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研究成果の概要（和文）：本研究では、細胞毒性を示さないヒヒ内在性レトロウイルスのエンベロープ（BaEV 
env）を用いて、レンチウイルス（LV）ベクターのパッケージング細胞の作製を行った。まず、LVの構成遺伝子
gag-polと制御遺伝子revを293T細胞に導入し、293LVgpr細胞を作製した。この細胞はベクターおよびエンベロー
ププラスミドをトランスフェクションすることでLVベクターの産生が可能であった。次に、この細胞にBaEV env
を導入し、パッケージング細胞を作製したが、十分な力価のウイルスは産生されなかった。原因としてBaEV env
の発現が低いことが判明し、現在BaEVのコピー数の上昇を試みている。

研究成果の概要（英文）：An envelope protein of Baboon endogenous retrovirus (BaEV env) can 
efficiently package the lentivirus (LV) without any cytotoxicity, and we used BaEV env to make the 
stable packaging cell line for LV vector. LV gag-pol genes encoding structural proteins and rev 
regulatory gene were transferred into 293T cells to make 293LVgpr cells. Resultant cells expressed 
gag-pol and rev, and could make the lentivirus particle by the transfection of vector and any kind 
of envelope plasmids. To make the stable packaging cell line, we then transduce 293LVgpr cells with 
self-inactivating retroviral vector containing BaEV env. Transduced cells, however, could not 
produce high titer of LV by the transfection of vector plasmid, because the expression level of BaEV
 env is not sufficient. We now try to increase the copy number of BaEV env in 293LVgpr cells to 
increase its expression. 

研究分野：遺伝子治療
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１．研究開始当初の背景 
 レトロウイルスベクターによる原発性免
疫不全症に対する遺伝子治療では、その強力
な遺伝子発現効果から、ほぼ完全な免疫能の
再構築が得られた。一方で、ベクターによる
挿入発がん変異という有害事象が報告され、
現在は自己不活型（self-inactivating）であ
るレンチウイルスベクターが主流となって
いる。 
 造血幹細胞遺伝子治療では、①遺伝子導入
時の幹細胞性（stemness）を維持しつつ、②
高い遺伝子導入効率を達成することが重要
である。レンチウイルスベクターでは、エン
ベロープを水疱性口内炎ウイルス G タンパ
ク質（VSV-G）に変えることで、野生型HIV-1
とは異なり幅広い細胞への感染が可能にな
ったが、一方で、VSV-Gは強い細胞毒性を示
すことが知られている。また、レトロウイル
スベクターに比べてその発現力が弱いこと
から、レンチウイルスベクターではより高い
遺伝子導入効率が求められ、サイトカイン刺
激による細胞増殖が必須である。 
 このVSV-Gの毒性や細胞増殖刺激などは、
造血幹細胞の stemness の低下を引き起こし、
その結果、遺伝子治療の効果を低下させる可
能性がある。そのため、これらの克服による
stemness の維持は、依然として遺伝子治療
における重要な課題となっている。 
  
２．研究の目的 
 本研究では、遺伝子導入時の細胞刺激や、
エンベロープの細胞毒性を克服し、stemness
を維持したまま遺伝子導入を可能にするレ
ンチウイルスベクターシステムの確立を目
的とする。 
 2014 年に報告されたヒヒ内在性レトロウ
イルス（ baboon endogenous retrovirus: 
BaEV）のエンベロープ（BaEV env）はレン
チウイルスベクターを効率よくパッッケー
ジングすることが可能である。BaEV envは
amino acid (aa) transporter-1 及 び -2 
（ASCT-1、ASCT-2）を受容体とするが、こ
れらは造血幹細胞において非常に高く発現
しており、VSV-Gに比べても高い効率で遺伝
子導入が可能である。特筆すべきは、BaEV 
envを使用することで幹細胞への刺激を行わ
ずに遺伝子導入が可能になることや、VSV-G
のような細胞毒性が無いことなどから、遺伝
子導入時の stemness の低下を克服すること
が可能である。 
 通常のレンチウイルスベクターは、VSV—
G の毒性から、293T 細胞に対してベクター
プラスミドとウイルスの構成要素（gag-pol, 
rev）、VSV-Gを一過性にトランスフェクショ
ンすることで産生される。そのため、レトと
ウイルスベクターのように、ウイルスの構造
タンパクが導入されたパッケージング細胞
が利用できず、操作が煩雑となることや、産
生ウイルスの力価が不安定なるなどの課題
が存在する。 

一方で、BaEV envは細胞毒性を示さないこ
とから、細胞における安定した発現が可能と
なる。本研究ではこの BaEVを利用したレン
チウイルスパッケージング細胞の作製を目
標とする。 
 
