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(57)【特許請求の範囲】
【請求項１】
　細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現を減少させるようにβ２－ミクログロブリンをコードす
る遺伝子の遺伝子工学的破壊を含み、１以上のウイルス粒子構造タンパク質をコードする
１以上の核酸配列を含む、エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケー
ジング細胞。
【請求項２】
　ウイルスカプシドタンパク質及び／又はウイルスエンベロープタンパク質をコードする
１以上の核酸配列を含む、請求項１のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞また
はパッケージング細胞。
【請求項３】
　ウイルス粒子がレトロウイルス粒子であり、細胞がＧａｇ、Ｐｏｌ及びＥｎｖからなる
群から選択される１以上のタンパク質をコードする１以上の核酸配列を含む、請求項１ま
たは２のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞。
【請求項４】
　ＨＥＫ－２９３細胞またはその派生体である、請求項１～３のいずれかのエンベロープ
ウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞。
【請求項５】
　ＨＥＫ－２９３Ｔ細胞またはＨＥＫ－２９３　Ｔ－ＲＥｘ細胞である、請求項４のエン
ベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞。
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【請求項６】
　エンベロープウイルス粒子が、レトロウイルス、単純ヘルペスウイルスもしくはワクシ
ニアウイルス、ヘパドナウイルス、トガウイルス、フラビウイルス、アレナウイルス、コ
ロナウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、ブニヤウイルス、ボルナウ
イルス、ラブドウイルス、フィロウイルスである、またはそれらに由来する、請求項１、
２、４又は５のいずれかのエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケー
ジング細胞。
【請求項７】
　エンベロープウイルス粒子が、レトロウイルスまたは単純ヘルペスウイルスまたはワク
シニアウイルスに由来する、請求項１、２、４、５又は６のいずれかのエンベロープウイ
ルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞。
【請求項８】
　エンベロープウイルス粒子がレンチウイルスに由来する、請求項１～６のいずれかのエ
ンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞。
【請求項９】
　エンベロープウイルス粒子の生産のための、請求項１～８のいずれかに記載のエンベロ
ープウイルス粒子プロデューサー細胞の使用。
【請求項１０】
　エンベロープウイルス粒子が表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠く、請求項９
の使用。
【請求項１１】
　ａ）請求項１～８のいずれかに記載のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞を
準備するステップ；および
　ｂ）エンベロープウイルス粒子の生産に適した条件下で細胞を培養するステップ
を含む、エンベロープウイルス粒子を生産する方法。
【請求項１２】
　表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠いた、レトロウイルス、単純ヘルペスウイ
ルス、ワクシニアウイルス、ヘパドナウイルス、トガウイルス、フラビウイルス、アレナ
ウイルス、コロナウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、ブニヤウイル
ス、ボルナウイルス、ラブドウイルスまたはフィロウイルスに由来するエンベロープウイ
ルス粒子。
【請求項１３】
　請求項１２のエンベロープウイルス粒子が形質導入された細胞。
【請求項１４】
　請求項１２のエンベロープウイルス粒子または請求項１３の細胞、および薬学的に許容
される担体、希釈剤または賦形剤を含む医薬組成物。
【請求項１５】
　請求項１２のエンベロープウイルス粒子をエクスビボで細胞と接触させることを含む、
細胞に形質導入する方法。
【請求項１６】
　請求項１２のエンベロープウイルス粒子を含む、ワクチン。
【発明の詳細な説明】
【技術分野】
【０００１】
　本発明は、表面に露出した抗原のレベル減少を示す細胞に関する。より詳細には、本発
明は、細胞表面上の主要組織適合複合体クラスＩ（ＭＨＣ－Ｉ）の発現を減少させるため
の細胞の遺伝子操作に関する。とりわけ、本発明は、エンベロープウイルス粒子の生産に
おけるかかる細胞の使用に関する。
【背景技術】
【０００２】
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　遺伝子治療は、疾患を処置または予防するため、細胞内への遺伝材料の取り込みを伴う
。遺伝材料は、欠損遺伝子をそれらの遺伝子の機能的コピーで補い、不適切に機能する遺
伝子を不活性化し、または新たな治療的遺伝子を細胞に導入し得る。
【０００３】
　細胞への遺伝材料の送達は、核酸の移行を容易にするベクターの使用を通じて達成され
得る。ウイルスは、目的ヌクレオチド（ＮＯＩ）を標的細胞に送達するように操作され得
るものであり、遺伝子治療においてベクターとして通例的に使用される。今までに遺伝子
治療において用いられたウイルスとしては、レトロウイルス、アデノウイルス（ＡｄＶ）
、アデノ随伴ウイルス（ＡＡＶ）、単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）およびワクシニアウ
イルスが挙げられる。
【０００４】
　レトロウイルス、例えばα－レトロウイルス、γ－レトロウイルス、レンチウイルスお
よびスプーマウイルスは、標的細胞内への修正的遺伝材料の安定的な組み込みを可能にす
ることから、遺伝子治療のためにとりわけ有用である。アデノシンデアミナーゼ重症複合
免疫不全症（Ａｄｅｎｏｓｉｎｅ　Ｄｅａｍｉｎａｓｅ　Ｓｅｖｅｒｅ　Ｃｏｍｂｉｎｅ
ｄ　Ｉｍｍｕｎｏｄｅｆｉｃｉｅｎｃｙ、ＡＤＡ－ＳＣＩＤ；Ａｉｕｔｉ，Ａ．　ｅｔ　
ａｌ．（２００９）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．　３６０：４４７－５８）、Ｘ連鎖重
症複合免疫不全症（ＳＣＩＤ－Ｘ１；Ｈａｃｅｉｎ－Ｂｅｙ－Ａｂｉｎａ，Ｓ．　ｅｔ　
ａｌ．（２０１０）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．　３６３：３５５－６４）およびウィ
スコット・アルドリッチ症候群（ＷＡＳ；Ｂｏｚｔｕｇ，Ｋ．　ｅｔ　ａｌ．（２０１０
）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．　３６３：１９１８－２７）に対するγ－レトロウイル
ス由来ベクターに基づいた臨床試験において、治療的利点は既に達成されている。加えて
、レンチウイルスベクターは、Ｘ連鎖副腎白質ジストロフィー（ＡＬＤ；Ｃａｒｔｉｅｒ
，Ｎ．　ｅｔ　ａｌ．（２００９）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３２６：８１８－２３）の処置に
おいて、ならびにごく最近は異染性白質ジストロフィー（ＭＬＤ；Ｂｉｆｆｉ，Ａ．　ｅ
ｔ　ａｌ．（２０１３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３４１：１２３３１５８）およびＷＡＳ（Ａ
ｉｕｔｉ，Ａ．　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３４１：１２３３１５１
）のための処置において送達媒体として使用されている。前臨床研究において、レンチウ
イルスベクターはまた、マウスおよびイヌの疾患モデルにおける血友病の肝臓指向性遺伝
子治療のために静脈内投与されている（Ｃａｎｔｏｒｅ　Ａ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏ
ｄ　２０１２；Ｍａｔｓｕｉ　Ｈ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　２０１１；Ｃａ
ｎｔｏｒｅ　Ａ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅ
ｄｉｃｉｎｅ　２０１５　７：２７７ｒａ２８）。
【０００５】
　しかしながら、遺伝子治療におけるウイルスベクターの使用に関連した重大な問題は、
標的生物の免疫系によるそれらの認識である。エンベロープウイルスベクター粒子（例と
してレトロウイルスベクター粒子）の場合、ウイルスのエンベロープ表面上に提示された
膜結合タンパク質は認識され得るものであって、ウイルス粒子自体が中和され得る。さら
に、標的細胞に感染すると、ウイルスのエンベロープは細胞膜と融合するようになり、結
果としてウイルスのエンベロープタンパク質は細胞表面上に提示されるようになり得るか
、または細胞表面と密接して留まり得る。したがって、免疫系もまたウイルスベクター粒
子が感染した細胞を標的とし得る。両効果は、ウイルスベクターにより送達されるＮＯＩ
の有効性の低減をもたらし得る。
【０００６】
　ウイルス粒子エンベロープは、典型的に、プロデューサー細胞の膜において生じる。し
たがって、ウイルス粒子が出芽する細胞膜上に発現している膜タンパク質は、ウイルスエ
ンベロープ内に取り込まれ得る。主要組織適合複合体クラスＩ（ＭＨＣ－Ｉ）は、１つの
かかる細胞膜タンパク質であって、これは天然において高度に多型であるため、さらには
、生体の免疫応答の主要な標的である（ＭｃＤｅｖｉｔｔ　Ｈ．Ｏ．（２０００）　Ａｎ
ｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．　１８：１－１７）。
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【０００７】
　レトロウイルスベクター生産細胞の細胞膜上に露出したＭＨＣ－Ｉ分子は、ベクター出
芽のプロセスの間にウイルス粒子エンベロープ内に取り込まれる。プロデューサー細胞に
由来しウイルス粒子内に取り込まれたこれらのＭＨＣ－Ｉ分子は、次に形質導入細胞の細
胞膜に移行されることができる。あるいは、ＭＨＣ－Ｉ分子は、標的細胞膜に吸着して結
合したまま留まるウイルス粒子の傾向の結果として、形質導入細胞の膜と密接して留まり
得る。
【０００８】
　形質導入細胞の細胞膜上の、またはこれに近接した外因性ＭＨＣ－Ｉ分子の存在は、ヒ
トおよび実験動物モデルにおいてアロ反応性の免疫応答を誘導し得る。このことは、エク
スビボ遺伝子移行およびその後の対象への形質導入細胞の投与の際に、またはウイルス粒
子の直接的なインビボ投与の際に、免疫を介した形質導入細胞の殺傷またはファゴサイト
ーシスをもたらし得る。さらに、ＭＨＣ－Ｉを保持したウイルス粒子の血流へのインビボ
投与の場合、ウイルス粒子は、それらの標的細胞に到達する前に、予め存在するＭＨＣ－
Ｉ特異的抗体により中和され得る。
【先行技術文献】
【非特許文献】
【０００９】
【非特許文献１】Ａｉｕｔｉ，Ａ．　ｅｔ　ａｌ．（２００９）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍ
ｅｄ．　３６０：４４７－５８
【非特許文献２】Ｈａｃｅｉｎ－Ｂｅｙ－Ａｂｉｎａ，Ｓ．　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）
　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．Ｍｅｄ．　３６３：３５５－６４
【非特許文献３】Ｂｏｚｔｕｇ，Ｋ．　ｅｔ　ａｌ．（２０１０）　Ｎ．Ｅｎｇｌ．Ｊ．
Ｍｅｄ．　３６３：１９１８－２７
【非特許文献４】Ｃａｒｔｉｅｒ，Ｎ．　ｅｔ　ａｌ．（２００９）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　
３２６：８１８－２３
【非特許文献５】Ｂｉｆｆｉ，Ａ．　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３４
