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平成21年3月19日  

国立がんセンターから申請のあった  

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 俸彦   

国立がんセンター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．ハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後のHSVTK遺  

伝子導入Tリンパ球‘‘Add・back’’療法  

申請者：国立がんセンター 総長 鹿橋 説雄  

申請日：平成20年6月9日  
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（別 紙）  

1．遺伝子治療瞳床研究実施計画の概羊  

（1）研究課題名：ハプロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後の  

HSVTK遺伝子導入Tリンパ球‘‘Add－back”療法  

（幻 中計年月 日： 平成20年6月9日  

伯）実 施 施 設：国立がんセンター   

代  表  者：国立がんセンター 総長 廣橋 説雄  

（4）稔括★住着：国立がんセンター中央病院・薬物療法部・幹細胞移植療法室  

医長平家 勇司  

（5）対 象 疾 息：   

導入通ぃ伝子：  

造血器悪性腫瘍  

単純ヘルペスウイルス1型・チミジンキナーゼ（HSVTK）遺伝子  

及び細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体（△  

LNGFR）遺伝子  

非増殖性レトロウイルスベクター  

ハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後、免疫  

系再構築の開始が確認されず、かつGradeII以上の治療を必要と  

するGVHDを発症しない場合、移植42日後に1Ⅹ1び個丑gの遺  

伝子導入ドナーTリンパ球を追加輸注（Add－back）する。  

Add・back後も免疫系再構築が確認されず、かつGradeII以上の  

治療を必要とするGVmを発症しない場合、移植後72日目及び  

102日目にそれぞれ1Ⅹ107個丑gの遺伝子導入ドナーTリンパ球  

をAdd－backする。  

厚生労働大臣より了承された日から3年間  

10例（5例終了時点で遺伝子治療臨床研究効果安全性評価委員  

会にて目的が十分に評価されうると判断された場合は5例で終  

了）  

ベクターの種類：  

用法・用土：  

研究実施期間：  

目標症例数：  

（6）研究の概略：   

本研究は、ヒト白血球抗原（humanleukocyteantigen；HLA）適合又は1抗原不一致   

（血清型）の適切なドナーのいない、早期に移植治療を必要とする高リスク造血器悪性   

腫瘍患者に対して、HLAハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞の移植を施   

行した後、レトロウイルスベクターSFCW－3を用いてHSV－TK遺伝子及びALNGFR遺伝子   

を導入した同一ドナー由来のTリンパ球をAdd－backする治療法の安全性の評価と   

Add－back後の免疫系再構築並びにGVHD発症頻度及び制御能の評価を主要エンドポイン   

トとする。また本治療法における感染症頻度、無病生存率及び全般生存率等の有効性を   

検討することを副次的エンドポイントとする。  
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（7）その他（外国での状況等）：  

イタリアのモルメド社により欧州で同一のベクターを用いた同様の第Ⅰ／Ⅱ相臨床   

試験が実施され、イタリアで第Ⅲ相臨床試験が開始されている。また、筑波大では、同   

種造血幹細胞移植後の再発白血病を対象として、同一のベクターを用いた遺伝子治療臨   

床研究を実施中である。タカラバイオ（株）では、同種造血幹細胞移植後の再発した造   

血器悪性腫瘍患者を対象として、同一のベクターを用いた治験が計画されている。   

2．がん遺伝子治療臨床研究作♯委1会における書■概辛   

1）第1回書議  

① 開催日時：平成20年7月15日（火）10：00～12：30  

② 議事概要：  

平成20年6月9日付けで国立がんセンター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：造血器悪性腫瘍）について第1回目の審議を行った。  

まず、研究実施計画について同センター中央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、本作業委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．モルメド社の欧州での臨床試験（PhaseI／Ⅱ）について、最新の詳細なデータを  

入手し、以下の点について説明すること。   

・Add・back2回目までの投与における免疫系再構築の頻度   

・3回以上のAdd－back例、及びIL－2投与がなされた例についての詳細な情報   

・免疫系の再構築が見られなかった例について、その理由の解析が行われたかどうか   

・遺伝子導入細胞の動態と長期的な免疫系再構築に関する情報  

2．モルメド社がイタリアで開始したPhaseⅢのプロトコー／レに関し、IL－2の使用の  

有無、Add・backの量、投与回数等について説明すること。  

3．GCV投与によるHSV－TX遺伝子導入細胞の殺細胞効果の確実性について、動物実  

験及びモルメド社の臨床データ等に基づき説明すること。なお、GCV投与の回数、  

タイミングと殺細胞効果との関係について、モルメド社のデータ及び他のデータを  

確認すること。また、GCV投与に関するモルメド社のプロトコールと本臨床研究  

のプロトコールに相違があれば相違点を明確にすること。モ／レメド杜以外にも  

GCV投与に関するデータが入手できれば参考データとして提出すること。  
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4．被験者の選択基準について、最近の知見を踏まえて再検討した上で修正すること。  

5． これまでのT細胞への遺伝子導入効率について説明すること。  

6．遺伝子を導入したT細胞が投与された後、どういう表現型のものが生体内で寄与  

すると考えられているのか説明すること。  

7．被験者用の同意説明文書に関し、プロトコールが複雑なので丁寧な説明が必要であ  

ることを踏まえ、以下について検討すること。   

・導入しているHSV－TKは治療そのものではなくGVHDに対する介入措置である  

ことを分かりやすく説明すること。   

・被験者へのAdd－back投与が複数回になる可能性があるということについて、同  

意説明文書22頁（計画書157頁）の図や文章での説明ではわかりにくいので、  

計画書83頁の図を参考に説明を修正すること。   

・遺伝子導入細胞を投与後、一定期間被験者を個室管理することについて、同意説  

明文書に記載すること。   

・本遺伝子治療は、既存の方法ではドナーが得られない患者を対象とすることを同  

意説明文書でより明確に説明し、ハプロタイプー敦移植は我が国においては必ず  

しも確立している治療方法ではないことがわかりやすいように記載を再検討する  

こと。なお、海外のデータを提示する場合には、我が国との状況の相違について  

も十分説明すること。   

・モルメド社の成績については、HSVTK遺伝子導入細胞投与前に死亡した10例  

を含めて生存率を解析し、臍帯血移植、骨髄移植と比較した結果について同意説  

明文書で説明すること。また、同意説明文書19頁（計画書154頁）には2006  

年11月で21例登録とあるが、説明資料には2006年1月時点で29名とあり、  

最新の情報を得た上で、正確な記載とすること。   

・HSV・TK遺伝子導入Tリンパ球の品質試験に関し、Add－back後に試験結果が判  

明するものがあること、及びその場合の対応について、同意説明文書にわかりや  

すく記載すること。  

2）第2回審凛  

① 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、国立がんセンターから回答書及び   

追加資料が提出されたことを受けて、第2回目の審議を行った。  

まず、回答書及び追加資料について同センター中央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。  
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その結果、本実施計画を概ね了承することとしたが、遺伝子導入細胞のクローナリ  

ティー検査等に関して委員より指摘のあった点については、申請者と事務局との間で  

整備の上、委員長が確認した後に、次回以降の科学技術部会に報告することとした。  

（なお、これら実施計画書等の整備については、平成21年3月19日に委員長了承。）  

（各委員からの主な指摘の内容）  

1．血液中の遺伝子導入Tリンパ球の動態について、鯨床研究終了後もフォローア  

ップを実施すること。また、経過観察により遺伝子導入細胞の増加が観察され  

た場合等においては、LNGFR陽性細胞を分画してクローナリティー解析を追  

加実施することにより、遺伝子導入細胞の増加は何らかの抗原刺激を受けてポ  

リクローナルに増殖したことによるものなのか、あるいは、遺伝子導入に伴う  

挿入変異を契機にTリンパ球が単クロ ーン性増殖を起こしたことによるものな  

のかを検討すること。  

2．申請書の「がん原性の有無」及び同意説明書の「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、XSCIDでの白血病の発症例だけではなく、CGD  

での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．がん遺伝子治療臨床研究作業委1会における事＃を踏まえた第1回書撫時からの実施   

計画及び被鹸著への同意説明文暮の主な変更内容  

（実施計画）   

・本作業委員会の意見を踏まえ、被験者の仮登録時選択基準について、臍帯血移植を  

優先する場合の具体的なデータが明記され、また、最近の知見を踏まえ、「3回目又  

はそれ以降の寛解期にある悪性リンパ腫の患者」及び「自家移植後に再発、あるい  

は悪化した多発性骨髄腫の患者」は選択基準から削除された。  

モルメド社の臨床試験について、本作業委員会の意見を踏まえ、実施計画書に最新  

の状況が追記された。同意説明文書にも説明が追記された。  

レトロウイルスベクターのがん原性について、実施計画書に最新の情報が追記され  

るとともに、レトロウイルスベクターによるがん化の頻度は、対照疾患、標的細胞、  

ベクターの種頓により大きく異なることが追記された。同意説明文書にも説明が追  

記された。  

臨床研究終了後の追跡調査について、本作業委員会の意見を踏まえ、血液中の遺伝  
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子導入Tリンパ球比率測定が1年毎のフォローアップ検査項目として追加された。  

（患者への同意説明文書）  

・本作業委員会の意見を踏まえ、本臨床研究の対象患者は、既存の方法ではドナーが  

得られない患者であること、及びハプロタイプー致移植は我が国では必ずしも確立  

している治療方法ではないことについて、より明確な記載に改められた。  

HSV－TK遺伝子について、悪性腫瘍に対する治療効果があるものではなく、GVHD  

に対する安全性を高めるために導入されているものであることが明記された。  

遺伝子導入リンパ球の品質試験について、Add－baek後に試験結果が判明するもの  

があることの説明、及び投与後に不合格であることが判明した場合の対応と予測さ  

れる危険（副作用）に関する説明が追記された。  

臨床研究のスケジュールについて、Add・backが複数回になる可能性があることが  

分かりやすく記載され、治療スケジュールを説明する図も改訂された。  

臨床研究中に個室管理が行なわれることに関する説明が追加された。  

4．がん遺伝子治■臨床研究作業車■食の檎射精某  

国立がんセンター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：造血器悪  

性腫瘍）に関して、がん遺伝子治療臨床研究作業委員会は、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書に適切に  

反映させた。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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厚生科学審議会科学技術部会  
がん遺伝子治療臨床研究作業委鼻会委員名簿  

氏  名  

浅野 茂隆  

荒戸 照世  

上田 龍三  

小澤 敏也  

金子 周一  

金田 安史  

○笹月 健彦  

島田 隆  

濱田 洋文  

早川 重夫  

吉倉 鹿  

（がん化学療法、造血券）  

兼任上田 龍三  

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敵問  

厚生労働省医薬食品局食品安全部企画情報課参与  

名古屋市立大学大学院医学研究科臨床分子内科学教授  

○委員長 （五十音順 敬省略）   

（平成21年3月Z9日現在）  
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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啓  

平成20年 6月 9日  

厚生労働大臣 殿  

（郵健番号〉iO4－0045  

実  ′    東京都中央区築地五丁目1番1骨  

施  国立がんセンターー  

名‘称  （電話番号） 03－3542－2511  

施  軌蛸番号）03鵬捌5づ5釘   

国立がんセンター  ！1  
改   

役職名・氏名・  廣構 説雄   
蒜㌫ごrrてr  

下記の遮伝子治療懐床研究について、別添の実施計画に対する意見を求めます。  

遮 伝 子 治 療 臨 席 研 究 の 艶 魅 名   総括責任者の所属・職・氏名   

ハプロタイプ血致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後  国立がんセンター中央病院   

のl即イⅩ遺伝子導入Tリンパ球‘Add－1back力線法   薬物療法部・幹細胞移植廃港倭  

医長 平家勇司   
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別線様式第1の別添  

遺伝子治療箆床研究実施計画概要書  

「
l
、
．
．
 
 

く：ミ■三軍音声F：  6月 9日   

⊥．職叫叫叫血】  

プ  

入  

ハ
 
率
 
 

さ研  究  の  

年  月  日（承認日）から3年間   究 菓 施  

…  

稔  

括  

一  
二j  

H r；ず．‡；㌻岬叫1  
ノ≡〒子 者   名   平家勇司  －  

皇こ表示細）       、妾ぷ’ヤ′し  
＼－ダ  

夷  在  地  く郵便番号）1桝ペ氾ヰ5 東京都中央区更地五丁員1番1考  

施  †  

の  称   霹立がんセンター中泉病院  

壌  

所   
連  絡  先  （電話番号）0：巨35ヰ2岬25！l   

総  名  所属機関・局・職  剖  

括  

乗  
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幸 恵 委 員 会 が  審査委員会では、抜出された遺伝子治療臨床研究夷施計野暮を慎王に審査した能美、本   

研究計画の実施を  
遺伝子治癒臨床研究菜施計腎は平成叫年文部科学者・厚生労働省告示篤1号「遺伝子治  

橡臨床研究に離する指針」平鹿叫年8月2丁日告示（平成l¢年12月罰8全部改正）の必  

適当と臨める理由        事象件を満たしていると経めた．  
さらに先行する海外での臨床研究での成胡から、従来の冶療法では対処薗経である日u  

適合ドナーを持たない粛リスク造血露悪軽度瘍患者に対するハブロタイプ一致（日仏2－3座  

不一致）血♯ドナーからの移櫨において有効な治療凍となること、本研究で鹸渡する遺伝子  

書入γJンバ球の晶＃および安全性は十分に保証されるものと認められたため、所轄智庁へ  

の臨床研究実施計i野中繍を兼激することを差しつかえないものと判断した．  

榊掛金●軸長  
墟7介 
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研 究 の 区 分  伝子治療臨床研  遺伝子職臨床研究  

慕リスク造血馨悪性鍾瘍應層に対して、ヒト白血球抗凍（hum抑l8uko¢y鹿さ戒i騨n：  

HIJ）ハブロタイプ一致ドナー由来丁細胞除去遺血幹細胞の移植を施行した後、レトロウイ  
ルスベクター＄FOMhト3を用いて単純ヘルペスウイルスl型－チミジンキナゼ（h叩¢さ  

8；ー叩I卵＝血腫1虻伽血勤胎柚喩弛H＄V一丁K）遺伝子を導入した同一ドナー由来の丁リンパ  

球を追加触法（Addヰ誠一）する治療法の全備としての安全性及び有効性について検討す  

る。   

＜主要エンドポイント＞  

・rハブロタイプ一致ドナー由来丁細胞輪去造血幹細胞移植後のHSVJrK遺伝子弛入   

Tリンパ球“納叔”療法Jの安全性  

・H訊卜TK遺伝子導入Tリンパ球ん掛心血礎の免疫系再構築廓びにGVH8発症頻   

度及び制御能   

く削次朗且ンドポイント＞  

。rハブロタイプ一致ドナー由来丁細胞除去造血幹相胞移植後のHSV一丁K遺伝子導入   

丁リンパ球鶴A助成め療法Jにおける感染症頗軋無病生存率、及び全放生存率  

研究の 目 的  



1．対t疾息   

ヒト白血球抗原（目しl）適合又は1抗原不一致（血清型）の適切なドナーのいない、早期  

に移植治療を必要とする高リスク造血器悪性腫癌患者。   

2．対■虔鳥に対する現時点での知見  

【造血馨去性吐ヰに対する造血幹細胞移櫨の現状】   

目しl適合血縁者間での造血幹細胞移植は確立された治療手段であるが、約∝私の患者  

はHLA適合ドナーが存在しない。この場合、骨髄バンクを介して、非血縁者ドナーを探す  

こととなるが、ドナーが存在しない可能性及びコーディネートに時間を要するという問題が  

ある。   

【本邦における成人に対する所帯血移穐の環状】   

本邦では、1994年に最初の同胞間臍帯血移植、1997年に非血縁者間臍帯血移植が行  

われて以来、緊急的移植にも迅速に対応可能であること、ドナーの負担がないこと、HLA  

2座不一致まで移植可能であること等の利点があり、増加の一途を辿っている。2002年以  

降は成人における移植件数が小児のそれを上回るようになった。   

【当旛毅におけるホ帯血移糟の軽♯】   

国立がんセンター中央病院では複数の臨床研究において症例登録を行い臍帯血移殖  

を実施、着実に経験を蓄積している。   

【日米欧から報告された成人に対する臍帯血移櫓の成♯】   

今までに報告された日米欧の多施設あるいは単施設からの成人に対する肪帯血移植  

の成穂から、以下が明らかにされた。   

・成人に対する骨髄破壊的前処置を用いた臍帯血移植においても、造血の再構築  

が得られること。   

・発症する急性・慢性GVHDは許容できるものであること。   

・ハイリスク患者を対象とした場合でも10－20数％の長期生存が得られること。   

・患者の年齢、移植されたCD3ヰ陰性細胞数が成績に相関すること。   

・移植後1∝〉日以内の早期死亡例では感染症や前処置関連毒性が多いこと。   

また、日本国内では、学会を中心に継続して成績の集積が行われている。   

【日米軟から報告された成人における非血♯著書髄移櫨と非血♯者臍鞭血移穐の戚■  

の比較】   

2∝M年末に欧米及び本邦から成人に対する非血縁臍帯血移植と非血縁者骨髄移植の  

治療成績が報告された。   

欧米からの2つの報告の結果は、いずれも、HLA一致ドナーが見つからない場合には  

臍帯血は許容できる幹細胞ソースであると結論されており、類似していた。   

本邦からの報告（単一施設による）では、血縁者ドナーが存在しない場合には、臍帯血  

が第一の幹細胞ソースであると結論されていた。臍帯血移殖の成績としては、極めて優  

れていると評価されており、欧米からの報告とは異なっている。   

【成人に対する臍帯血移櫨の群欄】   

現時点では、成人に対する臍帯血移植は、造血幹細胞移植の中の一つの選択肢として  

捉えられているが、体重あたりの移植細胞敢が少ない場合には、生者不全の頻度が高  

い、生者までに時間を要する、移植後の重症感染症による治療関連死が多いといった点  

が指摘されている。   

【ミスマッチ移橿の現状と霹且】   

ミスマッチ移植は1∝粍lこ近い確率でドナーを見つけることが可能である。しかし、移植  

片が非自己を認識する作用が強いため、そのままでは生者しにくく、拒絶のリスク及び重  

篤な急性GVHD発症のリスクが問題となる。G－CSFにより動良した末梢血幹細胞  
（peripheralbIoodstemcell；P8SC）からT細胞を除去した大王の造血幹細胞を急性白血  

病患者に移植することで、造血幹細胞を高率に生者させ、かつ重篤なGVHDを回避する  

手法も確立されているが、非血液疾患死亡率及び白血病再発率は依然として高く、この   

対 象 疾 患 及 び  

そ の 選 定 理 由  



観点でのより有効な治療法の開発が必須となっている。   

【本抑こおけるミスマッチ移♯の現状と犠粗】   

近年行われた調査によると、HU＼2座以上の不一致を伴う移植においては、通常の  

GVHD予防のみを行った鳩舎には生存率が大きく低下した。HL＾2座以上の不一致血縁  

者間移植を成功させるために、体外でのT細胞除去又はCD34陽性細胞純化を行うミス  
マッチ移植、母子間免疫寛容の仮軌こ基づいたミスマッチ移植、強力なGVHD予防法を用  
いたミスマッチ移植、及びアレムツズマブを用いたinvivoでのT細胞除去によるミスマッチ  

移植などの応用・研究が進んでいる。   

【T細胞繰圭ミスマッチ移櫨における甘且に対する対策】  

ドナー由来のT細胞は造血幹細胞の生欝及び宿主免疫再構築を促進しており、移植点  
者から日和見感染を予防し、GVM効果による再発防止に寄与している。したがって、T細  

胞除去ミスマッチ移植では、移植後早期に免疫系を再構築する手立てが必須である。   
イタリアのモルメド社は、自殺遺伝子であるHSVJnく遺伝子をレトロウイルスベクターに  

ょり導入したドナーTリンパ球を調製し、これをT細胞除去ミスマッチ移植後にAdd－ぬ¢k  

することで、早期に免疫系を再構築する臨床試験を実施している。HSV－TK遺伝子導入T  
リンパ球には重篤なGVHD発症時にGCV製剤投与により当該細胞を抹消して沈桝ヒす  

る安全装置としての機能が付与されており、大1にAdかbackすることにより早期の免疫  

系再構築、感染症を含む治療関連死の発生率低下、及びGVM効果による疾患再発阻止  
が期待できる。   

【モルメド社の■床賦■♯事】   

現在、rハブロタイプ一致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後のHSVIK遺伝子  
導入Tリンパ球Ad抽Gk療法Jによる第Ⅰ／Ⅱ相臨床試験（Ⅶ7）を欧州ヰ施設におい  

て実施している。第4丁回米国血液学会において発表された本試験の途中経過では、  
HSV一丁K遺伝手導入ドナーTリンパ球のAdd－b＆Ckが、早期免疫系再構築を促進し、移植  

後の感染死を含む治療関連死を予防し、全体としての生存率を上げることが確認された。   

【タカラバイオ♯式食社の治捕事（予定）】   

モルメド社から輸入した本歯床研究と同一のレトロウイルスベクターを用いた治験が、タ  

カラ／くイオ（株）により計画されている。この治験では、同種造血幹細胞移植後に再発をき  
たした造血器悪性腫瘍患者を対象として、遺伝子導入Tリンパ球がドナーリンパ球輸注療  
法において投与される。タカラ′くイオ（株）は第Ⅰ相試験を国立がんセンター中央病院で  
平成20年鹿に開始する予定である。   



さ．本遺伝子給血臨床研究の概事  

【本遺伝子治療旛床研究の全体フロー】   

以上の状況を踏まえ、モルメド社が実施した臨床試験と同様のプロトコールによる遺伝  

子治療臨床研究を実施計画することとした。   

木造伝子治療岳床研究を実施するにあたっては、病院内に設置された無菌細胞調整施  

設（CPR）にて、モルメド社から輸入したレトロウイルスベクターを用いてHSV－TK遺伝子導  

入細胞をGMP基準に準拠して調製し、品質試験を行う。  

【患者仮登録時選択基準の概要】  

り予後不良の高リスク造血器悪性腫慈恵者（詳細は別途規定）  

2）Hリー適合又はHLAl座不一致の適切なドナーがいない  

3）末梢血幹細胞提供可能なHU12～3座不一致の血縁ドナーがいる  

4）年齢が20歳以上餌歳以下  
5）ECOGのPeribrmanceStatusが0又は1  
6）主要臓器の機能が保たれている（詳細は別途規定）  

7）ドナー及び患者の両者から文書での同意が得られている   

【日計／1≠遺伝子導入Tリンパ球のⅦ製】   

使用するレトロウイルスベクターSFCMM－3は、モルメド社でGMP基準に則って作製さ  

れ、品質規格に適合したものを輸入して受け入れる。なお、当該レトロウイルスベクター  

は、モルメド社が欧州で実施中の臨床試験（TK∝）7）及び本邦における筑波大学付属病院  
での遺伝子治療臨床研究で使用されているものと同一である。   

T細胞除去ミスマッチ移植ドナーと同一のドナーに由来するPBMCをアフエレーシスによ  
り採取する。IL－2存在下で抗CD3抗体によりPBMCを刺激して活性化し、SFCMM－3によ  

りHSV－TK遺伝子及び細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体（ALNGFR）遺  

伝子をexvivo遠心法により導入する。その後、抗LNGFR抗体と二次抗体結合磁気ビー  

ズ及び細胞分離装置による純化、並びにIL－2存在下での拡大培養を簸て遺伝子導入T  

リンパ球を調製し、品質試験に合格した後に用いる。一部の品質試験項目については、  

Add－back後に試験を実施することとし、万一不合格となった項目があればその時点で臨  

床研究を中止して適切な措置を講ずることとする。つまり、化学療法や移植幹細胞ソース  
の再検索といった臨床現場において現時点でHUl適合又は目しl一座不一致の血縁ドナ  

ーが見当たらない高リスク造血器悪性腫痔患者に行われている中で、患者の状態に応じ   



稔括責任者（又は治療にあたる分担研究者）が最も適切と考える治療法を行う。   

【T細胞除去ミスマッチ榊】  

ドナーからの末梢血幹細胞は、G－CSF製剤投与により動員し、アフェレーシスにより採  

取する。その後、CD糾陽性細胞を分取し、4×108個／短を最少主として患者に移植する。   
前処置は、モルメド社の臨床試験（TK007）と同様の内容で実施する計画である。アシク  

ロビル（ACV）製剤及びGCV製剤は、後にAdd－backするHSV－TTく遺伝子導入Tリンパ球  

の自殺機能を惹起することから、本臨床研究で感染予防・治療には使用しないこととす  
る。サイトメガロウイルス（CMV）感染が問題となった蛾合には、ホスカルネットナトリウム  

製剤を使用する予定である。   

【H…遺伝子導入Tリンパ球Add－b血及びフォローアップ】  
T細胞除去ミスマッチ移植後、免疫系再構築の開始が確認されない蛾合には、造血幹細  

胞の生着が見込まれる移植後42日目の時点で、HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球1×108  
個／座をAdd－backする。その後、免疫系再構築が認められず、かつG帽deⅡ以上の治療  

を必要とするGVHDを発症しない場合は、移植後72日目及び102日目の時点で、それぞ  
れ1×107個／kgのHSV－TK遺伝子ヰ入Tリンパ球をAdd－backする。最終のAdd－back  

実施の8力月後に本臨床研究のフォローアップを終了する。Gnl血Ⅱ～ⅣのGVHDの発  

症が認められた場合には、通常のCMV感染症治療に用いられる用法・用土に従って  

GCV製剤を投与する。この場合、患者の状態によっては、それまでのAddl旭Ckの国数が  
1回または2固の場合、医師の判断により、GCV製剤投与後に1回のみHSV－¶く遺伝子  
導入Tリンパ球（1×1げ個／鴫）のAdd－backを許すものとする。  

l．他の触法との比較及び遺伝子治療を遭択した理由  
①ミスマッチ移穐   

ミスマッチ移植の課題の解決策を他の治療手段との比較をしながら段階的に示す。   

【ミスマッチ秒櫨ⅦT細胞除去ミスマッチ棚   

ミスマッチ移植におけるT細胞除去は圭焦なGVHD予防に最も有効な手段であるが、  
移植後の免疫抑制状態が感染症を引き起こすリスクを高めており、また再発などの間蔑  
も指梼されているため、早期の免疫系再構築、及びGVM効果が課題となる。   

【Tl巾胞鹸去ミスマッチ移穐ⅧT■他職去ミスマッチ柑Tリンパ球A肘－b●Ok】   

T細胞除去ミスマッチ移植後の早期免疫系再構築においては、移植時と同じドナーに由  
来するTリンパ球のAdd－baGkは、理論的に有効な手段と考えられる。しかし、少土のTリ  

ンパ球のAddl旭Ckでも致死的なGVHDを発症した例があり、改善が必須である。   

【Tリンパ球AJ鵬kv8HSV一丁f（遺伝子導入Tリン／qAd仙永】   

本遺伝子治療では、T細胞除去ミスマッチ移植後の早期に免疫系を再構築するため  
に、同一ドナー由来のHSVl≠遺伝子導入Tリンパ球をAdd－badくする計画である。これ  

は＾dd－backしたTリンパ球が直接要因となる致死的GVHD発症に対する対策として、安  

全装置としての自殺機能を当該Tリンパ球に付与するという考えに基づき、理論的には移  
植した造血幹細胞由来の免疫系には影響を与えずにGVHDを選択的に沈静化することが  

期待される。   

⑫肘血糊   
臍帯血移植については、近年、その評価は定まりつつあるが、成人に適用する場合の  

細胞数不足及び移楯儀療法としてのドナーリンパ球輸注などの細胞療法が不可能である  

ことなどが問題点として挙げられている。臍帯血移植の利点である「ドナーの負担がない」  

という点では、本遺伝子治療は通常の移植以上にドナーの負担が大きいことから、臍帯  

血移植の方が健れているが、代表的な問題点である移植細胞数の不足、造血回復の遅  

延、生者不全の頻度の高さについては、本遺伝子治療により解決策を見出せる可能性が  
ある。  
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ドナーの負担という点では、本遺伝子治療の個々の症例への適応については、  

つじゆうぶんな検討が必要である。しかしながら、本遺伝子治療は、一連の治療法の課題  

に対する解決策を模索した上で計画されたものであり、これまでの海外での臨床実績から  
も安全性及び有効性が見込まれるものとして妥当な手法と考え選択した。  

1．人に導入する遺伝子の構造と性T   遺伝子の種類及び  

そ の 導 入 方 法  
本臨床研究において発現する遺伝子はALNGFR遺伝子とHSV－TK遺伝子である。  

①人に導入する遺伝子の構造  

・細胞内龍城欠損ヒト低親和性神経成長眉千畳容体遺伝子（ALNQFR遺伝子）   

使用するALNGFR遺伝子は、LNGFR遺伝子の細胞内領域をコードする塩基対を除去  
したもので、翻訳開始コドンATGの上流に113塩基対の非翻訳領域を有し、△LNGFRを  
コードする956塩基対の遺伝子である。  

