
ドとは異なるが、これまでに、抗原ぺプチドと不完全フロイントアジュバントのエマルシ  

ョン、抗原ぺプチド産生ウイルス、又は抗原ぺプチドパルス樹状細胞といった様々な形態  

のワクチンの投与を腫瘍抗原特異的丁細胞の翰注療法に組み合わせることにより、輸注さ  

れたT細胞の増殖、サイトカイン産生、及び腫瘍への浸潤を誘導し、輸注療法の抗腫瘍効  

果を増大させることが動物実験により報告されている（14，16－20）。また、これらの動物実  

験の結果を踏まえて、臨床試験においても同様に抗原ぺプチドと不完全フロイントアジュ  

バントのエマルション、抗原ぺプチド産生ウイルス、又は抗原ぺプチドパルス樹状細胞を  

腫瘍抗原特異的丁細胞療法と組み合わせてメラノーマ患者の治療が試みられている（12，21）。  

このような知見に基づき、本臨床研究においては試験細胞のin vitro培養を短期間とし、  

試験細胞の患者への移入後2週目と4通日に阻GE－A4143＿151ペプチドを投与することを計画  

した。本治療スケジュールにより、まず患者体内におけるMAGE－A4反応性丁細胞の頻度を  

飛躍的に増大させ、その後に抗原ぺプチドを投与することにより輸注したh仏GE－A4反応性丁  

細胞を患者体内で活性化すると共にさらなる増殖を引き起こし、より高い免疫応答と臨床  

効果を期待するものである。   

Ⅴ．5．2舶GE一班l伊1臥ペプチド投与圭の設定根拠   

実験動物、特にマウスを用いた研究において、腫瘍抗原ペプチド特異的な免疫応答を誘  

導するために、約100〝gのペプチドを不完全フロイントアジュバントとエマルション化  

して用いると有効であることが示されてきた（22，23）。1990年代よりヒト腫瘍においても腫  

瘍関連抗原が同定され始め、これらの腫瘍抗原由来の抗原ぺプチドを用いた腫瘍に対する  

ワクチン療法の臨床研究が国内外において精力的に行われてきた（24－28）。その過程におい  

て、Mlト1／Melan AやgplOO等の腫瘍抗原由来ぺプチドを用いた初期のペプチドワクチン  

療法の臨床試験では当初100〟gから10mgの投与量の範囲で用いられたが、その最大投与  

量においても毒性は認められなかった。加えて、ワクチン投与患者の末梢血単核球  

（peripheralblood mononuclear cell：PBMC）を用いたin vitroの解析において、ワク  

チン投与による抗原特異的なT細胞免疫応答の誘導と投与ペプチド量との間には特定の相  

関を認めるに至っていない（29－33）。これらの結果に基づき、以後の第Ⅰ相臨床試験の多く  

では、100〃gから1mg程度の固定した投与量が設定されており、これまでに重篤な副作  

用は報告されていない（29，34）。このような経緯と、従来の化学療法剤と腫瘍ワクチンとの  

根本的な性質の違いから、腫瘍抗原ペプチドを用いたワクチン療法の臨床試験においては  

用量試験の意義は限られていると考えられている（29）。これらの知見に基づき、本臨床研  

究においては安全に投与可能であり、かつ免疫反応を誘導することが期待される投与量と  

して300〝gを設定した。  

」∴ソ∵∴藍   



Ⅵ．遺伝子の種類及びその導入方法  

Ⅵ．1人に導入する連伝子の構造と性質   

本塩床研究において発現する遺伝子はTCR（主鎖及びβ鎖遺伝子である。ベクターDNA等の  

構造と性質は、「1・7．5 ウイ／レスベクターを用いた遺伝子導入」の項で述べられている。   

Ⅵ．1．1人に導入する遺伝子の構造   

Ⅵ．1．1．1T細胞受容体（TCR）α鎖浪伝子   

TCRα鎖遺伝子は、TCRα鎖をコードするcDNAで、本臨床研究に用いる遺伝子はTCRα8－1  

である。本遺伝子はHLA－A2402拘束性MAGE－A4143151ペプチドに特異的なCTLクローン  

＃2－28（35）から単離され、272アミノ酸からなるポリペプチドをコードする816塩基対と終  

止コドンTGAより成り立っている。この遺伝子にコードされる蛋白は、111アミノ酸からな  

るV8－1領域、20アミノ酸からなるJlO領域、141アミノ酸からなるC領域という構造から  

なっている。図1にTCRα8－1遺伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列を示す。   



1  ATG CTC CTG TTG CTC ATA CCA GTG CTG GGG ATG ATT TTT GCC CTG 45  
1   M L L L L I P V L G M I F A L 15  

46  AGA GAT GCC AGA GCC CAG TCT GTG AGC CAG CAT AAC CAC CAC GTA 90  
16   R D A R A Q S V S Q H N H H V  30  

91 ATT CTC TCT GAA GCA GCC TCA CTG GAG TTG GGA TGCÅAC TAT TCC 135  
31  I L S E A A S L E L G C N Y S  45  

136 TAT GGT GGA ACT GTT AAT CTC TTC TGG TAT GTC CAG TAC CCT GGT 180  
46   Y G G T V N L F W Y V Q Y P G  60  

181 CAA CAC CTT CAG CTT CTC CTC AAG TAC TTT TCA GGG GAT CCA CTG 225  
