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遺伝子治療臨床研究の名称   

進行性愕芽腫患者に対する増碑型遺伝子組換え単純ヘルヘスウイルス Gj7Aを用いた遺   

伝子治療（ウイル′ス算法）の払衆研究  

1。総括責任者およびその他の研究者の氏名ならびに当該遺伝子治療臨床研究にお  

いて果たす役割  

（l）総括責任者の氏名   

藤堂具綻 東京大学大学院医学系研究科・TRセンター（脳神経外相）・特任教授  

遺伝子治療臨床研究の総括  

（2）総括責任者以外の研究者の氏名ならびにその担当する役割   

稲生靖   東京大学大学院医学系研究科・TRセンター（脳神経外科）・特任准教授  

総括責任者補佐、ウイルス管理と準備、患者の手術、術前術後管理、データ管理、標本  

の管理と処理   

田中美  東京大学医学部附属病院・輸血部・助教  

患者の手術と術前術後管理、ウイルス準備補佐、標本の管理補佐と処理。   

山田奈美恵東京大学大学院医学系研究科・TRセンター（循環器内科）・特任助教  

臨床研究実施の補佐。   

大内佑子 東京大学保健センター（精神神経科）・臨床心理士  

臨床研究実施における臨床心理面の補佐＝  

2． 実施施設の名称およびその所在地   

名称：東京大学医学部附属病院  

所在地：〒113一鮎55東京都文京区本郷7－3－i   

電話（代表）03－3815－5ヰ11  

3． 遺伝子治療臨床研究の目的  

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   

遺伝子組換え単純ヘルペスウイルスⅠ型であるGヰ7△11の定位的腫瘍内投与を行う）オープ   

ンラベル方式によりコホート単位で3段階に用量を増加し、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＝ 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Gヰ7△の効果を評価する∴   



4。 遺伝子治療臨床研究の対象疾患およびその選定理由  

（1）治療を直接の目的とした遺伝子治療臨床研究を行う場合   

①対象疾患に関する現時点での知見  

原発性脳腫瘍は人口10万人に年間11、1三人発生するとされ二‡、置内全体では年間13．0（）0   

～14．000人程度となる。脳腫瘍全国統計によれば、原発性脳腫瘍の組織分類別の発生頻度   

は神経膠睦26％、髄膜腫27％、下垂体腺腫1S％、神経鞘腫10％である3）。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、星細胞腫が神経膠   

腫の約80％を占める二  

神経膠腫は病理学的所見に基づき組織型が診断され、また悪性度分類がなされる二 WHO   

のgmding s）7Stemが国際的に使用され、細胞の異形性、核分裂像、壊死、血管内皮増生など   

の所見の有無によりによりGradelからGrade4までに分類される。本臨床研究は、星細胞   

腫Grade4（GradeIV astrocytoma）を対象とするc 星細胞腫Grade4は一般に膠芽腫   

（glioblastoma）または多形性膠芽腫（glioblastomamultifbrme）と称される。星細胞腫Grade3  

（GradeIIIasQTOCytOma二anaplastic astrocytoma）においては、組織学的に乏突起神経膠腫   

（01igodendrogi1oma）の成分の混在が予後良好因子として知られており、これらを区別して   

扱う場合があるが、Gmde4においては乏突起神経膠腫の成分の混在の考慮は通常行わない。   

神経膠腫において病期分類（ステージ分類）は行われていない。  

膠芽腫は、神経膠腫の32％を占め5年生存割合は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強く、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4）。  

星細胞腫Gfade3・4の予後を左右する因子として、組織型、年齢、手術摘出度、術前の  

Perfbmuncestatus（PS）などが挙げられている。  

膠芽腫の確定診断は組織学的診断によるため、画像診断にて膠芽月重が考えられる場合、   

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5）。術後補助療法は、現在はア   

ルキル化剤であるtemozolo血deと局所照射60q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6）。国内では、nitrosourea系のアルキ／レ化剤ACNUと局所照射が   

従来最も一般的に行われてきたが7）、最近ACNUに代わりtemozolomide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。  

膠芽腫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1ユー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60G）・の照射で12．ヰケ月、80・90G）－の照射で  

