
Kobe University Repository : Kernel

PDF issue: 2024-10-09

遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験およびプ
ロセス開発に必要となる技術プラットフォームの構
築と事業化

(Degree)
博士（科学技術イノベーション）

(Date of Degree)
2023-09-25

(Date of Publication)
2024-09-01

(Resource Type)
doctoral thesis

(Report Number)
甲第8749号

(URL)
https://hdl.handle.net/20.500.14094/0100485933

※ 当コンテンツは神戸大学の学術成果です。無断複製・不正使用等を禁じます。著作権法で認められている範囲内で、適切にご利用ください。

齋藤, 俊介



 

 

 

博 士 論 文 

 

 

 

 

遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験およびプロセス開発

に必要となる技術プラットフォームの構築と事業化 

 

 

 

 

 

 

2023 年 7 月 

神戸大学大学院科学技術イノベーション研究科 

齋藤 俊介 

  



 

目次 

 頁 

 

第 1 章 序論 1 

1.1 遺伝子治療に関する背景 2 

1.2 遺伝子治療用製品の CMC（Chemistry, Manufacturing and Control） 4 

1.3 本研究の目的 5 

参考文献            6 

 

第 2 章 デジタル PCR を用いたアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターのゲノム

タイター定量試験法に関する研究 7 

2.1 AAV ベクターの品質試験項目と分析技術 8 

2.2 デジタル PCR の特徴 14 

2.3 本研究の背景と目的 16 

2.4 DNase 処理パラメータの検証 17 

2.4.1 実験方法 17 

2.4.2 結果、考察 18 

2.5 DNase 不活化パラメータの検証 19 

2.5.1 実験方法 19 

2.5.2 結果、考察 20 

2.6 AAV ベクターの熱安定性の評価 22 

2.6.1 実験方法 22 

2.6.2 結果、考察 23 

2.7 カプシド粒子からの DNA 抽出パラメータの検証 26 

2.7.1 実験方法 26 

2.7.2 結果、考察 26 

2.8 本章まとめ 28 

参考文献           29 

 

第 3 章 AAV ベクターの製造に用いる統合型プラスミドの開発 33 

3.1 AAV ベクターの製造プロセス 34 

3.2 本研究の背景と目的 37 

3.3 長鎖 DNA 合成技術を用いた統合型プラスミドの構築 38 

3.4 統合型プラスミドによる AAV ベクター生産実験 43 

3.4.1 実験方法 43 



 

3.4.2 結果、考察 46 

3.5 本章まとめ 50 

参考文献           51 

 

第 4 章 先端技術研究の社会実装に向けた戦略構築 53 

4.1 イノベーションアイデア 54 

4.2 技術戦略 55 

4.2.1 品質試験に関する技術戦略 55 

4.2.2 製造プロセスに関する技術戦略 57 

4.2.3 技術戦略まとめ 58 

4.3 知財戦略 60 

4.3.1 品質試験に関する知財戦略 60 

4.3.2 製造プロセスに関する知財戦略 61 

4.3.3 知財戦略まとめ 65 

4.4 事業戦略 65 

4.4.1 外部環境分析 65 

4.4.2 内部環境分析 76 

4.4.3 事業環境まとめ 80 

4.4.4 事業化に向けた戦略 82 

4.4.5 事業化に向けた計画 87 

4.4.6 事業戦略まとめ 90 

4.5 財務戦略 91 

参考文献 94 

 

第 5 章 結論 95 

5.1 本研究のまとめ 96 

5.2 将来展望 98 

 

 

 

研究業績 101 

 

謝辞 102 

  



 

 



第 1 章 

1 

 

 

 

 

第 1 章 

序論 
 

 

 

  



第 1 章 

2 

1.1 遺伝子治療に関する背景 

 遺伝子治療とは「疾病の治療を目的として遺伝子または遺伝子を導入した細胞を人の体

内に投与すること」と定義 1され、遺伝子を直接体内に投与する方法を in vivo 療法、体外

で遺伝子を導入した細胞を体内に投与する方法を ex vivo 療法に分類される（図 1. 1）。 

 

 

図 1. 1. 遺伝子治療の定義と種類 

 

遺伝子治療は、体内または細胞内で遺伝子を発現させるためにベクターが必要となるが、医

学、遺伝子工学、分子生物学の進展もあり、近年はウイルスを遺伝子の運び屋としたウイル

スベクターを用いた遺伝子治療が主流（図 1. 2）となっている 2, 3。2018 年に Science 誌に

掲載された総説「Gene therapy comes of age」では、アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターと

レンチウイルス（LV）ベクターが遺伝子治療に必要不可欠なツールとして挙げられた 2。 

 

 遺伝子治療は、体内で長期間にわたり治療用タンパク質が発現することから、低分子医薬

や抗体医薬等の従来のモダリティ（創薬手段）では実現困難な、単回投与による根治治療の

可能性を秘めたモダリティとして注目される。近年、躍進を続ける遺伝子治療ではあるが、

歴史は古く、1990 年に世界で初めて米国にてウイルスベクターを用いた遺伝子治療（ADA

欠損症を対症）が行われ、その後、多くの研究開発が進められた。日本においても、1995 年

に初めて遺伝子治療が実施されている。しかし、1999 年にアメリカでアデノウイルスベク

ター投与による死亡事故が、2002 年にフランスでレトロウイルスベクターの挿入変異によ

る白血病発症が連続して発生したため、遺伝子治療は低迷期を迎えることになる。しかし、

この低迷期の間、欧米を中心にウイルスベクターの研究を地道に続けた研究者の成果によ

り、2012 年に先進国で初めての遺伝子治療用製品が欧州で承認（製品名：Glybera）された。

AAV ベクターを用いた家族性リポ蛋白質リパーゼ欠損症の治療薬である。Glybera の承認以

降、遺伝子治療の開発は活発化し、2010 年代半ばから急激に遺伝子治療の開発パイプライ
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ン数が増大している（図 1. 3）。 

 

 

 

図 1. 2. 遺伝子治療に利用されるウイルスベクター（文献 3 を基に著者が作成） 

 

 

図 1. 3. 1995-2018 年の遺伝子治療用製品の開発品目（文献 3 を基に著者が作成） 

 

 大手の製薬企業も遺伝子治療に参入するようになり、現在では複数の上市薬も誕生して

いる。血友病 A の治療薬として承認された Hemgenix（BioMarin Pharmaceutical Inc.より販

売）、脊髄性筋萎縮症の治療薬として承認された Zolgensma（ノバルティスファーマ株式会

社より販売）、レーバー先天性黒内障の治療薬として承認された Luxturna（F. Hoffmann-La 



第 1 章 

4 

Roche, Ltd.より販売）、B 細胞性急性リンパ芽球性白血病の ex vivo 治療薬として承認された

Kymriah（ノバルティスファーマ株式会社より販売）、Yescarta（Gilead Sciences, Inc.より販売）

等が上市されており、現在、欧米諸国と日本において 20 個の遺伝子治療用製品が承認され

ている 4。 

 

1.2 遺伝子治療用製品の CMC（Chemistry, Manufacturing and Control） 

 前述した通り、ウイルスベクターを用いた遺伝子治療は開発が活性化し、黄金期を迎えつ

つある。近年、CRISPR-Cas9 等のゲノム編集技術も発展しているが、体内でゲノム編集タン

パク質を発現させる治療法に対してもウイルスベクターが利用されており、今後の新しい

モダリティにおいても需要は高まるだろう。しかし、開発される遺伝子治療のパイプライン

数が増大するに連れて、遺伝子治療の普及において二つの大きな課題が表面化してきた。 

 一つ目の課題は、非常に高額なウイルスベクターの製造コストである。ウイルスベクター

はバイオプロダクションにより生産される。現在主流となる製造プロセスは、製造原料とし

て複数のプラスミド DNA を動物細胞に導入後、カラム精製を利用し不純物除去が行われる

が、その製造コストは非常に高い。難治性の希少疾患を適応症としていることも多く、2019

年に米国で上市された脊髄性筋萎縮症の治療薬である Zolgensma に関しては、米国で 2 億

円を越える価格で販売され話題となった。 

 二つ目の課題は品質管理手法の問題である。ウイルスベクターは図 1. 4 に示す通り、タ

ンパク質、核酸、ナノ粒子の特性を併せもつ非常に複雑な構造をとっているが、治療薬とし

てウイルスベクターを開発する以上、ウイルスベクターに対してヒトに投与できる品質を

保証する事が必須となる。しかし、公的に定められたウイルスベクターの品質規格や標準化

された品質試験手順は存在せず、開発機関毎に規格や試験手順を設定している現状である。 

 

図 1. 4. アデノ随伴ウイルスベクターの概略図 

 

 このような医薬品の品質・製品化に関する課題解決に取り組む研究開発領域を、製薬業界

では CMC（Chemistry, Manufacturing and Control）と呼び、医薬品の製品化（社会実装）にお

いて必須の研究領域となるが、新しい遺伝子治療の開発パイプライン数が増大するにつれ
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て、以前より存在したコストや品質の課題がより大きな問題となって表面化した。急速にパ

イプライン数が増大する遺伝子治療の開発状況の進展に対して、CMC と規制科学（レギュ

ラトリーサイエンス）に関する発展が世界的に追いつけていない状況である。 

 AAV ベクターを用いた遺伝子治療研究の先駆者の一人である Dr. Guangping Gao は、今後

の遺伝子治療の Key challenges として下記の 3 つを挙げた 5。 

 

1. Large-scale vector manufacturing and cost 

2. Vector quality control and assay standardization 

3. Immunological barriers to rAAV gene delivery 

 

1.の「大量スケールのベクター製造とコスト」は製造プロセス開発、2.の「ベクターの品質

管理と試験法の標準化」は品質試験法開発に関係する内容であり、まさしく CMC の研究課

題に該当する。 

 また、日本の遺伝子治療研究の第一人者である東京大学の岡田尚巳教授も、2019 年 3 月

26 日に掲載された日経バイオメディカルの記事において、「遺伝子治療のベクターの品質に

ついては、十分な分析がされているとは言い難い状況で、臨床試験に使われているベクター

の品質にもばらつきがあるのが実態だ。CMC のコントロール手法や技術開発であれば、日

本も今から追い付ける可能性がある。」とコメントしており、ウイルスベクターの CMC は、

今後の遺伝子治療の発展・普及において重要な研究課題として考えられている。 

 

1.3 本研究の目的 

 本研究では、近年、遺伝子治療に利用されるウイルスベクターとして最も注目される AAV

ベクターを対象にし、製造プロセス開発と品質試験法開発の両面から先端技術研究（図 1. 

5）を行い、遺伝子治療用ウイルスベクターの開発を進める上で必須となる CMC に関する

技術プラットフォームを構築することを目的とした。 

 

図 1. 5. 遺伝子治療用ウイルスベクターの CMC に関する先端技術研究 
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 品質試験法開発については、種々の分析技術、試験・規格情報、業界動向を調査し、ウイ

ルスベクターに対して、高度分析技術を用いた品質試験や特性解析を行える分析体制の構

築を目指した。先端技術研究としては、AAV ベクターの投与量の表記にも用いられる重要

な特性値であるベクターゲノムタイター（ウイルス粒子に含まれる DNA の定量）に対して

科学的妥当性に基づいた試験手順を構築するため、近年注目が高まる高度分析技術である

デジタル PCR を適用し、AAV ベクターの試験検体の前処理条件について検討を行った（第

2 章に記載）。 

 

 製造プロセス開発については、AAV ベクターの製造において大きな課題となっている製

造コスト低減に繋がる独自の DNA を開発する事を目指し、先端技術研究を行った。具体的

には、枯草菌を用いて DNA 断片を集積し環状 DNA を合成する OGAB®法を用いて、AAV

ベクターの産生に必要な全ての遺伝子を 1 つのプラスミドに搭載した統合型プラスミドを

構築し、AAV ベクターの生産実験を行った（第 3 章記載）。 

 

 最後に、品質試験法開発と製造プロセス開発の両面から構築した遺伝子治療用ウイルス

ベクターの技術プラットフォームを活かすイノベーションアイデアとして、「日本を拠点と

するウイルスベクターの受託開発事業」を提案した。本イノベーションアイデアを実現する

ために必要となる事業計画を策定するため、技術、知財、事業、財務の観点から戦略構築を

行い、本論文にまとめた（第 4 章に記載）。 

 

 

参考文献 

1. 遺伝子治療等臨床研究に関する指針 厚 生 労 働 省 1–35. 

2. Dunbar, C.E., High, K.A., Joung, J.K., Kohn, D.B., Ozawa, K., and Sadelain, M. (2018). Gene 

therapy comes of age. Science (80-. ). 359. 

3. Gene Therapy: A Paradigm Shift in Medicine (2016). Pharma Intell. 

4. ASCGT (2022). Gene, Cell, and RNA Therapy Landscape. Q4-2022, x–xii. 

5. Wang, D., Tai, P.W.L., and Gao, G. (2019). Adeno-associated virus vector as a platform for gene 
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2.1 AAV ベクターの品質試験項目と分析技術 

 ウイルスベクターを遺伝子治療に用いるためには、ヒトに投与できる品質が保証される

よう、適切な分析試験法や品質規格を設計する必要がある。しかし、ウイルスベクターは、

他のモダリティと比べて複雑な構造体（核酸をタンパク質によって包有したナノ粒子）であ

るため、タンパク質・核酸・ナノ製剤の側面から分析を行う必要がある（図 2. 1）。 

 

 

図 2. 1. AAV ベクターの特性 

 

低分子医薬品や抗体医薬品については公的機関が定めた品質試験法が公開されているが、

遺伝子治療は新しいモダリティであるためウイルスベクターの品質試験項目や試験に用い

る分析方法も標準化されていない状況である。近年になり、日米欧の医薬品当局（日本：

PMDA、米国：FDA、欧州：EMEA）から、遺伝子治療用ウイルスベクターの CMC に関す

るガイドライン（ドラフト含む）が通知されたが、これらガイダンスには品質に対する考え

方について概要は記載されているものの、具体的な品質試験の内容、手法、規格については

明記されていない。 

 

＜代表的な遺伝子治療の CMC に関するガイドライン＞ 

⚫ 日本：遺伝子治療用製品等の品質及び安全性の確保に関する指針（2019 年 7 月、通知） 

⚫ 米国：CMC Information for Human Gene Therapy Investigational New Drug Applications 

(INDs); Guidance for Industry（2020 年 1 月、通知） 

⚫ 欧州：Guideline on quality, non-clinical and clinical requirements for investigational advanced 

therapy medicinal products in clinical trials（2019 年 8 月、ドラフト） 

 

標準化された品質管理手法が定まっていない状況のため、遺伝子治療用製品を開発する企

業は、独自に CMC の戦略を策定し、各社の方針に基づき適切と考えられる特性解析・品質
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試験法を開発し、治験に用いるウイルスベクターの品質管理と品質保証を行う必要がある。

即ち、遺伝子治療に利用するウイルスベクターを治験薬・医薬品として適切に分析できる体

制を構築するためには、CMC の経験に加えて、分析技術や規制科学に関する高度な専門性

が要求される。 

 

 遺伝子治療に用いるAAV ベクターの品質管理に関する標準試験法が存在しないことは世

界的な課題となっており、各品質特性に対して様々な分析技術（図 2. 2）が適用され、様々

な報告がされている状況である 1, 2。いずれの分析技術も一長一短があるためた、文献報告

やガイドライン、承認された遺伝子治療用製品の審査報告書を参考にし、各機関で AAV ベ

クターの品質試験に関する戦略を構築する必要がある。 

 

図 2. 2. AAV ベクターのタンパク質に関する特性解析例 

 

 表 2. 1 には、文献に記載された AAV ベクターの規格試験項目と適用される代表的な分析

技術を示した 3。試験項目毎に様々な分析方法が記載されており、専門性が伴わない場合、

どの分析技術を品規格試験として利用することが望ましいか判断が難しい。他の文献も合

わせると、さらに多くの分析技術が記載されており、分析技術に対する専門性が品質試験法
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開発の実務に必要となる。また、医薬品の品質試験に関して全般的にいえる共通の課題とな

るが、分析技術の発展に規制が追いつかず、古くから使われている分析技術が現在も変わら

ず利用される事例は散見される。遺伝子治療等の新しいモダリティにおいては特に問題に

なりやすく、より高い水準で AAV ベクターの品質を保証するためには、近年発展する高度

な分析技術を特性解析・品質管理に適用し、より適切な分析技術を用いて AAV ベクターの

品質管理手法を開発する必要がある。 

 

表 2. 1. AAV ベクターの品質規格試験項目と分析技術の例 3 

 

ddPCR: Droplet Digital Polymerase Chain Reaction, ICA: Infectious Center Assay, TCID50: Median 

Tissue Culture Infectious Dose, ELISA: Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay, SDS-PAGE: Sodium 

Dodecyl Sulfate Poly-Acrylamide Gel Electrophoresis, HPLC: High Performance Liquid Chromatography, 

TEM: Transmission Electron Microscope, AUC: Analytical Ultra-Centrifugation, EP: European 

Pharmacopoeia, USP: United States Pharmacopeia, DLS: Dynamic Light Scattering 

 

 次に、ウイルスベクターの品質特性の複雑さについて、複数の角度から説明する。図 2. 3

には、AAV ベクターの力価（有効性）に関係する品質特性について記載した。ベクターゲ

ノム（VG）タイター（図 2. 3 の左）は、カプシド粒子中に含まれる治療用遺伝子が搭載さ

れた DNA の定量値となる。AAV ベクターの投与量として表記されるため非常に重要な数

値となるが、従来より利用される定量 PCR 法では、変異を含む DNA や不完全な DNA も定

量結果に反映された値となる。一方、ベクター粒子（VP）タイター（図 2. 3 の中央）は、

カプシド粒子を定量する値となるため、DNA を含まない空カプシドや不完全粒子を含む定

量結果となる。生物活性（図 2. 3 の右）は、細胞を用いて AAV ベクターの細胞への感染力、

翻訳されたタンパク質量や活性を評価する。AAV ベクターの活性について細胞を用いて分

析するため、治療メカニズムにより近い評価方法と考えられるが、GMP（Good Manufacturing 
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Practice: 医薬品の製造管理及び品質管理の基準）管理下で実施する場合、コストが高いとい

う欠点がある。また、試験結果のバラつきも大きくなりやすい。それぞれの特性値には特徴

があり、各分析技術に対して適・不適を述べることはできず、特に開発段階においては、複

合的に分析を行い、AAV ベクターの特性を評価することが重要となる。 

 

 

図 2. 3. 力価に関係する品質特性と分析技術 

 

 同様に、不純物についても複合的な解析ができる分析体制が重要となる。AAV ベクター

製剤には、宿主由来不純物、プロセス由来不純物、製品由来不純物が混入する。代表的な不

純物定量に利用される分析技術について図 2. 4 に示した。例えば、核酸関連の不純物につ

いては、宿主・プロセス・製品それぞれから混入するが、従来、汎用される定量 PCR は標

的配列（プライマー）に依存した個別の核酸定量しかできないが、欧米では次世代シーケン

サーを用いて網羅的に不純物の核酸配列を解析する手法が開発されており、定量 PCR に比

べて検出性も改善されている 4, 5。 

 タンパク質関連の不純物については、抗体医薬と同様の分析技術が多く利用されている。

AAV のカプシド粒子は VP1、VP2、VP3 の 3 つのサブユニットが集合し形成されるが、各

サブユニットはキャピラリー電気泳動で分離でき、変異体が生じた場合は不純物として定

量することも可能である 6。またカプシドタンパク質を消化して HPLC-Mass を用いてペプ

チドマッピング解析することで酸化、脱アミド化や翻訳後修飾を定量できる 7。 

 抗体医薬において凝集体は製剤保存中にも増加し、免疫原性に影響するため、適切な管理

が要求される不純物である。AAV ベクターにおいても同様で、凝集体を含む粒子特性解析

としては動的光散乱法が汎用される。特に、新しい分析技術として注目される多角度動的光
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散乱法（MA-DLS: Multi-Angle Dynamic Light Scattering）は、ナノスケールにおいて精度高い

粒子解析が可能 8で AAV ベクターの品質管理に利用している製薬企業もある。しかし、MA-

DLS にも弱点はあり、粗大な粒子が混入している場合、粗大粒子からの散乱光強度が非常

に強くなるため、AAV 粒子からの散乱光の検出が困難になる。そのため凝集体の評価を行

う場合は、MA-DLS に加えて、Flow Imaging Microscopy（FIM）による定量も行うことが望

ましい。FIM はフローセルを通過する粒子を顕微鏡でカウントする技術であり、マイクロス

ケールの粒子の個数と形状を計測できる技術である 9。 

 

図 2. 4. AAV ベクターの各種不純物の評価項目と定量方法 

 

 AAV ベクターの不純物において、特に適切な分析法の開発が求められる品質特性は空カ

プシドである。空カプシドは治療効果に繋がる遺伝子を包有していないため、有効性は全く

無い。しかし、免疫原性に影響するため安全性に関係する不純物であり、特に静脈注射で全

身に大量投与される疾患においては、毒性の懸念からより適切な管理が求められる。プラス

ミド DNA のトランスフェクションにより産生される AAV ベクターには、50-95%の空カプ

シドが含まれるという報告 10 もあり、プロセス開発においても適切な分析法が必要とされ

る。代表的な空カプシドの分析技術を図 2. 5 に示す。定量 PCR による核酸の定量値と ELISA
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によるカプシドの定量値の比率を空カプシド率とする方法（図 2. 5 記載の試験法①）、電子

顕微鏡で得られる画像から空カプシドの割合を算出する方法（図 2. 5 記載の試験法②）は古

くから利用される方法だが、分析原理に起因する定量値のバラつきや判定基準に関する設

定の難しさが課題として挙げられる。 

 

 

図 2. 5. 空カプシド定量に利用される代表的な分析技術 

 

新しい分析技術としては分析超遠心法が代表的な方法（図 2. 5 記載の試験法③）である。各

物質の密度の違いを利用して AAV ベクターと不純物を分離し、空カプシドだけなく、凝集

体や Partial 粒子と呼ばれる DNA の断片を含むカプシド粒子も定量可能である 11。分離度は

非常に高く、高い精度の定量が可能となるが、ハイスループット性の低さが課題がある。

Mass Photometry 法（図 2. 5 記載の試験法④）は、Oxford 大学で開発された新しい分析技術
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で、タンパク質粒子の散乱光と反射光の干渉パターンが分子量に比例することを利用した

方法である 12。AAV ベクターと空カプシドは、カプシドに包有される DNA の重さの分だけ

分子量がシフトするため、空カプシドの定量が可能となる 13。インタクトな状態の AAV ベ

クター粒子を計測できる非常に優れた分析技術である。HPLC を用いた定量法（図 2. 5 記載

の試験法⑤）は、DNA を含む AAV ベクターと空カプシドの表面電荷の違いを利用して分離

し、蛍光や UV で検出する。AAV の血清型により分離条件の最適化が必要となるが、試験

条件が完成すれば非常に頑健性に優れた品質試験が可能となる 14。 

 

 空カプシドを例にとっても、定量に利用できる分析技術は多く存在する。どの技術も長所

や短所があり、様々な品質特性に対して目的に応じた適切な分析技術を選択することが必

要となるため、品質試験法開発には分析技術に関する幅広い専門性が必要となる。 

 

2.2 デジタル PCR の特徴 

 AAV ベクターの品質試験において、タンパク質の分析だけでなく核酸の分析（図 2. 6）

が必要となり、特に、AAV ベクターに含まれる治療用 DNA のコピー数（VG タイター）を

定量する試験法は非常に重要な役割をもち、VG タイターは、遺伝子治療の有効性と非常に

関係するため重要な品質特性となる。力価を評価する分析方法としては、細胞を用いて感染

価やポテンシーを評価する細胞アッセイも重要であるが、コストや頑健性の課題もあり、品

質試験法としては VG タイターの定量試験法が広く利用され、投与量の表記にも VG タイタ

ーが用いられる。 

 

 

図 2. 6. 核酸分析や細胞アッセイに利用される分析技術 
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 VG タイターの定量試験法は複数存在（表 2. 1）し、過去には、AAV ベクターに含まれる

DNA をドットブロットにより定量する方法や蛍光試薬により定量する方法が利用されたが、

定量範囲、スループット性、精度、頑健性の問題により、リアルタイム定量 PCR（qPCR）

が汎用されるようになった 3。qPCR は、現在でも VG タイターの試験法として広く利用さ

れるが、検量線が必要となる相対定量法である事に対して、近年、核酸の絶対定量が可能な

分析法としてデジタル PCR が注目されており、下記の特徴を理由に VG タイターの品質試

験法としても有用と考えられている。 

① 絶対定量法であるため検量線不要 ⇒測定誤差の減少、標準品が不要 

② 共存する阻害成分の影響が小さい ⇒工程内試験等でサンプルの前処理の簡略化 

③ 微小なコピー数の差が検出可能  ⇒定量法として精度が高い 

 

 デジタル PCR の原理は、微小空間に核酸を 1 分子レベルで分画した後、PCR を行い核酸

を増幅させ、蛍光検出により核酸を含む微小空間の数を定量する 15, 16。核酸を含むか含まな

いか、即ち 0 か 1 かで判断するためデジタル PCR と呼ばれるが、実際には核酸を複数含む

微小空間も確率的に存在するため、ポアソン分布に当てはめ解析し核酸の定量がなされる。

微小空間に何を利用するかは分析装置を製造する企業によって異なるが、オイル中の水滴

（ドロップレット）を利用するドロップレットデジタル PCR（ddPCR、バイオ・ラッド ラ

ボラトリーズ株式会社の製品）が、特に AAV ベクターの品質試験に利用される（図 2. 7）。 

 

図 2. 7. ddPCR の原理と手順 15 

 

品質試験法としては、qPCR の真度が 50%、精度 30%に対して、ddPCR は真度が 20%、精度

10%という報告例もあり、AAV ベクターのゲノムタイターの品質試験法として高い有用性

が期待される 17。 
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2.3 本研究の背景と目的 

 重要品質特性である VG タイターに対して、ddPCR は高精度な分析が可能となる技術と

して期待される。しかし、ddPCR が優れた技術であるとしても、品質試験として ddPCR を

用いて VG タイターを適切に定量するためには、科学的妥当性に基づき適切な試験手順が

設計されなければ、正しい VG タイターの定量結果を得る事はできない。特に、ddPCR を用

いて VG タイターを定量するためには、AAV ベクターに対して前処理を行い、試験検体を

調製する必要がある。試験検体の調製方法は VG タイターの定量結果にも影響を及ぼすた

め、品質試験法開発において重要な検討項目となる。近年では、国際的なガイドラインにお

いても Analytical Quality by Design と呼ばれる科学的妥当性に基づいた品質試験法の開発が

求められつつあり、試験検体の前処理工程と定量結果との関連について評価することは試

験法開発において重要である 18。 

 

 本研究では、AAV ベクターのゲノムタイター定量に対して、品質試験法として適切な

ddPCR の試験手順を設計することを目指し、試験検体の調製で実施される前処理の各パラ

メータが、VG タイターの定量結果に及ぼす影響について評価を行い、AAV ベクターの物理

科学的特性値との関連性を見出した。さらに、従来、4 ステップ（1：DNase 処理によるカ

プシド外の DNA 除去、2：DNase 不活化、3：一本鎖（ss）DNA のカプシドからの抽出、4：

PCR）で実施される前処理工程に代わる方法として、より頑健性に優れた 3 ステップの前処

理方法を、ddPCR を用いた VG タイター定量試験の検体前処理手順として提案した（図 2. 

