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平成21年3月19日  

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する  

法律に基づき申請のあった第一種使用規程に係る意見について  

遺伝子治療臨床研究に係る  

生物多様性影響評価に関する  

作業委員会 委員長 吉倉 廣   

遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律（平成  

15年法律第97号）に基づき申請のあった下記の遺伝子組換え生物等の第一種使用規  

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

報告いたします。  

記   

1．単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ及び細胞内領域欠損ヒト低親和   

性神経成長因子受容体を発現し、マウスアンプオトロピックウイルス4070Aの  

env蛋白質をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス白血  

病ウイルス（SFCMM・3）  

申請者：国立がんセンター 総長 廣橋 説雄  

申請日：平成20年6月9日  

Pl   



（別 紙）  

【作♯委■会の評価編優く国立がんセンター）】  

1．遺伝子組換え生物等の種類の名称：単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ及び細胞内領域欠損   
ヒト低親和性神経成長因子受容体を発現し、マウスアンフォトロビックウイルス4070Aのenv蛋白算   
をエンベロープに持つ非増殖性の遺伝子組換えモロニーマウス白血病ウイルス（SFCMM・3）  

第一種使用等の内容：治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこ  
れらに付随する行為  

申請者：国立がんセンター 総長 廣橋 説雄  

（1）生物多様性影響評価の結果について  

① 他の微生物を減少させる性葺   

申請されている第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、SFC弧卜3の環境中への拡散は極力抑えられ  

ており、拡散したとしてもその量は微量と考えられる。   
さらに、SFCMM－3は増殖能を失っているので、マウス白血病ウイルス（MLV）の感染等によりgag，pOl及  

びenv遺伝子を発現している細胞に感染した場合等を除いて増殖することはない。   
したがって、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、SFC仙t－3は環境中に拡散したとしてもやがて  

環境中から消滅すると考えられる。   
SFCMM－3及びそれに由来する増殖能を獲得したウイルス（RCR）の感染性は、野生型MLVと同等と考えら  

れ、野生型MLVの微生物への感染性は知られていない。また、SFCMM－3及びRCRは単純ヘルペスウイルス  

1型－チミジンキナーゼ（HSV－TK）遺伝子及び細胞内欠損ヒト低親和性神経成長因子（ALNGFR）遺伝子を  
発現するが、HSV－TK及びALNGFRが競合等で他の微生物を減少させる性質はないと考えられる。   

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

② 病原性   

SFC姐－3及びRCRは野生型アンフォトロビックMLV4070Aと同様に、広範囲の動物に感染し、挿入変異に  

よりがん化を引き起こす可能性がある。しかし、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、環境中への  
拡散は極力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量と考えられる。SFC肌一3は、ヒト血清（補体）  
により速やかに不活化され、さらに、SFCMM－3は増殖能を欠損している上、RCR出現の可能性が極めて低  
い第三世代のパッケージング細胞を使用して製造していること等により、患者体内にRCRが侵入する可能  

性も極めて低く、RCRが万一患者体内に侵入した場合も、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、RC只  

が環境中に放出される可能性は極めて低い。HSV－TK遺伝子及びALNGFR遺伝子の発現により病原性を示す  

可能性は非常に低い。   
これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、病原性に起因する生物多様性影響が生  

ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。  

③ 有害物質の産生性   

SFC仙卜3及びRCRの有害物質の産生性は知られておらず、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、  
有害物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると  
判断した。  

④ 核酸を水平伝達する性質   

SFCMM－3及びRCRが患者体外に排出された場合には、広範囲の動物に感染し、その核酸がゲノム中に組  

み込まれる可能性がある。しかし、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、SFC肌－3の環境中への拡  

散は極力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量と考えられ、野生動物に核酸が伝達される可能  
性は非常に低い。RCRが多量に出現した場合には、血液、体液等を通じてその核酸が伝達される可能性は  
あるが、RCR出現の可能性は極めて低い。   

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

⑤ その他の性貫   

SFC伽－3及びRCRが感染可能な野生動物等の生殖系細胞のゲノム中に組み込まれて、核酸を垂直伝達す  
る可能性は完全には否定できないが、RCRが出現する可能性は極めて低い上、第一種使用規程に従った使  

用を行うかぎり、増殖性を失ったSFCMM－3が生殖系細胞に感染する可能性は非常に低い。   

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

（2）生物多様性影響評価書を踏まえた結論   

以上を踏まえ、SFC冊－3を第一種使用規程に従って使用した場合に生物多様性影響が生ずるおそれはな  

いとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。  
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厚生科学辛議会科学技術部会遺伝子治療臨床研究作業委鼻会  

遺伝子治療臨床研究に係る生物多様性影響評価に関する作業委員会委員名簿  

所  薫  

独立行政法人国立環境研究所主任研究員   

自治医科大学医学部教授   

国立感染症研究所病原体ゲノム解析研究センター長   

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   

独立行政法人医薬品医療機器総合機構顧問   

国立医薬品食品衛生研究所生物薬品部長   

厚生労働省医薬食品局食品安全部企画情報課参与   

筑波大学生命環境科学研究科教授  

氏  名  

岩崎 一弘  

小澤 敏也  

神田 忠仁  

笹月 健彦  

島田 隆  

早川 勇夫  

山口 照美   

○ 吉倉 鹿  

渡違 信  

○委員長（五十音順 敬称略）  

（平成2一年3月29日現在）  
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第一種使用規程承認申請者  

平成20年  6月  

厚生労働大臣 舛添 要一 殿  

環境大臣  鴨F】血郎 殿  蕃
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氏名 国立がんセンター  

申請者  総長 臍様 説雄  

住所 康：京都中央区築地五  
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儀∴・種使用規程について承認を受けたいので、遺伝子親族え生物等の使用等の規制による生物  

の多様性の確保に関する法律第4粂解2項（同法第9条第4頓において準用する場合を含むt、）  

の規建により、次のとおり申請します。  
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遺伝子組換え生物等の  単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ及び細胞内領域欠   

種類の名称   損ヒト低親和性神経成長因子受容体を発現し、マウスアンプオトロ  
ピックウイ／レス4070Aのenv蛋白質をエンベロープに持つ非増殖性  

の遺伝子組換えモロニーマウス白血病ウイ′レス（SFC榊－3）  皇  

遺伝子組換え生物等の  び廃棄並びにこれらに付随する行為   

遺伝子組換え生物等の  治療施設の所在地 東京都中央区築地五丁目1番1号   

第一種使用等の方法  治療施設の名称 国立がんセンター中央病院  

（1）SFC肌－3溶液は、容器に密封され、凍結状態で治療施設に輸送  
し、施設内のP2レベルの実験室（以下「P2実験室」という。）  
内の冷凍庫に保管する。  

（2）凍結状態のSFC肘－3溶澱の融解、希釈及び分注操作は、P2実  
験室内の安全キャビネット内又はP2実験室内で閉鎖系にて行  

う。ドナーリンパ球へのSFCMM－3導入操作、SFCMMT3導入細胞  
の培養その他のSFCMMp3希釈溶液及びSFC服－3導入細胞の取扱  

いも同様にP2実験室内の安全キャビネット内又はP2実験室内  

で閉鎖系にて行う。SFC姐－3希釈溶液及びSFCMM－3導入細胞の  
保管は、P2実験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器にて行う。  
なお、SFCMM－3希釈溶液若しくはその凍結晶又はSFCMM－3導入  
細胞を開放系区域を通って他のP2レベル区域に運搬する場合  

には、密閉した容器に入れ、容器の落下や破損を防止するため  
に当該容器を箱等に入れ運搬する。  

（3）SFCMM－3溶液（希釈溶接を含む。）又はSFCMM－3導入糾包を廃  
棄する際には、滅菌処理（121℃、20分間以上の高圧蒸気滅菌  
処理又は0．5％次亜塩素酸ナトリウム溶液への2時間以上の浸  
漬処理による。以下同じ。）を行った後、国立がんセンター中  
央病院で定められた医療廃棄物管理規程（以下「医療廃棄物管  

理規程」という。）に従い廃棄する。  

（4）被験者に対する遺伝子導入細胞の投与は、環境中への拡散防止  
措置を適切に執った個室（以下「クリーンルーム」という。）内  
において、輸注により行う。なお、投与時にSFC洲－3導入細胞  
に直接接触する注射針、注射器、チューブ等の器具類は使い捨  
てとし、適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄物管理規程に  
従い廃棄する。なお、これらの滅菌処理をクリーンルーム外の  
区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。  

（5）投与後3日まで、被験者をクリーンルーム内で管理する。検査  
等の理由で被験者が一時的にクリーンルーム外の開放区域に  

出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイルス漏出予防措  
置を義務付ける。  

（6）クリーンルーム内における管理期間中の被験者の血液及び体  

液は、その都度適切に滅菌処理を行い、医療廃棄物管理規程に  
従い廃棄する。また、被験者の尿及び糞便等の排泄物は、投与  
翌日以降に行われる被験者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖  

反応法試験にて自己増殖能を獲得したレトロウイルス（以下  

「RCR」という。）の存在が否定されるまで、適切に滅菌処理を  
行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。なお、これらの滅  
菌処理をクリーンルーム外の区域で行う場合には、二重に密閉   
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した容器に入れて運搬する。また、臨床検体として使用する被   

験者の排泄物等の取扱いは、SFC鵬－3溶液及びSFCMM－3導入細   

胞の取扱いに準ずる。  

（7）クリーンルーム内における管理期間中、被験者に対して侵襲的   

に使用した器具等及び被験者の排泄物等に接触した器具等は、   

適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄   

又は十分に洗浄する。なお、これらの滅菌処理をクリーンルー   

ム外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬  

する。  

（8）クリーンルーム内における被験者の管理を解除する前に、RCR   

が被験者の末梢血単核球（以下「PB虻：」という。）及び血梁に   

おいて陰性であることを確認する。RCRが検出されたときは、   

クリーンルーム内における管理を継続する。  

（9）クリーンルーム内における管理解除後に被験者のPBMC又は血   

衆からRCRが検出された場合は、直ちに被験者をクリーンルー   

ム内における管理下に移し、上記（5）から（8）までと同様の措置   

を執る。  
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生物多様性影響評価書  

（区分：遺伝子治療臨床研究）  

Ⅰ 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報  

1 分類学上の位置付け及び自然乗境における分布状況   

単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ佃SV－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（△LNGFR）遺伝子を含むレトロウイルスベクターSFCMMT3  

（以下、本遺伝子組換え生物という）は増殖能欠損型レトロウイルスベクターである。本  

遺伝子組換え生物の宿主はモロニーマウス白血病ウイルス（Moloney murineleukemia  

virus：MoⅦ一Ⅴ）である。   

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

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

7つの属に分類される。マウス白血柄ウイルス（Murineleukemia virus：MLV）はガンマ  

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

病の病原ウイルスとして発見された。MoⅦ一Ⅴは、実験室内でⅦ一Ⅴを継代することにより、  

病原性の高いウイルス株としてSarconla37細胞から単離されたエコトロピック（同種指  

向性）レトロウイルスである。Mo肌Ⅴは発がん遺伝子を持たず、マウスの年齢及び系統に  

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

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

含む他の動物に対する感染性や病原性の報告はない（文献3）。  

文献1：Btlchen－OsmondCed．，1CTVdB－TheUniversalVirusDatabase，VerSion3．ICTVdB  

Marlagement，Columbia University，New York，USA（2004）  

文献2：MoloneyJB．Biologicalstudies on alyn］phoid－1eukemia virus extracted from  

SarCOma 37．Ⅰ．Origin andintroductoryinvestigations．JNatlCancerInst  

24：933－951（1960）  

文献3：CoffinJ軋 Hughes S，VarmusHE ed．，Retroviruses，pp14，478－502，ColdSpring  

Harbor Laboratory Press，Cold Spring Harbor（1997）  

2 使用等の歴史及び現状   

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

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

クターを用いたものであった（文献4）。遺伝子治療／遺伝子マーキングの臨床プロトコー  

ルでは、レトロウイルスベクター法を用いたものが23．2％を占める（文献5）。レトロウイ  

ルスの中でもMoⅦ」Ⅴは遺伝子導入用ベクターとして広く使われている。   



文献4：Blaese RM，et al．T Lymphocyte－directed Gene Therapy for ADATSCID：Initial  
TrialResults after4Years．Science270：475－480（1995）  

文献5：http：／／www．wiley．co．uk／genetherapy／clinical  

3 生理・生態学的特性  

（1） 基本的特性（文献6）   

Mo軋Ⅴ粒子は直径約100Ⅷの球形のC型粒子であり、ウイルスゲノムを内包するコア  

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

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

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

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

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

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

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

形成する。  

（2） 生息又は生育可能な環境の条件   

他のウイルスと同様に、Mo肌Ⅴは宿主細胞に感染した場合にのみ増殖が可能である（Ⅰ  

－3－（4）「繁殖又は増殖の様式」参照）。レトロウイルスは比較的不安定なウイルスであり、  

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

ンを添加して凍結乾燥を行うと安定に保存できるとの報告がある（文献7）。  

（3） 捕食性又は寄生性   

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

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

い。  

（4） 繁殖又は増殖の様式   

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

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

2）侵入、3）逆転写、4）宿主染色体への組込み、5）郡A合成、6）蛋白質合成、7）アセ  

ンブリー・放出、8）成熟といった各段階を経る。一方、レトロウイルスのゲノム配列が  

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

って子孫に受け継がれる。   

野生型Mo札Ⅴがヒト細胞に感染することはない。ヒト細胞に感染可能なエンベロープ蛋  

白質（env蛋白質）〔例えば、4070Aアンフォトロビックenv蛋白質、gibbonapeleukemia   



virus（GaLV）env蛋白質〕を持つMoMLVを人為的に作製した場合にはヒトへの感染が可  

能である。】  

（5） 病原性（文献8）   

Mo賊LVの病原性に関して、下記のことが報告されている。  

1）MoMLVは、マウスに悪性腫瘍を含む多様な疾患を発生させる。  

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

神経変性が知られている。  

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

を活性化又は不活化し、がん性の変化をもたらす危険性がある。  

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

retrovirus：RCR）が出現する可能性がある。  

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

い＝  

5）感染により宿主細胞が破壊されることはない。  

（6） 有害物質の産生性   

MoⅦJVが有害物質を産生することはなく、また、Mo軋Ⅴに感染したことにより細胞が有  

害物質の産生能を獲得するとの情報はない。  

（7） その他の情報  

1）MohmVの不倍化条件   

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

として、①121℃、20分間の蒸気滅菌、②170℃、2時間の乾熱滅菌、③20～30分間の煮  

沸消毒、③有効塩素濃度0．1～1．0％の次亜塩素酸ナトリウム、④70％エタノール又は70％  

イソプロピルアルコール、⑤3．5～4％ホルマリン、⑥2％グルタラール、が有効である（文  

献9）。また、10％及び1％ポピドンヨード液（文献10）、0．3％過酸化水素水（文献11）で不  

括化が可能との報告がある。   

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

12）、Mo軋Ⅴを1／10まで不活化するのに必要な紫外線照射量（Dl。）は2，800erg／m2であ  

り、熱処理時間（T．。）は50℃では50秒、55℃では20秒、70℃では8秒である。したが  

って、55℃、2分間又は70℃、50秒間の熱処理により、MoMLVの感染価を1／106に低下さ  

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

る（文献13）。   

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

体内に侵入したとしても、ヒト血清（補体）により速やかに不活化される（文献14）。抗   



α－galactosyl自然抗体を有する旧世界ザル（文献15）の体内に侵入したときにも同様の  

メカニズムにより不活化される（文献16）と考えられる。  

2）Mo軋Ⅴからの、増殖能欠損型レトロウイルスベクターの構築（別紙1）   

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

ノムからgag、pOl及びenv遺伝子を除去するとともにネオマイシンホスホトランスフエ  

ラーゼ遺伝子（neo）が挿入されたゲノムを持つ増殖能欠損型レトロウイルスベクターN2  

が作製された。N2のプロウイルスDNAをもとに、パッケージングシグナル（Ⅴ）とオー  

バーラップするgag構造たん白質（Pr65gag）遺伝子の発現を防止するために開始コドン  

を終止コドン（TAG）に改変するとともに、グリコシル化gag（gPr85gag）の発現を防止  

するために5’－long terminalrepeat（LTR）とVの前半を含む5’側の非翻訳領域をモロ  

ニーマウス肉腫ウイルス（MoMSV）の相同配列で置き換えることにより、LNt6DNAが作製  

された。LNL6DNAに含まれるenv遺伝子の断片とneoの3’非コード領域の一部を除去す  

ることにより、LNDNAが作製された。これにマルチプルクローニングサイト（MCS）及び  

Simianvims40（SV40）初期プロモーター配列を挿入することによりLXSNDNAが構築さ  

れた。増殖能欠損型レトロウイルスベクターLXSN（文献17）は、LXSNDNAをパッケージ  

ング細胞に導入することにより作成可能である。LXSNDNAを含むプラスミドであるpLXSN  

の塩基配列は、NCBINucleotideM28248に登録されている。本遺伝子組換え生物は、・LXSN  

のゲノムからneoの大半が除去され、HSV－TK遺伝子及びALNGFR遺伝子が挿入されたゲノ  

ムを持つ。  

文献6：遺伝子治療開発研究ハンドブック 第3章、第2節、1．1レトロウイルスの増殖サ  

イクル（p．322）  

文献7：LevyJA，etal．Freeze－dryingisaneffectivemethodforpreservinginfectious  

type c retroviruses．JViroIMethods5：165－171（1982）  

文献8：遺伝子治療開発研究ハンドブック 第6章、第2節、1，ウイルスベクターの安全  

性（p．627）  

文献9：日本ウイルス学会．ウイルス研究におけるバイオセーフティ指針．ウイルス  

43：199－232（1993）  

文献10：加藤真吾、他．プラーク法を用いた各種消毒剤によるHIV－1不括化の検討．基礎  

と臨床30：3615－3620（1996）  

文献11：MartinLS，et al．Disinfectionandinactivationof thehumanTlymphotropic  

virus typeIII／1ymphadenopathy－aSSOCiated virus．JInfect Dis152：400－403  

（1985）  

文献12：Yoshikura H．Thermost畠bility of humanimmunodeficiency virus－1（HIV－1）in  

aliquidmatrixis far higher than of an ecotropic murineleukemia virus．Jpn  
JCancer Res80：1－5（1989）  

文献13：YoshikuraH．Ultravioletsensivityofhelperfunctionofmurineleukemiavirus．  

Arch Biochem Biophys154：76－83（1973）  

文献14：TakeuchiY，et al．Type C retrovirusinactivation by hu皿an COmplementis  

determinedbyboththeviralgenomeandtheproducercell．JViro168：800l－8007   



（1994）  

文献15＝GaliliUri，etal・Significanceofaぺal（Galα1－3Gaユβ卜4GIcNAc－R）Epitopes  

and α1，3 Galact・OSyltransferasein Xenotransplantation，Trends Glycosci  

Glycotechnolll：317－327（1999）  

文献16：RotherRP，etal．Anoveimechanismofretrovirusinactivati。ninhumanserum  
mediatedbyanti－α－galactosylnaturalantibody，JExpMed182：1345－1355（1995）  

文献17：MillerAD，etal．ILnPrOVedretroviralvectorsforgenetransferandexpression．  

Biotechniques7：980－991（1989）   



ⅠⅠ 辻伝子組換え生物等の調製等に関する情報  

1 供与核酸に関する情報  

（1） 構成及び構成要素の由来   

本遺伝子組換え生物のゲノムを構成する供与核酸はHSV－TK遺伝子、SV40初期プロモー  

ター、ALNGFR遺伝子、5’－LTR、Ⅴの前半、3’－LTRのR領域、neOの断片及び制限酵素  

認識部位等の人工配列である。本遺伝子組換え生物のゲノムの構成と、その配列をDNA  

配列に変換したものの制限酵素地図を別紙2に示す。また、供与核酸の塩基配列及び蛋白  

質をコードするものについてはそのアミノ酸配列を別紙3に示す。  

1）HSV－TK遺伝子   

HSV－TK遺伝子は、単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼの遺伝子であり、1981  

年、Wagnerらによりヒト単純ヘルペスウイルス1型のCLlOl株由来の遺伝子配列が明ら  

かにされている（文献18）。本遺伝子組換え生物のプロウイルス（但し、3’－LTRのR領域  

はMoMLV■由来）であるSFCMM－3DNA中のHSV－TR遺伝子は単一エクソンからなり、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。   

本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、HSV－TK遺伝子は5’－LTRか  

ら転写される。レトロウイルスが細胞に感染して染色体に組み込まれると、3’－LTR由来  

のU3領域と5’－LTR由来のR及びU5領域からなるLTRがプロウイルスDNAの両端に配置  

される。したがって、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、MoⅦJV  

LTR由来のU3領域がHSV－TK遺伝子のプロモーターとして機能する。このプロモーターは  

多くの種類の細胞において構成的に機能する。   

2）SV40初期プロモーター   

SV40はポリオーマウイルス科ポリオーマウイルス属に属するウイルスであり、ゲノム  

は環状2本鎖DNAである。SFCMM－3DNA中のSV40由来DNAは328塩基対であり、上流側  

から順に、72塩基対のエンハンサー配列（2回線り返し）、21塩基対の3回線り返し構造  

（6箇所のSpl結合配列を含む）及びTATAボックスからなるSV40初期プロモーターを含  

んでいる。   

3）ALNGFR遺伝子   

ALNGFR遺伝子は、細胞内領域欠損ヒト低親和性神経成長国子受容体をコードする遺伝  

子である（文献19、20、21）。ヒト低親和性神経成長国子受容体（LNGFR）遺伝子は、1986  

年Johnsonらによってヒトメラノーマ細胞株A875から単離された（文献19）。LNGFR遺伝  

子は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  

‾   T   



戒り立っており、LNGFR前駆体は、N末端から順に、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有する40アミノ酸からなるポリペプ  

チドの4回繰り返し配列、セリン／スレオニンリッチ領域、1剛莫貫通領域、及び155ア  

ミノ酸からなる細胞内領域を有しているcSFCMM－3DNAに含まれるALNGFR遺伝子は、LNGFR  

遺伝子を制限酵素SstI及びPvuⅡで処理して細胞内蘭域をコードする塩基対を除去し  

た940塩基対のフラグメントをpUC19のSnlaIサイトにサブクローニングして終止コドン  

を導入したもので、開始コドンATGの上流に113塩基対の非翻訳領域（UTR）を有し、細  

胞外ドメイン及び細胞膜貫通領域の280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。   

4）5’一LTR、Vの前半及び3’，LTRのR領域   

これらはMoMSV由来である。ト3－（7）－2）「Mo胤Ⅴからの、増殖能欠損型レトロウイルス  

ベクターの構築」に記載したとおり、SFC九鋸－3DNAでは5’－LTRから甲の前半にかけての  

部分がMoMSV由来の配列で置換されており、その結果、産生細胞により産生される本遺伝  

子組換え生物のゲノムの5’－LTR、Vの前半及び3’－LTRのR領域がMoMSV由来となる。  

5’－LTR及び3’－LTRはプロウイルスの細胞染色体への組み込みに必須である。プロウイ／レ  

スの5’－LTRは、本遺伝子組換え生物の産生細胞においてウイルスゲノムの転写を行うと  

ともに、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞においてHSV－TK遺伝子の転写  

を行う。甘は、産生細胞において本遺伝子組換え生物のゲノムがウイルス粒子にパッケー  

ジングされる際に必須である。なお、これらの部分をMoMSV由来の配列で置換してもウイ  

ルスタイターやパッケージング効率は影響を受けないことが報告されている（文献22）。   

5）neoの断片   

大腸菌Tn5由来のneoは264アミノ酸からなる蛋白質をコードし、ネオマイシン耐性遺  

伝子として機能する。本遺伝子組換え生物のゲノムにはneoのうちC末端部分の53アミ  

ノ酸をコードする161塩基の配列、終止コドン及び17塩基からなる3，－UTRが含まれる。  

6）制限酵素認識部位等の人工配列   

SFCMhト3DNA構築の過程で挿入された制限酵素認識部位等の人工配列は別紙3－6に示す  

とおりであり、本遺伝子組換え生物のゲノム中での位置を別紙2に示す。  

（2） 構成要素の機能  

1）HSV－TK遺伝子   

HSV－TK遺伝子は、ウイルス特有のチミジンキナーゼであり、376アミノ酸からなる  

HSV－TKをコードしている。HSV－TKの基質特異性はヒト細胞が有するチミジンキナーゼと  

は異なっており、グアノシンの類似物質であるアシクロビル（ACV）やガンシクロビル（GCV）   



をリン酸化する活性を有する（文献23、24）。ACVやGCVは生物活性が低いプロドラッグ  

（prodrug）と呼ばれ、これらを基質とするキナーゼを発現していない細胞に対しては毒  

性を示さないが、ウイルス感染やHSV－TK遺伝子導入等によりHSV－TKが発現している細胞  

ではACVやGCVがリン酸化され（一リン酸化物）、さらには内在性の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る。この最終産物である三リン  

酸化物がDMポリメラーゼ阻害やDNA伸長障害を引き起こすことで細胞に強い障害を与  

え、最終的に細胞を死に至らせる。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的な酵素であり、HSV－TK遺伝子は自殺遺伝子と呼ばれる。尚、  

Ebeling らによって、T細胞に導入されたHSV－TK遺伝子の4．2＋／－1．2％に splicing  

variantが見られることが報告されている。MoIMed社の欧州における治験並びに筑波にお  

ける臨床研究症例においてもsplicingvariantの出現の可能性は十分想定されるものの、  

両研究の中で遺伝子導入細胞投与後に引き起こされた移植片対宿主痛がガンシクロビル  

の投与によって鎮静化されていること、また、仮にsplicng variantに起因するHSV－TK  

不応性の移植片対宿主病が出現したとしても、ステロイドの使用によって鎮静化させるこ  

とが可能であることから、本試験の遂行上重大な問題とならないと考えられる（文献25）。  

その他、プロモーターのメチル化によりHSV－TK遺伝子発現が抑制される可能性も考えら  

れるが、Splicing variant と同様の理由にて、本研究の遂行上重大な問題とならないと  

考えられる。   

HSV－TKはウイルス由来の蛋白質であるためとトに対して免疫原性を有しており、本遺  

伝子組換え生物又はこれと類似のレトロウイルスベクターSFCMM－2（HSV－TK／neo融合蛋白  

質の遺伝子を持つ）による遺伝子導入Tリンパ球が白血病患者に輸注された結果、8例中  

3例（SFCMM－2）又は15例中4例（本遺伝子組換え生物）において、HSV－TKに特異的な細  

胞傷害性丁細胞（CTL）の誘導が確認されている（文献26）。   

2）sV40初期プロモーター   

多くの細胞において構成的に機能するプロモーターであり、本遺伝子組換え生物により  

遺伝子導入した細胞においては△LNGFR遺伝子の転写を行う。   

SV40初期プロモーター配列中には、23アミノ酸から成るearlyleaderprotein（SELP）  

をコードするオープンリーディングフレーム（ORF）が含まれる。SV40を感染させた培養  

細胞においてSELPと同等の分子量を有する蛋白質の発現が確認されており（文献27）、類  

縁のウイルスにも保存されていることから重要な機能を有することが示唆されるが、その  

機能についてはほとんど知られていない（文献28）。なお、本遺伝子組換え生物により遺伝  

子導入した細胞におけるSELPの発現の有無に関しては不明である。  

3）ALNGFR遺伝子  

LNGFRは神経成長因子（nerve growth factor：NGF）に対する受容体であり、膜貫通型   



の蛋白質である。LNGFRは主に神経系細胞において発現しており、このほかに筋肉、精巣  

で発現しているが、ほとんどの造血系細胞では発現していない（文献29）。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達することはない（文献30）。  

SFC弧l－3DNAがコードするALNGFRはLNGFRの細胞内領域を欠損させたものであり、A  

LNGFRを発現する細胞に抗LNGFR抗体を加えても細胞内に刺激が伝達されることはない。   

4）5’－LT臥 甲の前半及び3’－LTRのR領域   

これらの供与核酸はMoMSV由来であるが、Mo肌Ⅴの相同配列と同等の機能を有している  

と考えられる。5’TLTR及び3’－LTRはウイルスゲノムの細胞染色体への組込みに必須であ  

る。また、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞において、プロウイルスの  

5’－LTRはHSV－TK遺伝子の転写を行う‘。耶ま、産生細胞において本遺伝子組換え生物のゲ  

ノムRNAがウイルス粒子にパッケージングされる際に必須である。   

5）neoの断片   

本遺伝子組換え生物のゲノムにおいて、neOの断片の上流には同じ読み枠に終止コドン  

が存在するので、翻訳されることはないと考えられる。また、仮に翻訳されたとしても、  

野生型neoが264アミノ酸からなる蛋白質をコードしているのに対して、本断片は53ア  

ミノ酸をコードするだけなので、機能を有する蛋白質を発現する可能性は非常に低いと考  

えられる。  

6）制限酵素認識部位等の人工配列  

本遺伝子組換え生物の生物学的機能には影響を及ぼさないと考えられる。   

7）SFCⅦ卜3DNA中の有害配列の有無   

SFC鳩卜3DNAの全塩基配列中の有害配列（がん遺伝子、有害物質、トキシン）の有無に  

ついて相同性の検索を行ったところ、有害配列は見当たらなかった。  

文献18：WagnerMJ，etal，Nucleotidesequenceofthe thymidinekinasegeneofherpes  

simplex virus typel．Proc NatlAcad SciUSA78：144卜1445（1981）  

文献19：Johnson D，et al．Expression and structure of the humanNGFreceptor．Celi  

47：545－554（1986）  

文献20：Hempstead BL，et al．Deletion of cytoplasmic sequences of the nerve growth  

factor receptorleads toloss of high affinityligand binding．JBioIChem  

265：9595－9598（1990）  

文献21：MavilioF，etal，Peripheralbloodlymphocytesas targetcellsofretroviral   



vector－mediated gene transfer．Blood83：1988－1997（1994）  

文献22：BenderMA，etal．Evidencet．hatthepackagingsignalofMoloneyMurineLeukemia  

Virus extendsinto the gag region．JViro161：1639－1646（1987）  

文献23：Moolten FW，et al．Tumor chemosensitivity conferred byinserted herpes  

themidine kinase genes：paradigm for a prospective cancer controIstrategy．  

Cancer Res46：5276－5281（1986）  

文献24：ReardonJE．HerpessimplexvirustypelandhumanDNApolymeraseinteractions  

with2’－deoxyguanosine5’－triphosphate analogues：kinetics ofin corporation  

into DNA andinduction ofinhibition．JBioIChem264：19039－19044（1989）  

文献25：EbelingSB，etal．DevelopmentandapplicationofquantitativerealtimePCR  

andRT－PCRassaysthatdiscri皿inatebetweenthefull－1engthandtruncatedherpes  
simplex virus thymidine kinase gene．JViroIMethodslO9（2）：177－186（2003）  