・斗純ヘルペスウイルスl型一声ミジンキナーゼ遺伝子（HSV一丁K遺伝子）   

使用するHSV－TK遺伝子は、CLlOl株DNA由来のHSV－¶くをコードする1，131塩基対  

及び翻訳開始コドンATGの上流に位置する14塩基対の非翻訳領域からなる。   

②人に導入する遺伝子の性千   

レトE］ウイルスベクターSFCMM－3に含まれるALNGFR遺伝子及びHSV一丁K遺伝子は  

細胞内に侵入した後、逆転写酵素によってウイルスゲノムRNAから2本鎖DNAが合成さ  
れ、核内に移行する。5’－LTRと3’－LTRではさまれたDNAはウイルスが持っているインテ  
グラーゼによって細胞染色体に組み込まれ（プロウイルス）、細胞ゲノムの複製に伴って  

複製されて安定的に娘細胞へ受け継がれる。このために継続的な遺伝子発現が可能で  
ある。   

⑳尊入遺伝子からの生成物の♯丑及びその生物活性  

・At』GFRの生物活性   

ALNGFRは、細胞内領域のほとんどが除去されているため、シグナルを細胞内に伝達  
することはない。jnvむ・○及びinvivoにおいて、△LNGFRの機能活性は観察されない。A  

LNGFRは細胞膜でたん自発現するため細胞表面マーカーとして利用され、特異的抗体を  
用いてinv比和で発現細胞を迅速に分離することができ、eXVjvoでの発現細胞の検出や生  
存状態、増殖状態等のキャラクタリゼーションを行うことができる。  

・H＄V一丁Kの生物活性   

HSV一丁Kは、遺伝子導入された細胞において自殺遺伝子産物として棲能する。自殺遺  
伝子が導入された細胞では、その遺伝子産物により非毒性のプロドラッグであるGCVが  
寺性型ドラッグに変換され、細胞が傷害を受ける。  

2．本計Ⅶで使用するその他の租換えDNAの♯遭と性t   

本計画では使用しない。  

3．犠的舶とした細胞の由来及び生物学的特徽並びに当職細冶を糠的細胞とした理由   
GVM効果を担う免疫担当細胞がドナー由来のTリンパ球であること、及び当該細胞が  

GVHDの原因となることが知られている。レトロウイルスベクターによる遺伝子導入は増殖  
中の細胞を模的としており、組換えヒトインターロイキン2（両ト2）存在下、抗CD3抗休で  

刺激することにより活性化されたTリンパ球に対しても高い遺伝子導入効率が得られるこ  

とが証明されている。レトロウイルスベクターSFCMM－3を用いた遺伝子治療においては、  

ドナーリンパ球から得られる活性化Tリンパ球が模的細胞として使用される。  

ヰ．遺伝子ヰ入方法の書略及び当隷遺伝子導入法を靂択した理由  
①遺伝子導入方法の桝   

レトロウイルスベクターSFCMM－3を含むウイルス産生細胞の培養上兼中にドナー末梢  

血リンパ球を加え、遠心することで行う。   

②当験遺伝子導入法を靂択した理由   



当該遺伝子導入法としてレトロウイルスベクターを用いた遠心法を選択した理由は、レ  
トロウイルスベクターは感染後細胞染色体に組み込まれて細胞ゲノムの複製に伴って複  

製されるために、長期にわたり導入遺伝子を安定して発現することができること、多くのモ  
ロニーマウス白血病ウイルス（MoMLV）ベースのレトロウイルスベクターがヒト血液細胞へ  

の遺伝子導入に利用されていること、及び末梢血Tリンパ球がレトロウイルスベクターに  
より効率よく遺伝子導入されることである。   

⑳レトロウイルスベクターの遇択ヰ拠   

レトロウイルスベクターを用いて遺伝子導入を行うことにより、他のベクターに比べて効  

率よく遺伝子を細胞染色体に組み込むことが可能である。   
レトロウイルスベクターSFCMM－3の基になるSFCMM－3DNAは、野生型レトロウイルス  

由来のg喝、卵1、enVをコードする遺伝子の全てもしくは一部を欠如しており、このDNAの  
みを通常の細胞に専入したのではウイルス粒子を産生することはない。また、ウイルスベ  
クター製造に用いる′くッケージング細胞株GP＋envAm12（Am12、ATCC CRト9641）は、  

騨g、POIを発現するDNA断片とenvを発現するDNA断片とが異なったベクターを用いて  
導入されているため、増殖性レトロウイルス（RCR）が出現する可能性は極めて低いと考  
えられており、すでに世界的に広く使用されている。  

ち．ウイルスベクターを用いた暮長子中人  

①野生型ウイルスの生物攣的特t及び人に対する影■   

レトロウイルスベクターSFCMM－3のもとになる野生型ウイルスはM旭MLVであり、形態  

的には直径約1∞nmの球形のC型粒子に分類され、ウイルスコアをエンベロープが囲っ  

ている。ウイルスゲノムは分子土約3×100の1本鎖RNAで、相同のRNA分子が2分子、  

ウイルスコア中に存在する。   

MoMLVはマウス白血病ウイルス（MLV）を実験室で継代して高病原性株として阜離され  

た。MLV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り、オンコウイル  
ス亜科のガンマレトロウイルス属に属する。オンコ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、がんであり、野生マウスの後肢麻痺を招く神経好性ウ  
イルスも知られているが、MoMLVは細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKR  

やC58系マウスでのみ白血病を誘発する。ヒトヘの感染の報告はない。   

⑳ウイルスベクターの作♯方法  

・＄和MMぺ＝別人ベクターの蠣♯   

puくSNからネオマイシン耐性遺伝子（NEO）の配列を取り除いてSVヰ0初期プロモータ  

ーの下流にALNGFR遺伝子を、パッケージングシグナルの下流にHSV一丁K遺伝子を組  
み込んだものがSFCMM－3DNAベクターである。  

・パッケージンケ織胞♯の槻   

木臨床研究において使用するパッケージング細胞株は、Am12である。本細胞株は、パ  
ッケージングに必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミドくひとつは騨g遺伝子とp01遺  

伝子で、もうひとつはマウスアンフォトロビックウイルス亜70A由来のenv遺伝子）で別々  
にマウス繊維芽細胞株NIH3丁3に導入したアンフォトロビックパッケージング細胞株であ  

る。また、鞘遺伝子とpo一連伝子を含むプラスミド及びMoMLVのonv遺伝子を含むプラ  

スミドによりこれらの遺伝子をNIH3T3にヰ入して作製されたエコトロピックパッケージング  

細胞株GP＋E－88（ATCCCRト糾2）をウイルス産生細胞の構築に用いた。  

・ウイルス塵生織胞♯の構濃   

パッケージング細胞GP＋E一朗にSFCMM－3DNAベクターをトランスフェクションし、レト  

ロウイルスベクターエコトロピックSFCMM－3を含む培暮上溝を回収した。この上漬を  
Am12に感染させることにより、安定なレトロウイルスベクターSFCMM－3産生細胞を構築  

した。   

SFCMM－3産生細胞から、良好な生育性とTリンパ球への高い遺伝子導入効率を示す  
クローンを得た。七れをマスターセル／くンク（MCB）用シードセルとして樹立し、MCBを作製  

した。  

・レトロウイルスベクターSF¢MM－きの♯遣   

レトロウイルスベクターSFCMM－3は、／くンキングされたウイルス産生細胞株の培養上   



清中にウイルス粒子の状態で存在する。   

製造は全てモルメド社の管理された製造エリアにてGMP遵守下で行われる。   

⑧ウイルスベクターの構造   

レトロウイルスベクターSFCMM－3はパッケージングシグナルとしてV＋を有し、gag、  
po】、enVをコードする遺伝子は除かれている。   

④ウイルスベクターの生物学的特徴   

レトロウイルスベクターSFCMM－3はアンフォトロビック／くッケージング細胞株Åm12によ  

り産生されるので、マウス、ラット、サル、ヒト等を含む多くの種の哺乳類細胞に感染しう  
る。また、レトロウイルスベクターSFCMM－3は増殖能を欠いているので、遺伝子導入した  

末梢血Tリンパ球内でウイルス粒子を形成することはない。したがって、RCRが出現しな  
い限り周囲の細胞に感染することはない。  

1．遺伝子導入方法の安全性  安全性についての評価   
（王壇長子導入に用いるウイルスベクターの純よ   

レトロウイルスベクターSFCMM－3の製造は、モルメド社の管理された製造エリアにて  

GMP遵守下で行われる。製剤は、ロットごとにウイルス安全性を含め晶賞試験を行う。   

②血書に投与する物井の♯度及びその安全性   

患者に投与する物質は、HSVイK遺伝子導入ドナーTリンパ球及びその懸濁媒である  
RPMI16咄及びヒト血清アルブミン含細胞凍害保護濱（CP－1）である。細胞調製の際に用  
いられる培地、試薬専に関しては、遺伝子導入細胞を患者に投与する前に生理食塩水で  

じゆうぶんに洗浄されるので、患者に影響を及ぼすことはないと考えられる。   

③増殖性レトロウイルス（RCR）出現の可能性  

・レトロウイルスベクターの安全性   

レトロウイルスベクターSFCMM－3のゲノムは邸嶋、POl、enVをコードする遺伝子の全部、  

若しくは一部を欠如しているので、パッケージング細胞内でしか増殖できない。レトロウイ  
ルスベクターSFCMM－3上溝の試験項目にRCR試験が含まれており、RCR陰性の製剤だ  

けを臨床使用する。  

・パッケージング細胞の安全性   

Am12は、パッケージングに必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミドで別々に導入し  

た第3世代のパッケージング細胞株であり、RCRを産生する可能性は、第1世代及び第2  
世代／くッケージング細胞株と比較して極めて低い。従って、SFCMM－3DNAベクターと  
Am12の組み合わせにより作製されたウイルス産生細胞株を使用してレトロウイルスベク  

ターSFCMM－3を製造する過程でRCRが出現する可能性は極めて低いと考えられる。   
Am12を用いて産生したレトロウイルスベクター中にRCRを検出したという報告があり、  

Am12を用いてもRCR出現の可能性を完全には否定できないことを示唆している。一方、  

Am12を用いて多種類のウイルスのRCRチェックを試みたが検出されなかったという報告  

がある。 ・HSV－TK遺伝子導入ドナーTリンパ球の安全性   
HSV－TK遺伝子導入ドナーTリンパ球の調製完了後、RT－PCR法及びMusdunni細胞と  

の共培養後のPGイS＋L－テスト（以下、増幅法）によるRCR試験を行う。RT－PCR法によ  

る試験の結果、RCR陰性であった細胞だけが患者に投与される。増幅法による試験は日  

数を要するために患者への投与後に結果が判明する場合も考えられるが、万一不合格と  

なればその時点で臨床研究を中止して適切な措置を演ずる。   

④遺伝子導入に用いるウイルスベクターの錮胞■書性   

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

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

必須な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうるが、このような細胞の割  

合は少ないと考えられる。なお、レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療において細  
胞傷害性は報告されていない。   

⑥体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性   



本遺伝子治療臨床研究では、ドナーTリンパ球にexvivoでHSV－TK遺伝子を導入し、  

拡大培養や細胞洗浄等のエ程を経たあと患者に投与するので、感染性を持ったレトロウ  

イルスベクターSFCMM－3が点者に投与される可能性は低い。また、レトロウイルスベクタ  

ーSFCMMr3は増殖能を欠いているので、RCRが出現しない限り標的細胞以外の細胞に  

遺伝子が導入されることはない。   

⑥点書以外の人に遺伝子が導入される可能性   

本臨床研究の細胞調製は、当該操作にじゆうぶんな知識と経験を有する研究者のみが  

行い、細胞調製作業者に遺伝子が導入される可能性は極めて低いと考えられる。遺伝子  

導入操作はP2レベルの細胞調製施凝において行い、レトロウイルスベクターSFCMM－3  

の環境中への拡散を防止する。レトロウイルスベクターSFCMM－3は、増殉能欠損型なの  

で、患者を介して患者以外の人に遺伝子が導入される可能性は、大量のRCRが患者体  

内に存在しない限り非常に低い。   

⑦染色体内へ遺伝子が組み込煮れる場合の間糧点   

細胞の生存や柑附こ重要な遺伝子の近傍に挿入され、その遺伝子の発現が抑制され  

た場合にはその細胞は死に至る可能性があるが、このような細胞は遺伝子導入細胞のご  

く一部であると考えられるので、患者への影響は棲めて小さい。一方、がん遺伝子やがん  

抑制遺伝子の近傍に挿入され、これらの遺伝子の発現量が変化することにより当該細胞  

が無限増殖する可能性がある。   

⑧がん∬性の宥ホ   

レトロウイルスベクターの組込みが細胞の柑触ことって正に働く場合には、がん原性の  

問題が出現するが、本遺伝子治療は、1）対象が造血幹細胞移植を要する成人の白血病  

患者であること、2）分化した成紗Jンパ球への遺伝子導入であること、3）導入遺伝子  

（HSV－¶く及びALNGFR）は安全套置及びマーカーであること、から安全性が高い臨床計  

画と考えられているこ遺伝子導入細胞の患者体内におけるクローン増殖性については  

伽飽ramP価G鵬耶1¶edia鹿dPCR（UW－PCR）によってモニタリングすることにより、評価  

する予定である。  

2．止伝手よ物の安全性  
①川Ⅳ1腋遺伝子の■触発親   

HSV－¶くは、GCVとの組み合わせにより選択的自殺作用（HSV－TK／GCV自殺システ  

ム）を示す。一方、GCV非存在下、HSV一丁Kが触媒する反応は通常の細胞内で行われて  

いる代謝反応であり、過剰発現による体細胞への影響は小さいものと思われる。ただし、  

HSVl≠遺伝子発現細胞が免疫原となり、患者体内で当該細胞に対する細胞傷害性丁細  

胞くCTL）が誘導されることが過去の遺伝子治療臨床研究で示唆されている。このことは、  

GVM効果の長期継続に対する陣書となっている。HSV－TTVGCV自殺システムを利用した  

遺伝子治療臨床試験において、本自殺システムに関連する有害事象lま報告されていな  

い。   

⑳ALNQ閉遺伝子の耕発現   
ALNGFRは細胞内領域を欠損させており、細胞外領域及び細胞膜千通領域を有する  

たん白茸であり、ALNGFR遺伝子を中人したTリンパ球はNGFに対する反応を示さないこ  

とが報告されている。  

8．細胞の安全性  

①虞優子導入細膿の■♯方法  

ドナーリンパ球を抗CD3抗体で刺激した後、レトロウイルスベクターSFCMM－3に懸濁  

し、遠心法により遺伝子狂人を行う。抗LNGFR抗体及び磁気ビーズを用いて遺伝子ヰ入  

細胞を選択し、拡大培事を行う。培養終了後の細胞を洗浄し、RPM11糾0及びヒト血清ア  

ルブミン含細胞凍専保護液（CP－1）に懸濁して一旦凍結し、輸注時に解凍後、そのまま患  

者に投与する。   

Tr   



②塘♯細胞の純度   

全ての操作は国立がんセンター中央病院内に設置したP2レベルの無菌細胞調整施設  

内にて行われる。培養細胞間の細胞汚染を防ぐために、異なるドナー細胞への遺伝子導  

入を同時には行わない。また、細胞の取扱いはクラスⅡの安全キャビネット内で行い、感  
染性微生物の混入をI防ぐ。   

③細胞の遺伝子型、表現製の安全性   
抗LNGFR抗休及び磁気ビーズを用いた遺伝子導入細胞の選択により、ALNGFR陽性  

辛が90％以上のTリンパ球が得られることが知られている。過去の実績から、レトロウイル  
スベクターSFCMM－3により遺伝子導入したTリンパ球は非導入細胞と同様に、Tリンパ球  

としての機能を保持していることが確認されている。   

④故職者に投与する細胞の安全性   

投与する細胞はレトロウイルスベクターSFCMM－3により遺伝子導入したドナーTリンパ  

球である。現在、白血病に対するドナー」ノンパ球輪注は広く行われており、ドナーTリンパ  

球の投与がGVHD以外に患者に重大な影響を及ぼすことはない。遺伝子導入細胞の品  
質は、品質試験によって担保される。  

以下の理由により、本臨床研究は実施可能と判断される。   

1．本臨床研究で使用されるレトロウイルスベクターSFCMM－3はイタリアのモルメド社に   

よりGMPに従って製造され、本邦では筑波大学附属病院における臨床研究に使用さ   
れた実績がある。またモルメド社は、これを用いて調製したHSV－TK遺伝子導入Tリ   
ンパ球に対して、造血幹細胞移植における付加的治療として、2003年に欧州におけ   

るオーファン医薬品の指定を受けており、現在、同ベクターを用いて本臨床研究と同   

様の治験を欧州4施設において実施している。2005年1之月に開催された米国血液   

学会における発表では、途中経過として、その良好な経緯が報告された。  
このことから、ハブロタイプ一致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移埴後の   

HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球山Add－back”療法は、非常に有望であり、T細胞除去ミ   
スマッチ移植を安全かつ有効に行える可能性が示唆されている。   

2．国立がんセンター中央病院は我が国の悪性腫瘍治療の基幹病院である。   
本臨床研究対象疾患の診療では、設立以来の豊富な経験を有し、経験豊富なスタッ   
フを擁している。また、本臨床研究対象疾患に合致する患者が多く受診している。   

3，稔括責任者である平家勇司は、国立がんセンター研究所並びに中央病院において、   
細胞療法並びに遺伝子治療の開発研究を行ってきた。1997－1998年にかけて、米国   
アラバマ大学遺伝子治療センターにおいて、アデノウイルスベクター開発に携わると   

共に遺伝子治療臨床研究の研修を行った。前勤務地である国立病院四国がんセンタ   

ー（現独立行政法人国立病院機構四国がんセンター）では、治験を含む複数の臨床   

研究に携わった。現在、国立がんセンター中央病院・薬物療法部遺伝子免疫療法室   
において細胞療法並びに遺伝子治療の開発研究及び固形腫瘍に対する骨髄非破壊   

的前処置による同種造血幹細胞移植療法の臨床開発に従事している。分担研究者   
である、吉田輝彦並びに青木一教はベクター開発を含む遺伝子治療開発研究を行っ   

ている。高上洋一、飛内賀正、森慎一郎、金成元、福田隆浩、田野崎隆二は、造血   
幹細胞移植の専門家で、多くの治験並びに医師主導の臨床試験の実績がある。   

遺伝子治療臨床研究の  

実施が可能であると  

判 断 す る 理 由  



l．遺伝子治鵬床研究を含む全体の治療肘町  

①本ヰ床研究の≠旛に離し孤立がんセンター中央痛快内に設■される季■会・事務局   

本遺伝子治療臨床研究実施計画が了幕された鰍こ、遺伝子治療臨床研究効果安全性  

評価委員会及び遺伝子治療臨床研究実施事務局を国立がんセンター中央病院内に設置  

する。   

遺伝子治療臨床研究効果安全性評価垂鼻会及び遺伝子治療臨床研究実施事務局は  

遺伝子治鵬床研究審査雇眉会からは独立しており、それぞれ次に示す役割を担う。   

遺伝子治療臨床研究効果安全性評価重点会は、被験者選定の適格性確認の妥当性  

の判定、臨床研究の安全性の客観的な判定、臨床効果の客観的な判定、プロトコールの  

変更の妥当性確認、5例終了時点での臨床研究の目的が評価できたかについての判定  

等を行う。   

遺伝子治療臨床研究実施事務局は、遺伝子治療臨床研究効果安全性評価章魚会との  

連絡等事務局業務、症例登録業務等の本遺伝子治療臨床研究を適切に実施するための  

支操業務を行う。  

㈱究の実施手す  

榊・円－■膿」柑卜遺伝子ヰ入Tリン′Ⅶ・細胞の分離・郷処t   

適応が予測される被験者及びそのドナーに対し、文書によるインフォームドコンセントを  

行い、文書による同意が得られた場合、適格性を確認する。適格性が確認できた被験者  

及びそのドナーについて、遺伝子治療臨床研究実施事務局に本歯床研究への仮登録及  

び登録をそれぞれ依頼する。ドナーより、血叛、末梢血単核球（PBMC）画分及び末梢血幹  

細胞（PBSC）の採取を行い、一連の細胞調製を行う。遺伝子導入Tリンパ球は、晶賞を確  

認した後にAd臓kに用いる。PBSCについては、専用の細胞分離装置を用いてCD糾  

陽性細胞の分離を行い、この分離細胞を移植細胞とする。   

遺伝子導入Tリンパ球の調製及び移植細胞の採撤後、被験者の適格性を確認し、遺伝  

子治療臨床研究実施事務局に本臨床研究への本登録を依頼する。被験者が本登録とな  

ったことを確認した後、FhJdardine製剤、Thbtepa製剤、Thymo由ねれ製剤、及び放射線全  

身照射（TBI）による骨髄破壊的前処置を移植前処置として施行し、移植前処置の安全性  

及び原疾患の状態を確認する。  

トl＝一正∴症言五   

移植前処置故、CD糾陽性細胞の分離細胞4月×10●個／座以上を移植細胞として造血  

幹細胞移植を行う。  

遭血幹槻鶴一遺伝子ヰ 入Tリン／職人d仙   

移植直後の転帰の確認及び自発的な免疫系再構築の開始の確認を目的に造血幹細  

胞移植部＝訂後からヰ0訂後のⅧに棚者の検査・観察を行う。遺伝子導入Tリンパ球  

Adかbackは以下に従い、免疫再構築の確認が得られるまで最大3回、それぞれ定められ  

た日から7日以内に行うものとする。   

初回の遺伝子導入丁リンパ球A血H鮎忙k以降、GVHDが発症した場合には「GVHD発症  

時の対応」の項の記載lこ従い、治療を行う。   

初回のAddiback：自発的な免疫系再構築の開始が確認されない場合、かつGVHDを  
発症しないあるいはGrade Ⅱ以上の治療を必要とするGVHDを発  

症しない場合には造血幹細胞移植日を0日として42日目に1×100  

個／他の遺伝子キ入Tリンパ球をAddl隠止する。   

2回目のAdオー血塊：初回のA劇H矧止以降、免疫系再構築が確認されない場合、かつ  
GVHDを発症しないあるいはG何曲 Ⅱ以上の治療を必要とする  
GVHDを発症しない場合には初回のAd抽故から30日後に  

1×10丁盾／厄の遺伝子導入Tリンパ球をA山上も割譲する。   
3回目のAdd一由ck：2回目のAd（卜back以降、免疫系再構築が確認されない場合、かつ  

GVHDを発症しないあるいはGradeⅡ以上の治療を必要とする  

GVHDを発症しない場合には2回目のAddl椅Ckから30日後に  

1×1伊個／他の遺伝子導入Tリンパ球をAd抽蝕する。  
遺伝子尊入Tリンパ濾人血H鳩¢k畿のフォローアップ   

安全性の判定に関する検査・観察、免疫系再構築の判定に関する検査・観察、GCV製  

剤投与によるGVHD沈静化能の判定に関する検査・観察等を行う。  

遺伝子導入Tリンパ球のAddbkに伴い、重篤なGVHDが発症した場合には、GCV  

製剤を投与する。その場合、GCV製剤投与によるGVHDの沈静化俄に関する検査・観察  

実  施  計  画  

「T  
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を行う。  

本研究終了後も、被験者の生存期間中にわたり、追跡調査を行う。  

2．ドナー・棚者の遺択掛及び除外掛  

①ドナーの五択榊及び除外榊  

・遇択基準  

1） 被験者の4親等以内の血縁者である者。4親等以内には、父母、兄弟姉妹、祖父   
母、孫、叔父叔母、甥姪、従兄弟などが含まれる。  

2） 患者とのHLAが2抗原あるいは3抗原（血清聖）不一致のドナーである者。なお、   

不一致の対象となるHLA抗原はHしトA、B、DRとする。  

3） 登録時の年齢が20歳以上郎歳以下である者8  
4） ECOGPerbrmanceStatusが0である者。  

5） ドナーとしてじゆうぷんな心■肺・腎・肝機能を有する者。   

＞心電図上虚血性変化や治療を要する不整脈を認めない者。   

p血清クレアチニン値が1．5m〆dL未満及び血清総ビリルビン値が2．Om＆／dL  

以下の者。   

レ胸部X績写真で異常がなく、酸素非投与時の酸素飽和度が93％以上の者。   
♭ASTが引＝ル／L未満の者。   

レALTが引‖ル／L未満の者。  

6） ドナーとしてじゆうぷんな造血能を有する者。   

b白血球数が凱∝氾／〟L以上の者。  
ト血小板が130．000／〟L以上の者。   

＞ヘモグロビン濃度が13．0〆軋以上の男性、又は‖．0〆軋以上（鉄剤服用後   でも可）の女性。  

7） 本臨床研究協力に対する自由意思による同意が本人から文書により得られている  者。 ・除外掛  
1） 自己免疫疾患（膠原病を含む）の現有及び既往のある者。   

2） 静脈血栓、動脈硬化性疾患の現有及び既往のある者。  
3） うっ血性心不全、虚血性心疾患、脳血管病変の現有及び既往のある者。  

4） 問質性肺炎の現有及び既往のある者。  

5） 悪性腫瘍の現有及び既往のある者。  

6） 薬物治療を必要とする高血圧、糖尿病を現有する者。  

7） 牌腫を認める者。  

8） 臨床研究参加に対する同意に影響を及ぼす精神的疾患、薬物依存がある者。  

9） 重篤な薬剤アレルギーの既往がある者。  

10）MSF製剤に対するアレルギーがある者。  

11）妊婦あるいは妊娠している可能性がある者及び授乳中である者。  

12）日日s抗原、W抗体のいずれかが陽性の者。  

13） 他の歯床試験・蕗床研究に参加している者。  

14）その他、総括責任者（又は、治療に当たる分担研究者）が不適当と認めた者。   

②披■署の遭択さ攣及び除外掛  

・仮帥の五択掛及び静外蜘  
仮畳鰯択暮攣   

造血器悪性腫瘍患者の診断及び分類は新WHO分矧こ従うものとし、本遺伝子治療臨  

床研究による治療効果が、現在可能な他の方法と比較して優れていることが予測され、  

かつ以下の1）～8）の全てを満たす患者を対象とする。   
なお、選定にあたっては、捷供可能なHUl適合または1抗原不一致（血清型）の適切な  

血縁ドナーの存在の確認及び骨髄バンクの検索サービスを用いての非血縁ドナーの存  

在の確認を行い、さらに日本さい帯血バンクネットワークの検索システムを用いての移植  

可能な臍帯血の存在を確認するものとする。なお、患者の疾患、病期、候補となる臍帯血  
ユニットの細胞数及び目しへ等を慎重に検討した上で、選定の時点で得られてしヽる日本さ  
い帯血バンクネットワークが公式に公開している最新の治療成績で、95％信頼下限が50％   



を超えている疾患、病期の組み合わせについては、臍帯血移植を優先する。  

1） 以下のいずれかを満たす患者  

レ高リスク急性骨髄性白血病の初回克解期。高リスクとは、1回の見解謂入療法に  

て完全鼻解が得られなかった、初発時白血球数が2仇∝氾′〟l以上、ニ次性白血  

病、MO、M¢、M7、又は予後不良染色体異常【複雑な異常、－7，－5．ah（3q），由l  

（軸）〕を有する、のうちいずれかの条件を満たす例とする。  

＞急性骨髄性白血病（ニ次性含む）の第二以上の克解期。  

p骨髄異形成症候群のうち、炉SS（h鹿ma七○周＝⊃聯iさScαingSy或em）  

l血b－2以上の予後不良群。  

一骨隠異形成症候群であり、遇10単位以上の血小板輸血、もしくは2遇に2単位以  

上の赤血球輸血を要する輸血依存例。  

一便性骨髄性白血病の第一便性期以降の慢性期、又は移行期。メシル酸イマテニ  

プによる治療塵を有する例に取る。  

一高リスク急性リンパ性白血病初回克解期。高リスクとは、初発時年齢が卸歳上以  

上、初発時白血球数3q000／〟l以上、表面形質がm虞ureB－00H又はea巾T一報Il  

である、予後不良の染色体異常【t（9；畏），t（ヰ；11）．t（1；19）．h押収純血抽－7，周〕を  

有する例、圭解導入に4遁間以上要した、のうちいずれかの条件を満たす例とす  

る。  

一息性リンパ性白血病の第二以上の克解期。  

2） 提供可能なHLA適合く1抗原不一致く血清型）含む）の適切な血縁ドナー及び非血   

縁ドナーがいない患者。  

3） 選択基準に合致し、除外基準に抵触しないドナーを有している患者。  

ヰ） 造血幹細胞移植後9カ月以上の生存が可能であると思われる飽歳以上餌歳以下   

の患者。  

5） ECOGPerfbrTTmStatusO又は1の患者。  

6） 以下の全ての主要臓器機能が保たれている患者。   

レ酸素非投与下での動脈血中酸素飽和度が93％以上（軽皮的測定でも可）   

ト血清クレアチニン値が施設基準値上限（男性：1．1m〆dし、女性：0．7m〆dL）の2倍  

以内   

か血清ビリルビン億が乙Om〆dL以下   

トASTが施設基準値上限（㌫＝M／Uの3倍以内  

・＞ALTが施設基準値上限（男性：42nJ／L、女性：271U／L）の3倍以内   

♭心t図上、治療を要する異常を認めない  

7） 岳床研究参加期間中に安全性や免疫系再構築等、必要な評価が可能であると考   

えられる患者。  

8） 治療開始にあたり、自由意思により文書で同意が得られた患者。  

仮t♯精臓外－■  

1） CMV感染症を発症、又はGMV抗原血痕を呈し、ガンシクロビル製剤にて治療中の   

患者。  

2） ACV製剤で治療中の患者。  

3） 心エコーにて安静時の心駆出率が茨粍未満の患者。  

4） インスリンの継続使用によってもコントロール不良の糖尿病を有する患者。  

5） コントロール不良の高血圧症を合併する患者。  

6） 本臨床研究の参加に対する同意に影響を及ぼすような挿神疾患、薬物依存症など   

の疾患を有する患者。  

7） 治療を要するアレルギー、又は本臨床研究で用いられる薬剤に対してアレルギー   

のある患者。  

8） 活動性の感染症を有する患者。  

9） 中枢神鰻系にコントロール不能な明らかな腫瘍細胞の浸潤を認める患者。  

10）活動性の圭複痛がある点者。  

11）過去にTBL全身リンパ節照射くm）を実施した患者。  

12）W抗体陽性、日日s抗原陽性、又はHCV抗体陽性の患者。  
13）妊婦、妊娠の可能性のある患者、授乳中の患者又は臨床研究終了後5年間の避   

妊に協力できない患者。  

1ヰ）他の韓床試験一睡床研究に参加している患者。   

l   



が不適当と認めた患者。  総括責任者く又は治療にあたる分担研究者）   15） その他、  

ヰ登録時の遇択掛及び除外掛  
杢豊…択蝉  
1） 本臨床研究への参加の同意の撤回がない患者。  
2） 本臨床研究におけるAdかぬ故に必要な量の遺伝子導入Tリンパ球が得られた患   