61 Q H L Q L L L K Y F S G D P L  75  

226 GTT AAA GGC ATC AAG GGC TTT GAG GCT GAA TTT ATA AAG AGT AAA 270  
76   V K G I K G F E A E F I K S K  90  

271 TTC TCC TTT AAT CTG AGG A丸A CCC TCT GTG CAG TGG AGT GAC ACA 315  
91   F S F N L R R P S V Q W S D T lO5  

V8－1領域  

GGG AGG GGA GGA GGA AAC AAA CTC ACC  360  
G R G G G N K L T  120  

316 GCT GAG TAC TTC TGT GCC  

lO6  A E Y F C A  
JlO領域  

AAT ATC CAG AAC  405 N I Q N 135  361 TTT GGG ACA GGC ACT CAG CTA AAA GTG GAA CTC  
121 F G T G T Q L K V E L  

406 CCT GAC CCT GCC GTG TAC CAG CTG AGA GAC TCT AAA TCC AGT GAC 450  
136  P D P A V Y Q L R D S K S S D 150  

451 AAG TCT GTC TGC CTA TTC ACC GAT TTT GAT TCT CAA ACA AAT GTG 495  
151 K S V C L F T D．F D S Q T N V 165  

496 TCA CAA AGTIAAG GAT TCT GAT GTG TAT ATC ACA GAC AAA ACT GTG 540  
166  S Q S K D S D V Y I T D K T V 180  

541 CTA GAC ATG AGG TCT ATG GAC TTC AAG AGC AAC AGT GCT GTG GCC 585  
181 L D M R S M D F K S N S A V A 195  

586 TGG AGC AAC AAA TCT GAC TTT GCA TGT GCA AAC GCC TTC AAC AAC 630  
196  W S N K S D F A C A N A F N N  210  

631 AGC ATT ATT CCA GAA GAC ACC TTC TTC CCC AGC CCA GAA AGT TCC 675  
211 S I I P E D T F F P S P E S S  225  

676 TGT GAT GTC AAG CTG GTC GAG AAA AGC TTT GAA ACA GAT ACG AAC 72O  
226  C D V K L V E K S F E T D T N  240  

721 CTA AAC TTT CAA AAC CTG TCA GTG ATT GGG TTC CGA ATC CTC CTC 765  
241 L N F Q N L S V I G F R I L L  255  

766 CTG AAA GTG GCC GGG～TTT AAT CTG CTC ATG ACG CTG CGG CTG TGG 810  
256  L K V A G F N L L M T L R L W  270  

811 TCC AGC  

271  S S  TGA  819  ＊  

園1TCRα8－1辻伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列   



Ⅵ．1．1．2T細胞受容体（TCR）β鎖遺伝子   

TCRβ鎖遺伝子は、TCRl∃鎖をコードするcDNAで、本臨床研究に用いる遺伝子はTCRβ7－9  

である二 本遺伝子はHLA－A2402拘束性」舶GE－A4ば卜151ペプチド特異的なCTLクローン  

＃2－28（35）から蛍離され、313アミノ酸からなるポリペプチドをコードする939塩基対と終  

止コドンTAGより成り立っている。この遺伝子にコードされる蛋白は、116アミノ酸からな  

るⅤト9領域、3アミノ酸からなるN領域、15アミノ酸からなるJ2－5領域、179アミノ酸か  

らなるC2領域という構造からなっている。図2にTCRβ7」9遺伝子の塩基配列とコードす  

るアミノ酸配列を示す。   



1   ATG GGC ACC AGC CTC CTC TGC TGG ATG GCC CTG TGT CTC CTG GGG 45  

W M A L C L L G  15   

GTC TCC CAG AAC CCC AGA CAC AAG  90  

V S Q N P R H K  30   

GTA ACT TTC AGG TGT GAT CCA ATT 135  

V T F R C D P I  45  

1  M G T S L L C   

46  GCA GAT CAC GCA GAT ACT GGA  

16  A D H A D T G   

91  ATC ACA AAG AGG GGA CAG AAT  

31   I T K R G Q N  

180  

60   

225  

75  
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226  AAA TCA AGG CTG CTC AGT GAT CGG TTC TCT GCA GAG AGG CCT AAG  270  

