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(57)【要約】
【課題】ヒトＥＳ／ｉＰＳ細胞の腫瘍化原因細胞を確実
に標的化するための最良のプロモーターを探索する方法
を提供することを課題とする。また、本発明は、ヒトＥ
Ｓ／ｉＰＳ細胞の腫瘍化原因細胞を効率よく殺傷・除去
することが可能な遺伝子を見出すことを課題とする。更
に、本発明は、ヒトＥＳ／ｉＰＳ細胞を目的細胞へ分化
させた後に残存する未分化細胞を効率的かつ網羅的に除
去する方法を提供することを目的とする。
【解決手段】標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロ
モーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させるこ
とが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、プロ
モーター領域を含むリコンビネーションカセットを有す
るウイルスベクターであって、該プロモーター領域が、
該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発現可能に連結されて
いるウイルスベクター、特には、未分化細胞特異的プロ
モーターをプロモーター領域として含む前記ウイルスベ
クター等。
【選択図】なし
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【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発
現させることが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、プロモーター領域を含むリ
コンビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモーター領域が、
該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイルスベクター。
【請求項２】
　殺傷遺伝子が、自殺遺伝子である、請求項１に記載のウイルスベクター。
【請求項３】
　自殺遺伝子が、薬剤依存性自殺遺伝子である、請求項２に記載のウイルスベクター。
【請求項４】
　薬剤依存性自殺遺伝子が、ＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ、シトシンデアミナー
ゼ請求項ＣＤ遺伝子、水痘ウイルスチミジンキナーゼ、又はＣａｓｐａｓｅである、請求
項３に記載のウイルスベクター。
【請求項５】
　標識遺伝子が蛍光タンパク質である、請求項１～請求項４のいずれか１項に記載のウイ
ルスベクター。
【請求項６】
　蛍光タンパク質が、赤色又は緑色の蛍光蛋白質である、請求項５に記載のウイルスベク
ター。
【請求項７】
　蛍光タンパク質が、ｍＫａｔｅ２又は緑色蛍光蛋白質である、請求項５に記載のウイル
スベクター。
【請求項８】
　一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列が、
２Ａ配列又はＩＲＥＳ配列である、請求項１～請求項７のいずれか１項に記載のウイルス
ベクター。
【請求項９】
　レンチウイルスベクターである、請求項１～請求項８のいずれか１項に記載のウイルス
ベクター。
【請求項１０】
　プロモーター領域が未分化細胞特異的プロモーター領域である、請求項１～請求項９の
いずれか１項に記載のウイルスベクター。
【請求項１１】
　未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーター又はｔｅｒｔプロモ
ーターである、請求項１０に記載のウイルスベクター。
【請求項１２】
　未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーターである、請求項１０
に記載のウイルスベクター。
【請求項１３】
　Ａ）請求項１～請求項９のいずれか１項に記載のウイルスベクターのプロモーター部分
に被験プロモーターを組み替えて被験プロモーターを有するウイルスベクターを作製する
ステップ、
Ｂ）被験プロモーターを有するウイルスベクターを対象の細胞に感染させるステップ、
Ｃ）分化誘導処理後の前記細胞における前記標識遺伝子の発現を検出するステップ、
Ｄ）分化誘導処理後の前記細胞が未分化細胞であるか、分化細胞であるかを識別するステ
ップ、及び
Ｅ）被験プロモーターが未分化細胞に特異的であるか否かを判定するステップを備える、
未分化細胞特異的プロモーターのスクリーニング方法であって、
　ここで、該判定が未分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発現が検
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出される割合が高く、かつ、分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発
現が検出される割合が低い場合、該被験プロモーターは未分化細胞に特異的であると判定
することにより行われる方法。
【請求項１４】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在すると判定する
ステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定する方法。
【請求項１５】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在すると判定する
ステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定する方法。
【請求項１６】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における前記標識遺伝子の発現産物を同定するステップ、及
び、
Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞が未分化細胞であると同定するステップを備える
、分化処理後の細胞における未分化細胞を同定する方法。
【請求項１７】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中における前記標識遺伝子の発現産物を同定するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子が発現している細胞が未分化細胞であると同定するステップを備える
、分化処理後の細胞における未分化細胞を同定する方法。
【請求項１８】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するス
テップ、及び、
Ｃ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量請求項又は割合
を決定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量請求項又は割合
を決定する方法であって、
　ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量請求項又は割合を示す
方法。
【請求項１９】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するステップ、及
び、
Ｂ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量請求項又は割合
を決定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量請求項又は割合
を決定する方法であって、
　ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量請求項又は割合を示す
方法。
【請求項２０】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子が発現している細胞数を計数する
ステップ、及び、
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Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを
備える、分化処理後の細胞中における未分化細胞数を決定する方法。
【請求項２１】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子が発現している細胞数を計数するステップ、
及び、
Ｂ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを
備える、分化処理後の細胞中における未分化細胞の数を決定する方法。
【請求項２２】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び
、
Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存し又は発生した
と判定するステップを備える、分化処理後に残存又は発生する未分化細胞のモニタリング
方法。
【請求項２３】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され、分
化誘導処理された細胞における、前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存又は発生してい
ると判定するステップを備える、幹細胞の分化処理後の未分化細胞のモニタリング方法。
【請求項２４】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターであって、殺傷
遺伝子が薬剤依存性殺傷遺伝子であるウイルスベクターを対象の細胞に感染させるステッ
プ、及び、
Ｂ）前記細胞に前記薬剤依存性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを
備える、未分化細胞を殺傷する方法。
【請求項２５】
　請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターであって、殺傷遺伝
子が薬剤依存性殺傷遺伝子であるウイルスベクターが導入された細胞に前記薬剤依存性殺
傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを備える、未分化細胞を殺傷する方
法。
【請求項２６】
　請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを含む、未分化細胞
標識剤。
【請求項２７】
　請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを含む、未分化細胞
殺傷剤。
【請求項２８】
　請求項１～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された細胞。
【請求項２９】
　幹細胞である請求項２８に記載の細胞。
【請求項３０】
　幹細胞が、ＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞、神経幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、肝幹細胞
、膵幹細胞、皮膚幹細胞、筋幹細胞、又は生殖幹細胞である、請求項２９に記載の細胞。
【請求項３１】
　幹細胞を分化誘導処理することにより得られた細胞である、請求項２８に記載の細胞。
【発明の詳細な説明】
【クロスリファレンス】
【０００１】
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　本出願は、２０１４年１月１４日に日本国において出願された特願２０１４－００４２
６２号に基づく優先権を主張するものであり、当該出願に記載された内容は全て、参照に
よりそのまま本明細書に援用される。また、本願において引用した全ての特許、特許出願
及び文献に記載された内容は全て、参照によりそのまま本明細書に援用される。
【技術分野】
【０００２】
　本発明は、幹細胞を分化させた後に残存する腫瘍化原因細胞の標識及び除去に用いるた
めのプロモーターの探索方法に関する。また、本発明は、幹細胞を分化させた後に残存す
る腫瘍化原因細胞の標識方法及び除去方法、並びに該方法に用いるためのウイルスベクタ
ーに関する。
【背景技術】
【０００３】
　ヒト胚性幹細胞（ＥＳ細胞）、ヒト人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞）は、（１）創薬開
発において薬物の毒性試験等に用いるヒト細胞、（２）発生・病態をｉｎ　ｖｉｔｒｏで
解明するために用いる疾患モデル細胞、（３）再生医療の移植用細胞等の医療・医薬創出
の基盤ツールとして期待されている。最も期待される再生医療については、米国において
一部の疾患に対してヒトＥＳ細胞を用いたヒト患者での臨床試験が既に開始されている。
また、日本では、眼疾患に対するヒトｉＰＳ細胞を用いた臨床研究が開始されている。
【０００４】
　ヒトＥＳ／ｉＰＳ細胞の臨床応用における現在の最大の課題は、目的細胞へ分化させた
後に残存する未分化細胞の混在である。分化誘導処理を行った細胞を移植した後、残存未
分化細胞が奇形腫を形成することが報告されている（非特許文献１）。奇形腫は良性の腫
瘍とはいえ、種々の副作用を生じる可能性が大きく、例えば、心臓に心筋細胞以外の細胞
が移植された場合など、致死的不整脈などの重大な副作用を生じる可能性もある。
【０００５】
　更に、分化した細胞を初期化するという人工的な修飾を加えたｉＰＳ細胞においては、
奇形腫のみならず悪性腫瘍の発生も高度であるという報告がある（非特許文献２）。その
原因として、ｉＰＳ細胞の樹立に必要な遺伝子の一つであり、癌原遺伝子としても知られ
るｃ－Ｍｙｃが活性化することで細胞が癌化すること、並びに、ｉＰＳ細胞の樹立におい
てレトロウイルスやレンチウイルスにより遺伝子が体細胞に導入されることにより、細胞
の正常な機能を維持する上で重要な遺伝子（例えば、癌抑制遺伝子など）を破壊したり、
細胞増殖に関連する遺伝子を異常に活性化させたりすることが考えられている。
【０００６】
　よって、分化処理後の細胞中に残存する未分化細胞を効率的かつ網羅的に除去すること
により、純化された分化細胞を取得する方法が求められている。これまで、ｃ－Ｍｙｃを
除いた３因子でｉＰＳ細胞を樹立する方法（非特許文献３及び４）や、ウイルスベクター
の代わりにプラスミドを用いてｉＰＳ細胞を樹立することで染色体の損傷を抑制する方法
（非特許文献５及び６）が報告されている。しかし、これらはいずれも細胞の「腫瘍化」
を抑制する一定の効果は期待できるものの、未分化細胞の残存を防ぐものではなく、また
、例えば、移植後に逆分化した未分化細胞を除去できないという問題があった。
【０００７】
　別のアプローチとして、分化させても腫瘍化しにくいクローンを選択して使用する方法
が報告されている（特許文献１）。しかし、この場合にも、未分化細胞の残存を防ぐもの
ではなく、また、腫瘍化を完全に抑制できるものではなかった。
【０００８】
　また、残存未分化細胞を標的として殺傷する方法も検討されている。例えば、Ｎａｎｏ
ｇプロモーターの下流に単純ヘルペスウイルスチミジンキナーゼ（ＨＳＶ－ｔｋ）遺伝子
を有するレンチウイルスベクターをマウスＥＳ／ｉＰＳ細胞やヒトＥＳ／ｉＰＳ細胞に導
入し、これらの細胞をガンシクロビル（ＧＣＶ）感受性とすることが試みられている。該
細胞を免疫不全マウスの皮下に移植し、腫瘍を形成させた後、ＧＣＶを投与することで腫
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瘍が縮小することが報告されている（非特許文献７及び８）。
【０００９】
　このようなＨＳＶ－ｔｋとＧＣＶの組み合わせによる自殺遺伝子治療法は、本発明のよ
うな再生医療における幹細胞の腫瘍化原因細胞の除去技術としては上記の一部の研究が発
表された段階で、よって幹細胞の再生医療において臨床応用がなされた例は未だ全くない
。その一方でＨＳＶ－ｔｋ／ＧＣＶは、癌への遺伝子治療への応用としては長年の研究の
歴史があり、ＨＳＶ－ｔｋ／ＧＣＶ遺伝子治療（代表的なやり方は、ＨＳＶ－ｔｋ遺伝子
を導入・発現するウイルスベクターを患者の腫瘍内に直接注入した後に、ＧＣＶを患者さ
んに注射する）として癌患者へ臨床試験も既に数多く行われてきた実績がある。ＨＳＶ－
ｔｋというヒト由来ではないウイルス由来の遺伝子を細胞に導入する場合は、異種蛋白に
対する免疫の誘導が起こる可能性が示唆される。癌治療においては、ＨＳＶ－ｔｋ遺伝子
が導入された癌細胞が細胞性免疫を中心とする免疫誘導により除去されることは治療効果
の増幅に繋がるため、ウイルス由来の遺伝子という点はむしろ利点とも考えられる。しか
し再生医療においては、移植細胞にＨＳＶ－ｔｋ遺伝子を導入した場合、異種蛋白に対す
る免疫誘導により移植細胞が除去されていく可能性も考えられるため、この点ではヒト由
来の遺伝子を用いる方がより望ましいと推察される。他の戦略として、細胞増殖サイクル
の抑制に働くｐ５３やｐ１６遺伝子をドキシサイクリンにより誘導して利用する技術も報
告されている（特許文献２）。しかし、このような技術は、そもそも腫瘍抑制遺伝子は腫
瘍細胞を積極的あるいは直接的に殺傷するものではないため腫瘍化細胞を全て死滅させる
ことは不可能であることより、生存したまま残存した未分化細胞がドキシサイクリン誘導
解除後に増殖を開始する可能性や、またいわゆるドキシサイクリンの遺伝子発現誘導シス
テムは特異性が低いため非特異的にこれらの遺伝子が発現して幹細胞の分化誘導や生物的
動態等に影響を及ぼしたりする可能性があるなど、効果・有用性の点では大きな問題があ
った。
【００１０】
　一方、未分化細胞を識別する方法として、ＳＰ１（Ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ　Ｐｒｏｔ
ｅｉｎ　１）、カハールボディに含まれているタンパク質、核ラミナに含まれているタン
パク質、傍核小体コンパートメントに含まれているタンパク質、又はＰＭＬボディに含ま
れているタンパク質の細胞核内の存在量等から識別する方法（特許文献３）や、ｈＴＥＲ
Ｔ遺伝子またはＩＰＡＳ遺伝子のｍＲＮＡの発現の有無を調べることにより、細胞集団に
含まれる形質転換細胞を検出する方法（特許文献４）、ポドカリキシン様タンパク質（Ｐ
ＯＤＸＬ）を表面上に発現する細胞を同定する方法（特許文献５）が開示されている。し
かし、これらの方法はいずれも煩雑な操作が必要であり、例えば、生体内に移植された組
織内の残存未分化細胞を簡便に識別することはできなかった。
【００１１】
　未分化細胞をそのプロモーター活性により識別することが試みられており、Ｓｔｍ１の
プロモーター配列を利用する方法が開示されている。（特許文献６）
【００１２】
　これまで、本発明者らは、多因子癌細胞特異的増殖制御型ウイルスを用いた残存未分化
細胞の選択的殺傷方法を提供してきた（特許文献７）。該方法は腫瘍化細胞や未分化細胞
を直接、積極的に殺傷する点、遺伝子が導入されていない腫瘍化細胞にも殺傷効果が及ぶ
点等から本問題の解決に非常に有用である一方、あらかじめ全ての幹細胞に目的遺伝子を
導入しているものではないため、よって多因子癌細胞特異的増殖制御型ウイルスが到達し
なかった幹細胞から腫瘍化細胞が出現した場合に、生体内でこのウイルスへの免疫誘導全
てを除去できるかまでは保証できなかった。
【先行技術文献】
【特許文献】
【００１３】
【特許文献１】国際公開第２０１２／１１５２７０号
【特許文献２】特開２０１３－９７４２号公報
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【特許文献３】特開２０１２－２２３１０４号公報
【特許文献４】特開２０１２－０７２０６３号公報
【特許文献５】特表２００９－５２８８３８号公報
【特許文献６】特開２００５－０９５０２７号公報
【特許文献７】国際公開第２０１２／１３３６７４号
【非特許文献】
【００１４】
【非特許文献１】ＴＡＫＡＨＡＳＨＩ，Ｋ．ら（２００７）Ｃｅｌｌ　１３１：８６１－
７２
【非特許文献２】ＭＩＵＲＡ，Ｋ．ら（２００９）Ｎａｔｕｒｅ　Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
ｏｇｙ　２７：７４３－７４５
【非特許文献３】ＮＡＫＡＧＡＷＡ，Ｍ．ら（２００８）Ｎａｔ．Ｂｉｏｔｅｃｈｎｏｌ
．２６：１０１－６
【非特許文献４】ＷＥＲＮＩＧ，Ｍ．ら（２００８）Ｃｅｌｌ　Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌ　２
：１０－２
【非特許文献５】ＯＫＩＴＡ，Ｋ．ら（２００８）Ｓｃｉｅｎｃｅ　７：９４９－５３
【非特許文献６】ＹＵ，Ｊ．ら（２００９）Ｓｃｉｅｎｃｅ　８：７９７－８０１
【非特許文献７】ＦＵＹＩ，ＣＨＥＮＧら（２０１２）Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　３３
：３１９５－２０４
【非特許文献８】ＦＥＩ，ＣＨＥＮら（２０１３）Ｂｉｏｍａｔｅｒｉａｌｓ　３４：１
７０１－１１
【発明の概要】
【発明が解決しようとする課題】
【００１５】
　従来の幹細胞を分化させた後に残存する腫瘍化原因細胞の標識法及び除去法はその効率
や簡便性等に問題があり、残存未分化細胞／腫瘍化細胞を同定及び除去する実用化可能な
方法はまだ開発途中である。幹細胞を分化させた後に残存する腫瘍化原因細胞を標識／除
去するためには、細胞の正常な機能を維持する遺伝子を阻害することなく外来遺伝子を効
率良く全ての未分化細胞に導入が可能なベクター、未分化細胞において特異的に機能させ
ることができるプロモーターの効率的な探索・同定とその実証、並びに、未分化細胞を選
択的に可視化・同定し、必要な時に選択的に腫瘍化原因細胞を確実に殺傷する自殺遺伝子
等の複数の技術が必要となる。最終的には、これらの要素が全て収載された一つのベクタ
ーシステムであること、そしてそのシステムでは多種多様の候補のベクターを簡便・効率
よく作製できる技術であること、が必要となる。これまで、これらの要件のすべてを満た
す技術は見出されていない。
【００１６】
　また、従来、幹細胞を分化させた後に残存する腫瘍化原因細胞の標識と除去は、それぞ
れ別個に行われてきた。従来の方法によれば、腫瘍化原因細胞を標識した後、異なる技術
を用いて除去する必要があり、腫瘍化原因細胞の同定から除去まで行うには操作が煩雑で
あるという問題があった。また同定と除去が全く独立した別々の技術と過程で行われるた
め、必ずしも標識した腫瘍化原因細胞が、別の除去技術で完全に除去できる保証もなかっ
た。特に、腫瘍化原因細胞、残存した未分化細胞を確実に除去、殺傷できる技術そのもの
が、研究も進んでおらず、未だ有効な手段はない。
【００１７】
　よって、本発明は、より効率的な残存未分化細胞の標識及び除去を達成するための利用
可能な種々の方法を提供することを最終目的とする。具体的には、本発明は、細胞の正常
な機能を維持する遺伝子を阻害することなく外来遺伝子を効率良く全ての未分化細胞に導
入が可能な技術（ベクター）を提供することを目的とする。また、本発明は、幹細胞を分
化した後に残存する腫瘍化原因細胞を確実に標的化するための最良のプロモーターを探索
する方法を提供することを課題とする。また、本発明は、幹細胞の腫瘍化原因細胞を効率
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よく殺傷・除去することが可能な遺伝子を見出すことを課題とする。更に、本発明は、よ
り簡便な腫瘍化原因細胞の標識及び除去の両方が可能なベクターを提供することを目的と
する。
【課題を解決するための手段】
【００１８】
　本発明者らは、分化誘導処理後に残存する未分化細胞を効率的かつ網羅的に標識／除去
する遺伝子導入技術について鋭意検討した結果、基本的な骨格となるベクターとして、リ
コンビネーションシステムにより組換え可能なプロモーター部分の下流に標識遺伝子と殺
傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可
能な配列を介して結合した発現カセットを有するウイルスベクターを見出した。本ベクタ
ーは、標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時
に発現させることが可能な配列を介して結合していることから、一度の遺伝子導入で標識
と細胞殺傷の両方の機能を付与することができる。また、本ベクターは、任意のプロモー
ターをリコンビネーションシステムにより簡便に組み込むことができることから、例えば
、分化させる目的の細胞や、細胞除去のタイミング（移植前／移植後）等に応じて、適宜
使用するプロモーターを選択することが可能である。また、プロモーターが未分化細胞又
は腫瘍化原因細胞特異的に活性を有するか否かを簡便に解析する目的で使用することがで
きる。また、本発明のベクターにおける殺傷遺伝子として薬剤依存性自殺遺伝子を採用す
ることにより、腫瘍特異的／未分化細胞特異的プロモーターの細胞選択性に加えて、薬剤
による誘導が無ければ細胞殺傷機能を発揮しない構造とすることができる。すなわち、こ
のような本発明のベクターは、幹細胞に導入するのみではそれらの細胞を殺傷することが
ないため、全ての分化誘導処理前の幹細胞に導入することができ、これにより遺伝子導入
の漏れが生じることを防ぐことができる。よって、腫瘍特異的／未分化細胞特異的プロモ
ーターの細胞選択性と、薬剤依存性とにより、二重の安全性を確保することができる。さ
らに、本発明のベクターにおける殺傷遺伝子として（薬剤依存性の）増殖細胞特異的な殺
傷機構を提供する殺傷遺伝子を利用することにより、腫瘍特異的／未分化細胞特異的プロ
モーターの細胞選択性と、薬剤依存性に加えて、殺傷機構の増殖細胞選択性を付与するこ
とができ、三重の特異性・安全性を確保することができる。
【００１９】
　本発明者らは、本発明のベクターが搭載する薬剤依存性自殺遺伝子として、ヒト由来の
酵素であるｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ及びｉＣａｓｐａｓｅ９を利用することにより、免疫原
性の問題を解消できることを見出した。また、本発明者らは、本発明のベクターが搭載す
る、未分化細胞又は腫瘍化原因細胞に特異的に活性を有するプロモーターを探索したとこ
ろ、驚くことに、一般的には、腫瘍（癌）特異的プロモータとして知られているｓｕｒｖ
ｉｖｉｎプロモーターが予想外に正常で未分化のヒトＥＳ／ｉＰＳ細胞において高活性を
示すことを見いだした。
【００２０】
　更に、本発明者らは、本発明のベクターを用いることによる、分化誘導処理後に残存す
る未分化細胞を効率的かつ網羅的に標識／除去する方法、並びに、プロモーターが未分化
細胞又は腫瘍化原因細胞特異的に活性を有するか否かを簡便に解析する方法を見出した。
【００２１】
　すなわち、本発明は、以下の発明に関する。
（１）　標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同
時に発現させることが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、プロモーター領域を
含むリコンビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモーター領
域が、該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイルスベクター。
（２）　殺傷遺伝子が、自殺遺伝子である、（１）に記載のウイルスベクター。
（３）　自殺遺伝子が、薬剤依存性自殺遺伝子である、（２）に記載のウイルスベクター
。
（４）　薬剤依存性自殺遺伝子が、ＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ、シトシンデア



