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研究要旨（図１） 

Ⅰ．ワクチンGMP製造 
1. 治験薬製造用のpVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNAの大腸菌マスターセルバンクを作製 (中島、岡
田)。 

2. これを元に、GMPレベルのpVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNAを1000㎎作製した（岡田、中島、
井上）。 

3. これを本年度中にサルに用いて本ワクチンの安全性試験･毒性試験（中島、岡田）。 

4. pVAX/HSP65 DNA+マウス IL-12 DNAを180㎎作製した（岡田）。マウスで本ワクチンの信頼性基
準適合試験のための用法配合比予備試験（岡田）。 

5. 治験薬GMP製造：暫定規格設定に必要な複数ロットの治験薬製造を完了。品質管理試験：信頼性検
証バリデーションを実施。高精度のデータを取得した。 

 
Ⅱ．用法・配合比（pDNAとHVJ-E）薬効試験 

1. ワクチン用法検討が進展（平26岡田）。用法検討（DNAワクチン投与回数及び投与方法検討）。BALB/c
マウスにワクチンを2週間に3回100μg筋肉内投与し、4w後の脾細胞を抗原HSP65蛋白、PPDで1日培
養。コントロールより約10倍強いIFN-γ及びIL-2産生（結核免疫能）を増強した。ワクチン効果確認。
（岡田、井上、露口、中島、朝野、熊ノ郷）。 

2. マウスでワクチンDNAとHVJ-E配合比検討（岡田）。pDNA：HVJ-E＝1：1が強力な結核免疫を誘導。 
3. HVJ-Eによる遺伝子発現性は中和抗体に阻害されず、HVJ-Eの連続投与可能。HVJ-EへのIL-12遺伝
子封入により、MφのIL-18を介しIFN-γ（結核免疫）誘導（金田）。 

 
Ⅲ．GLP毒性試験・安全性試験 

1. GLP毒性試験・安全性試験（非臨床試験）：サルを用いて試験項目、試験デザインを計画（中島、岡
田、井上）。 

2. カニクイザルに本ワクチンを皮下大量投与して毒性試験を行った。摂餌量、体重、血液検査。より高
い用量の被験物質投与可能な皮下投与。 
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3. サル血中ヒトIL-12濃度測定法の検討及びバリデーション： 本ワクチンをカニクイザルに投与した時
の血中ヒトIL-12濃度を測定するための分析系を確立。 

4. 本ワクチンの投与液測定法バリデーション： 安全性試験で使用した被験物質の投与量確認試験（岡
田）。 

 
Ⅳ．PMDA事前面談 

1. PMDA事前面談を平成26年12月5日に実施。治験届に必要なサル安全性試験パッケージ案を策定。投
与経路の最適な筋肉内投与で毒性・安全性試験項目を策定。また、薬物動態（トキシコキネティクス）

は、プラスミドDNAの投与により発現するIL-12を測定（岡田、中島、井上、三上）。  
2. 毒性・薬効試験項目、品質関連事項の非臨床試験。 

 
Ⅴ．多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に向けての計画 

1. 多剤耐性結核患者の調査と治験に向けての計画を行った。 ①近畿中央：55名MDR-TB（7年間）のう
ち20名XDR-TB（露口、松本）。 ②東京病院：10年間に40名MDR-TB、死亡者多い（庄司）。 ③
茨城東病院：複十字病院を含め1年間でMDR-TB 18名（齋藤）。 

2. 医師主導治験に向けて大阪大学医学部治験管理センター組織化（大阪大を中心）（朝野、熊ノ郷、金
田）。 

 
・研究代表者 

(1) ① コメント：臨床試験では、IL-12遺伝子をヒトに投与することによる、その発現の持続性、生体への
影響等： 対応：下記の作製した(3)のpVAX/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチンを用いて、実験動物（サ
ル等）で発現の持続性、生体への影響を含む安全性試験・毒性試験を本年度（平成26年度）開始した。 
② DNAワクチンについては米国で社会的・行政的コンセンサスが得られており、本邦でも、後記の金
田安史が関与する遺伝子治療学会等により、遺伝子治療製品が再生医療製品などに含まれることとなっ

た。さらに遺伝子治療の治験の確認申請が不必要となり、社会的・行政的コンセンサスが得られている

と考えて良い。 
③ コメント：多剤耐性結核患者の多いアジア諸国と国際協力研究をすすめたらどうか。：対応：岡田が
厚労省支援ですでに確立したアジア諸国との結核ネットワーク（タイKhusmith教授、韓国等）を活用し
て進める計画。 
(2) 治験薬製造用のpVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNAの大腸菌マスターセルバンクを作製した。（岡田・中島） 
(3) これを元に、GMPレベルのpVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNAを1000㎎作製した。これをサルに
用いてこのワクチンの非臨床試験（安全性試験･毒性試験）を行う計画を立案した（岡田、中島、井上）。 
(4) pVAX/HSP65 DNA+マウス IL-12 DNAを180㎎作製した（岡田、井上）。 
(5) マウスでこのワクチンの信頼性基準適合試験のための用法・配合比予備試験を実施した。用法検討（ワ
クチン投与回数及び投与方法検討）。BALB/cマウスにワクチンを 2週間に 1～6回 100μg筋肉内投与
し、4w後の脾細胞を結核菌由来HSP65蛋白、PPDで in vitro刺激した。3回投与がコントロール（溶
媒）より最も強く（約10倍）IFN-γ及び IL-2産生（T細胞免疫）を増強し、ワクチン効果確認（岡田、
井上、露口、中島、朝野、熊ノ郷）。投与方法は筋肉投与の方が皮内投与より 4倍 T細胞免疫を増強さ
せた。 
(6) マウスで、ワクチンDNAとアジュバントHVJ（Hemagglutinating Virus of Japan）-Eの配合比を検
討した。 
pDNA：HVJ-E＝1：1及び 1：4が強力な結核免疫を誘導した。さらに、外部委託の免疫原性予備試験
でpDNA：HVJ-Eが1：1で強力な結核免疫を誘導した。 
(7) PMDA事前面談を平成 26年 12月 5日に行った。治験届に必要な安全性試験パッケージ案を策定した。
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投与経路の最適化検討の結果、投与経路を皮内投与から筋肉内投与に変更してサル毒性・安全性試験項

目、試験デザインを策定した。［Ⅰ．①反復投与毒性試験（GLP適用）。②薬物動態（TK）測定。③中枢
神経系安全性薬理試験。 Ⅱ．安全性薬理試験（サル心血管系、呼吸器系）(GLP適用)］  
(8) カニクイザルに本ワクチンを大量皮下投与し毒性試験（本年度すでに実施：PMDA 事前面談で承認済み）。
サル雌雄各 2匹×2群（対照群＋投薬群）、計 8匹で高用量のワクチン投与の毒性兆候発現を評価。投与後
14日間の摂餌量、体重、血液学的検査、血液生化学的検査（岡田、中島、井上、露口、朝野、熊ノ郷）。 
(9) サル薬物動態（TK）測定法確定試験とバリデーション研究を実施した（信頼性基準）。サル血中のヒト

IL-12の濃度測定法を検討し、その測定法の妥当性を確認。    
(10) 本ワクチンの投与液測定法バリデーション研究を実施した（信頼性基準）。pDNA と HVJ-E 混合物の
濃度測定法を検討し、測定法の妥当性確認。 

・研究分担者（中島俊洋） 
(1) GMP レベル治験薬製造用本ワクチンの大腸菌マスターセルバンク（MCB）を作製。これにより作製さ
れたpVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNAの品質規格を評価した。ICH/Q5Dガイドラインに従いMCB
を調製、ICHのQ6B・Q5Dガイドライン準拠の特性解析、品質試験で適格性を実証した。 
(2) PMDA事前面談（平成26年12月5日）：毒性・薬効薬理試験項目について：ワクチン成分のプラスミ
ド DNA を HVJ-E と配合し被験物質とし、治験届に必要なサル安全性試験パッケージ案策定を行った
（GLP毒性試験：サルを用いて試験項目、試験デザイン）。また、薬物動態（TK：トキシコキネティク
ス）は、プラスミドDNA投与により発現するヒト IL-12を測定。治験薬GMP製造は、暫定規格の設定
に必要な複数ロットの治験薬製造を完了。品質管理試験は信頼性を検証するバリデーションを実施し、

高精度のデータを取得した。 

・研究分担者 (金田安史) 
(1) 抗HVJ抗体が存在しても遺伝子発現の阻害なし。HVJ-Eによる細胞への遺伝子導入融合反応が抗体の
吸着より迅速に起こる。すなわち、HVJ-Eによる遺伝子発現は中和抗体により影響されず連続投与が可
能である。 
(2) HVJ-EにHSP65遺伝子と IL-12遺伝子を封入すると結核に対する免疫反応を強く誘導。HVJ-Eが 

Mφに作用して IL-18誘導。この IL-18と IL-12が協調してT cellに作用し、IFN-の産生を誘導。この
IFN-がT cellに作用し IL-12 受容体の発現増強。IFN-産生増強サイクルによるTh1優位の免疫反応を
明らかにした。 

・研究分担者（井上義一） 
(1) マウスで本ワクチンの用法・配合比試験の非臨床試験を行った（井上、岡田、中島）。  
(2) 三上、中島と岡田でPMDAへの対面助言の手順等考案。  
(3) サルによる単回投与毒性試験も進展した（岡田、井上）。 

・研究分担者（露口一成） 
(1) NHO近畿中央胸部疾患センターの多剤耐性結核の調査・検討と、結核ワクチンの必要性評価。2006年
から 7年間に 55例。55例中、初回治療 26、既治療 29例。超多剤耐性結核 20例。治癒 22、排菌陰性
化 17、治療失敗 3、結核死 9例。多剤耐性結核、特に超多剤耐性結核の治療成績は不良。結核治療ワク
チン開発が必要。 
(2) 多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に向けての計画（露口、井上、庄司、齋藤、松本、熊ノ郷）。 

・研究分担者（朝野和典） 
(1) 大阪大学医学部を中心として統括する、本ワクチンの臨床治験（医師主導第Ⅰ相治験）に向けて阪大医
学部治験管理センターで調整中。  
(2) 医師主導治験に向けての組織化（大阪大学を中心とした）（朝野、熊ノ郷、金田）。2011年より阪大未
来医療開発部の医師主導治験を開始し、2014年1月現在で7件、他施設が調整している医師主導治験で
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阪大が参加3件。2014年度から治験第Ⅰ相試験用に、10床の治験専用病棟を設置。 

・研究分担者（庄司俊輔） 
(1) 分担班を東京病院小林信之統括診療部長、永井英明部長、山根章、鈴木純子医長とすでに組織化した。 
(2) 2004年から2013年、東京病院の多剤耐性結核は43名。男性35名、女性8名。治癒7名、脱落1名、
死亡8名、転出10名、治療継続6名。これにより、実際にワクチン投与する患者エントリー状況が推定
できる。 

・研究分担者（齋藤武文） 
(1) 茨城東病院・関東地区結核診療施設の多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に向けた検討。東京は男
性、外国人若年層多い。郡部は日本人高齢者（2013年）。  
(2) 茨城東、複十字、神奈川循環器呼吸器病センターで１年間に多剤耐性結核 18例、男性 11、女性 7例。
日本人13、中国人2例。超多剤耐性結核2例（2014年）。 

・研究分担者（三上礼子） 
(1) 岡田、井上とPMDAへの対面助言の手順等考案。 
(2) 本研究課題申請前に行われたPMDAとの薬事戦略相談により、開発の方向性が明らかになった。  
(3) 第 I相臨床治験の計画を検討中である。 

・研究分担者（松本智成） 
(1) 結核予防会大阪病院、大阪府立呼吸器アレルギー医療センター、近畿地区の多剤耐性結核の調査・人数
調査検討。 
(2) 医師主導治験に向けての計画（露口、庄司、齋藤、松本、熊ノ郷）。 

・研究分担者（熊ノ郷淳） 
(1) 近畿地区の結核診療施設を統括した。近畿中央胸部疾患、刀根山、大阪府立呼吸器アレルギーセンター
等での多剤耐性結核の調査・検討開始。  
(2) 結核ワクチンの薬効解析基盤（M1、M2 Mφ）の誘導系を確立した。 
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研究分担者（表１） 
中島俊洋 
ジェノミディア株式会社 
代表取締役CEO 
 
金田安史 
大阪大学大学院 
医学系研究科分子治療学 
教授(研究科長・医学部長) 
 
井上義一 
国立病院機構近畿中央胸部疾患センター 
臨床研究センター 
臨床研究センター長 
 
露口一成 
国立病院機構近畿中央胸部疾患センター 
臨床研究センター 
感染症研究部長 
 
朝野和典 
大阪大学大学院医学系研究科 
感染制御医学講座  
感染制御学 
教授 

 
庄司俊輔 
国立病院機構東京病院 
副院長 
 
齋藤武文 
国立病院機構茨城東病院 
院長 
 
三上礼子 
東海大学医学部 
基盤診療学系 
臨床薬理学 
講師 
 
松本智成 
結核予防会大阪病院 
臨床研究部 
診断検査部長 
 
熊ノ郷淳 
大阪大学大学院 
医学系研究科・呼吸器免疫アレルギー内科 
教授 
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                      図１ 
 
 
 
 
 

  

 

 

 

IL-12
pVAX1-Hｓｐ６５/IL-12 

 

1. 新しい結核ワクチンの効果と毒性・安全性の非臨床試験。 
HVJ-エンベロープ/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン。 
 （マウス・サルですでに結核治療効果） 
2. 多剤耐性結核に対する結核治療ワクチンの臨床応用･実用化。 
①結核は世界の三大感染症の一つ  ②多剤耐性結核（莫大な医療費、治療困難)の増加 
 ③超薬剤耐性結核(XDR-TB）の出現 
3. 多剤耐性結核患者に対する第Ⅰ相臨床治験。 

1. 結核治療ワクチン非臨床試験及び第Ⅰ相臨床治験の組織 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2. 非臨床試験（薬効･毒性・安全性）（岡田、中島、金田、熊ノ郷、朝野、井上） 
3. 国立病院機構病院と大阪大学を中心に、第Ⅰ相臨床治験 
4. 評価：①安全性。認容性。 ②多剤耐性結核菌の排菌数減少。免疫反応。 

ヒト臨床応用 

喀痰中の 
結核菌培養 

多剤耐性結核排菌陰性化 

目 的 

方 法 

(1) 国立病院機構近畿中央胸部疾患センター（岡田、井上、露口）、東京病院（庄司）、茨城
東病院（齋藤）  NHO呼吸器ネットワーク 65施設グループリーダー（岡田、井上） （日
本の50％の多剤耐性結核患者） 
(2) 大阪大学（金田、朝野、熊ノ郷） 
(3) PMDA薬事戦略相談 (岡田、ジェノミディア中島、井上、東海大学 三上)     
① 2013 年 5 月 31 日  医薬品医療機器総合機構（PMDA）薬事戦略相談･個別面談実
施。添付資料は事前面談･対面助言レベルの内容と評価され、すぐ事前面談となった。  
② 2013年6月20日、2014年12月5日PMDA事前面談実施 

多剤耐性結核に対する結核治療ワクチン実用化 期待される効果 

新しい結核治療ワクチン 
①世界で毎年50万人、本邦で毎年約200人の多剤耐
性結核患者を治療・救命 
②毎年150万人の結核死亡者を治療・救命可能 
③医療費節減。国際貢献｡ 
 

喀痰 
(4) 多剤耐性結核大阪（近畿）が最多。結核予防会大阪病院（松本）より患者紹介 

第Ⅰ相臨床治験評価 

多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの開発・実用化に関する研究 

研 究 成 果 

1. 治験薬製造用のpVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNAの大
腸菌マスターセルバンクを作製(中島、岡田)。 
2. これを元に、GMPレベルのpVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 
DNAを 1000㎎作製した（岡田、中島、井上）。 
3. これを本年度中にサルに用いて本ワクチンの安全性試
験･毒性試験（中島、岡田）。 
4. pVAX/HSP65 DNA+マウス IL-12 DNAを 180㎎作製した
（岡田）。マウスで本ワクチンの信頼性基準適合試験の
ための用法配合比予備試験（岡田）。 
5. 治験薬 GMP 製造：暫定規格設定に必要な複数ロットの
治験薬製造を完了。品質管理試験：信頼性検証バリデー
ションを実施。高精度のデータを取得した。 

Ⅰ.ワクチンGMP製造 

結核治療 
ワクチン 
筋内投与 

Ⅲ.GLP毒性試験・安全性試験 

1. GLP 毒性試験・安全性試験（非臨床試験）：サルを用いて試
験項目、試験デザインを計画（中島、岡田、井上）。 
2. カニクイザルに本ワクチンを皮下大量投与して毒性試験を
行った。摂餌量、体重、血液検査。より高い用量の被験物
質投与可能な皮下投与。 
3. サル血中ヒト IL-12濃度測定法の検討及びバリデーション： 
本ワクチンをカニクイザルに投与した時に血中のヒト IL-12
濃度を測定するための分析系を確立。 
4. 本ワクチンの投与液測定法バリデーション： 安全性試験
で使用した被験物質の投与量確認試験（岡田）。 

Ⅳ.PMDA事前面談 

1. PMDA事前面談を平成26年12月5日に実施。治験届に
必要なサル安全性試験パッケージ案を策定。投与経路
の最適な筋肉内投与で毒性・安全性試験項目を策定。ま
た、薬物動態（トキシコキネティクス）は、プラスミド DNA
の投与により発現する IL-12 を測定（岡田、中島、井上、
三上）。  
2. 毒性・薬効試験項目、品質関連事項の非臨床試験。 

Ⅱ.用法・配合比（pDNAとHVJ-E）薬効試験 

1. ワクチン用法検討が進展（平 26 岡田）。用法検討（DNA
ワクチン投与回数及び投与方法検討）。BALB/c マウス
にワクチンを 2週間に3回100μg筋肉内投与し、4w後
の脾細胞を抗原HSP65蛋白、PPDで1日培養。コントロ
ールより約 10 倍強い IFN-γ及び IL-2 産生（結核免疫
能）を増強した。ワクチン効果確認。（岡田、井上、露口、
中島、朝野、熊ノ郷）。 
2. マウスでワクチン DNA と HVJ-E 配合比検討（岡田）。
pDNA：HVJ-E＝1：1が強力な結核免疫を誘導。 
3. HVJ-E による遺伝子発現性は中和抗体に関係なく連続
投与可能。HVJ-E に IL-12 遺伝子封入により、Mφの
IL-18を介し IFN-γ（結核免疫）誘導（金田）。 

Ⅴ.多剤耐性結核患者の調査と医
師主導治験に向けての計画 

1. 多剤耐性結核患者の調査と治験に向けての計画を行っ
た。 ①近畿中央：55 名 MDR-TB（7 年間）のうち 20 名
XDR-TB（露口、松本）。 ②東京病院：10 年間に 43 名
MDR-TB、死亡者多い（庄司）。 ③茨城東病院：複十字病
院を含め1年間でMDR-TB 18名。（齋藤）。 
2. 医師主導治験に向けて大阪大学医学部治験管理センター
組織化（大阪大を中心）（朝野、熊ノ郷、金田） 
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A. 研究目的（図１）（表２、３、４、５） 
(1) 研究代表者（岡田全司）は本ワクチンの有効性を世
界に先駆けて、マウスとヒト結核感染に最も近いサ

ルで示した。残された課題は臨床で安全性と多剤耐

性結核に対する治療効果を明らかにする事である。

そのため、国立病院機構で多剤耐性結核に対する医

師主導治験（第Ⅰ相）を実施し、本ワクチンの薬事

法に基づく承認取得を目指す。 
(2) この新しい結核ワクチンの効果と毒性・安全性の前
臨床試験（非臨床試験）。 
(3) 世界に先駆け、DNAワクチンガイドラインを策定
する。first in humanの臨床治験を計画実施する。 
(4) 患者基礎データとして、国立病院機構（NHO）で
加療の多剤耐性結核患者のプロフィールや治療内

容把握。 
研究の意義として： 
(1) 結核は世界の三大感染症で、特に多剤耐性結核は、
有効な治療法がなく、感染や莫大な医療費等社会へ

の影響大。世界で毎年約50万人発症。HVJ-エンベ
ロープ（E）/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン（本
ワクチン）治療が実用化されるとインパクトは非常

に大きい。BCGに代わる新ワクチンの臨床開発は欧
米でも成功していない。BCGは、多剤耐性結核予防･
治療には無効。新規多剤耐性結核治療ワクチン開発

が切望されている。 
(2) ヒトの結核感染に最も近いカニクイザルで本治療
ワクチン有効。今後first in humanの臨床治験に進
む必要。 
(3) 国内患者数が約200人/年と少なく、企業治験が進ま
ないため、公費の医師主導治験で開発する必要性。 
(4) 国内では新規技術DNAワクチン開発遅れ。国内開
発ガイドライン策定に純国産品first in human治験
が必要。 
 
［具体的な研究目的］ 

1. カニクイザルの結核感染モデルにおいて、本DNA
ワクチンは治療効果と予防効果を認めることを確

認できたため、多剤耐性結核に対する新規DNAワ
クチンとして、国内優先で医薬品、医療機器等の品

質、有効性及び安全性の確保等に関する法律上の承

認申請のために必要な医師主導治験を実施するこ

とを目的に研究開発を実施した。 
国内では、治療用DNAワクチンを初期段階から開
発している例がない。プラスミドDNAとHVJ-Eを

混合した製剤の開発例がない。 

特に、本DNAワクチンについては、すべて国内製
造所で治験薬GMP製造を実施する純国産の製剤で
あり、かつ国内優先で世界初となるfirst in human
治験を実施する計画であるため、国内における規制

当局である医薬品医療機器総合機構（PMDA）と
の薬事戦略相談を通じ、治験届に至る過程で国内の

治療用DNAワクチンのガイドラインの制定に繋げ
る事も目的として研究開発を行った。 

2. IL-12とHVJ-Eを併用すると、マクロファージから
のIL-18産生を介してT cellからの、IFN-γの産生
が誘導され、これによって免疫反応が増強される。

HVJ-EによってIL-18産生増強が起こる分子機構
を明らかにする（金田）。 

3. MDR-/XDR-TBの治療に対して岡田等が作成した
DNAワクチン投与候補患者数を見積もるために大
阪府結核予防会大阪病院における薬剤耐性結核な

らびに多剤耐性結核の概数を調査する（松本）。 

4. イソニアジド（INH）とリファンピシン（RFP）
の両薬剤に耐性を示す結核は多剤耐性結核

（MDR-TB）と定義される。MDR-TBの治療はき
わめて困難であり、ワクチンや新規抗結核薬などを

含め、新たな治療法の開発が望まれている。今回の

研究では、現時点におけるMDR-TBの治療成績、
予後などについて評価を行うために、NHO近畿中
央胸部疾患センターでの臨床的検討を行った

（露口）。 

5. 関東地区（NHO茨城東病院、複十字病院、神奈川
県立循環器呼吸器病センター）の多剤耐性結核症例

状況を明らかにすること（齋藤）。 

6. 結核ワクチン薬の医師主導治験実施のための体制
整備（朝野）。 

7. 本研究の主任研究者である、岡田全司独立行政法人
国立病院機構近畿中央胸部疾患センター臨床研究

センター客員研究員により作成された、ヒト多剤耐

性結核用新規ワクチンの臨床応用が、本研究班の主

眼である。分担研究者および分担研究施設である独

立行政法人国立病院機構東京病院（以下東京病院）

での主たる研究目的は、医師主導治験（第Ⅰ相）の

実施であるが、初年度の平成25年度および次年度
の平成26年度においては、これまでおよび現在の
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東京病院での多剤耐性結核患者の状況を調査した

（庄司）。 
8. 新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進  
研究事業の研究課題として行われる多剤耐性結核

に対する新規治療用DNAワクチンの実用化に向け
た開発計画と今後の製剤開発における一般化の可

能性について検討する（三上）。 
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表１ 

多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの
開発・実用化に関する研究

厚生労働科学研究費補助金 新型インフルエンザ等新興・再興感染症
研究事業（新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業）（平成25-27年度）

中島俊洋 （ジェノミディア株式会社） 結核治療ワクチン（GMPレベル）の非臨床試験（GLP)
（安全性、毒性、薬物動態試験）の実施。

金田安史 （大阪大学大学院） HVJ-エンベロープの新ワクチン・非臨床試験の計画。

井上義一 （国立病院機構近畿中央） 全国・近畿地区多剤耐性結核患者の医師主導治験統括。
結核ワクチンの薬効解析。

露口一成 （国立病院機構近畿中央） 近畿中央胸部疾患セの医師主導治験統括。結核治療効果。

朝野和典 （大阪大学大学院） 近畿地区多剤耐性結核の医師主導治験統括。細胞性免疫。

庄司俊輔 （国立病院機構東京病院） 関東地区多剤耐性結核患者の医師主導治験統括。

齋藤武文 （国立病院機構茨城東病院）茨城東病院の多剤耐性結核患者の医師主導治験統括。

三上礼子 （東海大学） PMDAとの交渉。製薬会社との交渉。プロトコール修正。

松本智成 （結核予防会大阪病院） 大阪府立病院、結核予防会大阪病院より患者の協力。

熊ノ郷淳 （大阪大学大学院） 近畿地区の結核診療施設の結核患者の医師主導治験統括。

研究代表者
岡田 全司 （独）国立病院機構近畿中央胸部疾患センター 研究の統括
研究分担者・研究項目

 
 
 
 
表２ 

1. 新しい結核ワクチンの効果と
毒性・安全性の前臨床試験。
HVJ-エンベロープ/HSP65
DNA+IL-12 DNAワクチン
（マウス・サルですでに結核
治療効果）

HVJ：Hemagglutinating Virus of Japan
プラスミドDNAは外国からの輸入ではなく国内のAMBiS社で治験薬GMP製造を計画

2. 多剤耐性結核に対する結核治療ワクチンの臨床応用･実用化
①結核は世界の最大感染症の一つ
②多剤耐性結核菌 (莫大な医療費、治療困難)の増加
③超薬剤耐性結核(XDR-TB）の出現

3. 多剤耐性結核患者に対する第１相医師主導治験

4. 岡田は、新規ワクチンの有効性を、世界に先駆けてヒト結核に
最も近いカニクイザルで明らかにした。

研究目的

IL-12
pVAX1-Hｓｐ６５/IL-12 
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表３ 

WHO 報告 2014
Global Tuberculosis (TB) Control

1. 結核は世界の三大感染症の一つ。

2. 世界の20億人以上（32%）は、結核に感染している。

3. 900万人/年が新たに結核発症した。（2013）

4. 世界中で約150万人/年が結核によって死亡している。
（2013）

5. 結核根絶は、貧困、人口過剰、ヒト免疫不全ウイルス
（HIV）感染症合併などの理由で、非常に困難である。

6. 多剤耐性結核（MDR-TB）は約48万人/年（2013）が
発症。21万人が死亡。

 
 
 
 
表４ 

1. 多剤耐性結核治療における新しい化学
療法剤に対しては、薬剤耐性結核菌が
出現。

2. 結核治療ワクチンに対する耐性菌は出
現しないことが予想される。
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表５ 

BCG Ｖaccine

(1) BCG ワクチンは、結核予防に対して乳幼児に
有効である。

(2) BCGワクチンは、成人結核予防に対して有効
ではない。（WHOの報告）

(3) したがって、成人にも有効な新しい結核ワクチ
ンの開発が必須である。

(4) BCGワクチンは多剤耐性結核治療に有効でな
い。

 
 
 
 
 
表６ 

研究方法
１.結核治療ワクチン非臨床試験及び第１相医師主導治験の組織

(1) 国立病院機構近畿中央胸部疾患センター（岡田、井上、露口）、東京病院（庄司）
茨城東病院（齋藤）

(2) 大阪大学（金田、朝野、熊ノ郷）
(3) PMDAとの薬事戦略相談(岡田、ジェノミディア株式会社 中島、井上、東海大学
三上)
非臨床試験
①すでに、2013年5月31日 PMDA薬事戦略相談･個別面談実施。
② 2013年6月20日 PMDA事前面談実施
③ 2014年12月5日 PMDA事前面談実施

(4) 多剤耐性結核 近畿が最多 ：大阪府立病院･結核予防会大阪病院（松本）より紹介
国立病院機構 呼吸器ネットワーク65施設リーダー。日本の50％の多剤耐性結核患者

2.非臨床試験（薬効･毒性・安全性）（岡田、中島、金田、熊ノ郷、朝野、井上）

3.国立病院機構病院を中心に、多剤耐性結核患者に対する第１相医師主導治験：
（近畿中央：井上、露口、東京病院：庄司、茨城東：齋藤、大阪大学：朝野、熊ノ郷)

4.評価：
(1)  安全性（主要）：有害事象共通用語規準を指標とする安全性の評価
(2)  有効性（副次）：①多剤耐性結核菌排菌陰性化。 ②多剤耐性結核菌の排菌数減少。
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B. 研究方法（図１）（表６） 
1. 結核治療ワクチン非臨床試験及び第Ⅰ相医師主導
治験の組織と方法 
(1) 国立病院機構近畿中央胸部疾患センター（岡
田、井上、露口）、東京病院（庄司）、 
茨城東病院（齋藤） 
(2) 大阪大学（金田、朝野、熊ノ郷） 
(3) PMDAとの薬事戦略相談 (岡田、井上、ジ
ェノミディア株式会社 中島、東海大学 三上) 
非臨床試験 
① 2013年5月31日  PMDA薬事戦略相談･
個別面談実施。 
添付資料は事前面談･対面助言のレベルの資

料内容と評価、すぐ事前面談。 
② 2013年6月20日 PMDA薬事戦略相談･事
前面談実施 
③2014年12月5日 PMDA薬事戦略相談・事
前面談実施 
(a)プラスミドDNAとHVJ-Eを混合した製剤
を成分とする治療用DNAワクチンの国内開
発は初めてのケースとなるため、規制当局で

ある医薬品医療機器総合機構（PMDA）と事
前に相談を行い、規制当局との合意を得た上

で開発を進める。 
(b)非臨床試験（安全性試験、薬効薬理試験）
について、実施する試験項目、試験デザイン

の詳細について、「「感染症予防ワクチンの

非臨床試験ガイドライン」について」（平成

22年5月27日付、薬食審査発0527第1号、以
下「ワクチンGL」）、ICHのバイオ医薬に
関するガイドラインである「バイオテクノロ

ジー応用医薬品の非臨床における安全性評

価」について（平成24年3月23日付、薬食審
査発0323 第1号、以下「ICH S6 GL」）、
「遺伝子治療用医薬品の品質及び安全性の

確保に関する指針について」（平成7年11月
15日付、薬発第1062号薬務局長通知、平成
14年3月29日付の医薬発第0329004号および
平成16年12月28日付の薬食発第1228004号
でそれぞれ一部改定、以下遺伝子治療指針）、

WHOのDNAワクチンのガイドラインなど
を参照して原案を策定した。PMDAとの薬事
戦略相談を2014年12月5日に実施したとこ

ろ、試験群の構成などについてコメントを受

けたため、それに従って非臨床試験のデザイ

ンを変更した上で試験を開始した。 
(4) 多剤耐性結核 近畿が最多 ：大阪府立病
院･結核予防会大阪病院（松本）より紹介。 
国立病院機構 呼吸器ネットワーク65施設前リ
ーダー (岡田)。日本の50％の多剤耐性結核患者 
 

2. マウスを用いた非臨床試験（用法、配合比試験）
（岡田） 
マウスを用いたワクチン（HVJ-E/HSP65 
DNA+マウスIL-12 DNA）用法、用量、配合比
最適化試験。（岡田） 
マウスはBALB/Cマウス♀（8w～12w）、DBA/1
マウス♀（8w～12w）及びC57BL/6マウス♀（8w
～12w）を用いた。 
本ワクチンにより結核免疫を誘導したマウスの

