
資料2－2   

平成（年7月7日  第45回科引支術部会  

遺伝子治療臨床研究実施計画の申請及び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申請について  

（三重大学医学部附属病院）  

（遺伝子治療臨床研究実施計画の申諦）  

○ 諮問及び付議（案）  

○ 遺伝子治療臨床研究実施計画申請書及び概要書  

○ 同意説明文書  

○ 厚生科学審議会科学技術部会がん遺伝子治療臨床研究作業委員会委員名簿．‥P46  

く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申諦）  
○ 諮問及び付議（案）  

○ 第一種使用規程承認申請書  

○ 生物多様性影響評価書  

○ 厚生科学審議会科学技術部会遺伝子治療臨床研究作業委員会  

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  
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せく 

厚生労働省発科第0623002号  

平成 20 年 6 月 2∋ 日  

厚生科学審議会会長  

久 道  茂  殿   
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厚生労働大臣 舛 添  

諮 問 書  

下記の遺伝子治療臨床研究実施計画について、その医療上の有用性及び倫理性に閲し、  

厚生労働省設置法（平成11年法律第97号）第8条第1項第1号イ及び遺伝子治療臨  

床研究に関する指針（平成14年文部科学省・厚生労働省告示第1号）の規定に基づき、  

貴会の意見を求めます。  

記   

平成20年6月9日に三重大学医学部附属病院長から提出された「MAGE－A4抗原特  

異的TCR遺伝子導入リンパ球輸注による治療抵抗性食道癌に対する遺伝子治療臨床研  

究」計画  

Pl  



厚科審第10 号  
平成20年6月23日  

科学技術部会部会長  

垣 添  忠 生  殿  

厚生科学審議会会長  

久 道  

遺伝子治療臨床研究実施計画について（付議）   

標記について、平成20年6月之3日付け厚生労働省発科第062ヨ002号をもって厚  

生労働大臣より語間があったので、厚生科学審議会運営規程第∃条の規定に基づき、貴  

部会において審議方願し、たい。  
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別紙様式第1  

遺 伝 子一 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 串 諭 吉  

平成20年6声∃9日  

厚生労働大臣 殿  

三重県津市江戸橋二丁目174番地       （郵 

便番号 514－8507）  

国立大学法人三重大学医学部附属病院  
称      1  （電話番号059－232－1111）  

（FAX番号05  

代表者  

名  

主，  

下記の逓伝子治廃臨床研究について、別添の実施計画に対する意見を求めます。  

厄   
総括責任者の所属・職・氏名≡            q  牒伝 了・治療臨床研究の課題名   

九IAGE‾A4抗原特異的TCR遺伝子導入リンパ球輸注  

…による治療抵抗性食道癌に対する遺伝子治硬臨   

ロ ；床研究   教員・珠玖 洋  
1   
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別紙様式第1の別添  

避伝子治痴臨床研究尖施計画概要書  

平成20 午6月 9日  （申請隼月日）  

総  

括 費  
二重県津市江戸橋二丁目174番地 （郵便番弓・5＝ト8507）  

任  三重入学人学院医学系研究科  
者   
部局・職   遺伝子・免痩細胞治療学講座・教員  

氏  名   珠玖 梓  （印）   

実   三重県津市江戸橋∴j‾目17ノ1番地 （郵便番号封48507）  
施  

の 場  称   二董大学医学部附属病院  

所   

連′ 絡 先   ∴重県津市？L戸橋 ∵「目】74番地 （電話番号059－232－1111）   

総   
括  

名   所属機関・部局・職  

資  レトロウイルスベク  

任   講座・准教授  
以  

ター製剤の品質管理  

外  詩作者、遺伝r・導入  
の  

研  細胞製剤の品質管理  

究  
者  

責任者、試験登録患  

者の診療  

冒涜厚則  三重大学大学院医学系研究科・遺伝了一・免疫細胞治療学       レトロウイルスべク  

講座・助教  ター製剤♂）製造管理  

責作者  

役割  
細胞製剤の製造管理   

池田裕明  三重大学大学院医学系研究科・がんワクチン講座・准教  

授  の体内動態及び免疫 

反応の評価  

西川博嘉   三重大学大学院医学系研究科・がんワクチン講座・講師   

の体内動態及び免疫  

反応の評価 



片山 直之  三毛大学大学院医学系研究科・病態制御医学講座  

造血病態内科学・教授  

三重大学医学部附属病院・血液内科、腫瘍・免疫内科  

・科長  

三重大学医学部附属病院・がんセンター・センター長、  

准教授  

三重大学大学院医学系研究科・病態制御医学講座・  

造血病態内科学・准教授  

三重大学大学院医学系研究科・病態制御医学講座・  

腫癌・免疫内科学・助教  

三重大学医学部附属病院・腫瘍・免疫内科・医員  

試験登録患者の診療  

中瀬 一則  試験登録患者の診療  

桝屋 正浩  試験登録患者の診療  

水野 聡朗  試験登録患者の診療  

北野 滋久  試験登録患者の診  

療、遺伝子導入細胞  

製剤の体内動態及び  

免疫反応の評価  

アフェレーシスの  

管理  

試験登録患者の診療  

病理組織学的診断  

大石 晃嗣  三重大学医学部附属病院・輸血部・部長、講師  

田［ト 匡介  

白石 泰三  

三重大学医学部附属病院・光学医療診療部・助教  

三重大学人草院医学系研究科・病態解明医学講座  

腫瘍病態解明学・教授  

東京医科大学・病理学講座・助教  

独立行政法人国立病院機構 水戸医療センター・  

研究検査料・臨床研究部長  

佐藤 永一  

大谷 明夫  

病理組織学的診断  

病理組織学的診断  
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タカラバイオ株式会社・  

細胞・遺伝子治療センター・センター長  

ウイルスベクターに  

関する基礎的助言及  

び遺伝子導入Tリン  

パ球調製技術の提供  

と助言  

外
部
協
力
者
 
 

