
づヒ南犬5  : Otsu, M., et al. : Anlerican Society of Gene Therapy, 8th Annual Meeting (2005)

3を南犬6  : Hunan Cene Transfer Protocols (Last updated: 11-23-09)

http://oba.od.nih.gov/rdna/adverse_event_oba.html
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3 生理・生態学的特性

(1)基本的特性 (文献 7)

MoMLVは直径約 100 nmの球形ウイルスであり、ウイルスゲノムを内包するコアとそれを取

り囲むエンベロープ (外被)か らなる。コアは主としてカプシ ド蛋白質 (CA)に より構築 さ

れてお り、その中に 2分子の RNAゲノムを有する。そのほか、逆転写酵素 (RT)、 インテ

グラーゼ (IN)、 プロテアーゼ (PR)、 核酸結合蛋白質 (NC)も コア内部に存在する。コア

の周囲にはウイルス産生細胞の細胞膜に出来する脂質二重膜のエンベロープが存在す る。エ

ンベロープとコアの間にはマ トリックス蛋白質 (MA)が存在す る。エンベロープには膜貫通

蛋白質 (TM)が突き刺 さつてお り、それに表面蛋自質 (SU)が弱 く結合 している。SUと TMの

複合体はウイルス粒子のエンベロープ上で多量体を形成する。

(2)生息又は生育可能な環境の条件

他のウイルスと同様に、MoMLVは宿主細胞に感染 した場合にのみ増殖が可能である(I-3-(4)

「繁殖又は増殖の様式」参照)。 レトロウイルスは比較的不安定なウイルスであり、体液中、

培地中等の限られた環境中で しか感染性を保持できない。なお、ショ糖 とゼラチンを添カロし

て凍結乾燥を行 うと安定に保存できるとの報告がある (文献 8).

(3)捕食性又は寄生性

MoMLVは マウス及びラットの細胞に感染 した後、そのゲノムが逆転写酵素によりDNAに 逆転

写され、プロウイルスとして細胞の染色体に組み込まれる。宿主細胞が増殖分裂する時には、

染色体の一部 として同時に複製 され、娘細胞へと受け継がれて行 く。MoMLVは 他の生物を捕

食することはない。

(4)繁殖又は増殖の様式

レトロウイルスはキャリア早である動物の血液中や体液中に存在 し、他の個体がそれに接触

することにより感染する。 レトロウイルスが細胞に感染し増殖するときは、1)吸着、2)侵

入、3)逆転写、4)宿主染色体への組込み、5)RNA合成、6)蛋 自質合成、7)アセンブリ

ー、8)出芽といつた各段階を経る。一方、レトロウイルスのゲノム配列が細胞の染色体中

にプロウイルスとして組み込まれている場合には、細胞分裂時に同時に複製されて娘細胞ヘ

分配されるが、生殖系細胞に導入された場合には動物の繁殖によつて子孫に受け継がれるこ

とになる。

野生型 MoMLVが ヒト細胞に感染することはない。ヒト細胞に感染可能なエンベロープ蛋白質



(env蛋 白質)〔例えば、4070Aア ンフォ トロピック env蛋 白質、gibbon ape leukemia virus

(GaLV)env蛋 白質〕を持つ MoMLVを 人為的に作製 した場合にはヒト、サル、イヌ、ネコ、

ミンク、ウサギ、ニワ トリ、ウシ及びハムスター細胞への感染が可能である。

(5)病原性 (文献 9)

