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は じ め に

遺伝子治療をこぼ,直接治療を目的とする狭義の遺伝子

治療と,遺伝子を操作する感で方法論的に同様であるが,

治療を目的としない適転子標識 (genemarking)が含

まれる.韓に, レトロウイルス系ベクタ-を用いた場合,

標的細胞に組み込まれた外来遺伝子は宿主染色体の-部

として安定をこ採緒されるので,ネオマイシン耐性 (Neo-

R)遺伝子などマーカー遺伝子として標的細胞 (例えば

造血幹細胞)に導入 し 再び患者に戻し 体内での標的

Reprintrequeststo:YoshiakiMORIYAMA,

TubameRosaiHospitalforLabour

WelfareCorporation,TubameCity,

959111),JAPAN.

細胞の挙動を追求することが可能である.車でも自己造

血斡纏胞移植における造血再構築,exvi野opurging

の意蔑,再発の磯風 さらにその安全性などの追求に,

遺伝子マ-キングは有力な手段となる.

しか し. ヒト造血幹細胞は ･船に､S期にある細胞が

少ないため且)タ レトUウイルス系ベクターによる遺伝子

噂Aは末だ困難で,十分な導入効率が得 られていない2)

3).今軌 私共は,米国の GTI社から臨床用 レトロウ

イルスベクタ-の授供を受け, ヒト造血幹細胞への遺伝

子導入について遺産的検討を行ったので報告する.

別刷請求先: 〒959-12燕市大字佐渡633

燕労災病院内科 森 山 美 昭



遺伝子治療をめ くやる諸問題

Ⅰ . 遺伝 子 導 入効率 に及 ぼ す請 因子

Neo-R遺伝子が組み込まれたレを､田ウイルスベクタ-;

GINIl･L-1OHit亡･1-:1＼lOTefu､l･1111.LNL6(同:5＼lが

cfu/mD,さらに G且Na書40の濃縮ベクタ- (同:5X

lが cfu/m呈)の3穫 (GT‡社提供) を使属 し,K562cell

への NeoIR 遺伝子導入とその発現に及ぼす諸因子を

検討 した,使用ベクタ-の遺伝子構造を国 見に示すが,

これらは S+/L~assayなどで helpervirusの混入や

複製はな く,臨床で も安全性が確認 されたものである.

K562cellへの Neo-R 遺伝子導入は種々の因子に

よって左右 されたが畑 中で も vectorの純度や濃度

(MOI), S期細胞の割合と接触時間,freshvectorの

頻回暴露, 遠心操作 (2,500rpm,90分)等で,導入効

率 (TDE)は影響する.特に,vectorと標的細胞を接

LNL6

GINa･dD
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触 させる際,遠心操作を加えると5),TDE は2-5倍

上昇することが確認 された (表 1).

さらに,Ne()-R 遺伝子導入細胞の選択培養に用いる

G姐8濃度 も盈要ですその低濃度は過剰評価,高濃度は

過小評髄の原因となるので,表 1のごとく,G418(0.5

mgmい 添加 Lた elonogL,nilassaI,に､Lる選択培養

と,私共が開発 した wellassay(G418無添加の条件

で,cion欄enicassayを行い,その後個々の コロニ…

を p呈ckup L,G418(1.0m琵/ml)を加えた weH内

で選択培養)で比較す ると,前著では G418による

cytotox雨 で,TDE は常に過小評価 される.後者では

G418濃度 (1.0m宮/ml)が高いにもかかわらず,TDE

は改善し,遠心操作を加えると60%前後をこ上昇 し,かつ

well内で増殖 した K562ce11は NeoIR遺伝子を発現

していることが PCR 法で確認することができる (図 2上

Neo-R

LTR Neo-R LTR

図 1 遺伝子導入に周いた レトロウイルスベクターの遺伝子構造

LTR:モロニ-白血病ウイルスと肉腫ウイルスを融合した longtemimal
repeat

ps豆:パッケ-ジングシグナル

'rAG:mutati(1ゞ tこIrlL､川-1川1

Neo-R:ネオマイシン耐性遺伝子

豪 農 異なる G418選択培養法による Neo-R 遺伝子導入の K562細胞-の導入効率 :
従来の colonyassay と weuassayの比較

Vector (Moモ) Set.ectionassays(TDE%)colonyassay wellassay

HOHーSpln spin mom-Spin spin

GINa10 (20,0) 6.0 31,0 31.3 59.1

亘upernatanい (2.0) 5.8 16.4 33.6 -GIN (25.0) 18.7 30.5 5ぐ).0

1)coloriyassay:AfterVectorexposure,eeuSWereCultured融もhG418(0.5mg/m呈).
ColoniesgrowninG418comparedtototalcolonies酢OWnWithoutG418.