本臨床研究は、「遺伝子治療臨床研究に関する指針（平成14年3月27日文部科  

学省・厚生労働省告示第1号（平成16年12月28日全部改tE））」の必要条件を満  

たしていると認める。   

本臨床研究で遺伝子導入する細胞はレトロウイルスベクターによる癌化リス  

クは低く、対象疾患の利益・不利益を総括すると遺伝子治療臨床研究の実施に  

問題は少ない。また本臨床研究実施計画に先立ち施行された実験動物に遺伝子  

導入ヒトリンパ球を投与した安全性試験の結果、遺伝子導入細胞投与群に毒性  

所見は観察されなかった〔つ また遺伝子導入細胞は本学内細胞調製施設において  

GMP基準に準拠して調製され、細胞品質は調製暗転に確認される。本臨床研究を  

担当する研究者は、遺伝子ベクター調製、細胞治療等の経験者であり計画施行  

に適切な構成である。   

審査委員会が研究  

計画の実施を適当  

と認める理由  



研究の区分   遺伝子治療臨床研癖  

研究の目的   本臨床研究は、標準的な治療法（化学探法、放射線療法等）に上る効果が期待で  
きない治療抵抗性の食道癌患者を対象として、睦鴻抗原＼仇GE一入4を特異的に認識す  

遺伝子標識臨床研究          るT細胞受容体（TCR）α鎖及びβ鎖の遺伝子をレトロウイルスベクター一により避  

伝子導入した自己リンパ球（TCR逓伝千導入リンパ球）輸注について、その安全作、  
体内動態及び臨床効果を以Fのエンドポイントにより評価することをH的とする。  

①主要エンドポイント  

・本遺伝子治礫の安全僅〔有害事象、臨床検奄、増殖性レトロウイルス（RCR）、  
1inearamplifieationmediEltedl）CR（LAl卜PCR）〕  

②副次エンドホイント  

・TCR遺伝子導入リンパ球の1rlL中動態及1（朗動姐組織への浸潤  

・腫瘍特異的免疫反応  

・腫瘍縮′ト効果   

対象疾患及び  1．対象疾患に関する現時点での知見  

その選定理由  
食道癌は60歳代男性に多くみられる疾患であり、本邦での年間罷忠敬（1999年、  

年齢調整）は界惟12，402人、女性2，428人、死亡数（2003年、年齢調整）は乳性  

9，397人、女性1，651人である。食道癌は縦隔等へ浸潤傾向が強く、圭た、早期か  

らリンパ節転移をきたす治療困難例が多いため、予後不良癌とされている「食道癌  

の治療法はその進行度により、内視鏡的粘膜切除、手術、放射線療法及び化学療は  

から選択される。近年、食道癌の治療成績は手術や補助療法の進歩により改善が得  

られているが、全国食道癌登録調査報告書によれば、全体の5年生存率（TNM病期  

分類）は、0期：70．為、1期：64．5％、［a期：51．5％、Ⅲb期ニ34．0％、Ⅲ期：19，鍋、  

Ⅳa期：13．7％、Ⅳb期：5．5％と未だ予後不良である。現在、病期進行食道痛に対す  

る治療法として、シスプラチン（Cr）DP：白金系抗腫瘍剤）／■5－フルオロウラシル  

（51－Fし㌻：葉酸代謝結抗剤）による化学療法と放射線蝶法の併用療法（化学放射線瞭  

法）が標準的治療法として選択されているが、無効例も少なくない。また、COUⅣ5イl  

の他、ドセタキセルやバクリタキセル（本邦では食道癌の適応未承認）等のタキソ  

イド系製剤の併用が検討されている．，食道癌では、初回治療が適jヒに行われたにも  

かかわらず再発を認めることが多く、再発食道癌に対する治療法は、現任のところ  

一定のコンセンサスが得られていないu治療にあたっては、もっぱら延命効果の期  

待あるいは患者の生活の儲（騨）l．）の改葬を目的とし、再発食道癌の50％牛存期間は  

約6ケ月とされている＝  

2．当該遺伝子治療臨床研究の概曹  

本臨床研究では、治療抵抗件の食道癌患者から採取した末梢血リンパ球に、  

MAGトA4特異的TCR（‡鎖及びJi鎖遺伝子をレトロウイルスベクターiこより遺伝戸尊  

入し、その自己リンパ球を経静脈的に投与するっ 遺伝子導入リンパ球を投与後、  

ゝ仇GE一九4，…；iペプチド（9アミノ酸：＼1′KRCIごPl’l）を投与し、患者体内でのTぐR遺伝≦  

子導入リンパ球の増殖を図る、j 本臨床研究は、ヒト白血球抗原（ltLA）・・・A2ご102拘束性，  
MAGE－掴特異的T〔R遺伝子導入リンパ球を輪注することにより、睡瘍特異的免疫反‡  
応、更には腫瘍稀′ト効果を期待するものである．）  

