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一饒
厚生 労働 省発 科 0430第 1号

平 成 22年 4月 30日

厚生科学審議会会長

垣 添  忠 生

厚生労働大 臣 長  妻

下記の遺伝子治療臨床研究実施計画について、その医療上の有用性及び倫

理性 に関 し、厚生労働省設置法 (平 成 11年 法律第 97号 )第 8条第 1項第 1

号イ及び遺伝子治療臨床研究に関す る指針 (平成 14年 文部科学省 口厚生労

働省告示第 1号 )の規定に基 づき、貴会の意見 を求めます。

記

平成 22年 4月 9日 に千葉大学医学部附属・病院長か ら提出 された「家族性

LCA丁 (レ シチン :コ レステ ロールア シル トランスフェラーゼ )欠 損症 を対象

と した LCA丁 遺伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞の 自家移植 に関する臨床研究」計画

殿

書間諮
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LI

厚 科 審 第 4号

平成 22年 4月 30日

科学技術部会部会長

永 井  良 三

厚生科学審議会会長

垣  添   忠

遺伝子治療臨床研究実施計画 について (付議 )

標記について、平成 22年 4月 30日 付 け厚生労働省発科 0430第 1号 をもつ

て厚生労働大臣よ り諮問が あつたので、厚生科学審議会運営規程第 3条の規

定に基づ き、貴部会において審議方願 いたい。

響
二

殿
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別紙 様式第 1

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 申 請 書

/

厚生労働大臣 殿

下記の遺伝子治療臨床研究について,別添の実施計画に対する意見を求めます。

平成 22年 4月 9日

実

施

施

設

所  在  地
〒 260-8677

千葉県千葉市中央区亥鼻 1-8-1

名 称
千葉大学医学部附属病院

(電話言号,043-222-7171            830

代  表  者

役 職 名・ 氏 名

千葉大学医学部附属病院長

河 野  陽 (職印)

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 の 課 題 名 総 括 責 任 者 の 所 属 ・ 職 ・ 氏 名

家族性 LCAT(レ シチン :コ レステロールアシル トラン

スフェラーゼ)欠損症を対象とした LCAT遺伝子導入ヒ

ト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究

医学研究院臨床遺伝子応用医学・教授

武城 英明
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別紙 様式第 1の別添

遺 伝 子 治 療 臨 床 研 究 実 施 計 画 概 要 書

平成 22年 4月 9日

研 究 の 名 称
家族性 LCAT(レ シチン :コ レステロールアシル トランスフエラーゼ)欠損症を対象

とtた LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究

研 究 実 施 期 間 厚生労働大臣による了承の日より2年間

総

括

責

任

者

所 属 部 局 の 所 在 地 千葉県千葉市中央区亥鼻 1二 8-1        (郵 便番号 260‐ 8677)

所属機関・部局・職 千葉大学大学院医学研究院臨床遺伝子応用医学 教授

氏 名 武城 英明 :職}仰
)

実

施

の

場

所

所 在 地 千葉県千葉市中央区亥鼻 1-8-1        (郵 便番号 260‐ 8677)

名 称 千葉大学医学部附属病院

連 絡 先 糖尿病・代謝・内分泌内科 (1電言舌署昏颯1043‐ 222‐ 7171)

総

括

責

任

者

以

外

の

研

究

者

氏 名 所 属 機 関 ・ 部 局 ・ 職 役 割

佐藤 兼重

松本 文昭

横手 幸太郎

花岡 英紀

黒 田 正幸

セルジエンテツク株式

会社

医学研究院形成外科学 教授

医学研究院形成外科学 非常勤講師

医学研究院細胞治療学 教授

医学部附属病院 臨床試験部長

医学研究院臨床遺伝子応用医学 准教授

創薬研究開発部

脂肪組織摘出術および LCAT

遺伝子導入 ヒ ト前脂肪細胞

懸濁液移植

被験者の診療、移植後の観察

および評価

臨床研究の円滑な遂行に関

わる業務、スケジュール、記

録管理

遺伝子治療臨床研究に係わ

る培養細胞及び実験動物を

用 い る研 究 全般 な らびに

LCAT遺伝子導入 ヒト前脂肪

細胞懸濁液の調製における

工程管理試験および品質管

理試験の管理

LCAT遺伝子導入 ヒ ト前脂肪

細胞懸濁液の調製 (業務委

託)

一

・

　

　

