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研究成果の概要（和文）：間葉系幹細胞（MSC）を利用した遺伝子治療法の開発研究を行った。
第１に、MSC が腫瘍集積性を有することに着目し、担癌ヌードマウスを用いたモデル実験でそ
のメカニズムを調べ、癌遺伝子治療のプラットホームとして MSC を用いる際に有用な知見を得
た。第２に、MSC の遺伝子操作の際の安全性を確保するため、アデノ随伴ウイルスの 19 番染色
体 AAVS1 領域特異的ゲノム組込み機構を利用した遺伝子導入法の基盤研究を行った。	 

 
研究成果の概要（英文）：The	 development	 of	 gene	 therapy	 technologies	 using	 mesenchymal	 
stem	 cells	 (MSCs)	 was	 conducted.	 	 First,	 MSCs	 have	 the	 ability	 to	 accumulate	 at	 tumor	 
sites,	 and	 we	 investigated	 the	 mechanisms	 using	 tumor-bearing	 nude	 mice.	 	 As	 a	 result,	 
important	 information	 was	 obtained	 that	 will	 be	 useful	 when	 MSCs	 are	 utilized	 as	 a	 
platform	 for	 cancer-targeted	 gene	 therapy.	 	 Second,	 in	 order	 to	 ensure	 the	 safety	 of	 
genetic	 manipulation	 of	 MSCs,	 we	 conducted	 basic	 studies	 on	 the	 site-specific	 integration	 
of	 transgenes	 using	 adeno-associated	 virus	 integration	 machinery	 for	 the	 AAVS1	 locus	 
on	 chromosome	 19.	 
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１．研究開始当初の背景 
	 骨髄の中には造血幹細胞と間葉系幹細胞
（MSC:	 mesenchymal	 stem	 cell）という二つ
の体性幹細胞が存在し、造血システムを維持

する上で両者が重要な役割を果たしている。
この MSC には様々なユニークな特徴があり、
治療への応用に向けた開発研究が活発化し
てきている。第１に、生体に MSC を投与する
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と組織傷害部位に集積する性質があり、MSC
が多彩な細胞への分化能を有することから、
再生医療への応用が検討されている。第２に、
MSC は炎症部位へ集積する性質があり、また
免疫抑制作用があることから、造血幹細胞移
植後の重症の急性移植片対宿主病（GVHD）へ
の治療応用が注目されている。第３に、MSC
が腫瘍集積性を有することも明らかになり、
MSC を癌遺伝子治療のプラットホームとして
用いる方法が提案されている。興味深いこと
に、線維芽細胞は in	 vivo で腫瘍集積性を示
さないが、in	 vitro での遊走能に関しては、
種々の増殖因子／ケモカインに対する反応
性にMSCと線維芽細胞の間で違いがみられて
いない。	 
	 また、MSC の癌治療への応用の場合だけで
なく、蛋白質補充遺伝子療法への応用や再生
医療の有効性を高める場合にも、遺伝子導入
法が基盤技術として必須である。そこで、安
全性の高い遺伝子導入法を確立することが
急務となっているが、我々は以前より、野生型
アデノ随伴ウイルス（AAV:	 adeno-associated	 
virus）の二つのコンポーネント（ITR 配列と
Rep 蛋白質）を利用した第 19 番染色体部位特
異的遺伝子組込み法の開発研究を行ってき
ている。この方法を用いると、安全な AAVS1
領域に目的の遺伝子を効率良く組み込ませ
ることが可能である。	 
 
２．研究の目的 
	 本研究では、骨髄に由来する MSC の特徴を
活かした遺伝子治療法の開発研究を行う。ま
ず第１に、MSC が腫瘍集積性を有することに
着目し、MSC の腫瘍集積性の分子メカニズム
を追求する。腫瘍病巣に到達するには血管壁
を通過する必要があり、MSC の血管内皮細胞
への接着が一つのキーステップとなってい
ることが示唆されるデータを得ており、その
ような観点から研究を進める。MSC に導入す
る治療用遺伝子としては、可溶型 TRAIL	 [TNF	 
(tumor	 necrosis	 factor)-related	 
apoptosis-	 inducing	 ligand]を検討するが、
その効果を増強する方法についても新しい
方法を探索する。第２の研究テーマとしては、
MSC を用いた再生医療／細胞治療の有効性を
高めていくには遺伝子操作を絡めるアプロ
ーチがこれからの方向性であり、その安全性
を確保するためのテクノロジーの開発が重
要となっている。そこで、MSC を標的細胞と
した染色体部位特異的遺伝子組込み法の基
盤研究を推進する。具体的には、野生型 AAV
が潜伏感染した細胞ではウイルスゲノムが
第 19 番染色体長腕の AAVS1 領域（19q13.4）
に組み込まれる性質を利用し、AAVS1 特異的
遺伝子組込み法の開発研究を行う。以上の研
究を通じて、MSC の実用化に繋がる成果を上
げることを目的とする。	 

