要期間 :  ①  同意取得 ～ 月旨肪組織採取    : 1週 間 ～ 2週間      ②  月旨肪組織採取 ～移植用細胞調製 :3週 間 ～ 5週間

③ 移植用細胞移植 ～ 観察期間終了 :6カ 月間         ④  予後調査期間          :5年 間
*移 植後5年間調査を終了した症例については定期的 (年1回)に 症状の把握に努め、必要であれば適切な処置を行う。
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3.被 験者の選択基準及び除外基準

11}選 択基準

本臨床研究における以下の診断基準から、家族性 LCAT欠損症の確定診断がな

された患者
・ 遺 伝子診断において、LCAT遺伝子異常 (完全欠損、部分欠損、変異)が

確認されている (ただし変異が終始コドン出現、フレームシフトなどの

完全長 LCAT蛋白が発現されないと想定される患者を除く)
。 臨床症状として、低 HDLコ レステロール血症 ・角膜混濁 。腎機能障害 (蛋

白尿)。溶血性貧血が認められる
。 血中 LCAT活性 (自己基質法 :ネスコー ト

゛
LCATキ ットーS)が 基準下限値

(男性 67.3U、女性 53.3U)未満である  (参 考 基準値 男性 167.3～

108.2 U、 メて聖上: 53.3-95.5 U(nmo1/mL/hr/37R3))

臨床症状 (特に角膜混濁、腎機能障害など)の 進行により、生命予後及び QOL
への障害が強く推察される患者
16才以上 40才以下の患者  (注 )

臨床研究開始にあたり本人からの文書同意が得られている、または未成年の

場合は本人および親権者の文書同意が得られている患者

(注)本 疾患は進行性の症状を呈するため、臨床的にはできるだけ若年齢
からの治療が望ましいと考えられるが、成長過程にある被験者におい

.  て はLCAT補 充量を確定できない。従って、成長過程が概ね終了する

と考えられる、小児科担当と内科担当の境界年齢である 16才を下限

年齢とした。

また、これまでの移植用細胞の調製研究において、研究対象としたヒ

ト前脂肪細胞提供者の最高年齢が41歳であつたことから、細胞の特

性評価の実績のある年齢を踏まえ、上限を40才とした。

(21除 外基準

1)LCAT変 異から完全長LCAT蛋白が発現されない患者または血中にLCAT蛋白が検

出できない患者

2)脂 質代謝に影響する高度な肝疾患 (濠1症肝炎 ・肝硬変など)お よび腎疾患 (腎

不全など)を 併発している患者

不 ・低栄養、悪液質など全身性の栄養失調が認められる患者

lヵ月以内に全血または血漿輸血によるLCAT補充療法を受けた患者

重篤なウイルス感染症 (B型肝炎 。C型 肝炎 ・ヒト免疫不全症 ・成人型 T細 胞

白血病 ・パルボウイルスB19感染症)の 検査において陽性が判明した患者

皮下脂肪摘出術の施行が困難と判断される患者

妊婦、授乳中あるいは妊娠を希望している患者

低 HDLコ レステロール血症を認める LCAT欠損に起因しない他の類似疾患患者

(アポ A-1異常症 ・Tangier病)

その他、総括責任者および審査委員会が不適当と認めた患者

【設定根拠】
1)～4)本 臨床研究の効果に影響を与える可能性があることから除外

5)  臨 床研究業務関係者の安全性確保の観点から除外

6)  本 臨床研究の施行に支障があるため除外

7) .安 全性の観点から除外
8)  対 象疾患外であるため除外
9)  一 般的な除外項目
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4.患 者の同意の取得方法

本臨床研究を開始するにあたり、研究者は先ず当該遺伝子治療の概略およびその具

体的方法について患者(患者が未成年の場合はその代諾者 注)同席のもと)に説明する。

患者 (及びその代諾者)が 当該治療の概略と具体的方法を十分に理解したことを研

究者が確認した後に、本臨床研究者以外の第二者 (施設の臨床試験コーディネーター

(CRC)な ど)が 以下の項目を含む 「同意説明用文書」(別添資料 1)に 則って説明を

行い、患者 (およびその代諾者)の 自由意思による本臨床研究参加の同意の意向を聴

取する。

患者 (およびその代諾者)が 参加同意の意向を表明した場合、研究者が本人 (およ

びその代諾者)よ り本臨床研究参加の同意を文書で得る。(「臨床研究参加同意書」:型

添資料 2)

・ 臨床研究、遺伝子治療について
。 臨 床研究の目的

注)両 親もしくは法的保護者

・ 臨床研究の方法 (被験者の選択基準、実施方法、評価方法など)
・ 臨床研究の予定参加期間
・ 臨床研究への予定参加人数
・ 臨 床研究において起こるかもしれない副作用と予想される治療の効果
・ 臨 床研究に参加しない場合の他の治療方法
・ 臨床研究中に健康被害が発生した場合について
。 臨 床研究への参加は被験者の自由意思によること、不参加や中止により被験

者が不利を受けないこと
。 臨 床研究に関する情報は随時、速やかに被験者に伝えられること
。 臨 床研究への参加を中止させる場合があること
。 臨 床研究に参加した場合、カルテなどの原医療記録が調査される場合がある

こと
。 臨床研究の結果が公表される場合であっても、被験者の秘密は保全されるこ

と
。 臨床研究の参加に際して、被験者が守るべき事項
・ 臨床研究に関する被験者の費用負担
。 臨 床研究において特許権等が生み出された場合の帰属先
・ 臨 床研究に携わる医師の氏名、職名および連絡先
・ 臨 床研究に関して被験者が連絡をとる場合の実施医療機関の相談窓ロ

5.適 格性の調査

前記 4.に より本臨床研究参加の同意が得られた患者 (被験者)に 対して、ウイル

ス検査を含む臨床検査、病歴調査および診察を実施する。

6.被 験者の登録および適格性の判定

(1)被 験者の登録

研究者は、同意を取得した被験者について 「被験者登録票」(」盤型等艶壁)に 、被

験者識別番号、被験者氏名および同意取得日を記入し、以後、適格性判定結果 (適 or

否)、判定日、および移植用細胞移植 (有 or無 )、移植日を、随時記入する。

全被験者の臨床研究スケジュールが全て終了した後、研究者は 「被験者登録票」

の記載内容について確認を行い、署名後、総括責任者に提出する。
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(2}被 験者の適格性判定

前記 3.の 選択 。除外基準に則 り、研究者が本臨床研究の対象患者であると判断

し、かつ研究参加への本人 (及びその親権者)の 同意が得られた患者 (被験者)で 、

審査委員会が本臨床研究の対象として適格と判断した被験者が、本臨床研究に参加

することができる。

総括責任者は、患者からの文書同意の取得が得られた後、被験者の適格性を確認

し、審査委員会に対して本臨床研究への当該被験者の参加適否について判定を依頼

する。この際、被験者の同意書及び必要項目を記入した 「被験者適格性調査票」(Bll

添資料4)を 提出する。

審査委員会は、総括責任者から提出された被験者の同意書及び 「被験者適格性調

査票」をもとに、本臨床研究の対象被験者としての適格性を判定し、その判定結果

を 「被験者適格性判定連絡票」(別添資料 5)で もって総括責任者へ通知する。

審査委員会において、本臨床研究の対象被験者として適格でないと判定された患

者については、総括責任者等は、「未投与症例報告書」(別添資料 6)に 必要事項を

記入し、当該被験者の臨床研究を終了する。

調一“

手順 1

手順 2

手順 3

手順 4

手順 5

総括責任者等
箭

遺伝子治療臨床研究審査委員会

患者の同意取得

適格性調査の実施

被験者から取得した同意書及び被験者適格性調査票を審査委員会へ

提出

本臨床研究への参加の適否について、総括責任者へ通知

適格と判定された場合、皮下脂肪組織摘出術を施行し、移植用細胞

を調製し、移植を行う。

7.実 施期間及び目標症例数

本臨床研究の実施期間は、本臨床研究の実施について病院長の承認が得られた日よ

り6年 間とする。

長期フォローアップの目的で実施する 5年 間の経過観察終了後も定期的 (年 1回 )

に症状の把握に努め、必要であれば適切な処置を行う)。

また、本臨床研究は、希少疾患である家族性 LCAT欠損症患者を対象とすることから、

臨床研究の実施可能性を考慮して目標症例数 (移植症例数)は 3例 と設定する。ただ

し、審査委員会において、本臨床研究の目的が十分に評価されたと判断された場合に

は、目標症例数が未達成の時点であつても本臨床研究を終了することができる。
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8.本 臨床研究の実施方法

11)対 照群の設定方法

本臨床研究においては、特に対照群は設定しない。

12)遺 伝子導入前脂肪細胞の調製方法

1)脂 肪組織の摘出

局部麻酔下で腹部に小切開を行ない、脂肪摘出術 (脂肪吸引術式など)により、

腹部皮下脂肪組織の約 20gを 採取する。

2)脂 肪組織からの前脂肪細胞の分離 ・培養

採取した脂肪組織をコラゲナーゼで処理を行ない、十分洗浄した後、DMEM/Ham

F-1220%FBS培養液 (以下 「培養液」)に て 7日間天丼培養法にて培養を行なう。

培養終了後、天丼培養面から剥離採取し、ヒト前脂肪細胞を得る。

3)遺 伝子導入

天丼培養で得られたヒト前脂肪細胞に、培養液で希釈した hLCAT搭載レトロウ

イルスベクター溶液を加え硫酸プロタミンを添加した後、24時 間培養し、LCAT

遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を得る。

4)遺 伝子導入細胞の培養

得られた LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を培養液で継代培養を行ない、移植

に必要な細胞数
*が

得られるまで繰り返す。

5)移 植用細胞の調製及び移植

継代培養にて細胞数が移植必要数まで増殖したことを確認した後、TrypZean溶

液を添加し、細胞を培養面より剥離する。剥離した細胞を収集し、生理食塩液で

十分に洗浄した後、移植に必要な細胞数
*となるよう適量の HSA含 有リンゲル液

で調製し、移植用細胞を得る。

この調製された移植用細胞について、細胞数 。細胞形態 (性状)。生細胞率 。

細胞表現型 ・純度 (細胞種)。LCAT力価の確認およびコラゲナーゼ混入否定試験 。

トリプシン混入否定試験 ・BSA混 入否定試験 。ゲンタマイシン混入否定試験 ・カ

7ノ′″ ウイルス検出試験 ・RCR検 出試験 。無菌試験 。マイコプラズマ否定試験 ・

エンドトキシン試験を実施する。

適切な拡散防止措置が執られた個室で、調製された移植用細胞と生理的組織接

着剤 (既承認市販品の血漿分画製剤)を 混合し、直ちに被験者の皮下脂肪組織内

に注射移植する。

投与後 3日 まで、被験者を個室内にて管理する。被験者の血清においてRCR検

査 (NAT法)が 陰性であることを確認後、個室における管理を解除する。RCRが

万一確認された場合、個室内の管理を継続する。管理解除後に被験者の血清から
｀
RCRが検出された場合は、直ちに個室における管理下に移し、上記の措置を執る。

* : 健康成人の血中LCAT蟹白量の 10%を補充することができる細胞数

13)研 究実施期間中の併用療法

本臨床研究の実施期間においては、実施前より継続している食事療法 (低脂肪 ・

低蛋白食)に ついては併用を認めるが、その療法の内容については変更を行なわな

い 。

それ以外の治療に関しては、臨床研究の実施期間中においては、併用を認めない。
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14)臨 床検査項目及び観察項 目

本臨床研究の実施期間における臨床検査項目及び観察項目とその実施時期を表

16に示す。

1)適 格性調査における臨床検査項目及び観察項目

本臨床研究への参加同意日以降脂肪組織採取日の 1週 間前までに (可能であれ

ば同意取得日)に 本臨床研究への参加の適格性を調査するための以下のウイルス

検査を含む臨床検査と臨床所見観察を実施する。

なお、これら臨床検査 (血中 LCAT活 性測定を含む)は 空腹時において実施す

ること、また 1日拘束検査の項目 (尿蛋白量検査)が 含まれることから 1泊入院

にて実施する。

・病歴調査、遺伝子診断 (結果調査)
。 ウ イリレス検査 :

B型 肝炎ウイルス、C型 肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、成人型

T細胞白血病ウイルス、パルボウイルス B19
。診察 :

体重、身長、血圧、脈拍、体温、胸部 X線 、心電図、

本疾患関連以外の異常所見
・臨床検査 :

血液学的検査 :

白血球数、赤血球数、ヘモグロビン量、ヘマトクリット値、

血小板数、白血球像 (分画)、赤血球像 (形状)

血液生化学的検査 (一般):

総蛋白、アルブミン、ハプトグロビン、総ビリルビン、

間接ビリルビン AST、ALT、LDH、ALP、γ―GTP、クレアチニン、尿

酉生、 BUN、 Na、 Cl、 K、 Ca、 CRP

血液生化学的検査 (脂質関連):

中性脂肪、総コレステロール、コレステロールエステル、

LDLコ レステロール、HDLコ レステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A-1、A―H、 B、C―H、 C―Hl、 E、Eフ ェノタイプ)

尿検査 :

潜血、ウロビリノーゲン、沈湾、尿クレアチエン、

尿蛋白量 (もしくは尿中アルブミン排泄量)*
* 顕 性蛋自尿の場合は尿蛋白量、早期腎障害の場合は尿中ア

ルブミン排泄量を一日蓄尿にて測定
。血中LCAT活性測定
。臨床所見観察 :

角膜混濁症状 (視力、視野、角膜輪所見 :眼球写真)

腎機能症状 (尿蛋白量もしくは尿中アルブミン排泄量)

溶血性貧血症状 (間接ビリルビン、LDH、ハプトグロビン)

2)脂 肪組織採取前後における臨床検査項目及び観察項目

脂肪組織の採取は、適格性調査結果により総括責任者及び審査委員会が本臨床

研究への参加が適格と判断した日以降に実施する。

脂肪組織採取部位に関しては、採取日当日の採取前後観察と採取翌日の直後観

察及び採取 1週間後の経過観察を実施する。

なお、脂肪組織採取当日から翌日にかけては、採取部位の術後観察のために 1

泊の入院観察を行うこととする。
・診察 :
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体重、身長、体温、血圧、脈拍、本疾患関連以外の異常所見
・採取部位の所見観察 (異常の有無)

また、採取した脂肪組織より調製した移植用細胞の移植に備えて、移植までの

期間における症状把握のため、臨床検査と臨床所見観察を入院期間中に実施する。
・ 臨 床検査 :

血液学的検査 :

白血球数、赤血球数、ヘモグロビン量、ヘマ トクリット値、
血小板数、白血球像 (分画)、赤血球像 (形状)

血液生化学的検査 (一般):

総蛋白、アルブミン、ハプトグロビン、総ビリルビン、

間接ビリルビン AST、ALT、LDH、ALP、γ―GTP、クレアチエン、尿

酉変、 BUN、 Na、 Cl、 K、 Ca、 CRP

血液生化学的検査 (脂質関連):

中性脂肪、総コレステロール、コレステロールエステル、

LDLコ レステロール、HDLコ レステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A-1、A―II、B、C―H、 C―HI、 E)

尿検査 :

潜血、ウロビリノーゲン、沈澄、尿クレアチエン、

尿蛋白量 (もしくは尿中アルブミン排泄量) ,

血中LCAT活性測定

臨床所見観察 :

角膜混濁症状 (視力、視野、角膜輪所見 :眼球写真)

腎機能症状 (尿蛋白量もしくは尿中アルブミン排泄量)

溶血性貧血症状 (間接ビリルビン、LDH、ハプトグロビン)

3)移 植用細胞移植前後における臨床検査項目及び観察項目

本移植用細胞の移植に際しては、その事前 。事後の経過観察のために移植前日
から移植後 1週 間の期間は入院させることとし、以後、2週 間間隔の観察を移植

後 3ヵ 月間、lヵ 月間隔の観察を投与後 6ヵ 月間まで外来診察にて実施する。た

だし、臨床所見観察は、1日拘束検査を伴うことから1泊入院において実施する。

また、これら観察期間終了後においても、更に3ヵ 月間隔で予後の調査として

の観察を移植後 5年 間まで継続する。5年 間の観察が終了した症例については定

期的に症状の把握に努め、必要と認められる場合には適切な検査を実施する。
・ 診 察 :