文献26：BoniniC，etal．SafetyofretroviralgenemarkingwithatrunCatedNGFreceptor．  

Nat Med9：367－369（2003）  

文献27：KhaliliK，et al．TranslationalregulationofSV40earlymRNA defines a new  

viralprotein．Cel148：639－645（1987）  

文献28：KhaliliK，et al．The agnoprotein of polyomaviruses：a multifunctional  

auxiliary protein．JCellPhysio1204：1－7（2005）  

文献29：Casaccia－BonnefilP，et al．NeurOtrOphinsincellsurvival／deathdecisions．  

Adv Exp Med Bio1468：275－282（1999）  

文献30：Klein R，et al．The trk protooncogene encodes a receptor for nerve growth  

factor．Cel165：189－197（1991）  

2 ベクターに関する情報  

3 遺伝子組換え生物等の調製方法  

（1） 宿主内に移入された核酸全体の構成   

本遺伝子親換え生物のゲノムの構成と制限酵素地図を別紙2に示す。本遺伝子組換え生  

物のゲノムは1本鎖mであるが、別紙2の制限酵素認識部位はDNA配列に変換したとき  

のものである。本遺伝子組換え生物のゲノムの構成成分は、5’末端側から順に、5’－LTR、  

V、HSV－TK遺伝子、SV40初期プロモーター、ALNGFR遺伝子、neOの断片及び3’一LTRで  

ある（詳細はⅡ一卜（1）「構成及び構成要素の由来」及びⅡ一卜（2）「構成要素の機能」を参  

照）。  

（2） 宿主内に移入された核酸の移入方法  

SFCⅦト3DNAはサンラフアエル研究所（イタリア、ミラノ）において構築された。SFCA伽－3   



DNA構築にあたっては、pLXSN〔ト3－（7）－2）「MoⅦ一1Jからの、増殖能欠損型レトロウイルス  

ベクター の構築」参照〕（文献17）のHpaI部位（MCS内）にHSV－TK遺伝子が、HindⅢ  

（SV40初期プロモーターの下流）－NaeI（neoの内部）部位にALNGFR遺伝子が組み込ま  

れた。  

（3） 遺伝子組換え生物等の育成の経過  

1）パッケージング細胞株   

SFCMM－3DNAは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、pOl、enVを欠いている  

ため、このDNAを通常の細胞に導入してもウイルス粒子を産生することはない。したがっ  

て、ウイルス粒子の産生にはパッケージング細胞が必要となる。本遺伝子組換え生物の産  

生細胞株の作製に使用したパッケージング細胞株はGP十envAm12（文献31）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（一方はgagとpol、他方はenv遺  

伝子）により別々に導入した細胞株である。古い世代のパッケージング細胞株と比較して、  

このパッケ ージング細胞を使用した場合にはRCR出現のリスクが極めて少ないことが知  

られている。   

2）ウイルス産生細胞株の作製   

エコトロピックパッケージング細胞GP＋E－86（文献32）にSFC蜘－3DNAをトランスフェ  

クションし、培養上清を回収した。この培養上清をアンフォトロビックパッケージング細  

胞GP十envAm12に感染させることにより、レトロウイルスベクターSFCMM－3産生細胞を作  

製した。本遺伝子組換え生物の産生性が高いクローンを選択し、シードセルとした。パッ  

ケージング細胞株であるGP＋envAm12及びGP＋E－86の作製に用いられたパッケージングプ  

ラスミド中の、gag、pOl、enV遺伝子の塩基配列及びコードする蛋白質のアミノ酸配列並  

びにこれらの遺伝子産物からプロセシングにより生ずるウイルス構成蛋白質を別紙3に  

示す。   

シードセルからマスターセルバンク（MCB）を作製し、MCBからワーキングセルバンク  

（WCB）を作製した。MCB及びWCBはモルメド社（イタリア、ミラノ）において作製され、  

同社内の液体窒素保存容器において保管されている（品質試験の詳細を別紙4に、MCB及  

びWCBの監視計画を別系氏5に記載）。   

3）本遺伝子組換え生物の最終製品の製造・輸送   

すべての製造はモルメド社の管理された製造エリアにて、G肝遵守下で行われた（別紙  

6）。MCB又はWCBを融解し、拡大培養及び生産培養を行うことにより本遺伝子組換え生物  

を含む培養上清を得、これを無菌ろ過して小分け分注することにより、本遺伝子組換え生  

物を有効成分とする本臨床研究に用いる製斉り（以下、本製剤）を製造した。本製剤の各ロ  

ットについて、品質試験を実施する（別紙7）。   



モルメド社において製造された本製剤は国立がんセンター中央病院（以下、中央病院）  

が輸入する。運搬にあたっては適切な拡散防止措置を執り、ドライアイス詰めで日本まで  

空輸し、中央病院が受入れ試験を実施する（別紙7）。合格した本製剤は中央病院12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（当該治療施設  

の地図、保管場所の概略図及び本遺伝子治療を行う病室を別紙8に示す）。  

文献31：MarkowitzD，etal．Constructionanduseofasafeandefficientanlphotoropic  

packaging cellline．ViroIogy167：400－406（1988）  

文献32：MarkowitzD，et a．Asafepackagingline forgene transfer：separatingviral  

genes on two different plasmids．JViro162：1120－1124（1988）  

4 移入した核酸の存在状態及び当膀核酸による形質発現の安定性   

移入した核酸は本遺伝子組換え生物のゲノム錮Aの一部として存在する。凍結保管中は  

安定である。感染する動植物の種類及び感染様式が保管中に変化することはない。   

本遺伝子組換え生物が細胞に感染すると、移入した核酸を含むウイルスゲノムRNAは逆  

転写され、プロウイルスとして細胞染色体に組み込まれる。プロウイルスは細胞染色体の  

複製に伴って複製されるので、移入された核酸は細胞が生きているかぎり安定に保持され  

る。   

HSV－TK遺伝子はMoMLVのLTRにより、ALNGFR遺伝子はSV40初期プロモーターにより  

転写される。これらのプロモーターは持続的に機能するので、両遺伝子の発現は構成的で  

ある。   

本遺伝子組換え生物を製造する際に、ウイルス産生細胞の細胞内で本遺伝子組換え生物  

のゲノム、gag－pOl遺伝子断片及びenv遺伝子断片が相同組換えを起こし、RCRが出現す  

る可能性がある。RCRの出現機構から、その大部分はgag、pOl及びenv遺伝子を持ち、  

HSV－TK遺伝子及びALNGFR遺伝子を持たないものである（env遺伝子はⅦ」V4070A由来、  

LTRの一部はMoMSV由来であり、これらは岨．Ⅴの変異体の範囲と考えられる）。しかし、  

HSV－TK遺伝子又はALNGFR遺伝子を持つRCR（遺伝子組換え生物等に該当）の出現する可  

能性は否定できない。実際、本研究で用いているマウスNIH3T3細胞由来のパッケージン  

グ細胞・A皿12は、RCRを生成しうることが文献的に知られている（文献33）。また、RCR  

産生への関与が指摘されている内因性レトロウイルス（Endogeneous Retrovirus：ERV）  

の存在も指摘されている（文献34）。本遺伝子組換え生物を用いた臨床試験においてRCR  

出現の報告はないが、上に述べたリスクが存在するため、感度の高いRCR検出系を用い、  

感染用レトロウイルスベクター溶液並びに遺伝子導入細胞中のRCRの検出検査を行い、陰  

性を確認した上で使用する。本遺伝子組換え生物を用いて遺伝子導入したリンパ球の投与   



は、イタリアMoIMed社並びに筑波大学において既に行われているが、RCRが出現したと  

の報告はない。RCRが出現する可能性は理論的にゼロではないものの、きわめて低く、か  

つそれが原因で長期間にわたり個室管理が必要になる可能性はきわめて低いと考えられ  

る。万が・一RCRが出現した場合は、AZT等の抗ウイルス剤を用いたウイルス感染症治療を  

含めて専門家と協議することとする。  

文献33：Chong H，et al．Replication－COmPetent retrOVirus produced by a  

’split－function，thirdgenerationarnphotropic packagingcellline．GeneTher  

3（7）：624－629（1996）  

文献34：PatienceC，etal．Packagingofendogenousretroviralsequencesinretroviral  

VeCt・OrSprOducedbymurineandhumanpackagingcells．JViro172（4）：267l，2676  

（1998）  

5 遺伝子租換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性  

1）本遺伝子組換え生物の検出方法   

本遺伝子組換え生物は宿主であるMoMLVにはないHSV－TK遺伝子を持つので、HSV－TK遺  

伝子をリアルタイムRT－PCR法で定量することにより本遺伝子組換え生物の検出が可能で  

ある。   

2）本遺伝子組換え生物により遺伝子導入された細胞の検出方法   

細胞から調製したゲノムDNAを鋳型に、HSV－TK遺伝子をリアルタイムPCRで定量する  

ことにより検出可能である。この方法による定量の下限は、遺伝子導入細胞の非導入細胞  

中の希釈率として10－3であることを確認している。   

3）RCIモの検出方法  

・Mus dunniを用いた増幅法   

Musdunni細胞に検体を添加し、5回の継代培養を行う。この培養上清をPG－4細胞に接  

種し、S＋L－アッセイを行う。この方法は増殖能を持つレトロウイ／レスを検出する方法であ  

り、本遺伝子組換え生物に由来するRCRを特異的に検出するものではない。検出感度は1  

RCR／接種物であることを確認している。100mLあたり1RCRが含まれる検体から300mL  

の被検試料をサンプリングして接種した場合、95％の確率で被検試料中にRCRが含まれ、  

検出される。  

・RT－PCR法   

被検試料からRNAを調製し、4070A env遺伝子に特異的なプライマーを用いてRT－PCR  

を行った後、アガロースゲル電気泳動を行って増幅産物を検出する。本試験の感度は、パ  

ッケージング細胞の末梢血リンパ球中の希釈率として10▼4～10‾5であることを確認してい  

る。  

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違   



宿主であるMoMLVと本遺伝子組換え生物の間には以下の相違点がある。  

・本遺伝子組換え生物はgag、pOl及びenv遺伝子を欠損しているので、本遺伝子組換え  

生物が感染した通常の細胞はウイルス粒子形成に必要な蛋白質を合成できない。したがっ  

て、本遺伝子組換え生物はgag、pOl及びenv遺伝子を発現する細胞においてのみ増殖で  

きる。  

・本遺伝子組換え生物はHSV－TK遺伝子及びSV40初期プロモーターの支配下にあるALNGFR  

遺伝子を持つ。したがって、本遺伝子組換え生物が感染した細胞はHSV－TKとALNGFRを  

発現する。  

・Mo旺LVがマウス、ラット等のげっ歯類にだけ感染しうるのに対して、アンフォトロビッ  

クⅦJV4070Aはこれらのほか、ヒト、サル、イヌ、ネコ、ミンク、ウサギ、ニワトリ、ウ  

シ及びハムスターの細胞にも感染するとの報告がある（文献35）。本遺伝子組換え生物は  

ウイルス粒子表面に4070Aアンフォトロビックenv蛋白質を持つ。したがって、本遺伝子  

組換え生物はマウス、ラット等に加えてヒト、サル、イヌ等、幅広い動物種の細胞に本遺  

伝子組換え生物の核酸を伝達しうる。   

本遺伝子組換え生物が自立的増殖能を欠損している点を除いて、 Ⅰ－3「生理・生態学的  

特性」に記載した性質は同等であると考えられる。   

遺伝子組換え生物等に該当するものを含めて、本遺伝子組換え生物由来のRCRが感染可  

能な生物種は宿主であるMo肌Ⅴのそれと異なっているものの、感染様式、病原性及び挿入  

変異の可能性などの、生物多様性に影響を及ぼす程度に大きな違いはないと考えられる。  

文献35：MillerAD．Cell－Surfacereceptorsforretrovirusesandi皿plicationsforgene  

tranSfer．Proc NatlAcad SciUSA93：11407－11413（1996）  

▼  1   



ⅠⅠⅠ遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報  

1 使用等の内容   

治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこれら  

に付随する行為。  

2 使用等の方法  

（1）sFC旭ト3溶液は、容器に密封され、凍結状態で治療施設に輸送し、施設内のP2レベ   

／レの実験室（以下「P2実験室」という。）内の冷凍庫に保管する。  

（2）凍結状態のSFC漉卜3溶液の融解、希釈及び分注換作は、P2実験室内の安全キャビネ  

ット内又はP2実験室内で閉鎖系にて行う。ドナーリンパ球へのSFCMM－3導入操作、   

SFCMM－3導入細胞の培養その他のSFCMM－3希釈溶液及びSFCMM－3導入細胞の取扱いも   

同様にP2実験室内の安全キャビネット内又はP2実験室内で閉鎖系にて行う。SFCMM－3   

希釈溶液及びSFCMM－3導入細胞の保管は、P2実験室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器   

にて行う。なお、SFCMM－3希釈溶液若しくはその凍結品又はSFCMM－3導入細胞を開放   

系区域を通って他のP2レベル区域に運搬する場合には、密閉した容器に入れ、容器   

の落下や破損を防止するために当該容器を箱等に入れ運搬する。  

（3）sFCMM－3溶液（希釈溶液を含む。）又はSFCMM－3導入細胞を廃棄する際には、滅菌処   

理（121℃、20分間以上の高圧蒸気滅菌処理又は0．5％次亜塩素酸ナトリウム溶液への   

2時間以上の浸演処理による。以下同じ。）を行った後、国立がんセンター中央病院   

で定められた医療廃棄物管理規程（以下「医療廃棄物管理規程」という。）に従い廃  

棄する。  

（4）被験者に対する遺伝子導入細胞の投与は、環境中への拡散防止措置を適切に執った個   

室（以下「クリーンルーム」という。）内において、輸注により行う。なお、投与時に   

SFCh伽－3導入細胞に直接接触する注射針、注射器、チューブ等の器具類は使い捨てと   

し、適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。なお、これ   

らの滅菌処理をクリーンルーム外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れ   

て運搬する。  

（5）投与後3日まで、被験者をクリーンルーム内で管理する。検査等の理由で被験者が一   

時的にクリーンルーム外の開放区域に出る場合には、マスク及びガウン着用等のウイ   

ルス漏出予防措置を義務付ける。  

（6）クリーンルーム内における管理期間中の被験者の血液及び体液は、その都度適切に滅   

菌処理を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。また、被験者の尿及び糞便等の   

排泄物は、投与翌日以降に行われる被験者の血液を用いたポリメラーゼ連鎖反応法試   



験にて自己増殖能を獲得したレトロウイルス（以下「RCR」という。）の存在が否定さ   

れるまで、適ち別こ滅菌処理を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。なお、これ   

らの滅菌処理をクリーンルーム外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れ   

て運搬する。また、臨床検体として使用する被験者の排泄物等の取扱いは、SFCh伽－3   

溶液及びSFC姐卜3導入細胞の取扱いに準ずる。  

（7）クリーンルーム内における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用した器具等及び   

被験者の排泄物等に接触した器具等は、適切に滅菌処理を実施した後、医療廃棄物管   

理規程に従い廃棄又は十分に洗浄する。なお、これらの滅菌処理をクリーンルーム外   

の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。  

（8）クリーンルーム内における被験者の管理を解除する前に、RCRが被験者の末梢血単核   

球（以下「PB虻」という。）ノ及び血凍において陰性であることを確認する。RCRが検   

出されたときは、クリーンルーム内における管理を継続する。  

（9）クリーンルーム内における管理解除後に被験者のPBMC又は血焚からRCRが検出され   

た場合は、直ちに被験者をクリーンルーム内における管理下に移し、上記（5）から（8）  

までと同様の措置を執る。  

別紙9：国立がんセンター中央病院医療廃棄物管理規程  

別紙10：医療廃棄物適正管理処理マニュアル  

8承認を受けようとする者による第一稚使用等の開始後における情報収集の方法   

遺伝子導入細胞を患者に投与した後、患者の末梢血単核球（PBMC）及び血衆を試料とし  

て、4070Aenv遺伝子に対するRT－PCR法によりRCRのモニタリングを実施する。RCRのモ  

ニタリングは、クリーンルームにおける管理解除前、投与14日後、28日後、56日後及び  

84日後並びに生存中にわたり1年ごとに実施する。  

4 生物多様性影響が生じるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するため  

の措t   

本遺伝子組換え生物を用いた遺伝子導入細胞は、P2レベルの拡散防止措置を執ること  

ができる細胞調製室において、第一種使用規程に従い調製される。本遺伝子組換え生物が  

細胞調製室の床等に漏出した場合には、ただちにペーパータオル、布等で拭き取る。拭き  

取った後は、消毒用エタノールを当該箇所が完全に覆われるまで噴霧して1分以上放置  

し、ペーパータオル、布等で拭き取ることにより本遺伝子組換え生物を不活化する。当該  
ペーパータオル、布等は121℃、20分間以上オートクレープにより滅菌した後、廃棄する。  

以上により、本遺伝子組換え生物が環境中に漏出して生物多様性影響が生じることはない   



と考えられる。   

クリーンルームにおける管理解除後の患者のP臥IC又は血祭においてRCRが検出された  

場合には、第一種使用規程に従い患者を直ちにクリーンルームにおける管理下に移すとと  

もに、血液及び体液の消毒等、第一種使用規程に定められた措置を執る。  

5 実験室等での使用又は第一種使用等が予定されている衆境と類似の環魂での使用等  

の結果   

本製剤を用いて、国立がんセンター中央病院において前臨床研究として5回の遺伝子導  

入を行った。RT－PCR法によるRCR試験を5回すべての遺伝子導入細胞最終産物について、  

また、Musdunni細胞を用いた増幅法によるRCR試験をそのうち2回の遺伝子導入細胞最  

終産物及びその培養上清について行った。その結果、すべてRCR陰性であった。このよう 

にして調製した遺伝子導入細胞を免疫不全マウス（N（氾マウス）に投与したところ、毒性  

は認められず、遺伝子導入細胞の毒性は極めて少ないことが示唆された。   

本遺伝子組換え生物を用いて臨床用遺伝子組み換え細胞を調製する際に、細胞の洗浄工  

程や遺伝子導入細胞選択工程において本遺伝子組換え生物は除去され、また、本遺伝子組  

換え生物は他のレトロウイルスと同様比較的不安定なので、細胞培養の過程で不括化が進  

む。工程に用いる試薬量や機器の設定等から、残留により患者に投与される本遺伝子組換  

え生物は多くとも4×10‾3個程度と算出された。本遺伝子組換え生物はマウス由来細胞に  

よって産生されるので、仮に患者に投与されても血清（補体）により速やかに不活化され  

ると考えられる。したがって、遺伝子導入細胞に混入する本遺伝子組換え生物により、患  

者体内で遺伝子導入が起きる可能性は極めて低いと考えられる。   

筑波大学附属病院において、本遺伝子組換え生物を用いた同様の遺伝子治療臨床研究が  

実施されている。5例の患者に遺伝子導入細胞が投与されたが、RCRの発生は報告されて  

いない。また、当該臨床研究においては、挿入変異によるがん化等、本遺伝子組換え生物  

による核酸の伝達が原因と考えられる有害事象は報告されていない。  

6 国外における使用等により得られた情報   

モルメド社において、現在本製剤の製造に使用されているMCBの1％細胞及び5％上清に  

ついて、Musdunni細胞を用いた増幅法によるRCR試験を含む品質試験が行われたc この  

結果、いずれも品質規格を満たし、RCR陰性であった。   

モルメド社において、本製剤と同様の方法により、治験薬としての生産スケールで独立  

に製造された3ロットの本遺伝子組換え生物製剤及びそれらの生産培養終了時点の細胞  

（EPC）について、Mus dunni細胞を用いた増幅法によるRCR試験を含む品質試験が行わ  

れた。この結果、すべてのロットは品質規格を満たし、RCR陰性であった。   



モルメド社において、本製剤と同様の方法で製造された本遺伝子組換え生物製剤による  

遺伝子導入細胞調製のバリデーションの目的で、4バッチの遺伝子導入細胞が試験製造さ  

れ、RT－PCR法によるRCR試験を含む品質試験が行われた。その結果、すべてのバッチは  

品質規格を満たし、RCR陰性であった。また、遺伝子治療臨床試験のために3バッチの遺  

伝子導入細胞が調製され、RT－PCR法によるRCR試験を含む品質試験が行われた。その結  

果、すべてのバッチは品質規格を満たし、RCR陰性であった。   

本遺伝子組換え生物を用いた遺伝子治療の臨床研究及び治験がイタリア、イギリス及び  

イスラエルで実施され、合計40例の患者に遺伝子導入細胞が投与されたが、RCRの発生  

は報告されていない。また、挿入変異によるがん化等、本遺伝子組換え生物による核酸の  

伝達が原因と考えられる有害事象は報告されていない。   



ⅠⅤ 生物多様性影響評価  

1 他の微生物を減少させる性質  

（1） 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定   

本遺伝子組換え生物及びRCRはアンフォトロビックenv蛋白質を持つので、広範囲の動  

物に感染しうるが、微生物への感染性は知られていない。したがって、影響を受ける可能  

性のある微生物は特定されなかった。  

（2） 影響の具体的内容の評価  

該当せず。  

（3） 影響の生じやすさの評価  

該当せず。  

（4） 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断   

よって、他の微生物を減少させる性質について、第一種使用規程承認申請書に記載した  

遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれ  

はないと判断される。  

2 病原性  

（1） 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定   

本遺伝子組換え生物及びRCRはアンフォトロビックenv蛋白質を持つので、患者体外に  

排出された場合には野生型アンプオトロピック軋V4070Aと同様、ヒト、サル、イヌ、ネ  

コ、ミンク、ウサギ、ニワトリ、ウシ及びハムスターを含む広範囲の動物に感染しうる。  

したがって、これらの生物種は本遺伝子組換え生物の核酸を伝達されることにより影響を  

受ける可能性がある。  

（2） 影響の具体的内容の評価   

本遺伝子組換え生物はヒト、イヌ、サル等の細胞への挿入変異によってがん化を引き起  

こす可能性がある。マウス、ラットに対する病原性は宿主と同等であると考えられる。   

本遺伝子組換え生物からの発現産物であるHSV－TKは、GCVやACV等のプロドラッグが  

存在するときにのみ感染した細胞で自殺装置として機能する。これらのプロドラッグは自  

然界に存在しないので、HSV－TK遺伝子が自然界で自殺機能を示すことはない。また、発  

現産物であるALNGFRは細胞内領域を欠損しているのでNGFのシグナルを細胞内に伝達す  

ることはなく、ALNGFR遺伝子を導入したリンパ球の増殖にNGFは影響を及ぼさなかった   



との報告がある（文献26）。したがって、これらの導入遺伝子が発現することにより、本  

遺伝子組換え生物がヒトに病原性を示す可能性は非常に低い。   

本遺伝子組換え生物が有害物質を産生することはなく、本遺伝子組換え生物により遺伝  

子導入された細胞が有害物質の産生能を獲得するとの情報もない。したがって、有害物質  

の産生により病原性を示すことはないと考えられる。  

（3） 影響の生じやすさの評価   

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によ  

るかぎり、本遺伝子組換え生物がドナーリンパ球とともに患者に投与されることによって  

当該施設外に出る可能性は極めて低く、出たとしてもごく微量である。また、Ⅰ－3－（7）  

「その他の情報」に記載したように、マウス由来の産生細胞により産生された本遺伝子組  

換え生物はヒト血清により速やかに不活化される（文献14）。さらに、本遺伝子組換え生  

物は増殖能を欠損しているので、通常の細胞に感染してもウイルス粒子を産生することは  

ない。   

一方、本遺伝子組換え生物の製造工程中に出現したRCRがドナーリンパ球に混入して患  

者に輸注された場合には患者体内でRCRが産生される可能性がある。しかし、本遺伝子組  

換え生物はRCR出現の可能性が極めて低い第3世代のパッケージング細胞を使用して製造  

されているうえに、本製剤及び遺伝子導入細胞のRCR陰性を確認してから使用するので、  

患者体内にRCRが侵入する可能性は極めて低い。また、RCR試験で検出されなかったRCR  

が万一患者体内に侵入したとしても、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え  

生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、RCRが環境中に放出される可能性は極めて低  

い。  

（4） 生物多様性影響が生ずる可能性の有無等の判断   

よって、病原性について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の  

第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断される。  

8 有害物質の産生性  

（1） 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定   

本遺伝子組換え生物及びRCRの有害物質の産生性は知られていない。したがって、影響  

を受ける可能性のある野生動植物等は特定されなかった。  

（2） 影響の具体的内容の評価  

該当せず。   



（3） 影響の生じやすさの評価  

該当せず。  

（4） 生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断   

よって、有害物質の産生性について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組  

換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはない  

と判断される。  

4：核酸を水平伝達する性質  

（1） 影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定   

本遺伝子組換え生物及びRCRはアンフォトロビックenv蛋白質を持つので、患者体外に  

排出された場合には野生型アンプオトロピック肌V4070Aと同様、ヒト、サル、イヌ、ネ  

コ、ミンク、ウサギ、ニワトリ、ウシ及びハムスターを含む広範囲の動物に感染しうる。  

したがって、これらの生物種は本遺伝子組換え生物の核酸を伝達されることにより影響を  

受ける可能性がある。  

（2） 影響の具体的内容の評価   

本遺伝子組換え生物又は遺伝子組換え生物等に該当するRCRによってこれらの遺伝子  

組換え生物の核酸が野生動物のゲノム中に組み込まれる可能性がある。  

（3） 影響の生じやすさの評価   

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によ  

るかぎり、本遺伝子組換え生物がドナーリンパ球とともに患者に投与されることによって  

当該施設外に出たとしてもごく微量である。ごく微量の本遺伝子組換え生物によって野生  

動物に核酸が伝達される可能性は非常に低い。   

遺伝子組換え生物等に該当するRCRが多量に出現した場合には、血液、体液等を通じて  

他の個体にRCRが感染し、その核酸が伝達される可能性が否定できないが、RCR出現の可  

能性は極めて低い。  

（4） 生物多様性影響が生ずる可能性の有無等の判断   

よって、核酸を水平伝達する性質について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝  

子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはな  

いと判断される。   



5 その他の性質  

核酸を垂直伝達する性質   

本遺伝子組換え生物が感染可能な野生動物等の生殖系細胞のゲノム中に組み込まれて、  

核酸を垂直伝達する可能性は完全には否定できない。しかし、第一種使用規程承認申請書  

に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、本遺伝子組換え生物  

によりその核酸が野生動物に伝達される可能性は非常に低い。RCRが出現しないかぎり、  

本遺伝子組換え生物の核酸が伝達される細胞は本遺伝子組換え生物が最初に感染した細  

胞に限られ、その細胞が生殖系細胞である確率は低い。また、RCRが出現する可能性は極  

めて低い。以上から、本遺伝子組換え生物又はRCRの核酸が生殖系細胞に伝達される可能  

性は極めて低い。よって、核酸を垂直伝達する性質について、第一種使用規程承認申請書  

に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生  

ずるおそれはないと判断される。  

1l ′L 



Ⅴ 総合的評価   

本遺伝子組換え生物が感染する動物種は4070Aアンプオトロピックenv蛋白質によって  

規定されるため、げっ歯類及びヒトを含む広範囲の動物であり、野生型アンフォトロビッ  

クMLV4070Aと同じである。自然界で植物及び微生物に感染することはないと考えられる。   

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によ  

るかぎり、本遺伝子組換え生物の環境中への拡散は極力抑えられており、拡散したとして  

も、その量は検出レベル以下であると推定されるc導入されたHSV－TK遺伝子及びALNGFR  

遺伝子が発現することにより、本遺伝子組換え生物がヒトに病原性を示す可能性は非常に  

低い。さらに、本遺伝子組換え生物は増殖能を欠損しているので、軋Vの感染等によりgag、  

pol及びenv遺伝子を発現している細胞に感染した場合を除いて増殖することはない。MLV  

に感染しているマウスに本遺伝子組換え生物が感染すれば、MLVがヘルパーとなって増殖  

する可能性がある。しかしその場合でも、MoMLVは血液を介してのみ感染するので、本遺  

伝子組み換え生物の感染が他個体に広がる可能性はほとんどない。ヘルパーを必要とする  

本遺伝子組換え生物が野生型MoMLVと同等に増殖することはないので、やがて環境中から  

消滅すると考えられる。   

環境中でマウスに感染し、帆Ⅴゲノムとの相同組換えによってRCRが出現する可能性や、  

当該第一種使用によって極めて微量の本遺伝子組換え生物由来RCRが環境中に放出され  

る可能性は完全には否定できないが、RCRの感染性、増殖性、病原性及び核酸を水平伝達  

する性質は肌Ⅴと同等である。ヒトに札Ⅴが感染しても病原性は報告されておらず、RCR  

がヒト体内に侵入しても、血清中の補体により急速に失活することを考慮すると、ヒト及  

び他の晴乳動物、植物並びに微生物に新たな影響を与えることはないと考えられる。   

したがって、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等  

の方法によるかぎり、本遺伝子組換え生物による生物多様性影響が生ずるおそれはないと  

判断される。   



資料3－5   

平成21年4月15日  第49回科学技術部会  

遺伝子治療臨床研究終了報告について  

（東京大学医科学研究所附属病院）   



造 伝 子 治 安 駐 綻 研 究 縫 了 覇i貴 書  

平成J∫子年／月〆ぎ臼  

厚生労働大臣 殿  

「  

賽 施  所 在 地  寮京都港区白金台4－6－ユ            （〒】郁－8宅3髪）   名称  
東京大学医科学研究所附属病院   

施  
（一致03－3舶3一≠‖L F描儲        円   ◆   H  

代表者  病院長山下直  
役職名。氏名  た  

を  

下記の遺伝子治療臨床研究について仁別添の終了報告者を繰出します。  

遺伝子治療臨床研究の疎題名   稔括責任者の所属・磯・氏名   

腎細胞がんに対する免疫遺伝子治療－】Ⅴ期腎細胞   東京大学医科学研究所附属病院・内科・   

がん患者を対象とする覗－CSF遮伝予導入自己複製   
講師・中岡 隆志   

能舞央自家塵癌細胞接種に関する臨床研究－   
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別紙様式第4の別添  

遺伝子治療臨床研究終了報告書  

（当初申請日）  平成8年12月2日  

研究の名称   腎細胞がんに対する免疫遺伝子治療－ⅠⅤ期腎細胞がん患者を対象とする  

GMイSF遺伝子導入自己複製能喪失自家腫瘍細胞接種に関する臨床研究－   

研究実施期間   平成10年8月10日から 平成20年3月31日まで   

総  （郵便番号108－8639）  
括  

責  
所属機関・部局・職  東京大学医科学研究所附属病院・内科・講師  

任  

者   
中岡 隆志   

実  東京都港区白金台4－6－1  （郵便番号1鵬－8639）  

施 の  東京大学医科学研究所附属病院  

場  東京都港区白金台4－6－1  く電話番号03－3443・8111）   

所   

氏名   所属機関・部局・職   役割  

総         谷 憲三朗   九州大学・生体防御医学研究所・教授   免疫解析及び内科的診療   

括  富川 伸二   虎ノ門病院・腎センター・部長   外科切除   

責  東京大学・医科学研究所・教授   内科的診療  

任  
長村 文孝   東京大学・医科学研究所・准教授   内科的診療  

者  
内丸 煮   東京大学・医科学研究所・准教授   内科的診療  

以  
東 みゆき   東京医科歯科大学・教授   免疫学的検査の実施  

小柳津直樹   東京大学・医科学研究所・准教授   病理学的診断・評価  

外  順天堂大学・医学部・教授   
の   

泌尿器科からみた適応患者の   

選定  

研  筑波大学・臨床医学系泌尿器科・講師  腎細胞がん摘出と免疫学的検  

究  査の実施  

者   
濱田洋文  札幌医科大学・医学部・教授  免疫学的効果検査の実施  
奥村 康   順天堂大学・医学部・教授  免疫学的効果検査の管理と指  

導  
Richard ハーバード大学・医学部・教授  

Mulligall  
遺伝子導入ベクターの作製、遺  

伝子導入腎細胞がん細胞の品  

質管理と安全性検査の指導  

セルジュネシス社（CellGenesys）・社長、臨床  
レトロウイルスベクター産生  

Stephen 
Sherwin   治験責任者  

細胞の管理遺伝子導入腎細胞        ヽ  

がん細胞の大量培養、晶哀管理  

と安全性検査   

．
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平成7年7月28日 第1回委員会開催、実施計画を審査  

