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(57) 要 約 ： 本 発 明 の 課 題 は 、簡 便 で か つ 効 率 が 高 い 、 レ トロウ イ ル ス ベ ク タ一 に よ る標 的細 胞 へ の 遺 伝
子 導 入 方 法 を提 供 す る こ と に あ る 。 本 発 明 は 、 （a ) レ トロ ウイ ル ス 結 合 性 物 質 が 固 定 化 され た 培 養
容 器 に 、外 来 遺 伝 子 が 搭 載 され た レ トロ ウ イ ル ス ベ ク ター を含 有 す る液 体 を入 れ た 後 、 2 5 °C未 満 の 温
度 で 4 時 間 以 上 イ ンキ ュ ベ ー トし、 レ トロ ウ イ ル ス ベ ク タ 一 が 結 合 され た 培 養 容 器 を得 る 工 程 、 及 び
( b ) 工 程 （a ) に よ り得 られ た 培 養 容 器 に標 的 細 胞 を入 れ 、 イ ンキ ュ ベ ー トす る工 程 、 を含 む レ トロ

ウィ ル ス ベ ク ター に よ る標 的 細 胞 へ の 遺 伝 子 導 入 方 法 を提 供 す る 。本 発 明 の 遺 伝 子 導 入 方 法 は 、簡 便 で
か つ高 効 率 で あ り、 特 に 医学 、 細 胞 工 学 、 遺 伝 子 工学 、 及 び発 生 工 学 等 の分 野 に お いて 有 用 で あ る。



明 細 書

発明の名称 ：遺伝子導入方法

技術分野

[0001 ] 本発明は、 レ トロウイルスベ クタ一による標的細胞への外来遺伝子の導入

方法に関する。

背景技術

[0002] 近年、重篤な遺伝子病や癌等の治療のための遺伝子治療法の開発が進め ら

れている。 これまでにヒ 卜での臨床応用が研究されてきた遺伝子治療法の多

くは、組換え レ 卜ロウィルスべ クタ一を用いた細胞への遺伝子導入によるも

のである。 レ トロウイルスベ クタ一は、標的細胞の染色体 D N A 中に目的の

外来遺伝子を安定に組み込むことが可能である。従 って、 レ トロウイルスべ

クタ一による遺伝子導入は、特 に長期 にわたる遺伝子発現が望 まれる遺伝子

治療 にとって好ま しい遺伝子導入手段である。

[0003] レ トロウイルスベ クタ一を用いた遺伝子導入の効率は、 フィプロネクチン

やフィプロネクチンフラグメン トC H — 2 9 6 [ R e t r o N e c t i n (

登録商標）〕のような レ トロウイルスに結合する細胞接着性物質の使用によ

り向上することが報告されている （例えば特許文献 1 ) 。 また、 レ トロウイ

ル スべ クタ一を含む溶液 を前記 R e t r o N e c t i n (登録商標）でコ一

卜した容器に加え、一定時間ィンキュベ 一 卜してウィルスベ クタ一のみを R

e t r o N e c t i n (登録商標）上に結合させ、 さらに感染阻害物質を含

む上清を除去 した後、標的細胞 を加える方法 （R e t r o N e c t i n B

o u n d V i r u s I n f e c t i o n ； B V ) により、這伝子

導入効率がさらに向上することが報告されている （特許文献 2 、非特許文献

)

