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研究成果の概要（和文）：ボルナウイルス（BoDV）は幹細胞へ持続感染するRNAウイルスである。本研究では
BoDVを用いて幹細胞治療を実現する長期遺伝子導入系の構築を目指した。X-SCIDの原因遺伝子であるIL2RG発現
BoDVベクターを作製して造血幹細胞へ接種した。同ベクターは目的の遺伝子を発現したが導入効率は低かった。
G蛋白質をCnBV-1に置換したベクターは効率が15倍上昇した。同ベクターはiPS細胞を含む幹細胞への導入効率も
上昇させた。X/P遺伝子をVSBVの配列に置換したBoDVベクターも効率を上昇させた。本研究で作製した改良型
BoDVベクターは幹細胞遺伝子治療の新しいプラットフォームになりうると考えられた。

研究成果の概要（英文）：Borna disease virus (BoDV) is an RNA virus persistently infecting stem 
cells. In this study, we aimed to construct a long-term stable gene transfer system that realizes 
stem cell therapy using the virus. The BoDV vector expressing IL2RG, which is the causative gene of 
X-SCID, was prepared and inoculated into hematopoietic stem cells. This vector stably expressed the 
target gene, however, the transduction efficiency was low. The vector in which the G protein was 
replaced with CnBV-1 increased the efficiency by 15-fold as compared with BoDV. The improved vector 
significantly increased the efficiency of transduction into stem cells including iPS cells. BoDV 
vector with X/P gene of VSBV also increased the transduction efficiency. The improved BoDV vector 
prepared in this study could be a new platform for stem cell gene therapy.
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１．研究開始当初の背景 
ボルナウイルス（BoDV）は、細胞非傷害性
に核内で持続感染する動物由来 RNA ウイル
スである。BoDV は自らの複製複合体を、細
胞周期を通じて染色体に繋ぎとめることで
核内に長期的な感染を維持するという、RNA
ウイルスとしては極めて特徴的な感染様式
を持っている（Matsumoto et al., Cell Host 
Microbe, 2012）。BoDVは動物に広く感染する
ことがわかっているが、ヒトに対しては病原
性を示さないと考えられ、ウイルスベクター
としての応用が期待されている。これまでに
我々の研究室では、外来遺伝子または低分子
RNA を持続的に発現する BoDV ベクターの
確立に成功している（Daito et al., J. Virol. 
2011）。本ベクターは、マウス脳内で外来遺
伝子として導入した GFP を少なくとも接種
後 8ヶ月間維持することが示されている。ま
た次項で示すように、BoDV ベクターの幹細
胞への感染、さらに伝播に必須の遺伝子を欠
損する非伝播型 BoDV ベクターを、iPS 細胞
に長期間持続感染させることに成功してい
る。非伝播型ベクターは目的の細胞でのみ遺
伝子を発現し、感染細胞を体内へ移植しても
ウイルスの感染が広がることはない。このよ
うにBoDVは従来の問題を解決する新規エピ
ソーマル型 RNA ウイルスベクターとして最
適であり、新規性があると考えられる。 
２．研究の目的 
さまざまな細胞へ分化しうる幹細胞への効
率的な遺伝子導入技術の開発は、遺伝子・再
生治療を飛躍的に進歩させうる。しかし従来
の導入技術には、ゲノムへの変異挿入や遺伝
子発現の効率の悪さといった問題が存在す
る。ボルナウイルスは、iPS 細胞を含むさま
ざまな幹細胞への持続感染が確認されてい
る非細胞傷害性の RNA ウイルスである。本
研究では、核内でエピソーマルな状態のまま
安定的に遺伝子を発現するボルナウイルス
の特徴を活かし、難治性遺伝子疾患の幹細胞
治療を実現する全く新しい長期安定型遺伝
子発現デリバリーシステムを構築する。これ
までにない非伝播型エピソーマル RNA ウイ
ルスベクターの幹細胞への適応および遺伝
子治療の実現性の評価が本研究の目標であ
る。 
３．研究の方法 
X 染色体上のサイトカインレセプター共通 γ
鎖（IL2RG）の変異により、T 細胞と NK 細
胞がほとんど産生されずB細胞が機能不全を
起こす難治性遺伝子疾患である、X連鎖重症
複合免疫不全症（X-SCID）への遺伝子治療の
有効性を評価するため、原因遺伝子である
IL2RG（ヒトまたはラット）を発現する伝播
型および非伝播型のボルナウイルスベクタ
ーを作製した。ラットの骨髄から CD34をマ
ーカーとしたセルソーティングにより、造血
幹細胞を単離した。IL2RGを発現するウイル
スベクターを単離したラットの造血幹細胞
へ接種し、感染効率を IFA により評価した。

次に非伝播型BoDVベクターが持続感染する
293T細胞へ、BoDVと近縁の鳥ボルナウイル
スの 7遺伝子型のGタンパク質を発現するプ
ラスミドを導入した。細胞からウイルスを回
収して、哺乳類と鳥類の培養細胞およびヒト
iPS 細胞を含む幹細胞へ接種した。さらに
BoDV と同じ哺乳類ボルナウイルスに分類さ
れるカワリリスボルナウイルス（VSBV）と
BoDV の転写複製をおこなう複製複合体を形
成する L, P, N による転写複製活性をミニゲ
ノムアッセイにより評価した。BoDV の X/P
遺伝子またはN遺伝子をVSBVと置換したウ
イルスを作製して、性状解析をおこなった。 
４．研究成果 
IL2RG発現BoDVベクターは目的の遺伝子を
安定的に発現したが、標的細胞である造血幹
細胞への導入効率が低かった。そこで非伝播
型BoDVベクターの表面に発現するG蛋白質
を、BoDVと近縁の鳥ボルナウイルスの 7遺
伝子型に各々置換したベクターを作製して
外来遺伝子の導入効率を評価した。その結果、
カナリアボルナウイルス 1型のGを用いたベ
クターは BoDV と比較して効率が 15 倍上昇
した。同改良型ベクターは、ラット初代培養
細胞およびヒト iPS細胞に対しても、従来型
と比較して導入効率を有意に上昇させた。ま
たBoDVのRNA依存性RNAポリメラーゼの
補因子である P遺伝子を近縁のカワリリスボ
ルナウイルスの配列に置換したBoDVベクタ
ーは、導入効率およびウイルス回収効率を有
意に上昇させた。これらのことから、本研究
で作製した改良型 BoDVベクターは、幹細胞
遺伝子治療の新しいプラットフォームにな
りうると考えられた。 
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