
(57)【要約】
本発明は、 AIDSおよび AIDS関連症候群 (ARC)を含む HIV感染から生じる疾病の予防または治
療のための方法を提供する。その方法は、有益な遺伝子を有する幹細胞を特定するために
複数のドナーをスクリーニングすること、およびその後、治療用の幹細胞を患者に移植す
ることを含む。好ましい態様においては、有益な遺伝子は、 HIV感染に対する抵抗性を細
胞に与える多型をコードする。多型は、 HIV流入のためのレセプターのリガンド、 HLA複合
体の産物、または HIV流入のためのレセプターをコードする遺伝子である。本発明は、ま
た、感染に抵抗するための有益な遺伝子を有する幹細胞の単離された集合体を提供する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 HIV感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 方 法 で あ っ て 、 該 方 法 は 、
a)有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 幹 細 胞 を 特 定 す る た め に 複 数 の 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る 段 階 ；
お よ び
b)該 幹 細 胞 を 患 者 に 移 植 し 、 こ れ に よ り 、 該 HIV感 染 を 予 防 ま た は 治 療 す る 段 階 を 含 む 方
法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 免 疫 細 胞 に よ り 発 現 さ れ た タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 多 型 で あ
る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 免 疫 細 胞 に 感 染 す る 免 疫 細 胞 の 能 力 を 抑 制 す る も の で あ る 、 請 求 項 1
記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 免 疫 の 再 構 築 を 通 し て 、 ウ イ ル ス を 中 和 す る 免 疫 細 胞 の 能 力 を 増 強 さ
せ る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。 　
【 請 求 項 ５ 】
　 タ ン パ ク 質 が HIV流 入 の た め の レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 リ ガ ン ド が 、 SDF-1α で あ り 、 多 型 が SDF-1α 3'Aで あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 リ ガ ン ド が RANTESで あ り 、 な ら び に 多 型 が プ ロ モ ー タ ー 領 域 に あ り 、 か つ 発 現 レ ベ ル を
増 加 さ せ る も の で あ る 、 請 求 項 5記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 タ ン パ ク 質 が HLA複 合 体 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 HLA複 合 体 の 遺 伝 子 に よ り コ ー ド さ れ る タ ン パ ク 質 が 、 MHCク ラ ス I分 子 、 MHCク ラ ス II分
子 、 TNF、 お よ び 補 体 か ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る も の で あ る 、 請 求 項 ８ の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 タ ン パ ク 質 が HIV流 入 の た め の レ セ プ タ ー ま た は 共 レ セ プ タ ー で あ る 、 請 求 項 2記 載 の 方
法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 HIV流 入 の た め の レ セ プ タ ー が CD4で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 HIV流 入 の た め の レ セ プ タ ー が CCR2で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 多 型 が CCR2-64Iで あ る 、 請 求 項 12の 方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 HIV流 入 の た め の 共 レ セ プ タ ー が CCR5で あ る 、 請 求 項 10記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 多 型 が コ ー ド 領 域 に お け る 32塩 基 対 の 欠 失 で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 多 型 が CCR5m303で あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 多 型 が CCR5の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に あ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 HIV感 染 が 主 に 単 核 細 胞 親 和 性 の HIV単 離 体 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 請 求 項 14記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 複 数 の 細 胞 が 、 胚 、 骨 髄 、 末 梢 血 、 胎 盤 血 、 臍 帯 血 、 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 か ら 得
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ら れ る も の で あ る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 幹 細 胞 の イ ン ビ ト ロ ま た は イ ン ビ ボ の 拡 大 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 HLAの 遺 伝 子 型 ま た は 表 現 型 の 特 定 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 HLAの 遺 伝 子 型 の 特 定 が 対 立 遺 伝 子 に 特 異 的 な プ ラ イ マ ー お よ び 固 層 に 固 定 さ れ た HLA遺
伝 子 座 に 特 異 的 な 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る ハ イ ス ル ー プ ッ ト な 方 法 に よ る も の で
あ る 、 請 求 項 21記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ が 、 有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 発 現 す る 幹 細 胞 の 特 定 か ら な る 、
請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 タ ン パ ク 質 産 物 が 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 を 用 い る こ と に よ り 検 出 ま た は 特 定 さ れ る 、 請 求
項 23記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ が 、 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 幹 細 胞 の 特 定 か ら な る 、 請 求 項 1記 載 の 方 法
。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く ア ッ セ イ 法 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ア ッ
セ イ 法 、 ま た は 機 能 的 な ア ッ セ イ 法 を 用 い て 検 出 さ れ る 、 請 求 項 25記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 非 天 然 の HLAタ ン パ ク 質 を 発 現 す る た め の 、 ま た は 天 然 の HLAタ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す
る た め の 幹 細 胞 の 治 療 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 1記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 生 存 す る ヒ ト 造 血 性 幹 細 胞 を 含 む ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 で あ っ て 、 該 幹 細 胞 が 、
HIV感 染 の 耐 性 を 与 え る 有 益 な 遺 伝 子 を 含 む 、 単 離 さ れ た 集 合 体 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 幹 細 胞 が 、 胚 、 骨 髄 、 末 梢 血 、 胎 盤 血 、 臍 帯 血 、 お よ び 脂 肪 組 織 か ら な る 群 の メ ン バ ー
か ら 誘 導 さ れ る 、 請 求 項 28記 載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 CCR5の 多 型 で あ る 、 請 求 項 28記 載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 CCR5δ 32、 CCR5m303、 CCR5プ ロ モ ー タ ー に お け る 多 型 、 お よ び CCR5R6
0Sか ら な る 群 か ら 選 択 さ れ る 、 CCR5の 多 型 で あ る 請 求 項 30記 載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集
合 体 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 CCR5δ 32多 型 の ホ モ 接 合 体 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ
れ た 集 合 体 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 、 CCR5δ 32多 型 の ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る 、 請 求 項 31記 載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離
さ れ た 集 合 体 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 幹 細 胞 が 、 幹 細 胞 の レ シ ピ エ ン ト と 一 致 す る HLAの 遺 伝 子 型 を さ ら に 含 む 、 請 求 項 28記
載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 薬 学 的 な 担 体 を 更 に 含 む 、 請 求 項 28記 載 の ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
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　 関 連 出 願 の 相 互 参 照
　 こ の 出 願 は 、 2001年 11月 29日 に 出 願 さ れ た 関 連 す る 米 国 特 許 出 願 第 09/998,832号 の 利 益
を 主 張 す る が 、 そ れ は 、 全 て の 目 的 で 参 照 と し て 本 明 細 書 に 組 み 入 れ ら れ る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ２ 】
発 明 の 背 景
　 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ HIV)感 染 は 、 低 分 子 の プ ロ テ ア ー ゼ 阻 害 剤 、 ヌ ク レ オ シ ド 類 縁
体 、 お よ び 非 ヌ ク レ オ シ ド 系 逆 転 写 酵 素 阻 害 剤 の よ う な 、 ウ イ ル ス の 複 製 を 阻 害 す る 作 用
物 質 を 用 い て 最 も 一 般 的 に 治 療 さ れ る 。 こ れ ら の 抗 ウ イ ル ス 治 療 は 、 ウ イ ル ス 量 の 軽 減 お
よ び 免 疫 機 能 の 回 復 の た め に 比 較 的 有 効 で あ っ た 。 し か し 、 こ れ ら の 薬 剤 は 、 多 く の 副 作
用 を 示 し 、 し ば し ば 薬 剤 耐 性 を 誘 導 す る 長 期 間 に わ た る 治 療 が 要 求 さ れ 、 身 体 か ら の ウ イ
