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平成21年3月19［雪   

東京大学医学部附属病院から申請のあった  

遺伝子治療臨床研究実施計画に係る意見について  

がん遺伝子治療臨床研究  

作業委員会   

委員長 笹月 俸彦   

束京大学医学部附属病院から申請のあった下記の遺伝子治療臨床研究実施計  

画について、本作業委員会で検討を行い、その結果を別紙のとおりとりまとめ  
たので報告いたします。  

記   

1．進行性膠芽腫患者に対する増殖型遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス   

G47△を用いた遺伝子治療（ウイルス療法）の臨床研究  

申請者：東京大学医学部附属病院 病院長 武谷 雄二  

申請日：平成19年10月23日  
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摘Ij 紙）  

1．遺伝子治療臨床研究実施計画の概要  

（1）研究課題名：進行性膠芽腫に対する増殖型遺伝子組換え単純ヘルペスウイル  

スG47△を用いた遺伝子治療（ウイルス療法）の臨床研究  

（2）申請年月 日：平成i9年10月23巨∃  
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（3）実 施 施 設：東京大学医学部附属病院   

代  表  者：病院長 武谷 雄二  

（4）総括責任者：束京大学大学院医学系研究科・TRセンター（脳神経外科）  

特任教授 藤堂 具紀  

（5）対 象 疾 患：進行性膠芽腫   

導入辻伝子・   

ベクターの種類：増殖型遺伝子組換え単純ヘルペスウイル′スⅠ型（HSV－1）  

G47△（大腸菌LacZ遺伝子を含む）   

用法・用土：各コホート1例目は7日以上14日以内、2例目以降は5日以上  

14 日以内の間隔で計2回、定位的に腫瘍内にG47△を投与。．1  

回あたりの投与量は3．0Ⅹ108プラーク形成単位（p乱l）、1．0Ⅹ109  

p良1及び3．0Ⅹ109p且lの3段階の用量レベ′レで増量。   

研究実施期間：厚生労働大臣より了承された日から5年間  

目標症例数：標準21例、最大30例（各用量群3～18例）  

（6）研究の概略：   

本研究は、初期放射線治療にもかかわらず再増大または進行する膠芽腫の患者に対し   

て、増殖型遺伝子組換えHSV－1であるG47△の定位的腫瘍内投与を行った場合の安全性   

の評価を主目的とする。副次目的として、G47Aの効果を評価する。  

（7）その他（外国での状況等）：   

増殖型遺伝子組換えHSヽ㌧1であるG47Aは、国内外を含めてと卜への投与経験がな   

いっ G47△は、増殖型遺伝子組換えHSl㌔1であるG207のウイルスゲノムにα47遺伝   

子の欠失変異を加えて改変したものである。G207については、米国で再発悪性グリオ   

ーマの患者21例を対象とした第Ⅰ相臨床試験が実施され、その結果、G207に起因する   

grade3以上の有害事象は認められていない。  

2．がん遺伝子治療臨床研究作業委1会における審議概要  

1）第1回審議  
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t 開催日特： 平成i9年12上j2ろ臼（ゾここき1う：0け・i（；．40  

蔓ノ、ノ 議事概要：   

平成i9年l（用2う目付けで東京大学医学書描i属病院よい申請のあった遺伝子治療臨  

床研究実施計画（対象疾患：進行性搭芽腫）について第一一回日ソノ審議を行なったこ   

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

提出資料を基に、委員間で実施計画の妥当性等について審議を行なった   

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

検討を依頼することとし、その結果を墓に再度審議することとした  

（本作業委員会の意見）  

l．（コ4Tユはこれまでヒトに投与された経験がないことから、被験者への安全性を  

考慮し、不臨床研究における投与スケジュールに関して、1回目投与の安全性  

を十分に確認した上で2回目投与を行うよう、投与間隔を再検討すること（定  

位脳手術の数日後に有害事象が認められることも考えられ、2 日後に2回目投  

与を実施する妥当性については再検討すること）＝また、生体内でのウイルス量  

の推移等も考慮すると、投与間隔によって、安全性あるいは有効性に影響があ  

ることも考えられ、投与間隔はできるだけ一定の間隔とするよう検討すること。  

2．有害事象の早期発見・対処等の観点から、脳神経外科の専門家のみならず、内  

科医及び臨床心理士等の本臨床研究への参画について検討することコ  

3．G47△製剤の製造方法に関して   

①G47A製剤のcGMP生産の詳細が不明であり、精製が十分かどうか疑問もある  

ことから、製造工程、精製工程の各段階について、 フローチャートを示すとと  

もに、製造に使用する施設・設備、培地や試薬類の組成、濃度、精製条件等を  

含めて具体的かつ詳細に回答すること。また、標準操作手順書（SOP）及びSOP  

に従って製造したかどうかを確認するチェックリストを作成した上で提出する  

こと。なお、製造された製剤のチェックリスト等を確認する者も研究組織に加  

えるよう検討すること二   

②最終製品の精製度、純度を具体的に回答するとともに、最終製品のSDS一拍GE  

のデータ（CBB染色と銀染色の両者のデータに、Ⅵ’estern分析によるHS＼丁蛋  

白質の正しいバンド位置を併せて示したもの）を提出すること二   

③G47土製剤は人の脳内に直接投与するものであり、G207の臨床試験でもサイ  

ズ排除クロマトグラフィー及び超遠心により精製したものが使用されており   

（GeneTherapさ▼（2000）7．867－874）、G47ム製剤について高速遠心のみの精製  

しか行っていないのであれば精製度は不十分と考えられるので、G20T と同程  

度（7）精製の実施を検討すること二  
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4．研究組織に入っている統計解析責任者に関して、その役割分担について明確に  

