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研究成果の概要（和文）：臨床応用を目的としてイヌの肝臓に対しトランスポゾンベクターを用いFVIII遺伝子
導入が可能であるか血友病Aイヌモデルで検討した。全身麻酔下で、血友病Aイヌの大腿静脈からのカテーテル操
作で区域肝静脈を一時的にバルーン閉塞し、FVIII発現トランスポゾンベクターをハイドロダイナミックジーン
デリバリーシステムを用いて遺伝子導入を行った。遺伝子導入実施7日後に活性化部分トロンボプラスチン時間
短縮によりFVIIIの発現を確認した。また全血を用いたThromboeｌastometry（ROTEM）で凝固時間の短縮を認め
た。FVIII発現とその止血効果は6ヶ月以上にわたり持続している。

研究成果の概要（英文）： Hydrodynamic gene delivery (HGD) is considered to be an alternative 
candidate to viral vectors. Previously, we tested the HGD in hemophilia A mouse model with the 
combination of non-viral piggyBac transposon vectors which can transfer the full-length FVIII 
transgene. As a result, we confirmed the sustained FVIII expression for over 300 days without any 
immune responses (Matsui H, et.al. PLos One 9(8) e104597, 2014). While HGD system is effective and 
safe in small animal such as mouse (20-25g body weight), the major challenge is in applying this 
functioning procedure in the patients with hemophilia A. In the current study we focus on an 
assessment of the safety of liver-target HGD in dogs as the first step toward hydrodynamic gene 
therapy in clinic.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
欠損遺伝子を強制的に導入する非ウイルスベクター系として、エレクトロポレーションによる方法、リポソーム
被包化および受容体を介した導入など物理的な遺伝子運搬システムが試みられてきた。piggyBacトランスポゾン
由来の発現ベクターは、トランスポゾンの転移酵素の触媒活性を利用して染色体への組込みを行うことで導入効
率も高く、piggyBac由来ターミナルリピートで挿まれた遺伝子発現カセットの全長を欠損なく組込むことが可能
である。これまでウイルスベクターに対する免疫反応を克服する新しい遺伝子導入法として血友病遺伝子/細胞
治療に対する新しい遺伝子導入法として期待される。



