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研究成果の概要（和文）：本疾患では患者自己の細胞による血友病治療法の確立を目指して、肝細胞と血液派生血管内
皮細胞(BOECs)を取り扱った。通常培養環境下では分離肝細胞は増殖しないという課題がある。そこで、uPA/SCIDマウ
スの肝臓を細胞培養器と考え、肝細胞の大量増殖と遺伝子修飾の場としての有用性を検討した。結果として、uPA/SCID
マウス肝臓を完全に置換するまでの肝細胞増殖を行い得た。また、それらマウス肝臓内での血友病肝細胞に遺伝子修飾
した後に細胞を取り出して、血友病個体に移植したところ、治療効果を獲得した。また、BOECsは培養環境下で継代と
遺伝子修飾できることも確認した。

研究成果の概要（英文）：This project aimed to create cell-based therapy toward hemophilia. Basic concept 
of this project is to proliferate patient's own cells with the genetic modification using viral vectors. 
Hepatocytes and blood outgrowth endothelial cells (BOECs) were used. For hepatocyte proliferation, we 
isolated hemophilic hepatocytes from factor IX-knockout mice which were then transplanted into uPA/SCID 
mouse livers. After the transplantation, the hemophilic hepatocytes had been actively proliferated to 
fully reconstitute uPA/SICD mouse livers. Injecting AAV vectors into the uPA/SCID mice resulted in high 
level of FIX gene transduction to the reconstituted hemophilic hepatocytes within the liver. The 
genetically-modified hemophilic hepatocytes were subsequently recovered, followed by their 
transplantation back into the hemophilic individuals. The present study also utilized blood outgrowth 
endothelial cells established from factor IX-knockout mice for FIX gene transduction.
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１．研究開始当初の背景 

 本研究で取り上げる血友病は、血液凝固因子

VIII または IX の産生欠損により出血症状を繰り

返す X 染色体劣性遺伝性疾患である。本邦で

約 5,000 人、世界で約 250,000 人の患者数が報

告されている。現行治療としての血液凝固因子

製剤の補充療法は、高額な薬剤費のため、世

界の約 80%の患者は治療を受けることができな

い状況にある。日本の高額医療費トップ 10 例の

うち 9 例を血友病が占め 1)、医療経済的にも新

規治療の開発が望まれる。また、凝固因子製剤

の注入も安定な血液凝固活性を得ることは難し

く、関節出血や時には致命的出血を発生する。

そのような背景の中、血友病患者団体からは、

新規治療法の開発に関する強い希望が常に発

せられており 2)、再生医療の確立は、最も期待が

高く、その確立が切に願われている。 

 

２．研究の目的 

 遺伝性肝臓疾患に対する新しい治療法の開

発を目的に、本申請研究においては、自己細胞

を用いた治療基盤の確立を目指す。対象疾患

の代表として、血友病(血液凝固因子の産生を

先天的欠損に起因する疾患)を代表疾患として

取り上げる。研究の重要骨子は、様々な自己細

胞に遺伝子修飾を行った後に、組織工学技術

を用いて培養下に組織体としてくみ上げ、それ

ら組織体を用いて生体内に治療用組織を構築

することである。従来の細胞注入移植や遺伝子

治療で様々な課題が明らかとなってきた現状に

おいて、生体内に機能的な組織を組み上げるア

プローチは再生医療の次世代を担う重要なテー

マである。組織工学技術を駆使することにより、

患者自己細胞の利用を基盤とした新基軸のした

再生医療を構築する。“患者自身の自己細胞を

基盤とした治療“は、他科細胞とは比較にならな

い安全性を担保することから、患者オリエンテッ

ドな未来型治療の実現を目指すことを特に強調

したい。 

 