16．2ケ月、2年生存率は60Gyの照射で11．4％、80－90G）・の照射で38．ヰ％である8）。  

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二 脳の耐容線量のため有効線量  
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の追加照射は轟速または無効ナ亡場合が多く、化学療法も種々の薬剤や投与方法が試みられ  

てきた甲で、再発に対Lて有効性が確壬二されたむのはないこ   

ニ〔りように、初期方婚ナ繚治擦後に進行した膠芽瞳には有効な治療法が存在せザ、予後ほ  

不良であげ、従采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当該遺伝子治療臨床研究の概要   

ウイルス標法（oncolytlCヽ▼imstherapy）は、腫瘍細胞内で選択的に複製する増殖型ウノル   

スを腫瘍細胞に感染させ、ウイルス褐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封．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′ト限に押さえるため、ワイルスゲノムに人為的な遺伝子操作による   

改変を加えた遺伝子組換えウイルスを用いる＿ 腫瘍細胞に感染した増殖型遺伝子組換えウ   

イルスは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√二 複製した   

ウイ′レスはさらに同園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   

導入せずに腫癌を治癒させることが可能であると期待される9）。脳腫癌、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ルスの腫瘍内直接投与が行えることや、   

神経組織という高度に分化した非増殖細胞からなる組織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、薯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は、単純ヘルペスウイルス1型（HSV・1）の開発が進んで   

いる。HSV－1が脳腫瘍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－1は元来神経組織に親和性が高い上に、1）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multiplicityofinfection（MOI：細胞数に対する感染性ウ   

イルス投与量の比）で全ての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   

に必要なウイル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、ヰ）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－1抗体が細胞間ウイ／レス伝搬に影   

響しない、7）ウイルスDNA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っ   

本臨床研究では、複製型遺伝子組換えHSV－1であるG47Aを、初期放射線治療後の進行   

性膠芽魔の患者の腫瘍内に定位手術的に注入する二GJ7Aは、米国で再発悪性グリオーマを   

対象として臨床試験（第l相）で剛、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iいご G207およびGヰ7△についての詳細は「6章（5）③Gヰ7△の構造およ   

び（丑Gヰ7△の生物学的特徴」の楯に記載する。治療効果と複数回投与の安全性確認のため、   

投与は2匡i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  

P35   



の調査を行うことを主目的とする．二副次目的として、画像上の腫瘍締小効果や全生存期間、  

無増悪生存期間によりGヰ7△の効果を評価する 

③他の治療法との比較および遺伝子治療を選択した理由   

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

いる治療法は現在なく、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は少ない二 初期放射線治療で   

は、脳の耐容線量の限界まで照射を行うため、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。「7章安全性についての評価  

（1）⑤遺伝子導入に用いるG47△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。「6章遺伝子の種類および   

その導入法（5）⑨G47△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を示す。特に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HSV・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。  

5． 遺伝子の種類およびその導入法  

（1）人に導入する遺伝子の構造と性質   

①人に導入する遺伝子の構造  

本臨床研究では、複製型遺伝子組換えHSV－1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、G47A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、G47Aが複製する   

腫瘍細胞に導入される。  

②人に導入する遺伝子の性質   

導入された腫瘍細胞内において大腸菌LacZ遺伝子cDNAはG47Aウイルスゲノムの一部  

として存在し、細胞の染色体に組埠まれることはない。導入されたLacZ遺伝子はG47A自  

身のICP（iプロモーターにより一過性に発現される。  

③導入遺伝子からの生成物の構造およびその生物活性   

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



116kDaでLさ召量体として機能し、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サ  

る＝／トガラクLシダーゼは人極に対し毒性や病原性を有しノない「7重安全性についての  

評価（＝忘遺伝7－導入：こ堰いるGJ7△〟拍田胞傷害性」に後述明如く、LacZ遺伝子を発現する  

第二世代複製型遺伝子組換えHSヽLlであるG207が第Ⅰ相臨床試験において人グ）脳内（脳  

腫瘍内）に投与されてお牒 、LacZ遺伝子生成物の安全性は示されている  

（2）本計画で使用するその他の組換えDNAの構造と性質   

本計画では他の紐換えDNAは使用しない．  

（3）標的細胞とした細胞の由来および生物学的特徴ならびに標的細胞とした理由   

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、Gヰ7△が感染した標的細胞でウ   

イルス複製が行われる過程で腫瘍細胞が直接破壊される二  

（4）遺伝子導入方法の概略および当導入法を選択した理由   

Gヰ7△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、また選択的にウイルスを感染させることができる方法の一つである二  