8）。 

 

 

図 2. 8. ddPCR を用いた AAV ベクターの VG タイター定量試験における 4 ステップ（A）

および 3 ステップ（B）の検体前処理方法 
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2.4 DNase 処理パラメータの検証 

2.4.1 実験方法 

AAV ベクターの調製（2.5.1、2.6.1、2.7.1 で共通） 

 全ての検討には共通の AAV ベクターを用いた。検討に用いた AAV1-CMV-ZsGreen 1

（rAAV1）、AAV2-CMV-ZsGreen 1（rAAV2）、AAV5-CMV-ZsGreen 1（rAAV5）、AAV6-CMV-

ZsGreen 1（rAAV6）は、次世代バイオ医薬品製造技術研究組合（東京）において、HEK293T

細胞に 3 種のプラスミド（pAAV-CMV-ZsGreen、血清型 1、2、5、6 の各パッケージングプ

ラスミド、ヘルパープラスミド）をトランスフェクションし、回収した AAV ベクターを AVB 

Sepharose™ High Performance as affinity chromatography（Cytiva）を用いて精製した。次世代

バイオ医薬品製造技術研究組合で実施した qPCR によるゲノムコピー数の定量結果に基づ

き、ddPCR に用いる試験検体の調製を行う前に、各 rAAV ベクターの濃度を約 108 ゲノム

コピー（GC）/mL まで希釈した。希釈液には、1 mM エチレンジアミン四酢酸（EDTA）・Na2

と、0.005% プルロニック F-68（Thermo Fisher Scientific）含む 10 mM トリス緩衝液（プロ

メガ）を用いた。 

 

ddPCR に用いたプライマーとプローブ（2.5.1、2.6.1、2.7.1 で共通） 

 AAV ベクターゲノムに含まれる CMV プロモーターを標的とした下記に示す配列のプラ

イマーとプローブを、ユーロフィンジェノミクス（東京）で合成し、全ての ddPCR におい

て VG タイターの定量に用いた。 

 

・Forward: 5'-CATCAATGGGCGTGGATAGC-3’ 

・Reverse: 5'-GGAGTTGTTACGACATTTTGGAAA-3’ 

・Probe: FAM-ATTTCCAAGTCTCCACCC-BHQ1 

 

ddPCR を用いたゲノムコピー数の定量（2.5.1、2.6.1、2.7.1 で共通） 

 カプシドから抽出した rAAV ゲノムを含む検体（1 μL）に対して、ddPCR Supermix for Probe 

(No dUTP)（バイオ・ラッド）、各プライマー（最終濃度 900 nM）、プローブ（最終濃度 250 

nM）および nuclease-free water（プロメガ）から成る 19 μL の液を混合した。調製した混合

液を、QX200 Droplet Generator（バイオ・ラッド）装置を用いて、Droplet Generation Oil for 

Probes（バイオ・ラッド）と混合させ、ドロップレットを作製した。ドロップレットを含む

液を 96 ウェルプレートに移し、アルミ箔でウェルを密閉後、C1000 Touch サーマルサイク

ラー（バイオ・ラッド）にセットし PCR を行った。 

 PCR の条件は、ddPCR Supermix for Probe (No dUTP) が推奨する条件に従い、95℃で 10 分

間（酵素活性化）処理した後、94℃で 30 秒間と 60℃で 1 分間の熱処理サイクルを 40 サイ

クル行い、最後に 98℃で 10 分間（酵素不活性化）の処理を行った。PCR を実施したドロッ

プレットは、QX200 Droplet Reader（バイオ・ラッド）によりドロップレット毎に蛍光を定
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量し、蛍光が検出されたドロップレットを計数した。得られた結果に対して、QuantaSoft ソ

フトウェア（バイオ・ラッド）を用いて解析（https://www.bio- rad.com/webroot/web/pdf/ 

lsr/literature/10031906.pdf）した。装置から出力される DNA のコピー数は、サンプル 20 μL

あたりのコピー数となるため、前処理工程で希釈される倍率で積算し、AAV ベクター検体

の VG タイターについて定量した（N=3）。 

 

DNase 処理パラメータの検証 

 DNase 処理を行う熱処理温度が VG タイター定量値に及ぼす影響について評価した。

rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の各検体を、等容量の 500 U/mL のリコンビナント DNase 

I（タカラバイオ。20 mM Tris-HCl、4 mM MgCl2、2.5 mM dithiothreitol を含む、pH 7.5）と混

合後、T100 Touch サーマルサイクラーを用いて、30、35、37、39、41、46℃でそれぞれ 30

分間加温した。熱処理後、各サンプルに 4 倍容量の 10 mM Ethylenediaminetetraacetic acid

（EDTA、タカラバイオ）を含む 10 mM Tris 緩衝液（pH 8.0）を添加し、95℃で 10 分間加温

した。本熱処理によりカプシドから ssDNA が抽出されるため、0.05%のプルロニック F-68

を含む TE バッファー（ナカライテスク）を用いて、各サンプルを ddPCR による定量に適

した濃度（約 106 GC/mL）まで希釈した。希釈したサンプルに対して、前述の手順に従い、

ドロップレット作製、PCR、蛍光検出、解析を行い、rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 検体

の VG タイターを定量した。 

 同様に、DNase 濃度が VG タイター定量値に及ぼす影響について評価した。DNase 処理を

行う温度を 37℃に固定し、DNase の濃度を 250、500、1000 U/mL、処理時間をそれぞれ 15、

30、60 分として、上記と同じ手順で rAAV1 検体の VG タイターを定量した。 

 

2.4.2 結果、考察 

 図 2. 8 に示した ddPCR に用いる AAV ベクターの検体前処理において、DNase 処理が最

初のステップとなる。本処理は、製造された製品および保存安定性試験中の検体に対して、

カプシドの外部に存在する核酸を除去するために実施される。本処理温度については、慣例

的に 37℃で実施されることがほとんどであるが、本研究では VG タイター定量値への影響

を評価するため、30℃から 46℃の範囲で DNase 処理を行った（図 2. 9A）。 

 rAAV5 において 41℃以上でゲノムコピー数の低減が認められたたものの、全体的に 30℃

から 46℃の範囲において、DNase の処理温度が VG タイター定量値に及ぼす影響は小さい

ことが示唆された。さらに、DNase 濃度を 1000 U/mL、37℃での処理時間を 60 分まで増大

しても rAAV1 の VG タイター定量値の低減は認められなかった（図 2. 9B）。汎用される

DNase 試薬の推奨使用温度（本実験で用いたリコンビナント DNase I で 37℃）、実施手順の

単純さ、サーマルサイクラーの温度精度仕様（本実験で用いた T100 Touch サーマルサイク

ラーで±0.5℃）を考慮すると、AAV ベクターの検体前処理において DNase 処理パラメータ

が VG タイターの定量結果に影響を及ぼすリスクは小さいと考えられた。 
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図 2. 9. DNase 処理ステップにおける処理温度（A）および DNase 濃度（B）が ddPCR に

よる VG タイター定量値に及ぼす影響 

 

 

2.5 DNase 不活化パラメータの検証 

2.5.1 実験方法 

DNase 不活化パラメータの検証 

 DNase 不活化を行う熱処理温度が VG タイター定量値に及ぼす影響について評価した。

rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の各検体を、等容量の 500 U/mL のリコンビナント DNase 
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I と混合後、T100 Touch サーマルサイクラーを用いて 37℃でそれぞれ 30 分間加温した。熱

処理後、各サンプルに 4 倍容量の 10 mM Tris 緩衝液（pH 8.0）を添加し、50、55、60、65℃

で 30 分間加温および 4℃で保管した。rAAV1 については、同様の操作を 10 mM EDTA を含

む 10 mM Tris 緩衝液（pH 8.0）を代わりに添加し実施した。最後に、95℃で 10 分間加温し、

カプシドから ssDNA を抽出後、0.05%のプルロニック F-68を含む TE バッファーを用いて、

各サンプルを ddPCR による定量に適した濃度（約 106 GC/mL）まで希釈した。希釈したサ

ンプルに対して、前述の手順に従い、ドロップレット作製、PCR、蛍光検出、解析を行い、

rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 検体の VG タイターを定量した。 

 同様に、不活化工程で利用される Proteinase K（Merck）が VG タイター定量値に及ぼす影

響について評価した。前述と同様の手順で rAAV1 に対して前処理を行い、DNase 処理後に

加える試薬を Tris 緩衝液ではなく 0.5 mg/mL の Proteinase K を加え、55、65℃でそれぞれ 30

分間加温した後、ssDNA を抽出し、rAAV1 検体の VG タイターを定量した（N=3）。統計解

析（Student t-test）はソフトウェア JMP17 を用いて行った。 

 

2.5.2 結果、考察 

 DNase 処理後は、カプシドから抽出した ssDNA が分解されないよう DNase の不活化工程

が必要となる。表 2.2 に各機関で実施される AAV ベクターのゲノムタイター前処理の条件

を示す。特に、DNase 不活化ステップは実施機関によって条件が様々であった。 

 

表 2. 2. 代表的な AAV ベクターのゲノムタイター前処理条件 

 

PrK：Proteinase K、各 Method に記載される条件の引用元：Furuta19、Lock20、Dobnik21、D’Costa22、

Wang23、Werling24、Suoranta25、Zanker26 
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 DNase の不活化は 55、65℃で熱処理されることが多いため、50℃から 65℃の範囲で DNase

不活化処理が VG タイター定量値へ及ぼす影響について評価した（図 2. 10）。rAAV1、rAAV2、

rAAV5、rAAV6 のいずれにおいても、55℃から 65℃にかけて VG タイター定量値が漸次的

に減少することが確認された。DNase の効果を止める EDTA を付加することで定量値の減

少が抑えられたことから（図 2. 10A）、不活化処理中にカプシドから漏出した ssDNA が不活

化されていない DNase によって分解され、VG タイター定量値が減少したと考察された。 

 

 

図 2. 10. rAAV1（A、EDTA の添加無（-）と有（+））および rAAV2、rAAV 5、rAAV 6

（B、EDTA の添加無）の前処理における、DNase 不活化ステップの熱処理温度が VG タ

イター定量値に及ぼす影響（p 値 **: < 0.01） 
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 さらに表 2.2 にもある通り、DNase の不活化工程では試薬として Proteinase K が添加され

ることも多いため、Proteinase K の添加が rAAV1 の VG タイター定量値へ及ぼす影響につい

て評価した（図 2. 11）。 

 

図 2. 11. DNase 不活化ステップにおいて添加する Proteinase K が rAAV1 の VG タイター

定量値に及ぼす影響（p 値 **: < 0.01） 

 

AAV ベクターの検体前処理において、Proteinase K は DNase だけでなくカプシドの消化にも

利用されることから、カプシドから ssDNA がより漏出し、不活化されていない DNase によ

って ssDNA の分解が進み、VG タイター定量値が減少したと考察された。Dobnik21 や

D’Costa22 の方法のように EDTA も添加することにより分解を抑制する工夫も可能ではある

が、品質試験法としては試験実施者間のバラつきを軽減するために作業手順はより単純で

ある方が望ましい。高濃度の Proteinase K が PCR を阻害することも認められた（本論文へ

の記載無し）ため、不活化ステップでは漏出した ssDNA の分解を防ぐ目的で EDTA のみの

添加が望ましいと考えられた。 

 

2.6 AAV ベクターの熱安定性の評価 

2.6.1 実験方法 

ddPCR を用いた AAV ベクターの熱安定性評価 

 2.5 で得られた結果を考察するため rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の熱安定性について

評価した。AAV ベクター 4 μL をそれぞれ 40、45、50、55、60、65、70、75℃で 30 分間加

温および 4℃で保管後、2 μL の 250 U/mL のリコンビナント DNase I を添加し、37℃で 30 分

間加温することでカプシドから漏出した ssDNA を分解した。さらに、40 mM の EDTA 溶液

を 4 μL 加え、55℃で 30 分間、ヌクレアーゼフリー水を 10 μL 加えさらに 95℃で 15 分間加
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熱を行い、DNase 不活化と ssDNA 抽出ステップを実施し、0.05%のプルロニック F-68 を含

む TE バッファーで希釈した後、ddPCR による ssDNA のコピー数を定量した。ssDNA 抽出

後の ddPCR のサンプル調製は、前述の手順と同じである。4℃で 30 分間加温した場合の定

量値（GC4℃）を 100%として、各温度 T で加熱した場合の定量値（GCT）を用いて ssDNA の

カプシド内保持率 X = (GCT /GC4℃) × 100 を算出した（N=3）。 

 さらに、rAAV1 に対しては、45、55、65℃それぞれで 10、20、30、40 分間加温および 4℃

で保管した後、前述と同様の手順で、DNase 処理、DNase 不活化、ssDNA 抽出、ddPCR を

行い、ゲノムコピー数の推移について評価した（N=3）。 

 

Differential Scanning Fluorimetry (DSF) を用いた AAV ベクターの熱安定性評価 

 タンパク質の熱力学特性を評価する分析技術として利用される DSF を用いて各 AAV ベ

クターの安定性を評価した。約 1012 GC/mL に調製した rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 を

分析用セルに注入し、Uncle platform（Unchained Laboratories）を用いて蛍光スペクトルの経

時的変化を測定した。測定温度範囲は 15℃から 95℃とし、加温速度は 1℃/min とした。 

 DSF を用いて 2 種類の熱安定性に関する特性値を評価した。（1）タンパク質の Melting 

Temperature (Tm、変性中点温度) は、266 nm の励起レーザーを用いて、アンフォールディン

グに伴うタンパク質の自家蛍光（トリプトファン、チロシン、フェニルアラニン由来）の変

化を計測した。300 nm から 430 nm の蛍光スペクトルの重心となる波長のシフトをモニタリ

ングし、その変曲点となる Tm 値を測定した（N=3）。（2）カプシドから DNA が漏出する温

度（本研究では Tr: Temperature for ssDNA release と表記）は、473 nm の励起レーザーを用い

て測定を行った。各検体に 500 倍希釈濃度になるよう SYBR Gold（Thermo Fisher Scientific）

を添加し、漏出した ssDNA と結合した SYBR Gold 由来の蛍光を検出する。500 nm から 650 

nm の蛍光スペクトルの面積変化をモニタリングし、その変曲点となる Tr 値を測定した

（N=3）。 

 

2.6.2 結果、考察 

 40℃から 75℃の範囲で 30 分間加温後にカプシドに含まれる ssDNA のゲノムコピー数お

よび ssDNA のカプシド内保持率を図 2. 12（A - D: rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 のゲノ

ムコピー数の個別定量結果）に示した。いずれの血清型においても 55℃から 60℃にかけて

著しい ssDNA 保持率の減少が認められた。 

 さらに、rAAV1 を 45℃、55℃、65℃で加温した時に、カプシド内保持される ssDNA の経

時的変化について図 2. 13 に示す。45℃と 55℃に比べて、65℃で加温した場合に大幅なコピ

ー数の減少が認められ、図 2. 12 と同様の傾向が示された。コピー数は加温 10 分の時点で

大きく減少しており、10 分以降も 55℃と 65℃においては減少が認められるが、減少幅は小

さかった。つまり、55℃を越える温度において、ssDNA は非常に速やかに漏出することが

示唆された。AAV は、一定の温度を越えると、カプシドの構造を維持しながら粒子表面か
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ら ssDNA を放出することが報告 27されており、検体前処理の工程においても、同様に放出

された ssDNA が DNase によって分解されたと考察された。 

 

 

 

図 2. 12. 加温温度による rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 のカプシド内に保持される

ssDNA のゲノムコピー数の変化（A-D）と加温温度によるカプシド内への ssDNA 保持率

の推移（E） 
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図 2. 13. 加温温度および加温時間が rAAV1 への ssDNA のカプシド内保持率に及ぼす影響

の評価 

 

 ddPCR で得られた結果を考察するため、rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の熱力学的特性

値 Tm と Tr の測定を行った（表 2. 3）。 

 

表 2. 3. rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の Tm と Tr 

Serotype 
Tm Tr 

Average [℃] RSD % Average [℃] RSD % 

rAAV1 86.57  0.07 55.01 0.07 

rAAV2 73.38 0.12 56.02 1.73 

rAAV5 91.67 0.16 55.76 0.45 

rAAV6 80.90 0.61 55.05 0.40 

RSD: Relative Standard Deviation 

 

 Tm はタンパク質の熱安定性の指標として汎用される特性値であり、本結果も報告される

血清型 1、2、5、6 の Tm と近い値を示した 28。しかしながら、ssDNA は Tm よりかなり低

い温度でカプシドから放出されており、本研究で用いた rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 は

いずれも Tr が 55℃付近であった。この特性値は、ddPCR で定量した ssDNA のカプシド内

保持率の低減（図 2. 12）や DNase 不活化ステップで加温により VG タイター定量値が大き

く減少した温度（図 2. 10）と一致しており、Tr が ddPCR の検体前処理工程において把握す

べき重要な特性値であることが示唆された。 
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2.7 カプシド粒子からの DNA 抽出パラメータの検証 

2.7.1 実験方法 

ssDNA 抽出パラメータの検証 

 2.5、2.6 で得られた結果から、検体前処理において AAV ベクターを 55℃から 65℃の温度

環境に置くと ssDNA が漏出し DNase により分解されるリスクが高まることから、DNase の

不活化と ssDNA の抽出を高温で同時に行う方法（図 2. 8B）を検討した。 

 rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の各検体を、等容量の 500 U/mL のリコンビナント DNase 

I と混合後、T100 Touch サーマルサイクラーを用いて 37℃でそれぞれ 30 分間加温した。熱

処理後、各サンプルに 4 倍容量の 10 mM Tris 緩衝液（pH 8.0）を添加し、75、85、95℃でそ

れぞれ 5、10、20 分間加温した。抽出された ssDNA を、0.05%のプルロニック F-68 を含む

TE バッファーを用いて ddPCR による定量に適した濃度（約 106 GC/mL）まで希釈した後、

希釈したサンプルに対して、前述の手順に従い、ドロップレット作製、PCR、蛍光検出、解

析を行い、rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 検体の VG タイターを定量した（N=3）。最後に、

rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 の各検体を、95℃でそれぞれ 10、30、45、60 分間加温した

時のゲノムコピー数の変化について、同様の手順で評価した。さらに、rAAV1 に対しては、

ssDNA の抽出のため、25℃から 95℃まで昇温する温度速度の影響について、0.1、0.2、0.5、

1℃/second のそれぞれの温度速度で評価した。95℃に到達した後の加温時間は 10 分とし、

ddPCR にて VG タイターを定量した（N=3）。統計解析（Student t-test）はソフトウェア JMP17

を用いて行った。 

 

2.7.2 結果、考察 

 DNase 処理後の rAAV1、rAAV2、rAAV5、rAAV6 検体に対して、DNase 不活化と ssDNA

の抽出を同時に実施する方法について、処理温度と加温時間が VG タイター定量値に及ぼ

す影響を評価した（図 2. 14）。2.5 で検討した DNase 不活化ステップと比べて、いずれの処

理温度と血清型においても、VG タイター定量値について大きな低減は認められなかった。

また、各血清型の Tm 付近の温度以上で加温することで、より高い VG タイター定量値が得

られる傾向が示された。Tm より高温で処理することで ssDNA がより抽出されたと考察さ

れるが、その影響は軽微と考えられた。 

 さらに、5 分から 20 分の範囲では、加温時間を延ばしたことによる VG タイター定量値

の大きな変化は、いずれの処理温度においても認められなかった。一方、95℃においては 30

分より長く加温を行うに連れて、VG タイター定量値が減少する傾向が示された（図 2. 15）。

DNase 不活化ステップと比べて影響は軽微ではあるが、過度な高温処理は、抽出された

ssDNA の分解や ssDNA と変性したカプシドとの凝集に繋がる可能性があり、VG タイター

定量値の低減に繋がったと考察された。また、昇温速度によって検体が高温に曝される時間

も変動するため、95℃までの昇温時間の影響を評価したが VG タイター定量値への影響は

認められなかった（図 2. 16）。 
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図 2. 14. rAAV1（A）、rAAV2（B）、rAAV5（C）、rAAV6（D）の前処理における、ssDNA

抽出温度と加温時間が VG タイター定量値に及ぼす影響の評価 

 

図 2. 15. 95℃の加温時間が VG タイター定量値に及ぼす影響の評価（p 値 **: < 0.01、p 値 

*: < 0.05） 
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図 2. 16. 95℃までの昇温速度が rAAV1 の VG タイター定量値に及ぼす影響の評価 

 

