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研究成果の概要（和文）：転写因子E2A 発現を阻害した状態で、造血幹細胞をB細胞分化条件で培養すると、in vitro
で造血幹細胞様である多能性造血幹/前駆細胞 （induced hematopoietic stem/progenitor cell: iHSP細胞）を in vi
troで誘導することができる。本研究では、従来よりも安全な方法で、且つ効率的に、造血幹細胞をiHSP細胞へ誘導す
る方法を確立するために、TALエフェクター（transcription activator-like effector: TALE）技術を用いた人工転写
因子を発現するプラスミドベクターの構築を行った。

研究成果の概要（英文）：Transplantation of hematopoietic stem and progenitor cells (HSCs) is now a widely 
performed therapy for many hematopoietic diseases. However, these cells are present in low number and are 
subject to replicative senescence after extraction; thus, the acquisition of sufficient numbers of cells 
for transplantation requires donors able to provide repetitive blood samples and/or methods of expanding 
cell numbers without disturbing cell multipotentiality. Previous studies have shown that HSCs maintain 
their multipotentiality and self-renewal activity if TCF3 transcription function is blocked under B cell 
differentiating conditions. Taking advantage of this finding to devise a new approach to HSC expansion in 
vitro, we constructed an episomal expression vector that specifically targets and transiently represses 
the TCF3 gene.

研究分野：血液内科学

キーワード：  TCF3 (E2A)　人工転写因子　TALE
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１．研究開始当初の背景 
今までの癌治療である「外科療法（手術）」、
「化学療法（抗ガン剤）」、「放射線療法」
の三大療法は、副作用による患者への肉体
的・精神的負担が大きいことが難点である。
一方で、近年開発された免疫細胞療法は、患
者自身の血液を採取してin vitroにて血液細
胞を増殖し、患者自身に戻す方法である。こ
の方法は副作用の心配なく患者の免疫機能を
高めることで、癌の進行を抑制することがで
きる。すでに免疫細胞療法は治療に応用され、
高い効果を得ている。しかし現状の方法では
体外で増幅させた血液細胞は保存ができない
ので、治療中は患者から頻繁に(2週間に1度程
度を最低6回、を数サイクル)血液採取を行わ
なければならない。これは、非常に手間が掛
かり、コストも割高という点でも患者への負
担が少ないとは言えず、現状方法の改善が必
要とされている(図１)。 

 
近年開発された癌治療である免疫細胞療法
は、患者自身の血液を採取して in vitroにて
血液細胞を増殖し、患者自身に戻す方法であ
る。この方法は副作用の心配なく患者の免疫
機能を高めることで、がんの進行を抑制する
ことができ、高い効果を得ている。しかし現
状の方法では体外で増幅させた血液細胞は
保存ができないので、治療中は患者から頻繁
に(2 週間に 1 度程度を最低 6 回で数サイク
ル)血液採取を行わなければならない。これは、
非常に手間が掛かり、コストも割高という点
でも患者への負担が大きい。このため、現状
方法の改善が必要とされ、in vitro で効率よ
く血球細胞を増やす方法の開発が期待され
ている(図 1)。 
 
	
 体細胞に 4つの転写因子の発現をさせるだ
けで誘導多能性幹細胞(iPS 細胞)が作り出せ

ることが明らかになったが、造血幹細胞にお
いても、転写因子 TCF3 (E2A) 発現を阻害す
れば in vitroで造血幹細胞様 iHSP細胞を誘
導することが明らかになった(Ikawa et al., 
Stem Cell Reports. 2015 5:1-12.)。iHSP細
胞は、1)すべての白血球にいつでも分化でき
る能力をもつ状態で、2）無限に増殖させる
ことができ、3）凍結保存が可能である(図 1，
2)。造血幹細胞を iHSP細胞へ誘導できれば、
1 度の採血で各種免疫細胞療法を何度でも
受けることができるので、患者の負担を大
幅に軽減し、且つ高い治療効果を得られる。
また、iHSP細胞は骨髄移植も可能であり、
白血病の治療にも用いることができる。と
ころが、この方法は現段階でレトロウイル
スを用いた方法のみ成功しており、安全性
の面から現状の方法を治療に応用すること
は難しい。そのため、がん治療へ応用する
ためには新たに安全性に配慮した iHSP細
胞を樹立する方法の確立が必要である。 

