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	レトロウイルスベクターを用いる遺伝子治療において、
導入された遺伝子の挿入部位を、高い精度でモニタリングできる
新しい方法の開発に成功


タカラバイオ株式会社（社長：加藤郁之進）のバイオ研究所は、レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療において、遺伝子治療後の患者体内の遺伝子導入細胞の存在状態や挿入部位をモニタリングする手法として用いられているLAM(Linear Amplification-Mediated)-PCR法の重大欠陥を克服した新しい方法（タカラバイオLAM-PCR法）を開発しました。本法の詳細は、９月２５日から名古屋で開催される日本癌学会総会で９月２６日に発表します。
タカラバイオの遺伝子治療に対する取り組み

当社は、遺伝子治療技術の確立・商業化を重要な戦略事業と位置付けており、現在までに、米国インディアナ大学と共同で、レトロウイルスを用いた造血幹細胞への遺伝子導入効率を飛躍的に向上させる組換えヒト・フィブロネクチンを用いた「レトロネクチン®法」の開発、遺伝子治療企業モルメド社（イタリア）との提携によるアジア及び極東ロシアでの造血器腫瘍を対象とした遺伝子治療の展開などこの分野に力を注いでいます。また「レトロネクチン®法」は、現在全世界の30機関以上の研究機関や病院で幹細胞遺伝子治療の臨床研究に用いられており、レトロウイルスベクターを用いる遺伝子治療法には欠かすことのできない世界標準法になっています。

遺伝子治療の遺伝子挿入部位のモニタリング手法として開発されたLAM-PCR法

レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療においては、レトロウイルスベクターの性質に由来して、ゲノム上の遺伝子挿入部位が特定の部位に限定されないため、挿入部位の違いによって遺伝子導入細胞に異常が生じるのではないかと一部で危惧されています。

このような危惧に対する対応策の一つとして、遺伝子導入クローンの存在状態や挿入部位をモニタリングする手法であるLAM-PCR法が開発された経緯があります。
しかし、これまでのLAM-PCR法（従来法）を用いると、遺伝子導入細胞が少ない場合、不均一で偏った遺伝子増幅が引き起こされ、多数のクローンのうち特定のクローン由来の遺伝子断片だけが増幅されることが明らかになりました。すなわち、他のゲノム部位にも遺伝子挿入が起こっているにもかかわらず、見掛け上は増幅されやすい遺伝子断片だけが増幅され、遺伝子導入細胞の存在状態を誤って判断する危険性があります。したがって、この方法は多数の遺伝子導入クローンが少量ずつ存在する場合、その存在状況を反映して、均等に増幅することができない欠陥増幅法であったと言えます。

タカラバイオLAM-PCR法

そこで、当社は、遺伝子治療の安全性の向上を更に追及するためには、LAM - PCR法の精度の向上が必要であると考え、不均一な増幅の回避、あるいは、検出感度や再現性の向上を目指して、LAM - PCR法の改良を行い、従来法より優れたタカラバイオLAM-PCR法を開発しました。
タカラバイオLAM-PCR法では、①：数種の遺伝子導入クローンのDNAが存在する場合、②：多数の遺伝子導入クローンのDNAが存在する場合、③：特定クローンのDNAが優位に存在する場合において、それぞれ、クローンの存在状態を反映した増幅が確認されました。また、少量で多種の遺伝子導入クローンのDNAが鋳型として存在する場合でも、タカラバイオ法は従来法に比べて不均一な増幅は生じにくく、クローンの存在状態を反映した遺伝子増幅が可能であることが明らかになりました。さらに、感度や再現性においても、タカラバイオLAM-PCR法は従来法に比べて優れていることが示されました。

つまり、タカラバイオLAM-PCR法を用いることで、遺伝子導入部位のモニタリングの精度が向上することが期待されます。

今後は、弊社が進める遺伝子治療のモニタリング手法としても本タカラバイオ法を有効利用するとともに、遺伝子治療研究の場でも有効利用していただけるように、研究用キットとして販売する予定です。

当資料取り扱い上の注意点
資料中の当社の現在の計画、見通し、戦略、確信などのうち、歴史的事実でないものは、将来の業績に関する見通しであり、これらは現時点において入手可能な情報から得られた当社経営陣の判断に基づくものですが、重大なリスクや不確実性を含んでいる情報から得られた多くの仮定および考えに基づきなされたものであります。実際の業績は、さまざまな要素によりこれら予測とは大きく異なる結果となり得ることをご承知おきください。実際の業績に影響を与える要素には、経済情勢、特に消費動向、為替レートの変動、法律・行政制度の変化、競合会社の価格・製品戦略による圧力、当社の既存製品および新製品の販売力の低下、生産中断、当社の知的所有権に対する侵害、急速な技術革新、重大な訴訟における不利な判決等がありますが、業績に影響を与える要素はこれらに限定されるものではありません。
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この資料は、　９月　２２日に京都経済記者クラブに配布しています。
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＜参考資料＞