平成7年9月14日 第2回委員会開催、実施計画を審査  

平成7年10月18日 第3回委員会開催、実施計画を審査  

平成7年11月15日 第4回委員会開催、実施計画を審査  

平戎7年12月15日 第5回委員会開催、実施計画を審査  

平成8年3月27日 第6回委員会開催、実施計画を審査  

平成8年7月2日 第7回委員会開催、実施計画を審査  

平成8年8月6日 第8回委員会開催、実施計画を承認  

（平成8年12月2日 厚生大臣及び文部大臣に実施計画申請）  

平成9年5月20日 第9回委員会開催、実施計画変更を審査  

平成10年4月28日 第10回委員会開催、実施計画変更を承認  

（平成10年8月10日 厚生大臣及び文部大臣の承認）  

平成10年9月29日 第11回委員会開催、対象患者の適応について承   

認（接種第1例日）  

平成10年12月10日 書面審査（1例日の患者に対する接種開始を承   

認）  

平成11年3月15日 書面審査（1例目の患者に対する追加接種を承認）  

平成11年4月5日 第12回委員会開催、対象患者の適応について承認   

（接種第2例日）  

平成11年6月2日 書面審査（2例日の患者に対する接種開始を承認）  

平成11年8月5日 第13回委員会開催、対象患者の適応について承認   

（旧第3例日、後に登録除外。）  

平成11年12月6日 第14回委員会開催、対象患者の適応について承   

認（接種第3例目）  

平成11年7月15日 書面審査（1例日の患者死亡報告書を承認）  

平成11年9月1日 書面審査（2例目の患者に対する追加接種を承認）  

平成11年9月17日 書面審査（旧3例日の患者登録除外を承認）  

平成11年12月14日 書面審査（期間延長を承認）  

審査委員会の開催状況  

書面審査（期間延長を承認）   

書面審査（2例目の患者に対する追加接種を承認）   

書面審査（3例目の患者に対する接種開始を承認）   

書面審査（3例日の患者に対する追加接種を承認）   

第15回委員会開催、経過報告を受ける。  

書面審査（3例日の患者に対する追加接種を承認）   

書面審査（3例日の患者に対する追加接種を承認）   

第16回委員会開催、対象患者の適応について承  

平成13年1月18日  

平成12年1月19日  

平成12年2月18日  

平成12年5月29日  

平成12年6月12日  

平成12年7月7日  

平成12年8月21日  

平成12年9月14日   

認（接種第4例日）  
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平成J2年ま2月12冒 昏面審査（4例日の患者に対する接種開始を承   

詑）  

平成13年5月ユOH 箪17匝里香展全開催、対象患者の適応に－〕いて承  

認t簾5例日）  

平成13年6月27F‡番面審査（第5例日の患者登録除外を承認j 

平成14年2月5日 審軒昏密（期間延長、資任賓変更、第2段階完了儲  

告番を承認）  

平成15年3月24日 路面審査（期間延長を承諾）  

平成15年12月lさ婁冒 番面審餐（3例日患者死亡の報告番を承諾）  

平成16年3月231j 車両審査（期間延長艮承諾）  

平成】7年3月】4日 蕃面審凌一期間座長を承認）  

平成IS年3月20F璽 春雨審査（期間延長を承認）  

平成18年9月1日 沓面審査（費住着変更を承認）  

平成19年1月1（）H 諺面審査（4例日患者死亡の報告番を承認）  

平成20年2月4【ヨ 香南審査（2例日患者死亡の報偉容を承組）  

氏  名  審査委兵舎の長の職名  

東京大学医科学研究所附属  

ヒトゲノム解析センター長  
中 村 祐  

【Jコ  Jl   



臨 を研究の区分  
巨   

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究   

研 究 の 目 的   ヒト顆粒球マクロファージコロニー刺激因子（以下hGM－CSF と略する）は  

124個のアミノ酸から構成される糖タン′くク質であり、骨髄系前駆細胞の増  
殖・分化を促進する作用を有するため、ヒトに投与すると好中球、好酸球、単  

球数を増加させ、それらの機能を活性化する。また他のサイトカインとも共同  

し、赤血球系、血小板系造血も刺激する。一方hGMl二SFには、抗原提示細胞、  

とくに樹状細胞に作用して、その抗原提示能を増強し、最終的にはCD8＋細胞  
障害性丁細胞を介して宿主の抗腫瘍免疫能を増強する作用もあることが報告  

されており、最近注目されている。本遺伝子治療臨床研究では、hG姐－CSFのこ  

の作用に着目し、ⅠⅤ期腎細胞がん患者にhGMイSF遺伝子導入自己複製能喪失  

自家腎細胞がん細胞を皮内接種する。これにより、hG址｛SF遺伝子導入自家腎  

細胞がん細胞接種局所の反応ならびに全身における毒性と、遺伝子導入に用い  

たレトロウイルスベクターの安全性の評価を行う。さらに本治療法の効果につ  

いても、評価こ検討する計画をたてた。特に抗腫瘍効果については、臨床的に  

腫瘍縮小効果を検討することはもちろんのこと、さらに免疫学的研究方法を多  

く取り入れ、患者体内で誘導される可能性のある抗腫瘍免疫反応を詳細に解析  

する予定である。これにより将来的に遺伝子治療法を機軸にした、より効果的  

な腫瘍免疫療法への足掛かりを得ることを期待している。また患者自家腎細胞  

がん細胞の大量培養ならびに遺伝子導入を本附属病院内臨床細胞工学室にて  

行うことで、本邦におけるexvivo遺伝子治療の本格的実施に向けての基盤を  

作ることも目的の1つである。   

対 象 疾 患  第ⅠⅤ期腎細胞がん   

実 施 方 法  1）息者の選択  
候補患者に対しては、規定の説明および同意書を用いて本臨床研究についての  

説明を少なくとも2回行った。その段階で患者が本臨床研究への参加を強く希  

望した場合、東大医科研附属病院・遺伝子治療臨床検討会を開催し、患者の病  

状が、本臨床研究に参加する上での適応基準を満たし除外基準を満たさないこ  

とについて、臨床的観点より検討した。適応症例である可能性が高いと判断さ  

れた場合にのみ、患者からの文書による同意を取得し、最終的に東大医科研附  

属病院・遺伝子治療臨床研究審査委員会において、患者の遺伝子治療臨床研  

究への適応判定を行った。適応と判定された患者に対しては、遺伝子治療臨床  

研究第1段階への参加が認められた。  

2）息者数と実施期間  

当初、患者計5名′に対して遺伝子治療臨床研究第2段階として、GM－CSF遺伝子  

導入放射線照射自家腎癌細胞の作製と1．4Ⅹ108個（4Ⅹ107個Ⅹ1回、2Ⅹ107個Ⅹ5  

回）細胞の皮内接種を予定した。研究期間は、厚生省ならびに文部省の承認が  

得られてから全ての患者への腫瘍細胞接種が終わるまでの約2年間を当初予  

定したが、実際には約3年間を要した。最終的には患者計6名のGMイSF遺伝  

子導入自家腎癌細胞を作製し、全例で安全性（細菌、真菌、マイコプラズマ、  

エンドトキシンならびに複製可能レトロウイルスが検出されないこと）が確認  

された。その内4名の甜イSF遺伝子導入腎癌細胞より規定量以上（〉40ng／106  

細胞／24時間）のGMISF産生を確認できたため、4名の患者への皮内接種を  

行った。   
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3）臨床研究計画  第1段階（遺伝子導入腎細胞がん細胞製造）：東大医科研附属病院遺伝子治療臨  床研究審査委員会において、本遺伝子治療臨床研究の適応症例と判定された   
患者に対して、腫瘍側腎臓全掃出を行った。手術で摘出した腎癌組織を、同   

日より東大医科研附属病院臨床細胞工学室内で培養、Ⅶ弔－Sレトロウイルスベ   

クターを用いてh附FcI桝Aを導入し、さらに大量培養を行った。これらの   

遺伝子導入腎癌細胞は、150グレイの放射線照射後、凍結・保存した。遺伝   

子導入腎癌細胞の安全性確認は、米国の専門会社（BioReli孤Ce社（一部英国   

支社を利用））に依頼して行った。同社にて安全性検査の実施中に、東大医   

科研分子療法研究分野に於いて、遺伝子導入自家腎癌細胞からの鎚－CSF産生   

量をELISA法を用いて測定した。  

第2段階（遺伝子導入腎細 胞がん細胞接種）：上記の放射線照射附F遺伝子   

導入自家腎癌細胞が得られ、その安全性ならびにGhトCSF産生量が遺伝子治療   

臨床研究適応判定の為の基準を満たすことが確認された段階で、東大医科研   

附属病院・遺伝子治療臨床検討会を再度開催し、臨床的な適応について検討   

した。接種開始に対する患者の意志に変化がなく、臨床的にも接種可能な状   

態と判断された場合、患者より2度目の文書による同意を取得した。最終的   

には東大医科研附属病院・遺伝子治療臨床研究審査委貞会において、患者へ   

の接種開始に関する適応判定がなされた。適応と判定された患者に対しての   

み、G眠SF遺伝子導入腎埠細胞を、14日毎、6回にわたり皮内に接種した。   

G肌13F遺伝子導入腎癌細胞に残余分があり、患者が追加接種を希望し、患者   

への継続接種が医療的に患者に対して有益と判断された場合には、東大医科  

．研附属病院遺伝子治療審査委貞会の了承を得た後、同様の方汝で追加接種を   

行った。接種後は患者に出現する可能性のある急性ならびに慢性毒性に関し   

て、血液および尿検査ならびに画像検査等で定期的にモニターすると共に、   

抗腫瘍免疫誘導効果ならびに臨床的効果に関しては、免疫学的および病理学   

的検査、ならびに画像検査を用いて詳細にモニターを行った。  

第3段階（長期親展）：接種後、晩発性の免疫学的反応、抗腫瘍効果や副作用につ  

いては、患者の生存期間中は米国がん研究所の一般毒性評価基準に従い定期的に  

観察および評価し、もし原疾患の増悪を認めた場合は、医学的に妥当と思われる  

補助療法があれば患者の希望に基づいてそれを行った。  

平成10年8月10日に本遺伝子治療臨床研究実施についての公的承認を待た  

後、平成13年7月まで、第ⅠⅤ期腎癌患者6症例において．GM－CSF遺伝子導  

入自家腎癌細胞の作製を行った。以下に、遺伝子治療臨床研究第1段階の対  

象となった6症例に関する略病歴と、GM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞作製  

結果について記す。   

L遺伝子治療臥床研究弟1段階結果  

1）60歳、男性（筑波大学医学部附属病院より紹介）  

平成10年6月より血尿、腰痛を自覚し始め、同年8月に右腎細胞がん、多発   

性肺、肝転移と診断された。PS（騨血m弧光軸t旧）は0－1であり、同年9   

月29日に遺伝子治療臨床研究審査委貞会が開催され、本遺伝子治療臨床研   

究への適応患者との判断がなされた。同年10月5日に右腎臓全摘出を行い、   

腎癌細胞培養を開始した。同年10月20日に規定量以上のGM－CSFを産生す   

るGM－CSF遺伝子導入腎癌細胞を得た。同細胞の安全性（細菌、真菌、マイ   

コプラズマ、エンドトキシン、複製可能レトロウイルスの混入が無いこと）  

研究結果の概要  

及 び 考 察  
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が確認され、患者の2回目の同意が得られたため、遺伝子治療臨床研究審査  

委員会の承認を得た後、同年12月10日よりGM－CSF遺伝子導入自家腎癌細  

胞接種を開始した。  

2）71歳、男性（国立がんセンターより紹介）  

平成10年9月頃より、右脚のしびれ、右大腿部の痺痛を自覚し始め、同年12  

月に右腎癌、仙骨転移と診断された。痺痛コントロール目的で平成11年2  

月1日より 2月22日までに30Gyの放射線照射を仙骨局所に対して行った  

が改善なく、2月18日より硬膜外カテーテルならびに経口にてモルヒネの投  

与を行い、痺痛をコントロールした。PSは0－1であり、同年4月5日に遺伝  

子治療臨床研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適応患者   

との判断がなされた。同4月6日に右腎臓全摘出を行い、腎癌細胞培養を開  

始した。同年4月19日に規定量以上のGM－CSFを産生するGM－CSF遺伝子  

導入腎癌細胞を得た。同細胞の安全性が確認され、患者の2回目の同意が得   

られたため、遺伝子治療臨床研究審査委員会の承認を得た後、同年6月3日  

よりGM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞接種を開始した。  

3）48歳、男性（独協大学医学部・越谷病院より解介）  

平成11年4月頃より咳が出現し次第に増強し、同年6月に右腎癌、多発性肺・  

胸膜転移と診断された。PSは0－1であり、同年8月5日に遺伝子治療臨床研  

究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適応患者との判断がな  

された。同年8月17日に右腎摘出を行って腎癌細胞培養を開始し、同年9  

月6日にGM－CSF遺伝子導入腎癌細胞を得た。GM－CSF遺伝子導入細胞の安  

全性に問題はなかったものの、同細胞よりのGM－CSF産生量が規準を満たさ  

なかった為、本患者は本遺伝子治療臨床研究第2段階への適応症例ではない   

との判断が、同年9月17日に遺伝子治療臨床研究審査委員会によりなされ  

た。  

4）57蔵、女性（国立がんセンターより播介）  

平成11年10月頃よりめまいを自覚し始めた。同年10月30日に左腎療、多  

発性肝転移と診断された。PSは0であり、同年12月6日に遺伝子治療臨床  

研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適応患者との判断が  

なされた。同年12月9日に左腎摘出後腎癌細胞培養を開始し、同年12月27   

日に規定量以上のGM－CSFを産生するGM－CSF遺伝子導入腎癌細胞を得た。  

同細胞の安全性が確認され、患者の2回目の同意が得られたため、遺伝子治  

療臨床研究審査委負会の承認を得た後、同年2月22日よりGM－CSF遺伝子  

導入自家腎癌細胞接種を開始した。  

5）50歳、男性（国立がんセンターより紹介）  

平成11年11月頃より運動時の呼吸困難を自覚していたが放置、平成12年7  

月に胸部異常陰影を指摘され、精査にて左腎療、多発性肺転移と診断された。  

PSは0であり、同年9月14日に遺伝子治療臨床研究審査委員会が開催され、  

本遺伝子治療臨床研究への適応患者との判断がなされた。同年9月20日に  

左腎摘出後腎癌細胞培養を開始し、同年10月25日に規定量以上のGM－CSF  

を産生するGM－CSF遺伝子導入腎癌細胞を得た。同細胞の安全性が確認さ  

れ、患者の2回目の同意が得られたため、遺伝子治療臨床研究審査委貞会の  

承認を得た後、同年12月13日よりGM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞接種  

を開始した。  

‘）58歳、男性（山梨厚生病院より紹介）  

平成12年9月頃より右肩に皮下腫癌・痺痛が出現し近医を受診したが、抗炎  
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症剤のみで経過観療されていた。平成13年2月に痺痛悪化し、精査にて右   

腎癌、胸膜、骨、肝臓転移と診断された。PSは0－1であり＼同年5月10日   

に遺伝子治療臨床研究審査委員会が開催され、本遺伝子治療臨床研究への適   

応患者との判断がなされた。同年5月15日に右腎摘出後腎癌細胞培養を開   

始し、同年6月7 日にGM－CSF遺伝子導入腎癌細胞を回収した。GM－CSF   

遺伝子導入細胞の安全性に問題はなかったものの、同細胞よりのGM－CSF   

産生量が規準を満たさなかった為、本患者は本遺伝子治療臨床研究第2．段階   

への適応症例ではないとの判断が、同年6月28日に遺伝子治療臨床研究審   

査委貞会によりなされた。   

GM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞を東大医科研病院細胞プロセスセンターに   

於いて作製した結果、6症例の中で遺伝子導入細胞より規定量（〉4伽〆106細   

胞／24時間）以上のGM－CSF産生が確認された4症例に対しては、上述の如   

く遺伝子治療臨床研究第2段階としてOMべ：SF遺伝子導入自家腎癌細胞（以   

下ワクチン細胞と省略）の皮内接種を開始し、以下の様な臨床経過を辿った。   

m遺伝子治療臨床研究集2及び第3段階結果  

A．全症例臨床経過  

1）（接種第1症例）60鏡男性、右腎細胞癌、多弗性肺転移、肝臓浸潤  

平成10年12月10日に4Ⅹ107個のG九トCSF遺伝子導入細胞（以下ワクチン細   

胞と略）の皮内接種を行い、その後2週間毎に2×107個のワクチン細胞の皮   

内接種を5回、さらに4回の追加接種を平成11年4月27日まで行った（計  

10回、2．2xlO8細胞）。この間患者においては、本遺伝子治療臨床研究を進め   

る上で問題となるような副作用は認められなかった。下記のごとく、接種後   

よりDTH反応（培養自家腎癌細胞の皮内接種に対する遅延性皮膚反応）は   

陽性化し、患者末梢血リンパ球解析ならびに病理絶縁検査結果も、接種によ   

り抗腫瘍免疫が誘導されたことを強く示唆する結果であった。臨床的には、   

最大評価病変の右肺門部転移巣の増殖速度がワクチン細胞接種後に鈍化し   

たが、「腎細胞がんの治療効果判定基準」による判定では円耳進行）であった。  

10回接種後にMRIで大脳内に1cm弱の腫瘍が2個発見され、腎癌の脳転移   

と診断されたため、それ以降の接種は行われなかった。同年5月10日に共   

同研究施設の筑波大学医学部附属病院に転院し、脳転移腫瘍部分へのγナイ   

フ治療を実施した。その後第9胸椎転移病巣による腰痛が出現し、放射線照   

射を行ったが、下肢対麻痺を来した。患者ならびに家族の強い希望により、   

同年5月21日より7月7日まで70－140万単位／日の低量m（インターロイ   

キン）－2の全身投与を行い、最大評価病変のサイズは1ケ月後には約30％程   

度縮小したが、胸水貯留やその他の小転移巣数の増加及びサイズの増大を来   

たし、患者は平成11年7月8日に腫瘍死された。家族の承諾が得られたた   

めに剖検を同日に実施した（筑波大学付属病院）。  

主要病理鰯制診断  

腎細胞癌（右腎原発、右腎摘出後、手術標本組織型：明細胞癌）GM－CSF免   

疫遺伝子治療臨床研究後・放射線療法後、  

剖検暗転移巣組織型：  

明細胞癌に加え額粒細胞癌、紡錘細胞癌の組織型が混在  

同上転移：両肺（多発性）、肝、膵、十二指腸、左腎、胸膜、横隔膜、縦隔リ   

ンパ節、鎖骨下リンパ節、傍大動脈リンパ節、  

副病理所見  
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1．左腎代償性肥大、急性尿細管壊死、  

2．胃・十二指腸出血（腎細胞癌の十二指腸転移巣による）  

3．両側血性胸水（左3000ml；右60ml）  

4．慢性甲状腺炎（30g）  

5，全身のうっ血傾向  

6．心マッサージ術後状態（肺骨髄塞栓）  

病理医コメント  

①腫瘍免疫作動状態につき：多臓器に多数の腎癌転移結節を認めた。主な転  

移臓器である肺では、両肺ともにその約1／2が腫瘍組織に置換されており、最  

大の転移巣は右肺の肺門周囲にみられ、その大きさは70Ⅹ62mmであった。転  

移巣の絶縁型は、原発巣の明細胞癌に加え顆粒細胞癌、一部紡錘細胞癌に相  

当する像も混在していた。大部分の結節で巣状の壊死を観察した。右肺門部  

には、広範壊死に陥った結節がみられた。癌組織内へ浸潤するリンパ球はい  

ずれの転移結節にても多数認めたが、広範壊死を示す結節では壊死巣の周囲  

に少数観察する程度であった。従って当該肺転移巣の広範壊死部分は必ずし  

も腫瘍免疫作動の帰結ではなく、循環障害など他の要因も推定しうる。免疫  

染色の結果、肺転移巣内浸潤リンパ球の大部分がCD3＋T細胞であった。腫瘍  

組織内、特に小壊死巣近傍では多数のCD8十r細胞を観察した。肝右菓にも転  

移結節を認めた。組織学的には肺の転移巣と同様の組織型を示し一結節では  

比較的広範な壊死を伴っていた。この肝転移内にも、CD8＋T細胞を主体とす  

るリンパ球浸潤を観察した。腫瘍内におけるCD4＋T細胞は少数であった。一一  

方、転移巣周囲の正常組織にもCD3＋T細胞の浸潤を観察したが、肺・肝臓と  

もにその構成はCD4十r細胞が優位であった。CD20＋B細胞は、腫瘍内・外と  

もに少数であった。これらの所見から、腫瘍組織内へ選択的にC工喀＋細胞障  

害性丁細胞が誘導されたことが示唆される。  

②遺伝子治療に関する有害事象につき：腎には急性尿細管壊死を認めたが、  

これは死戦期変化と考えられる。血管炎等、今回の遺伝子治療に関連すると  

思われる形態学的変化はいずれの臓器にも認められなかった。多臓器にみら  

れた腎細胞癌の転移巣の大部分では、わずかに壊死を認める程度で殆どの癌  

細胞が生存していたが、肺と肝に比較的広範囲の壊死を伴う結節を1個ずつ  

認めた。これらの細胞では、他の結節に比してm陽性Tリンパ球の浸潤が   

目立った。ただし、この細胞浸潤は壊死による二次性変化の可能性もあり、  

遺伝子治療による真の効果と断定はできない。  

③死因につき：腫瘍死と思われる  

2）（接種弟2症例）71歳男性、右腎細胞癌、仙骨転移   

平成11年6月3日に4x107個のワクチン細胞の皮内接種を行い、その後2   

週間毎に2×107偶の皮内接種を計5回、さらに11回の追加接種を平成12   

年2月3日まで行った（計17回、3．7×108細胞）。この間、患者においては、   

本遺伝子治療臨床研究を進める上で問題となるような副作用は認められな   

かった。ワクチン細胞接種に伴い、タリウムシンチグラフィ一にて仙骨転移   

腫瘍部分へのタリウム取り込み量の低下を認めたほか、CT検査でも同部位   

の造影効果の減少所見を認め、腫瘍血管増生の減少が示唆されたが、治療効   

果の判定はNC（不変）であった。また、ワクチン接種前には増加していた   

腫瘍マーカーIAP（LnaCtivatedacidlCPrOtein）が、6回接種以降は正常化した。   

平成12年5月11日に順天堂大学病院・整形外科において仙骨転移部分の開   



放生検を実施し、同部分の壊死を病理学的に確認した。なお下記のごとく、   

同生検部分への浸潤リンパ球はD相反応の際に認めたリンパ球と同一クロ   

ーンであることが確認され、細胞障害性Tリンパ球の可能性が示唆された。   

患者においては、その後も無治療にて仙骨転移病巣は徐々に縮小傾向にあ   

り、他臓器への新たな転移病巣の出現も認められず、さらには腫瘍マーカー  

（IAP‥血ch′atdacidkFOt別n）は正常レベルでその後も安定化した。平成13年  

12月迄PSOの状態で、経過観察していたが、同年12月に右大腿骨転移病変   

の出現を認めた為、局所放射線照射と低量インターロイキンー2投与を開始し   

た。その後PSOで東京大学医科学研究所附属病院（東大医科研病院）外来   

にて経過観察した。平成17年1月末頃より左腰痛が出現、MRl等の画像検   

査結果から左坐骨／左寛骨部位への転移と診断し、同年2月17日から3月  

10日にかけて同部位に対して30Gyの放射線照射を行った。同年12月には   

腰椎払1からL4）の転移を認め、同年12月7日から28日に同部位に30Gγの   

放射線照射を追加した。その後は腰痛等の症状は抗炎症剤の投与下にて軽快   

し、PSOの安定した状態で外来通院ができていたが悪性腫瘍に伴う貧血（H   

b9g皿程度）が出現した。平成1＄年4月より再度腰痛が出現したため、同   

部位に30Gγの追加照射を行った。平成19年10月未頃より左頸部腫癖の出   

現を認め、掃出標本病理検査結果から腎がん転移であることが判明し同年12   

月7日より局所への照射を計42Gy行った。その後、肺ならびに胸膜への腎   

がん転移病巣の増大とともに全身状態の悪化を認め、平成19年12月26日   

に東大医科研病院に入院された。入院後対症療法を行ったが、転移病巣は急   

速に増大し両側胸膜炎の悪化をきたし、平成加年1月19日午前7時35分   

に死亡された。家族の承諾が得られたために剖検を2日後に実施した」玉大   

医楓  

主軸剖診断  
腎細胞癌（右腎原発、摘出後）GM－CSF遺伝子腫瘍免疫活性化療法後、  

組織型：明細胞痕主体、紡錘細胞癌部分も混在する  

同上転移：両肺（多発性）、両胸膜（癌性胸膜炎）、横隔膜、胃壁、骨（両側   

大腿骨、仙骨腰椎L4）同上リンパ節：左肺門、左頚部  

副病理所見  

1．左頚部、両側大腿骨骨頭部放射線照射後状態  

2．下部消化管術後癒着状態、右腎、胆嚢摘出後状態  

3．両肺鬱血水腫（肺重量 左750g；右6鮒g）、胸水（黄色透明液左700mL右  

1，200血）  

4．牌臓萎縮（30由，副腎萎縮払t4．3g，Rt4．5g）  

5．骨髄低形成骨髄  

6．関頭は許されず  

病理庖コメント  

①  腫瘍免疫作動状態につき：全身性の広範な転移を認めるが、いずれの  

転移巣に於いても強い腫瘍壊死を認める。頚部リンパ節転移巣は療痕・硝子  

化するが、当該領域は放射線照射の効果と思われる。非放射腺照射域での腫  

瘍組織の免疫組織化学的解析では、壊死領域近傍腫瘍組織内に比較的強いリ  

ンパ球浸潤を認め、その殆どがCD3半r細胞より構成される。CD20＋B細胞  

は観察しない。CD4肥D8の二重染色では、T細胞の殆どがCD8＋T細胞であ  

り、CD4＋T細胞は少数であった。CD8nGL67の二重染色では、細胞回転にあ  

るCD8＋T細胞は少数であった。これらの所見は、治療開始後の比較的長期生  
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存と併せ、意図した抗腫瘍免疫が誘導された証左であると思われる。  

②遺伝子治療に関する有害事象につき：剖検上、遺伝子治療に関連すると思  

われる有意な有害事象は同定し得なかった。  

3）（接穂第3症例）57歳女性、左腎細胞癌、多発性肝転移、多発性勝転移   

ならびに対側腎転移  

平成12年2月22日に4xlO「個のワクチン細胞の皮内接種を行い、その後2   

週間毎に2×107個の皮内接種を計5回、さらに9回の追加接種を同年9月  

19日まで行った（計15回、3．2Ⅹ10g細胞）。この間患者においては、本遺伝   

子治療臨床研究を進める上で問題となるような副作用は認められなかった。   

肝転移病巣の総腫瘍量の増加速度は鈍化したものの次第に増加し、治療効果   

の判定はPD（進行）であった。ただし、肺ならびに腎臓の小転移病巣のサ   

イズには殆ど変化がなかった。平成12年9月29日に東京大学医科学研究所   

附属病院を退院後、順天堂大学附属病院へ転院し、入院観察下m－2、インタ   

ーフェロンαの接種をそれぞれ検討したが、いずれも開始1週間目より肝機   

能異常が出現したため各投与を中止した。肝機能異常は投与中止にて改善し   

たため、東大医科研附属病院と順天堂大学附属病院の両外来にて定期的に経   

過親展を行った。その後、肝転移病巣のサイズが徐々に増加したことから、   

本人の希望により民間病院にて活性化Tリンパ球療法を受けたが改善を認   

めず病勢は次第に進行し、東京大学医科学研究所附属病院に入院し、対症療   

法を実施されたが、平成15年11月2日に腫瘍の全身への転移のため死亡さ   

れた。家族の承諾が得られたために剖検を同日に実施した（東大医科研病   

院と。  

主病理解剖診断  

胃癌 淡明細胞癌 GM－CSF遺伝子治療後（3年11ケ月）  

左腎原発（摘出後） 同上転移：肝、右腎、両肺、膵、脳（放射線照射後）  

リンパ節（左肺門、右腎門、腹部大動脈周囲）  

副鱒理病変  

1．多発性胃潰瘍＋消化管出血   

2．梁膜炎（浸出性心外膜炎、胸膜炎、・胸水（左300ml、右80ml）   

3．僧帽弁閉鎖不全および三尖弁閉鎖不全症、心肥大（430g、両房室拡大）   

4．急性尿細管壊死初期像   

5．【高カルシウム血症伊TH－rP†Hu加ralbypTerCdcma of m通辞amy，   

com匹的Ie）］   

6．［麻痔性イレクス］  

病理医コメント  

①  腫瘍免疫誘導効果につき：腎癌の壊死・アポトーシスは殆ど検出でき  

ない。浸潤リンパ球はCDSTceu優位であるが、許呵meは発現しておらず、  

またKl・る7でもラベルされない。過去に腫瘍免疫が作動した可能性は否定出来  

ないが、死亡時点でのactiveな抗腫瘍免疫の作動は観察しない。  

②  副作用につき：自己免疫性腎炎を示唆する正常腎組織へのリンパ球浸  

潤、上皮の破壊像、糸球体の変化等は認めない。GM－CSF静脈内投与の副作用  

として紫膜炎が惹起されたとの報告があるが（rer二Bl00d83：2707－2714，1994）、本  

例で観察された心外膜炎は①静脈内投与と遺伝子発現ではその血中GM－CSF  

量に圧倒的な差をもって後者による発現量が低い点、②組織像から比較的近  

い過去に発生した病変である（数ヶ月以内）ことが示唆され遺伝子療法実施期間  

と時間的隔たりがある点、および③当該遺伝子療法を受けたいま一例の剖検  
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例では当該病変は検出されていない；の根拠により本遺伝子療法に関連した変   

化ではないと判定する。おそらく心不全に併発した変化であると推定する。  

卒園につき‥消化管出血（出血源は胃）を引き金とし循環血量の減少   

③    などの前腎性の影響により尿細管壊死（腎不全）が加わりあらかじめ存在した  心不全と合併し複合的要因により死に至ったと思われる。癌性悪液質は背景に   
あるが直接死因ではないと思われる。脳転移は放射線照射によく反応してい   

る。  

④  筋力低下につき：それを説明する形態的変化は同定し得なかった。電  

解質異常に関連した症状と思われる。  

⑤  心につき：弁膜症による心拡大を認める。心不全としては肺鬱血より   

は肝鬱血が前景に立つ。  

⑥  腸閉塞につき：腸閉塞はモルヒネによる麻痺性イレウスの可能性が高   

い。器質的閉塞は認めない。  

⑦  血小板減少につき：骨髄での巨核球産生はほぼ正常であった。末梢で   

の破壊機序が示唆される。   

4）（接種集4症例）50鹸男性、左腎細胞癌、多雛肺転移   

平成12年12月13日に4Ⅹ107個のワクチン細胞の皮内接種を行い、その後2   

週間毎に2×107個の皮内接種を計5回、平成13年2月20日まで行った（計   

6回、l．4xlO8細胞）。この間患者においては、本遺伝子治療臨床研究を進め   

る上で問題となるような副作用は認められなかった。6回接種後、同年2月   

26日に実施したCT検査において、右前側頭葉皮質に径1cm弱の腫瘍ならび   

に周辺浮腫像を認めた。本臨床研究の規定に従い、それ以降の追加接種は行   

わず、東京大学医学部附属病院放射線科においてこ 同年3月15日に転移性   

脳腫瘍部位へのγナイフ治療を実施した。その後患者ならびに家族の希望に   

より、同年5月7日より東大医科研附属病院にてm－2、35－70万単位／日の   

全身投与を開始した。開始後約lケ月日より肺腫瘍量の減少を認めはじめ、   

約2ケ月日には23％の縮小を認め、m－2投与中止後の同年10月現在も約33％   

の減少状態が維持された。m一之の投与開始時に一過性に脳浮腫の悪化による   

痙畢発作を詠めたものの、脳腫瘍一浮腫の縮小化に伴いこれらの症状は全く   

認められなくなり、PSO－1の状態で入院観察中であったが、平成14年1月に   

脳腫瘍樵出を東京大学医学部附属病院で行った。平成14年夏頃から肺転移   

巣の徐々の増大を認め、平成16年7月には脳内に新たな転移巣を静めたた   

め、同年8月にγナイフ治療を施行した。その後脳には新たな病変の出現は   

認められず、しばらくは外来にて低量m－2の接種を継続し、PSO～1の状態   

で経過した。平成18年4月に右胸水貯留に伴う呼吸困難のため入院し、胸   

腔穿刺、廃液ならびに胸膜癒着術治療を施行した。胸椎への多発転移に伴う   

痛みのため、放射線治療も要した。肺の多発転移も増加、増大傾向にあり、   

高カルシウム血症も繰り返した。呼吸困難に対して在宅酸素療法（HOT）を   

導入し、平成18年8月I1日に退院したが、同年10月より呼吸困難が増悪   

し、10月22日に再入院した。入院後、呼吸不全、貧血、痺痛及び高カルシ   

ウム血症等に対して対症療法を行ったが、呼吸不全は徐々に進行し、平成18   

年12月11日午後6時40分に死亡された。家族の承諾が得られたために剖   

検を翌日に実施した（東大医科研病院）  

主病理解剖診断  

腎癌（左腎原発、明細胞癖）術後および免疫遺伝子治療（GM－CSF導入ワクチ  
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ン細胞6回接種、m－2投与）後6年、同上浸潤転移：   

