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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　Ｂ細胞において目的の核酸を発現させる方法であって、
　　麻疹ウイルスの糖タンパク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュードタイプ化したレトロ
ウイルスベクターで末梢Ｂ細胞を形質導入して形質導入Ｂ細胞を得ることであって、前記
レトロウイルスベクターが、形質Ｂ細胞に適合する異種プロモーターに作動可能に連結さ
れた前記目的の核酸を含む、形質導入Ｂ細胞を得ることと、
　　分化した形質導入Ｂ細胞が前記目的の核酸を発現するように、前記形質導入Ｂ細胞を
形質細胞に分化させるのに十分な条件下で、ＩＬ－２、ＩＬ－７、ＩＬ－１０、およびＣ
ｐＧからなる群から選択される因子の１種以上を含むＢ細胞活性化因子と組み合わせて、
ＣＤ４０Ｌを含む組成物と前記形質導入Ｂ細胞を接触させることと、
を含む、方法。
【請求項２】
　前記レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターであるか、または前記レトロウ
イルスベクターがレンチウイルスアクセサリー遺伝子を欠くレンチウイルスベクターであ
る、請求項１に記載の方法。
【請求項３】
　前記目的の核酸が、少なくとも免疫グロブリンのＶＬ領域およびＶＨ領域、抗体タンパ
ク質もしくはその抗原結合断片、融合タンパク質またはＤＮＡにコードされる小分子、を
コードする核酸を含む、請求項１または２に記載の方法。
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【請求項４】
　前記抗体が、抗ＨＩＶ抗体、抗ＲＮＡ抗体、または免疫調節に関与するタンパク質に結
合する抗体である、請求項３に記載の方法。
【請求項５】
　前記ＣＤ４０Ｌが可溶性であるか、細胞または細胞株上に提供されるか、または組織培
養プレートまたはビーズに結合されている、請求項１または２に記載の方法。
【請求項６】
　前記プロモーターがＢ細胞特異的プロモーターである、請求項１または２に記載の方法
。
【請求項７】
　前記プロモーターがＥＥＫプロモーターである、請求項１または２に記載の方法。
【請求項８】
　Ｂ細胞において目的の核酸を発現させる方法であって、
　　麻疹ウイルスの糖タンパク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュードタイプ化したレトロ
ウイルスベクターで多数の末梢Ｂ細胞を、前記Ｂ細胞の少なくとも２０％を形質導入する
のに十分な条件下で形質導入して多数の形質導入Ｂ細胞を得ることであって、前記レトロ
ウイルスベクターが、形質Ｂ細胞に適合する異種プロモーターに作動可能に連結された前
記目的の核酸を含む、多数の形質導入Ｂ細胞を得ることと、
　　前記形質導入Ｂ細胞の少なくとも２０％が前記目的の核酸を発現するように、前記形
質導入Ｂ細胞を活性化させまたは前記形質導入Ｂ細胞を形質細胞に分化させるのに十分な
条件下で、ＩＬ－２、ＩＬ－７、ＩＬ－１０、およびＣｐＧからなる群から選択される因
子の１種以上を含むＢ細胞活性化因子と組み合わせて、ＣＤ４０Ｌを含む組成物と前記多
数の形質導入Ｂ細胞を接触させることと、
を含む、方法。
【請求項９】
　形質導入するステップの前においては、多数のＢ細胞が休止Ｂ細胞である、請求項８に
記載の方法。
【請求項１０】
　１つまたは多数の休止Ｂ細胞を血液から単離する、請求項１または請求項９のいずれか
に記載の方法。
【請求項１１】
　前記レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターであるか、または前記レトロウ
イルスベクターがレンチウイルスアクセサリー遺伝子を欠くレンチウイルスベクターであ
る、請求項８～１０のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１２】
　前記形質細胞が、ＣＤ３８、ＣＤ７８、インターロイキン－６受容体、ＣＤ２７高、お
よびＣＤ１３８からなる群から選択される１つ以上のマーカーの細胞表面発現によって特
徴づけられる、請求項８～１１のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１３】
　請求項８～１２のいずれか１項に記載の方法であって、
　（ａ）前記目的の核酸が、少なくとも免疫グロブリンのＶＬ領域およびＶＨ領域をコー
ドする核酸を含むこと、
　（ｂ）前記目的の核酸が、抗体タンパク質もしくはその抗原結合断片、融合タンパク質
またはＤＮＡにコードされる小分子をコードすること、
　（ｃ）前記目的の核酸が、抗ＨＩＶ抗体、抗ＲＮＡ抗体、または免疫調節に関与するタ
ンパク質に結合する抗体をコードすること、及び
　（ｄ）前記ＣＤ４０Ｌが細胞または細胞株上に提供されるか、または、組織培養プレー
トまたはビーズに結合されていること、
のうちの１つ以上を特徴とする、方法。
【請求項１４】
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　前記プロモーターがＢ細胞特異的プロモーターであるか、または、前記プロモーターが
ＥＥＫプロモーターである、請求項８～１２のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１５】
　前記Ｂ細胞は、ＩＬ－１、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－８、ＩＬ
－９、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、Ｉ
Ｌ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０、ＩＬ－２１、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３
、ＩＬ－２４、ＩＬ－２５、ＩＬ－２６、ＩＬ－２７、ＩＬ－２８、ＩＬ－２９、ＩＬ－
３０、ＩＬ－３１、ＩＬ－３２、ＩＬ －３３、ＩＬ－３４、およびＩＬ－３５、ＩＦＮ
－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－ω、Ｃ型ケモカインＸＣＬ１およびＸＣＬ２、
Ｃ－Ｃ型ケモカイン、ＣＣＬ１～ＣＣＬ２８、およびＣＸＣ型ケモカイン、ＣＸＣＬ１～
ＣＸＣＬ１７、およびＴＮＦスーパーファミリーのメンバー、ＴＮＦ－α、４－１ＢＢリ
ガンド、Ｂ細胞活性化因子（ＢＬｙＳ）、ＦＡＳリガンド、リンホトキシン、ＯＸ４０Ｌ
 ＲＡＮＫＬおよびＴＲＡＩＬからなる群から選択されるＢ細胞活性化因子と追加的に接
触させられる、請求項１～１４のいずれか１項に記載の方法。
【請求項１６】
　Ｂ細胞において目的の核酸を発現させる方法であって、
　　Ｂ細胞活性化因子と組み合わせて、ＣＤ４０Ｌを含む組成物と休止末梢Ｂ細胞を接触
させて活性化Ｂ細胞を得ることであって、前記Ｂ細胞活性化因子が、ＩＬ－２、ＩＬ－７
、ＩＬ－１０、およびＣｐＧからなる群から選択される因子の１種以上を含み、前記接触
させるステップが、前記Ｂ細胞が形質細胞に分化するように前記Ｂ細胞を活性化するのに
十分な条件下で行われる、活性化Ｂ細胞を得ることと、
　　前記活性化Ｂ細胞を、麻疹ウイルスの糖タンパク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュー
ドタイプ化したレトロウイルスベクターで形質導入して、形質導入され分化した形質細胞
を得ることであって、前記レトロウイルスベクターが、前記形質導入され分化した形質細
胞が前記目的の核酸を発現するように形質Ｂ細胞に適合する異種プロモーターに作動可能
に連結された前記目的の核酸を含む、形質導入され分化した形質細胞を得ることと、
を含む、方法。
【請求項１７】
　前記レトロウイルスベクターがレンチウイルスベクターであるか、または前記レトロウ
イルスベクターがレンチウイルスアクセサリー遺伝子を欠くレンチウイルスベクターであ
る、請求項１６に記載の方法。
 
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　関連出願の相互参照
　本出願は、３５ Ｕ.Ｓ.Ｃ.（米国特許法）第１１９条（ｅ）の下、２０１０年１月８日
に出願され、「Ｂ細胞を形質導入するためのベクターおよび方法（ＶＥＣＴＯＲＳ ＡＮ
Ｄ ＭＥＴＨＯＤＳ ＦＯＲ ＴＲＡＮＳＤＵＣＩＮＧ Ｂ ＣＥＬＬＳ）」と題する米国仮
特許出願第６１／２９３，５２２号の利益を主張し、ここで、この米国特許出願は、参照
によりその全体が本明細書に組み込まれる。
【０００２】
　発明の分野
　本開示は、特異的抗体などの目的のタンパク質を発現させるために、一般的に、形質導
入に非常に抵抗性のある細胞集団であるＢ細胞の遺伝子改変、およびその細胞の分化また
は活性化に関する。
【０００３】
　関連技術の説明
　骨髄をそのままにしておくと、Ｂ細胞は抗原提示細胞（ＡＰＣ）として機能し、抗原を
内在化させる。抗原は、受容体を介したエンドサイトーシスによりＢ細胞によって取り込
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まれ、プロセシングされる。抗原は抗原ペプチドにプロセシングされ、ＭＨＣＩＩ分子上
にロードされ、Ｂ細胞の細胞外表面上でＣＤ４＋ヘルパーＴ細胞に提示される。これらの
Ｔ細胞は、ＭＨＣＩＩ／抗原分子に結合し、このＢ細胞の活性化をもたらす。Ｔ細胞によ
る刺激により、活性化Ｂ細胞はより特殊化した細胞に分化し始める。胚中心Ｂ細胞は、記
憶Ｂ細胞または形質細胞に分化し得る。これらのＢ細胞の多くは形質芽細胞になり、最終
的に形質細胞になり、大量の抗体を産生し始める（例えば、Ｔｒｅｎｄｓ
Ｉｍｍｕｎｏｌ.２００９ Ｊｕｎｅ；３０（６）：２７７－２８５；Ｎａｔｕｒｅ Ｒｅ
ｖｉｅｗｓ,２００５,５：２３１－２４２参照）。
【背景技術】
【０００４】
　Ｂ細胞のかわりに形質細胞と考えられているほとんどの未熟な血球は、形質芽細胞であ
る。形質芽細胞はＢ細胞よりも多くの抗体を分泌するが、形質細胞よりは少ない。形質芽
細胞は急速に分裂し、なお抗原を内在化させ、Ｔ細胞に抗原を提示することができる。細
胞は数日間この状態でとどまることができ、その後、死ぬか、または成熟した、完全に分
化した形質細胞に決定的に分化し得る。
【０００５】
　高分化した形質細胞は表面抗原を比較的少なく発現し、ＣＤ１９およびＣＤ２０などの
一般的な汎Ｂ細胞マーカーを発現しない。代わりに、形質細胞は、それらのＣＤ３８、Ｃ
Ｄ７８、インターロイキン－６受容体のさらなる発現およびＣＤ４５の発現の欠如によっ
て、フローサイトメトリーにより同定される。ヒトでは、ＣＤ２７は形質細胞に適したマ
ーカーであり、ナイーブＢ細胞にはＣＤ２７－、記憶Ｂ細胞にはＣＤ２７＋、形質細胞に
はＣＤ２７＋＋が適する。ＣＤ３８およびＣＤ１３８は高レベルで発現する（「形質細胞
」ページバージョンＩＤ：４０４９６９４４１；最後の改訂の日付：２０１０年１２月３
０日、９：５４ＵＴＣ、２０１１年１月４日に検索したフリー百科事典であるウィキペデ
ィア参照；Ｔｒｅｎｄｓ Ｉｍｍｕｎｏｌ.２００９ Ｊｕｎｅ；３０（６）：２７７－２
８５；Ｎａｔｕｒｅ
Ｒｅｖｉｅｗｓ,２００５,５：２３１－２４２；Ｎａｔｕｒｅ Ｍｅｄ.２０１０,１６：
１２３－１２９；Ｎｅｕｂｅｒｇｅｒ,Ｍ.Ｓ.；Ｈｏｎｊｏ,Ｔ.；Ａｌｔ,Ｆｒｅｄｅｒｉ
ｃｋ
Ｗ.（２００４）.Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｂ
ｃｅｌｌｓ.Ａｍｓｔｅｒｄａｍ：Ｅｌｓｅｖｉｅｒ,ｐｐ.１８９－１９１；Ｂｅｒｔｉ
ｌ Ｇｌａｄｅｒ；Ｇｒｅｅｒ,Ｊｏｈｎ Ｇ.；Ｊｏｈｎ Ｆｏｅｒｓｔｅｒ；Ｒｏｄｇｅ
ｒｓ,Ｇｅｏｒｇｅ Ｇ.；Ｐａｒａｓｋｅｖａｓ,Ｆｒｉｘｏｓ（２００８）.Ｗｉｎｔｒ
ｏｂｅ’ｓ Ｃｌｉｎｉｃａｌ Ｈｅｍａｔｏｌｏｇｙ,２－Ｖｏｌ.Ｓｅｔ.Ｈａｇｅｒｓ
ｔｗｏｎ,ＭＤ：Ｌｉｐｐｉｎｃｏｔｔ
Ｗｉｌｌｉａｍｓ＆Ｗｉｌｋｉｎｓ.ｐｐ.３４７；Ｗａｌｐｏｒｔ,Ｍａｒｋ；Ｍｕｒｐ
ｈｙ,Ｋｅｎｎｅｔｈ；Ｊａｎｅｗａｙ,Ｃｈａｒｌｅｓ；Ｔｒａｖｅｒｓ,Ｐａｕｌ Ｊ.
（２００８）.Ｊａｎｅｗａｙ’ｓ ｉｍｍｕｎｏｂｉｏｌｏｇｙ.Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ：Ｇａ
ｒｌａｎｄ Ｓｃｉｅｎｃｅ,ｐｐ.３８７－３８８；Ｒａｗｓｔｒｏｎ ＡＣ（Ｍａｙ ２
００６）.“Ｉｍｍｕｎｏｐｈｅｎｏｔｙｐｉｎｇ
ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｃｅｌｌｓ”.Ｃｕｒｒ Ｐｒｏｔｏｃ Ｃｙｔｏｍも参照されたい）
。
【０００６】
　従来のシュードタイプレトロウイルスは、様々な組織および細胞に対して不十分な感染
力を示している。例えば、造血幹細胞を含む様々な幹細胞、ならびに休止Ｂ細胞および休
止Ｔ細胞は、遺伝子治療などにおいて重要な標的細胞であり得るが、これらの細胞型のほ
とんどは非分裂状態で発見される（Ａｂｋｏｗｉｔｚ,Ｊ.Ｌ.ｅｔ ａｌ.,Ｎａｔ Ｍｅｄ,
２（２）,１９０－７,１９９６）。一般的には、かかる非分裂細胞に対して低い感染力を
示すレトロウイルスベクターを用いて遺伝子を導入することは難しい。
【０００７】
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　Ｆｒｅｃｈａらは、最近、休止Ｔ細胞および休止Ｂ細胞が、それらの表面上で麻疹ウイ
ルスの糖タンパク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュードタイプ化したレトロウイルスベク
ターで効率的に形質導入され得ることを示した（Ｂｌｏｏｄ ２００９ Ｏｃｔ ８；１１
４（１５）：３１７３－８０；Ｂｌｏｏｄ ２００８ １１２：４８４３－４８５２）。特
に、これらのレトロウイルスベクターは、エドモンストン（Ｅｄｍｏｎｓｔｏｎ）麻疹ウ
イルスを用いた。非分裂細胞を改変するためのこの技術は、遺伝子治療および免疫療法に
特に重要である。しかし、インビトロでＢ細胞を分化し、活性化する能力は、対象への注
入用に改変されたＢ細胞を調製するのに重要なステップである。活性化し、分裂するＢ細
胞も、容易に遺伝子改変されないため、この方法を用いて、Ｂ細胞の全ての型を形質導入
することができる。本開示は、予防および治療への応用で、Ｂ細胞を効果的に使用するこ
とができるようにＢ細胞を改変し、分化／活性化するためのベクターおよび方法を提供す
る。
【０００８】
　本開示は、詳細な説明に記載するとおり、このおよび他の利点を提供する。
【発明の概要】
【０００９】
　本開示の一態様は、Ｂ細胞内で目的の核酸を発現させる方法であって、麻疹ウイルスの
糖タンパク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュードタイプ化したレトロウイルスベクターで
休止Ｂ細胞を形質導入すること、その際、前記レトロウイルスベクターはプロモーターに
作動可能に連結された目的の核酸を含む；かつ分化した形質導入Ｂ細胞が目的の核酸を発
現するように、形質細胞内で形質導入Ｂ細胞を分化させるのに十分な条件下で、ＩＬ－２
、ＩＬ－７、ＩＬ－１０およびＣｐＧからなる群から選択される因子の１つ以上を含むＢ
細胞活性化因子と組み合わせて、ＣＤ４０Ｌを含む組成物と形質導入休止Ｂ細胞を接触さ
せることを含む方法を提供する。本方法の一実施形態において、このレトロウイルスベク
ターはレンチウイルスベクターである。本方法の別の実施形態において、目的の核酸は、
少なくとも免疫グロブリンのＶＬ領域およびＶＨ領域をコードする核酸を含む。本方法の
さらなる実施形態において、目的の核酸は抗体タンパク質、またはその抗原結合断片、融
合タンパク質もしくはＤＮＡにコードされる小分子をコードする。さらなる実施形態にお
いて、この抗体は抗ＨＩＶ抗体、抗ＲＮＡ抗体、または免疫調節に関与するタンパク質に
結合する抗体である。別の実施形態において、ＣＤ４０Ｌを細胞または細胞株上に提供す
るか、または組織培養プレートもしくはビーズに結合させてもよい。本明細書に記載の方
法の特定の実施形態において、このプロモーターは、Ｂ細胞特異的プロモーターであり、
特にＥＥＫプロモーターである。
【００１０】
　別の態様は、Ｂ細胞内で目的の核酸を発現させる方法であって、麻疹ウイルスの糖タン
パク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュードタイプ化したレトロウイルスベクターで休止Ｂ
細胞を形質導入すること、その際、これらの休止Ｂ細胞の少なくとも２０％を形質導入す
るのに十分な条件下で、前記レトロウイルスベクターはプロモーターに作動可能に連結さ
れた目的の核酸を含む；かつ形質導入Ｂ細胞の少なくとも２０％が目的の核酸を発現する
ように、形質細胞内で形質導入Ｂ細胞を分化させるのに十分な条件下で、ＩＬ－２、ＩＬ
－７、ＩＬ－１０およびＣｐＧからなる群から選択される因子の１つ以上を含むＢ細胞活
性化因子と組み合わせて、ＣＤ４０Ｌを含む組成物と形質導入休止Ｂ細胞を接触させるこ
とを含む方法を提供する。
【００１１】
　本明細書に記載の方法の一実施形態において、これらの休止Ｂ細胞を血液から単離する
。本明細書に記載の方法のさらなる実施形態において、形質細胞は、ＣＤ３８、ＣＤ７８
、インターロイキン－６受容体、ＣＤ２７高、およびＣＤ１３８からなる群から選択され
るマーカーの１つ以上の細胞表面発現によって特徴づけられ得る。
【００１２】
　本開示のさらなる態様は、休止Ｂ細胞に形質導入し、休止Ｂ細胞の活性化を促進する方
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法であって、麻疹ウイルスの糖タンパク質Ｈおよび糖タンパク質Ｆでシュードタイプ化し
たレトロウイルスベクターと休止Ｂ細胞を接触させること、その際、これらの休止Ｂ細胞
の少なくとも２０％を形質導入するのに十分な条件下で、前記レトロウイルスベクターは
プロモーターに作動可能に連結された目的の核酸を含む；かつ形質導入Ｂ細胞の少なくと
も２０％が目的の核酸を発現するように、形質導入Ｂ細胞を活性化するのに十分な条件下
で、ＩＬ－２、ＩＬ－１０、黄色ブドウ球菌Ｃｏｗａｎ Ｉ（ＳＡＣ）、ＰＭＡおよびＣ
ｐＧからなる群から選択される因子の１つ以上などのＢ細胞活性化因子と組み合わせて、
ＣＤ４０Ｌを含む組成物と形質導入休止Ｂ細胞を接触させることを含む方法を提供する。
一実施形態において、このレトロウイルスベクターはレンチウイルスベクターである。さ
らなる実施形態において、目的の核酸は、少なくとも免疫グロブリンのＶＬ領域およびＶ

