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平成21年5月15日   

三重大学医学部附属病院から申請のあった  

遺伝子治療臨床研究実施計画に係る意見について  

がん遺伝子治療臨床研究  

作業委員会   

委員長 笹月 健彦   

三重大学医学部附属病院から申請のあった下記の遺伝子治療臨床研究実施  

計画について、本作業委員会で検討を行い、その結果を別紙のとおりとりま  

とめたので報告いたします。  

記   

1．MAGE・A4抗原特異的TCR遺伝子導入リンパ球輸注による治療抵抗性   

食道癌に対する遺伝子治療臨床研究  

申請者：三重大学医学部附属病院 病院長 内田 淳正  

申請日：平成20年6月9日  
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（別 紙）  

1．遺伝子治♯塙床研究実施計画の横手  

（1）研究取越名：MAGE－A4抗原特異的TCR遺伝子導入リンパ球輸注による治療  

抵抗性食道癌に対する遺伝子治療臨床研究  

紹）申請年月 日：平成20年6月9日  

（8）実 施 施 設：三重大学医学部附属病院  

代 表 者：三重大学医学部附属病院 病院長 内田 淳正   

（4）給括責任者：三重大学大学院医学系研究科遺伝子・免疫細胞治療学講座・教員  

珠玖 洋  

（6）対 象 疾 息：食道癌   

導入辻伝子：MAGE・A4抗原特異的丁細胞受容体（TCR）α鎖及びβ鎖遺伝子  

ベクターの種類：非増殖性レトロウイルスベクター   

用法・用量：腫瘍抗原MAGE・A4を認識するTCR（1鎖及びβ鎖遺伝子を導  

入した自己リンパ球を経静脈的に投与し、投与後14日目及び28  

日目に肌E・A4148－151ペプチド300けg（不完全フロイントアジ  

エバントとの懸濁液）を皮下投与する。TCR遺伝子導入リンパ  

球の投与量は各コホート2Ⅹ1伊個、1Ⅹ109個及び5Ⅹ109個。   

研究実施期間：厚生労働大臣より了承された日から3年間  

目標症例数：9例（各コホート3例。有害事象が発現した場合には、各コホ  

ート最大6例まで増加し、′最大18例。）  

（6）研究の概略：  

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

治療抵抗性の食道癌患者を対象として、腫瘍抗原MAGE－A4をヒト白血球抗原   

田L心・A2402存在下で特異的に認識するTCRα鎖及びβ鎖の遺伝子をレトロウイ   

ルスベクターにより遺伝子導入した自己リンパ球（TCR遺伝子尊入リンパ球）輸注   

の安全性を主要エンドポイントとする。副次エンドポイントは、TCR遺伝子導入リ   

ンパ球の血中動態及び腫瘍組織への浸潤、腫瘍特異的免疫反応、及び腫瘍縮小効果。   

（7）その他（外国での状況等）：  

治療抵抗性の食道癌に対する分子標的治療の臨床研究結果の報告は知られていな   

い。米国の国立衛生研究所（NIH）のRosenbergらのグループは、転移性悪性黒色   

腫患者を対象とした臨床試験において、MAGE－A4とは異なる腫瘍抗原を認識する   

TCR遺伝子導入リンパ球を体外で増殖させ、患者に再移入する免疫療法を実施して   

おり、調製されたでCR遺伝子導入リンパ球の品質に起因する有害事象の報告はない。  
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2．がん遺伝子治療昏床研究作♯委員会における♯＃概要  

1）第1回春議  

（古 間催日時：平成20年丁月15日（火）10：00一－12：30  

② 議事概要：   

平成20年6月9日付けで三重大学医学部附属病院より申請のあった遺伝子治療臨  

床研究実施計画（対象疾患：食道癌）について第1回目の審議を行ったっ   

まず、研究実施計画について同病院の総括責任者らから説明を受けた後、説明及び  

提出資料を基に、委員間で実施計画の妥当性等について審議を行った。   

各委員の意見については、事務局で整理の上、本作美香員会の意見として申請者に  

検討を依頼することとし、その結果を基に再度審議することとした。   

（本作業委員会の意見）  

1．対象疾患について、再発しても他の治療法が有効な場合もあることから、今後の治   

療困難例を対象とすることを明確にすること。同意説明文書には、他の治療法が有効   

な場合もあることを明確に記載し、また、遺伝子導入細胞の調製に時間がかかるため、   

同意取得後一定期間は治療が行なわれない状態になるということもわかりやすく記載   

すること。  

2．腫瘍抗原MAGE－A4について、患者の選択基準4）に「PCR法にて腫瘍組織に   

MAGE－A4発現が確認されている患者」とあるが、MAGE－A4の発現を確認するため   
のプロトコールを明確にするとともに、PCRで陽性とする定量的な判断基準（例えば、   