76  K S R L L S D R F S A E R P K  90   

271 GGA TCT TTC TCC ACC TTG GAG ATC CAG CGC ACA GAG CAG GGG GAC  315  
N領域  G D lO5  91   G S F S T L E I Q R T E Q  

GGA  360  
G  120  

CAG GGA GC  

Q G A  

316  TCG GCC ATG TAT CTC TGT GCC AGC AGC TTA GCC  

lO6  S A M Y L C A S S L A  
J2－5領域  

AG  405  

E  135  
361 GAG ACC CAG TAC TTC GGG CCA GGC ACG CGG CTC CTG GTG CTC  
121  E T Q Y F G P G T R L L V L  

CCC GAG GTC GCT GTG TTT GAG CCA  450  
P E V A V F E P  150   

ACC CAA AAG GCC ACA CTG GTA TGC  495  
T Q K A T L V C  165   

GAC CAC GTG GAG CTG AGC TGG TGG  540  
D H V E L S W W  180   

AGT GGG GTC AGC ACA GAC CCG CAG  585  
S G V S T D P Q  195   

CTC AAT GAC TCC AGA TAC TGC CTG  630  

406  GAC CTG AAA AAC GTG TTC CCA  

136  D L K N V F P   

451 TCA GAA GCA GAG ATC TCC CAC  

151  S E A E I S H   

496  CTG GCC ACA GGC TTC TAC CCC  

166  L A T G F Y P   

541 GTG AAT GGG AAG GAG GTG CAC  

181  V N G K E V H   

586  CCC CTC AAG GAG CAG CCC GCC  

C2領域  

196  P L K E Q P A L N D S R Y C L  210   

631 AGC AGC CGC CTG AGG GTC TCG GCC ACC TTC TGG CAG AAC CCC CGC  675  
211  S S R L R V S A T F W Q N P R  225   

676 AAC CAC TTC CGC TGT CAA GTC CAG TTC TAC GGG CTC TCG GAG AAT  720  
226  N EZ F R C Q V Q F Y G L S E N  240  

GCC AAA CCC GTC ACC CAG ATC GTC  765  
A K P V T Q I V  255   

GCA GAC TGT GGC TTC ACC TCC GAG  810  
A D C G F T S E  270   

TCT GCC ACC ATC CTC TAT GAG ATC  855  
S A T I L Y E I  285   

TAT GCC GTG CTG GTC AGT GCC CTC  900  
Y A V L V S A L  300  

721 GAC GÅG TGG ACC CAG GAT AGG  
241  D E W T Q D R   

766  AGC GCC GAG GCC TGG GGT AGA  

256  S A E A W G tモ   
811 TCT TAC CAG CAA GGG GTC CTG  

271  S Y Q Q G V L   

856  TTG CTA GGG AAG GCC ACC TTG  

286  L L G K A T L   

901 GTG CTG ATG GCC ATG GTC AAG  

301  V L M A M V K  

TAG  942   
＊  

AGA AAG GAT TCC AGA GGC  

R K D S R G  

囲2 TCRβ7－9遭伝子の塩基配列とコードするアミノ酸配列   