 以上の結果から、DNase 不活化と ssDNA 抽出ステップは、高温まで速やかに加温するこ

とで、DNase による ssDNA の分解を避けられ、同時に両ステップを実施することが可能で

あると示された。処理温度や加温時間が VG タイター定量値に及ぼす影響はあるものの影

響は軽微であり、95℃で 10 分程度の短時間の処理で、ssDNA は十分に抽出されることが示

された。従来の DNase 不活化と ssDNA 抽出を個別で実施する 4 ステップから成る前処理方

法に比べて、本研究で考案した 3 ステップの前処理方法は手順が単純化されるため、より頑

健性が高い試験方法として期待された。 

 

2.8 本章まとめ 

 本章では、遺伝子治療に利用する AAV ベクターの品質特性、品質試験法、分析技術につ

いて紹介し、VG タイターの定量方法として有用性が期待される ddPCR について品質試験

法を開発することを目的とした。重要品質特性である VG タイターに対して、ddPCR を品

質試験法として活用するため、検体の前処理において、各ステップの処理パラメータが VG

タイター定量値に及ぼす影響について評価した。結果、DNase 不活化ステップにおいて 55℃

から 65℃付近の環境に AAV ベクターが曝されることにより、漏出した ssDNA が不活化さ

れていない DNase によって分解され、ddPCR による VG タイター定量値が低減することが

示された。 

 さらに、DSF から得られた Tr と近い温度で、VG タイター定量値が大きく低減すること

が認められた。Tr は、カプシドに内包される ssDNA の長さ 27、製剤処方 29、AAV ベクター

の製造方法 30 によって変化することが報告されている。科学的妥当性およびリスクに基づ

く手法によって品質試験法を開発するためには、開発を進める AAV ベクター製品毎に特性

値として Tr を把握することが重要であると考えられた。 
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 本研究で実施した一連の実験の結果、「（1）1 ユニットの DNase を検体に加え 37℃で 30

分間処理、（2）4 倍量の 10 mM EDTA を含む 10 mM トリス緩衝液を加え 95℃で 10 分間処

理、（3）0.05%プルロニック F-68 で ddPCR による定量に適した濃度まで希釈したサンプル

を用いてドロップレットを作製し PCR を実施」の 3 ステップからなる検体前処理方法を、

より手順が単純で頑健性が高い、ddPCR を用いた AAV ベクターの VG タイターの品質試験

法手順として提案した。本試験手順を VG タイターの遺伝子治療用製品の標準試験法とす

るためには、他機関の提唱する方法と真度、併行精度、室内再現精度、質間再現精度、頑健

性を比較する必要があるが、ddPCR は qPCR と比べて高い真度、精度、頑健性を有する分析

技術 17 であり、より手順を単純化した本試験法は精度および頑健性の向上に繋がるため、

標準化を目指せる試験方法であると考えられた。 

 

尚、本章に記載した研究内容は、AMED の課題番号 JP20ae0201002（課題名：遺伝子・細胞

治療用ベクターのプラットフォーム製造技術開発）の支援を受けた。 
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3.1 AAV ベクターの製造プロセス 

 アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターの製造方法は、アデノウイルスやヘルペスウイルス

等のヘルパーウイルスを用いる方法やバキュロウイルスを用いる方法があるが、現在主流

となっている製造方法は、3 種類のプラスミド DNA を HEK293 等の宿主細胞にトランスフ

ェクションするトリプルトランスフェクション法（以降 TTF と表記）である。プラスミド

DNA に搭載される複数の遺伝子が機能し、一過性発現により細胞から産生された AAV ベ

クターを回収・精製し、遺伝子治療にも利用される最終製品となる。（図 3. 1）。 

 

 

図 3. 1. TTF による AAV ベクターの製造 

 

ウイルスベクターの製造プロセスにおいて、プラスミド DNA は製造原料であり、ウイルス

ベクターの機能性（有効性、安全性、製造性）を決める設計図としても働く。TTF には、ベ

クタープラスミド、パッケージングプラスミド、ヘルパープラスミドが利用される（図 3. 

1）。（1）ベクタープラスミドには、治療用タンパク質の ORF（Open Reading Frame）とプロ

モーターが 2 つの ITR（Inverted Terminal Repeat、末端逆位反復配列）に挟まれる構造とな

る。（2）パッケージングプラスミドは、外殻タンパク質の Cap と AAV ゲノムの複製とカプ

シドへのパッケージングに関与する Rep の遺伝子を含む。尚、野生の AAV は ITR の間に

Cap と Rep の遺伝子を含むが、ウイルスベクターを TTF で製造する場合は両遺伝子をパッ
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ケージングプラスミドに含むことになる。③ヘルパープラスミドには、AAV が本来複製す

るために必要なアデノウイルス由来のヘルパー遺伝子を含んでおり、具体的には E2A、E4、

VA の遺伝子を含む。尚、宿主細胞に HEK293 を使う場合、その他のヘルパー遺伝子 E1A、

E1B は HEK293 内に存在するためヘルパープラスミドには不要となる。このように複数の

遺伝子が相互作用し合い、AAV ベクターは製造される 1, 2（図 3. 2）。 

 

図 3. 2. AAV ベクターの製造に利用される野生 AAV ゲノムに含まれる遺伝子（A）、AAV ベ

クター（ベクタープラスミド）に含まれる ssDNA 配列（B）および TTF によって AAV ベ

クターが HEK293 内で構築されるメカニズム（C） 

 

 AAV ベクターの製造プロセス開発は、下記の 4 ステップで進められる。 

 

① DNA 設計・構築：Vector engineering 

 前述した通り、トランスフェクションに用いるプラスミド DNA の設計（遺伝子の組み合

わせ）により AAV ベクターの有効性、安全性、製造性は決定される。創薬研究ステージに

おいては、治療用タンパク質（GOI: Gene of Interest）、GOI のプロモーター、組織特異性に

関係するカプシド配列が決定されるため、本ステップでは、AAV ベクターの生産性が高く、

混入する不純物が少なくなるようその他の遺伝子を最適化し、AAV ベクターの製造に用い

るプラスミド DNA の配列を設計する。さらに、設計されたプラスミド DNA は大腸菌等の

微生物に形質転換体として保持され、セルバンクとして管理される。 

 

② 宿主細胞の選定・開発：Cell line development 

 ①で設計したプラスミドDNAをトランスフェクションする製造に用いる動物細胞を選定
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する。③で開発する予定の培養プロセス（接着培養や浮遊培養）に応じて、AAV ベクター

の生産性に優れた宿主細胞を選定または開発し、セルバンクを構築する。宿主細胞のゲノム

を改変する場合、遺伝子改変した細胞をシングルセルで分取し、拡大培養した後、セルバン

クを構築する。 

 

③ 上流プロセスの開発：Upstream process development 

 ①②で構築したプラスミド DNA と宿主細胞を用いて培養プロセスを開発する。三角フラ

スコやバイオリアクターを用いて、培地成分、培養条件、トランスフェクション条件、ハー

ベスト条件等のプロセスパラメータを検討（図 3. 3）し、AAV ベクターの産生量が高い培養

プロセスを開発する。さらに、小スケールで取得したプロセスデータと化学工学的手法を用

いて、スケールアップ検討を行う。 

 

④ 下流プロセスの開発：Downstream process development 

 ③で回収した AAV ベクターには、様々な不純物（宿主由来不純物、原料・プロセス由来

不純物、製品由来不純物）が含まれる（図 3. 3）ため、カラム精製やフィルターろ過を行い、

目的物質である完全な AAV ベクターを、高純度かつ高い収率で回収できる精製プロセスを

開発する。下流プロセスも上流プロセスと同様にスケールアップが必要となる。さらに、最

終的にバッファー置換された AAV ベクターの分散液が最終製剤の処方成分にもなるため、

AAV ベクターの保存安定性が高い分散液処方を開発する。 

 

 

図 3. 3. AAV ベクターの製造プロセス開発と混入する不純物 
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3.2 本研究の背景と目的 

 第 1 章に記載した通り、AAV ベクターの非常に高額な製造コストは、遺伝子治療の開発

パイプラインの増大に伴い、大きな問題となって表面化した。AAV ベクターの製造コスト

を高騰化させる大きい要因として次の 3 つが挙げられる。 

 

A) AAV ベクターの低い生産性（トランスフェクションする DNA、細胞、培養条件） 

B) 一過性トランスフェクション法に用いるプラスミド DNA の原料コスト 

C) 不純物（特に空カプシドの低減）の精製コスト 

 

A と B は上流プロセスに大きく関係する課題である。一方、C は下流プロセスに関係する

課題となるが、AAV ベクター製造において大きな問題となる空カプシドは、AAV ベクター

と同じカプシド構造を有する不純物のため精製工程で除くことが困難であり、上流プロセ

スでいかに発生を防ぐかが重要となる。総じて、高収量かつ空カプシドの混入を抑制できる

プラスミドDNAおよび培養プロセスを開発できるかが製造コストの低減において大きな鍵

となる。今後、遺伝子治療の開発パイプラインは、局所投与からより多くの製造量を必要と

する全身投与へと適応疾患を拡大することが予想されており、1 バッチあたりの製造量およ

び年間製造バッチ数も増大することから製造コストの削減がより求められる状況である。 

 

 本研究では、上記の（B）に特に着目し、製造コスト低減を目的とした技術開発を行った。

図 3. 4 に Pall Corporation（現 Cytiva）が 2019 年の欧州遺伝子細胞治療学会で発表した AAV

ベクターの製造コスト分析の報告内容を示す 3。 

 

図 3. 4. 接着培養用多段フラスコ（左円グラフ）と浮遊培養用リアクター（右円グラフ）を

用いた AAV ベクターの製造バッチコストとコスト内訳（Pall Corporation が 2019 年の欧州

遺伝子細胞治療学会で発表したデータを基に作成） 
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製造方法によって比率が大きいコストは異なるが、今後主流になると考えられるスケール

アップ性に優れた浮遊培養においては、38%がプラスミド DNA に関係するコスト（1 バッ

チあたり 269k USD）となる。特に、現在主流となる TTF では、原料となるプラスミド DNA

を 3 種類必要とすることが製造コスト増大の要因となっており、その解決アプローチとし

て、トランスフェクションに用いるプラスミド DNA の種類を減らす方法が考えられる。パ

ッケージングプラスミドとヘルパープラスミドを 1 つにした Dual transfection システムが

2000 年代前半に報告 4されており、3 つのプラスミド DNA を 2 つに減らすことによりプラ

スミド DNA の GMP 準拠の製造コストを 3 分の 1 にまで低減できると報告もされている 5。 

 

 本研究では、長鎖 DNA 合成技術 OGAB®法を用いて、AAV ベクターの産生に必要となる

全ての遺伝子を 1 つのプラスミドに統合したプラスミド DNA（オールインワンプラスミド

TM。以下、統合型プラスミドと表記）を合成し、Dual transfection システムよりもコスト低減

が期待される Single transfection システム（STF）開発することを目的とした（図 3. 5）。最

初に、合成した統合型プラスミドを 293 細胞にトランスフェクションすることで AAV ベク

ターが産生されるかを確認した。次に、STF では、プラスミド DNA のサイズが大きくなる

ことに伴い、トランスフェクション効率や安定性の低下が懸念されたため、STF と TTF に

より得られる AAV ベクターの産生量について比較検討をおこなった。 

 

図 3. 5. Single transfection システムを目指した統合型プラスミドの開発 

 

3.3 長鎖 DNA 合成技術を用いた統合型プラスミドの構築 

 長鎖 DNA 合成技術である OGAB®は Ordered Gene Assembly in B. subtilis の略称であり、枯

草菌が直鎖状 DNA を自発的に取り込み細胞内で環状化する特性を利用した DNA 断片の集

積技術である 6, 7。特に、非常に多くの DNA 断片を集積可能なため、10 kb 以上の長鎖 DNA

を合成することを得意とする技術である。さらに、材料として準備する全ての DNA 断片の
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長さをほぼ等しく揃えることにより、各 DNA 断片のモル数を全て等しくする工程の作業性

が大幅に改善された。正確な順番で正しい向きに最大 50 個の DNA 断片を集積することが

可能 8であり、約 100 kb のプラスミド DNA の構築にも成功している。具体的な製造工程と

しては、合成する DNA の配列情報に従い設計された DNA 断片を、設計図通りに化学合成

し準備した後、プラスミドベクターと連結することで全ての合成したDNA断片を集積する。

この段階では、DNA は合成した DNA を繰り替えし含む直鎖状の DNA となる。タンデムリ

ピートの直鎖状DNAを枯草菌に形質転換することで環状化し、枯草菌からプラスミド DNA

を抽出することで目的とする合成 DNA が得られる（図 3. 6）。 

 

図 3. 6. OGAB®法による DNA 合成の概略 

 

 統合型プラスミドの合成および比較対象の TTF に用いるプラスミド DNA の構築は、

OGAB®法の特許を保有する株式会社シンプロジェンにて実施された。最初に、統合型プラ

スミドのコンセプトを検証するため、タカラバイオ社から販売されるキットAAVpro® Helper 

Free System に含まれる、ベクタープラスミド（pAAV-CMV）、パッケージングプラスミド

（pRC-mi342）、ヘルパープラスミド（pHelper）の配列を基にし、統合型プラスミド pGETS103-

AAV-Helper-RC2 の設計を行った。さらに、枯草菌と大腸菌の両宿主細胞で複製可能なシャ

トルベクターである pGETS103-ΔAarI に、pAAV-CMV、pRC-mi342、pHelper に含まれる AAV

ベクターの産生に必要となる遺伝子をそれぞれクローニングし、AAV ベクターの生産実験

に用いる計 7 種類（図 3. 7）のプラスミド DNA を準備した（各プラスミド DNA の構築方

法の詳細は、特許第 7104263 号に記載）。 
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図 3. 7. 統合型プラスミドによる生産実験（コンセプト検証）に用いるプラスミド DNA 

 

 統合型プラスミド pGETS103-AAV-Helper-RC2 は OGAB®法による構築を行った。

pGETS103-AAV-Helper-RC2 の AAV ベクター産生遺伝子を含む部分について、計 22 個の

DNA 断片に分割できるよう各配列を設計し、化学合成と PCR を用いて全 DNA 断片を準備

した。それらの断片を pGETS103 と連結させ、OGAB®法で集積することで全長 31.9 kb の統

合型プラスミド pGETS103-AAV-Helper-RC2 を構築（図 3. 8）することに成功した（特許第

7104263 号、特開 2022-183360 に記載の内容）。 
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図 3. 8. OGAB®法により合成された統合型プラスミド pGETS103-AAV-Helper-RC2 の構造 

 

 追加検証を実施するため、株式会社シンプロジェンにて、EGFPと転写後調制因子のWPRE

（Woodchuk hepatitis virus Posttranscriptional Regulatory Element）を含むベクタープラスミド

を構築し、計 4 種のプラスミド DNA（図 3. 9）を構築した。統合型プラスミドである pAiO-

EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2 は、より高コピーのプラスミド pGETS151 に AAV ベクター

産生遺伝子をクローニングした構造となるが、本研究ではプラスミドベクターのバックボ

ーン部分も含め OGAB®法を用いて合成を行った（図 3. 10）。pAAV-CMV-EGFP-WPRE、

pHelper、pRC-mi342、pGETS151 の DNA 配列を基にし、計 30 個の DNA 断片に分割される

よう配列を設計し、化学合成と PCR を用いて全 DNA 断片を調製した。調製した断片を

OGAB®法を用いて集積し、統合型プラスミド pAiO-EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2 を合成

した（国際出願番号 PCT/JP2023/017131 に記載の内容）。 
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図 3. 9. 統合型プラスミドによる生産実験（追加検証）に用いるプラスミド DNA 

 

 

図 3. 10.統合型プラスミド pAiO-EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2 の構築に用いる 30 個の

DNA 断片の設計（A）および pAiO-EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2 の構造と OGAB®法に

よる集積工程（B） 
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3.4 統合型プラスミドによる AAV ベクター生産実験 

3.4.1 実験方法 

（1）統合型プラスミドによる生産実験：コンセプト検証 

【AAV ベクターの作製】 

 図 3. 7 に示した株式会社シンプロジェンで構築、調製したプラスミド DNA について、

AAV ベクターの受託作製を行う米国の SignaGen 社に送付し、これらのプラスミド DNA を

用いて AAV ベクターが産生されるか検証した。pGETS103 にクローニングした DNA（#1～

4）については、枯草菌および大腸菌でそれぞれ大量調製したプラスミド DNA を、分析を

行った後、それぞれ AAV ベクターの生産実験に利用した。AAV ベクターの生産実験は、

SignaGen 社の標準プロトコルに従い実施され、計 5 種類の条件で産生される AAV ベクター

の評価を実施した（表 3. 1）。 

 統合型プラスミドまたはベクタープラスミド：パッケージングプラスミド：パッケージン

グプラスミド（1:1:1、モル比）を、それぞれ 1.13E+13 GC となるよう調製した。これらのプ

ラスミド DNA に対して、2.7 倍量（重量比）の PolyJet 試薬を混合した後、調製した DNA

複合体を 2 × 108 cells の HEK293 細胞（継代数 12）にトランスフェクションした。5 時間培

養した後、HEK293 細胞を回収し、3 回の凍結融解を行った後、Benzonase を添加し、37℃

で 1 時間ほど静置した。12,500 rpm で 30 分間遠心分離を行い、上清を回収し、28,000 rpm

で 18 時間塩化セシウム密度勾配超遠心を行った後、AAV ベクターを含む分画を回収し、

0.001% Pluronic F-68 を含む PBS バッファーに AAV ベクターを分散させた。 

表 3. 1. 統合型プラスミドを含むシンプロジェンで構築したプラスミド DNA（1） 

rAAV # 利用したプラスミド Length [bp] 
プラスミドを増幅

させた微生物 

1 pGETS103-AAV-Helper-RC2 31,884 枯草菌 

2 

pGETS103-AAV 

pGETS103-Helper 

pGETS103-RC2 

17,722 

24,812 

20,982 

枯草菌 

3 pGETS103-AAV-Helper-RC2 31,884 大腸菌 

4 

pGETS103-AAV 

pGETS103-Helper 

pGETS103-RC2 

17,722 

24,812 

20,982 

大腸菌 

5 

pAAV-CMV 

pHelper 

pRC2-mi342 

5,031 

11,635 

8,189 

大腸菌 

 

【調製したプラスミド DNA のエンドトキシン定量】 

 大量調製に用いた宿主細胞の違いがプラスミド DNA の品質に及ぼす影響を評価するた

め、pGETS103-AAV-Helper-RC2、pGETS103-RC2 および pGETS103-AAV 溶液に含まれるエ
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ンドトキシンを定量した。LAL 試験用エンドトキシン特異的バッファー（ベリタス）と 20 

mM トリス塩酸緩衝液とを等量で混合しサンプル希釈液とした。プラスミド DNA 検体に含

まれるエンドトキシン量が、カートリッジの測定レンジに入るようサンプル希釈液で 40 倍

または 250 倍希釈し、Endosafe nexgen-PTS Instrument（チャールズリバー）を用いてエンド

トキシンの定量を行った。測定は、PTS カートリッジ FDA（0.1～10 EU/mL）および PTS カ

ートリッジ FDA（0.005～0.5 EU/mL）を用いて実施した。 

 

【調製したプラスミド DNA の ccc 純度定量】 

 大量調製に用いた宿主細胞の違いがプラスミド DNA の品質に及ぼす影響を評価するた

め、pGETS103-AAV-Helper-RC2 および pGETS103-RC2 溶液に含まれるスーパーコイル状

DNA 比率（ccc 純度）を定量した。 

 DsDNA 1000 kit（SCIEX）に含まれるゲル粉末に超純水を 20 mL 加え、終夜撹拌した。ゲ

ルが完全に溶解したことを確認後、1 × TBE electrophoresis buffer（Thermofisher）によりゲル

を 10 倍希釈し、0.01 vol%となるよう SYBR Gold nucleic acid gel stain（Thermofisher）を加

え、調製したゲルをキャピラリーに充てんした。プラスミド DNA 検体は超純水で 10 ng/mL

となるよう調製し、P/ACE MDQ Plus（SCIEX）を用いてキャピラリー電気泳動を実施した。

検体は 0.2 psi、2 秒で注入し、9.0 kV で 20 分間ほど電気泳動を実施した。検出は、蛍光（励

起波長：488 nm、蛍光波長：520 nm、Dynamic range：1000 RFU）を用いて行い、面積百分

率法で ccc 純度を定量した。 

  

【産生された AAV ベクターの VG タイター定量（1）】 

 SignaGen 社で調製された AAV ベクターに対して、VG タイターの定量を行った。250 U/mL

に調製した DNase I（タカラバイオ）を各 AAV ベクターに分注した後、PCR 用サーマルサ

イクラー（Thermofisher）を用いて 37℃で 30 分間加温した。さらに、40 mM EDTA 溶液（pH 

8.0、タカラバイオ）を加えた後、55℃で 30 分間ほど加熱した。さらに、ヌクレアーゼフリ

ーウォーター（Promega）でサンプルを 2.5 倍希釈した後、95℃で 10 分間加熱することによ

り ssDNA を抽出し、Step One Plus（Thermofisher）を用いて定量 PCR を実施した。 

 定量 PCR の反応液は、プレート１ウェルあたりに、QuantiTect SYBR Green PCR Master

（QIAGEN）を 10 μL、0.01 mM Primer_forward を 1 μL、0.01 mM Primer_reverse を 1 μL、水

を 6 μL、テンプレート DNA を 2 μL 含む。シールでプレートを密閉後、定量 PCR を実施し

た。プライマーのターゲットは CMV プロモーターとし、PCR 条件は、95℃で 15 分間加熱

した後、（1）94℃で 15 秒、（2）60℃で 30 秒、（3）72℃で 30 秒のサイクルを 40 回繰り返

し、Ct 値から各 AAV ベクターの VG タイターを算出した。 

プライマーの配列 

Primer_forward: 5’-CATCAATGGGCGTGGATAGC-3’ 

Primer_reverse: 5’-GGAGTTGTTACGACATTTTGGAAA-3’ 
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（2）統合型プラスミドによる生産実験：追加検証 

【AAV ベクターの作製（1）】 

 コンセプト検証では、OGAB®法で構築した DNA により AAV ベクターが産生されるかを

確認することが主な目的であったため、作製方法の検討は実施せず、SignaGen 社の標準プ

ロトコールに基づき AAV ベクターの作製を行った。追加検証では、株式会社シンプロジェ

ンの研究施設にて、AAV ベクターの作製プロトコールを構築した後、AAV ベクターの生産

実験を実施した。 

 表 3. 1 に示す 5 種類のプラスミド DNA の組み合わせについて AAV ベクターを作製し

た。トランスフェクションを行う前日に、HEK293T 細胞 1.5 × 107 cells を 15 cm ディッシュ

に播種し、37℃、5% CO2下で 22 時間培養した。FBS（Thermofisher）を 2%、ペニシリン／

ストレプトマイシン（ナカライテスク）を 1%含むよう調製した DMEM 培地（Thermofisher）

19 mL に培地交換し、さらに 2 時間培養した。コンフルエント状態の HEK293T 細胞（3 × 

107 cells）に、プラスミド DNA 2.7 pmol を含む DMEM 培地 0.5 mL と、プラスミド DNA の

重量 1 μg あたり 1 μL の PEIpro（PolyPlus）を含む DMEM 培地 0.5 mL とを混合した培地 1 

mL を添加し、トランスフェクションを行った。37℃、5% CO2 下で 72 時間培養後、0.5M 

EDTA（pH 8.0）（ナカライテスク）を 1/80 容量添加し、室温で 10 分間静置した。剥離した

細胞懸濁液を回収し、180 ×g で 5 分間遠心分離し、上清を除去した後、2 mM MgCl2（ナカ

ライテスク）、150 mM NaCl（ナカライテスク）、50 mM Tris（ナカライテスク）、0.1% Triton 

X-100（ナカライテスク）溶液（pH 8.5）を細胞ペレットに添加し、さらに Benzonase（Merck）

を加えて 37℃で 30 分間反応させた。1.9 M Mg2SO4（ナカライテスク）を 1/50 容量添加し、

室温で 10 分間静置した後、12,000 ×g で 10 分間遠心分離を行い上清を回収し、Pluronic F-68

（Thermofisher）を終濃度 0.001%となるよう添加した。塩化セシウム（ナカライテスク）溶

液を 1.50 g/cm3、1.30 g/cm3、1.25 g/cm3の 3 濃度で密度勾配超遠心分離（226,000 ×g、18℃）

を 90 分間行い、1.30 g/cm3付近の溶液から約 3.5 mL の AAV ベクターを回収した。 

  