(9) JP WO2015/107888 A1 2015.7.23

10

20

30

40

50

ミナーゼ（ＣＤ）遺伝子、水痘ウイルスチミジンキナーゼ、又はＣａｓｐａｓｅである、
（３）に記載のウイルスベクター。
（５）　標識遺伝子が蛍光タンパク質である、（１）～（４）のいずれか１項に記載のウ
イルスベクター。
（６）　蛍光タンパク質が、赤色又は緑色の蛍光蛋白質である、（５）に記載のウイルス
ベクター。
（７）　蛍光タンパク質が、ｍＫａｔｅ２又は緑色蛍光蛋白質である、（５）に記載のウ
イルスベクター。
（８）　一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配
列が、２Ａ配列又はＩＲＥＳ配列である、（１）～（７）のいずれか１項に記載のウイル
スベクター。
（９）　レンチウイルスベクターである、（１）～（８）のいずれか１項に記載のウイル
スベクター。
（１０）　プロモーター領域が未分化細胞特異的プロモーター領域である、（１）～（９
）のいずれか１項に記載のウイルスベクター。
（１１）　未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーター又はｔｅｒ
ｔプロモーターである、（１０）に記載のウイルスベクター。
（１２）　未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーターである、（
１０）に記載のウイルスベクター。
（１３）Ａ）（１）～（９）のいずれか１項に記載のウイルスベクターのプロモーター部
分に被験プロモーターを組み替えて被験プロモーターを有するウイルスベクターを作製す
るステップ、
Ｂ）被験プロモーターを有するウイルスベクターを対象の細胞に感染させるステップ、
Ｃ）分化誘導処理後の前記細胞における前記標識遺伝子の発現を検出するステップ、
Ｄ）分化誘導処理後の前記細胞が未分化細胞であるか、分化細胞であるかを識別するステ
ップ、及び
Ｅ）被験プロモーターが未分化細胞に特異的であるか否かを判定するステップを備える、
未分化細胞特異的プロモーターのスクリーニング方法であって、
　ここで、該判定が未分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発現が検
出される割合が高く、かつ、分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発
現が検出される割合が低い場合、該被験プロモーターは未分化細胞に特異的であると判定
することにより行われる方法。
（１４）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細
胞に感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在すると判定する
ステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定する方法。
（１５）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され
た分化処理後の細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在すると判定する
ステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定する方法。
（１６）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細
胞に感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における前記標識遺伝子の発現産物を同定するステップ、及
び、
Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞が未分化細胞であると同定するステップを備える
、分化処理後の細胞における未分化細胞を同定する方法。
（１７）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され
た分化処理後の細胞中における前記標識遺伝子の発現産物を同定するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子が発現している細胞が未分化細胞であると同定するステップを備える
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、分化処理後の細胞における未分化細胞を同定する方法。
（１８）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細
胞に感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するス
テップ、及び、
Ｃ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量（又は割合）を
決定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量（又は割合）を決
定する方法であって、
　ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量（又は割合）を示す方
法。
（１９）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され
た分化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するステップ
、及び、
Ｂ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量（又は割合）を
決定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量（又は割合）を決
定する方法であって、
　ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量（又は割合）を示す方
法。
（２０）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細
胞に感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子が発現している細胞数を計数する
ステップ、及び、
Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを
備える、分化処理後の細胞中における未分化細胞数を決定する方法。
（２１）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され
た分化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子が発現している細胞数を計数するステッ
プ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを
備える、分化処理後の細胞中における未分化細胞の数を決定する方法。
（２２）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細
胞に感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び
、
Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存し又は発生した
と判定するステップを備える、分化処理後に残存又は発生する未分化細胞のモニタリング
方法。
（２３）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され
、分化誘導処理された細胞における、前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及
び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存又は発生してい
ると判定するステップを備える、幹細胞の分化処理後の未分化細胞のモニタリング方法。
（２４）　Ａ）（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターであって、
殺傷遺伝子が薬剤依存性殺傷遺伝子であるウイルスベクターを対象の細胞に感染させるス
テップ、及び、
Ｂ）前記細胞に前記薬剤依存性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを
備える、未分化細胞を殺傷する方法。
（２５）　（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターであって、殺傷
遺伝子が薬剤依存性殺傷遺伝子であるウイルスベクターが導入された細胞に前記薬剤依存
性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを備える、未分化細胞を殺傷す
る方法。
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（２６）　（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを含む、未分化
細胞標識剤。
（２７）　（１０）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターを含む、未分化
細胞殺傷剤。
（２３）　（１）～（１２）のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された細胞
。
（２４）　幹細胞である（２３）に記載の細胞。
（２５）　幹細胞が、ＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞、神経幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、
肝幹細胞、膵幹細胞、皮膚幹細胞、筋幹細胞、又は生殖幹細胞である、（２４）に記載の
細胞。
（２６）　幹細胞を分化誘導処理することにより得られた細胞である、（２３）に記載の
細胞。
【００２２】
　本明細書において、「幹細胞」とは、多能性及び自己複製能を有する細胞を意味する。
本明細書において、「多能性」とは、多分化能と同義であり、分化により複数の系統の細
胞に分化可能な細胞の状態を意味する。本明細書における、多能性は、生体を構成する全
ての種類の細胞に分化可能な状態（分化全能性（ｔｏｔｉｐｏｔｅｎｃｙ））、胚体外組
織を除く全ての種類の細胞に分化可能な状態（分化万能性（ｐｌｕｒｉｐｏｔｅｎｃｙ）
）、一部の細胞系列に属する細胞に分化可能な状態（分化多能性（ｍｕｌｔｉｐｏｔｅｎ
ｃｙ））、及び１種類の細胞に分化可能な状態（分化単能性（ｕｎｉｐｏｔｅｎｃｙ））
を含む。よって、本明細書における「幹細胞」は、幹細胞、ＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞、神経
幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、肝幹細胞、膵幹細胞、皮膚幹細胞、筋幹細胞、又は
生殖幹細胞を含む。好ましくは、本明細書における「幹細胞」は、分化万能性を有する細
胞であり、より好ましくは、胚性幹細胞（ＥＳ細胞）及び人工多能性幹細胞（ｉＰＳ細胞
）である。ある細胞が幹細胞であるかどうかは、たとえば、体外培養系において胚様体（
ｅｍｂｒｙｏｉｄ　ｂｏｄｙ）を形成する細胞、又は、分化誘導条件下で培養（分化処理
）した後に所望の細胞に分化する細胞が幹細胞であるとして確認することができる。また
は、幹細胞であるかどうかは、生体を用いて、免疫不全マウスへ移植することにより奇形
種（テラトーマ）を形成する細胞、胚盤胞への注入によりキメラ胚を形成する細胞、生体
組織への移植や腹水への注入により増殖する細胞が幹細胞であるとして確認することがで
きる。あるいは、幹細胞であるかどうかは、アルカリフォスファターゼ染色、ＳＳＥＡ３
染色、ＳＳＥＡ４染色、ＴＲＡ－１－６０染色、及び／又はＴＲＡ－１－８１染色に陽性
を示す細胞；ｏｃｔ３／４、ｎａｎｏｇ、ｓｏｘ２、ｃｒｉｐｔｏ、ｄａｘ１、ｅｒａｓ
、ｆｇｆ４、ｅｓｇ１、ｒｅｘ１、ｚｆｐ２９６、ｕｔｆ１、ｇｄｆ３、ｓａｌｌ４、ｔ
ｂｘ３、ｔｃｆ３、ｄｎｍｔ３ｌ、及び／又はｄｎｍｔ３ｂ遺伝子を発現している細胞；
ｍｉＲ－２９０、及び／又はｍｉＲ－３０２を発現している細胞が幹細胞であるとして確
認することもできる。あるいは、ある細胞が幹細胞であるか否かは、例えば、テロメラー
ゼ逆転写酵素、又はサバイビンの発現レベルが高い細胞が幹細胞であるとして判定するこ
とができる。
【００２３】
　本明細書において、「分化」とは、多能性細胞の分裂によって特定の機能的又は形態的
特徴を有する娘細胞を生じる現象をいう。本明細書において「分化処理」及び「分化誘導
処理」とは同義であり、幹細胞を分化細胞へと誘導させるための処理を意味する。細胞の
分化は、様々な方法により誘導されることが報告されている。多能性細胞は、分化させる
細胞の種類等に応じて、分化誘導物質などを利用した分化誘導処理により分化させること
ができる。「分化細胞」とは、分化して生じた特定の機能的又は形態的特徴を有する娘細
胞を意味する。分化細胞は通常安定しており、その増殖能は低く、別のタイプの細胞に分
化することは例外的にしか起こらない。
【００２４】
　「未分化細胞」とは、分化していない細胞、もしくは分化途中の未分化細胞、および分
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化が不完全な細胞を意味する。本明細書においては、特にそのように解することが不整合
である場合を除き、「未分化細胞」とは、分化誘導処理したにもかかわらず、分化細胞と
ならなかった細胞を意味する。本明細書における未分化細胞は必ずしも前述の幹細胞の性
質を完全に有することを必要とするものではなく、分化細胞と比較して（自己）増殖能が
高い（例えば、増殖速度が２倍以上、３倍以上、５倍以上、１０倍以上など）細胞を意味
する。特に好ましくは、「未分化細胞」は「腫瘍化原因細胞」である。ある細胞が未分化
細胞であるか否かは、例えば、ｃ－Ｍｙｃが活性化している細胞、あるいは、テロメラー
ゼ逆転写酵素、及び／又はサバイビンの発現レベルが高い細胞を腫瘍形成能を有する細胞
として判定することができる。
【００２５】
　本明細書において、「腫瘍化原因細胞」とは、幹細胞に対して分化処理をしたにもかか
わらず分化しなかった未分化細胞であって、腫瘍細胞を生成し得る細胞を意味する。腫瘍
化原因細胞は、分化する前の幹細胞と同等の性質を維持する細胞のみならず、分化する前
の幹細胞とは異なる性質を有しているが分化細胞とはならなかった細胞、例えば、少能性
細胞（数種類の細胞にのみ分化できる細胞）、及び腫瘍形成能を有する細胞（例えば、が
ん幹細胞等）等をも包含する。ここで、「腫瘍細胞を生成し得る」とは、必ずしも１００
％腫瘍細胞を生成することを意味するものではなく、分化細胞と比較して腫瘍細胞を生成
する能力が高いことを意味する。ある細胞が腫瘍形成能を有するか否かは、例えば、ｃ－
Ｍｙｃが活性化している細胞、あるいは、テロメラーゼ逆転写酵素、及び／又はサバイビ
ンの発現レベルが高い細胞を腫瘍形成能を有する細胞として判定することができる。本明
細書において、「分化処理後に残存する未分化細胞」、「残存未分化細胞」、「分化処理
後の細胞における未分化細胞」等により表現される未分化細胞、特には幹細胞に対して分
化誘導処理を行った後に残存する未分化細胞は「腫瘍化原因細胞」であってもよい。
【００２６】
　本明細書において、「標識遺伝子」とは、当該遺伝子が導入された細胞を検出又は測定
可能な標識物質をコードする遺伝子を意味する。標識遺伝子としては、緑色蛍光タンパク
質（ＧＦＰ）、あるいはＧＦＰのアミノ酸配列を変える事で標識能がより向上したＥＧＦ
Ｐ（ｅｎｈａｎｃｅｄ　ＧＦＰ）やＶｅｎｕｓ、あるいは他の蛍光波長を呈する赤色蛍光
タンパク質（ＲＦＰ）、青色蛍光タンパク質（ＢＦＰ）、黄色蛍光タンパク質（ＹＦＰ）
、ｍＫａｔｅ２等の赤色、緑色、青色、又は、黄色等の蛍光タンパク質；Β－グルクロニ
ダーゼ、Β－ガラクトシダーゼ、ルシフェラーゼ、ジヒドロ葉酸還元酵素をコードする遺
伝子を挙げることができ、好ましくは、ｍＫａｔｅ２又はＶｅｎｕｓである。また、例え
ば、フェチリン遺伝子など、画像診断を可能とする標識遺伝子であってもよい。本明細書
において、「標識」するとは、その利用目的に応じて一時的に又は長期間、目的の細胞の
存在又はその位置を同定し、目的の細胞数（量や割合でも良い）を測定し、あるいは目的
の細胞を他の細胞から識別することを可能とすることを意味する。また、本明細書におい
て「同定する」とは、一時的又は長期的に目的の細胞の存在又はその位置を特定すること
を意味し、「識別する」とは、一時的又は長期的に目的の細胞を他の細胞や組織から区別
することを意味する。よって、本明細書における標識は、目的の細胞の存在又はその位置
を特定し、あるいは、目的の細胞を他の細胞から区別することができれば特に制限されず
、目的の細胞以外の細胞が全く染色等されないことを要するものではない。例えば、分化
処理後の細胞中における未分化細胞の存在を、本発明のベクターが有する標識遺伝子の発
現により識別する場合、該細胞中の分化細胞と比較して未分化細胞が区別可能な程度に染
色されていればよく、分化細胞が（弱く）染色されることを妨げるものではない。
【００２７】
　本明細書において、「殺傷遺伝子」とは、導入された細胞を最終的に殺傷させる能力を
有する遺伝子を意味し、例えば、いかなるアポトーシス誘導遺伝子（Ｂａｘ，ｐ５３，Ｄ
Ｐ５，ＰＬ－３，ｒｅａｐｅｒ，ｈｉｄ）、細胞死を誘導する遺伝子、腫瘍細胞を抑制す
る遺伝子であってもよい。また、「殺傷遺伝子」に変えて、分化誘導を促進する遺伝子を
用いてもよい。本発明のウイルスベクターが分化誘導前に感染させることを目的とする場
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合、「殺傷遺伝子」は、薬剤依存性自殺遺伝子、誘導（光、熱、温度、ＲＮＡ、化合物、
放射線、超音波など）依存性の遺伝子発現システム、あるいは誘導性殺傷遺伝子である。
「薬剤依存性自殺遺伝子」とは、非毒性のプロドラッグ（薬剤）を毒性物質に変換させる
タンパク質をコードする遺伝子、あるいは、非毒性のタンパク質であって薬剤の添加によ
り毒性物質に変換されるタンパク質をコードする遺伝子を意味する。また、「薬剤依存性
自殺遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤」とは前記薬剤依存性自殺遺伝子と相互作用すること
により毒性を生じさせる薬剤を意味する。具体的には、本発明の薬剤依存性自殺遺伝子が
、非毒性のプロドラッグ（薬剤）を毒性物質に変換させる代謝酵素タンパク質（プロドラ
ッグ転換酵素）をコードする遺伝子であってもよい。この場合、「薬剤依存性自殺遺伝子
が毒性を発揮可能な薬剤」は、該薬剤依存性自殺遺伝子（代謝酵素）により毒性物質に変
換される非毒性のプロドラッグを意味する。誘導（光、熱、温度、ＲＮＡ、化合物、放射
線、超音波など）依存性の遺伝子発現システム、又は誘導性殺傷遺伝子とは、光、熱、温
度、ＲＮＡ、化合物、放射線、超音波の刺激によりその発現が誘導される遺伝子発現シス
テム、又は刺激によりその発現が誘導される殺傷遺伝子を意味する。本明細書において、
そのように解することが不適合である場合を除き、「薬剤依存性自殺遺伝子」は「誘導性
殺傷遺伝子」と読み替えても良い。
【００２８】
　薬剤依存性自殺遺伝子とプロドラッグ（薬剤）の組み合わせしては、例えば、単純ヘル
ペスウイルスチミジンキナーゼと、ガンシクロビルまたはアシクロビル、Ｖａｒｉｃｅｌ
ｌａＺｏｓｔｅｒウイルスチミジンキナーゼと、６メトキシプリンアラビノヌクレオシド
（Ｈｕｂｅｒら、１９９１，　Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　
８８：８０３９）、Ｅ．ｃｏｌｉシトシンデアミナーゼと、フルオロウラシル（Ｍｕｌｌ
ｅｎら、１９９２，Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ．　８９：
３３）、Ｅ．ｃｏｌｉキサンチン－グアニンホスホリボシルトランスフェラーゼと、チオ
キサンチン（Ｂｅｓｈａｒｄら、１９８７，　Ｍｏｌ．　Ｃｅｌｌ　Ｂｉｏｌ．７：４１
３９）、Ｅ．　ｃｏｌｉまたはＬｅｉｓｈｍａｎｉａプリンヌクレオチドホスホリラーゼ
と、非毒性プリンデオキシアデノシン、アデノシン、デオキシグアノシン、またはグアノ
シン誘導体（ＫｏｓｚａｌｋａおよびＫｒｅｎｉｔｓｋｙ，１９７９，Ｊ．　Ｂｉｏｌ　
Ｃｈｅｍ　２５４：８１８５，　１９７９；Ｓｏｒｓｃｈｅｒら、１９９４，　Ｇｅｎｅ
Ｔｈｅｒａｐｙ　１：２３３）、シトクロムｐｌａ５０　２Ｂ１またはシトクロムｐ４５
０レダクターゼと、３－アミノ－１，２，４ベンゾトリアジン１，４－ジオキシド（Ｗａ
ｌｔｏｎら、１９９２，Ｂｉｏｃｈｅｍ．　Ｐｈａｒｍａｃｏｌ．　４４：２５１））、
細胞表面アルカリホスファターゼと、エトポシド１リン酸（Ｓｅｎｔｅｒら、１９８８，
Ｐｒｏｃ．　Ｎａｔｌ．　Ａｃａｄ．　Ｓｃｉ．　ＵＳＡ　８５：４８４２，１９８８）
、ニトロレダクターゼと、メトロニダゾールまたはニトロフラントイン（Ｈｏｆら、１９
８８，　Ｉｍｍｕｎｉｔａｔ　ｕｎｄＩｎｆｅｋｔｉｏｎ　１６：２２０）、Ｎ－デオキ
シリボシル（ｄｅｏｘｙｒｉｂｏｓｙ）トランスフェラーゼと、１－デアザプリン（Ｂｅ
ｔｂｅｄｅｒら、１９８９、ＮｕｃｌｅｉｃＡｃｉｄｓ　Ｒｅｓ　１７：４２１７）、ピ
ルビン酸フェロドキシンオキシドレダクターゼと、メトロニダゾール（Ｕｐｃｒｏｆｔら
、１９９０，Ｉｎｔ．　Ｊ．　Ｐａｒａｓｉｔｏｌｏｇ，　２０：４８９）、カルボキシ
ペピダーゼＧ２と、アミノアシル酸ナイトロジェンマスタード（Ａｎｔｏｎｉｗら、１９
９０，Ｂｒｉｔ　Ｊ．Ｃａｎｃｅｒ　６２：９０９）、カルボキシペプチダーゼＡと、メ
トトレキセートαアラニン（Ｈａｅｎｓｅｌｅｒら、１９９２，Ｂｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒ
ｙ　３１：８９１）、ラクタマーゼと、セファロスポリン誘導体（Ｍｅｙｅｒら、１９９
３，　ＣａｎｃｅｒＲｅｓ．　５３：３９５６；およびＶｒａｄｈｕｌａら、１９９３，
　Ｂｉｏｃｏｎｊｕｇａｔｅ　Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ４：３３４）、アクチノマイシンＤシ
ンセターゼ複合体と、合成ペンタペプチドラクトン前駆体（Ｋａｔｚら、１９９０，Ｊ．
　Ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ４３：２３１）、およびグルクロニダーゼと、デオキソルビシ
ンのような毒性物質のグルクロニド誘導体（Ｂｏｓｓｌｅｔら、１９９４，Ｃａｎｃｅｒ
Ｒｅｓ．　５４：２１５１；Ｈａｅｂｅｒｌｉｎら、１９９３，Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉ
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ｃａｌ　Ｒｅｓ．　１０：１５５３）を挙げることができる。
【００２９】
　例えば、薬剤依存性自殺遺伝子としてＨＳＶ－ｔｋ等のチミジンキナーゼを用い、薬剤
としてガンシクロビル（ＧＣＶ）を用いる場合、ＧＣＶがＨＳＶ－ｔｋにより代謝されて
毒性物質であるガンシクロビル三リン酸を生じさせることができる。また、例えば、薬剤
依存性自殺遺伝子としてｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋを用い、非毒性のプロドラッグとしてアジ
ドチミジン（ＡＺＴ）を用いる場合、ＡＺＴがｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋにより代謝された毒
性物質であるＡＺＴ三リン酸を生じさせることができる。また、薬剤依存性自殺遺伝子と
して大腸菌等の細菌由来のシトシンデアミナーゼ（ＣＤ）を用い、非毒性のプロドラッグ
として５－フルオロトキシン（５－ＦＣ）を用いる場合、５－ＦＣがＣＤにより代謝され
て毒性物質である５－フルオウリシル（５－ＦＵ）を生じさせることができる。薬剤依存
性自殺遺伝子として水痘ウイルスチミジンキナーゼを用い、非毒性のプロドラッグとして
６－メトキシプリンアラビノヌクレオシド（Ａｒａ－Ｍ）を用いる場合、Ａｒａ－Ｍが水
痘ウイルスチミジンキナーゼにより代謝されて毒性物質である６－メトキシプリンアラビ
ノヌクレオシド（Ａｒａ－ＭＭＰ）を生じさせることができる。
【００３０】