腫瘍細胞の何パーセントがどの位この抗原を発現しているのか、転写産物の量は抗原   

蛋白量を正確に反映しているのか、バイオプシーによる複数のサンプ／レの結果がヘテ   

ロの場合どのように判断するのか等の判断基準）を示すこと。また、PCR法以外で   

MAGE－A4の発現を確認する方法があれば、その方法を併用することも検討すること。   

なお、遺伝子治療実施中のMAGE－A4の発現をフォローすること。  

3．今回用いるTCRを何故選択したのか説明できるエビデンスがあれば示すこと。   

4．同意説明文書に、Rosenbergらの臨床試験では2名の患者で、輸注されたTCR遺   

伝子導入細胞が、輸注後1年を超えても末梢血単核球中の40％前後であった旨記載（7   

頁〉 しているが、癌腫毎の免疫療法の効果について追記を検討すること。また、根拠   

データの詳細を示した上で、例えば患者背景等、さらに説明すべき情報はないか再検   

討すること。さらに、40％という値は高い値であり、クローン増殖の可能性が懸念さ   

れるため、Rosenbergらによってクローナリティに関する検査が行なわれていないか   

どうか、可能な範囲で情報収集すること。  

5．計画書及び概要書の研究の目的には、TCRが腫瘍抗原MAGE・A4を「HLA－A2402   

存在下で」特異的に認識することを明記すること。  
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6．マスターセルバンクの品質試験について、以下の点を明らかにすること。  

（1）組み込まれたベクター遺伝子のコピー数試験   

参考資料にはゲノムDNAをBamHIで消化後、TCRβ配列をプロープとしてサザン   

解析を行い、特異バンド数から算定したと記載されているが、事前質問に対する回答   

ではTCRα配列をプロープとしてバンドの数と太さから算定したとあり、説明が矛   

盾しているので、正確な試験法を説明すること。また、レトロウイルスの組込み数が   

22コピーというのは異常に多い数であり、本当であれば細胞の安定性への影響が懸   

念されるため、コピー数を決めた実際のデータを提出すること。  

（2）ベクターの細胞内での完全性   

組み込まれたベクターの構造を調べる方法として、PCR産物の塩基配列決定では不   

十分であり、全体像がわからないため、適切な制限酵素（できるだけ全長が含まれる   

ように両肌R内にのみ切断部位がある酵素）を使ったサザン解析を行い、そのデー   

タを提出すること。  

7．同意説明文書について、以下の点を検討すること。  

（1）実施計画書のⅠⅩ2．1．2あるいはⅠⅩ2．2．2の除外基準として、「妊娠中、授乳中、…   

妊娠を希望している女性患者。又は挙子希望の男性患者」が挙げられてはいるが、   

臨床研究中（終了後もー定期間）は確実に避妊をする必要がないか検討し、必要に   

応じて、その旨を同意説明文書中に記載すること。  

（2）HLA－A2402が陽性である必要性が分かりにくいので、例えば、図1あるいは図   

2のどの分子がHLA－A2402、MAGE－A4、TCR等に該当するか、図示する等して説   

明すること。  

（3）「5．TCR遺伝子治療臨床研究の海外での状況について」において、「私たちの研   

究と同じくTCR遺伝子を患者さま自身の細胞に導入して戻す騒床研究」とあるが、   

癌抗原の種類が違うこと以外にHLAのタイプやペプチドの投与をしていないとい   

った違いがあることも説明すること。  

（4）6．臨床研究の方法 第ⅠⅠ段階について   

①各コホートの症例数が3人（あるいは6人）と書かれているが、どのような場合に   

6人になるのか、分かりにくいので、実施計画書のp．56ⅠⅩ．1．22）に記載されている   

同じコホートに3人が登録される条件について、わかりやすく説明すること。   

②「なお、・各段階で非常に重い有害事象・・・」の文章の意味が分かりにくいので、   

実施計画書のp．56ⅠⅩ．1，23）の内容も踏まえ、記載を改めること。  

（5）6．臨床研究の方法第ⅠⅠⅠ段階について、「あなたの体内でTCR遺伝子導入細胞   

をさらに増殖させるため」とあるが、「増殖」は正確な表現ではなく、「活性化（あ   

るいは増殖）」と記載する等、記載を改めること。  

8．参考資料として提出されているペプチドの毒性試験は、単回投与であり、アジエバ   

ントも用いられていないようであるが、ヒトでアジュバントを用いて繰り返し投与す   

るときの安全性を説明することが可能か見解を示すこと。  
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2）第2回審儀   

