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要旨 

 

【目的】 

ガンマレトロウイルスベクターは、ウイルスベクター安定産生細胞を構築して生産する

ことが可能なことから、キメラ抗原受容体（CAR）-T 細胞療法を含む細胞治療や遺伝

子治療製品に広く用いられている。安定産生細胞を構築する過程では、適切なクロー

ンを選択するためにベクターコピー数（VCN）を評価することが不可欠である。なぜな

ら、VCN が過剰になると相同組換えのリスクが高まり、品質試験における変異検出が

困難になるからである。従来法であるサザンブロットはスループットが低く、定量

polymerase chain reaction（PCR）は正確性に限界がある。本研究では、PCR 効率に影

響されることなく、高い正確性とスループットを有するドロップレットデジタル PCR

（ddPCR）を用いて、ガンマレトロウイルスベクター安定産生細胞における VCN を測定

する方法を確立することを目的とした。 

 

【方法】 

代表的なガンマレトロウイルスベクターであるマウス白血病ウイルスベクターおよびマウ

ス幹細胞ウイルスベクターに共通するパッケージングシグナル配列を標的としてユニ

バーサルなプライマー・プローブセットを設計した。ガンマレトロウイルスベクターのパッ

ケージング細胞株として、PG13 を用いた。PG13 細胞の核型解析により安定していると

考えられる染色体上に存在する遺伝子を VCN 測定のための参照遺伝子として選択

し、標的遺伝子と 2 つの参照遺伝子を同時に測定可能なトリプレックス ddPCR 法を開

発した。この分析法の正確性は、3 つの異なる CAR 配列とベクターバックボーンをも

つウイルスベクターで遺伝子導入したガンマレトロウイルスベクター安定産生細胞株を

用いて検証した。 
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【結果】 

安定な参照遺伝子として Rpp25 と Pgk1 を選定し、パッケージングシグナル配列を標

的としてトリプレックス ddPCR 法を開発した。開発した ddPCR 法は複数のクローンが混

ざっている場合を除き、サザンブロットの結果と高い一致を示すことから、VCN を正確

に評価できることが示された。トリプレックス ddPCR は、2 つの参照遺伝子の濃度比を

用いることで、細胞株の異数性によりクローン選択操作等で参照遺伝子コピー数が変

化しても検出でき、頑健に VCN を決定することが可能であった。 

 

【結論】 

開発したトリプレックス ddPCR 法は、ガンマレトロウイルスベクター安定産生細胞株に

おいて正確性が高く頑健でハイスループットに VCN を決定することを可能とし、細胞

治療や遺伝子治療への適用に最適なクローンの選択を容易とした。この研究では、特

に染色体が不安定な細胞株において、正確な VCN 評価を確実にするために複数の

参照遺伝子を用いることの重要性を示した。本手法は細胞治療や遺伝子治療の開発

において、より迅速で効率的なガンマレトロウイルスベクター安定産生細胞株のクロー

ン選択に有用であると考える。 
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序論 

 

キメラ抗原受容体（Chimeric antigen receptor; CAR）-T 細胞療法は近年その高い効

果から積極的に開発されており、注目を浴びている（June et al., 2018）。CAR-T 細胞療

法は、患者の血液から分離した T 細胞に対し、CAR 遺伝子をウイルスベクター等の方

法で遺伝子導入し、体外で増幅培養することで製造した細胞を投与する細胞療法で

あり、いわゆる ex vivo 遺伝子治療の一種である （Dabas and Danda, 2023）。CAR は

がん細胞等を認識する抗原認識部位と細胞内シグナル伝達ドメインをつなげた人工

的に作られた受容体であり（Sadelain, Brentjens, and Riviere, 2013）、CAR-T 細胞は投

与されるとがん細胞を認識し攻撃する（Dabas and Danda, 2023）。CAR-T 細胞療法の

遺伝子導入方法はさまざま検討されているが（Lukjanov, Koutna, and Simara, 2021）、

現在承認済みの CAR-T 細胞療法は遺伝子導入にすべてウイルスベクターを利用し

ている（Rossi and Breman, 2024）。 

ウイルスベクターの中でも、ガンマレトロウイルスベクターは最も初期に開発された

ウイルスベクターで、CAR-T 細胞療法を含む細胞療法や遺伝子治療製品に広く使

用されている（Cornetta et al., 2018; Watanabe and McKenna, 2022）。臨床での豊富

な使用実績があり、日米欧で承認されている YESCARTA 等の CAR-T 細胞療法

で使われている（European Medicines Agency, 2018; Irving et al., 2021）。ガンマレ

トロウイルスベクターは主に 4 つの構成要素からなっており、ウイルスベクタ

ーのゲノム RNA と、ウイルスベクターの粒子構造を形成する Gag タンパク質、

逆転写等の遺伝子複製に関わる酵素である Pol タンパク質、宿主への感染に関

わるエンベロープを形成する Env タンパク質から構成される。ガンマレトロウ

イルスベクターを生産するには、この 4 つの要素を供給する必要があるが、これ

らの遺伝子を宿主細胞に組み込み、安定的に発現する安定産生細胞株を構築する
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方法と、プラスミド DNA として遺伝子を宿主細胞に一時的に導入して発現させる一過

性発現により生産する方法がある（Coroadinha et al., 2010; Maetzig et al., 2011）。ガン

マレトロウイルスベクターは、安定産生細胞株の構築が可能であることに主な利点があ

る（Mekkaoui et al., 2023）。 

一般に、ウイルスベクター安定産生細胞は、パッケージング細胞と呼ばれる細胞株

にウイルスベクターゲノムを導入することで構築される。パッケージング細胞は gag、pol、 

env 遺伝子があらかじめゲノムに組み込まれた細胞株である。ウイルスベクターゲノム

は、遺伝子発現や組み込みに関わる Long Terminal Repeat （LTR）と、ウイルスベクタ

ーゲノム RNA がウイルス粒子に取り込まれる際に必要な配列であるパッケージングシ

グナル（Ψ）を含んだウイルスベクターバックボーンに、目的遺伝子（Gene-of-Interest; 

GOI）を挿入した配列からなる。安定産生細胞株ではこのように組み込まれたウイルス

ベクターゲノムと Gag、Pol、Env の 4 つの構成要素が発現してウイルスベクターが産生

される（Coroadinha et al., 2010; Maetzig et al., 2011）。 

安定産生細胞株は構築に時間がかかるが、遺伝的に均一な細胞集団としてクロー

ン化した細胞株を構築することで、ロット間のばらつきが少なく、より一貫した品質のベ

クターを生産可能である。一方で、一過性発現は生産までの開発を比較的短期間で

行うことができるが、プラスミド DNA の大量調製や複雑な遺伝子導入工程が必要でス

ケールアップが難しく、均一な品質のウイルスベクターを生産するのが難しい（Ghani et 

al., 2019; van der Loo and Wright, 2016）。このことから、Cornetta et al.（2023）で言及さ

れ て い る よ う に 、アメリカ食品医薬品局（United States Food and Drug 

Administration; U.S. FDA）は適切かつ安定したウイルスベクターの供給を確保する

ために、ガイドライン（U.S. FDA, 2020）において安定産生細胞株を用いたウイルス

ベクター生産を推奨している。 

ウイルスベクターの安定産生細胞を構築する過程で、適切なクローンを選択するこ
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とは、そのウイルスベクターを使用する製品の品質と患者の安全性にとって極めて重