Ｈ領域をコードする核酸を含む。さらなる実施形態において、目的の核酸は、インターフ
ェロン－βをコードする核酸を含む。この点において、他の実施形態において、目的の核
酸は、限定されないがＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、
ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、Ｉ
Ｌ－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０
、ＩＬ－２１、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３、ＩＬ－２４、ＩＬ－２５、ＩＬ－２６、ＩＬ－
２７、ＩＬ－２８、ＩＬ－２９、ＩＬ－３０、ＩＬ－３１、ＩＬ－３２、ＩＬ－３３、Ｉ
Ｌ－３４、ＩＬ－３５、ＩＦＮ－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－ω、Ｃ型ケモカ
インＸＣＬ１およびＸＣＬ２、（現在までに、ＣＣＬ－１～ＣＣＬ２８を含む）Ｃ－Ｃ型
ケモカインおよび（現在までに、ＣＸＣＬ１～ＣＸＣＬ１７を含む）ＣＸＣ型ケモカイン
、ならびにＴＮＦスーパーファミリーのメンバー（例えば、ＴＮＦ－α、４－１ＢＢリガ
ンド、Ｂ細胞活性化因子（ＢＬｙＳ）、ＦＡＳリガンド、リンホトキシン、ＯＸ４０Ｌ
ＲＡＮＫＬおよびＴＲＡＩＬ）などの様々なサイトカインのいずれかをコードしてもよい
。別の実施形態において、目的の核酸は、抗体タンパク質、またはその抗原結合断片をコ
ードする。さらなる実施形態において、ＣＤ４０Ｌを細胞または細胞株上に提供するか、
または組織培養プレートもしくはビーズに結合させてもよい。特定の一実施形態において
、このプロモーターは、Ｂ細胞特異的プロモーターである。特定の実施形態において、こ
のＢ細胞は活性化され、目的のタンパク質を発現する形質細胞に分化する。
【００１３】
　本発明のこれらのおよび他の態様は、以下の発明を実施するための形態および添付図を
参照する際に明らかになるであろう。
【図面の簡単な説明】
【００１４】
【図１】形質導入され、分化したＢ細胞内でのｂ１２抗体の産生を示す棒グラフである。
【発明を実施するための形態】
【００１５】
　本開示は、一般に、目的の遺伝子を発現させるためにＢ細胞を遺伝子改変し、改変した
Ｂ細胞を分化させ、活性化させるために、改変したＢ細胞を培養して、目的の遺伝子がコ
ードするタンパク質を発現させることに関する。その後、これらの活性化した改変Ｂ細胞
は対象に投与される。
【００１６】
　本明細書に記載の組成物および方法は、驚くべきことに、例えば、簡単な採血に由来す
るＢ細胞を目的の核酸で形質導入する能力、ならびに目的の核酸がコードするタンパク質
を十分量分泌する形質細胞（活性化Ｂ細胞）へと発展するように改変したＢ細胞を培養す
る能力を提供する。このシステムの一つの特定の利点は、１０週ほど長くかかり得る当該
技術分野で公知のシステムと異なり、目的のタンパク質を産生するのに約１０日のみ必要
とすることである。従って、本開示は、培養に時間がかからない方法を提供し、従来の方
法に比べて商業的利点および安全性の利点を提供する。
【００１７】
　Ｂ細胞を培養し、形質導入する方法
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　本開示の形質導入法で使用するための細胞の原型の例として、Ｂ細胞が挙げられる。
【００１８】
　特定の実施形態において、本開示の方法で使用するＢ細胞は休止Ｂ細胞、プライミング
もしくは活性化されたＢ細胞、ミエローマ細胞、リンパ球性白血病Ｂ細胞、またはＢリン
パ腫細胞であってもよい。しかし、当該技術者は、本開示のベクターおよび方法が他の細
胞型に適用され得ることを容易に認識するであろう。例によって、改変され、活性化され
得る細胞型には、神経芽細胞、造血幹細胞および造血前駆細胞（ＣＤ３４＋細胞）、間葉
系幹細胞、間葉系前駆細胞、神経および肝臓の前駆細胞ならびに神経および肝臓の幹細胞
、樹状細胞、Ｔ細胞（ＣＤ８＋またはＣＤ４＋Ｔ細胞）、他の白血球集団、多能性幹細胞
、組織幹細胞などの任意の一般的な非分裂細胞または静止細胞が含まれる。したがって、
本開示の特定の実施形態は、この方法論から得られる細胞の集団を提供する。特定の実施
形態において、本明細書に記載の方法およびベクターを用いて、肝細胞、上皮細胞、骨芽
細胞、筋細胞、線維芽細胞、脂肪細胞などの所望の任意の他の細胞型を形質導入すること
ができる。
【００１９】
　本明細書で使用する「静止」とは、細胞が活発に増殖していない細胞の状態を指す。
【００２０】
　形質導入および分化に先立ち、Ｂ細胞のソースは対象から得られる。「対象」という用
語は、適応免疫反応を引き起こすことができる生物（例えば、哺乳類）を含むことを意図
している。対象の例として、ヒト、イヌ、ネコ、マウス、ラット、およびそれらのトラン
スジェニック種が挙げられる。Ｂ細胞は、末梢血単核細胞、骨髄、リンパ節組織、臍帯血
、感染部位由来の組織、脾臓組織、および腫瘍を含む多くのソースから得ることができる
。本開示の特定の実施形態において、当該技術分野で利用可能な任意の数のＢ細胞株を用
いることができる。本明細書に記載の方法の特定の実施形態において、Ｂ細胞は、ＦＩＣ
ＯＬＬ（商標）（高密度溶液を調製するために使用することができるショ糖およびエピク
ロルヒドリンの共重合体）分離などの当該技術者に知られる任意の数の技術を用いて、対
象から採取した血液の単位から得ることができる。好ましい一実施形態において、個人の
循環血液由来の細胞は、アフェレーシスまたは白血球アフェレーシスによって得られる。
アフェレーシス生成物には、一般的に、Ｔ細胞、単球、顆粒球、Ｂ細胞、他の有核白血球
、赤血球、および血小板を含むリンパ球が含まれる。一実施形態において、アフェレーシ
スによって収集される細胞を洗浄して血漿画分を除去し、後の処理ステップに適切な緩衝
液または培地にこれらの細胞を入れることができる。本明細書に記載の方法の一実施形態
において、これらの細胞をリン酸緩衝食塩水（ＰＢＳ）で洗浄する。別の実施形態におい
て、洗浄溶液はカルシウムを欠き、マグネシウムを欠くか、または全ての二価の陽イオン
ではない場合、多くを欠いていてもよい。当該技術者が容易に認識するように、洗浄ステ
ップは、製造業者の指示に従って、半自動化された「フロースルー」遠心分離（例えば、
Ｃｏｂｅ ２９９１細胞プロセッサ）などを用いて、当該技術者に知られる方法によって
達成され得る。洗浄後、これらの細胞を、例えば、ＰＢＳなどの様々な生体適合性緩衝液
に再懸濁してもよい。もう１つの方法として、アフェレーシス試料の望ましくない成分を
除去し、細胞を直接培地に再懸濁してもよい。
【００２１】
　Ｂ細胞を、当該技術分野で公知の技術を用いて、末梢血または白血球アフェレーシスか
ら単離することができる。例えば、ＰＢＭＣは、ＦＩＣＯＬＬ（商標）（Ｓｉｇｍａ－Ａ
ｌｄｒｉｃｈ社、セントルイス、ミズーリ州）を用いて単離することができ、ＣＤ１９＋
Ｂ細胞は、ロゼッタ四量体複合システム（Ｒｏｓｅｔｔｅ
ｔｅｔｒａｍｅｒｉｃ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｙｓｔｅｍ）（ＳｔｅｍＣｅｌｌ Ｔｅｃｈｎ
ｏｌｏｇｉｅｓ社、バンクーバー、カナダ）などの当該技術分野で公知の様々な抗体のい
ずれかを用いる負の選択または正の選択によって精製することができる。Ｒ＆Ｄ Ｓｙｓ
ｔｅｍｓ社のＭａｇＣｅｌｌｅｃｔヒトＢ細胞単離キット（ミネアポリス、ミネソタ州）
などの他の単離キットが市販されている。
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【００２２】
　特定の実施形態において、休止Ｂ細胞を、Ｄｅｆｒａｎｃｏら（１９８２）Ｊ.Ｅｘｐ.
Ｍｅｄ.１５５：１５２３に記載されるとおり、不連続パーコール勾配での沈降によって
調製してもよい。簡単に説明すると、７０～７５％（１．０８７～１．０９７の密度）の
パーコール界面から単離された細胞は、一般的に、＞９５％ｍｌｇ＋であり、均質で、低
密度の近前方光散乱を有し、ＣｏｎＡに反応しない。
【００２３】
　Ｂ細胞、または目的の他の細胞は、当該技術分野で公知の様々な技術のいずれかを用い
て、本明細書に記載のレトロウイルスベクターで形質導入することができる（例えば、Ｓ
ｃｉｅｎｃｅ １２ Ａｐｒｉｌ １９９６ ２７２：２６３－２６７；Ｂｌｏｏｄ ２００
７,９９：２３４２－２３５０；Ｂｌｏｏｄ
２００９,１１３：１４２２－１４３１；Ｂｌｏｏｄ ２００９ Ｏｃｔ ８；１１４（１５
）：３１７３－８０；Ｂｌｏｏｄ.２００３；１０１（６）：２１６７－２１７４；Ｃｕ
ｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ
ｏｒ Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ,Ｊｏｈｎ Ｗｉｌ
ｅｙ＆Ｓｏｎｓ,Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ,Ｎ.Ｙ.（２００９）参照）。例えば、ドナーのＰＢＭ
Ｃ、Ｂリンパ球もしくはＴリンパ球およびＢ－ＣＬＬなどの他のＢ細胞癌細胞を単離し、
無血清か、または１０％ＦＣＳを補充するかのいずれかで、かつペニシリン／ストレプト
マイシンおよび／または他の適切な補助剤を補充したＲＰＭＩ １６４０（ＧｉｂｃｏＢ
ＲＬ Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社、オークランド、ニュージーランド)または他の適切な培地
で培養してもよい。特定の実施形態において、細胞を４８ウェルプレートに１Ｅ５細胞で
播種し、濃縮ベクターを、所定の方法を用いて、当該技術者によって日常的に最適化され
得る様々な用量で加える。特定の実施形態において、Ｂ細胞を、１０％ＡＢ血清、５％Ｆ
ＣＳ、５０ｎｇ／ｍｌのｒｈＳＣＦ、１０ｎｇ／ｍｌのｒｈｌＬ－１５および５ｎｇ／ｍ
ｌのｒｈｌＬ－２を補充したＲＰＭＩならびに必要であれば定期的に新しくした培地中の
ＭＳ５細胞単層に移してもよい。当該技術者に認識されるように、他の適切な培地および
補助剤を必要に応じて用いてもよい。
【００２４】
　一実施形態において、これらのＢ細胞を、Ｂ細胞の少なくとも一部を形質導入するのに
十分な条件下で、プロモーターに作動可能に連結された目的の核酸を含む、本明細書に記
載のレトロウイルスベクターと接触させる。一実施形態において、これらのＢ細胞を、休
止Ｂ細胞の少なくとも２０％を形質導入するのに十分な条件下で、プロモーターに作動可
能に連結された目的の核酸を含む、本明細書に記載のレトロウイルスベクターと接触させ
る。さらなる実施形態において、これらのＢ細胞を、休止Ｂ細胞の少なくとも２０％、２
５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはさらに１００％
を形質導入するのに十分な条件下で、本明細書に記載のベクターと接触させる。活性化Ｂ
細胞を形質導入する場合、これらの活性化Ｂ細胞を、これらの活性化Ｂ細胞の少なくとも
２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５％、６０％、７０％、
７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％またはさら
に１００％を形質導入するのに十分な条件下で、本明細書に記載のベクターと接触させる
。
【００２５】
　特定の実施形態において、これらの細胞を形質導入の時点で活性化する。この点におい
て、細胞を、黄色ブドウ球菌Ｃｏｗａｎ（ＳＡＣ；Ｃａｌｂｉｏｃｈｅｍ社、サンディエ
ゴ、カリフォルニア州）で、Ｂ細胞についてはＩＬ－２、またはＴ細胞については抗ｈＣ
Ｄ３／抗ｈＣＤ２８／ＩＬ－２で、当該技術者に知られ、日常的に最適化される適切な濃
度で事前に刺激してもよい。当該技術者に知られ、本明細書に記載の他のＢ細胞活性化因
子（例えば、ＰＭＡ）を用いてもよい。
【００２６】
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　本開示は、これらのＢ細胞が導入遺伝子にコードされるタンパク質を積極的に産生する
ように分化および活性化を促進するために、形質導入Ｂ細胞を培養する方法を提供する。
この点において、これらのＢ細胞は活性化され、形質細胞に分化する。当該技術者に認識
されるように、形質細胞を、標準的なフローサイトメトリー法を用いた、細胞表面タンパ
ク質の発現パターンによって同定してもよい。例えば、高分化した形質細胞は表面抗原を
比較的少なく発現し、ＣＤ１９およびＣＤ２０などの一般的な汎Ｂ細胞マーカーを発現し
ない。代わりに、形質細胞は、それらのＣＤ３８、ＣＤ７８、インターロイキン－６受容
体のさらなる発現およびＣＤ４５の発現の欠如によって、フローサイトメトリーにより同
定される。ヒトでは、ＣＤ２７は形質細胞に適したマーカーであり、ナイーブＢ細胞には
ＣＤ２７－、記憶Ｂ細胞にはＣＤ２７＋、形質細胞にはＣＤ２７＋＋が適する。ＣＤ３８
およびＣＤ１３８は高レベルで発現する。
【００２７】
　特定の実施形態において、形質導入前に、Ｂ細胞を分化させ、活性化することが望まし
い場合もある。したがって、任意のかかる方法は、非形質導入細胞の使用について本明細
書で意図される。
【００２８】
　一実施形態において、これらのＢ細胞を、Ｂ細胞活性化因子、例えば、様々なサイトカ
イン、成長因子またはＢ細胞を活性化させ、かつ／または分化させることが知られる細胞
株のいずれかと接触させてもよい（例えば、Ｆｌｕｃｋｉｇｅｒ,ｅｔ ａｌ.Ｂｌｏｏｄ
１９９８ ９２：４５０９－４５２０；Ｌｕｏ,ｅｔ ａｌ.,Ｂｌｏｏｄ
２００９ １１３：１４２２－１４３１参照）。かかる因子は、限定されないがＩＬ－１
、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、ＩＬ－８、ＩＬ－９
、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、ＩＬ－１５、ＩＬ－
１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０、ＩＬ－２１、ＩＬ－２２、Ｉ
Ｌ－２３、ＩＬ－２４、ＩＬ－２５、ＩＬ－２６、ＩＬ－２７、ＩＬ－２８、ＩＬ－２９
、ＩＬ－３０、ＩＬ－３１、ＩＬ－３２、ＩＬ－３３、ＩＬ－３４、ＩＬ－３５、ＩＦＮ
－γ、ＩＦＮ－α、ＩＦＮ－β、ＩＦＮ－ω、Ｃ型ケモカインＸＣＬ１およびＸＣＬ２、
（現在までに、ＣＣＬ－１～ＣＣＬ２８を含む）Ｃ－Ｃ型ケモカインおよび（現在までに
、ＣＸＣＬ１～ＣＸＣＬ１７を含む）ＣＸＣ型ケモカイン、ならびにＴＮＦスーパーファ
ミリーのメンバー（例えば、ＴＮＦ－α、４－１ＢＢリガンド、Ｂ細胞活性化因子（ＢＬ
ｙＳ）、ＦＡＳリガンド、リンホトキシン、ＯＸ４０Ｌ
ＲＡＮＫＬおよびＴＲＡＩＬ）からなる群から選択されてもよい。特に、形質導入Ｂ細胞
（または形質導入前のＢ細胞）を、支持細胞と接触させるか、または支持細胞上で培養し
てもよい。特定の実施形態において、これらの支持細胞は間質細胞株、例えば、マウスの
間質細胞株Ｓ１７またはＭＳ５である。さらなる実施形態において、精製したＣＤ１９＋
細胞を、ＣＤ４０－リガンドを発現する繊維芽細胞の存在下で、ＩＬ－１０およびＩＬ－
４などのＢ細胞活性化因子サイトカインの存在下で培養してもよい。組織培養プレートま
たはビーズなどの表面に結合させたＣＤ４０Ｌも提供してもよい。別の実施形態において
、精製したＣＤ１９＋細胞を、ＣＤ４０Ｌを発現する支持細胞の存在下で、ＩＬ－１０、
ＩＬ－４、ＩＬ－７、ＣｐＧ
ＤＮＡ、ＩＬ－２、ＩＬ－１５、ＩＬ６、およびＩＦＮ－αから選択される１種以上のサ
イトカインまたは因子の存在下で培養してもよい。
【００２９】
　別の実施形態において、Ｂ細胞活性化因子を、Ｂ細胞または他の支持細胞へのトランス
フェクションによって提供してもよい。これに関連して、抗体を分泌する細胞内でＢ細胞
の分化を促進する１つ以上の因子、および／または抗体産生細胞の寿命を促進する１つ以
上の因子を用いてもよい。かかる因子には、例えば、Ｂｌｉｍｐ－１、ＴＲＦ４、（Ｂｃ
ｌ－ｘｌまたはＢｃｌ５のような）抗アポトーシス因子、ＣＤ４０受容体の構成的に活性
のある変異体が含まれる。ＴＮＦ受容体関連因子（ＴＲＡＦ）などの下流のシグナル伝達
分子の発現を促進するさらなる因子も、Ｂ細胞の活性化／分化において用いてもよい。こ