（5）ウイルスを用いて遺伝子導入を行う場合  

（D G47△の野生型ウイルスの生物学的特徴および人に対する影響   

HSV・1はエンベロープを持つ二重鎖DNAウイルスである。ゲノムの大きさが約152kbであ   

り、約80のウイ／レス遺伝子を持つニ 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」として知られ、野生型ウイルスの初期感染は一般に軽症あるい   

は無症状であるこ まれに、角膜炎や脳炎を起こす。ヘルペス脳炎の発生は日本の調査では   

年間100万人に2．9人11）、欧米では年間20万人に1人12、13である。発癌性はない。免疫不全   

や新生児など特殊な条件下を除くと、HSl▼・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いご 成人の60～70％は抗HSV－1抗体を保持している二 抗ウイルス薬が存   

在し、重症の場合アシクロビル、バラシクロビルなどで治療される 

HS＼11は、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。接触感   

染以外の感染形式はない。感染した局所で複製した後、神経末端から感覚神経節（しばし   

ば三叉神経節）にウイルスは移送され、潜伏感染（1atencさう を確立する亡潜伏感染におい   

てはウイ／レスの複製は行われず、別の宿主への感染性を有しない。潜伏感染から再活性化   

（reaetivation）が起きると、ウイ′レスは皮膚粘膜（通常はEj唇）で顕荏化し、水嘔を形成   

する。潜伏感染の再燃などに際しまれに脳炎を発症するこ そのウイルス侵入経路について   

は三叉神経説と嗅神経説があるil）。   

HSl’－iは、エンベロープが破壊・変性すると容易に感敵性を失う．二 宿主から離れると環  

境中では2時間で死滅する15j Biosa鎚tさ∴と二、消毒薬（chemicaldisinfectants）に対する感   
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受性の点で1ipidviruses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こ  

HSl’－1を速やかに不倍化する消毒薬（chemiealdisinfbctanfs）は以下のものを含む二70％  

イソプロノリール、70－909もエタノール、塩素系漂白剤（例えば0．2％次亜塩素酸ナトリウム  

など）、10％ボビドンヨード、0．5－0．1％グルコン酸グロルヘキシジン、0．05～0．2％塩化ベ  

ンザ／レコニウム、など。物理的不活法（phさTSic∂1inactivahon）として、HSV－1は56℃（30  

分間）の加熱や紫外線照射（15分間）、pH4以下で速やかに感染性を失う16）。  

②G47A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G47△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nセンター（脳神経外科）・特任教授・藤堂具紀を責任者と  

し、東京大学医学部脳神経外科が行なう。   

WHOlたmマスターセルバンク（詳細は7章（3）細胞の純度の項に記述）からワーキングセ  

／レバンクを構築し、ウイルス製造には継代数の低い細胞を使用する。正しい変異を有する  

ことが確認されたG47Aから作製したマスターウイルスストックを1た和細胞に感染させる。  

2日後、細胞を回収し、凍結融解操作で細胞内のG47Aを遊離させる。フイ／レターろ過によ  

り細胞成分を除去したのち、細胞由来のDNAおよびRNAをBenzonaseにて酵素処理する。  

高速遠心にてウイルスを沈殿させ、混入する核酸および蛋白を除去する。これを10％グリ  

セリン加燐酸緩衝液げBS）に再浮遊する（添付資料5（2）11）。   

使用する培地、血清、試薬等は全てcGMP規格に準拠している。ウシ血清については  

オーストラリア産でウイルスなどの病原体の混入がなく、さらにガンマ線照射されたもの  

を使用する。  

③G47Aの構造   
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書琵．からぢる弓箭コヒ】のγエゴ5領域の欠失によ㌧j、痺酎三㌫消失と擾幕選択的ウイル  