・
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審査委員会が研究計画の実

施を適当と認める理由

「家族性 LCAT(レシチン :コ レステロールアシルトランスフエラーゼ)欠損症を対

象としたとCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞の自家移植に関する臨床研究」について「遺

伝子治療臨床研究実施計画概要書」ならびに「遺伝子治療臨床研究実施計画書」に

基づき検討し、次の理由により本研究を妥当と判断した。

① 根本的治療法のない、稀な常染色体劣性遺伝性疾患である家族性LCAT欠損症に

対する有効な治療法は確立されておらず、新規治療法の確立が必要であること。

② LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞が産生、分泌する LCATは基礎研究の結果から

本来の活性を発揮し、患者血清検体中でその病態を正常イヒさせる機能を有する
ことが示されたこと。

③ 動物実験において、LCAT血 中濃度が患者の治療レベルに達していることが推察
できる結果が得られたこと。

④ 用いるレトロウイルスベクターは安全性が高く、また基礎研究の結果から、遺
伝子導入後の細胞において有害事象は認められなかったこと。

⑤ 移植する生成物はGMP準拠施設で調製されること。
⑥ 同意の取得方法が適切であること。
⑦ プライバシーの保護、プロトコールの遵守、プロトコールの内容変更について、

適切な対応が行われる体制があること。
③ 遺伝子治療臨床研究に関する指針、遺伝子組換え生物等の使用等の規制による

生物の多様性の確保に関する法律などの指針・基準を遵守した実施計画となつ
ていること。

以上の理由により本臨床研究を実施することを適当である、と判断した。

審査委員会の長の職名

千葉大学医学部附属病院

遺伝子治療臨床研究

審査委員会委員長

松原今裕
⑬

2
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研 究 の 区 分 (=亘堡子治療臨床研f) 遺伝子標識臨床研究

研 究 の 卜
　
ま
　
溶

家族性LaT欠損症に対して、患者の自己前脂肪細胞より調製したLCAT遺伝子導入ヒ

前脂肪細胞を自家移植することによりLいT補充を行う方法の安全性について検証する。

た、併せてLmT欠損に起因する症状 (低 HDLコ レステロール血症、角膜混濁、腎障害、

血性貧血)の改善効果についても評価することを目的とする。

対 象 疾 患 及 び

そ の 選 定 理 由

家族性 LCAT欠 損症は、稀な常染色体劣性遺伝性疾患である。本症は、古典型 LCAT欠損

症、部分型 LCAT欠 損症、魚1艮病に分類され、血中コレステロールのエステル化を担うコレ

ステロール逆転送系酵素であるLCAT(レ シチン :コ レステロールアシル トランスフェラー

ゼ)の先天的な欠損もしくは遺伝子異常によるLCAT活性の欠失や活性低下によつて、低 HllL

(高比重リポ蛋自)血症、角膜混濁、腎障害および溶血性貧血など多様な臨床症状を呈す

るとされている。本邦でも22家系が報告されている。

3
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遺伝子の種類及び

そ の 導 入 方 法

1.導入する遺伝子の構造 と性質

hLCAT遺伝子はヒト肝がん細胞株 HepG2か ら全 RNAを抽出しt cDNAラ イブラリーを作製後、

PCR法 よつて回収した。用いたプライマーを以下に示す。

forward prlmer.  5' ―atcggatccagggctggaaatggggccgccc-3'

reverse primer:  5' 一atcggatccgtcgacggaagをtctttattcaggaggcggggg-3'

得られた塩基配列 (約 1.3kb)を 以下の文献に発表されているLLCAT遺伝子のオープンリー

デングフレーム配列と比較し、一致していることを確認 した。

【P■ oc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 83 (8), 2335-2339 (1986)   ACCESS10N   M12625】