脾臓細胞（リンパ球）をH37RV結核菌由来
HSP65抗原、PPD及び結核死菌（H37Ra）で抗
原刺激し、培養上清のIFN-γ、IL-2、IL-6及び
TNFαの産生を検討した。 
pDNAの投与量は100㎍/1回/マウスで、筋内又は
皮内投与し、2週間に1～6回投与することで免疫
を誘導した。 
本DNAワクチンを投与後、30日目で摘出したマ
ウス脾細胞をリコンビナントHSP65（10～20μ
g/ml）、PPD抗原（20μg/ml）又は結核死菌（20
～100μg/ml）を用いてリンパ球を刺激した。
Linbro 24wellプレート(total 2ml)で培養した。5
×106個の脾細胞を加えた。 
刺激を開始してから約22時間後及び42時間後に
培養上清を回収した。 
筋内投与、皮内投与の方法：ワクチンの筋内投与

は、100μg/100μℓ溶媒（5%トレハロース）の
HVJ-E/HSP65DNA＋マウスIL-12DNAワクチン
をanterior tibia muscleに左と右に50μgDNAず
つ筋注した（1回/マウスを1~6回/2w）ワクチンの
皮内投与は、100μgDNAを背部皮内投与4箇所に
専用の皮内注射針を用いて投与した。 
pDNAとHVJ-Eの配合比試験：ワクチンの主成
分のplasmid DNAで作るpVAX/HSP65DNA+
マウスIL-12DNAワクチン（μg）と
HVJ-Envelope（mNAU）との配合比を100μg 
DNA：100 mNAU（1：1）、100μgDNA：400 
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mNAU（1：4）及び100μgDNA：800 mNAU
（1：8）の割合で投与し、どの配合比が最も強
く結核ワクチン免疫（IFN-γ、IL-2、IL-6、TNF
α）を増強するか解析した。 
リンパ球増殖反応 (3 H-TdR) ：ワクチン免疫し
た脾細胞の増殖反応をrHSP65  10μg/ml刺激、
PPD20μg/ml刺激、又は結核死菌H37Ra 20μg/ 
ml刺激で検討した。 
Linbro 96well（平底プレート）に1×105 脾細胞

を加えた。2日後及び3日後に3 H-TdR 
0.037MBq/wellを各wellに加え16時間後～20時
間後にセルハーベスターを用いてリンパ球への
3 H-TdR取り込みを測定した。 
 

3. カニクイザルによる安全性試験 
PMDAとの薬事戦略相談を行い毒性安全性試
験のデザインを設定して単回投与毒性試験を実

施した。治験届に使用できる品質レベルのデー

タとするために、試験はGLP試験施設で実施し、
信頼性基準に適合する試験データを取得した。

（医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全

性の確保等に関する法律施行規則 第43条） 
HVJ-E/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNAワクチ
ンを投与可能な最大量である5 mL/kgの投与容
量でカニクイザルに単回皮下投与し、投与後14
日間観察して認められる毒性について検討した。 
本DNAワクチンを構成する2種類の成分である
プラスミドDNA（pVAX/HSP65 DNA+ヒト
IL-12 DNA）及びHVJ-Eの投与用量は、それぞ
れ最大投与用量から計算される用量とした

（「HVJ-E/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン
のカニクイザルにおける単回皮下投与毒性試

験」）。 
カニクイザル（Macaca fascicularis）は、雌雄
を使用し、投与時の年齢は雄雌でそれぞれ3歳齢
と3～5歳齢とし、投与時の体重は雌雄でそれぞ
れ、2.9～3.3 kg、2.4～2.7 kgとした。 
指定動物（サル）の検査場所指定施設で輸入検

疫を実施後、試験施設にて検疫・馴化を4週間以
上行った動物を使用した。群分け日の体重に基

づいて、体重層別化無作為抽出法により各群の

平均体重がほぼ均一になるように動物を振り分

け、雌雄各4頭を試験に使用した。 
検査項目としては、一般状態観察、体重測定、

摂餌量測定、血液学的検査、血液生化学的検査と

した。 
投与用量は，本DNAワクチンのプラスミドDNA
とアジュバント（HVJ-E）の混合比に関する試
験結果（前述）を参考に設定した。当該試験では、

マウスを強力に免疫するための混合比が1：1であ
ったことから、被験物質の投与用量は、混合比を

1：1として被験物質を調製し、カニクイザルの皮
下に投与可能な最大容量である5mL/kgを投与し
た場合に得られる投与量の近似値を設定した。 
 

4. サルの血中ヒトIL-12濃度測定法の検討及び 
バリデーション委託（信頼性基準）（岡田） 
HVJ-E/HSP65 DNA＋ヒトIL-12 DNAワクチ
ンをカニクイザルに投与した時の、サル血中の

ヒトIL-12濃度を測定するための分析系を確立。 
①測定対象：ヒトIL-12タンパク質（p35及びp40
のヘテロダイマー） 
②サルの血漿、血清 
③ELISA法 
④バリデーション項目：特異性、添加回収、希

釈直線性、日内再現性、日間再現性、凍結融解

安定性、保存安定性 
 

5. HVJ-E/HSP65 DNA＋IL-12 DNAワクチンの
投与液測定法バリデーション委託(信頼性基準）
（岡田） 
(1) 本ワクチンは、ワクチン本体であるプラス
ミドDNA（pDNA）及びアジュバントである
HVJエンベロープ（HVJ-E）の2剤からなる混
合製剤。 
(2) 本剤の投与液中に含まれる上記2成分の濃
度を測定する分析系を確立。 
測定対象：pDNA及びHVJ-E 
pDNAは吸光度（A260）  
HVJ-Eはノイラミニダーゼ活性（合成蛍光基質
を用いた酵素活性測定法） 
検討項目：検量線、同時再現性、特異性 

 
6. プラスミドDNA（中島、岡田） 
１）構築したバンクシステムによるプラスミドDNA
の試験製造 
・ 昨年度構築したマスターセルバンク（MCB）を
用いて、ワクチン成分となるプラスミドDNA 
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〔pVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNA〕
（pVAX1-IgHSP65-hIL12と同じ）の試験製造を
実施した。 
・ MCBを用いて種菌培養を行った後に本培養を実
施した。培養については全て生物由来原料を含ま

ない原材料を用いて実施した。適切な細胞濃度ま

で培養を継続した後に、菌体を濃縮、破砕し、残

渣を除去して清浄化した溶液を出発材料として

精製工程を進めた。 
・ 3段階のカラムクロマトグラフィーによる精製工
程と限外ろ過工程を組み合わせた精製工程によ

り、宿主由来のRNA、DNA、たん白質、エンド
トキシンなどの不純物を除去し、保護安定剤を添

加した最終バッファーに溶媒を置換して原薬と

した。その後、目的とする濃度（1mg/mL）への
濃度調整、滅菌ろ過、バイアル充填を行ったプラ

スミドDNA溶液を製剤として凍結保存した。 
 
２）プラスミドDNAの暫定品質規格設定 
・ 本研究で使用するDNAワクチンの成分は、プラ
スミドDNAと不活性化ウイルス粒子(HVJ-E)で
あり、それぞれ大腸菌とヒト培養細胞株を用いて

製造される。そのため、バイオテクノロジー応用

医薬の範疇に分類されると考えられたため、バイ

オテクノロジー応用医薬品／生物起源由来医薬

品に関するガイドラインに従って品質規格項目

案の設定を行った。 
・ ICHのガイドラインQ6B「生物薬品（バイオテク
ノロジー応用医薬品／生物起源由来医薬品）の規

格及び試験方法の設定について」（医薬審発第

571号、平成13年5月１日付）の「4. 規格及び試
験方法」などの内容に従って、試験項目を選定

した。 
・ 具体的には、ICH Q6Bの「4.2 製剤の規格及び
試験方法」に記載された「4.2.1 外観・性状」、
「4.2.2 確認試験」、「4.2.3 純度と不純物」、
「4.2.4 力価」、「4.2.5 物質量」、「4.2.6 その
他の一般的試験項目」に従って試験項目を設定

した。 
・ それぞれの項目についての試験内容・手法につい

ては、16項目（性状試験、塩基配列、制限酵素地
図試験、DNA 濃度、純度試験、吸光度比
（A260/A280）、宿主DNA、宿主RNA、宿主た
ん白質試験、たん白質含量試験、不溶性微粒子試

験、不溶性微異物試験、pH 試験、浸透圧試験、
無菌試験、エンドトキシン試験）とし、日本薬局

方に記載のあるものはその手順に従って実施す

ることとした。その他、プラスミドDNAの品質
管理に特有の試験については、組み換えたん白質

医薬等の情報を参考にして、適切と考えられる試

験方法を設定した。 
 
３）DNAワクチンの規格及び安全性確保と、非臨床
試験のデータパッケージ案作成 
・ 安全性試験の項目の選択についてはWHOの

DNAワクチンの品質及び非臨床評価のガイドラ
イン[Annex 1 Guidelines assuring the quality 
and nonclinical safety evaluation of DNA 
vaccines (WHO Technical Report Series No. 
941, 2007)]、WHOのワクチンの非臨床評価のガ
イドライン [Annex 1 WHO guidelines on 
nonclinical evaluation of vaccines (WHO 
Technical Report Series No. 927, 2005)]、WHO
のワクチンアジュバントとアジュバント添加ワ

クチンの非臨床評価のガイドライン 
[Guidelines on the nonclinical evaluation of 
vaccines adjuvants and adjuvanted vaccines 
(Adopted by the 64th meeting of the WHO 
Expert Committee on Biological 
Standardization, 21-25 October 2013] を参考
にして設定することとした。 
・ また、開発するDNAワクチンの成分であるプラ
スミドDNAは大腸菌により製造されるバイオテ
クノロジー応用医薬品であるため、ICHガイドラ
インのS6「バイオテクノロジー応用医薬品の非
臨床における安全性評価について」（医薬審第

326号、平成12年2月22日付）も参考とした。 
・ 更にプラスミドDNAを成分とするワクチンにつ
いては、同様の範疇の製品が米国で臨床開発され

ていることから、FDAの感染症用プラスミド
DNAワクチンのガイダンス [Guidance for 
Industry: Considerations for Plasmid DNA 
Vaccines for Infectious Disease Indications 
(U.S. Department of Health and Human 
Services, Food and Drug Administration, 
Center for Biologics Evaluation and Research, 
November 2007)] も一部参照にして設定を行
った。 
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7. HVJ-エンベロープ 
マウス脾臓由来の初代培養マクロファージを

CD11bの抗体を用いた磁気ビーズ法を用いて分
離した。株化細胞としては、マウス腹腔リンパ

節由来のマクロファージ細胞株であるP388D1
を用いた。HVJはATCCより購入したSendai 
virusのZ株(VR-105 parainfluenza 1 
Sendai/52)を用い、有精鶏卵で増殖させ、遠心
法により生成した。LLCMK2細胞にHVJを感染
させて24時間以降に培養液中に産生されるHVJ
は不活性型F蛋白質（F0）を有し融合能を持た
ない。このHVJを低濃度（0.0004 %）のトリプ
シンで処理するとF1、 F2に開裂し融合能を持
つようになる。またLLCMK2細胞中にHVJの
HN遺伝子に対するsiRNAを導入しておいて、
24時間後にHVJを感染させると産生される
HVJはHN蛋白質をほとんど有しないため、
HVJ受容体であるガングリオシドに結合できず
融合能を欠失したウイルスとなる。また高濃度

のトリプシンをHVJに処理し膜蛋白質のF、HN
を分解した融合能のないHVJも作成した。いず
れのHVJも紫外線(99 mjoule/cm2)で不活性化
しHVJ-Eとした。IL-18、caspase 1、Caspase 11
の発現はq-PCRで行った。NF-κBの阻害剤とし
ては、NF-κB activation inhibitorである
6-amino-4-(4-phenoxyphenylethylamino) 
quinaxolineを用いた（金田）。 
 

8. 多剤耐性結核（以下、MDR-TB）症例状況をNHO
茨城東病院、複十字病院例、神奈川県立循環器

呼吸器病センターについて、過去1年間に診療し
たMDR-TB患者及び2002年1月より2014年10
月までの症例について後ろ向きにカルテより検

討した（齋藤）。 
9. 医師主導治験の実施のための体制面では、2012
年に大阪大学医学部附属病院未来医療開発部が

発足し、早期探索的臨床研究拠点として創薬か

ら医師主導治験を実施する体制整備を行ってき

た。2014年度には、フェーズ１病棟10床が開設
され、健常人を対象とする第Ⅰ相試験や早期探

索的臨床試験が入院の上安全に院内で実施可能

となった（朝野）。 
10. 平成26年度の研究では、平成25年度の研究に追
加する形で、国立病院機構東京病院に受診し、

多剤耐性結核と診断された患者の、患者数、そ

れぞれの患者の年齢、性別その他のプロフィー

ル、行った（現在行われているものも含む）治

療の内容などをこれまでの11年間にわたって調
査し、まとめた（庄司）。 

11. 2006年から2013年までの大阪府結核予防会大
阪病院にて得られたストレプトマイシン(SM)、
イソニアジド(INH)、リファンピシン(RFP)に対
する薬剤耐性結核菌株数を求めた。また2007年
から2014年までの大阪府結核予防会大阪病院に
おける多剤耐性結核患者数の調査を行った（松

本）。 
12. NHO近畿中央胸部疾患センターにおいて、2006

年1月から2012年12月までの間に入院して加療を
行ったMDR-TB症例55例を対象とし、背景因子、

治療成績等について後ろ向きに検討した。当院で

の治療方針としては、感受性と考えられる薬剤を

少なくとも4剤以上使用し、可能であれば外科的手

術も行ったうえで、排菌陰性化後2年間化学療法を

行うことを原則としている。 
治療成績は次のように定義した。治癒：化学療法

を行って2年間培養陰性が持続した例、排菌陰性

化：確認できた最後の1年間培養陰性が持続した例、
治療失敗：確認できた最後の1年間に2回以上培養

が陽性であった例、結核死：治療中に結核で死亡

した例、非結核死：治療中に結核以外の疾患で死

亡した例、転出：上記を満たさず転院あるいは来

院しなくなった例。なお、喀痰を出せなくなった

例では、自覚症状、画像所見が安定していれば排

菌陰性化とみなした（露口）。 

13. ワクチン開発の新規技術であるDNAワクチン
の国内開発について、非臨床段階としてワクチ

ン成分およびアジュバント成分それぞれの開発

管理が必要であり、薬効薬理試験・安全性試験

および製造関連の規格設定のためにクリアすべ

き項目を整理する。また、臨床段階、first in 
human試験を実現するための臨床試験計画につ
いても検討し、いずれも規制当局との面談、コ

ミュニケーションを適宜実行し開発の具体的な

方法を明らかにする。さらに、治療用DNAワク
チンの開発に際し、今後の開発ガイダンス策定

を目指すために必要な項目について随時検討す

る（三上）。 
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C. 研究結果 
Ⅰ.ワクチンGMP製造 
1. 治験薬製造用のpVAX/HSP65 DNA+ヒト
IL-12 DNAの大腸菌マスターセルバンクを作製
(中島、岡田)（表7、8、9）。 
ICH（日米EU医薬品規制調和国際会議）/Q5D
「生物薬品（バイオテクノロジー応用医薬品/生
物起源由来、調整及び特性解析について）」ガ

イドラインに従い治験薬製造用の本ワクチン

（pVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNA）のマス
ターセルバンク（MCB）を作製（表7）。また
作製された本ワクチンの品質規格を評価。ICH
のQ6B〔生物薬品（バイオテクノロジー応用医
薬品/生物起源由来医薬品）の規格及び試験方法
の設定について〕・Q5Dガイドライン準拠の特
性解析、品質試験を行った。 
治験薬GMP製造：暫定規格設定に必要な複数ロ
ットの治験薬製造を完了。品質管理試験：信頼

性検証バリデーションを実施。高精度のデータ

を取得した。 
2. これを元に、GMPレベルのpVAX/HSP65 
DNA+ヒトIL-12 DNAを1000㎎作製した（岡田、
中島、井上）（表7、8、9）。 
3. これを本年度中にサルに用いて本ワクチン
の安全性試験･毒性試験を行った（中島、岡田）。 
 
Ⅱ．用法・配合比（pDNAとHVJ-E）薬効試験
（表10～31） 
1.   pVAX/HSP65 DNA+マウスIL-12 DNAを
180㎎作製した（岡田）。マウスで本ワクチンの
信頼性基準適合試験のための用法配合比予備試

験（岡田）（表10、11）。 
pVAXは図1に示したベクターで、カナマイシン
（KM）セレクションベクターである。 
(1)投与経路最適化試験をまず行った。本ワクチ
ンを皮内投与による結核免疫増強効果と筋内投

与による結核免疫増強効果を比較検討した。 
(2)ワクチン投与回数を2週間に1～6回（実際は1
回、3回と6回）と変え結核免疫増強効果を比較
検討した。 
(3)pDNA（HSP65 DNA+IL-12 DNA）とHVJ-E
の免疫増強が強い比率を検討した。 
(4)これらは、BALB/cマウス、DBA/1マウス、
C57BL/6マウスを用いて行った。BALB/cマウス

はTh2優位のマウスで、IL-2やIFN-γ産生の増
強がよく認められる可能性がある。DBA/1マウ
スはBALB/cよりも結核免疫がさらに低い（岡田、
結核2009年）。C57BL/6はTh1優位で、結核抗
原刺激でIFN-γ産生やIL-2産生が一般的に強い
（表12）。 
(5)DNAワクチンは1日目に1回目を投与し、4週
間後の29日目にspleenを採取しsingle cellを得
た（岡田 PNAS 1981、岡田 J.Exp.Med 
1983）。この脾リンパ球にrHSP65蛋白抗原、
PPD抗原及び結核死菌を加えて1日～2日間培養
した。培養上清中の結核免疫に関与するサイト

カイン（岡田 Human Vaccine 2011）である
IFN-γ、IL-2、IL-6、TNFαを測定した（表11）。 
一方、結核免疫に関与するリンパ球増殖反応は
3H-サイミジンuptakeで測定した。この反応は後
述の如く、3回ワクチン投与で強く増殖反応を示
し、IFN-γ産生増強とパラレルに働き、ワクチ
ンの良い結核免疫指標となった。 
2.   ワクチン用法検討が進展（平26岡田）（表
11～20）。用法検討（DNAワクチン投与回数及
び投与方法検討）。 
まず、ワクチン皮内投与とワクチン筋内投与を

比較した（表13、表17、表18）。皮内投与のワ

クチンでは、BALB/cマウスにおいて、6回投与
が最も強くIFN-γ産生（2日間培養上清）を増強
した（表17）。rHSP65 10μg～20μg刺激、PPD 
20μg/ml刺激、結核死菌 2μg～20μg刺激にて、
6回投与が最も強い効果を示した。 
一方、筋内ワクチン投与ではBALB/cマウスにお
いて、3回投与が最も強くIFN-γ産生を増強した
（表18）。筋内ワクチン投与で3回投与ワクチン
と6回投与ワクチンでは、IL-2産生も3回投与群
が強く認められたが、有意差検定では差が認め

られず、この実験はもう一度くり返し、再現性

を検討する必要がある。 
BALB/cマウスにワクチンを2週間に3回100μg
筋肉内投与し、4w後の脾細胞を抗原HSP65蛋白、
PPDで1日培養。コントロールより約10倍強く
IFN-γ及びIL-2産生（結核免疫能）を増強し、
ワクチン効果を確認した（岡田、井上、露口、

中島、朝野、熊ノ郷）。 
3. マウスでワクチンDNAとHVJ-E配合比検
討（岡田）。pDNA：HVJ-E＝1：1が強力な結
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核免疫を誘導（表21～29）。pDNAとHVJ-E配
合比において三種の配合比を用いて比較検討し

た。ｐDNA量が100㎍/マウスの時①HVJ-E100
ｍNAU（100：100 すなわち 1:1）、②HVJ-E400
ｍNAU（100：400 すなわち 1:4）、③HVJ-E800
ｍNAU（100：800 すなわち 1:8）で比較検討
した（表21）。 
その結果、4週間後のワクチンマウス脾細胞の一
日培養上清中のIL-2産生は100：100の配合比の
ワクチンマウスが最も強く、次いで100：400の
配合比のワクチンマウスが強く、100：800配合
比のワクチンマウスが低い数値を示した（表22）。 
IFN-γ（1日）産生においても同様のIFN-γ産
生傾向を示した（表23）。すなわち、pDNA100
㎍：HVJ-E 100mNAUでワクチンマウスの脾細
胞から最も強いIFN-γ産生が認められた。 
抗原刺激はIL-2、IFN-γ産生ともHSP65 10㎍
/ml、HSP65 20㎍/ml、PPD 20㎍/ml 刺激で同
様の100：100配合比で強く認められた。 
2日培養上清中のIFN-γ産生も同様であった（表
24）。 
すなわち、HSP65 10μg/ml刺激、HSP65 
20μg/ml刺激、PPD 20μg/ml刺激で2日培養上
清中のIFN-γ産生は、コントロールの5％トレハ
ロース群の上清中に比較して、約11倍強いIFN-
γ産生が認められた（表25）。 
以上の結果を表26にまとめた（表26）。 
すなわち、配合比設定試験等において、①ワク

チンpDNA 100μg：HVJ 100mNAU（1：1）
及びワクチンpDNA 100μg：HVJ 400mNAU
（1：4）で強力なワクチン効果。②ワクチン投
与は筋内（i.m）投与が良く、3回投与/2週間が
良い。③Assay系は脾細胞1日培養上清中のIL-2
産生（ELISA）及びIFN-γ産生（ELISA）の測
定が感度が良いことを明らかにした。 
したがって、次にこの方法を用いて、外部委託

してマウス薬効試験「HSP65 DNA+IL-12 DNA
の免疫原性予備試験」を行った（表27）。 
4. マウス薬効試験「結核ワクチンのプラスミ
ドDNAとアジュバントの混合比に関する免疫
原性予備試験」（表28、表29） 
ワクチン成分（プラスミドDNA：pVAX/HSP65 
DNA+マウスIL-12 DNA）とアジュバント
（HVJ-E）との混合比を検討した（表28）。 

①BALB/cマウスを上記2.と同様に用いた試験
の結果、ワクチン投与群の脾臓リンパ球は、

rHSP65及びPPD抗原刺激に対するIFN-γ及び
IL-2の産生が増強した。pDNAとアジュバント
の混合比1:1の投与群におけるIFN-γ及びIL-2
の産生は混合比1：4及び混合比1：8投与群に比
較して強く認められた。媒体対照群との差も有

意であった（表29）。 
②同混合比が1:4及び1:8の投与群では、PPD刺
激後IFN-γとIL-2産生はコントロール群と有意
差は認められなかった（表29）。 
③以上のことから、混合比1：1のワクチン免疫
が強力であることが示唆された。 
5.   用量試験等（表30、31） 
現在マウスワクチン用量予備試験が進行してい

る。マウス薬効試験（結核菌抑制）を行うとと

もに、マウス免疫原性本試験のプロトコールを

計画中である。 
6.   HVJ-Eによる遺伝子発現性は中和抗体に
関係なく連続投与可能。HVJ-EにIL-12遺伝子封
入により、MφのIL-18を介しIFN-γ（結核免疫）
誘導（金田）。 
 
Ⅲ．GLP毒性試験・安全性試験（表32～38） 
PMDA薬事戦略相談、事前面談を平成25年6月、
平成26年12月に行い、サルを用いたGLP毒性試
験・安全性試験（非臨床試験）の試験デザイン

を計画した。又、non-GLP（信頼性基準）でサ
ルの単回投与毒性試験を行った。また、投与液

測定法のバリデーションやサル血中IL-12濃度
測定法のバリデーションを行った。 
1. GLP毒性試験・安全性試験（非臨床試験）：
サルを用いて試験項目、試験デザインを計画（岡

田、井上、中島）（表32）。 
①サルを用いた反復投与毒性試験。②サルを用

いた安全性薬理試験。③サルを用いた単回投与

毒性試験。④サルの血中ヒトIL-12濃度測定法の
検討及びバリデーション（信頼性基準）。⑤

HVJ-E/HSP65 DNA+Il-12DNAワクチンの投
与液測定法バリデーション（信頼性基準）を行

った。 
2. カニクイザルに本ワクチンを皮下大量投与
して毒性試験を行った。より高い用量の被験物

質投与可能な皮下投与（表33～35）。 
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PMDAとの薬事戦略相談を行い毒性安全性試験
のデザインを設定して単回投与毒性試験を実施

した。治験届に使用できる品質レベルのデータ

とするために、試験はGLP試験施設で実施し、
信頼性基準に適合する試験データを取得した。 
HVJ-E/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNAワクチン
を投与可能な最大量である5 mL/kgの投与容量
でカニクイザルに単回皮下投与し、投与後14日
間観察して認められる毒性について検討した。 
検査項目として、一般状態観察、体重測定、摂

餌量測定、血液学的検査、血液生化学的検査を

行った（表32～35）。 
その結果、投与翌日の血液学的検査において軽

微な影響が認められたが、投与後14日には消失
した。その間、異常は認められず本変化は毒性

学的意義のないものと判断された（表34）。 
その他、雌雄いずれの動物においても、観察期

間を通して投与部位皮膚の変化を含む一般状態

の変化は認められず、体重、摂餌量、血液学的

検査値（上記の変化を除く）、あるいは血液生

化学的検査値に被験物質投与に関連した変化は

認められなかった。 
以上の結果から、本試験の投与条件下では、

HVJ-E/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチンの単
回皮下投与により軽微かつ一過性の影響がみら

れたが、毒性変化は認められないと判断された。 
3. サル血中ヒトIL-12濃度測定法の検討及び
バリデーション： 本ワクチンをカニクイザル

に投与した時に血中のヒトIL-12濃度を測定す
るための分析系を確立（表37）。 
①測定対象:ヒトIL-12タンパク質（p35及びp40
のヘテロダイマー） 
②サルの血漿、血清 
③ELISA法 
④バリデーション項目：特異性、添加回収、希

釈直線性、日内再現性、日間再現性、凍結融解

安定性、保存安定性 
を測定して解析し、信頼性基準を担保した。 
4. 本ワクチンの投与液測定法バリデーショ
ン： 安全性試験で使用した被験物質の投与量

確認試験。（岡田）（表38） 
①測定対象：pDNA及びHVJ-E 
②pDNAは吸光度（A260） 
HVJ-Eはノイラミニダーゼ活性（合成蛍光基質

を用いた酵素活性測定法） 
③検討項目：検量線、同時再現性、特異性、添

加回収 
を測定して解析し、信頼性基準を担保した。 
 
Ⅳ．PMDA事前面談 
PMDA事前面談を平成26年12月5日に実施。治
験届に必要なサル安全性試験パッケージ案を策

定。投与経路の最適な筋肉内投与で毒性・安全

性試験項目を策定。また、薬物動態（トキシコ

キネティクス）は、プラスミドDNAの投与によ
り発現するIL-12を測定。（岡田、井上、中島、
三上）（表32～36）  
①プラスミドDNAをワクチン成分とする治療
用DNAワクチンの国内開発は初めてのケース
となる。適切に医師主導治験を実施するには

PMDAと密接に事前相談を行い、開発内容や方
向性について検討を進める事が重要と考えら

れる。 
②PMDAの薬事戦略相談制度を利用し、非臨床
試験パッケージ案について事前面談の相談を行

なった。（平成26年12月5日） 
③非臨床試験パッケージ案を策定して、平成26
年12月5日に事前面談を行なったところ、投与回
数、試験群の構成などについて適切なアドバイ

スを受けたため、その内容を反映して試験デザ

インの変更を行い、平成26年度から実際にカニ
クイザルを用いた安全性試験を開始した。 
 
Ⅴ．多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に

向けての計画（表39、40、41） 
1. 多剤耐性結核患者の調査と治験に向けての
計画を行った。 ①近畿中央：55名MDR-TB（7
年間）のうち20名XDR-TB（露口、松本）。 ②
東京病院：10年間に43名MDR-TB、死亡者多い
（庄司）。 ③茨城東病院：複十字病院を含め1
年間でMDR-TB 18名。（齋藤）（表39）。 
2. 医師主導治験に向けて大阪大学医学部治験
管理センター組織化（大阪大を中心）（朝野、

熊ノ郷、金田）（表40） 
3.   第Ⅰ相臨床治験案（表41）を目指す。 
 
研究代表者（岡田） 
(1) ① コメント：臨床試験では、IL-12遺伝子
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をヒトに投与することによる、その発現の持続

性、生体への影響等： 対応：下記の作製した(3)
のpVAX/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチンを
用いて、実験動物（サル等）で発現の持続性、

生体への影響を含む安全性試験・毒性試験を本

年度（平成26年度）開始した（表33、34、35）。 
② DNAワクチンについては米国で社会的・行
政的コンセンサスが得られており、本邦でも、

後記の金田安史が関与する遺伝子治療学会等に

より、遺伝子治療製品が再生医療製品などに含

まれることとなった。さらに遺伝子治療の治験

の確認申請が不必要となり、社会的・行政的コ

ンセンサスが得られていると考えて良い。 
③ コメント：多剤耐性結核患者の多いアジア諸
国と国際協力研究をすすめたらどうか。：対応：

岡田が厚労省支援ですでに確立したアジア諸国

との結核ネットワーク（タイKhusmith教授（マ
ヒドン大学）、韓国San Nae Cho教授（Yonsei
大学）、中国X. Heping教授（上海医科大学）、
フィリピン熱帯医学研究所等）を活用して進め

る計画。 
 
(2) 治験薬製造用のpVAX/HSP65 DNA+ヒト
IL-12 DNAの大腸菌マスターセルバンクを作製
した（岡田・中島）（表7～9）。 
ICH（日米EU医薬品規制調和国際会議）/Q5D
「生物薬品（バイオテクノロジー応用医薬品/生
物起源由来、調整及び特性解析について）」ガ

イドラインに従い治験薬製造用の本ワクチン

（pVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNA）のマス
ターセルバンク（MCB）を作製（表7）。また
作製された本ワクチンの品質規格を評価。ICH
のQ6B〔生物薬品（バイオテクノロジー応用医
薬品/生物起源由来医薬品）の規格及び試験方法
の設定について〕・Q5Dガイドライン準拠の特
性解析、品質試験を行った。 
 
(3) これを元に、GMPレベルのpVAX/HSP65 
DNA+ヒトIL-12 DNAを1000㎎作製した。これ
をサルに用いてこのワクチンの非臨床試験（安

全性試験･毒性試験）を行う計画を立案した（岡

田、井上）（表7～9）。 
 
(4) pVAX/HSP65 DNA+マウスIL-12 DNAを

180㎎作製した（岡田、井上）（表10、11）。 
 
(5) マウスでこのワクチンの信頼性基準適合試
験のための用法・配合比予備試験を実施した。

用法検討（ワクチン投与回数及び投与方法検討）

（表11～表21）。BALB/cマウスにワクチンを2
週間に1～6回100μg筋肉内投与し、4w後の脾細
胞を結核菌由来HSP65蛋白、PPDでin vitro刺激
した。3回投与がコントロール（溶媒）より最も
強く（約10倍）IFN-γ及びIL-2産生（T細胞免
疫）を増強し、ワクチン効果確認（表19）。（岡

田、井上、露口、中島、朝野、熊ノ郷）。投与

方法は筋肉投与の方が皮内投与より4倍T細胞免
疫を増強させた（表13）。 
①投与経路最適化試験をまず行った。本ワクチ

ンを皮内投与による結核免疫増強効果と筋内投

与による結核免疫増強効果を比較検討した。 
②ワクチン投与回数を2週間に1～6回（実際は1
回、3回と6回）と変え結核免疫増強効果を比較
検討した（表14）。 
③pDNA（HSP65 DNA+IL-12 DNA）とHVJ-E
の免疫増強が強い比率を検討した。 
④これらは、BALB/cマウス、DBA/1マウス、
C57BL/6マウスを用いて行った。BALB/cマウス
はTh2優位のマウスで、IL-2やIFN-γ産生の増
強がよく認められる可能性がある。DBA/1マウ
スはBALB/cよりも結核免疫がさらに低い（岡田、
結核2009年）。C57BL/6はTh1優位で、結核抗
原刺激でIFN-γ産生やIL-2産生が一般的に強い
（表12）。その結果、BALB/cマウスがIL-2、IFN-
γ、IL-6、TNFα産生を強く誘導した。 
⑤DNAワクチンは1日目に1回目を投与し、4週
間後の29日目にspleenを採取しsingle cellを得
た（岡田 PNAS 1981、岡田 J.Exp.Med 
1983）。この脾リンパ球にrHSP65蛋白抗原、
PPD抗原及び結核死菌を加えて1日～2日間培養
した。培養上清中の結核免疫に関与するサイト

