
「遺伝子治焼臨床研究実施計画変更報告書」変更理由  

我々の研究グ／し－－プでは2r）03勺て1：Zノ］より「同種造血幹細胞移植後の再発白血病に対す  

る自殺遺・kj∴導入ドナー リンペ球輸往療法の臨床研究」を開始し、現在圭でに5結例に対  

して自殺退伝イー導入ドナーリンパ球補注（TK－DL王）を行った（表1、2）二．   

投与暗からTKリンパ球が末梢血中から1剛，1さオ1なくなるまでの期間（ql央値28［」、閲  

1）に予想外の有害事象は観靡されていないことや、体外で調製したTKリンパ球ならびに  

投ノi後の愚老検体に増殖性レトロ ウイルスを含む微生物汚染が傾出されていないことから、  

治療そのものは安全に行われており、第一・イrl試験としての成果は得られつつある〔また一  

例ではあるがガンシクロビル（GCV）使用例において、使用直後から1iSVてK遺伝イ・コピ  

ー数とTKリンパ球クローーンの減少を認め、TKリンパ球がと卜体内においてもガンシクロ  

ビル感受性を保持していろことが確認された＿．ニれらの中間結果に更にら例の症例を追加  

することでより確実性の高い情報が得られると考えられる．．   

一方T「K・DLiの治績効果については、骨髄異形成症候群（MDS）患者1例がTK・1）Ll後  

も約4年間に亙り完全寛解を維持しているが、その他の急仲白血柄4症例ではいずれもGO  

日以内に原病の増悪を確認し、5例終‾r「時点での長期黄功率ほ2nt払と瀾足できろ結果では  

なかった・自験例の臨床経過とTリンパ球輪性癖法に関すろ墓場研究・臨床研究の報告（後  

述）を検討し、再発早期の「llK・ULlと71Kリンパ球のクオリティ向j二が治療効果の改善に  

寄与すると考え、後半5症例を対象に今属の変更中諸に至った。以下にまずその概要に触  

れ、詳細は個々の変更内容として列記すろ′  

1、  再発早期のTTく・DLl：－－一般にTリンパ球数とターゲット細胞数の比（針T rat二io）  

が高いほどTリンパ球のターゲット細胞障害効果が高くなることが知られる＿ し  

たがってTK遺伝子の有無に関わらずDl．t時の腫邁塵は少ないほど治療効果が期  

待される（Kolbれal，βわod2rIO8）。腫瘍敬が少ない段階での治療は、帝幣検出後  

にTKリン／ミ嫌を速やかに調製L、安全性検査を迅速に終えてTK・DLrを行うこ  

とで達成されうる・．前回の変更坤摘では、授与前検体の検奈はe上け遺伝子P（．氾  

増幅および逆転写酵素活性検査によって代替し、同じ検体を用いたS十L－テストは  

投与前傾体の安全性確認を補足する検査として位置付け直した▲．ニれにより従来  

は40日以上かかっていた安全性検奄をl週間程度に短締できるご．また、今回の変  

更小諸における後述の退位■打率入プロトコール変動こより、安全性を睨なうこと  

なくrIllくリンパ球の体外増車牒間を14「jカ）ら10日に観相できる，二 つ走り現行漉  

に比べて合計で約【ケ射け姑輔が可能であり、症例の治療成納向上に寄与すると  

一考え、変更や錆した．．  

rl’Kリンハ珠のクォリティ：現行プロトコールを叩いて遺伝ナ導入と14日間の体  

外杭菜をHった場合、充分な細胞改は得られるものの、培養開始前のドナーーTリン  

パ球に比してドナーリンパ球の抗原反応性や生体内での生存能が著しく減少する  

2、  
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ことが、初回申請後の2002年からの数年間のうちに前臨床試験ならびに臨床試験  

