
(57)【要約】
本発明は、外来核酸含有造血前駆細胞を患者に導入するための方法に関する。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 外 来 核 酸 を 含 む 造 血 前 駆 （ Ｈ Ｐ ） 細 胞 を 患 者 に 導 入 す る た め の 方 法 で あ っ て 、
　 （ ａ ） 患 者 か ら Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む 細 胞 サ ン プ ル を 得 る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｂ ） 少 な く と も ４ ０ ％ の Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を 得 る た め に 前 記 Ｈ Ｐ 細 胞 を 濃 縮 す
る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｃ ） 前 記 Ｈ Ｐ 細 胞 で 発 現 可 能 な 外 来 核 酸 を 含 む ベ ク タ ー を 前 記 細 胞 集 団 に 導 入 し て 、
生 体 外 で （ in vitro） 更 に 培 養 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｄ ） 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 第 ２ の 患 者 に 投 与 し た と き に 、 総 数 で Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞
を 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り １ ． ６ ３ × １ ０ 6  含 み 、 そ の う ち 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 を 少
な く と も ０ ． ５ ２ × １ ０ 6  含 む 用 量 を 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 前 記 第 ２ の 患 者 が 受 け 取 る よ
う に す る た め に 、 こ の よ う な 外 来 核 酸 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の 数 を 決 定 す る ス テ ッ プ と 、
　 （ ｅ ） 前 記 用 量 を 前 記 患 者 に 投 与 す る ス テ ッ プ と を 含 む こ と を 特 徴 と す る 方 法 。
【 請 求 項 ２ 】
　 骨 髄 移 植 後 に 、 前 記 患 者 の 骨 髄 に 少 な く と も １ ０ ％ の 外 来 核 酸 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 が 存 在 す る
こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ 】
　 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の 数 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り ０ ． ５ ２ × １ ０ 6  の 遺 伝 子 含 有 Ｃ
Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 よ り も 少 な い 場 合 、 前 記 細 胞 を 凍 結 し て 、 前 記 Ｈ Ｐ 細 胞 数 が 、 体 重 １ ｋ
ｇ 当 た り ０ ． ５ ２ × １ ０ 6  の 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 よ り も 多 く な る ま で 、 請 求 項
１ に 記 載 の 方 法 を １ 回 ま た は 複 数 回 繰 り 返 す 、 ま た は １ 回 ま た は 複 数 回 の 動 員 ス テ ッ プ 及
び ／ ま た は ア フ ェ レ ー シ ス ス テ ッ プ を 追 加 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ４ 】
　 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に 従 っ て 得 ら れ た 遺 伝 子 改 変 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 集 団 。
【 請 求 項 ５ 】
　 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 前 記 第 ２ の 患 者 に 投 与 す る 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞
の 数 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 少 な く と も １ × １ ０ 7  で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ６ 】
　 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 前 記 第 ２ の 患 者 に 投 与 す る 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞
の 数 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 少 な く と も ２ × １ ０ 7  で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ７ 】
　 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 前 記 第 ２ の 患 者 に 投 与 す る 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞
の 数 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 少 な く と も ４ × １ ０ 7  で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ８ 】
　 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 前 記 第 ２ の 患 者 に 投 与 す る 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞
の 数 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 少 な く と も ８ × １ ０ 7  で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 ９ 】
　 前 記 同 一 の 患 者 ま た は 前 記 第 ２ の 患 者 に 投 与 す る 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞
の 数 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 少 な く と も １ ０ × １ ０ 7  で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 前 記 外 来 核 酸 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 が 、 外 来 核 酸 を 含 む 子 孫 リ ン パ 細 胞 及 び 子 孫 骨 髄
細 胞 を 産 生 し 、 こ れ ら の 細 胞 を 、 前 記 投 与 ス テ ッ プ 後 の 少 な く と も １ 年 間 は 前 記 患 者 の 体
内 で 検 出 で き る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 前 記 投 与 ス テ ッ プ 後 の ４ 年 以 内 は 、 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 に よ り 得 ら れ た キ メ ラ 造 血 系
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で は 、 何 れ の 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に お い て も 少 な く と も ０ ． ０ １ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で あ
る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 治 療 後 の ４ 年 以 内 は 、 何 れ の 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に お い て も 少 な く と も ０ ． １ ％ が 外 来 核
酸 含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 治 療 後 の ４ 年 以 内 は 、 何 れ の 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に お い て も 少 な く と も １ ％ が 外 来 核 酸 含
有 細 胞 で あ る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 治 療 後 の ４ 年 以 内 は 、 何 れ の 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に お い て も 少 な く と も １ ０ ％ が 外 来 核 酸
含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ５ 】
　 治 療 後 の ４ 年 以 内 は 、 何 れ の 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に お い て も 少 な く と も ２ ０ ％ が 外 来 核 酸
含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 治 療 後 の ４ 年 以 内 は 、 何 れ の 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に お い て も 少 な く と も ５ ０ ％ が 外 来 核 酸
含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載
の 方 法 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 治 療 後 ４ 年 以 内 に 採 取 さ れ る 骨 髄 の 生 検 で 少 な く と も ０ ． ０ １ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で
あ る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 治 療 後 ４ 年 以 内 に 採 取 さ れ る 生 検 で 少 な く と も ０ ． １ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で あ る キ メ
ラ 造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 治 療 後 ４ 年 以 内 に 採 取 さ れ る 生 検 で 少 な く と も １ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ 造
血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 治 療 後 ４ 年 以 内 に 採 取 さ れ る 生 検 で 少 な く と も １ ０ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ
造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 治 療 後 ４ 年 以 内 に 採 取 さ れ る 生 検 で 少 な く と も ２ ０ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ
造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 治 療 後 ４ 年 以 内 に 採 取 さ れ る 生 検 で 少 な く と も ５ ０ ％ が 外 来 核 酸 含 有 細 胞 で あ る キ メ ラ
造 血 系 を 生 成 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 患 者 に 対 し て 骨 髄 切 除 ス テ ッ プ を 実 施 し な い こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 前 記 方 法 を 用 い て 患 者 に 抗 ウ イ ル ス 治 療 を 実 施 す る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の
方 法 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 前 記 抗 ウ イ ル ス 治 療 が 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 前 記 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療 が リ ボ ザ イ ム 治 療 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
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　 前 記 リ ボ ザ イ ム 治 療 が Ｒ Ｒ ｚ ２ リ ボ ザ イ ム の 使 用 を 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ に 記
載 の 方 法 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に お い て 、 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 遺 伝 子 治 療 と し て リ ボ ザ イ ム Ｒ Ｒ ｚ ２ を 使
用 す る こ と 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ の 方 法 に お い て 、 他 の 抗 Ｈ Ｉ Ｖ リ ボ ザ イ ム を 単 独 で 、 ま た は Ｒ
Ｒ ｚ ２ と 共 に 使 用 す る こ と 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 前 記 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療 が 、 Ｒ Ｎ Ａ デ コ イ 、 細 胞 内 抗 体 、 ま た は 阻 害 Ｒ Ｎ Ａ を 利 用 す る ア ン チ
セ ン ス 治 療 で あ る こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 ２ ５ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 量 的 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を 用 い て 、 外 来 核 酸 断 片 ま た は そ の 外 来 核 酸 断 片 の 転 写 産 物 を
含 む Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る こ と 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 に お い て 、 DzyNA PCRを 用 い て 抗 ウ イ ル
ス 作 成 物 を 含 む 抹 消 血 細 胞 、 リ ン パ 細 胞 、 及 び 骨 髄 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る こ と
。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ の 何 れ か に 記 載 の 方 法 に お い て 、 DzyNA PCRを 用 い て Ｒ Ｒ ｚ ２
遺 伝 子 作 製 物 を 発 現 す る 抹 消 血 細 胞 、 リ ン パ 細 胞 、 及 び 骨 髄 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定
す る こ と 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 前 記 患 者 か ら 採 取 し た 少 な く と も 骨 髄 サ ン プ ル が 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 を 少 な く と も １
０ ％ 含 む こ と を 特 徴 と す る 請 求 項 １ 乃 至 請 求 項 １ １ に 記 載 の 方 法 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 少 な く と も １ つ の 他 の 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療 と 組 み 合 わ せ て 請 求 項 １ の 方 法 を 実 施 す る こ と を 含
む Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 患 者 の 治 療 計 画 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 ０ ０ ０ １ 】

　 本 発 明 は 遺 伝 子 治 療 に 関 し 、 特 に 、 造 血 前 駆 （ Ｈ Ｐ ） 細 胞 に 関 す る 。 詳 細 に は 、 本 発 明
は 、 所 望 の 治 療 効 果 を 得 る た め に 患 者 に 送 達 す る 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 の 濃 縮 プ ー ル の 生 成 、
並 び に こ の 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 の 濃 縮 プ ー ル の 製 造 方 法 及 び 使 用 方 法 に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】

　 本 発 明 に お い て 、 遺 伝 子 治 療 と は 、 治 療 効 果 を 得 る た め に 特 定 の 種 類 の 細 胞 に 組 換 え Ｄ
Ｎ Ａ 配 列 を 計 画 的 に 導 入 す る こ と で あ る 。 遺 伝 子 治 療 に は 、 異 常 に 発 現 す る 遺 伝 子 を 不 活
化 す る た め に 必 要 な 遺 伝 子 の 導 入 、 ま た は 他 の 核 酸 作 製 物 の 使 用 が 含 ま れ 得 る 。 遺 伝 子 治
療 の 目 的 は 、 例 え ば 遺 伝 子 異 常 に よ る 様 々 な 疾 患 を 治 療 す る こ と に あ る 。
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 多 数 の 研 究 者 が 、 組 織 培 養 に 新 規 な 抗 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス 剤 を 用 い る 様 々 な 遺 伝 子 治
療 法 を 提 案 し 研 究 し て き た 。 こ の よ う な 治 療 法 に は 、 ト ラ ン ス ド ミ ナ ン ト タ ン パ ク 質 （ tr
ansdominant proteins） の 細 胞 内 発 現 （ ス マ イ ス （ Smythe） 他 、 １ ９ ９ ４ 年 ） 、 細 胞 内 抗
体 （ マ ラ ス コ （ Marasco） 他 、 １ ９ ９ ８ 年 ） 、 ア ン チ セ ン ス ・ リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ ） （ シ ュ
ザ キ エ ル （ Sczakiel） 他 、 １ ９ ９ １ 年 ） 、 ウ イ ル ス デ コ イ （ viral decoys） （ コ ー ン （ Ko
hn） 他 、 １ ９ ９ ９ 年 ） 、 及 び 触 媒 リ ボ ザ イ ム （ サ ー バ ー （ Sarver） 他 、 １ ９ ９ ０ 年 、 サ ン
（ Sun） 他 、 １ ９ ９ ４ 年 、 サ ン （ Sun） 他 、 １ ９ ９ ６ 年 ） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
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発 明 の 分 野