【AAV ベクターの作製（2）】 

 表 3. 2 に示す 2 種類のプラスミド DNA の組み合わせについて、AAV ベクターを作製し

た。#7 は、プラスミドベクターのバックボーン部分も含め OGAB®法により構築された統合

型プラスミドとなる。 

 

表 3. 2. 統合型プラスミドを含むシンプロジェンで構築したプラスミド DNA（2） 

rAAV # 利用したプラスミド 
プラスミドを増幅

させた微生物 

6 

pAAV-EGFP-WPRE 

pHelper 

pRC2-mi342 

大腸菌 

7 pAiO-EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2 大腸菌 
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 トランスフェクションを行う前日に、HEK293 細胞 1.0 × 106 cells を 6 ウェルプレートに

播種し、37℃、5% CO2下で 22 時間培養した。FBS を 2%、ペニシリン／ストレプトマイシ

ンを 1%含むよう調製した DMEM 培地 19 mL に培地交換し、さらに 2 時間培養した。そこ

に、#6 では pAAV-EGFP-WPRE 0.48 μg、pHelper 0.95 μg、pRC2-mi342 0.52 μg、#7 では pAiO-

EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2 1.95 μg を等量の PEIpro と混合し、さらに DMEM 培地に添

加し 0.1 mL を 6 ウェルプレートに分注し、トランスフェクションを行った。37℃、5% CO2

下で 72 時間培養後、0.5M EDTA（pH 8.0）を 1/80 容量添加し、室温で 10 分間静置した後、

剥離した細胞懸濁液を回収し、180 ×g で 5 分間遠心分離し、上清を除去した。2 mM MgCl2、

150 mM NaCl、50 mM Tris、0.1% Triton X-100 溶液（pH 8.5）を細胞ペレットに添加し、さら

に Benzonase 25 Units を加えて 37℃で 30 分間反応させた。1.9 M Mg2SO4を 1/50 容量添加

し、室温で 10 分間静置した後、12,000 ×g で 10 分間遠心分離を行い上清を回収し、Pluronic 

F-68 を終濃度 0.001%となるよう添加した。 

 

【産生された AAV ベクターの VG タイター定量（2）】 

 株式会社シンプロジェンで作製された AAV ベクターに対して VG タイターの定量を行っ

た。DNase I を各 AAV ベクターに分注した後、37℃で 30 分間ほど加温した。さらに、95℃

で 10 分間ほど加温したサンプルを、ヌクレアーゼフリーの水で 1000 倍希釈した。 

 定量 PCR に用いるプライマーのターゲットは CMV プロモーターとし、プレート 1 ウェ

ルあたりに、反応液として PowerUp SYBR Green Master Mix（Thermofisher）を 5 μL、0.01 

mM Primer_forward を 0.5 μL、0.01 mM Primer_reverse を 0.5 μL、水を 2 μL、テンプレート

DNA を 2 μL 含む。シールでプレートを密閉後、Quanta Studio 3（Thermofisher）を用いて定

量 PCR を実施した。PCR 条件は、95℃で 10 分間加熱した後、（1）95℃で 15 秒、（2）55℃

で 5 秒、（3）72℃で 30 秒のサイクルを 40 回繰り返し、Ct 値から各 AAV ベクターの VG タ

イターを算出した。 

 

プライマーの配列 

Primer_forward: 5’- GGAACCCCTAGTGATGGAGTT-3’ 

Primer_reverse: 5’- CGGCCTCAGTGAGCGA-3’ 

 

3.4.2 結果、考察 

 OGAB®法は枯草菌に形質転換するが、過去に枯草菌を用いて構築したプラスミド DNA を、

AAV ベクター産生用のプラスミド DNA として利用した報告例は見つからなった。本研究

では、大腸菌と枯草菌で複製可能なプラスミドベクター（pGETS103）を用いて AAV ベクタ

ー産生用のプラスミド DNA を構築したので、汎用される大腸菌に加え、枯草菌を用いてプ

ラスミド DNA の増幅（大量調製）を行った。最初のコンセプト検証では、pGETS103 をプ

ラスミドベクター、枯草菌を宿主として利用した場合に AAV ベクターが産生されるか確認
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することを実験の目的とした。 

 大腸菌と枯草菌を宿主として大量調製した際に得られるプラスミド DNA について、それ

ぞれ品質を評価した。具体的には、LAL（Limulus Amebocyte Lysate）試薬を用いた比色法に

てエンドトキシンの混入量、キャピラリー電気泳動にて遺伝子の発現効率に影響するスー

パーコイル状 DNA の比率（ccc 純度）について分析した（表 3. 3）。 

 

表 3. 3. 枯草菌および大腸菌を宿主とした場合の AAV ベクター産生用プラスミド DNA の

品質の比較 

利用したプラスミド 
プラスミドを増幅

させた微生物 

エンドトキシン 

[EU/mL] 

ccc 純度 

[%] 

pGETS103-AAV-Helper-RC2 枯草菌 42.4 87 

pGETS103-AAV-Helper-RC2 大腸菌 > 2500 78 

pGETS103-RC2 枯草菌 15.6 94 

pGETS103-RC2 大腸菌 N.D. 91 

pGETS103-AAV 枯草菌 10.3 N.D. 

pGETS103-AAV 大腸菌 > 400 N.D. 

N.D.: No data 

 

 枯草菌はグラム陽性菌であるため、医薬品製造において厳格な管理が求められるエンド

トキシンを含まない。大腸菌を用いて大量調製した場合は、いずれのプラスミド DNA にお

いても PTS カートリッジ FDA の定量上限以上のエンドトキシンが認められた。一方、枯草

菌を宿主とした場合は、他の試薬や実験環境由来の混入と考えられるエンドトキシンが僅

かに検出されたが、大幅にエンドトキシン量の混入が低減した。実際の製造においては、カ

ラム精製によってエンドトキシンを除去するが、上流工程でエンドトキシンが混入しない

ことで下流工程における精製の負担が軽減されるため、製造コスト低減にも繋がる。 

 さらに、ccc 純度に関しても、大腸菌と比べて枯草菌を宿主とした方が、高い純度でプラ

スミド DNA が回収された。特に統合型プラスミドではより大きい差が認められた。パッケ

ージングプラスミド（pGETS103-RC2）と比べて、統合型プラスミドはより長く GC rich な

配列領域も含むが、枯草菌が複雑な DNA 配列に対してトポロジーをより安定的に保持でき

る可能性が示唆された。エンドトキシンと同様に、カラム精製によってスーパーコイル状

DNA の比率は高くできるが、上流工程で回収さるプラスミド DNA の ccc 純度が高い方が

下流工程における精製の負担が軽減される。総合的に、下流工程の製造コスト・負担の低減

に繋がる点が、枯草菌を利用する大量調製システムの利点の一つとして考えられた。 

 

 次に、それぞれのプラスミド DNA をトランスフェクションした際に産生される AAV ベ

クターの産生量（VG タイター）を比較した。最初のコンセプト検証においては、委託先
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（SignaGen 社）の標準プロトコールに従い AAV ベクターの生産実験を行った（図 3. 11A）。

結果としては、TTF に比べて STF により産生される AAV ベクターのタイターは宿主に関係

なく低く、大腸菌を宿主とした方が AAV ベクターの産生量が高かった。しかしながら、統

合型プラスミドをトランスフェクションすることにより AAVベクターが産生できることは

確認されたため、より洗練された条件で追加検証を実施することとした。 

 委託先での生産実験については条件をコントロールができず、詳細の生産条件を知るこ

とができなかったため、著者の所属企業である株式会社シンプロジェンで開発した AAV ベ

クターの作製方法を用いて、同じ組み合わせのプラスミドDNAをトランスフェクションし、

それぞれの VG タイターを評価した（図 3. 11B）。枯草菌で大量調製した場合、大腸菌と比

較して、STF、TTF の両方において AAV ベクターの産生量は大きく低減し、委託先での生

産実験と同じ傾向が示された。一方、大腸菌で大量調製した統合型プラスミドは、同じプラ

スミドベクターを用いた TTF（#4）およびタカラバイオ社から市販されるプラスミド DNA

による TTF（#5）よりも高いタイターが示された。 

 

 

図 3. 11. SignaGen 社（A）および株式会社シンプロジェン（B）で実施したシングルトラン

スフェクション（STF）とトリプルトランスフェクション（TTF）により産生された AAV

ベクターのゲノムタイター 

 

 大量調製に用いる宿主が枯草菌か大腸菌かによる違いが、AAV ベクターの産生量に及ぼ

す影響について、他の統合型プラスミドによる AAV ベクターの生産実験でも確認したが、

同様の傾向が確認された（図 3. 12）。表 3. 3 に示した通り、大量調製に利用する宿主によっ

て DNA のトポロジーに差が生じることは示されたが、枯草菌を宿主とした場合の方が ccc

純度は高かったため、トポロジーが原因となって AAV ベクターの生産量に大きな違いが生

じているとは考えにくい。本研究においては、OGAB®法（枯草菌）で集積・合成した DNA

を、大腸菌で大量調製することにより AAV ベクターの生産量が大きく増大した理由は解析
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できていないが、DNA のメチル化等のエピジェネティクス的な違いが産生量の違いに影響

している可能性が推察された。 

 

図  3. 12. 統合型プラスミドの大量調製に用いた宿主が異なる統合型プラスミド

pGETS103-AAV-Helper-RC2（A）および統合型プラスミド pGETS151-AAV-Helper-RC2（B）

の STF により産生された AAV ベクターのゲノムタイター 

 

 以上の結果から、AAV ベクターの産生に用いる統合型プラスミドは、OGAB®法を用いて

枯草菌で合成・構築した後、大腸菌で大量調製することで高い AAV ベクターの産生量が得

られることが示された（国際出願番号 PCT/JP2023/017131 に記載の内容）。図 3. 9 に示す TTF

に用いるプラスミド DNA（#6）と、STF に用いる統合型プラスミド pAiO-EGFP-WPRE-Helper 

(Ad2)-R2C2（#7）の DNA 配列はバックボーンを除き完全に同一である。両プラスミド DNA

をトランスフェクションし産生された AAV ベクターのタイターを図 3. 13 に示す。 

 

図 3. 13. 全合成した統合型プラスミド pAiO-EGFP-WPRE-Helper (Ad2)-R2C2（#7）と同じ

AAV ベクター産生遺伝子を TTF（#6）した場合の AAV ベクター産生量の比較 
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TTF と同等の AAV ベクターの産生量を、統合型プラスミドによる STF でも得ることができ

た。また、本実験で得られた AAV ベクターを分析した結果、同等の粒子径（動的光散乱法

により測定）、分子量（Mass Photometry 法により測定）、感染価（TCID50 法により測定）が

得られたため、STF と TTF により産生される AAV ベクターの同等性は示唆された（本論文

への記載無し）。 

 

3.5 本章まとめ 

 本章では AAV ベクターの高額な製造コストの要因の 1 つとなっている 3つのプラスミド

DNA に着目し、AAV ベクターの産生に必要な遺伝子を 1 つのプラスミドベクターに搭載し

た統合型プラスミドを設計し、長鎖 DNA 合成技術である OGAB®法により合成した。枯草

菌により構築されたプラスミド DNA をトランスフェクションし AAV ベクターが産生した

報告は、調査した範囲では過去に例がなく、本研究では統合型プラスミドを STF すること

で TTF と同等の AAV ベクターが産生されること実証した。さらに、OGAB®法で構築した

統合型プラスミドを大腸菌に形質転換し大量調製することで、AAV ベクターの産生量が増

大することも示唆された。本成果は特許としてまとめ、計 3 件の特許出願（①特許第 7104263

号、②特開 2022-183360、③国際出願番号 PCT/JP2023/017131）をしており、内 2 件は 2022

年と 2023 年に日本で登録査定を得た。製造コストの削減効果は今後実証していく計画だが、

研究着手前に懸念された統合型プラスミドのトランスフェクション効率や安定性の低下に

伴う AAV ベクターの産生量の低下については、本研究で TTF と同等以上の AAV ベクター

の産生量が STF で示されたことで懸念は解消された。つまり、同等量のプラスミド DNA で

同等の AAV ベクターが産生されたことから、Dual transfection 以上のコスト削減効果が期待

される。 

 

 遺伝子治療に用いる AAV ベクターの製造コストの低減を目指す技術は、現在、世界的に

開発が行われている。製造に必要となるプラスミド DNA を減らす代表的な技術として 2 つ

あり、薬剤制御型アデノウイルス 2 種を用いて AAV ベクターを製造する技術 9や AAV ベク

ターを産生するために必要な rep 遺伝子の発現を薬剤制御できる DNA を宿主細胞のゲノム

に組み込む技術 10 が存在する。両技術ともに非常に挑戦的であり魅力ある技術であるが、

従来の一過性発現により産生されるAAVベクターとの同等性の担保やウイルスや薬剤の混

入リスクという医薬品製造に利用する上での大きな課題が存在する。統合型プラスミドは、

従来から利用される TTF と同様の一過性発現による製造方法であることが大きな利点と考

えられる。 
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4.1 イノベーションアイデア 

 本研究では先端技術研究として、遺伝子治療に利用するウイルスベクターを製品化する

ために必須となる CMC（Chemistry, Manufacturing and Control）に関係する 2 つの技術領域

について研究を行った。 

 1 つ目は、遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験法開発に関する研究である。具体的

には、AAV ベクターの投与量の表記にも用いられるベクターゲノム（VG）タイターという

重要品質特性に対して、先端的な分析技術であるドロップレットデジタル PCR を品質試験

法として利用するため、分析検体である AAV ベクターの前処理工程において処理パラメー

タが VG タイター定量値に及ぼす影響について検証を行った（第 2 章）。 

 2 つ目は、遺伝子治療用ウイルスベクターの製造プロセス開発に関する研究である。具体

的には、非常に高額な遺伝子治療用 AAV ベクターの製造コストを低減することを目的とし

て、統合型プラスミド（オールインワンプラスミド TM）を開発した。現在主流の AAV ベク

ターの製造方法では 3 種のプラスミド DNA を必要とするが、統合型プラスミドは AAV ベ

クターの産生に必要な遺伝子を全て 1 つのプラスミドベクターに搭載したプラスミド DNA

であり、本研究では長鎖 DNA 合成技術を用いて AAV ベクターを産生可能な統合型プラス

ミドを合成することに成功した（第 3 章）。 

 著者が所属する株式会社シンプロジェンは、OGAB®（Ordered Gene Assembly in B. subtilis）

法と呼ばれる独自の長鎖 DNA 合成技術を有する。本研究では、本 DNA 合成技術を主軸に

置き、今後大きな成長が期待される遺伝子治療の市場において展開すべき事業内容につい

て検討した。結果、先端技術研究で実施した遺伝子治療用ウイルスベクターのCMC基盤と、

独自性の高いDNA合成技術という 2つの技術プラットフォームを組み合わせたイノベーシ

ョンアイデアとして、「日本を拠点とした遺伝子治療用ウイルスベクターの受託開発事業」

（以下、本事業と記載）を考案した。 

 

図 4. 1. 先端技術研究を活用したイノベーションアイデア 
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具体的には、① 「株式会社シンプロジェンの強みである DNA 合成技術 OGAB®法の特徴を

活かし、独自性の高いウイルスベクター製造用のプラスミド DNA を設計・合成する。」② 

「合成した DNA を原料として用いて遺伝子治療用ウイルスベクターの製造プロセス開発

（スケールアップ含む）を行う。」③ 「製造したウイルスベクターを治療薬として利用でき

るよう先端分析技術を活用した品質試験法を開発する。」という 3 つのプラットフォームを

構築し、遺伝子治療用ウイルスベクターの設計から開発まで一貫して対応できるプラット

フォーム型ビジネスの展開を目指し、本章では技術戦略、知財戦略、事業戦略、財務戦略に

ついて検討した。尚、戦略を検討する上においては、先端技術研究で取り扱う対象とした

AAV ベクターに絞り込み、各調査を実施した。 

 

4.2 技術戦略 

4.2.1 品質試験に関する技術戦略 

 第 2 章に記載した通り、遺伝子治療用ウイルスベクターの品質管理・分析技術や規格につ

いて定められたガイドラインは国際的に存在しない。そのため、最新のレギュラトリーサイ

エンス、業界動向、新薬承認等の業界情報を常にアップデートしないと、適切な品質試験体

制を構築できない。表 4. 1 には、米国製薬企業（AAV ベクター開発に取り組む大手企業）

がGMP準拠でAAVベクターに対して実施している品質管理項目を記載する（表中最右列）。 

 

表 4. 1. 本事業立上げにおいて構築すべき AAV ベクターの分析体制 

 

※ Bioprocessing Summit Europe 2020 における製薬企業の口頭発表内容を基に作成 
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 製薬企業が実施している品質試験の内容をベンチマークとするとともに、本事業立上げ

時はリソースが限られるため、最初に整備すべき分析プラットフォームについて検討した。

例えば、表 4. 1 の赤字の試験は、菌やウイルスの混入を否定する試験で抗体医薬品等の従

来のバイオ医薬品でも求められる試験項目である。特殊な施設が必要なこと、Charles River

社や BioReliance 社といった大手 CRO（Contract Research Organization：受託研究機関）が得

意とする試験項目であることから、本事業で扱う試験項目からは外した。 

 表 4. 1 の青字の試験は実施できることにより事業の強みになり得るが、分析装置が高額

（数千万円から 1 億円強）で取り扱うために専門性が高い人材も要することから、本事業立

ち上げ時の対象から外した。上記の理由で一部試験は本事業で実施しない選択（代わりに外

部への再委託を想定）をしたが、AAV ベクターの品質試験法開発を十分に対応できる体制

を構築できた。特に事業上重要と位置付けた試験法は、細胞を用いた試験（Cell Based Assay: 

CBA）である。感染価（TCID50）や自己増殖性ウイルス（rcAAV）のように遺伝子治療の品

目に共通で実施を要求される試験や、開発品目の治療用タンパク質の活性や転写された

mRNA や翻訳されたタンパク質を評価する試験がある（図 4. 2）。CBA は開発品目毎に開発

が必要となるアッセイであるが、高度な専門性を要することから一般的な CRO では実施が

困難な試験項目である。そのため、非常に希少性が高く、付加価値も高い品質試験法開発が

可能となる。 

 

図 4. 2. Cell Based Assay の模式図 

 

開発した試験法を実際の遺伝子治療用製品の品質管理に利用するためには、GMP（Good 

Manufacturing Practice：医薬品の製造管理及び品質管理の基準）に適合した分析体制を構築
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する必要がある。GMP に準拠した分析体制を構築するためには、設備管理、試験操作、人

員教育、システムバリデーション等に関する標準操作手順書を制定し、品質保証体制を構築

する必要があるが、施設的要件は GMP 製造ほど障壁が高くない。そのため、本事業におい

ては Non-GMP の分析・試験法開発から、GMP 準拠のバリデーション・品質試験・安定性試

験まで対応することとした。 

 

4.2.2 製造プロセスに関する技術戦略 

 第 3 章に記載した通り、AAV ベクターの高額の製造コストは、開発パイプライン数の増

大に伴い、遺伝子治療の普及に対する大きな阻害要因として問題が表面化した。本事業にお

ける新技術開発の方針は、「遺伝子治療用ウイルスベクターの製造コスト低減」という目的

に絞り込むこととした。技術開発に成功すれば、プラットフォーム技術として多くの遺伝子

治療用ウイルスベクターに適用できる。株式会社シンプロジェンが保有するコア技術

OGAB®法は、10 kb 以上の長鎖 DNA の合成を得意とすることから、その特徴が活きる技術

開発に注力することとした。図 4. 3 に代表例を示す（第 3 章に記載した統合型プラスミド

が図中左）。Combi-OGAB®は、AAV ベクターの生産性が高い最適な遺伝子組み合わせを探

索する方法である。Stable Producer Cell は、宿主のゲノムに AAV ベクターの産生に必要と

なる遺伝子を組み込んだ細胞であり、製造バッチ毎に必要とされたプラスミド DNA が不要

となる。 

 

図 4. 3. 長鎖 DNA 合成技術を活用した AAV ベクター製造用の技術開発 

 

 上記の技術および独自の DNA 合成技術は魅力的であるが、医薬品として社会実装するた

めには、医薬品の製造方法として適切な科学的妥当性に基づいたプロセス開発が必須とな

る。また、研究開発段階ではハイスループット性が高い設備を利用すれば十分だが、GMP

製造施設へ技術移管する場合、GMP 製造設備へ適切にスケールアップできる戦略も必要と

なる。本事業で対応する製造スケールについて図 4. 4 に示した。製造プロセスの観点で、

遺伝子治療用製品と抗体医薬品との大きな違いは製造スケールである。抗体医薬品では治

験薬・商用製造に 1000 L 以上の培養装置（バイオリアクター）が利用されることがほとん

どだが、遺伝子治療は被験者数が少なく局所投与であることも多いため、3 L のバイオリア
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クターでも十分にウイルスベクター量を確保できる。本事業では、プロセス開発の対象を遺

伝子治療用ウイルスベクターに限定するため、自社内で検討に用いるバイオリアクターは

最大でも 50 L とした。また、プラスミド DNA は 10 L スケールまで対応できれば十分に原

料も供給できる。スケールアップ戦略については、ラボスケールの製造装置を Scale Down 

Model として活用できるよう、酸素移動容量係数や単位体積あたりの撹拌動力等の化学工学

的パラメータを取得する。併せて、実験計画法（DoE; Design of Experiment）やシミュレーシ

ョン技術（CFD; Computational Fluid Dynamics）といったデジタル技術も駆使し、科学的妥当

性に基づくスケールアップまで実施できる体制を構築する。 

 

図 4. 4. 本事業のプロセス開発で利用する製造設備 

 

4.2.1 で記載した通り、品質管理と比べて GMP に適合した製造は施設的要件が厳しく、実際

に投与される薬を製造することから、GMP に適合した製造体制構築（文書整備、作業者教

育など）には、膨大な資本と人的資源の投入が必要となり障壁が大きい。さらに、品質試験

についても同様ではあるが、GMP に違反する事態となった場合に事業継続が困難となるリ

スクもより大きいため、本事業では単独で GMP 準拠の製造は実施しないこととした。 

 

4.2.3 技術戦略まとめ 

 品質試験法開発（品質管理）と製造プロセス開発（製造管理）それぞれについて、本事業

で実施する活動と実施しない活動について、技術戦略として決定した。特に、医薬品業界に
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おいて、GMP 準拠の活動を実施するかは企業として大きな方針決定となる。本事業におい

て実施する①DNA 合成、②プラスミド DNA の製造、③ウイルスベクターの製造、④ウイル

スベクターの品質試験の各活動に対して、GMP に適合する必要性があるかについて、表 4. 

