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遺伝子治療用医薬品の開発環境整備を目指したレギュラトリ―サイエンス研究の

一環として、今年度は染色体組込型ベクターの開発動向と安全性評価について検討し

た。染色体組込型ベクターの安全性上の最重要課題は挿入変異によるがん化のリスク

であり、リスクの要因とリスク低減化のために考慮すべき事項、非臨床で実施すべき

染色体への組込試験や挿入変異のリスク評価法、臨床試験でのモニタリング法につい

ての課題を明らかにした。一方、遺伝子治療用ベクターの品質評価法として、ウイル

スベクターの重要品質特性である比活性の評価について検討し、デジタル PCR を用

いたウイルスゲノム定量法の有用性を示した。また、レトロウイルスベクターを用い

た ex vivo遺伝子導入における細胞の品質・安全性評価の一環として、ウイルスベク

ターの細胞外での残存性を検討し、感染条件によっては理論値よりも多くのベクター

が遺伝子導入細胞懸濁液に残存する可能性を示した。遺伝子導入細胞へのカルタヘナ

第一種使用等の適用に際しては、多面的な検討によりその適否を判断する必要がある

と考えられる。これらの結果は、現在実施中の遺伝子治療関連指針の見直しや今後作

成を予定している遺伝子治療の個別課題に対するリフレクションペーパーの作成、さ

らに遺伝子治療の審査等において活用していく予定である。 

 

研究協力者  

五十嵐 友香 国立医薬品食品衛生研究所 

遺伝子細胞医薬部協力研究員 

 

A. 研究目的 

本研究は、革新的医薬品としての遺伝子治療

用医薬品の開発環境整備を目指したレギュラ

トリ―サイエンス研究として、（１）遺伝子治

療用医薬品のヒト初回臨床試験の実施に当た

っての条件(品質および安全性の確認)の明確

化とその手法の開発、（２）遺伝子治療用医薬

品の有用性、安全性を確認・確保するための評

価法の開発およびその標準化、（３）遺伝子治

療用医薬品を承認申請するに当たって考慮す

べき要件の明確化および基準の作成を目的と

している。 

昨年度は、国内外の遺伝子治療用医薬品の開

発動向の包括的調査及び規制ガイドラインの

整備状況を調査するとともに、遺伝子治療用ベ

クターとして、最近、特に開発が進んでいるア

デノ随伴ウイルス（AAV）ベクター製品の開発

と品質、安全性確保に関する要件を検討した。

また、遺伝子治療用ベクターの品質・安全性評

価法開発の一環として、デジタル PCRの活用

に関する検討を開始した。今年度は、染色体組

込型ベクターの開発動向と安全性確保の課題

として挿入変異のリスクについて検討した。ま

た、遺伝子治療用ベクターの品質・安全性評価

の一環として、デジタル PCRを活用した比活

性の評価及び遺伝子導入細胞でのベクターの

残存性について検討した。 
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B. 研究方法 

1) 染色体組込型ベクターの開発動向及び  

安全性確保 

染色体組込型ベクター製品の開発動向は関

連する論文や書籍、学会等の情報を基に検討し

た。リスク評価については、EMAのガイダン

ス及び関連する論文を中心に検討した。 

 

2) 遺伝子治療用ベクターの品質・安全性評価

法 

(1)レトロウイルスベクターの産生 

Gp91phox 遺伝子を発現するレトロウイル

スベクター産生細胞(パッケージング細胞)の

培養は、80％コンフルエントな状態で培地交

換を行い、経時的にレトロウイルスベクターを

含む培養上清を回収して試料とした。 

比活性比較のための試験では、次の条件でレ

トロウイルスベクター上清を回収した。 

Group A (培地交換なし) 

 培養開始から 6時間後に上清回収 

 培養開始から 24時間後に上清回収 

 培養開始から 48時間後に上清回収 

 培養開始から 72時間後に上清回収 

Group B (培地交換あり) 

 培養開始 6時間後に上清回収、fresh medium

を添加 

 培養開始 24 時間後（培地交換 18 時間後）

に上清回収、fresh mediumを添加 

 培養開始 48時間後(培地交換 24時間後)に上

清回収、fresh mediumを添加 

 培養開始 72時間後(培地交換 24時間後)に上

清回収、fresh mediumを添加 

 

(2)ウイルスゲノムコピー数の定量 

各レトロウイルスベクター上清 160 lから

NucleoSpin RNA virusキット(タカラバイオ)

を用いてウイルス RNAを抽出し、50lの TE

液に懸濁した。得られた RNA 試料について、

デジタル PCR（QX100 Droplet Digital PCR 

システム；BioRad社）を用いてウイルスゲノ

ムコピー数を測定した。PCR 反応試薬は

OneStep RT-ddPCR kit for probes(BIO-RAD

社)を用い、以下のプライマー、プロ－ブを使

用した。 

Forward ; GGCATCGCAGCTTGGATACA 

Reverse ; CCCTCATTCACAGCCCAGTTC 

Probe ; [6-FAM]ACGTGAAGGCTGCCGACC 

CCG[BHQ1a-6FAM] 

Tm temp. : 60 degree 

なお、いずれのサンプルも triplicateで測定

した。 

 

(3)レトロウイルスベクターの感染力価の測定 

レトロネクチン(タカラバイオ)をコートし

た 6 well dishを用意し、翌日 1 wellあたり 1.8

～ 2.0× 106 個の K562 細胞  (p67phox 、

p47phox遺伝子導入済み)を播種後、各ウイル

ス上清を4 mlとプロタミン4lを添加し、32℃

で 2時間、2000G で遠心することにより感染さ

せた。感染操作後、fresh medium に交換して

培養した。感染翌日、同じ手法を用いて再度感

染操作を行った。その後、37℃, 5% CO2 で 3

日間培養後、細胞内染色(gp91, 7D5)を行い、

フローサイトメーターを用いて細胞への感染

率を感染力価として算出した。 

 

(4)遺伝子導入細胞でのウイルス残存性 

 細胞への遺伝子導入は、レトロウイルスベク

ターと K562細胞を混合後、レトロネクチン使

用して 32℃で 2 時間の遠心により行った。感

染後、遠心分離により上清としてウイルス液を

回収し、遺伝子導入細胞のペレットは 1x105 

cells/mlの濃度になるようにPBS(-)を 18ml添

加して調製し、遠心洗浄する行程を 4回繰り返

した。感染用ウイルス液、感染後の残存上清及

び 4回の洗浄液を回収した上清の 計 6サンプ

ルについて、ウイルスコピー数を ddPCRを用

いて評価した。なお、洗浄操作による残存ウイ
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ルス粒子数の減少の理論値は、遠心後の細胞上