MOMLVの病原性に関して、下記のことが報告 されている。

1)MoMLVは 、マウスに悪性腫瘍を含む多様な疾患を発生させる。マウスで起こる疾病・病態

としては、自血病、 リンパ腫、貧血、免疫不全、腫瘍及び神経変性がある。

2)レ トロウイルスはランダムに宿主染色体に挿入 されるため、細胞機能に重要な遺伝子を活

性化又は不活化 し、がん性の変化をもたらす危険性がある。レトロウイルスベクターを用

いた X―SCID治 療の遺伝子治療で、がん遺伝子である LMO-2の 近傍にレトロウイルスが組

み込まれたために LMO-2蛋 白質の異常発現を招き、それが 3年後に自血病を発症する原因

の一つとなつたことを示唆する報告が出されている (文献 10)。

3)内在性 ウイル ス との組換 えに よ り増殖性 レ トロウイル ス (replication competent

rёtrovirus:RCR)が 出現する可能性がある。

4)MoMLVは マウスやラットにのみ感染するので、ヒトに対する感染性及び病原性はない。

5)感染により宿主細胞が破壊されることはない。     ｀

(6)有害物質の産生性

MOMLVが有害物質を産生することはなく(また、MoMLVに感染したことにより細胞が有害物

質の産生能を獲得するとの報告はない。

(7)その他の情報

MOMLVの不活化条件

MoMLVに ついての詳細な不活化条件の報告はないが、同じレトロウイルス科に属するヒト免

疫不全ウイルス (HIV)の滅菌、消毒法を以下にあげる。

① 121℃、20分間の蒸気滅菌

② 170℃ 、2時間の乾熱滅菌

③ 20～ 30分間の煮沸消毒
/

③ 有効塩素濃度 0.1～ 1.0%の次亜塩素酸ナ トリウム

④ 70%エ タノール又は 70%イ ソプロピルアルコール

⑤ 3.5～4%ホルマリン

⑥ 2%グルタラ,ル (以 上文献 11)

⑦ 10%及 び 1%ポ ピドンヨード液 (文献 12)
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③ O.3%過 酸化水素水 (文献 13)

紫外線及び熱による液体中のMoMLV及 びHIVの不活化を比較した研究によると (文献 14)、

MoMLVを 1/10ま で不活化するのに必要な紫外線照射量 (D10)は 2,800 erg/m2で ぁり、熱

処理時間 (T10)は 50℃では50秒、55℃では 20秒、70℃では8秒である。したがつて、55

℃、2分間又は 70℃、50秒間の熱処理により、MoMLVの感染価を 1/106に低下させること

ができると考えられる。また、50℃における T10が 80～90秒であるとの報告もある (文献

15)。

マウス由来のウイルス産生細胞により産生されたレトロウイルスベクターが仮にヒト体内

に侵入したとしても、ヒト血清 (補体)に より速やかに不活化される (文献 16)。 抗α

―galactosyl自 然抗体を有する旧世界ザル (文献 17)の体内に侵入したときにも同様のメカ

ニズムにより不活化される (文献 18)と考えられる。

文献 7 :遺伝子治療開発研究ハ ン ドブ ック (1999)第 3章、第 2節、 1.1レ トロウイルスの増殖サイクル (p.322)

がこ南夫8  :Levy」A and Fieldsteel AH. Freeze― drying is an effective lllethOd for preserving  infectious type C

retroviruses. 」 Vir。 l Methods 5:165-171, 1982.

文献 9 :遺伝子治療開発研究ハ ン ドプ シク (1999)第 6章、第 2節、 1.ウイルスベ クターの安全性 (p.627)

5こ 南犬10 :Hacein-3ay=Abina S, et al. LM02-assOciated clonal T cell roliferation in two patients after gene

therapy for SCID― Xl Science 302:415-419, 2003

文献 11:日 本 ウイルス学会.ウイル ス研究におけるバイオセーフティ指針 .ウ イルス 43:199-232,1993.

文献 12:加藤真吾、平石佳之、富永恵子、他.プラーク法を用いた各種消毒剤による HIV-1不活化の検討.基礎 と臨

床 3013615-3620,1996.                    ・

メこ南夫13 :Martin LS, McDougal JS, and Loskoski SL. Disinfection and inactivation of the human T lylnphotropic

virus type II1/1ynlphadenopathy― associated virus. 」 Infect Dis 152:400-403, 1985.

5C南犬14 :Yoshikura H. Thermostability of human immunodeficiency virus-1(HIV-1)ina liquidmatrix is far higher

than of an ecotropic nlurine leuke■ lia virus. 」pn J canCer Res 80:1-5, 1989.

メこ南夫15 :Yoshikura H. Ultraviolet sensivity of helpё r function of murine leukemia virus. Arch Biochem BiOphys

154:76-83, 1973.

5こ南夫16 :Takeuchi Y, Cosset FL, Lachmann P」 , Okada H, Weiss RA, and Collins MK. Type  C retrovirus inactivation

by human complement is determined by bοth the viral  genome and the producer cell.  J Virol

68:8001-8007, 1994.

5こ南夫17 : Calili Uri, Tanelnura M. Significance of a― Cal (Gal α l-3Gal β l-4GlcNAc― R) Epitopes and α  l,3

Cala9tosyltransferase in Xenotransplantation. Trends Clycosci Clycotechno1 11:317-327, 1999.

