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研究成果の概要（和文）：	 血友病Ａに対する遺伝子治療法を目指し、長期間安定に外来遺

伝子の発現を維持可能な、非ウイルス型ベクターの開発を行った。新規トランスポゾンを

利用することにより、ヒト iPS 細胞において 150 日以上、外来遺伝子発現を維持可能であ

る事を示した。また、遺伝子治療用ベクターとしては初めて、7.0kb ものサイズを持つ全

長型第Ⅷ因子 cDNA の発現に成功した。本研究の新規トランスポゾンベクターは、血友病遺

伝子治療用のベクターとして期待される。 
 
研究成果の概要（英文）： Aiming for developing a novel gene therapy of hemophilia A, we 
have developed non-viral based gene delivery vectors that can maintain foreign gene 
expression for long term. We identified that new transposon vectors were able to maintain 
reporter gene expression in human iPS cells for up to 150 days. In addition, we report here 
for the first time that we can deliver the full-length Factor VIII cDNA with 7.0 kb in size by 
using our transposon vectors. Our transposon vector is a promising technology for future 
gene therapy of severe hemophilia A. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) iPS細胞は患者からの樹立が可能であり、
増殖能力も高いことから、ex vivo遺伝子治療
用のターゲット細胞として有望である。 
 
(2) しかしながら、iPS 細胞などの多能性幹

細胞は、治療用遺伝子の発現に用いられるレ
トロウイルスベクターを抑制することが知
られており、長期間安定な発現を得る事が難
しかった。 
 
(3) また、血友病 Aの遺伝子治療を行う為に
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は、欠損している血液凝固第Ⅷ因子を外部よ
り補う必要がるが、全長型の第Ⅷ因子 cDNA
は 7.0 kb もあり、今まではもっぱら B ドメ
イン欠失型のショートフォームが使われて
いる。全長型第Ⅷ因子を効率良く導入可能な
ベクターの報告はまだ無い。 
 
 
２．研究の目的 
(1) 今まで遺伝子治療ベクターの主流であっ
たレトロウイルス・レンチウイルスに変わり、
piggyBac トランスポゾン由来ベクターを開
発する。 
 
(2) トランスポゾンベクターを用いてヒト
iPS 細胞への導入条件を最適化し、長期に渡
る発現安定性を検討する。 
 
(3) 血液凝固異常症である血友病 Aの遺伝子
治療を目指し、血液凝固第Ⅷ因子を発現する
ベクターを作製し、性能を評価する。 
 
 
３．研究の方法 
	 
	 我々はまず、piggyBacベクターの導入効率を
検定するために、EGFP を発現するレポーター
ベクター、および B ドメイン欠損型ヒト第
VIII因子、Bドメイン欠損型イヌ第 VIII因子、
および全長型ヒト第VIII因子を発現するベクタ
ーを作製した。piggyBacベクターが導入された
細胞だけを選択するために、IRES の下流にピ
ューロマイシン耐性遺伝子または EGFP遺伝子
を挿入した。	 

	 
	 
４．研究成果	 
	 
	 構築した piggyBac ベクターの導入効率を
最適化するために、プラスミド導入効率の高

い HEK293T 細胞およびヒト iPS 細胞(201B7
株)をターケゲット細胞として、Lipofection
法や Nucleofection 法による導入条件検討を
行った。その結果、piggyBac転移酵素の量を
相対的に少なくすることで、ホスト染色体へ
の導入効率が向上することが判明した。	 
	 
	 上記の最適化条件を用いて、HEK293T 細胞
へ piggyBac ベクターを導入し、フローサイ
トメーターおよび蛍光顕微鏡で EGFP レポー
ターの蛍光を観察した所、非常に高い効率で
EGFP の導入発現が可能となった。また、GFP
陽性細胞の割合は低下するものの、全長第
VIII 因 子 を 導 入 し た ベ ク タ ー
(PB-CAG-hF8(full)-IRES-EGFP)においても、
GFP 陽性細胞が観察された。	 
	 
その後、血液凝固第 VIII 因子(全長型および
Bドメイン欠損型)の cDNA を上述の piggyBac
ベクターに組込み、全長の cDNA 塩基配列を
サンガーシーケンス法により確認した。
piggyBac ベクターを 293T 細胞及びヒト iPS
細胞へ導入した後、ピューロマイシンで選択
を行い、ベクターが導入された細胞のみを選
別した。その後、ゲノム DNA への piggyBac
挿入コピー数を定量 PCR で検討した。GFP を
搭載したベクターは平均で 2コピー近いゲノ
ムへの挿入を確認できたが、サイズの大きい
第VIII因子(BDDおよび全長型)は平均0.5か
ら 1.1 コピーに留まった。驚くべき事に、全
長第 VIII 因子と BDD 第 VIII 因子ではゲノム
に挿入されたコピー数に大きな差はなかっ
た。また mRNA の転写量を比較するために、
すべてのベクターに共通する IRES 部分を増
幅するプライマーを用いて、定量 PCR を行っ
た。その結果、第 VIII 因子は EGFP に比べ、
一桁から二桁低い発現量となったものの、十
分検出可能な量の発現が観察された。	 



 

 

	 
	 また、第 VIII 因子は細胞外分泌タンパク
質であるが、小胞体を経由して分泌すること
が知られている。そこで、piggyBacベクター
を HEK293T 細胞へ導入を行い、三日後に細胞
を固定して、ヒト第 VIII 因子を認識する抗
体を用いて免疫染色を行った。すると、細胞
質の小胞体部分においてヒト第 VIII 因子の
特異的なシグナルを検出することができた。
また、IRES-EGFP を持つ全長型ヒト第 VIII 因
子に関しては、EGFP 発現強度と第 VIII 因子
染色シグナル強度の間に強い相関が観察さ
れた。	 

	 
	 さらに、細胞外に第 VIII 因子タンパク質
が活性を持って細胞外に分泌生産されてい
るか検定するために、培養上製中の第 VIII
因 子 活 性 を
APTT(activatedpartialthromboplastintime
)で測定した。驚くべきことに、単位細胞数
当たりの第 VIII 因子活性値においても、全
長型第 VIII 因子の方が BDD 欠損型よりも多
く測定された。さらに、イヌ第 VIII 因子は、
ヒト第 VIII 因子よりも高い比活性を持つ事
が知られている。そこで我々はイヌの BDD 型
第 VIII 因子もクローニンクグして導入した
所、ヒト第 VIII 因子よりも 2.7 倍から 2.9
倍高い活性値を確認することが出来た。イヌ
第 VIII 因子を発現する piggyBacベクターは、
血友病犬への遺伝子治療の他、ヒト第 VIII
因子製剤に対してインビター(中和抗体)の
認められる患者に対しても、バイパス製剤の
選択肢の一つとして有効となる可能性があ
る。	 
	 
	 piggyBacベクターを用いる事で、7kb の
巨大 cDNA を含む発現カセットを導入可能
であることを確認出来た。これは、血液凝
固第 VIII 因子のような巨大 cDNA の導入に
有効である。しかしそれと同時に、搭載遺
伝子サイズが大きくなる程、導入効率が下

がる傾向が観察された。今後、すでに報告
されている高活性型転移酵素の利用や、ベ
クターのさらなる改変により、大きなベク
ターにおける導入効率を高めて行きたい。
また、すでに構築済みのベクターに関して
は、マウスへの導入実験を行い、生体内で
の発現量および有効性を確認している最中
である。	 
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