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同種造血幹細胞移植後の再発白血痛に対するヘルペスウイルス・チミ   

ジンキナーゼ導入ドナーTリンパ球輸注療法の臨床研究新旧対照表  

（新）  （旧）（筑波大学・平成21年11月）  

1遺伝子治療臨床研究実施計画変更報告書及び実施計画書  

（1）研究実施期間  

平成14年3月14日から平成24年3月13日（10年間）  

1遺伝子治療臨床研究実施計画変更報告書及び実施計画書  

（1）研究実施期間  

平成14年3月14日から平成22年3月13日（8年間）  

（2）総括責任者  

筑波大学人間総合科学研究科 血液内科 適塾  

小野寺 雅史（代理・副総括責任者）  

（2）総括責任者  

筑波大学人間総合科学研究科 血液内科 塵墜  

総括黄任着であった血液内科の前教授の後任 
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者   

（3）総括責任者以外の研究者  

須磨崎 亮 筑波大学・人間総合科学研究科・教授 患者の選定、患者への  

説明および同意の取得、治  

療効果の判定（小児科）  

（3）総括責任者以外の研究者  

小野寺 雅史 筑波大学・人間総合科学研究科・講師  ウイルスベクター全般   

長谷川 雄一 筑波大学・人間総合科学研究科・講師 内科的診療（内科）  
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説明および同意の取得、治  

漉鋸しの半l定（l仲村  

須磨崎 亮 筑波大学・人間総合科学研究科・教授 患者の選定、愚者への  

説明および同意の取得、治療  

効果の判定（小児科）  

福島 敬   筑波大学・人間総合科学研究科・講師  

鈴川 和己  筑波大学・人間総合科学研究科・講師   

内科的診療（′N値鞘   

内科的診療（内科）   

分子生物学的検査   

内科的診療（内科）  

遺伝子導入、安全管理  

大越 靖   筑波大学・人間脚学研究料・辞師  長谷川 雄一 筑波大学・人間総合科学研究科t講師  

向井卵 師i  

大越 靖  筑波大学・人間総合科学研究科・講師  

福島 敬  筑波大学・人間総合科学研究科・講師  

大塚∴藤男 筑波大学・人間総合科学研究科・教授  

野口 雅之 筑波大学・人間総合科学研究科・教授  

松井 良樹 筑波大学・人間総合科学研究料・助教授  

内科的診療（内科）  

内科的診療（内科）  

内科的診療（内科）  

内科的診療（小児科）  

移植片対宿主病の診断  

移植片対宿主病の診断  

末梢血単核球分離・細  

金子 新   筑波大学・人間総合科学研究科・ヲ  

東京大学医科学研究所・助  

挿遭伝子亀入条件の設定  

遺伝子導入細胞の動態舶  

析、免疫学的検査、ウイ  
・
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ルスペクターーの  

塵鎧壷  

金子 新   蜘捕御株科・繹唾 遺伝子導入細胞の動態  

解析  

中内 啓光 東京大学医科学研究所・教授 免疫学的検査の管理と指導  

大津真   東京大学医科学研究所・助教 ウイルスべク  

移植片対宿主病の診断  

移植片対宿主病の診断  

大塚 藤男 筑波大学・人間総合科学研究科・教授  

野口 雅之 筑波大草・人間総合科学研究科・教授  

些・托Rを用いた遺伝子  

導入細胞のクロナリティの  

解析  

中内 啓光 東京大学医科学研究所・教授 免疫学的検査の管理と指導  

大津 真   東京大学医科学研究所・助教 PCRを用いた遺伝子導入  

細胞のクロナリティの解析  

坂巻 薔  都立駒込病院血液内科・迩量 適応患者の選定（内科）  

対義【瀬 都立駒込病院血液内科・塵貞 適応患者の選定（内科）   



土田 昌宏 茨城県立こども病院小児科・皇室量適応患者の選定い、児科）  小野寺 雅史 国立卿仝掛こ  

する情報の収集と助言  

小池 和俊 茨城県立こども病院小児科・医員 適応患者の選定（小児科）  

坂巻 寿  都立駒込病院血液内科・基盤蓋 適応患者の迷走（内科）  

大橋「輝 都立駒込病院血液内科・宣長 適応患者の選定（内科）  

土田 昌宏 茨城県立こども病院小児科・塵監畳 適応患者の選定机、  

児科）  

小池 和俊 茨城県立こども病院小児科・重量 適応患者の選定（小児  

科）  

加藤 俊一 東海大学二総合医学研究所・教授 適応患者の選定（小児  

科）  

加藤 俊一 東海大学総合医学研究所・教授 適応患者の選定（小児科）  
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P  
担当研究者の異動に伴い、修正。  

（4）変更時期   

平成19年4月土日  
（4）変更時期  

平成旦土牛1＿主．月旦旦目   

2 遺伝子治療臨床研究実施計画書  

（1）2－2 副総括責任者氏名およびその担当する役割  

2 遺伝子治療臨床研究実施計画書  

（1）2－2 副総括寿任者氏名およびその担当する役割  

小野寺 雅史   削除   

担当研究肴転出に伴い、副総括資任者を廃止する。  
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（2）4二 遺伝子治療臨床研究の目的  

