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研究成果の概要（和文）：本研究では、ボルナ病ウイルスを基盤に開発したRNA型エピソーマルウイルスベクタ
ーREVecによるエピゲノム摂動を明らかにすることを目的に実施された。ウイルス由来エピソーマルRNAによるエ
ピジェネティクス制御を探究するために、以下の2項目を実施した。１）REVec導入による幹細胞のエピゲノム摂
動の解明。２） REVec エピゲノム摂動の幹細胞分化への影響の検証。１）では、REVecを導入した間葉系幹細胞
を作製し、分化誘導と導入幹細胞の生化学的性状を解析した。２）では、REVec導入間葉系幹細胞の遺伝子発現
変化をマイクロアレイにより解析し、未分化マーカーの発現やがん化に関する試験を実施した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to elucidate epigenomic perturbation by REVec,
 an episomal RNA-based viral vector developed from the Borna disease virus. To explore the 
regulation of epigenetics by virus-derived episomal RNA, the following two points were performed: 1)
 elucidate the epigenomic perturbation of stem cells by REVec transduction; 2) examine the effect of
 REVec epigenomic perturbation on stem cell differentiation; in 1), REVec-transduced mesenchymal 
stem cells were generated and in 2), we analyzed gene expression changes in REVec-transfected 
mesenchymal stem cells by microarray and tested for expression of undifferentiated markers and 
oncogenesis.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
外来遺伝子を発現するウイルスベクターを生体に導入するためには、その毒性を可能な限り排除しなくてはなら
ない。しかしながら、これまでウイルスベクターによる細胞のエピジェネティックな変化（エピゲノム摂動）を
「毒性」として捉え詳細に検証した研究はない。本研究では、遺伝子再生治療や再生医療に応用されている幹細
胞をターゲットとして、ベクター導入におけるエピゲノム変化の探索を実施した。本研究の成果により、RNAウ
イルスベクター導入による幹細胞の分化と生化学性状が明らかとなり、エピゲノム変化との関連性が示唆され
た。今後の継続した解析によりウイルスベクター導入による影響の検証が可能となった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子治療は未来医療の大きな柱である。なかでも、幹細胞を用いた遺伝子細胞治療は、中枢