説明すること、  

5．被験者への同音説明文書に問し、2桓Hヨグ）投与が行われない場合についての分  

かりやすい説明を再検討すること  

2）第2回審議  

① 開催日時：平成21年1月23日（金）10：00－12：00  

② 議事概要：  

前回の審議における本作美香員会の意見に対し、東京大学医学部附属病院から回答   

書及び追加資料が提出されたことを受けて、第2回目の審議を行ったこ  

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

員間で実施計画の妥当性等について審議を行った。  

その結果、本実施計画を概ね了承することとしたが、同意説明文喜の記載に関して   

委員より指摘のあった点については、申請者と事務局との間で整備の上、委員長の確   

認を得た後に、次回以降の科学技術部会に報告することとした 

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

3．がん遺伝子治療臨床研究作業委1会における響よを踏まえた第1回書★時からの実施   

計画及び被験者への同意説明文暮の主な変更内容  

（実施計画）  

・研究体制に関して、本作業委員会の意見を踏まえ、有害事象の早期発見・対処等の  

観点から、内科医及び臨床心理士が新たに追加された 

本作業委員会の意見を踏まえて、投与スケジュールが検討され、1匝！目投与の安全  

性を十分に確認した上で2回目投与を行うため、各群の2例目以降も1回目投与後  

4日間の観察期間を設けることに改められたっそれに伴い、1回目投与と2回目投与  

の間隔は各コホート1例目に関しては7日以上14日以内、2例日以降は5日以上  

14日以内となった。  

G47△の製造方法及び精製度に関して、添付資料の製造工程のフローチャートがより  

詳細なものに改められ、製造施設及び設備に関する資料が追加された。また、添付  

資料の品質試験項目に関して、全ての品質試験が終了し全項目で合格したことが示  

された 

臨床検査項目及び観察項目について、遺伝子治療臨床研究に係る生物多様性影響評  
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価に関する作業委員会の意見を踏まえて、‡‡S＼’の排出に関する尿の検査に加えて唾  

液の検査が追加された  

（患者／＼の同意説周文書）  

・本作菜委員会（7）意見を踏まえて、2回目の投与か行われない場合〔′り説明に／〕いて、  

より分かりやす十記載に改♂ぅられた、  

本作業委員会の音見を踏まえて、G47Aげ）製造工程にはG2（汀の製造工程にあるカラ  

ムクロマトグラフィーという工程がないこと、G47△と全く同じ方法で製造された単  

純ヘルペスウイ′レス製剤が患者に投与されたという情報悠得ちわていないので、製  

造方法の種違に起医して、G207の第Ⅰ相島床試験では認められていない有害事象が  

生じる可能性があることが明記された  

4．がん遺伝子治療臨床研究作♯委■会の検討結果   

東京大学医学部附属病院から申詣のあった遺伝子治療臨床研究実施計画（対象疾患：進  

行性膠芽腫）に関して、がん遺伝子治療臨床研究作業委員会ほ、主として科学的観点から  

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

切に反映させた二 その上で、本作業委員会は本実施計画の内容が科学的に妥当であると判  

断したっ   

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

氏  名  

浅野 茂隆  

荒戸 照世  

上田 龍三  

小澤 敏也  

垣添 忠生  

金子 周一  

金田 安史   

○笹月 健彦  

島田 隆  

溝田 洋文  

早川 勇夫  

吉倉 産   

（神経芽眉）   

牧本 敦  

所  属   

早稲田大学理工学術院特任教授  

独立行政法人医薬品医療機器総合機構生物系審査部審査役  

名古屋市立大学大学院医学研究科臨床分子内科学教授  

自治医科大学医学部教授   

国立がんセンター名誉総長   

金沢大学医学部長   

大阪大学大学院医学系研究科教授  

国立国際医療センター名誉総長  

日本医科大学医学部教授   

札幌医科大学教授  

独立行政法人医薬品医療機器総合機構顧問  

厚生労働省医薬食品局食品安全部企画情報課参与  

国立がんセンター中央病院小児科医長  

（ウイルス（ヘルペスウイルス））   

佐多 徹太郎  国立感染症研究所感染病理部長  

○委員長 （五十音順 敬省略）  

（平成21年3月29日現在）  
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遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 概 要 書  

平成19年10月23日  く申請年月日）  

研究の名称   
進行性膠芽腹患者に対する増殖型遺伝子範換え単純ヘルペスウイルスG47Aを用いた遺伝  

子治療（ウイルス旋法）の臨床研究  

研究実施期間   平成  年  月  日 （承認牒）から  5年間   

総  

括  

責 任 者   藤堂具紀  

実  113－8655東京都文京区本郷7「3－1  

漂  東京大学医学部附属病院  

場  

所   03．3ti15－54＝   

総  
氏名   所属機関・部局・職   役割  

括         稲生靖  東京大学・大学院医学系研究科  総括責任者補佐。ウイルス管理と準備。患者の手   

責  ・TRセンター（脳神経外科）・  術、術前術後管亀データ管理。棟木の管理と処   

任  特任准教授   理。  
－   

田中実                       者  東京大学・医学部附属病院・輸血  患者の手術と術前術後管理。ウイルス準備補佐。椋   

以   
山田奈美恵  

部・助教   本の管理補佐と処理。   
東京大学・大学院医学系研究科  

の  ・mセンター（循線審内科）・  

研  特任助教 

大内佑子  東京大学・保健センター（精神神  

者  産科）・臨床心理士   

査委員会が研究計画の  

施を適当と経める理由  

穿査委員会では、提出された遺伝子治療臨床研究実施計画書を慎重に審査した結果、  
本遺伝子治叛臨床研究実施計画は平成14年文部科学省・厚生労働省告示第1号「遺伝子  