3．∝V投与によるGⅥ心の沈静化  

GⅥ廿発症時に∝Ⅴの投与を行った症例に対し、そのGⅥ血   

沈静化の程度を「急性GV7iDのGrade（別添8）」を参考に判   

定する（例皮膚ⅠⅠⅠう0）。また、同時に抗ⅧGFR抗体を用   

いたFlムwcvtometry‡解析ならびにHSV－TK遺伝子に対する   

polymerase chain reaction（PCR）法にて遺伝子導入細胞   

の推移を測定する。C脚発症の際にGⅣを投与した症例に関  

しては、上記Flowcvtometry、PCRにて遺伝子導入細胞の   

推移を検討し、GⅣ’投与による遺伝子導入細胞の排除率を測  

定する。 ［○  正式な表翫変更  
］  

（2）4．遺伝子治療臨床研究の目的  

3．GCV投与によるGⅥ心の沈静化  

GⅥ欄発症時にGⅣの投与を行った症例に対し、そのGⅥ血   

沈静化の程度を「急性GⅧDのGrade（別添8）」を参考に判   

定する（例皮膚ⅠⅠⅠう0）。また、同時に抗1此FR抗体を用   

いた坦角斬ならびにHSV－TL（遺伝子に対するplymeraSe   

Chainreaction（PCR）法にて遺伝子導入細胞の推移を測定   

する。仇Ⅳ発症の際に∝Ⅴを投与した症例に関しては、上記   

塾⊇、PCRにて遺伝子導入細胞の推移を検討し、GCV投与に   

よる遺伝子導入細胞の排除率を測定する。  
・
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（3）6－2．標的細胞とした紳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  

本臨床研究の標的細胞はドナー由来の末梢血丁細胞で  

ある。これはGVL効果のメカニズムが未だ解明されてい  

ないものの、GVL効果を担う免疫担当細胞がドナー由来の  

T細胞であることが多くの実験から支持されているため  

である。最近これらT細胞がGⅧDの原因となるT細胞と  

（3）6－2．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  

本臨床研究の標的細胞はドナー由来の末梢血丁細胞で  

ある。これはGⅥ一効果のメカニズムが未だ解明されてい  

ないものの、GⅥノ効果を担う免疫担当細胞がドナー由来の  

T細胞であることが多くの実験から支持されているため  

である。最近これらT細胞が仇Ⅶ）の原因となるT細胞と   



異なることが示唆されているが、現実的には両者を区別  

することは不可能であるため、本研究においてはリコン  

ビナント・ヒト・インターロイキン2（rhIL－2）と抗CD3   

抗阻延迫にて赤廠した末梢血リンパ球（T細胞全体が  

標的細胞として使用される。  

末梢血リンパ球は上記のサイトカインの存在下で長期  

間培養可能であり、レトロウイルスの感染効率も極めて高  

いことが過去の嘩床治験より証明されている毎2、43）。  

（4）6－4－4．ウイルスベクターの生物学的特徴  

パッケージング細胞昧血12はア・ン杢トロピック系のパッ   

ケージング細胞株で、感染宿主は広範であり、マウス、ラ   

ット、サル、ヒト等の細胞に感染する。ただレトロウイル   

スの場合、静止期の細胞には感染せず、遺伝子導入に際し   

ては種々のサイトカインで標的細胞に刺激を与え、細胞を   

細胞周期に誘導しなければならない。一本臨床研究では末梢   

血丁細胞をrhIL－2と些数で刺激する。レトロウイルスベ   

クターにより導入された遺伝子は一般的に安定で、細胞分   

裂ごとに娘細胞へと伝えられていくが、導入された遺伝子   

発現に関してはinviⅧにおいて、種々の吉山toff機構に   

より減弱していくことが知られている。本臨床研究で嘩用   

されるウイルスベクターは増殖能を欠いているので、RCR   

が存在しない限り、感染した末梢血丁細胞から周囲の細胞   

へ感染することはない。   

異なることが示唆されているが、現実的には両者を区別  

することは不可能であるため、本研究においてはリコン  

ビナント・ヒト・インターロイキン2（止IL－2）と抗  

CD3A：D28抗体結合ビーズにて刺激した末梢血リンパ球（T  

細胞）全休が標的細胞として使用される。  

末梢血リンパ球は上記のサイトカインの存在下で長期  

間培養可能であり、レトロウイルスの感染効率も極めて  

高いことが過去の臨床治験より証明されている（42、43）。  

（4）6－4一屯 ウイルスベクターの生物学的特徴  

パッケージング細胞株血12はアンZ宣トロピック系のパ  

ッケージング細胞株で、感染宿主は広範であり、マウス、   

ラット、サル、ヒト等の細胞に感染する。ただレトロウイ   

ルスの場合、静止期の細胞には感染せず、遺伝子導入に際   

しては種々のサイトカインで標的細胞に刺激を与え、細胞   

を細胞周期に誘導しなければならない。本臨床研究では末   

梢血丁細胞をrHL－2と抗003／00謂抗体結合ビーズで刺激   

する。レトロウイルスベクターにより導入された遺伝子は   

一般的に安定で、細胞分裂ごとに娘細胞へと伝えられてい   

くが、導入された遺伝子発現に関してはinvivoにおいて、   

種々の・血toff機構により減弱していくことが知られてい   

る。本臨床研究で使用されるウイルスベクターIま増殖能を   

欠いているので、mが存在しない限り、感染した末梢血丁   

細胞から周囲の細胞へ感染することはない。  
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（5）7一卜1．遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度  （5）7－1－1．遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度  
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（略）  