ル ス の 完 全 な 根 絶 を も た ら さ な い 。 し た が っ て 、 最 近 の 多 く の 研 究 は 、 HIVを 中 和 す る 免
疫 系 の 能 力 を 増 強 さ せ る か 、 ま た は 免 疫 細 胞 に 感 染 す る ウ イ ル ス の 能 力 を 阻 害 す る 治 療 を
開 発 す る こ と に 焦 点 を お い て い る 。 特 に 、 こ れ ら の 治 療 は 、 特 定 の 遺 伝 子 多 型 が 感 受 性 の
低 下 お よ び 疾 病 の 進 行 の 緩 慢 に 関 連 す る と い う 証 明 の 成 長 体 を 活 用 す る （ Rogerら 、 FASEB
,12:625-632(1998);O'Brienら 、 Hospital Practice,July 15(1998);Hoganら 、 Ann.Intern
.Med.,134:978-996(2001)参 照 )。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 こ れ ら の 有 益 な 多 型 の 多 く は 、 免 疫 細 胞 へ の HIVへ の 流 入 を 仲 介 す る レ セ プ タ ー 、 お よ
び レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド の 変 異 体 で あ る 。 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス の タ イ プ 1（ 「 HIV-1」 ）
は T細 胞 表 面 分 子 CD4を 第 一 の レ セ プ タ ー と し て 用 い る が 、 優 れ た ウ イ ル ス の 細 胞 へ の 流 入
お よ び 感 染 は 、 第 二 の 分 子 、 即 ち 、 「 共 レ セ プ タ ー 」 の 存 在 が 要 求 さ れ る こ と が 見 い だ さ
れ た （ Claphamお よ び Weiss,Nature,388:230-231(1997)参 照 ） 。 7つ の 共 レ セ プ タ ー 分 子 は
特 定 さ れ 、 そ の 各 々 は 、 7つ の 膜 透 過 ド メ イ ン を 有 す る Gタ ン パ ク 質 共 役 レ セ プ タ ー で あ る
キ モ カ イ ン レ セ プ タ ー の フ ァ ミ リ ー の メ ン バ ー で あ る か 、 ま た は そ れ に 関 連 す る 。 間 質 に
由 来 す る フ ァ ク タ ー 1（ SDF-1） キ モ カ イ ン レ セ プ タ ー CXCR4は 、 Ｔ 細 胞 ト ロ ピ ッ ク な HIV種
の た め の 共 レ セ プ タ ー で あ る が 、 RANTES、 MIP-1α 、 お よ び MIP-1β に 選 択 的 に 結 合 す る キ
モ カ イ ン レ セ プ タ ー CCR5は 、 HIVの マ ク ロ フ ァ ー ジ ト ロ ピ ッ ク な 種 の 共 レ セ プ タ ー と し て
提 供 さ れ る 。 CCR3、 CCR2b、 お よ び CCR1は 、 他 の あ ま り 一 般 的 で な い HIV種 の 共 レ セ プ タ ー
と し て 提 供 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 特 徴 づ け ら れ る 最 初 の HIV耐 性 遺 伝 子 は 、 第 一 の HIVの 共 レ セ プ タ ー CCR5の 多 型 で あ っ た
（ Deanら 、 Science,273:1856-1862(1996);Liuら 、 Cell,86:367-377(1996)参 照 ） 。 CCR5レ
セ プ タ ー （ CCR5δ 32） の 32塩 基 の 欠 失 は 、 フ レ ー ム シ フ ト 変 異 、 お よ び 最 後 の 3つ の 膜 透
過 ド メ イ ン の 欠 失 を 引 き 起 こ す 。 こ の よ う な 欠 失 に 対 し て ホ モ 接 合 性 の 個 体 は 、 複 数 の 性
の HIVへ の 暴 露 に も か か わ ら ず 、 非 感 染 を 維 持 す る 。 し か し 、 AIDSへ の 進 行 が 遅 く な り う
る が 、 こ の 欠 失 の ヘ テ ロ 接 合 性 は 、 感 染 に 感 受 性 で あ る 。 他 の 有 益 な 多 型 は 、 CCR5(CCR5m
303)の 303残 基 に お け る 点 突 然 変 異 で あ り 、 こ れ は 、 終 止 コ ド ン 、 お よ び 最 後 の 5つ の 膜 透
過 ド メ イ ン 、 お よ び 、 細 胞 質 尾 部 の 欠 失 を 形 成 す る 。 こ の 変 異 は 、 CCR5δ 32変 異 に 関 係 す
る 場 合 、 HIV感 染 へ の 耐 性 を 与 え る （ Quillentら 、 Lancet,351:14-18(1998)参 照 ） 。 CCR5
の 一 つ の ア ミ ノ 酸 の 置 換 、 R89Cも ま た 、 HIV感 染 へ の 抵 抗 を 与 え る よ う で あ る 。 （ Tamasau
skasら 、 Blood,97:3651-3654(2001)参 照 ） こ れ ら の 共 レ セ プ タ ー の プ ロ モ ー タ ー 領 域 に お
け る 多 型 （ 例 え ば 、 CCR5P1、 CCR5 59029Aお よ び 59353C） も ま た 、 疾 病 の 早 い 進 行 に 関 係
す る （ Omettoら 、 J.Infectious Disease,183:814-818(2001);Martinら 、 Infectious Dise
ase,282:1907-1911(1998);Cleggら 、 AIDS,14:103-108(2000)参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 あ ま り 用 い ら れ て い な い 他 の HIV共 レ セ プ タ ー の 変 異 体 も ま た 、 疾 病 の 進 行 に 影 響 す る
よ う で あ る 。 CCR2レ セ プ タ ー の 保 守 的 な 点 突 然 変 異 、 CCR2-64Iは レ セ プ タ ー を 発 現 さ せ る
が 、 そ れ に も か か わ ら ず 、 疾 病 の 進 行 を 遅 ら せ る （ Smithら 、 Science,277:959-965(1997)
参 照 ） 。
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【 ０ ０ ０ ６ 】
　 HIVレ セ プ タ ー CCR5お よ び CXCR4の リ ガ ン ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 の 多 型 は 、 疾 病 の 進 行 に
影 響 を 与 え る が 、 感 受 性 に は 影 響 し な い 。 例 え ば 、 間 質 に 由 来 す る フ ァ ク タ ー １ α (SDF-1
α )の 3'非 翻 訳 領 域 に お け る 点 突 然 変 異 の ホ モ 接 合 性 は 、 劣 性 の 方 法 で 、 疾 病 の 進 行 を 遅
ら せ る （ Winklerら 、 Science,279:389-393(1998)参 照 ） 。 3'A変 異 は SDF-1α の 生 合 成 を 上
流 か ら 制 御 す る の で 、 CXCR4レ セ プ タ ー へ の HIVと の 競 合 が 増 加 す る こ と が 仮 説 さ れ る 。 RA
NTESの 発 現 を 増 加 さ せ る RANTESプ ロ モ ー タ ー は 、 同 能 な 方 法 で 機 能 す る こ と が 信 じ ら れ て
い る が 、 こ の 場 合 、 CCR5レ セ プ タ ー へ の HIVと の 競 合 を 増 加 さ せ る こ と に よ る （ Liuら 、 PN
AS,96:4581-4585(1999)参 照 ） 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 最 後 に 、 HLA対 立 遺 伝 子 は HIV-1疾 病 の 進 行 に 影 響 す る と い う 証 明 も あ る 。 動 物 実 験 は 、
マ ウ ス の AIDSへ の 耐 性 は 、 マ ウ ス の HLA遺 伝 子 座 の 相 同 体 を H-2複 合 体 に に 位 置 づ け る こ と
を 示 す （ Makinoら 、 J.Immunol.,144:4347-4355(1990)参 照 ） 。 HLA複 合 体 は 、 3つ の タ イ プ
の 遺 伝 子 （ ク ラ ス I,IIお よ び III） を 含 み 、 そ れ ら の 全 て は 、 免 疫 反 応 の 調 節 に 関 連 す る
。 MHC遺 伝 子 と し て 知 ら れ る 、 ク ラ ス I（ A,B,C,D,E,F,G） お よ び ク ラ ス II(DM,DP,DQ,DR)分
子 は 、 Ｔ 細 胞 へ の 抗 原 の 存 在 に 関 連 す る 。 ク ラ ス IIIの HLAは 、 抗 原 プ ロ セ シ ン グ の ト ラ ン
ス ポ ー タ ー (TAP)、 プ ロ テ ア ゾ ー ム の ポ リ ペ プ チ ド 、 補 体 成 分 因 子 (Bf,C2,C4)、 お よ び 腫
瘍 壊 死 因 子 (TNF-α 、 TNF-β )を 含 む 関 連 の な い 様 々 な タ ン パ ク 質 を 含 む 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 調 査 は 、 MHCク ラ ス Iお よ び II分 子 に つ い て の 個 体 の 特 徴 的 な タ イ プ は 、 疾 病 の 進 行 に 影
響 し う る こ と を 示 す 。 HIV-1が 感 染 し た 血 友 病 患 者 の 兄 弟 の ペ ア ー の 調 査 は 、 一 つ ま た は
二 つ の HLAク ラ ス II対 立 遺 伝 子 を 共 有 す る 兄 弟 の ペ ア ー が 、 疾 病 の 進 行 の 同 様 の 速 度 を 示
す こ と を 示 し た （ Kronerら 、 AIDS,9:275-280(1995)参 照 ） 。 更 に 最 近 の 研 究 は 、 HLAク ラ
ス IB＊ 5701が 未 発 症 感 染 者 に お け る ウ イ ル ス の 複 製 の 制 限 に 著 し く 関 与 す る こ と を 見 い だ
さ れ た （ Flores-Villanuevaら 、 PNAS,98:5140-5145(2001)参 照 ） 。 プ ロ セ シ ン グ さ れ た HI
V-1抗 原 に 関 連 す る 特 定 の MHCタ ン パ ク 質 の 強 化 さ れ た 能 力 は 、 特 定 の 個 体 に 、 ウ イ ル ス に
対 し て 著 し く 有 効 な CD8リ ン パ 球 の 反 応 を 生 じ さ せ る こ と が 仮 説 さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 HIV疾 病 の 進 行 に 影 響 す る 別 の 多 型 は 、 IL10-5'A、 即 ち 、 イ ン タ ー ロ イ キ ン -10(IL-10)
の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 変 異 体 で あ る 。 こ の 多 型 は 、 IL-10の 産 生 を 抑 制 し 、 ホ モ 接 合 体 お
よ び ヘ テ ロ 接 合 体 の 両 方 に お い て AIDSの 速 い 進 行 に 関 連 す る （ Shinら 、 PNAS,97:14467-72
(2000)参 照 ） 。 IL-10は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 T-リ ン パ 球 、 お よ び HIVの 複 製 を 阻 害 す る こ と
が 知 ら れ て い る 。 お そ ら く 、 IL-10レ ベ ル を 高 め る プ ロ モ ー タ ー の 変 異 は 、 AIDSの 進 行 を
遅 く す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 特 定 の 多 型 が HIVへ の 耐 性 を 与 え る と い う 発 見 は 、 感 染 に 抵 抗 す る こ と が よ り 有 能 な 、
お よ び /ま た は ウ イ ル ス を 中 和 す る こ と が よ り 有 能 な 細 胞 に 免 疫 系 を 再 活 性 化 す る と い う
治 療 の 提 案 を 導 い た 。 細 胞 の 新 規 な 感 染 を 防 ぐ た め 、 そ の よ う な 治 療 は ウ イ ル ス の 複 製 阻
害 剤 を 用 い た 長 期 化 さ れ た 治 療 の 必 要 性 を 消 失 し う る 。 さ ら に 、 そ の よ う な 治 療 の 特 異 的
な 性 質 は 副 作 用 を 減 少 さ せ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 国 際 公 開 公 報 第 99/23253号 お よ び 米 国 特 許 第 6,153,431号 は 、 存 在 し て い る リ ン パ 球 ま
た は 幹 細 胞 に お け る 有 益 な 多 型 を 発 現 す る た め に 用 い ら れ う る ベ ク タ ー を 記 載 し 、 形 質 導
入 さ れ た 細 胞 で 感 染 さ れ た 細 胞 の 置 き 換 え を 示 唆 す る 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 し か し 、 疾 病 耐 性 の 多 型 を 有 し 、 形 質 導 入 す る 循 環 す る Ｔ リ ン パ 球 は 、 広 い 範 囲 に 広 が