Ⅵ．1．2人に導入する辻伝子の性質   

本臨床研究において使用するレトロウイ／レスベクターMS－bPaが細胞に感染すると、  

MS－bPaのゲノム（図7参照）は逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、プロウイルスとな  

る。プロウイ／レスは図3に示すウイルスプラスミドベクターpMS－bPaと同様の構造を有する  

が、後述するようiこ、5’－LTR及び3’－LTRの由来が異なる。   

本臨床研究において導入する遺伝子は、TCR α鎖とβ鎖をコードする cDNAである。TCR  

はT細胞に特異的に発現する抗原認識レセプターであり、免疫系におけるT細胞の抗原特  

異性を汰定している。機能的TCR分子は抗原認識を行うTCRαβ鎖又はγ∂鎖のヘテロダイ  

マーからなり、細胞内への直接シグナル伝達を担うCD3分子群と会合し、TCR－CD3複合体を  

形成している。 ヒトにおいてTCRα鎖は14番染色体上に、β鎖は7番染色体上にコードさ  

れ、多様なクロノタイプが存在する。   

TCR遺伝子は免疫グロブリン（Ig）と同様に多数の亜型からなる V（variable）、D  

（diversity）、J（joining〉 の可変領域と少数のC（constant）の定常領域からなる。その  

中でα鎖の可変領域はⅤ－］でβ鎖の可変領域はⅤ－DTJで形成される。TCR遺伝子はT細胞の  

分化に伴い、これらの領域の遺伝子再構成という特徴的な過程を経て機能的遺伝子を形成  

する。まずD－Jの遺伝子再構成が起こり、続いてⅤ－DJの再構成が生じる。再構成に伴いⅤ－D  

及びD－J間にランダムな塩基配列（N領域）が組み込まれTCRの多様性はさらに増加する。  

本塩床研究にはこの再構成を経た後のTCR遺伝子のcDNAを導入する。われわれの使用する  

TCRα鎖はⅤα8－1、Jα10、Cであり、TCRβ鎖はⅤβ7－9、Jβ2－5、C2の配列である。   

レトロウイルスベクターMS－bPaにより遺伝子導入された細胞において、TCRα鎖遺伝子は  

マウスホスホグリセリン酸キナーゼ（PGK）遺伝子プロモーター（PpGK）によって転写される  

（囲7参照）。PGKは解糖系の酵素であり、ほとんどの組織において構成的に発現している。  

マウスP陀Kはヒトを含む広範囲の哺乳類細胞において、細胞が増殖中であるか否かを問わず  

に機能するプロモーターであり、レトロウイルスベクターMS－bPaにより導入されるPpGKは  

513bpのマウスゲノム由来DM断片に含まれる。   

TCRβ鎖遺伝子はLTRプロモーターによって転写される（図7参照）。レトロウイルスベ  

クターMS－bPaゲノムRNAの5’－LTRはR領域とU5領域、3’－LTRはU3領域とR領域からな  

り、U5領域と両端のR領域はMoloney murineleukemia virus（Mo旺LV）由来、U3領域は  

murine stem cellvirus（MSCV）由来である。細胞に遺伝子導入されてプロウイルスにな  

ると、両末端のLTRはいずれもU3－R－U5領域の構造をとる。LTfモ中では、MSCV由来のU3領  

域が強いプロモーター活性とエンハンサー活性を有する。MSCV LTRはPCC4－Celトpassaged  

myeloproliferative sarcoma virus（PCMV）由来であり、PCMVは皿urineleukemia virus  

（MLV）を実験室で継代することにより得られた変異株であるc MSCVLTRは胚性幹細胞、胎  

児癌細胞及びその他の晴乳動物細胞において高い発現レベルを持続的に保持することが可  

能である。   



Ⅵ．1．3導入辻伝子からの生成物の構造及びその生物活性   

TCR遺伝子からの生成物はT細胞における抗原認識レセプター分子であるe TCRα鎖及び  

β鎖のヘテロダイマ一によって機能的なTCR分子を構成している。TCR分子は主要組織適合  

抗原（腑C）拘束性に標的細胞の岨C分子と抗原ペプチドの複合体を認識する。このことに  

より、T細胞は抗原特異性を示す。抗原認識の際の結合力の強弱や補助レセプターからのシ  

