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研究成果の概要（和文）：Duchenne 型筋ジストロフィー(DMD)をはじめとする単一遺伝子病に対し、遺伝子治療による
タンパク質補充療法の非臨床試験が活発に推進され効果が期待されているが、将来的には遺伝子変異そのものの修正が
根本的な治療として期待される。遺伝子組み換え技術を用いた遺伝子修正療法の実用化をめざし、より高い有効性と安
全性、正確性を備えたシステムの構築を検討した。また、疾患モデルにおける炎症病態を解析し、遺伝子修正細胞のプ
ラットフォームとして間葉系幹細胞や歯髄幹細胞の応用可能性を検証した。

研究成果の概要（英文）：Duchenne muscular dystrophy (DMD) is the most common form of childhood muscular 
dystrophy. Although current gene therapy strategies aim at protein supplementation to recover the 
function, to correct the mutation in the dystrophin gene must be much-awaited technology as an ultimate 
goal. Also, since correction by gene editing requires the stable transfer of a functional gene into the 
target cell, we investigated mesenchymal stromal cells and dental pulp stem cells as platforms of gene 
and cell therapeutics for the treatment of DMD.
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１．研究開始当初の背景 
 Duchenne 型筋ジストロフィー(DMD)をは
じめとする様々な単一遺伝子病に対し、遺伝
子治療によるタンパク質補充療法の非臨床
試験が活発に推進され効果が期待されてい
るが、将来的には遺伝子変異そのものの修正
が根本的な治療として期待される。研究代表
者は従来、核酸分解酵素および DNA 結合タン
パク質を用いて、ウイルスゲノム上の短い相
同領域において極めて効率よく外来遺伝子
を挿入する遺伝子組込み技術を開発した(特
願 2008−330838)。遺伝子組み換え技術を用い
た遺伝子修正療法の実用化をめざし、さらに
機能強化を行い、より高い有効性と安全性、
正確性を備えたシステムの構築を検討した。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、安全な遺伝子組換え細胞医療
技術を提供するため、染色体の特定部位に高
い効率で治療遺伝子を正確に組込む技術を
検討した。疾患の原因となっている遺伝子の
修復を安全にかつ正確に行うため、標的とす
る染色体の特定部位に短い相同領域におい
て遺伝子組み換えを行うことをめざした。臨
床応用に向けて、この遺伝子組み換え技術を
用いた治療法の実用化を推進するため、高い
有効性と安全性、正確性を備えたシステムの
構築が望まれる。このため本研究では、相同
組み換え至適条件、クロマチン構造の変化に
よる組み換え及び疾患原因遺伝子認識特異
性の改善効果や遺伝子組み換え細胞の評価
を検討することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
 標的染色体の特定部位に短い相同領域に
おいて高い効率で遺伝子組換えを行うため
のベクター系を構築し、標的細胞に効率よく
外来遺伝子を導入する条件を検証した。また、
従 来 の Transcription activator-like 
effectors (TALE)を用いた Nicking では野生
型および変異型の FokI 酵素活性部位をそれ
ぞれ付加した一対の融合タンパク質を用い
る必要があった。しかしながら、この場合に
は一対で最低でも 50-60bp 程度の TALE によ
り特異的に認識される配列を選択せねばな
らず、必ずしも容易ではない。そこで我々は、
近年報告された Bacillus phage γ HNHE に
由来し、非分裂細胞においても Nicking 活性
を持つとされるφGamma を融合させた
TALE-Nickase を発現するカセットを搭載し
た AAV ベクタープラスミドを構築した。 
 
４．研究成果 
(1)ZFNsによる相同組み換えを誘導するため
に、DSB(double-strand break)を引き起こす
ためのZFNs発現ベクター、および目的とする
挿入遺伝子を含むターゲティングベクターを
標的の細胞に導入する必要があり、これらの
機能発現ベクターを構築した。ZFNsには、標

的配列上にて互いに会合した時のみ機能を発
現する様に、FokI消化酵素の2種類の変異体を
各々融合させた。また、細胞内での組換え効
率の促進を図るため、切断後にDNA鎖の一方を
消化する核酸分解酵素TREX1(3-prime repair 
exonuclease 1)およびDNA結合タンパク質
RAD51(recAの同族体)を発現するベクターを
構築した。さらに、標的細胞への遺伝子導入
条件の検討として、ポリエチレンイミン(PEI)
を応用し、効果的に骨髄間質細胞に外来遺伝
子を導入する条件を検証した。 
(2)安全かつ高効率なホストゲノムの修正に
有用な、二本鎖 DNA の一方の鎖のみを切断す
る Nicking 酵素活性部位を付加した TALE を
搭載したベクターの開発を行った。標的とす
るゲノム領域のモデルとして、導入された遺
伝子が locus effect によるサイレンシング
を受けず、致命的な遺伝子を含まない、AAV 
integration site 1(AAVS1)領域を選択した。
また、動物種には、ヒトと同じ霊長類であり、
ゲノムの相同性が非常に高く保存されてい
るコモンマーモセットを用いた。ヒトの
AAVS1 領域については 19 番染色体(19q13.4 
qtr)に存在することが知られるが、マーモセ
ットでは22 番染色体上の45.95-8Mb 付近に
存在する相同領域中 1.6Kb が未知であった。
独自に解析したところ、AAV ゲノムの挿入に
必須とされる RBSおよび Trs配列まで保存さ
れていることを確認した。これらは野生型
AAV ゲノムがホストゲノムに挿入される際に
必要であり、この近傍領域はゲノム編集を行
っても安全であり、これらの配列を認識して
結合する TALE を設計し、TALE-Nickase を発
現するカセットを搭載したベクタープラス
ミドを構築した。 
(3)DMD モデル動物の病態解析を推進すると
同時に、治療用細胞の調製法や IL-10 を利用
した細胞生存および炎症制御機能強化の作
用機構と効果を検討した。IL-10 の安定発現
によって移植細胞の生存が生体内で効果的
に延長することを見いたした（特許出願
2013）。この際、MSC や歯髄幹細胞への遺伝子
導入には 1型 AAV が有効であることが判明し
た。また、歯髄由来幹細胞が高い炎症制御作
用を有し、DMD 遺伝子修正治療における移植
細胞として有用であることを確認した（特許
出願 2014）。 
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