レトロウイルスベクター産生細胞の品質検査項目  

（略）  

レトロウイルスベクター産生細胞の品質検査項目  

噛内容   方法   結果   

AI此FRの発現（細胞解凍時、および8過日  FlowcYtOmetrV角  〉95％   

境内容   方法   結果   

AL隅FRの発現（細胞解凍時、および8週目  FAG解析   〉95％   

［ 

○な表記に変更  

（6）7－1－2．患者に投与する物質の純妊および安全性  

］  

患者に投与する物質は、遺伝子が導入されたドナー末梢   

血リンパ球のみである。培養に用いられる血清は、ウシ血   

清が患者にとって異種タンパク質であり、時として患者に   

とって抗原となり得るため、末梢血丁細胞培養に際しては  

（6）7－1－2．患者に投与する物質の純度および安全性  

患者に投与する物質は、遺伝子が導入されたドナー末梢   

血リンパ球のみである。培養に用いられる血清は、ウシ血   

清が患者にとって異種タンパク質であり、時として点者に   
とって抗原となり得るため、末梢血丁細胞培養に際しては   



ドナーの自己血煩が用いられる。遺伝子導入の際に用いら  

れる種々の試薬や抗体に関しては、遺伝子導入細胞を重畳  

蛙盈皇する前に3％ドナー自己血躾を含む壁些で十分に洗浄  

されるが、遺伝子導入終了後、細胞の一部をSRL杜廷遷但  

し、以下の検査を行うことで安全牲を確かめる。安全性が  
確認されるまで遺伝子導入細胞は－80℃で保存され、安全性  

が確認された後に使用される。  

ドナーの自己血妓が用いられる。遺伝子導入の際に用いら  

れる種々の試薬や抗体に関しては、遺伝子学入細胞を速鎧  

塵壷する前に粥ドナー自己血疑を含む堅で十分に洗浄さ  

れるが、遺伝子導入終了後、細胞の一部をSRL社ならびに  

筑波大学附属病院検査部に捏増し、以下の検査を行うこと  

で安全性を確かめる。安全性が確認されるまで遺伝子導入  

細胞は一鮒℃で保存され、安全性が確認された後に使用され  

る。   

塵旦RCRテストの一種であるRト4Sl√テストは最終結果  

が判明するまで約4週間かかるため、逆転写酵素活性が測  

定感度以下であることならびに冗Rによりenv遺伝子が増  

幅されないことを確認された遺伝子導入ドナーリンパ球は  

鱒αテスト陰性と判断され、患者に投与できるものとする。  

ただし、同検体を用いた和一4STテストが後に陽性と判明  

した際は、速やかに投与後町患者末梢血ならびに血紫を用  

いて逆転写酵素活牲とmによ■るenv逓伝子増幅検査を行  

ヤ、、その結呆、いずれのヤーつでも陽性と判明した場合は墜堅  

陽性と判断し、GⅥ心時と同用量のガンシクロ勘レを投与宣  

細粒の場  

全時ガンシクロピノ嘩欺  

邸）定期検査までの経過姉娘子導入ドナーリ  
ンパ鋼船郷陽性  

が疑われた場合もGⅧ）時と同用量のガンシクロビルを投与  

テストにおけるPG－4S＋「テストは最終結果が判  適」RCR   

明するまで約4週間かかるため、患者投与に際しては逆転  

写酵素活性が測定感度以下ならびにmに■よりe。，遺伝子  

が増幅されないことを確琴の上、調整細胞を投与できるも  

のとする。ただし、後に判明したP㌻4STテストにて陽性  

が確認象れね紛糾旦即座に患者末梢血ならびに血衆を用  

いて逆転写酵素活性の測定、Pα法によるenv遺伝子の増  

幅、削訂「テストを行い、いずれの一つでも陽性と判明  

した場合はGⅥ心時と同用量のガンシクロビルを投与主ゝ＿遺  

伝子導入細胞を死滅させる。更に抗ウイルス剤等も併用し、  

最善の治療を行う。そして、上記検査がすべて陰性化する  
まで患者を外界との接触を断った個室にて管理する（「遺伝  

子組み換え生物等の規制による生物の多様性の確保に関す  

る法律」に基づく）。その過程でリンパ腫を含む異常細胞の  

増殖が確認された場合、種々の検査結果を基に最適な治療  

法を選択し、治療を開始する。患者細胞を用いた検査にて   

・
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する。瑚こ適した治療が存  

在する場合は、それを併用する。そして、上記検査がすべ  

て陰性化するまで患者を外界との接触を断った個室にて管  

理する（「遺伝子組み換え生物等の規制による生物の多様性  

の確保に関する法律」に基づく）。その過程でリンパ腫を含  

む琴常細胞の増殖が確認された場合、種々健基に最  

適な治療法を選択し、治療を開始する。患者細胞を用いた  
検査にて陰性と判明した場合でも定期的に野生型ウイルス  

の存在を確認する。  

陰性と判明した場合でも定期的に野生型ウイルスの存在を  

確認する。  

1．無菌性（細菌、真菌、マイコプラズマ）  

2．細胞のRCRテスト（逆転写酵素活性、enV遺伝子、Mus   

dunni細胞との共培養後のPG－4STI／テスト：治療開始時   

のRCR噸は逆転写酵素活性、enV遺伝子の有無によ   

って判定する。）  

3．上清甲の肛Rテスト（逆転写酵素活性、enV遺伝子、Mus   

dunni細胞との共培養後のPG－4S＋「テスト；治療開始時   

のⅦモの査宣は逆転写酵素離、飢V遺伝子の有無によ   

って判定する。）  

4．FIowcytometryによるドナー細胞のAI」NGFR＃現  

5．エンドトキシン（LAL gelation test）  

6．細胞状態  

7．GCVの感受性  

1．無菌性（細菌、真菌、マイコプラズマ）  

2・細胞のRCRテスト 仙sdunni細   

S＋「テスト、逆転写酵素活性、enV遺伝草し治療開始時   

のRCRの壷盤は逆転写酵素活性、enV遺伝子の有無によ   

って猛皇。）  

3・上浦中のRCRテスト帥sdunni細胞への感染後の和一4S・r   

テスト逆転写酵鱒旨性、昭治療開脚寺のRCR   

り壷盤は逆転写酵素活性、enV遺伝子の有無によって缶   

且，）  

4．型嬰によるドナー細胞の△L隅開発現  
5・エンドトキシン（Ⅰ止L、gelation test）  

6．細胞状態  

7．GCVの感受性   

・
u
叫
・
 
 