者  

3）ドナーから採取された純化後のCD34陽性細胞数がヰ・0×10咽／短以上の患者。  
4） 造血幹細胞移植後9カ月以上の生存が可能であると思われる患者。  
5） ECOGPerforTTunCeStatusO又は1の患者。  
6） 以下の全ての主要臓器機能が保たれている患者。   

一散素非投与下での動脈血中酸素飽和度が93％以上（経皮的測定でも可）   

＞血清クレアチニン値が施設基準値上限（男性：1．1mg／dL、女性＝0・7m邑／dL）の2倍   
以内   

か血清ビリルビン値が2．Om〆dL以下   

レASTが施設基準値上限（㌫＝ル／L）の3倍以内   

＞ALTが施設基準値上限（男性：421U／L、女性＝27nJ／L）の3倍以内   
一心電図上、治療を要する異常を認めない  

7） 臨床研究参加期間中に安全性や免疫系再構築等、必要な評価が可能であると考   
えられる患者。  

本曇♯晴職外基準  

1） CMV感染症を発症、又はCMV抗原血症を呈し、ガンシクロビル製剤にて治療中の   
患者。  

2）  移植した末梢血幹細胞の生者が確認できない患者。  
3） 治療を必要とするGVHDが発症した患者。  
ヰ） ACV製剤で治療中の患者。  

5） 心エコーにて安静時の心駆出率が試粍未済の患者。  
6） インスリンの継続使用によってもコントロール不良の糖尿病を有する患者。  
7） コントロール不良の高血圧症を合併する患者。  
8）本臨床研究の参加に対する同意に影響を及ぼすような精神疾患、薬物依存症など   

の疾患を有する患者。  

9） 治療を要するアレルギー、又は本臨床研究で用いられる薬剤に対してアレルギー   
のある患者。  

10）体表面積当たりのクレアチニンイりアランスが甜mし′分／m2未満［標準体表面積  

1A8mヱで井出した場合のクレアチニン・クリアランスが卸mL／分未満］。  
‖）活動性の感染症を有する患者。  

12）中枢神経系にコントロール不能な明らかな腫瘍細胞の浸潤を認める患者。  
13）活動性の重複痛がある患者。  
14）過去にTBLTUを実施した患者。  
15）HⅣ抗体陽性、HB＄抗原陽性、又はHCV抗体陽性の患者。  
16）妊婦、妊娠の可能性のある患者、授乳中の患者又は臨床研究終了後5年間の避   

妊に協力できない患者。  

17）他の臨床試験・歯床研究に参加している患者。  
18）その他、総括責任者（又は治療にあたる分担研究者）が不適当と認めた患者。   

8．豊♯  

①ドナーの豊♯   
自由意思による文書同意を得た後、適格性確認に必要な検査欄察を行う。適格性が  

確認できた場合、遺伝子治療臨席研究実施事務局にドナーの登録を依頼する。   

②桝の仮登録   
自由意思による文書同意を得た後、適格性確認に必要な検査・観屠を行う。適格性が確  

認できた囁合、遺伝子治療臨床研究実施事務局に被験者の仮登録を依頼する0  

③相手の本塁鋳  
造伝子導入Tリンパ球の調製及び移植細胞の採取後に  被験者の適格性を確認する   



遺伝子導入丁リンパ球が調製後の品質試験に不合格となった場合、本臨床研究における  

Add－backに必要な細胞致の遺伝子導入Tリンパ球の確保ができなかった場合、及び純  

化後のCD糾陽性細胞数が移植に必要な故に満たなかった場合には、本登録には移行  

せず、臨床研究は中止とする。適格性が確認できた唖合は、遺伝子治療臨床研究実施事  

務局に被験者の本登録を依頼する。  

l．ドナー・棚書に対する悦明及びその間暮の取得方法  

①披牧者に対する説明及びモの同士の取得方法   

開始に先立ち、被験者の同意を得るに際し、遺伝子治療臆床研究審査委兵舎の承認  

が得られた同意説明文書を説明の前、又は説明するときに渡し、内容にそって口頭で詳し  

く説明する。その後、自由意思による同意を文書にて取得する。なお、同意を取得する前  

には、茸間する堆会と蕗床研究に参加するか青かを判断するじゆうぶんな時間を被験者  

本人に与えることとし、質問についてはじゆうぶんに答える。   

②ドナーに対する説明及びその同書の取得方法  

ドナーよりPBMC及び血鞍を採取するに先立ち、ドナーの同意を得るに際し、遺伝子治  

療臨床研究審査委月余の承辞が得られた同意説明文書を説明の前、又は説明するとき  

に漉し、内容にそって口頭で辞しく説明する。その後、自由意思による同意を文書にて取  

得する。なお、同意を取得する前には、賞間する機会と臨床研究に参加するか否かを判  

斬するじゆうぶんな時間をドナー本人に与えることとし、賞間についてはじゆうぶんに答え  

る。   

⑳ドナ・叫棚書に対する悦明の体制  

♭被験者の同意を取得する前には、移植専門医に加えて血液科医師等が参加するカンフ  

ァレンスにて当該棚者の症例を紹介し、客観的な判断に基づいた確認を得るものとす  

る。被験者への税明の際には、総括責任者（又は治療にあたる分担研究者）からの説明  

に加え、がん専門看護師から異なる立場で説明補助を行う。さらに、必要に応じ院内外  

の移植専門医が中立的立場での鋭明を行うものとする。  

－ドナーに対する説明は、被験者と別に行うものとする。また、ドナーとなることに同意する  

以前に患者より有形・無形の圧力がかからないように配慮する。  
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5．蜘期間及び目舶例故  
実施期間は厚生労働大臣から実施が差し支えない旨の回答を得た時点から最長3年間  

である。各症例毎の実施期間は、最終の遺伝子斗入Tリンパ球Add－back後8カ月蓬で、  

臨床研究終了後も当該被験者の生存期間にわたり長期追跡調査を実施する。   

目標症例数は10例とする。なお5例終了時点で、遺伝子治療臨床研究効果安全性評価  
委員会にて、以降の研究の継績の可否について♯議を行うものとする。手掛こより、当該  

遺伝子治療臨床研究の目的がじゆうぶんに評価されうると判断された場合には、その5例  

をもって当該遺伝子治療臨床研究は終了とする。  

l．■長子治■慮床研究の実施方法  

①対照群の投走方法   

特に設けない。   

②遺伝子導入方法、遺伝子礪入Tリン′職の追加■注（Adむb■¢揖讐   
rドナーからのPBMCの採取」～「CD34陽性細胞採取」については別表に定めたr①蕗  

床研究実施スケジュール（ドナー）」で実施する。  

・ドナーからのPBMOの攫取   

ドナーの選択・除外基準に関する適否を確認した後、ドナーの健康診断を行い、異常が  
ないことを確認する。同意取得日から採取当日までの使用薬剤についても確認する。血  
球分離装置にてドナーよりPBMC画分を採取する。採取する細胞数は、輸注に必要な遺  
伝子導入Tリンパ球の必要量によって異なるが、1×1010個を採取目標tの長大とし、1回  心
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のアフェレーシスにつき最大2（船mlノ短の血液を処理する。  

ドナーからのP8MC画分採取lま、国立がんセンター中央病院内に設置する遺伝子治療  

臨床研究実施率叛局での本臨床研究へのドナーの登録、被験者の仮登録後に行う。  
・遺伝子導入Tリンパ球の調製   

採取されたドナーPBMC画分を用いて、「安全性についての評価3．細胞の安全性①  
遺伝子導入細胞の調製方法」の記載に従い、細胞調製を行う。細胞調製後、「安全性につ  
いての評価3．細胞の安全性④被験者に投与する細胞の安全性」の記載に従い、遺伝  
子導入Tリンパ球としての品質を確認したうえで、A舶」）試kに用いる。  

・∝朋欄他鵬胞採取   

CD射爆性細胞の動員・採取は「同種末梢血幹細胞移植のための健常人からの末梢血  

幹細胞動員・採取に関するガイドラインく日本造血細胞移植学会・日本輸血学会、20朋年  

4月21日 改訂第3版）」に準じて行う。なお、動員・採取中はもとより採取終了後もドナー  
を慎重に観察し、安全の確保に努める。  

牒欄血幹細胞榊   
移植治療前に末梢ラインあるいは中心静脈ラインを確保し、移植日に用意した移植細胞  

（CD34陽性細胞の分離細胞4．0×108個／短以上）を末梢ラインあるいは中心静脈ラインか  

ら患者に輸注する。  
・遺伝子導入Tリンパ球の人血H〉血  

「実施計画1．遺伝子治療臨床研究を含む全体の治療計画②本臨床研究の実施手  
順造血幹細胞移植後～遺伝子導入Tリンパ球Ad抽故」の記載に従う。  

QⅥ寸D発癌時の対応  

GVHDに対する治療：遺伝子導入Tリンパ球のAdd」沌Ck後、GVHD発癌時には免疫系再  
構築の有無にかかわらず、以下に従う。   

G帽由Ⅰの急性GVHDが発症した場合には、そのまま経過観察を行う。   
GradeⅡの急性GVHD又は慢性GVHDが発症した囁合には、総括責任者の判断の   

もと、治療を行ってもよい。   
GradeⅡ以上の急性GVHDを発症した場合、又はGrade Ⅱの急性GVHD又は慢性   

GVHDを発症しかつ稔括兼任者により治療が必要であると判断された場合、GCV製剤   
5m〆k〆回を1日2回7～14日間点滴静注する。GVHDが改善しない場合は、免疫抑   
制剤（例、タクロリムス製剤、メチルプレドニソロン製剤及びシクロスポリンA製剤）を総   

括責任者の判断により投与する。GVHDの改善の判断は、日本造血細胞移植学会の   
r造血細胞移植ガイドラインーGVHDの診断と治療に関するガイドライン」に示された「標   

準的なs餌m血け抽汀帽ntの治療適応」に記載の基準に従う。   

重篤なGVHDが発症し、GCV製剤を投与してもGVHDが改善しない場合のsecondary   

血加1即tは本実施計画では規定しない。  

GVHD治療後の遺伝子導入Tリンパ球のAdd－back：遺伝子導入Tリンパ球のAd抽ck  
後に、Grade Ⅱ以上のGVHDが発症し、GCV製剤投与により、じゆうぶんに沈静化できた  

場合には、GCV製剤投与直前の遺伝子導入Tリンパ球のAdd」泊Ckが初回あるいは2  

回目の場合に限り、GCV製剤投与終了後、総括責任者の判断により1×1伊隠／短の細胞  
数の遺伝子導入Tリンパ球をAddl烙Ckすることができる。発症したGVHDがGCV製剤  

投与に反応しない場合には、新たな遺伝子導入Tリンパ球の輸注は行わず、本臨床研究  
を中止するものとし、以降の治療は規定しない。  

OMV感染症農の対応   

適宜ホスカルネットナトリウム製剤を投与する。  

細書、暮菌感染時の対応   
本実施計画では規定しない。症状に応じて、適切な抗生剤、抗真菌剤を投与する。  

再発時の対応   

研究を中止し、以降の治療については規定しない。   

③伽t及び併用■法の雪女  
・紺処t   

骨髄破壊的前処置法として、TB）（7．5Gy単回照射Day－9）＋thiotepa製剤（5  

m〆k〆q12h Day－8）＋刊udarabine phosphate製剤（40mg／m2／日Day－7～Day－3）＋  
me軌y匝doni∽bne製剤（2mg／k〆日）と併せてThymogl止血1製剤〔3m踊日  

（Merieux）あるいは5mgAd日（FresenhJS）Day－8－Day－2〕＋安静（Day－1）を用いる。   



・静蓉され魯併用■法  

メシル攣イマチニプ  

慢性骨髄性白血病に対しては、前処置開始までに終7する。  

感彙癒予肪凛  

細菌感染症予防：前処置開始時から好中球の生着確認時までキノロン系経口薬を投与。  
真菌感染症予防：フルコナゾール製剤200m〆日を前処置開始時から免疫系再構築確  

認時まで投与。カリニ肺炎予防のため、Su胞mぬox詑Ok／T㈱m舎利を前処置開  

始前は連日少なくとも2遇間、好中球の生着後から少なくとも免疫系再構築確認時までは  

過に2回、1日4錠の2分割投与。  
ウイルス感染症予防：単純ヘルペス感染症及び帯状癌疹予防のため、ビダラビン製剤を  

Day－7からDay35まで1，500mg／日、点滴静注で投与。CMV感染予防として、CMV抗原  
血症検査（C7寸胴PあるいはClO／Cll）を生着後DaylOOまで遇に1固ずつ施行する。  

CMV抗原血痘検査の結果に基づいて適宜ホスカルネットナトリウム製剤を投与。  

・併用♯止■建  

一移植前処置開始時以降、施床研究参坤期間中を通じ、移植前処置で用いる以外の抗が  
ん利治療は禁止。ただし、仮登録から移植前処置開始までの期Ⅶについては、他の抗  
がん湘による治療を禁止しない。  

一乗梢血幹細胞移植後のシクロスポリンA製剤の使用は禁止。又、原則としてMSF製  

剤の投与も禁止。  
t＞初回の遺伝子導入Tリンパ球の輸注以降は、GCV製剤・ACV製剤の投与は寮止。   

㊨■床横ま爛眉及びt凛Ⅷ旧  

被験者の適格性他の確認、本臨床研究l享おける安全性の判定、免疫系再構築の判定、  
GCV製剤投与によるGVHロ沈静化の判定、治療反応性の判定∵等のために以下の検査・  

観察を別表に定めた「②臨床研究実施スケジュールく患者）」で実施する。  

・棚書の暮格性他の櫛こ隅する臓一榔  
ドナー背景：Huの聖、現有、既往、白鷺症髄、他覚所見（P併向nmn恍S触等）、心t  

園、血液学的検査、血液生化学検査、感染症検査、胸部X線検査、動脈血液中酸素飽和  

虔∵等  

被験者仮登録時：HLAの型、臨床診斬名・病歴、現有、既往、HUl適合又は1抗原不一致  
の血縁ドナー・の有無、妊娠の有無、自覚症状、他覚所見（Pe血S也山S専）、心エコ  

ー、心t園、動脈血液中酸素飽和虔、胸部X繍検査く感染症の検査として）、血液学的検  
査、血液生化学、感染症検査 等  
被験者本登録時：現有、既往、妊娠の有無、自覚症状、他覚所見（P餅向me S触  

等）、心エコー、心t図、動脈血液中酸素飽和虔、胸部X繰検査（感染症の検査として）、  
血液学的検査、血液生化学検査、感染臆検査、ドナーからの採取CD糾陽性細胞数、遺  
伝子導入Tリンパ球数、クレアチニン■クリアランス、尿定性 等  

・細胞敵   
移櫨されたCD封陽性細胞数、及びこれに含まれるm陽性細胞数  

・●血状況   

輸血日、血小板輸血王（単位）、赤血球輸血1（単位）  

・併用榊用棚   
併用薬剤名、1日用法用土、併用期間、使用目的  

・遺伝子導入Tリン′q徽   

輸注した遺伝子導入Tリンパ球数  

・∬痍鳥に関する檎董・僻   

臨床棒査〔芽球の有無、ヘモグロビン1、好申球数、血小板数、u州、C肝、血清t解  
茸（Ca）〕、骨髄像く有機細胞数、腫瘍細胞割合、骨髄球の成熟、形態学的異常、巨桟球  

数、M作比）、細胞遺伝学的検査、分子学的検査、キメリズム解析、腫瘍関連症状（発熱、  
盗汗、体重減少）、血清M蛋白・尿中M蛋白、画像診断  

・安全性の判雇に騨す細・t♯   

臨床検査（血液学的検査、血液生化学検査、免疫学的検査、感染症検査、尿定性検査  

等）、有害事象（感染事象、GVHD、岳床検査値異常変動含む）、RCR発現の有無、  
∪仙トPCRによる遺伝子導入Tリンパ球クローナリティー解析  

・免疫系榊集の判走に関する橡暮・榔   



末梢血中のCD3陽性リンパ球数、末梢血中のリンパ球の免疫表現型、末梢血の免疫 回復の細胞生物学的解析及び分子生物学的解析  
・GCV製剤投与によるGVHD沈静化能の判定に関する♯董・畿嚢   

GVHD症状評価、GCV製剤投与無効時の免疫抑制剤使用頻度、GVHD発症組轍にお  

ける遺伝子導入Tリンパ球の存在確認（実施可能な堵合）  

・モの他の検査・徽♯  

÷ 十十＋㌍←巳   

腫瘍性疾患に関わる検査、転帰、最終確認日  

治療を要した感染事象の頻度、事象確認日、転帰、最終確認日  
♯注換血中鋤職   

抗LNGFR抗体を用いたFACS解析、又はPCR法を用いて測定された血中遺伝子導入  
Tリンパ球比率の推移  

研究艇丁後の追跡計土   

木瞳床研究終了後も生存期間中にわたり、以下の項目について追跡調査を行う。  
bRCR出現の有無  

♭血中遺伝子導入Tリンパ球比率測定  

－しW－PCRによる遺伝子導入Tリンパ球クローナリティーの解析  

一転帰（原疾患評価、生死の別、最終㈹日）   

⑧予瀾され珊作用及びその対処方法  

・ドナー末梢血リン／脚に伴うドナーーヘの危験性   

ドナーからのリンパ球採取は基本的に安全性が確立した手技であるが、特に以下の4  
点には注意を払う。対処法については、下記の記載のほか、「日赤成分採血マニュアル」  

の記載に従うことする。  
一任カルシウム血痕  

（対処法）予防のため、カルシウムを補充。  

♭中心静脈確保の必要性  

（対処法）習熟した医師が行う。合併症発生時には症状にあわせ薬剤投与・処置を行う。  
♭リンパ球採取後の血球減少  

（対処法）原則的に経過観察する。血小板については、必要に応じて返血を行う。  
＞一時的な血圧低下  

（対処法）生理食塩水の点滴により対処可能。  

・ドナー乗積血幹細地欄職に伴うドナーヘの先験性  

「ドナー末梢血リンパ球採取に伴うドナーヘの危険性」で示した以外に、以下の2点に  

注意を払う。  
ひ血管迷走神軽反射を認めることがある。  
（対処法）必ずECGモニターを用い、硫酸アトロピン、エチホール、エフェドリンなどを直ち  

に静注するための準備を行う。  

♭採取後に血小板戚少が高頻度（5仇以上）に見られ、犯0（氾／〟L未満の高度の血小板  
減少も少なからず見られる。  

（対処法）採取終了後1邁間くらいは血小板数を確認し、採取前値への回復を確認する。  
PBSC動員から採取終了までアスピリン製剤は使用しない。  

・T細胞持去造血和地榊に伴う触手への危験健  

一感染症を主要因とする移植関連死  

（対処法）本遺伝子治療実施計画では規定しないが、医師の判断による適切な予防投  
薬等の徹底した予防策を実施し、早期発見により早期治療を行う。  

b原疾患の再発  

（対処法）本遺伝子治療歯床研究を中止し、以降の治療については規定しない。  

・遺伝子ヰ入Tリンパ球ん掛・bl帖kに伴う棚書への危険性  

レ投与時に被験者に発熱、悪寒、筋痛等を認めることがある。  
（対処法）鎮痛解熱剤等の適切な薬剤にて対処する。  

♭重篤なアレルギー反応を認めることがある。   



（対処法）輪注速度を遅くし、経過観察を行う。  

＞重症のGVHDを発症することがある。  

（対処法）「実施計画8．遺伝子治療臨床研究の実施方法②遺伝子導入方法、遺伝子  
辛入Tリンパ球の追加輸注（A血H矧虎）等・遺伝子導入Tリンパ球の  

Ad血kGVHD発症時の対応」の記厳に従う。  

・ガンシクロビルく∝Ⅳ）♯槻与に伴う棚書への危険性  

遺伝子導入Tリンパ球を輸注した被験者におけるGVHD発症に対する治療に使用され  

る用土（10m据日）は、CMV感染に対する治療に使用される用土であり、腎機能に障  

害がある場合にはその程度に応じて適宜減量する。GCV製剤の使用には、骨髄抑制、消  
化管障書、腎機能障害等の副作用を伴う可能性があるので、じゆうぷんな観察を行い、減  
主君しくは投与を中止する等の適切な処置を講じる。  

・R¢Rの危険性  

本臨床研究においてはRCRが出現する可能性は極めて低いが、出現した場合、悪性リ  

ンパ腫を発症する可能性も否定できないので、被験者の経過を注意深く観察して対処す  

るものとする。   

⑥遺伝子治棚研究の評価方法、騨価榊及び中止判走榊  
安全性、免疫系再構集、GCV製剤投与によるGVHD沈静化能等に関する検査・観察ス  

ケジュールは、別表に定めたr②臨床研究実施スケジュール（患者）」に記載の通りであ  
る。  

本臨床研究の主たる評価は遺伝子キ入Tリンパ球最終Ad臓k後6カ月までのデータ  
によって行われるが、遺伝子導入丁リンパ球のクローナルな増殖、RCR出現の可能性を  

完全には否定できないため、遺伝子治療を受けた被験者については臨床研究終了後も  
生存期間中にわたり、以下の項眉について年1回のフォローアップを行う。  
－RCR出現の有無  

－∪㈹Rによる遺伝子導入Tリンパ球クローナリティー・の解析  

一転帰（原疾患評価、生死の別、醐日）  

・安全性の倒億方法、榊  

安全性lこ解す墨判定l劇暮・脚目  
一臨床検査  

一有事事象  

レRCR  

ケ∪鳩トPCR  

安全性に騨する判定榊・評価方法  

一臨床検査については、検査値の異常及び異常変動を判定する。  

臨床検査値の異常の判定は、国立がんセンター中央病院の基準範眉を逸脱した場合  
とする。  

異常変動「有」の判定は、正常値→異常値、もしくは異常値→異常値の増強がみられた  
場合に、その妬床的意義を考慮して判断する。これに鼓当しない場合においても、その  

変動の臨床的意義を考止した結果、異鎗変動「有」と判断された場合も含まれる。  
♭開始時より終了時までの臨床研究期間中を通して発生した有害書たについて、その症  

状、発現時期、程度、臨床研究継続・中止の別、処せの有無及び内容、遺伝子導入Tリ  

ンパ球輸注との因果関係、甜（回復した場合にはその回復日）を調査し、そのグレード  
及び遺伝子導入Tリンパ球A助成との因果関係を判定する。  
有害事象のグレードは、2003年米国N血ICawlnstね鵬（NCりが発表した  
rcomm抑Tmimぬ訂Cr軸af加A血耶e EⅥmb v3．0（CTCAE v3．0）一日本許訳  
JCOG／JSCO版－2∝甘年10月27日～」に従い、判定を行う。  

因果関係は、被験看の状態、既往歴、合併症、併用薬、Ad血kと有害事象発現の時  
間的関係及びAdd」鳩血自体の桝等を考慮し、「関連あり・関連があるかもしれない・  
おそらく関連なレ関連なし」の4分類で判定する。  

－末梢血中のRCRを仔トPCR法により測定する。  

レ∪加一PCRについては、遺伝子導入Tリンパ球のクロナリティーを検討する。  

・免疫系榊の判定方法、紳  
免疫系幕槻の判定に必事な檎董・書洞目  
卜末梢血中のCD3陽性リンパ球数  

竜三   



＞末梢血中のリンパ球の免疫表現型  

＞末梢血の免疫回復の細胞生物学的解析及び分子生物学的解析  

免疫系再檎墓に関する判定掛・評価方法  

一別表に定めた「②臨床研究実施スケジュール（患者）」に従い、免疫表現型に関する検査  

を行い、「GVHD発症の有無に関係なく、2回の連続した検査でCD3陽性細胞数が1LLl  

あたり100を超えるとき免疫再構築が達成されたと判定する。」という基準に従い、免疫  

系再構築の達成を評価する。  

＞末梢血中のリンパ球の免疫表現型をヒトリンパ球マーカーに対する各種抗体（CD3、  

CD4、CD8、CDllc、CD56、CD123等）を用いたFACS解析により評価する。  

c＞細胞内サイトカインの測定、Pentamer解析、T細胞受容体レ／iトア解析、TREC法を用い  

た解析等により評価する。  

・G即製刑投与によるQVHD沈静化俄の判定方法、掛  
∝Ⅳ劇朋によるQⅥ1D沈削ヒ能の判定に必羊な捜査・観相目  

かGⅥ1D症状評価  

♭GCV製剤投与無効時の免疫抑制剤使用頻度  

＞GVHD発症組織における遺伝子導入丁リンパ球の存在確認（実施可能な場合）  

G¢∨製剤による帥D沈書化能に＃する判定掛t醐目  
♭GCV製剤投与によるGVHD沈桝ヒの評価を行う。  

E＞GVHDに射しGCV製剤を投与したが、GVHDが改善せず免疫抑制剤を投与した場合を  

集計し、その頻度を検討する。  

一組織診断用の検体採取が可能な場合、組織切片を作製し、抗LNGFR抗体を用いた免疫   

染色により遺伝子導入Tリンパ球の存在を確認する。もしくは、検体からMを抽出し   

てリアルタイムPCRを用いてレトロウイルスベクターSFCMM－3に特異的な領域を測定す  

ることにより遺伝子導入丁リンパ球の存在を確認する。  

・ヰ床研究の中止判定掛  

■々の桝での中止  
同意取得から前処置までの開始前：以下の場合には、遺伝子導入ドナーTリンパ球の  

A仙故を行わず、臨床研究を中止し、以降の治軌こついては規定しない。   
＞被験者あるいはドナーの同意が撤回された場合   

一棚看あるいはドナーが選択基準に合致していないことが判明した唖合   

司掛験者あるいはドナーが除外基準に抵触していることが判明した場合   

F症状が悪化し、韓床研究の実施が困難と総括責任者（又は治療にあたる分担研究   

者）が判断した場合   

b有害事象発生のため、臨床研究の実施が困難と総括責任者（又は治療にあたる分担   

研究者）が判断した場合   

レその他、睦床研究の実施が適当でないと総括責任者（又は治療にあたる分担研究者）   

が判断した囁合  

前処置開始後から遺伝子導入Tリンパ球Adオーぬ洩前：以下の場合には、臨床研究を中  

止し、以降の治療については規定しない。   

＞被験者の同意が撤回された場合   

＞重篤なCMV感染症が発症し、GCV製剤を投与するに至った時   

♭移植した末梢血幹細胞の生着が確認できない壌含   

c＞初回の遺伝子導入Tリンパ球Add」泊Ckより前に、治療を必要とするGVHDが発症  

した場合   

レ有害事象発生のため、臨床研究の実施が困難と総括責任者（又は治療にあたる分担   

研究者）が判断した鳩舎   

レ症状が悪化し、臨床研究の実施が困難と給括受任者（又は治療にあたる分担研究   

者）が判断した鳩舎   

＞その他、臨床研究の実施が適当でないと総括兼任者（又は治療にあたる分担研究者）   

が判断した場合  

遺伝子導入Tリンパ球Add」沌Ck後：以下の場合には、臨床研究を中止し、以降の治療に  

ついては規定しない。   

p被験者の同意が撤回された場合   

一重篤なGVHDが発症し、免疫抑制剤を投与するに至った時   

卜重篤なCMV感染症が発症し、GCV製剤を投与するに至った時   



ーRCRの出現が認められた時   

少者専事象廃生のため、臨床研究の実施が困難と稔括責任者（又は治療にあたる分担   

研究者）が判斬した堵合   

一症状が悪化し、岳床研究の実施が困難と総括兼任者（又は治療にあたる分担研究   

者）が判断した場合   

pその他、臨床研究の実施が適当でないと総括責任者（又は治療にあたる分担研究者）   

が判断した場合  

血床研究会体の中止   

以下に故当する被験者の安全性に重大な影響を及ぼし、臨床研究の実施に影響を与  

え、又は臨床研究継続に関する遺伝子治療臨床研究手套季長会の承諾を変更する可能  

性がある情報を得た場合は、遺伝子治療臨床研究効果安全性評価委員会に意見を求  

め、その提言を参考にして分担研究者と協議し、本臨床研究の中止を決定することができ  

る。   

－最初の5例の遺伝子治療実施例に、免疫系再構築を確認できた症例がなかった旨の   

情報   

か最終Ad止血k後8カ月以内の被験者の死亡に関する什報   

一重篤な有事事象lこ関する情報   

一遺伝子ヰ入丁リンパ球A血H抑止との因果関係を否定できないg帽血Ⅳ以上の有害   

事象（副作用）に関する情報   

E・遺伝子導入Tリンパ球＾ddbck後のGCV製剤投与により沈静化できないGVHD発   

症例に関する情報   

－その他、総括責任者並びに分担研究者が中止すべきと判断する情報   

①暮鷺な書書事■が増した■せの檜■   

臨床研究との因果関係の有無に関わらず、重篤な有害事象が発現した場合は、適切な  

処せを行うとともに、国立がんセンター中央病院ゐ規定に従い、国立がんセンター稔長に  

報告する。国立がんセンター総長はその旨を速やかに厚生労働省に報告する。   

⑧虚例珊こ嘱する脚の脚   

力ルテとは別に本臨床研究書用の症例報告書を作成する。   

⑳拙の鮮及び成■の公濃の方法   
t己錬の保存は、国立がんセンター稔長が指名した保管責任者が適切に行う。   

成績の公表は、ドナー・被験者本人の同意のもと、研究者全点の合意を待て行う。公表  

の際には、被験看のプライバシ」こじゆうぷんに配慮し、個人情報が特定できないよう必  

要な措置を行う。   

⑩■人職の細の蜘  
・■人情冊に剛する責♯   

国立がんセンターの保有する個人什報の適切な管理のために必要な措置について定  

めた国立がんセンター保有個人情報管理規程に従い、保有する個人情報の漏洩、棚な  

どを防止し、適正な管理を図る。  

t■人側の取得と利用に関する側陽  

一診療・研究機関としての国立がんセンター中央病院における一般的な取扱  

国立がんセンター中央病焼は、社会的な使命の実現に向けて、一般的な診療行為等に  

関する限定された目的に限り、患者の個人情報を使用する。  

－その他本遺伝子治療臨床研究の遂行に必要な被膜看の個人情報の利用・取扱い  

本臨床研究の遂行における個人情葡の利用・取り扱いについては、総括土住着はあら  

かじめ被験者の個人情報の利用を公開している場合を除き、速やかに、その利用目的を  

披験者等に通知し、又は公表しなければならない。  

特別の目的で使用する場合は、事前に被験者に再度説明し了解を得てから使用する。  

また、本歯床研究の成績などを公表・公開する唖合は、個人を特定できない形すなわち  

個人什報を保護して公開する。  

＞個人情報保護に関する安全管理措置  

国立がんセンター捻長は国立がんセンター保有個人情報管理規程に従い、個人情報保  
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護に関して、組織的に安全管理措置を実施し、個人情報の漏洩、滅失又は棄損の防止  
に関する措置を韓じている。さらに本臨床研究では、死者に関する個人情報をも生存す  