発 明 の 背 景



　 リ ボ ザ イ ム は 、 例 え ば Ｈ Ｉ Ｖ － １ や 他 の Ｈ Ｉ Ｖ 株 を 含 め 、 特 定 の Ｒ Ｎ Ａ 標 的 分 子 を 切 断
可 能 な 小 さ な 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ 部 分 で あ る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ に 対 す る リ ボ ザ イ ム は 、 Ｈ Ｉ Ｖ
－ １ の ラ イ フ サ イ ク ル に お け る 複 数 の ス テ ッ プ を 阻 害 し て Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 複 製 を 阻 害 す る こ
と が で き る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ の ラ イ フ サ イ ク ル に は 、 （ ｉ ） 逆 転 写 の 前 に 最 近 感 染 し た 細 胞 で
ゲ ノ ム ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ を 産 生 す る こ と 、 及 び （ ｉ ｉ ） 翻 訳 ま た は ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ パ ッ ケ ー ジ
ン グ の 前 に プ ロ ウ イ ル ス か ら 転 写 さ れ た ウ イ ル ス Ｎ Ｒ Ａ を 産 生 す る こ と が 含 ま れ る （ サ ー
バ ー （ Sarver） 他 （ １ ９ ９ ０ 年 ） 、 サ ン （ Sun） 他 （ １ ９ ９ ４ 年 ） 、 サ ン （ Sun） 他 （ １ ９
９ ６ 年 ） 、 サ ン （ Sun） 他 （ １ ９ ９ ８ 年 ） ） 。 一 般 に 、 リ ボ ザ イ ム は ア ン チ セ ン ス 系 の 治
療 法 よ り も 効 果 的 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 な ぜ な ら 、 リ ボ ザ イ ム は 、 １ つ の 触 媒 リ ボ ザ
イ ム が 細 胞 内 の 複 数 の Ｒ Ｎ Ａ 基 質 分 子 に 結 合 し て 切 断 す る こ と が で き る 触 媒 分 子 で あ る か
ら で あ る （ サ ー バ ー （ Sarver） 他 （ １ ９ ９ ０ 年 ） 、 サ ン （ Sun） 他 （ １ ９ ９ ４ 年 ） 、 サ ン
（ Sun） 他 （ １ ９ ９ ６ 年 ） ） 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 リ ボ ザ イ ム に よ る 切 断 は 、 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム の 場 合 に は ア ク セ ス 可 能 な Ｒ Ｎ
Ａ 領 域 が 必 要 で あ り 、 Ｎ Ｕ Ｘ が 十 分 で あ ろ う 場 合 に は （ こ こ で 、 Ｎ は 任 意 の リ ボ ヌ ク レ オ
チ ド 、 Ｘ は Ａ 、 Ｃ 、 ま た は Ｕ の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ） 、 Ｇ Ｕ Ｘ 標 的 モ チ ー フ が 必 要 で
あ る （ こ こ で 、 Ｇ は グ ア ノ シ ン 、 Ｘ は Ａ 、 Ｃ 、 ま た は Ｕ の リ ボ ヌ ク レ オ チ ド で あ る ） 。 他
の 抗 ウ イ ル ス 治 療 と は 異 な り 、 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ は 免 疫 反 応 を 誘 発 す る 可 能 性 が 低 い 。 触 媒 Ｒ Ｎ
Ａ を 発 現 す る 不 所 望 の 免 疫 反 応 は 、 外 来 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 除 去 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 多 数 の 研 究 で 、 試 験 管 反 応 に お け る リ ボ ザ イ ム の 切 断 活 性 、 並 び に Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 実 験 室
分 離 株 及 び 臨 床 分 離 株 に 対 す る 組 織 培 養 系 で の 保 護 効 果 が 実 証 さ れ た （ サ ー バ ー （ Sarver
） 他 （ １ ９ ９ ０ 年 ） 、 サ ン （ Sun） 他 （ １ ９ ９ ４ 年 ） 、 サ ン （ Sun） 他 （ １ ９ ９ ６ 年 ） 、 サ
ン （ Sun） 他 （ １ ９ ９ ８ 年 ） 、 ワ ン （ Wang） 他 （ １ ９ ９ ８ 年 ） ） 。 ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ
ザ イ ム ま た は ヘ ア ピ ン 型 リ ボ ザ イ ム を 用 い た こ れ ら の 研 究 で は 、 例 え ば 、 Ｒ ｚ ２ と 呼 ば れ
る ハ ン マ ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム は 、 ｔ ａ ｔ 遺 伝 子 の 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 に 対 し て 行 わ れ
た （ 図 １ を 参 照 ） 。 ｔ ａ ｔ 遺 伝 子 は Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 複 製 に 必 須 で あ り 、 組 み 込 ま れ た Ｈ Ｉ Ｖ
プ ロ ウ イ ル ス の 転 写 ア ク テ ィ ベ ー タ で あ る Ｔ ａ ｔ タ ン パ ク 質 を コ ー ド し 産 生 す る 。 Ｒ ｚ ２
リ ボ ザ イ ム は 、 相 補 的 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 標 的 配 列 を 有 す る 。 こ の 標 的 配 列 は 、 基 準 株
Ｈ Ｉ Ｖ － Ｈ Ｘ Ｂ ２ （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： K03455） の ５ ８ ３ ３ 番 目 ～ ５ ８ ４ ９ 番
目 の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ ） を 含 み 、 HIV IIIB（ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： X0176
2） の ５ ８ ６ ５ 番 目 ～ ５ ８ ８ １ 番 目 の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 １ ） も 同 様 に 標 的 配 列 で あ
る 。 こ の よ う な 研 究 で は 、 新 規 の ウ イ ル ス Ｒ Ｒ ｚ ２ を 作 製 す る べ く 、 Ｒ ｚ ２ リ ボ ザ イ ム 配
列 （ 配 列 番 号 ２ ） を Ｄ Ｎ Ａ と し て プ ラ ス ミ ド ｐ Ｌ Ｎ Ｌ ６ 内 の ｎ ｅ ｏ R  遺 伝 子 の ３ ’ 非 翻 訳
領 域 に 導 入 し た 。 プ ラ ス ミ ド ｐ Ｌ Ｎ Ｌ ６ は 、 複 製 不 能 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー Ｌ Ｎ Ｌ ６
（ ベ ン ダ ー （ Bender） 他 （ １ ９ ８ ７ 年 ） 、 Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： M63653、 以 下 の
定 義 を 参 照 さ れ た い ） を 含 む 。 こ の リ ボ ザ イ ム 配 列 は 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ の マ ウ ス ・ モ ロ ニ ー 白 血
病 ウ イ ル ス （ Moloney Murine Leukemia Virus： MoMLV） の 長 い 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） か
ら ｎ ｅ ｏ R  － リ ボ ザ イ ム 融 合 転 写 物 と し て 発 現 し た 。 こ の ウ イ ル ス を 用 い て 、 生 体 外 で （
in vitro） Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 細 胞 を 切 断 す る の に 成 功 し た 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 体 外 （ ex vivo） で の 治 療 用 遺 伝 子 の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 多 能 性 造 血 前 駆 細 胞 内 へ の 導 入 は 、 Ｈ
Ｉ Ｖ － １ 感 染 の 治 療 に と っ て 魅 力 的 で あ る 。 な ぜ な ら 、 こ の よ う な 前 駆 細 胞 は 、 よ り 成 熟
し た 造 血 細 胞 （ Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 抗 原 が １ １ ５ Ｋ ｄ の 膜 結 合 分 子 で あ っ て 、 細 胞 を 形 成 す る 多 系
統 コ ロ ニ ー を 発 生 さ せ る こ と が で き る 細 胞 の 表 面 に 存 在 す る が 、 よ り 成 熟 し た 造 血 細 胞 表
面 に は 存 在 し な い こ と に 留 意 さ れ た い （ ボ ー ム （ Baum） 他 、 １ ９ ９ ２ 年 ） ） か ら 容 易 に 分
離 で き 、 比 較 的 迅 速 に リ ン パ 系 （ Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 、 Ｃ Ｄ ８ ＋ Ｔ リ ン パ 球 ） 及 び 骨 髄 系
（ 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ ） の 血 球 生 成 を 再 構 築 す る こ と が で き る か ら で あ る （ レ ビ ン ス キ
ー （ Levinsky） （ １ ９ ８ ９ 年 ） 、 シ ュ ワ ル ツ バ ー グ （ Schwartzberg） 他 （ １ ９ ９ ２ 年 ） ）
。 造 血 前 駆 （ Ｈ Ｐ ） 細 胞 は 分 化 し て 成 熟 し 、 中 間 前 駆 細 胞 を 経 る 様 々 な 系 統 の 細 胞 の 成 熟
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を 促 す 。 Ｈ Ｉ Ｖ ／ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 感 染 で 重 要 な 細 胞 は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 及 び 単 球 ／ マ ク ロ フ
ァ ー ジ で あ る 。 再 構 築 に 時 間 が 必 要 で あ る が 、 １ つ の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 は 、 様 々 な 系 統
の 様 々 な 成 熟 段 階 の 細 胞 か ら な る 全 て の 造 血 細 胞 系 を 理 論 的 に 再 構 築 す る こ と が で き る 。
と は 言 う も の の 、 実 用 的 な 見 地 か ら は 、 遺 伝 子 改 変 細 胞 集 団 を 含 む 造 血 系 を 効 率 的 に 再 定
着 し 、 こ れ に よ り 疾 患 に 影 響 を 与 え る こ と が で き る 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 の 最 適 な 数 は 分 か っ
て い な か っ た 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 ２ つ の フ ェ ー ズ Ｉ の 臨 床 試 験 を 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ を 用 い て Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 （ ク ー パ ー （ Cooper）
他 、 １ ９ ９ ９ 年 ） ま た は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 （ ア マ ド （ Amado） 他 、 １ ９ ９ ９ 年 ） の 何 れ か に
作 製 物 を 導 入 し て 行 っ た 。 そ れ ぞ れ の 臨 床 試 験 で は 、 ぞ れ ぞ れ の 適 切 な 細 胞 集 団 （ Ｃ Ｄ ４
＋ ま た は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ ） の 約 半 分 を Ｌ Ｎ Ｌ ６ で 形 質 導 入 し 、 残 り の 半 分 を Ｒ Ｒ ｚ ２ で 形 質 導
入 し 、 次 い で 、 こ こ に 開 示 す る 方 法 と は 異 な っ た 方 法 で 細 胞 を 混 合 し て 再 注 入 し た 。 Ｃ Ｄ
４ ＋ の 臨 床 試 験 で は 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ を 含 む リ ン パ 球 を Ｈ Ｉ Ｖ 陰 性 の ド ナ ー か ら 採 取 し 、 体 外 （
ex vivo） で 形 質 導 入 し 、 遺 伝 子 的 に 同 一 の 双 子 に 導 入 し た （ ク ー パ ー （ Cooper） 他 、 １
９ ９ ９ 年 ） 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 臨 床 試 験 で は 、 体 外 （ ex vivo） で の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 へ の Ｒ Ｒ ｚ ２ の 導 入 及
び 同 一 患 者 へ の こ れ ら の 細 胞 の 注 入 は 、 技 術 的 に 可 能 で 安 全 で あ る こ と が 示 さ れ 、 抹 消 リ
ン パ 球 及 び 骨 髄 細 胞 に リ ボ ザ イ ム 作 製 物 の 存 在 及 び 発 現 が 確 認 さ れ た 。 こ の 研 究 の 目 的 は
少 な く と も 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 患 者 の 細 胞 を Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 及 び Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 細 胞 内 複 製 か ら 少
な く と も 部 分 的 に 保 護 す る こ と に あ る 。 実 際 に こ の 研 究 に よ り 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 臨 床 試 験 に お
い て 、 Ｌ Ｎ Ｌ ６ 含 有 リ ン パ 球 よ り も Ｒ Ｒ ｚ ２ 含 有 リ ン パ 球 の 方 が 優 先 的 に 生 存 す る こ と が
実 証 さ れ た 。 本 発 明 と は 異 な り 、 フ ェ ー ズ Ｉ 　 Ｈ Ｐ 臨 床 試 験 は 、 本 発 明 の 提 案 よ り も 各 患
者 に 戻 す 平 均 細 胞 数 を 少 な く し 、 形 質 導 入 効 率 を 低 く し て 行 わ れ た 。 そ の 代 わ り に 、 フ ェ
ー ズ Ｉ 臨 床 試 験 は 、 体 外 （ ex vivo） 法 の 可 能 性 及 び 安 全 性 を 評 価 す る た め 、 並 び に 患 者
に お け る こ れ ら の 形 質 導 入 細 胞 の 造 血 細 胞 の 子 孫 の 存 在 （ 持 続 ） の 長 さ を 決 定 す る た め に
確 立 さ れ た 。 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 が 大 き な 再 構 成 及 び 再 増 殖 の 可 能 性 を 有 し て い る こ と が 知 ら
れ て お り 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 が Ｈ Ｉ Ｖ に よ っ て 直 接 感 染 す る の で は な い 証 拠 が 存 在 す る 。 あ
る 意 味 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 の 体 内 の 保 護 さ れ た 細 胞 の 継 続 中 の 供 給 源 と な り 、 疾 患 の 進
行 を 阻 害 す る 治 療 的 に 適 切 な レ ベ ル 形 質 導 入 さ れ た Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 確 認 す る こ と に 関 す
る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 の み な ら ず 、 造 血 系 の 細 胞 に 関 連 す る 他 の 疾 患 を 含 む 疾 患 の 進 行 に 影 響 を 与
え る に は 、 適 当 な 時 間 内 で 遺 伝 子 組 換 え 成 熟 リ ン パ 細 胞 及 び 骨 髄 細 胞 を 生 産 す る 十 分 な 数
の 遺 伝 子 組 換 え 前 駆 リ ン パ 細 胞 及 び 骨 髄 細 胞 を 生 産 す る た め に 、 形 質 導 入 さ れ た Ｈ Ｐ 細 胞
数 の 意 味 を 明 確 に し 細 胞 数 を 最 大 化 す る 必 要 が あ る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 体 外 （ ex vivo） で 形 質 導 入 さ れ た 遺 伝 子 組 換 え Ｈ Ｐ 細 胞 で 患 者 に 恩 恵 を 与 え る に は 、
ウ イ ル ス 感 染 及 び ／ ま た は 疾 患 の 進 行 を 阻 害 す る リ ボ ザ イ ム 含 有 成 熟 リ ン パ 細 胞 （ Ｃ Ｄ ４
＋ Ｔ リ ン パ 球 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 ） 及 び 骨 髄 細 胞 （ 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ ） を 十 分
に 産 生 す る キ メ ラ 造 血 系 を 生 成 す る べ く 、 レ シ ピ エ ン ト 患 者 に 十 分 な 数 の 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細
胞 を 導 入 す る 必 要 が あ る と 本 発 明 者 達 は 考 え た 。 ま た 、 造 血 系 の 遺 伝 子 改 変 Ｈ Ｐ 細 胞 ま た
は よ り 成 熟 し た 前 駆 細 胞 が 必 要 な ウ イ ル ス 性 ま た は 非 ウ イ ル ス 性 の 全 て の 疾 患 に つ い て も
同 様 の こ と が 言 え る 。 こ の よ う な 疾 患 で は 、 遺 伝 子 含 有 子 孫 を 産 生 す る よ う に Ｈ Ｐ 細 胞 を
全 く 同 様 に 単 離 、 処 理 、 及 び 形 質 導 入 し て 、 こ れ を 患 者 に 再 導 入 し て そ の 患 者 の 骨 髄 に 樹
立 す な わ ち 移 植 す る こ と が で き る 。 従 っ て 、 本 発 明 は 、 患 者 に 送 達 す る た め に 、 治 療 用 遺
伝 子 が 形 質 導 入 さ れ た Ｈ Ｐ 細 胞 の 濃 縮 プ ー ル の 必 要 な 治 療 量 を 定 義 、 入 手 、 及 び 準 備 す る
こ と に 関 す る 。 こ の 濃 縮 プ ー ル は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 含 む Ｈ Ｐ 細 胞 の 集 団 を 起 源 と す る 。
原 理 と し て は 、 こ れ ら の 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 が 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む 成 熟 し た リ ン パ 細 胞 及 び
骨 髄 細 胞 を 産 生 す る 。
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【 非 特 許 文 献 ８ 】 コ ー ン ・ デ ィ ー ・ ビ ー （ Kohn, D. B.） 、 ジ ー ・ バ ウ ア ー （ G. Bauer）
、 シ ー ・ ア ー ル ・ ラ イ ス （ C. R. Rice） 、 ジ ェ イ ・ シ ー ・ ロ ス チ ャ イ ル ド （ J. C. Rothsc
hild） 、 デ ィ ー ・ エ イ ・ カ ー ボ ナ ー ロ （ D. A. Carbonaro） 、 ピ ー ・ ヴ ァ ル デ ス （ P. Vald
ez） 、 キ ュ ー ・ ハ オ （ Q. Hao） 、 シ ー ・ ゾ ウ （ C. Zhou） 、 ア イ ・ バ ー ナ ー （ I. Bahner）
、 ケ イ ・ カ ー ン ズ （ K. Kearns） 他 著 、 「 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 小 児 の 骨 髄 か ら の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細
胞 内 へ の ｒ ｅ ｖ 応 答 性 要 素 デ コ イ 遺 伝 子 の レ ト ロ ウ イ ル ス を 介 し た 導 入 の 臨 床 試 験 （ A cl
inical trial of retroviral-mediated transfer of a rev-responsive element decoy g
ene into CD34 (+) cells from the bone marrow of human immunodeficiency virus-1-i
nfected children） 」 、 ブ ラ ッ ド （ Blood） 、 １ ９ ９ ９ 年 、 ９ ４ （ １ ） ： ３ ６ ８ ～ ３ ７ １
【 非 特 許 文 献 ９ 】 レ ビ ン ス キ ー ・ ア ー ル ・ ジ ェ イ （ Levinsky, R. J.） 著 、 「 骨 髄 移 植 に
お け る 近 年 の 進 歩 （ Recent advances in bone marrow transplantation） 」 １ ９ ８ ９ 年 、
ク リ ニ カ ル ・ イ ム ノ ル ・ イ ム ノ パ ソ ー ル （ Clin Immunol Immunopathol） 、 ５ ０ （ １ Ｐ ｔ
２ ） ： Ｓ １ ２ ４ ～ １ ３ ２
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 マ ラ ス コ ・ ダ ブ リ ュ ー ・ エ イ （ Marasco, W. A.） 、 エ ス ・ チ ェ ン （ S.
 Chen） 、 ジ ェ イ ・ エ イ チ ・ リ チ ャ ー ド ソ ン （ J. H. Richardson） 、 ユ ー ・ ラ ム ス テ ッ ト
（ U. Ramstedt） 、 エ ス ・ デ ィ ー ・ ジ ョ ー ン ズ （ S. D. Jones） 著 、 「 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 遺 伝 子 治 療
の た め の Ｈ Ｉ Ｖ － １ エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 に 対 す る 細 胞 内 抗 体 （ Intracellular antibo
dies against HIV-1 envelope protein for AIDS gene therapy） 」 、 ヒ ュ ー マ ン ・ ジ ー
ン ・ テ ラ （ Hum Gene Ther） 、 １ ９ ９ ８ 年 、 ９ （ １ １ ） ： １ ６ ２ ７ ～ １ ６ ４ ２
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 マ ッ ク フ ァ ー ラ ン ド ・ ア ー ル ・ デ ィ ー （ McFarland, R. D.） 、 デ ィ ー
・ シ ー ・ デ ュ ー ク （ D. C. Douek） 、 ア ー ル ・ エ イ ・ ク ー （ R. A. Koup） 、 エ ル ・ ジ ェ イ
・ ピ ッ カ ー （ L. J. Picker） 著 、 「 最 近 の ヒ ト 胸 腺 移 出 表 現 型 の 同 定 （ Identification o
f a human recent thymic emigrant phenotype） 」 、 米 国 、 米 国 科 学 ア カ デ ミ ー 紀 要 （ Pr
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複 製 の 阻 害 （ Inhibition of human immunodeficiency virus type 1 replication in hum
an T cells stably expressing antisense RNA） 」 、 ジ ェ イ ・ バ イ ロ ル （ J Virol） 、 １
９ ９ １ 年 、 ６ ５ （ １ ） ： ４ ６ ８ ～ ４ ７ ２
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 セ ン ポ ウ ス キ ・ ジ ー ・ デ ィ ー （ Sempowski, G. D.） 、 ヘ イ ル ・ エ ル ・
ピ ー （ Hale, L. P.） 、 サ ン デ イ ・ ジ ェ イ ・ エ ス （ Sundy, J. S.） 、 マ ッ セ イ ・ ジ ェ イ ・
エ ム （ Massey, J. M.） 、 ク ー ・ ア ー ル ・ エ イ （ Koup, R. A.） 、 デ ュ ー ク ・ デ ィ ー ・ シ ー
（ Douek, D. C.） 、 パ テ ル ・ デ ィ ー ・ デ ィ ー （ Patel, D. D.） 、 ヘ イ ン ズ ・ ビ ー ・ エ フ （
Haynes, B. F.） 著 、 「 ヒ ト 胸 腺 に お け る 白 血 病 抑 制 因 子 、 オ ン コ ス タ チ ン Ｍ ， Ｉ Ｌ － ６
、 及 び 幹 細 胞 因 子 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 加 齢 に よ り 増 大 し 胸 腺 萎 縮 に 関 連 す る （ Leukemia inh
ibitory factor, oncostatin M, IL-6, and stem cell factor mRNA expression in huma
n thymus increases with age and is associated with thymic atrophy） 」 、 ジ ェ イ ・
イ ム ノ ル （ J Immunol） 、 ２ ０ ０ ０ 年 、 １ ６ ４ ， ２ １ ８ ０ ～ ７
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 ス マ イ ス ・ ジ ェ イ ・ エ イ （ Smythe, J. A.） 、 デ ィ ー ・ サ ン （ D. Sun
） 、 エ ム ・ ト ム ソ ン （ M. Thomson） 、 ピ ー ・ デ ィ ー ・ マ ー ク ハ ム （ P. D. Markham） 、 エ
ム ・ エ ス ・ ラ イ ツ （ M. S. Reitz） 、 ア ー ル ・ シ ー ・ ギ ャ ロ （ R. C. Gallo） 、 ジ ェ イ ・ リ
ス ジ ー ウ ィ ッ ク （ J. Lisziewicz） 著 、 「 Ｔ リ ン パ 球 に 安 定 的 に 導 入 さ れ る Ｒ ｅ ｖ 誘 導 性
突 然 変 異 ｇ ａ ｇ 遺 伝 子 ： Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 に 対 す る 遺 伝 子 治 療 の ア プ ロ ー チ （ A Rev-induci
ble mutant gag gene stably transferred into T lymphocytes： An approach to gene t
herapy against human immunodeficiency virus type 1 infection） 」 、 米 国 、 米 国 科 学
ア カ デ ミ ー 紀 要 （ Proc Natl Acad Sci） 、 １ ９ ９ ４ 年 、 ９ １ （ ９ ） ： ３ ６ ５ ７ ～ ３ ６ ６ １
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 サ レ ン ジ ャ ー ・ ビ ー ・ エ イ （ Sullenger, B. A.） 、 エ イ チ ・ エ フ ・ ギ
ャ ラ ー ド （ H. F. Gallardo） 、 ジ ー ・ イ ー ・ ウ ン ガ ー ス （ G. E. Ungers） 、 イ ー ・ ギ ル ボ
ア （ E. Gilboa） 著 、 「 Ｔ Ａ Ｒ 配 列 の 過 剰 な 発 現 に よ り 細 胞 が Ｈ Ｉ Ｖ の 複 製 に 対 し て 耐 性
を 有 す る よ う に な る （ Overexpression of TAR sequences renders cells resistant to h
uman immunodeficiency virus replication） 」 、 セ ル （ Cell） 、 １ ９ ９ ０ 年 、 ６ ３ （ ３
） ： ６ ０ １ ～ ６ ０ ８
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 サ ン ・ エ ル ・ キ ュ ー （ Sun, LQ） 、 デ ィ ー ・ ワ ー リ ロ ウ （ D Warrilow
） 、 エ ル ・ ワ ン （ L Wang） 、 シ ー ・ ウ イ ザ リ ン ト ン （ C Witherington） 、 ジ ェ イ ・ マ ク フ
ァ ー ソ ン （ J Macpherson） 、 ジ ー ・ シ モ ン ズ （ G Symonds） 著 、 「 許 容 細 胞 系 に お け る Ｈ
Ｉ Ｖ － １ 複 製 及 び マ ウ ス ・ モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス の リ ボ ザ イ ム 仲 介 性 阻 害 （ Ribozyme-m
ediated suppression of Moloney murine leukemia virus and human immunodeficiency 
virus type I replication in permissive cell lines） 」 、 米 国 、 米 国 科 学 ア カ デ ミ ー
紀 要 （ Proc Natl Acad Sci） 、 １ ９ ９ ４ 年 、 ９ １ ： ９ ７ １ ５ ～ ９ ７ １ ９
【 非 特 許 文 献 ２ ３ 】 サ ン ・ エ ル ・ キ ュ ー （ Sun, LQ） 、 ダ ブ リ ュ ー ・ エ ル ・ ガ ー ラ ッ ク （ W
. L. Gerlach） 、 ジ ー ・ シ モ ン ズ （ G. Symonds） 著 、 「 Ｈ Ｉ Ｖ の 複 製 を 阻 害 す る た め の リ
ボ ザ イ ム の 使 用 （ The use of ribozymes to inhibit HIV replication） 」 、 触 媒 Ｒ Ｎ Ａ
（ Catalytic RNA） 、 エ フ ・ エ ク ス タ イ ン ・ ア ン ド ・ デ ィ ー ・ リ リ ー （ F. Eckstein and D
. Lilley） 、 １ ９ ９ ６ 年 、 １ ０ ： ３ ２ ９ ～ ３ ４ ２
【 非 特 許 文 献 ２ ４ 】 サ ン ・ エ ル ・ キ ュ ー （ Sun, LQ） 、 ダ ブ リ ュ ー ・ エ ル ・ ガ ー ラ ッ ク （ W
. L. Gerlach） 、 ジ ー ・ シ モ ン ズ （ G. Symonds） 著 、 「 抗 Ｈ Ｉ Ｖ － １ リ ボ ザ イ ム の デ ザ イ
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ン 、 生 産 、 及 び バ リ デ ー シ ョ ン （ The design, production and validation of an anti-H
IV type l ribozyme） 」 、 リ ボ ザ イ ム の 治 療 用 途 （ Therapeutic Application of Ribozym
es） 、 ケ イ ・ ジ ェ イ ・ ス キ ャ ン ロ ン （ K. J. Scanlon） 、 ト ト ワ ・ ニ ュ ー ジ ャ ー ジ ー 州 （ T
otowa, NJ） 、 ヒ ュ ー マ ン ・ プ レ ス 社 （ Humana Press Inc.） 、 １ ９ ９ ８ 年 、 １ １ ： ５ １ ～
６ ４
【 非 特 許 文 献 ２ ５ 】 サ ン ・ エ ル ・ キ ュ ー （ Sun, L. Q.） 、 ジ ェ イ ・ ピ ア テ ィ （ J. Pyati）
、 ジ ェ イ ・ ス マ イ ス （ J. Smythe） 、 エ ル ・ ワ ン （ L. Wang） ジ ェ イ ・ マ ク フ ァ ー ソ ン （ J.
 Macpherson） 、 ダ ブ リ ュ ー ・ ガ ー ラ ッ ク （ W. Gerlach） 、 ジ ー ・ シ モ ン ズ （ G. Symonds
） 著 、 「 リ ボ ザ イ ム 、 ア ン チ セ ン ス 、 ま た は 多 因 子 ト ラ ン ス 活 性 化 応 答 要 素 作 製 物 を 用 い
た ヒ ト 抹 消 血 リ ン パ 球 の 形 質 導 入 に よ る Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 に 対 す る 耐 性 （ Resistance to hu
man immunodeficiency virus type 1 infection conferred by transduction of human p
eripheral blood lymphocytes with ribozyme, antisense or polymeric trans-activati
on response element constructs） 」 、 米 国 、 米 国 科 学 ア カ デ ミ ー 紀 要 （ Proc Natl Acad
 Sci） 、 １ ９ ９ ５ 年 、 ９ ２ （ １ ６ ） ： ７ ２ ７ ２ ～ ７ ２ ７ ６
【 非 特 許 文 献 ２ ６ 】 ト ッ ド ・ エ イ ・ ブ イ （ Todd, A. V.） 、 シ ー ・ ジ ェ イ ・ フ ュ ア リ ー （ C
. J. Fuery） 、 エ イ チ ・ エ ル ・ イ ン ペ イ （ H. L. Impey） 、 テ ィ ー ・ エ ル ・ ア ッ プ ル ゲ ー
ト （ T. L. Applegate） 、 エ ム ・ エ イ ・ ホ ー ト ン （ M. A. Haughton） 著 、 「 Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ －
Ｐ Ｃ Ｒ ： Ｄ Ｎ Ａ を も と に し た 酵 素 （ DNAzymes） を 用 い た リ ア ル タ イ ム の 蛍 光 フ ォ ー マ ッ ト
に お け る 核 酸 配 列 の 検 出 及 び 定 量 （ DzyNA-PCR: use of DNAzymes to detect and quantif
y nucleic acid sequences in a real-time fluorescent format） 」 、 ク リ ン ・ ケ ム （ Cl
in Chem） 、 ２ ０ ０ ０ 年 、 ４ ６ （ ５ ） ： ６ ２ ５ ～ ６ ３ ０
【 非 特 許 文 献 ２ ７ 】 タ フ ・ デ ィ ー ・ エ フ （ Tough, D. F.） 、 ジ ェ イ ・ ス プ レ ン ト （ J. Spr
ent） 著 、 「 ナ イ ー ブ Ｔ 細 胞 及 び メ モ リ ー Ｔ 細 胞 の 寿 命 （ Life span of naive and memory
 T cells） 」 、 ス テ ム セ ル （ Stem Cells） 、 １ ９ ９ ５ 年 、 １ ３ （ ３ ） ： ２ ４ ２ ～ ２ ４ ９
【 非 特 許 文 献 ２ ８ 】 ワ ン ・ エ ル （ Wang, L.） 、 シ ー ・ ウ イ ザ リ ン ト ン （ C. Witherington
） 、 エ イ ・ キ ン グ （ A. King） 、 ダ ブ リ ュ ー ・ エ ル ・ ガ ー ラ ッ ク （ W. L. Gerlach） 、 エ イ
・ カ ー （ A. Carr） 、 ア ー ル ・ ペ ニ ー （ R. Penny） 、 デ ィ ー ・ ク ー パ ー （ D. Cooper） 、 ジ
ー ・ シ モ ン ズ （ G. Symonds） 、 エ ル ・ キ ュ ー ・ サ ン （ L. Q. Sun） 著 、 「 治 療 用 の 抗 ｔ ａ
ｔ リ ボ ザ イ ム の 前 臨 床 特 徴 付 け （ Preclinical characterization of an anti-tat ribozy
me for therapeutic application） 」 、 ヒ ュ ー マ ン ・ ジ ー ン ・ テ ラ （ Hum Gene Ther） 、
１ ９ ９ ８ 年 、 ９ （ ９ ） ： １ ２ ８ ３ ～ １ ２ ９ １
【 非 特 許 文 献 ２ ９ 】 ザ ッ ク ・ ジ ェ イ ・ エ イ （ Zack, J. A.） 、 ア リ ゴ ・ エ ス ・ ジ ェ イ （ Arr
igo, S. J.） 、 ウ ェ イ ツ マ ン ・ エ ス ・ ア ー ル （ Weitsman, S. R.） 、 ゴ ー ・ エ イ ・ エ ス （ G
o, A. S.） 、 ハ イ ス リ ッ プ ・ エ イ （ Haislip, A.） 、 チ ェ ン ・ ア イ ・ エ ス （ Chen, I. S.）
著 、 「 静 止 状 態 の 一 次 リ ン パ 球 へ の Ｈ Ｉ Ｖ － １ の 侵 入 ： 分 子 分 析 に よ る 不 安 定 な 潜 伏 ウ イ
ル ス 構 造 の 解 明 （ HIV-1 entry into quiescent primary lymphocytes: molecular analys
is reveals a labile, latent viral structure） 」 、 （ Cell） 、 １ ９ ９ ０ 年 、 ６ １ ， ２
１ ３ ～ ２ ２
【 ０ ０ １ ２ 】