モルメド社の概要
社名：MolMed S.p.A.
代表者：Claudio Bordignon (President)
所在地：VIA OLGETTINA, 58, 20132, MILANO ITALY
資本金：非公開
設立：１９９７年
従業員数：約５０名
事業概要：イタリアの聖ラファエル、サンラファエロ病院（H San Raffaele）での遺伝子治療開発の中核を担うベンチャー企業です。細胞・遺伝子治療用の細胞やベクターのGMP生産および、白血病、肺ガン、前立腺ガン、エイズ等に対する遺伝子治療法を開発しており、同遺伝子治療法に関連する重要な特許を保有しています。
＜語句説明＞

レトロウイルスベクター
レトロウイルスとは、一本鎖RNAをゲノムとする約0.1 μmのウイルスで、このウイルスが感染した細胞では、RNAゲノムから合成されたDNAが染色体に組み込まれます。遺伝子治療用ベクターとして、レトロウイルスの一種であるマウス白血病ウイルス（MoMLV: Moloney murine leukemia virus）を特別な細胞の中でのみ増殖できるように改変し、自己増殖能を奪ったものが広く用いられています。このベクターを使用すれば種々の細胞に遺伝子導入を行うことができ、安定した形質発現が期待できます。
ベクター
ベクターとは運び屋という意味で、遺伝子治療を行うための遺伝子を患者の体内に入れる運び役で、２重鎖の環状DNAや無毒化したウイルスなどが使われます。

LAM-PCR法

レトロウイルスベクターを用いた遺伝子治療において、遺伝子治療後の遺伝子導入細胞集団の増殖や存在状態を把握する方法として、Christof von Kalle博士により開発された遺伝子導入クローンの存在状態や導入部位のモニタリング手法です。
PCR法
Polymerase Chain Reaction法（ポリメラーゼ連鎖反応法）の略称です。温度サイクル装置（サーマルサイクラー）を使用し、微量のDNAを数時間のうちに数百万倍にまで増幅する技術です。




フィブロネクチン
細胞表面、結合組織、血液中などに存在する糖蛋白質で、分子量約２４万の単体がS-S結合による二量体（血漿性）、または多量体（細胞性）で存在します。生理活性としては、細胞の接着、伸展、分化、増殖などが知られています。

レトロネクチン®
レトロネクチン®は、ヒトフィブロネクチン分子中の細胞結合領域、ヘパリン結合領域（ウイルス結合部位）およびCS－1領域（細胞結合部位）から構成される分子量約63,000の組換え蛋白質です。当社は本物質に関する全世界的な物質特許を保有しています。標的細胞とレトロウイルス両者に対して特異的相互作用を持つこと により､シャーレに固定化されたレトロネクチン®上で、レトロウイルスと標的細胞が 密接に接触し、遺伝子導入効率が上がると考えられます。GMPグレードのレトロネクチン®を用いたレトロネクチン®法は、いまやレトロウイルスベクターによる遺伝子治療臨床研究のスタンダードとなっています。

レトロネクチン®法
当社と米国インディアナ大学医学部が共同で開発したもので、これまで難しいとされてきた造血幹細胞等の血液系細胞へのレトロウイルスベクターによる高効率遺伝子導入を可能にしました。造血幹細胞とは、全ての血液細胞の源になる細胞で、その人が生きている限り増えつづけます。この造血幹細胞に目的の遺伝子を組み込むことができれば、その遺伝子は生涯にわたって体の中に存在することになり、治療効果が飛躍的に高まると考えられています。現在、国内外７カ国の３０以上の研究機関や病院で遺伝子治療の臨床研究に用いられており、レトロウイルスベクターを用いる造血幹細胞遺伝子治療法には欠くことのできないものとなっています。

造血器腫瘍
　白血病、悪性リンパ腫、多発性骨髄腫などの総称です。
クローン

単一細胞に由来する細胞集団のことで、遺伝子治療の場合、遺伝子導入された単一細胞由来の細胞集団を示します。すなわち、遺伝子導入後のそれぞれのクローンでは遺伝子導入部位が単一の細胞集団となります。
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