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研究成果の概要（和文）：研究計画に従いマウスおよびサルを用いた前臨床研究を行った。血友

病 B遺伝子治療研究はマウスでの検討を終え、カニクイザルを用いた前臨床実験を遂行してい
る。ヒト第 IX因子（FIX）特異的モノクロナル抗体で検出可能な変異カニクイザル第 IX因子
（FIXT262A:262位の Thrを Alaに置換）を発現する AAV8ベクターを作製した。このベクタ
ーはマウスで 1000％以上の FIX 発現をえることができる。サルに末梢静脈あるいは腸間膜静
脈枝から同ベクターを投与したところ、中和抗体陰性の 3頭では治療レベルの導入遺伝子由来
FIX（FIXT262A）発現が得られた。しかし、既感染に基づく AAV8 に対する中和抗体が低力
価でも存在するサル 3頭では腸間膜静脈からベクターを投与しても血中に期待される治療域レ
ベルの FIXの長期発現は得られなかった。中和抗体の AAV8ベクターの遺伝子導入阻害を回避
するベクター投与法を抗 AAV8中和抗体が存在するカニクイザル 3頭にて試み、治療域に達す
る FIX発現がえられた。血友病 A遺伝子治療研究では、ヒト FVIIIは血友病 Aマウスでは血
液レベルを高めることがこれまで困難であったが、AAV8 ベクターと HCRHAAT-プロモータ
ーを用いること、および免疫反応を制御することで、血友病 A マウスにおいてヒト FVIII 活
性を 50－100％に維持することが可能となった。よりヒトに近い種属の血友病モデル動物（血
友病 A クローンブタ）の作製に成功した。遺伝子細胞治療として、AAV Rep 遺伝子を用いた
19番染色体 AAVS1領域への部位特異的 FVIII遺伝子組込が効率よく行えることが確認できた。
完全長 FVIIIと導入遺伝子由来の B領域欠如型 FVIIIを識別するための検出方法を確立でき、
非ヒト霊長類のカニクイザルを用いた血友病A遺伝子治療の前臨床実験を行うことを目的とし
て、カニクイザルでの FVIII発現実験を開始した。 
 
研究成果の概要（英文）：The Hemophilia gene therapy study was carried out according to the 
research plan. We have completed the FIX gene expression study with adeno-associated 
virus (AAV) vectors in mice for hemophilia B gene therapy and the hemophilia B gene 
therapy preclinical study is currently conducted with macaques. The AAV8 vector carrying 
the macaque FIX T262A was effective to express macaque FIX T262A to the therapeutic 
level in anti-AAV8 antibody-negative macaques whereas the vector was unable to express 
macaque FIX T262A to the therapeutic level in anti-AAV8 antibody-positive macaques. The 
novel vector-injection method for evading the inhibitory effect of anti-AAV8 antibody was 
developed and was effective to express the transgene-derived macaque FIX T262A in 
anti-AAV8 antibody-positive macaques. Human FVIII could be expressed with the AAV8 
vector to the therapeutic level in FVIII deficient mice. A novel hemophilia A model animal 
(cloned hemophilia A pig) was generated by nuclear transfer cloning. The efficient and site 
specific integration of FVIII gene into the chromosome 19 was achieved with the AAV2 Rep 
gene. New monoclonal antibodies raised against B domain-deleted human FVIII were 
developed and used to quantify B domain deleted human FVIII specifically. 
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１．研究開始当初の背景 

