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研究成果の概要（和文）：血友病に対する人工多能性幹細胞（iPSC）を用いた細胞治療の開発を検討した．C57BL/6間
葉系幹細胞に山中4因子を導入し，iPS細胞を得た．レンチウイルスベクターを用いて血液凝固第VIII因子（FVIII）を
遺伝子導入し，30-100％の凝固因子活性をもつiPS細胞株を樹立した．この細胞をヌードマウスに皮下投与を行うと奇
形腫の形成に伴い，血中の凝固因子抗原量がヒト治療域に達した． EF1αプロモーターがiPS細胞で長期にわたり安定
して遺伝子を発現することを明らかとした．血友病BマウスiPS細胞を樹立し，キメラ系性能を確認した．この樹立した
iPS細胞からFIXを強発現する細胞株を得た．

研究成果の概要（英文）：We focused on the use of iPSCs for cell-based therapy of hemophilia. We generated 
iPSCs from mesenchymal stem cells isolated from C57BL/6 mice. The mouse iPSCs were generated through the i
nduction of four Yamanaka transcription factor genes. The iPSCs released functional coagulation factor VII
I (FVIII) following transduction with a  lentiviral vector. The subcutaneous transplantation of iPSCs expr
essing FVIII into nude mice resulted in teratoma formation, and significantly increased plasma levels of F
VIII. The plasma concentration of FVIII was at levels appropriate for human therapy at 2&#8211;4 weeks pos
t-transplantation. We next examined which promoter was suitable for the production of coagulation factor f
rom iPSCs, and found that EF1alpha promoter stably drove transgene in iPSCs. We also developed iPSCs from 
FIX-deficient mouse fibroblasts by sendai virus vector. The established iPSCs had a potency to produce chi
meric mouse, and could produce functional FIX after the transduction. 
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1. 研究開始当初の背景 
血友病は血液凝固第 VIII 因子（FVIII），ま
たは第 IX 因子（FIX）の先天性遺伝子異常に
よる出血性疾患である．先天性出血性疾患と
しては最も頻度が高く，中でも血友病 A
（FVIII 異常）が血友病 B の５倍の有病率で
ある．血友病の治療は濃縮凝固因子製剤の投
与が一般的である．しかし，製剤の半減期は
短く，出血の予防・治療には頻回の投与が必
要であり，新規治療法の開発が必要である． 
 現在の血友病治療の問題点を解決するた
めに遺伝子細胞治療法が進められている．血
友病は，血中凝固因子レベルの治療域が広く，
また単一の遺伝子異常であることから，遺伝
子治療のよい対象疾患と考えられてきた．血
友病に対する遺伝子治療には大きく分けて
２つのアプローチが存在する．ひとつは遺伝
子発現ベクターを直接体内に投与する方法
である．もう一つは ex vivo で遺伝子導入を
行った細胞を細胞移植の手法で体内に移植
する細胞移植治療である．前者のアプローチ
にはアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）が
最も用いられており，すでにヒトを対象とし
た第一相臨床試験が欧米で行われている．一
方，細胞治療については大きなブレークスル
ーに至っていない． 
 
２．研究の目的 
本研究では現行の血友病治療法が抱える問
題点を解決する手法として細胞治療に着目
し，中でも自己の細胞を無限に増やすことが
可能な人工多能性幹細胞（iPSC）を用いた細
胞治療の開発を目的とする． 
 
３．研究の方法 
1)iPSC の樹立：ワイルドタイプマウス
（C57/BL6J）より骨髄付着型細胞から間葉系
幹細胞（MSC）を樹立した．樹立した MSC は
CD44 陽性，Stem Cell Angigen （ScaI）陽性
を確認した．MSCに山中４因子 (c-Myc, Sox2, 
Klf4, Oct3/4) を 発 現 す る プ ラ ス ミ ド 
(Addgene)を Nucleofectionにより導入した．
導入した細胞をマウス胎仔線維芽細胞（MEF）
フィーダー細胞上に播種し，１か月後に ES
細胞様のコロニーをピックアップした．FIX
ノックアウトマウス（血友病 Bマウス）から
の iPSC はセンダイウイルスベクターを用い
てiPS細胞を誘導した（Cytotune iPS, DNAVEC 
Corp.）． 
 
2) iPS 細胞の培養：マウス iPS 細胞は
Knock-out DMEM (Invitrogen)に 15%ウシ血
清，モノチオグリセオール，NEAA, LIF (1 x 
103/ml)存在下で培養を行った． 
 
