
(57)【要約】

　目的ヌクレオチド（ＮＯＩ）を所望の標的部位に送達

する能力を有し、ＮＯＩは第ＶＩＩＩ因子をコードし、

ＮＯＩを所望の標的部位に送達した後に第ＶＩＩＩ因子

が発現される、レンチウイルスベクター。
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【 特 許 請 求 の 範 囲 】
【 請 求 項 １ 】
　 目 的 ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｉ ） を 所 望 の 標 的 部 位 に 送 達 す る 能 力 を 有 す る レ ン チ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー で あ っ て 、 Ｎ Ｏ Ｉ は 第 VIII因 子 又 は そ の 誘 導 体 を コ ー ド し 、 Ｎ Ｏ Ｉ を 所 望 の 標 的
部 位 に 送 達 し た 後 に 第 VIII因 子 が 発 現 さ れ る 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ 】
　 第 VIII因 子 又 は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る Ｎ Ｏ Ｉ で あ っ て 、 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー に
作 動 可 能 に 連 結 し て い る Ｎ Ｏ Ｉ を 含 む レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ 】
　 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー が 肝 臓 又 は 内 皮 組 織 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項
２ に 記 載 の レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ４ 】
　 Ｎ Ｏ Ｉ が 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 の た め に コ ド ン が 最 適 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １ か ら
３ の い ず れ か に 記 載 の レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ５ 】
　 Ｎ Ｏ Ｉ が Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 で あ る 、 請 求 項 １ か ら ４ の い ず れ
か に 記 載 の レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ６ 】
　 第 VIII因 子 又 は そ の 誘 導 体 を コ ー ド す る Ｎ Ｏ Ｉ で あ っ て 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 の
た め に コ ド ン が 最 適 化 さ れ て い る Ｎ Ｏ Ｉ を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ７ 】
　 Ｎ Ｏ Ｉ が 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 、 請 求 項 ６ に 記 載 の ベ ク
タ ー 。
【 請 求 項 ８ 】
　 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー が 肝 臓 又 は 内 皮 組 織 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項
７ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ９ 】
　 第 １ の 目 的 ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｉ ） を 送 達 す る 能 力 を 有 し 、 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ ベ ク タ
ー か ら 誘 導 可 能 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ ベ ク タ ー は 内 部
プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ 、 及 び 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ が ス プ ラ イ シ ン
グ さ れ て 除 去 さ れ る こ と が で き る よ う に 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ と 内 部 プ ロ モ ー タ ー と の 間 に 第 ２ の
Ｎ Ｏ Ｉ を 含 み 、 さ ら に プ ロ モ ー タ ー 、 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ 及 び 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 逆 相 補 的 配 向 に あ
り 、 任 意 選 択 で 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 任 意 選 択 で 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ に 対 し て フ レ ー ム 外 に あ る レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ０ 】
　 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ が オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） の 少 な く と も 一 部 を 任 意 選 択
で 含 む イ ン ト ロ ン で あ る 、 請 求 項 ９ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ １ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ ベ ク タ ー が 機 能 的 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 を 与 え る こ と が で き る 第
１ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 （ Ｎ Ｓ ） と 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ に 隣 接 す る 機 能 的 な ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ
ー 部 位 を 与 え る こ と が で き る 第 ２ の Ｎ Ｓ と を 含 み 、 機 能 的 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 は 機 能
的 な ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 部 位 の 上 流 に あ る 、 請 求 項 ９ 又 は １ ０ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ２ 】
　 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ 又 は そ の 発 現 産 物 が 治 療 剤 若 し く は 診 断 剤 で あ る 、 又 は そ れ を 含 む 、 請 求
項 ９ か ら １ １ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ３ 】
　 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ の 発 現 産 物 が 第 VIII因 子 で あ る 、 請 求 項 １ ２ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ４ 】
　 第 VIII因 子 は 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 発 現 の た め に コ ド ン が 最 適 化 さ れ て い る 、 請 求 項 １
３ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
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【 請 求 項 １ ５ 】
　 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ が 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 、 請 求 項 ９ か ら １
４ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ６ 】
　 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー が 肝 臓 又 は 内 皮 組 織 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー で あ る 、 請 求 項
１ ５ に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ７ 】
　 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ 又 は そ の 発 現 産 物 が 、 選 択 性 を 与 え る 任 意 の １ つ 又 は 複 数 の 薬 剤 （ 例 え ば
マ ー カ ー 要 素 ） 、 ウ イ ル ス の 必 須 要 素 若 し く は そ の 一 部 、 又 は そ の 組 合 せ で あ る 、 或 い は
そ れ を 含 む 、 請 求 項 ９ か ら １ ６ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ８ 】
　 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ が ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル を 含 む 、 請 求 項 ９ か ら １ ７ の い ず れ か 一 項 に 記
載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 １ ９ 】
　 ベ ク タ ー 又 は プ ロ ベ ク タ ー が レ ン チ ウ イ ル ス か ら 誘 導 可 能 で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ８ の
い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ０ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス が Ｈ Ｉ Ｖ － １ 又 は Ｅ Ｉ Ａ Ｖ で あ る 、 請 求 項 １ か ら １ ９ の い ず れ か に 記 載
の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ １ 】
　 ベ ク タ ー の シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 す る 、 請 求 項 １ か ら ２ ０ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー
。
【 請 求 項 ２ ２ 】
　 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ 、 ロ ス リ バ ー ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ 又 は Ｇ Ｐ ６ ４ を 用 い て ベ ク タ ー の シ ュ ー
ド タ イ プ を 作 製 す る 、 請 求 項 １ か ら ２ １ の い ず れ か に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ３ 】
　 ウ ッ ド チ ャ ッ ク 肝 炎 転 写 後 要 素 （ Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ ） を さ ら に 含 む 、 請 求 項 １ か ら ２ ２ の い ず れ
か に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ４ 】
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー が 存 在 し な い 、 又 は 破 壊 さ れ て い る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ５ 】
　 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 、 請 求 項 ２ ４ に 記 載 の レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ６ 】
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー が 存 在 し な い 、 又 は 破 壊 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ １ か ら ２ ３ の い
ず れ か 一 項 に 記 載 の ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ７ 】
　 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン の 開 始 コ ド ン が 破 壊 さ れ て い る 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ８ 】
　 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 、 請 求 項 ２ ７ に 記 載 の レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ２ ９ 】
　 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン の 開 始 コ ド ン が 破 壊 さ れ て い る 、 請 求 項 ２ １ か ら ２ ６ の い ず れ か 一 項 に
記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ０ 】
　 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 又 は Ｅ Ｉ Ａ Ｖ か ら 誘 導 可 能 で あ る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ っ て 、 ロ ス リ
バ ー ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ を 用 い て シ ュ ー ド タ イ プ と し た レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ １ 】
　 Ｔ ａ ｔ タ ン パ ク 質 の 少 な く と も 一 部 が 標 的 細 胞 中 で 発 現 さ れ な い よ う に レ ン チ ウ イ ル ス
プ ロ ベ ク タ ー の Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン が 欠 失 し て い る か 、 又 は 破 壊 さ れ て い る 、 レ ン チ ウ イ ル ス
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プ ロ ベ ク タ ー か ら 誘 導 可 能 な レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ２ 】
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー が 存 在 し な い 、 又 は 破 壊 さ れ て い る 、 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ ベ ク
タ ー か ら 誘 導 可 能 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ３ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 組 み 込 ま れ た プ ロ ウ イ ル ス で あ る 、 請 求 項 １ か ら ３ ２ の い ず
れ か 一 項 に 記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 。
【 請 求 項 ３ ４ 】
　 請 求 項 １ か ら ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー か ら 得 る こ と が で き
る レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 。
【 請 求 項 ３ ５ 】
　 請 求 項 １ か ら ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は 請 求 項 ３ ４ に 記
載 の レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い て 形 質 移 入 又 は 形 質 導 入 し た 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ６ 】
　 医 薬 で 用 い る た め の 、 請 求 項 １ か ら ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー 又 は 請 求 項 ３ ４ に 記 載 の ウ イ ル ス 粒 子 又 は 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 。
【 請 求 項 ３ ７ 】
　 １ つ 又 は 複 数 の Ｎ Ｏ Ｉ を 、 そ れ を 必 要 と し て い る 標 的 部 位 に 送 達 す る 医 薬 品 を 調 製 す る
た め の 、 請 求 項 １ か ら ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は 請 求 項 ３
４ に 記 載 の ウ イ ル ス 粒 子 又 は 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 の 使 用 。
【 請 求 項 ３ ８ 】
　 請 求 項 １ か ら ３ ３ の い ず れ か 一 項 に 記 載 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 若 し く は 請 求 項 ３ ４
に 記 載 の ウ イ ル ス 粒 子 を 用 い て 、 又 は 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 を 使 用 し て 、 細 胞 の 形 質 移
入 又 は 形 質 導 入 を 行 う こ と を 含 む 方 法 。
【 請 求 項 ３ ９ 】
　 請 求 項 ３ ５ に 記 載 の 細 胞 を 作 製 す る こ と 、 前 記 細 胞 を 培 地 中 で 継 代 す る こ と 、 前 記 培 地
を 除 去 す る こ と 、 及 び 第 VIII因 子 を 単 離 す る こ と を 含 む 、 第 VIII因 子 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ
で 産 生 す る 方 法 。
【 請 求 項 ４ ０ 】
　 本 発 明 に よ る 第 VIII因 子 を コ ー ド す る コ ド ン を 最 適 化 し た 核 酸 を 含 む 細 胞 を 作 製 す る こ
と 、 前 記 細 胞 を 培 地 中 で 継 代 す る こ と 、 前 記 培 地 を 除 去 す る こ と 、 及 び 第 VIII因 子 を 単 離
す る こ と を 含 む 、 第 VIII因 子 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 産 生 す る 方 法 。
【 発 明 の 詳 細 な 説 明 】
【 技 術 分 野 】
【 ０ ０ ０ １ 】
　 本 発 明 は ベ ク タ ー に 関 す る 。
【 ０ ０ ０ ２ 】
　 詳 細 に は 、 本 発 明 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 中 で 遺 伝 物 質 を パ ッ ケ ー ジ ン グ し て 発 現 さ せ
る 新 規 の 系 に 関 す る 。
【 背 景 技 術 】
【 ０ ０ ０ ３ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス と は 、 溶 解 性 ウ イ ル ス と は 異 な る 生 活 環 を 有 す る Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス で あ る
。 こ の 点 に お い て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 Ｄ Ｎ Ａ 中 間 体 を 介 し て 複 製 さ れ る 感 染 性 の も の （
entity） で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス が 細 胞 に 感 染 す る と 、 そ の ゲ ノ ム は 逆 転 写 酵 素 に よ っ て
Ｄ Ｎ Ａ の 形 態 に 変 換 さ れ る 。 Ｄ Ｎ Ａ の コ ピ ー は 、 新 し い Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム 、 及 び 感 染 性 ウ イ ル
ス 粒 子 の 組 立 て に 必 要 な 、 ウ イ ル ス に コ ー ド さ れ た タ ン パ ク 質 を 産 生 す る た め の 鋳 型 と し
て 役 割 を 果 た す 。
【 ０ ０ ０ ４ 】
　 感 染 過 程 の 間 、 レ ト ロ ウ イ ル ス は 最 初 に 特 異 的 な 細 胞 表 面 受 容 体 に 付 着 す る 。 感 受 性 の
あ る 宿 主 細 胞 内 の 進 入 に 際 し 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム は 、 親 ウ イ ル ス の 内 部 に 保 有
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さ れ て い る 、 ウ イ ル ス に コ ー ド さ れ た 逆 転 写 酵 素 に よ っ て Ｄ Ｎ Ａ へ と 複 写 さ れ る 。 こ の Ｄ
Ｎ Ａ は 宿 主 細 胞 の 核 に 輸 送 さ れ 、 次 い で そ こ で 宿 主 ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ る 。 こ の 段 階 で
は 、 こ れ は 一 般 的 に プ ロ ウ イ ル ス と 呼 ば れ る 。 プ ロ ウ イ ル ス は 細 胞 分 裂 の 間 宿 主 の 染 色 体
内 で 安 定 し て お り 、 他 の 細 胞 性 遺 伝 子 と 同 様 に 転 写 さ れ る 。 プ ロ ウ イ ル ス は タ ン パ ク 質 及
び 追 加 の ウ イ ル ス を 作 製 す る た め に 必 要 な パ ッ ケ ー ジ ン グ 機 構 を コ ー ド し 、 時 折 「 出 芽 」
と 呼 ば れ る 過 程 に よ っ て 、 細 胞 か ら 出 る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ５ 】
　 そ れ ぞ れ の ウ イ ル ス は 、 ウ イ ル ス 粒 子 タ ン パ ク 質 及 び 酵 素 を コ ー ド す る 、 ｇ ａ ｇ 、 ｐ ｏ
ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ と 呼 ば れ る 遺 伝 子 を 含 む 。 プ ロ ウ イ ル ス 内 で は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム の
両 端 に は 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ 、 long terminal repeats） と 呼 ば れ る 領 域 が 隣 接 し て い
る 。 Ｌ Ｔ Ｒ は プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み 及 び 転 写 を 司 っ て い る 。 ま た 、 こ れ ら は エ ン ハ ン サ ー
－ プ ロ モ ー タ ー 配 列 と し て の 役 割 も 果 た す 。 言 い 換 え れ ば 、 Ｌ Ｔ Ｒ は ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発
現 を 制 御 す る こ と が で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ の キ ャ プ シ ド 形 成 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム
の ５ ’ 末 端 に 位 置 す る ｐ ｓ ｉ 配 列 に 基 づ い て 起 こ る 。
【 ０ ０ ０ ６ 】
　 Ｌ Ｔ Ｒ 自 体 は 、 Ｕ ３ 、 Ｒ 及 び Ｕ ５ と 呼 ば れ る ３ つ の 要 素 に 分 割 す る こ と が で き る 同 一 の
配 列 で あ る 。 Ｕ ３ は 、 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 独 特 な 配 列 に 由 来 す る 。 Ｒ は Ｒ Ｎ Ａ の 両 末 端 で
繰 り 返 さ れ る 配 列 に 由 来 し 、 Ｕ ５ は Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に 独 特 な 配 列 に 由 来 す る 。 ３ つ の 要
素 の 大 き さ は 、 様 々 な レ ト ロ ウ イ ル ス 間 で 大 幅 に 変 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ０ ７ 】
　 プ ロ ウ イ ル ス の 転 写 の 制 御 は 、 概 ね ウ イ ル ス の Ｌ Ｔ Ｒ の 非 コ ー ド 配 列 に 任 さ れ る 。 転 写
開 始 部 位 は 左 側 の Ｌ Ｔ Ｒ 中 の Ｕ ３ と Ｒ と の 境 界 に あ り 、 ポ リ （ Ａ ） 付 加 （ 停 止 ） 部 位 は 右
側 の Ｌ Ｔ Ｒ 中 の Ｒ と Ｕ ５ と の 境 界 に あ る 。 Ｕ ３ は 、 細 胞 性 及 び 一 部 の 場 合 は ウ イ ル ス 性 の
転 写 活 性 化 タ ン パ ク 質 に 応 答 性 の あ る プ ロ モ ー タ ー 配 列 並 び に 複 数 の エ ン ハ ン サ ー 配 列 を
含 め た 、 プ ロ ウ イ ル ス の 転 写 制 御 要 素 の ほ と ん ど を 含 む 。 一 部 の レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 遺 伝
子 発 現 の 調 節 に 関 与 す る タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ｔ ａ ｔ 、 ｒ ｅ ｖ 、 ｔ ａ ｘ 及 び ｒ ｅ ｘ な ど
の 遺 伝 子 の う ち 、 任 意 の １ つ 又 は 複 数 を 有 す る 。
【 ０ ０ ０ ８ 】
　 プ ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の 転 写 に よ り 、 Ｒ Ｎ Ａ プ ロ セ ッ シ ン グ に よ っ て 生 じ る 完 全 長 の ウ イ
ル ス Ｒ Ｎ Ａ の ゲ ノ ム 及 び サ ブ ゲ ノ ム の 大 き さ の Ｒ Ｎ Ａ 分 子 が 再 作 製 さ れ る 。 典 型 的 に は 、
す べ て の Ｒ Ｎ Ａ 産 物 が 、 ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 産 生 の 鋳 型 と し て 役 割 を 果 た す 。 Ｒ Ｎ Ａ 産 物
の 発 現 は 、 Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 の ス プ ラ イ シ ン グ 及 び 翻 訳 中 に お け る リ ボ ソ ー ム の フ レ ー ム シ フ
ト の 組 合 せ に よ っ て 果 た さ れ る 。
【 ０ ０ ０ ９ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ス プ ラ イ シ ン グ と は 、 介 在 性 、 す な わ ち 「 イ ン ト ロ ン 」 の Ｒ Ｎ Ａ 配 列 が 除 去 さ れ
て 、 残 っ た 「 エ ク ソ ン 」 配 列 が ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ れ て 翻 訳 の 連 続 的 な 読 み 枠 が 提 供 さ れ る
過 程 で あ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の 一 次 転 写 物 は い く つ か の 方 法 で 改 変 さ れ 、 細 胞 性 ｍ
Ｒ Ｎ Ａ に 酷 似 し て い る 。 し か し 、 す べ て の イ ン ト ロ ン が 効 率 的 に ス プ ラ イ シ ン グ さ れ る ほ
と ん ど の 細 胞 性 ｍ Ｒ Ｎ Ａ と は 異 な り 、 新 し く 合 成 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ は ２ つ の 集
団 に 転 じ ら れ る 。 一 方 の 集 団 は ス プ ラ イ シ ン グ さ れ ず に ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ と し て 役 割 を 果 た し
、 他 方 の 集 団 は ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て サ ブ ゲ ノ ム Ｒ Ｎ Ａ を 提 供 す る 。
【 ０ ０ １ ０ 】
　 １ 回 及 び 複 数 回 ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た Ｒ Ｎ Ａ の ど ち ら に つ い て も そ の 合 成 を 指 示 す る 複
合 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 Ｒ Ｎ Ａ 上 の 配 列 と 、 Ｈ Ｉ Ｖ － １ 中 の ｒ ｅ ｖ な ど の ア ク セ サ リ ー 遺 伝
子 の １ つ の タ ン パ ク 質 産 物 と の 相 互 作 用 に よ っ て 、 様 々 な ゲ ノ ム 及 び サ ブ ゲ ノ ム の 大 き さ
の Ｒ Ｎ Ａ 種 の 輸 送 及 び ス プ ラ イ シ ン グ を 調 節 す る 。
【 ０ ０ １ １ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 と り わ け Ｎ Ｏ Ｉ 又 は 複 数 の Ｎ Ｏ Ｉ を １ つ 若 し く は 複 数 の 目 的 部 位 へ
移 動 さ せ る た め の 送 達 系 （ 送 達 ベ ヒ ク ル 若 し く は 送 達 ベ ク タ ー と も 表 現 さ れ る ） と し て し
ば し ば 用 い ら れ る 。 移 動 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 、 ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 、 又 は
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そ の 組 合 せ で 行 う こ と が で き る 。 こ の よ う に 用 い た 場 合 、 レ ト ロ ウ イ ル ス は 一 般 に レ ト ロ
ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー と 呼 ば れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー は 、 受 容 体 の 用 法 、 逆 転 写 及 び Ｒ Ｎ Ａ パ ッ ケ ー ジ ン グ を 含 め た レ ト ロ ウ イ ル ス の 生 活 環
の 様 々 な 側 面 を 研 究 す る た め に 活 用 さ れ て き た （ Miller, 1992 Curr Top Microbiol Immu
nol 158:1-24に 総 説 さ れ て い る ） 。
【 ０ ０ １ ２ 】
　 遺 伝 子 治 療 で 用 い る た め の 典 型 的 な 組 換 え レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で は 、 ｇ ａ ｇ 、 ｐ ｏ
ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ の タ ン パ ク 質 コ ー ド 領 域 の １ つ 又 は 複 数 の 少 な く と も 一 部 を ウ イ ル ス か ら 取
り 除 き 得 る 。 こ れ に よ り 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 複 製 に 欠 陥 を も つ こ と と な る 。 そ の
ゲ ノ ム を 宿 主 ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 む 能 力 を 有 す る が 、 改 変 さ れ た ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 構 造 タ ン
パ ク 質 を 欠 く た め に 自 身 を 増 殖 さ せ る こ と が で き な い ウ イ ル ス を 作 製 す る た め に 、 取 り 除
い た 部 分 は さ ら に Ｎ Ｏ Ｉ で 置 き 換 え て も よ い 。 宿 主 ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま れ る と 、 Ｎ Ｏ Ｉ の
発 現 が 起 こ り 、 例 え ば 治 療 効 果 及 び ／ 又 は 診 断 的 効 果 が も た ら さ れ る 。 し た が っ て 、 Ｎ Ｏ
Ｉ の 目 的 部 位 へ の 移 動 は 、 典 型 的 に は 、 Ｎ Ｏ Ｉ を 組 換 え ウ イ ル ス ベ ク タ ー 内 に 組 み 込 ま せ
る こ と ； 改 変 し た ウ イ ル ス ベ ク タ ー を ウ イ ル ス 粒 子 コ ー テ ィ ン グ 内 へ パ ッ ケ ー ジ ン グ す る
こ と ； 及 び 標 的 と し た 細 胞 又 は 標 的 と し た 細 胞 集 団 な ど の 目 的 部 位 の 形 質 導 入 に よ っ て 果
た さ れ る 。
【 ０ ０ １ ３ 】
　 パ ッ ケ ー ジ ン グ 又 は ヘ ル パ ー 細 胞 系 と 組 換 え ベ ク タ ー と の 組 合 せ を 用 い る こ と に よ っ て
、 例 え ば 後 に 目 的 部 位 の 形 質 導 入 を 行 う た め に 多 量 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ 例 え ば 適
切 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 力 価 を 調 製 す る た め ） を 増 殖 及 び 単 離 す る こ と が 可 能 で あ
る 。
【 ０ ０ １ ４ 】
　 一 部 の 場 合 で は 、 増 殖 及 び 単 離 に よ り 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の ｇ ａ ｇ 、 ｐ ｏ ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ 遺
伝 子 が 単 離 さ れ 、 そ れ ら が 個 別 に 宿 主 細 胞 内 に 導 入 さ れ て 「 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 」 が 生
じ る こ と が 起 こ り 得 る 。 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｄ Ｎ Ａ の パ ッ ケ ー ジ ン
グ に 必 要 な タ ン パ ク 質 を 産 生 す る が 、 ｐ ｓ ｉ 領 域 を 欠 く た め に キ ャ プ シ ド 形 成 を も た ら す
こ と は で き な い 。 し か し 、 Ｎ Ｏ Ｉ 及 び ｐ ｓ ｉ 領 域 を 保 有 す る 組 換 え ベ ク タ ー を パ ッ ケ ー ジ
ン グ 細 胞 系 内 に 導 入 し た 場 合 、 ヘ ル パ ー タ ン パ ク 質 が ｐ ｓ ｉ 陽 性 の 組 換 え ベ ク タ ー を パ ッ
ケ ー ジ ン グ し て 、 組 換 え ウ イ ル ス の ス ト ッ ク を 産 生 す る こ と が で き る 。 こ の こ と を 用 い て
、 Ｎ Ｏ Ｉ を 細 胞 の ゲ ノ ム 内 に 導 入 す る た め に 細 胞 の 形 質 導 入 を 行 う こ と が で き る 。 そ の ゲ
ノ ム が ウ イ ル ス タ ン パ ク 質 の 作 製 に 必 要 な 遺 伝 子 を す べ て 欠 い て い る 組 換 え ウ イ ル ス は 、
１ 回 の み 形 質 導 入 す る こ と が で き 、 増 殖 す る こ と が で き な い 。 標 的 細 胞 の 形 質 導 入 が １ 回
の み 可 能 な こ の よ う な ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 複 製 欠 陥 ベ ク タ ー と し て 知 ら れ て い る 。 し た
が っ て 、 Ｎ Ｏ Ｉ は 、 潜 在 的 に 有 害 な レ ト ロ ウ イ ル ス が 生 じ る こ と な し に 宿 主 ／ 標 的 細 胞 の
ゲ ノ ム 内 に 導 入 さ れ る 。 利 用 可 能 な パ ッ ケ ー ジ ン グ 系 の 概 要 は 、 "Retroviruses"(1997 Co
ld Spring Harbour Laboratory Press Eds: JM Coffin, SM Hughes, HE Varmus pp 449)
に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ １ ５ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 の 開 発 に 相 当 な 関 心 が も た れ て い る 。 こ の 関 心 は 、 第 １ に 、
Ｈ Ｉ Ｖ に 感 受 性 の あ る 細 胞 を 抗 Ｈ Ｉ Ｖ 治 療 遺 伝 子 の 標 的 と す る た め に Ｈ Ｉ Ｖ に 基 づ い た ベ
ク タ ー を 用 い る と い う 概 念 、 及 び 第 ２ に 、 レ ン チ ウ イ ル ス は 非 分 裂 細 胞 に 感 染 す る こ と が
で き る の で （ Lewis & Emerman 1993 J.Virol. 68, 510） 、 こ れ ら の ウ イ ル ス に 基 づ い た
ベ ク タ ー 系 は 非 分 裂 細 胞 に 形 質 導 入 す る す る こ と が で き る で あ ろ う と い う 予 測 （ 例 え ば Vi
le & Russel 1995 Brit. Med. Bull. 51, 12） か ら 生 じ て い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ に 基 づ い た ベ ク タ
ー 系 は 産 生 さ れ て お り （ Buchschacher & Panganiban 1992 J.Virol. 66, 2731） 、 Ｃ Ｄ ４
＋ 細 胞 、 及 び 予 測 ど お り 、 非 分 裂 細 胞 に 形 質 導 入 す る た め に 用 い ら れ て い る （ Naldini et
 al, 1996 Science 272, 263） 。 さ ら に 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 目 的 遺 伝 子 の 非 常
に 安 定 し た 長 期 的 な 発 現 を 可 能 に す る 。 そ の 期 間 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お い て 、 形 質 導 入
し た ラ ッ ト 神 経 細 胞 で 少 な く と も １ 年 間 で あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Biennemann et al, 
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2003 Mol. Ther. 5, 588） 。 Ｍ Ｌ Ｖ に 基 づ い た ベ ク タ ー は 、 目 的 遺 伝 子 を ６ 週 間 の 間 し か
発 現 さ せ る こ と が で き な か っ た 。
【 ０ ０ １ ６ 】
　 場 合 に よ っ て は 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 産 生 に お い て 、 治 療 遺 伝 子 を 産 生 （ produc
er） 細 胞 内 で 発 現 さ せ な い こ と が 望 ま し く 、 こ れ は 、 い く つ か の 機 構 に よ っ て ウ イ ル ス 力
価 の 低 下 が 生 じ 得 る か ら で あ る 。 こ れ を 防 ぐ た め に は 、 本 発 明 者 ら の 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９
９ ／ １ ５ ６ ８ ３ 号 及 び 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ５ ６ ９ １ ０ 号 に 記 載 の ス プ リ ッ ト イ ン ト ロ
ン 構 成 の ベ ク タ ー を 採 用 す る こ と が 可 能 で あ る 。 し か し 、 Ｌ Ｔ Ｒ プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現
レ ベ ル は 一 般 に 内 部 プ ロ モ ー タ ー か ら の 発 現 レ ベ ル よ り も 低 い 。
【 ０ ０ １ ７ 】
　 血 友 病 Ａ は ５ ， ０ ０ ０ 人 に １ 人 の 男 性 を 冒 し 、 血 漿 中 の 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 の 欠 乏 に
よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 。 血 液 中 の 第 VIII因 子 の 活 性 レ ベ ル に 基 づ い て 、 血 友 病 Ａ は 軽 度 、
中 程 度 、 及 び 重 篤 の 型 に 分 類 さ れ る 。 血 友 病 Ａ 患 者 の ５ ０ ％ は こ の 疾 患 の 重 篤 な 型 に 罹 患
し て お り 、 こ れ は 自 発 性 且 つ 長 引 く 出 血 症 状 を 特 徴 と す る 。
【 ０ ０ １ ８ 】
　 第 VIII因 子 と は 、 凝 血 経 路 の 補 因 子 で あ る 。 第 VIII因 子 は 血 液 中 に 循 環 し て お り 、 そ の
担 体 タ ン パ ク 質 で あ る フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 と 非 共 有 結 合 で 複 合 し て い る 。 こ の 相 互
作 用 は 第 VIII因 子 を 安 定 化 し 、 第 VIII因 子 と 膜 表 面 と の 会 合 を 防 ぐ 。 第 VIII因 子 か ら そ の
活 性 状 態 で あ る 第 VIIIａ 因 子 へ の 変 換 は 、 ト ロ ン ビ ン 又 は 第 Ｘ ａ 因 子 に よ る 第 VIII因 子 の
タ ン パ ク 質 分 解 を 介 し て 起 こ る 。 ヒ ト 第 VIII因 子 は 単 鎖 ポ リ ペ プ チ ド と し て 合 成 さ れ 、 予
想 さ れ る 分 子 量 は ２ ６ ５ ｋ Ｄ ａ で あ る 。 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 は ２ ３ ５ １ 個 の ア ミ ノ 酸 を コ
ー ド し 、 タ ン パ ク 質 が 細 胞 内 で プ ロ セ ッ シ ン グ さ れ て 、 主 に Ａ １ 、 Ａ ２ 、 及 び Ｂ ド メ イ ン
を 含 む ２ ０ ０ ｋ Ｄ ａ の 重 鎖 並 び に Ａ ３ 、 Ｃ １ 、 及 び Ｃ ２ ド メ イ ン を 含 む ８ ０ ｋ Ｄ ａ の 軽 鎖
か ら な る ヘ テ ロ 二 量 体 が 得 ら れ る （ Kaufman et al., J. Biol. Chem., 263:6352-6362 [1
988]） 。 単 鎖 ポ リ ペ プ チ ド 及 び ヘ テ ロ 二 量 体 は い ず れ も 不 活 性 の 前 駆 体 と し て 血 漿 中 を 循
環 す る （ Ganz et al., Eur. J. Biochem., 170:521-528 [1988]） 。 血 漿 中 に お け る 第 VII
I因 子 の 活 性 化 は Ａ ２ ド メ イ ン と Ｂ ド メ イ ン と の 間 の ト ロ ン ビ ン の 切 断 に よ っ て 開 始 さ れ
、 こ れ に よ り Ｂ ド メ イ ン が 放 出 さ れ 、 そ の 結 果 Ａ １ 及 び Ａ ２ ド メ イ ン か ら な る 重 鎖 が 生 じ
る 。 タ ン パ ク 質 分 解 さ れ た 第 VIIIａ 因 子 は フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 か ら 解 離 す る 。 第 VI
IIａ 因 子 及 び 第 IXａ 因 子 を 含 む 膜 結 合 複 合 体 が 形 成 さ れ 、 こ れ が 次 い で 凝 血 カ ス ケ ー ド 中
の 第 Ｘ 因 子 を 活 性 化 さ せ る 。 血 友 病 は 、 点 突 然 変 異 、 欠 失 、 又 は ス ト ッ プ コ ド ン を 生 じ る
突 然 変 異 か ら 起 こ り 得 る （ Antonarakis et al., Mol. Biol. Med., 4:81 [1987]を 参 照 さ
れ た い ） 。
【 ０ ０ １ ９ 】
　 現 在 、 血 友 病 Ａ は 精 製 し た 第 VIII因 子 を 血 液 中 に 頻 繁 に 注 入 す る こ と に よ っ て 治 療 さ れ
て い る 。 血 友 病 Ａ を 治 療 す る こ の 方 法 は 出 血 の 頻 度 及 び 重 篤 度 を 軽 減 さ せ る が 、 こ の 治 療
は 精 製 し た 第 VIII因 子 の 入 手 可 能 性 及 び 費 用 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ に お け る 第 VIII因 子 の 半 減
期 が 短 い こ と 、 並 び に 汚 染 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ ウ イ ル ス 及 び 肝 炎 ウ イ ル ス を 除 去 す る 必 要 性 に よ っ て
制 限 さ れ て い る 。 現 在 で は 組 換 え 第 VIII因 子 が 利 用 可 能 で あ る が 、 こ の 第 VIII因 子 維 持 療
法 の 形 態 は 高 価 且 つ 慢 性 的 で あ る 。
【 ０ ０ ２ ０ 】
　 遺 伝 子 治 療 は 、 血 友 病 Ａ の タ ン パ ク 質 注 入 治 療 に 代 わ る 魅 力 的 な 代 替 方 法 で あ る 。 ２ つ
の 遺 伝 子 治 療 手 法 を 用 い 得 る 。 Ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 遺 伝 子 治 療 で は 、 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 を
コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド 患 者 の 細 胞 内 に 導 入 す る 。 Ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 遺 伝 子 治 療 技 法 で は 、
第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 を コ ー ド す る ヌ ク レ オ チ ド を 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 培 養 し た 細 胞 内
に 導 入 す る 。 そ の 後 、 形 質 転 換 し て 培 養 細 胞 を 患 者 に 再 移 植 す る 。
【 ０ ０ ２ １ 】
　 第 VIII因 子 の 生 物 発 生 及 び 分 泌 の 研 究 は 、 有 意 な 量 の 第 VIII因 子 を 発 現 す る ヒ ト 細 胞 系
の 不 足 に よ り 制 限 さ れ て い る 。 分 泌 の 分 析 は 自 己 遺 伝 子 の 発 現 に 限 定 さ れ て い る 。 一 般 に
、 こ れ ら の 研 究 で は 第 VIII因 子 の 発 現 レ ベ ル が 低 い こ と が 示 さ れ て い る 。 例 え ば 、 Lentin
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g et al. (1998) Blood 92:3983-3996、 Connelly et al. (1996) Human Gene Therapy 7:
183-195、 Kaufman et al. (1989) Mol. Cell. Biol. 9: 1233、 Dorner et al. (1987) J.
 Cell Biol. 105:2665及 び そ れ 中 に 引 用 さ れ る 参 考 文 献 を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ２ 】
　 ヒ ト 及 び イ ヌ 科 動 物 の 研 究 で は 、 肝 臓 移 植 後 に 第 VIII因 子 レ ベ ル が 正 常 値 ま で 上 昇 し 、
こ の 間 、 第 VIII因 子 は 肝 外 合 成 さ れ る こ と が で き な い こ と が 示 さ れ て い る 。 こ れ は 、 肝 臓
が 臨 床 的 に 有 意 な 量 の 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 を 合 成 す る こ と を 示 し て い る 。 肝 細 胞 が 第 VI
II因 子 を 発 現 す る こ と は 当 分 野 で 周 知 で あ る が 、 他 の 種 類 の 肝 細 胞 が 第 VIII因 子 を 合 成 し
て い る か ど う か は 依 然 と し て 議 論 の 余 地 が あ る 。 総 説 に は 、 い ず れ も 本 明 細 書 中 に 参 考 と
し て 組 み 込 ま れ て い る Bloom et al. (1979) Clin. Haematol. 8:53-77及 び Lenting (1998
) Blood 92:3983-3996を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ０ ２ ３ 】
　 血 友 病 Ａ を 治 療 す る た め の 数 多 く の 様 々 な 遺 伝 子 治 療 手 法 が 現 在 研 究 さ れ て い る 。 Ｅ ｘ
　 ｖ ｉ ｖ ｏ 遺 伝 子 治 療 技 法 に よ り 、 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 の 発 現 は 、 形 質 導 入 し た ｉ ｎ 　
ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 培 養 し た 細 胞 で 低 く 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で は 検 出 不 可 能 で あ る こ と が 判 明 し て
い る （ す べ て 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る 、 Lynch et al. (1993) Hum. Gen
e Therapy 4:259； Chuah et al. (1995) Hum. Gene Ther. 6:1363； Hoeben et al. (1990
) J. Biol. Chem. 265:7318； Hoeben et al. (1993) Hum. Gene Ther. 4:179； Israel et
 al. (1990) Blood 75:1074及 び van der Eb (1996) J. Clin. Biochem. Nutr. 21: 78-80
を 参 照 さ れ た い ） 。 こ れ は 、 よ り 高 い レ ベ ル の 第 VIII因 子 の 発 現 を 可 能 に す る 構 築 体 を 開
発 す る 必 要 性 が 存 在 す る こ と を 示 唆 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ４ 】
　 米 国 特 許 第 ６ ２ ２ １ ３ ４ ９ 号 及 び 第 ６ ２ ０ ０ ５ ６ ０ 号 は い ず れ も 、 ア デ ノ 関 連 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー 中 に 第 VIII因 子 を 含 む 遺 伝 子 治 療 用 の 構 築 体 を 開 示 し て い る 。
【 ０ ０ ２ ５ 】
　 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 を レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 内 に 含 め る こ と に よ り し ば し ば 低 い ベ ク
タ ー 力 価 が 生 じ る こ と が 文 献 で 知 ら れ て い る が 、 こ れ は 一 般 に 遺 伝 子 中 に 転 写 サ イ レ ン サ
ー が 存 在 す る こ と 及 び ／ 又 は 遺 伝 子 の 上 流 に イ ン ト ロ ン を 欠 く こ と に 起 因 す る と さ れ て き
た 。 産 生 細 胞 内 で 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 が 発 現 さ れ た 結 果 、 機 能 的 ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 が
妨 害 さ れ た と い う こ と は 報 告 さ れ て い な い 。 こ の 分 野 に お け る 多 数 の 研 究 を 考 え る と 、 こ
の こ と が 以 前 に 発 見 さ れ て い な い こ と は 驚 く べ き で あ る 。
【 特 許 文 献 １ 】 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ １ ５ ６ ８ ３ 号
【 特 許 文 献 ２ 】 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ０ ０ ／ ５ ６ ９ １ ０ 号
【 特 許 文 献 ３ 】 米 国 特 許 第 ６ ２ ２ １ ３ ４ ９ 号
【 特 許 文 献 ４ 】 米 国 特 許 第 ６ ２ ０ ０ ５ ６ ０ 号
【 非 特 許 文 献 １ 】 Miller, 1992 Curr Top Microbiol Immunol 158:1-24
【 非 特 許 文 献 ２ 】 "Retroviruses"(1997 Cold Spring Harbour Laboratory Press Eds: JM
 Coffin, SM Hughes, HE Varmus pp 449)
【 非 特 許 文 献 ３ 】 Lewis & Emerman 1993 J.Virol. 68, 510
【 非 特 許 文 献 ４ 】 Vile & Russel 1995 Brit. Med. Bull. 51, 12
【 非 特 許 文 献 ５ 】 Buchschacher & Panganiban 1992 J.Virol. 66, 2731
【 非 特 許 文 献 ６ 】 Naldini et al, 1996 Science 272, 263
【 非 特 許 文 献 ７ 】 Biennemann et al, 2003 Mol. Ther. 5, 588
【 非 特 許 文 献 ８ 】 Kaufman et al., J. Biol. Chem., 263:6352-6362 [1988]
【 非 特 許 文 献 ９ 】 Ganz et al., Eur. J. Biochem., 170:521-528 [1988]
【 非 特 許 文 献 １ ０ 】 Antonarakis et al., Mol. Biol. Med., 4:81 [1987]
【 非 特 許 文 献 １ １ 】 Lenting et al. (1998) Blood 92:3983-3996
【 非 特 許 文 献 １ ２ 】 Connelly et al. (1996) Human Gene Therapy 7:183-195
【 非 特 許 文 献 １ ３ 】 Kaufman et al. (1989) Mol. Cell. Biol. 9: 1233
【 非 特 許 文 献 １ ４ 】 Dorner et al. (1987) J. Cell Biol. 105:2665
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【 非 特 許 文 献 １ ５ 】 Bloom et al. (1979) Clin. Haematol. 8:53-77
【 非 特 許 文 献 １ ６ 】 Lenting (1998) Blood 92:3983-3996
【 非 特 許 文 献 １ ７ 】 Lynch et al. (1993) Hum. Gene Therapy 4:259
【 非 特 許 文 献 １ ８ 】 Chuah et al. (1995) Hum. Gene Ther. 6:1363
【 非 特 許 文 献 １ ９ 】 Hoeben et al. (1990) J. Biol. Chem. 265:7318
【 非 特 許 文 献 ２ ０ 】 Hoeben et al. (1993) Hum. Gene Ther. 4:179
【 非 特 許 文 献 ２ １ 】 Israel et al. (1990) Blood 75:1074
【 非 特 許 文 献 ２ ２ 】 van der Eb (1996) J. Clin. Biochem. Nutr. 21: 78-80
【 発 明 の 開 示 】
【 発 明 が 解 決 し よ う と す る 課 題 】
【 ０ ０ ２ ６ 】
　 本 発 明 は 、 １ つ の 目 的 ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｉ 、 nucleotide of interest） 、 さ ら に は 複
数 の Ｎ Ｏ Ｉ の 効 率 的 な 発 現 を 、 １ つ 若 し く は 複 数 の 標 的 部 位 に お い て も た ら す こ と が で き
る 新 規 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 す る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ ０ ２ ７ 】
　 本 発 明 は ま た 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で の 使 用 の 安 全 機 能 を 組 み 入 れ て お り 、 １ つ の Ｎ Ｏ Ｉ 、
さ ら に は 複 数 の Ｎ Ｏ Ｉ の 効 率 的 な 発 現 を 、 １ つ 若 し く は 複 数 の 標 的 部 位 に お い て も た ら す
こ と が で き る 、 ウ イ ル ス 粒 子 ベ ク タ ー の 力 価 を 効 率 的 に 調 製 す る 新 規 の 系 を 提 供 す る こ と
を 目 的 と す る 。
【 課 題 を 解 決 す る た め の 手 段 】
【 ０ ０ ２ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー は 血 友 病 を 治 療 す る た め に 用 い る こ と が で き る 。 詳
細 に は 、 本 発 明 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス に 基 づ い た 第 VIII因 子 の 発 現 ベ ク タ ー を 、 有 効 な 遺 伝
子 治 療 の た め に 十 分 高 い 力 価 で 産 生 す る こ と が で き る よ う な 方 法 を 提 供 す る 。 別 の 態 様 で
は 、 本 発 明 は 、 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー （ 例 え ば 肝 臓 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー ） の 下 で
第 VIII因 子 が 発 現 さ れ る こ と を 可 能 に す る 。
【 ０ ０ ２ ９ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 目 的 ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｉ ） を 所 望 の 標 的 部 位 へ
送 達 す る こ と が で き る レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 し 、 Ｎ Ｏ Ｉ は 第 VIII因 子 を コ ー ド し
、 第 VIII因 子 は 所 望 の 標 的 部 位 で の み 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ３ ０ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 第 VIII因 子 を コ ー ド し 、 且 つ そ れ を 発 現 さ せ る
こ と が で き る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 む レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 し 、 ヌ ク レ オ チ ド 配
列 は 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 。
【 ０ ０ ３ １ 】
　 ｃ Ｄ Ｎ Ａ を 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 形 質 移 入 し た 後 の 第 VIII因 子 の 発 現 は 、 一 般 に 他 の 遺 伝 子
で 得 ら れ る も の よ り も ２ ～ ３ 桁 少 な い と 報 告 さ れ て い る 。 Kaufman et al (1989 Mol. Cel
l Biol. 9: 1233-42)は 、 こ れ に つ い て ３ つ の 異 な る 理 由 を 報 告 し て い る ：
　 １ ． 第 VIII因 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 発 現 が 非 効 率 的 で あ る こ と 。
【 ０ ０ ３ ２ 】
　 ２ ． 小 胞 体 か ら ゴ ル ジ 体 へ の 一 次 翻 訳 産 物 の 輸 送 が 非 効 率 的 で あ る こ と 。
【 ０ ０ ３ ３ 】
　 ３ ． タ ン パ ク 質 の 安 定 し た 蓄 積 を 促 進 す る た め に 高 レ ベ ル の フ ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子
（ ｖ Ｗ Ｆ 、 von Willebrands' Factor） が 必 要 で あ る こ と 。
【 ０ ０ ３ ４ 】
　 形 質 移 入 し た 細 胞 に お け る 第 VIII因 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 蓄 積 を 制 限 し 得 る 、 転 写 の 減 衰 を 含
め た 様 々 な 要 因 が 提 案 さ れ て い る （ Hoeben et al 1995 Blood 85: 2447-54； Koeberl et 
al 1995 Human Gene Ther. 6: 469-79； Fallaux et al 1996 Mol. Cell Biol. 16: 4264-
72） 。 し か し 、 Kaufman et al (1989、 同 書 )は 、 速 度 を 制 限 す る 主 要 な 工 程 は 転 写 後 の レ
ベ ル で あ る こ と を 提 案 し た 。 第 VIII因 子 の 上 流 に イ ン ト ロ ン を 含 め る こ と は 、 発 現 を 顕 著