　あるいは、本発明の薬剤依存性自殺遺伝子は、非毒性のタンパク質を薬剤の添加により
毒性物質に変換されるタンパク質をコードする遺伝子であってもよい。例えば、本発明の
薬剤依存性自殺遺伝子は、単量体では毒性を発揮しないが多量体（例えば、二量体）とな
ることにより毒性を発揮するタンパク質をコードしていてもよい。この場合、「薬剤依存
性自殺遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤」は、薬剤依存性自殺遺伝子を毒性物質に変換させ
る物質を意味する。例えば、薬剤依存性自殺遺伝子としてはＣａｓｐａｓｅ９、及びＣａ
ｓｐａｓｅ３等のカスパーゼを用い、薬剤としてＤｉｍｅｒｉｚｅｒを用いる場合、Ｄｉ
ｍｅｒｉｚｅｒによってカスパーゼが二量体化することで毒性物質である活性のあるＣａ
ｓｐａｓｅ－９二量体を形成させ、アポトーシスを誘導することができる。このような多
量体（例えば、二量体）となることにより毒性を発揮する薬剤依存性自殺遺伝子としては
、例えば、Ｆａｓ受容体、及びＦＡＤＤを挙げることができる。
【００３１】
　本明細書において、「一つのプロモーターにより２つの遺伝子を同時に発現させること
が可能な配列」とは、一つのプロモーターが活性化することにより２種類のタンパク質又
はペプチドを翻訳させることが可能な配列を意味する。このような配列は、自己切断活性
を持つ配列であって、一つのプロモーターの活性化により２つの遺伝子を共に発現させて
該配列を介して結合された２つのタンパク質又はペプチドとして翻訳された後に、該配列
を介して結合された当該２つのタンパク質又はペプチドが、該配列の領域で自己切断され
て、結果的にセパレートされた２つのタンパク質又はペプチドが翻訳される配列であって
もよい。あるいは、「一つのプロモーターにより２つの遺伝子を同時に発現させることが
可能な配列」は、リボソームを引きつけてｍＲＮＡの途中から２度目の翻訳を開始させ、
１つのｍＲＮＡから２つの異なる遺伝子がバイシストロニックに翻訳させる配列であって
もよい。前者としては、例えば、「２Ａ配列」を挙げることができ、後者としては、例え
ば、「ＩＲＥＳ（ｉｎｔｅｒｎａｌ　ｒｉｂｏｓｏｍｅ　ｅｎｔｒｙ　ｓｉｔｅ）配列」
を挙げることができる。より具体的には、２Ａ配列には、口蹄疫ウイルス由来の２Ａ配列
、ｅｑｕｉｎｅ　ｒｈｉｎｉｔｉｓ　Ａウイルス由来の２Ａ配列が含まれる（Ｆｕｒｌｅ
ｒ，Ｓら（２００１）Ｇｅｎｅ　Ｔｈｅｒ．　８，８６４－７３；及びＨａｓｅｇａｗａ
ら（２００７）Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ　２５，１７０７－１２参照）。
【００３２】
　本発明のベクターは、プロモーター領域を含むリコンビネーションカセットを有する。
リコンビネーションカセットとは、リコンビネーション（リコンビナーゼ）によって遺伝
子を組み換えることできる領域を意味し、リコンビナーゼにより認識される核酸配列と、
当該核酸配列に挟まれた外来遺伝子挿入部位を備える。リコンビネーションカセットとし
ては、例えば、ａｔｔＬ－末端ＤＮＡ断片とａｔｔＲ含有ドナーベクターとの間でリコン
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ビネーションが起こる、ＬＲリコンビネーション（バクテリオファージΛインテグラーゼ
及びエクシジョナーゼ、並びに、大腸菌インテグレーションホスト因子タンパク質）、及
び、ａｔｔＢ－末端ＤＮＡ断片とａｔｔＰ含有ドナーベクターとの間でリコンビネーショ
ンが起こる、ＢＰリコンビネーション（バクテリオファージΛインテグラーゼ、及び、大
腸菌インテグレーションホスト因子タンパク質）等のΛファージのリコンビネーション（
Ｌａｎｄｙ，Ａ（１９８９）Ａｎｎ．Ｒｅｖ．Ｂｉｏｃｈｅｍ．５８：９１３－９４９；
及びＰｔａｓｈｎｅ，Ｍ．（１９９２）Ａ　Ｇｅｎｅｔｅｃｈ　Ｓｗｉｔｃｈ：　Ｐｈａ
ｇｅ　（Ｌａｍｂｄａ）　Ａｎｄ　Ｈｉｇｈｅｒ　Ｏｒｇａｎｉｓｍｓ（Ｃａｍｂｒｉｄ
ｇｅ，ＭＡ：Ｃｅｌｌ　Ｐｒｅｓｓ）参照）（Ｇａｔｅｗａｙ（登録商標）Ｔｅｃｈｎｏ
ｌｏｇｙ，Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）；Ｃｒｅ－ｌｏｘＰリコンビネーション（Ｃｒｅ）
；ＦＬＰ－ＦＲＴリコンビネーション（Ｆｌｉｐｐａｓｅ）；並びに、ＲＳリコンビネー
ション（Ｒ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ、ＧＩＸ　Ｒｅｃｏｍｂｉｎａｓｅ）等が挙げられ
る。
【００３３】
　本発明のウイルスベクターを未分化細胞の標識及び／又は殺傷（除去）に使用する場合
、プロモーターとしては、未分化細胞特異的プロモーターを使用することができる。本発
明において、「未分化細胞特異的プロモーター」とは、未分化細胞及び／又は腫瘍化原因
細胞において、特異的に、かつ、その下流に結合された標識遺伝子及び／又は薬剤依存性
自殺遺伝子をその機能を発揮するのに十分な程度に発現させることができる活性を示すプ
ロモーターを意味する。このようなプロモーターとしては、テロメラーゼ逆転写酵素（ｔ
ｅｒｔ）プロモーター（Ｔａｋａｋｕｒａ，　Ｍ．　ら，Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５９
：５５１－５５７，１９９９参照）、サバイビン（ｓｕｒｖｉｖｉｎ）プロモーター（Ｌ
ｉ，Ｆ．ら，（１９９９）Ｃａｎｃｅｒ　Ｒｅｓ．，５９：３１４３－３１５１；ＬＩ，
Ｆ．ら，（１９９９）Ｂｉｏｃｈｅｍ．Ｊ．，３４４：３０５－３１１参照）、Ａｕｒｏ
ｒａキナーゼプロモーター、低酸素応答性領域（ＨＲＥ）プロモーター、Ｇｒｐ７８プロ
モーター、Ｌ－プラスチンプロモーター、及びヘキソキナーゼＩＩプロモーター、Ｏｃｔ
３／４プロモーター、Ｎａｎｏｇプロモーター、ＳＯＸ２プロモーター、ＣＲＩＰＴＯプ
ロモーター、ＤＡＸ１プロモーター、ＥＲａｓプロモーター、Ｆｇｆ４プロモーター、Ｅ
ｓｇ１プロモーター、Ｒｅｘ１プロモーター、Ｚｆｐ２９６プロモーター、ＵＴＦ１プロ
モーター、ＧＤＦ３プロモーター、Ｓａｌｌ４プロモーター、Ｔｂｘ３プロモーター、Ｔ
ｃｆ３プロモーター、ＤＮＭＴ３Ｌプロモーター、ＤＮＭＴ３Ｂプロモーター、ｍｉＲ－
２９０プロモーターなどが挙げられる。
【００３４】
　本明細書において、「発現可能に連結されている（ｏｐｅｒａｂｌｙ　ｌｉｎｋｅｄ　
ｔｏ）とは、（ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける転写／翻訳システムにおいて、又は、ベクター
が宿主細胞に導入される場合には宿主細胞内で）目的の遺伝子の核酸配列の発現を可能と
する状態で、当該目的の遺伝子の核酸配列が制御配列（プロモーター配列）と結合してい
ることを意味する。
【００３５】
　ウイルスベクターとしては、本発明の目的で使用可能なウイルスベクターであれば特に
制限されるものではないが、例えば、レンチウイルス、アデノウイルス、レトロウイルス
、アデノ随伴ウイルス、ヘルペスウイルス、単純ヘルペスウイルス、ワクシニアウイルス
、ボックスウイルス、ポリオウイルス、シンドビスウイルス、センダイウイルス等のウイ
ルスベクターを含む。
【００３６】
　また、本発明は、上述のウイルスベクターが導入された細胞に関する。本細胞は、幹細
胞であってもよいし、幹細胞を分化誘導することにより得られた細胞（例えば、分化細胞
）であってもよい。
【発明の効果】
【００３７】
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　本発明のウイルスベクター及び方法は、標識遺伝子と殺傷遺伝子が一つのプロモーター
により前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列を介して結合していること
から、一度の遺伝子導入で標識と細胞殺傷の両方の機能を付与することができる。また、
本ベクターは、任意のプロモーターをリコンビネーションシステムにより簡便に組み込む
ことができることから、例えば、分化させる目的の細胞や、細胞除去のタイミング（移植
前／移植後）等の目的に応じて、その目的に適する候補のプロモーターを複数選択して様
々なウイルスベクターを効率・迅速に作製しておくことが可能である。また、プロモータ
ーが未分化細胞又は腫瘍化原因細胞特異的に活性を有するか否かを簡便に解析する目的で
使用することができる。また、本発明のベクターにおいて、未分化細胞又は腫瘍化原因細
胞特異的プロモーター配列の制御下に薬剤依存性自殺遺伝子が配置されている場合、薬剤
による誘導が無ければ細胞殺傷機能を発揮しない構造となっている。そのため、分化誘導
処理前の全ての幹細胞に導入しても、薬剤を添加しない限りは細胞が死滅しないため、分
化誘導前に遺伝子を導入し、遺伝子が導入された幹細胞のみを分化誘導に用いることがで
きることから、遺伝子導入の漏れを防ぐことができる。また、本発明のベクターが搭載す
る薬剤依存性自殺遺伝子は、ヒト由来の酵素であることにより、免疫原性の問題を解消で
きる。即ち、本発明の未分化細胞特異的なプロモーターを有するウイルスベクターは、分
化処理前の全ての幹細胞に導入することで、分化処理後の残存未分化細胞を特異的かつ網
羅的に標識／殺傷することができることから、再生医療において未分化細胞が残存するこ
とによる腫瘍化の問題を解決することができる。
【図面の簡単な説明】
【００３８】
【図１】ベクター構築の概略図である。リコンビネーションカセット（ＲＣ）を含むｌｅ
ｎｔｉｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐｌａｓｍｉｄ（ｐＬｅｎｔＩ６－ＲＣ）に、制限酵
素を用いたクローニングおよびＩｎ－Ｆｕｓｉｏｎ（登録商標）クローニングで作製した
“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”カセットを導入して「ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－蛍光タン
パク質－２Ａ－自殺遺伝子」を作成した。Ｐｒｏｍｏｔｅｒ部分の組み換えはＧａｔａｗ
ａｙ（登録商標）クローニングを用いて、Ｓｈｕｔｔｌｅ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐｌａｓｍｉ
ｄにサブクローニングしたプロモーター（“Ｐｒｏｍｏｔｅｒ”カセット）をｐＬｅｎｔ
ｉ６－ＲＣ－蛍光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子のＲＣ部分に挿入し、プラスミド「ｐＬ
ｅｎｔｉ６－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ－蛍光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子」を完成させた。
【図２】ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣの構成とＰｒｏｍｏｔｅｒ挿入の概略図である。Ａ．ＲＣ
を含むＬｅｎｔｉｖｉｒｕｓ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐｌａｓｍｉｄ（ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ）
の構成を示す。Ｂ．ＬＲコロナーゼを使用したプロモーターカセットの挿入を示す。ｐＬ
ｅｎｔｉ６－ＲＣと、遺伝子組み換え用のＳｈｕｔｔｌｅ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐｌａｓｍｉ
ｄには相同なａｔｔ配列が含まれる。目的のＰｒｏｍｏｔｅｒをクローニングしたＳｈｕ
ｔｔｌｅ　ｖｅｃｔｏｒ　ｐｌａｓｍｉｄとｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣと組換え酵素であるＬ
Ｒ　ｃｌｏｎａｓｅで反応させ、ｐＬｅｎｔｉベクターにプロモーター配列を組み込む。
【図３】ＰＣＲによる制限酵素付加およびｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒへのクロ
ーニングを示す模式図である。ベクター構築に利用する蛍光タンパク質遺伝子（ｍＫａｔ
ｅ２：Ａ，Ｖｅｎｕｓ：Ｂ）と自殺遺伝子（ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ：Ｃ，ＨＳＶ－ｔｋ：
Ｄ）をサブクローニングし、ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ｖｅｃｔｏｒへＴ
Ａクローニングした。各遺伝子には図に示した制限酵素配列を付加した。
【図４】蛍光タンパク質遺伝子のｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－２Ａベクターへのクローニングを
示す模式図である。ｐＧＥＭ－ＴｅａｓｙにサブクローンしたｍＫａｔｅ２（Ａ）および
Ｖｅｎｕｓ（Ｂ）を制限酵素で切り出し、ＮｏｔＩ／ＢｇｌＩＩで切断したｐＦｌａｇ－
ＣＭＶ－２ＡのＣＭＶと２Ａの間に挿入した。
【図５】“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”発現カセットの作製の模式図を示す。ｐＧＥＭ
－Ｔｅａｓｙにサブクローンしたｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋおよびＨＳＶ－ｔｋを制限酵素で
切り出し（Ａ）、ＢａｍＨＩおよびＢｓｔＸＩ（平滑末端化）で切断したｐＦｌａｇ－Ｃ
ＭＶ－蛍光タンパク質－２Ａに挿入した（Ｂ）。完成したプラスミドの概略をＣに示す。
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【図６】“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”発現カセットのｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ　ｐｌａ
ｓｍｉｄへの挿入を示す模式図である。図２に示したＲＣを含むｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ（
Ａ）に、図５に示した２種類の“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”発現カセット（Ｂ）をＡ
ｇｅＩおよびＫｐｎＩサイトに挿入した（Ｃ）。
【図７】“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”発現カセットのｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ　ｐｌａ
ｓｍｉｄへの挿入を示す模式図である。図２に示したＲＣを含むｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ（
Ａ）に、図５に示した２種類の“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”発現カセット（Ｂ）をＡ
ｇｅＩおよびＫｐｎＩサイトに挿入した（Ｃ）。
【図８】“ｉＣａｓｐａｓｅ＋蛍光タンパク質”発現カセットを持つｐＬｅｎｔｉ６－Ｒ
Ｃの作製を示す模式図である。ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣをベクターとし、ＲＣの下流にｉＣ
ａｓｐａｓｅ９－２Ａと蛍光タンパク質遺伝子が挿入できるよう両末端に１５ＰＢの相同
配列を付加したプライマーを設計しＰＣＲを行った。これらをそれぞれ合わせ、ＩＮ－Ｆ
ＵＳＩＯＮ酵素で反応させることで、クローニングを行った。
【図９】サブクローニングした蛍光タンパク質の発現を確認した写真を示す。ｐＦｌａｇ
－ＣＭＶ－２Ａに挿入したｍＫａｔｅ２（Ａ）、及びＶｅｎｕｓ（Ｂ）の発現を確認した
。作製したプラスミドをＨＥＫ２９３細胞に導入し、４８時間後に蛍光顕微鏡で確認した
写真である。
【図１０Ａ】“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”カセットの発現を確認した写真を示す。図
２Ｂに示すプラスミドをＨＥＫ２９３細胞に導入し、４８時間後より３日間、ＧＣＶを０
、０．０１、０．１、１、１０、１００ｍｇ／ｍＬの濃度に振り分けて投与した。ＨＳＶ
－ｔｋを持つプラスミドを導入した細胞を蛍光顕微鏡で観察し、ｍＫａｔｅ２（赤色）及
びＶｅｎｕｓ（緑色）の蛍光発現をＧＣＶ投与後経時的に確認した。
【図１０Ｂ】図１０Ａの細胞についてＧＣＶ投与後の細胞生存数をカウントした結果を示
す。縦軸の数値は薬剤０ｍｇ／ｍＬの細胞生存数を１００としたときの割合（％）で示す
。
【図１０Ｃ】“蛍光タンパク質＋自殺遺伝子”カセットの発現を確認した写真を示す。図
２Ｂに示すプラスミドをＨＥＫ２９３細胞に導入し、４８時間後より３日間、ＡＺＴを０
、０．１、１、１０、１００、１０００ｎｍの濃度に振り分けて投与した。ｈｕｍａｎ－
ｔｍｐｋを持つプラスミドを導入した細胞を蛍光顕微鏡で観察し、ｍＫａｔｅ２（赤色）
及びＶｅｎｕｓ（緑色）の蛍光発現をＡＺＴ投与後経時的に確認した。
【図１０Ｄ】図１０Ｃの細胞についてＡＺＴ投与後の細胞生存数をカウントした結果を示
す。縦軸の数値は薬剤０ｎｍの細胞生存数を１００としたときの割合（％）で示す。
【図１１Ａ】ＫｈＥＳ１細胞におけるＨＳＶ－ｔｋ導入後のＧＣＶ感受性を示す写真であ
る。ＫｈＥＳ１細胞にＡｄ．ＣＡＧ－ＨＳＶ－ｔｋをＭＯＩ＝１０で感染後、ＧＣＶの投
与の有無による細胞傷害効果の差を経時的に観察した。左はＧＣＶ非投与群、右はＧＣＶ
投与群を表す。
【図１１Ｂ】ＢＪ細胞におけるＨＳＶ－ｔｋ導入後のＧＣＶ感受性を示す写真である。Ｂ
Ｊ細胞にＡｄ．ＣＡＧ－ＨＳＶ－ｔｋをＭＯＩ＝１０で感染後、ＧＣＶの投与の有無によ
る細胞傷害効果の差を経時的に観察した。左はＧＣＶ非投与群、右はＧＣＶ投与群を表す
。
【図１２Ａ】ＫｈＥＳ１細胞におけるｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ導入後のＡＺＴ感受性を示す
写真である。ＫｈＥＳ１細胞にｐＨＲ’－ｃＰＰＴ－ＥＦ－Ｔｍｐｋ（Ｆ１０５Ｙ）を導
入し、２４時間後よりＡＺＴを０，３０，１００，３００ｍｍで投与し、３日後及び４日
後の細胞傷害効果を確認した。
【図１２Ｂ】ＢＪ細胞におけるｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ導入後のＡＺＴ感受性を示す写真で
ある。ＢＪ細胞にｐＨＲ’－ｃＰＰＴ－ＥＦ－Ｔｍｐｋ（Ｆ１０５Ｙ）を導入し、２４時
間後よりＡＺＴを０，３０，１００，３００ｍｍで投与し、３日後及び４日後の細胞傷害
効果を確認した。
【図１２Ｃ】ＭＫＮ４５細胞におけるｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ導入後のＡＺＴ感受性を示す
写真である。ＭＫＮ４５にｐＨＲ’－ｃＰＰＴ－ＥＦ－Ｔｍｐｋ（Ｆ１０５Ｙ）を導入し
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、２４時間後よりＡＺＴを０，３０，１００，３００ｍｍで投与し、３日後及び４日後の
細胞傷害効果を確認した。
【図１３Ａ】分取したＨｕｍａｎ　ｔｍｐｋ恒常発現細胞（ＣＤ１９陽性細胞）の確認の
結果を示すグラフである。１×１０６個のＫｈＥＳ１細胞をＡｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４
８８　ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＳＳＥＡ４と、ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１９－ＡＰＣ
の２種類で標識し、フローサイトメーターによりＳＳＥＡ４／ＣＤ１９両陽性細胞の割合
を解析した。
【図１３Ｂ】分取したＨｕｍａｎ　ｔｍｐｋ恒常発現細胞（ＣＤ１９陽性細胞）の確認の
結果を示すグラフである。１×１０６個のＫｈＥＳ１をａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１９
－ＡＰＣで標識し、フローサイトメーターによりＣＤ１９陽性細胞の割合を解析した。左
は分取前、右は分取後の解析結果を示す。
【図１３Ｃ】分取したＨｕｍａｎ　ｔｍｐｋ恒常発現細胞（ＣＤ１９陽性細胞）の確認の
結果を示すグラフである。１×１０６個のＪｕｒｋａｔをａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１
９－ＡＰＣで標識し、フローサイトメーターによりＣＤ１９陽性細胞の割合を解析した。
左は分取前、右は分取後の解析結果を示す。
【図１３Ｄ】分取したＨｕｍａｎ　ｔｍｐｋ恒常発現細胞（ＣＤ１９陽性細胞）の確認の
結果を示すグラフである。１×１０６個のＭＫＮ４５をａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１９
－ＡＰＣで標識し、フローサイトメーターによりＣＤ１９陽性細胞の割合を解析した。左
は分取前、右は分取後の解析結果を示す。
【図１４Ａ】ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ恒常発現Ｊｕｒｋａｔ細胞における薬剤感受性を確認
した結果を示す写真である。分取したｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ恒常発現細胞（ｔｍｐｋ）と
非感染細胞（ｎｅｇａｔｉｖｅ　ｃｏｎｔｒｏｌ：ＮＣ）と共に１ｗｅｌｌあたり１×１
０５個の細胞を２４ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに播種し、翌日より３日間、ｔｍｐｋ及びＮＣ
両群にＡＺＴを０，０．１，１，１０，１００，１０００ｍｍでそれぞれ投与した。Ｊｕ
ｒｋａｔにおける、ＡＺＴ処理三日後の細胞の様子を示す。左はｔｍｐｋ恒常発現細胞群
、右はＮＣ群。
【図１４Ｂ】ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ恒常発現ＭＫＮ細胞における薬剤感受性を確認した結
果を示す写真である。分取したｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ恒常発現細胞（ｔｍｐｋ）と非感染
細胞（ＮＣ）と共に１ｗｅｌｌあたり１×１０５個の細胞を２４ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに
播種し、翌日より３日間、ｔｍｐｋ及びＮＣ両群にＡＺＴを０，０．１，１，１０，１０
０，１０００ｍｍでそれぞれ投与した。ＭＫＮにおける、ＡＺＴ処理三日後の細胞の様子
を示す。左はｔｍｐｋ恒常発現細胞群、右はＮＣ群。
【図１４Ｃ】図１４Ａの実験の投与三日後のＪｕｒｋａｔ細胞の生存細胞数を細胞カウン
トにより測定した結果を示すグラフである。数値は薬剤０ｍｇ／ｍＬの細胞生存数を１０
０としたときの割合（％）で示す。
【図１４Ｄ】図１４Ｂの実験の投与三日後のＭＫＮ４５細胞の生存細胞数を細胞カウント
により測定した結果を示すグラフである。数値は薬剤０ｍｇ／ｍＬの細胞生存数を１００
としたときの割合（％）で示す。
【図１５】Ａ：未分化特異的プロモーターの候補であるｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーター部
分を、既に作製済みであったｐＧＥＭＴ－ｅａｓｙ－ｓｕｒｖｉｖｉｎよりＮｏｔＩで切
り出した後平滑末端化処理を行い、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにサブクローニングしてｐ
ＥＮＴＲ－ｓｕｒｖｉｖｉｎを構築した。Ｂ：未分化特異的プロモーターの候補であるｔ
ｅｒｔプロモーター部分を、既に作製済みであったｐＧＥＭＴ－ＥＡＳＹ－ｔｅｒｔより
ＭｌｕＩ／ＢｇｌＩＩで切り出した後平滑末端化処理を行い、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒ
にサブクローニングしてｐＥＮＴＲ－Ｔｅｒｔを構築した。Ｃ：未分化特異的プロモータ
ーの候補であるＲｅｘ１プロモーター部分を、既に作製済みであったｐＧＥＭＴ－ｅａｓ
ｙ－Ｒｅｘ１よりＭｕｎＩ／ＮｈｅＩで切り出した後平滑末端化処理を行い、ｐＥＮＴＲ
－ｖｅｃｔｏｒにサブクローニングしてｐＥＮＴＲ－Ｒｅｘ１を構築した。Ｄ：未分化特
異的プロモーターの候補であるＮａｎｏｇプロモーターは、マウスＥＳ細胞（ｍＥＳ）よ
りゲノムＤＮＡ抽出したものを材料とし、Ｎａｎｏｇプロモーター領域の５’側にｐＥＮ



