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遺伝子治療臨床研究に係る第一種使用規程について

（岡山大学病院）



 
平成 22 年 10 月 5 日 

 
 
遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する

法律に基づき申請のあった第一種使用規程に係る意見について 

 

 
                                               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   委員長   小澤 敬也 
 
 
 
 遺伝子組換え生物等の使用等の規制による生物の多様性の確保に関する法律（平成

15 年法律第 97 号）に基づき申請のあった下記の遺伝子組換え生物等の第一種使用規

程について、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. Reduced Expression in Immortalized Cells/Dickkopf-3（REIC/Dkk-3）遺伝子を発現

する非増殖性の遺伝子組換えヒトアデノウイルス 5 型（Adv/hREIC） 
申請者：岡山大学病院 病院長 森田 潔 
申請日：平成 21 年 8 月 27 日 

 

 
- 1 -



 
【作業委員会の評価結果（岡山大学）】 

1. 遺伝子組換え生物等の種類の名称：Reduced Expression in Immortalized Cells/Dickkopf-3（REIC/Dkk-3）遺

伝子を発現する非増殖性の遺伝子組換えヒトアデノウイルス 5 型（Adv/hREIC） 
第一種使用等の内容：治療施設におけるヒトの治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこれら

に付随する行為 
申請者：岡山大学病院 病院長 森田 潔 

(1)  生物多様性影響評価の結果について 

① 他の微生物を減少させる性質 

 申請されている第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の

環境中への拡散は極力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量であると考えられる。さらに、

Adv/hREIC は増殖能を失っているので、野生型アデノウイルスとの共感染がないかぎり、環境中で増殖

することはない。したがって、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、Adv/hREIC は環境中に拡散

したとしてもやがて環境中から消滅すると考えられる。 
 Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の感染性は、野生型 Ad5 と同一と考えられるので、微生物には

感染せず、また、競合等で他の微生物を減少させる性質はないと考えられる。 

 これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、他の微生物を減少させる性質に起因す

る生物多様性影響が生じるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。 

② 病原性 

Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の感染性は、野生型 Ad5 と同一と考えられるので、自然界で感

染する対象はヒトのみである。しかし、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、環境中への拡散は極

力抑えられており、拡散したとしてもその量は微量であると考えられる。 
Adv/hREIC が感染したヒトで一過性に REIC/Dkk-3 遺伝子を発現する可能性はあるが、これによるヒ

トヘの病原性は知られていない。 
なお、Ad5 を宿主とする遺伝子治療用ウイルスベクター（遺伝子組換え生物等）は 1990 年以後、国内

外で汎用されているが、環境への悪影響に関する報告はない。1999 年に初めて遺伝子治療薬の投与に起

因する死亡例が、当該ベクターを用いた米国での遺伝子治療臨床研究において発生したが、その後の調査

研究により、当該事例は、ベクターの大量血管内投与の結果、ベクターのウイルス蛋白により引き起こさ

れた全身的免疫反応に起因するものであることが明らかにされている。 
Adv/hREIC が自然界で感染する対象はヒトに限られていることを踏まえると、Adv/hREIC 及び

Adv/hREIC 由来 RCA が被験者以外のヒトに対して病原性を示す可能性は極めて少ないと考えられる。 

 これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、病原性に起因する生物多様性影響が生

ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。 

③ 有害物質の産生性 

 Adv/hREIC の有害物質の産生性は知られておらず、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、有害

物質の産生性に起因する生物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断

した。 
④ 核酸を水平伝達する性質 

 自然界では野生型 Ad5 がヒト以外の動植物及び微生物に感染するとの報告はない。したがって、

Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の感染性は、野生型 Ad5 と同様、環境中ではヒト以外には感染し

ないと考えられる。Adv/hREIC が感染したヒトで一過性に REIC/Dkk-3 遺伝子を発現する可能性はある

が、これによるヒトへの水平伝達は考えにくい。Adv/hREIC 由来の遺伝子組換え生物に該当する RCA が

出現したとしても、核酸を水平伝達する性質は野生型 Ad5 と同等である。 
申請されている第一種使用規程に従った使用を行う限り、Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の環

境中への拡散は極めて微量であると推定される。Adv/hREIC は増殖能を失っているので、被験者に野生

型アデノウイルスが共感染しないかぎり、環境中で増殖することはない。さらに、Adv/hREIC が効率よ

く感染する対象はヒトに限られること及びヒト体内の同一細胞に Adv/hREIC 及び野生型アデノウイルス

が感染する可能性は極めて低いことも踏まえると、Adv/hREIC はやがて環境中から消滅すると考えられ

る。 
 これらのことから、第一種使用規程に従った使用を行うかぎり、核酸を水平伝達する性質に起因する生

物多様性影響が生ずるおそれはないとした申請者の結論は妥当であると判断した。 
(2)  生物多様性影響評価書を踏まえた結論 

 以上を踏まえ、Adv/hREIC を第一種使用規程に従って使用した場合に生物多様性影響が生ずるおそれ

はないとした生物多様性影響評価書の結論は妥当であると判断した。 
 

（別 紙） 
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岩崎
いわさき

　一弘
かずひろ

（独）国立環境研究所主任研究員
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お ざ わ

　敬也
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自治医科大学医学部教授
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業務展開チーム　チームリーダー

斎藤
さ い と う

　 泉
いずむ

東京大学医科学研究所遺伝子解析施設教授

島田
し ま だ

　 隆
たかし

日本医科大学医学部教授

早川
はやかわ

　堯夫
た か お

近畿大学薬学総合研究所所長

山口
やま ぐち

　照英
てるひで

(独)医薬品医療機器総合機構生物系審査第１部テクニカルエキスパート

渡邉
わたなべ

　 信
まこと

筑波大学生命環境科学研究科教授

○委員長　（五十音順　敬称略）

（平成22年11月1日現在）

厚生科学審議会科学技術部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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遺伝子組換え生物等の

種類の名称 

Reduced Expression in Immortalized Cells/Dickkopf-3（REIC/Dkk-3）

遺伝子を発現する非増殖性の遺伝子組換えヒトアデノウイルス 5

型（Adv/hREIC） 

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の内容 

治療施設におけるヒトの治療を目的とした使用、保管、運搬及び

廃棄並びにこれらに付随する行為 

遺伝子組換え生物等の

第一種使用等の方法 

治療施設の所在地 岡山県岡山市北区鹿田町二丁目 5 番 1 号 

治療施設の名称 岡山大学病院 

 