2 に検討結果をまとめた。 

 

表 4. 2. 本事業の各活動に対する GMP 適合要否の検討結果 

活動 Non-GMP GMP 理由 

DNA 合成 Yes No 

遺伝子治療用ウイルスベクターの製造にお

いて、本工程は GMP に適合する必要は無

い。 

プラスミド DNA

の製造 
Yes No 

プラスミド DNA は医薬品原料に該当する

ため、GMP 適合は必須でない。 

ウイルスベクター

の製造 
Yes No 

ウイルスベクターの GMP 製造は需要が高

いが、体制構築に膨大な時間・投資が発生

し、事業戦略の観点から望ましくない。 

ウイルスベクター

の品質試験 
Yes Yes 

製造に比べ、品質試験については GMP 体

制構築の障壁が低く、GMP 体制構築に投

資する価値が高い。 

 

①DNA 合成に対する GMP 適合：本事業には不要 

 DNA 合成の活動を GMP に適合させる場合、需要が生まれるモダリティは核酸医薬（ア

ンチセンス、siRNA、miRNA 等）となる。核酸医薬は既に承認された医薬品も存在し、CDMO

（受託開発製造機関：Contract Development & Manufacturing Organization）の需要はあるが、

住友化学（株）、味の素（株）、ヤマサ醤油（株）、（株）日本触媒等の大手企業が参入してお

り競争は激しい。また、OGAB®法の長鎖 DNA 合成と核酸医薬との相性は悪く、導入済みの

DNA 合成設備（Non-GMP）は GMP 製造に利用できないため追加の設備投資が必要となる。

よって、DNA 合成を GMP に適合させる価値はかなり低い。 

 

②プラスミド DNA の製造に対する GMP 適合：本事業には不要 

 プラスミド DNA の製造を GMP に適合させる場合、需要が生まれるモダリティは DNA 医

薬品（プラスミド DNA を直接体内に投与）となる。DNA 医薬品の開発を進める企業は世界

的に少なく、モダリティの潮流としては DNA 医薬品から mRNA 医薬品やウイルスベクタ

ーを用いた遺伝子治療にシフトしているため、DNA 医薬品の需要は大きくない。一方、

mRNA 医薬品やウイルスベクターの製造に用いる医薬品原料としてプラスミド DNA を製

造する場合、GMP 適合は必須でないことから GMP に適合させるために投資する価値は低

い（ただし、医薬品原料として十分な品質担保は必要）。 
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③ウイルスベクターの製造に対する GMP 適合：本事業には不要 

 遺伝子治療に用いるウイルスベクターの GMP 製造は、需要が非常に高い。しかし、GMP

製造の体制を構築することは、製造施設の確保、GMP システムの構築、GMP 適合設備の導

入、各種標準操作手順書の整備、人的資源の確保と教育等、膨大な時間と投資を要すること

から、本事業において単独でウイルスベクターの GMP 製造に対応することは事業戦略的に

好ましくない。 

 

④ウイルスベクターの品質試験に対する GMP 適合：本事業で GMP 体制を構築 

 ①②③については、製造に対して GMP の適合要否を検討したが、品質試験（分析）につ

いては、GMP 専用の製造用建屋を購入するといった巨額の投資は不要となるため参入障壁

は低い。ウイルスベクターの GMP 分析は、過去に複数の製薬企業からも問い合わせを受け

ており、国内ではウイルスベクターを受託分析できる CRO も限られることから、本事業で

GMP 体制を構築する需要は高いと考えられた。特に、高い専門性が伴う CBA を GMP 準拠

で実施できる CRO は国内に存在しないため事業的価値も高い。 

 

4.3 知財戦略 

4.3.1 品質試験に関する知財戦略 

 第 2 章では、遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験法開発に関する先端技術研究を

紹介した。しかしながら、先端的な分析技術を遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験法

として利用することは、医薬品開発の観点においては重要であるが、既存の分析技術を品質

試験に利用しているため発明的要素は少なく、相当に予測困難な効果が得られない限り特

許出願は難しい。さらに、医薬品の品質試験法は世界的に標準化が求められるため、特許の

ような独占排他権とは相性が悪く、品質試験法開発に関する知的財産はノウハウとして扱

う方が効果的と考えた。 

 品質試験法開発は、レギュレーションや業界動向が技術開発の方向性に大きく影響する

ため、技術研究を通じて収集した情報（ナレッジ）がノウハウとして蓄積し、組織全体の専

門性が高まることから、コンサルティング的な事業価値が生まれる。さらに、欧米企業に多

い知的財産の活用方法となるが、蓄積した試験法開発のデータに関して、科学論文、アプリ

ケーションノート、セミナーの形態で公開することによって技術力の高さを外部に示し、営

業材料として活用することができる。 

 受託開発の事業を進める上で、企業の専門性の高さを外部に発信することは非常に重要

である。科学論文は Reviewer の査読の下に発刊されるので、科学的なインパクトも事業に

とってプラスに働く。加えて、品質試験は様々な分析設備を扱うため、分析設備メーカーと

の関係性は非常に重要である。先端技術研究を通じて得られた知的財産を活かして、メーカ

ーと共催でセミナーを開催または共同でアプリケーションノートを発刊することで、効果

が高い営業材料として活用することが可能となる。 
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4.3.2 製造プロセスに関する知財戦略 

 第 3 章では、遺伝子治療の製造コスト低減を目的としたウイルスベクター製造用プラス

ミド DNA の開発に関する先端技術研究を紹介した。製造プロセスに関する知的財産は、本

事業の持続的競争優位にも繋がるため、特許として知的財産を活用することが非常に重要

である。特に、新しく設計された合成 DNA は、物質特許として実施権を取得することも可

能となるため、統合型プラスミドを中心とする堅牢なパテントポートフォリオを構築する

ことが本事業の推進において重要と考えた。 

 最初に、統合型プラスミドの合成に用いた OGAB®法に関係する特許について整理する。

DNA 合成および OGAB®法に関係する主な特許は、以下の 4 つとなる。 

 

【第一世代 OGAB®法の特許（特許第 4479199 号）】 

 OGAB®法の基本特許で、枯草菌を用いて DNA 断片を集積する方法について請求項に含

まれる。三菱ケミカル株式会社（旧三菱生命科学研究所）が出願人であったが、2017 年に

株式会社シンプロジェンに譲渡された。 

 

【第二世代 OGAB®法の特許（特許第 6440636 号、PCT/JP2014/073579）】 

 第二世代 OGAB®法は、集積する DNA 断片のサイズを統一し OGAB®法を行うことで、

第一世代 OGAB®法の「作業者の熟練度によって合成の成功確度が大きく左右される」課題

を解決した技術である。OGAB®法の商用化において非常に重要となる方法の特許である。

元の出願人が慶應義塾大学で、高機能遺伝子デザイン技術組合に譲渡された後、2017 年に

株式会社シンプロジェンに譲渡された。日本、米国、欧州、中国で登録済み。 

 

【二本鎖 DNA の合成方法の特許（特願 2018-093024）】 

 OGAB®法で集積する DNA 断片を合成する技術について記載した方法の特許である。高

GC 含量、高 AT 含量の配列、繰り返し配列を含む複雑な DNA 断片であっても、本技術を用

いて PCR を行うことで DNA 断片を合成できる。神戸大学から株式会社シンプロジェンに

独占的実施権が許諾された。日本と米国に出願済みで、審査係属中。 

 

【Combinatorial-OGAB 法の特許（特許 7101431、PCT/JP2020/013133）】 

 OGAB®法の応用技術に位置づけられ、長鎖のコンビナトリアル DNA ライブラリーを構

築する方法の特許である。一度の反応で、効率的に多様な遺伝子パターンを含む DNA ライ

ブラリーを構築できる。神戸大学から株式会社シンプロジェンに独占的実施権が許諾され

た。日本、米国で登録済み。 

 

いずれの特許も株式会社シンプロジェンが DNA 合成事業を推進する上で重要な特許であ

る。統合型プラスミドを含むウイルスベクター製造用プラスミド DNA は、OGAB®法を用い
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て合成されることから、DNA 合成に関する特許は本事業を推進する上でも重要な特許とな

る。さらに、本事業では、遺伝子治療用ウイルスベクターの開発・製造という領域において

本事業の差別化を図るため、ウイルスベクターの製造に関する特許についても新たに出願

し、より堅牢で質が高いパテントポートフォリオを構築する必要があると考えた（図 4. 5）。 

 

 ウイルスベクターの製造技術（統合型プラスミド）に関する特許出願に向けて検討を進め

るにあたり、2020 年に外部の調査機関も活用し、先行技術調査とクリアランス調査を行っ

た。結果、枯草菌を用いて構築した DNA を大量に調製し、ウイルスベクターの製造に応用

した特許・公知文献は全く見つからなかったため、新規性に関する問題は生じ難いと考えら

れ、進歩性に繋がるデータ取得を中心に研究開発を進める事とした（第 3 章に記載の内容）。

一方、パテントクリアランスについては、AAV ベクター自体が 1980 年代から開発がされて

おり、製造の基盤となるトランスフェクション法や現在治療に利用されるカプシドの血清

型に関する特許の多くが失効しているため、統合型プラスミドを用いて AAV ベクターの製

造を実施することが可能であると考えられた。また、枯草菌を用いて統合型プラスミドを構

築することは、株式会社シンプロジェンに譲渡された OGAB®法の特許が上位概念に該当す

るため、第三者の特許侵害の可能性は低いと考えられた。 

 

 2020 年に、ウイルスベクター製造用 DNA に関する知的財産として、方法と物の二つの特

許出願（統合型プラスミドを含む請求項が含まれる）を行った。世界の遺伝子治療に関する

技術開発のスピードおよび本事業の計画を考慮し、統合型プラスミドを用いて動物細胞か

らウイルスベクターの産生が確認された時点で両特許ともに国内出願（2020 年 11 月）を行

い、PCT 出願までの 1 年間で実施例を追加する最速の出願戦略を取った。さらに上記二つ

の特許が公開される前に、統合型プラスミドの権利範囲を補強する目的で、2022 年 5 月に

新しい実施例（第 3 章に記載の内容一部）を加えて 1 件の特許を出願した。 

 

【方法の特許：枯草菌におけるウイルスベクタープラスミド生産（特許 7104263、

PCT/JP2021/040410）】 

 枯草菌を用いてウイルスベクターの製造に必要となるプラスミド DNA を合成・大量調製

する方法に関する特許である。統合型プラスミドを構築する方法と合成した DNA を用いて

ウイルスベクターを産生する方法についても請求項に含まれる。日本で登録済み。 

 

【物の特許：統合型プラスミド（PCT/JP2021/040411）】 

 枯草菌用プラスミドベクターに、ウイルスベクターの産生に必要となる遺伝子を一つ以

上挿入したプラスミド DNA に関する特許である。統合型プラスミドが含まれる請求項とな

っており、統合型プラスミドを含む細胞と産生されるウイルスベクターも請求項に含まれ

る。日本で登録済み。 
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【方法と物の特許：統合型プラスミドを補強する特許（PCT/JP2023/017131）】 

 統合型プラスミドを用いたシングルトランスフェクション法がトリプルトランスフェク

ション法よりもタイターが優れる実施例を複数加え、統合型プラスミドの権利範囲を補強

した特許である。 

 

 

図 4. 5. 株式会社シンプロジェンが実施権を保有する DNA 合成技術とウイルスベクター

の製造技術に関する特許の関係  

 

 ウイルスベクターの製造に関する 3 つの特許（第 3 章記載の内容を含む）は、今後、株式

会社シンプロジェンがウイルスベクター製造用のプラスミドDNAを開発する上で基本特許

に位置付けられるため、出願時の請求の範囲はかなり広くなるようにして出願した。さらに、

本研究範囲外の開発内容となるが、ウイルスベクターの製造に関する特許は、2022 年 5 月

以降も下記の通り継続して出願し、より堅牢なパテントポートフォリオの構築を目指して

いる（図 4. 6）。 

 

【Combinatorial-OGAB の応用：ウイルスベクター設計用途（PCT/JP2023/017130）】 

 Combinatorial-OGAB を用いて、ウイルスベクターの生産性を最大化できる最適な遺伝子

の組み合わせを探索する方法に関する特許である。統合型プラスミドでライブラリーを構

築することが請求項の範囲に含まれる。2022 年 5 月に国内出願、2023 年 5 月に PCT 出願済

み。 

 

【独自の配列設計：新規のヘルパー遺伝子（特願 2023-013329）】 

 従来の TTF に用いる 3 種のプラスミド DNA および統合型プラスミドに、追加的に加え
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ることで AAV ベクターの産生量が増大するヘルパー遺伝子に関する特許である。2023 年 1

月に国内出願済み。 

 

【独自の配列設計：ITR/Rep 複合体（特願 2023-0223545）】 

 従来の TTF に用いる 3 種のプラスミド DNA および統合型プラスミドに含まれる AAV ベ

クターの ITR と Rep の組み合わせに関する特許である。2023 年 2 月に国内出願済み。 

 

【独自の配列設計：ヘルパー遺伝子の発現制御（特願 2022-210794）】 

 ヘルパー遺伝子の発現を薬剤で制御することで Rep の発現を間接的に制御する方法と

DNA コンストラクトに関する特許である。AAV ベクターの安定発現細胞株に応用する予定

で開発した。2022 年 12 月に国内出願済み。 

 

 

図 4. 6. ウイルスベクター製造用プラスミド DNA に関する特許出願戦略 

 

 独自の配列設計や Combinatorial-OGAB の応用に関する特許については、本研究の成果で

ある統合型プラスミドに限定する請求項とはせず、TTF 等の他の製造技術にも権利が及ぶ

ように請求項を作成した。つまり、本事業で重要となる統合型プラスミドの権利範囲を補強

するだけでなく、周辺の製造技術にも牽制可能なパテントポートフォリオを築けたと考え

られる。さらに、OGAB®法（DNA 合成）に関する特許を含めて、各特許は出願から 20 年

経過したものから失効していくが、本事業の活動の範囲において戦略的に継続して特許出

願を行うことで模倣困難性を維持し、競争優位の状態を継続できる。 
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4.3.3 知財戦略まとめ 

 先端技術研究として実施した CMC に関係する品質試験法開発と製造プロセス開発それ

ぞれに対する知財戦略を検討し、知的財産の活用方法を表 4. 3 にまとめた。 

 品質試験法開発に関する知的財産については、研究開発の内容から特許として活用する

ことは難しいため、公開せずにノウハウとして本事業に活かす戦略をとった。具体的な知的

財産の活用方法は、ノウハウとして公開せずに模倣困難性を高めることも考えられるが、コ

ンサルティングや技術営業資料として活用し売上高の増大に繋げる方法も考えられた。 

 ウイルスベクター製造用のプラスミドDNAを含む製造プロセス開発に関わる知的財産に

ついては、特許として活用する戦略をとった。遺伝子治療に関わる本事業の領域において、

独自技術の排他性を確保できるよう知的財産を活用し、競合企業との差別化に繋がる堅牢

なパテントポートフォリオを構築した。さらに、特許技術を用いて製造された遺伝子治療用

ウイルスベクターおよび開発された製造プロセスには特許権が及ぶため、顧客からライセ

ンス使用料を貰うことにより売上高の増大に繋げることが可能となる。 

 

表 4. 3. 各技術プラットフォーム対する知的財産の活用方法 

技術プラットフォーム 製造プロセス開発 品質試験法開発 

主な知的財産の活用形

態 

特許 ノウハウ 

事業における活用目的 排他性確保 

技術ライセンス料の獲得 

コンサルティング 

営業資料（公開する場合） 

 

製造プロセス開発および品質試験法開発に関する知的財産は、4.4 の事業戦略で説明する

各種サービスを展開する上において非常に重要であり、本事業の収益構造の基盤となる。 

 

4.4 事業戦略 

4.4.1 外部環境分析 

【遺伝子治療用ウイルスベクターCDMO の事業環境】 

 近年、医薬品業界では、創薬‐開発‐製造‐営業と製薬企業の事業活動に必要な機能のモ

ジュール化が進んでいる（図 4. 7）。特に、新しいモダリティである遺伝子治療用製品の開

発には、ウイルスベクターを製造・分析する設備や高度な専門性をもった人材を必要とする

ため、CDMO の需要が非常に高い。 

 第 1 章に記載した通り、2010 年代半ばから、世界で遺伝子治療の開発パイプラインの数

が著しい速度で増大した。その結果、急激に高まったウイルスベクターと原料のプラスミド

DNA の需要に対し、CDMO の供給量が追いつかず、ウイルスベクターの開発・製造能力は

世界的に不足した。2019 年のレポートでは、CDMO が現在と同じペースでウイルスベクタ

ーの製造能力を毎年拡張しても 2021 年には供給量が追い付かなくなり、需要と供給の差は
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年々拡大すると報告された 1。 

 

図 4. 7. 製薬企業における事業活動の機能に関するモジュール化 

 

このような状況に対応するため、欧米と中国企業を中心した CDMO は、2010 年代後半から

ウイルスベクターとプラスミド DNA の開発・製造能力の拡張を行った。また、従来は研究

開発を中心に受託してきた CRO や他産業の大手メーカーが、外部から開発・製造能力を獲

得しCDMO事業に参入した。遺伝子治療用ウイルスベクターに対応できる代表的なCDMO・

CRO を下記に記載した。また、世界の CDMO の分布図を図 4. 8 に示した。 

 

◆ Brammer Bio, LLC 

 2016 年に設立した米国のスタートアップ企業。バイオ医薬品の CDMO の経営経験のある

Mark 氏（Brammer Biopharmaceutical 社）と、大学で小規模だが 20 年のウイルスベクターの

製造実績がある研究者 Richard 氏（Florida Biologix 社）を、米国 VC が仲介し、両社を合併

させる形で会社を設立した。2017 年 5 月に旧バイオジェンの抗体製造施設と倉庫を買収（商

用製造受託サイトとして利用）、2017 年 9 月にフロリダの製造能力を 2 倍（初期臨床試験用

受託サイトとして利用）する等し、開発・製造能力を急速に拡大した。結果、2019 年にウイ

ルスベクターCDMO のトップ（年間売上 2.5 億ドル）まで成長し、Thermo Fisher Scientific に

約 17 億ドルで買収された。 

 

◆ Asklepios BioPharmaceutical, Inc. (AskBio) 

 2001 年に設立した AAV ベクターの技術プラットフォーマー。自社が独自に開発した self-

complementary AAV やカプシドライブラリーを様々な治療薬に利用し、対症疾患毎に創薬ベ

ンチャーをスピンアウトさせた。さらに、Touchlight 社と提携し DNA 合成技術を、Synpromics



第 4 章 

 

67 

社を買収してプロモーター設計技術を獲得しており、AAV ベクターの技術プラットフォー

ムを拡充している。Pro 10 という独自の AAV ベクターの高生産細胞株を構築しており、VC

と協働で設立した VIRALGEN という CDMO に Pro 10 をライセンスしている。2020 年に

Bayer に最大 40 億ドルで買収された。 

 

◆ Thermo Fisher Scientific Inc.  

 ライフサイエンス・バイオテクノロジー分野における米国の巨大企業。2017 年に世界ト

ップの CDMO である Patheon を買収する等して製造能力規模を拡大し、医薬品の CDMO 事

業を展開している。2019 年に前述の Brammer Bio を約 17 億ドルで買収し、ウイルスベクタ

ーの CDMO 機能を獲得した。2021 年にベルギーの Novasep を買収し欧州にも製造拠点を取

得し、さらに、cGMP 準拠のプラスミド DNA 製造施設を米国 Carlsbad に建設した。 

 

◆ Catalent, Inc.  

 Thermo Fisher 傘下の Patheon と並ぶ世界トップクラスの CDMO の一つ。2019 年に遺伝子

治療の領域で AAV ベクターの製造を牽引してきた Paragon を約 1.2 億ドルで買収し、ウイ

ルスベクターの CDMO 機能を獲得した。 

 

◆ Lonza Group AG 

 バイオ医薬の CDMO トップである Lonza は、2018 年に米国テキサス州に世界最大規模

（約 2 万 3000 平方メートル）のウイルスベクター製造施設を建設した。また、外部研究機

関と提携し、Anc-AAV という in silico のカプシド設計技術を提供する等、受託製造だけでな

く新しい技術プラットフォームも獲得している。 

 

◆ Merck KGaA（Millipore-Sigma） 

 ウイルスベクターの製造において長い歴史をもつ CDMO。1997 年に Roche と UC San 

Diego とのジョイントベンチャーとして設立した Molecular Medicine 社の製造サイトを獲得

した。BioReliance という Testing service も展開しており、Virus Express 293 という AAV ベク

ター製造用のセルバンクをライセンス販売している。 

 

◆ Charles River Laboratories International, Inc.  

 探索研究から製品開発まで製薬に必要な幅広い受託サービスを展開する世界トップの

CRO である。2021 年 3 月に COGNATE を 8.8 億ドル、2021 年 5 月に Vigene を 3.5 億ドルで

買収する事を発表した。COGNATE は 2020 年に Cobra biologics を買収しており、プラスミ

ド DNA からウイルスベクターの製造まで対応可能である。Vigene は、探索研究用のウイル

スベクターの作製サービスも展開しており、創薬段階から GMP まで対応可能なウイルスベ

クターを提供できる機能を獲得した。 
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◆ Aldevron, LLC  

 1998 年に設立したプラスミド DNA に特化した米国の CDMO で、ウイルスベクターの

CDMO の多くにプラスミド DNA 原料を供給している。2016 年からプラスミド DNA の製造

能力を拡大しており、2021 年にダナハーグループに 86 億ドルで買収された。 

 

◆ VectorBuilder Inc.  

 2014 年に設立した米国企業で、研究・製造拠点は中国広州市にある。先述した Vigene と

同様に、探索研究用のウイルスベクターのパッケージングを行っており、研究用のツールと

して低価格で幅広い製品を販売している。さらに、2020 年に GMP 施設を中国に新設してお

り、探索研究から GMP 製造まで対応可能とした。 

 

◆ WuXi AppTec  

 2000 年に設立した中国企業であり、様々な受託サービスを展開している。WuXi Adcvanced 

Therapy 社、WuXi Biology 社など、サービス内容によって異なる会社が事業を進めており、

スピンアウトした事業ユニットの一つが世界トップクラスの CDMO の Wuxi Biologics 社

である。2022 年に、TESSATM という独自の AAV ベクター製造技術をもつ OXGENE 社を

1.4 億ドルで買収した。 

 

◆ National Resilience, Inc.  