要である。特に、宿主細胞に組み込まれたウイルスベクター遺伝子の数であるベクタ

ーコピー数（Vector copy number; VCN）が過度に高いクローンはゲノム DNA の相同組

換えのリスクが高い（Sheridan et al., 2000）ため、クローン選択の過程では VCN を考

慮しなければならない。さらに、VCN が高いと、サンガーシーケンス解析を用いた品質

管理試験において各コピーからのシグナルが重なり合うことで個々の変異を識別する

ことが困難になり（Seroussi, 2021）、最終的に予期せぬ変異を含む細胞が患者へ投与

されるリスクがある。また、細胞を用いた医薬品等の生産では、一般的に選択されたク

ローン細胞株から調製し、複数の容器に分注して保存したマスターセルバンクから製

造されるが、医薬品規制調和国際会議（International Council for Harmonisation, ICH）

ガイドライン Q5B においても、組換え DNA 由来の製品の生産におけるマスターセル

バンクでのコピー数の測定が推奨されている（ICH, 1996）。 

VCN を測定する方法はいくつかあるが、定量 PCR（quantitative polymerase chain 

reaction; qPCR）とサザンブロットが従来から広く用いられている（Yuan et al., 2007）。

qPCR では、コピー数が既知の内在性遺伝子（参照遺伝子）と標的遺伝子の濃度比を

求めることで、細胞内の特定遺伝子のコピー数を測定することができる。qPCR は迅速

かつ高スループットの分析手法であるが、PCR の各サイクルは倍化反応であるため、

qPCR では 1 コピーと 2 コピーの区別が難しい（Cai, Dudley, and Patron, 2021）。さら

に、正確な測定には参照遺伝子と標的遺伝子の PCR 効率の違いを考慮する必要が

あり、qPCR で必要なレベルの精度を達成する測定系の設計は困難である（Hindson 

et al., 2011）。PCR 効率はサンプルの純度、周辺配列（Nogva and Rudi, 2004）、コン

フォメーション（Lin, Chen, and Pan, 2011）など様々な要因に影響される。したがって、

qPCR で大量のサンプルを扱う場合、クローン間のばらつきはクローン選択において避

けられない。一方サザンブロットはクローンのコピー数を整数値で決定することができ



- 8 - 
 
 

るが、大量の DNA を必要とし、電気泳動と転写の工程があるためスループットが低い

（Yuan et al., 2007）。蛍光 in situ ハイブリダイゼーション（fluorescence in situ 

hybridization; FISH）も細胞調製やハイブリダイゼーションに時間を要するなどスルー

プットの低い方法であり（Hu et al., 2014）、3-5 Mb 以下の小さな挿入は検出できない

（He et al., 2023）。大量の DNA 配列を高速かつ並列的に解読する次世代シーケン

ス解析もコピー数の評価に使用できるが、前処理とデータ解析の技術の複雑さと高コ

ストにより、その応用は限定的である（Cai et al., 2021）。 

これに対して、デジタル PCR（digital PCR; dPCR）は VCN の測定に適したハイスル

ープットの方法である。dPCR は測定対象となる DNA を含むサンプルを微小な領域に

区画化し、PCR 反応により DNA を増幅した後、エンドポイントでシグナルが増幅され

た陽性区画の数を数えることで、サンプル中の遺伝子の絶対定量が可能な方法であ

る。この手法では微小区画への DNA の分配がポアソン分布に従うことを利用した統計

学的モデルにより、陽性区画の数から元のサンプル中の DNA 分子数を算出する

（Vogelstein and Kinzler, 1999）。コピー数の測定には qPCR と同様に参照遺伝子と

の比較が必要であるが、エンドポイントでの測定であるため、参照遺伝子と標的遺伝

子の PCR 効率の違いによる影響は排除できる。したがって、dPCR はハイスループット

かつ正確にコピー数を調べる最適な方法である。ドロップレットデジタル PCR（droplet 

digital PCR; ddPCR）とは、マイクロ流路を用いてエマルジョンに封入することで区画化

を容易にした手法であり（Hindson et al., 2011）、代表的な dPCR 手法である。ほかに

微細なウェルを持つプレートやチップを用いて区画化する方式の dPCR がある（Quan, 

Sauzade, and Brouzes, 2018）。 

本研究では、ddPCR を用いてレトロウイルスベクター産生細胞クローンの VCN を測

定する方法を開発した。広く適用可能な分析法を開発するために、我々はガンマレト

ロウイルスベクターの作製に広く用いられているパッケージング細胞株である PG13
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（Miller et al., 1991）を用いた。PG13 について、ガンマレトロウイルスベクターの

安全性を調査した Cornetta et al.（2018）の論文で、臨床試験で使用されたベクタ

ー産物の大部分は PG13 パッケージング細胞株で構築されたことを言及してい

る。PG13 はマウス細胞株 NIH3T3 に由来し、そのゲノムにはマウス白血病ウイルス

（Murine leukemia virus; MLV）由来の gag-pol 遺伝子とテナガザル白血病ウイルス

（Gibbon-ape leukemia virus; Galv）由来の env 遺伝子が別々に組み込まれている（図

1）。MLV ベースのベクターとその変異株であるマウス幹細胞ウイルス（Murine stem 

cell virus; MSCV）ベースのベクターは、いずれもレトロウイルスベクターのバックボーン

として広く用いられている。例えば、上市されている CAR-T 細胞製品である

YESCARTA は、MSCV 由来の MSGV1 ベクターを用いて製造されており、その安定

産生細胞のパッケージング細胞株として PG13 細胞が用いられている（European 

Medicines Agency, 2018; Irving et al., 2021）。MLV 由来の SFG ベクター（Bueler and 

Mulligan, 1996）も、T 細胞の遺伝子改変に広く用いられており、Bear et al.（2012）で

は臨床グレードのマスターセルバンクのほとんどが PG13 を使用して作成され、

臨床試験の 30 件中 10 件が SFG ベクターを使用し、20 件中 15 件が MSGV1 ベ

クターを使用していたと報告している。特に CAR-T 細胞療法の開発初期段階に

おいては、様々な CAR 配列が開発候補となる可能性がある。したがって、臨床試験で

使用されるレトロウイルスガンマベクターのほとんどをカバーするためには、PG13 由来

の MSCV および MLV ベースのガンマレトロウイルスベクターの両方に適用可能な

VCN 測定法を設計する必要がある。 

VCN 測定法を設計する際のもう一つの重要な要素は、参照遺伝子の数である。

VCN を測定するには、コピー数既知の内在性遺伝子を参照遺伝子として使用する必

要がある。正常な二倍体細胞では、参照遺伝子のコピー数は 2 であると仮定できる。

実際、CAR-T 細胞の VCN 測定に dPCR を用いた報告は多いが、通常は 2 コピーに
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設定されている（Kandell et al., 2023; Murphy et al., 2023; Phuphanitcharoenkun et al., 