(1) Adv/hREIC 溶液は、容器に密封後、凍結状態で治療施設に輸

送し、施設内の P2 レベルの実験室（以下「P2 実験室」という。）

内の冷凍庫に保管する。 

(2) 凍結状態の Adv/hREIC 溶液の融解、希釈及び分注操作は、P2

実験室内の安全キャビネット内で行う。Adv/hREIC 希釈溶液の

保管は、P2 実験室内の冷凍庫において行う。なお、Adv/hREIC

希釈溶液又はその凍結品を開放系区域を通って他の P2 レベル

区域に運搬する必要がある場合には、二重に密閉した容器に入

れて運搬する。 

(3) Adv/hREIC 溶液（希釈溶液を含む。）を廃棄する際には、ウ

イルス不活化（0.18%若しくは 0.24％次亜塩素酸ナトリウム溶

液による消毒薬（以下「消毒薬」という。）又は高圧蒸気滅菌

処理による。以下同じ。）を行った後、岡山大学病院で定めら

れている医療廃棄物管理規程（以下「医療廃棄物管理規程」と

いう。）に従い廃棄する。 

(4) P2実験室内の安全キャビネット内でAdv/hREIC溶液を緩衝液

で希釈し所定の投与量に調整したもの（以下「Adv/hREIC 液」

という。）を、二重に密閉し、環境中への拡散防止措置を適切

に執った治療室（以下「治療室」という。）又は放射線部コン

ピュータ断層撮影装置室（以下「CT 室」という。）に直ちに

運搬し、専用の注入用穿刺針、注射器及びチューブから成るデ

バイス（以下「注入セット」という。）に充填する。 

(5) 被験者に対する Adv/hREIC の投与は、内分泌療法中に再燃し

た前立腺がんの前立腺腫瘍内又は前立腺摘除術後の局所再発

巣内については、治療室内において超音波検査装置に装着され

た穿刺用ガイド装置を用いて、また、遠隔転移病巣内について

は、CT 室内において注入用穿刺針を用いて、それぞれ

 
- 5 -



Adv/hREIC 液を注入することにより行う。注入針の抜去は慎重

に行い、Adv/hREIC 液の漏出及びエアロゾル化を防止する。注

入部位の周辺には布（滅菌された不織布）を二重に敷き詰める。 

(6) 被験者へのAdv/hREIC投与終了後、被験者の創部を消毒する。

ウイルス漏出予防のためにマスク及びガウンを着用した被験

者を、治療室又は CT 室から、環境中への拡散防止措置を適切

に執った陽圧でない個室（以下「個室」という。）に移送する。 

(7) 上記(5)及び(6)で用いた注入セット等の器具並びに布及びガ

ーゼ類は、ウイルス不活化を行い、医療廃棄物管理規程に従い

廃棄する。また、穿刺用ガイド装置等は、ウイルス不活化を行

い、再利用する。これらのウイルス不活化を治療室又は CT 室

以外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬

する。治療後の当該治療室は床を消毒液で掃き清掃する。なお、

治療室内の空気はHEPAフィルターを用いた換気により約 5分

に 1 回（1 時間に 12 回）入れ替える。 

(8) 投与後 24 時間まで、被験者を個室内で管理する。検査等の理

由で被験者が一時的に個室から外の開放系区域に出る場合に

は、採血や排泄等を最小限に留め、マスク及びガウン着用等の

ウイルス漏出予防措置を義務付ける。 

(9) 個室における管理期間中の被験者の排泄物（血液、体液、尿

及び糞便等）は、ウイルス不活化を行った後、医療廃棄物管理

規程に従い廃棄する。ウイルス不活化を個室以外の区域で行う

場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。なお、研究

用検体として使用する被験者の排泄物等の取扱いは、

Adv/hREIC 溶液の取扱いに準ずる。排泄物等が床等に落下した

場合は床を消毒液で掃き清掃する。 

(10) 個室における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用した

器具等及び被験者の排泄物等に接触した器具等は、ウイルス不

活化を行った後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄又は十分洗浄

する。ウイルス不活化を個室以外の区域で行う場合には、二重

に密閉した容器に入れて運搬する。 

(11) 個室における被験者の管理を解除する前に、被験者の血液及

び尿中の Adv/hREIC が陰性であることを確認する。Adv/hREIC

が確認されたときは、個室における被験者の管理を継続する。

また排泄物等の床等への落下の有無にかかわらず、個室におけ

る管理終了後は床を消毒液で掃き清掃する。 
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(12) 個室における被験者の管理の解除後に、遺伝子治療臨床研

究実施計画書（前立腺癌に対する Reduced Expression in 

Immortalized Cells/Dickkopf-3（REIC/Dkk-3）遺伝子発現アデノ

ウイルスベクターを用いた遺伝子治療臨床研究）に示す観察

期間内に被験者の血液又は尿中から Adv/hREIC が検出された

場合には、直ちに被験者を個室における管理下に移し、上記

(8)から(11)までと同様の措置を執る。 
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生物多様性影響評価書 

（区分：遺伝子治療臨床研究） 
 

I 宿主又は宿主の属する分類学上の種に関する情報 

 

1   分類学上の位置付け及び自然環境における分布状況 
 
 ヒトアデノウイルスはアデノウイルス科マストアデノウイルス属に分類されている 

（文献 1、2）。これまでに分離されたウイルスは、中和抗体を誘導する抗原性の違いで

51 の血清型に分けられており（文献 1、2）、ヒト Reduced Expression i n I mmortalized 
Cells/Dickkopf-3（REIC/Dkk-3）を発現する非増殖性の遺伝子組換えアデノウイルスベク

ター（Adv/hREIC）はヒトアデノウイルス 5 型（Ad5）を宿主として作製された。 
Ad5 は 4 歳以下の乳幼児の多くに感染しており、咽頭及び糞便からウイルスが分離さ

れる（文献 2）。Ad1、2、5、6 に対する中和抗体保有率は 1～2 歳齢では 46.7～93.3%で、

20 歳齢までに 100%に達している.（文献 3）。自然環境において、ヒト以外の動物での増

殖は報告されていない。実験室内では、コットンラット及びニュージーランドウサギへ

の経鼻接種でウイルス増殖が報告されている（文献 1）。 
文献 1： Kaipe, D. M., Howley, P. M. ed.: Fields VIROLOGY fourth e dition, pp.2265-2326, 

Lippincott Williams & Wilkins, Philadelphia (2001) 
文献 2：畑中正一編: ウイルス学, pp.198-208, 朝倉書店, 東京 (1997) 
文献 3：水田克巳など: 山形県衛生研究所報, 32: 5-7 (1999) 
 
2   使用等の歴史及び現状 
 
 Ad5 を生ワクチン等に使用した報告はない。Ad5 に由来するウイルスベクターが遺伝

子治療で汎用されている（IV 章参照）。 
 

3   生理・生態学的特性（文献 1、2） 
 
(1)   基本的特性 

ウイルスキャプシドは直径 80 n m の正二十面体で、エンベロープはない。ゲノムは約

36 kb の 2 本鎖 DNA である。 
 
(2)   生育又は生育可能な環境の条件 
 ヒトに感染し、増殖する。培養細胞でも、ヒト由来の細胞でのみ効率よく増殖する。

サル由来培養細胞で低レベルの増殖が起こる。経口感染することから推定されるように、

室温で比較的安定である。 
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(3)   捕食性又は寄生性 
 自然界では、ヒトでのみ増殖を伴う感染が起こる。 
 