ス複製が碍られ恵 三て打との不語化によLj．増殖が盛んで亭む熱性が上昇している餓棺に  

おいて選択的にウイルスほ複製するL／きαゴ‾の欠真により．ウイルスに悪梁した紹範の  

…v・矩木二 こ′にi≡三、！の膿寿低下が淡止される．またγ5ヰ．5穴失りづルスの複製能力が逢窺紹軽  

て改革するが．正窯場絡へ坑‡毒そ生に変化はない  

エンベロープおよびその内側のキャブシドは野生型HSV－1と同じである。Gヰ7Aほ、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、第三世代複製型遺伝子組換  

えHSVl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ルス複製を  

可能にするため、ウイ′レ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りこすなわち、2つコピーが存在する†3ヰ．5  

遺伝子の双方の欠失と、マーカーのLacZ遺伝子の挿入によるICP6遺伝子（ribonucleolide  

陀ductase（RR）の大サブユニットをコードする）の不活化、およびαヰ7遺伝子の欠失という  

三重変異を有する（添付資料5（2）11）。Gヰ7Aは、γ34．5遺伝子欠失とICP6遺伝子不信化の  

二重変異を有する遺伝子組換えHSV－1G207のウイノレスゲノムに、αヰ7遺伝子の欠失変異を  

加えることによって作製された＝  

†きヰ．5はHSV・1の病原性に関連した遺伝子で、これを欠失させた変異株は正常細胞でのウ  

イルス複製能が著しく減弱することが判明している17）二正常細胞ではウイルス感染が起こ  

ると二本鎖RNA依存性プロテインキナーゼ（doubJe strandedRNA－aCtiヽ▼ated proteinkinase：  

PKR）がリン酸化され、それが翻訳開始因子eIト2aをリン酸化し、その結果ウイルス蛋白を  

含む細胞内での蛋白合成が遮断される。†34．5遺伝子産物はリン酸化PKRに括抗してウイ  

／レス蛋白の合成を可能にするが、†3ヰ．5遺伝子欠失HSV－1は正常細胞では複製を行えないこ  

しかし、正常細胞と異なり、腫瘍細胞では普遍的にPKRのリン酸化が低いため、†3ヰ．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柑）   

RRはウイルスDNA合成iこ必要な酵素であるが、この遺伝子を不信化すると、ウイルス  

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の欠  

落酵素が補われてウイルス複製が可能となる＝ αヰ7遺伝子のコードする蛋白質は、宿主細  

胞の抗原呈示関連トランスポーター（TAヂ）を阻害して細胞表面のMHCCiassIの発現を抑え   



ることによって、ウイ／レス蛋白の提示を抑制し、宿主の免疫サーベイランスから逃れる作  

用を有する、従って山7遺伝子欠失HSV・1では宿主細胞のMHC ClassI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′二 またGJ7△は、αヰ7遺伝子と重なる  

USll遺伝子のプロモーターも欠失するため、USll遺伝子の発現時期が早まり、これが†3ヰ．5  

変異のsecondsitesuppressorとして機能してY34．5欠失HSV・1において減弱したウイ／レス複  

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、GJ7△は、ウイル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＝ 親ウイルス  

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G207  

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。G47A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HSVJlに戻る（托Ⅴ叫）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。G47△はHSV－1strainF由来であることから、37OC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。   

臨床製剤の製造に先立ち、使用するGヰ7△の全ゲノムの塩基配列の解析を行い、†34．5、ICP6、  

α47の3つの遺伝子の改変箇所が設計どおりであることが確認された。遺伝子改変部付近  

の塩基配列解析結果を添付する（添付資料5（2）11）。  

④G47Aの生物学的特徴   

l）培養細胞におけるウイルス複製能力：   

G47Aは、臨床応用された第二世代複製型遺伝子組換えHSVJIG207の改良型であること   

から、G47Aの生物学的特徴についてはG20719）との比較検討が主になされた。ヒト神経芽   

細胞腫株SK．－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Sq20B、およびアフリカミドリザル腎細胞株＼屯和において、G47AはG207   

に比し優れた複製能力を示し、multiplicityofinfection（MOI）＝0．01にて感染後24時間後   

の産生ウイルスの回収量はG207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時間後のウイルスの回収量はG207に比し12倍高かった1）。   