10

20

30

40

50

(9) JP 2007-510412 A 2007.4.26



に 向 上 さ せ る こ と が 判 明 し て い る （ Chuah et al 1995 Human Gene Ther. 6: 1363-77； Dw
arki et al 1995 Proc Natl Acad Sci. USA 92: 1023-7； Chuah et al 1998 Human Gene 
Ther. 9: 353-65； VandenDriessche et al 1999 Proc Natl Acad Sci. USA 96: 10379-84
） 。
【 ０ ０ ３ ５ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 哺 乳 動 物 細 胞 に お け る 効 率 的 な 発 現 の た め に コ
ド ン が 最 適 化 さ れ て い る 、 第 VIII因 子 を コ ー ド す る ポ リ ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ３ ６ 】
　 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の コ ド ン を 最 適 化 す る 理 論 的 根 拠 は 、 翻 訳 効 率 を 向 上 さ せ る こ と で
あ っ た 。 阻 害 要 素 の 排 除 に よ る 第 VIII因 子 ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 蓄 積 の 顕 著 な 増 強 は 、 こ の 戦 略 は 以
前 に 試 み ら れ 、 成 功 し な か っ た こ と か ら 可 能 性 が 低 い と 考 え ら れ て い た ： 推 定 上 の １ ． ２
ｋ ｂ の 阻 害 領 域 の 保 存 的 突 然 変 異 誘 発 で は 、 第 VIII因 子 の 発 現 を 顕 著 に 増 加 さ せ る こ と に
成 功 し な か っ た （ Chuah et al 1995、 同 書 ） 。 実 際 、 転 写 阻 害 要 素 の 存 在 自 体 が 疑 問 視 さ
れ て い る （ Kaufman, 1999 Human Gene Ther. 10: 2091-107） 。 コ ド ン の 最 適 化 に よ り 、
Ｈ Ｉ Ｖ － １ 　 Ｇ ａ ｇ Ｐ ｏ ｌ （ Kotsopoulou et al 2000 J. Virol. 74: 4839-52） 及 び Ｃ ｒ
ｅ リ コ ン ビ ナ ー ゼ （ Koresawa 2000 Transplant Proc. 32: 2516-7） な ど の ウ イ ル ス 、 細
菌 、 例 え ば テ ト ラ サ イ ク リ ン リ プ レ ッ サ ー （ Wells 1999 Transgenic Res. 8: 371-81） 、
並 び に オ ワ ン ク ラ ゲ （ Aequorea Victoria） 由 来 の 緑 色 蛍 光 タ ン パ ク 質 （ Haas et al 1996
 Curr Biol. 6: 315-24） か ら 遺 伝 子 の 発 現 を 向 上 さ せ る こ と に 非 常 に 成 功 し て い る 。 こ
れ ら の 生 物 は 哺 乳 動 物 か ら 高 度 に 分 岐 し て い る の で 、 高 度 に 発 現 さ れ る ヒ ト タ ン パ ク 質 の
コ ド ン の 偏 り に 同 調 す る よ う に こ れ ら の 遺 伝 子 を 再 操 作 す る こ と に よ り 、 相 当 な 発 現 の 向
上 が 生 じ る こ と が 期 待 さ れ 得 る 。 哺 乳 動 物 の 遺 伝 子 は 、 例 え ば 大 腸 菌 由 来 の 遺 伝 子 ほ ど 重
大 な コ ド ン の 偏 り を 示 さ な い 。
【 ０ ０ ３ ７ 】
　 そ れ で も や は り 、 発 現 が 乏 し い 遺 伝 子 で あ る の で 、 本 発 明 者 ら は 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の
コ ド ン を 再 操 作 す る こ と を 決 定 し た 。 第 VIII因 子 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 効 率 は 、 試 験 し た ２ つ
の 別 の ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 す な わ ち ｖ Ｗ Ｆ 及 び ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵 素 （ Kaufman et al, 1989、 同
書 ） の 翻 訳 効 率 に 匹 敵 す る こ と が 以 前 に 判 明 し て い る の で 、 遺 伝 子 発 現 の 増 強 は 控 え め で
あ る 可 能 性 が 高 い と 予 測 さ れ て い た 。 そ れ に も か か わ ら ず 、 こ の 遺 伝 子 の 発 現 の 向 上 は い
く ら で あ っ て も 血 友 病 Ａ の 遺 伝 子 治 療 法 の 開 発 に 有 用 と な る の で 、 こ れ は 労 力 を か け る 価
値 が あ る 手 法 で あ る と 考 え た 。
【 ０ ０ ３ ８ 】
　 驚 く べ き こ と に 、 本 発 明 者 ら は 、 コ ド ン の 最 適 化 に よ り 第 VIII因 子 の 発 現 が 約 ２ ０ 倍 向
上 す る こ と を 発 見 し た 。 こ の 向 上 の 規 模 は 、 以 下 の 観 点 か ら 驚 く べ き で あ る ：
　 １ ． 第 VIII因 子 は ヒ ト 遺 伝 子 で あ り 、 利 点 が 生 じ て も 、 ウ イ ル ス 若 し く は 細 菌 の 遺 伝 子
、 又 は 異 な る 種 由 来 の 遺 伝 子 の 再 操 作 と 比 較 し て 控 え め で あ る と 予 測 さ れ て い た 。
【 ０ ０ ３ ９ 】
　 ２ ． 以 前 の 同 様 の 戦 略 （ ｃ Ｄ Ｎ Ａ の ほ ぼ 四 分 の 一 の 保 存 的 突 然 変 異 誘 発 ） で は 発 現 の 向
上 が 成 功 し て い な か っ た 。
【 ０ ０ ４ ０ 】
　 ３ ． ｍ Ｒ Ｎ Ａ の 翻 訳 が 研 究 さ れ て お り 、 非 効 率 的 で あ る こ と は 判 明 し て い な か っ た 。
【 ０ ０ ４ １ 】
　 高 度 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 コ ド ン の 最 適 化 は 、 高 度 に 発 現 さ れ る ヒ ト 遺 伝 子 の コ ド
ン 使 用 頻 度 に 基 づ く （ Haas et al 1996, Curr. Biol. 6, 315） 。 図 １ ５ に 示 し た 第 VIII
因 子 の 遺 伝 子 の 表 を 参 照 さ れ た い 。 コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の 好 ま し い 実
施 形 態 を 図 １ ９ 及 び 図 ２ １ に 示 し た （ 塩 基 ２ ０ ～ ７ ０ ７ ２ ） 。
【 ０ ０ ４ ２ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 に よ れ ば 、 本 発 明 は 、 第 １ の 目 的 ヌ ク レ オ チ ド （ Ｎ Ｏ Ｉ ） を 送 達 す る
能 力 を 有 し 、 且 つ レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ ベ ク タ ー か ら 誘 導 可 能 な レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で
あ っ て 、 レ ト ロ ウ イ ル ス プ ロ ベ ク タ ー は 、 内 部 プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 第
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１ の Ｎ Ｏ Ｉ 、 及 び 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ が ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て 除 去 さ れ る こ と が で き る よ う に 第
１ の Ｎ Ｏ Ｉ と 内 部 プ ロ モ ー タ ー と の 間 に 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ を 含 み 、 プ ロ モ ー タ ー 、 第 １ の Ｎ Ｏ
Ｉ 及 び 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 逆 相 補 的 配 向 に あ り 、 任 意 選 択 で 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ に 対
し て フ レ ー ム 外 に あ る 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 提 供 す る 。
【 ０ ０ ４ ３ 】
　 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 、 コ ド ン
を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 及 び ／ 又 は 第 VIII因 子 と 共 に 用 い る ウ イ ル ス ベ ク タ ー の ゲ ノ ム は
、 以 下 の 特 徴 の 少 な く と も １ つ 又 は 複 数 を 有 す る ：
　 １ ． Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ が 存 在 す る
　 ２ ． 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー が 突 然 変 異 し て い る
　 ３ ． Ｔ ａ ｔ 　 Ｏ Ｒ Ｆ が 部 分 的 に 破 壊 さ れ て い る
　 ４ ． 上 流 Ｏ Ｒ Ｆ か ら の 読 み 過 ご し の 可 能 性 を 最 小 限 に す る た め に 、 第 VIII因 子 の Ｏ Ｒ Ｆ
を フ レ ー ム 外 に ク ロ ー ニ ン グ し 得 る 。
【 ０ ０ ４ ４ 】
　 本 発 明 は 、 治 療 遺 伝 子 を 発 現 さ せ ず に パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 で 組 換 え ベ ク タ ー の 産 生 を
可 能 に す る 、 ベ ク タ ー 構 築 体 に 関 す る 。 こ れ は 、 好 ま し く は フ レ ー ム 外 に あ る 、 Ｏ Ｒ Ｆ （
オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 、 open reading frame） 又 は 少 な く と も そ の 一 部 を 含 む イ
ン ト ロ ン を 、 任 意 選 択 で そ れ 自 身 の プ ロ モ ー タ ー と 共 に 、 そ の プ ロ モ ー タ ー と 治 療 遺 伝 子
と の 間 に 挿 入 す る こ と に よ っ て 果 た す 。 Ｏ Ｒ Ｆ は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ｌ ａ ｃ
Ｚ 及 び Ｇ Ｆ Ｐ な ど の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 又 は 抗 生 物 質 耐 性 遺 伝 子 を 含 め た 任 意 の 遺 伝 子 を コ
ー ド し て い て よ い 。 Ｏ Ｒ Ｆ も 逆 相 補 的 配 向 に あ り 、 こ れ は 内 部 プ ロ モ ー タ ー の 下 流 で 最 初
に 遭 遇 す る Ｏ Ｒ Ｆ で あ る の で 、 翻 訳 機 構 に よ っ て 治 療 遺 伝 子 の 前 に 翻 訳 さ れ る 。 翻 訳 は 、
Ｏ Ｒ Ｆ の 最 後 で 、 ス ト ッ プ シ グ ナ ル の 位 置 で 停 止 す る 。 治 療 遺 伝 子 の 発 現 の 可 能 性 を さ ら
に 最 小 限 に す る た め に 、 ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル （ や は り イ ン ト ロ ン 内 に あ る ） を 第 １ の
Ｏ Ｒ Ｆ の 後 に 付 加 し 得 る 。 こ れ に よ り 、 翻 訳 停 止 及 び こ の 点 以 降 の 逆 相 補 鎖 の 転 写 の 低 減
が 補 助 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ５ 】
　 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ が 標 的 細 胞 内 で 発 現 さ れ る た め に は 、 ベ ク タ ー ゲ ノ ム 転 写 物 中 で イ ン ト ロ
ン 内 の Ｏ Ｒ Ｆ が 取 り 除 か れ て い る 必 要 が あ る 。 こ れ は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ の 前 に ゲ ノ ム 転 写
物 の ス プ ラ イ シ ン グ を 行 う た め に 、 こ の 領 域 中 に 隣 接 し て ス プ ラ イ ス ド ナ ー 及 び ス プ ラ イ
ス ア ク セ プ タ ー 部 位 が 正 し い 配 向 で 存 在 す る こ と に よ っ て 保 証 さ れ る 。 ｒ ｅ ｖ が 存 在 す る
場 合 は 、 イ ン ト ロ ン は 位 置 が 変 わ ら な い 。 ｒ ｅ ｖ が 存 在 し な い 場 合 は 、 イ ン ト ロ ン は ス プ
ラ イ シ ン グ さ れ て 除 去 さ れ 、 し た が っ て Ｏ Ｒ Ｆ も 取 り 除 か れ る 。 後 者 で 形 質 導 入 し た 標 的
細 胞 で は 、 治 療 遺 伝 子 は 正 常 ど お り 発 現 さ れ る 。 言 い 換 え れ ば 、 こ の 戦 略 は 、 ｒ ｅ ｖ の 非
存 在 下 で ベ ク タ ー を 産 生 さ せ る 能 力 を 利 用 し て い る 。 Ｏ Ｒ Ｆ に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク
質 は 産 生 細 胞 中 で 発 現 さ れ 、 治 療 遺 伝 子 は 発 現 さ れ な い 。 し か し 、 Ｏ Ｒ Ｆ は パ ッ ケ ー ジ ン
グ の 前 に ゲ ノ ム 転 写 物 か ら ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て 除 去 さ れ る 。 第 １ の Ｏ Ｒ Ｆ が ゲ ノ ム 転 写
物 か ら ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て 除 去 さ れ る の で 、 治 療 遺 伝 子 は 組 込 み 後 、 形 質 導 入 し た 細 胞
中 で 発 現 さ れ る 。
【 ０ ０ ４ ６ 】
　 本 発 明 に よ れ ば 、 そ れ ぞ れ の Ｎ Ｓ は 任 意 の 適 切 な ヌ ク レ オ チ ド 配 列 で あ る こ と が で き る
。 例 え ば 、 そ れ ぞ れ の 配 列 は 、 独 立 し て 、 合 成 に よ っ て 調 製 し 得 る か 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術
を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る か 、 天 然 源 か ら 単 離 し 得 る か 、 又 は そ れ ら の 組 合 せ で あ
り 得 る 、 Ｄ Ｎ Ａ 又 は Ｒ Ｎ Ａ で あ る こ と が で き る 。 配 列 は セ ン ス 配 列 又 は ア ン チ セ ン ス 配 列
で あ り 得 る 。 互 い に 直 接 若 し く は 間 接 的 に 結 合 さ れ て い て も よ い 、 又 は そ の 組 合 せ で も よ
い 、 複 数 の 配 列 が 存 在 し て い て も よ い 。
【 ０ ０ ４ ７ 】
　 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で の 使 用 が 成 功 し て い る 以 下 の 選 択 マ ー カ ー
の う ち 任 意 の １ つ 又 は 複 数 を 含 み 得 る ： そ れ ぞ れ Ｇ ４ １ ８ 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン に 対 す る
耐 性 を 与 え る 細 菌 性 ネ オ マ イ シ ン 及 び ハ イ グ ロ マ イ シ ン ホ ス ホ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ 遺 伝 子
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（ Palmer et al 1987 Proc Natl Acad Sci 84: 1055-1059； Yang et al 1987 Mol Cell B
iol 7: 3923-3928） ； メ ト ト レ キ サ ー ト に 対 す る 耐 性 を 与 え る マ ウ ス ジ ヒ ド ロ 葉 酸 還 元 酵
素 遺 伝 子 （ ｄ ｈ ｆ ｒ ） 突 然 変 異 体 （ Miller et al 1985 Mol Cell Biol 5: 431-437） ； 細
胞 が ミ コ フ ェ ノ ー ル 酸 、 キ サ ン チ ン 及 び ア ミ ノ プ テ リ ン を 含 む 培 地 中 で 増 殖 す る こ と を 可
能 に す る 細 菌 性 ｇ ｐ ｔ 遺 伝 子 （ Mann et al 1983 Cell 33: 153-159） ； 細 胞 が ヒ ス チ ジ ン
を 含 ま な い が ヒ ス チ ジ ノ ー ル を 含 む 培 地 中 で 増 殖 す る こ と を 可 能 に す る 細 菌 性 ｈ ｉ ｓ Ｄ 遺
伝 子 （ Danos及 び Mulligan 1988 Proc Natl Acad Sci 85: 6460-6464） ； 様 々 な 薬 物 に 対
す る 耐 性 を 与 え る 多 剤 耐 性 遺 伝 子 （ ｍ ｄ ｒ ） （ Guild et al 1988 Proc Natl Acad Sci 85
: 1595-1599； Pastan et al 1988 Proc Natl Acad Sci 85: 4486-4490） 並 び に プ ロ マ イ
シ ン 又 は フ レ オ マ イ シ ン に 対 す る 耐 性 を 与 え る 細 菌 性 遺 伝 子 （ Morgenstern及 び Land 1990
 Nucleic Acid Res 18: 3587-3596） 。
【 ０ ０ ４ ８ 】
　 こ れ ら の マ ー カ ー は す べ て 優 性 選 択 マ ー カ ー で あ り 、 こ れ ら の 遺 伝 子 を 発 現 す る ほ と ん
ど の 細 胞 の 化 学 的 選 択 を 可 能 に す る 。 Ｇ Ｆ Ｐ ／ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ も 優 性 マ ー カ ー と み
な す こ と が で き る 。 Ｇ Ｆ Ｐ ／ β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ を 発 現 す る 細 胞 は 、 蛍 光 活 性 化 細 胞 分
取 器 を 用 い て 選 択 す る こ と が で き る 。 実 際 、 任 意 の 細 胞 表 面 タ ン パ ク 質 が 、 こ の タ ン パ ク
質 を 既 に 産 生 し て い な い 細 胞 の 選 択 マ ー カ ー を 提 供 す る こ と が で き る 。 こ の タ ン パ ク 質 を
発 現 す る 細 胞 は 、 こ の タ ン パ ク 質 に 対 す る 蛍 光 抗 体 及 び 細 胞 分 取 器 を 用 い て 選 択 す る こ と
が で き る 。 ベ ク タ ー に 含 ま れ た こ と の あ る 他 の 選 択 マ ー カ ー に は 、 細 胞 が ヒ ポ キ サ ン チ ン
、 ア メ ト プ テ リ ン 及 び チ ミ ジ ン を 含 む 培 地 で 増 殖 す る こ と を 可 能 に す る ｈ ｐ ｒ ｔ 及 び Ｈ Ｓ
Ｖ チ ミ ジ ン キ ナ ー ゼ が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ４ ９ 】
　 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 、 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ が パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 で 翻 訳 さ れ な い よ う に す る が （
例 え ば ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル ） 、 形 質 導 入 の 後 そ れ が ス プ ラ イ シ ン グ に よ っ て 取 り 除 か
れ た 場 合 、 そ の 後 に 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ は 機 能 的 発 現 の た め に 露 呈 さ れ る 非 コ ー ド 配 列 を 含 む こ
と が で き る 。
【 ０ ０ ５ ０ 】
　 第 ２ の Ｎ Ｏ Ｉ は 、 産 生 系 の 複 雑 性 を 軽 減 す る こ と が で き る 、 Ｅ ｎ ｖ タ ン パ ク 質 を コ ー ド
す る ｅ ｎ ｖ な ど の ウ イ ル ス の 必 須 要 素 も コ ー ド し て い て よ い 。
【 ０ ０ ５ １ 】
　 適 切 な 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ の コ ー ド 配 列 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 サ イ ト カ イ ン 、
ケ モ カ イ ン 、 ホ ル モ ン 、 抗 体 、 操 作 し た 免 疫 グ ロ ブ リ ン 様 分 子 、 単 鎖 抗 体 、 融 合 タ ン パ ク
質 、 酵 素 、 免 疫 共 刺 激 分 子 、 免 疫 調 節 分 子 、 抗 セ ン ス Ｒ Ｎ Ａ 、 標 的 タ ン パ ク 質 の ト ラ ン ス
優 性 （ transdominant） 陰 性 突 然 変 異 体 、 毒 素 、 条 件 付 毒 素 、 抗 原 、 腫 瘍 抑 制 タ ン パ ク 質
及 び 成 長 因 子 、 膜 タ ン パ ク 質 、 血 管 作 用 性 タ ン パ ク 質 及 び ペ プ チ ド 、 抗 ウ イ ル ス タ ン パ ク
質 及 び リ ボ ザ イ ム 、 並 び に そ れ ら の 誘 導 体 （ レ ポ ー タ ー グ ル ー プ と 会 合 し て い る も の な ど
） を コ ー ド す る 配 列 な ど の 、 治 療 的 及 び ／ 又 は 診 断 的 用 途 の も の が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ５ ２ 】
　 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ の コ ー ド 配 列 は 、 コ ー ド 配 列 の 融 合 タ ン パ ク 質 又 は セ グ メ ン ト を コ ー ド し
て い て も よ い 。
【 発 明 を 実 施 す る た め の 最 良 の 形 態 】
【 ０ ０ ５ ３ 】
　 以 降 、 本 発 明 の 様 々 な 好 ま し い 特 徴 及 び 実 施 形 態 を 非 限 定 的 な 例 に よ っ て 説 明 す る 。
【 ０ ０ ５ ４ 】
　 本 発 明 の 実 施 に は 、 別 段 に 指 定 し な い 限 り は 、 当 業 者 の 能 力 範 囲 に あ る 化 学 、 分 子 生 物
学 、 微 生 物 学 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 学 及 び 免 疫 学 の 慣 用 技 術 を 用 い る 。 こ の よ う な 技 術 は 文 献 中
に 説 明 さ れ て い る 。 例 え ば 、 J. Sambrook, E. F. Fritsch, and T. Maniatis, 1989, Mol
ecular Cloning: A Laboratory Manual, Second Edition, Books 1-3, Cold Spring Harb
or Laboratory Press； Ausubel, F. M. et al. (1995 and periodic supplements；  Curr
ent Protocols in Molecular Biology, ch. 9, 13, and 16, John Wiley & Sons, New Yo
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rk, N.Y.)； B. Roe, J. Crabtree, and A. Kahn, 1996, DNA Isolation and Sequencing:
 Essential Techniques, John Wiley & Sons； J. M. Polak and James O'D. McGee, 1990
, In Situ Hybridization: Principles and Practice；  Oxford University Press；  M. 
J. Gait (Editor), 1984, Oligonucleotide Synthesis: A Practical Approach, Irl Pre
ss； 並 び に D. M. J. Lilley and J. E. Dahlberg, 1992, Methods of Enzymology: DNA S
tructure Part A: Synthesis and Physical Analysis of DNA Methods in Enzymology, A
cademic Pressを 参 照 さ れ た い 。 こ れ ら 一 般 的 な 書 籍 の そ れ ぞ れ は 本 明 細 書 中 に 参 考 と し
て 組 み 込 ま れ て い る 。
【 ０ ０ ５ ５ 】
　 第 VIII因 子 の 遺 伝 子
　 本 発 明 は 、 好 ま し く は ヒ ト 第 VIII因 子 又 は そ の 相 同 体 若 し く は 機 能 的 な 誘 導 体 を 生 じ さ
せ る 治 療 的 Ｎ Ｏ Ｉ の 使 用 を 含 む 。 機 能 的 な ヒ ト 第 VIII因 子 の 配 列 は 米 国 特 許 第 ５ ， ６ １ ８
， ７ ８ ８ 号 か ら 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ５ ６ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 完 全 長 の コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 を 構
築 し た 。
【 ０ ０ ５ ７ 】
　 Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の 誘 導 体 、 す な わ ち そ れ に 帰 す る 必 須 の 機
能 が な い Ｂ － ド メ イ ン 分 子 が 欠 失 し て お り 、 本 発 明 で 用 い 得 る 誘 導 体 が い く つ か 存 在 す る
。
【 ０ ０ ５ ８ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 者 ら の 合 成 遺 伝 子 は 、 生 化 学 的 に よ く 特 徴 づ け ら れ て い る 「 Ｌ
Ａ 」 型 に 基 づ く （ Pittman et al 1993） 。 野 生 型 及 び コ ド ン を 最 適 化 し た 遺 伝 子 の 比 較 を
可 能 に す る た め に 、 こ の 構 築 体 の 前 駆 体 で あ る pDGR-2（ Toole et al 1986） を Ｌ Ｇ Ｃ （ Ａ
Ｔ Ｃ Ｃ ＃ ５ ３ １ ０ ０ ） か ら 注 文 し た 。 ２ つ の 遺 伝 子 の コ ド ン を 最 適 化 し た 型 及 び 野 生 型 を
ど ち ら も 構 築 し た 。
【 ０ ０ ５ ９ 】
　 別 の 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 こ の 合 成 遺 伝 子 か ら 重 複 （ overlapping） Ｐ Ｃ Ｒ に
よ っ て よ り 短 い 「 Ｓ Ｑ 」 型 を 構 築 し た 。
【 ０ ０ ６ ０ 】
　 第 VIII因 子 の Ｂ － ド メ イ ン に 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 図 ３ に 示 し た 。
【 ０ ０ ６ １ 】
　 コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 例 を 図 １ ９ 及 び 図 ２ １ に 示 し た （
塩 基 ２ ０ ～ ７ ０ ７ ２ を 参 照 さ れ た い ） 。
【 ０ ０ ６ ２ 】
　 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い た ゲ ノ ム の 構 築
　 肝 臓 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー
　 ヒ ト α １ － 抗 ト リ プ シ ン （ ｈ Ａ Ａ Ｔ ） プ ロ モ ー タ ー は 、 肝 臓 に 特 異 的 な 強 力 な プ ロ モ ー
タ ー と み な さ れ て い る 。 最 近 の 研 究 で は 、 ア ル ブ ミ ン 、 ヒ ト α １ － 抗 ト リ プ シ ン 及 び ヘ モ
ペ キ シ ン の プ ロ モ ー タ ー （ 単 独 で 及 び エ ン ハ ン サ ー 領 域 と 組 み 合 わ せ て ） を 、 水 力 学 的 送
達 に よ っ て 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 及 び マ ウ ス 内 で 試 験 し た （ Kramer et al 2003、 同 書 ）
。 長 期 的 な 研 究 （ ５ ０ 日 間 ） か ら の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ デ ー タ に よ り 、 ヒ ト α １ － 抗 ト リ プ シ
ン プ ロ モ ー タ ー は 安 定 し た レ ベ ル の レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 の 発 現 を 生 じ さ せ る こ と が 示 さ れ た
。 ｈ Ａ Ａ Ｔ 、 ネ ズ ミ ア ル ブ ミ ン 、 ラ ッ ト ホ ス ホ エ ノ ー ル ピ ル ビ ン 酸 カ ル ボ キ シ キ ナ ー ゼ （
Ｐ Ｅ Ｐ Ｃ Ｋ 、 phosphoenolpyruvate carboxykinase） 及 び ラ ッ ト 肝 臓 脂 肪 酸 結 合 タ ン パ ク
質 プ ロ モ ー タ ー を レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー と の 関 係 で 比 較 し た 初 期 の 研 究 で は 、 ｈ Ａ Ａ Ｔ
プ ロ モ ー タ ー が 最 も 高 い 発 現 を も た ら す こ と が 判 明 し て い る （ Hafenrichter et al 1994 
Blood 84: 3394-404） 。 し か し 、 前 述 の 肝 臓 プ ロ モ ー タ ー の う ち 任 意 の も の を 用 い 得 る 。
【 ０ ０ ６ ３ 】
　 試 験 用 に ｈ Ａ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー を 選 択 し た 。 こ の プ ロ モ ー タ ー は 、 Kramer et al 2003
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、 同 書 に 記 載 の プ ラ イ マ ー に 基 づ く が 、 一 部 改 変 を 加 え た プ ラ イ マ ー を 用 い て 、 Ｐ Ｃ Ｒ に
よ っ て Ｈ Ｔ １ ０ ８ ０ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら ク ロ ー ニ ン グ し た 。 用 い た プ ラ イ マ ー は 以 下 の と お
り で あ る ：
（ 制 限 部 位 及 び オ ー バ ー ハ ン グ を 含 む ） ：
HAATN: TATGAGCGGCCGCGTACCCGCCACCCCCTCCACCTTGG
（ Ｎ ｏ ｔ Ｉ 部 位 を 含 む ）
HAATP: ATCATGCACGTGTTCACTGTCCCAGGTCAGTGGTG
（ Ｐ ｍ ｌ Ｉ 部 位 を 含 む ）
　 プ ロ モ ー タ ー の 模 式 図 を 図 ４ に 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ４ 】
　 ま た 、 ヒ ト 血 清 ア ル ブ ミ ン エ ン ハ ン サ ー 、 ヒ ト プ ロ ト ロ ン ビ ン エ ン ハ ン サ ー 、 α － １ ミ