る た め 、 現 行 の ベ ク タ ー デ リ バ リ ー シ ス テ ム を 用 い て 、 全 て の 標 的 細 胞 に 到 達 す る こ と が
困 難 で あ る た め 、 問 題 で あ る 。 さ ら に 、 幹 細 胞 の イ ン ビ ト ロ 遺 伝 子 工 学 お よ び そ の よ う な
細 胞 を 使 っ た 遺 伝 子 治 療 も ま た 、 問 題 で あ り う る 。 イ ン ビ ト ロ で 幹 細 胞 を 培 養 し て 形 質 導
入 す る こ と は 困 難 で あ る 。 有 益 な 遺 伝 子 は 、 有 効 と な る 十 分 に 高 い レ ベ ル で 発 現 さ れ ず 、
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HIVに よ る 感 染 を 許 す 遺 伝 子 は 本 方 法 を 用 い る こ と に よ り 有 効 に 「 ノ ッ ク ア ウ ト 」 さ れ ず
、 ま た 、 形 質 導 入 は 免 疫 系 の 細 胞 へ 続 く 分 化 に 影 響 す る か も し れ な い 。 最 終 的 に 、 ド ナ ー
か ら の 幹 細 胞 の 注 入 は 、 イ ン ボ ト ロ の 操 作 か 否 か に 関 わ ら ず 、 好 ま し く は 、 HLAの 表 現 型
に 一 致 し た 後 に 実 施 さ れ る 。 ド ナ ー と レ シ ピ エ ン ト と の 間 の 違 い は 、 移 植 の 拒 絶 を 引 き 起
こ す か 、 ま た は さ ら に 悪 い こ と に 、 ド ナ ー の 組 織 の 免 疫 細 胞 が 宿 主 の 組 織 を 攻 撃 す る か も
し れ な い （ 移 植 組 織 -対 -宿 主 の 疾 患 ） 。 最 近 の 方 法 は 、 望 ま し い 疾 病 の 耐 性 遺 伝 子 お よ び
HLAの 表 現 型 の 両 方 を 発 現 す る 細 胞 の 速 く 効 率 的 な 特 定 を 許 容 し な い 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 こ う し て 、 免 疫 細 胞 に HIV感 染 へ の 抵 抗 性 を 有 効 に 与 え 、 お よ び ／ ま た は 免 疫 的 な 不 一
致 の 危 険 性 が 減 少 し た ウ イ ル ス を 中 和 す る 免 疫 系 の 能 力 を 増 強 さ せ る 、 HIV感 染 の 治 療 方
法 の ニ ー ズ が 残 る 。 本 発 明 は 、 こ の こ と お よ び 他 の ニ ー ズ を 満 た す 。
【 発 明 の 開 示 】
【 ０ ０ １ ４ 】
発 明 の 簡 単 な 要 約
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 AIDSお よ び AIDS関 連 症 候 群 (ARC)を 含 む HIV感 染 か ら 生
じ る 任 意 の 疾 病 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 有 益 な 遺 伝 子 を
有 す る ヒ ト を 特 定 す る た め に ド ナ ー か ら の 複 数 の 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と 、 お よ び
そ の 後 、 幹 細 胞 を HIV感 染 （ ま た は HIV感 染 の 危 険 性 ） の あ る 患 者 に 移 植 す る こ と を 含 む 。
好 ま し く は 、 免 疫 細 胞 に HIV感 染 へ の 抵 抗 性 を 与 え 、 お よ び ／ ま た は 免 疫 的 な 不 一 致 の 危
険 性 が 減 少 し た ウ イ ル ス を 不 活 性 化 す る 免 疫 系 の 能 力 を 保 護 も し く は 促 進 す る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て 、 本 発 明 は 、 有 益 な 遺 伝 子 の 多 型 を 有 す る こ と に よ り 改 善 、 ま た は
阻 害 さ れ う る 症 状 を 被 っ て い る 哺 乳 動 物 、 ま た は 影 響 を 受 け や す い 哺 乳 動 物 を 治 療 す る た
め の 薬 物 の 調 製 の た め に 幹 細 胞 を 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 さ ら な る 態 様 に お い て 、 本 発 明
は 、 HIVに 関 連 し た 症 状 の 治 療 の た め の 薬 物 を 調 製 す る の た め の 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 幹
細 胞 を 用 い る 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 に お い て 、 HIVに 関 連 し た 症 状 は 、 大 部 分 が 単 核
細 胞 親 和 性 で あ る HIV単 離 体 に よ り 引 き 起 こ さ れ る 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 一 つ の 観 点 に お い て 、 本 発 明 は 、 HIV感 染 の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。
本 方 法 は 、 a)有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る ド ナ ー を 特 定 す る た め に 複 数 の ド ナ ー か ら の 細 胞 を ス
ク リ ー ニ ン グ す る こ と 、 お よ び b)有 益 な 遺 伝 子 を 含 む 幹 細 胞 を HIV感 染 の 患 者 に 移 植 す る
こ と を 含 む 。 好 ま し く は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 に よ り 発 現 さ れ る タ ン パ ク 質 を コ ー
ド す る 遺 伝 子 の 多 型 で あ る 。 有 益 な 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 に 感 染 す る HIVの 能 力 を 低 下 さ せ
る も の 、 ま た は 免 疫 の 再 構 築 を 通 し て ウ イ ル ス を 中 和 す る 免 疫 細 胞 の 能 力 を 増 強 さ せ る も
の で あ っ て も よ い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 HIV流 入 の た め の リ ガ ン ド の 多 型 で あ り 、 こ
れ に 制 限 さ れ な い が 、 SDF-1の 3'A多 型 、 ま た は 発 現 レ ベ ル を 高 め る RANTESの プ ロ モ ー タ ー
多 型 を 含 む 。 別 の 態 様 に お い て は 、 多 型 は HLA複 合 体 の 遺 伝 子 の も の で あ り 、 そ れ は 、 MHC
ク ラ ス I分 子 、 MHCク ラ ス II分 子 、 TNF、 お よ び 補 体 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 更 に 他 の 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 CD4、 CXCR4、 CCR2
、 お よ び CCR5を 含 む HIV流 入 の た め の レ セ プ タ ー ま た は 共 レ セ プ タ ー の 一 つ の 多 型 で あ る
。 こ れ ら の 多 型 は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 CCR2-64I、 CCR5の コ ー ド 領 域 の 32塩 基 対 の 欠
失 、 CCR5m303、 CCR5の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 多 型 、 お よ び CCR5R60Sを 含 む 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 発 明 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 細 胞 は 、 胚 、 骨 髄 、 末 梢 血 、
胎 盤 血 、 臍 帯 血 、 脂 肪 組 織 、 ま た は 他 の 幹 細 胞 の 潜 在 的 な 源 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 特 定 の 態 様 に お い て は 、 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 産 物 の 検 出 も し く は 特 定 （ 例 え ば 、 イ ム ノ
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ア ッ セ イ 法 ） ま た は 他 の タ ン パ ク 質 ア ッ セ イ 法 に よ り 有 益 な 遺 伝 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン
グ さ れ る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン に 基 づ く ア ッ
セ イ 法 、 シ ー ク エ ン シ ン グ ア ッ セ イ 法 、 機 能 的 な ア ッ セ イ 法 、 ま た は 他 の ア ッ セ イ 法 を 用
い て 検 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 二 の 観 点 に お い て は 、 上 記 の 方 法 は 、 治 療 用 幹 細 胞 ユ ニ ッ ト の エ ク ス ビ ボ （ イ ン ビ ト
ロ ） お よ び ／ ま た は イ ン ビ ボ の 増 殖 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 第 三 の 観 点 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 HLAの 遺 伝 子 型 、 お よ び ／ ま た は 治 療 用 幹 細 胞 の
表 現 型 の 特 定 を さ ら に 含 む 。 HLAの 遺 伝 子 型 は 、 対 立 遺 伝 子 特 異 的 プ ラ イ マ ー 、 お よ び 固
層 に 固 定 さ れ た HLA遺 伝 子 座 の 特 異 的 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い る ハ イ ス ル ー プ ッ ト
法 に よ り 選 択 的 に 決 定 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 第 四 の 観 点 に お い て は 、 こ の 方 法 は 、 非 天 然 の HLAタ ン パ ク 質 の 発 現 す る た め の 、 ま た
は 天 然 の HLAタ ン パ ク 質 の 発 現 を 阻 害 す る た め の 幹 細 胞 の 治 療 を さ ら に 含 む 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 一 つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 は 、 そ の 中 に お い て 、 幹 細 胞 が HIV感 染 に 対 す る 耐 性 を
与 え る 有 益 な 遺 伝 子 を 含 む 、 臍 帯 血 ま た は 胎 盤 血 か ら 誘 導 さ れ る 、 生 存 能 力 の あ る ヒ ト 新
生 児 の 、 ま た は ヒ ト 胎 児 の 造 血 性 幹 細 胞 を 含 む ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 を 提 供 す る 。
さ ら な る 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 CCR5の 多 型 で あ る 。 い く つ か の 態 様 に お い て
は 、 CCR5の 多 型 は 、 CR5δ 32、 CCR5m303、 CCR5プ ロ モ ー タ ー の 多 型 、 お よ び CCR5R60Sか ら
選 択 さ れ る 。 CCR5の 多 型 は 、 ホ モ 接 合 性 ま た は ヘ テ ロ 接 合 性 の い ず れ か で あ っ て も よ い 。
一 つ の 観 点 に お い て は 、 CCR5の 多 型 は 、 ホ モ 接 合 性 の CCR5δ 32の 多 型 で あ る 。 別 の 観 点 に
お い て は 、 CCR5の 多 型 は 、 ヘ テ ロ 接 合 性 の CCR5δ 32の 多 型 で あ る 。 更 な る 観 点 に お い て は
、 幹 細 胞 は 、 幹 細 胞 の レ シ ピ エ ン ト と 一 致 す る HLA遺 伝 子 型 を も 有 す る 。 別 の 観 点 に お い
て は 、 幹 細 胞 は 、 ア ル ブ ミ ン の よ う な 薬 学 的 担 体 も 含 む 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 本 発 明 の 他 の 効 果 、 観 点 、 お よ び 態 様 は 、 以 下 の 記 載 を 読 む こ と に よ り 明 ら か に な る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