2024）。しかし、がん細胞（Ma et al., 2023）や PG13 を含むほとんどの細胞株（Didion 

et al., 2014）では、染色体数が変化する異数性が一般的に観察される。染色体数は、

遺伝子導入、継代、クローン選択の際に変化する（He et al., 2023）。したがって、特に

細胞株において、正確な VCN 測定のために参照遺伝子の数を調べることは重要であ

る。さらに、分析法の頑健性を確保するためには、クローン選択時の参照遺伝子の変

化に対応する必要がある。この問題を克服するために、我々は PG13 細胞の核型解析

により安定な参照遺伝子を選択した後、2 つの参照遺伝子と 1 つの標的遺伝子を同

時に測定するトリプレックス ddPCR 法を開発した。 

このように、本研究では ddPCR を用いて正確で頑健な VCN 測定法を開発す

るために、標的遺伝子と参照遺伝子の両面からの検出方法を検討し、従来法であ

る qPCR およびサザンブロットと比較した。本手法を用いることで、細胞・遺

伝子治療用製品開発のためのウイルスベクター安定産生細胞のクローン選択に

おいて、迅速かつ信頼性の高い意思決定が可能となり、新規治療法を患者に迅速

に提供するのに有用であると考えている。 
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図 1 PG13 パッケージング細胞株とベクター産生細胞の構築 

ガンマレトロウイルスベクター安定産生細胞を構築するためには、マウス細胞

に感染可能なエコトロピックウイルスベクターを用いて、目的の遺伝子（GOI）

を保有するベクタープロウイルスゲノムをマウス由来パッケージング細胞であ

る PG13 に導入する。このプロウイルスゲノムには LTR とパッケージングシグ

ナル（Ψ）領域を含み、ウイルスベクター生成の際に LTR 内部のプロモーターか

ら転写されたベクターゲノムがベクター粒子の内部に取り込まれる。一方、PG13

細胞のゲノムに組み込まれた gag-pol と Galv env 遺伝子は、LTR プロモーターま

たは 5'切断（Δ）LTR プロモーターから転写されるが、下流の Ψ 領域は除去され

ている（Ψ-）。ベクタープロウイルスゲノムのみが Ψ 領域を持つため、Ψ 領域を

標的としてプライマー・プローブを設計することにより、組み込まれた GOI の

コピー数を測定することができる。 

  

Gag-pol

Galv. env

PG13 cell line

LTR
ψ

GOI LTR

ΔLTR
ψ-

Gag Pol pA

LTR
ψ-

Env pA

Ecotropic vector

Vector proviral genome



- 12 - 
 
 

実験の部 

 

細胞および培地 

 本研究では、以下の細胞株を使用した。293T（ATCC CRL-3216）、NIH3T3（ECACC 

93061524）、PG13（ATCC CRL-10686）および PG13 由来の細胞はすべてダルベッコ

改変イーグル培地（シグマアルドリッチ社）に 10%のウシ胎児血清（シグマアルドリッチ

社）を添加し、37°C、5% CO2 環境下で維持した。 

 

試料の調製 

2-1. ガンマレトロウイルスベクター産生細胞株の構築 

ガンマレトロウイルスベクター産生細胞は、PG13パッケージング細胞株（Miller et al., 

1991）から作成した。GOI を含むプラスミド（pGOI）は、CAR 配列を MSGV1 ベクター

（MSGV1-CAR1 および MSGV1-CAR2 プラスミド）または SFG ベクター（SFG-CAR3

プラスミド）に挿入することにより作製した。Retrovirus Packaging Kit Eco（タカラバイオ

株式会社）に含まれる pE-Eco および pGP プラスミドを、pGOI プラスミドとともに 293T

細胞に共導入した。得られた上清中のエコトロピックレトロウイルスを用いて PG13 細胞

にウイルスベクターゲノム配列を遺伝子導入した。遺伝子導入した PG13 細胞は、シン

グルセルプリンター（Cytena 社）を用いてクローニングし、増殖培養した後、STEM-

CELLBANKER GMP Grade（ゼノアックリソース株式会社）を用いて凍結保存した。 

 

評価方法 

3-1. qPCR による VCN の測定 

ガンマレトロウイルスベクター産生細胞から抽出したゲノム DNA 100 ng を鋳型とし

て、サイクリングプローブ法を用いたリアルタイム PCR を行った。装置は 7500 Fast リ
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アルタイム PCR システム（Thermo Fisher Scientific 社）を用いた。反応液は Cycleave 

PCR Reaction Mix（タカラバイオ株式会社）を用いて調製した。MSGV1-CAR1 および

MSGV1-CAR2 を検出するためのターゲットとして MSCV のパッケージングシグナル

を使用した。SFG-CAR3 を検出するためのターゲットとして MLV パッケージングシグ

ナルを使用した。参照遺伝子としてマウスβアクチン（Actb）遺伝子を用いた。 

検量線は、1 コピーのウイルスパッケージングシグナルと 1 コピーの Actb を含む

DNA コントロールテンプレートのコピー数を用いて作成した。この検量線を用いて各

検体の DNA コピー数を算出した。VCN は、反応あたりのプロウイルス遺伝子コピー

数を反応あたりの Actb コピー数で割り、ゲノム中の Actb のコピー数（3 コピー）を掛け

ることで算出した。 

 

3-2. ddPCR による VCN の測定 

ddPCR は、1 反応あたり 25 ng の抽出ゲノム DNA を鋳型として用いた。反応は

ddPCR Supermix for Probes (Bio-Rad Laboratories, Inc. Hercules, CA, USA)を用いて

行った。参照遺伝子のプライマー・プローブミックスは Bio-Rad 社から入手した。アッセ

イ ID を表 1 に示す。MLV/MSCV パッケージングシグナルをターゲットとするプライマ

ー・プローブミックスは、Integrated DNA Technologies 社から入手した。フォワードプラ

イマーおよびリバースプライマーの配列は 5ʹ-TAGCTCTGTATCTGGCGGAC-3ʹおよ

び 5ʹ-TAGCTCTGTATCTGGCGGAC-3ʹであり、プローブは 5ʹ-[FAM]ACCCGGCCG

[ZEN]CAACCCTGGGA[IBFQ]-3ʹである。プライマーとプローブは、それぞれ最終濃

度 900 nmol/L と 250 nmol/L で使用した。 

ドロップレット生成には Automated Droplet Generator （Bio-Rad Laboratories, Inc.）を

使用した。すべての ddPCR 実験のサーマルサイクリングは、Bio-Rad C1000 Touch を

用いた。増幅は 95°C で 10 分間、94°C で 30 秒間、56°C で 1 分間のサイクルを 40 サ
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イクル繰り返した後、98°C で 10 分間酵素を不活性化する条件で行い、使用するまで