2)wellassay:Aftervectorexposure,eachcoloniesgrownwithoutG現8werepi蕗ed
up,transferredtowellswithG418(1.0mg/ml)andculturedfor7-1Odays,
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図 2 K562細胞- Nee-R遺伝 子 噂 丸 裸 , 形 成 さ

ノナした::~!=二-斗 iltr11nd川Il に 函 し､k LH_) し ,
(l,･lltqLl.OIl.lL.rll=添加 ll,し川に移し.チ

析:1言 Ill;1rkLゝl･;i)-Tは ＼ヽ･Ll=内･'::-､増殖
した各タロ-ソ.

TI. ヒト造血幹細胞への遺伝子導 入

1十日f〕基礎的実験,:!_:勘 ∴ i::.卜骨髄細胞か主､､(二､1一つこi;1

陽性細胞を分離 し}幹細胞-の Neo-R 遺伝子導入を

検討 し!∴ し卜tl{1′′し.~ト､('7'L-＼による遺伝 J一･導 入に

はヲ標的細胞の増殖期 (S期)の有無が重要であること

か∴.(rl):1-1陽性細胞を LTrOWlhr;iLtlorLSCt/.11∴~),

乱掘)と基に液体培養 し,その増殖曲線を求めた く国 都.

この曲線から,veetor添加の至適時問は液体培養24時

間以降と考えられた金

一瓦 液体培養2格および竣8時間後,経時的に coまony

こlSSこl),LtミI/t十 Ⅰ::I(_'ドtTl三.九･.1.(1/t十(;l･IMト.:TlL,＼でL-tor

添澄H時間と頻回暴露の萱適条件を検索 した (団 結 そ

ハ結乳 LlrOWthf-こl(･tOr上共に4-1即､描;J液f棉 l賢養し.そ

の後48時間 vecもoTを暴露 鰻4時間藤に freshveetoT

を変換)し,遠心操作を加えて vectorを接触させる方

法1-1㌦が至適条件で.(_'r:しト(:.M ハ′1､1)t･Iは最高35%と改

善 した し表 21. しかt,液休培養時間L･')長iJL1-_にかか,ll

らず亨CFu-GEMM の増加は激動で,未熟な幹細胞へ

(r)遺伝 T･導 入には.growthL'Il(､t'-汀 ハ組･1'l合･せ左上

工美が必要である.

では,移植細胞から再発する場合,ciono酢nicceliと

して少なくとも10射固以上含まれているといわれる6),

従って,標的細胞 は onogem量C)に 1%以上マ-力-

遺伝子が導入され かつ発現すれば,遺伝子標識試験は

成立することになる.
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図 3 ('Tr(lWthf(,lCtいrSLS(JF,II∴3.ll_-.61添加

液体培養による CD34陽性 虻卜骨髄細胞の

増殖曲線由

vectortlddeddaily

紬HiiiiiiiiiiiiijiiiiiiiiiiiiiiS
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図 凍 GTOWthfactors添加液体培養後の経時的な

ヒト造血幹細胞の増殖曲線とベクタ-添加と

暴露のタイミング.

(a)24時間液体培養後,(b)服時間液体

培養後,経特約をこcolonyassay.
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豪 望 レト 田 ウ イ ルスベクタ-によるヒト造血幹細胞 (CFU-GM)-の Neo-R
遺伝 ~rハ 導 入効率 LOol

GINa40*(supernatar再 2山一-4帥 eHーOSur 48h-48heXposurenun-Spin spin n い n - S P l spin

M(ll:｣5.0 12.5 23.8 32.1 31.増

MOl: 3.5 5.i 1.2.1 10.3 35.0

*:lXIO7cfu/ml

♯ : 1̂~tL,rl'LIor:IShli(luj(1(､tlllur(､sinth亡､PrPSPIICLl(1fS(二h Il/3こmdTl∴6.

aHtransductionswereca汀iedout融thdailyChangesof琵rOWthfactors
ilrltlr(,tr(H･irこ11＼rP(･tい ｢-｡011tこ､IiningsupL,rnこItこItlt＼＼･ithatldWitllt)ulsいiTl.

CFu-GM positivecolom主esforthetransducedNCO-Rgenewey･eselected

byaelono宮em豆cassaywithG418(2.0mg/m臣

お わ リ に

自己造血幹細胞移橡における遺伝子マ-キングは,既

に umpur琵edmarrow で AML,CML のみならず固

形魔窟 (neuroblastoma)においても実施され いずれ

の再発にも移植細胞 (umpur監edの場合)が関与 してい

たことが PCR 法で確認されている由 しかし,自己造

血幹細胞移植に対する purgingの有用性,autolo琵OuS

GV闇 による gTaftvsleukenria(GVL)効果の機序,

さらに末櫓血幹細胞移植で長期の造血再構築が可能かな

ど,末だ結論が得 られていない.私共は, レトロウイル

スベクタ-の安全性を含め,これらの問題を解明する目

的で, ヒト造血幹細胞-の遺伝子マ…キングを企画 して

いる.
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