治療臨床研究に関する指針j平成14年3月27日告示、（平成lる年12月28日全都改正）  
の必要条件を満たしていると認めた。   

さらに非臨床試験成綺から、従来の治療法では対処困難である進行性膠芽腫に対し治  

療効果が期待できること、さらに本研究で使用される組換えウイルスの品質および安全  
性は十分に保証されるものと艶められたため、所轄官庁に障床研究実施計画を申請する  
ことを決定した。なお、患者に発生する費用の説明について蒜嶺があった。（承認：平  

成19年1月封日）  
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審査委員会の長の職名  

■ †一  

赤林 朗11－．  
．   h  

東京大学医学部遺伝子治療臨床研究審査委員全 委員長 
東京大学大学院医学系研究科医療倫理学分野 教授  
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ヨ研究ぴ）区分  く○遺伝子治療臨床研究（ウイルス療法）   遺伝子標識臨床研究  

研究の目的  本研究ほ、初期放射線治療に  もかかわらず再増大または遅行する膠芽腫の患者に対して遺伝子絶  
換え単純ヘルペスウイ′レス‡型である（iヰ7Åゾ）定位的腫瘍内投与を行う。オープンラベ′レ方式によ  

りコホート単位で5段階に戸1量を増加し、安全性の評価すなわち有害事象の種類と発生頻度の調査  
を主目的とする．っ  副次銅くプとしノて、画像上しノつ睦囁縮小効果や全室存潮間、無増悪生存期間にょり  

Gヰフj〔7つ効果を詐価する。  
対象疾患及びそ  

こ7〕遠足理由  

（1） 対象疾患に関する現時点での知見   

揮発性脳蘭瘍は人［」iO万人に年間lト12人発生するとされ、置内全体では年間H．〔〉0（トiヰ、〔柑1  

ノ、程度となる。脳嬬瘍全国統計によれば、原発性脳腫癌ゾ）組織分類別の発生頻度は神経膠腫  

26り／ら、髄膜腫27（％こ 下垂体賑腫18％、神経鞘睦10％である。神経膠腫は神経細胞の支持組織であ  

るグリア細胞から発生する原発性脳腫瘍であり、星細胞煙が神経捌重の約80％を占めるr、   

星細胞腫はその病理学的悪性度によりGrade卜Grade4に細分類されるc 本試験の対象となる  
Grade4は膠芽瞳とも呼ばれ予後が不良である。膠芽腫は、神経馴重の32％を占め5年生存割合た  

6％である。神経膠腫は脳実質内に発生し浸潤性に発育するが、その中でも膠芽腫は特にその傾向  
が堂ミく、境界が不鮮明で増殖速度も速く、各種治療を行っても再発は必至であるっ   
膠芽瞳の確定診断は組織学的診断によるため、画像診断にて膠芽旺が考えられる場合、手術によ  

る摘出術か生検が行われる。しかし、手術で腫瘍を全摘することは機能温存のため通常不可能で  

あり、一般に術後には補助療法が行われる。術後補助療法は、現在はア′レキル化剤である  
temozoiomideと局所照射60（il▼を用いた放射線化学療法が欧米では標準治療として行われている、。  

国内では、nltrOSOurea系のア′レキル化剤ACNUと局所照射が従来最も－・般的に行われてきたが、  

最近ACNUに代わりtemozoiomideも使用されるようになった。他の化学療法薬が使用されたりイ  
ンターフェロンβが併用されることもあるっ  

膠芽瞳は一般的に放射線抵抗性であり、化学療法への反応も低く、補助療法中にも治療に反応せ  
ず腫瘍が増大する症例もしばしば見られる。手術や診断技術の目覚ましい進歩にもかかわらず、  

膠芽腫の治療成績はこの40年間ほとんど改善が見られておらず、その生存期間中央値は、診断後  
約12－14ケ月とされる。東京大学医学部附属病院におけるテント上膠芽腫の治療成績は、生存期間  

中央値では6叫‾の照射でlヱヰケ月、80－90G）ーの照射で16．2ケ月、2年生存率は60G〉・の照射で  

‖・4％、80－90G）・の照射で38．4％であるっ   

現在再発時に有効な治療法として確立されたものはない。脳の耐容線量のため有効線量の追加照  
射は困難または無効な場合が多く、化学療法も種々の薬剤や投与方法が試みられてきた中で、再  
発に対して有効性が確立されたものはない．。   

このように、初期放射線治療後に進行した膠芽腫には有効な治療法が存在せず、予後は不良であ  
り、従来とは異なるアプローチによる新たな治療法の開発が不可欠と考えられる。   

（2） 当該臨床研究の概要   

ウイルス療法（oncolytic、・1ruStherapy）は、腫瘍細胞内で選択的に複製する増殖型ウイルスを腫  
瘍細胞に感染させ、ウイルス複製に伴うウイルスそのものの直接的な殺細胞効果により腫瘍を治  

療する方法である。腫瘍内でのウイルスの複製能を最大限に保ちつつ、正常組織での病原性を最  

′j、限に押さえるため、ウイルスゲノムに人為的な遺伝子換作による改変を加えた遺伝子組換えウ  

イ′レスを用いるっ腫瘍細胞に感染した増殖型遺伝子組換えウイルスほ腫瘍細胞内で複製し、その  
過程でウイルスに感染した細胞は死滅するり 複製したウイ／レスはさらに周囲の腫瘍細胞に感染  

し、その後複製→細胞死→感染を繰り返して抗腫瘍効果を現す。ウイルス複製に伴い感染した腫  
瘍細胞は死滅するため、外来治療遺伝子を導入せずに腫瘍を治癒させることが可能であると期待  