3) レンチウイルスベクター：自己不活性化
型の第３世代レンチウイルスベクターであ
るサル免疫不全ウイルスベクター（SIV）を
用いた．遺伝子発現ベクターと共に Rev, 
VSV-G, Gag/polを発現するベクターを同時に

HEK293T 細胞にトランスフェクションし，そ
の上清を超遠心してウイルスベクターを濃
縮し実験に用いた．ウイルスベクターのタイ
ターは UT-7/TPO 細胞株を用い，感染後 48 時
間の細胞DNAにインテグレーションされるプ
ロウイルス量を定量化し，EGFP 発現ベクター
のそれと比較する形で算出した． 
 
4) FVIII 活性・抗原量の測定：FVIII 活性
（FVIII:C）は凝固一段法により測定した
（Sysmex 社 CA500）．FVIII 抗原量（FVIII:Ag）
は ELISA 法（Diagnostica Stago 社）を用い
た． 
 
5)奇形腫の発生：iPS 細胞（1 x 106細胞）を
ヌードマウスに皮下移植を行った． 
 
４．研究成果 
1) iPSC の樹立：山中４因子を導入した MSC
はより ES 様の細胞を得た．得られた細胞は
c-Myc, Oct3/4, Sox2, Nagnog などの初期化
因子 mRNA が陽性であった（図 1）．また，得
られた細胞をヌードマウスに皮下投与した
ところ，３胚葉への分化を認める奇形腫を形
成た（図 2）．以上より得られた細胞をマウス
iPS 細胞として用いた． 

図 1 プラスミドトランスフェクションで得
られた iPS 細胞の初期化因子 mRNA の発現． 

図 2 iPS 由来奇形腫の形成 ３胚葉への分
化を組織学的に確認した． 



 
2）iPS 細胞からの FVIII 産生：CAG プロモー
ターの下流で FVIII を発現する SIVベクター
を作成し，これをマウス iPS 細胞に感染させ
た．iPS 細胞はベクター用量依存性に上清に
FVIII を産生した（図 3）．その後，FVIII 産
生の良いクローンを 3つ選択した（図 4）． 
 

図 3 iPS 細胞からの FVIII:C 発現 MOI 依存
性に FVIII の産生を認める． 
 

 
図 4 FVIII 発現 iPS クローンの選択 
 
3) ヌードマウスへの FVIII 発現 iPS 投与：
上記のFVIII産生クローンをヌードマウスに
皮下移植し，経時的に採血を行い血中のヒト
FVIII：Ag を測定した．皮下移植後，奇形腫
の形成と共に，徐々に FVIII:Ag は上昇し 4
週後にヒト血友病Aの治療域に達した（図5）． 

 
 
図 5 FVIII 発現 iPS 細胞移植後のヌードマ
ウス血中 FVIII:Ag の変化 

 
4) FIX K/O ノックアウトマウス iPS の樹立：
FIX マウスの皮膚線維芽細胞にセンダイウイ
ルスベクターを感染させ，iPS 細胞を樹立し
た．得られた iPS 細胞はワイルドタイプマウ
スのiPS細胞同様に初期化因子が陽性である
ことを確認した（データ未提示）．また，キ
メラ型性能を保持していた（図 6）． 
 

 
図 6 FIX ノックアウトマウス由来 iPS のキメ
ラ形成能 
 
5) iPS 細胞に適したプロモーターの選択： 
CMV, CAG, EF1alpha, Ubiqitin（Ubc）プロ
モーターにより EGFP を発現しうる SIV ベク
ターを作成した．iPS 細胞に感染後に経時的
に EGFP の発現を確認した．CMV，CAG プロモ
ーターでは徐々に EGFP 発現が消失するクロ
ーンが多いのに対し，EF1alpha プロモーター
—や Ubcプロモーターでは EGFP の発現が持続
した．中でも EF1 プロモーターが発現効率の
面からは優れていた（データ未提示）． 
 
6) FIX 発現 iPS 細胞の作成：EF1alpha プロ
モーターの下流で FIX と EGFP を同時に発現
する SIV ベクター，もしくは EF1alpha プロ
モーターの下流で EGFP 発現する SIV ベクタ
ーを感染させ，FIX，および EGFP を高発現す
る iPS クローンを得た． 
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