(4)   繁殖又は増殖の様式 
 Ad5 は、ヒトに経口感染し、増殖したウイルスは便と共に排泄される。 
 
(5)   病原性 

Ad5 の感染は不顕性に終わることが多いが、4 歳以下の乳幼児では急性熱性咽頭炎とな

る場合もある。いずれの場合も感染後に産生される中和抗体で再感染は阻止される。リ

ンパ節に潜伏する例や小児の腸重積症に関わる可能性も指摘されている。 
 
(6)   有害物質の産生性 
 Ad5 の感染で細胞内に産生されるたん白質等の毒性は報告されていない。 
 
(7)   その他の情報 
 物理的不活化法として Ad5 は 56℃、30 分の加熱で感染性を失う（文献 4）。また化

学的不活化法として用いる消毒薬としては以下のものを含む：塩素系漂白剤（たとえば

次亜塩素酸ナトリウム）、グルタールアルデヒドなど（文献 5）。特に次亜塩素酸ナト

リウムはごく低濃度においても細菌に対して速効的な殺菌力を発揮し、またウイルスに

対する効力の面でも最も信頼のおける消毒薬である。0.1％～1%の高濃度であれば結核菌

を殺菌することもでき、この濃度においては高水準消毒薬に分類される（文献 6）。 
文献 4：Bardell, D.: J. Clin. Microbiol. 4: 322-325 (1976) 
文献 5:APIC guidelines for infection control practice 
  (http://www.phac-aspc.gc.ca/msds-ftss/msds3e-eng.php) 
文献 6: http://www.yoshida-pharm.com/text/05/5_2_3.html 

Ⅱ 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報 

 
1   供与核酸に関する情報 
 
(1)   構成及び構成要素の由来 
 ヒト REIC/Dkk-3 をコードする DNA（REIC/Dkk-3 遺伝子；1053bp）及び CAG プロモ

ーターを宿主に導入した（供与核酸の全塩基配列及び対応するアミノ酸配列などは別紙

1）。 
 
(2)   構成要素の機能 

CAG プロモーターは REIC/Dkk-3 遺伝子のみを転写させることになるため、

REIC/Dkk-3 遺伝子が発現される。発現する REIC/Dkk-3 タンパク質は分子量約 60kDa の
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糖蛋白質で、N 末端に 1 つのシグナルペプチドとシステインドメイン、coiled-coil ドメイ

ンをそれぞれ 2 つずつ有する 350 のアミノ酸より構成される。REIC/Dkk-3 は Dkk ファミ

リーと呼ばれる分泌型蛋白群の一種で、Dkk ファミリーには Wnt 受容体を介して Wnt
シグナル伝達を阻害する作用があることが知られている。REIC/Dkk-3 は腫瘍特異的細胞

アポトーシスを誘導する機能を有していると考えられており、その機序として、

c-Jun-N-terminal kinase（JNK）を活性させることでの、Bax のミトコンドリアへの移行促

進作用が考えられている（文献 7）。また遺伝子導入により産生された蛋白によるヒト

正常細胞（線維芽細胞、前立腺間質細胞、前立腺上皮細胞、臍帯静脈内皮細胞、気道上

皮細胞、肝細胞、腎近位尿細管細胞）への障害性は認めていない（文献 7, 未発表データ)。
これらの供与核酸の導入によって、Adv/hREIC の感染性が Ad5 から変わることはない

と考えられる。また、Adv/hREIC にはアデノウイルスが増殖するために不可欠である E1
遺伝子及び E3 遺伝子が含まれないため、Adv/hREIC に増殖性は無いと考える。 
文献 7: Abarzua F ., et al.: Cancer Research 65:9617-9622, 2005 
 
 
 

2   ベクターに関する情報 
 
(1)   名称及び由来 

Adv/hREIC アデノウイルスベクターはコスミド pAxCAREIC より作製される。

pAxCAREICはCAGプロモーターの転写制御下にあるヒト hREIC遺伝子を発現させるプ

ラスミドである。コスミド pAxCAREIC をヒト胎児腎由来 293 細胞に感染させ、最終的

な遺伝子組換えアデノウイルスベクターAdv/hREIC が生成される（ベクターの構造は別

紙 2）。 
 
(2)   特性 

コスミド pAxCAREIC はアンピシリン耐性遺伝子を有する。 
 

3   遺伝子組換え生物等の調製方法 
 
(1)   宿主内に移入された核酸全体の構成 
 Ad5 の E1 領域を供与核酸と置換した（Ad5、Adv/hREIC のゲノム構造概略図は別紙

2 参照）。 
 
(2)   宿主内に移入された核酸の移入方法（別紙 2 の各図を参照） 
コスミドベクターpAxCAREIC の作製法を以下に示す。REIC/Dkk-3遺伝子の開始コド

ン 前 に BamHI サ イ ト を デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー （ REIC-S; 
5’-GGATCCAGAGCGGAAATGCAGCGG-3’（配列番号4の塩基番号190-206に相当する配

列の5’側にBamHIサイトであるGGATCCを繋げた配列））と、終止コドンの後にEcoRI
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サイトをデザインしたプライマー（REIC-A: 5’-GAATTCTAAATCTCTTCCCCTCCCAG-3’
（配列番号4の塩基番号1230-1249に相当する配列のアンチセンス鎖の5’側にEcoRIサイ

トであるGAATTC配列を繋げた配列））を設計した。次に、pTracer/REIC（別紙2、図１）

を鋳型にして、REICのコーディング領域をPCRにより増幅した。PCR条件は、94℃ 30秒、

63℃ 30秒、72℃ 1分を30サイクルで行った。約1.1kbの増幅産物をゲルから回収し、EcoRI、
BamHI消化した後、pUC119にサブクローニングした。これを大腸菌DH5αに導入し、ア

ンピシリン耐性クローンから抽出したプラスミドの塩基配列の解析を行い、インサート

の配列に変異が入っていないことを確認した（pUC119/REIC、図2）。pUC119/REICを
EcoRI、BamHI消化し、約1.1kbのREIC断片を回収した。回収したREIC断片をDNA Blunting 
Kit（タカラ社製、日本）を用いて末端を平滑化し、CAGプロモーターが含まれるコスミ