(10) JP 5873807 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

の点において、細胞の活性化、細胞の生存、およびＴＮＦ受容体スーパーファミリーの抗
アポトーシス機能は、主にＴＲＡＦ１～６によって媒介される（例えば、Ｒ.Ｈ.Ａｒｃｈ
,ｅｔ ａｌ.,Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖ.１２（１９９８）,ｐｐ.２８２１－２８３０参照）。Ｔ
ＲＡＦシグナル伝達の下流のエフェクターには、細胞機能および免疫機能の様々な態様に
関与する遺伝子をオンにすることができるＮＦ－κβおよびＡＰ－１ファミリーの中の転
写因子が含まれる。さらに、ＮＦ－κβおよびＡＰ－１の活性化は、抗アポトーシス遺伝
子の転写を介したアポトーシスからの細胞保護を提供することが示されている。
【００３０】
　さらなる実施形態において、エプスタイン・バーウイルス（ＥＢＶ）由来のタンパク質
は、Ｂ細胞の活性化／分化に対して、または抗体産生細胞の寿命を促進することに有用で
あり得る。ＥＢＶ由来のタンパク質には、ＥＢＮＡ－１、ＥＢＮＡ－２、ＥＢＮＡ－３、
ＬＭＰ－１、ＬＭＰ－２、ＥＢＥＲ、ｍｉＲＮＡ、ＥＢＶ－ＥＡ、ＥＢＶ－ＭＡ、ＥＢＶ
－ＶＣＡおよびＥＢＶ－ＡＮが含まれるが、これらに限定されない。
【００３１】
　本明細書に提供される方法を用いて、Ｂ細胞をＢ細胞活性化因子と接触させると、とり
わけ、細胞増殖、ＩｇＭ＋細胞表面の表現型の活性化成熟Ｂ細胞と一致する表現型への調
節、Ｉｇの分泌、およびアイソタイプスイッチがもたらされる。ＣＤ１９＋Ｂ細胞を、Ｍ
ｉｎｉＭａｃｓ細胞分離システム（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ Ｂｉｏｔｅｃｈ社、ベルギッシュ
・グラートバッハ、ドイツ）などの公知の、市販の細胞分離キットを用いて単離してもよ
い。特定の実施形態において、ＣＤ４０Ｌ線維芽細胞を、本明細書に記載の方法で使用す
る前に照射する。
【００３２】
　さらなる実施形態において、前駆細胞またはＢ細胞を、ＩＬ－３、ＩＬ－７、Ｆｌｔ３
リガンド、トロンボポエチン、ＳＣＦ、ＩＬ－２、ＩＬ－１０、Ｇ－ＣＳＦおよびＣｐＧ
の１つ以上の存在下で培養してもよい。特定の実施形態において、これらの方法には、前
述の因子の１つ以上の存在下で、低レベルの固定したＣＤ４０Ｌまたはプレートもしくは
ビーズに結合させたＣＤ４０Ｌを提供する形質転換された間質細胞（例えば、ＭＳ５）と
組み合わせてＢ細胞または前駆細胞を培養することが含まれる。
【００３３】
　様々な培地のいずれかを、当該技術者に知られる本方法で用いてもよい（例えば、Ｊｏ
ｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ,Ｉｎｃ.によるＣｕｒｒｅｎｔ
Ｐｒｏｔｏｃｏｌｓ ｉｎ Ｃｅｌｌ Ｃｕｌｔｕｒｅ,２０００－２００９参照）。一実施
形態において、本明細書に記載の方法で使用する培地には、（ウシ胎仔血清または他の適
切な血清を含むか、または含まない）イスコフ改変ダルベッコ培地が含まれるが、これに
限定されない。例示的な培地には、ＲＰＭＩ １６４０、ＡＩＭ－Ｖ、ＤＭＥＭ、ＭＥＭ
、α－ＭＥＭ、Ｆ－１２、Ｘ－Ｖｉｖｏ１５、およびＸ－Ｖｉｖｏ２０も含まれるが、こ
れらに限定されない。さらなる実施形態において、培地は、界面活性剤、抗体、プラスマ
ネートもしくは還元剤（例えば、Ｎ－アセチルシステイン、２－メルカプトエタノール）
、または１種以上の抗生物質を含んでもよい。いくつかの実施形態において、ＩＬ－６、
可溶性ＣＤ４０Ｌ、および架橋促進剤も用いてもよい。
【００３４】
　Ｂ細胞または前駆細胞を、所望の分化および活性化を達成するための条件下で、十分な
期間培養してもよい。特定の実施形態において、これらのＢ細胞または前駆細胞を、Ｂ細
胞の１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、５５
％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、またはさらに
１００％が必要に応じて分化し、かつ／または活性化されるような条件下で、十分な期間
培養する。一実施形態において、これらのＢ細胞は活性化され、形質細胞に分化する。当
該技術者が認識するように、形質細胞を、本明細書のどこかに記載の標準的なフローサイ
トメトリー法を用いて、ＣＤ３８、ＣＤ７８、インターロイキン－６受容体、ＣＤ２７高