4°C に保持した。サーマルサイクリング後、ドロップレットを QX200 装置（Bio-Rad 

Laboratories, Inc.）で測定した。QX200 の生データファイルは、QX Manager 1.2 

Standard Edition（Bio-Rad Laboratories, Inc.）を使用して解析した。コピー数は Droplet 

Digital PCR Applications Guide （Bio-Rad bulletin 6407）に従って計算した。各ターゲ

ットの濃度は以下の式で計算した：  

[Concentration = -ln(Nneg / N) / Vdroplet]. 

コピー数は以下の式によって求めた： 

[Copy Number = A / B ∙ Nb] 

Nneg は陰性のドロップレット数、N はドロップレットの総数、Vdroplet はドロップレットの体

積（0.85 nL）、A は標的遺伝子の濃度、B は参照遺伝子の濃度、Nb は分析者が設定

するゲノム中の参照遺伝子座のコピー数を表す。2 つの参照遺伝子を使用する場合、

コピー数は 2 つの参照遺伝子のコピー数の幾何平均として計算した。すべての 

ddPCR 解析は n=4 で行った。QX Manager 1.2 Standard Editionから出力されたTotal 

error bar の値（TotalConfMax と TotalConfMin）を 95%信頼区間として使用した。この

値は、標準誤差の 2 倍か、ポアソン分布に由来する理論分散から計算されるポアソン

信頼区間（PoissonConfMax と PoisonConfMin）のどちらか広い方が信頼区間の値とな

っている。 
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表 1 参照遺伝子の検出に用いたプライマー・プローブセット 
Gene 

Symbol 
Gene Name Assay ID 

Probe 

Fluorophore 
MIQE Context 

Pgk1 phosphoglycerate kinase 1 dMmuCNS915992703 HEX mm10|chrX:106187123-106187245:+ 

Pgk1 phosphoglycerate kinase 1 dMmuCNS141211640 FAM mm10|chrX:106187123-106187245:+ 

Mbp myelin basic protein dMmuCNS393153733 HEX mm10|chr18:82474984-82475106:+ 

Rpp25 ribonuclease P/MRP 25 subunit dMmuCNS851683235 HEX mm10|chr9:57504001-57504123:+ 

Apob apolipoprotein B dMmuCNS407594696 HEX mm10|chr12:7977782-7977904:+ 

B2m beta-2 microglobulin dMmuCNS576316288 HEX mm10|chr2:122147587-122147709:+ 
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3-3. サザンブロットによる VCN の測定 

ガンマレトロウイルスベクター産生細胞から抽出した 10µg のゲノム DNA を用いてサ

ザンブロットを行った。GOI 内の特定の部位と宿主ゲノム内のランダムな部位を切断す

る制限酵素（MSGV1-CAR1 と MSGV1-CAR2 は FbaI、SFG-CAR3 は EcoRI）を用い

てゲノム DNA を切断した。サンプルを DNA Molecular Weight Marker VII（DIG 標識；

Roche Diagnostics 社）と共に 0.8%アガロースゲル上に添加し、100V の定電圧で約 4

時間電気泳動した。電気泳動後、DNA をアガロースゲルから正電荷を帯びたナイロン

メンブレン（Roche Diagnostics 社）に移し、脱プリン化と中和を行った。ブロッティング後、

メンブレンを DIG Easy Hyb（Roche Diagnostics 社）溶液中で 42°C、30 分間プレハイブ

リダイゼーションし、続いて PCR DIG Probe Synthesis Kit（Roche Diagnostics 社）を用

いて調製した DIG 標識プローブで 68°C、16 時間ハイブリダイゼーションを行った。メ

ンブレンを洗浄し、DIG Wash and Block Buffer Set（Roche Diagnostics 社）でブロッキン

グし、10,000 倍に希釈した Anti-digoxigenin-AP, Fab fragments（Roche Diagnostics 社）

と 30 分から 3 時間インキュベートし、その後洗浄した。CDP-Star, ready-to-use （Roche 

Diagnostics 社）をメンブレン上に滴下し、室温で 5 分間反応させた。その後、メンブレ

ンを化学発光検出装置に入れ、露光、検出し、各サンプルのバンド数を確認した。 

 

3-4. マルチカラー FISH による染色体の解析 

マルチカラーFISH（multicolor FISH; mFISH）は、染色体メタフェーズ標本作製装置

（HANABI; ADSTEC, Funabashi, Japan）を用いて作製した標本を用いて行った。2 継

代後の PG13 細胞をコルセミド処理（0.025 µg/mL、1 時間）で固定した後、低張処理

（0.075 M KCl 溶液、10 分間）し、カルノア溶液（メタノール：酢酸＝3：1）を添加した。そ

の後、標本を 72°C で 30 分間変性させ、氷上に置いた。21XMouse Multicolor FISH 

Probe （Metasystems Probes 社）を変性させ、37°C で 40.5 時間標本とハイブリダイズさ
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せ、洗浄し、DAPI で対比染色した。撮影は Zeiss Axio Imager Z2 顕微鏡を用いて行

った。 
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結果 

 

第一章 

標的遺伝子のプライマー設計 

  

本章では、広く臨床において使用されている MLV ベースのガンマレトロウイルスベ

クターと MSCV ベースのガンマレトロウイルスベクターの両方の安定産生細胞に適用

可能なユニバーサルなプライマーを設計するために、ターゲットとする領域及び両ウイ

ルスベクターに共通する配列について確認した。 

MLV ベースのガンマレトロウイルスベクターは、レトロウイルスの中でも gag、pol、env

という 3 つの主要な遺伝子のみをコードした比較的シンプルなゲノム構造をもつガンマ

レトロウイルスである MLV の一種、モロニーマウス白血病ウイルス（Moloney murine 

leukemia virus）に由来し、分裂細胞に効率的に遺伝子導入が可能である（Maetzig et 

al., 2011）。MSCV ベースのガンマレトロウイルスベクターはその改良版であり、マウス

胚性幹細胞ウイルス（Murine embryonic stem cell virus; MESV）ベクターと MLV の変

異株に由来する LN ベクターに由来している（Hawley et al., 1994）。LTR にマウス

PCC4 細胞で継代して変異した骨髄増殖性肉腫ウイルス（PCC4-cell-passaged 

myeloproliferative sarcoma virus; PCMV）（Franz et al., 1986）由来のエンハンサーが含

まれ、LN ベクターの拡張パッケージングシグナルを持つ。MSCV は特に多能性幹細

胞で遺伝子発現が向上している （Ramezani, Hawley, and Hawley, 2006）。なかでも

MSGV1（MSCV-based splice-gag）ベクター（Hughes et al., 2005）は MSCV ベクターの

LTR と SFG ベクターに由来する SFGtcLuc+ITE4 ベクター（Lindemann et al., 1997）の

拡張gag領域とenv スプライシングサイトを持つベクターで、広く臨床応用されている。 
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1-1. ガンマレトロウイルスベクター産生細胞の VCN 測定のためのターゲット領域