カイン（岡田 Human Vaccine 2011）である
IFN-γ、IL-2、IL-6、TNFαを測定した（表11、
表15）。 
IL-6産生はrHSP65刺激やPPD刺激で1日培養
上清中及び2日培養上清中ともワクチン投与群
（3回、6回投与）でコントロール群よりも増強
を示した（表42）。 
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一方、TNFα産生はワクチン投与マウス群の脾
細胞培養上清で産生増強が認められた。しかし、

値がそれほど高くないことより、ワクチンの

種々の条件設定には主としてIL-2とIFN-γを指
標とした。 
一方、結核免疫に関与するリンパ球増殖反応は
3H-サイミジンuptakeで測定した。この反応は後
述の如く、3回ワクチン投与で強く増殖反応を示
し、IFN-γ産生増強とパラレルに働き、ワクチ
ンの良い結核免疫指標となった（表16、表20）。 
⑥まず、ワクチン皮内投与とワクチン筋内投与

を比較した（表13、表17、表18）。皮内投与の

ワクチンでは、BALB/cマウスにおいて、6回投
与が最も強くIFN-γ産生（2日間培養上清）を増
強した（表17）。rHSP65 10μg～20μg刺激、
PPD 20μg/ml刺激、結核死菌 2μg～20μg刺激
にて、6回投与が最も強い効果を示した。 
一方、筋内ワクチン投与ではBALB/cマウスにお
いて、3回投与が最も強くIFN-γ産生を増強した
（表18）。筋内ワクチン投与で3回投与ワクチン
と6回投与ワクチンでは、IL-2産生も3回投与群
が強く認められたが、有意差検定では差が認め

られず、この実験はもう一度くり返し、再現性

を検討する必要がある（表19）。この実験の投

与回数の検討はpDNA（HSP65 DNA+マウス
IL-12 DNA）100μg：HVJ-E 400mNAUで行
っており、後述のpDNA 100μg：HVJ-E 
100mNAUで1回、3回、6回投与を比較検討する
必要がある。 
BALB/cマウスにワクチンを2週間に3回100μg
筋肉内投与し、4w後の脾細胞を抗原HSP65蛋白、
PPDで1日培養。コントロールより約10倍強い
IFN-γ及びIL-2産生（結核免疫能）を増強した。
ワクチン効果確認。（岡田、井上、露口、中島、

朝野、熊ノ郷）。 
 
(6) マウスで、ワクチンDNAとアジュバント
HVJ（Hemagglutinating Virus of Japan）-E
の配合比を検討した。 
pDNA：HVJ-E＝1：1及び1：4が強力な結核免
疫を誘導した。 
（表21～29）ｐDNAとHVJ-E配合比において三
種の配合比を用いて比較検討した。pDNA量が
100㎍/マウスの時①HVJ-E100ｍNAU（100：

100 すなわち 1:1）、②HVJ-E400ｍNAU
（100：400 すなわち 1:4）、③HVJ-E800 
mNAU（100：800 すなわち 1:8）で比較検討
した（表21）。 
その結果、4週間後のワクチンマウス脾細胞の一
日培養上清中のIL-2産生は100：100の配合比の
ワクチンマウスが最も強く、次いで100：400の
配合比のワクチンマウスが強く、100：800配合
比のワクチンマウスが低い数値を示した（表22）。 
IFN-γ（1日）産生においても同様のIFN-γ産
生傾向を示した（表23）。すなわち、pDNA100
㎍：HVJ-E 100mNAUでワクチンマウスの脾細
胞から最も強いIFN-γ産生が認められた。 
抗原刺激はIL-2、IFN-γ産生ともHSP65 10㎍
/ml、HSP65 20㎍/ml、PPD 20㎍/ml 刺激で同
様の100：100配合比で強く認められた。 
2日培養上清中のIFN-γ産生も同様であった（表
24）。 
すなわち、HSP65 10μg/ml刺激、HSP65 
20μg/ml刺激、PPD 20μg/ml刺激で2日培養上
清中のIFN-γ産生は、コントロールの5％トレハ
ロース群の上清中に比較して、約11倍強いIFN-
γ産生が認められた。 
以上の結果を表26にまとめた（表26）。 
すなわち、配合比設定試験等において、①ワク

チンpDNA 100μg：HVJ 100mNAU（1：1）
及びワクチンpDNA 100μg：HVJ 400mNAU
（1：4）で強力なワクチン効果。②ワクチン投
与は筋内（i.m）投与が良く、3回投与/2週間が
良い。③Assay系は脾細胞1日培養上清中のIL-2
産生（ELISA）及びIFN-γ産生（ELISA）の測
定の感度が良いことを明らかにした。 
したがって、次にこの方法を用いて、外部委託

してマウス薬効試験「HSP65 DNA+IL-12 DNA
の免疫原性予備試験」を行った（表27）。 
マウス薬効試験「結核ワクチンのプラスミド

DNAとアジュバントの混合比に関する免疫原
性予備試験」（表28、表29） 
ワクチン成分（プラスミドDNA：pVAX/HSP65 
DNA+マウスIL-12 DNA）とアジュバント
（HVJ-E）との混合比を検討した（表28）。 
①BALB/cマウスを上記2.と同様に用いた試験
の結果、ワクチン投与群の脾臓リンパ球は、

rHSP65及びPPD抗原刺激に対するIFN-γ及び
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IL-2の産生が増強した。pDNAとアジュバント
の混合比1：1の投与群におけるIFN-γ及びIL-2
の産生は混合比1：4及び混合比1：8投与群に比
較して強く認められた。媒体対照群との差も有

意であった（表29）。 
②同混合比が1:4及び1:8の投与群では、PPD刺
激後IFN-γとIL-2産生はコントロール群と有意
差は認められなかった（表29）。 
③以上のことから、混合比1：1のワクチン免疫
が強力であることが示唆された。 
 
(7) PMDA事前面談を平成26年12月5日に行っ
た（表32）。治験届に必要な安全性試験パッケ

ージ案を策定した。投与経路の最適化検討の結

果、投与経路を皮内投与から筋肉内投与に変更

してサル毒性・安全性試験項目、試験デザイン

を策定した。［Ⅰ．①反復投与毒性試験（GLP
適用）（表36）。②薬物動態（TK）測定。③中
枢神経系安全性薬理試験。 Ⅱ．安全性薬理試験
（サル心血管系、呼吸器系）(GLP適用)］ 
サルを用いた、反復投与毒性試験ではサル2週間
間歇筋内投与毒性試験（GLP適用）[急性毒性評
価、局所刺激性の評価、TK測定及び中枢神経系
に関する安全性薬理試験組み込み] 
投与方法、期間は①筋内投与（大腿部） ②0.5 
mL／site ③2箇所 ④6回/2週間 ⑤観察：2
週間（回復期間2週間） 
群構成は投与群：♂♀各3例×2群（対照群, 投
与群） 回復群：♂♀2例×2群 
評価項目は①一般状態 ②投与部位の外観 ③

摂餌量 ④体重 ⑤血液 ⑥血液生化学 ⑦眼 

⑧尿 ⑨剖検 ⑩器官重量 ⑪病理組織（卵

巣・精巣含む） 
安全性薬理はFOB：機能観察総合評価法 
TK測定は採血：ヒトIL-12 測定 
サルを用いた安全性薬理試験は安全性薬理試験

（サルの心血管系、体温及び呼吸器系に及ぼす

影響）（GLP適用） 
投与方法、期間は①筋内単回投与（大腿部） ②

投与容量：0.5 mL／site ③投与箇所数：2箇所 
④評価時点：投与前、投与後1～48時間 
群構成は対照群、投与群 ♂6（各群3例） 
評価項目は血圧（収縮期血圧、拡張期血圧、平

均血圧）、心拍数、心電図（PR、QRS、QT、

QTc）、呼吸機能（呼吸数、1回換気量、分時換
気量）、体温 
一般状態はビデオ撮影 
血圧等は予めテレメトリー送信機留置手術を行

う 
 
(8) カニクイザルに本ワクチンを大量皮下投与
し毒性試験を行った（本年度すでに実施：PMDA
事前面談で承認済み）。サル雌雄各2匹×2群（対
照群＋投薬群）、計8匹で高用量のワクチン投与
の毒性兆候発現を評価。投与後14日間の摂餌量、
体重、血液学的検査、血液生化学的検査（岡田、

中島、井上、露口、朝野、熊ノ郷）（表33～35）。 
HVJ-E/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNAワクチン
を投与可能な最大量である5 mL/kgの投与容量
でカニクイザルに単回皮下投与し、投与後14日
間観察して認められる毒性について検討した。 
検査項目としては、一般状態観察、体重測定、

摂餌量測定、血液学的検査、血液生化学的検査

とした。 
その結果、投与翌日の血液学的検査において軽

微な影響が認められたが、投与後14日には消失
した。その間、異常は認められず本変化は毒性

学的意義のないものと判断された（表34）。 
以上の結果から、本試験の投与条件下では、

HVJ-E/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチンの単
回皮下投与により軽微かつ一過性の影響がみら

れたが、毒性変化は認められないと判断された。 
 
(9) サル薬物動態（TK）測定法確定試験とバリ
デーション研究を実施した（信頼性基準）。サ

ル血中のヒトIL-12の濃度測定法を検討し、その
測定法の妥当性を確認した（表37）。 
①測定対象：ヒトIL-12タンパク質 (p35及びp40
ヘテロダイマー)  
②サルの血漿、血清 
③ELISA法 
④バリデーション項目：特異性、添加回収、希

釈直線性、日内再現性、日間再現性、凍結融解

安定性、保存安定性 
を確定した。 
 
（10） 本ワクチンの投与液測定法バリデーション
研究を実施中した（信頼性基準）。pDNAと
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HVJ-E混合物の濃度測定法を検討し、測定法の
妥当性確認（表38）。 

  本剤の投与液中に含まれる上記2成分の濃度を
測定する分析系を確立。 
測定対象：pDNA及びHVJ-E 
pDNAは吸光度 (A260) 
HVJ-Eはノイラミニダーゼ活性 (合成蛍光基質
を用いた酵素活性測定法) 
検討項目：検量線、同時再現性、特異性 
を確定した。 
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研究進捗状況
1. ICH（日米EU医薬品規制調和国際会議）/Q5D
「生物薬品（バイオテクノロジー応用医薬品/生
物起源由来、調整及び特性解析について）」ガ
イドラインに従い治験薬製造用の本ワクチン
（pVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNA）のマス
ターセルバンク（MCB）を分担研究者中島と共
に作製（中島・岡田）

2. 作製された本ワクチンの品質規格を評価。ICH
のQ6B〔生物薬品（バイオテクノロジー応用医薬
品/生物起源由来医薬品）の規格及び試験方法
の設定について〕・Q5Dガイドライン準拠の特性
解析、品質試験。

3. これを元に、GMPレベルのpVAX/HSP65 
DNA+ヒトIL-12 DNAを1000mg作成 (バッ
チで)。
これをサルに用いてこのワクチンの安全性
試験･毒性試験。

研究進捗状況

 
表７ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表８ 
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表９ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
表１０ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

〔Ⅰ〕ワクチンGMP製造：マスターセルバンクの作製
（HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNAワクチンの）

治験薬GMP製造に必要なバンクシステムを構築。治験薬GMP製造用大腸菌につ
いて計 300本で構成されるマスターセルバンクシステムを作製した。（中島、岡田）

pVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNAワクチンのGMP製造

1. 3バッチ1,000バイアル（1mg/バイアル、総量1g）の製造。（岡田、中島）
2. ICHガイドライン準拠の品質管理試験、信頼性検討で適格性を実証。
高精度のデータを取得した。

3. これをサルに用いて非臨床試験（安全性試験・毒性試験）

大腸菌にエレクトロポレーション法で
遺伝子導入。

(岡田 厚生科学審議会 2014,
Kekkaku 2014)

(Okada 9th WCVII 2014)

4. pVAX/HSP65 DNA+マウスIL-12 
DNAを作成した。
（180mgを作成した）

研究進捗状況
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表１１ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表１２ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

マウスで、

1. 本DNAワクチンの用法設定試験

2. 本DNAワクチン用量設定試験

3. 本DNAワクチンとHVJの配合比設定試験

信頼性基準適合試験（外注）のために必要

試験に用いたマウスの種類

1. BALB/ｃ マウス

2. C57BL/6 NCｒ マウス

3. DBA/1 マウス

投与経路最適化試験

1. 皮内ワクチン投与方法

2. 筋内ワクチン投与方法

（1 ）投与経路 最適化試験 
1. 皮内
2. 筋内
（２）ワクチン投与回数 
（３）ｐDNAとHVJ-E 配合比 設定試験 

〔 Ⅱ〕 用法・配合比（ ｐDNAと HVJ-E) 薬効試験 
pVAX/HSP65 DNA+マウスIL- 12 DNAを180 ㎎作成した。

投与回数 1 ～ 6 回 

spleen

①培養上清
②増殖反応

ELISA 
IFN-γ 
IL -2 
IL -6 
TNF?

3H -Tｄ R 

4w後 

2w

DNAワクチン 

ワクチン投与経路と回数

BALB/c マウス 
C57BL/6
DBA/1

（岡田） 

（ HVJ： Hemagglutinating Virus of Japan） 
ＨＶＪ -Ｅ連続投与可能。 

      

     Vaccine2013
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表１３ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

表１４ 

 

 

投与経路
皮内ワクチン 筋内ワクチン

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

(-) HSP

(pg/ml) mIFN-γ

＊＊

0

2000

4000

6000

8000

10000

12000

14000

(-) HSP

(pg/ml) mIFN-γ

1回
投与

3回
投与

6回
投与

溶媒
のみ

＊＊

＊＊p<0.01

＊＊

10.7
倍

（岡田、井上）

1.5
倍

用法検討（DNAワクチン投与回数検討）
DNAワクチン

100μg DNA/マウス

ワクチン投与回数3回

spleen

①培養上清
②増殖反応

ELISA
IFN-γ
IL-2
IL-6
TNFα

DNAワクチン

spleen

①培養上清
②増殖反応

ELISA
IFN-γ
IL-2
IL-6
TNFα

（2）

（3）
ワクチン投与回数6回

4w後又は6w後

2w

2w
BALB/cマウス、C57BL/6、DBA/1マウス（各群6匹）

DNAワクチン

ワクチン投与回数1回

spleen

①培養上清
②増殖反応

ELISA
IFN-γ
IL-2
IL-6
TNFα

（1）

4w後又は6w後

2w
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表１５ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

表１６ 

 

ELISA

培養上清

ELISA
IFN-γ
IL-2
IL-6
TNFα

2日

脾細胞
5×106/well

抗原刺激 ①HSP65 20μg/ml
②PPD 20μg/ml
③結核死菌 20μg/ml

（Linbro 24well）

増殖反応 Assay

60h

脾細胞
1×105/well

抗原刺激 ①HSP65 10μg/ml
②PPD 20μg/ml
③結核死菌 20μg/ml

（Linbro 96well）

20h
ハーベスト

3H-TdR
1μCi / well
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表１7 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

表１８ 

皮内ワクチン BALB/ｃ

＊＊p<0.01
＊p<0.05

＊＊
＊＊

＊

筋内ワクチン BALB/c

＊

＊

＊

＊＊p<0.01
＊p<0.05

＊
＊＊

＊＊

＊

＊＊

＊

＊

＊
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表１９ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

表２０ 
 

投与回数
BALB/cマウス （岡田）

1. 筋内投与ワクチンが強力。

2. HSP65抗原刺激に対し筋内
ワクチン3回投与で、溶媒投
与に対し10.7倍のIFN-γ産
生増強。

3. 8.0倍のIL-2産生増強。

4. IFN-γ、IL-2を測定する方法
により、マウス信頼性適合試
験へ進める系が確立。

5. 配合比設定試験：ワクチン
pDNA 100μg：HVJ100mNAu 
（1：1）で強力なワクチン効果

〔まとめ〕

0

20

40

60

80

100

120

(-) HSP PPD

(pg/ml) ｍIL-2

1回投与 3回投与 6回投与 溶媒のみ

＊＊p<0.01
＊p<0.05

＊＊

＊＊

＊
＊

筋内ワクチンBALB/c（1日培養）

(岡田 Kekkaku 2014, 2015)

筋内ワクチン BALB/c

＊

＊ p<0.05
＊＊ p<0.01

＊＊

＊

増殖反応（S・I） 2日培養
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表２1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

表２２ 

 

pDNAとHVJ-E配合比設定試験

spleen

①培養上清
②増殖反応

ELISA
IFN-γ
IL-2
IL-6
TNFα

4w

2w

又は

アジュバント量

pDNA量が100μgのとき：

①HVJ-E 100 mNAu

②HVJ-E 400 mNAu

③HVJ-E 800 mNAu

配合比設定試験 （1日培養）
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表２３ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

表２４ 

配合比設定試験 （2日培養）

配合比設定試験 （1日培養）



32 
 

 
表２５ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

表２６ 

配合比設定試験
1. ワクチンpDNA 100μg：HVJ 100mNAu （1：1）及び
ワクチンpDNA 100μg：HVJ 400mNAu （1：4）
で強力なワクチン効果

2. BALB/ｃマウス（♀）

3. ワクチン筋肉内投与

4. 3回i.m投与（2週間に）

5. Assay系
1日培養上清中の
IL-2産生（ELISA）
IFN-γ産生（ELISA）

〔まとめ〕

pDNAとHVJ-E 配合比設定試験 
アジュバント量
pDNA 100?g ：① HVJ- E 100 mNAu ② HVJ - E 400mNAu ③ HVJ - E 800 mNAu

0

20

40

60

80

100

120

(-) HSP PPD

(pg/ml) ｍIL -2 

0

1000

2000

3000

4000

5000

6000

7000

8000

(-) HSP PPD

( pg/ml ) mIFN- γ

100：100

100：400

100：800

溶媒のみ 

DNA( μg) ： 
HVJ(mNAU ) 

マウス薬効試験（委託にて再現性）「結核ワクチンのプラスミド DNA 
とアジュバントの混合比に関する免疫原性予備試験」

（岡田）



33 
 

 

 

表２７ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

表２８ 

 

 

 

 
 
 

pDNAとHVJ-E配合比設定試験

spleen

1日培養上清
ELISA

IFN-γ
IL-2

4w

2w

アジュバント量

pDNA量が100μgのとき：

①HVJ-E 100 mNAu

②HVJ-E 400 mNAu

③HVJ-E 800 mNAu

マウス薬効試験

「 結核ワクチンのプラスミド DNA とアジュバント
の混合比に 関する免疫原性予備試験」 

(外部委託) 
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表２９ 

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

Non-treatment rHSP65 PPD

pg
/m

L

IFN-γ Pre-treatment

Vehicle control

Mixture ratio 1:1
(pDNA:HVJ-E)

Mixture ratio 1:4
(pDNA:HVJ-E)

Mixture ratio 1:8
(pDNA:HVJ-E)

**

*
**

**

 

0

20

40

60

80

100

Non-treatment rHSP65 PPD

pg
/m

L

IL-2 Pre-treatment

Vehicle control

Mixture ratio 1:1
(pDNA:HVJ-E)

Mixture ratio 1:4
(pDNA:HVJ-E)

Mixture ratio 1:8
(pDNA:HVJ-E)

** **

**

*
*

**

 

 
 

*: p<0.05, **: p<0.01; Dunnett’s multiple comparison test 
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表３０ 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表３１ 
 
 
 
 

• マウスワクチン用量予備試験

• マウス薬効試験（結核菌抑制）

• マウス薬効用法・用量試験（外注）
（信頼性基準適合試験）

〔今後の方針〕

用量検討（DNAワクチン投与量検討）

spleen

①培養上清
②増殖反応

ELISA
IFN-γ
IL-2
IL-6
TNFα

4w～6w

2w

又は

DNA投与量 ① 0 μg/マウス
② 25
③ 100
④ 200

① 0 mNAu
② 25
③ 100
④ 200

アジュバント量
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表３２ 

 

〔Ⅲ〕   PMDA薬事戦略相談 事前面談  
 
【平成26年12月5日】  （岡田、井上、中島） 
治験届までに必要な 
サルを用いた毒性・安全性試験 
１．反復投与毒性試験： 
①反復投与毒性試験：カニクイザル筋内投与。 

②薬物動態試験（TK）はDNAワクチンヒトIL-12蛋白の血中動態。 
③中枢神経系に関する安全性薬理試験組み込み（GLP）。 

2．安全性薬理試験：（サル心血管系、体温及び呼吸器系に及ぼす影響） 
（GLP） 

3．単回投与毒性試験：単回大量皮下投与し毒性試験（平成26年度実施： 
PMDA事前面談で承認済み）。 

 

サルを用いた毒性・安全性試験の前に必要な、 
4．サルの血中ヒトIL-12濃度測定法の検討及びバリデーション（信頼性基準） 
5．HVJ-E/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチンの投与液測定法バリデーション 

         （信頼性基準） 
 

 
 
 

表３３ 
 
  

サルにおける単回皮下投与毒性試験（信頼性基準適用）

試験動物 カニクイザル
被験物質 pVAX-HSP65/IL-12DNA+HVJ-E
投与方法、
投与回数、
観察期間

皮下投与（背部）
投与容量：5 mL/kg（1mg/mL）
投与回数：1回
観察期間：投与後14日間

群構成 投与群：♂2例/群×2群（対照群, 投与群）
♀2例/群×2群（対照群, 投与群）

評価項目 一般状態
摂餌量測定
体重測定
血液学的検査
血液生化学的検査

単回投与毒性試験〔Ⅳ〕
(中島、岡田、井上))
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表３４ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表３５ 

 

〔Ⅳ〕単回投与毒性試験

♂　（2例） ♀　（2例） ♂　（2例） ♀　（2例）
体重 異常なし 異常なし WBC 異常なし 異常なし
摂餌量 〃 〃 Lymphocyte(%) 〃 〃
RBC 〃 〃 Neutrophil(%) 〃 〃
Hb 〃 〃 Eosinophil(%) 〃 〃
Ht 〃 〃 Basophil(%) 〃 〃
MCV 〃 〃 Monocyte(%) 〃 〃
MCH 〃 〃 Lymphocyte数 〃 〃
MCHC 〃 〃 Neutrophil数 〃 〃
platelet 〃 〃 Eosinophil数 〃 〃
Reticulocyte 〃 〃 Basophil数 〃 〃

Monocyte数 〃 〃

カニクイザル
HVJ-E/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNA 投与群　

Blood Chemistry ♂　（2例） ♀　（2例） ♂　（2例） ♀　（2例）
ASAT 異常なし 異常なし Total Protein 異常なし 異常なし
ALAT 〃 〃 A/G Ratio 〃 〃
LDH 〃 〃 Albumin 〃 〃
γGT 〃 〃 γ-Globulin 〃 〃
ALP 〃 〃 Ca 〃 〃
CK 〃 〃 P 〃 〃
Total Bilirubin 〃 〃 Na 〃 〃
BUN 〃 〃 K 〃 〃
Creatinine 〃 〃 Cl 〃 〃
Glucose 〃 〃
Total Cholesterol 〃 〃
Phospholipid 〃 〃
Triglyceride 〃 〃

カニクイザル
HVJ-E/HSP65 DNA+ヒトIL-12 DNA 投与群　

〔Ⅳ〕単回投与毒性試験
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表３６－１ 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

表３６－２ 

 

実施を計画している安全性試験のデザイン（案）

サル2週間間歇筋内投与毒性試験（急性毒性に関する評価、局所刺激性の評価、
TK測定及び中枢神経系に関する安全性薬理試験組み込み）（GLP適用）
試験動物 カニクイザル（未使用）,満3～5歳を想定
被験物質 pVAX-HSP65/IL-12DNA+HVJ-E
投与方法、投
与期間、観察
期間

筋内投与（大腿部）
投与容量：0.5 mL/site
投与箇所数：2箇所
投与期間：5回/2週間（1日あたり1回）
観察期間：投与期間2週間（回復期間2週間）

群構成 投与群：♂♀各3例で2群（対照群+投与群）
回復群：♂♀各3例で2群♂（対照群+投与群）

評価項目 一般状態：毎日
投与部位の外観：3回/日（投与日）, 1回/日（その他期間）

*Draizeの皮膚反応の評価基準による（回復期間は休薬1～3, 7, 14
日）
摂餌量測定：毎日
体重測定：週2回
血液学的検査：群分前＋投与期間1回＋回復期間1回, 12項目
血液生化学的検査：群分前＋投与期間1回＋回復期間1回, 21項目
眼検査：群分前＋投与期間1回＋回復期間1回
尿検査：群分前＋投与期間1回＋回復期間1回
剖検：最終投与2～3日後＋回復期間終了時
器官重量測定
病理組織標本作製及び検査（卵巣／精巣含む）

安全性薬理 FOB：投与前日1回＋投与日（投与後2回）＋翌日1回＋翌々日1回（計
5回）

TK測定 採血：投与前,初回投与後0.5, 1, 2, 6及び24 h,最終投与後0.5, 1, 2, 6及
び24 h
pDNAの発現するhIL-12（p35+p40）分子をELISAで測定。

備考 対照群は媒体（5%トレハロース溶液）を投与する。
被験物質の特性・安定性の分析は治験薬GMP適用下で実施。

安全性薬理試験（サルの心血管系、体温及び呼吸器系に及ぼす影響）
（GLP適用）

試験動物 雄性カニクイザル（未使用）
被験物質 pVAX-HSP65/IL-12DNA+HVJ-E
投与方法，評
価時点

筋内単回投与（大腿部）
投与容量：0.5 mL/site，
投与箇所数：2箇所
評価時点：投与前，投与後1, 3, 6, 9, 12, 24, 48時間, 7日,

群構成 対照群，投与群
動物数 ♂3（投与群と媒体対照群と併用）
評価項目 血圧（収縮期血圧，拡張期血圧，平均血圧），心拍数，心電図

（PR間隔，QRS時間，QT間隔，QTc間隔），呼吸機能（呼吸数，
1回換気量，分時換気量），体温

一般状態 ビデオ撮影により投与前から投与後24時間まで、動物の状態を観
察し、各評価時点の動物の状態を観察する。

血圧 予めテレメトリー送信機留置手術を行い、術後2週間以上経過後、
安定した循環パラメータが得られる6匹を選抜する。

備考 対照群は媒体（5%トレハロース溶液）を投与する。
媒体の投与及び評価期間終了後、一定期間（2週間）経過後に、投
与群として用いる。
被験物質の特性・安定性の分析は治験薬GMP適用下で実施。

実施を計画している安全性試験のデザイン（案）
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表３７ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 
 
 
表３８ 

委託(信頼性基準）

1．「サルの血中ヒトIL-12濃度測定法の検討
及びバリデーション」
HVJ-E/HSP65 DNA＋IL-12 DNAワクチンをカニクイザ
ルに投与した時の、 サル血中のヒトIL-12濃度を測定
するための分析系を確立。

①測定対象：ヒトIL-12タンパク質（p35及びp40のヘテロダイ
マー）
②サルの血漿、血清
③ELISA法
④バリデーション項目：特異性、添加回収、希釈直線性、日内
再現性、日間再現性、凍結融解安定性、保存安定性

(岡田、中島))

委託(信頼性基準）

2．「HVJ-E/HSP65 DNA＋IL-12 DNAワクチ
ンの投与液測定法バリデーション」
(1) 本ワクチンは、ワクチン本体であるプラスミドDNA
（pDNA）及びアジュバントであるHVJエンベロープ
（HVJ-E）の2剤からなる混合製剤。
(2) 本剤の投与液中に含まれる上記2成分の濃度を測
定する分析系を確立。

①測定対象：pDNA及びHVJ-E
②pDNAは吸光度（A260）
HVJ-Eはノイラミニダーゼ活性（合成蛍光基質を用いた酵素活
性測定法）
③検討項目：検量線、同時再現性、特異性、添加回収
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表３９ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表４０ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Ⅴ．多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に向けての計画

（１）NHO近畿中央胸部疾患センター（露口、松本）
① 2006年から7年間に多剤耐性結核55例。55例
中、超多剤耐性結核20例。治療失敗3、結核死
9例。
② 多剤耐性結核、特に超多剤耐性結核の治療
成績は不良。

（２）NHO東京病院（庄司） 〔小林、永井、山根、鈴木〕
2004年から2013年、東京病院の多剤耐性結核
は38例。脱落1例、死亡7例、転出11例。

（３）NHO茨城東病院（齋藤）
茨城東、複十字、神奈川循環器呼吸器病セン
ターで１2年間に多剤耐性結核249例

治療中

完了

転出
脱落

死亡

不明
転帰

治療中 3
完了 13
転出 11
脱落 1
死亡 7
不明 3
合計 38

東京病院での多剤耐性結核の現状について

(齋藤 Kekkaku 2014)

(露口 Kekkaku 2014)

Ⅴ．医師主導治験に向けての計画

（１）医師主導治験に向けての組織化［国立病院機構（近畿中央
胸部疾患センター、東京病院、茨城東病院）と大阪大学を
中心とした]。
（２）本ワクチンの臨床治験（医師主導第Ⅰ相治験）統括に向け
て大阪大学医学部未来医療開発部を中心に調整中。
（朝野、熊ノ郷、金田）

（３）本研究は、国内でfirst-in-human
治験の実施となる上、国内初となる
プラスミドDNAの治療用DNAワクチ
ン開発。

（４）薬事法上の承認取得に必要な民
間企業との連携。ガイドラインの策
定に国立病院機構、厚労省
/PMDA/医薬基盤研、日本遺伝子
治療学会（理事長：金田安史教授）
と連携した研究体制。

0
1
2
3
4
5
6

0 1

5 4 31

3
医薬品
医療機器

大阪大学医学部附属病院における
医師主導治験の推移

(岡田 WCVII 2014,7th Vaccine2013
Kekkaku 2014)
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表４１ 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表４２ 

 
 
 
 

筋内ワクチン BALB/c
＊＊p<0.01
＊p<0.05

＊＊

＊

＊＊

＊

＊＊

＊

¥¥

予定される治験の流れ
多剤耐性結核患者（INH耐性＋RFP耐性）

主要評価項目
安全性・忍容性

副次的項目
・抗結核作用（排菌減少）
・免疫反応

目標症例数
3名から6名／用量あたり
2用量

実施施設
国立病院機構病院
3施設（近畿中央、東京、
茨城東）

安
全
性
確
認

投与

観察

同意説明・同意取得

スクリーニング

被験者登録

治療前検査

プロトコル治療（Cycle 1）

Day  1 DNAワクチン投与（筋内）
Day  6 DNAワクチン投与（筋内）
Day 12 DNAワクチン投与（筋内）

Day 70 評価判定(安全性及び有効性)

プロトコル治療終了

－３週間

２週間
（治療）

８週間
（観察期間）
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(11) 治験薬製造用のpVAX/HSP65 DNA+ヒトIL-12 
DNAの大腸菌マスターセルバンク（MCB）を分担研
究者中島俊洋と共にAMBiS社に委託して作製した
（表７、表９）。 

１）構築したバンクシステムによるプラスミドDNA
の試験製造 

・ 昨年度作成した大腸菌のマスターセルバンク

（MCB）を用いて、本DNAワクチンのワクチン
成分であるプラスミドDNA 〔pVAX/HSP65 
DNA+ヒトIL-12 DNA〕
（pVAX1-IgHSP65-hIL12と同じ）のGMP製造
を実施した。 