ク ロ グ ロ ブ リ ン エ ン ハ ン サ ー 及 び イ ン ト ロ ン ア ル ド ラ ー ゼ エ ン ハ ン サ ー な ど の 肝 臓 に 特 異
的 な エ ン ハ ン サ ー 要 素 も 用 い 得 る 。 本 発 明 で 用 い る 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー に は 、 そ れ
だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ア ポ リ ポ タ ン パ ク 質 Ｅ （ Ａ ｐ ｏ Ｅ 、 apolipoprotein E） 由 来 の
肝 部 制 御 領 域 の 遺 伝 子 （ Ｈ Ｃ Ｒ 、 hepatic locus control region） 、 肝 炎 Ｂ ウ イ ル ス （ Ｈ
Ｂ Ｖ 、 hepatitis B virus） エ ン ハ ン サ ー ２ 要 素 及 び ア ル ブ ミ ン エ ン ハ ン サ ー な ど の １ つ
又 は 複 数 の エ ン ハ ン サ ー が 含 ま れ 得 る 。
【 ０ ０ ６ ５ 】
　 内 皮 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー
　 い く つ か の 出 版 物 が 、 ｆ ｍ ｓ 様 チ ロ シ ン キ ナ ー ゼ － １ （ Ｆ ｌ ｔ － １ ／ Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 －
１ ） 、 細 胞 間 接 着 分 子 － ２ （ Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ 、 intercellular adhesion molecule-2） 、 フ
ォ ン ウ ィ ル ブ ラ ン ド 因 子 （ ｖ Ｗ Ｆ ） 、 Ｖ Ｅ Ｇ Ｆ 受 容 体 － ２ （ Ｆ ｌ ｋ － １ ／ Ｋ Ｄ Ｒ ） 、 エ ン
ド グ リ ン （ Nicklin et al 2001 Hypertension 38: 65-70； Kappel et al 1999 Blood 93:
4284-92； Cowan et al 1998 J. Biol Chem. 273: 11737-44； Velasco et al 2001 Gene T
her. 8:897-904） 並 び に ｔ ｉ ｅ １ 及 び ｔ ｉ ｅ ２ な ど の ｔ ｉ ｅ プ ロ モ ー タ ー （ Korhonen et 
al 1 Blood 86:1828-35） を 含 め た 、 本 発 明 で 用 い 得 る 内 皮 に 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー の 分
析 に つ い て 記 載 し て い る 。
【 ０ ０ ６ ６ 】
　 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ プ ロ モ ー タ ー は 、 Nicklin et al 2001、 同 書 に 記 載 の も の に 基 づ い た プ ラ
イ マ ー を 用 い て 、 ２ ９ ３ Ｔ ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ か ら 増 幅 し 得 る 。
【 ０ ０ ６ ７ 】
　 産 生 細 胞 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 の 防 止
　 高 度 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 を 、 本 発 明
の 第 １ の 態 様 の ベ ク タ ー 内 に 、 ヒ ト α １ 抗 ト リ プ シ ン （ ｈ Ａ Ａ Ｔ 、 human alpha one anti
trypsin） 肝 臓 特 異 的 プ ロ モ ー タ ー の 制 御 下 で 挿 入 し た 。 こ れ に よ り 、 血 友 病 緩 和 さ せ る
た め の 遺 伝 子 治 療 で 使 用 す る の に 十 分 に 高 い 力 価 で ベ ク タ ー を 産 生 さ せ る こ と が 可 能 と な
っ た 。 産 生 細 胞 中 に お け る 第 VIII因 子 の 発 現 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る ベ ク タ ー 産 生 の 問 題
を 迂 回 す る こ と 。
【 ０ ０ ６ ８ 】
　 産 生 細 胞 中 で の 第 VIII因 子 の 発 現 は 力 価 を 低 下 さ せ て い る と 思 わ れ る の で 、 こ れ ら の 細
胞 中 で の 発 現 を 妨 げ る 代 替 戦 略 が 考 案 さ れ た 。 こ の 戦 略 で は 、 Ｒ ｅ ｖ の 非 存 在 下 で 新 し い
世 代 の Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ベ ク タ ー を 産 生 さ せ る 能 力 を 活 用 す る 。 オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （
Ｏ Ｒ Ｆ ） を 内 部 プ ロ モ ー タ ー と 治 療 遺 伝 子 と の 間 に 挿 入 す る 。 こ れ ら は す べ て 逆 配 向 に あ
る 。 し た が っ て 、 こ の Ｏ Ｒ Ｆ に コ ー ド さ れ て い る タ ン パ ク 質 は 産 生 細 胞 中 で 発 現 さ れ 、 治
療 タ ン パ ク 質 は 発 現 さ れ な い 。 Ｏ Ｒ Ｆ 及 び そ の ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル は 、 （ Ｒ ｅ ｖ の 非
存 在 下 で ） パ ッ ケ ー ジ ン グ の 前 に ゲ ノ ム 転 写 物 か ら ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て 除 去 さ れ る よ う
に イ ン ト ロ ン 内 に 含 ま れ て い る 。 こ れ を 図 １ に 示 し た 。
【 ０ ０ ６ ９ 】
　 第 １ の Ｏ Ｒ Ｆ は ゲ ノ ム 転 写 物 か ら ス プ ラ イ シ ン グ さ れ て 除 去 さ れ て い る の で 、 組 込 み 後
に は 形 質 導 入 し た 細 胞 中 で 治 療 遺 伝 子 が 発 現 さ れ る （ 図 ２ ） 。
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【 ０ ０ ７ ０ 】
　 こ の 戦 略 を 試 験 す る た め に 、 図 １ に 示 す 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 及 び Ｇ Ｆ Ｐ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 含 む
ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 こ れ ら の ベ ク タ ー を 用 い る こ と で 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ タ ン パ ク 質 の 発 現 は 産
生 細 胞 中 で は 最 小 限 で あ る が 、 形 質 導 入 後 に は 高 レ ベ ル の 発 現 が 得 ら れ る 。
【 ０ ０ ７ １ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス
　 当 分 野 で は 周 知 の よ う に 、 ベ ク タ ー と は 、 実 体 が １ つ の 環 境 か ら 別 の 環 境 へ と 移 動 す る
こ と を 可 能 に す る 又 は 容 易 に す る ツ ー ル で あ る 。 本 発 明 に よ れ ば 、 例 と し て 、 組 換 え Ｄ Ｎ
Ａ 技 術 で 用 い る 一 部 の ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト （ 異 種 ｃ Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト な ど の 異
種 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト 等 ） な ど の 実 体 を 、 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト を 含 む ベ ク タ ー を 複 製 す る こ と
を 目 的 と し て 宿 主 細 胞 内 に 移 動 す る こ と を 可 能 に す る 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 で 用 い る ベ ク タ
ー の 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 プ ラ ス ミ ド 、 染 色 体 、 人 工 染 色 体 又 は ウ イ ル
ス が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ２ 】
　 用 語 「 発 現 ベ ク タ ー 」 と は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 又 は ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ ／ ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ の
発 現 が 可 能 な 構 築 体 を 意 味 す る 。
【 ０ ０ ７ ３ 】
　 本 発 明 の 態 様 で 用 い る レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 任 意 の 適 切 な レ ト ロ ウ イ ル ス に 由 来
す る 、 又 は そ れ か ら 誘 導 可 能 で あ り 得 る 。 多 数 の 様 々 な レ ト ロ ウ イ ル ス が 同 定 さ れ て い る
。 例 に は 、 ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｌ Ｖ 、 murine leukemia virus） 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ
イ ル ス （ Ｈ Ｉ Ｖ 、 human immunodeficiency virus） 、 ヒ ト Ｔ 細 胞 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｈ Ｔ Ｌ
Ｖ 、 human T-cell leukemia virus） 、 マ ウ ス 乳 腺 腫 瘍 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｍ Ｔ Ｖ 、 mouse mamma
ry tumour virus） 、 ラ ウ ス 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｒ Ｓ Ｖ 、 Rous sarcoma virus） 、 藤 浪 肉 腫 ウ
イ ル ス （ Ｆ ｕ Ｓ Ｖ 、 Fujinami sarcoma virus） 、 モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ ｏ －
Ｍ Ｌ Ｖ 、 Moloney  murine leukemia virus） 、 Ｆ Ｂ Ｒ ネ ズ ミ 骨 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｆ Ｂ Ｒ 　 Ｍ
Ｓ Ｖ 、 FBR murine osteosarcoma virus） 、 モ ロ ニ ー ネ ズ ミ 肉 腫 ウ イ ル ス （ Ｍ ｏ － Ｍ Ｓ Ｖ
、 Moloney murine sarcoma virus） 、 ア ベ ル ソ ン ネ ズ ミ 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ａ － Ｍ Ｌ Ｖ 、 Ab
elson murine leukemia virus） 、 ト リ 骨 髄 球 腫 症 ウ イ ル ス － ２ ９ （ Ｍ Ｃ ２ ９ 、 Avian mye
locytomatosis virus-29） 、 及 び ト リ 赤 芽 球 症 ウ イ ル ス （ Ａ Ｅ Ｖ 、 Avian erythroblastos
is virus） が 含 ま れ る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス の 詳 細 な リ ス ト は Coffin et al., 1997, "retrov
iruses", Cold Spring Harbour Laboratory Press Eds: JM Coffin, SM Hughes, HE Varm
us pp 758-763に 見 つ か り 得 る 。
【 ０ ０ ７ ４ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス は 大 き く ２ つ に す な わ ち 、 「 単 純 」 及 び 「 複 合 」 に 分 類 し 得 る 。 レ ト ロ
ウ イ ル ス は 、 さ ら に ７ つ の 群 に 分 類 し 得 る 。 こ れ ら の 群 の う ち ５ つ は 、 発 癌 の 潜 在 性 を 有
す る レ ト ロ ウ イ ル ス を 表 す 。 残 り の ２ つ の 群 は レ ン チ ウ イ ル ス 及 び ス プ マ ウ イ ル ス で あ る
。 こ れ ら レ ト ロ ウ イ ル ス の 総 説 は 、 Coffin et al., 1997 (同 書 )に 示 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ７ ５ 】
　 本 発 明 の 方 法 で 用 い る た め の 典 型 的 な ベ ク タ ー で は 、 複 製 に 必 須 の １ つ 又 は 複 数 の タ ン
パ ク 質 コ ー ド 領 域 の 少 な く と も 一 部 を ウ イ ル ス か ら 取 り 除 き 得 る 。 こ れ に よ り 、 ウ イ ル ス
ベ ク タ ー は 複 製 に 欠 陥 を も つ こ と と な る 。 ま た 、 標 的 の 非 分 裂 宿 主 細 胞 に 形 質 導 入 す る こ
と が で き る 且 つ ／ 又 は そ の ゲ ノ ム を 宿 主 ゲ ノ ム 内 に 組 み 込 ま せ る こ と が で き る 候 補 の 変 調
部 分 を 含 む ベ ク タ ー を 産 生 さ せ る た め に 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 、 部 分 的 に 、 調 節 性 の 制 御 領
域 に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 候 補 の 変 調 部 分 と ベ ク タ ー ゲ ノ ム 内 の レ ポ ー タ ー 部 分 ｔ ｐ を
コ ー ド す る ラ イ ブ ラ リ で 置 き 換 え て も よ い 。
【 ０ ０ ７ ６ 】
　 好 ま し く は 、 標 的 の 非 分 裂 細 胞 又 は 分 裂 が 遅 い 細 胞 に 形 質 導 入 す る こ と が で き る ウ イ ル
ス ベ ク タ ー は レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ７ ７ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の よ り 大 き な 群 の 一 部 で あ る 。 レ
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ン チ ウ イ ル ス の 詳 細 な リ ス ト は 、 Coffin et al ("Retroviruses" 1997 Cold Spring Harb
our Laboratory Press Eds: JM Coffin, SM Hughes, HE Varmus pp 758-763)に 見 つ か り
得 る 。 手 短 に 述 べ る と 、 レ ン チ ウ イ ル ス は 霊 長 類 群 及 び 非 霊 長 類 群 に 分 け る こ と が で き る
。 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス の 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ヒ ト 免 疫 不 全 ウ イ ル ス
（ Ｈ Ｉ Ｖ ） 、 ヒ ト 自 己 免 疫 不 全 症 （ Ａ Ｉ Ｄ Ｓ 、 auto-immunodeficiency syndrome） の 原 因
物 質 、 及 び サ ル 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｓ Ｉ Ｖ 、 simian immunodeficiency virus） が 含 ま れ
る 。 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス 群 に は 、 プ ロ ト タ イ プ 「 遅 発 性 ウ イ ル ス 」 の ビ ス ナ ／ マ エ デ
ィ ウ イ ル ス （ Ｖ Ｍ Ｖ 、 visna/maedi virus） 、 並 び に そ れ に 関 連 す る ヤ ギ 関 節 炎 脳 炎 ウ イ
ル ス （ Ｃ Ａ Ｅ Ｖ 、 caprine arthritis-encephalitis virus） 、 ウ マ 科 動 物 伝 染 性 貧 血 ウ イ
ル ス （ Ｅ Ｉ Ａ Ｖ 、 equine infectious anaemia virus） 、 さ ら に よ り 最 近 に な っ て 記 述 さ
れ て い る ネ コ 科 動 物 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｆ Ｉ Ｖ 、 feline immunodeficiency virus） 及 び
ウ シ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｂ Ｉ Ｖ 、 bovine immunodeficiency virus） が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ７ ８ 】
　 レ ン チ ウ イ ル ス フ ァ ミ リ ー と 他 の 種 類 の レ ト ロ ウ イ ル ス と の 差 異 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス は
分 裂 細 胞 及 び 非 分 裂 細 胞 の ど ち ら に も 感 染 す る 能 力 を 有 す る こ と で あ る （ Lewis et al 19
92 EMBO. J 11: 3053-3058； Lewis and Emerman 1994 J. Virol. 68: 510-516） 。 対 照 的
に 、 Ｍ Ｌ Ｖ な ど の 他 の レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 例 え ば 筋 肉 、 脳 、 肺 及 び 肝 臓 組 織 を 構 成 す る 非
分 裂 細 胞 又 は 分 裂 が 遅 い 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き な い 。
【 ０ ０ ７ ９ 】
　 本 明 細 書 中 に お い て 本 発 明 の 一 部 の 態 様 で 使 用 す る 「 非 霊 長 類 」 ベ ク タ ー と は 、 主 と し
て 霊 長 類 、 特 に ヒ ト に 感 染 し な い ウ イ ル ス 由 来 の ベ ク タ ー を い う 。 し た が っ て 、 非 霊 長 類
ウ イ ル ス ベ ク タ ー に は 、 犬 、 羊 及 び 馬 、 爬 虫 類 、 鳥 並 び に 昆 虫 な ど の 非 霊 長 類 哺 乳 動 物 に
感 染 す る ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ ０ ８ ０ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る レ ン チ ウ イ ル ス の （ ｌ ｅ ｎ ｔ ｉ ｖ ｉ ｒ ａ ｌ ） ベ ク タ ー 又 は レ ン チ
ウ イ ル ス （ ｌ ｅ ｎ ｔ ｉ ｖ ｉ ｒ ｕ ｓ ） ベ ク タ ー と は 、 レ ン チ ウ イ ル ス か ら 誘 導 可 能 な 構 成 成
分 を 少 な く と も １ つ 含 む ベ ク タ ー で あ る 。 好 ま し く は 、 そ の 構 成 成 分 は 、 ベ ク タ ー が 細 胞
に 感 染 す る 、 遺 伝 子 を 発 現 す る 、 又 は 複 製 さ れ る 生 物 学 的 機 構 に 関 与 し て い る 。 用 語 「 誘
導 可 能 」 は 、 配 列 は 必 ず し も レ ト ロ ウ イ ル ス か ら 得 ら れ る 必 要 は な い が 、 そ れ か ら 誘 導 す
る こ と が で き る と い う 意 味 で 、 通 常 の 感 覚 で 使 用 さ れ る 。 例 と し て 、 配 列 は 合 成 に よ っ て
又 は 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 を 用 い る こ と に よ っ て 調 製 し 得 る 。
【 ０ ０ ８ １ 】
　 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス は 、 自 然 に は 霊 長 類 に 感 染 し な い レ ン チ ウ イ ル ス 科 の 任 意 の メ
ン バ ー で あ り 得 、 ネ コ 科 動 物 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｆ Ｉ Ｖ ） 、 ウ シ 免 疫 不 全 ウ イ ル ス （ Ｂ Ｉ
Ｖ ） 、 ヤ ギ 関 節 炎 脳 炎 ウ イ ル ス （ Ｃ Ａ Ｅ Ｖ ） 、 マ エ デ ィ ビ ス ナ ウ イ ル ス （ Ｍ Ｖ Ｖ 、 Maedi 
visna virus） 又 は ウ マ 科 動 物 伝 染 性 貧 血 ウ イ ル ス （ Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ） が 含 ま れ 得 る 。 好 ま し く
は 、 レ ン チ ウ イ ル ス は Ｅ Ｉ Ａ Ｖ で あ る 。 ウ マ 科 動 物 伝 染 性 貧 血 ウ イ ル ス は す べ て の ウ マ 科
動 物 に 感 染 し 、 血 漿 ウ イ ル ス 血 症 及 び 血 小 板 減 少 症 を 生 じ さ せ る （ Clabough, et al. 199
1. J Virol. 65:6242-51） 。 ウ イ ル ス の 複 製 は 、 単 球 か ら マ ク ロ フ ァ ー ジ へ の 成 熟 過 程 に
よ っ て 制 御 さ れ て い る と 考 え ら れ て い る 。
【 ０ ０ ８ ２ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は Ｅ Ｉ Ａ Ｖ 由 来 で あ る 。 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ は レ ン チ ウ イ ル ス
の 最 も 単 純 な ゲ ノ ム 構 造 を 有 し て お り 、 本 発 明 で の 使 用 に 特 に 好 ま し い 。 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ は 、 ｇ
ａ ｇ 、 ｐ ｏ ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 に 加 え て ３ つ の 他 の 遺 伝 子 、 す な わ ち ｔ ａ ｔ 、 ｒ ｅ ｖ 、 及
び Ｓ ２ を コ ー ド す る 。 Ｔ ａ ｔ は ウ イ ル ス の Ｌ Ｔ Ｒ の 転 写 活 性 化 剤 と し て 作 用 し （ Derse及
び Newbold 1993 Virology. 194:530-6； Maury, et al 1994 Virology. 200:632-42） 、 Ｒ
ｅ ｖ は ｒ ｅ ｖ 応 答 要 素 （ Ｒ Ｒ Ｅ 、 rev-response element） に よ っ て ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発 現
を 調 節 及 び コ ー デ ィ ネ ー ト す る （ Martarano et al 1994 J Virol. 68:3102-11） 。 こ れ ら
２ つ の タ ン パ ク 質 の 作 用 機 構 は 、 霊 長 類 ウ イ ル ス の 類 似 機 構 に 大 ま か に 似 て い る と 考 え ら
れ て い る （ Martano et al 同 書 ） 。 Ｓ ２ の 機 能 は 知 ら れ て い な い 。 さ ら に 、 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ タ ン
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パ ク 質 で あ る Ｔ ｔ ｍ が 同 定 さ れ て お り 、 こ れ は 、 膜 貫 通 タ ン パ ク 質 の 開 始 点 に あ る ｅ ｎ ｖ
コ ー ド 配 列 ま で ス プ ラ イ シ ン グ さ れ た ｔ ａ ｔ の 第 １ の エ ク ソ ン に よ っ て コ ー ド さ れ て い る
。
【 ０ ０ ８ ３ 】
　 プ ロ テ ア ー ゼ 、 逆 転 写 酵 素 及 び イ ン テ グ ラ ー ゼ に 加 え て 、 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス は ｄ
Ｕ Ｔ Ｐ ａ ｓ ｅ を コ ー ド す る 第 ４ の ｐ ｏ ｌ 遺 伝 子 産 物 を 含 む 。 こ の こ と は 、 こ れ ら の レ ン チ
ウ イ ル ス が 特 定 の 非 分 裂 細 胞 種 に 感 染 す る 能 力 に お い て 役 割 を 果 た し て い る か も し れ な い
。
【 ０ ０ ８ ４ 】
　 本 発 明 の こ の 態 様 の ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ は 、 ウ イ ル ス 又 は 非 ウ イ ル ス の 起 源 で あ り 得 る が 、
哺 乳 動 物 細 胞 な ど の 真 核 細 胞 中 で 発 現 を 指 揮 す る こ と が で き る プ ロ モ ー タ ー か ら 転 写 さ れ
る 。 任 意 選 択 で 、 エ ン ハ ン サ ー を プ ロ モ ー タ ー の 上 流 又 は 下 流 の ど ち ら か に 付 加 す る 。 Ｒ
Ｎ Ａ の 転 写 は 、 レ ン チ ウ イ ル ス の ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 中 に 提 供 さ れ 得 る ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 、 又 は
異 な る ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル で 停 止 す る 。
【 ０ ０ ８ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 は 、 プ ロ モ ー タ ー と 、 任 意 選 択 で 、 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ
ー ゲ ノ ム の 発 現 を 指 揮 す る こ と が で き る エ ン ハ ン サ ー と を 含 む Ｄ Ｎ Ａ 転 写 単 位 を 用 い る 。
【 ０ ０ ８ ６ 】
　 本 明 細 書 中 に 記 載 し た 転 写 単 位 は 、 転 写 さ れ る こ と が で き る 配 列 を 含 む 核 酸 の 領 域 を 含
む 。 し た が っ て 、 ｍ Ｒ Ｎ Ａ 、 ｔ Ｒ Ｎ Ａ 及 び ｒ Ｒ Ｎ Ａ を コ ー ド す る 配 列 が こ の 定 義 内 に 含 ま
れ る 。 配 列 は 、 プ ロ モ ー タ ー に 対 し て セ ン ス 方 向 又 は ア ン チ セ ン ス 方 向 で あ り 得 る 。 ア ン
チ セ ン ス 構 築 体 は 、 周 知 の 技 術 に 従 っ て 細 胞 内 で の 遺 伝 子 の 発 現 を 阻 害 す る た め に 用 い る
こ と が で き る 。 核 酸 は 、 例 え ば 、 リ ボ 核 酸 （ Ｒ Ｎ Ａ 、 ribonucleic acid） 若 し く は デ オ キ
シ リ ボ 核 酸 （ Ｄ Ｎ Ａ 、 deoxyribonucleic acid） 又 は そ の 類 似 体 で あ り 得 る 。 ｍ Ｒ Ｎ Ａ を
コ ー ド す る 配 列 は 、 任 意 選 択 で 、 翻 訳 さ れ た コ ー ド 配 列 と 天 然 に 又 は 他 の 方 法 で 会 合 し て
い る ５ ’ 及 び ／ 若 し く は ３ ’ の 転 写 さ れ て い る が 翻 訳 さ れ て い な い フ ラ ン キ ン グ 配 列 の 一
部 或 い は 全 体 を 含 む 。 こ の 配 列 は 、 通 常 は 転 写 さ れ た 配 列 、 例 え ば 転 写 ス ト ッ プ シ グ ナ ル
、 ポ リ ア デ ニ ル 化 部 位 及 び 下 流 の エ ン ハ ン サ ー 要 素 と 会 合 し て い る 、 配 列 と 会 合 し た 転 写
制 御 配 列 を さ ら に 含 み 得 る 。 核 酸 は ｃ Ｄ Ｎ Ａ 又 は ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ （ イ ン ト ロ ン を 含 み 得 る ）
を 含 み 得 る 。
【 ０ ０ ８ ７ 】
　 レ ト ロ ウ イ ル ス ゲ ノ ム の 基 本 構 造 は ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ 及 び ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ で あ り 、 そ の 間 又 は 内 部
に ゲ ノ ム の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 可 能 に す る パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 、 プ ラ イ マ ー 結 合 部 位 、
宿 主 細 胞 ゲ ノ ム 内 へ の 組 込 み を 可 能 に す る 組 込 み 部 位 、 並 び に パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 を コ ー
ド す る ｇ ａ ｇ 、 ｐ ｏ ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 （ こ れ ら は ウ イ ル ス 粒 子 の 組 立 て に 必 要 な ポ リ ペ
プ チ ド で あ る ） が 位 置 す る 。 よ り 複 合 的 な レ ト ロ ウ イ ル ス は 、 組 み 込 ま れ た プ ロ ウ イ ル ス
の Ｒ Ｎ Ａ 転 写 物 が 感 染 し た 標 的 細 胞 の 核 か ら 細 胞 質 へ と 効 率 的 に 輸 出 さ れ る こ と を 可 能 に
す る Ｈ Ｉ Ｖ 中 の ｒ ｅ ｖ 及 び Ｒ Ｒ Ｅ 配 列 な ど の 、 さ ら な る 特 徴 を 有 す る 。
【 ０ ０ ８ ８ 】
　 プ ロ ウ イ ル ス 内 で は 、 こ れ ら の 遺 伝 子 の 両 末 端 に 末 端 反 復 配 列 （ Ｌ Ｔ Ｒ ） と 呼 ば れ る 領
域 が 隣 接 し て い る 。 Ｌ Ｔ Ｒ は プ ロ ウ イ ル ス の 組 込 み 及 び 転 写 を 司 っ て い る 。 Ｌ Ｔ Ｒ は ま た
、 エ ン ハ ン サ ー － プ ロ モ ー タ ー 配 列 と し て の 役 割 も 果 た し 、 ウ イ ル ス 遺 伝 子 の 発 現 を 制 御
す る こ と が で き る 。 レ ト ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ の キ ャ プ シ ド 形 成 は 、 ウ イ ル ス ゲ ノ ム の ５ ’ 末
端 に 位 置 す る ｐ ｓ ｉ 配 列 に 基 づ い て 起 こ る 。
【 ０ ０ ８ ９ 】
　 Ｌ Ｔ Ｒ 自 体 は 、 Ｕ ３ 、 Ｒ 及 び Ｕ ５ と 呼 ば れ る ３ つ の 要 素 に 分 割 す る こ と が で き る 同 一 の
配 列 で あ る 。 Ｕ ３ は 、 Ｒ Ｎ Ａ の ３ ’ 末 端 に 独 特 な 配 列 に 由 来 す る 。 Ｒ は Ｒ Ｎ Ａ の 両 末 端 で
繰 り 返 さ れ る 配 列 に 由 来 し 、 Ｕ ５ は Ｒ Ｎ Ａ の ５ ’ 末 端 に 独 特 な 配 列 に 由 来 す る 。 ３ つ の 要
素 の 大 き さ は 、 様 々 な レ ト ロ ウ イ ル ス 間 で 大 幅 に 変 化 す る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ０ 】
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　 欠 陥 を も つ レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー ゲ ノ ム で は 、 ｇ ａ ｇ 、 ｐ ｏ ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ は 存 在 し な