の選定 

MSCV と MLV ベースの両方に適用可能なユニバーサルなプライマーを設計する

ために、両ウイルスベクターに共通する配列について確認した。PG13 細胞株にはガ

ンマレトロウイルスベクターのパッケージングに必要な gag-pol や env 遺伝子が組み

込まれており、その発現にガンマレトロウイルスの LTR 由来のプロモーターが使われ

ている（Miller et al., 1991）（図 1）。従って、LTR や gag-pol 遺伝子をターゲットに

した場合は目的とするプロウイルスベクター以外に PG13 細胞中のそれらの配列も増

幅されるため、 PG13細胞中のVCN を調べる際には使用することができない。PG13

細胞中の VCN を調べるためにはプロウイルスベクター配列のみに含まれるパッケー

ジングシグナル部分をターゲットとする必要がある。 

この条件に基づき、新たに MLV と MSCV のパッケージングシグナルに共通して

いる配列をターゲットにしたプライマー・プローブセットを探索した。 

 

1-2. パッケージングシグナル領域の配列比較 

パッケージングシグナル配列の共通領域を確認するため、公開されている配列を

比較した（図 2）。野生型 MLV ゲノム（GenBank アクセッション番号：NC_001501）およ

び pMSGV1（GenBank アクセッション番号：LP884022）の配列は GenBank データベ

ースから入手した。SFG ベクターの配列は、一般に入手可能な SFG-ICAS9-P2A-

M28z（米国特許出願 US20230312706A1）から情報を得た。さらに、市販のベクター

である pMSCVhyg（タカラバイオ社、カタログ No.634401）および pQCXIN（タカラバイ

オ社、カタログ No.631514）の配列は公開されており、比較のために用いた。これら 5

つ の 配 列 の パ ッ ケ ー ジ ン グ シ グ ナ ル 領 域 を SnapGene ソ フ ト ウ ェ ア

（www.snapgene.com）を用いて比較した。図 2 の黄色部分に示す配列が MLV の配
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列と一致している領域であり、パッケージングシグナルの高度に保存された領域とし

て、MLV ゲノムの 1 番目から 143 番目までの配列を選択した。変異のある部位は混

合塩基として表現し、PrimerBLAST （Ye et al., 2012）を用いて候補プライマーセット

を検索した。プライマーおよびプローブ配列として BLAST 検索でマウスおよびヒト遺

伝子との相同性が低い配列を選択した。 
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図 2 ガンマレトロウイルスベクターと MLV のパッケージングシグナル配列

の比較 

黄色部分は野生型 MLV の塩基配列およびその配列に一致するガンマレトロウイルス

ベクターの塩基配列を示す。PrimerBLAST で選択したフォワードプライマー、リバース

プライマーおよびプローブの位置はそれぞれ矢印で示した。 

  

TCATGGCTGCGTCCGCGTAT−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−−MLV refseq
TCATGGCTGCGTCCGCGTAT−−−−−TTTAGTCAGTATCTGTGA−−−−−TCSFG
TCATGTCTGCGTCCGCGTTTGTAATCTACGGCCGTGTTTGTGCGTGTTTCMSGV1
TCATGTCTGCGTCCGCGTTTGTAATCTACGGCCGTGTTTGTGCGTGTTTCpMSCVhyg
TCATGTCTGCGTCCGCGTAT−−−−−TGTAGTTTGTATCTGTGA−−−−−TCpQCXIN

GGGGGCTTCAGGGACCCTGCAGAGGGTCCCAACGCCGGCCCACAAGGCTTMLV refseq
GGGGGCTTCAGGGACCCTGCAGAGGGTCCCAACGCCGGCCCACAAGGCTTSFG
GGGGGCTTCAGGGACCCTGCAGAGGGTCCCAACGCCGGCCCACAAGGCTTMSGV1
GGGGGTTTCAGGGACCCTGCAGAGGGTCCCAACGCCGGCCCACAAGTCTTpMSCVhyg
GGGGGTTTCAGGGACCCTGCAGAGGGTCCCAACGCCGGCCCACAAGTCTTpQCXIN

1

71

Forward primer

Probe

Reverse primer

GAGCAGTCAAGGTGGTGCCCAGGCGGTCTATGTCTCGATCAATCGATTGAMLV refseq
GAGCAGTCAAGGTGGTGCCCAGGCGGTCTATGTCTCGATCAATCGATTGASFG
GAGCAGTCAAGGTGGTGCCCAGGCGGTCTATGTCTCGATCAATCGATTGAMSGV1
GAGCAGTCAAGGTGGTGCCCAGGCGGTCTATGTCTCGATCAATCGATTGApMSCVhyg
GAGCAGTCAAGGTGGTGCCCAGGCGGTCTATGTCTCGATCAATCGATTGApQCXIN

CTCAGGTTTTGCTAGCCCTAAAAACCTGAGTCCAGCCCGGTGTTTTTGCCMLV refseq
CTCAGGATTTGCTAGCCCTAAAATCCTGAGTCCAGCCCGGTGTTTTTGCCSFG
CTCAGGTTTTGCTAGCCCTAAAAACCTGAGTCCAGCCCGGTGTTTTTGCCMSGV1
CTAAGGTGTAGCTG−−−−−−AGGGAAGGAGTCCAGCCCGGTGTTTTTGCCpMSCVhyg
CTAAGGTGTAGCTG−−−−−−AGGGAAGGAGTCCAGCCCGGTGTTTTTGCCpQCXIN

21

20

70

120

121 170143
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第二章 

参照遺伝子の選定 

 

本章では VCN 分析法を設計する際の重要な要素である参照遺伝子を選定した。

VCN を測定するには、既知の内部遺伝子のコピー数を参照する必要がある。本研究

で用いた PG13 を含むほとんどの細胞株では、染色体数が変化する異数性が一般的

に観察される。そのため、PG13 中の染色体数を確認し、安定していると考えられる染

色体上の遺伝子を参照遺伝子として選定した。 

 