３．研究の方法 
（１）293T細胞への gag-pol、revの導入 
 レンチウイルスの構造遺伝子（gag-pol）と
制御遺伝子（rev）を、Hygromycin耐性遺伝
子とともにアデノ随伴ウイルス（AAV）ベク
ターに組み込む。次に、これを AAV の染色
体への挿入に関与している、AAV タンパク
Rep78とともに 293T細胞にトランスフェク
ションする。Hygromycinによるセレクショ
ンを実施して、これを gag-pol, revの発現細
胞とする（293LVgpr細胞）。 
（２）BaEVエンベロープの導入によるパッ
ケージング細胞の作製 
 Baboon envelopeの cDNAを、puromycin
耐性遺伝子とともに自己不活型レトロウイ
ルスベクターに組み込む。これを 293LVgpr
細胞に導入し、puromycinによるセレクショ
ンを実施し、293LVgprBaEV細胞とする。 
 
４．研究成果 
（１）gag-po-revプラスミドの構築 
 ウイルスの構造遺伝子である gag-polと制
御遺伝子 revを tail to tailで AAVベクター
プラスミドに組み込んだ。また、rev 遺伝子
の下流に、hygromycin耐性遺伝子を、IRES
配列を挟んで挿入した（図１）。 

図１gag-pol-revプラスミド 
 
（２）293LVgpr細胞の作製 
 上記のプラスミドを、AAVタンパクである
rep78 を発現するプラスミド pCMV-Rep78
とともに 293T細胞へとランスフェクション
した。Rep78は、AAVの ITRと結合し、ゲ
ノム上の AAVS1 サイトへの組み込みを引き
起こす（図２）。トランスフェクション後の
細胞に、hygromycin によりセレクションを
実施し、安定発現株を樹立した。樹立した複
数のクローンに対して、VSV-G と EGFP 発
現レンチウイルスベクタープラスミド
（pLentiCMVEGFP）をランスフェクション
し、上清を Hela 細胞へ感染させることで、
最も高力価のウイルス産生クローンを選択
した（293LVgpr細胞：図 3）。次に、この細
胞に対して、pLentiCMVEGFP と BaEV を
トランスフェクションすることでウイルス
を作製し、臍帯血より分離した CD34陽性細
胞へと遺伝子導入したところ、VSV-Gウイル
スに比べて高い遺伝子導入効率が認められ
た。 
このことから、①BaEVによるレンチウイル
スのCD34陽性造血幹細胞への高い感染性と、
②作製した 293gpr 細胞はウイルス産生に十



分なレベルの gag-pol、revを発現しているこ
とが判明した。 

 
 

 
 
 
 
 
図２Rep78による AAVS1サイトへの挿入 

 
図３ 293LVgpr細胞 
 
（３）BaEV envの導入 
 次に、293gpr細胞に BaEV envを導入す
ることで、LV ベクターパッケージング細胞
（293LVgprBaEV）の作成を試みた。使用す
る BaEVエンベロープは、ウイルス粒子への
gag-pol の取り込みを改善するために、細胞
内ドメインをマウス白血病ウイルス（MLV）
へ変更している（BaEVTR：図４））。これを
自己不活型レトロウイルスベクターへ
puromycin 耐性遺伝子と共に組み込み、
293LVgpr細胞に導入した。puromycinによ
るセレクションを実施し、セレクション後の
細胞から RNA を抽出し、gag および BaEV
の RT-PCR をしたところその発現が認めら
れた（図５）。 
 この細胞に対してウイルス産生能を確認
するため、pLentiCMVEGFP をトランスフ
ェクションし、その上清を CD34陽性造血幹
細胞へ感染させたが、EGFPの発現は認めら
れなかった。BaEVTRを別個とランスフェク
ションした上清を感染させた場合には十分
な発現が認めたことから、BaEVTRの発現が
ウイルス産生に十分でないことが考えられ
た。 

図４ BaEVTR 
 
 

 
図５ gagと BaEV envの発現 
 

（４）今後の方針 
 BaEVの発現には構成的プロモーターが使
用されていることから、ベクター内の発現は
十分と思われる。よって、より発現を高める
ためには、パッケージング細胞 1つあたりの
BaEVTR のコピー数を上昇させる必要があ
り、現在複数回の導入を行なっている。 
 一方で、293LVgpr 細胞は、任意のエンベ
ロープとベクタープラスミドによるウイル
ス産生が可能なセミパッケージング細胞で
あり、研究において有用なツールになると考
えられた。 
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