る個人と同様に死者に関する個人情報についても同様の管理下で取り扱う。  

レ外部共同研究者が閲覧可能なデータ  

遺伝子導入Tリンパ球の安全性や機能に関する客観的な記録を外部共同研究者が閲  

覧することを可能とするが、遺伝子導入用レトロウイルスベクターSFCMM－3及び遺伝子  

導入Tリンパ球の調製に限定されたものであり、本塩床研究のデータの客観的かつ公正  

な記録はその意向に影響を受けることはない。  

閲覧目的を限定した上で外部共同研究者がデータを閲覧する囁合でも、治験と同様に被  

験者隷別コードを用いることにより、個人を特定できない措置を講じて個人情報を保護す  

る。  

一貫三者捷供の制限  

総括責任者は、あらかじめ被験者等の同意を得ないで個人情報を第三者に提供しては  

ならない。本臨床研究では、外部共同研究者が個人情報を保護した上で一部データの  

閲覧を行う予定であるが、あらかじめ、その旨を被験者等に通知し同意を得る。  

伊個人情報の開示、訂正、利用停止等  

本岳床研究においては、「臨床研究実施棲開の名称」、「個人情報の利用日的」、「苦情  

の申出先」について同意説明文書に明記した。また、「個人情報の開示、訂正、利用停止  

等に関する手続き」については、それらの手続きができることを同意説明文書に明記し、  

その中し出に応じて、手続きの詳細を国立がんセンター個人情報朋示等取扱規程に従  

い、被♯者に説明する。  

1．本遺伝子治療臨床研究実施計画については、平成18年8月15日から国立がんセン  

ター遺伝子治療臨床研究審査委員会で慎重な審議がなされ、その科学的および倫理的  

妥当性について平成19年3月30日付けで承認されている。  

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

究成果   

国立がんセンター中央病院11階に設置されたP2レベル、クラス10，∝旧の無菌細胞調  

整施設において、3／くッチのHSV－TK遺伝子導入Tリンパ球の試験調製を行った。閉鎖系  

での作美が可能なエ零封こついては閉鎖系で行い、それ以外の作業は無菌細胞調整施設  

内に設置したクラスⅡ安全キャビネット内で行った。  

品質試験餞果は、3′くッチとも、あらかじめ定めた横路に合格するものであった。  

3．当該遺伝子治療臨床研究に関連する実施施設以外の内外の研究状況   
HSViTK遺伝子及びALNGFR遺伝子を含むレトロウイルスベクターで遺伝子導入され  

たヒト丁．リンパ球を用いた、造血器悪性腫瘍に対する臨床研究・治験としては、イタリアで2  

件の臨床研究、イタリアで1件の治験、日本で1件の臨床研究、及びイタリアで1件の治  

験（モルメド社の岳床第Ⅰ／Ⅱ相試験）が実施されている。   

イタリアのDuとしての臨床研究では、遺伝子治療を受けた患者23例中、解析可能な  

患者が17例あり、その内3例にGradeⅡ以上の急性GVHDが発症し、1例に慢性GVHD  

が発症した。これら4例にGCVが投与され、急性GVHDの3例では完全な沈静化が認め  

られ、慢性GVHDの1例では部分的な沈静化が認められた。造血器悪性腫癌に対する治  

療効果としては、解析可能であった17例中、完全寛解は6例、部分寛解は5例であった。   

イタリアのadd－backとしての臨床研究では、8例の患者に造血幹細胞移植後、  

Add－backにて漸増用量で遺伝子導入リンパ球が輪注された。1×107個／k＆のHSV－¶く遺  
伝子導入ドナーリンパ球を投与された1例に急性GVHDが発症し、GCVの投与により  

GVHDの症状は完全に沈静化された。Add－backによる免疫系再構築に有効な遺伝子導  

入リンパ球の用量としては、1×107個／鴫が有望であることが示された。   

日本での臨床研究としては、筑波大学附属病院でのDuとしての臨床研究が実施され  

ており、9例の症例に対して遺伝子導入細胞が調製され、5例に計8回の遺伝子導入細胞  

の投与が行われた（3例では2回投与）。このうち1例で急性GVHDを発症し、GCVを投  

与することによって末梢血中の遺伝子導入リンパ球は減少してGVHDは沈静化したが、   



原疾患の進行によりGCV投与後38日に死亡した。残り4例は、遺伝子治療実施から約ヰ  

カ月－2年の時点でいずれも生存中である。  

モルメド牡の臨床第Ⅰ／Ⅱ相試験では、登録患者29例の内17例に遺伝子導入Tリン  

パ球がAdかba¢kされ、その14例に免疫系再構築が確認された。また、14例中8例に  

AddLback彼の急性GVHDが発症したが、その内の5例にGCV製剤が投与されいずれも  

GVHD症状が完全に沈静化した。登録された患者は高リスク造血器悪性腫瘍患者にもか  

かわらず、AdかbaGkを受けた17例中7例に再発を認めたに過ぎなかった。免疫系再構築  

に至った14例では、その後の感染症エピソード及び治療関連死が極端に少なくなってお  

り、特にCMV感染による死亡例は、評価対象18例中わずか1例であった。以上より、  

HSV－¶く遺伝子導入ドナーTリンパ球の＾dd－backにより、早期免疫系再構築を促進し、  

移植後の感染死を含む治療開運死を予防し、全体としての生存率を上げることが確認さ  

れた。  

これらの臨床研究・治験の結果から、HSV－¶く遺伝子及びALNGFR遺伝子をレトロウ  

イルスペクターで導入したヒト丁リンパ球について、ヒト体内において遺伝子治療に関連す  

る重篤な副作用報告はなく、その免疫機能により発症したGWD症状は、HSVl釈の自殺  

機能により期待通り沈静化している状況である。  

モルメド社の鉱床第Ⅰ／Ⅱ相試験実施計画と本臨床研究実施計画は類似するものであ  

る．主要評価項目及び副次的評価項眉に含まれる項目はほぼ同様であるが、安全性に  

ついては本鉱床研究では主要評価項目であるのに対し、モルメド牡の臨床第Ⅰ／Ⅱ相試  

験では副次的評価項目である。これに関連して、本臨床研究では治療効果を期待しつつ  

安全性の評価を行うことを目的とするために、IL－2を併用することなく、短期間により多く  

の遺伝子導入リンパ球をAd抽ckする用法・用土とした。その他、適格性確認の時点、  

再発時の対応等に相違があるが、評価に大きな影響を及ぼすものではなく計画全体とし  

てはほぼ同様であると考えられる。一方で、筑波大学附属病床の臨床研究とは同一の遺  

伝子ベクターを用いるという点を除いて対象・治療法が大きく異なり、計画全体としては類  

似するものではない。  

モルメド牡の■床儀＝／Ⅱ相相乗旛計町との主な■間  

モルメド社の  本遺伝子治療  

岳床第Ⅰ／Ⅱ相試験  

遺伝子  ●モルメド社由来SFCMM－3   ●モルメド社由来SFCMM－3  

ベクター  

細胞調製法  ・凄心法による遺伝子導入   ●遠心法による遺伝子導入  

●培養期間が10日間   ●培養期間が10日間  

対象疾患  ●移植が適応となる高リスク   ●移植が適応となる高リスク  

白血病   白血病  

実施期間   ●当初計画では2年間   ●3年間  

目標症例数  ●18症例   ●10症例  

治療概要  ●ハブロタイプ一致ドナー由来T  ●ハブロタイプ一致ドナー由来丁  

細胞除去移植42日後に遺伝  細胞脾去移植ヰ2日後に遺伝  

子導入リンパ球をAdd－backす  子導入リンパ球をAdd－ba¢kす  

る療法   る療法  

用法暮用量  ・1×100／厄（Day42）   ●1×10ソ厄（Dayヰ2）  

→1×10ソ厄（Day72）   →1×10丁／短（Day72）  

→1×10ソ厄＋lト2   →1×10ソ鴫（DaylO2）  

（DaylO2）  の3固のAdd－back  

→1×107／厄＋lL－2  

くDay132）  

のヰ【司のAdd－back  

主要評価項目  ●免疫系再構築   ●安全性  

●GCV製剤投与によるGVHD沈  ●免疫系再構築  

静化   ●GCV製剤投与によるGVHD沈  
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●GVL効果  

●（安全性は副次的評価項目）  

●GCVを7～14日間点滴静注  ●GCVを14日間点滴静注   GVHD対応  

4．類似の遺伝子治療臨床研究の成果   

HSV－TK遺伝子を含むレトロウイルスベクター（ALNGFRを含まず）により遺伝子導入  

されたTリンパ球を用いた造血器悪性腫瘍に対する臨床研究・治験としては、フランスで1  

件の臨床研究、ドイツで1件の臨床研究、アメリカで2件の歯床研究について、学術論文  

が発表されている。   

これらの結果から、HSV－TKの自殺機能による遺伝子導入リンパ球の消失及びGVHD  

の沈静化が確認されている。  

5．本遺伝子治療臨床研究は、以下の法令／省令等を遵守して実施される。  

①「遺伝子治療臨床研究に関する指針」  

（平成16年文部科学省・厚生労働省告示第二号、平成16年12月28日）  

②「臨床研究に関する倫理指針」  

（厚生労働省告示第四百五十九号、平成16年12月28日）  

③「遺伝子租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」  

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

年2月19日）  

④「遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の確保に関する指針について」  

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

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

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

29El）  
⑥「遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物多様性の確保に関する法律」  

（平成15年6月18日法律第97号）  
⑦行政機関の保有する個人情報の保護に関する法律  

（平成15年5月30日法律案58号）  
⑧厚生労働省保有個人情報管理規程  

（平成17年3月23日厚生労働省訓令第3号）  

題日払  

1．用蜘  

jしこの申膚暮は、正本1遭及び劃本2通を捷出すること．  

乱辛はよ・インクを用い、楷書ではっきり書くこと。  

ヰ．記Ⅲに記載事項のすべてを棚できない時は、その欄に咽  ）のとおり」と記載し、忍  

迫  
5．閲すること  

8．大学等にあっては、こ¢申請書の写しを文部科学大臣にも送付すること。   



別表  

①臨床研究実施スケジュール（ドナー）  

0日  1日  2日  3日  4日  5日  ¢日   

同意職得   ○  

ドナー背景   0  

リンパ球採取前健康診断   0  

登録  ○  

リンパ球・血簗採取（血液学的検査含む）  ○  

細胞調製の開始  0  

G－CSF投与－1  0   ○   ○   ○  

末梢血幹細胞採取●2  ○  

¢D封陽性細胞分鮮  ○  

末梢血幹細胞採取後健康診断疇  ○   

有害ヰ象疇  

■1：採取されたCD糾腸性細胞数Iこよっては7日まで延長されることもある。  

●2：採取されたCD糾陽性細胞採取状況によっては、6日、7日にも行われることもある。  

疇：末梢血幹細胞採取状況によっては、¢臼、7日にも行われることもある。  

叫：末梢血幹細胞採取終了翌日に行われるため、7日、8日の場合もある。  

－5：末梢血幹細胞採取状潔によっては、7日、8日まで調査が行われる。   

なお、本スケジュール表は最短の目安を示すものであり、ドナーの都合等で0日と1日、1日と2日の間隔が開く場合も想定され  

る。   

ー 「■「▼   
、 ▲■   

ぶ  



②臨床研究実施スケジュール（患者）  

幹  
患  

細  
青  

鹿   幹細偲移植後  最終Add」】都付後  
生  

幹細盛移植前  く最終舶d－backl日を0として）  存  

植  
期  

日   間  
中  

仮本  

登登   
録録 時i時 以以  0   以－  

捷  前   
毎   

前前  

同意取欄   ○  

仮登録   （）  

本塁錨  ○  

患者背景   ○  

自覚症横  
・他覚所員（PS等）   

（⊃  ○  ○  02  ○  ○  ○  ○  ○  ○  ○  0  ○  ○   

血液学的検鳶   ○  ○  ○  07  ○  ○  ○  ○  ○  ○  0  ○  （⊃  

血液生化学的検査   ○  ○  ○  ○コ  ○  ○  0  ○  C〉  （〕  ○  ○  ○  

免疫学的検査   ○  ○  ○  ○  ○  ○  ○  ○  ○  ○  （⊃  

感染症検査   ○  ○  04  ○  ○  ○  C〉  Cl  ○  ○  CI  ○  
尿定性  Cl  ○◆  ○  Cl  ○  ○  ○  ○  
クけチニン・ク叩ランス  （⊃  

覿脈血液中  
酸素飽和産   

○  ○  

心t図   ○  ○  
心貴－   ○  （⊃  

胸部X線検査   ○  ○  

帝疾虐に関する   ○  ○  4卦こ1回、中止あるいは終了時他、  
検査・観察  治療上で必要な時期   

移植俄劇膚  ○  

造血幹細胞移棍  0  

遺伝子導入  
Tリンパ球鼻劇一七a¢k  

○  （⊃  ○  

輸血・併用療法  
状況確守  

実施期間を通して確認  

Ⅸ沢  07  ○  ○  0  ○   

urPq！5  （⊃  ○  ○  ○  ○  ○  ○   

免疫系再積層の判定  
に関する検査・観察  

04  ○  ⊂）  ○  ○  ○  （⊃  ○  ○  ○  ○  

GVHD評価6  ○▲  ○  ○  ○  （）  （⊃  ○  ○  ○  ○  ○  ○  ○  

GVHD発症組織の遺伝  
子導入Tリンパ球の  GVHD発症時、8CV製剤投与前、4日後、終了あるいは中止の翌日  

存在確甥  
血中遺伝子導入  
丁リンパ球比率測定  

○ヰ  ○  （⊃  ○  ○  （〕  ○  ○  ○  ○  ⊇   

有害事象  実施期憫を通して確認  

1二診察日時点から見て最終（直近）の遺伝子導入Tリンパ球のAddl）aCkをさし、初回あるいは2回目のAdd－b8Gkが最終（直近）   

の場合にも上記スケジュールに従う  

2：造血の確認（生者）が確認されるまでの毎日と造血幹細胞移植後卸白から朝日の間に1回  

3＝造血の確認（生着）が確認されるまでは週3回と造血幹細胞移植後30日から朝日の間に1回  

4：造血幹細胞移絶後知日から40日の間に1回  

5：検査検体採取を行う。検査実施は必要時  

6：GVHD発症時等、必要時にはスケジュールに定められた以外でも実施する  

7：最終Add一由ck後、1－3日の間に1回   

・造血幹細胞移植は臨床研究実施スケジュールに定められた日から7日以内に実施する。  

・最終Add－back後の検査・観察は定められた遇のいずれかの日に実施する。   



ハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去  

造血幹細胞移植後のHSV－TK遺伝子導入  

Tリ ンパ球 “A d d－b a c k’’療法  
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遺伝子治療臨床研究実施計画書  
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国立がんセンター  

中央病院  

作成年月日：平成呈1年乙月＿  日   

版 番 号：生ヱ  

．
．
駄
L
廿
日
躍
酵
u
ト
旬
山
¶
〃
 
 

－
1
 
 
 



記号・略号一覧表  

記号・略号   一 般 名 等   

ACV   aciclovir（アシクロビル）   

Add－back   （追加輸注）   

ALL   acutelymphoblasticleukemia（急性リンパ性白血病）  

A旭J   acutemyelogenousleukemia（急性骨髄性白血病）   

CMV   cytomegalovirus（サイトメガロウイルス）   

CTL   cytotoズicTlymphocyte（細胞傷害性丁細胞）   
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F
 
 

N
 
 

truncatedlow－affinity nerve growth factor receptor  

（細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体）  

granulocyte colony－Stimulating factor  

（顆粒球コロニー刺激因子）  

ganciclovir（ガンシクロビル）  

graft－VerSuS－host dise8Se（移植片対宿主病）  

graft－VerSuS－1eukemia（移植片対白血病作用）  

graft－VerSuS－malignancy（移植片対悪性腫瘍）  

humaTlleukocyte antigen（ヒト白血球抗原）  

herpes simplex virus 卜thymidine kinase  

（単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ）  

1inear amplification一皿ediated PCR  

human low affinity nerve growth factor receptor 

（ヒト低親和性神経成長因子受容体）  

long terminalrepeat（末端反復配列）  

master cellbank（マスターセルバンク）  

Molony murineleukemia virus（モロニーマウス白血病ウイルス）  

nerve growth factor（神経成長因子）  

Orthoclone OKT3（オルソクローンOKT3：抗CD3抗体）  

peripheralblood mononuclear cell（末梢血単核球）  

peripheralblood stem cell（末梢血幹細胞）  

polymerase chain reaction（ポリメラーゼ連鎖反応）  

replication competent retrovirus（増殖性レトロウイルス）  

recombinant humaninterleukin2  

（組換えヒトインターロイキン2）  

working cellbank（ワーキングセルバンク）   
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Ⅰ．遺伝子治療臨床研究の名称   

ハプロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後のHSV－TK遺伝子導入Tリンパ  

球“Add－back”療法   



Ⅱ．総括♯住着及びその他の研究者の氏名並びに当該遺伝子治療臨床研究に   

おいて果たす役割  

Ⅱ．1総括書任者の氏名  

平家勇司  

国立がんセンター中央病院・薬物療法部・幹細胞移植療法室・医長  

遺伝子治療臨床研究に関する資料・情報甲収集、遺伝子治療臨床研究の科学的妥当性・  

倫理性の検討、実験計画の作成及び国立がんセンター総長への提出、遺伝子治療臨床研  

究の適正実施の確認、遺伝子治療臨床研究の開始・終了・予期せぬ事態等の国立がんセ  

ンター総長及び遺伝子治療臨床研究審査委員会への説明／報告等  

Ⅱ．2総括★任者以外の研究者の氏名及びその租当する役割  

表1稔括責任者以外の研究者・協力者と役割分担  

氏 名  所 属   役 職   役割分担   

分  吉田輝彦  部長  遺伝子導入細胞製剤   

担  ・腫瘍ゲノム解析・情報研究部  の製造管理責任者   

青木一教  室長  遺伝子導入細胞製剤   

究  ・がん宿主免疫研究室  の品質管理責任者   

高上洋一  国立がんセンター中央柄院  薬物療法  

・薬物療法部   部長  

飛内賢正  国立がんセンター中央病院   臨床効果の評価  

・第一領域外来部   外来部長  

森慎一郎  国立がんセンター中央病院   投与患者の診療  

・臨床検査部   医長  

金成元  国立がんセンター中央病院   投与患者の診療  

・特殊病棟部   医師  

福田隆浩  投与患者の診療  

・特殊病棟部   医長  

田野崎隆二   投与患者の診療  

・臨床検査部   医長   

外  峰野純一   タカラバイオ株式会社   センター長  遺伝子導入用レトロ   

部  ・細胞・遺伝子治療センター  ウイルスベクター  

共  SFC榔－3に関する基礎  

同  的助言及び遺伝子導  

研  入Tリンパ球調製技術  

究  の提供と助言  

者  



Ⅲ．実施施設の名称及びその所在地  

名称：国立がんセンター 中央病院  

所在地：東京都中央区築地五丁目1番1号  

TEL：03－3542－2511  FAX：03－3547－5228   



Ⅳ．遭伝子治療儀床研究の目的   

本遺伝子治療臨床研究は、高リスク造血器悪性腫瘍患者に対して、ヒト白血球抗原（human  

leukocyteantigen：HLA）ハプロタイプ■l一致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞の移植を施  

行した後、レトロウイルスベクターSFC仙I－3を用いて単純ヘルペスウイルス1型－チミジン  

キナーゼ（herpes simplex virusl－thyrnidine kinase：HSV－TK）遺伝子を導入した同一ド  

ナー由来のTリンパ球を追加輪注（Add－back＋2）する治療法の全体としての安全性及び有効  

性について検討することを目的とする。   

早期に移植治療を必要とする高リスク造血器悪性腫瘍患者にとり、HLA適合血縁ドナーが  

存在せず、バンクからのHLA適合非血縁ドナーが存在しない、あるいはドナー検索にかけ  

る時間的余裕が無い場合、ハプロタイプー致（HLA2～3座不一致）血縁ドナーから移植を  

行うことが有効である。   

しかしながら、HLAハブロタイプー致ドナー由来造血幹細胞の移植（ミスマッチ移植）を  

行う上では、以下の2つの大きなバリアーにより、現時点、ミスマッチ移植は普及するに  

至っておらず、これらのバリアーの克服が課題となっている。  

1）拒絶頻度が高いこと（宿主対移植片方向のミスマッチ移植のバリアー）  

2）生者が得られたとしても、その後、重度の移植片対宿主病（graft－VerSuS－host  

disease：GVHD）が発症すること（移植片対宿主方向のミスマッチ移植のバリアー）   

バリアー1）に対しては、前処置により宿主側のリンパ球をある程度減少又は抑制させ  

た上で、十分量の造血幹細胞を移植することにより、移植片に対する拒絶の頻度を減少さ  

せ、移植片の生者が得られることが周知となってきている。   

本臨床研究においても、同様の手法を用いることを予定しており、その効果を検討する  

こととなる。   

バリアー 2）に対しては、ミスマッチ移植に用いる移植片からT細胞を除去（CD34陽性  

細胞選択）することにより、GVHD発症頻度を減少させる読みがなされてきたが、これに伴  

い易感染性と再発の回避が、新たな課題として発生した。   

本臨床研究では、T細胞除去したハブロタイプー敦ドナー由来の造血幹細胞を移植し、そ  

の後の早期免疫系再構築と移植片対悪性腫瘍作用（graft－VerSuS－malignancy：GVM）効果  

を期待したTリンパ球の追加輸注（Add－back）を実施することで、これらの課題の克服を  

企図している。その際、このTリンパ球のAdd－backに伴う重度又は敦死的なGVHDの発症  

が懸念されることから、GVHD発症時にTリンパ球の制御が可能なように、自殺遺伝子であ  

るHSV－TK遺伝子を導入した遺伝子導入Tリンパ球を用いたAdd－backを計画している。  
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すなわち、本臨床研究の換作ステップは、大きく以下のとおりとなる（図1参照）。  



①ハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植（T細胞除去ミスマッチ移植）   

ドナーに顆粒球コロニー刺激因子（granulocyte colony－Stimulating factor：G－CSF）   

を投与して造血幹細胞を末梢血に動員し（mobilize）、造血幹細胞を含む末梢血単核球   

（peripheralblood mononuclear cell：PBMC）画分を採取する。細胞分離装置により   

PBMC画分からT細胞を除去してCD34陽性細胞を純化し、これを化学療法剤等による前   

処置後の対象患者に移植（T細胞除去ミスマッチ移植）する。  

②貼トⅧ遺伝子導入細胞の調製   

同一ドナー由来Tリンパ球を採取し、これに自殺遺伝子としてのHSV－TK遺伝子及び細   

胞表面マーカー遺伝子としての細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体   

（truncatedlow－affinity nerve growth factor receptor：ALNGFR）遺伝子をレト   

ロウイルスベクター＊3により導入し、eX Vlvoで拡大培養して遺伝子導入細胞を調製す   

る。  

③貼Ⅴ－Ⅷ遺伝子導入Tリンパ球のAdかhck   

T細胞除去ミスマッチ移植した造血幹細胞が生者した時点以降で、遺伝子導入Tリンパ   
球を大量にAdd－backする。  
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図1本辻伝子治療臨床研究の全体計画フロー（プロトコール概要）   



本臨床研究は、上記3ステップによる「HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球のAdd－back療法を  

含む新規ミスマッチ移植法の確立」を最終的な目的とする。そのために、治療法全体とし  

ての安全性の評価のほか、ステップ③「HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球のAdd－back」におい  

てのTリンパ球のAdd－backによるT細胞除去ミスマッチ移植を受けた患者の早期の免疫系  

再構築、免疫系再構築により感染症等の治療関連有害事象が予防又は軽減できるか否か、  

また疾患再発・増悪を阻止できるか否かの評価を目的とする。また、もし遺伝子導入Tリ  

ンパ球のAdd－backにより重篤なGVHDが発症した場合には、ガンシクロビル（ganciclovir：  

GCV）製剤を投与することにより、HSV－TK遺伝子の自殺機能を発挿させ、当該細胞の選択的  

な抹消によりGVHD症状が沈静化できるか否かを評価することも目的とする。  

＜主要エンドポイント＞   

「ハブロタイプー敦ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後のHSV－TK遺伝子導入T   

リンパ球‘‘Add－back’’療法」の安全性  

・HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球Add－back後の免疫系再構築並びにGVHD発症頻度及び制   

御能  

＜副次的エンドポイント＞  

・「ハプロタイプー敦ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後のHSV－TK遺伝子導入T   

リンパ球“Add－back’’療法」における感染症頻度、無病生存率、及び全般生存率  

▼  ‾TT   



Ⅴ．遺伝子治療臨床研究の対象疾患及びその選定理由  

Ⅴ．1治療を直接の目的とした辻伝子治療蕗床研究を行う場合  

Ⅴ．1．1対象疾患に関する現時点での知見  

【造血器悪性腫瘍患者に対する造血幹細胞移植の現状】   

造血器悪性腫瘍の治療成績が、造血幹細胞移植の普及により格段に向上したことは周知で  

あり、特に、HLAが適合した血縁者間での造血幹細胞移植は、既に確立した治療手段となっ  

ている。しかし、2人の兄弟姉妹間でHLAが一致する確率は1／4であり、患者の他に2人の  

兄弟姉妹が存在するとしても、約60％の患者は血縁者にHLA適合ドナーが存在しない。この  

ような場合、先ずは、骨髄バンクを介して、HLAが適合又は1座不適合の非血縁者ドナーを  

探すこととなる。日本骨髄バンク（http：／／www．jmdp．or．jp／index．html）は、全米骨髄バ  

ンク（NMDP）、台湾骨髄バンク（BTCSCC）、韓国骨髄バンク（KMDP）と相互検索を提携して、  

HLAl座不適合までのドナーを高い確率で見出すシステムを充実させてきたが、非血縁ドナ  

ーが存在しない可能性、及びドナーコーディネートそのものに時間を要するという最大の  

問題がある。実際、日本骨髄バンクの患者登録者のうち、約8割にドナー候補が見出せる  

が移植がなされているのは半数以下であるのが現状である（上記ホームページ、日本骨髄  

バンクニュースvo126）。更に今後、本邦での少子高齢化は深刻であり、移植を急ぐ患者  

にとっては、早急に造血幹細胞を調達できる移植システムのニーズがますます高まってい  

る。   

このニーズに対しては、臍帯血由来の造血幹細胞移植（臍帯血移植）とハプロタイプー敦  

血縁ドナー由来造血幹細胞移植（ミスマッチ移植）の大きく2つの方策が検討されてきた。  

【本邦における成人に対する臍帯血移植の現状】  

1988年Gluck皿anらがFanconi貧血患者に対するHLA一致同胞間臍帯血移植に成功して以  

来（1）、臍帯血移植は、骨髄移植、末梢血幹細胞移植に次ぐ第3の造血幹細胞移植として1990  

年代に臨床応用が開始された。わが国においては、1994年に最初の同胞間臍帯血移植が東  

海大学で行われ（2）、以来2004年までに45例の同胞間臍帯血移植が実施された（3）。非血  

縁者間の臍帯血移植は1997年に神奈川県臍帯血バンクを通じて実施され、緊急的移植にも  

迅速に対応可能であること、ドナーの負担がないこと、HLA2座不一致まで移植可能である  

こと等の利点があり、増加のユ途を辿っている。1997年以降、当初の数年は小児における  

移植が大半を占めていたが、2002年以降は成人における移植件数が小児のそれを上回るよ  

うになった。50歳以上の高齢者における移植は2003年を境に急増している（図2）。   
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図2 わが国における非血縁者間臍帯血移植の年齢別実施数  