2-1.  FISH による PG13 細胞の染色体数の確認 

参照遺伝子候補が存在している染色体の数を調べるために、各染色体に特異的に

結合する蛍光プローブを用いることで、全染色体を 1 度のハイブリダイゼーションで識

別可能な手法である mFISH を用いて PG13 細胞の核型解析を行った（図 3）。正常な

マウスの染色体数は 2 倍体（2n）で 40 本であるが、20 細胞の染色体の本数を調べた

ところ、3 倍体（3n）が優勢で、最頻染色体数は 65 本であった（図 4）。このうち 8 つの

細胞で核型を調査した。8 細胞全てに一貫して 9 番染色体、12 番染色体、16 番染色

体、18 番染色体は 3 本存在し、X 染色体は 2 本存在しており、構造異常は 4 番染色

体、5 番染色体、13 番染色体、14 番染色体、15 番染色体、17 番染色体で観察され

た。 

 

2-2.  NIH3T3 細胞と PG13 細胞の染色体数の比較 

安定した染色体をさらに探索するために、先行文献（Leibiger et al., 2013）の核型

情報を用いて、PG13 細胞の核型を親 NIH3T3 細胞の核型と比較した。PG13 細胞と
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NIH3T3 細胞の両方で、9 番染色体、18 番染色体、X 染色体の本数はそれぞれ同じ

であった。従って、これらの染色体は比較的安定していると考え、その染色体に位置

する遺伝子で市販のプライマー・プローブセットが入手可能なものを参照遺伝子の候

補として選択した。以上から、PG13 細胞、NIH3T3 細胞ともに 3 コピー存在すると推定

される Rpp25（9 番染色体）と Mbp（18 番染色体）、X 染色体上に 2 コピー存在すると

推定される Pgk1 を選択した。 

 

2-3.  ddPCR による PG13 細胞と NIH3T3 細胞の参照遺伝子候補の比較 

核型解析でみられた PG13 と NIH3T3 のコピー数の違いが ddPCR でも検出できる

か比較した。選択した Rpp25、Mbp、Pgk1 の他、核型解析からはコピー数が異なると考

えられる B2m（2 番染色体）と Apob（12 番染色体）についても ddPCR を行った。X 染

色体上に存在する Pgk1 のコピー数を 2 コピーとしたときの PG13 細胞と NIH3T3 細胞

における常染色体遺伝子のコピー数を比較した（図 5）。 

その結果、PG13 の常染色体遺伝子はすべて約 3 コピーであり、これは mFISH の

結果と一致した（図 6）。NIH3T3 細胞では、Rpp25 と Mbp はともに約 3 コピーで PG13

と一致したが、B2m と Apob は約 4 コピーで PG13 とは異なった。この結果は文献

（Leibiger et al., 2013）上の NIH3T3 細胞の染色体数と一致した。さらに、遺伝子に

よって増幅効率が異なるため、エンドポイントの蛍光の絶対値は異なっていた。特に

Mbp はプライマー設計が最適化されていないため増幅効率が悪く、バックグラウンドと

の識別性が低いことから、参照遺伝子としては不適当であることが示唆された（図 5）。

そこで、Pgk1 と Rpp25 を適切な参照遺伝子として選択した。 
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図 3  mFISH による PG13 細胞の核型解析 

PG13 細胞の展開像（左）と核型画像（右）の代表画像を示す。例えば 5 番染色体は 5

本あり、そのうち 2 本には 6 番染色体の転座やセントロメアが 2 つあるなどの構造異常

がみられる。染色体小断片（fragments）は mFISH プローブで染まらず DAPI のみで染

まり、セントロメア領域に見られる特徴を示す。 
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図 4  PG13 細胞の染色体本数解析 

調べた 20 細胞の PG13 細胞の核型のうち、主要倍数体は 3n で、最頻染色体数は 65

であった。染色体小断片は 1 本の染色体としてカウントした。倍数性の分類は正常な

マウスの染色体数を 2n=40 として染色体本数が最も近い倍数体に分類した。 
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図 5 ddPCR による NIH3T3 細胞と PG13 細胞の参照遺伝子の検出 

各参照遺伝子の 2D プロットにおける ddPCR の代表画像。X 軸に常染色体上に存在

する B2m, Rpp25, Apob, Mbp を HEX で検出した値を示す。Y 軸に X 染色体上に存

在する Pgk1 を FAM で検出した値を示す。Mbp ではバックグラウンドの集団と分布が

重なっており、区別が難しい。 
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図 6 ddPCR による NIH3T3 細胞と PG13 細胞の参照遺伝子のコピー数の比

較 

X 染色体に存在する Pgk1 のコピー数を 2 コピーに設定した場合の PG13 と NIH3T3

の常染色体上に存在する各参照遺伝子のコピー数。 
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第三章 

複数の参照遺伝子を用いた ddPCR による VCN 測定法の開発 

 

第一章ではターゲットとなる遺伝子を検出するプライマー・プローブセットを設計した。

第二章では参照遺伝子候補を選定した。本章ではこれらの要素を組み合わせて、

VCN 測定法の開発を行った。 

 

3-1. 最適アニーリング温度の決定 

標的遺伝子と選択した参照遺伝子に対するプライマー・プローブセットが正しく機

能することを確認するため、サザンブロット法で測定し VCN が 1 コピーであることがあ

らかじめわかっているウイルスベクター産生細胞を用いた（MSGV1-CAR2 クローン

No. 66）。まず、MLV/MSCV のパッケージングシグナルをターゲットとしたプライマー・

プローブセットの最適なアニーリング温度を検討した（図 7）。その結果、53.7～64.3°C

で良好な分離が得られ、56.0°C で最適な分離が得られたため、アニーリング温度を

56°C に決定した。 

 

3-2. 複数の参照遺伝子を用いた VCN 測定法の開発 

次に、3 つの遺伝子を同時検出するトリプレックス ddPCR を行う方法として

amplitude multiplexing 法を用いた。amplitude multiplexing 法では、PCR 反応のエン

ドポイントの蛍光強度の差に基づいて、同じ蛍光チャンネルで 2 種類の遺伝子を同

時に測定することが可能である （Whale, Huggett, and Tzonev, 2016）。ddPCR の結

果から、Rpp25 はバックグラウンドの蛍光と比較して明確な分離を示したため、参照遺

伝子として用いた。また、常染色体上の遺伝子とはコピー数が異なると考えられる、X
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染色体上に存在する Pgk1 を参照遺伝子とした。これら 2 つの参照遺伝子を用いて、