〇′ 開催日時： 平成21年1月23日（金）10‥00～12：00  

② 議事概要：  

前回の審議における本作業委員会の意見に対し、三重大学医学部附属病院から回  

答書及び追加資料が提出されたことを受けて、第2［司目の審議を行った。  

まず、回答書及び追加資料について同病院の総括責任者らより説明を受けた後、  

委員間で実施計画の妥当性等について審議を行った。  

その結果、本実施計画に関しては、委員の意見について、事務局で整理し、申請  

者に検討を依頼し、その回答を確認することが必要とされた。  

（なお、申請者からの回答及び実施計画書等の整備については、各委員の確認を経  

て、平成21年5月15日に委員長了承。）  

（各委員からの主な指摘の内容）  

1．Rosenbergらの臨床試験においてTCR遺伝子導入細胞が輸往復1年を超えても  

末梢血単核球中の40％前後で維持された例に関して、細胞のクローナリティー解析  

及び染色体検査に関して情報を収集すること。また、自己免疫反応等の発症の有無  

も含め、正常組織を傷害するような可能性についても併せで情報を収集すること。  

2．申請書の「がん原性の有無」及び同意説明文書の「レトロウイルスベクターを用   

いることによる危険性」の項に、Ⅹ－SCIDでの白血病の発症例だけではなく、慢性   

肉芽腫症（CGD）での骨髄異形成症候群（MDS）の発症例や、ADA欠損症での成功例な   

どの最新の情報も追記すること。その上で、レトロウイルスベクターによる癌化の   

頻度は対象疾患、標的細胞、ベクターの種類により大きく異なっており、本研究で   

行う分化した末梢リンパ球に対するレトロウイルスベクターによる遺伝子導入では   

これまで白血病化の報告がないことも追記すること。  

3．同意説明文書p．6「加IAGE－A4について」の項目に以下の内容の追記を検討する   

こと。「MAGE－A4は食道癌の他に、頭頸部癌や肺癌等の多くの癌で発現が確認さ   

れていますが、個々のケースでは、MAGE，A4が適切に癌細胞に現れていることを   

調べる必要がありますcしかし、現在、これを直接調べる方法がないためMAGE－A4   

の発現に関係するRNAの量で推定しています。」  

4．以下のフォローアップ観察項目の追加及び委員会への報告について検討すること。  

・遺伝子導入Tリンパ球の血中動態について、臨床研究終了後もフォローアップを  

実施すること。  

・遺伝子導入Tリンパ球が遺伝子導入効率から予想される数値以上に増加している  

と判断された場合、あるいは遺伝子導入Tリンパ球の漸増傾向が観察された場・合   

はクローナリティーの解析及び染色体検査などを実施し癌化のステップが進んで   

いないかどうか検討すること。  

・「適切にMAGE－A4を発現する細胞の検出」に関して新しい知見が出た場合には、  
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当委員会に報告すること。  

ユ．がん遺伝子治療臨床研究作業委1会における響＃を踏まえた第1回書繚暗からの実   

施計画及び被験者への同意睨明文暮の主な変更内容  

（実施計画）   

・TCRが腫瘍抗原MAGE・A4を認識するのは、HIJA－A2402存在下であることが明  

記された。  

・選択基準について、今後の治療困難例を対象とすることが明確され、臨床検査の項   

目として「動脈血酸素分圧70torr以上、または動脈血酸素飽和度94％以上」が追  

加された。  

・遺伝子治療中の腫瘍組織のMAGE－A4発現をフォローすることが規定され、また、   

MAGE－A4発現陽性とする定量的な判断基準が追記された。  

（同意説明文書）  

・食道癌に対する化学療法や放射線療法に関する情報等が追記された。  

・臨床試験に参加する場合、TCR遺伝子導入細胞の品質を確認し、投与可能となるま   

で14日～40日程度かかり、その間は無治療で経過を見ることが明記された。  

・研究参加期間中と終了後5年間は避妊するよう明記された。   

・各コホートで有害事象が発生した場合にはさらに3人に投与されること、及び合計  

2人以上に重い副作用が発現した場・合には次の段階に進まないことが明記された。  

・米国国立衛生研究所における臨床研究と本研究との相違点等について明記された。  

4．がん遺伝子治療ヰ床研究作業委■虐の檎肘結果   

三重大学医学部附属病院から申請のあった遺伝子治療臨床研究実施計画（対象疾患：  

食道癌）に関して、がん遺伝子治療臨床研究作業委貞会は、主として科学的観点から以  

上のとおり論点整理を進めて、それらの結果を実施計画及び患者への同意説明文香に適  

切に反映させた。一その上で、本作業委員会は本実施計画の内容が科学的に妥当であると  

判断した。   

次回以降の科学技術部会に報告する。  
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厚生科学章雄会科学技術部会  
がん遺伝子治療臨床研究作業委鼻会委員名簿   