ド（pAxCAwt、図3、タカラ社製、日本）のSwaI部位にサブクローニングした。得られた

コスミド（pAxCAREIC、図4）をClaI消化してインサートの有無を確認した。さらに、

StuI、SpeI消化してインサートの向きが5’－プロモーター、インサート、ポリＡシグナル

であることを確認した。 
 
(3)   遺伝子組換え生物等の育成の経過 

Adv/hREIC は Ad5 ウイルスの E1 ならびに E3 領域を欠失している。E1A 及び E1B 遺

伝子産物はウイルス DNA の複製に必要なので、これらの遺伝子を継続的に発現してい

る 293 細胞を使って増殖させる。本臨床研究で用いられる Adv/hREIC の最終製品は、

（株）桃太郎源社が製造委託した、英国 Eden Biodesign社で作製される予定である。凍

結した状態で日本へ輸送した最終製品は、岡山大学病院遺伝子・細胞治療センター（P2
レベル）において保存され、受入れ試験が実施される（受入れ試験の詳細は別紙 3）。 
 具体的には、最終製品は岡山大学病院中央診療棟 5 階遺伝子・細胞治療センターのベ

クター保存室内のディープフリーザーに施錠の上、保管される（当該治療施設の地図及

び保管場所の概略図は別紙 4）。 
  

 

4   移入した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性 
 
 移入した核酸は Adv/hREIC の 2 本鎖 DNA ゲノムの一部として存在し、保管中は極め

て安定で、感染する動植物等の種類及び感染様式が保管中に変化することはない。細

胞に感染すると、Adv/hREIC のゲノムは核内の染色体外に存在し、REIC/Dkk-3 遺伝子

が転写される。すなわち、REIC/Dkk-3 遺伝子の発現は一過性である。 
 

5   遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれらの感度及び信頼性 
 
 Adv/ hREIC は宿主の Ad5 に存在しない REIC/Dkk-3 遺伝子を含むので、REIC/Dkk-3
遺伝子 DNA の一部を PCR で増幅、定量する方法で Adv/ hREIC を検出できる。先行

した Adv/HSV-tk を用いた同様の前立腺癌遺伝子治療臨床研究（岡山大学実施）にお
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けるアデノウイルスベクターの血中、尿中の検出結果（感度 100 コピー/μg）では、

アデノウイルスベクター投与後血中では翌日、尿中では 2 日目に全例測定感度以下

になっている（文献 8）。なお、投与前は全例測定感度以下であった（論文未発表）。

Real-time PCR 法を用いた方法であり臨床応用性を含めた信頼性も実証された。本臨

床研究にても同様の手法を採用するが類似した結果が予測される。 
文献 8：Nasu, Y, et al.: Molecular Therapy. 15: 834-840 (2007) 
 

6   宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違 
 
 Adv/hREIC は Ad5 の E1 領域の遺伝子を欠失しているので、これらの領域にコードさ

れているウイルス蛋白質群を発現できない。E1A 及び E1B 遺伝子から作られる蛋白質は

ウイルス DNA の複製に必要なため（文献 1、2）、E1A 及び E1B 遺伝子を持続的に発現

している細胞（例えば 293 細胞）や Ad5 と共感染した細胞でなければ Adv/hREIC の増殖

は起こらない。また、Adv/hREIC では外来 CAG プロモーターから転写される REIC/Dkk-3
遺伝子が発現することになる。これらの点を除くと、Adv/hREIC の感染する動植物等の

種類、感染経路、伝搬様式等は野生型 Ad5 とまったく同等である。 
 Adv/hREIC 由来の RCA は、ヒトや動植物等への感染性、感染様式、病原性など、生物

多様性に影響を与える性質は野生型 Ad5 と同等であると考えられる。 
 

III 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報 

 

1   使用等の内容 
 
 治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこれ

らに付随する行為。 
 

2   使用等の方法 
 
治療施設の所在地 岡山県岡山市北区鹿田町二丁目 5 番 1 号 
治療施設の名称 岡山大学病院 
 
(1) Adv/hREIC 溶液は、容器に密封後、凍結状態で治療施設に輸送し、施設内の P2 レベ

ルの実験室（以下「P2 実験室」という。）内の冷凍庫に保管する。 
(2) 凍結状態の Adv/hREIC 溶液の融解、希釈及び分注操作は、P2 実験室内の安全キャビ

ネット内で行う。Adv/hREIC 希釈溶液の保管は、P2 実験室内の冷凍庫において行う。

なお、Adv/hREIC 希釈溶液又はその凍結品を開放系区域を通って他の P2 レベル区域に

運搬する必要がある場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。 
(3) Adv/hREIC 溶液（希釈溶液を含む。）を廃棄する際には、ウイルス不活化（0.18%も
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しくは 0.24％次亜塩素酸ナトリウム溶液による消毒薬（以下「消毒薬」という）また

は高圧蒸気滅菌処理による。以下同じ。）を行った後、本施設で定められている医療

廃棄物管理規程（以下「医療廃棄物管理規程」という。）に従い廃棄する。 
(4) P2 実験室内の安全キャビネット内で Adv/hREIC 溶液を緩衝液で希釈し所定の投与量

に調整（以下「Adv/hREIC 液」という）した後、二重に密閉し、環境中への拡散防止

措置を適切に執った治療室（以下「治療室」という。）又は放射線部コンピュータ断

層撮影装置室（以下「CT 室」という。）に直ちに運搬し、専用の注入用穿刺針、注射

器及びチューブからなるデバイス（以下「注入セット」という。）に充填する。 
(5) 被験者に対する Adv/hREIC の投与は、内分泌療法中に再燃した前立腺がんの前立腺

腫瘍内又は前立腺摘除術後の局所再発巣内については、治療室内において超音波検査

装置に装着された穿刺用ガイド装置を用いて、また、遠隔転移病巣内については、CT
室内において注入用穿刺針を用いて、それぞれ Adv/hREIC 液を注入することにより行

う。注入針の抜去は慎重に行い、Adv/hREIC 液の漏出及びエアロゾル化を防止する。

注入部位の周辺には敷布（滅菌された不繊布）を二重に敷き詰める。 
(6) 被験者への Adv/hREIC 投与終了後、被験者の創部を消毒する。ウイルス漏出予防の

ためにマスク及びガウンを着用した被験者を、治療室又は CT 室から、環境中への拡

散防止措置を適切に執った陽圧でない個室（以下「個室」という。）に移送する。 
(7) 上記(5)及び(6)で用いた注入セット等の器具並びに布及びガーゼ類は、ウイルス不活