１：１２３３１５８
【非特許文献６】Ａｉｕｔｉ，Ａ．　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　３４
１：１２３３１５１
【非特許文献７】Ｃａｎｔｏｒｅ　Ａ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｂｌｏｏｄ　２０１２
【非特許文献８】Ｍａｔｓｕｉ　Ｈ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　２０１１
【非特許文献９】Ｃａｎｔｏｒｅ　Ａ．　ｅｔ　ａｌ．　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｔｒａｎｓｌ
ａｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　２０１５　７：２７７ｒａ２８
【非特許文献１０】ＭｃＤｅｖｉｔｔ　Ｈ．Ｏ．（２０００）　Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍ
ｍｕｎｏｌ．　１８：１－１７
【発明の概要】
【課題を解決するための手段】
【００１０】
　本発明者らは、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠いたエンベロープウイルス
粒子（例としてレトロウイルスベクター粒子）の生産のために用いられ得る遺伝子操作さ
れた細胞を作成した。驚くべきことに、本発明者らは、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の
欠如はエンベロープウイルス粒子を生産するこれらの細胞の能力に著しく影響しないこと
を示した。とりわけ、本発明者らは、意外なことに、エンベロープウイルス粒子は表面に
露出したＭＨＣ－Ｉを提示するプロデューサー細胞と比べて同等の力価および収率で生産
され、感染力の衰えを呈さないことを示した。これらの細胞を使用して生産されたエンベ
ロープウイルス粒子は、遺伝子治療の際に望まれない免疫応答をほとんど誘導せず、より
優れた有効性および安全性を提供する。
【００１１】
　１の態様において、本発明は、細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現を減少させるように遺伝
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子操作された、エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞を提供する。
【００１２】
　別の態様において、本発明は、細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現を減少させるように遺伝
子操作された、エンベロープウイルス粒子パッケージング細胞を提供する。
【００１３】
　１の実施形態において、エンベロープウイルス粒子パッケージング細胞またはプロデュ
ーサー細胞は、β２－ミクログロブリン（β２Ｍ）をコードする遺伝子の遺伝子工学的破
壊を含む。別の実施形態において、細胞は、ＭＨＣ－Ｉ　α鎖をコードする１または複数
の遺伝子の遺伝子工学的破壊を含む。細胞は、β２－ミクログロブリンをコードする遺伝
子の全てのコピーにおける遺伝子工学的破壊を含み得る。細胞は、ＭＨＣ－Ｉ　α鎖をコ
ードする遺伝子の全てのコピーにおける遺伝子工学的破壊を含み得る。細胞は、β２－ミ
クログロブリンをコードする遺伝子の遺伝子工学的破壊およびＭＨＣ－Ｉ　α鎖をコード
する遺伝子の遺伝子工学的破壊の両方を含み得る。
【００１４】
　細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現は、細胞が表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠
くように減少され得る。
【００１５】
　用語ウイルス粒子「プロデューサー細胞」は、ウイルス粒子を生産するために必要な全
ての要素の一過性トランスフェクション、安定的トランスフェクションもしくはベクター
形質導入の後にウイルス粒子を生産する細胞、またはウイルス粒子を生産するために必要
な要素を安定的に含むように操作された任意の細胞を包含する。
【００１６】
　用語「パッケージング細胞」は、感染性の組換えウイルスをパッケージングするために
必要な要素のうちのいくつかまたは全てを含有する細胞を包含する。パッケージング細胞
は、組換えウイルスベクターを欠いたものであり得る。典型的に、かかるパッケージング
細胞は、ウイルスの構造タンパク質を発現する能力がある１または複数のベクターを含有
する。エンベロープウイルス粒子の生産のために必要とされる要素のうちのいくつかのみ
を含む細胞は、その後に続く各々の付加的な必要とされる要素の一過性トランスフェクシ
ョン、形質導入または安定的組み込みのステップを通じたウイルス粒子プロデューサー細
胞株の作成における中間体試薬として有用である。これらの中間体試薬は、用語「パッケ
ージング細胞」に包含される。エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞株またはパ
ッケージング細胞株の作成のためにその後に続いて用いられることになる、細胞表面上の
ＭＨＣ－Ｉの発現が減少した親細胞もまた本発明に包含される。
【００１７】
　本明細書中で言及されるウイルス粒子は、複製能のあるウイルスまたは複製欠損性のウ
イルス、それらに由来するウイルスベクターを包含するものであって、これらは目的ヌク
レオチド（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　ｏｒ　ｉｎｔｅｒｅｓｔ）を含んでも含まなくてもよ
い。
【００１８】
　１の実施形態において、エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケー
ジング細胞は、ＨＥＫ－２９３細胞に由来する。
【００１９】
　１の実施形態において、エンベロープウイルスベクター粒子は、レトロウイルス、単純
ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス、ヘパドナウイルス、トガウイルス、フラビウイ
ルス、アレナウイルス、コロナウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、
ブニヤウイルス、ボルナウイルス、ラブドウイルスまたはフィロウイルスに由来する。
【００２０】
　１の実施形態において、エンベロープウイルスベクター粒子は、レトロウイルス、単純
ヘルペスウイルスまたはワクシニアウイルスに由来する。
【００２１】
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　１の実施形態において、エンベロープウイルス粒子は、ＨＩＶに由来する。
【００２２】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞
またはパッケージング細胞の集団を提供する。
【００２３】
　１の実施形態において、集団中の細胞の少なくとも約５０％、６０％、７０％、７５％
、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％が
、本発明によって遺伝子操作されている。
【００２４】
　別の態様において、本発明は、エンベロープウイルス粒子の生産のための、本発明のエ
ンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞の使用を提供する
。好ましくは、エンベロープウイルス粒子は、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に
欠く。
【００２５】
　別の態様において、本発明は、
　ａ）本発明によるエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞を準備するステップ；
および
　ｂ）エンベロープウイルスベクター粒子の生産に適した条件下で細胞を培養するステッ
プ
を含む、エンベロープウイルス粒子を生産する方法を提供する。
【００２６】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子生産方法により生産
されるエンベロープウイルス粒子を提供する。
【００２７】
　別の態様において、本発明は、含まれる表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数が減少した
エンベロープウイルス粒子を提供する。表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数は、ＭＨＣ－
Ｉへの免疫応答が治療的に適切な程度まで減少するように、減少され得る。
【００２８】
　好ましくは、エンベロープウイルスベクター粒子は、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を
実質的に欠く。
【００２９】
　本発明のエンベロープウイルス粒子は、レトロウイルス、単純ヘルペスウイルス、ワク
シニアウイルス、ヘパドナウイルス、トガウイルス、フラビウイルス、アレナウイルス、
コロナウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、ブニヤウイルス、ボルナ
ウイルス、ラブドウイルスまたはフィロウイルスに由来するものであり得る。
【００３０】
　エンベロープウイルスベクター粒子は、レトロウイルス、単純ヘルペスウイルスまたは
ワクシニアウイルスに由来するものであり得る。
【００３１】
　エンベロープウイルスベクター粒子は、ＨＩＶに由来するものであり得る。
【００３２】
　好ましくは、本発明のエンベロープウイルス粒子は、タンパク質移行のために用いられ
る（Ｂｏｂｉｓ－Ｗｏｚｏｗｉｃｚ　Ｓ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｓｃｉ　Ｒｅｐ．　２０１４
；Ｖｏｅｌｋｅｌ　Ｃ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｐｒｏｃ　Ｎａｔｌ　Ａｃａｄ　Ｓｃｉ　ＵＳ
Ａ．　２０１０；Ｍａｅｔｚｉｇ　Ｔ．　ｅｔ　ａｌ．，Ｃｕｒｒ　Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ
．　２０１２）。
【００３３】
　好ましくは、エンベロープウイルス粒子は、目的ヌクレオチド（ＮＯＩ）を含む。好ま
しくは、エンベロープウイルス粒子は、弱毒化ウイルス、例えば複製欠損性ウイルスであ
る。
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【００３４】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子の集団を提供する。
【００３５】
　１の実施形態において、集団中の粒子の少なくとも約５０％、６０％、７０％、７５％
、８０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％または９９％が、本発明の
エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞から生じる。１の実施形態において、集団
中の粒子の１００％が、本発明のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞から生じ
る。１の実施形態において、集団中の粒子は、表面に露出したＭＨＣ－Ｉを実質的に含ま
ない。
【００３６】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子が形質導入された細
胞を提供する。細胞は、哺乳動物細胞、例えば霊長類細胞またはヒト細胞であり得る。
【００３７】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子または本発明の形質
導入細胞、および薬学的に許容される担体、希釈剤または賦形剤を含む医薬組成物を提供
する。
【００３８】
　別の態様において、本発明は、治療における使用のための本発明のエンベロープウイル
ス粒子を提供する。本発明のエンベロープウイルス粒子は、遺伝子治療において用いられ
得る。
【００３９】
　別の態様において、本発明は、治療における使用のための本発明の形質導入細胞を提供
する。本発明の形質導入細胞は、遺伝子治療において用いられ得る。