（日本さい帯血バンクネットワークホームページより）  

【当施設における臍帯血榊の麓験】   

国立がんセンター中央病院では、厚生科学研究ヒトゲノム・再生医療研究事業（斎藤班  

および高上班）の援助を受け、2003年8月1日より「RISTO304非血縁者間臍帯血移植の安  

全性の検討リン酸フルダラビン、ブスルフアン、全身放射線照射併用多施設共同臨床研  

究」を行った。左記研究においては6症例の登録を行ったが、生者前の高熱など予想しな  

かった合併症が現れたため、多施設で行う前に解決すべき問題点があると判断し、2004年  

8月31日に多施設共同研究を中止した。その治療経験を元に2005年6月1日から厚生科学  

研究ヒトゲノム・再生医療研究事業（斎藤班および高上班）並びに厚生労働省科学研究効  

果的医療技術の確立推進臨床研究事業（谷口班）の支援を受け、「RICBTO501非血縁者間臍  

帯血移植の安全性の検討リン酸フルダラビン、ブスルフアン、全身放射線照射併用2施  

設共同臨床研究」を開始し現在に至っており、臍帯血移植においても着実に経験を蓄積し  

ている。  

【日米欧から報告された成人に対する臍帯血移植の成績】  

15頁の表2に今までに報告された日米欧の多施設あるいは単施設からの成人に対する臍  

帯血移植の成績を記す（4－7）。   

多くがハイリスク造血器悪性腫瘍例に対して行われ、ごくT部のHLA一致例を除いてはほ  

とんどの症例で2抗原以上の不一致移植である。前処置は施設毎、疾患毎にさまざまであ  

るが、GⅧD予防はシクロスポリン＋プレドニゾロン、シクロスポリン＋メソトレキサート  

の2剤で行われる場合が多かった。移植された有核細胞数は、中央値で1．5～2．47×107／kg  

であった。4つの報告の患者背景はそれぞれに異なっているが、早期死亡率は4～14％、28  

あるいは42日以上生存した症例の好中球生者率は85～100％であり、好中球が500／〃1以上  

に到達するのに中央値で22～27日を要している。血小板が20，000／〃1以上に到達した症   



例は33一－81％であり、中央値で48～84日を要した。急性GVHDに関しては、Ⅲ度以上の発症  

頻度は40～70％であるが、Ⅲ度以ヒの発症頻度は7～32％とほとんどの症例で2抗原以上の  

不一致移植であるにもかかわらず高くない。慢性GVHDの発症頻度は32～90％と報告毎に大  

きく異なるが、限局型が多くを占めているという特徴がある。再発率に関しては、観察期  

間が短いため、ハイリスク症例を対象としているにもかかわらず高くない。移植関連死亡  

率、長期生存率に関しては、東京大学医科学研究所附属病院からの報告（7）が他に比べて  

極めて良好である。これらの報告の結果から、以下が明らかにされた。  

・成人に対する骨髄破壊的前処置を用いた臍帯血移植においても、造血の再構築が得ら  

れること。  

・発症する急性・慢性GVHDは許容できるものであること。  

・ハイリスク患者を対象とした場合でも10～20数％の長期生存が得られること。  

・患者の年齢・移植されたCD34陽性細胞数が成績に相関すること。  

・移植後100日以内の早期死亡例では感染症や前処置関連毒性が多いこと。   



表2 日米欧の成人臍帯血移植成績  

報告者  
Laughin 

， 

， n 
sanzG，etal・（5）LongGD，etal・（6）  Tahh 

（ 7 et al．（7）  

68  

非悪性疾患14例、  
造血器悪性腫瘍54  
例うちハイリスク50例  

57  

1996年以降、非悪  68  
性疾患2例含む、 41例がハイリスク症例  
ハイリスク造血器腫瘍  

22  
ハ〃スタ16例  

症例数  

年齢（歳）   
1・ 

′川〈．、  29  31  

（17．6～58．1）  （18～46）  （18～58）  （16～53）  

69．2  
（40．9～115）   

69．5  
（41～85）  

70  
（46～110）  

55．1  
（36．2～76．2）  

体重（kg）  

3／6；3  

4／6；44  

5／6；8  

6／6；2  

4／6≧；47（82％）  

2／6；2  

3／6；15  

4／6；37  

5／6；14  

4／6≧；54（79％）  

6／6；1   

5／6；13  

4／6；8  

4／6≧；8（36％）  

HLA適合度  4／6≧；48（71％）  

TBI十LPAM＋ATG  

；29例   

BU十LPAM十ATG  

；17例  
BU十CY＋ATG；2例  
TAI＋CY＋ATG；1例  
TBI＋CY＋ATG；8例  

TBI＋AraC  
／Gイ：SF十CY；49例  
TBI十CY；12例   
TBI十α；7例■  

TBIを基本；51例  
BUを基本；14例   

その他；3例   

TEPA／8U／CY／ATG  

；21例  

TEPA／FLU／ATG；1例  

移植前処置  

CSA／PSL  
CSA単独  

CSA／sMT‡（65）   

CSA（3）  

GVHD予防法  CSA／PSL  CSA／PSL   

1，6  
（0．6～4．0）   

1．71  1．50  
（1，01～4．96）   （0．54～2．78）  

2．47  
（1．1～5．29）  

細胞数  
（×10ソkg）  

1．2  
（0．2～16．7）  

0．79  
（0．27～2．60）  

1．37  
（0．02～12．45）  

陽性細胞数  
（×105／kg）  

記載なし  

8  

（12．5％）   
8  

（14％）  例数（％）  

65／60（92％）＊  

27日（13～59）  

20／20（100％）＊＊  

22日（13～69）  

41／49（84％）＃  

26日（12～55）  

60／65（92％）♯＃  

22日（16～41）  
（〉0．ら×109／1）   

到達日数  

30（44％）  

58日（35～142日）   
12（55％）  

69日（49～153日）   

19（33％）  

84日（35～167日）  
55（81％）  

48日（30～263日）   
（〉20×10ソ1）   

到達日数  

発症例  
／評価可能例   

Ⅱ－Ⅳ度  

（Ⅲ－Ⅳ度）  

33／55；60％  

（11／55；20％）  

16／22；73％  

（7／22；32％）  

17／41；41％  

（8／41；20％）  

30／60；50％  

（4／60；7％）   

性GVHD  
発症例  

／評価可能例  

32例が3ケ月以  
に死亡   

50％  
（100日）   

9％  
（1年）  

移植関連死  

16％  
（2年）  

記載なし  

15％；3年  

（無イへやント生存率）   

19％；3年  

（粗生存率）   

26％；40ケ月  

（無イヘ～ント生存率）   

53％；1年  

（無病生存率）  

74％；2年  

（無病生存率）  
生存率  

の早期死亡8  8
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2004年に発表された日本さい帯血バンクネットワーク・データ管理委員会による骨髄破  

壊的前処置で移植された成人悪性腫瘍例361例のPreliminaryな解析結果を表3に記す（8）。  

表3 日本さい帯血バンクネットワークの成績（8）  

症例数  361（初回移植例は329例）  

年齢（歳）  36（16～60）  

体重（kg）  55（23．5～95）  

HLA適合度  4／6≧；65％  

移植有核細胞数（×107／kg）  2．51（1．15～6．0）  

移植CD34陽性細胞数（×105′‘kg）  0．82（0．09～9．07）  

早期死亡（％）  9  

移植後90日の好中球（500／〃1以上）  

の予軌回復率（％）、到達日数  
90（Kaplan一朝eier故による）、23日（11～48日）  

移植後180日の血小板（50，000′′〃1以上）  

の予測回復率（％）、到達日数  
81（Kaplan－Meier法による）、46日（17～263日）  

急性GVHD Ⅲ度以上発症率（％）（Ⅲ度以上発症率（％）） 43（14）  

慢性GVHD 発症例／評価可能例  69／212  

移植関連死  38％（1年）  

22％（標準Iメスク群；40％、ハイリスク群；15％）  

；3年（無イヘヾント生存率）   

また、1997年の1例目から2005年10月末までに日本国内でさい帯血バンクを通じて移  

植が行われた2，600例以上のうち、調査票が報告された1，860例の移植成績が2006年1月  

に日本さい帯血バンクネットワーク移植データ管理委員会から発表された（9）。1，860例の  

内訳は小児例が663例、16歳以上の成人例が1，197例（50歳以上が全体の27％）、疾患別で  

は、血繚悪性疾患が大多数を占め、急性リンパ性および骨髄性白血病が全体の54％、続いて  

骨髄異形成症候群14％、悪性リンパ腫12％に施行されていた。その他、全体の5％以下である  

が、成人丁細胞性白血病、慢性骨髄性白血病、多発性骨髄腫と続いていた。骨髄破壊的前  

処置による急性白血病初回移植の移植後3年の無イベント生存率は初回寛解期移植、第2  

寛解期移植でそれぞれ40％、56％、非寛解期移植で18％であった（図3A）。また、骨髄異形成  

症候群に対する成績は良好で、長期生存率は約50％、そのうち標準危険群（不応性貧血、お  

よび白血病化後の初回寛解期）では79％、高度危険群（標準危険群以外の病期の移植）でも  

43％の無イベント生存率が得られている。（図3B）   

臍帯血移植の成績については、学会を中心に追加集積が行われている。   
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図3骨髄破壊的前処置による成人臍帯血移植の成細  

魚性白血病（心、および骨髄異形成症候群（B）における移植病期と無イベント生存率   

【日米欧から報告された成人における非血縁者骨髄移植と非血縁者臍帯血移植の成績の  

比較】   

表4に、2004年末に欧米及び本邦から報告された成人に対する非血縁臍帯血移植と非血  

縁者骨髄移植の治療成績の比較検討結果を示す（7，10，11）。欧州の報告（10）は  

EBMT（European Blood and Marrow TranSplant Group）と EUR（にORD、米国の報告（11）は  

IBMTR（InternationalBone Marrov Transplant Registry）とNew York Cord Blood Bankの  

共同による研究であり、本邦の報告（7）は東京大学医科学研究所附属病院単独の研究である。   

欧米からの2つの報告の結果は以下のとおりで、類似していた。いずれの報告も、HLA一  

敦ドナーが見つからない場合には、臍帯血は許容できる幹細胞ソースであると結論してい  

る。  

・臍帯血移植を受けた患者は骨髄移植を受けた患者と比べて低年齢、低体重、高リスク  

が多かった。  

・移植された有核細胞数は、骨髄移植を受けた患者よりも臍帯血移植を受けた患者のほ  

うが少なかった。  

・Ⅱ度以上の急性GVHDの発症頻度は、骨髄移植を受けた患者群に比べ臍帯血移植を受  

けた患者群で有意に低かった。  

・好中味回復は、骨髄移植を受けた患者群に比べ臍帯血移植を受けた患者群で有意に遅  

かった。  

・慢性GVHD発症頻度、治療関連死率、再発率、無再発生存率などは有意な差を認めな  

かった。  

1‾   

r  



本邦からの報告は以下のとおりで、血縁者ドナーが存在しない場合には、臍帯血を第一の  

幹細胞ソースであると結論している。単一施設の結果としては極めて優れた成績であると  

評価されており、欧米からの報告とは異なっている。まとめると以下のとおりであった。 

・ドナー検索期間は、骨髄移植よりも臍帯血移植で圧倒的に短かった。  

・移植された細胞数は臍帯血移植のほうが少なかった。  

・HLAの適合度は臍帯血移植のほうが低かった。  

・免疫抑制剤を早期に中止、ステロイドの使用を控えたにも関わらず、臍帯血移植では  

GVHDによる死亡はなかった。  

・骨髄移植と比較すると臍帯血移植では有意に治療関連死が少なく、無病生存率が良好  

であった。   

本邦からの東京大学医科学研究所附属病院の報告は、単一施設の成績としては極めて優  

れた成績であると評価されており、欧米からの報告とは異なっている。この点については、  

前処置、GV冊予防・治療、感染症対策等種々の面からの検討が必要と考えられる。   



表4 成人に対する非血縁臍帯血移植と骨髄移植の比較検討  
報告者  Rocha V，et al．（10）   Laugh1in M，et al．（11） TakahashiS，et al．（7）  

（b）   

HLA  

l抗原  

不一致  

骨髄  

移植  
：83  

∴
エ
蒜
…
 
 

（a）  

臍帯血  

移植  
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【成人に対する臍帯血移植の棚】   

成人に対する臍帯血移植の適応を考慮する場合には他の造血幹細胞移植と同様の検討が  

必要である。具体的には、他の治療法では治療が困難であるか、臍帯血移植により他の治  

療法より良好な結果が期待できるか、原疾患以外の患者背景（患者の年齢、全身状態、感  

染症をはじめとする合併症の有無等）が移植の適応であるか等である。   

本邦においては、成人に対する臍帯血移植の適応を検討する際、日本さい帯血バンクネッ  

トワーク、NewYork血液センター、EUROCORDの日米欧の臍帯血バンク及び関連するネット  

ワークからの多数例の報告と東京大学医科学研究所附属病院をはじめとする単施設からの  

報告が参考とされる。それぞれの成績は同様ではなくその解釈には注意を要するが、他の  

造血細胞移植と比較すると臍帯血移植では造血回復が遅延すること、非血縁者間HLA不一  

致であっても重症GV仙発症は低頻度であることは共通の特徴として挙げられている。また、  

生者すれば長期間の造血能を維持すること、ある程度のGVM効果を有することも分かって  

きたが、移植後再発を来たした場合のドナーリンパ球輸泣叫は行うことができない。   

NewYork血液センターやEUR∝ORDからの報告では、移植成績と移植細胞数には関連があ  

ると考えられている。すなわち、細胞数が限られている臍帯血移植では、成人を対象とす  

る場合、体重当りの細胞数が確保しにくく、造血回復が遅延し生者不全や好中球回復の遅  

延が高い頻度で見られる。移植有核細胞数や移植CD34陽性細胞数が多くなるにつれ生者率  

が高まり、生者までの期間（好中球数が500／〃1以上あるいは血小板数が20，000／〃1に到  

達するまでの期間）も早まり、移植関連死亡率・生存率が改善される（4－6）。日本さい帯血  

バンクネットワークからの報告では生着不全や移植関連死亡率は欧米の報告と比較すると  

低いが、移植成績と移植CD34陽性細胞数との関連性は同様とされている（12）。   

一方で、東京大学医科学研究所附属病院などの単施設からの報告は、生者不全、移植関連  

死、生存率など、多くの点で日米欧の各臍帯血バンクからの報告と比較すると概ね良好で  

ある。単施設からの報告では、各骨髄バンクからの報告よりも移植有核細胞数が多くかつ  

狭い範囲におさまっているなど条件が異なり、単純な比較は困難でありその解釈には注意  

を要する。   

現時点では、成人に対する臍帯血移植は、造血幹細胞移植の中の一つの選択肢として捉  

えられており、同種造血幹細胞移植を考慮しなければならない腫瘍性疾患患者で、適切な  

ドナーがみつか らず、適した臍帯血を見出せる場合に治療法として選択する移植医が多い  

状況と考えられる。さらに、保険診療が承認され急速な移植数の増加により症例数が蓄積  

されており、その評価は定まりつつある。しかしながら、体重あたりの移植細胞数が少な  

い成人に対する臍帯血移植では、生者不全の頻度が高い、生者までに時間を要する、移植  

後の重症感染症による治療関連死が多いといった点も指摘されている。その解決策として、  

欧米及びわが国で複数臍帯血移植の試みが開始されている（13，14）が未だ検討段階にあり、  

現在、厚生労働省科学研究費（加藤俊一班長）に基づく前向き臨床試験が計画されている。  

その他にも、臍帯血移植後の免疫系再構築に関する解析が今後の課題として考えられてお   



り、検討すべき点は残されている。  

【ハブロタイプー致ドナー由来造血幹細胞移植（ミスマッチ移植）の現状と課題】   

ミスマッチ移植は、通常HLA2～3座不一敦の親、子供又は兄弟をドナーとすることがで  

きるため、100％に近い確率でドナーを見出すことが可能となる。しかし、非自己を認識す  

る作用が強いため、そのままでは移植片が生者しにくく、拒絶のリスク（15）及び重篤な急  

性GVHD発症のリスクが問題となる（16）。ちなみに、移植前処置として全身放射線照射とシ  

クロスポリン製剤投与を行った初期の臨床試験では、移植片からT細胞の機能を様々な手  

法で抑制しても60～100％が生者不全を起こしている（17）。この拒絶のリスクに関しては、  

G－CSF製剤により動員した末梢血幹細胞（peripheralbloodstemcell：PBSC）を大量に投  

与することで回避することが可能となった（18－20）。また、重篤なGVm発症を回避する目  

的では、強い免疫抑制剤の使用や抗CD52抗体（Campath－1H）の使用、又はT細胞を選択的  

に除去する等の試みがなされている。特に、T細胞の選択的除去は、重篤なGV他に対する  

最強の予防手段であり、これによる臨床研究が進んできている。その中で、1993年以降、  

ペルージャ大学（イタリア）のAversaFらが中心となり、G－CSFにより動員したPBSCから  

T細胞を除去した大量の幹細胞を急性白血病患者に移植する2つのパイロット臨床試験  

（21，22）を進め、造血幹細胞を高率に生者させ、かつ重篤なGV弧を回避する手法を確立し  

た（23）。   

すなわち、最初のパイロット臨床試験（21）の症例及びその後の追加症例を含めた計36例  

の患者に対して、骨髄破壊的前処置後、患者体重1kgあたり10．8×106個（以下／kgと記す）  

の0034陽性細胞と2．2×105個／kgのCD3陽性細胞を含むハプロタイプー致ドナー由来丁細  

胞除去造血幹細胞が移植され、高率（92％）に生者することが示された（24）。この時のGrade  

Ⅱ～Ⅳの急性GVHD発症頻度は、移植後に免疫抑制剤を使用せずともわずか18％であった。  

以上のパイロット試験の概要を「ペルージャ大学の第1回パイロット臨床試験」として表5  

に示す（24）。  

‾【‾‾‾  
「「    モ ー■   



表5 ペルージャ大学の第1回パイロット臨床試験（1993－1995）  

（Aversa Fの論文24のTablelを転載）   
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その後、前処置毒性を減らすと同時に免疫抑制効果を高めることを目的として、前処置  

の内容を変更した次のパイロット鯨床試験（22）が実施された。また、この臨床試験では、  

GVHDの発症を更に低減させるために、移植片に含まれるCD3陽性細胞レベルを最初のパイ  

ロット試験から1桁減少させた。すなわちGV冊発症の開催として報告された数値〔（く4～  

く5）×104個／kg〕（25，26）以下に低下させるために、細胞分離装置を用いて調製された高純  

度のCI）34陽性細胞集団が使用された。計43例の患者に、10×106個／kgのCD34陽性細胞と  

0・2×105個／kgのCD3陽性細胞を令むハプロタイプー敦ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞を  

移植した結果、2次生者を含む最終的な生者率が100％となり、GradeⅡ～Ⅳの急性GVHDの  

発症が0／41例、慢性GVHDの発症が1／37例とほぼ完全にGVHDの発症も回避できた。その  

パイロット試験の概要を「ペルージャ大学の2回パイロット臨床試験」として表6に示す  

（24）。  

表6 ペルージャ大学の第2回パイロット岳床試験（1995－1997）  

（Aversa Fの論文24のTable2を転載）   
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更に、Aversa Fらは、上記のパイロット臨床試験を経て、目標症例100例を対象とした  

「再発高リスク急性白血病患者におけるフ／「ハプロタイプミスマッチ移植による第Ⅱ相臨  

床試験ト（27）を行い、新たな細胞分離装置を用いることによりワンステップでCD34陽性細  

胞を選択的に分離した造血幹細胞を大量に移植することで、移植後の免疫抑制剤を使わな  

くとも、高い生着率と最小限のGVHD発症率が達成できることを検証している（表7）。なお、  

先の第2回パイロット臨床試験において、移植後の免疫系再構築を促進する目的で、2例に  
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移植3カ月後にドナーTリンパ球をAdd－backしているが、Tリンパ球AddTback量が少量（3  

×104個／kg）であったにもかかわらず1例でGradeⅣの急性GVHL）が発症し、死亡に至って  

いる（22）。したがって、上記第Ⅱ相臨床試験（27）においては、ミスマッチ移植における移  

植片中に含まれるCD3陽性細胞の閥値として、3×104個／kgが採用されており、これが以降  

のT細胞除去ミスマッチ移植における目指すべき閥値と考えられている。   

以上、2つのパイロット臨床試験及び上記第Ⅱ相臨床試験の全ての解析において、ミスマ  

ッチ移植における生者率とGVHD発症の課題は克服されたが、非血液疾患死亡率〔全183例  

において、移植時完全寛解（CR）例では47％、再発例では62％にのぼり、それら死亡例の70％  

が感染症による〕、及び白血病再発率〔全183例において、移植時にCRlの急性骨髄性白  

血病（acul．emyelogenousleukemia：AML）又は急性リンパ性白血病（acutelymphoblastic  

leukemia：ALL）患者では19％又は22％、CR2以上では36％又は56％、再発例では49％又は  

90％〕は依然として高く、この観点でのより有効な治療戦略の開発が必須となっている（23）。  

表7 再発高リスク急性白血病患者におけるフルハブロタイプ  

ミスマッチ移植による第Ⅱ相臨床試験（27）  

患者及び方法   概要   

対象患者   A∬L：67例（CRl：19、CR2：14、CR〉2：9、再発：25）  

ALL：37例（CRl：14、CR2：8、CR〉2：2、再発：13）   

前処置   全身照射＋Thiotepa＋Fludarabine＋ATG   

アフェレーシス   末梢血造血幹細胞はG－CSF製剤により動員して採取   

CD34陽性細胞分離装置   CliniMACS使用例：88例（回収率中央値：79％、純度：90％）  

Isolex使用例 ：16例（回収率中央値：71％、純度：95％）   

移植後のGVHD予防   免疫抑制剤は使用せず   

結果   概要   

移植細胞数   CD34陽性細胞数中央値：13．8×106個／kg〔（5．1～29．7）  

×106個／kg〕  

CD3陽性細胞数中央値：1×104個′／kg〔（0．04～3．0）  

×104個／kg〕   

生者率   Overall：100／101（Primary：94／101、Secondary：6／7）   

GⅥ1D発症率   急性GVHD：8／100、慢性GVHD：5／70   

非血液疾患死亡率   38／104例（CMV感染死：14例、Aspergillus感染死‥4例）   

再発率（2年後）  移植時CR例：9／66（AML：7／42、ALL：2／24）  

移植時再発例：17／38（郎鳳：10′ノ25、ALL：7／13）   

無病生存率（中央値22カ月）  AML患者42例：48％、ALL患者24例：46％  



【本邦におけるミスマッチ移植の現状と組】   

近年行われた日本国内の調査によると、HLAl座不一致血縁者間移植は特殊なGVHD予防  

を実施しなくても移植が可能であったが、2座以上の不一致を伴う移植においては通常の  

GVHD予防のみを行った場合には生存率が大きく低下した（図4）（28）。  
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図4 血縁者間移植の札A不一致度と全生存率（28）  
移植後の全生存率を血清レベルでの不一致度（A－B）及びDNAレベルでの不一致度（C，I））、並びに病期（A、  

C：スタンダードリスク、B、D：ハイリスク）に従い分類した。HLA一致とHLAl座不一致群間でのP借を  

示した。  

HLA2座以上の不一敦血縁者間移植を成功させるために様々な試みが行われているが、日  

本国内では、体外でのT細胞除去又はCD34陽性細胞純化を用いたミスマッチ移植、母子間  

免疫寛容の仮説に基づいたミスマッチ移植、強力なGVHD予防法を用いたミスマッチ移植、  

及びアレムツズマプ（CAMPATH－1H）を用いたin vivoでのT細胞除去によるミスマッチ移  

植の応用・研究が進んでいる。  



①体外でのT細胞除去又はCD34陽性細胞純化を用いたミスマッチ移植   

本邦では、YamasakiSらが、1996～2002年に20の施設において、HLA2～3座不一致血  

縁ドナー由来PBSC移植を受けた50例の高リスク造血器悪性腫瘍患者の臨床成績をレトロ  

スペクティプに解析した結果を報告している（29）。これによると、18例はPBSCをそのまま  

移植されており、残りの32例はCD34陽性細胞を分離して移植されている（表8）。また、  

骨髄破壊的前処置例が31例であるのに対して、骨髄非破壊的前処置が19例に施された（表  

9）。解析の結果、移植後28日以上生存した39例の内、好中球生者に至った症例は37例（95％）  

であり、生者しなかった例は39例中2例（5％）及び生者後に拒絶された例は37例中3例  

（8％）であった（表10）。CD34陽性細胞を分離して移植した症例では、Grade Ⅱ～Ⅳの急  

性GVHDの発症が、PBSC投与症例に比し、有意に低かった（表10）。一方、移植後1年まで  

に28例（56％）が移植関連合併症による死亡に至り、その中では感染症によるものが30％  

と主要因であった（表11）。以上から、本邦においても、ハプロタイプー致ドナー由来造血  

幹細胞移植の治療法を確立する上で、特に感染症を含む治療関連死の回避が重要課題であ  

ることが示されている。  

表8 患者及びドナー背景と造血幹細胞移植の実態  

（YamasakiSらの論文29のTablelを改変）  

細胞分離無し  CD34陽性細胞分離（n＝32）  

（n＝50）  （n＝18）  Clini随ÅCS（n＝17）  Isolex（n＝15）   

Relationshipofdonortopatient  

Father／mother   1／7   2／2   3／2   

Sibling   5   9   9   

Son／daughter   0／5   3／1   0／0   

Aunt   0   0   

Diseaseattransplant  

AⅦJ   2   9   6   

ALL   2   3   

Ⅶ）S   4   0   2   

CⅦ一   4   3   

NHL   6   2   3   

湘   0   

PriorautologousPBSCT／allogeneicHSCT   3／4   2／3   5／0   

Mediangraftsize（range）  
Nucleatedcelldose（×107／kg）  78．2   0．71   0．38  

（11．3－324．0）   （0．36－1．4）   （0．19－0．56）  

CD34＋celldose（×106／kg）  4．2   6．8   4．4  

（1．5－9．5）   （2．9－13．5）   （0．67－9．8）  

CD3＋celldose（／kg）  2．7×108   2．8×104   4．9×104  

（1．3－5．4）   （0．30－5．0）   （1．7－24．7）   

Medianfollow－up（range）（months）  2．5（0．10－15．4），  3．8（0．20－16．8）  2．7（0．30－35．5）  



表9 前処置の詳細（YamasakiSらの論文29のTable2を転載）  
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表10 生者、GVID及び治療関連毒性（YamasakiSらの論文29のTable3を転載）   
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表11移植1年後までの死亡例の原因（YamasakiSらの論文29のTable5を転載）  
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②母子間免疫寛容の仮説に基づいたミスマッチ移植   

両親から子へはl組の札Aハプロタイプが受け継がれる。受け継がれなかったHLAハプ  

ロタイプのうち、母親の札Aハプロタイプ由来の非遺伝母親由来札A抗原（NI鮎）に対し  

て、免疫学的寛容が成立していることが提唱されている（30）。   

本邦では、ドナー末梢血における母子間マイクロキメリズムの存在を免疫寛容の指標と  

して、進行期の造血器腫瘍を対象にHLA不一致血縁者からT細胞除去を行わずに移植を行  

い、このようなドナー選択を行うことにより急性GVHDの重症化を起こすことなく移植が可  

能であることが示された（31）。その後、2001年から2004年まで厚生労働省の研究班で実施  

された調査研究では、NI舶の不一致例（NIMA不一致同胞間での移植及び子供から母親に対  

して実施される移植）では、父親由来札A抗原（IPA）の不一致例（母親から子供への移植）  

と比較して、GradeⅢ以上の急性GVTIDの発症頻度が低い結果が報告されている（図5）（32）。   
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図6 T細胞非除去NI鮎相補的造血幹細胞移植を受けた患者における  