所  属   

早稲田大学理工学術院特任教授   

独立行政法人医薬品医療機器総合機構生物系審査部審査役   

名古屋市立大学大学院医学研究科臨床分子内科学教授   

自治医科大学医学部教授   

金沢大学医学部長   

大阪大学大学院医学系研究科教授   

国立国際医療センター名誉総長   

日本医科大学医学部教授   

札幌医科大学教授   

独立行政法人医薬品医療機器総合機構顧問   

厚生労働省医薬食品馬食晶安全部企画情報課参与  

氏  名  

浅野 茂隆  

荒戸 照世  

上田 龍三  

小澤 敬也  

金子 周一  

金田 安史   

○笹月 健彦  

島田 隆  

溝田 洋文  

早川 重夫  

吉倉 廉  

（食道がん）   

安藤 暢敏  東京歯科大学市川総合病院病院長  

○委員長 （五十音順 敬省略）   

（平成21年3月29日現在）  
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別藍等式第三  

主監 転ミ ュ 治 療 臨 床 研 究 賽 旋 針 密 撃 言責 審  

平成20隼6．巧9冒  

厚生労働大臣 段  

こ三霊殿繚啓持二戸締二γ誓持4諒塊  

（郵便番号5トト8雲椚）  ．
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計画の実施を適当  

と認める理由   

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

学省・厚生労働省告示第1号（平成16年12月28日全部改正））」の必要条件を満  

たしていると認める。   

本臨床研究で遺伝子導入する細胞はレトロウイルスベクターによる癌化リス  

クは低く、対象疾患の利益・不利益を総括すると遺伝子治療臨床研究の実施に  

問題は少ない。また本臨床研究実施計画に先立ち施行された実験動物に遺伝子  

導入ヒトリンパ球を投与した安全性試験の結果、遺伝子導入細胞投与群に毒性  

所見は観察されなかった。また遺伝子導入細胞は本学内細胞調製施設において  

G旺P基準に準拠して調製され、細胞品質は調製時毎に確認される。本臨床研究を  

担当する研究者は、遺伝子ベクター調製、細胞治療等の経験者であり計画施行  

に適切な構成である。   



研究の区分   匝伝予冷療臨床研究  遺伝子標識臨床研究   

研究の目的   本臨床研究は、椋準的な治療汝（化学療法、放射線掠法等）による効果が期待で  
きない治焼蛤抗性の食道癌患者を対象として、腫瘍抗原帆蛸卜掴を乱Å－Å24e2存在  
下で特異的に認放するT細胞受容体（TCR）α鎖及びβ鎖の遺伝子をレトロウイル  
スペクターにより遺伝子導入した自己リンパ球（Tα遺伝子導入リンパ凍）輸注に  

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

①主要エンドポイント  

・本遺伝子治療の安全性【有害事象、瞳床検査、増殖性レトロウイルス（RCR）、  
1inearamplげic8tioれmediated－PCR（LAM－PCR）】  

②副次エンドポイント  

・TCR遺伝子導入リンパ球の血中動態及び腫瘍組織への浸潤 

・腫瘍特異的免疫反応  

一腫瘍縮小効果   

対象疾患及び  1．対象疾患に関する現時点での知見  

その選定理由  
食道癌ほ60歳代男性に多くみられる疾患であり、本邦での年間篠忠敬．（19鮒年、  

年齢調整）ほ男性12，嶋2人、女性乞428人、死亡数（20的年、年齢調整）は男性  

9，397人、女性l，651人である。食道癌は紙屑等へ浸潤傾向が強く、また、早期か  

らリンパ節転移をきたす治療困躾例が多いため、予後不良癌とされている。食道癌  

の治療法はその進行度により、内視鏡的粘膜切除、手術、放射線療法及び化学療法  
から選択される。近年、食道癌の治療成繚は手術や補助療法の進歩により改善が得  
られているが、重層食道痺登録調査報告書によれば、全体の5年生存率（T軸病期  
分類）は、0期：70．2臥Ⅰ期：64．5‰Ⅱa期：51．5％、Ⅱb期：34．凋、町期：19．錦、  

Ⅳa期：13．7％、Ⅳb期：5．珊と未だ予後不良である。現在、病期進行食道癌に対す  

る治療法として、シスプラチン（CD工〉P：白金系抗腫瘍剤）／5－フルオロタラシル  
（5－Ⅳ：葉酸代謝括抗剤）による化学療法と放射線廃港の併用療法（化学放射線療  

法）が標準的治療法として選択されているが、無効例も少なくない。また、CDDP／5－FU  
の他、ドセタキセルやパタリタキセル（本邦では食道癌の適応未承認）等のタキソ  