化を行い、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。また、穿刺用ガイド装置等は、ウイ

ルス不活化を行い、再利用する。これらのウイルス不活化を治療室又は CT 室以外の

区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。治療後の当該治療室は

床を消毒液で掃き清掃する。なお、治療室内の空気は HEPA フィルターを用いた換気

により約 5 分に 1 回（1 時間に 12 回）入れ替わる。 
(8) 投与後 24 時間まで、被験者を個室内で管理する。検査等の理由で被験者が一時的に

個室から外の開放系区域に出る場合には、採血や排泄等を最小限に留め、マスク及び

ガウン着用等のウイルス漏出予防措置を義務付ける。 
(9) 個室における管理期間中の被験者の排泄物（血液、体液、尿及び糞便等）は、ウイ

ルス不活化を行った後、医療廃棄物管理規程に従い廃棄する。ウイルス不活化を個室

以外の区域で行う場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬する。なお、研究用検

体として使用する被験者の排泄物等の取扱いは、Adv/hREIC 溶液の取扱いに準ずる。

排泄物等が床等に落下した場合は床を消毒液で掃き清掃する。 
(10) 個室における管理期間中、被験者に対して侵襲的に使用した器具等及び被験者の排

泄物等に接触した器具等は、ウイルス不活化を行った後、医療廃棄物管理規程に従い

廃棄又は十分洗浄する。ウイルス不活化を個室以外の区域で行う場合には、二重に密

閉した容器に入れて運搬する。 
(11) 個室における被験者の管理を解除する前に、被験者の血液及び尿中の Adv/hREIC が

陰性であることを確認する。Adv/hREIC が確認されたときは、個室における被験者の

管理を継続する。また排泄物等の床等への落下の有無にかかわらず、個室における管

理終了後は床を消毒液で掃き清掃する。 
(12) 個室における被験者の管理の解除後に、遺伝子治療臨床研究実施計画書（前立腺
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癌に対する Reduced E xpression i n I mmortalized C ells/Dickkopf-3（REIC/Dkk-3）遺伝子

発現アデノウイルスベクターを用いた遺伝子治療臨床研究）に示す観察期間内に被験

者の血液又は尿中から Adv/hREIC が検出された場合には、直ちに被験者を個室にお

ける管理下に移し、上記(8)から(11)までと同様の措置を執る。 
 

3 承認を受けようとする者による第一種使用等の開始後における情報収集の方法 
 
 被験者への Adv/hREIC 投与後、被験者体内で増殖能を獲得した遺伝子組換えウイルス

（RCA）の有無については、血液及び尿を用いて PCR 法にて検査し、検出された場合は

消失するまで、被験者を個室管理下に移して追跡する。 
 

4   生物多様性影響が生じるおそれのある場合における生物多様性影響を防止するため

の措置 
 
 Adv/hREIC 投与後の被験者については、個室管理下、PCR 法にて血液及び尿中の遺伝

子組換えウイルス（Adv/hREIC）が消失するまで追跡する。管理中は排泄物が床等に落

下した場合は床を消毒液で掃き清掃する。また落下の有無にかかわらず、個室における

管理終了後は床を消毒液で掃き清掃する。 
 

5   実験室等での使用又は第一種使用等が予定されている環境と類似の環境での使用等

の結果 
 

Adv/hREIC と同様に非増殖性の遺伝子組換えヒトアデノウイルス 5 型の構造をもち、

マウスインターロイキン-12（mIL-12）遺伝子を発現する Adv/mIL-12 ベクターの溶液を

マウスモデルに投与した動物実験では、マウス血清中の mIL-12 レベルは投与翌日にピー

クとなり（15000 pg/ml）、投与 3 日後にはベクター投与前のレベルに低下した。mIL-12
の上昇後に脾臓の重量は増加したが mIL-12 レベルの低下に伴い脾臓の重量は正常に戻

った。一過性の mIL-12 上昇に伴うと考えられる死亡例はマウスには認められず、また体

重減少等も認められなかった（文献 9）。Adv/mIL-12 の消長及び体外への排出について

は詳細が不明であるが、同じくヒトアデノウイルス 5 型の E1 領域を単純ヘルペスウイル

スチミジンキナーゼ遺伝子に置換した非増殖性アデノウイルスベクターである

Adv.RSV-TK を用いたマウスモデルの動物実験では、ベクター注入 1 週間後、ベクター

DNA は尿、精液及び精子には認めず、血中にはマウス 40 匹中 1 匹のみに認めた。ベク

ターの広がりは前立腺、精嚢、精巣、骨盤リンパ節、消化管及び肝において観察された

（文献 10）。 
岡山大学病院において、前立腺癌患者に対する Adv/hREIC の投与はまだ行っていない

が、2001 年以後に前立腺癌に対する Adv.RSV-TK 及びガンシクロビルを用いた遺伝子治

療臨床研究を行い、9 例（2 例は同一症例）の前立腺がん患者に Adv.RSV-TK の投与を行

った（文献 8）。また、2008 年以降に前立腺癌に対する Adv/IL-12 を用いた遺伝子治療
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臨床研究を行い、6 例の前立腺癌患者に Adv/IL-12 の投与を行った。投与後の被験者の血

液、尿中の Adv.RSV-TK および Adv /IL-12 の有無を PCR 法により検査したところ、血液

中へのアデノウイルスベクターの移行は低用量群においては認められず、中用量群にお

いて投与後 30 分をピークに認められたが翌日には消失した。尿中への移行は投与直後に

おいて認めたが多くの場合は 2 日目に消失した。被験者の個室管理期間中の医療従事者

や被験者の家族等面会者の健康状態からみて、Adv.RSV-TK および Adv/IL-12 の環境中へ

の放出及び医療従事者や面会者への感染は認められていない。 
文献 9：Nasu, Y., et al.: Gene Ther. 6: 338-349 (1999) 
文献 10：Timme, T. L., et al.: Cancer Gene Ther. 5: 74-82 (1998) 
 

6   国外における使用等により得られた情報 
 
本申請の Adv/hREIC については、国外における使用の報告はない。Adv/hREIC と同様

に非増殖性の遺伝子組換えヒトアデノウイルス 5 型の構造をもつ、Adv.RSV-TK 及び 
Adv/IL-12 については、前立腺癌における国外での使用が実施されており、以下に示す。 
 1996 年 8 月より、放射線治療後の局所再燃がんに対する Adv.RSV-TK 及びガンシク

ロビルの併用療法の第 I 相臨床試験が米国 Baylor 医科大学で実施された。当該試験にお

いて Adv.RSV-TK を前立腺巣内に局所内投与された 18 名の患者の尿を検体として、PCR
法によるアデノウイルス DNA の確認が行われた。Adv.RSV-TK 投与後、尿中にはアデ

ノウイルス DNA が、症例により差はあるが、0～32 日間（平均 6.8 日間）検出された（文

献 11）。 
 また、2004 年 5 月から米国 Baylor 医科大学において第 1 例目の前立腺癌に対する

Adv/IL-12 を用いた遺伝子治療が施行された。（主任研究者の転出に伴い研究は中断さ

れたため、詳細なデータは公表されていない。） 
文献 11：Herman, J. R., et al.: Human Gene Ther. 10: 1239-1249 (1999) 

 

IV 生物多様性影響評価 

 

1   他の微生物を減少させる性質 
 
(1)   影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

Adv/hREIC及びAdv/hREIC由来 RCAの感染性は野生型Ad5と同一と考えられるので、

微生物に感染せず、また、競合、有害物質の産生により他の微生物を減少させることは

ないと考えられる。よって、影響を受ける可能性のある微生物は特定されなかった。 
 
(2)   影響の具体的内容の評価 
 （該当せず。） 
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(3)   影響の生じやすさの評価 
 （該当せず。） 
 