この遺伝子では、C末端のグル タミン酸 とス トップコ ドンに重なつた形でポ リA付加 シグナ

ル (AATAAA)が コー ドされているため、ス トップコ ドンを TAAよ りTCAに改変 して導入遺伝子

内のポ リA付加 シグナルを除いた。また、蛋 白質合成の効率を上げるために開始 コ ドン上流に

Kozak配列 (CCCCCACC)を 挿入 した。

2.標的細胞 とした細胞の由来および生物学的特徴ならびに標的細胞 として選択

した理由

酵素補充療法は生理活性を有する分泌蛋自質欠損または低下症の治療として有効であり、こ

れには遺伝子組換え蛋白質製剤の投与あるいは遺伝子治療等がある。遺伝子治療は、遺伝子組

換え蛋白質製剤に比べ、体内で持続的に蛋自質産生可能なため長期治療に適していると考えら

れている。

LCAT補充療法の効率的な遺伝子導入系として、皮下脂肪組織由来ヒト前脂肪細胞を標的細

胞 とし、α ttω でのレトロウイルスベクターによる遺伝子導入法を選択 した。分泌蛋白質の

補充療法には、一定レベルの血中濃度を維持するのに必要な生産 。供給体制の構築が不可欠で

あり、当該蛋白質の高発現細胞を充分量確保できるかどうかが課題である。標的細胞とするヒ

ト前脂肪細胞は、形成外科領域で実用化されている脂肪摘出術により皮下脂肪組織から容易に

十分量採取することができ、また、体外で選別、増殖、させたヒト前脂肪細胞に導入効率の高い

レトロウイルスベクターを用いた遺伝子導入が可能である。さらに自家移植であるため、遺伝

子導入されたヒト前脂肪細胞を脂肪組織内に移植 した際、拒絶反応を起こさずに安定して生着

するものと考えられる。なお、脂肪組織には血管網が発達 してお り、ヒト前脂肪細胞 綱旨肪細

胞)よ り分泌された LCATは速やかに血中に移行するものと考えられる。

ヒト前脂肪細胞が遺伝子導入の標的細胞として補充療法に有用であることは、以下の試験の

結果からも推察される。

マウスを用い修飾型 ヒトインスリン遺伝子および標識遺伝子をレトロウイルスベクターに

よりα だ1/aでマウス前脂肪細胞へ遺伝子導入 し、体内に移植後に遺伝子発現状態を組織学的

に観察した結果、マウス前脂肪細胞およびその分化した脂肪細胞で導入遺伝子の良好な発現が

確認 された。また、糖尿病モデルマウスを用いた試験では、修飾型ヒトインスリン遺伝子導入

マウス前脂肪細胞の移植後、約 2ヵ 月以上にわたり安定 。持続 した血糖低下作用が観察されて

いる。

純度の高いヒト前脂肪細胞の調製には、まず皮下より摘出して得られる脂肪組織を酵素処理

と遠心分離することにより、低比重脂肪細胞含有画分を得る。脂肪組織に存在する他の血液系

細胞や内皮系細胞をさらに分離するために、この画分の比重特性を利用 し、培養フラスコを培

4
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地で満たした天丼培養を行つて、フラスコの天丼面に接着性の低比重細胞群を濃縮する。この

1週間程度の天丼培養で天丼面に接着 。増殖した細胞を初代ヒト前脂肪細胞とした。その形態

は線維芽細胞様の細胞群である。最初の遠心分離により沈殿 した Stromal Vascular

Flaction(SVF)に 多く存在する未分化間葉系細胞は、様々な細胞への分化育ヒカを有しており、

長期培養 した細胞を免疫不全マウスに移植することにより細胞ががん化したことが報告され

ているが、天丼培養にて単離・回収したヒト前脂肪細胞ではそのような形質転換は現在まで認

められていない。

得られた●卜前脂肪細胞の細胞表面マーカーは、CD13+31~34~45~90+105'146+で あり、脂肪細

胞への分化能があり、かつレトロウイルスベクターによる遺伝子導入に不可欠な分裂・増殖能

力を保持している。なお、ヒト体内への移植後は増殖せず脂肪細胞に成熟すると考えられる。

3.遺伝子導入方法の概略および当該導入方法を選択した理由

ヒト前脂肪細胞への hLCAT遺伝子の導入は、hLCAT発 現レトロウイルスベクター懸濁液を予

め設定した害1合 (IIlultiplicity of infection:MOI)で 、皮下脂肪組織から調製 したヒト前脂

肪細胞培養液に添加 して培養することにより行 う。遺伝子導入後、必要細胞数までに培養 させ、

移植用溶媒に懸濁させた細胞を採取時と同じ皮下脂肪組織内に注入移植する。皮下脂肪組織か

らのヒト前脂肪細胞調製より移植用 LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞懸濁液 (以降「細胞懸濁