詳 細 な 説 明
１ ． 定 義
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ る 「 有 益 な 遺 伝 子 」 と い う 用 語 は 、 疾 病 に 対 す る 向 上 し た 耐 性 を 提
供 す る 任 意 の 遺 伝 子 、 疾 病 の 進 行 を 遅 ら せ る か ま た は 低 減 さ せ る 任 意 の 遺 伝 子 、 ま た は 研
究 に 有 益 な 任 意 の 遺 伝 子 を 指 す 。 有 益 な 遺 伝 子 と は 、 二 倍 体 の 器 官 に お い て 通 常 見 い だ さ
れ る あ る 遺 伝 子 に つ い て の 一 つ の 対 立 遺 伝 子 ま た は 2つ の 対 立 遺 伝 子 を 指 す 。 研 究 に 有 益
な 遺 伝 子 は 、 様 々 な 疾 病 の 哺 乳 動 物 モ デ ル を 作 製 す る た め に 用 い ら れ う る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 「 ド ナ ー か ら の 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 幹 細 胞 を 含 み 、 ド ナ ー か ら 抽 出 さ れ う る 細 胞 の 集
団 を 指 す 。 そ の よ う な 細 胞 の 典 型 的 な 起 源 は 、 胚 、 骨 髄 、 末 梢 血 、 臍 帯 血 、 胎 盤 血 、 脂 肪
組 織 、 お よ び 幹 細 胞 が 属 す る 他 の 任 意 の 組 織 を 含 む 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 「 ヒ ト 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 合 体 」 と い う 用 語 は 、 ド ナ ー か ら 抽 出 さ れ た 細 胞 の 集 団 を 指
す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 免 疫 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 発 病 に 対 す る 体 の 防 御 に お け る 役 割
を 担 う 細 胞 を 指 す 。 HIVの 主 な 免 疫 細 胞 の 標 的 は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ お よ び Tリ ン パ 球 で あ る
。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 多 型 」 と い う 用 語 は 、 特 定 の 遺 伝 子 配 列 の 変 異 体 を 指 す 。 こ れ
は 、 一 つ の ヌ ク レ オ チ ド 部 位 か ら 染 色 体 レ ベ ル で 目 に 見 え る 大 き な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 ま で
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の い ろ い ろ な サ イ ズ の 遺 伝 子 型 の 違 い を 含 む 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 「 イ ン ビ ト ロ 増 殖 」 と い う 用 語 は 、 実 験 室 に お け る 哺 乳 動 物 細 胞 の 培 養 を 指 す 。 そ の よ
う な 細 胞 は 、 哺 乳 動 物 か ら 、 お よ び 適 切 な 環 境 に お け る 培 養 に よ り 発 生 す る 幹 細 胞 の 追 加
的 な 量 か ら 抽 出 さ れ う る 。 も し 可 能 で あ れ ば 、 安 定 な 細 胞 株 は 、 細 胞 の 継 続 的 な 繁 殖 を 許
す よ う に 構 築 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 「 幹 細 胞 」 と い う 用 語 は 、 不 確 定 の 期 間 に 分 化 し 、 特 殊 な 細 胞 を 生 じ る 能 力 を 有 す る 細
胞 の こ と を 指 す 。 幹 細 胞 は 、 全 て の 未 発 達 の 層 （ 外 胚 葉 、 中 胚 葉 、 お よ び 内 胚 葉 ） か ら 発
生 す る 。 幹 細 胞 の 典 型 的 な 起 源 は 、 胚 、 骨 髄 、 末 梢 血 、 臍 帯 血 、 胎 盤 血 液 、 お よ び 脂 肪 組
織 を 含 む 。 幹 細 胞 は 、 多 分 化 能 で あ り 、 生 物 に お け る 大 半 の 組 織 を 発 生 す る こ と が で き る
こ と を 意 味 す る 。 例 え ば 、 多 分 化 能 な 幹 細 胞 は 、 皮 膚 、 肝 臓 、 血 液 、 筋 肉 、 骨 な ど の 細 胞
を 発 生 さ せ る こ と が で き る 。 対 照 的 に 、 複 数 分 化 能 ま た は 成 人 幹 細 胞 は 、 限 定 的 な タ イ プ
の 細 胞 を 発 生 さ せ る こ と の み 可 能 で あ る 。 例 え ば 、 造 血 性 幹 細 胞 は 、 リ ン パ 系 統 、 骨 髄 系
統 の 細 胞 を 発 生 さ せ る こ と の み 可 能 で あ る 。 生 存 細 胞 は 、 生 存 し て い て 、 か つ し ば し ば 成
長 お よ び 分 化 が 可 能 な 細 胞 で あ る 。 こ れ ら の 技 術 は 、 細 胞 の 生 存 能 力 、 例 え ば 、 ト リ パ ン
ブ ル ー ダ イ を 排 除 す る 能 力 を 決 定 す る 方 法 を 認 識 し て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 「 HIV」 ま た は 「 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 」 と い う 用 語 は 、 HIV-1、 HIV-2、 お よ び AIDSま
た は AIDS関 連 症 候 群 (ARC)の 発 病 に 貢 献 す る 他 の ウ イ ル ス 種 の こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 HIV感 染 」 と い う 用 語 は 、 無 症 状 の 血 清 反 応 陽 性 か ら AIDS関 連
症 候 群 (ARC)を 通 し て 、 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 (AIDS)ま で の 範 囲 の HIV感 染 に 関 連 す る あ ら
ゆ る 範 囲 の 症 状 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 後 天 性 免 疫 不 全 症 候 群 」 即 ち 「 AIDS」 と い う 用 語 は 、 HIVの 感
染 に 関 連 し た 細 胞 性 免 疫 の 欠 損 、 CD4+Tリ ン パ 球 数 の 減 少 、 な ら び に 日 和 見 感 染 お よ び 悪
性 腫 瘍 へ の 感 受 性 の 増 加 を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 HLA複 合 体 」 と い う 用 語 は 、 MHCク ラ ス I、 ク ラ ス II、 ク ラ ス III
分 子 を コ ー ド す る 染 色 体 上 の 遺 伝 子 の 集 合 体 の こ と を 指 す 。 「 MHCク ラ ス I」 分 子 は 、 ヘ ル
パ ー T細 胞 に 抗 原 を 提 示 す る 糖 タ ン パ ク 質 で あ り 、 「 MHCク ラ ス II」 分 子 は 、 細 胞 障 害 性 T
細 胞 に 抗 原 を 提 示 す る 。 「 MHCク ラ ス III」 分 子 は 、 補 体 経 路 の タ ン パ ク 質 お よ び 腫 瘍 壊 死
因 子 (TNF)の よ う な 、 分 泌 タ ン パ ク 質 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 TNF」 す な わ ち 「 腫 瘍 壊 死 因 子 」 と い う 用 語 は 、 マ ク ロ フ ァ ー
ジ （ TNF-α ） お よ び T細 胞 （ TNF-β ） に よ っ て 産 生 さ れ る 2つ の 関 連 す る サ イ ト カ イ ン の こ
と を 指 す 。 こ れ ら の 因 子 は 、 腫 瘍 細 胞 に 対 し て 細 胞 障 害 性 で あ り 、 抗 炎 症 反 応 の 役 割 を 担
う 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 本 明 細 書 で 用 い ら れ る 「 補 体 」 と い う 用 語 は 、 膜 攻 撃 複 合 体 、 細 胞 の 溶 解 を 仲 介 す る 複
合 体 を 形 成 す る 血 清 タ ン パ ク 質 の グ ル ー プ の い ず れ か を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
II.序 文
　 本 発 明 は 、 と り わ け 、 AIDSお よ び AIDS関 連 症 候 群 (ARC)を 含 む 、 HIV感 染 か ら 生 じ る 疾 病
の 予 防 ま た は 治 療 の た め の 方 法 を 提 供 す る 。 そ の 方 法 は 、 有 益 な 遺 伝 子 で 幹 細 胞 を 特 定 す
る た め に 、 複 数 の 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ し 、 そ の 後 、 幹 細 胞 を 患 者 に 移 植 す る こ と を 含 む
。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 潜 在 的 な ド ナ ー は 最 初 に 有 益 な 変 異 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ 、 そ の 後 、 幹 細 胞 は 移 植 の た め に こ れ ら の ド ナ ー か ら 抽 出 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
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　 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 に HIV感 染 に 対 す る 抵 抗 性 を 与 え
る 遺 伝 子 、 ま た は ウ イ ル ス を 中 和 す る 免 疫 細 胞 の 能 力 を 増 強 さ せ る 遺 伝 子 の 多 型 で あ る 。
好 ま し く は 、 そ の 遺 伝 子 は 、 HIV流 入 の レ セ プ タ ー の リ ガ ン ド を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 HLA複
合 体 の 遺 伝 子 、 ま た は HIV流 入 の レ セ プ タ ー で あ る 。 本 発 明 で ス ク リ ー ニ ン グ さ れ た 細 胞
は 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 胚 、 臍 帯 、 胎 盤 、 骨 髄 、 末 梢 血 、 お よ び 脂 肪 組 織 を 含 む 幹 細
胞 を 含 む 源 か ら 誘 導 さ れ る 。 そ れ ら は 、 遺 伝 子 の 多 型 、 お よ び ／ ま た は タ ン パ ク 質 の 変 異
を 検 出 す る 方 法 を 用 い て 、 好 ま し く は ハ イ ス ル ー プ ッ ト 法 に よ り 、 有 益 な 遺 伝 子 に つ い て
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 治 療 用 の 幹 細 胞 は 、 一 致 す る レ シ ピ エ ン ト に 移 植 す る 前 に 、 ハ イ
ス ル ー プ ッ ト 法 を 用 い て 選 択 的 に HLA識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 本 発 明 は 、 疾 病 を 誘 導 す る 遺 伝 子 を 有 す る 幹 細 胞 を 特 定 す る た め に ド ナ ー か ら の 複 数 の
細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と 、 お よ び 疾 病 を 誘 導 す る た め に 、 特 定 さ れ た 幹 細 胞 を マ ウ
ス の よ う な 哺 乳 動 物 に 移 植 す る こ と に よ っ て 、 疾 病 モ デ ル を 作 製 す る 方 法 を も 提 供 す る 。
こ の 哺 乳 動 物 は 、 可 能 性 の あ る 治 療 法 に つ い て テ ス ト し 、 疾 病 の メ カ ニ ズ ム を 解 明 す る た
め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
III.有 益 な 遺 伝 子 で 治 療 さ れ う る 感 染
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 有 益 な 遺 伝 子 を 含 有 す る 幹 細 胞 は 、 HIV感 染 を 治 療 す る た め に
用 い ら れ る 。 し か し 、 本 発 明 の 方 法 は 、 HIVの 治 療 に 限 定 さ れ な い 。 タ ン パ ク 質 レ セ プ タ