[0004] R B V 法 における R e t r o N e c t i n (登録商標）へのウィルスべ ク

ターの結合は、遠心力を利用することにより増強できる （遠心 R B V 法）。

しか しなが ら遠心 R B V 法は、遠心力に耐えうる容器や遠心操作を行 うため



の高価な装置が必要なうえ、操作も多工程となる。また、多量の細胞への遺

伝子導入が求められる場合に処理容量のスケールアップが困難であるという

問題もある。

先行技術文献

特許文献

[0005] 特許文献1 ：国際公開第 9 5 / 2 6 2 0 0 号パ ンフ レッ ト

特許文献2 ：国際公開第 0 0 / 0 8 3 6 号パ ンフ レツ 卜

非特許文献

[0006] 非特許文献1 ：ジャーナル 才プ バイオケミス トリ一 （J . B i o c h e m

. ) 第 1 3 0 巻、第 3 3 1 ~ 3 3 4 頁 （2 0 0 1 年）

発明の概要

発明が解決 しょうとする課題

[0007] 本発明の目的は、簡便でかつ効果的な、 レトロウイルスベクタ一による標

的細胞への遺伝子導入方法を提供することにある。

課題を解決するための手段

[0008] すなわち本発明は、

[ 1 ] レ卜ロウィルスべ クタ一による標的細胞への外来遺伝子の導入方法で

あって、工程 （a ) ：レトロウイルス結合性物質が固定化された培養容器に

、外来遺伝子が搭載されたレ卜ロウィルスべ クタ一を含有する液体を入れた

後、 2 5 °C未満の温度で4 時間以上インキュべ一 卜し、 レトロウイルスべク

タ一が結合された培養容器を得る工程、及び工程 （b ) ：工程 （a ) により

得 られた培養容器に標的細胞を入れ、インキュべ一 卜する工程、を含む方法

[ 2 ] 工程 （a ) におけるインキュベーシ ョン時間が 5 時間超〜4 8 時間で

ある、 [ 1 ] に記載の方法、

[ 3 ] 工程 （a ) におけるインキュベーションが、振とうを伴うインキュべ

—ションである、 [ 1 ] に記載の方法、



[ 4 ] [ 1 ] に記載の遺伝子の導入方法であ って、工程 （a ) ：レ トロウイ

ル ス結合性物質が固定化 された培養容器 に、外来遺伝子が搭載 された レ トロ

ウィルスベ クタ一を含有する液体 を入れた後、 2 5 °C 未満の温度で 4 時間以

上インキュベー トし、 レ 卜ロウィルスべ クタ一が結合 された培養容器 を得 る

工程、工程 （b 1 ) ：工程 （a ) によ り得 られた培養容器 を洗浄する工程、

及び工程 （b 2 ) ：工程 （b 1 ) で洗浄 された培養容器 に標 的細胞 を入れ、

インキュベー トする工程、 を含む方法、

[ 5 ] レ トロ ウイル ス結合性物質が、 フィプロネクチ ン、 繊維芽細胞増殖因

子、 V 型 コラーゲ ン、ポ リリジン、 D E A E —デキス トラン、及び これ らの

フラグメン 卜か ら選択 された少な くとも 1 種である、 [ 1 ] に記載の方法、

[ 6 ] レ トロ ウイル ス結合性物質が、細胞結合性 を併せ持つ物質である、 [

] に記載の方法、

[ 7 ] レ トロ ウイル ス結合性物質が固定化 された培養容器が、 レ トロウィル

ス結合性物質及び細胞結合性物質が固定化 された培養容器である、 [ 1 ] に

記載の方法、並びに

[ 8 ] 細胞結合性物質が、細胞接着性 タンパ ク質、 ホル モ ン、 サイ ト力イン

、抗体、糖鎖、炭水化物、及び代謝物か ら選択 された少な くとも 1 種である

、 [ 7 ] に記載の方法、

に関する。

発明の効果

[0009] 本発明によ り、簡便でかつ効果的な遺伝子導入方法が提供 される。

発明を実施するための形態

[001 0] 本発明の遺伝子の導入方法は、工程 （a ) 「レ トロ ウイル ス結合性物質が

固定化 された培養容器 に、外来遺伝子が搭載 された レ 卜ロウィル スべ クタ一

を含有する液体 を入れた後、 2 5 °C 未満の温度で 4 時間以上ィンキュベ一 卜

し、 レ トロ ウイル スベ クタ一が結合 された培養容器 を得 る工程」、及び工程

( b ) 「工程 （a ) によ り得 られた培養容器 に標 的細胞 を入れ、 インキュべ

一 卜する工程」を含む。



[001 1] 本 明細書 において レ トロウイル ス とは、 ゲ ノムが R N A で構成 され、感染

した細胞 内で当該 R N A を D N A に変換 す る生活環 を有 す る レ トロウィル ス

科 に属 す る R N A ウィル スの総称 を示 し、 オ ンコ レ トロウィル ス及び レンチ

ウィル スを含 む。 オ ンコ レ トロウイル ス と しては、例 えばモ ロニ一マ ウス 白

血病 ウィル ス （M M L V ) が挙 げ られ る。 また、 レンチ ウィル ス と しては、

例 えば ヒ 卜免疫不全 ウィル ス 1 型 （H I V — 1 ) ゃサル免疫不全 ウィル ス （

S I V ) が挙 げ られ る。

[001 2] 本 明細書 において レ トロウイル スベ クタ一 とは、 レ トロウイル スに属 す る

オ ンコ レ トロウィル ス、 レンチ ウィル ス等 を基 に遺伝 子組み換 え技術 によ り

作製 された ウィル ス粒 子 を示 し、 オ ンコ レ 卜ロウィル スべ クタ一や レンチ ウ

ィル スべ クタ一、 あ るいは これ らのシ ユー ドタイ プべ クタ一 を含 む。 オ ンコ

レ 卜ロウィル スべ クタ一 と しては、例 えば M M L V に基 づ くベ クタ一等 が挙

げ られ る。 また、 レンチ ウィル スベ クタ一 と しては、 H I V — 1 に基 づ くベ

クタ一や S I V に基 づ くベ クタ一等 が挙 げ られ る。 シ ユー ドタイ プべ クタ一

とは、 G a g タ ンパ ク質や P o I タ ンパ ク質 とは由来 を異 にす る E n v タ ン

パ ク質 を有 す る組換 え レ 卜ロウィル スべ クタ一の ことを言 う。 シ ユー ドタイ

プベ クタ— と しては、水泡性 口内炎 ウィル ス （V S V ) 、 テナ ガザル 白血病

ウィル ス （G a L V ) 、 ネ コ内因性 ウィル ス R D 1 1 4 、 マ ウス 白血病 ウイ

リレス ( E c o t r o p i c _ e n v 、 a m p h o t r o p i c — e n v 1

0 A 1 _ e n v 等 ）等 の E n v タ ンパ ク質 を有 す るオ ンコ レ 卜ロウィル スべ

クタ一や レンチ ウィル スベ クタ一が例示 され る。本発 明 には、複製能欠損組

換 え レ トロウイル スベ クタ一が好適 に使 用 され る。該ベ クタ一は、感染 した

細胞 中で 自己複製 で きないよ うに複製能 を欠損 させてあ り、非病原性 であ る

。 これ らのベ クターは脊椎動物細胞、特 に、 哺乳類動物細胞 の よ うな宿主細

胞 に感染 し、 その染色体 D N A 中 にベ クター に搭載 された外来遺伝 子 を安定

に組み込 む ことがで きる。

[001 3] 工程 （a ) 「レ トロウイル ス結合性物 質が固定化 された培養容器 に、外来

遺伝 子が搭載 された レ 卜ロウィル スべ クタ一 を含有 す る液体 を入れた後、 2



5 °C 未満の温度で 4 時間以上ィンキュベ 一 卜し、 レ 卜ロウィルスべ クタ一が

結合 した培養容器 を得 る工程」に使用される レ 卜ロウィルスべ クタ一を含有

する液体 に限定はな く、例 えば レ 卜ロウィルスべ クタ一を含有するウィルス

産生細胞の培養液上清が例示 される。工程 （a ) において、 レ トロウイルス

結合性物質が固定化 された培養容器 に、外来遺伝子が搭載 された レ 卜ロウィ

ルスべ クタ一を含有する液体 を入れた後、 これを凍結 して一定期間保存 して

もよい。 この場合、凍結保存 した レ トロウイルスベ クタ一を含有する液体が

入 った培養容器は、 そのまま 2 5 °C 未満の温度で 4 時間以上のインキュべ 一

卜に供することがで きる。すなわち、解凍のための追加の工程 を特 に必要 と

しない。 この場合、工程 （a ) におけるインキュベーシ ョンは振 とうを伴 つ

たィンキュベ 一 シ ヨンとすることが望 ま しい。一般的な レ 卜ロウィルスべ ク

ターの産生方法 と しては、あ らか じめ g a g _ p o I 遺伝子、 e n v 遺伝子

等の レ 卜ロウィルスの構造 タンパ ク質をコ一 ドする遺伝子が染色体上 に組み

込 まれた レ トロウィルスパ ッケージング細胞 に、外来遺伝子 とパ ッケージン

グシグナル を搭載 した トラ ンス フ ァ一ベ クタ一を導入することによって産生

させる方法、及び レ トロウイルスの構造 タンパ ク質を有 さない細胞 に、 g a

g - o I 遺伝子や e n v 遺伝子等の レ トロウィルス構造 タンパ ク質をコ一

ドする遺伝子を有するパ ッケージングプラスミ ドと同時に、前記の トランス

ファーべ クタ一を トランスフエクシ ヨン して産生させる方法が挙 げ られる。

標 的細胞 に導入する外来遺伝子は、適当なプロモータ一、例 えば、 レ トロ

ウィルスベ クタ一中に存在する L T R の プロモータ一や外来 プロモータ一の

制御下に、組換 え レ 卜ロウィルスべ クタ一内に搭載 して使用することがで き

る。 また、効率のよい外来遺伝子の転写 を達成するために、 プロモータ一や

転写開始部位 と共同する他の調節要素、例 えば、ェ ンハ ンサ一配列やター ミ

ネ一タ一配列、 イン トロン配列がベ クタ一内に存在 していてもよい。標 的細

胞 内に導入される外来遺伝子は天然のものでも、 または人工的に作製 された

ものでもよ く、あるいは起源 を異 にする D N A 分子が、 ライゲ一シ ヨン等の

公知の手段 によつて結合 されたものであ ってもよい。



[001 5] レ トロウイル スベ クタ一 に搭載 され る外来遺伝 子 は、細胞 中に導 入す る こ

とが望 まれ る任意 の遺伝 子 を選ぶ ことがで きる。例 えば、外来遺伝 子 は、 治

療 の対象 とな る疾 患 に関連 している酵素や タ ンパ ク質 をコ一 ドす るものの他

、細胞 内抗体 （例 えば、 国際公開第 9 4 / 0 2 6 0 号パ ン フ レ ツ 卜参照）

、 丁細胞 レセ プタ一遺伝 子、増殖 因子、 ア ンチセ ン ス R N A 、 R N A 干渉 を

起 こす R N A 、 リボザ ィ厶、 フ 才ル ス プライマ 一 （例 えば、 国際公開第 9 0

/ 3 6 4 号パ ンフ レツ 卜参照）等 をコ一 ドす るもの を使 用す る ことがで

きる。例 えば、配列特異 的 R N A 分解酵素 であ るM a z F を発現 す る遺伝 子

を外来遺伝 子 と して C D 4 陽性 T 細胞 に導 入す る ことによ り抗 H I V 効 果 を

示 す C D 4 陽性 T 細胞 を取得 す る ことがで きる （例 えば、 国際公開第 2 0 0

7 / 0 2 0 8 7 3 号パ ン フ レ ツ 卜及び国際公開第 2 0 0 8 / 1 3 3 1 3 7 号

パ ン フ レ ッ ト） 。 さ らに、特 定の薬剤 に対 す る感受性 を付与 す るよ うな遺伝

子、例 えば、 チ ミジ ンキナーゼ遺伝 子 を細胞 に導 入 して該薬剤 に対 す る感受

性 を付与 す る こともで きる。

[001 6] 本 発 明 に使 用 され る レ トロウイル スベ クタ一は、遺伝 子導 入 された細胞 の

選択 を可能 にす る適 当なマ一 力一遺伝 子 を含有 していて もよい。 マ一 力一遺

伝 子 と しては、例 えば、細胞 に抗生物 質 に対 す る耐性 を付与 す る薬剤耐性遺

伝 子や、酵素活性 や蛍光 によ って遺伝 子導 入 された細胞 を見分 ける ことがで

きる レポー ター遺伝 子、細胞表面 に局在 す る細胞表面 マー カ一遺伝 子等 が利

用で きる。 マ一 力一遺伝 子 と してネオマイシ ンホスホ トラ ンス フェラ一ゼ遺

伝 子 を用 いる場合、遺伝 子導 入 された細胞 は G 4 1 8 に対 す る耐性 を指標 と

して確認 し、単離、精製 す る ことがで きる。 また、細胞表面 マ一 力一遺伝 子

と して L o w a τ f I n I t y N e v e G o w t h F a c t o

r R e c e p t o ( L N G F R ) の細胞外 ドメイ ンをコ一 ドす る遺伝 子

を用 いる場合、抗 L N G F R 抗体 を利用す る ことによ り遺伝 子導 入 された細

胞 を単離、精製 す る ことがで きる。

[001 7] 本 発 明 に使 用で きる レ トロウイル スベ クタ一 と しては、例 えば、 M F G ベ

クタ一 （A T C C N o . 6 8 7 5 4 ) 、 — S G C ベ クタ一 （A T C C



N o . 6 8 7 5 5 ) 、 L X S N ベ クタ一 [ バ イオテ クニ クス （B ί o T e c

h n i q u e s ) 、 第 7 巻、 第 9 8 0 ~ 9 9 0 頁 （1 9 8 9 年 ） ] 、 タカラ

バ イオ社製 の D O N — 5 、 D O N — A I — 2 、 M E I — 5 レ トロウイル スべ

クタ一や p L V S I N — C M V レンチ ウィル スベ クタ一、 クロンテ ック社製

の R e t r o _ X Q ベ クタ一シ リーズ、 L e n t ί _ X ベ クタ一シ リーズ

等 のベ クタ一があ る。

[001 8] また、 これ らのベ クタ一は、 公知 のパ ッケージ ング細胞株、例 えば、 P G

1 3 ( A T C C C R L - 1 0 6 8 6 ) P A 3 7 ( A T C C C R L -

9 0 7 8 ) 、 G P + E - 8 6 ( A T C C C R L _ 9 6 4 2 ) や G P + e n

v A m ( A T C C C R L _ 9 6 4 1 ) 、 [ プ ロシ一デ ィンダス 才 プ

ザ ナシ ョナル アカデ ミー 才 プ サ イェ ンシ イス 才 プ ザ ュナイ

テ ッ ド ' ステ ィッ ' 才 プ アメ リカ （P r o c . N a t l . A c a d .

S c i . U S A ) 、 第 8 5 巻、 第 6 4 6 0 ~ 6 4 6 4 頁 （1 9 8 8 年 ）

] に記載 の C R I P 等 の細胞株 を使 用す る ことによ り、調製 す る ことがで

きる。 また、組換 え ウィル スの構造 タ ンパ クを発現 す るパ ッケージ ングブラ

ス ミ ドと レ 卜ロウィル スべ クタ一 プラス ミ ドを 2 9 3 T 細胞 （A T C C C

R L — 1 6 8 ) や G 3 T _ h ί 細胞 （タカラバ イオ社製 ）等 に一過性 に

トラ ンス フエクシ ョンを行 い、 その培養上清 を回収 す る ことによ つて も調製

す る ことがで きる。

[001 9] パ ッケージ ン グ細胞 に トラ ン ス フ ァ一 ベ クタ一 を導 入 して作製 された ウイ

ル ス産 生細胞 や標 的細胞 の培養 には、 公知 の培地、例 えば、 ダルベ ッコ改変

イー グル培地、 イス コプ改変 ダルベ ッコ培地等 が使 用で き、 これ らは、例 え

ば、 ギ プコ （G ί b c o ) 社 か ら市販 品 と して入手 す る ことがで きる。 これ

らの培地 には、遺伝 子導 入の標 的 とな る細胞 の種類 や その他 の 目的 に応 じて

種 々の成分 を添加 して用 いる ことがで きる。例 えば、標 的細胞 の生育や分化

を促進、 あ るいは抑制 す る 目的で血清や各種 のサ イ ト力 イ ン類、還元剤 を添

加 して使 用す る ことがで きる。血清 と しては、例 えば、仔牛血清 （C S ) や

牛胎児血清 （F C S ) 、 ヒ 卜血清等 を使 用す る ことがで き、 これ らに換 えて



血清代替物 （s e r u m r e p l a c e m e n t ) や精製 された血清 アル

プミン （例 えば ヒ 卜血清 アル ブミン）を使用することもで きる。 また、サイ

卜力インと しては、 インタ一 ロイキン類 （I L — 2 、 I L — 3 、 I L — 4 、

I L — 6 等）、 コロニー刺激因子類 （G _ C S F 、 G M —C S F 等）、幹細

胞因子 （S C F ) 、 エ リスロポエチ ンや種 々の細胞増殖因子等があ り、 その

多 くのものについて ヒ 卜由来のものが市販 されている。 これ らのサイ トカイ

ン類 を使用するにあた っては、 目的に応 じた作用を有するものを選択 し、 ま

た必要 に応 じて これ らを組み合わせて使用すればよい。 また、 ウィルス回収

時に標 的細胞の培養 に適 した培地 に置換 しても良い。例 えば、標 的細胞が ヒ

卜リンパ球の場合、 リンパ球の培養 に好適な G T - T 5 0 3 培地、 G T _ T

- R e t r o I 培地、 G T _ T _ R e t r o I I I 培地 （いずれもタ力ランく

ィ才社製）、 X _ V I V O 5 培地 （ロンザ社製）や A I M _ V 培地 （イン

ビ 卜ロジェン社製）を用いることがで きる。

[0020] 酪酸ナ トリウムをウィルス産生細胞の培養時に添加することによ り、上清

中に産生されるウイル ス粒子が増加することが知 られているが [ ヒュー マ ン

- ジ一 ン セラ ピー （H u m a n G e n e T h e r a p y ) 、第 6 巻、

第 1 1 9 5 ~ 1 2 0 2 頁 （1 9 9 5 年） ] 、本発明の遺伝子導入方法 には、

こう して調製 された高いタイターのウィルス上清 も問題な く使用することが

で きる。

[0021 ] 工程 （a ) に使用される レ トロウイルスベ クタ一を含有する液体のウィル

スタイタ一 と しては、本発明を特 に限定するものではないが、 1 0 コピー/

m L 以上が例示 され、 1 0 8 ~ 1 0 1 2 コピ一/ m L がよ り好適 に例示 され、 1

0 ~ 0 1 2 コピ一/ m L が更によ り好適 に例示 される。なお、上記 に示すゥ

ィルスタイタ一はタカラバイオ社製の R e t r o v i r u s T i t e

S e t ( f o R e a l T i m e P C R ) を用いて測定 した R N A コ

ピ一数 を元 に算出 したウィルスタイタ一である。 これをウィルスの感染性 を

示す生物学的力価で示す と、 ウィルスタイタ一は上記数値の 1 / 1 0 2 ~ /

0 3 となる。



[0022] 本発明に使用されるレ トロウイルス結合性物質は、 レ トロウイルスに結合

親和性を示す物質であれば特に限定はなく、例えば、フィプロネクチン、線

維芽細胞増殖因子、 V 型コラーゲン、ポリリジン、 D E A E —デキス トラン

、及びこれらのフラグメン トから選択された少なくとも一種の物質が例示さ

れる。これらの物質を化学的に修飾することにより、そのウィルスへの結合

性を増強することも可能である （例えば特許文献 2 ) 。

[0023] また、上記のレトロウイルス結合性物質として、細胞結合性を併せ持つも

のを使用するか、あるいはレトロウィルス結合性物質を細胞結合性物質と組

み合わせて使用 してもよい。細胞結合性物質としては、細胞への結合親和性

を示す物質であれば特に限定はなく、例えば、細胞接着性タンパク質、ホル

モン、サイ ト力イン、抗体、糖鎖、炭水化物及び代謝物等から選択された物

質を使用することができる。標的細胞に特異的に結合する抗体は、特定の細

胞に特異的に遺伝子を導入するうえで有用である。本発明に使用できる抗体

としては特に限定はなく、遺伝子を導入 しょうとする標的細胞で発現されて

いる抗原に対する抗体を適宜選択 し、使用することができる。標的細胞に発

現 しているC D抗原を認識する抗体を使用すれば、標的細胞に高い特異性で

遺伝子を導入することができる。例えば、抗C D 4 抗体を使用 した場合には

ヘルパ一T 細胞に、抗C D 8 抗体を使用 した場合にはキラ一T 細胞に、また

抗C D 3 4 抗体を使用 した場合には造血幹細胞に、それぞれ遺伝子導入を方

向づけることができる。抗体は公知の方法によって作製することができる。

現在では多くの抗体が市販されており、これらを使用することもできる。こ

れらの抗体は細胞特異性等の所望の性質を有 しているものであれば、ポリク

口一ナル抗体、モノクローナル抗体のどちらでもよい。また、公知技術によ

り修飾された抗体や抗体の誘導体、例えば、 ヒ卜化抗体、 F a b フラグメン

卜、一本鎖抗体等を使用 してもよい。

[0024] また、細胞結合性物質として細胞接着活性を有するタンパク質 （フィプロ

ネクチン、ラミニン、 トロンボスボンジン、 ビ卜ロネクチン等）や細胞結合

ドメインを含むそのフラグメン ト、種々の糖タンパク質やその糖鎖 （例えば



高マンノース型のN —結合型糖鎖）を使用することもできる。さらに、上記

の細胞結合性物質をレトロウィルス結合性物質に結合させたものは遺伝子導

入に好適に使用できる。

[0025] 上記のような物質は天然起源の物質から得ることができ、また、人為的に

作製する （例えば、組換えD N A 技術や化学合成技術によって作製する）こ

とができ、さらに、天然起源の物質と人為的に作製された物質との組合せに

より作製することもできる。また、国際公開第 9 7 / 1 8 3 1 8 号パ ンフ レ

ッ卜に記載のように、これらの物質を使用 して遺伝子導入を実施する場合に

は、 レトロウィルス結合部位を有する物質と細胞結合部位を有する他の物質

とを混合 して使用するか、あるいはレトロウィルス結合部位と細胞結合部位

とを同一分子上に有する物質を使用することができる。なお、これらの物質

としては、これらが天然において共存 している他のタンパク質を実質的に含

有 していないものが使用される。

[0026] フィプロネクチンやそのフラグメン トは、 レトロウイルス結合性と細胞結

合性とを併せ持つ物質として好適である。フィプロネクチンやそのフラグメ

ン 卜は、例えば、ジャーナル 才プ バイオケミス トリ一、第 2 5 6 巻、第

7 2 7 7 頁 （1 9 8 1 年）、ジャーナル 才プ セル バイオロジー （J .

