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研究成果の概要（和文）：新規ベクターを用いて、培養細胞にヒト第Vlll血液凝固因子遺伝子を発現（分泌）さ
せることが可能であった。完全長型遺伝子を用いた場合にも、Ｂドメイン欠失型と同等の活性を得られ、従来の
搭載遺伝子サイズ上限を上回った。次いで、上記のヒト第Ⅷ血液凝固因子分泌細胞を血友病Ａマウスに移植した
ところ、マウス血中第VIII凝固因子活性が有意に上昇した。一方で、近赤外蛋白であるiRFPの遺伝子を搭載した
本ベクターを用いて、マウスにin vivo法およびex vivo法によって遺伝子治療を実施し、経時的に近赤外蛍光を
観察したところ、ベクターまたは遺伝子導入細胞を投与した局所以外への蛍光拡散は確認されなかった。

研究成果の概要（英文）：The following results have been shown by this research
(1)A novel RNA vector can carry genes up to 13.5 kb altogether. We detected an activity of 
coagulation factor VIII (FVIII) in the culture spernatant of transfected cells. Concentration of 
FVIII was the same between a culture of full length (FL) FVIII secreting cells and B domain deleted 
(BDD) FVIII secreting cells.(2)We observed a therapeutic effect by transplantation of mouse FVIII 
secreting cells to hemophilia A mice.(3)Only local distribution of RNA vector was confirmed after 
intramuscular injection, subcutaneous injection, intraperitoneal injection or enema by both in vivo 
and ex vivo gene therapy, under non-invasive bio-imaging. We used iRFP gene carrying RNA vector to 
observe distribution or migration of gene transduced cells using a fluorescent detector. 

研究分野：小児科学
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１． 研究開始当初の背景 

幾多の遺伝子治療研究において使用され

てきたベクターは、搭載できる遺伝子サイズ

の制限、標的細胞への遺伝子導入効率、遺伝

子改変細胞での遺伝子発現効率、および遺伝

子発現の持続期間等のハードルが複数あっ

た。それら制限の範囲で工夫し、2011年に血

友病 B 遺伝子治療の臨床成功例が報告され

た。第Ⅷ血液凝固因子と比較して分子量の小

さい第Ⅸ血液凝固因子（分子量 5.5万）遺伝

子を搭載したアデノウィルス随伴ベクター

を、血友病Ｂ患者に静脈注射することで効果

を得られた①。 

連携研究者である中西らが、持続感染する

特殊な変異センダイウイルスを素材として

開発した持続発現型 RNA ウィルスベクター

は、標的細胞のゲノムに入り込むことはなく

細胞質で持続的な遺伝子発現を行い、また細

胞傷害性・抗原性が最小化され免疫学的排除

を受けにくいこと、脂肪細胞に感染すること

が確認された②③、特許第 4936482号、西村

健・他、平成 24年 3月 2日登録)。現在、さ

らにベクターの改良が進み、完全長型の血液

凝固第Ⅷ因子 cDNA（約 7kbp）を含む複数

の遺伝子を同時に搭載できるベクターが完

成した。研究協力者である伊藤らは、脂肪細

胞を体外で培養・増殖させ、レトロウィルス

ベクターを用いて分泌蛋白の遺伝子を導入

して疾患を治療する技術を開発し（特許

4879867 号）、インスリン遺伝子導入脂肪細

胞を糖尿病マウスに戻すことによって血糖

値を是正することを示した④。さらに研究協

力者の麻生らは、LCAT遺伝子を導入し、生

体に戻すことによって LCAT 欠損症を治療

する技術を開発し⑤、現在は前臨床研究およ

び臨床試験が進行中である。一方で自治医科

大学のチームは、レンチウィルスを用いた血

友病 A の遺伝子治療標的細胞として脂肪細

胞が有望である可能性を示した。 

本学附属病院で小児例を含めて実施した

「同種骨髄移植後再発白血病に対する HSV

－TK 遺伝子導入ドナーリンパ球輸注療法」

の臨床研究⑥に次ぐ遺伝子治療候補として、

「新規高性能ベクターを利用した血友病遺

伝子治療」を提案すべく本研究を実施した。 

 

２． 研究の目的 

平成 26年～28年の研究期間内に以下を明

らかにすることを目的とした。 

(1) 持続発現型 RNA ウィルスベクターへの

目的遺伝子搭載の可否を確認する。 

(2) 上記ベクターによるマウス脂肪細胞への

遺伝子導入・発現を検証する。 

(3) 血液凝固因子産生脂肪細胞による血友病

マウスへの治療効果を評価する。 

(4) 培養ヒト脂肪細胞への遺伝子導入・発現

および効果持続期間を評価する。 

(5) 本遺伝子治療技術の臨床応用可能性を評

価するためのデータを得る。 

 