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   

G47Aの産生ウイルス回収量はG207に比し22倍高かった20）。   

G47Aと野生型HSV－1との比較では、MOI＝2における産生ウイ′レスの回収量は、U87MG   

では感染24時間後において9．5倍、U138では感染22時間後において125倍、野生型HSV－1   

のほうがG47△より高く、野生型HSV－1に比べるとGヰ7Aの複製能は減弱している。   

G47Aは細胞周期を停止させたヒト初代培養ケラチノサイト（HKC）において、MOI≦  

10でウイルス複製による殺細胞効果を現さなかった21）。G207は丸‡0Ⅰ＝0．1で正常星状細  

胞や正常神経細胞の培養糸田胞においてウイルス複製による殺細胞効果を現さなかった 19）  
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2）培養細胞における殺細胞効牒：   

ヒト膠音腫細胞抹U87MG、U373、U138、ヒト棄ノ痩黒色腫細胞採62ヰおよぴ888におい  

てはMOI＝0．0ユニて、またマウス神種芋細胞膜株NetlrO2aにおいてはMO‡＝0．1にて、感  

染後3・ヰ≡でGヰ7A…iG2n7∴比しより速やかに細胞を死滅させたr US7MG細胞持1ニおい  

てG17△（MO‡＝0．Oi．day3）が80％U：）細胞を死滅させたのに対し、G207は10％の細胞を死  

綴させたのみであった1… ヒト前立隠密細胞楳LNCapとDU‖5において、MOI＝0．卜で、  

Gヰ7△はG2n7に比べ有書に速ゃかな殺細胞効巣を呈したこい   

3）感染宿主細胞のMHCClass王莞現に対する影響：   

ヒ●、繊維芽細胞抹Detroi‡551において、野生型HSV－i（strainF）またはG207は、感染  

2ヰ時間以汽に宿主細胞㌃）丸正HC ClassIの発現をヰ0％程度iこまで低下させたのに対し／、  

Gヰ7△はMHCClassIの発現を100％綻持した1′ニヒト憩性黒色腫細胞株を用いた検討では、  

MHC ClassIの発現が元来比較的高い938株と1102殊において、G17AはG207に比べ、  

感染後のMHCCiassIの発現低下を有意に抑制したc MHCClassIの発現が元来低い621  

株、888輯、および1383株においてはG207との差は見られなかった二   

4）腫瘍反貯性丁糸田胞の活性化作用：   

ヒト悪性黒色腫細抱株938去；よび1102において、Gヰ7△感染腫瘍細胞はG207感染腫瘍  

細胞に比べ、それぞれの細胞殊に特異的に反応する瞳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－JO％増加させたi）。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Gヰ7△、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   

ヌーードマウスの皮下に形成されたU87MGヒトグリオーマヤ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1xlOロplaque一砧m血g血ts（p餌をヱ回腫瘍内投与す  

ると、Gヰ7A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、Gヰ7△  

治療群は12匹中8匹に治癒が見られたi）。   

アンドロジュン依存性前立腺癌細胞株であるヒトHONDAおよびマウスMを用い  

たマウス皮下腫瘍モデルにおいて、G47△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。また前モデノンに対しては2xlがp魚12回、後モデ′レに対してほ5Ⅹ106  

p鮎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20－二 またホルモン療法後にホルモン不応性となり再発したヒト前立腺癌HONDAに対  

してもGヰ7△の腫瘍内投与は増殖抑制効果を示したニ0）  

6）マウス脳腫瘍に対する抗腫瘍効果：   



マウス脳内に形成されたU87MGヒトグリオーマヤNeuro2aマウス神経芽細胞腫に対し、  

それぞれ1xlO6pfu単回および2Ⅹ10〕p知2回の腫瘍内投与を行うと、G17ÅはG207に比  

べ生存期間を延長した二U87MG対照群の生存期間中央値が27日であったのiこ対し、G2昭  

治療群は36日．、Gヰ7A治療群はヰ2日と有意に生存期間を延長した′－Neum2aにおいては  

対照群の生存期間中央値が11日であったのに対し、G207治療群は14日．、Gヰ7△治療群は  

15日と生存期間を延長する傾向が見られた。   

7）マウス乳癌モデルにおける抗腫瘍効果‥   

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2Ⅹ  

107p良1の4回腫瘍内投与および2Ⅹ106p血の単回腫瘍内投与を施行したところ、Gヰ7△は  

G207に比し有意に優れた抗腫瘍効果を示した2：・23） ＝ また、ヒト乳癌MDA－MB－435の脳  

内移植腫瘍に対して血液脳関門開放案割との併用で1Ⅹ107p如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12．9日であったのに対し、G47A治療群は17・4  

