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研究成果の概要（和文）：多能性かつ自己複製能のある造血幹細胞に in vivo で遺伝子導入でき

れば、正常造血を模倣した形で特定の遺伝子の機能を探ることができる。本研究で、我々は麻

疹ウイルスの SLAM分子指向性をもつ組換えレンチウイルスを作製し、造血幹細胞を標的とし
た新規 in vivo遺伝子導入システムの確立を試みた。 
 
研究成果の概要（英文）：In vivo gene transfer into hematopoietic stem cells (HSCs) which 
possess multi-potential and self-renewal capacity allows us to elucidate the function 
of specific genes of interest in normal hematopoiesis. In this study we sought to generate 
a recombinant lentivirus expressing measles virus-derived proteins to interact with human 
SLAM receptors,thereby serving as a novel in vivo gene transfer system for HSCs.  
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１．研究開始当初の背景 

生体における遺伝子の機能を探る上で、

in vivo の実験系によって得られるデータは

非常に有用である。そのため、ノックアウト

マウスやトランスジェニックマウスという遺

伝子改変マウスの開発によって、現代の生命

科学は大きな進歩を遂げた。その恩恵を得る

ためには多大な労力と資力を必要とされる

が、それにも関わらず胎生致死であり目的の

マウスを得ることができないことも多い。そ

の場合は、組織特異的な遺伝子改変マウスを

作ることになり、更なる労力を必要とする。 

血液細胞の解析では、それに代わる簡

便な方法として、in vitro で遺伝子導入し
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た骨髄細胞をマウスに移植するという手段が

とられてきた。しかし、大量の放射線照射を

したマウスに細胞を移入するため、この方法

が正常造血を模倣できているとは言い難い。

多能性であり、自己複製能のある造血幹細胞

に in vivo で遺伝子導入できれば、この問題

は解決できる。その実現により、造血幹細胞

を含むすべての血液細胞の生理的な条件下で

の観察が、遺伝子改変マウスよりも容易に行

える。特に近年の幹細胞研究において、幹細

胞のstemnessの維持にはnicheなどを含む環

境因子が大きく関わっているとされ（Arai F 

et al, Cell 2004）、in vivo での実験が重要

となっている。過去に in vivo で造血幹細胞

への遺伝子導入に成功した報告はない。環境

因子を大きく変えない in vivo での遺伝子導

入は、造血幹細胞の生態を知るのに理想的で

あると考えられる。 

 申請者はウイルスのヒト細胞への感染機構

を研究してきた。その結果、麻疹ウイルスが

その表面蛋白とヒト CD150(SLAM)分子との結

合で細胞内に侵入することを世界に先駆けて

発見した(Tatsuo H, Ono N et al, Nature 

2000)。興味深いことに、近年 SJ Morrison ら

のグループは SLAM 分子が造血幹細胞に発現

していることを発見し、SLAM をマーカーとし

て更なる造血幹細胞の純化に成功している

(MJ Kiel et al, Cell 2005)。このことを利

用して、麻疹ウイルスの SLAM 分子指向性の組

換えレンチウイルスを作製できれば、造血幹

細胞を標的とした新規 in vivo 遺伝子導入法

が確立できる。 

 
２．研究の目的 
 麻疹ウイルスの SLAM 分子指向性をもつ組

換えレンチウイルスを作製し、造血幹細胞を

標的とした新規 in vivo 遺伝子導入システム

を確立する。 

 
３．研究の方法 
（１）麻疹ウイルス H 蛋白および F 蛋白をも

つレンチウイルスの作製 

 ウイルスをいかにして高いタイターで回収

することができるかが、in vivo 遺伝子導入

を目的とするこのプロジェクトの最重要課

題と考える。下図に作製の手順を示す。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

293f 細胞をパッケージング細胞として用い、

通常レンチウイルスベクター表面の蛋白と

して用いられる VSV-G 蛋白の代わりに、麻疹

ウイルスH蛋白およびF蛋白発現ベクターを、

レンチウイルスベクターコンポーネント発

現ベクターとともにトランスフェクション

する。すると細胞から麻疹ウイルスの H蛋白

および F 蛋白で被包されたレンチウイルス

が上清に出現してくる。高タイターのウイル

スを得るため、下記に従い実験を進める。 

① 細胞および発現ベクターの入手 

 麻疹ウイルスタンパク発現ベクターは作

製されており（柳雄介先生より供与）、レン

チウイルスベクターは GFP が発現するもの

を使用する。レンチウイルスベクターのシス

テムはキットとして市販のものも購入可能

である。今後、GFP 遺伝子を他遺伝子に置き

換えることを念頭に置き計画を進める。 

② トランスフェクション条件の最適化  

 リポフェクタミンを使用する。 

③ ウイルス作製 

④ ウイルスのタイトレーション 

 SLAM 陽性細胞（Vero/hSLAM)でウイルス力

価を確認する。SLAM 特異性を確認するため

に、Vero には感染しないことも確認する。

GFP 発現細胞の評価は感染後１日培養と１

週間以上の継代培養を行い、短期的な感染だ

けでなく、長期的なゲノムへのインテグレー

ションを確認する。 

  過去に我々はSLAM指向性水泡性口内炎ウ

イルスの作製に成功しており、その知見に

従い至適条件を決定する。トランスフェク

麻疹ウイルス
H蛋白 F蛋白

レンチウイルスゲノム

トランスフェクション

GFP遺伝子

pol蛋白
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麻疹ウイルスHおよびF蛋白
を持つ

レンチウイルスの作製



 