MLV/MSCV のパッケージングシグナル（Ψ）を標的とした ddPCR を行った（図 8）。

amplitude multiplexing 法では、Rpp25 と Pgk1 の蛍光シグナルは強度の違いから明

確に区別できた。 

Ψ、Pgk1、Rpp25 の濃度はそれぞれ 94.9、211、284 コピー/µL であった。Ψ のコピ

ー数を 1 とした場合、その比率は 1：2.22：2.99 コピーとなり、Pgk1 は 2 コピー、Rpp25

は 3 コピーに近く、核型解析の結果と一致した。そこで、VCN の算出には Pgk1 の

コピー数を 2、Rpp25 のコピー数を 3 とし、QX Manager 1.2 Standard Edition（Bio-

Rad Laboratories, Inc.） を用いてコピー数を算出した。算出されたサンプルの VCN 

は 0.958（95%CI: 0.936、0.980）であり、1 に近い結果であった。このことから設計した

トリプレックス ddPCR は、導入遺伝子のコピー数を正確に測定可能であると考えた。 
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図 7 標的遺伝子に対するプライマー・プローブセットの最適アニーリング温度 

MLV/MSCV Ψ のプライマー・プローブセット（FAM；Y 軸）は 53.7-64.3°C で分離を示

した。Pgk1（HEX；X 軸）は 56°C で最も良好な分離を示した。 
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図 8 トリプレックス ddPCR によるガンマレトロウイルスベクター産生細胞の VCN 測

定 

標的遺伝子（MLV/MSCV Ψ；FAM；Y 軸）と 2 つの参照遺伝子（Pgk1； HEX-low, 

Rpp25； HEX-high；X 軸）を用いたトリプレックス ddPCR。Ψ、Pgk1、Rpp25 の濃度は

94.9、211、284 コピー/µL で、比率は 1:2.22:2.99 であった。 
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第四章 

qPCR およびサザンブロットとの比較 

 

本章では、第三章で開発したトリプレックス ddPCR による VCN 測定法を用いて、実

際のクローンセレクションの過程で得られたウイルスベクター産生細胞のクローン中の

VCN を測定した。 

 

4-1. ウイルスベクター産生細胞のクローンを用いたサザンブロット、qPCR と

ddPCR の比較 

ウイルスベクター産生細胞候補のクローン選択の過程で得られたクローンの VCN

について、開発したトリプレックス ddPCR 法とサザンブロットおよび qPCR で比較した。

ウイルスベクター産生細胞の作製に必要な GOI プラスミドは  MSGV1-CAR1、

MSGV1-CAR2、SFG-CAR3 の 3 種類を用いた。Retrovirus Packaging Kit Eco（タカラ

バイオ株式会社）を用いて、一過性のエコトロピックウイルスベクターを調製し、PG13

細胞に感染させた。感染した PG13 細胞をシングルセルプリンターでクローニングし、

増殖させた細胞をサンプルとした。産生されたウイルスゲノム RNA の量、増殖速度、

細胞形態に基づき、約 100 クローンから 3 株を最終候補として選択した。MSGV1-

CAR1 と MSGV1-CAR2 のサザンブロット結果を図 9 に例として示す。MSGV1-CAR1、

MSGV1-CAR2、SFG-CAR3 クローンのサザンブロット、ddPCR、並びに qPCR による

VCN の測定結果を図 10 に示す。ddPCR の値は、各参照遺伝子から算出したコピー

数の幾何平均値である。その結果、MSGV1-CAR1 クローン 30 を除くすべてのクロー

ンについて、ddPCR における VCN はサザンブロットと一致した結果を示し、MSGV1

および SFG ベクターの両方について正確なコピー数が測定されたことが示唆された。 
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一方、qPCR の結果は、MSGV1-CAR1 クローン 41 や SFG-CAR3 クローン 40、70

のように 1 コピー数以上の差がある場合もあり、1.5 や 2.5 のように整数とするのが難し

い結果もあった。MSGV1-CAR1 のクローン No. 30 については、ddPCR と qPCR では

コピー数がおよそ 3～4 であったが、サザンブロットでは 7 コピーであった。サザンブロ

ットではゲノム上の挿入部位の違いを検出できるため、3 コピーと 4 コピーのクローンが

混在している場合は 7 コピーの結果となる可能性があるが、ddPCR と qPCR では参照

遺伝子とプロウイルスベクター遺伝子の濃度の比率から VCN を算出するため、3 コピ

ーと 4 コピーのクローンが混在している場合はその平均数が得られ、およそ 3～4 コピ

ーの値が得られたと考えられる。したがって、MSGV1-CAR1 クローン No. 30 は複数の

クローンの混合物となっており、そのことでサザンブロットと ddPCR での値に違いが表

れた可能性が示唆された。 

 

4-2. 実際のクローンセレクションにおける参照遺伝子数の変化に対する頑健性の

検証 

実際のクローン選択を考慮して、MSGV1-CAR2 の他の候補クローンについて

ddPCR を行った（図 11）。結果は VCN に応じて整数値に近い値を示し、コピー数の推

定は容易であった。しかし qPCR では、測定値のばらつきのため、コピー数は連続的

な数値としてしか得られず、整数として割り当てることは困難であった。さらに、2 つの

参照遺伝子の安定性を評価するために、Pgk1 と Rpp25 の比率を調べた。 

ほとんどのクローンにおいて、Rpp25 / Pgk1 の比はおよそ 1.5 であったが、MSGV1-

CAR2 クローン 62 では、その比は 3 に近かった（2.88）。MSGV1-CAR2 クローン 62 の

VCN を Pgk1 単独で計算すると 1.91 であったのに対し、Rpp25 単独で計算すると 1.00

となり、VCN の決定に矛盾があることが示された。クローン 62 の参照遺伝子コピー数

をさらに解析したところ（図 12）、Pgk1 を 2 コピーと仮定したときに B2m、Apob、Mbp が
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3 コピー存在するのに対し、Rpp25 は 6 コピーを示した。これは、シングルセルクローニ

ングと拡大培養の過程で、Rpp25 を含む 9 番染色体の数が変化したことを示唆してい

た。Pgk1 と Rpp25 の両方を参照遺伝子として用いれば、参照遺伝子のコピー数のば

らつきを、その比率を調べることで検出することができ、遺伝子コピー数の計算が不正

確になるリスクを最小限に抑えることが可能である。 
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図 9 サザンブロットによる VCN 評価 

サザンブロットの代表画像。M:マーカー、PC:ポジティブコントロール p1:MSGV1-

CAR1 プラスミド p2:MSGV1-CAR2 プラスミド、NC:ネガティブコントロール。MSGV1-

CAR1 と MSGV1-CAR2 の下の数字はクローン番号を示す。 
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図 10 サザンブロット、ddPCR、qPCR によるベクター産生細胞の各クローン

の VCN の比較 

ddPCR では MSGV1-CAR1 clone 30 以外、サザンブロットと近い値となった。一方

qPCR では、MSGV1-CAR1 clone 41 や SFG-CAR3 clone 40 など、サザンブロットで 1

コピーとされたクローンが約 2 コピーの値となった。 
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図 11 ddPCR と qPCR によるクローン選択における VCN 測定値の比較 

ddPCR と qPCR によるクローン選択における VCN の測定値の比較。各クローンはコピ

ー数の小さい順に並んでいる。ddPCR（左図）は整数値に近い離散的なパターンを示

したのに対し、qPCR（右図）は連続的なパターンを示した。また、ddPCR で用いた 2 つ

の参照遺伝子の比率も示した。Clone 62 以外は 1.5 付近であるが、Clone 62 では 3 付

近となった。 
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図 12 クローン間の参照遺伝子数の差異 

Pgk1 のコピー数を 2 コピーとした場合の MSGV1-CAR2 クローン No. 62 とクローン No. 