日と有意に生存期間を延長した。乳癌を自然発生するC3（1）／トAgマウスモデルにおいて、  

2Ⅹ107pnlのG47△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、G47A治療群はS．5過と有意に優れた抗腫瘍効果を示した22・二3）。   

8）マウス神経線維腫モデルにおける抗腫瘍効果：   

マウス神経線維腫症2型（NF2）の自然発生腫瘍モデ）t／PO－SchA（39－121）line27において  

腫瘍の大きさを経時的にMRIにて観察したところ、1Ⅹ107p魚1の6日おき2回のG47A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  

N下2患者由来のヒト神経鞘腫おいて、1Ⅹ107p餌の6日おき2回のGヰ7A腫瘍内投与を行  

なうと、腫瘍締小効果が見られた24）。   

9）G207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、invitro  

ではMOIO．1で3～6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invivoにも反映され、ヌ  

ードマウスの頭蓋内に形成されたUS7MGグリオーマやF5悪性髄膜腫にG207（2～5xlO6  

p餌を1回腫瘍内投与すると有意に生存期間が延長する24〉＝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、多種のヒトの腫瘍に（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の抗腫瘍効果は、〟Jマウス及び同系のN18（神経芽柳包腫）  

細胞やNeuro2a（神経芽細胞腫）細胞の脳腫瘍および皮下腫瘍モデ／レ、およびBALB／cマ  

ウスのCT26（大腸癌）皮下腫瘍モデルで調べられたっその結果、G207は正常免疫下に  

おいても高い抗腫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  

r   



起するたゼ）、抗曙嬬効果が増強されることが示されたノ この抗腫瘍免疫は腫瘍特異的な  

細胞傷害性丁細姫沼津吏托TL）の上昇を伴い、脳内と皮下のいずれでも効果を示したこさ  

同じマウス睦痛モデルでステロイド投与の影響を調べたところ、免痙抑制下においてもぅ  

腫瘍夷のウイ′7レス筏製に変化fまなく、基本的な抗腫瘍効果に景三誓言ま無かったが、ステこ了  

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6（）  

′70％はHSV一三に対する抗体を保有するが、予め非致死量のHSV－i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／⊃た二6ノ  

6．安全性についての評価  

（l）遺伝子導入方法の安全性   

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  

で行われるニ遺伝子組換えHSV・1の定位脳手術による脳腫瘍内投与法は、G207の第I相  

臨床試験（米国）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．二   

②遺伝子導入に用いるG47△の純度  

臨床研究に使用されるGヰ7A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cG膵生産される。製造は、東京大学大学院医学系研究  

科・TRセンター（脳神経外科卜藤堂具紀を責任者とし、東京大学医学部脳神経外科が  

行なう。正しい変異を有することが確認されたGヰ7△を用い、WHOVヒm細胞のマスター  

セルバンクを用いて臨床製剤は作製される。G47△製剤は10％のグリセリンを含む燐酸緩  

衝液げhosphateAb11恥redSaline二PBS）内に浮遊している。これらの物質はいずれも純度お  

よび安全性に問題のないものを用いることとする。  

これらは臨床製剤生産の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BioReliance社に委託して品質試験を施行する。精製前のウイルス回収液（バ′レクハ  