 2020 年に設立した米国企業であり、設立時に 8 億ドルの資金を調達した抗体医薬、遺伝

子治療、細胞治療等の新しいモダリティに特化した CDMO である。2020 年の COVID-19 の

パンデミックの際、迅速にワクチン製造ができなかった米国の状況を危惧し設立した企業

である。2023 年には米国国防総省から 4 億ドルの長期ローン融資を受けており、既存のバ

イオ医薬品製造施設を買収し、急速に製造能力を拡大している。 

 

 ここまでは、海外の CRO・CDMO を記載したが、近年、プラスミド DNA やウイルスベ

クターに対応できる CDMO が世界的に増大しており、市場の競争が激化している。日本企

業の状況としては、代表的な下記 4 社が遺伝子治療用製品の CDMO 事業に投資を続ける。 

 

◆ 富士フイルム株式会社 

 2011 年に Merck 社から工場を買収する等し、バイオ医薬品の CDMO 事業に参入した。

2019 年にテキサス州にウイルスベクターの製造拠点を構築するため 130 億円を投資、2020

年に英国にウイルスベクターの製造拠点を新設、2021 年にマサチューセッツ州にウイルス

ベクターの製造拠点構築のため 40 億円を投資する等、ウイルスベクターの CDMO 機能を

増強している。さらに、米国にバイオ医薬品の新拠点を設立するため、総額 2000 億円投資

すると発表した。 
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◆ AGC 株式会社 

 国内にバイオ医薬（タンパク質）の受託製造施設を有するが、2016 年にミーバ社、2017

年に CMC バイオロジクス社を買収し、海外の CDMO の機能を拡張した。2020 年にイタリ

アのMolMed社を買収しウイルスベクターの製造能力を獲得した。さらに、2021年にNovartis

社が所有する米国のウイルスベクター用工場を約 100 億円で買収すると発表し、ウイルス

ベクターの CDMO 機能を拡張した。 

 

◆ 株式会社カネカ 

 2010 年にユーロジェンテック社を約 40 億円で買収し、バイオ医薬品の CDMO 事業に参

入した。プラスミド DNA の CDMO 機能を有しており、2015 年に製造能力を拡大する目的

で投資を行い、2023 年にも、さらに約 20 億円投資し生産能力を拡大した。 

 

◆ タカラバイオ株式会社 

 2014 年に、滋賀県に遺伝子細胞プロセッシングセンターを稼働させた。さらに、2020 年

に 73 億円を投資し、新しい再生医療・遺伝子治療の製造施設を建築した。2020 年 3 月期の

CDMO 事業の売上は 32 億円、2021 年 3 月期の売上は 43 億円と成長しており、2023 年には

2027 年に稼働を目指す新施設に 460 億円投資すると発表した。 

 

図 4. 8.ウイルスベクターとプラスミド DNA に対応する代表的な CDMO（著者調べ） 

 

図 4. 8 からも明らかな通り、ウイルスベクターとプラスミド DNA の CDMO は欧米に製造

拠点を有している企業が多く、中国が追随する状況である。さらに、ThermoFisher 等の巨大

企業が各社の買収を進め、さらなる事業規模の拡大をしている状況が分かる。日本企業も、
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タカラバイオが国内に製造拠点をもつことを除けば、富士フイルム、AGC、カネカのいずれ

もウイルスベクターは海外を主として製造している状況である。 

 

【日本国内の事業環境】 

 図 4. 9 に、国毎に実施された遺伝子治療の臨床試験数（2017 年）を示す 2。試験数が多い

国から、米国、イギリス、ドイツ、中国、フランス、スイスと続き、日本は 7 番目で世界の

僅か 1.7%に過ぎない。このように、欧米に対して遺伝子治療の開発が圧倒的に遅れている

日本だが、経済産業省のレポートには「国内の原料供給体制、製造受託体制の不十分さ」が、

遅れの原因の一つとして記載されている 3。また、バイオ小委員会の資料では「遺伝子・細

胞治療製品については、大学やベンチャー企業が開発した技術シーズを産業化に結びつけ

る役割を担える国内企業は極めて少ないことから、技術シーズを臨床及び製造レベルに結

びつける橋渡し機能を担うプレイヤー（CDMO）の拡大が重要である」と国内における受託

開発機能の重要性が述べられている 4。 

 

 

 

図 4. 9. 2017 年に実施された国別の遺伝子治療の臨床試験数（文献 2 を基に著者が作成） 

 

 日本企業も海外の CDMO を利用しウイルスベクターの製造をすることは可能だが、国内

の創薬ベンチャーへ実際にヒアリングした結果、海外に拠点を置く CDMO から提示される

受託金額は、日本の資金調達規模を考慮すると非常に高額であると分かった。加えて、海外

の CDMO にとって日本企業とのビジネス優先度は高くないため、製造スロットが空くまで

1 年以上待たされることも起きており、CMC 開発から臨床試験へ橋渡しできない事が、日

本における遺伝子治療の開発のボトルネックとなっている（図 4. 10）。さらに、海外の

CDMO をコントロールするために必要となる実務的対応を考えると、特に、CMC 機能が整

備されていない創薬ベンチャーでは対応が困難であり、多くのトラブルが生じると予測さ

れる。実務的負担の観点においても、遺伝子治療という新しいモダリティに対しては国内に

CMC の受託開発を担う企業が存在することが重要と考える。 
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図 4. 10. 遺伝子治療薬の開発スキームと日本のボトルネック 

 

【PEST 分析】 

 2022 年以降のポストコロナ時代における遺伝子治療用製品の開発環境に対して、PEST 分

析を実施した。医薬品開発は業界として規制の影響が大きく、遺伝子治療用製品についても

同様となるため、規制の変化には常に注意を払う必要がある。2022 年以降の事業環境を考

える上で、最も大きい変化はポストコロナという点だが、医薬品産業は景気の影響を受けづ

らいため、他産業に比べると影響は限定的と考えられた。ただし、ロシアのウクライナ侵攻

の影響もあり、世界的不況の状況はバイオスタートアップの資金調達環境の悪化に繋がっ

ているため注意が必要である。コロナ禍が遺伝子治療用製品の開発環境に及ぼした影響と

して最も大きい点は、ワクチンの国産体制構築に向けた潮流であろう。今後、ワクチンとし

ても利用されるプラスミド DNA やウイルスベクターについても国産化に向けて、産業支援

や社会的要請が高まると考えられた。以下に、政治的要因（Politics）、経済的要因（Economy）、

社会的要因（Society）、技術的要因（Technology）毎に、詳細な分析結果を記載する。 

 

Politics 

◆ 医薬品開発は全般的に、開発国の規制内容や規制の変更による影響が大きく、事業計画

や技術開発計画にも大きな影響を与える。特に、遺伝子治療は、他のモダリティと異な

る薬価算定方法や承認の加速化が認められる国もあるため、薬価制度と承認制度が遺

伝子治療の事業計画に及ぼす影響が非常に大きい。 

◆ 日本では、コロナ渦においてワクチンを国内で製造できなかったことが問題となった。

2022 年から 2023 年にかけて、ワクチンの国産化の体制強化に向けて、政府は公的資金

を多く投入すること 5を発表しており、今後、ワクチンにも利用されるプラスミド DNA

やウイルスベクターの製造に対しても支援がなされると考えられた。 
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◆ 日本では、遺伝子治療の開発・製造体制基盤が整備されていなく、欧米企業と比べて、

大きな遅れをとっていることが問題となっている。2022 年に、「遺伝子治療への投資」、

「製品化に向けた研究開発」、「製造基盤強化」が新しい資本主義のグランドデザインに

記載されており 6、開発・製造体制の整備に向けて公的資金が多く投入されると考えら

れた。 

 

Economics 

◆ 米中が中心となり医薬品市場は世界的に成長しており、2025 年には 100 兆円を超える

市場規模にまで、成長する見込みである 7。コロナの影響はあったものの、医薬品業界

への影響は他の業界に比べると軽微である。一方、日本は先進国の中で唯一医薬品市場

のマイナス成長が予測されており、薬剤費削減の動きが強く、低分子医薬品等の従来の

モダリティは大きな市場成長は期待できない。 

◆ 世界的に、遺伝子治療を開発する製薬企業やスタートアップは増加しており、2025 年

には 3.8 兆円、2030 年には 10 兆円の市場規模にまで成長する見込みである。日本に限

定しても、2025 年には 0.3 兆円、2030 年には 0.5 兆円と着実に成長を続ける見込みで

ある 8。 

◆ コロナの影響で世界的に景気が大きく低迷した。コロナ禍では、投資家による投資先の

選定基準も傾向が変わったため、ポストコロナ時代においてもコロナ前と投資傾向が

変わる可能性がある。 

◆ ロシアによるウクライナ侵攻により、世界的に市況が悪化した。さらに、シリコンバレ

ー銀行やシグネチャー銀行等の著名な金融機関が経営破綻しており、資金調達環境が

悪化している。 

 

Social 

◆ 世界各国で少子高齢化が進んでおり、特に日本では医療財政が圧迫され、財源確保が社

会的課題になっている。特に遺伝子治療用製品は非常に高額であるため、保険制度に大

きく影響する。 

◆ 薬剤費削減のため、ジェネリック医薬品の使用が推進される。日本にも、革新的医薬品

の価値が評価される仕組みはあるが、薬価改定が頻繁になされる等の問題も多い。日本

市場の魅力自体が下がっており、海外製薬企業が開発する製品を日本で使えない『ドラ

ッグロス』という問題が起こりつつある。 

◆ 健康寿命など、社会全般的にヘルスケアへの関心が高まっている。特に、日本では、再

生医療などの次世代医療に対する国民の関心度は高い。コロナ禍では、コロナワクチン

の入手を海外に依存した状況に対しても問題視した。 

◆ コロナの影響により国間や地域間の移動は大きく制限され、リモート会議が増えるな

どとビジネススタイルも変化した。特に、従来、査察やネットワーキングなどの目的で
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出張を前提にしていた業務も出張無しでも対応できるようになった。 

◆ ロシアによるウクライナ侵攻、中国や北朝鮮による東アジアの国勢状況の不安定化に

より、サプライチェーンの不安定化や国家安全保障上のリスクが高まる。 

 

Technology 

◆ ウイルスベクターを用いた遺伝子治療用製品の開発品目数・承認品目数は年々増加し

ており 9、臨床試験データも蓄積されている。ヒトでの試験データの増大は、モダリテ

ィ全体の発展へと繋がるため、さらなる技術の発展が期待される。 

◆ 合成生物学の要素技術であるゲノム編集、DNA 合成、バイオインフォマティクス、AI

などの技術は発展を続けている。各ツール技術をバイオ医薬品開発に応用しようとす

る創薬ベンチャーやプラットフォーマーが、欧米を中心に出現している。 

◆ 日本では、コロナの影響でライフサイエンス関連の消耗品が調達できない状況が続い

ており、同様に、バイオ医薬品製造に用いるプロセス資材も不足している。資材が入手

できないためバイオ医薬品の製造遅延も生じており、コロナ禍以前よりも各種技術の

国産化に向けた動きが活発になると考えられた。 

 

【5F 分析】 

 ミクロの事業環境分析として 5-Force 分析を実施した。分析対象を 2022 年以降の世界の

遺伝子治療用ウイルスベクターの CDMO 事業とした場合、需要はあるものの前述した通り

ウイルスベクターに対応する CDMO は増えており、「既存業者との競争」「新規参入の脅威」

「買い手の交渉力」「売り手の交渉力」はいずれも非常に強いと考えられた。 

 そのため、対象とする事業環境を日本とし、日本における遺伝子治療用ウイルスベクター

の CDMO 事業の外部環境に対して 5-Force 分析を実施した結果、「既存業者との競争」と「新

規参入の脅威」については、他と比べると脅威が大きいと考えられた。日本市場では、今後

のワクチン国産化に向けた潮流が、ウイルスベクターの CDMO 事業にとってプラスにもマ

イナスにも働く可能性があるため、世の中の動向をモニタリングし、事業環境に応じた適切

な事業戦略を取る必要があると考えられた。以下に、詳細な分析結果を記載する。 

 

既存業者との競争：中 

◆ 世界的には既存 CDMO 間の競争は非常に脅威であるが、日本に限定した事業環境であ

れば、競合企業の数は非常に限定的である。また、CDMO と称していても開発（D）の

機能が伴っていない企業もあるため、国内企業だけで考えると競争は弱い。 

◆ 一方、国内製薬企業や創薬ベンチャーは海外 CDMO に委託する事も可能であるため、

世界の競合企業も無視はできない。しかし、欧米の CDMO は非常に高額であり、日本

市場に対して優先度が高くはないため、国内の遺伝子治療に対する投資規模に対して

非常に高額である。ワクチン国産化に向けた世の中の流れが遺伝子治療用製品の国内
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内製化にも追い風となり、日本の市場においては欧米 CDMO との競合の脅威は大きく

ないと考える。 

◆ 中国 CDMO が非常に安価に受託可能な CMDO として台頭してきており、脅威である。

しかし、中国の国際情勢的なリスク、配列情報などの情報漏出のリスクや医薬品品質の

リスクが伴うため、競合としての脅威は弱まる。 

 

新規参入の脅威：中 

◆ 医薬品業界は初期投資が大きく、業界独自の経験や専門性を要することから、全般的に

参入障壁は高い。特に、遺伝子治療用ウイルスベクターは、開発に高い専門性や専用の

設備類が必要となるため、参入障壁がより高い。 

◆ 一方、富士フイルムや AGC などの化学メーカーがライフサイエンスの領域に参入した

ように、他業種の大手企業の参入は無視できない。しかし、大手企業からすると日本の

遺伝子治療の市場規模は大きくなく、市場としての魅力は小さい。 

◆ ワクチン国産化に向けた世の中の流れが、国内の既存 CDMO がウイルスベクター生産

に事業拡張することを後押しする可能性はある。しかし、日本はバイオ医薬品の CDMO

がそもそも少なく、専門性が高いとは言えないため、既存 CDMO が単独一社で参入す

る脅威は大きくないと考えられた。 

 

代替品の脅威：弱 

◆ ウイルスベクター（主に、AAV ベクターと LV ベクター）による遺伝子治療は、一回の

投与で疾病を完治できる可能性を秘めており、他のモダリティでは模倣困難な特徴を

有する。この特徴は、ウイルスを用いない非ウイルスベクターによる遺伝子治療や

mRNA 医薬では達成困難であり、ウイルスベクターはモダリティとして独自のポジシ

ョニングを築け、他のモダリティへの代替は困難である。 

◆ CDMO 機能の代替としては製薬企業の自社製造が考えられたが、世界的にモジュール

化が進む製薬企業のバリューチェーンにおいて、その機能代替が促進されるとは考え

にくい。 

◆ ゲノム編集や細胞医薬は既存の遺伝子治療の代替とはなり得るが、これらのモダリテ

ィにもウイルスベクターはツール技術として利用されるため、代替品としての脅威は

小さいと考えられた。 

 

買い手の交渉力：弱 

◆ 製薬企業や創薬ベンチャーが開発する遺伝子治療のパイプライン数に対して、世界の

CDMO の製造キャパシティは不足している。特に、日本の事業環境では CDMO の数が

非常に少ないため、買い手の交渉力は弱い。 

◆ 一度、CMC 開発から臨床試験に移行すれば、買い手は委託した CDMO を変更すること
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に対して、品質が変動するリスクや変更後の品質担保に大きなコストが必要となるた

め、開発途中で CDMO を変更することは難しく交渉力は強くない。 

◆ 買い手は海外の CDMO を選択することはできるが、前述の通り海外 CDMO にとって

日本市場の優先度は低く、その委託費に対して日本の遺伝子治療への投資規模が小さ

く買い手は選択し難い。 

 

売り手の交渉力：弱 

◆ コロナ禍の影響で、世界的にプロセス資材は不足していたが、安定的に供給できる環境

に戻りつつある。ウイルスベクターの原料やプロセス資材のサプライヤーは複数存在

しており、CDMO は、開発段階で売り手を複数の選択肢から選択できるため、売り手

の交渉力は強くない。 

◆ 売り手が販売する製品の多くは医薬品用途以外に転用しづらく、売り手にとって

CDMO は重要な顧客として位置づけられるため、交渉力は強くない。 

◆ 多くのサプライヤーは海外企業であるため日本市場の優先度が低い。しかしながら、サ

プライヤーの多くは日本の営業法人を有しており、日本法人は日本での営業成果を求

められるため、重要顧客である CDMO に対して交渉力は強くない。 

 

 以上、日本における遺伝子治療用ウイルスベクターの CDMO 事業に対する、環境分析結

果を、図 4. 11 にまとめた。 

 

 

 

図 4. 11.日本における遺伝子治療用ウイルスベクターの CDMO 事業に対する 5-Force 分析

のサマリー 
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「新規参入の脅威」と「既存業者との競争」の力が他と比べると強いという結論となるが、

それは日本の事業環境においてウイルスベクターに対応可能な CDMO が増えれば競争は激

化することを意味する。現在、日本には遺伝子治療の製造や開発に対する支援を増強してい

く流れがあるため、今後もこれらの力が高まる可能性は高い。そのため事業戦略としては、

他の CDMO との差別化をどのようにして構築するかが重要と考えられた。差別化を図るこ

とができれば、売り手や買い手の交渉力もさらに弱まることに繋がる。 

 

4.4.2 内部環境分析 

 本事業を実施する著者が所属する株式会社シンプロジェンの内部環境について、バリュ

ーチェーン分析と VRIO 分析を実施した。 

 

【バリューチェーン分析】 

 株式会社シンプロジェンが本事業を行うために構築した DNA の設計から GMP 製造施設

への技術移管までの一連のバリューチェーンを図 4. 12 に示した。ウイルスベクターの原料

はプラスミド DNA となるが、最初の活動としては、インフォマティクスと蓄積したデータ

を駆使し、合成する DNA を設計する【主活動①】。次に作成した DNA の設計図に基づき

DNA を合成する。具体的には、DNA の構成単位である A（アデニン）、G（グアニン）、C

（シトシン）、T（チミン）を 1 つずつ化学合成して連結する工程から始まり、合成した複数

の一本鎖 DNA に PCR を行い二本鎖 DNA 断片を複数個準備した後、OGAB®法にて DNA を

環状化する【主活動②】。構築したプラスミド DNA は、プラットフォーム化された製造プ

ロセスを用いて大量に調製される。具体的にはジャーファメンターを用いて培養し、精製カ

ラムやフィルターを用いて精製を行う【主活動③】。大量に調製されたプラスミド DNA を

原料として、ウイルスベクターの製造プロセス開発を行う。具体的には動物細胞用バイオリ

アクターを用いて培養条件、カラム精製装置を用いて精製条件の開発を行う。並行して、想

定する治験薬製造の製造スケールに基づき、スケールアップに必要なデータを蓄積する【主

活動④】。プロセス開発で得られたウイルスベクターは、品質試験法の開発にも利用される。

具体的には、第 2 章で紹介した各品質特性に対して、適切な分析技術を適用し分析条件を検

討する。さらに、設計された品質試験法は GMP 準拠の体制下でバリデーションを行う【主

活動⑤】。最終的には、開発された DNA と製造プロセスを GMP 製造施設へ技術移管し、製

造された治験薬および遺伝子治療用製品は、バリデーションされた品質試験法により品質

管理される。 

 支援活動としては、人事労務、財務、経理、総務、購買などのコーポレート機能全般（経

営管理）の活動【支援活動①】、主活動が生み出すバリューの事業化や顧客開拓を担う事業

開発【支援活動②】、主活動の価値をより高めるために必要となる新しい技術開発【支援活

動③】から構成される。 
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図 4. 12. シンプロジェンのウイルスベクターの受託開発を構成するバリューチェーン 

 

【VRIO 分析】 

 図 4. 12 に記載した株式会社シンプロジェンのバリューチェーンを構成する各主活動に

対して、VRIO 分析を行った（表 4. 4）。 

 

表 4. 4. 日本を拠点としたウイルスベクターの受託開発活動を構成するバリューチェーン

に対する VRIO 分析 

主活動 V R I O 競争状態 

DNA 設計 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

DNA 合成 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

DNA 大量調製 Yes Yes No  一時的な競争優位 

VV プロセス開発 Yes Yes No  一時的な競争優位 

試験法開発 Yes Yes No  一時的な競争優位 

*V：経済価値、R：希少性、I：模倣困難性、O：組織  VV：ウイルスベクター 

 

外部環境分析の結果からも明らかな通り、大きく成長する遺伝子治療の市場において、ウイ

ルスベクターの開発に必須となる全ての主活動は経済価値を有する。特に、日本では、遺伝

子治療用ウイルスベクターの開発を受託する企業は無いため、希少性も高い。つまり、競争

優位性について分析する上で重要となるのは模倣困難性と組織基盤となる。以下、各活動に

対する分析結果を記載する。 
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主活動① DNA 設計 

 ウイルスベクターは複数の遺伝子が相互作用し形成されるため、各遺伝子の組み合わせ

パターンは膨大に存在するが、配列情報とウイルスベクターの機能性（有効性、安全性、製

造性）との関係性についてデータを蓄積することで、開発の質とスピードが向上される。デ

ータの蓄積は先行する事業者が圧倒的に優位となり、後続による模倣は難しくなる。加えて、

神戸大学から独占的実施権の許諾を受ける DNA ライブラリー構築技術（Combinatorial-

OGAB 法）や統合型プラスミドなどの特許技術を有することで、模倣困難性は高まる。 

 組織としては、統合型プラスミドの発明者である著者が組織の取締役を務めており、複数

の博士号をもつ研究員がウイルスベクター製造用のDNAの設計と開発に取り組める状況で

ある。技術開発の方針は「ウイルスベクターの製造コストと品質の改善」と明確であり、本

資源を活用する組織基盤は整備されている。 

 以上のことから、DNA 設計の活動は持続的競争優位である。 

 

主活動② DNA 合成 

 DNA 合成には、複数の独自技術（神戸大学と装置メーカーが共同開発した DNA 化学合

成装置、神戸大学から独占的実施権許諾を受けている二本鎖断片を合成する PCR 技術、特

許を保有する DNA 断片を集積する OGAB®法）を有しており、模倣困難性が非常に高い。

加えて、これら技術を開発した発明者がシンプロジェンの取締役を務めており、ノウハウも

豊富に存在する。また、独自の DNA 合成技術を保有するため、独自性が高い DNA の設計

が可能となるため、両活動は戦略的フィットも形成している。 

 組織としては、前述のとおり、DNA 合成技術の発明者が組織の取締役を務めており、合

成を担当する研究員達の多くは発明者の教え子や前職からの部下であり、DNA 合成を行う

組織基盤は整備されている。。 

 以上のことから、DNA 合成の活動は持続的競争優位である。 

 

主活動③ DNA の大量調製 

 医薬品原料であるプラスミド DNA の大量調製と、そのプロセス開発には高い専門性を要

する。株式会社シンプロジェンでは、収量が高く不純物が少ないプラットフォームプロセス

を開発しているが、微生物培養と精製の製造方法の開発自体は、医薬品業界でバイオプロセ

ス開発を経験した優秀な研究員がいれば活動できるため、模倣困難性は高くない。 

 以上のことから、DNA の大量調製活動は一次的な競争優位である。 

 

主活動④ ウイルスベクターのプロセス開発 

 遺伝子治療用ウイルスベクターの製造プロセスを開発するためには、高い専門性を要す

る。株式会社シンプロジェンでは、収量が高く不純物が少ないプラットフォームプロセスを

開発しているが、動物細胞培養と精製の製造方法の開発自体は、医薬品業界でバイオ医薬品
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のプロセス開発（例えば抗体医薬など）を経験した優秀な研究員がいれば活動できるため、

模倣困難性は高くない。 

 以上のことから、ウイルスベクターのプロセス開発活動は一次的な競争優位である。 

 

主活動⑤ ウイルスベクターの試験法開発 

 遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験法を開発するためには、高い専門性を要する。

株式会社シンプロジェンでは、GMP 準拠の規格試験にも対応できる複数の分析法を開発し

ているが、ウイルスベクターを分析する技術自体は、抗体医薬などでも利用される市販の分

析設備を購入できれば検討できるため、模倣困難性は高くない。 

 以上のことから、ウイルスベクターの試験法開発活動は一次的な競争優位である。 

 

 以上の分析結果より、株式会社シンプロジェンのウイルスベクターの受託開発事業を、バ

リューチェーン全体として持続的な競争優位の状態とするためには、DNA 大量調製以降の

活動に対して模倣困難性を高め、経営資源を生かせる組織体制を構築する必要がある。全て

の活動にて要素技術に関する特許を取得することでも全体的な競争優位性を高めることは

可能だが、次に各活動間の戦略的フィットを考慮し、VRIO 分析を行った（表 4. 5）。 

 

表 4. 5. 技術戦略および戦略的フィットを考慮したシンプロジェンのウイルスベクターの

受託開発活動を構成するバリューチェーンに対する VRIO 分析 

バリューチェーン V R I O 競争状態 

DNA 設計 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

DNA 合成 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

DNA 大量調製 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

VV プロセス開発 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

VV 試験法開発 Yes Yes Yes Yes 持続的な競争優位 

*V：経済価値、R：希少性、I：模倣困難性、O：組織  VV：ウイルスベクター 

 

 バリューチェーン全体を俯瞰すると、DNA の設計・合成の活動から遺伝子治療用ウイル

スベクターの開発を一貫して対応できることは、事業を展開する上で大きな強みとなる。一

般的に、自社で DNA の設計・合成の活動を実施している CDMO は無い。さらに、独自の

技術開発を行う CDMO も稀であるため、独自技術を有することも競合との差別化において

も重要な活動と考えられる。 

 DNA 大量調製とウイルスベクターのプロセス開発の模倣困難性を高くするためには、特

許を取得した独自の DNA を医薬品製造に利用できるかが重要である。OGAB®法と統合型

プラスミドという独自性が高い DNA 設計・製造技術と、技術開発という支援活動を社内に

もつことにより、戦略的フィットが生まれ、DNA 大量調製とウイルスベクターのプロセス
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開発の模倣困難性が高くなる。 

 組織としては、製薬企業で長年バイオプロセス開発を行ってきた研究員をリーダーとし

て採用し、ウイルスベクターの開発という領域に特化して製薬企業と同等の設備を投資す

ることによって、各資源を使いこなす組織基盤を構築する。 

 