体重、身長、体温、血圧、脈拍、胸部 X線
*、

心電図
*、

本疾患関連以外の異常所見

【実施日 :移 植前日、移植当日 (移植後)、毎移植後入院観察時、

毎外来観察時、毎予後調査時
*胸 部 X線 と心電図については、移植後 3ヵ 月 ・6カ 月

観察時においてのみ実施する】
・ 移 植部位の所見観察 (異常の有無)

腹部MRI検 査

【実施日 :移 植当日(移植後)、毎移植後入院観察時、毎外来観察時、

毎予後調査時】
・ 臨床検査 :

血液学的検査 :

白血球数、赤血球数、ヘモグロビン量、ヘマトクリット値、

血小板数、白血球像 (分画)、赤血球像 (形状)
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血液生化学的検査 (一般):

総蛋白、アルブミン、ハプトグロビン、総ビリルビン、

間接ビリルビン AST、ALT、LDH、ALP、γ―GTP、クレアチエン、尿

商笙、 BUN、 Na、 Cl、 K、 Ca、 CRP
血液生化学的検査 (脂質関連):

中性脂肪、総コレステロール、コレステロールエステル、

LDLコレステロール、HDLコレステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A―I、A―H、 B、C―H、 いHI、E)

尿検査 :

潜血、ウロビリノーゲン、沈澄、尿クレアチエン斜

尿蛋白量 (もしくは尿中アルブミン排泄量)料

【実施日 : 移 植前日、移植後入院観察時 (翌日・4日 後 。7日 後)、

毎外来観察時、毎予後調査時
**尿蛋白量 (もしくは尿中アルブミン排泄量)お よび尿

クレアチエン検査については、臨床所見観察時 (移植
前日、移植後7日観察時、移植後 lヵ月・3ヵ月・6ヵ

月観察時、毎予後調査時)に 実施する】
RCR検査 :NAT法、培養法

ホ*ホ

【実施日 :移 植前日、移植後入院観察時 (翌日)、移植後 12週 。24

週、毎予後調査時 (48週。96週・144週。192週。240週)】
***培 養法によるRCR検査は、移植前日、移植後 12週 ・24

週、毎予後調査時 (48週)観 察時において NTAT法と併

用で実施する。ただし、毎予後調査時 (96週。144週 ・

192週 。240週)に 培養法のため採取した検体は凍結保

存し、NAT法 で陽性と判定された場合にのみ実施する。

悪性 リンパ腫マーカー検査 :チ ミジンキナーゼ (TK)活 性

【実施日 :移 植前日、移植後 12週・24週観察時、毎予後調査時 (48
週 。96週 。144週・92週 。240週)】

抗 FBS抗体検査

【実施日 : 移 植前日、移植後入院観察時 (7日後)、毎外来観察時、

毎予後調査時】
抗LCAT抗体検査

【実施日 :移 植前日、移植後入院観察時 (7日後)、毎外来観察時、

毎予後調査時】
血中LCAT活性測定 (自己基質法 。高感度検出法)

【実施日 :移 植前日、移植後入院観察時 (翌日・4日 後 ・7日 後)、

毎外来観察時、毎予後調査時】
臨床所見観察 :

角膜混濁症状 (視力、視野、角膜輪所見 :眼球写真)

腎機能症状 (尿蛋白量もしくは尿中アルブミン排泄量)
溶血性貧血症状 (間接ビリルビン値、LDH値、ハプトグロビン量)
【実施日 :移 植前日、移植後 7日観察時、移植後 lヵ月 。3ヵ月 ・

6ヵ月観察時、毎予後調査時】
クローナリティー検査 :LAM―PCR法

【実施日 :移 植部位観察、RCR。悪性腫瘍検査、血中 LCAT活性測定、
マウスにおける移植細胞のクローナリティー検査等を総

合的に勘案のうえ、必要と判断された場合、移植部位を

生検し、検査を行う。】
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表 16.臨 床検査 ・僣:察項目

醜議

移植用細胞調製

移植直後観察(入院管理) 移植 3カ月後観察 (2週毎)
移植 6カ月後観察

( 1カ月毎)

予後調査

[移植後
5年間調査]
(3カ月毎)

脂肪組

織摘出
脂肪組織摘出後観察 移 植

晴轍
2 1 日前

Dav‐21

2 0日前

Day-20

1 4 日前

Day 14

1日前

Dav -1

0 日

Day 0

1 日後
Dav l

2 日後

D a y  2

3 日後
Day 3

4 A't&.
Day 4

後

５

日

ａｙ

6 日後
Day 6

7 A'tX.
Day 7

2週後
2W

4週後
4W

6週後
6W

8週後
8W

10週後
1 0 W

12週後
12W

16週後

16W

20週後
20W

24週後
24W

25週後～260週後
25W～260W

診察 睾1
◎ ○ ○ ○ ○ 〇 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 〇 〇 ◎ ○ ○ ◎ ○

ウイルス検査 ・2
○

脂肪採取部位観察 ○ ○ ○

移植部位の所見観察 'Ю
(lRI検査こ) ()と ○ ○ 〇 ○ ○ ○ ○ ○ ○

&
○ ○ ○ ○

こ
○ ○ ○

こ
○

“

臨
床
検
査

血液学的検査 拿。
〇 ○ ○ ○ O ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

血液生化学的検査'
〇 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 〇 ○ ○ ○ ○ ○ ○

尿検査 拿S
◎ ◎ ◎ ○ ○ ◎ ○ ◎ ○ ○ ○ ◎ ○ ○ ◎ ◎

RCR・悪性腫瘍検査 準6
◎ ○ ◎ ◎ ◎ホ

抗FBS抗体検査 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

抗LCAT抗体検査 '7 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ O

血中 LCAT活 性測定  '8 〇 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○ 〇 ○ ○ 〇 ○ ○

臨床所見観察 〇 ○ ○ ○ ○ ○ ○ ○

ク ローナ リテイー検査
拿:

○
' "

採血量 (oL)

連以外 ついては る)

*2 : B型 肝炎ウイルス,C型 肝炎ウイルス、ヒト免疫不全ウイルス、成人型T細胞白血病ウイルス、パルボウイルスB19
*3 : 自 血球数,赤 血球数,ヘ モグロビン量,ヘ マ トクリット値,血 小板数,自 血球像 (分画),赤 血球像 (形状)
,4 : 総 蛋自,ア ルプミン,ハ プトグロビン、総ビリルビン,問 接ビリルビン、AST,ALT,LDll,ALP, γ-OTP,クレアチニン,尿 酸,30N,Na, Cl,X,Ca,CRP,中 性raL肪,総 コレステロール,コ レステロールエステル,LDLコ レステロール,HllLコレステ

ロール,リ ポ蛋自分画、アポリポ蛋白 (A-1、卜H、3、C―H、 C―HI、3)
*5 : 潜 血,ウ ロビリノーゲン,沈 澄  (◎ の時期については、24時間尿蛋自量あるいは尿中アルプミン排泄量および尿クレアチニンを付加する。)
*6 : RCR検 査 :NAT法

◎の時期については、RCR検査 (培養法)と 悪性腫瘍検査 (TK活性検出法)を 付加する。
拿移植後48週、96週、144週、192週、240週にRCR検査 rNAT法及び培養法)と 悪性腫瘍検査を実施する。ただし、96週以降のRCR検査はNAT法のみ実施し、培養法のため採取した検体は凍結保存し、NAT法で陽性と判定された場合にのみ実施する。

,7  :  ELISA法

+8 : 自 己基質法 (ネスコート■OATキットー5),高 感度検出法
19 : 角 膜混濁 〈視力 ・視野、角膜輪所見 :眼球写真),腎 機能障害 (尿蛋白量),溶 血性貧血 (間接ビリルビン,LDLハ プトグロビン)
*10: 移 植部位の所見観察OIRI検査)、RCR・悪性腫瘍検査、血中LCAT活性測定、マウスにおける移植細胞のクローナリティー検査等を総合的に勘案のうえ、必要に応じて移植部位を生検しL鰤―PCR法にて検査および病理学的検査を実施する。
lH: 移 植nll胞をマウスに移植後、経時的にL岨―PCR検査を実施し、クローナリティーならびにがん化の有無を観察する。クローナリティーならびにがん化が否定できない場合には、移植部位観察 颯 I検査)、RCR。悪性腫瘍検査、血中 LCAT活性測定等を

総合的に勘案のうえ、必要に応じて移植部位を生検し鳳卜PCR検査及び病理学的検査を実施する。



15)有 害事象

1)有 害事象の定義

有害事象とは、皮下脂肪摘出 (吸引)術 や移植用細胞との因果関係の有無に関

わらず、移植用細胞の移植中あるいは移植後に発現する好ましくない、あるいは

異常な所見をいい、次のようなものが含まれる。

・ 新たに発現した疾患及び症状
・ 合併症の悪化
。 事故
・ 検 査値の異常変動
・ 移植終了後に発現した好ましくない所見
・ 薬剤相互作用による好ましくない所見
・ 過 剰投与 (医師の判定による)の 影響
・ 濫用の影響
・ 依 存性の発現

有害事象の発現の有無に関しては診察時の間診および診察時以外の被験者か

らの自発報告に基づいて研究者等が判断する.

2)有 害事象の評価

有害事象が発現した場合には、有害事象名、発現日 (臨床検査異常変動の場合

は検査日)、重篤度 (【重篤度の判定基準】を参照)、移植用細胞の移植状況 [継

続、摘出]、処置 [なし、あり (ありの場合はその内容)]、有害事象の転帰 (【有

害事象の転帰】を参照)、移植用細胞との因果関係 (【移植用細胞との因果関係の

判定基準】を参照)を 症例報告書の有害事象欄に記載する。また、原則として症

状が消失する (臨床検査値に関しては移植前値に復する)ま で追跡調査する。

重篤度は、下記の判定基準で研究者が判断する。重篤度とは、薬事法施行規則

第 64条の 5の 2に定められた基準であり、具体的には下記の判定基準の 3～8が
「重篤」に該当する。

【重篤度の判定基準】
・非重篤

1.軽  微 :特別な治療なしに軽快するもの

2.中 等度 :重篤でなく且つ、軽微でないもの
。重篤

3.死 亡

4.障 害

永続的または顕著な障害若しくは機能不全に陥る症例

5.死 亡又は障害につながるおそれのある症例

死亡につながるおそれとは、患者が死の危険にさらされていた状態

があり、その後に脱却した場合

6.治 療のための入院または入院期間の延長

検査目的および有害事象が治癒または軽快しているものの経過観察

のための入院 ・入院期間の延長を除く

7.3か ら6までに掲げる症例に準じて重篤である症例

3か ら6の結果に至らぬように処置を必要としたような重大事象

8.後 世代における先天性の疾病または異常

妊娠前または妊娠中の移植用細胞の移植により出生児に異常をきた

したと疑われる場合

【有害事象の転帰】

1.回  復 :有害事象が消失した場合。消失日を記入する。
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軽 快

未回復

後遺症

死 亡

有害事象は消失していないが、その程度が減じた場合

有害事象が消失せず、その程度も減じていない、あるいは悪

化した場合

有害事象に起因して日常生活に支障を来たす程度の機能不全

が起きたと判断した場合

死亡日を記入する

【移植用細胞との因果関係】

有害事象と移植用細胞との因果関係は、被験者の状態、原疾患、合併症、既

往歴、使用薬剤、移植用細胞の移植と有害事象発現までの時間的関係等を勘

案して、下記の基準を参考に判定し、必ず判定理由をコメント欄に記載する。

有害事象のうち移植用細胞との因果関係が否定できないもの (因果関係 :あ

り、疑いあり)を 副作用、移植用細胞との因果関係が否定できるもの (因果

関係 :なし)を 偶発症として扱う。

[判定基準]

1.な し  :移 植開始から有害事象発現までの時間的な経過から移植用

細胞との関係はないと考えられる、または有害事象が移植

用細胞以外の原疾患、来院時合併症、他の薬剤等の影響と

考えられる場合等

2.疑 いあり :移植開始から有害事象発現までの時間的な経過から移植用

細胞との関係が疑われるが、原疾患、来院時合併症、他の

薬剤等の影響も否定できない場合等

3.あ り  :移 植開始から有害事象発現までの時間的な経過から移植用

細胞との関係があると考えられ、原疾患、来院時合併症、

他の薬剤等の影響はない、またはこれらに比較して明らか

に移植用細胞の影響が大きいと考えられる場合等

3)予 測される有害事象 (副作用)な らびにその対処方法

① 月旨肪組織採取時における危険性

脂肪組織採取は被験者の侵襲を最小限に止めるために、局部麻酔下にて小切

開での脂肪摘出術により実施するが、術後に、術部に違和感や痛みが残る場

合があるので、この場合は鎮痛薬の服用などの適切な処置を行なう。

また、術後の術部に細菌感染が発生する可能性もあるので、術後における術

部管理の指導を行なうとともに、感染が疑われる場合には、抗生剤などの投

与を行なう。

② 移植用細胞の移植における危険性

移植用細胞の調製工程は、細菌 ・真菌をはじめとする不純物を含まない無菌

的な管理のもとに実施されるが、細菌 ・真菌などが混入するリスクを完全に

否定することはできないことから、移植用細胞の移植後においては、血液 ・

尿検査結果などをもとに被験者の経過を注意深く観察し、これら感染の疑わ

れる場合は、抗生剤、抗真菌剤などの投与を行なう。牛胎児血清、MesenPRO

RS、ヒト血清アルブミン及び生理的組織接着剤 (既承認市販品の血漿分画製

剤)は、その製造に際して感染症伝播を防止のための安全対策を講じており、

本製剤の使用による感染症の危険性は極めて低いと考えられる。しかし、ウ

シ及びヒト血液を原材料としていることに由来する感染症伝播のリスクを

完全には排除できないため、本製剤の危険性を患者に十分説明のうえ使用す

るとともに、移植後の患者の経過を十分に観察する。

また、移植用細胞として移植するヒト前脂肪細胞は分化能を有する細胞であ

るため、移植後の体内においる異常な分化 ・増殖の可能性も否定できないこ

２

３

　

　

　

４

　

　

　

５
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とから、移植部位の所見 lMRI検査)、RCR・悪性腫瘍検査、血中LCAT活性測

定、マウスにおける移植細胞のクローナリティー検査結果などをもとに被験

者の経過を注意深く観察し、そのような事象 (移植部位の腫脹、LCATの 過

剰産出など)が 発現した場合は、移植部位の組織を生検し、病理組織学的検

査および LAM―PCR検査を行い、その結果により異常な分化 ・増殖が認められ

れば、移植細胞の摘出などの適切な処置を行なう。

RCRの 危険性

本臨床研究において、RCRが出現する可能性は極めて低い。また、たとえRCR

が PCR検査等で検出されても、マウス由来のパッケージング細胞株より産出

されるレトロウイルスはヒト補体により破壊されるので、血液中でウイルス

が一過性に検出される可能性はあっても、特に悪性リンパ腫を誘引すること

はないと考えられている。

しかし、万が一ヒト細胞からRCRが出現した場合には、悪性リンパ腫を発症

する可能性を完全に否定できないことから、悪性リンパ腫検査結果などをも

とに被験者の経過を注意深く観察し、悪性リンパ腫などの発症が疑われるよ

うな事象が発現した場合は、直ちに精密検査などを実施するなど十分な症状
の把握を行った後、適切に対処する。

過敏症等の危険性

LCAT欠損マウスヘの移植用細胞の移植実験においてヒトLCAT抗体に対する

抗体の発現が確認されており、家族性 LCAT欠損患者への自家移植において

も抗体が発現し過敏症や効果減弱が推定される。このため本臨床研究では、

LCAT遺伝子にミスセンス変異を持ち、かつ血中にLCAT蛋白が免疫学的に検

出される患者を対象とする。しかし、LCAT遺 伝子変異によっては異常な高

次構造をとる可能性が考えられ、正常な LCATにもかかわらずこれを抗原と

して認識し、アナフィラキシーショック、過敏症などの免疫応答異常を発現

する可能性は否定できない。このため、移植後は観察を十分行うとともに抗
LCAT抗 体検査を行い、万一免疫応答異常などの所見が認められた場合には

直ちに移植部の摘出を含め適切な処置を行い、その後の経過観察を行う。ま

た、このような症状の発現に備え、緊急処置の取れる準備を行う。

4)重 篤な有害事象 (副作用)に 関する報告の手順

臨床研究の進行中に、被験者が死亡した場合、被験者に重篤な副作用が生じた場

合、内外の情報から臨床研究の実施に影響を及ぼす可能性のある知見を発見した

場合、以下の連絡手順 (別添資料 12参 照)に よる速やかな対応を行い、実施施

設の長 (「病院長」)ヤま、指針第 3章 第 4の 4に 基づき、「遺伝子治療臨床研究重

大事態等報告書」(別添資料 7)に より、厚生労働大臣および文部科学大臣に報

告を行う。

厚生労働大臣および文部科学大臣宛の連絡先は、以下の通りである`

③

④

厚生労働省              1文 部科学省

大臣官房厚生科学課          1研 究振興局ライフサイエンス課

〒100-8916 東 京都千代田区霞が関 1-2-21生 命倫理 ・安全対策室

TEL:03-3595-2171           1〒 100-8966 東京都千代田区霞が関 1-3-2

FAX: 03-3503-0183                      1 TEL: 03-5253-4113

FAX:03-5252-4114
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(第一報)重 篤な有害事象が発生した場合、総括責任者又は代理の者 は