グナルの有無により、T細胞の活性化、アナジーの誘導、分化、生存と細胞死等を司る。   

TCR鎖はIgスーパーファミリー（IgSF）分子に属し、2つのIgドメインからなる細胞外  

領域、20アミノ酸からなる膜貫通領域、数個のアミノ酸からなる細胞内領域で構成される。  

2つのIgドメインのうち、N末端側が可変領域、C末端側が定常領域に相当する。α鎖が  

45－60kDa、β鎖が40－50kDaでα鎖とβ鎖はS－S結合でヘテロ2量体を形成し、2つのIg  

ドメインをもってペプチド＋MHCとの接合面を構成している。   

細胞外領域に存在する相補性決定領域（complementaritydeteminingregion＝CDR）1、  

CDR2領域は岨Cとの結合に貢献し、CDR3領域は主としてペプチドを認識するのに必要とさ  

れる。つまり、比較的一定のアミノ酸配列による蛋白構造を持つCDRl、CDR2領域を介して  

鮒Cを認識し、フレキシプルなCDR3領域が構造変化をとりながらペプチドと結合し、安定  

化する。また、TCRはMHCの溝に対して、MHC classI分子とは斜めに、MnC classⅡ分子  

とは直角に結合する。   

TCRの発現とシグナル伝達にはTCRと複合体を形成する4種類のCD3鎖が重要であるc  

細胞外領域にIgドメインを1つ持ち細胞内領域に活性化モチーフのITAMを1つ持つCD3  

γ、∂、f鎖がそれぞれγ－ど、∂－どの2量体を作り、また、9アミノ酸の短い細胞外領  

域と細胞内領域に4個のITAMを持つ∈鎖はS－S結合でホモ2量体となり、これら全部を含  

めてTCRと複合体を1単位として形成している。   

本遺伝子治療において導入するMAGE－A4特異的TCRは、α鎖が111アミノ酸からなるV8－1  

領域、20アミノ酸からなるJlO領域、及び141アミノ酸からなるC領域という構造からな  

り（図1参照）、β鎖は116アミノ酸からなるⅤト9領域、3アミノ酸からなるN領域、15  

アミノ酸からなるJ2－5領域、及び179アミノ酸からなるC2領域という構造からなってい  

る（図2参照）。これらTCRα鎖及びβ鎖のヘテロダイマ一によって機能的なMAGE－A4特異  

的TCR分子を構成している。このMAGE－A4特異的TCR分子は、標的細胞あるいは抗原提示  

細胞上のMHC－ClassI分子であるHLA－A2402分子とMAGE－A4分子由来の抗原ぺプチドであ  

るMAGE－A4．43＿151ぺプチドの複合体によって形作られる構造を特異的に認識し、結合する。T  

細胞表面上に存在するCD8分子は、HLA－A2402分子とMAGE－A4143＿151ぺプチドの複合体が  

MAGE－A4特異的TCR分子と結合する際の結合の安定化に必要であり、CD8分子の非存在下で  

は本MAGE－A4特異的TCR分子は機能しない。   

本遺伝子治療においてT細胞に導入された本MAGE－A4特異的TCR分子は、導入されたT  

細胞が本来持っているCD3分子鎖群と複合体を形成し、標的細胞あるいは抗原提示細胞上  

のHLA－A2402分子とMAGE－A414。＿．51ぺプチドの複合体を認識するが、認識に際してはCD8分   



子による安定化が必要である為に、CD8陽性丁細胞に導入された場合のみに機能的である。  

導入された鮎GE一姐特異的TCRによるHLA－A2402分子と帆GE－A4．吏ト151ぺプチドの複合体の  

認識が起こると、複合体を形成したCD3分子群を通して遺伝子導入CD8陽性丁細胞内に活  

性化シグナルが伝達され、遺伝子導入CD8陽性丁細胞の分裂・増殖、IFドー1ノをはじめとし  

たサイトカインの産生、及びグランザイムB、パーフォリン等の細胞傷害性分子の放出が起  

こり、標的細胞の破壊を導く。  

Ⅵ．2本計画で使用するその他の組換えD鮎の構造と性質  

本計画では使用しない。  

Ⅵ．3標的細胞とした細胞の由来及び生物学的特徴並びに当該細胞を標的細胞とした理由   

本臨床研究における標的細胞は、治療抵抗性食道癌患者（Hl止rA2402陽性、腫瘍組織に  

MAGE－A4発現）末梢血由来のTリンパ球である。その生物学的特徴として、①cTLは癌細胞  

を認識して破壊する能力を有する、②自己のTリンパ球を輸注した場合は、非自己では生  