(19) JP WO2015/107888 A1 2015.7.23

10

20

30

40

50

ＴＲ－ｖｅｃｔｏｒクローニング用の突出末端としてＣＡＣＣを付加したプライマー、及
び３’側のプライマーを作製してＰＣＲ法により増幅した後、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒ
にサブクローニングしてｐＥＮＴＲ－Ｎａｎｏｇを構築した。Ｅ：恒常性プロモーターの
候補であるＣＡＧプロモーター部分を、既に作製済みであったｐＣＸ－ＥＧＦＰよりＳａ
ｌＩ／ＥｃｏＲＩで切り出した後平滑末端化処理を行い、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにサ
ブクローニングしてｐＥＮＴＲ－ＣＡＧを構築した。Ｆ：恒常性プロモーターの候補であ
るＰＧＫプロモーターは、５’側にｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒクローニング用の突出末端
としてＣＡＣＣを付加したプライマー、及び３’側にＰｓｔＩサイトを付加したプライマ
ーを作製してＰＣＲ法により増幅した後、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニングして
ｐＥＮＴＲ－ＰＧＫを構築した。
【図１６Ａ】図７で示したプラスミドのうち、ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ
－ＨＳＶ－ｔｋのＲＣ部分に、リコンビネーションにより各種プロモーターを挿入した。
未分化特異的プロモーターとしてｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｔｅｒｔ，Ｒｅｘ１，Ｎａｎｏｇを
、またコントロールとして恒常性プロモーターのＣＡＧ，ＰＧＫをそれぞれ挿入した。
【図１６Ｂ】図７で示したプラスミドのうち、ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ
－ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋのＲＣ部分に、リコンビネーションにより各種プロモーターを挿
入した。未分化特異的プロモーターとしてｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｔｅｒｔ，Ｒｅｘ１，Ｎａ
ｎｏｇを、またコントロールとして恒常性プロモーターのＣＡＧ，ＰＧＫをそれぞれ挿入
したものを作製した。
【図１７Ａ】ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを有するレンチウイル
スベクターをＫｈＥＳ１細胞に感染した細胞におけるＶｅｎｕｓの発現を確認した写真で
ある。左からＧＣＶ処理１，４，７日後の細胞の様子を表す。
【図１７Ｂ】ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを有するレンチウイルスベクター
をＫｈＥＳ１細胞に感染した細胞におけるＶｅｎｕｓの発現を確認した写真である。左か
らＧＣＶ処理１，４，７日後の細胞の様子を表す。
【図１７Ｃ】ＨＳＶ－ｔｋを持たないｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍ
ｙｃｉｎを有するレンチウイルスベクターをＫｈＥＳ１細胞に感染した細胞におけるＶｅ
ｎｕｓの発現を確認した写真である。左からＧＣＶ処理１，４，７日後の細胞の様子を表
す。
【図１７Ｄ】レンチウイルスベクター非感染ＫｈＥＳ１細胞（Ｎｏ　ｖｉｒｕｓ）に感染
した細胞の写真である。左からＧＣＶ処理１，４，７日後の細胞の様子を表す。
【図１８Ａ】ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを有するレンチウイル
スベクターをＤ３細胞に感染した細胞におけるＶｅｎｕｓの発現を確認した写真である。
左からＧＣＶ処理１，４日後の細胞の様子を表す。
【図１８Ｂ】ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを有するレンチウイルスベクター
をＤ３細胞に感染した細胞におけるＶｅｎｕｓの発現を確認した写真である。左からＧＣ
Ｖ処理１，４日後の細胞の様子を表す。
【図１８Ｃ】ＨＳＶ－ｔｋを持たないｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍ
ｙｃｉｎを有するレンチウイルスベクターをＤ３細胞に感染した細胞におけるＶｅｎｕｓ
の発現を確認した写真である。左からＧＣＶ処理１，４日後の細胞の様子を表す。
【図１８Ｄ】レンチウイルスベクター非感染Ｄ３細胞（Ｎｏ　ｖｉｒｕｓ）における写真
である。左からＧＣＶ処理１，４日後の細胞の様子を表す。
【図１８Ｅ】図１８Ａ－Ｄに示した細胞のＧＣＶ処理７日後に、各細胞の細胞生存率をＷ
ＳＴ－８　Ａｓｓａｙにより測定した結果である。各群は左からｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅ
ｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ、ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ、ｓｕｒｖｉｖ
ｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ、非感染のＤ３細胞の各ＧＣＶ濃度投与後
の生存率を示す。
【図１９Ａ】ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを有するレンチウイル
スベクターをＫｈＥＳ１細胞に感染し、分化誘導処理後におけるＶｅｎｕｓの発現を確認
した写真である。左からＧＣＶ処理１，４日後の細胞の様子を表す。
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【図１９Ｂ】ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを有するレンチウイルスベクター
をＫｈＥＳ１細胞に感染し、分化誘導処理後におけるＶｅｎｕｓの発現を確認した写真で
ある。左からＧＣＶ処理１，４日後日後の細胞の様子を表す。
【図１９Ｃ】ＨＳＶ－ｔｋを持たないｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍ
ｙｃｉｎを有するレンチウイルスベクターをＫｈＥＳ１細胞に感染し、分化誘導処理後に
おけるＶｅｎｕｓの発現を確認した写真である。左からＧＣＶ処理１，４日後の細胞の様
子を表す。
【図１９Ｄ】レンチウイルスベクター非感染ＫｈＥＳ１細胞（Ｎｏ　ｖｉｒｕｓ）の、分
化誘導処理後における写真である。左からＧＣＶ処理１，４日後の細胞の様子を表す。
【図１９Ｅ】図１８Ａ－Ｄに示した細胞のＧＣＶ処理７日後に、各細胞の細胞生存率をＷ
ＳＴ－８　Ａｓｓａｙにより測定した結果である。各群は左からｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅ
ｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ、ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ、ｓｕｒｖｉｖ
ｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ、非感染のＫｈＥＳ１細胞の各ＧＣＶ濃度
投与後の生存率を示す。
【図２０】図１７で使用した各レンチウイルスベクター感染未分化ＫｈＥＳ１細胞が分化
多能性を保持しているかについて確認するために、細胞を免疫不全マウス（ＮＯＤ－Ｓｃ
ｉｄ　ｍｏｕｓｅ）に皮下移植してテラトーマ形成実験を行った。得られたテラトーマ切
片のヘマトキシリンーエオジン（ＨＥ）染色像を示す。（Ａ）～（Ｃ）ｓｕｒｖｉｖｉｎ
－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ感染ＫｈＥＳ１細胞で、矢印の部分はそれぞれ（Ａ）
消化管細胞（内胚葉）、（Ｂ）筋細胞・脂肪細胞（破線）（中胚葉）（Ｃ）神経細胞（外
肺葉）を示し、レンチウイルス非感染細胞と同様に三胚葉への分化能を維持していること
を確認した。（Ｄ）～（Ｆ）ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋを感染させたＫｈ
ＥＳ１細胞で、矢印の部分はそれぞれ（Ｄ）消化管細胞（内胚葉）、（Ｅ）軟骨（中胚葉
）（Ｃ）神経細胞（外肺葉）を示し、レンチウイルス非感染細胞と同様に三胚葉への分化
能を維持していることを確認した。
【発明を実施するための形態】
【００３９】
１．本発明のベクターの製造
　本発明のベクターは、標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２
つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、プロ
モーター領域を含むリコンビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該
プロモーター領域が、該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイル
スベクターを当業者周知の遺伝子組み換え技術を用いて作製することにより得ることがで
きる。
【００４０】
２．プロモーターの導入
　本発明のウイルスベクターは、リコンビネーション法を用いて任意の被験プロモーター
領域、又は目的のプロモーター領域を組み込むことができる。リコンビネーションによる
遺伝子導入は、ベクター中のリコンビネーションカセットに使用した遺伝子配列に対応す
るシャトルベクター及びリコンビナーゼを用いることにより、当業者周知の方法を用いて
実施することができる。
【００４１】
３．未分化細胞特異的標識／殺傷方法
　一態様において、未分化細胞特異的なプロモーター領域を用いることによって本発明の
ウイルスベクターは、分化処理後に残存する未分化細胞を特異的に標識し、かつ／又は殺
傷する方法に使用することができる。なお、以下の全ての方法において、「対象の細胞」
とは、幹細胞（例えば、分化処理前の幹細胞、分化処理中の幹細胞など）、又は幹細胞を
分化処理した後の細胞であってもよい。例えば、本発明の方法において本発明のウイルス
ベクターを感染させる「対象の細胞」とは、本発明のベクターを感染させる標的細胞を意
味し、分化誘導処理後に未分化細胞として残存又は発生した場合に除去又は検出すること
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を意図する細胞であれば分化誘導の前後を問わない。また、対象の細胞が、分化処理前の
幹細胞又は分化処理中の幹細胞の場合、本発明のウイルスベクターが感染した細胞の分化
を誘導する分化処理ステップを含んでいてもよい。また、以下の全ての方法において、「
分化処理された細胞」又は「分化処理後の細胞」とは、幹細胞に分化処理を施すことによ
り得られた細胞を意味する。また、以下の全ての方法において、「未分化細胞特異的標識
／殺傷遺伝子発現ベクター」とは、上述の本発明のベクターを意味し、具体的には、標識
遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させ
ることが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、未分化細胞特異的プロモーターを
含むリコンビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモーター領
域が、該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイルスベクターを意
味する。
【００４２】
３．１　未分化細胞特異的標識方法
　例えば、未分化細胞特異的なプロモーター領域を有する本発明のウイルスベクターは、
幹細胞を分化処理した後に残存する又は発生した未分化細胞を特異的に標識する目的で用
いることができる。
【００４３】
　よって、一態様において、本発明は、未分化細胞を特異的に標識することにより、分化
処理した後の細胞に未分化細胞が残存しているか否かを判定する方法に関する。具体的に
は、本発明は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターを対象の細胞に感染
させるステップ、Ｂ）分化処理後の前記細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するス
テップ、及び、Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在
すると判定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定す
る方法に関する。
【００４４】
　前記方法は、既に本発明のベクターが導入された幹細胞を分化誘導処理した細胞、又は
、幹細胞を分化誘導処理して本発明のベクターを導入した細胞を用いることにより、感染
ステップを含んでいなくても良い。即ち、本発明は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷遺
伝子発現ベクターが導入された分化処理後の細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出す
るステップ、及び、Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が
存在すると判定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判
定する方法であってもよい。
【００４５】
　あるいは、本発明の方法は、単に未分化細胞の有無を判定する代わりに、細胞集団に含
まれる標識遺伝子のレベル（量）を指標として、未分化細胞の含有量又は含有割合を決定
する方法であっても良い。具体的には、本発明の方法は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺
傷遺伝子発現ベクターを対象の細胞に感染させるステップ、Ｂ）分化処理後の前記細胞中
における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するステップ、及び、Ｃ）測定され
た前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量（又は割合）を決定するステ
ップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量（又は割合）を決定する方法で
あって、
ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量（又は割合）を示す方法
に関する。
【００４６】
　前記方法は、既に本発明のベクターが導入された幹細胞を分化誘導処理した細胞、又は
、幹細胞を分化誘導処理して本発明のベクターを導入した細胞を用いることにより、感染
ステップを含んでいなくても良い。即ち、本発明は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷遺
伝子発現ベクターが導入された分化処理後の細胞における前記標識遺伝子の発現産物のレ
ベルを測定するステップ、及び、Ｂ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから
、未分化細胞の量（又は割合）を決定するステップを備える、分化処理後の細胞における
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未分化細胞の量（又は割合）を決定する方法であって、ここで、前記標識遺伝子の発現産
物のレベルが、未分化細胞の量（又は割合）を示す方法であってもよい。これらの未分化
細胞の量（又は割合）を決定する方法において、「レベル」とは、通常は前記標識遺伝子
の発現産物の量を示すが、当該量の指標となる他の値（例えば、測定された蛍光強度等）
を用いても良い。また、「測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細
胞の量（又は割合）を決定する」とは、例えば、予め用意された標準細胞における標識遺
伝子の発現産物のレベルと細胞数との検量線から、具体的な想定細胞数を算出することを
意味としてもよいし、他のサンプル又は異なる処理経過時間における測定値との比較にお
いて、未分化細胞の量（又は割合）の多少又は増減として決定することを意味としても良
い。後者の場合、対象との比較において発現産物のレベルが高い場合には未分化細胞の量
（又は割合）が多い（高い）又は増加したと判定し、発現産物のレベルが低い場合には未
分化細胞の量（又は割合）が少ない（低い）又は減少したと判定することができる。
【００４７】
　別の態様において、本発明においては、未分化細胞のみが特異的に標識化され、分化細
胞は標識化されないことから、細胞レベルで分化細胞と未分化細胞を識別可能であること
から、本発明は、分化処理された細胞群に含まれる未分化細胞（又は未分化細胞の位置）
を同定する方法を含む。具体的には、本発明の方法は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷
遺伝子発現ベクターを対象の細胞に感染させるステップ、Ｂ）分化処理後の前記細胞中に
おける前記標識遺伝子の発現産物を測定するステップ、及び、Ｃ）前記標識遺伝子が発現
している細胞（又は当該細胞の位置）が、未分化細胞（又は未分化細胞が存在する位置）
であると同定するステップ、を備える、分化処理後の細胞における未分化細胞（又は未分
化細胞の位置）を同定する方法に関する。
【００４８】
　あるいは、本発明は既に本発明のベクターが導入された幹細胞を分化誘導処理した細胞
、又は、幹細胞を分化誘導処理して本発明のベクターを導入した細胞における、未分化細
胞（又は未分化細胞の位置）を同定する方法であっても良い。即ち、本発明は、Ａ）未分
化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターが導入された分化処理後の細胞中における前
記標識遺伝子の発現産物を測定するステップ、及び、Ｂ）前記標識遺伝子が発現している
細胞（又は当該細胞の位置）が、未分化細胞（又は未分化細胞が存在する位置）であると
同定するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞（又は未分化細胞の位
置）を同定する方法に関する。これらの未分化細胞（又は未分化細胞の位置）を同定する
方法において、前記標識遺伝子の発現産物の測定は、当該発現産物を発現している細胞又
は該細胞の位置が特定できる方法により行われる。
【００４９】
　このように本発明によれば、分化細胞と未分化細胞を細胞レベルで識別可能であること
から、分化誘導後の細胞集団に含まれる未分化細胞は、細胞数として計数することもでき
る。よって本発明は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターを対象の細胞
に感染させるステップ、Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子が発現し
ている細胞数を計数するステップ、及び、Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未
分化細胞の数であると決定するステップを備える、分化処理後の細胞中における未分化細
胞の数を決定する方法に関する。
【００５０】
　あるいは、本発明は既に本発明のベクターが導入された幹細胞を分化誘導処理した細胞
、又は、幹細胞を分化誘導処理して本発明のベクターを導入した細胞における、未分化細
胞数を決定する方法であっても良い。即ち、本発明は、Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷
遺伝子発現ベクターが感染した細胞であって、分化処理後の細胞中における、前記標識遺
伝子が発現している細胞の数を計数するステップ、及び、Ｂ）前記標識遺伝子が発現して
いる細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを備える、分化処理後の細胞中に
おける未分化細胞の数を決定する方法に関する。これらの分化誘導後の細胞集団に含まれ
る未分化細胞数の決定方法は、計数する対象を所定の細胞数の細胞、所定の培養領域、又
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は、所定の培養量とすることにより、所定の細胞数当たりの未分化細胞数、所定の培養領
域当たりの未分化細胞数、又は、所定の培養量当たりの未分化細胞数として決定しても良
い。
【００５１】
　上述の未分化細胞の存在、存在量若しくは細胞数の決定方法、又は同定方法は、経時的
に行うことにより、細胞品質のモニタリング方法として利用することもできる。例えば、
本発明は、
Ａ）分化処理された細胞又は分化処理中の細胞であって、該細胞が未分化細胞特異的標識
／殺傷遺伝子発現ベクターが導入され、分化誘導処理された細胞における、前記標識遺伝
子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存又は発生してい
ると判定するステップを備える、幹細胞の分化処理後の未分化細胞のモニタリング方法を
含む。
【００５２】
　また、本発明のモニタリング方法は、２以上の時点においてこれらの方法を実施し、過
去の値と比較することで未分化細胞の増減又は発生の経時的変化を確認することができる
。特に、本発明の標識遺伝子が非侵襲的に検出可能である場合、該モニタリングは細胞を
培養しながら、又は、細胞を生体内に移植後もリアルタイムでモニタリングすることがで
きる。よって、本発明の方法は、Ａ）分化処理された細胞又は分化処理中の細胞であって
、該細胞が未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターが導入された細胞における、
前記標識遺伝子の発現産物を検出し、レベルを測定し、同定し、又は、測定するステップ
、Ｂ）前記Ａ）とは異なる時間において前記Ａ）のステップを実施するステップ、Ｃ）前
記Ａ）で決定された結果と比較した前記Ｂ）で決定された結果が前記標識遺伝子の発現産
物が検出又は増加することを意味する場合には、未分化細胞が発生又は増加していると判
定し、あるいは、前記Ａ）で決定された結果と比較した前記Ｂ）で決定された結果が前記
標識遺伝子の発現産物が同程度であることを意味する場合には未分化細胞が残存している
判定するステップを備える、分化処理後又は分化処理中の細胞における未分化細胞残存又
は発生の有無のモニタリング方法に関する。
【００５３】
　本発明は更に、分化処理後の細胞を体内に移植した後に発生する未分化細胞をモニタリ
ングする方法を含む。具体的には、本発明は、Ａ）分化処理された細胞であって、該細胞
が未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターが導入された細胞（以下、「移植細胞
」という）を移植された患者における、前記標識遺伝子の発現産物を検出し、レベルを測
定し、同定し、又は、測定するステップ、Ｂ）前記ステップにより決定された結果が前記
標識遺伝子の発現産物が検出又は増加することを意味する場合には、未分化細胞が発生又
は増加していると判定するステップを備える、移植細胞中における未分化細胞残存又は発
生の有無のモニタリング方法に関する。なお、これらのモニタリング方法において、「決
定された結果が前記標識遺伝子の発現産物が検出又は増加することを意味する」か否かは
、上述の未分化細胞の存在、存在量若しくは細胞数の決定方法、又は同定方法に従って決
定することができる。
【００５４】
３．２　未分化細胞特異的標識／殺傷方法
　別の態様において、未分化細胞特異的なプロモーター領域を有する本発明のウイルスベ
クターは、分化処理後に残存する未分化細胞を特異的に殺傷する方法に用いることができ
る。
【００５５】
　具体的には、本発明は、未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターを対象の細胞
に感染させるステップ、及び、分化処理後に残存する未分化細胞を殺傷遺伝子により殺傷
せしめるステップを備える、分化処理後に残存する又は発生した未分化細胞を殺傷又は除
去する方法であってもよい。殺傷遺伝子が薬剤依存性又は誘導性殺傷遺伝子ではない場合