認知してから 24時 間以内に病院長に口頭または電話で連絡する。また、

総括責任者又は代理の者は速やかに厚生労働省、文部科学省に連絡する

(第一報)。

(一次報告)第 一報を受けて、病院長は遺伝子治療臨床研究審査委員会

(以下 「審査委員会」)委 員長 (安全 ・効果評価 ・適応判定小委員会 (以

下 「小委員会」)の 主査を兼務)に 有害事象対応を依頼する。審査委員会

委員長が兼務する小委員会主査は小委員会を招集する。小委員会い、総括

責任者からのデータにもとづき当該時点までに把握できている情報を記

載した 一次報告書 01添 資料 7)を もって審査委員会に答申し、審査委員

会は病院長に報告する。病院長は一次報告書を厚生労働省、文部科学省に

FAXにて送付する (一次報告)。一次報告は認知してから72時間以内に完了

する。

(緊急対策協議)月 委ヽ員会は、重篤な有害事象について引き続き緊急対策

の協議を行い、その結果を審査委員会に答申する。当該答申を受け審査委

員会は審議し、審査委員会は病院長にその結果を報告する 。

(緊急対策指示と処置)病 院長は、審査委員会及び小委員会による緊急対

策に関する協議結果を総括責任者に報告 。指示する。総括責任者と実施担

当医師はそれに基づき患者に処置を行う。

(総括責任者による二次報告書作成)総 括責任者は、認知してから7日 以

内に、0の 患者の処置、経緯および追加詳細データ にもとづき二次報告

書 (別添資料 7)を 作成し、病院長に報告する 。

(小委員会による二次報告書の評価)病 院長は二次報告書を以て、審査委

員会での評価を審査委員会委員長に依頼する。審査委員会からの諮問によ

り、小委員会は二次報告書を受けて評価を行い、審査委員会に答申する。

(審査員会による二次報告書の評価)審 査委員会は、小委員会からの答申

を受け、評価された二次報告書にもとづき審議を行い評価した二次報告書

を病院長に文書報告する。

(二次報告)病 院長は二次報告書を厚生労働省、文部科学省に認知してか

ら 15日以内に報告する (二次報告)。

(最終報告)総 括責任者は、重篤な有害事象の転帰確定後 「重篤な有害事

象に関する報告書」を完成させ (最終報告)、 病院長に報告する。病院長

は、審査委員会委員長に、審査委員会での最終報告書の評価を依頼する。

審査委員会は、病院長の依頼に基づき、最終報告書に関する評価 ・審議を

行い、評価した最終報告書を病院長に文書報告する。病院長は最終報告を

厚生労働省、文部科学省に提出・報告する。

16)本 臨床研究の評価方法、評価基準および中止判定基準、
｀
症例の取扱基準

1)遺 伝子治療臨床研究審査委員会 (審査委員会)に おける評価

本臨床研究に関する安全性および有効性などに関する評価については、審査委

員会で行ない、その結果は総括責任者に報告する。

① l次 評価
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審査委員会は、移植 3ヵ 月後の各パラメータの結果から症例毎の安全性お

よび有効性についての中間評価 (一次評価)を 行い、その評価結果を総括

責任者に通知する (「LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の安全性 。有効性評

価通知票」別添資料 8)と ともに審査委員会委員長に報告する。なお、審

査委員会ではこの評価にもとづき、次の症例の組入れの可否を判断する。

② 最 終評価

審査委員会は、移植 6ヵ 月後の各パラメータの結果から症例毎の安全性お

よび有効性についての評価を行い、その評価結果を総括責任者に通知する

(「LCAT遺 伝子導入ヒト前脂肪細胞の安全性 ・有効性評価通知票」別添資

盪過)と ともに審査委員会委員長に報告する。

なお、この評価結果を、本臨床研究における症例の最終評価と位置づける。

③ 予 後評価

審査委員会は、移植後 5年間における予後調査が終了後、各パラメータの

結果から症例毎の安全性および有効性についての評価を行い、委員長がそ

の評価結果を病院長に報告するとともに総括責任者に通知する (「LCAT遺

伝子導入ヒト前脂肪細胞の安全性 。有効性評価通知票」別添資料 8)。

また、特に予期せぬ重大な副作用の発現、不測の事態の発生などが生じた場合

は、研究者を含めた審査委員会にて速やかに評価し、その対応を検討する。病院

長はその結果を厚生労働省及び文部科学省に報告する。

2)臨 床研究の中止判定基準

審査委員会が、症例観察終了時に本臨床研究に関する安全性および有効性につ

いて評価、分析した結果、または経過観察中において発生した副作用について評

価、分析した結果、以下の判断に至った場合は本臨床研究を中止する。
・ 副作用等の発生により安全性に重大な問題があると判断した場合
・ 臨床研究継続が倫理上問題であると判断した場合
。 そ の他、中止が妥当であると判断した場合

3)症 例の取扱基準

本臨床研究の実施中において以下の事象が発生した場合は、中止、脱落もしく

は未処置として取り扱う。

① 中止
・移植用細胞の移植後、症状の増悪をきたし、他の治療へ変更する必要があ

り、本臨床研究の継続が困難と判断された場合
・移植用細胞の移植後、有害事象の発現を認め、本臨床研究の継続が困難と

判断された場合
・移植用細胞の移植後に、選択基準の逸脱、除外基準への抵触などの本臨床

研究実施計画書からの重大な逸脱が判明し、その逸脱内容により審査委員
会が中止すべきと判断した場合

。その他、総括責任者あるいは審査委員会が中止すべきと判断した場合

② 脱落
。移植用細胞の移植後、被験者が臨床研究参加の同意を撤回した場合
・移植用細胞の移植後、被験者との連絡が不通となったため、あるいは被験

者の都合により来院しなくなったために、移植後の観察、検査の実施継続
が困難となった場合

。その他、被験者の都合により臨床研究の継続が困難と判断された場合

③ 未処置 (移植せず)
。 移 植用細胞の調製に必要な量の脂肪組織が採取できなかった場合
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・ 移 植用細胞の調製過程でその品質が損なわれる事態が発生し、移植用細胞
の移植に至らなかつた場合

・ 脂肪組織の採取後、移植用細胞移植後の観察期間終了までの間に、被験者
が臨床研究参加の同意を撤回した場合

・ 脂 肪組織の採取後、移植用細胞の移植までの間に、被験者の容態が変化し、

選択基準の逸脱もしくは除外基準に抵触することが判明した場合
。 そ の他、脂肪組織の採取後に、研究者が移植用細胞の移植を中止すべきと判

断した場合

④ 中止、脱落及び未処置時の対応
・ 症例が未処置で終わった場合には、脂肪組織採取部位の観察を十分に行い、

脂肪組織採取の影響が排除されたことを確認する。
・ 症 例が中止、脱落と判断された場合は、その時点で得られているデータに

より可能な限りの評価を行うとともに、被験者の意思を確認した上で、移
植用細胞の移植部位周辺の脂肪組織を十分に摘出し、移植による影響が排
除されたことが確認されるまで観察を続ける。

・ 被 験者の都合により来院しなくなった脱落症例については、可能な限り追跡
調査を実施し、その理由、有害事象の有無、症状の経過などを聴取する。

17}デ ータの集計および統計解析

1)デ ータの集計

① 安 全性評価対象データ
ア)皮 下脂肪組織採取

i)診 察 :体重、身長、体温、血圧、脈拍、本疾患関連以外の異常所見
【実施日 :採 取当日 (採取前後)、採取翌日、採取 1週後】

li)採 取部位の所見観察 (異常の有無)

【実施日 : 採 取当日 (採取前後)、採取翌日、採取 1週後】
イ)移 植用細胞の移植後より6ヵ月間 (一次評価 :移植 3ヵ 月後、最終評価 :

移植 6ヵ 月後)

i)診 察 :体重、身長、体温、血圧、脈拍、胸部 X線 *]、心電図
*1、

本疾患関連以外の異常所見

【実施日 :移 植前日、移植当日 (移植後)、毎移植後入院観察
時、毎外来観察時、毎予後調査時
*l 胸部 X線 と心電図については、移植後 3ヵ月。6

ヵ月観察時においてのみ実施する】
ii)移 植部位の所見観察 (異常の有無)

腹部MRI検 査
【実施日 :移 植当日 (移植後)、毎移植後入院観察時、毎外来

観察時、毎予後調査時】
ili)臨床検査 :

(J血 液学的検査 :

白血球数、赤血球数、ヘモグロビン量、ヘマトクリット値、
血小板数、自血球像 (分画)、赤血球像 (形状)

0)血 液生化学的検査 (一般):

総蛋白、アルブミン、ハプトグロビン、総ビリルビン、
間接ビリルビン AST、IALT、LDH、ALP、γ―GTP、クレアチエン、尿
酸、BllN、Na、Cl、K、Ca、CRP
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に)血 液生化学的検査 (脂質関連):

中性脂肪、総コレステロール、コレステロールエステル、

LDLコレステロール、HDLコレステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A-1、A―H、 B、C―H、 C―HI、 E)

に)尿 検査 :

潜血、ウロビ

尿蛋白量 (も

【実施日

i→ RCR検査 :NAT法、

【実施日

J 悪 性リンパ腫マー

【実施日

宙)抗 FBS抗体検査

【実施日

宙1)抗LCAT抗体検査

【実施日

ンジンキナーゼ (TK)活性

24週観察時、毎予後調査時 (48週。

・92週 。240週)】

リノーゲン、沈澄、尿クレアチエン
*2、

しくは尿中アルブミン排泄量)*2、

移植後入院観察時 (翌日 。4日 後 ・7日 後)、毎外

来観察時、毎予後調査時
*2 尿 蛋白量 (もしくは尿中アルブミン排泄量)お

よび尿クレアチエン検査については、臨床所見

観察時 (移植後 7日 観察時、移植後 lヵ 月 。3

ヵ月 ・6ヵ 月観察時および毎予後調査時)に 実

施する】

培養法
*3

移植後入院観察時 (翌日)、移植後 12週 ・24週 、、

毎予後調査時 (48週 ・96週 。144週 ・192週 。240

週)

培養法によるRCR検査については移植前日、移植後 12

週 。24週、毎予後調査時 (48週)観 察時において、NAT

法と併用で実施する。ただし、毎予後調査時 (96週 。

144週 。192週 ・240週)に 培養法のため採取した検体

は凍結保存し、NAT法 で陽性と判定された場合にのみ

実施する。】

カー検査 :チミ

移植後 12週 ・

96週 。144週

移植後入院観察時 (7日 後)、毎外来観察時、毎予

後調査時】

移植後入院観察時 (7日 後)、毎外来観察時、毎予

後調査時】
vHi)血 中 LCAT活性測定 (自己基質法 ・高感度検出法)

【実施日 :移 植後入院観察時 (翌日 ・4日 後 ・7日 後)、毎外

来観察時、毎予後調査時】

ウ)移 植用細胞の移植 6ヵ 月後より54ヵ月 (毎予後調査時安全性評価)

i)診 察 :体重、身長、体温、血圧、脈拍、胸部 X線 、心電図、

本疾患関連以外の異常所見

ii)移植部位の所見観察 (異常の有無)
iil)臨床検査 :

(a)血液学的検査 :

白血球数、赤血球数、ヘモグロビン量、ヘマトクリット値、

血小板数、白血球像 (分画)、赤血球像 (形状)

(D血 液生化学的検査 (一般):

総蛋白、アルブミン、ハプトグロビン、総ビリルビン、

間接ビリルビンAST、ALT、LDH、ALP、γ―GTP、

クレアチニン、尿酸、BllN、Na、CI、K、Ca、CRP
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に)血 液生化学的検査 (脂質関連):

中性脂肪、総コレステロール、コレステロールエステル、

LDLコ レステロール、HDLコ レステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A―I、A―H、 B、C―H、 C―HI、 E).

に)尿 検査 :

潜血、ウロビリノーゲン、沈沿、尿クレアチエン、

尿蛋白量 (もしくは尿中アルブミン排泄量)、

iv) RCR検 査 :NAT法 、培養法

→  悪 性リンパ腫マーカー検査 :チ ミンジンキナーゼ (TK)活 性

宙) 抗 FBS抗体検査

vil)抗 LCAT抗体検査

宙il)血 中LCAT活性測定 (自己基質法 。高感度検出法)

② 有 効性評価対象データ

ア)移 植用細胞の移植後より6ヵ月間 (一次評価 :移植 3ヵ月後、最終評価 :

移植 6ヵ月後)

有効性評価項目の解析で対象とするデータは、移植用細胞の移植開始

前、移植 1日後、4日後、1週後、2週後、1カ月後、6週後、2ヵ月後、

10週後、3ヵ月後、4ヵ月後、5ヵ月後、6ヵ月後の測定データとする。

移植開始前データは、移植前における適格性調査時、脂肪組織採取時、

移植前日の 3時点の測定データの平均値 (要約値)と する。

i)血 中LCAT活性 (自己基質法 。高感度活性測定法)

ii)血液生化学的検査 (脂質代謝関連):

総コレステロール、中性脂肪、コレステロールエステル、

LDLコレステロール、HDLコレステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A-1、A―II、B、C―H、 C―HI、 E)

ili)尿蛋白量 (尿蛋白量もしくはアルブミン排泄量)*

顕性蛋白尿の場合は総蛋白排泄量、早期腎障害の場合は微量アルブミ

ン排泄量 (一日蓄尿にて測定)

i→ 溶血性貧血指標

間接ビリルビン、LDH、ハプトグロビン

J 視 力、視野 (視野検査値)*

vi)角 膜混濁 (角膜輪所見の変遷 :眼球写真による)*
* 本項目については、移植 1週後、1カ月後、3ヵ月後、6ヵ月後に

のみ実施する

イ)移 植用細胞の移植 6ヵ月後より54ヵ月 (毎予後調査時有効性評価)

予後調査時有効性評価の解析で対象とするデータは、移植用細胞の移

植開始前、移植 6ヵ月以降 3ヵ月毎、移植 60ヵ月後までの合計 18測定

データ (検査入院)と する。移植開始前データは、移植前における適格

性調査時、脂肪組織採取時、移植前日の 3時点の測定データの平均値(要

約値)と する。

1)血 中LCAT活性 (自己基質法 。高感度活性測定法)

il)血液生化学的検査 (脂質代謝関連):

総コレステロール、中性脂肪、コレステロールエステル、

LDLコレステロール、HDLコレステロール、リポ蛋自分画、

アポリポ蛋白 (A-1、A―H、 B、C―H、 C―Hl、 E)

iil)尿蛋白量 (尿蛋白量もしくはアルブミン排泄量)

顕性蛋白尿の場合は総蛋白排泄量、早期腎障害の場合は微量アルブミ
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ン排泄量 (一日蓄尿にて測定)

i→ 溶血性貧血指標

間接ビリルビン、LDH、ハプトグロビン

→ 視 力、視野 (視野検査値)