メこ南夫18 :Rother RP, Fodor WL, Springhorn 」P, et al. A novel nlechanism of retrovirus  inactivation in hulnan

serum mediated by anti― α―galactosyl natural antibody. 」 Exp Med 182:1345-1355, 1995.
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Ⅱ 遺伝子組換え生物等の調製等に関する情報
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1 供与核酸に関する情報

(1)構成及び構成要素の由来

本遺伝子組換え生物 (ウ イルスベクター :CGT_hLCAT RV)を 構成するおもな供与核酸は、

hLCAT(human lecithin― cholesterol acyltransferase)遺 伝子、パッケージングシグナル

(Ψ )、 5'-long terminal repeat(5'LTR)、 3'LTRである。以下にその構造概略図を示す。

元となつた野生型ウイルス、MoMLVと 異なるところは、ウイルスの自立増殖に必要な遺伝

子、多
`ρ

οノ及び
"ア

がすべて除かれ、その部分に hLCAT遺伝子が挿入されたことである。

本遺伝子組換え生物の全塩基配列及び蛋白質をコー ドする部分についてはそのアミノ酸配

列を※別紙 1及び 2に示す。

5'LTR hLじ繊 g LTR

図 1,CGLhLCAT RV遺 伝子の構造概略図

1) hLCAT譴豊イ民7

hLCAT遺伝子はヒ ト型 LCATを コー ドす る遺伝子であ り、hLCATは 1986年に、Mcleanら

によ リクローニングされた。N末端に 24ア ミノ酸のシグナルペプチ ドを持つ、全長 440

ア ミノ酸 よりなる分泌型蛋 白質 をコ‐ ドしている。

ここでは hLCAT遺伝子 をヒ ト肝がん細胞株 HepG2の cDNAラ イブラ リ‐ より、PCR法よっ

てクローニング した。hLCAT遺伝子 (cDNA配列)に は、C末端のグル タ ミン酸 とス トッ

プコ ドンに重なつた形でポ リA付加 シグナル (AATAAA)が コー ドされているため、ス ト

ップコ ドンを TAAよ りTGAに改変 して導入遺伝子内のポリA付加シグナルを除き、また、

蛋白質合成の効率を上げるために開始コ ドン上流に Kozak配列 (CCGCCACC)を挿入 した

ものを用いていている。

2)パ ッケージングシグナル (Ψ )

マウス MoMLV由来のレトロウイルスパッケージングのための配列である。

βα
“
HI



(2)

3) 5'LTR疹を(バ 3'LTR

マウス MoMLV由来のエンハンサー・プロモーター配列である。

構成要素の機能

1)hLCAT遺伝子 (cDNA配列)

hLCAT遺伝子 (cDNA配列)は上流の 5'LTRのエンハンサー・プロモーター機能により転

写されて LCATを発現する。LCATは翻訳後に糖鎖が付加され、シグナルペプチ ドが切断

された後、416ア ミノ酸からなる分子量約 63,000の糖蛋白質として細胞外へ分泌され

る。LCATは遊離コレステロールにレシチンの脂肪酸を転移してコレステロール■ステ

ルを生成するコレステロールエステル化酵素であり、血中の HDL(High Density

Lipoprotein)上 で作用し、コレステロールの逆転送 (各組織より肝臓へ)を克進させ

る。被験者脂肪組織より調製した前脂肪細胞に遺伝子導入後(同 じ被験者の脂肪組織に

自家移植 して発現させることで、血中正常値の 10%の LCAT活性を維持することを目標

としている。

2)パ ッケージングシグナル (Ψ )