　 本 発 明 の 一 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 形 質 導 入 さ れ 再 注 入 さ れ た 後 の 遺 伝 子 操 作 し た Ｈ Ｐ 細
胞 数 の 最 小 閾 値 を 数 学 的 モ デ ル 化 に よ り 決 定 す る こ と に 関 す る 。 こ の よ う な 最 小 閾 値 の 決
定 は 、 全 て の 造 血 系 で は な い に し て も 造 血 系 の 有 意 な 割 合 に 、 様 々 な 血 液 細 胞 系 統 の 遺 伝
子 改 変 細 胞 が 定 着 し て 遺 伝 子 改 変 細 胞 が 治 療 効 果 を 有 す る の を 確 認 す る の に 有 用 で あ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 更 に 、 本 発 明 は 、 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む 造 血 前 駆 （ Ｈ Ｐ ） 細 胞 数 の 最 小 閾 値 に 達 成 さ せ る
方 法 に 関 す る 。 こ の 方 法 に は 、 細 胞 洗 浄 ス テ ッ プ に 加 え て 、 患 者 の 骨 髄 か ら 抹 消 血 区 画 へ
の Ｈ Ｐ 細 胞 の 動 員 と 、 抹 消 血 か ら 単 核 細 胞 成 分 を 得 る た め の ア フ ェ レ ー シ ス と 、 Ｃ Ｄ ３ ４
抗 原 ま た は 造 血 － 枯 渇 抗 原 を 用 い た Ｈ Ｐ 細 胞 集 団 の 精 製 と 、 Ｈ Ｐ 細 胞 を 組 織 培 養 に 移 す こ
と 、 サ イ ト カ イ ン ／ 成 長 因 子 の 活 性 化 及 び 培 養 と 、 レ ト ロ ウ イ ル ス に よ る 形 質 導 入 と 、 続
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く 細 胞 培 養 と 、 回 収 と 、 患 者 へ の 再 注 入 と が 含 ま れ る 。 本 発 明 は 更 に 、 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞
の 量 的 測 定 及 び 患 者 内 の 遺 伝 子 含 有 子 孫 細 胞 の 量 的 測 定 の た め の モ デ ル を 利 用 す る 。 後 者
の モ デ ル は 、 有 望 な 治 療 効 果 の イ ン ジ ケ ー タ ー と し て 、 造 血 系 の 遺 伝 子 改 変 キ メ ラ 化 の 程
度 を モ ニ タ ー す る た め の 手 段 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ４ 】

　 図 １ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ゲ ノ ム 内 の リ ボ ザ イ ム 標 的 部 位 の 位 置 を 例 示 す る 模 式 図 で あ る 。 図
１ Ａ は 、 複 製 遺 伝 子 、 制 御 遺 伝 子 、 及 び ア ク セ サ リ ー 遺 伝 子 の 位 置 を 示 す Ｈ Ｉ Ｖ － １ ゲ ノ
ム を 模 式 的 な 線 図 で あ る 。 図 １ Ｂ は 、 好 適 な リ ボ ザ イ ム 配 列 、 そ の リ ボ ザ イ ム が 相 補 的 に
ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る ｔ ａ ｔ 遺 伝 子 内 の 標 的 配 列 を 示 し て い る 。 標 的 Ｇ Ｕ Ａ 切 断 部 位 は 円 形
で あ る 。 図 １ Ｃ は 、 Ｔ ａ ｔ タ ン パ ク 質 及 び Ｖ ｐ ｒ タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る 各 遺 伝 子 内 の Ｇ
Ｕ Ａ 標 的 配 列 の 位 置 を 示 し て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 図 ２ は 、 本 発 明 の 例 示 的 な ス テ ッ プ の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。 こ の 例 の 各 ス テ ッ プ は 、
図 示 さ れ て い る 順 番 で 実 施 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 図 ３ は 、 遺 伝 子 を 含 有 し 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る た め の 、 こ
の 場 合 は DzyNA PCRで あ る リ ア ル タ イ ム 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ の 原 理 を 例 示 す る 。 図 ３ Ａ は 、 DzyNA P
CR検 出 法 の 模 式 図 で あ る 。 図 ３ Ｂ は 定 量 の 手 段 を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 図 ４ は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 が 生 産 さ れ る 数 学 的 モ デ ル を 例 示
す る 。 考 慮 し た パ ラ メ ー タ は 、 Ｔ リ ン パ 球 前 駆 体 が 骨 髄 を 離 れ て 胸 腺 内 の 選 択 機 構 を 経 て
、 ナ イ ー ブ 細 胞 （ Ｎ ） と し て 抹 消 血 内 に 放 出 さ れ る 割 合 で あ る 。 こ れ に は 、 年 齢 に 応 じ た
患 者 の 胸 腺 放 出 の 推 定 が 必 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 年 齢 と 共 に 胸 腺 が 退 縮 し 、 そ れ に つ れ て
Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細 胞 が 放 出 さ れ る 割 合 が 低 下 す る こ と が 分 か っ て い る た め で あ る （ セ ン ポ ウ ス
キ ー （ Sempowski） ら 、 ２ ０ ０ ０ 年 ） 。 抹 消 血 中 で ナ イ ー ブ 細 胞 と し て 樹 立 し た ら 、 遺 伝
子 含 有 Ｔ リ ン パ 球 の 生 存 及 び 増 殖 は 自 然 の 恒 常 性 機 構 に 依 存 す る 。 Ｔ 細 胞 の 数 を 調 節 す る
こ の 恒 常 性 機 構 は 図 ４ に 示 さ れ て い る 。 恒 常 性 機 構 は 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 が 発 達 す る 過
程 は 次 の ４ つ で あ る 。 （ １ ） 胸 腺 か ら 新 し い ナ イ ー ブ 細 胞 が 放 出 さ れ る 。 （ ２ ） ナ イ ー ブ
細 胞 が 活 性 化 さ れ る 。 （ ３ ） メ モ リ ー 細 胞 が 活 性 化 細 胞 を 発 生 さ せ 、 そ の 中 に は メ モ リ ー
表 現 型 に 転 換 す る も の が あ る 。 （ ４ ） メ モ リ ー 細 胞 が ナ イ ー ブ 表 現 型 に 転 換 す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 図 ５ は 、 骨 髄 の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら マ ク ロ フ ァ ー ジ が 生 産 さ れ る 数 学 的 モ デ ル を 例
示 す る 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 図 ６ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 の 存 在 下 で Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 が 生 産
さ れ る 数 学 的 モ デ ル を 例 示 す る 。 考 慮 し た パ ラ メ ー タ は 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ （ ま た は 他 の 抗 Ｈ Ｉ Ｖ
遺 伝 子 ） 含 有 Ｔ リ ン パ 球 前 駆 体 が 骨 髄 を 離 れ て 、 胸 腺 内 で の 選 択 機 構 を 経 て 、 抹 消 血 中 に
ナ イ ー ブ 細 胞 （ Ｎ ） と し て 放 出 さ れ る 割 合 で あ る 。 こ れ に は 、 年 齢 に 応 じ た 患 者 の 胸 腺 放
出 の 推 定 が 必 要 で あ る 。 な ぜ な ら 、 年 齢 と 共 に 胸 腺 が 退 縮 し 、 そ れ に つ れ て Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ 細
胞 が 放 出 さ れ る 割 合 が 低 下 す る こ と が 分 か っ て い る た め で あ る （ セ ン ポ ウ ス キ ー （ Sempow
ski） ら 、 ２ ０ ０ ０ 年 ） 。 抹 消 血 中 で ナ イ ー ブ 細 胞 と し て 樹 立 し た ら 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ 含 有 Ｔ リ
ン パ 球 の 生 存 及 び 増 殖 は 、 自 然 の 恒 常 性 機 構 、 並 び に Ｈ Ｉ Ｖ が こ の 恒 常 性 機 構 を 変 え た 場
合 は Ｒ ｚ ２ － Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 に 対 す る 潜 在 的 な 選 択 優 位 性 に 依 存 す る 。 Ｔ 細 胞 の 数 を
調 節 す る こ の 恒 常 性 機 構 は 図 ６ の 左 側 に 示 さ れ て い る 。 恒 常 性 機 構 は 、 図 ３ の 説 明 で 詳 述
し た Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 が 発 達 す る 過 程 （ １ ） ～ 過 程 （ ４ ） を 含 む 。
　 胸 腺 か ら の 放 出 に 加 え て 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ 含 有 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の 数 が 、 抗 原 に よ っ て 活 性
化 さ れ て メ モ リ ー Ｔ リ ン パ 球 に 分 化 す る こ と に よ り 増 大 す る 。 本 発 明 の こ の モ デ ル は 、 こ
の メ モ リ ー Ｔ リ ン パ 球 が 増 大 す る 程 度 を 推 定 す る こ と を 含 む 。 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に よ り 、 図 の 右
側 の 構 成 要 素 （ 過 程 （ ５ ） ～ 過 程 （ ７ ） ） が 機 能 す る よ う に な る 。 活 性 化 細 胞 が ウ イ ル ス
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感 染 し （ 過 程 （ ５ ） と 過 程 （ ７ ） ） 、 新 し い ウ イ ル ス を 産 生 し （ 過 程 （ ６ ） ） 、 感 染 サ イ
ク ル を 完 全 に す る 。 こ れ ら の 機 構 が こ の モ デ ル に 含 ま れ て い る 。 ま た 、 こ の モ デ ル は 、 Ｈ
Ｉ Ｖ の 存 在 に よ る ナ イ ー ブ 細 胞 （ 過 程 （ ２ ） ） 及 び メ モ リ ー 細 胞 （ 過 程 （ ３ ） ） の 活 性 の
上 昇 な ど の あ る 種 の 自 然 の プ ロ セ ス の 変 更 が 可 能 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 図 ７ は 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 下 で Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら マ ク ロ フ ァ ー ジ が 生 産 さ れ る 数 学
的 モ デ ル を 例 示 す る 。 こ の モ デ ル は 、 感 染 し た 単 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ が 抗 レ ト ロ ウ イ ル
ス 治 療 中 の 感 染 を 維 持 す る の に 重 要 な 役 割 を 果 た し 、 か つ こ れ ら の 細 胞 が 抗 ウ イ ル ス 治 療
を 用 い な い と き に 感 染 の 進 行 に 大 き な 役 割 を 果 た す と い う 確 信 に 基 づ い て い る 。 こ の よ う
な 感 染 し た 細 胞 の 役 割 を 評 価 す る モ デ ル は 、 こ こ で 開 発 し た も の で あ っ て 、 ザ ッ ク （ Zack
） 他 （ １ ９ ９ ０ 年 ） 及 び マ ー レ イ （ Murray） （ ２ ０ ０ １ 年 ） の 仮 説 を 含 む 。 こ の モ デ ル は
、 未 処 置 の セ ロ コ ン バ ー タ ー （ seroconverter） 及 び 処 置 し た セ ロ コ ン バ ー タ ー の 両 方 に
お け る HIV-1 RNA及 び HIV-1 DNAの 動 態 を 検 査 す る 。 こ の モ デ ル は ま た 、 組 み 込 ま れ て い な
い （ 非 組 み 込 み ） HIV-1 DNAの 不 安 定 な 性 質 を 考 慮 し 、 潜 伏 感 染 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 及 び
感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ を 含 む 。 こ の モ デ ル は 、 長 命 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ Ｍ と の 相 互 作 用 に よ
る 、 不 完 全 な 組 み 込 ま れ て い な い 形 Ｌ d  及 び コ ン ピ テ ン ト な 組 み 込 ま れ て い な い 形 Ｌ u  の
両 方 の 感 染 を 含 む 。 コ ン ピ テ ン ト な HIV-1 DNAが 組 み 込 ま れ て い な い 感 染 細 胞 Ｌ u  に HIV-1
 DNA分 子 が 組 み 込 ま れ た と き に 、 HIV-1 DNAが 組 み 込 ま れ た 潜 伏 的 感 染 細 胞 Ｌ i  が 生 じ る
。 遊 離 ウ イ ル ス Ｖ に よ っ て 感 染 し た 細 胞 が 活 性 化 さ れ 、 HIV-1 DNAが 組 み 込 ま れ た 潜 伏 的
感 染 細 胞 が 活 性 化 さ れ 、 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ と の 相 互 作 用 の プ ロ セ ス 中 に 細 胞 が 活 性 化 さ
れ て 生 産 的 感 染 細 胞 Ｐ が 生 じ る 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ は 感 染 マ ク ロ フ ァ ー ジ と 接 触 し て 感 染 す
る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 用 語 「 造 血 前 駆 （ Ｈ Ｐ ） 細 胞 」 は 、 多 能 性 で あ っ て 、 生 体 内 （ in vivo） で 造 血 系 の 様
々 な 系 統 の 全 て に 連 続 的 に 分 化 で き る 造 血 細 胞 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 用 語 「 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 」 は 、 表 面 に Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 抗 原 を 有 す る 細 胞 を 指 し 、 造 血 前 駆 細 胞
の サ ブ セ ッ ト で あ る 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 句 「 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 純 度 」 は 、 任 意 の 集 団 に お け る Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 を 有 す る 細 胞 の パ ー
セ ン テ ー ジ を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 用 語 「 外 来 核 酸 産 物 」 は 、 細 胞 に 導 入 さ れ る 発 現 可 能 な 核 酸 断 片 で あ っ て 、 好 ま し く は
、 細 胞 内 に 導 入 さ れ た と き に 、 好 ま し く は 抗 ウ イ ル ス 効 果 で あ る 治 療 効 果 を 有 す る 断 片 を
指 す 。 ま た 、 断 片 は 、 細 胞 に と っ て 非 天 然 構 造 （ non-native） で あ る の が 好 ま し い 。 こ の
産 物 は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 抗 体 、 ア ン チ セ ン ス 分 子 、 リ ボ ザ イ ム 、 ま た は 細 胞 内
環 境 で 転 写 ま た は 転 写 と 翻 訳 に よ り 産 生 さ れ 得 る 他 の 産 物 を 含 む タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る
遺 伝 子 を 含 む こ と が で き る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 用 語 「 Ｌ Ｎ Ｌ ６ 」 は 、 複 製 遺 伝 子 が 除 去 さ れ ネ オ マ イ シ ン ・ ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ
（ ｎ ｅ ｏ r  ） 遺 伝 子 が 挿 入 さ れ た マ ウ ス ・ モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス を 起 源 と す る マ ウ ス ・
レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 指 す （ ベ ン ダ ー （ Bender） ら 、 １ ９ ８ ７ 年 ） 。 こ の ベ ク タ ー は
、 複 製 不 能 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー Ｌ Ｎ Ｌ ６ （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： M63653） を
含 む レ ト ロ ウ イ ル ス プ ラ ス ミ ド で あ る ｐ Ｌ Ｎ Ｌ ６ に 基 づ い て い る 。
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 用 語 「 Ｒ ｚ ２ 」 は 、 ｔ ａ ｔ 遺 伝 子 の 高 度 に 保 存 さ れ た 領 域 を 標 的 と す る 抗 Ｈ Ｉ Ｖ ハ ン マ
ー ヘ ッ ド 型 リ ボ ザ イ ム を 指 す 。 Ｒ ｚ ２ リ ボ ザ イ ム の Ｄ Ｎ Ａ 形 の 配 列 は 添 付 の 配 列 表 に 示 め
さ れ て い る 配 列 番 号 ３ で あ り 、 Ｒ Ｎ Ａ 形 の 配 列 は 配 列 番 号 ４ で あ る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 用 語 「 Ｒ Ｒ ｚ ２ 」 は 、 Ｒ ｚ ２ が ｎ ｅ ｏ r  の ３ ’ 非 翻 訳 領 域 内 に 挿 入 さ れ た Ｌ Ｎ Ｌ ６ か ら
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な る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 用 語 「 Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ 」 は 、 米 国 特 許 第 ６ ， １ ４ ０ ， ０ ５ ５ 号 及 び 同 第 ６ ， ２ ０ １ ， １ １ ３
号 に 開 示 さ れ て い る よ う な Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ の リ ア ル タ イ ム 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ 検 出 及 び 定 量 の
た め の 方 法 を 指 す 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 用 語 「 形 質 導 入 」 は 、 あ る 細 胞 内 に あ る 遺 伝 子 を 導 入 し て 、 後 に そ の 細 胞 が そ の 遺 伝 子
を 発 現 す る こ と を 指 す 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 第 １ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 患 者 に 送 達 す る べ く 、 外 来 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 の 用 量
の 決 定 及 び そ の 細 胞 を 準 備 す る 方 法 を 提 供 す る 。 患 者 に 対 す る Ｈ Ｐ 細 胞 の 用 量 を 増 量 す る
効 果 を 決 定 す る た め に 、 ユ ニ ー ク な 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 作 成 し た 。 こ の シ ミ ュ レ ー
シ ョ ン を 用 い て 、 遺 伝 子 が 形 質 導 入 さ れ た Ｈ Ｐ 細 胞 の 手 法 が 、 成 熟 し た Ｔ リ ン パ 球 及 び 単
球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ 子 孫 細 胞 の 集 団 に 対 し て 臨 床 的 に 適 切 な 効 果 を 上 げ る こ と が で き る か
否 か を 推 定 し た 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 数 学 的 モ デ ル 化 を 用 い て 、 （ ｉ ） Ｃ Ｄ ４ ＋ リ ン パ 球 と （ ｉ ｉ ） 単 球 及 び そ の 子 孫 組 織 マ
ク ロ フ ァ ー ジ の ２ つ の 細 胞 集 団 の 動 態 を 調 べ た 。 そ れ ぞ れ の 細 胞 の 種 類 の モ デ ル 化 は 、 そ
れ ぞ れ が 異 な っ た 増 殖 、 成 熟 、 及 び 死 の パ ラ メ ー タ の 特 徴 を 有 す る た め 別 々 に 行 っ た 。 例
え ば 、 Ｒ ｚ ２ を 含 む 集 団 に よ る ウ イ ル ス の 減 少 量 を 決 定 す る 。 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の 場 合
は 、 Ｈ Ｉ Ｖ の 存 在 下 で Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 集 団 が 維 持 ／ 増 大 す る 程 度 を 評 価 す る 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン は 、 公 開 さ れ て い る 微 分 方 程 式 （ マ ー レ イ （ Murray） 他 、 １ ９
９ ８ 年 、 ハ ー ス （ Haase） 、 １ ９ ９ ６ 年 ） に 少 な く と も 部 分 的 に 基 づ い て い る 。 こ の 文 献
に は 、 （ ｉ ） 患 者 の 年 齢 及 び 胸 腺 の 質 量 の 関 数 で あ る 長 期 に 亘 る Ｔ リ ン パ 球 細 胞 の 産 生 、
（ ｉ ｉ ） 抗 原 に 応 答 し た ナ イ ー ブ Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 及 び 増 殖 、 及 び （ ｉ ｉ ｉ ） 単 球 ／ マ
ク ロ フ ァ ー ジ の 産 生 が 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 こ れ ら の シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に よ り 、 Ｈ Ｐ 細 胞 の 用 量 を 最 小 閾 値 レ ベ ル に 増 大 す る と 、 遺
伝 子 を 含 む Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 及 び 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ の 数 が 増 大 す る こ と が 示 さ れ た
。 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン の 結 果 か ら 、 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ が 常 在 Ｈ Ｐ 細
胞 の １ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ％ を 超 え る と 、 ウ イ ル ス 負 荷 及 び Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 数 に 影 響
を 与 え る こ と が 分 か っ た 。 更 に 、 単 に リ ン パ 球 及 び マ ク ロ フ ァ ー ジ の そ れ ぞ れ で 別 々 に モ
デ ル 化 し た た め 、 モ デ ル は 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 抗 ウ イ ル ス 効 果 が 見 ら れ る 条 件 を 予
想 し た 。 マ ク ロ フ ァ ー ジ に お け る 抗 ウ イ ル ス 効 果 は 、 患 者 体 内 の Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス の 貯 蔵 を
減 少 さ せ る の に 重 要 で あ る 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 第 ２ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 こ の 同 じ パ ー セ ン テ ー ジ の 治 療 用 遺 伝 子 含 有 細 胞 を 生 産 及
び 送 達 す る 方 法 を 提 供 す る 。 こ の 方 法 は 、 （ ａ ） Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む 細 胞 集 団 を 患
者 か ら 得 る ス テ ッ プ と 、 （ ｂ ） こ の Ｈ Ｐ 細 胞 を 濃 縮 し て 少 な く と も ４ ０ ％ Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む
細 胞 集 団 を 得 る ス テ ッ プ と 、 （ ｃ ） Ｈ Ｐ 細 胞 で 発 現 す る 能 力 を も っ た 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ
ー を Ｈ Ｐ 細 胞 集 団 に 導 入 し 、 こ の 細 胞 を 生 体 外 （ in vitro） で 更 に 培 養 す る ス テ ッ プ と 、
（ ｄ ） こ の よ う な 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 と 遺 伝 子 非 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の 数 を 決 定 し て 、 同 じ ま た
は 別 の 患 者 に 送 達 し た と き に 、 そ の 患 者 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 を 少
な く と も ０ ． ５ ２ × １ ０ 6  、 １ ． ６ ３ × １ ０ 6  の 総 細 胞 数 の 投 与 を 受 け る よ う に す る ス テ
ッ プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 導 入 後 約 １ ヶ 月 ～ ３ ヶ 月 の 間 に 患 者 の 骨 髄 で 少 な く と も １ ０ ％ の 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 を
観 察 で き る よ う な 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の 数 が 好 ま し い 。 モ デ ル 化 で は 、 こ の 程 度 の 量 の 遺
伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 が 骨 髄 で 観 察 で き れ ば 、 抗 ウ イ ル ス 効 果 な ど の 治 療 効 果 が 見 ら れ る と 予
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想 す る 。 よ り 好 ま し く は 、 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 は 、 導 入 ス テ ッ プ の 後 少 な く と
も １ 年 間 、 患 者 の 体 内 で 検 出 で き る 遺 伝 子 含 有 子 孫 リ ン パ 細 胞 及 び 子 孫 骨 髄 細 胞 を 産 生 す
る 。 更 に 好 ま し く は 、 こ の 方 法 の 結 果 と し て 得 ら れ る キ メ ラ 造 血 系 は 、 導 入 ス テ ッ プ の 後
４ 年 間 は あ ら ゆ る 種 類 の 抹 消 血 細 胞 に 少 な く と も ０ ． ０ １ ％ 、 ０ ． １ ％ 、 １ ． ０ ％ 、 １ ０
％ 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ％ 、 更 に 好 ま し く は ５ ０ ％ の 遺 伝 子 含 有 細 胞 を 含 む 。 加 え て 、 こ
の 方 法 の 結 果 に よ り 得 ら れ る キ メ ラ 造 血 系 は 、 導 入 ス テ ッ プ の 後 ４ 年 間 は 採 取 し た 骨 髄 サ
ン プ ル に 少 な く と も ０ ． ０ １ ％ 、 ０ ． １ ％ 、 １ ． ０ ％ 、 １ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は ２ ０ ％ 、
更 に 好 ま し く は ５ ０ ％ の 遺 伝 子 含 有 細 胞 を 含 む 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 従 っ て 、 本 発 明 は 、 患 者 に お け る ウ イ ル ス 負 荷 の 低 減 を 観 察 で き る か 否 か を 推 定 す る 方
法 に も 関 連 す る 。 こ の 方 法 は 、 先 述 し た 方 法 の ス テ ッ プ を 含 み 、 移 植 す な わ ち 骨 髄 で 細 胞
が 定 着 し た 後 で 、 少 な く と も １ ０ ％ の 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 が 骨 髄 に 存 在 す る 。 更 に 、 本 発
明 の 別 の 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 及 び ／ ま た は 遺 伝 子 非 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の
数 が 、 患 者 に 導 入 す る に は 好 適 で な い 場 合 は 、 こ の 細 胞 を 凍 結 し 、 プ ー ル し た Ｈ Ｐ 細 胞 （
遺 伝 子 含 有 及 び 非 遺 伝 子 含 有 ） の 数 が 少 な く と も 前 記 し た ス テ ッ プ （ ｄ ） と 同 量 に な る ま
で 、 １ ま た は 複 数 回 の 追 加 の 動 員 及 び ア フ ェ レ ー シ ス を 繰 り 返 す 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 得 ら れ る 細 胞 の プ ー ル は 、 十 分 な 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む の が 好 ま し い 。
具 体 的 に は 、 患 者 に 投 与 す る 場 合 、 そ の 患 者 の 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 少 な く と も ５ × １ ０ 6  