 ウイルスベクターの品質試験自体は分析設備があれば模倣可能であるが、試験法開発に

用いるウイルスベクターを調達しなければ、開発は実施できない。ウイルスベクターは欧米

や中国の企業から販売もされるが、購入費用とリードタイムを要し、企業によっては品質も

粗悪で試験法開発に利用することが難しい。社内に製造機能を合わせ持つことで、ウイルス

ベクターを社内で調達でき開発期間の短縮に繋がる。CRO が行う受託分析活動とプロセス

開発活動に必要とされる専門性は大きく異なるため、プロセス開発と試験法開発の両活動

を合わせ持つことで模倣困難性は高くなる。 

 また、医薬品開発の目的でウイルスベクターの品質試験法を開発するためには、医薬業界

に存在する規制や分析化学に関する高い専門性を必要とする。組織としては、製薬企業で品

質試験法開発を経験してきた研究員を複数採用し、ウイルスベクターの開発という領域に

特化して製薬企業と同等の設備を投資することによって、各資源を使いこなす体組織基盤

を構築する。 

 

 最後に、株式会社シンプロジェンのバリューチェーンにおいて、最も模倣困難性を高い点

は、全ての活動が同一施設に集約されていることである。個別の活動は模倣できたとしても、

全ての活動が戦略的にフィットした状態で一施設に集約されていることで、競争優位の源

泉となっていると考えられた。 

 

4.4.3 事業環境まとめ（SWOT 分析） 

 株式会社シンプロジェンの SWOT 分析を行った（図 4. 13）。さらにクロス SWOT 分析

を行い、「日本を拠点とした遺伝子治療用ウイルスベクターの受託開発事業」の事業環境

において、株式会社シンプロジェンの内部環境を活かす方向性についてまとめた。 

 

強み × 機会 

 日本には遺伝子治療用ウイルスベクターを開発できるプラットフォームが整備されてい

ないため、DNA 合成からウイルスベクターのプロセス開発・試験法開発まで同一施設で完

結できるバリューチェーンを有することでプラットフォーマーになり得るポジションをと

れる。競合が少ない環境において、先んじて基盤構築を進め国内市場の成長に備える。 

 

強み × 脅威 

 DNA 合成からウイルスベクターのプロセス開発・試験法開発まで一施設内で完結できる
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独自のバリューチェーンと統合型プラスミドなどの特許技術を活かしことで、海外 CDMO

および既存の CDMO が新規参入しても差別化を図り、市場シェアを維持できるポジショ

ニングを確立する。 

 

弱み × 機会 

 売上としては小規模でも構わないので、製薬企業・創薬ベンチャーに独自技術とプラット

フォームを利用してもらい、完遂してみせることで最初の実績を最速で示す。加えて、受託

開発するモダリティや事業活動の選択と集中を徹底し、必要となる設備投資や人的資源を

限定することで、短期間で基盤構築と事業計画を遂行する。GMP 製造施設や経験不足は、

GMP 基盤をもつ企業と提携することで補填する。 

 

弱み × 脅威 

 OGAB®法や統合型プラスミドの特徴や特許を活かし、既存の CDMO には獲得し難い独自

性が高いウイルスベクターの製造に関するプラットフォーム技術を開発する。プラットフ

ォーム技術は CDMO へのライセンスも可能なため、医薬品業界での実績や GMP 製造施設

の有無に関係なく事業を推進できる売上基盤を構築する。 

 

 

図 4. 13. 日本における遺伝子治療用ウイルスベクターの受託開発事業に関する外部環境分

析と内部環境分析のまとめ（SWOT 分析） 
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 一連の分析の結果、遺伝子治療用ウイルスベクターの受託開発事業に対して、日本の事業

環境は良好な状態と考えられる。しかし、本事業環境は長期間続くとも限らないため、好機

となる時期を逃さないよう、研究開発および事業活動の領域を絞りこみ、短期間で事業開発

体制を構築することが重要であると考えられた。加えて、シンプロジェンが持続的な競争優

位の状態を築くためには、OGAB®法の特徴を活かした独自の技術開発と DNA 合成からウ

イルスベクターのプロセス開発・試験法開発まで対応可能な一貫した開発体制（第 2、3 章

に記載した先端技術研究がプラットフォーム技術として活用）が重要となる。 

 

4.4.4 事業化に向けた戦略 

本事業（遺伝子治療用ウイルスベクターの受託開発事業）の活動範囲の選択と集中 

 SWOT 分析から得られた知見として、事業活動の選択と集中が本事業を進める上で重要

であると示唆された。最初の選択として、取り扱うモダリティは先端技術研究でも取り扱っ

た AAV ベクターに決定した。まずは、AAV ベクターに集中して研究開発および事業開発の

基盤を構築し、構築に見通しがついた時点で他のモダリティにも展開を図る（例えば、レン

チウイルスベクター、mRNA など）。 

 続いて事業活動としては、市場が成長する遺伝子治療の領域に集中する。特に、事業の立

上げ期は日本の市場開拓を中心に進める。ベンチャー企業は日本の市場規模においても利

益を得ることが可能だが、大手企業にとっては市場規模が小さく参入しづらい。ベンチャー

企業がいち早く医薬品業界において実績をつくるために、日本市場も重要である。 

 さらに具体的な事業活動の選択としては、4.2 の技術戦略にも記載した通り、GMP 製造は

株式会社シンプロジェン単独では実施しないこととした。GMP 製造は単に施設や設備の投

資が必要なだけでなく、文書の整備や人員の教育に長い時間を要する。事業環境分析から得

られた知見として、事業立上げのスピードが本事業において重要と記載したとおり、事業戦

略の観点からも、GMP 製造を株式会社シンプロジェン単独で実施することは適切でない。 

 

 より事業戦略を洗練するため、ベンチマーク企業として Brammer bio社（CDMO）と AskBio

社（技術プラットフォーマー）の活動を並べて、事業戦略を検討した（各企業のプロファイ

ルについては 4.4.1 を参照）。 

1）Brammer bio は、起源となる大学で蓄積したナレッジを最速で事業に活用するため、VC

から大規模な資金を調達し、製薬企業の工場を人員ごと買収し、急速に製造能力を拡張した。

現在は Thermo Fisher に買収されたが、新しい独自技術を開発している様子は無く、プロセ

ス開発以降の受託開発と製造の事業活動に集中している。 

2）一方、AskBio は、技術開発のみに特化している。創薬シーズがあれば自社の技術を導出

するとともに新会社としてスピンアウトさせ、製造については VC や事業会社と協働で

CDMO を設立し自社の技術を導出している。加えて、プラットフォーム技術については企

業買収や技術導入を積極的に行っている。 
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 株式会社シンプロジェンは、独自技術の開発に強みをもつため、AskBio に近い戦略が適

していると考えられた。しかしながら、日本の事業環境を考慮すると、CDMO を設立する

ために、バイオ医薬品工場の買収や工場新設に必要となる資金を VC や事業会社から調達す

ることの障壁は高い。また、その後の体制構築にも長い時間と工数を要するため、GMP 製

造の事業活動については、既に GMP の基盤を有する CDMO と戦略的パートナシップを締

結し、戦略的パートナーに技術移管する戦略が最も適していると考えた（図 4. 14）。パート

ナーの CDMO は単なる顧客の紹介先だけでなく、統合型プラスミドの技術導出先候補とい

う関係性も築ける。4.4.1 に記載したが CDMO 同士の競争も激化しており、外部から独自技

術を獲得している例も少なくない。例えば、WuXi は OXGENE 社、Cytiva は CEVEC 社を買

収し、独自の AAV ベクターの製造技術を獲得している。本事業において GMP 製造をしな

いという選択は、技術開発・CMC 開発に集中することができ、プラットフォーム技術の開

発とスケールアップ研究を加速化に繋がる。 

 本事業のバリューチェーンについて、顧客（製薬企業、創薬ベンチャー）と戦略的パート

ナー（CMO、CDMO）の担う活動も含めて図 4. 15 に示した。 

 

図 4. 14. ベンチマーク企業と本事業の戦略比較 

 

 

図 4. 15. 関連企業を含めた本事業のバリューチェーン 
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全体的なバリューチェーンの流れと各活動を説明する。 

1）顧客は創薬に関する活動を行う。ウイルスベクターを用いて発現させる治療効果をもつ

タンパク質を探索するため、薬理試験、薬物動態試験、安全性試験などの活動が生じる。さ

らに適応を目指す疾患に対して、事業性評価、競合分析、開発プラン策定などの事業開発や

臨床開発の活動が必要となる。 

2）株式会社シンプロジェンは顧客より開発の依頼を受ける。顧客の創薬ステージの状況に

も依存するが、プロモーター、カプシド、製造性に関わる ITR や Rep 遺伝子の組み合わせ

を選択し、統合型プラスミドを設計・合成する。顧客によってウイルスベクターの創薬コン

セプトが確認された場合、同一施設内でそのままプラスミド DNA とウイルスベクターの

CMC 開発（製造プロセス開発、品質試験法開発）に進むことが可能となる。 

3）CMC 開発を通じて製造されたウイルスベクターを用いて、顧客によって各種の非臨床試

験で有効性と安全性が確認されれば、戦略的パートナー（CMO、CDMO）に製造プロセス

の技術移管を進める。戦略的に提携したパートナーを利用することで、技術移管の迅速化に

いも繋がる。また、開発した品質試験法については同一施設内でバリデーションまで可能で

あるため、GMP 製造施設で製造されたウイルスベクターの規格試験を速やかに実施できる。 

 

 製薬企業の Ultragenyx 社は、自社の開発パイプラインの製造に用いる独自の AAV ベクタ

ー製造用細胞株を開発しているが、CMO を有効的に活用し、CMO に技術移管し GMP 製造

を実施している（図 4. 16）。 

 

図 4. 16. Ultragenyx 社の CMC 開発戦略とタイムライン （Bioprocessing Summit 2021 で同

社が発表した内容を基に著者が作成） 
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開発着手から治験薬製造まで 9 ヵ月という短いリードタイムが引かれていることから、洗

練された CMC 開発戦略が構築されており、技術移管先である CMO とも戦略的な提携をし

ている可能性が高いと推察された。 

 顧客である製薬企業にとって、開発スピードは事業性にも大きく影響するため非常に重

要である。第 3 章にて、統合型プラスミドの効果として製造コスト低減を挙げたが、統合型

プラスミドはプラスミド DNA の製造バッチ数を削減できるため、pDNA の調達に必要なリ

ードタイムの短縮にも繋がる。さらに、本事業では、遺伝子治療用ウイルスベクターの開発

という活動に集中することで、遺伝子配列と製造プロセスに関するデータが効率的に蓄積

され、さらなる開発リードタイムの短縮も期待される。 

 

提供するサービス 

 事業活動の範囲を定めたので、具体的に顧客に提供するサービスを検討した。図 4. 17 に 

株式会社シンプロジェンが提供するサービスと 4P 分析の結果をまとめた。本事業における

サービスの対象とする主たる顧客セグメントは、日本の製薬企業と創薬ベンチャーとなる。

記載したサービスの対価に加えて、統合型プラスミドなどの特許技術を用いた Feasibility 

Study の費用やライセンス料が本事業の収益構造となる。 

 

 

図 4 17. 本事業で提供するサービスに対する 4P 分析 

 

①プロセス開発（研究用ベクター） 

 主に製薬企業や大学で行われる探索研究用にウイルスベクターを提供するサービスとな

り、薬理評価や安全性評価に利用されるウイルスベクターを作製し顧客に提供する。探索研

究段階では、ウイルスベクターの性能を決めるカプシドやプロモーターの遺伝子配列が決

まっていないため、評価に多くの種類のウイルスベクターが必要となり、複数回にわたり発

注される。そのため、顧客に重要視される点は価格と納期であると考えられた。 
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 予め製造した物品を販売するビジネスモデルでなく、顧客の要望に応じたカスタムメイ

ドのウイルスベクターを提供する。海外のベンチマーク企業の価格を意識し、金額を設定し

た。売上単価も大きくないため自社の営業活動は最小限にし、販売代理店やウェビナー等を

活用し、広く認知して貰えるよう営業活動を行う。 

 また、本サービスは、単体の売上規模は大きくないが、顧客を単価が大きいプロセス開発

（CMC 開発）の受託獲得に繋げる役割も大きい。 

 

②プロセス開発（CMC 開発） 

 探索研究を終えた製薬企業と創薬ベンチャーが主な顧客となる。開発を進めるウイルス

ベクターに対して、バイオリアクター、カラム精製、TFF（Tangential Flow Filtration）などを

用いて治験薬製造を想定したプロセス開発を行う。また、プロセス開発に付随する製剤開発

も実施する。開発したプロセスを報告書としてまとめ、戦略的パートナーが保有する GMP

製造施設への技術移管までを対応範囲とする。 

 海外 CDMO におけるプロセス開発の受託価格は数億円の規模になることもあり、本事業

における設定価格は海外 CDMO より低価格とした。売上単価は十分に大きいため、トップ

も含めた自社営業を中心に顧客開拓を行う。加えて、本サービスの顧客は、戦略的パートナ

ーのGMP製造の売上獲得に繋がるため、パートナー企業にプロモーションを協力して貰う。 

 

③分析サービス（Non-GMP） 

 探索研究を終えた製薬企業と創薬ベンチャーが主な顧客となる。各分析設備を利用し、顧

客が必要とする分析内容（表 4. 1 を参照）について、GMP 適応外（Non-GMP）で受託分析

または品質試験法開発を受託する。 

 海外の CRO では、Non-GMP の試験法開発の場合は数百万円～1 千万円程度の単価設定で

あり、本事業では海外 CRO より安価な設定価格とした。単価も大きくないため自社の営業

活動は最小限にし、販売代理店やウェビナーなどを活用し広く認知して貰えるよう営業活

動を行う。 

 

④分析サービス（GMP） 

 CMC 開発の後期または既に治験薬・商用製造をしている製薬企業が主な顧客となり、ウ

イルスベクターに関する GMP に適合した分析バリデーション、品質規格試験、安定性試験

を実施する。Non-GMP 分析と比べて 10 倍以上の売上が期待できるため、トップも含めた自

社営業を中心に顧客開拓を行う。加えて、本サービスの顧客は、戦略的パートナーの GMP

製造の売上獲得に繋がるため、パートナー企業にプロモーションを協力して貰う。 

 

 以上、創薬の開発ステージ毎に提供される 4 つのサービスを図 4. 18 にまとめた。各サー

ビスは個別の受託も可能だが、他のサービスとの間に売上のシナジーが生まれるようサー
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ビスラインナップを策定した。例えば、プロセス開発（研究用ベクター）で作成したウイル

スベクターを分析サービス（Non-GMP）に利用すれば、双方で売上が増大する。さらに、プ

ロセス開発（研究用ベクター）を利用した顧客の創薬ステージが進めば、売上単価が大きい

プロセス開発（CMC 開発）の顧客獲得に繋がる。開発が進み、特許技術が治験薬製造や商

用製造に利用されれば大きなライセンス料の獲得に繋がる。 

 

図 4. 18. 本事業で提供するサービス間のシナジー 

 

4.4.5 事業化に向けた計画 

事業計画およびマイルストン 

 本イノベーションアイデアは著者が 2019 年（博士後期課程 1 年生）の時に考案し、本事

業計画は 2020 年 4 月（博士後期課程 2 年生）に株式会社シンプロジェンへ入社した際に策

定した事業計画に基づき作成された。2020 年以降の本事業における年次毎に設定したマイ

ルストンを表 4. 6 に記載した。 

 

表 4. 6. 本事業の計画と年次毎のマイルストン 

事業年度 競争状態 

2020 年 ウイルスベクターの研究開発を実施できる施設・体制の構築 

2021 年 ウイルスベクターに関係する受託サービスで売上を計上 

2022 年 顧客の開発パイプラインに関する製造プロセス開発の受注 

2023 年 GMP 分析サービスに関する受注 

2024 年 統合型プラスミドを利用した開発パイプラインが臨床試験入り 

2025 年以降 安定した CMC 開発の受注と継続した技術導出の達成 
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 2020 年は、ウイルスベクターの研究開発体制（研究施設、研究設備、研究員）を構築し、

会社内でウイルスベクターの実験に着手することをマイルストンとし、2021 年は、構築し

た実験系を利用して小額でも売上を生むことをマイルストンとした。 

 2022 年は、顧客の開発パイプラインに対するプロセス開発（CMC 開発）の受託案件を獲

得することをマイルストンとした。並行して GMP の戦略的パートナーに目途をつけ、開発

した製造プロセスをパートナーの GMP 製造施設に技術移管できるよう準備を進めた。 

 2023 年は、GMP 分析サービスを受注することをマイルストンとした。そのために、GMP

に関する文書類を制定し、施設内に GMP 専用のエリアを構築することとした。 

 2024 年は、統合型プラスミドを利用した顧客の開発パイプラインが臨床試験入りするこ

とをマイルストンとした。そのためには、2023 年中に統合型プラスミドの評価を行う製薬

企業やベンチャー企業と契約を完了する必要がある。 

 2025 年以降は、CMC 開発受託や GMP 分析サービスを毎年一定数こなし、安定して収益

を生み出せる状態へと成長させ、2027 年には統合型プラスミドなどの独自技術による商用

ライセンス収入が得られる事業計画となっている。 

 

本事業に必要となる設備投資計画 

 表 4. 7 に設備投資計画の情報を記載した。 

 

表 4. 7. 本事業に必要な設備投資計画の概要 

年度 分類 投資目的 投資設備内容 

2020 

分析 

ラボ立上げ。作製したウイル
スベクターを特性解析できる
分析体制を構築 

qPCR、dPCR、HPLC、MA-DLS、キャ
ピラリー電気泳動、蛍光顕微鏡、プレ
ートリーダ等 

プロセ

ス開発 

ラボ立上げ。フラスコスケー
ルでウイルスベクターを作製
できる体制を構築 

安全キャビネット、CO2インキュベー
ター、超遠心分離機、オートクレー
ブ、ジャーファメンター等 

2021 

分析 

高度分析装置の導入により特
性解析体制を拡充 

熱安定性分析装置、Mass photometry

分析装置、ゲルイメージャー、フロー
イメージング装置等 

プロセ

ス開発 

バイオリアクターの導入によ
り、スケールアップに向けた
プロセス開発体制を構築 

ラボ用固定床バイオリアクター（2.4 

m2）、小型の撹拌槽型バイオリアクタ
ー（0.03L） 

2022 

分析 

GMP 分析サービスを実施で
きる体制構築 

qPCR、dPCR、蛍光顕微鏡、プレート
リーダ、CO2 インキュベーター、
HPLC、NGS 等 

プロセ

ス開発 

スケールアップに向けたプロ
セス開発体制の拡充 

撹拌槽型バイオリアクター（～10L）、
バイオセンサー、セルソーター、カラ
ム精製装置、TFF 装置等 

2023 

分析 
特に無し ‐ 

 

プロセ
ス開発 

パイロットスケールの製造施
設の立上げ 

撹拌槽型バイオリアクター（～50L）、
カラム精製装置、TFF 装置等 
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本事業に必要となる設備は、分析設備とプロセス開発用設備に大きく分類される。基本的に

は、前述した事業計画とマイルストンに従い、年度毎に目的を定め投資設備を選定した。大

規模な投資は、事業を本格的に立ち上げる 2024 年の前年（2023 年）までに完了させる計画

である。 

 

本事業に必要となる人員採用計画 

 本事業に必要となる職員の多くは研究員であり、前述した事業計画とマイルストンに従

い、年度毎にスキルマップや採用人数を決定した。研究員の配属先は、下記の 3 部署に分類

され、各部署の職務分掌に従い必要なスキルを有した人材を探索した。 

 

◼ DNA 開発部：統合型プラスミドなどの新しいプラットフォーム技術（独自の DNA や

細胞）を開発する。技術導出に必要な Feasibility study に関する実務も担当する。遺伝

子工学、分子生物学、細胞工学に長けた人材が好ましい。 

◼ プロセス開発部：ジャーファメンター、バイオリアクター、カラム精製装置、TFF 装置

を用いてウイルスベクターとプラスミドDNAのプロセス開発と受託製造業務を担当す

る。スケールアップ検討と GMP 製造施設への技術移管も担当する。生物工学、細胞工

学、化学工学に長けた人材が好ましい。 

◼ 医薬分析部：ウイルスベクターおよびプラスミド DNA の品質試験法開発と特性解析を

担当する。GMP 分析サービスを担当することから、GMP の要件である品質管理担当者

と品質保証担当者を設置する。 

 

 表 4. 8 に本事業の人員採用計画を記載した。2020 年にラボが完成し、2021 年はラボの立

上げと統合型プラスミドの開発が研究開発の大きなタスクであったため、DNA 開発の人員

採用が主であった。研究開発が進捗し、本格的に CMC 開発のサービスを展開する状況とな

ったため、2022 年よりプロセス開発と医薬分析の採用を本格化した。人員の採用は、事業

を本格的に立ち上げる 2024 年の前年（2023 年）までに原則完了させる計画である。 

 

表 4. 8. 本事業に必要な人員採用計画の概要 

分類 2020 2021 2022 2023 

ユニット長 1 1 1 1 

DNA 開発部 1 5 5 8 

プロセス開発 0 2 6 9 

医薬分析 0 3 7 8 

ユニット合計 2 11 19 26 

※ 数字は各部署の所属員総数を記載 
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4.4.6 事業戦略まとめ 

 外部環境分析の結果、イノベーションアイデアである「日本を拠点とした遺伝子治療用ウ

イルスベクターの受託開発事業」の事業環境において、競合企業の少なさや今後の国策が、

本事業の推進においてはプラスの要因として働くと考えられた。一方、本事業環境は長くは

継続しないため事業展開のスピードが重要であると考えられた。 

 限られた資源において事業の加速化を図るためには、事業活動の選択と集中が必要であ

り、事業戦略としては、本事業の事業範囲に下記に絞り込むこととした。 

 

◼ 事業領域：遺伝子治療（まずは AAV ベクターから集中） 

◼ 事業活動：配列設計、DNA 合成、CMC 開発、GMP 分析 

◼ 創薬は実施しない → 顧客の製薬企業・創薬ベンチャーが企画も含めて実施 

◼ GMP 製造は単独で実施しない→ GMP 基盤をもった戦略的パートナーが実施 

 

上記の選択と集中により、本事業の活動範囲である DNA の設計・合成からプロセス開発ま

でのデータが効率的に蓄積され、遺伝子治療用ウイルスベクターの開発スピードは加速化

される。 

 

 また、内部環境分析の結果、特許を保有する DNA の設計・合成に関する活動は持続的競

争優位の状態だったが、CMC にかかる活動である DNA 大量調製、ウイルスベクターの製

造プロセス開発、ウイルスベクターの品質試験法開発は模倣困難性が低く、一時的な競争優

位の状態でしかないと考えられた。外部環境分析の結果、世界的にウイルスベクターに対応

できる CDMO は今後増えていくと予測されたため、一時的な競争優位は好ましくないと考

えられた。しかしながら、独自性の高い DNA 合成技術と DNA を有し、全てのバリューチ

ェーンを物理的に統合された施設に集約することで、各活動に戦略的フィットが生まれ、バ

リューチェーン全体が持続的競争優位の状態になると分析した。 

 

 以上の戦略を基に、本事業にて展開するサービスを設計した。4 つのサービスは、①プロ

セス開発（研究用ベクター）、②プロセス開発（CMC 開発）、③分析サービス（Non-GMP）、

④分析サービス（GMP）であり、遺伝子治療用製品の開発ステージに応じて顧客に提案され

る。収益構造としては、これら 4 つのサービスに、統合型プラスミドなどの特許技術に関す

る Feasibility study の費用やライセンス料が加わる。 

 