清を吸引廃棄した後の残存液量をおよそ 50μl

と仮定し、そこに PBSを 18 ml添加して洗浄

することから、理論的には 1/400ずつ希釈され

ていくとして算出した。 

 

（倫理面への配慮） 

本研究では倫理面への配慮が必要な試料・資

料は取り扱わなかった。 

 

C. 研究結果 

C.1. 染色体組込型ベクターの開発動向と安全

性確保の課題 

C.1.1 染色体組込型ベクターの開発動向 

染色体組込型ベクターとは、レトロウイルス

ベクターやレンチウイルスベクター、トランス

ポゾンなど、染色体にゲノムを組み込むための

機構を有するベクターを指す。染色体に組み込

まれることにより、細胞分裂でも遺伝子は失わ

れず、長期間の持続的遺伝子発現が必要な単一

遺伝子疾患や分裂細胞での長期発現を目的と

する遺伝子治療で広く活用されている。 

 染色体組込型ベクターは、主に ex vivo 遺伝

子治療で遺伝性疾患またはがんを対象に用い

られている。単一遺伝子疾患に対する治療法と

しては、ex vivo で造血幹細胞に欠損遺伝子を

導入する造血幹細胞遺伝子治療が主に行われ

ている。アデノシンデアミナーゼ（ADA）欠損

症, X 連鎖重症複合免疫不全症（X-SCID）, 

Wiscott-Ardrich 症候群（WAS）, 慢性肉芽腫

症（CGD)などの先天性免疫不全症やβサラセ

ミア、中枢神経疾患の副腎白質ジストロフィー

（ALD）などに対して実施された ex vivo 造血

幹細胞遺伝子治療では、1回の投与で長期にわ

たる有効性を示す論文が報告されている。

ADA-SCID の遺伝子治療用レトロウイルスベク

ターは、現在 GSK 社により第 3相臨床試験が海

外で実施中である。 

一方、がんに対する遺伝子治療では、染色体

組込型ベクターを用いて、がん抗原特異的 T

細胞受容体（TCR）や、がん抗原を認識する単

鎖抗体の抗原認識部位と T 細胞のシグナル伝

達ドメインを結合したキメラ抗原受容体（CAR）

を導入した自己の遺伝子改変 T 細胞を用いる

養子免疫遺伝子治療製品の開発が急速に進展

している。特に、レンチウイルスベクターを用

いて B細胞抗原 CD19 を認識する CAR 遺伝子を

導入した遺伝子改変 T細胞は、慢性リンパ性白

血病患者に対し3名中2名で完全寛解が得られ

たという（Sci. Transl. Med. 3, 95, 2011)。

また悪性度の高い小児白血病患児 2 例でも完

全寛解を達成したと報告されている（NEJM 

368, 1509, 2013）。この製品は、Novartis 社

が開発中であり、日本でも臨床試験が開始の予

定である。 

その他にも遺伝子治療の変法として、白血病

治療のための同種造血幹細胞移植後の T 細胞

輸注療法において、自殺遺伝子のヘルペスウイ

ルスチミジンキナーゼ（HSV-TK）遺伝子を導入

した同種 T細胞を投与することにより、重篤な

移植片対宿主病（GVHD）が発症した場合にガン

シクロビルの投与により HSV-TK 導入細胞を死

滅させる自殺遺伝子治療が利用されている。 

 染色体組込型ベクターを用いた日本の遺伝

子治療の現状としては、遺伝性疾患では ADA

欠損症に対する遺伝子治療臨床研究が北大で

実施され、10 年以上の長期有効性が報告され

ているほか、CGD の遺伝子治療が成育医療研究

センターで承認されている。がんに対する遺伝

子治療では、TCR 遺伝子治療の臨床研究が三重

大で 2件実施されている。そのうち昨年より開

始された臨床研究では、内因性 TCR と遺伝子導

入した TCR とのミスペアリングを防ぐために、

内在性 TCR に対する siRNA をがん抗原の WT1

特異的TCR遺伝子とともにT細胞に導入する方

法が採用されており、siRNA をベクターで投与

する初めての臨床研究となる。また、GVHD 発

症予防の遺伝子治療も筑波大とがんセンター
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で実施されている。今後、CAR 遺伝子治療も自

治医大で開始される予定である。 

一方、九州大では、網膜色素変性症に対して

サルレンチウイルス（SIV)ベクターを用いた

in vivo 遺伝子治療臨床研究が、昨年、厚生科

学審議会で承認された。本ベクターは我が国で

独自に開発されたレンチウイルスベクターで

あり、本ベクターを用いた First-in-Human の

遺伝子治療臨床試験が昨年から実施され、すで

に複数の患者に投与されている。このように、

さまざまな製品の開発がわが国でも進められ

ており、遺伝性疾患を中心に、レトロウイルス

ベクターからレンチウイルスベクターへと開

発のトレンドが移りつつある。 

 

C.1.2 染色体組込型ベクターの安全性確保

の課題 

 染色体組込型ベクターは、染色体にベクター

が組込まれることにより長期間の遺伝子発現

が可能となる長所を持つ一方で、染色体にラン

ダム・セミランダムに組み込まれるため、挿入

変異によるがん化の可能性がある。遺伝子治療

が開始された当初から、挿入変異によるがん化

のリスクは指摘されていたが、ランダムな組込

では確率論的に見てがん化のリスクは極めて

低いものと考えられていた。しかし、X-SCID

の遺伝子治療においてがん原遺伝子の LMO2 遺

伝子座にベクターが挿入されることにより白

血病が発症し(science 302, 415, 2003)、その

後、フランス、イギリスで実施された計 20 名

の患者のうち 5 名という極めて高い頻度で挿

入変異による T 細胞性白血病の発症が認めら

れたことから、レトロウイルスベクターでは挿

入変異が安全性上の最大のリスクと考えられ

るようになった。しかし、レトロウイルスベク

ターを用いた遺伝子治療は全て高リスクとい

うわけではないことも判明している。EMA は

2013 年に、Reflection paper on management of 

clinical risks deriving from insertional 

mutagenesis（挿入変異の臨床リスク管理に関

するリフレクションペーパー）を発出している。

このリフレクションペーパーや関連論文、資料

等を基に、染色体組込型ベクターの挿入変異リ

スクの管理と挿入変異リスクの評価法につい

て検討した。 

 

