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研究成果の概要（和文）：ヒトCD47遺伝子に対するアンチセンスRNA並びにmiRNAを発現するシャトルベクターを
構築した。ヒト正常骨髄由来単核球層を用い、CD13, CD33陽性骨髄芽球分画をmagnet beadで選別し、構築した
ウイルスベクターを遺伝子導入後human granulocyte colony-stimulating factor を添加後培養し、好中球へ分
化、増殖させた。得られた好中球には導入したshattle vectorが確認され抗腫瘍効果も増強した。

研究成果の概要（英文）：We constructed shuttle vector that expressed antisense nad miRNA RNA for 
human CD47. This vector was introduced into CD13 and CD33-positive bone marrow mononuclear cell 
fractions which was isolated with magnetic beads. The positive cell-fraction was cultured with 
recombinant human granulocyte colony-stimulating factor. The obtained mature neutrophilic 
granulocytes expressed anti CD47 antisense RNA and miRNA. Biological antitumor effects were also 
elevated.

研究分野：造血幹細胞
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１． 研究開始当初の背景 
遺伝子導入による細胞の形質転換はレト

ロウイルスやプラスミドなどを用いて行わ

れている。しかし臨床応用に関しては種々

の問題がある。特にレトロウイルスを用い

た場合、改変がされているものの

integration site に特異性がまだ乏しく、

正常な転写への影響があり一部では癌化が

懸念されている。臨床への応用を考える点

で新しい遺伝子導入の方法に関する開発が

待たれている。その点で遺伝子導入された

細胞が残存して癌化することを防ぐ研究も

価値があると思われる。好中球は半減期 10

時間で体内において apoptosis するため長

期にわたる遺伝子導入の副作用を認めるこ

とはない。細胞自体も DNase, RNase, 

proteaseが豊富で、導入遺伝子は細胞死に

呼応し消化を受けると考えられる。 

悪性腫瘍に対する治療として、現在

CAR-T 細胞を用いた特異的免疫療法が脚

光を浴びている。一方、抗腫瘍作用として

貪食細胞による悪性細胞の消化も今後有力

な可能性を期待できる治療法の一つである。

CD47 及びその情報伝達系は「don’t eat 

me signal」とも称され、生理的な細胞にお

ける自己認識シグナルの重要な一つと位置

付けされており、その発現低下は血球貪食

症候群で報告がある。米国スタンフォード

大学WeissmanらはCD47をターゲットと

した遺伝子治療を in vivo non-obese 

diabetic/severe combined immune 

deficiency (NOD/SCID) mouse を用いて

リンパ腫や白血病に対して報告している。

しかしこの系ではヒトCD47抗体をマウス

に対して用いており、ヒトの系でどのよう

にその合併症があるのかが未知数である。

CD47 は恒常的に非常に多くの細胞で発現

しており、その自己認識を低下させる抗体

を用いた治療は血球貪食症候群などの危険

性を伴う。抗腫瘍効果の増強効果として特

異的に腫瘍細胞におけるCD47の発現を低

下させる研究が必須である。 
 
２．研究の目的 
好中球を用いた遺伝子治療の基礎的な研

究を目的として 2年間の挑戦的萌芽へ公募

する。半減期が短く、細胞膜が脆弱で遺伝

子導入や操作が煩雑な成熟好中球ではなく、

骨髄芽球を用いて遺伝子的操作を行い、そ

の後 recombinant human granulocyte 

colony-stimulating factor (G-CSF) を用

いて in vitroで増殖、分化させてから腫瘍

に対する特異的細胞療法を行う。標的とな

る腫瘍細胞はCD19陽性並びにCD20陽性

B細胞性腫瘍を選択し、それぞれ CD19Ab, 

CD20Ab 添加またはその細胞膜貫通型抗

体発現 vectorを導入し、好中球の接着に特

異性を誘導する。また、好中球に CD47に

