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研究成果の概要（和文）：ADA 欠損症患者の Fibroblast より iPS細胞を作製し 、その後アデ

ノ随伴ウイルスベクターによる相同組換え（遺伝子修復）を試みた。デオキシアデノシンによ

る選択では、耐性クローン（ADA 修復クローン）の獲得はできず、現在一般的なセレクション

マーカーの使用を検討中である。また相同組換え後の血球系分化の前実験として、OP-9ストロ

ーマ細胞上にてマウス ES, iPS細胞から Tリンパ球や Bリンパ球への分化に成功した。 

 

研究成果の概要（英文）：iPS cells were derived from skin fibroblasts of ADA deficiency 

patients. While AAV-mediated gene targeting for the homologous recombination, followed 
by the selection with deoxyadenosine, was performed, corrected clones were not obtained. 
iPS cells showed the differentiation into T and B lymphocytes in the culture with OP9 
stromal cells. This system is thought to be useful for the functional analysis of corrected 
ADA gene in iPS cells.    
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１．研究開始当初の背景 

原発性免疫不全症の根治的治療は造血幹細

胞移植であるが、HLA 一致ドナーが存在しな

い場合には、移植関連合併症により良好な成

績が得られない場合がある。そのような患者

に対し、1990年よりレトロウイルスベクター

による遺伝子治療が行われてきた。現在まで

にアデノシンデアミナーゼ（ADA）欠損症、 

X連鎖重症複合免疫不全症（X-SCID）、慢性肉

芽腫症、Wiskott-Aldrich 症候群に対し遺伝

子治療が行われ、その効果（免疫系の再構築）

が認められている。しかし、2002年に X-SCID

への遺伝子治療において白血病という重大

な問題が報告された。レトロウイルスベクタ

ーは染色体状にランダムに挿入され、さらに

ウイルスベクターの long terminal repeat

内のエンハンサーにより、挿入部位近傍の癌

原遺伝子が活性化された結果であった。申請

者らも、フランスのグループとの共同臨床研

究として、X-SCIDに対する遺伝子治療を計画

し、準備を進めてきたが、結果的に計画を中

止することとなった。 
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従来のレトロウイルスベクターによる遺伝

子付加型（gene addition）遺伝子治療では、

高い効率での遺伝子導入が可能であるが、上

記の挿入発癌変異の危険性が常に存在する。

遺伝子治療の理想的な方法は、相同組換えを

利用した遺伝子修復（gene correction）で

あり、近年様々な手法が報告されている。し

かし、その効率は低く、造血幹細胞のような

ex vivo での増幅が難しい細胞では使用への

ハードルが高い状況である。 

 ADA 欠損症は重症複合免疫不全症の一つで

あり、ADA 遺伝子の変異によって引き起こさ

れる。他の免疫不全症同様に根治的治療は造

血幹細胞移植であるが、HLA 一致血縁ドナー

が存在しない場合の成績は不良である。また

酵素補充療法（PEG-ADA）は、重症型での完

全な免疫能の回復は難しく、同時に経済的な

負担も非常に大きい。これらの理由により、

至適ドナーがいない患者に対する遺伝子治

療の必要性が唱えられてきた。 

 

２．研究の目的 

これまでの報告において相同組換えによる

遺伝子修復の効率は極めて低く、初期培養細

胞では、遺伝子修復後の minor popularity

を選択、増殖させるのは極めて困難であった。

この問題点を克服する方法として、iPS 細胞

を利用する遺伝子治療が挙げられる。iPS 細

胞は無限に増殖させることが可能であり、適

当な選別法があれば遺伝子修復クローンの

みを選択的に増殖させることが可能である。

また、iPS 細胞での相同組換えも、プラスミ

ドによるエレクトロポレーション法や、ウイ

ルスベクターによる方法が確立されている。 

今回申請者は、重症複合免疫不全症の一つで

ある、ADA 欠損症患者からの iPS 細胞を樹立

し、アデノ随伴ウイルス（Adeno-associated 

viral: AAV）ベクターによる ADA遺伝子の修

復（gene targeting）を試みる。その後遺伝

子修復されたクローンを選択、増幅した後に

造血幹細胞への分化を図り、in vitroおよび

in vivoにおける各血球系の分化を評価する。

以上の研究を遂行することで、原発性免疫不

全症へのより安全な遺伝子治療法の確立を

目指す。 

 

３．研究の方法 

（１）ADA-SCID 患者の皮膚線維芽細胞に、

レトロウイルスベクターにより c-Myc、

Oct3/4、Sox2、Klf4 を導入する。出現した

iPS細胞（ADA-iPS）に関して、その多能性を

免疫染色や奇形種の形成で確認する。 

 