(1) レトロウイルスベクターの挿入変異リス

ク 

レトロウイルスベクターは、これまで 300

以上の臨床プロトコールで使用されている。先

天性免疫不全症に対して行われた造血幹細胞

を標的とする遺伝子治療では、有効性が確認さ

れている一方、前述の X-SCID に加え CGD、 WAS

に対する遺伝子治療を受けた患者でも造血系

の異常（白血病及び骨髄異形成症候群）が認め

られ、合計 12 名に達している(Table 1)。異常

が確認された全てのケースで、ベクターの癌遺

伝子近傍への挿入が確認されており、癌遺伝子

が活性化したことががん化の原因と考えられ

る。しかし、このような挿入変異による造血系

の異常は､今のところ造血幹細胞を標的とした

先天性免疫不全症に限定されている。レトロウ

イルスベクターは T 細胞への遺伝子導入も数

多くの被験者に対して実施されているが、これ

まで白血病発症は認められていない。また、

X-SCID 等と同じ先天性免疫不全症で、造血幹

細胞を標的とした遺伝子治療が行われた

ADA-SCID では、LMO2 や MDS-EVI1 といったがん

遺伝子領域への挿入が確認されているにもか

かわらず、治療後 10 年以上経過しているが、

がんの発症は認められていない（Table 1）。ま

た、まだ経験が短く例数も少ないこともあるが、

同じく染色体組込型ベクターであるレンチウ

イルスベクターでは、これまでβサラセミアで

クローン優位性が確認されたもののがん化の

発症は確認されていないなど、一概に染色体組

込型ベクターあるいはレトロウイルスベクタ

ーといってもリスクは同じではない。 
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これまでの経験から、がん化が認められてい

るのは特定の対象疾患（X-SCID,WAS) ､または

特定の強力なエンハンサー・プロモーター活性

を持つ Spleen Focus-Forming Virus (SFFV)

由来レトロウイルスベクターを使用した場合

に限られている。一方で、白血病を発症した患

者は、1名を除き白血病も免疫不全症も治癒し

ている。これらの結果から、骨髄移植が実施で

きない重篤な先天性免疫不全症に対しては、以

下の項に示すような十分なリスクへの対応策

をとった上でということが前提になるが、リス

ク・ベネフィットを考慮すると造血幹細胞遺伝

子治療のベネフィットがリスクに勝るものと

考えられる。 

 

(2) 挿入変異によるがん化のリスク要因と対

応策 

染色体組込型ベクターが染色体に挿入され

ても、大部分はサイレントであるか、あるいは

細胞が死滅するのみと考えられる。ベクターの

組込による異常クローン増殖に必要な前提と

して、 

①形質転換能を持つがん関連遺伝子内にベク

ター挿入を持つ細胞クローン 

②ベクターが組み込まれたクローンが長時間

生存すること 

③クローンの寄与が十分に高く、他のクローン

よりも過剰に増殖すること 

の 3点が挙げられる。 

このようながん化のリスクに寄与する要因と

して、以下の点が重要と考えられる。 

・ ベクターデザイン（ベクター骨格と調節エ

レメントを含む） 

・ 挿入プロファイル 

・ ベクターの投与量 

・ 導入遺伝子産物 

・ 標的細胞集団/臓器 

 

a) ベクターデザイン 

染色体組込型ベクターの挿入変異リスクに

寄与する主な要因として、ベクターがゲノムに

挿入された際、近傍の遺伝子をトランスに活性

化することが可能な強力なエンハンサー・プロ

モーター配列がウイルスベクターの LTRに存

在することが挙げられる。LTR にあるウイル

スそのもののプロモーターを除去した自己不

活化（Self inactivating；SIN）LTRはそのよ

うなリスクを排除できる。しかし、ベクターに

組み込まれた導入遺伝子を発現させるための

エンハンサー・プロモーターからのトランス活

性化能についても考慮する必要がある。現在の

知見では、あまり強力でないプロモーターを選

択する方が挿入変異リスクを低下させること

が示唆されている。染色体組込型ベクターに存

在するスプライスドナー・アクセプターサイト

と polyA シグナルは、異常スプライシングを

介して安全性に影響する別の転写産物を生じ

る可能性がある 。 ベクター固有の遺伝的不安

定性も安全性モニタリングで考慮すべきであ

る。 

 

b) 挿入プロファイル 

ベクターがゲノムの特定の部位に組み込ま

れやすい傾向、例えばレトロウイルスベクター

は転写開始部位に挿入されやすい傾向がある

ため、特定の遺伝子発現を増強する可能性があ

る。レンチウイルスベクターの挿入プロファイ

ルはレトロウイルスベクターとは異なり、より

安全性が高いと考えられる。また、特定のゲノ

ムの位置を標的とした人工 zinc finger 

nuclease（ZFN）やTALE nuclease（TALEn）、

CRISPR-CAS システムなどの遺伝子修正・遺

伝子置換技術(ゲノム編集技術)を用いること

で、ランダム、セミランダムな挿入によるリス

クを低減することが期待される。しかし、これ

らのベクターの特異性とオフターゲット効果

については、注意深い評価が必要となる。 

 



 64

c) ベクターの投与量 

遺伝毒性のリスクは患者に投与される遺伝

子導入細胞数が増えるに従い増加する。また、

これまでの経験から、細胞あたりのベクター組

込数が増加するとリスクはさらに増加すると

考えられる。細胞あたりの導入遺伝子量を減ら

すこと、治療効果が得られる範囲で導入細胞量

を減らすとリスクを低減できると考えられる。 

 

d) 導入遺伝子産物 

その他の重要な考慮点として、導入遺伝子産

物とその作用機構、及びその産物の遺伝子発現

制御の必要性が挙げられる。導入遺伝子産物が

細胞の増殖制御に関与している場合、これが不

適切に発現される場合（例えば、正常よりも高

発現する場合や細胞系列の制限なく発現する

場合）、挿入変異のリスクは高まり、さらなる

変異を加速する可能性がある。 

 

d) 標的細胞集団/臓器 

標的細胞集団/臓器もリスクに寄与する要因

となる。一般に、発がんリスクは細胞・組織の

成熟度と逆相関する。例えば、レトロウイルス

ベクターは造血幹細胞ではがん化を引き起こ

すが、成熟リンパ球ではがん化が認められない

など、細胞の遺伝的プログラムの相違によると

考えられる。胎児組織への in vivo遺伝子導入

は、成人組織への導入と比べて相当高リスクと

考えられる。Ex vivo遺伝子導入では、細胞が

暴露された in vitro での培養期間や増殖因子

との接触などの状態や、遺伝子改変細胞として

投与後の in vivo の状態も考慮すべきである。

また、ベクターの転写活性を制御するメチル化

状態などのエピジェネティックな状態や導入

遺伝子配列も、ベクターによる発がん過程に影

響する可能性がある。 

 