されるi）亡脳腫瘍、特に神経膠腫は、定位的脳手術等により比較的容易かつ確実にウイ′レスの腫瘍  

内直接投与が行えることや、神経線綴という高度に分化した非増殖細胞からなる絶縁に囲まれて  
いること、腫瘍の他臓器への転移が稀であること、著効を示す治療法が存在していないことなど  

から、ウイルス療法の臨床試験対象に適している。   

脳腫瘍の分野のウイルス療法でほ、単純へ′レペスウイルスユ型（HSV－1）の開発が遅んでいる二  

HS＼r－1が脳腫療治療に適しているとされるのは、次のような利点に基づいている。すなわち、  

HSV－iは元来神経組織に親和性が高い上に、i）ヒトのほぼ全ての種類の細胞に感染可能である、  

2）比較的低いmul坤1iclt）・Oi、In昆ction（MO王二細胞数に対する感染性ウイルス投与量の比）で全てジ）  

細胞の死滅が可能である、3）脳における病原性を呈するのに必要なウイ′レス遺伝子が解明されて  

おり、遺伝子操作を加えることで病原性の除去が可能である、4）HSV－1に感受性を示すマウスが  
存在するために、動物で安全性や効果の前臨床的評価を行える、5）抗ウイルス薬が存在するためi   
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に治療を中断することが可能である、6、）ウイルス自体の免疫原性が比較的低く、血中抗HSV－王抗  

体が細胞間ウイ′レス伝搬に影響しない、7）ウイルスmAが宿主細胞のゲノムに取り込まれない、  

という特徴を有する。   

本臨床研究では、複製型遺伝子組換えHSV－1であるGヰ7ユを、初期放射線治療後の進行性膠芽  

時の患者の腫瘍内に定位手術的に注入する。G47二1ほ、米国で再発悪性グリオーマを対象として臨  

床試験（第Ⅰ相）で用いられた第二世代複製型遺伝子組換えHSV－1のG207を改良した第三世代  

で、腫瘍細胞を破壊しつつ腫瘍内で複製するが、正常脳組織は傷害しないと考えられる：1ヮ Gヱ07  

およびG47Åについての詳細は「遺伝子の種類及びその導入方法（8）」の欄に記載する。治療効果と  

複数回投与の安全性確認のため、投与は三回行う。3段階の用量増加にて安全性の評価すなわち有  
害事象の種類と発生頻度の調査を行うことを主目的とするっ 副次目的として、画像上の腫瘍縮小  

効果や全生存期間、無増悪生存期間によりG47Åの効果を評価する。   

（3）他の治療法との比較及び当該治療法を選択した理由  

初期放射線治療にもかかわらず進行または再発した膠芽腫に対して有効性が確認されている治療  

法ほ現在なく、治療手段は非常に限られている。手術で再度の摘出を行える場合は摘出術を試みる  

が、症状を悪化させずに再摘出を行える例ほ少ない。初期放射線治療では、脳の耐容線量の限界圭  

で照射を行うため、追加放射線照射には線量、照射部位ともに限りがあり、有効性は期待できな  

い。化学療法は、薬剤を変更して行われることがあるが、副作用もあり、有効性の確立されたもの  

はない。総じて、化学療法および放射線治療に対する膠芽腫の感受性は低く、初期治療期間中の腫  

瘍増大もしばしば認められる。40年来治療成績の向上がほとんど見られていないことから、膠芽  
腫の治療には全く新しいアプローチが必要であることは明白であり、ウイルス療法は有効性が期待  
される。上述のごとく、ウイルス療法の中でもHSV－1は脳腫瘍治療に適している。「安全性につい  

ての評価（5）ウイルスの細胞傷害性」に記載のとおりG207は第Ⅰ相臨床試験において安全性が示さ  

れ有効性を示唆する所見も得られている。 「遺伝子の種類及びその導入方法（9）G47△ウイルスの生  

物学的特徴」に記載のとおり動物実験においてG47△はG207に比し優れた腫瘍縮小効果と同等以上  
の安全性を示す。G47△は、安全性と効果を高めた最新世代の複製型遺伝子組換え‡ISV－1で、進行  

が早く予後が極めて不良な進行性の膠芽腫の患者にも効果が期待できる。  

（引用文献）  

1・TodoT，Martuza，RLRabkln，SD，etal・OncoIvticherpessimplexviruSVeCtOrWithenhancedMHC  
ClassIpresentationandtumorcellkilling・Proc・Natl．Acad．Sci．USA98：6396－6401．2001．  
2・HunterWD，Martuza，RL，Feigenbaum，F，etal・Attenuated，rePlication－COmPetentherpeSSimplexvirus  
typelmutantG207：SafbtyevaluationofintracerebralirtjectioninnonhumanPrimates・J・Virol・73＝6319－  
6326．1999  