３． 研究の方法 

本研究は、筑波大学、産業技術総合研究所、

エーザイ株式会社およびセルジェンテック

株式会社による共同研究の一部として実施

された。 

(1) RNAベクターに搭載する遺伝子の選択 

第Ⅷ血液凝固因子の発現を最大化するた

めに、コドンと二次構造の最適化を行った合

成 cDNA を選択した。全長型（FL）、N6R、

Bドメイン欠失型（BDD）の 3つの遺伝子型

を使用した。 

(2) マウス脂肪細胞への遺伝子導入実験 

脂肪細胞への分化能を有する 3T3-F442A

細胞を用いて、iRFP（近赤外蛍光色素）の遺

伝子を導入し、発色を確認した。 

iRFP 遺伝子導入脂肪細胞をマウスに移植

し（ex vivo 法）、一方では、iRFP 遺伝子搭

載ベクターをマウスに直接投与（in vivo法）

し、生体イメージングの手法⑦を利用して、

継時的に生体内分布の推移を評価した。 



(3) 血友病マウスへの薬理効果検証。 

血友病 Aマウス（Jackson研究所）または

3T3-F442A 細胞にマウス第Ⅷ血液凝固因子

の遺伝子導入し、培養上清中の第Ⅷ血液凝固

因子活性を測定した。 

遺伝子導入 3T3-F442A 細胞を血友病マウ

スに移植し、マウス血漿中の第Ⅷ血液凝固因

子活性を測定した。 

(4) ヒト脂肪細胞への遺伝子導入研究 

ヒト脂肪細胞を培養し、天井培養細胞

（ccdPA④⑤）を抽出し、ヒト第 VIII血液凝

固因子遺伝子を導入し、培養上清中にヒト第

VIII 血液凝固因子活性および抗原が確認さ

れた。また、ccdPAと同じ性質と考えられる

脂肪組織由来間葉系幹細胞を使用して、ヒト

第 VIII 血液凝固因子を発現させたものを作

成し、NOG マウスに移植して、血漿中のヒ

ト第 VIII血液凝固因子抗原を定量した。 

 

４． 研究成果 

主要な研究成果は、以下の４点である。 

(1)  Codonを最適化したヒト第 VIII血液凝

固因子遺伝子を搭載したベクターを使用し

た。ベクターを BHK21細胞感染させたとこ

ろ、FL（7kb;従来のベクターには搭載できな

いサイズ）, N6Rおよび BDDのいずれの遺

伝子を使用した場合も、培養上清中に十分量

の第 VIII 血液凝固因子遺伝子の活性を確認

することができた。 

(2)  in vivo 法および ex vivo 法による

iRFP 遺伝子導入細胞の生体内動態につい

て、同一個体を用いて経時的に観察した 。

iRFP 搭載ベクターをマウスに身体各部に

直接投与（ in vivo法）した後の蛍光の推

移を確認し、投与方法による差異を比較検

討したところ、筋肉内注射の効率が良好で

あった。一方、培養下で iRFP搭載ベクタ

ーを作用させて作成した  iRFP 産生

3T3-F442A 細胞を、マウスの身体各部に

移植（ ex vivo法）して、蛍光の推移を記

録した。in vivo法に比較して、ex vivo法

において、ベクター機能（近赤外蛍光）の

持続が良好であった。in vivo法および ex 

vivo 法のいずれにおいても 、ベクターま

たは遺伝子導入細胞を投与した局所以外

への蛍光拡散は観察されなかった。 

(3)  血友病 A マウスへの治療効果確認。

マウス第Ⅷ血液凝固因子を分泌する

3T3-F442A 細胞（マウス前脂肪細胞株）

を作成し、血友病 Aマウスに移植したとこ

ろ、血漿中第Ⅷ血液凝固因子活性が 10%

以上に上昇したことから、本ベクターを用

いた遺伝子治療が血友病 A マウスに有効

なことが示された。 

(4)  ヒト第Ⅷ血液凝固因子を分泌させた

市販のヒト脂肪細胞由来間葉系幹細胞を、

NOG マウスに移植した後、マウス血漿中

にヒト第Ⅷ血液凝固因子抗原が検出され

た。なお、本プロジェクトの開発対象物は、

「新規ベクターによる遺伝子改変 ccdPA」

であり、「ヒト第Ⅷ血液凝固因子を分泌す

るヒト間葉系幹細胞」はこれに相当する。

以上の成果から、前臨床段階での proof of 

concept (POC)が立証できたと考えられる。 
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