宙)角 膜混濁 (角膜輪所見の変遷 :眼球写真による)

2)統 計解析

① 安全性の評価

ア)有 害事象発現および副作用発現に関する評価

皮下脂肪組織摘出前後の臨床データ、LCAT遺 伝子導入ヒト脂肪細胞およ

び移植用細胞の品質試験データ (症例報告書記載)、移植部位の所見、体

重、身長、体温、血圧、脈拍および本疾患関連以外の異常所見および臨

床検査値の推移より症例毎に評価を行う。

イ)血 中 LCAT活性および臨床検査値の推移図からの評価

症例毎に移植前と移植後各観察時期における 「血中LCAT活性および安全

性評価に関する各臨床検査値の時系列推移図」を作成し、その推移様式

より症例毎に安全性を判定する。

② 有効性の評価

移植用細胞の有効性は、家族性 LCAT欠損症に伴う以下の臨床所見 (検査値

および眼底所見など)の 個々の推移を観察し、以下の基準を参考に探索的
に検討する。
・血中LCAT活性 (自己基質法 ・高感度活性測定法)
・血液生化学的検査 (脂質代謝関連):

総コレステロール、中性脂肪、コレステロールエステル、LDLコ レステ

ロール、HDLコ レステロール、リポ蛋自分画より、以下の有効性評価指

標を求める。

1) コ レステロールエステル比
=コ レステロールエステル/総 コレステロール

ii) HDL― コレステロール

Hi)HDL― コレステロール/LDL―コレステロール

iv)α リポ蛋白比

→ 総 コレステロール

宙)中 性脂肪
・尿蛋白量 (尿蛋白量もしくはアルブミン排泄量)

顕性蛋白尿の場合は、総蛋白排泄量を指標とし、早期腎障害の場合は、

微量アルブミン排泄量を指標とし、一日蓄尿にて測定する。
・溶血性貧血指標

間接ビリルビン、LDH、ハプトグロビン
・視力、視野 (視野検査値)
。角膜混濁 (角膜輪所見の変遷 :眼球写真による)

ア)血 中LCAT活性と各有効性評価項目の移植前後の分散図からの評価

症例毎に移植前と移植後各観察時期における、「血中 LCAT活 性と各有効

性評価項目の移植前後の分散図」を作成し、その分散様式より有効性を

探索的に検討する。

イ)血 中LCAT活性と各有効性評価項目の移植前後の推移図からの評価

症例毎に移植前と移植後各観察時期における、「血中 LCAT活 性および各
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有効性評価項目の時系列推移図」を作成し、その推移様式より各症例毎

に有効性を探索的に検討する

(8)本 臨床研究の倫理的実施及び被験者の安全性確保
。 遺 伝子治療臨床研究に関する関連指針の遵守

本臨床研究は、ヘルシンキ宣言 (参考資料 3)に 基づく倫理的原則、「遺

伝子治療臨床研究に関する指針 (平成 14年 3月 27日 制定、平成 16年 12

月 28日全部改正 文部科学省 。厚生労働省告示第 2号 )」(参考資料 4)、「臨

床研究に関する倫理指針 (平成 15年 7月 30日 制定、平成 16年 12月 28

日全部改正 厚生労働省告示第 459号)」を遵守し、また 「医薬品の臨床試

験の実施の基準に関する省令 (平成 9年 3月 27日付、厚生省令 28号 )お

よび 「その一部を改正する省令ならびにそれらの関連通知」に準拠して実

施する。また、本臨床研究に供する移植用細胞の製造は、その品質、有効

性および安全性を確保すべく、「医薬品の臨床試験の実施の基準に関する

省令 (平成 9年厚生省令第 28号)」に基づく 「治験薬の製造管理及び品質

管理基準および治験薬の製造施設の構造設備基準 (治験薬 GMP)に ついて

(平成 9年 3月 31日薬発第 480号厚生省業務局長通知)」を満たす製造施

設において製造する。

これらに加え、本臨床研究は以下の法令及び省令を遵守して実施される。

遺伝子組換え微生物の使用等による医薬品等の製造における拡散防

止措置等について (平成 16年 2月 19日薬食発第 0219011号)

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

(平成 7年 H月 15日薬発第 1062号)

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 (平 成 14年 3月 29日医薬発第 329004号)

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一部改

正について (平成 16年 12月 28日薬食発第 1228004号)

ヒト (自己)由来細胞や組織を加工した医薬品又は医療機器の品質及

び安全性の確保について (平成 20年 2月 8日 薬食発第 0208003号)

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)

ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針 (平成 18年 7月 3日 健発

,等0703003ギ手)

千葉大学医学部附属病院遺伝子治療臨床研究審査委員会 (審査委員会)等 に

よる審議

本臨床研究実施に先立ち、審査委員会において、本臨床研究実施申請書、

本臨床研究実施計画書及び被験者への説明 。同意文書の記載内容および本

臨床研究実施の適否に関して、科学的、倫理的観点より審議される。更に

審査委員会において承認を得た後、厚生労働省厚生科学審議会科学技術部

会において、科学的、倫理的観点より審議される。

また、本研究実施計画書の変更等についても、同様の手続きを行う。

副作用発生時の対応

本臨床研究において発生した副作用に関しては、その症状が消失または軽

①

②

③

④

⑤

⑥

⑦
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快するまで追跡調査を行う。また、その症状に対する治療が必要となった

場合には、速やかにその旨を被験者に伝えると同時に、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。

予期せぬ重大な副作用の発現、不測の事態の発生などが生じた場合は、研

究者を含めた審査委員会にて速やかにその対応を検討すると同時に、審査

委員会にて評価を行ない、病院長が 15日 以内に厚生労働省および文部科

学省に報告する。

(9)健 康被害補償

本臨床研究において発生した健康被害に対しては、千葉大学医学部附属病院で

医療費の負担なしに、必要かつ適切な治療が受けられることとする。ただし、

金銭的な補償はしない。

また、以下の場合においては、被験者の臨床研究への参加中止に同意した時点か

ら、通常の保険診療となるものとする。
・健康被害と本臨床研究との因果関係が明らかに否定できる場合
・ 臨床研究中でなくても発生したと考えられる事故によって健康被害が

発生した場合
・症状が悪化して治療方法を変える必要がある場合
。被験者の故意または重大な過失によって健康被害が生じた場合

なお、被験者より賠償請求を受けた場合などに備えて、臨床研究に対する賠償

責任保険の付保を行うものとする (参考資料 5)。

(10)症 例記録に関する記録用紙等の様式
一般患者と同様に、カルテに被験者の容態、治療内容、検査内容と結果などを記

載するが、本臨床研究に関する被験者情報については、別途 「症例記録用紙」の書

式に準じて記録し、カルテに添付する。

{111記 録の保存および成績の公表方法
本臨床研究に関する記録については、一般患者と同様にカルテの保存に準じて保

存する。

また、成績の公表に関しては、本臨床研究の総括責任研究者の判断により行われ

るが、事前に遺伝子治療臨床研究審査委員会の了解を得ることとする。

これ らの場合を含め、本臨床研究を通して取得された個人情報に関しては、プラ

イバシー保護の観点より慎重に取り扱い、文部科学省 。厚生労働省の 「遺伝子治療

臨床研究に関する指針」(平成 14年 3月 27日制定、平成 16年 12月 28日全部改正)

個人情報保護法 (平成 15年 5月 30日制定)お よび 「千葉大学医学部付属病院の個

人情報保護に関する基本方針」(参考資料 6)を 遵守し、決して本臨床研究以外の目

的で利用することはせず、また公表も行なわない。

XI。 当該遺伝子治療臨床研究の実施施設の状況

本遺伝子治療臨床研究は千葉大学医学部附属病院 1階 細胞調製室及び同新病院棟 l

階 未来開拓医療センター 遺伝子治療室 1において実施する。なお、前脂肪細胞への遺

伝子の組み込み作業は、病院内にある細胞調製室 (クラス 10,000かつ P2レベル対応)

に設置した安全キャビネット内 (クラス 100)において担当者が行う。



「細胞調製室見取図」  (別 添資料 9)

「病院棟 lF見 取図」  (別 添資料 10)

「新病院棟 lF見 取図」 (別 添資料 H)

XH。  当 該遺伝子治療臨床研究に関連する国内外の研究状況

本遺伝子治療臨床研究で実施しようとしている家族性 LCAT欠損症患者を対象とした

ヒト前脂肪細胞を用いた遺伝子治療に関しては、現在のところ、国内外において研究を

実施した、あるいは実施している報告はない。
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XI H.研 究者の略歴、研究業績

横手 幸太郎

略歴 : 昭 和 63年   千 葉大学医学部卒業

昭和63年   千 葉大学医学部附属病院研修医

平成 1年   東 京都老人医療センター医員

平成 4年   ル ードウィック癌研究所 (スウェーデン)客 員研究員

平成 8年   ス ウェーデン国立ウプサラ大学大学院博士課程修了 (PhD)

平成 10年   千 葉大学大学院博士課程修了 (医学博士)

平成 10年   日 本学術振興会特別研究員

平成 11年   千 葉大学医学部附属病院 糖尿病代謝内分泌内科 助 手

平成 18年   千 葉大学医学部附属病院 糖尿病代謝内分泌内科 講 師

平成 18年   千 葉大学大学院医学研究院細胞治療学 講 師

平成 21年   千 葉大学大学院医学研究院細胞治療学 (現 細 胞治療内科学)

教授

千葉大学医学部附属病院 糖尿病代謝内分泌内科科長

専門 : 内 科学、老年医学

研究業績  :

1)  Efficacy  and  safety  of  pitavastatin   in  」apanese  patients  with

hypercholesterOlemia:LIVES study and subanalysis.f/rθ ′′沼θノιン//JiOИ′∫′励θκ

9:555-562: 2011.

2)The roles of transforming growth factor― β and Smad3 slgnaling ln adipocyte
differentiation and obesity.′ ノθche腑′ノDphys Pes a〃物ι″ 407:68-731 2011.

3) Dysadipocytokinemia in Werner syndrome and its recovery by treatment with
plogiitazone. ′ノ′″θ′θ∫ `ンra 2712562-2563: 2004.

4)Metabollc improvement and abdominal fat redistribution in Werner syndrome by

pioglita20ne. ノ ′″ "″ ノ′′′ 力 ` 52:1582‐ 1583; 2004.

5) Bone Marrow―derived Vascular Cells in Response to lnjury. ノ  ′′力θras″ノθκ

乃バaπa lo:205-210; 2003.

6)ldentification of Tyr-762 in the platelet―derived growth factor α―receptor

as the bindlng site for Crk proteins. θ "raga″a 16:1229-1239; 1998.
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武城 英 明

略歴  : 昭 和 58年   千 葉大学医学部卒業

昭和 61年   京 都大学大学院医学研究科分子遺伝子学

平成 2年   千 葉大学医学部内科学第二講座

平成 4年   ウ イーン大学バイオセンター分子遺伝子学教室

平成 7年   千 葉大学医学部内科学第二講座

平成 8年   千 葉大学医学部附属病院第二内科 助 手

平成 13年   千 葉大学大学院医学研究院臨床遺伝子応用医学 教 授

平成 25年   東 邦大学医学部医学科臨床検査医学研究室 教 授

千葉大学 客 員教授

専門 : 動 脈硬化 ・高脂血症 。肥満症、分子遺伝学

研究業績  :

1) Background to dlscuss guidelines for control of plasma HDL― cholesterol in

」apan. ノ′[herosσノθ″ 励バa″a 19:207-212; 2012.

2)Two novel mutations of leclthinicholesterOl acyltransferase (LCAT)gene and

the influence of APOE genotypes on clinical manifestatlons.  ″ り「 ′ノ、_

4:299-302; 2011.

3)Ang ll―stimulated migratlon of vascular Smooth muscle cells ls dependent on

LR]l in mice. ノ θノ′″ ノ″′θsl l18:2733-2746: 2008.

4) lmplantation of primary cultured adipocytes that secrete lnsulln modifies
blood glucose levels ln diabetlc mice.′ ′′力θ′θノagノa 48:1614… 1620: 2005.

5)Clinical features of famillal hypercholesterolemia ln Japan in a database from
1996-1998 by the research commlttee of the minlstry of health,  labour and

welfare of Japan.ノ ′′ル′rosrノ′′ 刀物%吻力 11:146-151; 2004 and ノ カレ″Gerθ′
48:447-450: 2003.

6) Hypertrlglyceridemla associated with amino acid varlation Asn985Tyr of the
RPl gene.ノ物 Genθ′ 48:305・308: 2003.

7)Elevated serum vascular endothelial growth factor is associated with vlsceral
fat accumulation in human obese subjects. ′ ノabθ′θノθg′′46:1483-8: 2003

8)Alterationsof insulinsensitlvitybythe implantationof3T3-Ll cells in nude
mice. A role for TNF―alpha? ′ノ′″θ′θノagli′ 45:518-26; 2002
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佐藤兼重    ・

略歴  : 昭 和 51年

昭和 51年

目目禾口5 64F

闘目禾日5 84F

昭和 59年

所ヨ禾口6 04「

昭和 61年

平成 8年

平成 14年

平成 21年

千葉大学医学部卒業

昭和大学形成外科学教室入局

前橋赤十字病院形成外科医長

昭和大学形成外科講師

自治医大整形外科講師

フランス政府給費留学生 ・パリ大学附属サンルイ病院形成外科

昭和大学形成外科講師

昭和大学形成外科助教授

昭和大学形成外科教授

千葉大学大学院医学研究院形成外科学教授

専門 : 形 成外科 ・美容外科 ・頭蓋顔面外科 ・移植外科

研究業績  :

1)Platelet― rich plasma inhlbits the apoptosis of highly adipogenic homogeneous

preadipocytes in an ln vitro cu!ture system.Exp″ ♭ノ胎d 44:330-339; 2012.

2)Reconstruction of a fingertip with a thenar perforator island flap.ノ′ノ′s′

ル4gル ″グル4“ 45:294-299; 2011.
3)MarionettetractionforLeFort l maxillaryHalodistraction incleftpatlents.

ノ ′ノ′∫ι ′θじon∫′ん ′θs′″ ル る多 61:984-986; 2008.
4) Clinical  success of mandibular distraction for obstructive sleep apnea

resulting from micrognathia in 10 oonsecutive 」 apanese young chlldren.  ノ

Cra“ノθルa Sur3 18;948-953, 2007.

5)Sinus perlcrani associated with craniosynostosls.ノ Cranノ0ルa Sur3 18:
78-84; 2007.

6) Le Fort lll midfacial distraction using an internal distraction device for

syndromic cranlosynostosisi device selection, problems,  indications and a

proposal for use of a parallel bar for device―setting.ノ  θra“ノθルa ル 名g
17;1050-1058; 2006.
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花岡 英紀

略歴 : 平 成 5年

平成 12年

千葉大学医学部卒業

国立医薬品食品衛生研究所医薬品医療機器審査センター

(臨床医学審査官)

千葉大学医学部附属病院第二内科助手平成 15年

治験管理 ・支援センター (兼務)

平成 19年   千 葉大学医学部附属病院 臨 床試験部副部長

平成 20年   千 葉大学講師 。医学部附属病院 臨 床試験部長

専門 : 内 科学、医薬品評価学

研究業績 :

1)Selective Reduction and Recovery of lnvariant V α 24」αQ TCR T Cells in

Correlation   with   Dlsease   Activity   ln   Patlents   wlth   Chronic

Graft―versus―Diseases 千葉医学 85:113-124;2009

2) A phase l―ll study of alpha―galactosylceramide―pulsed lL-2/GM―CSF―cultured

peripheral blood mononuclear cells in patients with advanced and recurrent
non―small cell lung cancer. ノカ〃口|″θ∴ 182:2492-2501; 2009.