い か 、 又 は 機 能 的 で な い か も し れ な い 。 Ｒ Ｎ Ａ の 両 末 端 に あ る Ｒ 領 域 は 反 復 配 列 で あ る 。
Ｕ ５ 及 び Ｕ ３ は そ れ ぞ れ Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の ５ ’ 及 び ３ ’ 末 端 の 独 特 の 配 列 を 表 す 。
【 ０ ０ ９ １ 】
　 本 発 明 の 一 態 様 に よ っ て 使 用 す る 好 ま し い ベ ク タ ー は 、 組 換 え 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス
ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ２ 】
　 用 語 「 組 換 え レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 」 （ Ｒ Ｌ Ｖ 、 recombinant lentiviral vector）
と は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 の 存 在 下 で 、 標 的 細 胞 に 感 染 す る こ と が で き る ウ イ ル ス 粒 子 内
へ の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の パ ッ ケ ー ジ ン グ を 可 能 に す る の に 十 分 な レ ト ロ ウ イ ル ス の 遺 伝 情 報 を
有 す る ベ ク タ ー を い う 。 標 的 細 胞 の 感 染 に は 、 逆 転 写 及 び 標 的 細 胞 ゲ ノ ム 内 へ の 組 込 み が
含 ま れ る 。 Ｒ Ｌ Ｖ は 、 ベ ク タ ー に よ っ て 標 的 細 胞 内 へ 送 達 す る 非 ウ イ ル ス 性 の コ ー ド 配 列
を 保 有 す る 。 Ｒ Ｌ Ｖ は 、 最 終 標 的 細 胞 内 で 独 立 に 複 製 し て 感 染 性 レ ト ロ ウ イ ル ス 粒 子 を 産
生 す る こ と が で き な い 。 通 常 、 Ｒ Ｌ Ｖ は 機 能 的 な ｇ ａ ｇ － ｐ ｏ ｌ 及 び ／ 若 し く は ｅ ｎ ｖ 遺
伝 子 並 び に ／ 又 は 複 製 に 必 須 の 他 の 遺 伝 子 を 欠 く 。 本 発 明 の ベ ク タ ー は ス プ リ ッ ト イ ン ト
ロ ン ベ ク タ ー と し て 構 成 し 得 る 。 ス プ リ ッ ト イ ン ト ロ ン ベ ク タ ー は 、 Ｐ Ｃ Ｔ 特 許 出 願 Ｗ Ｏ
９ ９ ／ １ ５ ６ ８ ３ 号 に 記 載 さ れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ３ 】
　 好 ま し く は 、 本 発 明 の レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 最 小 限 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 有 す る 。
【 ０ ０ ９ ４ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 用 語 「 最 小 限 の ウ イ ル ス ゲ ノ ム 」 と は 、 非 必 須 要 素 が 取 り 除 か れ
、 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 標 的 宿 主 細 胞 に 感 染 さ せ る 、 形 質 導 入 す る 、 及 び 送 達 す る た
め に 必 要 な 機 能 を 提 供 す る た め の 必 須 要 素 が 保 持 さ れ る よ う 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 操 作 し
た こ と 意 味 す る 。 こ の 戦 略 に 関 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 者 ら の 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９ ８
／ １ ７ ８ １ ５ 号 に 見 つ け る こ と が で き る 。
【 ０ ０ ９ ５ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 で 使 用 す る た め の 最 小 限 の レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 、 （ ５ ’ ） Ｒ －
Ｕ ５ － １ つ 又 は 複 数 の 第 １ の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 － Ｕ ３ － Ｒ （ ３ ’ ） を 含 む 。 し か し 、 宿 主
細 胞 ／ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 で レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 産 生 さ せ る た め に 用 い た プ ラ ス ミ
ド ベ ク タ ー は 、 宿 主 細 胞 ／ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 で の ゲ ノ ム の 転 写 を 指 揮 す る た め に 、 レ
ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る 転 写 調 節 制 御 配 列 も 含 む 。 こ れ ら の 制 御 配
列 は 、 転 写 さ れ た レ ト ロ ウ イ ル ス の 配 列 に 会 合 し た 天 然 配 列 、 す な わ ち ５ ’ Ｕ ３ 領 域 で あ
る か 、 又 は 別 の ウ イ ル ス の プ ロ モ ー タ ー 、 例 え ば Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー な ど の 異 種 プ ロ モ ー
タ ー で あ り 得 る 。 一 部 の レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 、 効 率 的 に ウ イ ル ス を 産 生 す る た め に 追
加 の 配 列 を 必 要 と す る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｉ Ｖ の 場 合 、 ｒ ｅ ｖ 及 び Ｒ Ｒ Ｅ 配 列 が 含 ま れ る こ と が
好 ま し い 。 し か し 、 ｒ ｅ ｖ 及 び Ｒ Ｒ Ｅ の 必 要 性 は 、 コ ド ン の 最 適 化 に よ っ て 軽 減 又 は 排 除
さ れ 得 る 。 こ の 戦 略 の さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 者 ら の 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ０ １ ／ ７ ９ ５ １ ８
号 に 見 つ け る こ と が で き る 。 ｒ ｅ ｖ ／ Ｒ Ｒ Ｅ 系 と 同 じ 機 能 を 行 う 代 替 配 列 も 知 ら れ て い る
。 例 え ば 、 ｒ ｅ ｖ ／ Ｒ Ｒ Ｅ 系 の 機 能 的 な 類 似 体 が メ ー ソ ン フ ァ イ ザ ー （ Mason Pfizer） サ
ル ウ イ ル ス 中 に 見 つ か る 。 こ れ は Ｃ Ｔ Ｅ と し て 知 ら れ て お り 、 ゲ ノ ム 中 に Ｒ Ｒ Ｅ 型 の 配 列
を 含 み 、 感 染 し た 細 胞 内 で 因 子 と 相 互 作 用 す る と 考 え ら れ て い る 。 細 胞 性 因 子 は ｒ ｅ ｖ 類
似 体 と み な す こ と が で き る 。 し た が っ て 、 Ｃ Ｔ Ｅ を ｒ ｅ ｖ ／ Ｒ Ｒ Ｅ 系 の 代 替 法 と し て 用 い
得 る 。 知 ら れ て い る 、 又 は 利 用 可 能 と な る 任 意 の 別 の 機 能 的 な 均 等 物 が 本 発 明 に 関 連 し 得
る 。 例 え ば 、 Ｈ Ｔ Ｌ Ｖ － Ｉ の Ｒ ｅ ｘ タ ン パ ク 質 を Ｈ Ｉ Ｖ － １ の Ｒ ｅ ｖ タ ン パ ク 質 で 機 能 的
に 置 き 換 え る こ と が で き る こ と も 知 ら れ て い る 。 ま た 、 Ｒ ｅ ｖ 及 び Ｒ ｅ ｘ が Ｉ Ｒ Ｅ － Ｂ Ｐ
に 対 し て 同 様 の 効 果 を 有 す る こ と も 知 ら れ て い る 。
【 ０ ０ ９ ６ 】
　 本 発 明 の 一 実 施 形 態 で は 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 自 己 失 活 ベ ク タ ー で あ る 。
【 ０ ０ ９ ７ 】
　 例 と し て 、 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ の Ｕ ３ 領 域 中 の 転 写 エ ン ハ ン サ ー 又 は エ ン ハ ン サ ー 及 び プ ロ モ ー
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タ ー を 欠 失 さ せ る こ と に よ っ て 、 自 己 失 活 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 構 築 し た 。 一 回 り の
ベ ク タ ー の 逆 転 写 及 び 組 込 み の の ち 、 こ れ ら の 変 更 が 転 写 を 失 活 さ せ た プ ロ ウ イ ル ス を 産
生 す る ５ ’ 及 び ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ の 両 方 に コ ピ ー さ れ る （ Yu et al 1986 Proc Natl Acad Sci 8
3: 3194-3198； Dougherty及 び Temin 1987 Proc Natl Acad Sci 84: 1197-1201； Hawley e
t al 1987 Proc Natl Acad Sci 84: 2406-2410； Yee et al 1987 Proc Natl Acad Sci 91
: 9564-9568） 。 し か し 、 こ の よ う な ベ ク タ ー 中 の Ｌ Ｔ Ｒ の 内 部 に あ る 任 意 の プ ロ モ ー タ
ー （ 又 は 複 数 の プ ロ モ ー タ ー ） は 、 そ れ で も 転 写 が 活 性 で あ る 。 こ の 戦 略 は 、 内 部 に 配 置
さ れ た 遺 伝 子 か ら の 転 写 に 対 す る 、 ウ イ ル ス の Ｌ Ｔ Ｒ 中 の エ ン ハ ン サ ー 及 び プ ロ モ ー タ ー
の 効 果 を 排 除 す る た め に 用 い た 。 そ の よ う な 効 果 に は 、 転 写 の 増 加 （ Jolly et al 1983 N
ucleic Acids Res 11: 1855-1872） 又 は 転 写 の 抑 制 （ Emerman及 び Temin 1984 Cell 39: 4
49-467） が 含 ま れ る 。 ま た 、 こ の 戦 略 は 、 ３ ’ Ｌ Ｔ Ｒ か ら ゲ ノ ム Ｄ Ｎ Ａ へ の 下 流 転 写 を 排
除 す る た め に も 用 い る こ と が で き る （ Herman及 び Coffin 1987 Science 236: 845-848） 。
こ れ は 、 内 在 性 発 癌 遺 伝 子 の 偶 発 的 な 活 性 化 を 防 ぐ こ と が 非 常 に 重 要 で あ る ヒ ト の 遺 伝 子
治 療 に お い て 特 に 関 心 が も た れ る 。
【 ０ ０ ９ ８ 】
　 本 発 明 者 ら の 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９ ９ ／ ３ ２ ６ ４ ６ 号 で は 、 本 発 明 者 ら は 、 本 発 明 に 有 利
に 適 用 し 得 る 特 徴 の 詳 細 を 示 し て い る 。 詳 細 に は 、 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム は 、 （
１ ） 好 ま し く は ｇ ａ ｇ 遺 伝 子 が 欠 失 し て お り 、 ｇ ａ ｇ の 欠 失 に よ り 、 ｇ ａ ｇ コ ー ド 配 列 の
ヌ ク レ オ チ ド 約 ３ ５ ０ 又 は ３ ５ ４ の 下 流 の １ つ 若 し く は 複 数 の ヌ ク レ オ チ ド が 取 り 除 か れ
て い る ； （ ２ ） 好 ま し く は 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム か ら １ つ 又 は 複 数 の ア ク セ サ リ
ー 遺 伝 子 が 欠 如 し て い る ； （ ３ ） 好 ま し く は ｔ ａ ｔ 遺 伝 子 を 欠 く が 、 ５ ’ Ｌ Ｔ Ｒ の 末 端 と
ｇ ａ ｇ の Ａ Ｔ Ｇ と の 間 に リ ー ダ ー 配 列 を 含 む ； 並 び に （ ４ ） （ １ ） 、 （ ２ ） 及 び （ ３ ） の
組 合 せ で あ る こ と を 理 解 さ れ た い 。 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー
は （ １ ） 及 び （ ２ ） 及 び （ ３ ） の 特 徴 す べ て を 含 む 。
【 ０ ０ ９ ９ 】
　 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 標 的 化 ベ ク タ ー で あ り 得 る 。 用 語 「 標 的 化 ベ ク タ ー
」 と は 、 細 胞 に 感 染 ／ 形 質 移 入 ／ 形 質 導 入 す る 能 力 、 又 は 宿 主 細 胞 及 び ／ 若 し く は 標 的 細
胞 中 で 発 現 さ れ る 能 力 が 、 宿 主 生 物 中 の 特 定 の 細 胞 種 、 通 常 は 共 通 の 又 は 類 似 し た 表 現 型
を 有 す る 細 胞 に 制 限 さ れ て い る ベ ク タ ー を い う 。
【 ０ １ ０ ０ 】
　 発 現 は 、 プ ロ モ ー タ ー ／ エ ン ハ ン サ ー 及 び 他 の 発 現 調 節 シ グ ナ ル を 含 め た 制 御 配 列 を 用
い て 制 御 し 得 る 。 原 核 細 胞 プ ロ モ ー タ ー 及 び 真 核 細 胞 中 で 機 能 的 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得
る 。 組 織 特 異 的 又 は 刺 激 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い 得 る 。 ２ つ 以 上 の 異 な る プ ロ モ ー タ
ー 由 来 の 配 列 要 素 を 含 む キ メ ラ プ ロ モ ー タ ー も 用 い 得 る 。
【 ０ １ ０ １ 】
　 適 切 な プ ロ モ ー タ ー 配 列 は 、 ポ リ オ ー マ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ イ ル ス 、 鶏 痘 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 （ Ｃ Ｍ Ｖ 、 cytomegalo
virus） 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 及 び シ ミ ア ン ウ イ ル ス ４ ０ （ Ｓ Ｖ ４ ０ 、 Simian Virus 40） な ど
の ウ イ ル ス ゲ ノ ム 由 来 の も の 、 又 は ア ク チ ン プ ロ モ ー タ ー 若 し く は リ ボ ソ ー ム タ ン パ ク 質
プ ロ モ ー タ ー な ど の 異 種 の 哺 乳 動 物 プ ロ モ ー タ ー 由 来 の も の を 含 め た 強 力 な プ ロ モ ー タ ー
で あ る 。 遺 伝 子 の 転 写 は 、 ベ ク タ ー 内 に エ ン ハ ン サ ー 配 列 を 挿 入 す る こ と に よ っ て さ ら に
増 大 さ せ 得 る 。 エ ン ハ ン サ ー は 配 向 及 び 位 置 に 比 較 的 非 依 存 的 で あ る が 、 複 製 起 点 の 後 期
側 の Ｓ Ｖ ４ ０ エ ン ハ ン サ ー （ ｂ ｐ １ ０ ０ ～ ２ ７ ０ ） 及 び Ｃ Ｍ Ｖ 初 期 プ ロ モ ー タ ー エ ン ハ ン
サ ー な ど の 真 核 細 胞 ウ イ ル ス 由 来 の エ ン ハ ン サ ー を 用 い て も よ い 。 エ ン ハ ン サ ー は プ ロ モ
ー タ ー の ５ ’ 又 は ３ ’ 側 の 位 置 で ベ ク タ ー 内 へ と ス プ ラ イ シ ン グ さ れ 得 る が 、 プ ロ モ ー タ
ー の ５ ’ 側 の 部 位 に 位 置 す る こ と が 好 ま し い 。
【 ０ １ ０ ２ 】
　 プ ロ モ ー タ ー は さ ら に 、 適 切 な 宿 主 中 で の 発 現 を 確 実 に す る 又 は 増 加 さ せ る さ ら な る 特
徴 を 含 む こ と が で き る 。 例 え ば 、 そ の 特 徴 は 、 保 存 的 領 域 、 例 え ば プ リ ブ ノ ー ボ ッ ク ス 又
は Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス で あ る こ と が で き る 。 プ ロ モ ー タ ー は さ ら に 、 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 の 発
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現 レ ベ ル に 影 響 を 与 え る （ 維 持 す る 、 増 強 す る 、 低 減 さ せ る ） た め に 、 他 の 配 列 も 含 み 得
る 。 適 切 な 他 の 配 列 に は 、 Ｓ ｈ １ － イ ン ト ロ ン 又 は Ａ Ｄ Ｈ イ ン ト ロ ン が 含 ま れ る 。 他 の 配
列 に は 、 温 度 、 化 学 、 光 、 又 は ス ト レ ス 誘 導 要 素 な ど の 誘 導 要 素 が 含 ま れ る 。 ま た 、 転 写
又 は 翻 訳 を 増 強 さ せ る 適 切 な 要 素 を 存 在 さ せ て も よ い 。
【 ０ １ ０ ３ 】
　 本 発 明 の 発 現 ベ ク タ ー は 、 シ グ ナ ル 配 列 と 目 的 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 に 作 動 可 能 に 連 結 し
て い る ア ミ ノ 末 端 ｔ ａ ｇ 配 列 と を 含 む 。
【 ０ １ ０ ４ 】
　 本 発 明 の 特 に 好 ま し い 実 施 形 態 で は 、 Ｎ Ｏ Ｉ が 第 VIII因 子 を コ ー ド す る 場 合 、 上 述 の 組
織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 用 い る 。
【 ０ １ ０ ５ 】
　 産 生 ／ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 を 用 い る こ と に よ っ て 、 多 量 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 粒
子 を 増 殖 及 び 単 離 し て （ 例 え ば レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 粒 子 の 適 切 な 力 価 を 調 製 す る ） 、
次 い で 例 え ば 目 的 部 位 （ 成 人 の 脳 組 織 な ど ） へ の 形 質 導 入 を 行 う こ と が 可 能 で あ る 。 大 規
模 な 産 生 又 は ベ ク タ ー 粒 子 に は 通 常 産 生 細 胞 系 の 方 が よ い 。
【 ０ １ ０ ６ 】
　 一 過 性 の 形 質 移 入 に は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 法 を 超 え る 数 々 の 利 点 が あ る 。 こ の 点 に 関
し て 、 一 過 性 の 形 質 移 入 で は 、 安 定 し た ベ ク タ ー 産 生 細 胞 系 の 作 製 に よ り 長 い 時 間 が 必 要
と さ れ る こ と が 回 避 さ れ 、 ベ ク タ ー ゲ ノ ム 又 は レ ト ロ ウ イ ル ス の パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 が 細
胞 に 毒 性 で あ る 場 合 に 用 い る 。 ベ ク タ ー ゲ ノ ム が 、 細 胞 周 期 の 阻 害 剤 や ア ポ ト ー シ ス を 誘
導 す る 遺 伝 子 な ど の 、 毒 性 遺 伝 子 又 は 宿 主 細 胞 の 複 製 を 妨 害 す る 遺 伝 子 を コ ー ド す る 場 合
、 安 定 し た ベ ク タ ー 産 生 細 胞 系 の 作 製 は 困 難 で あ る か も し れ な い が 、 一 過 性 の 形 質 移 入 を
用 い る と 、 細 胞 が 死 滅 す る 前 に ベ ク タ ー を 産 生 さ せ る こ と が で き る 。 ま た 、 一 過 性 の 感 染
を 用 い て 、 安 定 し た ベ ク タ ー 産 生 細 胞 系 か ら 得 ら れ る レ ベ ル に 匹 敵 す る ベ ク タ ー 力 価 レ ベ
ル を 産 生 す る 細 胞 系 が 開 発 さ れ て い る （ Pear et al 1993, PNAS 90:8392-8396） 。
【 ０ １ ０ ７ 】
　 産 生 細 胞 ／ パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 任 意 の 適 切 な 細 胞 種 の も の で あ る こ と が で き る 。 産
生 細 胞 は 一 般 に 哺 乳 動 物 細 胞 で あ る が 、 例 え ば 昆 虫 細 胞 で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ０ ８ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 用 語 「 産 生 細 胞 」 又 は 「 ベ ク タ ー 産 生 細 胞 」 と は 、 レ ト ロ ウ イ ル
ス ベ ク タ ー 粒 子 の 産 生 に 必 要 な す べ て の 要 素 を 含 む 細 胞 を い う 。
【 ０ １ ０ ９ 】
　 好 ま し く は 、 産 生 細 胞 は 安 定 し た 産 生 細 胞 系 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ０ 】
　 好 ま し く は 、 産 生 細 胞 は 誘 導 し た 安 定 し た 産 生 細 胞 系 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ １ 】
　 好 ま し く は 、 産 生 細 胞 は 誘 導 し た 産 生 細 胞 系 か ら 得 る こ と が で き る 。
【 ０ １ １ ２ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 用 語 「 誘 導 し た 産 生 細 胞 系 」 と は 、 マ ー カ ー 遺 伝 子 の 高 い 発 現 に
つ い て ス ク リ ー ニ ン グ 及 び 選 択 を 行 っ た 、 形 質 導 入 し た 産 生 細 胞 系 で あ る 。 こ の よ う な 細
胞 系 は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス の ゲ ノ ム か ら の 高 レ ベ ル の 発 現 を 支 援 す る 。 用 語 「 誘 導 し た 産 生
細 胞 系 」 は 、 用 語 「 誘 導 し た 安 定 し た 産 生 細 胞 系 」 及 び 用 語 「 安 定 し た 産 生 細 胞 系 と 互 換
性 が あ る よ う に 用 い る 。
【 ０ １ １ ３ 】
　 好 ま し く は 、 誘 導 し た 産 生 細 胞 系 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 レ ト ロ ウ イ ル ス
産 生 細 胞 及 び ／ 又 は レ ン チ ウ イ ル ス 産 生 細 胞 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ １ ４ 】
　 好 ま し く は 、 誘 導 し た 産 生 細 胞 系 は Ｈ Ｉ Ｖ 又 は Ｅ Ｉ Ａ Ｖ 産 生 細 胞 系 、 よ り 好 ま し く は Ｅ
Ｉ Ａ Ｖ 産 生 細 胞 系 で あ る 。
【 ０ １ １ ５ 】
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　 好 ま し く は 、 エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 の 配 列 及 び ヌ ク レ オ カ プ シ ド の 配 列 は す べ て 産 生
細 胞 及 び ／ 又 は パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 内 に 安 定 し て 組 み 込 ま れ て い る 。 し か し 、 こ れ ら の 配
列 の １ つ 又 は 複 数 が エ ピ ソ ー ム の 形 態 で 存 在 し 、 遺 伝 子 の 発 現 が エ ピ ソ ー ム か ら 起 こ る こ
と も で き る 。
【 ０ １ １ ６ 】
　 本 明 細 書 中 で 使 用 す る 用 語 「 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 」 と は 、 Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム を 欠 く 感 染 性 組
換 え ウ イ ル ス の 産 生 に 必 要 な 要 素 を 含 む 細 胞 を い う 。 典 型 的 に は 、 こ の よ う な パ ッ ケ ー ジ
ン グ 細 胞 は 、 ウ イ ル ス の 構 造 タ ン パ ク 質 （ コ ド ン を 最 適 化 し た ｇ ａ ｇ － ｐ ｏ ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ
な ど ） を 発 現 す る こ と が で き る が パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル を 含 ま な い １ つ 又 は 複 数 の 産 生
プ ラ ス ミ ド を 含 む 。
【 ０ １ １ ７ 】
　 「 パ ッ ケ ー ジ ン グ 配 列 」 又 は 「 ｐ ｓ ｉ 」 と 互 換 性 が あ る よ う に 用 い ら れ る 用 語 「 パ ッ ケ
ー ジ ン グ シ グ ナ ル 」 と は 、 ウ イ ル ス 粒 子 の 形 成 中 に お い て レ ト ロ ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ 鎖 の キ ャ
プ シ ド 形 成 に 必 要 で あ る 、 非 コ ー ド 性 の シ ス 作 用 性 の 配 列 に 関 し て 用 い る 。 Ｈ Ｉ Ｖ － １ で
は 、 こ の 配 列 は 、 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー 部 位 （ Ｓ Ｄ 、 splice donor） の 上 流 か ら 少 な く
と も ｇ ａ ｇ 開 始 コ ド ン ま で 延 び て い る 座 位 に 位 置 づ け ら れ て い る 。
【 ０ １ １ ８ 】
　 上 述 の ベ ク タ ー 構 築 体 と の 使 用 に 適 し た パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 容 易 に 調 製 し 得 （ 国 際
公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９ ２ ／ ０ ５ ２ ６ ６ 号 も 参 照 ） 、 ま た 、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 粒 子 を 産 生 す
る た め の 産 生 細 胞 系 を 作 製 す る た め に 利 用 で き る 。 上 述 の よ う に 、 利 用 可 能 な パ ッ ケ ー ジ
ン グ 系 の 概 要 は 「 レ ト ロ ウ イ ル ス 」 （ 上 記 ） に 示 さ れ て い る 。
【 ０ １ １ ９ 】
　 ま た 、 上 述 の よ う に 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル が 欠 失 し て い る プ ロ ウ イ ル ス を 含 む 単 純
パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 、 組 換 え に よ っ て 望 ま し く な い 、 複 製 に 適 格 性 の あ る ウ イ ル ス の
迅 速 な 産 生 を も た ら す こ と が 判 明 し て い る 。 安 全 性 を 改 善 す る た め に 、 プ ロ ウ イ ル ス の ３
’ Ｌ Ｔ Ｒ が 欠 失 し て い る 第 ２ 世 代 の 細 胞 系 が 作 製 さ れ て い る 。 こ の よ う な 細 胞 で は 、 野 生
型 の ウ イ ル ス を 産 生 す る た め に ２ 回 の 組 換 え が 必 要 と な る 。 さ ら な る 改 善 は 、 ｇ ａ ｇ － ｐ
ｏ ｌ 遺 伝 子 及 び ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 別 々 の 構 築 体 、 す な わ ち い わ ゆ る 第 ３ 世 代 の パ ッ ケ ー ジ ン
グ 細 胞 系 内 に 導 入 す る こ と を 含 む 。 こ れ ら の 構 築 体 は 、 形 質 移 入 中 の 組 換 え を 防 ぐ た め に
逐 次 的 に 導 入 す る 。
【 ０ １ ２ ０ 】
　 好 ま し く は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 第 ２ 世 代 の パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 で あ る 。
【 ０ １ ２ １ 】
　 好 ま し く は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 第 ３ 世 代 の パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 で あ る 。
【 ０ １ ２ ２ 】
　 こ の よ う な ス プ リ ッ ト 構 築 体 、 す な わ ち 第 ３ 世 代 の 細 胞 系 で は 、 コ ド ン を 変 更 す る こ と
に よ っ て 組 換 え を さ ら に 軽 減 さ せ 得 る 。 遺 伝 暗 号 の 冗 長 に 基 づ く こ の 技 法 は 、 個 別 の 構 築
体 間 、 例 え ば ｇ ａ ｇ － ｐ ｏ ｌ 及 び ｅ ｎ ｖ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム 中 の 重 複 領 域 間
の 相 同 性 を 低 減 さ せ る こ と を 目 的 と す る 。
【 ０ １ ２ ３ 】
　 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 、 キ ャ プ シ ド 形 成 に 必 要 な 遺 伝 子 産 物 を 提 供 す る た め 、 及 び 高
力 価 の ベ ク タ ー 粒 子 を 産 生 さ せ る た め の 膜 タ ン パ ク 質 を 提 供 す る た め に 有 用 で あ る 。 パ ッ
ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 組 織 培 養 細 胞 系 な ど の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 培 養 し た 細 胞 で あ る 得 る 。
適 切 な 細 胞 系 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ネ ズ ミ 線 維 芽 細 胞 由 来 の 細 胞 系 又 は ヒ
ト 細 胞 系 な ど の 哺 乳 動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 、 例 え ば
Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ 、 ２ ９ ３ － Ｔ 、 Ｔ Ｅ ６ ７ １ 、 Ｈ Ｔ １ ０ ８ ０ な ど の ヒ ト 細 胞 系 で あ る 。
【 ０ １ ２ ４ 】
　 或 い は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 血 液 細 胞 又 は 線 維 芽 細 胞 な ど
の 、 治 療 す る 個 体 に 由 来 す る 細 胞 で あ り 得 る 。 細 胞 を 個 体 か ら 単 離 し 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 成
分 及 び ベ ク タ ー 成 分 を ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 投 与 し 、 次 い で 自 己 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 を 再 投 与