、ＣＤ１３８の発現、ＣＤ１９およびＣＤ２０などの一般的な汎Ｂ細胞マーカーの発現の
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欠如、ならびにＣＤ４５の発現の欠如などによる細胞表面タンパク質発現パターンによっ
て同定することができる。
【００３５】
　特定の実施形態において、細胞を１～７日間培養する。さらなる実施形態において、細
胞を７、１４、２１日以上培養する。したがって、細胞を、適切な条件下で、１、２、３
、４、５、６、７、８、９、１０、１１、１２、１３、１４、１５、１６、１７、１８、
１９、２０、２１、２２、２３、２４、２５、２６、２７、２８、２９日以上培養しても
よい。細胞を再播種し、当該技術分野で公知の技術を用いて、必要に応じて、培地および
補助剤を加えるか、または変えてもよい。
【００３６】
　特定の実施形態において、形質導入Ｂ細胞または前駆細胞を、これらの細胞の少なくと
も５％、１０％、１５％、２０％、２５％、３０％、３５％、４０％、４５％、５０％、
５５％、６０％、６５％、７０％、７５％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、
９７％、９８％、９９％または１００％が分化し、活性化され、Ｉｇを産生し、かつ／ま
たは目的の導入遺伝子を発現するような条件下で、十分な期間培養してもよい。
【００３７】
　Ｂ細胞活性化の誘導は、３Ｈ－ウリジンのＲＮＡへの取り込み（Ｂ細胞が分化する時に
、ＲＮＡ合成が増加する）などの技術によって、または細胞増殖と関連するＤＮＡ合成を
測定する３Ｈ－チミジン取り込みによって測定することができる。Ｂ細胞増殖の最適な測
定のために、インターロイキン－４（ＩＬ－４）を、約１０ｎｇ／ｍｌなどの適切な濃度
で培地に加えてもよい。
【００３８】
　もう１つの方法として、Ｂ細胞活性化を、免疫グロブリン分泌の関数として測定するこ
とができる。例えば、ＣＤ４０Ｌを、ＩＬ－４（例えば、１０ｎｇ／ｍｌ）およびＩＬ－
５（例えば、５ｎｇ／ｍｌ）またはＢ細胞の活性化に適した他のサイトカインと共に休止
Ｂ細胞に加えてもよい。フローサイトメトリーも、活性化Ｂ細胞に特有である細胞表面マ
ーカーを測定するために用いることができる。例えば、Ｃｉｖｉｎ ＣＩ,Ｌｏｋｅｎ Ｍ
Ｒ,Ｉｎｔ’ｌ
Ｊ.Ｃｅｌｌ Ｃｌｏｎｉｎｇ １９８７；５：１－１６；Ｌｏｋｅｎ,ＭＲ,ｅｔ ａｌ．,
Ｆｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ
ｏｆ Ｅｒｙｔｈｒｏｉｄ,Ｌｙｍｐｈｏｉｄ ａｎｄ Ｍｏｎｏｍｙｅｌｏｉｄ Ｌｉｎｅ
ａｇｅｓ ｉｎ Ｎｏｒｍａｌ
Ｈｕｍａｎ Ｂｏｎｅ Ｍａｒｒｏｗ,ｉｎ Ｆｌｏｗ Ｃｙｔｏｍｅｔｒｙ ｉｎ Ｈｅｍａ
ｔｏｌｏｇｙ,Ｌａｅｒｕｍ ＯＤ,Ｂｊｅｒｋｓｎｅｓ Ｒ.ｅｄｓ.,Ａｃａｄｅｍｉｃ Ｐ
ｒｅｓｓ,Ｎｅｗ
Ｙｏｒｋ １９９２；ｐｐ.３１－４２；およびＬｅＢｅｉｎ ＴＷ,ｅｔ
ａｌ．,Ｌｅｕｋｅｍｉａ １９９０；４：３５４－３５８を参照されたい。
【００３９】
　２、３、４、５、６、７、８、９日以上などの適切な期間、一般に約３日間培養した後
、さらに培地を加えてもよい。個々の培養物の上清を培養中の様々な時点で収集し、Ｎｏ
ｅｌｌｅ ｅｔ ａｌ.,（１９９１）Ｊ.Ｉｍｍｕｎｏｌ.１４６：１１１８－１１２４に記
載のとおりにＩｇＭおよびＩＧ１について定量してもよい。さらなる実施形態において、
培養物を収集し、フローサイトメトリー、ＥＬＩＳＡ、ＥＬＩＳＰＯＴ、または当該技術
分野で公知の他のアッセイを用いて、目的の導入遺伝子の発現について測定してもよい。
【００４０】
　さらなる実施形態において、ＩｇＭもしくは他の抗体アイソタイプの産生を測定するた
めに、または目的の導入遺伝子の産生について、酵素結合免疫吸着法（ＥＬＩＳＡ）を用
いてもよい。特定の実施形態において、捕捉抗体としてヤギ抗ヒトＩｇＧなどの市販の抗
体を用い、続いて、ビオチン化ヤギ抗ヒトＩｇ、ストレプトアビジンアルカリフォスファ
ターゼおよび基質などの様々な適切な検出試薬のいずれかを用いて、ＩｇＧ測定を行うこ
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とができる。
【００４１】
　ウイルスベクター
　特定の実施形態では、ウイルスベクターを用いて、本明細書に記載の発現系を有するＢ
細胞などの形質細胞に形質導入する。ウイルスベクターの例として、アデノウイルスベー
スのベクター、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）ベースのベクター、レトロウイルスベクタ
ー、レトロウイルス－アデノウイルスベクター、およびアンプリコンベクターを含む単純
ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）由来のベクター、複製欠陥ＨＳＶおよび弱毒化ＨＳＶが挙げ
られるが、これらに限定されない（例えば、Ｋｒｉｓｋｙ,Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ.５：１５
１７－３０,１９９８；Ｐｆｅｉｆｅｒ,Ａｎｎｕ.Ｒｅｖ.Ｇｅｎｏｍｉｃｓ Ｈｕｍ.Ｇｅ
ｎｅｔ.２：１７７－２１１,２００１参照。これらの各々は参照によりその全体が組み込
まれる）。
【００４２】
　特定の実施形態は、レトロウイルスベクター、またはレトロウイルス由来のベクターの
使用に関する。「レトロウイルス」は、動物細胞に感染することができ、感染の初期段階
で酵素の逆転写酵素を利用して、ウイルスのＲＮＡゲノムからＤＮＡコピーを作製し、そ
の後、一般的に、このＲＮＡゲノムは宿主ゲノムに組み込まれるエンベロープＲＮＡウイ
ルスである。レトロウイルスベクターの例として、モロニーマウス白血病ウイルス（ＭＬ
Ｖ）由来のベクター、造血前駆細胞およびそれらの分化した子孫などの標的細胞内で長期
間安定して発現するマウス幹細胞ウイルスに基づくレトロウイルスベクター（例えば、Ｈ
ａｗｌｅｙ ｅｔ ａｌ.,ＰＮＡＳ ＵＳＡ ９３：１０２９７－１０３０２,１９９６；Ｋ
ｅｌｌｅｒ ｅｔ ａｌ.,Ｂｌｏｏｄ ９２：８７７－８８７,１９９８参照）、ハイブリッ
ドベクター（例えば、Ｃｈｏｉ,ｅｔ ａｌ.,Ｓｔｅｍ Ｃｅｌｌｓ １９：２３６－２４６
,２００１参照）、ならびにレンチウイルスベクターなどの複雑なレトロウイルス由来の
ベクターが挙げられる。
【００４３】
　上述したように、特定の実施形態では、レンチウイルスベクターを用いる。「レンチウ
イルス」という用語は、分裂細胞および非分裂細胞の両方に感染することができる複雑な
レトロウイルス属を指す。レンチウイルスの例として、ＨＩＶ（ヒト免疫不全ウイルス；
ＨＩＶ１型、およびＨＩＶ２型を含む）、ビスナ・マエディウイルス、ヤギ関節炎脳炎ウ
イルス、ウマ伝染性貧血ウイルス、ネコ免疫不全ウイルス（ＦＩＶ）、ウシ免疫不全ウイ
ルス（ＢＩＶ）、およびサル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）が挙げられる。レンチウイルス
ベクターは、これらのレンチウイルスの任意の１種以上に由来し得る（例えば、Ｅｖａｎ
ｓ ｅｔ ａｌ.,Ｈｕｍ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ.１０：１４７９－１４８９,１９９９；Ｃａｓ
ｅ ｅｔ ａｌ.,ＰＮＡＳ ＵＳＡ ９６：２９８８－２９９３,１９９９；Ｕｃｈｉｄａ ｅ
ｔ
ａｌ.,ＰＮＡＳ ＵＳＡ ９５：１１９３９－１１９４４,１９９８；Ｍｉｙｏｓｈｉ
ｅｔ ａｌ.,Ｓｃｉｅｎｃｅ ２８３：６８２－６８６,１９９９；Ｓｕｔｔｏｎ
ｅｔ ａｌ.,Ｊ Ｖｉｒｏｌ ７２：５７８１－５７８８,１９９８；およびＦｒｅｃｈａ
ｅｔ ａｌ.,Ｂｌｏｏｄ.１１２：４８４３－５２,２００８参照。これらの各々は参照に
よりその全体が組み込まれる）。
【００４４】
　休止Ｔ細胞および休止Ｂ細胞は、ＨＩＶアクセサリータンパク質（ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖ
ｐｕ、およびｎｅｆ）の多くを保有するＶＳＶＧコーティングＬＶによって形質導入でき
ることが実証されている（例えば、Ｆｒｅｃｈａ
ｅｔ ａｌ.,２０１０ Ｍｏｌ.Ｔｈｅｒａｐｙ １８：１７４８参照）。しかし、かかるア
クセサリータンパク質を含むことは安全上懸念される。本明細書に記載のベクターの１つ
の利点は、アクセサリータンパク質を必要としないことである。したがって、特定の実施
形態において、レトロウイルスベクターは、ＨＩＶゲノムまたはＳＩＶゲノムなどのレン
チウイルスゲノム由来の特定の最小配列を含む。レンチウイルスのゲノムは、一般的に、
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５’末端反復配列（ＬＴＲ）領域、ｇａｇ遺伝子、ｐｏｌ遺伝子、ｅｎｖ遺伝子、アクセ
サリー遺伝子（例えば、ｎｅｆ、ｖｉｆ、ｖｐｒ、ｖｐｕ、ｔａｔ、ｒｅｖ）、および３
’ＬＴＲ領域で構成されている。ウイルスのＬＴＲは、Ｕ３、Ｒ（反復）およびＵ５と呼
ばれる３つの領域に分けられる。Ｕ３領域はエンハンサーおよびプロモーターのエレメン
トを含み、Ｕ５領域はポリアデニル化シグナルを含み、Ｒ領域はＵ３およびＵ５領域を分
離する。Ｒ領域の転写配列は、ウイルスＲＮＡの５’および３’末端の両方に見られる（
例えば、“ＲＮＡ Ｖｉｒｕｓｅｓ：Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃｈ”（Ａｌ
ａｎ Ｊ.Ｃａｎｎ,Ｅｄ.,Ｏｘｆｏｒｄ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ,２０００）；
Ｏ Ｎａｒａｙａｎ,Ｊ.Ｇｅｎ.Ｖｉｒｏｌｏｇｙ.７０：１６１７－１６３９,１９８９；
Ｆｉｅｌｄｓ ｅｔ ａｌ.,Ｆｕｎｄａｍｅｎｔａｌ Ｖｉｒｏｌｏｇｙ
Ｒａｖｅｎ Ｐｒｅｓｓ.,１９９０；Ｍｉｙｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ.,Ｊ
Ｖｉｒｏｌ.７２：８１５０－７，１９９８；ならびに米国特許第６，０１３，５１６号
参照。これらの各々は参照によりその全体が組み込まれる）。レンチウイルスベクターは
、必要に応じて、ベクターの活性を調節するために、レンチウイルスゲノムのこれらのエ
レメントのうちの任意の１つ以上を含み得るか、またはレンチウイルスベクターは、レン
チウイルス複製の病理学的作用を減少させるか、またはレンチウイルスベクターを１ラウ
ンドだけの感染に制限するために、これらのエレメントのうちの１つ以上に欠失、挿入、
置換、もしくは変異を含み得る。
【００４５】
　一般的に、最小レトロウイルスベクターは、特定の５’ＬＴＲ配列および３’ＬＴＲ配
列、（標的細胞内で発現させるための）目的の１つ以上の遺伝子、１つ以上のプロモータ
ー、およびＲＮＡのパッケージングのためのシス作用性配列を含む。本明細書に記載され
、当該技術分野で公知の他の調節配列が含まれ得る。ウイルスベクターは、一般的に、真
核細胞（例えば、２９３－ＨＥＫ）などのパッケージング細胞株にトランスフェクトする
ことができ、一般的に、細菌のプラスミドの複製に有用な配列も含む。
【００４６】
　特定の実施形態において、ウイルスベクターは、レンチウイルスなどのレトロウイルス
の５’および／または３’ＬＴＲ由来の配列を含む。これらのＬＴＲ配列は、任意の種の
任意のレンチウイルス由来のＬＴＲ配列であり得る。例えば、これらのＬＴＲ配列は、Ｈ
ＩＶ、ＳＩＶ、ＦＩＶまたはＢＩＶ由来のＬＴＲ配列であり得る。好ましくは、これらの
ＬＴＲ配列は、ＨＩＶ　ＬＴＲ配列である。
【００４７】
　特定の実施形態において、ウイルスベクターは、レンチウイルスの５’ＬＴＲ由来のＲ
配列およびＵ５配列、ならびにレンチウイルス由来の不活性された３’ＬＴＲまたは「自
己不活性化」３’ＬＴＲを含む。「自己不活性化３’ＬＴＲ」は、これらのＬＴＲ配列が
下流遺伝子の発現を促進するのを防ぐ変異、置換または欠失を含む３’末端反復配列（Ｌ
ＴＲ）である。３’ＬＴＲ由来のＵ３領域のコピーは、組み込まれたプロウイルスにおけ
る両方のＬＴＲの生成のための鋳型として機能を果たす。したがって、不活性化の欠失ま
たは変異を有する３’ＬＴＲがプロウイルスの５’ＬＴＲとして組み込まれる時、５’Ｌ
ＴＲからの転写は不可能である。これは、ウイルスのエンハンサー／プロモーターと任意
の内部のエンハンサー／プロモーター間の競争を排除する。自己不活性化３’ＬＴＲにつ
いては、例えば、Ｚｕｆｆｅｒｅｙ ｅｔ ａｌ.,Ｊ Ｖｉｒｏｌ.７２：９８７３－９８８
０,１９９８；Ｍｉｙｏｓｈｉ ｅｔ ａｌ.,Ｊ Ｖｉｒｏｌ.７２：８１５０－８１５７,１
９９８；およびＩｗａｋｕｍａ ｅｔ ａｌ.,Ｖｉｒｏｌｏｇｙ ２６１：１２０－１３２,
１９９９に記載されており、これらの各々は参照によりその全体が組み込まれる。自己不
活性化３’ＬＴＲは、当該技術分野で公知の任意の方法によって作製され得る。特定の実
施形態において、３’ＬＴＲのＵ３エレメントは、そのエンハンサー配列、好ましくは、
ＴＡＴＡボックス、Ｓｐｌおよび／またはＮＦ－κＢ部位の欠失を含む。自己活性化３’
ＬＴＲの結果として、宿主細胞ゲノムに組み込まれるプロウイルスは、不活性化５’ＬＴ
Ｒを含む。
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【００４８】
　本明細書に提供されるウイルスベクターは、一般的に、１つ以上の標的細胞において好
ましく発現するタンパク質（またはｓｉＲＮＡなどの他の分子）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配列の間に位置する。さら
に、目的の遺伝子は、その遺伝子が標的細胞に取り込まれた時点で、特有の方法で目的の
遺伝子の発現を調節するために、他の遺伝子エレメント、例えば、プロモーターおよび／
またはエンハンサーなどの転写調節配列と機能的関係にあることが好ましい。特定の実施
形態において、有用な転写調節配列は、時間的および空間的に、活性について高度に調節
される配列である。
【００４９】
　特定の実施形態において、１つ以上の追加の遺伝子が、主に、ヒト患者などの不均一集
団における感染標的細胞の選択的殺傷を可能にするために、安全対策として組み込まれて
もよい。例示的な一実施形態において、選択される遺伝子はチミジンキナーゼ遺伝子（Ｔ
Ｋ）であり、この遺伝子の発現は、標的細胞を薬物ガンシクロビルの作用に影響を受けや
すくする。さらなる実施形態において、自殺遺伝子はカスパーゼ９自殺遺伝子である。
【００５０】
　特定の実施形態において、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
質を発現している細胞の同定を可能にするために、主要な遺伝子の前または後に置いても
よい。特定の実施形態では、目的の主要遺伝子と共に、緑色蛍光タンパク質（ＧＦＰ）ま
たは赤色蛍光タンパク質（ＲＦＰ）などの蛍光マーカータンパク質を組み入れる。１つ以
上の追加のレポーター遺伝子を含める場合、目的の主要遺伝子をレポーター遺伝子および
／または目的の任意の他の遺伝子から分離するＩＲＥＳ配列または２Ａエレメントも含め
てもよい。
【００５１】
　特定の実施形態では、１つ以上の選択マーカーをコードする遺伝子を用いることができ
る。例として、選択培地で増殖させた形質転換宿主細胞の生存または増殖に必要な因子を
コードする薬剤耐性遺伝子などの、真核細胞または原核細胞に効果的である選択マーカー
が挙げられる。例示的な選択遺伝子が、抗生物質または他の毒素、例えば、Ｇ４１８、ハ
イグロマイシンＢ、ピューロマイシン、ゼオシン、ウアバイン、ブラストサイジン、アン
ピシリン、ネオマイシン、メトトレキサート、またはテトラサイクリンに対する耐性を付
与し、栄養要求性欠陥を補完するタンパク質をコードするか、または必需品が別のプラス
ミド上に存在し、ウイルスベクターとのコトランスフェクションによって導入されてもよ
い。
【００５２】
　レトロウイルスベクターなどの特定のウイルスベクターは、１つ以上の異種プロモータ
ー、エンハンサー、またはその両方を用いる。特定の実施形態において、レトロウイルス
またはレンチウイルスの５’ＬＴＲ由来のＵ３配列を、ウイルスコンストラクトのプロモ
ーター配列またはエンハンサー配列と置換してもよい。特定の実施形態では、ウイルスベ
クターの５’ＬＴＲ配列と３’ＬＴＲ配列の間に位置し、目的の遺伝子に作動可能に連結
される「内部」プロモーター／エンハンサーを用いる。「機能的関係」および「作動可能
に連結」とは、プロモーターおよび／またはエンハンサーが適切な調節分子と接触する時
に、遺伝子発現が影響を受けるように、その遺伝子が、プロモーターおよび／またはエン
ハンサーに対して正しい位置および向きにあることを意味するが、これに限定されない。
パッケージング細胞株におけるウイルスＲＮＡゲノムの発現を調節する（例えば、増加さ
せる、減少させる）か、感染標的細胞内での目的の選択遺伝子発現を調節するか、または
その両方である任意のエンハンサー／プロモーターの組み合わせを用いることができる。
【００５３】
　プロモーターは、ＲＮＡポリメラーゼの結合および転写が起こることを可能にするＤＮ
Ａ配列によって形成される発現制御エレメントである。プロモーターは、目的の選択遺伝
子の開始コドンの上流（５’）に位置し、それらのプロモーターが作動可能に連結される
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コーディングポリヌクレオチド配列の転写および翻訳を制御する非翻訳配列である。プロ
モーターは誘導性または構成的であり得る。誘導性プロモーターは、プロモーター制御下
で、温度変化などの培養条件のいくつかの変化に反応して、ＤＮＡからの転写レベルの増
加を惹起する。
【００５４】
　プロモーターをポリヌクレオチドコード配列に作動可能に連結するための方法がそうで
あるように、様々なプロモーターが当該技術分野で知られている。ネイティブプロモータ
ー配列および多くの異種プロモーターの両方を用いて、目的の選択遺伝子の発現を指示す
ることができる。異種プロモーターは、ネイティブプロモーターに比べて、一般的に、よ
り多量の転写および所望のタンパク質のより高い収量を可能にするので、特定の実施形態
では異種プロモーターを用いる。
【００５５】
　特定の実施形態では、異種ウイルスプロモーターを用いてもよい。かかるプロモーター
の例として、ポリオーマウイルス、鶏痘ウイルス、アデノウイルス、ウシパピローマウイ
ルス、トリ肉腫ウイルス、サイトメガロウイルス、レトロウイルス、Ｂ型肝炎ウイルスお
よびサルウイルス４０（ＳＶ４０）などのウイルスゲノムから得られるものが挙げられる
。特定の実施形態では、アクチンプロモーター、免疫グロブリンプロモーター、ヒートシ
ョックプロモーター、または目的の遺伝子の天然配列と関係するプロモーターなどの異種
哺乳類プロモーターを用いることができる。一般的に、このプロモーターは、静止Ｂリン
パ球、活性化Ｂリンパ球、プラズマＢ細胞、記憶Ｂ細胞または他のリンパ球の標的細胞な
どの標的細胞と適合性がある。
【００５６】
　特定の実施形態では、ＲＮＡポリメラーゼＩＩおよびＲＮＡポリメラーゼＩＩＩのプロ
モーターの１つ以上を用いてもよい。ＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーターの適切な選
択は、例えば、Ｐａｕｌｅ ａｎｄ Ｗｈｉｔｅ.Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓｅａ
ｒｃｈ.,Ｖｏｌ.２８,ｐｐ１２８３－１２９８,２０００で見つけることができ、これは
参照によりその全体が組み込まれる。ＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモーターおよびＲＮＡ
ポリメラーゼＩＩＩプロモーターには、それぞれ、ＲＮＡポリメラーゼＩＩまたはＲＮＡ
ポリメラーゼＩＩＩに、その下流のＲＮＡコード配列を転写するように指示することがで
きる任意の合成ＤＮＡ断片または遺伝子工学処理したＤＮＡ断片も含まれる。さらに、ウ
イルスベクターの一部として用いられる１つまたは複数のＲＮＡポリメラーゼＩＩプロモ
ーターまたはＲＮＡポリメラーゼＩＩＩプロモーター（Ｐｏｌ　ＩＩまたはＰｏｌ　ＩＩ
Ｉ）は誘導可能であり得る。任意の適切な誘導性Ｐｏｌ　ＩＩプロモーターまたはＰｏｌ
　ＩＩＩプロモーターは、本明細書に記載の方法で用いることができる。代表的なＰｏｌ
　ＩＩプロモーターまたはＰｏｌ　ＩＩＩプロモーターには、Ｏｈｋａｗａ ａｎｄ Ｔａ
ｉｒａ,Ｈｕｍａｎ Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒａｐｙ,Ｖｏｌ.１１,ｐｐ５７７－５８５,２００
０；およびＭｅｉｓｓｎｅｒ ｅｔ ａｌ.,Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ
Ｒｅｓｅａｒｃｈ,Ｖｏｌ.２９,ｐｐ１６７２－１６８２,２００１に提供されるテトラサ
イクリン応答性プロモーターが含まれ、これらの文献の各々は参照によりその全体が組み
込まれる。
【００５７】
　用いることができる構成的プロモーターの限定されない例として、ユビキチン、ＣＭＶ
プロモーター（例えば、Ｋａｒａｓｕｙａｍａ ｅｔ ａｌ.,Ｊ.Ｅｘｐ.Ｍｅｄ.１６９：
１３,１９８９参照）、β－アクチン（例えば、Ｇｕｎｎｉｎｇ
ｅｔ ａｌ.,ＰＮＡＳ ＵＳＡ ８４：４８３１－４８３５,１９８７参照）、ｐｇｋプロモ
ーター（例えば、Ａｄｒａ
ｅｔ ａｌ.,Ｇｅｎｅ ６０：６５－７４,１９８７；Ｓｉｎｇｅｒ－Ｓａｍ
ｅｔ ａｌ.,Ｇｅｎｅ ３２：４０９－４１７,１９８４；およびＤｏｂｓｏｎ
ｅｔ ａｌ.,Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ.１０：２６３５－２６３７,１９８２参
照。これらの各々は参照により組み込まれる）が挙げられる。組織特異的プロモーターの
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限定されない例として、ｌｃｋプロモーター（例えば、Ｇａｒｖｉｎ ｅｔ ａｌ.,Ｍｏｌ
.Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ.８：３０５８－３０６４,１９８８；およびＴａｋａｄｅｒａ ｅｔ 
ａｌ.,Ｍｏｌ.Ｃｅｌｌ Ｂｉｏｌ.９：２１７３－２１８０,１９８９参照）、ミオゲニン
プロモーター（Ｙｅｅ ｅｔ ａｌ.,Ｇｅｎｅｓ
ａｎｄ Ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ７：１２７７－１２８９.１９９３）、ならびにｔｈｙ
１（例えば、Ｇｕｎｄｅｒｓｅｎ ｅｔ ａｌ.,Ｇｅｎｅ １１３：２０７－２１４,１９９
２参照）が挙げられる。
【００５８】
　プロモーターの追加例には、ユビキチンＣプロモーター、ヒトμ重鎖プロモーターまた
はＩｇ重鎖プロモーター（例えば、ＭＨ－ｂ１２）、およびヒトκ軽鎖プロモーターまた
はＩｇ軽鎖プロモーター（例えば、ＥＥＫ－ｂ１２）が含まれ、これらはＢ－リンパ球で
機能的である。ＭＨ－ｂ１２プロモーターには、マトリックス結合領域（ｍａｔｒｉｘ 
ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ｒｅｇｉｏｎ）に隣接するｉΕμエンハンサーに先行するヒト
μ重鎖プロモーターが含まれ、ＥＥＫ－ｂ１２プロモーターには、イントロンエンハンサ
ー（ｉΕκ）、マトリックス結合領域、および３’エンハンサー（３’Ｅκ）に先行する
κ軽鎖プロモーターが含まれる（例えば、Ｌｕｏ ｅｔ ａｌ.,Ｂｌｏｏｄ.１１３：１４
２２－１４３１,２００９,および公表された米国特許出願第２０１００２０３６３０号参
照）。したがって、特定の実施形態では、これらのプロモーターまたはエンハンサーのエ
レメントのうちの１つ以上を用いることができる。
【００５９】
　上述したように、特定の実施形態では、目的の遺伝子の発現を増加させるために、内部
エンハンサーなどのエンハンサーエレメントを用いることができる。エンハンサーは、Ｄ
ＮＡの転写を増加させるためにプロモーターに作用するＤＮＡのシス作用性エレメントで
あり、一般的に、約１０～３００ｂｐの長さである。特定のエンハンサー配列は、ｉΕμ
エンハンサー、ｉΕκイントロンエンハンサー、および３’Εκエンハンサーなどの哺乳
類の遺伝子（例えば、グロビン、エラスターゼ、アルブミン、α－フェトプロテイン、イ
ンシュリン）に由来し得る。複製開始点の後期側のＳＶ４０エンハンサー（１００～２７
０ｂｐ）、サイトメガロウイルス初期プロモーターエンハンサー、複製開始点の後期側の
ポリオーマエンハンサー、およびアデノウイルスエンハンサーを含む真核生物のウイルス
由来のエンハンサーも含まれる。エンハンサーは、抗原特異的ポリヌクレオチド配列の５
’位または３’位でベクター中にスプライシングされ得るが、プロモーターの５’部位に
位置することが好ましい。当該技術者は、所望の発現パターンに基づいて適切なエンハン
サーを選択するであろう。
【００６０】
　特定の実施形態において、プロモーターは、遺伝子の誘導発現を可能にするために選択
することができる。テトラサイクリン応答システムおよびｌａｃオペレーターリプレッサ
ーシステムを含む誘導発現のための多くのシステムが当該技術分野で公知である。プロモ
ーターの組み合わせを用いて、目的の遺伝子の所望の発現を得ることができることも企図
される。当該技術者は、目的の生物および／または標的細胞において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。
【００６１】
　特定のウイルスベクターは、ゲノムウイルスＲＮＡのウイルス粒子への取り込みを促進
するために、シス作用性パッケージング配列を含む。例として、ｐｓｉ配列が挙げられる
。かかるシス作用性配列は当該技術分野で知られている。
【００６２】
　特定の実施形態において、本明細書に記載のウイルスベクターは２つ以上の遺伝子を発
現することができ、これは、例えば、第１の遺伝子を超えて、それぞれ別々の遺伝子に作
動可能に連結される内部プロモーターを組み込むことによって、内部リボソーム進入配列
（ＩＲＥＳ）エレメント（米国特許第４，９３７，１９０号、参照により組み込まれる）
もしくは２Ａエレメント、またはその両方などの共発現を促進するエレメントを組み込む