３．研究の方法 
(1)	 抗腫瘍性サイトカイン発現 MSC による担
癌ヌードマウス治療モデル実験：抗腫瘍性サ
イトカインとしては可溶型 TRAIL を使用した。
また、TRAIL の抗腫瘍活性を増強するために、
TRAIL 分子中にイソロイシンジッパードメイ
ンの配列を付加した。遺伝子導入実験には、
ファイバー変異型アデノウイルスベクター
を用いた。In	 vitro における可溶型 TRAIL 発
現 MSC の殺細胞効果を、大腸癌細胞株との共
培養系で確認した。さらに、可溶型 TRAIL 発
現 MSC を、大腸癌細胞株を皮下移植した担癌
ヌードマウスに血管内投与し、腫瘍形成の抑
制、さらに生存期間の延長が得られるかどう
かを検討した。なお、予備実験では、HDAC イ
ンヒビターである TSA	 [Trichostatin	 A]	 に
より腫瘍細胞の TRAIL 受容体の発現が亢進す
ることが明らかになっている。そこで、TSA
の併用により可溶型 TRAIL の殺細胞効果が増
強されることを確認し、その治療ストラテジ
ーを構築した。	 
	 
(2)MSC の腫瘍集積性に関わる分子機構の解
明：Luc 発現 MSC または線維芽細胞の腫瘍組
織ヘの集積性を生体イメージング装置で観
察し、in	 vitroにおける増殖因子やケモカイ
ンに対する遊走活性をトランスウェルで評
価した。MSC または線維芽細胞の培養系に
TNF-α（tumor	 necrosis	 factor）を添加し
て接着分子の発現誘導を確認し、内皮細胞へ
の接着性を評価した。TNF-α刺激による NF-
κB シグナル経路の活性化を解析し、NF-κB
の阻害剤で処理した MSC の腫瘍集積性を生体
イメージング装置で観察した。	 
	 
(3)	 MSC における AAVS1 特異的遺伝子組込み
法の開発：	 
①第Ⅸ因子発現 MSC 株の樹立：ITR 配列の間
に CAG プロモーター下にヒト血液凝固第Ⅸ因
子(Factor	 IX,	 FIX)	 cDNA、IRES 配列、ブラ
ストサイジンＳ耐性遺伝子	 (bsr)	 導入遺伝
子を配したプラスミド	 (pCAGFEB)	 を構築し
た。また AAV の Rep68 を SV40 プロモーター
で発現するプラスミド	 (pRep)も用意した。
ヒト MSC モデル細胞株の UEET1	 (国立成育医
療センター梅沢博士より分与)	 に、pCAGFEB
と pRep をリポフェクション法にて導入し、
ブラストサイジンＳの存在下に培養を行い、
単一細胞から由来するクローンを選び出し
た。得られたクローンは PCR 法、サザンブロ
ット法により AAVS1 領域に第Ⅸ因子遺伝子が
組み込まれていることを確認し、AAVS1-MSC
株として実験に用いた。また、pCAGFEB とコ
ントロールプラスミドの組み合わせで同様
にトランスフェクションし、AAVS1 領域に組
み込まれていないことを確認し、非
AAVS1-MSC 株を得た。	 
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②第Ⅸ因子発現の経時的変化および CAG プロ
モーターのメチル化解析：樹立 MSC 株の培養
上清中の第Ⅸ因子活性を１週毎に８週まで
測定した。また、MSC 株より総 RNA を抽出し、
FIX	 mRNA を qPCR で解析した。第Ⅸ因子発現
の低下を認めたため、プロモーターのメチル
化によるサイレンシングに起因するか検討
するため、AAVS1-MSC 株 6 クローンと非
AAVS1-MSC 株 3 クローンの CAG プロモーター
領域のメチル化の有無を株樹立直後と樹立
後 3ヶ月継代した後の状態を比較した。	 
③インスレーターの検討：ITR 配列の間に CMV
プロモーター、GFP 遺伝子、IRES、ブラスト
サイジンＳ耐性遺伝子を配したプラスミド
pCMVGEB の CMV プロモーターの上流にトリβ
グロビンのインスレーター配列 cHS4 もしく
は c-myc のインスレーター配列を組込み
HEK293 細胞にトランスフェクションし、ブラ
ストサイジンＳ存在下で培養し耐性コロニ
ー数を比較した。	 
	 