(24) JP WO2015/107888 A1 2015.7.23

10

20

30

40

50

、対象の細胞は分化誘導後の細胞である。
【００５６】
　また、殺傷遺伝子として、薬剤依存性殺傷遺伝子（薬剤依存性自殺遺伝子を含む、本明
細書全体において同様）を用いる場合、本発明の方法は、薬剤依存性殺傷遺伝子の発現を
誘導する薬剤の投与ステップを含む。よって、本発明は、Ａ）標識遺伝子と薬剤依存性殺
傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可
能な配列を介して結合した核酸配列、及び、未分化細胞特異的プロモーターを含むリコン
ビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモーター領域が、該標
識遺伝子及び該薬剤依存性殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイルスベクター（以
下、本明細書において「未分化細胞特異的標識／薬剤依存性殺傷遺伝子発現ベクター」と
いう）を対象の細胞に感染させるステップ、及びＢ）分化処理後の前記細胞に前記薬剤依
存性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与することにより残存する未分化細胞を薬剤
依存性殺傷遺伝子により殺傷せしめるステップを備える、幹細胞の分化処理後に残存する
又は発生した未分化細胞を殺傷又は除去する方法であってもよい。このように殺傷遺伝子
として薬剤依存性殺傷遺伝子を用いる場合、対象の細胞は分化処理前又は分化処理中の幹
細胞であってもよいし、分化処理後の細胞であっても良い。
【００５７】
　あるいは、殺傷遺伝子として薬剤依存性殺傷遺伝子を用いる場合、分化処理後に残存す
る未分化細胞を特異的に殺傷する方法は、既に本発明のウイルスベクターが導入された分
化誘導処理後の細胞に対して、未分化細胞特異的に殺傷する薬剤を投与することにより行
うこともできる。即ち、本発明は、分化処理された細胞であって、該細胞が未分化細胞特
異的標識／薬剤依存性殺傷遺伝子発現ベクターが導入された細胞に前記薬剤依存性殺傷遺
伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与することにより残存する未分化細胞を殺傷遺伝子によ
り殺傷せしめるステップを備える、分化処理後に残存する又は発生した未分化細胞を除去
する方法であってもよい。
【００５８】
　別の態様において、本発明の方法は、分化誘導処理後に患者の体内に移植した細胞にお
いて残存又は発生した未分化細胞を除去する方法であっても良い。即ち、本発明の方法は
、Ａ）幹細胞から分化処理された細胞であって、該細胞が未分化細胞特異的標識／薬剤依
存性殺傷遺伝子発現ベクターが導入された細胞（以下、「移植細胞」という）を移植され
た患者に前記薬剤依存性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを備える
、移植細胞中に残存し又は移植細胞中で発生した未分化細胞を殺傷又は除去する方法であ
ってもよい。
【００５９】
　薬剤依存性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤の投与量は、各薬剤依存性殺傷遺伝子の
種類に応じて適宜選択することができるが、好ましくは、前記薬剤依存性殺傷遺伝子が毒
性を発揮可能な量であり、より好ましくは、前記薬剤依存性殺傷遺伝子が発現している細
胞を殺傷可能な量である。
【００６０】
　あるいは、殺傷遺伝子として、誘導性殺傷遺伝子を用いる場合、本発明の方法は、誘導
性殺傷遺伝子の発現を誘導する薬剤の投与ステップを含む。よって、本発明は、Ａ）標識
遺伝子と誘導性殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発
現させることが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、未分化細胞特異的プロモー
ターを含むリコンビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモー
ター領域が、該標識遺伝子及び該薬剤依存性殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイ
ルスベクター（以下、本明細書において「未分化細胞特異的標識／誘導性殺傷遺伝子発現
ベクター」という）を対象の細胞に感染させるステップ、及びＢ）分化処理後の前記細胞
に前記誘導性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な刺激を付加することにより残存する未分化細
胞を誘導性殺傷遺伝子により殺傷せしめるステップを備える、幹細胞の分化処理後に残存
する又は発生した未分化細胞を殺傷又は除去する方法であってもよい。このように殺傷遺
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伝子として誘導性殺傷遺伝子を用いる場合、対象の細胞は分化処理前又は分化処理中の幹
細胞であってもよいし、分化処理後の細胞であっても良い。
【００６１】
　あるいは、殺傷遺伝子として誘導性殺傷遺伝子を用いる場合、分化処理後に残存する未
分化細胞を特異的に殺傷する方法は、既に本発明のウイルスベクターが導入された分化誘
導処理後の細胞に対して、未分化細胞特異的に殺傷する薬剤を投与することにより行うこ
ともできる。即ち、本発明は、分化処理された細胞であって、該細胞が未分化細胞特異的
標識／誘導性殺傷遺伝子発現ベクターが導入された細胞に前記誘導性殺傷遺伝子が毒性を
発揮可能な薬剤を投与することにより残存する未分化細胞を殺傷遺伝子により殺傷せしめ
るステップを備える、分化処理後に残存する又は発生した未分化細胞を除去する方法であ
ってもよい。
【００６２】
　前記の各方法（３．１及び３．２に記載の方法、ただし、移植細胞の標識／殺傷方法は
除く）は、必要に応じて感染させるステップ（又は、必要に応じて分化処理するステップ
）の後に、該細胞を患者の必要な臓器又は組織に移植するステップを含んでよいし、該移
植ステップを含まず全ての工程がｉｎ　ｖｉｔｒｏで行われてもよい。よって、上述にお
いて「分化処理された細胞」又は「分化処理後の細胞」は、移植前であってもよいし、移
植後であってもよい。移植後に薬剤を投与する場合には、通常の医薬品における薬剤の投
与方法に準じて行うことができ、例えば、経口投与形態、又は注射剤、点滴剤等の非経口
投与形態で投与することができる。薬剤を哺乳動物等に投与する場合、錠剤、散剤、顆粒
剤、シロップ剤等として経口投与してもよいし、又は、注射剤、点滴剤として非経口的に
投与してもよい。投与量は、移植した細胞の数、組織又は部位、移植からの経過期間、残
存し又は発生した未分化細胞の量、患者の年齢、体重及び性別、投与ルート、投与形態、
選択した薬剤依存性自殺遺伝子と薬剤の種類等により適宜設定することができ、例えば、
通常成人１回当たり５０～５００ｍｇを１～数回に分けて投与することができる。
【００６３】
４．未分化細胞特異的プロモーターのスクリーニング方法
　一態様において、本発明は、本発明のウイルスベクターを用いた、被験プロモーターの
未分化細胞における活性を測定する方法に使用することができる。
【００６４】
　例えば、本発明の方法は、
Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターのプロモーター領域に被験プロモー
ターを組み替えて被験プロモーターを有するウイルスベクターを作製するステップ、
Ｂ）被験プロモーターを有するウイルスベクターを対象の細胞に感染させるステップ、
Ｃ）分化誘導処理後の前記細胞における前記標識遺伝子の発現を検出するステップ、
Ｄ）分化誘導処理後の前記細胞が未分化細胞であるか、分化細胞であるかを識別するステ
ップ、及び
Ｅ）被験プロモーターが未分化細胞に特異的であるか否かを判定するステップを備える、
未分化細胞特異的プロモーターのスクリーニング方法であって、
　ここで、該判定が、未分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発現が
検出される割合が高く、かつ、分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の
発現が検出される割合が低い場合、該被験プロモーターは未分化細胞に特異的であると判
定することにより行われる方法に関する。
【００６５】
　前記スクリーニング方法は、例えば、以下の方法であってもよい：
Ａ）未分化細胞特異的標識／殺傷遺伝子発現ベクターのプロモーター部分に被験プロモー
ターを組み替えて被験プロモーターを有するウイルスベクターを作製するステップ、
Ｂ）被験プロモーターを有するウイルスベクターを未分化細胞（例えば、ＥＳ細胞又はｉ
ＰＳ細胞）に感染させるステップ、
Ｃ）前記未分化細胞を分化させるステップ、
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Ｄ）分化誘導処理後の各細胞における前記標識遺伝子の発現を検出するステップ、
Ｅ）分化誘導処理後の各細胞が未分化細胞であるか、分化細胞であるかを識別するステッ
プ、及び
Ｆ）被験プロモーターが未分化細胞に特異的であるか否かを判定するステップを備える、
未分化細胞特異的プロモーターのスクリーニング方法であって、
　ここで、該判定が、未分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発現が
検出される割合が高く、かつ、分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の
発現が検出される割合が低い場合、該被験プロモーターは未分化細胞に特異的であると判
定することにより行われる方法に関する。
【００６６】
　前記方法において、分化誘導処理後の各細胞が未分化細胞であるか、分化細胞であるか
を識別するステップは、アルカリフォスファターゼ染色、ＳＳＥＡ３染色、ＳＳＥＡ４染
色、Ｔｒａ－１－６０染色、及び／又はＴｒａ－１－８１染色に陽性を示す細胞；Ｏｃｔ
３／４、Ｎａｎｏｇ、Ｓｏｘ２、Ｃｒｉｐｔｏ、Ｄａｘ１、ＥＲａｓ、Ｆｇｆ４、Ｅｓｇ
１、Ｒｅｘ１、ｚｆｐ２９６、ＵＴＦ１、ＧＤＦ３、Ｓａｌｌ４、Ｔｂｘ３、Ｔｃｆ３、
ＤＮＭＴ３Ｌ、及び／又はＤＮＭＴ３Ｂ遺伝子を発現している細胞；ｍｉＲ－２９０、及
び／又はｍｉＲ－３０２を発現している細胞を未分化細胞とし、該染色に陰性を示す細胞
又は該遺伝子を発現していない細胞を分化細胞として識別することにより行うことができ
る。
【００６７】
　本発明のスクリーニング方法において、未分化細胞として識別された細胞において前記
標識遺伝子の発現が検出される「割合が高く」分化細胞として識別された細胞において前
記標識遺伝子の発現が検出される「割合が低い」か否かは、分化細胞と未分化細胞におけ
る前期標識遺伝子の発現レベルを比較し、未分化細胞における前期標識遺伝子の発現レベ
ルが分化細胞における前期標識遺伝子の発現レベルよりも高いことを意味する。具体的に
は、未分化細胞における前期標識遺伝子の発現レベルが分化細胞における前期標識遺伝子
の発現レベルよりも統計学的有意差をもって高い場合に、未分化細胞として識別された細
胞において前記標識遺伝子の発現が検出される「割合が高く」分化細胞として識別された
細胞において前記標識遺伝子の発現が検出される「割合が低い」と判定することができる
。
【００６８】
５．本発明のベクターの感染
　上述の本発明の方法において、本発明のウイルスベクターは分化処理前又は分化処理中
の幹細胞（例えば、ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞等の多能性幹細胞）、あるいは分化処理後の
細胞に感染させることができる。本発明のベクターの細胞毒性が薬剤依存性である場合、
プロモーター活性を発揮する細胞であっても薬剤不添加の条件下では本発明のベクターが
細胞毒性を発揮することはない。そのため、導入ベクターの細胞毒性による分化処理前の
幹細胞への障害を理由として分化処理ステップと感染ステップの前後関係が制限されるこ
とない。よって、本発明のベクターのこのような特徴は、全ての対象の細胞への感染を確
実とするために最適なタイミングで感染の時期を選択することを可能とする。例えば、感
染は、ｉｎ　ｖｉｔｒｏで分化処理の前に行われる。あるいは、本発明のウイルスベクタ
ーは、幹細胞の分化処理後に感染させてもよい。好ましくは、本発明のウイルスベクター
は、分化処理前に感染させる。また、本発明の方法が移植ステップを含む場合、全ての対
象の細胞への感染を確実とするため、感染は移植の前に行われる。感染は、使用するウイ
ルスベクターの種類及び性質に応じて、適宜ウイルスベクター数や感染期間を選択し、当
業者周知の方法を用いて実施することができる。例えば、感染はＭＯＩ１～１０００の範
囲で行うことができ、好ましくは、ＭＯＩ１０～１００の範囲で行うことができる。
【００６９】
６．分化処理ステップ
　よって、例えば、本発明の方法は、標識遺伝子と薬剤依存性自殺遺伝子とが２Ａ配列を