ド目  

筑波大学附属病院検査部において施行可能な検  

（無菌性試験、enV遺伝子PCR）が増えたため。  

（7）7－1－3．増殖性ウイルス出現の可能性  

本研究で使用するレトロウイルスベクター錮SFC舶－3   

は野生型レトロウイルス由来の脚g、匹1、enVをコードす  

る遺伝子の全部、もしくは一部を欠除しており、また用い   

るパッケージング細胞株伊座nv血112においても脚g、匹1   

を発現するD甑断片と飢Vを発現する洲A断片とが異なっ   

たベクターにより発現されることからRαの出現は極めて   

少ないと考えられる。また、過去の症例においても細胞傷   

害性は報告されていない。実際の治療に使用されるSⅧ－3   

ウイルスベクター上晴は使用前に恥1Med社により肛Rが存   

在しないことが確認されたものを使用する。また、治療開   

始以後の患者体内での蹴Rの有無に関しても、患者の細胞   

や血清を用いてSRL社に輸送して肛Rの測定を依頼する（別  

添11）。   

（7）7－1－3．増殖性ウイルス出現の可能性  

本研究で使用するレトロウイルスベクターⅢ肌SFa鋸－3   

は野生型レトロウイルス由来の脚g、匹1、enVをコードす   

る遺伝子の全部、もしくは一部を欠除しており、また用い   

るパッケージング細胞抹G捏envAm12においても脚g、匹1   

を発現する跡肌断片とenvを発現する釧Å断片とが異なっ   

たベクターにより発現されることから肛Rの出現は極めて   

少ないと考えられる。また、過去の症例においても細胞傷  

害性は報告されていない。実際の治療に使用されるS和朋－3   

ウイルスベクター上清は使用前にMdMd社によりRαが存   

在しないことが確認されたものを使用する。また、治療開   

始以後の患者体内での肛Rの有無に関しても、患者の細胞   

や血清を用いてSRL杜もしくIま筑波大学附属病院検査部に   

おいて測定する 伐り添ほ）。  

1
 
 

∵
肥
間
＝
 
 

○ ウイルス汚染の検査は、筑波大学附属病院検査敵  

おいても可能なため修正。  



（8）7一卜5．体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能  

性  

木造伝子治療臨床研究では、標的細胞としてのドナー  

（8）7－1－5．体内の標的細胞以外の細胞への遺伝子導入の可能 

性  

本遺伝子治療臨床研究では、標的細胞としてのドナー  

末梢血望選球に試験管内でHSV－TK遺伝子および△  

u椙FR遺伝子を導入し、導入細胞のみを患者に投与する  

ことから、標的細胞以外の細胞に遺伝子が導入される可  

能性はRCRが存在しない限りあり得ない。また、マウス  

細胞由来のパッケージング細胞株より産生されたレト  

ロウイルスベクターの場合、ヒト血清（補体）により直  

ちに不活化されるため、たとえレトロウイルスベクター  

粒子が感染細胞の細胞膜表面に付着することで患者体  

内に混入されても、それが原因で新たな柵包に遺伝子導  

入が起こることは極めて少なし㌔  

末梢血Tリ  でHSV⊥Ⅷ遺伝子および△  

LNGFR遺伝子を導入し、導入細胞のみを患者に投与する  

ことから、標的細胞以外の細胞に遺伝子が導入される可  

能性はRCRが存在しない限りあり得ない。また、マウス  

細胞由来のパッケージング細胞株より産生されたレト  

ロウイルスベクターの場合、ヒト血清（補体）により直  

ちに不活化されるため、たとえレトロウイルスベクター  

粒子が感染細胞の細胞膜表面に付着することで患者体  

内に混入されても、それが原因で新たな細胞に遺伝子導  

入が起こることは極めて少なレ㌔  

・
u
¢
・
 
 

［○  

遺伝子導入前にTリンパ球のみに純化するため。  

（9）7－1－7．染色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点  

事実、フランスおよびイギリスのⅩ連鎖性重症複合免  

（9）7十7．染色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点  

事実、フランスX連鎖性重症複合免疫不全症α－∝ID）  

に対する造血前駆細胞（m陽性細胞）を用いた遺伝子  

治療において、使用したレトロウイルスベクターが患者  

染色馳l肌－2近傍に挿入され、2何において白血病が発  

症したとの報告もある（粥）。  

疫不全症（Ⅹ－SCID）に対する造血前駆細胞（m陽性細  

胞）を用いた遺伝子治療において発症した白血病5倒甲  

うち4例において、使用したレトロウイルスベクターが  

患者染色体上の癌原遺伝子u4い2近傍に挿入されていた  

との報告もある（施）。  
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巨  
イギリスでの報告を追記し、引用文献も更新。  