・ 製造はGMPパイロットプラント内で50Lスケー
ルのステンレスタンク培養により実施した。 

・ 臨床試験用や安全性試験に使用する事を想定し、

生物由来原料を含まない原材料を使用して培養

を行い、菌体回収、菌体破砕を行なって原料と

なる粗精製液を調製した。 

・ 医薬品製造で実績のあるカラムクロマトグラフ

ィーシステム、精製用樹脂を用いて精製、バッ

ファー置換、濃縮を行なって原薬となるプラス

ミド溶液を調製した。 

・ その後、無菌ろ過、濃度調整の工程により無菌

製剤化を進め、最終製剤化として遮光バイアル

への充填、シリコンコートしたゴム栓の打栓を

実施した。 

・ 製剤化したプラスミドDNA〔pVAX/HSP65 
DNA+ヒトIL-12 DNA〕
（pVAX1-IgHSP65-hIL12と同じ）溶液は、液
剤として冷凍庫で凍結保存した。 

・ 現在のところ１回あたりのGMP製造スケール
はバイアル数で200本から400本程度（品質管理
試験用バイアルも含む）を想定してGMP製造を
実施している。 

・ 製造したプラスミドDNAについては、品質試験
を実施し、暫定規格を設定するための根拠とな

るデータを数バッチ分取得している。 

・ 暫定規格項目については、プラスミドDNAは大
腸菌で製造されるバイオテクノロジー応用医薬

であると考えられたため、適用となるガイドラ

インとしてICHのガイドラインQ6B「生物薬品
（バイオテクノロジー応用医薬品／生物起源由

来医薬品）の規格及び試験方法の設定について」

（医薬審発第571号、平成13年5月1日付）を参
考にして、規格項目の設定を行った。 

・ 具体的にはガイドラインの「4. 規格及び試験方
法」内容に従って試験項目の設定を進めること

とした。製剤の暫定規格としては、ガイドライ

ンの「4.2.1 外観・性状」、「4.2.2 確認試験」、
「4.2.3 純度と不純物」、「4.2.4 力価」、「4.2.5 
物質量」、「4.2.6 その他の一般的試験項目」の
各項目の内容に準拠して設定することが妥当で

あると考えた。 

・ 品質試験については、その試験目的によりバリ

デーション試験の評価項目を設定し、試験とし

ての適格性を適宜確認している。 

・ 性状試験、不溶性微粒子試験、不溶性微異物試

験、pH 試験、浸透圧試験、無菌試験、エンド
トキシン試験については、それぞれ日本薬局方

の記載に従って手順書を作成し、試験を実施し

ている。 

・ 一方、塩基配列、制限酵素地図試験、DNA 濃
度、純度試験、吸光度比（A260/A280）、宿主
DNA、宿主RNA、宿主たん白質試験、たん白質
含量試験などの試験については、科学的根拠に

基づいて社内で試験手順書の策定、バリデーシ

ョン試験による妥当性の検証を行っている。試

験製造を実施した数バッチの品質試験データ、

及びガイドラインなどの記載内容に基づいて暫

定的に設定した規格値を適宜調整し、治験薬と

しての規格設定を進める計画である。 

・ このように試験製造のデータを蓄積して規格設

定を進める事で、純国産の革新的な治療薬の国

内での製造体制を構築する計画である。 
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２）DNAワクチンの非臨床試験のデータパッケージ
案の作成 

・ プラスミドDNAをワクチン成分とし、アジュバ
ント成分としてHVJ-Eを添加するワクチンにつ
いては、国内で初めての治験を実施する事とな

る。また、計画している治験は、first in human
の治験であるため、国内でプラスミドDNAをワ
クチン成分とする医薬品開発に必要なガイドラ

イン策定にも貢献することも考慮して開発を進

める事としている。 

・ そのため、平成26年度は、昨年度に引き続き治
験届けまでに必要となる非臨床試験のデータパ

ッケージ案の策定を進める事とした。 

・ 平成25年度にプラスミドDNAを用いた医薬品
の開発について、国内外のガイドラインについ

て調査を行った結果、 

① WHOのDNAワクチンの品質及び非臨床評価の
ガイドライン[Annex 1 Guidelines assuring the 
quality and nonclinical safety evaluation of DNA 
vaccines (WHO Technical Report Series No 941, 
2007)]と、 

② FDAの感染症用プラスミドDNAワクチンのガイ
ダンス[Guidance for Industry: Considerations for 
Plasmid DNA Vaccines for Infectious Disease 
Indications (U.S. Department of Health and 
Human Services, Food and Drug Administration, 
Center for Biologics Evaluation and Research, 
November 2007)]  

の、2種類のガイドラインを参考とすることが、最も
適切であると考えられた。また、ワクチン開発にお

けるガイドラインについても参考にする必要がある

と考えられたため、ワクチンに関するガイドライン

について調査した結果、 

③ WHOのワクチンの非臨床評価のガイドライン
[Annex 1 WHO guidelines on nonclinical 
evaluation of vaccines (Adopted by the 54th 
meeting of Expert Committee on Biological 
Standardization, 17-21 November 2003.)]  

を、参考にする事が適切であると考えられた。 

・ 平成26年度に更に確認を進めた結果、① WHO
のDNAワクチンの品質及び非臨床評価のガイド
ライン[Annex 1 Guidelines assuring the 
quality and nonclinical safety evaluation of 
DNA vaccines (WHO Technical Report Series 
No. 941, 2007)] 

④ WHOのワクチンの非臨床評価のガイドライン
[Annex 1 WHO guidelines on nonclinical 
evaluation of vaccines (WHO Technical Report 
Series No. 927, 2005)] 

⑤ WHOのワクチンアジュバントとアジュバント添
加ワクチンの非臨床評価のガイドライン 
[Guidelines on the nonclinical evaluation of 
vaccines adjuvants and adjuvanted vaccines 
(Adopted by the 64th meeting of the WHO Expert 
Committee on Biological Standardization, 21-25 
October 2013]  

を、参考とする事が適切であると考えられた。そこ

で、①、④、⑤のガイドラインを参考にして非臨床

試験パッケージ案の策定を行った。 

(12) F0を持つ融合能のないHVJ-EやF1/F2をもつ融
合能のあるHVJ-E、またHN欠損のHVJ-Eを初代培
養マクロファージやP388D1にかけてもIL-18の発現
は増強された。この発現はNF-κBの阻害剤で激減し
た。F, HNを欠損したHVJ-EではIL-18の発現は起こ
らなかった。F1/F2をもつHVJ-Eをp388D1細胞にか
けると、IL-18, Caspase 11, Caspase1の発現が増強
された。なおマクロファージ以外の細胞 (T- cell, B 
cell, NK cell) からは、HVJ-EによりIL-18の賛成は
誘導されなかった（金田）。 

(13) 本分担研究では、近畿地区の結核診療施設の結
核患者の臨床試験統括。結核ワクチンの薬効解析基

盤の確立に着手した。結核ワクチンの薬効解析のた

めのマクロファージ機能解析を行った（熊ノ郷）。 

(14) 茨城東病院、複十字病院、神奈川循環器呼吸器
病センターで１年間に診療したMDR-TB患者数は18
例で、性別は男性11例、女性7例で、一般の結核症例
と男女差は見られなかった。平均年齢は50歳（range 
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17歳～85歳）であった。国籍は、日本人13例,中国人
2例、その他のアジア2例、その他の地域1例であった。
多剤耐性結核のうち、XDR-TBは2例でXDR以外は
15例であり、昨年の報告とほぼ同様であった。治療
について新規抗結核薬であるデラマニドが使用開始

となった症例は判明しているだけで2例あった。 
2002年1月～2014年10月に経験したMDR-TBの治
療成績の現状について 
患者背景：性別：男性170例、女性79例、平均年齢：
50歳（17歳～99歳）、日本人186例,中国人27例、韓
国人11例、その他アジア18例、その他の地域7例、
XDR-TB：39例 XDR以外:210例に対し、その治療
成績は治癒は109例（48.4％）、死亡32例（14.2％）、
菌陰性転出51例（22.7％）、治療中33例（14.7％）
であった（齋藤）。 

(15) 平成26年度の実績として、医師主導治験4件を
開始し、新薬シーズとしての治験外臨床研究5件を開
始した。ワクチン関連ではマラリアワクチンの健常

人を対象とする第Ⅰ相試験が終了し、その過程にお

いて、諸種の問題を解決しながら、より精度の高い

Ⅰ相試験の実施が可能となってきている（朝野）。 

(16) 男性が37人（平均年齢62.1歳）、女性が18人（平
均年齢52.3歳）であった。基礎疾患は糖尿病11人、
悪性腫瘍8人、慢性腎不全3人、間質性肺炎2人などで
あった。結核の治療歴に関しては、初回治療例が26
人、既治療例が29人であった。55人中、超多剤耐性
結核（XDR-TB、INHとRFPに加えて、アミカシン・
カナマイシン・カプレオマイシンの少なくとも1つと
いずれかのフルオロキノロン剤に対して耐性を示す

結核）は20人（36.4％）であった。治癒と排菌陰性
化を合わせて治療成功とすると、全症例での治療成

功率は58.2％であり、要因ごとの治療成功率は以下
のとおりであった。 
・初回治療例 69.2％、既治療例 51.7％  
・XDR-TB例 35.0％、non XDR-TB例 71.4％ 
・手術を行った例 85.7％、  
 手術を行わなかった例 51.2％（露口） 

(17) 2006年から2013年までの大阪府結核予防会大
阪病院にて得られたストレプトマイシン(SM)、イソ
ニアジド(INH)、リファンピシン(RFP)に対する薬剤
耐性結核は以下の通りであった。 

SM耐性結核、RFP耐性結核患者数は減少傾向である
が、INH耐性結核患者数は2010年以降上昇傾向にあ
った。超多剤耐性結核患者数は0であった（松本）。 

(18) 2004年から2015年（3月現在）までに、国立病
院機構東京病院に入院し、多剤耐性結核と診断され

治療を受けた患者の総数は43名であった。性別は、
男性35名、女性8名であった。多剤耐性結核治療後の
退院時の転帰別にみると、治療完了7名、治療中断脱
落1名、死亡8名（退院後の死亡は含まず）、転出（帰
国含む）10名、治療継続6名（内3名は後に死亡、他
の3名は東京病院で治療中あるいは観察中）、不明11
名（計43名）であった（庄司）。 

(19) 当研究課題の厚生労働科学研究費補助金採択に
先立って行われた医薬品医療機器総合機構（PMDA）
との薬事戦略相談および事前面談において、国内で

のDNAワクチン開発のガイドライン策定を目標とし
て、当ワクチンの国内開発計画が行われるべきこと

が確認されている。 
治療用ワクチン開発については、非臨床・臨床とも

に国内での評価ガイドラインの整備の必要性は認識

されている。現行ではWHOによるワクチンアジュバ
ントとアジュバント添加ワクチンの非臨床評価ガイ

ドラインが提示されており、これらを参考として開

発計画が進められている。 
国内での治療用ワクチンの開発にあたっては、再生

医療等の安全性確保等に関する法律が近年整備され

つつあり、研究開発段階では再生医療等安全性確保

法の対象とされ、また製造販売許可申請にあたって

は医薬品、医療機器等の品質、有効性及び安全性の

確保等に関する法律の適応対象として明示された。

さらに具体的評価内容について、今後この多剤耐性

結核に対するDNAワクチン開発という具体例をもと
に整備される必要がある。 
非臨床評価とともに、臨床評価方法についても具体

的計画策定の段階に近づいている。治療対象として

の多剤耐性結核患者数は国内で年間200名程度と推
測されるが、その希少性や感染症としての管理の困

難性などから、当面は医師主導治験として計画実行

されることになる見通しである。研究班としては国

立病院機構近畿中央胸部疾患センター、国立病院機

構東京病院をはじめとした呼吸器感染症専門部門を

有する病院のネットワークを利用して多剤耐性結核

患者の被験者を確保できる予定である。 
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臨床研究の有効性評価指標についても、重篤感染症

である多剤耐性結核患者を対象とすることの倫理

性も踏まえ、今後さらに検討していく必要がある

（三上）。 

(20) 岡田全司と三上博士とのPMDA薬事戦略相談
に向けての打ち合わせ。 
平成27年3月24日に研究打ち合わせを行った。 

① PMDAの先生方には、何回も事前面談で当班のこ
とを相談できる。 
② 少なくとも5～6回までは相談できる。 
③ 電話での相談でも可能なので、その方向性も考え
たら良いのではとの三上（PMDA委員）博士の
suggestionあり。 
④ アカデミアからの対面助言は費用面で考慮さ
れる。 
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D. 考察 
Ⅰ．用法用量試験 
①用量試験等（表30、31） 
現在マウスワクチン用量予備試験が進行している。

マウス薬効試験（結核菌抑制）を行うとともに、マ

ウス免疫原性本試験のプロトコールを計画中である。 
②表30に記載した如く、(a)マウスワクチン用量予備
試験。(b)マウス薬効試験（結核菌抑制）。(c)マウス
薬効用法・用量試験（外注）（信頼性基準適合試験）

を行う必要があり、これらの計画を立案中である。 
すなわち、表31に記載した如く、HVJ-E/HSP65 DNA
＋IL－12 DNAワクチンのpDNAとHVJ-Eの比率を
全て1：1としてpDNA 25μg/マウスとアジュバント
HVJ-E 25mNAU、pDNA 100μg/マウスとアジュバ
ントHVJ-E 100mNAU、pDNA 200μg/マウスとア
ジュバントHVJ-E 200mNAUとして、これら三種の
用量検討を行う計画である。 
③さらに、ワクチン投与回数検討を、マウスの系で

HSP65 DNA + IL-12 DNAワクチン：HVJ-Eを1：1
の比率で1回、3回、6回／2週間以内で投与して、何
回投与が最も強力なワクチン効果（IFN-γ、IL-2等）
を得るか検討する必要があり、これらの実験を計画

中である。 
④安全性試験に用いる被験物質を確定するには、ワ

クチン成分であるプラスミドDNAと、アジュバント
成分であるHVJ-Eの混合比を決定する必要があり、
マウスに対する免疫原性を指標として岡田らは研究

を行った。免疫原性に関する強い条件はpDNA：
HVJ-Eは1：1であった。今後、同定した混合比で薬
効薬理試験（用法用量設定試験、感染防御試験など）、

安全性試験（一般毒性試験、安全性薬理試験など）

を実施する必要がある。 
混合比1：1でHVJ-E/HSP65 DNA + ヒトIL-12 
DNAワクチンを被験物質として単回皮下投与一般毒
性試験をサルで行った。種差を考慮してカニクイザ

ルへの投与により本剤の毒性について確認した結果、

血液学的・血液生化学的毒性変化は認められないこ

とが明らかとなった。 
⑤臨床投与経路である筋内投与で、一般毒性試験と

安全性薬理試験を行い、HVJ-E/HSP65 DNA + ヒト
IL-12 DNAワクチンの毒性について確認する計画で
ある。 
 
 

Ⅱ．治験までに必要な書類等 
① 治験計画書 
② 治験届 
③ IRB申請 
④ GLP毒性試験（サル） 
⑤ 信頼性基準適合の薬効薬理試験完了（マウス） 
⑥ 抗結核作用試験（マウスの結核感染モデルでの治
療効果） 
⑦ 6ヶ月安定性試験（6ヶ月長期安定性データ取得） 
⑧ IRB承認取得 
⑨ PMDA対面助言 
⑩ ①反復投与毒性試験 
 一般毒性と局所刺激性試験を含む 
②動態試験（TK）はワクチンの投与で発現するヒ
トIL-12蛋白の血中動態を測定 
③中枢神経系に関する安全性薬理試験組み込み

（GLP） 
⑪ 安全性薬理試験（サル心血管系、体温及び呼吸器
系に及ぼす影響（GLP）） 
⑫ 用量設定試験（マウス）本試験 
⑬ 投与回数設定試験（マウス）本試験 
⑭ 臨床治験（第Ⅰ相、first in human試験） 
⑮ 同意説明文書 
⑯ 治験薬GMP製造 
⑰ 今後、医師主導治験の実施計画書、治験薬概要書、
同意説明文書、治験薬の規格及び安全性など、新

規医薬品としての開発に必要な項目について、

PMDAと事前相談、対面助言を実施し、開発を進
める。 
⑱ PMDAの薬事戦略相談を行い、国内で初めてとな
る治験の実施に必要な項目に関して打ち合わせ・

相談を行った。規制当局との合意形成を進めた。

さらに、治験を行うとともに国内のガイドライン

策定に向けた準備を行いたい。 
 
 
Ⅲ．昨年度構築した治験薬GMP製造に使用する大腸
菌のセルバンクシステム（マスターセルバンク：

MCB）を用いて、本DNAワクチンのワクチン成分で
あるプラスミドDNA（HVJ-E/HSP65 DNA+IL-12 
DNA）のGMP製造を実施した。 
①製造したプラスミドDNAの品質確認データを取得
し、暫定的に設定した規格設定項目と暫定規格値の

調整を検討した。一部試験法などにつては検出感度
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などの課題がある事も明らかとなったため、今後複

数の製造バッチの品質試験データを取得し、取り纏

めた結果に基づいて品質規格の調整を進める必要が

あると考えられた。また、暫定規格の調整結果を取

り纏めた後に、その妥当性についてPMDAと相談し、
治験薬の規格設定を進める必要があると考えられた。

②非臨床試験のデータパッケージについては、3種類
のガイドラインを参考にして改定案を策定し、その

内容についてPMDAの薬事戦略相談を利用して確認
を進めた。その結果、一部デザインの変更を行う方

が適切である事が明らかとなったため、相談内容を

反映して非臨床試験を進める事となった。今後も適

宜PMDAの薬事戦略相談を利用し、着実に開発を進
めていく事が適切であると考えられた。 
 

 
Ⅳ．期待される成果 
1. ヒト臨床応用 
新しい結核治療ワクチン 
・本邦で毎年200人の多剤耐性結核患者を治療・
救命（表43） 
・毎年150万人の結核死亡者を治療・救命可能 
・多剤耐性結核・XDR-TBを治療（世界で毎年
50万人）（表43） 
・スーパー・スプレッダー多剤耐性結核を治療

可能（岡田、井上、露口、庄司、齋藤、朝野、

松本、熊ノ郷、三上） 

2. 第Ⅰ相医師主導治験評価 
結核ワクチン筋内投与 
 ↓ 
患者の喀痰 
 ↓ 
喀痰中の結核菌培養 
 ↓ 
多剤耐性結核菌０個となる 
排菌陰性化 
 
 
Ⅴ．特色・独創的な点 
1. 有効性の実証（表44、表45） 
① カニクイザルの結核感染モデルで、HVJ-エンベ
ロープ/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン投与
群では、生存率の改善、血沈の改善、Tリンパ球

のHSP65抗原に対する増殖反応増強、IL-2の産
生増強。 

世界でも類例のない独創的ワクチン 
（Vaccine 2009、Human Vaccine 2013） 
② マウス多剤耐性結核感染モデルで、ワクチン投

与群では肺・肝臓・脾臓の結核菌数が減少、更

にマウス超多剤耐性結核（XDR-TB）感染モデ
ルで、ワクチン投与群は、生存率を改善（表46、 

47、48） 
（Vaccine 2009, Human Vaccine 2011, 2013） 

2. 医師主導治験の実施に向けた準備状況（表49） 
① PMDA薬事戦略相談を実施。DNAワクチンで個
別面談を実施済、事前面談も平成25年6月及び平
成26年12月に実施。 
アジュバント（HVJ-エンベロープ）については
規格・安全性の対面助言を既に実施 
② アジュバントについては、大阪大学が本年度よ
りGCP医師主導治験を実施する計画で、医師主
導治験を支援する体制を確立 
③ HVJ-エンベロープ 
（1）不活性化センダイウイルス粒子 
（2）一本鎖RNAが強力なアジュバント作用 
（RIG-I活性化：キラーT分化、NK分化、制御T
抑制） 
（3）癌治療に臨床応用され、すでに治験薬GMP
製造 
（4）HVJ-EのF蛋白質がマクロファージの膜蛋白
質に作用してNF-κBのシグナルを活性化し
てIL-18の転写を増強する。一方、Caspase 11, 
Caspase 1も同じようにしてHVJ-Eによって
発現増強される。Caspase 11はCaspase 1を
活性化し、Caspase 11はIL-18のmaturation
を促進してIL-18を分泌させることが分かっ
ており、HVJ-Eはいずれのステップにも関わ
って、IL-18の産生を促進していると推察さ
れる。IL-18のELISAが可能な抗体が入手で
きなかったので、培養液中に分泌された

IL-18を直接測定はできなかった。しかし、
IL-12蛋白質とHVJ-EをマクロファージとT 
cellを含む脾臓細胞に作用させ、産生される
IFN-γを測定する系を用い、IL-18の抗体や
IL-18受容体の抗体の共存により、IFN-γの
産生が劇的に抑制されることが明らかにな
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った。このことより間接的にHVJ-Eによりマ
クロファージからIL-18が産生、分泌されて
いることが示唆された。マクロファージの膜

表面にF受容体があることが示唆されるが、
今まで報告がない。F蛋白質とP388D1の膜分
画を作用させて、免疫沈降させた中から、複

数の受容体候補が見つかっており、今後さら

に解析を進める。 
④ 民間企業と共同で開発を進める計画であり、本

計画に従ってGLP試験、治験薬GMP製造
（AMBiS社）等を実施し、3年以内にGCP準拠
の医師主導治験を実施可能 

3. 明確な出口戦略（表50） 
① 多剤耐性結核など対応可能な病院が国立病院機
構等に限定される感染症の治療用ワクチンを、

PMDA、大阪大学、遺伝子治療学会、企業が新
技術（DNAワクチン）で開発、ガイドライン策
定に繋げる産学官共同研究 
② 民間企業（ジェノミディア）が参加。薬事法に

基づく承認取得までの出口戦略を明確にした

研究 

4. 承認取得までのロードマップ 
IRB承認取得、できれば治験届まで進め、第１
相の医師主導治験を開始。 
その後オーファン申請を行って、第2相治験をも
って7年で承認申請に進む計画である（表51）。 

5. 予定される治験の流れ 
・対象疾患はINH及びRFPに耐性の多剤耐性結
核患者。 
・主要評価項目は、安全性・忍容性の評価で、

副次的項目としてワクチン治療2ヶ月後の抗結
核作用（結核排菌減少）と免疫反応を評価する。 
・目標症例数は、用量あたり3名から6名とする
計画で、2用量の予定。 
・治験を実施する施設は、国立病院機構の病院3
施設で行う計画（表41）。 

6. 治験の実施体制 
本研究事業は、国内開発を先行させた

first-in-human治験の実施。 
また、国内で初めてとなるプラスミドDNAの治
療用ワクチンの開発である。 

そのため、ガイドラインの策定につながるよう

国立病院機構、規制当局、日本遺伝子治療学会

（理事長：金田安史教授）、民間企業が連携し

た研究体制である（表52）。 

7. SM耐性結核、RFP耐性結核患者数は減少傾向で
あるが、INH耐性結核患者数は2010年以降上昇
傾向にありINH耐性結核患者数の上昇に注意を
要するす。少なくとも我々が今回調べた新規

MDR-/XDR-TB患者数は過去約10年前と比較す
ると減少傾向にありDOTSの普及および結核感
染対策が功をなしたと考えられる。しかしなが

ら昨年の我々の調査では結核歴が15年以上の慢
性持続排菌患者も存在しており岡田等が開発し

たDNAワクチンへの期待が持たれる（松本）。 

8. 結核療法研究協議会（療研）によるわが国の全国

調査のデータによれば、2002年にはわが国での

MDR-TBに占めるXDR-TBの割合は、全MDR-TB
では30.9％、初回治療MDR-TBでは31.3％、既治

療MDR-TBでは30.8％と報告されており、諸外国

と比べてその高い割合が指摘されていた。今回の

当院での検討でもMDR-TB全体に占めるXDR-TB

の割合は36.4％と高く、わが国での問題と考えら

れた。 
MDR-TBの治療成功率は、一般的に60％前後とす

る報告が多い。今回の検討でも治療成功率は58.2％

とほぼ同等の成績であった。初回治療例のほうが

基地両例に比べてやや成績は良好であった。

XDR-TBでは治療成功率は35.0％ときわめて不良

であり、XDR-TBの治療成績の向上が今後の大き
な課題であると考えられた。手術を行えた症例で

は、治療成功率は85.7％と比較的良好であった（露

口）。 

9. 多剤耐性結核患者の調査； 
薬剤感受性結核は高齢者、免疫抑制宿主等の一

部を除くと問題なく治癒することが出来るが、

INH、RFPに耐性を示すMDR-TBの薬物治療成
績は外科手術を駆使しても治癒率50％と低い状
態にある。結核専門病院である神奈川循環器呼

吸器病センター、複十字病院、茨城東病院であ

っても2人に1人しか治癒出来ていない。多剤耐
性結核は、現在の薬物治療では治癒が困難な結

核であり、本人は元より他への感染、医療費な
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ど社会への影響は大きいと言える。本研究が取

り組む多剤耐性結核に対する新規治療用DNA
ワクチン治療が実用化されるとそのインパクト

は非常に大きく、臨床応用のために薬事法に基

づく承認取得へ向けた第１相試験の意義は大き

いと考える。 
今後考えられる新たな課題として本研究で新規

治療用DNAワクチンの効能、安全性が確認でき
た後に人種を越えたMDR-TB症例、標準治療が
副作用のため出来ない結核症例に対する本ワク

チンの有用性を検討する必要がある。また抗結

核薬だけでは治癒出来ない症例に対する抗結核

薬併用治療の有用性を検討する必要もある。 
行政施策への貢献の可能性として今後、人口減

少が確実な我が国では労働人口増加のため海外

からの移民を積極的に受け入れるという方向で

移民政策が行われている。その影響から

MDRTBが多い国からの移民を受け入れること
が想定され、我が国のMDR-TB症例が増えるこ
とが懸念され、そうした場合、MDR-TB用新規
抗結核薬だけではなく、本ワクチンも有用とな

る（齋藤）。 
10. 朝野らの経験を踏まえて、医師主導治験を実施
上の今後の改善点としては、①IRBにおける審
査体制が不十分である。②モニターが医師に近

い存在であるために、モニターとしての役割が

困難な例がある、③補償の体制が不十分である、

④希少疾患を扱う場合が多く、試験期間が長期

に渡る場合がある、⑤医師主導治験立案時の支

援体制が不十分である。⑥責任医師のGCP教育
が不十分である、などの点が抽出されており、

本研究の臨床試験の実施に当たっては、このよ

うな点のうち施設で解決可能なものを速やかに

改善し、協力して実施を遂行したい（朝野）。 
11. 多剤耐性結核は、臨床的に重要な疾患病態であ
るが、患者数は多くない。本研究の主眼である

医師主導治験の第Ⅰ相が開始されるが、研究を

成功に導くためには適格症例の確保が重要であ

る（庄司）。 
12. 被検薬製造、品質確保について、ワクチン開発
の新規技術であるDNAワクチンの国内開発と
いう分野には未だ国内ガイドラインの検討段階

にあり、研究班ではPMDAとのコミュニケーシ
ョンをはかりながら進められる予定である。さ

らに非臨床試験の実施と、この結果を踏まえた

臨床試験（第Ⅰ相試験、いわゆるfirst in human
試験）の計画と実現にむけて、各研究機関での

成果と方針について検討しながら進めていきた

い（三上）。 
13. 実用化（ワクチン、治療薬の開発等）への貢献
の可能性（表53） 
① 多剤耐性結核に対する初めての治療ワクチ
ン開発・実用化の可能性が極めて強い。 
② エボラ出血熱等の新興感染症ウイルスの遺
伝子情報を我々のDNAワクチン開発技術
に応用し、新たな感染症予防・治療ワクチ

ンが迅速に開発・実用化され、大きな貢献

の可能性。 
③ 迅速対応可能なワクチンの基盤技術開発で
新興・再興感染症ワクチン実用化に貢献の

可能性。 
④ 結核予防ワクチン実用化の可能性 
14. 行政施策への貢献の可能性（表54） 
① DNAワクチンの新規範疇医薬ガイドライ
ン及び治療用DNAワクチン開発ガイドラ
イン策定の医薬行政に貢献。 

② 国立病院機構でワクチンの医師主導治験体
制を確立。対感染症ワクチン行政に貢献。 

③ 多剤耐性結核菌の感染、医療費削減、国際

的な保健衛生に貢献。 
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表４３ 

新しい結核治療ワクチン
・本邦で毎年200人の多剤耐性結核患者を治療・救命
・毎年200万人の結核死亡者を治療・救命可能
・多剤耐性結核・XDR-TBを治療（世界で毎年50万人）
・スーパー・スプレッダー多剤耐性結核を治療可能
（岡田、井上、露口、庄司、齋藤、朝野、松本、熊ノ郷、三上）

期待される成果

結核治療
ワクチン
皮内投与

喀痰
喀痰中の
結核菌培養

多剤耐性結核菌 0個となる
排菌陰性化

①医療費節減。

②日本で効果があれば、世界の多剤耐性結核 50万人/年
の治療。国際貢献｡

ヒト臨床応用

第１相医師主導治験評価

 
 
 
 

表４４ 

特色・独創的な点

① カニクイザルの結核感染モデルで、HVJ-エンベロープ/HSP65 
DNA+IL-12 DNAワクチン投与群では、生存率の改善、血沈の
改善、Tリンパ球のHSP65抗原に対する増殖反応増強、IL-2の
産生増強。

世界でも類例のない独創的ワクチン
（Vaccine 2009、Human Vaccine 2013）

1.有効性の実証

岡田はWHOのWGND（Working Group of New TB Drug）委員会委員に選ばれた（2009年から）
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表４５ 

結核感染したカニクイザルを用いた
HVJ-エンベロープ/Hsp65 +IL-12 DNAワクチンの治療効果

Cynomolgus 
monkey 

21 day

気道内感染

TB 
challenge

5x102 CFU

7 day

Therapeutic Vaccine

赤沈
体重
胸部 X-P
免疫応答
生存

 
 
 
 
 

表４６ 

〔方法〕
HSP65 + IL-12 DNAワクチン

±
BCG

H37Rv
5X105

i･v

0日 1日 8日 15日 30日

Sacrify
肺臓 結核菌数
肝臓
脾臓

結核菌に対する
免疫反応
・キラーT細胞
・増殖反応
・サイトカイン産生
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表４７ 

超 薬 剤 耐 性 結 核
Extensively Drug Resistant (XDR-TB)
Extremely Drug Resistant (XDR-TB)

薬 剤 名 濃度 判定 濃度2   判定
SM (簡易比率法） 10 R
INH （簡易比率法） 0.2       R        1.0       R
RFP （簡易比率法） 40        R
EB  （簡易比率法） 2.5       R
KM  （簡易比率法） 20        R
EVM （簡易比率法） 20        R
TH   （簡易比率法） 20        R
CS   （簡易比率法） 30        S
PAS （簡易比率法） 0.5       R
LEFX （簡易比率法） 1.0       R
PZase

薬剤洗度単位 μg/ml
R・・・耐性
S・・・感受性
＃・・・判定不能

薬 剤 名 濃度 判定
SM   （MGIT） 1.0        R
INH  （MGIT） 0.1       R    
RFP （MGIT） 1.0       R
EB   （MGIT） 5.0       R
PZA （MGIT） 100       R

 
 
 
 
 

表４８ 

② マウス多剤耐性結核感染モデルで、ワクチン投与群では肺・
肝臓・脾臓の結核菌数が減少、更にマウス超多剤耐性結核
（XDR-TB）感染モデルで、ワクチン投与群は、生存率を改善
（Vaccine 2009, Human Vaccine 2011,2013）

1. 今村賞 結核病学会賞受賞（2012年）
2. 遺伝子治療学会誌賞受賞（2008年）
3. （多ヶ谷勇記念ワクチン研究）イスクラ奨励賞（2004年）
国際学会招へい特別講演（ICAAC：米国微生物学会）第50回2010年「Therapeutic vaccine」