MAGトA4は食道癌の多くに発現する腫瘍抗原であり、療組織と精巣においてグ）み l  

暮  
発現されるこ】また、軋A九2402は日本人の約6帆が有する主要組織適合抗原である．蔓  

TClモ遺伝7・導人リンパ球に上る細胞傷害活性は、遺伝「華人された細胞侮′圭二性1■1」  



ンパ球（CTL）表面上のMAGE－A4特異的TCRが、腫瘍細胞表面上のHLA－A2402分子  

と 舶GE－A41。。▼151ペプチドの複合体を特異的に認識することにより発揮される。な  

お、精巣細胞はHLA分子を発現しないためMAGE仙A4抗原を認識するTリンパ球によ  
る傷害を受けない。   

本臨床研究における評価項目は、遺伝子治療の安全性、TCR遺伝子導入リンパ球  

の体内動態及び臨床効果である。   

3．他の治療法との比較及び遺伝子治療を選択した理由   

治療抵抗性食道癌に対する根治療法は現時点では存在せず、栄養管理やQOL向上  

のための緩和医療を行っているのが現状である。食道癌に対する抗癌剤以外の治療  

として、分子標的治療の開発が期待されているが、臨床研究結果の報告はない。こ  

のような現状において、食道癌に発現する腫瘍抗原を標的とした新規治療の開発が  

期待される。腫瘍抗原を標的とした免疫療法の1つとして、抗腫瘍活性を有する自  
己Tリンパ球を投与する細胞療法が積極的に研究されており、複数の臨床試験にお  

いて有効例が報告されている。中でも、米国国立衛生研究所（NrH）のRosenberg  

らのグループは、転移性悪性黒色腫患者を対象とした臨床試験において、体外で増  
殖させた腫瘍浸潤リンパ球（TIL）を患者に再移入する養子免疫療法を実施し、  
RECISTガイドラインによる判定として51％の腫瘍縮小効果を報告している。これら  

養子免疫療法における従来の細胞調製法と比較して、本遺伝子治療では、HLA－A2402  

陽性患者のTリンパ球にMAGELA4特異的TCR遺伝子を導入することによって、腫瘍  

細胞に対する傷害活性を付与するものであり、必要量のMAGETA4抗原特異的Tリン  
パ球を調製することが可能である。実際に、当施設で調製されたMAGETA4TCR遺伝  

子導入リンパ球は、MAGE－A4陽性・HLA－A2402陽性のと卜腫瘍細胞株に対して特異  

的な細胞傷害活性を示すことが1n vltroにおいて確認されている。また、免疫不  

全マウスにMAGE－A4陽性・HLAL－A2402陽性のと卜腫瘍細胞株を接種したモデル実験  

において、TCR遺伝子導入ヒトリンパ球投与群に特異的な腫瘍径増大の抑制効果が  

認められた。なお、上記のRosenbergらのグループは、腫瘍抗原MART－1特異的TCR  

遺伝子を導入したTリンパ球を投与した臨床試験において、悪性黒色腫患者17名  

中2名について転移腫瘍巣の明らかな退縮を観察しており、この戦略が有望な新規  

癌治療法となる可能性を示唆している。   

4．MAGETA4．。，151ペプチド投与を併用する理由   

近年のT細胞の養子免疫療法における研究により、可能な限り短期の培養におい  
て必要な移入量を達成し、担癌宿主への移入後にinvivoにおいて抗原刺激を加え  

活性化することにより効果的な抗腫瘍効果が得られると考えられている。これまで  

に、抗原ぺプチドと不完全フロイントアジュバントのエマルションを含む、様々な  
形態のワクチンの投与を腫瘍抗原特異的丁細胞の輸注療法に組み合わせることによ  

り、輸注療法の抗腫瘍効果を増大させることが動物実験により報告されている。ま  

た、臨床試験においても同様にワクチン投与を腫瘍抗原特異的丁細胞療法と組み合  

わせてメラノーマ患者の治療が試みられている。このような知見に基づき、本臨床  
研究においては試験細胞のin vitro培養を短期間とし、試験細胞の患者への移入  

後2週目と′1週目に舶GE－A414。冊15．ペプチドを投与することを計画した。本治療スケ  
ジュー ルにより、まず患者体内におけるMAGトA4反応性丁細胞の頻度を飛躍的に増  

大させ、その後に抗原ぺプチドを投与することにより輸注したMAGE－A4反応性′r細  

胞を患者体内で活性化すると共にさらなる増殖を引き起こし、より高い免疫応答と  

臨床効果を期待するものである。   

ペプチドの投与量については、マウスを用いた研究において、腫瘍抗原ペプチド  
特異的な免疫応答を誘導するために、約100 〃gのペプチドを不完全フロイントア  

ジュバントとエマルション化して用いると有効であることが示されてきた。腫瘍抗  

原由来ぺプチドを用いた初期のペプチドワクチン療法の臨床試験では当初100〃g  

から10mgの投与量の範囲で用いられたが、その最大投与量においても毒性は認め  

られなかった。加えて、ワクチン投与患者の末梢血単核球（peripheralblood  
mononuclear cell：PBMC）を用いたin vitroの解析において、ワクチン投与によ  