の双方において広く知られるようになった（Sau亡PD、βわβ（／2002、MorkねユS、  

月わod2002、Bon（lanzaA＿Bk）Od2〔）06．T（anekoS．Bhod2009）、また、機能低  

下のメカニズムがフェノタイプの変化を伴う‘‘細胞疲労’’であることについても  

多くの知見が得られるようになった（JunpCH．。〝貰2007）．＿．実際、我々の5症例  

においても、投与時点でTKリンパ球ほ活仲化マーカーCD25の・発現を既に減じて  

おり、移植後に検地‾叶能であった欄間もPClミレベルで中央値18日と効果を発挿  

するには不卜分であった（衷3ト．近年、欧米において自家移植あるいは同種移植  

後の双方でCl）3／CD28兵制激を用いたTリンパ球連子免疫療法の臨床試験が報告  

され、急性白血病（Port¢rDL雨al、βわod2006）悪性リンパ帽（L叩Ort．GG．助イ  

2003）、骨髄腫に伴う免疫一不全（RHPO】）Ol・tÅPe†al．仙／ル拒d2005）においても  

治療成績向ヒが認められている．．そこで我々は坑（二D3／CD28抗附こよる  

CD3八】D28姑刺激を採用したプロトコー′しによって擢生したTK－rrリンパ球と現  

行プロトコールによって塵生した1’K－Tリンパ球との相違点を、血圧元Ⅳならびに  

と卜化マウスJb n’twモデ′レを問いて詳細に検討した（日onda71ZaA．J（nnekoS）．  

その結果、CD3／CD28光刺激によるT7（リンパ球は、従来のTKリンパ球に比し  

て同機抗取戻応性が有意に席く、隼体内での生存も長期であり、通常のDLlに比  

Lた場合でも非劣勢であることが明らかになった．，．その－・ノーカでGCV感受性iニ変化  

は無く、血〟かβ、血lイ柑ともGCV投与で従来のTKリンパ球同様の細胞死を誘  

導可能であり、安全性に変雌更にはCDB／CD28  

姑刺激が細胸周期回転と信仰化を促進し、細胞死を抑制することから、遺伝子導  

入率と体外索嚢中の増碑率が向上L．計10日間で目的の細胞教が得られるようにな  

った。細胞調製ならびに同種抗原反応件、輪注リンパ球の生存可能性が有意に向  

＿卜していること、（ユ（】Ⅴ感受性に変化がなく安全性が担保されていること、欧米で  

はPha石山ノー■Ⅰ試験が展開され…寛の成績を収めていることなどから、本研究におけ  

る細胞鋼製lこもCD3ノCT〕28典利便を取り入れることが、治糖成績の向上、対象症  

例の利益につながると考え、変更中請を行った。，  
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以下は変更報苫．竿の各項口に対ノ一㌫する＿．  

t．総折長持者、総括責任者以外の研究者の輿動があったため＿   

2．一部し′二）研究施設（東京大学・ 医科学研究所）で改糸Ilがあったたれ   

3．研究者の異動に伴い、flL；ちできる役割分担に妄i洲叔が・′．Eじたたれ   

4・S’lノ‾テストは検査結果が確定するまでに′40日を要十ろ′一S‾L一テストの結果を待っと適切   

な拍横岬期を逃す可能性が高いたれ投与前検体の検套はp′汀追伝了・打R増幅および逆   

転写酵素棺性検査によって代替し．、同じ検体を用いたS－L‾テストは投与前検体の安全性確   

認を賄足する検査とLてイ立横付け直した▲－．具体的には、3種の検査を投与前に提出後、即．′   

遺伝子PCR増幅および逆転写酵素活性検密の結果をもって投与を開始し、検査提丑40日   

後にyL‾テストの結果が陽性であった場合は、速やかに投与後の患者来朝血ならびに血磨   

を明し、てe′7l・逓伝了一PCRおよび逆転写酵泉活性検賓を行い、いずれの－つでも暢仲と判  

：l弓したときはR用匡射生と判断し、ガンシクロビル投与を行う＝いずれも陰性の場合はS・l一－   

テストを節度行い、陽性の場合はガンシクロビル投与を行う＿．S－L▼テスト陰惟であれげ次   

回の定期検査までの経過観雛とする＝．遺伝子導入ドナーーリンパ球職住後の定期検査中に、   

上記2検査に上り何びRCR陽性が娘われた場合には、S十巨テストによる確認横査を提出   

し、その結果を待たずに速やかにガンシクロビル投与を開始する．   

5・SRL旺へコンサ′レトの結果、筑波大′芋附属病院検査部において施行可能な検査増月（無   

菌仲試験、uhV退転ミ・TPCR増幅、11us（lun（1＝肌胞との肘普選後U）】，G－■lS－L‾テスト）が増え   

たため。   

6．抗CD3抗体（OKTこ3）に替えて杭Cm／CD28抗体結合ビーズ（（二IinE州vo－）を用いる予定   

のため．．  

7．草創呵咋】絹後に－一酎の研究者が、本研究の遂行に直接的に有川な知見を得る機会を持った   

ため＿．   

8①一般に末梢血Tリンパ球ほナイーーブT細胞からエフェクターT細胞への終末分化に伴い   

細胞瞳菖相月牒強するものの、リンパ節へのホーミング機能や抗悦反応性を減じ、細胞   

妃感受性が高くなることが知られている（Sallus拍F、肋仙や．1999憫2）＿．特に抗CD：i   

抗体と高濃度ル2を用いた末梢血Tリンパ球の良川体外培養は．l二迩の終末分化を促進す   

る一同条件によって10口間を超える拡大揖廉を行った結果、大部分の1－リンパ球がエフ   

ェクターメモリ臍Tリンパ球化M）あるいはエフェクターーTリンパ球（rrE）となり、免   

疫記憶と抗原反応悼の維持に関わるナイーブ1’リンパ球ならびにセントラルメモリーー   

（CM）rl’リンパ球を曳寓に含む新鮮末梢血リンパ球ヒ比較して、大きくそ八分布を変え   

ることが知られる（Bon（lanzaA♂／∂／βわod2006．図3）。さらには、Tリンパ球レバト   

ワの偏移現象が起きることも知られており（CoitoS（、l．射∴鮎川針n沼十仇叩」004）、結果  

l軌こ杭傾反射」たが低く、細胞死感受性の高い短命なリンパ妹簸瑚、すなわち治癒効果せ   

期持し会掛′、’llリンパ球狼【J▼1が長期放火培養により亜生されている。CD二三8分子はTリン  
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パ球表面分子の一一つで、抗原提示細胞上にあるB7分子からの刺激を細胞内に伝えて1し2   