（10）7－3－1．培養細胞の純度  

培養細胞間の細胞汚染を防ぐために、各ドナー細胞へ  

の遺伝子導入は日時を変えて行う。また、各々の細胞は  

培養器の別個の棚を用いて培養される。また、微生物の  

汚染を防ぐために、全ての操作はP2レべ／レの実験室で行  

われる。細胞の取り扱いはクラ云ⅠⅠの安全キャビネット  

内で行われ、細胞自体や未知の感染性微生物の相互混入  

を防ぐ。無菌性の検査は遺伝子導入前、及び導入後の凍  

結貯蔵直前に行われる。検査項目として好気性、嫌気性  

細菌、真菌ならびにマイコプラズマ、肛Rを含むウイル  

ス汚染の検査である。これらの検査はSRL社によって行  

われる。  

（10）7－3－1．培養細胞の純度  

培養細胞間の細胞汚染を防ぐために、各ドナー細胞へ  

の遺伝子導入は日時を変えて行う。また、各々の細胞は  

培養器の別個の棚を用いて培養される。また、微生物の  

汚染を防ぐために、全ての操作はP2レベルの実験室で  

行われる。細胞の取り扱いはクラスⅠⅠの安全キャビネ  

ット内で行われ、細胞自体や未知の感染性微生物の相互  
混入を防く㌔無菌性の検査は遺伝子導入前、及び導入後  

の凍結貯蔵直前に行われる。検査項目として好気性、嫌  

気性細菌、真菌ならびにマイコプラズマ、RCRを含むウ  

イルス汚染の検査であるここれらの検査はSRL社な皇壁  

・
▲
〇
・
 
 によって行われる。  に筑波大学附属病  

［≡   

ウイルス汚染の検査は、筑波大学附属病院検査部を  

おいても可能なため追記，  

（11）7－3－3．被験者に投与する細胞の安全性  

投与する細胞はレトロウイルスベクターSFQ瓜ト3を  

導入したドナー由来の末梢血丁細胞である。現在、再発  

（11）7－3－3．被験者に投与する細胞の安全性  

投与する細胞はレトロウイルスベクターSFC仙卜3を  

導入したドナー由来の末梢血丁細胞である。現在、再発  

11   



白血病に対する治療としてドナー由来の末梢血リンパ  

球を患者に投与するDLIほ広く行われており、GⅥ心を  

除いてドナーT細胞の投与自体では患者に重大な影響  

を及ぼさない。また、細胞培養の際に使用した透  

C卿rhIL－2の洗浄後の残存浪度  
は極めて微量で、これらの抗体やサイトカインが生体に  

及ぼす影響は限りなく無に等しい。   

細胞の安全性として、△m発現細胞の分離度を  

90％とすると10％程度の細胞は非ウイルスベクター導入  

細胞であり、これらの細胞が導入細胞と一一緒に患者に投  

与されることとなる。また、△m発現細胞の10％以  

下の割合で短縮した瓜Ⅴ－Ⅷ発現細胞が混入している可  

嘩性がある（57）。これら非導入細胞と短縮貼Ⅴ－Ⅷ発現  

狸昭はGⅥ心発症の際に∝Ⅴの投与によっても細胞死に  

至らず、GⅥ皿が持続する可能性がある。しかし、1細胞  

白血病に対する治療としてドナー由来の末梢血リンパ  

球を患者に投与するDLIは広く行われており、GV腫を  

除いてドナーT細胞の投与自体では患者に重大な影響  

を及ぼさない。また、細胞培養の際に使用した型、  

rhIL－2の洗浄後の残存濃度は極めて微量で、これらサ  

イトカインが生体に及ぼす影響は限りなく無に等しい。   

細胞の安全性として、△u忙FR発現細胞の分離度90％  

とすると1鴫程度の細胞は非ウイルスベクター導入細  

胞であり、これらの細胞が導入細胞と一緒に患者に投与  

されることとなる。これら非導入細胞はGⅥ亜発症の際  

に∝Ⅴの投与によっても細胞死に至らず、GⅥ皿が持続  

±阜可能性がある。しかし、投与重から換算するとこれ  

ら非導入細胞は多くても10xlO¢cells／kgを超払  

こ御こくいことが報告  

皇塑ていりで 哩V投J引こ加え従来の免疫抑Ii順法を†Iこ  

用することで重篤なG咽  
る。  

・
▲
一
・
 
 

ターが1コピーのみ入っているという  にウイルスべク   

条件の元に、投与量から換算するとこれら∝Ⅴ不応細胞  

は多くてもL9Ⅹ107∽11s／kgを超えず、この程度の  

畳では動瑚  

駅頭ヨ捉E。剛眉巳ヨ郡国間門組回漕屈謂臣抗濫区間塩6  

長与とで重篤なGⅥ血は沈静化するものと思われる。  
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○ 抗CD3抗体（OET3）に替えて抗CD3／CD28抗体結合   

ビーズ（C山止洩Vho）を用いる予定であるため。GCV非   

感受性細胞の存在を計掛こ反映した。  

（12）8．遺伝子治療臨床研究の実施が可能であると判断する  

根拠  

以下の理由により本臨床研究は実施可能と判断される。  

（12）8．遺伝子治療臨床研究の実施が可能であると判断する  

根拠  

以下の理由により本臨床研究は実施可能と判断される。  

1．現在、白血病の治療や用Ⅴ－uⅦに対して広くDLI  

が行われ、C肌に対する肌Ⅰの有効性は既に確立してい  

ることまた、遺伝子導入率を錮％とした時、Gαの投  

与により患者体内に残存するドナーT細胞は1xlO7  

1．現在、白血病の治療や朗V－uⅦに対して広くDLI  

が行われ、白血病嘲酎こ坤ナがある程  

度確立していること。また、遺伝子導入率を錮％とし  

た時、∝Ⅴの投与により患者体内に残存するドナーT細  

胞はj」）Ⅹげcells／kg以下と考えられ、GⅥ側を引き  

起こす可能性が比較的低くなるこ七  

・
▲
N
・
 
 

cells／短程度と考えられ、この程度のドナーT細胞では  

現行のDLIから考えてGⅥ皿を引き起こす可能性が比較  

的低いこと。 

GCV非感受性細胞の存在を計算に反映した。  

3．本研究で使用されるベクターはイタリアのClaudio  

Bordignon博士との共同研究でMoIMed社から供与される  

ものであり、同博士はイタリアで同ベクターを用い型  

名の白血病患者に遺伝子治療を行い、遺伝子導入細晦聖  
安全性、GVL効果とGVHD発症の際のGCVによるGⅥ心の  

沈静化を報告していること。  

3．本研究で使用されるベクターはイタリアのClaudio  

Bordignon博士との共同研究で恥1Med社から供与豊玉  

過されるものであり、同博士はイタリアで同ベク  

ターを用い旦！＿名の白血病患者に遺伝子治療を行い、遺  

伝子導入細胞の安全性、GyL効果とGVtD発症の際のGCV  

によるGⅥ皿の沈静化を報告していること。」魂＿  

13   



・
▲
u
・
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子治療臨床研究において中心的な役割を果たしており、  