、 よ り 好 ま し く は １ × １ ０ 7  ま た は ２ × １ ０ 7  よ り も 多 く 、 更 に 好 ま し く は ４ × １ ０ 7  ま
た は ５ × １ ０ 7  よ り も 多 く 、 更 に 好 ま し く は ８ × １ ０ 7  を 超 え る か 少 な く と も １ ０ × １ ０
7  の 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 の 投 与 を 患 者 が 受 け る よ う に す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 得 ら れ る 細 胞 の プ ー ル は 、 患 者 に 投 与 す る 場 合 、 そ の 患 者 の 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 少 な く
と も １ × １ ０ 7  、 最 大 １ ０ × １ ０ 7  の 総 細 胞 数 （ す な わ ち 、 得 ら れ る 細 胞 の プ ー ル に 存 在
す る 治 療 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 と 他 の 全 て の 細 胞 の 総 数 ） の 投 与 を 患 者 が 受 け る よ う に す る
の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 患 者 か ら 収 集 す る 細 胞 集 団 は 、 当 分 野 で 周 知 の あ ら ゆ る 方 法 で 得 る こ と が で き る 。 例 え
ば 、 患 者 に 処 置 を 施 し て 、 Ｈ Ｐ 細 胞 が 骨 髄 か ら 抹 消 血 に 動 員 さ れ る よ う に す る 。 そ の 方 法
は 、 例 え ば 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ペ グ 化 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ pegG-CSF） 、 顆
粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 、 及 び よ り 好 ま し く は Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ を 含 む
サ イ ト カ イ ン を 適 量 投 与 し 、 次 い で ア フ ェ レ ー シ ス 濾 過 を 行 う 。 別 法 で は 、 Ｈ Ｐ 細 胞 は 、
当 分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て 骨 髄 ま た は 臍 帯 血 か ら 吸 引 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 収 集 し た 細 胞 集 団 の 処 置 に は 、 １ 回 ま た は 複 数 回 の 洗 浄 ス テ ッ プ （ 例 え ば 、 遠 心 分 離 器
ま た は 細 胞 洗 浄 装 置 を 用 い る ） 、 及 び ／ ま た は 容 量 減 少 ス テ ッ プ （ す な わ ち 、 余 分 な 赤 血
球 、 顆 粒 球 、 血 小 板 、 Ｔ リ ン パ 球 な ど の 除 去 ） が 含 ま れ る の が 好 ま し い 。 容 量 減 少 ス テ ッ
プ は 、 ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 州 ウ イ ン ス ト ン セ ー ラ ム に 所 在 の チ ャ ー タ ー メ デ ィ カ ル 社 （ Char
ter Medical, Winston Salem, NC） が 販 売 す る デ ン ド レ オ ン Ｄ Ａ Ｃ Ｓ シ ス テ ム （ Dendreon
 DACS System） な ど の 装 置 を 用 い て 行 う の が 好 ま し く 、 更 に Ｈ Ｐ 細 胞 選 択 ス テ ッ プ を 含 む
の が 好 ま し い 。 Ｈ Ｐ 細 胞 の 選 択 は 、 イ ム ノ ア フ ィ ニ テ ィ ー ま た は フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 法
に よ っ て 行 う こ と が で き る 。 Ｈ Ｐ 細 胞 選 択 ス テ ッ プ で は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 選 択 す る の が 好
ま し い 。 別 の 実 施 形 態 で は 、 成 熟 ／ 委 任 造 血 細 胞 の 抗 原 を 除 去 し て Ｈ Ｐ 細 胞 の 細 胞 集 団 を
濃 縮 す る こ と も で き る 。 Ｈ Ｐ 細 胞 選 択 ス テ ッ プ は 、 限 定 す る も の で は な い が 、 ネ ク セ ル ／
バ ク ス タ ー  ア イ ソ レ ッ ク ス ３ ０ ０ Ｉ （ Nexell/Baxter Isolex300I） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州
ア ー バ イ ン ） 、 ミ ル テ ィ ニ ー ・ ク リ ニ マ ッ ク ス （ Miltenyi CliniMACS） （ ド イ ツ 、 ベ ル ギ
ッ シ ュ ・ グ ラ ッ ド バ ッ ハ 所 在 の バ イ オ テ ッ ク 社 （ Miltenyi； Biotech GmBH, Bergisch Gla
dbach, Germany） ） 、 及 び ス テ ム セ ル ・ テ ク ノ ロ ジ ー 社 （ カ ナ ダ 、 Ｂ Ｃ 州 バ ン ク ー バ ー ）
の ス テ ム セ ッ プ 装 置 （ StemSep Device） な ど の 様 々 な 選 択 装 置 を 用 い て 行 う こ と が で き る
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。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 収 集 し た 細 胞 集 団 の 処 置 に は 、 細 胞 の 数 、 特 に 選 択 し た Ｈ Ｐ 細 胞 の 数 を 増 や す た め の 細
胞 培 養 ス テ ッ プ が 含 ま れ 得 る 。 細 胞 培 養 ス テ ッ プ で は 、 治 療 用 遺 伝 子 を 細 胞 内 に 導 入 す る
必 要 が あ り 、 治 療 用 遺 伝 子 の 導 入 の 後 に 細 胞 培 養 を し て 遺 伝 子 の 組 み 込 み 及 び 遺 伝 子 産 物
の 発 現 を 促 し 、 こ の よ う な 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の 数 を 増 や す の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 初 め の 処 置 ス テ ッ プ （ 動 員 、 ア フ ェ レ ー シ ス 、 Ｈ Ｐ 選 択 ） で 、 Ｈ Ｐ 細 胞 を 得 て そ の Ｈ Ｐ
細 胞 を 濃 縮 す る 。 Ｈ Ｐ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ の 決 定 に は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 陽 性 な ど の Ｈ Ｐ 細
胞 の 測 定 可 能 な 特 徴 が 必 要 で あ る 。 体 外 （ ex vivo） で 処 置 し た 細 胞 の プ ー ル は 、 好 ま し
く は 少 な く と も ２ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も ４ ０ ％ 、 更 に 好 ま し く は 少 な く と も ６
０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ の Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 治 療 用 遺 伝 子 す な わ ち 核 酸 配 列 の Ｈ Ｐ 細 胞 の 少 な く と も 一 部 へ の 導 入 は 、 当 分 野 で 周 知
の 様 々 な 方 法 ま た は 他 の 方 法 を 用 い て 行 う こ と が で き る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 導 入 ス テ
ッ プ で 、 治 療 用 遺 伝 子 す な わ ち 核 酸 配 列 を 有 す る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 他 の ウ イ ル ス
ま た は 非 ウ イ ル ス （ Ｄ Ｎ Ａ ま た は Ｒ Ｎ Ａ ） ベ ク タ ー を 用 い た 形 質 導 入 を 利 用 す る 。 形 質 導
入 を 利 用 す る 場 合 、 形 質 導 入 促 進 剤 （ 例 え ば 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 は 、 レ ト ロ
ネ ク チ ン （ RetroNectin） （ 登 録 商 標 ） と し て 知 ら れ る フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン の Ｃ Ｈ ２ ９ ６ 断
片 、 ま た は ポ リ ブ レ ン や 硫 酸 プ ロ タ ミ ン な ど の 他 の 作 用 物 質 ） を 用 い る の が 好 ま し い 。 治
療 用 遺 伝 子 す な わ ち 核 酸 配 列 を 含 む Ｈ Ｐ 細 胞 及 び そ の 子 孫 細 胞 （ す な わ ち 、 後 に リ ン パ 造
血 及 び 骨 髄 造 血 で 産 生 さ れ る 細 胞 ） は 、 細 胞 で 発 現 す る こ と を 意 図 し た 治 療 用 遺 伝 子 を 含
み 、 治 療 用 遺 伝 子 す な わ ち 核 酸 配 列 を 発 現 す る 能 力 を 有 す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 Ｈ Ｐ 細 胞 内 に 導 入 さ れ た 治 療 用 核 酸 配 列 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ ／ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ の 場 合 は 、 限 定 す る も の
で は な い が 、 タ ン パ ク 質 （ 例 え ば 、 ト ラ ン ス ド ミ ナ ン ト （ transdominant） タ ン パ ク 質 、
細 胞 内 抗 体 ） 、 ア ン チ セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 、 ア プ タ マ ー 、 Ｒ Ｎ Ａ 阻 害 （ interfering RNA） 、 及
び 触 媒 リ ボ ザ イ ム な ど の 産 物 を コ ー ド で き 、 別 の 疾 患 の 場 合 は 、 こ れ ら の 産 物 や 腫 瘍 抑 制
遺 伝 子 な ど の 他 の 遺 伝 子 を コ ー ド で き る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 細 胞 は 、 細 胞 注 入 な ど の 決 ま っ た 手 順 に 従 っ て 患 者 に 導 入 す る こ と が で き る 。 細 胞 は ま
た 、 薬 学 的 に 許 容 で き る バ ッ フ ァ ー 及 び 塩 な ど を 含 む 薬 理 学 的 に 許 容 で き る 担 体 （ 例 え ば
、 ５ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど ） と 共 に 送 達 す る こ と が で き る 。 患 者 は 、 初 め に （ す な わ
ち 、 細 胞 の 再 注 入 の 前 ） ミ エ ロ ア ブ レ ー シ ョ ン （ myeloablation） ま た は 他 の 造 血 コ ン デ
ィ シ ョ ニ ン グ 療 法 を 受 け て も 、 受 け な く て も よ い 。 し か し な が ら 、 本 発 明 の 形 質 導 入 Ｈ Ｐ
細 胞 集 団 を 移 植 す る た め の 好 適 な 方 法 で は 、 本 発 明 の 実 際 の 実 質 的 な 利 点 は 、 患 者 が 、 ミ
エ ロ ア ブ レ ー シ ョ ン 療 法 （ す な わ ち 、 骨 髄 の 完 全 ま た は ほ ぼ 完 全 な 破 壊 ） や 他 の 造 血 コ ン
デ ィ シ ョ ニ ン グ 療 法 を 受 け な く て も よ い こ と で あ る 。 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 を 生 成 し て 移 植 す
る 方 法 の 利 点 は 、 限 定 す る も の で は な い が 化 学 療 法 や 放 射 線 治 療 を 含 み 、 有 害 で 、 エ ネ ル
ギ ー を 消 費 し 、 か つ 患 者 を 衰 弱 さ せ る ミ エ ロ ア ブ レ ー シ ョ ン 療 法 を 用 い な い こ と で あ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 の 方 法 は 、 例 え ば 、 他 の 抗 ウ イ ル ス 療 法 を 含 む 他 の 療 法 と 組 み 合 わ せ る こ と が で
き る 。 他 の 抗 ウ イ ル ス 療 法 に は 、 例 え ば 、 Ｒ Ｎ Ａ デ コ イ （ RNA decoys） 、 細 胞 内 抗 体 、 及
び Ｒ Ｎ Ａ 阻 害 （ シ ャ ー プ ・ ピ ー ・ エ イ （ Sharp, P. A.） 著 、 「 Ｒ Ｎ Ａ 妨 害 － ２ ０ ０ １ （ RN
A interference-2001） 」 、 Genes & Dev、 ２ ０ ０ １ 年 、 １ ５ ： ４ ８ ５ ～ ４ ９ ０ ） な ど の 使
用 が 含 ま れ る 。 例 え ば 、 本 方 法 が 、 リ ボ ザ イ ム 型 療 法 な ど の 抗 ウ イ ル ス 療 法 を 用 い る 場 合
、 他 の 抗 ウ イ ル ス 療 法 、 特 に 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 療 法 を 用 い る こ と が で き る 。 リ ボ ザ イ ム 型 療 法 を 用
い る 場 合 、 ２ つ 以 上 の 触 媒 リ ボ ザ イ ム を 患 者 か ら 除 去 し た サ ン プ ル の １ つ の 細 胞 に 送 達 す
る こ と も で き る し 、 ま た 、 様 々 な リ ボ ザ イ ム を そ の サ ン プ ル の 様 々 な 細 胞 に 送 達 す る こ と
も で き る 。 同 様 に 、 本 方 法 は 、 当 分 野 で 周 知 の 標 準 的 な 化 学 療 法 や 蛋 白 療 法 な ど の 、 Ｈ Ｐ
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細 胞 の 形 質 導 入 を 必 要 と し な い 他 の 遺 伝 子 療 法 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染
患 者 の 治 療 の 一 例 で は 、 特 に Ｈ Ｉ Ｖ 耐 性 が 検 出 さ れ た 場 合 、 ま た は 患 者 の Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 が 他
の 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療 に 対 し て 抗 療 性 が 確 認 さ れ た 場 合 に 、 本 発 明 の 方 法 を Ｈ Ｉ Ｖ の 標 準 的 な 薬
剤 と 組 み 合 わ せ る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 本 発 明 は 、 造 血 系 の 外 来 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 を 導 入 す る た め の 一 般 的 な 方 法 を 企 図 す る が
、 本 発 明 は 、 一 例 と し て Ｈ Ｉ Ｖ の 抗 ウ イ ル ス 遺 伝 子 治 療 に つ い て の み を 取 り 上 げ る 。 本 方
法 で は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 陽 性 患 者 か ら 収 集 し た 細 胞 か ら Ｈ Ｐ 細 胞 を 濃 縮 し 、 治 療 用 遺 伝 子 は 抗 Ｈ Ｉ
Ｖ 産 物 を コ ー ド す る 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 従 っ て 、 第 ３ の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 用 量 の 決 定 と 、 好 ま し く は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 で あ る
Ｈ Ｐ 細 胞 の 準 備 を 提 供 す る 。 こ の Ｈ Ｐ 細 胞 は 、 Ｈ Ｉ Ｖ 陽 性 患 者 に 送 達 し て 持 続 的 に 抗 ウ イ
ル ス 治 療 効 果 を 得 る べ く 、 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 含 む 。 リ ボ ザ イ ム が 本 発 明
の 好 適 な 実 施 形 態 と し て い る が 、 他 の 抗 ウ イ ル ス 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 、 限 定 す る も
の で は な い が 、 ア ン チ セ ン ス 療 法 や Ｒ Ｎ Ａ 阻 害 な ど に 用 い る こ と も で き る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 上 記 し た よ う に 、 こ の 決 定 の た め の 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン は 、 公 開 さ れ て い る 微 分 方
程 式 （ マ ー レ イ （ Murray） 他 、 1998年 、 ハ ー ス （ Haase） 、 １ ９ ９ ６ 年 ） に 基 づ い て い る
。 こ の 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン は 、 （ ｉ ） 患 者 の 年 齢 及 び 胸 腺 の 質 量 の 関 数 で あ る 長 期 に
亘 る Ｔ リ ン パ 球 細 胞 の 産 生 、 （ ｉ ｉ ） 抗 原 に 応 答 し た ナ イ ー ブ Ｔ リ ン パ 球 の 活 性 化 及 び 増
殖 、 （ ｉ ｉ ｉ ） Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に よ る Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 の 減 少 、 及 び （ ｉ ｖ ） 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー
ジ の 産 生 を 考 慮 し て 、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 に 適 用 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ の 用 量 を 増 大 す る 効 果 の 判 定 を 、 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン を 用 い て 研 究 し た
。 こ の 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン は 、 Ｒ Ｒ ｚ ２ 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 手 法 が 、 Ｈ Ｉ Ｖ 患
者 に お け る Ｃ Ｄ ４ ＋ 細 胞 数 及 び ウ イ ル ス 負 荷 に 臨 床 的 に 有 意 な 効 果 を 与 え る か 否 か を 評 価
す る 論 理 法 を 提 供 す る 。 こ の よ う な シ ミ ュ レ ー シ ョ ン で は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 用 量 を 増 大
す る こ と に よ り 、 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 の 数 及 び Ｈ Ｉ Ｖ ウ イ ル ス 負 荷 に 影 響 を 与 え る Ｒ Ｒ ｚ
２ 含 有 Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 及 び 単 球 ／ マ ク ロ フ ァ ー ジ を 増 大 さ せ る こ と が で き る と 予 想 す
る 。 こ の よ う な 数 学 的 シ ミ ュ レ ー シ ョ ン に 基 づ い て 、 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 の 導 入 す る 数 を 決
定 し 最 大 化 す る 方 法 を 見 出 し た 。 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 用 量 は 、 前 の フ ェ ー ズ Ｉ 臨 床
試 験 で 用 い た 最 大 用 量 の 少 な く と も ２ 倍 か ら １ ０ 倍 に 増 量 す る 。 こ の 用 量 は 、 方 法 論 で 求
め る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 従 っ て 、 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 産 物 を 送 達 す る 方 法 は 、 （ ｉ ） Ｈ Ｐ 細 胞 、 好 ま し く は Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞
を 含 む 生 細 胞 の 集 団 を 患 者 か ら 得 る ス テ ッ プ と 、 （ ｉ ｉ ） こ の 細 胞 集 団 を 処 置 及 び ／ ま た
は 培 養 し て 、 少 な く と も ２ ０ ％ の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 含 む 細 胞 の プ ー ル を 用 意 す る ス テ ッ プ
と 、 （ ｉ ｉ ｉ ） 少 な く と も １ 種 類 の 治 療 用 遺 伝 子 を こ の 細 胞 集 団 内 の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 集
団 内 に 導 入 し て 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 で 治 療 用 遺 伝 子 が 発 現 可 能 に し 、 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む Ｃ
Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 含 む 細 胞 の プ ー ル を 用 意 し 、 患 者 に 投 与 す る 場 合 、 患 者 が 体 重 １ ｋ ｇ 当 た
り 、 ０ ． ５ ２ × １ ０ 6  の 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む Ｈ Ｐ 細 胞 の 用 量 を 受 け 取 る よ う に す る ス テ ッ
プ と を 含 む 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 好 ま し く は 、 治 療 用 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む 生 細 胞 の プ ー ル を 用 意 し 、 患
者 に 投 与 す る 場 合 、 患 者 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 少 な く と も ５ × １ ０ 6  を 超 え る 、 よ り 好 ま
し く は ２ × １ ０ 7  を 超 え る 、 更 に 好 ま し く は ５ × １ ０ 7  を 超 え る 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む Ｈ Ｐ
細 胞 の 用 量 を 受 け 取 る よ う に す る 。
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 得 ら れ る 細 胞 の プ ー ル は 、 患 者 に 投 与 す る 場 合 、 そ の 患 者 の 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 少 な く
と も １ × １ ０ 7  、 最 大 ４ × １ ０ 7  、 よ り 好 ま し く は 最 大 １ ０ × １ ０ 7 の 総 細 胞 数 （ す な わ