の産生を促適してTリンパ球の桔性化を推進する機能や、TCRを中心とした免疫シナプ   

スを形成することでよr）強いTCRシグナルを細胞に伝える機能があり、C工）：3／CD28分了－   

の共刺轍は温伝子導入Tリンパ球の効果的な活帖化に広く用いらわる＿．欧米では（二；MP   

基準に適合Lた臨床用の抗Cl〕3／CD28抗体結合磁気ピーーズが販売されており、それを伺   

いたいくつかの臨採種究が報告されている（Laporl・GGet～11．Bk）Od2003．PorterT〕Let   

托l．βわod2（JOG、Rapo】）OrtAIJetal．∧如〟pd2005）・．我々の臨床研究では初期ら例にお   

いて体外迫伝子導入に伴うTリンパ球の終末分化が預著であったため、臨床グレードの   

航CD3／CD2帥t醇糾合磁気ビーズを採用したHSV，TK遭伝千亜入プロトコールを開発し、   

同プロトコールで樹立されたTリンパ球が抗際反応性を充分保っている長命なCM・Tリ   

ンパ球であり、安全性確保に充分なじCV感受性を備えていることを山vitroとin vivo   

（ヒト化動物モデル）で示した．＿．具体的には、また杭ぐフD3／CD28抗体刺激の採別により、   

Tリン′く拭の活性化に必要な時間が噂縮され、刺激48時間後の活性化分子マーカーの発   

現が従兼の72時間以降の同マーカー憩睨と同等以．とであることを確認した（l（anekoSだ／   

〟ノβわ（プd20（鳩，屈4．射＝．以上の研兜結果ならびに欧米におけるフェイズⅠ試験で   

CI）封Cl）28刺激間穏リンパ球の安食鴨が確認されたこ とから（Po汗¢r Pl．せ†′al，βわβd   

2nn6）、本遺伝子治醸臨床研矧こおける遺伝子導入プロトコーー′しとして抗CD3／CD28抗   

体による刺激を採用した。（別添17、18、19）なおClinExVivoは米国FL）Aにより承認さ   

れた〔lhica．】gradeの製品であり、本邦ではJ11Vi亡rogpn杜の正規代理店であるベt」タ   

＿ス杜が、臨床研究用試薬として輸入・販売しているて．まだこ遺伝子導入プロトコール変   

更が治焼成絹へ影響を与える■可能性があるため、改定プロトコールにより治療される痛   

例ほ名をナ定）は治療の終了した5名とは馴群として各掩解析と評価を行う予定である。  

②現在、本邦においてはセロイク（武田薬品）、イムネース（魔野最製薬）に加えてブ   

ロロイキン （カイロン／ニプロ）がGMPグレードのrhIL－2として入手可能であるため、追   

記Lた。  

③謝絶括責任者職を廃止したため、同職に関する記述を削除した。  

①動物モデルによる底磯実験、ならびにイタリアにおける水遭伝子桁塵症例において、  

（；VllUのコントロー／レのた桝こ7†l問以上のG（：＼／投与が有効な例があったため、総括．貿佳   

肴の判断においてGCV投Ji・を延長することができることとした√．   

9．本プロトコルを遵守した場合、特に外来での経過観賂症例において、医療上・研究．．1二と   

もに必要と思われる以1二に頻回の検体瑞浪がなされろ例があったため、．   

川．木臨床研究に喋く関連する最新の論文を追加した．．   

11．2朋7年12月に茶園において遭伝チ治癒に関連する白血病の登症例があったため  

12．筑破大学附属嫡箭洒に新たに、従来の施設に比して消浄度とセキュリティレベル♂）高  

いP2レベル押Fが設置されたため、体外無菌磯昭巧「札所にて行う＝．  
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13．SFCMM－3ベクターを用いた末梢血Tリンパ球へのHSV・TK遺伝子導入法について、最  

新のものに改訂した▼．また、実行委員全委員名簿を添付した 

‖．症例登録屑牒にあたり、現在までの5例の治横成箱と今恒1の計画変更点についての情  

報提供が必要と考えたため 

－73－   



表ICharacteristicsofpatientstreatedbyTK－DLI  
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表3Preparatioandimmuno－Phenotypiccharacterizationof  

genetlCallymodifieddonorlymphocytes  
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