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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
レンチウィルスの５’長末端反復領域（ＬＴＲ）由来のＲ配列及びＵ５配列を有する核酸
と、自己不活性化したレンチウィルスの３’ＬＴＲと、免疫応答が所望される抗原をコー
ドする目的の遺伝子を含むウイルスベクター、ならびに、
シンドビスウイルスＥ１糖タンパク質である融合分子および（ａ）樹状細胞を標的化し、
（ｂ）前記融合分子から分離されており、（ｃ）組み換えレンチウィルスのエンベロープ
に組み込まれている、膜結合親和性分子である細胞特異的な結合決定基を含むウイルスエ
ンベロープ
を含む、患者における樹状細胞に前記抗原を送達するための組み換えレンチウィルス。
【請求項２】
前記抗原が腫瘍抗原である、請求項１に記載の組み換えレンチウィルス。
【請求項３】
前記細胞特異的な結合決定基が抗ＤＥＣ－２０５抗体である、請求項１または２に記載の
組み換えレンチウィルス。
【請求項４】
前記抗体がヒトＩｇＧ１であり、前記細胞特異的な結合決定基が免疫グロブリンαと免疫
グロブリンβとをさらに含むか、または、前記抗体が単鎖抗体である、請求項３に記載の
組み換えレンチウィルス。
【請求項５】
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前記エンベロープがシンドビスウイルスＥ１およびＥ２糖タンパク質を含む、請求項１～
４のいずれか１項に記載の組み換えレンチウィルス。
【請求項６】
前記ウイルスベクターが成熟刺激分子をコードする遺伝子をさらに含む、請求項１～５の
いずれか１項に記載の組み換えレンチウィルス。
【請求項７】
前記自己不活性化３’ＬＴＲが、そのエンハンサー配列が欠失したＵ３要素を含み、前記
自己不活性化３’ＬＴＲが、改変されたＨＩＶの３’ＬＴＲである、請求項１～６のいず
れか１項に記載の組み換えレンチウィルス。
【請求項８】
ポリヌクレオチドをインビトロで標的細胞に送達する方法であって、前記方法は、
　前記標的細胞を組み換えレンチウィルスに感染させる工程を含み、
　前記組み換えレンチウィルスは、レンチウィルスの５’長末端反復領域（ＬＴＲ）由来
のＲ配列及びＵ５配列を有する核酸と、自己不活性化したレンチウィルスの３’ＬＴＲと
、免疫応答が所望される抗原をコードする目的の遺伝子を含むウイルスベクター、ならび
に、
　シンドビスウイルスＥ１糖タンパク質である融合分子および（ａ）樹状細胞を標的化し
、（ｂ）前記融合分子から分離されており、（ｃ）前記組み換えレンチウィルスのエンベ
ロープに組み込まれている、膜結合親和性分子である細胞特異的な結合決定基を含むウイ
ルスエンベロープを含む、方法。
【請求項９】
前記抗原が腫瘍抗原である、請求項８に記載の方法。
【請求項１０】
前記自己不活性化３’ＬＴＲが、そのエンハンサー配列が欠失したＵ３要素を含み、前記
自己不活性化３’ＬＴＲが、改変されたＨＩＶの３’ＬＴＲである、請求項８または９に
記載の方法。
【請求項１１】
前記細胞特異的な結合決定基が抗ＤＥＣ－２０５抗体である、請求項８～１０のいずれか
１項に記載の方法。
【請求項１２】
前記抗体がヒトＩｇＧ１であり、前記細胞特異的な結合決定基が免疫グロブリンαと免疫
グロブリンβとをさらに含むか、または、前記抗体が単鎖抗体である、請求項１１に記載
の方法。
【請求項１３】
　レンチウィルスの５’長末端反復領域（ＬＴＲ）由来のＲ配列及びＵ５配列を有する核
酸と、自己不活性化したレンチウィルスの３’ＬＴＲと、免疫応答が所望される抗原をコ
ードする目的の遺伝子を含むウイルスベクター、
　樹状細胞を標的化し、シンドビスウイルスＥ１糖タンパク質である融合分子から分離さ
れた状態で組み換えレンチウィルスのエンベロープに組み込まれる、膜結合親和性分子で
ある細胞特異的な結合決定基をコードする遺伝子を含むベクター、および
　シンドビスウイルスＥ１糖タンパク質である融合分子をコードするベクターでパッケー
ジング細胞株をトランスフェクトする工程、並びに
組み換えレンチウィルスを前記パッケージング細胞株から回収する工程
を含む、方法。
【請求項１４】
前記抗原が腫瘍抗原である、請求項１３に記載の方法。
【請求項１５】
前記パッケージング細胞株が２９３細胞株である、請求項１３または１４に記載の方法。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
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【０００１】
　本発明は、広くは、標的遺伝子の送達に関し、そしてより詳細には融合分子及び異なる
親和性分子とを含む組み換えウィルスの使用に関する。
【０００２】
　　［関連出願の相互参照］
　本出願は、米国特許法第１１９条（ｅ）項に基づいて、２００５年６月１日に出願され
た米国仮特許出願第６０／６８６，２１５号、及び２００５年１１月１９日に出願された
米国仮特許出願第６０／７３８，０７８号（これらは共に、参照により本明細書に明確に
援用される）に対して優先権を主張する。
【背景技術】
【０００３】
　特定の標的細胞への機能的遺伝子及び他のポリヌクレオチドの送達は、様々な状況で使
用することができる。例えば、疾患を予防又は治療するのに遺伝子治療を使用することが
できる。特に望ましい遺伝子の送達プロトコルは、ｉｎ　ｖｉｖｏで特定の細胞又は組織
に目的の遺伝子を正確に送達することができることであろう。或る特定のウィルスは天然
のままで、遺伝子送達に適しており、遺伝子導入媒体としてのウィルスベクターを設計す
ることに、多大な努力が費やされている。これらのウィルスの中でも、癌レトロウィルス
ベクター及びレンチウィルスベクターは、安定な形質導入を引き起こす能力を有し、長期
間、導入遺伝子の発現を維持し、そしてレンチウィルスにおいては、非分裂細胞の形質導
入を可能にするので、有望な特性を示している。このようなウィルスを特定の細胞型に対
して標的化することが課題であることが分かっている。
【発明の開示】
【発明が解決しようとする課題】
【０００４】
　レトロウィルスベクター及びレンチウィルスベクターを使用して、標的化可能な形質導
入系を開発するために、多くの試みが為されてきた（例えば、D. Lavillette, S. J. Rus
sell, F. L. Cosset, Curr. Opin. Biotech. 12, 461 (2001), V. Sandrin, S. J. Russe
ll, F. L. Cosset, Curr. Top. Microbio. Immunol. 281, 137 (2003)を参照のこと）。
ウィルスを細胞表面の受容体との結合と、侵入の媒介を担うタンパク質であるエンベロー
プ糖タンパク質（ｅｎｖ）を改変するのに、多大な努力が為されてきた。ｅｎｖの表面ド
メインの柔軟性が、リガンド、ペプチド及び単鎖抗体の挿入を可能にし、これは、ベクタ
ーを特定の細胞型に向けることができる（N. V. Somia, M. Zoppe, I. M. Verma, Proc. 
Natl. Acad. Sci. USA 92, 7570 (1995)）。しかし、この操作は、ｅｎｖの融合ドメイン
に悪影響を与え、ウィルス価を低くする。結合及び融合の未知で繊細な共役機構が、同一
分子の表面ドメインが変わる際に融合機能を再構築することを非常に困難にしている。
【０００５】
　別の試みは、ウィルスを特定の細胞に付着させるための架橋を形成するリガンドタンパ
ク質又は抗体を有する複合体ｅｎｖに関する(例えば、K. Morizono, G. Bristol, Y. M. 
Xie, S. K. P. Kung, I. S. Y. Chen, J. Virol. 75, 8016 (2001))。この試みに対する
課題は、架橋分子の一方の末端で複合体化された場合、ｅｎｖの融合が非効率的であるこ
とである。いずれの実践的な戦略も、標的化されたｉｎ　ｖｉｖｏでの遺伝子送達に利用
することができないので、現在、遺伝子治療の臨床試験は一般的に、精製された細胞のｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏでの形質導入、その後の改変細胞の患者への導入に基づいている。このｉ
ｎ　ｖｉｔｒｏの試みは、重大な安全性に対する課題を有する費用のかかる手法である。
【課題を解決するための手段】
【０００６】
　本発明の一態様によれば、ポリヌクレオチドを所望の細胞に送達する方法が提供され、
これは標的細胞を組み換えレトロウィルスに感染させることを含む。他の態様では、組み
換えレトロウィルスと、様々なベクターと、組み換えレトロウィルスを産生する構築物と
が提供される。
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【０００７】
　組み換えレトロウィルスのエンベロープは、融合分子と、細胞特異的な結合決定基とを
含むことが好ましい。幾つかの実施の形態では、組み換えレトロウィルスは、レンチウィ
ルスの５’長末端反復領域（ＬＴＲ）由来のＲ配列及びＵ５配列と、自己不活性化される
レンチウィルスの３’ＬＴＲと、融合分子と、細胞特異的な結合決定基とを含むことが好
ましい。幾つかの実施の形態では、組み換えレトロウィルスは、ＦＵＧＷ構築物から産生
される。
【０００８】
　融合分子は好ましくはウィルス糖タンパク質であり、例えば、クラスＩ融合因子又はク
ラスＩＩ融合因子であり得る。本発明の幾つかの実施の形態では、融合分子はｐＨ感受性
である。好ましくは、ｐＨ感受性は、融合因子が標的細胞の細胞内区画の膜を通じてウィ
ルスコアの送達を媒介することができるようなものである。幾つかの実施の形態では、融
合分子は、受容体又は抗原等の対応する分子に対して低い親和性を有する。
【０００９】
　幾つかの実施の形態において、融合分子はヘマグルチニン、好ましくは突然変異型のヘ
マグルチニンである。他の実施の形態では、融合分子はＳＩＮである。さらに他の実施の
形態では、融合分子は、以下のウィルス：ラッサ熱ウィルス、ダニ媒介性脳炎ウィルス、
デングウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス、狂犬病ウィルス、セムリキ森林ウィルス、ロスリバ
ーウィルス、アウラウィルス、ボルナ病ウィルス、ハンターンウィルス、及びＳＡＲＳ－
ＣｏＶウィルスの１つに由来するウィルス糖タンパク質を含む。
【００１０】
　本発明の幾つかの実施の形態において、細胞特異的な結合決定基は、標的細胞に存在す
る細胞表面分子と特異的に結合することができるタンパク質を含む。好ましくは、結合は
高親和性結合であり、幾つかの実施の形態では、解離定数は、１０-6～１０-12Ｍの範囲
であり得る。しかし、他の実施の形態では、より低いか、又はより高い親和性結合が可能
である。
【００１１】
　細胞特異的な結合決定基は好ましくはタンパク質であり、幾つかの実施の形態では抗体
である。細胞特異的な結合決定基は、２つ以上の分子を含み得る。例えば、細胞特異的な
結合決定基が抗体を含む場合、これは、免疫グロブリンα及び免疫グロブリンβも含み得
る。抗体が、例えば単鎖抗体である場合、別のタンパク質由来の膜貫通ドメインと融合す
ることができる。本発明の幾つかの特定の実施の形態では、抗体はＣＤ２０抗体、ＣＤ３
４抗体、又はＤＥＣ－２０５に対する抗体である。
【００１２】
　本発明の幾つかの実施の形態において、５’ＬＴＲ配列はＨＩＶ由来である。自己不活
性化３’ＬＴＲは、そのエンハンサー配列が欠失されたＵ３要素を含み得る。自己不活性
化３’ＬＴＲは、改変されたＨＩＶの３’ＬＴＲであり得る。組み換えレトロウィルスは
、ウッドチャック肝炎ウィルスエンハンサー要素配列及び／又はｔＲＮＡのアンバーサプ
レッサー配列等の他の要素を含み得る。
【００１３】
　組み換えレトロウィルスは、例えば、水疱性口内炎ウィルスエンベロープの糖タンパク
質又は同種指向性のエンベロープタンパク質４．１７を有する偽型であり得る。
【００１４】
　好ましい実施の形態において、組み換えレトロウィルスは、標的細胞に送達される１つ
又は複数の目的の遺伝子をさらに含む。目的の遺伝子は全く限定されず、例えば細胞で発
現するタンパク質をコードし得る。他の実施の形態では、目的の遺伝子は、ｓｉＲＮＡ又
は細胞内で発現される他の分子をコードする。幾つかの実施の形態では、目的の遺伝子の
うちの少なくとも１つが、蛍光タンパク質等のレポーター遺伝子である。幾つかの実施の
形態では、蛍光タンパク質は緑色蛍光タンパク質である。
【００１５】
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　目的の遺伝子は、好ましくは、ＲＮＡのポリメラーゼＩＩプロモーター又はポリメラー
ゼＩＩＩプロモーター等のプロモーターと結び付く。幾つかの実施の形態では、プロモー
ターはユビキタスプロモーターである。例えば、ユビキタスプロモーターは、ユビキチン
プロモーター、ＣＭＶ　β－アクチンプロモーター及びｐｇｋプロモーターから成る群よ
り選択され得る。他の実施の形態では、プロモーターは組織特異的なプロモーターであり
得る。組織特異的なプロモーターは、存在する場合、例えば、ｌｃｋプロモーター、ミオ
ゲニンプロモーター、及びｔｈｙ１プロモーターから成る群より選択され得る。
【００１６】
　組み換えレトロウィルスは、プロモーターと機能可能に連結したエンハンサーをさらに
含み得る。幾つかの実施の形態では、エンハンサー及びプロモーターが共にＣＭＶ配列で
ある。
【００１７】
　本発明の幾つかの実施の形態では、パッケージング細胞株は、レトロウィルス要素と、
目的の遺伝子と、融合分子と、細胞特異的な結合決定基とをコードする１つ又は複数のベ
クターでトランスフェクトされる。組み換えレトロウィルスは、パッケージング細胞株か
ら回収され、標的細胞を感染させるのに使用されて、これにより、目的の遺伝子が標的細
胞に送達される。本発明の幾つか実施の形態では、パッケージング細胞株は２９３細胞株
である。
【発明を実施するための最良の形態】
【００１８】
　特異性がある所望の細胞型に対して効果的な遺伝子送達媒体を標的化することにより、
ウィルス媒介性の遺伝子治療の治療可能性が著しく高まり、ｉｎ　ｖｉｖｏでのオフター
ゲット効果の不安が軽減する。さらに、このことは、疾患耐性又は特定の組織におけるタ
ンパク質産生等の特定の形質を有するトランスジェニック動物の創出のような他の状況に
おいて多くの利点がある。
【００１９】
　本明細書中に記載される方法及び構築物の好ましい実施形態は、ウィルス結合機能及び
融合機能をウィルスエンベロープに挿入される２つの異なる成分（融合タンパク質及び親
和性分子）に分けることができるという発見に一部基づいている。これにより、所望の標
的細胞に対するウィルスの正確な標的化、並びに所望のポリヌクレオチド又は他の分子の
効果的な形質導入及び送達が可能になる。例えばウィルスの融合タンパク質が異種の結合
成分で改変される場合、本方法の他に優る利点は、標的の特異性を増大させるのにウィル
ス価を犠牲にしないように、融合タンパク質はその生物活性を維持することができること
である。
【００２０】
　以下に詳細に述べられるように、本方法は、レンチウィルス等の組み換えレトロウィル
スの使用に基づいていることが好ましく、これはこれらのウィルスが、ウィルス産生細胞
の表面上に見出されるタンパク質をどれでもこれらのエンベロープに容易に組み込むため
である。しかし、他の種類のウィルスを使用してもよく、それに応じて方法を変更しても
よい。一般的に、パッケージング細胞株には、レトロウィルス成分をコードする１つ又は
複数のベクター、目的の遺伝子、融合分子及び親和性分子がトランスフェクトされる。ウ
ィルスの出芽の間に、パッケージング細胞膜で発現している融合分子及び親和性分子をウ
ィルスのエンベロープに組み込む（図１）。結果として、レトロウィルス粒子は、目的の
遺伝子を包含するコア、並びにその表面に融合分子及び親和性分子を含むエンベロープを
含む。それから、親和性分子は標的細胞膜の構成要素を認識し、細胞表面にレンチウィル
スを付着させる（図２）。結合により、標的のエンドサイトーシスが誘導され、レンチウ
ィルスをエンドソームに運ぶ。そこで、融合分子（ＦＭ）は膜融合を誘発し、これにより
ウィルスコアがサイトゾルに侵入することが可能になる。逆転写及び産物の核への移動の
後に、ウィルスのゲノムが標的の細胞ゲノムに統合され、導入遺伝子を組み込む。
【００２１】
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　本明細書中で開示される方法は、様々な親和性分子及び融合分子に容易に適用すること
ができる。好ましい実施形態では、融合分子（ＦＭ）は、好ましくはエンドソームの低ｐ
Ｈ環境に応じて融合を媒介するウィルス糖タンパク質であることが好ましく、親和性分子
は、好ましくは結合後に効率的に取り込まれる膜結合タンパク質である。融合分子は、ウ
ィルスの含有物がウィルス粒子の分解前にサイトゾルに流入することができる十分に迅速
な動態を示すことが好ましい。さらに、融合分子の結合能を低減させるように、したがっ
て任意の非特異的な結合を低減させるか、又は取り除くように融合分子を改変することが
できる。つまり、融合分子の結合能を低減させることによって、主に又は完全に親和性分
子によって、標的細胞へのウィルスの結合が決定され、これにより、高い標的特異性及び
不要な効果の低減が可能になる。
【００２２】
　親和性分子としては、例えば、標的細胞表面上の特定の抗原に対する抗体、及び細胞表
面のリガンドに対する受容体又は細胞表面の受容体に対するリガンドが挙げられ得る。親
和性分子は膜結合されることが好ましい。したがって、抗体を使用すべきである場合、こ
の抗体は膜結合形態に改変され得る。例えば、所望の特異性を有する抗体由来の可変領域
はＩｇＧ1にクローン化することができる。代替的に、膜貫通ドメインは、単鎖抗体等の
抗体に付着し得る。
【００２３】
　幾つかの実施形態において、この方法を用い、親和性分子としてＤＥＣ－２０５受容体
に対する膜結合モノクローナル抗体を使用して、樹状細胞を標的化する。他の実施形態で
は、親和性分子として膜結合形態の幹細胞因子の組み込みを使用して、ｃキット陽性細胞
を標的化することができる。
【００２４】
　したがって、開示される方法のモジュールの柔軟性（親和性分子と融合分子との組合せ
）及び幅（例えば、モノクローナル抗体又は多くの取り込まれた細胞特異的な表面分子に
対するリガンドの利用可能性及びこのような抗体を生成する能力）は、治療、産業及び研
究のために標的化された遺伝子送達の適用を容易にするのに特に有利である。例えば、本
発明の方法を標的腫瘍細胞に使用し、毒性遺伝子を送達することができる。別の実施形態
では、病原体に感染した（又はこのような感染の影響を受けやすい）細胞が標的化され、
ｓｉＲＮＡを送達して、病原体のライフサイクルの段階を抑制することができる。さらに
別の実施形態では、特定の成分（例えば酵素）を欠失した細胞が標的化され、この特定の
成分をコードする遺伝子を送達することができる。
【００２５】
　　［定義］
　別途定義されない限り、本明細書中で使用される技術用語及び科学用語は、本発明が属
する技術分野の当業者によって共通して理解されるものと同じ意味である。例えば、Sing
leton et al., Dictionary of Microbiology and Molecular Biology 2nd ed., J. Wiley
 & Sons (New York, NY 1994)、Sambrook et al., Molecular Cloning, A Laboratory Ma
nual, Cold Springs Harbor Press (Cold Springs Harbor, NY 1989)を参照のこと。本明
細書中に記載されるものと同様な又は同等な任意の方法、装置、及び材料を本発明の実施
に使用することができる。
【００２６】
　本明細書中で使用される場合、「核酸」、「ポリヌクレオチド」、及び「ヌクレオチド
」という用語は交換可能であり、これはリン酸ジエステル結合又はリン酸トリエステル、
ホスホロアミダート、シロキサン、カーボネート、カルボキシメチルエステル、アセトア
ミデート、カルバメート、チオエステル、架橋ホスホロアミダート、架橋メチレンホスホ
ネート、架橋ホスホロアミダート、架橋ホスホロアミダート、架橋メチレンホスホネート
、ホスホロチオエート、メチルホスホネート、ホスホロジチオエート、架橋ホスホロチオ
エート、又はスルトン結合等の改変結合のいずれか、及びこのような結合の組合せから成
っているかにかかわらず、任意の核酸を指す。
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【００２７】
　また、「核酸」、「ポリヌクレオチド」、及び「ヌクレオチド」という用語は、５つの
生物学的に生成される塩基（アデニン、グアニン、チミン、シトシン及びウラシル）以外
の塩基から成る核酸を特に含む。
【００２８】
　本明細書中で示される場合、核酸分子は、他のポリペプチドをコードする混入核酸分子
から実質的に分離される場合に、「単離」されるという。
【００２９】
　「免疫付与」は、宿主に対して抗原の提供を指す。幾つかの実施形態では、樹状細胞等
の抗原提示細胞に対して抗原が与えられる。例えば、以下で記載されるように、抗原をコ
ードする遺伝子を含む組み換えウィルスは、樹状細胞上のタンパク質に特異的な親和性分
子により樹状細胞に対して標的化することができる。したがって、免疫応答が望まれる抗
原を樹状細胞に送達することができる。他の免疫付与方法は当該技術分野で既知である。
【００３０】
　「抗体」（Ａｂ）及び「免疫グロブリン」（Ｉｇ）は、同じ構造的特徴を有する糖タン
パク質である。抗体が特定の抗原に対する結合特異性を示す一方で、免疫グロブリンは抗
体及び抗原特異性を欠く他の抗体様分子の両方を含む。後者の種類のポリペプチドは、例
えばリンパ系では低いレベルで、及び骨髄腫では増大されたレベルで産生される。
【００３１】
　「自然抗体」及び「自然免疫グロブリン」は、通常２つの同一の軽（Ｌ）鎖と２つの同
一の重（Ｈ）鎖とから成るヘテロ四量体の糖タンパク質である。それぞれの軽鎖はジスル
フィド結合によって重鎖と結合する。ジスルフィド結合の数は、様々な免疫グロブリンア
イソタイプの重鎖の間で変化する。それぞれの重鎖は、可変ドメイン（ＶH）を含み、そ
の後に多くの定常ドメインが続く。それぞれの軽鎖は一方の末端に可変ドメイン（ＶL）
、及びそのもう一方の末端に定常ドメインを含む。軽鎖の定常ドメインは重鎖の第１の定
常ドメインと並び、軽鎖の可変ドメインは重鎖の可変ドメインと並ぶ。
【００３２】
　「抗体」という用語は幅広い意味で使用され、所望の生物活性を示す限り、ヒト、非ヒ
ト（例えばマウス）及びヒト化モノクローナル抗体（全長のモノクローナル抗体を含む）
、ポリクローナル抗体、複数の特異性がある抗体（例えば二重特異性抗体）、単鎖抗体、
及び抗体フラグメントを特に含む。
【００３３】
　「標的細胞」は、目的の遺伝子の発現が望まれる任意の細胞である。好ましくは、以下
に記載されるように、標的細胞は、細胞が親和性分子の標的とされることを可能にするタ
ンパク質又は他の分子を細胞表面上に示す。
【００３４】
　「哺乳動物」という用語は、哺乳類に属する個体として定義され、ヒト、家畜、並びに
動物園の動物、スポーツ用の動物及びペット用の動物（ヒツジ、イヌ、ウマ、ネコ及びウ
シ等）が挙げられるが、これらに限定されない。
【００３５】
　「被検体」又は「患者」は、治療が必要な任意の動物、好ましくは哺乳動物である。
【００３６】
　本明細書中で使用される場合、「治療」は患者によって明示されるか、又は患者におい
て予防されるべきである疾患、障害又は生理的状態に応じて行われる臨床的介入である。
治療目的は、症状の緩和及び／又は予防、並びに疾患、障害、又は状態の進行を抑えるこ
と、止めること、若しくは逆転させることを含む。「治療」は治療上の処置及び予防又は
再発防止措置の両方を指す。治療が必要な患者としては、疾患又は障害又は望ましくない
生理的状態を既に患っている患者、及び疾患又は障害又は望ましくない生理的状態を予防
するべきである患者が挙げられる。「治療」は疾患を完全に取り除く必要はなく、また患
者が疾患又は障害に罹るのを完全に予防する必要もない。
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【００３７】
　本明細書中で使用される場合、「腫瘍」は、陽性又は悪性にかかわらず、全ての腫瘍細
胞の成長及び増殖、並びに全ての前癌及び癌性の細胞及び組織を指す。
【００３８】
　「癌」という用語は、調節できない細胞成長が特徴である疾患又は障害を指す。癌の例
としては、上皮性悪性腫瘍、リンパ腫、芽細胞腫及び肉腫が挙げられるが、これらに限定
されない。特定の癌の例としては、肺癌、結腸癌、乳癌、精巣癌、胃癌、膵臓癌、卵巣癌
、肝臓癌、膀胱癌、結腸直腸癌、及び前立腺癌が挙げられるが、これらに限定されない。
さらなる癌は、当業者に既知である。
【００３９】
　「ベクター」は別の核酸を輸送することができる核酸である。例えば、ベクターはプラ
スミド、コスミド、又はファージであり得る。「発現ベクター」は、適切な環境内に存在
する場合、ベクターによって運ばれる１つ又は複数の遺伝子でコードされるタンパク質の
発現をすることができるベクターである。
【００４０】
　「調節要素」及び「発現制御要素」という用語は交換可能に使用することができ、特定
の環境で機能可能に連結したコード配列の転写及び／又は翻訳に影響を与えることができ
る核酸分子を指す。これらの用語は広く使用され、プロモーター、ＲＮＡポリメラーゼと
転写因子との基本的な相互作用に必要なコア要素、上流要素、エンハンサー、及び応答要
素を含む転写を促進するか、又は調節する全ての要素を含む（例えば、Lewin著「Genes V
」(Oxford University Press, Oxford) pages 847-873を参照のこと）。原核生物におけ
る例示的な調節要素としては、プロモーター、オペレーター配列及びリボソーム結合部位
が挙げられる。真核細胞に使用される調節要素としては、プロモーター、エンハンサー、
スプライシングシグナル、及びポリアデニル化シグナルが挙げられ得るが、これらに限定
されない。
【００４１】
　「トランスフェクション」という用語は、核酸の宿主細胞への導入を指す。
【００４２】
　「レトロウィルス」はＲＮＡゲノムを有するウィルスである。
【００４３】
　「レンチウィルス」は、分裂細胞及び非分裂細胞に感染することができるレトロウィル
スの属を指す。レンチウィルスの幾つかの例としては、ＨＩＶ（ヒト免疫不全ウィルス：
１型ＨＩＶ及び２型ＨＩＶを含む）、ヒトの後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）の病原因
子；ビスナ－マエディ（ヒツジにおいて脳炎（ビスナ）又は肺炎（マエディ）を引き起こ
す）、ヤギ関節炎脳炎ウィルス（ヤギにおいて免疫不全、関節炎、及び脳障害を引き起こ
す）；ウマ伝染性貧血ウィルス（ウマにおいて自己免疫性溶血性貧血及び脳障害を引き起
こす）；ネコ免疫不全ウィルス（ＦＩＶ）（ネコにおいて免疫不全を引き起こす）；ウシ
免疫不全ウィルス（ＢＩＶ）（ウシにおいてリンパ節症、リンパ球増加症、及び場合によ
っては中枢神経系感染を引き起こす）；並びにサル免疫不全ウィルス（ＳＩＶ）（霊長類
において免疫不全及び脳障害を引き起こす）が挙げられる。
【００４４】
　本明細書中で使用される「ハイブリッドウィルス」は、非レトロウィルスベクター由来
の要素を含む１つ又は複数の他のウィルスベクター由来の成分を有するウィルス、例えば
アデノウィルスレトロウィルスハイブリッドを指す。本明細書中で使用される場合、レト
ロウィルス成分を有するハイブリッドベクターは、レトロウィルスの範囲内であるとみな
す。
【００４５】
　レンチウィルスゲノムは一般的に、５’長末端反復領域（ＬＴＲ）、ｇａｇ遺伝子、ｐ
ｏｌ遺伝子、ｅｎｖ遺伝子、付属遺伝子（ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ）及び３’Ｌ
ＴＲに系統付けられる。ウィルスのＬＴＲは、Ｕ３、Ｒ及びＵ５と呼ばれる３つの領域に
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分けられる。Ｕ３領域には、エンハンサー要素とプロモーター要素とが含まれる。Ｕ５領
域にはポリアデニル化シグナルが含まれる。Ｒ（反復）領域は、Ｕ３領域とＵ５領域とを
分け、Ｒ領域の転写配列はウィルスＲＮＡの５’側及び３’側の両方に現れる。例えば、
「RNA Viruses: A Practical Approach」(Alan J. Cann, Ed., Oxford University Press
, (2000)), O Narayan and Clements J. Gen. Virology 70:1617-1639 (1989), Fields e
t al. Fundamental Virology Raven Press. (1990), Miyoshi H, Blomer U, Takahashi M
, Gage FH, Verma IM. J Virol. 72(10):8150-7 (1998),及び米国特許第６，０１３，５
１６号を参照のこと。
【００４６】
　レンチウィルスベクターは当該技術分野で既知であり、これには造血幹細胞をトランス
フェクトするのに使用されるものの幾つかが含まれる。このようなベクターは、例えば以
下の出版物で見出すことができ、これらは参照により本明細書中に援用される：Evans JT
 et al. Hum Gene Ther 1999;10:1479-1489、Case SS, Price MA, Jordan CT et al. Pro
c Natl Acad Sci USA 1999;96:2988-2993、Uchida N, Sutton RE, Friera AM et al. Pro
c Natl Acad Sci USA 1998;95:11939-11944、Miyoshi H, Smith KA, Mosier DE et al. S
cience 1999;283:682-686、Sutton RE, Wu HT, Rigg R et al.著「Human immunodeficien
cy virus type 1 vectors efficiently transduce human hematopoietic stem cells」J 
Virol 1998;72:5781-5788。
【００４７】
　「ビリオン（ｖｉｒｉｏｎ）」、「ウィルス粒子」及び「レトロウィルス粒子」は本明
細書中では、ＲＮＡゲノム、ｐｏｌ遺伝子誘導性タンパク質、ｇａｇ遺伝子誘導性タンパ
ク質、及びエンベロープ（糖）タンパク質を示す脂質二重層を含む単独ウィルスを示すの
に使用される。ＲＮＡゲノムは通常、組み換えＲＮＡゲノムであり、したがって、天然の
ウィルスゲノムに対して外因性であるＲＮＡ配列を含み得る。また、ＲＮＡゲノムは欠損
した外因性のウィルス配列を含み得る。
【００４８】
　「偽型（ｐｓｅｕｄｏｔｙｐｅ）」レトロウィルスは、ＲＮＡゲノムの由来となるウィ
ルス以外のウィルス由来であるエンベロープタンパク質を有するレトロウィルス粒子であ
る。エンベロープタンパク質は、異なるレトロウィルスに由来するか、又は非レトロウィ
ルス性のウィルスに由来し得る。好ましいエンベロープタンパク質は、水疱性口内炎ウィ
ルスＧ（ＶＳＶ　Ｇ）タンパク質である。しかし、ヒトへの感染の可能性を取り除くため
に、代替的に、ウィルスは、マウス又はトリ等の特定の種への感染を制限するエコトロピ
ックエンベロープタンパク質で偽型にすることができる。例えば、一実施形態では、エコ
トロピックエンベロープタンパク質４．１７等の突然変異型のエコトロピックエンベロー
プタンパク質が使用される（Powell et al. Nature Biotechnology 18(12): 1279-1282 (
2000)）。
【００４９】
　「自己不活性化３’ＬＴＲ」は、ＬＴＲ配列が下流の遺伝子の発現を促進するのを防止
する突然変異、置換、又は欠失を含む３’長末端反復領域（ＬＴＲ）である。３’ＬＴＲ
由来のＵ３領域のコピーが、統合プロウィルスにおける両方のＬＴＲの形成に対する鋳型
として作用する。したがって、不活性化される欠失又は突然変異を有する３’ＬＴＲがプ
ロウィルスの５’ＬＴＲと統合される場合、５’ＬＴＲからの転写は不可能である。この
ことは、ウィルスのエンハンサー／プロモーターと任意の内部エンハンサー／プロモータ
ーとの間の競合を取り除く。自己不活性化３’ＬＴＲは、例えば、Zufferey et al. J. V
irol. 72:9873-9880 (1998)、Miyoshi et al. J. Virol. 72:8150-8157及びIwakuma et a
l. Virology 261:120-132 (1999)に記載されている。
【００５０】
　本明細書中に定義されるように、「形質転換」は、外来ＤＮＡが標的細胞に侵入するプ
ロセスを示す。形質転換は、異種核酸配列を原核宿主細胞又は真核宿主細胞に挿入するた
めの任意の既知の方法によるが、これには、ウィルス感染、エレクトロポレーション、熱