(3) 組込試験 

一般に、特定のベクターが宿主細胞に永続的

に組込まれて長期間持続する場合、挿入変異の

リスクについて非臨床及び臨床での組込試験

で評価すべきである。非臨床サンプル、臨床サ

ンプルを用いたベクター組込のゲノム分布の

特性解析や分子レベルでのクローナリティー

試験には数種類の方法が利用できる。患者での

組込試験の必要性と試験の程度は、用いたベク

ターの使用経験、非臨床及び臨床試験結果に依

存する。 

新規ベクターでは、初期のフィージビリティ

ー試験において、組込のプロファイルを調べる

ことにより、ベクターの生物学的性質を理解し、

安全性プロファイルの改善に役立つ重要な情

報が得られる。例えば、特定部位を標的とする

ゲノム編集技術に基づいたベクターでは、組込

試験は組込の特異性を決定する手段となる。組

込型ベクターを用いる場合、ex vivo でも in 

vivo でも、関連する標的組織・臓器で組込試

験を実施すべきである。臨床の組込試験は、非

臨床試験で同定された安全性上の課題をモニ

タリングするために必要であり、特定の組込プ

ロファイルが有害事象を引き起こしやすいか

どうかを評価するのに役立つ。ベクターを in 

vivo 投与した後での組織・臓器からの組込部

位の回収には、ベクターの持続性及び遺伝子導

入量の検証を目的とした試験と組み合わせが

可能な侵襲的方法が必要となる。有害事象が生

じた場合、ベクター組込試験は原因となるベク

ター組込の役割の解明や、治療後の残存病変の

検出に有用と考えられる。 

 

(4) 組込試験から得られる情報 

ベクター組込部位の回収は、まずは移植した

遺伝子導入細胞の代表サンプルを抽出し、特定

のリスクのある遺伝子領域に組込を持つクロ

ーンの優性、拡大または増幅クローンの異常な

どの同定を目的とするべきである。組込部位に

ついてより詳細に分析する場合は、各クローン

の寄与を定量化可能な試験を計画する。
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LAM-PCR などの手法とハイスループットシ

ーケンスを組み合わせると、細胞あたりの組込

ベクターコピー数とクローナリティー（ベクタ

ー組込により区別される異なる細胞クローン）

に応じて、一つの試料から数百、数千の挿入部

位を検出することができる。しかし、現在の手

法ではまだ、定量の感度や精度とデータの解釈

に限界がある。ベクター組込部位の大規模分析

では、制限酵素を用いて目的 DNAを断片化す

るが、この手法は特定の PCR産物の増幅にバ

イアスをかける可能性がある。制限酵素による

バイアスを減らし、定量精度を改善するために、

組込部位の回収に制限酵素を用いない物理的

切断などの方法が開発され，その有効性が現在

評価されている段階である。非臨床及び臨臨床

での安全性評価から得られる情報としては、 

①組込のクラスターの in vivoでの有無 

②遺伝子導入細胞での各組込体の相対的寄与 

が挙げられる。 

 

a) 共通挿入部位（Common insertion sites；

CIS) 

マウスを用いた挿入変異試験は、in vivoで

のがん遺伝子の調節解除と発がんの誘導を調

べる方法であるが、このスクリーニングで生じ

たがん細胞は、がん関連遺伝子近傍の

Common insertion sites （CIS）と呼ばれる

特定領域にベクターが組み込まれている。レト

ロウイルスベクターを用いて遺伝子治療を行

った患者で生じた白血病・骨髄異形成細胞では、

LMO2、MECOM, CCND2等のがん遺伝子近

傍に CIS が認められており、ある条件下では

CIS は人でも挿入変異を予測するものと考え

られる。しかし、CISは必ずしもがん化による

選択でエンリッチされたわけではなく、特定の

染色体部位へのベクター組込プロファイルに

バイアスがかかったためかもしれないことか

ら、CISのデータの解釈は注意深く扱うべきで

ある。バイアスによる可能性を区別するには、

遺伝子導入時の in vitro でのベクター分布と

in vivoでのベクター陽性細胞を比較する試験

が必要である。 CIS の分析は、現時点では試

験集団でのベクターの挿入変異リスクに関す

る情報を提供するが、試験での個人のがん化を

予測するものではないことを考慮する必要が

ある。 

 

b) 遺伝子改変細胞クローンの定量 

LAM-PCR等の分子生物学的手法では、組込

まれたベクターとゲノムとのジャンクション

のシーケンスリード数に応じて、各遺伝子改変

細胞クローンの寄与を定量的に評価すること

ができる。しかし、挿入部位配列の計測による

各クローンの測定頻度は、技術的な制約に影響

される。当初、患者試料中の遺伝子改変細胞ク

ローンの多様性は、LAM-PCR産物の電気泳動

での検出を基に推定され、バンドがわずかしか

検出されない場合､遺伝子導入細胞はオリゴク

ローナルと見なし、多数のバンドのスメアとな

る場合は多数の異なる挿入部位があることを

示唆するためポリクローナルとみなした。しか

し、LAM-PCR産物の解析にハイスループット

シーケンスを導入し、各成分からのリードの相

対数が得られることで、新たな情報が得られて

いる。例えば、X-SCID遺伝子治療を行った患

者 1 名の細胞の化学療法前後でのハイスルー

プット分析により、ベクター-ゲノムジャンク

ションのシーケンス数は LMO2 へのベクター

組込を持つ白血球クローンの動態とよく相関

していた。また、遺伝子治療を行ったβサラセ

ミア患者で、HMGA2 領域にベクター組込が

あるクローンの相対的な存在比の決定に有用

であった。しかし、LAM-PCR法は制限酵素を

用いることによる技術的バイアスを持つため、

挿入部位の頻度はシーケンスで得られる結果

と、LAM-PCR で相違が見られる場合がある。

遺伝子導入効率が低い場合や、わずかな細胞集

団からなるクローンの過大評価を避けるには、
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ベクター-ゲノムジャンクションのシーケンス