10

20

30

40

50

(16) JP 2005-521632 A 2005.7.21



ち 、 得 ら れ る 細 胞 の プ ー ル に 存 在 す る 治 療 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 と 他 の 全 て の 細 胞 の 総 数 ）
を 患 者 が 受 け 取 る よ う に す る の が 好 ま し い 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 細 胞 集 団 の 収 集 、 そ の 後 の 細 胞 集 団 の 処 置 は 、 本 発 明 の 第 １ の 態 様 で 説 明 し た 要 領 で 行
う こ と が で き る 。 好 ま し く は 、 こ の 処 置 に は 、 細 胞 集 団 を 洗 浄 す る 第 １ の ス テ ッ プ （ 例 え
ば 、 標 準 的 な 細 胞 洗 浄 装 置 を 用 い る ） と 、 Ｈ Ｐ 細 胞 が 濃 縮 さ れ た 細 胞 集 団 を 生 成 す る た め
に 容 積 を 減 少 さ せ る 任 意 選 択 の ス テ ッ プ （ 例 え ば 、 余 分 な 赤 血 球 、 顆 粒 球 、 血 小 板 、 Ｔ リ
ン パ 球 を 除 去 す る た め の 標 準 的 な 装 置 を 用 い る ） と 、 洗 浄 （ 例 え ば 、 自 動 化 さ れ た 細 胞 洗
浄 装 置 を 用 い る ） し て 、 Ｈ Ｐ 濃 縮 細 胞 集 団 を 培 養 す る ス テ ッ プ と が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 初 め の 処 置 ス テ ッ プ （ 動 員 、 ア フ ェ レ ー シ ス 、 Ｈ Ｐ 選 択 ） で 、 Ｈ Ｐ 細 胞 部 分 が 濃 縮 さ れ
る 。 Ｈ Ｐ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ の 決 定 に は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 原 陽 性 な ど の Ｈ Ｐ 細 胞 の 測 定 可 能
な 特 徴 が 必 要 で あ る 。 処 置 し た 細 胞 の プ ー ル は 、 好 ま し く は 少 な く と も ２ ０ ％ 、 よ り 好 ま
し く は ４ ０ ％ 、 更 に 好 ま し く は ６ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は ８ ０ ％ の Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む こ と を 理
解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 少 な く と も 一 部 の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 へ の 遺 伝 子 の 導 入 は 、 形 質 導 入 促 進 剤 （ 例 え ば 、 Retr
oNectin） の 存 在 下 で 、 治 療 用 遺 伝 子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で こ れ ら の 細 胞 を 形
質 導 入 す る の が 好 ま し い 。 し か し な が ら 、 遺 伝 子 治 療 分 野 の 通 常 の 技 術 者 で あ れ ば 、 細 胞
内 に 遺 伝 子 を 導 入 す る 他 の 公 開 さ れ て い る 方 法 を 用 い て も 同 じ 結 果 が 得 ら れ る こ と を 理 解
で き よ う 。 こ の よ う な 遺 伝 子 に は 、 あ ら ゆ る 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 産 物 を コ ー ド す る 遺 伝 子 を 用 い る こ
と が で き る が 、 Ｈ Ｉ Ｖ 触 媒 リ ボ ザ イ ム を コ ー ド す る 遺 伝 子 が 好 ま し い 。 特 に 好 適 な 抗 Ｈ Ｉ
Ｖ － １ 触 媒 リ ボ ザ イ ム は 、 ｔ ａ ｔ 遺 伝 子 内 の Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ 、 特 に 基 準 株 HIV-HXB2（ Genb
ankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： K03455） の 遺 伝 子 （ す な わ ち 、 ５ ８ ３ ３ 番 目 ～ ５ ８ ４ ９ 番 目 ま
で の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ３ ） ） 及 び HIV-IIIB株 （ Genbankア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 ： X0176
2） の ５ ８ ６ ５ 番 目 ～ ５ ８ ８ ２ 番 目 ま で の ヌ ク レ オ チ ド （ 配 列 番 号 ３ ） の 高 度 に 保 存 さ れ
た 領 域 内 の Ｈ Ｉ Ｖ 　 Ｒ Ｎ Ａ を 切 断 す る 抗 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 触 媒 リ ボ ザ イ ム で あ る 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 患 者 が 骨 髄 の ミ エ ロ ア ブ レ ー シ ョ ン ま た は 他 の 骨 髄 コ ン デ ィ シ ョ
ニ ン グ 療 法 を 必 要 と せ ず 、 細 胞 を 導 入 す る ス テ ッ プ に よ り 、 患 者 が 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、
少 な く と も １ ． ６ ３ × １ ０ 6  の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 用 量 を 受 け 取 る 。 こ の 細 胞 の 内 、 患 者 の
体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 少 な く と も ０ ． ５ ２ × １ ０ 6  の 治 療 用 遺 伝 子 含 有 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 で あ
る 。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 本 発 明 は 更 に 、 遺 伝 子 産 物 の 存 在 及 び 発 現 を モ ニ タ ー す る 方 法 に 関 す る 。 我 々 は 、 こ の
検 出 の た め に 量 的 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 方 法 論 を 確 立 し た 。 こ の 種 の 量 的 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ
Ｒ 方 法 論 は 、 DzyNA-PCRと 呼 ば れ 、 ト ッ ド （ Todd） 他 （ ２ ０ ０ ０ 年 ） に よ っ て 米 国 特 許 第
６ ， １ ４ ０ ， ０ ５ ５ 号 及 び 同 第 ６ ， ２ ０ １ ， １ １ ３ 号 に 開 示 さ れ て お り 、 そ の 中 に は 疾 患
ま た は 外 来 物 質 の 存 在 に 関 連 し た 特 定 の 遺 伝 子 配 列 を 検 出 す る た め の ス ト ラ テ ジ ー が 示 さ
れ て い る 。 こ の 方 法 は 、 １ つ の 閉 じ た 容 器 内 で の リ ア ル タ イ ム 蛍 光 検 出 と 同 種 核 酸 増 幅 が
可 能 な シ ス テ ム を 提 供 す る 。 こ の ス ト ラ テ ジ ー に は 、 １ ０ ： ２ ３ DNAzymes（ サ ン ト ロ （ Sa
ntoro） 他 、 １ ９ ９ ７ 年 ） の 相 補 的 （ ア ン チ セ ン ス ） 配 列 を 含 む Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を
用 い た 遺 伝 子 配 列 の 生 体 外 （ in vitro） 増 幅 が 含 ま れ る 。 増 幅 中 に 、 反 応 混 合 液 に 含 ま れ
て い る レ ポ ー タ ー 基 質 を 切 断 す る DNAzymesの 活 性 セ ン ス コ ピ ー を 含 む ア ン プ リ コ ン （ 単 位
複 製 配 列 ） が 生 成 さ れ る 。 Ｐ Ｃ Ｒ 中 の ア ン プ リ コ ン の 蓄 積 は 蛍 光 の 変 化 で モ ニ タ ー で き る
。 こ の 蛍 光 の 変 化 は 、 レ ポ ー タ ー 基 質 内 の DNAzyme切 断 部 位 の 反 対 側 に 組 み 込 ま れ た 蛍 光
／ 消 光 色 素 分 子 の 分 離 に よ っ て 生 じ る 。 こ の レ ポ ー タ ー 基 質 の 切 断 は 、 標 的 核 酸 配 列 の 増
幅 が 成 功 し た こ と を 示 す 。 リ ア ル タ イ ム 測 定 は 、 ABI PRISM（ 登 録 商 標 ） ７ ７ ０ ０ 配 列 検
出 シ ス テ ム （ ア プ ラ イ ド バ イ オ シ ス テ ム ズ （ Applied Biosystems） ） ま た は リ ア ル タ イ ム
で 蛍 光 を モ ニ タ ー で き る 他 の サ ー モ サ イ ク ラ ー で 行 う こ と が で き る 。
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【 ０ ０ ５ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 、 用 語 「 含 む 」 ま た は そ の 変 形 で あ る 「 含 ん で い る 」 は 、 記 載 し た
要 素 、 整 数 、 ス テ ッ プ 、 ま た は 要 素 、 整 数 、 ス テ ッ プ の グ ル ー プ を 含 む が 、 他 の あ ら ゆ る
要 素 、 整 数 、 ス テ ッ プ 、 ま た は 要 素 、 整 数 、 ス テ ッ プ の グ ル ー プ を 除 外 す る も の で は な い
こ と を 理 解 さ れ た い 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 本 明 細 書 中 に 含 ま れ る 文 書 、 行 為 、 物 質 、 装 置 、 及 び 物 品 な ど の あ ら ゆ る 説 明 は 、 単 に
本 発 明 の 文 脈 を 作 成 す る こ と が 目 的 で あ る 。 こ れ ら 文 書 、 行 為 、 物 質 、 装 置 、 及 び 物 品 な
ど の 何 れ か あ る い は 全 て が 、 本 願 の 各 ク レ ー ム の 優 先 日 以 前 に 、 従 来 技 術 の 基 礎 の 一 部 を
な し 、 本 発 明 が 属 す る 分 野 の 一 般 的 な 共 通 知 識 で あ る と 見 な さ れ る べ き も の で は な い 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 本 発 明 を 、 以 下 の 例 （ 限 定 目 的 で は な い ） 及 び 添 付 の 図 面 を 用 い て 以 下 に 説 明 す る 。
【 ０ ０ ６ ２ 】