る抗原特異的な11細胞免疫応答の誘導と投与ペプチド量との間には特定の相関を認  

めるに至っていない。これらの結果に基づき、以後の第Ⅰ相臨床試験の多くでは、   



LOO ′Jgから1mg程度の同定した投与量が設定されており、これまでに重篤な副作  

用は報告されていない。このような経線と、従来の化学療法剤と腫瘍ワクチンとの  
根本的な性質の遠いから、腫瘍抗原ペプチドを用いたワクチン療法の臨床試験にお  

いては川量試験の意義は限られていると考えられている。これらの知見に基づき、  
本臨床研究においては安全に投与白J能であり、かつ免疫反応を誘導することが期待  

される投与量として300 〃gを設定した。  

1．人に導入する遺伝子の構造と性質   

本臨床研究において発現する遺伝子は11Clてα鎖及び上ゴ鎖遺伝子である。   

1．1．人に導入する遺伝子の構造   

本臨床研究に用いるTCRα鎖遺伝子は272アミノ酸からなるポリペプチドをコー  

ドしており、この遺伝子にコードされる蛋白は、111アミノ酸からなるV8－1領域、  

20アミノ酸からなる．T10領域、141アミノ酸からなるC領域という構造からなって  

いる。11（二Rβ鎖遺伝子は3L3アミノ酸からなるポリペプチドをコードしており、こ  

の遺伝子にコードされる蛋白は、116アミノ酸からなるVト9領域、こうアミノ酸から  

なるN領域、15アミノ酸からなるJ2－5領域、179アミノ酸からなるC2領域という  

構造からなっている。これらの遺伝子は、III。A－A2402拘束性MA（iE－A41。。．51ペプチド  

に特異的なCTLクローン＃2－28から単離された。   

1．2．人に導入する遺伝子の一性質   

本臨床研究において使用するレトロウイルスベクターMS－bI）a が細胞に感染する  

と、MS－bPaのゲノムは逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、プロウイルスとなる√〕   

木臨床研究において導入する遺伝子は、T（二Iiα鎖とょ∃鎖をコードするcDNAであ  

る。ヒトにおいてT（「R〔上鎖は1′t番染色体上に、β鎖は7番染色体ヒにコードされ、  

多様なクロノタイプが存在する。’11Ⅲ遺伝ア・は免疫グロブリン（lg）と同様に多数  

の亜彗■4からなるV、D、．†の可変領域と少数の（二のに常領域からなる。その中でα鎖  

の可変領域はV－」でβ鎖の叶変領域はV－0－．Jで形成される√⊃ ′l、（二R遺伝子はT細胞の  

分化に伴い、これらの領域の遺伝了一再構成という特徴的な過程を経て機能的遺伝子  

を形fl糾¶る。まずl）－．Jの遺伝子再構成が起こり、続いて＼リ）．】の再構成が牛じるし〕  

再構成に伴いいⅦ及びD－」間にランダムな塩基配列（N領域）が組み込まれ′Ⅰ’cl＝／〕  

多様▲性はさらに増加するl⊃本臨床研究にはこの再構成を経た後の′ll（てlく遺伝／一の（てDNA  

を導入する。われわれの使用する′ll（二Rα鎖はVα8－1、．jαtO、Cであり、′llCR／i鎖は  

V／ゴ7－9、Jβ2－5、．C2の配列である、つ   

レトロウイルスベクターMS－t）l）Hにより遺伝子導入された細胞において、TClて化鋭  

遺伝子はマウスホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）遺伝子プロモーター（l）I、。K）に  

よって転写される。マウスP。。Kはと卜を含む広範L用の哺乳類細胞において、細胞が  

増殖中であるか否かを問わずに機能するプロモし一夕ーであり、レトロウイルスベク  

ターMS－hPaにより導入されるP－，。Kは51こうt叩のマウスゲノム由来DNA断片に含まれ  

る√）   

TCl‡β鎖遺伝子はLTRプロモーータ一によ／〕て転写される。レトロウイ′レスベクタ  

ーMS－t）l）aゲノムRNAの5’－LTRはR領域とU5領域、3’1：llRはU3領域とlて領域から  

なり、U5領域と両端のR領域はM〔）i川Itさy nlltr・1rlビ1eukemla virus（MoMl′V）由来、  

U3領域はmurineleukemia vjrus（Ml．V）の変異株であるmurine stem（：ビIIvirus  

（MSCV）由来である。細胞に遺伝r－増人されてプロウイルスになると、両末端のL刊‡  

はいずれもU3－R【しJ5領域の構造をとる。しrR Lf］では、MSCV由来のU3領域が強いプ  

ロモーター活性とェンハンサー活性を有する。hlS（てVl．Tf〈は月車性幹細胞、胎児癌細胞  

及びその他の哺乳動物細胞において高い発現レベルを持続的に保持することが可  

能である。   

L3．導入遺伝子からの生成物の構造及びその生物括性   

T（「lてα鎖及びβ鎖はS－S結合でヘテロダイマーーとして機能的なTCR分子を構成し、  

主要組織適合抗原（M11（二）拘束性に標的細胞のMトl（二分子と抗原ペプチドの複合体を  

認識する。このことに上り、T細胞は抗原特異性を示す。抗原認識の際の結合力の  

強弱や補助レセプターからのシグナルの有無により、T細胞のチ身性化、アナジーの  
誘導、分化、生存と細胞死等を司る。TCH鎖はlgスーパ【ファミリ】分子に属し、   

遺伝子の種類及び  

その導入方法  



2つのIgドメインからなる細胞外領域、20アミノ酸からなる膜貫通領域、数個の  
アミノ酸からなる細胞内領域で構成される。2つのIgドメインのうち、N末端側が  

可変領域、C末端側が定常領域に相当する。細胞外領域に存在する相補性決定領域  
（（二Ⅰ）R）1、（二Ⅰ）R2領域はMHCとの結合に貢献し、CDR3領域は主としてペプチドを認  

識するのに必要とされる。   

本遺伝子治療において導入するMAGトA4特異的TCRは、TCRα鎖及びβ鎖のヘテ  
［∫ダイマ一によノつて機能的なMAGE－A4特異的1’（二R分子を構成している。この舶GE－A4  

特異的TCR分子は、標的細胞あるいは抗原提示細胞上のMHC－ClassI分子である  

HLArA2402分子とMAGトA4分子由来の抗原ぺプチドであるMAGE－A414。151ぺプチドの  

複合体によって形作られる構造を特異的に認識し、結合する。T細胞表面上に存在  
するCD8分子は、HLA－A2402分子とMAGELA4．．，p．51ぺプチドの複合体がM＾GE－A4特異  

的TCR分子と結合する際の結合の安定化に必要であり、CD8分子の非存在下では本  

肌M昔トA4特異的′rCR分子は機能しない。   

導入されたh4AGETA4特異的TCRによるIiLAr＾2402分子と阻GETA414。＿L51ぺプチドの  

複合体の認識が起こると、複合体を形成したCl）3分子群を通して遺伝子導入CD8陽  
性丁細胞内に活性化シグナルが伝達され、遺伝子導入CD8陽性丁細胞の分裂・増殖、  
IFN－γをはじめとしたサイトカインの産生、及びグランザイムB、パーフォリン等  