数は、分析試料中の遺伝子導入細胞の頻度を考

慮すべきである。  

現時点では、分子生物学的データのみでは十

分ではなく、他の生物学的あるいは免疫学的ア

ッセイから得られたデータと臨床での知見を

組み合わせることが推奨される。遺伝子治療後

の患者のフォローアップには、同一の組込部位

を持つ細胞の持続性とその寄与を調べること

が望ましい。制限酵素を用いない挿入部位の回

収法が最近開発されており、制限酵素に依存し

ない方法が確立されれば、ベクター挿入試験に

用いることができるようになる。 

これらの試験では、方法の再現性、感度、特

異性等、試験法を検証するための内部標準が重

要である。バリデーションでは、同一時点での

細胞のサンプリングと配列解析を繰り返し実

施し、得られたシーケンスリードによりサンプ

ル調製とシーケンスのバイアスの影響を評価

する必要がある。この試験は、各試料に含まれ

る組込部位のカバー率の推定に有用である。 

 

(5)患者での望ましい染色体組込プロファイル  

目的とするベクターの組込プロファイルは、

由来する野生型ウイルスの生物学的特性を反

映している。ガンマレトロウイルスベクターの

染色体組込はプロモーター領域に強い指向性

を持ち、レンチウイルスベクターは転写ユニッ

ト内部への組込が優先され、アルファレトロウ

イルスではもっとランダムな分布を示す。In 

vitro でのデータと、遺伝子改変細胞で治療し

た患者の in vivoデータの適切な比較が、増殖

細胞でのベクター組込プロファイルを明らか

にする基本となる。しかしどのような場合でも、

染色体組込型ベクターはヒトゲノムのあらゆ

る危険な領域をヒットする可能性がある。低い

遺伝子導入効率・少ない細胞数の移植ではオリ

ゴクローナルとなることもあるが、遺伝子導入

細胞を投与した患者では原則として、高度なポ

リクローナル状態が望ましい組込プロファイ

ルといえる。造血系分化の数学的モデルによる

と、特に前駆細胞分画からの分化では、有害な

選択が生じなくても長期のフォローアップで

はオリゴクローナルな状態が生理学的に生じ

ることが予測される。持続的なクローン拡大が

ないことが望ましいが、一時的にクローンが増

加しても幹細胞の活性化や病原体への免疫応

答を反映しているだけかもしれない。 

 

(6) 組込のリスクを低減させるための方策 

ベクターバックボーンの選択は挿入プロフ

ァイルに大きな影響を与える。SIN レトロウ

イルスと SIN レンチウイルスは、ウイルス

LTR に存在するエンハンサー・プロモーター

配列を除去したもので、ベクターによる近傍遺

伝子のトランス活性化の可能性を減らすこと

ができる。 

SIN ベクターでは、非臨床モデルでがん化

リスクの上昇が認められるウイルスのプロモ

ーター・エンハンサーよりも、細胞調節エレメ

ントなどの比較的弱いプロモーター・エンハン

サーの利用が好まれるが、十分な治療効果を達

成するのに必要なタンパク質の発現量が得ら

れるかという観点も考慮する必要がある。また、

クロマチン・インスレーター配列は、エンハン

サー・プロモーターの間に置くとその相互作用

を阻害し、また導入遺伝子カセットからの発現

が組込部位の影響を受けてサイレンシングさ

れることを防ぐ。インスレーターは組込まれた

ベクターと宿主ゲノムとの相互作用を阻害す

ることにより安全性を高める可能性がある。し

かし、ベクターと宿主ゲノムの異常な融合転写

産物により転写が生じる場合には、その効果は

限定的である。組込による近傍ゲノム部位との

異常スプライシングを防ぐには、ベクター中の

スプライシングアクセプター・スプライシング

ドナーの除去を考慮すべきである。このように

各エレメントについて知見が蓄積されてきて
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はいるが、エレメントと特定の配列の相互作用

など様々な要因がベクター全体の挿入変異リ

スクに影響するため、各ウイルスベクターでの

エレメントの選択は注意深い研究が必要とな

る。ゲノム編集技術（ZFN や TALEN 等）を

利用すると、安全な遺伝子導入領域であること

が判明している AAVS１や CCR5 等の領域に

特異的に遺伝子導入できる可能性がある。この

ような安全な部位や特定領域への遺伝子導入

が治療に応用できれば､遺伝子治療の安全性は

著しく改善される。しかし、ゲノム編集技術は

染色体DNAへの二本鎖切断の導入と修復を行

うことから、標的細胞ゲノム全体でみたときの

ゲノム編集技術による遺伝子導入の特異性に

ついて十分な評価が必要である。 

 

(7) 挿入変異によるがん化を評価するための

非臨床モデル 

染色体組込型ベクター製品の安全性を調べ

るための非臨床試験法として複数の方法が開

発されている。In vitro 不死化試験（IVIM）

は、マウス骨髄幹細胞の in vitroでの培養に基

づく方法で、異なるベクターコンストラクトの

遺伝毒性能の測定を目的としている。遺伝子導

入細胞の形質転換のパラメーターとして再播

種の頻度により定量化している。この方法の感

度は、強力なウイルスプロモーターを持つ陽性

コントロールベクターを用いた場合、1～2 

mutants/105 cells とされる。一般に、ベクタ

ーのエンハンサー活性が弱いほど、挿入変異は

低下する傾向が見られる。この方法には、特定

の領域でのわずかな遺伝毒性イベントのみを

読みとることと、マウス骨髄細胞を使用するた

め培養条件が再現性に影響するという試験法

の限界がある。 

In vivoでの発がん性試験は、組込型ベクタ

ーによる癌化を検出できるはずである。遺伝子

改変造血前駆細胞の移植や直接投与法は有用

なモデルとなる可能性があり、目的のベクター

で遺伝子導入した造血幹細胞の野生型マウス

への移植は、異なるベクターや導入遺伝子を比

較する共通のプラットフォームとして検討さ

れている。しかし、臨床試験で白血病発症との

関連が知られているベクターを用いた場合で

も白血病/リンパ腫の出現は低く、多くのマウ

ス系統で長期フォローアップにより観察され

る白血病/リンパ腫の自然発生頻度との区別が

難しい。このためリスクの予測に必要なマウス

の数は非常に多くなり、また試験には長期間必

要となる。野生型マウスでのクローン選択を増

加させるため、継代移植が提案されているが、

実際の遺伝子治療プロトコールとは異なるこ

とになる。白血病発症のサロゲートマーカーと

して、細胞の増殖や生存に関与する遺伝子近傍

への組込みによるクローンの変化の評価が提

唱されているが、臨床試験でのがん化リスクの

予測における重要性はまだ明らかではない。 

疾患モデル動物を用いた遺伝毒性試験は、ベ

クターの組込による導入遺伝子の効果と、疾患

の背景を組み合わせて分析する利点があり、よ

り関連性が高い可能性がある。しかし、疾患マ

ウスを用いても、X-SCID遺伝子治療のように、

ベクターによるがん化を予測できないかもし

れない。疾患マウスモデルでの試験も正常マウ

スでの遺伝毒性試験と共通する限界がある。 

ベクターの挿入により発がん活性が感作さ

れる可能性のある、がん化しやすいマウスモデ

ルを用いる方法もある。このようなマウスは in 

vivo及び ex vivoでの発がん性試験に適してお

り、正常マウスや疾患モデルと比較して遺伝毒

性の評価をより早くより安定的に評価できる。

実際、がん化しやすい Cdkn2a-/- マウスを用

いた試験では、SIN LTRや弱いプロモーター

を持つベクターは、他のベクターよりも安全性

に優れることが示されている。しかしこのよう

なモデルの使用にもいくつかの注意が必要で

ある。第一に、腫瘍形成がおこりやすいため、

がん化能が低い新規ベクターではベクターの
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遺伝毒性が隠されてしまう可能性がある。また、