パ ッケー ジング細胞 (CP+envⅢ-12)に おいて、本 ウイルスベ クタ‐ (CGT hLCAT RV)を

製造す る際にウイルスゲノム RNAが ウイルス粒子 にパ ッケージングされ るのに必要で

ある。

3) 5'LTR,た てバ3'LTR

5'LTRは hLCAT発 現に必要な強力な転写活性をもつエンハンサー・プロモーターである。

また、5'LTR及び 3'LTRと もに、ウイルスゲノムの細胞染色体への組み込みに必須であ

る。

2 ベクターに関する情報

(1)名称及び由来

レトロウイルス産生用プラスミド (pCGThLCAT)の 構築には、MoMLV由 来のレトロウイルスベク

ターである MFGベクターを改良した pDO卜AI(タ カラバイオ株式会社)を使用 した (図 2)。

pCGThLCATは以下の構築過程 (※別紙 3)を通 じて得 られた。

Step l:1-(1)-1)に 記載 されている通 り、ヒト肝がん細胞株の cDNAラ イブラリーか ら hLCAT

遺伝子 (1.3kb)を調製 した。

Step 2 :pDON■ I DNIAベ クターのマルチクローニングサイ ト価CS)の βa"HI切断部位 と

6
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助ノI切断部位の間に、当該制限酵素配列を含むプライマこにより増幅させたhLCAT

遺伝子を挿入した。次に、蛋白質合成効率の向上のために開始コドンATG上流にKozak

配列 (CCGCCACC)を 挿入 した。また、hLCAT遺伝子ス トップコドン近傍に存在する ポ

リA付加配列の AATAAA(TAAが ス トップ コ ドン)を別 のス トップ コ ドン TGAに改変

した。

Step 3:目 的以外の不用な遺伝子の発現 を避 けるために、ル′I切断部位か ら形οI切断部位

までを切り出して、Minimal SV40 promoter配列及び NeoR(ネ オマイシン耐性遺伝子

配列)を除去した。

HInd ili(1)

SD
Spa l(746)

EOoR I(3048)

輛膚d,'1(1237)

MCS
3自mHI(1255)
Sari〔 1261)

中 ∂l(1267)

xlョ :(2751) X●●1(2406)

図 2 pDON― AI DNAベ クターの構造

(2)特性

このレトロウイルス産生用プラスミド (pCGThLCAT)は 、基本的性質をベクターpDON■ 1か ら受

け継いでお り、LTRと パ ッケージングシグナル (Ψ 配列)以外の MoMLV由来遺伝子 (″ム ρο′、

"の
を含まず、かつ 5'LTRの U3領域がより強力なサイ トメガロウイルス由来のプロモータ

ーに置換 されている (文献 19、 20)。 従つて、このベクタ~の特徴は MoMLVの構造遺伝子を完

全に除くことによつて、パ ッケージング細胞中での相同的組換えによる増殖性 ウイルスの出

現を抑え、かつ導入遺伝子の発現効率を上げていることにある。

MLV U5

pDON■ 1

5682 bp hLon+

MinilTFi
SV40 promober

5こ南夫19 :Yu SS, Kim J―M, and Kim S: High efficiency retroviral vectors that contain no viral coding sequeices.

Cene Therapy 7:797-804, 2000

メて南大20 :Kim SH, Yu SS, Park JS, Robbins PD, An CS, and Kin S: Construction of Retroviral Vectors with lmproved

Safety, Cene Expression, and Versatility. 」 Virology 72:994-1004, 1998
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3 遺伝子組換え生物等の調製方法

宿主内に移入された核酸全体の構成

本遺伝子組換え生物のゲノムは 1本鎖 RNAであるが、

列を示す。1-(1)で示したとおり、ゲノムの構成成分は

ジングシグナル (Ψ)と 5'LTR及び 3'LTRで ある。

DNA配列に変換 したプロウイルス配

hLCAT cDNA酉己夕」のほかは、 パ ッタ
‐―

(2)

注)マスターセルバンクを作製する際に GPttenvⅢ-12細胞にウイルスを感染させてアンフォ

トロピック hLCAT発現 レトロウイルスを構築する過程で、宿主染色体に組み込まれる時

に、逆転写酵素によリウイルスゲノム上の 3:LTR配列が 5'LTR領域今とコピー・置換

されるため、5'LTR領域塩基配列はオ リジナルベクターの 3'LTR配列へと再変換 され、

レトロウイルス産生用プラスミド(pCGThLCAT)の 配列 とは異なつている。

宿主内に移入 された核酸の移入方法

MoMLVの ″gψοゴ遺伝子 とエ コ トロピックエ ンベ ロープ遺伝子 を発現す るパ ッケー ジング細

胞である GPttE-86細 胞 に、 レ トロウイルス産生用プラス ミ ド (pCGThLCAT)をハイグロマイ

シ ン耐 性 遺 伝 子 と同 時 に トラ ンス フ ェ ク シ ヨン した 。 トラ ンス フ ェ ク シ ョン に は

Lipofectamine 2000CD(ラ イフテクノロジーズジャパン株式会社)を用いた。Hygromycin B

選択により薬斉1耐性細胞プールを獲得し、この細胞の培養上清からhLCAT発現エコトロピッ

クレトロウイルスベクターを回収した。

遺伝子組換え生物等の育成の経過

1)パ ッケージング細胞株

本遺伝子組換 え生物 の産生細胞株 の作製 に使用 したパ ッケー ジング細胞株 は

GP+envA脂 12(文献 21、 22)で ある。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 (″gフο′、及び θ″の により別々に導入 した細胞株であるので、相