 本事業は 2020 年から着手し始め、事業計画は 2028 年まで策定しているが、事業計画の

マイルストンに合わせて、段階的に設備投資と人材採用を行った。特に、本事業を本格的に

展開し始める 2024 年の前年（2023 年）までに、設備投資と人員採用の多くを完了させる計

画となっている。 
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4.5 財務戦略 

財務計画背景 

 4.4 に記載した本事業（事業を実施する株式会社シンプロジェンでは本事業を医療ビジネ

スと称しているため、以下医療ビジネスと表記）の事業計画は、2020 年度期初の取締役会

で初めて承認（2020～2024 年の計画）された。以降、株式会社シンプロジェンの財務計画

は、医療ビジネスと 2019 年度から稼働していた DNA 合成ビジネスの二つ事業計画に基づ

き策定されている。 

 財務計画は定期的に見直しをしているが、医療ビジネスが稼働してから、大きくは 4 回の

見直しを行っている。見直し時期は、2020 年 12 月（年度末の定期見直し）、2021 年 9 月（シ

リーズ B ファイナンスの前。2028 年まで計画を策定）、2021 年 12 月（年度末の定期見直

し）、2022 年 12 月（年度末の定期見直し）である。ただし、時期の見直しや予算額の変更

はあったが、本論文に記載した医療ビジネスの事業計画の大枠については 2020 年度に策定

した内容から大きな変更は無い。また、2022 年度までは、表 4. 6 に記載した年度毎のマイ

ルストンは達成している。 

 医療ビジネスは、2020 年に遺伝子治療用ウイルスベクターの研究体制を構築するところ

から本格的に始まった。具体的には、体制構築のために研究施設の賃借料、研究設備の投資、

研究員の採用・人件費などが必要となるため、これらのキャッシュアウトが 2020 年から生

じ始めた。2021 年と 2022 年は、各研究開発のタスクを達成すると同時に、サービスを受託

できる体制を構築するために、表 4. 7、表 4. 8 に示した通り研究体制の拡大に必要とする、

多くの設備投資と研究員採用を行った。2021 年と 2022 年ともに売上計上はできたものの、

投資額や経費が大幅に上回りキャッシュアウトの方が圧倒的に大きかった。 

 2023 年は、大きく年間売上を飛躍させるために必要な準備期間の最終年度となる。2022

年までに実施してきた研究開発は順調に進捗しているため、2023 年は事業をより拡大でき

るかが求められる年度と位置付けている。 

 2023 年 5 月時点で、株式会社シンプロジェンに所属する人員は 42 名（常勤役員、契約・

派遣社員を含む）で、内医療ビジネスユニットには 25 名所属する。売上高はまだ小さいが、

製薬企業、創薬ベンチャー、その他大手企業と取引がある。 

 

医療ビジネスの売上計画 

 医療ビジネスの売上計画に含まれる収益構造は、大きく下記の 5 つに分類される。売上計

画の前提条件としては、サービス①～④対象とする市場は日本とした。 

① プロセス開発（研究用ベクター） 

② プロセス開発（CMC 開発） 

③ 分析サービス（Non-GMP） 

④ 分析サービス（GMP） 

⑤ 特許技術（Feasibility study、ライセンス） 
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 プロセス開発はウイルスベクターの作製に関係するサービスだが、ベクターを作製し顧

客に提供するサービスが「研究用ベクター」、治験薬製造に向けてプロセスの開発データを

取得するサービスが「CMC 開発」に分類される。「分析サービス（Non-GMP）」は、研究開

発用途で実施するの受託分析と品質試験法開発を指す。「分析サービス（GMP）」は、GMP

に適合した品質試験の受託を指す（各サービスの詳細は 4.4.4 を参照）。 

 特許技術は、統合型プラスミドなどの特許技術の評価と使用料に関係する売上である。ラ

イセンス契約前に顧客が技術評価のために実施する Feasibility study（FS）の対価や、治験段

階や承認後に発生する技術使用料が含まれる。 

 

 図 4. 19 に、医療ビジネスの売上計画と収益構造のイメージ図を示す。 

 

図 4. 19. 医療ビジネスの売上計画と収益構造のイメージ図 

 

2021 年と 2022 年は、医薬品業界にサービスを提供し実績を作ることを目的とした。研究開

発体制構築後に速やかに販売単価は小さい「プロセス開発（研究用ベクター）」と「分析サ

ービス（Non-GMP）」をサービスとして提供し、医療ビジネスとして売上を計上した。2023

年から 2026 年にかけて、CMC 開発基盤と GMP 体制がより整備されることで「プロセス開

発（CMC 開発）」と「分析サービス（GMP）」のサービスが本格的に立ち上がり売上成長を

牽引する。特許技術は 2023 年から 2026 年にかけて、製薬企業・創薬ベンチャー・CDMO に

ライセンスしていき、2027 年以降に、特許技術を使用した遺伝子治療用製品が上市される
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ことで大きなライセンス料を発生し、売上高が大きく増大する売上計画となっている。 

 売上計画の前提条件となる各サービスの価格は、日本でもサービスが使用できる海外の

CRO や CDMO の価格設定を参考にし、特許技術に関するライセンス料は、類似した目的で

開発される他社技術の使用料（例えば、統合型プラスミドであればバイオ医薬品の製造技術

のライセンス料）を参考に設定した。また、顧客の開発パイプラインの臨床試験に要する期

間や承認後の売上予測は、既に上市されている遺伝子細胞治療製品の情報を参考にして前

提条件を定めた。 

 

資本政策 

 株式会社シンプロジェンは 2017 年に設立後から 2023 年 6 月までに、第三者割当増資に

よる資金調達を 4 回ほど実施した（図 4. 20）。医療ビジネスの事業計画が影響した資金調達

は、シリーズ B ファイナンスとシリーズ C ファイナンスが該当する。 

 

 

※社員数には、正社員、常勤役員、契約・派遣社員、出向社員を含む 

 

図 4. 20. 資本政策と医療ビジネスの事業計画の関連 

 

 2018 年 9 月のシードファイナンスでは慶應義塾大学発のバイオベンチャーである Spiber

株式会社から 1 億円、2019 年 5 月のシリーズ A ファイナンスではベンチャーキャピタルの

ジャフコ グループ株式会社から 10 億円ほど資金調達した。当時は DNA 合成ビジネスのみ

が事業計画として策定されていたため、DNA 合成技術 OGAB®法が大きく価値として評価

されたと考える。主に DNA 合成に関する技術開発や DNA 合成受託を行う製造施設の構築
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に活用された。 

 2020 年に医療ビジネスが稼働したため、ウイルスベクターの研究開発体制を整備するた

め、さらなる資金調達を行った。2021 年 12 月のシリーズ B ファイナンスでは、大手商社の

双日株式会社をリード投資家とし 6.7 億円、シリーズ C ファイナンスでは、2022 年 12 月に

は株式会社みずほ銀行をリード投資家として 5.4 億円、2023 年 2 月には富士フイルム株式

会社をリード投資家として 9.2 億円（シリーズ C 合計で 14.6 億円）ほど資金調達した。シ

リーズ B ファイナンスの時点では、統合型プラスミドを含めウイルスベクターの研究開発

が大きく進捗していたため、CMC（製造プロセス開発、品質試験法開発）の受託体制を拡張

すべく、研究員の採用と設備投資に調達した資金を活用した。 

 

 事業環境分析にも記載した通り、近年の国際情勢の不安定化や米国を中心としたバイオ

ベンチャーの資金調達環境の悪化により、今後の資金繰りに見通しが不透明な部分はある

が、図 4. 19 に示す通り、2024 年以降は大きく売上が成長する事業計画であり、シリーズ C

ファイナンスで調達した資金を活かして、より早く大きな黒字の事業へと成長させていく。 
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5.1 本研究のまとめ 

 2010 年代から、医薬品業界では新しいモダリティとして、遺伝子治療が注目を集めてい

る。体外から治療用遺伝子を運び、発現したタンパク質が治療効果を生む治療方法である。

従来の低分子医薬品や抗体医薬品では治療困難な疾患に対して、単回の投与で根治できる

可能性を秘めた革新的な治療方法である。既に複数の上市薬が誕生しており、2030 年代に

は 10 兆円の市場規模まで成長すると予測される。 

 しかしながら、急激に増大する遺伝子治療の開発状況に対して大きな問題が生じた。多く

の遺伝子治療にはウイルスベクターが利用されているが、バイオプロダクションにより製

造されるウイルスベクターの供給可能量が、遺伝子治療の臨床試験に必要とされる需要に

全く追いつかない状況が続いていた。そのため、2010 年代後半には、欧米と中国を中心に、

多くの CDMO（Contract Development & Manufacturing Organization：受託開発製造機関）がウ

イルスベクターの製造能力を増強するために、大規模な投資を続けた。ただし、この潮流は

世界で起きたことであり、日本では未だにウイルスベクターの開発・製造基盤が整備されず、

国内における遺伝子治療用製品の開発のボトルネックと考えられている。 

 

 遺伝子治療に用いるウイルスベクターを開発する上で重要となることが、ヒトに投与で

きる品質を保証できるデータを取得することとなる。即ち、医薬品製造に利用できる製造プ

ロセスを構築し、製造されたウイルスベクターを医薬品の品質試験として適切な方法で分

析をしなければならない。このような医薬品の製品化および品質に関係する研究開発を

CMC（Chemistry, Manufacturing and Control）と呼ぶが、本研究では、世界的な問題として各

研究機関が取り組む遺伝子治療用ウイルスベクターの CMC（品質試験法開発と製造プロセ

ス開発）に関する研究課題に取り組んだ。 

 

 第 2 章では、遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験法開発に関する研究について記

載した。AAV ベクターの重要品質特性の一つとして、ベクターゲノム（VG）タイターが挙

げられる。投与量としても表記される VG タイターの品質試験法に対して、先端的分析技術

として注目されるドロップレットデジタル PCR（ddPCR）を適用する事を目指した。ddPCR

は精度高く正確に核酸の絶対定量ができる優れた分析技術だが、医薬品の品質試験法とし

て利用するためには、科学的妥当性に基づいた品質試験法を開発しなければならない。本研

究では、ddPCR を用いて核酸定量を行う AAV ベクター検体の分析前処理の方法に着目し、

前処理工程で行われる熱処理や添加試薬が、VG タイターの定量値に及ぼす影響について評

価した。 

 AAV ベクター検体の前処理は、（1）DNase 処理、（2）DNase 不活化、（3）ssDNA の抽出、

（4）PCR の 4 ステップで行われる方法が汎用されるが、各ステップでは検体に熱処理がな

される。これらの熱処理が ddPCR の定量値に及ぼす影響を評価したところ、DNase 不活化

のステップで 55℃から 65℃付近で加温することが、VG タイターの定量値に最も影響を及
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ぼすことが示された。さらに、DSF（Differential Scanning Fluorimetry）を用いて、4 種の AAV

ベクターの熱力学的安定性を評価したところ、AAV ベクターから ssDNA が漏出する温度

（本研究では Tr として提唱）と、DNase 不活化で VG タイターの定量値が低下する処理温

度が一致した。本実験で用いた AAV ベクターの Tr は、タンパク質の安定性の指標として利

用される Tm（変性中点温度）よりかなり低い温度であったことから、開発を進める AAV ベ

クター製剤毎に Tr を把握し、Tr を VG タイターの品質試験法の前処理条件に関する設定根

拠として活用することが望ましいと考えられた。さらに本研究では、Tr 付近での熱処理を

避けるため、DNase 不活化と ssDNA の抽出を 95℃で同時に行う 3 ステップからなる前処理

方法を、より操作が単純で頑健性の高い VG タイターの品質試験法を提案した。 

 

 第 3 章では、遺伝子治療用ウイルスベクターの製造技術として、ウイルスベクターの産生

に必要な全ての遺伝子を 1 つのプラスミドに搭載した、統合型プラスミド（オールインワン

プラスミド TM）の開発について記載した。遺伝子治療で広く利用される AAV ベクターの製

造コストは非常に高額であり、世界的な問題となっている。これまで、3 種のプラスミド

DNA を用いたトリプルトランスフェクション（TTF）が、AAV ベクターの製造方法として

最も利用されているが、この 3 種のプラスミドを必要とする点が製造コスト増の大きな原

因となっていた。統合型プラスミドは、AAV ベクターの製造に必要な遺伝子を 1 つのプラ

スミドに統合することでシングルトランスフェクション（STF）を可能とする。 

 統合型プラスミドは、枯草菌の特性を利用した長鎖 DNA 合成技術 OGAB®法を用いて株

式会社シンプロジェンにて合成された。特許や論文を調査したところ、枯草菌により構築し

たプラスミド DNA で AAV ベクターを生産した報告は過去になかったが、HEK293 細胞に

統合型プラスミドをトランスフェクションすることで、AAV ベクターが産生されることが

示された。最初の検証実験は外部委託先（SignaGen 社）にて行ったが、STF によって得られ

た AAV ベクターの産生量が TTF に比べて低かった。その後、株式会社シンプロジェンで

AAV ベクターの製造プロセスを開発し、追加の検証実験を行った結果、大腸菌で大量調製

した統合型プラスミドを用いた STF では、TTF と比較して同等以上の AAV ベクターが産生

されることが示された。本結果は、異なる統合型プラスミドでも共通して得られたため、本

研究の成果は特許としてまとめ出願した。 

 

 第 4 章では、品質試験法開発と製造プロセス開発という二つの側面から得られた先端技

術研究の成果を社会実装するため、考案したイノベーションアイデア「日本を拠点とした遺

伝子治療用ウイルスベクターの受託開発事業」の事業化に向けて、技術戦略、知財戦略、事

業戦略、財務戦略を検討した。本事業の外部環境・内部環境を分析した結果、大きく 2 つの

重要な事項が考えられた（図 5. 1）。 

 1 つ目は事業範囲の選択と集中である。本事業を遂行する上ではスピードは非常に重要と

なるが、事業領域を「遺伝子治療（特に、最初は AAV ベクターに集中）」、活動の範囲を「DNA
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の設計・合成と CMC」に絞り込むことで、遺伝子治療用ウイルスベクターの生産に関する

データを効率的に蓄積でき、開発のスピードも加速できると考えられた。本点は、技術戦略

と事業戦略に反映させた。 

 2 つ目は独自の DNA 合成技術を有することである。遺伝子治療用ウイルスベクターの品

質試験法開発と製造プロセス開発は、非常に価値があり希少だが、活動単独では模倣困難性

が高くない。しかし、バイオプロダクションにおいて、独自の DNA 合成技術と独自の DNA

をもつことは大きな強みであり、DNA 合成と CMC の活動が戦略的フィットを形成するこ

とで、本事業のバリューチェーン全体で持続的な競争優位の状態をつくることができると

考えられた。本点は、知財戦略と事業戦略に反映させた。 

 

 

図 5. 1. 本事業の遂行において重要となる戦略 

 

上記の戦略を考慮した事業計画に基づき、売上計画、投資計画、採用計画を作成し、財務戦

略を策定した。事業計画のマイルストンに合わせて必要と考えられた設備投資と人員採用

を行えるよう資本政策を検討し、事業計画が達成できるよう財務計画を作成した。 

 

5.2 将来展望 

 本事業の構想は、2018 年に国内製薬企業の技術研究部門に所属していた時に、世界では

遺伝子治療の開発品目が急激に増大する状況に対して、日本が大きく遅れを取っている事

態に危機意識をもったことから始まった。新しいモダリティとして大きな期待を寄せられ

る遺伝子治療だが、ウイルスベクターの品質特性は製造プロセスに大きな影響を受け、標準

的な品質試験法は国際的にも定められていなく、さらには製造コストが膨大と、CMC の技

術力が試される領域だと感じた。「遺伝子治療の CMC に関する科学的専門性が高い人材に

なること」、「構想した事業内容を社会実装できる人材になること」を目指すため、2 つの目

標を胸に秘め、2019 年 4 月、製薬企業に勤務しながら神戸大学大学院 科学技術イノベーシ

ョン研究科に入学し、内田和久研究室にて AAV ベクターの CMC に関する研究を始めた。 
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 2019 年 7 月に開催された科学技術イノベーション研究科のシンポジウムで、株式会社シ

ンプロジェンが有する DNA 合成技術を知り、統合型プラスミドを考案し、本イノベーショ

ンアイデアについて本格的に構想を始めた。製薬企業を退職後、2020 年 4 月に株式会社シ

ンプロジェンへ入社し、本イノベーションアイデアの実現を目指す事業担当者として、従業

員が一人の状況から本事業を進めるための体制構築を始めた。 

 

 3 年が経過し、2023 年 5 月時点で本事業ユニットは 25 名の人員を抱えるまでに成長し、

製薬企業や大学などから集まった優秀な研究員により研究開発が進められる。AAV ベクタ

ーに関する様々な品質試験、固定床リアクターや撹拌槽リアクターを用いた AAV ベクター

の生産培養プロセスが開発され、統合型プラスミドを含む複数の特許出願もなされた。GMP

製造に関する戦略的パートナーとも契約が締結され、今後は具体的なビジネスを獲得し売

上を拡大していくステージとなる。 

 

 AAV ベクターには高額な製造コスト、不純物による安全性への懸念、免疫抗体による有

効性の低減、オフターゲットなどの多くの課題が存在する。いずれの課題についても、解決

の道筋となるのは、AAV ベクターの製造に用いるプラスミド DNA 配列の設計である。統合

型プラスミドは単に 3 種のプラスミドを 1 つにする技術ではなく、各遺伝子パーツを組み

替えることによって、まるでブロック玩具のように機能性の高いプラスミド DNA を設計・

構築できるプラットフォームである（図 5. 2）。 

 

 

図 5. 2. オールインワンプラスミド TMプラットフォーム 
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 近年米国ではバイオファウンドリという業種が注目される。バイオファウンドリは、バイ

オプロダクションの技術と AI、オミックス解析、ロボティクス（HTS: High Throughput 

Screening）などのデジタル技術を融合させて、膨大のデータを蓄積し、目的とする有用物質

を生産できる細胞や遺伝子を高速で開発することを目指す研究開発を基盤とした企業であ

る。例えば、最も有名なバイオファウンドリである米国の Ginkgo Bioworks は巨額の資金を

調達しており、医薬品（AAV ベクターにも取り組む）だけなく、化粧品原料や化学製品な

どの様々なバイオプロダクションに取り組む。 

 

 本事業で今後目指したいことは、遺伝子治療に特化したバイオファウンドリとしての活

動である。図 5. 2 に示す様々なブロックの組み合わせがウイルスベクターの特性に及ぼす

影響について、データを集中的に蓄積する。（1）様々な遺伝子の調達、（2）独自の DNA 配

列の設計、（3）DNA 配列の評価、これらの活動を統合された一拠点でできることは、DNA

合成からウイルスベクターの技術開発まで一貫して対応できるバリューチェーンの構築へ

と繋がり、競争優位性が生まれる。さらに、医薬品の製品化においては必須となる CMC（製

造プロセス開発、品質試験法開発）に関するバリューチェーンも有することで、ある程度の

データが蓄積された状態から迅速に治験薬製造に向けた開発に着手できる。さらに、開発の

スピードは、データが蓄積されるに連れて高速化される。 

 

 日本の遺伝子治療の市場は、海外市場と比較すると小さく、成長速度も依然として遅い。

しかしながら、本事業はいかに早く着手しデータを蓄積していくことにより、将来の事業価

値と競合優位性へと繋がる。今後、遺伝子治療を支援する国策が働き、遺伝子治療の市場が

大きく成長した時に、日本で唯一のポジショニングが築けるよう、ウイルスベクターの品質

試験法開発、製造プロセス開発、独自製造技術の基盤を発展させ続け、本事業の成長に邁進

したい所存である。 

 

 

 



 

101 

研究業績 

 

【本研究に関する発表論文】 

Shunsuke SAITO, Akihiko KONDO and Kazuhisa UCHIDA, Investigating critical thermal 

parameters for pre-analytical preparation of adeno-associated virus vector genome titration by droplet 

digital polymerase chain reaction, Translational and Regulatory Sciences, 5(2): **–**, 2023; doi: 

10.33611/trs.2023-001 (in press) 

 

※本研究は、AMED の課題番号 JP20ae0201002（課題名：遺伝子・細胞治療用ベクターのプ

ラットフォーム製造技術開発）の支援を受けた。 

 

【本研究に関する学会発表】 

○齋藤俊介、内田和久「ドロップレットデジタル PCR 法を用いたアデノ随伴ウイルスベク

ターのゲノムタイター定量試験における検体前処理条件が定量値に及ぼす影響の評価と前

処理手順の最適化」、第 29 回日本遺伝子細胞治療学会学術集会、2023 年 9 月 11-13 日（予

定） 

 

○西村勇哉、柘植謙爾、齋藤俊介「組換え型アデノ随伴ウイルスベクターの産生における統

合型プラスミドの開発」、第 29 回日本遺伝子細胞治療学会学術集会、2023 年 9 月 11-13 日

（予定） 

 

【本研究に関する特許出願】 

公報番号：特許第 7104263「枯草菌におけるウイルスベクタープラスミド生産」 

国際出願番号：PCT/JP2021/040410 

発明者：齋藤俊介、柘植謙爾 

 

公報番号：特開 2022-183360「統合型プラスミド」 

国際出願：PCT/JP2021/040411 

発明者：齋藤俊介、柘植謙爾 

 

出願番号：特願 2022-076060「ウイルス由来構築物プラスミド」 

国際出願：PCT/JP2023/017131 

発明者：齋藤俊介、柘植謙爾、西村勇哉 

 



 

102 

謝辞 

 

 本研究を遂行するにあたり、入学前から論文執筆が完了するまで間、バイオ医薬品の基礎

から遺伝子治療用ウイルスベクターの製造および品質管理まで、大変お忙しい中も様々な

面からご指導を賜りました神戸大学大学院 科学技術イノベーション研究科の内田和久特

命教授に心から感謝すると共に、厚く御礼申し上げます。 

 本先端研究の成果を社会実装へと繋げるため、事業戦略論や財務の基礎から実ビジネス

への展開に至るまで、私が一流のアントレプレナーとして成長できるよう、幅広く数多くの

ご指導を賜りました神戸大学大学院 科学技術イノベーション研究科の山本一彦教授に深

く感謝すると共に、厚く御礼申し上げます。 

 本論文の副査をお引き受け頂き、博士論文の完成に必要な多くのご助言とご指導を賜り

ました神戸大学大学院 科学技術イノベーション研究科の蓮沼誠久教授、石川周准教授に、

深く御礼申し上げます。 

 本先端研究成果の社会実装に必要な技術戦略、知財戦略、事業戦略、財務戦略をイノベー

ション・ストラテジー研究成果書にまとめるに際して、ご助言とご指導を賜りました神戸大

学大学院 科学技術イノベーション研究科の尾崎弘之教授、福家信洋准教授、幸田徹客員教

授に、深く御礼申し上げます。 

 本研究を遂行するにあたり、研究計画の策定、実験内容の議論、実験サンプルの手配、結

果の考察、論文執筆と様々な角度からご助言とご支援を賜りました神戸大学 バイオ生産工

学研究室の遊佐敬介特命教授、増見恭子特命准教授、苑宇哲特命助教、東山紀代子氏に深く

感謝申し上げます。 

 本研究を遂行するために必要となる DNA や AAV ベクターを作製して頂き、科学的助言

から特許出願に必要なデータの取得まで幅広く支援いただいた、株式会社シンプロジェン

の近藤昭彦取締役（神戸大学教授）、柘植謙爾取締役（神戸大学客員准教授）、西村勇哉主任

研究員（神戸大学客員准教授）、宮本尚樹研究員に心から感謝申し上げます。 

 神戸大学および前職の先輩であり、私が株式会社シンプロジェンに入社するまでの間、本

研究に必要な準備を広くサポート頂いた岩田清和氏に心から感謝申し上げます。 

 末筆ながら、本研究活動に邁進する生活の中、平日も休日も関係なく家庭で支えて頂き、

私のベンチャー企業に転職する決断を受け入れてくれた妻に心から感謝いたします。 

 

2023 年 7 月 

齋藤俊介 



 

 

神戸大学博士論文「遺伝子治療用ウイルスベクターの品質試験およびプロセス開発に必要

となる技術プラットフォームの構築と事業化」全 102 頁 

 

提出日  2023 年 7 月 26 日 

 

本博士論文が神戸大学機関リポジトリ Kernel にて掲載される場合、掲載登録日（公開日）

はリポジトリの該当ページ上に掲載されます。 

©齋藤 俊介 

 

本論文の内容の一部あるいは全部を無断で複製・転載・翻訳することを禁じます。 

 

 

本論文に基づく学位審査にあたっては、以下の参考論文とともに審査された。 

・イノベーション・ストラテジー研究成果書（本論文著者の作成物） 