ー を 用 い て 細 胞 に 入 る 感 染 作 用 物 質 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 他 の 感 染 症 も ま た 、 本 明 細 書
に 記 載 の 幹 細 胞 を 用 い て 治 療 さ れ う る 。 有 益 な 遺 伝 子 は 、 細 胞 に 入 る 感 染 作 用 物 質 の 能 力
を 減 少 ま た は 消 失 す る 感 染 作 用 物 質 の た め の レ セ プ タ ー の 多 型 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 感 染 作 用 物 質 、 お よ び 有 益 な 遺 伝 子 に よ っ て コ ー ド さ れ う る 感 染 作 用 物 質 の た め の レ セ
プ タ ー ま た は 共 レ セ プ タ ー は 、 例 え ば 、 HIVウ イ ル ス 、 お よ び CSCR4、 CCR3、 CCR2、 CCR8、
CCR5、 Bonzo/STRL-33/TYMSTR、 BOB/GPR15、 CD4； ポ リ オ ウ イ ル ス 、 お よ び PVR； HSV-1お よ
び 2、 な ら び に Prr2/HveB、 Prr1/HveC、 HveA； PVR、 お よ び Prr2/HveB、 Prr1/HveC； コ ク サ
ッ キ ー ウ イ ル ス 、 お よ び CAR、 α vβ 3、 CD55； Ad-2/Ad-5、 お よ び CAR； 主 な ラ イ ノ ウ イ ル
ス 、 お よ び ICAM-1； HHV-7、 お よ び ICAM； 主 な ラ イ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び LDLR/α 2MR/LRP；
ア デ ノ ウ イ ル ス 、 お よ び α vβ 3、 α vβ 5； エ コ ー ウ イ ル ス 、 お よ び α 2β 1、 CD55； EBVお
よ び CR2； は し か お よ び CD46； コ ロ ナ ウ イ ル ス 、 お よ び ア ミ ノ ペ プ チ ダ ー ゼ -N； LCMV/ラ ッ
サ 熱 ウ イ ル ス 、 お よ び α -デ ス ト ロ グ リ カ ン ； お よ び シ ン ド ビ ス ウ イ ル ス 、 お よ び ラ マ ニ
ン レ セ プ タ ー を 含 む 。 バ ク テ リ ア も ま た 、 感 染 作 用 物 質 の 用 語 に 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 他 の 感 染 作 用 物 質 は 、 例 え ば 、 マ ラ リ ア を 引 き 起 こ す 作 用 物 質 で あ る 、 プ ラ ス モ デ ィ ウ
ム 属 の メ ン バ ー の よ う な 寄 生 虫 を 含 む 。 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム フ ァ ル シ パ ラ ム の 感 染 性 に 影 響
し う る 有 益 な 遺 伝 子 は 、 赤 血 球 骨 格 タ ン パ ク 質 4.1、 グ リ コ ホ リ ン 、 お よ び p55を 含 む （ Na
gelお よ び Roth, Blood 74: 1213-1221(1989)、 お よ び Chishtiら 、 Blood 87:3462-3469(19
96)） 。 プ ラ ス モ デ ィ ウ ム ビ ラ ッ ク ス の 感 染 性 に 影 響 し う る 有 益 な 遺 伝 子 は 、 キ モ カ イ ン
レ セ プ タ ー を コ ー ド す る ダ ッ フ ィ の 対 立 遺 伝 子 を 含 む 。 （ Tamasauskasら 、 Blood 97:3651
-3654(2001))。
【 ０ ０ ４ ５ 】
IV.本 発 明 の 有 益 な 遺 伝 子
　 本 発 明 の 有 益 な 遺 伝 子 は 、 HIVま た は 他 の 感 染 に 対 し て 闘 う た め に 有 益 で あ る か 、 ま た
は 研 究 の た め に 有 益 で あ り う る 。 研 究 に 有 益 な 遺 伝 子 は 、 疾 病 の モ デ ル を 作 製 す る 哺 乳 動
物 に お け る 疾 病 を 誘 導 す る た め に 用 い る こ と が で き る も の を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 好 ま し い 態 様 に お い て 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 HIV感 染 と 闘 う た め に 有 益 で あ る 。 有 益 な 遺
伝 子 は 、 HIV感 染 へ の 抵 抗 を 免 疫 細 胞 に 与 え る か 、 ま た は 免 疫 の 再 構 築 を 通 じ て 、 免 疫 細
胞 が ウ イ ル ス を よ り 効 果 的 に 中 和 す る こ と が 可 能 で あ る 。 有 益 な 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 に よ
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り 発 現 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 遺 伝 子 、 患 者 に お い て 発 現 さ れ な い 、 感 染 と 闘 う た め
に 有 利 な 遺 伝 子 、 ま た は HIV感 染 に 抵 抗 す る 、 お よ び ／ ま た は ウ イ ル ス を 中 和 す る 免 疫 細
胞 の 能 力 を 低 下 さ せ る 遺 伝 子 の 多 型 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 遺 伝 子 は 、 免 疫 学 の 参 考
文 献 に 記 載 さ れ る （ Kubyら 、 Immunology, 3rd.ed.W.H.Freeman & Co.参 照 ） 。 HIVへ の 感
受 性 の 低 下 、 お よ び 疾 病 の 進 行 の 緩 慢 を 与 え る 模 範 的 な 多 型 は 、 い く つ か の 文 献 に 記 載 さ
れ る （ Rogerら 、 FASEB,12:625-632(1998)） ； O'Brienら 、 Hospital Practice,July 15(19
98)； Hoganら 、 Ann.Intern.Med.,134:978-996(2001);Medscape HIV/AIDS update 2000;Mi
chael, Current Opin.Immunol.,11:466-474(1999)参 照 ） 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 の 一 つ の 態 様 に お い て 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 に HIV感 染 へ の 抵 抗 を 与 え る
。 こ の 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 へ の HIVの 流 入 を 容 易 に す る 任 意 の レ セ プ タ ー を コ ー ド す る 遺
伝 子 の 多 型 で あ っ て も よ い 。 HIVの 流 入 を 仲 介 す る レ セ プ タ ー は 、 共 レ セ プ タ ー だ け で な
く 主 な 細 胞 性 レ セ プ タ ー CD4を 含 み 、 こ れ に 限 定 さ れ な い が 、 CXCR4、 CCR5、 CCR2b、 CCR3
、 お よ び CCR1を 含 む 。 適 切 な 多 型 は 、 細 胞 表 面 の レ セ プ タ ー （ 例 え ば 、 CCR5δ 32、 CCR5m3
03） の 発 現 を 阻 害 す る も の ； 発 現 す る が 、 HIVウ イ ル ス （ 例 え ば 、 CCR2-64I） の 流 入 を 容
易 に す る こ と が で き な い レ セ プ タ ー を 産 生 す る も の ； お よ び 共 レ セ プ タ ー の 発 現 レ ベ ル を
制 御 す る プ ロ モ ー タ ー 多 型 を 含 む 。 有 益 な 遺 伝 子 は ま た 、 HIVレ セ プ タ ー の た め の リ ガ ン
ド の 発 現 を 増 加 さ せ る プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 多 型 で あ っ て も よ い 。 リ ガ ン ド の レ ベ ル の 増 加
す る と HIVと 競 合 し 、 こ う し て 、 適 切 な レ セ プ タ ー へ の HIVの 結 合 能 力 を 減 少 さ せ る 。 HIV
レ セ プ タ ー の た め の リ ガ ン ド は 、 RANTES、 MIP-1α 、 MIP-1β 、 SDF-1α 、 お よ び SDF-1β を
含 む 。 発 現 レ ベ ル を 増 加 さ せ る 多 型 は 、 RANTES-35Gプ ロ モ ー タ ー の 変 異 体 、 お よ び SDF-1
α 3'Aの 変 異 体 を 含 む 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 本 発 明 の 他 の 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 免 疫 細 胞 が ウ イ ル ス を よ り 有 効 に 中 和
す る こ と を 可 能 に す る 。 有 益 な 遺 伝 子 は ま た 、 個 体 に 病 原 体 に 対 す る よ り 効 果 的 な 免 疫 反
応 を 開 始 さ せ る 任 意 の タ ン パ ク 質 を コ ー ド し て も よ い 。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 遺 伝 子 は
、 IL-10の よ う な HIVの 複 製 を 阻 害 す る 産 物 の た め の プ ロ モ ー タ ー 領 域 の 多 型 で あ る 。 他 の
態 様 に お い て は 、 遺 伝 子 は 、 HLAの 遺 伝 子 座 に あ る 。 そ の 遺 伝 子 は 、 感 受 性 の 低 下 、 ま た
は 疾 病 ／ 進 行 の 緩 慢 に 関 連 す る MHCク ラ ス I分 子 、 MHCク ラ ス II分 子 、 ま た は MHCク ラ ス III
分 子 を コ ー ド し て も よ い 。 MHCク ラ ス Iの 対 立 遺 伝 子 は 、 B、 Cお よ び A遺 伝 子 産 物 を 含 む 。 M
HCク ラ ス IIの 対 立 遺 伝 子 は 、 DP、 DQお よ び DR遺 伝 子 産 物 を 含 む 。 ク ラ ス III分 子 は 、 補 体
、 お よ び 腫 瘍 壊 死 因 子 を 含 む 。 特 定 の 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 そ の 遺 伝 子 は 、 MHCク ラ
ス I分 子 HLA B*5701を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 プ ラ ス ミ デ ィ ウ ム ビ バ ッ ク ス の 感 染 に と っ て は 、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 ア ミ ノ 酸 の 置 換 (R89
C)を 有 す る ダ ッ フ ィ の 対 立 遺 伝 子 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
V.本 発 明 の 方 法 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 細 胞 集 団
　 一 つ の 態 様 に お い て は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 人 お よ び 細 胞 を 特 定 す
る た め に ド ナ ー か ら の 複 数 の 細 胞 を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と を 含 む 。 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ
る 細 胞 の 集 合 体 は 、 幹 細 胞 を 含 ま な け れ ば な ら な い 。 好 ま し く は 、 細 胞 集 団 は 、 幹 細 胞 リ
ッ チ で あ る 。 幹 細 胞 は 、 未 発 達 の 層 （ 外 胚 葉 、 中 胚 葉 、 内 胚 葉 ） か ら 発 生 す る 。 幹 細 胞 リ
ッ チ な 集 団 は 、 存 在 す る 細 胞 株 か ら 得 ら れ る か 、 ま た は 幹 細 胞 源 の 蓄 積 さ れ た 収 集 物 か ら
単 離 さ れ る こ と が で き る 。 幹 細 胞 の 典 型 的 な 源 は 、 胚 、 骨 髄 、 末 梢 血 、 胎 盤 血 、 臍 帯 血 、
脂 肪 組 織 、 お よ び そ の 他 を 含 む 。 収 穫 、 濃 縮 、 お よ び 凍 結 保 存 の 技 術 は 、 Bone Marrow an
d Stem Cell Processing:A Manual of Current Techniques Ellen M.Areman(編 集 者 ),H.J
oachim Deeg,Ronald A.Sacher(編 集 者 )Philadelphia(1992)に 記 載 さ れ る 。 好 ま し い 態 様
に お い て は 、 ヒ ト 新 生 児 ま た は 胎 児 の 造 血 性 幹 細 胞 は 、 臍 帯 血 ま た は 胎 盤 血 か ら 誘 導 さ れ
る 。
【 ０ ０ ５ １ 】