C e I に B i o l . ) 第 1 0 2 巻、第4 4 9 頁 （1 9 8 6 年）、ジ

ャ一ナル 才プ セル バイオロジー、第 1 0 5 巻、第4 8 9 頁 （1 9 8 7

年）に記載の方法によって、天然起源の材料から実質的に純粋な形態で製造

することができる。また、米国特許第 5 ， 1 9 8 ，4 2 3 号に記載の方法に

より、組換えD N A 技術を利用 して製造することもできる。特に、 レトロゥ

ィルス結合部位であるへパ リン— I I 領域を含むフィプロネクチンフラグメ

ン 卜、例えば、フィプロネクチンフラグメン トC H —2 9 6 、H _ 2 7 1、

H _ 2 9 6 、及びC H —2 7 1等の組換えポリペプチ ド、ならびにこれらを

取得する方法は、米国特許第 5 ， 1 9 8 ，4 2 3 号に詳細に記載されている

。なお、上記のフィプロネクチンフラグメン トのうちH —2 9 6 はV L A —

4 への結合領域ポリペプチ ドを、C H _ 2 7 1 はV L A _ 5 への結合領域ぺ



プチ ドを、また、C H _ 2 9 6 はその両方を有 している [ ネィチヤ一 ' メデ

イシン （N a t u r e M e d i c i n e ) 、第 2 巻、第 8 7 6 ~ 8 8 2 頁

( 1 9 9 6 年）] 。C H —2 9 6 はレトロネクチン、 R e t r o N e c t i

n の登録商標名で市販されている。

[0027] 本発明に使用される培養容器に特に限定はなく、細胞培養用バッグ、細胞

培養用プレー ト、細胞培養用シャーレ、細胞培養用試験管、及び細胞培養用

フラスコが例示される。培養容器の素材にも特に限定はなく、例えばプラス

チック製又はガラス製の培養容器を本発明に使用できる。多量の細胞への遺

伝子導入が望まれる場合には、細胞培養用バッグ、特にガス透過性の細胞培

養用バッグが本発明に好適である。 レトロウィルス結合性物質を培養容器の

内面に固定化する場合、本発明を特に限定するものではないが、培養容器の

素材としては、ポリスチレン、ポリエチレン、シク口才レフイン樹脂、フッ

素樹脂が例示される。

[0028] レトロウイルス結合性物質の培養容器への固定化の方法は、物質の種類や

使用する培養容器の種類によって適宜選択することができる。例えばレトロ

ウィルス結合性物質がポリべプチ ドの場合は、培養容器表面への物理吸着に

より固定化することができる。また、架橋剤等を使用 した共有結合によって

、 レトロウィルス結合性物質を培養容器に固定化 してもよい。

[0029] 工程 （a ) におけるインキュベーションの温度条件としては、 2 5 °C未満

であれば特に限定はないが、 2 0 °C未満が例示され、 1 8 °C未満が好適に例

示され、 1 °C ~ 1 8 °Cがより好適に例示され、 1 °C ~ 1 0 °Cがさらにより好

適に例示される。ィンキュベ一ションの時間としては4 時間以上であれば特

に限定はないが、導入効率の点で、 5 時間超〜 7 時間が例示され、 5 時間

越〜4 8 時間が好適に例示され、 6 時間〜4 8 時間がより好適に例示され、

8 時間〜4 8 時間がさらにより好適に例示され、 1 2 時間〜4 8 時間がさら

により一層好適に例示される。インキュベーションの時間は、例えば、4 0

時間以下、 3 5 時間以下、 3 0 時間以下、 2 5 時間以下、 2 0 時間以下、ま

たは 1 8 時間以下である。また、インキュベーションの時間は、例えば、4



時間以上、 6 時間以上、 8 時間以上、 1 2 時間以上、 1 6 時間以上、 1 8 時

間以上、 2 0 時間以上、 または 2 4 時間以上である。工程 （a ) においてィ

ンキュベ 一 シ ヨンするウィルス液の量は、例 えば、 0 . 5 mL ~ 1 0 0 0 m L

である。

[0030] また、 イ ンキ ュベ ー シ ョンは静置状態で行 ってもよいが、振 とうを伴 って

ィンキュベ一 卜することによって、 レ 卜ロウィルスべ クタ一の培養容器への

結合効率 をよ り高いもの とすることがで きる。振 とうは、例 えば培養容器 を

平面上で横揺れ （往復）も しくは回転 させる方法、培養容器 に傾斜 を与える

シ一ソ一様の揺動、 これ らの組合せ等で行 うことがで きる。 このような振 と

うを実施するための各種の装置が市販 されている。振 とうの条件は、使用す

る培養容器の形状ゃ大 きさに応 じて培養容器内で レ トロウイルスベ クタ一を

含有する液体が動 くような条件であれば特 に本発明を限定するものではない

が、例 えば傾斜角 9 度のシ一ソ一様の揺動 による振 とうの場合、 2 0 r p m

~ 7 5 r p m が好適 に例示 され、 3 0 r p m ~ 7 0 r p m がよ り好適 に例示

され、 3 0 r p m ~ 6 5 r p m がさ らによ り好適 に例示 される。振 とうの傾

斜角は、本発明を特 に限定するものではないが、 0 度〜 1 5 度 の範囲で適宜

調整すればよい。 また、横揺れによる振 とうの場合、振 とう速度 は、例 えば

3 0 r p m ~ 3 0 0 r p m、好 ま しくは 3 5 r p m ~ 2 8 0 r p m、 よ り好

ま しくは 4 0 r p m ~ 2 6 0 r p m が例示 される。

[0031 ] 培養容器 と して細胞培養用バ ッグを用い、振 とうを伴 ったインキュべ 一 卜

によ り工程 （a ) を実施する場合、バ ッグに注入するウィルス液の容量は、

バ ッグを振 とう した際のゥィルス液の可動性等 を考慮 して適宜決定すること

がで きる。細胞培養用バ ッグに注入するウィルス液の容量は、例 えば、 5 m

L ~ 0 0 0 m L 、好適 には 5 O m L ~ 7 0 0 m L 、 よ り好適 には 1 0 0 m

L ~ 5 0 0 m L である。例 えば、振 とう した際に溶液の可動性が高い細胞培

養用バ ッグを用いる場合 には、バ ッグの容量 に応 じた適当量のウィルス液 を

バ ッグに注入すれば、バ ッグを振 とう した際のウィルス液の十分な可動性 を

確保で きる。 また、振 とう した際に溶液の可動性が低 い細胞培養用バ ッグを



用いる場合には、実施例 6 に記載のとおり、ウィルス液と共に無菌の空気を

バッグに注入することによって、バッグを振とうした際のウィルス液の可動

性を高め、プレローデイング効率を向上させることができる。注入するウイ

ルス液と無菌の空気の体積の比率は、例えば、 3 ：1 ~ 2 ：1 である。なお

、本発明の遺伝子導入方法は、実施例 9 に示すとおり、細胞培養用バッグを

用いたラ一ジスケ一ルでの遺伝子導入においても高効率な遺伝子導入を実現

できることから、大量の遺伝子導入細胞の調製に適 している。

[0032] 本発明を特に限定するものではないが、例えば、培養容器として実施例 9

に記載のような培養面積が約 2 0 0 c m 2以上のラージスケールバッグ用い、

振とうを伴ったインキュベー トにより工程 （a ) を実施する場合は、傾斜角

が0 度の横揺れ振とうであれば振とう速度は3 0 ~ 7 0 r p m、傾斜角 3 ~

5 度 （特に4 度）のシ一ソ一型振とうであれば振とう速度は2 5 ~ 4 5 r p

mで、いずれも 1 °C ~ 1 0 °Cの範囲でインキュベーションを行うことが好ま

しい。また、インキュベーション時間は8 ~ 2 0 時間が好ましい。

[0033] 細胞培養用バッグを用いて本発明を実施 した場合、バッグの内面全体にレ

卜ロウィルスべ クタ一が結合する。バッグの内面同士を接触させるような操

作は結合 したレ卜ロウィルスべ クタ一を脱離させる可能性があり、避けた方

が良い。例えば、硬質の板状物の間に挟んでバッグを保持することにより、

前記のようなレ卜ロウィルスべクタ一の脱離を回避することができる。

[0034] 後述の実施例 2 のように、インキュベーシ ョンの終了後、 レ トロウイルス

ベクタ一を含有する液体を新鮮なレトロウイルスベクタ一を含有する液体に

置換 し、さらに再度インキュベー トを行ってもよい。また、インキュべ一シ

ョンの終了後、 レ卜ロウィルスべクタ一を含有する液体に新鮮なレ卜ロウィ

ルスべクタ一を含有する液体を添加 し、さらに再度ィンキュベ一 卜を行って

もよい。工程 （a ) を実施 した後、後述の工程 （b 1 ) 「工程 （a ) により

得られた培養容器を洗浄する工程」を行った後、工程 （a ) を再度繰り返 し

てもよい。こうすることによって、遺伝子導入効率をさらに向上させること

ができる。



[0035] なお、後述の実施例 1 0 に示される通り、工程 （a ) のインキュべ一ショ

ンの終了後に培養容器内の液体を回収すると、感染力を維持 したレ卜ロウィ

ルスベクターが残存 している。この回収液を本発明の遺伝子導入方法に再利

用することができる。回収 したレ卜ロウィルスべ クタ一を含有する液体をそ

のまま、若 しくは未使用のレ卜ロウィルスべ クタ一を含有する液体と混合 し

て本発明の遺伝子導入方法に使用すれば、ウィルス使用量を低減することが

できるため、経済的である。

[0036] レトロウイルスベクタ一の培養容器への結合の効率は、例えば本発明の方

法により最終的に得 られた細胞のうち遺伝子が導入されたものの割合 （遺伝

子導入効率）や前記細胞におけるプロウィルスのコピ一数を測定することに

より確認することができる。遺伝子導入効率の測定は公知の方法で行うこと

ができる。例えば細胞に導入する外来遺伝子としてZ s G r e e n 等の蛍光

タンパク質をコ一 ドするマ一力一遺伝子を使用 した場合には、当該遺伝子が

導入された細胞数をフローサイ トメ一ターで計測することにより遺伝子導入

効率を測定できる。また、外来遺伝子として細胞表面に発現される遺伝子産

物をコー ドする遺伝子を用いる場合には、当該遺伝子産物に特異的に結合す

る標識抗体を利用すれば、上記と同様にフローサイ 卜メータ一を用いた遺伝

子導入効率の計測を行うことができる。

[0037] 工程 （b ) 「工程 （a ) により得 られた培養容器に標的細胞を入れ、イン

キュベ一 卜する工程」により、標的細胞にレトロウイルスベクタ一が感染 し

、外来遺伝子が導入された細胞を効率良く得ることができる。インキュべ一

ションは、細胞へのレ卜ロウィルスべクタ一の感染に用いられる通常の方法

、例えば、標的細胞に適 した培地中、 3 5 °C ~ 4 0 °C (例えば、 3 7 °C ) 、

炭酸ガス濃度 2 ~ 1 0 % (例えば、 5 % ) の条件でのインキュベーシ ョンに

よって行うことができる。この条件ゃィンキュベ一ションの時間は標的細胞

や目的に応 じて適宜変更できる。例えば、インキュベーシ ョンの時間は、 4

時間〜 9 6 時間である。培養容器として細胞培養用バッグを用いる場合には

、工程 （a ) によりバッグ内面の上下両面にレトロウイルスベクタ一を結合



させておき、工程 （b ) において標的細胞を入れて一定時間インキュベー ト

した後にバッグの上下を反転させ、さらに一定時間ィンキュベ一 卜すること

により、バッグ両面での標的細胞へのレ卜ロウィルスべクタ一の感染を促 し

、遺伝子導入効率をさらに向上させることもできる。

[0038] レ卜ロウィルスべクタ一としてオンコレ卜ロウィルスに基づくベクタ一を

用いる場合、G 0期の細胞に対 しては染色体 D N A への外来遺伝子の導入を行

うことができない。従って、このような場合には、適当な標的細胞増殖因子

による予備刺激によって標的細胞を細胞周期に誘導することが好ましい。例

えば、骨髄細胞や造血幹細胞に遺伝子導入を行う場合の予備刺激には、各種

のサイ ト力イン、例えばインタ一ロイキン_ 3 、インタ一ロイキン_ 6 や幹

細胞因子等が使用できる。 レンチウィルスベクタ一を使用する場合には、予

備刺激は必ず しも必要ではない。

[0039] 細胞へのレトロウイルスの感染には、細胞表面に存在するレセプターが関

与 していることが知られている。例えば、塩基性アミノ酸 トランスポ一タ一

、 リン酸 トランスポ一タ一は、それぞれェコ トロピックウィルス、アンフ才

トロピックウィルスのレセプターとして機能することが知られている [ プロ

シ一ディングス 才プ ザ ナショナル アカデミー 才プ サイェンシィ