(10) JP 5553989 B2 2014.7.23

10

20

30

40

50

ショック、リポフェクション及び粒子衝突が挙げられ得るがこれらに限定されない。「形
質転換」細胞としては、挿入ＤＮＡが自己複製プラスミドとして、又は宿主染色体の一部
としてのいずれかとして複製することができる安定な形質転換細胞が挙げられる。また、
目的の遺伝子を一過性に発現する細胞も含まれる。
【００５１】
　本明細書中で記載される「融合分子」は、膜融合を誘発し、ウィルスコアが膜を通過す
るのを可能にさせるウィルス表面上の任意の分子であり、典型的には標的細胞のサイトゾ
ルに侵入する。ウィルスの糖タンパク質は、融合分子の一例である。
【００５２】
　本明細書中に記載される「親和性分子」又は「細胞特異的な結合決定基」は、標的細胞
膜上の分子構成要素を認識し、それにより細胞表面に対してウィルスを標的化するように
機能するウィルス表面上の任意の分子である。親和性分子は、融合分子とは別々のもので
あることが最も好ましい。
【００５３】
　「導入遺伝子」とは、本発明の方法等によって、ヒトの介入によって宿主細胞の１つ又
は複数の染色体に統合される任意のヌクレオチド配列、特にＤＮＡ配列を意味する。好ま
しくは、導入遺伝子は「目的の遺伝子」を含む。他の実施形態では、導入遺伝子は、統合
される場合、染色体をマークするのに使用されるヌクレオチド配列、好ましくはＤＮＡ配
列であり得る。導入遺伝子は、発現することができるタンパク質をコードする遺伝子を含
んでいる必要はない。
【００５４】
　「目的の遺伝子」は何ら限定するものではなく、統合、転写、翻訳、及び／又は標的細
胞で発現することが望まれる任意の核酸（これらに限定されない）であり得る。目的の遺
伝子は、タンパク質又はＲＮＡ分子等の機能的産物をコードすることができる。好ましく
は、目的の遺伝子は、宿主細胞で発現が望まれるタンパク質又は他の分子をコードする。
目的の遺伝子は、一般的に転写調節配列等の目的の遺伝子の所望の発現を得るのに有用な
他の配列と機能可能に結び付く。
【００５５】
　「機能的な関係」及び「機能可能に連結した」は、限定されないが、プロモーター及び
／又はエンハンサーに対して遺伝子が正しい位置、及び向きにあること、プロモーター及
び／又はエンハンサーが適切な分子と接触する場合、遺伝子の発現に影響を与えることを
意味する。
【００５６】
　「ＲＮＡコード領域」は、ｓｉＲＮＡ等のＲＮＡ分子の合成のための鋳型として作用す
ることができる核酸である。好ましくは、ＲＮＡコード領域はＤＮＡ配列である。
【００５７】
　「低分子干渉ＲＮＡ」又は「ｓｉＲＮＡ」は、相同性を共有する遺伝子の発現を抑制す
ることができる二本鎖のＲＮＡ分子である。一実施形態では、ｓｉＲＮＡは、センス領域
、ループ領域、及びセンス領域と相補的であるアンチセンス領域を含む、「ヘアピン」又
はステム－ループＲＮＡ分子であり得る。他の実施形態では、ｓｉＲＮＡは、非共有結合
的に結び付き二本鎖を形成する２つの異なるＲＮＡ分子を含む。
【００５８】
　「２Ａ配列」又は要素は、２つのタンパク質間のリンカーとして導入される小ペプチド
であり、これによりポリタンパク質の自律したリボソーム内での自己処理が可能になる（
de Felipe. Genetic Vaccines and Ther. 2:13 (2004); deFelipe et al. Traffic 5:616
-626 (2004)）。短ペプチドは、同じベクターからの融合分子と親和性分子との同時発現
等の単独ベクターからの複数のタンパク質の同時発現を可能にする。したがって、幾つか
の実施形態では、２Ａ要素をコードするポリヌクレオチドは、ベクターの中で発現される
タンパク質をコードするポリヌクレオチドの間に組み込まれる。
【００５９】



(11) JP 5553989 B2 2014.7.23

10

20

30

40

50

[融合分子]
　融合分子（ＦＭ）は、組み換えウィルスのエンベロープに組み込むことができる分子で
あり、適した条件下で、目的の遺伝子の標的細胞への侵入を可能にする膜融合を誘導する
。融合分子はウィルス、好ましくは組み換えレンチウィルスを偽型にすることができるこ
とが好ましく、このようにしてウィルスエンベロープに組み込むことができる。好ましく
は、ＦＭは標的細胞のウィルス感染を直接媒介しないが、一度ウィルスがエンドサイトー
シス経路に侵入しても、融合を誘導するその能力は依然として維持される。したがって、
ＦＭは細胞表面分子と結合する能力を自然に有し得るが、結合能が低いか、又は低減され
たＦＭが非特異的な形質導入を低減するのに好ましい。好ましくは、ＦＭはウィルス糖タ
ンパク質である。さらに、ＦＭは濃縮を可能にする超遠心分離に耐性があることが好まし
く、このことはｉｎ　ｖｉｖｏでの遺伝子送達にとって重要である。
【００６０】
　ＦＭは、親和性分子の結合とは関係なく、低ｐＨで膜融合を誘導することが好ましい。
したがって、開示される方法において、ＦＭを含むウィルスが標的細胞のエンドソームの
内側にあり、また目的の遺伝子を含むウィルスのコア成分がサイトゾルに送達されるとき
に、ＦＭ誘導性の膜融合が起こることが好ましい。
【００６１】
　幾つかの実施形態において、タグ配列が融合分子に組み込まれて、ウィルス粒子におけ
るＦＭ発現及びＦＭの存在の検出が可能になる。
【００６２】
　ウィルス融合因子の２つの認識された群が存在し、両方ともＦＭとして使用することが
できる（D. S. Dimitrov, Nature Rev. Microbio. 2, 109 (2004)）。クラスＩ融合因子
は、らせん状の二重コイル構造を使用して膜融合を誘発するが、クラスＩＩ融合因子はβ
バレルで融合を誘発する。これらの２つの構造は様々な力学及び動態を有する（D. S. Di
mitrov, Nature Rev. Microbio. 2, 109 (2004)）。
【００６３】
　融合分子に使用することができる表面の糖タンパク質の幾つかの非限定的な例としては
、Ｅ１、Ｅ２及びＥ３等の表面の糖タンパク質を含む、セムリキ森林ウィルス（ＳＦＶ）
、ロスリバーウィルス（ＲＲＶ）、及びアウラウィルス（ＡＶ）等のαウィルス由来の糖
タンパク質等が挙げられる。シンドビスウィルス由来のＥ２糖タンパク質（ＳＩＮ）、及
びインフルエンザウィルスのヘマグルチニン（ＨＡ）は、細胞表面上の特定の分子を認識
する非レトロウィルス糖タンパク質であり（Ｅ２に関してはヘパリン硫酸グリコサミノグ
リカン、ＨＡに関してはシアル酸）、幾つかの実施形態ではＦＭとして使用される。これ
らの融合は受容体分子の結合とは比較的関係なく、融合の活性化がエンドソームにおける
酸性化によって達成される（Skehel及びWiley, Annu. Rev. Biochem. 69, 531-569 (2000
); Smit, J. et al. J. Virol. 73, 8476-8484 (1999)）。その上、それらは或る特定の
遺伝的修飾に耐容性があり、レトロウィルス表面上に効果的にアセンブリすることを維持
することができる（Morizono et al. J. Virol. 75, 8016-8020）。幾つかのＦＭで認識
される表面分子の遍在的存在のために、ＨＡの結合欠損型等のように結合能が欠損してい
るが、融合能を有する融合タンパク質が使用されることが好ましい。
【００６４】
　本発明の他の実施形態において、ラッサ熱ウィルス、Ｂ型肝炎ウィルス、狂犬病ウィル
ス、ボルナ病ウィルス、ハンターンウィルス、又はＳＡＲＳ－ＣｏＶウィルスの表面の糖
タンパク質は、融合分子として利用することもできる。他の実施形態では、ＤＶの糖タン
パク質を融合分子として利用することができる。
【００６５】
　本発明の他の実施形態において、フラビウィルスベースの表面の糖タンパク質は融合分
子として利用することができる。αウィルスのように、フラビウィルスはクラスＩＩ融合
分子を使用して感染を媒介する（Mukhopadhyay et al. (2005) Rev. Microbio. 3, 13- 2
2）。ｐｒＭ（約１６５個のアミノ酸）及びＥ（約４９５個のアミノ酸）は、フラビウィ
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ルスの糖タンパク質である。また、ＤＶに対するリガンド結合ポケットはよく特徴付けら
れている。興味深いことに、マンノース特異的なレクチンであるＤＣ－ＳＩＧＮ（樹状細
胞特異的なＩＣＡＭグラッビング非インテグリン（ICAM-grabbing non-integrin））は、
ＤＶ　Ｅタンパク質上の炭水化物残基と特異的に相互作用し、ウィルスの侵入を高めるこ
とが示唆されている（Mukhopadhyay et al. (2005) Nat. Rev. Microbio. 3, 13-22）。
このＤＶ　Ｅタンパク質のみによってエンベロープを形成したレンチウィルスは潜在的に
ＤＣを標的化することができる。ＴＢＥ及びＤＶ　Ｅタンパク質並びに記載される他の融
合分子のリガンド結合ポケットは、以下の様式で結合能を欠損させ、融合能を有するよう
に改変され得る。
【００６６】
　幾つかの実施形態において、クラスＩ融合因子である、インフルエンザＡ／家禽ペスト
ウィルス／ロストク／３４（ＦＰＶ）由来のヘマグルチニン（ＨＡ）を使用する（T. Hat
ziioannou, S. Valsesia-Wittmann, S. J. Russell, F. L. Cosset, J. Virol. 72, 5313
 (1998)）。好ましくは、ＨＡｍｕ等の結合欠損バージョンのＦＰＶ　ＨＡ（図３Ａ）を
使用する（A. H. Lin et al., Hum. Gene. Ther. 12, 323 (2001)）。ＨＡｍｕ媒介性の
融合は一般的に受容体結合と独立していると考えられている（D. Lavillette, S. J. Rus
sell, F. L. Cosset, Curr. Opin. Biotech. 12, 461 (2001)）。
【００６７】
　他の実施形態において、クラスＩＩのＦＭ、好ましくはαウィルスファミリー由来のシ
ンドビスウィルスの糖タンパク質（本明細書中ではＳＩＮとも呼ばれる）を使用する（K.
 S. Wang, R. J. Kuhn, E. G. Strauss, S. Ou, J. H. Strauss, J. Virol. 66, 4992 (1
992)）。ＳＩＮには、融合に関与する第１のタンパク質（Ｅ１）及び細胞結合に関与する
第２のタンパク質（Ｅ２）の２つの膜貫通タンパク質が含まれる（S. Mukhopadhyay, R. 
J. Kuhn, M. G. Rossmann, Nature Rev. Microbio. 3, 13 (2005))。ＳＩＮは、腫瘍レト
ロウィルス及びレンチウィルスの両方を偽型にするものとして知られている。
【００６８】
　幾つかの実施形態において、結合能欠損で融合能を有するＳＩＮを融合分子として使用
する。例えば、プロテインＡの免疫グロブリンＧ結合ドメイン（ＺＺドメイン）がＥ２タ
ンパク質に組み込まれ、１つ又は複数のさらなる突然変異が起こり、受容体結合部位を不
活性化する、ＳＩＮ融合分子を使用することができる（K. Morizono et al., Nature Med
. 11, 346 (2005)）。
【００６９】
　ＦＭをコードする遺伝子は、ｐｃＤＮＡ３(Invitrogen)等の発現ベクターにクローン化
することが好ましい。それから、２９３Ｔ細胞等のパッケージング細胞を、目的の遺伝子
、パッケージングベクター（必要であれば）、親和性分子をコードする１つ又は複数のベ
クター及び任意の関連の成分、並びに融合分子の発現のためのベクターを含むウィルスベ
クターで同時にトランスフェクトする。ＦＭは、パッケージング細胞膜上で発現し、組み
換えウィルスに組み込まれる。パッケージング細胞の表面上のエンベロープ糖タンパク質
の発現は、ＦＡＣＳで分析することができる。
【００７０】
　例えば、構造研究及び分子のモデル化により得られた情報に基づいて、突然変異誘発を
用いて、これらの融合能をを維持するが、所望のレベルの結合能を有する突然変異型の糖
タンパク質を創出することができる。幾つかの突然変異体がそれぞれの糖タンパク質で作
られ、以下に記載の方法又は当該技術分野で既知の他の方法を使用して分析し、最も望ま
しい特徴を有するＦＭを同定することができる。
【００７１】
　好適なＦＭ（野生型又は突然変異型のいずれか）を選択するために、ＦＭ及び親和性分
子の両方を有するウィルスを調製し、それらの選択性及び／又は標的細胞膜の通過を促進
する能力に関して試験する。選択性を測定するための対照として、親和性分子を示さない
ウィルスを使用することができる一方で、親和性分子と野生型の糖タンパク質とを示すウ
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ィルスを突然変異体における力価効果を試験するための対照として使用することができる
。親和性分子の結合パートナーを発現する細胞が、標準的な感染試験を使用してウィルス
により形質導入される。規定時間後、例えば形質導入の４８時間後、細胞を回収すること
ができ、例えばＦＡＣＳによって、突然変異型のＦＭを含むウィルスに感染した細胞の割
合を求めることができる。ウィルスに感染した細胞の割合を算出することによって、選択
性に値を付けることができる。同様に、突然変異型のＦＭを含むウィルスに感染した細胞
の割合を対応する野生型のＦＭを含むウィルスに感染した細胞の割合で割ることによって
、ウィルス価に対する突然変異の効果を定量化することができる。好ましい突然変異体に
より、選択性と感染価との最良の組合せが与えられる。ＦＭが選択されれば、ＦＭによっ
て包まれたウィルスが濃縮されることを確認することで、ウィルス濃度分析を行い得る。
ウィルス上清を回収し、超遠心分離で濃縮する。ウィルスのストック溶液の限界希釈及び
親和性分子の結合パートナーを発現する細胞の形質導入によって、ウィルス価を求めるこ
とができる。
【００７２】
　幾つかの実施形態において、ウィルスの侵入と、それによる融合分子（野生型又は突然
変異型）の有効性を評価するために、ＢｌａＭ－Ｖｐｒ融合タンパク質を利用することが
できる。抗体等の親和性分子は、ＢｌａＭ－Ｖｐｒを組み込んだウィルス粒子を包むこと
ができる。例えば、ウィルス要素と、ＢｌａＭ－Ｖｐｒと、目的のＦＭと、親和性分子と
を含む１つ又は複数のベクターによるパッケージング細胞の一過性なトランスフェクトに
よって、このようなウィルスを調製することができる。得られたウィルスを使用して、親
和性分子結合の遊離した阻害剤（抗体等）の非存在下又は存在下における親和性分子によ
って認識される分子を発現する細胞を感染させることができる。それから、細胞を、ＣＯ