多剤耐性結核治療効果

mean ± SD, n = 4-5
＊ p<0.05 G1 vs G2, Student’s t-test
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表４９ 

特色・独創的な点

① PMDA薬事戦略相談を実施。DNAワクチンで個別面談を実施済、事前
面談も6月に実施。
アジュバント（HVJ-エンベロープ）については規格・安全性の対面助言
を既に実施

② アジュバントについては、大阪大学が本年度よりGCP医師主導治験を
実施する計画で、医師主導治験を支援する体制を確立

③ HVJ-エンベロープ
（1）不活性化センダイウイルス粒子
（2）一本鎖RNAが強力なアジュバント作用
（RIG-I活性化：キラーT分化、NK分化、制御T抑制）
（3）癌治療に臨床応用され、すでに治験薬GMP製造

④ 民間企業と共同で開発を進める計画であり、本計画に従ってGLP試験
、治験薬GMP製造（AMBiS社）等を実施し、3年以内にGCP準拠の医
師主導治験を実施可能

2.医師主導治験の実施に向けた準備状況

HVJ-エンベロープ

BPL

UV

 
 
 
 

表５０ 

特色・独創的な点

① 多剤耐性結核など対応可能な病院が国立病院機構等に
限定される感染症の治療用ワクチンを、PMDA、大阪大学、
遺伝子治療学会、企業が新技術（DNAワクチン）で開発、
ガイドライン策定に繋げる産学官共同研究

② 民間企業（ジェノミディア）が参加。薬事法に基づく承認取得
までの出口戦略を明確にした研究

3.明確な出口戦略

論文
1. Okada M, et al. Human Vaccines and Immunotherapeutics. 2013
2. Kita Y, et al. Human Vaccines and Immunotherapeutics. 2013.
3. Okada M, et al. Clin Dev Immunol. 2011
4. Kita Y, et al. Human Vaccines. 2011.
5. Okada M, et al. Human Vaccines. 2011.
6. Okada M, et al. Human Vaccines. 2010. 
7. Okada M, et al. Vaccine. 2009. 8. Okada M, et al. Vaccine. 2007.
9. Yoshida S, et al. Vaccine. 2006. 10. Kita Y, et al. Vaccine. 2005.
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表５１ 

承認取得までのロードマップ

（☆：確認申請、治験届、オーファン申請、承認申請、 ：実施期間、点線の ：予備検討など準備期間）

 

治験開始からの年度 
開発項目 

平成25
年度 
平成26
年度 
平成27
年度 
平成28
年度 
平成29
年度 
平成30
年度 
平成31
年度 
平成32
年度 

規制当局・ 
倫理委員会対応事項 

治験相談／確認申請/治験届（PI）         

オーファン申請／治験届（PII）         

治験審査委員会         

臨床試験関連事項 治験戦略策定（含薬事戦略相談）         
 プロトコル作成         
 治験実施（PI、国内多施設）         
 治験実施（PII、国内多施設）         
 承認申請と当局対応（国内）         
 承認、薬価収載、海外普及         

非臨床試験関連事項 薬効・薬理試験         
 安全性試験（含長期毒性試験）         
 薬物動態試験         

品質関連事項 特性解析（含長期安定性試験）         
 治験薬ＧＭＰ製造（パイロットプラント）         
 医薬品ＧＭＰ製造（実製造プラント）         

事業性関連事項 特許関連         
 企業提携         

 
 
 
 

表５２ 

治験の
実施体制

本研究事業は、国内
でfirst-in-human治
験の実施となる上、
国内初となるプラスミ
ドDNAの治療用DNA
ワクチン開発となる。

そのため、薬事法上
の承認取得に必要な
民間企業との連携に
加え、ガイドラインの
策定にも繋げる事が
出来るよう国立病院
機構、厚労省/PMDA/
医薬基盤研、日本遺
伝子治療学会（理事
長：金田安史教授）と
連携した研究体制と
する。

治験実施・総括
（近畿中央） 岡田、井上、露口

医師主導治験の
共同実施施設
（東京病院） 庄司

治験共同実施施設
（大阪大学） 朝野、熊ノ郷

臨床研究データ整理
治験の実施管理
（東海大学） 三上

臨床データ統計解析
（大阪大学医学部
未来医療センター）

本剤の医師主導治験実施体制（安全性・忍容性・有効性の検証）

免疫活性化・感染制御メカニズムの解析
（大阪大学） 金田、朝野、熊ノ郷 （近畿中央）岡田、井上、露口

治験施設支援機関：SMO
（早期・探索的臨床試験拠点活用）

外部機関
（ＣＲＯ）

モ
ニ
タ
リ
ン
グ

監
査
等
業
務
支
援

分子レベルでのワクチン作用機序解明

作
用
機
序
解
析

用
法
用
量
設
定

非臨床試験・治験薬GMP製造・安定性試験
（ジェノミディア、AMBiS） 中島

医師主導治験の
共同実施施設
（茨城東病院） 齋藤

治験共同実施施設
（結核予防会大阪病院） 松本

治験実施施設
（国立病院機構ネットワーク活用）

薬事法上の承認取得
（民間企業との共同開発）

非臨床データ
治験薬

サイエンスの基盤
（基礎研機関と連携）

当局対応
データ
マネジメント

日本遺伝子治療学会、医薬基盤研究所、ＰＭＤＡ、
厚労省と協力してガイドライン策定

ガイドライン策定
開発戦略支援
薬事相談・見解提供
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表５３ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

表５４ 

行政施策への貢献の可能性

1. DNAワクチンの新規範疇医薬ガイドライン及び治
療用DNAワクチン開発ガイドライン策定の医薬行
政に貢献。

2. 国立病院機構でワクチンの医師主導治験体制を確
立。対感染症ワクチン行政に貢献。

3. 多剤耐性結核菌の感染、医療費削減、国際的な保
健衛生に貢献。

実用化（ワクチン、診断薬、治療薬の
開発等）への貢献の可能性

1. 多剤耐性結核に対する初めての治療ワクチン開
発・実用化の可能性が極めて強い。

2. エボラ出血熱等の新興感染症ウイルスの遺伝子情
報を我々のDNAワクチン開発技術に応用し、新た
な感染症予防・治療ワクチンが迅速に開発・実用化
され、大きな貢献の可能性。結核予防ワクチン実用
化の可能性。

3. 迅速対応可能なワクチンの基盤技術開発で新興・
再興感染症ワクチン実用化に貢献の可能性。
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E. 結論 
Ⅰ．ワクチンGMP製造 

1. 治験薬製造用の pVAX/HSP65 DNA+ヒト
IL-12 DNAの大腸菌マスターセルバンクを
作製 (中島、岡田)。 

2. これを元に、GMPレベルの pVAX/HSP65 
DNA+ヒト IL-12 DNAを1000㎎作製した
（岡田、中島、井上）。 

3. これを本年度中にサルに用いて本ワクチン
の安全性試験･毒性試験（中島、岡田）。 

4. pVAX/HSP65 DNA+マウス IL-12 DNAを
180 ㎎作製した（岡田）。マウスで本ワク
チンの信頼性基準適合試験のための用法配

合比予備試験（岡田）。 

5. 治験薬 GMP 製造：暫定規格設定に必要な
複数ロットの治験薬製造を完了。品質管理

試験：信頼性検証バリデーションを実施。

高精度のデータを取得した。 

 
 
Ⅱ．用法・配合比（pDNAとHVJ-E）薬効試験 

1. ワクチン用法検討が進展（平26岡田）。用法
検討（DNAワクチン投与回数及び投与方法検
討）。BALB/cマウスにワクチンを2週間に3
回100μg筋肉内投与し、4w後の脾細胞を抗
原HSP65蛋白、PPDで1日培養。コントロー
ルより約10倍強いIFN-γ及びIL-2産生（結核
免疫能）を増強した。ワクチン効果確認。（岡

田、井上、露口、中島、朝野、熊ノ郷）。 
2. マウスでワクチンDNAとHVJ-E配合比検討
（岡田）。pDNA：HVJ-E＝1：1が強力な結
核免疫を誘導。 

3. HVJ-Eによる遺伝子発現性は中和抗体に阻
害されず、HVJ-Eの連続投与可能。HVJ-E
へのIL-12遺伝子封入により、MφのIL-18を
介しIFN-γ（結核免疫）誘導（金田）。 

 
 
Ⅲ．GLP毒性試験・安全性試験 

1. GLP毒性試験・安全性試験（非臨床試験）：
サルを用いて試験項目、試験デザインを計画

（中島、岡田、井上）。 

2. カニクイザルに本ワクチンを皮下大量投与
して毒性試験を行った。摂餌量、体重、血液

検査。より高い用量の被験物質投与可能な皮

下投与。 
3. サル血中ヒトIL-12濃度測定法の検討及びバ
リデーション： 本ワクチンをカニクイザル

に投与した時に血中のヒトIL-12濃度を測定
するための分析系を確立。 

4. 本ワクチンの投与液測定法バリデーション： 
安全性試験で使用した被験物質の投与量確

認試験（岡田）。 
 
 
Ⅳ．PMDA事前面談 

1. PMDA事前面談を平成26年12月5日に実施。
治験届に必要なサル安全性試験パッケージ

案を策定。投与経路の最適な筋肉内投与で毒

性・安全性試験項目を策定。また、薬物動態

（トキシコキネティクス）は、プラスミド

DNAの投与により発現するIL-12を測定（岡
田、中島、井上、三上）。  

2. 毒性・薬効試験項目、品質関連事項の非臨床
試験。 

 
 
Ⅴ．多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に向け

ての計画 
1. 多剤耐性結核患者の調査と治験に向けての
計画を行った。 ①近畿中央：55名MDR-TB
（7年間）のうち20名XDR-TB（露口、松本）。 
②東京病院：10年間に43名MDR-TB、死亡
者多い（庄司）。 ③茨城東病院：複十字病

院を含め1年間でMDR-TB 18名（齋藤）。 
2. 医師主導治験に向けて大阪大学医学部治験
管理センター組織化（大阪大を中心）（朝野、

熊ノ郷、金田）。 
 
・研究代表者 
(1) ① コメント：臨床試験では、IL-12遺伝子を
ヒトに投与することによる、その発現の持続性、

生体への影響等： 対応：下記の作製した(3)
のpVAX/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン
を用いて、実験動物（サル等）で発現の持続性、
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生体への影響を含む安全性試験・毒性試験を本

年度（平成26年度）開始した。 
② DNA ワクチンについては米国で社会的・
行政的コンセンサスが得られており、本邦でも、

後記の金田安史が関与する遺伝子治療学会等

により、遺伝子治療製品が再生医療製品などに

含まれることとなった。さらに遺伝子治療の治

験の確認申請が不必要となり、社会的・行政的

コンセンサスが得られていると考えて良い。 
③ コメント：多剤耐性結核患者の多いアジア諸
国と国際協力研究をすすめたらどうか。：対応：

岡田が厚労省支援ですでに確立したアジア諸国

との結核ネットワーク（タイKhusmith教授、韓
国等）を活用して進める計画。 
(2) 治験薬製造用の pVAX/HSP65 DNA+ヒト

IL-12 DNAの大腸菌マスターセルバンクを作
製した（岡田・中島）。 
(3) これを元に、GMP レベルの pVAX/HSP65 

DNA+ヒト IL-12 DNAを 1000㎎作製した。
これをサルに用いてこのワクチンの非臨床試

験（安全性試験･毒性試験）を行う計画を立案

した（岡田、中島、井上）。 
(4) pVAX/HSP65 DNA+マウス IL-12 DNA を

180㎎作製した（岡田、井上）。 
(5) マウスでこのワクチンの信頼性基準適合試験
のための用法・配合比予備試験を実施した。用

法検討（ワクチン投与回数及び投与方法検討）。

BALB/cマウスにワクチンを 2週間に 1～6回
100μg筋肉内投与し、4w後の脾細胞を結核菌
由来HSP65蛋白、PPDで in vitro刺激した。
3回投与がコントロール（溶媒）より最も強く
（約10倍）IFN-γ及び IL-2産生（T細胞免疫）
を増強し、ワクチン効果確認。（岡田、井上、

露口、中島、朝野、熊ノ郷）。投与方法は筋肉

投与の方が皮内投与より4倍T細胞免疫を増強
させた。 
(6) マウスで、ワクチンDNAとアジュバントHVJ
（Hemagglutinating Virus of Japan）-Eの配
合比を検討した。 
pDNA：HVJ-E＝1：1及び1：4が強力な結核
免疫を誘導した。さらに、外部委託の免疫原性

予備試験で pDNA：HVJ-Eが 1：1で強力な
結核免疫を誘導した。 
(7) PMDA事前面談を平成26年12月5日に行っ

た。治験届に必要な安全性試験パッケージ案を

策定した。投与経路の最適化検討の結果、投与

経路を皮内投与から筋肉内投与に変更してサ

ル毒性・安全性試験項目、試験デザインを策定

した。［Ⅰ．①反復投与毒性試験（GLP適用）。
②薬物動態（TK）測定。③中枢神経系安全性薬
理試験。 Ⅱ．安全性薬理試験（サル心血管系、

呼吸器系）(GLP適用)］  
(8) カニクイザルに本ワクチンを大量皮下投与し
毒性試験（本年度すでに実施：PMDA 事前面
談で承認済み）。サル雌雄各2匹×2群（対照
群＋投薬群）、計8匹で高用量のワクチン投与
の毒性兆候発現を評価。投与後 14日間の摂餌
量、体重、血液学的検査、血液生化学的検査（岡

田、中島、井上、露口、朝野、熊ノ郷）。 
(9) サル薬物動態（TK）測定法確定試験とバリデ
ーション研究を実施した（信頼性基準）。サル

血中のヒト IL-12の濃度測定法を検討し、その
測定法の妥当性を確認した。    
(10) 本ワクチンの投与液測定法バリデーション研
究を実施した（信頼性基準）。pDNAとHVJ-E
混合物の濃度測定法を検討し、測定法の妥当性

確認した。 

・研究分担者（中島俊洋） 
(1) GMPレベル治験薬製造用本ワクチンの大腸菌
マスターセルバンク（MCB）を作製。これに
より作製された pVAX/HSP65 DNA+ヒト
IL-12 DNAの品質規格を評価した。ICH/Q5D
ガイドラインに従い MCB を調製、ICH の
Q6B・Q5D ガイドライン準拠の特性解析、品
質試験で適格性を実証した。 
(2) PMDA事前面談（平成26年12月5日）：毒
性・薬効薬理試験項目について：ワクチン成分

のプラスミドDNAをHVJ-Eと配合し被験物
質とし、治験届に必要なサル安全性試験パッケ

ージ案策定を行った（GLP 毒性試験：サルを
用いて試験項目、試験デザイン）。また、薬物

動態（TK：トキシコキネティクス）は、プラ
スミドDNA投与により発現するヒトIL-12を
測定。治験薬GMP製造は、暫定規格の設定に
必要な複数ロットの治験薬製造を完了。品質管

理試験は信頼性を検証するバリデーションを

実施し、高精度のデータを取得した。 
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・研究分担者 (金田安史) 
(1) 抗HVJ抗体が存在しても遺伝子発現の阻害な
し。HVJ-E による細胞への遺伝子導入融合反
応が抗体の吸着より迅速に起こる。すなわち、

HVJ-E による遺伝子発現は中和抗体により影
響されず連続投与が可能である。 
(2) HVJ-EにHSP65遺伝子と IL-12遺伝子を封
入すると結核に対する免疫反応を強く誘導。

HVJ-E が Mφに作用して IL-18 誘導。この
IL-18 と IL-12 が協調して T cell に作用し、
IFN-の産生を誘導。この IFN-がT cellに作
用し IL-12 受容体の発現増強。IFN-産生増強
サイクルによる Th1 優位の免疫反応を明らか
にした。 
(3) HVJ-EのF蛋白質によりマクロファージから
の IL-18 の発現が増強され、その経路には
NF-κB が関与している。また Caspase 11, 
Caspase 1の発現もHVJ-Eにより増強され、
IL-18の分泌も促進している（金田）。 

・研究分担者（井上義一） 
(1) マウスで本ワクチンの用法・配合比試験の非臨
床試験を行った（井上、岡田、中島）。  
(2) 三上、中島と岡田でPMDAへの対面助言の手
順等考案。  
(3) サルによる単回投与毒性試験も進展した（岡田、
井上）。 

・研究分担者（露口一成） 
(1) NHO近畿中央胸部疾患センターの多剤耐性結
核の調査・検討と、結核ワクチンの必要性評価。

2006年から 7年間に 55例。55例中、初回治
療 26、既治療 29例。超多剤耐性結核 20例。
治癒 22、排菌陰性化 17、治療失敗 3、結核死
9例。多剤耐性結核、特に超多剤耐性結核の治
療成績は不良。結核治療ワクチン開発が必要。 
(2) 多剤耐性結核患者の調査と医師主導治験に向
けての計画（露口、井上、庄司、齋藤、松本、

熊ノ郷）。 

・研究分担者（朝野和典） 
(1) 大阪大学医学部を中心として統括する、本ワク
チンの臨床治験（医師主導第Ⅰ相治験）に向け

て阪大医学部治験管理センターで調整中。  
(2) 医師主導治験に向けての組織化（大阪大学を中
心とした）（朝野、熊ノ郷、金田）。2011 年

より阪大未来医療開発部の医師主導治験を開

始し、2014年 1月現在で 7件、他施設が調整
している医師主導治験で阪大が参加3件。2014
年度から治験第Ⅰ相試験用に、10 床の治験専
用病棟を設置。 

・研究分担者（庄司俊輔） 
(1) 分担班を東京病院小林信之統括診療部長、永井
英明部長、山根章、鈴木純子医長とすでに組織

化した。 
(2) 2004年から2013年、東京病院の多剤耐性結核
は 43名。男性 35名、女性 8名。治癒 7名、
脱落 1名、死亡 8名、転出 10名、治療継続 6
名。これにより、実際にワクチン投与する患者

エントリー状況が推定できる。 

・研究分担者（齋藤武文） 
(1) 茨城東病院・関東地区結核診療施設の多剤耐性
結核患者の調査と医師主導治験に向けた検討。

東京は男性、外国人若年層多い。郡部は日本人

高齢者（2013年）。  
(2) 茨城東、複十字、神奈川循環器呼吸器病センタ
ーで１年間に多剤耐性結核18例、男性11、女
性 7例。日本人 13、中国人 2例。超多剤耐性
結核2例（2014年）。 

・研究分担者（三上礼子） 
(1) 岡田、井上と PMDA への対面助言の手順等
考案。 
(2) 本研究課題申請前に行われたPMDAとの薬事
戦略相談により、開発の方向性が明らかにな

った。 
(3) 第 I相臨床治験の計画を検討中である。 

・研究分担者（松本智成） 
(1) 結核予防会大阪病院、大阪府立呼吸器アレルギ
ー医療センター、近畿地区の多剤耐性結核の調

査・人数調査検討。 
(2) 医師主導治験に向けての計画（露口、庄司、齋
藤、松本、熊ノ郷）。 

・研究分担者（熊ノ郷淳） 
(1) 近畿地区の結核診療施設を統括した。近畿中央
胸部疾患、刀根山、大阪府立呼吸器アレルギー

センター等での多剤耐性結核の調査・検討開始。 
(2) 結核ワクチンの薬効解析基盤（M1、M2 Mφ）
の誘導系を確立した。 
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G. 研究発表 
1. 論文発表 
1) 岡田全司.:グローバル感染症 1.結核における
ワクチンへの期待：多剤耐性結核に対する新規

治療用DNAワクチンの開発・実用化. 最新医
学 2014;69(4) :795-803. 

2) Yoshida S, Tsuyuguchi K, Suzuki K, Tomita 
M, Okada M, Shimada R, Hayashi S.: Rapid 
identification of strains belonging to the 
Mycobacterium abscessus group through 
erm(41) gene pyrosequencing.. Diagn 
Microbiol Infect Dis. 2014;79(3):331-6. 

3) 岡田全司.: 結核の現状とワクチン. 成人病と
生活習慣病 2014; 44(12) : 1484-1487. 

 
2. 学会発表 
1) Okada M, Kita Y.: Novel therapeutic vaccine 

against multi-drug resistant tuberculosis and 
clinical trial. NINTH WORLD CONGRESS 
ON VACCINES, IMMUNISATION AND 
IMMUNOTHERAPY. Genova 29-30 April 
2014. 

2) Kita Y, Hashimoto S, Nakatani S, Nishimatsu 
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vaccines against tuberculosis and  
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3) 喜多洋子, 橋元里実, 仲谷均, 西松志保, 木岡由
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6) 岡田全司, 喜多洋子, 橋元里実, 仲谷均, 西松志保, 

木岡由美子, 井上義一, 露口一成, 林清二, 西田泰
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の開発（Hsp65+IL-12 DNA ワクチン）と他の薬

剤・ワクチンとの相乗効果. 第 54回日本呼吸器学

会学術講演会. 平成26年4月 大阪. 
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全司, 高森靖: 患者血清中のGranulysinやKsp37
等による難治性結核や再発の予後診断法開発. 第
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8) 岡田全司, 喜多洋子, 橋元里実, 仲谷均, 西松志保, 

木岡由美子, 井上義一, 露口一成, 鈴木克洋, 林清

二, 高見泰子, 中島俊洋, 金田安史, 朝野和典, 熊
ノ郷淳, 庄司俊輔, 齋藤武文, 松本智成, 三上礼子, 
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ン）と臨床応用に向けた試み. 第 84回実験結核研

究会. 平成26年5月 岐阜. 
9) 喜多洋子, 岡田全司, 橋元里実, 林清二, 鈴木克洋, 
露口一成, 小林信之, 切替照夫, 豊田恵美子, 藤田

明, 下内昭, 加藤誠也, 小向潤, 松本健二: 海外か

ら輸入される多剤耐性結核の調査（本邦における

外国人結核に対する調査研究）. 第89回日本結核
病学会総会. 平成26年5月 岐阜. 

10) 岡田全司, 橋元里実, 井上義一, 露口一成, 鈴木克
洋, 林清二, 喜多洋子: 新しい結核治療ワクチンの

開発（Hsp65+IL-12 DNA ワクチン）と臨床応用

に向けた試み. 第 89 回日本結核病学会総会. 平
成26年5月 岐阜. 

11) 喜多洋子, 橋元里実, 露口一成, 鈴木克洋, 井上義

一, 林清二, 岡田全司: 結核患者血清中及び末梢血
リンパ球から産生されるGranulysinやKsp37等

による結核慢性排菌や再発の予後診断法開発. 第
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H. 知的財産権の出願・登録状
況（予定を含む） 

 
１． 特許取得 

1) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤」
特許取得登録日：2014年8月15日、 

登録番号：（日本特許5596318） 

2) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤」

特許取得登録日：2014年1月8日、 

登録番号：（欧州特許 2532358、ドイツ特許

2532358、フランス特許 2532358、スイス特許

2532358） 

3) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤」

特許取得登録日：2014年1月8日、 

登録番号：（インド特許258421） 

4) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤」

特許取得登録日：2013年1月8日、 

登録番号： （カナダ特許2485882号） 

5) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤」

特許取得登録日：2012年11月21日、 

登録番号：（欧州特許1484066号） 

6) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤」

特許取得登録日：2012年10月31日、 
登録番号：（欧州特許2243489号） 

7) 岡田全司、五十嵐雅之、高橋良昭、「CPZEN-45。

抗XDR-TB薬、抗MDR-TB薬、及び併用抗結核

薬」、出願番号：PCT2010-038874、2010 年 4

月8日 

8) 岡田全司、高森靖、安井正文、「感染症治療剤 15K 

granulysin」WO 03/070268 A1、2002年。2008

年特許取得。特許4149713号 

9) 岡田全司、大杉義征等、「キラーT細胞の誘導抑

制剤」、出願番号：PCT-JP2006/322726、2006

年11月15日 

10) 岡田全司、吉田栄人、中島俊洋、松本真、特許番

号：特願2005-280379、提出日：2005年9月27

日、発明の名称：DNAワクチン組成物 

 
２． 実用新案登録 

 
３． その他 
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厚生労働科学研究費補助金（新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業 
(新興・再興感染症に対する革新的医薬品等開発推進研究事業) ） 

分担研究報告書 
 

多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの開発・実用化に関する研究 
 

研究分担者 中島俊洋 ジェノミディア株式会社・代表取締役社長 

 
 

研究要旨 

多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの臨床開発及び非臨床試験を進

めるには、ワクチン（HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチン）成分であるプラスミ

ド DNA の pVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNA（pVAX1-IgHsp65+hIL12と同

じ）を治験薬 GMPに準拠して製造し、それを使用して治験届に必要な非臨床試験

データ（有効性試験と安全性試験）を取得する必要がある。これまでに、治験薬

GMPに準拠して製造するために必要なバンクシステムを構築し、数バッチの試験

製造を実施して暫定規格を設定していた。そこで、本年度は治験薬 GMP製造を実

施して、暫定規格の確認を進めると共に、治験届までに必要な非臨床試験項目の

設定後に非臨床試験を実施した。 

 昨年度までに構築したバンクシステム（pVAX1-IgHsp65+hIL12(DH5α)）を

利用して、複数バッチの製造を実施し、品質試験を実施した結果、実施した試験

項目についてはいずれも暫定規格に適合の結果を得た。そのため、治験届までに

必要な非臨床試験パッケージ案を作成し、国内における規制当局である医薬品医

療機器総合機構（PMDA）との薬事戦略相談での相談結果を反映して、治験届まで

に必要と考えられる試験項目と試験デザインを設定した。その内容に従って非臨

床試験を開始した。先ず、安全性試験の実施に必要なワクチン成分とアジュバン

ト成分との混合比の検討試験を実施した結果、混合比により免疫原性の増強が観

察され、免疫原性を指標とした最適化条件を見出す事が出来た。取得した結果に

基づいて最適化した混合比で調製したワクチンとアジュバントとの混合物を被験

物質とし、カニクイザルを用いた安全性試験（一般毒性試験）を実施した。その

結果、毒性学的に意義のある有害事象は認められず、本剤の安全性を確認するデ

ータを取得出来た。本ワクチンについては、ワクチンとバイオ医薬のガイドライ

ンなどを参考にして PMDAとの薬事戦略相談を進め、今後治験届までに暫定規格

の再設定を進めると共に、安全性薬理試験（コアパッケージ試験）等の非臨床試

験についてデータの取得を進める計画である。  

 

 

Ａ．研究目的 

 近畿中央胸部疾患センター・臨床研 

究センターでは、細胞性免疫を高める

HVJ-Eをアジュバントとして利用し、

純国産で革新的な多剤耐性結核に対

する治療用 DNAワクチン〔HVJ-E/ 
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HSP65 DNA+IL-12 DNA ワクチン

（pVAX1- IgHsp65+hIL12 DNA/HVJ 

-Eと同じ）以下「本 DNAワクチン」

という〕の開発を進めている。これま

でに、ヒト結核の病態に最も近いとさ

れるカニクイザルを用いた結核感染

モデルにおいて、本 DNAワクチンの

治療効果と予防効果を確認している。 

その結果、カニクイザルの結核感染モ 

デルにおいて、本 DNAワクチンは治 

療効果と予防効果を認めることを確

認できたため、多剤耐性結核に対する

新規 DNAワクチンとして、国内優先

で医薬品、医療機器等の品質、有効性

及び安全性の確保等に関する法律上

の承認申請のために必要な医師主導

治験を実施することを目的に研究開

発を実施した。 

国内では、治療用 DNAワクチンを

初期段階から開発している例がない

こと、プラスミド DNAと HVJ-Eを混

合した製剤の開発例がないことなど

から、治験薬としての品質規格と安全

性確保のための試験項目の設定、治験

届に必要な非臨床試験項目の設定、非

臨床試験の詳細なデザインの設定な

どを進めるために参照するガイドラ

インの内容については、本 DNAワク

チンの特性に従って個別に規制当局

との十分に事前確認を進める必要が

あると考えられた。 

特に、本 DNAワクチンについては、 

すべて国内製造所で治験薬 GMP製造

を実施する純国産の製剤であり、かつ

国 内 優 先 で 世 界 初 と な る first in 

human治験を実施する計画であるた

め、国内における規制当局である医薬

品医療機器総合機構（PMDA）との薬

事戦略相談を通じ、治験届に至る過程

で国内の治療用 DNAワクチンのガイ

ドラインの制定に繋げる事も目的と

して研究開発を行った。 

これらの研究成果を国内における

革新的医薬品の開発推進に繋げ、欧米

先行の新規ワクチンの開発の国内回

帰へ繋げることも本研究の重要な目

的とした。 

 

Ｂ．研究方法 

１）構築したバンクシステムによるプ

ラスミド DNAの試験製造 

・ 昨年度構築したマスターセルバ

ンク（MCB）を用いて、ワクチン

成 分 と な る プ ラ ス ミ ド DNA 

〔pVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 

DNA〕（pVAX1-IgHSP65-hIL12

と同じ）の試験製造を実施した。 

 

・ MCB を用いて種菌培養を行った

後に本培養を実施した。培養につ

いては全て生物由来原料を含ま

ない原材料を用いて実施した。適

切な細胞濃度まで培養を継続し

た後に、菌体を濃縮、破砕し、残

渣を除去して清浄化した溶液を

出発材料として精製工程を進めた。 

 

・ 3段階のカラムクロマトグラフィ

ーによる精製工程と限外ろ過工

程を組み合わせた精製工程によ

り、宿主由来の RNA、DNA、た

ん白質、エンドトキシンなどの不

純物を除去し、保護安定剤を添加

した最終バッファーに溶媒を置

換して原薬とした。その後、目的

とする濃度（1mg/mL）への濃度

調整、滅菌ろ過、バイアル充填を

行ったプラスミド DNA溶液を製

剤として凍結保存した。 
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２）プラスミド DNAの暫定品質規格

設定 

・ 本研究で使用する DNAワクチン

の成分は、プラスミド DNAと不

活性化ウイルス粒子(HVJ-E)で

あり、それぞれ大腸菌とヒト培養

細胞株を用いて製造される。その

ため、バイオテクノロジー応用医

薬の範疇に分類されると考えら

れたため、バイオテクノロジー応

用医薬品／生物起源由来医薬品

に関するガイドラインに従って

品質規格項目案の設定を行った。 

 

・ ICHのガイドライン Q6B「生物薬

品（バイオテクノロジー応用医薬

品／生物起源由来医薬品）の規格

及び試験方法の設定について」

（医薬審発第 571号、平成 13年

５月１日付）の「4. 規格及び試験

方法」などの内容に従って、試験

項目を選定した。 

 

・ 具体的には、ICH Q6Bの「4.2 製

剤の規格及び試験方法」に記載さ

れた「4.2.1 外観・性状」、「4.2.2 

確認試験」、「4.2.3 純度と不純物」、

「4.2.4 力価」、「4.2.5 物質量」、

「4.2.6 その他の一般的試験項

目」に従って試験項目を選択し、

表１に記載の通り試験項目を設

定した。 

 

・ それぞれの項目についての試験

内容・手法については、表１に記

載した 16項目（性状試験、塩基

配列、制限酵素地図試験、DNA 濃

度 、 純 度 試 験 、 吸 光 度 比

（A260/A280）、宿主 DNA、宿主

RNA、宿主たん白質試験、たん白

質含量試験、不溶性微粒子試験、

不溶性微異物試験、pH 試験、浸

透圧試験、無菌試験、エンドトキ

シン試験）とし、日本薬局方に記

載のあるものはその手順に従っ

て実施することとした。その他、

プラスミド DNAの品質管理に特

有の試験については、組み換えた

ん白質医薬等の情報を参考にし

て、適切と考えられる試験方法を

設定した。 

 

３）DNA ワクチンの規格及び安全性

確保と、非臨床試験のデータパッ

ケージ案作成 

・ 安全性試験の項目の選択につい

ては WHOの DNAワクチンの品

質及び非臨床評価のガイドライ

ン[Annex 1 Guidelines assuring 

the quality and nonclinical 

 safety evaluation of DNA 

 vaccines (WHO Technical 

 Report Series No. 941, 2007)]、

WHO のワクチンの非臨床評価の

ガ イ ド ラ イ ン [Annex 1 WHO 

guidelines on nonclinical 

 evaluation of vaccines (WHO 

Technical Report Series No. 