ス 才プ ザ ユナイテッド ステイツ 才プ アメリカ、第 9 3 巻、第 1

4 0 7 1 4 1 3 頁 （1 9 9 6 年）] 。これらの トランスポーターの発

現や代謝回転を活発にさせるために、塩基性アミノ酸、 リン酸、またはこれ

らの塩もしくは前駆体を低減させた培地中で標的細胞を前処理することによ

つて、当該細胞をウィルスに感染 し易い状態とすることができる。

[0040] 本発明の方法による遺伝子導入の標的となる細胞も特に制限はない。例え

ば、幹細胞 （s t e m e e l I s : 造血幹細胞、間葉系幹細胞、胚性幹細

胞等）、造血細胞、単核細胞 （末梢血単核細胞、臍帯血単核細胞等）、胚細

胞、プライモディァリレ ジャ一厶 セリレ ( p r i m o r d i a l g e m

e e l I ) 、卵母細胞、卵原細胞、卵子、精母細胞、精子、赤血球系前駆

細胞、 リンパ球母細胞、成熟血球、 リンパ球、 B細胞、 T 細胞、 N K細胞、



線維芽細胞、神経芽細胞、神経細胞、内皮細胞、血管内皮細胞、肝細胞、筋

芽細胞、骨格筋細胞、平滑筋細胞、 ガン細胞、骨髄腫細胞及び白血病細胞等

を使用することができる。血液や骨髄 より得 られる造血系の細胞は入手が比

較的容易であ り、 またその培養や維持の手法が確立されていることか ら、本

発明の方法を利用するのに好適である。特 に導入された遺伝子の生体内での

長期 にわたる発現が目的の場合には、多能性 を有する幹細胞 （造血幹細胞、

間葉系幹細胞等）や種 々の前駆細胞が標的細胞 と して適 している。 また、遺

伝子治療法をA I D S の治療 に適用する場合には、 〇 4 陽性 丁細胞等の免

疫系細胞やその前駆細胞が標的細胞 と して好適である。

[0041 ] 例 えば、 C D 4 陽性 T 細胞 を標的細胞 と した遺伝子治療法は以下のような

操作によって実施することができる。 まず、 ドナ一よりC D 4 陽性 T 細胞 を

含有する材料、例えば、骨髄組織、末梢血液、臍帯血液等を採取する。 これ

らの材料はそのまま遺伝子導入操作に用いることも可能であるが、通常は、

密度勾配遠心分離等の方法により単核細胞画分を調製する。 さらにC D 4 分

子を指標 と した細胞の精製、 C D 8 陽性 T 細胞および/ または単球の除去、

な らびにC D 4 陽性 T 細胞数 を拡大する培養操作を行 ってもよい。 これ らの

細胞集団について、必要に応 じて適当な予備刺激 （例えばC D 3 リガン ド、

C D 2 8 リガン ド、 または I L — 2 による刺激）を行 った後、本発明の方法

により目的とする遺伝子が搭載 された組換え レ 卜ロウィルスべ クタ一を感染

させる。 こう して得 られた遺伝子導入された細胞は、例えば、静脈内投与に

よって レシ ピエン 卜に移植することができる。 レシ ピエン 卜は、好ま しくは

ドナ一自身であるが、同種異系移植 を行 うことも可能である。

[0042] 造血幹細胞 を標的と した遺伝子治療法 と しては、患者 において欠損 してい

るか、異常が見 られる遺伝子を補完するものがあ り、例えば、 A D A 欠損症

ゃゴ一シェ病の遺伝子治療法がこれにあたる。 この他、例えば、 ガンや白血

病の治療 に使用される化学療法剤 による造血細胞の障害を緩和するために、

造血幹細胞への薬剤耐性遺伝子の導入が行われることがある。

[0043] また、癌の遺伝子治療法 と しては、腫瘍抗原を認識する T 細胞 レセプタ一



をコ一 ドする遺伝子を導入することにより、 リンパ球に当該抗原を発現する

癌細胞に対する特異的な細胞傷害活性を付与する方法が研究されている [ ジ

—ン セラピー （G e n e T h e r a p y ) 、第 1 5 巻、第 6 9 5 ~ 6 9

9 頁 （2 0 0 8 年）] 。さらに、 A I D S を遺伝子治療法によって治療 しよ

うという試みも行われている。この場合には、 A I D S の原因であるH I V

が感染するC D 4 陽性 T 細胞等のT 細胞に、 H I V の複製や遺伝子発現を妨

げるような核酸分子 （一本鎖特異的エン ドリボヌクレア一ゼ、アンチセンス

核酸、 リボザィ厶等）をコー ドする遺伝子を導入することが考えられている

(例えば、国際公開第 2 0 0 7 / 0 2 0 8 7 3 号パ ンフ レッ ト、 ヒューマ ン

ジーン セラピ一、第 2 2 巻、第 3 5 ~ 4 3 頁 （2 0 1 1 年））。

[0044] 工程 （b ) において、 レトロウイルスベクタ一溶液中に遺伝子導入や細胞

培養に好ましくない物質が含まれている場合には、細胞を入れる前に、 「レ

卜ロウィルスべクタ一が結合された培養容器を洗浄する工程」を施 し、遺伝

子導入や細胞培養に好ましくない物質を除去 しても良い。すなわち、工程 （

a ) 「レトロウイルス結合性物質が固定化された培養容器に、外来遺伝子が

搭載されたレ卜ロウィルスべクタ一を含有する液体を入れた後、 2 5 °C未満

の温度で4 時間以上ィンキュベ一 卜し、 レ卜ロウィルスべクタ一が結合され

た培養容器を得る工程」、工程 （b ) 「工程 （a ) により得 られた培養容

器を洗浄する工程」、及び工程 （b 2 ) 「工程 （b 1 ) で洗浄された培養容

器に標的細胞を入れ、インキュベー トする工程」を含む遺伝子導入方法も、

本発明の一態様である。

[0045] 工程 （b 1 ) 「レ卜ロウィルスべクタ一が結合された培養容器を洗浄する

工程」には、例えば、 リン酸緩衝生理食塩水やハ ンクスの生理食塩水の他、

標的細胞の培養に使用する液体培地等を使用することができる。さらにこれ

らの溶液に適宜ヒ卜血清アルブミン等を添加することもできる。この工程に

より、遺伝子導入に好ましくない物質を除去することができる。本工程によ

り除去される物質としては、例えば、ウィルス上清に含まれているパッケ一

ジング細胞由来のレトロウィルス感染阻害物質 [ ヒューマン ジーン ' セラ



ピ一、第 8 巻、第 1 4 5 9 ~ 1 4 6 7 頁 （1 9 9 7 年）、ジャーナル 才プ

ウイ口ロジ一 （J . V i r o に ) 第 7 0 巻、第 6 4 6 8 ~ 6 4 7 3 頁

( 1 9 9 6 年）] や、 レトロウイルス産生細胞の培養時にレトロウイルスの

産生の促進を目的として添加される物質、例えば、ホルボール 1 2 _ ミリ

ステー ト 1 3 —アセテー ト （T P A ) ゃデキサメサゾン [ ジーン セラピ

― 、第 2 巻、第 5 4 7 ~ 5 5 1 頁 （1 9 9 5 年）] の他、細胞の老廃物や前

記の酪酸ナ 卜リゥ厶等が挙げられる。

実施例

[0046] 以下に実施例を挙げて本発明を更に具体的に説明するが、本発明は以下の

実施例のみに限定されるものではない。

[0047] 実施例 1 各種ウィルスプレ口一ディング法によるS u p T 細胞への遺伝

子導入

[0048] ( 1 ) D O N —Z s G r e e n レトロウイルスベクタ一の調製

p Z s G r e e n V e c t o r ( クロンテツク社製）を制限酵素 B a m

H I とE c o R I (タカラバイオ社製）で切断 し、ァガロースゲル電気泳動

を行い、緑色蛍光タンパク質Z s G r e e n をコー ドする配列を含む約 0 .

7 k b p のフラグメン卜を回収 した。回収 したフラグメン卜をD N A B I

u n t i n g K i t (タカラバイオ社製）を用いて末端平滑化後、 p D O

N - A I D N A (タカラバイオ社製）に揷入 し、組換えレトロウイルスべ

クタ一プラスミドp D O N —Z s G r e e n を取得 した。次に、当該プラス

ミドとR e t r o v i r u s P a c k a g i n g K i t E c o (タカ

ラバイオ社製）を用いてェコ トロピックD O N —Z s G r e e n ウィルスを

作製 した。その後、これをG a L V レトロウイルスパッケージング細胞 P G

3 に感染させた。感染細胞から高力価のウィルス産生細胞をクロ一ニング

してレ卜ロウィルスべクタ一産生細胞株 P G 3 / D O N - Z s G r e e n

を樹立 した。さらに当該産生細胞を用いて、 5 mM 酪酸ナ トリウムを含有

する培地で常法によりG a L V / D O N - Z s G r e e n ウィルス液を取得

した （以下、 D O N _ Z s G r e e n レ卜ロウィルスべ クタ一と称す）。な



お、取得 したウィルス液のR N A タイタ一は 1 8 8 X 1 0 1。コピー m L

であった。

[0049] ( 2 ) S u p T 細胞へのZ s G r e e n 遺伝子導入

表面未処理 2 4 ゥエルプレ一 卜 （べク トン ' ディッキンソン社製）に 1 ゥ

エルあたり5 0 0 从 1_ の 2 0 g m L のフィプロネクチンフラグメン トで

あるC H —2 9 6 (商品名 レトロネクチン ；タカラバイオ社製）を添加 して

4 °Cで一晩放置 した後、 5 0 0 从 1_ の？ 3 で 2 回洗浄 した。本明細書の実

施例では、このプレー トをC H —2 9 6 コ一 卜プレー トとし、必要に応 じて

作製 した。

[0050] 実施例 1 _ ( 1 ) で調製 したD O N —Z s G r e e n レ卜ロウィルスべク

タ一をR P M I 培地にて 6 0 倍に希釈 し、C H _ 2 9 6 コ一 卜プレー 卜に 1

ゥエルあたり 1 m L ずつ添加 した。プレローデイング （R B V 法におけるレ

卜ロウィルスべクタ一の培養容器への結合）中のプレー 卜の振とう条件は、

プレローデイング中にプレー トを振とうしない （静置 した）もの、 3 5 r p

mで傾斜角 9 度のシ一ソ一型の振とう機 （M i l d M i x e , S I —

3 6 ( T A I T E C社製））による振とうを行ったもの、及び 1 0 0 r p m

での傾斜 0 度、振とう幅 3 c mの横揺れによる振とう機 （P e r s o n a l

1 0 I N C U B A T O R P E R S O N A L T A I T E C社製）による

振とうを行ったものの 3 種類について検討 した。プレローデイングは、これ

らの各振とう条件について、 4 °C ~ 3 7 °Cのインキュベーション温度、及び

2 時間〜 2 4 時間のィンキュベ一ション時間で実施 した。ィンキュベ一ショ

ンの終了後ウィルス液を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B S を 1 ゥェルぁ

たり 1 m L ずつ使用 して各ゥエルを洗浄 した。次に 1 0 % F B S 、 % P e

n i c i l l i n - S t e p t m y c i n を含む培地を用いて 5 X 1 0 c

e I I s m L となるようにS u p T 1細胞 （A T C C C R L - 9 4 2

) を懸濁 し、前述のウィルスをプレロー ドしたゥエルに 1 m L ずつ添加 し、

3 7 °C、 5 % C 0 2インキュベータ内で培養 してレトロウイルス感染 （レトロ

ウィルスベクタ一による遺伝子導入）を行った。培養開始から 1 曰目 （培養



1 曰目）に細胞懸濁液 を新たな表面未処理 2 4 ゥエル プレ一 卜に移 した後、

1 0 % F B S 、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含む

培地を 1 ゥエ ル あた り4 m L ずつ添加 し、細胞懸濁液 を 5 倍希釈 した。 こ の

細胞懸濁液 について、培養 3 日目まで培養 を継続 した。

[0051 ] ( 3 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 1 _ ( 2 ) で得 られた培養 3 日目の細胞 をフローサイ トメータ一 F

A C S C a n t o I I (べ ク トン デ ィッキンソン社製）に供 し、遺伝子

導入効率 と して Z s G r e e n 陽性率 を算出 した。その結果を表 1 に示す。

[0052] [ 表 1]