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ことによって達成することができる。
【００６３】
　単に例として、単一ベクターは、所望の特異性を有する免疫グロブリン分子の各鎖をコ
ードする配列を含む場合、ＩＲＥＳエレメントまたは２Ａエレメントを用いることができ
る。例えば、（重鎖または軽鎖のいずれかをコードする）第１のコード領域をプロモータ
ーのすぐ下流に位置づけ、（他の鎖をコードする）第２コード領域を、第１および第２の
コード領域の間に位置づけたＩＲＥＳまたは２Ａエレメントと共に、第１のコード領域の
下流に位置づけてもよく、好ましくは、第２コード領域のすぐ前に位置付ける。他の実施
形態において、ＩＲＥＳまたは２Ａエレメントを用いて、レポーター遺伝子、選択マーカ
ー、または免疫機能を向上させる遺伝子などの無関係な遺伝子を共発現させる。
【００６４】
　用いることができるＩＲＥＳ配列の例として、脳脊髄炎ウイルス（ＥＭＣＶ）、口蹄疫
ウイルス（ＦＭＤＶ）、タイラーのマウス脳脊髄炎ウイルス（ＴＭＥＶ）、ヒトライノウ
イルス（ＨＲＶ）、コクサッキーウイルス（ＣＳＶ）、ポリオウイルス（ＰＯＬＩＯ）、
Ａ型肝炎ウイルス（ＨＡＶ）、Ｃ型肝炎ウイルス（ＨＣＶ）、およびペスチウイルス（例
えば、豚コレラウイルス（ＨＯＣＶ）およびウシウイルス性下痢ウイルス（ＢＶＤＶ））
のＩＲＥＳエレメントが挙げられるが、これらに限定されない（例えば、Ｌｅ ｅｔ ａｌ
.,Ｖｉｒｕｓ Ｇｅｎｅｓ １２：１３５－１４７,１９９６；およびＬｅ ｅｔ ａｌ.,Ｎ
ｕｃ.Ａｃｉｄｓ Ｒｅｓ.２５：３６２－３６９,１９９７参照。これらの各々は参照によ
りその全体が組み込まれる）。２Ａエレメントの一例として、口蹄疫ウイルスのＦ２Ａ配
列が挙げられる。
【００６５】
　特定の実施形態において、本明細書に提供されるウイルスベクターは、所望の結果を達
成するために追加の遺伝因子も含んでもよい。例えば、特定のウイルスベクターは、ＨＩ
Ｖ－１フラップシグナルなどの標的細胞におけるウイルスゲノムの核移行を促進するシグ
ナルを含んでもよい。さらなる例として、この特定のウイルスベクターは、ｔＲＮＡアン
バーサプレッサー配列などの標的細胞におけるプロウイルスの組み込み部位の特徴づけを
促進するエレメントを含んでもよい。この特定のウイルスベクターは、目的の遺伝子の発
現を高めるように設計された１つ以上の遺伝因子を含んでもよい。例えば、ウッドチャッ
ク肝炎ウイルス応答性エレメント（ＷＲＥ）をコンストラクトの中に入れてもよい（例え
ば、Ｚｕｆｆｅｒｅｙ ｅｔ ａｌ.,Ｊ.Ｖｉｒｏｌ.７４：３６６８－３６８１,１９９９
；およびＤｅｇｌｏｎ ｅｔ ａｌ.,Ｈｕｍ.Ｇｅｎｅ Ｔｈｅｒ.１１：１７９－１９０,２
０００参照。これらの各々は参照によりその全体が組み込まれる）。別の例として、ニワ
トリβ－グロビンインスレーターもこのウイルスコンストラクトに含めてもよい。このエ
レメントは、メチル化およびヘテロクロマチン化の効果により、標的細胞において組み込
まれたプロウイルスを発現抑制する機会を減少させることが示されている。さらに、この
インスレーターは、染色体上の組み込み部位でＤＮＡを囲むことからの正または負の位置
効果から内部エンハンサー、プロモーターおよび外来遺伝子を遮蔽することができる。特
定の実施形態では、これらの遺伝因子のそれぞれを用いる。
【００６６】
　特定の実施形態において、本明細書に提供するウイルスベクター（例えば、レトロウイ
ルス、レンチウイルス）を、主に、選択された細胞型を標的にするために、１つ以上の選
択されたウイルス糖タンパク質または外被タンパク質でシュードタイプ化する。シュード
タイピングとは、一般に、細胞表面のウイルス粒子上への１つ以上の異種ウイルス糖タン
パク質の組み込みを指し、ウイルス粒子がその正常な標的細胞とは異なる選択細胞に感染
することを可能にする場合が多い。「異種」エレメントは、ウイルスベクターのＲＮＡゲ
ノムに由来するウイルス以外のウイルスに由来する。一般的に、ウイルスベクターの糖タ
ンパク質コード領域は、遺伝的に独自の糖タンパク質の発現を防ぐために欠失させるなど
して変更されている。単に例として、ＨＩＶ由来のレンチウイルスベクター由来の外被糖
タンパク質ｇｐ４１および／またはｇｐ１２０は、一般的に、異種ウイルスの糖タンパク
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質でシュードタイピングする前に除去される。
【００６７】
　特定の実施形態において、ウイルスベクターを、Ｂリンパ球などの形質細胞を標的にす
る異種ウイルス糖タンパク質でシュードタイプ化する。特定の実施形態において、このウ
イルス糖タンパク質は、休止Ｂリンパ球または静止Ｂリンパ球の選択的感染または形質導
入を可能にする。特定の実施形態において、このウイルス糖タンパク質は、活性化Ｂリン
パ球の選択的感染を可能にする。特定の実施形態において、このウイルス糖タンパク質は
、静止Ｂリンパ球および活性化Ｂリンパ球の両方の感染または形質導入を可能にする。特
定の実施形態において、ウイルス糖タンパク質は、Ｂ細胞慢性リンパ球性白血病細胞の感
染を可能にする。特定の実施形態において、異種ウイルス糖タンパク質は、エドモントン
麻疹ウイルスなどの麻疹ウイルスの糖タンパク質に由来する。特定の実施形態では、麻疹
ウイルス糖タンパク質ヘマグルチニン（Ｈ）、融合タンパク質（Ｆ）、またはその両方を
シュードタイプ化する（例えば、Ｆｒｅｃｈａ ｅｔ ａｌ.,Ｂｌｏｏｄ.１１２：４８４
３－５２,２００８；およびＦｒｅｃｈａ ｅｔ ａｌ.,Ｂｌｏｏｄ.１１４：３１７３－８
０,２００９参照。これらの各々は参照によりその全体が組み込まれる）。さらなる実施
形態において、このウイルスベクターは、１つ以上の可変領域（例えば、重鎖可変領域お
よび軽鎖可変領域）などの組み込まれた抗体結合ドメインを含み、これは、特定の細胞型
にこのベクターを標的化するのに役立つ。
【００６８】
　ウイルスベクターの生成は、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌ
ｏｎｉｎｇ：Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ.Ｃｏｌｄ
Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ,Ｎ.Ｙ.（１９８９））、
Ｃｏｆｆｉｎら（Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ.Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ
ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｐｒｅｓｓ,Ｎ.Ｙ.（１９９７））および“ＲＮＡ 
Ｖｉｒｕｓｅｓ：Ａ Ｐｒａｃｔｉｃａｌ Ａｐｐｒｏａｃｈ”（Ａｌａｎ Ｊ.Ｃａｎｎ,
Ｅｄ.,Ｏｘｆｏｒｄ
Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ Ｐｒｅｓｓ,（２０００））に記載の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、ＰＣＲ増幅、ＤＮＡシークエンシングの
標準的な技術を含むが、これらに限定されない当該技術分野で公知の任意の適切な遺伝子
工学技術を用いて達成することができる。
【００６９】
　当該技術分野で公知の任意の様々な方法を用いて、適切なレトロウイルス粒子を産生す
ることができ、そのゲノムはウイルスベクターのＲＮＡコピーを含む。１つの方法として
、このウイルスベクターは、所望の標的細胞特異性を有するウイルス粒子へのウイルスベ
クターに基づいて、ウイルスゲノムＲＮＡをパッケージ化するパッケージング細胞株に導
入することができる。パッケージング細胞株は、一般的に、ウイルス粒子にウイルスゲノ
ムＲＮＡをパッケージングするのに必要とされ、構造ｇａｇタンパク質、酵素のｐｏｌタ
ンパク質、および外被糖タンパク質を含むウイルスタンパク質をトランスに提供する。
【００７０】
　特定の実施形態において、パッケージング細胞株は、特定の必要なまたは所望のウイル
スタンパク質（例えば、ｇａｇ、ｐｏｌ）を安定的に発現することができる（例えば、米
国特許第６，２１８，１８１号参照。参照により本明細書に組み込まれる）。特定の実施
形態において、パッケージング細胞株を、本明細書に記載の麻疹ウイルス糖タンパク質配
列を含む、特定の必要なまたは所望のウイルスタンパク質（例えば、ｇａｇ、ｐｏｌ、糖
タンパク質）をコードするプラスミドで一過的にトランスフェクトすることができる。例
示的な一実施形態において、このパッケージング細胞株はｇａｇ配列およびｐｏｌ配列を
安定的に発現し、その後、この細胞株を、ウイルスベクターをコードするプラスミドおよ
び糖タンパク質をコードするプラスミドでトランスフェクトする。所望のプラスミドの導
入後、ウイルス粒子を収集し、それに応じて、遠心分離などにより処理し、ウイルス粒子
の濃縮ストックを得る。例示的なパッケージング細胞株には、２９３（ＡＴＣＣ ＣＣＬ 
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Ｘ）、ＨｅＬａ（ＡＴＣＣ ＣＣＬ ２）、Ｄ１７（ＡＴＣＣ ＣＣＬ １８３）、ＭＤＣＫ
（ＡＴＣＣ ＣＣＬ ３４）、ＢＨＫ（ＡＴＣＣ
ＣＣＬ－１０）およびＣｆ２Ｔｈ（ＡＴＣＣ ＣＲＬ １４３０）細胞株が含まれる。
【００７１】
　目的の遺伝子／核酸
　本明細書で使用する「目的の遺伝子」または「遺伝子」または「目的の核酸」とは、標
的形質導入細胞において発現する目的のタンパク質をコードする目的の核酸を指す。「遺
伝子」という用語を用いてもよいが、これは、これがゲノムＤＮＡに存在し、「核酸」と
いう用語と同義で用いられる遺伝子であることを意味しない。一般的に、目的の核酸は、
目的のタンパク質をコードするのに適する核酸を提供し、ｃＤＮＡまたはＤＮＡを含み得
、イントロンを含んでも含まなくてもよいが、一般的にはイントロンを含まない。他の場
所で述べたように、目的の核酸は、発現制御配列に作動可能に連結され、標的細胞におい
て目的のタンパク質を効果的に発現する。特定の実施形態において、本明細書に記載のベ
クターは２つ以上の目的の遺伝子を含んでもよく、例えば、本明細書に記載の内部プロモ
ーターを用いて組織化され得る免疫グロブリンの重鎖および軽鎖などの２、３、または４
つの目的の遺伝子を含んでもよい。
【００７２】
　本明細書で使用する「ポリヌクレオチド」または「核酸」という記述は、ｍＲＮＡ、Ｒ
ＮＡ、ｃＲＮＡ、ｃＤＮＡまたはＤＮＡを指す。一般的に、この用語は、リボヌクレオチ
ドまたはデオキシヌクレオチドのいずれかの少なくとも１０塩基長のヌクレオチドの多量
体型またはヌクレオチドのいずれかのタイプの改変型を指す。この用語には、ＤＮＡおよ
びＲＮＡの一本鎖型および２本鎖型が含まれる。
【００７３】
　目的の核酸または遺伝子は、目的のタンパク質をコードする任意の核酸であり得る。本
明細書に記載の使用するための目的のタンパク質は、所望の活性を提供する任意のタンパ
ク質を含む。この点において、目的のタンパク質には、抗体またはその抗原結合断片、細
胞表面受容体、サイトカインなどの分泌タンパク質（リンホカイン、インターロイキン、
インターフェロン、またはケモカイン）、ＤＮＡにコードされる小分子（例えば、Ｎａｔ
ｕｒｅ Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ｂｉｏｌｏｇｙ ５,６４７－６５４（２００９）参照）、また
は接着分子が含まれるが、これらに限定されない。
【００７４】
　一実施形態において、核酸は、抗体またはその抗原結合断片をコードする。例示的な抗
原結合断片には、ドメイン抗体、ｓＦｖ、ｓｃＦｖ、Ｆａｂ、Ｆａｂ’、Ｆ（ａｂ’）２
、Ｆｖ）が含まれる。一実施形態において、核酸がコードする抗体は、少なくとも、ＨＩ
Ｖ中和抗体、ｂ１２の抗原結合ドメインを含む（例えば、Ｊ Ｖｉｒｏｌ ２００３,７７
：５８６３－５８７６；Ｊ Ｖｉｒｏｌ.１９９４ Ａｕｇ；６８（８）：４８２１－８；
Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ.１９９２,８９：９３３９－９３４３；ｂ
１２軽鎖（ＡＡＢ２６３０６．１ Ｇｌ
２９９７３７）および重鎖（ＡＡＢ２６３１５．１ Ｇｌ ２９９７４６）の例示的な配列
を、ＧｅｎＢａｎｋ登録番号で提供する参照）。さらなる実施形態において、目的の核酸
がコードする抗体は、Ｆｕｚｅｏｎ（商標）（Ｔ－２０／エンフビルチド／ペンタフシド
（ｐｅｎｔａｆｕｓｉｄｅ）／ＤＰ－１７８）を含む。ＤＰ－１７８は、ＨＩＶ上のｇｐ
４１由来のアミノ酸配列であり、その標的細胞と融合するＨＩＶの能力を妨げる。Ｆｕｚ
ｅｏｎは、当該技術者に知られる方法を用いて合成することができる（例えば、２００１
Ｊ.Ｖｉｒｏｌ.７５：３０３８－３０４２参照；この論文に記載の方法は、治療用量のＤ
Ｐ－１７８ペプチドの分泌をもたらした可能性はほとんどないことに留意すべきである）
。
【００７５】
　特定の一実施形態において、目的の核酸は、免疫学的に活性のあるたんぱく質をコード
する。特定の実施形態において、目的の核酸は、Ｂ細胞、Ｔ細胞または他の免疫細胞の表
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面上でのタンパク質の提示を介して、免疫ワクチンのような反応を誘導するタンパク質、
またはその生物学的に活性ある断片をコードする。特定の実施形態において、目的のタン
パク質は、Ｂ細胞の調節、例えば、限定されないが、細胞分裂の促進、異なるＢ系統への
分化の促進、細胞の不活性化もしくは死滅に影響を与えるか、または他の導入ＤＮＡエレ
メントの生成もしくは活性を調節する。インターロイキンは当該技術者に知られており、
これまでにＩＬ－１、ＩＬ－２、ＩＬ－３、ＩＬ－４、ＩＬ－５、ＩＬ－６、ＩＬ－７、
ＩＬ－８、ＩＬ－９、ＩＬ－１０、ＩＬ－１１、ＩＬ－１２、ＩＬ－１３、ＩＬ－１４、
ＩＬ－１５、ＩＬ－１６、ＩＬ－１７、ＩＬ－１８、ＩＬ－１９、ＩＬ－２０、ＩＬ－２
１、ＩＬ－２２、ＩＬ－２３、ＩＬ－２４、ＩＬ－２５、ＩＬ－２６、ＩＬ－２７、ＩＬ
２７のｐ２８サブユニットの分泌型、ＩＬ－２８、ＩＬ－２９、ＩＬ－３０、ＩＬ－３１
、ＩＬ－３２、ＩＬ
－３３、ＩＬ－３４、ＩＬ－３５が含まれる。インターフェロンには、ＩＦＮ－γ、ＩＦ
Ｎ－α、ＩＦＮ－βおよびＩＦＮ－ωが含まれる。本明細書で使用することが企図される
ケモカインには、Ｃ型ケモカインＸＣＬ１およびＸＣＬ２、（これまでにＣＣＬ１～ＣＣ
Ｌ２８を含む）Ｃ－Ｃ型ケモカインおよび（これまでにＣＸＣＬ１～ＣＸＣＬ１７を含む
）ＣＸＣ型ケモカインが含まれる。ＴＮＦスーパーファミリー（例えば、ＴＮＦ－α、４
－１ＢＢリガンド、Ｂ細胞活性化因子、ＦＡＳリガンド、リンホトキシン、ＯＸ４０Ｌ 
ＲＡＮＫＬ、およびＴＲＡＩＬ）も目的の遺伝子として企図される。
【００７６】
　特定の実施形態において、目的のタンパク質は免疫寛容を誘導する。この点において、
目的のタンパク質は、ＩｇＧ抗原融合タンパク質を含み得る（例えば、Ｃｅｌｌｕｌａｒ
 Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ ２３５（１）,２００５,１２－２０参照）。
【００７７】
　さらなる実施形態において、目的の遺伝子（複数可）は、Ｂ細胞の抗体分泌細胞への分
化を促進する１つ以上の因子および／または抗体産生細胞の寿命を促進する１つ以上の因
子をコードする。かかる因子には、例えば、Ｂｌｉｍｐ－１、ＴＲＦ４、Ｂｃｌ－ｘｌも
しくはＢｃｌ５のような抗アポトーシス因子、ＣＤ４０受容体の構成的活性化変異体が含
まれる。目的のさらなる遺伝子は、ＴＮＦ受容体関連因子（ＴＲＡＦ）などの下流のシグ
ナル伝達分子の発現を促進する因子をコードする。この点において、細胞の活性化、細胞
の生存、およびＴＮＦ受容体スーパーファミリーの抗アポトーシス機能は、主に、ＴＲＡ
Ｆ１～６によって媒介される（例えば、Ｒ.ｈ.Ａｒｃｈ,ｅｔ ａｌ.,Ｇｅｎｅｓ Ｄｅｖ.
１２（１９９８）,ｐｐ.２８２１－２８３０参照）。ＴＲＡＦシグナル伝達の下流のエフ
ェクターには、細胞機能および免疫機能の様々な態様に関わる遺伝子をオンにすることが
できるＮＦ－κＢおよびＡＰ－１ファミリーの転写因子が含まれる。さらに、ＮＦ－κＢ
およびＡＰ－１の活性化は、抗アポトーシス遺伝子の転写を介したアポトーシスからの細
胞保護を提供することが示されている。
【００７８】
　さらなる実施形態において、目的の核酸（複数可）は、１つ以上のエプスタイン・バー
ウイルス（ＥＢＶ）由来のタンパク質をコードする。ＥＢＶ由来のタンパク質には、ＥＢ
ＮＡ－１、ＥＢＮＡ－２、ＥＢＮＡ－３、ＬＭＰ－１、ＬＭＰ－２、ＥＢＥＲ、ＥＢＶ－
ＥＡ、ＥＢＶ－ＭＡ、ＥＢＶ－ＶＣＡおよびＥＢＶ－ＡＮが含まれるが、これらに限定さ
れない。
【００７９】
　特定の一実施形態において、目的の核酸は、抗体またはその抗原結合断片をコードする
。この点において、この抗体は、天然の抗体またはあつらえの組換え技術によって作られ
た抗体であり得る。抗体またはその部分を含む融合タンパク質は、特に本明細書に記載の
ベクターによりコードされると企図される。
【００８０】
　一実施形態において、本開示に係る抗体またはその断片は、ｍ３６抗ＨＩＶ抗体などの
抗ＨＩＶ抗体のアミノ酸配列（例えば、Ｐｒｏｃ Ｎａｔｌ Ａｃａｄ Ｓｃｉ Ｕ Ｓ Ａ.
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２００８ Ｎｏｖ ４；１０５（４４）：１７１２１－６参照）、またはｍ３６などの抗Ｈ
ＩＶ抗体のアミノ酸配列と少なくとも６０％、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％
、９７％、９８％または９９％の配列同一性を有するアミノ酸分子を有する。特に、ｍ３
６Ｌ２ＣＤ４Ｆｃなどの、ｍ３６、またはその誘導体を含む融合タンパク質が特に企図さ
れる（例えば、Ａｎｔｉｖｉｒａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ ｖｏｌｕｍｅ ８８,Ｉｓｓｕｅ 
１,Ｏｃｔｏｂｅｒ ２０１０,Ｐａｇｅｓ １０７－１１５参照）。
【００８１】
　さらなる実施形態において、本開示の導入遺伝子がコードする抗体は自己抗原に結合す
る。特定の実施形態において、この点で自己抗原は、ＭＢＰ、αＢ－クリスタリン、Ｓ１
００β、プロテオリピドタンパク質（ＰＬＰ）、ＨＳＰ１０５、水疱性類天疱瘡（ＢＰ）
抗原１の上皮アイソフォーム（ＢＰＡＧ１－ｅ）、脂質、ならびにミエリンオリゴデンド
ロサイト糖タンパク質（ＭＯＧ）－αおよびＭＯＧ－βアイソフォームまたは様々な島細
胞自己抗原のいずれか（例えば、シアル酸糖脂質、グルタミン酸デカルボキシラーゼ、イ
ンスリン、インスリン受容体、３８ｋＤ、ウシ血清アルブミン、グルコーストランスポー
ター、ｈｓｐ６５、カルボキシペプチダーゼＨ、５２ｋＤ、ＩＣＡ
１２／ＩＣＡ５１２、１５０ｋＤ、およびＲＩＮ極性）を含むが、これらに限定されない
多発性硬化症またはＩ型糖尿病の発症と関連する。これらの自己抗原に対する抗体は当該
技術分野で公知であり、配列決定を行い、通常の技術を用いて組換え技術で作製すること
ができる（例えば、Ｊ.Ｃｌｉｎ.Ｉｎｖｅｓｔ.１０７（５）：５５５－５６４（２００
１）参照）。
【００８２】
　さらなる実施形態において、抗体は、癌関連抗原に結合する。癌関連抗原は、様々な腫
瘍タンパク質に由来し得る。本開示で有用な例示的な腫瘍タンパク質には、ｐ５３、ＭＡ
ＧＥ－Ａ１、ＭＡＧＥ－Ａ２、ＭＡＧＥ－Ａ３、ＭＡＧＥ－Ａ４、ＭＡＧＥ－Ａ６、ＭＡ
ＧＥ－Ａ１０、ＭＡＧＥ－Ａ１２、ＢＡＧＥ、ＤＡＭ－６、ＤＡＭ－１０、ＧＡＧＥ－１
、ＧＡＧＥ－２、ＧＡＧＥ－８、ＧＡＧＥ－３、ＧＡＧＥ－４、ＧＡＧＥ－５、ＧＡＧＥ
－６、ＧＡＧＥ－７Ｂ、ＮＡ８８－Ａ、ＮＹ－ＥＳＯ－１、ＭＡＲＴ－１、ＭＣ１ Ｒ、
Ｇｐ１００、ＰＳＡ、ＰＳＭ、チロシナーゼ、ＴＲＰ－１、ＴＲＰ－２、ＡＲＴ－４、Ｃ
ＡＭＥＬ、ＣＥＡ、Ｃｙｐ－Ｂ、Ｈｅｒ２／ｎｅｕ（例えば、この抗体は、Ｈｅｒ２特異
的ｍＡｂ、Ｈｅｒｃｅｐｔｉｎ（登録商標）に由来し得る）、ｈＴＥＲＴ、ｈＴＲＴ、ｉ
ＣＥ、ＭＵＣ１、ＭＵＣ２、ＰＲＡＭＥ、Ｐ１５、ＲＵ１、ＲＵ２、ＳＡＲＴ－１、ＳＡ
ＲＴ－３、ＷＴ１、ＡＦＰ、β－カテニン／ｍ、カスパーゼ－８／ｍ、ＣＥＡ、ＣＤＫ－
４／ｍ、ＥＬＦ２Ｍ、ＧｎＴ－Ｖ、Ｇ２５０、ＨＳＰ７０－２Ｍ、ＨＳＴ－２、ＫＩＡＡ
０２０５、ＭＵＭ－１、ＭＵＭ－２、ＭＵＭ－３、ミオシン／ｍ、ＲＡＧＥ、ＳＡＲＴ－
２、ＴＲＰ－２／ＩＮＴ２、７０７－ＡＰ、アネキシンＩＩ、ＣＤＣ２７／ｍ、ＴＰＩ／
ｍｂｃｒ－ａｂｌ、ＥＴＶ６／ＡＭＬ、ＬＤＬＲ／ＦＵＴ、Ｐｍｌ／ＲＡＲα、およびＴ
ＥＬ／ＡＭＬ１のうちの任意の１つ以上が含まれるが、これらに限定されない。これらの
および他の腫瘍タンパク質は当該技術者に知られている。
【００８３】
　さらなる実施形態において、目的の核酸は、限定されないが、阻害活性、癌細胞におい
て細胞死を誘導する能力、または癌細胞増殖を遅らせるか、もしくは阻害する能力などの
特定の機能的属性を有するペプチドまたは他の結合ドメインをコードする。この点におい
て、一実施形態において、目的の核酸がコードするペプチドまたは結合ドメインは、上記
に記載の癌関連抗原、ＣＤ４、ＨＩＶ ｇｐ１２０または他のウイルスタンパク質、ＩＣ
ＡＭ－３、ＤＣ－ＳＩＧＮなどの本明細書に記載の標的タンパク質のいずれかに結合する
ことができる（例えば、米国特許第７，３０１，０１０号参照）。特定の実施形態におい
て、これらのペプチド、病原性細菌および非病原性細菌ならびに緑色植物に由来し得る。
例示的なペプチドは、米国特許第７０８４１０５号、同第７３０１０１０号、同第７３３
８７６６号、同第７３８１７０１号、同第７４９１３９４号、同第７５１１１１７号、同
第７５５６８１０号に開示されている。一実施形態において、目的の核酸は、アズリン－
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ｐ２８（ＮＳＣ７４５１０４）、ｐ５３ユビキチン化のペプチド阻害剤をコードする（例
えば、Ｃａｎｃｅｒ
Ｃｈｅｍｏｔｈｅｒ Ｐｈａｒｍａｃｏｌ ２０１０,ＤＯＩ １０．１００７／ｓ００２８
０－０１０－１５１８－３；米国特許第７，０８４，１０５号参照）。さらなる実施形態
において、目的の核酸は、食欲を促し、癌患者を治療するために用いることができるグレ
リンとして知られる因子をコードする（例えば、Ｏｂｅｓ
Ｆａｃｔｓ.２０１０ ３：２８５－９２；ＦＡＳＥＢ Ｊ.１８（３）：４３９－５６参照
）。別の実施形態において、目的の核酸は、アンジオポエチン１およびアンジオポエチン
２に結合し、阻害する結合ペプチドをコードする（例えば、ＡＭＧ３８６、癌を治療する
ために用いられる抗体（ペプチボディ）のＦｃ断片参照）。
【００８４】
　特定の実施形態において、腫瘍抗原は、癌を患う個体から直接同定することができる。
この点において、スクリーニングは、様々な公知の技術を用いて実行することができる。
例えば、一実施形態において、腫瘍生検を患者から取得し、ＲＮＡを腫瘍細胞から単離し
、（例えば、Ａｆｆｙｍｅｔｒｉｘ社、サンタクララ、カリフォルニア州の）遺伝子チッ
プを用いてスクリーニングし、腫瘍抗原を同定する。腫瘍標的抗原を同定すると、その後
、当該技術分野で公知の技術を用いてクローニングし、発現させ、精製することができる
。
【００８５】
　本明細書で使用する「抗体」には、ポリクローナル抗体およびモノクローナル抗体の両
方、霊長類化（例えば、ヒト化）、マウス、マウス－ヒト、マウス－霊長類、キメラの抗
体が含まれ、インタクトな分子、その断片（例えば、ｓｃＦｖ、Ｆｖ、Ｆｄ、Ｆａｂ、Ｆ
ａｂ’およびＦ（ａｂ）’２の断片）、インタクト分子および／もしくは断片の多量体ま
たは凝集体であり得、自然界で発生するか、または例えば、免疫化、合成もしくは遺伝子
工学処理によって生産され得る。本明細書で使用する「抗体断片」とは、抗原に結合し、
かつ、いくつかの実施形態において、例えば、ガラクトース残基の取り込みによって、ク
リアランスおよび取り込みを促進する構造的特徴を示すように誘導体化することができる
抗体に由来するかまたは関連する断片を指す。これには、例えば、Ｆ（ａｂ）、Ｆ（ａｂ
）’２、ｓｃＦｖ、軽鎖可変領域（ＶＬ）、重鎖可変領域（ＶＨ）、およびそれらの組み
合わせが含まれる。
【００８６】
　ソースには、ヒト、（ラクダ、ヒトコブラクダ、またはラマの）ラクダ科の動物（Ｈａ
ｍｅｒｓ－Ｃａｓｔｅｒｍａｎ ｅｔ ａｌ.（１９９３）Ｎａｔｕｒｅ,３６３：４４６お
よびＮｇｕｙｅｎ ｅｔ ａｌ.（１９９８）Ｊ.Ｍｏｌ.Ｂｉｏｌ.,２７５：４１３）、サ
メ（Ｒｏｕｘ
ｅｔ ａｌ.（１９９８）Ｐｒｏｃ.Ｎａｔ’ｌ.Ａｃａｄ.Ｓｃｉ.（ＵＳＡ）９５：１１８
０４）、魚（Ｎｇｕｙｅｎ
ｅｔ ａｌ.（２００２）Ｉｍｍｕｎｏｇｅｎｅｔｉｃｓ,５４：３９）、げっ歯類、鳥類
、ヒツジを含む（ファージライブラリーなどの中の抗体、ｓＦｖｓ、ｓｃＦｖまたはＦａ
ｂとしてフォーマットすることができる）様々な種由来の抗体遺伝子配列、ランダムペプ
チドライブラリーをコードする配列、またはフィブリノゲンドメイン（例えば、Ｗｅｉｓ
ｅｌ ｅｔ ａｌ.（１９８５）Ｓｃｉｅｎｃｅ ２３０：１３８８参照）、クニッツドメイ
ン（例えば、米国特許第６，４２３，４９８号参照）、リポカリンドメイン（例えば、Ｗ
Ｏ２００６／０９５１６４参照）、Ｖ様ドメイン（例えば、米国特許出願公開第２００７
／００６５４３１号参照）、Ｃ型レクチンドメイン（Ｚｅｌｅｎｓｋｙ ａｎｄ Ｇｒｅａ
ｄｙ（２００５）ＦＥＢＳ Ｊ.２７２：６１７９）、ｍＡｂ２またはＦｃａｂ（商標）（
例えば、ＰＣＴ特許出願公開第ＷＯ２００７／０９８９３４号；同第２００６／０７２６
２０号）などの代替の非抗体足場のループ領域にある遺伝子工学処理した多様なアミノ酸
をコードする配列が含まれる。
【００８７】
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　当該技術者が理解する抗体技術と呼ばれる用語は、それぞれ、本明細書で明確に定義し
ない限り、当該技術分野で取得した意味が与えられる。例えば、「ＶＬ」および「ＶＨ」
という用語は、それぞれ、抗体軽鎖および抗体重鎖に由来する可変結合領域を指す。可変
結合領域は、「相補鎖決定領域」（ＣＤＲ）および「フレームワーク領域」（ＦＲ）とし
て知られる別々の、明確に定義されたサブ領域で構成されている。「ＣＬ」および「ＣＨ