両肺多発性転移巣形成、右肺下葉より連続性に横隔膜および肝への浸潤巣形   

成、下大静脈内浸潤を伴う、肝右案下面から右副腎を巻き込み腹部大動脈周   

囲浸潤と進展する浸潤転移巣形成、右前頭菓転移、術後、放射線療法後（腫   

瘍残存認めず） 主要副病理所阜 1・高度うっ血肝・肝内胆汁鬱滞（1，350g二下大静脈浸潤および肝外胆管圧迫によ   
る）  

2・牌腫（720g慢性うっ血脾［勝機能克進症】）   

3．右胸膜癒着術術後   

4．急性尿細管壊死   

5．慢性膵炎  

6．腹水（黄色透明液；2，600叫）  

病理医コメント  

①汎血球減少症につき：骨髄は軽度過形成で3系統細胞に形態的異常を認めな  

い。脾臓の形態所見と併せ牌機能克進症による汎血球減少症と思われる。その  

背景要因としては腫瘍の下大静脈浸潤による慢性うっ血が示唆される。  

②腫瘍免疫誘導効果につき：剖検時の腫瘍組織は治療前に採取された手術標本  

に比し有意に増加する細胞死（TUNEL標識アポトーシス細胞）およびその体  

積の50％以上の広範な壊死を認めた。  

③腫瘍内浸潤リンパ球の免疫組織化学的解析につき：剖検時の腫瘍組織と手術  

標本との比較において・浸潤CD3十丁細胞数・CD動℃D8細胞比・K167標識CD8＋T  

細胞数（CTLの指標）・CD25＋細胞数（regulatoryT細胞の指標）の諸ハ0ラメづ一にて  

有意な差は検出し得なかった。  

④有害事象の有無につき：病理解剖検索において本遺伝子治療により惹起され  

たと思われる有害事象は認めなかった。  

⑤死因につき：腫瘍死と思われる。   

乱 有事事象  

すべての患者でGM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞接種皮膚部分に発赤、腫脹、   

硬結ならびに掻痺感を認めた。これらの皮膚所見は約2週後には軽度の硬結   

を残すのみで、無処置にても自然に軽快した。接種第4症例に於いては、第   

6回目の接種約48時間後に同部位に水癌形成を認めたが、消毒と皮膚部分   

の保護により数日で軽快し、2週後には軽度の硬結を残すのみの状態に改善   

した。全身性の副作用として、37度台の発熱（第l度副作用）を接種第1症   

例で第7－9回の接種時に、接種第2症例で第l－4回の接種時に認めたが、い   

ずれも無処置にて48時間以内に解熱した。接種第2症例では、第12回の接   

種後、一過性にイレクス症状を来したが、2日間の絶食にて軽快した。本件   

は腎摘出術に伴う腹膜癒着に由来する機械的イレウスによるものと診断し   

た。なお本症状が治癒した後さらに5回の追加接種を実施したが、同症状の   

再発は認められなかった事実からも、本事象はワクチン接種との関連性はな   

いものと判断した。その他、血液・生化学検査、尿検査等の一般臨床検査結   

果からは、ワクチン接種との関連性が示唆される異常所見は認められなかっ   

た。また、接種後に定期的に行われた患者末梢血中の複製可能レトロウイル   

ス検査結果から、患者末梢血中にはワクチン接種直後を含め複製可能レトロ   

ウイ／レスは検出されなかった。  
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その後の長期的観察結果からも、本ワクチン接種は安全に実施されたものと   

判断された。   

C．免疫反応酪連検査結果  

（1）血液・生化学検査等結果：   

ワクチン細胞接種後に末梢血中の好酸球の増加が親祭された。各例において   

はそのピークがGM－CSF遺伝子導入腎癌細胞接種後48一兆時間後であった。   

その他腎機能、肝機能などへのワクチン細胞接種の影響は全く認められなか   

った。また、各種自己抗体の新たな出現も認められなかった。  

（2）DTH（遅延性皮膚反応）検査結果：   

Dm反応は、いずれの患者においてもワクチン細胞接種後より陽性（硬結サ   

イズが1ⅢⅨ1cm以上を陽性と定義）となった。接種第1－4症例とも、第3回   

目もしくは第6回目のワクチン接種後に培養自家腎癌細胞接種部位は陽性   

となり、その中でも接種第1症例における反応が最も顕著であった。各患者   

とも、ワクチン接種回数が多い場合に、培養自家正常習細胞接種部位も陽性   

となったが、その反応の程度は、接種第4症例を除いては腎癌細胞接種部位   

と比較した場合には減弱していた。  

（3） 病理組織検査：  

ワクチン細胞接種部位：各患者間での相違はあるものの、第3回接種  

後までには∝舛陽性細胞優位のT細胞浸潤と脱額粒を伴う好酸球浸  

潤を認めた。接種第3症例では好酸球浸潤は少なかったが、単核球浸  

潤の程度は最も顕著であった。その後の細胞浸潤は、接種第l，4症例  

では減少し、接種第2，3症例では増加した。皮内Sl00陽性樹状細胞  

は特に接種第1，4症例で明らかに認められたが、接種第2，3症例では  

明らかではなかった。浸潤細胞のm－DR発現は当初は低レベルで  

あったが30日目には各患者で著明に増加していた。  

DTH反応部位：DTH接種部位の浸潤細胞としては、CD4陽性細胞が  

CD8陽性細胞よりも優位であり、さらにはCD朗陽性マクロファー  

ジの浸潤も顕著であった。好酸球浸潤も全例で認められたが、その程  

度は様々であった。浸潤細胞数は腎癌細胞接種部位で優位に多かった  

が、浸潤細胞の種類と比率は腎癌細胞接種部位とコントロール腎細胞  

接種部位との間に明らかな差は認められなかった。  

腫瘍部位：接種第1症例においては、原発巣（手術摘出腎癌）、ワクチ  

ン細胞10回接種終了後に出現した皮膚転移病巣の生検標本、死亡後  

に剖検が許可されたことから、m－2使用後の転移腫瘍部分標本につい  

ての病理学的解析が可能であった。この結果、原発腎癌病巣ではm  

陽性細胞の浸潤が主体であった。皮膚転移病巣ではCD8陽性丁細胞  

の浸潤を優位に認め、特にアポトーシスを起こしている部分の周辺に  

はCD68陽性マクロファージの浸潤も著明に認めた。なお好酸球の浸  

潤は、DTH部位とは異なり明らかではなかった。  

接種第2症例においては、ワクチン細胞17回接種終了後3ケ月後に  

仙骨転移病巣の生検を行った。採取できた同部分の組織は全て壊死  

に陥っており、m陽性丁細胞の浸潤を顕著に認めた。  

（4）T細胞レパートリー検査：  

患者末梢血リンパ球のTCRVβCDR3配列を検討した結果、接種第1  

症例の末梢血、Dm部位、皮膚浸潤部位ならびに肺転移縮小部分に、共通な  
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オリゴクローン性Tリンパ球の浸潤・増生が認められた。j妾種第2症例でも、  

末梢血中にオリゴクローン性のTリンパ球増生を認め、これらの一部は仙骨  

部腫瘍生検部分にも優位に認められた。毒妾種第3症例でも、接種後に末梢血  

中にオリゴクローン性のTリンパ球増殖を認め、これらのクローンは皮内反  

応部分ならびに術中の肝生検部分にも認められた。接種第4症例では、明ら  

かなTリンパ球クローンの出現は検出されなかった。  

（5）T細胞機能検査  

全4例の患者末梢血リンパ球のCD3抗体もしくはm－2への反応性がワ  

クチン接種後に増加し、自家腎癌細胞障害（Cn）活性の出現も認めた。特に接  

種第2，3症例では、培養自家腎癌細胞へのCn活性を持つリンパ球が末梢血  

中に長期間存在することが確認された。接種第4症例でも、弱いながらもCTL  

活性はワクチン接種期間中増加傾向を認め、m－2投与後もこの活性は維持され  

た。接種第1症例では、CTL活性は腫瘍増大に従って低下する傾向を認めた。   

ⅠⅡ．考察   

本遺伝子治療臨床研究を終了するにあたり、これまでに得られた結果をもと  

に、本臨床研究に関して以下の重要な3点を結論としてあげた。  

（1） レトロウイルスベクターを用いて、臨床研究用のスケールで患者接種   

において短期的ならびに長期的安全性に問題のないGM｛：SF遺伝子導入自   

家腎癌細胞ワクチンを作製することが出来た。しかし、規定以上のGM－CSF   

産生量を本ウイルスベクター導入によって確保することは必ずしも容易で   

はなく、その作製には長い時間と高い費用を要した。今後は、より簡便かつ   

安定した遺伝子導入細胞の作製法を導入・開発する必要がある。  

（2） GM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞ワクチンの接種により、血Ⅴ血0での   

検査結果では患者への抗腫瘍特異的免疫誘導効果は検出されたものの、臨床   

効果としては腫瘍細胞量の多い患者への本療法のみでの腫瘍縮小効果には   

限界があることが示唆された。今後は腫瘍量が少なく、再燃までの期間が短   

いことが予想される腫瘍をもつ患者への使用や、手術後アジエバントとして   

の使用を臨床研究として考慮すべきであると考えられた。  

（3） 本臨床研究に参加した4名の患者さんにおいては、第1回目のワクチ   

ン接種後から、各々11ケ月、8年7ケ月、3年9ケ月ならびに6年間生存   

されている。特に、2患者が6年以上生存されたことは、腫瘍縮小効果自体   

は明らかでないものの、第ⅠⅤ期腎癌患者の5年生存率が通常10％程度で   

あることを考慮に入れると、本ワクチン接種が腫癌増殖速度を遅延化させ生   

存期間延長に大きく寄与した可能性はあり、この観点からも今後（2）で記載し   

た様な方法を検討していく必要があると考えられた。さらに、免疫遺伝子治   

療臨床研究の臨床効果の評価項目としては、他の免疫療法と同様に、従来の   

抗癌剤などに対する効果判定基準以外に、再燃までの期間延長効果や生存期   

間などの特別な評価基準を設ける必要があるものと考えられた。   

ⅠⅤ今後の方針   

上記のように、本遺伝子治療臨床研究は安全に実施され、科学的に評価可能  

な抗腫瘍免疫反応が患者体内に誘導されたことを確認できた。但し、上述のご  

とくGM－CSF遺伝子導入自家腎癌細胞ワクチンの作製は必ずしも容易ではな  

く、当初準備されたレトロウイルスベクターを全て使用し、6例の患者の  

GM－CSF遺伝子導入自家腎痛ワクチン細胞の作製を試み、4例でGMイニSF産生  
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量が基準を満たした。今回の我々の臨床研究結果をふまえ、現在センダイウイ  

ルスベクターを用いたGM－CSF遺伝子導入同種腫瘍細胞を用いた新規樹状細  

胞療法等の新たな方洛を準備中である。この方法を用いる利点としては以下の  

4点が挙げられる。すなわち、1）接種局所で高GM－CSF濃度を確実に得られ  

る、2）センダイウイルスベクターによるGM－CSF遺伝子導入を行うため、レ  

トロウイルスベクターを用いてexvivoでの遺伝子導入を行うことに伴う費用  

と時間が大きく節約できる、3）レトロウイルスベクターを用いる場合に比較  

し、安全性が高いと考えられる、4）樹状細胞療法を併用するため、抗腫瘍免  

疫誘導能が高いと考えられる。   

無論、マウスを用いた前臨床動物実験では確認されてきているものの、本遺  

伝子治療臨床研究で検出できた様な抗腫癌免疫が患者体内に安全に誘導でき  

るか否かに関しては未知数であることから、新しい免疫遺伝子治療臨床研究を  

第Ⅰ－Ⅱ相研究として行っていく必要がある。但し、理論的に木方法は全ての種  

類の腫瘍患者に対しても用い得る汎用性の高い方法である為、木方法を用いた  

臨床研究に早期に移行し、その療法の可能性を検討していくことが、現段階で  

の妥当な選択であると考えられる。  

（関連研究結果の公表状況）  
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第49回科学技術部会  資料4－1   

平成21年4月15日  

ヒト細胞鮎研究実施計画の申請について  

○ 諮問及び付議  

○ ヒト幹細胞臨床研究実施計画中請書等  

【京都府立医科大学】  

● 重症慢性虚血性心不全に対するヒト心臓幹細胞と幹細胞増幅因子bFGFのハイプ  

リッド自家移植療法の検討  

【（財）先端医療振興財団先端医療センター病院】  

● 難治性骨折（偽関節）患者を対象とした自家末梢血⊂D3ヰ陽性細胞移植による骨  

血管再生療法に関する第Ⅰ・Ⅱ相試験  

【大阪大学医学部附属病院】  

○ 重症心筋症に対する自己由来細胞シート移植による新たな治療法の開発………………・P22  

【松本歯科大学】  

○ ヒト培養自己骨髄間葉系細胞移植による顎骨増生法の確立  Pる2   
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平  成 2】年 2月18 日  

野生科学審法会会長  

垣 添   忠 生  殿  
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厚生労働大臣 舛添 要  

諮 問 番  

下記のヒト幹細胞臨床研究纂施計画について、その医療上の有用性及び倫理  

性に開し、厚生労働省設置法（平成il年法律第97号）第8条第l項イ及び  

ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針（平成18年厚生労働省告示第42  

5号）の規定に基づき、貴会の意見を求めますゥ  

1．平成20年12月12日に京都府立医科大学長から提出された「重症慢性  

虚血性心不全に対するヒト♭臆幹細胞と幹細胞増幅艶子bFGFのハイブリッド自  

家移植療法の検討j計画  

2。平成20年12月ユ8日に財滞法人先端医療振興財団先端医療センター病  

院長から提出された「薙治性骨折（偽関節）愚者を対象とした自家末梢血C閏‘i  

陽性細胞移植による骨・血管再生療法に関する繋い1Ⅰ相試験」計画  

3．平成20年12月25日に大阪大学医学叡附属病院長から経出された「重  

症心筋症に対する自己由来細胞シーート移植による新たな治療法の開発」計画  

4．平成20年i2月25日に松本歯科大学長から提出された「ヒト培養自己  

骨髄間葉系細胞移植による顎骨増生法の建立」計画  

Pl   



犀 科 審 第 晋 号  

平成2！年2月†8日  

科学技術部会部会長  

永 井  良  

厚生科学審謙会会長  

壇 添  忠  

ヒト幹細胞臨床研究実施計画について（付誇）   

穣嘗引こついて、平成21年Z月柑日付け厚生労働省発医改質02柑005号  

をもって厚生労働大臣より詫間があったので、厚生科学寧徒食運営規程集3  

粂の規定に基づき、貴部会において春雄方願いたい。  

P2  
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ヒト軒珊胞臨抹研究実施計匝i申請書  

平成2〔享年12ノまi2‡…  

厚隼労働大臣 殿  

鋸凝  拝都市上京区河即㌻通広小鐸上る樗抑舶5  

k郵便番号602－856（；）  研
 
究
 
機
 
開
 
 

京都府立医科大学  

07ら－251や望OS（電話番号），   

妄  ‡     季  
075－211－7仁滑射Fax番号）  

ぎ  r 

研究機関の長  京都府立医科大学；   

役職名。氏名   学長 山岸 久圭一  誓竺ン誓誓警諏        ＝㌻要          、    l  
l                ト    ヒく。、．－∴ ∴、こ完j   

．  

下記のヒト幹細胞臨床研究について、別添の通り実施計画書に対する意見を求めます。  

ー＿＿＿J   
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ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要  

ルによる研究が2007年に報告されているが、臨床研究 
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ヒト 幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書  

臨床研究の名称  
重症慢性丘血性心不全に対するヒト心臓宇宇和屈と幹寵胞増幅眉子bFGFの  
／ヽイブリッド自家移楯儒法の検討   

研究機関  

名称   京都府立医科大学  

所在地   〒802－e586  

京都府京都市上京区河原町通広小路上る梶井町購5  

電話番号   075－25ト5208  

FAX番号   075－21ト7093   

研究機関の長  

氏名   山岸 久一  

役職   学長   

研究兼任者  

氏名   松原 弘明  

役聴   京都府立医科大学大学院医学研餞科 循環馨内科掌講座・教授  

最終学歴   Sら7 関西琶科大学 卒菓  

書攻科目   循環領内科学   

その他の研究者  別紙1及び2参照   

臨床研究の目的・意義  
心服釈は現をの循環器先進的医應を持ってしても国民死亡串の第二病菌を占めてお  
り、その道半数がIb不全死である。重症慢性虚血性心不全とは、完全冠勤脈再建術  
持ってしても心機能の改書が見込まれす、心臆移橿以外の従来型の代替先義治療で  
もなお、難治性心不全を繰り返す致死率の高い予後不良なホ態である。しかしながら  
有掛＝おける心臓移暢の実態は、そのドナー不足から上記のごとき必要不可欠な長  
例を救命するには充分であるとは言えず、心筋再生を機序とした革新的な治療の開発  
が急務である。本臨床試験の目的は、LVEF15％以上、35％以下の重症慢性虚血性心  
不全という病態に対して、守動脈形成術と体外培養にて増殖させた自家ヒト心乳幹細  
飽とbFGF徐放シートの移椙を併用するハイプリット治癒を、探索的臨床第用h血t試験  
として安全性及び有効性（臨床鋤簾）を評価することである。臨床第Ⅰ相p；bt棚として  
の本居験の性東上、安全性の評価項目を心臓疾患関連雇および主要心疾患関凛イ  
ベントとし、有効性の評価額甘を臨床効果として治療前と治ホ8ケ月後のNYHA分類に  
よる心不全症状、左圭駆出率、梗塞部王t、局所璧運動の改善をもって評価を行う。  
圭症燥性虚血性心不全快進行性で、致死宰も高く心臓移個以外の代替治療では改善  
困難な疾患像である。陣書心筋が再生することで心臓移植までのブリッジや自宅遥  
院、社会復帰が可能となり、疾病lこ苦しむ国民生活の向上に対する本研究の意義は  
唖めて高い．さらに．本臨床研究の6例の鰯果が優れたものであり、高度医療に相当  
するものと考えられた場合は、所定の審査手練きを踏まえて高度医膚として申拝し，本  
治療法の安全性・有効性を検証し標準治欄化を目標として，多施設共同の臨床第Ⅲ相  
♯盲検プラセボコントロール試♯を計圃している．   

臨床研究の対象疾患  

名称   重症慢性虚血性心不全  

選定理由   
重症慢性虚血性心不全は完全冠動脈再建術を持ってしても心機能の改善が見込まれ  
ず、心属移植以外の従来型の代替先進治療でもなお、難治性心不全を繰り返す致死  
辛の高い改善困難な病態である。現在、冠動脈再建儒、左心王形成術、心室再同期  
療法書の様々な先進的医療や、欧米で行われた甘髄細胞、書椿妨芽細飽を用いたヒ  
ト細胞移備による再生医療の臨床試験が行われているが、いずれも未だ充分な成果  
を上げているとは言い難い。本病態は虚血性心疾患を原因とし、臨床♯通が把握さ  
れ、病期分類辛が確立されている疾患であることより、本棚の対象疾患として選定し  
た。プロトコル「2．背景と根拠」を参照。   

りF巧‾ジ   



ヒト 幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書  

杜験看等の選定基準  1）年 齢：症例登録時において年齢20農以上80塵以下  
2）左心機能：前項5－2－1のLVEFにて椅％以上、35ち以下  
3）臨床蠣期（心不全分類）ニ 醜ageD  
4）臨床症横（心不全重症度）：NYHA皿トⅣ虔  
5）冠動脈／くイパス術適応病ま：前項5－2－2の冠動脈遺影法において主要冠動脈に  
有意狭窄を有し、冠動脈／くイ′くス術の適応がある  
8）血由批yのある領域：上E冠動脈痛打こ起因する陣書心筋領域で、造影心M闊Iこ  
よる騨優において以下の規準が満たされていること  
①梗塞領域が用分朝心区域分類法で2領域以上存在する  
②すべての梗塞領域の遅延近影濃染部が、短軸像において心筋璧に対し5肌以下の  
場合、または遅延造影濃染群が引用以上の領域を含む場合でも、同部位が1領域以下  
に限定される書合  
法1）同部位に対するバイパス輯の既往は問わない  
注2）冠動脈の尾患校数は伺わない  
注3）職当のv福山批yのある領域が複数存在する場合は、梗塞領域の大きい方を細胞  
移艦領域とする  
7）試験蓼加について文書による説明がなされ、文書同意の得られた看  

除外規準  
1）28日以内の新規の心筋梗塞、不安定狭心症発症  
2）左圭切除術もしくは弁形成術（置換儒を含む）を必要とする症例呵  
3）心筋生扶♯愚の症例■2  
ヰ）悪性新生物を有する患者及び3年以内にその概往のある患者  
5）血液透析愚考  
の肝便蒙患者¢¢G15分停滞串30％以上）  
7）コントロール不良の♯課痍患者（HbAIc〉8．0）  

8）5蘭以上の大勤廉瘍（解杜性含む）  
9）心層性ショック  
10）藩勤性感染症（サイトメガロヰ染痘を含む）  
11）薬物依＃痘（アルコール心筋疾患を含む）  
12）肘枕件陽性  
13〉活動性出血性痍應（消化管虻血、外傷その他）  
14）ゼラチンアレルギーの職住■3  

＊1左重切輪欄の必要な症例とは、造影心M和において梗塞部心筋の濃染部が心筋童  
に対して引≠以上の領域が2領域以上にわたる症例とする。  
■2心筋生検♯愚の症例とは以下の症例とする  
①心原性ショック状態の患者  
②カテコラミン讐を治tに必要とする鬱血性心不全状簡の患者  
③Ⅱ度以上の房圭ブロックの愚書  
＊3ゼラチンアレルギーについては詳細な既往歴の聴敬及び、登録蘭にパッチテスト、  
ゼラチンtgEの捜査において陰性であることを確認する  
臨床賦層プロトコルr5．診断▲拳と鋼期・ホ聖分類」r6．適格基準」蓼照  

臨床研究に用いるヒト幹細胞  

（G一山iacstomcモ札CSC）  

臨床試験プロトコルr4．1ヒト自＃心膿絹♯由来心臓幹細胞（房rdbG如mGl札CSC）」  自専心肺細胞概要暮r2．1．1試験細飽の生物学肘掛凱両．試験細胞情報Jを蓼照．  を●照．  
用いて15、一2（hlgの心  

採取、綱製、移植又は  
年8月通達ーヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する指針」に従いGMP準拠の細胞調整  
施毅である真如府立医科大学■生医療・細胞諭瘍研究センター（以下¢PCと略す）に  
おいて、女嘗的に自♯心臓幹細胞を■離、体外せ幅増兼を行う。被厳春の400mL末梢  
血から採取分＃した血清を用いて5－¢遇間の細胞培暮の後、CPCにおいて生理食塩  

水に5×10鴇／毎lこ騨整、期する。プロトコル治療はまず冠勤廉／くイ／くス術を行い、  
その後に、培♯自責心よ幹細胞を障書心筋領域に均響に20箇所、筋肉注射する。そ  
の後、bFGF徐放シートを同部位に貼付する。自家心臓幹細胞概要暮r3．2 調製方  
法j、臨床賦麒プロトコルr8試験計訂と移椙スケジュール変更基準」を春風  

投与の方法  

2／略ジ   



ヒト 幹 細 胞 臨 床 研究 実 施 計 画 書  

安全性についての評価  
工程にお  瑠雷試兢、貫首試眉、マイコフラズマ否定試巌、エンドトキシン試験を、塔寺    ける無菌性の検証を細鹿調整の各工程lこおいて、細胞製剤標準書SOPに従い行う。  

幹細胞としての安全に関しては長期綴代株における核型異形発生の有無の確臥免  
疫不全マウス皮下へのヒト自賛心鹿幹細胞の移植実眉における遺腫瘍性の確曜を全  
症例において行う。有害事象発甥時ヰ間評価の際は、本臨床研餞から独立した書門  
家で構成される効果安全性評価委員会が研究責任者の依頼を受けて情報を評価す  
る。自家心臓幹細胞概要書再．3晶文管理J「3且1細胞培養工種における無菌性の検  
鉦J、臨床拭験プロトコルプロトコルr13．ヰ中間評価車15．モニタリング」、別添「圭集な有  
善事象発生時の報告・対応マニュアル」を参照．   

における手術手術時の微少心 
臨床研究の実施が可能であると   ヒト増勉を用いた先行研究では、先天性心疾患患雇筋    龍雄材料を用いた自家心臓幹細胞の単離・増幅培養に100例以上成功し、また対象年   
判断した理由  

齢の虚血性心疾患患者（5名）丘血心筋絶無からの微少心筋組織患者全例において  
心筋分化能を有した細胞であることが確認されている。末梢血からの自家血清単敲及  
び冷凍保存、更に溶解した自己血清を用いての心臓幹細胞培養が可能であることも  
確認している。移植細胞の採取・培養過程において、長期絶代様における核登美形発  
生の有知の確認、免疫不全マウス皮下へのヒト白雲一b施幹細胞の移棍実験（8ケ月）に  
おける遣腫瘍性の確認を行ったが染色体異形，奇形腫の発生は認めなかった．実験  
中止に至るような事象の先生はなく、安全に遂行できた。またブタを用いた移植東萩に  
おいてもt長ヰケ・月間の観察期間中に細胞移植部局断の炎症、腫脹、その他特牛す  
べき全身症状の発生は放めらす、最終時点での剖検所見においても、移楯凱こは異  
常所見は検出されなかった。併用するbFGF、人工心膜は既lこ医薬品として認可・使用  
されている。臨床試験プロトコルr2背景と檀軌を参照。ゼラチンハイドロゲルシート  
の安全性、有効性についてはbFGFゼラチンハイドロゲルシート概要書h．試験医療材  
料情報」参照。   

臨床研究の実施椚眉  
患者自身の心筋鳩輝から分＃した心耳幹細胞を患者自身の心願から採取した血清を  

用いてト絹間堵暮する（予定細胞削×105個／厄）。手術治療にて自専心鼠幹細胞を  
障害心筋領域に筋肉注射し、同部位をbFGF含有ゼラチンハイドロゲルシートにて被覆  
する。  
概略は瞳庶杖験プロトコルrO．シェーマ」を書冊。計画の詳細はプロトコル「8農鹸計軌  
を書照．   

被厳春等に関するインフォームド・コンセント  

手機   
担当医劇は、紋験吾が試願に蓼加する前に、説明文書を用いて十分説明し、試験へ  
の参加について自由意思による同意を本人から文書として縛る」腋胞の採取・移橿、  
検査の実施については、軌験参加の同意とは那こその都度、インフォtムド・コンセン  
トを行い、文書にて同意を取得する．プロトコルr15．3．説明と同意（インフォームド・コン  
セント）」を参照．  

説明事項   
r世界医師会ヘルシンキ三言∫臨床研究に関する情理指針」rヒト幹相恩を用いる毎  
床研究に朋する指針」で規定されている内軌こ準じて施行する．  
歯床試験プロトコルrl¢．1．遵守すべき謄規則」r用息説明文書・同意tの作成と改訂」  
をr18且説明と同意（インフォームド・コンセント）」を参照．税明・同意文書を参照．   

単独でインフォームド・コンセントを与えることが月数な者を被膜看響とする臨床研究の場合  

研究が必要不可欠である  肢当しない  

理由  

代読壱の選定方針   験当しない   

又は新たな重大価附こおいて重大な 被験者等に対し 重大な事態が   研究兼任者は下に定蚤する重篤な有害事象事  ー て  ■ 態カ   態の発生が予測される場合、もしくは発生した場合は、重篤な青書事象の甘食は付録   
生じた場合の対処方法  

2r壬蔦な有害■象発生時の報告・対応マニュアル」の別添2r重篤な有事事象に関す  
る報告暮」を、新たな玉大情報の場合は「新たな壬大冊附こ関する報告書」を作成し、  
所属する研究機閑の曇へ捷出しなければならない。所ヰする研究機爛の長は、所属  
する研究機純の倫理辛査委■会響の意見を聴き、研究責任者に対し輔の中止その  
他の必要な措置を講じるよう指示しなければならない。  
なお、必要に応じ、所属する研究機開の倫理響査委員会等の意見を聴く附こ、所属す  
る研究機関の長は研究兼任者に対し、試験の中止その他の暫定的な措置を講じるよ  
う指示することができる。   

3／打ジ   



ヒト幹 細 胞臨 床 研 究 実 施 計 画 書  

さらに所属する研究機開の曇は、所属する研究機関の倫理書圭委員会等若しくは厚  
生労働大臣の意見を受け、又は必要に応じ、研究兼任者に対して改善、試験の中止、  
調査の実施その他の必要な措置を詐じるよう指示するものとする。なお、所属する研  
究機朋の愉理審査委員会響から本坑験を中止するべきである旨の意見を述べられた  
ときは、その中止を指示しなければならない。  
1）圭篤な青書事象のうち、効果安全性評価委員会にて本臨床駄験の継続lこ大きな影  
響を与えると判断された壬篤な有事暮象  
2）類似治療、その他の研究搬告尊から得られた新たな玉大情報のうち、効果安全性  
評価委員会にて本法珠試験の継続l＝大きな影響を与えると判断された圭大情報   

臨床試験プロトコルr9－ト4 玉大な事態」を参照。また、臨床惰欄・細胞は試験終了  
後、臨床試験の統括報告書を厚生労働大臣に提出してから10年間保存する。  

臨床研究終了後の追跡調査の   

方法  

目安として行う。被厳春に病原体感染等の有害事象が生じた甘食は、適切な医療措  
を行うとともに、最終間製1酬＝関する確認を行い、原因究明に努めるJ也の被験看の健  
康状態も確紘し、経験者の安全性確保に努める。  
プロトコル「乱5．臨床研究終了後の追跡憫査」を参照．  

