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研究成果の概要（和文）：重症複合免疫不全症を対象疾患として、ステルス型RNAベクター（SRV）を用いた遺伝
子治療開発研究を行った。マウス造血幹細胞／造血前駆細胞およびヒト臍帯血由来のCD34陽性細胞に対して、
SRVによって極めて効率に遺伝子導入が可能であることを明らかにした。コロニーアッセイを行った結果、造血
系細胞の分化が確認できた。共通ガンマ鎖欠損細胞にSRVを用いて遺伝子導入を行うと、共通ガンマ鎖の発現が
認められ、IL-2 刺激によりSTAT5のリン酸化が確認できた。長期的に遺伝子導入細胞を増殖維持させることが難
しい場合があり、SRVの改良を行って同様の解析を行った。SRVの改良、他の疾患への応用を進めて行く。

研究成果の概要（英文）：We conducted gene therapy development research using stealth RNA vectors 
(SRV) for severe combined immunodeficiency. We have demonstrated that SRV can introduce genes into 
mouse hematopoietic stem cells/hematopoietic progenitor cells and CD34-positive cells derived from 
human umbilical cord blood efficiently. Differentiation of hematopoietic cells was confirmed by 
colony assay. When genes were introduced into common gamma chain-deficient cells using SRV, 
expression of the common gamma chain was achieved, and phosphorylation of STAT5 was confirmed upon 
stimulation with IL-2. Since it was sometimes difficult to maintain the proliferation of 
gene-transfected cells over a long period of time, we improved SRV and conducted a similar analysis.
 We will continue to improve SRV and apply it to other diseases.

研究分野：小児科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
海外では重症複合免疫不全症に対して、レトロウイルスやレンチウイルスなどのゲノム組み込み型ベクターを用
いた遺伝子治療が行われている。しかしゲノム組み込み型ベクターでは、ゲノムの様々な部位にベクターが組み
込まれることが大きな問題であり、実際に発がんなどの重大な副反応がおこっており、死亡例も報告されてい
る。より安全なゲノム非組み込み型ベクターを用いた遺伝子治療開発研究が急務である。今回、改良型センダイ
ウイルスベクター（ステルス型RNAベクター：略称SRV）を用いた遺伝子治療開発研究を行った。臨床応用に向け
てSRVの改良を進める。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

 海外では重症複合免疫不全症に対して、レトロウイルスやレンチウイルスなどのゲノム組み
込み型ベクターを用いた遺伝子治療が行われている。しかしゲノム組み込み型ベクターでは、ゲ
ノムの様々な部位にベクターが組み込まれることが大きな問題であり、実際に発がんなどの重
大な副反応がおこっており、死亡例も報告されている。本研究では、より安全なゲノム非組み込
み型ベクターである改良型センダイウイルスベクター（ステルス型 RNA ベクター：略称 SRV）
を用いた遺伝子治療開発研究を行った。SRV は、抗原性がほとんど除かれており、遺伝子導入
効率が高く、非分裂細胞にも遺伝子を安定的に発現させることができる。また SRV を用いて造
血幹細胞に遺伝子を導入した場合、造血幹細胞から分化増殖した細胞にも導入された遺伝子が
受け継がれることが確認されている。 

 

２．研究の目的 

本研究では、まず免疫応答のない重症複合免疫不全症を対象疾患として SRV を用いた遺伝子
治療開発研究を行った。マウスの骨髄由来の造血幹細胞／前駆細胞あるいはヒト臍帯血由来の
CD34陽性細胞へ遺伝子導入を行い、in vitro での遺伝子導入効果を確認し、放射線照射した共通
γ鎖欠損マウス（重症複合免疫不全マウス）あるいは NOG マウス（高度免疫不全マウス）に静
脈内投与することで T リンパ球の分化が確認できるかどうかを検討した。この方法による新た
な遺伝子治療法を確立することを目的とし、他の遺伝性疾患への応用についても検討した。 

 