」という用語は、「免疫グロブリン定常領域」、すなわち、それぞれ、抗体軽鎖または抗
体重鎖に由来する定常領域を指し、後者の領域は、その領域が由来する抗体アイソタイプ
（ＩｇＡ、ＩｇＤ、ＩｇＥ、ＩｇＧ、ＩｇＭ）によって、さらにＣＨ１、ＣＨ２、ＣＨ３

およびＣＨ４の定常領域ドメインに分けられると理解されている。一部の定常領域ドメイ
ンは、Ｆｃ領域（「断片結晶化」領域）を構成し、これは、ＡＤＣＣ（抗体依存性細胞媒
介性細胞傷害）、ＣＤＣ（補体依存性細胞傷害）および補体固定、Ｆｃ受容体への結合、
Ｆｃ領域を欠くポリペプチドに対するインビボでの半減期の増加、プロテインＡ結合、お
よびおそらく胎盤移動などの免疫グロブリンのエフェクター機能に関与するドメインを含
む（Ｃａｐｏｎ ｅｔ ａｌ.（１９８９）Ｎａｔｕｒｅ,３３７：５２５参照）。さらに、
Ｆｃ領域を含むポリペプチドは、ポリペプチドの二量体化または多量体化を可能にする。
【００８８】
　免疫グロブリンのドメイン構造は、抗原結合ドメインおよびエフェクター機能を付与す
るドメインは免疫グロブリンのクラスとサブクラスの間で交換することができるという点
で、遺伝子工学処理の影響を受けやすい。免疫グロブリンの構造と機能は、例えば、Ｈａ
ｒｌｏｗ ｅｔ ａｌ.,Ｅｄｓ.,Ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ：Ａ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ Ｍａｎｕａｌ,Ｃｈａｐｔｅｒ １４（Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈ
ａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ,Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ,１９８８）に
概説されている。組換え抗体技術の全ての態様についての大規模な紹介ならびに詳細な情
報は、テキストブックの組換え抗体（Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ,ＮＹ,１９９９）
の中で見つけることができる。詳細な抗体工学ラボマニュアルの包括的収集は、Ｒ.Ｋｏ
ｎｔｅｒｍａｎｎ ａｎｄ Ｓ.Ｄｕｂｅｌ,Ｅｄｓ.,Ｔｈｅ Ａｎｔｉｂｏｄｙ Ｅｎｇｉｎ
ｅｅｒｉｎｇ Ｌａｂ Ｍａｎｕａｌ（Ｓｐｒｉｎｇｅｒ
Ｖｅｒｌａｇ,Ｈｅｉｄｅｌｂｅｒｇ／Ｎｅｗ Ｙｏｒｋ,２０００）の中で見つけること
ができる。さらに関連するプロトコールは、Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ社、ボスト
ン、マサチューセッツ州が発行する免疫学の現在のプロトコール（Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒ
ｏｔｏｃｏｌｓ　ｉｎ　Ｉｍｍｕｎｏｌｏｇｙ）（２００９年８月）でも入手可能である
。
【００８９】
　したがって、この開示は、Ｂ細胞を遺伝子改変するための本開示の目的のタンパク質を
コードするポリヌクレオチド（単離したポリヌクレオチド、精製したポリヌクレオチド、
または純粋なポリヌクレオチド）、かかるポリヌクレオチドを含む（クローニングベクタ
ーおよび発現ベクターを含む）ベクター、ならびに本開示にしたがって、ポリヌクレオチ
ドもしくはベクターで形質転換またはトランスフェクトした細胞（例えば、宿主細胞）を
提供する。
【００９０】
　特定の実施形態において、本開示の目的のタンパク質をコードするポリヌクレオチド（
ＤＮＡまたはＲＮＡ）が企図される。目的のタンパク質をコードする発現カセットも、本
明細書で企図される。
【００９１】
　本開示は、この開示のポリヌクレオチドを含むベクター、特に、組換え発現コンストラ
クトにも関する。一実施形態において、この開示は、転写、翻訳、およびかかるタンパク
質コード配列のプロセシングを引き起こすか、または促進する他のポリヌクレオチド配列
と共に、この開示のタンパク質をコードするポリヌクレオチドを含むベクターを企図する
。
【００９２】
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　原核生物および真核生物の宿主と共に使用するのに適するクローニングベクターおよび
発現ベクターについては、例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ,Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃ
ｌｏｎｉｎｇ：Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｍａｎｕａｌ,Ｓｅｃｏｎｄ Ｅｄｉｔｉｏｎ,Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ
Ｈａｒｂｏｒ,ＮＹ,（１９８９）に記載されている。例示的なクローニング／発現ベクタ
ーには、クローニングベクター、シャトルベクター、および発現コンストラクトが含まれ
、それらの中に含まれるポリヌクレオチドの増幅、移行、および／または発現に適する、
当該技術分野で公知のプラスミド、ファージミド、ファスミド、コスミド、ウイルス、人
工染色体、または任意の核酸ビークルに基づいていてもよい。
【００９３】
　ウイルスベクターに関して特に記載しない限り、本明細書で使用する「ベクター」とは
、それが連結されている別の核酸を輸送することができる核酸分子を意味する。例示的な
ベクターには、プラスミド、酵母人工染色体、およびウイルスゲノムが含まれる。他のベ
クターは宿主細胞のゲノムに組み込むことができ、それによって宿主ゲノムと共に複製さ
れるが、特定のベクターは、自律的に、宿主細胞内で複製することができる。さらに、特
定のベクターは、「組換え発現ベクター」（または単に、「発現ベクター」）として本明
細書で呼ばれ、これは、発現制御配列に作動可能に連結される核酸配列を含み、それゆえ
に、それらの配列の発現を指示することができる。
【００９４】
　特定の実施形態において、発現コンストラクトはプラスミドベクターに由来する。例示
的なコンストラクトには、アンピシリン体制遺伝子、ポリアデニル化シグナルおよびＴ７
プロモーター部位をコードする核酸配列を有する改変ｐＮＡＳＳベクター（Ｃｌｏｎｔｅ
ｃｈ、パロアルト、カリフォルニア州）、ＣＨＥＦ１プロモーターを有するｐＤＥＦ３８
およびｐＮＥＦ３８（ＣＭＣ ＩＣＯＳ Ｂｉｏｌｏｇｉｅｓ社）、ならびにＣＭＶプロモ
ーターを有するｐＤ１８（Ｌｏｎｚａ社）が含まれる。他の適切な哺乳類発現ベクターが
公知である（例えば、Ａｕｓｕｂｅｌ
ｅｔ ａｌ.,１９９５；Ｓａｍｂｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ.,上記参照。例えば、Ｉｎｖｉｔｒ
ｏｇｅｎ社、サンディエゴ、カリフォルニア州；Ｎｏｖａｇｅｎ社、マディソン、ウィス
コンシン州；Ｐｈａｒｍａｃｉａ社、ピスカタウェイ、ニュージャージー州のカタログも
参照されたい）。融合タンパク質の増強された生産レベルを促進するために、適切な調節
制御下、ジヒドロ葉酸還元酵素（ＤＨＦＲ）をコードする配列を含む有用なコンストラク
トを調製することができ、そのレベルは、適切な選択剤（例えば、メトトレキサート）の
適用後の遺伝子増幅に起因する。
【００９５】
　一般に、組換え発現ベクターには、宿主細胞の形質転換を可能にする複製開始点および
選択マーカー、ならびに上記に記載の下流の構造配列の転写を指示する高発現遺伝子由来
のプロモーターが含まれる。本開示に係るポリヌクレオチドと作動可能な連結にあるベク
ターは、クローニングコンストラクトまたは発現コンストラクトをもたらす。例示的なク
ローニング／発現コンストラクトは、本開示のポリヌクレオチドに作動可能に連結された
少なくとも１つの発現制御エレメント、例えば、プロモーターを含む。エンハンサー、因
子特異的結合部位、ターミネーター、およびリボソーム結合部位などのさらなる発現制御
エレメントも、本開示に係るベクターならびにクローニング／発現コンストラクト中に企
図される。本開示に係るポリヌクレオチドの異種構造配列は、適切な段階で、翻訳開始配
列および翻訳終了配列で組み立てられる。したがって、例えば、本明細書に提供するコー
ド核酸には、宿主細胞内でかかるタンパク質を発現させるための組換え発現コンストラク
トとして様々な発現ベクターコンストラクトの任意の１つに含まれ得る。
【００９６】
　適切なＤＮＡ配列（複数可）を、例えば、様々な手順によってベクターに挿入すること
ができる。一般に、ＤＮＡ配列は、当該技術分野で公知の手順によって、適切な制限エン
ドヌクレアーゼ切断部位（複数可）に挿入される。クローニング、ＤＮＡ単離、増幅およ
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び精製のための標準的技術、ＤＮＡリガーゼ、ＤＮＡポリメラーゼ、制限エンドヌクレア
ーゼなどを含む酵素反応のための標準的技術、ならびに様々な分離技術が企図される。多
数の標準的技術については、例えば、Ａｕｓｕｂｅｌら（Ｃｕｒｒｅｎｔ Ｐｒｏｔｏｃ
ｏｌｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙ,Ｇｒｅｅｎｅ
Ｐｕｂｌ.Ａｓｓｏｃ社＆Ｊｏｈｎ Ｗｉｌｅｙ＆Ｓｏｎｓ社、ボストン、マサチューセッ
ツ州、１９９３）、Ｓａｍｂｒｏｏｋら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎｇ,Ｓｅｃｏ
ｎｄ Ｅｄ.,Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、プレーンビュ
ー、ニューヨーク州、１９８９）、Ｍａｎｉａｔｉｓら（Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ,Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ
Ｈａｒｂｏｒ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ、プレーンビュー、ニューヨーク州、１９８２）、
Ｇｌｏｖｅｒ（編）（ＤＮＡ Ｃｌｏｎｉｎｇ Ｖｏｌ.Ｉ ａｎｄ ＩＩ,ＩＲＬ Ｐｒｅｓ
ｓ、オックスフォード、イギリス、１９８５）、ＨａｍｅｓおよびＨｉｇｇｉｎｓ（編）
（Ｎｕｃｌｅｉｃ Ａｃｉｄ
Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ,ＩＲＬ Ｐｒｅｓｓ、オックスフォード、イギリス、１９８
５）などに記載されている。
【００９７】
　発現ベクター中のＤＮＡ配列を、ｍＲＮＡ合成を指示するために、少なくとも１つの適
切な発現制御配列（例えば、構成的プロモーターまたは制御プロモーター）に作動可能に
連結する。かかる発現制御配列の代表的な例には、上記に記載の真核細胞またはそれらの
ウイルスのプロモーターが含まれる。プロモーター領域は、ＣＡＴ（クロラムフェニコー
ル転移酵素）ベクターまたは選択マーカーを有する他のベクターを用いて、任意の所望の
遺伝子から選択することができる。真核生物のプロモーターには、ＣＭＶ極初期、ＨＳＶ
チミジンキナーゼ、初期および後期ＳＶ４０、レトロウイルスのＬＴＲ、およびマウスメ
タロチオネイン－Ｉが含まれる。適切なベクターおよびプロモーターの選択は十分に当該
技術者の範囲内にあり、本開示に係るタンパク質またはポリペプチドをコードする核酸に
作動可能に連結された少なくとも１つのプロモーターまたは調節プロモーターを含む特定
の特に好ましい組換え発現コンストラクトの調製を本明細書に記載する。
【００９８】
　本開示のポリヌクレオチドの変異体も企図される。変異ポリヌクレオチドは、本明細書
に記載の定義された配列のポリヌクレオチドの１つと少なくとも６０％、６５％、７０％
、７５％、８０％、８５％、９０％、好ましくは、９５％、９６％、９７％、９８％、９
９％、もしくは９９．９％同一であるか、または約６５～６８℃の０．０１５Ｍ塩化ナト
リウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム、もしくは約４２℃の０．０１５Ｍ塩化ナト
リウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム、および５０％ホルムアミドのストリンジェ
ントなハイブリダイゼーションの条件下、定義された配列のそれらのポリヌクレオチドの
１つにハイブリダイズする。ポリヌクレオチド変異体は、本明細書に記載の機能を有する
結合ドメインまたはその融合タンパク質をコードする能力を保有する。
【００９９】
　「ストリンジェント」という用語は、ストリンジェントとして当該技術分野で一般に理
解される条件を表すために用いられる。ハイブリダイゼーションストリンジェンシーは、
主に、温度、イオン強度、およびホルムアミドなどの変性剤の濃度によって決定される。
ハイブリダイゼーションおよび洗浄のストリンジェントな条件の例として、約６５～６８
℃の０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム、または約４２℃
の０．０１５Ｍ塩化ナトリウム、０．００１５Ｍクエン酸ナトリウム、および５０％ホル
ムアミドが挙げられる（Ｓａｍｂｒｏｏｋ ｅｔ ａｌ,Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｃｌｏｎｉｎ
ｇ：Ａ Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ
Ｍａｎｕａｌ,２ｎｄ Ｅｄ.,Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ
Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ,Ｃｏｌｄ Ｓｐｒｉｎｇ Ｈａｒｂｏｒ,Ｎ.Ｙ.,１９８９参照）。
【０１００】
　（より高い温度、より低いイオン強度、より高いホルムアミド濃度、または他の変性剤