イド系製剤の併用が検討されている。食道癌では、初回治療が適正に行われたにも  
かかわらず再発を認めることが多く、再発食道癌に対する治療睦は、現在のところ  

一定のコンセンサスが得られていない。胎齢こあたっては、もっぱら延命効果の期  

待あるいは患者の生活の質（QOL）の改善を目的とし、再発食道癌の50％生存期間は  
約6ケ月とされている。   

2．当該遺伝子治療協床研究の概要   

本臨床研究では、治療抵抗性の食道癌患者から採取した末席血リンパ球に、  

M応E－A4特異的ⅣRα鎖及びβ鎖遺伝子をレトロウイルスベクターにより遭伝子導  

入し、その自己リンパ球を経静脈的に投与する。遺伝子導入リンパ球を投与後、  

舶GE－A414，＿．8．ペプチド（9アミノ酸：．NYKRCFPVI）を投与し、患者体内でのTCR・遺伝  

子導入リンパ球の増殖を図る。本臨床研究は、ヒト白血球抗原（札A）－A2402拘束性  

址ÅGE－A4特異的TCR遺伝子導入リンパ球を輸注することにより、腫瘍特異的免疫反  

応、更には腫瘍祐バ、効果を期待するものである。   

鮎GE－A4は食道癌の多くに発現する腫瘍抗原であり、痕組織と精巣においてのみ  

発現される。また、用」づは402は日本人の約紗硝が有する主要組維適合抗原である。   



TCR遺伝子導入リンパ球による細胞傷害活性は、遺伝子導入された細胞傷害性Tリ  
ンパ球（CTL）表面上のMAGE－A4特異的TCRが、腫瘍細胞表面上のHLA－A2402分子  

と舶GE－A414。＿151ペプチドの複合体を特異的に認識することにより発揮される。な  

お、精巣細胞はHLA分子を発現しないためMAGE－A4抗原を認識するTリンパ球によ  

る傷害を受けない。   

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

の体内動態及び臨床効果である。   

3．他の治療法との比較及び遺伝子治療を選択した理由   

治療抵抗性食道癌に対する根治療法は現時点では存在せず、栄養管理やQOL向上  
のための緩和医療を行っているのが現状である。食道癌に対する抗癌剤以外の治療  

として、分子標的治療の開発が期待されているが、臨床研究結果の報告はない。こ  

のような現状において、食道癌に発現する腫瘍抗原を標的とした新規治療の開発が  

期待される。腫瘍抗原を標的とした免疫療法の1つとして、抗腫瘍活性を有する自  

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

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

らのグループは、転移性悪性黒色腫患者を対象とした臨床試験において、体外で増  
殖させた腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を患者に再移入する養子免疫療牡を実施し、  
紀CISTガイドラインによる判定として51％の腫瘍縮小効果を報告している。これら  

養子免疫療陰における従来の細胞調製法と比較して、本遺伝子治療では、RLA－A2402  

陽性患者のTリンパ球に阻GE－A4特異的TCR遺伝子を導入することによって、腫瘍  

細胞に対する傷害活性を付与するものであり、必要量のh仏GE－A4抗原特異的Tリン  

パ球を調製することが可能である。実際に、当施設で調製されたMAGE－A4TCR遺伝  
子導入リンパ球は、MAGE－A4陽性・HLA－A2402陽性のヒト腫瘍細胞殊に対して特異  

的な細胞傷害活性を示すことがin vitroにおいて確静されている。また、免疫不  
全マウスに賊ÅGE－A4陽性・HLA－A2402陽性のヒト腫瘍細胞株を接種したモデル実験  

において、TCR遺伝子導入ヒトリンパ球投与群に特異的な腫瘍径増大の抑制効呆が  

薄められた。なお、上記のRosenbergらのグループは、腫瘍抗原肌RT－1特異的TCR  

遺伝子を導入したTリンパ球を．投与した臨床試験において、悪性黒色腫患者17名  

中2名について転移膵癌巣の明らかな退縮を観察しており、この戦略が有望な新規  
癌治療法となる可能性を示唆している。   

4．舶GErA41軒151ペプチド投与を併用する理由   

近年のT細胞の養子免疫療法における研究により、可能な限り短期の培養におい  
て必要な移入量を達成し、担癌宿主への移入後にinvivoにおいて抗原刺激を加え  
活性化することにより効果的な抗腫瘍効果が得られると考えられている。これまで  
に、抗原ぺプチドと不完全フロイントアジュバントのエマルションを含む、様々な  