このモデルの表現型はベクターの目的とする

疾患とは異なる。がん化しやすいマウスと疾患

マウスを交配すると、ベクターによるがん化の

加速と目的とする疾患での遺伝子導入細胞の

投与が可能ながん化試験の新たな方法となる。

しかし、二つの遺伝的背景の相互作用は長い時

間がかかり、非臨床試験での使用の妨げになる

特異な性質を持つマウス系統が生じる可能性

もある。  

動物モデルをベクター組込試験に用いる場

合、モデルのゲノムや背景、がん化の機構の相

違を考慮することが必要である。 

 

(8) 臨床試験での考慮事項 

現時点では、挿入変異とがん化リスクの予測

に利用可能な臨床データ及び実験的データは

限られている。遺伝子治療薬の臨床開発では、

上述の様々な手法を用いてリスク評価を行う

ことは、適切なリスク管理､リスクの低減化の

方法として役立つ。臨床の報告例から、がん化

の発生まで数年かかることが示唆されており、

この長い潜伏期間はがんの多段階発生を示唆

し、挿入変異を生じるベクターの組込の大部分

は、腫瘍発生に直接作用するというよりも、腫

瘍発生を起こしやすくするだけとも考えられ

る。 

患者の長期フォローアップは、染色体組込型

ベクターによる遺伝子治療を受けた全ての患

者に対して実施すべきである。臨床試験や市販

後に実施すべきフォローアップの期間、頻度及

び試験の程度は、明らかにされたリスクの程度

に依存する。治療によるがん化のリスクの可能

性や現実のリスクと、既知のベネフィットにつ

いて意識すべきである。販売承認（および国の

規制当局の決定となる臨床試験の承認）は製品

のリスク・ベネフィットの全体を考慮して判断

されると考えられる。 

 

C.２ 遺伝子治療用ベクターの品質・安全性

評価法の開発 

遺伝子治療用ベクターの品質・安全性評価法

開発の一環として、従来の PCR法を改良した

新しい PCR 技術であるデジタル PCR の活用

に関して検討している。 

定量 PCR法は、遺伝子治療薬の品質・安全

性評価において、ベクターや導入遺伝子を高感

度で迅速に定量検出可能な方法として汎用さ

れている。一方、デジタル PCR法は、通常の

定量 PCRと同様にプライマー、プローブを用

いて検出するが、定量 PCRの１つのサンプル

を、多数の微小区画、例えば、本研究で使用し

た droplet digital PCR(ddPCR)装置では約

20,000 個の droplet に分割し、それぞれの区

画で個別に PCR反応を行い、ターゲット遺伝

子を含む微小区画のみを陽性として検出する

方法である。多数の微小区画で反応させた陽性

の微小区画の割合を測定し、ポアソン分布に当

てはめることで、試料中のターゲット DNAの

コピー数を高感度に絶対定量することが可能

とされ、標準品との比較により定量するため標

準品がないと定量できない定量 PCRに対して

有利な点となる。また、微小区画で反応するこ

とにより、阻害物質の共存による阻害がおこり

にくく、定量 PCRよりも高感度で、微量でも

高精度に検出可能とうたわれている。 

24 年度は遺伝子治療用ベクターの検出につ

いて、ddPCR 法と定量 PCR 法の検出感度の

比較を行い、定量 PCR法と比較して血漿中の

ベクターをより高感度に検出できることを明

らかにした。今年度は、ウイルスベクターの重

要品質特性である比活性の評価と、レトロウイ

ルスベクターで遺伝子導入を行った細胞での

ウイルスの残存性の測定について検討した。 

 

C.2.1 レトロウイルスベクターの比活性に関

する検討 

ウイルスベクターの品質管理規格として、ウ
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イルス粒子数やゲノムコピー数を指標にする

場合と、感染力価や遺伝子発現量を指標とする

場合がある。しかし、ウイルスベクターに含ま

れるウイルスは全て感染性を持つわけではな

く、感染性のないウイルスは不純物と考えられ

ることから、ウイルスベクターを粒子数・ゲノ

ムコピー数や感染力価のみで規定するのでは

なく、感染性のあるウイルス粒子の比率、ある

いは感染力価とゲノムコピー数との比率とし

て表される比活性を管理することが重要であ

り、比活性はウイルスベクターの重要品質特性

と考えられる。ウイルスベクターの比活性を評

価する場合、ウイルス粒子数の測定にはウイル

スタンパク質の定量や電顕も用いられるが、定

量 PCR/RT-PCRは簡便にゲノムコピー数を測

定できる方法として汎用されている。しかし、

定量 PCRを用いてウイルスベクターのゲノム

コピー数の正確な定量を行うには濃度既知の

ウイルス標準品が必要であり、アデノウイルス

ベクターのように国際標準品が作成されてい

るもの以外、正確な定量は困難である。一方、

ddPCR は標準品なしでコピー数を絶対定量す

ることが可能とされ、ウイルスベクターの品質

管理に有用と考えられる。そこで、ddPCR を

利用してレトロウイルスベクターの比活性を

検討した。 

 レトロウイルスベクターはベクター産生細

胞の培養上清中に回収されるので、Group A

としてベクター産生細胞を培養し、培地交換せ

ずにウイルスベクター上清を継時的に回収し

た場合、Group B として、継時的にウイルス

ベクター上清を回収し、そのたびに培地交換し

た場合についてゲノムコピー数を ddPCR で、

感染力価をフローサイトメーターで測定した

（Fig.1）。その結果、Group Aでは培養時間

の増加に伴いゲノムコピー数は経時的に増加

し、ウイルスベクターが培養上清に蓄積されて

いることが示された。Group Bのコピー数は、

同じ時点で回収した Group Aの試料のゲノム

コピー数よりも低く、培地交換後の培養時間に

依存していた。一方、各試料について感染力価

を調べたところ、各時点での試料で Group A, 

Group Bにほとんど差が認められなかった 

レトロウイルスベクターは１粒子にウイル

スゲノム 2コピーを持つため、ゲノムコピー数

と感染力価から、以下のように仮定して比活性

を算出した。 

 