927, 2005)]、WHOのワクチンア

ジュバントとアジュバント添加

ワクチンの非臨床評価のガイド

ライン [Guidelines on the 

 nonclinical evaluation of 

 vaccines adjuvants and 

 adjuvanted vaccines (Adopted 

by the 64th meeting of the WHO 

Expert Committee on Biological 

Standardization, 21-25 October     

2013]を参考にして設定すること

とした。 
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表１．プラスミドＤＮＡの暫定規格（案）について 

 

試験 項目 規格 試験法 

性状 ①性状試験 無色透明の液体 目視 

確認試験 
②塩基配列 参照配列と一致 

２本鎖の配

列解析 

③制限酵素地図試験 理論サイズと一致 電気泳動法 

定量試験 ④DNA 濃度 規定から±10％以内 
吸光度

（A260） 

純度試験 

⑤純度試験 

既知異性体として含量を 95％以上 

OC+LN 体を分解物とし、SC 体の含量を

90％以上 

HPLC 法 

⑥吸光度比（A260/A280） 1.80-1.97 吸光度 

⑦宿主 DNA 適合 
電気泳動法

又は PCR 法 

⑧宿主 RNA 適合 
電気泳動法 

又は PCR 法 

⑨宿主たん白質試験 プラスミド DNA の重量あたり一定量以下 ELISA 法 

⑩たん白質含量試験 プラスミド DNA の重量あたり一定量以下 BCA 法 

不溶性 

微粒子 
⑪不溶性微粒子試験 適合 日局 

不溶性 

微異物 
⑫不溶性微異物試験 適合 日局 

pH ⑬pH 試験 規定から±10％以内 日局 

浸透圧 ⑭浸透圧試験 規定から±20％以内 日局 

無菌性 ⑮無菌試験 適合（菌の増殖なし） 日局 

エンド 
トキシン 

⑯エンドトキシン試験 適合（50EU/mg 未満） 日局 

 

 

SC 体：Supercoil 体（スーパーコイル状のプラスミドＤＮＡ）、 

OC 体：Open circular 体（開環状のプラスミドＤＮＡ）、LN 体：Linear 体（直鎖状のプラスミドＤＮＡ） 
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・ また、開発する DNAワクチンの

成分であるプラスミド DNAは大

腸菌により製造されるバイオテ

クノロジー応用医薬品であるた

め、ICH ガイドラインの S6「バ

イオテクノロジー応用医薬品の

非臨床における安全性評価につ

いて」（医薬審第 326号、平成 12

年２月 22日付）も参考とした。 

 

・ 更にプラスミド DNAを成分とす

るワクチンについては、同様の範

疇の製品が米国で臨床開発され

ていることから、FDAの感染症用

プラスミド DNAワクチンのガイ

ダンス[Guidance for Industry: 

Considerations for Plasmid 

DNA Vaccines for Infectious 

Disease Indications (U.S. 

Department of Health and 

Human Services, Food and 

Drug Administration, Center for 

Biologics Evaluation and 

Research, November 2007)]も

一部参照にして設定を行った。 

 

４）PMDA薬事戦略相談 

・  プラスミド DNAと HVJ-Eを混合

した 製 剤を 成 分と す る治 療 用

DNA ワクチンの国内開発は初め

てのケースとなるため、規制当局

である医薬品医療機器総合機構

（PMDA）と事前に相談を行い、

規制当局との合意を得た上で開

発を進めることが重要である。 

 

・  そこで、PMDA薬事戦略相談・個

別面談を平成 25年５月 31日に、

事前面談を平成25年６月20日と

平成26年12月５日にそれぞれ実

施し、参考とするガイドラインの

種類等も含めた開発の方向性の

妥当性について相談を行った。 

 

・  アジュバント成分である HVJ-E

については、平成 24年２月 12

日と平成26年２月13日に対面助

言を実施し、規格及び安全性の確

保に関して治験届までに必要な

要件 を 確認 し た。 そ の結 果 、

HVJ-E 単剤での治験届（抗癌剤

としての適用）については平成 26

年８月と平成 27年３月に提出し、

共に受理されている状況である。 

 

・  具体的には、非臨床試験（安全性

試験、薬効薬理試験）について、

実施する試験項目、試験デザイン

の詳細について、「「感染症予防ワ

クチンの非臨床試験ガイドライ

ン」について」（平成 22年 5月

27日付、薬食審査発 0527第 1

号、以下「ワクチン GL」）、ICH

のバイオ医薬に関するガイドラ

インである「バイオテクノロジー

応用医薬品の非臨床における安

全性評価」について（平成 24年

3月 23日付、薬食審査発 0323 第

1号、以下「ICH S6 GL」）、「遺伝

子治療用医薬品の品質及び安全

性の確保に関する指針について」

（平成 7年 11月 15日付、薬発

第 1062号薬務局長通知、平成 14

年3月29日付の医薬発第0329004 

号および平成 16年 12月 28日付

の薬食発第 1228004号でそれぞ

れ一部改定、以下遺伝子治療指

針）、WHOの DNAワクチンのガ

イドラインなどを参照して原案

を策定し、PMDAとの薬事戦略相
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談を平成26年12月５日に実施し

たところ、試験群の構成などにつ

いてコメントを受けたため、それ

に従って非臨床試験のデザイン

を変更した上で試験を開始した。 

 

５）ワクチン成分（プラスミド DNA：

pVAX/HSP65 DNA+マウス IL- 

12 DNA）とアジュバント成分

（HVJ-E）との混合比の最適化 

・ PMDA との薬事戦略相談の結果

に基づいて非臨床試験を実施す

るため、先ず本 DNAワクチンの

成分であるプラスミド DNA成分

とアジュバント成分（HVJ-E）と

の混合比を最適化するための試

験を実施した。本 DNAワクチン

により免疫を誘導したマウスの

脾臓由来リンパ球を抗原刺激し、

培養上清のIFN-γ及びIL-2の産

生量を指標として検討を実施した。 

 

・ 本DNAワクチンはHSP65及びマ

ウス IL-12をコードする DNAを

組 み 込 ん だ プ ラ ス ミ ド DNA

（ pVAX/HSP65 DNA+マ ウ ス

IL-12 DNA，以下「pDNA」と記

載）をワクチン成分とし、それに

アジュバント成分として 

hemagglutinating virus of Japan 

envelope（HVJ-E）を添加した

ものである。２種類の成分の混合

比を最適化する事が本試験の目

的であるため、２種類の成分の混

合比を変えたものを被験物質と

して投与に使用した。 

 

・ マウスあたりの pDNA の投与量

は一定用量に固定し、アジュバン

ト成分（HVJ-E）の添加量を３用

量設定した3種類の被験物質をマ

ウスに２週間に3回投与すること

で免疫を誘導した。投与経路は、

筋肉内投与とした。 

 

・ 本 DNAワクチンを投与後、摘出

したマウス脾臓よりリンパ球を

分離し、２種類の抗原（リコンビ

ナント HSP65：rHSP65、又は

PPD抗原）を用いてリンパ球を刺

激した。 

 

・ 刺激を開始してから約 22時間後

に培養上清を回収し、上清中に分

泌されたIFN-γ及びIL-2の濃度

を測定することで抗原刺激に対

する反応性を評価した。 

 

６）カニクイザルによる安全性試験 

・ PMDA との薬事戦略相談の結果

に基づいて安全性試験のデザイ

ンを設定して試験を実施した。治

験届に使用できる品質レベルの

データとするために、試験は GLP

試験施設で実施し、信頼性基準に

適合する試験データを取得した

（医薬品，医療機器等の品質、有

効性及び安全性の確保等に関す

る法律施行規則 第 43条） 

 

・ 具体的には、HVJ-E/HSP65 DNA 

   +IL-12 DNA ワクチンを投与可

能な最大量である 5 mL/kgの投

与容量でカニクイザルに単回皮

下投与し，投与後 14日間観察し

て認められる毒性について検討

した。 

 

・ 本 DNAワクチンを構成する 2種

類の成分であるプラスミド DNA
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（pVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 

DNA）及び HVJ-Eの投与用量は、

それぞれ最大投与用量から計算

される用量とした（「HVJ-E/HSP 

65 DNA+IL-12 DNAワクチンの

カニクイザルにおける単回皮下

投与毒性試験」）。 

 

・ カニクイザル（Macaca  fascicularis）         

は、雌雄を使用し、投与時の年齢

は雄雌でそれぞれ 3歳齢と 3～5

歳齢とし、投与時の体重は雌雄で

それぞれ、2.9～3.3 kg、2.4～2.7 

kgとした。 

 

・ 指定動物（サル）の検査場所指定

施設で輸入検疫を実施後，試験施

設にて検疫・馴化を 4週間以上行

った動物を使用した。群分け日の

体重に基づいて、体重層別化無作

為抽出法により各群の平均体重

がほぼ均一になるように動物を

振り分け、雌雄各 4頭を試験に使

用した。 

 

・ 検査項目としては、一般状態観察、

体重測定、摂餌量測定、血液学的

検査、血液生化学的検査とした。 

 

・ 投与用量は，本 DNAワクチンの

プラスミド DNAとアジュバント

（HVJ-E）の混合比に関する試験

結果（前述）を参考に設定した。

当該試験では、マウスを免疫する

ための至適混合比が 1：1であっ

たことから、被験物質の投与用量

は、混合比を 1：1として被験物

質を調製し、カニクイザルの皮下

に投 与 可能 な 最大 容 量で あ る

5 mL/kgを投与した場合に得ら

れる投与量の近似値を設定した。 

 

（倫理面への配慮） 

・ 治験薬 GMP製造を実施するジェ

ノミディア株式会社については、

池田ラボラトリーの所在地であ

る独立行政法人産業技術総合研

究所の規定に従い、国で定められ

ている、組換え DNA実験、動物

取り扱いに関する指針に従い、産

業技術総合研究所で開催される

各委員会で実験許可を受けてか

ら実験を行う。 

 

・ また、臨床治験のための治験薬

GMP製造については、医薬品、

医療機器等の品質、有効性及び安

全性の確保等に関する法律に基

づいて製造を実施すると共に、規

制当局である医薬品医療機器総

合機構（PMDA）との薬事戦略相

談（対面助言）を実施すると共に、

治験届を提出して規格及び安全

性について確認する。 

 

Ｃ．研究結果 

１）構築したバンクシステムによるプ

ラスミド DNAの試験製造 

・ 昨年度作成した大腸菌のマスタ

ーセルバンク（MCB）を用いて、

本 DNAワクチンのワクチン成分

であるプラスミド DNA 〔pVAX/ 

    HSP65 DNA+ヒト IL-12 DNA〕

（pVAX1-IgHSP65-hIL12と同じ）  

の GMP製造を実施した。 

 

・ 製造は GMPパイロットプラント

内で 50Lスケールのステンレス

タンク培養により実施した（図１）。 
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図１．GMP 製造を実施したプラスミド DNA（pVAX1-IgHsp65+hIL12 DNA） 

 

治験薬 GMP 製造に必要な大腸菌のバンクシステムを構築したため、それを使用して 

本 DNA ワクチンの試験製造を実施した。 

 

 

 

・ 臨床試験用や安全性試験に使用

する事を想定し、生物由来原料を

含まない原材料を使用して培養

を行い、菌体回収、菌体破砕を行

なって原料となる粗精製液を調

製した。 

 

・ 医薬品製造で実績のあるカラム

クロマトグラフィーシステム、精

製用樹脂を用いて精製、バッファ

ー置換、濃縮を行なって原薬とな 

 

 

 

るプラスミド溶液を調製した。 

 

・ その後、無菌ろ過、濃度調整の工

程により無菌製剤化を進め、最終

製剤化として遮光バイアルへの

充填、シリコンコートしたゴム栓

の打栓を実施した。 

 

・ 製 剤 化 し た プ ラ ス ミ ド DNA

〔pVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 

DNA〕（pVAX1-IgHSP65-hIL12
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と同じ）溶液は、液剤として冷凍

庫で凍結保存した（図１）。 

 

・ 現在のところ１回あたりの GMP

製造スケールはバイアル数で200

本から 400本程度（品質管理試験

用バイアルも含む）を想定して

GMP製造を実施している。 

 

・ 製造したプラスミド DNAについ

ては、品質試験を実施し、暫定規

格を設定するための根拠となる

データを数バッチ分取得している。 

 

・ 暫定規格項目については、表１に

示す内容で設定を進めている。プ

ラスミド DNAは大腸菌で製造さ

れるバイオテクノロジー応用医

薬であると考えられたため、適用

となるガイドラインとして ICH

のガイドライン Q6B「生物薬品

（バイオテクノロジー応用医薬

品／生物起源由来医薬品）の規格

及び試験方法の設定について」

（医薬審発第 571号、平成 13年

５月１日付）を参考にして、規格

項目の設定を行った。 

 

・ 具体的にはガイドラインの「4. 規

格及び試験方法」内容に従って試

験項目の設定を進めることとし

た。製剤の暫定規格としては、ガ

イドラインの「4.2.1 外観・性状」、

「4.2.2 確認試験」、「4.2.3 純度

と不純物」、「4.2.4 力価」、「4.2.5 

物質量」、「4.2.6 その他の一般的

試験項目」の各項目の内容に準拠

して設定することが妥当である

と考え、表１に記載した試験項目、

試験方法で暫定規格を設定する

方向性で進めている。 

 

・ 品質試験については、その試験目

的によりバリデーション試験の

評価項目を設定し、試験としての

適格性を適宜確認している。 

 

・ 表１に記載した試験のうち、性状

試験、不溶性微粒子試験、不溶性

微異物試験、pH 試験、浸透圧試

験、無菌試験、エンドトキシン試

験については、それぞれ日本薬局

方の記載に従って手順書を作成

し、試験を実施している。 

 

・ 一方、塩基配列、制限酵素地図試

験、DNA 濃度、純度試験、吸光

度比（A260/A280）、宿主 DNA、

宿主 RNA、宿主たん白質試験、た

ん白質含量試験などの試験につ

いては、科学的根拠に基づいて社

内で試験手順書の策定、バリデー

ション試験による妥当性の検証

を行っている。試験製造を実施し

た数バッチの品質試験データ、及

びガイドラインなどの記載内容

に基づいて暫定的に設定した規

格値を適宜調整し、治験薬として

の規格設定を進める計画である。 

 

・ このように試験製造のデータを

蓄積して規格設定を進める事で、

純国産の革新的な治療薬の国内

での製造体制を構築する計画で

ある。 

 

２）DNA ワクチンの非臨床試験のデ

ータパッケージ案の作成 

・ プラスミド DNAをワクチン成分

とし、アジュバント成分として
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HVJ-E を添加するワクチンにつ

いては、国内で初めての治験を実

施する事となる。また、計画して

いる治験は、first in humanの治

験であるため、国内でプラスミド

DNA をワクチン成分とする医薬

品開発に必要なガイドライン策

定にも貢献することも考慮して

開発を進める事としている。 

 

・ そのため、平成 26年度は、昨年

度に引き続き治験届けまでに必

要となる非臨床試験のデータパ

ッケージ案の策定を進める事と

した。 

 

・ 平成25年度にプラスミドDNAを

用いた医薬品の開発について、国

内外のガイドラインについて調

査を行った結果、 

 

① WHOの DNAワクチンの品

質及び非臨床評価のガイドラ

イン[Annex 1 Guidelines 

assuring the quality and 

nonclinical safety evaluation 

of DNA vaccines (WHO 

Technical Report Series No 

941, 2007)]と、 

 

② FDAの感染症用プラスミド

DNA ワクチンのガイダンス

[Guidance for Industry: 

Considerations for Plasmid 

DNA Vaccines for Infectious 

Disease Indications (U.S.  

Department of Health and 

Human Services, Food and 

Drug Administration, Center 

for Biologics Evaluation and 

Research, November 2007)]  

の、2種類のガイドラインを参考

とすることが、最も適切であると

考えられた。また、ワクチン開発

におけるガイドラインについて

も参考にする必要があると考え

られたため、ワクチンに関するガ

イドラインについて調査した結果、 

 

③ WHO のワクチンの非臨床

評価のガイドライン[Annex 1 

WHO guidelines on 

nonclinical evaluation of 

vaccines (Adopted by the 

54th meeting of Expert 

Committee on Biological 

Standardization, 17-21 

November 2003.)]  

を、参考にする事が適切であると

考えられた。 

 

・ 平成 26年度に更に確認を進めた

結果、 

① WHOの DNAワクチンの品

質及び非臨床評価のガイドラ

イン[Annex 1 Guidelines  

assuring the quality and 

  onclinical safety evaluation 

of DNA vaccines (WHO 

 Technical Report Series No. 

941, 2007)] 

 

④ WHO のワクチンの非臨床

評価のガイドライン[Annex 1 

WHO guidelines on 

nonclinical evaluation of 

vaccines (WHO Technical 

Report Series No.927, 2005)] 

 

⑤ WHOのワクチンアジュバ 
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表２． カニクイザルを用いた毒性試験１について：一般毒性 

 

試験動物  カニクイザル♂♀  

被験物質  HVJ-E/ HSP65 DNA+IL12 DNA ワクチン  

投与方法  

投与回数  

観察期間  

投与量  

投与経路：皮下投与（背部）  

投与回数：単回  

観察期間：投与後 14 日間  

投与容量：5 mL/kg 

群構成  投与群：♂♀ ４匹 /群、各２群（対照群＋投与群の２群構成） 

評価項目  一般状態：毎日  

*初回投与時は投与後 8 時間まで 6 回観察  

摂餌量測定：毎日  

体重測定：投与開始前＋投与日＋投与後 1, 3, 7 及び 14 日  

血液学的検査：投与開始前＋投与後 1 及び 14 日 , 12 項目  

血液生化学的検査：投与開始前＋投与後 1 及び 14 日 , 21

項目  

備考  対照群は媒体を投与する。  

 

 

 

ントとアジュバント添加ワク

チンの非臨床評価のガイドラ

イン [Guidelines on the 

nonclinical evaluation of 

vaccines adjuvants and 

vaccines (Adopted by the 

64th meeting of the WHO 

Expert Committee on 

Biological tandardization,  

21-25.October.2013] 

を、参考とする事が適切であると

考えられた。そこで、①、④、⑤

ガイドラインを参考にして非臨

床試験パッケージ案の策定を行

った。 

 

・ これら①、④、⑤のガイドライン

を参考にして、治験届までに必要

な安全性試験について、必要な試

験項目と試験内容を検討した。そ 

 

の結果、単回投与の一般毒性試験

（表２）、一般毒性試験である反

復投与毒性試験に、安全性薬理試

験（中枢神経系）、免疫毒性（抗

体産生）などを組み込んだ試験

（表３）、単回投与で実施する安

全性薬理試験（循環器系、呼吸器

系、表４）の、３種類の試験を実

施することが適切であると考え

られた。その概要を規制当局であ

る PMDA の薬事戦略相談で相談

を行った結果を反映して、試験デ

ザインや群構成について一部変

更を行った後に、非臨床試験を開

始する事とした。 

 

３）PMDA薬事戦略相談 

・  プラスミド DNAをワクチン成分 

とする治療用 DNAワクチンの国

内開発は初めてのケースとなる。 
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表３． カニクイザルを用いた毒性試験２（案）について：一般毒性＋安全性薬理 

 

試験動物  カニクイザル♂♀  

被験物質  HVJ-E/ HSP65 DNA+IL12 DNA ワクチン  

投与方法  

投与期間  

観察期間  

投与経路：筋肉内投与  

投与期間：2 週間  

観察期間：投与期間 2 週間＋回復期間 2 週間  

群構成  投与群：♂♀ 各３例で２群（対照群＋投与群）  

回復群：♂♀ 各３例で 2 群（対照群＋投与群）  

評価項目  一般状態観察   

摂餌量測定  

体重測定  

血液学的検査  

血液生化学的検査眼検査  

尿検査  

剖検  

器官重量測定  

病理組織標本作製及び検査  

安全性薬理  

（ 中 枢 神 経

系）  

FOB：投与前後で実施   

抗体価測定  採血を行って抗体価を ELISA で測定  

備考  投与液の濃度分析及び安定性分析を実施  

 

 

 

また、アジュバントとして使用す

る HVJ-Eについても、アジュバ

ントとしての臨床応用は国内で

初めてとなるため、適切に医師主

導治験を実施するには規制当局

である PMDA と、治験開始前に

密接に事前相談を行い、開発内容

や方向性について合意形成を進

める事が重要と考えられた。 

 

・  そこで、PMDAの薬事戦略相談制

度を利用し、非臨床試験パッケー

ジ案について相談を行なった。 

 

 

 

 

・  上記の①、④、⑤のガイドライン

を参考にして、非臨床試験パッケ

ージ案を策定して、平成 26年 12

月5日に事前面談を行なったとこ

ろ、投与回数、試験群の構成など

について適切なアドバイスを受

けたため、その内容を反映して試

験デザインの変更を行い、平成 26

年度から実際にカニクイザルを

用いた安全性試験を開始するこ

とができた。 

 

・  今後、医師主導治験の実施計画書、

治験薬概要書、同意説明文書、治 
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表４． カニクイザルを用いた毒性試験３（案）について：安全性薬理試験 

 

試験動物  カニクイザル♂  

被験物質  HVJ-E/ HSP65 DNA+IL12 DNA ワクチン  

投与方法  

 

評価  

投与経路：筋肉内投与  

投与回数：単回  

評価時点：投与前と投与後の適切なタイムポイントで評価

を実施  

群構成  ２群（対照群＋投与群）  

評価項目  

（呼吸器系、循

環器系）  

血圧（収縮期血圧，拡張期血圧，平均血圧）  

心拍数  

心電図（PR 間隔，QRS 時間，QT 間隔，QTc 間隔）  

呼吸機能（呼吸数，1 回換気量，分時換気量）  

体温  

一般状態  ビデオ撮影により投与前から投与後に、動物の状態を観察

し、各評価時点の動物の状態を観察する。  

血圧  予めテレメトリー送信機留置手術を行い、術後 2 週間以上

経過後、安定した循環パラメータが得られる個体を選抜する。 

 

 

 

 

 

験薬の規格及び安全性など、新規

医薬品としての開発に必要な項

目について、適宜個別面談、事前

相談、対面助言を実施し、適切に

開発を進める計画である。 

 

・ 以上のようにして PMDA の薬事

戦略相談を活用し、国内で初めて

となる治験の実施に必要な項目

に関して相談を行い、規制当局と

の合意形成を進めた。これらの成

果を活用し、実際に治験を実施す

ることで、引き続き国内のガイド

ライン策定に向けた準備を進め

る事とした。 

 

４）ワクチン成分（プラスミド DNA：

pVAX/HSP65 DNA+ヒト IL-12 

DNA）とアジュバント成分 

 

（HVJ-E）との混合比の最適化 

 

・ マウスを用いた試験の結果、媒体

対照群と比較して、ワクチン投与

群の脾臓リンパ球は、rHSP65及

び PPD抗原刺激に対する IFN-γ

及び IL-2の産生応答が上昇した。

pDNA とアジュバントの混合比

1:1の投与群における IFN-γ及

び IL-2の産生は 3投与群中最大

で、媒体対照群との差も有意であ

った（図２）。 

 

・ 一方、同混合比が 1:4及び 1:8の

投与群では、PPD刺激後の IFN-

γ及び IL-2産生の媒体対照群と

の差は有意ではなかった（図２）。 
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図２．プラスミド DNA とアジュバントの混合比に関する検討結果 

 

本 DNA ワクチンのワクチン成分（プラスミド DNA：pDNA）とそのアジュバント成分 

（HVJ-E）の至適混合比を、免疫した後のマウスから調製した脾臓リンパ球の抗原 

刺激応答を指標に検証した。 
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 ・以上のことから、結核ワクチンの

pDNAとアジュバントの各混合比

にて免疫したマウスの脾臓リンパ

球の抗原刺激応答は混合比 1:1が

最大と考えられた。 

 

５）カニクイザルによる安全性試験 

・  PMDAの薬事戦略相談での相談内

容を参考にして、first in human

治験（これまでに臨床での投与が

なく、初めてとなる治験のこと）

の実施に必要な項目に関して相

談を進め、その結果に基づいてカ

ニクイザルを用いた安全性試験

を実施した。 

 

・  その結果、投与翌日の血液学的検

査において軽微な影響が認めら

れたが、投与後 14日には消失し

た。その間、異常は認められず本

変化は毒性学的意義のないもの

と判断された。 

 

・  その他、雌雄いずれの動物におい

ても、観察期間を通して投与部位

皮膚の変化を含む一般状態の変

化は認められず、体重、摂餌量、

血液学的検査値（上記の変化を除

く）、あるいは血液生化学的検査

値に被験物質投与に関連した変

化は認められなかった。 

 

・  以上の結果から、本試験の投与条

件下では、HVJ-E/HSP65 DNA+ 

IL-12 DNA ワクチンの単回皮下

投与により軽微かつ一過性の影

響がみられたが、毒性変化は認め

られないと判断された。 

 

 

Ｄ．考察 

・  昨年度構築した治験薬GMP製造に使

用する大腸菌のセルバンクシステム

（マスターセルバンク：MCB）を用

いて、本DNAワクチンのワクチン成

分 で あ る プ ラ ス ミ ド DNA

（pVAX/HSP65 DNA+IL-12 

DNA）のGMP製造を実施した。製造

したプラスミドDNAの品質確認デ

ータを取得し、暫定的に設定した規

格設定項目と暫定規格値の調整を検

討した。一部試験法などについては

検出感度などの課題がある事も明ら

かとなったため、今後複数の製造バ

ッチの品質試験データを取得し、取

り纏めた結果に基づいて品質規格の

調整を進める必要があると考えられ

た。また、暫定規格の調整結果を取

り纏めた後に、その妥当性について

PMDAと相談し、治験薬の規格設定

を進める必要があると考えられた。 

 

・ 非臨床試験のデータパッケージにつ

いては、3種類のガイドラインを参

考にして改定案を策定し、その内容

についてPMDAの薬事戦略相談を

利用して確認を進めた。その結果、

一部デザインの変更を行う方が適

切である事が明らかとなったため、

相談内容を反映して非臨床試験を

進める事となった。今後も適宜

PMDAの薬事戦略相談を利用し、着 

実に開発を進めていく事が適切で

あると考えられた。 

 

・ 安全性試験に用いる被験物質を確定

するには、ワクチン成分であるプラ

スミドDNAと、アジュバント成分で

あるHVJ-Eの混合比を最適化する

必要があった。そのため、マウスに
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対する免疫原性を指標として至適

混合条件の検討を行った結果、混合

条件により反応性が変化する現象

が認められ、免疫原性に関する最適

条件を見出すことが出来た。今後、

同定した混合比で薬効薬理試験（用

法用量設定試験、感染防御試験な

ど）、安全性試験（一般毒性試験、

安全性薬理試験など）を実施する必

要があると考えられた。 

 

・ 同定した混合比で本DNAワクチンの

調整を実施し、それを被験物質とし

て単回皮下投与一般毒性試験を実

施し、本DNAワクチンの基本的な毒

性プロファイルの確認を実施した。

種差を考慮してカニクイザルへの

投与により本剤の毒性について確

認した結果、毒性学的意義のある変

化は認められないことが明らかと

なった。今後臨床投与経路である筋

肉内投与で、一般毒性試験と安全性

薬理試験を実施し、本剤の毒性につ

いて確認する計画である。 

 

Ｅ．結論 

・ 本DNAワクチン開発の方向性は図３

に示すとおりである。プラスミド

DNAをワクチン成分とし、不活性化

ウイルス粒子（HVJ-E）をアジュバ

ント成分とする治療用のDNAワク

チンの開発は、国内初となるため、

規制当局であるPMDAとの薬事戦

略相談を通じた事前相談を充分実

施し、医薬品、医療機器等の品質、

有効性及び安全性の確保等に関す

る法律に基づく承認申請に向けた

臨床開発を着実に進める。 

 

・ また、ICH、米国、WHOのガイドラ

インを参考にPMDAの指摘を受け

ながら開発を進めることで、国内の

実態に適したガイドラインの策定

に繋げる。 

 

・ 平成26年度の研究結果のまとめと結

論は以下の通りである。 

１）ICHのガイドラインQ5Dに従って

GMPレベルで治験薬製造用の大腸

菌マスターセルバンク（MCB、

pVAX1-IgHsp65+hIL12(DH5α)）

システムを構築したため、そのバン

クシステムを使用してプラスミド

DNA〔pVAX/HSP65 DNA+ヒト

IL-12 DNA〕（pVAX1-IgHsp65 

+hIL12と同じ）のGMP製造を実施

し、暫定規格の設定に必要な品質確

認データの取得を進めた。 

 

２）WHOの3種類のガイドライン等を参

考にして、カニクイザルを用いた毒

性試験のデザイン案を策定し、試験

項目、試験デザイン等、試験骨子案

を策定した。その内容については、

PMDAとの事前面談の結果に基づ

いて変更した。 

 

３）ワクチン成分とアジュバント成分の

混合比について最適化を実施し、マ

ウスに対する免疫原性を指標とし

て至適混合比を同定した。これによ

り非臨床試験等の被験物質の成分

比を確定した。 

 

４）確定した成分比で調製した本DNAワ

クチンを被験物質として、カニクイ

ザルを用いた安全性試験をGLP試

験施設で実施した（「医薬品，医療

機器等の品質，有効性及び安全性の確

保等に関する法律施行規則 第43条」 
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図３． 研究開発内容の概要について 

 

薬事対応  
医師主導治験  

非臨床試験  
(安全性＋薬効薬理 ) 

治験薬GMP製造  
（規格・安全性） 

薬事戦略相談・事前面談（１） 

PMDA対面助言申込み 

概要書ドラフト作成 

実施計画骨子原案  

 
暫定規格案策定 

GMP製造 
（非臨床試験用）  

安全性試験項目案 薬効薬理試験案  
（用法用量設定）  
（作用メカニズム） 

安定性予備試験 

用法用量試験  
デザイン策定  安全性試験  

デザイン策定  

治験薬の暫定
規格設定 

マスターセルバンク
の暫定規格設定 

マスターセル  
バンクの作成 

マスターセルバンクの  
作成準備（組換申請） 

用法用量予備  
試験実施（１） 

安全性予備試験実施（１）  

薬事戦略相談・事前面談（２） 

長期安定性試験計画策定 

安定性試験用GMP製造 

GMP製造  
（試験製造） 

治験薬の  
品質試験 

実施計画骨子原案  

 

実施計画書原案  

同意書原案  

マスターセルバン
クの品質試験  

 
治験薬の暫定
規格改定 

安全性試験実施計画書  

信頼性基準適合試験実施
(用法設定試験 ) 

安全性予備試験実施（２） 
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表５. 登録済み特許の一覧（国内特許） 

 

番号 種類 名称 特許番号 状況 

１ 基本特許 
遺伝子導入のためのウイルス 
エンベロープベクター 

特許 3942362 
特許 4219957 

登録 
登録 

２ 

用途特許 

抗腫瘍作用を有する組成物 特許 4855250 登録 

３ 化学療法剤を封入した医薬製剤 特許 4746877 登録 

４ 前立腺癌の治療・予防剤 特許 5547640 登録 

５ 
製造特許 

単離されたヒト細胞、その取得 
方法及び用途 

特許 5134964 登録 

６ 
改変パラミクソウイルス 
およびその作製方法 

特許 5102630 登録 

７ 高機能化 高機能化 HVJ-E 特許 5666110 登録 

 

 

の申請資料の信頼性の基準に適合

する試験）。その結果、本DNAワク

チンの投与による毒性変化は認め

られなかった。 

 