【００４０】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子を細胞に形質導入す
ることを含む、遺伝子治療の方法を提供する。
【００４１】
　１の実施形態において、形質導入はエクスビボで実施される。
【００４２】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子または本発明の形質
導入細胞をその必要がある対象に投与することを含む、遺伝子治療の方法を提供する。
【００４３】
　別の態様において、本発明は、ワクチンとしての使用のための本発明のエンベロープウ
イルス粒子を提供する。
【００４４】
　別の態様において、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子をその必要がある対
象に投与することを含む、ワクチン接種の方法を提供する。
【図面の簡単な説明】
【００４５】
【図１】ＦＡＣＳソーティングの１月後に行った、示されるように未処理の、ＣＲＩＳＰ
Ｒ／Ｃａｓ９処理の、β２Ｍ＋またはβ２Ｍ－でソートしたレンチウイルスベクター（Ｌ
Ｖ）パッケージング細胞株（Ａ～Ｄ）またはＨＥＫ－２９３Ｔ細胞（Ｅ～Ｈ）のフローサ
イトメトリー解析（外れ値を伴う等高線プロット）。細胞は、ＰＥコンジュゲート抗ヒト
β２ＭおよびＡＰＣコンジュゲート汎抗ヒトＭＨＣ－Ｉで染色した。
【図２】ＦＡＣＳソーティングの１月後に行った、示されるように未処理の（ＵＮＴ）、
ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９処理の、β２Ｍ＋またはβ２Ｍ－でソートしたレンチウイルスベ
クター（ＬＶ）パッケージング細胞（Ａ）またはＨＥＫ－２９３Ｔ細胞（Ｂ）における、
ミスマッチ選択的エンドヌクレアーゼアッセイ（Ｃｅｌ１アッセイ）により決定された非
相同性末端結合（ＮＨＥＪ）を有するβ２Ｍアレルのパーセンテージ。
【図３】一過性トランスフェクションによる、示されるようにβ２Ｍ＋またはβ２Ｍ－の
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ＨＥＫ－２９３Ｔ細胞において生産されたレンチウイルスベクター（ＬＶ）の力価（Ａ）
、粒子（Ｂ）および感染力（Ｃ）（ｎ＝３、力価についてｐ＝０．１０００、粒子につい
てｐ＝０．３７５８、感染力についてｐ＝０．１１５７）。１μｇ／ｍＬのドキシサイク
リンを導入して３日後のβ２Ｍ＋またはβ２Ｍ－のパッケージング細胞により生産された
ＬＶの粒子（Ｄ）（ｎ＝４、ｐ＝０．１０１０）。
【図４】β２Ｍ＋（＋）またはβ２Ｍ－（－）のプロデューサー細胞により生産されたレ
ンチウイルスベクター（ＬＶ）バッチからのタンパク質抽出物に対するウエスタンブロッ
ト解析。
【図５】カウント／分（ＣＰＭ）として定量された、トリチウム標識チミジンの取り込み
に基づく増殖アッセイ（Ａ）。データは平均値およびＳＥＭ（ｎ＝３）である。実験条件
（β２Ｍ＋（＋）またはβ２Ｍ－（－）の細胞により生産されたレンチウイルスベクター
（ＬＶ）を形質導入した樹状細胞（ＤＣ）と共にインキュベートしたＣＤ４＋Ｔ細胞）お
よび対照条件（未形質導入のＤＣと共にインキュベートしたＣＤ４＋Ｔ細胞）のＣＰＭ間
の比として計算された刺激指数（Ｂ）。
【発明を実施するための形態】
【００４６】
　本発明の様々な好ましい態様および実施形態が、限定されない例としてここに記載され
る。
【００４７】
　本発明の実施は、特に指示がない限り、化学、生化学、分子生物学、微生物学および免
疫学の慣用的な技術を使用するものであり、これらは当業者の能力の範囲内である。かか
る技術は文献中に説明されている。例えば、Ｓａｍｂｒｏｏｋ，Ｊ．，Ｆｒｉｔｓｃｈ，
Ｅ．Ｆ．，およびＭａｎｉａｔｉｓ，Ｔ．（１９８９）　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｃｌｏｎ
ｉｎｇ：Ａ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｍａｎｕａｌ，２ｎｄ　Ｅｄｉｔｉｏｎ，Ｃｏｌｄ
　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ａｕｓｕｂｅｌ，
Ｆ．Ｍ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９５および定期増刊）　Ｃｕｒｒｅｎｔ　Ｐｒｏｔｏｃｏ
ｌｓ　ｉｎ　Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ　Ｂｉｏｌｏｇｙ，Ｃｈ．９，１３および１６，Ｊｏｈ
ｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ；Ｒｏｅ，Ｂ．，Ｃｒａｂｔｒｅｅ，Ｊ．，およびＫａｈ
ｎ，Ａ．（１９９６）　ＤＮＡ　Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ　ａｎｄ　Ｓｅｑｕｅｎｃｉｎｇ：
Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ；Ｐ
ｏｌａｋ，Ｊ．Ｍ．，およびＭｃＧｅｅ，Ｊ．Ｏ’Ｄ．（１９９０）　Ｉｎ　Ｓｉｔｕ　
Ｈｙｂｒｉｄｉｚａｔｉｏｎ：Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｓ　ａｎｄ　Ｐｒａｃｔｉｃｅ，Ｏｘ
ｆｏｒｄ　Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　Ｐｒｅｓｓ；Ｇａｉｔ，Ｍ．Ｊ．（１９８４）　Ｏｌ
ｉｇｏｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ　Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ：Ａ　Ｐｒａｃｔｉｃａｌ　Ａｐｐｒ
ｏａｃｈ，ＩＲＬ　Ｐｒｅｓｓ；ならびにＬｉｌｌｅｙ，Ｄ．Ｍ．，およびＤａｈｌｂｅ
ｒｇ，Ｊ．Ｅ．（１９９２）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　ｉｎ　Ｅｎｚｙｍｏｌｏｇｙ：ＤＮＡ　
Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ　Ｐａｒｔ　Ａ：Ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ　ａｎｄ　Ｐｈｙｓｉｃａｌ
　Ａｎａｌｙｓｉｓ　ｏｆ　ＤＮＡ，Ａｃａｄｅｍｉｃ　Ｐｒｅｓｓを参照されたい。こ
れらの一般的教科書の各々は、参照により本明細書中に組み入れられる。
【００４８】
　１の態様において、本発明は、細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現を減少させるように遺伝
子操作された、エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞を提供する。
【００４９】
　別の態様において、本発明は、細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現を減少させるように遺伝
子操作された、エンベロープウイルス粒子パッケージング細胞を提供する。
【００５０】
　細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現減少とは、遺伝子操作を行わないがその他の点は実質的
に同一の条件下にある細胞の表面上に発現しているＭＨＣ－Ｉ分子の数と比べた、遺伝子
操作された細胞の表面上に発現しているＭＨＣ－Ｉ分子の数の減少をいう。
【００５１】
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　細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現は、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数が、例えば、遺
伝子操作の非存在下で提示される表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数の約５０％、４０％
、３０％、２５％、２０％、１５％、１０％、５％、４％、３％、２％または１％未満で
あるように減少され得る。１の実施形態において、細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現は、表
面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数が、遺伝子操作の非存在下で提示される表面に露出した
ＭＨＣ－Ｉ分子の数の０％であるように減少される。
【００５２】
　細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現は、好ましくは、細胞が表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子
を実質的に欠くように減少される。
【００５３】
　「実質的に欠く」によると、細胞により生産されるエンベロープウイルス粒子上のＭＨ
Ｃ－Ｉへの免疫応答が治療的に有用な程度まで減少するように、遺伝子操作された細胞の
表面上に発現しているＭＨＣ－Ｉ分子の数が遺伝子操作を行わない細胞の表面上に発現し
ているＭＨＣ－Ｉ分子の数と比べて実質的に減少していることが理解されるものである。
【００５４】
　別の態様において、本発明は、β２－ミクログロブリンをコードする遺伝子の遺伝子工
学的破壊を含むエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞
を提供する。
【００５５】
　別の態様において、本発明は、ＭＨＣ－Ｉ　α鎖をコードする遺伝子の遺伝子工学的破
壊を含むエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞を提供
する。
【００５６】
　１の態様において、、本発明は、本発明のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細
胞またはパッケージング細胞の集団を提供する。
【００５７】
　好ましくは、集団中の細胞のうちの少なくとも約５０％、６０％、７０％、７５％、８
０％、８５％、９０％、９５％、９６％、９７％、９８％、９９％または１００％が、表
面に露出したＭＨＣ－Ｉを含まない。
【００５８】
　細胞集団において細胞表面に露出したタンパク質のタンパク質発現を定量する方法は、
当該技術分野で公知である。好適な方法としては、フローサイトメトリー、蛍光活性化細
胞分取（ＦＡＣＳ）および蛍光顕微鏡検査が挙げられる。
【００５９】
　例えば、細胞集団を、ＭＨＣ－Ｉに特異的な抗体と接触させ得る。抗体は、その検出を
可能にするように標識され得る。抗体は、レポーター部（例として蛍光標識）と直接的に
コンジュゲートされ得る。あるいは、レポーター部とコンジュゲートした、一次抗体に特
異的な二次抗体を、細胞集団と接触させ得る。好適なレポーター部は当該技術分野で公知
であり、これらとしては、例えば、Ａｌｅｘａ　ＦｌｕｏｒおよびＢＯＤＩＰＹベースの
蛍光標識が挙げられる。細胞集団が抗体と接触したら、集団は、個々の細胞上のタンパク
質発現を定量化するのに適した技術、例えばフローサイトメトリーなどを用いて解析され
得る。解析は、細胞を溶解せずに実施される。
【００６０】
　細胞表面に露出したタンパク質のタンパク質発現を定量する方法はまた、特定の特性が
濃縮された細胞集団を生産するための（例として表面に露出したＭＨＣ－Ｉを含まない細
胞が濃縮された細胞集団を生産するための）細胞集団のソーティングを可能にし得る。例
えば、蛍光活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）は、かかる濃縮を行うことを可能にする。
【００６１】
　同様の方法が、単一細胞上にある細胞表面に露出したタンパク質のタンパク質発現を定
量するために適用され得る。例えば、方法は、マイクロ流体アプローチを使用し得る。
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【００６２】
主要組織適合複合体クラスＩ
　主要組織適合複合体クラスＩ（ＭＨＣ－Ｉ）は、細胞膜の外葉上に提示されるヘテロダ
イマー膜タンパク質である（Ｐｅｎｎ，Ｄ．Ｊ．（２００２）　Ｍａｊｏｒ　Ｈｉｓｔｏ
ｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｃｏｍｐｌｅｘ（ＭＨＣ）　ｅＬＳ，Ｊｏｈｎ　Ｗｉｌｅ
ｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｌｓ．ｎｅｔ／［ＤＯＩ：１０．１０３８
／ｎｐｇ．ｅｌｓ．００００９１９］）。ＭＨＣ－Ｉは、タンパク質のペプチド断片に結
合して、それらを、それらがＣＤ８＋細胞傷害性Ｔ細胞により認識され得る細胞外環境に
提示するように機能する。正常な細胞タンパク質から作成されるペプチド断片は、中枢お
よび末梢の寛容メカニズムのために細胞傷害性Ｔ細胞を活性化しない。一方、外来ペプチ
ド（例としてウイルスのタンパク質から生じるもの）は、その細胞を壊すために免疫応答
の活性化を引き起こす。
【００６３】
　同種のＭＨＣ－Ｉタンパク質それ自体は免疫系により認識され得る。例えば、抗体は、
ＭＨＣ－Ｉエピトープに直接的に結合し得る。結果として、同種の供給源から生じるＭＨ
Ｃ－Ｉタンパク質を含む細胞およびエンベロープウイルスは、免疫系により標的とされ、
中和され得る。
【００６４】
　ヒトＭＨＣ－Ｉはヒト白血球抗原クラスＩ（ＨＬＡ－Ｉ）とも呼ばれ、ほぼ全ての有核
細胞上で発現している。ＨＬＡ－Ｉは、２つのポリペプチド鎖、ＨＬＡ－Ｉ重鎖（α鎖）
およびβ２ミクログロブリン（β２Ｍ）からなる。ＨＬＡ－Ｉ　α鎖およびβ２Ｍは、非
共有結合的に連結されている。
【００６５】
　ＨＬＡ－Ｉ　α鎖は多型である。６つのＨＬＡ－Ｉ　α鎖が今までに同定されており、
これらとしては３つの古典的な高度に多型のα鎖（ＨＬＡ－Ａ、ＨＬＡ－ＢおよびＨＬＡ
－Ｃ）ならびに３つの非古典的な多型の少ないα鎖（ＨＬＡ－Ｅ、ＨＬＡ－ＦおよびＨＬ
Ａ－Ｇ）が挙げられる。当業者は、ＨＬＡ－Ｉ　α鎖の核酸配列を容易に決定することが
できる。例えば、ＨＬＡ－Ｉ　α鎖は、染色体の主要組織適合複合体領域内のそれらの位
置を用いて、ゲノム配列中で同定され得る（Ｐｅｎｎ，Ｄ．Ｊ．（２００２）　Ｍａｊｏ
ｒ　Ｈｉｓｔｏｃｏｍｐａｔｉｂｉｌｉｔｙ　Ｃｏｍｐｌｅｘ（ＭＨＣ）　ｅＬＳ，Ｊｏ
ｈｎ　Ｗｉｌｅｙ　＆　Ｓｏｎｓ，ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｅｌｓ．ｎｅｔ／［ＤＯＩ：
１０．１０３８／ｎｐｇ．ｅｌｓ．００００９１９］）。
【００６６】
　β２Ｍをコードする核酸配列は、当該技術分野で公知である。例えば、ヒトβ２Ｍの核
酸配列はＧｅｎＢａｎｋ　Ａｃｃｅｓｓｉｏｎ　Ｎｏ．ＮＭ＿００４０４８として寄託さ
れている。
【００６７】
　当業者は、本発明はＭＨＣ－Ｉ配列の変異体、例えばこれらの配列（例としてＨＬＡ－
Ｉ　α鎖配列およびβ２Ｍ配列）の多型などに適用可能であると理解する。例えば、ＭＨ
Ｃ－Ｉ配列の変異体としては、一塩基多型（ＳＮＰ）または複数のＳＮＰが挙げられ得る
。
【００６８】
ＭＨＣ－Ｉの遺伝子操作
　本発明のエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞は、
細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現を減少させるように遺伝子操作されている。
【００６９】
　タンパク質発現を減少させるように遺伝子操作する方法は、当該技術分野で公知である
。例えば、これは、標的遺伝子ノックアウトにより達成され得る。タンパク質発現を減少
させるため、タンパク質をコードする遺伝子自体またはその調節性配列（例としてそのプ
ロモーター）がノックアウトされ得る。ノックアウトは、コーディング核酸配列の断片の
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欠失により達成され得るものであり、これは、発現もしくは安定性に不可欠なタンパク質
の断片を欠失し得る、またはコーディング配列のリーディングフレームを変え得るもので
ある。標的遺伝子ノックアウトに適した方法としては、ジンクフィンガーヌクレアーゼ（
ＺＦＮ）、転写アクティベーター様エフェクターヌクレアーゼ（ＴＡＬＥＮ）およびＣＲ
ＩＳＰＲ／ＣａｓベースのＲＮＡガイドヌクレアーゼの使用が挙げられる（Ｇａｊ，Ｔ．
　ｅｔ　ａｌ．（２０１３）　Ｔｒｅｎｄｓ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ．　３１：３９７－
４０５）。
【００７０】
　例えば、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９　ＲＮＡガイドヌクレアーゼは、ゲノム中の特定の位
置に結合するように設計された適当なＲＮＡガイドが提供された場合に、その位置におけ
る二本鎖切断を触媒するために用いられ得る。Ｃａｓ９およびガイドＲＮＡは、タンパク
質およびＲＮＡをコードするベクターのトランスフェクションにより標的細胞に送達され
得る。細胞は、非相同性末端結合（ＮＨＥＪ）経路を用いて、それらのＤＮＡ中の任意の
二本鎖切断の修復を試みる。これは、ランダムなヌクレオチドを挿入するエラーを生じが
ちなメカニズムであり、標的遺伝子のリーディングフレームをしばしば破壊する。
【００７１】
　あるいは、タンパク質発現を減少させるための遺伝的操作は、標的遺伝子の発現を抑制
するためのＲＮＡｉ技術、またはマイクロＲＮＡもしくはアンチセンスＲＮＡを用いて達
せられ得る。
【００７２】
　標的遺伝子のノックアウトまたは発現抑制のアプローチが実施されたら、結果として得
られる細胞集団は、目的の表現型、例えば表面に露出したＭＨＣ－Ｉの発現減少を呈する
細胞を選抜し、濃縮するためにスクリーニングされ得る。スクリーニングおよび濃縮に適
した技術は当該技術分野で公知であり、これらとしてはフローサイトメトリーおよび蛍光
活性化細胞分取（ＦＡＣＳ）が挙げられる。
【００７３】
　１の実施形態において、エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケー
ジング細胞は、β２－ミクログロブリンをコードする遺伝子の遺伝子工学的破壊を含む。
β２－ミクログロブリンはＭＨＣ－Ｉを安定化し、それゆえにβ２－ミクログロブリンを
欠損した細胞は細胞表面上のＭＨＣ－Ｉの発現減少を呈する。細胞は、β２－ミクログロ
ブリンをコードする遺伝子の全てのコピーにおける遺伝子工学的破壊を含み得る。
【００７４】
　別の実施形態において、細胞は、ＭＨＣ－Ｉ　α鎖をコードする遺伝子の遺伝子工学的
破壊を含む。細胞は、ＭＨＣ－Ｉ　α鎖をコードする遺伝子の全てのコピーにおける遺伝
子工学的破壊を含み得る。
【００７５】
　細胞は、β２－ミクログロブリンをコードする遺伝子の遺伝子工学的破壊およびＭＨＣ
－Ｉ　α鎖をコードする遺伝子の遺伝子工学的破壊の両方を含み得る。
【００７６】
ベクター
　ベクターは、１の環境から別の環境へと物を移行できるようにする、またはこれを容易
にするツールである。本発明のウイルス粒子は、ベクターであり得る。
【００７７】
　本発明のウイルスベクター粒子は、エンベロープウイルス粒子である。
【００７８】
　エンベロープウイルス粒子は、外側脂質二重膜を含む。多数のエンベロープウイルスが
当該技術分野で公知であり、これらとしてはレトロウイルス、単純ヘルペスウイルス、ワ
クシニアウイルス、ヘパドナウイルス、トガウイルス、フラビウイルス、アレナウイルス
、コロナウイルス、オルソミクソウイルス、パラミクソウイルス、ブニヤウイルス、ボル
ナウイルス、ラブドウイルスおよびフィロウイルスが挙げられる。
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【００７９】
レトロウイルスベクターおよびレンチウイルスベクター
　レトロウイルスベクターは、任意の好適なレトロウイルスに由来するもの、または由来
することができるものであり得る。数多くの異なるレトロウイルスが同定されている。例
としては、マウス白血病ウイルス（ＭＬＶ）、ヒトＴ細胞白血病ウイルス（ＨＴＬＶ）、
マウス乳房腫瘍ウイルス（ＭＭＴＶ）、ラウス肉腫ウイルス（ＲＳＶ）、フジナミ肉腫ウ
イルス（ＦｕＳＶ）、モロニーマウス白血病ウイルス（Ｍｏ－ＭＬＶ）、ＦＢＲマウス骨
肉腫ウイルス（ＦＢＲ　ＭＳＶ）、モロニーマウス肉腫ウイルス（Ｍｏ－ＭＳＶ）、エー
ベルソンマウス白血病ウイルス（Ａ－ＭＬＶ）、トリ骨髄球しゅ症ウイルス－２９（ＭＣ
２９）およびトリ赤芽球症ウイルス（ＡＥＶ）が挙げられる。レトロウイルスの詳細なリ
ストは、Ｃｏｆｆｉｎ，Ｊ．Ｍ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅ
ｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，７
５８－６３中に見出され得る。
【００８０】
　レトロウイルスは、広くは「単純型」と「複雑型」の２つのカテゴリーに分けられ得る
。レトロウイルスは、なおさらに７つのグループに分けられ得る。これらのグループのう
ちの５つは、発がん性の潜在能力を有するレトロウイルスに相当する。残りの２つのグル
ープは、レンチウイルスおよびスプーマウイルスである。これらのレトロウイルスの総説
は、Ｃｏｆｆｉｎ，Ｊ．Ｍ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９７）　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ，
Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，７５８
－６３中に示されている。
【００８１】
　レトロウイルスおよびレンチウイルスのゲノムの基本構造は、共通の特徴、例えば５’
長鎖末端反復配列（Ｌｏｎｇ　Ｔｅｒｍ　Ｒｅｐｅａｔ、ＬＴＲ）および３’ＬＴＲなど
を共有する。これらの間または中に、ゲノムがパッケージされるの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み込みを可能にする組み
込み部位、ならびにパッケージング構成成分をコードするｇａｇ遺伝子、ｐｏｌ遺伝子お
よびｅｎｖ遺伝子－これらはウイルス粒子のアセンブリのために必要とされるポリペプチ
ドである－が位置する。レンチウイルスは、付加的な特徴、例えばＨＩＶにおけるｒｅｖ
配列およびＲＲＥ配列などを持ち、これらは、組み込まれたプロウイルスのＲＮＡ転写産
物を感染した標的細胞の核から細胞質へと効率的に運び出すことを可能にする。
【００８２】
　プロウイルスの中で、これらの遺伝子は、両末端がＬＴＲと呼ばれる領域に隣接してい
る。ＬＴＲは、プロウイルスの組み込みおよび転写に関与する。ＬＴＲはまたエンハンサ
ー－プロモーター配列としても働き、ウイルス遺伝子の発現を制御することができる。
【００８３】
　ＬＴＲ自体は、３つのエレメント：Ｕ３、ＲおよびＵ５に分けることができる同一の配
列である。Ｕ３は、ＲＮＡの３’末端に固有の配列に由来する。Ｒは、ＲＮＡの両末端に
おいて繰り返される配列に由来する。Ｕ５は、ＲＮＡの５’末端に固有の配列に由来する
。これら３つのエレメントのサイズは、異なるレトロウイルス間で相当に変わることがあ
る。
【００８４】
　欠損レトロウイルスベクターゲノム中で、ｇａｇ、ｐｏｌおよびｅｎｖは、存在しなく
てもよく、または機能しなくてもよい。
【００８５】
　典型的なレトロウイルスベクターにおいて、複製に不可欠な１または複数のタンパク質
コーディング領域の少なくとも一部がウイルスから除去され得る。このことは、ウイルス
ベクターを複製欠損にする。ウイルスゲノムの一部分はまた、標的宿主細胞への形質導入
の能力および／または宿主ゲノム内へのそのゲノムの組み込みの能力がある候補の改変部
を含むベクターを作成するために、ベクターゲノム中で調節性の制御領域およびレポータ
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ー部に作動可能に連結された候補の改変部をコードするライブラリーにより置き換えられ
得る。
【００８６】
　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グループの一部であ
る。レンチウイルスの詳細なリストは、Ｃｏｆｆｉｎ，Ｊ．Ｍ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９
７）　Ｒｅｔｒｏｖｉｒｕｓｅｓ，Ｃｏｌｄ　Ｓｐｒｉｎｇ　Ｈａｒｂｏｕｒ　Ｌａｂｏ
ｒａｔｏｒｙ　Ｐｒｅｓｓ，７５８－６３中に見出され得る。簡潔には、レンチウイルス
は霊長類および非霊長類のグループに分けることができる。霊長類レンチウイルスの例と
しては、限定されるものではないが、ヒト獲得免疫不全症候群（ＡＩＤＳ）の原因物質で
あるヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）；およびサル免疫不全ウイルス（ＳＩＶ）が挙げら
れる。非霊長類レンチウイルスの例としては、原型の「スローウイルス」であるビスナ／
マエディウイルス（ＶＭＶ）、同様に近縁のヤギ関節炎・脳炎ウイルス（ＣＡＥＶ）、ウ
マ感染性貧血ウイルス（ＥＩＡＶ）、およびより近年に記述されたネコ免疫不全ウイルス
（ＦＩＶ）およびウシ免疫不全ウイルス（ＢＩＶ）が挙げられる。
【００８７】
　レンチウイルスファミリーは、レンチウイルスは分裂細胞および非分裂細胞の両方に感
染する能力を持つ点でレトロウイルスと異なる（Ｌｅｗｉｓ，Ｐ　ｅｔ　ａｌ．（１９９
２）　ＥＭＢＯ　Ｊ．１１：３０５３－８；Ｌｅｗｉｓ，Ｐ．Ｆ．ｅｔ　ａｌ．（１９９
４）　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．６８：５１０－６）。対照的に、他のレトロウイルス、例えばＭ
ＬＶなどは、非分裂細胞または分裂が遅い細胞、例えば筋肉、脳、肺および肝臓組織を構
成する細胞などに感染することができない。
【００８８】
　本明細書中で用いられるレンチウイルスベクターは、レンチウイルスに由来することが
できる少なくとも１の構成部分を含むベクターである。好ましくは、その構成部分は、ベ
クターが細胞に感染し、遺伝子を発現するまたは複製する生物学的メカニズムに関与する
。
【００８９】
　レンチウイルスベクターは、「霊長類」ベクターであり得る。レンチウイルスベクター
は、「非霊長類」ベクター（すなわち霊長類、特にヒトに本来感染しないウイルスに由来
するもの）であり得る。非霊長類レンチウイルスの例は、天然で霊長類に感染しないレン
チウイルス科（ｌｅｎｔｉｖｉｒｉｄａｅ）の任意のメンバーであり得る。
【００９０】
　レンチウイルスをベースとしたベクター、ＨＩＶ－１およびＨＩＶ－２をベースとした
ベクターの例が下に記載される。
【００９１】
　ＨＩＶ－１ベクターは、単純型レトロウイルスにおいても見出されるシス作用性エレメ
ントを含有する。ｇａｇオープンリーディングフレーム内に伸長した配列は、ＨＩＶ－１
のパッケージングのために重要であることが示されている。したがって、ＨＩＶ－１ベク
ターは、翻訳開始コドンが変異したｇａｇの関連部分をしばしば含有する。加えて、大半
のＨＩＶ－１ベクターはまた、ＲＲＥを包含するｅｎｖ遺伝子の一部分を含有する。Ｒｅ
ｖはＲＲＥに結合し、これは、核から細胞質への完全長または単一スプライス（ｓｉｎｇ
ｌｙ　ｓｐｌｉｃｅｄ）のｍＲＮＡの輸送を可能にする。Ｒｅｖおよび／またはＲＲＥの
非存在下で、完全長ＨＩＶ－１　ＲＮＡは核内に集積する。あるいは、ある種の単純型レ
トロウイルス、例えばマソン・ファイザーサルウイルスなどからの構成的輸送エレメント
を、ＲｅｖおよびＲＲＥの要求性を軽減するために用いることができる。ＨＩＶ－１　Ｌ
ＴＲプロモーターからの効率的な転写には、ウイルスタンパク質Ｔａｔが必要とされる。
【００９２】
　大半のＨＩＶ－２をベースとしたベクターは、ＨＩＶ－１ベクターと構造的に非常に類
似している。ＨＩＶ－１をベースとしたベクターと同様に、ＨＩＶ－２ベクターもまた、
完全長または単一スプライスのウイルスＲＮＡの効率的な輸送のためにＲＲＥを必要とす
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る。
【００９３】
　１つの系において、ベクターおよびヘルパーコンストラクトは、２つの異なるウイルス
からのものであり、ヌクレオチド相同性の低減は組換えの確率を減少させ得る。霊長類レ
ンチウイルスをベースとしたベクターに加えて、ＦＩＶをベースとしたベクターもまた、
病原性ＨＩＶ－１ゲノムに由来するベクターの代替として開発されている。これらのベク
ターの構造もまたＨＩＶ－１をベースとしたベクターに類似している。
【００９４】
　好ましくは、本発明において用いられるウイルスベクターは、最小のウイルスゲノムを
持つ。
【００９５】
　「最小のウイルスゲノム」によると、標的宿主細胞への感染、形質導入および目的ヌク
レオチド配列の送達のために必要とされる機能を提供するために、必須でないエレメント
を除去し、必須のエレメントを保持するようにウイルスベクターが操作されていることが
理解されるものである。このストラテジーのさらなる詳細は、ＷＯ１９９８／０１７８１
５中に見出すことができる。
【００９６】
　好ましくは、宿主細胞／パッケージング細胞内でウイルスゲノムを生産するために用い
られるプラスミドベクターは、標的細胞に感染する能力はあるが最終標的細胞内で独立的
に複製して感染性ウイルス粒子を生産する能力がないウイルス粒子内に、パッケージング
構成成分の存在下、ＲＮＡゲノムをパッケージングできるようにするのに十分なレンチウ
イルスの遺伝情報を持つ。好ましくは、ベクターには、機能的なｇａｇ－ｐｏｌおよび／
またはｅｎｖ遺伝子および／または複製に不可欠な他の遺伝子がない。
【００９７】
　一方、宿主細胞／パッケージング細胞内でウイルスゲノムを生産するために用いられる
プラスミドベクターはまた、宿主細胞／パッケージング細胞内でのゲノムの転写を指示す
るための、レンチウイルスゲノムに作動可能に連結された転写調節性制御配列を包含する
。これらの調節性配列は、転写されるウイルス配列に付随する天然の配列（すなわち５’
　Ｕ３領域）であってもよく、またはそれらは異種プロモーター、例えば別のウイルスプ
ロモーター（例としてＣＭＶプロモーター）などであってもよい。
【００９８】
　ベクターは、ウイルスのエンハンサー配列およびプロモーター配列が欠失した自己不活
性化（ＳＩＮ）ベクターであり得る。ＳＩＮベクターは、野生型ベクターのそれと同様の
有効性を伴って作成され、インビボで非分裂細胞に形質導入されることができる。ＳＩＮ
プロウイルス中の長鎖末端反復配列（ＬＴＲ）の転写不活性化は、複製能のあるウイルス
による動員を防ぐものである。これはまた、ＬＴＲの何らかのシス作用性効果を除くこと
により、内部プロモーターからの遺伝子の発現調節を可能にするものである。
【００９９】
　ベクターは、組み込み欠損であり得る。組み込み欠損レンチウイルスベクター（ＩＤＬ
Ｖ）は、例えば、ベクターに触媒的に不活性のインテグラーゼ（例えば触媒部位内にＤ６
４Ｖ変異を保有するＨＩＶインテグラーゼなど；Ｎａｌｄｉｎｉ，Ｌ．　ｅｔ　ａｌ．（
１９９６）　Ｓｃｉｅｎｃｅ　２７２：２６３－７；Ｎａｌｄｉｎｉ，Ｌ．　ｅｔ　ａｌ
．（１９９６）　Ｐｒｏｃ．Ｎａｔｌ．Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．ＵＳＡ　９３：１１３８２－
８；Ｌｅａｖｉｔｔ，Ａ．Ｄ．　ｅｔ　ａｌ．（１９９６）　Ｊ．Ｖｉｒｏｌ．７０：７
２１－８）をパッケージングすることにより、またはベクターＬＴＲから必須のａｔｔ配
列を改変または欠失させることにより（Ｎｉｇｈｔｉｎｇａｌｅ，Ｓ．Ｊ．　ｅｔ　ａｌ
．（２００６）　Ｍｏｌ．Ｔｈｅｒ．１３：１１２１－３２）、または上記の組み合わせ
により、生産することができる。
【０１００】
ＨＩＶ由来ベクター



(15) JP 6643311 B2 2020.2.12

10

20

30

40

50

　本発明における使用のためのＨＩＶ由来ベクターは、ＨＩＶ株に関してとりわけ限定さ
れるものではない。ＨＩＶ株の配列の多数の例は、ＨＩＶ　Ｓｅｑｕｅｎｃｅ　Ｄａｔａ
ｂａｓｅ（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｈｉｖ．ｌａｎｌ．ｇｏｖ／ｃｏｎｔｅｎｔ／ｉｎｄ
ｅｘ）において見出され得る。
【０１０１】
単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）由来ベクター
　単純ヘルペスウイルス（ＨＳＶ）は、天然で神経細胞に感染するエンベロープ二本鎖Ｄ
ＮＡウイルスである。ＨＳＶは外来ＤＮＡの大きな断片を収容することができ、このこと
はＨＳＶをベクター系として魅力的なものとしており、ＨＳＶは神経細胞への遺伝子送達
のためのベクターとして使用されている。
【０１０２】
　治療手法におけるＨＳＶの使用は、溶菌サイクルを確立できないように株を弱毒化する
ことを必要とする。とりわけ、ＨＳＶベクターがヒトにおける遺伝子治療のために用いら
れることになる場合、ＮＯＩは、好ましくは必須遺伝子内に挿入される。このことは、ベ
クターウイルスが野生型ウイルスに遭遇した場合、野生型ウイルスへの異種遺伝子の移行
が組換えにより起こることがあるため、必要である。しかしながら、ＮＯＩが必須遺伝子
内に挿入されているかぎり、組換え移行はレシピエント側ウイルス中の必須遺伝子も欠失
させ、複製能のある野生型ウイルス集団内への異種遺伝子の「エスケープ」を防ぐ。
【０１０３】
ワクシニアウイルス由来ベクター
　ワクシニアウイルスは、約１９０ｋｂの直鎖状の二本鎖ＤＮＡゲノムを持つ大きなエン
ベロープウイルスである。ワクシニアウイルスは最大で約２５ｋｂの外来ＤＮＡを収容す
ることができ、このこともまたワクシニアウイルスを大きな遺伝子の送達に有用なものと
している。
【０１０４】
　遺伝子治療用途に適した多数の弱毒化ワクシニアウイルス株、例えばＭＶＡ株およびＮ
ＹＶＡＣ株が当該技術分野で公知である。
【０１０５】
ウイルス粒子生産
　１の態様において、、本発明は、エンベロープウイルス粒子の生産のための、本発明の
エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞の使用を提供する。
【０１０６】
　１の実施形態において、エンベロープウイルスベクター粒子は、遺伝子操作の非存在下
でエンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞により生産された粒子上に提示される、
表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数のうちの約５０％、４０％、３０％、２５％、２０％
、１５％、１０％、５％、４％、３％、２％または１％未満を含む。別の実施形態におい
て、エンベロープウイルス粒子は、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠いている
。
【０１０７】
　エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞は、ウイルスのゲノムを含み得る。
【０１０８】
　ウイルスゲノムは、ウイルス粒子内に取り込まれた核酸配列である。ウイルスゲノムは
、目的ヌクレオチド（ＮＯＩ）を含むように操作され得る。
【０１０９】
　したがって、ウイルス粒子の生産における使用のため、エンベロープウイルス粒子プロ
デューサー細胞はウイルスゲノムを含み、その後に続いてエンベロープウイルス粒子の生
産に適した条件下で培養され得る。
【０１１０】
　「エンベロープウイルス粒子パッケージング細胞」は、例えば、ウイルス粒子のアセン
ブリのために必要とされるいくつかまたは全ての構造タンパク質をコードする核酸配列を
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含み得る。
【０１１１】
　エンベロープウイルス粒子の生産のために必要とされる要素のうちのいくつかのみを含
む細胞は、その後に続く各々の付加的な必要とされる要素の一過性トランスフェクション
、形質導入または安定的組み込みのステップを通じたウイルス粒子プロデューサー細胞株
の作成における中間体試薬として有用である。これらの中間体試薬は、本発明のパッケー
ジング細胞に包含される。エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞株またはパッケ
ージング細胞株の作成のためにその後に続いて用いられることになる、細胞表面上のＭＨ
Ｃ－Ｉの発現が減少した親細胞は、本発明の別の実施形態を表す。
【０１１２】
　感染性エンベロープウイルス粒子の生産のために必要とされる構成成分をコードする核
酸配列は、パッケージング細胞またはプロデューサー細胞内に一過性にトランスフェクト
されてもよく、または形質導入されてもよく、または安定的に維持されてもよい（例とし
て細胞ゲノム内に安定的に組み込まれてもよく、またはエピソーム的に維持されてもよい
）。あるいは、一過性トランスフェクションまたは形質導入および安定的維持の組み合わ
せは、細胞内に核酸配列を導入するために用いられ得る。
【０１１３】
　したがって、本発明の細胞は、ウイルスゲノムを含むエンベロープウイルス粒子の生産
を可能にするため、ウイルスゲノムを含む核酸をトランスフェクトされてもよく、または