の細胞傷害性分子の放出が起こり、標的細胞の破壊を導く。   

2．本計画で使用するその他の組換えDNAの構造と性質   

本計画では使用しない。   

3．標的細胞とした細胞の由来及び生物学的特徴並びに当該細胞を標的細胞とした  

理由   

本臨床研究における標的細胞は、治療抵抗性食道癌患者（HlノA－A2402陽性、腫瘍  
組織に旧（iE－A4発現）末梢血由来の’llリンパ球である。その生物学的特徴として、  
①（汀L．は癌細胞を認識して破壊する能力を有する、②自己のTリンパ球を輸注した  
場合は、非自己では生じる可能性のある移植片対宿主病（（iVHD）等の副作用がない  

ことが挙げられる。Tリンパ球を標的として～仇GトA‘l特異的′Ⅰ’CRα鎖及び／j鎖遺伝  
十をレトロウイルスベクターにより遺伝子・導入することで、腫瘍細胞表面上の  

Hl。＝2402分子と舶（；E－A41。。151ペプチド複合体の特異的認識能を獲得した自己′rリ  
ンパ球を輸注することにより、腫瘍特異的免疫反応、更には腫瘍縮小効果が期待さ  

れる。レトロウイルスベクターは増殖中の細胞に高効率で遺伝子導入することか  

ら、 本臨床研究では、抗（二U3抗体であるオルソクローン（）Kl’3（OKl13）による活性化  
と′11リンパ球増殖因子であるインターロイキン2川ノー2）の存在下で増殖するrllリ  

ンパ球が標的細胞として使用される。   

4．遺伝子導入方法の概略及び当該導入法を選択した理由  
∠1．1．遺伝子導入方法の概略   

自己末梢血リンパ球（PBL）に′rCRα鎖及びβ鎖遺伝子を導入するにあたっては、  
組換えフィブロネクチンフラグメント（レトロネクチンCH－296；タカラバイオ（株））  

をこコートした培養′1ッグ中にて、′l、リンパ球にレトロウイルスベクターMS－bPaを感  
染させる。   

4．2．当該導入法を選択した理由   

レトロウイルスベクターは感染した後に逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、  
細胞ゲノムの複製に伴って複製されるために、導入遺伝子を長期にわたり発現しう  
る（⊃また、レトロウイルスベクターによる末梢血rrリンパ球への遺伝子導入効率が  

高いことが知られている。さらに、多くのMo肌Ⅴベースのレトロウイルスベクター  
がと卜血繊細胞への遺伝子導入に利用されており、過去の11細胞遺伝子治療におい  

て重篤な副作用は報告されていない。以上の理由により、自己PBLへのTCRα鎖及  

び／ゴ鎖遺伝√一を導入する方法として、レトロウイルスベクターを選択した。   

4∴う．レトロウイルスベクターの選択根拠  

ターとして、アデノウイルスベクターやウイルスを利用しな   他の遺伝r・導入べク  



いNakedDNAベクターが使用されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込  

まれて長期にわたり安定に′発現する効率が低いことが知られている。一方、レトロ  

ウイルスにより遺伝子導入する場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞  

染色体に組み込むことが可能である。レトロウイルスベクターMS－bPaを選択したも  

うひとつの根拠は安全性である。すなわち、もとになるMS－bPa DNAは、野生型レ  

トロウイルス由来のgag、pOl、enVをコードする遺伝子の全てを欠如しており、こ  

のDNAのみを通常の細胞に導入したのではウイルス粒子を産生することはない。ま  

た、ウイルスベクター製造に用いるパッケージング細胞株PG13は、すでに世界的  

に広く使用されているパッケージング細胞株であり、American Type Culture  

Collection（ATCC）から購入可能である（CRL－10686）。本パッケージング細胞株に  
おいて、gag、pOlをコードするDNA断片とenvをコードするDNA断片とが染色体上  

の異なった位置に導入されているため、RCRが出現する可能性は極めて低いと考え  

られる。   

5・ウイルスベクターを用いち遺伝子導入  

5．1．野生型ウイルスの生物学的特徴及び人に対する影響   

レトロウイルスベクターMS－bPaのもとになる野生型ウイルスはMoMLVであり、以  

下のようなウイルス学的特徴を持つ。形態的には直径約100nmの球形のC型粒子  

に分類され、ウイルスコアをエンベロープが囲っている。ウイルスゲノムは分子量  
約3×106の1本鎖RNAで、相同のRNA分子が2分子、■ウイルスコア中に存在する。  
レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス及びスプーマレトロウイルスの2つの  

亜科に分類される。MoMLVはオルソレトロウイルス亜科のガンマレトロウイルス属  

に属する、マウスを宿主とする白血病ウイルスの一種である。マウス白血病ウイル  
スはAKRやC58系マウスの自然発症白血病の病原ウイルスであるが、MoMLVは実験  

室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。   

オルソレトロウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性白血病、  

白血病、癌であり、野生マウスの後肢麻療を招く神経向性ウイルスも知られている。  

肉腫ウイルスや急性白血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換えに  
より形成されるが、MoMLVは細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKRや  

C58系マウスでのみ白血病を誘発する。病理学的には胸腺リンパ腫を原発とした白  

血病所見を示し、牌臓への浸潤が顕著に認められる。AKRマウスの自然発症白血病  

に対しては抗AKRMLV血清が効果を示し、発症を遅延させることが報告されている  
が、MoMLVに対する血清の効果については不明である。ヒトへの感染の報告はない。   