（２）相同組換えは AAVベクターを使用する。 

変異エクソンに対応する正常エクソンと両

端に約 1.5kbのホモロジーアームを含む配列

を AAVベクターに組み込む。ベクタープラス

ミドを、アデノウイルスヘルパープラスミド

と AAV-Rep/Cap プラスミドとともに 293T 細

胞にトランスフェクションすることでウイ

ルスを作製する。このウイルスを使用して

gene targeting （相同組換え）を行う。

MOI=2000〜3000でADA-iPSに遺伝子導入する。 

（３）遺伝子修復クローンの選択はデオキシ

アデノシン（dAdo）を使用する。ADA 欠損細

胞は dAd存在下では、その細胞毒性の為に生

存できない。しかし ADAが修復されることで

デオキシイノシンが代謝され、生存が可能と

なる。この方法を用いて、遺伝子修復クロー

ンの選択を行う。 

 

（４）遺伝子修復後の iPS 細胞を OP-9 スト

ローマ細胞上でサイトカイン（BMP4、VEGF、

SCF、FGF、TPO、Flt ligand）存在化で培養

し、  CD34陽性細胞へ分化誘導させる。In 

vitro、in vitro において各血球系に分化さ

せ、同時に ADA活性の測定を行う。 

 

４．研究成果 

（１）iPS細胞の作製 

ADA 欠損症患者および正常人の皮膚線維芽細

胞に、c-Myc、Oct3/4、Sox2、Klf4 をレトロ

ウイルスベクターにより遺伝子導入した。遺

伝子導入後にフィーダー細胞上で培養した

ところ ES 細胞様のコロニーが出現した。こ

れらのコロニーは、Nanog、Oct3/4、SSEA3、

SSEA4、Tra1-60、Tra1-81の発現が確認され、

また NOD-scid マウスでの奇形種形成も確認

された。 

 

（２） 相同組換え（ジーンターゲッティン

グ）用アデノ随伴ウイルスベクター（AAV）



の作製 

ADA-iPS は Exon7 にホモの変異を持っている

ため、Exon7 の全配列および両端イントロン

配列（約 1.5kb）を AAVベクターに挿入した。

このベクタープラスミドをアデノウイルス

ヘルパープラスミドおよび AAV-Rep/Capプラ

スミドともに 293T 細胞へトランスフェクシ

ョンし、その後 CsClにて精製した。 

 

（３）血清型による遺伝子導入効率の比較 

AAV の血清型（serotype）にはいくつかの報

告がある。２型および 3 型の AAV-EGFP ウイ

ルスを作製し、iPS 細胞に導入したところ、

同じ２型ウイルスがより高効率で遺伝子導

入できることが判明した。 

 

（４）相同組替えの実施 

AAV ターゲッティングベクターにより、

MOI=2000〜20000 で遺伝子導入を行った。遺

伝子導入後 48 時間後より、デオキシアデノ

シンによる選択を行った。濃度は 1〜100M 

で行ったが、耐性クローンの獲得はできなか

った。その理由としては様々な要因が考えら

れた。ADA 欠損症は常染色体劣性遺伝形式を

取るため、正常人と患者では ADA遺伝子は２

コピーの違いがある。もし片側アリルのみの

遺伝子修復が達成されても、選択に耐えうる

だけの ADA活性が回復されない可能性が考え

られる。また、ADA-iPS と normal-iPS での

ADA 活性の差がそれほど大きくない場合には、

より細かな dAdo の濃度設定が必要とも考え

られた。現在は一般的な選択遺伝子を利用し

た positive/negative selection（ネオマイ

シン耐性、HSV-tk）を利用した方法を検討中

である。 

 

（５）iPS細胞の造血細胞への分化誘導 

遺伝子修復後の iPS細胞の分化誘導の前実験

としてマウスの ES および iPS 細胞の造血幹

細胞への分化誘導実験を行った。これまでの

報告に従い、 ES および iPS 細胞に HoxB4 遺

伝子を導入し、OP-9 ストローマ細胞および

OP9-DLL1（NOTCH リガンドの delta like1 を

強発現させた）上にて培養し分化誘導を試み

た。造血幹細胞への分化誘導はうまくいかず、

奇形種の形成が起こってしまった。In vitro

での実験系では、T 細胞（CD3 陽性）、B 細胞

（B220陽性）への分化誘導を認めた。iPS細

胞の造血幹細胞への分化にはいまだ克服す

べき問題が多く、本実験でも成功できなかっ

た。T、B細胞への分化は可能であり、今後相

同組換えによる遺伝子修復後の iPS細胞の機

能の評価は可能であると思われた。 
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