形質導入されてもよく、または標的化組み込みにより安定的に組み込まれてもよい。
【０１１４】
　感染性エンベロープウイルス粒子の生産のために必要とされる別々の構成成分をコード
する核酸配列は、別々の発現カセットとして細胞に提供され得る。
【０１１５】
　１の実施形態において、本発明のパッケージング細胞は、Ｇａｇタンパク質、Ｇａｇ／
Ｐｏｌタンパク質および／もしくはＥｎｖタンパク質、またはそれらの機能的代替物をコ
ードする核酸配列を含む。細胞は、レトロウイルスベクター粒子のアセンブリのために必
要とされ得る付加的なタンパク質、例えばＲｅｖタンパク質をコードする核酸配列を含ん
でもよい。
【０１１６】
　エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞またはパッケージング細胞は、エンベロ
ープウイルス粒子を生産するまたはパッケージングする能力のある任意の好適な細胞型で
あることができる。細胞は、好ましくは哺乳動物細胞、とりわけヒト細胞である。例えば
、エンベロープウイルス粒子プロデューサー細胞は、親のＨＥＫ－２９３細胞に由来し得
る。
【０１１７】
目的ヌクレオチド
　本発明のベクター、例としてウイルス粒子は、目的ヌクレオチド（ＮＯＩ）を含み得る
。
【０１１８】
　好ましくは、目的ヌクレオチドは、治療効果を向上させる。
【０１１９】
　好適なＮＯＩとしては、限定されるものではないが、酵素、サイトカイン、ケモカイン
、ホルモン、抗体、抗酸化分子、遺伝子操作された免疫グロブリン様分子、一本鎖抗体、
融合タンパク質、免疫共刺激分子、免疫調節分子、アンチセンスＲＮＡ、マイクロＲＮＡ
、ｓｈＲＮＡ、ｓｉＲＮＡ、リボザイム、ｍｉＲＮＡ標的配列、標的タンパク質のトラン
スドメイン陰性変異体、毒素、条件毒素（ｃｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ　ｔｏｘｉｎ）、抗原
、腫瘍抑制タンパク質、増殖因子、転写因子、膜タンパク質、表面受容体、抗がん分子、
血管作動性タンパク質およびペプチド、抗ウイルスタンパク質およびリボザイム、ならび
にそれらの誘導体（例えば付随するレポーター基を有する誘導体など）をコードする配列
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が挙げられる。ＮＯＩはまた、プロドラッグ活性化酵素をコードし得る。
【０１２０】
　ＮＯＩの例は、血友病の遺伝子治療のために用いられ得る第ＶＩＩＩ凝固因子もしくは
第ＩＸ凝固因子もしくはそれらの遺伝子操作された誘導体であり、またはサラセミア／鎌
状赤血球症の遺伝子治療のために用いられ得るベータ－グロビン鎖である。
【０１２１】
　ウイルスベクタータンパク質移行により移行させることができる好適なタンパク質とし
ては、限定されるものではないが、ヌクレアーゼ、インテグラーゼ、トランスポサーゼ、
酵素、サイトカイン、ケモカイン、ホルモン、抗体、抗酸化分子、遺伝子操作された免疫
グロブリン様分子、一本鎖抗体、融合タンパク質、免疫共刺激分子、免疫調節分子、標的
タンパク質のトランスドメイン陰性変異体、毒素、条件毒素、抗原、腫瘍抑制タンパク質
、増殖因子、転写因子、膜タンパク質、表面受容体、抗がん分子、血管作動性タンパク質
およびペプチド、抗ウイルスタンパク質およびリボザイム、ならびにそれらの誘導体（例
えば付随するレポーター基を有する誘導体など）が挙げられる。
【０１２２】
医薬組成物
　本発明のエンベロープウイルス粒子または形質導入細胞は、薬学的に許容される担体、
希釈剤または賦形剤と共に、対象への投与のために製剤化され得る。好適な担体および希
釈剤としては、等張食塩水溶液、例えばリン酸緩衝生理食塩水が挙げられ、潜在的にヒト
血清アルブミンを含有する。
【０１２３】
　細胞治療製品の取り扱いは、好ましくは、細胞治療のためのＦＡＣＴ－ＪＡＣＩＥ　Ｉ
ｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ　Ｓｔａｎｄａｒｄｓを順守して行われる。
【０１２４】
遺伝子治療
　１の態様において、本発明は、治療における使用のための、例えば遺伝子治療における
使用のためのエンベロープウイルス粒子および形質導入細胞を提供する。エンベロープウ
イルス粒子は、エンベロープウイルスベクター粒子と呼ばれることがある。
【０１２５】
　「形質導入細胞」または「エンベロープウイルスベクター粒子により形質導入された」
細胞によると、エンベロープウイルスベクター粒子により運ばれる核酸（例としてＮＯＩ
を含むもの）が細胞に移行されていることが理解されるものである。形質導入される対象
の細胞は、好ましくは標的細胞である。
【０１２６】
　本発明のエンベロープウイルスベクター粒子は、対象に直接的に投与され得る。ウイル
スベクター粒子は、対象中の特定の細胞への感染を標的とするように遺伝子操作され得る
。ウイルスベクター粒子はまた、対象中の特定の細胞に対するＮＯＩの発現を標的とする
ように遺伝子操作され得る。これは、特定の細胞におけるＮＯＩ発現の抑制を容易にする
組織特異的なプロモーターまたは核酸配列を用いて達成され得る。
【０１２７】
　エンベロープウイルスベクター粒子はまた、エクスビボ遺伝子治療アプローチの一部と
して対象の身体から取り出された細胞を形質導入するために用いられ得る。
【０１２８】
　形質導入細胞は、自己細胞移植手法の一部として投与されてもよく、または同種細胞移
植手法の一部として投与されてもよい。
【０１２９】
　「自己細胞移植手法」によると、初発の細胞集団（本発明のエンベロープウイルスベク
ター粒子が次いで形質導入されるもの）は形質導入細胞集団が投与されるのと同じ対象か
ら得られることが理解されるものである。自己移植手法は、免疫学的不適合に関連した問
題を回避し、遺伝的にマッチしたドナーの可用性にかかわらず対象に対して利用すること
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ができることから、有利である。
【０１３０】
　「同種細胞移植手法」によると、初発の細胞集団（本発明のエンベロープウイルスベク
ター粒子が次いで形質導入されるもの）は形質導入細胞集団が投与されるのと異なる対象
から得られることが理解されるものである。好ましくは、ドナーは、免疫学的不適合のリ
スクを最小限にするため、細胞が投与される対象に対して遺伝的にマッチされる。
【０１３１】
　エンベロープウイルスベクター粒子または形質導入細胞の好適な用量は、例えば治療的
および／または予防的に有効となるものなどである。投与される用量は、処置される対象
および症状に依存し得るものであり、当業者により容易に決定され得る。
【０１３２】
　例えば、使用は、造血幹細胞および／または前駆細胞移植手法の一部としてのものであ
り得る。
【０１３３】
　造血幹細胞移植（ＨＳＣＴ）は、骨髄（この場合骨髄移植として知られる）または血液
に由来する血液幹細胞の移植である。幹細胞移植は、血液学および腫瘍学の分野における
医学的手法であり、血液もしくは骨髄の疾患またはある種のがんを有する人に対して最も
多く行われる。
【０１３４】
　多くのＨＳＣＴレシピエントは、化学療法での長期処置による利益が得られない、また
は既に化学療法に耐性の多発性骨髄腫または白血病の患者である。ＨＳＣＴの候補として
は、患者が先天的欠陥、例えば欠陥のある幹細胞を有する重症複合免疫不全症または先天
性好中球減少症などを持つ小児症例、およびまた誕生後に幹細胞を失った再生不良性貧血
を有する子供または大人が挙げられる。幹細胞移植で処置される他の症状としては、鎌状
赤血球症、骨髄異形成症候群、神経芽細胞腫、リンパ腫、ユーイング肉腫、線維形成性小
円形細胞腫瘍およびホジキン病が挙げられる。より近年は、非骨髄破壊的な、つまりいわ
ゆる「ミニ移植」が開発されており、これは必要とされる予備的な化学療法および放射線
療法の用量がより少ない手法である。これは、年配の患者およびその他の点で従来の処置
レジメンに耐えるには弱すぎると考えられる他の患者においてＨＳＣＴを実行できるよう
にした。
【０１３５】
　本発明のエンベロープウイルスベクター粒子または形質導入細胞は、遺伝的疾患、例え
ば血漿タンパク質欠乏、代謝障害、リソソーム貯蔵障害、ムコ多糖症、免疫不全症、血液
障害、限定されるものではないが血友病といったもの、アデノシンデアミナーゼ重症複合
免疫不全症、ウィスコット・アルドリッチ症候群、異染性白質ジストロフィー、グロボイ
ド白質ジストロフィー（ｇｌｏｂｏｉｄ　ｌｅｕｋｏｄｙｓｔｒｏｐｈｙ）、β－サラセ
ミア、慢性肉芽腫性疾患などの処置において有用であり得る。
【０１３６】
　本発明のエンベロープウイルスベクター粒子または形質導入細胞は、ＷＯ１９９８／０
０５６３５中に収載されている障害の処置において有用であり得る。参照を容易にするた
め、そのリストの一部をここに提供する：がん、炎症または炎症性疾患、皮膚障害、発熱
、心血管系作用、出血、凝固および急性期応答、悪液質、食欲不振症、急性感染症、ＨＩ
Ｖ感染症、ショック状態、移植片対宿主反応、自己免疫性疾患、再灌流傷害、髄膜炎、偏
頭痛およびアスピリン依存性抗血栓症；腫瘍の増殖、浸潤および拡大、血管新生、転移、
悪性、腹水および悪性胸水；大脳虚血、虚血性心疾患、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、クローン病および潰瘍性大腸炎；歯周炎、歯肉炎；乾癬、アトピー性皮膚炎
、慢性潰瘍、表皮水疱症；角膜潰瘍形成、網膜症および外科的創傷治癒；鼻炎、アレルギ
ー性結膜炎、湿疹、アナフィラキシー；再狭窄、うっ血性心不全、子宮内膜症、アテロー
ム性動脈硬化症または内部硬化症（ｅｎｄｏｓｃｌｅｒｏｓｉｓ）。
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【０１３７】
　加えて、または代わりに、本発明のエンベロープウイルスベクター粒子または形質導入
細胞は、ＷＯ１９９８／００７８５９中に収載されている障害の処置において有用であり
得る。参照を容易にするため、そのリストの一部をここに提供する：サイトカインおよび
細胞の増殖／分化活性；免疫抑制活性または免疫賦活活性（例としてヒト免疫不全ウイル
スでの感染症といった免疫不全の処置；リンパ球増殖の調節；がんおよび多くの自己免疫
疾患の処置のためのもの、ならびに移植拒絶を予防し、または腫瘍免疫を誘導するための
もの）；造血の調節、例として骨髄性またはリンパ性の疾患の処置；骨、軟骨、腱、靱帯
および神経組織の増殖促進、例として創傷の治癒、熱傷、潰瘍および歯周病ならびに神経
変性の処置のためのもの；卵胞刺激ホルモンの阻害または活性化（生殖能力の調節）；走
化性／ケモキネシス活性（例として特定の細胞種を傷害または感染部位に動員するための
もの）；止血活性および血栓溶解活性（例として血友病および脳卒中を処置するためのも
の）；抗炎症活性（例として敗血症性ショックまたはクローン病を処置するためのもの）
；抗微生物剤としてのもの；例として代謝または行動のモジュレーター；鎮痛剤としての
もの；特定の欠乏性障害の処置；ヒトまたは獣医学における、例として乾癬の処置におけ
るもの。
【０１３８】
　加えて、または代わりに、本発明のエンベロープウイルスベクター粒子または形質導入
細胞は、ＷＯ１９９８／００９９８５中に収載されている障害の処置において有用であり
得る。参照を容易にするため、そのリストの一部をここに提供する：マクロファージ阻害
活性および／またはＴ細胞阻害活性、ならびにそれゆえに抗炎症活性；抗免疫活性、すな
わち炎症に関連しない応答といった細胞性および／または液性免疫応答に対する阻害効果
；細胞外マトリックス成分およびフィブロネクチンに接着するマクロファージおよびＴ細
胞の能力を阻害すること、同様にＴ細胞におけるｆａｓ受容体発現のアップレギュレート
；関節リウマチといった関節炎、過敏症に関連した炎症、アレルギー反応、喘息、全身性
エリテマトーデス、コラーゲン病および他の自己免疫性疾患、アテローム性動脈硬化症に
関連した炎症、動脈硬化症、アテローム性心疾患、再灌流傷害、心停止、心筋梗塞、血管
炎症性障害、呼吸窮迫症候群もしくは他の心肺疾患、消化性潰瘍に関連した炎症、潰瘍性
大腸炎および他の胃腸疾患、肝線維症、肝硬変もしくは他の肝疾患、甲状腺炎もしくは他
の腺疾患、糸球体腎炎もしくは他の腎および泌尿器疾患、耳炎もしくは他の耳鼻咽喉疾患
、皮膚炎もしくは他の皮膚疾患、歯周病もしくは他の歯牙疾患、睾丸炎もしくは睾丸副睾
丸炎、不妊症、睾丸外傷もしくは他の免疫に関係した精巣疾患、胎盤機能障害、胎盤機能
不全、習慣性流産、子癇、子癇前症ならびに他の免疫および／もしくは炎症に関係した婦