 
２．研究の目的 
本研究では、人工塩基を含むアプタマー

によって造血幹細胞に発現する E2A 機能
制御を行うことで細胞療法に応用できる安
全性の高い iHSP細胞誘導方法の開発を行
う。	
 期間内に(1)E2Aに対して結合能力の
極めて高く特異性の高いアプタマーを作製
し、E2Aと E-boxとの結合をアプタマーが
阻害することを確認し、(2)同時にヒト、お
よびマウス造血幹細胞においてアプタマー
を核内に導入するための最適条件をそれぞ
れ検討する。次に(3)マウス造血幹細胞株に
アプタマーを導入し、B 細胞分化条件で培
養する。この条件下での未分化細胞を、ア
プタマーによる E2A の機能阻害として評
価する。最終的に(4)ヒト造血幹細胞におい
ても同様の効果を得られるための条件検討
を行う。 
 
３．研究の方法 
１．E2A発現を抑制するTALE-人工転写抑制
因子融合タンパク質発現ベクターの構築 
TALE-転写抑制因子（KRAB）融合タンパク
質 （ TALE-KRAB ） 発 現 プ ラ ス ミ ド
pTALE-KRABの構築、および、レポータープ

図１	
 細胞療法に応用できる安全性の高
い多能性造血幹/前駆細胞（iHSP 細胞）
誘導方法の開発	
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ラスミドの構築は、 SBI社の EZ-TAL™ 
Assemblyキットを用いて行った。閉環状プラ
スミドの抽出は、セシウムクロライド平衡密
度勾配遠心法で行った。 
 
２．細胞および遺伝子導入 
COS-7細胞および293細胞への遺伝子導入は、
キ ア ゲ ン 社 の Effectene™ Transfection 
Reagentを用いて行った。Daudi細胞への遺伝
子導入は、	
 Bio-Rad社のGene Pulser IIを用
いて既報に基づき行った (Murai K et al., 
Proc Natl Acad Sci USA 1998;95:3461–6)。 
 
３．逆転写PCR 
RNA抽出は、Thermo Fisher Scientific の
TRIzol® LSを用いて行った。逆転写は、Life 
Technologies 社 の Superscript® III First	
 
-Strand Synthesis SuperMixを用いた。逆転
写PCRは、Eppendorf Scientific社のサーマル
サイクラーを用い、TOYOBO社のQuick 
TaqTM™ HS DyeMixを用いて、94度2分の後、
94度30秒、53度30秒、68度30秒を35サイク
ルの行程で行った。RFPのプライマーは
5’-AGGCTTCAAGTGGGAGAGATTC-3’  
(forward) および5’-TTTTGCATGACAGGG 
CCAT-3’ (reverse)、GAPDHのプライマーは、
5’-CAACGACCACTTTGTCAAGCTC-3’ 
(forward) および5’-GGTCTACATGGCAA 
CTGTGAGG -3’ (reverse)を用いた。 
 
４．ルシフェラーゼアッセイ 
ルシフェラーゼアッセイは、1検体あたり2 x 
105 のHEK293に対して、プロメガ社の
dual-luciferase reporter assay systemキッ
トを用いて溶解し、得られた反応は、マイク
ロプレートリーダー (SH-9000, Corona 
Electric社)にて検出を行った。 
 
５．フローサイトメトリー 
1検体当たり5 ×106の細胞に対して、マウス
CD8α-APC (clone 53-6.7, eBioscience社) お
よびアイソタイプ抗体 (Rat IgG2a κ; clone 
R35-95; BD Biosciences社)を用いて染色し、
BD Accuri® C6 (BD Biosciences社)を用いて
解析した。 
 
４．研究成果 
１．E2A発現を抑制するTALE-人工転写抑制
因子融合タンパク質発現ベクターの構築 
プラスミド導入によるタンパク質発現方法は、
ウイルスを用いた方法より細胞の染色体に組
み込まれる可能性が極めて低いため、安全性
が認められており、iPS細胞の臨床研究におい
ても用いられている(Okita et al., Stem Cells. 
2013 Mar;31(3):458-66.)。そこで本研究では、
プラスミドベクターによるE2A発現抑制方法
に注目した。ヒトE2A遺伝子の転写開始点の

