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研究成果の概要（和文）：　これまで、センダイウイルスの組換え系(rSeV)の研究を進め、この世界初のベクターによ
る臨床研究を実施してきた。また、最近の基盤技術研究の結果、少なくともいくつかの分化誘導系では、rSeVの感染そ
のものは細胞分化へ影響しないことが明らかとなった。更に、rSeV感染ES細胞より、臓器発生に異常な表現系を示すこ
となく、個体が発生することが明らかとなった。しかしながら、生後数時間で全個体が死亡した。結果、RNAヘリカー
ゼのノックダウンでは長期生存を認められず、RNAヘリカーゼ以外の何らかの要因が長期生存に関連していると考えら
れた。

研究成果の概要（英文）：Embryonic stem cells (ES cells) are derived from the inner cell mass of 
blastocysts (early embryos). These cells are pluripotent, which means that they can develop into almost 
any type of tissue. ES cells are used for more precise modifications of the mouse genome. We have 
previously developed Sendai virus (SeV) vectors that replicate in the form of negative-sense 
single-stranded RNA in the cytoplasm of infected cells and do not go through a DNA phase. Here we report 
that the SeV-mediated gene transfer into murine ES cells was very efficient and stable. This technique 
makes it possible to insert as well as remove or modify DNA sequences. Knock-out, knock-in and 
conditional mutant mice can be produced with this method.

研究分野：遺伝子治療学・血管病態学
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１．研究開始当初の背景 
	
 これまで、センダイウイルスの組換え系
(rSeV)の研究を進め、この世界初のベクター
による臨床研究を実施してきた。また、最近
の基盤技術研究の結果、少なくともいくつか
の分化誘導系では、rSeV の感染そのものは
細胞分化へ影響しないことが明らかとなっ
た。更に、rSeV 感染 ES 細胞より、臓器発生
に異常な表現系を示すことなく、個体が発生
することが明らかとなった。これは即ち、細
胞質で遺伝子を発現する rSeV に種々の外来
遺伝子を搭載することにより、簡便かつ高効
率に野生型と全く同じ染色体遺伝子構造を
持つトランスジェニックマウス（以下、
rSeV-TG マウス）やノックダウンマウスを作
成できることを意味する。 
 
 
２．研究の目的 
	
 本研究では、rSeV-TG マウス作成法を体系
化・プロトコール化することにより、全く新
しい概念の遺伝子操作マウスの創出技術を
確立することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）ベクターの作成方法  
センダイウイルス転写ユニットを作製する
ために、T7 プロモーター、プラス鎖 RNA
が転写されるように設計されたセンダイウ
イルス cDNA、リボザイム遺伝子をこの順に
保持する DNA を、pUC18 プラスミドに挿入
し、センダイウイルスゲノムプラス鎖の 
cDNA を含むプラスミド pSeV (+)を構築し
た。pSeV (+)をベースに外来目的遺伝子の発
現が出来るように、pSeV (+)の SeV リーダー
配列と NP 構造遺伝子の間に Not I 制限酵
素認識部位を含む 18 塩基のクロニーングサ
イトを挿入した SeV ゲノム cDNA プラスミ
ド pSeV18+b(+) を作製。さらに、センダイ
ウイルス（SeV）全長ゲノム cDNA、PCR 法
を用いて pSeV18+b(+)より各遺伝子
（M,F,HN）を除いて連結し、各欠失型 SeV
ゲノム cDNA を構築（dF では F のみ欠損、
３欠損では全て）。さらに、pSeV/dF
（pSeV/dFdMdHN）ベクターの遺伝子欠失
部位に供与核酸（GFP 遺伝子）を挿入し、ベ
クターテンプレート pSeV/dF-GFP, 
pSeV/dMdFdHN を作製。 
pSeV/dF-GFPからrSeV/dF-GFPを作成するため

に、 T7ポリメラーゼを発現する組換えワク

チニアウイルス（vTF7-3）をサル腎臓由来 
LLC-MK2 細胞に感染後、pSeV/dF-GFPとT7
プロモータ支配下でNP, P, L,及びF（３欠損

ではさらにM, HN）タンパク質を発現するプ

ラスミドを同時にLLC-MK2 細胞にトランス

フェクションすることにより

rSeV/dF-GFP(or dMdFdHN-GFP)ベクター

シードを作製し、欠失しているF（or F,M,HN）

遺伝子産物はウイルス感染に必須であるため、

SeV-Fタンパク質を継続的に発現しベクター

にトランスに供給するパッケージング細胞

（LLC-MK2/F/Ad or 
LLC-MK2/M/F/HN/Ad）を作出して最終産物

rSeV/dF -GFPor rSeV/dMdFdHN-GFPを作

成する。 
②rSeV(RIG-IC)/tsdF-GFPの作成 
	
 rSeV/dFに細胞傷害性を減弱させる変異を
導入して作製した rSeV/tsdF-GFP に RIG-I
のドミナントネガティブである RIG-IC 遺伝
子を導入し、pSeV(RIG-IC)/TsdF-GFP を作製
した。ついで、前記のようにトランスフェク
ションにより、ベクターシードを作製し、
LLC-MK2/F/Ad を用いて拡大培養を行いベ
クターの作製を行った。 
 
	
 
（２）RNA ヘリカーゼのノックダウン	
 
①RIG-I のドミナントネガティブである
RIG-IC を発現するベクターを作成（以後、
rSeV	
 (RIG-IC)/TsdF-GFP）	
 
	
 
②ES 細胞に rSeV	
 (RIG-IC)/TsdF-GFP を
MOI=50 で 1 時間感染させ、その後 T25 フラス
コ内で培養。GFP 陽性 ES 細胞をピックアップ
し、Blastocyst	
 injection 実施し、仮母マウ
ス子宮内に胚盤胞を移入。	
 
	
 
４．研究成果	
 
（１）使用するベクターシステムの最適化	
 
	
 特に、rSeV/dMdFdHN（ウイルス膜を構成す
る膜蛋白遺伝子全てを欠損する）については、
ベクター作成から回収においてタイターが
低いため、製造法の仔細を検討した結果、生
産開始時に使用するシードベクターの量を
調製し、培養温度及び培養時間を延長するこ
とによりタイターの高いベクター作成が可
能となった。	
 
	
 
（２）RNA ヘリカーゼのノックダウン	
 
	
 ES 細胞に rSeV	
 (RIG-IC)/TsdF-GFP を感染
させ、GFP 陽性 ES 細胞から個体発生した GFP
陽性マウスの作成に成功した。体表全体、血
液、臓器を含む全てで異常のない個体発生が
認められた（図）。しかしながら、生後数時
間で全個体が死亡した。結果、RNA ヘリカー
ゼのノックダウンでは長期生存を認められ
ず、RNA ヘリカーゼ以外の何らかの要因が長
期生存に関連していると考えられた。	
 
	
 
	
 
	
 



 

 

図：GFP 陽性 ES 細胞から個体発生した GFP 陽
性マウス	
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