(4)   生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
 よって、他の微生物を減少させる性質について、第一種使用規程承認申請書に記載し

た遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるお

それはないと判断される。 

 

2   病原性 
 
(1)   影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 
 Adv/hREIC及び Adv/hREIC由来 RCAの感染性は野生型Ad5と同一と考えられるので、

自然界で感染する対象はヒトのみである（文献 1、2）。 
 
(2)   影響の具体的内容の評価 
 Adv/hREIC が感染したヒトで一過性に REIC/Dkk-3 遺伝子を発現する可能性はあるが、

これによるヒトへの病原性は知られていない。Adv/hREIC 由来 RCA の病原性は、野生型

Ad5 と同等であると考える。 
 なお、Ad5 を宿主とする遺伝子治療用ウイルスベクター（遺伝子組換え生物等）は 1990
年以後、国内外で汎用されているが（文献 11）、環境への悪影響に関する報告はない。

1999 年に初めて遺伝子治療薬の投与に起因する死亡例が、当該ベクターを用いた米国で

の遺伝子治療臨床研究において発生したが、その後の調査研究により、当該事例は、ベ

クター大量投与の結果、循環血中に漏れ出たベクターのウイルス蛋白により引き起こさ

れた全身的免疫反応に起因するものであることが明らかにされている（文献 12）。 
 
(3)   影響の生じやすさの評価 
 第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法に

よるかぎり、Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の環境中への拡散は極めて微量であ

る。さらに、Adv/hREIC は増殖能を失っているので、野生型アデノウイルスとの共感染

がないかぎり、環境中で増殖することはない。さらに、Adv/hREIC が効率よく感染する

対象はヒトに限られること（文献 1、2）を踏まえると、Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由

来 RCA が被験者以外のヒトに対して病原性を示す可能性は極めて少ないと考えられる。 
 
(4)   生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
 よって、病原性について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物

等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはないと判断さ

れる。 
文献 12：Assessment of adenoviral vector safety and toxicity: report of the National Institutes of 

Health Recombinant DNA Advisory Committee Human Gene Therapy 13:3-13 (2002) 
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3   有害物質の産生性 
 
(1)   影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

Adv/hREIC の有害物質の産生性は知られておらず、影響を受ける可能性のある野生動

植物等は特定されなかった。 
 
(2)   影響の具体的内容の評価 
 （該当せず。） 
 
(3)   影響の生じやすさの評価 
 （該当せず。） 
 
(4)   生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
 よって、有害物質の産生性について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組

換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれはない

と判断される。 
 

4   核酸を水平伝達する性質 
 
(1)   影響を受ける可能性のある野生動植物等の特定 

Adv/hREIC及びAdv/hREIC由来 RCAの感染性は野生型Ad5と同一と考えられるので、

自然界で感染する対象はヒトのみである（文献 1、2）。 
 
(2)   影響の具体的内容の評価 

Adv/hREIC が感染したヒトで一過性に REIC/Dkk-3 遺伝子を発現する可能性はあるが、

これによるヒトへの核酸の水平伝達は知られていない。 
Adv/hREIC 由来の遺伝子組換え生物に該当する RCA が出現したとしても、核酸を水平

伝達する性質は野生型 Ad5 と同等である。 
 
(3)   影響の生じやすさの評価 

第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法に

よるかぎり、Adv/hREIC 及び Adv/hREIC 由来 RCA の環境中への拡散は極めて微量であ

る。Adv/hREIC は増殖能を失っているので、被験者に野生型アデノウイルスが共感染し

ないかぎり、環境中で増殖することはない。さらに、Adv/hREIC が効率よく感染する対

象はヒトに限られること（文献 1、2）及びヒト体内の同一細胞に Adv/hREIC 及び野生型

アデノウイルスが感染する可能性は極めて低いことも踏まえると、Adv/hREIC はやがて

環境中から消滅すると考えられる。 
Adv/hREIC 由来の遺伝子組換え生物に該当する RCA が出現したとしても、核酸を水平
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伝達する可能性は野生型 Ad5 と同程度であると考えられる。 
 
(4)   生物多様性影響が生ずるおそれの有無等の判断 
 よって、核酸を水平伝達する性質について、第一種使用規程承認申請書に記載した遺

伝子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、生物多様性影響が生ずるおそれ

はないと判断される。 
 

5   その他の性質 
なし。 

 

V 総合的評価 
第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝子組換え生物等の第一種使用等の方法に

よるかぎり、Adv/hREIC の環境中への拡散は極力抑えられており、拡散したとしても、

その量は検出レベル以下であると推定される。また、これまでの動物を用いた予備的実

験により、Adv/hREIC による REIC/Dkk-3 遺伝子の一過性発現がヒトに強い病原性を示

す可能性は極めて小さいと考えられる。Adv/hREIC が感染する動植物等の種類は野生型

Ad5 と同等で、ヒトにのみ感染し、自然界で他のほ乳動物、植物及び微生物には感染し

ないと考えられる。 
増殖性ウイルス（RCA）を含む遺伝子組換えアデノウイルスのウイルス増殖能に関し

て、臨床使用経験に基づいた知見を整理した見解・声明が、日米EU 医薬品規制調和国

際会議（The International Conference on Harmonisation of Technical Requirements for 
Registration of Pharmaceuticals for Human Use；ICH）および、Gene Therapy Discussion Group 
（ICH-GTDG）によりcommunication paper として公開されている（別紙5）。すなわち、

2004 年6 月10 日のICH-GTDG会議において、多量のRCAを含有する非増殖性アデノウ

イルスベクターを高用量投与された症例に関するデータが米国研究製薬工業協会

（PhRMA）によりとりまとめられ、報告されている。それによると 
・ がん患者において、種々の投与経路（腫瘍内、肝臓内、腹膜内）によって投与を受け

た場合でも、RCA に起因する重篤な副作用はみられなかった。 
・ 環境へのリスクという点に関して、現在用いることのできる最も感度の高いRCA検出

法であるポリメラーゼ連鎖反応（PCR）法によってもRCA の体外への排出は認められな

かったことが、データから示唆された。 
ことが示されており、RCAが製剤中に仮に多量に含まれていたとしても、ウイルスが生

体で増殖し副作用を引き起こすこと、および、ウイルスが体外に排出されることが考え

にくく、その増殖型ウイルスの当該環境中での増殖能が極めて低いことが示唆される。

今回我々が使用するAdv/hREICにおけるRCAウイルス出現の頻度については、その製造

元であるEden Biodesigh社（National Biomanufacturing Centre内，Speke Road, Liverpool, UK）

の品質検査おいて、3×1010 virus particleに1個未満であることが、2010年2月10日に確定を

されている。この3×1010 virus particleに1個未満という数値は、前述のICH-GTDG会議で報

告された臨床研究のRCA含有量をはるかに下回るものであり、かつFDAの推奨するRCA
量の許容基準でもある。すなわち、今回のAdv/hREIC使用において、増殖型ウイルスが