遺伝子の種類及  

びその導入方法  

（1）人に導入する遺伝子の構造と性質   

本臨床研究では、複製型遺伝子組換えHSV－iであるG47△そのものが直接腫瘍細胞を破壊するも  

のであり、治療目的で人に導入される外来治療遺伝子はない。なお、G47△にはウイルス複製を検  

出するために大腸菌LacZ遺伝子cDNAが挿入されており、G47△が複製する腫瘍細胞に導入され一  
過性に発現される。   

（2）導入遺伝子からの生成物の構造および生物活性   

LacZ遺伝子からの生成物はβ－ガラクトシダーゼである。β一ガラクトシダーゼは分子量116kDa  

で四量体として機能し、ラクトースを分解してグルコースとガラクトースを生成する。β－ガラクト  

シダーゼは人体に対し毒性や病原性を有しないり「安全性iこついての評価（5）ウイルスの細胞傷害  

生」に記載の如く、LacZ遺伝子を発現する第二世代複製型遺伝子組換えHSV－1であるG207が第l  

日臨床試験において人の脳内（脳腫瘍内）に投与されており、LacZ遺伝子生成物の安全性は示され  

ている。   

（3）本研究で使用するその他の組換えDNAの構造と性質   
本計画では他の組換え洲Aは使用しない。   

（4）標的細胞とした細胞の由来及び当該細胞を標的細胞とした理由  

本研究での標的細胞は膠芽腫の腫瘍細胞そのものであり、G47∠1が感染した標的細胞でウイ′レス  

複製が行われる過程で腫瘍細胞が直接破壊される。  
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（5）遺伝子導入方法の概略及び当該導入法を選択した理由   

Gヰ7Åは定位的脳手術により腫瘍内へ直接投与する。定位的腫瘍内直接投与は、標的腫瘍細胞へ  

最も効率よく、また選択的にウイ／レスを感染させることができる方法の一つである←   

（6） 野生型ウイルスの生物学的特徴及び人に対する影響   

HSV－iざミュンペロー∵7を持つ二重鎖DNAウイルスである。ゲノムの大きさが約15ヱkhてあり  
約80のウイ′レス遺伝子を持つ。ゲノムは両端に特徴的な繰り返し配列がある、ヒトを宿主とし、   

口唇ヘルペス」として知ら九、野生型ウイルスの初期感染は一般に軽症あか、ごま無症扶である  
まれに、角緯炎や脳炎を起こす（ヘルペス脳炎の発生は日本の調査では年間l胱）万人にニウ人、欧  

米では年間20万人に1人‾‾ごある∵ 発癌性はないr 免疫不全や新生児など特殊な条件下を除くと、  

HSV－1はウイルス血症を生じることがなく、初期感染後全身に分布しなし、T 成人♂）6（j～70％は抗  

HSV－1抗体を保持している．、抗ウイルス薬が存在し、重症の場合アシクコビ′レ、バラシクロビ′ンな  

どで治療される。   
HSV－1！ま、ヒトの粘膜表面（通常は口腔咽頭）への直接の接触により感染するし 接触感染以外の  

局所で複製した後、神経末端から感覚神経節（しばしば三叉神経節）に  感染形式はない⊂‥ 感染した  

ウイルスは移送され、潜伏感染（1atenc）・）を確立する。潜伏感染においてはウイルスの複製誉行わ  

れず、別の宿主への感染性を有しない＿ 潜伏感染から再活性化（react汀at血1）が起きると 、ウイ／レ  

スは皮膚粘膜（通常は口唇）で顕在化し、水痘を形成するご   

HSV－1は、エンベロープが破壊・変性すると容易に感染性を失うっ 宿主から離れると常温では約  

7日で死滅する。Biosafety上、消毒薬（cherrucaldislnftctants■）に対する感受性の点で1ipldl・iruSeSに  

分類され、微生物の中で消毒薬に対する感受性が最も高いっ 物理的不活法（ph）rSICaiinacti、・atlOn）  

として、HSV－1は56Cc（30分軌の加熱や紫外線照射り5分野）、PHヰ以下で速やかに感染性を失う。   

（7）G47Åウイルスの作製方法   
試験薬である複製型遺伝子組換え単純ヘルペスウイルス1型G47Åは、院内製剤としてcGMP準拠  

施設である東京大学医科学研究所治療ベクター開発室にて製造される．。製造は、東京大学大学院医  

学系研究科TRセンター（脳神経外科）・特任教授・藤堂具紀を責任者とし、東京大学医学書開園神  

経外科が行なう。マスターセルバンク、マスターウイルスストック制を採用し、使用する試薬も  

cGMP準拠のものまたほ医薬品規格のものを使用する。製造の4工程、すなわち、マスターセルバ  
ンク、精製前のウイルス回収液（バルクハーベスト）、精製後のウイルス、およびチューブに分注  

後の製剤において、英国BlOReliance社に委託して品質試験を施行する。   

〈8） G47Åウイルスの構造   

エンベロープおよびその内側のキヤプシドは野生型HSV－1と同じである。G207は二重の人為的  

変異を有し、二つの異なる機序で腫瘍特異的なウイルス複製を達成させ、臨床応用された第二世代  
複製型遺伝子組換えHSV－1である。G47△はG207の改良型で、第三世代複製型遺伝子組換えHSV－  
1に位置づけられる。正常組織では複製せず腫瘍細胞においてのみウイ／レス複製を可能にするた  

め、ウイルスゲノムの遺伝子組換え操作により、3つの非必須遺伝子（合計4箇所）が人為的に除  
去或いは不活化されているニ すなわち、2つコピーが存在する？34．5遺伝子の双方の大矢と、マー  

カーのLacZ遺伝子の挿入による王CP6遺伝子（rlbonucieotldereductase（RR）の大サブユニットをコー  

ドする）の不活化、およびα47遺伝子の大夫という三重変異を有する。  

G47△は、γ封．5遺伝子欠失と王CP6遺伝子不活化の二重変異を有する遺伝子組換えHSV－iG207の  
ウイルスゲノムに、α47遺伝子の欠失変異を加えることによって作製された。βイ．5はHSV－iの病  