10

20

30

40

50

(10) JP 2005-519877 A 2005.7.7



　 好 ま し く は 、 ス ク リ ー ン ニ ン グ さ れ る 細 胞 は 、 様 々 な 無 関 係 な 個 体 か ら の 細 胞 を 速 く 容
易 に 収 集 さ せ る 源 か ら 得 ら れ る 。 無 関 係 な 個 体 か ら の 細 胞 の ス ク リ ー ニ ン グ は 、 有 益 な 遺
伝 子 と 適 合 す る HLA遺 伝 子 型 の 両 方 を 有 す る 細 胞 を 特 定 す る 最 も 大 き な 可 能 性 を 提 供 す る
。 本 発 明 に お け る 治 療 用 の 幹 細 胞 は 、 HIVに 感 染 さ れ た 細 胞 、 HIVへ の 免 疫 反 応 を 調 節 し う
る 細 胞 、 HIVへ の 免 疫 反 応 を 仲 介 し う る 細 胞 、 ま た は AIDSの 進 行 を 抑 制 し う る 細 胞 に 分 化
す る こ と が 可 能 な 任 意 の タ イ プ の 幹 細 胞 で あ っ て も よ い 。 そ の よ う な 幹 細 胞 は 、 こ れ ら に
限 定 さ れ な い が 、 多 く の 異 な る タ イ プ の 幹 細 胞 を 形 成 し う る 胚 の 幹 細 胞 、 な ら び に 血 液 細
胞 、 免 疫 細 胞 お よ び 他 の 細 胞 を 形 成 し う る 造 血 性 幹 細 胞 を 含 む 。 別 の 肝 細 胞 の 潜 在 的 な 源
は 、 脂 肪 組 織 で あ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
VI． 本 発 明 の 幹 細 胞 リ ッ チ な 細 胞 集 団 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 細 胞 は 通 常 、 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 細 胞 を 特 定 す る た め に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 特 定
の 態 様 に お い て は 、 細 胞 は 、 患 者 に 一 致 す る HLAの 遺 伝 子 型 に つ い て も ス ク リ ー ニ ン グ さ
れ る 。 ス ク リ ー ニ ン グ に 用 い ら れ る サ ン プ ル は 、 ド ナ ー か ら 直 接 得 ら れ た 、 ま た は ド ナ ー
細 胞 か ら 構 築 さ れ た 細 胞 株 か ら 得 ら れ た 細 胞 か ら 構 成 さ れ う る 。 細 胞 は 、 有 益 な 遺 伝 子 、
お よ び HLAの 遺 伝 子 型 で 、 同 時 に 、 ま た は 順 番 に 、 ス ク リ ー ニ ン グ さ れ う る 。 有 益 な 遺 伝
子 お よ び 適 切 な HLAの 遺 伝 子 型 を 有 す る こ れ ら の 細 胞 は 、 そ の 後 、 患 者 へ の 移 植 の た め に
調 製 さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
A． 有 益 な 遺 伝 子 の ス ク リ ー ニ ン グ
　 特 定 の 核 酸 配 列 ま た は タ ン パ ク 質 の 検 出 の た め の 当 業 者 に 公 知 の 標 準 的 な 方 法 を 用 い る
こ と に よ り 、 細 胞 は 通 常 、 有 益 な 遺 伝 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 有 益 な 遺 伝 子 を
発 現 す る 治 療 用 の 幹 細 胞 ユ ニ ッ ト が 速 く 特 定 さ れ る た め に 、 そ の 方 法 は 、 ハ イ ス ル ー プ ッ
ト 法 に お い て 用 い ら れ う る も の が 好 ま し い 。 ド ナ ー か ら の 各 々 の 細 胞 サ ン プ ル は 、 様 々 な
有 益 な 遺 伝 子 に つ い て 同 時 に ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 あ る い は 、 複 数 の サ ン プ ル が 、 特 定
の 有 益 な 遺 伝 子 の 存 在 に よ り ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 こ れ ら の 技 術 は 、 典 型 的 に 、 本 発 明 の 幹 細 胞 は 二 倍 体 、 例 え ば 遺 伝 子 の 2つ の コ ピ ー が
各 々 の 細 胞 に 存 在 す る こ と を 認 識 す る で あ ろ う 。 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 有 益 な 遺 伝
子 は 、 ホ モ 接 合 性 の 多 型 で あ り 、 例 え ば 両 方 の コ ピ ー は 多 型 で あ る 。 他 の 態 様 に お い て は
、 有 益 な 遺 伝 子 は 、 ヘ テ ロ 接 合 性 の 多 型 で あ り 、 例 え ば 一 つ の コ ピ ー は 多 型 で あ り 、 他 の
コ ピ ー は 野 生 タ イ プ （ 例 え ば 有 益 な 効 果 を 与 え な い 遺 伝 子 の 種 類 ） で あ る 。 ヘ テ ロ 接 合 性
ま た は ホ モ 接 合 性 の 多 型 か ら な る 幹 細 胞 は 、 本 発 明 に お い て 有 用 で あ る 。 例 え ば 、 HIVに
感 染 し た 患 者 は 、 CCR5δ 32の 変 異 の ホ モ 接 合 性 で あ る 幹 細 胞 を 移 植 す る こ と 、 ま た は CCR5
δ 32の 変 異 の ヘ テ ロ 接 合 性 で あ る 幹 細 胞 を 移 植 す る こ と に よ っ て 、 治 療 上 の 利 益 を 受 け る
こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 PCRに 基 づ く 方 法 を 含 む 標 準 的 な 核 酸 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー
シ ョ ン に 基 づ く 方 法 を 用 い て 、 細 胞 は 、 有 益 な 遺 伝 子 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 こ
れ ら の 技 術 は 、 有 益 な 遺 伝 子 が 存 在 す る か ど う か を 決 定 す る た め の 核 酸 配 列 を 得 る こ と が
で き る で あ ろ う 。 特 に 好 ま し い 態 様 に お い て は 、 本 明 細 書 に 引 用 さ れ て 組 み 込 ま れ る 、 20
00年 12月 20日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/747,391号 に 記 載 さ れ る 、 ハ イ ス ル ー プ ッ ト
な HLA識 別 法 の 修 正 法 を 用 い る こ と に よ り 、 細 胞 は ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 つ ま り 、 そ の
方 法 は 、 a)ド ナ ー 細 胞 か ら 鋳 型 の 核 酸 を 単 離 す る こ と ； b)鋳 型 の 核 酸 を 複 製 す る こ と ； c)
ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 有 益 な 遺 伝 子 の 既 知 の 核 酸 配 列 を 各 々 有 す る 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ
ド の 固 定 化 さ れ た ア レ イ に 鋳 型 の 核 酸 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と ； d)鋳 型 の 核 酸 が ハ イ ブ
リ ダ イ ズ す る 特 定 の 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 決 定 し 、 細 胞 が 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る か ど
う か を 決 定 す る こ と 、 を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 細 胞 は 、 ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る こ と が で き る 。 DNA
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サ ン プ ル は 、 96穴 ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 各 々 の 標 的 は 有 益 な 遺 伝 子 、
即 ち 、 関 心 対 象 の 多 型 の 核 酸 配 列 に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 画
像 は 、 CCDカ メ ラ を 用 い て 収 集 さ れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル に 関 連 す る 標 的 要 素 を 特 定 す る た め に
解 析 さ れ る 。 こ れ ら の 要 素 は 、 有 益 な 遺 伝 子 を 発 現 す る 幹 細 胞 サ ン プ ル を 示 す 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 他 の 態 様 に お い て は 、 す な わ ち ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト 、 標 準 的 な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 、 お よ
び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー の よ う な 、 有 益 な 遺 伝 子 の タ ン パ ク 質 産 物 を 検 出 す る た め に 適 し
た 標 準 的 な 免 疫 学 的 な 方 法 を 用 い る こ と に よ っ て 、 細 胞 は 有 益 な 遺 伝 子 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ る 。 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 技 術 の 一 般 的 な 概 要 は 、 Harlow&Lane,Antibodies:A Lab
oratory Manual(1988)に お い て 見 つ け る こ と が で き る 。 本 発 明 の 有 益 な 遺 伝 子 に よ っ て 発
現 さ れ た タ ン パ ク 質 は 、 周 知 の 多 く の 免 疫 学 的 な 結 合 ア ッ セ イ 法 （ 例 え ば 、 米 国 特 許 第 4,
366,241号 、 米 国 特 許 第 4,376,110号 、 米 国 特 許 第 4,517,288号 、 お よ び 米 国 特 許 第 4,837,1
68号 、 参 照 ） の い ず れ か を 用 い て 検 出 、 お よ び ／ ま た は 定 量 さ れ る こ と が で き る 。 一 般 的
な イ ム ノ ア ッ セ イ 法 の 概 要 は 、 Methods in Cell Biology:Antibodies in Cell Biology,v
olume 37(Asai,ed.1993)、 お よ び Basic and Clinical Immunology(Stites&Terr,eds.,7t h