液」 という)調製までの工程は治験薬 GMP準拠の細胞調製室 (CPC)において行 う。   ,

遺伝子導入法としては 力 ″に での直接導入の系と、げ 西
"で

の遺伝子導入の系が考え

られる。力 ′ゴゎの直接導入の系で、比較的感染効率の高いベクターとしてはアデノウイルス

ベクタ‐があるが、ヒトヘの投与では免疫反応の惹起は避けがたく、長期にわたる治療で再投

与も考慮せざるを得ない場合には適切とは言えない。非病原性 ウイルスに由来するアデノ随伴

ウイルスベクター (AAV)は、もととなつたウイルスの性質から安全性は高く、筋細胞、神経

細胞、肝細胞などの非分裂細胞に効率よく遺伝子導入ができ、そのような細胞では遺伝子発現

が長期間持続する。筋細胞を標的とした AAVに よる蛋白質補充遺伝子治療では当初ある程度の

臨床的効果が得られたとの報告があつたが、その後ベクター量を増量したものの明瞭な臨床効

果が得 られずこの臨床研究は中止となつている。AAVはそのゲノムが一本鎖であるため、遺伝

子の発現には二本鎖になる必要がある。しかしながら現行の AAVではその効率が必ず しも高く

ないため十分な発現が起きなかつたためではないかと考えられる。その後肝臓への遺伝子導入

に基づく臨床研究も行なわれたが、免疫反応の惹起に起因する肝細胞障害から導入遺伝子の発

現が長期間持続 しなかつたと報告されている。したがつて、ある程度の発現量を必要 とする酵

素補充療法における導入遺伝子方法としては力 西地でのAAVの使用は適切ではないと考えら

れる。

本臨床研究では、動 西のでの遺伝子導入ではなく、″ ガЮでのレトロウイルスベクター

による遺伝子導入を選択 した。これは、レトロウイルスベクターの分裂細胞への遺伝子導入効

率が高く、効率の良い遺伝子組み込みに基づく安定した持続蛋白質発現が可能な特徴を有する

ためである。研 だ′οでの遺伝子導入後の遺伝子の組み込みを考えた場合、ウイルスベクター

の候補 としてはレトロウイルスベクターの他に AAVの使用も考えられる。しかしながら現行の

AAVは、遺伝子の挿入サイズを確保する目的で染色体への挿入に寄与するRep配列が除かれて

5
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いるため染色体への挿入効率が非常に低く、また染色体外に環状 DNAと して存在することが報

告されている。したがって、このAAVを用いて前脂肪細胞のような分裂時期の細胞に導入され

た遺伝子は細胞の増殖に伴い希釈されるため、本臨床研究のように必要細胞数まで拡大培養す

ると、前述の二本鎖 DNAへの変換効率の低さに加えて、染色体への組み込み能の低さから、十

分な薬効を保証できるだけの LCAT遺伝子が残存しなくなるおそれがある。以上から、α /」
i"

での AAVの使用も本酵素補充療法における導入遺伝子方法としては適切ではないと考えられ

る.一方、レトロウイルスベクターでは増殖性ウイルス (RCR)の出現が危惧されるが、本臨

床研究で用いるレトロウイルスベクタ‐としては、♂″ふ ρο′、
“

′遺伝子配列を完全に除いた

Moloney Murine Leukenia Vilus lMollLV)出 来の pDON AIを 用い、パ ッケージング細胞として

″ フ0′ と●777遺伝子が別々の DNA上に存在 しているCP+envAM-12細 胞を用いることで、相同

的組換えによる増殖性 ウイルス (RCR)出 現の可能性を低く抑えている。

1999年からフランス、続いてイギリスでレトロウイルスベクターを用いた X連鎖重症複合

免疫不全症 (X― linked severe Combined lnllllunodeficiency:X― SCID)に対する遺伝子治療が

始まり、大半の患者が免疫能を獲得して通常の生活を送れるようになった。しかし、治療を受

けた患者20名 のうちフランスで4名 、イキリスで1名 計5名 にTリ ンパ性自血病を発症し、1

名が死亡した。これは、患者の染色体中のがん遺伝子 LM02の プロモーター領域近傍にン トロ

ウイルスが組込まれ、LM02が 恒常的に活性化 された結果(自血病を発症 したと考えられる(フ

ランスの 1例は、CCDN2遺伝子へのベクター組み込みによる)。 これまでに全世界でレトロウ

イルス遺伝子治療を受けた数千名以上の患者のうち実際に発がんにいたつたのはこれ らの

X―SCID遺伝子治療例のみで、またフランス及びイギリス以外で実施 された X―SCIDに対するレ

トロウイルス遺伝子治療では安全性上の問題は報告されていない。細胞のがん化には複数の遺

伝子異常の蓄積が必要である。X―SCIDの場合、γc遺伝子自体が強力なTリ ンパ球増殖作用を

持つという特殊事情が重なつて白血病を発症 したと考えられる。本研究は X―SCID遺伝子治療

と同様にレトロウイルスベクターを用いているが、LCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞を用いた