10

20

30

40

50

(21) JP 2007-510412 A 2007.4.26



し 得 る 。
【 ０ １ ２ ５ 】
　 よ り 詳 細 に は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 治 療 す る 個 体 の 体 内 に あ る ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ パ ッ
ケ ー ジ ン グ 細 胞 で あ る か 、 又 は 組 織 培 養 細 胞 系 な ど の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 培 養 し た 細 胞 で
あ る 得 る 。 適 切 な 細 胞 系 に は 、 ネ ズ ミ 線 維 芽 細 胞 由 来 の 細 胞 系 又 は ヒ ト 細 胞 系 な ど の 哺 乳
動 物 細 胞 が 含 ま れ る 。 好 ま し く は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 系 は 、 例 え ば ２ ９ ３ 細 胞 系 、 Ｈ Ｅ
Ｋ ２ ９ ３ 、 ２ ９ ３ － Ｔ 、 Ｔ Ｅ ６ ７ １ 、 Ｈ Ｔ １ ０ ８ ０ な ど の ヒ ト 細 胞 系 で あ る 。
【 ０ １ ２ ６ 】
　 或 い は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 は 、 単 球 、 マ ク ロ フ ァ ー ジ 、 幹 細 胞 、 血 液 細 胞 又 は 線 維 芽
細 胞 な ど の 、 治 療 す る 個 体 に 由 来 す る 細 胞 で あ り 得 る 。 細 胞 を 個 体 か ら 単 離 し 、 パ ッ ケ ー
ジ ン グ 成 分 及 び ベ ク タ ー 成 分 を ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 投 与 し 、 次 い で 自 己 パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞
を 再 投 与 し 得 る 。 或 い は 、 パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 及 び ベ ク タ ー 成 分 を パ ッ ケ ー ジ ン グ 細 胞 に
ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 投 与 し 得 る 。 レ ン チ ウ イ ル ス パ ッ ケ ー ジ ン グ 成 分 及 び ベ ク タ ー 成 分 を 個
体 の 細 胞 内 に 導 入 す る 方 法 は 、 当 分 野 で 公 知 で あ る 。 例 え ば 、 一 手 法 は レ ン チ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー 粒 子 の 産 生 に 必 要 な 様 々 な Ｄ Ｎ Ａ 配 列 、 例 え ば ｅ ｎ ｖ コ ー ド 配 列 、 ｇ ａ ｇ － ｐ ｏ ｌ
コ ー ド 配 列 及 び 欠 陥 を も つ レ ン チ ウ イ ル ス ゲ ノ ム を 、 一 過 性 の 三 重 形 質 移 入 に よ っ て 細 胞
内 に 同 時 に 導 入 す る こ と で あ る （ Landau & Littman 1992 J. Virol. 66, 5110； Soneoka 
et al 1995 Nucleic Acids Res 23:628-633） 。
【 ０ １ ２ ７ 】
　 一 実 施 形 態 で は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー の 構 成 は 、 そ の 産 生 系 と し て ゲ ノ ム 、 ｇ ａ ｇ － ｐ ｏ
ｌ 成 分 及 び エ ン ベ ロ ー プ を 発 現 す る ３ つ の 転 写 単 位 を 用 い る 。 エ ン ベ ロ ー プ 発 現 カ セ ッ ト
は 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ な ど 数 々 の エ ン ベ ロ ー プ の う ち の １ つ 、 又 は ４ ０ ７ ０ Ａ な ど 様 々 な ネ ズ ミ
レ ト ロ ウ イ ル ス エ ン ベ ロ ー プ の う ち の １ つ を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ２ ８ 】
　 従 来 、 こ れ ら ３ つ の カ セ ッ ト は 、 ２ ９ ３ Ｔ な ど の 適 切 な 細 胞 系 内 に 一 過 的 に 形 質 移 入 し
た ３ つ の プ ラ ス ミ ド か ら 、 又 は 安 定 し た 産 生 細 胞 系 中 に 組 み 込 ま れ た コ ピ ー か ら 発 現 さ せ
て い た 。 代 替 手 法 は 、 ３ つ の カ セ ッ ト の 発 現 系 と し て 別 の ウ イ ル ス 、 例 え ば バ キ ュ ロ ウ イ
ル ス 又 は ア デ ノ ウ イ ル ス を 用 い る こ と で あ る 。 こ れ ら は ど ち ら も 核 発 現 系 で あ る 。 現 在 ま
で に 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 系 の 成 分 を す べ て 発 現 さ せ る た め に ポ ッ ク ス ウ イ ル ス を 用
い る こ と は 記 載 さ れ て い な い 。 詳 細 に は 、 レ ン チ ウ イ ル ス の コ ド ン 使 用 頻 度 が 特 異 で あ る
こ と 、 及 び そ れ が ｒ ｅ ｖ ／ Ｒ Ｒ Ｅ 系 な ど Ｒ Ｎ Ａ を 取 り 扱 う 系 が 必 要 で あ る こ と を 考 慮 す る
と
【 ０ １ ２ ９ 】
　 シ ュ ー ド タ イ プ 作 製
　 好 ま し い 一 態 様 で は 、 本 発 明 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た 。
こ の 点 に お い て 、 シ ュ ー ド タ イ プ 作 製 に よ っ て １ つ 又 は 複 数 の 利 点 を 与 え る こ と が で き る
。 例 え ば 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー で は 、 Ｈ Ｉ Ｖ に 基 づ い た ベ ク タ ー の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 産 物
に よ り 、 こ れ ら の ベ ク タ ー が Ｃ Ｄ ４ と 呼 ば れ る タ ン パ ク 質 を 発 現 す る 細 胞 に の み 感 染 す る
よ う 制 限 さ れ る 。 し か し 、 こ れ ら の ベ ク タ ー 中 の ｅ ｎ ｖ 遺 伝 子 を 他 の Ｒ Ｎ Ａ ウ イ ル ス 由 来
の ｅ ｎ ｖ 配 列 で 置 き 換 え る と 、 感 染 範 囲 が よ り 広 範 に な り 得 る （ Verma及 び Somia 1997 Na
ture 389:239-242） 。 例 と し て 、 研 究 者 に よ り Ｖ Ｓ Ｖ 由 来 の 糖 タ ン パ ク 質 を 用 い て Ｈ Ｉ Ｖ
に 基 づ い た ベ ク タ ー の シ ュ ー ド タ イ プ が 作 製 さ れ て い る （ Verma及 び Somia 1997、 同 書 ）
。
【 ０ １ ３ ０ 】
　 別 の 代 替 方 法 で は 、 Ｅ ｎ ｖ タ ン パ ク 質 は 、 突 然 変 異 体 又 は 操 作 し た Ｅ ｎ ｖ タ ン パ ク 質 な
ど の 改 変 し た Ｅ ｎ ｖ タ ン パ ク 質 で あ り 得 る 。 改 変 は 、 標 的 化 能 力 を 導 入 す る た め 若 し く は
毒 性 を 軽 減 さ せ る た め 、 又 は 別 の 目 的 の た め に 行 い 或 い は 選 択 し 得 る （ Valsesia-Wittman
 et al 1996 J Virol 70: 2056-64； Nilson et al 1996 Gene Therapy 3: 280-6； Fieldi
ng et al 1998 Blood 9: 1802及 び そ れ 中 に 引 用 さ れ る 参 考 文 献 ） 。
【 ０ １ ３ １ 】
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　 選 択 し た 任 意 の 分 子 を 用 い て ベ ク タ ー の シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し 得 る 。
【 ０ １ ３ ２ 】
　 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ ：
　 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ で シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 用 い て 、 Ｄ Ｎ Ａ の サ
イ ク リ ン グ な し で 非 侵 襲 性 の 静 脈 内 注 射 （ 尾 の 静 脈 ） の の ち 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ （ マ ウ ス ）
で 肝 細 胞 の 効 率 的 な 形 質 導 入 が 成 さ れ た （ Follenzi et al 2002； Pan et al 2002） 。 他
の デ ー タ （ Pfeifer et al 2001） と 一 致 し て い る こ れ ら の デ ー タ と 、 肝 臓 の 効 率 的 な 形 質
導 入 に は 細 胞 サ イ ク リ ン グ が 必 要 で あ る と い う 以 前 の 発 見 （ Park et al 2000b） と の 明 ら
か な 矛 盾 は 、 ベ ク タ ー 設 計 の 改 善 、 具 体 的 に は ｃ Ｐ Ｐ Ｔ を 含 め る こ と 、 及 び 粒 子 の 感 染 力
の 増 大 に 起 因 す る こ と が 示 唆 さ れ て い る 。 し か し 、 １ つ の 研 究 で は 、 用 い た ベ ク タ ー （ Ｈ
Ｒ ’ ｃ ｍ ｖ Ｇ Ｆ Ｐ ） は ｃ Ｐ Ｐ Ｔ 要 素 を 含 ま ず 、 肝 臓 の 形 質 導 入 が 観 察 さ れ た ： 注 射 の ４ 日
後 に ５ ９ ％ の Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 、 ４ ０ 日 後 に は １ ． ３ ％ ま で 低 下 （ Pan et al 2002） 。
【 ０ １ ３ ３ 】
　 ロ ス リ バ ー ウ イ ル ス
　 ロ ス リ バ ー ウ イ ル ス の エ ン ベ ロ ー プ は 、 非 霊 長 類 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー （ Ｆ Ｉ Ｖ ） の
シ ュ ー ド タ イ プ 作 製 に 用 い ら れ て お り 、 全 身 投 与 し た 後 、 主 に 肝 臓 に 形 質 導 入 し た （ Kang
 et al 2002） 。 そ の 効 率 は Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ で シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た ベ ク タ ー で 得 ら れ た
も の よ り も ２ ０ 倍 高 く 、 且 つ そ れ に よ り 引 き 起 こ さ れ る 、 肝 毒 性 を 示 唆 す る 肝 臓 酵 素 の 血
清 レ ベ ル に よ っ て 測 定 し た 細 胞 毒 性 が 低 か っ た と 報 告 さ れ て い る 。
【 ０ １ ３ ４ 】
　 ロ ス リ バ ー ウ イ ル ス （ Ｒ Ｒ Ｖ ） と は 、 オ ー ス ト ラ リ ア の 熱 帯 及 び 温 帯 地 域 に 特 有 且 つ 流
行 性 で あ る 、 蚊 に よ っ て 伝 播 す る α ウ イ ル ス で あ る 。 温 暖 な 沿 岸 域 に お け る 正 常 集 団 の 抗
体 保 有 率 は 低 い 傾 向 が あ る が （ ６ ％ ～ １ ５ ％ ） 、 マ レ ー バ レ ー （ Murrey Valley） 水 系 の
平 野 に お け る 血 清 陽 性 率 は ２ ７ ～ ３ ７ ％ に 至 る 。 １ ９ ７ ９ ～ １ ９ ８ ０ 年 に 、 Ｒ Ｒ Ｖ は 太 平
洋 諸 島 で 異 常 発 生 し た 。 こ の 疾 患 は ヒ ト の 間 で 接 触 感 染 性 は な く 、 致 命 的 と な る こ と は な
い が 、 そ の 第 １ の 症 状 は 、 患 者 の 約 半 数 で 疲 労 及 び 嗜 眠 を 伴 う 関 節 痛 で あ っ た （ Fields V
irology） 。
【 ０ １ ３ ５ 】
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス Ｇ Ｐ ６ ４
　 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス の Ｇ Ｐ ６ ４ タ ン パ ク 質 は 、 臨 床 及 び 市 販 の 用 途 に 必 要 な 、 高 力 価 の ウ
イ ル ス の 大 規 模 な 産 生 で 用 い る ウ イ ル ス ベ ク タ ー に 関 し て 、 Ｖ Ｓ Ｖ Ｇ の 魅 力 的 な 代 替 物 で
あ る こ と が 示 さ れ て い る （ Kumar M, Bradow BP, Zimmerberg J, Hum Gene Ther. 2003 Ja
n 1； 14(1):67-77） 。 Ｖ Ｓ Ｖ Ｇ と 比 較 す る と 、 Ｇ Ｐ ６ ４ ベ ク タ ー は 屈 性 が 広 範 で あ る こ と
が 類 似 し て お り 、 且 つ ネ イ テ ィ ブ 力 価 が 類 似 し て い る 。 Ｇ Ｐ ６ ４ の 発 現 に よ り 細 胞 が 死 滅
し な い の で 、 Ｇ Ｐ ６ ４ を 構 成 的 に 発 現 す る ２ ９ ３ Ｔ 系 の 細 胞 系 を 作 製 す る こ と が で き る 。
【 ０ １ ３ ６ 】
　 別 の エ ン ベ ロ ー プ
　 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ の シ ュ ー ド タ イ プ の 作 製 に 用 い た 場 合 に 妥 当 な 力 価 を 与 え る 他 の エ ン ベ ロ ー プ
に は 、 モ コ ラ （ Mokola） 、 狂 犬 病 、 エ ボ ラ 及 び Ｌ Ｃ Ｍ Ｖ （ リ ン パ 球 性 脈 絡 髄 膜 炎 ウ イ ル ス
、 lymphocytic choriomeningitis virus） が 含 ま れ る 。 マ ウ ス に 子 宮 内 注 射 し た 後 、 Ｖ Ｓ
Ｖ － Ｇ の エ ン ベ ロ ー プ は 、 エ ボ ラ 又 は モ コ ラ の ど ち ら よ り も 肝 細 胞 に よ り 効 率 的 に 形 質 導
入 さ れ る こ と が 判 明 し た （ Mackenzie et al 2002） 。 ４ ０ ７ ０ Ａ で シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製
し た レ ン チ ウ イ ル ス を マ ウ ス に 静 脈 点 滴 す る こ と に よ り 、 肝 臓 中 で 最 大 の 遺 伝 子 発 現 が も
た ら さ れ た （ Peng et al 2001。
【 ０ １ ３ ７ 】
　 Ｔ ａ ｔ の 破 壊
　 Ｔ ａ ｔ の 第 １ の エ ク ソ ン は パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル の 内 部 に あ る と い う 事 実 に も か か わ
ら ず 、 Ｔ ａ ｔ の オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 破 壊 は 、 力 価 に 不 利 益 な 影 響 を 与 え ず に
ベ ク タ ー の 安 全 性 プ ロ フ ィ ー ル を 増 強 す る 。
【 ０ １ ３ ８ 】
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　 こ の 破 壊 は 、 ベ ク タ ー ゲ ノ ム 中 の Ｔ ａ ｔ オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 開 始 コ ド ン （
プ ラ ス ミ ド の ヌ ク レ オ チ ド １ ３ １ ７ ～ １ ３ １ ９ ） 内 に ヌ ク レ オ チ ド を １ つ 挿 入 す る こ と に
よ っ て 成 し 得 る 。
gttgaacCTG→ gttgaacCT G
　 こ れ は 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 さ れ 、 新 し い ゲ ノ ム 力 価 決 定 で は 、 こ の 改 変 に よ る 力 価 の
損 失 は 示 さ れ な か っ た 。 こ の 改 変 を 行 わ な い ゲ ノ ム は 、 産 生 細 胞 中 で ウ イ ル ス タ ン パ ク 質
Ｔ ａ ｔ の ア ミ ノ 末 端 部 分 （ ２ ９ 個 の α α ） を 発 現 す る 。
【 ０ １ ３ ９ 】
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー （ Ｓ Ｄ １ ） の 突 然 変 異
　 本 発 明 者 ら は 、 こ の 改 変 を 有 す る ベ ク タ ー の 力 価 が 、 少 な く と も 機 能 的 な 主 要 な ス プ ラ
イ ス ド ナ ー の 力 価 と 同 等 に 高 い こ と を 見 出 し た 。
【 ０ １ ４ ０ 】
　 破 壊 は 、 ヌ ク レ オ チ ド １ ４ ０ ５ （ Ｔ ） を 「 Ｃ 」 で 置 き 換 え る こ と に よ っ て ス プ ラ イ ス ド
ナ ー を 破 壊 す る 部 位 特 異 的 突 然 変 異 誘 発 に よ っ て 成 し 得 る 。
AGG → AGG
　 突 然 変 異 し た ス プ ラ イ ス ド ナ ー は 、 下 流 に 機 能 的 な ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー を 挿 入 す る
こ と に よ っ て 試 験 す る と 、 非 機 能 的 で あ っ た 。
【 ０ １ ４ １ 】
　 Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ ／ ｃ Ｐ Ｐ Ｔ 要 素 の 含 有
　 Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ 要 素 は 発 現 を 亢 進 す る の で 、 最 大 レ ベ ル の 第 VIII因 子 の 実 現 に 有 益 で あ る 可 能
性 が 高 い 。
【 ０ １ ４ ２ 】
　 産 生 細 胞 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現
　 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 な ど の 産 生 細 胞 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 の 潜 在 性 を 最 小 限 に す る た め に
、 導 入 遺 伝 子 の ベ ク タ ー へ の ク ロ ー ニ ン グ は 、 第 １ の Ｎ Ｏ Ｉ が 任 意 の 上 流 の Ｏ Ｒ Ｆ に 対 し
て フ レ ー ム 外 と な る よ う に 設 計 さ れ て い る 。
【 ０ １ ４ ３ 】
　 送 達 系
　 本 発 明 の ベ ク タ ー は 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は 非 ウ イ ル ス ベ ク タ ー に よ っ て 標 的 部 位 に 送
達 し 得 る 。
【 ０ １ ４ ４ 】
　 当 分 野 で は 周 知 の よ う に 、 ベ ク タ ー と は 、 実 体 が １ つ の 環 境 か ら 別 の 環 境 へ と 移 動 す る
こ と を 可 能 に す る 又 は 容 易 に す る 道 具 で あ る 。 例 と し て 、 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 で 用 い る 一 部
の ベ ク タ ー は 、 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト （ 異 種 ｃ Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト な ど の 異 種 Ｄ Ｎ Ａ セ グ メ ン ト
等 ） な ど の 実 体 が 標 的 細 胞 内 に 移 動 す る こ と を 可 能 に す る 。 任 意 選 択 で 、 標 的 細 胞 内 に 移
動 し た 後 、 ベ ク タ ー は 、 異 種 Ｄ Ｎ Ａ を 細 胞 内 に 維 持 す る た め に 役 割 を 果 た す か 、 又 は Ｄ Ｎ
Ａ 複 製 単 位 と し て 機 能 を 果 た し 得 る 。 組 換 え Ｄ Ｎ Ａ 技 術 で 用 い る ベ ク タ ー の 例 に は 、 プ ラ
ス ミ ド 、 染 色 体 、 人 工 染 色 体 又 は ウ イ ル ス が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ５ 】
　 非 ウ イ ル ス 送 達 系 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 Ｄ Ｎ Ａ 形 質 移 入 方 法 が 含 ま れ る
。 こ こ で は 、 形 質 移 入 に は 、 遺 伝 子 を 標 的 哺 乳 動 物 細 胞 内 に 送 達 す る た め に 非 ウ イ ル ス ベ
ク タ ー を 用 い る 過 程 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ６ 】
　 典 型 的 な 形 質 移 入 方 法 に は 、 電 気 穿 孔 、 Ｄ Ｎ Ａ 微 粒 子 銃 、 脂 質 媒 介 の 形 質 移 入 、 コ ン パ
ク ト Ｄ Ｎ Ａ （ compacted DNA） 媒 介 の 形 質 移 入 、 リ ポ ソ ー ム 、 免 疫 リ ポ ソ ー ム 、 リ ポ フ ェ
ク チ ン 、 陽 イ オ ン 剤 （ cationic agent） 媒 介 、 陽 イ オ ン 性 両 親 媒 性 物 質 （ Ｃ Ｆ Ａ 、 cation
ic facial amphiphile） （ Nature Biotechnology 1996 14; 556） 、 及 び そ れ ら の 組 合 せ
が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ７ 】
　 ウ イ ル ス 送 達 系 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 ア デ ノ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 ア デ ノ
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関 連 ウ イ ル ス （ Ａ Ａ Ｖ 、 adeno-associated viral） ベ ク タ ー 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー
、 レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 、 バ キ ュ ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー が 含 ま
れ る 。 ベ ク タ ー の 他 の 例 に は 、 そ れ だ け に は 限 定 さ れ な い が 、 電 気 穿 孔 、 Ｄ Ｎ Ａ 微 粒 子 銃
、 脂 質 媒 介 の 形 質 移 入 、 コ ン パ ク ト Ｄ Ｎ Ａ 媒 介 の 形 質 移 入 な ど の Ｄ Ｎ Ａ 形 質 移 入 方 法 を 含
め た ｅ ｘ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ 送 達 系 が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ４ ８ 】
　 本 発 明 の ベ ク タ ー 送 達 系 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｖ ｏ で 二 次 ベ ク タ ー を 産 生 す る の に 必 要 な 遺 伝
子 を コ ー ド す る 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 作 製 し た 一 次 ベ ク タ ー か ら な り 得 る 。
【 ０ １ ４ ９ 】
　 一 次 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 又 は 複 数 の 一 次 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 レ ト ロ ウ イ ル ス 、 ア デ ノ ウ
イ ル ス 、 ヘ ル ペ ス ウ イ ル ス 若 し く は ポ ッ ク ス ウ イ ル ス ベ ク タ ー な ど の 様 々 な 異 な る ウ イ ル
ス ベ ク タ ー で あ っ て も よ く 、 又 は 複 数 の 一 次 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 場 合 は 、 こ れ ら は 様 々 な
ウ イ ル ス 起 源 の ベ ク タ ー の 混 合 物 で あ り 得 る 。 い ず れ の 場 合 に も 、 一 次 ウ イ ル ス ベ ク タ ー
は 、 独 立 し て 複 製 で き な い と い う 欠 陥 を も つ こ と が 好 ま し い 。 し た が っ て 、 こ れ ら は 標 的
細 胞 内 に 入 っ て 二 次 ベ ク タ ー 配 列 を 送 達 す る こ と は で き る が 、 複 製 し て 追 加 の さ ら な る 標
的 細 胞 に さ ら に 感 染 す る こ と は で き な い 。
【 ０ １ ５ ０ 】
　 本 発 明 に よ る ベ ク タ ー 系 に よ る 、 １ つ 若 し く は 複 数 の 治 療 遺 伝 子 の 送 達 は 、 単 独 で 、 又
は 他 の 治 療 若 し く は 治 療 の 他 の 成 分 と 組 み 合 わ せ て 用 い 得 る 。
【 ０ １ ５ １ 】
　 例 え ば 、 本 発 明 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ － Ａ － ９ ８ ／ ０ ５ ６ ３