臨抹研究に伴う補償  

有  ㊨  補償の有ホ  

断当しない  補償が有る■合、その内専   

個人什鞠保護の方法  

用いる．細  
連結可能匿名化の方法   ステム（メルコードシステム○）と台♯を用いて行う，  

プロトコルr18．t個人情報の保護」を参照．プロトコルr8．1．5．移植細胞（CSC）の調製」を  

蓼爬．  

賦厳に係わる関係書は経験者の個人情報保憧に七大限の努力をはらう。主任研究者  
専が賦職で得られた情暢を公表する際には、被験看が特定できないよう十分配慮す  
る。r世界医獅会ヘルシンキ壬書Jr臨床研究に関する倫理緒針ーヒト幹細胞を用いる  
臨床研究に関する緒針Jで規長されている内容に準じて施行する。  
プロトコルr18．1．遵守すべき謄規則」r18．4．個人情報の保護」を蓼照。  
rその他必辛な事項J  
①当該研究に関わる研究資金の明達方法  
本試♯は京都府立医科大学大学院医学研究科循環器内科学講座の厚生科学研究費  
及び奨学寄付金で実施される  
②既に実施されているヒト幹細胞臨床研究と比較して新規性が認められる事項  
詳如はー臨床杖験計町暮2 背景と根拠」雷照  
申♯香らは既に行った舶臨床賦厳により、今まで臨床研究は全く行われていない新規  
のヒト心筋より採取したIb臓♯細胞を含む細胞群が成人ヒト血清を用いて多分化能を  
有したまま埠♯することが可能であること、心臓幹細胞とbFGF徐放シート移植を併用  
することでホスト心筋への生着能、業平的心筋再生が著しく促進され、慢性虚血による  
機能不全心であっても葉書的な心筋再塵による心機能改善が生じることを確認した。  
これまで難治性重症不全心慮雇に対して、心膿幹細個を用いた細胞治療を施行した  
職者は世界的に一例の職舌もない。また急性虚血心に対する廿髄細胞移植（冠勤脈  
注入及びカテーテルによる心筋移欄）、米国で行われた小動物への心慮幹細胞単独  
移♯と比較しても、多くの新規性が見いだせる．以下に本研究の新規性について列挙  
する．  
1）新規の幹細胞群である（心慮幹細偲）  

2）体外細胞培tエ稜Iこより移植細胞数を均一化することで、細胞移欄劾膚を正確に  
判定できる  
3）直視下に鶴臆移檀操作を行うことで、漁療有効領域への確実な移橿が可能にでき  
る  
ヰ）bFGF徐放シート移植の併用により、心♯幹細胞の生着串を向上、心筋再生を飛躍  
的に改書（新規の幹細胞移檀と絹♯再生工学のハイプリット治療）  
5）必要t小限の有効錮個数の移楯により、移檀徒組♯障書の鞋濾を図ることが可能  
であり、かつ体外織胞増幅†こかかる期間の短縮は必要とされるヒト血清土の節濾（患  
者優欄の低濾）および手術待機期間の短縮を図ることができる（有効細胞数の規定）  
したがって、本研究闇ヒト幹鶴胸を用いた臨床研究として．多くの新規性が認められる  
ものと考えられる．  
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ヒト 幹 細 胞 臨 床 研 究 実 施 計 画 書   

備考1各用紙の大きさは、日本工業規格A4とすること。  

備考2 本棟式中に書ききれない場合は、適宜別紙を使用し、本様式に「別紙○参照」と記載すること。  

添付書類（添付した書矧こチェックを入れること）  

訝 二研究者の略歴及び研究業績  

哲 研究機関の基準に合致した研究機関の施設の状況  

軍臨床研究に用いるヒト幹細胞の品質等に関する研究成果  

田 岡様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況  

哲 臨床研究の概要をできる限り平易な用語を用いて記載した要旨  

哲 インフォームド・コンセントにおける晩明文書及び同意文手様式  

回 その他（資料内容：自己■b腋幹細胞に関する概要書、bFGF含有ゼラチンハイドロゲルシートに関する概要書）  

回 その他（資料内容：試験実施計画書（プロトコル）  ）  

8 その他（資料内容：試験実施計画書（プロトコル）臨床H相試験 試験計画  

田 その他【資料内容：重篤な有害事象発生時の報告と対応マニュアル（プロトコルÅPENDIXl）  
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説明用の囲  付録1  

①血清の採敬：手術の約5－8濃蘭に行います。  

邑
〓
〓
撃
 
 
 

唾  

コ
 
 

③手術と軸他の移橿：入映して行います。  

bFQFシートの  

蝉欄臆しfす   

23  
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ヒト幹細胞臨床研究賽蘭詔画儀詣鳶  

平成 ヱ0 年 三三 ダヨ エ呂 r＼i  

摩生者優太儲戯  

所  在  地主神声帯中央区港島掛町2】2  欄潤礪華鮮鋸抑制  

…」  ‾■■一▲・■‾▼‾■‾■－▲‾‾‾‾‾ 一ナ■‾‾‾  
も  

研
究
機
関
 
 

財団法人先端医療振興尉闇  

先端医療センター病院  

07轟－5（賂．呈70こき（電話番考）  

078山306－i708（FÅⅩ番号）  
名
 

し
蒜
鋼
持
 
 

悠
隼
．
∵
 
短
 

盗
品
 
 

深
慮
 
 

殿
瑚
 

研究横間の長  

役職名・氏名  
郎 廊  ヨ夕陽¢旬、毒  

ニー∴二 
． 

病院長 西尾  

＿．＿〉仙．＿〉叫血＿∴．＿＿＿⊥一札  

下記のヒト幹細胞臨床研究について，別添のとおり実施計画書に対する意見を求めます。  

研究費任者摘属㈲灘㌔  

緊題名   呈  寸象とした自  整形外科・非常勤嘱託医紆（東和戸大学   

索  

纏胞砲床研究  

難治性骨折（偽関節）  患者を  

家末梢血CD3ヰ陽性細艇移植による骨・血  

管再生療法に関する第巨琵相試験  

医学部附属病院整形外科講師）  

晃Ⅲ 良抑ノ潔  

～1∴．  
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ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要  
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l塩床研究の名称  
難治性骨折（偽関節）患者を対象とした自家末梢血CD諷陽性細胞移植による骨・  

血管再生療法に関する第l・l相試験   

研究機開   

名称  巨財団法人先端医療振興財団先端医療センター病院  

所在地   刊5欄7神戸市中央区清畠南町2－2  

電話番号   078－刃tト1700  

塁  FAX番号   078－：氾6－1708  

研究機聞の長   

氏名   西尾利一  

役鞋   病院長   

研究糞住着  

氏名   黒田 良祐  

役取   非常勤嘱託医師（兼神戸大学医学部附属病院整形外科講師）  

最終学歴   神戸大学大学院医学研究科博士課程修了  

専攻科目   整形外科   

その他の研究者  
詳細については，別紙1「研究者の氏名，所属，略歴（最終学歴），専攻科目，臨床  

研究において果たす役軌を参照されたい。   

本臨床研究の目的は．既存治療に抵抗性を示す艶治性骨折（偽関節）患者を対象  

に，自家末構血CD斜陽性細胞移植による骨・血管再生療法の安全性及び臨床効  

臨床研究の目的・意義  果を検討する点にある。  

本臨床研究の意義は．治療に難渋し，かつQOLを著しく低下させる難治性骨折  

（偽関節）に対する治療法を確立する点にある。   

蕗床研究の対象疾患  

名称   難治性骨折（偽関節）  

これまでの研究から．治療に難渋しQOLを著しく低下させる牡治性骨折（偽関節）  

選定理由  に対する新たな治療法として．自家末梢血CD糾陽性細胞移植の有用性が示唆さ  

れたため。  

以下に適格規準の抜粋を示す。詳細については，別紙7「試験実施計画書」を参  

照されたい。  

【選択規準】  

・ 大腿骨．または脛骨骨折患者  

・同意取得時の年齢が20歳以上70歳未満で，本人から文書による同意が得  

られている患者  

【除外規準】  

被験者等の選定基準  ・ 先天性偽関節の患者  

・何らかの中枢神饉痛苦による下肢運動麻痺（脳梗塞．脊髄境㈲こよる下月鱒  

痺など）を合併する患者  

・ 悪性腫瘍を合併する．又は5年以内の既往を有する患者  

・末期腎不全のために維持透析中の患者  

・肝硬変の患者  

l  ・ 白血球4卿ルL未萬または10，∝氾ルLを超える患者  

・血小板10万／止未満の患者   
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・ヘモグロビン8〆血未満の患者  

・AST（GOT）が100RJ／L以上またはALJ（GPT）100］U／L以上の患者  

・ 詭℃以上の発熱を伴う感染症を合併する患者  

・コントロール困難な精神障害を合併する患者  

・ 他の臨甜＝参加中の患者  

1妊婦，授乳粗妊娠している可能性のある又は治療期額了時までに妊娠を計  

画している女性患者あるいはパートナーの妊娠を希望する男性患者   

臨床研究に用いるヒト幹細胞   

種類   自家末梢血CD糾陽性細胞  

採取．調整．移植又は投与  

の方法   

使用する医薬品は．薬事承認に基づく用法用量である。さらに．使用する医療用  

晶は．異なる用途であるものの広く使用されている。また．使用する（刀糾馳性細  

安全性についての評価  胞分離機器は滅菌された閉鎖回路を用いた清潔操作であり．担体として任用する  

アテロコラーゲンゲルと分離細胞の混和作業をCPCにて行うため．コンタミネー  

ションの可能性が棲めて胤l。   

盛床研究の実施が可能であると  
下肢重症虚血患者に対する自家末梢血00封醐踵嘩再生治療の有用  

性が報告されており，さらに基礎研究において難治性骨折モデルラットに対するヒ  
判断した理由  

ト末楓血CD糾     の有効性が確認できたため。   

従来の保存的治療に抵抗性を示す難治性骨折患者を対象に．自家末梢血CD糾  

による骨・血管再生療法の安全性．有効性を検討する。  

臨床研究の実施計画  目蜘tま主要評価項目解析対象症例として17例で．臨床試験参加期間は登  

扱から細胞移植後1年間とする。試験予定期間は2009年3月～飽12年3月（う  

ち，登録期間は2∝旧年3月～却11年2月）とする。   

被験者等に関するインフオ「ムトコンセント  

研究責任医師及び分担医師は．被験者が本臨床試掛こ参加する前に．被扱者に  

対して鋭明・同意文書を用いて十分たロ帝で辞しく説明し，本臨床試験の参加に  

ついて自由意思による同意を被験者から文書により得る。さらに，同意を得る前  

に被験者が責間をする機会と，本臨床試験に参加するか否かを判断するのに十  

分な時Ⅶを与える。その際，研究兼任医師及び分担医駄又は補足説明者として  

の研究協力者は．全ての質問に対して棚看が満足するように答える。  

同意文書には．説明を行った研究兼任医敵分担医師及び被験者が各自日付を  

記入し．記名捺印又は署名する。その同意文書は被験者へ交付し，実施医療機関  

ではその写し専をカルテに添付して保管する。なお．本鹿床輔協力者が補足的  

手続  
に説明を行った場合には，協力者も記名捺印又は書名し，日付を記入する。  

被験者が本鹿床甜に参加している間こ，説明・同意文書が改訂された場合は．  

研究責任医師及び分担医師は．その都度当該情報を速やかに被験者に伝え．本  

臨床試験に参加するか否かについて搬者の意思を確認するとともに，改訂され  

た説明■同意文書を用いて改めて説明し．本臨床試験の参加継続について態者  

から自由意思による同意を文書により得る。  

本蕗床試験参加中の被験者が同意の撤回を申し出た場合，研究責任医師及び分  

担医師．ならびに被験者はその旨を記載した文書（同意撤回文書）に各自日付を  

記入し．記名捺印又は署名する。その同意撤回文書は被験看へ交付し，実施医療  

機関ではその写し等をカルテに添付して保管する。   
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同意説明文書には以下項目に係る内容が含まれる。  

1． 臨床試験について  

2． 本臨床試験の必要性  

3．本臨床試験の目的  

4． 本歯床錘の方法  

5．試験への予定参加人数  

6． 予想される効果と副作用  

7． 他の治療法  

8． 個人情報の保護  

l  終了後の試料及び資料等の取軌、方針について  

．  

説明事項   
l  

‖．健廣被害が発生した場合  

12．試験参加の意思に影響を与える情報の伝達  

13．プロトコル治療の中止について  

14．自由意志による参加について  

15．同意の撤回について  

16．試験期間中の遵守事項  

17．試験結果の取り扱い  

ほ 研究成果の公表  

柑．研究計画書等の開示について  

犯 研究結果の開示について  

21．連絡先・相談窓口   

単独でインフォームド・コンセントを与えることが周朔なものを嫉験壱等とする臨床研究の場合  

研究が必要不可欠である  

理由   

代諾者の選定方針   該当せず   

1．研究兼任者の責務  

研究責任者は．発現した事象又は情報について重大な事態であるかどうか  

を判断する。研究責任者は重大な事態と判断した事象又は情報について．医  

療機関の長に対して速やかに報告する。また．医療機瀾の長の指示を受け  

る前に．必要に応じ本臨床試験の中止その他の暫定的な措置を講じる。  

乙 医療機関の長の責務  

（1）研究責任者から重大な事態が報告された場合には．原因の分析を含む対処  

方針につき，速やかに倫理書査妻鼻会等の意見を聴き，研究責任者に対し．  

被験者等に対して重大な事態カ  
中止その他の必要な措置を講じるよう指示する。なお，必要に応じ，倫理事  

生じた場合の対処方法  
査委員会等の意見を聴く前に．医療機関の長は，研究責任者に対し．中止そ  

の他の暫定的な措置を講じるよう．指示する。  

暑  捷）倫理審査委月余等の意見を受け，その原因を分析し，研究責任者に中止そ  

の他の必要な措置の指示を与えた上で，厚生労働大臣に速やかに報告す  

る。  

（3）医療機関の長は，倫理審査委員会等若しくは厚生労働大臣の意見を受け，  

蓼  
l  

又は必要に応じ研究責任者に対して改善中」L調査の実施その他の必要  

至  な措置を講じるよう指示する。なお．倫理審査委兵舎等から当該臨床試験を  

i中止するべきである旨の意見を述べられたときは．その中止を指示する。   
！   
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臨床研究終了後の追跡調査の   本昏床試験終了から1年間は定期的に診察を行い．プロトコル治療の安全性及び   

方法  有効性に係る情報を収集する。   

臨床研究に伴う補償  

補償の有無   ＝  ：：：  

本臨床試験期間中に副作用が発現した場合，その治療雲を負担する。  

補償がある場合．その内容      なお．金銭での補償は行わない。   
個人慨保護の方法  

連結可能匿名化の方法   糠者毎に棚者識別コードを付し．個人の特定を不能とする。  

研究責任医師及び分担医師は，症例登録票及び症例報告書等を当該医療機闇外  

に提供する際には，連結可能匿名化を行うために新たに被験者鮎Ilコードを付  

し，それを用いる。  

医療機関外の暑が，被験者を特定できる情報（氏名・住所・電話番号など）は記載  

しない。  

その他  
データセンターが医棚へ照会する鱒の被験者の特定は．研究責任医師及び  

分担医師が管理する被験者級別コード又はデータセンターが発行した登録番号を  

用いて行う。  

原資料の直接珊覧を行ったモニタリング担当者．監査担当者．規制当局の担当者  

などは．そこで得られた情報を外部へ漏洩しない。  

研究兼任者等が経で得られた情報を公表する際には．被験者が特定できない  

よう十分に配慮する。   

その他必要な事項（細部を聴してください）  

当故研究に係わる研究資  本臨床試験は．文部科学省「橋渡し研究支撞推進プログラム」からの助成等を充  

金の調達方法   てるものとする。  

これまでに，骨再生を目的とした骨髄間葉系細胞移植の臨床応用が実現している  

既に実施されているヒト幹  
が，必ずしも十分な治療効果が得られている状況ではなく，さらに骨髄からの細  

胞採取の侵襲性や手吼手技に関する問俣点も指摘されている。  

細胞歯床研究と比較して新               本歯床研究で検討する治療法は低侵襲であり．かつ．これまでの非臨床試験の  
矯性が認められる事項  

結果から高い治療効果が期待されることから．新規性を具備する研究であると考  

えられる。  

先端医療センターにて，細胞の採取・分離．偽関節手術及び細胞移植を実施す  

る。  

神戸大学医学部附属病院にて．被験者の選定．同意取得，登録前検査，的確性  
実施医療機聞及び体制  

判断，移植後リハビリテーション等を実施する。  

なお，両機関では医療の茸を確保するため，「神戸大学医学部附属病院と先端医  

療センターとの診療部門の連携に関わる基本協定」が締結されている。   
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備考1各用紙の大きさは，日本工業規格A4とすること。  

備考2本様式中に書ききれない場合は，適宜別紙を使用し，本様式に「別紙0参照」と記載すること。  
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添付書類  

別紙1：研究者の略歴および研究業績   

別紙2：研究機関の基準に合致した研究機関の施設の状況   

別紙3：臨床研究に用いるヒト幹細胞の品質等に関する研究成果   

別紙4：同様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況   

別紙5＝インフォームド■コンセントにおける説明文章及び同意文章様式   

別紙8：臨床研究の概要をできる限り平易な用語を用いて記載した要旨   

別紙7：試験実施計画書   

別紙8：自家末梢血CD糾陽性細胞の採取と移植の榛準作業刊1陣  
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臨床研究の概要をできる限り平易な用括を用いて記載した要旨   

1．この臨床試験の目的  

この臨床試験では，試験参加基準を満たす患者さんに対して自身の血液から採りだした   
CD34陽性細胞を偽関節となった下妓骨折部にコテーゲンとともに移植することにより，新し   
い血管・骨をつくりだす（血管・骨再生）ことができるかどうか及び新しくできた骨により   

骨折治癒が得られるかどうかに関して，有効性と安全性を調べます。   

2．偽関節について  

偽関節は，長期間にわたり骨折の治癒が認められない状態をいい，特に，下肢偽関節は歩   
行が大きく制限されるため，日常生活に著しい支障をきたします。さらに，多くの場合で治   
癒までに手術を繰り返すため，患者さんは大きな負担を強いられます。   

3． これまでの治療法  

下表のとおり，通常，下肢偽関節に対しては，再治療として外科的な髄内釘などによる再   
内固定術に骨移植（血管柄付き骨移植も含む）や骨皮質剥離手術を組み合わせて行います。  
この外科的手術と平行して低出力超音波パルス治療を行うこともあります。これらの治療に   
ょり，骨折治癒が得られる可能性もありますが，確実な方法とはいえません。さらに，骨折   
治癒が得られるまで何度も手術を繰り返すことになる可能性があります。  

また，研究段階の治療法もいくつか報告されていますが，いずれも確立された治療法では  
ありません。  

従来の治療法  

再内固定術（髄内釘等）  

骨移楯（血管柄付き骨移植も含む）  

甘皮賢剥離手術  

外科的な手術  

低出力超音波パルス治療  保存的治療   

研究段階の治療法  

細胞移儒Iこよる骨再生療法  骨髄細胞  

成畏因子による骨再生療法  BMP－2，FGF－2  

4，自家末梢血CD34陽性細胞（末梢血幹細胞）移植による骨・血管再生治療法  
CD34陽性細胞という細胞は，骨髄や血液中に存在する未分化な細胞で，血管の閉塞した臓   

器や組織に注入されると血管を形成する細胞になる能力があると考えられています。これま   
でに，ヒトのCD34陽性細胞を血管の閉塞したマウスの下肢に筋肉注射（細胞移植）するこ   
とによって，新しい血管がつくりだされ（これを血管再生と呼んでいます），血流が改善する  
ことが示されています。また，下肢以外の臓器（心臓）について，ブタにおける実験では血  
流が改善し臓器機能の改善が示されています。  

さらに，これまでの動物実験で，ヒトのCD34陽性細胞を骨折したラットに局所投与（細   
胞移植）することで新しい血管だけでなく骨もつくりだされ（これを骨・血管再生とよんで  

います），骨折の治癒が示されています。  

よって，ヒトCD34陽性細胞を用いた骨・血管再生治療法は，下肢偽関節に対する新しい  
治療法になる可能性があります。  
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・別紙6」  

5．治療方法  

この臨床試験で計画された治療の実施方法は，1）血液からCD34陽性細胞（血管の幹細胞）  

を採り出す処置，と2）手術時に下肢骨折部に細胞を注入する処置，の大きく2つに分けるこ  
とができます。この臨床試験では，これら1）及び2）の行為を先端医療センターで実施し，  

それ以外の検査・診察等については神戸大学医学部附属病院で実施いたします。   

（1）血液から血管の幹細胞を採り出す処置  

血管の幹細胞は，通常は骨髄中に多数あり，血液中にはごく少数しか存在していません。  

そこで，治療に必要な数の細胞を自己の血液中から得るために，骨髄にある細胞を血液中  

に送り出す効果のある顆粒球コロニー刺激因子製剤（G－CSF）を1日に体重1kg当たり5帽  

（末期腎不全を合併する患者では半量の1日体重1kgあたり2．5ドg）の用量で，5日間皮  

下注射いたします。  

さらに，効率よく細胞を採り出すため，注射開始5日後に静脈から必要な成分を血液成  

分分離装置の使用により採り出します（この作業をアフェレシスといいます）。  

以上の細胞のとり出し方は，既に一般的な治療法として確立されています。  

また，アフェレシスで採り出した血液細胞には移植に用いるCD34陽性細胞だけではな  

く，他の種類の細胞も含まれるため，磁気細胞分離装置の使用により，CD34陽性細胞を分  

離します。使用する磁気細胞分離装置について，本邦では医療機器として未承認ですが，  

海外では多くの国（アメリカ合衆国，ヨーロッパ諸国など）で承認され実際に使用されて  

います。  

（2）手術時に下肢骨折部に細胞を注入する処置  

以上のような方法で分離されたCD34陽性細胞を従来の偽関節手術（髄内釘入れ替え，  

骨移植，骨皮質剥離手術）時に下肢の骨折部にコラーゲンとともに体重1kg当たり5×105  

個を移植します。なお，使用するコラーゲンはいわゆる狂牛病の感染リスクなしに分類さ  

れる「皮」を使用して製造されています。  

第1－58  第5日  第6日  

書抜球  

偽隅書手輌鴫にアテロ  
コラーゲンゲルととも  
に■搬を移♯する。  

陸   

島者さま   
アフェレーシスによる   

単核球の採取  
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6．臨床試験のスケジュール  

はじめに，本臨床試験に参加する前に，医師により患者さんに対して説明・同意文書を用  

いて十分に口頭で詳しく説明し，本臨床試験の参加について自由意思による同意を文書によ  

り取得します。  

そして，本臨床試験の対象者としての適格性を判断する検査を行い，適格と判断された場  
合には登録を行い，プロトコル治療を開始します。  

登録から2週間以内に血液から血管の幹細胞を採り出す処置を開始し，続いて手術時に下  

肢骨折部に細胞を注入する処置を行います。  

さらに，移植後1，4，7，14日，4，S，12，24週及び1年時に規定の検査を実施します。  

2遇以内  翌 日  

弼SF製剤投与  
（最大5日間）   

凸   

アフエレシス   

移植後検査  

1，4，7，14日  
4．8．12，24遇，1年  

同 棲 登  
＝事   ⇒  

意 査 録  

治療期（約1週間）  観察期（移植後1年間）  

7．併用禁止薬・併用禁止療法  
以下の薬剤や治療は本臨床試験の評価に影響を及ぼ華細胞樫連眺吻棚簡辞は使  

用や実施を禁止します。  

（1）この臨床試験で規定しないG｛SFの使用  

（2）他の騒床試験薬／治験薬の使用  

（3）この臨床試験で規定しない骨再生療法の実施  

S．併用制限薬  

抗血小板薬及び抗凝固薬について，医師の指導により手術前後の期間における使用を制限  

します。  
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9．有効性，機器性能及び安全性評価  

（1）有効性評価   

1）主要評価項目  

治療後12遇におけるレントゲン的骨折治癒の有無を評価します。  

2）副次評価項目  

① 塩床症状  

・治療後12過，24週，1年における臨床的骨折治癒の有無を評価します。  

・臨床的骨折治癒期間：細胞移植暗から臨床的骨折治癒に至るまでの期間を評価しま  

す。  

② 下肢レントゲン所見  

■ 治療後24週，1年におけるレントゲン的骨折治癒の有無を評価します。  

・治療後12週，24i軋1年における骨癒合スコアを出して評価します。  

・レントゲン的骨折治癒に至った期間を評価します。   

（2）機器性能評価項目  

磁気細胞分離機器の性能を総合的に評価します。   

（3）安全性評価項目  

本臨床試験期間内に発現した全ての有害事象を評価します。  
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ヒト幹細胞踪結研究実施計画中請書  

平成2（j年ま2賢25仁  

揮餐労働大臣 殿  

大阪府頻∬浴用相律L－15  （乾便番号 5色5－0餐7i）  

大阪大学医学部附属病院  0か各§79－5‖i（電諦番号）  

06一郎79・52¢フ ぞ‡浪Ⅹ番号）  

研究機閑の長  

役職名・氏名  

大阪大学医学部附属病院 病院長 林 紀夫  
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下記のヒト幹細胞鑑床研究について、別添のとおり実施計画番に対する意見を求めます。  
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仁
 
 
 

研究費住着の所梶・職。氏名  ヒト幹細胞癌床研究の課題名   

大阪大学大学院医学研究科・外科学講座  

心臓血管外科・教授  

繹 芳樹  

重症心筋症に対する自己由来細胞シ帥卜  

移鰭による新たな治療法の開発  

P22  



ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要  

「‾‾‾‾‾‾‾－  

ぎ研究課題名  
重症心筋症に対する自己由来細胞シート移植による新  

たな治療法の開発  

r
－
F
ト
■
亘
 
 

申請年月日  平成20年12月25日  

実施施設：大阪大学医学部附属病院   

研究責任者：澤 芳樹  

実施施設及び  

研究責任者  

重症心筋症（拡張型心筋症および虚血性心筋症）  

ヒト幹細胞の種類  格筋筋芽細胞  

実施期間及び 対象症例数  
登録期間 2年間  

目標症例数：DCM症例5例及びICM症例5例  

VAS装着を必要とする前段階、または年齢などにより心  

植適応とならない重症心筋症患者に対し、自己の骨格、  
治療研究の概要  

筋から単離した筋芽細胞を、温度応答性培養皿を用いて  

シート化し、心臓外壁に移植する。  

注射針によって直接心臓に筋芽細胞を移植する方法は既  

にいくつかの海外施設で臨床試験が開始され、報告され  

ている（米国CAuAMICTria123症例、欧州MAGICTrial 
の他（外国での状況  

）  

7症例など）。しかし、筋芽細胞をシート化して移植すこ  
．
ト
 
㌔
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る方法についての報告はない。申請者により、LVAS装着乙  

臨床研究が、指鯨  

本研究は、指針施行後でははじめて筋芽細胞シートによ  

る臨床研究である。また、対象を「LVAS装着を必要とす  

る前段階、または年齢などにより心移植適応とならない  
新規性について  

重症心筋症患者」としている点で新規性がある。  

▲
h
′
用
u
閤
r
l
】
M
m
V
粧
L
l
欄
肌
町
1
4
r
∴
り
．
 P23  

石  

」
■
l
 
一
 
 

▲
■
 

■
■
．
■
 



ヒト幹細胞岳床研究実施計画暮  

①臨床研究の名称  重症心筋症に対する自己由来細胞シート移植による新たな治療法の開発   

②研究機関  

名称   大阪大学医学部附属病院  

所在地   〒565－OS71吹田市山田丘2－15  

電話番号   06－6879－5111  

棚番号   06・石879－5207   

③研究機関の長  

氏名   林 紀夫  

役職   病院長   

④研究責任者  

氏名   澤 芳樹  

役職   大阪大学大学院医学系研究科心臓血管外科 教授  

最終学歴   大阪大学医学部  

専攻科目   心臓血管外科   

⑤その他の研究者  別紙1参照   

（軌臨床研究の目的・意義   1．目的  

重症心筋症（拡張型心筋症，虚血性心筋症）患者を対象として，自己由来細  

胞シート移植術に基づく再生療法の安全性，効果及び実施可能性を評価するこ  

とを目的とする．主要評価項目は有害事象の有無，種類，重症度，安全度，発  

現頻度及び発現期間，副次評価項目は左室壁運動の経時変化，心拡大の経時変  

化，自己由来細胞シート移植術の完遂の可否とする．  

2．背暮と根拠  

心筋症（Cardiomyopathy）は，．従来「原因不明の・L、筋疾患」とされ「特発性  

心筋症」と呼ばれていたが，近年では「心機能障害を伴う心筋疾患」と定義  

されている（1）．心筋症はその臨床病態に基づいて拡張型心筋症（血1ated  

Cardiomyopathy二DCM），肥大型心筋症（hypertrophiccardiomyopathy：HCM），拘  

束型JL、筋症（restdcdvecardiomyopathy；RCM），不整脈源性右重心筋症   

1／37ページ  
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（arrhythmogenicrightvemicdarcardiomyopathy；ARVCM）に分類され，それら  

のいずれにも属さないものは分類不能の心筋症（unClassified cardiomyopathy）  

とされる．また，「原因または全身疾患との関連が明らかな心筋疾患」として，  

従来「二次性心筋症」と呼ばれていた特定心筋症（SpeCific cardiomyopathy；  

SCM）も存在する．   

我が国では心筋症に関する系統的な疫学調査は，心筋症の発生頻度が低く，  

多数の集団検診に適用できる検査法がなく，疾患の概念や診断基準が確立さ  

れていなかった等を理由に実施が困難であったが，199各年に実施された厚生  

省特定疾患特発性心筋症調査研究班による病院受診者を対象とした全国調査  

（2，3）で我が国における特発性心筋症の疫学像が明らかにされ，その1次調査で  

報告された症例数はDCMが6341例，HCMが7262例，RCMが112例，ARVCM  

が245例であり，全国推計患者数はそれぞれ17700例，21900例，300例，520  

例であった．そのなかでもHCMあるいはDCMは，日常診療では決して稀な  

疾患ではないJL、不全の大部分を占め，高齢化社会の進行に伴って増加してい  

くことが予想される．   

さらに，SCMのなかでの虚血性心筋症（ischemiccardio叩OPathy；ICM）は，  

心筋梗塞などの重篤な冠動脈疾患に基づく左室機能不全が原因疾患であり（4），  

DCM及びHCMとともに，心筋症の大部分を占めている（5，7）．このICMは，  

欧米では非常に多い疾患であるが（句，日本でも食生活をはじめとした生活習慣  

の欧米化とあいまって増加傾向にあるの．   

これら心筋症の対症的治療法としてはジギタリス，利尿薬，アンジオテン  

シン変換酵素阻害剤，アンジオテンシンⅠⅠ受容体括抗薬，β遮断薬といった  

内科的治療が存在するが，それらも奏功しないほど重症化した場合には，も  

はや根治的治療法として心臓移植しかない（さ，9）．現時点では，内科的治療に抵  

抗性の心筋症に対して，機能的僧帽弁閉鎖不全症に対する僧帽弁形成術や，  

左童形成術などが一部の患者で有効である．しかし，これらの治療が有効な  

のは，まだある程度心機能が保たれ他の臓器不全が進行していない心筋症患  

者に限られており，術後心不全症状が残存する患者も多い．一方でショック  

状態や他臓器障害を伴うような場合においては，左室補助人工心臓（1e魚  

vemicleassisdngsystem；い仇S）の装着が有効であるが、血栓形成，脳塞栓の  

合併が多く，また感染症・敗血症による死亡の危険性が高く，1年生存率は  

50％程度しかない．このように，心臓移植及びLVASの装着は深刻なドナー  

不足や合併症など多くの問題を抱えており，前述のように重症心不全患者が  

今後増加する状況においてmSあるいは心臓移植を回避する，新たな治療  
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法の開発が待たれている．  