(27) JP WO2015/107888 A1 2015.7.23

10

20

30

40

50

介して結合した核酸配列、及び、未分化細胞特異的プロモーター領域を含むリコンビネー
ションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモーター領域が、該標識遺伝
子及び該薬剤依存性自殺遺伝子を発現可能に連結されているウイルスベクターを未分化細
胞（例えば、ＥＳ細胞又はｉＰＳ細胞等の多能性幹細胞）に感染させることにより行われ
る感染ステップの前、後、又は該感染ステップと同時に、更に、前記未分化細胞を分化細
胞へと誘導させるステップ（分化処理ステップ）を含んでいてもよい。細胞の分化誘導処
理は、未分化細胞に分化誘導のための分化誘導物質を接触させ、適切な培養条件により培
養することにより行うことができる。分化誘導処理のための各種培養条件、及び培養方法
が報告されており、使用する細胞及び分化させようとする細胞の種類に応じて適宜選択す
ることができる。
【００７０】
７．標識遺伝子の検出、同定、測定
　前記標識遺伝子の発現産物の検出、同定、又はレベルの測定方法は、使用する標識遺伝
子に応じて適宜選択することができる。例えば、蛍光遺伝子を使用する場合、発現産物の
検出は、蛍光検出装置、フローサイトメトリー、又はリアルタイム蛍光検出装置等を用い
て実施することができる。
【００７１】
　以下、本発明をより詳細に説明するため実施例を示すが、本発明はこれに限定されるも
のではない。なお、本願全体を通して引用される全文献は参照によりそのまま本願に組み
込まれる。
【実施例】
【００７２】
（実施例１）　レンチウイルスベクタープラスミドの作製
（１）　レンチウイルスベクタープラスミドの設計
　作成するベクターの概略図を図１に示す。ベクターの基盤としてレンチウイルスベクタ
ーを使用し、プロモーター部分に以下のようなリコンビネーションカセット（ＲＣ）を用
いた。これはΛファージが大腸菌染色体へ侵入する際に関与する部位特異的組換えシステ
ムを利用し、ベクター間で改変したａｔｔ配列に挟まれたＤＮＡ配列の交換反応を行う（
Ｊａｍｅｓ，Ｌ．ら　（２０００）Ｇｅｎｏｍｅ　Ｒｅｓ．１０：　１７８８－１７９５
）。ＲＣ部分は組換え時に特異的に相互作用するＤＮＡ配列（ａｔｔ　Ｒ配列）が両端に
あり、その間にクロラムフェニコール耐性遺伝子（ＣＭＲ）と大腸菌自殺遺伝子であるｃ
ｃｄＢを有する。ＲＣをプロモーター部位に挿入したレンチウイルスベクターと、様々な
プロモーター配列をＲＣのａｔｔ　Ｒ配列に対応するａｔｔ　Ｌ配列間にクローニングし
た遺伝子組み換え用シャトルベクタープラスミドを作製した（図１及び図２Ａ）。レンチ
ウイルスベクターのａｔｔ　Ｒ配列とシャトルベクターのａｔｔ　Ｌ配列とを反応させる
ＬＲ　ｃｌｏｎａｓｅを使用することにより、レンチウイルスベクターにプロモーター配
列を組換えることを可能とした（図２Ｂ）。これにより、様々なプロモーターを簡便に入
れ替えることができ、各種プロモーターの未分化細胞／腫瘍化細胞における活性について
検証を行うことを可能とした。
【００７３】
（２）蛍光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子
　プロモーター部分の下流に目的細胞への遺伝子導入を可視化するための蛍光タンパク質
（図３及び８）と、遺伝子が導入された細胞を薬剤により選択的に殺傷可能とするための
自殺遺伝子（図５及び８）とを組み合わせた遺伝子カセットを挿入した（図１及び７－９
）。
【００７４】
　蛍光タンパク質としては、近赤外蛍光タンパク質であるＴＡＧＦＰ６３５の１００倍程
度の蛍光強度を持つｍＫａｔｅ２、及び発光クラゲに由来する緑色蛍光タンパク質である
Ｇｒｅｅｎ　Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔ　Ｐｒｏｔｅｉｎ（ＧＦＰ）の発光効率などが改良
されたＶｅｎｕｓの２種類を使用し、目的に応じて使い分けられるようにした。
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【００７５】
　自殺遺伝子としては、以下の３種類を使用した。
（Ｉ）ＨＳＶ－ｔｋ
　ＨＳＶ－ｔｋはＧＣＶに感受性があり、自殺遺伝子として働くことが報告されている（
Ｙａｓｕｈｉｒｏ　ＴＥＲＡＺＡＫＩら（２００３）　Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　３７：１
５５－６３）。ＨＳＶ－ｔｋ発現細胞をＧＣＶを含む培地で培養すると、ＧＣＶはＨＳＶ
－ｔｋによりリン酸化され、さらにヒト細胞内の内在性キナーゼによりリン酸化され、最
終的に強い毒性を有するガンシクロビル三リン酸（ＧＣＶ－３Ｐ）となり、ＧＣＶ－３Ｐ
はＤＮＡ合成を阻害するためＨＳＶ－ｔｋ遺伝子導入細胞が死滅する。一方、ＨＳＶ－ｔ
ｋを発現しない細胞ではＧＣＶはＧＣＶ－３Ｐに変換されないため毒性を示さない。さら
にこのシステムの長所として、上記のようにＧＣＶ－３Ｐの細胞殺傷作用はＤＮＡ合成阻
害であるため、多くの正常細胞は体内では細胞分裂はしていないか限定的であるため、例
え正常細胞にＨＳＶ－ｔｋが導入されて発現しても細胞障害は無いか軽微であり、異常に
恒常的な細胞分裂が起こっている腫瘍細胞を優位に特異的に殺傷していくという、高度な
腫瘍選択制が上げられる。よってＨＳＶ－ｔｋ遺伝子を腫瘍特異的プロモーター、あるい
は未分化特異的プロモーターで発現させた場合、そのプロモーターの特異性とＨＳＶ－ｔ
ｋ／ＧＣＶ自体の特異性という二重の特異性により、非常に高度な腫瘍細胞や幹細胞の未
分化細胞に対する特異性を保持させることが期待できる。またＨＳＶ－ｔｋのもう一つの
利点として腫瘍細胞に対してはバイスタンダード効果という、ＨＳＶ－ｔｋ遺伝子が導入
されていない周辺の腫瘍細胞の多くも殺傷されるという強力な腫瘍治療効果がよく知られ
ている。従って、ＨＳＶ－ｔｋとＧＣＶとの組み合わせにより、細胞分裂が旺盛な細胞（
腫瘍細胞や幹細胞の未分化細胞など）選択的に殺傷作用を強力に引き起こすことができる
。
【００７６】
（ＩＩ）ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ／ＡＺＴ
　ＨＳＶ－ｔｋは非常に高い殺傷効果を有するが、単純ヘルペス由来であるためヒトの体
内において免疫応答が起こり、細胞内に導入された遺伝子を排除するという問題も推察さ
れる。そこで、ヒト由来の酵素Ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ　Ｋｉｎａｓｅ（ｔｍｐｋ）と３
’－ａｚｉｄｏ－３’－ｄｅｏｘｙｔｈｙｍｉｄｉｎｅ（ＡＺＴ）とを組み合わせる方法
についても検討を行った。プロドラッグであるＡＺＴは、リン酸化されてＡＺＴ三リン酸
（ＡＺＴ－３Ｐ）に変換される。ＡＺＴ－３Ｐはヒト免疫不全ウイルス（ＨＩＶ）の複製
や、真核生物のＤＮＡの合成を阻害する（Ｆｅｉ　ＣＨＥＮら　（２０１３）　Ｂｉｏｍ
ａｔｅｒｉａｌｓ　３４：１７０１－１１）。ＡＺＴから毒性を持つＡＺＴ－３Ｐへの転
換における律速酵素は、ＡＺＴ一リン酸（ＡＺＴ－ＭＰ）からＡＺＴ二リン酸（ＡＺＴ－
ＤＰ）への変換を触媒する細胞性Ｔｈｙｍｉｄｙｌａｔｅ　Ｋｉｎａｓｅ（ｔｍｐｋ）で
ある。ｔｍｐｋの酵素効率は低いが、最小限に遺伝子改変を加えてＡＺＴ－ＭＰへの作用
が２００倍であるｔｍｐｋ（Ｆ１０５Ｙ）が報告されている（１３；１４）。本実験にお
いては、この遺伝子改良型ｔｍｐｋを使用した。またｔｍｐｋは自殺遺伝子としての上記
のＨＳＶ－ｔｋに記載した長所は全て保持していると思われ、さらなる長所として、さら
に高い腫瘍細胞や未分化細胞の殺傷効果と、異種蛋白由来の免疫誘導がない、ということ
が考えられる。但しｔｍｐｋを幹細胞に応用した報告は、当該発明のベクターシステムに
限らずこれまで全くない。
【００７７】
（ＩＩＩ）ｉＣａｓｐａｓｅ９／Ｄｉｍｅｒｉｓｅｒ
　上述の２遺伝子と異なり、アポトーシスを誘導することで細胞死を引き起こす遺伝子で
ある。Ｃａｓｐａｓｅはアポトーシスのシグナル伝達を構成している。ミトコンドリアか
らのカスパーゼ経路の初期に関わるＣａｓｐａｓｅ－９は、通常ＡＫＴなどによりリン酸
化され不活性化された状態にある。ミトコンドリアからの刺激により不活性型のＣａｓｐ
ａｓｅ－９が活性化され、Ｃａｓｐａｓｅ－３やＣａｓｐａｓｅ－７を活性化することで
アポトーシスを引き起こす。Ｃａｓｐａｓｅ－９の活性化を任意のタイミングで制御する
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ため、薬剤誘導性のＣａｓｐａｓｅ－９の活性化システムを用いた。これはＣａｓｐａｓ
ｅ－９遺伝子とヒトＦＫ５０６結合蛋白（ＦＫＢＰ）蛋白遺伝子の融合タンパク質である
ｉＣａｓｐａｓｅ９（ｉＣａｓｐ９）を目的細胞に遺伝子導入・発現させた後、ＦＫＢＰ
と結合する細胞膜透過性低分子化合物であるＡＰ２０１８７（クロンテック社）を培地に
添加して、Ｃａｓｐａｓｅ－９二量体を形成させ、活性化させることによりアポトーシス
を誘導し、細胞死を引き起こすことができる（Ｃａｒｌｏｓ　Ａ　Ｒａｍｏｓら（２０１
０）Ｓｔｅｍ　Ｃｅｌｌｓ２８：１１０７－１５）。
【００７８】
（３）ＨＳＶ－ｔｋ又はｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋを有するレンチウイルスベクタープラスミ
ドの構築
　プラスミドの構築は、以下に詳細を示すように２段階に分けて行った。即ち、リコンビ
ネーションカセット（ＲＣ）を挿入したレンチウイルスベクターの作製（図１Ａ）と、蛍
光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子カセットの作製（図１Ｂ）とを行い、これを最終的に組
み合わせてレンチウイルスベクタープラスミドとした（図１Ｃ）。
【００７９】
（３－１）ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓの作製
　レンチウイルスベクタープラスミドであるｐＬｅｎｔｉ６－Ｖ５－ＲＣ－ＬａｃＺ（Ｉ
ｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）をＭｌｕＩサイトで切断し、Ｖ５－ＬａｃＺ領域を除去したもの
を基本のベクタープラスミドとした。制限酵素で切断した後に平滑末端化を行い、Ｇａｔ
ｅｗａｙ（登録商標）プラスミド（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）からリコンビネーションカ
セット部分を挿入して、ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓを構築した（図２）。このカセッ
ト部位にリコンビネーション反応を用いて種々のプロモーター配列を挿入することができ
る。
【００８０】
（３－２）蛍光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子（ＨＳＶｔｋ／ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ）カ
セットの作製
　上述において作製したｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓのＲＣカセットの下流に挿入する
ための遺伝子カセットを以下の方法により作製した。遺伝子カセットは、蛍光タンパク質
と自殺遺伝子が２Ａ配列を介して結合されたものとした。
【００８１】
（Ａ）蛍光タンパク質－２Ａ
　赤色蛍光タンパク質ｍＫａｔｅ２及び緑色蛍光タンパク質Ｖｅｎｕｓの２種類を使用し
た。ｍＫａｔｅ２は、５’側にＡｇｅＩ、３’側にＢＧＩ　ＩＩサイトを付加したプライ
マーを設計し（表１）、ＰＣＲ法により増幅した後、ＰＣＲ産物クローニング用ベクター
であるｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）にクローニング
してｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ－ｍＫａｔｅ２を構築した（図３Ａ）。クローニング後、ｐＧ
ＥＭ－Ｔｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒ内のクローニング部位の両端にあるプライマー配列より
、５’側のＴ７及び３’側のＭ１３Ｒを用いてシークエンス解析を行った。次に、ｐＧＥ
Ｍ－Ｔｅａｓｙ－ｍＫａｔｅ２から、ＮｏｔＩ／ＢｇｌＩＩでｍＫａｔｅ２を切り出した
（図４Ａ）。５’側にＢｇｌＩＩ、３’側にＢａｍＨＩサイトの突出末端を持つ合成二本
鎖２Ａ配列ＤＮＡオリゴをＢｇｌＩＩ／ＢａｍＨＩで切断したｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－２（
ＳＩＧＭＡ）へ挿入したｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－２Ａを構築し、このｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－
２Ａも同様にＮｏｔ　Ｉ／ＢｇｌＩＩで切断し、ＣＭＶプロモーターと２Ａ配列の間にｍ
Ｋａｔｅ２を挿入してｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２Ａを構築した（図４Ａ）。
【００８２】
　Ｖｅｎｕｓも同様に５’側にＮｏｔＩ、３’側にＢａｍＨＩサイトを付加したプライマ
ーを設計して（表１）、ＰＣＲ法により増幅した後、ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏ
ｒにクローニングしてｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ－Ｖｅｎｕｓを構築した。クローニング後、
前記プライマーを用いてシークエンス解析を行った。次に、ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ－Ｖｅ
ｎｕｓから、ＮｏｔＩ／ＢａｍＨＩサイトでＶｅｎｕｓを切り出し（図４Ｂ）、ｍＫａｔ
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ｅ２と同様にｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－２Ａに挿入してｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２
Ａを構築した（図４Ｂ）。
【００８３】
（Ｂ）自殺遺伝子（ＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ）
　ＨＳＶ－ｔｋは、プライマーを作製して（表１）、ＰＣＲ法により増幅した後、クロー
ニング用ベクターであるｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒにクローニングしてｐＧＥ
Ｍ－Ｔｅａｓｙ－ＨＳＶ－ｔｋを構築した（図３）。クローニング後、ｍＫａｔｅ２、Ｖ
ｅｎｕｓと同様に前記プライマーでシークエンス解析を行った。次に、ｐＧＥＭ－Ｔｅａ
ｓｙ－ＨＳＶｔｋを、ＨＳＶ－ｔｋの３’側のＳＰＥＩで切断した後、平滑末端化し、Ｈ
ＳＶ－ｔｋの５’側のＢａｍＨＩで切断してＨＳＶ－ｔｋを得た（図５Ａ）。
【００８４】
　ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋは、ＨＳＶ－ｔｋと同様にプライマーを作製して（表１）、ＰＣ
Ｒ法により増幅した後、ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ　ｖｅｃｔｏｒにクローニングしてｐＧＥ
Ｍ－Ｔｅａｓｙ－ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋを構築した（図３Ｄ）。クローニング後、ｍＫａ
ｔｅ２－Ｖｅｎｕｓと同様に前記プライマーを用いてシークエンス解析を行った。次に、
ｐＧＥＭ－Ｔｅａｓｙ－ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋから、５’側のＢａｍＨＩと３’側のＳｍ
ａＩ（ｂｌｕｎｔ　ｅｎｄ）で切断することにより、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋを得た（図５
Ａ）。
【００８５】
【表１】

【００８６】
（Ｃ）蛍光タンパク質－２Ａ＋自殺遺伝子
　（Ｂ）で得られた遺伝子断片を（Ａ）で作製したプラスミドに挿入し、蛍光タンパク質
－２Ａ－自殺遺伝子の発現カセットを持つベクタープラスミドの作製を行った。
　ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２Ａ及びｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ
は、３’側ＢｓｔＸＩで切断した後、平滑末端化し、５’側をＢａｍＨＩで切断して切り
出した（図５Ｂ）。（Ｂ）で得られたＨＳＶ－ｔｋ又はｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋを２Ａの３
’側へ挿入し、４種類のプラスミド、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ＨＳＶ
ｔｋ、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ｔｍｐｋ、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅ
ｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶｔｋ、及びｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｔｍｐｋを構
築した。
【００８７】
（３－３）ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓ＋蛍光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子のプラス
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　上述のとおり作製したＲＣカセットを持つｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓに、上述のと
おり作製した蛍光タンパク質－２Ａ－自殺胃遺伝子の発現カセットを挿入し、モニターベ
クタープラスミドを完成させた。
　ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓを３’側ＫｐｎＩで切断した。ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋを
持つｐｌａｓｍｉｄとのライゲーション用に、５’側をＡｇｅＩで切断した（図６Ａ）。
また、ＨＳＶ－ｔｋを有する２種類のプラスミドとのライゲーションに使用するために、
３’側をＫｐｎＩで切断後、平滑末端化を行い、５’側をＡｇｅＩで切断した（図７Ａ）
。
　また、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ｔｍｐｋ、及びｐＦｌａｇ－ＣＭＶ
－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｔｍｐｋは、５’側をＡｇｅＩ、３’側をＫｐｎＩで切断し、それ
ぞれ、ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ｔｍｐｋ、及びＶｅｎｕｓ－２Ａ－ｔｍｐｋ部分を切り出し
た（図６Ｂ）。ＨＳＶｔｋは内部にＫｐｎＩ切断サイトを持つため、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ
－ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ＨＳＶｔｋ、及びｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳ
Ｖｔｋは５’側をＡｇｅＩ、３’側をＰｍｅＩ（ブラントエンド）で切断し、それぞれ、
ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ＨＳＶｔｋ、及びＶｅｎｕｓ２－２Ａ－ＨＳＶｔｋを切り出した（
図７Ｂ）。
　これらをそれぞれ組み合わせてライゲーションすることにより、ｐＬｅｎｔｉ－ＲＣ－
ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ｔｍｐｋ、ｐＬｅｎｔｉ－ＲＣ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｔｍｐｋ、ｐ
Ｌｅｎｔｉ－ＲＣ－ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ＨＳＶｔｋ、及び、ｐＬｅｎｔｉ－ＲＣ－Ｖｅ
ｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶｔｋを作製した。
【００８８】
（４）ｉＣａｓｐａｓｅ９を有するレンチウイルスベクタープラスミド（ｐＬｅｎｔｉ６
－ｉＣａｓｐａｓｅ９－２Ａ－蛍光タンパク質）の構築
　ｉｎｄｕｃｅｄ－Ｃａｓｐａｓｅ９（ｉＣａｓｐ９－２Ａの配列を持つプラスミド（Ｂ
ｒｅｎｎｅｒ博士から譲渡）から、ｉＣａｓｐ９－２Ａの領域をサブクローニングし、Ｉ
ｎ－Ｆｕｓｉｏｎ（登録商標）ＨＤ　Ｃｌｏｎｉｎｇ　ＫＩＴ（ＴＡＫＡＲＡ　ＢＩＯ社
）を用いてプラスミドを構築した。本ＫＩＴはＰＣＲで調整したＤＮＡ断片や線状化した
ベクターを、各ＤＮＡ断片末端の相同な１５塩基を正確に認識してクローニングすること
ができ、複数のＤＮＡ断片をあらゆるベクターへ迅速にクローニングできる（Ｚｈｕ　Ｂ
ら　（２００７）Ｂｉｏｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ．　４３（３）：３５４－９）。そこで、
記述のｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩＳのＲＣの下流にｉＣａｓｐ９－２Ａ－Ｖｅｎｕｓ又
はｉＣａｓｐ９－２Ａ－ｍＫａｔｅ２を挿入するため、ｉＣａｓｐ９－２Ａの前後、及び
ＶｅｎｕｓとｍＫａｔｅ２の前後にそれぞれお１５０ｂｐのプライマーを設計し、ＰＣＲ
を行った（図８、表２）。
　その後、ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ＢＩｓ、ｉＣａｓｐ９－２ＡのＤＮＡ配列と、Ｖｅｎ
ｕｓ又はｍＫａｔｅ２を混合して酵素反応させることにより、２種類のプラスミド、ｐＬ
ｅｎｔｉ６－ＲＣ－ｉＣａｓｐ９－２Ａ－Ｖｅｎｕｓ、及びｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－ｉＣ
ａｓｐ９－２Ａ－ｍＫａｔｅ２を完成させた。
【００８９】
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【表２】