5．2．ウイルスベクターの作製方法  

①ウイルスプラスミドベクターpMS－bPaの構築   

レトロウイルスベクターMS－bPa産生細胞株の構築に使用したウイルスプラスミ  

ドベクターpMS－bPaは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて構築された。MoMLVプ  

ロウイルスの5’－LTR及び3’－LTRを含み、ウイルス蛋白をコードする配列を全く含  

まないレトロウイルスベクターであるMTベクター のプロウイルス配列を含むプラ  

スミドがウイルスプラスミドベクターpMTであり、pMTの3’－LTRをMSCVプロウイ  

ルスの3’－LTRで置換したものがウイルスプラスミドベクターPMSである。pMTのマ  

ルチプルクローニングサイトに、TCRβ鎖cDNAのコード域、マウスPp。K及びTCRα  

鎖cDNAのコード域を組み込んだ後、これら発現ユニットをpMSに載せ換えること  
によりpMS－bPaを構築した。  

②パッケージング細胞株の構築   

本臨床研究において使用するパッケージング細胞株は、PG13で、パッケージング  

に必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミド（1つはgagとpol、もう1つはellV  

遺伝子）で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、このアプローチはRCR出現のリスクは極めて少ないことが知られている。  

③ウイルス産生細胞株の構築   

gag－pOl遺伝子発現プラスミドであるpGP、エコトロピックenv遺伝子発現プラ  
スミドであるpE－eCO及びウイルスプラスミドベクターPMS－bPaを293T細胞にコト  

ランスフェク卜した。培養上清中には、マウス由来のパッケージング細胞である  

PG13に効率よく感染するエコトロピックレトロウイルスベクターMS－bPaがd過性   



に産生される。この培養上浦をPG13細胞に感染させ、限界希釈法により細胞をク  
ローニングした。こうして得られたクローンから、高力価なアンプオトロピックウ  

イルスを産生するクローンMS－bPa＃20を得た。これをマスターセルバンク（MCB）  

用シードセルとして樹立し、これを培養してMCBを作製した。   

④レトロウイルスベクターMS－bPaの製造   

本臨床研究において使用するレトロウイルスベクターMS－bPaは、ウイルス産生細  

胞株MCBの培養上晴を回収することにより製造する。製造は全て管理された製造エ  

リアにてGMP遵守下で行われる。   

5．3．ウイルスベクターの構造   

レトロウイルスベクターMS－bf）aはパッケージングシグナルとしてⅤ＋を有し、  

gag、POl、enVをコードする配列を持たない。   

5，4．ウイルスベクターの生物学的特徴   

パッケージング細胞株PG13は、GaLVのエンベロープ蛋白を持つレトロウイルス  

ベクターを製造するためのパッケージング細胞株で、この細胞により産生されるレ  

トロウイルスベクターはマウス、ラット、サル、ヒト等を含む多くの種の哺乳類細  

胞に感染しうる。また、レトロウイルスベクターMS－bPaは増殖能を欠いているので、  

遺伝子導入した末梢血Tリンパ球内でウイルス粒子を形成することはない。したが  

って、RCRが出現しない限り周囲の細胞に感染することはない。  

1．遺伝子導入方法の安全性  

1．1．遺伝子導入に用いるウイルスベクターの純度   

レトロウイルスベクターMS－bPaを安定かつ安全に供給するために、ウイルス産生  

細胞にはセルバンクシステムを使用する。MCBの作製・保存及びレトロウイルスベ  

クターMS－bPaの製造はGMP管理下で行う。組成と品質の確認された培地及び試薬を  

使用し、特にウシ胎児血清はウシ海綿状脳症非発生国産のものを使用する。   

①MCBの作製法   

ウイルス産生細胞MS－bPa＃20の初代細胞ストックより作製されたPrimary Seed  

Bankが拡大培養され、ウイルス産生細胞MCBがGMP遵守下で作製された。MCBの作  

製においては組成と品質が確認された培地及び試薬が使用された。作製されたMCB  

に関しては、以下の品質試験が行われた。   

1．マイコプラズマ否定試験（培養法、DNA染色法）   

2、in vIvoウイルス試験   

3．in vitroウイルス試験   

4．R（：R試験（細胞）（293細胞で増幅後、PG－4S＋L【アッセイ）   

5．RCR試験（上晴）（293細胞で増幅後、PG－4S＋l，－アッセイ）   

6．XCプラークアッセイ   

7．マウス抗体産生試験（MAP試験）   

8．無菌試験（日本薬局方）   

9．ウシウイルス試験  

10．ヒトウイルス試験  

1Lアイソザイム分析による細胞の由来動物種同定  

12．組み込まれたベクター遺伝子の組み込み数試験  

13．導入遺伝子配列解析  

14．細胞生存率試験（トリバンプルー）  

15．産生ウイルスの力価試験  

16．導入遺伝子の機能確認   

②レトロウイルスベクターMS－bPaの製造方法   

MCBの細胞を拡大培養した後、培地を交換し生産培養を経て培養上清液を回収す  

る。回収した培養上浦は、保管、精製することなく引き続きレトロウイルスベクタ  

ー製造工程に用いる。回収した培養上精液を0．22umの濾過フィルターによる無菌   

安全性についての  

評価  



濾過を経て培養上清液を回収した後、ウイルスベクターとして凍結保存バッグに小  

分け分注を行い、使用時まで凍結保存する。   

製造は、本遺伝子治療臨床研究の研究者が製造管理責任者となり、全てタカラバ  
イオ社の管理された製造エリアにてGMP遵守下で行われる。また、タカラバイオ社  

の製造施設から三重大学医学部内細胞調製施設へのウイルスベクターの輸送は、凍  

結・ドライアイス詰で、輸送中の温度変化をモニター・記録して行う。   

レトロウイルスベクターMS－bPaに関しては、以下の品質試験を行う。   

1．マイコプラズマ否定試験（培養法）   

2．in vlvo ウイルス試験   

3．1n vitro ウイルス試験   

4．RCR試験（293細胞で増幅後、PG－4S＋L－アッセイ）   

5．無菌試験（日本薬局方）   

6．エンドトキシン試験（日本薬局方）   

7．導入遺伝子配列解析   

8．産生ウイルスの力価試験   

9．導入遺伝子の機能確認   

1．2．患者に投与する物質の純度及びその安全性   

患者に投与されるのはレトロウイルスベクターMS－bPaによりTCRα鎖及びβ鎖遺  

伝子を導入した患者由来Tリンパ球である。この細胞は、RPMI1640培地とヒト血清  

アルブミン（HSA）含細胞凍害保護液（CP－1）とが1：1の割合で混合された溶液の  

懸濁液として投与される。   

また、遺伝子導入細胞の投与後に、舶GE－A41。。】151ペプチドが不完全フロイントア  

ジュバントとの懸濁液として皮下投与される。このペプチドの純度は逆相HPLCに  

よる解析により98．3％であり、エンドトキシン試験や無菌試験などにより品質が確  

認されている。   

1．3．増殖性ウイルス出現の可能性  

①レトロウイルスベクターの安全性   

本臨床研究で使用するレトロウイルスベクターMS－bPaのゲノムはMoMLV由来の  
gag、pOl、enVをコードする遺伝子を完全に欠如している。また、パッケージング  