３．研究の方法 

(1) マウス骨髄およびヒト臍帯血から造血幹細胞／前駆細胞をマイクロビーズを用いて純化し、
in vitro で培養・増殖させ、共通γ鎖遺伝子が搭載された SRV で遺伝子導入を行った。 
(2) 遺伝子が導入された細胞をセルソーターで純化し、コロニーアッセイ法を用いて血球分化
が可能かどうかを検討した。共通ガンマ鎖を欠損する Cell line に遺伝子導入を行い、機能の獲
得がみられるかどうかを検討した。 
(3) 共通ガンマ鎖欠損マウスおよびヒト臍帯血由来の造血幹細胞／前駆細胞を、それぞれ共通
ガンマ鎖欠損マウスおよび NOGマウスに静脈内投与し、T細胞の分化について検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 遺伝子導入 
マウス骨髄から Lineage-細胞をマイクロ

ビーズを用いて純化し、セルソーターで
lineage-c-kit+sca-1+細胞を分離すること
で、マウス造血幹細胞／前駆細胞を得た。こ
の細胞に対して SRV を用いて遺伝子導入し
たところ、MOI 3～4 で GFP 陽性率 30%前後
と、極めて良好な遺伝子導入効率が得られ
ることを確認した。同様に、ヒト臍帯血から
マイクロビーズで CD34陽性細胞を純化し、
SRV を感染させて解析したところ、MOI 10
で、GFP 陽性率 65%であり、puromycin での
selection を行うとほぼ 100%と、極めて高
い遺伝子導入効率が確認された（図 1）。 
 
(2) 遺伝子導入の効果の検討 

Methocult m3434 を用いてコロニーアッセ
イを行ったところ、遺伝子導入したマウス骨
髄由来の造血幹細胞／前駆細胞、およびヒト
CD34 陽性細胞のいずれにおいても顆粒球系
コロニーが観察された。ヒト CD34 陽性細胞
の方がマウス骨髄由来造血幹細胞／前駆細
胞よりもコロニー形成能が高い傾向がみら
れた。 
東北大学免疫学の教室石井直人教授より

供与されたヒト由来共通γ鎖欠損株である
ED40515細胞に、共通γ鎖を SRVを用いて遺伝子導入したところ、共通ガンマ鎖の発現が確認さ
れ（図 2）、IL-2 刺激により STAT5 のリン酸化が起こることを Western blot で確認することが
でき、受容体からのシグナル伝達が正常におこることを確認することができた（図 3） 
 

図 1. ヒト CD34 陽性細胞への遺伝子導入効率 

図 2. 遺伝子導入による共通ガンマ鎖の発現 



(3) 遺伝子導入細胞の長期生存の検討 
遺伝子を導入した細胞を長期的に培養すると，

導入した遺伝子の発現を維持する事が難しい場合
があるという事がわかり，Cell line を用いた研
究結果とは異なる結果となった。遺伝子導入した
マウス造血幹細胞／前駆細胞を放射線照射した
NOG マウスに静脈内投与した結果では，不十分な
血球増殖しか得られなかった。遺伝子導入した細
胞の RNA Seq 解析を行い，遺伝子非導入細胞と比
較すると，若干細胞増殖や細胞死に関連する遺伝
子発現に差が見られ，遺伝子導入後の細胞の分化・
増殖が安定していない可能性が示唆された（図 4）。
SRV ベクターは遺伝子発現量が極めて高い事やベ
クターに搭載している蛍光遺伝子に問題がある可能性があり，これらの点を改良したベクター
で研究を進めることとした。 
造血幹細胞