鋤 臨床開発の新たな地平 研 究,教育と実践の調和を目指 して一千葉大学における実

践と経験を踏まえ新たな提案と展望■25(12),2009

4欧 州における臨床試験の安全な実施と被験者保護体制,医薬ジャーナル,ln press

窪田 吉 孝

略歴  : 平 成 11年

平成 11年

平成 20年

平成 22年

千葉大学医学部卒業

千葉大学医学部附属病院

深谷赤十字病院形成外科

千葉大学医学部附属病院

形成外科

形成外科部副部長

形成 ・美容外科 助 教

専門 : 乳 房再建、脂肪移植術、腹部形成術、美容外科、熱傷

研究業績  :

1)Fronto―parletal ost∞Ыastala輌th secondary mttryslllal bone cyst:A case report J Plast

Reoonstr Aesthet Surg

2) Associatlon between plates location and plates removal following facial
fracture repair.ノ ′ノ′∫′沼θrar7∫′″′“′力θrル 4g 65:372-378; 2012.

3)Bldirectlonal fascia graft for congenital unilateral lower lip palsy in an
adult. ノ ′ノ′sr″θra/7S′″′θs′力θ′ ルκg 621e121-e122: 2009.

41 Low―dose GH supplementation reduces the TLR2 and TNF― alpha expresslons in

vlsceral fat.′ノθε力̀″′′ophys Res a%闘協a 368:81-87: 2008.

5) Preventlon of tourniquet pain by subcutaneous lniection into the pOsterior

half of the axllla. ノ ′ノ′sr′θrar7s′″′″′力θ′∫レrg 61:595-597: 2008.

6)Vastus medialis muscle flap and heml V―Y skin flap for knee extensor and soft

tlssue reconstruction.Ann′ ノ′s′∫レィ  56:196-199: 2006.
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黒田 正 幸

略歴

専門  :

日召禾口5 84F

平成 5年
平成 5年

平成 6年

平成 9年

平成 19年

平成 19年

平成 21年

平成 22年

ウイルス学

岡山大学薬学部卒業

岡山大学大学院自然科学研究科 博 士課程 修 了

岡山大学遺伝子実験施設 助 手

アメリカ合衆国ウェイン州立大学医学部 研 究員

高知医科大学医学部微生物学講座 助 手

セルジェンテック株式会社 マ ネージャー

千葉大学附属病院細胞治療医薬寄附研究部門 客 員准教授

千葉大学大学院医学研究院臨床遺伝子応用医学 特 任准教授

千葉大学医学部附属病院未来開拓センター 特 任准教授

研究業績  :

1)Platelet―rich plasma inhibits the apoptosis of highly adipogenic homogeneous

preadipocytes in an in vitro culture system.f/r肋ノ″Й贄グ 44:330-339;2012.

2) Fibrin glue  is a candidate scaffold for long― term therapeutic protein

expression in spontaneously differentiated adipocytes ノ″/ノ′rs_ fン′`θ/ノROs.
318:8-15; 2012.

3)Adipocytes as a vehicle for ex/ノ′O gene therapy: Novel replacement therapy

for diabetes and other metabollc diseases. ノ ′ノ′″θ′θs /″ras1 2:333-340;
2011.

4) Celling culture―derived proliferative adl,ocytes retain high adipogenic

potential suitable for use as a vehicle for gene transduction therapy. И″
ノ Physノ0ん `θノノPhys′θ∴ 301:C181-0185; 2011.

5) Fibrin glue lncreases the cell survival and the transduced gene product

secretionof theceillngculture―derived adipocytes transplanted in mice. Etta
.   肋

ス 胎 ′ 43:161-167; 2011.

6) Ceiling culture―derived proliferative adipocytes are a posslble delivery
vehicle   in   enzyme   replacement   therapy   in   lecithinlcholesterol

acyltransferase deflclency. 乃 θのθ″Gen′ 動er ノ  4:1-10; 2011.
7)Disturbed apolipoprotein A… |―containlng lipoproteins in fish―eye disease are

improved  by  the   leclthinicholesterol   acyltransferase  produced  by

gene―transduced adipOc,tes ノ″ /ノ′/a 力bス Cenθニ カむム″夕 102:229-231: 2011.
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患者さんヘ

遺伝子治療臨床研究の説明文書と同意書

1。 は じめに

当病院では最善の治療を患者さんに提供するとともに、新 しい治療法の開発を目指

した研究を行つております。

この文書は当病院で研究を進めている「遺伝子治療」の手法を用いた「家族性 LC∧ 丁

(レシチン :コ レステロールアシル トランスフェラーゼ)欠 損症」に対する新 しい治

療法に関する 「臨床研究」について説明 したものです。

研究名称  :家 族性 LCA丁 (レシチン :コレステロールアシル トランスフェラーゼ)

欠損症を対象とした LC∧ 丁遺伝子導入ヒ ト前脂肪細胞の自家移植に

関する臨床研究

実施施設  :千 葉大学医学部附属病院

総括責任者 :横 手幸太郎 (千葉大学医学部医学研究院細胞治療内科学教授)

研究者   :横 手幸太郎、武城英明、佐藤兼重、窪田吉孝

連絡先   :千 葉大学医学部医学研究院細胞治療内科学講座

丁巨L043-222-7171(内 割表5253)

丁匡L090-1426-1583(夜 間休日)

千葉大学医学部附属病院臨床試験部

連絡先 :丁EL 043-222-7171(内 線 6460)

この臨床研究の内容について研究者 (以下 「担当医師」という)の 説明をお間きに

なり、十省に理解され、納得されたうえで、この臨床研究に参加するかどうかを、あ

なたの自由意志で決めてください。そのうえで、この臨床研究にご協力いただける場

`合は、同意書に署名をお願いします。この判断をされるにあたりましては、あなたの

考え力が尊重され、もし参加をお断りになられても、これからの治療などにおいて、

なんら不利益を受けることはありません。また、一旦参加された後でも、途中で参加

を止めたいと闇われた場合は、いつでも止めることができます。この場合においても、

なんら不利益を受けることはありませんのでご安心<だ さいし

更に、担当医師の説明をお聞きになった後や、以下の文章を読まれた後に、あなた



がこの臨床研究についてもっと矢□りたいこと、わかりに<い こと、心配なことがあり

ましたら遠慮な<ど んなことでも担当医師にお尋ね下さい。

なお、この臨床研究を行うことについては、当病院の遺伝子治療臨床研究審査委員

会で審査され認められており、更に厚生労働省厚生科学審議会科学技術部会で承認を

受けた後に、病院長の許可を得て実施するものであります。

(1)臨 床研究とは

病気の治療や予防あるいは診断の方法については、医療に関する技術や病気の原

因や1犬態の理解の進歩とともに、これまで使われてきた方法が改善されたり、また

いろいろな新 しい方法が開発されたりしています。このため、その時々で、その病

気に合つた、あるいは患者さんに含つた最善の治療法や予防法あるいは診断法がど

の方法であるかを調べて、病気の治療や予防や診断に役立てる必要があります。そ

のために、患者さんに参加して頂き、実際の病気の治療や予防あるいは診断をする

中で、改善されたあるいは新しく開発された方法を含めたいろいろな万法について

の安全性や効果などのデータを集めて、それぞれの方法についての評価を行います。

このようにして、実際に患者さんに参加して頂いて、患者さんの病気の治療や予

防や診断を行う中で、安全性や効果のデータを集める研究のことを 「臨床研究」と

言います。

臨床研究では、時には、これまでに行われたことのない新しい治療法や予防法や

診断法などが行われることもあります。この場合は、事前に動物などで安全性や効

果については調べてはいますが、今までに多<の 患者さんで行われ、その安全性や

効果についてよ<分 かつている治療法や予防法や診断法などとは違い、予想できな

い副作用が発生したり、期待している効果が得られなかつたりする場合もあります。

そのため、このような場合も考えて、新しい治療法や予防法や診断法についての臨

床研究を行う際には、国が定めた厳しい決まりや基準を守りながら、また、病院や

専門家の間で十分に検討され、審査された後に、認められた 「計画書」にもとづい

て行われます。

(2)遺伝子と病気について

「遺伝」とは、 「親の体質が子に伝わること」です。 「体質Jに は、顔かたち、
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体つきのほか、病気にかかりやすいことなどが含まれますも人の体の状態は、遺

伝とともに、生まれ育つた環境によつて決まりますが、遺伝は基本的な部分で人

の体や性格の形成に重要な役害」を果たしています。

「遺伝」に 「子」という字が付き 「遺伝子」となると、 「遺伝を決定する小単位」

という科学的な言葉になります。遺伝子の本体は 「DNA」 という物質です。この

「DNA」 は、A(ア デニン)、 丁 (チミン)、 G(グ アニン)、 C(シ トシン)

という四つの構成成分 (塩基)の 連続した鎖です。この構成成分 (塩基)が い<つ

もつながつて遺伝子になります。 1つ の細胞の中には数万種類の遺伝子が散らば

つて存在しています。人体は約60兆 個の細胞から成り立つていて、細胞の一つ

一つに全ての遺伝子が含まれています。

ほとんど全ての病気は、その人の生れながらの体質 (遺伝素因=遺 伝子の違いに

基づ<も の)と 病原体、生活習慣などの影響 (環境素因=生 活環境の違いに基づ<

もの)の 両者が組合わさつて起こりますが、最近の病気の原因に関係するいろいろ

な研究の結果、病気の中には、遺伝子が欠けているとか、遺伝子がうま<働 かない

ために体のはたらきを正常に維持できず病気になつてしまうといつた遺伝素因だ

けによる病気があることが分かつてきました。このような病気は、人が生まれなが

らに持つている遺伝子に問題があることから、なかなか根本的な治療が難しいもの

が多いことが矢□られています。

(3)遺伝子治療とは

遺伝子治療とは、もともとあるはずの遺伝子が欠けているとか、遺伝子が正常な

状態でないためにうま<働 かないことが原因で起こる病気に対して、憲者さんから

取り出した細胞に正常な遺伝子を組込んで患者さんの体内に戻す、または正常な遺

伝子そのものをお薬として体に投与することにより、その正常な遺伝子が患者さん

の体の中で本来のはたらきをすることで、体のはたらきを正常に働<よ うに修正し

て、病気を治療しようとする治療法です。つまり、親から子へと伝わる患者さんの

持つている遺伝子そのものに手を加えることによつて、病気を治療しようとするも

のではありません。したがって、将来生まれる憲者さんのお子さまやあるいはその

子孫にみ響を与えることはな<、またこれらのお子さま達が親と同じ病気にかから

ないようにする治療法でもありません。



(4)家族性 LC∧丁欠損症とは

食事などで体内にとり込まれた脂肪はコレステロールとなり、体のはたらきを維

持するために使われますが、1旨1方のとり過ぎにより余つたコレステロールなどの不

要となつたコレステロールは、体に蓄積されに<い 「善玉コレステロール」と言わ

れている HDL―コレステロールに変換された後に肝臓に送られ分解処理されます。

この不要となつたコレステロールを HDL―コレステロールに変換し肝臓に送り込

むには、LCA丁 (レシチン :コレステロールアシル トランスフェラーゼ)と いう酵

素が必要であり、この酵素のはたらきがなければ不要となつたコレステロールが分

解処理されずに体のいろいろな組織に蓄積されてしまい、病気を引き起こす原因と

なります。

家族性 LCA丁 欠損症とは、この LCA丁 を作り出す遺伝子 (以下 「LCA丁 遺伝

子」という)が 生まれつき欠けていたり、遺伝子に異常があつたりして正常に働か

ず、LCATを 体内に作り出すことができない、または十分な量が作り出せないた

めに、不要なコレステロールを HDL―コレステロールに変換し肝臓で処理すること

ができず、血液中の HDL―コレステロールが異常に減少するとともに処理できな<

なつたコレステロールが目や腎臓などに蓄積することによつて、角膜混濁 (角膜に

濁りが生じ、日が見えに<<な つたりする)や 弩機能障害 (腎臓のはたらきが悪<

なり、血液から老廃物を取り除けな<な る)、 溶血性貧血 (動悸、息切れ、めまい

などの貧血症状に加えて、黄疸が起こつたりする)な どの障害を起こす病気のこと

を言います。特に、腎機能障害が進行すると、体内に不必要な物質あるいは有害な

IIm質がたまり体に様疫な悪影響 (血圧の上昇、貧血症状、心不金、尿毒症、血液中

のイオンバランスの異常など)を 及ぼし、最悪の場合、生命に危険が及びます。

現在のところ、この病気に対する根本的な治療法はな<、低脂肪食などの食事療

法により、食事からの脂肪のとり込みを制限し、体内のコレステロールの量を抑え

ることで、不要なコレステロールの組織への蓄積をJOえ、角膜混濁、臀機能障害あ

るいは溶血性貧血などといつた障害の発生などの病状の進行を遅らせる治療がな

されています。最近、体内のコレステロール量を下げる薬と血圧を下げる薬を同時

に服用することで腎機能障害の進行を遅らせたとの論文が/AN表されましたが、1固皮

の患者さんで得られた結果であり、他の多くの憲者さんでも同様な効果が得られる
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かを確認 しな<て はなりません。また、これまで、全血または血液成分である血漿