最近，このような重症心不全に対する心機能回復戦略として，細胞移植法  

が有用であることが報告されており（10・‖）， すでに自己筋芽細胞による臨床応  

用が欧米で開始されている（lコ）．しかし，自己筋芽細胞を直接心筋内に注入す  

る細胞移植方法では，移植細胞の損失が多く，その効果が十分に発揮できな  

い点や，さらに不整脈等の副作用等の発生など種々の問題の解決が不可欠で  

ある．   

そこでより広範囲な心筋への有効な細胞移植治療の開発をめざし，我々は，  

温度感応性培養皿を用いた細胞シート工学の技術（13）により，細胞間接合を保  

持した細胞シート作製技術の心筋再生治療への応用を試みてきた（14）．そして，  

温度感応性培養皿を用いて筋芽細胞シートを作製し，ラット心筋梗塞モデル  

（15） ，DCMハムスター（16）ならびに，イヌDCM様モデルを用いた大動物前臨床  

研究を行い岬，リモデリング抑制をともなう心機能改善効果を示すことを明  

らかにした．そして，これらの研究結果に基づき，mS装着患者に対する筋  

芽細胞シート移植術の臨床研究を大阪大学医学部附属病院において開始し  

た．この臨床研究は現在進行中であるが，筋芽細胞シート移植術は重症心筋  

症患者に対して安全かつ有効な治療法であるという結果が得られつつある．   

前臨床段階の研究において筋芽細胞シート移植術の効果は，いわゆるサイ  

トカイン療法による効果が中心であると考えられ，残存している生存心筋細  

胞多いほど，より高い効果を発挿する可能性が示唆されている．本研究は，  

すでに進行中の臨床研究であるLVAS患者に対する筋芽細胞シート移植術よ  

りも心筋細胞のviab山吋（生存度）の高い患者を対象とするため，より高い効  

果を発揮することが期待される．そこで，本研究では，mS装着が必要とな  

る前の段階のあるいは心臓移植が適応とならない重症心筋症pcM及び  

ICM）を対象とした新たな治療法として，自己由来細胞シート移植術による再  

生的治療法を実施し，その安全性，効果及び実施可能性を評価することを目  

的とした．  

3．暮t   

本研究の意義は，重症心筋症患者を対象とした自己由来細胞シート移植術  

の安全性を明らかにし，LVÅSの装着および心臓移植が回避できる，新たな再  

生医療の確立の礎を築くことにある．この治療法の確立により最終的には重  

症心筋症患者の生活の質の向上および早期の社会復帰の実現に大きく寄与す  
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ることが期待される．   

⑦臨床研究の対象疾患  

名称   重症心筋症PCM及びICM）  

選定理由   内科的治療に抵抗性の重症心筋症で心機能がある程度保たれ，他の臓器不全  

が進行していない心筋症患者に対しては，機能的僧帽弁閉鎖不全に対する僧帽  

弁形成術や，左童形成術などが行われているが，これらの術式が対象となるの  

は一部の患者のみである．また，「⑥臨床研究の目的・意義」で述べた背景も  

考慮して，本研究では重症心筋症としてDCM及びICMに焦点をあて，とく  

にmS装着が必要となる前の．段階のあるいは高齢などの理由により心臓移植  

が適応とならない重症心筋症PCM及びICM）患者を対象とする．   

⑧被験者等の選定基準  本研究では，自己由来細胞シート移植術の効果及び実行可能性を評価するこ  

とも目的としているため，2段階登録を採用する．したがって，被験者の選定  

基準を以下のように段階ごとに設定する．  

1．一次登録時選定墓串  

本研究への（一次）登録時に，以下の選択基準のすべての項目を満たし，除  

外基準のいずれの項目にもあてはまらない患者を被験者とする．  

1．1． 

1）拡張型心筋症あるいは虚血性心筋症と診断されている．  

2）ジギタリス，利尿薬，アンジオテンシン変換酵素阻害剤，アンジオテンシ  

ンⅠⅠ受容体括抗薬，β遮断薬といった内科的治療によっても改善が見られ  

ない，NewYorkHeartAssociation（mA）分類III度以上の心不全が持続し  

ている．  

3）登録前4週以内に心臓超音波検査で左重駆出率が35％以下である．  

4）年齢20歳以上75歳以下である．  

5）文書によるインフォームド・コンセントが得られている．  

選択基準の設定根拠  

1）「⑥臨床研究の目的■意義」を参照．   
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2）最大限の内科的治療に抵抗性を示している．  

3）埋め込み型除細動機（ICD）の埋め込み適応基準を満たす．  

4）成人でかつ手術に対する危険性を考慮した．  

5）臨床研究の内容を説明し，参加への同意を文書で残すため．  

1．2． 除外基準  

1）筋変性疾患を有している．  

2）活動性の感染症を有する．  

3）登録前6カ月以内にアルコール中毒症又は薬物依存症の既往を有してい  

る．   

4）登録前5年以内に悪性腫瘍を有している．  

5）HIV，HBV，HCV，HTLV陽性である．  

6）本研究で使用する薬剤に対する過敏症の既往を有している．  

7）妊娠あるいは妊娠している可能性がある．  

8）精神病または精神症状を合併しており研究への参加が困難と判断される．  

9）その他，研究責任医師の判断により，当研究への参加が不適当と考えられ  

る．  

除外基準の設定根拠  

1）筋芽細胞の単離，培養が困難である．  

2）筋芽細胞培養中の作業者の安全を考慮した．  

3）研究対する正確な理解が不可能の可能性があるため．  

4）転移による再発の可能性があるため．  

5）筋芽細胞培養中の作業者の安全を考慮した．  

6）被験者の安全性を考慮した．  

7）母子への安全性を考慮した．  

8）臨床研究の内容を理解し，正しい意思決定ができない可能性があるため．  

2．ニ次登録時選定よ準   

以下の選択基準のすべての項目を満たし，除外基準のいずれの項目にもあて  

はまらない被験者を二次登録する．  

2．1． 遭択基準  
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⑨臨床研究に用いるヒト幹細胞  

種類   骨格筋筋芽細胞（詳細は「⑫臨床研究の実施計画」の「3．本研究で用いるヒ  

ト幹細胞に関する情報」を参照）．  

採取，調製，移植又は  1）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取及び培養  

投与の方法   2）培養骨格筋筋芽細胞シートの作製  

3）培養骨格筋筋芽細胞シート移植術  

（詳細は「⑫臨床研究の実施計画」の「6．治療計画」を参照）．   

⑩安全性についての評価  有害事象の有無，種類，重症度，安全度，．発現頻度及び発現期間を評価す  

る（詳細は「⑫臨床研究の実施計画」の「7．観察・検査・評価項目とスケジ  

ユール」，「9．エンドポイントの定義と評価」，「14．統計的考察」を参照）．   

⑪臨床研究の実施が可能で  研究費任者らは，重症心不全に対して培養骨格筋筋芽細胞シート移植術が   

あると判断した理由  心機能改善効果を有することをラット心筋梗塞モデル（15），DC叫ハムスター  

（岬ならびに，イヌDCM様モデルを用いた大動物前臨床研究（l刀において示  

してきた（詳細は別紙3試験物概要書を参照）．また，既に開始されている  

mS装着済みDCM患者を対象とした培養骨格筋筋芽細胞シート移植術の  

臨床研究で，培養骨格筋筋芽細胞シート移植術が安全な治療法であるという  

結果が得られつつある（別紙3参照）．また，培養骨格筋筋芽細胞シート移植  

術の効果はサイトカイン療法による効果が中心であると考えられており，  

mS装着前の重症心筋症では自己心筋細胞の生存率がより高く，培養骨格  

筋筋芽細胞シート移植術後の心機能改善効果は高いものと期待される．   

⑱臨床研究の実施計画  1．研究の概事  

研究の概要は以下の通りである（シェーマを参照）．  

1．1．目的  

1）自己由来細胞シート移植術に基づく再生療法の安全性，効果及び実施可  

能性の評価．  

2）主要評価項目：有害事象の有無，種類，重症度，安全度，発現頻度及び  

発現期間．  

3）副次評価項目：左室壁運動の経時変化，心拡大の経時変化，培養骨格筋  

筋芽細胞シート移植術の完遂の可否．  

1．2．対■  

重症心筋症のCM及びICM）．   
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1．3． 治♯   

培養骨格筋筋芽細胞シート移植術．ただし，本研究では自己骨格筋からの  

筋芽細胞採取から培養骨格筋筋芽細胞シート移植完遂までをプロトコル治療  

と定義する（定義の根拠は「6．治療計画」の「6．1．プロトコル治療の定義」  

を参照）．  

1．4． 目標症例数と研究期間  

1）目標症例数：DCM症例5例及びICM症例5例．  

2）登録期間：2年．  

3）追跡期間：被験者ごとに培養骨格筋筋芽細胞シート移植術後24過又は研   

究の中止まで．  

4）研究期間：登録開始から最終登録症例の追跡終了又は研究の中止まで．  

1．5． デザインの概事  

1）試験の相：第Ⅰ相．  

2）デザインの型：単群．  

3）対照：無．  

4）ランダム化：無．  

5）遮蔽化：無．  

2．本研究で用いる基準及び定t  

2．1． 診断基準  

1）拡張型心筋症とは，病理組織学的検査にて，拡張型心筋症の所見を呈し   

ていることを指す．  

2）虚血性心筋症とは，登録時から4週間以上前に心筋梗塞の既往があるこ  

とを指す．  

2．2． 心不全の暮痘度分類  

mA分類  

Ⅰ 身体活動を制限する必要のないもの，日常生活における身体活動では，  

疲れ，動俸，息切れ，狭心症症状はおこらない．  

ⅠⅠ身体活動を軽度ないし中等度に制限する必要があるもの，日常生活にお  
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ける身体活動でも，疲れ，動俸，息切れ，狭心症症状がおこるもの．  

EIII身体活動を中等度ないし高度に制限する必要があるもの，日常生活にお  

ける軽い身体活動でも，疲れ，動俸，息切れ，狭心症症状がおこるもの．  

身体活動を制限し安静にしても，心不全症状や狭心症症状がおこり，少   

しでも安静をやめると症状が増悪するもの．  

3．本研究で用いるヒト幹細胞に関する情報   

「別紙3 試験物概要書」を参照．  

4．適格益準   

「⑧被験者等の選定基準」を参照．  

5．皇録  

5．1． 一次登録の手順   

以下の手順に従い被験者を本研究へ一次登録する．  

1）同意の取得  

研究責任医師又は研究分担医師は，本研究への参加候補となる患者本   

人に対して，同意説明文書を提供し十分な説明を行った後，本研究への   

参加の同意を文書で取得する（「⑬被験者に関するインフォームド・コン   

セント」を参照）．  

2）被験者名簿の作成  

研究責任医師，研究分担医師は，研究参加に文書で同意を得た患者に   

対して，被験者識別コードを付与し，「被験者名簿」（別紙g参照）に記載   

する．研究責任医師は被験者名簿を実施医療機関内で保管する．  

被験者識別コードは，プロジェクト承認番号を特定する6桁の英数字，   

実施医療機関ごとに被験者を特定する3桁の数字から構成される．後者   

の3桁は同意を取得した患者に001番から順に番号を付与する．  

3）スクリーニング検査の実施  

研究責任医師又は研究分担医師は，研究参加に文書で同意を得た患者   

に対して，「7．観察・検査・評価項目及びスケジュール」に従ってスクリ  
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ーニングを実施する．  

4）一次症例登録票の作成  

研究責任医師又は研究分担医師は，患者背景及びスクリーニング結果   

に基づいて，「4．適格基準」で規定する一次登録時の選択基準のすべての   

項目を満たし，除外基準のいずれの項目にも該当しないことを確認し，  

ト次症例登録票」（別紙8参照）に必要事項をすべて記載する．  

5）一次症例登録票の送付  

研究責任医師，研究分担医師は，「一次症例登録票」を複写して診療録  

とともに保管し，データセンターにその原本を送付する．  

6）適格性の判定  

データセンターは送付されてきた「一次症例登録票」の記載内容に基   

づいて適格性を確認する．データセンターはこの記入済み「一次症例登   

録票」を保管しておく．  

7）被験者の一次登録  

データセンターは，適格と判定した場合には，適格と判定された被験   

者に「登録番号」を付与し，登録番号を記載した「一次症例登録確認書」   

を研究責任医師に送付する．この「一次症例登録確認書」を送付した時   

点で，適格と判定した患者を被験者として「一次登録」したものとする．   

不適格と判定した場合には，「一次症例登録における不適格連絡書」を研   

究責任医師に送付する．  

8）プロトコル治療の開始  

研究責任医師または研究分担医師は，送付されてきた「一次症例登録   

確認書」に一次登録完了の旨が記載されていることを確認して，一次登   

録後の必要な検査及びプロトコル治療を開始する．  

研究責任医師，研究分担医師は，「一次症例登録確認書」又は「一次症   

例登録における不適格連絡書」を保管し，「一次症例登録確認書」に記載   

された登録番号を被験者名簿に記載する．  
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5．2． ニ次暮鐘の手≠  

以下の手順に従い被験者を二次登録する．  

1）二次症例登録票の作成  

研究責任医師又は研究分担医師は，培養骨格筋筋芽細胞シート作成完   

了後，「4．適格基準」で規定する二次登録時の選択基準のすべての項目を  
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満たし，除外基準のいずれの項引こも該当しないことを確認し，「二次症   

例登録票」（別紙g参照）に必要事項をすべて記載する．  

2）二次症例登録票の送付  

研究責任医師，研究分担医師は，「二次症例登録票」を複写して診療録  

とともに保管し，データセンターにその原本を送付する．  

邑3）適格性の判定  

データセンターは送付されてきた「二次症例登録票」の記載内容に基   

づいて適格性を確認する．データセンターはこの記入済み「二次症例登   

録票」を保管しておく．  

4）被験者の二次登録  

データセンターは，適格と判定した場合には，「二次症例登録確認書」   

を研究責任医師に送付する．この「二次症例登録確認書」を送付した時   

点で，適格と判定した患者を被験者として「二次登録」したものとする．   

不適格と判定した場合には，「二次症例登録における不適格連絡書」を研   

究責任医師に送付する．  

5）プロトコル治療の開始  

研究責任医師または研究分担医師は，送付されてきた「二次症例登録   

確認書」に二次登録完了の旨が記載されていることを確認して，二次登   

録後の培養骨格筋筋芽細胞シート移植術を開始する．研究責任医師，研   

究分担医師は，「二次症例登録確認書」又は「二次症例登録における不適   

格連絡書」を保管し，二次症例登録の完了の可否について被験者名簿に   

記載する．  

8．治療計阿  

6．1． プロトコル治療の定t   

本研究におけるプロトコル治療とは，以下の「6．1．1．自己骨格筋からの筋  

芽細胞の採取」開始から「6．1．4．培養骨格筋筋芽細胞シート移植術」完遂ま  

でとする．  

¢．1．1－ 自己廿格儲からの筋芽細胞の採取   

一次登録完了後（「5．登録」参照）に，手術室において，局所麻酔下ある  

いは全身麻酔にて内側広筋（VaStuSmedialis）より，骨格筋を約10－20gを採取  

する．  
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6．1．2．自己廿櫓厳から採取した嫉芽細胞の培養   

採取した骨格筋を保存溶液に浸漬し，大阪大学医学部附属病院未来医療セ  

ンターの細胞分離培養システム（CellProcessingCenter）に搬送し，同施設に  

て筋芽細胞を単離し，移植細胞数に達するまで，3－4週間程度の継代培養を行  

う．筋芽細胞が移植細胞数に達したら凍結保存液にて－150℃で凍結保存する．  

筋芽細胞凍結時に培養上清の細菌，マイコプラズマ，エンドトキシンのチェ  

ックを行う．なお，筋芽細胞凍結時に重要管理項目（別紙9参照）を満たさ  

ない場合には，「6．1．1．自己骨格筋からの筋芽細胞の採取」を再度実施する．  

2回実施しても重要管理項目（別紙9参照）を満たさない場合には「6．4．プ  

ロトコル治療の中止」に従う．  

6．1．3．培t¶格筋筋芽細胞シートの作麒   

筋芽細胞融解後，培養を行う．8 日以内に細胞を回収し，温度感受性培養  

皿に播種する．培養終了後，出荷判定を行い，温度感受性培養皿を手術室へ  

搬入する．温度感受性培養皿内で細胞シートが剥離していることを確認後，  

二次登録の手続きを行う（「5．登録」を参照）．なお，筋芽細胞シートの作製  

時に重要管理項目（別紙9参照）を満たさない場合もしく筋芽細胞シートの  

剥離が確認できない場合には，「6．1．1．自己骨格筋からの筋芽細胞の採取」を  

再度実施する．2回実施しても重要管理項目（別紙9参照）を満たさない場  

合には「6．4．プロトコル治療の中止」に従う．  

6．1．4．培♯廿楕筋筋芽細胞シート移♯術   

二次登録完了後（「4．登録」を参照）に，外科手術としては，僧帽弁形成  

術，左童形成術，冠動脈バイパス術，およびそれらに付随する術式として僧  

帽弁乳頭筋間縫締術，三尖弁形成術，両心室ペーシングリード装着術，メイ  

ズ手術など症例に応じて必要な術式を行う．その後，同術野より筋芽細胞シ  

ート（約4cm径，2．5×107個／1シートを12－32枚程度）を移植する．外科手  

術が適応とならない症例では，左側開胸または胸骨正中切開にて筋芽細胞シ  

ート移植を行う．  

¢．2． プロトコル治■の定暮の根拠   

培養骨格筋筋芽細胞シート移植術そのものをプロトコル治療と定義するこ  

ともできるが，その移植術に必要な筋芽細胞を被験者自身の骨格筋から採取  

することを考えると，その採取開始から治療行為の一環としての被験者への  

介入が開始されているとも考えることができる．それ故，本研究ではプロト  

コル治療を上述のように定義した．実際に，この定義に基づくプロトコル治  
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療が重症心筋症pcM及びICM）の標準的治療として確立し，重症心筋症  

pcM及びICM）患者に本プロトコル治療が提示された場合を想定しても，  

プロトコル治療を上述のように定義しておく方が自然であると考えた．  

6．3． プロトコル治療の定■の根拠   

培養骨格筋筋芽細胞シート移植術の完遂をプロトコ′レ治療完了とする．  

6．4． 併用療法及び支持■法   

プロトコ′レ治療に関連して予期される有害事象として不整脈が挙げられる  

（「8．3．予期される有害事象」を参照）．プロトコル治療中に敦死性不整脈が  

検出された場合にはニフニカラントなどの抗不整脈薬等の適切な薬物治療を  

行う．治療抵抗性である場合には植込み型除細動半口mphntable Cardioverter  

Defibri1atorこICD）を装着する．  

8．5． 後治療   

プロトコル治療終了後またはプロトコル治療中止後，致死性不整脈が検出  

された場合には「6．4．併用療法及び支持療法」と同様に適切な薬物治療を行い、  

治療抵抗性である場合には植込み型除細動器（InTPlantable Cardioverter  

DenbrilatorこICD）を装着する．  

6．¢． 心臓移植に移行した際の檎出心臓及び患者死亡後の病理解剖   

心臓移植に移行した際の摘出心臓の組織採取について，被験者本人及び家  

族の同意のもとに実施し，被験者死亡後の病理解剖時の心臓組織採取につい  

て，家族の同意のもとに実施し以下の項目を検討する．心臓移植時には摘出  

心の病理的検討を，死亡時には病理解剖を，学内の病理解剖担当医師に依頼  

する．退院後，自宅もしくは他病院にて死亡した際は，当該科に連絡しても  

らい，家族の同意のもとに，阪大病院にて病理解剖をおこなうよう努める．  

・HE染色，マッソンートリクローム染色による移植細胞や緑綬化の検討  

・FasttypeMHC染色による移植筋芽細胞シート生者の可否  

・アルカリフォスファターゼ免疫染色による血管密度の検討   

死亡時には，肝臓，腎臓，牌臓，腸管，肺等主要臓器を摘出し，大阪大学  

医学部附属病院病理部に組織解析を依頼し，死因の検討を行う．組織評価に  

関しては，心移植時または死亡時に採取した組織より上記項目を比較検討す  

る．  
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7．観察・検査・評価額目及びスケジュール  

7．1． 覿♯・検査・評価項目   

研究責任医師及び研究担当医師が，被験者の状態により検査をおこなうこ  

と自体に危険が伴うと判断したときは，当該検査の中止や延期等を考慮する．  

7．1．1．i床症状の覿禦  

7．1．1．1．検査時期   

一次登録前，二次登録前，プロトコル治療直後，プロトコル治療後（2遇   

後，4遇後，12週後，24週後）．  

7．1，1．乙方法および注意点   

平静状態で観察する．  

7．1．1．3観察項目  

1）バイタルサイン   

血圧（収縮期，拡張期），脈拍，体重，体温  

2）臨床症状   

NYHA分類  

3）臨床症状一自覚症状   

安静時息苦しさ，労作時息切れ，睡眠時息苦しさ，動倖，倦怠感・易疲  

労感  

4）身体所見   

湿性ラ音，浮腫，過剰心音  

7．1．2．血液検暮・尿檎壬  

7．1．2．1．検査時期   

一次登録前，二次登録前，プロトコル治療直後，プロトコル治療後（2週   

後，4過後，12遇後，24遇後）．  

7．1．2．2．方法および注意点   

原則として大阪大学医学部附属病院臨床検査部にて測定をおこなう・  

7．1．2．3．検査項目  

1）血液学的検査   

赤血球，ヘモグロビン債，白血球数，血小板数，白血球分画  

2）生化学的検査   

血清電解質即a，K，Cl），8UN，クレアチニン，総蛋白，アルブミン，総ビ  
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リルビン，抱合型ビリルビン，AST，AIJ，アルカリフォスファターゼ，  

CRP，BNP  

3）尿検査  

尿蛋白，尿糖（定性），潜血，ケトン，PH，沈査  

7．1．3．十二餅導心t図  

7．1．3．1．検査時期   

一次登録前，二次登録前，プロトコル治療直後，プロトコル治療後（2週   

後，4週後，12週後，24週後）．  

7．l．3．2．方法および注意点   

平静状態で，ベッド上に仰臥位の状態で，検査技師，または担当医が，十   

二誘導心電図を計測する．  

丁．1．4．ホルター心t餌  

7．1．4．l．検査時期   

プロトコル治療後（4遇後，12週後，24週後）．  

7．1．4．2．方法および注意点   

検査技師が，ホルター心電図を装着する．症状行動等を可能であれば患者   

に詳細に記載させる．平静状態で，ベッド上に仰臥位の状態で，担当医が   

ホルター心電図を装着する．  

7．1．5．心れ超音波棋王  

7，1．5．1．検査時期   

一次登録前，二次登録前，プロトコル治療後（2週後，4週後，12過後，   

24週後）．  

7．1．5．2．方法および注意点   

平静状態で，ベッド上で，担当医師が，心臓超音波検査装置を用いて各測   

定項目を計測する．  

7．1．5．3．検査項目  

1）左室駆出率  

2）左室拡張，収縮末期径  

3）局所収縮能，局所拡張能  

7．1．6．胸部X織機壬  

7．1．6．1．検査時期   

一次登録前，プロトコ／レ治療直後，プロトコル治療後（2週後，4週後，  

12遇後，24週後）．  

7．1．6．2．方法および注意点  
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立位もしくは仰臥位にて，検査技師が胸部Ⅹ線を撮影する．正確に評価す   

るために立位で撮影することを原則とするが，被験者の状態によって立位   

が困難な場合は，仰臥位での撮影も可とする．  

7．1．6．3．検査項目   

心胸郭比  

7．1．丁．心■カテーテル故董  

7．1．7．1．検査時期   

プロトコル治療後（4週後（可能であれば施行する），12週後，24週後）・  

7．1．7．2．方法および注意点   

スワンガンツカテーテルを挿入し，仰臥位にて心係数を測定する．  

7．1．7．3，検査項目   

心係数  

7．2． 覿書・♯査t騨価スケジュール   

以下のスケジュール表に従って，観察・検査・評価を実施する・  

プロトコル治療後  
観察・検査・  

評価日  

3適以内  3遇以内   実施許容期間  

臨床症状の観  

察  

血液検査・  

尿検査  

十二誘導心電  

図  

ホルター心電  

図  

心腋超音波検  

査  

胸部レントゲ  

ン  

心臓カテーテ  

ル検査  
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○：被験者の状態により検査をおこなうこと自体に危険が伴うと判断されたと   

きを除いて，実施許容期間内に観察，検査，評価を必ず実施する．  

△：可能であれば実施する．  

8．青書書生の定書及び評価  

8．1． 青書事tの定t   

有害事象（Adヽ′erSeEl▼ent）とは，本臨床研究の因果関係の有無に関わらず，  

太臨床研究中に生じた全ての随伴症状及び臨床検査値異常変動を示す．   

重篤な有害事象（SAE：SeriousAdverseEvent）とは，有害事象のうち，以下  

のものをいう．  

1）死亡  

2）死亡につながる恐れのあるもの  

3）入院または治療のために入院期間の延長が必要とされるもの  

4）障害  

5）障害につながるおそれのあるもの  

6）後世代における先天性の疾病または異常  

8．2． 有書暮■の評価   

研究責任医師又は研究分担医師は，被験者に有害事象を認め，有害事象の  

治療が必要である場合は，その旨を被験者に伝え，適切な処置を講じるとと  

もに，当該有害事象を評価し，以下の事項を症例報告書に記載する．なお，  

有害事象名は，可能な限り疾患名を記載する．  

1）有害事象名  

2）発現日（又は症状・徴候の確認日）  

3）重症度（軽度，中等度，高度）   

a）「軽度」とは，無処置で研究が可能であることを指す．   

b）「中等度」とは，何らかの処置により研究が可能であることを指す．   

c）「高度」とは，研究の継続が不可能であることを指す．  

4）重篤性（重篤でない，重篤【重篤因子】）（「＄．1有害事象の定義」を参照）  

5）処置の有無  

6）転機及びその確認日（回復【転機別，転快【転機日】，未回復，後遺症ー後   

遺症名】，死亡【死亡日】，不明）  

7）プロトコル治療との因果関係（関連なし，関連あるかもしれない，おそ  

17／37ページ  

P40   



らく関連あり，関連あり）  

a） 鳩目連なし」とは，プロトコル治療と有害事象発現との間に時間的   

な合理性がない．又は，併用薬剤や原疾患・合併症等，患者の要因   

の影響が大きいと考えられる．  

b）「関連あるかもしれない」とは，プロトコル治療と有害事象発現と   

の間に時間的な合理性がある．かつ，併用薬剤や原疾患・合併症等，   

患者の要因を考えても，プロトコル治療との関連を否定できない．  

c）「おそらく関連あり」とは，プロトコル治療と有害事象発現との間   

に時間的な合理性がある．かつ，併用薬剤や原疾患・合併症等，患   

者の要因を考えても，おそらくプロトコル治療と関連が考えられる．  

d）「関連あり」とは，プロトコル治療と有害事象発現との間に時間的   

な合理性がある．かつ，併用薬剤や原疾患・合併症等，患者の要因   

を考えても，明らかにプロトコル治療と関連が考えられる．   

研究責任医師又は研究分担医師は，有害事象の予後が明らかになるまで追  

跡調査するが，追跡調査終了時期は研究責任医師又は研究分担医師の医学的  

判断による．   

評価の時点については「7．2．観察・検査・報告スケジュール」を参照．ま  

た，有害事象の報告と対応については「⑯被験者等に対して重大な事態が生  

じた場合の対処方法」を参照．  

8．3． 予期される有書事t   

プロトコル治療に関連して予期される有害事象として不整脈が挙げられ  

る．筋芽細胞移植による不整脈の誘発は議論の多いところである．注射針に  

よる筋芽細胞移植の場合は、細胞数が多いと不整脈を発症する確率が高いこ  

とが報告されている（別系氏3試験物概要書を参照）が，針による心筋組織の  

損傷も不整脈の温床になりうるものと考えられる．また，心筋組織内に不整  

脈の発生源となりうる筋芽細胞が存在することも不整脈発生の原因のひとつ  

とも考えられる．ただし，筋芽細胞シート移植は，針による心筋組織のダメ  

ージはなく，心外膜上に移植するため直接心筋細胞とコンタクトするわけで  

はないので，従来法と比較して，不整脈の発生の確率は少ないものと考えら  

れる．ブタおよびイヌを用いた実験においても，敦宛性不整脈の発生は認め  

られず，すでに研究責任者が提案してきた二つの臨床研究においても，現在  

のところ敦死性不整脈は検出されていない（別紙3参照）．  
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9．エンドポイントの定■及び評価  

9．1t 主要評価項眉   

本研究における有害事象の有無 種類，重症度，安全度，発現頻度及び発  

現期間とする．  

9．2． 劃次評価項目  

乱2．1．左圭豊運動の軽時変化   

心臓超音波検査に基づいて，左室駆出率，収縮率，及びColorki眠Sisindex  

による移植部位の局所収縮能，拡張能を定量化し，心機能を経時的に観察す  

る．  

9．2．2．心拡大の軽時変化   

単純正面胸部Ⅹ線に基づいて，心胸郭比を測定し，心拡大の程度について  

経時的に観察する．  

9．2．3．塘♯甘祐筋筋芽細胞シート移柵衝の実施・尭遂の可青   

白己骨格筋からの筋芽細胞の採取から培養骨格筋筋芽細胞シート移植術成  

功までの被験者が辿った過程を明らかにし，培養骨格筋筋芽細胞シート移植  

術が実施及び完遂できたか否かを把握する．実施及び完遂できなかった場合  

の理由も収集する．  

10．症例報告書  

10．1．症例報告書の作成及び報告  

1）研究責任医師又は研究分担医師は，登録した被験者について症例報告書   

を作成し，記名捺印又は署名の上，データセンターに提出し，その写し  

を保存する．  

2）研究責任医師は，研究分担医師が症例報告書を作成した場合は，その内   

容を点検し，問題がないことを確認した上で記名捺印又は署名する．  

3）研究責任医師は，データセンターに提出する症例報告書が，正確かつ完   

全で読みやすく，提出の時期が適切であること，及び被験者の識別に登   

録番号を用いていることを保証する．  

4）症例報告書内の医学的判断を伴わない箇所への記載及び修正は，研究責  
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任医師または研究分担医師の監督のもと，その他の者が行ってもよい．  

10．2．症例報告書の変更又は♯正   

研究分担医師が症例報告書を変更又は修正した場合には，研究責任医師は  

その変更又は修正を点検・確認する．  

10．3．症例報告書の記載及び♯正方建  

1）黒色のボールペンまたはペンで記載する．  

2）ロは該当するものにレ印又は×印を記載する．  

3）観察・検査・評価未実施でデータがない場合には，記載欄に斜線（ハを  

入れる．  

4）データセンターへ提出前の症例報告書の変更又は修正方法   

わ 変更又は修正箇所は，二重線（＝）で消し，捺印又は署名し，変更  

又は修正日を記載する．当初の記載内容を不明瞭にしないよう修  

正液，砂消しゴム等は使用しない．   

b）重要事項【同意，エンドポイントの評価（有害事象名，重症度，重  

篤性，転帰，プロトコル治療との因果関係，コメント，異常変動  

の判定）】に関する変更又は修正では，捺印又は署名，変更又は修  

正日に加えて変更又は修正の理由を記載する．   

c）データセンターへ提出後の症例報告書の変更又は修正は，データ  

センターが指定するDCF（DataClarificationForn）を経由してこれ  

を行う．ただし、データセンターがデータ固定を宣言した後の症  

例報告書の変更又は修正は認められない．  

11．披♯宥ごとの研究中止暮準と手帳  

11．1．研究中止▲攣   

研究責任医師又は研究分担医師は，以下の項目のいずれかに該当する場合  

には，当該被験者の研究（あるいはプロトコル治療）を中止する．  

1）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取又は再採取を完遂できなかった場合．  

2）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取を2回実施し，自己骨格筋からの筋芽   

細胞培養が2回とも不完遂にいたった場合・  

3）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取を2回実施し，自己骨格筋の筋芽細胞  
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培養の結果が2回とも凍結時に重要管理項目（別紙9参照）を満たなか  

