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研究成果の概要（和文）： 

脳神経疾患に対する治療蛋白質の長期補充療法を実現するため、(1)新規 AAV ベクター作製シス

テムおよび(2)ベクター産生型細胞の移植による治療遺伝子増幅システムの開発を計画した。ウ

イルス粒子と中空粒子の等電点が異なることを予測し、強イオン交換膜を応用して、高規格な

ウイルス粒子の精製方法を検討した。密度勾配遠心による粗精製操作に加え、強イオン交換膜

による陽イオン交換と陰イオン交換を組み合わせることで、中空粒子の回収および除去効率を

格段に高め、極めて純度の高いベクターを調製する技術を開発し、研究室における標準的なベ

クター作製システムとして実用化を達成した。この応用として、ベクター系による蛋白質補充

療法を考案し、脳卒中モデルである SHR-SP において炎症制御療法の効果を実証した。さらに、

ベクター系を応用した細胞遺伝子治療として、間葉系幹細胞の悪性神経膠芽腫への集積性を証

明し、病巣標的化ベクター産生細胞を開発した。実際に、このベクター産生細胞を用いて動物

モデルの腫瘍組織内における遺伝子増幅と治療効果の増強作用を証明した。 

 

研究成果の概要（英文）： 

To realize novel protein supplementation therapy for neuronal diseases, we have developed 
systems for AAV vector production and vector-producing cells. By using effective 
ion-exchange adsorbers, improved purification of vector particles was investigated. In addition 
to the step-gradient ultracentrifugation procedure, dual ion-exchange procedures enhanced 
removal of the empty capsids to realize highly-purified vector production at hand. As an 
application for the AAV-mediated protein supplementation therapy, therapeutic effects of 
anti-inflammatory treatment on the mice stroke model were successfully demonstrated. 
Furthermore, vector-producing mesenchymal stem cells to target glioma were developed to 
target seat of disease with improved anti-tumor effects in vivo.  
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１．研究開始当初の背景 

 脳神経疾患に対する新規の集学的治療法

の開発において、遺伝子導入技術を応用した

再生医療や遺伝子治療の実用化が期待され

ているが、その実用化には、より導入効率の

優れたベクター系および周囲の環境に応じ

た病態特異的な遺伝子発現システムの開発

が必要である。これまでにアデノウイルスな

どに由来する遺伝子導入ベクターが広く検

討されているが、長期間の遺伝子発現は困難

であり、炎症による脱髄も指摘されている。

脳腫瘍に対しては、ベクター産生細胞を腫瘍

組織内に移植する遺伝子治療法が 1992 年に

NIHのR.M.Blaese博士らにより開発され欧米

で臨床試験が検討されたが、移植細胞がマウ

ス由来のもので拒絶されやすく、実用化には

至っていない。 

 近年、長期間遺伝子発現が持続し炎症反応

も低いアデノ随伴ウイルス(AAV) ベクター

が注目されているが、ベクター調製技術や遺

伝子導入法の改良が必要である。申請者は、

ガス交換システムを用いた大規模培養系を

開発し、従来の作業効率を大きく改善した

（ Okada et al., Hum. Gene Ther., 16: 

1212-1218, 2005）。また、強イオン交換膜を

利用した精製法（特願 2005-314476）、および

ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤HDACi によ

る発現増強法（Okada et al., Mol. Ther. 13: 

738-746, 2006 ； 特 願 2005-505834 、

PCT/JP2004/005166）を開発した。今後国内

で増加が見込まれるAAV を利用した臨床試験

に対応するため、さらに効率を改善した作製

シ ス テ ム や 、 Good manufacturing 

practice(GMP)準拠品質のベクター調製系の

開発が急務である。 

 また、腫瘍を標的に治療遺伝子やベクター

を運ぶ細胞として、腫瘍や炎症組織への集積

性を有する間葉系幹細胞(Mesenchymal stem 

cell あるいは Multipotent mesenchymal 

stromal cell：MSC)が有用と考えられる。MSC

は HLA が一致しなくても使用可能で倫理的な

障壁が低く、移植時の副作用である移植片対

宿主病（Graft versus host disease：GVHD）

など炎症反応に対する臨床試験が実施され

ている（Le Blanc, et al., The Lancet; 2004; 