急性GVIDの累積発生率（32）  

NIMA相補的造血幹細胞移植を受けた評価可能34症例中の、GⅧ標的に従ったGradeⅡ－Ⅳ（A）及びⅢ－Ⅳ  

（B）の急性GVHDの累積発生率。実線が母から子への移植（GVH標的；IPA）を示し、点線が子又はNⅢA  

不一致同胞からの移植（GVH標的；ⅣⅠ鮎）を示す。  

③強力なGVHD予防法を用いたミスマッチ移植   

HLA一致移植で用いられるメトトレキサート（MTX）とシクロスポリン（CYA）の組み合わ  

せによるGV肋予防のみでは、Hu不一致移植の際のGⅦDを抑制することは困難である。し  

かし、タクロリムス（FK506）、ミコフェノール酸モフェチル（棚F）などの免疫抑制剤が使  

用できるようになり、現在では強力なGVHD予防が可能になってきている。   

FK506、MTX、メチルプレドニゾロン（mPSL）の3剤、又はMMFを加えた4剤によるGVHD  

予防により、HLA2、3座不一致血縁ドナーからのT細胞非除去移植が試みられ、無病長期  

生存が得られる症例がみられている（33、34）。   

GVHDを強力に予防することでHLAのバリアを越えることは可能であることが示されたが、  

慢性GV冊、血栓性微小血管障害（T鮎）、ウイルス感染症などの移植関連合併症の頻度が高  

いのが問題である。  
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④アレムツズマプ（Campatト1H）を用いたin vivoでのT細胞除去によるミスマッチ移植   

Campath－1Hはリンパ球などの細胞表面に存在するCD52に対するモノクローナル抗体であ  

る。移植前に投与してホストのリンパ球を抑制することによって拒絶を予防し、移植後も2  

～3週間という長い体内半減期を有することからドナーのリンパ球を抑制してGVHD発症を  

抑制する効果を有することが知られている。   

東京大学で行われたHLA不一致移植の臨床試験では、HLA2座不一致の5名、3座不一致  

の7名の合計12名のハイリスク又は進行期の造血器腫瘍患者に移植が行われた（35）。全例  

にドナー細胞の生着が得られ、好中球回復（〉500／003）、血小板回復（〉20，000／m3）まで  

の期間の中央値はそれぞれ17．5日（12～29日）と16日（12～27日）であった。GradeⅢ  
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以上のGVHDは1名だけに認められ、移植合併症による死亡はGVmによる1名（移植後66  

日）と、問質性肺炎による1名（197日）であった。症例数と評価期間は少ないものの、拒  

絶やGVHDは抑制され、新たなHLA2座以上不一敦の血縁者間移植と成り得ることが示唆さ  

れた。   

一方、Campath－1H投与に関連する心毒性の報告がなされており、移植前処置にCampath－1H  

を使用することが同様に心毒性出現のリスクを高めることが報告されている（36）。  
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図6 Campath－1Hを使用したⅠ札A不一致移植の結果（35）  

移植後の好中球（A）及び血小板（B）回復までの日数、並びにGradeⅢ一Ⅳ（C）及びⅢ－Ⅳ（D）の累積発  

生率を示す。  

【T細胞除去ミスマッチ移植における細に対する対策】   

ミスマッチ移植は、HLA適合血縁ドナーが見つからない場合において、骨髄バンクを介し  

た非血縁ドナーとの調整にかかる手間や時間及び臍帯血移植における種々の問題を回避す  

る有望な移植法である。これまでに、種々の検討がなされ、治療成績の向上が報告されて   



きているものの、未だ確立された治療法とは言い難い状況である。   

ミスマッチ移植における、造血幹細胞の生着、拒絶阻止及び重篤なGVHD発症回避という  

課題の解決策の一つとして、G－CSFにより動員した末梢血幹細胞の大量移植とT細胞の選択  

的除去を用いての実施が検討されてきた。しかしながら、特に再発高リスク患者において  

は、移植後の感染症を主要因とする移植関連死や造血器感性腫瘍の再発が、依然、大きな  

課題として残されており、この解決なくしては確立した移植法になり得ない。すなわち、  

ドナー由来のT細胞は造血幹細胞の生者及び宿主免疫再構築を促進しており、これにより  

移植患者から日和見感染を予防するとともに、GⅧ効果による再発防止に寄与している。し  

たがって、T細胞除去ミスマッチ移植では、移植後早期に免疫系を再構築する手立てが必須  

である。   

モルメド社■5（イタリア）は、自殺遺伝子であるHSV－TK遺伝子及び表面マーカーとして  

のALNGFR遺伝子をレトロウイルスベクターにより導入したドナーTリンパ球を調製し、こ  

れをT細胞除去ミスマッチ移植後に追加輸注（Add－back）することで、早期に免疫系を再  

構築する臨床試験を実施している。これは、ドナーTリンパ球をそのままAdd－backした場  

合、重篤な急性GVHDを発症するケースがあり（上記AversaFらの論文22に記載されてい  

る1例）、そのリスクを回避する為にAdd－back量をどうしても下げざるを得ず、その結果  

免疫系再構築への寄与が低下する。一方、抗LNGFR抗体で高度に純化したHSV－TK遺伝子導  

入Tリンパ球を用いた場合、重篤なGVHD発症時にGCV製剤投与により当該細胞を抹消して  

沈静化する機能が付与され、これらが安全装置となる。すなわち、HSV－TK遺伝子導入Tリ  

ンパ球を大量にAdd－backすることにより早期に免疫系を再構築でき、感染症を含む治療関  

連死の発生率低下やGⅧ効果による疾患再発阻止が期待できる。したがって、この手法に  

ょり、高リスク造血器悪性腫瘍患者に対して、T細胞除去ミスマッチ移植をより安全かつ有  

効なものとすることが可能と考えられる。   



【モルメド社の毎床試験概要】   

造血幹細胞移植後の付加的治療（add－back療法）として用いられるHSトTK遺伝子導入ド  

ナーTリンパ球に対して、モルメド杜は2003年に欧州医薬品審査庁（EuropeanMedicines  

Agency：E肥A）からオーファンドラッグの指定を受けており、現在、高リスク造血器悪性  

腫瘍患者を対象とした「ハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植後のHSV－TK  

遺伝子導入Tリンパ球Add－back療法」による第Ⅰ／Ⅲ相臨床試験（TKOO7）を欧州4施設に  

おいて実施している。2005年12月に開催された第47回米国血液学会における発表では、  

登録患者29例の内17例に遺伝子導入Tリンパ球（1×107個／kgオーダー）がAdd－backさ  

れ、その14例（82％）に免疫系再構築を確認している。また、14例中6例（43％）にAdd－back  

後の急性GVHDが発症したが、その内の5例にGCV製剤が投与され、いずれもGVHD症状が  

完全に沈静化している。したがって、導入したHSV－TK遺伝子は、意図したとおり、自殺機  

能をヒト体内で発挿していることが確認されている。また、登録症例は高リスク造血器悪  

性腫瘍患者にもかかわわらず、Add－backを受けた17例中7例に再発が認められたに過ぎな  

い。更に、免疫系再構築に至った14例では、その後の感染症エピソード及び治療関連死が  

有意に少なくなっており（免疫系再構築前が87％に対して13％）、・特にサイトメガロウイル  

ス（cytomegalovirus：CMV）感染による死亡例は、評価対象16例中わずか1例（6％）に留  

まり、PerruccioKらが発表したハプロタイプ一致丁細胞除去造血幹細胞移植のみを実施し  

たコントロール症例33例中の9例（27％）（ユ7）に比し、有意に低下していると報告してい  

る。途中経過としての全体生存率は、移植後800日時点で46％に上り、Europeangroupfor  

Blood and Marrow Transplantation（EBMT）が集計したハブロタイプー敦ドナー由来丁細  

胞除去造血幹細胞移植のみの場合に比し、有意に高い推移を示している（図7）。   

その後、臨床プロトコールの改訂により目標症例数が30症例に増加されており、2008年  

3月時点で進行中である。2008年3月～4月に行なわれた欧州骨髄移植学会での発表及びモ  

ルメド社から入手した情報によると、2007年9月時点で、51例の症例登録が完了している。  

そのうち27例に遺伝子導入ドナーTリンパ球がAdd－backされ、22例で免疫系再構築が達  

成された。   

以上より、HSV－TK遺伝子導入ドナーTリンパ球のAdd－backが、早期免疫系再構築を促進  

し、移植後の感染死を含む治療関連死を予防し、全体としての生存率を上げることが確認  

された。すなわち、HSV－TK遺伝子導入ドナーTリンパ球を大量にAdd－backする手法は非常  

に有用で、T細胞除去ミスマッチ移植を安全かつ有効に行える可能性が示唆されている。  

【タカラバイオ株式会社の治験概要（予定）】   

モルメド社から輸入した本臨床研究と同一のレトロウイルスベクターを用いた治験が、  

タカラバイオ（株）により計画されている。この治験では、同種造血幹細胞移植後に再発  

をきたした造血器悪性腫瘍患者を対象として、遺伝子導入Tリンパ球がドナーリンパ球輸  

注療法において投与される。タカラバイオ（株）は第Ⅰ相試験を国立がんセンター中央病   



院で平成20年度に開始する予定である。  

口  調  400  ∝追  800  1t即  

日数  

図7 ハブロタイプー致Tリンパ球除去造血幹細胞移植の全生存率  

（モルメド社より入手）  

AがTKOO7（HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球をAdd－back）の結果、BがEBMT（Add－back無し）  

の結果を示す。グラフの凡例は、移植時の患者の状態を示す。  

【本遺伝子治療臨床研究の全体フロー】   

以上の状況を踏まえ、国立がんセンター中央病院において、モルメド社が実施した臨床  

試験（TKOO7）と同様のプロトコールによる遺伝子治療臨床研究を実施計画することとした  

（添付資料 表7参照）。対象患者は高リスク造血器悪性腫瘍患者であり、移植前の前処置、  

ハプロタイプー致ドナー由来造血幹細胞からのCD34陽性細胞の分離装置、HSV－TK遺伝子及  

び△ⅧGFR遺伝子を含む遺伝子導入用レトロウイルスベクター、遺伝子導入細胞の調製法、  

及びAdd－backする際の細胞数は、モルメド社のTKOO7の場合と同様とする計画である。主  

要評価項目及び副次的評価項目に含まれる項目はほぼ同様であるが、安全性については今  

回の臨床研究では主要評価項目であるのに対し、モルメド社の臨床第Ⅰ／Ⅱ相試験では副次  

的評価項目である。これに関連して、本臨床研究では治療効果を期待しつつ安全性の評価  

を行うことを目的とするために、Ⅰト2を併用することなく、短期間により多くの遺伝子導  

入リンパ球をAdd－backする用法・用量とした。その他、適格性確認の時点、再発時の対応  

等に相違があるが、評価に大きな影響を及ぼすものではなく計画全体としてはほぼ同様で  

あると考えられる。   

本遺伝子治療臨床研究を実施するにあたっては、国立がんセンター中央病院内に設置さ  

れた無菌細胞調整施設（CPR）にて、タカラバイオ（株）からの技術提供と助言を受け、モル   



メド社から輸入したレトロウイルスベクターを用いてHSトTK遺伝子導入細胞をGMP基準に  

準拠して調製し、品質試験を行う（図8）。また、ハプロタイプー致ドナーからの造血幹細  

胞のG－CSF製剤による動員（mobilization）後のアフェレーシス＊6及び同一ドナーからの遺  

伝子導入用リンパ球アフェレーシスは、国立がんセンター中央病院で行われる計画である  

（図8）。  

図8 HSV－T針遺伝子導入Tリンパ球の調製と辻伝子治療のフロー   



Ⅴ．1．2当骸遺伝子治療臨床研究の概要   

当該遺伝子治療臨床研究は、以下の選択基準に合致した患者を対象とし、前出図1に示し  

た全体計画フロー（プロトコール概要）に基づいて行われる。  

＜患者仮登録時選択基準の概要＞  

1）予後不良の高リスク造血器悪性腫瘍患者（詳細は別途規定）  

2）HLA適合又はHLAl座不一致の適切なドナーがいない  

3）末梢血幹細胞提供可能なHLA2～3座不一敦の血縁ドナーがいる  

4）年齢が20歳以上60歳以下  

5）EC∝のPerformance Statusが0又は1  

6）主要臓器の機能が保たれている（詳細は別途規定）  

7）ドナー及び患者の両者から文書での同意が得られている  

【HSV－Ⅷ遺伝子導入Tリンパ球の辞製】   

遺伝子導入に使用するレトロウイルスベクターSFCMM－3は、モルメド社でGMP基準に則っ  

て作製され、品質規格に適合したものを輸入して受け入れ、国立がんセンター中央病院内  

のCPRに搬入する。なお、当該レトロウイルスベクターは、モルメド社が実施中の治験  

（TKOO7）及び本邦における筑波大学付属病院での遺伝子治療臨床研究で使用されているも  

のと同じベクター■7である。   

国立がんセンター中央病院内において、T細胞除去ミスマッチ移植ドナーと同一のドナー  

に由来するPBMCをアフェレーシスにより採取する。Ⅰレ2存在下で抗CD3抗体によりPBMC  

を刺激して活性化し、当該レトロウイルスベクターによりHSV－TK遺伝子及びALNGFR遺伝  

子をex vivo遠心法により導入する。その後、抗LNGFR抗体と二次抗体結合磁気ビーズ及  

び細胞分離装置による純化、IL－2存在下での拡大培養を経てHSV－TK遺伝子導入Tリンパ球  

Add－back液を調製する。当該Add－back液の品質試験項目は次頁のとおりであり、HSV－TK  

遺伝子導入Tリンパ球の＜品質試験項目－1＞に合格したことを確認した後に用いる。また、  

HSV－TE遺伝子導入Tリンパ球の＜品質試験項目－2＞はAdd－back後に試験を開始するが、試  

験に日数を要するために結果の判明がAdd－back後になる場合がある。万一、Add－back後に  

不合格であることが判明した項目があればその時点で臨床研究を中止して適切な措置を講  

ずることとする。つまり、化学療法や移植幹細胞ソースの再検索といった臨床現場におい  

て現時点でHLA適合又はHLA一座不一敦の血縁ドナーが見当たらない高リスク造血器悪性  

腫瘍患者に行われている治療法の中で、患者の状態に応じ総括責任者（又は治療にあたる  

分担研究者）が最も適切と考える治療法を行う。なお、ドナーアフェレーシスに際しては、  

担当医師からドナーへのじゆうぶんなインフォームドコンセントを行い、文書による同意  

を取得する。  
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＜HSV－TX遺伝子導入Tリンパ球の品質試験項目－1＞   

・細胞生存率   

・エンドトキシン試験（日本薬局方）   

・ALNGFR発現試験   

・増殖性レトロウイルス（replication competent retrovirus：RCR）亨8試験  

（RトPCR法）   

・マイコプラズマ否定試験（PCR法）  

＜HSV－TX遺伝子導入Tリンパ球の品質試験項目一2＞   

・無菌試験（日本薬局方）   

・RCR試験（増幅法）   

・マイコプラズマ否定試験（日本薬局方、培養法）   

・GCV感受性試験   

・IL－2依存的増殖試験  

【T細胞除去ミスマッチ移植】   

ハプロタイプ一致ドナーからの末梢血幹細胞は、G－CSF製剤投与により動員し、10L規  

模で2～3回アフェレーシスをすることにより採取する。その後、CD34陽性細胞分離装置（ミ  

ルテニーバイオテク社製CliniMACS又は同等のもの）を用いてCD34陽性細胞を分取し、4  

×106個／kgを最少量として患者に移植する。その際、CD3陰性細胞の混入量についても確認  

する。   

T細胞除去ミスマッチ移植時の前処置は、モルメド社の治験（TKOO7）と同様の内容で実  

施する計画である（図9）。また、移植後のGVHD予防に対する処置は行わないものとし、感  

J 染時には速やかに抗ウイルス剤や抗菌剤を処方することとする。なお、アシクロビル  
（aciclovir：ACV）製剤及びGCV製斉胴ま、後にAdd－backするHSV－TK遺伝子導入Tリンパ  

球の自殺機能を惹起することから、本臨床研究で感染予防・治療には使用しないこととす  

る。もし、C九Ⅳ感染が問題となった場合には、ホスカルネットナトリウム製剤を使用する予  

定である。   



■ Conditioningreglmen  

監TBI：Tbta＝さOdyIr帽diation7．5Gy  

偲TT：Thiotepa13mg／kg  

¢FIu：FIudarabine40mg／m2  

’駐ATG：Anti－ThymocyteGIobutine（FrモSenius㊥）5mg／kg  
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図9 T細胞除去ミスマッチ移植における前処置  

【旧作Ⅷ辻伝子導入Tリンパ球Add－b8Ck及びフォローアップ】   

自発的な免疫系再構築の開始が確認されない場合には、T細胞除去ミスマッチ移植後の造  

血幹細胞の生者が見込まれる移植後42日目に、上記により調製したHSV－TK遺伝子導入T  

リンパ球1×106個／kgを追加輸注（Add－back）する。その後、免疫系再構築が認められず、  

かつGrade Ⅱ以上の治療を必要とするGVHDを発症しない場合は、移植後72日目の時点に、  

1×107個／kgのHSV－TK遺伝子導入Tリンパ球を再度Add－backする。更に、その後、免疫系  

再構築が認められず、かつGradeⅡ以上の治療を必要とするGVHDを発症しない場合は、移  

植後102日目の時点で1×107個／kgをAdd－backする。最終のAdd－back実施の6カ月後に本  

臨床研究のフォローアップを終了する。Grade Ⅱ～ⅣのGVHDの発症が認められた場合には、  

通常のCMV感染症治療に用いられる用法・用量に従ってGCV製剤を投与し、末梢血中の  

HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球をモニターすると共にGVtID症状の沈静化能を評価する。この  

場合、患者の状態によっては、それまでのAdd－backの回数が1回または2回の場合、医師  

の判断により、GCV製剤投与後に1回のみHSV－TK遺伝子導入Tリンパ球（1×106個／kg）の  

Add－backを許すものとする。   

フォローアップ期間における臨床モニタリング実施項目は、表12に示すとおりである。   
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表12 臨床モニタリング実施項目  

治療全体の安全性   血液学的検査、血液生化学検査、免疫学的検査、感染症検査、尿定董  

性検査、有害事象  

遺伝子治療安全性   RCR、LAM（1inearamplification－mediated）－PCR（polymerasechain  

reaction）   

移植生者   骨髄像、キメリズム  

免疫系再構築   リンパ球免疫表現型（CD3＋、CD4＋、CD8＋等）   

血中動態   フローサイトメトリー解析、PCR   

GVHD発症に対するGCV製剤  

による鎮静効果   

副次的エンドポイント   再発までの時間、死亡に至るまでの時間、感染症の種類・発症件数・  

′発症時期  



Ⅴ．1．3他の治療法との比較及び遺伝子治療を選択した理由   

本遺伝子治療の対象患者は、HIA適合又はHLÅ1座不一致の血縁ドナーが見当たらない高  

リスク造血器悪性腫瘍患者である。この患者においては、移植治療は必須かつ急務であり、  

ミスマッチ移植および臍帯血移植が候補として考えられる。  

① ミスマッチ移植  

以下に、ミスマッチ移植の課題の解決策を段階的に、他の治療手段との比較をしなが   

ら示す。  

【ミスマッチ移植vs T細胞除去ミスマッチ移植】   

ミスマッチ移植におけるT細胞除去の利点は、上述のとおり〔Ⅴ，1．1「対象疾患に関  

する現時点での知見」【ハプロタイプー致ドナー由来造血幹細胞移植（ミスマッチ移植）  

の現状と課題】の項参照〕、重篤なGVHD予防に最も有効な手段であり、近年の細胞分離  

装置の進歩により混入するCD3陽性細胞の少ない高純度のCD34陽性細胞が得られるよう  

になったため、移植後の重篤なGⅥ冊発症をほぼ完全に回避できるまでになっている。た  

だし、その反面、移植後の免疫抑制状態が感染症を引き起こすリスクを高めており、ま  

た再発などの問題も指摘されているため、早期の免疫系再構築、及びGVM効果が課題と  

なる。  
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【T細胞除去ミスマッチ移植v＄T細胞除去ミスマッチ移植＋Tリンパ球Add－b8Ck】   

前項に記載のとおり、T細胞除去ミスマッチ移植においては、移植後の早期免疫系再  

構築が、重鴬な感染症等による移植関連死を防御する上で最大の課題であり、T細胞除  

去ミスマッチ移植時と同じドナーに由来するTリンパ球のAdd－backは、理論的に有効な  

手段と考えられる。しかし、AversaFらの報告（22）にあるとおり、少量のTリンパ球の  

Add－backでも致死的なGVHDを発症した例があり、この点での改善が必須である。  

【Tリンパ球Add⊥b8CkvsHSV一丁臣祉伝子導入Tリンパ球Add－b8¢k】   

本遺伝子治療では、T細胞除去ミスマッチ移植後の早期に免疫系を再構築するために、  

同一ドナー由来のHSV－TK遺伝子導入Tリンパ球をAdd－backする計画である。これは、  

前項に示したとおり、Add－backしたTリンパ球が直接要因となる致死的GVtlD発症に対  

する対策として、安全装置である自殺機能を当該Tリンパ球に付与するという考えに基  

づく。GVHD発症に対する治療手．段としては、シクロスポリン製剤又はタクロリムス製剤  

といった免疫抑制剤や副腎皮質ステロイド製剤の併用が考えられるが、移植後のGrade  

Ⅱ以上の急性GVHDに対して標準的なステロイド治療を含む種々の治療法を行っても、部  

分反応（PR）以上の効果が認められる確率は50％に至っていない（38，39）。また、いずれ  

も非特異的に免疫系を抑制することから、急速に易感染性を高め、重度の感染症頻度が  
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顕著に増加するリスクを伴う。一方、本遺伝子治療では、GCV製剤投与によりHSV－TK遺  

伝子導入Tリンパ球のみを選択的に抹消でき、理論的には移植した造血幹細胞由来の免  

疫系には影響を与えずにGVHDを選択的に沈静化できる可能性が期待される。実際、  

HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球を移入した後にGCV製剤が投与された臨床試験例では、ほ  

ぼ全例で自殺機能が確認され、GVHD沈静化に至っている。また、遺伝子治療に関連する  

有害事象報告は皆無である（40－42）。  

② 臍帯血移植  

臍帯血移植については、上述したとおり（「Ⅴ．1．1対象疾患に関する現時点での知見」   

【造血器悪性腫瘍患者に対する造血幹細胞移植の現状】の項参照）、近年、その件数が増   

大し、その評価は定まりつつある。事実、国立がんセンター中央病院においても、2006   

年度に適応があると判断された患者計8例の臍帯血移植を施行している、しかし一方で   

は、成人に適用する場合の細胞数不足及び移植後療法としてのドナーリンパ球輸往など   

の細胞療法が不可能であることなどが問題点として挙げられている。細胞数不足に対し   

ては複数臍帯血移植や臍帯血体外増幅とt・、った試みもなされているが、未だ研究段階で   

あり最終的な評価は定まっていない。臍帯血移植と HSV－TK遺伝子導入Tリンパ球   

Add－back療法である本遺伝子治療の比較を表13に示す。   



表13 臍帯血移植と本渡伝子治療の比較  

視点   臍帯血移植   本遺伝子治療   

●はu一致度   ●1－2座のHLA抗原の不一致。   ●3座までのHLA抗原の不一致。   

●GVHDによるリスク  ●発症した場合でも、重症例は少  ●発症した場合でも、自殺機能で  

ない。   制御可能。  

●移植までの時間  ●ドナープールに適合するもの  ●血縁ドナーが原則であるため、  

があれば、検索開始から最短7  遺伝子導入Tリンパ球の調製  

～10 日間で施行することが可  期間も含め、最短2～3週間で  

能。   施行することが可能。  

●ドナーの負担  ●なし。  ●他の移植■と同等の負担に加  

え、遺伝子導入Tリンパ球調製  

のための末梢血単核球及び血  

紫の採取が行われる。遺伝子導  

入Tリンパ球調製後に、細胞が  

規格を満たさないことが判明  

した場合、本遺伝子治療が行え  

ない可能性がある。  

●移植スケジュールの調整                                  ●患者の都合のみで調整可能。          ●ドナー、患者の双方の都合を調  

整する必要がある。  

●ドナーからの感染症   ●リスクは低い。   ●他の移植●と同等であるが、事  

前に確落することで回避可能。  

●GVⅥ効果   ●期待できる。   ●期待できる。  

●拒絶・生者不全  ●報告によっては15％前後の症  

例で見られ、移植する細胞数の  

不足に関連して不全の頻度が  

高まる。生者しても時間のかか  

る場合が多い。  

●複数臍帯血移植の検討が開始  

されている。  

●治療関連毒性  ●生者不全・造血回復の遅延に伴   

う、治療関連毒性が多い。   間は感染症のリスクが高まる。  

●再発時の対応  ●同一ドナーからのリンパ球輸  ●同一ドナーからのリンパ球輸  

注ができない。   注が可能。  

●遺伝性疾患伝播  ●可能性は否定できない。   ●可能性は否定できないが、血縁  

ドナーが原則ゆえに排除しや  

すい。  

＊：臍帯血移植を除く  

参考資料：・高橋 聡．成人に対する臍帯血移植の現況．医学のあゆみ，218（4）：271－275，2006．  

・甲斐俊朗．成人への臍帯血移植．今日の移植，19（3）：250－255，2006．  

・高橋 聡、浅野茂隆．臍帯血移植．癌と化学療法，31（3）：307－313，2004．  

・加藤俊一．臍帯血移植，第68回日本血液学会・第48回日本臨床血液学会合同総会  

教育講演5，2006．  

’1   



臍帯血移植の利点である「ドナーの負担がない」という点では、本遺伝子治療は通常の  

移植以上にドナーヘの負担を強いるものであり、臍帯血移植のほうが優れている。しかし  

ながら、臍帯血移植の代表的な問題点である移植細胞数の不足、造血回復の遅延、生者不  

全の頻度の高さについては、本遺伝子治療では解決策を見出せる可能性がある。その他に  

も、特に高リスク造血器悪性腫瘍患者を対象とする場合には、GVM効果を有することやドナ  

ーリンパ球輸注が可能であることは重要であると考えられる。臍帯血移植と比較すると本  

遺伝子治療ではGVM効果の発現が早期に期待できると考えられ、かつ状況に応じてドナー  

リンパ球輸注が実施可能であり、これらの点おいても本遺伝子治療は有効な治療となりう  

る。   

以上から、臍帯血移植と本遺伝子治療を比較した場合、本遺伝子治療は悪性度の高い疾  

患において、臍帯血移植を凌駕する可能性のある治療法になりうると考えられる。   

ドナーの負担という点では、本遺伝子治療の個々の症例への適応については、治療効果  

や得られる利益等について慎重かつじゆうぶんな検討が必要である。しかしながら、本遺  

伝子治療は、一連の治療法の課題に対する解決策を模索した上で計画されたものであり、  

これまでの臨床実績からも安全性及び有効性が見込まれるものとして妥当な手法と考え選  

択した。   



Ⅵ．遺伝子の種類及びその導入方法  

Ⅵ．1人に導入する辻伝子の構造と性質   

本臨床研究において発現する遺伝子はALNGFR遺伝子とHSVJrK遺伝子である。導入され  

るが発現しないベクターDNA等の構造と性質は、Ⅵ．5「ウイルスベクター噌を用いた遺伝子  

導入」の項で述べられている。   

Ⅵ．1．1人に導入する遺伝子の構造   

Ⅵ．1．1．1細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体遺伝子（AL隅FR辻伝子）   

ALNGFR遺伝子は、細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容体（truncated  

low－affinitynervegrowthfactorreceptor：ALNGFR）をコードする遺伝子である（43－45）。  

ヒト低親和性神経成長因子受容体（humanlow affinity nerve growth factor receptor：  

LNGFR）遺伝子は、1986年Johnsonらによってヒトメラノーマ細胞株A875から単離され（43）、  

427アミノ酸からなるポリペプチドをコードする1，281塩基対と終止コドンTAGより成り立  

っている。N末端から、28アミノ酸からなるシグナルペプチド、細胞外ドメインとして6  

個のシステイン残基を保存位置とする40アミノ酸からなるポリペプチドの4回線り返し配  

列、セリン／スレオニンリッチ領域、1回膜貫通領域、及び155アミノ酸を有する細胞内領  

域という構造からなっている。今回使用するALNGFR遺伝子は、LNGFR遺伝子のcDNAから  

細胞内領域をコードする塩基対を除去したもので、翻訳開始コドンATGの上流に113塩基  

対の非翻訳領域を有し、細胞外ドメイン及び細胞膜貫通領域の2別）アミノ酸からなるポリ  

ペプチドをコードする956塩基対の遺伝子である。図10にALNGFR遺伝子の塩基配列とコ  

ードするアミノ酸配列を示す。下線部分が細胞内領域の変更部位である。  
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A S G Q A L K G D G G L Y S S  
LNGFR GCC TCG GGC CAG GCC CTC AAG GGT GAC GGA GGC CTC TAC AGC AGC  

L P P A K R E E V E K L L N G  
LNGFR CTG CCC CCA GCC AAG CGG GAG GAG GTG GAG AAG CTT CTC AAC GGC  
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LNGFR GTG GAG AGT CTG TGC AGT GAG TCC ACT GCC ACA TCC CCG GTG TGA  

図10L貼FR遺伝子とALM聞遺伝子の塩基配列比較  

下線部分は細胞内領域の変更部位   
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Ⅵ．1．1．2 単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ辻伝子（防㌣Ⅸ遺伝子）   

HSV－TK遺伝子は、単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ（herpessimplexvirus  