2非依存培地で洗浄し、ＣＣＦ２染料(Aurora Bioscience)で染色することができる。開裂
反応を完了させるための室温でのインキュベート後、細胞を、パラホルムアルデヒドによ
って固定化し、ＦＡＣＳ及び顕微鏡検査によって分析することができる。青色細胞の存在
により、細胞質へのウィルスの侵入が示され、阻害抗体が加えられると、青色細胞が減少
すると予測される。
【００７３】
　侵入が低ｐＨに依存しているか否かを調査し、所望のｐＨ依存性を有するＦＭを選択す
るために、ｐＨを変えるＮＨ4Ｃｌ又は他の化合物を感染工程で加えることができる（Ｎ
Ｈ4Ｃｌにより、エンドソームの酸性区画が中和される）。ＮＨ4Ｃｌの場合、青色細胞の
消失により、ウィルスの侵入が低ｐＨ依存性であることが示される。
【００７４】
　さらに、融合分子活性がｐＨ依存性であることを確認するために、塩化アンモニウム、
クロロキン、コンカナマイシン、バフィロマイシンＡ１、モネンシン、ニゲリシン等のリ
ソソーム指向性因子（lysosomotropic agents）をインキュベート緩衝液に加えることが
できる。これらの因子はエンドソーム区画内のｐＨを上昇することができる（例えば、Dr
ose and Altendorf, J. Exp. Biol. 200, 1-8, 1997）。これらの因子の阻害効果により
、ウィルスの融合及び侵入に対するｐＨの役割が示される。異なる融合分子を示すウィル
ス間の異なる侵入動態を比較し、特定の用途のために、最も好適なものを選択することが
できる。
【００７５】
　ＰＣＲ侵入分析（ＰＣＲ　ｅｎｔｒｙ　ａｎａｌｙｓｉｓ）を利用して、逆転写をモニ
タリング、これによりウィルス侵入の動態の徴候としてウィルスのＤＮＡ合成の動態を測
定することができる。例えば、特定のＦＭと親和性分子とを含むウィルス粒子は、２９３
Ｔ細胞等の、親和性分子に対する適切な対応因子を発現するパッケージング細胞でインキ
ュベートすることができる。（感染させるための）インキュベートの後又は直後のいずれ
かで、未結合のウィルスを取り除き、一定分量の細胞を分析する。それから、これらの一
定分量の細胞からＤＮＡを抽出し、ＬＴＲ特異的なプライマーを使用して半定量を行う。
ＬＴＲ特異的なＤＮＡ産物の出現により、ウィルスの侵入及び脱殻の成功が示される。
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【００７６】
[細胞特異的結合決定基（膜結合親和性分子）]
　本発明の好ましい実施形態において、ウィルス表面には、膜結合した親和性分子を含む
細胞特異的な結合決定基が含まれる。標的細胞上の表面分子、例えば受容体タンパク質と
選択的に結合する親和性分子を選択する。好ましくは、結合は高親和性結合であり、幾つ
かの実施形態では、解離定数は１０-6～１０-12Ｍの範囲であり得る。しかし、他の実施
形態では、より低い親和性結合、又はより高い親和性結合が可能である。
【００７７】
　一般的に、標的細胞のタンパク質は、標的細胞上に選択的に発現されるものである。す
なわち、標的細胞のタンパク質は、標的細胞上で唯一発現されるか、又は他の細胞よりも
高い濃度で標的細胞上で発現されることが好ましい。しかし、広集団の標的細胞が標的化
される幾つかの実施形態では、標的細胞のタンパク質は、種々の細胞型で発現されるか、
又は遍在的にさえ発現され得る。
【００７８】
　親和性分子は、膜結合したリガンド、膜結合した受容体、又はキメラ抗体、抗体フラグ
メント、若しくは単鎖抗体（これらに限定されない）等の膜結合した抗体であることが好
ましい。一般的には単一分子であるものを示すが、親和性分子はＩｇＧ1、Ｉｇα分子、
及びＩｇβ分子等の２つ以上の分子を含み得る。
【００７９】
膜結合した親和性分子は、融合分子とは分離した分子であることが最も好ましい。
【００８０】
　標的細胞表面上の分子との親和性分子の結合の際、ウィルス粒子はエンドサイトーシス
によって取り込まれる。幾つかの実施形態では、続いてｐＨ変化により、融合分子の融合
が誘導され、ウィルスコアが膜を通過し、サイトゾルへ送達される。
【００８１】
　親和性分子は、目的の遺伝子と融合分子とを含むウィルスによって、パッケージング細
胞において同時発現される。また幾つかの実施形態では、パッケージング細胞において親
和性分子を発現するための構築物としては、タンパク質を細胞表面上に向かわせるのに必
要なシグナルペプチドをコードする配列をも含む。
【００８２】
　２９３Ｔ細胞等のパッケージング細胞は、目的の遺伝子を含むウィルスベクター、パッ
ケージングベクター（必要であれば）、親和性分子と任意の関連成分（Ｉｇα及びＩｇβ
等）とをコードする１つ又は複数のベクター、及び融合分子の発現のためのベクターと同
時にトランスフェクトすることが好ましい。幾つかの実施形態では、これらの成分の２つ
以上が多シストロン性ベクターの中で結合される。例えば、幾つかの実施形態では、融合
分子及び親和性分子は、同じベクター中に含まれる。
【００８３】
　親和性分子は、パッケージング細胞膜上で発現し、組み換えウィルスのエンベロープに
組み込まれる。親和性分子に対する抗体等による既知の方法によって、親和性分子の発現
を分析することができる。
【００８４】
　様々な種類の親和性分子（標的タンパク質の異なるエピトープに対する抗体等）の組み
換えレトロウィルスの標的化及び遺伝子送達を促進する能力を比較することができ、最も
望ましい特徴を有する分子を選択することができる。望ましい特徴としては、例えば、ウ
ィルスの効果的なエンドサイトーシスを刺激する能力、標的分子と特異的に結合する能力
、及び同様に標的細胞との組み換えウィルスの結合を促進する能力が挙げられる。例えば
、異なる親和性分子と結合した同じ標的細胞は別々にエンドサイトーシスされることがで
きる。したがって、幾つかの実施形態では、エンドサイトーシスを誘発する能力を有する
一方で、特定の標的細胞型に対する結合特異性を維持する親和性分子が選択される。同様
に、同じ抗体－抗原対が異なる細胞において異なるエンドサイトーシス経路を刺激するこ
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とができ、これにより異なる細胞において目的の遺伝子の送達を促進するための異なる能
力が得られる。上述した融合分子に対する分析を改変して、様々な抗体、又は他の親和性
分子が特定の標的細胞への目的の遺伝子の送達を媒介するための能力を比較することがで
きる。
【００８５】
　異なる親和性分子、例えば異なる細胞における異なる抗ＣＤ２０抗体で媒介された形質
導入の効率は容易に試験することができる。標的細胞に最も密接に類似している細胞（又
は利用可能であれば標的細胞）で形質導入を行い、ウィルス侵入の効率を定量し、比較す
ることができる。上記のＢａｌＭ－Ｖｐｒに基づく分析及びＰＣＲに基づく分析を用いて
、異なる細胞株における異なる親和性分子に対するウィルス侵入の効率を測定することが
できる。さらに、共焦点顕微鏡検査により、異なる親和性分子によって導入される、異な
る細胞型におけるエンドサイトーシスを調べることができる。これらの詳細な研究は、形
質導入の効率とエンドサイトーシス挙動との間の関係を決定するのに役立ち、これを使用
して標的化スキームを最適化することができる。
【００８６】
[親和性分子としての抗体]
　幾つかの実施形態において、細胞特異的な結合決定基は抗体である。抗体は、既知の方
法を使用して、標的細胞上の任意の所望の細胞表面分子に対して作製され得る。抗体は、
免疫応答を最小限にするのに適切な種で産生することができる。他の実施形態では、ヒト
化抗体又はキメラ抗体を調製して使用する。例えば、抗体はマウス、ウサギ又は他の動物
で作製し、可変領域をヒトの抗体の定常領域と組合せることができる。さらに、多くの抗
体が市販され、標的細胞上の標的分子に基づいて選択することができる。
【００８７】
　細胞特異的な結合決定基は膜結合されるか、又はそうでなければパッケージング細胞の
膜及び最終的には組み換えウィルスのエンベロープに関連していることが好ましい。した
がって、親和性分子が可溶性抗体である場合、抗体を修飾して膜と関連付けさせる必要が
あり得る。
【００８８】
　幾つかの好ましい実施形態において、親和性分子として使用される抗体は、標的に対す
る抗体由来の可変領域と、ヒトのＩｇＧ1由来の定常領域とを含むことが好ましい。すな
わち、所望の特異性を有する膜結合したキメラ免疫グロブリンを形成するために、標的に
対する可溶性抗体等の抗体の可変領域がＩｇＧ1の定常領域と組み合わされる。組み換え
レトロウィルスがヒトに使用される場合、ＩｇＧ1はヒト由来であることが好ましい。キ
メラ抗体を調製する方法は当該技術分野で既知である。
【００８９】
　このような実施形態において、パッケージング細胞（ウィルスをアセンブリ（assemble
）するのに使用される）は、免疫グロブリンα（Ｉｇα）及び免疫グロブリンβ（Ｉｇβ
）の発現に対するベクターに加えて、ＩｇＧ1の重鎖及び軽鎖の両方をコードするベクタ
ーで同時にトランスフェクトすることが好ましい。免疫グロブリンα（Ｉｇα）及び免疫
グロブリンβ（Ｉｇβ）は、抗体をウィルスの表面膜に結合させるのに有用である。幾つ
かの実施形態では、抗体は、マウス又はウサギ等のヒト以外の種で産生され、可変領域は
、ヒトのＩｇＧ1にクローン化される。
【００９０】
　幾つかの実施形態において、抗体及びＩｇα及びＩｇβの発現を誘導するのに多シスト
ロン性ベクターが使用される。アセンブリＰＣＲ（Assembly PCR）を用いて、抗体の重鎖
、軽鎖、及びＩｇα及びＩｇβを結び付けることができる。一実施形態では、３つの成分
をコードする遺伝子は、３つの２Ａペプチドで分けられ、単一のプロモーターからの発現
を促進する。それから、全カセットをｐＣＤＮＡ３（Invitrogen)等の発現ベクターにク
ローン化することができる。パッケージング細胞の表面上の抗体発現の効率は、ＦＡＣＳ
染色によって分析することができる。
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【００９１】
　他の実施形態において、親和性分子は自然抗体又はキメラ抗体のいずれかの単鎖抗体で
あり、別のタンパク質由来の膜貫通ドメインに融合されることが好ましい（Chou et. al.
, Biotechnol. Bioeng., 65, 160 (1999)、Liao et al, Biotechnol. Bioeng., 73, 313 
(2001)、de Ines et al, J. Immunol., 163, 3948 (1999)、Lee et al, J. Immunol., 17
3, 4618 (2004)）。細胞表面上への天然型の抗体の配置には、抗体の重鎖、抗体の軽鎖、
Ｉｇα、及びＩｇβの４つの遺伝子の同時発現が必要であるため、単鎖の膜結合型の抗体
（ｓｃＡｂｍ）は、ウィルスによる産生を単純化するのに有益である。
【００９２】
　ｓｃＡｂｍは、典型的には柔軟性ペプチドリンカーで連結された重鎖の可変ドメインと
軽鎖の可変ドメインとを有するように設計される。ｓｃＡｂｍは、細胞表面に固定するた
めに、そのＮ末端にシグナルペプチド及びそのＣ末端に膜貫通ドメインも保有している。
幾つかの実施形態では、わずかに異なるバージョンのｓｃＡｂｍが使用され、これには、
（ＧＧＧＧＳＧＧＧＳ）2ペプチド等のペプチドで連結された（標的細胞表面上の抗原に
特異的な）所望の抗体の重鎖の可変ドメイン及び軽鎖の可変ドメインと、ヒトのＩｇＧ１
のヒンジＣＨ２－ＣＨ３ドメインを含む二量体化ドメインと、膜貫通ドメインと、細胞表
面上にこのキメラタンパク質を示すためのヒトのＨＬＡ－Ａ２の細胞質尾部とが含まれる
。
【００９３】
　したがって、幾つかの実施形態において、所望の標的細胞又は細胞集団で好ましくは唯
一に又は主要に発現される標的分子を同定する。標準的な方法を使用して、標的分子に対
する抗体を作製し、可変領域をヒトのＩｇＧ1の定常領域と組合せて、組み換えレトロウ
ィルスを標的細胞に特異的に向ける親和性分子を形成する。
【００９４】
[非抗体の親和性分子]
　他の実施形態において、親和性分子は、標的細胞上の細胞表面の受容体と結合するリガ
ンド、好ましくはペプチド又はタンパク質リガンド、あるいは標的細胞上の細胞表面リガ
ンドと結合する受容体であり得る。親和性分子が可溶性リガンド又は受容体である場合、
親和性分子は、膜貫通ドメイン又は膜に固定させる他の成分を有する融合分子として構築
することが好ましい。好適なリガンドは、例えばホルモン、成長因子等を含む。非抗体の
親和性分子の１つの具体例は幹細胞因子である。
【００９５】
　親和性分子が自然発生的な分子でりうる一方、それは、非天然タンパク質、例えば標的
細胞上で特定のタンパク質と結合するように特異的に形成されるものでもあり得る。さら
に、親和性分子はタンパク質に限定されず、標的細胞にウィルス粒子をエンドサイトーシ
スさせるように、標的細胞上の分子と特異的に相互作用することができる任意の化合物を
含み得る。例えば、幾つかの実施形態では、親和性分子は炭水化物を含み得る。
【００９６】
[送達ベクター]
　好ましい実施形態において、１つ又は複数のベクターを使用して、標的細胞に所望のポ
リヌクレオチドを導入する。このベクターは、自身の組み換えレトロウィルスの様々な成
分と、目的の遺伝子と、融合分子と、親和性分子と、パッケージング細胞では供給されな
いウィルスの産生に必要な任意の成分をコードするポリヌクレオチド配列とを含む。典型
的に、これらのポリヌクレオチドは、必要に応じて、パッケージング細胞及び標的細胞に
おけるコード配列の発現に関する１つ又は複数の調節要素の制御下にある。真核細胞の発
現ベクターは当該技術分野で既知であり、多くの商業的供給源から入手できる。
【００９７】
　幾つかの実施形態において、パッケージング細胞を２つ以上のさらなるベクターと共に
（以下に記載のように）ウィルスベクターでトランスフェクトする。例えば、ウィルスベ
クターに加えて、第２のベクターは、本出願で別記のように、ＨＡｍｕ又はＳＩＮｍｕ等
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の融合分子をコードする遺伝子を有することが好ましい。第３のベクターは、本出願で別
記のように、抗体等の親和性分子をコードする遺伝子を有することが好ましい。さらに、
幾つかの実施形態では、１つ又は複数のさらなるベクターは、例えばｐｏｌ、ｅｎｖ、及
びｇａｇ等のパッケージング細胞に必要なウィルスエンベロープタンパク質をコードする
遺伝子を含むことが好ましい。また、幾つかの実施形態では、親和性分子がＩｇＧ1免疫
グロブリンであるような場合、Ｉｇα及びＩｇβをコードする遺伝子等の付属タンパク質
をコードする１つ又は複数のさらなるベクターを使用する。
【００９８】
　他の実施形態において、パッケージング細胞において、所望の組み換えレトロウィルス
の産生に必要な２つ以上の要素（例えばウィルス遺伝子、目的の遺伝子、ＦＭ、親和性分
子、Ｉｇα、Ｉｇβ）を含む１つ又は複数の多シストロン性発現ベクターを用いる。多シ
ストロン性ベクターの使用により、要求されるベクターの総数が減少し、これにより複数
のベクターからの発現の調節に伴い起こりうる困難性が避けられる。多シストロン性ベク
ターにおいて、発現される様々な要素は、１つ又は複数のプロモーター（及び必要であれ
ば他の発現制御要素）と機能可能に結び付く。例えば、一実施形態では、多シストロン性
発現ベクターを使用して、抗体の親和性分子と関連の成分とを発現する。ベクターは、抗
体の重鎖と、軽鎖と、Ｉｇαと、Ｉｇβとをコードするポリヌクレオチドを含むことが好
ましい。他の実施形態では、目的の遺伝子と、レポーター遺伝子と、ウィルス要素とを含
む多シストロン性ベクターが使用される。このようなベクターは、例えばＦＭ及び親和性
分子の両方をコードする多シストロン性ベクターと共に、同時にトランスフェクトするこ
とができる。
【００９９】
　多シストロン性発現ベクターで発現される各成分は、ＩＲＥＳ要素又はウィルスの２Ａ
要素によって分けることができ、同じプロモーターからの様々なタンパク質の別々の発現
を可能にする。ＩＲＥＳ要素及び２Ａ要素は当該技術分野で既知である（米国特許第４，
９３７，１９０号; de Felipe et al. Traffic 5:616-626 (2004)）。一実施形態では、
口蹄疫ウィルス（ＦＭＤＶ）、ウマのＡ型鼻炎ウィルス（ＥＲＡＶ）、及びｔｈｏｓｅａ
　ａｓｉｇｎａウィルス（ＴａＶ）（Szymczak et al. (2004) Nat. Biotechnol. 22, 58
9-594）由来の２Ａ様配列と連結されたフリン開裂部位配列（ＲＡＫＲ）をコードするオ
リゴヌクレオチド（Fang et al. Nat. Biotech 23, 584-590 (2005)）を使用して、多シ
ストロン性ベクターの遺伝子要素を分ける。所望の組み換えレトロウィルスを合成するの
に使用される特定の多シストロン性ベクターの有効性は、標準的なプロトコルを使用して
、それぞれの遺伝子の発現を検出することによって容易に試験することができる。
【０１００】
　当該技術分野で既知の任意の好適な遺伝子操作技術を使用して、ベクターの創出を達成
することができ、この技法には、これらに限定されないが、例えばSambrook et al.「Mol
ecular Cloning: A Laboratory Manual」 Cold Spring Harbor Laboratory Press, N. Y.
 (1989))、Coffin et al.「Retroviruses」 Cold Spring Harbor Laboratory Press, N. 
Y. (1997))、及び「RNA Viruses: A Practical Approach」（Alan J. Cann, Ed., Oxford
 University Press, (2000)）に記載されるような、制限エンドヌクレアーゼ消化、ライ
ゲーション、形質転換、プラスミド精製及びＤＮＡシークエンシングの標準的な技法が含
まれる。
【０１０１】
　ベクターは、任意の既知の生物のゲノム由来の配列を組み込むことができる。それらの
配列を、それらの天然の状態、又は任意の方法による改変状態で組み込むことができる。
例えば、それらの配列は挿入、欠失又は置換を含み得る。
【０１０２】
　成分の発現を調節するのに使用することができる発現制御要素は当該技術分野で既知で
あり、これらに限定されないが、誘導プロモーター、構築プロモーター、分泌シグナル、
エンハンサー及び他の調節要素を含む。
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【０１０３】
　一実施形態において、ベクターは原核生物のレプリコン、すなわち、これらで形質転換
された細菌宿主細胞のような原核宿主細胞において、染色体外で組み換えＤＮＡ分子の自
己複製及び維持に関する能力を有するＤＮＡ配列を含む。このようなレプリコンは当該技
術分野で既知である。さらに、原核生物のレプリコンを含むベクターには、発現が薬剤耐
性等の検出可能なマーカーを付与する遺伝子も含み得る。典型的な細菌の薬剤耐性遺伝子
は、アンピシリン又はテトラサイクリンに対する耐性を付与するものである。
【０１０４】
　ベクターは、薬剤耐性選択マーカーに関する遺伝子等の、真核細胞において効果的であ
る選択可能なマーカーに関する１つ又は複数の遺伝子を含み得る。この遺伝子は、選択培
地で成長する形質転換した宿主細胞の生存又は成長に必要な要素をコードする。選択遺伝
子を含むベクターで形質転換しなかった宿主細胞は、当該培地では生存しない。一般的な
選択遺伝子は、抗生物質又は他の毒素、例えばアンピシリン、ネオマイシン、メトトレキ
サート、又はテトラサイクリンに対する耐性を付与するか、又は栄養要求性欠損を補完す
るか、又は培地から必須栄養分吸収するためのタンパク質をコードする。適宜、選択可能
なマーカーは、別々のプラスミドに存在し、同時ドランスフェクトによって導入すること
ができる。
【０１０５】
　ベクターは通常、パッケージング細胞により認識され、ＦＭ、親和性分子、及びウィル
ス成分等をコードするポリヌクレオチドと機能可能に結び付られるプロモーターを含む。
プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼの結合及び転写を可能にするＤＮＡ配列によって形
成される発現制御要素である。プロモーターは、構造遺伝子の開始コドンに対して上流（
５’側）に位置し（一般的に約１００～１０００ｂｐ以内の）、それらが機能可能に結び
付く抗原特異的なポリヌクレオチド配列の転写及び翻訳を制御する非翻訳配列である。プ
ロモーターは、誘導性又は構造的であり得る。誘導性プロモーターは、温度変化等の培養
条件における幾つかの変化に応じて、これらの制御下でＤＮＡからの転写レベルを増加さ
せる。
【０１０６】
　当業者は、特定の状況に基づいて、適切なプロモーターを選択することができる。プロ
モーターを、発現されるべき遺伝子と機能可能に結び付ける方法として、多くの様々なプ
ロモーターが当該技術分野で既知である。天然のプロモーター配列及び多くの異種プロモ
ーターの両方を使用して、パッケージング細胞及び標的細胞で発現を誘導することができ
る。しかし、異種プロモーターは一般的に、天然プロモーターに比べて、転写を増強させ
、また所望のタンパク質の収率を高めるので好ましい。
【０１０７】
　プロモーターは、例えば、ポリオーマウィルス、鶏痘ウィルス、アデノウィルス、ウシ
乳頭腫ウィルス、トリ肉腫ウィルス、サイトメガロウィルス、レトロウィルス、Ｂ型肝炎
ウィルス、及びサルウィルス４０（ＳＶ４０）等のウィルスゲノムから得ることができる
。プロモーターはまた、例えば、異種の哺乳動物のプロモーター（例えば、アクチンプロ
モーター又は免疫グロブリンプロモーター）熱ショックプロモーター、又は通常の天然配
列に関連するプロモーターであってもよいが、このようなプロモーターは標的細胞に適合
したものである。一実施形態では、プロモーターはウィルス発現系における自然発生的な
ウィルスプロモーターである。
【０１０８】
　エンハンサー配列をベクターに挿入することによって、転写を増大させることができる
。エンハンサーは一般的に、通常約１０～３００ｂｐの長さのＤＮＡのシス作用要素であ
り、プロモーターに作用し、転写を増大させる。哺乳動物の遺伝子から多くのエンハンサ
ー配列が現在知られている（グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテイ
ン、及びインスリン）。好ましくは、真核細胞ウィルス由来のエンハンサーが使用される
。例としては、複製起点の後半部分（late side）（１００～２７０ｂｐ)のＳＶ４０エン