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、
網膜ブドウ膜炎、視神経炎、眼内炎、例として網膜炎もしくは嚢胞様黄斑浮腫、交感神経
性眼炎、強膜炎、網膜色素変性症、変性眼底疾患（ｄｅｇｅｎｅｒａｔｉｖｅ　ｆｏｎｄ
ｕｓ　ｄｉｓｅａｓｅ）の免疫性および炎症性成分、眼球外傷の炎症性成分、感染症によ
り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、過剰瘢痕、例と
して緑内障濾過手術後のもの、眼球移植に対する免疫および／もしくは炎症反応ならびに
他の免疫および炎症に関係した眼疾患、中枢神経系（ＣＮＳ）もしくは任意の他の器官の
両方における免疫および／もしくは炎症の抑制が有益な自己免疫性の疾患もしくは症状も
しくは障害に関連した炎症、パーキンソン病、パーキンソン病の処置による合併症および
／もしくは副作用、ＡＩＤＳ関連認知症症候群、ＨＩＶ関連脳症、デビック病、シデナム
舞踏病、アルツハイマー病および他のＣＮＳの変性疾患、症状もしくは障害、ストークス
（ｓｔｏｋｅｓ）の炎症性成分、ポリオ後症候群、精神障害の免疫性および炎症性成分、
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、ギランバレー症候群、シデナム舞踏病（Ｓｙｄｅｎｈａｍ　ｃｈｏｒａ）、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、ＣＮＳ圧迫
もしくはＣＮＳ外傷もしくはＣＮＳの感染症の炎症性成分、筋萎縮および筋ジストロフィ
ーの炎症性成分、ならびに中枢神経系および末梢神経系の炎症および免疫に関係した疾患
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、症状もしくは障害、外傷後炎症、敗血症性ショック、感染症、外科手術の炎症性合併症
もしくは副作用、骨髄移植もしくは他の移植の合併症および／もしくは副作用、遺伝子治
療の炎症性および／もしくは免疫性の合併症および副作用、例としてウイルスキャリアの
感染によるもの、またはＡＩＤＳに関連した炎症といった望まれない免疫反応および炎症
を阻害すること、液性および／または細胞性の免疫応答を抑制または阻害すること、単球
またはリンパ球の量を低減させることにより単球または白血球の増殖性疾患、例として白
血病を処置または寛解させること、例えば角膜、骨髄、器官、水晶体、ペースメーカー、
天然または人工の皮膚組織などの天然または人工の細胞、組織および器官の移植の症例に
おける移植片拒絶の予防および／または処置のためのもの。
【０１３９】
処置方法
　本発明との関連における予防への言及はより通例的には予防的処置に関連するものであ
るが、本明細書中の全ての処置への言及は、治療的、緩和的および予防的な処置を包含す
ると理解されるものである。哺乳類、とりわけヒトの処置が好ましい。ヒトの処置および
動物の処置の両方が本発明の範囲内にある。
【０１４０】
ワクチン
　１の態様において、本発明は、ワクチンとしての使用のための本発明のエンベロープウ
イルス粒子を提供する。好ましくは、エンベロープウイルス粒子は感染性でなく、例えば
細胞に感染する能力がない。
【０１４１】
　弱毒化ウイルスは、天然の毒性型ウイルスによる感染に対する免疫を提供するワクチン
として当該技術分野で通例的に用いられる。
【０１４２】
　ワクチンとしての使用のための弱毒化ウイルスは、上記の本発明のプロデューサー細胞
を用いて生産され得るものであり、好ましくはＮＯＩが省略され得る。本発明のプロデュ
ーサー細胞は、ワクチンとしての使用のための、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数の減
少を呈するエンベロープウイルス粒子の生産を可能にする。ワクチンとしての使用のため
のエンベロープウイルスベクター粒子は、表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠い
たものであり得る。
【０１４３】
　表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子の数の減少または欠如は、ワクチンとしての使用のため
のウイルスにおいて有利であるが、それはウイルスがＭＨＣ－Ｉに結合する抗体により中
和される可能性が低いためである。
【０１４４】
　加えて、免疫応答はウイルス抗原に対してよりも同種のＭＨＣ－Ｉに対して反応し得る
ものであり、したがって同種のＭＨＣ－Ｉ分子を実質的に欠いたウイルス粒子は、保護的
な免疫をより効果的に誘導することにより、より有効なワクチンであり得る。
【０１４５】
　ワクチンとしての使用のためのウイルスは、それらの表面上、または感染した細胞内で
付加的なタンパク質を発現するようにさらに遺伝子操作され得る。かかるタンパク質は、
生体の免疫防御をさらに向上させ得る抗体の作成または細胞免疫のための抗原として作用
し得る。
【実施例】
【０１４６】
実施例１
材料と方法
β２Ｍ遺伝子破壊
　Ｃａｓ９をコードする真核生物発現プラスミドを作成するため、ストレプトコッカス・
ピオゲネス（Ｓｔｒｅｐｔｏｃｏｃｃｕｓ　ｐｙｏｇｅｎｅｓ）Ｃａｓ９配列のヒトコド
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ン最適化バージョンを、ＸｂａＩおよびＰｍｅＩを用いてｈＣａｓ９プラスミド（Ａｄｄ
ｇｅｎｅ、プラスミドｎｏ．４１８１５）から切り取った。この断片を次いで、予めＸｂ
ａＩおよびＥｃｏＲＶで消化したｐｃＤＮＡ３．１プラスミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）
にクローニングした。
【０１４７】
　β２Ｍ　ＲＮＡガイドをコードするプラスミドを作成するため、ＤＮＡ合成を用いてヒ
トＵ６プロモーターの配列およびその後ろにトランス活性化ＲＮＡの配列（ＧｅｎｅＷｉ
ｘ）を含有するプラスミドを作った。このプラスミドを次いで、ＣＲＩＳＰＲ　ＲＮＡ（
ｃｒＲＮＡ）が認識するβ２Ｍのエクソン１に対応する以下のアニールしたオリゴヌクレ
オチド：５’－ＡＣＣＧＡＧＴＡＧＣＧＣＧＡＧＣＡＣＡＧＣＴＡ－３’；５’－ＡＡＡ
ＣＴＡＧＣＴＧＴＧＣＴＣＧＣＧＣＴＡＣＴ－３’のための互換性ＤＮＡ末端を作るため
にＢｓａＩで消化した。
【０１４８】
　プラスミド（２５０ｎｇのＣａｓ９発現プラスミド＋５０または１００ｎｇのガイドＲ
ＮＡ発現プラスミド）をリン酸カルシウムＤＮＡトランスフェクションにより細胞内に送
達した。
【０１４９】
フローサイトメトリー
　全細胞懸濁液を、ＦｃＲ　Ｂｌｏｃｋｉｎｇ　Ｒｅａｇｅｎｔ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ）と
共に、ＰＥコンジュゲート抗ヒトβ２Ｍ（ＢｉｏＬｅｇｅｎｄ、クローン２Ｍ２）および
ＡＰＣコンジュゲート汎抗ヒトＭＨＣ－Ｉ（Ｓａｎｔａ　Ｃｒｕｚ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ）を伴って、リン酸緩衝生理食塩水、０．５％ウシ血清アルブミン、エチレンジ
アミン四酢酸（２ｍＭ）（染色溶液）中で、４℃で２０分間インキュベートした。抗体染
色後、細胞を洗浄し、染色溶液中に再懸濁し、フローサイトメトリー（ＦＡＣＳＣａｎｔ
ｏ、ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅｓ）により解析した。
【０１５０】
ミスマッチ選択的エンドヌクレアーゼアッセイ
　ミスマッチ選択的エンドヌクレアーゼアッセイを用いて、Ｃａｓ９標的部位における非
相同性末端結合（ＮＨＥＪ）の結果として生じる変異の程度を測定した。簡潔には、β２
Ｍ遺伝子内のｃｒＲＮＡ部位に隣接するプライマー（Ｆｗ：５’－ＴＡＣＡＧＡＣＡＧＣ
ＡＡＡＣＴＣＡＣＣＣＡＧＴＣ－３’；Ｒｖ：５’－ＡＧＡＡＣＴＴＧＧＡＧＡＡＧＧＧ
ＡＡＧＴＣＡＣＧ－３’）を用いてＰＣＲを行った。ＰＣＲ産物を変性させ、再アニーリ
ングさせて、Ｓｕｒｖｅｙｏｒヌクレアーゼアッセイ（Ｔｒａｎｓｇｅｎｏｍｉｃ）を使
用して消化した。この酵素は２本鎖の歪みの部位においてＤＮＡを切るため、野生型と変
異アレル（ヌクレアーゼ活性の結果として生じる変異または欠失を保有するもの）との間
の再アニーリングの生成物が特異的に消化される。反応生成物をＳｐｒｅａｄｅｘ　ＥＬ
１２００　Ｗｉｄｅ　Ｍｉｎｉゲル（Ｅｌｃｈｒｏｍ　Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ）上で分離
し、エチジウムブロミドにより染色し、バンドの強度をＩｍａｇｅＱｕａｎｔ　ＴＬソフ
トウェアにより定量した。２つの移動度の低い切断産物に対する未切断の親断片の比を、
式（１－（親画分）１／２）×１００を用いて算出した（Ｌｏｍｂａｒｄｏ，Ａ．　ｅｔ
　ａｌ．（２０１１）　Ｎａｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　８：８６１－９）。
【０１５１】
レンチウイルスベクター（ＬＶ）生産
　第三世代レンチウイルスベクター（ＬＶ）は、ｐＣＣＬｓｉｎ．ｃＰＰＴ．ＰＧＫ．Ｇ
ＦＰ．ｐｒｅトランスファーベクター、パッケージングプラスミドｐＭＤＬｇ／ｐ．ＲＲ
Ｅ、ｐＣＭＶ．ＲＥＶ、ＶＳＶ－ＧエンベローププラスミドｐＭＤ２．Ｇを使用した２９
３Ｔ細胞のリン酸カルシウム一過性トランスフェクションにより、先に記載されているよ
うに生産した（Ｆｏｌｌｅｎｚｉ，Ａ．　ｅｔ　ａｌ．（２００２）　Ｍｅｔｈｏｄｓ　
Ｍｏｌ．Ｍｅｄ．　６９：２５９－７４）。２９３Ｔ細胞は、トランスフェクションの２
４時間前に１５ｃｍディッシュ内に播種した。トランスフェクションの２時間前、培養培
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地を新しい培地で置き換えた。各ディッシュについて、ＬＶゲノムプラスミド、パッケー
ジングプラスミドｐＭＤＬｇ／ｐＲＲＥおよびｐＣＭＶ．ＲＥＶ、ならびにｐＭＤ２．Ｇ
の混合物を含有する溶液を、それぞれ３５μｇ、１２．５μｇ、６．２５μｇおよび９μ
ｇのプラスミドＤＮＡを用いて調製した。０．１×ＴＥ溶液（ｄＨ２Ｏ中１０ｍＭ　Ｔｒ
ｉｓ－ＨＣｌ、１ｍＭ　ＥＤＴＡ、ｐＨ８．０）および水（１：２）をＤＮＡ混合物に加
えて１２５０μＬの最終液量とした。溶液をスピニングホイール（ｓｐｉｎｎｉｎｇ　ｗ
ｈｅｅｌ）上に２０～３０分間置き、次いで１２５μＬの２．５Ｍ　ＣａＣｌ２を加えた
。トランスフェクションの直前に、溶液をボルテックス上で撹拌し続けながら、１２５０
μＬの２×ＨＢＳ（２８１ｍＭ　ＮａＣｌ、１００ｍＭ　ＨＥＰＥＳ、１．５ｍＭ　Ｎａ

２ＨＰＯ４、ｐＨ７．１２）を加えることにより沈殿を形成させた。沈殿をすぐに培養培
地に加えて細胞上に１４～１６時間置き、続いて培養培地を交換した。培地交換から３０
時間後に上清を回収し、０．２２μｍフィルター（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を通してろ過し
た。
【０１５２】
　２９３－Ｔ－ＲＥｘ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ）から開始して、テトラサイクリン調節性
の転写リプレッサーを安定的に発現させ、ＣＭＶプロモーターと連結したＴｅｔオペレー
ターの制御下でＨＩＶ－１　Ｒｅｖ、Ｇａｇ／ＰｏｌおよびＶＳＶ－Ｇを発現するプラス
ミドを安定的にトランスフェクトすることで、パッケージング細胞を事前に作成した。培
養培地へのドキシサイクリン（１μｇ／ｍＬ）の添加によりＬＶ粒子の生産を誘導し、７
２時間後に上清を回収し、０．２２μｍフィルター（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）を通してろ過
した。
【０１５３】
ＬＶ滴定
　１０万個の２９３Ｔ細胞に、ポリブレン（８μｇ／ｍＬ）の存在下で連続的なベクター
希釈物を形質導入した。ＧＦＰ陽性（ＧＦＰ＋）細胞のパーセンテージは、フローサイト
メトリーにより、形質導入の７日後に測定した。力価は形質導入単位２９３Ｔ（ＴＵ）／
ｍＬとして表し、以下の式を用いて算出した：
ＴＵ／ｍＬ＝［（％ＧＦＰ＋細胞／１００）×１０５×１／希釈係数］
　ベクター粒子は、製造業者のプロトコール（ＮＥＮ　Ｌｉｆｅ　Ｓｃｉｅｎｃｅ　Ｐｒ
ｏｄｕｃｔｓ）に従って、ＨＩＶ－１　Ｇａｇ　ｐ２４抗原の免疫捕獲により測定した。
ベクターの感染力は、力価と粒子との間の比（ＴＵ／ｎｇ　ｐ２４）として算出した。
【０１５４】
統計解析
　統計解析は、ｐ＜０．０５の有意レベルで、マン・ホイットニー検定を用いて行った。
【０１５５】
結果