ーベスト）におい て最も重点的な試験を行なう。ろ過と遠心による精製、およびチュー  

ブへの分注過程では細胞戒分および動物由来の試薬を使用しておらず、各種ウイ′レスの  

混入の可能性は極めて少ないと考えられ、この2工程においては無菌試験およびエンド  

トキシン試験のみを行うっ  

品質試験項目を以下に記載する＝その概要およびすでに得られている結果については添  

付資料5（2）7に記載する二  

A．Vero細胞のマスターセノレバンクの品質管理試験  

無菌・莫菌否定試験  

マイコブラズマ否定試験   



透過型電子顕微鏡によるウイルス粒子の評価  

レトロウイルス否定試験（FpERT：逆転写酵素活性）  

ウイルス存在否定inヽ7itro試験  

ウイルス存在否定inヽ▼il・0試験  

SIVウイ′レス 検出PCR試験  

アイソザイムによる細胞確認試験  

ウシ1虫来ウイルス存在否定in＼′itro試験  

ブタ由来ウイルス存在否定illl・itro試験  

サルD型レトロウイルス 検出PCR試験  

SnVウイルス 検出PCR試験  

サルSpumウイルス検出PCR試験  

HIV－Ⅰ・HIVII検出PCR試験  

mI・HTI」ⅥⅠⅠ検出PCR試験  

B．G47△精製前のウイルス回収液（バルクハーベスト）の品質管理試験  

無菌・真菌否定試験  

マイコプラズマ否定試験  

電子顕微鏡によるウイルス粒子の評価  

ヒトウイルス検出定量的PCR試験  

SIVウイルス 検出PCR試験  

STIJVウイルス検出PCR試験  

サルD型レトロウイルス検出PCR試験  

サルSpumaウイルス検出PCR試験  

レトロウイルス否定試験（FPERT：逆転写酵素活性）  

ウシ由来ウイルス検出PCR試験  

ブタ由来ウイルス検出pCR試験  

C．精製後のG47Aウイルス液の品質管理試験  

無菌・真菌否定試験  

エンドトキシン試験（Lim血sAmebocy絶叫Sate（LAL）法）  

D．G47A最終製品の品質管理試験  

無菌・真菌否定試験  

エンドトキシン試験（LimulusAmebocyte毎Sate（LAL）法）  

E．東京大学脳神経外科で行なう品質管理試験  

力価測定試験  

野生型HSV－1ウイルス混入否定試験  

BeIISZOnaSe定量  
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③被験者に投与する物質の純度およびその安全性   

臨床研究鞘Gヰ7△製剤は、CGMP生産され、1糟b グリセリンノ′燐酸緩衝生理食塩でこ  

（pbospぬtebⅦ汀eredsaline二PBS）の懸濁濱として、滅菌状態で凝結弼バイア′レに分注され、   

－75℃以下で凍結保存される一 使閂する培地、血清、試薬等は全てcGMP規格に準拠して   

おり、医薬品、医薬品原料、またはそれに準じている】ウシ血清についてはオーストラ  

リア寝でウイルスなどの病原体の混入がなく、さらにガンマ緑照射されたものを使用す   

る  

④増殖性ウイルスの出現の可能性   

Gヰ7△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二 Gヰ7A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（re、▼erり可能性はゼロに   

等しい 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（reacti＼・ation）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 

上記②および添付資料5（2）7に記載のように、GJ7△製剤中に増殖型・非増殖型の各種   

ウイ′レスの混入がないことの品質試験を英国BioReliance社に委託して行なう二 また、最   

終製剤中のG47A以外の組換えHSV・1の混入の有無については、LacZ挿入部位の外側に   

設計したプライマーを用いたPCRを行い、野生型に由来する長さのDNA断片が増幅さ   

れないことを検証する。  

⑤遺伝子導入に用いるG47Aの細胞傷害性   

〟JマウスヤBALB／cマウスほ、HSV－1に感受性の高いマウス系として知られる27）。三   

重変異を有する第三世代複製型遺伝子組換えHSV－1Gヰ7△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（7）二重変異ウイ／レスゲノム   

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／Jマウスを用   

いて、G47A（2x106pfu）の脳内単回投与の安全性を、野生型HSV－1（StrainF：2xiO3pfu）  

およびG207の可能最高投与量（2Ⅹ106p魚1）を対照として盲検法で比較したり。野生型   

HSV－1は10匹全て死亡した0）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、脳内単回投与においてG47△が   