原性に関連した遺伝子で、これを大矢させた変異株は正常細胞でのウイルス複製能が著しく液弱す  

るc 正常細胞ではウイ／レス感染が起こると二本鎖RNA依存性ブコティンキナーゼ（doublestranded  

RNA－aCti、－atedprotelnklnaSe PKR）がリン酸化されそれが都訳開始因子elト2aをリン酸化L／、その  

結果ウイ′レス蛋白を含む細胞内での蛋白合成が遮断される。ガイ．∫遺伝子産物はこのリン酸化PKR  

機能に括抗してウイルス蛋白の合成を可能にするが、βイ．∫遺伝子欠失HSV－1は正常細胞では複製  

できないことが判明している1－。しかし、正常細胞と異なり、腫瘍細胞では普遍的に感染に伴う  

PKRのリン酸化が低いため、フ封5遺伝子欠失のHSV－1でも複製可能となると考えられているヰ）。  

RRはウイルスDNA合成に必要な酵素であるが、この遺伝子を不活化すると、ウイ′レスは非分裂細  

胞では複製できず、分裂が盛んでRR活性の上昇した細胞でのみウイルスしつ欠落酵素が補われてウ  

イ／レス複製が可能となる。  

α47遺伝子のコートする蛋白質は、宿主細胞の抗原呈示閑適トランスポーター（TAPlを阻害して細  

胞表面のMMCCiass王〔7）発曳を抑えることによって、ウイルス蛋白の提示を抑制」、宿主の免疫サ  

ーベイランスから逃れる作濡を有する√ 従ってαヰ7遺伝子矢賀HSV－1では宿主細胞のh′Ⅱ1（：Classi  
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発現が維持され、抗腫瘍免疫細胞に対する刺激が強くなると期待される。またG47二1は、α47遺伝  

子と重なるUSll遺伝子のプロモーターも大夫するため、USll遺伝子の発現時期が早まり、これ  
が†34．5変異のsecondsitesuppressorとして機能して†34．5大矢HSV－1において減弱したウイルス複  

製能を腫瘍細胞に限って復元する。   

これらの三重変異により、G47▲1は、ウイ′レス複製に関して高い腫瘍特異性を示し、腫瘍細胞に限  

局した高い殺細胞効果を呈する一方、正常組織では毒性を呈さない。親ウイ′レスG207に比較し  

て、その安全性を維持しながら、抗腫瘍効果が格段に改善された。また（i207に比べ、高い力価の  
ウイルス製剤が生産できることもあり、同じ容量でも高い治療効果が期待できる。Gヰ7Aは、ウイ  

′レスゲノム上、間隔の離れた4箇所の人為的変異を有することから、野生型HSV－1に戻る（reヽ一ert）  

可能性がゼロに等しい点でも安全性の高いゲノム構造となっている。G47AはHSV－1stra血F由来で  

あることから、37DCでは複製するが39．50Cでは複製しないという温度感受性を有する、つ   

（9）G47△ウイルスの生物学的特徴  
①培養細胞におけるウイ／レス複製能力：   

G47△は、臨床応用された第二世代複製型遺伝子組換えHSV－1G207の改良型であることから、   

G47△の生物学的特徴についてはG207との比較検討が主になされたっ ヒト神経芽細胞瞳株S壬こ－N－   

SH、ヒト膠芽腫細胞株U87MG、ヒト膠芽腫細胞株U373、ヒト頭頚部扁平上皮癌細胞株   
S（〕20B、およびアフリカミドリザ′レ腎細胞株Veroにおいて、G47△はG2n7に比し優れた複製能   
力を示し、皿1tiplicit）rOfiI血ction（MOり＝0．01にて感染後2ヰ時間後の産生ウイルスの回収量はG   

207に比し4倍から1000倍高かったl）。U87MGはMOI＝2でも検討を行い、感染後24時間後の   

ウイ′レスの回収量はG207に比し12悟高かったl）。ヒト前立腺癌細胞株LNCaPおよびDu145に   
おいても、MOI＝2で感染させた24時間後のG47Åの産生ウイルス回収量はG207に比し22倍高   
かった5）。   

②培養細胞における殺細胞効果：  

ヒト膠芽腫細胞株U87MG、U373、U138、ヒト悪性黒色腫細胞株624および888においては   
MOI＝0．01にて、またマウス神経芽細胞腫株NelⅣ02aにおいてはMOI⇒）．1にて、感染後3－4日で   

G47△はG207に比しより速やかに細胞を死滅させた。U87MG細胞株においてG47A（MOI＝0．01，   
血）73）が80％の細胞を死滅させたのに対し、G207は10％の細胞を死滅させたのみであった1）。ヒ   

ト前立腺癌細胞株LNCapとDU145において、MOI輔．1で、G47AはG207に比べ有意に速やかな   
殺細胞効果を呈した5）。   

③感染宿主細胞のMHCClassI発現に対する影響：  

ヒト繊維芽細胞株Detroit55iにおいて、野生型HSV－1（s也・ainF）またはG207は、感染24時   
間以内に宿主細胞のMHCClassIの発現を40％程度にまで低下させたのに対し、G47△はMHC   

ClassIの発現を100％維持した1）。ヒト悪性黒色腫細胞株を用いた検討では、MHCClassIの発現   
が元来比較的高い938株と1102株において、G47AはG207に比べ、感染後のMHCClasslの発   

現低下を有意に抑制した。MHCClassIの発現が元来低い624株、888抹、およぴ1383株におい   
てはG207との差は見られなかった。   

④腫瘍反応性丁細胞の活性化作用：  

ヒト悪性黒色腫細胞株938およびI102において、G47A感染腫瘍細胞はG207感染腫瘍細胞に   
比べ、それぞれの細胞株に特異的に反応する腫瘍浸潤丁細胞株の刺激によるインターフ ェロン？   