様 式 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

血友病 Aは血液凝固第Ⅷ因子(FⅧ)の量的および質的異常に起因する先天性血液凝固異常症

である。現在の治療法として、血漿由来または遺伝子組換え FⅧ製剤の輸注療法が確立されて

いる。しかし、治療薬の FⅧ製剤は CHO ハムスター細胞で主に生産されているが、極めて高価

であり、月額医療費の上位 10 件中 9件(月額 2000 万円以上)が血友病で占められていることな

ど、我が国の医療財政を著しく圧迫しているのが現状である。また、過去に血液製剤による肝

炎ウイルスや HIV 感染症が社会問題となった歴史的背景からも、さらに安全かつ有効な次世代

の治療法として、遺伝子治療ならびに細胞療法の確立が期待されている。数年前より欧米では、

血友病患者に対しアデノ随伴ウイルスベクター(AAV)による遺伝子治療の臨床試験が行われて

いるが、ベクターに対する免疫応答が原因で持続的な遺伝子発現が難しく、十分な治療成績は

得られていない。研究代表者らは数年来、自己末梢血から単離した血管内皮前駆細胞をレンチ

ウイルスベクターで遺伝子導入後に皮下移植する Ex vivo 遺伝子導入のアプローチで血友病 A

マウスおよびイヌモデルでの検討を行ってきた。そのアプローチはウイルスベクターを静注す

る In vivo 遺伝子導入と比較して①宿主がベクターに対する免疫応答を起こしにくい②不測の

事態においては移植細胞を摘出し治療を中断できるという利点がある。 

２．研究の目的 

piggyBac トランスポゾン由来の血液凝固第Ⅷ因子(FⅧ)導入発現ベクターを開発し、in vitro

実験系と in vivo 実験系の両面から有効性を検討したうえで、新システムによる血友病遺伝子/

細胞治療法の確立を目指す。自己細胞を用いた細胞治療法をさらに安全に臨床応用するには、

ウイルスベクターを使用せずに患者自身の細胞へ FⅧを効率よく遺伝子導入し、持続して発現さ

せることができるベヒクル細胞を大量に作製する方法を確立する必要がある。そこで、構築し

たpiggyBacトランスポゾン由来のFⅧ発現ベクターを血友病患者由来のヒトiPS細胞へ導入し、

FⅧ遺伝子発現を検討する必要がある。また、FⅧを導入した iPS 細胞を様々な細胞へ分化誘導

することで、FⅧがどの細胞で効率よく発現し分泌することが明らかになれば、細胞治療に必要

なベヒクル細胞を患者 iPS細胞から無限大に大量に作製することが可能となる。将来的には、

自己細胞を用いることで移植に伴う免疫応答を完全に回避できる。ベクターは従来のウイルス

ベクターの様な封じ込め P2 レベルでの取り扱いが不要で、ウイルス由来タンパク質に対する免

疫応答のリスクも少ない。目的細胞に転移酵素と同時にプラスミド導入を行うという簡便な操

作で、安価に高効率で治療用遺伝子の挿入ができるプラスミド DNA ベクターである。これまで

のウイルスベクターでは不可能であった、大きなサイズの cDNA 全長を導入できる。この新シス

テムによる次世代血友病遺伝子/細胞治療法の確立を目指す。 

３．研究の方法 

研究期間内に、正常ヒトiPS細胞に数種のヒトFⅧ遺伝子発現piggyBac ベクターで遺伝子導入を行い、

ピューロマイシン添加による細胞選択法を併用して、長期間のFⅧの発現を比較検討する。また並行して

血友病患者から手術時皮膚生検から疾患特異的iPS細胞を樹立し、遺伝子導入によりFⅧ発現を目指す。

遺伝子導入した細胞を血友病Aマウスおよびイヌモデルで移植実験を行い、その止血効果を検討する。 

４．研究成果 

➀遺伝子導入効率の検討 

GFP 発現プラスミドのサイズが 4.1Kb であるのに対してヒト FⅧ(全長型、Bドメイン欠如型、ブ

タとヒトのハイブリッド型)発現プラスミドは、それぞれ10.6 kb、8.1 kb、8.0 kbとサイズが大きく、

プラスミド導入の効率が低下することが予想される。今までのところ、同時に遺伝子導入を行うpiggyBac

転移酵素(transposase)発現プラスミドとの比率が 1:4の場合が最も効率よく遺伝子導入が可能

であるが、新規遺伝子導入法(Neon, Nucleofector, NEPA21 等の電気穿孔法)や、ベクターの複

数回投与等、さらに詳細な検討を行うことで遺伝子導入効率の向上を検討する。その結果サイ



ズが大きくなればなるほど遺伝子導入効率は低下するが、複数回投与することで十分な FVIII

遺伝子発現に成功した。 

②分化多能性幹細胞における外来遺伝子のサイレンシングの検討 
一般に ES細胞や iPS 細胞等の未分化多能性幹細胞は、レンチウイルスベクター等による遺伝

子導入効率が悪く、また導入した外来遺伝子の発現が維持できないサイレンシング現象がみら
れる。我々の iPS 細胞における GFP 遺伝子を導入した検討において、新規 piggyBac ベクターは
レンチウイルスベクターよりも遺伝子導入効率がよく、また導入された遺伝子のサイレンシングもかなり
回避出来ることを見出している。これらについては、分泌されるFⅧ活性の長期持続性によって確認する。
また血友病患者より樹立したiPS細胞へもFⅧ発現piggyBacベクターを導入し、FⅧの発現分泌を測定し
た。その結果改良型FVIIIを発現するDox応答型piggyBacベクターの構築に成功した。 
③FⅧの分泌能力および生産性の検討 
FⅧは主に肝臓の類洞内皮細胞で産生されていることが知られている。FⅧは巨大なタンパク質で、切断

や糖鎖修飾など、複雑な翻訳後修飾を経て、ER経路を経て分泌される。その為、未熟な多能性幹細胞よ
りも、ER経路がより発達した肝細胞や血管内皮系細胞の方が基本的にはFⅧの分泌が高いことが期待され
る。そこで、さらに優れたFⅧ産生細胞がないか検討するために、FⅧを恒常的に発現しているiPS細胞
を、EB(胚様体)形成を経てランダムに三胚葉由来の細胞群へ分化させ、FⅧを高発現している細胞群を免
疫染色後にソートし、ERマーカーや細胞表面マーカーから、どの様な細胞種においてFⅧの発現が高いか
探索を行った。その結果vWF陽性の血管内皮系細胞がより発現していることが確認した。 

④血友病 A動物モデルへの移植実験 

血友病 Aマウスモデルを用いて細胞移植実験を行った。様々な FVIII 発現細胞を細胞シート

にして移植する。細胞シート移植は、温度応答性細胞回収培養皿(セルシード社 UpCell)を使い

FⅧを発現する BOECs シートを作製する。その後細胞シートを作製しマウスの皮下へ移植する。

細胞シートは生体内移植後の機能的接着に有効であるとともに、外来性マトリックスを使用し

ないため移植に伴う炎症を少なく押さえることが可能である。 細胞移植実験後の治療効果は、

①抗第Ⅷ因子抗体（インヒビター）産生量の ELISA 測定、生体内での免疫応答を確認するため

の②サイトカインアッセイ(IL-6 TNF-αなど)、③T細胞増殖試験、制御性 T細胞誘導試験(FⅧ

特異的制御性 T細胞発現誘導の検討)などを行い、免疫寛容成立のメカニズムを詳細に検討する。

また同時に、実験によって起こり得る副反応等も慎重に観察する。現在長期間の FVIII 発現を

検討中である。 
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