５ 号 に 記 載 し た 障 害 の 治 療 に 有 用 な １ つ 又 は 複 数 の Ｎ Ｏ Ｉ を 送 達 す る た め に 用 い 得 る 。 参
照 を 容 易 に す る た め に 、 そ の 一 部 を こ こ に 記 載 す る ： 癌 、 炎 症 又 は 炎 症 性 疾 患 、 皮 膚 障 害
、 発 熱 、 心 血 管 系 へ の 影 響 、 出 血 、 凝 血 及 び 急 性 期 反 応 、 悪 液 質 、 摂 食 障 害 、 急 性 感 染 症
、 Ｈ Ｉ Ｖ 感 染 症 、 シ ョ ッ ク 状 態 、 移 植 片 対 宿 主 反 応 、 自 己 免 疫 疾 患 、 再 灌 流 傷 害 、 髄 膜 炎
、 偏 頭 痛 及 び ア ス ピ リ ン 依 存 性 抗 血 栓 症 ； 腫 瘍 増 殖 、 侵 襲 及 び 拡 大 、 血 管 形 成 、 転 移 、 悪
性 、 腹 水 及 び 悪 性 胸 水 ； 大 脳 虚 血 、 虚 血 性 心 臓 病 、 骨 関 節 炎 、 関 節 リ ウ マ チ 、 骨 粗 鬆 症 、
喘 息 、 多 発 性 硬 化 症 、 神 経 変 性 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 、 脳 卒 中 、
血 管 炎 、 ク ロ ー ン 病 及 び 潰 瘍 性 大 腸 炎 ； 歯 周 病 、 歯 肉 炎 ； 乾 癬 、 後 ピ ー 性 皮 膚 炎 、 慢 性 潰
瘍 、 表 皮 水 泡 症 ； 角 膜 潰 瘍 、 網 膜 症 及 び 外 科 的 創 傷 治 癒 ； 鼻 炎 、 ア レ ル ギ ー 性 結 膜 炎 、 湿
疹 、 ア ナ フ ィ ラ キ シ ー ； 再 狭 窄 、 鬱 血 性 心 不 全 、 子 宮 内 膜 症 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 又
は 内 部 硬 化 症 （ endosclerosis） 。
【 ０ １ ５ ２ 】
　 そ れ に 加 え て 、 又 は そ の 代 わ り に 、 本 発 明 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 国 際 公 開 公 報
Ｗ Ｏ － Ａ － ９ ８ ／ ０ ７ ８ ５ ９ 号 に 記 載 し た 障 害 の 治 療 に 有 用 な １ つ 若 し く は 複 数 の Ｎ Ｏ Ｉ
を 送 達 す る た め に 用 い 得 る 。 参 照 を 容 易 に す る た め に 、 そ の 一 部 を こ こ に 記 載 す る ： サ イ
ト カ イ ン 及 び 細 胞 の 増 殖 ／ 分 化 活 性 ； 免 疫 抑 制 活 性 又 は 免 疫 賦 活 活 性 （ 例 え ば 、 ヒ ト 免 疫
不 全 ウ イ ル ス に よ る 感 染 症 を 含 め た 免 疫 不 全 の 治 療 ； リ ン パ 球 増 殖 の 調 節 ； 癌 及 び 多 く の
自 己 免 疫 疾 患 の 治 療 、 及 び 移 植 拒 絶 の 予 防 若 し く は 腫 瘍 免 疫 の 誘 導 の た め ） ； 造 血 の 調 節
（ 例 え ば 骨 髄 系 又 は リ ン パ 系 疾 患 の 治 療 ） ； 骨 、 軟 骨 、 腱 、 靱 帯 及 び 神 経 組 織 の 増 殖 促 進
（ 例 え ば 創 傷 治 癒 、 火 傷 、 潰 瘍 及 び 歯 周 病 、 並 び に 神 経 変 性 の 治 療 ； 卵 胞 刺 激 ホ ル モ ン の
阻 害 又 は 活 性 化 （ 受 精 能 の 変 調 ） の た め ） ； 化 学 走 性 ／ 化 学 運 動 性 の 活 性 （ 例 え ば 特 定 の
細 胞 種 を 傷 害 又 は 感 染 部 位 に 動 員 す る た め ） ； 止 血 及 び 血 栓 溶 解 活 性 （ 例 え ば 血 友 病 及 び
脳 卒 中 を 治 療 す る た め ） ； 抗 炎 症 性 活 性 （ 例 え ば 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 又 は ク ロ ー ン 病 を 治 療
す る た め ） ； 抗 微 生 物 剤 と し て ； 例 え ば 代 謝 又 は 行 動 の モ ジ ュ レ ー タ ー ； 鎮 痛 剤 と し て ；
特 定 の 欠 乏 性 障 害 の 治 療 ； ヒ ト 又 は 獣 医 学 に お け る 例 え ば 乾 癬 の 治 療 に お い て 。
【 ０ １ ５ ３ 】
　 そ れ に 加 え て 、 又 は そ の 代 わ り に 、 本 発 明 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー は 、 国 際 公 開 公 報
Ｗ Ｏ － Ａ － ９ ８ ／ ０ ９ ９ ８ ５ 号 に 記 載 し た 障 害 の 治 療 に 有 用 な １ つ 若 し く は 複 数 の Ｎ Ｏ Ｉ
を 送 達 す る た め に 用 い 得 る 。 参 照 を 容 易 に す る た め に 、 そ の 一 部 を こ こ に 記 載 す る ： マ ク
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ロ フ ァ ー ジ 阻 害 活 性 及 び ／ 又 は Ｔ 細 胞 阻 害 活 性 、 し た が っ て 抗 炎 症 性 活 性 ； 抗 免 疫 活 性 、
す な わ ち 炎 症 に 関 連 し な い 応 答 を 含 め た 細 胞 性 及 び ／ 又 は 液 性 免 疫 応 答 に 対 す る 阻 害 効 果
； マ ク ロ フ ァ ー ジ 及 び Ｔ 細 胞 が 細 胞 外 基 質 成 分 及 び フ ィ ブ ロ ネ ク チ ン に 接 着 す る 能 力 の 阻
害 、 並 び に Ｔ 細 胞 に お け る ｆ ａ ｓ 受 容 体 発 現 の ア ッ プ レ ギ ュ レ ー シ ョ ン ； 関 節 リ ウ マ チ を
含 め た 関 節 炎 、 過 敏 症 に 関 連 す る 炎 症 、 ア レ ル ギ ー 反 応 、 喘 息 、 全 身 性 エ リ テ マ ト ー デ ス
、 コ ラ ー ゲ ン 病 及 び 他 の 自 己 免 疫 疾 患 、 ア テ ロ ー ム 性 動 脈 硬 化 症 に 関 連 す る 炎 症 、 動 脈 硬
化 症 、 ア テ ロ ー ム 硬 化 性 の 心 臓 病 、 再 灌 流 傷 害 、 心 停 止 、 心 筋 梗 塞 、 血 管 炎 症 性 障 害 、 呼
吸 窮 迫 症 候 群 又 は 他 の 心 肺 疾 患 、 消 化 性 潰 瘍 、 潰 瘍 性 大 腸 炎 及 び 胃 腸 管 の 他 の 疾 患 に 関 連
す る 炎 症 、 肝 線 維 症 、 肝 硬 変 又 は 他 の 肝 臓 病 、 甲 状 腺 炎 又 は 他 の 腺 性 疾 患 、 糸 球 体 腎 炎 又
は 他 の 腎 臓 及 び 泌 尿 器 系 疾 患 、 耳 炎 又 は 他 の 耳 鼻 咽 喉 学 系 疾 患 、 皮 膚 炎 又 は 他 の 皮 膚 病 、
歯 周 病 又 は 他 の 歯 牙 疾 患 、 睾 丸 炎 又 は 睾 丸 副 睾 丸 炎 、 不 妊 症 、 睾 丸 外 傷 又 は 他 の 免 疫 関 連
の 精 巣 疾 患 、 胎 盤 機 能 障 害 、 胎 盤 機 能 不 全 、 習 慣 性 流 産 、 子 癇 、 子 癇 前 症 並 び に 他 の 免 疫
及 び ／ 又 は 炎 症 性 関 連 の 婦 人 科 疾 患 、 後 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 中 間 部 ブ ド ウ 膜 炎 、 前 部 ブ ド ウ 膜
炎 、 結 膜 炎 、 脈 絡 網 膜 炎 、 ブ ド ウ 膜 網 膜 炎 、 視 神 経 炎 、 眼 内 炎 、 例 え ば 網 膜 炎 若 し く は 類
嚢 胞 黄 斑 浮 腫 、 交 感 性 眼 炎 、 強 膜 炎 、 網 膜 色 素 変 性 症 、 変 性 フ ォ ン ダ ス （ fondus） 病 の 免
疫 及 び 炎 症 性 成 分 、 眼 球 外 傷 の 炎 症 性 成 分 、 感 染 症 に よ っ て 引 き 起 こ さ れ る 眼 球 炎 、 増 殖
性 硝 子 体 網 膜 症 、 急 性 虚 血 性 視 神 経 障 害 、 例 え ば 緑 内 障 濾 過 手 術 後 の 過 剰 な 瘢 痕 、 眼 球 移
植 に 対 す る 免 疫 及 び ／ 又 は 炎 症 反 応 並 び に 他 の 免 疫 及 び 炎 症 性 関 連 の 眼 病 、 自 己 免 疫 疾 患
或 い は 中 枢 神 経 系 （ Ｃ Ｎ Ｓ 、 central nervous system） 又 は 任 意 の 他 の 器 官 の ど ち ら に お
い て も 免 疫 及 び ／ 若 し く は 炎 症 の 抑 制 が 有 益 と な る 病 気 若 し く は 障 害 に 関 連 す る 炎 症 、 パ
ー キ ン ソ ン 病 、 パ ー キ ン ソ ン 病 の 治 療 に よ る 合 併 症 及 び ／ 又 は 副 作 用 、 Ａ Ｉ Ｄ Ｓ に 関 連 す
る 痴 呆 、 複 合 Ｈ Ｉ Ｖ に 関 連 す る 脳 症 、 デ ビ ッ ク 病 、 シ デ ナ ム 舞 踏 病 、 ア ル ツ ハ イ マ ー 病 及
び 他 の 変 性 疾 患 、 Ｃ Ｎ Ｓ の 病 気 又 は 障 害 、 ス ト ー ク ス の 炎 症 性 成 分 、 ポ リ オ 後 症 候 群 、 精
神 障 害 の 免 疫 及 び 炎 症 性 成 分 、 脊 髄 炎 、 脳 炎 、 亜 急 性 硬 化 性 汎 脳 炎 、 脳 脊 髄 炎 、 急 性 神 経
障 害 、 亜 急 性 神 経 障 害 、 慢 性 神 経 障 害 、 ギ ラ ム － バ レ ー 症 候 群 、 シ デ ナ ム コ ラ 、 重 症 筋 無
力 症 、 偽 脳 腫 瘍 、 ダ ウ ン 症 候 群 、 ハ ン チ ン ト ン 病 、 筋 萎 縮 性 側 索 硬 化 症 、 Ｃ Ｎ Ｓ 圧 迫 若 し
く は Ｃ Ｎ Ｓ 外 傷 又 は Ｃ Ｎ Ｓ 感 染 症 の 炎 症 性 成 分 、 筋 萎 縮 及 び 筋 ジ ス ト ロ フ ィ ー の 炎 症 性 成
分 、 並 び に 免 疫 及 び 炎 症 関 連 疾 患 、 中 枢 神 経 系 及 び 末 梢 神 経 系 の 病 気 又 は 障 害 、 外 傷 後 炎
症 、 敗 血 症 性 シ ョ ッ ク 、 感 染 症 、 手 術 の 炎 症 性 合 併 症 又 は 副 作 用 、 骨 髄 移 植 又 は 他 の 移 植
合 併 症 及 び ／ 若 し く は 副 作 用 、 遺 伝 子 治 療 の 炎 症 性 及 び ／ 又 は 免 疫 合 併 症 並 び に 副 作 用 （
例 え ば ウ イ ル ス 担 体 の 感 染 に よ る ） 、 或 い は 、 液 性 及 び ／ 若 し く は 細 胞 性 の 免 疫 応 答 を 抑
制 又 は 阻 害 す る た め 、 単 球 若 し く は 白 血 球 の 増 殖 性 疾 患 、 例 え ば 白 血 病 を 、 単 球 若 し く は
リ ン パ 球 の 量 を 低 減 さ せ る こ と に よ っ て 治 療 又 は 寛 解 さ せ る た め 、 角 膜 、 骨 髄 、 器 官 、 水
晶 体 、 ペ ー ス メ ー カ ー 、 天 然 若 し く は 人 工 皮 膚 組 織 な ど の 天 然 又 は 人 工 の 細 胞 、 組 織 及 び
器 官 を 移 植 す る 場 合 の 移 植 片 拒 絶 を 予 防 及 び ／ 若 し く は 治 療 す る た め の 、 Ａ Ｉ Ｄ に 関 連 す
る 炎 症 を 含 め た 、 所 望 し な い 免 疫 反 応 及 び 炎 症 の 阻 害 。
【 ０ １ ５ ４ 】
　 本 発 明 は 血 友 病 の 治 療 に 特 に 有 用 で あ る 。
【 ０ １ ５ ５ 】
　 本 発 明 は ま た 、 遺 伝 子 治 療 に よ っ て 個 体 を 治 療 す る た め の 薬 剤 組 成 物 で あ っ て 、 組 成 物
が 、 １ つ 若 し く は 複 数 の 送 達 可 能 な 治 療 的 及 び ／ 又 は 診 断 的 Ｎ Ｏ Ｉ 、 或 い は そ れ か ら 産 生
し た 又 は 得 た ウ イ ル ス 粒 子 を 含 む 治 療 上 有 効 な 量 の 本 発 明 の レ ト ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 含
む 薬 剤 組 成 物 を 提 供 す る 。 薬 剤 組 成 物 は 、 ヒ ト 又 は 動 物 で 使 用 す る も の で あ り 得 る 。 典 型
的 に は 、 個 体 対 象 に 最 も 適 切 で あ る 実 際 の 用 量 を 医 師 が 決 定 し 、 こ れ は 、 特 定 の 個 体 の 年
齢 、 重 量 及 び 応 答 に 応 じ て 異 な る 。
【 ０ １ ５ ６ 】
　 組 成 物 は 、 任 意 選 択 で 製 薬 上 許 容 さ れ る 担 体 、 希 釈 剤 、 賦 形 剤 又 は ア ジ ュ バ ン ト を 含 み
得 る 。 製 薬 用 の 担 体 、 賦 形 剤 又 は 希 釈 剤 の 選 択 は 、 意 図 す る 投 与 経 路 及 び 標 準 の 製 薬 上 の
慣 行 に 関 連 し て 行 う こ と が で き る 。 薬 剤 組 成 物 は 、 担 体 、 賦 形 剤 若 し く は 希 釈 剤 と し て 、
又 は そ れ に 加 え て 、 任 意 の 適 切 な 結 合 剤 、 潤 滑 剤 、 懸 濁 剤 、 コ ー テ ィ ン グ 剤 、 可 溶 化 剤 、
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及 び ウ イ ル ス が 標 的 部 位 内 に 進 入 す る こ と を 補 助 又 は 増 加 さ せ 得 る 他 の 担 体 物 質 （ 例 え ば
脂 質 送 達 系 な ど ） を 含 み 得 る 。
【 ０ １ ５ ７ 】
　 必 要 に 応 じ て 、 薬 剤 組 成 物 は 以 下 の う ち の 任 意 の １ つ 又 は 複 数 に よ っ て 投 与 す る こ と が
で き る ： 吸 入 、 坐 薬 又 は 膣 坐 薬 の 形 態 、 ロ ー シ ョ ン 、 溶 液 、 ク リ ー ム 、 軟 膏 又 は 粉 剤 の 形
態 で 局 所 的 に 、 皮 膚 パ ッ チ の 使 用 、 デ ン プ ン 若 し く は ラ ク ト ー ス な ど の 賦 形 剤 を 含 む 錠 剤
、 又 は カ プ セ ル 若 し く は 胚 珠 中 に 単 独 で 若 し く は 賦 形 剤 と 混 合 し た 形 態 で 、 或 い は 香 味 剤
若 し く は 着 色 料 を 含 む エ リ キ シ ル 、 液 剤 又 は 懸 濁 液 の 形 態 で 経 口 的 に 、 或 い は 、 例 え ば 空
洞 内 、 静 脈 内 、 筋 肉 内 又 は 皮 下 に 非 経 口 的 に 注 射 す る こ と が で き る 。 非 経 口 投 与 に は 、 組
成 物 を 他 の 物 質 、 例 え ば 溶 液 を 血 液 と 等 張 に す る の に 十 分 な 塩 又 は 単 糖 を 含 み 得 る 滅 菌 し
た 水 溶 液 の 形 態 で 用 い る こ と が 最 も よ い か も し れ な い 。 頬 側 又 は 舌 下 投 与 に は 、 従 来 方 法
に よ っ て 形 成 す る こ と が で き る 錠 剤 又 は ロ ゼ ン ジ の 形 態 で 組 成 物 を 投 与 し 得 る 。
【 ０ １ ５ ８ 】
　 第 VIII因 子 の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 産 生
　 本 発 明 の コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 又 は 核 酸 は 、 ｉ ｎ 　 ｖ ｉ
ｔ ｒ ｏ ／ 細 胞 培 養 物 発 現 系 中 で の 第 VIII因 子 の 発 現 で も 用 い 得 る 。 し た が っ て 、 本 発 明 の
別 の 態 様 で は 、 本 発 明 は 、 発 明 の 任 意 の 態 様 に よ る ベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た 、 又 は 発 明 の
任 意 の 態 様 に よ る 核 酸 を 形 質 移 入 し た 宿 主 細 胞 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ５ ９ 】
　 本 発 明 の コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー 又 は 核 酸 を 用 い た 形 質 導
入 に 適 し た 宿 主 細 胞 に は 、 宿 主 生 物 の 細 胞 、 正 常 な 初 代 細 胞 又 は 培 養 一 次 組 織 に 由 来 す る
細 胞 系 が 含 ま れ 、 こ れ を 用 い 得 る 。 適 切 に は 、 細 胞 は 哺 乳 動 物 細 胞 、 好 ま し く は ハ ム ス タ
ー Ｃ Ｈ Ｏ 細 胞 、 マ ウ ス Ｃ １ ２ ７ 細 胞 又 は ヒ ト 「 ２ ９ ３ 」 細 胞 で あ る 。 別 の 実 施 形 態 で は 、
細 胞 は 、 本 明 細 書 中 に 記 載 し た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 で あ り 得 る 。
【 ０ １ ６ ０ 】
　 宿 主 細 胞 の 形 質 導 入 は 、 本 発 明 の ベ ク タ ー 又 は 核 酸 を 宿 主 細 胞 と 共 に イ ン キ ュ ベ ー ト す
る こ と を 含 む 。 形 質 導 入 し た ／ 形 質 移 入 し た 細 胞 の 継 代 の の ち 、 例 え ば 本 明 細 書 中 に 記 載
し た Ｃ Ｏ Ａ Ｔ Ｅ Ｓ Ｔ （ Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｏ ｇ ｅ ｎ IX） を 用 い た 第 VIII因 子 の 活 性 の 試 験 を 行 う た
め に 培 地 を 取 り 出 し た 。
【 ０ １ ６ １ 】
　 遺 伝 子 が 適 切 な 宿 主 細 胞 内 に 導 入 さ れ た 後 、 宿 主 細 胞 を 適 切 な 培 地 中 で 高 密 度 ま で 増 殖
さ せ 得 る 。 発 現 さ れ た 第 VIII因 子 が 分 泌 さ れ て い る 又 は 溶 解 に よ っ て 細 胞 か ら 単 離 し た 場
合 は 、 慣 用 の 手 段 を 用 い て 細 胞 培 地 か ら 抽 出 す る こ と が で き る 。 そ の 後 、 所 望 の 産 物 を 慣
用 技 術 、 例 え ば 、 固 定 し た 抗 体 を 用 い た ア フ ィ ニ テ ィ ー ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー 、 ア ミ ノ ヘ キ
シ ル － セ フ ァ ロ ー ス 上 の ク ロ モ ト グ ラ フ ィ ー 又 は 混 合 高 分 子 電 解 質 方 法 に よ っ て 単 離 及 び
精 製 す る 。
【 ０ １ ６ ２ 】
　 し た が っ て 、 本 発 明 の さ ら な る 態 様 明 は 、 本 発 明 に よ る 細 胞 を 作 製 す る こ と 、 前 記 細 胞
を 培 地 中 で 継 代 す る こ と 、 前 記 培 地 を 取 り 除 く こ と 、 及 び 第 VIII因 子 を 単 離 す る こ と を 含
む 、 第 VIII因 子 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 産 生 す る 方 法 を 提 供 す る 。
【 ０ １ ６ ３ 】
　 本 発 明 の 別 の 態 様 は 、 本 発 明 に よ る 、 第 VIII因 子 を コ ー ド す る コ ド ン を 最 適 化 し た 核 酸
を 含 む 細 胞 を 作 製 す る こ と 、 前 記 細 胞 を 倍 地 中 で 継 代 す る こ と 、 前 記 培 地 を 除 去 す る こ と
、 及 び 第 VIII因 子 を 単 離 す る こ と を 含 む 、 第 VIII因 子 を ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ で 産 生 す る 方 法
を 提 供 す る 。
【 実 施 例 】
【 ０ １ ６ ４ 】
　 ベ ク タ ー 構 築 体
　 pONY8.4の 詳 細 は 、 本 発 明 者 ら の 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ０ ３ ／ ０ ６ ４ ６ ６ ５ 号 に 見 つ け る こ
と が で き る 。 よ り 詳 細 に は 、 pONY8.4シ リ ー ズ の ベ ク タ ー は 、 力 価 に 不 利 益 な 影 響 を 与 え
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ず に 、 ア ク セ サ リ ー タ ン パ ク 質 か ら 完 全 に 独 立 し て 一 過 性 の 又 は 安 定 し た ベ ク タ ー 系 の 一
部 と し て 機 能 す る こ と を 可 能 に す る 、 い く つ か の 改 変 を 有 す る 。 従 来 、 レ ン チ ウ イ ル ス ベ
ク タ ー ゲ ノ ム は 、 十 分 な 力 価 を 得 る た め に 産 生 細 胞 （ 一 過 性 又 は 安 定 ） 中 に ウ イ ル ス タ ン
パ ク 質 ｒ ｅ ｖ が 存 在 す る こ と を 必 要 と し て い た 。 こ れ に は 、 現 在 の Ｈ Ｉ Ｖ ベ ク タ ー 系 及 び
よ り 初 期 の Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ベ ク タ ー が 含 ま れ る 。
【 ０ １ ６ ５ 】
　 pONY8.1シ リ ー ズ の ベ ク タ ー ゲ ノ ム と 比 較 し た 場 合 に 、 以 下 の ４ つ の 改 変 点 が 存 在 す る
：
　 ａ ） ｇ ａ ｇ か ら 、 及 び パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル の 一 部 か ら 誘 導 し た Ａ Ｔ Ｇ モ チ ー フ は す
べ て 、 Ａ Ｔ Ｔ Ｇ と 読 ま れ る よ う に 改 変 さ れ て い る 。 こ れ に よ り 、 Ｌ Ｔ Ｒ 中 の プ ロ モ ー タ ー
に よ っ て 駆 動 さ せ る こ と が で き る オ ー プ ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム の 挿 入 が 可 能 と な る 。
【 ０ １ ６ ６ 】
　 ｂ ） ゲ ノ ム の 長 さ 、 す な わ ち Ｒ 領 域 間 の 距 離 は 、 ｗ ｔ ウ イ ル ス で 見 ら れ る 距 離 よ り も 短
い （ ７ ． ９ ｋ ｂ ） 。
【 ０ １ ６ ７ 】
　 ｃ ） ３ ’ Ｕ ３ 領 域 は モ ロ ニ ー 白 血 病 ウ イ ル ス （ Ｍ Ｌ Ｖ ） の Ｕ ３ 領 域 由 来 の 配 列 を 含 む よ
う に 改 変 さ れ て い る の で 、 形 質 導 入 さ れ た 後 、 こ れ は 内 部 カ セ ッ ト に 加 え て 第 ２ の オ ー プ
ン リ ー デ ィ ン グ フ レ ー ム （ Ｏ Ｒ Ｆ ） を 駆 動 す る こ と が で き る 。 本 実 施 例 で は 本 発 明 者 ら は
Ｍ Ｌ Ｖ を 用 い た が 、 こ れ は 任 意 の プ ロ モ ー タ ー で あ る こ と が で き る 。
【 ０ １ ６ ８ 】
　 ｄ ） ベ ク タ ー は ウ イ ル ス の Ｌ Ｔ Ｒ に 作 動 可 能 に 連 結 し て い る ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 含 み 、
前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は 内 部 プ ロ モ ー タ ー の 上 流 に あ り 、 前 記 ヌ ク レ オ チ ド 配 列 は ポ リ ペ
プ チ ド 又 は そ の 断 片 を コ ー ド す る 。
【 ０ １ ６ ９ 】
　 こ れ ら の 改 変 は 一 緒 に な っ て 、 ア ク セ サ リ ー タ ン パ ク 質 を 必 要 と せ ず に ウ イ ル ス 送 達 系
の 産 生 を 可 能 に し 、 元 の ウ イ ル ス 配 列 の １ ０ ％ の み が 標 的 細 胞 内 に 組 み 込 ま れ る 。 免 疫 応
答 及 び 複 製 に 適 格 性 の あ る ウ イ ル ス が 発 生 す る 確 率 の 観 点 か ら 、 こ れ ら の 要 素 は 将 来 の 安
全 性 へ の 配 慮 に 重 要 で あ る 。 Ｌ Ｔ Ｒ を 改 変 す る さ ら な る 詳 細 は 、 本 発 明 者 ら の 国 際 公 開 公
報 Ｗ Ｏ ９ ６ ／ ３ ７ ６ ２ ３ 号 及 び 国 際 公 開 公 報 Ｗ Ｏ ９ ８ ／ １ ７ ８ １ ６ 号 に 見 つ け る こ と が で
き る 。
【 ０ １ ７ ０ 】
　 pONY8.7シ リ ー ズ の ベ ク タ ー は ｃ Ｐ Ｐ Ｔ 及 び Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ を 有 す る （ pONY8.4は ど ち ら も 有 さ
な い ） 。
【 ０ １ ７ １ 】
　 pONY8.8シ リ ー ズ の ベ ク タ ー は ｃ Ｐ Ｐ Ｔ を 有 す る が Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ を 有 さ な い 。
【 ０ １ ７ ２ 】
　 pONY8.9シ リ ー ズ の ベ ク タ ー は Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ を 有 す る が ｃ Ｐ Ｐ Ｔ を 有 さ な い 。
【 ０ １ ７ ３ 】
　 ベ ク タ ー で は 、 末 尾 の ５ （ 例 え ば pONY8.95） は 、 以 下 に 記 載 す る Ｔ ａ ｔ 及 び ス プ ラ イ ス
ド ナ ー 両 方 の 改 変 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ４ 】
　 ベ ク タ ー で は 、 末 尾 の ３ （ 例 え ば pONY8.43） は 、 以 下 に 記 載 す る Ｔ ａ ｔ の 改 変 を 示 す が
ス プ ラ イ ス ド ナ ー の 改 変 は 示 さ な い 。
【 ０ １ ７ ５ 】
　 ベ ク タ ー の 学 名 で は ：
「 Ｎ 」 は ｎ ｅ ｏ の 存 在 を 示 し 、
「 Ｃ 」 は Ｃ Ｍ Ｖ の 存 在 を 示 し 、
「 Ｇ 」 は Ｇ Ｆ Ｐ の 存 在 を 示 し 、
「 Ｆ 」 又 は 「 Ｈ Ｅ Ｎ 」 若 し く は 「 Ｈ Ｅ Ｎ Ｓ Ｑ 」 は 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 、 Ｂ ド メ イ ン が 欠
失 し た 第 VIII因 子 の 存 在 を 示 し 、