５）医薬品製造企業との提携相談を実施

中であり、平成26年度は計3回の商

談会・展示会で提携候補先へ開発状

況の紹介を行なった。 

 

Ｇ．研究発表 

1.  論文発表 

特になし 

 

2.  学会発表 

特になし 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

（予定を含む。） 

１）登録特許 

本研究で開発するDNAワクチン

のアジュバント成分であるHVJ-E

に関する特許については、基本特許、

用途特許、製造特許、高機能化特許 

 

 

を国内および欧米で既に登録してい

る（表５、表６）。 

現在までに、国内特許については、

基本特許、用途特許、製造特許につ

いて計８件が成立しており、それぞ

れ登録を完了している（表５）。 

一方、国際特許については、欧米

を中心に基本特許、用途特許、製造

特許について計６件の登録を完了し

ている（表６）。 

今年度、国内特許については２件

（４番と７番）の特許登録に成功し、

国際特許についても同様に３件（４

番と５番、５番は欧米の両方で成立

したので２件とした）の特許登録に

成功しており、知的財産の確保につ

いて着実に進める事ができた。欧州

での用途特許（EP2345415）につい

ては、欧州特許庁へ対応で成立した

ため、英国、ドイツ、フランス、イ

タリア、スペイン・スイス、ベルギ

ーの計７カ国で移行手続きを進めて

いる（表６）。 

 



 79

表６. 登録済み特許の一覧（国際特許） 

番号 種類 名称 特許番号 状況 

１ 基本特許 
遺伝子導入のためのウイルス 
エンベロープベクター 

EP1170363 
DE60131498 
US 6913923 
US 7279333 
US 7803621 
CN01800567.5 
CN200410100219.5 
CA2369491 
AU769385 
I303663 
KR 10-0776475 
KR 10-0847385 

登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 
登録 

２ 用途特許 抗腫瘍作用を有する組成物 US7871765 登録 

３ 用途特許 化学療法剤を封入した医薬製剤 US7427395 登録 

４ 用途特許 前立腺癌の治療・予防剤 
US8691212 
EP2345415 

登録 
登録 

５ 用途特許 
改変パラミクソウイルスおよび

その作製方法 
US7858356 登録 

６ 製造特許 
ヒト細胞、その取得方法及び 

用途 

US8012749 
EP1950285 
 
 
 

登録（米） 
登録（英国、
ドイツ、フラ
ンス、イタリ
ア、スペイ
ン・スイス 
の 6 カ国に 
移行） 

 

表７. 出願中特許の一覧（国内特許） 

番号 種類 名称 特許番号 状況 
１ 
 
 

薬効向上 
 
 

IL-2 含有 HVJ-E ベクター及び
それを含む脳腫瘍治療剤 

特願 2010-024286 審査請求 

 

 

 

２）出願中の特許 

現在出願中の国内特許は、薬効向

上のための修飾の特許１件であり、

現在審査中である。現在成立に向け

た特許庁対応（意見書の作成・提出、

請求項の修正など）を進めており、

医薬品として実用化した際に必要な

知的財産の権利確保を進めている状

況である（表７）。  
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HVJ-EによるマクロファージからのIL-18産生増強機構、及び 
IL-18とIL-12の協調的なT細胞からのIFN-γ産生増強機構の解析 

 

研究分担者 金田安史 大阪大学大学院医学系研究科 教授 

 

 

研究要旨 

HVJ-Eは不活性化したセンダイウイルス粒子であるが、遺伝子や核酸を封入し

膜融合作用により細胞質内への直接導入が可能である。我々が開発した多剤耐性

結核に対する治療ワクチンは、結核菌の抗原である HSP65遺伝子とサイトカイン

の IL-12遺伝子を融合したプラスミド DNAを HVJ-Eに封入している。このベク

ターを筋肉内投与することにより、結核菌に対する強い免疫反応が誘導されるこ

とが分かった。さらに HVJ-E自身がマクロファージに作用して IL-18を誘導でき

ること、この IL-18と IL-12が協調して T cellに作用すると、IFN-の産生が誘
導されることが分かっている。しかし HVJ-E vectorそのものが、マクロファー

ジからどのようにして IL-18を産生できるのかはわかっていない。本研究では、

IL-18の転写の増強は、HVJの膜蛋白質 Fが関わっているが HVJ-Eの融合には依

存しないこと、NF-κBの経路が関与していることが明らかになった。また HVJ-E

はマクロファージから Caspase 11の転写を活性化すること、これが Caspase 1

を活性化すること、これによって IL-18の活性化が起こり分泌されることが示唆

された。 

 

 

A．研究目的 

IL-12と HVJ-Eを併用すると、マ

クロファージからの IL-18産生を介

して T cellからの、IFN-の産生が誘
導され、これによって免疫反応が増強

される。HVJ-Eによって IL-18産

生増強が起こる分子機構を明らか

にする。 

 

B．研究方法 

マウス脾臓由来の初代培養マクロ

ファージを CD11bの抗体を用いた磁

気ビーズ法を用いて分離した。株化細

胞としては、マウス腹腔リンパ節由来

の マ ク ロ フ ァ ー ジ 細 胞 株 で あ る

P388D1を用いた。HVJは ATCCより

購 入 し た Sendai virus の Z 株

(VR-105 parainfluenza 1 Sendai/52) 

を用い、有精鶏卵で増殖させ、遠心法

により生成した。LLCMK2細胞に HVJ

を感染させて 24時間以降に培養液中

に産生される HVJは不活性型 F蛋白

質（F0）を有し融合能を持たない。こ

の HVJを低濃度（0.0004 %）のトリ

プシンで処理すると F1、F2に開裂し

融 合 能 を 持 つ よ う に な る 。 ま た

LLCMK2細胞中に HVJの HN遺伝子

に対する siRNA を導入しておいて、

24時間後に HVJを感染させると産生

されるHVJはHN蛋白質をほとんど有

しないため、HVJ受容体であるガング

リオシドに結合できず融合能を欠失

したウイルスとなる。また高濃度のト

リプシンを HVJに処理し膜蛋白質の
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F、HN を分解した融合能のない HVJ

も作成した。いずれの HVJも紫外線

(99 mjoule/cm2)で不活性化し HVJ-E

とした。IL-18、caspase 1、Caspase 

11の発現は q-PCRで行った。NF-κB

の阻害剤としては、NF-κB activation 

inhibitorである 6-amino-4-(4- 

phenoxyphenylethylamino)quinaxoline

を用いた。 

 

(倫理面への配慮) 

動物実験についてはすでに大阪大

学医学系研究科での審査を受けてお

り、その安全委員会の指針に従って施

行された。また組換え DNAの実験に

ついては、組換え DNA実験計画の機

関承認が得られており、大学等におけ

る組換え DNA実験指針に従って行っ

た。本計画においては、臨床研究デー

タの使用や患者資料の使用、ヒト遺伝

子解析などは含まれなかった。 

 

C．研究結果 

F0を持つ融合能のない HVJ-Eや

F1/F2をもつ融合能のある HVJ-E、

また HN欠損の HVJ-Eを初代培養マ

クロファージや P388D1にかけても

IL-18の発現は増強された。この発現

は NF-κB の阻害剤で激減した。F、 

HNを欠損した HVJ-Eでは IL-18の

発現は起こらなかった。F1/F2をもつ

HVJ-Eを p388D1細胞にかけると、

IL-18、Caspase 11、Caspase1の発

現が増強された。なおマクロファージ

以外の細胞(T- cell、 B cell、NK cell)

からは、HVJ-Eにより IL-18の産生

は誘導されなかった。 

 

D．考察 

HVJ-Eの F蛋白質がマクロファー

ジの膜蛋白質に作用して NF-κBのシ 

グナルを活性化して IL-18の転写を

増 強 す る 。 一 方 、 Caspase 11、 

Caspase 1も同じようにして HVJ-E

によって発現増強される。Caspase 11

はCaspase 1を活性化し、Caspase 11

は IL-18の maturationを促進して

IL-18を分泌させることが分かってお

り、HVJ-E はいずれのステップにも

関わって、IL-18の産生を促進してい

ると推察される。IL-18の ELISAが

可能な抗体が入手できなかったので、

培養液中に分泌された IL-18を直接

測定はできなかった。しかし、IL-12

蛋白質と HVJ-Eをマクロファージと

T cellを含む脾臓細胞に作用させ、産

生される IFN-を測定する系を用い、
IL-18の抗体やIL-18受容体の抗体の

共存により、IFN-の産生が劇的に抑
制されることが明らかになった。この

ことより間接的に HVJ-Eによりマク

ロファージから IL-18が産生、分泌さ

れていることが示唆された。マクロフ

ァージの膜表面にF受容体があること

が示唆されるが、今まで報告がない。

F蛋白質と P388D1の膜分画を作用さ

せて、免疫沈降させた中から、複数の

受容体候補が見つかっており、今後さ

らに解析を進める。 

 

E．結論 

HVJ-Eの F蛋白質によりマクロフ

ァージからの IL-18の発現が増強さ

れ、その経路には NF-κBが関与して

いる。また Caspase 11、Caspase 1

の発現も HVJ-E により増強され、

IL-18の分泌も促進している。 

 

F．健康危険情報 

異常なし 
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G．研究発表 

１．論文発表 

なし 

 

２．学会発表 

１．Kaneda, Y：第 11回日本中性子

捕捉療法学会, 教育講演 “ウイ

ル ス に 学 ぶ 癌 治 療 戦 略 ” , 

2014/7/6, 大阪 

 

２．Kaneda, Y：第 20回日本遺伝子

治療学会, 理事長講演 

  “Development of anti-cancer 

strategies using Sendai vrus 

envelope (HVJ-E)and current 

status of clinical applications 

to treat cancer patients “, 

   2014/8/7 , 東京 

 

３．Kaneda, Y：第 8回韓国遺伝子細

胞治療学会, 招待講演 

 “Virosome-mediated cancer 

 treatment ‾from basic to 

clinic‾”, 2014/10/11, Osong 

 (Korea) 

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

なし 

２．実用新案登録 

なし 

３．その他 

なし 
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HVJ-エンベロープ/HSP65 DNA+IL-12 DNAワクチンの臨床応用： 
前臨床試験、非臨床試験について他の医師主導治験の経験との比較 

 
研究分担者 井上義一 NHO近畿中央胸部疾患センター 

臨床研究センター長 
 
 

研究要旨 

多剤耐性結核は難治性稀少感染症とも言えるが、本試験は現在、非臨床試験と

してマウスの実験結果の確認とサルを用いた研究の準備中である。新規薬剤開発

について分担研究者がかかわってきた、稀少難病（リンパ脈管筋腫症、自己免疫

性肺胞蛋白症）治験の経験を紹介し、問題点を示し本 DNAワクチン開発の参考と

する。 

 
  
Ａ．研究目的 

これまで、カニクイザルの結核感染

モデルで、HVJ-エンベロープ/HSP65 

DNA+IL-12 DNA ワクチン投与群で、 

生存率の改善、血沈の改善、T リンパ

球の HSP65 抗原に対する増殖反応

増強、 IL-2 の産生増強を認めたとの

報告を行ってきた。 

本ワクチンの 1 相試験とその後の

臨床試験への取り組みについて、分担

研究者の過去の医師主導治験の状況

を報告し今後の医師主導治験の参考

とする。 

 

Ｂ．研究方法 

これまでに分担研究者が実施した

臨床試験を示し本臨床試験の参考と

し、問題点を提示する。 

 

（倫理面への配慮） 

前臨床試験実施中のため該当無し。 

 

Ｃ．研究結果とＤ．考察 

【シロリムスを用いたリンパ脈管筋

腫症（LAM）第 3相国際共同臨床医師

主導治験】 

2003年から準備を始め、米国、カ

ナダ日本で実施した。米国では NIH予

算による医師主導治験、我が国では臨

床試験（MILES試験）として実施した。

その結果シロリムスの有効性と安全

性が確認され 2011 年に出版した

(NEJM2011)。この結果を受け PMDA

と相談し、薬事承認に向け、第 3相試

験を実施し 2014年終了した（MLSTS）。 

2014年 7月 4日シロリムスは世界

に先駆けて我が国で薬事承認され、

2014年 12月 24日から処方可能とな

った。MILES試験及び、MLSTS試験

では、米国と我が国の患者会の協力が

あり、稀少疾患での国際共同試験が可

能となった。一連の成果に対して分担

研究者は 2016年 3月 27日 The LAM 

Foundation（ 米 国 患 者 会 ） か ら

Scientific Advancement Awardを受

賞した（シカゴ）。 

 

【肺胞蛋白症（PAP）臨床試験：第 2-3

相医師主導治験、企業治験導入】 

分担研究者らは、肺胞蛋白症研究班

を 通し て 、特 発 性 PAP に 対 し て

GM-CSF吸入療法を実施し2004年症
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例を発表した。その後、我が国で 

GM-CSF 吸入療法の臨床試験を実施

し 2010年発表した（AJRCCM2010）。

その結果を踏まえ、前臨床試験、医師

主導治験準備を進めると同時に、企業

試験の誘致のため企業への働きかけ

を行ってきた。その結果、2種類の異

なる GM-CSFについてそれぞれ医師

主導治験と国際共同企業治験の準備

が進んでいる。我が国の難病対策によ

り稀少肺疾患に対する薬剤開発が加

速しているが、企業の取り組みも同調

しつつ有る。承認後の適応拡大など企

業にとってメリットがあれば稀少疾

患の企業治験も可能である。 

 

【当施設での医師主導治験実施に向

けた問題点】 

(1) CRCの関与は必須でありそのため
には人件費に対する最低限の研究

費の投入が必要。 

(2) 研究費の無い治験は施設に負担を
かける事になり、研究者の情熱だ

けでは実施は困難である。 

(3) 企業治験の場合はSMOを有効利用。 
(4) 患者会からの厚労省、企業への要
望書。 

 

【本ワクチン試験の臨床応用に向けて】 

多剤耐性結核患者数は少なく稀少

感染症と言える。患者会はない。多く

の患者は国立病院機構、結核予防会等、

保健所等で把握されている。前臨床試

験が無事に終了すれば、稀少疾患で学

んだノウハウも生かしながら組織を

構築し医師主導治験、企業治験実施に

進む予定である（図１）。 

 

Ｅ．結論 

多剤耐性結核を対象とした、DNA 

 
 

図 1 本研究での組織図案 

 

 

 

ワクチンによる前臨床試験、臨床試験

の実施には問題点は少なくないが、問

題点を克服し、開発継続が必要である。 

 

Ｆ．健康危険情報 

   特記事項無し 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

１．Akasaka K, Tanaka T, 

Maruyama T, Kitamura N, 

Hashimoto A, Ito Y, Watanabe H, 

Wakayama T, Arai T, Hayashi 

M, Moriyama H, Uchida K, 

Ohkouchi S, Tazawa R, Takada 

T, Yamaguchi E, Ichiwata T, 

Hirose M, Arai T, Inoue Y, 

Kobayashi H, Nakata K.：A  

mathematical model to predict 

protein wash out kinetics 

during whole-lung lavage in 

autoimmune pulmonary 

alveolar proteinosis. Am J 

Physiol Lung Cell Mol Physiol. 

2015 Jan 15;308(2):L105-17.  
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２．Nakatani T, Arai T, Kitaichi M, 

Akira M, Tachibana K, 

   Sugimoto C, Hirooka A, Tsuji T, 

   Minomo S, Hayashi S, Inoue Y. ： 

Pleuroparenchymal 

fibroelastosis from a consecutive             

database: a rare disease entity?,       

Eur Respir J. 2015 Feb 19. 

pii:ERJ-02147-2014. [Epub  

ahead of print]. 

 

３．Richeldi L, du Bois RM, Raghu G, 

Azuma A, Brown KK, Costabel 

U, Cottin V, Flaherty KR, 

 Hansell DM, Inoue Y, Kim DS, 

Kolb M, Nicholson AG, Noble 

PW, Selman M, Taniguchi H, 

Brun M, Le Maulf F, Girard M, 

Stowasser S, Schlenker-         

 Herceg R, Disse B, Collard HR; 

INPULSIS Trial Investigators. 

Efficacy and safety of nintedanib         

 In idiopathic pulmonary fibrosis. 

N Engl J Med. 2014 May 29;370 

 (22):2071-82. 

 

４．Richeldi L, Cottin V, Flaherty 

KR,Kolb M, Inoue Y, Raghu G, 

Taniguchi H, Hansell DM, 

   Nicholson AG, Le Maulf F, 

   Stowasser S, Collard HR.： 

 Design of the INPULSIS™ 

    trials: two phase 3 trials of 

nintedanib in patients with 

 idiopathic pulmonary fibrosis. 

Respir Med. 2014, Jul;108(7):          

 1023-30.  

 

５．Ogura T, Taniguchi H, Azuma A, 

Inoue Y, Kondoh Y, Hasegawa Y, 

Bando M, Abe S, Mochizuki Y, 

Chida K, Klüglich M, Fujimoto T, 

Okazaki K, Tadayasu Y, 

 Sakamoto W, Sugiyama Y. ： 

    Safety and pharmacokinetics of 

nintedanib and pirfenidone in 

idiopathic pulmonary fibrosis, 

Eur Respir J. 2014 Dec 10. pii: 

ERJ-01980-2013. [Epub ahead 

of print] 

 

６．Gupta R, Kitaichi M, Inoue Y, 

Kotloff R, McCormack FX. ：  

Lymphatic manifestations of 

 lymphangioleiomyomatosis. 

Lymphology. 2014 Sep;47(3):       

 106-17. 

 

７．Gemma A, Kudoh S, Ando M, Ohe 

Y, Nakagawa K, Johkoh T, 

 Yamazaki N, Arakawa H, Inoue 

Y, Ebina M, Kusumoto M, 
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２．学会発表 

  省略  

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

  特記事項なし  

１．特許取得 

  特記事項なし  

２．実用新案登録 

  特記事項なし  

３．その他 

  特記事項なし  
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多剤耐性結核についての臨床的検討 
 

研究分担者 露口一成 NHO近畿中央胸部疾患センター 

臨床研究センター 感染症研究部長 

 
 

研究要旨 

イソニアジド（INH）とリファンピシン（RFP）の両薬剤に耐性を示す結核は多

剤耐性結核（MDRTB）と定義され難治性とされている。今回、MDRTBの現状に

ついての評価を行うことを目的として、NHO近畿中央胸部疾患センターでの 2006

年 1月から 2012年 12月までの MDRTB症例について臨床検討を行った。全症例

は 55例であり、治療成功率は 58.2％であった。うち超多剤耐性結核（XDRTB）

症例は 20例（36.4％）であり、XDRTBだけをとれば治療成功率は 35.0％ときわ

めて不良であった。手術を行えた 8例では治療成功率は 85.7％と良好であった。

MDRTBは難治性で、特に XDRTBの予後は不良であり、新たな治療戦略の確立が

望まれる。 

 

  

A. 研究目的 

イソニアジド（INH）とリファンピ

シン（RFP）の両薬剤に耐性を示す結

核は多剤耐性結核（MDRTB）と定義

される。MDRTBの治療はきわめて困

難であり、ワクチンや新規抗結核薬な

どを含め、新たな治療法の開発が望ま

れている。今回の研究では、現時点に

おける MDRTBの治療成績、予後など

について評価を行うために、NHO 近

畿中央胸部疾患センターでの臨床的

検討を行った。 

 

B. 研究方法 

NHO 近畿中央胸部疾患センターに

おいて、2006年 1月から 2012年 12

月までの間に入院して加療を行った

MDRTB症例 55例を対象とし、背景

因子、治療成績等について後ろ向きに

検討した。当院での治療方針としては、

感受性と考えられる薬剤を少なくと

も 4剤以上使用し、可能であれば外科

的手術も行ったうえで、排菌陰性化後

2年間化学療法を行うことを原則とし

ている。 

治療成績は次のように定義した。治

癒：化学療法を行って 2年間培養陰性

が持続した例、排菌陰性化：確認でき

た最後の1年間培養陰性が持続した例、

治療失敗：確認できた最後の 1年間に

2回以上培養が陽性であった例、結核

死：治療中に結核で死亡した例、非結

核死：治療中に結核以外の疾患で死亡

した例、転出：上記を満たさず転院あ

るいは来院しなくなった例。なお、喀

痰を出せなくなった例では、自覚症状、

画像所見が安定していれば排菌陰性

化とみなした。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究は診療記録を元にした後ろ

向きの検討であり、倫理面での問題は

少ないと考えられる。 
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C. 研究結果 

1) 患者背景 

男性が 37人（平均年齢 62.1歳）、

女性が 18人（平均年齢 52.3歳）であ

った。基礎疾患は糖尿病 11人、悪性

腫瘍 8人、慢性腎不全 3人、間質性肺

炎 2人などであった。結核の治療歴に

関しては、初回治療例が 26人、既治

療例が 29人であった。55人中、超多

剤耐性結核（XDRTB、INHと RFPに

加えて、アミカシン・カナマイシン・

カプレオマイシンの少なくとも1つと

いずれかのフルオロキノロン剤に対

して耐性を示す結核）は 20人（36.4％）

であった。 

 

2) 治療成績 

 治療成績を以下に示す。
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治癒と排菌陰性化を合わせて治療

成功とすると、全症例での治療成功率

は 58.2％であり、要因ごとの治療成功

率は以下のとおりであった。 

・初回治療例         69.2％  

既治療例          51.7％  

・XDRTB例         35.0％  

non XDRTB例       71.4％ 

・手術を行った例       85.7％  

手術を行わなかった例 51.2％ 

  

 

D. 考察 

 結核療法研究協議会（療研）による

わが国の全国調査のデータによれば、

2002年にはわが国での MDRTBに占

める XDRTBの割合は、全 MDRTBで

は 30.9％、初回治療 MDRTB では

31.3％、既治療 MDRTBでは 30.8％

と報告されており、諸外国と比べてそ

の高い割合が指摘されていた。今回の

当院での検討でもMDRTB全体に占め

る XDRTBの割合は 36.4％と高く、わ

が国での問題と考えられた。 
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 MDRTBの治療成功率は、一般的に

60％前後とする報告が多い。今回の検

討でも治療成功率は 58.2％とほぼ同

等の成績であった。初回治療例のほう

が基地両例に比べてやや成績は良好

であった。XDRTBでは治療成功率は

35.0％ と き わ め て 不 良 で あ り 、

XDRTBの治療成績の向上が今後の大

きな課題であると考えられた。手術を

行えた症例では、治療成功率は 85.7％

と比較的良好であった。 

 

E. 結論 

 MDRTBの治療成績は満足のいくも

のではなく、特に XDRTBの予後は不

良である。今後 XDRTBの治療戦略の

確立が大きな課題である。 

 

F. 健康危険情報 

なし 

 

G. 研究発表 

１．論文発表 

１．Yoshida S, Tsuyuguchi K, Suzuki 

K, Tomita M, Okada M, Shimada 

R and Hayashi S. Rapid 

identification of strains 

belonging to the Mycobacterium       

abscessus group through 

erm(41) gene pyrosequencing. 

Diagn Microbiol Infect Dis 2014 

Jul; 79(3): 331-336. 

 

２．Yoshida S, Arikawa K, 

Tsuyuguchi K, Kurashima A, 

Harada T, Nagai H, Suzuki K, 

Iwamoto T and Hayashi S. 

Investigation of the population 

structure of Mycobacterium 

abscessus complex strains 

using 17-locus variable 

number tandem repeat typing 

and the further distinction of 

Mycobacterium massiliense 

hsp65 genotypes. J Med  

Microbiol 2015; 64(3):254-261     

 

２．学会発表 

１．露口一成, 吉田志緒美, 富田元久, 

鈴木克洋, 岡田全司, 林清二：当

院における多剤耐性結核症例の

検討. 第 89回日本結核病学会総

会, 2014年 5月 9日, 岐阜 

 

２．露口一成：結核専門病院の立場か

ら. 第 88回日本感染症学会総会

シンポジウム 3 忘れてはいけな

い感染症：結核, 2014年 6月 18

日, 福岡 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得 

  なし 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 

  なし 
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近畿地区多剤耐性結核患者の臨床試験統括。 
非臨床試験の計画。結核ワクチン薬効解析。患者細胞性免疫測定。 

 

研究分担者 朝野和典 大阪大学大学院医学系研究科 教授 

 
 

研究要旨  

医師主導治験には、十分な実施体制の整備のみならず、実施における具体的な

ノウ・ハウの蓄積が必須である。大阪大学医学部附属病院では早期探索的臨床研

究拠点として、医師主導治験および臨床研究を着実に実施しつつ、結核ワクチン

の医師主導治験実施支援に向けた手順の整備を進めている。

 

 

A．研究目的 

結核ワクチン薬の医師主導治験実

施のための体制整備 

 

B．研究方法 

医師主導治験の実施のための体制

面では、2012年に大阪大学医学部附

属病院未来医療開発部が発足し、早期

探索的臨床研究拠点として創薬から

医師主導治験を実施する体制整備を

行ってきた。2014年度には、フェー

ズ１病棟 10床が開設され、健常人を

対象とする第Ⅰ相試験や早期探索的

臨床試験が入院の上安全に院内で実

施可能となった。 

 

C．研究結果 

平成 26年度の実績として、医師主

導治験 4件を開始し、新薬シーズとし

ての治験外臨床研究 5件を開始した。

ワクチン関連ではマラリアワクチン

の健常人を対象とする第Ⅰ相試験が

終了し、その過程において、諸種の問

題を解決しながら、より精度の高いⅠ

相試験の実施が可能となってきて

いる。 

 

D．考察 

これらの経験を踏まえて、医師主導

治験を実施上の今後の改善点として

は、①IRBにおける審査体制が不十分

である。②モニターが医師に近い存在

であるために、モニターとしての役割

が困難な例がある、③補償の体制が不

十分である、④希少疾患を扱う場合が

多く、試験期間が長期に渡る場合があ

る、⑤医師主導治験立案時の支援体制

が不十分である。⑥責任医師の GCP

教育が不十分である、などの点が抽出

されており、本研究の臨床試験の実施

に当たっては、このような点のうち施

設で解決可能なものを速やかに改善

し、協力して実施を遂行したい。 

 

E．結論 

大阪大学医学部附属病院は全国的

にも最も多くの医師主導治験および

早期探索的臨床研究を実施する体制

を整備し、経験を重ねつつある。この

実績を基に、多剤耐性結核に対する

DNA ワクチン開発の医師主導治験の

実施に臨みたい。 
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Ｆ．健康危険情報 

異常なし 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

１．Miyashita E1, Yoshida H, Mori 

    D, Nakagawa N, Miyamura T, 

Ohta H, Seki M, Tomono K, 
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Mycobacterium avium complex-   
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Pediatr Int. 2014 Dec;56(6):e96        
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(43):5607-13.doi:10.1016/ 

j.vaccine.2014.07.108. Epub 

2014 Aug12. PMID:25132335 
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Kadota J, Kohno S, Niki Y ：
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2011. J Infect Chemother. 2014 

Sep;20(9):527-34. doi:10.1016 

   /j.jiac.2014.06.012. Epub 2014 

Jul 22.PMID:25066429[PubMed 

- in process]  

 

５．Morii D, Seki M, Binongo JN, 

 Ban R, Kobayashi A, Sata M, 

Hashimoto S, Shimizu J, Morita 
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Chemother. 2014 Sep;20(9):  

558-62. doi:10.1016/ j.jiac. 

2014.05.009. Epub 2014 Jul 

5.PMID:25009091[PubMed - in 
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６．Tomioka H, Nakagami H, 
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R：Novel anti-microbial 
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wound healing via thePI3kinase/ 
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Akt/mTORathway. PLoSOne. 

2014 Mar 27; 9(3):e92597. 

doi:10.1371/journal.pone. 

0092597. eCollection 2014.  

PMID:24675668 [PubMed –in 
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PMID:24603817[PubMed – in 
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８． Machida H, Seki M, Yoshioka N, 
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indexed for MEDLINE] 
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版 . 門脇孝  糖尿病  研修ノート , 診
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11．朝野和典：肺炎の迅速原因菌検査 
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14．朝野和典：院内感染 , 臨床雑誌 , 

 内科 , 南江堂 , 113(6):997-999 

 

15．朝野和典 , 関雅文：医療・介護関

連肺炎（NHCAP）の概念と診療 . 
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2887 

 

２．学会発表 
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Akeda Y, Anusak Kerdsin, 
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Tomono K：Direct LAMP assy 
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２．Yamamoto N, Hamaguchi S, 

Akeda Y, Anusak Kerdsin, 

Santanirand Pitak, Seki M, 

Kumthorn Malathum, Oishi K, 

Tomono K：Nosocomial 
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Resistant Acinetobacter 

Baumannii (CRAb) among ICU 

Nosocomial Transmission 

ofCarbapenem-Resistant 

Acinetobacter baumannii 

(CRAb) among ICU Patients 

Detected by CRAb-LAMP 

IDWeeK2014 

 

３．Yamamoto N, Ojima M, 

Hamaguchi S,Hirose T, 

Takagawa R, Matsumoto N, 

Irisawa T, seki M, Tasaki O,  

ShimazuT, Tomono K：The role 

of neutrophil extracellular 

traps against soft tissue 

infections.  

35Th  INTERNATIONAL 

SYMPOSIUM ON intensive care 

and EMERGENCY MEDICINE       

 

４．一般演題  

濱口重人 , 明田幸宏 , 朝野和典 , 

大石和徳：肺炎球菌に対する乳幼

児期の血清疫学調査 . 2014, 第  

88 回日本感染症学会  

 

５．一般演題  

  山本倫久 , 濱口重人 , 明田幸宏 , 

関雅文 , 大石和徳 , 朝野和典：

LAMP 法を用いた多剤耐性アシ

ネトバクター・バウマニ検出法の

確立 . 2014, 第  88 回日本感染症

学会  

 

６．一般演題  

宮脇康至 , 薮野佳小里 , 関雅文 , 

三輪芳弘 , 朝野和典：当院におけ

る血液培養検体からのカンジダ

属菌の検出状況 . 2014, 第  62 回

日本化学療法学会  

 

７．一般演題     

宮脇康至 , 薮野佳小里 , 関雅文 , 

三輪芳弘 , 朝野和典：メロぺネム

１日６ｇ投与の有効性・安全性の

評価 . 2014, 第 62 回日本化学療

法学会  

 

８．シンポジウム  

  「生物学的製剤と感染症対策―そ

の制御に向けての現状と今後の

展望」 . 結核 , 第  88 回日本感染

症学会 , 第  62 回日本化学療法  

学会  

 

９．ワークショップ  

MRSA 感染症の治療ガイドライ

ンの特徴 , 第 88 回日本感染症学

会 , 第 62 回日本化学療法学会  

 

H．知的財産研の出願・登録状況 

    （予定を含む）    

１．特許取得 

  なし  

２．実用新案登録 

  なし  

３．その他  

研究課題の実施を通じた政策提

言（寄与した指針またはガイドラ

イン等）  

MRSA 感染症の治療ガイドライ
ン作成員会  「MRSA 感染症の治
療ガイドライン  2014 年改訂版」,
日本感染症学会  2014  
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関東地区多剤耐性結核患者の細胞性免疫・抗体の測定に関する研究 
 

研究分担者 庄司俊輔 独立行政法人国立病院機構東京病院 副院長 

 

 

研究要旨 

次年度の平成 26年度の研究では、初年度の平成 25年度研究に引き続き、国立

病院機構東京病院に受診し、多剤耐性結核と診断された患者の、患者数、それぞ

れの患者の年齢、性別その他のプロフィール、行った（現在行われているものも

含む）治療の内容などを調査した。2004年度から 2014年度までに、国立病院機

構東京病院に入院し、多剤耐性結核と診断され治療を受けた患者の総数は 43名で

あった。 

  
 

A．研究目的 

 本研究の主任研究者である、岡田全

司独立行政法人国立病院機構近畿中

央胸部疾患センター臨床研究センタ

ー客員研究員により作成された、ヒト

多剤耐性結核用新規ワクチンの臨床

応用が、本研究班の主眼である。分担

研究者および分担研究施設である独

立行政法人国立病院機構東京病院（以

下東京病院）での主たる研究目的は、

医師主導治験（第Ⅰ相）の実施である

が、初年度の平成 25年度および次年

度の平成 26年度においては、これま

でおよび現在の東京病院での多剤耐

性結核患者の状況を調査した。 

 

B. 研究方法 

平成 26年度の研究では、平成 25

年度の研究に追加する形で、国立病院

機構東京病院に受診し、多剤耐性結核

と診断された患者の、患者数、それぞ

れの患者の年齢、性別その他のプロフ

ィール、行った（現在行われているも

のも含む）治療の内容などをこれまで

の 11年間にわたって調査し、まとめ

た。 

（倫理面への配慮） 

 診療録などからの診療情報の収集

が主たる手法であるため、直接的に個

人への負担は無い。ただし、匿名化な

ど個人情報に対しては留意した。 

 

C．研究結果 

2004年から 2015年（3月現在）ま

でに、国立病院機構東京病院に入院し、

多剤耐性結核と診断され治療を受け

た患者の総数は 43名であった。性別

は、男性 35名、女性 8名であった。

多剤耐性結核治療後の退院時の転帰

別にみると、治療完了 7名、治療中断

脱落 1名、死亡 8名（退院後の死亡は

含まず）、転出（帰国含む）10名、治

療継続 6名（内 3名は後に死亡、他の

3名は東京病院で治療中あるいは観察

中）、不明 11名（計 43名）であった。 

 

D. 考察 

 多剤耐性結核は、臨床的に重要な疾

患病態であるが、患者数は多くない。

本研究の主眼である医師主導治験の

第Ⅰ相が開始されるが、研究を成功に

導くためには適格症例の確保が重要
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である。 

 

E. 結論 

 これまでの 11年間に東京病院に入

院し、多剤耐性結核と診断され治療を

受けた患者の総数は 43名であった。

医師主導治験における多剤耐性結核

ワクチンの接種に対する適格患者は

少ないと考えられるため、適格症例の

確保が重要である。 

 

F. 健康危険情報 

（略） 

 

G. 研究発表 

1．論文発表 

１．Tamura A, Higaki N, Kusaka K, 

Akashi S, Suzuki J, Shimada M, 

Suzuki J, Kawashima M, Suzuki 

J, Oshima N, Masuda K, Matsui 

M, Yamane A, Nagai H, 

Nagayama N, Toyota E, 

Akagawa S, Hebisawa A, Shoji 

S, Ohta K: Doctor’s delay in 

endobronchial tuberculosis. 