仮に申請使用において出現した場合でも、その環境中（患者生体内および排出後のその

周囲の環境）でウイルス増殖することはほぼ不可能であり、その環境下での増殖能は限

りなく低いものと考えられる。すなわち、ヒト及び他のほ乳動物、植物並びに微生物に

新たな影響を与えることはないと考えられ、第一種使用規程承認申請書に記載した遺伝
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子組換え生物等の第一種使用等の方法によるかぎり、Adv/hREIC使用により生物多様性

影響が生ずるおそれはないと判断される。 

 
 
別紙 1：REIC/Dkk-3 遺伝子の構造、REIC/Dkk-3 遺伝子のアミノ酸配列 
 
別紙 2：REIC/Dkk-3 遺伝子発現アデノウイルスベクターの作製方法、REIC/Dkk-3 遺

伝子発現アデノウイルスベクター（Adv/hREIC）の作製図、REIC/Dkk-3 遺伝

子発現アデノウイルスベクター（Adv/hREIC）の構造 
 
別紙 3：受け入れ試験の詳細  
 
別紙 4：治療施設の地図及び保管場所の概略図 
 
別紙 5：Considerations from the Gene Therapy Discussion Group meeting. June 10, 2004 

    日米 EU 医薬品規制調和国際会議（ICH） 遺伝子治療専門家グループ（GTDG） 
       「見解」

 
- 19 -



 

13 

別紙 1 
1) REIC/Dkk-3 遺伝子の構造 
ヒト REIC/Dkk-3 蛋白コード領域の塩基配列（1053 base pair）を以下に示す。 

     1 atgcagcggc ttggggccac cctgctgtgc ctgctgctgg cggcggcggt ccccacggcc  
    61 cccgcgcccg ctccgacggc gacctcggct ccagtcaagc ccggcccggc tctcagctac  
  121 ccgcaggagg aggccaccct caatgagatg ttccgcgagg ttgaggaact gatggaggac  
  181 acgcagcaca aattgcgcag cgcggtggaa gagatggagg cagaagaagc tgctgctaaa  
  241 gcatcatcag aagtgaacct ggcaaactta cctcccagct atcacaatga gaccaacaca  
  301 gacacgaagg ttggaaataa taccatccat gtgcaccgag aaattcacaa gataaccaac  
  361 aaccagactg gacaaatggt cttttcagag acagttatca catctgtggg agacgaagaa  
  421 ggcagaagga gccacgagtg catcatcgac gaggactgtg ggcccagcat gtactgccag  
  481 tttgccagct tccagtacac ctgccagcca tgccggggcc agaggatgct ctgcacccgg  
  541 gacagtgagt gctgtggaga ccagctgtgt gtctggggtc actgcaccaa aatggccacc  
  601 aggggcagca atgggaccat ctgtgacaac cagagggact gccagccggg gctgtgctgt  
  661 gccttccaga gaggcctgct gttccctgtg tgcacacccc tgcccgtgga gggcgagctt  
  721 tgccatgacc ccgccagccg gcttctggac ctcatcacct gggagctaga gcctgatgga  
  781 gccttggacc gatgcccttg tgccagtggc ctcctctgcc agccccacag ccacagcctg  
  841 gtgtatgtgt gcaagccgac cttcgtgggg agccgtgacc aagatgggga gatcctgctg  
  901 cccagagagg tccccgatga gtatgaagtt ggcagcttca tggaggaggt gcgccaggag  
  961 ctggaggacc tggagaggag cctgactgaa gagatggcgc tgggggagcc tgcggctgcc  

1021 gccgctgcac tgctgggagg ggaagagatt tag  

 

2) REIC/Dkk-3 遺伝子のアミノ酸配列 

以下に上記遺伝子により発現されたヒト REIC/Dkk-3 タンパクのアミノ酸配列を示す。 
 

MQRLGATLLCLLLAAAVPTAPAPAPTATSAPVKPGPALSYPQEEATLNEMFREVEELV

EDTQHKLRSAVEEMEAEEAAAKASSEVNLANLPPSYHNETNTDTKVGNNTIHVHREI

HKITNNQARQMVFSETVITSVGDEEGRRSHECIIDEDCGPSMYCQFASFQYTCQPCRGQ

RMLCTRDSECCGDQLCVWGHCTKMATRGSNGTICDNQRDCQPGLCCAFQRGLLFPV

CIPLPVEGELCHDPASRLLDLITWELEPDGALDRCPCASGLLCQPHSHSLVYVCKPTFV

GSRDQDGEILLPREVPDEYEVGSFMEEVRQELEDLERSLTEEMALGEPAAAAAALLGG

EEI  
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別紙 2 
REIC/Dkk-3 遺伝子発現アデノウイルスベクターの作製方法 
 

Adv/hREICの製造法は基本的に2段階であり、各段階の動作において配位位置の確認、挿

入シークエンスにおける欠損や変異のなきを確認する。 
 
第１段階として、コスミドベクターpAxCAREIC の作製を行った。REIC/Dkk-3遺伝子の開

始 コ ド ン 前 に BamHI サ イ ト を デ ザ イ ン し た プ ラ イ マ ー （ REIC-S; 
5’-GGATCCAGAGCGGAAATGCAGCGG-3’（配列番号4の塩基番号190-206に相当する配列

の5’側にBamHIサイトであるGGATCCを繋げた配列））と、終止コドンの後にEcoRIサイト

をデザインしたプライマー（REIC-A: 5’-GAATTCTAAATCTCTTCCCCTCCCAG-3’（配列番

号4の塩基番号1230-1249に相当する配列のアンチセンス鎖の5’側にEcoRIサイトである

GAATTC配列を繋げた配列））を設計した。次に、pTracer/REIC（図１）を鋳型にして、

REICのコーディング領域をPCRにより増幅した。PCR条件は、94℃ 30秒、63℃ 30秒、72℃ 
1分を30サイクルで行った。約1.1kbの増幅産物をゲルから回収し、EcoRI、BamHI消化した