形態のワクチンの投与を腫瘍抗原特異的丁細胞の輸注療法に組み合わせることによ  

り、輸注療法の抗腫瘍効果を増車させることが動物実験により報告されている。ま  

た、臨床試験においても同様にワクチン投与を腫瘍抗原特異的丁細胞療法と組み合  
わせてメラノーマ患者の治療が試みられている。このような知見に基づき、本臨床  

研究においては試験細胞のin vitro培養を短期間とし、試験細胞の患者への移入  

後′2週目と4週目に恥GErA414。＿．51ペプチドを投与することを計画した。本治療スケ  

ジュールにより、まず患者体内における舶GE－A4反応性丁細胞の頻度を飛躍的に増  

大させ、その後に抗原ぺプチドを投与することにより輸注したMAGE－A4反応性丁細  

胞を患者体内で活性化すると共にさらなる増殖を引き起こし、より高い免疫応答と  

臨床効果を期待するものである。   

ペプチドの投与量については、マウスを用いた研究において、腫瘍抗原ペプチド  

特異的な免疫応答を誘導するために、約100〟gのペプチドを不完全フロイントア  
ジュバントとエマルション化して用いると有効であることが示されてきた。腫瘍抗  

原由来ぺプチドを用いた初期のペプチドワクチン療法の臨床試験では当初100〃．g  

から10喝の投与量の範囲で用いられたが、その最大投与量においても毒性は認め  
られなカiった。加えて、ワクチン投与患者の末梢血単核球（peripheralblood  
皿OnOnuClear cell：PBMC）を用いたin vitroの解析において、ワクチン投与によ  

る抗原特異的なT細胞免疫応答の誘導と投与ペプチド量との間には特定の相関を認   



めるに至っていない。これらの結果に基づき、以後の第i相臨床試験の多くでは、  

い00〃gから1mg程度の固定した投与量が設定されており、これまでに重鷹な副作  
用は報告されていない。このような経緯と、従来の化学療法剤と腫瘍ワクチンとの  

根茶的な性質の違いから、腫瘍抗原ペプチドを用いたワクチン牽法の臨床試験にお  

いては用量試験の意義は限られていると考えられている。これらの知見に基づき、  
本臨床研究においては安全に投与可能であり、かつ免疫反応を誘導することが期待  

される投与量として300 〃gを設定した。  

L 人に導入する遺伝子の構造と性質   

本臨未研究において発現する遺伝子はTCRα鎖及びβ鎖遺伝子である、つ   

1．1．人に導入する遺伝子の構造   

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

ドしており、この遺伝子にコードされる蛋白は、111アミノ酸からなるV8－1領域、  

20アミノ酸からなるJlO領域、14iアミノ酸からなるC領域という構造からなって  

いる。TCRβ鎖遺伝子は313アミノ酸からなるポリペプチドをコードしており、こ  

の遺伝子にコードされる蛋白は、116アミノ酸からなるⅤト9領域、3アミノ酸から  

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

構造からなっている。これらの遺伝子は、Hu－A2402拘束性舶GE－A4と4。一151ペプチド  

に特異的なCTLクローン＃2－28から単離された。   

1．2．人に導入する遺伝子の性質   

本臨床研究において使用するレトロウイルスベクターMS－bPaが細胞に感染する  

と、MS－bPaのゲノムほ逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、プロウイルスとなる。   

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

多様なクロノタイプが存在する。TCR遺伝子は免疫グロブリン（Ig）と同様に多数  

の亜型からなるIr、D、Jの可変領域と少数のCの定常領域からなる。その中でα鎖  
の可変領域はⅤ－Jでβ鎖の可変領域はⅤ－D－Jで形成される。TCR遺伝子はT細胞の  

分化に伴い、これらの領域の遺伝子再構成という特徴的な過程を経て機能的遺伝子  

を形成する。まずトJの遺伝子再構成が起こり、続いてⅤ－DJの再構成が生じる。  

再構成に伴いV－D及びD－J間にランダムな塩基配列（N領域）が組み込まれTCRの  

多様性はさらに増加する。本臨床研究にはこの再構成を経た後のTCR遺伝子のcDNA  

を導入する。われわれの使用するTCRα鎖はⅤα8－l、Jα10、Cであり、TCRβ鎖は  
Vβ7－9、Jβ2－5、C2の配列である。   

レトロウイルスベクターMS－bPaにより遺伝子導入された細胞において、TCRα鎖  

遺伝子はマウスホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）遺伝子プロモーター（Pp。《）に  

よって転写される。マウスP雉はヒトを含む広範囲の哺乳類細胞において、細胞が  

増殖中であるか否かを問わずに機能するプロモーターであり、レトロウイルスベク  

ターMS－bPaにより導入されるPpGKは513bpのマウスゲノム由来DNA断片に含まれ  

る。   

TCRβ鎖遺伝子はLTRプロモーターによって転写されるc レトロウイ／レスベクタ  

ーMS－bPaゲノムRNAの5’－LTRはR領域とU5領域、3’－LTRはU3領域とR領域から  
なり、し5領域と両端のR領域はMoloney murineleukemia virus（MoMLV）由来、  