363, 9419）。ところが、遺伝子修飾 MSC は

不安定であり、長期間本来の性質を維持する

ことや、生体内で長期間治療蛋白質を発現さ

せることは困難である。そこで、ベクター産

生型 MSC を構築し、これを腫瘍に集積させた

後にベクターを産生させ、腫瘍細胞自身に長

期安定に治療蛋白質を産生させるシステム

を考案した。 

 

２．研究の目的 

 脳神経疾患に対する新規治療法の開発に

向け、優れた遺伝子発現システムの開発が期

待されている。AAV ベクターは非病原性 AAV

に由来し、頭蓋内での炎症も起こしにくく、

我々はその有効性と安全性を検証してきた。

臨床試験に向け、大規模のベクターを高い精

製効率で調製する技術の開発が急務である。



 

 

本研究では、効率よく高純度の AAV ベクター

を調整する手法を開発することを目的とし

た。また、腫瘍や炎症組織への集積性を有す

る間葉系幹細胞に着目し、生体の標的組織内

でベクターを産生させ、これを利用し長期安

定に治療蛋白質を産生させるシステムの有

効性を検証した。 

 

３．研究の方法 

 悪性神経膠芽腫および動脈硬化症に対す

る治療蛋白質の長期補充療法を実現するた

め、(1)新規 AAV ベクター作製システムおよ

び(2)ベクター産生型細胞の移植による治療

遺伝子増幅システムの開発を実施した。 

 新規 AAV ベクター作製システムとして、新

規強イオン交換膜を利用した精製方法を検

討し、ベクター中に含まれる中空粒子の除去

効率を検討した。蛋白質補充療法への応用と

して、脳卒中モデルであるSHR-SP ラットや、

肺高血圧症ラットにおいて、IL-10 発現 AAV

ベクターを用いた炎症制御療法の効果を検

証した。 

 また、ベクター産生型細胞を用いた新規治

療技術として、間葉系幹細胞の悪性神経膠芽

腫への集積性を応用し、病巣標的化ベクター

産生細胞を開発した。このベクター産生細胞

を用いて、マウス担癌モデルの腫瘍組織内に

おける遺伝子増幅と治療効果を検討した。 

 

４．研究成果 

 新規強イオン交換膜を利用し、ベクター中

に含まれる中空粒子の除去効率を格段に高

め、極めて純度の高いベクターを調製する技

術を開発し（ Okada et al., Hum. Gene 

Ther.2009）、研究室における標準的なベクタ

ー作製システムとして実用化を達成した。得

られた高純度ベクターを用いてIL-10 発現ベ

クターによる炎症制御治療実験を行なった

結果、脳卒中モデルであるSHR-SP ラットや、

肺高血圧症ラットにおいて、著明な治療効果

が得られた (Nomoto T. et al., Gene Ther, 

16:383-91, 2009、Ito T. et al., Circ Res, 

101: 734-741 2007 ほか)。ベクター系を応用

した細胞治療に関しては、間葉系幹細胞の悪

性神経膠芽腫への集積性を証明し、病巣標的

化ベクター産生細胞を開発した。実際に、こ

のベクター産生細胞を用いて動物モデルの

腫瘍組織内における遺伝子増幅と治療効果

の増強作用を証明した（Okada et al., Front 

Biosci 13: 1887-1891, 2008、Uchibori et al., 

J Gene Med 11: 373-81, 2009）。 

 引き続き、悪性神経膠腫、難治性てんかん、

および脳血管障害に対する治療成績をさら

に改善させるため、外科的治療の際に持続的

遺伝子導入法を併用する新規治療蛋白質補

充療法の開発が強く期待される。AAV やその

産生細胞を治療に用いると、安全で持続的な

蛋白質補充療法の実現が可能となる。今後、

その基盤技術として、(1)独自の高純度ベク

ター作製システムの開発、および(2)ベクタ

ー産生型幹細胞の移植による治療遺伝子増

幅システムの開発を引き続き推進する。また、

これらの技術の応用として、悪性神経膠芽腫

の再発予防、難治性てんかんの治療、および、

クモ膜下出血後の脳血管れん縮の予防に関

し、モデル動物を用いた治療実験を行い、臨

床応用に向けた課題の抽出と有効性•安全性

の評価を推進する。 
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