トthymidine kinase：HSV－TK）をコードする遺伝子であり、1981年、Wagner MJらにより  

ヒト単純ヘルペス1型のCLlOl株由来の遺伝子配列が明らかにされた（46）。単一エクソン  

からなり、翻訳開始コドンATGの上流に107塩基対の非翻訳領域を有し、376アミノ酸から  

なるポリペプチドをコードする1，128塩基対とTAGを終止コドンとする1，131塩基対で構  

成されているc 今回使用するHSV－TK遺伝子は、CLlOl株のDNAをBamHIとEcoRIで処理  

した後平滑末端化してLXSNのHpaIサイトにクローニングされた1，128塩基対を含む1，131  

塩基対の遺伝子であり、翻訳開始コドンATGの上流に14塩基対の非翻訳領域を有する。図  

11にHSV－TK遺伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列を示す。   
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図11HSV－TK遺伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列   



Ⅵ．1．2人に導入する遺伝子の性質   

LNGFRは主に神経系細胞に発現する膜貫通型の神経成長因子（nervegrowthfactor：NGF）  

に対する受容体で、神経細胞以外では筋肉、精巣で発現しているが、ほとんどの造血系細  

胞には発現していない（47）。現在、trOpOmyOSin－related kinase（Trk）と結合することで  

高親和性の神経成長因子受容体を形成すると報告されており、LNGFR単独ではNGFの刺激を  

細胞内に伝播することはない（48）。   

HSV－TKはウイルス特有のチミジンキナーゼで、ヒト細胞が有するチミジンキナーゼとは  

異なった基質特異性を有し、グアノシンの類似物質であるACVやGCVをリン酸化すること  

が可能である（49，50）。ACVやGCVは生物活性が低いプロドラック（prodrug）と呼ばれ、HSV－TK  

を発現していない細胞に対しては何ら毒性を示さないが、ウイルス感染等によりHSV－TKが  

発現している細胞ではACVやGCVがリン酸化され、最終的に細胞を死に至らしめる。この  

ようにHSV－TKはACVやGCVとの組み合わせにより生物活性を示す特異な酵素である。   

レトロウイルスベクターSFCMM－3は、標的細胞上の受容体にウイルス粒子の外皮表面に存  

在するエンベロープが結合することにより、ウイルスと細胞の膜融合が起こり、ウイルス  

ゲノム錮A及び逆転写酵素等のウイルスの感染に必要な酵素が細胞内へ侵入する。細胞内  

に入った後、逆転写酵素によってウイルスゲノム鍋Aから2本鎖DNAが合成され、核内に  

移行する。5’－LTRと3’－LTRではさまれたDNAはウイルスが持っているインテグラーゼによ  

って細胞染色体に組み込まれ（プロウイルス）、細胞ゲノムの複製に伴って複製されて安定  

的に娘細胞へ受け継がれる。このために継続的な遺伝子発現が可能である。   

細胞染色体に組み込まれたALNGFR遺伝子及びHSV－TX遺伝子は、SFCMM－3内部のプロモ  

ーターであるSV40初期プロモーター及びウイルス末端反復配列（long terminalrepeat：  

LTR）プロモーターによってそれぞれ発現し、その発現はいずれも持続的である。   

Ⅵ．1．3導入遺伝子からの生成物の構造及びその生物活性   

ⅤⅠ．1．3．1AUWRの生物活性   

ALNGFRは、細胞内領域のほとんど（LNGFRの第277アミノ酸から最終第427アミノ酸ま  

で）が除去されているため、シグナルを細胞内に伝達することはないcinvitro及びinvivo  

において、ALNGFRの機能活性は観察されず（45）、またBoniniCらの報告（51）▲により、本  

研究で用いるレトロウイルスベクターSFCMM－3と同じALNGFR遺伝子を別のレトロウイルス  

ベクターSFCMM－2により活性化ヒトTリンパ球に導入し、NGF濃度依存的な、i）細胞増殖、  

塩）CD25発現、及び近）腫瘍壊死因子（TNF）－α産生による細胞傷害活性を経時的に調査  

した結果、遺伝子導入ヒトリンパ球は、遺伝子非導入ヒトリンパ球と同様に、NGFに対する  

反応を示さないことが確認された。なお、ALNGFR遺伝子が導入されるTリンパ球は、通常、  

LNGFRを殆ど発現していないことが確認されている（45）。   

ALNGFRは細胞膜でたん自発現するため細胞表面マーカーとして利用され、特異的抗体を  

用いてin vitroで発現細胞を迅速に分離することができ、eX Vivoでの発現細胞の検出や  
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生存状態、増殖状態等のキャラクタリゼーションを行うことができる。   

ⅤⅠ．1．3．2IISV一丁Xの生物活性   

HSV－TKは376アミノ酸からなるたん白質であり、本剤により遺伝子導入した細胞におい  

て自殺遺伝子産物として機能する。自殺遺伝子が導入された細胞では、その遺伝子産物に  

より非毒性のプロドラッグが毒性型ドラッグに変換され、細胞が傷害を受ける。HSV－TKは  

ガンシクロビ／レ（GCV）をリン酸化することによりGCV一リン酸を生成し、GCV－リン酸は  

細胞由来のキナーゼによりGCV三リン酸に変換される。GCV三リン酸はdGTPに代わって合  

成中のDNAに取り込まれることによりDNA合成を阻害し、細胞は死に至る（52）。ほ乳類の  

チミジンキナーゼでGCVはリン酸化されないが、HSV－TK遺伝子が導入された細胞ではGCV  

三リン酸が生成するので、HSV－TK遺伝子導入細胞はin vitro及びinvivoで選択的に死滅  

させることができる（53，54）。  

Ⅵ．2本計画で使用するその他の組換えDNAの構造と性質  

本計画では使用しない。  

Ⅵ．8標的細胞とした細胞の由来及び生物学的特徴並びに当骸細胞を標的細胞とした理由   

移植片対悪性腫瘍（graf巨VerSuS－malignancy：GVM）効果を担う免疫担当細胞がドナー  

由来のTリンパ球であることが多くの実験から支持されている一方、当該細胞がGV打Dの原  

因となることが知られている。Tリンパ球は組換えヒトインターロイキン2（rhIL－2）の存  

在下で培養可能であり、抗CD3抗体の刺激により活性化され、活発な増殖を開始する。レ  

トロウイルスベクターによる遺伝子導入は増殖中の細胞を標的としており、活性化されたT  

リンパ球に対しても高い遺伝子導入効率が得られることが過去の臨床研究により証明され  

ている（55，56）。したがって、レトロウイルスベクターSFC九伽－3を用いた遺伝子治療におい  

ては、ドナーリンパ球をrhIL－2存在下、抗CD3抗体で刺激することにより得られる活性化  

Tリンパ球が標的細胞として使用される。  

Ⅵ．4遺伝子導入方法の概略及び当蔽導入法を選択した理由   

Ⅵ．4．1辻伝子導入方法の概略   

ドナー末梢血リンパ球へのALNGFR及びHSV－TK遺伝子の導入は、レトロウイルスベクタ  

ーSFCMM－3を含むウイルス産生細胞の培養上清中にドナー末梢血リンパ球を加え、遠心する  

ことで行う。遺伝子導入工程を含む遺伝子導入細胞の調製方法の詳細をⅦ．3．1「遺伝子導  

入細胞の調製方法」に記載する。  

Ⅵ．4．2当該導入方法を選択した理由  

ドナー末梢血Tリンパ球へのALNGFR遺伝子及びHSV－TK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理由は、レトロウイルスベクターは感染後細胞染色体に  

組み込まれて細胞ゲノムの複製に伴って複製されるために、長期にわたり導入遺伝子を安  

定して発現することができること、多くのモロニーマウス白血病ウイルス（Moloneymurine  

leukemia virus：MoMLV）ベースのレトロウイルスベクターがヒト血液細胞への遺伝子導  

入に利用されていること（55－59）、及び末梢血Tリンパ球がレトロウイルスベクターにより  

効率よく遺伝子導入されることである。また安全性に関して、CD34陽性細胞を標的とした  

Ⅹ連鎖重症複合免疫不全症（Ⅹ－SCID）の遺伝子治療では白血病発症の報告がされているが、  

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（55－58，60）。   

Ⅵ．4．3 レトロウイルスベクターの選択根拠   

他の遺伝子導入ベクターとして、アデノウイルスベクターやNaked DNAベクターが使用  

されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込まれて長期にわたり安定に発現する  

効率が低いことが知られている。例えば、Naked DNAが細胞染色体に組み込まれる確率は  

1．5／1×104（61）又は1／1×104（62）程度であり、アデノウイルスベクターがウイルス自身の  

DNAを標的細胞のゲノムに組み込む確率は1／1×103～5程度であると報告されている（63）。  

すなわち、細胞染色体に組み込まれ、長期にわたって導入遺伝子が安定して発現する効率  

は、これらベクターでは非常に低いものである。   

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

染色体に組み込まれている。例えば、レトロウイルスベクターによる遺伝子導入効率が50％  

以上であるとの報告もあり、他の方法に比べると格段に高く（64）、レトロウイルスベクタ  

ーを用いた場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞染色体に組み込むことが可  

能である。   

レトロウイルスベクターSFC肌－3を選択したもうひとつの根拠は安全性である。すなわち、  

基になるSFC血T3DNAは、野生型レトロウイルス由来のgag、pOl、enVをコードする遺伝  

子の全てもしくは一部を欠如しており、このDNAのみを通常の細胞に導入したのではウイ  

ルス粒子を産生することはない。また、ウイルスベクター製造に用いるパッケージング細  

胞＊10株GP＋envAn12は、すでに世界的に広く使用されているパッケージング細胞株であり、  

Anerican Type Culture Collection（ATCC）から購入可能である。本パッケージング細胞  

株は、gag、pOlを発現するDNA断片とenvを発現するDNA断片とが異なったベクターを用  

いて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（65）。  
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Ⅵ．5ウイルスベクターを用いた漣伝子導入  

Ⅵ．5．1野生型ウイルスの生物学的特徴及び人に対する影響   

レトロウイルスベクターSFC肌－3のもとになる野生型ウイルスはMoMLVであり、以下のよ  

うなウイルス学的特徴を持つ（66，67）。   

形態的には直径約100nm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RNAで、相同のRNA分子が2分子、  

ウイルスコア平に存在する。   

レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス（orthoretrovi∫・uS）及びスプーマレトロウ  

イルス（spumaretrovirus）の2つの亜科に分類されるc MoMLVはオルソレトロウイルス亜  

科のガンマレトロウイルス属に属する、マウスを宿主とする白血病ウイルスの【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、  

Mo九mVは実験室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。オ  

ンコ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、がんであ  

り、野生マウスの後肢麻痺を招く神経好性ウイルスも知られている。肉腫ウイルスや急性  

白血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換えにより形成されるが、MoMLVは細  

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

病理学的には胸腺リンパ腫を原発とした白血病所見を示し、牌臓への浸潤が顕著に認めら  

れる。ARRマウスの自然発症白血病に対しては抗AKRMLV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、MoⅦ一Ⅴ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。   

Ⅵ．5．2ウイルスベクターの作製方法   

ⅤⅠ．5．2．1SFQ血ト3DNAベクタ」の構築   

本臨床研究で用いられる SFC仙f－3DNAベクターは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて  

構築された。すなわち、ベースとなるレトロウイルスベクターはpLXSN（68）で、その遺伝子  

概略を図12に示す。  

pA  

図12 pLXSNの浪伝子構造の概略   

LTR：Long TerminalRepeat、Ⅴ十‥ パッケージングシグナル、S＝ SV40初期プロモーター、NEO：ネオマ  

イシン耐性遺伝子、pA：poly A付加シグナル   



このベクターから制限酵素HindIIIとNaeIを用いてネオマイシン耐性遺伝子（NEO）  

の配列を取り除き、SV40初期プロモーターの下流に△LNGFR遺伝子を組み込み、さらに制  

限酵素HpaIで切断してHSV－TK遺伝子を組み込んだものがSFC血－3DNAベクターである。  

その遺伝子概略を図13に示す。SFCMM－3DNAベクターにおいて、LXSN由来の配列部分は、  

5’－LTR及び、パッケージングシグナル、SV40初期プロモーター、3’－LTR、pOlyA付加シ  

グナルである。SFC肋－3DNAベクターはウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、pOl、  

envを欠いているため、このDNAベクターのみを通常の細胞に導入してもウイルス粒子を産  

生することはない。  
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図13 SFC仙卜3D恥ベクターの遺伝子構造の概略  

配列名  塩基数  由来  

5’・－LTR：5，－Long TerminalRepeat   

V＋ ：パッケージングシグナル  

HSV－TⅨ：単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ遺伝子  

S   ：SV40初期プロモーター   

ALNGFR：細胞内領域欠損U帽FR遺伝子  

聞0 ：ネオマイシン耐性遺伝子の一部  

・3’－LTR：3’一Long TerminalRepeat  

pA  ：poly A付加シグナル   

（1－ 594） MoMSV  

（664－1473） MoMSV、  

MoMLV  

（1498－2628）  HSV  

（2636－2992）  SV40  

（3113－3955）  ヒト  

（3960－4123） 大腸菌  

（4183－4776） Mo肌Ⅴ  

（4678） MohmV   
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ⅤⅠ．5．2．2パッケージング細胞株の構集   

SFC肌－3DNAベクターは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、pOl、enVを欠い  

ているため、このベクターDNAのみではウイルス粒子を産生することはない。したがって、  

ウイルス粒子の産生にはパッケージング細胞が必要となる。本臨床研究において使用する  



パッケージング細胞株は、GP＋envAm12（ATCC CRL－9641）（65）で、パッケージングに必要な  

ウイ′レス遺伝子を2種類のプラスミド（ひとつはgagとpolで、もうひとつは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ザ細胞株と比較して、このアプ  

ローチはRCR出現のリスクは極めて少ないことが知られている。   

以下にパッケージング細胞株GP十envAm12（Am12）及びGP十E－86（69）の構築手順を示す。  

1）MoMLVのgag遺伝子、pOl遺伝子及び選択マーカーのgpt遺伝子配列を持ち、かつVパ   

ッケージングシグナルと3’－LTRを持たないプラスミドpgag－pOlgptを、マウス繊維芽   

細胞株NIH3T3 にエレクトロボレーション法にてトランスフェクションし、薬剤   

（Hypoxanthine、Ⅹanthine、Mycophenolic acid）で遺伝子導入細胞を選択した。  

2）選択した細胞株に、マウスアンフォトロビックウイルス＊114070A由来のenv遺伝子を   

持ち、かつ甲パッケージングシグナルと 3’－LTRを持たないプラスミドpenv血、及び   

Hygromycin耐性遺伝子を持つプラスミドpRSVhygを共にトランスフェクションし、   

Hygromycin Bでenv遺伝子導入細胞を選択する。使用した全てのプラスミドは、瞥パ   

ッケージングシグナルと3’－LTRを持たないため、この方法により、ウイルス由来のgag、   

pol、enVは発現するがRCRを産生しないアンフォトロビック（ヒトを含む多くの哺乳   

類に感染性を有する）パッケージング細胞株Am12を樹立した。  

3）前述のpgag－pOlgpt と、MoMLVのenvを発現するプラスミドpEnvをNIH3T3細胞に導   

入することにより、エコトロピック（マウス細胞にのみ感染性を有する）パッケージ   

ング細胞株GP十E－86（ATCC CRL－9642）を構築した。   

Ⅵ．5．2．3ウイルス産生細胞株の構築   

パッケージング細胞GP＋E－86にSFCMM－3DNAベクターをトランスフェクションし、48時  

間後の培養上清を回収した。この培養上清には、効率よくA皿12に感染するレトロウイ／レス  

ベクターエコトロピック SFC弧f－3が含まれる。回収した上清をアンフォトロビックパッケ  

ージング細川包株Am12に感染させることにより、安定なレトロウイルスベクターSFC胸－3産  

生細胞が構築され、ヒトを含む多くの哺乳類細胞に感染可能なアンフォトロビックレトロ  

ウイルスベクターが産生される。   

レトロウイルスベクターエコトロピックSFC九伽－3感染Am12細胞から、良好な生育性とT  

リンパ球への高い遺伝子導入効率を示すクローンを得た。これをマスターセルバンク（MCB）  

用シードセルとして樹立し、これを培養してMCBを作製した。  

Ⅵ．5．2．4レトロウイルスベクターSFC鳩ト3の製造  

本遺伝子治療臨床研究iこおいて使用するレトロウイルスベクターSFC九伽－3は、バンキン   



グされたウイルス産生細胞株〔MCB、又はワーキングセルバンク（WCB）〕を培養し、その上  

清中にウイルス粒子の状態で存在する。   

製造は全てモルメド社の管理された製造エリアにてGMP遵守下で行われる。   

Ⅵ．5．3ウイルスベクターの構造   

レトロウイルスベクターSFC仙卜3の遺伝子構造の概略を図14に、レトロウイルスベクタ  

ーSFCMM－3DNAの全塩基配列を図15に示すc HSV－TKは5’－LTRにより、ALNGFRは内在性プ  

ロモーターであるSV40初期プロモーターにより転写が誘導される。SFC胱－3はパッケージ  

ングシグナルとしてV十を有し、gag、pOl、enVをコードする遺伝子は除かれている。  

囲14 レトロウイルスベクターSFCl伽－3の辻伝子構造の概略  

5’：5’－LTR、V十：パッケージングシグナル、S：SV40初期プロモーター、HSV，TK：単純ヘルペスウイル  

ス1型－チミジンキナーゼ遺伝子、△LNGFR‥細胞内領域欠損LNGFR遺伝子、NEO：ネオマイシン耐性遺  

伝子の一部、3’：3’－LTR  
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CTCGTCCGGG ATTTGGAGAC CCCTGCCCAG GGACCACCGA CCCACCACCG GGAGGTAAGC 660  

900  

960  

1020  

1080   





GGATCCGGCT GTGGAATGTG TGTCAGTTAG GGTGTGGAAA GTCCCCAGGC TCCCCAGCAG 2700  

GCAGAAGTAT GCAAAGCATG CATCTCAATT AGTCAGCAAC CAGGTGTGGA AAGTCCCCAG 2760  

GCTCCCCAGC AGGCAGAAGT ATGCAAAGCA TGCATCTCAA TTAGTCAGCA ACCATAGTCC 2820  

CGCCCCTAAC TCCGCCCATC CCGCCCCTAA CTCCGCCCAG TTCCGCCCAT TCTCCGCCCC 2880  

ATGGCTGACT AATTTTTTTT ATTTATGCAG AGGCCGAGGC CGCCTCGGCC TCTGAGCTAT 2940  

TCCAGAAGTA GTGAGGAGGC TTTTTTGGAG GCCTAGGCTT TTGCAAAAAG CTAATTCGGG 3000  

CCGCGGCCAG CTCCGGCGGG CAGGGGGGGC GCTGGAGCGC AGCGCAGCGC AGCCCCATCA 3060  

3120  

3180  

3240   



TGCAAAGCC TGCAACCTGG GCGAGGGTGT GGCCCAGCCT TGTGGAGCCA ACCAGACCGT  3300  、
．
∴
．
■
」
．
＋
．
．
′
．
・
1
．
山
t
．
」
一
 
 
 

;TGTGAGCCC TGCCTGGACA GCGTGACGTT CTCCGACGTG GTGAGCGCGA CCGAGCCGTG 3360  

:AAGCCGTGC ACCGAGTGCG TGGGGCTCCA GAGCATGTCG GCGCCGTGCG TGGAGGCCGA 3420  

ACGCCGTG TGCCGCTGCG CCTACGGCTA CTACCAGGAT GAGACGACTG GGCGCTGCGA  3480  

GTGCCGC GTGTGCGAGG CGCGCTCGGG CCTCGTGTTC TCCTGCCAGG ACAAGCAG, 3540  

3600  :ACCGTGTGC GAGGAGTGCC CCGACGGCAC GTATTCCGAC GACGCCAACC ACGTGGACC 

TGCCTGCCC TGCACCGTGT GCGAGGACAC CGAGCGCCAG CTCCGCGAGT GCACACGCTG  3660  

3720  CGACGCC GAGTGCGAGG AGATCCCTGG CCGTTGGATT ACACGGTCCA CACCCCCAG  

3780  ;GGCTCGGAC AGCACAGCCC CCAGCACCCA GGAGCCTGAG GCACCTCCAG AACAAGACC 

ATAGCCAGC ACGGTGGCAG GTGTGGTGAC CACAGTGATG GGCAGCTCCC AGCCCGTGG  3840  

;ACCCGAGGC ACCACCGACA ACCTCATCCC TGTCTATTGC TCCATCCTGG CTGCTGTGG 3900  

GTCG 3960  GTGGGCCTT GTGGCCTACA TAGCCTTCAA GAGGTGGAAC AGGGGGATCC TCTA  

ALNGFR  

GCTGGGTGTG GCGGACCGCT ATCAGGACAT AGCGTTGGCT ACCCGTGATA TTGCTGAAGA 4020  

GCTTGGCGGC GAATGGGCTG ACCGCTTCCT CGTGCTTTAC GGTATCGCCG CTCCCGATTC 4080  

GCAGCGCATC GCCTTCTATC GCCTTCTTGA CGAGTTCTTC TGAGCGGGAC TCTGGGGTTC 4140  

∴∵霊  



4776  

図15 SFC仙ト3DNAの全塩基配列  

LXSNと相同な配列を下線で示す。   

Ⅵ．5．4ウイルスベクターの生物学的特徴   

パッケージング細胞株GP＋envAm12は、アンフォトロビック系のパッケージング細胞株で、  

この細胞により産生されるレトロウイルスベクターはマウス、ラット、サル、ヒト等を含  

む多くの種の哺乳類細胞に感染しうる。レトロウイルスは増殖中の細胞にのみ感染するの  

で、遺伝子導入に先立って標的細胞を組換えヒトインターロイキン2（rhIL－2）と抗CD3抗  

体（ORT3）で刺激する。これにより高い遺伝子導入効率が期待できる。また、レトロウイ  

ルスベクターSFCMM－3は増殖能を欠いているので、遺伝子導入した末梢血Tリンパ球内でウ  

イルス粒子を形成することはない。したがって、RCRが出現しない限り周囲の細胞に感染す  

ることはない。   

Ⅵ．4．3「レトロウイルスベクターの選択根拠」の項で述べたように、レトロウイルスベ  

クターを用いた場合、他のベクターに比べてより効率よく遺伝子を導入し、細胞染色体に  

組み込むことが可能であると言える。   



Ⅶ．安全性についての評価  

Ⅶ．1辻伝子導入方法の安全性   

Ⅶ．1．1遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度   

ウイルス産生細胞には、セルバンクシステムを使用する。セルバンク作製に使用した培  

地及び試薬は、組成と品質の確認されたものを使用してしている。また、マスターセルバ  

ンク（MCB）は品質試験を行うことにより、バクテリア、真菌、マイコプラズマ及びウイル  

スの混入がないこと、並びにエコトロピックとアンフォトロビックのRCRが無いことを確  

認している（MCB及びワーキングセルバンク（WCB）の品質試験の詳細を参考資料1に、MCB、  

WCBの品質試験項目と保存中の監視計画を参考資料2に記載する）。  
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レトロウイルスベクターSFC仙－3の製造フローを図16に示す。  
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CB又はWC  

l  

＜拡大培養1＞  

1  

＜拡大培養2＞  

l  

く拡大培養3＞  

l   

＜拡大培養4＞  

l  

＜播種・増殖培養＞  

J- 

＜無血清培地に交換＞  

l  

＜生産培養＞  

J- 

＜培養上清を回収＞  

l  

＜無血清培地を添加＞  

l  

＜生産培養＞  

l  

＜培養上清を回収＞  

＜無菌濾過＞  

l   

＜小分け分注＞  

l   

＜ラベル貼付＞  

l  

培養日数：5～7日間  

培養日数：4～5日間  

培養日数：4～5日間  

培養日数：4～5日間   

培養日数：7日間（5日目に培地交換）  

培養日数：1日間  

剤
製
造
工
程
 
 

本遺伝子組み換え生物の最終製品  

図16レトロウイルスベクターSFC甜－3の製造フロー   

レトロウイルスベクターSFCMM－3は、MCB又はWCBから培養を開始し拡大培養した後、生  

産培養工程の培養上清に回収される。拡大培養工程及び生産培養工程の播種・増殖培養に  

は10％ウシ胎児血清含有培地を用い、生産培養には無血清培地を用いる。レトロウイルスベ  

クターSFC岨－3の製造に使用する培地及び試薬並びにその規格を参考資料3に記載する。回   



収した培養上清は、保管、また精製することなく引き続き製剤製造工程に用いる。製剤は、  

この培養上清を無菌ろ過した後、規定液量に小分け・ラベル貼付して製造する。製造は、  

全てモルメド社の管理された製造エリアにてGMP遵守下で行われる。製剤は、ロットごと  

にウイルス安全性を含め品質試験を行う。   

レトロウイルスベクターSFC仙－3の品質は以下の試験を行うことにより確認する（レトロ  

ウイルスベクターの品質試験の詳細を参考資料4に記載する）。  

1．   無菌試験（欧州薬局方）  

2．   マイコプラズマ否定試験（欧州薬局方）  

3．  in vitro ウイルス試験  

4．  in vivo ウイルス試験  

RCR試験  5．  

6．   エンドトキシン試験（欧州薬局方）  

7．   感染効率試験  

8．   組み込まれたベクター遺伝子の完全性試験  

9．   GCV感受性試験  

10． HSV－TKスプライス型否定試験   

HSV－TKスプライス型否定試験は、HSV－TK遺伝子が導入された細胞において、227塩基短  

くなっているスプライス型のHSV－TK遺伝子を持つものがあり、GCVに対する感受性に影響  

を与えると報告されていることによる（70）。スプライシングに作用する酵素の基質となり  

うる潜在的なスプライスサイトがHSV－TK遺伝子中に予測されており、レトロウイルスベク  

ターSFCMMT3により遺伝子導入したヒトリンパ球のゲノムDNAについて、このサイトが正常  

であるものの割合を規格設定している。   

本邦での臨床研究に使用するレトロウイルスベクターSFCMM－3は、上記の品質を有し、感  

染性因子に対する危険性の低い生物由来成分をはじめとする培地、試薬等を用いているこ  

と、及び、モルメド社にて確立した製造方法により製造を行う予定であることから、その  

品質は、安全性の高いものと考える。   

Ⅶ．l．2息者に投与する物質の純度及びその安全性   

患者に綬与する物質は、HSV－TK遺伝子導入ドナーTリンパ球及びその懸濁媒であるRPMI  

1640及びヒト血清アルブミン含細胞凍害保護液（CP－1）である。ウシ血清は患者にとって  

の異種たん白質を含有しており抗原性の問題が生じる可能性があるため使用せず、ドナー  

血凍を培地添加剤として用いる。細胞調製の際に用いられる培地の成分、レトロウイルス  

ベクターSFC肋－3懸濁液の成分、種々の試薬、抗体等に関しては、遺伝子導入細胞を患者に  

投与する前に生理食塩水でじゅうぶんに洗浄されるので、患者に影響を及ぼすことはない  

¶n 

で   



と考えられる。さらに懸濁媒であるRPMI1640及びCP－1については、本臨床研究と同様、  

細胞を凍結保存する目的で造血幹細胞移植等の臨床現場で広く使用されている。これらは  

医薬品としての承認は得ていないものの、CP－1は移植用細胞の凍結用に使用され、またRPMI  

については、公式骨髄バンクレポート中に使用した浮遊液の一つとして記載されている。  

現時点ではこれらに由来する重篤な有害事象の報告は確認されておらず、本臨床研究にお  

ける使用に関する安全性についても問題はないと考えられる。   

細胞調製終了後、以下の試験を行うことにより品質を担保する。  

1．   細胞生存率（トリバンプ／レー）  

2．   エンドトキシン試験（日本薬局方）  

3．   △LNGFR発現試験  

4，   RCR試験（RT－PCR法）  

5．   マイコプラズマ否定試験（PCR法）  

6，   無菌試験（日本薬局方）  

7．   細胞及び上清のRCR試験（Musdunni細胞との共培養後のPG－4S＋L－テスト）  

8．   マイコプラズマ否定試験（日本薬局方、培養法）  

9．   GCV感受性試験  

10．Ⅰト2依存的増殖試験   

Ⅶ．1．3増殖性レトロウイルス（RCR）出現の可能性   

Ⅶ．1．3．1レトロウイルスベクターの安全性   

本研究で使用するレトロウイルスベクターSFCMMT3のゲノムはMoMl，V由来のgag、pOl、  

envをコードする遺伝子の全部、若しくは一部を欠如している。また、用いるパッケージン  

グ細胞株GP十envAn12において、gag、pOlをコードするDNA断片とenvをコードするDNA断  

片とが染色体上の異なった位置に挿入されているので、RCRの出現する可能性は極めて低い  

と考えられる。レトロウイルスベクターSFC鳩ト3上清の試験項目にRCR試験が含まれており、  

RCR陰性の製剤だけを臨床使用する。また、治療開始後には患者末梢血中のRCRをRT－PCR  

法により、最終add－back後、lカ月後の14日目及び28日目、3カ月後の14日目、6カ月  

後の28日目並びにそれ以後の患者生存期間中は1年ごとに測定する。   

Ⅶ．1．3．2パッケージング細胞の安全性   

パッケージング細胞は一般に、ウイルス粒子を構成するたん白質の遺伝子を有さない増  

殖能欠損型レトロウイルスベクターを生産するために使用される。組換えレトロウイルス  

ベクターを作製するために、パッケージングプラスミド（ウイルスたん自質をコードする  

gag、POl、enV遺伝子を含む）をあらかじめN川3T3細胞に組み込んだパッケージング細胞  

が作られているここの細胞に遺伝子治療用レトロウイルスベクターのゲノム配列を含むDNA   



を導入したプロデューサー細胞を樹立することにより、高力価のレトロウイルスベクター  

を大量に調製することが可能になった（71）。図17にその概念図を示す。  
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国17 レトロウイルスベクターの産生 （引用文献71より転載）   