10

20

30

40

50

(28) JP 2007-510412 A 2007.4.26



「 Ｚ 」 は Ｌ ａ ｃ Ｚ の 存 在 を 示 し 、
「 Ａ 」 は ｈ Ａ Ａ Ｔ の 存 在 を 示 し 、
「 Ｉ 」 は Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ の 存 在 を 示 す 。
【 ０ １ ７ ６ 】
　 し た が っ て 、 例 と し て ： pONY8.4NCZは 、 Ｓ Ｉ Ｎ 　 Ｌ Ｔ Ｒ を 有 し 、 ｎ ｅ ｏ は 発 現 さ れ ず 、
Ｒ ｅ ｖ か ら の 独 立 の た め に 上 流 の Ｏ Ｒ Ｆ が あ る 。 pONY8.95NCZは 、 Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ を 有 し 、 ｃ Ｐ
Ｐ Ｔ を 有 さ ず 、 Ｓ Ｉ Ｎ 　 Ｌ Ｔ Ｒ を 有 す る の で ｎ ｅ ｏ は 発 現 さ れ ず 、 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン １ 及 び
Ｓ Ｄ １ は 突 然 変 異 し て い る 。 pONY8.7NCFは 、 ｃ Ｐ Ｐ Ｔ 、 Ｗ Ｐ Ｒ Ｅ 、 上 流 Ｏ Ｒ Ｆ は ｎ ｅ ｏ で
あ り 、 Ｃ Ｍ Ｖ 内 部 プ ロ モ ー タ ー 、 コ ド ン を 最 適 化 し た Ｂ ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 を
有 す る 。
ベ ク タ ー の 分 析
Ｐ Ｅ Ｒ Ｔ （ 高 性 能 逆 転 写 ） に よ る 力 価 の 予 測 値
　 内 部 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー か ら Ｌ ａ ｃ Ｚ 又 は 第 VIII因 子 を 発 現 す る ベ ク タ ー ゲ ノ ム を 用 い
て 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ で シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ を
用 い て 、 粒 子 を 破 壊 し た 後 の Ｍ Ｓ ２ 　 Ｒ Ｎ Ａ 鋳 型 か ら の Ｒ Ｔ － Ｐ Ｃ Ｒ 産 物 を 測 定 す る こ と
に よ っ て 、 逆 転 写 酵 素 の 活 性 を 定 量 し た 。 ベ ク タ ー 粒 子 の 数 （ 力 価 ） の 予 測 値 は 、 未 知 の
も の を 参 照 標 準 と 比 較 す る こ と に よ っ て 決 定 す る 。
【 ０ １ ７ ７ 】
　 第 VIII因 子 の ゲ ノ ム の 力 価 予 測 値 は Ｌ ａ ｃ Ｚ よ り も 低 か っ た が 、 そ の 差 は １ ｌ ｏ ｇ 以 内
で あ っ た 。
【 ０ １ ７ ８ 】
　 Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の レ ベ ル に よ る 力 価
　 Ｃ Ｍ Ｖ 又 は 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー か ら Ｇ Ｆ Ｐ 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 及 び 第 VIII因 子 の 導 入 遺 伝
子 を 発 現 す る ベ ク タ ー ゲ ノ ム を 用 い て 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー を 調 製 し た 。 ロ ス リ バ ー ウ イ ル
ス （ Ｒ Ｒ Ｖ ） エ ン ベ ロ ー プ を 用 い て ｈ Ａ Ａ Ｔ 内 部 プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー の シ ュ ー ド
タ イ プ を 作 製 し 、 エ ボ ラ エ ン ベ ロ ー プ を 用 い て Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー
の シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た 。 エ ン ベ ロ ー プ の 選 択 は 標 的 細 胞 種 に 基 づ く ： エ ボ ラ エ ン ベ
ロ ー プ は 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 試 験 す る た め に 選 択 し た Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 の
効 率 的 な 形 質 導 入 を 可 能 に し 、 Ｒ Ｒ Ｖ エ ン ベ ロ ー プ は 、 肝 細 胞 の 効 率 的 な 形 質 導 入 を 可 能
に す る こ と が 報 告 さ れ て い る （ Kang et al 2002） 。 両 エ ン ベ ロ ー プ を 用 い て 、 内 部 Ｃ Ｍ
Ｖ プ ロ モ ー タ ー を 含 む 対 照 シ ュ ー ド タ イ プ ベ ク タ ー を 作 製 し た 。 ウ イ ル ス Ｒ Ｎ Ａ レ ベ ル の
リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ 分 析 の 結 果 を 図 ６ に 示 し た 。
【 ０ １ ７ ９ 】
　 組 織 特 異 的 な 内 部 プ ロ モ ー タ ー を 含 む 第 VIII因 子 の ゲ ノ ム の 力 価 予 測 値 は 、 標 準 の Ｃ Ｍ
Ｖ （ 一 貫 し て ～ １ × １ ０ ５ Ｔ Ｕ ／ ｍ ｌ の 力 価 予 測 値 を 与 え る ） で 得 ら れ た 力 価 よ り も 約 ５
倍 高 い 。
【 ０ １ ８ ０ 】
　 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 内 の プ ロ モ ー タ ー 活 性
　 産 生 細 胞 内 に お け る Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ 、 ｈ Ａ Ａ Ｔ 及 び Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 相 対 活 性 を 決 定
す る た め に 、 ２ ９ ３ Ｔ に Ｇ Ｆ Ｐ を 発 現 す る ゲ ノ ム を 一 過 的 に 形 質 移 入 し た 。 細 胞 は 、 酪 酸
ナ ト リ ウ ム 処 理 の 約 ２ ４ 時 間 後 、 形 質 移 入 の ３ ６ 時 間 後 に Ｕ Ｖ 顕 微 鏡 で 観 察 し た 。 代 表 的
な 画 像 を 図 ７ に 示 し た 。
【 ０ １ ８ １ 】
　 標 的 細 胞 内 の プ ロ モ ー タ ー 活 性
　 肝 細 胞
　 ヒ ト 肝 細 胞 癌 細 胞 系 で あ る Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ を 、 ｈ Ａ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 試 験 す る た め
に 選 択 し た 。 こ れ は 、 こ の プ ロ モ ー タ ー の ｉ ｎ 　 ｖ ｉ ｔ ｒ ｏ 試 験 に 以 前 に 用 い ら れ て お り
（ Kramer et al 2003） 、 前 初 期 サ イ ト メ ガ ロ ウ イ ル ス （ Ｃ Ｍ Ｖ ） プ ロ モ ー タ ー （ エ ン ハ
ン サ ー 領 域 を 含 む ） の 活 性 の ４ ０ ％ の 活 性 を 有 す る と 報 告 さ れ て い る 。 Ｃ Ｍ Ｖ 又 は ｈ Ａ Ａ
Ｔ プ ロ モ ー タ ー の い ず れ か か ら レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る ベ ク タ ー を 形 質 導 入 し た Ｈ ｅ
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ｐ Ｇ ２ 及 び ２ ９ ３ Ａ 細 胞 の 代 表 的 な 画 像 を 図 ８ に 示 し た 。
【 ０ １ ８ ２ 】
　 β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ 及 び Ｇ Ｆ Ｐ レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を ど ち ら も 用 い る と 、 Ｃ Ｍ Ｖ 又 は ｈ
Ａ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー の ど ち ら か を 用 い て 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 駆 動 し た 場 合 に 形 質 導 入 し た
細 胞 の コ ロ ニ ー が 容 易 に 可 視 化 さ れ た 。 生 物 学 的 力 価 （ Ｘ － ｇ ａ ｌ で 染 色 さ れ た 細 胞 ） は
等 価 で あ り 、 こ れ は Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の レ ベ ル に よ っ て 測 定 し た 力 価 が 匹 敵 す る こ と を 反 映 し
て お り 、 ま た 、 ２ つ の プ ロ モ ー タ ー の 活 性 が Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 中 で 類 似 し て い る こ と を 示 し て い
る 。 こ の こ と は 、 形 質 導 入 し た 細 胞 か ら 調 製 し た 溶 解 物 の β － ガ ラ ク ト シ ダ ー ゼ ア ッ セ イ
に よ っ て 支 持 さ れ て い る （ デ ー タ 示 さ ず ） 。
【 ０ １ ８ ３ 】
　 内 皮 細 胞
　 Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ （ ヒ ト 臍 静 脈 内 皮 細 胞 、 human embilical vein endothelial cell） を 、 Ｉ
Ｃ Ａ Ｍ － ２ プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 試 験 す る た め に 選 択 し た 。 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ 及 び Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ
モ ー タ ー か ら Ｌ ａ ｃ Ｚ を 発 現 す る ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た 、 Ｘ － ｇ ａ ｌ で 染 色 さ れ た 細 胞
の 画 像 を 図 ９ に 示 し た 。
【 ０ １ ８ ４ 】
　 ２ ９ ３ Ａ 細 胞
　 Ｆ Ａ Ｃ Ｓ 解 析 で は 、 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た ２ ９ ３ Ａ
細 胞 中 で Ｇ Ｆ Ｐ 陽 性 細 胞 を 検 出 す る こ と が で き な か っ た （ デ ー タ 示 さ ず ） 。 こ の こ と は 、
発 現 の 高 い 細 胞 の 集 団 を も た ら し た Ｃ Ｍ Ｖ 対 照 ベ ク タ ー と 対 照 的 で あ る 。
【 ０ １ ８ ５ 】
　 要 約 す る と 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ 及 び ｈ Ａ Ａ Ｔ の ど ち ら の 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー も 、 所 望
ど お り ２ ９ ３ （ ２ ９ ３ Ａ 及 び ２ ９ ３ Ｔ ） 細 胞 中 で 低 い 活 性 レ ベ ル を も た ら し た 。 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ
－ ２ ベ ク タ ー の 場 合 は 、 内 皮 細 胞 中 で の プ ロ モ ー タ ー 活 性 の 証 拠 を 検 出 す る こ と が で き た
。 ｈ Ａ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー の 場 合 は 、 肝 細 胞 中 で 非 常 に 高 い 活 性 が 明 ら か で あ っ た （ Ｃ Ｍ Ｖ
プ ロ モ ー タ ー に 匹 敵 す る ） 。
【 ０ １ ８ ６ 】
　 遍 在 性 プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ れ る 第 VIII因 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー の 力 価 が 低 い こ と
は 、 機 能 的 な ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 を 阻 害 す る ２ ９ ３ Ｔ 産 生 細 胞 中 で の 第 VIII因 子 タ ン パ ク
質 の 発 現 に 起 因 す る 。 し た が っ て 、 ２ ９ ３ Ｔ に お け る 導 入 遺 伝 子 の 発 現 を 回 避 す る 戦 略 が
求 め ら れ て い た 。 標 的 細 胞 に お け る 導 入 遺 伝 子 の 高 い 発 現 を 維 持 し た ま ま で こ れ を 達 成 す
る た め に 最 も 有 効 な 手 段 は 、 内 部 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー を 強 力 な 肝 臓 特 異 的 ヒ ト α １ － 抗 ト
リ プ シ ン （ ｈ Ａ Ａ Ｔ ） プ ロ モ ー タ ー で 置 き 換 え る こ と で あ っ た 。 さ ら に 、 ゲ ノ ム に さ ら な
る 改 善 が 加 え ら れ て い る ： 結 果 的 に 力 価 が 減 少 さ れ る こ と な し に 、 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン １ 及 び
主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー の 突 然 変 異 が 行 わ れ て い る 。
【 ０ １ ８ ７ 】
　 組 込 み ア ッ セ イ に よ る 力 価
　 ベ ク タ ー の 性 能 の 機 能 的 ア ッ セ イ は 、 第 VIII因 子 を 送 達 す る た め の 高 力 価 の ベ ク タ ー を
産 生 す る こ と が で き る か を 確 か め る の に 重 要 で あ る 。 図 ５ 及 び ６ に 示 し た よ う に 、 Ｒ Ｎ Ａ
ゲ ノ ム の レ ベ ル の 測 定 も ウ イ ル ス 粒 子 数 （ Ｐ Ｅ Ｒ Ｔ ） の 測 定 も 、 力 価 の 予 測 に 不 十 分 で あ
る 。 し た が っ て 、 ２ ９ ３ Ａ 細 胞 を ウ イ ル ス の 上 清 で 形 質 導 入 こ と に よ っ て 組 込 み ア ッ セ イ
を 実 施 し た 。 ｈ Ａ Ａ Ｔ ベ ク タ ー 及 び Ｃ Ｍ Ｖ 対 照 ベ ク タ ー の デ ー タ を 図 １ ０ に 示 し た 。
【 ０ １ ８ ８ 】
　 pONY8.95NAF（ ｈ Ａ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー か ら 発 現 さ せ た 第 VIII因 子 ） で 形 質 導 入 し た 細 胞
は 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を コ ー ド す る ベ ク タ ー （ pONY8.95NCG） で 形 質 導 入 し た 細 胞 と 同 様
の レ ベ ル の ベ ク タ ー を 含 む 。 し か し 、 pONY8.7NCF（ 内 部 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー ） で 形 質 導 入
し た 細 胞 は 、 バ ッ ク グ ラ ウ ン ド （ Ｕ Ｔ ＝ 形 質 導 入 し て い な い 細 胞 、 untransduced cells）
よ り 僅 か だ け の 高 い 非 常 に 少 な い 量 の ベ ク タ ー し か 含 ま ず 、 こ れ は 、 こ の ベ ク タ ー 構 築 体
で 得 ら れ た 機 能 的 力 価 が 低 い こ と を 反 映 し て い る 。 こ れ ら の デ ー タ は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ
ー を ｈ Ａ Ａ Ｔ プ ロ モ ー タ ー に 交 換 す る こ と に よ っ て 産 生 細 胞 中 の 第 VIII因 子 の 発 現 に よ り
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も た ら さ れ る 粒 子 産 生 の 阻 害 が 完 全 に 回 避 さ れ た こ と を 示 し て い る 。
【 ０ １ ８ ９ 】
　 Ｃ Ａ Ｍ － ２ ベ ク タ ー 及 び Ｃ Ｍ Ｖ 対 照 ベ ク タ ー の デ ー タ を 図 １ １ に 示 し た 。
【 ０ １ ９ ０ 】
　 ｈ Ａ Ａ Ｔ ベ ク タ ー の 場 合 と 同 様 、 Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ プ ロ モ ー タ ー を 用 い る こ と に よ り 、 高 い
機 能 的 力 価 （ Ｌ ａ ｃ Ｚ 対 照 ベ ク タ ー の 約 １ ／ ３ ） を 有 す る 第 VIII因 子 の ベ ク タ ー の 産 生 が
可 能 と な る 。
【 ０ １ ９ １ 】
　 ゲ ノ ム 混 合 実 験
　 第 VIII因 子 を 発 現 す る ゲ ノ ム （ pONY8.7NCHENSQ） 、 又 は 第 VIII因 子 を 発 現 す る プ ラ ス ミ
ド （ pSQ） の 同 時 形 質 移 入 の 結 果 、 レ ポ ー タ ー 遺 伝 子 を 発 現 す る ベ ク タ ー の 力 価 が 常 に 約
２ ｌ ｏ ｇ 低 下 す る 。 新 し い 第 VIII因 子 の ゲ ノ ム の 同 時 形 質 移 入 が 第 ２ の ゲ ノ ム の 力 価 の 不
相 応 な 低 下 を も た ら し た の で は な い こ と を 確 認 す る た め に 、 こ れ ら を pONY8.95NCZを 共 に
同 時 形 質 移 入 し 、 Ｄ １ ７ 細 胞 で 力 価 決 定 し た 後 に Ｌ ａ ｃ Ｚ 力 価 の ス コ ア を つ け た 。 結 果 を
図 １ ２ に 示 し た 。
【 ０ １ ９ ２ 】
　 こ れ ら の デ ー タ は 、 組 込 み ア ッ セ イ の 結 果 を 確 か に し て い る ： 新 し い 第 VIII因 子 の ベ ク
タ ー ゲ ノ ム は 機 能 的 な ウ イ ル ス 粒 子 の 産 生 の 阻 害 を 引 き 起 こ さ な い 。
【 ０ １ ９ ３ 】
　 産 生 細 胞 に お け る 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 の 発 現 が 他 の レ ン チ ウ イ ル ス ベ ク タ ー 及 び レ ト
ロ ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 機 能 的 力 価 に 影 響 を 与 え る か ど う か を 確 認 す る た め に 、 Ｈ Ｉ Ｖ 及 び
Ｍ Ｌ Ｖ ベ ク タ ー を 用 い て 混 合 実 験 を 行 っ た 。 デ ー タ を 図 １ ３ に 示 し た 。
【 ０ １ ９ ４ 】
　 デ ー タ は 、 第 VIII因 子 を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド を 形 質 移 入 に 含 め た 場 合 、 Ｍ Ｌ Ｖ 及 び Ｈ Ｉ
Ｖ ベ ク タ ー の 力 価 が 約 １ ｌ ｏ ｇ 低 下 す る こ と を 示 し て い る 。 こ れ ら の デ ー タ は 類 似 の 以 前
の 実 験 と 一 致 し て い る 。 産 生 細 胞 に お け る 第 VIII因 子 の 発 現 は 、 明 ら か に Ｈ Ｉ Ｖ 及 び Ｍ Ｌ
Ｖ ベ ク タ ー の 力 価 に 不 利 益 な 影 響 を 与 え る 。 た だ し 、 こ れ は Ｅ Ｉ Ａ Ｖ で は そ れ ほ ど 劇 的 で
は な い 。
【 ０ １ ９ ５ 】
　 pONY8.45NCZの 構 築
　 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン １
　 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン １ の 突 然 変 異 は 、 シ ト シ ン 残 基 を ヌ ク レ オ チ ド ４ ３ ４ の 後 に 挿 入 す る こ
と に よ っ て 行 っ た （ ア ク セ ッ シ ョ ン 番 号 Ｅ Ｉ Ｕ ０ １ ８ ６ ６ ） 。
【 ０ １ ９ ６ 】
　 標 準 の 手 順 を 用 い て 以 下 に 示 す オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を Ｔ ４ ポ リ ヌ ク レ オ チ ド キ ナ ー ゼ で
処 理 し 、 ア ニ ー リ ン グ さ せ 、 そ の 後 、 BseRI及 び Eco0109Iで 消 化 し た pONY8.4NCZ（ ９ ４ ６
３ ｂ ｐ の 断 片 ） 内 に ラ イ ゲ ー シ ョ ン さ せ て 、 pONY8.43NCZを 作 製 し た 。
【 ０ １ ９ ７ 】
　 Ｔ Ａ Ｔ の エ ク ソ ン １ を 突 然 変 異 さ せ る た め に 用 い た オ リ ゴ
オ リ ゴ １ 　 GGGACCTGAGAGGGGCGCAGACCCTACCTGTTGAACCTCGGCTGATCGTAGGATCCCCGGGA
オ リ ゴ ２ 　 TGTAAGTTCTCCTCTGCTGTCCCGGGGATCCTACGATCAGCCGAGGTTCAACAGGTAGGG
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー の 突 然 変 異 は 、 以 下 の オ リ ゴ ヌ ク レ オ チ ド を 用 い て 不 変 の チ ロ
シ ン を シ ト シ ン へ と 交 換 す る こ と に よ っ て 達 成 さ れ た ：
SD1KO1F: CAGAACACAGGAGGACAGGCAAGATTGGGAGACCCTTTG
SD1KO2R: CAAAGGGTCTCCCAATCTTGCCTGTCCTCCTGTGTTCTG
（ 変 化 し た ヌ ク レ オ チ ド を 太 字 で 示 す ） 。
【 ０ １ ９ ８ 】
　 ス プ ラ イ ス ド ナ ー の 突 然 変 異 は Stratageneの QuickChange（ 商 標 ） 部 位 特 異 的 突 然 変 異
誘 発 キ ッ ト を 用 い て 行 い 、 配 列 決 定 に よ っ て 確 認 し た 。 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン １ 及 び 主 要 な ス プ
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ラ イ ス ド ナ ー の 突 然 変 異 を ど ち ら も 含 む こ の 構 築 体 は 、 pONY8.45NCZと 命 名 し た 。
【 ０ １ ９ ９ 】
　 単 一 の 突 然 変 異 で も 、 ２ つ の 突 然 変 異 の 組 合 せ で も 、 力 価 は 顕 著 に 変 更 さ れ な か っ た 。
図 １ ４ の 第 １ 実 験 の デ ー タ を 参 照 さ れ た い 。
【 ０ ２ ０ ０ 】
　 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー を 含 む ベ ク タ ー の 力 価 は 僅 か に 増 強 さ れ た 。 こ の こ と は 、 次 の
実 験 で も 観 察 さ れ た 。
【 ０ ２ ０ １ 】
　 以 下 に 、 Ｔ Ａ Ｔ の 第 １ の エ ク ソ ン 、 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー の ノ ッ ク ア ウ ト 及 び pONY8.
45NCZベ ク タ ー の パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル に お け る 突 然 変 異 及 び 挿 入 を 示 す 。
UI01866         401 cctgagaggggcgcagaccctacctgttgaacct-ggctgatcgtaggatccccgggaca
gcagaggagaacttacagaagtcttctggaggtgttcctggccagaacacaggaggacag