(26) JP 5873807 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

などの）よりストリンジェントな条件も用いることができるが、ハイブリダイゼーション
の速度が影響する。デオキシオリゴヌクレオチドのハイブリダイゼーションが関係する場
合、さらなる例示的なストリンジェントハイブリダイゼーション条件には、３７℃（１４
塩基のオリゴヌクレオチドの場合）、４８℃（１７塩基のオリゴヌクレオチドの場合）、
５５℃（２０塩基のオリゴヌクレオチドの場合）、および６０℃（２３塩基のオリゴヌク
レオチドの場合）における６×ＳＳＣ、０．０５％ピロリン酸ナトリウムでの洗浄が含ま
れる。
【０１０１】
　本開示のさらなる態様は、本開示のポリヌクレオチドもしくはベクター／発現コンスト
ラクトのいずれかで形質転換もしくはトランスフェクトした宿主細胞、またはそうでなけ
れば、本開示のポリヌクレオチドもしくはベクター／発現コンストラクトのいずれかを含
む宿主細胞を提供する。本開示のポリヌクレオチドまたはクローニング／発現コンストラ
クトを、形質転換、トランスフェクションおよび形質導入を含む当技術分野で公知の任意
の方法を用いて適切な細胞に導入する。宿主細胞には、例えば、生体外遺伝子治療を含む
生体外細胞治療を受けている対象の細胞が含まれる。本開示に係るポリヌクレオチド、ベ
クター、またはタンパク質を内部にもつ時、本開示の態様として企図される真核生物の宿
主細胞には、対象自身の細胞（例えば、ヒト患者自身の細胞）に加えて、ＶＥＲＯ細胞、
ＨｅＬａ細胞、チャイニーズハムスター卵巣（ＣＨＯ）細胞株（発現した多価結合分子の
グリコシル化パターンを変更することができる改変されたＣＨＯ細胞を含む。米国特許出
願公開第２００３／０１１５６１４号参照）、（ＣＯＳ－７などの）ＣＯＳ細胞、Ｗ１３
８、ＢＨＫ、ＨｅｐＧ２、３Ｔ３、ＲＩＮ、ＭＤＣＫ、Ａ５４９、ＰＣ１２、Ｋ５６２、
ＨＥＫ２９３細胞、ＨｅｐＧ２細胞、Ｎ細胞、３Ｔ３細胞、ヨトウガ（Ｓｐｏｄｏｐｔｅ
ｒａ
ｆｒｕｇｉｐｅｒｄａ）細胞（例えば、Ｓｆ９細胞）、出芽酵母細胞、および本開示に係
るタンパク質もしくはペプチドを発現させること、任意に、単離することに有用であると
当該技術分野で公知の任意の他の真核生物の細胞が含まれる。大腸菌、枯草菌、サルモネ
ラ菌、放線菌、または本開示に係るタンパク質もしくはペプチドを発現させること、任意
に、単離することに適すると当該技術分野で公知の任意の原核細胞を含む原核細胞も企図
される。原核細胞からタンパク質またはペプチドを単離する場合、特に、封入体からタン
パク質を抽出するための当該技術分野で公知の技術を用いることができると企図される。
適切な宿主の選択は、本明細書の教示から当該技術者の範囲内にある。本開示の融合タン
パク質をグリコシル化する宿主細胞が企図される。
【０１０２】
　「組換え宿主細胞」（または単に「宿主細胞」）という用語は、組換え発現ベクターを
含む細胞を指す。かかる用語は、特定の対象細胞だけでなく、かかる細胞の子孫を表すこ
とが意図されると理解されるべきである。変異または環境的影響のいずれかに起因する特
定の改変が後世に発生する可能性があり、そのような子孫は、実際には、親細胞と同一で
はない可能性があるが、それでも本明細書で使用する「宿主細胞」という用語の範囲内に
含まれる。
【０１０３】
　組換え宿主細胞は、必要に応じて、プロモーターの活性化、形質転換体の選択、特定の
遺伝子の増幅のために変更された従来の栄養培地で培養することができる。温度、ｐＨな
どの発現のために選択される特定の宿主細胞のための培養条件は、当該技術者に容易に明
らかとなるであろう。様々な哺乳類細胞培養系も、組換えタンパク質を発現するのに用い
ることができる。哺乳類発現系の例として、Ｇｌｕｚｍａｎ（１９８１）Ｃｅｌｌ ２３
：１７５に記載のサル腎臓線維芽細胞のＣＯＳ－７、および適合性ベクターを発現するこ
とができる他の細胞株、例えば、Ｃ１２７、３Ｔ３、ＣＨＯ、ＨｅＬａおよびＢＨＫ細胞
株が挙げられる。哺乳類発現ベクターには、例えば、多価結合タンパク質の発現コンスト
ラクトの調製に関して本明細書に記載の複製開始点、適切なプロモーター、および任意に
、エンハンサー、ならびに任意の必須のリボソーム結合部位、ポリアデニル化部位、スプ
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ライス供与部位およびスプライス受容部位、転写終結配列、および５’フランキング非転
写配列が含まれる。ＳＶ４０スプライス部位、およびポリアデニル化部位由来のＤＮＡ配
列を用いて、転写されない必要な遺伝因子を提供することができる。このコンストラクト
の宿主細胞への導入は、当該技術者によく知られており、リン酸カルシウムトランスフェ
クション、ＤＥＡＥ－デキストラン媒介トランスフェクション、またはエレクトロポレー
ションを含む様々な方法によって行うことができる（Ｄａｖｉｓ ｅｔ ａｌ.（１９８６
）Ｂａｓｉｃ Ｍｅｔｈｏｄｓ ｉｎ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｂｉｏｌｏｇｙ）。
【０１０４】
　使用する組成物および方法
　一実施形態において、本開示の細胞組成物には、本明細書に記載の目的のタンパク質を
発現する形質導入され、かつ活性化／分化したＢ細胞集団が含まれる。一実施形態におい
て、これらの組成物には、形質Ｂ細胞に分化し、目的の１つ以上のタンパク質を発現する
形質導入Ｂ細胞が含まれる。形質導入され、かつ活性化された本開示のＢ細胞集団などの
標的細胞集団は、単独で、または希釈剤および／またはサイトカインもしくは細胞集団な
どの他の成分と組み合わせて医薬組成物として投与することができる。簡単に説明すると
、本開示の細胞組成物は、１種以上の薬学的もしくは生理学的に許容される担体、希釈剤
または賦形剤と組み合わせて、本明細書に記載の目的のタンパク質を発現する形質導入さ
れ、かつ活性化／分化したＢ細胞集団を含み得る。かかる組成物には、中性緩衝生理食塩
水、リン酸緩衝生理食塩水などの緩衝液、グルコース、マンノース、ショ糖もしくはデキ
ストラン、マンニトールなどの炭水化物、タンパク質、ポリペプチドまたはグリシンなど
のアミノ酸、酸化防止剤、ＥＤＴＡもしくはグルタチオンなどのキレート剤、アジュバン
ト（例えば、水酸化アルミニウム）、および防腐剤が含まれ得る。本開示の組成物を、好
ましくは、静脈内投与用に製剤化する。
【０１０５】
　本開示の細胞組成物を、治療（または防止）すべき疾患に適する方法で投与することが
できる。適切な用量が臨床試験によって決定され得るが、投与量および投与回数は、患者
の病状、ならびに患者の疾患の種類および重症度などの要因によって決定される。
【０１０６】
　「有効量」、「抗腫瘍有効量」、「腫瘍を阻害する有効量」または「治療量」が示され
る場合は、投与されるべき本開示の組成物の正確な量は、患者（対象）の年齢、体重、腫
瘍サイズ、感染または転移の程度、ならびに病状における個々の違いを考慮して、医師に
よって決定され得る。一般に、本明細書に記載のＢ細胞を含む細胞組成物は、１０４～１
０７細胞／体重ｋｇ、好ましくは、１０５～１０６細胞／体重ｋｇ、それらの範囲内の全
ての整数値を含む用量で投与することができると述べることができる。Ｂ細胞組成物も、
これらの用量で複数回投与することができる。これらの細胞を、免疫療法で一般に知られ
る注入技術を用いて投与することができる（例えば、Ｒｏｓｅｎｂｅｒｇ ｅｔ ａｌ.,Ｎ
ｅｗ Ｅｎｇ.Ｊ.ｏｆ Ｍｅｄ.３１９：１６７６,１９８８参照）。特定の患者に最適な用
量および治療体制は、疾患の徴候について患者を監視し、それに応じて治療を調整するこ
とにより、医療従事者が容易に決定することができる。
【０１０７】
　一般的に、関連する養子免疫療法の研究において、抗原特異的Ｔ細胞は、患者に約２×
１０９～２×１０１１の細胞で投与される（例えば、米国特許第５，０５７，４２３号参
照）。本開示のいくつかの態様において、１０６／ｋｇ（患者につき１０６～１０１１）
の範囲の、より少ない数の本開示の形質導入Ｂ細胞を投与してもよい。特定の実施形態に
おいて、これらのＢ細胞を、１×１０５、１×１０６、１×１０７、１×１０８、２×１
０８、２×１０９、１×１０１０、２×１０１０、１×１０１１、５×１０１１、または
１×１０１２の細胞で対象に投与する。Ｂ細胞組成物を、これらの範囲内の用量で複数回
投与してもよい。これらの細胞は、治療を受けている患者にとって自己のものまたは異種
性であってもよい。必要に応じて、治療には、分裂促進因子（例えば、ＰＨＡ）または免