対するantisense RNA 発現 shuttle vector

や3’ non-coding regionに特異的なmiRNA

発現 shuttle vectorを遺伝子導入し、CD47

分子の発現抑制による貪食能の亢進を観察

する。positive controlとして、報告されて

いる CD19 陽性細胞に対する CAR-T 細胞

を設置、比較することでその抗腫瘍効果を

検討する。In vitro において好中球を

vehicle として用いた群で腫瘍細胞特異的

な接着、並びに貪食能の亢進、抗腫瘍効果

が確認された後、NOD/SCID mouse を用

いて担癌マウスを作成し、好中球による抗

腫瘍効果を in vivo で観察し、その臨床に

おける可能性、有用性を検討する。 
 
３．研究の方法 
１ ヒト CD47遺伝子の antisense RNA、

miRNA を発現する vector を構築する。

RNAを直接導入するものと比較する。 

 ヒト CD47mRNA の 5’領域に対する

antisense RNA, short hairpin (sh) RNA

をデザインする。すでに RNA 干渉による

報告があり、その確認と他の領域を探索し、



より効果的な発現抑制部位を決定する。発

現 vector はすでに確立されており購入す

る。一方 CD47に対するmiRNAに関して

は報告がないため 3’領域で他の遺伝子を参

照しながら発現抑制が生じる領域を選択、

より効果的な発現抑制部位を決定する。

miRNA発現 vectorもすでに確立されてい

るため購入する。 

遺伝子導入は電気穿孔法、lipofectin法、

retrovirusを用い、RQ-PCRにより発現抑

制を定量化して比較、決定する。 

２ ヒト正常骨髄細胞から CD13, CD33, 

CD34 陽性細胞を単離し骨髄芽球細胞を得

る。 

Informed consent を得た正常人から骨

髄細胞を採取、比重遠心法により単核球層

を分離する。Cell sortingを用いて CD13, 

CD33, CD34陽性分画を選別する。G-CSF 

50 ng/mL を添加し好中球へ分化、増殖さ

せ る 際 、 細 胞 の 至 適 培 養 条 件 を

DMEM/F12 medium の下、Fetus calf 

serum (FCS) と knockout serum 

replacement (KSR) とで比較、その濃度を

決める。骨髄球系細胞用培養液も販売され

ており、同様に比較検討する。形態変化、

myeloperoxydaseや neutrophilic alkaline 

phosphataseの発現、活性を経時的に観察

し、骨髄球から後骨髄球レベルになる培養

時間を決定する。 
 
４．研究成果 

ヒトCD47遺伝子に対するアンチセンス

RNA並びにmiRNAを発現するシャトルベクタ

ーを構築した。ヒト正常骨髄を採取、単核

球層を分離、抗体を用いてCD13, CD33陽性

骨髄芽球分画をmagnet beadで選別し、構築

したウイルスベクターを遺伝子導入後

human granulocyte colony-stimulating 

factor を添加後培養し、好中球へ分化、増

殖させた（論文準備中）。この系を用いて

細胞の選別や培養に関して条件を変えなが

ら観察を続けた。CD34陽性造血前駆細胞を

magnet beadで選別し、造血幹細胞増殖培

地で培養後G-CSFを添加し再び培養を行っ

た後CD13, 33 陽性細胞群を選別、さら

G-CSF添加して培養することで最も高い効

率が得られた。以上の観察から現在末梢血

幹細胞採取の際患者さんに協力していただ

き、その1/100量の細胞を用いてin vitroで

の治療実験を行っている。ヒト末梢血造血

幹・ 

前駆細胞からCD34陽性細胞を分離し、

CD19-CAR 及び CLL-1-CAR vectorを感

染させ、CD13 及び CD33 陽性細胞を選別

する。G-CSFを添加し、CAR-N とする。

Positive control としてCD3, 8 陽性 T 細

胞を選別、IL-7, IL-15 添加下培養し、活性

化した状態でウイルスに感染させCAR-T 

とする。標的となる細胞はCD19-CAR では 

Daudi 、CLL-1-CAR では HL60 を標的

として現在標準的CAR-Tと各種CAR とで 

in vitro 治療実験を行っている。研究期間

は本春で終了するがかなり優位な結果が得

られており今後も本研究を行っていく計画

である。 
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