の分泌を25－40％増加させたl）。888株においては、腫瘍浸潤丁細胞刺激によるインターフェロ   

ン†の分泌はG47△、G207いずれの感染腫瘍細胞でもほとんど見られなかった。   

⑤マウス皮下腫瘍に対する抗腫瘍効果  

ヌードマウスの皮下に形成されたU87MGヒトグリオーマやA／Jマウスの皮下に形成された   

Neuro2aマウス神経芽細胞腫にIxlO6plaque－fbrmingunits（pfu）を2回腫瘍内投与すると、G47△は   

G207に比し有意に優れた腫瘍増殖抑制効果を示した。U87MG皮下腫瘍を有するマウスにおい   
て、G207治療群では12匹中3匹に治癒が見られたのに対し、G47△治療群は12匹中8匹に治癒が   
見られた。1）。  

アンドロジ ェン依存性前立腺癌細胞株であると卜HONDAおよびマウスTRAMPを用いたマ   

ウス皮下腫瘍モデルにおいて、G47Aを2回腫瘍内投与すると投与量依存性に腫瘍増殖が抑制さ   

れた。また前モデルに対しては2Ⅹ川5p且12回、後モデルに対しては5x106p軋2回の腫瘍内投与   
を行い、ホルモン療法を併用するとさらに治療効果の増強が得られた5）。またホルモン療法後に   
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ホルモン不む性となり再発したと卜前立腺癌1・王ONDAに対しても〔iヰ7Åの睦瘍内投与ほ増殖抑制  

効果を示した5一   

昔マウス脳腫瘍に対する抗臆瘍効果：  
マウス脳内に形成さかたt†87MGヒトグリオーマぺ⊃Neuro2aマウス神経芽細胞腫に対し、それ  

ぞれix柏6匝ヱ蛍回‡ごよびコ‡王り〕p昆2軌7）腫瘍内投与を行うと、〔iヰ7．ÅはG2「j7に比べ生存期間   

を延長したて して87MG対照群の生存期間中央値が二フロであったのに対L、Gヱ（）7治療群どまう6日  

．Gヰ7Å治賛辞さまヰ2Lづと有意に生存期間を延長した二 Neuro三aにおいては対照群㌦生存期間中央凝   

がi1日であったヤに対し、 〔i二（〉7治噂群ぎミi4日、Gヰ7ゝ＼治療群さまi5日と生存期間を延長する慣向   

が見Lれた   

言′マウス崖下腫瘍におけるウイルス複製能：   

ヌートヤウス皮下に形破された U87MGヒトグリオ叫マ腫場内にiミ106p皇ものウイ′レスを投与   

し、ヰ8時間後に複尊皇したウイルス量を測定するとGヰ7ÅままG207に比べ5倍高かったこ   

こをマウス乳癌モ子、′しにお：ナる抗腫瘍効果ニ  

マウス乳癌細胞株M6cの皮下腫瘍および脳内移植腫瘍のモデルにおいて、それぞれ2Ⅹi（ノ  

pruのヰ回腫瘍内投与およぴ2Ⅹl呵画の単回腫瘍内投与を施行したところ、G47ÅはG207に比   

し有言に優れた抗腫瘍効果を示Lた61【－。また、ヒト乳括MDA－MB－ヰ35（7）脳内移植腫瘍に対して  

血液脳関門開放薬剤との併用で1㌔10phユ単回の頚動脈内投与を行ったところ、対照群の生存期  

間中央値が1コ．9日であったのに対し、G47」1治療群は17．斗日と有意に生存期間を延長した占∴ 乳  

癌を自然発生するC3（l昨－Agマウスモデルにおいて、2Ⅹ10pfuのGヰ7ニュを毎週1回腫瘍内に投   

与したところ、対照群の生存期間中央値が5，5週であったのに対し、G47△治療群は8、5過と有意  

に優れた抗腫瘍効果を示した6∴   

⑨マウス神経線維腫モデ′レにおける抗腫瘍効果：   

マウス神経線維腫症2型（N下2）の自然発生腫瘍モデ′レPO－Sch二ゝ（39－1ヱ1）1ine27において腫瘍の  

大きさを経時的にMⅢにて観察したところ、1Ⅹ10′p氏lの6日おき2回のG47△腫瘍内投与にて  
腫瘍増殖が抑制される傾向が見られた。またヌードマウス皮下で継代したNF2患者由来のと卜  
神経鞘腫おいて、ixiO p土もの6日おき2回のG47⊥1腫瘍内投与を行なうと、腫瘍縮小効果が見   

られた8）。   

⑩G207を用いた調査   

G207は、ヒトグリオーマ及び悪性髄膜腫細胞殊に対し高い殺細胞効果を示し、血vか0では  

MO‖）lで3イ日以内に腫瘍細胞を全滅させる。一方、同じ投与量でラットの初代培養の神経細  
胞や星状細胞には影響を及ぼさない。この効果は～打VJVOにも反映され、ヌードマウスの頭蓋内に  

形成されたU87MGグリオーマやF5悪性髄膜腫にG207（2～5Ⅹ106piも）を1回腫瘍内投与すると  

有意に生存期間が延長する。G207は現在までに60種以上の細胞株で試され、脳腫瘍に限らず、  
多種のと卜の腫瘍に（血液腫瘍を除く）有効であることが確かめられている。   

正常免疫下におけるG207（7）抗腫瘍効果は、A／Jマウス及び同系のN18（神経芽細胞腫）細胞や  

Neuro2a（神経芽細胞睦）細胞の脳腫瘍および皮下腫瘍モデル、およびBALB／cマウスのCT26  
（大腸癌）皮下腫療モデルで調べられたっ その結果、G207は正常免疫下においても高い抗瞳瘍効  