66 の参照遺伝子のコピー数を ddPCR で測定した。 
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考察 
 

ddPCR はコピー数を正確に測定できることから、CAR-T 細胞のような遺伝子導入細

胞における VCN の測定への利用が多く報告されている（Kandell et al., 2023; Ma et 

al., 2023; Murphy et al., 2023; Phuphanitcharoenkun et al., 2024）。正常 2 倍体細胞の

常染色体上の各参照遺伝子のコピー数は 2 であると仮定できるが、がん細胞や細胞

株は異数性を示すことがあり、参照遺伝子について特別な考慮が必要である（Ma et 

al., 2023）。多くの幹細胞のような正常 2 倍体細胞では、シングルセルクローニングに

より、得られる細胞集団の均質性が保証されるが、HEK293 や CHO 細胞のような異数

体細胞株は、染色体数の分布が広く（Bandyopadhyay et al., 2019）、細胞株は一般に

高い遺伝的多様性とゲノムの流動性を示す。Wurm（2013）では、このゲノム構造の

継続的な変化について説明し、シングルセルクローニングした細胞でも遺伝的

に多様な細胞を急速に生み出すことから、従来 RNA ウイルスなどゲノムに変異

が入りやすい生物種に用いられていた、多様な遺伝子変異を持つ集団の形成と

環境変化への適応に関する「Quasispecies」（Eigen and Schuster, 1977）の概念を細胞

株に拡張した。ddPCR は、ベクター産生細胞などの細胞株における導入遺伝子のコピ

ー数を測定するのに有用であると考えられるが、細胞株における導入遺伝子のコピー

数を決定するのに使用したという報告はほとんどなかった。これは、クローニングと培

養操作で多様化した個々の細胞クローンにおける参照遺伝子数の流動性を考慮する

必要があるためと考えられる。 

本研究では、mFISH を用いて、コピー数が安定して一定である参照遺伝子を決定

した。加えて、性染色体上の遺伝子である Pgk1 と常染色体上の遺伝子の濃度を比較

することで、参照遺伝子のコピー数の違いが適切に評価されているかを確認した。細

胞株は核型が不安定で、培養中に変化することが知られており、ヒトの細胞株では、性
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染色体と常染色体の比（X/A 比）が 2：3 に収束することが観察されている（Xu et al., 

2017）。マウスの細胞である PG13 細胞も由来する NIH3T3 と比較し、X/A 比が 2:3 に

近くなっていることが観察された。 

本研究では、遺伝子導入やシングルセルクローニング後のクローン選択に有用なト

リプレックス ddPCR 法を開発した。PG13 細胞を用いて作製した安定産生細胞株の

VCN 解析には、PG13 細胞のゲノム中には含まれず、プロウイルスベクター配列のみ

に含まれるパッケージングシグナル領域をターゲットとしたプライマー・プローブセット

が必要であるため、新たに設計した。Volkwein et al.（2022）では MLV と MSCV の両

方を検出するプライマー・プローブセットを設計したが、これらのプライマーは PG13 細

胞で Gag-Pol と Galv Env の発現に使用される LTR 配列を標的としているため、この目

的には使用できない。さらに、パッケージングシグナル領域を標的としたプライマー・プ

ローブセット（Takara Bio Inc, Catalog No. 6166）が市販されているが、MSCV ベースの

ガンマレトロウイルスベクターには使用できないとされており、MSGV1 ベクターでは機

能しない。本研究で設計したプライマー・プローブセットを用いて ddPCR を行ったとこ

ろ、MSGV1 および SFG ベクターバックボーンの両方で適切に機能し、異なる CAR 配

列およびベクターバックボーンを用いたウイルスベクター産生細胞の 3 つの独立したク

ローン選択について、コピー数はサザンブロットの結果とよく一致した。参照遺伝子に

関しては、性染色体と常染色体上の 2 つの異なる参照遺伝子を用いることで、コピー

数の変化に対応した。ほとんどのクローンにおいて、Pgk1 と Rpp25 遺伝子は 2:3 の比

率で維持されていたことから、PG13 細胞のクローンの選択での測定に用いる参照遺

伝子として適していると考えられた。さらに、参照遺伝子自体のコピー数が変化しても、

各染色体数の増減は独立している（Xu et al., 2017）ため、2 つの遺伝子の比から参

照遺伝子の変化が検出することができる。これにより、クローン選択時に誤ったコピー

数を計算するリスクが減少した。この方法は簡便で信頼性が高く、MSCV または MLV
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ベースのベクターのどちらを使用しても、ガンマレトロウイルスベクター産生細胞のクロ

ーン選択に有用である。さらに、複数の参照遺伝子を使用するこの ddPCR の開発ア

プローチは、将来、他のウイルスベクターやタンパク質の生産に使用される異数体細

胞株やがん細胞における導入遺伝子コピー数を測定するために適用できる可能性を

示した。 

一方、ddPCR の限界もこの研究で示された。ddPCR で得られたデータは平均コピー

数のみを表している。複数のクローンが混ざっている場合、コピー数を正確に決定でき

ない可能性がある。従って、セルバンクを作製する前の産生細胞株の最終的なクロー

ン決定などの状況では、サザンブロットは依然として正確な VCN の検証のための技術

として有効である。このような ddPCR 法の限界から、選択したクローンのコピー数を確

認するためには異なる原理を持つ他の方法と組み合わせることが望ましいと考えられ

る。 

結論として、この研究により、ddPCR がガンマレトロウイルスベクター産生細胞にお

ける VCN 測定に適した方法であることが明らかになり、正確さにおいて従来の方法で

ある qPCR よりも優れていることが示された。特に CAR-T 細胞製品の臨床試験におい

て、ウイルスベクターの開発は時間がかかるプロセスであり、中でもウイルスベクター安

定産生細胞株の構築は、細胞治療や遺伝子治療製品の臨床試験を開始するまでの

開発期間に大きな影響を与える。本研究で開発したトリプレックス ddPCR 法は、細胞

治療や遺伝子治療製品の開発で使用するウイルスベクター安定産生細胞株の構築

において、より迅速で効率的なクローン選択に有用であり、これまであまり注目されて

こなかった細胞株の異数性による参照遺伝子の変化にも対応できる方法であると考え

る。 
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