U3領域はmurineleukemia virus（MLV）の変異株であるmurine stem cellvirus  

（MSCV）由来である。細胞に遺伝子導入されてプロウイルスになると、両末端のLTR  

はいずれもU3－R－U5領域の構造をとる。LTR中では、MSCV由来のU3領域が強いプ  

ロモーター活性とェンハンサー活性を有する。MSCVLTRは胚性幹細胞、胎児癌細胞  

及びその他の哺乳動物細胞において高い発現レベルを持続的に保持することが可  

能である。   

1．3．導入遺伝子からの生成物の構造及びその生物活性   

TCRa鎖及びB鎖はS－S結合でヘテロダイマーとして機能的なTCR分子を構成し、  

主要組織適合抗原（服C）拘束性に標的細胞の肥C分子と抗原ペプチドの複合体を  
認識する。このことにより、T細胞は抗原特異性を示す。抗原認識の際の結合力の  

強弱や補助レセプターからのシグナルの有無により、T細胞の活性化、アナジーの   

遺伝子の種類及び  

その導入方法  



誘導、分化、生存と細胞死等を司る。TCR鎖はIgスーパーファミリー分子に属し、  

2つのIgドメインからなる細胞外領域、20アミノ酸からなる膜貫通領域、数個の  
アミノ酸からなる細胞内領域で構成される。2つのIgドメインのうち、N末端側が  
可変領域、C末端側が定常領域に相当する。細胞外領域に存在する相補性決定領域  

（CDR）1、CDR2領域はMHCとの結合に貢献し、CDR3領域は主としてペプチドを認  

識するのに必要とされる。   

本遺伝子治療において導入するMAGE－A4特異的TCRは、TCRα鎖及びβ鎖のヘテ  

ロダイマ一によって機能的なMAGE－A4特異的TCR分子を構成している。このMAGE－A4  

特異的TCR分子は、標的細胞あるいは抗原提示細胞上のMHC－ClassI分子である  
HLA－A2402分子とMAGE－A4分子由来の抗原ぺプチドであるMAGE－A4143＿15iぺプチドの  

複合体によって形作られる構造を特異的に認識し、結合する。T細胞表面上に存在  

するCD8分子は、HLA－A2402分子とMAGE－A41。3＿．51ぺプチドの複合体がMAGErA4特異  

的TCR分子と結合する際の結合の安定化に必要であり、CD8分子の非存在下では本  
MAGE－A4特異的TCR分子は機能しない。   

導入されたMAGE－A4特異的TCRによるHLA－A2402分子とMAGE－A4．4。＿151ぺプチドの  

複合体の認識が起こると、複合体を形成したCD3分子群を通して遺伝子導入CD8陽  
性丁細胞内に活性化シグナルが伝達され、遺伝子導入CD8陽性丁細胞の分裂・増殖、  

IFN－γをはじめとしたサイトカインの産生、及びグランザイムB、パーフォリン等  

の細胞傷害性分子の放出が起こり、標的細胞の破壊を導く。   

2．本計画で使用するその他の組換えmの構造と性質   

本計画では使用しない。   

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

理由   

本臨床研究における標的細胞は、治療抵抗性食道癌患者（HLA－A2402陽性、腫瘍  
組織に肌AGE－A4発現）末梢血由来のTリンパ球である。その生物学的特徴として、  

①cTLは癌細胞を認識して破壊する能力を有する、②自己のTリンパ球を輸注した  
場合は、非自己では生じる可能性のある移植片対宿主病（GVHD）等の副作用がない  

ことが挙げられる。Tリンパ球を標的としてMAGE－A4特異的TCRα鎖及びβ鎖遺伝  

子をレトロウイルスベクターにより遺伝子導入することで、腫瘍細胞表面上の  

HLA－A2402分子とMAGE－A41．3－151ペプチド複合体の特異的認識能を獲得した自己Tリ  

ンパ球を輸注することにより、腫瘍特異的免疫反応、更には腫瘍縮小効果が期待さ  
れる。レトロウイルスベクターは増殖中の細胞に高効率で遺伝子導入することか  
ら、本臨床研究では、抗CD3抗体であるオルソクローンOKT3（OKT3）による活性化  
とTリンパ球増殖因子であるインターロイキン2（IL－2）の存在下で増殖するTリ  
ンパ球が標的細胞として使用される。   