ィン キ ュベー
Z s G e e 性率 （％)

振 とう条件 シ ョン時 閒

) 温度 で 温度 温度： 3 7 C

4 5 1 5 . 8 2 . 7

静置 8 6 9 8 . 1. 2 . 4

2 4 8 0 8 . 4 0 . 4

2 5 8 4 . 9 3 . 3

4 8 2 8 . 2 2 . 6

3 » p m 6 5 . 2 . 1

8 I 2 2 . 8 0 . 7

2 4 1 4 8 2 . 4 0 . 3

4 1 7 N D D

1 0 0 r p 8 7 N D

2 4 N D D

N D は試験 を行っていないこ とを示す。

[0053] 表 1 に示されるように、 4 °C も しくは 1 6 °C で 4 時間以上 プレ口一デ ィン

グすることにより、高い遺伝子導入効率が示された。特 に 4 °C も しくは 1 6

°C で 6 時間以上の振 とうによるプレローデ イングを行 うことにより、高い導

入効率が示された。一方、 3 7 °C については 4 時間のプレローデ イング時間

で最も導入効率が高 く、それ以降は時間が長 くなるに従 って導入効率は著 し

く低下 した。 さらに振 とうの速度 に関 しては 1 0 0 r p m での横揺れにおい

て高い導入効率が示された。



[0054] 実施例 2 4 °C振とうプレ口一ディング法の繰り返しによるS u p T 1細胞

八の遺伝子導入

( ) 実施例 1 _ ( 1 ) で調製 したD O N _ Z s G r e e n レトロウイルス

ベクタ一をR P M I 培地にて3 0 倍に希釈し、C H —2 9 6 コ一 卜プレー 卜

に 1 ゥエルあたり1 m L ずつ添加した。プレローデイング中のプレー トは、

1 0 0 r p mで傾斜 0 度の横揺れによる振とうに供 した。インキュべ一ショ

ン時間は、 2 4 時間行ったもの （2 4 時間試験区）、及びプレローデイング

の繰り返しによる効果を調べるため、 1 6 時間後に新鮮なウィルス液 1 m L

に置換 し、さらに8 時間のインキュベーション行ったもの （1 6 + 8 時間試

験区）の2 試験区について試験 した。インキュベーシ ョン温度は、いずれの

試験も4 °Cで実施 した。ィンキュベ一シ ヨンの終了後ウィルス液を除去し、

. 5 % H S A を含むP B S を 1 ゥエルあたり1 m L ずつ使用して各ゥエル

を洗浄した。次に 1 0 % F B S、 P e n i c i I I i n - S t r e p t

m y c i n を含む培地を用いて5 X 1 0 c e I I s / m L となるようにS u

p T 細胞を懸濁し、前述のウィルスをプレ口一 ドしたゥエルに 1 m L ずつ

添加し、 3 7 °C、 5 % C 0 2インキュベータ内で培養 してレトロウイルス感染

を行った。培養開始から1 曰目 （培養 1 曰目）に0 . 4 m L の細胞懸濁液を

新たな表面未処理 2 4 ゥエルプレ一 卜に移 した後、 1 0 % F B S、 % P e

n i c i I I i n —S t r e p t m y c i n な含む培地を 1 ゥエリレあたり1

. 6 m L ずつ添加し、細胞懸濁液を5 倍希釈した。この細胞懸濁液について

、培養 3 日目まで培養を継続 した。

[0055] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 2 _ ( 1 ) で得られた培養 3 日目の細胞をフローサイ トメータ一F

A C S C a n t o I I (べクトン ディッキンソン社製）に供 し、遺伝子

導入効率としてZ s G r e e n 陽性率を算出した。その結果を表 2 に示す。

[0056]



[表2]

[0057] 表 2 に示されるように、 4 °C振とう条件下でプレローデイングを繰 り返す

ことにより、 1 回のプレローデイングより高い遺伝子導入効率が示され、プ

レロ一ディングを繰 り返すことによるC H —2 9 6 がコ一 卜された容器上へ

のレ卜ロウィルスべクタ一の濃縮効果が示された。

[0058] 実施例 3 細胞培養用バッグを用いた各種閉鎖系プレ口 一 ディング法による

S u p T 細胞への遺伝子導入

( ) 培養面積 6 0 c m 2 の培養バッグC u I t ί L ί f e (登録商標） S

p i n (タカラバイオ社製）に2 0 g m L のC H —2 9 6 を 1 O m L 注

入 して4 °Cで一晩以上放置 した後、 1 5 m L の P B S で 2 回洗浄 した。この

ノくッ グをC H —2 9 6 コ 一 卜バッグとし、以下の実験に使用 した。

[0059] 実施例 1 _ ( 1 ) で調製 したD O N —Z s G r e e n レ卜ロウィルスべク

タ一をR P M I 培地にて 3 0 倍及び 6 0 倍に希釈 し、C H —2 9 6 コ 一 卜バ

ッグに3 0 m L ずつ注入 した。プレ口 一 ディング中のC H _ 2 9 6 コ 一 卜バ

ッグの振とう条件は、プレ口 一 ディング中にバッグを振とうしない （静置 し

た）もの、及び 1 0 0 r p mでの傾斜 0 度の横揺れによる振とうを行ったも

のについて検討 した。プレローデイングは、これらの各振とう条件について

、 4 °Cのインキュベーション温度、 2 0 時間のインキュベーション時間で実

施 した。インキュベーションの終了後ウィルス液を除去 し、 1 . 5 % H S A

を含む P B S を 1バッグあたり 1 5 m L ずつ使用 して各バッグを洗浄 した。

次に 1 0 % F B S 、 1 % P e n i c i I I i n _ S t r e p t m y c i n を

含む培地を用いて 5 X 0 5 c e I I s / m L となるようにS u p T 細胞を

懸濁 し、前述のウィルスをプレロー ドしたバッグに3 0 m L ずつ注入 し、 3



7 °C 、 5 % C 0 2 インキュベータ内で 3 日間培養 して レ トロウィルス感染を行

つた。

[0060] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 3 — ( 1 ) で得 られた培養 3 日目の細胞 をフローサイ トメータ一 F

A C S C a n t o I I (べ ク トン デ ィッキンソン社製）に供 し、遺伝子

導入効率 と して Z s G r e e n 陽性率 を算出 した。その結果を表 3 に示す。

[0061 ] [ 表3]

[0062] 表 3 に示されるように、 4 °C振 とう条件下でプレローデ イングすることに

より、 3 7 C 4 時間のプレ口 一 デ ィングと比較 して高い遺伝子導入効率が示

された。 この結果は、実施例 1 の表 1 の 2 4 ゥエル プレ一 卜を培養容器 と し

て用いた試験 と同等の結果であることか ら、本発明の方法では、処理容量の

3 0 倍ものスケールアップを容易に行えることが示された。

[0063] 実施例 4 各種 ウィルスプレローデ イング法によるC D 4 陽性 T 細胞集団へ

の遺伝子導入

( 1 ) L N G F R 及びM a z F 遺伝子搭載 レ トロウィルスベ クタ一の調製

L N G F R 及びM a z F 遺伝子搭載 レ 卜ロウィルスべ クタ一の調製は国際

公開第 2 0 0 8 / 1 3 3 3 7 号パ ンフレツ 卜の実施例 1 及び 2 と同様の方

法で行 った。すなわち、 H I V L T R —M a z F カセ ッ トが レ トロウィル

スベ クタ一ゲノムの転写 とは逆方向に揷入され、かつ ヒ トL o w a f f i

n i t v N e v e G o w t h F a c t o r R e c e p t o r の

細胞外 ドメインをコ一 ドする遺伝子が ヒ 卜P G K プロモータ一の下流に順方

向に挿入された組換え レ 卜ロウィルスべ クタ一プラスミ ドp M T _ M F R —



P L 2 を取得 し、当該プラスミ ドを用いてェコ トロピックM T —M F R —P

L 2 ウィルスを作製 した後、これをG a L V レトロウィルスパッケージング

細胞 P G 1 3 に感染させ、高力価のウィルス産生細胞をクロ一ニングしてレ

卜ロウィルスべ クタ一産生細胞株 P G 3 / M T —M F R —P L 2 を樹立 し

た。さらに当該産生細胞を用いて、 5 mM 酪酸ナ トリウムを含有する培地

で常法によりG a L V / M T _ M F R _ P L 2 ウィルス液を取得 した。なお

、取得 したウィルス液のR N A タイタ一は 6 . 6 X 1 0 9 コピー/ m L であつ

た。

[0064] ( 2 ) C D 4 陽性 T 細胞集団の調製

インフォ一厶 ド コンセ ン 卜の得 られた健常人 ドナ一T K 9 及び T K 2

9 から常法に従い調製 したヒ卜末梢血単核細胞 （P B M C ) を、 2 mM E

D T A 、 0 . % B S A を含む P B S (以下、 B u f f e r 1 と称す）を

用いて l X l 0 7 c e l I s / m L になるように懸濁後、 B u f f e r 1 で洗

浄 したC D 8 ポジティプセレクシヨンビーズ （D y n a b e a d s M - 4

5 0 C D 8 : インビトロジェン社製）をP B M C l X l 0 7 c e l I s あた

り2 X 1 0 7 ビーズとなるように添加 した。ローテ一タ一を用いて4 °Cで 3 0

分間緩やかに攪拌 したのち、 ビーズを含む細胞懸濁液を磁気分離装置M P C

- 5 ( D y n a I 社製）上に2 ~ 3 分静置 してビーズ非結合細胞を回収 し

た （以下、C D 8 除去細胞集団と記載）。回収 したC D 8 除去細胞集団を 5

0 0 X g で 5 分間遠心 したのち、X _ V I V 0 1 5 ( ロンザ社製）を基礎と

するリンパ球培養用培地 （以下、X _ V I V O 5 C M と称する）を用いて

、 5 X 0 c e I I s / m L になるように懸濁 した。

[0065] ( 3 ) 実施例 4 一 ( 2 ) で調製 した細胞集団への遺伝子導入及び拡大培養

( 3 ) - レトロウイルスベクタ一のプレローデイング

ウィルスベクタ一のプレローデイングは4 °C、 1 9 時間の振とう区、 3 7

°C、 4 時間の振とう区、及び 3 2 °C、 3 時間の遠心区の 3 種の方法で行った

。すなわち、C H —2 9 6 コ一 卜プレー 卜に実施例 2 — ( 1 ) で調製 したG

a L V / M T - M F R - P L 2 ウィルス液を 1 ゥエルあたり 1 m L ずつ添加



し、4 °C、 1 9 時間の振とう、 3 7 °C、4 時間の振とう、もしくは3 2 °C、

2 0 0 0 X g 3 時間の遠心により、レトロウイルスベクタ一のプレローデ

イングを行った。振とう条件は、シ一ソ一型の振とう機であるM ί I d M

i x e r , S I - 3 6 を用いて傾斜角度は9 度、振とう速度は3 5 r p m

で行った。その後、上清を除去し、 1 . 5 % H S A を含むP B S を 1 ゥエル

あたり1 m L ずつ使用して各ゥエルを洗浄した。こうして作製したプレ口一

デイングプレートは、使用するまで4 °Cで保存した。

[0066] ( 3 ) - 培養開始

実施例4 _ ( 2 ) で調製したC D 8 除去細胞集団を底面積 2 5 c m 2細胞培

養用フラスコ （コ一ニング社製）に 1 O m L 添加した。細胞数に対して3 倍

星のD y n a b e a d s H u m a n T —A c t i v a t o C D /

C D 2 8 (インビ卜ロジェン社製）を遠心管に分注後、X _ V I V O 5 で

洗浄し、上記細胞を含むフラスコに添加し、フラスコを立てて3 7 °C、 5 %

C 0 2インキュベータ内での培養を開始した （培養 0 日目）。

[0067] ( 3 ) - 3 遺伝子導入

培養 3 曰目に細胞を遠心管に回収し、 5 0 0 X g、 5 分間遠心して上清を

除去した後、 5 X 1 0 5 c e I I s / m L となるようにX _ V I V O 5 C M

を加えて懸濁した。実施例 3 _ ( 3 ) _ 1で作製したプレ口一ディングプレ

—卜から上清を除去した後、上記細胞懸濁液を 1 ゥエルあたり1 m L ずつ添

加し、 3 7 °C、 5 % C 0 2インキュベータ内でインキュベートして細胞へのレ

トロウィルス感染を行った。なお、非感染区では、プレローデイングプレー

卜の代わりにC H —2 9 6 コ一卜プレートを用いる以外は上記と同様の操作

を行った。

[0068] ( 3 ) - 4 拡大培養

培養4 日目に実施例4 _ ( 3 ) _ 3 でレトロウイルス感染を行った細胞を

遠心管に回収し、 5 0 0 X g で 5 分間遠心して上清を除去し、 2 1_ の乂_

V I V O 5 C Mに懸濁して2 倍希釈培養した。さらに培養 5 日目にH u m

a n A B S e u m (ロンザ社製）を終濃度 5 %となるように添加した



X - V I V O 5 C M を加えて、 5 倍希釈培養 を培養 7 日目まで行 った。

[0069] ( 4 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 4 _ ( 3 ) で得 られた培養 7 日目の細胞 を 0 . 1 % B S A / P B S

で洗浄 した。次に、 0 . 1 % B S A / P B S に細胞 を懸濁 し、 こ こ に 抗体反

応液 と して、 F I T C 標識マウス抗 ヒ 卜C D 8 抗体 （べ ク トン デ イツキン

ソ ン社製）、 P e r C P標識マウス抗 ヒ 卜C D 3 抗体 （べ ク トン デ ィツキ

ンソ ン社製）、 A P C 標識マウス抗 ヒ 卜L N G F R抗体 （M ί I t e n y i

B i o t e c 社製）、及び A P C - C y 7 標識マウス抗 ヒ 卜C D 4 抗体 （

べ ク トン デ ィッキンソン社製）を含む抗体液 を添加 し、抗体反応を行 った

。その後、 0 . 1 % B S A / P B S で細胞 を 2 回洗浄 し、再度 0 . 1 % B S

A / P B S に懸濁 した。 この細胞 をフローサイ トメ トリ一に供 し、遺伝子導

入効率 と して、各々の細胞集団のC D 3 陽性 C D 4 陽性細胞中の L N G F R

陽性率 を算出 した。その結果を表 4 に示す。

[0070] [ 表4]

L N G F R 陽性 率 （％)
実験 区

T 1 9 T K 2 9

非感染 区 0 0 . 1

4 ：、 1 9 時間振 とう区 5 9 . 5 6 7 . 5

3 7 C 、 4 時間振 とう区 2 4 . 0 3 4 . 3

3 2 °C 3 時間遠 心区 2 9 . 6 3 7 .