力 だ″o及び 力 ″
"の非臨床試験では形質転換が現在のところ認められていない。以上よ

り、本臨床研究におけるがん化の危険1■は極めて低いと考えられる。

α ガ地 による遺伝子導入の利点は、細胞への遺伝子導入の工程を品質管理できる点にある。

標的細胞をヒト前脂肪細胞に絞 り込むことで、遺伝子導入 した細胞を体内の脂肪組織に戻した

ときに、脂肪細胞以外の細胞に分化 して予測外の副作用を引き起こす可能性を極力排除した。

さらに、ヒトの脂肪組織 (前脂肪細胞)の状態にも個人差のあることが報告 されてお り、投与

前のLCAT遺伝子導入ヒト前脂肪細胞のLCAT活性を予め確認 してから移植できることは移植細

胞数のコン トロール面からも大きなメリットである。

一方、脂肪細胞の体内での代謝回転が遅いことから安定した遺伝子発現が期待できるが、さ

らに導入遺伝子が染色体に組み込まれることは、細胞が分裂しても娘細胞に引き継がれていく

点で長期間の発現には有利である。

6
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4.ウイルスベクターを用いた遺伝子導入方法

(1)野生型ウイルスの生物学的特徴及びヒトに対する影響

使用するベクターは Moloney Murille Leukemia Virus(M6MLV)由 来のレトロウイルスベ

クターである。 MollLVは sarcoma37細 胞より分離された RNAウ イルスであるが、発がん遺

伝子は持たない。長期間感染 したマウスにリンパ性白血病を起こすことが知 られているが、

ヒトには感染することはない。

MOMLVの ゲノムは 5'LTR、 パ ッケージングシグナル (Ψ )、 gag、 クσf、 F7ェ および 3'LTR

よりなる。LTRに はエンハンサ‐/プ ロモーター活性があり、Ψはウイルスゲノム RNAが ウ

イルス粒子に取 り込まれるのに必要な配列である。″gは ウイルスのコア構造蛋白質を、クο′

は逆転写酵素及びインテグラーゼを、aF/′ はウイルス外被蛋白質をそれぞれコー ドする遺伝

子である。 レトロウイルスはウイルス粒子外被に存在する ENVと 標的細胞の表面にある特

異的受容体が結合 した後、膜融合によリウイルス粒子が細胞内に取 り込まれる。その後、

逆転写酵素によリウイルスゲノム RNAが 2本鎖 DNAに逆転写され、核に移行 してインテグ

ラーゼにより宿主染色体に組み込まれる。宿主 DNIA上 のウイルスゲノム (プ ロウイルス)