った場合．  

4）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取を2回実施し，培養骨格筋筋芽細胞シ   

ート作製時の結果が2回とも凍結時に重要管理項目（別紙9参照）を満  

たなかった場合．  

≡5）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取を2回実施し，培養骨格筋筋芽細胞シ   

ート作製が2回とも不完遂であった場合．  

6）培養骨格筋筋芽細胞シート移植術が完遂できなかった場合．  

7）被験者がmsを装着した場合．  

S）被験者が心移植を受けた場合．  

9）1）から8）の他，研究実施計画書を遵守したプロトコル治療が不可能とな  

った場合．  

10）被験者が有害事象と関連する理由により同意撤回の申し出があった場   

合．  

11）被験者が有害事象と関連しない理由により同意撤回の申し出があった場  

合．  

12）有害事象の発現を認め，研究責任医師又は分担医師が研究の継続を困難   

と判断した場合．  

13）プロトコル治療開始後，被験者が適格規準を満たしていなかったことが   

判明した場合．  

14）「15．2．l．中止又は中断の基準」により研究全体が中止又は中断された場   

合．  

15）その他，研究責任医師又は研究分担医師が，研究の中止を適切と判断し   

た場合．  

11．2．研究中止手職   

研究責任医師又は研究分担医師は，研究を中止する旨を当該被験者に速や  

かに説明し，適切な医療の提供その他必要な措置を講じる．また，研究中止  

時における所定の項目を評価するとともに，中止日及びその理由を症例報告  

書に記載する．  

12．被験者の内訳と研究実施計画暮からの逸脱  
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12．1．被験者の内訳   

本研究では，被験者の内訳について以下の用語を定義する．  

1）一次登録例：一次登録時適格基準（「4．適格基準」を参照）で規定した選   

択基準をすべて満たし，除外基準に該当しないと，研究責任医師等及び   

データセンターが確認できた被験者．  

2）自己骨格筋からの筋芽細胞の採取未実施例：一次登録後，自己骨格筋か   

らの筋芽細胞の採取開始までに研究が中止され，その後のプロトコル治   

療が全く実施されていない被験者．  

3）自己骨格筋からの筋芽細胞の1回目採取実施例：一次登録後，自己骨格   

筋からの筋芽細胞の採取が実施された被験者．  

4）自己骨格筋からの筋芽細胞の1回目採取不完遂例：自己骨格筋からの筋   

芽細胞の採取が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  

5）自己骨格筋からの筋芽細胞の1回目採取完遂例：自己骨格筋からの筋芽   

細胞の採取が実施され，それが完遂した被験者．  

6）自己骨格筋から採取した筋芽細胞の1回目培養未実施例：自己骨格筋か   

らの筋芽細胞の採取完遂後，自己骨格筋から採取した筋芽細胞の培養開   

始までに研究が中止され，その後のプロトコル治療が全く実施されてい  

ない被験者．  

7）自己骨格筋から採取した筋芽細胞の1回目培養実施例：自己骨格筋から   

の筋芽細胞の採取完遂後，自己骨格筋から採取した筋芽細胞の培養が実   

施された被験者．  

g）自己骨格筋からの筋芽細胞の1回目培養不完遂例：自己骨格筋からの筋  

．芽細胞の培養が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  

9）自己骨格筋からの筋芽細胞の1回目培養完遂例：自己骨格筋からの筋芽   

細胞の培養が実施され，それが完遂した被験者．  

10）培養骨格筋筋芽細胞シートの1回目作製未実施例：自己骨格筋からの筋   

芽細胞の培養完遂後，培養骨格筋筋芽細胞シートの作製開始までに研究   

が中止され，その後のプロトコル治療が全く実施されていない被験者．  

11）培養骨格筋筋芽細胞シートの1回目作製実施例：自己骨格筋からの筋芽   

細胞の培養完遂後，培養骨格筋筋芽細胞シートの作製が実施された被験   

者．  

12）培養骨格筋筋芽細胞シートの1回目作製不完遂例：培養骨格筋筋芽細胞   

シートの作製が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  
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13）培養骨格筋筋芽細胞シートの1回目作製完遂例：培養骨格筋筋芽細胞シ   

ートの作製が実施され，それが完遂した被験者．  

1ヰ）自己骨格筋からの筋芽細胞の2回目採取実施例：筋芽細胞凍結時に重要  

管理項目を満たさない場合，筋芽細胞シートの作製時に重要管理項計満  

たさない場合又は筋芽細胞シートの剥離が確認できない場合で，自己骨   

格筋からの筋芽細胞の2回目の採取が実施された被験者．  

15）自己骨格筋からの筋芽細胞の2回目採取不完遂例：自己骨格筋からの筋   

芽細胞の2回目の採取が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  

16）自己骨格筋からの筋芽細胞の2回目採取完遂例：自己骨格筋からの筋芽   

細胞の2回目の採取が実施され，それが完遂した被験者．  

17）自己骨格筋から採取した筋芽細胞の2回目培養未実施例：自己骨格筋か  

らの筋芽細胞の2回目の採取完遂後，自己骨格筋から採取した筋芽細胞   

の2回目の培養開始までに研究が中止され，その後のプロトコル治療が   

全く実施されていない被験者．  

柑）自己骨格筋から採取した筋芽細胞の2回目培養実施例：自己骨格筋から   

の筋芽細胞の2回目の採取完遂後，自己骨格筋から採取した筋芽細胞の2  

回目の培養が実施された被験者．  

19）自己骨格筋からの筋芽細胞の2回目培養不完遂例：自己骨格筋からの筋   

芽細胞の2回目の培養が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  

20）自己骨格筋からの筋芽細胞の2回目培養完遂例：自己骨格筋からの筋芽   

細胞の2回目の培養が実施され，それが完遂した被験者．  

21）培養骨格筋筋芽細胞シートの2回目作製未実施例：自己骨格筋からの筋   

芽細胞の2回目の培養完遂後，培養骨格筋筋芽細胞シートの2回目の作   

製開始までに研究が中止され，その後のプロトコル治療が全く実施され  

ていない被験者．  

22）培養骨格筋筋芽細胞シートの2回目作製実施例：自己骨格筋からの筋芽   

細胞の2回目の培養完遂後，培養骨格筋筋芽細胞シートの2回目の作製   

が実施された被験者．  

23）培養骨格筋筋芽細胞シートの2回目作製不完遂例：培養骨格筋筋芽細胞   

シートの2回目の作製が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  

24）培養骨格筋筋芽細胞シートの2回目作製完遂例：培養骨格筋筋芽細胞シ   

ートのヱ回目の作製が実施され，それが完遂した被験者．  

25）二次登録例：二次登録時適格基準（「4．適格基準」を参照）で規定した選   

択基準をすべて満たし，除外基準に該当しないと，研究責任医師等及び  
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データセンターが確認できた被験者．  

26）培養骨格筋筋芽細胞シート移植術未実施例：二次登録後，培養骨格筋筋   

芽細胞シート移植術開始までに研究が中止された被験者．  

27）培養骨格筋筋芽細胞シート移植術実施例：二次登録後，培養骨格筋筋芽   

細胞シート移植術が実施された被験者．  

28）培養骨格筋筋芽細胞シート移植術不完遂例：培養骨格筋筋芽細胞シート   

移植術が実施されたが，それが完遂しなかった被験者．  

29）培養骨格筋筋芽細胞シート移植術完遂例：培養骨格筋筋芽細胞シート移   

植術が完遂した被験者．  

30）完了例：培養骨格筋筋芽細胞シート移植術が成功し，「7．観察・検査・評   

価項目およびスケジュール」で規定した，観察・検査・評価及びスケジ   

ュールを完了した被験者．  

31）中止例：自己骨格筋からの筋芽細胞の採取が実施されたが，理由の如何   

に関わらず，上記の完了に到達せずに研究が中止された被験者．  
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筋芽細胞の  
採取未実施例  

＜図 被験者の内訳＞  

12．2．研究実施蘭画書からの逸脱   

登録例について，以下の通り逸脱を定義する．  

1）不適格例：対象外疾患，選択基準あるいは除外基準に違反したにもかか   

わらず，一次あるいは二次登録され，プロトコル治療が一部でも実施さ   

れた被験者．なお，プロトコル治療が一部でも実施された後に，対象外   

疾患，選択基準あるいは除外基準に違反していたことが判明した被験者  

を含む．  

2）登録後逸脱例：一次登録後に本研究実施計画書の規定を違反した被験者．   

具体的には以下の被験者が含まれる．   

a）「6．1．プロトコル治療」で規定したプロトコル治療を違反した被験  

者．  
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b）「7．観察・検査・評価項目およびスケジュール」で規定した，観察・   

検査・評価及びスケジュールを違反した被験者．  

c）「11．被験者ごとの研究中止基準と手順」で規定した項目に該当しな  

い中止例，又はこの項目に該当するにもかかわらず中止しなかった被   

験者．  

13．臥躊症例数と研究期間  

13．1．目♯症例数   

DCM症例5例及びICM症例5例とする．  

13．2．研究期仰   

登録期間を2年，追跡期間を被験者ごとに培養骨格筋筋芽細胞シート移植  

術後24退又は研究の中止までとする．したがって，研究期間は登録開始から  

最終登録症例の追跡終了又は研究の中止までとなる．  

14．統計的考零  

14．1．目標症例数の駿足根拠   

我が国におけるDCM及びICM（急性心筋梗塞）の有病率は，それぞれ  

人口10万に対して14．0人（2，3），40．6人（っと報告されている．大阪大学大学  

院医学部附属病院では，2007年において，mS及び心臓移植術以外の外  

科治療実施数は，DCM症例で10例，ICM症例で5例である．二次登録  

される被験者数が上記実施例の約半数と見積もると，登録期間2年間で集  

積可能な被験者数は，DCM症例，ICM症例でおおよそ5例程度と予測さ  

れる．   

本研究の主要評価項目は，プロトコル治療の安全性を評価することであ  

り，その効果については副次評価項目としている，それ故，本研究では，  

プロトコル治療の効果についての推定精度又は効果の有無の仮説に対す  

る統計的検定に基づく定型的な例数設計の方法論で目標症例数を規定し  

なかった．   

また，本研究のように複数の仮説の探索を含意する早期の臨床研究に関  
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しては，プロトコル治療の安全性及び効果に及ぼす影響要因（患者基礎情  

報に関する要因，疾患要因，治療に関する要因等）を整理・把握し，臨床  

試験シミュレーション（ClinicalTrialSimulation）に基づいて，本研究で獲  

得される結果を予測し，後続の第ⅠⅠ柏試験への橋渡しの可能性に関して議  

論することは有効な一つの方策である．ただし，本研究でのプロトコル治療  

のヒトでの成績は存在せず，また本研究に関係しそうな海外での注射針によ  

る筋芽細胞移植の臨床試験の諸報告では安全性及び効果に及ぼす影響要因  

に関する統計的考察もなされていないため，後続の第ⅠⅠ相試験への橋渡し  

のためのClinicalTrialSimulationを実施するのは困難であった。したがっ  

て，ここで設定した各疾患に関する症例数5例の適切性を，安全性及び効  

果について小規模のシミュレーションで吟味した．その結果を以下に示  

す：  

安全性の視点：任意の一つの有害事象がプロトコル治療中もしくは追跡中  

に1被験者につき1回発現し，有害事象を発現した症例数が二項分布に従  

うと仮定すると，二次登録されたDCM症例数及びICM症例数の合計の  

水準を3例，5例，10例，当該有害事象の発現割合のパラメータの値の水  

準を1／4，1／3，1／2と設定したとき，これらの水準の組み合わせに対して，  

少なくとも1症例以上当該有害事象を観測する場合の確率は以下の表1  

で示される．  

表1．少なくとも1症例以上有害事象を観測する確率  

発現割合のパラメータの値  
二次登録例数  

1／4  1／3  1／2   

3   0．58  0．70  0．86   

5   0．76  0．87  0．97   

10   0．94  0．98  0．99  

ラット心筋梗塞モデル（15），DCMハムスター（16）ならびに， イヌDCM様  

モデルを用いた大動物前臨床研究（i7），及び大阪大学医学部附属病院で実施  

中のmS装着患者に対する筋芽細胞シート移植術の臨床研究では，予期  

される有害事象である重篤な不整脈は発現しておらず，このような実験又  

は研究のように有害事象の発現割合が低い場合には，今回の各疾患の目標  

症例数は有害事象を観測するのに十分な症例数とは言い難い（例えば，表  
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1に示されるように，発現割合のパラメー タの値が1／4以下であれば，少  

なくとも1症例以上有害事象を観測する確率は80％を下回る【0．76以下で  

ある］）．   

一方で，注射針での移植による臨床試験では10例中4例に持続性心室  

頻拍が認められており（18）（この理由で，その後のPhaseIIStu宙である  

M舟封C扇が（19）ではICDの装着が実施の要件となった），発現割合のパラ  

メータの値が0．4（＝4／10）と想定すると，このような比較的頻回に観測さ  

れる有害事象の場合には，今回の各疾患の目標症例数は十分な症例数とい  

えそうである（例えば，表1に示されるように，発現割合のパラメータの  

真値が1／3以上であれば，少なくとも1症例以上有害事象を観測する確率  

は80％を上回る【0．87以上である】）．  

効果の視点：心機能の一つの効果指標として左室駆出率（Le氏Ⅵn扇（：u血  

均ectionFraction；LVEF）を挙げることができる．MAGICtrial＋では，高用  

量筋芽細胞移植群（26例）および低用量筋芽細胞移植群（27例）における6カ  

月の時点でのmFのベースラインからの差の中央値【四分位範囲】は，  

それぞれ，5．2ト4．4；11．0】および3．4ト0．3；12．4】と報告されている．   

ここで上記の成唐を参考にして，本研究における各疾患の症例5例全員  

がプロトコル治療を完遂し，6カ月までmFを追跡できたと仮定し，対  

応のあるt検定において両側有意水準0．05で帰無仮説「6カ月の時点とベ  

ースラインの時点でのLVモ下に差がない」に対して対立仮説「6カ月の時  

点とベースラインの時点でのmFに差が∠匹】である」（∠の値の水準は  

3，5，7，9，11，13とし，∠の標準偏差の値の水準は3，5，10とした）を  

検出する確率（検出力）を計算した．その結果を表2に示す：  

表2．検出力  

∠の   ∠   

標準偏差   3  5  7  9  11   13   

3   0．40   0．79  0．96  0．99  0．99  0．99   

5   0．柑   0．40  0．65  0．84  0．94  0．9S   

10   0．08   0．14  0．22  0．33  0．46  0．59  
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表2に示されるように，注射針による筋芽細胞移植のmFの改善より  

も大きく（∠が7あるいは9以上），∠の標準偏差が小さい（∠の標準偏差  
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が3あるいは5以上）ならば，本研究の各疾患の目標症例数は，上記の対  

立仮説を0．SO以上の確率で検出するのに十分な症例数である．  

＊MAGICtrialは，これまでの注射針での移植の臨床試験として報告されて  

いるもののなかで最大の規模を誇る二重盲検ランダム化試験である．主要  

評価項目は6カ月時とベースライン時のLVEFの差である．この主要評価  

項目に対してプラセボ群と移植群（低用量筋芽細胞移植群＋高用量筋芽細  

胞移植群）の差を検出するのに必要な症例数は120例と設計されたが，こ  

の試験での治療の無益性恥tiliりうが安全性評価委員会により指摘され，  

この試験は97例の割付を行った時点で早期中止されていることに注意し  

たい．  

14．2．解析対t■団   

本研究の解析対象集団は，登録例のうち，不適格例，自己骨格筋からの筋  

芽細胞の採取未実施例，登録後逸脱例のうち評価可能なデータが全くない被  

験者を除いた集団とする．  

14．3．♯析項目■方法  

14ふ1．解析対た井団   

DCMおよびICMごとに，「11．被験者の内訳と研究実施計画書からの逸脱」  

で定義した集団に属する症例数を集計する．中止例についてはその理由別に  

集計する．  

14．3．2．せ鹸者背t爛欄   

DCM症例およびICM症例ごとに背景情報について記述統計量を算出する．  

14．3．3．騨価項目   

以下の評価項目に対する解析を主に行うが，後続の第ⅠⅠ相試験への橋渡し  

を意図して，得られたデータに対して必要に応じて諸種の統計的方法を適用し，  

探索的な解析も行う．  

1）主要評価項目   

DCM症例およびICM症例ごとに有害事象の種類，重症度，安全度，発現  

頻度，発現期間を集計する．  

2）副次的評価項目   

画像診断による左室壁運動の経時変化単純胸部Ⅹ線による心拡大の経時変  
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15．2．研究全体の中止又は中斬  

15．2．1．中止又は中一斤の基準   

研究責任医師は，以下の場合に，研究全体を中止又は中断する．  

1）以下のプロトコ／レ治療に関する情報   

a）因果関係が否定できない有害事象の発生を示す情報   

b）がんその他の重大な疾病，障害もしくは死亡が発生するおそれを示す  

情報   

c）研究の対象疾患に対して効能もしくは効果を有しないことを示す情  

報  

を入手し，その内容を評価した結果，プロトコル治療の安全性に問題が  

あると判断した場合，又は研究継続の意義がなくなったと判断した場合．  

2）症例登録の遅れ，登録後逸脱例の頻発などの理由により，研究の終了が  

困難であると判断した場合．  

3）研究責任医師から提示される研究実施状況の報告及び2）で示すプロト   

コル治療に関する情報についてのヒト幹細胞臨床研究審査委員会の審査   

の結果に基づいて，実施医療機関の長が研究を中止又は中断すべきと判   

断した場合．  

4）その他，研究を中止又は中断すべきと判断した場合．  

15．2．2．中止又は中断の手続き  

1）研究責任医師は，研究全体の中止又は中断する場合には，被験者に対し   

て速やかにその旨を通知し，適切な医療の提供その他必要な措置を講じ  

る．  

2）研究責任医師は，研究全体の中止又は中断する場合には，実施医療機関   

の長にその旨を文書で報告する．  

3）研究全体の中断後，ヒト幹細胞臨床研究審査委貞会が研究全体の続行に   

関する審議を行う．研究全体の続行が可能と判断された場合には，研究   

責任医師は研究を再開できる．不可能と判断された場合には，実施医療   

機関の長に研究全体の中止及びその理由を速やかに文書で通知する．  

16．被験者の♯用負担について   

当該臨床研究にかかる費用は病院が負担する．  

17．研究結果の公表に関する取り決め  
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本臨床研究結果は，総括報告書としてま・とめることとする．また必要に応  

じて論文または学会発表として公表する．その場合，被験者の名前が直接公  

表されることがない等，被験者の個人情報の保護については十分に配慮する．  

18．研究実施針眉暮の遵守．逸脱又は変更．並びに改訂  

18．1．研究実施計画書の遵守．逸脱又は変玉   

大阪大学医学部附属病院「ヒト幹細胞を用いる臨床研究規定」に従う．  

18．2．研究実應椚囁暮の改訂   

大阪大学医学部附属病院「ヒト幹細胞を用いる臨床研究規定」に従う．  

19．研究の血書書理・晶暮保証  

1）本臨床研究に用いる筋芽細胞シートは，未来医療センターの定める各標   

準手順書に従い，臨床研究の品質管理及び品質保証を行う，  

2）臨床研究実施計画書の正確な理解，判定・評価の標準化を目的とし，研   

究チームと研究協力者間で研究開始前に十分に話し合いを行う．  

20．記録専の保存   

本研究に関わるすべての記録のうち，被験者の同意に関する記録，症例報  

告書の基礎となった記録（診療録，検査データ等）は，大阪大学医学部附属  

病院の規定に従って適切に保存する．  

申請書類，臨床研究審査・評価委貞会の審査記録，臨床研究実施計画書，症  

例報告書，使用する医療材料等の管理・回収記録等については，大阪大学医  

学部附属痛院未来医療センターおよび大阪大学大学院医学研究科心臓血管外  

科で適切かつ厳重に保存する．  

⑱被験者に関するインフォームド・コンセント  

別紙5「インフォームド・コンセントに関する手順書」参照  
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説明事項   
説明文書「臨床研究に参加される患者さんへ」，「インフォームド・コンセン  

（畿験肴の受ける利益と不利益を含む．）  トのチェックシート」および同意書，同意撤回善書式参照   

⑭単独でインフォームド・コンセントを与えることが困難な者を被験者等とする臨床研究の場合  

研究が必要不可欠であ  

る理由   

戸  

代諾者の選定方針   
別紙5「インフォームド・コンセントに関する手順書」参照   

⑯被験者等に対して重大な   有害事象の発現に際しては，適切な救急処置を施し，研究被験者の安全の   

事態が生じた場合の対処方   確保に留意し，また専門医師による診断を受けることにより原因究明に努め   

法  る．研究被験者の研究参加中およびその後を通じて，臨床上問題となる研究  

に関連した重篤な有害事象に対して十分な医療措置を講じる．  

また，研究責任医師は症例報告書に種類，発現日，程度，重篤か否か，経過  

及び臨床研究との因果関係等を記載する．また，発生した有害事象，特に本  

研究との因果関係が否定できない事象については，可能な限り追跡調査を行  

う．  

また，重篤な有害事象が認められた場合は別紙6「有害事象への対応に関  

する手順書」に従い病院長に報告し，当該臨床研究との因果関係や臨床研究  

継続の可否などの審議を受ける．さらに，「重薦な有害事象発現時の対応に関  

する手順書」に従い，研究との因果関係が認められ厚生労働大臣への報告の  

必要があると認められた場合，病院長は厚生労働大臣に報告する．研究期間  

のみならず研究終了後の追跡調査において「重大な出来事」が明らかになっ  

た場合も厚生労働大臣への報告を行う．  

研究責任者は臨床研究期間中に当該研究に関わる新たな情報を得た場合，  

病院長に報告する．   

⑯臨床研究終了後の追跡調   研究終了後も定期的外来診療により合併症の有無，有効性について評価を   

査の方法  
行い，カルテに記載するとともに追跡調査のデータとして保管する．なお，  

院内特殊救急部や近隣救急指定病院などとの連携のもと速やかに対応できる  

体制を構築する．    臨床研究終了後の追跡調査期間は「ヒト幹細胞を用いる臨床研究に関する  
‡                   指針」にもとづき，研究終了後10年間以上とし，定期的な外来受診を促す．  
この期間の有害事象に関しても研究期間内と同様に扱う．   
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補償の有無   有  ㊧  

補償がある場合，その内  

容   
処置を取る事により被験者の回復に努める．この際には，日常の治療の場合  

と同様に，被験者の主治医の属する医療機関において検査および治療を行う  

ことになり，別途，補償制度はない．   

⑯個人情報保護の方法  

連結可能匿名化方法   連結可能匿名化の方法  

以下の項目を組み合わせて被験者識別コードを決定し，氏名を記述した同  

意書に記載する．以後，症例の取り扱いにおいては，決定されたコードを使  

用することとする．  

a）プロジェクト番号：HM＊＊＝  

b）症例通し番号：001～  

匿名化コードと氏名の対照表および氏名記載同意書は施錠可能な書類保管  

庫に厳重に保管する．  

その他   本研究にかかわる者は被験者の個人情報の保護に最大限の努力を払わなけ  

ればならない．また，本研究に関与した者は原資料の直接閲覧などにより被  

験者の個人情報に係わる事項を知り得た場合にも，その内容をいかなる第三  

者に漏洩してはならない．   

その他の必要な事項  費用  

当該臨床研究にかかる費用は大阪大学医学部附属病院が負担する。  

本島床研究の新規性について  

虚血性心筋症に対する，注射針を即、た筋芽細胞移植は，これまでにいく  

つかの海外施設で臨床試験が開始されている．  

当院において，左室補助人工心臓（LVAS）を装着した拡張型心筋症患者に  

対する筋芽細胞シート移植の臨床研究が現在進行中であるが，本臨床研究で  

対象としているLVAS非装着の患者に対して筋芽細胞シート移植を行った報  

告はない．  

海外での注射針による筋芽細胞移植の臨床試験状況は，以下のとおり．   
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米国第l相臨床試験：CAuSMIC Trialで23症例実施．   

2007年11月American Heart Association（AHA）で報告．  

欧州第l相臨床試験：MAGIC trialで67例実施．   

2008年Circulationで報告．  

研究の実施揚所   

大阪大学医学部附属病院を実施場所とする。その実施は、学内の各内科学、  

麻酔科の各講座、中央手術部、集中治療部、中央検査部、中央放射線部などの  

関連部門および看護部との綿密な連携のもとに行う。退院後は外来通院にて経過  

観察を行うが、特殊救急部及び近隣救急隊との連携のもと、救急時の搬送が速や  

かに行われるような配慮を行う。  

参考文献  

（1）．RichardsonRMcKerLnaW，BristowM，etal∴Reportofthe1995WorldHealth0†ganizAtionnraemational  

Society andFedera也onofCardiology taskforce onthe defimition and classificationofcardionTyOpathies．  

Ci爪：山a也on1996，93：841－8ヰ2   

（2）・Millra K，Nakagawa H，Morikawa Y et al∴ Epidemiology ofidiopathic dilated and hypertrophic  

CardiomyopathyinJapan：reSultsfねmanadonwidesurvey．Heart2002，87：126－130  

（3）．MatsumoriA，FurukawaY，HasegawaKetal：Epidemi0logicandclimicalchBLraCteris血：SOfcardioⅡⅣOpathies  

inJapan：reSults丘omnationwidestlrVeyS．CircJ2002，66：323－336  

（4）．BurchGE，TsuiCY，HarbJM：Ischemiccardiomyopathy．AmHeartJ1972，83：340・350  

（5）．土居 義典他：循環器病の診断と治療に関するガイドライン（2006年度合同研究班報告）肥大型心  

筋症の診療に関するガイドライン（2007年改訂版）  

（6）．北畠顕他：循環器病の診断と治療に関するガイドライン（2004年度合同研究班報告）虚血性心疾患  

の一次予防ガイドライン（2006年改訂版）．  

（7）．平成16年 厚生労働省 人口動態統計特殊報告 心疾患一脳血管疾患死亡統計の概況  

（＄）．北畠顕他：心筋症 診断の手引きとその解説．厚生労働省難治性疾患克服研究事業 特発性心筋症調  

査研究班2005，pp37－50  

（9）．松崎益徳他：循環器病の診断と治療に関するガイドライン（2004年度合同研究班報告）慢性心不全治  

療ガイドライン（2005年改訂版）．CircJ2005，66：SuPPlIV：135l－141  

（10）．Tateishi－YuyamaE，MatsubaraH，MuroharaT，etal∴Therapeuticangiogenesisforpatientswith1imb   

ischaemiabyautologoustransplantationofbone－marrOWCells：aPilotstudyandarandomisedcontrolled  

trial．Lancet，360（9331）：427－435，2002  

（11）・Kawamoto A，Tkebuchava T，YbmaguchiJ，etal．：IntramyocardialtranSplantation of zMtOIogous  
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endothelialprogenitor cells fbrtherapeutic neovascularization ofmyocardialischemia・Circulation  

lO7（3）：461■68，2003  

（12）．HagegeAA，MarO11eauJP，Ⅵ1quinJT，etal．：Skeletalmyoblasttransplantationinischemicheartfailure：   

long－termfo1low－uPOfthefirstphaseIcohortofpatients・Circulationl14（1Suppl）：IlO8－113，2006  

（13）．Shimizu T，Y狐atO M，IsoiYietal．：Fabrication ofpulsatile cardiac tissue grafts using ano、’e1  

3－dimensionalce11sheetmanlpulationteclmiqueandtemperature－reSPOnSivece11culturesurfaces・Circ  

Res90（3）：e40，2002  

（14）．MbTagaWa S，Sawa Y Sakakida S，et al．：Tissue cardiomyoplastyusing bioengineered contractile  

cardiomyocyte sheets to rcpair damaged myocardium：theirintegrationwithrecipient myocardium・  

Ⅱ皿Splantation80：15貼－1595，2005  

（15）．MemonIA，SawaYiFukushimaN，etal．：Repairofimpairedmyocardiumbymeansofimplantationof  

engmeeredautologousmyoblastsheets・JThoracCardiovascSurg130：1333－1341，2005  

（16）．KondohH，SawaY，MiyagawaS，etal．：LongerpreservationofcardiacperformanCebysheet－Shaped  

myoblastimplantationindilatedcardiomyopathichamsters・CardiovascRes69（2）：466－475，2006  

（17）．Hata H．Sawa Y etal．：Grafted skeletalmyoblast sheets attenuate myoc訂dialremodelingin  

pacing－inducedcamineheartfailurenodel・JThoracCardiovascSurg・132（4）：918－24，2006  

（18）．Mcnasch6RHag占geAA，Ⅵ1quinJT；DesnosM，AbergelE，PouzetB，BelA，SarateamuS，ScorsinM，  

Schwartz K，BruneValR Benbunan M，MarolleanJP，Duboc D．Autologous skeletalmyoblast  

transplantationfor severepostin払rctionleftvenbiculardysfunction・JAmCollCardiol・2003Apr  

2；41（7）：107＄－83．  

（19）．Menasch色RAlfieri0，JanSSenSS，McKemaW，ReichenspumerH，取inquartL，Ⅵ1quinJT：Maro11eaAIJn  

SeymOurB，Laz苫heroJ，Lake S，Chatellierq SolomonS，Desnos M，Hag色ge AA・TheMyoblast  

AntologousGra蝕ginIschemicCardiomyopathy（MAGIC）trial＝firstrandomizedplacebo－COntrO11ed  

studyofmyoblastb・anSPlantation．Circulation．2008Mar4；117（9）：1189－200・  
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添付書類（添付した書類にチェックをいれること）   

■ 研究者の略歴及び研究業績（別紙1）   

■ 研究機関の基準に合致した研究機関の施設の状況（別紙2）   

■ 臨床研究に用いるヒト幹細胞の品質等に関する研究成果（「別紙3試験物概要書」に記載）   

■ 同様のヒト幹細胞臨床研究に関する内外の研究状況（「別紙3 試験物概要書」に記載）   

■ 臨床研究の概要をできる限り平易な用語を刷、て記載した要旨（別紙4）   

■ インフォームド・コンセントにおける説明文書及び同意文書様式（別紙5）   

■ その他（資料内容：別紙6．有害事象への対応に関する手順書  

1その他（資料内容：別紙7．骨格筋筋芽細胞単離方法及びFBS等使用薬剤に関する安全性   

■ その他（資料内容：別紙8．→次二次症例登録票，被験者名簿見本，症例報告書様式   

■ その他（資料内容：別紙9．製品標準書  

■ その他（資料内容：別紙10．大阪大学医学部附属病院ヒト幹細胞臨床研究審査委員会関係資料）  

■ その他（資料内容：別紙11．手順書管理マスターリスト  
）  
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臨床研究の流れ  

適応となれば 一次量録   



ヒト幹細胞臨床研究実施計画申請書  

平成 20年且2月25日  

澤生野勘大臣 殿  

所在地  長野県塩尻帯広丘筋原17葛＄（郵便番萄3昏9牒7岳り  

i 曇 H i 套 研  

究  

名  称   
松本歯科大学  8ヱ83－52－3100（電話番号）  

0263－53－3ヰ5机FÅX番号）  

機  

関   

研究機関の長 役職名・氏名   松本帥大学学長森本俊  

弓   

！琵  

下記のヒト幹細胞臨床研究について、別絃のとおり実施計画啓に対する意見を求めますち  

ヒト幹細胞臨床研究の課層名   研究寮任者の所属一職。氏名   

ヒト培養自己骨髄同業系縮胞移植による   松本歯科大学口睦苛政面外科学満座   

顎骨増崖法の確立  進数授 上松隆司／♂掌1．、＼ 
㌔や′ノ  

㍉タ1エ   
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ヒト幹細胞臨床研究実施計画の概要  

ヒト培養自己骨髄間菓系細胞移植による顎骨増生法の  

確立  

平成20年12月25日  
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臨床研究の名称  ヒト培養自己骨髄間菜系細胞移植による顎骨増生法の確立   