[0071 ] その結果、いずれの ドナ一においても4 °C、 1 9 時間の振 とう区の遺伝子

導入率が最も高 く、 3 2 °C、 3 時間の遠心区よりもはるかに高効率であるこ

とが明 らかになった。

[0072] 実施例 5 振 とうウィルスプレローデ イング法によるC D 4 陽性 T 細胞集団

八の遺伝子導入

( 1 ) レ トロウイルスベ クタ一の調製

実施例 4 _ ( 1 ) に記載の レ トロウイルスベ クタ一産生細胞株 P G 1 3 /

M T —M F R _ P L 2 を用いて、 5 m M 酪酸ナ トリウムを含有する培地も



しくは含有 しない培地で常法によりG a L V / M T - M F R —P L 2 ウィル

ス液を取得 した。なお、取得 したウィルス液のR N A タイタ一を下記表 5 に

示す。

[表5]

[0074] ( 2 ) C D 8 除去細胞集団の調製

実施例 4 _ ( 2 ) と同様の方法で、インフォ一厶 ド' コンセン トの得 られ

た健常人 ドナ一T K 9 からC D 8 除去細胞集団を調製 し、X _ V I V O

5 C M を用いて、 5 X l 0 5 c e l I s / m L になるように懸濁 した。

[0075] ( 3 ) 実施例 5 — ( 2 ) で調製 した細胞集団への遺伝子導入及び拡大培養

( 3 ) - レトロウイルスベクタ一のプレローデイング

ウィルスベクタ一のプレ口一ディングは4 °C、 3 0 時間振とうすることに

より行った。すなわち、実施例 1 _ ( 2 ) と同様の方法で得 られたC H —2

9 6 コ一 卜プレー 卜に実施例 5 _ ( 1 ) で調製 した酪酸ナ トリウム含有もし

くは非含有のG a L V / M T - M F R - P L 2 ウィルス液を 1 ゥエルあたり

0 . 7 m L ずつ添加 し、 4 °C、 3 0 時間の振とうによりレトロウイルスべク

ターのプレローデイングを行った。振とうは、シ一ソ一型の振とう機である

M i l d M i x e , S I _ 3 6 を用いて傾斜角度は 9 度、振とう速度

は3 5 r p mで行った。プレ口一ディング後は、上記ウィルス液を除去 し1

. 5 % H S A を含む P B S を 1 ゥエルあたり 1 m L ずつ使用 して各ゥエルを

洗浄する区 （ウィルス洗浄区）と、ウィルス液を除去 しない区 （ウィルス非

洗浄区）を設定 した。こうして作製 したプレローデイングプレー トは、使用

するまで4 °Cで保存 した。

[0076] ( 3 ) - 培養開始

実施例 5 _ ( 2 ) で調製 したC D 8 除去細胞集団を底面積 2 5 c m 2細胞培



養用フラスコ （コ一ニング社製）に 1 2 m L 添加した。細胞数に対して3 倍

星のD y n a b e a d s H u m a n T —A c t i v a t o C D /

C D 2 8 (インビ卜ロジェン社製）をX —V I V 0 1 5 で洗浄した後、上記

細胞を含むフラスコに添加し、フラスコを立てて3 7 °C、 5 % C 0 2インキュ

ベータ内での培養を開始した （培養 0 日目）。

[0077] ( 3 ) - 3 遺伝子導入

培養 3 曰目に細胞を遠心管に回収し、 5 0 0 X g、 5 分間遠心して上清を

除去した後、 7 . 1 4 X l 0 5 c e l l s / m L となるようにX —V I V 0 1

5 C Mを加えて懸濁した。実施例 5 _ ( 3 ) _ 1で作製したプレ口一ディン

グプレー卜から、ウィルス洗浄区については上清を除去した後、上記細胞懸

濁液を 1 ゥエルあたり0 . 7 m L ずつ添加後、さらに 1 ゥエルあたり0 . 3

m L のX _ V I V O 5 C Mを添加した （最終密度 5 X 0 5 / ゥエル）。ゥ

ィルス非洗浄区については、各ウイルス液の入ったゥエルに上記細胞懸濁液

を 1 ゥエルあたり0 . 7 m L ずつ添加した （最終密度 5 X 0 5 / ゥエル）。

これらのプレ一卜を、 3 7 °C、 5 % C 0 2インキュベータ内でインキュべ一卜

して細胞へのレトロウイルス感染を行った （感染 1回目）。

[0078] さらに培養4 日目に細胞を遠心管に回収し、 5 0 0 X g、 5 分間遠心して

上清を除去した後、各細胞を0 . 7 L の _ I V O 5 C Mに懸濁し、

培養 3 日目と同様にレトロウイルス感染を行った （感染 2 回目）。

[0079] ( 3 ) - 4 拡大培養

培養 5 曰目にH u m a n A B S e r u m (口ンザ社製）を終濃度 5 %

となるように添加したX _ V I V O 5 C Mを加えて、 5 倍希釈培養を培養

7 日目まで行った。さらに培養 7 日目にH u m a n A B S e r u m (口

ンザ社製）を終濃度 5 % となるように添加したX _ V I V O 5 C Mを加え

て、4 倍希釈培養を培養 1 0 曰目まで行った。なお、非感染区では、プレロ

—ディングプレー卜の代わりにC H —2 9 6 コ一卜プレー卜を用いる以外は

上記の実施例 5 _ ( 3 ) _ 2 〜実施例 5 _ ( 3 ) _ 4 と同様の操作を行った

。各試験区の拡大培養率を表 6 に示す。



[0080] [ 表 6]

[0081 ] 以上より、酪酸ナ トリウム添加 ウィルス液 を用いた場合、 ウィルス液の洗

浄を行わないと細胞増殖が阻害されることが示された。一方、酪酸ナ 卜リウ

厶無添加 ウィルス液 を用いた場合は、 ウィルス液の洗浄を行わな くとも非感

染区と比較 して同等の拡大培養率が示された。

[0082] ( 4 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 5 _ ( 3 ) で得 られた培養 1 0 日目の細胞 を 0 . 1 % B S A / P B

S で洗浄 した。次に、 0 . 1 % B S A / P B S に細胞 を懸濁 し、 ここに抗体

反応液 と して、 F I T C 標識マウス抗 ヒ 卜C D 8 抗体 （べ ク トン デ ィツキ

ンソン社製）、 P e r C P標識マウス抗 ヒ 卜C D 3 抗体 （べ ク トン デ ィッ

キ ンソ ン社製）、 A P C 標識マ ウス抗 ヒ 卜L N G F R抗体 （M ί I t e n y

i B i o t e c 社製）、 及び A P C - C y 7 標識マウス抗 ヒ 卜C D 4 抗体

(べ ク トン デ ィッキンソン社製）を含む抗体液 を添加 し、抗体反応を行 つ

た。その後、 0 . 1 % B S A / P B S で細胞 を 2 回洗浄 し、再度 0 . 1 % B

S A / P B S に懸濁 した。 この細胞 をフローサ イ トメ トリ一に供 し、遺伝子

導入効率 と して、各々の細胞集団のC D 3 陽性 C D 4 陽性細胞中の L N G F

R 陽性率 を算出 した。その結果を表 7 に示す。

[0083]



[表7 ]

[0084] その結果、酪酸ナ トリウム添加ウィルス液を用いてウィルスプレ口一ディ

ングを行い、ゥィルス液の洗浄を行った区が最も遺伝子導入効率が高いこと

が示された。また酪酸ナ トリウム無添加ウィルスを用いた場合は、酪酸ナ 卜

リゥ厶添加ウィルスを用いた場合よりは劣るものの、同等 レベルの遺伝子導

入を実施できることが示された。

[0085] 実施例 6 細胞培養用バッグを用いた閉鎖系プレ口一ディング法によるS u

T 細胞への遺伝子導入

( 1 ) M a z F 遺伝子搭載 レトロウイルスベクタ一の調製

M a z F 遺伝子搭載 レ卜ロウィルスべクタ一の調製は国際公開第 2 0 0 8

/ 1 3 3 1 3 7 号パンフレットの実施例 1 および 2 と同様の方法で行つた。

すなわち、 H I V L T R —M a z F カセットがレトロウイルスベクタ一ゲ

ノ厶の転写とは逆方向に揷入された組換えレ卜ロウィルスべ クタ一プラスミ

ドp M T —M F R 3 を取得 し、当該プラスミ ドを用いてェコ トロピックM T

- M F R 3 ウィルスを作製 した後、これをG a L V レトロウィルスパッケ一

ジング細胞 P G 1 3 に感染させ、高力価のウィルス産生細胞をクロ一ニング

してレ卜ロウィルスべ クタ一産生細胞株 P G 3 / M T —M F R 3 を樹立 し

た。さらに、 5 mM 酪酸ナ トリウムを含有するG T —T —R e t r o I 培

地 （タカラバイオ株式会社製）にて上記のレトロウイルス産生細胞を3 2 °C

で 2 4 時間培養 して得 られた培養上清を採取 し、G a L V / M T _ M F R 3

ウィルス液を取得 した。なお、取得 したウィルス液のR N A タイタ一は 1 .



[0086] ( 2 ) S u p T 1 細胞へのM a z F 遺伝子導入

O r i G e n 社のガス透過性培養バッグP e r m a L i f e P L 3 0 に

、 バッグあたり9 m L の 2 0 g m L のC H —2 9 6 を添加 して4 °Cで

—晩放置 した後、 1 5 m L の P B S で 2 回洗浄 した。このバッグをC H —2

9 6 コ一 卜バッグとし、以下の実験に使用 した。

[0087] 実施例 6 _ ( 1 ) で調製 したM T —M F R 3 レトロウイルス液をG T _ T

- e t r o I 培地にて 2 倍に希釈 した。プレローデイング条件は、C H —

2 9 6 コ一 卜バッグに希釈後のウィルス液を2 5 m L 注入 した後に振とうを

1 6 時間、または 2 4 時間行ったもの、C H —2 9 6 コ一 卜バッグに2 5 m

L のウィルスベクタ一と 1 O m L の無菌の空気を注入 した後に振とうを 1 6

時間行ったもの、の 3 種類について検討 した。振とうは、傾斜 0 度、振とう

幅 2 . 5 c mの横揺れ振とう機 （M M S —3 0 0 ：東京理化器械社製）を

用いて、 1 0 0 r p mの振とう速度で行った。インキュベーションの終了後

ゥィルス液を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B S を 1ノくッグあたり 1 5 m

L 使用 してバッグを洗浄 した。次に 1 0 % F B S、 % P e n i c i I I i

n - S t r e p t m y c i n を含む R P M I 6 4 0 培地を用いて 5 X 1 0 5

c e l l s / m L となるように調製 したS u p T 1細胞懸濁液を、前述のゥ

ィルスをプレロー ドしたバッグに2 5 m L ずつ注入 し、 3 7 °C、 5 % C 0 2ィ

ンキュベータ内で 2 4 時間培養 した。次に、各試験区の細胞を懸濁 し、 1 0

% F B S、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含む R P

M l 6 4 0 培地を用いて 5 倍希釈 した後、さらに2 日間培養 した。

[0088] ( 3 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 6 _ ( 2 ) で得 られた細胞 1 X 0 6個相当より、 F a s t P u r e