8.45 NCZ        213 cctgagaggggcgcagaccctacctgttgaacctcggctgatcgtaggatccccgggaca
gcagaggagaacttacagaagtcttctggaggtgttcctggccagaacacaggaggacag

UI01866         520 gtaagat-gggagaccctttgacat-ggagcaaggcgctcaagaagttagagaaggtgac
ggtacaagggtctcagaaattaactactggtaactgtaattgggcgctaagtctagtaga

8.45 NCZ        333 gcaagattgggagaccctttgacattggagcaaggcgctcaagaagttagagaaggtgac
ggtacaagggtctcagaaattaactactggtaactgtaattgggcgctaagtctagtaga

UI01866         
638 cttatttcat-gataccaactttgtaaaagaaaaggactggcagctgagggat-gtcattccattgctggaagat-
gtaactcagacgctgtcaggacaagaaagagaggcctttgaaag

8.45 NCZ        453 cttatttcattgataccaactttgtaaaagaaaaggactggcagctgagggattgtcatt
ccattgctggaagattgtaactcagacgctgtcaggacaagaaagagaggcctttgaaag

UI01866         755 aacat-ggtgggcaatttctgctgtaaagat-gggcctccagattaataat-gtagtaga
t-ggaaaggcatcattccagctcctaagagcgaaatat-gaaaagaagactgctaataaa

8.45 NCZ        573 aacattggtgggcaatttctgctgtaaagattgggcctccagattaataattgtagtaga
ttggaaaggcatcattccagctcctaagagcgaaatattgaaaagaagactgctaataaa

UI01866         870 aagcagtctgagccctctgaagaatatc
8.45 NCZ        693 aagcagtctgagccctctgaagaatatc
　 コ ド ン の 最 適 化
　 Ｂ ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 の Ｓ Ｑ 型 の コ ド ン の 最 適 化
　 Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 を 、 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の 野 生 型 （ Ｗ Ｔ 、 wild type） 又 は コ ド ン を 最
適 化 し た （ Ｃ Ｏ 、 codon optimised） 「 Ｓ Ｑ 」 型 を 発 現 す る Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ベ ク タ ー を 用 い て 、
２ つ の 異 な る Ｍ Ｏ Ｉ （ １ × 及 び １ ０ × ） で 形 質 導 入 し た 。 形 質 導 入 し た 細 胞 を 継 代 し た 後
、 新 し い 培 地 を 加 え 、 細 胞 を ２ ４ 時 間 イ ン キ ュ ベ ー シ ョ ン し た 。 培 地 を 取 り 出 し 、 Ｃ Ｏ Ａ
Ｔ Ｅ Ｓ Ｔ （ Ｃ ｈ ｒ ｏ ｍ ｏ ｇ ｅ ｎ IX） を 用 い て 第 VIII因 子 の 活 性 に つ い て 試 験 し た 。 こ の ア
ッ セ イ で は 、 合 成 の 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 を 含 む ベ ク タ ー の 最 も 高 い Ｍ Ｏ Ｉ で 形 質 導 入 し た
細 胞 か ら の 上 清 が 、 非 常 に 高 い レ ベ ル の 活 性 を も た ら し た （ ア ッ セ イ の 直 線 範 囲 を 超 え た
） 。 Ｗ Ｔ × １ ０ の 結 果 と Ｃ Ｏ × １ の 結 果 と を 比 較 す る と 、 コ ド ン の 最 適 化 の 結 果 、 細 胞 上
清 中 で 第 VIII因 子 の 活 性 が 約 ５ ０ 倍 増 大 し 、 Ｗ Ｔ の 形 質 導 入 細 胞 中 に １ ０ 倍 多 い ベ ク タ ー
コ ピ ー 数 が 存 在 す る と 考 え ら れ る 。
【 ０ ２ ０ ２ 】
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　 こ の こ と を 試 験 す る た め に 、 継 代 の の ち 、 形 質 導 入 し た 細 胞 に お い て Ｅ Ｉ Ａ Ｖ Ψ シ グ ナ
ル の リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ ア ッ セ イ を 実 施 し た 。 こ の ア ッ セ イ で は 、 Ｗ Ｔ ベ ク タ ー と 比 較 し
て 、 Ｃ Ｏ ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た 細 胞 中 で 約 ２ ． ５ 倍 多 い ベ ク タ ー コ ピ ー 数 が 検 出 さ れ た
。 し た が っ て 、 コ ド ン の 最 適 化 の 結 果 、 第 VIII因 子 の 活 性 に ２ ０ 倍 の 増 加 （ ベ ク タ ー コ ピ
ー １ つ あ た り ） が も た ら さ れ た 。 結 果 を 図 １ ６ に 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ３ 】
　 図 １ ６ に 概 要 を 示 し た 実 験 を 繰 り 返 し 、 上 清 を ２ つ に 分 割 し 、 タ ン パ ク 質 の 量 （ Affini
ty Biologicals FVIII ELISA） 及 び 活 性 （ Ｃ Ｏ Ａ Ｔ Ｅ Ｓ Ｔ ） に つ い て ア ッ セ イ を 行 う た め
に 適 切 に 希 釈 し た 。
【 ０ ２ ０ ４ 】
　 第 VIII因 子 の 活 性 は 全 体 的 に よ り 低 い が 、 こ こ で も 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 試 料 は 、 両 方
の ア ッ セ イ で の 測 定 に お い て は る か に 高 い レ ベ ル の 第 VIII因 子 が 存 在 し て い た 。 最 も 高 い
Ｍ Ｏ Ｉ で 形 質 導 入 し た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 細 胞 か ら の 上 清 の み で 、 Ｅ Ｌ Ｉ Ｓ Ａ に よ る 測 定 に お い て
バ ッ ク グ ラ ウ ン ド よ り も 高 い 第 VIII因 子 の レ ベ ル が 得 ら れ た 。 こ れ は 、 ポ リ ク ロ ー ナ ル 一
次 抗 体 は 、 完 全 長 の 第 VIII因 子 タ ン パ ク 質 対 し て 産 生 さ せ て お り 、 Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し
た 型 で は 欠 落 し て い る 完 全 長 の タ ン パ ク 質 上 の エ ピ ト ー プ を 認 識 す る こ と に 起 因 す る 可 能
性 が 高 い 。 結 果 を 図 １ ７ に 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ５ 】
　 図 １ ８ は 、 １ ７ ０ 、 ９ ０ 及 び ８ ０ ｋ Ｄ ａ の 第 VIII因 子 ポ リ ペ プ チ ド に 対 応 す る コ ド ン を
最 適 化 し た （ Ｃ Ｏ ） ベ ク タ ー を 用 い て 形 質 導 入 し た 細 胞 の 上 清 中 に 存 在 す る 特 異 的 な バ ン
ド を 示 す ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る 。
【 ０ ２ ０ ６ 】
　 こ れ ら の バ ン ド は 、 形 質 導 入 な し の 上 清 、 又 は 野 生 型 の 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 を コ ー ド す
る ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た 細 胞 か ら の 上 清 の ど ち ら に も 存 在 し て い な い 。
【 ０ ２ ０ ７ 】
　 完 全 長 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の コ ド ン の 最 適 化
　 ウ イ ル ス ベ ク タ ー は Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 の 一 過 性 の 形 質 移 入 に よ っ て 作 製 し 、 ２ ０ ０ ０
倍 ま で 濃 縮 し た 。 そ の 後 、 Ｈ Ｅ Ｋ ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 を 示 し た ベ ク タ ー （ pRV67シ ュ ー ド タ イ プ
） で 形 質 導 入 し た 。 継 代 及 び Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 の の ち 、 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ Ψ レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ
に よ っ て 測 定 し 、 結 果 を 上 述 の グ ラ フ 中 に 形 質 導 入 単 位 ／ ｍ ｌ （ Ｔ Ｕ ／ ｍ ｌ ） と し て 表 し
た 。 結 果 を 図 ２ ３ に 示 し た 。
【 ０ ２ ０ ８ 】
　 Ｎ Ａ Ｆ ａ は 完 全 長 （ ｆ ｌ 、 full-length） 、 野 生 型 （ ｗ ｔ ） の 第 VIII因 子 の 配 列 を 表 し
； Ｎ Ａ Ｆ ｂ は 完 全 長 の 、 コ ド ン を 最 適 化 し た （ ｃ ｏ ） 第 VIII因 子 の 配 列 を 表 し ； Ｎ Ａ Ｓ ｑ
ｗ ｔ は Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た （ ｂ ｄ ｄ 、 B-domain deleted） 、 野 生 型 の 第 VIII因 子 の 配
列 を 表 し ； Ｎ Ａ Ｆ は Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 の 配 列 を 表
す 。 す べ て の ゲ ノ ム は pONY8.95の 骨 格 中 に あ る 。
【 ０ ２ ０ ９ 】
　 完 全 長 の 配 列 か ら 得 た 力 価 の 比 較 に よ り 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 型 （ Ｎ Ａ Ｆ β ） は 、 野 生
型 （ Ｎ Ａ Ｆ ａ ） よ り も ５ ０ 倍 高 い 力 価 を 生 じ る こ と が 示 さ れ て い る 。 さ ら に 、 Ｂ － ド メ イ
ン が 欠 失 し た 型 か ら 得 た 力 価 の 比 較 に よ り 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 型 （ Ｎ Ａ Ｆ ） は 、 野 生 型
（ Ｎ Ａ Ｓ ｑ ｗ ｔ ） よ り も ８ 倍 高 い 力 価 を 生 じ る こ と が 示 さ れ て い る 。 全 体 的 に 、 Ｂ － ド メ
イ ン が 欠 失 し た 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 型 の 第 VIII因 子 ゲ ノ ム が 最 も 高 い 力 価 を 生 じ る 。
【 ０ ２ １ ０ 】
　 エ ン ベ ロ ー プ に 対 す る 第 VIII因 子 発 現 の 影 響
　 産 生 細 胞 に お け る 第 VIII因 子 の 発 現 は 、 明 ら か に ベ ク タ ー の 力 価 に 不 利 益 な 影 響 を 与 え
る 。 こ れ ま で 、 こ の 矛 盾 の 理 由 は 不 明 確 で あ っ た 。 し か し 、 本 発 明 者 ら は 今 回 、 ２ ９ ３ Ｔ
産 生 細 胞 に お け る 第 VIII因 子 の 発 現 に よ り ウ イ ル ス 粒 子 上 の Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ エ ン ベ ロ ー プ の 顕
著 な 低 減 が も た ら さ れ る こ と を 示 し た （ 図 ２ ４ 参 照 ） 。
【 ０ ２ １ １ 】
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　 様 々 な エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 で シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た 場 合 に お け る 、 第 VIII因 子
に よ る ウ イ ル ス ベ ク タ ー 産 生 の 阻 害
　 最 適 化 し た 比 の 、 様 々 な エ ン ベ ロ ー プ を 含 め た プ ラ ス ミ ド 成 分 を 用 い た 形 質 移 入 に よ っ
て 、 pONY8.95NCZ（ Ｌ ａ ｃ Ｚ ゲ ノ ム ） を 調 製 し た 。 形 質 移 入 混 合 物 に pSQ（ 第 VIII因 子 を 発
現 す る プ ラ ス ミ ド ） 又 は pCIneo（ 対 照 プ ラ ス ミ ド ） の ど ち ら か を ２ μ ｇ 加 え た 。 Ｄ １ ７ 力
価 （ コ ロ ニ ー 形 成 単 位 （ ｃ ｆ ｕ 、 colony forming unit） ） を 示 し た 。
【 ０ ２ １ ２ 】
　 い く つ か の 実 験 に よ り 、 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ （ pRV67） で シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た 場 合 、 第 VII
I因 子 の 発 現 が ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 産 生 に 対 し て 阻 害 効 果 を 有 す る こ と が 示 さ れ て い る 。
こ の 阻 害 が Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ に 特 異 的 で あ る か ど う か を 検 討 す る た め に 、 ７ つ の 異 な る エ ン ベ ロ
ー プ を 用 い て 上 述 の 実 験 を 行 っ た （ 図 ２ ５ 参 照 ） 。 結 果 は 、 阻 害 は Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ に 特 異 的 で
は な く 、 す べ て の 力 価 が 第 VIII因 子 の 発 現 に よ っ て 様 々 な 度 合 い で 影 響 を 受 け る こ と を 示
し て い る 。 pHCMV-Gは 、 pRV67と 比 べ て 第 VIII因 子 の 発 現 に よ る 影 響 が 少 な い と 考 え ら れ る
。 こ れ は 、 第 ２ の グ リ コ シ ル 化 部 位 上 の 単 一 の ア ミ ノ 酸 の 変 更 に 起 因 し て い る か も し れ ず
、 又 は 発 現 レ ベ ル の 差 異 に 起 因 し て い る 可 能 性 が あ る 。
【 ０ ２ １ ３ 】
　 上 述 の 明 細 書 中 で 言 及 し た す べ て の 出 版 物 は 本 明 細 書 中 に 参 考 と し て 組 み 込 ま れ て い る
。 本 発 明 の 記 載 し た 方 法 及 び 系 の 様 々 な 改 変 及 び 変 形 が 、 本 発 明 の 範 囲 及 び 精 神 か ら 逸 脱
せ ず に 、 当 業 者 に は 明 ら か で あ ろ う 。 本 発 明 を 特 定 の 好 ま し い 実 施 形 態 に 関 連 し て 記 載 し
た が 、 特 許 請 求 し た 本 発 明 は 、 そ の よ う な 具 体 的 な 実 施 形 態 に 過 度 に 限 定 さ れ る べ き で な
い こ と を 理 解 さ れ た い 。 実 際 、 生 化 学 及 び 生 命 工 学 又 は 関 連 分 野 の 技 術 者 に は 明 ら か で あ
る 、 ほ ん 発 明 を 実 施 す る た め の 記 載 し た 方 法 の 様 々 な 改 変 が 、 添 付 の 特 許 請 求 の 範 囲 内 に
あ る こ と を 意 図 す る 。
【 図 面 の 簡 単 な 説 明 】
【 ０ ２ １ ４ 】
【 図 １ 】 本 発 明 の 一 態 様 に よ る ベ ク タ ー を 示 す 模 式 図 で あ る 。 Ｓ Ｄ ＝ ス プ ラ イ ス ド ナ ー 、
Ｓ Ａ ＝ ス プ ラ イ ス ア ク セ プ タ ー 、 ｐ Ａ ＝ ポ リ ア デ ニ ル 化 シ グ ナ ル 、 Ｂ Ｇ Ｈ ＝ ウ シ 成 長 ホ ル
モ ン 、 ｓ ｙ ｎ ＝ 合 成 、 Ψ ＝ パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル で あ る 。
【 図 ２ 】 組 み 込 ま れ た 本 発 明 の 一 態 様 に よ る ベ ク タ ー を 示 す 模 式 図 で あ る 。
【 図 ３ 】 第 VIII因 子 の Ｂ － ド メ イ ン に 隣 接 す る ア ミ ノ 酸 配 列 を 示 す 図 で あ る 。 よ り 詳 細 に
は 、 Ａ ２ 配 列 （ ７ ３ ７ か ら ７ ４ ０ ） 、 Ａ ３ 配 列 （ １ ６ ９ ０ か ら １ ６ ９ ６ ） を 示 し た 。 タ ン
パ ク 質 分 解 性 の 活 性 化 中 に ト ロ ン ビ ン に よ っ て 切 断 さ れ る 部 位 を 示 し た （ 四 角 で 囲 ん だ ）
。 第 VIII因 子 の Ｓ Ｑ 型 は Ｓ ｅ ｒ ７ ４ ３ を Ｇ ｌ ｎ １ ６ ３ ８ に 融 合 さ せ る こ と に よ っ て 作 製 し
、 Ｌ Ａ 型 は ７ ６ ０ か ら １ ６ ３ ９ の 残 基 を 欠 失 さ せ る こ と に よ っ て 作 製 し た （ Ｔ ｈ ｒ ７ ５ ９
を Ｐ ｒ ｏ １ ６ ４ ０ に 融 合 ） 。 Ａ ｒ ｇ ７ ４ ０ 及 び Ｇ ｌ ｕ １ ６ ４ ９ は 、 第 VIII因 子 の プ ロ セ ッ
シ ン グ に 重 要 で あ る と 考 え ら れ て い る 。 し た が っ て 、 Ｓ Ｑ 型 は ９ ０ ｋ Ｄ ａ 鎖 の Ｃ 末 端 （ Ａ
ｒ ｇ ７ ４ ０ ） と ８ ０ ｋ Ｄ ａ の 軽 鎖 の Ｎ 末 端 と の 間 に １ ４ 個 の ア ミ ノ 酸 の 連 結 部 を 有 す る 。
【 図 ４ 】 ヒ ト α １ － 抗 ト リ プ シ ン プ ロ モ ー タ ー （ ３ ０ ５ ｂ ｐ ） を 示 す 模 式 図 で あ る （ Kram
er et al (2003) Mol Ther. 7:375-85） 。 よ り 詳 細 に は 、 特 異 的 （ Ｃ ／ Ｅ Ｂ Ｐ 、 Ｃ Ｃ Ａ Ａ
Ｔ エ ン ハ ン サ ー 結 合 タ ン パ ク 質 α 又 は β ； Ｈ Ｎ Ｆ （ hepatocyte nuclear factor） 、 肝 細
胞 核 因 子 ） 及 び 非 特 異 的 （ Ａ Ｐ － １ ） な 活 性 化 転 写 因 子 を 示 し た 。 非 肝 細 胞 中 に 存 在 す る
推 定 上 の リ プ レ ッ サ ー 因 子 の 結 合 領 域 を 示 し た （ De Simone及 び Cortese 1989） 。 ｃ ａ ｐ
部 位 に 対 す る 座 標 を 示 し た 。 制 御 要 素 を 示 し た ： Ｄ Ｅ 、 遠 位 要 素 （ distal element） ； Ｔ
Ｓ Ｅ 、 組 織 特 異 的 要 素 （ tissue-specific element） 、 Ｔ Ａ Ｔ Ａ ボ ッ ク ス 。
【 図 ５ 】 Ｐ Ｅ Ｒ Ｔ （ 高 性 能 逆 転 写 、 performance enhanced reverse transcription） ア ッ
セ イ に よ っ て 測 定 し た ウ イ ル ス ベ ク タ ー 調 製 物 の 力 価 の 予 測 値 を 示 す 図 で あ る 。 ベ ク タ ー
ゲ ノ ム は 、 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー か ら Ｌ ａ ｃ Ｚ 又 は 第 VIII因 子 を 発 現 す る 。
【 図 ６ 】 Ｃ Ｍ Ｖ 及 び 組 織 特 異 的 な プ ロ モ ー タ ー を 有 す る ベ ク タ ー の Ｒ Ｎ Ａ ゲ ノ ム の レ ベ ル
を 示 す 図 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 ｈ Ａ Ａ Ｔ （ 暗 ） 又 は Ｉ Ｃ Ａ Ｍ － ２ （ 明 ） プ ロ モ ー タ ー の
ど ち ら か か ら の 、 Ｇ Ｆ Ｐ 、 Ｌ ａ ｃ Ｚ 及 び 第 VIII因 子 を 発 現 す る ベ ク タ ー の 力 価 予 測 値 を 示
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し た 。 内 部 Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー を 含 む ベ ク タ ー も 、 対 照 と し て 平 行 し て 調 製 し た （ Ｎ Ｃ Ｇ
＝ pONY8.95NCG、 Ｎ Ｃ Ｚ ＝ pONY8.95NCZ、 Ｎ Ｃ Ｆ ＝ pONY8.7NCF） 。 ロ ス リ バ ー ウ イ ル ス （ Ｒ
Ｒ Ｖ 、 Ross river Virus） 又 は エ ボ ラ の エ ン ベ ロ ー プ を 用 い て ベ ク タ ー の シ ュ ー ド タ イ プ
を 作 製 し た 。
【 図 ７ 】 ２ ９ ３ Ｔ 細 胞 に お け る プ ロ モ ー タ ー の 活 性 を 示 す 図 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 ２ ９
３ Ｔ 細 胞 を 様 々 な 内 部 プ ロ モ ー タ ー 由 来 の Ｇ Ｆ Ｐ （ 示 し た も の ） を 発 現 す る ゲ ノ ム で 形 質
移 入 し 、 位 相 差 又 は Ｕ Ｖ 顕 微 鏡 観 察 に よ っ て 観 察 し た 。
【 図 ８ 】 示 し た ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 及 び ２ ９ ３ Ａ 細 胞 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ９ 】 示 し た ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た Ｈ Ｕ Ｖ Ｅ Ｃ 細 胞 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ０ 】 組 込 み ア ッ セ イ ： ｈ Ａ Ａ Ｔ 及 び Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。 よ
り 詳 細 に は 、 ２ ９ ３ Ａ 細 胞 を 示 し た ベ ク タ ー （ Ｒ Ｒ Ｖ シ ュ ー ド タ イ プ ） で 形 質 導 入 し た 。
継 代 及 び Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 の の ち 、 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ Ψ レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 測 定 し た 。
【 図 １ １ 】 組 込 み ア ッ セ イ ： Ｉ Ｃ Ａ Ｍ ２ 及 び Ｃ Ｍ Ｖ プ ロ モ ー タ ー の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
よ り 詳 細 に は 、 ２ ９ ３ Ａ 細 胞 を 示 し た ベ ク タ ー （ エ ボ ラ シ ュ ー ド タ イ プ ） で 形 質 導 入 し た
。 継 代 及 び Ｄ Ｎ Ａ 抽 出 の の ち 、 Ｅ Ｉ Ａ Ｖ Ψ レ ベ ル を リ ア ル タ イ ム Ｐ Ｃ Ｒ に よ っ て 測 定 し た
。
【 図 １ ２ 】 第 ２ の ゲ ノ ム で 同 時 形 質 移 入 し た 場 合 の pONY8.95NCZ（ Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ ） の 力 価 を
示 す 図 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 等 量 の pONY8.95NCZプ ラ ス ミ ド 及 び 示 し た プ ラ ス ミ ド を 形
質 移 入 に 用 い た 。 そ の 結 果 生 じ た Ｌ ａ ｃ Ｚ の 力 価 を 示 し た 。
【 図 １ ３ 】 Ｈ Ｉ Ｖ 、 Ｍ Ｌ Ｖ 及 び Ｅ Ｉ Ａ Ｖ の Ｄ １ ７ 力 価 ： 第 VIII因 子 の ゲ ノ ム の 混 合 を 示 す
図 で あ る 。 よ り 詳 細 に は 、 Ｈ Ｉ Ｖ （ pH7G） 、 Ｍ Ｌ Ｖ （ pHIT111） 及 び Ｅ Ｉ Ａ Ｖ （ pONY8.7NC
Z） ベ ク タ ー は 、 最 適 化 し た 比 の プ ラ ス ミ ド 成 分 を 用 い て 形 質 移 入 を 行 う こ と に よ っ て 調
整 し た 。 形 質 移 入 混 合 物 に ２ μ ｇ の 示 し た プ ラ ス ミ ド を 加 え た 。 Ｄ １ ７ 力 価 （ コ ロ ニ ー 形
成 単 位 ） を 示 し た 。
【 図 １ ４ 】 Ｔ ａ ｔ エ ク ソ ン １ 及 び ／ 又 は 主 要 な ス プ ラ イ ス ド ナ ー １ の 突 然 変 異 を 有 す る pO
NY8.4NCZ（ Ｓ Ｉ Ｎ Ｍ Ｉ Ｎ ） ベ ク タ ー の Ｄ １ ７ 力 価 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ５ 】 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 の コ ド ン 使 用 頻 度 を 示 す 表 で あ る 。
【 図 １ ６ 】 Ｃ Ｏ Ａ Ｔ Ｅ Ｓ Ｔ の 結 果 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ７ 】 タ ン パ ク 質 の 量 及 び 活 性 の ア ッ セ イ に よ る 、 野 生 型 及 び コ ド ン を 最 適 化 し た 第
VIII因 子 の 遺 伝 子 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 １ ８ 】 第 VIII因 子 を コ ー ド す る Ｅ Ｉ Ａ Ｖ ベ ク タ ー で 形 質 導 入 し た Ｈ ｅ ｐ Ｇ ２ 由 来 の 上
清 の ウ エ ス タ ン ブ ロ ッ ト を 示 す 図 で あ る （ レ ー ン １ ： 形 質 導 入 な し ； レ ー ン ２ ： Ｃ Ｏ × １
； レ ー ン ３ ： Ｃ Ｏ × １ ； レ ー ン ４ ： Ｗ Ｔ × １ ０ ； レ ー ン ５ ： 形 質 導 入 な し ； レ ー ン ６ ： pO
NY8.95NAF； レ ー ン ７ ： pONY8.95NAF； レ ー ン ８ ： マ ー カ ー ； レ ー ン ９ ： マ ー カ ー ； レ ー ン
１ ０ ： ｒ Ｆ VIII） 。
【 図 １ ９ 】 本 発 明 に よ る コ ド ン を 最 適 化 し た 第 VIII因 子 の ヌ ク レ オ チ ド 配 列 を 示 す 図 で あ
る 。
【 図 ２ ０ 】 pONY8.95NAFβ と 命 名 し た pONY8.95骨 格 中 に お け る 、 完 全 長 の 、 コ ド ン を 最 適
化 し た 第 VIII因 子 の 遺 伝 子 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ １ 】 pONY8.95NAFβ の 完 全 な 配 列 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ２ 】 完 全 長 の 、 コ ド ン を 最 適 化 し た 配 列 の 翻 訳 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ３ 】 コ ド ン を 最 適 化 し た 完 全 長 の 第 VIII因 子 （ Ｎ Ａ Ｆ ｂ ） 、 野 生 型 の 第 VIII因 子 （
Ｎ Ａ Ｆ ａ ） 、 Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 （ Ｎ Ａ Ｓ ｑ ｗ ｔ ） 及 び コ ド ン を 最 適 化 し
た 、 Ｂ － ド メ イ ン が 欠 失 し た 第 VIII因 子 （ Ｎ Ａ Ｆ ） を 含 む 、 pONY8.95-hAATベ ク タ ー の 力
価 の 比 較 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ４ 】 Ｖ Ｓ Ｖ － Ｇ エ ン ベ ロ ー プ の 濃 度 に 対 す る 、 ２ ９ ３ Ｔ 産 生 細 胞 中 で の 第 VIII因 子
の 発 現 の 影 響 を 示 す 図 で あ る 。
【 図 ２ ５ 】 様 々 な エ ン ベ ロ ー プ タ ン パ ク 質 を 用 い て シ ュ ー ド タ イ プ を 作 製 し た 場 合 に お け
る 、 ウ イ ル ス ベ ク タ ー 産 生 の 産 生 に 対 す る 第 VIII因 子 の 発 現 の 影 響 を 示 す 図 で あ る 。
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