上流に特異的に存在する塩基配列を探索し、
その領域を認識するTALE-転写抑制因子
(KRAB)融合タンパク質（TALE-KRAB）発現
プラスミドpTALE-KRABの構築を行った(図
3)。また、目的塩基配列 (図３，TDBS)と
TALE-KRABタンパク質の結合および転写抑
制因子による転写抑制を、レポーターアッセ
イで評価するために、mCMVプロモーターと
ルシフェラーゼの発現領域の上流に上記配列
を三回挿入したレポータープラスミド(図３)
を構築した。さらに遺伝子導入の高効率化、
および安全性向上のため、セシウムクロライ
ド平衡密度勾配遠心法で閉環状プラスミドを
純化した。 

 
2.	
 TALE発現プラスミドのRFP発現 
TALE-KRABが機能するかより詳しく確認す
るため、pTALE-KRABの部位欠落プラスミド
を3つ構築し(図4A)、これらをCOS-7細胞また
はHEK293細胞に導入した。まずこれらのプ
ラスミドを導入された細胞からトータル
RNAを抽出し、導入プラスミドをDNaseIで
消化してから逆転写を行った後、RFPのプラ
イマーを用いRT-PCRを行い、全てのプラス
ミド目的遺伝子を転写していることを確認し
た(図4B)。また、TALE-KRABとΔTALEの
RFP発現が細胞質と核の両方に存在するのに
対し、ΔKRABは核のみに存在することから、
TALE-KRABはT2AによってRFPが効率的に
切断され、TALE部位は核に留まることが示
された(図5Aおよび図5B)。Mockプラスミド
は、RFP遺伝子一部の転写が生じるが、正し
くタンパク発現しないことが示された(図4B
および図5A)。 
 
３.	
 レポータープラスミドのGFP発現 
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TALEドメインが標的塩基配列に結合し、下
流の遺伝子発現を抑制するか簡便に確認する
ために、TALE発現ベクターをレポータープ
ラスミド(pRep)と共にHEK293細胞に導入し、
レポータープラスミドの標的塩基配列下流に
あるGFPの発現の変化を蛍光顕微鏡およびフ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー に て 確 認 し た 。
TALE-KRABを発現させた細胞のGFP発現は、 

TALE-KRABの発現量依存的に低下したが、
対照群であるΔTALE発現細胞ではGFPの発
現に変化は見られなかった(図6)。これらの結
果から、TALE-KRABのTALEドメインの標
的塩基配列特異的な結合と、KRABドメイン
の下流遺伝子発現抑制が確認された。 
 
４．レポータープラスミドのルシフェラーゼ
発現 
pRepには、GFPだけでなく、ルシフェラーゼ
もコードされている(図3)。そこで、3.と同様
に処理を行ったHEK293細胞にルシフェラー
ゼアッセイを行った。TALE-KRABを発現さ
せ た 細 胞 の ル シ フ ェ ラ ー ゼ 活 性 は 、
TALE-KRABの発現量依存的に低下したが、
対照群であるΔTALE発現細胞では変化は見
られなかった(図7 )。 
 
５ .	
 TALE-KRABタンパク発現によるE2A
抑制 
E2Aは、 B細胞リンパ腫細胞株(Daudi)のよ
うな血球細胞で内在的な高発現が認められる
ものの、HEK293細胞のような線維芽細胞に
は発現していない。そこで、TALE-KRABタ
ンパク質がE2A発現を抑制するかフローサイ
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トメトリーで確認するために、pTALE-KRAB
プラスミドにIRES-マウス(m)CD8αを挿入
した(図8A)。さらに血球細胞で発現を上げる
ためにプロモーターをCMVから EF1αに置
換した(図7B)。 EF1αプロモーターはDaudi
細胞でのTALE-KRAB発現を向上した(図8B)。
最後に、EF1αプロモーターに置換したプラ
スミドをDaudi細胞に導入し、20時間後に、
mCD8陽性細胞中のTCF3発現が低下してい
ることを確認した(図8C)。これらの結果は、
このベクターが、臨床に応用できるほど安
全に造血幹細胞をiHSP細胞へと誘導でき
る可能性を示唆した。 
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