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研究成果の概要（和文）： 

BTK遺伝子のexon6～exon19領域、隣接遺伝子であるTIMM8Aの全遺伝子およびGFP-Hyg
耐性遺伝子を搭載した HD-Ad.AAV.BTK ベクターを作製した。同ベクターを男性 pre-B ALL
由来細胞株である Nalm6に感染させ、Hyg耐性株を得た。PCR法により Screeningを行い、
Southern blotting により相同組換えを証明した。また正常男性ヒト臍帯血由来 CD34 陽性細
胞に本ベクターを感染させ、ベクターゲノムの Integrationを証明した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 We have made a HD-Ad.AAV.BTK vector containing BTK exon6～exon19, TIMM8A and 
GFP-Hyg. After treatment of a male pre-B ALL cell line, Nalm6, with the vector, 
Hyg-resistant clones were obtained. Recombination of BTK gene was demonstrated in the 
clones by Southern blotting. In addition, vector genome was integrated to CD34-positive 
cells from male cord blood. 
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１．研究開始当初の背景 
伴性劣性無ガンマグロブリン血症(XLA)は、

X染色体に存在するBruton Tyrosin 

Kinase(BTK)遺伝子の変異により、B細胞系の

分化障害を来たす原発性免疫不全症候群であ

る。対症療法としてガンマグロブリン補充療

法が行われているが、生涯にわたる補充は膨

大な治療費を費やし、患者自身の生活の質の

低下をもたらしている。これまで様々な原発

性免疫不全症候群に対して遺伝子治療が試み

られたが、成功例はごくわずかであり、導入
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遺伝子による発がんが大きな問題となった。

そこで従来の遺伝子導入による治療法に代わ

って、変異遺伝子を修復する次世代の治療法

の開発が望まれている。また、マウスを用い

た移植実験により、XLAには造血幹細胞(HSC)

の一部で変異遺伝子を修復でき、かつそれが

増殖優位性を獲得できれば、B細胞の分化障害

を回復できる可能性が示されている。 

２．研究の目的 
XLA患者細胞を用いて変異遺伝子を修復す

る次世代の遺伝子治療法の開発を行う。 

３．研究の方法 
 アデノ AAV ハイブリッドベクター(HD-Ad. 

AAV. ベクター)は、HSC に感染性を示す

Ad5/35 キメラベクターと、相同組換えによる

目的遺伝子座領域での組込み(ターゲティン

グ)による修復をおこす AAV ベクターの両者

の長所を備えている。我々は BTK 遺伝子のク

ローニングを行い、GFP と Hyg 耐性遺伝子を

マーカーとした HD-Ad. AAV. BTK ベクターを

作製した。同ベクターを用いて遺伝子修復を

行う。 

４．研究成果 

伴性劣性無ガンマグロブリン血症（XLA）

は、Ｘ染色体に存在する Bruton’s Tyrosin 

Kinase（BTK）遺伝子の変異により B 細胞

系の分化障害を来たす原発性免疫不全症で

ある。本疾患では、造血幹細胞の一部で変異

遺伝子を修復し、かつそれが増殖優位性を獲

得できれば、分化障害を回復できる可能性が

ある。これまでレトロウイルスベクターを用

いた原発性免疫不全症に対する遺伝子治療

は 多 く 報 告 さ れ て い る が 、 Random 

integration による発癌が特に問題となって

いる。ヘルパー依存型アデノ・アデノ随伴ウ

イルスハイブリッドベクター（HD-Ad.AAV

ベクター）は、造血幹細胞に感染性を示す

Ad5/35 キメラベクターと、相同組換えによ

る目的遺伝子座領域でのターゲティングに

よる修復をおこす AAV ベクターの両者の長

所を備えている。我々は BTK 遺伝子を搭載
した Ad.AAV.BTK ベクターを作製し本ベク

ターによる BTK遺伝子修復研究を行った。 

３．研究の方法 

BTK遺伝子の exon6～exon19領域、隣接遺

伝子である TIMM8A の全遺伝子および

GFP-Hyg 耐 性 遺 伝 子 を 搭 載 し た

HD-Ad.AAV.BTKベクターを作製した(図 1)。 

 

【図 1】HD-AAV.BTKベクターの構造 

同ベクターを男性 pre-B ALL 由来細胞株

である Nalm6 に MOI4000 で感染させ、

Single cell cloningによりHyg耐性株を得た。

同株でPCRおよびSouthern blottingにより

相同組換えおよび蛋白発現の解析を行った。 

また、正常ヒト臍帯血より CD34陽性細胞を

磁気ビーズ法により分離し、同ベクターを感

染させ colony assay 法により Hyg 耐性

colonyを得て解析した。 

４．研究成果 

MOI4000 で感染させた Nalm6 から、61 株
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（6.3×10-3）の Hyg耐性株を得た。PCR法

により Screeningを行い、Southern blotting

により 7株（7.3×10-4）で相同組換えを証明

した（図 2）。 

図 2a.Southern blotting 概略 

ヒト X染色体長腕上の BTK遺伝子座領域お
よびその近傍の模式図。Southern blotting

での BTKの exon6-19領域の検出は、Bmt1

とEcoRⅤで切断し、Probe 1及び2を用いた。

TIMM8A領域の検出はPci1で切断し、Probe 

3を用いた。 

図 2b.Southern blotting結果 

b.左のレーンから Nalm6野生型（WT）、PCR

で Homologous recombination の候補とな

ったサンプル（＃1、9、15、23、34、44、

46）、Random integrationの候補となったサ

ンプル（＃11、21）。 

BTK 翻訳領域の mRNA は野生(WT)株と同

等であった(図 3A)。接合部の Sequenceを行

い、ウイルスベクター由来のゲノム配列が挿

入されていないこと、また翻訳領域の cDNA

解析で exon skipや splicing  errorがないこ

とを確認した。Western blottingにより相同

組換え株でWT株と同等の BTK蛋白発現を

証明した（図 3B）。 

 【図 3】Nalm6 細胞での相同組み換えによ

る BTK遺伝子・蛋白発現解析 

A. 相同組み換えによる BTK 遺伝子の

Targetingが確認されたサンプルの、BTK遺

伝子翻訳領域の RT-PCR。左のレーンから 1 

kb＋マーカー、Homologous recombination

が確認されたサンプル（＃1、9、15、23、34、

44、46）、野生型（WT）。  

B. BTK蛋白のWestern blotting。左のレー

ンから野生型（WT）、相同組換えと確認され

たサンプル。上段が抗 BTK抗体（77 kDa）、

下段が抗 β-actin抗体（42 kDa）。 

 
正常男性ヒト臍帯血由来CD34陽性細胞に本

ベクターを感染させ、Colony assayを行い、

Hygromycin 耐性 GFP 陽性のコロニーを確

認し、 PCR によりベクターゲノムの

Integrationを証明した。 
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