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研究要旨 AAV ベクターを用いた遺伝子治療が広がりを見せる中、関連技術に関する報

告が増えており、最適な方法に関して改めて検討する必要が生じている。そこで今回

このような観点から AAV ベクターの作製・精製法、定量法に関して検討した。その結

果、研究室レベルでは現在用いている方法で概ね最適と考えられたものの、今後臨床

応用に向けて大量に調製する場合には新しい方法に移行する必要があるものと考えら

れた。  
    
Ａ.  研究目的    
アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用い

た遺伝子治療が広まるにつれて、関連する技

術の開発が進んできている。近年報告されて

いる技術に関して広く情報を収集し、ベクタ

ー作製・精製法、定量法などに関して最適な

方法を探ることを目的とする。    
    
Ｂ.  研究方法    
・AAV ベクターの作製法に関する検討：これ

までの報告を精査し、長所及び短所を比較検

討した。また、現在最も広く行われているト

ランスフェクション法に関して、使用するフ

ラスコのサイズと収量に関して検討した。

  ・AAV ベクターの精製法に関する検討：これ

までの報告を精査し、我々が通常行っている

塩化セシウムによる濃度勾配を用いる方法よ

りも有用なものがあるかどうかに関して検討

した。  
・AAV ベクターの定量法に関する検討：こ

れまでの報告を精査し、我々が通常行って

いるリアルタイム PCR 法に比較して有利な

方法があるかどうかに関して検討した。

  

（倫理面への配慮） 

本研究は、非病原性の AAV に由来するベ

クターの開発とその応用を目指したもので

あり、周辺環境および実験従事者の安全性

に関して、倫理的な問題が生ずることは基

本的にないものと考えている。    

    
Ｃ.  研究結果    
・AAV ベクターの作製法に関する検討：ベク

ターの作製法としては依然としてリン酸カル

シウム法によるトランスフェクションが優れ

ているものと考えられた。また、効率良い作

製のためにはできるだけ大きなフラスコを用

いることが望ましいとの考えから１０段のフ

ラスコを用いてきたが、単位面積あたりの収

量に換算すると無駄が多いことが問題となっ

ている。このため、より段数の少ない４段、

２段のフラスコを用いて効率を検討したとこ

ろ、段数が少なくなるにつれて単位面積あた

りの作製効率が高まる傾向が見られた。総合

的には４段のフラスコを用いることが最適と

考えられた。また、将来的に臨床用に大量調

製する場合にはウイルスを用いる方法、中で

もバキュロウイルスを用いる方法が有望と考

えられた。    
・AAV ベクターの精製法に関する検討：多く

の方法が報告されている中で、塩化セシウム



法は全ての血清型のベクターに応用可能であ

り、空ベクターを効率良く除去できるなど有

利な点が多いものと考えられた。将来的に大

量調製する場合には処理能力に限界があるこ

とから異なる方法に移行する必要があるもの

と思われ、その際にはアフィニティーカラム

を用いる方法などが有力な候補と考えられた。   
・AAV ベクターの定量法に関する検討：リア

ルタイム PCR 法が最も広く用いられているが、

誤差の問題があり、正確な定量には他の方法

と組み合わせて実施する必要があるものと思

われた。このような欠点を克服した方法とし

てデジタル PCR 法が開発されており、今後普 
及するものと予想される。   
    
Ｄ. 考察    
  AAV ベクターを用いる遺伝子治療法は近年

臨床研究における数々の成功により急速に普

及が進んでいる。その結果ベクター調製に関

しても多くの技術が開発されてきている。そ

れぞれに長所と短所があることから、目的に

応じて選択することになるが、改良も行われ

ており、変化が激しい。今回は研究室レベル

での視点から最適な技術を選択したが、今後

臨床への展開が進むにつれて産業用に調製す

る必要が出てくるものと思われ、そのような

視点からも選択を考慮する必要がある。特に

作製法ではトランスフェクションのスケール

を大きくするだけでは限界があり、バキュロ

ウイルス法などを採用することが必要と考え

られた。    
    
Ｅ． 結論    
  AAV ベクターの作製・精製法、定量法に関

して検討した結果、研究室レベルでは現在用

いている方法で概ね最適と考えられた。しか

しながら、今後臨床応用に向けて大量調製す

る場合には、新たな方法に移行する必要があ

るものと考えられた。今後も新しい技術の開

発が続くものと予想されることから、引き続

き検討を続けていきたい。       
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