４．研究成果	 
(1) 抗腫瘍性サイトカイン発現MSCによる担
癌ヌードマウス治療モデル実験：可溶型
TRAIL の分子中にイソロイシンジッパードメ
インの配列を付加して効率的且つ安定的な
三量体形成を図ることによって殺腫瘍細胞
効果が増強されることを、in	 vitro での MSC
と腫瘍細胞の共培養系で確認した。さらに、
HDAC阻害剤であるTSAの併用によって、TRAIL
受容体（特に DR5）の発現亢進を介して腫瘍
細胞の TRAIL 感受性を高めることが出来た。
ヒト大腸癌細胞（SW480 または Colo205）を
皮下接種した担癌マウスの治療実験では、可
溶型 TRAIL 発現 MSC（左心室腔内への投与）
と TSA（腹腔内投与）の併用によって腫瘍の
増殖抑制が観察された（一部、完全退縮も認
められた）。また、この治療実験の結果から、
MSC が集積しやすい腫瘍ほど治療効果が高い
ことが示された。	 
	 
(2)	 MSC の腫瘍集積性に関わる分子機構の解
明：SW480 細胞を皮下接種した担癌モデルマ
ウスに MSC を投与すると腫瘍組織へ集積する
が、線維芽細胞を投与しても集積は認められ
なかった。各種増殖因子やケモカインに対す
る遊走能を in	 vitroで検討したが、MSC と線
維芽細胞の間で本質的な違いは認められず、
むしろ遊走活性自体は線維芽細胞の方が強
いことが示された。SW480 以外の腫瘍細胞
（COLO205 または SHIN-3）を皮下接種した担
癌モデルマウスで MSC の集積性を検討したと
ころ、腫瘍組織内の血管系の構築度合いと
MSC の集積性に相関性があると考えられた。
また、MSC の腫瘍集積性が高い腫瘍では腫瘍
組織中の TNF-α産生が亢進しており、in	 
vitro において MSC を TNF-αで刺激すると、

VCAM-1 などの接着分子の発現ならびに内皮
細胞への接着性が線維芽細胞と比較して有
意に亢進した。TNF-αによる VCAM-1 の発現
誘導には NF-κB を中心としたシグナル経路
が知られているが、NF-κB の阻害剤であるパ
ルテノライドで MSC を処理すると、TNF-αに
よる VCAM-1 の発現誘導が抑制され、内皮細
胞への接着性も著しく低下した。さらに、パ
ルテノライドで処理した MSC を担癌マウスに
投与すると、腫瘍組織への集積性が抑制され
た。今後の課題は腫瘍局所での TNF-α産生を
誘導あるいは亢進する新規薬剤の探索であ
る。	 
	 
	 (3)	 MSC における AAVS1 特異的遺伝子組込み
法の開発：	 
①第Ⅸ因子発現 MSC 株の樹立：pCAGFEB と
pRep のリポフェクションにより得られた 58
クローンのうち、PCR 法、サザンブロット解
析により 6 クローン（10%）において AAVS1
領域に pCAGFEB が組み込みこまれていた。一
方、pCAGFEB とコントロールプラスミドのト
ランスフェクションにより 62 クローン分離
し、同様に解析したところ、どのクローンも
AAVS1にはpCAGFEBは組込まれていなかった。	 
②第Ⅸ因子発現の経時的変化および CAG プロ
モーターのメチル化解析：AAVS1-MSC 株、非
AAVS1-MSC 株よりそれぞれ 3 株ずつ選び、第
Ⅸ因子の発現を 1 週毎に 8 週まで測定した。
その結果、AAVS1-MSC 株、非 AAVS1-MSC 株と
も徐々に培養上清中の第Ⅸ因子活性も減少
し、細胞内の第Ⅸ因子 mRNA も減少していっ
た。in	 vitroでの培養を継続することにより
第Ⅸ因子の発現レベルが低下していったが、
その原因として CAG プロモーターのメチル化
によるサイレンシングが考えられる。CAG プ
ロモーターには CpG が 72 個あるが、その内
下流の 14 ヶ所のメチル化状態を株樹立直後
と 3 ヶ月培養を続けた後と比較した。
AAVS1-MSC 株 6 クローン、非 AAVS1-MSC 株 3
クローンとも樹立直後はほとんどメチル化
されていなかったが、3 ヶ月後はほとんどの
部位がメチル化されていることが分かった
（図１）。このことは培養継続により第Ⅸ因
子発現が低下した原因としてプロモーター
領域のメチル化が考えられた。メチル化は
AAVS1 株、非 AAVS1 株両者で起こっているた
め、ゲノム組込み部位によりも、組込みに用
いたプラスミドに起因すると考えられる。	 
③インスレーターの検討：メチル化による挿
入遺伝子発現のサイレンシングを防ぐため
に、トリβグロビン遺伝子および c-Myc のイ
ンスレーター配列を組み込むことを検討し
た。pCMVGEB を基本とし、CMV プロモーター
の上流にトリβグロビンもしくは c-Myc のイ
ンスレーターを挿入したプラスミドを構築
し、HEK293 細胞にトランスフェクションして
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薬剤耐性コロニー数を比較したところ、両者
では有意の差が認められなかった。インスレ
ーター配列のさらなる検討が必要と考えら
れた。	 
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