　表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を欠いたレンチウイルスベクター（ＬＶ）の生産のため
の表面に露出したＭＨＣ－Ｉ分子を欠いた細胞株を作成するため、本発明者らは、ベータ
－２－ミクログロブリン（β２Ｍ）をコードする遺伝子を恒久的に破壊することに着手し
た。β２Ｍは細胞膜上でのＭＨＣ－Ｉの発現のために必要とされるＭＨＣ－Ｉの普遍的構
成成分であるため、本発明者らは、β２Ｍ遺伝子を遺伝的に不活性化することにより、Ｍ
ＨＣ－Ｉを構成する遺伝子の各々を個別に破壊する必要なく、高度に多型である全てのＭ
ＨＣ－Ｉ分子の表面発現を減じることを目的とした（Ｓｈｉｉｎａ，Ｔ．　ｅｔ　ａｌ．
（２００９）　Ｊ．Ｈｕｍ．Ｇｅｎｅｔ．　５４：１５－３９；Ａｄａｍｓ，Ｅ．Ｊ．　
ｅｔ　ａｌ．（２０１３）　Ａｎｎｕ．Ｒｅｖ．Ｉｍｍｕｎｏｌ．　３１：５２９－６）
。この目的のため、本発明者らはＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９システム（Ｈｓｕ，Ｐ．Ｄ．（
２０１４）　Ｃｅｌｌ　１５７：１２６２－７８）を用いた。Ｃａｓ９は、所望の位置に
結合するように設計された適当なＲＮＡガイドが提供された場合にゲノム中の予め決めら
れた位置においてＤＮＡ二本鎖切断（ＤＳＢ）を行うことができるＲＮＡガイドヌクレア
ーゼである。結果として、ＤＳＢが起こる細胞は、ランダムなヌクレオチドを挿入するエ
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ラーを生じがちなメカニズムである非相同性末端結合（ＮＨＥＪ）経路によりＤＮＡを修
復し、標的遺伝子のリーディングフレームをしばしば破壊する（Ｌｏｍｂａｒｄｏ，Ａ．
　ｅｔ　ａｌ．（２０１１）　Ｎａｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　８：８６１－９）。本発明者ら
は、Ｃａｓ９ヌクレアーゼをコードする１のプラスミドとβ２Ｍ遺伝子の第一エクソン中
の配列と塩基対となるように設計されたガイドＲＮＡを発現する他のプラスミドの２つの
プラスミドを、一過性トランスフェクションにより、ＬＶ粒子を生産するように予め遺伝
子操作されたＨＥＫ－２９３ベースの誘導性細胞株とＬＶパッケージングコンストラクト
およびゲノムコンストラクトを使用した一過性トランスフェクションによりＬＶを生産す
るために通例的に用いられるＨＥＫ－２９３Ｔ細胞の両方に送達した。本発明者らは、フ
ローサイトメトリー解析により、未処理の細胞はβ２ＭおよびＭＨＣ－Ｉについて１００
％陽性である一方（図１Ａおよび１Ｅ）、Ｃａｓ９および適当なガイドＲＮＡで処理した
細胞のうち最大で４４％までがβ２Ｍの発現を、結果として、それらの膜上のＭＨＣ－Ｉ
の発現を失う（図１Ｂおよび１Ｆ）ことを示した。本発明者らは次いで、蛍光活性化細胞
分取（ＦＡＣＳ）により、β２Ｍ陰性（β２Ｍ－）細胞をほぼ完全に純粋（９５％）にな
るまで濃縮した。本発明者らは、これらの細胞は培養中に安定であり、β２ＭおよびＭＨ
Ｃ－Ｉのいずれについても陰性のままであることを示した（図１Ｄおよび１Ｈ）。ＨＥＫ
－２９３Ｔ細胞におけるβ２Ｍ破壊効率は最初はより低かったが（６％、図１Ｆ）、本発
明者らはＦＡＣＳソーティングによりβ２Ｍ－のＨＥＫ－２９３Ｔ細胞を容易に濃縮する
ことができた（図１Ｇおよび１Ｈ）。
【０１５６】
　これらの結果を遺伝子レベルで確認するため、本発明者らは、ミスマッチ選択的エンド
ヌクレアーゼアッセイ（Ｃｅｌ１アッセイ；Ｌｏｍｂａｒｄｏ，Ａ．　ｅｔ　ａｌ．（２
０１１）　Ｎａｔ．Ｍｅｔｈｏｄｓ　８：８６１－９）によりβ２Ｍ遺伝子におけるＮＨ
ＥＪイベントを解析した。本発明者らは、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９処理細胞中で最大３５
％までのβ２Ｍアレルが破壊され、これは２９３Ｔ細胞およびＬＶパッケージング細胞株
のいずれにおいてもβ２Ｍ－にソートされた細胞中で増加したことを示した（図２）。
【０１５７】
　本発明者らは次いで、β２Ｍ－細胞はＬＶを生産するそれらの能力を保持しているかを
評価した。この目的のため、本発明者らは、標準的な一過性トランスフェクション手法に
基づいて、β２Ｍ陽性（β２Ｍ＋）およびβ２Ｍ－の２９３Ｔ細胞中で生産されたＬＶの
感染力価、粒子産出量および感染力を比較した。本発明者らのデータは、β２Ｍ－　２９
３Ｔ細胞中で生産されたＬＶは、β２Ｍ＋　２９３Ｔ細胞中で生産されたものと比べて有
意に異なっていないことを示す（図３Ａ、３Ｂおよび３Ｃ）。本発明者らはまたβ２Ｍ＋
およびβ２Ｍ－のパッケージング細胞中でのＬＶの生産を誘導し、２つのパッケージング
細胞株から回収したＬＶの粒子産出量は同様であることを示した（図３Ｄ）。
【０１５８】
　全体的に、これらの結果は、ＣＲＩＳＰＲ／Ｃａｓ９で処理した細胞におけるβ２Ｍア
レルの効率的な破壊、およびβ２Ｍ－細胞の細胞膜からのＭＨＣ－Ｉ分子のほぼ完全な消
失を示す。さらには、本発明者らは、これらのβ２Ｍ－細胞に由来するＬＶの感染力は損
なわれていないことを示した。
【０１５９】
実施例２
材料と方法
　地域倫理委員会の承認（プロトコールＴＩＧＥＴ０３）およびヘルシンキ宣言に従って
、インフォームドコンセントに基づいて、健常ドナーからヒト末梢血を得た。Ｌｙｍｐｈ
ｏｐｒｅｐ（Ｆｒｅｓｅｎｉｕｓ　Ｋａｂｉ）に対する密度勾配遠心により末梢血単核細
胞（ＰＢＭＣ）を分離した。
【０１６０】
Ｔ細胞精製および樹状細胞（ＤＣ）分化
　製造業者の説明書に従ったＰａｎ　Ｔ　ｃｅｌｌ　ＩｓｏｌａｔｉｏｎキットＩＩ（Ｍ
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ｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いたネガティブセレクションによってＰＢＭＣか
らＣＤ３＋Ｔ細胞を精製し、凍らせた。製造業者の説明書に従ったＣＤ１４　Ｍｉｃｒｏ
Ｂｅａｄｓ（Ｍｉｌｔｅｎｙｉ　Ｂｉｏｔｅｃｈ）を用いたポジティブセレクションによ
って、同じドナーからのＰＢＭＣよりＣＤ１４＋単球を単離した。細胞を、１０％ウシ胎
仔血清（ＦＢＳ）（Ｅｕｒｏｃｌｏｎｅ）、１００Ｕ／ｍＬペニシリン／ストレプトマイ
シン（Ｌｏｎｚａ）、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｌｏｎｚａ）を補充したＲＰＭＩ１６４
０（Ｃｏｒｎｉｎｇ）中で、３７℃において、１０ｎｇ／ｍＬ　ｒｈＩＬ－４（Ｒ＆Ｄ　
Ｓｙｓｔｅｍｓ）および１００ｎｇ／ｍＬ　ｒｈＧＭ－ＣＳＦ（Ｇｅｎｚｙｍｅ）の存在
下で７日間培養することでＤＣを分化させた。２日目の細胞に、β２Ｍ＋細胞またはβ２
Ｍ－細胞により生産された１μｇ　ｐ２４／ｍＬのレンチウイルスベクター（ＬＶ）を形
質導入した。６日目の細胞を１μｇ／ｍＬのＬＰＳ（Ｓｉｇｍａ）を使用してさらに１日
間成熟させることで成熟ＤＣを作成した。７日目にＤＣを回収し、Ｔ細胞を刺激するため
に用いた。
【０１６１】
Ｔ細胞の増殖
　ＣＤ３＋Ｔ細胞を解凍し、１０％　ＦＢＳ（Ｅｕｒｏｃｌｏｎｅ）、１００Ｕ／ｍＬペ
ニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｏｎｚａ）、２ｍＭ　Ｌ－グルタミン（Ｌｏｎｚａ）
および２０Ｕ／ｍＬ　ｒｈＩＬ－２（Ｃｈｉｒｏｎ）を補充したＲＰＭＩ１６４０（Ｃｏ
ｒｎｉｎｇ）中で一晩培養した。Ｔ細胞を次いで、１０％　ＦＢＳ（Ｅｕｒｏｃｌｏｎｅ
）、１００Ｕ／ｍＬ　ペニシリン／ストレプトマイシン（Ｌｏｎｚａ）、２ｍＭ　Ｌ－グ
ルタミン（Ｌｏｎｚａ）を補充した最終液量２００μＬのＩＭＤＭ（Ｓｉｇｍａ）中で３
日間、未形質導入のＤＣまたはβ２Ｍ＋細胞もしくはβ２Ｍ－細胞により生産されたＬＶ
を形質導入したＤＣ（１０：１および５：１のＴ細胞：ＤＣ比）で刺激し、次いで１μＣ
ｉ／ウェル　３Ｈ－チミジンで１６時間パルスした。
【０１６２】
ウエスタンブロット
　ＬＶバッチ中の全タンパク質は、ＰＩＣ（Ｐｒｏｔｅａｓｅ　Ｉｎｈｉｂｉｔｏｒ　Ｃ
ｏｃｋｔａｉｌ；Ｒｏｃｈｅ）を補充した膜タンパク質溶解バッファー（１５０ｍＭ　Ｔ
ｒｉｓ－ＨＣｌ、１５０ｍＭ　ＮａＣｌ、５ｍＭ　ＥＤＴＡ、１％デオキシコレート、０
．１％　ＳＤＳ、１％　Ｔｒｉｔｏｎ－Ｘ１００）で抽出した。試料を溶解液中に再懸濁
し、４℃で１０分間インキュベートした。溶解物のタンパク質濃度をＢｒａｄｆｏｒｄア
ッセイ（ＢｉｏＲａｄ）を用いてアッセイした。２０μｇのタンパク質を還元条件下でＳ
ＤＳ－ＰＡＧＥにより解析した。イムノブロッティングのため、ｉＢｌｏｔ　Ｇｅｌ　Ｔ
ｒａｎｓｆｅｒスタック（Ｎｏｖｅｘ）を用いてポリビニリデンジフルオリド（ＰＶＤＦ
）膜にタンパク質を転写し、特異抗体、その後にペルオキシダーゼコンジュゲート二次抗
体（ＥＣＬ　ＭｏｕｓｅまたはＲａｂｂｉｔ　ＩｇＧ；ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）と
共にインキュベートし、化学発光試薬（ＥＣＬ；ＧＥ　Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ）を用いて
検出し、オートラジオグラフィーフィルムに露光した。以下の抗体を用いた：ウサギモノ
クローナル抗ヒトＭＨＣ－Ｉ（ＯｒｉＧｅｎｅ　Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ、ＴＢＳ、Ｔ
ｗｅｅｎ－２０　０．１％、スキムミルク粉末５％中で１：１０００）、マウスモノクロ
ーナル抗Ｇａｇ　ｐ２４（ＮＩＨ　ＡＩＤＳ試薬プログラム＃３５３７、ＴＢＳ、Ｔｗｅ
ｅｎ－２０　０．１％、スキムミルク粉末　５％中で１：１０００）。
【０１６３】
結果
　ＬＶプロデューサー細胞の細胞膜からのレンチウイルスベクター（ＬＶ）粒子中へのＭ
ＨＣ－Ｉの取り込みを検出するため、本発明者らは、β２Ｍ＋またはβ２Ｍ－のプロデュ
ーサー細胞の培養上清から超遠心により回収したＬＶから抽出したタンパク質に対してウ
エスタンブロット解析を行った。
【０１６４】
　本発明者らは、β２Ｍ＋細胞により生産されたＬＶ中にＭＨＣ－Ｉの分子量に対応する
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明確なバンドを検出したが、β２Ｍ－細胞により生産されたものの中では検出しなかった
。両試料は、予想通り、カプシドＧａｇ　ｐ２４タンパク質について同様に陽性であった
（図４）。
【０１６５】
　本発明者らは次いで、β２Ｍ＋細胞またはβ２Ｍ－細胞により生産されたＬＶ粒子に曝
露された自己樹状細胞に応答した免疫細胞の活性化を測定することに着手した。
【０１６６】
　本発明者らは、健常ドナーの末梢血単核細胞からＣＤ３＋Ｔリンパ球およびＣＤ１４＋

単球を精製し、続いてＣＤ１４＋細胞をβ２Ｍ＋細胞またはβ２Ｍ－細胞により生産され
た同量のＬＶ粒子に曝露した。本発明者らは次いで、形質導入された単球を樹状細胞（Ｄ
Ｃ）に分化させ、それらを同じドナーからのＣＤ３＋リンパ球と共培養した。本発明者ら
はトリチウム標識されたチミジンの取り込みによりＴリンパ球増殖を測定し、β２Ｍ－細
胞により生産されたＬＶに曝露されたＤＣに応答したＴリンパ球の増殖は、β２Ｍ＋細胞
により生産されたＬＶに曝露されたＤＣに応答したＴリンパ球の増殖よりも実質的に弱い
ことを観察した（図５）。
【０１６７】
　全体的に、これらのデータは、親のβ２Ｍ＋細胞により生産されたＬＶ粒子におけるＭ
ＨＣ－Ｉの存在、およびβ２Ｍ－細胞によるＭＨＣを持たないＬＶの有効な作成を確認し
ている。さらには、これらのデータは、ＭＨＣを持たないＬＶ粒子および形質導入細胞は
アロ特異的免疫応答を誘導する可能性が低く、これにより標的とされる可能性が低いこと
を指し示している。
【０１６８】
　上の明細書中で言及されている全ての刊行物は、参照により本明細書中に組み入れられ
る。本発明の上記細胞、ウイルスベクター粒子、使用および方法の様々な改変およびバリ
エーションは、本発明の範囲および趣旨から逸脱することなく当業者に明白である。本発
明は特定の好ましい実施形態に関連して記載されているが、特許請求の範囲に記載された
発明はかかる特定の実施形態に不当に限定されるべきではないことが理解されるべきであ
る。実際に、本発明を実施するための上記様式の様々な改変は、生化学およびバイオテク
ノロジーまたは関連分野における当業者に明らかであって、添付の特許請求の範囲内にあ
ることが意図される。
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