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研究成果の概要（和文）：血友病Aマウスにイヌ第VIII因子（cFVIII)を静注し、抗イヌ第VIII抗体(インヒビター)の発
生を誘導した。cFVIIIを発現しているマウス血管内皮前駆細胞(BOECs)をcFVIIIインヒビター陽性血友病Aマウスへ皮下
移植し、cFVIIIに対する免疫寛容導入成立の可否を検討した、結果、すべてのインヒビター陽性マウスでインヒビター
力価の低下を認め、免疫寛容の成立には制御性T細胞の関与が示唆された。自己細胞移植による血友病インヒビター患
者への免疫寛容導入療法の可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：The levels of FVIII inhibitors began to decline within 6 weeks after subcutaneous 
BOECs implantation and finally, the inhibitor levels had declined less than 5 BUs after the multiple 
implantations of transduced BOECs.The significant numbers of CD4+ CD25+ Foxp3 regulatory T cells were 
detected in spleen and draining lymph nodes of these partially tolerized mice and these suppressive 
effects against cFVIII could be adoptively transferred to na&iuml;ve hemophilia recipient mice. We show 
that FVIII releasing subcutaneous depots play an important role of immunomodulatory effects that have a 
potential to reduce the levels of anti-FVIII inhibitor titers.

研究分野： 医歯薬学
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１．研究開始当初の背景 
  現在我が国において血友病患者の多く
は、安全な血液凝固因子の定期補充療法が可
能となり、関節内出血や筋肉内出血などの重
篤な出血症状を認めることは少なくなった。
しかしいまだに、製剤の反復投与が原因で約
25％の血友病 A 患者に凝固第Ⅷ因子(FⅧ)に
対する同種抗体（インヒビター）の発生が認
められる。インヒビターが発生した血友病 A
患者は、補充療法が無効となり止血管理が極
めて難しくなる。これまでに、インヒビター
消失を目指した免疫寛容導入療法が試みら
れ一定の成績が報告されているが、副作用や
莫大な医療費の問題があり、新たな方法の開
発が待たれている。一方、遺伝子治療/細胞
療法の研究分野においてはめざましい技術
的な進歩により、ウイルスベクターなどを用
いて外来遺伝子を強制的に導入する方法で F
Ⅷの持続的発現が可能となった。我々はすで
にカナダクイーンズ大学との共同研究で、ex 
vivoでFⅧ遺伝子を導入した血管内皮前駆細
胞(Blood Outgrowth Endothelial Progenitor 
Cells:BOECs)による細胞移植を血友病Aマウ
スモデルで確立し、移植に伴う免疫応答の回
避に成功している。(Matsui H, et.al. Stem 
Cells 25:2660-2669, 2007)。 
 
２．研究の目的 
  本研究は、従来の様な FⅧの頻回静脈投
与が必要であった方法を回避し、臨床応用時
に血友病患者への負担が軽減できるより安
全でかつ効果的な自己血管内皮前駆細胞移
植による新規免疫寛容導入療法を確立する
ことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
  従来の FⅧ補充療法による免疫寛容導入
療法に代えて細胞移植による新規免疫寛容
導入療法を確立するには、循環血液中で FⅧ
活性を長期間維持するための運搬役:ベヒク
ル細胞が必要となる。FⅧは血漿中では von 
Willebrand 因子(VWF)と複合体を形成するこ
とで、プロテアーゼなどによる分解から保護
されている。我々は、VWF を内在発現してい
る血管内皮前駆細胞である BOECs において F
Ⅷを強制発現させる手法を選択した。また
BOECs は末梢血から簡便かつ再現性よく単離
することができる利点がある。本研究では血
友病 Aマウスの末梢血より BOECs を単離培養
した後、ウイルスベクター等で FⅧ遺伝子を
ex vivo で導入し、インヒビター陽性血友病
A マウスへ皮下移植し効果を検討する。マウ
スモデルでの有効性が確認された後、我々の
施設のアドバンテージ(我が国で唯一の血友
病 A 犬コロニーを保有)を生かし、実際によ
りヒトに近いと考えられる犬モデルを使っ
た動物実験でその有効性の確認を行いたい
と考えている。 
 