(19) JP 5553989 B2 2014.7.23

10

20

30

40

50

ハンサー、サイトメガロウィルスの早期プロモーターエンハンサー、複製起点の後半部分
におけるポリオーマのエンハンサー、及びアデノウィルスのエンハンサーが挙げられる。
エンハンサーは、抗原特異的なポリヌクレオチド配列に対して５’位又は３’位でベクタ
ーにスプライシングすることができるが、プロモーターから５’位に位置することが好ま
しい。
【０１０９】
　発現ベクターは、転写を終わらせ、ｍＲＮＡを安定化するのに必要な配列も含む。これ
らの配列は、真核細胞又はウィルスのＤＮＡ又はｃＤＮＡの５’側の非翻訳領域でよく見
い出され、そして３’側で見出されることもあり、当該技術分野で既知である。
【０１１０】
　上記の１つ又は複数の成分を含むプラスミドベクターは、当該技術分野でよく知られた
標準的な技法を使用して容易に構築される。
【０１１１】
　構築されたプラスミドの配列が正しいことを確認する分析のために、プラスミドを大腸
菌で複製し、精製して、制限エンドヌクレアーゼ消化によって分析し、及び／又は既存の
方法でシーケンシングすることができる。
【０１１２】
　哺乳動物の細胞における一過性発現を与えるベクターも使用することができる。一過性
発現は、宿主細胞において効率的に複製することができる発現ベクターの使用を伴い、こ
れにより、宿主細胞が発現ベクターの多くのコピーを集積し、次に発現ベクターにおいて
抗原特異的なポリヌクレオチドでコードされるポリペプチドが高いレベルで合成される（
Sambrook et al, supra, pp. 16.17 - 16.22.）。
【０１１３】
　他のベクター及びウィルスのポリペプチドの発現に対する適合に好適な方法は当該技術
分野で既知であり、特定の状況に容易に適合される。
【０１１４】
　本明細書中の教示により、当業者は、レポーパータンパク質をコードする遺伝子を含む
ベクターでパッケージング細胞を形質転換し、及び好適な技法、例えば緑色蛍光タンパク
質複合体からの蛍光を測定することによって、特定の発現系の効率を試験することができ
るということを認識する。好適なレポーター遺伝子は当該技術分野で既知である。
【０１１５】
　本発明のベクターによるパッケージング細胞の形質転換が既知の方法で達成され、使用
される方法は全く限定されない。多くの非ウィルス性の送達系が当該技術分野で既知であ
り、Schatzlein AG（2001）著「Non- Viral Vectors in Cancer Gene Therapy: Principl
es and Progresses」（Anticancer Drugs）で記載されたもののように、例えば、エレク
トロポレーション、リポソームを含む脂質に基づく送達系、「裸の」ＤＮＡの送達、及び
ポリシクロデキストリン化合物を使用した送達が含まれる。カチオン性脂質又は塩による
処理方法が典型的に用いられる。例えば、Graham et al. Virol. 52:456, (1973)、Wigle
r et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 76:1373-76, (1979)を参照のこと。リン酸カルシ
ウム侵入法が好ましい。しかし、ベクターを細胞に導入する他の方法を使用することもで
き、これには核マイクロインジェクション及び細菌の原形質融合が含まれる。
【０１１６】
[ウィルスベクター及びパッケージング細胞]
　ベクターのうちの１つがコアウィルスをコードする（「ウィルスベクター」)。本発明
に使用するのに好適である利用可能なウィルスベクターが非常に多く存在し、これにはPf
eifer A, Verma IM（2001）著「Gene Therapy: promises and problems」（Annu. Rev. G
enomics Hum. Genet. 2:177-211）に記載されるようなヒトの遺伝子治療への適用のため
に同定したものが含まれる。好適なウィルスベクターとしては、レトロウィルス由来のベ
クター、例えばモロニーマウス白血病ウィルス（ＭＬＶ）由来ベクター等のＲＮＡウィル
スに基づくベクターが挙げられ、またより複雑なレトロウィルス由来ベクター、例えばレ
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ンチウィルス誘導性ベクターが挙げられる。ヒトの免疫不全ウィルス（ＨＩＶ－１）誘導
性ベクターは、このカテゴリーに属している。他の例としては、ＨＩＶ－２に由来するレ
ンチウィルスベクター、ネコ免疫不全ウィルス（ＦＩＶ）、ウマ伝染性貧血ウィルス、サ
ル免疫不全ウィルス（ＳＩＶ）及びマエディ／ビスナウィルスが挙げられる。
【０１１７】
　ウィルスベクターは、組み換えウィルスの成分をコードする１つ又は複数の遺伝子並び
に１つ又は複数の目的の遺伝子を含むことが好ましい。ウィルスベクターは標的細胞にお
ける目的の遺伝子の発現を促進する遺伝要素（例えば、プロモーター配列及びエンハンサ
ー配列）も含み得る。標的細胞における複製を抑制するために、複製に必要な外因性のウ
ィルス遺伝子を取り除き、パッケージング細胞株に別個に与えることができる。
【０１１８】
　好ましい実施形態において、ウィルスベクターは無傷レトロウィルスの５’ＬＴＲと自
己不活性化３’ＬＴＲとを含む。
【０１１９】
　当該技術分野で既知の任意の方法を使用して、ゲノムがウィルスベクターのＲＮＡコピ
ーを含む感染性のレトロウィルス粒子を産生することができる。この目的のために、ウィ
ルスベクター（ＦＭ、親和性分子等をコードする他のベクターと共に）が、ウィルス粒子
の中に、ウィルスベクターに基づくウィルスゲノムＲＮＡを封入するパッケージング細胞
株に導入されることが好ましい。
【０１２０】
　パッケージング細胞株は、ｔｒａｎｓでのウィルス粒子へのウィルスのゲノムＲＮＡの
封入に必要であるウィルスタンパク質を提供する。パッケージング細胞株は、レトロウィ
ルスタンパク質を発現することができる任意の細胞株であり得る。好ましいパッケージン
グ細胞株としては、２９３（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　Ｘ）、ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　２
）、Ｄ１７（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　１８３）、ＭＤＣＫ（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ　３４）、ＢＨ
Ｋ（ＡＴＣＣ　ＣＣＬ－１０）及びＣｆ２Ｔｈ（ＡＴＣＣ　ＣＲＬ　１４３０）が挙げら
れる。パッケージング細胞株は、必要なウィルスタンパク質を安定して発現することがで
きる。このようなパッケージング細胞株は、例えば米国特許第６，２１８，１８１号に記
載されている。代替的に、パッケージング細胞株は、（ウィルスベクター及びＦＭと親和
性分子とをコードするベクターと共に）１つ又は複数の必要なウィルスタンパク質をコー
ドする核酸を含むプラスミドで一過性にトランスフェクトすることができる。
【０１２１】
　目的の遺伝子のポリヌクレオチド、及びＦＭと親和性分子とが含まれるエンベロープを
含むウィルス粒子が回収されて、標的細胞を感染させることができる。標的細胞の特異性
は、ウィルスを偽型にすることによって、さらに改善することができる。偽型にする方法
は、当該技術分野で既知である。
【０１２２】
　一実施形態において、目的の遺伝子を送達するのに使用される組み換えレトロウィルス
は改変レンチウィルスであり、ウィルスベクターはレンチウィルスに基づいている。レン
チウィルスが、分裂細胞及び非分裂細胞の両方を感染することができるので、本実施形態
では標的細胞が分裂している（又は標的細胞が分裂するのを刺激する）必要はない。
【０１２３】
　別の実施形態において、ベクターはマウスの幹細胞ウィルス（ＭＳＣＶ）に基づいてい
る。ＭＳＣＶベクターにより、標的細胞、特に造血前駆細胞における長期的な安定した発
現と分化した細胞とが提供される。
【０１２４】
　別の実施形態において、ベクターは改変モロニーウィルス、例えば、モロニーマウスの
白血病ウィルスに基づいている。さらなる実施形態では、ベクターはマウスの幹細胞ウィ
ルスに基づいている（Hawley, R. G., et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:1
0297-10302、Keller, G., et al. (1998) Blood 92:877-887、Hawley, R. G., et al. (1
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994) Gene Ther. 1 : 136-138）。ウィルスベクターは、Choi, JK、Hoanga, N、Vilardi,
 AM、Conrad, P、Emerson, SG、Gewirtz, AM(2001)（Stem Cells 19, No. 3, 236-246）
に記載されるようなハイブリッドウィルスに基づくこともできる。
【０１２５】
　ＤＮＡウィルスベクターを使用することができ、これには例えばアデノウィルス系ベク
ターとアデノ関連ウィルス（ＡＡＶ）系ベクターとが含まれ得る。同様に、レトロウィル
スアデノウィルスベクターも、本発明の方法に使用することができる。
【０１２６】
　他のベクターもポリヌクレオチド送達に使用することができ、これには、アンプリコン
ベクターを含む単純ヘルペスウィルス（ＨＳＶ）、複製欠損ＨＳＶ、及び弱毒化ＨＳＶに
由来するベクターが含まれる（Krisky DM, Marconi PC, Oligino TJ, Rouse RJ, Fink DJ
, et al.（1998）著「Development of herpes simplex virus replication-defective mu
ltigene vectors for combination gene therapy applications」 Gene Ther. 5: 1517-3
0）。
【０１２７】
　遺伝子治療への使用のために近年開発された他のベクターを本発明の方法に使用するこ
ともできる。このようなベクターには、バキュロウィルス及びαウィルスに由来するもの
が含まれる（Jolly DJ.（1999）著「Emerging viral vectors」, pp 209-40 in Friedman
n T編（1999）「The development of human gene therapy」 New York: Cold Spring Har
bor Lab）。
【０１２８】
　好ましい実施形態において、ウィルス構築物は、ＨＩＶゲノム又はＳＩＶゲノム等のレ
ンチウィルスゲノム由来の配列を含む。ウィルス構築物は、レンチウィルスの５’ＬＴＲ
及び３’ＬＴＲに由来する配列を含むことが好ましい。より好ましくは、ウィルス構築物
は、レンチウィルスの５’ＬＴＲ由来のＲ配列及びＵ５配列と、レンチウィルス由来の不
活性化又は自己不活性化３’ＬＴＲとを含む。ＬＴＲ配列は、任意種の任意のレンチウィ
ルス由来のＬＴＲ配列であり得る。例えばこれらは、ＨＩＶ、ＳＩＶ、ＦＩＶ又はＢＩＶ
由来のＬＴＲ配列であり得る。好ましくは、ＬＴＲ配列はＨＩＶのＬＴＲ配列である。
【０１２９】
　ウィルス構築物は、不活性化又は自己不活性化３’ＬＴＲを含むことが好ましい。３’
ＬＴＲは、当該技術分野で既知の任意の方法によって自己不活性化させることができる。
好ましい実施形態では、３’ＬＴＲのＵ３要素は、エンハンサー配列、好ましくはＴＡＴ
Ａボックス、Ｓｐ１部位、及びＮＦ－κ　Ｂ部位の欠失を含む。自己不活性化３’ＬＴＲ
の結果として、宿主細胞ゲノムに統合されるプロウィルスには不活性化５’ＬＴＲが含ま
れる。
【０１３０】
　適宜、レンチウィルスの５’ＬＴＲ由来のＵ３配列をウィルス構築物のプロモーター配
列に置き換えることができる。これにより、パッケージング細胞株から回収されるウィル
スの力価が増大し得る。エンハンサー配列も含まれ得る。パッケージング細胞株における
ウィルスＲＮＡゲノムの発現を増大する任意のエンハンサー／プロモーターの組合せを使
用することができる。好ましい実施形態では、ＣＭＶのエンハンサー／プロモーター配列
が使用される。
【０１３１】
　一般的にウィルス構築物は、１つ又は複数の標的細胞で望ましく発現されるタンパク質
（又はｓｉＲＮＡ等の他の分子）をコードする遺伝子を含む。好ましくは、目的の遺伝子
は、５’ＬＴＲ配列と３’ＬＴＲ配列との間に位置している。さらに、目的の遺伝子は、
他の遺伝要素、例えばプロモーター及び／又はエンハンサー等の転写調節配列と機能的な
関係であることが好ましく、このことにより、遺伝子が標的細胞に組み込まれる場合、特
定の様式で目的の遺伝子の発現が調節される。或る特定の実施形態では、有用な転写調節
配列は、時間的及び空間的の両方で、活性に関して高度に調節されるものである。
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【０１３２】
　好ましくは、目的の遺伝子は、内部のプロモーター／エンハンサー調節配列と機能的な
関係にある。「内部」のプロモーター／エンハンサーは、ウィルス構築物において５’Ｌ
ＴＲ配列と３’ＬＴＲ配列との間に位置しており、望ましく発現する遺伝子と機能可能に
結び付いている。
【０１３３】
　内部のプロモーター／エンハンサーは、機能的な関係にある遺伝子の発現を増大するこ
とが知られている任意のプロモーター、エンハンサー、又はプロモーター／エンハンサー
の組合せであり得る。「機能的な関係」及び「機能可能に連結した」は、プロモーター及
び／又はエンハンサーが適切な分子と接触する場合、遺伝子の発現が影響を受けるプロモ
ーター及び／又はエンハンサーに対して正しい位置及び向きに遺伝子があることを意味す
るが、これに限定はされない。
【０１３４】
　内部のプロモーター／エンハンサーは、目的の遺伝子の所望の発現パターン及び既知の
プロモーター／エンハンサー特定の性質に基づいて選択されることが好ましい。したがっ
て、内部プロモーターは構成プロモーターであり得る。使用することができる構成プロモ
ーターの非限定的な例としては、ユビキチン、ＣＭＶ（Karasuyama et al J. Exp. Med. 
169:13 (1989)）、βアクチン（Gunning et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84:4831-4
835 (1987)）、及びｐｇｋ(例えば、Adra et al. Gene 60:65-74 (1987), Singer-Sam et
 al. Gene 32:409-417 (1984)及びDobson et al. Nucleic Acids Res. 10:2635-2637 (19
82)を参照のこと)のプロモーターが挙げられる。
【０１３５】
　代替的には、プロモーターは組織特異的なプロモーターであり得る。使用することがで
きる組織特異的なプロモーターの幾つかの非限定的な例としては、ｌｃｋ（例えばGarvin
 et al. MoI. Cell Biol. 8:3058-3064 (1988)及びTakadera et al. MoI. Cell Biol. 9:
2173-2180 (1989)を参照のこと)、ミオゲニン（Yee et al.著「Genes and Development」
7:1277-1289 (1993)）、ｔｈｙ１（Gundersen et al. Gene 113:207-214 (1992)）が挙げ
られる。さらに、プロモーターは、遺伝子を誘導発現させるように選択することができる
。誘導発現に対する多くの系が当該技術分野で既知であり、これにはテトラサイクリン応
答系及びｌａｃオペレーター－リプレッサー系が含まれる。プロモーターの組合せを使用
して、目的の遺伝子の所望の発現を得ることができることも考えられる。当業者は、生物
体、及び／又は目的の標的細胞における遺伝子の所望の発現パターンに基づいて、プロモ
ーターを選択することができる。
【０１３６】
　幾つかの実施形態において、ウィルス構築物は、少なくとも１つのＲＮＡポリメラーゼ
ＩＩ又はＲＮＡポリメラーゼＩＩＩのプロモーターを含むことが好ましい。ＲＮＡポリメ
ラーゼＩＩ又はＲＮＡポリメラーゼＩＩＩのプロモーターは、目的の遺伝子と機能可能に
結び付き、終止配列とも結び付くことができる。さらに、２つ以上のＲＮＡポリメラーゼ
ＩＩ又はＲＮＡポリメラーゼＩＩＩのプロモーターを組み込むことができる。
【０１３７】
　ＲＮＡポリメラーゼＩＩ及びＲＮＡポリメラーゼＩＩＩのプロモーターは、当該技術分
野で既知である。ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターの好適な範囲は、例えばPaule
及びWhite著「Nucleic Acids Research」（Vol 28, pp 1283-1298 (2000)）（参照により
本明細書中にその全体が援用される）で見出すことができる。ＲＮＡポリメラーゼＩＩ又
はＲＮＡポリメラーゼＩＩＩのプロモーターそれぞれの定義には、それぞれＲＮＡポリメ
ラーゼＩＩ又はＲＮＡポリメラーゼＩＩＩに、下流のＲＮＡコード配列を転写させること
ができる任意の合成ＤＮＡフラグメント又は改変ＤＮＡフラグメントをも含む。さらに、
ウィルスベクターの一部として使用されるＲＮＡポリメラーゼＩＩ又はＲＮＡポリメラー
ゼＩＩＩ（Ｐｏｌ　ＩＩ又はＩＩＩ）のプロモーターは誘導性であり得る。任意の好適な
誘導性Ｐｏｌ　ＩＩ又はＩＩＩのプロモーターを本発明の方法に使用することができる。
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特に好適なＰｏｌ　ＩＩ又はＩＩＩのプロモーターには、Ohkawa及びTaira著「Human Gen
e Therapy」（Vol. 11, pp 577-585 (2000)）並びにMeissner et al著「Nucleic Acids R
esearch」（Vol. 29, pp 1672- 1682 (2001)）（参照により本明細書中に援用される）に
おいて提示されるテトラサイクリン応答性プロモーターが含まれる。
【０１３８】
　内部エンハンサーはウィルス構築物にも存在し、目的の遺伝子の発現を増大することが
できる。例えば、ＣＭＶエンハンサー(Karasuyama et al J. Exp. Med. 169:13 (1989)）
は、ニワトリのβアクチンプロモーターと組合せて使用することができる。また、当業者
は所望の発現パターンに基づいて、適切なエンハンサーを選択することができる。
【０１３９】
　目的の遺伝子は全く限定されず、当業者が標的細胞で統合、転写、翻訳、及び／又は発
現することを所望する任意の核酸が含まれる。例えば、目的の遺伝子は、ホルモン、毒素
、又は抗体等のポリペプチドをコードするか、又はｓｉＲＮＡ等のヌクレオチドをコード
し得る。
【０１４０】
　幾つかの実施形態において、目的の遺伝子が安全対策として組み込まれ、異種集団内、
例えばヒトの患者等の動物内で感染した標的細胞を選択的に死滅させる。１つのこのよう
な実施形態では、目的の遺伝子はチミジンキナーゼ遺伝子（ＴＫ）であり、その発現によ
り、標的細胞がガンシクロビル薬の作用を受けやすくしている。
【０１４１】
　さらに、２つ以上の目的の遺伝子が、内部プロモーターと機能的な関係で配置し得る。
例えば、マーカータンパク質をコードする遺伝子は、所望のタンパク質を発現する細胞を
同定することができるようにするために、第一の目的の遺伝子の後に配置され得る。一実
施形態では、蛍光マーカータンパク質、好ましくは緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）が、目
的の遺伝子と共に構築物に組み込まれる。１つ又は複数のさらなるレポーター遺伝子が含
まれる場合、内部リボソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）配列、又は２Ａ要素も含まれることが
好ましく、最初の目的の遺伝子ををレポーター遺伝子及び／又は任意の他の目的の遺伝子
から分離する。ＩＲＥＳ又は２Ａ配列は、レポーター遺伝子又は他の遺伝子の発現を促進
し得る。
【０１４２】
　ウィルス構築物は、さらなる遺伝要素も含み得る。構築物に含まれ得る要素の種類は全
く限定されず、特定の結果を達成するために当業者によって選択される。例えば、標的細
胞のウィルスゲノムの核侵入を促進するシグナルが含まれ得る。このようなシグナルの例
は、ＨＴＶ－１フラップシグナルである。
【０１４３】
　さらに、標的細胞においてプロウィルスの統合部位の特性化を促進する要素が含まれ得
る。例えば、ｔＲＮＡアンバーサプレッサー配列が構築物に含まれ得る。
【０１４４】
　さらに、構築物は、目的の遺伝子の発現を高めるように設計された１つ又は複数の遺伝
要素を含み得る。例えば、ウッドチャック肝炎ウィルス応答要素（ＷＲＥ）が構築物に配
置され得る（Zufferey et al. J. Virol. 74:3668-3681 (1999)、Deglon et al. Hum. Ge
ne Ther. 11:179-190 (2000)）。
【０１４５】
　ニワトリのβグロビンインシュレーターもウィルス構築物に含まれ得る。この要素が、
メチル化及びヘテロクロマチン化の効果により標的細胞中の統合プロウィルスをサイレン
シングする機会を低減させることを示している。さらに、インシュレーターは内部エンハ
ンサー、プロモーター、及び染色体上の統合部位における周囲のＤＮＡの正の位置効果又
は負の位置効果からの外因性遺伝子を遮断することができる。
【０１４６】
　任意のさらなる遺伝要素は、目的の遺伝子の３’側に挿入されることが好ましい。
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【０１４７】
　特定の実施形態において、ウィルスベクターは、サイトメガロウィルス（ＣＭＶ）のエ
ンハンサー／プロモーター配列、ＨＩＶの５’ＬＴＲ由来のＲ配列及びＵ５配列、ＨＩＶ
－１フラップシグナル、内部エンハンサー、内部プロモーター、目的の遺伝子、ウッドチ
ャック肝炎ウィルス応答要素、ｔＲＮＡアンバーサプレッサー配列、エンハンサー配列が
欠失したＵ３要素、ニワトリのβグロビンインシュレーター、及び３’ＨＩＶのＬＴＲの
Ｒ配列及びＵ５配列を含む。
【０１４８】
　ウィルス構築物は、パッケージング細胞株にトランスフェクトされ得るプラスミドにク
ローン化することが好ましい。好ましいプラスミドは、細菌におけるプラスミドの複製に
有用な配列を含むことが好ましい。
【０１４９】
[ウィルスの送達]
　ウィルスは、ウィルスを目的の遺伝子の送達が望まれる標的細胞に接触させる任意の方
法で、細胞に送達することができる。好ましい実施形態では、好適な量のウィルスが、例
えば、体内への注射によって、動物に直接（ｉｎ　ｖｉｖｏで）導入される。１つのこの
ような実施形態では、ウィルス粒子が動物の末梢血流に注入される。標的細胞を含む器官
へ直接注入する等の他の注入位置も好適である。例えば、頭蓋内注入又は肝内注入を使用
して、ウィルスをそれぞれ脳及び肝臓に送達することができる。特定の状況及び標的細胞
の性質に応じて、例えば吸入、又は上皮組織との直接接触（例えば、眼、口又は肌との接
触）を含む他の手段によって、導入を行うことができる。
【０１５０】
　他の実施形態において、標的細胞は、培養プレート等においてｉｎ　ｖｉｔｒｏでウィ
ルスと接触することが好ましい。ウィルスは培地で懸濁し、培養プレート、チューブ又は
他の容器のウェルに加えることができる。細胞のプレート播種（plating）の前、又は細
胞をプレート播種した後に、ウィルスを含む培地を加えてもよい。好ましくは、細胞を適
切な量の培地でインキュベートし、生存能力を与えると共に、宿主細胞の感染が起こるよ
うに、培地におけるウィルスを好適な濃度にすることができる。
【０１５１】
　細胞は、十分な時間、ウィルスとインキュベートし、細胞をウィルスに感染させること
が好ましい。好ましくは、少なくとも１時間、より好ましくは少なくとも５時間、及びさ
らにより好ましくは少なくとも１０時間、細胞をウィルスとインキュベートする。
【０１５２】
　当業者によって容易に決定することができるように、ｉｎ　ｖｉｖｏ及びｉｎ　ｖｉｔ
ｒｏの両方の送達実施形態において、所望の標的細胞を感染させるのに十分な任意の濃度
のウィルスを使用することができる。標的細胞が培養される必要がある場合、ウィルス粒
子の濃度は、少なくとも１ｐｆｕ／μｌ、より好ましくは少なくとも１０ｐｆｕ／μｌ、
さらにより好ましくは少なくとも４００ｐｆｕ／μｌ、及びさらにより好ましくは少なく
とも１×１０4ｐｆｕ／μｌである。
【０１５３】
　幾つかの実施形態において、ｉｎ　ｖｉｔｒｏでのウィルスによる感染後、標的細胞は
動物に導入することができる。培養細胞の導入位置は、使用される細胞型及び所望の効果
に依存する。例えば、細胞が造血細胞である場合、細胞は末梢血液流に導入することがで
きる。動物に導入される細胞は、その動物由来の細胞であることが好ましく、これにより
拒絶反応が避けられる。同様の免疫構造を有するドナー動物に由来する細胞も使用するこ
とができる。また、免疫原性応答を避けるように設計されるものを含む他の細胞を使用す
ることもできる。
【０１５４】
　当該細胞及び標的細胞が組み込まれた動物は、例えば目的の遺伝子の統合、転写及び／
又は発現、統合された遺伝子のコピー数、並びに統合位置に関して分析することができる
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。任意の時間でこのような分析を行うことができ、当該技術分野で既知の方法で行っても
よい。
【０１５５】
　上記で開示された細胞を感染する方法は、細胞の種特異的な特徴に依存していない。結
果として、これらは全ての哺乳動物種に容易に拡大適用される。幾つかの実施形態では、
組み換えウィルスが、ヒト又はヒトの細胞に送達される。別の実施形態では、ヒト又はヒ
トの細胞以外の動物に送達される。
【０１５６】
　上記のように、改変レトロウィルスを偽型にし、このウィルスに広い宿主範囲を付与す
ることができる。また当業者は、特定の動物種において、目的の遺伝子の所望の発現を達
成するのに適切な内部プロモーターを知っている。したがって、当業者は、任意の種由来
の細胞を感染させる方法を修正することができる。
【０１５７】
[標的細胞]
　本明細書中に開示される組み換えレトロウィルスを使用して、目的の遺伝子を送達する
ために、多種多様な細胞を標的化することができる。標的細胞は、一般的に目的の遺伝子
及び所望の効果に基づいて選択される。
【０１５８】
　幾つかの実施形態において、目的の遺伝子を送達して、標的細胞が生物体における欠損
（例えば、酵素欠損又はＸ連鎖重症複合型免疫不全等の免疫不全）を補うタンパク質を産
生することができる。したがって、幾つかの実施形態では、通常動物においてタンパク質
を産出する細胞が標的化される。他の実施形態では、タンパク質が最も有益である領域に
おける細胞を標的化する。
【０１５９】
　他の実施形態において、ｓｉＲＮＡをコードする遺伝子等の目的の遺伝子が、標的細胞
において特定の遺伝子の発現を抑制し得る。目的の遺伝子は、例えば病原体のライフサイ
クルに関与する遺伝子の発現を抑制し得る。したがって、病原体から感染しやすいか、又
は病原体に感染した細胞が標的化され得る。他の実施形態では、目的の遺伝子が標的細胞
における毒素の産出に関与する遺伝子の発現を抑制し得る。
【０１６０】
　他の実施形態において、目的の遺伝子は、その遺伝子を発現する細胞を死滅させる毒性
タンパク質をコードし得る。この場合、腫瘍細胞又は他の不要な細胞が標的化され得る。
【０１６１】
　さらに別の実施形態において、治療用タンパク質等の回収されるタンパク質をコードす
る遺伝子を使用することができ、タンパク質を産生及び分泌することができる細胞が標的
化される。
【０１６２】
　目的の遺伝子の発現が望まれる標的細胞の特定の集団が同定されると、この標的細胞集
団で特異的に発現する標的分子が選択される。標的分子は、この細胞集団で唯一発現する