 ed.1991)を 参 照 の こ と 。 免 疫 学 的 な 結 合 ア ッ セ イ 法 （ 即 ち 、 イ ム ノ ア ッ セ イ 法 ） は 典 型
的 に 、 選 択 の タ ン パ ク 質 ま た は 抗 原 （ こ の 場 合 、 有 益 な 遺 伝 子 か ら 発 現 し た タ ン パ ク 質 、
ま た は そ の 抗 原 性 の あ る サ ブ 配 列 ） に 特 異 的 に 結 合 す る 抗 体 を 用 い る 。 抗 体 は 、 当 業 者 に
周 知 の 多 く の 方 法 の い ず れ か に よ っ て 作 製 さ れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 有 益 な 遺 伝 子 が 発 現 し な い タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 場 合 、 細 胞 は 、 タ ン パ ク 質 の 非 存 在
を ス ク リ ー ニ ン グ す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
B.HLAタ イ プ の ス ク リ ー ニ ン グ
　 細 胞 の HLAの 遺 伝 子 型 は 、 当 業 者 に 公 知 の 方 法 を 任 意 の 数 用 い て 決 定 す る こ と が で き る
。 好 ま し く は 、 HLAの 遺 伝 子 型 は 、 2000年 12月 20日 に 出 願 さ れ た 米 国 特 許 出 願 第 09/747,39
1号 に 記 載 さ れ る ハ イ ス ル ー プ ッ ト な HLA識 別 法 を 用 い る こ と に よ っ て 決 定 さ れ る 。 つ ま り
、 そ の 方 法 は 、 a)細 胞 か ら 鋳 型 の 核 酸 を 単 離 す る こ と ； b)決 定 さ れ る 少 な く と も 一 つ の 遺
伝 子 座 の 各 々 の 対 立 遺 伝 子 の た め に 十 分 な 生 成 物 を 産 出 さ せ る た め に 鋳 型 の 核 酸 を 増 幅 す
る こ と ； c)HLAの 対 立 遺 伝 子 の 既 知 の 核 酸 配 列 を 各 々 有 す る 、 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド の
固 定 化 さ れ た ア レ イ に 鋳 型 の 核 酸 を ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と ； d)鋳 型 の 核 酸 が ハ イ ブ リ ダ
イ ズ す る 特 定 の 捕 捉 オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 決 定 し 、 対 象 が 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る か ど う か
を 決 定 す る こ と を 含 む 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 細 胞 は 、 ま た 、 マ イ ク ロ ア レ イ 技 術 を 用 い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ う る 。 DNAサ ン プ ル は
、 96穴 ア レ イ に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る こ と が で き 、 各 々 の 標 的 は 、 HLAの 対 立 遺 伝 子 の 核 酸
配 列 に 対 応 す る 核 酸 配 列 を 含 ん で い る 。 マ イ ク ロ ア レ イ の 画 像 は 、 CCDカ メ ラ を 用 い て 収
集 さ れ 、 蛍 光 シ グ ナ ル に 関 連 す る 標 的 要 素 を 特 定 す る た め に 解 析 さ れ る 。 こ れ ら の 要 素 は
、 幹 細 胞 サ ン プ ル の HLAの 遺 伝 子 型 を 示 す 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 他 の 標 準 的 な 方 法 は 、 血 清 学 的 な 細 胞 性 の 識 別 （ Terasakiお よ び McClelland,Nature,20
4:998(1964)参 照 ） 、 制 限 断 片 長 の 多 型 (RFLP)解 析 、 HLAの 対 立 遺 伝 子 （ Tiercyら 、 Blood 
Review,4:9-15(1990)参 照 ） を 区 別 す る た め の 、 配 列 特 異 的 な オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド プ ロ ー
ブ (PCR-SSO)に よ る PCR増 幅 産 物 の ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 配 列 特 異 的 な プ ラ イ マ ー 増 幅
（ PCR-SSP） （ Olerupお よ び Zetterquist Tissue Antigens,39:225-235(1992)参 照 ） 、 お
よ び 単 鎖 構 造 の 多 型 (SSCP)を 含 む 。 商 業 的 に 入 手 可 能 な 方 法 も 、 ま た 、 HLAの 遺 伝 子 型 を
決 定 す る た め に 用 い ら れ う る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
VII. 幹 細 胞 リ ッ チ な 細 胞 集 団 の 患 者 へ の 移 植
　 特 定 の 態 様 に お い て 、 有 益 な 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 は HLA識 別 さ れ ず に 移 植 さ れ る 。 他 の 態
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様 に お い て は 、 レ シ ピ エ ン ト と の 適 合 性 に 耐 え る た め 、 細 胞 は HLAを 識 別 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 HLAマ ー カ ー の 一 致 の 数 は 、 ユ ー ザ ー の ニ ー ズ と 幹 細 胞 の 源 に 依 存 す る 。 臍 帯 血 を 含 む
胚 ま た は 胎 児 の 組 織 か ら 単 離 さ れ た 幹 細 胞 は 、 6つ の う ち 4つ 、 6つ の う ち 5つ 、 ま た は 6つ
の う ち 6つ の マ ー カ ー の 一 致 で 用 い ら れ る こ と が で き る 。 成 人 か ら の 幹 細 胞 は 、 好 ま し く
は 、 6中 6の HLAマ ー カ ー の 一 致 で 用 い ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 免 疫 障 害 の 患 者 に お い て 、 移 植 組 織 対 宿 主 の 反 応 は 弱 め ら れ 、 完 全 に は 一 致 し な い 幹 細
胞 も 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 ス ク リ ー ニ ン グ 後 、 望 ま し い 有 益 な 遺 伝 子 お よ び 適 切 な HLAの 遺 伝 子 型 を 発 現 す る 細 胞
は 選 択 さ れ 、 移 植 の た め に 調 製 さ れ る 。 必 要 な ら ば 、 治 療 用 の 幹 細 胞 ユ ニ ッ ト は 、 幹 細 胞
を 培 養 し 、 安 定 な 細 胞 株 を 維 持 す る た め に 用 い ら れ る 標 準 的 な 方 法 を 用 い て エ ク ス ビ ボ （
イ ン ビ ボ ） で 増 殖 さ れ る 。 あ る い は 、 こ れ ら の 細 胞 は イ ン ビ ト ロ で 増 殖 さ れ る 。 こ れ ら の
細 胞 は 、 将 来 の 移 植 方 法 の た め に 用 い ら れ う る 。 特 定 の 態 様 に お い て は 、 幹 細 胞 リ ッ チ な
細 胞 集 団 は 、 移 植 前 に さ ら に 濃 縮 さ れ る 。 幹 細 胞 を 選 択 す る 方 法 は 、 当 分 野 に お い て 周 知
で あ る 。 例 え ば 、 サ ン プ ル は 、 蛍 光 ラ ベ ル さ れ た モ ノ ク ロ ー ナ ル 抗 体 で 、 未 分 化 の 造 血 性
幹 細 胞 の 細 胞 表 面 マ ー カ ー を タ グ 付 け す る こ と （ 例 え ば 、 CD34,CD59,Thy1,CD38low,C-kit
 low,lin minus） 、 お よ び 蛍 光 活 性 の あ る 細 胞 ソ ー ト (FACS)で ソ ー ト す る こ と に よ っ て 、
濃 縮 さ れ る こ と が で き る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 幹 細 胞 リ ッ チ な 集 団 の サ ン プ ル は 、 さ ら
に 濃 縮 に さ れ る こ と な く 移 植 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 典 型 的 に は 、 正 常 な 幹 細 胞 集 団 （ そ れ は 、 最 終 的 に ウ イ ル ス の 複 製 へ の 感 受 性 の 強 い リ
ン パ 球 を 産 出 す る ） は 、 治 療 用 の 幹 細 胞 ユ ニ ッ ト の 移 植 の 前 に 、 消 失 ま た は 減 少 す る 。 化
学 療 法 、 放 射 線 療 法 、 ま た は 米 国 特 許 第 6,217,867号 に 記 載 さ れ る 技 術 は 、 移 植 の 適 切 な
移 植 組 織 を 骨 の 骨 髄 に 慣 ら す た め に 用 い ら れ る 。 最 後 に 、 有 益 な 遺 伝 子 を 発 現 す る 治 療 用
の 幹 細 胞 ユ ニ ッ ト は 、 標 準 的 な 方 法 に よ り 患 者 に 移 植 さ れ る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 幹 細 胞 か ら な る 細 胞 の 単 離 さ れ た 集 団 は 、 ま た 、 薬 学 的 な
担 体 、 好 ま し く は 、 水 溶 性 担 体 を も 含 む 。 例 え ば 、 緩 衝 生 理 食 塩 水 な ど の 、 様 々 な 水 溶 性
担 体 が 用 い ら れ う る 。 こ れ ら の 溶 液 は 、 無 菌 化 さ れ 、 通 常 、 望 ま し く な い 物 質 が 含 ま れ な
い 。 こ れ ら の 組 成 物 は 、 慣 用 に よ り 、 周 知 の 無 菌 化 の 技 術 に よ っ て 無 菌 化 さ れ う る 。 組 成
物 は 、 適 切 な 生 理 学 的 な 条 件 を 満 た す よ う に 、 pH調 整 お よ び 緩 衝 剤 、 毒 性 調 整 剤 な ど 、 例
え ば 、 酢 酸 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 ナ ト リ ウ ム 、 塩 化 カ リ ウ ム 、 塩 化 カ ル シ ウ ム 、 乳 酸 ナ ト リ ウ
ム 、 ア ル ブ ミ ン 、 CPD（ ク エ ン 酸 、 リ ン 酸 、 お よ び デ キ ス ト ロ ー ス ） の よ う な 抗 凝 集 剤 、
デ キ ス ト ラ ン 、 DMSO、 こ れ ら の 組 み 合 わ せ な ど 、 薬 学 的 に 許 容 さ れ る 補 助 剤 を 含 み う る 。
こ れ ら の 処 方 に お け る 活 性 作 用 物 質 の 濃 度 は 、 広 く 変 化 す る こ と が で き 、 選 択 さ れ た 投 与
の 特 定 の 様 式 や 患 者 の ニ ー ズ に 応 じ て 、 流 体 の 容 積 、 粘 度 、 体 重 な ど に 基 づ い て 選 択 さ れ
る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 い く つ か の 実 例 に お い て は 、 特 定 の ド ナ ー か ら の 幹 細 胞 は 、 発 明 の 実 施 に お い て 特 に 有
用 で あ る こ と が 証 明 さ れ る で あ ろ う 。 最 初 の 提 供 後 、 追 加 的 な 幹 細 胞 は ド ナ ー の 同 意 で 得
ら れ う る 。 ド ナ ー の 秘 密 性 は 、 2つ 以 上 の 提 供 が 得 ら れ て も 、 維 持 さ れ る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
VIII. 治 療 上 の 適 用
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の 方 法 は 、 AIDS、 お よ び ARCの よ う な HIV感 染 か ら 生 じ る 疾 病 や 症 状
を 治 療 ま た は 予 防 す る た め に 用 い ら れ う る 。 本 発 明 の 方 法 は 、 疾 病 を 効 果 的 に 治 療 ま た は
予 防 す る た め の 、 存 在 し て い る 抗 ウ イ ル ス 治 療 に 関 連 し て 容 易 に 実 施 さ れ る こ と が 可 能 で
あ る と 認 識 さ れ る 。 HIV疾 病 の 治 療 の た め の 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 幹 細 胞 は 、 胚 、 骨 髄 、
末 梢 血 、 胎 盤 血 、 臍 帯 血 、 脂 肪 組 織 な ど か ら 誘 導 さ れ う る 。