４．研究成果 
①抗イヌ FVIII インヒビター陽性血友病 Aマ
ウスモデルの作製 
6-8 週 令 の 血 友 病 A マ ウ ス へ イ ヌ

FVIII(80U/Kg)を週１回４週間連続投与する
ことで 21.1-40.9BU の抗 FVIII インヒビタ
ーを誘導した。 
 
②イヌ FVIII 発現血管内皮前駆細胞(BOECs)
の移植による免疫寛容導入 
 イヌ FVIII 発現 BOECs を皮下移植すると、
全てのマウスで移植後６週頃からインヒビ 

ター力価の低下を
認めた。またサイ
クロフォスファマ
イドを使用しない
マウス群では細胞
移植初期にインヒ
ビター力価の上昇

を認めたが、約 10 週頃には同様のインヒビ
ター力価になり推移した。 
 
③FVIII の再投与試験 
インヒビター力価の低下のメカニズムを

明らかにするための静脈投与群と皮下投与
群にわけて行った。静脈投与群(左)は、通常
FVIII を 4 回投与するとインヒビターの発生
を認めた。しかし BOECs 移植群では、有意に
インヒビター力価の上昇は抑制された。
FVIII 皮下投与群(右)はコントロール群で投 
与 2 週後からインヒビターの発生を認めた。
しかし BOECｓ移植群ではインヒビター力価
の上昇を認められなかった。その結果 BOECs
皮下移植でイヌFVIIIに対する免疫寛容が誘
導されている可能性が示唆された。以下は免
疫寛容が成立していると思われるマウス群
のみで検討した。 
 

④In Vitro FVIII チャレンジと Adoptive 
transfer 実験 
 マウスの脾臓および皮下リンパ節からリ
ンパ球を分離、In vitro で FVIII 存在下で培
養して、サイトカイン産生能試験および T細
胞増殖能試験を検討した。制御性 T細胞の誘
導については発現をフローサイトメーター
で検討た。さらに、脾臓および皮下リンパ節
から分離したリンパ球の一部からCD4陽性リ
ンパ球を分離して、ナイーブ血友病 Aマウス
へ移植し、イヌ FVIII を皮下注しイヌ FVIII
に対する免疫寛容が移行可能であるか FVIII
インヒビターの推移を確認した。 



 
免疫寛容が成立していると考えられるマ

ウス脾臓由来リンパ球(左)のサイトカイン
産生の推移をしめすが、FVIII 添加量依存性
に、炎症性サイトカインである IL-4, IL-6, 
IFN-γ の産生はコントロール群のナイーブ
マウスと比較して低下していた。一方で抗炎
症性サイトカインであるTGF-βおよびIL-10
の産生は上昇していた。皮下リンパ節由来リ
ンパ球(右)でも同様の現象を認めまた。 
 

T 細胞増殖試験の
結果、脾臓および
リンパ節由来の両
方のリンパ球でナ
イーブマウスリン
パ球と比較して、T
細胞増殖の低下が
認められた。その

程度は添加 FVIII 量に依存して抑制された。 

 
制御性 T細胞の検討の結果、脾臓由来リンパ
球において制御性 T細胞は FVIII 添加培養後、
コントロールナイーブマウスと比較して有
意に増加していた。同様にリンパ節由来リン
パ球でも有意に制御性T細胞の増加を認めた。
サイトカイン産生能試験、T 細胞増殖試験な
どの結果、BOECｓを移植したインヒビター陽
性血友病 Aマウスはイヌ FVIII に対して免疫
寛容が成立し、その成立には制御性 T細胞の
誘導が関与していることが示唆された。 
 

 
CD4 陽性リンパ球移植実験の結果、脾臓由来
CD4 陽性リンパ球をナイーブ血友病 A マウス
へ移植した場合、コントロール群と比較して
FVIII インヒビターの発生は有意に抑制され
ていた。特にリンパ節由来 CD4 陽性リンパ球
を移植した場合、FVIII インヒビターの発生
を認めなかった。結果、免疫寛容の移行は可
能で、制御性 T細胞が FVIII インヒビター制

御に重要な役割を果たしていることが明ら
かになった。 
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