【００９０】
（５）プラスミドの機能確認
　蛍光タンパク質－２Ａ－自殺遺伝子の発現カセットを持つプラスミドは、作成の各段階
でＨＥＫ２９３細胞に導入して評価することにより、蛍光の発現確認を行った。ＨＳＫ２
９３細胞は６ウェルプレートに６×１０５細胞／ウェルで播種し、翌日にプラスミドを２
ｍｇ／ウェルで、Ｐｏｌｙｆｅｃｔ　Ｔｒａｎｓｆｅｃｔｉｏｎ　Ｒｅａｇｅｎｔ　Ｋｉ
ｔ（ＱＩＡＧＥＮ社）を用いて製造者提供のプロトコルに従って遺伝子導入を行った。遺
伝子導入の４８時間後に蛍光顕微鏡で蛍光の発現を確認した。
【００９１】
（６）結果
　ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２，　ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａを
ＨＥＫ２９３細胞に導入し、蛍光タンパク質の発現について評価を行った結果、恒常性プ
ロモーターであるＣＭＶの制御下で、ｍＫａｔｅ２及びＶｅｎｕｓが正常に発現すること
が確認された（図９）。また、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ２－２Ａ－ＨＳＶｔｋ、
ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶｔｋ、ｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－ｍＫａｔｅ
２－２Ａ－Ｈｕｍａｎ　ｔｍｐｋ、及びｐＦｌａｇ－ＣＭＶ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－Ｈｕｍ
ａｎ　ｔｍｐｋについても同様にＨＥＫ２９３細胞に導入し、蛍光タンパク質及び自殺遺
伝子の発現について評価を行った結果、ｍＫａｔｅ２及びＶｅｎｕｓが正常に発現するこ
とが確認された（図１０Ａ及び図１０Ｃ）。また、自殺遺伝子は各遺伝子に対応する薬剤
を加えたところ、薬剤の濃度依存的に細胞傷害効果がみられた（図１０Ａ～Ｄ）。
【００９２】
（実施例２）　ヒト培養細胞における自殺遺伝子の細胞毒性効果の検証
　ヒト培養細胞における自殺遺伝子の細胞毒性効果を検証するため、ＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕ
ｍａｎ－ｔｍｐｋ、及びｉＣａｓｐａｓｅ９の３種類の自殺遺伝子を発現するウイルスベ
クターを細胞に感染させた後、それぞれに対応する薬剤を加えて各細胞に対する毒性効果
を比較した。ＨＳＶ－ｔｋは既に作製済みのアデノウイルスベクターを使用した（Ｙａｓ
ｕｈｉｒｏ　Ｔｅｒａｚａｋｉら（２００３）Ｈｅｐａｔｏｌｏｇｙ　３７；１５５－６
３）。ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ及びｉＣａｓｐａｓｅ９は、それぞれ、Ｍｅｄｉｎ博士に譲
渡頂いたプラスミドｐＨＲ’－ｃＰＰＴ－ＥＦ－Ｔｍｐｋ（Ｆ１０５Ｙ）（Ｔａｋｅｙａ
　Ｓａｔｏら（２００７）Ｍｏｌ　Ｔｈｅｒ　１５：９６２－７０）、及びｂｒｅｎｎｅ
ｒ博士に譲渡頂いたプラスミドｉＣａｓｐ９－２Ａ－ＤＣＤ１９ＲＲＦ（ＣＡＲＬＯＳ　
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Ａ　ＲＡＭＯＳら（２０１０）ＳＴＥＭ　Ｃｅｌｌｓ　２８；１１０７－１５）を使用し
た。これらのプラスミドを直接細胞に導入し、又はレンチウイルスベクターを産生して使
用した。
【００９３】
（１）細胞培養
　ヒトｉＰＳ細胞として、ヒト成人繊維芽細胞（ＨＤＦ）由来で、ＯＣＴ３／４、ＫＬＦ
４、ＳＯＸ２及びｃ－Ｍｙｃの４因子を導入して樹立された２０１Ｂ７、及びＨＤＦ由来
でｃ－Ｍｙｃ以外の３因子を導入して樹立された２５３Ｇ１を使用した。また、マウスＥ
Ｓ細胞としてＤ３細胞を使用した。ヒトＥＳ細胞は、ＫｈＥＳ１（京都大学より譲渡）を
使用した。また、ヒト正常繊維芽細胞（ＢＪ）、ヒト癌細胞（ヒトＴリンパ腫細胞株Ｊｕ
ｒｋａｔ、ヒト胃癌細胞ＭＫＮ４５）を使用した。ヒトｉＰＳ／ＥＳ細胞はマイトマイシ
ンＣ処理したマウス胎仔繊維芽細胞（ＭＥＦ）上で共培養した。マウスＥＳ細胞はゼラチ
ンコートしたディッシュ上で培養した。　各細胞の培養に使用した培地は以下のとおりで
ある：
（ヒトｉＰＳ／ＥＳ細胞）
　２０％　ＫＳＲ（Ｉｎｖｉｔｒｏｇｅｎ社）、２００ｍＭ　Ｌ－Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ、
０．１ｍＭ　Ｎｏｎ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ（Ｓｉｇｍａ社）、０
．１ｍＭ　２－Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ（Ｓｉｇｍａ社）、５ｎｇ／ｍＬ　Ｂａ
ｓｉｃ－Ｆｇｆ（Ｗａｋｏ社）、Ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ／Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ（Ｐ
／Ｓ）（Ｎａｃａｌａｉ　Ｔｅｓｑｕｅ）含有　ＤＭＥＭ－Ｆ１２（Ｓｉｇｍａ社）
（マウスＥＳ細胞）
２０％　Ｆｅｔａｌ　Ｂｏｖｉｎｅ　Ｓｅｒｕｍ（ＦＢＳ）（ＧＩＢＣＯ社）、０．１ｍ
Ｍ　Ｎｏｎ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ、１ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｙ
ｒｕｖａｔｅ（Ｇｉｂｃｏ社）、７０μＭ　２－Ｍｅｒｃａｐｔｏｅｔｈａｎｏｌ、１×
１０３ｕｎｉｔ／ｍＬ　ＬＩＦ　ｍｏｕｓｅ　ｒｅｃｏｍｂｉｎａｎｔ（ナカライ社）、
Ｐ／Ｓ含有　ＤＭＥＭ（ＳＩＧＭＡ社）
（Ｊｕｒｋａｔ細胞及び　ＭＫＮ４５細胞）
　１０％　ＦＢＳ（Ｂｉｏ　Ｗｅｓｔ社）及びＰ／Ｓ含有　ＲＰＭＩ－１６４０（ＳＩＧ
ＭＡ社）
（ＢＪ細胞）
　１０％　ＦＣＳ、２００ｍＭ　Ｌ－Ｇｌｕｔａｍｉｎｅ（Ｇｉｂｃｏ社）、０．１ｍＭ
　Ｎｏｎ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ａｍｉｎｏ　Ａｃｉｄ、１ｍＭ　Ｓｏｄｉｕｍ　Ｐｙｒ
ｕｖａｔｅ、Ｐ／Ｓ含有　Ｍｉｎｉｍｕｍ　Ｅｓｓｅｎｔｉａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ　Ｅａｇ
ｌｅ（Ｓｉｇｍａ社）
【００９４】
　ウイルス感染実験に用いる未分化ヒトｉＰＳ、ＥＳ細胞は、無フィーダー分散培養を行
った。無フィーダー分散培養に用いるＣｏｎｄｉｔｉｏｎａｌ　Ｍｅｄｉｕｍ（ＣＭ）と
しては、マイトマイシンＣ処理を施したＭＥＦ（１．５×１０６細胞／１０ＣＭディッシ
ュ）の培地を、ヒトＥＳ細胞用培地（ＢＦＧＦ－）に置き換えて３７℃のインキュベータ
ー内で一晩培養した後、その上清を使用した。
　ＫｈＥＳ１は、ＲＯＣＫ阻害剤（Ｙ２７６３２、ＷＡＫＯ社）を用いて、単一分散培養
を無フィーダー下で行い、ウイルス感染実験に用いた。２４ウェルプレートに無血清培地
（ＤＭＥＭ－Ｆ１２）で４０倍に希釈したｇｒｏｗｔｈ　Ｆａｃｔｏｒ　Ｒｅｄｕｃｅｄ
　ＢＤ　Ｍａｔｒｉｇｅｌ（ＢＤ　Ｂｉｏｓｃｉｅｎｃｅ社）を加え、３７℃のＣＯ２イ
ンキュベーター内で１時間以上静置し、マトリゲルコート処理を行った。６ＣＭディッシ
ュのＫｈＥＳ１の培地を新しい培地２ｍＬに交換し、最終濃度が１０ｍｍとなるようにＹ
２７６３２を加え、３７℃のＣＯ２インキュベーターにて１時間以上培養した。Ｙ２７６
３２処理ヒトＥＳ細胞を２ｍＬのＰＢＳで洗浄し、ヒトＥＳ細胞用解離液（ＣＴＫ）を０
．４ｍＬ加え、３７℃で５分静置した後、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２含有ヒトＥＳ細胞用培
地を２ｍＬ加えてピぺッティングにより細胞塊を単一細胞に分散させた。細胞数をカウン
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トし、必要量のＫｈＥＳ１を遠心（１０００ｒｐｍ、５分）して、ＣＭに懸濁させ、マト
リゲルコート処理したプレートに播種した。
【００９５】
（２）レンチウイルスの産生
　レンチウイルスベクターとして、ＰＨＲ－ＣＰＰＴ－ＥＦ－ｔｍｐｋ（ｈｕｍａｎ－ｔ
ｍｐｋ発現用）、ｉＣａｓｐ９．２Ａ．ＤＣＤ１９．ＲＲＦ（ｉＣａｓｐ９発現用）、及
びＣＭＶ－ＥＧＦＰを使用した。ＰＨＲ－ＣＰＰＴ－ＥＦ－ｔｍｐｋ、及びｉＣａｓｐ９
．２Ａ．ＤＣＤ１９．ＲＲＦは自殺遺伝子と同時にＣＤ１９を発現することから、各自殺
遺伝子の発現は抗ＣＤ１９抗体により確認することができる。ＣＭＶ－ＥＧＦＰは、レン
チウイルスベクターの力価確認のために用いた。
　ＰＯＬＹ－Ｌ－ＬＹＳＩＮＥ（ＳＩＧＭＡ社）でコートした６ウェルプレートにＨＥＫ
２９３Ｔ細胞を６×１０５細胞／ウェルで播種した。翌日、各レンチベクタープラスミド
０．５ｍｇにＰＬＰ１，ＰＬＰ２、及びＰＬＰ－ＶＳＶＧを混合し、５０ｍＬのＯＰＴＩ
－ＭＥＭを添加した後、ＦＵＧＥＮＥ　ＨＤ（ＰＲＯＭＥＧＡ社）を６ｍＬ加え、ｖｏｌ
ｔｅｘした後、室温で１５分静置した。この全量を１ウェルに添加してトランスフェクシ
ョンし、２４時間後に培地を１０％ＦＣＳ／ＤＭＥＭ，Ｐ／Ｓ（－）と交換し、４８及び
７２時間後の２回、上清を回収した（６ウェルプレート各２ｍＬ×４ウェルで２回回収、
合計１６ｍＬ）。これをＬｅｎｔｉ－Ｘ　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｏｒ　Ｋｉｔ（Ｃｌｏｎ
ｅｔｅｃｈ社）を用いて製造者提供のプロトコルに従い、１００倍に濃縮した。
【００９６】
（３）レンチウイルスの感染
　感染前日に、各細胞を以下の細胞数で２４ウェルプレートに播種した：
　　　ＫｈＥＳ１細胞　　　４×１０４細胞／ウェル
　　　Ｊｕｒｋａｔ細胞　　１．２５×１０５細胞／ウェル
　　　ＭＫＮ４５細胞　　　２×１０４細胞／ウェル
　　　ＨＥＫ２９３Ｔ細胞　５×１０４細胞／ウェル
　ウイルス感染当日、４ｍｇ／ｍＬのポリブレンを含む培地に交換し、各レンチウイルス
ベクターを２０ｍＬ添加して２４時間感染させた。全ての細胞の培地を２４時間後に交換
し、更に培養を続けた。ＥＧＦＰ発現レンチウイルスベクターを感染させた細胞は、感染
７２時間後にフローサイトメーター（Ｃｙａｎ　Ａｄｐ　Ａｎａｌｙｚｅｒ、ベックマン
コールター社）で評価し、産生したウイルスベクターの力価を計算した。
【００９７】
（４）フローサイトメトリー分析（ＦＡＣＳ）によるＣＤ１９発現細胞の分取
　ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ発現レンチウイルスベクターを感染させた細胞について、ＦＡＣ
Ｓ　ＡＲＩＡ　ＩＩ（ＢＤ社）を使用して感染細胞（ＣＤ１９陽性細胞）を分取した。
　ＫｈＥＳ１は、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２を含む培地で一晩培養したＫｈＥＳ１をＣＴＫ
で処理した後、単一細胞へと分散させた。細胞数をカウントした後、必要量の細胞を遠心
（１０００ｒｐｍ、５分）し、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２含有ＰＢＳに再懸濁させた。未分
化細胞標識抗体である、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８　ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＳＳ
ＥＡ４（ＢＩＯＬＥＧＥＮＤ社）及びａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１９－ＡＰＣ（ＥＢＩ
ＯＳＣＩＥＮＣＥ社）を、細胞懸濁液１００ｍＬ（１×１０６細胞）あたり５ｍＬ加え、
氷上で１０分毎に細胞を懸濁しながら３０分間静置して細胞のラベリングを行った。１０
ｍｍ　Ｙ２７６３２含有ＰＢＳで１回洗浄後、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２含有ＥＳ用培地に
懸濁させ、両抗体に標識されたＫｈＥＳ１を未分化なＣＤ１９陽性細胞としてフローサイ
トメーターで評価した。
　Ｊｕｒｋａｔ、ＭＫＮ４５については、細胞数のカウント後、必要量の細胞を遠心（１
０００ｒｐｍ、５分）し、１０％ＦＣＳ含有ＰＢＳに再懸濁させた。細胞懸濁液１００ｍ
Ｌ（１×１０６細胞）あたり５ｍＬのａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＣＤ１９－ＡＰＣ（ＥＢＩ
ＯＳＣＩＥＮＣＥ社）を加え、氷上で１０分毎に細胞を懸濁しながら３０分間静置して細
胞のラベリングを行った。１０％ＦＣＳ含有ＰＢＳで１回洗浄後、１０％ＦＣＳ含有ＰＢ
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Ｓに懸濁し、標識されたＪｕｒｋａｔ、及びＭＫＮ４５をＣＤ１９陽性細胞としてフロー
サイトメーターで評価した。
　フローサイトメーターでＣＤ１９陽性細胞を確認後、細胞を増やし、再び上記プロトコ
ルに従って抗体で標識した後、ＢＤ　ＦＡＣＳＡＲＩＡ　ＩＩにより陽性細胞の分取を行
った。ＫｈＥＳ１は、ＳＳＥＡ４及びＣＤ１９両陽性な細胞を、Ｊｕｒｋａｔ及びＭＫＮ
４５はＣＤ１９陽性細胞を分取した。分取した細胞は直ちに遠心（１０００ｒｐｍ、５分
）し、新しい培地に再懸濁させ、ＫｈＥＳ１についてはＭＥＦ細胞と共培養を行った。Ｊ
ｕｒｋａｔ、ＭＫＮ４５については、通常培養を行った。
【００９８】
（５）ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける細胞毒性効果の検証
　各細胞における自殺遺伝子の細胞毒性を評価するため、ＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔ
ｍｐｋ、及びｉＣａｓｐａｓｅ９を細胞に導入し、薬剤を加えて細胞の殺傷効果を比較検
討した。ＨＳＶ－ｔｋについては、既に作製済みのＨＳＶ－ｔｋアデノウイルス（Ａｄ．
ＣＡＧ－ＨＳＶ－ｔｋ）を用いた。ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ、及びｉＣａｓｐ９は、プラス
ミドを細胞に導入した。各細胞を以下の細胞数で２４ウェルプレートに播種した：
　　　ＫｈＥＳ１細胞　　　４×１０４細胞／ウェル
　　　ＭＫＮ４５細胞　　　２×１０４細胞／ウェル（ｔｍｐｋ、ｉＣａｓｐ９のみ）
　　　ＢＪ細胞　　　　　　１×１０４細胞／ウェル
　翌日、Ａｄ．ＣＡＧ－ＨＳＶ－ｔｋをＭＯＩ＝１０で感染させ、２４時間後に培地交換
した後、ＧＣＶ（１０ｍｇ／ｍＬ）を１０ｍＬ、４日間投与した。ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ
、及びｉＣａｓｐ９は、各プラスミド０．５ｍｇをＯＰＴＩ－ＭＥＭ２５ｍＬに加え、Ｆ
ＵＧＥＮＥ　ＨＤ（ＱＩＡＧＥＮ社）２ｍＬを添加して、ｖｏｌｔｅｘした後、１５分静
置したものを全量投与した。２４時間後に培地交換した後、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ導入細
胞にはＡＺＴを０，３０，１００，３００ｍｍで各ウェルに３日間投与した。ｉＣａｓｐ
３にはＤｉｍｅｒｉｚｅｒを０，０．０３，０．１，０．３ｍｍで各ウェルに３日間投与
した。薬剤投与後、細胞毒性効果の測定は生細胞数の測定により行った。測定当日、Ｋｈ
ＥＳ１はＣＴＫ処理し、単一細胞へと分離した後、１０ｍＬを採取した。Ｊｕｒｋａｔは
細胞懸濁後１０ｍＬを採取し、ＭＫＮ４５はトリプシンで処理し、細胞懸濁後１０ｍＬを
採取した。採取した細胞懸濁液のそれぞれにトリパンブルー１０ｍＬを加え、生細胞数を
カウントした。
【００９９】
　また、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋについては、レンチウイルスベクターを感染させ、ＣＤ１
９を指標として分取した恒常発現細胞を用いて同様の実験を行った。細胞は次の細胞数で
２４ウェルプレートに播種した：
　　　Ｊｕｒｋａｔ－ｔｍｐｋ／ＮＣ　　　　　１×１０５細胞／ウェル
　　　ＭＫＮ４５細胞－ｔｍｐｋ／ＮＣ　　　２×１０４細胞／ウェル
　翌日よりＡＺＴを０，０．１，１，１０，１００，１０００ｍｍで各ウェルに３日間投
与し、上述の方法で生細胞数をカウントした。
【０１００】
（６）結果
　コントロールであるＡｄ．ＣＡＧ－ＨＳＶ－ｔｋ感染ＫｈＥＳ１細胞は、ＧＣＶ投与に
より傷害を受けた一方、ＧＣＶ非投与ではそのような傷害は受けていなかった
（図１１Ａ）。ＢＪでは、ＧＣＶ非投与で障害がみられず、ＧＣＶ投与による細胞障害は
ＫｈＥＳ１と比較してわずかであった（図１１Ｂ）。
　ｐＨＲ－ＣＰＰＴ－ＥＦ－ｔｍｐｋ（Ｆ１０５Ｙ）導入ＫｈＥＳ１では、低濃度のＡＺ
Ｔ投与でも細胞傷害効果がみられ、アデノウイルスベクターで導入したＨＳＶ－ｔｋ（図
１１Ａ）とほぼ同様の殺傷効果を示した（図１２Ａ）。ＡＺＴ高濃度投与ではｈｕｍａｎ
－ｔｍｐｋ非導入細胞でも細胞傷害が観察された。ＢＪでは、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ導入
／非導入細胞間で細胞傷害に差は見られなかった（図１２Ｂ）。ＭＫＮ４５では、未分化
細胞同様、ＡＺＴ投与により低濃度でも細胞傷害効果がみられ、高濃度ではｈｕｍａｎ－
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ｔｍｐｋ非導入細胞でも細胞傷害が確認された（図１２Ｃ）。しかし、ｉＣａｓｐ９．２
Ａ．ＤＣＤ１９．ＲＲＦを導入したＫｈＥＳ１、ＢＪ、及びＭＫＮ４５については、いず
れもほとんど変化が見られなかった。
【０１０１】
　プラスミドによる一過性の発現で薬剤感受性に効果がみられたｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋに
ついて、恒常発現株を作製し、更に解析を行った。ＰＨＲ－ＣＰＰＴ－ＥＦ－ｔｍｐｋ（
Ｆ１０５Ｙ）からｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋとＣＤ１９とを発現するレンチウイルスベクター
を産生し、細胞に感染させ、ＣＤ１９陽性を指標に分取した。ＫｈＥＳ１、Ｊｕｒｋａｔ
、及びＭＫＮ４５細胞を分取、増殖後、再度抗ＣＤ１９抗体を用いてフローサイトメータ
ーで解析したところ、分取前と比較して高い割合でＣＤ１９陽性細胞が存在することが確
認された（図１４Ａ～Ｃ）。これらの感染細胞にＡＺＴを投与したところ、Ｊｕｒｋａｔ
では薬剤依存的に細胞傷害効果が増強する傾向がみられ、高濃度になるとｈｕｍａｎ－ｔ
ｍｐｋ非導入細胞でも細胞障害が確認された（図１５Ａ及びＣ）。ＭＫＮ４５では、Ｊｕ
ｒｋａｔに比べ、濃度依存的な殺傷効果はみられず、高濃度ではｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ非
導入細胞でも細胞障害が起きていた（図１５Ｂ及びＣ）。
【０１０２】
（実施例３）作製したレンチウイルスベクタープラスミドを用いたヒト培養細胞における
自殺遺伝子の細胞毒性効果の検証
　ヒト培養細胞における自殺遺伝子の細胞毒性効果を検証するため、まず実施例１で作成
したＲＣを含むレンチウイルスベクタープラスミドに、リコンビネーションにより各種プ
ロモーターを挿入してプラスミドを完成させた。これらのプラスミドよりレンチウイルス
ベクターを産生し、細胞に感染させた後、それぞれに対応する薬剤を加えて各細胞に対す
る毒性効果を比較した。
【０１０３】
（１）シャトルベクタープラスミドへのプロモーターのサブクローニング
　各種プロモーターをｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒ（ＬＩＦＥ　ＴＥＣＨＮＯＬＯＧＩＥＳ
社）に挿入したものを作製した（図１５）。ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒはａｔｔＬ配列を
含んでおり、ＬＲ　ｃｌｏｎａｓｅでｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣと反応させることにより、プ
ロモーターをＲＣ内に組み込むためのシャトルベクターとして使用する。サブクローニン
グずるプロモーターには、未分化特異的プロモーターの候補として、ｓｕｒｖｉｖｉｎ，
ｔｅｒｔ，Ｒｅｘ１，Ｎａｎｏｇを、またコントロールとして恒常性プロモーターのＣＡ
Ｇ，ＰＧＫを使用し、それぞれ以下の方法でｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒに挿入した。
（Ａ）ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーター
既に作製済みであったｐＧＥＭＴ－ｅａｓｙ－ｓｕｒｖｉｖｉｎより、ｓｕｒｖｉｖｉｎ
プロモーター部分をＮｏｔＩにより切り出し、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニング
してｐＥＮＴＲ－ｓｕｒｖｉｖｉｎを構築した（図１５Ａ）
（Ｂ）ｔｅｒｔプロモーター
既に作製済みであったｐＧＥＭＴ－ｅａｓｙ－ｔｅｒｔより、ｔｅｒｔプロモーター部分
をＭｌｕＩ／ＢｇｌＩＩにより切り出し、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニングして
ｐＥＮＴＲ－Ｔｅｒｔを構築した（図１５Ｂ）
（Ｃ）Ｒｅｘ１プロモーター
既に作製済みであったｐＧＥＭＴ－ｅａｓｙ－Ｒｅｘ１より、Ｒｅｘ１プロモーター部分
をＭｕｎＩ／Ｎｈｅ　Ｉにより切り出し、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニングして
ｐＥＮＴＲ－Ｒｅｘ１を構築した（図１５Ｃ）
（Ｄ）Ｎａｎｏｇプロモーター
Ｎａｎｏｇプロモーター領域の３’側、及び５’側にｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒクローニ
ング用の突出末端としてＣＡＣＣを付加したプライマーを作製して（表３）、ＰＣＲ法に
より増幅した後、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニングしてｐＥＮＴＲ－Ｎａｎｏｇ
を構築した（図１５Ｄ）
（Ｅ）ＣＡＧプロモーター
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既に作製済みであったｐＣＸ－ＥＧＦＰよりＣＡＧプロモーター部分をＳａｌＩ／Ｅｃｏ
ＲＩ（平滑末端化）により切り出し、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニングしてｐＥ
ＮＴＲ－ＣＡＧを構築した（図１５Ｅ）
（Ｆ）ＰＧＫプロモーター
ＰＧＫプロモーター領域の５’側にｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒクローニング用の突出末端
としてＣＡＣＣを付加し、３’側にＰｓｔＩサイトを付加したプライマーを作製して（表
３）、ＰＣＲ法により増幅した後、ｐＥＮＴＲ－ｖｅｃｔｏｒにクローニングしてｐＥＮ
ＴＲ－ＰＧＫを構築した（図１５Ｆ）
【０１０４】
【表３】