か、又は他の細胞集団よりこの細胞集団で有意に多く発現し得る。発現が特異的であれば
、より特異的に遺伝子の送達を標的細胞に向けることができる。状況によって、マーカー
の特異性（及びそれによる遺伝子送達の）所望の量は変化し得る。例えば、毒性遺伝子の
導入には、高い特異性が、非標的化細胞を死滅させるのを避けるためには最も好ましい。
集菌のためのタンパク質の発現には、又は広範な効果が望まれる分泌産物の発現には、マ
ーカーの特異性を低くすることが必要である。
【０１６３】
　上記のように、標的分子は、特異的な結合パートナーを同定又は形成することができる
任意の分子であり得る。好ましくは、標的分子は、受容体等のペプチド又はポリペプチド
である。しかし他の実施形態では、標的分子は、炭水化物又は結合パートナーにより認識
することができる他の分子であり得る。標的分子に対する結合パートナーが既知である場
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合、親和性分子として使用することができる。しかし、結合分子が知られていない場合、
標準的な手法を使用して、標的分子に対する抗体を産生することができる。したがって抗
体は、親和性分子として、又は親和性分子を形成するために使用することができる。
【０１６４】
　このように、標的細胞は、例えば、（１）特定の用途（例えば治療、回収されるタンパ
ク質の発現、及び疾患耐性の付与）及び（２）所望の量の特異性を有するマーカーの発現
を含む様々な要素に基づいて選択することができる。
【０１６５】
　標的細胞は全く限定されず、これには生殖系細胞及び細胞株と、体細胞及び細胞株との
両方が含まれる。標的細胞は、いずれの起源由来の幹細胞であってもよい。標的細胞が生
殖系列細胞である場合、標的細胞は単一細胞胚及び胚性幹細胞（ＥＳ）から成る群より選
択されることが好ましい。
【０１６６】
　一実施形態において、標的細胞はＣＤ２０＋細胞である（実施例１～実施例５を参照）
。標的細胞の幾つかの他の非限定的な例は、ＣＤ３４＋細胞、ＣＤ４＋細胞、樹状細胞、
腫瘍細胞、及び他の機能異常細胞、並びに病原体に感染しやすい細胞である。様々な親和
性分子は、多くの細胞型、例えばＣＤ３４＋細胞、及び樹状細胞を標的化するのに利用可
能であり、以下により詳細に記載される。
【０１６７】
　使用されるベクターに応じて、標的細胞の分裂が形質転換に必要である。当該技術分野
で既知の任意の方法によって標的細胞を刺激して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで分裂させることが
できる。例えば、ＩＬ－３、ＩＬ－６及び／又は幹細胞因子（ＳＣＦ）等の１つ又は複数
の成長因子の存在下で造血幹細胞を培養することができる。
【０１６８】
　標的化されたＣＤ３４＋幹細胞及び樹状細胞に対する例が以下に記載されているが、当
業者は他の状況にこの開示を適合させることができる。
【０１６９】
[ヒトのＣＤ３４+の造血幹細胞に対するレンチウィルスベクターの標的化]
　ＣＤ３４は、ヒトの造血幹細胞（ＨＳＣ）マーカーである。ＨＳＣは、ウィルス媒介性
遺伝子導入によって抗原特異的な免疫細胞に分化させるようにプログラムすることができ
る。ＣＤ３４+ＨＳＣへの標的化された遺伝子送達によりｉｎ　ｖｉｖｏでの遺伝子導入
ができるが、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで使用することもできる。したがって、様々な貧血症、白
血病、リンパ腫、及び血小板障害等の広範囲の血液疾患は、開示の方法と適切なポリヌク
レオチドをＨＳＣに送達するベクターとを使用して治療することができる。ＨＳＣにおけ
る発現が様々な血液疾患の治療に有益であるタンパク質をコードするポリヌクレオチドが
当業者には明らかである。
【０１７０】
　本発明の幾つかの実施形態において、ＣＤ３４が標的化される。様々な例の抗ＣＤ３４
抗体が利用可能であり、これらが膜関連である場合、親和性分子の基礎として、又は親和
性分子として使用することができる。例えば、ＡＴＣＣ番号ＨＢ－１２３４６は、ＡＴＣ
Ｃから容易に利用可能であり、親和性分子を調製するのに使用することができる。組み換
えレトロウィルスにおける親和性分子としての抗Ｃ３４抗体の機能的発現の評価は、ウィ
ルス細胞結合分析を使用して達成し得る。ヒトのＣＤ３４＋細胞株であるＴＦ－１ａは、
ＡＴＣＣから得ることができ（ＡＴＣＣ番号：ＣＲＬ－２４５１）、このような結合実験
に標的細胞として使用される。それから、ＴＦ－１ａ系及びヒトの一次骨髄又は臍帯血細
胞において形質導入実験を行うことができる。形質導入効率は、天然形態及び単鎖形態を
含む様々な抗体間で比較され得る。有効な親和性分子が同定されると、ＳＩＮｍｕ又はＨ
Ａｍｕ等のＦＭと共に使用され、ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔｒｏのいずれかで、目
的の遺伝子をＣＤ３４＋細胞に送達させることができる。
【０１７１】
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[ｉｎ ｖｉｖｏでの樹状細胞に対する組み換えウィルスの標的化]
動物腫瘍モデル及び癌患者における腫瘍特異的なキラー（ＣＤ８）及びヘルパー（ＣＤ４
）Ｔ細胞応答を誘導するのに樹状細胞（ＤＣ）が広く使用されている（Schuler et al. C
urr. Top. Microbiol. 281, 137-178 (2003)）。抗原の標的化及びこれらの成熟の誘導は
、ｉｎ ｓｉｔｕのＤＣワクチン化のアプローチの一部である。したがって、本明細書に
記載されるようなウィルスを使用して、ｉｎ ｖｉｖｏでＤＣに対するレンチウィルスベ
クターを標的化することは治療的に利用され、例えば、メラノーマ及びＨＩＶを治療する
のに利用することができる。 ＤＥＣ－２０５がリンパ組織で豊富に発現されるので、Ｄ
ＥＣ－２０５エンドサイトーシス受容体は、ＤＣにおける好ましい標的表面抗原であり、
抗原提示の効 率を有意に改善し得る(Bonifaz, L.C. et al. J Exp. Med. 199, 815-824 
(2004)）。好ましくは、ＩｇＧ１の定常領域と共に抗ＤＥＣ２０５抗体由来の可変領域を
含む抗ＤＥＣ－２０５抗体が、親和性分子としてウィルス粒子の表面上に示され、抗原タ
ンパク質及びＴＮＦα又はＣＤ４０Ｌ等の成熟刺激性分子の両方をコードする遺伝子をＤ
Ｃへ同時に送達させることができる。成熟シグナルは、親和性分子として抗ＣＤ４０抗体
を使用することによって、抗原遺伝子と共に送達することもできる。
【０１７２】
　以下の実施例６に記載されるように、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで骨髄由来のＤＣを標的化する
ために、αｍＤＥＣ－２０５とＳＩＮｍｕとを同時に示す組み換えレンチウィルスが作ら
れている。ヒトのＤＣを標的化するために、ヒトの抗ＤＥＣ－２０５抗体由来の可変領域
を含むヒトのＤＣに対する膜結合した抗体（ＩｇＧ１等）を組み換えウィルスで創出させ
た。このようにして、組み換えウィルスを使用したＤＣに対する適切な抗原遺伝子の送達
によって、ＨＩＶ及びメラノーマ等の疾患を予防及び／又は治療することができる。一実
施形態では、マウスの抗ＤＥＣ－２０５抗体由来の可変領域とヒトのＩｇＧ1由来の定常
領域とを含む抗ＤＥＣ－２０５抗体を親和性分子として使用し、ＳＩＮｍｕを融合分子と
して使用して（実施例６を参照）、ＤＣに対して組み換えレンチウィルスを標的化すると
共に、抗原をコードする遺伝子を送達する。
【０１７３】
[トランスジェニック動物]
　本発明の方法を使用してトランスジェニック動物を作ることができる。幾つかの実施形
態では、成体動物における特定の細胞を標的化し、これらの細胞で発現させるべき遺伝子
をコードするポリヌクレオチドを送達する。他の実施形態において、卵母細胞或いは１つ
又は複数の胚細胞が、上記のように産出された組み換えウィルスに感染される。ウィルス
が、発生過程の動物のゲノムに組み込まれる目的の遺伝子をコードするポリヌクレオチド
を送達し、何代にもわたって伝達することができる。当業者は、感染方法及び感染の後の
細胞の処理方法が細胞が得られる動物の種類によって変わること、並びに特定の細胞型へ
の遺伝子の送達を標的化する能力により、ｉｎ　ｖｉｖｏ又はｉｎ　ｖｉｔｒｏで遺伝子
が送達されることを認識している。
【０１７４】
[治療]
　本発明の方法を使用して、多種多様の疾患又は障害を予防又は治療することができる。
本発明の方法による治療又は予防の効果のある疾患又は障害としては、癌、自己免疫疾患
、ウィルス、細菌、真菌、寄生虫等による感染が挙げられるが、これらに限定されない。
幾つかの実施形態では、目的の遺伝子を標的細胞へ送達する組み換えレトロウィルスを使
用することによって疾患が治療されるが、この遺伝子の発現により、細胞又は動物におけ
る機能不全に全体として対処するタンパク質又は他の分子が産出される。
【０１７５】
　他の実施形態では、疾患又は障害に関与するタンパク質の発現を調節する遺伝子が標的
細胞株に送達される。例えば、ｓｉＲＮＡ分子をコードする遺伝子は、病原体のライフサ
イクルに関する遺伝子を阻害するか、又は過剰に産出されるタンパク質の発現を低減する
か、又は疾患若しくは障害の進行に関与する過程を妨げるために供給される。他の実施例
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では、天然分子と競合させることによって特定の細胞活性を阻害するか、又は天然分子の
活性を相乗的に作用させ、若しくは促進させる細胞活性を高める遺伝子が送達される。
【０１７６】
　さらに別の実施形態において、腫瘍細胞等の不要な標的細胞の死滅を引き起こす遺伝子
が送達される。代替的には、腫瘍細胞を増殖させる能力を抑制又は低減させる遺伝子が送
達され得る。
【０１７７】
　以下で幾つかの特定の状況を示すが、当業者は特定の環境を考慮して、本明細書中で開
示される方法及び構築物を適合させることができる。
【０１７８】
[ｓｉＲＮＡ]
　本明細書中に記載の方法は、ＲＮＡ分子のベクター媒介性の送達を可能にし、また標的
細胞における小さいＲＮＡ分子の送達及び発現に特に適している。本発明の幾つかの実施
形態によれば、ＲＮＡ分子が標的細胞に送達され、それから標的遺伝子の発現を下方調節
するために標的細胞内で発現される。標的遺伝子を下方調節する能力には、特定の遺伝子
の生物学的機能を同定することを含む、多くの治療用途及び研究用途がある。ＲＮＡ分子
を標的細胞に送達し、その後、標的細胞内のＲＮＡ分子が発現することによって、培養細
胞及び哺乳動物生物体の両方において、任意の多くの遺伝子の発現をノックダウン（又は
下方調節）することが可能になる。幾つかの実施形態では、病原体ウィルス等の病原体の
ライフサイクルに必要であるか、又は疾患若しくは障害に直接又は間接的に寄与する遺伝
子が、ｓｉＲＮＡを有する標的細胞において下方調節される。
【０１７９】
　したがって、幾つかの実施形態において、ウィルスベクターはｓｉＲＮＡ分子をコード
するＲＮＡ発現カセットを含む。標的細胞に送達されるＲＮＡ発現カセットは、Ｐｏｌ　
ＩＩＩプロモーターとＲＮＡコード領域とを含むことが好ましい。ＲＮＡコード領域は、
特定の遺伝子の発現を下方調節することができるＲＮＡ分子をコードすることが好ましい
。コードされるＲＮＡ分子は、例えば下方調節される遺伝子をコードするＲＮＡ分子配列
に相補的であり得る。このような実施形態では、ＲＮＡ分子は、アンチセンス機構を通じ
て作用するように設計される。
【０１８０】
　好ましい実施形態は、標的細胞への送達、及びその後の二本鎖ＲＮＡ複合体又はステム
－ループ若しくはいわゆる「ヘアピン」構造を有するＲＮＡ分子の発現を伴う。本明細書
中で使用されるように、「ＲＮＡ二本鎖」という用語は、ＲＮＡ複合体又はヘアピン若し
くはステム－ループ構造の二本鎖領域を示す。ＲＮＡコード領域は、一本鎖ＲＮＡ又は２
つ以上の相補的な一本鎖ＲＮＡ若しくはヘアピン形成ＲＮＡをコードすることができる。
【０１８１】
　二本鎖ＲＮＡは、ＲＮＡ干渉又はＲＮＡ抑制と呼ばれるプロセスを介して、相補的な配
列を有する遺伝子の遺伝子発現を阻害することが示されている（例えば、Hammond et al.
 Nat. Rev. Genet. 2: 110-119 (2001)を参照のこと）。
【０１８２】
　本発明の幾つかの実施形態によれば、下方調節される遺伝子領域に対応するＲＮＡ二本
鎖又はｓｉＲＮＡが、記載のベクターを使用して標的細胞に送達され、それから標的細胞
で発現する。ＲＮＡ二本鎖は、下方調節される標的化された遺伝子の配列と実質的に同一
である（一般的に少なくとも約８０％同一、及びより一般的には少なくとも約９０％同一
）。ｓｉＲＮＡ二本鎖は、例えばBummelkamp et al. Science 296:550-553 (2202)、Capl
en et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 98:9742-9747 (2001)、及びPaddison et al. Ge
nes & Devel. 16:948-958 (2002)に記載されている。
【０１８３】
　標的細胞に送達されるＲＮＡ二本鎖は、一般的に少なくとも約１５ヌクレオチド長であ
り、約１５～約３０ヌクレオチド長であることが好ましい。幾つかの生物体では、ＲＮＡ
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二本鎖は、有意により長くなり得る。より好ましい実施形態では、ＲＮＡ二本鎖は、約１
９～２２ヌクレオチド長である。ＲＮＡ二本鎖は、二本鎖領域にわたって標的ヌクレオチ
ド配列と同一であることが最も好ましい。
【０１８４】
　下方調節される標的細胞遺伝子が高度に保存された遺伝子ファミリーに存在する場合、
二本鎖領域の配列は、所望の遺伝子のみを標的化するために配列比較を用いて選択するこ
とができる。生物体内の相同遺伝子ファミリー間で十分な同一性がある場合、同時に複数
の遺伝子を下方調節する二本鎖領域を設計することができる。
【０１８５】
　ＲＮＡコード領域の配列、及びしたがって標的細胞に送達される二本鎖ＲＮＡの配列は
、発現が標的細胞において下方調節されるべき遺伝子の配列に相補的であるように選択す
ることが好ましい。所与の標的遺伝子に対する所与のＲＮＡ分子によって達成される下方
調節の程度は、配列によって変化する。当業者は有効な配列を容易に同定することが可能
である。例えば、抑制の量を最大限にするために、標的細胞を処理する前に培養細胞にお
いて、多くの配列を試験することができる。
【０１８６】
　幾つかの実施形態において、二本鎖ＲＮＡの（標的細胞内の）標的は、例えばウィルス
の遺伝子発現、及びウィルス複製に必要な細胞の受容体又は補助受容体（co-receptor：
コレセプター）の発現を含む、ウィルスのライフサイクル又は複製に必要な配列である。
本発明の一実施形態では、阻害されるウィルスは、ヒト免疫不全ウィルス（ＨＩＶ）であ
る。
【０１８７】
　幾つかの実施形態において、標的細胞に送達される目的の遺伝子は、少なくとも９０％
の相同性であり、及び好ましくは通常のウィルス複製に重要であるヌクレオチドにおいて
少なくとも約１５～２５ヌクレオチド領域と同一である、少なくとも１つの二本鎖ＲＮＡ
をコードする。例えば、二本鎖ＲＮＡは、ウィルスゲノム、すなわちウィルスゲノム転写
物、又はウィルスのライフサイクルに必要である患者の標的細胞受容体に対する遺伝子に
おける核酸と相同性を有し得る。
【０１８８】
　幾つかの実施形態において、ｓｉＲＮＡは、ＨＩＶ、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、Ｃ型肝炎、
Ｄ型肝炎、Ｅ型肝炎等の感染又は広範囲の他のウィルス感染を治療するために送達される
。当業者は、細胞成分、すなわちＲＮＡ又はウィルスのライフサイクル等の病原体のライ
フサイクルに必要な細胞のタンパク質をコードするＲＮＡのいずれかを標的化することが
できる。好ましい実施形態では、選択される細胞標的は、通常の細胞の成長及び生存に必
要であるタンパク質又はＲＮＡではない。ウィルスのライフサイクルを破壊するのに好適
なタンパク質には、例えば一次受容体及び二次受容体の両方を含む、ウィルス侵入に関与
する細胞表面の受容体と、ウィルスゲノムの転写に関与する転写因子と、宿主の染色体へ
の統合に関与するタンパク質と、ウィルス遺伝子発現の転写調節又は他の調節に関与する
タンパク質とが含まれる。
【０１８９】
　多種多様な分子が病原体に特異的に関与しており、本明細書中で開示される方法により
標的化することができる。これらには、細胞へのウィルス侵入のための受容体であること
が知られている多くの細胞タンパク質が含まれる（Baranowski, et al. Science 292: 11
02-1105）。ウィルスによる認識に関与する幾つかの細胞受容体を以下に列挙する：アデ
ノウィルス：ＣＡＲ、インテグリン、ＭＨＣ　Ｉ、ヘパラン硫酸グルコアミノグリカン、
シアル酸；サイトメガロウィルス：ヘパラン硫酸グルコアミノグリカン；コクサッキーウ
ィルス：インテグリン、ＩＣＡＭ－Ｉ、ＣＡＲ、ＭＨＣ　Ｉ；Ａ型肝炎：マウス様クラス
Ｉ内在性膜糖タンパク質；Ｃ型肝炎：ＣＤ８１、低濃度リポタンパク質受容体；ＨＩＶ（
レトロウィルス科）：ＣＤ４、ＣＸＣＲ４、ヘパラン硫酸グルコアミノグリカン；ＨＳＶ
：ヘパラン硫酸グルコアミノグリカン、ＰＶＲ、ＨｖｅＢ、ＨｖｅＣ；インフルエンザウ
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ィルス：シアル酸；麻疹：ＣＤ４６、ＣＤ５５；ポリオウィルス：ＰＶＲ、ＨｖｅＢ、Ｈ
ｖｅＣ；ヒトパピローマウィルス：インテグリン。当業者は、本発明が現在知られている
受容体（又は他の分子）による使用に限定されないことを認識するであろう。新規の細胞
受容体及び補助受容体が見出されれば、本発明の方法はこのような配列に適用することが
できる。
【０１９０】
　本発明の幾つかの実施形態において、ＨＩＶが特に標的化され、レトロウィルス構築物
は、ＨＩＶウィルスのＲＮＡゲノム、すなわちＨＩＶウィルスのＲＮＡゲノムの発現領域
（例えば、統合ＨＩＶウィルスの９ｋｂの転写産物の約１９～２５ヌクレオチド長の任意
の領域）又は様々にスプライシングしたＨＩＶのｍＲＮＡ転写産物の任意のものと少なく
とも９０％相同性を有する二本鎖分子をコードするＲＮＡコード領域を含む（Schwartz e
t al. J. Virol. 1990; 64(6): 2519-29）。ＨＩＶ転写産物内の標的領域は、任意のウィ
ルスゲノムと対応するように選択することができ、これには、例えばＨＩＶ－１　ＬＴＲ
、ｖｉｆ、ｎｅｆ、及びｒｅｖが含まれる。他の実施形態では、ＲＮＡコード領域は、Ｈ
ＩＶウィルスの受容体又は補助受容体と少なくとも９０％相同性を有する二本鎖領域をコ
ードする。例えば、Ｔ細胞へのＨＩＶの侵入に対する一次受容体はＣＤ４である。好まし
い実施形態では、補助受容体であるＣＸＣケモカイン受容体４（ＣＸＣＲ４）及びＣＣケ
モカイン受容体５（ＣＣＲ５）が、本発明の方法に従って下方調節される。ＣＸＣＲ４（
Feddersppiel et al. Genomics 16:707-712 (1993)）がＨＩＶのＴ細胞栄養株に対する主
要な補助受容体である一方、ＣＣＲ５（Mummidi et al. J. Biol. Chem. 272:30662-3067
1 (1997)）は、ＨＩＶのマクロファージ栄養株に対する主要な補助受容体である。ＨＩＶ
に対する他の細胞標的は、ＨＩＶライフサイクルに関与するタンパク質に対するＲＮＡ転
写産物を含み、これにはシクロフィリン、ＣＲＭ－１、インポルチン－β、ＨＰ６８（Zi
mmerman C, et al.著「Identification of a host protein essential for assembly of 
immature HIV-1 capsids」 Nature 415 (6867): 88-92 (2002)）、及び未だに知られてい
ない細胞因子としての他の転写産物が含まれる。
【０１９１】
　１つの特定の実施形態において、組み換えレトロウィルスを使用して、ＨＩＶ－１の補
助受容体ＣＣＲ５に対するｓｉＲＮＡをヒトの末梢血のＴ細胞に導入する。ｓｉＲＮＡに
よるＣＣＲ５発現の低減により、ＣＣＲ５指向性のＨＩＶ－１ウィルスの感染から保護さ
れる（Qin et al. (2003). Proc. Natl. Acad. Sci. 100, 183-188）。したがって、この
ようなｓｉＲＮＡのヒトＣＤ３４+細胞への標的化された送達により、ＨＩＶ－１感染に
耐性があるＣＤ４＋細胞が再構築され得る。ＨＩＶを治療するために、抗ＣＤ３４抗体等
のＣＤ３４を標的化する親和性分子と、ＳＩＮ又はＨＡ等の融合分子と、コードされるＣ
ＣＲ５－ｓｉＲＮＡと、適宜にＧＦＰとを含む組み換えレンチウィルスを静脈注射するこ
とができる。
【０１９２】
ワクチン接種
　上記で示されるように、表面の樹状細胞マーカーに対する様々な細胞特異的な結合決定
基が、抗原をコードする遺伝子をＤＣへ送達する組み換えレトロウィルスの産生に使用す
るために考案されている。例えば、ヒト抗ＤＥＣ－２０５抗体（αｈＤＥＣ－２０５）に
対するハイブリドーマ細胞株は、ＡＴＣＣから入手可能である（ＡＴＣＣ番号：ＣＲＬ－
２４６０）。癌（例えば、Ｍａｒｔ－１）又は別の疾患／障害（例えばウィルス感染）等
に対する免疫応答が望まれる抗原をコードする遺伝子が、上述された方法を使用して、Ｄ
Ｃに送達され得る。この抗原に対する遺伝子は、複数のベクター又は好ましくは多シスト
ロンベクター系を使用して、ＴＮＦα／ＣＤ４０Ｌ等の刺激分子及び／又はＧＦＰ等のレ
ポーター分子をコードする遺伝子を伴い得る。
【０１９３】
　本発明の幾つかの実施形態において、ヒトのＤＣは、ｉｎ　ｖｉｔｒｏの培養方法を使
用して、ＣＤ３４α＋ヒトの造血前駆細胞から産生される（例えばBanchereau et al. Ce
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ll 106, 271-274 (2001)）。免疫応答が望まれる抗原をコードする遺伝子を含むαｈＤＥ
Ｃ－２０５及びＳＩＮｍｕ保有ウィルスが産生され、ヒトのＤＣに形質導入するのに使用
される。形質導入の特異性及び有効性は、ＦＡＣＳにより定量化することができる。ＤＣ
の成熟は、ＭＨＣ　ＩＩ等の表面マーカーの上方調節のＦＡＣＳ分析により特徴付けるこ
とができる。
【０１９４】
　他の実施形態において、ウィルスはｉｎ　ｖｉｖｏで注入され、天然ＤＣと接触し、抗
原をコードする遺伝子を送達し得る。選択された間隔で、リンパ器官由来のＤＣを使用し
、例えば、ＧＦＰ等のマーカーの発現を観察することによって発現を測定することができ
る。ウィルス処理した受容者のリンパ節及び脾臓由来のＴ細胞は抗原刺激に対する応答の
大きさ及び持続性から測定することができる。上皮細胞及びリンパ細胞等のＤＣ以外の組
織細胞をｉｎ　ｖｉｖｏの遺伝子送達の特異性のために分析することができる。
【０１９５】
　ＡＩＤＳ流行（及び他のウィルス疾患）を終焉させるのに最も有効な潜在的方法はワク
チンであることが広く認められている。不運にも今日まで、ＨＩＶに対するワクチン接種
方法が首尾よくＩＩＩ相試験を通過したことはない。したがて、新規で且つ有効なワクチ
ン接種戦略に対する緊急の要求が存在する。本発明の幾つかの実施形態では、ＤＣワクチ
ン接種が使用される。上記に記載されるようなウィルスタンパク質をコードする遺伝子を
ウィルスベクターにクローン化する。注射によって、αｈＤＥＣ－２０５等のＤＣを標的
化する親和性分子を含むウィルスに患者を感染させる。動物モデルでは、分子的にクロー
ン化したＨＩＶレポーターウィルス（ＮＦＮＳＺ－ｒ－ＨＳＡＳ、ＮＬ－ｒ－ＨＳＡＳ）
及び臨床分離株を使用して、尾静脈注射でその動物を処理し得る。感染の証拠は、脾細胞
、リンパ節、及び末梢血において経時的にモニタリングすることができる。レポーターウ
ィルスにおけるＨＩＶ－ｇａｇタンパク質に対するＰＣＲ及びＨＡＳに対するＦＡＣＳを
使用して、ウィルスの統合及び複製を試験することができる。生産的なｉｎ　ｓｉｔｕの
ＤＣワクチン接種により、ＨＩＶ攻撃に対する耐性が増大し得る。
【０１９６】
腫瘍細胞及び他の異常細胞の処理
　他の実施形態において、開示された方法を使用して、腫瘍又は他の異常細胞の成長を処
理することができる。例えば前立腺癌及び乳癌を含む様々な癌に対する腫瘍関連抗原が知
られている。幾つかの乳癌では、例えば、Ｈｅｒ－２受容体が、癌細胞の表面上で過剰発
現される。多くの腫瘍関連抗原が検討されている（例えば、Boon T, Cerottini JC, Vand
eneynde B, Vanderbruggen P, Vanpel A, Annual Review Of Immunology 12: 337-365, 1
994、Renkvist N, Castelli C, Robbins PF, Parmiani G. Cancer Immunology Immunothe
rapy 50: (1) 3-15 MAR 2001）。したがって、幾つかの実施形態では、既知の腫瘍関連抗
原に対する抗体を使用して、親和性分子を調製する。
【０１９７】
　他の実施形態において、疾患又は障害に関連する抗原は、治療される患者から同定され
る。例えば、腫瘍に関連する抗原は、当該技術分野で既知の任意の方法によって、腫瘍自
体から同定することができる。
【０１９８】
　腫瘍細胞への目的の遺伝子の標的化送達のために、腫瘍関連抗原に対する抗体がウィル
ス表面上に示され得る。目的の遺伝子は、その発現が標的腫瘍細胞を死滅させる毒素をコ
ードし得る。幾つかの実施形態では、毒素の発現は誘導性である。他の実施形態では、目
的の遺伝子は、細胞サイクルに干渉し、細胞の分裂能を低減又は取り除き得る。
【０１９９】
　これらの方法は、対象の病的細胞に対する特定の標的分子を選択すること及びこの特定
の標的分子に対する親和性分子を合成することによって、幅広い疾患を治療するのに適合
され得る。次に、目的の遺伝子を標的細胞に送達するために、膜結合した親和性分子及び
融合分子を有する組み換えレトロウィルスをアセンブリする。
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【０２００】
　幾つかの実施形態において、組み換えレトロウィルスを使用して、非ホジキンリンパ腫
細胞を標的化することができる。ＨＳＶチミジンキナーゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）自殺遺伝子及
びＧＦＰレポーター遺伝子が腫瘍細胞に送達され得る。これらの２つの遺伝子が内部リボ
ソーム侵入部位（ＩＲＥＳ）によって結び付き、同時発現が達成され得る。
【０２０１】
　幾つかの実施形態において、本明細書中に記載されているようなレトロウィルスを使用
して、特異的な細胞表面抗原を有する腫瘍細胞（例えば乳癌腫瘍細胞）を標的化すること
ができる。抗ヒトＨｅｒ２抗体についてのハイブリドーマ細胞株がＡＴＣＣから利用可能
である（ＡＴＣＣ番号：ＣＲＬ：１０４３）。このような抗体を保有するウィルスを使用
して、癌細胞を標的化し、そして死滅させることができる。
【０２０２】
[Ｘ連鎖重症複合型不全の治療]
　ヒトにおいて、共通のγ鎖（γc）における遺伝子異常により、Ｘ連鎖重症複合型免疫
不全（Ｘ－ＳＣＩＤ）が引き起こされる。治療を行わなければ、Ｘ－ＳＣＩＤ患者は重度
の感染症に苦しめられ、発育障害が起こり、通常生後１年以内で死に至る。この疾患に対
する根本的な治療処置は遺伝子治療であることが一般的に認められている。開示されるよ
うなレトロウィルスを使用して、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで共通のγc遺伝子を精製したＣＤ３
４+造血幹細胞（ＨＳＣ）に送達し、免疫系を再構築するために、γc形質導入したＨＳＣ
を患者に移し戻すことができる。他の実施形態では、組み換えウィルスがｉｎ　ｖｉｖｏ
で与えられ、Ｘ－ＳＣＩＤを治療するために、ＣＤ３４＋幹細胞が標的化される。γc