 ウイルス粒子数＝ゲノムコピー数/2 

比活性=感染細胞数/ウイルス粒子数 

            

その結果、比活性は培養 6時間後の上清が最

も高く、培養時間の経過に伴い比活性は低下し

た（Fig.2）。また、Group Bのように培地を

新鮮なものに交換して培養を続けることによ

り、一定の比活性を有するウイルスベクターを

ハーベストすることが可能であることが示唆

された。Group A のように培養上清中にウイ

ルスベクターを長時間維持すると、新しくウイ

ルスベクターが産生される一方で、初期に産生

されたウイルスが失活していく可能性が示唆

された。 

 このような検討をベクター毎に実施するこ

とで、ウイルスの品質を規定しうる一定以上の

比活性を持つウイルスベクターの回収条件の

最適化を行うことが可能と考えられる。 

 

C.2.2 Ex vivo 遺伝子導入細胞でのウイルス

ベクターの残存性に関する検討 

ウイルスベクターの臨床使用はカルタヘナ

法の第一種使用等に該当するため、遺伝子治療

の臨床研究や治験の実施には、国によるカルタ

ヘナ法の第一種使用規程の承認が必要とされ

る。現在は、ウイルスベクターを in vivoで投

与する場合だけでなく、ex vivoで遺伝子導入

を行った細胞を臨床に用いる場合についても、

ウイルスベクターが遺伝子導入細胞に残存す

る可能性と導入されたウイルスベクターに増
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殖性ウイルスが混入している可能性があるこ

とからカルタヘナ法の第一種使用が適用され

ている。しかし、増殖性ウイルスはこれまで検

出されたことはなく、製造法の改良から増殖性

ウイルスの出現の可能性は極めて低いものと

なっている。また、ex vivo 遺伝子治療では、

細胞への遺伝子導入後、適切な細胞洗浄等の処

理により、ウイルスベクターは除去され、また

残存する微量なウイルス粒子も投与までの培

養期間(3～14日程度)において失活するとされ

ており、カルタヘナ第一種使用を適用しなくて

よい可能性がある。もし、遺伝子導入細胞画分

にウイルスベクターが残存しているのであれ

ば、遺伝子導入細胞の安全性上の懸念ともなる。

そこで、実際にレトロウイルスベクターを用い

て遺伝子導入細胞を調製後、細胞の洗浄により

ウイルス粒子が適切に除去されるかどうかに

ついて検討を行った。 

K562細胞への遺伝子導入に用いた感染用レ

トロウイルスベクター液、遺伝子導入後に回収

した残存上清及び 4 回の洗浄で回収された各

洗浄液上清の 計 6サンプルについて、低濃度

の遺伝子を高精度に検出可能なddPCRを用い

てウイルスゲノムコピー数を測定した（Fig.3）。

その結果、遺伝子導入後の残存上清に多くのウ

イルスが回収され、その後の希釈･洗浄操作の

理論値では 3 回の洗浄によりウイルスベクタ

ーは細胞残査に 1 コピー以下になると計算さ

れた。しかし、実測値を見ると、1回目の洗浄

では理論値とほぼ一致してウイルス濃度が低

下したが、2回目以降の洗浄でも洗浄液中のウ

イルス濃度はあまり減少せず、細胞にウイルス

ベクターが付着して残存している可能性が示

唆された。4回の洗浄操作を行っても、およそ

1～2 コピー/μl の濃度で洗浄液に回収された。

これは、実際の患者への遺伝子導入細胞の投与

量に換算すると、細胞数 1x107 cells/ml で 5

～10 ml 程度を投与することから、5000～

20000 コピー程度が投与時に混入する計算に

なる。しかし実際には、遺伝子導入操作と洗浄

を行ってすぐに患者に投与するわけではなく、

数日間の培養を行った後に投与するプロトコ

ールが遺伝子治療臨床研究実施施設では採用

されている。レトロウイルスベクターは比較的

短時間で感染性を失うとされることから、

37℃で培養した場合のゲノムコピー数及び感

染力価の変化を検討した（Fig.4）。その結果、

レトロウイルスベクターは凍結保存や４℃保

存では安定だが、37℃では 12時間で力価が半

減し、24時間では 10%程にまで低下し、さら

に長時間のインキュベーションで活性はほぼ

消失することが確認された。 

これらの結果から、遺伝子導入細胞にはウイ

ルスベクターが残存する可能性はあるが、感染

性のあるベクターが投与される可能性は極め

て低いと考えられる。 

 

D. 考察 

D.1 染色体組込型ベクターの開発動向と安

全性確保の課題 

染色体組込型ベクターは先天性、後天性疾患

の治療において、ex vivoや in vivoでの遺伝子

の導入、遺伝子修正の有望な道具である。染色

体組込による挿入変異のリスクは遺伝子治療

製品の開発中、常に注意深く考慮する必要があ

る。遺伝子治療製品の全体的な評価には、変異

原性から発がん性イベントへの転換を引き起

こしやすい要因として、ベクターの組込のプロ

ファイル、組込による活性化や不活化を引き起

こしやすい遺伝子エレメントの存在、導入遺伝

子の性質、標的細胞・組織の性質、その他の変

異を誘発する要因に関する考慮を含めるべき

である。ベクターの組込試験と遺伝子導入細胞

のクローナリティー試験は、非臨床試験、臨床

試験の実施において、製品の包括的な安全性評

価のための重要なツールとなるが、挿入変異･

がん化のリスク評価に利用できる技術はまだ

開発段階である。データの解釈では、試験法が
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さらに改良され、妥当性が示されるまではこれ

ら試験の限界について考慮する必要がある。 

遺伝子治療の初期の臨床試験でがん化が発

生したことにより、遺伝子治療の開発は一次ス

トップしたが、その後、レトロウイルスベクタ

ーの改良からレンチウイルスベクターへと遺

伝子治療技術は様々な改良が試みられており、

より安全性の高いプロファイルを示す新規の

ベクターが臨床応用されてきている。また、挿

入変異リスクを減らすための新たな遺伝子導

入の方法も開発されてきている。しかし、ベク

ターの挿入変異・がん化のリスク評価に利用で

きる実験技術はまだ開発段階であり、臨床のリ

スク評価を十分に行うことはできないので、患

者の綿密な長期フォローアップが重要となる。

ベクターの挿入変異リスクを正確に評価可能

な in vitro, in vivoのリスク評価法の開発が求

められる。 

 