同的組換えによる野生型 。増殖性 ウイルス (RCR)出 現の リスクは極めて少ないと考え

られている。

2)ウ イルス産生細胞株 (MCB)の 作製

hLCAT発現エコ トロピックレトロウイルスベクターを、RetroNectin(タ カラバイオ

株式会社)を用いて、MoMLVの gagフοゴ遺伝子及びマウスウイルス 4070A由 来アン

フォ トロピックエンベロープ遺伝子を発現する GPttenvA脂 12細胞 (マ ウス由来細胞 )

に感染させることで、ヒト細胞にも感染可能なアンフォ トロピックレトロウイルスベ

クターを構築 した。

感染させた GP+envA卜 12細胞を 96穴プレー ト50枚に限界希釈 して播種 し、ウイルス

産生細胞のスクリーニングを行つた。シングルクローンと考えられる 201ウ ェルにつ

(3)
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いてその上清をリアルタイム RT―PCRで分析 し、陽性クローン 9個を得た。この中か

ら最も高タイターのウイルス産生株を 1ラ イン (GP+envAII-12/CGThLCAT A_17_4)選

択 し、hLCAT発現アンフォ トロピックレト●ウイルスベクター産生細胞 としてプレマ

スターセルバンク(pre一MCB)を作製した。pre一MCBよ り継代を3回実施し、マスター

セルィヾンク MCB(CGT_hLMC)の作製を行つた。

マスターセルバンクは、タカラバイオ株式会社において GMP製造されたものである。

1バイアルにウイルスベクタこ産生細胞を 4x106個 /mL含み、液体窒素タンクにて保

存 されている。

以上のウイルスベクター調製か らマスターセルバンク作製までの構築スキームを※

別紙4に示す:

3)本 遺伝子組換え生物の最終製品の製造・輸送

遺伝子導入に使用する本遺伝子組換え生物 (レ トロウイルスベクター)は、上記マス

ターセルバンクMCB(CG■ hLMC)よ り、タカラバイオ株式会社において GMP製造 され

た。

マスターセルバンクからの本遺伝子組換え生物 (Loti CRV07-2)の製造は次の方法に

て行った。

MCB(CGT hШC Lot,CM06-1)よ り7本を融解して培養を開始した。

2回の継代培養後、セルスタック (10チ ャンバー6個および 5チャンバー1個 )

でセミコンフル土ントまで培養 した。

培養後、ウイルスハーベス ト培地に交換し、24時間後に培地上清を回収した。

回収後新たなウイルスハーベス ト培地に交換 し、次の 24時間培養後に培地上清

を回収し、同じ操作をさらにもう一度行い 3回 ウイルス液の回収をおこなつた。

回収した 3回分のウイ′レス液をプールした後、無菌ろ遇を行らてフローズバック

(100 mL用、50 mL用 )及びクライオバイアル (4 mL用 )に分注して-80℃

にて凍結保存した。

凍結保存された本遺伝子組換え生物は、品質試験の後、適切な拡散防止措置を執って

ドライアイス詰めで、千葉大学医学部附属病院細胞調製室へ送られ、細胞調製室の前

室 (施錠可能)に設置した超低温フリーザに保管される。

本遺伝子組換え生物の品質試験項目・暫定規格及び参考実測値を※別紙 5に示す。

また、当該治療施設、細胞調製施設及び保管場所の地図ならびに細胞調製室の概略図

を※別紙 6、 7及び 8に示す。

①

②

③

④

⑤

Affi Zt : Markowitz D, Goff S, and Bank A. Construction and use of a safe and efficient amphqtoropic packaging
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cell line. Virolosy 167:400-406, 1988.