(28) JP 5873807 B2 2016.3.1

10

20

30

40

50

疫反応の誘導を高めるために、本明細書に記載のリンホカイン、サイトカイン、および／
またはケモカイン（例えば、ＧＭ－ＣＳＦ、ＩＬ－４、ＩＬ－１３、Ｆｌｔ３－Ｌ、ＲＡ
ＮＴＥＳ、ＭＩＰ１α他）も含まれ得る。
【０１０８】
　対象組成物の投与は、エアロゾル吸入、注射、経口摂取、輸血、移入または移植による
投与を含む、任意の好都合な方法で実施され得る。本明細書に記載の組成物は、患者に皮
下、皮内、腫瘍内、節内（ｉｎｔｒａｎｏｄａｌｌｙ）、髄内、筋肉内、静脈内（ｉ．ｖ
．）注射によって、または腹腔内に投与することができる。一実施形態において、本開示
のＢ細胞組成物を、皮内注射または皮下注射によって患者に投与する。別の実施形態にお
いて、本明細書に記載のＢ細胞組成物を、好ましくは、ｉ．ｖ．注射によって投与する。
これらのＢ細胞の組成物を、腫瘍、リンパ節、または感染部位に直接注入してもよい。
【０１０９】
　さらに別の実施形態において、この医薬組成物を放出制御システムで送達することがで
きる。一実施形態において、ポンプを用いることができる（Ｌａｎｇｅｒ,１９９０,Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ
２４９：１５２７－１５３３；Ｓｅｆｔｏｎ １９８７,ＣＲＣ Ｃｒｉｔ.Ｒｅｆ.Ｂｉｏ
ｍｅｄ.Ｅｎｇ.１４：２０１；Ｂｕｃｈｗａｌｄ
ｅｔ ａｌ.,１９８０；Ｓｕｒｇｅｒｙ ８８：５０７；Ｓａｕｄｅｋ ｅｔ ａｌ.,１９８
９,Ｎ.Ｅｎｇｌ.Ｊ.Ｍｅｄ.３２１：５７４参照）。別の実施形態において、ポリマー材
料を用いることができる（Ｍｅｄｉｃａｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｏｎｔｒ
ｏｌｌｅｄ Ｒｅｌｅａｓｅ,１９７４,Ｌａｎｇｅｒ ａｎｄ Ｗｉｓｅ（ｅｄｓ.）,ＣＲ
Ｃ Ｐｒｅｓ.,Ｂｏｃａ Ｒａｔｏｎ,Ｆｌａ.；Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ｄｒｕｇ Ｂｉｏａ
ｖａｉｌａｂｉｌｉｔｙ,Ｄｒｕｇ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ Ｐｅｒｆｏｒ
ｍａｎｃｅ,１９８４,Ｓｍｏｌｅｎ ａｎｄ Ｂａｌｌ（ｅｄｓ.）,Ｗｉｌｅｙ,Ｎｅｗ Ｙ
ｏｒｋ；Ｒａｎｇｅｒ ａｎｄ Ｐｅｐｐａｓ,１９８３；Ｊ.Ｍａｃｒｏｍｏｌ.Ｓｃｉ.Ｒ
ｅｖ.Ｍａｃｒｏｍｏｌ.Ｃｈｅｍ.２３：６１参照。Ｌｅｖｙ ｅｔ ａｌ.,１９８５,Ｓｃ
ｉｅｎｃｅ ２２８：１９０；Ｄｕｒｉｎｇ ｅｔ ａｌ.,１９８９,Ａｎｎ.Ｎｅｕｒｏｌ.
２５：３５１；Ｈｏｗａｒｄ
ｅｔ ａｌ.,１９８９,Ｊ.Ｎｅｕｒｏｓｕｒｇ.７１：１０５も参照されたい）。さらに別
の実施形態において、放出制御システムを治療標的の近くに配置することができるので、
全身用量のほんの一部しか必要としない（例えば、Ｍｅｄｉｃａｌ Ａｐｐｌｉｃａｔｉ
ｏｎｓ ｏｆ Ｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄ Ｒｅｌｅａｓｅ,１９８４,Ｌａｎｇｅｒ ａｎｄ Ｗ
ｉｓｅ（ｅｄｓ.）,ＣＲＣ Ｐｒｅｓ.,Ｂｏｃａ Ｒａｔｏｎ,Ｆｌａ.,ｖｏｌ.２,ｐｐ.１
１５－１３８参照）。
【０１１０】
　本開示のＢ細胞組成物を、任意の数の基質を用いて投与することもできる。基質は、１
９９７の組織工学（例えば、Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ ｏｆ Ｔｉｓｓｕｅ Ｅｎｇｉｎｅｅ
ｒｉｎｇ（Ｌａｎｚａ,Ｌａｎｇｅｒ,およびＣｈｉｃｋ（編）参照）の文脈の中で数年間
利用されている。本開示は、人工リンパ器官として機能する新しい脈絡の中でかかる基質
を利用し、Ｂ細胞を支持し、維持する。したがって、本開示は、組織工学で有用性が示さ
れたそれらの基質組成物および製剤を利用することができる。したがって、本開示の組成
物、装置および方法において用いることができる基質の種類は、事実上無限であり、生物
学的基質および合成基質の両方を含み得る。１つの特定例において、米国特許第５，９８
０，８８９号、同第５，９１３，９９８号、同第５，９０２，７４５号、同第５，８４３
，０６９号、同第５，７８７,９００号、または同第５，６２６，５６１号で説明される
組成物および装置を利用する。基質は、哺乳類宿主に投与される場合、一般に生体適合性
と関連する特徴を含む。基質は、天然物質または合成物質の両方から形成することができ
る。これらの基質は、移植片などの動物の体内に永久構造物もしくは取り外し可能な構造
物を残すことが望ましい場合に、生分解性ではなくてもよく、または生分解性であっても
よい。これらの基質は、スポンジ、移植片、管、テルファパッド、繊維、中空繊維、凍結
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乾燥成分、ゲル、粉末、多孔性組成物、またはナノ粒子の形態をとることができる。さら
に、基質は、徐放性播種細胞、産生されるサイトカインまたは他の活性剤を許容するよう
に設計することができる。特定の実施形態において、本開示の基質は柔軟性および弾力性
があり、無機塩類、水性液、および酸素を含む溶解させたガス状の薬剤などの物質に透過
性のある半固体の足場として記載することができる。
【０１１１】
　基質を、生体適合性物質の例として本明細書で使用する。しかし、本開示は基質に限定
されないので、どこで基質（ｍａｔｒｉｘ）または基質（ｍａｔｒｉｃｅｓ）という用語
が現れようと、これらの用語は、細胞保持または細胞横断（ｃｅｌｌｕｌａｒ ｔｒａｖ
ｅｒｓａｌ）を可能し、生体適合性があり、かつ物質自体が半透膜であるような物質を介
して直接高分子の横断を可能にすることができるか、または特定の半透性物質と組み合わ
せて用いられる装置および他の物質を含むと理解されるべきである。
【０１１２】
　本開示の特定の実施形態において、本明細書に記載の方法、または当該技術分野で公知
の他の方法を用いて形質導入され、活性化されるＢ細胞を、抗ウイルス剤などの薬剤、化
学療法、放射線療法、シクロスポリン、アザチオプリン、メトトレキサート、ミコフェノ
レート、およびＦＫ５０６などの免疫抑制剤、抗体、またはＣＡＭＰＡＴＨなどの他の免
疫除去剤（ｉｍｍｕｎｏａｂｌａｔｉｖｅ ａｇｅｎｔ）、抗ＣＤ３抗体もしくは他の抗
体療法、シトキシン（ｃｙｔｏｘｉｎ）、フルダリビン（ｆｌｕｄａｒｉｂｉｎｅ）、シ
クロスポリン、ＦＫ５０６、ラパマイシン、ミコフェノール酸、ステロイド、ＦＲ９０１
２２８、サイトカイン、および照射を含むが、これら限定されない任意の数の関連する治
療法と組み合わせて患者に投与する。これらの薬剤は、カルシウム依存性ホスファターゼ
カルシニューリン（シクロスポリンおよびＦＫ５０６）を阻害するか、または増殖因子誘
導性シグナル伝達に重要なｐ７０Ｓ６キナーゼ（ラパマイシン）を阻害するかのいずれか
である（Ｌｉｕ ｅｔ ａｌ.,Ｃｅｌｌ ６６：８０７－８１５,１９９１；Ｈｅｎｄｅｒｓ
ｏｎ ｅｔ ａｌ.,Ｉｍｍｕｎ.７３：３１６－３２１,１９９１；Ｂｉｅｒｅｒ ｅｔ ａｌ
.,Ｃｕｒｒ.Ｏｐｉｎ.Ｉｍｍｕｎ.５：７６３－７７３,１９９３；Ｉｓｏｎｉｅｍｉ（上
記））。さらなる実施形態において、本開示の細胞組成物を、フルダラビン、外照射放射
線療法（ＸＲＴ）、シクロホスファミドなどの化学療法剤か、またはＯＫＴ３もしくはＣ
ＡＭＰＡＴＨなどの抗体のいずれかを用いる骨髄移植、Ｔ細胞除去療法と組み合わせて（
例えば、その前、それと同時またはその後に）患者に投与する。一実施形態において、本
開示の細胞組成物を、ＣＤ２０と反応する薬剤、例えば、Ｒｉｔｕｘａｎ（登録商標）な
どのＢ細胞除去療法後に投与する。例えば、一実施形態において、対象は、高用量の化学
療法による標準的治療の後に末梢血幹細胞移植を受けることができる。特定の実施形態に
おいて、移植後、対象は、本開示の規模を拡大した免疫細胞の注入を受ける。さらなる実
施形態において、規模が拡大された細胞を手術前または手術後に投与する。
【０１１３】
　患者に投与されるべき上記の治療の用量は、治療されている病状の正確な性質および治
療の受信者によって異なる。ヒトへの投与のための用量のスケーリングは、当該技術分野
で認められた慣行に従って行うことができる。
【０１１４】
　本開示の形質導入Ｂ細胞組成物、特に、目的の特定の抗体を発現するように形質導入さ
れたＢ細胞を、様々な感染症、癌、変性疾患および免疫疾患の治療または予防に用いるこ
とができる。
【０１１５】
　本明細書に記載の形質導入Ｂ細胞を含む組成物は、ウイルス、細菌、寄生虫や真菌など
の感染性微生物によって引き起こされる様々な感染症のいずれかの治療に用いることがで
きる。感染性微生物には、ウイルス（例えば、ＲＮＡウイルス、ＤＮＡウイルス、ヒト免
疫不全ウイルス（ＨＩＶ）、Ａ型肝炎、Ｂ型肝炎、およびＣ型肝炎のウイルス、単純ヘル
ペスウイルス（ＨＳＶ）、サイトメガロウイルス（ＣＭＶ）、エプスタイン・バーウイル
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ス（ＥＢＶ）、ヒトパピローマウイルス（ＨＰＶ））、寄生虫（例えば、変形体の種、リ
ーシュマニア種、住血吸虫種、トリパノソーマ種などの原生動物および後生動物の病原体
）、細菌（例えば、マイコバクテリア、特に、結核菌、サルモネラ菌、連鎖球菌、大腸菌
、ブドウ球菌）、真菌（例えば、カンジダ属、アスペルギルス種）、ニューモシスティス
・カリニ、およびプリオン（公知のプリオンは動物に感染し、スクレイピー、ヒツジおよ
びヤギの中枢神経系の感染性変性疾患、ならびに牛海綿状脳症（ＢＳＥ）、または「狂牛
病」、およびネコ海綿状脳症を引き起こす。ヒトに影響を与えることが知られている４つ
のプリオン病は、（１）クールー、（２）クロイツフェルト・ヤコブ病（ＣＪＤ）、（３
）ゲルストマン・シュトロイスラー・シャインカー病（ＧＳＳ）、（４）致死性家族性不
眠症（ＦＦＩ）である）が含まれ得る。本明細書で使用する「プリオン」には、用いられ
る全ての動物、特に、ヒトおよび飼いならされた家畜のこれらの疾患もしくは他の疾患の
全てまたはいずれかを引き起こすプリオンの全ての形態が含まれる。例示的な感染症には
、トキソプラズマ症、ヒストプラスマ症、ＣＭＶ、ＥＢＶ、コクシジウム症、結核、ＨＩ
Ｖなどが含まれるが、これらに限定されない。
【０１１６】
　特定の実施形態において、本明細書に記載の形質導入Ｂ細胞組成物は、様々な癌の予防
または治療にも用いられ得る。この点に関して、特定の実施形態において、形質導入Ｂ細
胞を含む組成物は、黒色腫、非ホジキンリンパ腫、ホジキン病、白血病、形質細胞腫、肉
腫、神経膠腫、胸腺腫、乳癌、前立腺癌、結腸直腸癌、腎臓癌、腎細胞癌、子宮癌、膵臓
癌、食道癌、脳癌、肺癌、卵巣癌、子宮頚癌、精巣癌、胃癌、食道癌、多発性骨髄腫、肝
癌、急性リンパ性白血病（ＡＬＬ）、急性骨髄性白血病（ＡＭＬ）、慢性骨髄性白血病（
ＣＭＬ）、慢性リンパ性白血病（ＣＬＬ）、または他の癌を予防または治療するのに有用
である。
【０１１７】
　一実施形態において、これらの形質導入Ｂ細胞は、後天性免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）
、無ガンマグロブリン血症、低ガンマグロブリン血症、他の免疫不全、免疫抑制、および
重症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ）などの免疫疾患の治療にも用いることができる。
【０１１８】
　一実施形態において、本明細書に記載の形質導入Ｂ細胞は、限定されないが、関節リウ
マチ、多発性硬化症、インスリン依存性糖尿病、アジソン病、セリアック病、慢性疲労症
候群、炎症性大腸炎、潰瘍性大腸炎、クローン病、線維筋痛症、全身性エリテマトーデス
、乾癬、シェーグレン症候群、甲状腺機能亢進症／バセドウ病、甲状腺機能低下症／橋本
病、インスリン依存性糖尿病（１型）、重症筋無力症、子宮内膜症、強皮症、悪性貧血、
グッドパスチャー症候群、ヴェーゲナー病、糸球体腎炎、再生不良性貧血、発作性夜間血
色素尿症、骨髄異形成症候群、特発性血小板減少性紫斑病、自己免疫性溶血性貧血、エヴ
ァンス症候群、第ＶＩＩＩ因子インヒビター症候群（Ｆａｃｔｏｒ ＶＩＩＩ ｉｎｈｉｂ
ｉｔｏｒ ｓｙｎｄｒｏｍｅ）、全身性血管炎、皮膚筋炎、多発性筋炎およびリウマチ熱
などの自己免疫疾患の治療にも用いることができる。
【０１１９】
　したがって、一実施形態において、本明細書の方法は、本明細書に記載の形質導入Ｂ細
胞を含む治療有効量の組成物を、それを必要としている対象または患者に投与し、それに
よって疾患を治療することを含む疾患の治療法を含む。
【０１２０】
　実施例
　実施例１
　目的のタンパク質を産生するためのＰＢＭＣ由来のＢ細胞の形質導入および培養
　この実施例において、ＰＢＭＣ由来のＢ細胞を形質導入し、培養して、ＨＩＶ中和抗体
、ｂ１２、またはＧＦＰを成功裏に産生した。
【０１２１】
　方法
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　ヒトＰＢＭＣをＲＰＭＩ培地で解凍し、血球計数器を用いて数をかぞえた。Ｂ細胞を、
メーカーのプロトコールに従って、ｅａｓｙ－ＳｅｐＢ細胞陰性選択Ｂ細胞精製キット（
ｅａｓｙ－Ｓｅｐ Ｂ－ｃｅｌｌ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｅｌｅｃｔｉｏｎ
Ｂ－ｃｅｌｌ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｋｉｔ）を用いて、合計１．２３×１０７個の
ＰＢＭＣから採取した。精製後、これらの細胞の数を数え、３．５×１０５個のＢ細胞を
２４ウェルプレートの２ウェルに加え、それぞれのウェルに培地を１．２５ｍｌ入れた。
この培地は、ＲＰＭＩ、ＩＬ－２（１０ｎｇ／ｍｌ）、ＩＬ－１０（１００ｎｇ／ｍｌ）
、ＣｐＧ（２マイクロモル）からなり、ＰＨＡ（４μｇ／ｍｌ）は含む場合と含まない場
合があった。
【０１２２】
　さらに、ＣＤ４０リガンド（ＭＳ４０低細胞）で前もって安定して形質導入し、低レベ
ルのリガンドを発現する細胞について選択した４×１０４個の付着マウスＭＳ５間質細胞
を、ウェルのそれぞれに加え、２４時間培養プレートに付着させた後、（サイトカインお
よびＲＰＭＩの存在下で）これらのＢ細胞を加えた。
【０１２３】
　これらのＢ細胞を、３日間これらの条件に暴露した。
【０１２４】
　培養３日後に、これらの細胞を除去し、１．６μｇのポリブレンを、これらのＢ細胞を
含む１．２５ｍｌの培養物のそれぞれに加え、３時間インキュベートし、ＨＩＶ中和抗体
ｂ１２またはＧＦＰ（共に、ＥＥＫプロモーターの制御下にある；Ｂｌｏｏｄ,１２ Ｆｅ
ｂｒｕａｒｙ ２００９,Ｖｏｌ.１１３,Ｎｏ.７,ｐｐ.１４２２－１４３１および米国特
許出願第２０１００２０３６３０号参照）のいずれかをコードするエドモンストン麻疹ウ
イルスでシュードタイプ化したレンチウイルスベクターを、ＭＯＩ３０でＢ細胞に加えた
。全部で、＋ＰＨＡ条件とマイナスＰＨＡ条件の両方について、合計２ウェルのＢ細胞を
ｂ１２で形質導入し、１ウェルをＧＦＰで形質導入した。
【０１２５】
　それぞれのウェルは、培地に加えてサイトカイン、ＭＳ４０－低細胞および２．６７×
１０４個のＢ細胞を含んでいた。新鮮なサイトカインを３日ごとに加え、細胞を、ＧＦＰ
陽性細胞の存在について蛍光顕微鏡を用いて監視した。形質導入１８日後に、５００μｌ
の培地をｂ１２およびＧＦＰ試料から取り除き、ｂ１２および精製したｂ１２の存在を測
定するためにＧＰ１４０結合を用いるルミネックス（Ｌｕｍｉｎｅｘ）装置（Ｌｕｍｉｎ
ｅｘ Ｃｏｒｐｏｒａｔｉｏｎ、オースティン、テキサス州）を用いてｂ１２の存在につ
いて試験し、定量化のための標準曲線を作成した。ルミネックスの結果は、ＰＨＡがｂ１
２の生産に顕著に影響を与えないことを支持したが、方法の再集計における精度のために
このプロトコールに含めた。
【０１２６】
　結果
　これらの結果は、形質導入細胞が平均して１．０５ｎｇ／ｍｌのｂ１２抗体を産生した
ことを示した（図１参照）。さらに、蛍光顕微鏡は、ＧＦＰ形質導入Ｂ細胞が改変され、
緑色に成長したことを示した。ＧＦＰおよびｂ１２発現を促進するために用いたプロモー
ターは、分化したＢ細胞においてのみ有効であることに留意することが重要である。した
がって、これらの細胞は、唯一、形質細胞になった後に蛍光を発する。それゆえに、この
実験は、ウイルスが正確に細胞を改変すること、ならびに培養系が改変された静止Ｂ細胞
を形質細胞に分化させることができることの両方を示した。
【０１２７】
　本明細書で引用され、かつ／または出願データシートにまとめられた上記の米国特許、
米国特許出願公開、米国特許出願、外国特許、外国特許出願および非特許公開の全ては、
参照によりその全体が本明細書に組み込まれる。本明細書に利用される全ての数値範囲は
その範囲内の全ての整数値を含み、その範囲内の特定の数値の選択は特定の用途に応じて
企図される。さらに、以下の実施例は例示の目的で提供され、限定を目的とするものでは
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ない。前述から、本発明の特定の実施形態は、例示の目的のために本明細書に記載されて
いるが、様々な改変が本発明の精神および範囲から逸脱することなく行うことができるこ
とが理解されるであろう。したがって、本発明は、添付の特許請求の範囲を除いて限定さ
れない。

【図１】
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