　 好 適 な 方 法 で は 、 本 発 明 は 以 下 の ス テ ッ プ を 含 む 。
１ ． 患 者 の 骨 髄 か ら 抹 消 血 中 へ の
２ ． 動 員 さ れ た Ｈ Ｐ 細 胞 を 得 る た め の 患 者 の 抹 消 血 の
３ ． 実 施 す る 可 能 性 の あ る 容 量 減 少 ス テ ッ プ の 準 備 と し て の 、 細 胞 洗 浄 装 置 を 用 い た 未 精
製 抹 消 血 単 核 細 胞 の
４ ． 余 分 な 赤 血 球 、 顆 粒 球 、 血 小 板 、 及 び Ｔ リ ン パ 球 を 除 去 す る た め の
５ ． 細 胞 洗 浄 装 置 を 用 い た 濃 縮 Ｈ Ｐ 細 胞 の
６ ． す な わ ち Ｈ Ｐ 細 胞 集 団 か ら の 抗 原 陽 性 細 胞 の 除 去
７ ． 細 胞 洗 浄 装 置 を 用 い た 精 製 Ｈ Ｐ 細 胞 の
８ ． サ イ ト カ イ ン ／ 成 長 因 子 を 含 む 培 地 に 精 製 Ｈ Ｐ 細 胞 を 移 す
９ ． 形 質 導 入 促 進 剤 の 存 在 下 で の 、 遺 伝 子 作 製 物 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い た
Ｈ Ｐ 細 胞 の ： ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 導 入
１ ０ ． 形 質 導 入 Ｈ Ｐ 細 胞 を 含 む 及 び Ｈ Ｐ 細 胞 の 洗 浄
１ １ ． ： Ｈ Ｐ 細 胞 を 注 入 バ ッ グ に 入 れ 産 物 の 安 全 注 入 試 験 の 実 施
１ ２ ． 同 じ 患 者 に 細 胞 を 戻 す
例 を 用 い た こ れ ら の ス テ ッ プ の 説 明 及 び 本 発 明 の 他 の 変 更 例 を 以 下 に 示 す 。
【 ０ ０ ６ ３ 】

　 こ の 処 置 の 第 １ の ス テ ッ プ は 、 骨 髄 か ら 抹 消 血 に Ｈ Ｐ 細 胞 を 動 員 す る た め に 作 用 物 質 を
用 い る 。 一 例 で は 、 ペ グ 化 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ pegG-CSF） 、 顆 粒 球 マ ク ロ フ ァ ー ジ
コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ GM-CSF） 、 及 び 最 も 好 ま し い Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ か ら な る 好 適 な 群 か ら 選 択 さ
れ る サ イ ト カ イ ン を 用 い 、 次 い で ア フ ェ レ ー シ ス 濾 過 を 行 う 。 別 法 で は 、 Ｈ Ｐ 細 胞 は 、 当
分 野 で 周 知 の 方 法 に 従 っ て 骨 髄 ま た は 臍 帯 血 か ら 吸 引 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 顆 粒 球 コ ロ ニ ー 刺 激 因 子 （ G-CSF） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 サ ウ ザ ン ド オ ー ク ス に 所 在 の ア
ム ジ ェ ン 社 （ Amgen） の Neupogen（ 商 標 ） ） を １ 日 １ 回 、 少 な く と も １ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日
、 好 ま し く は 約 ３ ０ μ ｇ ／ ｋ ｇ ／ 日 、 最 大 ５ 日 連 続 し て 患 者 の 皮 下 に 投 与 す る 。 Ｇ － Ｃ Ｓ
Ｆ 投 与 中 に 全 血 球 算 定 （ Ｃ Ｂ Ｃ ｓ ） 、 微 分 血 小 板 算 定 を 毎 日 実 施 し て 、 白 血 球 増 大 の 程 度
を 評 価 す る 。 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 数 を 決 定 す る た め に 、 好 ま し く は Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 投 与 の ３ 日 目 に
血 液 サ ン プ ル を 採 取 し て 、 ア フ ェ レ ー シ ス 開 始 前 に 抹 消 血 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 数 が ２ ０ 細 胞 ／
ｍ ｍ 3  で あ る こ と を 確 か め る 。 し か し な が ら 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 数 が こ の 値 に 達 し な か っ た
と し て も 、 通 常 は Ｇ － Ｃ Ｓ Ｆ 投 与 の ４ 日 目 ま た は ５ 日 目 に 行 う ア フ ェ レ ー シ ス を 妨 げ る も
の で は な い 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
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例
例 １ ：
Ｈ Ｐ 細 胞 の 収 集 、 形 質 導 入 、 及 び 再 注 入

Ｈ Ｐ 細 胞 の 動 員
ア フ ェ レ ー シ ス

洗 浄 ス テ ッ プ １
容 量 減 少 ス テ ッ プ

洗 浄 ス テ ッ プ ２
Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 選 択

洗 浄 ス テ ッ プ ３
細 胞 培 養

形 質 導 入 処 置
細 胞 産 物 の 回 収

注 入 用 産 物 の 準 備
患 者 へ の 注 入

ス テ ッ プ １ ： Ｈ Ｐ 細 胞 の 動 員



　 ア フ ェ レ ー シ ス と は 、 抹 消 血 の 単 核 細 胞 画 分 を 得 る た め の 「 血 液 濾 過 」 の 方 法 で あ る 。
こ こ で 、 コ ー ブ ・ ス ペ ク ト ラ （ Cobe Spectra） （ コ ロ ラ ド 州 レ イ ク ウ ッ ド 所 在 の ガ ン ブ ロ
Ｂ Ｃ Ｔ 社 （ Gambro BCT, Lakewood, Colorado） ） 、 ヘ モ ネ テ ィ ク ス （ Haemonetics） （ マ
サ チ ュ ー セ ッ ツ 州 に 所 在 の ヘ モ ネ テ ィ ク ス 社 （ Haemonetics Corporation, Braintree, MA
） ） 、 ま た は ア ミ カ ス （ Amicus） （ イ リ ノ イ 州 デ ィ ア フ ィ ー ル ド に 所 在 の バ ク ス タ ー 社 の
フ ェ ン ワ ル （ Baxter Fenwal, Deerfield, IL） ） な ど の 装 置 を 、 少 な く と も ２ つ の 別 々 の
時 に 用 い る の が 好 ま し い （ 好 ま し く は 、 動 員 の 後 か ら ４ 日 目 及 び ５ 日 目 、 こ こ で 、 １ 日 目
は 動 員 し た 日 で あ る ） 。 た だ し 、 別 の 例 で は 、 ア フ ェ レ ー シ ス は 、 抹 消 血 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞
数 が ５ 細 胞 ／ ｍ ｍ 3  、 よ り 好 ま し く は １ ０ 細 胞 ／ ｍ ｍ 3  、 最 も 好 ま し く は ２ ０ 細 胞 ／ ｍ ｍ
3  よ り も 多 い 日 を 決 定 し て 、 上 記 し た 日 よ り も 前 ま た は 後 に 行 う こ と が で き る 。 好 適 な 実
施 形 態 で は 、 こ の ア フ ェ レ ー シ ス に よ り 、 約 ５ リ ッ ト ル の 血 液 量 、 好 ま し く は ５ リ ッ ト ル
～ １ ０ リ ッ ト ル 、 よ り 好 ま し く は １ ０ リ ッ ト ル ～ ２ ０ リ ッ ト ル 、 更 に 好 ま し く は ２ ０ リ ッ
ト ル 以 上 の 血 液 量 か ら 細 胞 産 物 を 得 る 。 そ れ ぞ れ の ア フ ェ レ ー シ ス に よ る 産 物 は 、 別 々 に
処 置 す る か 、 好 適 な 実 施 形 態 で は ２ 回 目 の ア フ ェ レ ー シ ス の 後 で プ ー ル す る 。 全 細 胞 数 及
び 絶 対 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 数 を 記 録 す る 。 ス テ ッ プ １ 及 び ス テ ッ プ ２ に よ り 、 １ ｋ ｇ 当 た り ５
× １ ０ 6  、 好 ま し く は ２ × １ ０ 7  、 よ り 好 ま し く は ４ × １ ０ 7  の Ｈ Ｐ 細 胞 （ Ｃ Ｄ ３ ４ 陽 性
で 測 定 ） が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】

　 プ ー ル し た 細 胞 を 洗 浄 す る 。 こ の 洗 浄 は 、 細 胞 の 遠 心 分 離 （ １ ， ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ す な わ ち
３ ０ ０ ｇ で 約 １ ５ 分 間 ） 、 よ り 好 ま し く は 自 動 化 さ れ た 細 胞 洗 浄 装 置 を 用 い て 行 う 。 一 例
で は 、 こ の 細 胞 洗 浄 は 、 ネ ク セ ル CytoMate（ 商 標 ） 洗 浄 装 置 （ Nexell CytoMate washer）
（ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ア ー バ イ ン に 所 在 の ネ ク セ ル セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス （ Nexell Therapeut
ics） ） を 用 い て 、 バ ッ グ ４ か ら ス ピ ニ ン グ ・ メ ン ブ レ ン を 通 し て 洗 浄 バ ッ グ １ に 移 送 し
て 細 胞 を 洗 浄 す る プ ロ グ ラ ム で 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ レ ジ デ ュ ア ル ・ フ ォ ー ル ド ・ リ ダ ク
シ ョ ン （ Residual Fold Reduction） ＝ １ 、 マ キ シ マ ム ・ エ ン ド ・ ウ エ イ ト （ Maximum End
 Weight） ＝ １ ９ ０ ｍ ｌ 、 ソ ー ス バ ッ グ リ ン ス （ Source Bag Rinse） ＝ ５ ０ ｍ ｌ ） ま た は
類 似 の パ ラ メ ー タ を 用 い て 行 う 。 次 い で 細 胞 を 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ チ ュ ー ブ リ ン ス 容 量
（ Tubing Rinse Volume） ＝ ９ ０ ｍ ｌ 、 最 大 ポ ン プ 速 度 （ Maximum Pump Rate） ＝ ５ ０ ｍ ｌ
／ 分 ） を 用 い て 、 洗 浄 バ ッ グ １ か ら 最 終 産 物 バ ッ グ ３ に 移 す 。
【 ０ ０ ６ ７ 】

　 一 実 施 形 態 で は 、 ア フ ェ レ ー シ ス 処 置 に よ り 得 た 細 胞 を 、 そ れ ぞ れ 処 置 し た 日 に チ ャ ー
タ ー メ デ ィ カ ル DACS-SC（ 商 標 ） シ ス テ ム （ Charter Medical DACS-SC（ 商 標 ） system） （
ノ ー ス カ ロ ラ イ ナ 州 ウ イ ン ス ト ン セ ー ラ ム に 所 在 の チ ャ ー タ ー メ デ ィ カ ル （ Charter Medi
cal） ） を 用 い て 容 量 減 少 を 行 う 。 後 に 最 終 日 の 産 物 と 共 に プ ー ル す る た め に 産 物 を １ 日
目 （ ま た は 次 の 日 ） か ら 一 晩 保 存 す る 実 施 形 態 で は 、 ２ つ 以 上 の ア フ ェ レ ー シ ス 産 物 を 、
収 集 し た 日 に 容 量 減 少 し 、 第 ２ の 産 物 を 容 量 減 少 す る ま で 第 １ の 産 物 を 保 存 す る 。 容 量 減
少 で は 、 洗 浄 し た ア フ ェ レ ー シ ス 細 胞 産 物 を DACS-SC（ 商 標 ） 装 置 内 の Ｂ Ｄ Ｓ ６ ０ 溶 液 に
入 れ 、 ８ ５ ０ ｇ 、 ２ ０ ℃ ～ ２ ５ ℃ 、 停 止 な し で ３ ０ 分 間 、 遠 心 分 離 す る 。 こ の 産 物 を 、 滅
菌 条 件 下 で 、 逆 に し て ト ラ ン ス フ ァ ー パ ッ ク 内 に 収 集 し て 回 収 す る 。
【 ０ ０ ６ ８ 】

　 プ ー ル す る 前 に 保 存 さ れ る 産 物 の 収 集 の 日 に 、 得 ら れ た 産 物 を 、 ０ ． ５ ％ ヒ ト 血 清 ア ル
ブ ミ ン を 添 加 し た ダ ル ベ ッ コ ・ リ ン 酸 緩 衝 生 理 食 塩 水 （ Dulbecco's phosphate buffered 
saline： DPBS） を 用 い て 洗 浄 す る 。 こ の 洗 浄 は 、 ネ ク セ ル CytoMate（ 商 標 ） 洗 浄 装 置 を 用
い て 、 バ ッ グ ４ か ら ス ピ ニ ン グ ・ メ ン ブ レ ン を 通 し て 洗 浄 バ ッ グ １ に 移 送 し て 細 胞 を 洗 浄
す る プ ロ グ ラ ム で 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ レ ジ デ ュ ア ル ・ フ ォ ー ル ド ・ リ ダ ク シ ョ ン （ Resi
dual Fold Reduction） ＝ １ ， ０ ０ ０ 、 マ キ シ マ ム ・ エ ン ド ・ ウ エ イ ト （ Maximum End Wei
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ス テ ッ プ ２ ： ア フ ェ レ ー シ ス （ 例 １ ： 好 ま し く は ４ 日 目 ま た は ５ 日 目 ）

ス テ ッ プ ３ ： 洗 浄 ス テ ッ プ １ （ 例 １ ： 好 ま し く は ４ 日 目 及 び ５ 日 目 ）

ス テ ッ プ ４ ： 容 量 減 少 ス テ ッ プ （ 例 １ ： 好 ま し く は ４ 日 目 及 び ５ 日 目 ）

ス テ ッ プ ５ ： 洗 浄 ス テ ッ プ ２ （ 例 １ ： ４ 日 目 ）



ght） ＝ ２ ０ ｍ ｌ 、 ソ ー ス バ ッ グ リ ン ス （ Source Bag Rinse） ＝ ５ ０ ｍ ｌ 、 ま た は 類 似 の
パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 行 う 。 次 い で 、 １ ０ ０ ％ 自 己 血 漿 中 の 細 胞 を 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （
チ ュ ー ブ リ ン ス 容 量 （ Tubing Rinse Volume） ＝ １ ９ ５ ｍ ｌ 、 最 大 ポ ン プ 速 度 （ Maximum P
ump Rate） ＝ ５ ０ ｍ ｌ ／ 分 、 ま た は 類 似 の パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 、 洗 浄 バ ッ グ １ か ら 最 終
産 物 バ ッ グ ３ に 移 す 。 次 い で 、 こ の 流 路 を 、 ０ ． ５ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 添 加 し た 別 の
Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ ５ ０ ｍ ｌ で 洗 浄 す る 。 次 い で 、 こ の 細 胞 産 物 を 、 ２ ０ ０ × １ ０ 6  細 胞 ／ ｍ ｌ 以 下
の 細 胞 密 度 、 ２ ℃ ～ ８ ℃ で 一 晩 保 存 す る 。 一 晩 保 存 し な か っ た 産 物 は 、 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 選
択 ス テ ッ プ （ 以 下 の ス テ ッ プ ６ ） で 洗 浄 す る た め 、 別 の 洗 浄 は 行 わ な い 。
【 ０ ０ ６ ９ 】

　 細 胞 を 取 り 出 し 、 計 数 し 、 プ ー ル し （ 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 ２ つ 以 上 の 産 物 が 存 在 す る
） 、 ア イ ソ レ ッ ク ス ３ ０ ０ ｉ （ Isolex 300i） 使 い 捨 て セ ッ ト （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ア ー バ
イ ン に 所 在 の ネ ク セ ル セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス ） の ラ イ フ セ ル バ ッ グ （ LifeCell bag） （ カ リ
フ ォ ル ニ ア 州 ア ー バ イ ン に 所 在 の ネ ク セ ル セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス ） に 移 す （ ３ つ 以 上 の 産 物
が あ る 場 合 は 、 そ の 全 て を 最 新 の 時 点 で プ ー ル す る ） 。 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 、 洗 浄 後 の 産 物
か ら ア イ ソ レ ッ ク ス ３ ０ ０ ｉ 、 磁 気 細 胞 分 離 シ ス テ ム （ Miltenyi） 、 ま た は 細 胞 発 現 マ ー
カ ー （ 例 え ば 、 Ｃ Ｄ ２ 、 Ｃ Ｄ ３ 、 Ｃ Ｄ １ ４ 、 Ｃ Ｄ １ ６ 、 Ｃ Ｄ １ ９ 、 Ｃ Ｄ ２ ４ 、 Ｃ Ｄ ５ ６ 、
Ｃ Ｄ ６ ６ ｂ 糖 タ ン パ ク 質 Ａ 、 ス テ ム セ ッ プ （ StemSep） ） の 系 統 減 少 法 （ lineage depleti
on strategy） を 用 い て 選 択 す る 。 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 濃 縮 プ ー ル す な わ ち 系 統 減 少 細 胞 （ lineage
 depleted cells） は 、 こ の 種 類 の 細 胞 を 少 な く と も ４ ０ ％ 、 よ り 好 ま し く は 少 な く と も
６ ０ ％ 、 最 も 好 ま し く は 少 な く と も ８ ０ ％ 含 む 。 ア イ ソ レ ッ ク ス ３ ０ ０ ｉ を 用 い る 場 合 、
以 下 の 自 動 化 さ れ た 処 置 ス テ ッ プ １ ～ ス テ ッ プ ６ （ 製 造 者 の プ ロ ト コ ー ル 及 び ソ フ ト ウ エ
ア バ ー ジ ョ ン ２ ． ５ に 従 う ） を 含 む 。 ス テ ッ プ １ で は 、 ０ ． ４ １ ％ ク エ ン 酸 ナ ト リ ウ ム 及
び １ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 添 加 し た Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ 中 で 洗 浄 し て 血 小 板 を 除 去 す る 。 ス テ ッ プ
２ で は 、 細 胞 を 、 室 温 で １ ５ 分 間 、 抗 Ｃ Ｄ ３ ４ 抗 体 （ 購 入 し た も の ） と 共 に イ ン キ ュ ベ ー
ト し 、 結 合 し な か っ た 抗 体 を 洗 浄 に よ り 除 去 す る 。 ス テ ッ プ ３ で は 、 細 胞 を 磁 気 室 に 移 し
て ロ ゼ ッ ト 形 成 す る （ 室 温 で ３ ０ 分 ） 。 ス テ ッ プ ４ で は 、 磁 気 を 加 え て Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 ／
磁 気 ビ ー ド ・ 複 合 体 を 捕 捉 し 、 結 合 し な か っ た 細 胞 を 洗 浄 に よ り 除 去 す る 。 ス テ ッ プ ５ で
は 、 結 合 し た 細 胞 を 、 遊 離 剤 Ｐ Ｒ ３ ４ ＋ と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト し て 遊 離 さ せ る 。 ス テ ッ プ
６ で は 、 後 の 処 理 の た め に 、 細 胞 を 洗 浄 し て 最 終 産 物 バ ッ グ に 移 す 。
【 ０ ０ ７ ０ 】