３．研究の方法 

（１） 血友病マウス由来細胞分離と大量増殖

系の確立 

①血友病マウスからの肝細胞分離 

 肝細胞ドナーマウスとしては、血液凝固第

IX 因子遺伝子(FIX)ノックアウト(KO)マウスを

用いた。最初に EGTA 含有液、次いでコラゲ

ナーゼ液を灌流する、２段階コラゲナーゼ灌

流法にて、血友病 B マウス肝細胞分離を行っ

た。各溶液の温度、灌流圧、灌流速度、灌流

時間等の観点で、条件の至適化を行った。消

化過程が完了した後、肝臓を取り出し、FBS

含有の培養液中にて肝臓から細胞分散させ、

メッシュフィルターを通して細胞懸濁液を回収

した。肝細胞の精製は、50g 等の低速遠心の

繰り返しと、Percoll 液による比重遠心を組み

合わせた手法によって肝細胞純化率を 95%以

上になるように設定した。肝細胞生存率はトリ

パンブルー排泄試験で評価し、85%以上の生

存を目標とした。 

②マウス肝臓を培養器として利用した血友病

肝細胞の大量増殖系 

 レシピエントマウスとして uPS/SCID マウスを

用いた。上記①で分離精製したFIX-KO肝細

胞を門脈穿刺注入によって uPS/SCID マウス

肝臓へ移植した。移植後の FIX-KO 肝細胞

の増殖占拠率は、レシピエントマウスの血中

FIX 活性の変化で評価した。 

③血友病マウス由来血管内皮前駆細胞

(HB-BOEC)の樹立 

 血友病マウス血液に Lymph Separation 

Medium を加え、単核球画分を分離し、コラー

ゲ ン コ ー ト 培 養 皿 で 培 養 後 、 FCM で

CD34+,CD31+,CD45-の細胞群を BOECs とし

て継代増殖させた。 

（２） 自己細胞としての uPS/SCID 内増殖血

友病肝細胞への遺伝子導入と細胞治療法の

開発 

①遺伝子治療ベクターの準備と投与 

 肝臓が血友病肝細胞で完全に置換された



uPA/SCID マウスに AAV vector を注入した。ベ

クターは、AAV serotype8 を基本骨格とし、

hAAT promoter 下に FIX を発現するベクターを

用いた。尾静脈静注でベクターを投与した。 

② 血友病肝細胞分離と血友病マウスへの移植 

 AAV ベクターを投与した uPA/SCID マウス肝

臓を分離し、遺伝子治療済の血友病肝細胞を

取得した。それら肝細胞を血友病マウスの門脈

に注入する肝細胞移植法 3)及び、腎被膜下に

移植して肝組織を作製する肝組織工学的手法 4)

を行い治療効果の検討を行った。 

 

４．研究成果 

（１） 血友病マウス肝細胞分離と大量増殖系の

確立 

①血友病マウスからの肝細胞分離 

 コラゲナーゼ灌流法にて血友病 B マウス肝臓

から肝細胞分離を行った。各種溶液の灌流圧、

灌流速度、温度を至適化した。また、細胞消化

停止時期、肝臓からの肝細胞分散手技、肝細

胞遠心純化法の至適化も行った。これら手技の

総合的検討の結果、トリパンブルー排泄試験で

85%以上の生存を示す高品質な血友病肝細胞

を取得することに成功した。 

 これら分離血友病B肝細胞の細胞品質の評価

を細胞接着率とコンフルエント度にて評価した。

Primaria 培養皿上に肝細胞を播種し、1 日目に

て評価したところ、多くの分離細胞ロットにおい

て 70%以上の細胞接着率を示した。また、培養３

日目にて接着細胞の占有面積を計測してコンフ

ルエント度を評価したところ 90%以上を示した。こ

れらの総合的検討結果は、良好な品質の血友

病肝細胞を分離・回収手技を確立できたことを

示している。 

②マウス肝臓を培養器として利用した血友病肝

細胞の大量増殖系 

 uPS/SCID マウスの肝臓内において、血友病肝

細胞を大量増殖させる実験を行った。移植細胞

数の至適化を行った上で実験をすすめたところ、

移植後から血友病肝細胞は活発かつ連続的に

増殖し、uPA/SCID マウス肝臓はほとんど全て

血友病肝細胞で置換された。血友病肝細胞

置換の uPS/SCID マウスは、従来正常であっ

た血液凝固第９因子活性が、検出下限以下

の血友病 B 病態となったことは、血友病肝細

胞によって完全置換されたことを支持する結

果である（図）。 

 

（２） 自己細胞としての uPS/SCID 内増殖血

友病肝細胞への遺伝子導入と細胞治療法の

開発 

① ウイルスベクターを用いた uPS/SCID マウ

ス内増殖自己血友病肝細胞への遺伝子治療 

 血液凝固第 IX 因子遺伝子を搭載した

guttless
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uPA/SCID マウスへ投与した。両ベクターとも

に 90%以上の遺伝子導入効率を示し、特に

AAV ベクターは、導入後の FIX 産生が安定し

ていた。 

 

 



②遺伝子修飾済自己肝細胞の回収と血友病個

体への細胞治療 

 AAV ベクターでの遺伝子治療を完了した

uPA/SCIDマウス肝臓から肝細胞を分離・精製し、

血友病マウスへ移植した。血友病マウス肝臓内

への肝細胞移植および腎被膜下への肝組織工

学を行ったところ、両細胞移植法ともに、良好に

肝細胞が生着することを確認した。この結果は、

uPA/SCID マウスから回収した肝細胞は自己の

肝細胞であることを立証している。 

 両肝細胞移植法ともに、血友病マウスで治療

効果レベルの血液凝固活性を獲得した。 

（２） 血液派生血管内皮前駆細胞(BOECs)の増

殖と遺伝子導入 

 血友病 B マウスから分離取得した BOECs は、

培養皿初期播種数と比較して 20 倍以上に増殖

することが可能となった。また、この増殖 BOECs

にアデノウイルスベクターを用いて遺伝子導入

実験を行った結果、90%以上の細胞に遺伝子修

飾を行い得た。 
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