(登録商標） D N A K i t (タカラバイオ社製）を用いてゲノムD N A

を抽出し、 P r o v i r u s C o y N u m b e r D e t e c t i o

n P i m e S e t , H u m a n ( f o R e a l T i m e

P C R ) (タカラバイオ社製）を用いて導入コピー数の測定を行った。結

果を下記表 8 に示す。



[0089] [ 表 8]

[0090] P e r m a L i f e P L 3 0 の素材は他のバ ッグに比べて硬質である。

当該バ ッグにゥィル ス液のみ注入 して密封 した場合の振 とう時の内容液の動

きは小さいが、 ウィルス液 と空気をバ ッグ内に注入 した場合 には内容液の動

きが大 きくな つた。 また、表 8 に示 されるように、密封 された細胞培養用バ

ッグにゥィルス液 と共 に空気を注入することによ り、 プ レ口一デ ィングの効

率が向上することが示 された。

[0091 ] 実施例 7 ィ ンキュベ一シ ヨン時間の検討 （プ レー 卜感染）

( 1 ) S u p T 細胞へのM a z F 遺伝子導入

実施例 6 _ ( 1 ) と同様の方法で調製 したM T —M F R 3 レ トロウイルス

液 をG T _ T _ R e t r o I 培地 にて 2 倍希釈 し、 C H — 2 9 6 コ一 卜プ レ

— 卜に 1 ゥエルあた り 1 m L ずつ添加 した。 プ レローデ イング条件は、 C H

_ 2 9 6 コ一 卜プ レー 卜に希釈後のウィルス液 を 1 m L 注入 した後 に振 とう

を 1 2 、 1 6 、 2 4 、 4 8 または 7 2 時間行 ったものについて検討 した。振

とうは、傾斜 0 度、振 とう幅 2 . 5 c m の横揺れ振 とう機 （M M S — 3 0 1

0 ：東京理化器械社製）を用いて、 1 0 0 r p m の振 とう速度で行 った。 ィ

ンキュベ一シ ヨンの終 了後 ウィルス液 を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B

S を 1 ゥエルあた り0 . 5 m L 添加 して洗浄 した。次 に 1 0 % F B S 、 %

P e n i c i l l i n - S t e p t m y c i n を含む R P M I 1 6 4 0 培

地 を用いて 5 X 0 5 c e I I s / m L となるように調製 した S u p T 細胞

懸濁液 を、前述のウィルスをプ レロー ドしたプ レー 卜に 1 m L ずつ注入 し、

3 7 °C、 5 % C 0 2 インキュベータ内で 2 4 時間培養 した。次 に、各試験 区の

細胞 を懸濁 し、 1 0 % F B S 、 P e n i c i I I i n - S t r e p t m

y c i n を含む R P M I 6 4 0 培地 を用いて 5 倍希釈 した後、 さ らに 2 曰



間培養 した。

[0092] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 7 _ ( 1 ) で得 られた細胞 1 X 1 0 6個相当より、実施例 6 _

と同様の方法で導入コピ一数の測定を行った。結果を下記表 9 に示す。

[0093] [表9]

[0094] その結果、M T —M F R 3 レトロウイルスベクタ一による遺伝子導入効率

はインキュベーション時間が 1 6 時間の時が最も高く、インキュベーション

時間が 1 2 ~ 4 8 時間までは 1 コピー/ 細胞以上の導入効率が実現できた。

[0095] 実施例 8 インキュベーシ ョン時間の検討 （スモールスケールバッグ感染）

( 1 ) S u p T 細胞へのM a z F 遺伝子導入

実施例 6 _ ( 1 ) と同様の方法で調製 したM T —M F R 3 レトロウイルス

液をG T _ T _ R e t r o I 培地にて4 倍希釈 し、 0 r ί G e n 社のガス透

過性培養バッグP e r m a L i f e P L 3 0 を用いて実施例 6 _ ( 2 ) と

同様に調製 したC H —2 9 6 コ一 卜バッグに2 5 m L ずつ注入 し、さらにバ

ッグ中に 1 0 m L の無菌の空気を注入 してインキュベーションを行った。ま

た、コン トロールとしてC H —2 9 6 コ一 卜プレー 卜に上記の4 倍希釈 した

レトロウィルス液を 1 ゥエルあたり 1 m L ずつ添加 してィンキュベ一ション

を行った。プレローデイング条件は、 P L 3 0 については振とうを 1 2 、

6 もしくは 2 4 時間、プレー 卜については 1 6 時間のみ行ったものについて

検討 した。振とうは、傾斜 0 度、振とう幅 2 . 5 c mの横揺れ振とう機を用

し、、 1 0 0 r p mの振とう速度で行った。インキュベーションの終了後ウイ

ルス液を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B S をバッグあたり 1 5 m L 、プ



レ一 卜については 1 ゥエルあたり0 . 5 m L 注入 して洗浄 した。次に 1 0 %

F B S 、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含む R P M

I 6 4 0 培地を用いて4 X 0 5 c e I I s / m L となるように調製 したS

u p T 細胞懸濁液を、前述のウィルスをプレロー ドしたバッグに2 5 m L

ずつ、プレー 卜については 1 ゥエルあたり 1 m L ずつ注入 し、 3 7 °C、 5 %

C O 2インキュベータ内で 8 時間培養 した （総細胞数 1 X 1 0 7細胞/ P L 3

0 バッグ）。次に、各試験区の細胞を懸濁 し、 1 0 % F B S 、 % P e n i

c i l l i n - S t e p t m y c i n を含む R P M I 1 6 4 0 培地を用い

て4 倍希釈 した後、さらに3 日間培養 した。

[0096] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 8 _ ( 1 ) で得 られた細胞 1 X 1 0 6個相当より、実施例 6 _ ( 3 )

と同様の方法で導入コピ一数の測定を行った。結果を下記表 1 0 に示す。

[0097] [表 10]

[0098] その結果、 P L 3 0 バッグを用いた場合でも、いずれの試験区も十分な遺

伝子導入効率が示され、さらにィンキュベ一ション時間が 2 4 時間の時はプ

レー 卜よりも高い遺伝子導入効率が示された。

[0099] 実施例 9 ラージスケールバッグ感染の検討

( ) ラ一ジスケ一ルバッグでの溶液可動性試験

O r i G e n 社のガス透過性培養バッグP e r m a L i f e P L 3 2 5

(培養面積 3 6 2 . 6 c m 2 ) に 1 8 0 m L の 1 0 % F B S 、 P e n i c

i l l i n - S t e p t m y c i n を含む R P M I 1 6 4 0 培地を注入 し

、傾斜 0 度、 5 0 r p mの空気を入れない横揺れ振とう、傾斜 4 度、 3 5 r

p mの空気を入れないシ一ソ一型振とうを行った。その結果、 P L 3 2 5 を



用いた場合は、バ ッグ中に空気を入れな くてもバ ッグ端部 まで十分な可動性

が得 られていることを確認 した。

[01 00] ( 2 ) S u p T 1 細胞へのM a z F 遺伝子導入

P L 3 2 5 に、 1 ノくッ グあた り 6 5 m L の 2 0 9 m L の C H — 2 9 6

を添加 して 4 °C で一晩放置 した後、 1 0 8 m L の P B S で 2 回洗浄 した。 こ

のバ ッグをC H _ 2 9 6 コ 一 卜バ ッグと し、以下の実験 に使用 した。

[01 0 1 ] 実施例 6 _ ( 1 ) で調製 したM T —M F R 3 レ トロウイルス液 をG T — T

- e t r o I 培地 にて 4 倍希釈 してウィルス希釈液 を調製 し、 C H — 2 9

6 コ一 卜バ ッグに 1 8 0 m L ずつ、 C H — 2 9 6 コ一 卜プ レー 卜に 1 ゥエル

あた り 1 m L ずつ添加 した。 プ レ口 一 デ ィング条件は、 P L 3 2 5 バ ッグに

ついては、傾斜 0 度、 5 0 r p m の空気を入れない横揺れ振 とう、傾斜 4 度

、 3 5 r p m の空気を入れないシ一ソ一型振 とうの 2 条件 を実施 した。 プ レ

— 卜については、傾斜 0 度、 1 0 0 r p m の横揺れ振 とうを行 った。 インキ

ュべ一シ ヨン時間は、 いずれも 1 6 時間行 った。 インキュベーシ ョンの終 了

後 ウィルス液 を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B S をバ ッグあた り 1 0 8

m L 、 プ レー ト1 ゥエルあた り0 . 5 m L 添加 して洗浄 した。次 に 1 0 % F

B S 、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含む R P M I

6 4 0 培地 を用いて 4 X 0 5 c e I I s / m L となるように調製 した S u

p T 細胞懸濁液 を、前述のウィルスをプ レロー ドしたバ ッグに 1 8 0 m L

ずつ、 プ レ一 卜に 1 m L ずつ注入 し、 3 7 °C 、 5 % C O 2 インキュベータ内で

8 時間培養 した （総細胞数 7 . 2 X 1 0 7細胞 / バ ッグ）。

[01 02] 8 時間後、 プ レー ト試験 区については、表面未処理 2 4 ゥエル プ レ一 卜に

て細胞 を 1 0 % F B S 、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i

n を含む R P M I 6 4 0 培地 を用いて 4 倍希釈 してさ らに 3 日間培養 を行

つた。 P L 3 2 5 バ ッグ試験 区については、 1 . 5 m L をサ ンプ リング し、

表面未処理 2 4 ゥエル プ レ一 卜にてプ レ一 卜試験 区と同様 に 4 倍希釈 してさ

らに 3 日間培養 を行 った。サ ンプ リング後のバ ッグは、上下を反転 させて 5

% C 0 2 インキュベータ内でさ らに 3 日間培養することで、感染か ら 8 時間 目



まで とは異なるバ ッグ面での感染 を行 った。

[01 03] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 9 _ ( 1 ) で得 られた細胞 1 X 1 0 6個相 当よ り、実施例 6 _ ( 3 )

と同様の方法で導入 コピ一数の測定を行 った。結果 を下記表 1 1 に示す。

[01 04] [ 表 11]

[01 05] その結果、 P L 3 2 5 のラージスケールバ ッグを用いた場合でも、横揺れ

やシ一ソ一型の振 とうを伴 うプ レ口一デ ィングによ り、遺伝子導入効率 は 2

4 ゥエル プ レー トと同程度の十分な遺伝子導入効率が示 され、 さ らに感染途

中でバ ッグを反転 させることでプ レー 卜よ りも高い遺伝子導入効率が示 され

た。 これによ り、本発明の遺伝子導入方法は、 ラージスケールバ ッグを用い

た大量の細胞への遺伝子導入に極めて適 していることが示 された。

[01 06] 実施例 1 0 ウィルス液再利用試験

( 1 ) ウィルス液のプ レローデ イング 1 (使用済 ウィルス液の回収）

P L 3 2 5 バ ッ グに、 1 ノくッ グあた り 6 5 m L の 2 〇 g m L の C H —

2 9 6 を添加 して 4 °C で一晩放置 した後、 1 O O m L の A C D — A で 2 回洗

浄 した。 こ の バ ッグをC H — 2 9 6 コ一 卜バ ッグと した。

[01 07] 実施例 6 _ ( 1 ) と同様の方法で調製 したM T —M F R 3 レ トロウイルス



液原液 を、 C H — 2 9 6 コ一 卜バ ッグに 1 8 O m L 添加 した。 プ レ口一デ ィ

ング条件は、傾斜 0 度、 5 0 r p m の空気を入れない横揺れ振 とうを実施 し

た。 イ ンキ ュベ ー シ ョン温度 は 4 °C、 イ ンキ ュベ ー シ ョン時間は 1 6 時間 と

した。 インキュベーシ ョンの終 了後 ウィルス液 を回収 し、使用済 ウィルス液

と した。

[01 08] ( 2 ) ウィルス液のプ レローデ イング 2

使用済 ウィルス液 を用いた場合の感染効率 を調べ るため、実施例 1 _ ( 2

) と同様の方法で得 られた C H 2 9 6 コ一 卜プ レー 卜にウィルス液 を 1 ゥェ

ルあた り 1 m L ずつ添加 した。 ウィルス液 は、実施例 1 0 — ( 1 ) で使用 し

たウィルス液原液 と同 ロッ 卜のウィルス液原液 （N e w V i r u s ) 、使

用済 ウイル ス液 ( U s e d V i r u s ) N e w V i r u s を G T — T

- R e t r o I で 2 倍希釈 したもの （N e w V i r u s + G T - T - R e

t r o l ) および N e w V i r u s を U s e d V i u s で希釈 したも

の （N e w V i r u s + R e u s e V i r u s ) の計 4 種類 を用いた。

その後、傾斜 0 度、振 とう幅 2 . 5 c m の横揺れ振 とう機 （M M S — 3 0 1

0 ：東京理化器械社製）を用いて、 1 0 0 r p m の振 とう速度で 4 °C にて 1

6 . 5 時間の振 とうを行 った。 イ ンキ ュベ ー シ ョン終 了後、 ウィル ス液 を除

去 し、 1 . 5 % H S A を含む生理食塩水 を 1 ゥエル あた り0 . 5 m L 添加 し

て洗浄 した。

[01 09] ( 3 ) 細胞八の遺伝子導入

1 0 % F B S 、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含

む R P M I 6 4 0 培地 を用いて 5 X 0 c e I I s / m L となるように調

製 した S u p T 細胞懸濁液 を、前述のウィルスをプ レ口一 ドしたプ レー 卜

に 1 m L ずつ注入 し、 3 7 °C、 5 % C O 2 インキュベータ内で 2 4 時間培養 し

た。次 に、各試験 区の細胞 を懸濁 し、 1 0 % F B S 、 % P e n i c i I I

1 n - S t e t m y c i n を含む R P M I 6 4 0 培地 を用いて 5 倍希

釈 した後、 さ らに 2 日間培養 した。

[01 10 ] ( 4 ) 遺伝子導入効率の解析



実施例 1 0 _ ( 1 ) で得 られた細胞 1 X 1 0 6個相 当よ り、実施例 6 _ ( 3

) と同様の方法で導入 コピ一数の測定を行 った。結果 を下記表 1 0 に示す。

[01 11] [ 表 12]