Kekkaku  88(1), 9-13, 2013. 

 

２．学会発表 

１．Kobayashi K, Kawashima M, 

 Ohshima N, Koyama K, Oshitani 

Y, Nagai H, Tamura A, Akagawa 

S, Shoji S, Ohta K: Detection of 

pulmonary embolism by 

 optimized plain CT scan. 

 American Thoracic Society 

 2013 annual conference, San  

Francisco, 2013. 

 

２．Sato R, Ohshima N, Masuda K, 

Suzuki J, Higaki N, Inoue E, Su

zuki J, Matsui H, Nagai H, Aka

gawa S, Hebisawa A, Shoji S: I

nvestigation of pneumonia case

s with psoriasis vulgaris.  Ame

rican Thoracic Society 2013 an

nual conference, San Francisco,

2013. 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

  （予定を含む） 

１．特許取得  

なし 

２．実用新案登録 

  なし 

３．その他 

  特になし 
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関東地区 (国立病院機構茨城東病院）の患者の臨床試験統括 
 

研究分担者 齋藤武文 国立病院機構茨城東病院 院長  

 
 

研究要旨 

関東地区（NHO茨城東病院、複十字病院、神奈川循環器呼吸器病センター）の 

多剤耐性結核症例状況を後ろ向きにカルテ調査した。 

2002年 1月より 2014年 10月において、上記の病院において 249例の多剤耐 

性結核症例が診療された。治癒した例は約半数であり、多剤耐性結核の治療は難

渋していた。 

多剤耐性結核の治療上、新たな抗結核薬の開発だけではなく、本研究が取り組

む多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの実用化が強く待たれるところ

である。  

  
 

A．研究目的 

関東地区（NHO 茨城東病院、複十

字病院、神奈川県立循環器呼吸器病セ

ンター）の多剤耐性結核症例状況を明

らかにすること。 

 

B. 研究方法 

 多剤耐性結核（以下、MDRTB）症

例状況を NHO茨城東病院、複十字病

院例、神奈川県立循環器呼吸器病セン

ターについて、過去 1年間に診療した

MDRTB 患者及び 2002年 1月より

2014年10月までの症例について後ろ

向きにカルテより検討した。 

  

（倫理面への配慮） 

本研究は後ろ向きカルテ調査から

関東地区（NHO 茨城東病院、複十字

病院、神奈川県立循環器呼吸器病セン

ター）の多剤耐性結核症例状況を検討

しただけであり、倫理面の問題はない。 

 

C．研究結果 

茨城東病院、複十字病院、神奈川循

環器呼吸器病センターで１年間に診

療した MDRTB患者数は 18例で、性

別は男性 11例、女性 7例で、一般の

結核症例と男女差は見られなかった。

平均年齢は 50歳（range 17歳～85

歳）であった。国籍は、日本人 13例,

中国人 2例、その他のアジア 2例、そ

の他の地域 1例であった。多剤耐性結

核のうち、XDRTBは 2例で XDR以外

は 15例であり、昨年の報告とほぼ同

様であった。治療について新規抗結核

薬であるデラマニドが使用開始とな

った症例は判明しているだけで2例あ

った。 

 

 2002年1月～2014年10月に経験し

た MDRTBの治療成績の現状について 

患者背景 

性別：男性 170例、女性 79例、平均

年齢：50歳（17歳～99歳）、日本人

186例,中国人 27例、韓国人 11例、

その他アジア 18例、その他の地域 7

例、XDRTB：39例 ＸＤＲ以外:210

例に対し、その治療成績の治癒は 109
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例（48.4％）、死亡 32例（14.2％）、

菌陰性転出 51例（22.7％）、治療中

33例（14.7％）であった。 

 

D．考察 

薬剤感受性結核は高齢者、免疫抑制

宿主等の一部を除くと問題なく治癒

することが出来るが、INH、RFPに耐

性を示すMDRTBの薬物治療成績は外

科手術を駆使しても治癒率 50％と低

い状態にある。結核専門病院である神

奈川循環器呼吸器病センター、複十字

病院、茨城東病院であっても 2人に 1

人しか治癒出来ていない。多剤耐性結

核は、現在の薬物治療では治癒が困難

な結核であり、本人は元より他への感

染、医療費など社会への影響は大きい

と言える。本研究が取り組む多剤耐性

結核に対する新規治療用 DNAワクチ

ン治療が実用化されるとそのインパ

クトは非常に大きく、臨床応用のため

に薬事法に基づく承認取得へ向けた

第１相試験の意義は大きいと考える。 

 

今後考えられる新たな課題として

本研究で新規治療用 DNAワクチンの

効能、安全性が確認できた後に人種を

越えた MDRTB症例、標準治療が副作

用のため出来ない結核症例に対する

本ワクチンの有用性を検討する必要

がある。また抗結核薬だけでは治癒出

来ない症例に対する抗結核薬併用治

療の有用性を検討する必要もある。 

行政施策への貢献の可能性として

今後、人口減少が確実な我が国では労

働人口増加のため海外からの移民を

積極的に受け入れるという方向で移

民政策が行われている。その影響から

MDRTBが多い国からの移民を受け入

れ る こ と が 想 定 さ れ 、 我 が 国 の

MDRTB症例が増えることが懸念され、

そうした場合、MDRTB用新規抗結核

薬だけではなく、本ワクチンも有用と

なる。 

 

Ｅ. 結論 

 関東地区（NHO 茨城東病院、複十

字病院、神奈川循環器呼吸器病センタ

ー）の多剤耐性結核症例状況を後ろ向

きにカルテ調査した。 

 2002年 1月より 2014年 10月にお

いて、上記の病院において 249例の多

剤耐性結核症例が診療された。治癒し

た例は約半数であり、多剤耐性結核の

治療は難渋していた。 

 多剤耐性結核の治療上、新たな抗結

核薬の開発だけではなく、本研究が取

り組む多剤耐性結核に対する新規治

療用 DNAワクチンの実用化が強く待

たれるところである。 

 

Ｆ．健康危険情報 

なし 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

１．林原賢治、斎藤武文：高齢者の呼

吸器疾患－若年・高齢者発症との

違い－ 二本胸部臨床. 結核, 

 2014;73(8):915-924. 

 

２．学会発表 

A．国際発表 

１．Kobayashi M,  Aoki S, Saito T, 

Chikamatsu K, Mitarai S： 

 Total-deletion mutation of 

 pncA as a new mechanism of 

pyrazinamide resistance in 

 Mycobacterium tuberculosis  

 -The first report from Japan-  
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 ID week, Philadelphia Oct.8-12. 

2014 

 

B．国内発表 

１．齋藤武文, 角田義弥：シンポジウ

ム 9「臨床的に問題となる非結核

性抗酸菌症」特別発言 肺 MAC

症以外の NTM症である難治肺 

M. absceuss症の治療. 第 89回

日本結核病学会総会, 岐阜, 平成

26年 5月 

 

２．齋藤武文, 林原賢治, 中澤真理子, 

藤田一喬, 金澤潤, 根本健司, 林

士源, 高久多希朗, 橋詰寿律, 守

屋任：約 27年間当院に入院した

多剤耐性肺結核慢性排菌患者の 1

例. 第 89回日本結核病学会総会, 

岐阜, 平成 26年 5月 

 

３．高久多希朗, 中澤真理子, 藤田一

喬,金澤潤, 根本健司, 林士源, 林

原賢治, 斎藤武文, 青野昭男, 御

手洗聡：PZAに対し未治療単独耐

性を示した肺結核の 1例. 第 89

回日本結核病学会総会, 岐阜, 平

成 26年 5月 

 

４．藤田一喬, 中澤真理子, 金澤潤, 

根本健司, 林士源, 高久多希朗,

林原賢治, 斎藤武文：当院で施行

したキャピリア MAC抗体 ELISA

の検討. 第 89回日本結核病学会

総会, 岐阜, 平成 26年 5月 

 

５．中澤真理子, 藤田一喬, 金澤潤, 

 根本健司, 林士源, 高久多希朗,

林原賢治, 斎藤武文：結核症, 非

結核性抗酸菌症に対するリファ

ブチン使用例の検討 －リファ

ンピシンの代替薬としての役割

－. 第 89回日本結核病学会総会,

岐阜, 平成 26年 5月 

 

６．齋藤武文, 水堂祐広, 萩原恵里, 

片山典子, 石崎友美, 伊藤博之, 

杉崎緑, 北村英也, 馬場智尚, 小

松茂, 小倉高志： 肺結核患者にお

ける喀痰の肉眼的品質と抗酸菌

塗抹および培養検査結果の関連

性について. 第 88回日本感染症

学会総会,福岡, 平成 26年 6月  

 

７．齋藤武文, 萩原恵里, 水堂祐広, 

中澤篤人, 関根朗雅, 北村英也, 

馬場智尚, 篠原岳, 西平隆一, 小

松茂, 加藤晃史, 小倉高志：糖尿

病合併肺結核症における HbA1c

と空洞形成率の関連についての

検討. 第 62回日本感染症学会東

日本地方会学術集会第 60回日本

化学療法学会東日本支部総会合

同学会, 東京, 平成 26年 10月 

 

８．齋藤武文, 水堂祐広, 萩原恵里, 

関根朗雅, 榎本泰典, 杉崎緑, 伊

藤博之, 小松茂, 小倉高志：抗

MAC抗体と抗 TBGL抗体による

非結核性抗酸菌感染症のスクリ

ーニングの検討. 第 54回日本呼

吸器学会総会, 東京, 平成 26年

4月 

 

９．齋藤武文, 萩原恵里, 伊藤博之, 

松尾規和, 杉崎緑, 榎本泰典, 馬

場智尚, 西平隆一, 加藤晃史, 小

倉高志：肺 Mycobacterium 

 avium comlex症に肺癌を合併し

た 13例の臨床的検討：細田 千晶, 

第 54回日本呼吸器学会総会, 東
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京, 平成 26年 4月 

 

10．齋藤武文, 萩原恵里, 水堂祐広, 

中澤篤人, 関根朗雅, 北村英也, 

馬場智尚, 篠原岳, 西平隆一, 小

松茂, 小倉 高志：肺結核症におけ

る薬剤感受性と培養陰性化日数

との関連についての検討. 第 89

回日本結核病学会総会, 岐阜, 平

成 26年 5月 

 

11．齋藤武文, 萩原恵里, 中澤篤人, 

細田千晶, 小林玄機, 伊藤博之, 

笹野元, 松尾則和, 杉崎緑, 榎本

泰典, 山内浩義, 水堂祐広, 関根

朗雅, 北村英也, 馬場智尚, 篠原

岳, 西平隆一, 小松茂, 加藤晃史, 

小倉高志：心不全急性増悪を併発

し診断に難渋した ARDS合併粟

粒結核の 1例. 第 164回日本結

核病学会関東支部学会 第 206回

日本呼吸器学会関東地方会合同

学会, 松本, 平成 26年 3月 
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多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの実用化を  
可能にする効率的な臨床開発計画とその一般化に関する研究  

 
研究分担者 三上礼子 東海大学医学部基盤診療学系臨床薬理学 講師 

 

 

研究要旨  

 新型インフルエンザ等新興・再興感染症研究事業の研究課題として行われる多

剤耐性結核に対する新規治療用 DNA ワクチンの実用化に向けた開発計画と今後

の製剤開発における一般化の可能性、ガイドラインの策定方法について検討する。 

 

 

Ａ．研究目的 

新型インフルエンザ等新興・再興感

染症研究事業の研究課題として行わ

れる多剤耐性結核に対する新規治療

用 DNA ワクチンの実用化に向けた

開発計画と今後の製剤開発における

一般化の可能性について検討する。 

 

Ｂ．研究方法 

ワクチン開発の新規技術である 

DNA ワクチンの国内開発について、 

非臨床段階としてワクチン成分およ

びアジュバント成分それぞれの開発

管理が必要であり、薬効薬理試験・安

全性試験および製造関連の規格設定

のためにクリアすべき項目を整理す

る。また、臨床段階、first in human 試

験を実現するための臨床試験計画に

ついても検討し、いずれも規制当局と

の面談、コミュニケーションを適宜実

行し開発の具体的な方法を明らかに

する。さらに治療用 DNA ワクチンの

開発に際し、今後の開発ガイダンス策

定を目指すために必要な項目につい

て随時検討する。  

 

（倫理面への配慮）  

当施設では直接実験動物での検討 

 

 

や臨床試験への被験者の組み入れは

行わないため、倫理審査等は行ってい

ない。被験者個人情報等については直

接扱わないが、副作用報告などの情報

については漏洩等のないよう十分配

慮している。 

 

Ｃ．研究結果 

当研究課題の厚生労働科学研究費

補助金採択に先立って行われた医薬

品医療機器総合機構（PMDA）との薬

事戦略相談および事前面談において、

国内での DNA ワクチン開発のガイ

ドライン策定を目標として、当ワクチ

ンの国内開発計画が行われるべきこ

とが確認されている。  

治療用ワクチン開発については、 

非臨床・臨床ともに国内での評価ガイ

ドラインの整備の必要性は認識され

ている。 現行では WHO によるワク

チンアジュバントとアジュバント添

加ワクチンの非臨床評価ガイドライ

ンが提示されており、これらを参考と

して開発計画が進められている。  

国内での治療用ワクチンの開発に

あたっては、再生医療等の安全性確保

等に関する法律が近年整備されつつ

あり、研究開発段階では再生医療等安
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全性確保法の対象とされ、また製造販

売許可申請にあたっては医薬品、 医

療機器等の品質、有効性及び安全性の

確保等に関する法律の適応対象とし

て明示された。さらに具体的評価内容

について、今後この多剤耐性結核に対

する DNA ワクチン開発という具体

例をもとに整備される必要がある。  

非臨床評価とともに、臨床評価方法

についても具体的計画策定の段階に

近づいている。治療対象としての多剤

耐性結核患者数は国内で年間 200 名

程度と推測されるが、その希少性や感

染症としての管理の困難性などから、 

当面は医師主導試験として計画実行

されることになる見通しである。研究

班としては国立病院機構近畿中央胸

部疾患センター、国立病院機構東京病

院をはじめとした呼吸器感染症専門

部門を有する病院のネットワークを

利用して多剤耐性結核患者の被験者

を確保できる予定である。  

臨床研究の有効性評価指標につい

ても、重篤感染症である多剤耐性結核

患者を対象とすることの倫理性も踏

まえ、今後さらに検討していく必要が

ある。  

 

Ｄ．考察 

被検薬製造、品質確保について、ワ

クチン開発の新規技術である DNA ワ

クチンの国内開発という分野には未

だ国内ガイドラインの検討段階にあ

り、研究班では PMDA とのコミュニ

ケーションをはかりながら進められ

る予定である。さらに非臨床試験の実

施と、この結果を踏まえた臨床試験 

（第Ⅰ相試験、いわゆる first in 

human 試験）の計画と実現にむけて、

各研究機関での成果と方針について

検討しながら進めていきたい。  

 

Ｅ．結論 

本被検薬の臨床開発方針について

はいまだ検討中であるが、今後行われ

る非臨床試験の結果を踏まえ、今後も

研究者相互および規制当局とのコミ

ュニケ－ションを図り開発の予定で

ある。 

 

Ｆ．健康危険情報 

本施設からは特になし 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 （0 件）  

 

２．学会発表 

A．国際学会 （0 件）  

B．国内学会 （0 件）  

 

Ｈ．知的財産権の出願・登録状況 

   （予定を含む。）  

なし 
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大阪府立呼吸器・アレルギー医療センターの多剤耐性結核患者の動向と
関西地区の多剤耐性結核患者アンケート調査、ならびに 
近畿中央胸部疾患センターの現入院患者の実態 

 

研究分担者 松本智成  大阪府結核予防会大阪病院診断検査部  部長 

 

 

研究要旨 

2011 年 9 月 14 日には世界保健機関（ＷＨＯ）が、従来の薬が効かない 

MDR-TB や XDR-TB の感染が欧州・中央アジア地域で急速に拡大しており、保

健当局が阻止できなければ多くの死者が出ると警告した。このため新薬開発なら

びに結核ワクチンの開発は重要である。特にワクチンの場合は耐性誘導の問題が

なく MDR-/XDR-TB 対策には重要である。岡田等は DNA ワクチンを開発し in 

vitro ならびに霊長類に対する in vivo の研究で期待のできる結果を報告してい

る。ヒト投与への前段階として大阪府結核予防会大阪病院における多剤耐性結核

患者の患者数調査の準備を行った。 

 

多剤耐性結核 (MultiDrug Resistant-Tuberculosis: MDR-TB) は、結核治療

の要であるイスコチンとリファンピシンの少なくとも 2 剤の抗結核薬に耐性の

結核菌の総称である。そして超多剤耐性結核 (XDR-TB) とは、さらにニューキノ

ロン系の薬剤とアミノグリコシド系の薬剤に耐性の結核菌であると定義される。

米国の医学雑誌 New England Journal of Medicine (NEJM) によると現在、世界

における感染症による死因の一位は、呼吸器感染症。二位、消化器感染症、三位 HIV 

感染症。四位結核となっている。  

2009 年の WHO の推計では、世界中で年間 940 万人が新規に結核を発病し、 

そのうち 130 万人が死亡している。最近は減少傾向に転じたが、かつては人類史

上減った事が無い病気といわれていた。特にアジア、アフリカでの増加が大きな

要因であり、HIV/AIDS、多剤耐性結核 (MDR-TB) と超耐性結核 (XDR-TB) が

その増加の一躍を担っている。HIV 合併結核、ならびに MDR-/XDR-TB はさら

に結核の治療を質的にも難しくしている。にぶりながらも減少している日本での

結核罹患率は、再び上昇するという不安材料もみられる。それは合衆国で 1980 年

代半ばから 1990 年代初頭にみられた結核の再流行時と、現在の日本の状況が酷

似しているからである)。  

当時の米国の状況は、  

・結核コントロールの主要機関への投資の減少 

・HIV/AIDS の流行 

・国際化による結核蔓延地からの米国への流入増加  

・ホームレスシェルターや老人ホーム等での集団感染 

・不況による受診の遅れ 

・多剤耐性結核の出現 
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以上のとおりであったが、現在の日本の状況に非常に良く似ている。アジア、

アフリカ、ヨーロッパで増加し、治療難易度が高い HIV 合併結核 MDR-/XDR-TB 

が日本では減っていくのであろうか？未だかつて減少した事が無い感染症である

こと、海外の状況、前述した日本の状況も加味して考えると結核は再び増加する

可能性があるといえる。  

また、2011 年 9月 14 日には世界保健機関（ＷＨＯ）が、従来の薬が効かない 

MDR-TB や XDR-TB の感染が欧州・中央アジア地域で急速に拡大しており、 保

健当局が阻止できなければ多くの死者が出ると警告した。WHO は多剤耐性結核菌

患者の死亡率が 50%に達すると指摘、患者数は欧州 27 カ国のうち上位 15 カ国 

が東欧に集中しアジアでも患者数が増加していると報告した。新たに結核と診断

された患者の約 12%が 多剤耐性結核菌の感染者であるのに対し、結核再発と診

断された患者の場合は 37%に達したという。その一方で、ロンドンに限定すれば

毎年 3500 人が多剤耐性結核菌に感染し、西欧の都市では最多という。  

主軸の薬である INH と RFP に同時に効かない MDR-/XDR-TB の治療はと

ても困難になる。治療には副作用の強い薬を何種類も、長期にわたって服用し、

可能であれば手術をも行うが成績はあまりよくなく、図に見られるように、治癒

が確認されたのは 62％であり、残りは死亡するか排菌陽性が続いたままである。  

このため MDR-/XDR-TB の治療に対して岡田等が作成した DNA ワクチンが期

待されている。 

 

 

 

A. 研究目的 

MDR-/XDR-TBの治療に対して岡

田等が作成した DNA ワクチン投与

候補患者数を見積もるために大阪府

結核予防会大阪病院における薬剤耐

性結核ならびに多剤耐性結核の概数

を調査する。   

 

B. 研究方法 

2006 年から 2013 年までの大阪

府結核予防会大阪病院にて得られた

ストレプトマイシン(SM)、イソニア 

ジド(INH)、リファンピシン(RFP) に

対する薬剤耐性結核菌株数を求めた。

また 2007 年から 2014 年までの大

阪府結核予防会大阪病院における多 

剤耐性結核患者数の調査を行った。   

 

C. 研究結果 

2006 年から 2013 年までの大阪

府結核予防会大阪病院にて得られた

ストレプトマイシン(SM)、イソニア 

ジド(INH)、リファンピシン(RFP)に 

対する薬剤耐性結核菌株数は以下の

通りであった。SM 耐性結核、RFP  

耐性結核患者数は減少傾向であるが、 

INH 耐性結核患者数は 2010 年以降

上昇傾向にあった (図１)。   

また多剤耐性結核患者は以下の通

りであった。超多剤耐性結核患者数は

０であった(図２)。  
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D. 考察 

SM 耐性結核、RFP 耐性結核患者 

数は減少傾向であるが、INH 耐性結 

核患者数は 2010 年以降上昇傾向に

あり INH 耐性結核患者数の上昇に 

注意を要する。少なくとも我々が 

今回調べた新規 MDR-/XDR-TB 患

者数は過去約 10 年前と比較すると

減少傾向にあり DOTS の普及およ 

び結核感染対策が功をなしたと考え

られる。しかしながら昨年の我々の 

調査では結核歴が 15 年以上の慢性

持続排菌患者も存在しており岡田等

が開発した DNA ワクチンへの期待

が持たれる。   

 

E. 結論 

少なくとも我々が今回調べた大阪

府結核予防会大阪病院における新規 

MDR-/XDR-TB 患者数は約 10 年

前と比較すると減少傾向にある。し 

かしながら昨年の我々の調査では結

核歴が 15 年以上の慢性持続排菌患

者も存在しており岡田等が開発した 

DNA ワクチンへの期待が持たれる。  

 

Ｆ．健康危険情報 

特になし 

 

Ｇ．研究発表 

１．論文発表 

１．Tomoshige Matsumoto, 

Masahiro Suzuki, Yoshitsugu 

Iinuma, Shinji Maeda, Hiromi 

Ano, Yuriko Koshii, Tomomi 

Murakawa, Koichi Suzuki and 

Yoshihiko Hoshino A Molecular 

Typing Methodology of 

Mycobacterium tuberculosis 

using Small Genomic Islet 

Patterns (TB-SGIP) ：A Novel 

Genotyping Methodology to 

Discriminate Clinical Strains 

between Beijing Family and 

T3-OSAKA Journal of 

Infectious Diseases and 

Therapeutics, 2, 2014 pp35-45 

 

２．Tomoshige Matsumoto ： 

Incidence of Influenza after 

Vaccination in Southeast Osaka, 

Japan Journal of Infectious 

Diseases and Therapeutics, 2, 

p5-11, 2014 

 

３．Tomoshige Matsumoto ：The 

Incidence and the Number of 

Death Reports of Tuberculosis 

during the Treatments with 

Biologics in Japan. Journal of 

Infectious Diseases and 

Therapeutics, 2, p4-4, 2014 

 

４．Tomoshige Matsumoto, Masako 

Ohno, and Junichi Azuma ：

Future of harmacogenetics-               

based therapy for tuberculosis 

Pharmacogenomics 15(5) 1-7, 

2014 
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２．学会発表 

１．松本智成：第 25 回日本臨床微生

物学会総会 ベーシックレクチ

ャー 「多剤耐性菌の分子疫学解

析」. 平成 26 年 2 月 2 日, 

名古屋国際会議場, 名古屋 

 

２．松本智成, 永井崇之, 田村義孝,黒

川雅史, 川瀬一郎, 藤井隆, 相良

憲幸：第 89 回日本結核病学会総

会 一般演題 QIAxcelTM 

Advanced System を使用した結

核菌 Supply's 15-MIRU VNTR 

解析． 2014 年 5 月 9 日, 長良

川国際会議場 

 

３． 竹中日登美, 山田淳子, 山田泰子,  

松本智成：第 89 回日本結核病学

会総会 一般演題 患者理解度

からみた教育方法の課題．2014 

年 5 月 9 日, 長良川国際会議

場 

 

４．松本智成, 永井崇之, 田村義孝、 

黒川雅史, 川瀬一郎, 藤井隆, 相

良憲幸：第 89 回日本結核病学会

総会 一般演題 結核合併関節リ

ウマチ, クローン病患者 24 名に

対する抗 TNF 製剤および抗

IL-6 受容体抗体製剤投与の安全

性と有効性(第 3 報)．2014 年 5 

月 9 日, 長良川国際会議場 

 

５．松本智成：第 89 回日本結核病学

会総会 シンポジウム 抗酸菌

の分子疫学解析．2014 年 5 月 

9 日, 長良川国際会議場 

 

６．松本智成：第 89 回日本結核病学

会総会・東ソー株式会社共催アフ

ターヌーンセミナー１ 抗酸菌

核酸増幅検査の展望．2014 年 5 

月 9 日, 長良川国際会議場 5 

階 国際会議室 

 

７．松本智成：第 113 回日本結核病

学会近畿地方会・第 83 回日本呼

吸器学会近畿地方会 教育講演 

「呼吸器内科医が知っておくべ

き生物学的製剤と抗酸菌症」．  

2004 年 6 月 28 日, 姫路商

工会議所 

 

H. 知的財産権の出願・登録状況 

１．特許取得  

２．実用新案登録 

３．その他 
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多剤耐性結核に対する新規治療用DNAワクチンの開発・実用化に関する研究 
 

研究分担者 熊ノ郷淳 大阪大学 教授 

 

 

研究要旨  

本研究は、新規ワクチン（HVJ-エンベロープ/HSP65 DNA+IL-12 DNA）の第

１相を実施し、本ワクチンの薬事法に基づく承認取得を目指しているが、本分担

研究では、近畿地区の結核診療施設の結核患者の臨床試験統括。結核ワクチンの

薬効解析のためのマクロファージ機能解析を行った。 

 
 
A. 研究目的 

新規ワクチン(HVJ-エンベロープ

/HSP65 DNA + IL-12 DNA）の有効

性、 安全性を確認するため、多剤耐

性結核に対する医師主導治験（第１

相）を実施し、本ワクチンの薬事法に

基づく承認取得を目的としている。  

 

B. 研究方法と研究結果 

本分担研究では、近畿地区の結核診

療施設の結核患者の臨床試験統括。結

核ワクチンの薬効解析基盤の確立に

着手した。結核ワクチンの薬効解析の

ためのマクロファージ機能解析を行

った。  

 

C. 今後の展望について 

結核感染の慢性病態においては、 

持続的な慢性炎症をいかにコントロ

ールするかが大変重要である。分担研

究者の熊ノ郷は栄養センサーとして

知られる mTOR の制御が慢性炎症に

おける主要な炎症細胞であるマクロ

ファージの分化制御に重要であるこ

とを見出している。  

栄 養 セ ン サ ー と し て 知 ら れ る 

mTOR は、酵母からほ乳類に至るすべ

ての種に保存されているタンパク質 

 

 

リン酸化酵素であり、その活性は細胞

の成長、生存、増殖、代謝に重要であ

ると考えられており、近年、糖代謝、

アミノ酸代謝、細胞内アミノ酸濃度の

センサーとしての役割が注目されて

いる。アミノ酸はリソソーム膜に局在

す る 蛋 白  p18/Lamtor1 お よ び 

v-ATPase を介し mTOR を活性化

する。p18/Lamtor1 を介するこのア

ミノ酸感知シグナル経路は報告され

てはいるが、免疫細胞で果たす役割は

未解明である。  

熊ノ郷のこれまでの解析により、リ

ソ ソ ー ム 膜 に 局 在 す る 蛋 白 

p18/Lamtor1 が、M1-(炎症性)、M2 

 (制御性)マクロファージの分化制御

に必須で、p18/Lamtor1 欠損下では 

M2 マクロファージは完全に欠損し、 

LPS 静注モデルにおいて著明な高サ

イトカイン血症と敗血症死を引き起

こすとの知見を得ている。更に、制御

性 T 細胞特異的にp18/Lamtor1 欠損

を欠損させたところ、全身の臓器で自

己免疫を発症し、生後 2 週で致死に

至るとの所見も得ている。現在熊ノ郷

は既に作成・準備しているマクロファ

ージ特異的及び制御性 T 細胞特異的

p18/Lamtor1 遺伝子欠損マウスにお
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いて、関節炎、SLE、血管炎モデル用

いた検討を行うとともに、関節リウマ

チ、SLE、間質性肺炎患者検体を用い

た解析により、自己免疫・慢性炎症の

病態における代謝シグナルの病的意

義 の 解 析 を 行 っ て い る 。 ま た 、 

p18/Lamtor1-mTOR シグナルの下

流でマクロファージ、 制御性 T 細胞

の活性化・分化を制御するシグナル分

子やシグナル経路を、DNA array、 蛋

白アレイ、pathway 解析等の手法に

より同定し、これら分子を特異的に阻

害する化合物や薬剤を、低分子化合物

ライブラリー及び既存薬ライブラリ

ーを用いてスクリーニングも同時並

行で進行中である。  

このようにこれらの知見は、栄養セ

ンサーによって感知される結核患者

の栄養状態が患者さんの体内での慢

性炎症病態に深く関与しており、その

治療においては栄養面の管理も重要

であることを示唆している。従って今

後の分担研究においては、熊ノ郷が見

出しているこれらの知見を踏まえて、 

臨床パラメーターの検索や探索を行

っていく予定である。 
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