　 細 胞 を カ ウ ン ト し 、 遠 心 分 離 ま た は ネ ク セ ル CytoMate（ 商 標 ） な ど を 用 い て 洗 浄 し 、 １
０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 （ Iscove's Modified 
Dulbecco's Medium： Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ ） を 含 む 細 胞 培 養 培 地 に 移 す 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 こ の
イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 に ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ 幹 細 胞 因 子 （ Ｓ Ｃ Ｆ ） 、 及 び １ ０ ０ ｎ ｇ ／
ｍ ｌ 巨 核 球 成 長 及 び 発 生 因 子 （ Megakaryocyte Growth and Development Factor： Ｍ Ｇ Ｄ
Ｆ ） も 添 加 す る 。 こ の 洗 浄 は 、 １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ で 、 ネ ク
セ ル CytoMate（ 商 標 ） 洗 浄 装 置 を 用 い て バ ッ グ ４ か ら ス ピ ニ ン グ ・ メ ン ブ レ ン を 通 し て 洗
浄 バ ッ グ １ に 移 送 し て 細 胞 を 洗 浄 す る プ ロ グ ラ ム で 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ レ ジ デ ュ ア ル ・
フ ォ ー ル ド ・ リ ダ ク シ ョ ン （ Residual Fold Reduction） ＝ １ ０ 、 マ キ シ マ ム ・ エ ン ド ・
ウ エ イ ト （ Maximum End Weight） ＝ ２ ０ ｍ ｌ 、 ソ ー ス バ ッ グ リ ン ス （ Source Bag Rinse）
＝ ５ ０ ｍ ｌ 、 ま た は 類 似 の パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 行 う 。 次 い で 細 胞 を 、 所 定 の パ ラ メ ー タ
（ チ ュ ー ブ リ ン ス 容 量 （ Tubing Rinse Volume） ＝ ５ ０ ０ ｍ ｌ 、 最 大 ポ ン プ 速 度 （ Maximum
 Pump Rate） ＝ ５ ０ ｍ ｌ ／ 分 、 ま た は 類 似 の パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 、 洗 浄 バ ッ グ １ か ら 最
終 産 物 バ ッ グ ３ す な わ ち ラ イ フ セ ル バ ッ グ （ LifeCell bag） に 移 す 。
【 ０ ０ ７ １ 】

）
　 細 胞 を 、 好 ま し く は １ × １ ０ 5  ～ ５ × １ ０ 6  細 胞 ／ ｍ ｌ で 、 サ イ ト カ イ ン ／ 成 長 因 子 を
含 む １ ０ ％ ウ シ 胎 児 血 清 （ Ｆ Ｂ Ｓ ） を 添 加 し た イ ス コ フ 改 変 ダ ル ベ ッ コ 培 地 が 入 っ た 、 細
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ス テ ッ プ ： ６ Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 選 択 （ 例 １ ： ５ 日 目 ）

ス テ ッ プ ７ ： 洗 浄 ス テ ッ プ ３ （ 例 １ ： ５ 日 目 ）

ス テ ッ プ ８ ： 細 胞 培 養 （ 例 １ ： ５ 日 目 ～ ８ 日 目



胞 培 養 フ ラ ス コ す な わ ち 細 胞 培 養 バ ッ グ 、 好 適 な 実 施 形 態 で は １ ， ０ ０ ０ ｍ ｌ （ ３ ９ ０ ｃ
ｍ 2  ） ネ ク セ ル ラ イ フ セ ル Ｘ － フ ォ ー ル ド バ ッ グ （ Nexell Lifecell X-Fold Culture Bag
） （ ネ ク セ ル セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス ） な ど に 入 れ る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 こ の サ イ ト カ イ
ン ／ 成 長 因 子 混 合 物 は 、 幹 細 胞 因 子 （ ５ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ） と Ｍ Ｇ Ｄ Ｆ （ １ ０ ０ ｎ ｇ ／ ｍ ｌ ）
か ら な る 。 ス テ ッ プ ３ ～ ス テ ッ プ ９ に よ り 、 １ ｋ ｇ 当 た り １ ２ × １ ０ 7  Ｈ Ｐ 細 胞 以 上 と な
る （ Ｃ Ｄ ３ ４ 陽 性 で 評 価 ） 。 細 胞 培 養 は 、 ３ ７ ℃ の 湿 潤 イ ン キ ュ ベ ー タ で 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2  で
３ ０ 時 間 ～ ３ ６ 時 間 行 っ た 。
【 ０ ０ ７ ２ 】

　 こ れ ら の 細 胞 を 、 好 適 な 実 施 形 態 で は ラ イ フ セ ル 培 養 バ ッ グ （ Lifecell Culture Bag）
を 含 む 、 第 １ の フ ラ ス コ す な わ ち 組 織 培 養 バ ッ グ な ど か ら 収 集 し 、 CytoMate（ 商 標 ） 装 置
な ど を 用 い て 、 好 適 な 実 施 形 態 で は Ａ Ｍ － １ ２ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 （ AM-12 packaging 
cell line） （ ジ ェ ネ テ ィ ッ ク ス ・ フ ァ ー マ シ ュ ー テ ィ カ ル ズ 社 の マ ー コ ウ ィ ッ ツ ・ デ ィ
ー 、 ゴ フ ・ エ ス 、 及 び バ ン ク ・ エ イ 著 、 「 安 全 か つ 効 率 的 な 両 栄 養 性 ウ イ ル ス ・ パ ッ ケ ー
ジ ン グ 細 胞 系 の 作 製 及 び 使 用 」 、 バ イ ロ ロ ジ ー 、 １ ９ ８ ８ 年 、 １ ６ ７ ， ４ ０ ０ ～ ４ ０ ６ （
Genetix Pharmaceuticals or ref Markowitz, D., Goff, S. & Bank, A. (1988). Constr
uction and use of a safe and efficient amphotropic packaging cell line. Virology
, 167, 400-406） ） を 用 い て 生 成 さ れ る レ ト ロ ウ イ ル ス 含 有 培 地 の ２ ０ ０ μ ｌ ア リ コ ッ ト
な ど の レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清 に 再 懸 濁 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 こ の 例 で は 、 Ｇ Ｍ Ｐ グ レ ー ド ・ レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清 は 、 特 殊 な 施 設 に お い て Ｇ Ｍ Ｐ 条 件
下 で 、 メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル に 所 在 の バ イ オ リ ラ イ ア ン ス 社 （ BioReliance Corporat
ion） が 製 造 し た も の で あ る 。 リ ボ ザ イ ム 含 有 ベ ク タ ー Ｒ Ｒ ｚ ２ 、 並 び に リ ボ ザ イ ム を 含
む ウ イ ル ス 粒 子 を 生 成 す る 方 法 が 、 エ ル ・ キ ュ ー ・ サ ン 他 著 、 「 抗 Ｈ Ｉ Ｖ － １ リ ボ ザ イ ム
の デ ザ イ ン 、 生 産 、 及 び 評 価 」 、 分 子 医 学 の 方 法 、 第 １ １ 巻 、 リ ボ ザ イ ム の 治 療 へ の 適 用
、 ｐ ｐ ５ １ ～ ６ ４ 、 ヒ ュ ー マ ン プ レ ス （ L-Q Sun, et al. (1998)“ The design, producti
on and validation of an anti-HIV type 1 ribozyme.” In Methods in Molecular Medic
ine. Vol 11. Therapeutic Applications of Ribozvmes； pp 51-64, Humana Press） に 詳
細 に 記 載 さ れ て い る 。 ベ ク タ ー を 産 生 す る 細 胞 系 を 、 ３ × １ ０ 4  ～ ４ × １ ０ 4  細 胞 ／ ｃ ｍ
2  で 、 １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た Ｄ Ｍ Ｅ Ｍ が 入 っ た ８ ５ ０ ｃ ｍ 2  の ロ ー ラ ー
ボ ト ル に 蒔 き 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2  存 在 下 、 湿 潤 状 態 、 ０ ． ５ ｒ ｐ ｍ ～ １ ． ０ ｒ ｐ ｍ で 培 養 す る 。
細 胞 密 度 が ９ × １ ０ 4  ／ ｃ ｍ 2  に 達 し た ら 、 培 地 を １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し
た Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ に 取 り 替 え て ４ 時 間 培 養 す る 。 ４ 時 間 後 に 、 培 養 上 清 を 収 集 し 、 全 て の 収 集 物
が 準 備 で き る ま で ２ ℃ ～ ８ ℃ で 保 存 す る 。 １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た Ｉ Ｍ Ｄ
Ｍ で の 培 養 を 更 に ５ 時 間 繰 り 返 し 、 次 い で 更 に １ ５ 時 間 の 培 養 を す る 。 こ の 方 法 で は 、 ウ
イ ル ス を 含 む 培 地 を ３ つ 収 集 し 、 プ ー ル し 、 ０ ． ２ ミ ク ロ ン の フ ィ ル タ ー に 通 し て か ら １
Ｌ の ク リ オ サ イ ト バ ッ グ （ Cryocyte bags） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ア ー バ イ ン に 所 在 の ネ ク
セ ル セ ラ ピ ュ ー テ ィ ク ス ） に ２ ０ ０ ｍ ｌ 無 菌 充 填 し 、 ７ ０ ℃ で 保 管 す る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 Ｇ Ｍ Ｐ グ レ ー ド の ウ イ ル ス 上 清 が 汚 染 さ れ て い な い こ と を 確 認 す る た め に 次 に 示 す 試 験
で 分 析 す る 。 こ の 試 験 に は 、 マ イ コ プ ラ ズ マ （ Mycoplasma） （ １ ９ ９ ３ 年 、 Ｐ Ｔ Ｃ ） 、 複
製 コ ン ピ テ ン ト ・ レ ト ロ ウ イ ル ス 共 培 養 ア ッ セ イ 、 ア イ ソ ザ イ ム 分 析 、 生 体 外 （ in vitro
） 外 来 性 ウ イ ル ス ア ッ セ イ 、 生 体 内 （ in vivo） 外 来 性 ウ イ ル ス ア ッ セ イ 、 無 菌 （ 膜 濾 過
） ア ッ セ イ 、 静 菌 及 び 真 菌 生 成 （ 膜 濾 過 ） ア ッ セ イ 、 一 般 安 全 性 試 験 、 複 製 コ ン ピ テ ン ト
・ レ ト ロ ウ イ ル ス 増 幅 ア ッ セ イ 、 残 存 Ｄ Ｎ Ａ  Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ 、 及 び 細 菌 エ ン ド ト キ シ ン
試 験 （ カ ブ ト ガ ニ 血 球 抽 出 物 色 素 産 生 ア ッ セ イ ） が 含 ま れ る 。 加 え て 、 Ｇ Ｍ Ｐ 物 質 を 、 ３
Ｔ ３ 感 染 性 ア ッ セ イ で 効 力 に つ い て 試 験 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清
の タ イ タ ー は 、 １ ｍ ｌ 当 た り １ × １ ０ 6  コ ロ ニ ー 形 成 単 位 で あ る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 こ の ２ ０ ０ μ ｌ ア リ コ ッ ト を 、 第 ２ の 組 織 培 養 容 器 内 に 移 す 。 こ の よ う な 容 器 の 一 例 と
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ス テ ッ プ ９ ： 形 質 導 入 処 置 （ 例 １ ： ７ 日 目 ）



し て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 形 質 導 入 促 進 剤 を 含 む ラ イ フ セ ル Ｘ － フ ォ ー ル ド バ ッ グ （ Lifecell
 X-Fold Culture Bag） が 挙 げ ら れ る 。 こ の よ う な 形 質 導 入 促 進 剤 に は 、 ポ リ ブ レ ン 、 硫
酸 プ ロ タ ミ ン 、 カ チ オ ン 脂 質 が 含 ま れ 、 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 １ ｍ ｃ ｇ ／ ｃ ｍ 2  ～ ４ ｍ ｃ
ｇ ／ ｃ ｍ 2  で レ ト ロ ネ ク チ ン （ 登 録 商 標 ） （ RetroNectin） （ 日 本 の 滋 賀 県 に 所 在 の 宝 酒
造 ） で プ リ コ ー ト さ れ た 組 織 培 養 容 器 内 に 含 ま れ て い る 。 レ ト ロ ネ ク チ ン の コ ー テ ィ ン グ
の た め に 、 例 え ば 、 １ ｍ ｇ ／ ｍ ｌ レ ト ロ ネ ク チ ン 溶 液 ０ ． ８ ｍ ｌ を ３ ９ ０ ｃ ｍ 2  ラ イ フ セ
ル Ｘ － フ ォ ー ル ド バ ッ グ に 入 れ 、 １ ６ 時 間 ～ ４ ８ 時 間 、 ２ ℃ ～ ８ ℃ に 保 つ 。 結 合 し な か っ
た 全 て の レ ト ロ ネ ク チ ン （ 登 録 商 標 ） を 、 ６ ０ ｍ ｌ の Ｄ Ｐ Ｂ Ｓ で ２ 回 洗 浄 し て 除 去 す る 。
CytoMate（ 商 標 ） 細 胞 洗 浄 ス テ ッ プ で は 、 バ ッ グ ４ か ら ス ピ ニ ン グ ・ メ ン ブ レ ン を 通 し て
洗 浄 バ ッ グ １ に 移 送 し て 、 細 胞 を １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ で 洗 浄
す る プ ロ グ ラ ム で 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ レ ジ デ ュ ア ル ・ フ ォ ー ル ド ・ リ ダ ク シ ョ ン （ Resi
dual Fold Reduction） ＝ １ ０ 、 マ キ シ マ ム ・ エ ン ド ・ ウ エ イ ト （ Maximum End Weight）
＝ ２ ０ ｍ ｌ 、 ソ ー ス バ ッ グ リ ン ス （ Source Bag Rinse） ＝ ５ ０ ｍ ｌ 、 ま た は 類 似 の パ ラ メ
ー タ ） を 用 い て 行 う 。 次 い で 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 溶 か し た 後 に 上 記 し た 濃 度 で サ イ ト カ
イ ン Ｓ Ｃ Ｆ 及 び Ｍ Ｇ Ｄ Ｆ が 添 加 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清 （ 好 適 な 実 施 形 態 で は ２ ０ ０ ｍ
ｌ ） 中 の こ の 細 胞 を 移 送 す る 。 こ の 移 送 は 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ チ ュ ー ブ リ ン ス 容 量 （ Tu
bing Rinse Volume） ＝ １ ９ ５ ｍ ｌ 、 最 大 ポ ン プ 速 度 （ Maximum Pump Rate） ＝ ５ ０ ｍ ｌ ／
分 ） ま た は 類 似 の パ ラ メ ー タ を 用 い て 、 洗 浄 バ ッ グ １ か ら 、 レ ト ロ ネ ク チ ン （ 登 録 商 標 ）
を コ ー テ ィ ン グ し た ラ イ フ セ ル バ ッ グ で あ る 最 終 産 物 バ ッ グ ３ に 移 す 。 次 い で こ の 流 路 を
、 １ ０ ％ 熱 不 活 化 ウ シ 胎 児 血 清 を 添 加 し た 別 の Ｉ Ｍ Ｄ Ｍ  ５ ０ ｍ ｌ で 洗 浄 す る 。 細 胞 を 含
む レ ト ロ ネ ク チ ン （ 登 録 商 標 ） が コ ー テ ィ ン グ さ れ た バ ッ グ を 、 ５ ％ Ｃ Ｏ 2  、 ３ ７ ℃ の 湿
潤 イ ン キ ュ ベ ー タ に 入 れ る 。 ５ 時 間 ～ ７ 時 間 経 過 し た 後 、 第 ２ の 形 質 導 入 の た め に 、 Cyto
Mate（ 商 標 ） な ど を 用 い て 移 送 操 作 を 繰 り 返 し て 、 細 胞 を 、 新 し い 組 織 培 養 容 器 （ ポ リ ブ
レ ン 、 硫 酸 プ ロ タ ミ ン ） に 移 す か 、 或 い は こ の 細 胞 を 取 り 出 し た も の と 同 じ ま た は 類 似 の
レ ト ロ ネ ク チ ン （ 登 録 商 標 ） が コ ー テ ィ ン グ さ れ た 容 器 に 移 す 。 こ の CytoMate（ 商 標 ） を
用 い た 移 送 は 、 第 １ の 形 質 導 入 で 説 明 し た 手 順 と 同 一 で あ る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 こ の
形 質 導 入 は 、 上 記 し た 新 し い レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清 の ２ ０ ０ ｍ ｌ ア リ コ ッ ト で 一 晩 培 養 す る
。 別 の 実 施 形 態 で は 、 こ の 繰 り 返 し の 形 質 導 入 は 行 わ な い 、 或 い は 同 様 の 時 間 で 数 回 繰 り
返 し 行 う 。 レ ト ロ ウ イ ル ス 上 清 の ア リ コ ッ ト を 無 菌 試 験 の た め に 収 集 す る 。 こ の 増 殖 ／ 形
質 導 入 処 置 に よ り 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り 、 ５ × １ ０ 7  以 上 の 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 が 得 ら れ る
（ Ｃ Ｄ ３ ４ 陽 性 で 評 価 ） 。 こ の 数 は 、 DzyNA PCRア ッ セ イ な ど の 量 的 ア ッ セ イ で 決 定 で き
る 。 形 質 導 入 効 率 は 、 少 な く と も １ ０ ％ 、 好 ま し く は ３ ０ ％ ～ ５ ０ ％ で あ り 、 ５ ０ ％ を 超
え る の が 更 に 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】

）
　 ８ 日 目 の 朝 （ 好 適 な 実 施 形 態 で は 細 胞 培 養 の ３ 日 目 ） 、 細 胞 を 回 収 し て 、 標 準 的 な 細 胞
遠 心 分 離 （ １ ， ５ ０ ０ ｒ ｐ ｍ ま た は ３ ０ ０ ｇ で 約 １ ５ 分 間 ） ま た は 細 胞 培 養 の CytoMate（
商 標 ） サ ン プ ル の よ う な 自 動 化 シ ス テ ム を 用 い て 洗 浄 し た 。 CytoMate（ 商 標 ） を 用 い た 洗
浄 ス テ ッ プ は 、 バ ッ グ ４ か ら ス ピ ニ ン グ ・ メ ン ブ レ ン を 通 し て 洗 浄 バ ッ グ １ に 送 っ て 、 細
胞 を ０ ． ３ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 添 加 し た フ ェ ノ ー ル レ ッ ド を 含 ま な い Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ で 洗 浄
す る プ ロ グ ラ ム で 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ レ ジ デ ュ ア ル ・ フ ォ ー ル ド ・ リ ダ ク シ ョ ン （ Resi
dual Fold Reduction） ＝ １ ， ０ ０ ０ 、 マ キ シ マ ム ・ エ ン ド ・ ウ エ イ ト （ Maximum End Wei
ght） ＝ ２ ０ ｍ ｌ 、 ソ ー ス バ ッ グ リ ン ス （ Source Bag Rinse） ＝ ５ ０ ｍ ｌ 、 ま た は 類 似 の
パ ラ メ ー タ ） を 用 い て 行 う 。 次 い で 、 ５ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン を 添 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ 中 の 細
胞 を 移 送 す る 。 こ の 移 送 は 、 所 定 の パ ラ メ ー タ （ チ ュ ー ブ リ ン ス 容 量 （ Tubing Rinse Vol
ume） ＝ １ ０ ０ ｍ ｌ 、 最 大 ポ ン プ 速 度 （ Maximum Pump Rate） ＝ ５ ０ ｍ ｌ ／ 分 ） ま た は 類 似
の パ ラ メ ー タ を 用 い て 、 洗 浄 バ ッ グ １ か ら 最 終 注 入 産 物 の 移 送 用 パ ッ ク で あ る 最 終 産 物 バ
ッ グ ３ に 移 す 。 こ れ に よ り 、 ５ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど の 担 体 を 添 加 し た Ｒ Ｐ Ｍ Ｉ １ ０
０ ｍ ｌ に 、 １ ｋ ｇ 当 た り ５ × １ ０ 7  以 上 の 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 （ Ｃ Ｄ ３ ４ 陽 性 で 評 価 ） が
含 ま れ る こ と に な る 。
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ス テ ッ プ １ ０ ： 細 胞 産 物 の 回 収 （ 例 １ ： 好 ま し く は ８ 日 目