輸血による LCA下 の補充治療が行われた例がまれにありますが、その補充効果は

1週 間程度しか維持できなかつたとの報告があります。腎不全に対しては人工透析

を行うことで症状を改善できますが、これは根本的な治療ではな<一 生続けな<て

はなりません。また、腎移植は人工透析の欠点を補うものですが、これも根本的な

治療ではな<移 植後には臀1蔵のはたらきの低下が起こつたり、また拒絶反応を」pぇ

るために投与される免疫Ip制剤によって患者さんの免疫のはたらきが低下し感染

症にかかりやす<な つたりします。

(5)この臨床研究に用いる細胞について

皮下脂1方組織などの脂1方組織を構成している細胞の大部分が脂肪細胞と言われ

る細胞であり、そのほとんどは成熟 した脂肪細胞 (成熟脂肪細胞)で あり、一部に

未成熟で脂肪細胞になる一歩手前の脂1方細胞 (未熟脂肪細胞)が 含まれていること

が知られています。

成熟月旨肪細胞は、肥大し、また数が増えることによつて脂肪組織の量を増加させ、

肥満の原因となることでよ<矢□られています。

一方、未熟脂肪細胞は、増殖力が強<、 そのほとんど全ての細胞が成熟して脂肪

細胞になることが確認されており、1旨肪組織を作り上げる過程で重要な役害」を果し

ている細l包であることが矢口られています。この遺伝子治療臨床研究では、脂肪細胞

の一歩手前の、増殖力が強<脂 肪糸田胞に成熟しやすい未熟脂肪細1包の一つである

「前脂肪細l包」を用います。

(6)今回の臨床研究で実施する新しい試みについて

この臨床研究で実施しようとしている新しい試みとは、患者さんから取り出した

前脂肪細胞に LCAT遺 伝子を組み込み、その前脂1方細胞を培養して細胞数を増や

した後に患者さん本人の皮下脂肪組織に戻すことにより、患者さんの体内でLC∧T

が作り出されるようにすることです。そして、その安全性やコレステロールの処理

をする機能を含め、病状 (角膜混濁や腎機能障害、溶血性貧血)の 進行にどのよう

な彩響をおよぼすかを調べる遺伝子治療臨床研究です。



2.こ の臨床研究の目的

現在、この臨床研究で実施しようとしている新しい試み (LCA丁 遺伝子を組み込

んだ前脂肪細胞を用いた遺伝子治療)は 、世界で行われた例はまだありません。

患者さんから取り出した細胞に正常な遺伝子を組込んで憲者さんの体内に戻す遺

伝子治療の手法は、これまで国内においても幾つかの実施例はありますが、その場合

に使用された細胞は患者さんから取り出された血液細胞 (リンパ球など)で あり、前

脂肪細胞などの脂肪細胞を使用した例はありません。また、LCA丁 遺伝子を用いた

遺伝子治療臨床研究については、これまで世界でも実施例はありません。

このことより、今回の臨床研究の目的は、新しい試み (前脂肪細胞に LCA丁 遺伝

子を組み込んだ遺伝子治療)を 行つた場合の、副作用があるかないか、重いか軽いか

などの安全性を調べることです。またそれにあわせて、患者さんの体に戻 した前脂肪

細胞に組み込んだ LCA丁 遺伝子が正常に働いて、LC∧下が作り出されているかどう

かを、血液検査などを行つて調べたり、患者さんの病気の症状の経過を調査してこの

試みによる影響を調べたりもします。

3.こ の臨床研究の方法

(1)対 象となる患者さん

この臨床研究では、16歳 から 40歳 までの家族性 LC∧丁欠損症と診断された

患者さんで、その病気の症状が進行していて1詈来において生活するうえで支障が出

る可能性が高いと担当医師が判断した患者さんを対象とします。

またさらに、参加いただ<た めには、この臨床研究についての説明を受けられた

後にご自身の判断で臨床研究への参加の同意を文書にて表明していただくことと、

その後 (あるいは直後)に 行う検査などの結果をもとに 「遺伝子治療臨床研究審査

委員会 (以下 「審査委員会」という)」という専門家が集まつた委員会で参加が妥

当と判断されることが条件です。このため、あなたがこの臨床研究への参加に同意

された場合でも、委員会での判断により参加できないことがありますのでご了承<

ださい。
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(2)こ の臨床研究の進め万

この臨床研究についての説明を受けられ、その内容を十分に理解されたうえであ

なたご自身の判断で文書にて参加することに同意された後に、以下の手順で治療を

行います。

① 臨床研究参加のための条件を満たしているか調査します

この臨床研究への参加について文書で同意をいただきましたら、できるだけ早

い時期に事前検査 (ウイルス検査と血液検査、尿検査)を 受けていただきます。

また、あなたのこれまでの病歴や病状などをカルテなどの記録から調べさせてい

ただきます。この検査と調査によって、あなたの身体の状態や病気の状態を調べ、

臨床研究に参加いただけるかどうかを審査委員会で判断します。

なお、ウイルス検査と血液検査のために採血を行いますが、それぞれの検査に

必要な採血量は 5 mlと 35 mlで す。また、検査項目の中に240寺間の尿を集め

て行う項目が含まれているため、検査のために 1日 入院 (1泊 2日 )を していた

だ<こ とになります。

② 皮下脂肪組織を取り出します

臨床研究への参加が決まりましたら、LCA丁 遺伝子を組み込む前脂肪細胞を取

るために、皮下脂肪組織を取り出す手術を受けていただきます。手術は、腹音Fに

局所麻酔を行つた後、メスで膳部 (へそ)の 周辺部を約 3mm程 度切り開き、手

動の脂肪吸引器具を用いて約 20gの 皮下の脂1方組織を吸引して取り出します。こ

の際、あなたの腹部の脂肪が少なかつたり硬かつたりして脂肪吸引による手術が

できない場合は、腹部の適当な場所を 3～ 5cm程 切り開いて皮下の脂肪組織を切

り取る手術を行います。どちらの手術の場合でも、終了後は切開部を糸で縫い合

わせ、手術翌日と 1週 間後に手術部位に問題がないかを診察します。また 1週 間

後の診察時に手術部の抜糸を行います。

なお、手術日から翌日にかけて、手術後の診察と身体の状態を診るために 1日

入院 (1泊 2日 )を していただきます、また、この間のあなたの身体の状態を調

べるために検査 (血液検査、尿検査)を 受けていただきます。

③ LC∧ 丁遺伝子を導入した前脂肪細胞を製造し、注射で皮下に戻します



取り出した皮下脂肪組織から脂肪細胞を分離し、更に特殊な培養法 (天丼培養

法)を 用いて前脂肪細胞のみを選別し、選別した前脂1方細胞に LCA丁 遺伝子を組

み込みます。LCA丁 遺伝子を前脂肪細胞に組み入れるために、LCA丁 遺伝子を組

み込んだベクターといわれる遺伝子の運び屋が閉要で、この臨床研究ではレトロ

ウイルスベクターを使用します (レトロウイルスベクターについては、この説明

文の 6.(1)1)に 説明があります)。このレトロウイルスベクターを用いて

LC∧丁遺伝子を組み込んだ前脂1方細胞を、あらかじめ定められた細胞数になるま

で培養 しますが、この間に、この前脂肪細胞の性質が変わつたりしていないか、

この細胞を体内に戻す際に副作用などをおこすような不純物が含まれていないか

どうかについて、厳重に検査を行います。

これらの検査に合格し、また必要な細胞数まで増やされた前脂肪細胞は、培養

液などを除<た めに十分に洗つた後、あなたの腹部の皮下脂肪組織の中に注射に

より戻されます。なお、前脂肪細胞を皮下脂肪組織内に定着させるため医療用と

して広<用 いられている生理的組織接着剤 (血液を凝固させるフィプリノゲンを

主成分とする製剤で、手術などの際の組織の接着や閉鎖に用います)と混ぜた後、

注射します。           ´

あなたの脂肪組織を取り出してから、LCA丁 遺伝子を組み込んだ前脂肪細胞を

あなたの体に戻すまでの期間は、おおよそ 3週 間から4週 F83かかります。

④ 細胞を戻したあとフォローアップ (検査や調査)し ます

この LCA丁 遺伝子を組み込んだ前脂肪細胞をあなたの体に戻したあと、あなた

の体に対して副作用などの悪い影響が出ないかどうか、また体に戻した前脂肪細

胞に組み込んだ LCA丁 遺伝子がはたらき、あなたの病気にどのような影響がある

かについて調べるために、LCAT遺 伝子を組み込んだ前脂肪細胞を体内に戻す前

と戻した後の 5年 間、決められた時期に来院して検査や調査を受けていただきま

す。

そのスケジユールについては別紙に示す通りですが、これら検査のほとんどは

採血を伴う血液検査であります (採血量は1回 当たり、30 mlか ら50 ml)。 ま

た、24時 間の尿を集めて行う検査も含まれているため入院して検査を行つてい

ただ<こ ともあります。LCA丁 遺伝子を組み込んだ前脂肪細胞をあなたの体に戻
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す前後におけるあなたの体の様子を慎重に観察し、血液中に増殖性ウイルス (「自

己を複製し、増殖することのできるウイルス」のことをさします。詳し<は 、こ

の説明文の 6.(1)1)① に説明があります)が 存在しないことが確認される

まで、個室に入院する必要があります。その期間は、投与前日から投与 1週 間 (7

)白8日 )程 度と予想されますが、個室入院期FB3中には個室外に出る自由が制限さ

れます。また、排泄物等は消毒薬などを使用して特別なウイルス不活性化処理 (ウ

イルスを死滅させる処理)を 行います。増殖性ウイルスの現れる危険性は極めて

低いと考えられていますが、これらは増殖性ウイルスが環境中に散らばつて自然

界の生物及び微生物に影響を与える可能性を最小限に抑えるための予防的措置で

すので、ご協力をお願いいたします。

この臨床研究の評価は LC∧ T遺 伝子を組み込んだ前脂肪細胞を体に戻した後

の 6ヵ 月間で行いますが、体に戻した前1旨肪細胞の長期における安全性や効果の

持続性を調べるために、更に 4年 6ヵ 月 (合計 5年 間)に わたり、検査や調査

を行う予定です。

これ以降も、担当医師から定期的(年1回 )に連絡をとり、症状の把握に努めま

す。また必要と判断した場合は来院していただき適切な検査 。処置を行う場合が

あります。

可能な限りの別紙のスケジュールに従つて、通院診察あるいは入院診察 (1泊

2日 )に て検査や調査を行つていただきます。

⑤ この臨床評価期間中における注意事項

この臨床評1面期FB5中(前脂肪細胞を体に戻した後から6ヶ 月)は、この病気の治

療のために新しい治療を始めたり、新しいお薬を飲み始めたりはしないで<だ さ

い。必ず、それらを始められる前に、担当医師に相談をしてください。また、熱

が出たり、下痢を起こ したり、頭痛が起きたりして、その症状の治療のためにお

薬を飲まれた場合には、薬を飲んだ後の最初の診察の時に、嚇ず担当医師に連絡

してください。

また、この臨床研究に参力Dする前から、低脂肪食や低蛋白食などの食事療法を

行つておられる場合は、担当医師とも相談しながらその治療内容を変えないで、

この臨床評価期間の間も続けてください。



4。 この臨床研究の予定参加期間

この臨床研究に参加された場合の予定参加期FB3は、あなたがこの臨床研究への参

加に文書にて同意された日から脂肪組織を取り出す手術を受けるまで最低 1週 間、

手術を受けられてから LC∧丁遺伝子が組み込まれた前脂肪細胞があなたの体に戻さ

れるまで 3週 間から 4週 間を要します。その後、この試みの影響をみるための検査

や調査を行う観察期Fo3が6ヵ 月間設定されていますので、合計で臨床研究の評価を

終えるまでには 7ヵ 月から7ヵ 月半の期間を要します。また、あなたの体に戻され

た前1旨肪細胞の長期にわたる影響をフォローアップする目的で、臨床研究の評価後、

さらに 4年 半にわたつて検査や調査を行います。これら期間を全て含めて、5年 と

2ヵ 月の参力0期間となります。これ以降も、担当医師が定期的(年1回 )に連絡をとり、

症状や健康状態の把握に努めます。また必要と判断した場合は来院していただき適切

な検査 ・処置を行う場合があります。              '

5.こ の臨床研究への予定参加人数

この臨床研究では、3名 の家族性 LCA丁 欠損症の患者さんに参加いただくことを

予定しております。

6。 この臨床研究において起こるかもしれない危険性と予想される影響

この臨床研究で実施しようとしている新しい試み (LCA丁 遺伝子を組み込んだ前

脂1方細胞を用いた遺伝子治療)は 、まだ実際の患者さんに行われたことがありません

ので、その危険性や影響などについては、わかっていません。この臨床研究において

起こるかもしれない危険性についていくつかの注意しなければならない点、またこの

試みによる LC∧丁欠損症状への予想される彩響について以下に説明いたします。

(1)こ の臨床研究において起こるかもしれない危険性

1)レ トロウイルスベクターを用いることにともなう危険性について

LC∧丁 遺伝子を前1旨肪細胞に組込むためにはベクターといわれる遺伝子の運び屋
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が必要です。この臨床研究ではモロニーマウス自血病ウイルスと呼ばれ、マウスに自

血病を引き起こすレトロウイルスベクターを用いています。このベクターは、安全性

を高めるための種々の工夫が施され、細胞の中で単独で増えることができません。ま

た、LCA丁 遺伝子を含むベクターを患者さんが直接服用したり、患者さんに直接注

射するようなことは行わず、前脂肪細胞に LCA丁 遺伝子を取り込ませた後で患者さ

んの皮下脂1方組織へ戻します。したがつて、前脂肪細胞以外の細胞にこのベクターが

組込まれることはなく、また前脂肪細胞が皮下脂肪組織以外の組織へ移動することは

ないと考えられています。このようにこのベクターに伴う危険性は極めて低いと考え

られますが、予想できない副作用が起こる可能性は否定できません。

① 増 殖性ウイルス (自己を複製し、増殖することのできるウイルス)に 関する危険

性について

この遺伝子治療に用いるレトロウイルスベクターは単独で増殖できないよう設計

され、安全性や品質検査に合格したものを用いています。また、LC∧丁 遺伝子を導

入した前脂肪細1包は安全性を確認した後、患者さんの皮下脂肪組織に戻しており、つ

までに行われた動物実験や基礎研究において増殖性ウイルスの発現は認められてい

ません。さらに、1987年 から欧米を中心に、すでに 3000人 を超える患者さんの

遺伝子治療として類似のレトロウイルスベクターが使用されていますが、これまでの

ところ、増殖性ウイルスの発生、それが原因となる副作用ともに認められていません。

これらのことから、このベクターの特性および使用経験から増殖性ウイルスが現れる

可能性は極めて低いと考えられます。しかし、なんらかの理由により患者さんの体内

で増殖性ウイルスが長期F83にわたつて発生した場合、がんを発症する可能性が者えら

れます。このため、この臨床研究では定期的に検査を行い、あなたを注意深<観 察し

ます。万が一増殖性ウイルスの発現が疑われる場合には、精密検査などを実施するな

ど十分な症状の把握を行つた後、適切に対処いたします。

② 遺 伝子が細胞の染色体に組み込まれることによる危険性について

レトロウイルスベクターは遺伝子を染色体に組み込むため長期間の治療効果が期

待できます。反面、染色体の思い通りの位置に遺伝子を組み込むことができず、また

一度組み込まれた遺伝子は取り除くことができません。レトロウイルスの組み込み位



置によつては、他の遺伝子をこわしたり、あるいは他の遺伝子に悪い影響を与えるな

どして、細胞ががん化する危険性があり、実際、このような症例がフランスとイギリ

スで起きたことが報告されました。以下にこの報告について説明いたします。

1.× 連鎖重症複含免疫不全症で報告された白血病の発症について

ある種の自血球が足りず、細菌やウイルスに全く抵抗力を持たない ×連鎖重症複

含免疫不全症という遺伝病に対して、1999年 からフランスでレトロウイルスベク

ターを用いた遺伝子治療が始まり、十分な治療効果が得られました。ところが、その

後、フランスで治療を受けた 10名 の患者さんのうち4名 が自血病(リンパ球のがん)

を発症しました。これらの患者さんはイヒ学療法を受け、3名 の症状は改善されました

が、残念ながら1名 は死亡しました,ま た、イギリスで行われた同様な治療では 10

名の患者さんのうち 1名 が自血病を発症しましたが、化学療法で症状は改善されま

した。がん化の引き金となるがん遺伝子の近<に レトロウイルスが組み込まれたこと

に加え、この治療はある種の自血球を増やす作用を期待した遺伝子治療であるという

特殊な事情が重なり、自血病になつてしまつたと考えられます。

1.慢 性肉芽腫症で報告された前白血病症状の発症について

好中球などの食細胞が働かないため重症な細菌 ・真菌性感染症を繰り返して発症

する先天性免疫不全症(慢性肉芽腫症)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 ドイツでの遺伝子治療

では、遺伝子導入細胞を投与された 2例 の患者さまで、特定のがん遺伝子の近<に

レトロウイルスベクターの遺伝子が挿入された細胞が多<認 められておりt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。

Ⅲ。この臨床研究で行われる遺伝子治療で自血病様の症状が起こる可能性について

フランス、イギリス、ドイツでの遺伝子治療で用いられた遺伝子は免疫という生存

に直接関わる遺伝子であるのに対して、この臨床研究で用いる LCA丁 は不要なコレ

ステロールを処理するために必要な酵素です。フランス、イギリス、ドイツの場合は

造血幹細胞という骨髄に存在し血液をつ<る 働きをもつ細胞に遺伝子を導入します

が、この臨床研究では脂肪細胞のもととなる前脂肪細胞を用いています。また、この
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臨床研究で用いるベクターは、今までに行われた研究においてがんイじは認められてい

ません。

現8寺点では、この臨床研究で同様な副作用が起こる可能性は低いと考えられますが、

それを完全には否定できません。そこで、この臨床研究では定期的に検査を行い、あ

なたを注意深く観察します。万が一、がんの発症が疑われる場合、精密検査を実施し

ます。これでがん化が認められた場合、周辺音B位を含むがん化部位を取り出すなどし

て、適切に対処いたします。

2)手 術にともなう危険性

脂肪組織を取り出す手術は形成外科および美容整形科で広<行 われており、その安

全性は十分確認されております。しかしながら、まれに下記のような症状があらわれ

ることがあります。

① 痛 み

脂肪組織を取り出す手術は局所麻酔を注射した後で行いますが、術後において、違

和感や痛みが残る場合があります。この場合に鎮痛薬を飲んでいただ<な ど適切な処

置を行います。

② 感 染症の可能性

LCA丁 遺伝子を組み込んだ前脂1万細胞の製造は細菌などの不純物や不要物が混ざ

らないよう細心の注意を払つて作業を行い、しかもこれらの物質が含まれていないこ

とを検査で確認した後で治療に用いるため、この前脂1方細胞は完全に無菌的です。ま

た、切開音:の処置を含め手術は細菌感染が起こらないように慎重に行います。このよ

うなことからこの治療に伴う感染の危険性は非常に低いと考えられます。また、この

前脂肪細胞をあなたの皮下脂肪組織へ戻す際に血清アルプミンや生理的組織接着剤

を加えますが、これはヒトの血液を原材料として用いているため製造工程において感

染症の原因となる細菌やウイルスの不活性イヒ・除去またこれらの混入防止などの様々

な安全対策が講じられています。今までにこれらの使用による感染症は報告されてお

らず、これらを使用することでの感染症の危険性は非常に低いと考えられます。前脂

肪細胞を培養する際に牛の血清を用いますが、狂牛病の発生が報告されていない国
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(オース トラリア等)で 飼育された牛の血清に放射線を照射し、細菌やウイルスの不