遺伝子が送達される場合、標的細胞に対して組み換えレトロウィルスを特異的に標的化す
るためにＳＣＦを使用することができる。
【０２０３】
　他の実施形態において、Ｘ－ＳＣＩＤを患う患者が治療される。全長のγcのｃＤＮＡ
が増幅され、上記のように、レンチウィルスベクターにクローン化される。２９３細胞等
のパッケージング細胞が、レンチウィルスベクター、並びに親和性分子及び融合分子をコ
ードする１つ又は複数のベクターでトランスフェクトされる。ＳＣＦを保有するウィルス
又はＨＳＣを標的化する別の親和性分子及び融合分子（ＳＩＮｍｕ等）を回収及び濃縮す
る。注射によって、γc欠損患者にこのウィルスが投与される。動員（mobilization）の
あり、又はなしで試験を行い、ＨＳＣを循環血に移すことができる。それから末梢リンパ
細胞を６～８週間分析し、成熟Ｔ細胞及び成熟Ｂ細胞の存在を検出することができる。
【０２０４】
[抗原特異的な免疫細胞治療]
　他の実施形態において、組み換えレトロウィルスを使用して、Ｔ細胞受容体又はＢ細胞
受容体等の免疫細胞受容体をコードするポリヌクレオチドをヒトの幹細胞に送達する。そ
れから、幹細胞がＴ細胞又はＢ細胞等の成熟免疫細胞に発展し、これらの特異性は、幹細
胞が形質導入された受容体により決定される。一実施形態では、疾患又は障害を患う患者
が、このアプローチを使用して所望の特異性を有する免疫細胞を発生することによって治
療される。抗原は、疾患又は障害に関連することがこれまでに知られている場合があるか
、又は当該技術分野で既知の任意の方法で同定され得る。例えば、腫瘍関連抗原等の患者
が患っている種類の癌に対する抗原が既知であり得る。腫瘍関連抗原は全く限定されず、
これには、例えば治療される患者由来の癌細胞で同定される抗原が含まれる。
【０２０５】
　ひとたび抗原が同定及び／又は選択されると、その後この抗原に対して特異的である１
つ又は複数のＴ細胞受容体が同定される。同定される疾患関連抗原に対して特異的なＴ細
胞受容体が未だに知られていない場合、当該技術分野で既知の任意の方法によってこの受
容体を同定することができる。Ｔ細胞受容体は、患者において形成される免疫細胞の種類
に応じて、細胞傷害性Ｔ細胞、ヘルパーＴ細胞、又はその両方から同定することができる
。例えば、細胞傷害性Ｔ細胞が患者において形成される場合、Ｔ細胞受容体はＣＴＬから
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同定される。一方で、ヘルパーＴ細胞が形成される場合、Ｔ細胞受容体はヘルパーＴ細胞
から同定される。以下に示されるように、幾つかの実施形態では、ＣＴＬ由来のＴ細胞受
容体及びヘルパーＴ細胞由来のＴ細胞受容体の両方が用いられる。
【０２０６】
　所望のＴ細胞受容体をコードするポリヌクレオチドが同定される。好ましくは、ポリヌ
クレオチドには、Ｔ細胞受容体のαサブユニットをコードするｃＤＮＡと、Ｔ細胞受容体
のβサブユニットをコードするｃＤＮＡとが含まれる。Ｔ細胞受容体をコードするポリヌ
クレオチドは、上記のように、融合分子と細胞特異的な結合決定基とを含む修飾レトロウ
ィルス、より好ましくは修飾レンチウィルスを使用して、標的細胞（好ましくは、造血幹
細胞）に導入されることが好ましい。最初に、ウィルスは、膜結合した親和性分子により
標的細胞膜と結合し、Ｔ細胞受容体サブユニットをコードするポリヌクレオチドが、融合
分子の作用によってサイトゾルに侵入する。そして、目的の遺伝子（例えば、Ｔ細胞受容
体をコードするもの）が細胞のゲノムに統合され、発現されることが好ましい。標的細胞
がｅｘ　ｖｉｖｏで接触した場合、それからこの標的細胞を、例えば注射によって患者に
移し戻すと、標的細胞は、同定された抗原と接触すると免疫応答を発生することができる
免疫細胞に発展する。しかし、好ましい実施形態では、ウィルスが患者に注入され、この
ウィルスが標的化細胞を特異的に形質導入する。患者で得られた免疫細胞が特定のＴＣＲ
を発現し、そして患者は疾患又は障害に対する有効な免疫応答を増大させることができる
。
【０２０７】
　幾つかの実施形態において、Ｔ細胞受容体が細胞傷害性Ｔ細胞からクローン化される。
これにより、患者において細胞傷害性Ｔ細胞が形成される。他の実施形態では、Ｔ細胞受
容体がヘルパーＴ細胞からクローン化され、これにより患者においてヘルパーＴ細胞が形
成される。
【０２０８】
　さらに別の実施形態において、Ｂ細胞受容体をコードするポリヌクレオチドを標的細胞
に送達することによって、患者においてＢ細胞が形成される。標的細胞集団が分裂し、幾
つかの幹細胞が、細胞傷害性Ｔ細胞から得られたＴ細胞受容体をコードするベクターでト
ランスフェクトされ、幾つかの幹細胞がヘルパーＴ細胞から得られたＴ細胞受容体をコー
ドするベクターでトランスフェクトされる。標的幹細胞が患者にトランスフェクトされ、
これにより、患者において、疾患又は障害に特異的なヘルパーＴ細胞集団と、疾患又は障
害に特異的な細胞傷害性Ｔ細胞集団とが同時に形成される。
【０２０９】
　以下の実施例は例示目的のみのために与えられ、本発明の範囲を限定することは全く意
図されない。実際、本明細書中で図示及び記載されるものに加えて、上記の記載から本発
明の様々な変更形態が当業者には明らかであり、添付の特許請求の範囲内に含まれる。
【０２１０】
　本明細書中で言及される全ての特許及び参考文献は、参照によりその全体が本明細書に
援用される。
[実施例]
【０２１１】
実験方法
　以下の実験方法が、以下の実施例１～実施例５で使用される。
【０２１２】
[構築物調製]
　膜結合したヒトのＩｇＧ1の軽鎖及び重鎖の定常領域のｃＤＮＡが増幅され、ｐＢｕｄ
ＣＥ４．１ベクター（Invitrogene）のヒトのＣＭＶプロモーター及びＥＦ１αプロモー
ターそれぞれの下流に挿入された。それからマウスの抗ＣＤ２０抗体（クローン２Ｈ７）
の軽鎖及び重鎖の可変領域が、ＰＣＲ増幅を使用してクローン化され、対応する定常領域
の上流に直接挿入された。得られる構築物をｐαＣＤ２０として表した。ヒトのＩｇα及
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びＩｇβのｃＤＮＡもｐＢｕｄＣＥ４．１ベクター（Invitrogene）にクローン化され、
ｐＩｇαβが得られた。
【０２１３】
　ＨＡｍｕをコードする構築物が、南カルフォルニア大学のDr. Cannonの研究室により提
供された（A.H. Lin et al., Hum. Gene. Ther. 12, 323 (2001)）。野生型のＳＩＮに対
するｃＤＮＡが、CaltechのDr. Straussの研究室から得られた。ＰＣＲ突然変異誘発及び
アセンブリを使用して、１０個のアミノ酸残基のタグ配列をプロテインＡのＺＺドメイン
に置き換える（これはＳＩＮのＥ２糖タンパク質の７１～７４番目のアミノ酸に位置して
いる）ことを除いて、Morizono et al.,（Nature Med. 11, 346 (2005)）で記載されるよ
うに、突然変異型ＳＩＮを創出した。このバージョンのＳＩＮはＳＩＮｍｕとして表され
る。
【０２１４】
[ウィルス産物]
　標準的なリン酸カルシウム沈殿法を使用して、２９３Ｔ細胞をトランスフェクトするこ
とによって、レンチウィルスを創出した。それぞれ２．５μｇのｐαＣＤ２０、ｐＩｇα
β、及びパッケージベクタープラスミド（ｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥ及びｐＲＳＶ－Ｒｅｖ）
と共に、適切なレンチウィルスベクタープラスミド（５μｇ）で６ｃｍの培養皿中の２９
３Ｔ細胞（約８０％の密集生）をトランスフェクトした（Sandrin et al. Curr. Top. Mi
crobio. Immunol. 281:137 (2003)）。トランスフェクトの４８時間及び７２時間後に、
ウィルス上清を集菌し、０．４５μｍ孔径のフィルターで濾過した。
【０２１５】
　高い力価のレンチウィルスを調製するために、５０，０００×ｇで９０分間、超遠心分
離（Ｏｐｔｉｍａ　Ｌ－８０Ｋ分取用超遠心器, Beckman Coulter）を使用して、ウィル
ス上清を濃縮した。それから、粒子を適切な量の冷ＰＢＳで再懸濁した。
【０２１６】
[細胞株再構築]
　ＶＳＶＧ偽型化レンチウィルスを介した安定な形質導入によって、２９３Ｔ／ＣＤ２０
細胞株が形成された。ヒトのＣＤ２０のｃＤＮＡが、プラスミドＦＵＷ（ＧＦＰ without
 ＦＵＧＷ; Lois et al. Science 295:868-872 (2002)）におけるヒトユビキチンＣプロ
モーターの下流でクローン化され、ＦＵＷ－ＣＤ２０を構築した。それから、レンチウィ
ルスベクターＦＵＷ－ＣＤ２０をＶｓＶｇで偽型にし、２９３Ｔを形質導入するのに使用
した。得られた細胞を細胞選別にかけ、２９３Ｔ／ＣＤ２０として表される均一な集団の
ＣＤ２０+細胞を得た。
【０２１７】
[ウィルス－細胞結合分析]
　細胞（２９３Ｔ／ＣＤ２０又は２９３Ｔ（０．１×１０6））を４℃で３０分、５００
μＬのウィルス上清とインキュベートし、４ｍｌの冷ＰＢＳで洗浄した。それから、細胞
を以下の３つの抗体で染色した：αＣＤ２０を染色する抗ヒトＩｇＧ抗体（BD Pharminge
n）、ＣＤ２０を染色する抗ヒトＣＤ２０抗体（BD Pharmingen）、及びＨＡｍｕを染色す
る抗ＦＰＶ　ＨＡポリクローナル抗体（H.-D. Klenck（Institute of Virology; Philipp
s- University, Marburg, Germany）から得られる)又はＳＩＮｍｕを染色する抗タグ抗体
(Roche)。染色後、蛍光活性化細胞選別（ＦＡＣＳ）によって細胞を分析した。
【０２１８】
[ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞の標的化された形質導入]
　２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞（０．２×１０6／ウェル）又は２９３Ｔ細胞（０．２×１０6