神経系疾患、代謝異常症、固形癌など、根治的治療が難しい疾患に効率的な遺伝子治療を提供で

きると期待されている。現在、遺伝子治療に用いられているウイルスベクターは、主にレンチウ

イルス（LeV）とアデノ随伴ウイルスウイルス（AAV）由来のベクターである。これらのウイル

スベクターは、現在、種々の疾患への適用が検討され、非臨床研究においてその有効性も実証さ

れている。しかしながら、高度の安全性と持続性が求められる幹細胞での遺伝子発現にこれらウ

イルスベクターは必ずしも適しているとはいえない[1]。その理由として、LeV ベクターは、予

期せぬゲノム傷害性があり、幹細胞の癌化が危惧されている。また、遺伝子サイレンシングが起

こりやすく、遺伝子発現の消失も問題である。一方で、AAV ベクターは分化増殖する細胞では

希釈されるため発現が低下する。また、抗体や細胞傷害性 T 細胞により不活化され、生体では

徐々に発現効果が落ちるという難点がある。すなわち、現状において幹細胞に安全かつ安定して

遺伝子導入できるスタンダードベクターは存在していないと言える。 

研究代表者が開発を進めている REVec（RNA virus-based episomal vector）は、マイナス鎖一本

鎖の RNA をゲノムに持つボルナ病ウイルスを利用した新規の RNA ウイルスベクターである。

ボルナ病ウイルスのゲノム RNA は、感染細胞の核内でエピソーマル RNA を形成し、細胞周期

を通して染色体上に局在する。この性状により、ボルナ病ウイルスは核内で安定した持続感染を

維持することができる[2,3]。このボルナ病ウイルスの性状を利用した REVec は、エピソーマル

RNA として核内で遺伝子発現を行う。そのためゲノム傷害性がなく、遺伝子サイレンシングも

受けない。また、分裂染色体とともに娘細胞の核へと安定に運ばれるため、分化増殖細胞でも持

続的な遺伝子発現が可能である[4]。これまでの研究から、REVec は間葉系幹細胞や造血幹細胞

などの体性幹細胞に加え、多能性幹細胞である iPS 細胞への安定した遺伝子導入が可能であり、

iPS 細胞への導入効率と持続性は既存のウイルスベクターを凌駕していることを報告している 

[5,6]。また、改良を進めることで REVec が幹細胞を用いた遺伝子細胞治療における最適なウイ

ルスベクターとなることを示してきた[7-13]。一方で、幹細胞導入における REVec の安全性につ

いては解決すべき課題がいまだ多く残っている。 

 
２．研究の目的 

これまでの研究開発において、研究代表者はボルナ病ウイルス由来の新規ウイルスベクター

REVec が、既存の他のウイルスベクターと比べて幹細胞への遺伝子導入に最適な性状を持つ革

新的ウイルスベクターであることを示してきた。一方で、REVec の幹細胞への毒性については、

不明な点が多く残されている。特に、REVec 由来のエピソーマル RNA が細胞にどのような影響

を与えているのかが重要な課題となっている。そこで本研究では、REVec の幹細胞への持続導入

による遺伝子変動を含むエピゲノム摂動を明らかにすることを目的にした。本研究は、幹細胞遺

伝子治療ベクターとしての REVec の安全性と有効性を検証するとともに、エピソーマル RNA に

よるエピジェネティクス制御というウイルスの新しいエピゲノム制御機構の解明が目標である。 

 
３．研究の方法 

本研究では、幹細胞への REVec の持続導入によるエピゲノム解析を実施するために、まずは

REVec を間葉系幹細胞に導入する技術的確立を行うとともに、REVec 導入間葉系幹細胞の安全

性評価について、エピジェネティクスを中心に解析を進めた。本研究で設定した 2 つの達成目標

「REVec 導入による幹細胞のエピゲノム摂動の解明」と「REVec エピゲノム摂動の幹細胞分化

への影響の検証」において検討した主な方法について記載する。 

(1) REVec 導入幹細胞の作製：間葉系幹細胞は由来組織によって細胞の性状が大きく異なるため、

骨髄・皮下脂肪・臍帯血由来間葉系幹細胞における REVec の導入効率と遺伝子発現の持続性を



ルシフェラーゼにより評価した。 

(2) REVec 導入幹細胞のトランスクリプトームならびにエピゲノムの解析：REVec 導入間葉系幹

細胞の RNA-seq 解析と ChIP-seq 解析を実施し、REVec 導入前後での変動を解析した。 

(3) REVec 導入ヒト由来間葉系幹細胞のがん化リスク解析：REVec 導入間葉系幹細胞における染

色体異常の核型、ベクターゲノムのインテグレーションを PCR 法にて検出した。 

(4) REVec 導入間葉系幹細胞のラット脳内への移植：骨髄由来間葉系幹細胞にルシフェラーゼ搭

載 REVec を導入し、105cell/kg で免疫抑制剤を処置後の野生型ラットに脳実質内投与により移植

した。 
 
４．研究成果 

2 年間の研究期間において、まずは解析の材料となる REVec 導入間葉系幹細胞の樹立を行っ

た。様々な由来にヒト間葉系幹細胞に REVec の導入を試みた結果、皮下、骨髄および臍帯血由

来間葉系幹細胞のいずれもおいても REVec の導入効率が高いことが示された（図 1A）。またど

の間葉系幹細胞においても少なくとも 2 週間は目的遺伝子の発現を維持できることが明らかと

なった（図 1B）。REVec 導入間葉系幹細胞を用いて、その分化誘導能を解析したところ、REVec

導入間葉系細胞は非導入細胞と同等の分化能を示した[5]。そこで、REVec 導入間葉系細胞を以

後の解析に供した。マイクロアレイならびに RNA-seq 解析により GFP 発現 REVec を導入した間

葉系幹細胞の遺伝子発現の解析を行うとともに、ChIP-seq およびによるエピゲノム解析を実施

した。現在までに解析は終了してい

るものの、詳細なデータ分析が不十

分である。今後引き続きデータ分析

を進め、REVec 導入において変動が

みられる遺伝子発現を解析する。ま

た、エピゲノム解析のための ATAC-

seq 解析も準備中である。 

一方で、REVec 導入間葉系幹細胞

のがん化に関する性状を調べるた

めに、染色体異常の核型とベクター

ゲノムのインテグレーションを PCR 法にて検出した。その結果、REVec 導入間葉系幹細胞にお

いて染色体異常の核型は認められず、またゲノムにおける REVec 配列の挿入も確認することは

できなかったことから、REVec 導入による細胞のがん化リスクは低いと評価された。 

さらに本研究では、in vivo における REVec 導入間葉系幹細胞の安全性を確認するために、ラ

ット脳内への REVec 導入間葉系幹細胞の移植

を試みた。間葉系幹細胞にルシフェラーゼ搭載

REVec を導入し、免疫抑制剤を処置後のラッに

移植した結果、少なくとも 2 週間は遺伝子発現

を検出した（図 2AB）。間葉系幹細胞移植後の

個体の体重変動は、コントロールと比較し有意

な差は認められなかった。今後はこのラットを

用いて in vivo における、REVec 導入間葉系幹細

胞の毒性評価を進める予定である 
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