細胞株としてPG13を用いるので、RCRの出現する可能性は極めて低いと考えられ  
る。レトロウイルスベクターMS－bPaの試験項目にRCR試験が含まれており、RCR陰  

性のレトロウイルスベクターを臨床使用する。また、治療後には患者末梢血中のRCR  

を測定する。  
「  

②パッケージング細胞の安全性   

レトロウイルスベクターMS－bPa を作製する際に使用されるパッケージング細胞  

PG13は、第3世代のパッケージング細胞株であり、RCRを産生する可能性は極めて  
低い。すなわち、パッケージングに必要なウイルス遺伝子がpLGPS及びpMOV－GaLV  

Seato envという2個のDNA断片として別々に導入されていることに加え、どちら  
のDNA断片もVパッケージングシグナルと 3’－LTRを欠失しているので、gagLpOl  

遺伝子やenv遺伝子がウイルス粒子内にパッケージングされて細胞外に出ることは  

ない。   

PG13と同じ第3世代のアンフォトロビック系パッケージング細胞株Gf）＋envAm12  

を用いて産生したレトロウイルスベクター中にRCRを検出したことが1996年に  

Chongらにより初めて報告された。RCR出現の頻度を測定することは困難であるが、  

過去4年間、GP＋envAm12細胞を用いてウイルス産生細胞株を樹立し、60以上のウ  
イルスについてRCRチェックを試みたが検出されなかったため、極めて低い頻度と  

考察されている。なお、PG13を用いてレトロウイルスベクターを作製する過程で  
RCRが出現したという報告はない。   

1．4．遺伝子導入に用いるウイルスベクターの細胞傷害性   

レトロウイルスベクターによる遺伝子導入過程において、細胞を傷害することは  
L
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ないと考えられている。・方、細胞染色体上の遺伝子導入位置によっては細胞の生  

存・増殖に必須な遺伝子の発現が抑制され、細胞が死に至ることがありうるが、こ  
のような細胞の割合は少ないと考えられる。なお、レトロウイルスベクターを用い  
た遺伝子治療において細胞傷害性は報告されていない。   

1．5．体内の標的細胞以外の細胞ナの遺伝子導入の可能性   

本臨床研究では、患者Tリンパ球にex vivo（生体外）でTCRα鎖及びβ鎖遺伝  

子を導入し、拡大培養や細胞洗浄等の工程を経た後に患者に投与する。使用したレ  
トロウイルスベクターMS－bPaはこの過程でほぼ完全に除去され、また、レトロウイ  

ルスは比較的不安定なウイルスなので、細胞培養中に大部分は不活化されると考え  

られる。また、マウス細胞由来のパッケージング細胞株により生産されたレトロウ  

イルスベクターはヒト血清中の補体により速やか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患者体内に侵入しても、それが原因で患者体内において  