D.2 遺伝子治療用ベクターの品質・安全性評

価法の開発  

ウイルスベクターの品質管理において、ベク

ターの力価や遺伝子発現量だけでなく、感染性

のあるウイルス粒子と感染性のない粒子との

比率や力価とウイルスのゲノムコピー数との

比率（比活性）の管理を行うための方法として、

標準品がなくてもコピー数を絶対定量するこ

とが可能なデジタル PCR の活用を検討した。

レトロウイルスベクターは主として ex vivo

遺伝子導入に用いられており、患者に直接投与

されるわけではないが、遺伝子治療製品の規格

としては比活性を規定して一定の品質のベク

ターを使用することが重要と考えられ、この方

法として、ddPCR の有用性が確認された。なお、

今回の比活性の算出においては、感染力価の測

定において、一細胞あたり一ウイルスベクター

が感染したと仮定して計算した。しかし実際に

は数コピー挿入されることがあるので、ddPCR

の特性を生かして、一細胞あたりのコピー数を

算出する方法を確立する必要があり、現在検討

を進めている。この技術が確立されればより正

確な比活性値を算出することが可能であり、今

後のウイルス粒子の品質評価の一助となると

思われる。このような検討を通じて、遺伝子治

療薬の品質評価に関して最新の技術をどのよ

うに取り入れていくかについてのコンセプト

を明確にする予定である。 

一方、遺伝子導入細胞でのウイルス残存性に

ついては、理論値よりも多くのベクターが遺伝

子導入細胞懸濁液に残存する可能性が示され

た。感染に至らないウイルス粒子が細胞外に強

固に結合している可能性がある。レトロウイル

スベクターによる遺伝子導入では感染効率を

上げるためにレトロネクチンを使用している

が、レトロネクチンは細胞接着ドメインで標的

細胞に結合し、ヘパリン結合ドメインでウイル

ス粒子と結合するため、レトロネクチンに結合

したウイルスが洗浄操作でも容易にははがれ

ない可能性がある。実際の臨床においては、た

とえば成育医療センターの臨床研究プロトコ

ールの場合、ウイルスベクターで遺伝子導入後

2日間の培養期間中に 3回および投与前 3回の

計 6回の洗浄操作が行われることや、レトロウ

イルスベクターは 1 日以上の培養で感染性を

失うことから、感染性のあるウイルスベクター

が遺伝子導入細胞とともに患者に投与される

可能性は極めて低いが、各臨床プロトコールに

おいて、どの程度ウイルスの残存があるのかに

ついて事前評価しておく必要があると考えら

れる。 

 

E. 結論 

遺伝子治療用医薬品の開発環境整備を目指

したレギュラトリ―サイエンス研究の一環と

して、染色体組込型ベクターの開発動向と安全

性評価について検討した。染色体組込型ベクタ

ーの安全性上の最重要課題は挿入変異による

がん化のリスクであり、リスクの要因とリスク
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低減化のために考慮すべき事項、非臨床で実施

すべき染色体への組込み試験や挿入変異のリ

スク評価法、臨床試験でのモニタリング法につ

いての課題を明らかにした。一方、遺伝子治療

用ベクターの品質評価法として、ウイルスベク

ターの重要品質特性である比活性の評価につ

いて検討し、デジタル PCRを用いたウイルス

ゲノム定量法の有用性を示した。また、レトロ

ウイルスベクターを用いた ex vivo遺伝子導入

における細胞の品質・安全性評価の一環として、

ウイルスベクターの細胞外での残存性を検討

し、感染条件によっては理論値よりも多くのベ

クターが遺伝子導入細胞懸濁液に残存する可

能性を示した。遺伝子導入細胞へのカルタヘナ

第一種使用等の適用に際しては、多面的な検討

によりその適否を判断する必要があると考え

られる。これらの結果は、現在実施している遺

伝子治療関連指針の見直しや今後作成を予定

している遺伝子治療の個別課題に対するリフ

レクションペーパーの作成、さらに遺伝子治療

の審査等に活用していく予定である。 
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Table 1遺伝子組込型ベクターを用いた臨床試験におけるベクターの挿入部位とがん化 

対象疾患 
ベクター
の種類 

標的 
細胞 
分析数/
患者数 

挿入 
部位数 

癌遺伝子関連  
挿入部位 

クローン
優位性 

がん化 

X-SCID 
（仏） レトロ 

造血 
幹細胞 

8/10 9767 

CCND(3/7), 
LMO2(3/7), 
BMI1(1/7), 

HMGA2 (2/7) 

4/7 4 
(T-ALL) 

X-SCID 
（英） レトロ 

造血 
幹細胞 

6/10 438 － 1/6 1 
(T-ALL) 

ADA-SCID 
（伊） 

レトロ 
造血 
幹細胞 

4/10 708 LMO2(4/4), 
CCND2 0/4 0 

レトロ 
造血 
幹細胞 

4/10 1959 LMO2, 
MDS-EVI1 0/4 0 

ADA-SCID 
（伊） レトロ T細胞 4/6 2198 － 0/4 0 

CGD レトロ 
造血 
幹細胞 

2/2 765 
MDS-EVI1(2/2), 
PRDM16(2/2), 
SETBP1(2/2) 

2/2 
3 

(骨髄 
異形成) 

WAS レトロ 
造血 
幹細胞 

2/10 15247 

CCND2(2/2), 
LMO2(2/2), 
BMI1(2/2), 

MDS1-EVI1(2/2), 
PEDM16(2/2), 
SETBP1(2/2) 

0/2 4/10 
(ALL) 

AIDS レンチ 
造血 
幹細胞 

3/5 8019 － 0/3 0 

X-CGD レンチ 
造血 
幹細胞 

2/2 3597 － 0/2 0 

サラセミア レンチ 
造血 
幹細胞 

1/2 － HMGA2(1/1) 1/1 0 

Knight S et al: Curr.Gene Ther. 13, 11（2013）改変 
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Fig.1 レトロウイルスベクター(培養上清)のゲノムコピー数と感染力価 

 

 

 

 
 

Fig.2 レトロウイルスベクター（培養上清）の培養条件と比活性 
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Fig.3 レトロウイルスベクターによる遺伝子導入後の細胞へのウイルスの残存性 
 
 

 
Fig.4  レトロウイルスベクターの 37℃保存時間とコピー数及び感染力価の変化 
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