遺伝子治療臨床研究における遺伝子導入陰について熟  

知していること。また、米国国立衛生研究所のブレース  

博士（世界初の遺伝子治療での中心的人物）の元で3  

年単にわたり、遺伝子治療臨床研究に使用されるベクタ  

ーの開発に換わっており、レトロウイ／レス一般に関して  

も熟知していること。  

以上のことから本研究の実施は理論的にも、実質的にも  

可能と思われる。  

子治療臨床研究において中心的な役割を果たしており、  

遺伝子治療臨床研究における遺伝子導入法について熟  

知していること。また、米国国立衛生研究所のブレース  

博士（世界初の遺伝子治療での中心的人物）の元で3  

年半にわたり、遺伝子治療臨床研究に使用されるベクタ  

ーの開発に携わっており、レトロウイルスー般に関して  

も熟知していること。  

一
 
 以上のことから本研究の実施は理論的にも、実質的にも  

可能と思われる。  

・
▲
▲
・
 
 

○ 遺伝子治療臨床研究を行うにあたり、レトロウイ  

スの研究者である小野寺の他に、遺伝子導入法並びを  

遺伝子治療に精通している大津と金子について謝礼  

（13）9－1．遺伝子治療院床研究を含む全体の治療計画  

3．上記遺伝子導入丁細胞が重篤なGⅥⅦ発症の際に、GCV  

の投与により患者体内で死滅し、重篤GⅥ心が沈静化す  

るかどうれ  

GⅥの発症時に∝Ⅴの投与を行った症例に対し、その  
GⅥ血沈静化の程度を「急性GVTDのGrade（別添8）」を  

参考に判定する（例皮膚ⅠⅠⅠう 0）。また、同時に抗  

（13）9－1．遺伝子治凍臨床研究を含む全体の治療計画  

3．上記遺伝子導入丁細胞が垂簾なGⅥ皿発症の際に、∝Ⅴ  

の投与により患者体内で死滅し、垂焦GⅥ心が沈静化す  

るかどうれ  

GⅥ犯発症時に∝Ⅴの投与を行った症例に対し、その  

GⅦD沈静化の程度を「急性GⅥ皿のGrade（別添8）」を  

参考に判定する（例皮膚ⅠⅠⅠう 0）。また、同時に抗  
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LNGFR抗体を用いたFlow cytonetry∵解析ならびに  

HSV－Ⅷ遺伝子に対する陀R法にて遺伝子導入細胞の推  

移を測定する。C脚発症の際に∝Vを投与した症例に関  

しては、上記Flowcyto眠try、陀Rにて遺伝子導入細胞  

の推移を検討し、Gα投与による遺伝子導入細胞の排除  

率を測定する。  

LNGFR抗体を用いた塾旦解析ならびにHSV－TK遺伝子に  

対する陀R法にて遺伝子導入細胞の推移を測定する。  

CMV発症の際にGCVを投与した症例に関しては、上記  

雲型茎、PCRにて遺伝子導入細胞の推移を検討し、GCV投  

与による遺伝子導入細胞の排除率を測定する。  

正式な表記に変更  

（14）針3 被験者の同意の取得方法  

木造伝子治療臨床研究を開始するにあたっては、主治  

医は患者の同意を得るに際して先ず説明用資料（別添  

1－1塵単の「本研究の詳細な説明」）を用いて当該遺伝子  

治療の概略を患者に説明し、その後に「同種造血幹細胞  

移植後の再発白血病に対するへ／レペスウイルス・チミジ  

ンキナーゼ導入ドナーTリンパ球輸注療法を考えておら  

れる方、あるいは親族の方へ」を参考に、下記の1～7  

に関して再度患者に説明し、自由意志による本治療参加  

の同意を文書にて得る（別添卜1）。患者の同意を得るこ  

とが困灘な場合には、その代理人等（家族、配偶者、保  

護者、親権者を含む）の同意を文書にて得るものとする。  

（14）9－3 被験者の同意の取得方法  

本遺伝子治療臨床研究を開始するにあたっては、主治  

医は患者の同意を得るに際して些克ず説明用資料（別添  

1－1の「本研究の詳細な説明」）を用いて当該遺伝子治療  

の概略を患者に説明し、その後「同種造血幹細胞移植後  
の再発白血病に対する■ヘルペスウイルス・チミジンキナ  

ーゼ導入ドナーTリンパ球輸注療法」を考えておられる  

方へ）を参考に、下記の1～7に関して再度患者に説明  

し、自由意志による本治療参加の同意を文書にて得る  

（別添卜1）。患者の同意を痔ることが困難な場合には、  

その代理人等（家族、配偶者、・保護者、親権者を含む）  

の同意を文書にて得るものとする。  

・
▲
u
・
 
 

（15）9－5－2 遺伝子導入方法（安全性および有効性に関する  （15）9－5－2 遺伝子導入方法（安全性および有効性に関する事  
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項を除く）  