 

ションの時のプラスミドのモル比を調整する

ことが重要となってくると考えている。また、

ウイルス量のスケールアップのためウイルス

大量培養および濃縮を行う。 

（２）in vitro でのヒト SLAM ノックインマウ 

 ス造血幹細胞への遺伝子導入 

  ヒト SLAM ノックインマウス骨髄中の造血

幹細胞のほか、SLAM 陰性である前駆細胞、成

熟細胞の各集団をマルチカラーフローサイト

メトリーを用いて純化する。純化した各集団

それぞれにウイルスを接種し、SLAM 特異的に

遺伝子導入されることを、フローサイトメト

リーを用いて GFP 陽性細胞出現で確認する。 

（３）in vivo でのヒト SLAM ノックインマウス 

 造血幹細胞へ遺伝子導入（最適条件を確認） 

    ①～④の条件を最適化し、in vivo でのヒ

ト SLAM ノックインマウスへのウイルス投与

法を決定する。造血幹細胞への in vivo での

遺伝子導入効率は、フローサイトメトリーを

用いての末梢血各系統での GFP 陽性細胞出現

で評価する。 

 ① 投与経路 --- 静脈内投与、骨髄内投与   

 ② ウイルス量 

 ③ 投与回数 

  ④ 宿主の modification  

                --- Cyclophophamide+G-CSF 

（４）遺伝子導入された細胞の造血幹細胞とし 

 ての機能を確認 

  造血幹細胞の多能性および自己複製能を確

認する。 

 ① （３）で決定された条件にで、GFP 陽性

細胞が全系統の血球に長期に維持されること

を確認する。  

 ② GFP陽性造血幹細胞をフローサイトメト

リーを用いて純化し、放射線照射したマウス

に移植し、レシピエントマウスで再び全系統

の血球が再構成されることを確認する。 

 

４．研究成果 

（１）麻疹ウイルス H蛋白および F蛋白をもつ

レンチウイルスの作製 

  本研究はin vivoでの遺伝子導入を目的と

するため、ウイルスをいかにして高いタイタ

ーで回収できるか否かが重要である。研究方

法に従い、我々は293f細胞をパッケージング

細胞として用いて、通常エンベロープ蛋白と

して用いられるVSV-G蛋白の代わりに、麻疹

ウイルスH蛋白およびF蛋白をレンチウイル

スベクターコンポーネント発現ベクターと

ともにトランスフェクションした。こうして

細胞上清中に、麻疹ウイルスのH蛋白およびF

蛋白で被包されたレンチウイルスの回収を

試みたが、この段階での設定条件では高いウ

イルスタイターでの回収はできず、トランス

フェクション条件のさらなる至適化が必要

と思われた。 

  そこで、次に高いウイルスタイターを得る

ために、麻疹ウイルスH蛋白およびF蛋白発現

ベクターとレンチウイルスベクターコンポ

ーネント発現ベクターのモル比を変えての

調整を検討した。また、トランスフェクショ

ンの段階での異なるリポフェクタミン法や

異なるパッケージング細胞の使用について

も検討した。しかしながら、このような種々

の試みにもかかわらず、これまでにin vivo

の実験にまで十分なタイターは得られてお

らず、今後さらなる条件設定が必要である。

最近、SLAM発現にて純化したマウス造血幹細

胞へレンチウイルスによる遺伝子導入が成

功した報告がある。よって、高いウイルスタ

イターを得ることで、ヒトSLAMノックインマ

ウスを使用し、我々のウイルスベクターの造

血幹細胞選択的なin vivo導入は、今後十分

可能と予想される。  

 （２）ヒト骨髄造血細胞の SLAM 蛋白発現 

  我々は麻疹蛋白発現レンチウイルスが感

染しうるヒトSLAMが骨髄造血細胞のどのよ

うな集団に発現しているかについてフロー

サイトメトリーを用いて解析した。その結果

、ヒトSLAMは骨髄中のCD34+CD38+Lin-造血前

駆細胞の集団に高く発現していることが判

明した。次に、SLAM陽性ヒト造血細胞集団の

純化を試みたが、最終的に造血幹細胞と特定

できなかった。この結果は、造血幹細胞にお

けるSLAM発現パターンがマウスとヒトでは

大きく異なるという最近の報告に一致する。   



 

 

以上の研究成果より、我々のSLAM分子を介し

た造血幹細胞選択的なin vivo遺伝子導入の

系は、現時点でヒトでは使用困難が示唆され

る。 
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