じる可能性のある移植片対宿主病（graft－VerSuS－host，disease：GVHD）等の副作用がない  

ことが挙げられるc Tリンパ球を標的として旭AGE－A4特異的TCRα鎖及びβ鎖遺伝子をレト  

ロウイルスベクターにより遺伝子導入することで、腫瘍細胞表面上のHLA－A2402分子と  

MAGE－A414，＿L51ペプチド複合体の特異的認識能を獲得した自己Tリンパ球を輸注することによ  

り、腫瘍特異的免疫反応、更には腫瘍縮小効果が期待される。   

レトロウイルスベクターは増殖中の細胞に高効率で遺伝子導入することから、本臨床研  

究では、OKT3による活性化とTリンパ球増殖因子であるIL－2の存在下で増殖するTリンパ  

球が標的細胞として使用される。  

Ⅵ．4遺伝子導入方法の概略及び当該導入法を選択した理由   

Ⅵ．4．1遺伝子導入方法の概略   

自己末梢血リンパ球（peripheralbloodlymphocyte：PBL）にTCRα鎖及びβ鎖遺伝子を  

導入するにあたっては、組換えフィプロネクチンフラグメント（レトロネクチンCH－296；  

タカラバイオ（株））をコートした培養バッグ中にて、Tリンパ球にレトロウイルスベクタ  

ー虻S－bPaを感染させる。   

Ⅵ．4．2当該導入法を選択した理由   

レトロウイルスベクターは感染した後に逆転写を経て細胞染色体に組み込まれ、細胞ゲ  

ノムの複製に伴って複製されるために、導入遺伝子を長期にわたり発現しうる。また、レ  

トロウイルスベクターによる末梢血Tリンパ球への遺伝子導入効率が高いことが知られて  

いる。さらに、多くのMoMLVベースのレトロウイルスベクターがヒト血液細胞への遺伝子  

導入に利用されており（36－40）、過去のT細胞遺伝子治療において重篤な副作用は報告され   



ていない（13，36－39）。以上の理由により、自己PBLへのTCRα鎖及びβ鎖遺伝子を導入する  

方法として、レトロウイルスベクターを選択した。   

Ⅵ．4．3 レトロウイルスベクターの選択根拠   

他の遺伝子導入ベクターとして、アデノウイルスベクターやウイルスを利用しないNaked  

DNAベクターが使用されるが、それらは導入遺伝子が細胞染色体に組み込まれて長期にわた  

り安定に発現する効率が低いことが知られている。例えば、電気穿孔陰により Naked DNA  

が細胞染色体に組み込まれる確率は1．5／1×104（41）又は1／1×104（42）程度であり、アデノ  

ウイ／レスベクターがウイルス自身のDNAを標的細胞のゲノムに組み込む確率は1／1×103～5  

程度であると報告されている（43）。すなわち、細胞染色体に組み込まれ、長期にわたって  

導入遺伝子が安定して発現する効率は、これらベクターでは非常に低いものである。   

一方、レトロウイルスにより遺伝子導入された細胞において、導入遺伝子は全て細胞染  

色体に組み込まれている。レトロウイルスベクターによる遺伝子導入効率が50％以上である  

との報告もあり、他の方法に比べると格段に高く（也）、レトロウイルスベクターを用いた  

場合、他のベクターに比べて効率よく遺伝子を細胞染色体に組み込むことが可能である。   

レトロウイルスベクターMS－bPaを選択したもうひとつの根拠は安全性である。すなわち、  

もとになるMS－bPa DNAは、野生型レトロウイルス由来のgag、pOl、enVをコードする遺伝  

子の全てを欠如しており、このDNAのみを通常の細胞に導入したのではウイルス粒子を産  

生することはない。また、ウイルスベクター製造に用いるパッケージング細胞株PG13は、  

すでに世界的に広く使用されているパッケージング細胞株であり、American Type Culture  

Collection（ATCC）から購入可能である（CRL－10686）。本パッケージング細胞株において、  

gag、pOlをコードするDNA断片とenvをコードするDNA断片とが染色体上の異なった位置  

に導入されているため、RCRが出現する可能性は極めて低いと考えられる（45）。 

Ⅵ．5 ウイルスベクターを用いた辻伝子導入   

Ⅵ．6．1野生型ウイルスの生物学的特徴及び人に対する影響   