針与づ一之ドナーリンパ球への適伝子導入   

採取された木桶血単核球分画を用いて遺伝子換作を  

行う（添付資料3参照）。培養時に使用される血猥とし  

ては舗℃、謂分で非助化されたドナー血興を用い、培  

養液は調ドナー血鼎、2．5リg／血アン杢テリシンB（フ  

ァンギゾン、ブリストル）、100U／nlpenicillin、  

100滞／nllstreptomycin、600U／mlrhIL－2（イムネース塩  

野義、またはセロイク武田薬品）、迦／mlOKT3（抗003  

抗体、伽thoclone OKT3、ヤンセンー協和醗酵）を添加  

したX－VivolO培地（BioWhittaker、Cambrex）あるいは  

貯M工1640を用いる。この培養液を用いて細胞浪度を  

1xlOソm＝こ調整し、叫透過性バッグー（オプティサイト、  

些串）を用いて、37℃、5恥インキュベーター内で  

旦時間培養する（盟）。逆＿時間後、バックを遠心して細  
胞を集め、知釘ml硫酸プロタミンを含むレトロウイル  

スベクターSFCMM－3産生細胞培養上精液で1xlO6／mlの  

濃度になるように調整し、ファイブロネクチンコートバ  

ック、またはフラスコを用いて1000xg、2時間の遠心後、  

ウイルス上晴を培養液に置換し、37℃、5紅戦インキュ  

ベーター内で24時間培養する。翌日、再度同様の遺伝  

子導入換作を行う。ファイブロネクチンの使用により遺  

伝子導入率が飛躍的に向上することが確かめられてお  

事項を除く）  

9－5－2－2．ドナーリンパ球への遺伝子導入   

採取された末梢血単核球分画を用いて遺伝子操作を  

行う（添付資料3参照）。培養時に使用される血紫とし  

ては56℃、卸分で非働化されたドナー血猥を用い、培  

養液は誠ドナー血猫、2・軸〟mlアンZ宣テリシン 

（フアンギゾン、ブリスト／L）、100U／nlpenicillin、  

100pg／nlstreptonTyCin、600U／mlrhIレ2（イムネース塩  

野義、セロイク武田薬品、またはプロロイキン カイ  

ロン）、3Ⅹ106bads／ml抗003／m8抗体結合磁気ビーズ  

¢1inExVivo坤を添  
加したX－VivolO培地（BioWhittaker、Cambrex）あるい  

・
▲
か
・
 
 

貯旧1640（シグマ）を用いる。この培養液を用いて  は   

細胞濃度を1Ⅹ108／mlに調整し、Cq透過性バッグ  
を用いて、37℃、5狂句  タカラバイオ   （Cultil  

インキエペ一夕ー内で壁申開培養する。旦時間後、バ  

ックを遠心して細胞を集め、辿g／ml硫酸プロタミンを  

含むレトロウイルスベクターSFC仙ト3産生細胞培養上  

滑液で1xl（〃mlの浪度になるように調整し、ファイブ  
ロネクチンコートバック 、またはフラスコを用いて  

1∞Oxg、2時間の遠心後、ウイルス上清を培養液に置換  

し、37℃、5勒インキュベーター内で24時間培養する。  

翌日、再度同様の遺伝子導入操作を行う（59）、（60）。  
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ヤ（59）、輝こおいては宝酒造より供与さ  

れる。  オ
 
フ
 
た
 
 
ノ
 
 

現在、本邦においてはセロイク（武田薬品）、イム  

（塩野義製薬）に加えてプロロイキン（カイロン／ニ  

がGMPグレードの血m・2として入手可能である  

追記した。  

（16）9－5－2－3．遺伝子導入細胞の選択  

亜時間にわたるウイルスベクター導入操作終了後、  

細胞をマウス抗ヒトu妬FR抗体（20．4、肋1Med社より  

供与）と22℃にて20分間反応させ、さらにヤギ抗マウ  

スIgG抗体磁気ビーズ（Dynabeads M－450 goat  

anti－muSeIが）を結合させて、磁気細胞分離装置によ  

り遺伝子導入細胞（ヒト△L椛新町発現細胞）を分離する。  

分離された細胞をさらに24時間培養し、磁気ビーズを  

磁石により取り除く。細胞の増殖を観察しながら、さら  

に3～5日程度培養を続け、最終的に錫ドナー血衆2墜  

にて3回洗浄した後、－80℃冷凍庫にて使用時まで保存  

する。遺伝子導入率、ならびにその純度は里主望  

cytometryにて解析され、ヒトAuVGFR発現細胞の陽性  

率が鋤％以上を塵え窒ドナーT細胞のみ本遺伝子治療  

れるロ   

［。   
］  

（16）9－5－2－3．遺伝子導入細胞の選択  

48時間にわたるウイルスベクター導入操作終了後、  

細胞をマウス抗ヒトuvGFR抗体（20．4、MoIMed社より  

供与）と220cにて20分間反応させ、さらにヤギ抗マウ  

スIgG抗体磁気ビーズ（Dynabeads M－450goat  

anti－mUSeIが）を結合させて、磁気細胞分離装置によ  

り遺伝子導入紳胞（ヒト△U職FR発現細胞）を分離する。  

分離された細胞をさらに24時間培養し、磁気ビーズを  

磁石により取り除く。細胞の増殖を観察しながら、さら   

、に3～5日程度培養を続け、最終的に3％ドナー血躾にて  

3回洗浄した後、－80℃冷凍庫にて使用時まで保存する。  

遺伝子導入率、ならびにその純度は塾旦にて解析され、  

ヒト△L隅FR発現細胞の陽性率が㈲％以上を越ぇ迄ド  

ナーT細胞のみ本遺伝子治療臨床研究で使用される。  

・
▲
叫
・
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（17）9「5－2一女 遺伝子導入ドナーリンパ球の輪注  