SFCMM－3DNAベクターは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、pOl、enVを欠い  

ているため、このプラスミドを通常の細胞に導入しただけではウイルス粒子を産生するこ  

とはない。さらに、レトロウイルスベクターSFC肌－3を作製する際に使用されるパッケージ  

ング細胞GP＋envAm12は、パッケージングに必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミドで  

別々に導入した第3世代のパッケージング細胞株であり、野生型レトロウイルスを産生す  

る可能性は、第1世代及び第2世代パッケージング細胞株と比較して極めて低い。従って、  

SFC冊－3DNAベクターとパッケージング細胞株GP＋envAn12の組み合わせにより作製された  

ウイルス産生細胞株を使用してレトロウイルスベクターSFCMM－3を製造する過程でRCRが出  

現する可能性は極めて低いと考えられる。   

表14に各世代のパッケージング細胞の特徴を、図18に各世代のパッケージング細胞と  

対応するレトロウイルスベクターの構造をそれぞれ記載する（71）。   
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表14 各世代のパッケージング細胞の特徴  

パッケージングプラスミ RCR出現の機構   

臨 ‖  ド  の構造  
第1世代パッケージン   パッケージングシグナルだけを   パッケージング配列とベクタ   

グ細胞   除いたもの。効率よくベクターを  ー配列に共通するgag部分で   

（パッケージング細胞に  作るために、ベクタープラスミド  相同組換えが起こると RCf‡が   

使われているパッケージ   側にgag遺伝子の一部を残して  出現する。   

ングプラスミドとレトロ  

ウイルスベクターの構  

造：図18中のA）   

第2世代パッケージン  パッケ ージングシグナルを除去  RCRが出現するためには、gag   

グ糸田胞   し、さらに3’－LTRをポリA付加  部分と3’－LTR部分の2カ所で   

（パッケージング細胞に   シグナルで置換したもの。   同時に相同組換えが起こる必   

使われているパッケージ  要があり、その可能性は非常に   

ンダブラスミドとレトロ  低いと考えられている。   

ウイ／レスベクターの構  

造：図18中のB）  

第3世代パッケージン  パッケージングシグナルを除去  RCRが出現するためには、gag   

グ細胞   して3’－LTRをポリA付加シグナ  部分と pol部分と 3’－LTR部   

（パッケージング細胞に   ルで置換し、さらにウイルスたん  分の3回の相同組換えが同時   

使われているパッケージ   自質のコーディング領域を  に起こる必要があり、その可能   

ングプラスミドとレトロ  gag－pOlとenvの2種類に分割し  性は極めて低いと考えられて   

ウイルスベクターの構  

造：図18中のC）   
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図18 パッケージング細胞に使われているパッケージングプラスミドと  

レトロウイルスベクターの構造 （引用文献71より転載）   

掛、て図19に、パッケージング細胞株GP・envAm12を作製するために用いた 

スミド、pgag－pOlgptとpenvAmの構造、及びMoMLVウイルス全塩基配列を含むプラスミド  

3POを示す。  

RagRag pol   餓Ⅴ  

3印  

pg8押1gpt  

ponv血  

野上：抽画輌画玩乱n雲魚m兜  

図19 Mo姐．Ⅴウイルス全塩基配列を含む3POプラスミドと  

パッケージング細胞構築用プラスミドpgag－pOl卯t及び、penV血の比較   
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pgag－pOlgptとpenvAmは、どちらもVパッケージングシグナルと3’－LTRを持たないので、  

GP十envAm12細胞が内在性のパッケージングシグナルと3’－LTRを持つことはなく、gag－pOl  

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

また、レトロウイルスベクターSFC肌卜3産生細胞の作製途上で使用されるパッケージング  

細胞株GP＋E－86も同様に、NIH3T3細胞にpgag－pOlgptプラスミドDNAとpEnvプラスミド  

DNAをエレクトロボレーションにより遺伝子導入し、薬剤選択により株化して樹立されたも  

のである。   

以上のことから、パッケージング細胞株GP＋E－86とGP＋envAm12で作製したウイルスがRCR  

を含む可能性は極めて低く、これらのパッケージング細胞棟は安全であると考えられる。  

1996年に、Chong Hら（72）によりパッケージング細胞株GP＋envAm12を用いて産生したレ  

トロウイルスベクター中にRCR を検出したことが初めて報告された。このことは、  

GP十envAm12を用いてもRCR出現の可能性を完全には否定できないことを示唆している。そ  

の頻度を正確に推定することは不可能であるが、過去4年間、GP十envAm12細胞を用いてウ  

イルス産生細胞株を樹立し、60以上のウイルスについてRCRチェックを試みたが検出され  

ておらず、極めて低い頻度と考察されている（73）。   

Ⅶ．1．4遺伝子導入に用いるウイルスベクターの細胞傷害性   

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

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

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

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

において細胞傷害性は報告されていない。   

Ⅶ．1．5体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能性   

本遺伝子治療臨床研究では、標的細胞としてのドナーTリンパ球にex vivoでHSV－TK遺  

伝子を導入し、拡大培養や細胞洗浄等の工程を経たあと患者に投与する。使用したレトロ  

ウイルスベクターSFCMM－3はこの過程でほぼ完全に除去され、また、レトロウイルスは比較  

的不安定なウイルスなので、細胞培養中に大部分は不活化されると考えられる。また、マ  

ウス細胞由来のパッケージング細胞株により生産されたレトロウイルスベクターはヒト血  

清中の補体により速やかに不活化されるため、たとえわずかに混入したレトロウイルスベ  

クター粒子が患者体内に投与されたとしても、それが原因で患者体内において遺伝子が導  

入される蓋然性は低い。   

また、レトロウイルスベクターSFCMM－3は増殖能を欠いているので、遺伝子導入したドナ  

ーTリンパ球内でウイルス粒子を形成することはなく、RCRが出現しない限り標的細胞以外  

の細胞に遺伝子が導入されることはない。   
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Ⅶ．1．6息者以外の人に遺伝子が導入される可能性   

本臨床研究の細胞調製は、当該換作にじゆうぶんな知識と経験を有する研究者のみが行  

う。一連の細胞調製操作時には、マスク、手袋、実験用衣服を着用し、レトロウイルスベ  

クターの皮膚等への付着を防止する。このような配慮により、細胞調製作業者に遺伝子が  

導入される可能性は極めて低いと考えられる。   

遺伝子導入換作はP2レベルの細胞調製施設において、可能な作業は閉鎖系で、また開放  

系での作業は細胞調製施設内に設置されたクラスⅡ安全キャビネット内で行う。更にレト  

ロウイルスベクターを含む全廃液は高圧蒸気滅菌後に廃棄される。以上のようにしてレト  

ロウイルスベクターSFCⅦト3の環境中への拡散及び環境中における予期しない遺伝子導入  

を防止する。   

レトロウイルスベクターSFC舶－3は、増殖能欠損型なので、患者を介して患者以外の人に  

遺伝子が導入される可能性は、大量のRCRが患者体内に存在しない限り非常に低い。   

Ⅶ．1．7染色体内へ辻伝子が組み込まれる場合の問題点   

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

置によって生存や増殖等の細胞機能に影響を及ぼすことがある。挿入変異と呼ばれる事象  

で、細胞の生存や増殖に重要な遺伝子の近傍に挿入され、その遺伝子の発現が抑制された  

場合にはその細胞は死に至る可能性がある。しかしながらこのような細胞は遺伝子導入細  

胞のごく一部であると考えられるので、患者への影響は極めて小さい。一一方、がん遺伝子  

の近傍に挿入され、レトロウイルスベクターの末端反復配列（LTR）が有するエンハンサー・  

プロモーター活性によりその遺伝子の発現量が増加した場合、及び、がん抑制遺伝子の近  

傍に挿入され、その遺伝子の発現量が減少した場合には、当該細胞が無限増殖する可能性  

がある。   

Ⅶ．1．8がん原他の有無   

レトロウイルスベクターの組込みが細胞の増殖にとって正に働く場合には、上述のとお  

りがん原性の問題が出現する。実際に0034陽性細胞を標的としたⅩ連鎖重症複合免疫不全症  

（X－SCID）のフランスでの遺伝子治療において合計4例のT細胞白血病の発症が報告されて  

いる（74－76L 報告された事象は、1）免疫系が未熟な幼少の患者を対象としていること、  

2）遺伝子導入細胞が、分化・増殖能が旺盛な造血幹細胞であること、3）導入遺伝子（Ⅰレ2  

受容体γC）は細胞増殖に直接関与する機能を有すること、等、特殊な事情が重なって重篤  

な副作用を招いた可能性が示唆されている。このような背景より、欧米ではⅩ一SCID以外の  

レトロウイルスベクターを用いる遺伝子治療臨床応用は、既に再開されている。坤、同  

業：こ基づCll）に古し レトロウイルスべナシ一に上りⅠトコ受容体ッい弧 たミ√・を「lI31械・1三和暇  

に導入するイギリスでの遺伝子治療においても、10例中1例に白血病が発症したことが20卯  

年12月に報告された（77，78）。また、CD34陽性細胞を標的とした慢性肉芽腫症（CGD）のド   
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イツでの遺伝子治療におし珊S）の発症が報告されてい  
る（79，80）。一方、CD34陽性細胞を標的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脚なり、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がん化が見られなかった  

と報告さ叫タ一による癌化の頻摩げ対象疾  

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tた末梢リ  

ンパ球に対するレトロウイルスベクタ一による遺伝子導入ではこれまで白血病化の報告は  

ない（55－58   

本遺伝子治療は、1）対象が造血幹細胞移植を要する成人の白血病患者であること、2）  

分化した成熟リンパ球への遺伝子導入であること、3）導入遺伝子（HSV－TK及び △LNGFR）  

は、安全装置及びマーカーであること、と言ったより安全性が高い臨床計画と考えられて  

いる。なお、本臨床研究の実際においては、IL－2依存的増殖試験により遺伝子導入Tリン  

パ球がin vitroで異常増殖しないことを確認する。また、遺伝子導入細胞の患者体内にお  

けるクローン増殖性を1inear amplificationrmediated PCR（LAM－PCR）＊12によっ’てモニタ  

リングすることにより、評価する予定である。   

なおこれまでに17の独立した研究機関による動物モデル試験及び計31例の白血病又は  

再発白血病の患者を対象とした臨床研究の結果をまとめたレトロスペクティプなデータ解  

析により、AL州貰Ⅶ遺伝子を導入した細胞を投与しても、がん化の誘導を支持するようなデ  

ータが得られなかったことがBoniniCらにより報告されている（51）。  

Ⅶ．2辻伝子産物の安全性   

Ⅶ．2．1防Vl獣遺伝子の異常発現   

導入遺伝子の構成分子であるHSVJrK遺伝子の発現産物であるHSV－TKは、ウイルス特有  

のチミジンキナーゼで、ヒト細胞が有するチミジンキナーゼとは異なった基質特異性を有  

している。すなわち、通常のヒト細胞内ではリン酸化されず、ヌクレオシドアナログとし  

て既に臨床上の安全性が認められているGCVやACVをリン酸化することが知られている。  

すなわち、GCV又はACVがプロドラッグとして投与された場合、HSV－TK発現細胞では、GCV  

又はACVは細胞内でリン酸化され、更に内在性グアニル酸キナーゼとチミジンキナーゼに  

より二、三リン酸化物へと変換され、この最終産物の三リン酸化物がDNAポリメラーゼ阻  

害やDNA伸長傷害を起こし、細胞死を誘導する（49，53）。図20にHSV－TK／GCV自殺システム  

を図示する。  
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図20 HSV－TX／GCV自殺システム   

一方、HSV－TKを発現しない細胞では、GCV又はACVは未変化のままであり、毒性を示さ  

ない。したがって、HSV－TKは、GCVとの組み合わせにより選択的自殺作用（HSV－TK／GCV自  

殺システム）を示す分子であり、発現そのものの毒性はないと考えられる。   

また、GCV等のプロドラッグ非存在下、HSV－TKが触媒する反応は通常の細胞内で行われ  

ている代謝反応であり、遺伝子過剰発現による体細胞への影響は小さいものと思われる。  

ただし、HSV－TKがヒトにとって異種たん白質であることから、HSV－TK遺伝子発現細胞の投  

与を受けた患者において免疫原となり、患者体内でHSV－TK発現細胞に対する細胞傷害性丁  

細胞（cytotoxic Tlymphocyte：CTL）が誘導されることが過去の遺伝子治療臨床研究で示  

唆されている（57）。実際、同遺伝子治療を行ったイタリアの症例においても、遺伝子治療  

を受けた患者においてCTLの誘導が報告されている（82）。このことはCTLによる患者体内  

からのHSV－TK遺伝子発現ドナーT細胞の排除を意味しており、GVM効果の長期継続に対す  

る障害となっている。過去の症例から遺伝子導入リンパ球の投与回数とCTLの出現頻度は  

ある程度相関していることから、投与回数を減らすことでCTLの誘導を抑えられることが  

できる可能性がある。また、イタリアの症例で観察されたCTLは全てHSV－TK発現細胞に対  

するものであり、このCTLが患者自身の細胞に影響を及ぼすことはないと思われるが、遺  

伝子治療後はこれらCTLの動態について注意深く観察する必要がある。  

Ⅶ．2．2HSV－TⅣ∝Ⅴ自殺システムの施床実績  

HSV－TK／GCV自殺システムに関しては、イタリアで2件、フランスで1件、アメリカで1  
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件の臨床実績がある（42，51，82－87）．＝ これらでは、遺伝子導入に用いられたレトロウイルス  

ベクターや遺伝子導入細胞の調製法が一部異なるものの、GCV製剤との組合わせによる自殺  

機能は、いずれの臨床研究でも確認されている。   

すなわち、計52例のHSV－TK遺伝子導入細胞投与例のうち、急性GVHD発症に対してGCV  

製剤が投与された症例が8例、慢性GVfⅢ発症に対してGClr製斉はミ投与された症例が3例、  

CMV感染症でGCV製剤が投与された症例が8例あるが、これら19例の症例では、GCV製剤  

の投与により、慢性GVHDで効果が部分的であった症例1例（イタリアの臨床研究）（51，83）  

と、急性GVHDを発症したものの最初から遺伝子導入細胞の血中レベルが低かった1例（フ  

ランスの臨床研究）（87）を除き、残りの17例において、HSV－TK遺伝子導入細胞数が検出限  

界以下に又は顕著に減少しており、自殺機能がヒトにおいて発揮されることが確認されて  

いる。いずれにおいても、本自殺システムに関連する有害事象は報告されていない。   

Ⅶ．2．3 ALⅢ罪R辻長子の異常発現   

LNGFRはNGFに対する膜貫通型の受容体である。LNGFRは主として神経系細胞で発現してい  

るが、これ以外では筋肉、精巣で発現しており、殆どの造血系細胞には発現していない（45）。  

ALNGFRは細胞内領域を欠損させており、細胞外領域及び細胞膜貴通領域を有するたん白質  

であるため、内因性のNGFや抗体を含む外来性リガンドに反応して細胞内シグナル伝達を発  

挿することはなく、発現細胞に対して標識以外の影響を与える可能性は低い。実際、Bonini  

Cらの報告（51）により、今回の臨床研究で用いるレトロウイルスベクターSFC肋－3と同じA  

LNGFR遺伝子を別のレトロウイルスベクターSFCMM－2により活性化ヒトTリンパ球に導入し、  

NGF濃度依存的な、i）細胞増殖、ii）cD25発現、及びiii）腫瘍壊死因子（TNF）－α産生に  

よる細胞傷害活性を経時的に調査した結果、遺伝子導入ヒトリンパ球は、遺伝子非導入ヒ  

トリンパ球と同様に、NGFに対する反応を示さないことが確認されている。また、SFCMM－3  

及び類似のベクターであるSFCⅦト2を用いた遺伝子治療例においても細胞傷害性は報告さ  

れていない。△LNGFRマーカー遺伝子をレトロウイルスベクターにより導入したマウス骨髄  

細胞を別のマウスに移植し、更に、再移植を繰り返して長期観察した結果、レトロウイル  

スベクターがEvil遺伝子内に挿入されたことによるプロトオンコジー ン＊13活性化が原因と  

考えられる白血病が高率に発症したとの報告（88）があるが、実際のメカニズムの詳細は明  

らかとされていない。  

Ⅶ．3細胞の安全性   

Ⅶ．3．1遺伝子導入細胞の調製方法   

以下に示す遺伝子導入細胞の調製にかかわる全ての操作は国立がんセンター中央病院内  

に設置されたP2レベルの無菌細胞調整施設内にて、タカラバイオ（株）からの技術提供と助  

言を受け行われる。  
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本臨床研究に用いるレトロウイルスベクターSFCMM－3はイタリア・モルメド社により製造  

され、総括責任者が輸入して受入れ試験（参考資料5参照）を行い、国立がんセンター中  

央病院土L階の施錠可能な製剤保管室に設置した超低温フリーザー（－80℃）に保管する。  

レトロウイルスベクターSFCMM－3を用いたAdd－back用遺伝子導入Tリンパ球調製工程の概  

略を以下に、調製フローを参考資料6に示す。なお、本細胞調製工程は、第10日目の遺伝  

子導入細胞の濃縮・洗浄・懸濁液をRPMI1640に変更している点のみが参考資料6に記載  

の調製フローと異なる。  

第0日：Add－back3回分に必要な遺伝子導入細胞数（2．1×107個／kg）及び患者の体重から、  

培養ユニット数を決定し、培養ユニットに応じた以下の個数を満たすドナーリン  

パ球を採取し、遺伝子導入細胞の調製に使用する。  

培養ユニット数   2   3   4   

培養に必要な   1．5×109超   3．0×109超   4．5×109超   
生細胞数（僻）  1．5×109以下           3．0×109以下  4．5×109以下  6．0×109以下  

セルプロセッサを用いてドナーリンパ球の濃稲とPBS／11．8％ACDTA液による洗浄  

を行ったあと、生細胞数及び細胞生存率を測定する。抗CD3抗体（30ng／血）を添  

加した培養用培地（基本培地GT－T503。620～720IU／mLrhIL－2、1～3％非働化ド  

ナー血凍、0．2％ヒト血清アルブミン及び2．5〟g／mlアムホテリシンB含有。）  

にドナーリンパ球を1（±0．1）×106個／mLとなるように懸濁し、ガス透過性培養用  

バッグを使用し、37℃、5％CO2インキュベーター内にて培養を開始する。  

基本培地GT－T503の組成を参考資料7に示す。  

第2日：第0日から培養した活性化Tリンパ球の生細胞数及び細胞生存率を測定し、セル  

プロセッサを用いて細胞を濃縮し回収する。細胞濃縮液の濃度を1×107個／mLに  

調整した後、等量のレトロウイルスベクターSFC肌－3（感染タイター：0．72～  

2．16×106Infectiousunits；IFU／nL）と棍合し、硫酸プロタミンを添加する（41）  

g／血）。これを遠心感染用バッグに移して1000×g、32±3℃で2時間遠心し、遺伝  

子導入を行う。次に、細胞を回収し、セルプロセッサで濃縮とPBSによる洗浄を  

行った後、新鮮な培養用培地に懸濁し、培養する。  

第3日：第2日と同様の遺伝子導入換作を行う。  

第6日：遺伝子導入率の測定を行う。遺伝子導入率は、マウス抗L隅FR抗体を用いたフロ  

ーサイトメトリーにより測定した細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長因子受容  

体（ALNGFR）陽性細胞の割合とする。セルプロセッサを用いて細胞の濃縮と SB  

〔PBS十0．04mL／mLプミネート（アルブミン最終濃度1．0％）＋0．01mL／mL輸血用  

チトラミン「フソー」（クエン酸Na最終濃度0．1％）〕による洗浄を行った後、ヒト  

IgGでブロッキング（最大使用量を15止として、4×108個の細胞あたり1血の  

ガンマガードを使用）してから抗LNGFR抗体を添加（最大使用量を2．5mgとして、   
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5×106偶の細胞あたり1〃gの抗体）し、反応させる。細胞をSBで洗浄した後、  

MgSO4接（0．3mLのマグネゾール）、組換えヒトDNase（5mLのPulmozyme）及び  

マウスIgGに対する二次抗体結合磁気ビ ーズ（最大使用量を20mLとして、1×106  

個の細胞あたり12．5 〃Lの磁気ビーズ）を加えて反応させ、磁気細胞分離装置を  

用いて磁気ビーズに結合した△LNGFR陽性細胞を選択する。得られた細胞はセルプ  

ロセッサにより培養用培地に懸濁し、培養する。  

第7日：磁気細胞分離装置により細胞培養繚中の磁気ビーズと遺伝子導入細胞を含む懸濁  

綬を分離する。分離した遺伝子導入細胞は培養用培地に0．5（±0．05）×106個／mL  

となるように懸濁し、ガス透過性培養用バッグにて37℃、5％CO2インキュベータ  

ー内にて培養する。磁気ビーズ画分も培養用培地に懸濁し、ガス透過性培養用バ  

ッグにて37℃、5％CO2インキュベーター内にて培養する。  

第8日：第7日に培養を開始した磁気ビーズ画分から、第7日と同様の操作により磁気ビ  

ーズを除去する。  

第10日：セルプロセッサを用いて細胞の洗浄と濃縮をRPMI1640で行い、0．5Ⅹ107細胞／血  

から10×107細胞／血ノとなるようにRPMI1640に懸濁する。その後、ヒト血清アル  

ブミン（プミネート）含細胞凍害保護液（CP－1）と1：1の割合で混合する。ヒト  

血清アルブミン含CP－1と混合した遺伝子導入Tリンパ球は、投与に必要な細胞数  

に相当する液量を凍結保存専用バッグに充填したのちに温度管理されたディープ  

フリーザー（－80℃）にて凍結し使用時まで保存する。  

RPMI1640及びCP－1の組成を参考資料8及び9に示す。  

投与日：冷凍保存された遺伝子導入Tリンパ球を投与直前に37℃温浴にて急速に解凍し、  

投与する。   

Ⅶ．3．2培養細胞の純度   

培養細胞間の細胞汚染を防ぐために、各ドナー細胞への遺伝子導入は日時を変えて行う。  

また、微生物の汚染を防ぐために、全ての操作は国立がんセンター中央病院内に設置した  

P2 レベルの無菌細胞調整施設内にて、タカラバイオ（株）からの技術提供と助言を受け行わ  

れる。細胞の取扱いはクラスⅡの安全キャビネット内で行われ、感染性微生物の混入を防  

ぐとともにレトロウイルスベクターSFC皿－3の環境中への拡散を防止する。   

Ⅶ．乱3細胞の池伝子型、表現型の安全性   

遺伝子導入細胞の分離にあたっては、抗LNGFR抗体及び磁気ビーズを用いて遺伝子導入  

細胞を選択する。この選択によりALNGFR陽性率が90％以上のTリンパ球が得られることが  

知られている。また、過去の症例においても、レトロウイルスベクターSFCⅦト3により遺伝  

子導入したTリンパ球は非導入細胞と同様に、Tリンパ球としての機能を保持しており、こ  

のことから遺伝子導入による末梢血丁細胞の表現型の大きな変化はないものと考えられる。  
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なお本研究では、投与細胞の性質を同定するため、培養各段階において各種細胞表面マー  

カーに対する抗体を用いて投与細胞の特徴を解析する予定である。   

Ⅶ．3．4被験者に投与する細胞の安全性   

投与する細胞はレトロウイルスベクターSFC肋ト3により遺伝子導入したドナー由来の末  

梢血丁細胞である。現在、白血病に対する治療としてドナー由来の末梢血リンパ球を患者  

に投与するドナーリンパ球輸注は広く行われており、ドナーT細胞の投与は、GVHD以外に  

患者に重大な影響を及ぼすことはない。   

遺伝子導入細胞は、冷凍保存前の細胞を試験検体として採取し、参考資料10に示す試験  

によって品質が担保される。品質試験は国立がんセンター中央病院、または外部委託機関  

にて実施する。細胞生存率（トリパンブルー）とALNGFR発現試験については遺伝子導入細  

胞調製当日に、国立がんセンター中央病院において実施する。その他の試験については、  

採取した試験検体を凍結して外部委託機関に送付し、試験を実施する。  

1．   細胞生存率（トリパンブルー）  

2．   エンドトキシン試験（日本案局方）  

3．   ALNGFR発現試験  

4．   RCR試験（RT－PCR法）  

5．   マイコプラズマ否定試験（PCR法）  

6．   無菌試験（日本薬局方）  

7．   RCR試験（増幅法）  

8．   マイコプラズマ否定試験（日本薬局法、培養法）  

9．   GCV感受性試験  

10．Ⅰレ2依存的増殖試験   

なお、品質試験項目のうち、細胞生存率（トリパンブルー）、エンドトキシン試験（日本  

薬局方）、ALNGFR発現試験、RCR試験（RT－PCR法）及びマイコプラズマ否定試験（PCR法）  

についていずれも適合の場合に、遺伝子導入細胞について仮合格として被験者に適切な時  

期にAdd－backされる。試験結果を待るまでに日数を要する試験項目である無菌試験（日本  

薬局方）、RCR辞験（増幅法）、マイコプラズマ否定試験（日本薬局方、培養法及び指標細胞  

を用いたDNA染色法）、GCV感受性試験及びILq2依存的増殖試験については、Add－backを  

する時点では結果が得られていない場合も考えられるが、万一不合格となった項目があれ  

ば、その時点で臨床研究を中止して適切な措置を講ずることとする。   

遺伝子導入した細胞は閉鎖系で凍結保存専用バッグに充填・密封し、ディープフリーザ  

ート80℃）にて凍結保存するため、保存の間に外部からの細菌やエンドトキシン等の混入  

はなく安全が担保される。また、唯一冷凍保存による劣化の可能性がある細胞生存率につ   
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いて、細胞調製10日目に専用バッグに充填する際に品質試験用としてバイア／レに充填する  

最終産物を、投与の前日以前に37℃温浴にて急速に解凍し細胞生存率の確認（70％以上の生  

存率）を行い、Add－backが行われる。   
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Ⅷ．遺伝子治療儀床研究の実施が可能であると判断した理由  

以下の理由により、本臨床研究は実施可能と判断される。  

（1）本隊床研究で使用されるレトロウイルスベクターSFC旭ト3はイタリアのモルメド社に  

よりGMPに従って製造され、本邦では筑波大学附属病院における臨床研究に使用実績  

がある。またモルメド社は、これを用いて調製したHSV－TK遺伝子導入Tリンパ球に  

対して、造血幹細胞移植における付加的治療として、2003年に欧州におけるオーファ  

ン医薬品の指定を受けており、現在、同ベクターを用いて本臨床研究と同様の治験を  

欧州4施設において実施している。2005年12月に開催された米国血液学会における  

発表では、登録患者29例のうち17例に遺伝子導入Tリンパ球がAdd－backされ、そ  

の14例（82％）に免疫系再構築を確認している。また14例中6例（43％）にAdd－back  

後の急性GVHl）が発症したが、うち5例にGCV製剤が投与されいずれもGVHD症状が完  

全に沈静化している。免疫系再構築に至った14例では、その後の感染症頻度及び治  

療関連死が減少しており、途中経過ではあるが800日時点での全般生存率は46％に上  

り、EBMTが集計したハブロタイプー致ドナー由来丁細胞除去造血幹細胞移植のみの場  

合に比し、有意に改善を示している。このことから、ハブロタイプー致ドナー由来丁  

細胞除去造血幹細胞移植後のHSV－TK遺伝子尊入Tリンパ球“Add－back”療法は、非  

常に有望であり、T細胞除去ミスマッチ移植を安全かつ有効に行える可能性が示唆さ  

れている。  

（2）国立がんセンター中央痛院は我が国の悪性腫瘍治療の基幹病院である。  

本臨床研究対象疾患の診療では、国立がんセンター中央病院が設立されて以来の豊富  

な経験を有し、経験豊富なスタッフを擁している。また、本臨床研究対象疾患に合敦  

する患者が多く受診している。  

（3）本研究総括責任者である平家勇司は、国立がんセンター研究所並びに中央病院におい  

て、細胞療法並びに遺伝子治療の開発研究を行ってきた。また、1997～1998年にかけ  

て、米国アラバマ大学遺伝子治療センターにおいて、アデノウイルスベクター開発に  

携わると共に遺伝子治療臨床研究の研修を行った。前勤務地である国立病院四国がん   

センター（現独立行政法人国立病院機構四国がんセγター）では、治験を含む複数の  

臨床研究に携わった。現在、国立がんセンター中央病院・薬物療法部・幹細胞移植療  

法室において細胞療法並びに遺伝子治療の開発研究を行うと共に、固形腫瘍に対する  

骨髄非破壊的前処置による同種造血幹細胞移植療法の臨床開発に従事している。分担  

研究者である、吉田輝彦並びに青木一教は、国立がんセンター研究所において、ベク  

ター開発を含む遺伝子治療開発研究を行っている。高上洋一、飛内賢正、森慎一郎、   
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金 成元、福田隆浩、田野崎隆二は、造血幹細胞移植の専門家であり、数多くの治験  

並びに医師主導の臨床試験の実績がある。  
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