Xffi.ZZ : Markowitz D, Goff S, and Bank A. A safe packaging line for gene transfer: separating viral genes

' on two different plasmids. J Virol 62:1120-LL24, 1988.

4 移入 した核酸の存在状態及び当該核酸による形質発現の安定性

移入した核酸は本遺伝子組換え生物のゲノム RNAの一部として存在する。凍結保管中は安定で

あり、本遺伝子組換え生物 (レ トロウイルス)の生物学的性質が変化することはない。

本遺伝子組換え生物が細胞に感染すると、移入 した核酸を含むウイルスゲノム RNAは逆転写さ

れ、プロウイルスとして細胞染色体に組み込まれる。プロウイルスは細胞染色体の複製に伴つて

複製されるので、移入された核酸は細胞が生きているかぎり安定に保持される。

hLCAT遺伝子はMoMLVの LTRに より転写される。これらのプロモーターは持続的に機能するの

で、両遺伝子の発現は構成的である。

本遺伝子組換え生物を製造する際に、パッケージング細胞内で本遺伝子組換え生物のゲノムが

細胞の gcgっοノ及び
"/と

相同組換えをおこして RCRが 出現する可能性は否定できない。しかし

ながら、GP+envAM-12細胞では gagフο」とあ/が独立して存在していることから、野生型の増殖

性レトロウイルス (RCR)が 出現するには複数回の組換えが同時に必要であること、また、本遺伝

子組換え生物のゲノムは 多
`ρ

ο′、a17ァ が完全に欠落 しているため、相同的組換えに必要な元の

ウイルス由来配列はより少なくなつていることから、RCR出 現の確率は極めて低いと考えられる。

5 遺伝子組換え生物等の検出及び識別の方法並びにそれ らの感度及び信頼性

(1)本遺伝子組換え生物の検出方法

本遺伝子組換え生物は野生型ウイルス MoMLvに はない hLCAT遺伝子の cDNA配列を持つので、

hLCAT遺伝子のイン トロン部分を挟む塩基配列をプライマーにして R卜PCR法による本遺伝子

組換え生物の特異的検出が可能である。また検体中の含量も同様のプライマーを用いた リア

ルタイム RT―PCR法により定量できる。

(2)本遺伝子組換え生物により遺伝子導入 された細胞の検出方法

細胞または組織から調製 したゲノム DNAを鋳型に、上記 hLCAT遺伝子のイン トロン部分を挟

む塩基配列をプライマ早 として用いた PCR法により、本遺伝子組換え生物により遺伝子導入

された細胞の特異的検出が可能である。ヒト細胞が本来持つhLCAT遺伝子ぼイントロンを含

むため、このcDNA配列特異的検出法では検出されない。前項同様リアルタイムPCRに よる定

量も可能である。
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(3) RCRの 検出方法

。IIus dunniを 用いた増幅法

IIus dunni細 胞に検体を添力日し、5回の継代培養を行 う。この培養上清を PG-4細胞に接種

し、S+L一アッセイを行 う。この方法は増殖能を持つレトロウイルスを検出する方法であり、

本遺伝子組換 え生物に由来す る RCRを 特異的に検出するものではない。検出感度は

lRCR/assayであ る こ とを確認 して い る。 100 mLあ た り l RCRが 含 まれ る検 体 か ら 300 mLの

被検試料をサンプリングして接種 した場合、95%の確率で被検試料中に RCRが検出される。

・RT―PCR 考姜

被検試料から RNAを調製 し、4070A"/遺伝子に特異的なプライマーを用いて RT―PCRを行

つた後、アガロースゲル電気泳動を行つて増幅産物を検出する。本試験では、被検細胞 10~4

～10-5ぁた り 1個の感染細胞の検出が可能である。

6 宿主又は宿主の属する分類学上の種との相違

宿主である MoMLVと 本遺伝子組換え生物の間には以下の相違点がある。

(1)本遺伝子組換え生物は 3ag、 ροノ及び
"/を欠損 しているので、本遺伝子組換え生物が感染 し

た通常の細胞はウイルス粒子形成 に必要な蛋白質を合成できない。 したがって、本遺伝子組

換え生物は ″ム ροゴ及び a177を発現する細胞においてのみ増殖できる。

