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研究成果の概要（和文）：遺伝子、細胞治療においてウイルスベクターの全身投与は免疫学的副反応や細胞毒性をきた
す危険性がある。我々はpiggyBack トランスポゾンベクターを用いたハイドロダイナミック法（HGD）による非ウイル
ス性遺伝子伝播法を確立した。血友病Ａマウスモデルに本ベクターを用いて全長第VIII因子遺伝子の導入に成功した。
その結果、免疫反応なしに第Ⅷ因子が300日にわたって発現することを確認した。次に、血友病ＡイヌにおいてGFPある
いはFⅧ発現piggy Backベクターを用いて肝標的HGDを行ったところ、肝４葉の70-80％の肝細胞が120日後も陽性であっ
た。

研究成果の概要（英文）：In the current gene and cell-based therapy, there are concerns over the safety of 
the systemic delivery of conventional viral vectors such as adverse immunological reactions or 
virus-mediated cytotoxicity. We established non-viral hydrodynamic gene delivery (HGD)　using piggyBack 
transposon vector. We tested the HGD in hemophilia A mouse model with the combination of non-viral 
piggyBack transposon vectors which can transfer the full-length FVIII transgene. As a result, we 
confirmed the sustained FVIII expression for over 300 days without any immune responses. Nextly, we 
focused on an assessment of the safety of liver-target HGD　of the piggyBack transposon vector in dogs. 
Liver-targeted HGD was performed using piggyBack transposon vector expressing either GFP or FVIII. By 
histological examination of liver samples, approximately 70-80% of hepatocytes in all 4 lobes were 
positive with GFP 120 days after HGD.

研究分野：小児血液学
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１．研究開始当初の背景 
 
 血友病 A は血液凝固第 VIII 因子(FVIII)の量
的・質的異常による先天性出血性疾患である。
出血部位は主として関節内が多く、反復すると
非可逆的な血友病性関節症を発症するため患
者 QOL は著しく障害される。そればかりでなく、
筋肉や頭蓋内出血などの重篤な出血もしばしば
認めることがある。現在我が国では、血漿由来あ
るいは遺伝子組換え FVIII 製剤の定期補充療
法が行われており、患者 QOL は格段に改善さ
れた。しかし確実に出血を防ぐためには最低週
3回FVIII 製剤を経静脈投与することが必要で、
いまだに患者や家族の身体的・心理的負担に
は絶大なものがある。また平成22年度月額高額
医療費の上位10件中9件(2000万円以上)が血
友病で占められていることからわかるように、製
剤は高価であり、我が国の医療財政を圧迫して
いる。さらに、過去に血液製剤に起因する肝炎
ウイルスや HIV 感染症が大きな社会問題となっ
た我が国の歴史的背景からもより安全かつ有効
な新規治療法の確立が求められている。 
 最近、血友病 B 患者に対しアデノ随伴ウイル
スベクター(AAV)を用いた遺伝子治療の臨床試
験が欧米で実施された。その結果、一定期間凝
固第 IX 因子(FIX)の発現は確認されたものの、
ベクターや発現蛋白に対する免疫応答が発生
し、肝臓などに機能障害が認められるなど安 全
性は確立されていない。血友病 A に対するウイ
ルスベクターを用いた遺伝子治療は、導入する
遺伝子であるFVIII cDNAが7kb とFIX と比べ非
常に大きいために、臨床応用をめざした研究の
進展には至っておらず、新たな戦略が必要であ
る。 
 次世代の血友病 A 治療の必要条件として 1)
患者に対する侵襲が軽微である、 2)免疫応答を
回避でき、仮に不側の事態には治療が中断でき
る、3)長期間治療効果が持続する、の 3 つが挙
げら れる。我々は、これらすべて満たす治療法
のひとつとして、自己細胞に ex vivo で FVIII 遺
伝子を導入する細胞治療が有効と考え研究を
行った。 
 
 
２．研究の目的 
 
 血友病 A 患者とその家族の身体的・心理的負
担をなくし、QOL を改善することが可能となる新
規治療法を血友病 A 実験モデルで確立し、臨
床展開に直結させることを目標とする。 
 
 
３．研究の方法 
 
1. piggyBac ベクターによる血友病 A 患者 iPS 
細胞への FVIII 遺伝子導入の検討 

2. 血友病 A イヌ実験モデルを用いた FVIII発
現自己細胞移植による検討 
 
 
４．研究成果 
 
 本研究では、全長で 7kb を超える巨大な FⅧ
遺伝子を効率良く導入するために、piggyBac 
DNA トランスポゾンベクターを用いることで、ウイ
ルスベクターを用いずに全長型の FⅧ遺伝子を
導入することができるかどうかを検証した。 
 まず、piggyBac ベクターにサイズの異なる様々
な遺伝子を搭載し、ヒト腎臓由来培養細胞 293T
細胞へ遺伝子導入を行った。搭載する遺伝子
のサイズは小さいほど導入効率が高かったが、

ヒト全長型の FⅧ遺伝子を搭載すると、B ドメイン

欠損型の FⅧ遺伝子と同程度に遺伝子導入で
きることを確認した。 
 
 
 
次に、B ドメイン欠損型の FⅧ遺伝子と、全長

型の FⅧ遺伝子を 293T 細胞とヒト iPS 細胞それ
ぞれへ導入して、遺伝子発現および分泌 FⅧタ
ンパク質の活性を測定した。すると、B ドメイン欠
損型に比べて全長型 FⅧ因子を導入した方が
双方の細胞で遺伝子発現が高く、293T 細胞で
は FⅧタンパク質の活性も高いことが観察された。
しかしながら、ヒト iPS 細胞では FⅧタンパク質の
活性は低く、タンパク質分泌経路が未発達であ
ることが示唆された。 



 
そして、全長型 FⅧ遺伝子を搭載した

piggyBac ベクターを、血友病 A モデルマウスに
ハイドロダイナミック注入法を用いて導入した。
その結果、300 日以上にわたって活性を持った
ヒトFⅧタンパク質が血中に分泌されていることを
確認しました。また、piggyBac トランスポゾンベク
ターの注入による遺伝子導入を４週間おきに３
回行う事で、さらに FⅧタンパク質の分泌量を増
強することができることも確認した。最後に、血友
病Aモデルマウスの尾静脈出血時間を測定した
ところ、ベクター注入が無いと平均 18 分程度出
血が続いていましたが、piggyBac ベクター注入
により遺伝子導入したマウスでは、平均６分ほど
で止血し、血液凝固機能が回復していることが
確認された。 

 以上の結果は、学会発表の他、PLOS ONE 誌
に掲載を行い、朝日新聞にも取り上げられた。 
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