  血友病の遺伝子治療は、欧米におい

てはすでにクリニカルトライアルが行

われてきた。血友病 A の遺伝子治療と

しては、第 VIII 因子遺伝子を組み込ん

だ細胞の移植、レトロウイルスベクタ

ーを用いた遺伝子治療、さらには第二

世代アデノウイルスベクターを用いた

遺伝子治療が行われた。細胞移植療法

では一時的な効果のみであり、レトロ

ウイルスベクターではほとんど効果な

く、アデノウイルスベクターでは強い

急性血液障害を認めた。血友病 B の遺

伝子治療は血友病 A 遺伝子治療よりも

進んでおり、AAV2ベクターをもちい第

IX因子遺伝子を骨格筋、あるいは肝臓

への遺伝子導入するクリニカルトライ

アルが行われた。いずれのトライアル

も、一時的な凝固因子の発現はえられ

たものの、欠乏する凝固因子の治療域

に達するレベルの長期間の上昇は得ら

れていない。また、免疫学的な遺伝子

導入細胞の排除も認められた。これは、

適切な遺伝子導入細胞・臓器やベクタ

ーが選択されていないことが原因の一

つと考えられる。新たなストラテジー

や適切なベクターの開発が必要な局面

になっている。 
２．研究の目的 
血友病は、凝固第 VIII因子遺伝子、あるい

は凝固第 IX 因子遺伝子の異常から凝固第

VIII因子欠乏（血友病 A）、凝固第 IX因子

欠乏（血友病 B）となり、強い出血傾向を

きたす難治性血液疾患である。現在の血友

病の治療は、出血時に欠乏する凝固因子を

投与する補充療法が主体であり、脳出血な

どの致死的な出血を予防することは出来な

い。本研究では、凝固因子遺伝子導入をは

かり恒常的に凝固因子レベルを上昇させ、

多くの問題点を克服する次世代の治療であ

る血友病の遺伝子治療の確立を目的とする 
３．研究の方法 
 遺伝子導入効率を考慮すると、ベクタ

ーを生体へ直接投与する体内法では遺伝

子導入効率の観点からウイルスベクター

の使用が現実的と考えられる。ウイルス

ベクターとしては、染色体への組み込み

が殆ど起こらず、非分裂細胞にも導入可

能なアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクタ
ーを選択した。体外で細胞に遺伝子を導

入し、体内に再移植する遺伝子細胞治療

（体外法）には、非分裂細胞に遺伝子導

入可能でサルやヒトに病原性の報告のな

いアフリカミドリザルから単離したレン



チウイルス由来 SIV ベクターを用いた。 
AAVベクターには搭載遺伝子が約5kbの
制限があるが、発現効率向上と臓器特異

性を高めるために 4.5kbの FVIII遺伝子
を用いて組織特異的プロモーターを検討

した。サルの実験ではヒト第 IX 因子
（FIX）に対して抗体産生が見られたた
めに、カニクイサル型 FIX遺伝子をクロ
ーニングし、発現 FIXの定量的同定を目
的に一部をヒト型に改変した遺伝子を作

製し検討した。 
 核移植をもちいたクローン技術を用い

血友病 Aモデルブタの作出を行った。 
染色体部位特異的遺伝子組込には 19

番染色体 AAVS1 領域へ遺伝子を組込可
能な AAV Rep遺伝子を用いた。遺伝子異
常の是正には相同組換えを検討した。 
４．研究成果 

 血友病 A遺伝子治療：導入遺伝子由来
FVIII に対する抗体産生を防ぐためには、
肝臓以外の組織に FVIII遺伝子発現を起
こさないことが重要であることが明らか

となった。ヒト FVIIIはマウスにおける
血液半減期が極めて短く血液レベルを高

めることがこれまで困難であったが、

HCRHAAT プロモーター搭載ベクター
を用いることで血友病 A マウスにおい
てヒトFVIII活性を正常の50％以上に上
昇させることが可能となった。ヒトでの

血友病 A遺伝子治療臨床研究でも FVIII
遺伝子導入後に FVIIIに対し新たにイン
ヒビターを発生する可能性がある。ヒト

FVIIIは血友病 Aマウスに対して免疫原
性が強く、インヒビターを高頻度で発生

することから、血友病 Aマウスを用いて
検討したところ、免疫反応を制御するこ

とでヒト FVIII 遺伝子導入時のヒト
FVIII に対するインヒビター発生抑制に

も成功した。この成果はインヒビター対

策にもつながる成果と考えられた。また、

ヒトに近い種属の血友病モデルの作製も

順調にすすみ、血友病 Aクローンブタを
得た（投稿中）。血友病 A クローンブタ
は血友病 Aマウスと異なり生下時から出
血傾向を示した。新たに作製したモノク

ロナル抗体を用いて、内在性カニクイザ

ル FVIIIと導入遺伝子由来のカニクイザ
ル FVIIIを識別するための検出方法を構
築でき、カニクイザルでの FVIII発現実
験を行っている。AAV2 Rep遺伝子を用
いた 19番染色体 AAVS1領域への部位特
異的遺伝子組込が高効率で行えることが

ヒト細胞を用いて示唆された。しかし、

AAV2 Rep遺伝子はヒト以外の細胞では
19 番染色体特異的遺伝子導入は困難で
あるため、マウス細胞へヒト 19番染色体
AAVS1 領域遺伝子をまず組込、続いて
19 番染色体部位特異的遺伝子組込みを
おこなう移植実験を遂行中である。 
血友病B遺伝子治療：ヒトFIXのAla262
位アミノ酸はカニクイサルでは Thrであ
る。カニクイザル FIX 遺伝子を改変し
262 位をヒト型 Ala に変え、この部をエ
ピトープにもつモノクロナル抗体で発現

改変 FIXを測定出来るようした。この変
異カニクイザル FIXを発現するAAV1ベ
クターをカニクイザル骨格筋に投与する

ことで 3 頭において変異カニクイザル
FIXの血液レベルを 4-40%で長期間維持
することが可能であった。マウスで FIX
レベル 1000％以上の発現をえることが
できる第 IX 因子遺伝子搭載 AAV8 ベク
ターを、AAV8 に対する中和抗体陰性サ
ルの末梢静脈から投与したところ 4 頭に
おいて治療域（2-20％）の FIX発現が得
られた。しかし、既感染に基づく AAV8



に対する中和抗体が低力価であっても存

在するサルに、同ベクターを腸間膜静脈

枝から投与しても期待レベルの FIXの発
現は得られなかった。AAV8 ベクターに
よる遺伝子導入を阻害する中和抗体が存

在するカニクイザルに於いて、中和抗体

による AAV ベクターの遺伝子導入阻害
を回避するベクター投与を試み、サル 3
頭において 10％前後の FIX 発現がえら
れた。いずれの実験においても、マウス

で高い遺伝子導入効率のある AAV8ベク
ターも、カニクイザルではマウスと比較

し 1/10以下の遺伝子導入効率であり、非
ヒト霊長類を用いた前臨床実験が必須で

あることが示唆された。 
 AAV8ベクターにより FIX遺伝子を肝
臓へ導入する血友病 B遺伝子治療は、カ
ニクイザルを用いた前臨床研究で有効性

が示され臨床研究へ歩を進めることがで

きると思われた。 
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