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研究成果の概要（和文）：OTC 欠損症患者の皮膚線維芽細胞から iPS 細胞の樹立を行った。AAV

ベクターによる相同組替えによる遺伝子修復を行ったが、修復クローンの獲得はできず、現在

アデノウイルスベクターによる方法を検討中である。また iPS 細胞への利用を目的とした初期

培養細胞の樹立を目指し、毛髪からのケラチノサイトの樹立に成功した。樹立した細胞は

cytokeratin5/14 を発現し継代が可能であった。現在これらの細胞を利用した iPS 細胞の樹立

に向け研究中である。 

 

研究成果の概要（英文）：iPS cells was derived from fibroblasts of OTCD. While the cells 
were transduced with AAV targeting vector for the homologous recombination-mediated gene 
correction, corrected clones were not obtained. For making iPS cells, we developed the 
strategies of culturing keratinocytes from human hair. These cells can be passaged and 
cultured for a long time. The establishment of iPS cells using these cells is in progress. 
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１．研究開始当初の背景 
オルニチントランスカルバミラーゼ欠損症
（OTCD）は、先天性尿素サイクル異常症の中
でも最も頻度が多く重篤な疾患である。OOT
の欠損により高アンモニア血症から脳への
障害を来たし、その予後も悪いことから、本
疾患に対しては以前より遺伝子治療の可能
性が検討されてきた。OTCD マウスに対するア
デノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを利用し
た遺伝子治療では、OTCD 遺伝子を組み込んだ
AAV ベクターを門脈もしくは腹腔内に直接投
与する方法が用いられ、その効果は反復投与

無しでも 20 ヶ月と長期に渡り、尿中オロト
酸の低下および肝臓での OTC 活性の上昇が認
められている。しかし、AAV ベクターはアデ
ノウイルスベクターに比べて、安全性で勝っ
ているものの、一部で染色体への組み込みが
認められ、挿入発がん変異の可能性は完全に
否定できず、実際にマウスの実験系で
hepatocellular carcinomaの発生が報告され
た。一方、先天性代謝異常症に対し、細胞療
法として Embryonic stem（ES）細胞より分化
誘導した肝細胞の移植なども研究されてき
たが、移植肝細胞の拒絶を抑えるために長期
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にわたる患者の免疫抑制の必要性が指摘さ
れている。 
 
２．研究の目的 
自己の細胞による細胞療法では拒絶の問題
を回避できるが、先天性遺伝子疾患の患者で
は自家細胞は使用できない。また他人由来の
細胞（ES 細胞を含む）では治療後も免疫抑制
が必要である。これらの理由から遺伝子治療
（遺伝子の付加）の研究が行われてきたが、
レトロウイルスベクターや AAVベクターの挿
入発がん変異の可能性などが否定できない。
本研究では、iPS 細胞および相同組換えの手
法を利用することでこれらの克服を試みる。 
レトロウイルスベクターや AAVベクターが遺
伝子に組み込まれる際には、挿入部位近傍の
遺伝子の活性化の可能性が常に存在する。理
想的な遺伝子治療法は、相同組換えによる遺
伝子修復であり、これは変異遺伝子を正常遺
伝子に置き換える方法である。しかし、これ
までの報告ではその遺伝子修復効率は 1％以
下と非常に低いものである。初期培養細胞で
遺伝子修復を行ったとしても、遺伝子修復ク
ローンを体外で治療有効な数まで増幅させ
ることは非常に難しく、この点で臨床応用に
は高い壁が存在する。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、OTC 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 OTC 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、増幅した後に肝細胞へ
の分化を図り、in vitro および in vivo にお
ける機能の回復を評価する。以上の研究を遂
行することで、OTC 欠損症患者へのより安全
な遺伝子・細胞治療法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）OTCD 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（OTC-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）同時に患者からより負担の無い初期培
養細胞の樹立を目指し、毛髪からケラチノサ
イトの樹立を行う。患者から特別な手技無く
採取した毛髪を、トリプシンによる処理を行
い、培地に浮遊させる。遊出した細胞をフィ
ーダー細胞上にて培養を行い、その後