／ウェル）を２４ウェル培養皿でプレート培養し、Ｂｅｃｋｍａｎ　Ａｌｌｅｇｒａ　６
Ｒ遠心器を使用して、３０℃で９０分間、２，５００ｒｐｍでウィルス上清（０．５ｍｌ
／ウェル）でスピン感染させた。それから、培地を取り除き、新鮮培地に置き換え、３７
℃でさらに３日間、５％のＣＯ2の存在下でインキュベートした。ＧＦＰ+細胞の割合をＦ
ＡＣＳにより求めた。形質導入価を、線形応答を示す希釈範囲で測定した。
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【０２１９】
[ウィルス形質導入における可溶性抗体及びＮＨ4Ｃｌの効果]
　２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞（０．２×１０6）及び０．５ｍＬのウィルス上清を用量勾配
の抗ヒトＣＤ２０抗体(BD Pharmingen)又はＮＨ4Ｃｌの非存在下又は存在下で８時間、イ
ンキュベートした。培地を新鮮培地に置き換え、３７℃でさらに２日間、５％のＣＯ2の
存在下でインキュベートした。ＦＡＣＳ分析を使用して、形質導入の効率を定量化した。
【０２２０】
細胞－細胞融合試験
　２９３Ｔ細胞（０．１×１０6）を一過性にトランスフェクトして、ＧＦＰと、表面の
αＣＤ２０と、融合タンパク質（ＨＡｍｕ又はＳＩＮｍｕのいずれか）とを発現させ、２
９３Ｔ／ＣＤ２０細胞（０．１×１０6）を共に混合し、標準ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）で
２回洗浄して、３７℃で３０分間、５％のＣＯ2で１５０μｌの低ｐＨのＰＢＳ（ｐＨ＝
５．０）又は標準ｐＨのＰＢＳ（ｐＨ＝７．４）（対照として）中でインキュベートした
。それから、細胞を広く洗浄し、１日間標準培地で培養した。ＧＦＰフィルターセットを
備える落射蛍光顕微鏡によって、細胞を視覚化させた。ｉｎ　ｖｉｔｒｏでヒトの初代Ｂ
細胞の形質導入が標的化された。
【０２２１】
　新鮮で非分画のヒトの末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）（２×１０6）(AllCells, LLC)を、
全体の形質導入単位（ＴＵ）が１０×１０6（２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞における力価に基
づいて）である濃縮ウィルスでインキュベートした。それから、Ｂ細胞が生存及び成長す
るようにＬＰＳ（５０μｇ／ｍＬ）を加えた。２日後、細胞を集菌し、ＰＢＳで洗浄した
。抗ヒトＣＤ２０抗体及び抗ヒトＣＤ１９抗体を使用してＦＡＣＳ染色によって、Ｂ細胞
集団を確認した。異なる細胞集団をゲートに通し、これらのＧＦＰ発現を測定することに
よって、標的化した形質導入を定量化した。
【０２２２】
[ｉｎ　ｖｉｖｏの初代ヒトＢ細胞の標的化された形質導入]
　６～８週齢のＲＡＧ-/-γc

-/-の雌マウス（Taconic）を３６０度全身照射した。翌日、
１００×１０6個の新鮮なヒトのＰＢＭＣ(AllCells, LLC)が、それぞれのマウスへの尾静
脈注射によって伝播された。６時間後、濃縮ウィルス（１００×１０6（ＴＵ／マウス）
）又はＰＢＳ（対照として）が尾静脈を介してこれらのマウスに投与された。２日後、心
臓穿刺によってこれらのマウスから全血を採取し、ヒトのＣＤ３及びＣＤ２０に対して、
細胞を染色して、それから、ＣＤ３、ＣＤ２０及びＧＦＰの発現をＦＡＣＳにより分析し
た。マウスは、大学の規則に従って、カルフォルニア工科大学（the California Institu
te of Technology）の動物施設における無菌環境下で、混合抗生物質スルファメタキサゾ
ールと経口懸濁剤トリメトプリム(Hi-Tech Pharmacal)とで維持された。
【実施例１】
【０２２３】
[レトロウィルスベクターＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋
ＳＩＮｍｕを利用した標的化された細胞の形質導入]
　本発明の幾つかの実施形態によれば、親和性分子の基礎として機能するために選択され
た抗体の１つは、現在Ｂ細胞リンパ腫の治療に使用されているバージョンである抗ＣＤ２
０抗体（αＣＤ２０）である。生理学的に、ＣＤ２０が、発生における前駆Ｂ細胞の段階
、及びＢ細胞の成熟過程を通して発現され、造血幹細胞はＣＤ２０を発現しない。Ｂ細胞
がプラズマ細胞に成熟する場合、ＣＤ２０発現が低減される。したがって、ＣＤ２０は、
例えばＢ細胞リンパ腫及び白血病の治療に理想的な標的である。ヒトの膜結合したＩｇＧ
定常領域を有するマウス／ヒトのキメラ抗ＣＤ２０抗体をコードする構築物（ｐαＣＤ２
０）が、上記のように形成された。抗体の表面での発現に必要な２つの関連するタンパク
質であるヒトのＩｇα及びＩｇβをコードする遺伝子がｐＩｇαβとして表す構築物にク
ローン化された（図１）。
【０２２４】
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　抗ＣＤ２０抗体及び候補の融合分子（ＦＭ）の両方で覆われたレンチウィルスの産生が
、標準的なリン酸カルシウム沈殿法を使用して、レンチウィルスベクターＦＵＧＷ（Lois
 et al. Science 295:868-872 (2002)）、ウィルスのｇａｇ、ｐｏｌ、及びｒｅｖ遺伝子
をコードするプラスミド、ｐαＣＤ２０、ｐＩｇαβ、及びｐＦＭ（ＨＡｍｕ又はＳＩＮ
ｍｕのいずれかであるＦＭをコードするプラスミド）による２９３細胞の同時トランスフ
ェクトによって達成された。ＦＵＧＷは、ＧＦＰレポーター遺伝子を働かせるヒトのユビ
キチン－Ｃプロモーターを保有する自己不活性化した、複製能力がないレンチウィルスベ
クターである（C. Lois, E. J. Hong, S. Pease, E. J. Brown, D. Baltimore, Science 
295, 868 (2002)）。対照として、水疱性口内炎ウィルス（ＶＳＶＧ）に由来するエンベ
ロープ糖タンパク質を認識及び融合タンパク質として使用した。
【０２２５】
　トランスフェクトされた細胞のＦＡＣＳ分析は、事実上の全ての細胞がウィルスベクタ
ーの存在の指標としてのＧＦＰをあるレベルで発現したことを示していた（図３Ｂ及び図
３Ｄ、上のパネル）。ＧＦＰ陽性細胞の約３０％が、細胞表面上でＨＡｍｕとαＣＤ２０
とを同時に発現した（図３Ｂ、下のパネル）。それより僅かに小さい割合（約２０％）の
２９３Ｔ細胞がＧＦＰ、ＳＩＮｍｕ、及びαＣＤ２０の同時発現を示した（図３Ｄ）。こ
れらのトランスフェクトされた産生細胞から得られたウィルスをＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋
ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕとして表した。
【０２２６】
　αＣＤ２０及びＦＭが同じビリオンに組み込まれたか否かを調べるために、ウィルス細
胞結合分析を行った。標的として、上記のように、ＣＤ２０タンパク質抗原を安定して発
現させた２９３Ｔ細胞が作製された（２９３Ｔ／ＣＤ２０、図４Ａ）。親細胞株２９３Ｔ
が陰性対照として有用であった。４℃で３０分間、ウィルス上清を標的細胞とインキュベ
ートした。得られた結合を三染色スキームで分析した（図４Ｂ）。ＦＡＣＳ分析は、αＣ
Ｄ２０を保有する組み換えレンチウィルスが、実際ＣＤ２０を発現する２９３Ｔ細胞と結
合することが可能であることを示していた（図４Ｃ、上のパネル）。ＣＤ２０が発現して
いない対照の２９３Ｔ細胞は検出可能なαＣＤ２０を示さず、これは、細胞とウィルスの
結合が、細胞表面のＣＤ２０抗原とウィルス表面のαＣＤ２０分子との間の特異的な相互
作用によるものであることを示していた。別の対照では、ＦＭのみを保有するウィルスが
両方の細胞と結合する能力を示さず、これはＨＡｍｕ及びＳＩＮｍｕが細胞結合能を失っ
ていたことを示していた。ＦＡＣＳ分析は２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞表面と結合するウィル
スがＦＭを示したことも示しており（図４Ｃ、下のパネル）、これによりαＣＤ２０及び
ＦＭの両方が同じビリオンに組み込まれていたことが示唆され、これはαＣＤ２０対ＦＭ
のＦＡＣＳプロットによってさらに確認された（図４Ｄ）。同時提示に加えて、これらの
結果により、ＦＭの存在はαＣＤ２０のＣＤ２０との結合には影響を与えないことが示さ
れる。
【実施例２】
【０２２７】
[レトロウィルスベクターＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋
ＳＩＮｍｕを利用したＣＤ２０発現標的細胞及び２９３Ｔ細胞の形質導入]
　次に、細胞特異的な様式での、αＣＤ２０保有ウィルスによる、ＣＤ２０を発現する細
胞内への遺伝子送達の有効性を試験した。ＧＦＰ発現を使用して、形質導入効率を測定し
た。様々な表面タンパク質を保有するウィルスを含む上清を、ＣＤ２０を発現する標的細
胞及び対照としての２９３Ｔ細胞とインキュベートした。形質導入の４日後、標的化の効
率をＦＡＣＳにより分析した。図５Ａ（右端のパネル）は、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡ
ｍｕウィルス粒子が２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞の１６％を特異的に形質導入し得ることを示
している。左側のパネルは、形質導入にはビリオン上にＨＡｍｕの存在が必要であるが、
おそらくはＨＡｍｕのそのリガンド（シアル酸）との弱い残りの結合のために、αＣＤ２
０を欠失しているビリオンによるバックグラウンド形質導入が幾らか存在していたことを
示す。ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕ（新鮮ウィルス上清、非濃縮）に対する力価は、
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約１×１０5形質導入単位（ＴＵ）／ｍＬであると推測された。線形応答を示した希釈範
囲におけるＧＦＰ+細胞の割合によりこの力価を求めた。２９３Ｔ細胞は、僅かなバック
グラウンド感染レベルを示したが、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋Ｈａｍｕによる特異的な形質
導入は示さなかった（図５Ａ、下のパネル）。
【０２２８】
　ＳＩＮｍｕが融合タンパク質として使用された場合、特異的な形質導入の実質的な増大
が観察された（５２％、図５Ｂ）。ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕに対する力価は、
約１×１０6ＴＵ／ｍＬであると推測された。また、それより非常に低い形質転換が、結
合タンパク質の非存在下（約１％）で検出された。したがって、図５Ｂのデータにより、
ＳＩＮｍｕが、ウィルスを標的化するためのαＣＤ２０とのパートナーとして好ましい融
合タンパク質であることが示される。ＦＡＣＳを使用して、形質導入を様々な時点でモニ
タリングした場合、ＳＩＮｍｕ含有ビリオンがＨＡｍｕによるものよりも迅速な形質導入
動態を示したことが見出された。ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／αＣＤ
２０＋ＳＩＮｍｕの両方を９０％を超える回収率を有する超遠心分離によって濃縮するこ
とができ、これがｉｎ　ｖｉｖｏ適用に重要である。
【０２２９】
　αＣＤ２０及び融合タンパク質（ＨＡｍｕ又はＳＩＮｍｕ）が同じウィルス粒子に組み
込まれる必要があるか否か、したがって、ｃｉｓで形質導入を媒介するように機能するか
否かを評価するために、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０から産生したウィルスを、ＦＵＧＷ／ＨＡ
ｍｕ又はＦＵＧＷ／ＳＩＮｍｕから産生したウィルスと混合し（それぞれが一つのタンパ
ク質のみを示す）、それらの２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞の形質導入を試験した。この手法に
よっては特異的な形質導入が得られず、これは、改変された組み換えウィルスで与えられ
た特異的な形質導入には、２つのタンパク質が同じウィルス粒子上に示されることが必要
であることを示した。
【０２３０】
　したがって、２つの異なるタンパク質は、標的化形質転換のために改変したレンチウィ
ルスの結合事象及び融合事象に貢献し得る。観察される特異性が、αＣＤ２０とＣＤ２０
との間の相互作用の結果であったことをさらに確認するために、２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞
を抗ＣＤ２０遮断抗体の存在下で形質転換させた。予想どおりに、感染性の劇的な低減が
、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕウィルスの両
方で検出され（図５Ｄ）、これは抗体－抗原結合が標的化された形質転換を促進すること
を示した。
【０２３１】
　組み換えレンチウィルスを細胞に侵入させるための低ｐＨ区画の必要性を調べるために
、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕウィルスの両
方を、酸性のエンドソーム成分を中性にする塩化アンモニウム（ＮＨ4Ｃｌ）の非存在下
又は存在下で２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞とインキュベートした。細胞へのＮＨ4Ｃｌ添加は
、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕウィルス（図示せず）又はＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋Ｓ
ＩＮｍｕのいずれかによる形質導入を完全に取り除く（図５Ｅ）。これらの結果は、膜融
合を誘発させるためのヘマグルチニン及びシンドビスウィルス糖タンパク質の低ｐＨ要求
性と一致している。
【０２３２】
　ｐＨ依存性の融合に対するより直接的な証拠が、細胞－細胞融合分析によって得られた
。ＧＦＰと、表面αＣＤ２０と、ＦＭとを発現する２９３Ｔ細胞を３０分間、低ｐＨ緩衝
液中で２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞でインキュベートした後、標準培地で培養した。ＨＡｍｕ
及びＳＩＮｍｕの両方が、多核化多細胞核（multi-nucleated polykaryons）を形成する
ことによって、細胞－細胞融合を誘導した（図５Ｃ）。αＣＤ２０とＣＤ２０とを欠失し
た細胞を用いた同様の実験では非常に低いレベルの融合が得られたことから、αＣＤ２０
とＣＤ２０との間の相互作用は融合の可能性を劇的に増大させる。αＣＤ２０／ＣＤ２０
の相互作用が細胞膜を極めて近づけて、これにより融合タンパク質の作用を促進させる。
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【実施例３】
【０２３３】
[レトロウィルスベクターＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮＭＵを使用した初代ヒトＢリン
パ細胞の形質導入]
　人工的に生成された細胞株のＣＤ２０に特異的な形質導入を媒介する系の能力を確立し
、ＣＤ２０抗原を天然で保有している細胞である初代ヒトＢリンパ細胞の特異的な形質導
入を調査した。新鮮で非分画のヒト末梢血単核細胞（ＰＢＭＣ）をＦＵＧＷ／αＣＤ２０
＋ＳＩＮｍｕで形質導入し、それからリポ多糖（ＬＰＳ）で刺激して、Ｂ細胞集団を増大
させた。４日後、細胞をＣＤ１９（Ｂ細胞マーカー）、ＣＤ２０及びＧＦＰの発現を調べ
るために染色した（図６Ａ）。３５％を超える細胞が、記載の培養条件下においてＣＤ２
０+Ｂ細胞であった。これらの大部分はＧＦＰ+であった。反対に、ＣＤ２０-の非Ｂ細胞
の中でＧＦＰ+の細胞は実質的に検出されず、このことにより形質転換がＣＤ２０発現に
厳密に依存していることが確認された。別の対照実験では、新鮮なＰＢＭＣをＦＵＧＷ／
αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕで形質転換した後、ホリボール－１２－ミリスチン酸－１３－酢
酸塩（ＰＭＡ）とイオノマイシンとで刺激して、Ｔ細胞を増殖させた。これらのＴ細胞の
ＦＡＣＳ分析はＧＦＰの発現を示さず（図７）、このことにより形質導入の特異性が確認
された。
【実施例４】
【０２３４】
[レンチウィルスベクターＣＣＭＶ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕ及びＣＰＧＫ／αＣＤ２０
＋ＳＩＮｍｕを用いた形質導入の実証]
　標的化方法はレンチウィルスベクターＦＵＧＷに限定されないことを実証するために、
異なるプロモーター構造を有する２つのさらなるレンチウィルスベクターを評価した。Ko
hn et al.は、関連のマトリクス付着領域を有する免疫グロブリン重鎖エンハンサー（Ｅ
μ）をヒトのサイトメガロウィルス（ＣＭＶ）プロモーター（ＣＣＭＶ）又はマウスのホ
スホグリセリン酸キナーゼプロモーター（ＣＰＧＫ）を保有するレンチベクターに組み込
んでいる（C. Lutzko et al. J. Virol. 77, 7341-51 (2003)）。それから、２つのレン
チウィルスベクターをこの系に適合させ、組み換えレンチウィルスＣＣＭＶ／αＣＤ２０
＋ＳＩＮｍｕ及びＣＰＧＫ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕを調製した。これらのウィルス上清
を有するＰＢＭＣ誘導性Ｂ細胞の形質導入は、これまでにＦＵＧＷで観察されたものと同
様の結果を示した（図６Ａ）。ゲノムＰＣＲ増幅によって、ＧＦＰ導入遺伝子の安定な統
合を検出した（図６Ｂ）。
【実施例５】
【０２３５】
[特異的な形質導入の媒介におけるレンチウィルスベクターのｉｎ　ｖｉｖｏでの有効性
試験
　次に、ｉｎ　ｖｉｖｏで特異的な形質導入の媒介における、この系の有効性を試験した
。この目的のために、ヒトのＰＢＭＣを異種移植したマウスモデルを使用した。新鮮なヒ
トのＰＢＭＣ（１００×１０6／マウス）を尾静脈注射によって放射性免疫不全ＲＡＧ２-