活性イじを確認した血清を用いております。したがつて、この使用にともなう感染症の

危険性は非常に低いと者えられます。

この臨床研究では、前脂肪細胞を体に戻した後のあなたの経過を十分に観察すると

ともに、万が一、感染症が疑われるような症状が発生した場合には、抗生物質などの

投与を行うなど適切な処置を行います。

3)子 孫 (お子さん)へ の霧響の可能性

この臨床研究は LCAT遺 伝子を体外で導入した前脂肪細胞を体に戻すものであ

り、服用や注射などで遺伝子を直接体内へ取り込むようなことは行いません。卵子や

精子などの生殖細胞に遺伝子を直接入れることはな<、親から子へと伝わる遺伝子そ

のものに直接手を加えることもありません。この臨床研究で行う遺伝子治療はこのよ

うな特徴を持つため、この治療が将来生まれる子またはその子孫に影響を与えること

はありません.し かし、この遺伝子治療はまだ実際の憲者さんを文」象に行われたこと

がな<、現在の段階では子孫への影響を完全に否定することができません。このため、

あなたが現在妊娠またはお子さんに授手Lしている場合、あるいは妊娠を希望している

場合は、この臨床研究に参加できませんのでご了承<だ さい。

4)免 疫反応 (体内に入つてきた異物を除去する生体反応)が 起きる危険性について

つまでに実施 した研究から、LCA丁 遺伝子が組み込まれた前脂肪細胞は正常な

LCA丁 を作り出すことが確認されています。しかし、家族性 LC∧丁欠損症の患者さ

んでは、血中に LC∧下が存在しないあるいは量が少ないため、この前脂肪細胞が作

り出す LC∧丁を異物として認識しこれを除去しようとする反応 (免疫反応)が 起き

る可能性が考えられます。LCATを 生まれながらにもたないマウスの実験でもこの

ような免疫反応がみとめられています。したがつて、この研究では、事前に検査を行

い、血中に LCA下 が存在しない患者さんは対象から外します。一方、LCA丁 遺伝子

を組み込んだ前脂肪細胞の製造においては、細菌などの不純物や不要物が混ざらない

よう細心の注意を払つて作業を行い、またこれらのIIn質が含まれていないことを検査

で確認した後で治療に用いますが、万が一、製造工程において細菌などの不純物や不

要物が混ざつた場合には、これら不純物を異物として除去しようとする反応 (免疫反
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応)が 起きる可能性が考えられます。免疫反応が起きていないか定期的な検査や観察

を行い、免疫反応が疑われた場合には適切な処置を行います。

5)そ の他、予想できない危険性

上記以タトにも予想できない重い副作用が現れる可能性があります。その一音βは個人

差によるものと考えられます。予想できない副作用の中には回復不可能なものが含ま

れる可能性があります。このような場合、できる限り適切な処置を速やかに行います。

(2)こ の臨床研究において予想される LCA丁 欠損症状に対する影響

これまでに行つた以下の研究結果から考えますと、LC∧丁 遺伝子を組み込んだ前

脂肪細胞を体に戻すことで、血中に LCA下 が作り出され、LCATが 欠損しているこ

とによつて引き起こされる HDL― コレステロールの異常な減少を改善する可能性が

あることが推察されます。

・ヒトの前脂肪細胞を使つた培養実験で、培養液中に LCATを 作り出すこと、

作り出したLCA丁 を家族性LCA丁 欠損症の憲者さんの血液に加えることで、

不要となつたコレステロールを HDL―コレステロールとして処理することが

確認されている。

・LC∧丁を生まれながらにもたないマウスにLC∧ T遺 伝子を組み込んだ前脂

肪細胞を移植したところ、約 2ヶ 月にわたり LC∧ Tが 血中に作り出され、

一時的に、不要となつたコレステロールをHDL―コレステロールとして処理

し、血中の HDL―コレステロールが増加改善した。

しかし、LCA丁 を生まれながらにもたないマウスは、家族性 LCA丁 欠損症の患者

さんと同じように、HDL―コレステロールが異常に減少しますが、角膜混濁や腎機能

障害、溶血性貧血などの症状を起こさないので、このマウスを用いた実験ではこれら

の症状に対する影響は、今のところ調べることができていません。このように動物実

験からは、家族性 LCA丁 欠損症の諸症状に対する影響は、一音:の症状を除いて、今

のところ調べることができず、今回この臨床研究で初めて安全であるかを含めどのよ

うな影響があるかについて調べることになります。以上のことを十分ご理解ください。

なお、この試みにより効果が認められない場合、効果が得られた場合、またその後
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効果が消えた場合でも、安全性に関する十分な観察を 5年 にわたって行うこととな

りますので、臨床研究期間内では、再度この試みを受けることはできません。

7.こ の臨床研究に参加しない場合の他の治療法

現在のところ、あなたの病気に対する根本的な治療法はありませんが、コレステロ

ールの組織への蓄積をJpぇ、角膜や腎1蔵への障害の発生などの病状の進行を遅らせる

ために、低脂肪食などの食事療法により脂肪の取り込みを制限する治療がなされてい

ます。また、これまで、金血または血液の成分である血漿輸血による LCA丁 の補充

治療が行われた例がありますが、その補充効果は 1週 PB5程度しか維持できなかつた

との報告があります。腎機能悪化の防止を目的とした薬の投与がされ、腎機能の改善

が認められたという報告があります。

8。 この臨床研究への参加中にあなたの健康に被害が生じた場合について

この臨床研究は、これまでの報告に基づいて科学的に計画され、慎重に行われます

が、もし臨床研究の期FB3中あるいは終了後に、あなたに副作用などの健康被害が生じ

た場合には、医師が適切な診療と治療を行います。

9.こ の臨床研究への参加はあなたの自由意思によるものです

この臨床研究へ参加するかどうかは、あなたご自身が決めることであり、あなたの

自由です。あなたご自身の意思を大切にしますので自由な判断で決めて下さい。また、

一度参加を決められた後でも、いつでもどんな理由であつても途中で参加を止めるこ

とができます。

たとえば、参加することに同意されない場合や途中で止められる場合、担当医師に

悪いのではないだろうか、適切な治療が行われな<な るのではないだろうかといつた

ような閣酉己をされるかもしれませんが、決してそのようなことはありません。あなた

がこの臨床研究に参加しなくても、あるいは途中で参加を止められても、今後の治療
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において何ら不利益を受けることはありません。いずれの場合もあなたの治療には最

善を尽<し ます。

10.こ の臨床研究に関する情報は速やかにお伝えします

この臨床研究の計画が変更される場合や、研究期PB3中に副作用などの新しい情報が

あつた場合など、あなたの臨床研究への参加する意思に影響を与える可能性がある情

報が得られた場合は、担当医師が速やかに詳細な説明を行います。あなたが不安を覚

えるような重要な情報が得られた0寺には、このまま臨床研究を続けるかどうかについ

てあなたの意悪を、その時点で再度確認いたします。

1_1。 この臨床研究への参力oを途中で中止させていただく場合があります

当病院の審査委員会が、この臨床研究の実施中に、あなたを含めた患者さんにおい

て重い扇」作用が発生しこの臨床研究の安全性に問題があると判断した場合、あるいは

効果が全<認 められず臨床研究を継続すること自体に問題があると判断した場合な

どにおいて、この臨床研究全体が中止されます。

また、あなたの病気の症状が進行し他の治療法に変更する必要が生じた場合、重い

副作用が起こり臨床研究の継続が難し<な つた場合あるいはあなたの臨床研究への

参加がこの臨床研究へ参加するための条件を満たしていないことが LCA丁 遺伝子を

組み込んだ前脂肪細胞を体に戻して以降にわかった場合など、担当医師あるいは審査

委員会の判断であなたの参加を中止することがあります。

なお、いずれの場合においても、臨床研究への参力0を中止した以降においても、担

当医B雨が必要な適切な処置を行います。また、それと同0寺にt中 止後の経過を引続き

調べさせていただき、今後の治療のための資料としてまとめさせていただくこともあ

りますことをご了77K<ださい。

12.こ の臨床研究に参カロされた場合、あなたのカルテなどの臨床研究に関係する

資料などが臨床研究中あるいは臨床研究終了後に調査されることがあります

この臨床研究が、当病院の審査委員会で認められ病院長が許可した臨床研究計画書



にもとづいて行われているか、患者さんの人権が守られて進められているかなどを確

認するために、担当医師以外のこの臨床研究の関係者 (病院の職員など)、詈査委員

会委員および厚生労働省担当官 (厚生科学審議会員を含む)が 、あなたのカルテなど

の医療記録をみることがあります。しかし、どの場合においても、あなたから得られ

たデータが、報告書などにおいてあなた自身のデータであると特定されるようなこと

はありませんのでご安心<だ さい。

13。 この臨床研究結果が/At表される場合においてもあなたの身元が明らかになる
ことはありません

あなたがこの臨床研究への参カロに同意をされた時から、あなたに関するデータやこ

の臨床研究で得られたあなたに関するデータは、コード番号などで匿名化されます。

従いまして、この臨床研究で得られたデータが今後報告書などにまとめられ、またそ

の結果が医学雑誌や学会において公表されることがありますが、いずれの場合におい

ても、あなたの情報やデータ (診察や検査結果)を使用する際には、あなたの名前は

コード番号などで置き換えられ、あなたの個人的な情報は一切分からないようにしま

すので、プライバシーは守られます

また、この臨床研究で得られたデータは、この臨床研究以外の目的で使用されるこ

とはありません。

なお、あなたがこの臨床研究への参加同意書にご署名されますと、あなたに関する

これまでの診察記録や検査結果などのデータも使用させていただ<こ とに同意され

たことになりますので、そのことをご了解<だ さい。

14.こ の臨床研究への参加に同意された場合に守っていただきたい事項

あなたがこの臨床研究に参加いただ<場合は、次のことを守つて<だ さるようお願

いします。もし、守っていただけなかつた場合、せつか<参力0していただいていろい

ろな検査や診察を行つていただいて得られたデータが使えなくなることになつてし

まいます。また、守つていただけなかつた結果、副作用が起こったり、その発見が遅

れたりして重大な状況になってしまう可能性や、効果が得られなかつたりする可能性

もあります。
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あなたが臨床研究を中断あるいは中止した<な つた場合は、担当医B雨に相談し

て<だ さい。あなたの意思を十分に尊重して対応します。

あなたが他の医B雨あるいは他の病院などで治療を受けている場合、あるいはこ

れから受けようとする場合は、担当医師に相談して<だ さい。あなたに同意を

していただいたうえで、担当医師から他の医師あるいは病院に、あなたがこの

臨床研究に参力0していることをお知らせします。

もし、あなたが担当医師に相談しないで他の医師あるいは病院で治療を受けた

場合は、その後ででも結構ですので、鰤ず担当医師にそのことを伝えて<だ さ

い。

この臨床研究ではいろいろな検査や診察を受けていただきますが、その実施す

る時期が決まつていますので、決められた日に嚇ず来院するようにして<だ さ

い。可能な範囲で日程の調整を行いますので、あなたに不都含などがある場合

は、担当医B雨にお知らせ<だ さい。

受けていただいた検査や診察の結果によりましては、追力0の検査や診察を受け

ていただくことがありますが、その際にはご協力<だ さい。

その他、各種検査、診察、処置などを受けていただ<際 には、担当医師あるい

はこの臨床研究の関係者の指示を守つて<だ さるようお願いします。あなたに

不都含などがある場合は、遠慮な<、 担当医師あるいは臨床研究の関係者に相

談をして<だ さい。

本臨床研究での LCA丁 遺伝子導入ヒ ト前脂肪細胞による生殖器や胎児への影

響に関する検討はなされておりません。このため、現在、あなたが妊娠してい

るあるいはその可能性がある場合、お子さんに授乳している場合、あるいは妊

娠を希望されている場合はこの臨床研究に参加できません。

その他、この臨床研究に関する質問やあなたにとつて不都合なことなどがあり

ましたら、鰤ず担当医師に問含せあるいは相談して<だ さい。

15。 あなたの費用負担について

この臨床研究で受けていただく検査、診察および処置などは、この臨床研究のため

に特別に行われることから、この臨床研究で発生する費用に関しましては、研究費か



ら支払われますので、あなたの費用負担はありません。

この臨床研究に要する期FB5中の体業補償、後遺障害に文」する補償や医療手当てなど

の金銭的な補償は受けることはできません。

臨床研究が終了しあるいは中止された後に、通常の治療に戻つた場合は、これまで

通りの通常の保険診療となります。

また、あなたの故意または重大な過失によつて健康に被害が生じた場合、病状が悪

化して治療方法を変える必要が生じた場合や明らかにこの臨床研究と関係のない原

因で健康に被害が生じた場合には、あなたがこの臨床研究への参加を中止した以降の

診療と同様に治療の費用は、通常の保険診療となります。

16.こ の臨床研究の結果から生じる知的財産権について

本臨床研究結果より、学会あるいは論文発表に伴うものやその他の知白9財産権等が

生じる可能性が者えられます。その権利は臨床研究を実施する研究機関や研究者に属

し、本臨床研究に参加していただいたあなたにはその権利を持つことはないことをご

了承<だ さい。

17.こ の臨床研究を実施する責任者と担当医師 (研究者)

この臨床研究を行うにあたつての責任者 (総括責任者)と 実際にあなたの治療を担

当する担当医師 (研究者)は 次の通りです。

総括責任者 :横手幸太郎 (千葉大学医学部医学研究院細胞治療内科学教授)

担当医師  :横 手幸太郎

同意説明 ・取得、LCA丁 遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の調製 ・品

質確認作業管理、および患者の診察 (検査 ・診察)全 般を担当

連絡先 :千葉大学医学者:医学研究院細胞治療内科学講座

丁匡L043-222-7171(内 線 5253)

丁巨L090-1426-1583(夜 間休日)

佐藤兼重 (千葉大学医学部医学研究院形成タト科学教授)

窪田吉孝 (千葉大学医学部附属病院形成 ・美容外科助教)

脂肪組織採取および LCA丁 遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の移植

連絡先 :千葉大学医学部医学研究院形成外科学講座
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丁巨L043-222-7171(内 線 6257)

武城英明 (東邦大学医学音[医学科臨床検査医学研究室 教 授

(千葉大学 客 員教授))

総括責任者補佐、臨床有効性、安全性に関する協力および助言

TttL 043-462-8811(「 力維良2495)

18.こ の臨床研究に関する相談窓□

この臨床研究へ参加することは、あなたの自由意思によるものですので、あなたの

意思を尊重して臨床研究が行われます。そのことから、あなたがこの臨床研究につい

て知りたいこと、わからないこと、心配なことあるいはご相談などがありましたら、

どんな些細なことでも構いませんので、いつでも遠慮な<、 担当医師または相談窓□

に申し出て<だ さい。

実施施設 :千葉大学医学部附属病院

千葉県千葉市中央区亥鼻 1-8-1

代表電話 043-222-7171

総括責任者 :横手幸太郎 (千葉大学医学部医学研究院細胞治療内科学教授)

担当医師 :横 手幸太郎

連絡先 :千葉大学医学部医学研究院細胞治療内科学講座

丁EL 043-222-7171 α 和漁泉5253)

TEL 090-1426-1583(夜 間休日)

佐藤兼重 (千葉大学医学部医学研究院形成外科学教授)

窪田吉孝 (千葉大学医学部附属病院形成 ・美容外科助教)

連絡先 :千葉大学医学部医学研究院形成外科学講座

丁EL 043-222-7171(内 線 6257)

武城英明 (東邦大学医学部医学科臨床検査医学研究室 教 授

(千葉大学,客 員教授))

丁巨L043-462-8811(l力 務喪2495)

相談窓□ :臨 床試験部 (月0麗～金曜 8:30～ 17:OO)

連絡先 :丁EL 043-222-7171(内 線 6460)