【 ０ ０ ７ ７ 】

　 従 っ て 、 細 胞 が 、 担 体 と し て ５ ％ ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン な ど を 含 む 生 理 学 的 注 入 バ ッ フ ァ
ー に 再 懸 濁 さ れ て い る 。 無 菌 培 養 （ 好 気 性 菌 、 嫌 気 性 菌 、 真 菌 、 マ イ コ プ ラ ズ マ ） の た め
に 一 定 量 の サ ン プ ル を 取 り 出 す 。 注 入 産 物 は 、 マ イ コ プ ラ ズ マ に つ い て の エ ン ド ト キ シ ン
（ Ｌ Ａ Ｌ ） ハ イ ブ リ ダ イ ゼ ー シ ョ ン 、 バ ク テ リ ア グ ラ ム 染 色 試 験 （ bacterialgram stain 
testing） 、 注 入 細 胞 の バ イ ア ビ リ テ ィ ー 、 及 び Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 純 度 の 結 果 が 分 か る ま
で 注 入 す る こ と が で き な い 。 全 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 の 用 量 は 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋
細 胞 数 に 基 づ い て 算 出 す る 。 DzyNAま た は 類 似 の Ｐ Ｃ Ｒ 系 ア ッ セ イ の 結 果 か ら 、 注 入 後 に
形 質 導 入 細 胞 数 を 決 定 す る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】

　 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 製 剤 を 適 切 に 患 者 に 投 与 す る 。 好 適 な 実 施 形 態 で は 、 担 体 と し て ５ ％ ヒ
ト 血 清 ア ル ブ ミ ン ま た は 類 似 物 を 含 む 生 理 学 的 注 入 バ ッ フ ァ ー 中 の 、 体 重 １ ｋ ｇ 当 た り ０
． ５ ～ ５ × １ ０ 7  ま た は そ れ 以 上 の 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 を 患 者 に １ 回 注 入 す る 。 各 患
者 に 対 す る 形 質 導 入 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 の 用 量 は 、 動 員 、 ア フ ェ レ ー シ ス 、 単 離 、 培 養 、
及 び 形 質 導 入 の 各 ス テ ッ プ の 効 率 に よ っ て 異 な る 。 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ 細 胞 （ 形 質 導 入 さ れ た も の
と 形 質 導 入 さ れ て い な い も の ） の 総 数 は 、 細 胞 の 計 数 及 び フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー に よ っ て
決 定 す る 。 導 入 遺 伝 子 を 含 む Ｈ Ｐ 細 胞 に よ っ て 、 あ る パ ー セ ン テ ー ジ の 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細
胞 を 含 む キ メ ラ 造 血 系 が 骨 髄 中 に 生 成 さ れ る 。 Ｈ Ｉ Ｖ ／ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 陽 性 患 者 の 治 療 の た め に
は 、 こ の 遺 伝 子 含 有 Ｈ Ｐ 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ は 少 な く と も ５ ％ 、 好 ま し く は １ ０ ％ を 超
え 、 ２ ０ ％ を 超 え る の が よ り 好 ま し い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】

　

　 ス テ ッ プ ２ ：

【 ０ ０ ８ ０ 】
　 DzyNA-PCRは 、 疾 患 ま た は 外 来 物 質 の 存 在 に 関 連 し た 特 定 の 遺 伝 子 配 列 を 検 出 す る た め
の 一 般 的 な 手 法 で あ る 。 こ の 方 法 は 、 １ つ の 密 閉 し た 容 器 内 で の 同 種 核 酸 増 幅 及 び リ ア ル
タ イ ム 蛍 光 検 出 を 可 能 に す る シ ス テ ム を 提 供 す る 。 こ の 方 法 で は 、 １ ０ ： ２ ３ DNAzymeの
相 補 的 （ ア ン チ セ ン ス ） 配 列 を 含 む Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ プ ラ イ マ ー を 用 い て 遺 伝 子 配 列 を 生 体 外 （
in vitro） で 増 幅 す る 。 増 幅 中 に 、 ア ン プ リ コ ン が 生 成 さ れ る 。 こ の ア ン プ リ コ ン は 、 反
応 混 合 液 に 含 ま れ て い る レ ポ ー タ ー 基 質 を 切 断 す る DNAzymesの 活 性 セ ン ス コ ピ ー を 含 む 。
Ｐ Ｃ Ｒ 中 の ア ン プ リ コ ン の 蓄 積 は 、 蛍 光 の 変 化 に よ っ て モ ニ タ ー で き る 。 こ の 蛍 光 の 変 化
は 、 レ ポ ー タ ー 基 質 内 の DANzyme切 断 部 位 の 反 対 側 に 組 み 込 ま れ た 蛍 光 ／ 消 光 色 素 分 子 の
分 離 に よ っ て 生 じ る 。 こ の レ ポ ー タ ー 基 質 の 切 断 は 、 標 的 核 酸 配 列 の 増 幅 が 成 功 し た こ と
を 示 す 。 リ ア ル タ イ ム 測 定 は 、 リ ア ル タ イ ム で 蛍 光 を モ ニ タ ー で き る Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム ７ ７
０ ０ （ 登 録 商 標 ） 配 列 検 出 シ ス テ ム （ ABI Prism 7700 Sequence Detection System） ま た
は 他 の サ ー モ サ イ ク ラ ー （ 例 え ば 、 コ ル ベ ッ ト ・ ロ ー タ ー － ジ ー ン （ Corbett Rotor-Gene
） （ オ ー ス ト ラ リ ア の シ ド ニ ー に 所 在 の コ ル ベ ッ ト リ サ ー チ （ Corbett Research） ） 、 ス
ト ラ タ ジ ー ン ・ Ｍ ｘ ４ ０ ０ （ Stratagene Mx 4000） （ カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ラ ・ ホ ヤ に 所 在 の
ス ト ラ タ ジ ー ン （ Stratagene） ） ， LaJolla, CA） 、 ま た は ロ ッ シ ェ ・ ラ イ ト サ イ ク ラ ー
（ Roche LightCycler） （ ド イ ツ に 所 在 の ロ ッ シ ェ （ Roche） ） で 行 う こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー 及 び 治 療 薬 の 分 析 の た め に DzyNA PCRプ ロ ト コ
ー ル が 開 発 さ れ た 。 こ の ア ッ セ イ は 、 遺 伝 子 治 療 を 受 け て い る 患 者 に お け る 形 質 導 入 細 胞
の パ ー セ ン テ ー ジ の 推 定 、 及 び 形 質 導 入 細 胞 ま た は そ の 子 孫 細 胞 の 存 在 の モ ニ タ ー 及 び 定
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ス テ ッ プ １ １ ： 注 入 産 物 （ 例 １ ： ８ 日 目 ）

ス テ ッ プ １ ２ ： 患 者 へ の 注 入 （ 例 １ ： ８ 日 目 ）

例 ２ ： Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い た 、 Ｈ Ｐ 細 胞 の 形 質 導 入 の パ ー セ ン テ ー ジ 及 び 遺 伝 子 含 有 子
孫 細 胞 数 の 検 出 及 び 定 量

ス テ ッ プ １ ： リ ア ル タ イ ム 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ 、 前 記 引 用 を 参 照 ） を 用 い た 、 注 入
産 物 中 の 遺 伝 子 含 有 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ の 決 定

Ｄ ｚ ｙ Ｎ Ａ 量 的 Ｐ Ｃ Ｒ （ 前 記 方 法 論 の 引 用 を 参 照 ） を 用 い た 、 患 者 内 の 長
期 に 亘 る 遺 伝 子 含 有 子 孫 細 胞 数 の 定 量



量 を 含 め 、 様 々 が 使 用 方 法 が あ る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 レ ポ ー タ ー 基 質 、 Sub G5-FDを 、 ト リ リ ン ク バ イ オ テ ク ノ ロ ジ ー （ Trilink Biotechnolo
gies） （ 米 国 カ リ フ ォ ル ニ ア 州 ） が 合 成 し た 。 Sub G5-FD（ 配 列 番 号 ５ ） は 、 Ｒ Ｎ Ａ （ 小
文 字 の 部 分 ） と Ｄ Ｎ Ａ の ヌ ク レ オ チ ド の 両 方 を 含 む キ メ ラ 分 子 で あ る 。 Sub G5-FDは 、 Ｐ
Ｃ Ｒ 中 に Ｄ Ｎ Ａ ポ リ メ ラ ー ゼ に よ る そ の 伸 長 を 阻 害 す る ３ ’ リ ン 酸 基 を 有 す る 。 Sub G5-F
Dは 、 配 列 番 号 ５ の 「 Ｔ 」 デ オ キ シ リ ボ ヌ ク レ オ チ ド に 付 い た FAM(F)及 び DABCYL(D)の 部 分
で 合 成 さ れ た 。 レ ポ ー タ ー 基 質 の 切 断 は 、 ４ ８ ５ ｎ ｍ （ Ｆ Ａ Ｍ 励 起 波 長 ） の 励 起 で ５ ３ ０
ｎ ｍ （ Ｆ Ａ Ｍ 放 出 波 長 ） で モ ニ タ ー す る こ と が で き る 。 Sub G5-FDの 配 列 は 、 5’ CACCAAAA
GAGAAC(T-F)GCAATguT(T-D)CAGGACCCACAGGAGCG-p3’ （ 配 列 番 号 ５ ） で あ る 。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 シ グ マ ・ ジ ェ ノ シ ス （ Sigma Genosys） （ オ ー ス ト ラ リ ア 、 ニ ュ ー サ ウ ス ウ ェ ー ル ズ 州
） が 、 ２ 種 類 の Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー を 合 成 し た 。 ５ ’ Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 5L1A） が ネ オ マ イ
シ ン 耐 性 遺 伝 子 に ハ イ ブ リ ダ イ ズ す る 。 ３ ’ プ ラ イ マ ー （ 3L1Dz5） が 、 DzyNA PCRプ ラ イ
マ ー で あ っ て 、 （ ａ ） 活 性 DNAzymeの 触 媒 的 に 不 活 性 な ア ン チ セ ン ス 配 列 を 含 む ５ ’ 領 域
と 、 （ ｂ ） ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 に 相 補 的 な ３ ’ 領 域 と を 含 む 。 ５ Ｌ １ Ａ 及 び ３ Ｌ １ Ｄ
ｚ ５ を 用 い た Ｐ Ｃ Ｒ 増 幅 中 に 、 ５ Ｌ １ Ａ の 伸 長 に よ っ て 生 成 さ れ た ア ン プ リ コ ン が 、 ネ オ
マ イ シ ン 耐 性 配 列 と 、 そ の ３ ’ 領 域 に 組 み 込 ま れ た DNAzymeの 触 媒 的 に 活 性 な セ ン ス コ ピ
ー の 両 方 を 含 む 。 活 性 DNAzymeは 、 Ｒ Ｎ Ａ ／ Ｄ Ｎ Ａ レ ポ ー タ ー 基 質 Sub G5-FDを 切 断 す る よ
う に デ ザ イ ン さ れ て い る 。 Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー の ５ ’ Ｐ Ｃ Ｒ プ ラ イ マ ー （ 5L1A） は 添 付 の 配
列 表 に 配 列 番 号 ６ の 配 列 と し て 、 ３ ’ プ ラ イ マ ー （ 3L1Dz5） は 配 列 番 号 ７ の 配 列 と し て 示
さ れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 ヒ ト 細 胞 系 Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４ を 、 ア メ リ カ ン ・ タ イ プ ・ カ ル チ ャ ー ・ コ レ ク シ ョ ン （ American
 Type Culture Collection） （ メ リ ー ラ ン ド 州 ロ ッ ク ビ ル ） か ら 入 手 し た 。 こ の Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ
４ 細 胞 を 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た 。 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ
を 、 キ ア ゲ ン Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 キ ッ ト （ QIAGEN DNeasy Tissue Kit） （ オ ー ス ト ラ リ ア の ビ ク ト
リ ア に 所 在 の キ ア ゲ ン 、 カ タ ロ グ 番 号 ： 69504） ） を 用 い て 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を
含 む レ ト ロ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 し た Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４ 細 胞 と 、 Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４ 細 胞 か ら 単 離 し た 。 形
質 導 入 細 胞 か ら 抽 出 し た Ｄ Ｎ Ａ を 非 形 質 導 入 細 胞 か ら の Ｄ Ｎ Ａ と 混 合 し て 、 １ ０ ０ ％ 、 １
１ ％ 、 １ ． ２ ％ 、 ０ ． １ ％ 、 ０ ． ０ ２ ％ 、 及 び ０ ％ （ す な わ ち 、 非 形 質 導 入 Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４ １
が ０ ０ ％ ） の 形 質 導 入 Ｄ Ｎ Ａ を 得 た （ 質 量 比 ） 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４ 細 胞 並 び に ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス で 形 質 導 入 さ れ た
Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４ 細 胞 か ら 単 離 さ れ た ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を DzyNA PCRで 増 幅 し た 。 反 応 液 は 、 ２ ０ ｐ
モ ル ま た は ３ ０ ｐ モ ル の ５ Ｌ １ Ａ 、 １ ｐ モ ル ま た は ２ ｐ モ ル の ３ Ｌ １ Ｄ ｚ ５ 、 １ ０ ｐ モ ル
の Sub G5-FD、 20U RNasin（ 登 録 商 標 ） （ ウ イ ス コ ン シ ン 州 マ デ ィ ソ ン に 所 在 の プ ロ メ ガ
（ Promega） 、 カ タ ロ グ 番 号 ： N2515） 、 ２ ０ ｐ モ ル の Ｒ Ｏ Ｘ 受 動 基 準 色 素 、 及 び ２ ． ５ ｍ
Ｍ  Ｍ ｇ Ｃ ｌ 2  を 添 加 し た １ × キ ア ゲ ン ・ ホ ッ ト ス タ ー Ｔ ａ ｑ ・ マ ス タ ー ・ ミ ッ ク ス （ QIA
GEN HotStarTaq Master mix） （ オ ー ス ト ラ リ ア の ビ ク ト リ ア に 所 在 の キ ア ゲ ン 、 カ タ ロ
グ 番 号 ： 203445） を 含 み 、 総 容 量 が ４ ０ μ ｌ で あ る 。 １ μ ｇ の ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 複 製 反
応 液 を 用 意 し た 。 コ ン ト ロ ー ル 反 応 液 に は 、 ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 以 外 の 全 て の 反 応 要 素 が 含 ま れ
て い る 。 反 応 液 を 、 Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム （ ABI Prism 7700 Sequenc
e Detection System） に 入 れ 、 ９ ５ ℃ で １ ０ 分 間 変 性 し 、 サ イ ク ル ご と に １ ℃ 下 げ て ７ ０
℃ か ら １ 分 間 の サ イ ク ル を １ ０ 回 行 い 、 ９ ４ ℃ で １ 分 保 持 し た 。 次 い で 、 ６ ０ ℃ で １ 分 間
の サ イ ク ル を ６ ０ 回 行 い 、 ９ ４ ℃ で ３ ０ 秒 保 持 し た 。 Ｐ Ｃ Ｒ の ア ニ ー リ ン グ ／ 伸 長 の 最 中
に Ａ Ｂ Ｉ プ リ ズ ム ７ ７ ０ ０ 配 列 検 出 シ ス テ ム で 蛍 光 測 定 し た 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 反 応 液 は 、 コ ン ト ロ ー ル 反 応 液 で 観
察 さ れ る 蛍 光 に 対 し て 、 ５ ３ ０ ｎ ｍ で Ｆ Ａ Ｍ 蛍 光 に 増 大 が 見 ら れ た 。 形 質 導 入 Ｃ Ｅ Ｍ Ｔ ４
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細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ 　 １ μ ｇ を 分 析 す る と 、 検 量 線 は １ ０ ０ ％ ～ ０ ． ０ ２ ％
の 範 囲 の 形 質 導 入 細 胞 に 対 し て 線 形 で あ っ た （ 常 に Ｒ 2  は ０ ． ９ ９ よ り も 大 き い ） 。 非 形
質 導 入 細 胞 の Ｄ Ｎ Ａ を 含 む 、 ま た は Ｄ Ｎ Ａ を 含 ま な い 反 応 液 は 、 Ｐ Ｃ Ｒ の ７ ０ 回 の サ ー マ
ル サ イ ク ル 中 に 閾 値 レ ベ ル に 対 し て 増 大 し た 。 標 準 的 な 量 で 作 成 し た 検 量 線 を 用 い て 、 未
知 の サ ン プ ル に お け る ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 を 含 む 細 胞 す な わ ち Ｄ Ｎ Ａ の 割 合 を 予 想 し
た 。 こ の 例 で 説 明 し た 実 験 は 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 導 入 遺 伝 子 の 検 出 及 び 定 量 に 用 い る こ と
が で き る 一 連 の 反 応 条 件 を 例 示 し て い る 。 当 業 者 で あ れ ば 、 こ の プ ロ ト コ ー ル を 容 易 に 変
更 し て 、 ネ オ マ イ シ ン 耐 性 遺 伝 子 か ら の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 及 び 反 応 液 に 含 ま れ て い る 逆 転 写 物
を 検 出 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 当 業 者 で あ れ ば 、 広 い 意 味 で 説 明 し た 本 発 明 の 概 念 ま た は 範 囲 か ら 逸 脱 す る こ と な く 、
そ れ ぞ れ の 実 施 形 態 に 示 さ れ て い る 本 発 明 を 様 々 に 変 形 ま た は 変 更 で き る こ と を 理 解 で き
よ う 。 従 っ て 、 上 記 し た 実 施 形 態 は 単 に 例 示 目 的 で あ っ て 限 定 す る こ と を 意 図 す る も の で
は な い 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ０ ８ ８ 】
【 図 １ 】 Ｈ Ｉ Ｖ － １ ゲ ノ ム 内 の リ ボ ザ イ ム 標 的 部 位 の 位 置 を 例 示 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 ２ 】 本 発 明 の 例 示 的 な ス テ ッ プ の フ ロ ー チ ャ ー ト で あ る 。
【 図 ３ 】 遺 伝 子 を 含 有 し 遺 伝 子 を 発 現 す る 細 胞 の パ ー セ ン テ ー ジ を 決 定 す る た め の 、 DzyN
A PCRの 原 理 を 例 示 す る 模 式 図 で あ る 。
【 図 ４ 】 Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 が 生 産 さ れ る 数 学 的 モ デ ル の 線 図 で
あ る 。
【 図 ５ 】 骨 髄 の Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら マ ク ロ フ ァ ー ジ が 生 産 さ れ る 数 学 的 モ デ ル の 線 図
で あ る 。
【 図 ６ 】 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 の 存 在 下 で Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら Ｃ Ｄ ４ ＋ Ｔ リ ン パ 球 が 生 産 さ
れ る 数 学 的 モ デ ル の 線 図 で あ る 。
【 図 ７ 】 Ｈ Ｈ Ｉ Ｖ － １ 感 染 下 で Ｃ Ｄ ３ ４ ＋ Ｈ Ｐ 細 胞 か ら マ ク ロ フ ァ ー ジ が 生 産 さ れ る 数 学
的 モ デ ル の 線 図 で あ る 。
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【 図 １ 】 【 図 ２ 】

【 図 ３ 】 【 図 ４ 】
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【 図 ５ 】 【 図 ６ 】

【 図 ７ 】
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【 配 列 表 】
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