4．遺伝子導入方法の概略及び当該導入法を選択した理由  

4．1．遺伝子導入方法の概略   

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

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

をコートした培養バッグ中にて、Tリンパ球にレトロウイルスベクターMS－bPaを感  

染させる。   

4．2．当該導入法を選択した理由   

レトロウイルスベクターは感染した後に逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、  

細胞ゲノムの複製に伴って複製されるために、導入遺伝子を長期にわたり発現しう  
る。また、レトロウイルスベクターによる末梢血Tリンパ球への遺伝子導入効率が  

高いことが知られている。さらに、多くのMo肌Ⅴベースのレトロウイルスベクタ∵  

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

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

びβ鎖遺伝子を導入する方法として、レトロウイルスベクターを選択した。   

4．3．レトロウイルスベクターの選択根拠  

丁‾   



他の遺伝子導入′くクターとして、アデノウイルスベクターやウイノレスを利吊しな  

いNak2dDNAベクターが使用されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込  

まれて長期にわたり安定に発現する効率が低いことが知られている。一方、レトコ  
ウイ′レスにより遺伝子導入する場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞  

染色体に組み込むことが可能である。レトロウイ′レスベクター乱すS－bPaを選択したも  

うひとつの根拠は安全性である。すなわち、もとになる九《S－b喜〕a DNAは、野生型レ  

トコウイルス由来のgag、pOl、enl－をコードする遺伝子の全てを欠如しており、こ  

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

た、ウイルスベクター製造に用いるパッケージング細胞株PG13は、すでに世界的  
に広く使用されているパッケージング細胞抹であり、American Type Culture  
Collection（AT（二こ）から購入可能である（CRレ10686）。本パッケージング細胞抹に  

おいて、gag、pOtをコードするDNA断片とenvをコードする王）NA断片とが染色体上  

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

られる。   

5．ウイルスベクター を用いた遺伝子導入  

5．1．野生型ウイ′レスの生物学的特徴及び人に対する影響   

レトロウイルスベクター賊S－bPaのもとになる野生型ウイルスはMo旺一Ⅴであり、以  

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

約3×106の1本鎖附Aで、相同の附A分子が2分子、ウイルスコア中に存在する。  
レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス及びスプーマレトロウイルスの2つの  
重科に分類される。枇）姐LVはオルソレトロウイルス亜科のガンマレトロウイルス属  

に属する、マウスを宿主とする白血病ウイ／レスの一種である。マウス白血病ウイル  

スはAKRやC58系マウスの自然発症白血病の病原ウイルスであるが、兢0Ⅶ」lrは実験  

室内での縫代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。   

オルソレトロウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性白血病、  

白血病、癌であり、野生マウスの後妓麻痺を招く神経向性ウイルスも知られている。  
肉腫ウイルスや急性白血病ウイ／レスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換えに  

より形成されるが、Mo軋．Ⅴは細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKf～や  

C58系マウスでのみ白血病を誘発する。病理学的には胸腺リンパ腫を原発とした白  

血病所見を示し、牌臓への浸潤が頭書に認められる。AKRマウスの自然発症白血病  

に対しては抗AM‖鳳Ⅴ血清が効果を示し、発症を遅延させることが報告されている  

が、MoMLVに対する血清の効果については不明である。ヒトへの感染の報告はない。   

5．2．ウイルスベクターの作製方法  

①ウイ′レスプラスミドベクターp九tS－bPaの構築   

レトロウイ／レスベクターMS－bPa産生細胞株の構築に使用したウイルスプラスミ  

ドベクターpMS－bPaは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて構築された。MoMLVプ  

ロウイ′レスの5’－LTR及び3’－LTRを含み、ウイルス蛋白をコードする配列を全く含  

まないレトロウイルスベクターであるMTベクターのプロウイルス配列を含むプラ  
スミドがウイルスプラスミドベクターpMTであり、pMTの3’－LTRをMSCVプロウイ  
ルスの3’－LTRで置換したものがウイルスプラスミドベクターpMSである。pMTのマ  

ルチプ）L／クローニングサイトに、TCRβ鎖cDNAのコード域、マウスPpGK及びTCRα  

鎖cDNAのコード域を組み込んだ後、これら発現ユニットをp九tSに載せ換えること  

によりpⅥS－bPaを構築した。  

②パッケージング細胞棟の構築   

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

に必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミド（1つはgagとpol、もう1つはenv  

遺伝子）で別々に導入した細胞株である。古い世代のパッケージング細胞株と比較  

して、このアプEr－－チは尺CR出現のリスクは極めて少ないことが知られている。  

③ウイ／レス産生細胞株の構築   

gag－POl遺伝子発現プラスミドであるpGP、エコトロピックenv遺伝子発現プラ  

スミドであるpE－eCO及びウイルスプラスミドベクターpMS－bPaを293T細胞にコト  
ランスフェク卜した。培養上清中には、マウス由来のパッケージング細胞である   