全対象疾患に対し遺伝子導入ドナーリンパ球の目標  

投与数を1Ⅹ108／短と設定するが、最終的に回収できる  
遺伝子導入ドナーリンパ球数はドナーリンパ球の状態  

によりかなりのばらつきが見られることが、過去のイタ  

リアの遺伝子治療臨床研究において報告されている。こ  

のため、最終的に投与する遺伝子導入ドナーリンパ球数  

を1Ⅹ107／kg以上で1xlOソ短を越えない範囲の全細胞  

とする。イタリアの症例から平均投与数は概ね2～5Ⅹ10T  

／kg程度と予想される。遺伝子聾入ドナーリンパ球を  

以下のスケジュールで投与する。ドナーリンパ球輸注に  

ともない、G工笥deIの急性GVttDが出現した場合には、  

そのまま経過観察する。GrdeIIの急性GⅥのが認めら  

れた場合には、主治医は総括責任者（不在の際には、副  

総括責任者1と協議し、総括責任者の判断のもとでGV抑  

に対する治療を開始してもよV㌔GradeIII以上のGV川）  

が出現した場合には、直ちにGⅥ心の治療を開始する。  

ドナーリンパ球輪注前にchlorpheniramine（成人  

10ng、学童4一触g、幼児2－3mg）またはhydroxizine  

（1mgルg）およびハプトグロビン製剤を静注投与しても  

よレ予。抗癌剤、インターフェロンなどによる併用治療は  

（17）㌻5－2一礼 遺伝子導入ドナーリンパ球の輸注  

全対象疾患に対し遺伝子導入ドナーリンパ球の目標  

投与数を1Ⅹ10ソkgと設定するが、最終的に回収できる  

遺伝子導入ドナーリンパ球数はドナーリンパ球の状態  

によりかなりのばらつきが見られることが、過去のイタ  

リアの遺伝子治療臨床研究において報告されている。こ  

のため、最終的に投与する遺伝子導入ドナーリンパ球数  

を1xlOソkg以上で1Ⅹ10ソkgを越えない範囲の全細胞  

とする。イタリアの症例から平均投与数は概ね2～5Ⅹ107  

／kg程度と予想される。遺伝子導入ドナーリンパ球を  

以下のスケジュールで投与すや。ドナーリン′嘲愉注に  

ともない、GradeIの急性GV抑が出現した場合には、  
そのまま経過観察する。GradeIIの急牲GⅥ心が認めら  

れた場合には、主治医は総括責任者と協議し、総括責任  

者の判断のもとでGⅥ心に対する治療を開始してもよ  

い。むadeIII以上のGⅥ心が出現した場合には、直ち  

にGⅧの治療を開始する。ドナーリンパ球輸注前に  

chlorbheniramine（成人10mg、学童4－6mg、幼児2－3mg）  

またはhydroxizine（1ng／kg）およびハブトグロビン製  

剤を静注投与してもよい。各リンパ球輸注後4週間は入  

院にて経過観察するが、GradeII以上のGVHDを認めな  

・
怠
丁
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いときは、以後の経過を外来で観察しても良い。  行わない。各リンパ球輸注後4週間は入院にて経過観察  

するが、むadeII以上のGⅥ皿を認めないときは、以後  

の経過を外来で観察しても良い。  ○ 副総括責任者を置かなくなったため、関連する記載を   

削除した。抗癌剤、インターフェロンなどによる併用治   

療の取り扱いは、別項目として9－5－3に記撤した。  

（18）㌻5－2－5．GⅥ皿発症時の対応  

遺伝子導入ドナーリンパ球輸往復に、①；radeIII以  

上の急性GⅥ心を認めた場合、釦radeIIであっても  

GⅥⅢの治療が優先すると主治医が判断する場合、③治  

療が必要と判断される慢性GⅥ皿を認めた場合には、5  

mg／短のGαを1日2回7日間点滴静注する。これらGⅣ  

の投与法はイタリアの遺伝子治療臨床研究のプロトコ  

ールに準じて行われる。7日間のGCV投与によってGⅥ心  

が改善しない場合には、ステロイド、サイクロスボリン  

などの免疫抑制剤を投与する。止むを得ぬと考えられる  

場合には、主治医は総括責任者と協議し、総括責任者の  

判断のもとで7日間の∝Ⅴ投与終了前であっても、これ  

らの免疫抑制療法を併用してもよい。一方、充分ではな  

いもののGCVによる改善傾向が明らかな場合は、総括案  

住着の判断のもとで7 日目以降も他の免疫抑制療法と  

（18）9－5－2－5．GⅥ皿発症時の対応  

遺伝子導入ドナーリンノ嘲と輪往復に、①；radeIII以  

上の急性GⅥ皿を認めた場合、②むadeIIであっても  

GⅥ㊥の治療が優先すると主治医が判断する場合、③治  

療が必要と判断される慢性GⅥⅦを認めた場合には、5  

mg／kgのGCVを1日2回7日間点滴静注する。これら∝V  

の投与法はイタリアの遺伝子治療臨床研究のプロトコ  

ールに準じて行われる。7日間のGCV投与によってGV和  

が改善レない 場合には、ステロイド、サイクロスボリン  

などの免疫抑制剤を投与する。止むを得ぬと考えられる  

場合には、主治医は総括費住着と協議し、総括責任都杢  

在の曝蠣紺諸）の判断のもとで7日間のGCV  

投与終了前であっても、これらの免疫抑制療法を併用し  

てもよい。  

・
▲
¢
・
 
 

井用してもよい  GCVを  
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