10

20

30

40

50

(13) JP 2005-519877 A 2005.7.7



【 ０ ０ ７ ０ 】
　 HIV疾 病 の 進 行 は 、 移 植 の た め の 有 益 な 遺 伝 子 を 有 す る 幹 細 胞 の 選 択 に 影 響 し う る 。 つ
ま り 、 感 染 の 初 期 に お い て 、 HIVの 単 離 体 は 、 主 に 単 核 細 胞 性 （ M-ト ロ ピ ッ ク ） で あ り 、
そ の 宿 主 の 範 囲 は 、 PBLsお よ び 単 核 細 胞 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 系 統 の 細 胞 に 通 常 、 限 定 さ れ
る 。 M-ト ロ ピ ッ ク な HIV種 は 、 CCR5を 通 じ て マ ク ロ フ ァ ー ジ に 感 染 す る 。 感 染 が 進 行 し た
と き 、 HIV単 離 体 は 、 し だ い に T細 胞 株 ト ロ ピ ッ ク (TCLト ロ ピ ッ ク )を 増 加 し 、 宿 主 の 範 囲
は 通 常 、 T細 胞 に 限 定 さ れ る 。 TCLト ロ ピ ッ ク の HIV種 は 、 CXCR4を 通 し て T細 胞 に 感 染 す る
。 2つ の ト ロ ピ ッ ク な HIV単 離 体 も 、 ま た 、 知 ら れ て い る 。 特 定 の HIV単 離 体 の 指 向 性 は 、 H
IV種 の 細 胞 株 へ 感 染 す る 能 力 を 測 定 す る こ と に よ り 決 定 さ れ う る こ と は 、 こ れ ら の 技 術 が
認 識 す る で あ ろ う 。 即 ち 、 TCLト ロ ピ ッ ク な HIV種 が T細 胞 株 を 感 染 し う る よ う に 、 M-ト ロ
ピ ッ ク な HIV種 は マ ク ロ フ ァ ー ジ ラ イ ン を 感 染 し う る で あ ろ う 。 加 え て 、 TCLト ロ ピ ッ ク な
HIV種 は 、 感 染 後 に 細 胞 融 合 を 引 き 起 こ し 、 こ れ は 、 こ れ ら の 技 術 に よ っ て 検 出 さ れ る こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 い く つ か の 態 様 に お い て は 、 HIV抵 抗 性 CCR5の 多 型 を 有 す る 幹 細 胞 は 、 主 に M-ト ロ ピ ッ
ク な HIVウ イ ル ス で 感 染 し た 患 者 に 移 植 さ れ る 。 HIV抵 抗 性 CCR5の 多 型 も ま た 、 M-ト ロ ピ ッ
ク 、 お よ び TCLト ロ ピ ッ ク な HIV種 の 混 合 物 、 ま た は 両 方 の ト ロ ピ ッ ク な HIV種 で 患 者 を 治
療 す る た め に も 用 い ら れ う る 。 他 の 態 様 に お い て は 、 HIV抵 抗 性 CXCR4の 多 型 を 有 す る 幹 細
胞 は 、 主 に TCLト ロ ピ ッ ク な HIVウ イ ル ス で 感 染 さ れ た 患 者 に 移 植 さ れ る 。 HIV抵 抗 性 CXCR4
の 多 型 も ま た 、 M-ト ロ ピ ッ ク 、 お よ び TCLト ロ ピ ッ ク な HIV種 、 ま た は 両 方 の ト ロ ピ ッ ク な
HIV種 の 混 合 物 で 患 者 を 治 療 す る た め に も 用 い ら れ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 発 明 の 態 様 の た め の 理 論 上 の 基 礎 を 形 成 す る 要 因 お よ び 事 象 が こ こ で 議 論 さ れ る 。 し か
し 、 こ の 議 論 は 、 い か な る 意 味 に お い て も 、 本 発 明 を 結 合 ま た は 限 定 す る も の と し て 考 慮
さ れ な い 。 当 業 者 は 、 発 明 の 理 論 上 の 支 持 を 記 載 す る た め に 用 い ら れ る モ デ ル で あ る に も
か か わ ら ず 、 発 明 の 様 々 な 態 様 が 実 施 さ れ る こ と が で き る と 理 解 す る で あ ろ う 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
実 施 例
　 次 の 実 施 例 は 説 明 の た め に 提 供 さ れ る が 、 ク レ ー ム の 発 明 を 制 限 す る も の で は な い 。
【 ０ ０ ７ ４ 】

　 こ の 実 施 例 は 、 本 発 明 の 方 法 の 一 つ の 態 様 を 説 明 す る （ 図 １ ） 。 幹 細 胞 は 、 臍 帯 血 、 ま
た は 別 の 適 切 な 源 か ら 収 集 さ れ 、 そ の 後 、 有 益 な 変 異 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ る 。 あ
る い は 潜 在 的 な ド ナ ー は 、 標 準 的 な 遺 伝 子 型 の 方 法 を 用 い て 有 益 な 変 異 に つ い て ス ク リ ー
ニ ン グ さ れ る 。 有 益 な 変 異 を 有 す る 幹 細 胞 、 お よ び ／ ま た は ド ナ ー が 一 度 、 特 定 さ れ る と
、 そ れ ら は HLAタ イ プ で あ り 、 治 療 を 望 む HIV/AIDS患 者 の HLAタ イ プ に 一 致 す る 。 次 に 、 潜
在 的 な レ シ ピ エ ン ト が 、 適 切 な 臨 床 基 準 を 用 い て 選 択 さ れ 、 標 準 的 な 幹 細 胞 移 植 プ ロ ト コ
ー ル に 従 っ て 、 幹 細 胞 が 移 植 さ れ る 。 特 定 の 事 例 に お い て は 、 幹 細 胞 も ま た 、 HLAが 適 合
し て い な く て も 、 患 者 に 移 植 さ れ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】

　 CCR5δ 32の 多 型 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ す る た め に 用 い る 場 合 、 本 実 施 例 は 本 発 明 の 方
法 を 説 明 す る 。 こ の 欠 失 に つ い て ホ モ 接 合 性 の 個 体 か ら の 免 疫 細 胞 は 、 HIVの そ の 個 体 へ
の 感 染 に も か か わ ら ず 、 非 感 染 が 維 持 さ れ る が 、 こ れ は お そ ら く 、 変 異 が 、 細 胞 表 面 の HI
V共 レ セ プ タ ー CCR5の 発 現 を 阻 害 す る た め で あ る 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 無 関 係 の 幼 児 か ら の 臍 帯 血 の サ ン プ ル は ス テ ム サ イ ト 臍 帯 血 バ ン ク か ら 得 ら れ た 。 DNA
は 、 塩 抽 出 法 を 用 い て 、 濃 縮 サ ン プ ル か ら 抽 出 さ れ た 。 細 胞 は 最 初 に 溶 解 さ れ 、 遠 心 分 離
さ れ た 。 そ の 後 、 水 が 加 え ら れ 、 サ ン プ ル は 再 び 遠 心 分 離 さ れ た 。 ペ レ ッ ト は プ ロ テ イ ナ
ー ゼ Kで 分 解 さ れ た 。 DNAは 、 そ の 後 、 6Mの 塩 酸 グ ア ニ ジ ン の 添 加 に よ っ て 抽 出 さ れ 、 数 分
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間 、 70℃ で イ ン キ ュ ベ ー ト さ れ た 。 サ ン プ ル は 再 び 遠 心 分 離 さ れ 、 上 清 は 95％ エ タ ノ ー ル
で 沈 殿 さ れ た 。 ペ レ ッ ト は そ の 後 、 乾 燥 さ れ 、 適 当 な バ ッ フ ァ ー に 再 懸 濁 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 DNAサ ン プ ル は 配 列 決 定 さ れ 、 CCR5δ 32の 多 型 に 相 当 す る 核 酸 配 列 の 存 在 に つ い て ス ク
リ ー ニ ン グ さ れ た 。 ホ モ 接 合 性 ま た は ヘ テ ロ 接 合 性 の 多 型 を 含 む 細 胞 の サ ン プ ル は 、 ま た
、 商 用 の 手 法 を 用 い て HLAを 識 別 し た 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 約 5千 個 の 臍 帯 サ ン プ ル が 、 HIV抵 抗 性 の ホ モ 接 合 性 の CCR5の 範 囲 の 存 在 に つ い て 検 査 さ
れ た 。 HIV抵 抗 性 の CCR5δ 32の 多 型 の 22サ ン プ ル が 特 定 さ れ た 。 サ ン プ ル は 、 ま た 、 HLA遺
伝 子 型 に つ い て ス ク リ ー ニ ン グ さ れ 、 凍 結 保 存 さ れ た 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 有 益 な 多 型 お よ び 患 者 に 最 も 近 い HLAの 適 合 を 有 す る サ ン プ ル が 選 択 さ れ 、 HIVの 治 療 の
た め の 患 者 に 静 脈 注 入 さ れ た 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 に 記 載 さ れ た 実 施 例 お よ び 態 様 は 、 単 に 説 明 の 目 的 の た め で あ り 、 そ の 観 点 か
ら 様 々 な 修 正 、 ま た は 変 化 が 当 業 者 に 提 案 さ れ 、 本 明 細 書 の 精 神 お よ び 権 限 な ら び に 添 付
の ク レ ー ム の 範 囲 内 に 含 ま れ る こ と が 理 解 さ れ る 。 本 明 細 書 に 引 用 さ れ る 全 て の 刊 行 物 、
特 許 お よ び 特 許 出 願 は 、 全 て の 目 的 の た め に 、 全 体 と し て 本 明 細 書 に 参 照 と し て 組 み 入 れ
ら れ る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ １ 】
【 図 １ 】 HIV/AIDS患 者 の 治 療 に お け る 幹 細 胞 の 収 集 お よ び 使 用 の 一 つ の 態 様 の た め の 工 程
系 統 図 を 示 す 。
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