レトロウイルスベクターMS－bPaのもとになる野生型ウイルスはMoMLVであり、以下のよ  

うなウイルス学的特徴を持つ（46，47）。   

形態的には直径約100nmの球形のC型粒子に分類され、ウイルスコアをエンベロープが  

囲っている。ウイルスゲノムは分子量約3×106の1本鎖mで、相同のⅢ分子が2分子、  

ウイルスコア中に存在する。   

レトロウイルス科は、オルソレトロウイルス（orthoretrovirus）及びスプーマレトロウ  

イルス（spumaretrovirus）の2つの亜科に分類される。MoMLVはオルソレトロウイルス亜  

科のガンマレトロウイルス属に属する、マウスを宿主とする白血病ウイルスの一種である。   

マウス白血柄ウイルスはAKRやC58系マウスの自然発症白血病の病原ウイルスであるが、  

MoMLVは実験室内での継代により病原性の高いウイルス株として単離されたものである。オ   



ルソレトロウイルスの病原性として、主体となるものは、肉腫、急性白血病、白血病、癒  

であり、野生マウスの後肢麻痺を招く神経向性ウイルスも知られている。肉腫ウイルスや  

急性白血病ウイルスはウイルスと細胞の間での遺伝子の組換えにより形成されるが、Mo九蜃い 

は細胞由来の遺伝子を持たないウイルスであり、AKRやC58系マウスでのみ白血病を誘発す  

る。病理学的には胸腺リンパ腫を原発とした白血病所見を示し、牌臓への浸潤が顕著に認  

められる。AKRマウスの自然発症巨血病に対しては抗AKRMLV血清が効果を示し、発症を遅  

延させることが戟告されているが、MoMい√に対する血清の効果については不明である。ヒト  

への感染の報告はない。   

Ⅵ．5．2 ウイルスベクターの作製方法   

Ⅵ．6．2．1ウイルスプラスミドベクターl郷S－bPaの構築   

本臨床研究で用いられるレトロウイ′レスベクターMS－bPaは、レトロウイルスベクター  

MS－bP8産生細胞から産生される。この産生細胞は、レトロウイ／レスベクターMS－bPaのプロ  

ウイルス配列をパッケージング細胞PG－13の染色体に挿入することにより作製された。レ  

トロウイルスベクターMS－bPa産生細胞株の構築に使用したウイルスプラスミドベクター  

pMS－bPaは、標準的な遺伝子工学的手法を用いて構築された。以下に構築手順を述べる。   

MS－bPaのベースとなるウイルスプラスミドベクターはpMSで、pMSのマルチプルクロー  

ニングサイトにTCRβ鎖cDNAのコード域、マウスPpGK及びTCRα鎖cDNAのコード域を組み  

込んだものがpMS－bPaであり、大腸菌プラスミドベクターに由来する部分を省略した遺伝  

子概略を図3に示す 

胤拍Ⅰノ匝βⅠ5bcII触感I」促0I  

I I  
lkb  

図3 p貼－bPaの連伝子概略  

TCRβ＝TCRβ鎖遺伝子のコード域、TCRα：TCRα鎖遭伝子のコード域、PA：polyA付加シグナ′レ  

V十：パッケージングシグナ／レ、5’rLTRはMoMLV由来、3’－LTRはMSCV由来である。  

大腸菌プラスミドベクターに由来する部分は省略した。   



ウイルスプラスミドベクターpMSは、ウイ′レスプラスミドベクターpMTの3’－LTR（long  

terminalrepeat；末端反復配列）をMSCVプロウイルスの3’－LTRで置換したものである（48）o  

ウイルスプラスミドベクターpMTはMoMLVプロウイルスの5’一LTR及び3’－LTRを含み、ウイ  

ルス蛋白をコードする配列を全く含まないウイルスプラスミドベクターである（49，50）。  

pMSの遺伝子の大腸菌プラスミドベクターに由来する部分を省略した遺伝子概略を図4に、  

pMSの構築手順を図5に示す。  

pA  

胤拍Ⅰ4p∂Ⅰ5旨cII助成Ⅰ．肋0Ⅰ  

囲4 由応の辻伝子概略  

Ⅴ十：パッケージングシグナル、pA‥polyA付加シグナル  

5，一LTRはMoMLV由来、3’－LTRはMSCV由来である。  

大腸菌プラスミドベクターに由来する部分は省略した。   
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卜3’  
m〃 三  方と〃RI  