研究機関  

名称   松本歯科大学  

所在地   〒390－0781  

長野県塩尻市広丘郷原1780  

電話番号   0263－52－3100（代表）  

FÅX番号   0263－53－3456（総務課）   

研究機関の長   

氏名   森本 俊文  

役職   松本歯科大学学長   

研究責任者  

所属   松本歯科大学口腔顎顔面外科学講座  

役職   准教授  

氏名   上松隆司  

連絡先  TeけFax   Tel：0263－51－2066  ／  Fax：0263－51－2066  

E■・¶ail   uematsu＠po．mdu．ac，jp  

最終学歴   昭和63年松本歯科大学卒業  

専攻科目   口腔顎顔面外科学講座   

その他の研究者  l添付書頬（別紙1）参照   

共同研究機関（該当する場合のみ記載してください）  

名称   信州大学医学部附属病院  

所在地   〒390－8621  

長野県松本市旭3－1－1  

電話番号   0263－35－4600  

Fax番号   0263－37－3024   

共同研究機関の長（該当する場合のみ記載してください）  

役職   病院長  

氏名   小池健一   

臨床研究の目的・意義  本塩床研究は、口腔機能の回復および審美障害の回復のための口  

腔インプラント埋入を可能とさせる顎骨増生が必要な症例を対象と  

する。力学的強度が高い強固な骨組織の増生を早期に得るために、  

培養自己骨髄間菓系細胞をβ－リン酸三カルシウム（βTCP）と多血  

小板血祭（PRP）をキャリアとして混合し、顎骨部位に移植する新規  

の方法を確立し、本臨床研究の安全性と有効性を確認することを目  

的とする。  

厚生労働省による患者調査概況（平成17年度）1）によると、絶息  

者数における傷病分類の第1位が「歯および歯の支持組織の疾患」  

i  

（約986万人）であり、口腔の機能障害や審美障害を回復する社会  
F  

的要請が高い。しかしながら、現在の歯科治療技術においてはこ こ  

れらの障害を回復させることができない症例も多数存在することも  

事実である。そこで、顎骨再生医療を推進することにより、自然修  
復されない骨欠損や口腔機能の回復のために口腔インプラント埋入i   
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ヒト幹細胞臨床研究実施計画書  

による骨増生が必要な症例に対して、自己骨髄間葉系細胞移植術の  

確立を目指す。  

信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター（CellProcessing  

Center：CPC）を利用することにより、顎骨増生に十分な骨髄間葉  

系細胞の細胞数を確保する。そして、これらの細胞を口腔インプラ  

ント埋入困難な多数歯欠損症例に対する上顎洞底挙上術（サイナス  

リフト）や歯槽堤形成術（GBR）に応用し、新たな治療方法の開発に  

利用する。  

従来の顎骨増生を目的とした外科的治療方法としては、全身麻酔  

下で腸骨部皮膚に約10cmの切開を加え、腸骨稜から海面骨を採取  

していた。この方法では、①自家骨採取によって感染や骨吸収を生  

じる、②自家骨は、骨の欠損量以上の移植骨採取が必要である、③  

採取部位の外科的侵襲が大きく、普通に歩行が可能になるためには、  

約2週間必要であり、合併症がみられる場合もあるなどの欠点があ  

る2）。そこで、低侵襲で造骨能が高い再生医療技術の確立が望まれて  

きた。今回開発する方法により、局所麻酔下において痛みがほとん  

どない状態での骨髄穿刺による骨髄細胞の採取（麻酔から止血まで  

約10分間）が可能となり、自家腸骨移植方法の欠点を克服した画期  

的な治療法になりうる。  

本臨床研究実施計画は、独立行政法人「新エネルギー産業技術総  

合開発機構（腫師）」の支援による『基礎研究から臨床研究への橋渡  

し促進技術開発／橋渡し促進技術開発／再生・細胞医療の世界標準品  

質を確立する治療法および培養システムの研究開発』（平成19年度  

採択）の中で、既に基礎的研究およびドライランを推進している。  

なお、本臨床研究は「松本歯科大学研究等倫理審査委員会」にて  

審議され承認（許可番号第0064号2008年1月31日）されている  

（別紙9）。  

本臨床研究の成功により、自己骨髄間葉系細胞を用いた新しい骨  

増生法を長野県の地域医療に適用することが可能となる。  

（文献）  

1）厚生労働省大臣官房統計情報部 平成17年患者調査の概況  

厚生労働省ホームページ  

2）RawashdehM．A．：Morbidityofiliaccrestdonorsitefollowing  

openboneharvestingincleftlipandpalatepatients・  
Int．J．OralMaxillofac．Surg．37：223－227，2008，   

臨床研究の対象疾患  

名称   顎堤の高度骨吸収症例を対象とする。  

（上顎洞底挙上術または歯槽堤形成術を行う症例）  

3年間16症例（上記症例8症例ずつ）  

選定理由   高齢者における歯の喪失は、歯周疾患による歯槽骨吸収が大きな  

原因を占める。そして、歯の喪失は発音機能や岨囁機能の低下を招  

き、全身の栄養状態や即Lの低下にもつながることが、高齢化社会の  

到来と共に問題となっている3）。歯の喪失部位には、常に歯槽骨吸収   
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ヒト幹細胞臨床研究実施計画書  

が惹起されるため、義歯の装着による岨囁機能の回復は十分なもの  

ではない。また、口腔インプラントの埋入に際しては、歯槽骨の厚  

さが要求される。つまり、口腔インプラントの適応症例はかなり限  

定されている4う。したがって、インプラント埋入の適応拡大を目指し  

て、歯槽骨の増生をはかるための上顎洞底挙上術（サイナスリフト：  

Sinus Elevation Technique）や歯槽堤形成術（GBR‥Guided Bone  

Regeneration）が従来行われてきた56lc しかし、これらの外科的手  

術による骨増生には、長時間必要であることや、必ずしも全ての症  

例において成功が期待されないなど、問題点が指摘されている。特  

に高齢者に対するこれらの外科的手術の適応と成功が問題となって  

いる。そこで、本臨床研究においては、自己骨髄細胞由来の間英系  

細胞をCPCにおいて十分に増やし、これらの細胞をβ－リン酸三カル  

シウム（βTCP）と多血小坂血衆（PRP）と共に移植することにより、  

量的に十分かつ力学的強度を有する骨形成を目指す。   

顎骨の骨欠損には、歯周病による歯の欠損が原因である歯槽骨の  

萎縮のほか、口唇口蓋裂などに認められる先天的奇形や腫癌の摘出  

手術後に生じるものなどが存在する。これらの患者に対しては、全  

身麻酔下において腸骨からの海面骨採取とその移植が従来行われて  

きた。今回の臨床研究の成功により、これらの全身麻酔下の侵襲性  

の高い手術を行う必要性が無くなる可能性を秘めている。  

者等の選定基準   被験者は、全身疾患を伴わず以下の除外基準に該当しない20歳以  

上の健常者のうち、口頭と文書で研究計画を説明し、研究に参加す  

ることに本人の同意が得られた者とする。  

〔選択基準〕  

症例 顎堤の高度骨吸収症例を対象とする。   

（上顎洞底挙上術または歯槽堤形成術を行う症例）  

〔除外基準〕  

（1）移植床が形成できない症例  

（2）骨髄液および末梢血接が採取できない症例  

（3）ウイルス、細菌、真菌などの感染症患者  

（4）重篤な心血管系疾患患者  

（5）妊娠中または妊娠している可能性のある女性  

（6）抗菌薬によるアレルギー歴のある患者  

（7）知的障害者、精神疾患を有する者など同意能力に問題があると  

考えられる者  

（8）本治療開始前3か月以内に同様な顎骨再生医療を受けた者  

（9）その他、臨床研究責任者が不適当と判断した者  

（文献）  

3）校合・岨囁が創る健康長寿 野首孝弼（編著）噛み合わせと脳p120  

－136，校合・岨囁とQOLの向上p156－168，大阪大学出版，2007．  

4）Block M．S，et al。：Reconstruction of severe anterior   

maxillary defects using distraction osteogenesis，bone   

grafts，andimplants．J．OralMaxillofac，Surg．63：291－297，  
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2005．  

5）Lindhe臨床歯周病学とインプラント第4版「インプラント編」  

岡本 浩（監訳）第38章歯槽堤形成法p948－980，クインテッセ  

ンス出版，2005．  

6）開業医のためのインプラント治療の診断と治療計画 市川哲雄  

（編集）季刊歯科医療Vo121No4，インプラント治療の診察、  

検査、診断、治療計画の要点p4－15，開業医で行うインプラント  

のための骨移植p32－50，2007．   

臨床研究に用いるヒト幹細胞  

種類   骨髄間英系幹細胞  

由来   （自身非自己・株化細胞  くき疎亘夢死体由来  

採取、調製、移植又は   添付書類（以下）参照  

投与の方法   （1）採取：自己骨髄細胞採取SOP  

（2）調製：自己骨髄細胞からの間菓系幹細胞培養のSOP  

（3）移植：間菓系幹細胞の移植SOP  

調製（加エ）行程   有  

非自己由来材料使用   有  動物種（ブタ（ヘパリン））  

複数機関での実施   有  情州大学医学部附属病院（間菓系幹細胞培養）  

他の医療機関への授与・販  
無   

士 ワ亡  

安全性についての評価  細胞の培養・調製を行う信州大学医学部附属病院先端細胞治療セ  

ンターは、GMPに準拠した施設であり「汚染防止」、「人為的ミス防  

止」、「品質保証」を遵守している（添付書類【（別紙4）信州大学医  

学部附属病院先端細胞治療センターがGMPに準拠している根拠】参  

照）。  

また、培養調製段階では形態観察、無菌試験、エンドトキシン試  

験、マイコプラズマ否定試験（PCR）を行い、感染症の否定や細胞の  

形態変化、生存率のチェックをおこなう。マイコプラズマのPCR検  

査が陽性と判明した場合は培養法で生菌か否かを確認する。また移  

植に用いる細胞の安全性評価のため核型試験を症例毎に行う。ただ  

し、この結果は最終製品の移植後に判明するため出荷判定には用い  

ない。陽性所見が得られた場合は被験者に結果を説明して本臨床研  

究の中止を協議し、被験者の血液疾患の精査を行う。  

被験者に対しては移植手術後には通常の手術の術後と同様に全身  

状態のチェックを綿密におこなうとともに、血液・生化学検査を術  

後1週、1・3・6か月・1年（以後1年毎）を目安におこない、感染  

症の有無などをチェックする。また単純エックス線撮影やCTエγク  

ス線撮影検査（臨床研究の実施計画（7）術後評価の項参照）などを  

通して移植部位に異常がないかどうかを確認する。   

臨床研究の実施が可能であると   現在まで報告されたβ－リン酸三カルシウム（βTCP）を骨髄間葉   

判断した理由  系細胞と共に移植する動物実験の結果から、移植した培養骨髄間葉  

系細胞が実際にinvivoにおいて骨芽細胞に分化し骨形成が認めら   
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れることが明らかとなっている7】8）。   

我々も、イヌ（ピーグル犬）の骨髄問質細胞を用いた骨再生に関  

する実験的研究を行っている。骨髄細胞を大腿骨骨幹部より採取し  

培養に供し、付着増殖した細胞群を未分化間英系細胞として使用し  

た。下顎両側小臼歯を各3本抜歯後3ケ月経過した後、両側の下顎  

骨に骨欠損を形成し、同部にチタン製口腔インプラントを植立した。  

その際、インプラント周囲にβ－リン酸三カルシウム（JヲTCP）単独  

または骨髄由来の問英系細胞を混合したβ－リン酸三カルシウム  

（βTCP）を移植した。術後84日目において骨形成を観察した結果、  

β－リン酸三カルシウム（βTCP）単独の移植インプラントにおいて  

は、骨とインプラントの直接接触は一部に認められたのみで、その  

表面の広い範囲が結合組織によって覆われていた。一方、培養骨髄  

間英系細胞を移植した群においては、β－リン酸三カルシウム（β  

TCP）単独群と比較して、インプラント周囲における骨形成の完進が  

有意に認められた（未発表）（別紙10）。   

また、我々の研究グループの一員である脇谷らは、ウサギの膝関  

節骨軟骨欠損に骨髄間英系細胞移植を行った結果を既に報告してい  

る9）。ウサギ骨髄間葉系細胞を移植した結果、ト／レイジンブルーに異  

染性をしめす硝子軟骨様組織の形成がみられるとともに、移植後2  

－4週の早期に骨欠損部が血行の豊富な新生骨で修復されることを  

組織学的に確認している。さらに、信州大学医学部整形外科では、  

若年者の肘関節部の骨軟骨障害に対して、自己の骨髄間薬系細胞を  

移植する治療を行い、上腕骨小頭部の骨欠損部は術後8邁までに大  

部分が修復されることをエックス線写真で確認している。   

以上の実験結果は、骨髄由来の開業系幹細胞の移植方法を臨床応  

用するための臨床研究の実施が可能であることを支持する大きな理  

由となると考えている。また、大阪大学のグループは、ヒトの良性  

骨腫瘍手術後の欠損部に培養骨髄間英系細胞付加人工骨を移植する  

臨床応用を報告している10）。  

最近、テヘラン大学（イラン）の研究グループが、ヒト自己骨髄細  

胞をβ－リン酸三カルシウム（βTCP）とヒドロキシアパタイトをキ  

ャリアとして上顎洞に移植することにより、2－3ケ月で新生骨の形  

成が認められたという治療結果を発表した11）。以上のように、ヒト  

幹培養細胞移植術は、侵襲が大きく採取量が制限される自家骨移植  

に代わる有効な骨増生方法になり得ると考えている。  

さらに、本臨床研究を遂行する上で必要な環境として、GⅦ〕準拠した  

信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター（CPC）を随時利用可  

能な点から、本臨床研究は十分に実施可能であると考える。  

（文献）  

7）Cancedda R，et al．：A tissue engineering approach to bone   

repair inlarge animal models and clinical practice．   

Biomaterials 28：4240－4250，2007． 

8＝afarian M，et al．：Marrow－derived mesenchymalstem  
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comparison between biphasic calcium phosphate and natural   

bonemineral．OralSurg．OralMed．OralPathol．OralRadioI   

EndodlO5：e14－e24，2008．  

9）WakitaniS，et al．：Mesenchymalcelトbasedrepair oflarge，   

fullthickness defect of articular cartilage．JBoneJoint   

Surg76－A：579－592，1994．  

10）藤本哲穂他：骨腫瘍に対する骨再生治療．腎と骨代謝．19：  

341－34＄，2006，  
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口腔機能の回復や審美障害の回復のために口腔インプラント埋入  

のための骨増生が必要である症例を対象とする。  

（1）インフォームド・コンセント   

説明文書（別紙2）で説明し、同意を待た上で同意文書（別紙3）に署  

名をいただく。  

（2）骨髄血および末梢血液採取   

外来小手術室で医師または歯科医師（口腔外科専門医）が共同して  

行なう。患者にべッド上で臥位体位をとらせ、1％キシロカイン（約  

10ml）にて後上腸骨林部位を局所麻酔する。骨髄穿刺針（シャーマ  

ンのハーベスト針）を用いて、穿刺針の内簡に取り付けた10mlシ  

リンジ（ヘパリン処理）にて、3mlずつ骨髄液を採取（合計9－15ml）  

する。骨髄凍は直ちにヘパリンPBSアシストチューブに移し、しっ  

かり蓋をした後転倒混和する。その後、穿刺針を抜き圧迫止血する。   

骨髄穿刺の止血中に、肘静脈に三方活栓を取り付’けた自己血採取  
針を刺入し、三方活栓に取り付けた50mlシリンジで静脈血を吸引す  

る。吸引した血液は清潔操作のまま50mlファルコンチューブに移  

し、合計400mlの末梢血液の採取を行う。   

さらに、多血小坂血祭（PRP）の調製のために、9mlの末梢血液を採  

取して、ACD－A液（生物学的製剤基準血液保存液A液1ml）を入れた  

15mlファルコンチューブに移す。  

（3）骨髄血および末梢血液の移送   

採取した骨髄液と血液は、直ちに血液搬送用クーラーボックスに  

保存して信州大学医学部病院先端細胞治療センター（CPC）に移送す  

る。移送交通手段は車内温度25℃とした本学公用車とする。   

CPCまでの搬送時間は35－40分である。温度変化はクーラーボッ  

クスに設置された温度センサーでチェックして記録する。   

細胞の移送およびその後の調製については、研究歯科医師（主  

治医）によって行われる。  

（4）細胞、血清および多血小坂血躾（PRP）の調製   

CPCの使用に関する教育訓練を受けた松本歯科大学CPC担当者が  

臨床研究の実施計画  
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信州大学医学部附属病院先端細胞治療センター担当者と共同にて、  

細胞、血清および多血小坂血祭（PRP）の調製を行う。  

（5）調製細胞および多血小板血燦（P肝）の移送   

調製細胞および多血小枝血祭（PRP）を搬送用クーラーボックスに  

入れて信州大学医学部病院先端細胞治療センター（CPC）から松本歯科  

大学病院に移送する。移送交通手段は車内温度25℃′とした本学大学  

公用車とする。温度変化はクーラーボックスに設置された温度セン  

サーでチェックして記録する。  

（6）間葉系幹細胞の移植手術   

搬送された細胞の品質管理成績をチェックし、G肝基準下で調製さ  

れた細胞及び多血小板血渠であることを確認する。搬送された細胞  

を手術室において滅菌生理食塩水を用いて、遠心洗浄してペレット  

とする。移植時の際、上顎洞底挙上術では、上顎洞粘膜下に移植床  

を形戎する。歯槽堤形成術では、骨欠損部に粘膜骨膜弁を作製して  

移植床を形成する。   

骨補填のために、必要量のβ－リン酸三カ／レシウム（オスフェリ  

オン①）（通常1－3g）、多血小板血祭（PRP）（通常卜3ml）およびCPC にて培養した骨髄間葉系幹細胞（通常0 
．5－1Ⅹ107cells）をチュー  

ブ内で混合する。必要に応じて、注射用塩化カルシウムを滴下する  

ことでゲル化させ、移植ペレットを調製する。移植ペレットを移植  

床に充填した後、粘膜骨膜弁を復位して縫合する。術後は抗菌薬を  

投与して感染予防を行う。  

（7）術後評価  

①臨床評価：臨床症状や局所所見を術後1週、1・3・6か月・1年、  

経過観察し、二次手術（インプラント体の植立など）が可能かどうか  

を検討する。二次手術後も術後1週、1・3・6か月・1年、経過観察  

し、1年から5年は1年毎に評価を行う。  

②単純エックス線像：骨増生の状態を評価する。（術後1週、1・3・6  

か月・1年で撮影。1年から5年は1年毎に撮影する。）  

③CTエックス線検査：経時的な骨の形態、性状、密度の変化を評価  

する（術後1・3・6か月・1年で撮影。1年から5年は1年毎に撮影  

する）。  

④3DXCTエックス線検査：一次手術のほか二次手術でインプラント  

体を橋立する場合には術前と術後に3DXCTエックス線検査を行な  

う。  

⑤骨性状検査：二次手術時に骨表面の色調・硬さ・移植したペレッ  

ト上の骨膜の状態を評価する。  

⑥病理組織検査：二次手術時に再生組織の一部を生検（Biopsy）し、  

HE染色、トルイジンブルー染色を行い、組織学的・形態計測学的評  

価を行う。  

⑦有害事象の評価と逸脱症例に対する対応：本臨床研究との因果関  

係の有無に関わらず期間中に被験者に生じたあらゆる好ましくな  

い、あるいは意図しない徴候、症状、または病気を有害事象と定義  
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する。また臨床研究期間中に観察された有害事象のうち、以下のい  

ずれかに相当するものは重篤な有害事象と定義する。  

1．死亡にいたるもの  

2．生命を脅かすもの  

3．治療のため入院または入院期間の延長が必要なもの  

4・永続的または顕著な障害／機能不全に陥るもの  

5．次世代に影響が及ぶと思われるもの  

逸脱症例について下記の状況が生じた場合と定義する  

1．被験者の不参加表明  

2．有害事象が生じたとき  

3．培養中の感染等培養過程での事故  

逸脱症例について、上記2の場合には起きた有害事象に対して速  

やかに適切な治療をおこなう。逸脱症例についてはすべて再度イン  

フォームド・コンセントを行い、本臨床研究に従った研究を進める  

か、一般的な治療法で治療を進めるかを確認する。  

（8）ドライランの実行  

現在、SOPに従ったドライラン（2008年3月より現在まで合計4  

回）を施行中である。ドライランとしては、当該臨床研究の方法（1）  

から（6）（β－リン酸三カルシウム、多血小板血祭および調製細胞を  

チューブ内で混合し、ゲル化までのプロセス）までを実施中である。  

（9）ニ次手術（インプラント件の樵立）について  

顎骨増生後の口腔インプラント体の植立やその後の補綴処置につ  

いては、原則として松本歯科大学病院歯科診療部口腔外科および総  

合歯科診療科において、保険外診療として行い、費用は患者負担と  

する。   

被験者等に関するインフォームド   ・コンセント  

手続   研究担当者は、本研究の被験者に対して、研究に係る同意説明文  

（別紙2）を口頭と文書で説明する。被験者本人から同意を得るこ  

とが困難な場合は、本研究にご協力頂かないこととする。全ての項  

目について同意が得られた場合に限り、同意書（別紙3）に本人に  

よる自筆署名をいただく。原本は研究責任者が保管し、そのコピー  

を被験者に渡す。  

説明事項   説明事項は添付資料の「同意説明文」（別紙2）、同意文書は添付  

（被験者の受ける利益と不利益を含む、）  資料の「同意書」（別紙3）の通りである。  

① 研究の参加への任意性  

② 同意しないことにより不利益な対応を受けることがないこと  

③ 同意後に随時同意を撤回できること  

④ この研究への協力者として選ばれた理由  

⑤ 当該臨床研究の意義、目的、方法及び期間  

⑥ 当該研究を実施する機関名および研究担当者  

⑦期待される研究の利益及びこの研究への参加に伴い予期される  

危険または不快な状態、臨床研究終了後の対応  

⑧ この研究の計画及び方法についての資料の閲覧   
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⑨ この研究の結果の他機関への提供  

⑩ 知的財産権の帰属  

⑪ この研究の成果の公表  

⑫ 研究のための費用  

⑬ 健康被害に対する補償  

⑭ この研究の倫理的な配慮  

⑮ 問い合わせ・苦情の連絡先  

者等に対して重大な事態が  

た場合の対処方法  

（1）局所麻酔に対する反応  

穿刺の際の局所麻酔などの薬剤に過敏反応が生じた場合、血圧   

低下などが起こることがある。これらの合併症が出現した場合は、   

処置（補液、昇圧剤投与）を行なう。  

（2）穿刺による痺痛  

局所麻酔の刺入時と骨髄の吸引時に痺痛がみられることがあ   

る。しかし、これは数分間で消失する。  

（3）骨髄穿刺による出血の可能性  

穿刺部位に皮下血腫は若干みられるが重篤な危険は非常にまれ   

である。多量の出血をみた場合には、血管を結染また焼灼して止   

血する。  

（4）自己血採血に伴う副反応の可能性  

細胞培養に必要な自分の血液成分（自己血祭）を成分献血と同じ   

ように400皿1採血する。その際に血腫、血管迷走神経反射、血圧   

低下等が起こることがあるが、一般医療と同じように安静、補液   

などで対応する。  

（5）検体の取り違えのリスク  

個人情報の保護のために培養細胞および保存される細胞検体に   

ついては個人情報を削除して符号をつける。細胞と患者本人とを   

対応表により結び付けるが、同時期に複数症例を扱う場・合、取り   

違え（自分のものでない細胞移植）の可能性もあると推測されるた   

め、細胞検体の厳重な管理を行なう（細胞の管理は一人の患者あた   

り一つのインキュベーターを割り当てて行い、培養期間中は他の   

人の検体をその場所で扱わない）。  

（6）感染の問題  

自己細胞を培養して再び体内に戻すことから、輸血や他の臓器   

移植のように、他人の感染症に感染することはない。しかし、も   

ともと体内に存在するか、培養工程における何らかの病原菌によ   

る汚染が生じる可能性は否定できない。その可能性を極力低くす   

るために、医療用の細胞培養（加工）ができる信州大学部医学部付   

属先端細胞治療センター（CPC）のクリーンルームで培養する。無塵   

衣を着用した専門担当者が培養に従事し、感染症の有無など品質   

を検査する方法（無菌試験等の品質検査）が確立されている。  

（7）癌化の問題   

動物実験のほか、同様の方法で行なったヒト培養骨髄間葉系細   

胞の移植治療では、現在までに細胞の癌化が生じた報告はない。  
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したがって、細胞の癌化の可能性は極めて低いと考えられるが、  

多分化能をもつ幹細胞を培養換作で増やすという操作の性格上、  

その可能性は否定できない。このため、移植後5年間定期的に患  

部の状況をチェックする。   

臨床研究終了後の追跡調査の  被験者に対しては治療効果の評価だけでなく治療による有害事象   

方法  の有無のチェックを、臨床研究終了後もおおよそ1年毎に定期的に  

おこなっていく。   

臨床研究に伴う補償  

補償の有無   （軍）  無  

自己骨髄閉業系幹細痕を用いた骨増生法は、今までに行われてい  

る多血小坂血祭およびβ－リン酸三カルシウムを用いた骨増生方法  

と同等の高い安全性が示されると考えられる。しかし、通常の外科  

治療で生じる感染や治療による何らかの生体反応が生じる可能性は  

補償が有る場合、その内容                  残る。  

本臨床研究によって健康被害が生じた場合は、当方で補償する。  

ただし、検査の結果その後本研究とは関わりを持たない原因による  

歯科治療が必要となった場合は、通常の診療費を被験者の負担とす  

る。   

個人情報保護の方法  

連結可能匿名化の方法   本研究では被験者の個人情報として、氏名、年齢、性別と傷病名  

の提供を受ける。検体、資料及び得られたデータ等（以下、「被験者  

情報」という）は、連結可能匿名化を行い、被験者の個人情報を保護  

する。これらの被験者情報は、研究責任者上松隆司が管理し、松本  

歯科大学口腔顎顔面外科学講座の施錠された書庫で厳重に保管す  

る。漏洩等の問題が発生した場合には、研究等個人情報管理者と協  

力して速やかに問題解決に努めるとともに、学長に報告する。また、  

本研究終了後又は被験者から同意の撤回等があった場合は、被験者  

情報を研究等個人情報管理者と協議の上廃棄する。その際には、匿  

名化の状況を確認し、被験者情報が漏洩することのないように配慮  

する。  

その他   当該臨床研究終了後の対応  

本研究で採取する検体及び資料等は、研究責任者上松隆司が研究  

終了後5年間口腔顎顔面外科学講座で厳重に保管する。廃棄する際  

には、研究等個人情報管理者と協力して行う。   

その他必要な事項  ＜本臨床研究にかかる研究資金の調達方法＞  

この研究にかかる費用は、文部科学省、日本学術振興会、新エネ  

ルギ一産業技術総合開発機構（NEDO）からの研究助成金や松本歯科  

大学病院および研究責任者・研究分担者の学内研究費によって負担  

される。この研究の成果により特許権等の知的財産権が生じた場合  

には、その権利は研究機関である松本歯科大学と共同研究機関に帰  

属する。共同研究機関は、肥Ⅸ）プロジェクトの研究機関であり、研  

究機関の役割は明確化されている。  

＜既に実施されているヒト幹細胞臨床研究と比較して新規性が認め   
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られる事項＞  

患者自身の骨髄間菓系幹細胞を用いた骨・軟骨の再生療法に関し  

■÷‥こ二 

＿ ∴誉竺二：∴∴二∴三ご竿≡芸三三ミミ 術が確立され、臨床応用が始まっている0すなわち、人工足関節やぎ  
骨腫瘍掻爬後の欠損部に対する再生培養骨の応用、培養骨髄間葉系  

細胞移植による軟骨・心筋・血管再生療法などである。また、産業  

技術総合研究所の研究の流れを汲んで、大阪大学や奈良県立医科大  

学においては、骨腫瘍への再生培養骨移植の臨床応用が行われてい  

る。信州大学では、軟骨欠損修復への応用がなされている。さらに、  

奈良県立医科大学においては、培養骨髄間葉系細胞を用いた人工足  

関節置換術や大腿骨頭壊死の骨温存手術への臨床応用が行われてい  

る他、顎骨部位の腫瘍、骨髄炎、骨折などに対する培養骨芽細胞移  

植が計画されている。   

一方、名古屋大学大学院医学系研究科の上田 実教授のグループ  

は、患者由来の骨髄細胞を培養し骨芽細胞に分化誘導させ、これら  

の細胞を歯槽骨欠損部位に移植する治療を既に行っている（別紙6  

参照）。   

その他、広島大学歯学部および新潟大学歯学部においても、培  

養細胞を用いた歯周組織再生療法の臨床研究が行われている。   

最近、テヘラン大学（イラン）の研究グループは、ヒト自己骨  

髄細胞を、β－リン酸三カルシウム（βTCP）をキャリアとして上顎  

洞に移植することにより、2－3ケ月で新生骨の形成が認められたと  

いう治療結果（6症例）を発表している（別紙6参照）。   

本研究は、培養細胞をPRPと共にβTCP単独キャリアで移植し、  

マイクロCTなどで詳しく骨増生を評価する点で、新規性が認められ  

る。また、CPC（CellProcessingCenter）を有さない施設（本学）  

が近隣のCPC（信州大学先端細胞治療センター）を利用することに  

より、細胞移植治療を可能とさせる点でも新規性が認められる。ほ  

ぼ同様の臨床応用は既に上記のように行われているが、歯槽骨増生  

治療に関しての需要は大変高く、今後さらに注目されていくことは  

確実である。  

備考1各用紙の大きさは、日本工業規格A4とすること．  

備考2 本様式中に書ききれない場合は、適宜別紙を使用し、本様式に「別紙0参照」と記載すること．  

添付書類（添付した書類にチェックを入れること）  

■研究者の略歴及び研究業績（別紙1）  

■インフォームド・コンセントにおける説明文書及び同意文書様式（別紙2および別紙3）  

●研究機関の基準に合致した研究機関の施設の状況（別紙4）  

11／12 ページ   

P74   



ヒト幹細胞臨床研究実施計画書   

G肝施設基準バリデーションマスタープラン（ⅥlP、三洋電機からの文書）   

■臨床研究に用いるヒト幹細胞の品質等に関する研究成果（別紙5）   

■同様のヒト幹細胞昏床研究に関する内外の研究状況（別紙6）   

■その他（資料内容：製品基準書・標準書・エ程順管理文書・CPC機披・設備一覧）（別紙7）   

■臨床研究の概要をできる限り平易な用語を用いて記載した要旨（別紙8）   

t松本歯科大学研究等倫理規定、松本歯科大学研究等倫理審査委良会内規・名簿・審査の過程およ  

び結果、信州大学医学部医倫理委員会名簿および審査結果（別紙9）   

●基礎実験の概要：イヌの骨髄問質細胞を用いた骨再生に関する実験的研究（別紙10）  
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研究課題「ヒト培養自己骨髄間葉系細胞移植による顎骨増生法の確立」  

【患者様の治療の流れ】  
松本歯科大学病院   

骨髄液横取   先端細胞治療センター  

（CPC）における培♯   

初代培養時   

1．口腔外科小芋術室にて、曙に局所麻酔を行い、無痛下で   
骨髄液を9－15ml採取します。約10分かかります。  



ヒト培養自己骨髄間葉系細胞移植による顎骨増生法の確立  

三一三ききこ車薄雪 
号苺清蝉東 学妻軽哀寮 長宗一ヰ三三 

ヒト幹細胞臨床研究実施計画（松本歯科大学）   
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