果を呈するのみならず、腫瘍内投与により特異的抗腫瘍免疫を惹起するため、抗腫瘍効果が増強  

されることが示された。この抗腫瘍免疫は腫瘍特異的な細胞傷害性丁細胞活性（CTL）の上昇を  

伴い、脳内と皮下のいずれでも効果を示した。同じマウス腫瘍モデルでステロイド投与の影響を  

調べたところ、免疫抑制戸‾においても腫瘍内のウイルス複製に変化はなく、基本的な抗腫瘍効果  
に影響は無かったが、スキロイド長期投与ではCTL活性の抑制に伴い、腫瘍の治癒率が減少し  

た＝ また、成人の60－70％ぎミHSV－1に対する抗体を保有するが、予め非致死量のHSV－1を投与  

して抗体を形成させたマウスで調べた結果、G207の抗腫瘍効果は血中の抗HSV」抗体には全く  
影響されなかった。  
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1  ChouJLKern・ER：Whltle、・，RJLetal・MapplngOfherpesslmPlex、・irus－ineuTO、▼1ru！encetoII13i5・a き  
ヰ  FarassatlFl 

． ，Yang，AD，IJee，PWrOncogenes血Rasslgnallingpathl、▼飢▼dictatehosl－Cell  
1・1ruSINatCellBio13 7ヰ5－750．2001  enⅥ！SS汀e‡leSStOher  

ー6－  

PT3   



kecombinantheTPeSSimplexvirusinmurinemodeisofneurofibromatosist汀e2．HumGeneTher17，20一  
豪30・2006・  

安全性について  

の評価  

（1）遺伝子導入方法の安全性  

Gヰ7△の投与は脳腫瘍の生検などを目的に一般に用いられる、通常の定位脳手術の手法で行われ   

る．。遺伝子組換えHSV－1の定位脳手術による脳腫瘍内投与法は、G207の第Ⅰ柏臨床試験（米匡J）   

でも採用され、G207に起因するgrade3以上の有害事象は観察されず、安全性が確認されてい   

る。   

（2）遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度   

臨床研究に使用されるG47△製剤は、CGMP準拠の管理施設である東京大学医科学研究所治療ベ  

クター開発室においてcGMP生産される。サザンプロット法とゲノムシークエンシングにより正   
しい変異を有することが確認されたG47Aを用い、WHOVero細胞のマスターセルバンクを用い  

て、ウイルスシードストックが作製される。臨床研究用製剤生産の4工程において、英国  
BioReliance社に委託して品質試験を施行する。   

（3）患者に投与する物質の純度及びその安全性   

臨床研究用G47△製剤は、CGMP生産され、10％グリセリン／燐酸緩衝生理食塩水Q，hosphate  
buf臨redsaline：P‡∋S）の懸濁液として、滅菌状態で凍結用バイアルに分注され、－75℃以下で凍結保  

存される。患者に投与する製剤は、CGMP生産の最終工程として英国BioReliance社に委託して品  
質試験を施行する。   

（4）増殖性ウイルス出現の可能性   

G47△自体が複製可能型であるが、前述の通り、複数の機序を介して、そのウイルス複製は、高  

い特異性をもって腫瘍細胞に限られる。G47△は、ウイルスゲノム上、間隔の離れた4箇所の人為  
的変異を有することから、野生型HSV－1に戻る（reve叫可能性はゼロに等しい。万一3つの遺伝子  
のうち2箇所または1箇所のみの変異に復元したものが生じたとしても、ICP6または†34．5の少  
なくとも一方が不活化されていれば腫瘍選択的な複製は維持される。α47ゐみが不括化されたウ  
イルスは宿主の免疫系に謬識されやすく、宿主における複製能が低下する。いずれも、野生型に  
比し毒性や病原性の増加はない。野生型HSV－1が既に脳に潜伏している状態で脳内に複製型遺伝  

子組換えHSV－1を投与した場合の、潜伏野生型HSV－1の活動を誘発する可能性（reactivation）につ  

いては、二重変異複製型遺伝子組換えHSV－1G207を用いてマウスで調査されており、潜伏野生  
型HSV－1の活動を誘発しないことが実証された。   

（5） ウイルスの細胞傷害性   

A〃マウスやBALBんマウスは、HSV－1に感受性の高いマウス系として知られる9）。三重変異を  

有する第三世代複製型遺伝子組換えHSV－1G47△は、臨床応用を目的に安全性を主眼に開発され  
た第二世代複製型遺伝子組換えHSV－1G207の二重変異ウイルスゲノムに更に遺伝子工学的に変  

異を加えて作製された、G207の改良型である。A〃マウスを用いて、G47△（2x106pfu）の脳内  
単回投与の安全性を、野生型HSV－1（StrainF；2ⅩiO3p叫およびG207の可能最高投与量（2Ⅹ106  

p知）を対照として盲検法で比較した1）。野生型HSV－1は10匹全て死亡したのに対し、G207は  
2／8匹が一過性の軽度の外観異常、G47△は1／10匹が一過性の軽度の外観異常を呈したに過ぎず、  

脳内投与においてG47AがG207と同等以上の安全性を有していること、野生型HSV－1の少なくと  
も1000倍以上安全であることが示された（計画書添付資料5（2）12－1）。   

更にA〃マウスを用い、G47△の脳内投与、静脈内投与、腹腔内投与の安全性を、野生型HSV－1  
（s如血F）を対照に、繰り返し徹底的に調査した。脳内単回投与では、野生型HSV－1（2x10ユp丘1）  

で29／30匹が死亡したのに対し、G47Åではその1000倍量（2Ⅹ106p良1）で30匹全て、2500倍量  
（5Ⅹ106pfも）で29／30匹が生存した。静脈内単回投与では、野生型HSVtlは1xiO5pfもで‖〃5  
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