以上の内容をよ<お 読みになり、ご理解いただき、この臨床研究にご参加されるこ

とに同意される場合は、次の同意書に署名、日付を記入して、担当医師にお渡し<

ださい。

21



(別紙)臨 床検査 ・観察項目

適格性

調査

移植細胞製造

移植直後観察(入院管理)
肪
織

出

脂
組

摘
脂肪Fa織摘出後観察 移植

同意

取得時

21

日前

Dav-21

20

日前

Dav-20

14

日前

Dav-14

1日前

Day-1

0 日

Dey O

1日後

Day l

2日後

Day 2

3 a'tk
Day 3

4日後

D a y  4

5日後

D a y  5

6日後

Da,6

7 A'.&.
Day 7

診察
Ⅲl ◎ 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 O 0

ウイルス検査
°2

O

脂肪採取部位観察 0 0 O

移植部位の所見観察
ネ1°

(MRI検査り
0こ 0 O 0 0 0 O 0

臨

床

検

査

血液学的検査
摯● O 0 0 0 0 0

血液生化学的検査Ⅲ4
O 0 0 0 0 O

尿検査
*S

◎ ◎ ◎ 0 O ◎

RCR・悪性腫瘍検査 Ⅲ6 ◎ O

抗 FBS抗 体検査 拿7 0 O

抗 LCAT抗 体検査 ホ7 O O

血中LCAT活 性測定 ホ8 O O 0 O 0 0

臨床所見観察
°9 O O O 0

クロニナリティー検査
中11 ○■1

採血量 (mLl 40 ４０

移植後3カ月観察 (2週毎)
移植後 6カ月観察

(1月毎)
移植後5年間予後調査

( 3月毎)

2週 後

2W

4週 後

4W

6週 後

6W

8過 後

8W

10週後

1 0 W

12週 後

12W

16週後

16W

20週 後

20W

24週後

24W

25過後～260週後
25W-260W

診察
拿1 O 0 0 0 0 ◎ 0 0 ◎ O

ウイルス検査
拿2

脂肪採取部位観察

移植部位の所見観察
“

(MR l検査&) O 0& 0 0 O O& 0 0 O& 0こ

臨
床

検
査

血液学的検査 ・3 O 0 0 0 0 0 0 0 0 0

血液生化学的検査*4
O 0 0 0 0 0 0 O 0 0

尿検査 ・・
O ◎ O O O ◎ 0 0 ◎ ◎

RCR・悪性腫瘍検査 摯6 ◎ ◎ 《》*

抗 FBS抗 体検査
°7

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0

抗LCAT抗 体検査 ・タ O 0 O 0 0 0 0 O 0 0

血中LCAT活 性測定
*B

O O 0 0 0 0 0 0 0 O

臨床所見観察
・・ 0 0 O O

クローナリテイー検査Ⅲll

採血量 (mLl

・1 :体 重,身 長,体 温,血 圧,脈舶,本 疾患関連以外の異常所見 (◎の時期については、胸部X線 と心電図を付加する)
■2 :B型 肝炎ウイルス,C型 肝炎ウイルス,ヒ ト免疫不全ウイルス,成 人型T細胞白血病ウイルス,パ ルボウイルスB19
+3 :白 血球数,赤 血球数,ヘ モグロビンLヘ マトクリット値,血 小板数,自 血球像 〈分画),赤 血球像 (形状)
'4 :総 蛋自,アルプミン,ハ プトグロビン,総 ビツルビン,間接ビリルビン,AST,ALT,LDH,ALP,,GTP,ク レアチニン,尿 酸,BUN,Na,Cl,`

Ca,CRP,中 性脂肪,総 コレステロール,コ レステロールエステル,H)Lコ レステロール,HDLコ レステロール, リポ蛋自分面、アポリポ蛋白 (A‐I、

A・I I、B、C‐I I、C‐I I I、E )
■5 :潜 血, ウロビリノーゲン,沈 漬 (◎の時期については、24時間尿蛋自量あるいは尿中アルプミン排泄量を付カロする)
■6 :RCR検 査 :NAT法

◎の時期については、RCR検 査 (培菱法)と 悪性腫瘍検査 (TK活 性検出法)を 付加する。
十移植後 48週、96週 、144週、192週、240週にRCR検 査 (NYAT法及び培養法)と 悪性腫瘍検査を実施する。ただし、96週 以降のRCR検 査はNAT

法のみ実施し、培養法のため採取した検体は凍結保存し、NAT法 で陽性と判定された場合にのみ実施する。
苦7 :EЫ SA法
=8 :自 己基質法 (ネスコートOLCATキ ット‐S),高 感度検出法
・9 :角 膜混濁 (視力 ・視野,角 膜輸所見 :眼球写真),腎 機能障害 (尿蛋自量),溶 血性貧血 (問接ビリルビン,LDH,ハ プトグロビン)
'10: 移 植部位の所見観謀 lMRI検 勘 、RCR・ 悪性腫瘍検査、血中LCAT活 性測定、マウスにおける移植細胞のクローナリティー検査等を総合的に勘案のう

え、必要に応して移植部位を生検しLAM‐PCR法 にて検査および病理学的検査を実施する。
・11: 移植細胞をマウスに移植後、経時的にLAM‐PCR検 査を実施し、クローナリティーならびにがん化の有無を観族する。クローナリティーならびにがん化

が否定できない場合には、移植部位観察 飩RI検勘 、RCR・ 悪性腫瘍検査、血中LCAT活 性測定等を総合的に勘案のうえ、必要に応じて移植吉̀位を生検

しLAM‐PCR検 査及び病理学的検査を実施する。
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別添資料 2 (医療機関保管用)

ID(カルテ)番号 :

千葉大学医学者B附属病院院長殿

遺伝子治療臨床研究参加の同意書

私は、「家族性 LC∧ T(レ シチン :コレステロールアシル トランスフェラーゼ)欠 損症を対象と

した LCA丁 遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究について」(説明文書 :平成 21

年 月  日 作成 第 版 )に よる下記の項目について十分な説明を受け、内容を理解したうえで、こ

の臨床研究に参加することに同意いたしました。

ただし、研究参力0の途中でお断りすることがあることを申し添えます。

□ は じめに (臨床研究、遺伝子治療とは)

□ 臨床研究の目的

□ 臨床研究の方法

□ 予定参加期間と予定参加人数

□ 起こるかもしれない副作用と予想される治療効果

□ 他の治療法

□ 健康被害が生じた場合の対応

□ 自 由意思による臨床研究への参加

□ 臨床研究に関する情報の伝達

□ 臨床研究中における参加中止

□ 臨床研究に関する資料 (カルテなど)の 調査

□ 個人情報の保護  .

□ 臨床研究参加中に守って頂きたい事項

□ 費用負担
□ 知的財産の権利

□ 臨床研究の責任者と担当者
□ 相談窓ロ

(備考)「代諾者」とは、本人が未成年者の場合に、本人とともに同意いただける親権者の方です。

なお、代諾者の方が署名いただ<場 合においても、ご本人の署名もお願いします。

説明文書等を手渡した日

説明文書等を説明した日

説明者

説明補助者

同意取得日

同意取得者

同意取得者

同意文書控を手渡した日

_  年  月  日

所属 :

千湾者 :

担 当 戻 :

協力者 :

担当医 :

協力者 :

手渡者 :

日年

所属 :

所属 :

所属 :

年  月  日
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本 人
氏 名

同 意 年 月 日 月年 日

代  諾   者
氏 名 続柄

同 意 年 月 日 月年 日



(被験者用)

ID(カルテ)番号 :

千葉大学医学者F附属病院院長殿

遺伝子治療臨床研究参加の同意書

私は、「家族性 LCAT(レ シチン :コレステロールアシル トランスフェラーゼ)欠 損症を対象と

した LCA丁 遺伝子導入ヒ ト前脂1方細胞の自家移植に関する臨床研究について」(説明文書 :平成 21

年 月  日 作成 第 版 )に よる下記の項目にっいて十分な説明を受け、内容を理解したうえで、こ

の臨床研究に参加することに同意いたしました。

ただ し、研究参加の途中でお断りすることがあることを申し添えます。

□ は じめに (臨床研究、遺伝子治療とは)

□ 臨床研究の目的

□ 臨床研究の方法

□ 予 定参加期間と予定参加人数

□ 起こるかもしれない副作用と予想される治療効果

□ 他の治療法

□ 健康被害が生じた場合の対応

□ 自 由意思による臨床研究への参加

□ 臨床研究に関する情報の伝達

□ 臨 床研究中における参加中止

□ 臨床研究に関する資料 (カルテなど)の 調査

□ 個人情報の保護

□ 臨床研究参加中に守つて頂きたい事項

□ 費用負担

□ 知的財産の権利

□ 臨 床研究の責任者と担当者

□ 相談窓ロ

(備考)「代諾者」とは、本人が未成年者の場合に、本人とともに同意いただける親権者の方です。

なお、代諾者の方が署名いただく場合においても、ご本人の署名もお願いします。

説明文書等を手渡 した日

説明文書等を説明した日

説明者

説明補助者

同意取得日

同意取得者

同意取得者

同意文書控を手渡した日

年  月  日

年  月   日

所属 :

手渡者 :

担当医 :

協力者 :

担当医 :

所属 :

年  月  日

所属 :

所属 : 協力者 :
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本 人
氏 名

同 意 年 月 日 年 月 日

代  諾   者
氏 名 続柄

同 意 年 月 日 年 月 日

年  月  日 手湾者 :



平成 25年 3月 29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.ヒ ト レシチン :コレステ ロールアシル トランスフェラーゼ (hLCAT)を 発現 し、

マ ウスアンフォ トロピックウイルス 4070Aの env蛋 白質 をエンベ ロープに持つ

非増殖性の遺伝子組換 えモ ロニーマ ウス白血病 ウイルス (CGT hLCAT RV)

申請者 :千葉大学医学部附属病院 病 院長 宮 崎 勝

申請 日 :平成 22年 4月 9日

記



(別 紙 )

【作業委員会の評価結果 (千葉大学医学部附属病院)】

1.ヒト レシチン :コ レステロールアシル トランスフエラーゼ (hLCAT)を 発現し、マウスアンフォ トロ

ピックウイルス 4070Aの enV蛋 白質をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス自

血病ウイルス (CGT_hLCAT RV)

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

に付随する行為

申請者 :千葉大学医学部附属病院 病 院長 宮 崎 勝

(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、本遺伝子組換え生物 (CGT hLCAT RV)

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極めて微量と考えられる。また、本

遺伝子組換え生物は、マウス、ラット等のげつ歯類に加え、ヒト、サル、イヌ等の幅広い動物種に感染し

うるが、増殖能を失つているため、gag、pol及びenv遺伝子を発現する細胞に感染した場合等を除いて増

殖することはない。したがつて、第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、本遺伝子組換え生物は環境

中に拡散したとしてもやがて消滅すると考えられる。

また、本遺伝子組換え生物及び RCRは 、微生物には感染せず、また、競合、有害物質の産生により他

の微生物を減少させることはないと考えられる。           `

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

本遺伝子組換え生物及びRCRは 、幅広い動物種に感染し′、挿入変異によつてはがん化を引き起こす可

能性がある。しかし、第=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。また、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とともに、本遺伝子組換え生物は増殖能を欠損

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。さらに、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。

導入遺伝子であるLCATは 、遊離型コレステロールをコレステロールエステルに変換する酵素として機

能するが、ヒトでのLCAT過 剰症にともなう有害な臨床症状はなく、本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。

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

本遺伝子組換え生物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

本遺伝子組換え生物及びRCRが 患者体外に排出された場合には、幅広い動物種に感染し、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t第一種使用規程に従つた使用を行うかぎり、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、第二種使用規程に従ら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。

(2)生物多様性影響評価書を踏まえた結論

以上を踏まえ、本遺伝子組換え生物を第一種使用規程に従つて使用した場合に生物多様性影響が生ずる

おそれはないとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。
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遺伝子治療臨床研究に係る
生物多様性影響評価に関する作業委員会 委員名簿

【千葉大学医学者「附属病院 】
「家族性LCAT(レシチン:コレステロールアシルトランスフェラーゼ)欠 損症
を対象としたLCA丁遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究」
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第一種使用規程承認申請書

平成22年4月9日
一部修正 平 成25年2月7日

厚生労働大臣 殿

環境大臣  殿

申請者 千 葉大学医学部附属病院長

宮崎

千葉県千葉市中央区亥鼻一

第一種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子組換え生物等の使用等の規制によ

る生物の多様性の確保に関する法律第4条 第 2項 の規定により、次のとおり申請します。

籠

醐
〒



遺伝子組換え生物等の

種類の名称

ヒト レシチン :コ レステロールアシル トランスフェラーゼ (hLCAT

)を 発現し、マウスアンフォ トロピックウイルス4070Aのenv蛋白質をエ

ンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス自血病ウイル

ス (CGT_hLCAT RV)

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の内容

治療施設におけるヒトの治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並び

にこれらに付随する行為

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の方法

治療施設の所在地 千 葉県千葉市中央区亥鼻一丁目8番

治療施設の名称  千 葉大学医学部附属病院

CGT_hLCAT RV溶 液は、容器に密閉後、凍結状態で治療施設

に輸送 し、施設内のP2レ ベルの拡散防止措置を執ることのできる細胞

調製室 (以下 「細胞調製室Jと い う。)の 施錠可能な前室に設置 した冷

凍庫に保管する。

凍結状態のCGT_hLCAT RV溶 液の溶解、希釈及び分注操作

は、細胞調製室内の安全キャビネ ット内又は細胞調製室内で閉鎖系にて

行 う。被験者の前脂肪細胞へのCGT_hLCAT RV導 入操作、C

GT_hLCAT RV導 入細胞の培養その他のCGT_hLCAT

RV希 釈溶液及びCGT_hLCAT RV導 入細胞の取扱いも同様に

細胞調製室内の安全キャビネ ット内又は細胞調製室内で閉鎖系にて行

う。CGT_hLCAT RV希 釈溶液及び CGT_hLCAT RV導

入細胞の保管は、細胞調製室内の冷蔵庫 、冷凍庫又は培養器 にて行 う。

なお、CGT_hLCAT RV希 釈溶液若 しくはその凍結品又はCG

T_hLCAT RV導 入細胞 を開放系区域を通 つて他の P2レ ベル区

域に運搬す る場合 には、二重に密 閉 した容器 に入れて運搬す る。

CGT_hLCAT RV溶 液 (希釈溶液を含む。以下同じ。)又 は

CGT_hLCAT RV導 入細胞を廃棄する際には、ウイルス不活化

を行つた後、千葉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。

細胞調製室内の安全キャビネット内でCGT_hLCAT RV導 入

細胞懸濁液を注射器に充填し、それを二重に密閉した後、環境中への拡

散防止措置を適切に執つた個室 (以下 「個室」という。)に 運搬する。

被験者に対するCGT_hLCAT RV導 入細胞の投与は、個室内

において、被験者の皮下脂肪組織内に注射移植する。

上記6)で用いた、CGT_hLCAT RV導 入細胞に直接接触する

号
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注射針、注射器及びチューブ等の器具等並びに布及びガーゼ類等は使い

捨てとし、使用後、ウイルスの不活化を行い、医療廃棄物管理規程に従

い廃棄する。これらのウイルスの不活化を他の区域で行 う場合には、二

重に密閉した容器に入れて運搬する。

0)投 与後 3日 まで、被験者を個室内で管理し、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。        .

(0 個 室における管理期間中の被験者の排泄物は、投与翌 日以降に行われ

る患者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖反応 (PCR)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、ウイルスの不活化を行つた後、医療廃棄物管理規程に従い廃

棄する。

なお、臨床検体として使用する患者の血液及び尿の取扱いは、CGT

_hLCAT RV溶 液及びCGT_hLCAT RV導 入細胞の取扱

いに準じる。

0)個 室における管理期間中、患者に対して侵襲的に使用 した器具等並び

に患者の血液、体液及び排泄物等に接触した器具等は、ウイルスの不活

化を行つた後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄又は十分に洗浄する。こ

れ らのウイルスの不活化を他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。

10 個 室における被験者の管理を解除する前に、被験者の血清においてR

CRが 陰性であることを確認する。RCRが 確認されたときは、個室に

おける管理を継続する。

11 個 室における管理解除後に被験者の血清からRCRが 検出された場

合 は、直ちに被験者を上記個室における管理下に移 し、上記0)か ら00

までと同様の措置を執る。
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