ーLTR部分をPCR  

Jカ0Ⅰ、gCO RI処  

．肋0工、gCのRI処三哩  

胤抽Ⅰ，郎∂工，5bcII，及泌HI，ノ彷0Ⅰ  ＆・O RI  

図5 pMSの構築手順   

pMSCVneo（Clontech，Mountain View，CA）を鋳型に、制限酵素XhoIの認識配列が付加さ  

れた5’用プライマーと制限酵素Eco RIの認識配列が付加された3’用プライマーを用い  

てPCRを行い、3’－LTR部位を増幅してXhoIとEcoRIで切断、pMTベクターのⅩhoI－Eco  

RIサイトにクローニングし、pMSを作製した。   

次にpMS－bPaの構築手順を図6（29頁～31頁）に示すc   

マウスゲノムDNAを鋳型に、制限酵素MluI，NotI及びBglIIの認識配列が付加され  

た5’用プライマーと制限酵素XhoI，NotI及びBam HIの認識配列が付加された3’用プ  

ライマーを用いてPCRを行いPpGK配列を増幅し、pT7Blue2ベクターにTAクローニングし  

た。次に、このプラスミドから制限酵素MluIとXhoIでPp。K部位を切り出し、pMTベクタ  

ーのMluI－XhoIサイトにクローニングし、pMT（M）PGKを作製した。   

旺AGE－A4CTLClone＃2，28よりtotalRNAを抽出、RT－PCRによりTCRαCDNA及びTCRβcDNA  

のコpド域を増幅しそれぞれpT7Blue2ベクターにTAクローニングした。   



TCRαのクローンプラスミドを鋳型に、制限酵素MluIとBglIIの認識配列が付加され  

た5’用プライマーと制限酵素XhoIとSalIの認識配列が付加された3’用プライマーを  

用いてPCRを行い、BglIIとXhoIで切断、pMT（M）PGKのBafn HI－XhoIサイトにクロー  

ニングし、pMT－Ⅶ）aを作製した。   

同様に、TCRβのクローンプラスミドを鋳型に、制限酵素MluIとSalIの認識配列が付  

加された5’用プライマーと制限酵素Bam HIの認識配列が付加された3’用プライマーを  

用いてPCRを行い、制限酵素旭1uIとBam H‡で切断してpM7」MPaのMluI－BglIIサイ  

トにクローニングし、pMT－bPaを作製した。   

最後にpMトbPaをSalIで切断して「TCRβ鎖cDNAのコード域、マウスPpGK及びTCRα鎖  

cDNAのコード域」を切り出し、pMSのⅩhoIサイトにクローニング、pMS－bPaを得たc  
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風脚HI、．挽0Ⅰ処理  

J〝〟Ⅰ′」他JI，似ⅠⅠ  5旨ノⅠ‥扮0Ⅰ   



叔毎エ、飽ノIi処理  

戯〟Ⅰ，5おノⅠ  5bノⅠ，．肋0Ⅰ  

此hI，4p∂1，5bcII，」鮎通HI，ノ払0Ⅰ  

pMT－bPa  

5bノⅠ処   

J〟〃Ⅰ，4フβⅠ，5bcII，励HI  

pMS－bPa  

図6 pMS－bPaの構築手順   



Ⅵ．5．2．2パッケージング細胞株の構築   

ウイルスプラスミドベクターpMS－bPaは、ウイルス粒子形成に必須な遺伝子であるgag、  

pol、enVを欠いているため、このDNAを通常の細胞に導入してもウイルス粒子を産生する  

ことはない。したがって、ウイルス粒子の産生にはパッケージング細胞が必要となる。本  

臨床研究において使用するパッケージング細胞株は、PG13（ATCC CRL－10686）（45）で、パ  

ッケージングに必要なウイルス遺伝子を2種類のプラスミド（1つは卵gとpol、もう1つ  

はenv遺伝子）で別々に導入した細胞株である。古い世代のパッケージング細胞株と比較  

して、このアプローチはRCR出現のリスクは極めて少ないことが知られている。  

以下に、文献（45，51）をもとにパッケージング細胞株PG13の構築手順を示す。  

1）MoMLVのgag遺伝子、pOl遺伝子及び選択マーカーのgpt遺伝子配列を持ち、かつV   

パッケージングシグナル及び3’－LTRを欠失しており、trunCated5’－LTRプロモーター   

を持つプラスミドpLGPS、及び単純ヘルペスウイルス1型－チミジンキナーゼ遺伝子が   

クローニングされたpBR322プラスミドを、マウス繊維芽細胞株NIH3T3TKrに共にト   

ランスフェクションし、HAT培地（Hypoxanthine、Amethopterin、Thymidine）で遺伝   

子導入細胞を選択した。  

2）選択した細胞株に、Gibbonapeleukemiavirus（GaLV）由来のenv遺伝子を持ち、か   

つ腎パッケージングシグナルと3’－LTRを持たないプラスミドpMOV－GaLV Seato env及   

び変異型Dihydrofolate reductase遺伝子を持つプラスミドpFR400を共にトランスフ   

ェクションし、Methotrexateでenv遺伝子導入細胞を選択した。使用した全てのプラ   

スミドは、Ⅴパッケージングシグナルと3’－LTRを持たないため、この方法により、ウ   

イルス由来のgag、pOl、enVは発現するがLRCRを産生しないパッケージング細胞株PG13   

を樹立した。   

Ⅵ．5．2．3ウイルス産生細胞株の構築   

gag－pOl遺伝子発現プラスミドであるpGP、エコトロピックenv遺伝子発現プラスミドで  

あるpE－eCO及びウイルスプラスミドベクターpMS－bPaを293T細胞にコトランスフェク卜し  

た。培養上清中には、マウス由来のパッケージング細胞であるPG13に効率よく感染するエ  

コトロピックレトロウイルスベクターMS－bPaが一過性に産生される。この培養上清をPG13  

細胞に感染させ、限界希釈法により細胞をクローニングした。こうして得られたクローン  

から産生されるレトロウイルスベクターMS－bPaの力価をリアルタイムRT－PCRにより測定し、  

高力価なアンフォトロビックウイルスを産生するクローンMS－bPa＃20を得た。これをマス  

ターセルバンク（MCB）用シードセルとして樹立し、これを培養してMCBを作製した。  

‾ ：，   