G20？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（添付資料5（2）12－1）。   

更にAノJマウスを鞘い、Gヰ7△の脳内単回投与、静脈内単回投与、腹腔内単回投与の安   

全性を、野生型HSV－1（strain F）を対照に、繰り返し徹底的に調査した。脳内単画投与   



では、野生型HSV－1（2Ⅹ103pfu）で29′′′30匹が死亡したのに対し、Gヰ7△ではその1000倍量  

（2xlO6p血l）で50匹全て、2500倍量（5xiO6pfh）で2針30匹が生存した＝ 静脈内単回  

投与では、野生型＝SV－1はlxlがp氏lで11′15匹、1x106p血lで22／ヱ5匹、1xlO7p免lで  

6／10匹が死亡したのに対し、G17△は1xlO7pfbで川匹全て、ヰⅩ10′p免1で15匹全て、2Ⅹ  

108p凰lで19／25匹が生存した。腹腔内単回投与では、野生型HSV・1は、2Ⅹ104p餌で2／25  

匹、2x105pfuで2／25匹、2Ⅹ106pfuで3／10匹が死亡したのに対し、Gヰ7Aは試験に削、  

た60匹全てが生存した（1xlO7p氏1が5匹、3Ⅹ107phが25匹、1xlO8p軋1が20匹、3  

xlO8pfuが10匹）。以上より、脳内単回投与では、G47Aは野生型HSV－1に比べ1000倍  

以上の安全性を示すことが再確認された。また、静脈内単回投与や腹腔内単回投与では、  

野生型HSV－1でも全例死亡するほどの毒性を呈するに至らなかったが、死亡例が出始め  

る最低投与量を比較すると、いずれの投与経路においても、Gヰ7Aは野生型HSV－1に比べ、  

少なくとも1000倍以上の安全性を呈することが示された。   

G‘17AはG207の改良型ウイ／レスであり、G47AはA／Jマウスに対する脳内単回投与で  

G207 と同等以上の安全性を示すことが確認されている。G207に関しても、動物を用い  

た徹底的な安全性評価が行われている。BA⊥B／cマウスの脳内または脳室内単回投与では  

最高量1xlO7pfuで何の症状も認めず、LD5。量の野生型HSV－1の脳内単回投与を生き延  

びたBALB／cマウスの脳に再度G207（1x107pfu）を投与しても潜在HSV・1の再活動を誘発  

しなかった28〉。また、ヨザル（加加乃α〃り明‡αe（0、、・1mo止e）r））はHSV－1に感受性が高い霊  

長類として知られており、合計22匹がG207の安全性評価に用いられた10，29）。ヨザルの  

脳に野生型HSV－1（StrainF）を103pfu単回投与すると脳炎を生じて5日以内に死亡するが、  

G207では109p魚lまでの単回投与或いはIO7p丘lの反復投与でも症状を呈さず、MRIや病  

理学上も異常を示さなかった10）（添付資料5（2）12－3）。カラムで精製した臨床用（clinical  

grade）のG207の安全性は4匹のサルで詳鰍こ検討され、3Ⅹ107pfuが脳内に単回投与さ  

れた29）。観察期間中、サルは全く無症状の上、1，3，7，10，14】21，31日目に唾液、涙、膣  

分泌液を採取し、ウイルス排出の有無が検証されたが、いずれの検体からも感染性ウイ  

ルスおよぴG207のDNAは検出されなかったc G207の脳内投与1ケ月後（3Ⅹ107pfu）  

もしくは2年後（109p乱l）の解剖で採取した全身の組織検体からは、いずれも感染性ウ  

イルスが検出されず、PCRによりG207のDNAが中枢神経系に限局して検出された。（添  

付資料5（2）12－2）。また、全例で血清抗HSVl抗体がG207脳内投与約3週間後より上昇  

した。ヨザルを用いた安全性評価の結果は、マウスを用いた安全性評価の結果を再確認  

した。   

米国アラバマ大学バーミンガム校とジョージタウン大学医療センターにおいて、再発神  

経膠腫を対象とし、腫瘍治療用に開発された第二世代遺伝子組換えHSV－1のG207を用  

いて再発悪性グリオーマ患者21例を対象に米国で第Ⅰ柏臨床試験が行われた（1998年－  

2000年）30）。一投与量ごとに3例ずつ、1Ⅹ106p如から3倍ずつ投与量を増やして5Ⅹ10夕  

p免1まで、増強CTの増強部位に定位脳手術により腫瘍内に単回投与された）その結果、  
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