は宿 主 の転 写機 構 に よつて ウイル ス RNAへ と転 写 され るが 、一 部 は CAG、 POL、 ENVへ と転

写 。翻訳され、ウイルス粒子を形成する。ウイルス RNAを取り込んだウイルス粒子は出芽

により細胞外へと放出され、次々と周囲の細胞に感染していく。MottVはエコトロピックウ

イルス (同種指向性ウイルス)のためtマ ウス細胞にしか感染しないが、異なる種にも感

染性を示すアンフォトロビックウイルス (多種指向性ウイルス)由来の ENVを用いること

で、ヒト細胞への感染も可能となる。

(2)ウイルスベクター (マ スターセル′` ンク)の作製方法

ヒ ト肝がん細胞株の cDNAラ イブラ リーか ら調製 した hLCAT遺伝子 を用い、pDON― AI DNAベ

クターのマルチクローニングサイ ト (MCS)の コa″ HI切断部位 と 力′I切断部位の間に、当

該制限酵素配列を含むプライマーにより増幅 させた hLCAT遺伝子 を挿入 した。次に、蛋 白

質合成効率の向上のために開始 コ ドン ATG上流に Kozak配列 (CCCCCACC)を 挿入 し、また、

hLCAT遺伝子 ス トップコ ドン近傍に存在す る poly A付 加配列の AATAAA(TAAがス トップコ

ドン)を別のストップコドン TGAに改変した。さらに、目的以外の不用な遺伝子の発現を

避けるために、シ′I切断部位からルd切断部位までを切り出しして、Minimal SV40 plom6ter

配列及び ルぴ (ネオマイシン耐性遺伝子配列)を除去し、レトロウイルス産生用プラスミ

ド (pCGThLCAT)を 構築した。

MoMLVの 姿ぃ ο′遺伝子とエコ トロピックエンベロープ遺伝子を発現するパ ッケージング

細胞 CP+E-86細 胞に、レトロウイルスベクター産生用プラスミド (pCGThLCAT)を ハイグロ

マイシン耐性遺伝子 と同時に、Lipofectamil博 2000CD(ラ イラテクノロジーズジャパン株式

会社)を用いて トランスフェクションした。これ らについて Hygr omycin B選 択を行 うこと

により薬剤耐性細胞プールを獲得 し、この細胞の培養上清から調製 した hLCAT発現エコ ト

ロピックレトロウイルスベクターを、RetloNectill(タ カラバイオ株式会社)を用いて、同

じく MoMLVの ″

『

″′遺伝子およびマウスウイルス 4070A由 来アンフォ トロピックエンベ

ロープ遺伝子を発現するGP+oⅣAM-12細胞 (マ ウス由来細胞)に接種させた。
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遺伝子導入細胞をプレす 卜に限界希釈 して播種 し、ウイルスベクター産生細胞のスクリ

ーングを行い、シングル クローンと考えられるウェルについてその上清をリアル タイム

RT―PCRで分析 して得た陽性クローンの中から、最も高タイターのウイルス産生細胞を選択

した。この細胞を hLCAT発現アンフォ トロピックレトロウイルスベクター産生細胞 として

プレマスターセルバンクを作製 し、さらにこのプレマスターセルバンクよリマスターセル

バンクMCB(CGT」LMC)を 作製した。

(3)ウ イルスベクターの遺伝子構造と性質

hLCAT発現レトロウイルスベクターの塩基配列の基本骨格は、pDON AIプラスミド (タ カ

ラバイオ株式会社)に 由来 しているが、マスターセルバンクを作製する際に CP+envAM 12

細胞にエコトロピックウイルスベクターを感染させてアンフォ トロピック hLCAT発現レト

ロウイルスベクターを構築する過程で、宿主染色体に組み込まれる時に、逆転写酵素によ

リウイルスゲノム上の 3'LTR配列が 5'LTR領域へとコピーされるため、5'LTR領域塩基

配列はオ リジナルの MFGベ クターと同一となる。従つて、MCBに より生産されるウイルスが

クターでは、hLCAT遺伝子の発現は元の MOMLV由 来の LTRエ ンハンサー/プ ロモーターによ

り誘導されることになる。 ウイルスゲノム RNAを ウイルス粒子に取 り込むのに必要なパ ッ

ケージングシグナルとしてのΨ配列を有するが、ウイルス粒子形成に必須な″ふ クοノ、″′

が除かれているため、多嗅 ροノ、
"′

のすべての遺伝子を発現しているパ ッケージング細胞

(CPギenvAM-12細胞)でのみ感染性 ウイルス粒子を形成することが出来る。従つて、細胞内

で組換えを起こしてこれ らの遺伝子を全てウイルスゲノムに取 り込まない限 り、通常の細

胞でも増殖可能な増殖性 ウイルス (RCR)力 出`現することはない。

以下に hLCAT発現レトロウイルスベクター遺伝子の構造概略を示す。

5'LTR hLこミ 3'LTR

LTR: Longterminalrepeat. llr : zt yt")y7'ElVtl

hLCAT発現レトロウイルスベクター遺伝子の構造概略図

(4)ウイルスペクター (マスターセルバンク)の生物学的特徴

hLCAT発 現 レトロウイルスベクター作製には、パッケージング細胞として GP+envAM 12を

用いた。 CP+erivAM-12細 胞は野生型 MoMLVの ″

『

″′及びマウスアンフォ トロピックウイ

ルス 4070A由 来の a/77を効率よく発現するNIH3T3由来のマウス細胞株である。‐Ψ配列を持

たないためウイルス粒子中に RNAを取 り込むことが出来ず、単独で野生型 ウイルスを産生

することはない。上記 hLCAT発現レトロウイルスベクター製造用マスターセルバンクMCB

(CGT_hLMC)か ら産生されるウイルスベクターの遺伝子導入可能宿主は広範囲のもの (ア

ンフォトロピック)になり、マウス、ラットのみでなくヒト、サル等にも遺伝子導入可能

可能である。なお、レトロウイルスの特質として、細胞への遺伝子導入には標的細胞が増

殖期にあることが必要であるが、一度染色体に組み込まれた遺伝子は安定して娘細胞へと

伝えられ、長期にわたる発現が期待できる。パッケージング細胞内で hLCAT発 現ベクター

&盟 HI
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