/-γc
-/-マウスに移した。ヒトの細胞を移して６時間後、αＣＤ２０とＳＩＮｍｕとを保

有する改変レンチウィルスを尾静脈を介して投与した。２日後、これらのマウスの全血を
採取し、表面抗原とＧＦＰ発現とに関して細胞を分析した。
【０２３６】
　マウスから回収した細胞の約３０～４０％がヒトのＴ細胞（ＣＤ３+）であり、０．１
～０．３％がＣＤ２０+のヒトＢ細胞であった。３つの集団をＧＦＰ発現に関して分析し
た：ＣＤ２０+、ＣＤ３+、及びＣＤ２０-ＣＤ３-。対照の抗体とＳＩＮｍｕとを保有する
ウィルス（ＦＵＧＷ／ｂ１２＋ＳＩＮｍｕ）を注射したマウスから集菌した細胞は、任意
の３つの集団でＧＦＰ発現の徴候を示さなかった（図６Ｃ）。これに対して、ＦＵＧＷ／
αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕを注射したマウスから単離したＣＤ２０+細胞の少なくとも４０
％でＧＦＰ発現が観察された一方で、他の２つの集団では形質導入が検出されなかった。
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【０２３７】
　ｉｎ　ｖｉｖｏでの所望の細胞型に対する厳密な、そして有効な遺伝子送達媒体の標的
化のこのような実証により、レンチウィルス媒介性遺伝子治療が可能になり、非特異的な
効果への懸念が抑えられる。おそらく、この研究の最も重要な意味は、これからの遺伝子
治療は安価な手法として行うことができ、したがって発展途上国においてさえも実行を考
慮することができることである。
【実施例６】
【０２３８】
[組み換えレンチウィルスベクターＦＵＧＷ／αｍＤＥＣ－２０５＋ＳＩＮｍｕによるＤ
ＥＣ－２０５受容体を発現する樹状細胞の感染]
　レンチウィルスベクターを標的化する表面の抗体等の親和性分子の使用を評価するため
に、抗ＣＤ２０抗体に関して上記されたように、マウスのＤＥＣ－２０５受容体に対する
膜結合した抗体（αｍＤＥＣ－２０５として表される）を調製した。αｍＤＥＣ－２０５
は、樹状細胞（ＤＣ）で豊富に発現したエンドサイトーシス受容体である。
【０２３９】
　骨髄培養物で成長させた前駆体由来のマウスのＤＣを生成するように、或るプロトコル
を適合させた（Yang L and Baltimore D. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 102:4518 (2005)
）。骨髄細胞をマウスから収集し、顆粒球－マクロファージコロニー刺激因子（ＧＭ－Ｃ
ＳＦ）の存在下でｉｎ　ｖｉｔｒｏで培養した。１０日目に、細胞を回収し、７０％の細
胞がＤＥＣ－２０５を発現したことを確認した。ウィルス細胞結合分析は、組み換えＦＵ
ＧＷ／αｍＤＥＣ－２０５＋ＳＩＮｍｕがＤＥＣ－２０５陽性細胞と結合することができ
ることを示した。ウィルスと複合体を形成したＤＣを分析した場合、ＤＥＣ－２０５の有
意な下方調節が観察された。ウィルス上清によるこれらの細胞の感染は、αＣＤ－２０で
これまでに示されたものと非常に類似したパターンに従っていた。ＤＣが（高いｍＣＤ１
１ｃ）ゲートに通された場合、ＦＵＧＷ／αｍＤＥＣ－２０５＋ＳＩＮｍｕが高い感染効
率（４２％）を示した一方で、ＦＵＧＷ／αｍＤＥＣ－２０５及びＦＵＧＷ／ＳＩＮｍｕ
は、実質的に感染を示さなかった。ＤＥＣ－２０５の下方調節が、αｍＤＥＣ－２０５を
保有するウィルスに感染したＤＣにおいて観察された。これらの結果は、上記のような組
み換えレトロウィルスが初代細胞を効率的に感染させることができることも示していた。
【実施例７】
【０２４０】
[ＣＤ２０発現細胞を標的化するための組み換えレンチウィルスによる単鎖膜結合抗体（
抗ＣＤ２０）の使用]
　単鎖の膜結合形態の抗体（ｓｃＡｂｍ）が、標的化組み換えレンチウィルスの親和性分
子として開発された。ｓｃＡｂｍは一般的に、柔軟性のあるペプチドリンカーで連結され
た重鎖及び軽鎖の可変ドメインを有するように設計される。またこれらは、細胞表面に固
定するために、Ｎ末端にシグナルペプチド、及びＣ末端に膜貫通ドメインを保有している
。考案されたわずかに異なるバージョンのｓｃＡｂｍがｓｃαＣＤ２０として表される。
このｓｃＡｂｍは、（ＧＧＧＧＳＧＧＧＳ）2ペプチドと連結された抗ＣＤ２０抗体の重
鎖及び軽鎖の可変ドメインと、ヒトのＩｇＧ１のヒンジＣＨ２－ＣＨ３ドメインを含む二
量化領域と、膜貫通ドメインと、細胞表面上でこのキメラタンパク質を示すヒトのＨＬＡ
－Ａ２の細胞質尾部とから成る。
【０２４１】
　細胞表面上で発現するｓｃαＣＤ２０の能力をＦＡＣＳ分析によって調べた。ｐｓｃα
ＣＤ２０の発現ベクターによる２９３Ｔ細胞のトランスフェクトにより、文献（例えばde
 Ines, C. et al. J. Immunol. 163, 3948-3956(1999)）における二量化ドメインのない
これらのバージョンのｓｃＡｂｍと比較した場合、より高いレベルの表面抗体の発現が得
られた。このことは、ジスルフィドと連結された二量化ドメインの包含に部分的に起因し
ている可能性があり、これが表面上のｓｃＡｂｍの安定性を改善させ得る。
【０２４２】
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　ウィルス細胞結合分析を用いて、ｐｓｃαＣＤ２０がその結合活性を維持するか否かを
調べた。ｓｃαＣＤ２０保有レンチウィルス（ＦＵＧＷ／ｓｃαＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕと
して表される）の上清を２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞でインキュベートし、得られたウィルス
細胞複合体をＦＡＣＳにより分析した。ＦＵＧＷ／ｓｃαＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕウィルス
はＣＤ２０発現２９３Ｔ細胞と結合することができたことが見出され、これは、ウィルス
表面上のｓｃαＣＤ２０が活性をもつことを示した。
【０２４３】
　次に、ＣＤ２０+細胞を特異的に形質導入するＦＵＧＷ／ｓｃαＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕ
の能力を調査した。ｓｃαＣＤ２０を保有するレンチウィルスが、ＣＤ２０を発現する２
９３Ｔ／ＣＤ２０細胞を形質導入することができる。この力価は約５×１０5ＩＵ／ｍＬ
であると見積もられた。単鎖抗体を組み込んだレンチウィルスは、おそらくエンドサイト
ーシスを誘導する自然形態の抗体の能力のために、自然形態の抗体を組み込んだものより
も幾らか力価が低かった。それにもかかわらず、これらの結果により、ｓｃＡｂｍを使用
して、対応する受容体を発現する細胞を形質導入することができるレンチウィルスを創出
し得ることが実証された。
【実施例８】
【０２４４】
[ＣＤ２０と、融合タンパク質とを保有する改変組み換えレンチウィルスを使用した表面
結合抗ＣＤ２０抗体を発現する細胞の特異的な感染]
　（１）抗体以外の表面タンパク質を使用して、レンチウィルスベクターを標的化するこ
とができるか否か、及び（２）細胞特異的な形質導入のために、ＣＤ２０以外の表面受容
体を標的とすることができるか否かに取り組む実験を行った。
【０２４５】
　αＣＤ２０を発現する細胞を標的とするＣＤ２０の利用を調査した。４－膜貫通タンパ
ク質であるＣＤ２０とは異なり、膜結合したＩｇＧ1は、原形質膜で分子を固定するＣ末
端膜貫通部分と細胞質部分を有する。生理学的に、細胞質ドメインは抗原－免疫グロブリ
ン複合体の内在化を媒介することができる（Nussenzweig, M.C. Curr. Biol. 7, R355-35
7(1997)）。本明細書中に２９３Ｔ／αＣＤ２０として表される膜結合したαＣＤ２０を
発現する２９３Ｔ細胞を安定して生成した。出芽機構の性質を利用して、ＣＤ２０及びＨ
Ａｍｕ／ＳＩＮｍｕ（それぞれ、ＦＵＧＷ／ＣＤ２０＋ＨＡｍｕ及びＦＵＧＷ／ＣＤ２０
＋ＳＩＮｍｕとして表される）を保有する組み換えレンチウィルスが調製された。２９３
Ｔ／αＣＤ２０を形質導入し、ＧＦＰ発現を定量化することによって、ＣＤ２０を有する
レンチウィルスの感染性を測定した。ＦＵＧＷ／ＣＤ２０＋ＨＡｍｕウィルスがαＣＤ２
０を発現する２９３Ｔ細胞を特異的に形質導入することができる。この力価は、約１．２
×１０6ＩＵ／ｍＬであると推測された。このデータは、膜結合した抗体がウィルス受容
体として作用し、対応する抗原を保有するレンチウィルスの侵入を媒介することができる
ことを示している。
【０２４６】
　したがって、レンチウィルスベクターを標的化するために、ＣＤ２０等の膜貫通タンパ
ク質をウィルス表面に組み込むことができ、標的化戦略に利用することができるタンパク
質プールを拡大させることができることが実証された。これらの結果は、当業者に、多く
の異なる種類の細胞表面の受容体を標的化侵入を媒介する親和性分子として利用すること
ができることも示している。
【実施例９】
【０２４７】
[膜結合形態の幹細胞因子（ＳＣＦ）と、融合タンパク質とを同時に示す改変組み換えレ
ンチウィルスを使用したｃキット発現細胞の特異的な感染]
　他の表面受容体－リガンド相互作用を標的化を達成するのに利用することができるか否
かを研究した。幹細胞因子（ＳＣＦ）は、細胞表面上のタンパク質チロシンキナーゼ受容
体であるｃキットと相互作用し、造血を調節する（Shimizu, YJ. et al. J Immunol. 156
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, 3443-34491996)）。ＳＣＦのｃキットとの結合により、エンドソーム過程を介したｃキ
ットの迅速な内在化が引き起こされることが見出された（Jahn, T. et al. Oncogene 21,
 4508- 4520(2002)）。Casimir et al.は、膜結合ヒトＳＣＦを同種指向性レトロウィル
スに組み込むことができることを示し、得られたウィルスがｃキット発現ヒト細胞を特異
的に形質導入することができることを見出した（Chandrashekran, A., et al. Blood 104
, 2697- 2703(2004)）。エンベロープタンパク質Ｅｃｏがヒトの細胞表面上で発現したｍ
ＣＡＴを認識することができないので、元の同種指向性ウィルスはヒト細胞に感染しない
（「the mCAT derived from rodent cells is the viral receptor for Eco」; Coffin, 
J.M. et al. (1997). Retroviruses (New York, Cold Spring Harbor Laboratory Press)
）。組み換えレンチウィルス及びレトロウィルスを標的化するためにＳＣＦと協調するＨ
Ａｍｕ及びＳＩＮｍｕの能力を評価した。
【０２４８】
　膜結合形態のヒトのＳＣＦ（ｈＳＣＦとして表される）をｓ１／ｓ１４のｈＳＣＦ２２
０間質細胞株（ＡＴＣＣから得られた）からクローン化した。膜結合形態のマウスＳＣＦ
（ｍＳＣＦとして表される）を構築するために、分泌されたマウスのＳＣＦに対するｃＤ
ＮＡをｈＳＣＦの膜貫通部分と結び付けた。ｈＳＣＦ及びｍＳＣＦの両方をレンチウィル
ス表面上に安定して示し得ることが見い出された。ＨＡｍｕ及びｈＳＣＦを組み換えレン
チウィルス（ＦＵＧＷ／ｈＳＣＦ＋ＨＡｍｕ）に組み込んだ場合、このウィルスはヒトの
ｃキットを発現するＴＦ－１ａ細胞を感染することができなかった。同様に、ＦＵＧＷ／
ｍＳＣＦ＋ＨＡｍｕがマウスのＳＣＦ受容体を発現するＤ９細胞を感染することはできな
かった。一方で、ＳＩＮｍｕを使用した場合、ＦＵＧＷ／ｍＳＣＦ＋ＳＩＮｍｕ及びＦＵ
ＧＷ／ｍＳＣＦ＋ＳＩＮｍｕは、それぞれｃキット陽性細胞ＴＦ－１ａ及びＤ９を特異的
に感染することができた。これらの力価はそれぞれ、約１．５×１０6ＩＵ／ｍＬ及び４
×１０6ＩＵ／ｍｌであると見積もられた。これらの結果は、融合タンパク質と認識タン
パク質との間の適切な調節が、感染性である組み換えウィルスに重要な要素であることを
示している。
【０２４９】
　ｍＳＣＦ及びＳＩＮｍｕを示しているレトロウイスルが、Ｄ９細胞を感染させる場合、
極めて高い感染性（９３％）が得られた。ｍＳＣＦ又はＳＩＮｍｕのみを保有するレトロ
ウィルスは、実質的にＤ９細胞の感染を示さなかった。この感染性は、Ｅｃｏ偽型ウィル
スが達成できるものと同程度に高かった。このことは、受容体リガンド対を使用して、特
定の標的細胞に対してレトロウィルスを標的化することができることを示している。
【図面の簡単な説明】
【０２５０】
【図１】本発明の幾つかの実施形態による細胞特異的な結合決定基と融合分子とを有する
組み換えウィルスの創出の概略図である。
【図２】融合分子と親和性分子とを含むウィルス粒子の標的化された形質導入の分子機構
を示す図である。
【図３Ａ】インフルエンザＡ（ＦＰＶ）ヘマグルチニン（ＨＡ）に由来する融合タンパク
質ＨＡｍｕを示す図である。ＨＡは、成熟後に細胞表面受容体と結合するＨＡ１（シアル
酸）、及び膜融合を誘発するＨＡ２の２つの糖タンパク質を含む。受容体結合部位内の３
点の突然変異（ａ１：Ｙ１０６Ｆ、ａ２：Ｅ１９９Ｑ、ａ３：Ｇ２３７Ｋ）が導入され、
結合能を欠損しているが、融合能を有する融合分子（ＨＡｍｕ）を創出した。
【図３Ｂ】ウィルス産生細胞のＦＡＣＳ分析を示す図である。２９３Ｔ細胞は、レンチウ
ィルスベクターＦＵＧＷ、膜結合抗体αＣＤ２０、付属タンパク質Ｉｇα及びＩｇβ、融
合タンパク質ＨＡｍｕ、並びにウィルスのｇａｇ、ｐｏｌ及びｒｅｖ遺伝子をコードする
別々のプラスミドで一過性にトランスフェクトした。抗ヒトＩｇＧ抗体及び抗ＦＰＶ　Ｈ
Ａ抗体を使用して、αＣＤ２０及びＨＡｍｕの発現を検出した。
【図３Ｃ】シンドビスウィルスの糖タンパク質（ＳＩＮ）に由来する融合タンパク質ＳＩ
Ｎｍｕを示す図である。ＳＩＮは２つの膜糖タンパク質（Ｅ１及びＥ２）及びシグナルペ
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プチド（Ｅ３）（融合を媒介するＥ１、受容体結合のためのＥ２、Ｅ２の糖タンパク質を
処理するシグナル配列としてのＥ３）を含む。Ｅ２の糖タンパク質の７１番目のアミノ酸
と７４番目のアミノ酸との間に、１０残基の検出タグ配列を挿入した。一連の変異（ａ４
：Ｅ３の６１～６４番目のアミノ酸の欠失、ａ５：６８ＳＬＫＱ７１の６８ＡＡＡＡ７１
への突然変異、ａｂ：１５７ＫＥ１５８の１５７ＡＡ１５８への突然変異)が導入され、
結合能を欠損しているが、融合能を有するＳＩＮｍｕ結合分子を得た。
【図３Ｄ】ＳＩＮｍｕが融合タンパク質に使用され、抗タグ抗体で検出されたことを除い
て、図３Ｂに示されるＦＡＣＳ分析と同様の図である。
【図４Ａ】標的細胞株２９３Ｔ／ＣＤ２０のＦＡＣＳ分析を示す図である。抗ＣＤ２０抗
体を使用して、ＣＤ２０の発現を検出した。実線は、２９３Ｔ／ＣＤ２０のＣＤ２０の発
現を示し、影線は２９３Ｔ細胞のＣＤ２０発現を示す（対照として）。
【図４Ｂ】ウィルス－細胞の結合を分析するのに使用した三染色スキームの概略図である
。３つの染色を利用して、ＣＤ２０、αＣＤ２０及び融合分子（ＨＡｍｕ又はＳＩＮｍｕ
）の存在をそれぞれ検出した。
【図４Ｃ】図４Ｃの左側のパネルは、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕでインキュベート
した２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞のＦＡＣＳプロットを示す図である。２９３Ｔ／ＣＤ２０細
胞へのウィルスの結合は、αＣＤ２０（抗ＩｇＧ）及びＨＡｍｕに対する抗体によって調
べられる。実線は２９３Ｔ／ＣＤ２０に対する分析を示し、影線は２９３Ｔに対する分析
を示す（対照として）。図４Ｃの右側のパネルは、ＦＵＧＷ／ａＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕで
インキュベートした２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞のＦＡＣＳプロットを示す図である。αＣＤ
２０及びＳＩＮｍｕに対する抗体によって、２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞とのウィルスの結合
を検出した。実線は２９３Ｔ／ＣＤ２０に対する分析を示し、影線は２９３Ｔに対する分
析を示す（対照として）。
【図４Ｄ】密度プロットによる抗体と融合タンパク質との２つのタンパク質の存在を関連
付ける同時表示を示す図である。
【図５Ａ】ｉｎ　ｖｉｔｒｏでの２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞に対する、抗体及び融合タンパ
ク質の両方を有する組み換えレンチウィルスの標的化を示す密度プロットを示す図である
。２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞（２×１０5）を５００μＬの新鮮な（fresh）未濃縮ＦＵＧＷ
／αＣＤ２０（ＨＡｍｕなし）、ＦＵＧＷ／ＨＡｍｕ（αＣＤ２０なし)、又はＦＵＧＷ
／αＣＤ２０＋ＨＡｍｕで形質導入した。ＣＤ２０を発現しなかった２９３Ｔ細胞を対照
として含んだ。得られたＧＦＰ発現をＦＡＣＳで分析した。ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＨＡ
ｍｕに対する特定の形質導入価は、約１×１０5ＴＵ／ｍＬであると見積もられた。
【図５Ｂ】図５Ａで示されるが、未濃縮ＦＵＧＷ／ＳＩＮｍｕ（αＣＤ２０なし）又はＦ
ＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕを使用して行った同様の形質導入実験の結果を示す図で
ある。標的化された特異性の比較のために、細胞をＦＵＧＷ／ＨＡｍｕでも形質導入した
。ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕに対する特異的な形質導入価は、～１×１０6ＴＵ
／ｍＬであると推測された。
【図５Ｃ】細胞間の融合分析による、ＨＡｍｕとＳＩＮｍｕとのｐＨ依存性融合の証拠を
示す図である。２９３Ｔ細胞（０．１×１０6）を、ＧＦＰと、表面のαＣＤ２０と、融
合タンパク質（ＨＡｍｕ又はＳＩＮｍｕのいずれか）とを発現させるように、一過性にト
ランスフェクトした。２９３Ｔ／ＣＤ２０細胞を共に混合し、標準ＰＢＳ（ｐＨ＝７．４
）で１回洗浄して、低ｐＨのＰＢＳ（ｐＨ＝５．０）又は標準ｐＨのＰＢＳ（対照として
）で３７℃で３０分間インキュベートした。それから、細胞を洗浄し、１日標準培地で培
養した。ＧＦＰフィルターセットを備えた落射蛍光顕微鏡で細胞を視覚化した。
【図５Ｄ】αＣＤ２０及び融合タンパク質を示すウィルス粒子による形質導入に対する可
溶性αＣＤ２０の添加の効果を示す図である。８時間の形質導入の間に、αＣＤ２０をウ
ィルス上清に加えた。それから、上清を新鮮培地に置き換えた。２日後、ＧＦＰ発現に関
して、細胞を分析した。アイソタイプ適合した抗体を対照として使用した。
【図５Ｅ】ＮＨ4Ｃｌ（可溶性αＣＤ２０の代わり）の添加の効果に基づく形質導入のｐ
Ｈ依存性を示す図である。
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【図６Ａ】図６は、改変したレンチウィルスを使用した、ｉｎ　ｖｉｔｒｏ及びｉｎ　ｖ
ｉｖｏでのＣＤ２０+のヒト初代Ｂ細胞の標的化を示す図である。図６Ａは、濃縮された
ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕ、ＣＣＭＶ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕ又はＣＰＧＫ／
αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕウィルス（１０×１０6ＴＵ）で共培養することによって形質導
入した新鮮で非分画のヒトのＰＢＭＣ（２×１０6）における目的の遺伝子（ＧＦＰ）の
発現を示す。Ｂ細胞の生存及び成長のために、ＬＰＳ（５０μｇ／ｍＬ）を培養培地に加
えた。２日後、ＣＤ１９とＣＤ２０の同時染色によって、Ｂ細胞集合を同定した。実線は
形質導入細胞における発現を示し、影線は非形質導入細胞における発現を示す。
【図６Ｂ】一対のＧＦＰ特異的なプライマーを使用して、ゲノムＰＣＲ増幅で検出される
ような、導入遺伝子の安定な組み込みを示す。
【図６Ｃ】ウィルスのｉｎ　ｖｉｖｏ送達の後の標的細胞における目的の遺伝子の発現を
示す。尾静脈を介して、照射されたＲＡＧ２-/-γc

-/-マウス（１００×１０6／マウス）
に新鮮なヒトのＰＢＭＣを移した。６時間後、濃縮ウィルス（１００×１０6ＴＵ／マウ
ス)を尾静脈に注射した。２日後、心臓穿刺によって、これらのマウスから全血を採取し
、ヒトのＣＤ３及びＣＤ２０に対して細胞を染色し、それからＧＦＰ発現に関して、ＦＡ
ＣＳで分析した。下方のパネルでは、影線はウィルス処理をしないことを示し、破線はＦ
ＵＧＷ／ｂ１２＋ＳＩＮｍｕウィルスによる処理を示す。実線は、ＦＵＧＷ／αＣＤ２０
＋ＳＩＮｍｕウィルスによる治療を示す。
【図７】３つの異なるウィルス構築物から調製したウィルスを使用した、目的の遺伝子の
発現を示す図である。濃縮ＦＵＧＷ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕ、ＣＣＭＶ／αＣＤ２０＋
ＳＩＮｍｕ又はＣＰＧＫ／αＣＤ２０＋ＳＩＮｍｕ（１０×１０6ＴＵ）で共培養するこ
とによって、新鮮で非分画化のヒトのＰＢＭＣ（２×１０6）を形質導入した。ＰＭＡ（
５０ｎｇ／ｍＬ）及びイオノマイシン（５００ｎｇ／ｍＬ）を培養培地に加え、Ｔ細胞の
生存及び成長を高めた。２日後、ヒトのＣＤ３の同時染色によって、Ｔ細胞集合を同定し
た。実線は形質導入細胞における分析を示し、影線は形質導入なしの細胞における分析を
示す（対照として）。
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