(2)本遺伝子組換え生物は hLCAT遺伝子を持つので、感染 した細胞は LCATを発現する。

(3)MoMLVがマウス、ラッ ト等のげっ歯類にだけ感染 しうるのに対 して、アンフォ トロピック MLV

4070Aは これ らのほか、ヒト、サル、イヌ、ネコ、 ミンク、ウサギ、ニワ トリ、ウシ及びハ

ムスタ,の細胞にも感染すると報告されている (文献 23)。 したがつて、ウイルス粒子表面

に 4070A由 来 env蛋 白質を持つ本遺伝子組換え生物はマウス、ラット等に加えてヒト、サル、

イヌ等、幅広い動物種の細胞に本遺伝子組換え生物の核酸を伝達 しうる。

本遺伝子組換え生物が自立的増殖能を欠いてお り、ヘルパー機能をもつ特殊な細胞において

しか増殖できない点と感染可能な生物種の範囲が異なる点を除いて、 I-3「生理・生態学的

特性」に記載 した、宿主である MoMLVと 本遺伝子組換え生物の分類学上の基本性質は同等で

あると考えられる。

(4)生物多様性に影響を及ぼす程度としては、本遺伝子組換え生物はより広い生物種に感染可能

になるが、増殖能を持たないことから、たとえ感染が成立 しても生殖細胞に感染 しない限 り、

その影響は感染 した個体からさらに広がることはなく、野生型 ウイルスよりも影響は小 さい

と考えられ る。ただし、本遺伝子組換え生物が相同的組換えにより自立的増殖能を獲得する
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ことがあれば、何らかの影響がでることも考えられる。

5こ南夫23 :Miller ADo Cell―surface receptors for retroviruses and implications fOr gene  tranSfer. Proc Natl

Acad Sci USA 93:11407-11413, 1996.
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Ⅲ 遺伝子組換え生物等の使用等に関する情報

1 使用等の内容

治療施設におけるヒト遺伝子治療を目的とした使用、保管、運搬及び廃棄並びにこれらに付

随する行為

13
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2 使用等の方法

治療施設の所在地

治療施設の名称

千葉県千葉市中央区亥鼻1丁 目8番 1号

千葉大学医学部附属病院

(1)本遺伝子組換え生物溶液は、容器に密閉後、凍結状態で治療施設に輸送し、施設内の細胞調

製室内の冷凍庫に保管する。

(2)凍結状態の本遺伝子組換え生物溶液の溶解、希釈及び分注操作は、細胞調製室内の安全キャ

ビネット内又は細胞調製室内で開鎖系にて行 う。被験者の前脂肪細胞への本遺伝子組換え生物導

入操作、本遺伝子組換え生物導入細胞の培養その他の本遺伝子組換え生物希釈溶液及び本遺伝子

組換え生物導入細胞の取扱いも同様に細胞調製室内の安全キャビネット内又は細胞調製室内で

閉鎖系にて行 う。本遺伝子組換え生物希釈溶液及び本遺伝子組換え生物導入細胞の保管は、細胞

調製室前室に設置の冷蔵庫、冷凍庫、もしくは細胞調製室内の冷蔵庫、冷凍庫又は培養器にて行

う。なお、本遺伝子組換え生物希釈溶液若 しくはその凍結品又は本遺伝子組換え生物導入細胞を

開放系区域を通つて他のP2レベル区域に運搬する場合には、二重に密閉した容器に入れて運搬す

る。

(3)本遺伝子組換え生物溶液 (希釈溶液も含む)又は本遺伝子組換え生物導入細胞を廃棄する際

には、ウイルス不活性化を行つた後、本施設で定められた医療廃棄物処理規程 (以下「医療廃棄

物処理規程」という。)に従い廃棄する。

(4)細胞調製室内の安全キャビネット内で本遺伝子組換え生物導入細胞懸濁液を注射器に充填

し、それを二重に密閉した後、環境中への拡散防止措置を適切に執つた個室 (以 下「個室」とい

う。)に運搬する。

(5)被験者に対する本遺伝子組換え生物導入細胞の投与は、個室内において、被験者の皮下脂肪

組織内に注射移植する。

(6)上記 (5)で用いた、本遺伝子組換え生物導入細胞に直接接触する注射針、注射器、チューブ

等の器具、布、ガーゼ類等は使い捨てとし、使用後、ウイルスの不活性化を行い、医療廃棄物管

理規程に従い廃棄する。これらのウイルスの不活性化を他の区域で行 う場合には、二重に密閉し