遺伝子導入が起こる可能性は低いと考えられる。また、レトロウイルスベクター  

MS－bPaは増殖能を欠いているので、遺伝子導入した患者Tリンパ球内でウイルス粒  

子を形成することはなく、RCRが出現しない限り標的細胞以外の細胞に遺伝子導入  

が起きることはない。   

1．6．患者以外の人に遺伝子が導入される可能性   

本臨床研究の細胞調製は、当該操作に十分な知識と経験を有する研究者のみが行  

う。一連の細胞調製換作時には、マスク、手袋、実験用衣服を着用し、レトロウイ  

ルスベクターの皮膚等への付着を防止する。このような配慮により、細胞調製作業  

者に遺伝子が導入される可能性は極めて低いと考えられる。遺伝子導入操作はP2  

レベルの細胞調製施設において、可能な作業は閉鎖系で行い、開放系での作業は細  
胞調製施設内に設置されたクラスⅢ安全キャビネット内で行う。また、レトロウイ  

ルスベクターを含む廃液の全ては高圧蒸気滅菌後に廃棄される。以上のようにして  

レトロウイルスベクターMS－bPaの環境中への拡散及び環境中における予期しない  

遺伝子導入を防止する。レトロウイルスベクターMS－bPaは増殖能欠損型なので、患  

者を介して患者以外の人に遺伝子導入が起こる可能性は、大量のRCRが患者体内に  

存在しない限り非常に低い。   

1．7．染色体内へ遺伝子が組み込まれる場合の問題点   

レトロウイルスベクターは細胞染色体上のランダムな位置に組み込まれるので、  

その挿入位置によっては細胞の生存や増殖等の機能に影響を及ぼすことがある。細  

胞の生存や増殖に重要な遺伝子の近傍に挿入され、その遺伝子の発現が抑制された  

場合には細胞は死に至る可能性がある。ただし、このような細胞は遺伝子導入細胞  
のごく椚－▼一部であると考えられるので、患者への影響は極めて小さい。一方、癌遺伝  

子の近傍に挿入され、レトロウイルスベクターのLTRが有するエンハンサー・プロ  

モーター活性によりその遺伝子の発現量が増加した場合、及び、癌抑制遺伝子の近  

傍に挿入され、その遺伝子の発現量が減少した場合には、その細胞が異常増殖する  
可能惟がある。   

1．乳 癌原性の有無   

レトロウイルスベクターの染色体への組み込みが細胞の増殖にとって正に働く  

場合には、上述のとおり異常増殖による癌化の問題が出現する。実際に、CD34陽性  

細胞を遺伝子導入の標的細胞としたX連鎖重症複合免疫不全症（X－SCID）の遺伝子  

治療臨床研究において、フランスで4例及びイギリスで1例の合計5例の白血病発  

症が報告されている。本臨床研究における遺伝子導入標的細胞である成熟Tリンパ  
球の癌化のリスクは造血幹細胞に比べて低いとの見解が、IC11の遺伝子治療専門家  

グループから出されている。過去に実施されたT細胞を遺伝子導入の標的細胞とし  

た遺伝子治療において、遺伝子導入細胞の癌化は報告されていない。また、レトロ  

ウイルスベクターで遺伝子導入したTリンパ球を投与した46例のフォーローアップ  

（最長9年間）において、遺伝子導入Tリンパ球のクローン増殖が認められなかっ  

たとの報告がある。なお、本臨床研究では、遺伝子導入細胞の患者体内におけるク  

ローン増殖をLAM－PCtそによってモニタリングして、遺伝子導入細胞の異常増殖の有   



無を評価する。   

2．遺伝子産物の安全性   

導入遺伝子の産物は、可変領域の配列に違いがあるものの、標的細胞であるT細  

胞は内在性にTCRα鎖及びβ鎖を発現している。したがって、導入遺伝子が発現す  

ることにより標的細胞が獲得する性質は、異なる抗原特異性だけであると考えられ  

る。Ex vivoで培養、増殖させたT細胞クローンを大量に投与する臨床試験におい  

て、重大な有害事象は併用した化学療法剤又はⅠレ2によるものだけであったとの  
報告がある。このことから、特定のTCR可変領域を持つT細胞の大量投与による安  

全上の問題は小さいと考えられる。   

前述したとおり、本臨床研究における遺伝子導入の標的細胞の大半は内在性に  

TCRα鎖及びβ鎖を発現している。ここに新たにMAGE－A4に対するTCR遺伝子を導  
入するので、遺伝子導入細胞において2種類の配列のα鎖及びβ鎖が発現する。こ  

のため、（1）予測不可能な抗原特異性を持つ混合TCR2量体の形成、（2）自己抗原  

特異的TCRを有する無応答丁細胞の、導入されたTCRからの刺激による活性化及び  
（3）腫瘍抗原ペプチドとHLA分子との複合体が、自己抗原ペプチドと患者のHLA  

アレル（対立遺伝子）との複合体の立体構造に酷似していることによる、自己細胞  

の攻撃、のいずれかのメカニズムにより、理論的には自己免疫疾患を発症する可能  
性が指摘されている。   

ただし、メラノーマ抗原に対するTCR遺伝子を用いた臨床試験において遺伝子導  

入細胞による毒性は認められていないことから、TCR遺伝子を導入したT細胞が自  

己免疫疾患を引き起こす可能性は否定できないものの、臨床における安全性は確保  

されていると考えられる。   

3．細胞の安全性  

3．1．遺伝子導入細胞の調製方法   

以下に示す細胞培養にかかわる全ての操作は三重大学医学部内に設置されたP2  

レベルの細胞調製施設内で行う。また、細胞調製操作時には、品質が確認された試  

薬、培地類を使用し、清浄度クラス100、クラスⅡ安全キャビネット内で、又は可  

能な工程については閉鎖系で細胞を取り扱うことにより、他の患者由来の細胞や外  

来微生物の混入を防止する。   

遺伝子導入Tリンパ球調製工程の概略は以下に示すとおりである。すなわち、OKT3  

及び組換えヒトIL－2を含む培地で患者リンパ球の培養を開始し、レトロウイルス  

ベクターMS－bPaを結合させたレトロネクチンCH－296コートバッグに上記活性化T  

リンパ球懸濁液を添加して遠心することにより遺伝子導入を合計2回行い、拡大培  

養後に細胞を洗浄・濃縮・回収するというものである。こうして得られた細胞懸濁  

液に凍害保護液を添加し、凍結保存バッグに移した後、ディープフリーザー（－80℃）  

にて凍結保存する。投与日には、凍結保存バッグをディープフリーザーより取り出  
し、37℃温浴にて急速に解凍し、投与する。   

3．2．培養細胞の純度   

健常人末梢血リンパ球を用いた細胞調製では、遺伝子導入後の細胞中の遺伝子導  

入細胞の比率は20％程度であり、Tリンパ球が95％以上を占め、若干のBリンパ球が  

含まれていた。患者に投与される細胞中にも、遺伝子導入されていないTリンパ球  
やその他の細胞が混在すると予測されるが、もともと患者末梢血中にあった細胞で  

あり問題はないと考えられる。また、仮にTリンパ球以外に遺伝子導入された場合  

には、発現したTCR分子は受容体としての機能を発揮しないと考えられることから、  

生体への影響が発生する可能性は低いと考えられる。   

遺伝子導入により、導入遺伝子の本来の機能とは関係なく移入細胞の腫瘍化を誘  

導する確率が一定度に存在すると考えられる。ただし造血幹細胞以外の細胞に遺伝  

子導入された場合には、血液系細胞はいずれもその生理的寿命が限られていること  

から腫瘍が発生する確率は極めて低いと考えられる。なお、造血幹細胞の混入につ  
いては、①培養開始時点の患者末梢血リンパ球中の造血幹細胞の比率は極めて低い  

こと（通常0．1％以下）、②Tリンパ球を活性化させる今回の培養条件ではレトロウ  

イルス感染時に造血幹細胞が分裂増殖している可能性が極めて低いこと、③造血幹   