／前駆細胞の
機能に影響がある
可能性を排除でき
ない EGFP 搭載 SRV 
ver.2 に替えて、ヒ
トでの臨床試験で
レンチウイルスベ
クターに搭載され
ているマーカー遺
伝子を搭載した
SRV ver.3(ΔLNGFR 
/DHFR(L22Y))を使
用した遺伝子導入
についての解析を
進めた。SRV ver.3
のうち発現が弱い
4 種類の提供を作
成し、順次マウス
造血幹細胞／前駆
細胞への遺伝子導
入を行った。ベクターの 1つは、ベクターに対する免疫応答の主体となる RIG-Iの機能を阻害す
る分子を搭載した。さらにこれらのベクターには、dihydrofolate reductaseが搭載されており、
遺伝子導入細胞をメトトレキサート（MTX）を用いて選択的に培養可能となり、より臨床応用に
近づけた。 
これらの新たなベクターは、ED40515細胞に MOI 1～10 と低い MOI でも高い効率に遺伝子導入

が可能である事がわかった。マウス骨髄由来の KSL 細胞にも同様に高い効率で遺伝子導入が可
能であった。セルソーターで純化したマウス由来造血幹細胞／前駆細胞に遺伝子導入し、in 
vitro で培養すると、高発現ベクターや低発現ベクターでは長期間の細胞の維持が難しいことが
判明した。共通ガンマ鎖欠損マウスあるいは NOG マウスに移入した場合、一過性に遺伝子発現は
認められるものの、長期的に遺伝子導入細胞を維持することはやはり困難であったが、遺伝子発
現をやや低めに調整されたベクターを用いた場合に最も長期間遺伝子発現を維持できることが
分かった。 
共通ガンマ鎖欠損マウス骨髄から造血幹

細胞／前駆細胞を純化し、このベクターで遺
伝子導入した細胞を、山崎 聡 博士が考案し
たポリビニールアルコール入り培養液で増
殖させた後、共通ガンマ鎖欠損マウスに静脈
内投与すると、末梢血 T細胞数が上昇し、長
期間減少傾向がみられないことが確認され
た。しかしベクター由来の遺伝子発現は消失
していることが確認された。即ち、造血幹細
胞／前駆細胞に共通ガンマ鎖が一時的に発
現することによって、T細胞の分化が誘導可
能であること示唆する結果であった。共通ガ
ンマ鎖欠損症に対して、SRV を用いてこれま
での遺伝子治療法とは異なる機序で、遺伝子
治療が可能であることが示唆された（図 5）。

図 3 ED40515 細胞への共通ガンマ鎖
遺伝子導入による機能獲得 

図 4 造血前駆細胞への遺伝子導入後の遺伝子発現の変化（RNA seq） 

図 5 共通ガンマ鎖欠損マウスへの遺伝子導入 



最終的に多くのマウスで検討を行うと、T 細胞の分化が認められるマウスは一部のマウスであり、
安定した結果を得るまでには至らず、その理由は不明であった。コロニーアッセイでは安定した
遺伝子導入がされていることを以前確認しているが、造血幹細胞／前駆細胞に安定的に遺伝子
導入をするには、さらにベクターの調整・改良が必要であることが確認された。一方で、このベ
クターは、種々の線維芽細胞や iPS 細胞等には安定的に遺伝子導入が可能であることから、より
早く臨床実装を達成するためには、種々の遺伝性の酵素欠損症などを対象疾患として、欠損する
タンパクを分泌させる治療法の開発研究へ展開していく必要もあると考えた。 
 
(4) 血友病を対象とした遺伝子治療開発研究 
血友病は分泌型蛋白である VIII 因子が先天的に欠損す

る疾患であり、VIII 因子を腹腔内に分泌させることが可
能かどうかについて検討した。 

NOD マウス腹腔内に VIII 因子を搭載した SRV を投与した
結果、腹腔内の細胞に遺伝子導入されていることを確認し
た（図 6）。さらに、この遺伝子導入によって、長期的にヒ
ト VIII因子を分泌させることに成功した（図 7）。血友病に
対する新たな遺伝子治療法として、引き続き研究を継続す
ることにした。 
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図 6 腹腔内細胞への遺伝子導入 

 （GFP の産生を確認） 

図 7 高度免疫不全マウスへの腹腔細胞への VIII 因子遺伝子導入 
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