【０１０５】
（２）ＲＣを含むレンチウイルスベクタープラスミドへのプロモーター組み替え
　図７で示したプラスミドのうち、ｐＬｅｎｔｉ６－ＲＣ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－
ｔｋのＲＣ部分に、図１５で示した各種プロモーターをリコンビネーションにより挿入し
た（ｐＬｅｎｔｉ６－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ）。ＲＣを含
むレンチウイルスベクタープラスミドと、各プロモーターを含むｐＥＮＴＲ　ｖｅｃｔｏ
ｒプラスミドをそれぞれ合わせて、ＬＲクロナーゼを反応させることでプロモーターをＲ
Ｃ部分に挿入した。未分化特異的プロモーターとしてｓｕｒｖｉｖｉｎ，ｔｅｒｔ，Ｒｅ
ｘ１，Ｎａｎｏｇを、またコントロールとして恒常性プロモーターのＣＡＧ，ＰＧＫをそ
れぞれ挿入した（図１６Ａ）。また，図７で示したプラスミドのうち、ｐＬｅｎｔｉ６－
ＲＣ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋのＲＣ部分に、図１５で示した各種プロ
モーターをリコンビネーションにより挿入した（ｐＬｅｎｔｉ６－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ－Ｖ
ｅｎｕｓ－２Ａ－ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ）。未分化特異的プロモーターとしてｓｕｒｖｉ
ｖｉｎ，ｔｅｒｔ，Ｒｅｘ１，Ｎａｎｏｇを、またコントロールとして恒常性プロモータ
ーのＣＡＧ，ＰＧＫをそれぞれ挿入したものを作製した（図１６Ｂ）。
【０１０６】
（３）フローサイトメトリー分析（ＦＡＣＳ）によるＧＦＰ発現細胞の分取
　ｐＬｅｎｔｉ６－Ｐｒｏｍｏｔｅｒ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋのうち、ｓｕｒ
ｖｉｖｉｎおよびＣＡＧプロモーターのプラスミドよりレンチウイルスベクターを産生し
、感染させた細胞についてＦＡＣＳ　ＡＲＩＡ　ＩＩ（ＢＤ社）を使用して感染細胞（Ｇ
ＦＰ陽性細胞）を分取した。
　ＫｈＥＳ１は、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２を含む培地で一晩培養したＫｈＥＳ１をＣＴＫ
で処理した後、単一細胞へと分散させた。細胞数をカウントした後、必要量の細胞を遠心
（１０００ｒｐｍ、５分）し、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２含有ＰＢＳに再懸濁させた。未分
化細胞標識抗体である、Ａｌｅｘａ　Ｆｌｕｏｒ　４８８　ａｎｔｉ－Ｈｕｍａｎ　ＳＳ
ＥＡ４（ＢＩＯＬＥＧＥＮＤ社）を、細胞懸濁液１００ｍＬ（１×１０６細胞）あたり５
ｍＬ加え、氷上で１０分毎に細胞を懸濁しながら３０分間静置して細胞のラベリングを行
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った。１０ｍｍ　Ｙ２７６３２含有ＰＢＳで１回洗浄後、１０ｍｍ　Ｙ２７６３２含有Ｅ
Ｓ用培地に懸濁させ、抗体に標識されたＧＦＰ陽性細胞を未分化なレンチウイルス感染Ｋ
ｈＥＳ１としてフローサイトメーターで評価した。
　Ｄ３細胞はトリプシン処理し、ピぺッティングにより細胞塊を単一細胞に分散させた。
細胞数をカウントし、必要量のＤ３細胞を遠心（１０００ｒｐｍ、５分）して、培地で再
懸濁させ、ＧＦＰ陽性細胞をレンチウイルス感染Ｄ３細胞としてフローサイトメーターで
評価した。
　フローサイトメーターでＧＦＰ陽性細胞を確認し、細胞を増やした後、ＢＤ　ＦＡＣＳ
ＡＲＩＡ　ＩＩによりＧＦＰ陽性細胞の分取を行った。分取した細胞は直ちに遠心（１０
００ｒｐｍ、５分）し、新しい培地に再懸濁させ、ＫｈＥＳ１細胞はＭＥＦ細胞と共培養
を行い、Ｄ３細胞はゼラチンコートしたディッシュに播種した。
【０１０７】
（４）ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける未分化細胞に対する毒性効果の検証
　上記の分取したＫｈＥＳ１細胞およびＤ３細胞を用いて、ＧＣＶ投与後の細胞毒性効果
について解析を行った。ＫｈＥＳ１細胞は、１ｗｅｌｌあたり１×１０５個の細胞を９６
ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに播種し、翌日より７日間、ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ
－ＨＳＶ－ｔｋ（Ａ），ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ（Ｂ）、およびＨＳＶ
－ｔｋを持たないｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ（Ｃ）、及
び非感染細胞（ＮＣ）（Ｄ）の各群にＧＣＶを０，０．０１，０．１，１，１０，１００
ｍｇ／ｍＬでそれぞれ毎日、７日間投与した。結果を図１７に示す。Ｄ３細胞は、１ｗｅ
ｌｌあたり１×１０５個の細胞を９６ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに播種し、翌日より４日間、
ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ（Ａ），ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ
－ＨＳＶ－ｔｋ（Ｂ）、およびＨＳＶ－ｔｋを持たないｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－
２Ａ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ（Ｃ）、及び非感染細胞（ＮＣ）（Ｄ）の各群にＧＣＶを０，
０．０１，０．１，１，１０，１００ｍｇ／ｍＬでそれぞれ毎日、４日間投与した。４日
間投与後の細胞毒性効果の測定は、ＭＴＴ　ａｓｓａｙの変法であるＷＳＴ－８　ａｓｓ
ａｙを用いて行った。使用した試薬ＳＦ（ナカライ社）は高感度水溶性ホルマザンを生成
するテトラゾリウム塩；ＷＳＴ－８　［２－（２０ｍｅｔｈｏｘｙ－４－ｎｉｔｒｏｐｈ
ｅｎｙｌ）－３－（ｎｉｔｒｏｐｈｅｎｙｌ）－５－（２，４－ｄｉｓｕｌｇｏｐｈｅｎ
ｙｌ）－２Ｈ－ｔｅｔｒａｚｏｌｉｕｍ　ｍｏｎｏｓｏｄｉｕｍ　ｓａｌｔ］を発色基質
として使用することでこれまでのＭＴＴよりも高感度測定を可能としており、ＷＳＴ－８
が細胞内脱水素酵素により還元され、水溶性のホルマザンを生成する。このホルマザンの
４５０ｎｍの吸光度を直接測定することにより生細胞数を測定した（Ｅ）。結果を図１８
に示す。
【０１０８】
（５）結果
　ＬＶ．ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ感染ＫｈＥＳ１細胞は、コ
ントロールであるＬＶ．ＣＡＧと共に、ＧＣＶ１ｍｇ／ｍＬと低用量で十分な細胞毒性効
果を示し、細胞がほぼ全滅していた（図１７Ａ，Ｂ）。一方で、ＨＳＶ－ｔｋを持たない
ＬＶ．ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ感染細胞、および非感
染細胞（ＮＣ）細胞では同様量で細胞毒性は見られず（図１７Ｃ，Ｄ）、ＧＣＶ１ｍｇ／
ｍＬ投与時にＨＳＶ－ｔｋ依存性の特異的な細胞傷害効果であることが示された。またＧ
ＣＶが１０μｇ／ｍＬ以上の高濃度になるとＨＳＶ－ｔｋ非特異的な細胞毒性が見られた
。また、Ｄ３細胞でも同等の結果が得られ、特にＬＶ．ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－
２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ感染Ｄ３細胞では、同ウイルス感染ＫｈＥＳ１細胞よりも感受性の高
い細胞毒性効果を示した（図１８Ａ－Ｅ）
【０１０９】
（６）ｉｎ　ｖｉｔｒｏにおける分化細胞に対するＧＣＶ投与の安全性の検証
　上記の分取したＫｈＥＳ１細胞を用いて、分化誘導後にＧＣＶ投与を行った際の安全性
を確認するための解析を行った。分化誘導は、細胞を１ｗｅｌｌあたり３×１０３個の細
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胞を９６ｗｅｌｌ　低接着ｐｌａｔｅにＥＳ培地（ＬＩＦを除く）で播種し、１週間培養
して胚葉体を形成させた。その後、ゼラチンコートしたディッシュに継代を続け、２８日
以上培養して十分に分化させて作製した。分化誘導した細胞を１ｗｅｌｌあたり１×１０
５個の細胞を９６ｗｅｌｌ　ｐｌａｔｅに再播種し、翌日より４日間、ｓｕｒｖｉｖｉｎ
－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ（Ａ），ＣＡＧ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ（
Ｂ）、およびＨＳＶ－ｔｋを持たないｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ｐｕｒｏｍ
ｙｃｉｎ（Ｃ）、及び非感染細胞（ＮＣ）（Ｄ）の各群にＧＣＶを０，０．０１，０．１
，１，１０，１００ｍｇ／ｍＬでそれぞれ毎日、４日間投与した。結果を図１９に示す。
【０１１０】
（７）結果
　ＬＶ．ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ感染ＫｈＥＳ１細胞は、コ
ントロールであるＬＶ．ＣＡＧと共に、未分化細胞では毒性効果を示していたが、上述の
方法で分化させた細胞ではほとんど障害がみられず、未分化細胞特異的な殺傷効果を示し
た（図１９Ａ，Ｂ）。ＨＳＶ－ｔｋを持たないＬＶ．ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２
Ａ－ｐｕｒｏｍｙｃｉｎ感染細胞、および非感染細胞（ＮＣ）細胞では未分化細胞と同じ
く細胞毒性は見られず（図１９Ｃ，Ｄ）、ＧＣＶ１０ｍｇ／ｍＬ以上投与時でも未分化細
胞に比べて非特異的な殺傷が見られないことから、ＨＳＶ－ｔｋ存在下で、かつ未分化な
細胞でのみＧＣＶの毒性が現れることが示された。（図１９Ａ－Ｅ）
【０１１１】
（８）ｉｎ　ｖｉｖｏにおけるレンチウイルス感染ヒトＥＳ細胞の分化多能性の検証
　上記の分取したＫｈＥＳ１細胞を用いて、レンチウイルス感染後の分化多能性に対する
影響がないことを確認するための検証を行った。免疫不全マウスに４×１０６個の細胞を
皮下移植して、テラトーマを形成させた。テラトーマが直径５ｍｍ以上になったものをそ
れぞれ取り出し、ホルマリン固定後、パラフィン包埋切片を作製した。各切片は、脱パラ
フィンした後、ＨＥ染色を行った。結果を図２０に示す。
【０１１２】
（９）結果
　ＬＶ．ｓｕｒｖｉｖｉｎ－Ｖｅｎｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ、及びＬＶ．ＣＡ－Ｖｅｎ
ｕｓ－２Ａ－ＨＳＶ－ｔｋ感染ＫｈＥＳ１細胞のいずれにおいても、三胚葉由来の各細胞
が見られ（図２０Ａ－Ｆ）、非感染細胞と同等に多能性を維持していることが示された。
この結果より、以前の研究で多数報告のあるとおり、レンチウイルス感染が、多能性幹細
胞が有する分化多能性に影響しないことが確認された。
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【図１】 【図２】

【図３】 【図４】
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【図５】 【図６】

【図７】 【図８】
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【図９】 【図１０Ａ】

【図１０Ｂ】 【図１０Ｃ】



(43) JP WO2015/107888 A1 2015.7.23

【図１０Ｄ】 【図１１Ａ】

【図１１Ｂ】 【図１２Ａ】
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【図１２Ｂ】 【図１２Ｃ】

【図１３Ａ】 【図１３Ｂ】
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【図１３Ｃ】 【図１３Ｄ】

【図１４Ａ】 【図１４Ｂ】



(46) JP WO2015/107888 A1 2015.7.23

【図１４Ｃ】 【図１４Ｄ】

【図１５】 【図１６Ａ】
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【図１６Ｂ】 【図１７Ａ】

【図１７Ｂ】 【図１７Ｃ】
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【図１７Ｄ】 【図１８Ａ】

【図１８Ｂ】 【図１８Ｃ】
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【図１８Ｄ】 【図１８Ｅ】

【図１９Ａ】 【図１９Ｂ】
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【図１９Ｃ】 【図１９Ｄ】

【図１９Ｅ】 【図２０】
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【配列表】
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【手続補正書】
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【手続補正１】
【補正対象書類名】特許請求の範囲
【補正対象項目名】全文
【補正方法】変更
【補正の内容】
【特許請求の範囲】
【請求項１】
　標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発
現させることが可能な配列を介して結合した核酸配列、及び、プロモーター領域を含むリ
コンビネーションカセットを有するウイルスベクターであって、該プロモーター領域が、
該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発現可能に連結されているウイルスベクター。
【請求項２】
　殺傷遺伝子が、自殺遺伝子である、請求項１に記載のウイルスベクター。
【請求項３】
　自殺遺伝子が、薬剤依存性自殺遺伝子である、請求項２に記載のウイルスベクター。
【請求項４】
　薬剤依存性自殺遺伝子が、ＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ、シトシンデアミナー
ゼ遺伝子、水痘ウイルスチミジンキナーゼ、又はＣａｓｐａｓｅである、請求項３に記載
のウイルスベクター。
【請求項５】
　標識遺伝子が蛍光タンパク質である、請求項１～請求項４のいずれか１項に記載のウイ
ルスベクター。
【請求項６】
　蛍光タンパク質が、赤色の蛍光蛋白質である、請求項５に記載のウイルスベクター。
【請求項７】
　蛍光タンパク質が、ｍＫａｔｅ２である、請求項５に記載のウイルスベクター。
【請求項８】
　一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列が、
２Ａ配列又はＩＲＥＳ配列である、請求項１～請求項７のいずれか１項に記載のウイルス
ベクター。
【請求項９】
　レンチウイルスベクターである、請求項１～請求項８のいずれか１項に記載のウイルス
ベクター。
【請求項１０】
　プロモーター領域が未分化細胞特異的プロモーター領域である、請求項１～請求項９の
いずれか１項に記載のウイルスベクター。
【請求項１１】
　未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーター又はｔｅｒｔプロモ
ーターである、請求項１０に記載のウイルスベクター。
【請求項１２】
　未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーターである、請求項１０
に記載のウイルスベクター。
【請求項１３】
　Ａ）請求項１～請求項９のいずれか１項に記載のウイルスベクターのプロモーター部分
に被験プロモーターを組み替えて被験プロモーターを有するウイルスベクターを作製する
ステップ、
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Ｂ）被験プロモーターを有するウイルスベクターを対象の細胞に感染させるステップ、
Ｃ）分化誘導処理後の前記細胞における前記標識遺伝子の発現を検出するステップ、
Ｄ）分化誘導処理後の前記細胞が未分化細胞であるか、分化細胞であるかを識別するステ
ップ、及び
Ｅ）被験プロモーターが未分化細胞に特異的であるか否かを判定するステップを備える、
未分化細胞特異的プロモーターのスクリーニング方法であって、
　ここで、該判定が未分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発現が検
出される割合が高く、かつ、分化細胞として識別された細胞において前記標識遺伝子の発
現が検出される割合が低い場合、該被験プロモーターは未分化細胞に特異的であると判定
することにより行われる方法。
【請求項１４】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在すると判定する
ステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定する方法。
【請求項１５】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中の前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が存在すると判定する
ステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の有無を判定する方法。
【請求項１６】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における前記標識遺伝子の発現産物を同定するステップ、及
び、
Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞が未分化細胞であると同定するステップを備える
、分化処理後の細胞における未分化細胞を同定する方法。
【請求項１７】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中における前記標識遺伝子の発現産物を同定するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子が発現している細胞が未分化細胞であると同定するステップを備える
、分化処理後の細胞における未分化細胞を同定する方法。
【請求項１８】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するス
テップ、及び、
Ｃ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量又は割合を決定
するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量又は割合を決定する方
法であって、
　ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量又は割合を示す方法。
【請求項１９】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物のレベルを測定するステップ、及
び、
Ｂ）測定された前記標識遺伝子の発現産物のレベルから、未分化細胞の量又は割合を決定
するステップを備える、分化処理後の細胞における未分化細胞の量又は割合を決定する方
法であって、
　ここで、前記標識遺伝子の発現産物のレベルが、未分化細胞の量又は割合を示す方法。
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【請求項２０】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の前記細胞中における、前記標識遺伝子が発現している細胞数を計数する
ステップ、及び、
Ｃ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを
備える、分化処理後の細胞中における未分化細胞数を決定する方法。
【請求項２１】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された分
化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子が発現している細胞数を計数するステップ、
及び、
Ｂ）前記標識遺伝子が発現している細胞数が未分化細胞の数であると決定するステップを
備える、分化処理後の細胞中における未分化細胞の数を決定する方法。
【請求項２２】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを対象の細胞に
感染させるステップ、
Ｂ）分化処理後の細胞中における、前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び
、
Ｃ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存し又は発生した
と判定するステップを備える、分化処理後に残存又は発生する未分化細胞のモニタリング
方法。
【請求項２３】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入され、分
化誘導処理された細胞における、前記標識遺伝子の発現産物を検出するステップ、及び、
Ｂ）前記標識遺伝子の発現産物が検出された場合には、未分化細胞が残存又は発生してい
ると判定するステップを備える、幹細胞の分化処理後の未分化細胞のモニタリング方法。
【請求項２４】
　Ａ）請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターであって、殺傷
遺伝子が薬剤依存性殺傷遺伝子であるウイルスベクターを対象の細胞に感染させるステッ
プ、及び、
Ｂ）前記細胞に前記薬剤依存性殺傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを
備える、未分化細胞を殺傷する方法。
【請求項２５】
　請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターであって、殺傷遺伝
子が薬剤依存性殺傷遺伝子であるウイルスベクターが導入された細胞に前記薬剤依存性殺
傷遺伝子が毒性を発揮可能な薬剤を投与するステップを備える、未分化細胞を殺傷する方
法。
【請求項２６】
　請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを含む、未分化細胞
標識剤。
【請求項２７】
　請求項１０～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターを含む、未分化細胞
殺傷剤。
【請求項２８】
　請求項１～請求項１２のいずれか１項に記載のウイルスベクターが導入された細胞。
【請求項２９】
　幹細胞である請求項２８に記載の細胞。
【請求項３０】
　幹細胞が、ＥＳ細胞、ｉＰＳ細胞、神経幹細胞、造血幹細胞、間葉系幹細胞、肝幹細胞
、膵幹細胞、皮膚幹細胞、筋幹細胞、又は生殖幹細胞である、請求項２９に記載の細胞。
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【請求項３１】
　幹細胞を分化誘導処理することにより得られた細胞である、請求項２８に記載の細胞。
【請求項３２】
　一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列が、
２Ａ配列である、請求項１～請求項７のいずれか１項に記載のウイルスベクター
【請求項３３】
　殺傷遺伝子がＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ、シトシンデアミナーゼ遺伝子、水
痘ウイルスチミジンキナーゼ又はＣａｓｐａｓｅであり、蛍光タンパク質が赤色の蛍光蛋
白質であり、かつ、未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーターで
ある、請求項３２に記載のウイルスベクター。
【請求項３４】
　殺傷遺伝子がＨＳＶ－ｔｋであり、蛍光タンパク質がｍＫａｔｅ２である、請求項３３
に記載のウイルスベクター。
【請求項３５】
　殺傷遺伝子がＨＳＶ－ｔｋであり、蛍光タンパク質がＶｅｎｕｓであり、かつ、未分化
細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーターである、請求項３２に記載の
ウイルスベクター。
【請求項３６】
　請求項１～１２、及び請求項３２～請求項３５から選択される１の請求項に記載された
ウイルスベクター、及び、目的のプロモーター領域を有する当該ベクターのリコンビネー
ションカセットに使用した遺伝子配列に対応するシャトルベクターをリコンビナーゼを用
いてリコンビネーション法を用いることを含む、標識遺伝子と殺傷遺伝子とが、一つのプ
ロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列を介して結合し
た核酸配列、及び、目的のプロモーター領域を含むリコンビネーションカセットを有する
ウイルスベクターであって、該プロモーター領域が、該標識遺伝子及び該殺傷遺伝子を発
現可能に連結されるウイルスベクターの製造方法。
【請求項３７】
　一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列が２
Ａ配列であり、殺傷遺伝子がＨＳＶ－ｔｋ、ｈｕｍａｎ－ｔｍｐｋ、シトシンデアミナー
ゼ遺伝子、水痘ウイルスチミジンキナーゼ又はＣａｓｐａｓｅであり、蛍光タンパク質が
赤色の蛍光蛋白質であり、かつ、未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプ
ロモーターである、請求項３４に記載の製造方法。
【請求項３８】
　一つのプロモーターにより前記２つの遺伝子を同時に発現させることが可能な配列が、
２Ａ配列であり、殺傷遺伝子がＨＳＶ－ｔｋであり、蛍光タンパク質がＶｅｎｕｓであり
、かつ、未分化細胞特異的プロモーターが、ｓｕｒｖｉｖｉｎプロモーターである、請求
項３４に記載の製造方法。
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