[01 12] その結果、 4 °C 条件下で 1 6 . 5 時間のプ レローデ イングを行 った後の使

用済 ウイル ス液 は、未使用のゥィル ス液の 2 倍希釈 と同等の力価 を有 してい

ることが示 された。本実施例 によ り、本発明の遺伝子導入方法 における低温

でのウィルスプ レ口一 ドで使用 したウィルス液 は、再利用に適 していること

が明 らかにな った。

[01 13] 実施例 1 1 イ ンキ ュベ ー シ ョン時間の検討 1 ( ラージス ケ ール バ ッグ感染

)

( 1 ) S u p T 細胞へのM a z F 遺伝子導入

実施例 6 _ ( 1 ) と同様の方法で調製 したM T —M F R 3 レ トロウイルス

液 をG T _ T _ R e t r o I 培地 にて 4 倍希釈 してウィルス希釈液 を調製 し

、 O i G e n 社 のガス透過性培養バ ッグ P e r m a L i f e P L 3 2 5

を用いて実施例 9 _ ( 2 ) と同様の方法で調製 した C H — 2 9 6 コ一 卜バ ッ

グに 1 8 0 m L ずつ、 C H _ 2 9 6 コ一 卜プ レー 卜に 1 ゥエルあた り0 . 5

m L ずつ添加 した。 プ レローデ イング条件は、 P L 3 2 5 バ ッグについては

、傾斜 0 度、 5 0 r p m の空気を入れない横揺れ振 とうを実施 した。 プ レー

卜については、傾斜 0 度、 1 0 0 r p m の横揺れ振 とうを行 った。 インキュ

ベ 一 シ ヨン時間は、 P L 3 2 5 については 1 6 、 2 4 も しくは 4 8 時間 と し

、 プ レー 卜については 1 6 時間 と した。 インキュベーシ ョンの終 了後 ウィル

ス液 を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B S をバ ッグぁた り 1 0 8 m L 、 プ

レ一 卜1 ゥエルあた り0 . 5 m L 添加 して洗浄 した。次 に 1 0 % F B S 、



% P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含む R P M I 1 6 4 0

培地 を用いて 5 X 0 5 c e I I s / m L となるように調製 した S u p T 1 細

胞懸濁液 を、前述のウィルスをプ レロー ドしたバ ッグに 1 8 0 m L ずつ、 プ

レ一 卜に 1 m L ずつ注入 し、 3 7 °C 、 5 % C O 2 インキュベータ内で培養 した

(総細胞数 7 . 2 X 1 0 7細胞 / バ ッグ）。 8 時間後、バ ッグ試験 区について

はバ ッグを反転 させて、引 き続 き 3 7 °C 、 5 % C O 2 インキュベータ内で培養

した。

[01 14] 翌 日、 プ レー ト試験 区については、表面未処理 2 4 ゥエル プ レ一 卜にて細

胞 を 1 0 % F B S 、 1 % P e n i c i I I i n — S t r e p t m y c i n を

含む R P M I 6 4 0 培地 を用いて 5 倍希釈 してさ らに 2 日間培養 を行 った

。 P L 3 2 5 バ ッグ試験 区については、 1 . 5 m L をサ ンプ リング し、表面

未処理 2 4 ゥエル プ レ一 卜にてプ レー 卜試験 区と同様 に 5 倍希釈 してさ らに

2 日間培養 を行 った。

[01 15 ] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析

実施例 1 1 _ ( 1 ) で得 られた細胞 1 X 1 0 6個相 当よ り、実施例 6 _ ( 3

) と同様の方法で導入 コピ一数の測定を行 った。結果 を下記表 1 3 に示す。

[01 16 ] [ 表 13 ]

[01 17] その結果、 P L 3 2 5 のラージスケールバ ッグを用いた場合、 いずれの試

験 区においてもプ レー 卜と比較 してよ り高い遺伝子導入効率が示 され、 さ ら

にィンキュベ 一 シ ヨン時間は今回の試験 区では 1 6 時間が最 も効果的であ つ

た。

[01 18 ] 実施例 1 2 イ ンキ ュベ ー シ ョン時間の検討 2 ( ラージス ケ ール バ ッグ感染



)

( 1 ) S u p T 細胞へのM a z F 遺伝子導入

実施例 6 _ ( 1 ) と同様の方法で調製 したM T —M F R 3 レ トロウイルス

液 をG T _ T _ R e t r o I 培地 にて 4 倍希釈 してウィルス希釈液 を調製 し

、 O i G e n 社 のガス透過性培養バ ッグ P e r m a L i f e P L 3 2 5

を用いて実施例 9 _ ( 2 ) と同様の方法で調製 した C H — 2 9 6 コ一 卜バ ッ

グに 1 8 0 m L ずつ、 C H _ 2 9 6 コ一 卜プ レー 卜に 1 ゥエルあた り0 . 5

m L ずつ添加 した。 プ レローデ イング条件は、 P L 3 2 5 バ ッグについては

、傾斜 0 度、 5 0 r p m の空気を入れない横揺れ振 とうを実施 した。 プ レー

卜については、傾斜 0 度、 1 0 0 r p m の横揺れ振 とうを行 った。 インキュ

ベ一シ ヨン時間は、 P L 3 2 5 については 8 、 1 2 、 1 6 も しくは 2 0 時間

と し、 プ レー 卜については 1 6 時間 と した。 インキュベーシ ョンの終 了後 ゥ

ィルス液 を除去 し、 1 . 5 % H S A を含む P B S をバ ッグぁた り 1 0 8 m L

、 プ レー ト1 ゥエルあた り0 . 5 m L 添加 して洗浄 した。次 に 1 0 % F B S

、 1 % P e n i c i I I i n - S t r e p t m y c i n を含む R P M I 1 6

4 0 培地 を用いて 5 X 0 5 c e I I s / m L となるように調製 した S u p T

細胞懸濁液 を、前述のウィルスをプ レロー ドしたバ ッグに 1 8 0 m L ずつ

、 プ レー 卜に 1 m L ずつ注入 し、 3 7 °C、 5 % C O 2 インキュベータ内で培養

した （総細胞数 7 . 2 X 1 0 細胞 / バ ッグ）。 2 時間後、バ ッグ試験 区につ

いてはバ ッグを反転 させて、引 き続 き 3 7 °C、 5 % C O 2 インキュベータ内で

培養 した。

[01 19] 翌 日、 プ レー ト試験 区については、表面未処理 2 4 ゥエル プ レ一 卜にて細

胞 を 1 0 % F B S 、 1 % P e n i c i I I i n — S t r e p t m y c i n を

含む R P M I 6 4 0 培地 を用いて 5 倍希釈 してさ らに 3 日間培養 を行 った

。 P L 3 2 5 バ ッグ試験 区については、 1 . 5 m L をサ ンプ リング し、表面

未処理 2 4 ゥエル プ レ一 卜にてプ レー 卜試験 区と同様 に 5 倍希釈 してさ らに

3 日間培養 を行 った。

[01 20] ( 2 ) 遺伝子導入効率の解析



実施例 1 2 _ ( 1 ) で得 られた細胞 1 X 1 0 6個相 当よ り、実施例 6 _ ( 3

) と同様の方法で導入 コピ一数の測定を行 った。結果 を下記表 1 4 に示す。

[01 2 1 ] [ 表 14]

[01 22] その結果、 P L 3 2 5 のラージスケールバ ッグを用いた場合、 いずれの試

験 区においてもプ レー 卜と比較 してよ り高い遺伝子導入効率が示 され、 さ ら

にィンキュベ 一 シ ヨン時間は今回の試験 区では 1 2 時間 と 1 6 時間が効果的

であることが示 された。

産業上の利用可能性

[01 23] 本発明によ り、簡便でかつ高効率な遺伝子導入方法が提供 される。本発明

は、特 に医学、細胞工学、遺伝子工学、及び発生工学等の分野 において有用

である。



請求の範囲

レ トロウイル スべ クタ一による標 的細胞への外来遺伝子の導入方法

であ って、下記工程 （a ) 及び （b ) を含む方法 ：

( a ) レ トロウイルス結合性物質が固定化 された培養容器 に、外来遺

伝子が搭載 された レ トロウイルスベ クタ一を含有する液体 を入れた後

、 2 5 °C 未満の温度で 4 時間以上インキュベー トし、 レ トロウイルス

ベ クターが結合 された培養容器 を得 る工程 ；及び

( b ) 工程 （a ) によ り得 られた培養容器 に標 的細胞 を入れ、 インキ

ュべ一 卜する工程。

工程 （a ) におけるインキュベーシ ョン時間が 5 時間超〜 4 8 時間

である、請求項 1 に記載の方法。

工程 （a ) におけるインキュベーシ ョンが、振 とうを伴 うインキュ

ベ 一 シ ヨンで ある、請求項 1 に記載の方法。

請求項 1 に記載の遺伝子の導入方法であ って、下記工程 （a ) ~ (

b 2 ) を含む方法 ：

( a ) レ トロウイルス結合性物質が固定化 された培養容器 に、外来遺

伝子が搭載 された レ トロウイルスベ クタ一を含有する液体 を入れた後

、 2 5 °C 未満の温度で 4 時間以上インキュベー トし、 レ トロウイルス

ベ クターが結合 された培養容器 を得 る工程 ；

( b ) 工程 （a ) によ り得 られた培養容器 を洗浄する工程 ；及び

( b 2 ) 工程 （b 1 ) で洗浄 された培養容器 に標 的細胞 を入れ、 イ ン

キュベ 一 卜する工程。

レ トロウイルス結合性物質が、 フィプロネクチ ン、繊維芽細胞増殖

因子、 V 型 コラーゲ ン、ポ リリジン、 D E A E —デキス トラン、及び

これ らのフラグメン 卜か ら選択 された少な くとも 1 種 である、請求項

1 に記載の方法。

レ トロウィルス結合性物質が、細胞結合性 を併せ持つ物質である、

請求項 1 に記載の方法。



[ 請求項 7 ] レ トロ ウイル ス結合性物質が固定化 された培養容器が、 レ トロ ウイ

ル ス結合性物質及び細胞結合性物質が固定化 された培養容器である、

請求項 1 に記載の方法。

[ 請求項 8 ] 細胞結合性物質が、細胞接着性 タンパ ク質、 ホル モ ン、 サ イ トカ イ

ン、抗体、糖鎖、炭水化物、及び代謝物か ら選択 された少な くとも 1

種である、請求項 7 に記載の方法。
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もの 出願 と矛盾するものではなく、発明の原理又は理論
ΓΕ 」国際出願 日前の出願または特許であるが、国際出願 日 の理解のために引用するもの

以後に公表された もの 「X 」特に関連のある文献であって、当該文献のみで発明
「L 」優先権主張に疑義を提起する文献又は他の文献の発行 の新規性又は進歩性がないと考えられるもの

日若 しくは他の特別な理由を確立するために引用す ΓΥ 」特に関連のある文献であって、当該文献と他の 1 以
る文献 （理由を付す） 上の文献との、当業者にとって自明である組合せに

Γθ 」口頭による開示、使用、展示等に言及する文献 よって進歩性がないと考え
ΓΡ 」国際出願 日前で、かつ優先権の主張の基礎 となる出願 Γ& 」同一パテ ン トファミリー文献

国際調査を完了した日 国際調査報告の発送 日
9 . 0 7 . 2 0 2 6 . 0 7 . 2 0

国際調査機関の名称及びあて先 特許庁審査官 （権限のある職員） 4 B 4 5 0 4

日本国特許庁 （I S A J Ρ ) 小倉 梢
郵便番号 1 0 0 — 8 9 1 5

東京都千代田区霞が関三丁目4 番 3 号 0 3 - 3 5 8 1 - 1 1 0 内線 3 4 4 8
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