後、pUC119にサブクローニングした。これを大腸菌DH5αに導入し、アンピシリン耐性ク

ローンから抽出したプラスミドの塩基配列の解析を行い、インサートの配列に変異が入っ

ていないことを確認した（pUC119/REIC、図2）。pUC119/REICをEcoRI、BamHI消化し、

約1.1kbのREIC断片を回収した。回収したREIC断片をDNA Blunting Kit（タカラ社製、日本）

を用いて末端を平滑化し、CAGプロモーターが含まれるコスミド（pAxCAwt、図3、タカ

ラ社製、日本）のSwaI部位にサブクローニングした。得られたコスミド（pAxCAREIC、図

4）をClaI消化してインサートの有無を確認した。さらに、StuI、SpeI消化してインサート

の向きが5’－プロモーター、インサート、ポリＡシグナルであることを確認した。 
 
第 2 段階として、REIC/Dkk-3 発現組換えアデノウイルスベクターの作製を行った。

REIC/Dkk-3 発現組換えアデノウイルスベクターは、COS-TPC 法（Miyake, S. , e t a l. , P roc. 
Natl. Acad. Sci. USA. , 93, 1320, 1996）に従って作製した。第 1 段階で作製した pAxCAREIC
（8μg）と EcoT221 処理した COS-TPC（図 5）（5μg）とをリン酸カルシウム法にて 293 細

胞にトランスフェクションした。37℃、5% CO 2 条件下で 12 時間培養した後、細胞を 96
穴プレートに播種し、さらに 10～15 日間培養を続けた。細胞が死滅したウェルから死滅細

胞ごと培養液を回収し、凍結融解 6 回後、5000ｒｐｍ、5 分遠心した上清を 1 次ウイルス

液として-80℃にて保存した。1 次ウイルス液を 293 細胞、HeLa 細胞に感染させ、3 日後に

HeLa 細胞では変性が認められず、293 細胞が完全に死滅したクローンの 293 細胞から死滅

細胞ごと培養液を回収し、凍結融解を 6 回行った後の上清を 2 次ウイルス液として-80℃に

て保存した。選択したクローンの 2 次ウイルス液を 293 細胞に感染させ、細胞が死滅した

ら、死滅細胞ごと培養液を回収し、凍結融解 6 回後、3000ｒｐｍ、10 分遠心した上清を 3
次ウイルス液として-80℃にて保存した。同様の操作でスケールアップを行い、最終的に 4
次ウイルス液を調製し、-80℃にて保存した（Ad-CAG-human REIC）。この Ad-CAG-human 
REIC より、臨床研究において用いられる最終的な組換えアデノウイルスベクターが作製さ

れる。 
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REIC/Dkk-3 遺伝子発現アデノウイルスベクター（Adv/hREIC）の作製図
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ヒト REIC/Dkk-3 遺伝子発現アデノウイルスベクターの構造

ヒト REIC/Dkk-3 遺伝子発現アデノウイルスベクターは、ヒト REIC/Dkk-3 遺伝子全長を

pAxCAwt（コスミドカセットであり、日本国の RIKEN BioResource Center の Recombinant 
Virus Database No.1678 より情報を得た）に挿入したコスミドベクターpAxCAREIC を、293
細胞に感染させることにより作成された。すなわち本遺伝子治療臨床研究で用いられるベ

クターは、上図に示すような E1A・E1B・E3 欠損型の非増殖性アデノウイルスベクターで

ある。E1A 欠損領域には REIC/Dkk-3 の cDNA が、CAG プロモーター及び G ポリ A シグ

ナルとともに組み込まれている。このウイルスベクターは細胞内に侵入し、ウイルスゲノ

ムは核内へと注入されるが、発現すべき E1A 遺伝子が欠損しているため、このタンパク質

により転写活性化を受ける他のすべてのアデノウイルスプロモーターは駆動することが

できず、ウイルスの生活環はここで停止する。そして、外来 CAG プロモーターから転写

される REIC/Dkk-3 遺伝子のみが発現することになる。
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別紙 3 
受入れ試験の詳細 
 

1. 変性の有無を確認する外観試験 
  融解後ベクター液の混濁の有無を肉眼で確認する。混濁が存在した場合は、当該ベ

クターを使用せず破棄する。 
 
2. ウイルスの力価の測定 Viral particle（VP）concentration 

  Sample を 10 倍希釈し分光光度計で吸光度（OD260 値：溶解液のみの吸光度で補正

した値）を計測し、下記の数式より VP を求める。尚、吸光度は 6 回計測の平均値と

する。 
 VP＝平均吸光度（平均 OD260値）×10（希釈率）×1.1×1012 viral particle/ml 
 製造者により測定された既知のVP濃度から25％以内に維持されていることを使用

適格の条件とする。条件を満たさないベクターは破棄される。 
 
3. REIC 発現アデノウイルスベクターの生物学的活性を確かめるための試験 

 培養細胞への遺伝子導入時における REIC の産生能やアポトーシス誘導能を検定す

るため、ヒト癌細胞である PC-3 細胞を用いた in vitro functionality assay を行う。 
 3-a. Adv/hREIC 感染（100 M OI）後、48 時間後に PC-3 細胞を回収し、細胞内にお

ける REIC の発現をウェスタンブロット法により確認する。 
 3-b. Adv/hREIC 感染（100 M OI）後 48 時間後に、PC-3 細胞のアポトーシス誘導率

をヘキスト 33342 による細胞核の染色により測定する。岡山大学において Adv/hREIC
の種ウイルスベクターを用いた functionality assay では、上記条件におけるアポトーシ

ス誘導率は 67.5％であった。受け入れ時に実施した場合のアポトーシス誘導率が、上

記の岡山大学における結果（アポトーシス誘導率：67.5％）の 25％以内に維持されて

いることを条件とする。 
 上記の二つの条件を満たさないベクターは破棄される。 
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別紙 4 
治療施設の地図及び保管場所の概略図 

22：入院棟 西 5階

19：中央診療棟
5階 遺伝子・細胞治療センター
5階 先端治療室
3階 中央手術室
1階 中央放射線部CT室

岡山大学病院配置図

 
 

22：入院棟 西 5階

19：中央診療棟
5階 遺伝子・細胞治療センター
5階 先端治療室
3階 中央手術室
1階 中央放射線部CT室

岡山大学病院配置図
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遺伝子・細胞治療センター 中央診療棟 5 階 

ベクター保存室

 
アデノウイルスベクター注入場所 
 
1)  岡山大学病院中央診療棟 3 階中央手術部無菌室 
 
                無菌手術室（ベクター注入場所） 
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2) 岡山大学病院中央診療棟 5 階 先端治療室（遺伝子・細胞治療センターに隣接）

先端治療室

遺伝子・細胞治療センター

3)  岡山大学病院中央放射線部 CT 室

岡山大学医学部・歯学部附属病院中央放射線部CT室
（中央診療棟 １階）
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患者の管理場所（個室） 

入院棟 西 5 階 泌尿器科病棟  重症個室 1521 号、1520 号室 

 

 

 

 

 

患者の管理場所 
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別紙 5： 
Considerations from the Gene Therapy Discussion Group meeting. June 10, 2004 
 

 
 

 
- 29 -



 

23 

 
 
 
 
 

 
- 30 -



 

24 

 
 
 
 
 

 
- 31 -



 

25 

日米 EU 医薬品規制調和国際会議（ICH） 遺伝子治療専門家グループ（GTDG）「見解」 
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