Cytokeratin5/14 の染色を確認する。樹立し
た毛髪由来ケラチノサイトを利用し、iPS 細
胞の樹立を行う。 
 
（３）相同組換えには 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。選択遺伝子
としてネオマイシン耐性遺伝子を loxP 配列
にて挿入する。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しウイルスを作製す
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
OTC-iPS に遺伝子導入し、その後耐性遺伝子
による遺伝子修復クローンの選択を行う。 
 
（４）遺伝子修復後の iPS 細胞をこれまでの
報告を参考にして肝細胞へ分化誘導する。具
体的にはCHIR9201, Ly294002, Actvin, FGF2, 
BMP4, B27 お よび CDM − PVA (Chemically 
defined medium with polyvinyl alcohol) に
て hepatic progenitors に分化誘導し、その
後 HGF と Oncostain-M 添加肝細胞培地にて培
養する。樹立した肝細胞は AFP、AAT、
alpha-antitrypsin の発現を確認し、また
glycogen や LDL の取り込み、アルブミンの
分泌能などを評価する。 
 
４．研究成果 
（１）iPS 細胞の作製 
OTCD 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 の発現が確認された。正常
人由来の iPS は NOD-scid マウスでの奇形種
形成も確認されたが、OTCD 患者由来の iPS 細
胞では奇形種の形成は認められなかった。原
因として、リプログラミング手技によるもの、
皮膚線維芽細胞の培養中に OTC欠損による性
質の変化などが考えられた。 
 
（２）患者毛髪からのケラチノサイトの樹立
の前段階として、正常人からのケラチノサイ
トの樹立を行った。採取した毛髪を６時間ト
リプシン処理し、その後 IMDM 培地に浮遊さ
せる。48 時間後に、毛髪より細胞が遊出して
き た こ と を 確 認 後 、 Defined 
Keratinocyte-serum free medium にて培養を
行ったが、培養可能な細胞を得ることができ
なかった。そこで、放射線照射した NIH 3T3
細胞をフィーダー細胞として用いたところ、
培養および継代可能なケラチノサイトを得



 

 

ることに成功した。樹立後は、フィーダーフ
リーの環境でも培養可能であり、また免疫染
色により cytokeratin5/14 の発現も確認され
た。この細胞に対し、c-Myc、Oct3/4、Sox2、
Klf4 をレトロウイルスベクターにより遺伝
子導入したが、ES 細胞用のコロニーは出現し
なかった。ケラチノサイトからの iPS 細胞の
樹立の報告は非常に少なく、培養過程でのよ
り細かな条件の検討が必要と考えられた。 
 
（３）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 
OTCD-iPSはExon4にホモの変異を持っている
ため、Exon4 の全配列および両端イントロン
配列とネオマイシン耐性遺伝子を 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。 
 
（４）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、
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。 
 
（５）相同組替えの実施 
AAV ターゲッティングベクターにより遺伝子
導入を行った。遺伝子導入後 48時間後より、
ネオマイシンによる選択を行ったが、 耐性
クローンの獲得はできなかった。AAV 遺伝子
は挿入可能な配列の長さに限度があり、両端
の ITR 配列および内部の配列の上限は 4.7kb
である。本研究ではエクソンおよびホモロジ
ー配列の他にセレクションマーカー（ネオマ
イシン耐性遺伝子）を挿入しており、このこ
とからウイルスのパッケージング能力が低
下した可能性が考えられた。至適血清型の検
討の際に作製した EGFP ウイルスに比べ、リ
アルタイム PCRにて検出したベクターコピー
数は、有意に低かった。安定した遺伝子導入
のため、より長い配列の組み込みが可能なア
デノウイルスベクターの利用を検討してい
る。 
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