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研究成果の概要（和文）：我々はBTK遺伝子のexon6-19とその隣接遺伝子TIMM8Aを含むゲノム領域、およびGFP、ハイグ
ロマイシン耐性遺伝子を搭載したHD-Ad.AAV.BTKベクターを作製した。このベクターを感染させた臍帯血由来CD34陽性
細胞から755個のハイグロマイシン耐性赤芽球コロニーを得て、そのうち4個のコロニーでBTK遺伝子座における相同組
み換えを認めた。同様に感染させたCD34陽性細胞から分化誘導したCD19陽性細胞においても相同組み換えを検出した。
本ベクターにより造血幹細胞における相同組み換えによるBTK遺伝子の変異修復を行える可能性を示した。

研究成果の概要（英文）：We constructed a HD-Ad.AAV BTK targeting vector that is composed of the genomic 
sequence containing BTK exons 6-19, TIMM8A and GFP/hygromycin resistant gene. By using HD-Ad.AAV. BTK 
vector, we found that the targeting in the BTK gene occurred in 4 among 755 hygromycin-resistant BFU-E 
colonies differentiated from the cord blood CD34+ cells. Importantly, the gene targeting was also 
observed in CD19+ lymphoid progenitor cells that could be differentiated from the homologous recombinants 
of CD34+ cells. Our study shows the potential of HD-Ad.AAV. BTK vector for the BTK gene therapy by 
homologous recombination in hematopoietic stem cells.

研究分野： 小児科学

キーワード： 遺伝子修復治療

  １版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 世界中で遺伝子治療の臨床研究が行わ
れているが、成功例はごくわずかで原発性
免疫不全症(X 連鎖重症複合免疫不全
症:X-SCID、ADA 欠損症)はその代表である。
しかし、ベクター由来遺伝子のランダムな
組込みによる発がんが大きな問題となっ
た。このように現在の“遺伝子治療”は、
正規の遺伝子の場所に関係なく付加的に
遺伝子を導入する方法であり、変異遺伝子
自体を修復する遺伝子修復治療は世界的
にも開発途上であり、臨床応用されていな
い。 

(2) X連鎖無ガンマグロブリン血症（XLA）は、
X 染色体長腕に位置する Bruton’ s 
tyrosine kinase (BTK)遺伝子変異によっ
て生じる B 細胞の分化障害が原因である。
この疾患では、細菌性肺炎などの重症感染
症を繰り返し、生涯にわたってガンマグロ
ブリンを補充する必要がある。また合併症
として消化器がんなどの悪性腫瘍や、進行
性のウイルス性脳炎を起こすこともある
ことも重要な問題である。Btk 変異を有す
る骨髄細胞を致死的放射線照射マウスに
移植する際、正常骨髄細胞を 0.5％混入さ
せるだけで 60％のマウスが免疫グロブリ
ン産生能を回復することから、遺伝子修復
された細胞がわずかであっても、B 細胞の
増殖優位性により治癒する可能性が示さ
れている。 

 
２．研究の目的 

造血幹細胞に感染性を示す Ad5/35 キメ
ラベクターと、相同組換えによる目的遺伝
子の修復を起こすアデノ随伴ウイルスベ
クターとの両者の長所を備えているヘル
パー依存型アデノ・アデノ随伴ウイルス
（HD-Ad.AAV）ハイブリッドベクターを用
いて、原発性免疫不全症における遺伝子変
異の修復による自己細胞再生療法の開発
を行う。 

 
３．研究の方法 
(1) BTK 遺伝子の exon6～exon19 領域、隣接
遺伝子である TIMM8A の全遺伝子および
GFP-ハイグロマイシン耐性遺伝子を搭載
した HD-Ad.AAV.BTK ベクターを作製した
(図 1)。 

 
 
 
 

 
（図 1）HD-Ad.AAV.BTK ベクターの構造 

 
 
(2) 同ベクターを用いて臍帯血由来の CD34 
陽性細胞でのBTK遺伝子の修復について検
討を行った。 

 

(3) ヒト XLA モデルマウス、BTK-cDNA 搭載レ
ンチウイルスベクターを用いて、in vivo 
での B 細胞の再構築を検討した。 

 
(4) XLA 患者の骨髄線維芽細胞より iPS 細胞
を樹立し、in vitro で B 細胞へ分化誘導
する培養系の検討を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 正常ヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞にベ
クターを感染させコロニー解析を行った
ところ、出現するコロニーは BFU-E がほと
んどであった。相同組換えがおこったコロ
ニーは、導入された GFP 遺伝子が発現して
いることが蛍光顕微鏡で確認された（図 2）。 

 
 
 
 
 
 

 

（図 2）相同組換えが確認された BFU-E 

ハイグロマイシン耐性を示すBFU-Eコロ
ニーを対象として相同組換え効率を検討
した。15 回のアッセイで、CD34 陽性細胞
総数 1.5 x 107個の細胞へ感染させた結果、
4 個の BFU-E で相同組換えを確認した（図
3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 3）BFU-E における相同組換えの確認 
 

また、ハイグロマイシン耐性の BFU-E コ
ロニーを対象として、ベクター由来遺伝子
のランダムな挿入部位をLAM-PCRで検索し
た。結果、挿入部位に偏りがないことを証
明した。 

 
(2) 正常ヒト臍帯血由来 CD34 陽性細胞にベ
クターを感染させた後、B 細胞系細胞へ分
化させた。15 回のアッセイで、CD34 陽性
細胞総数 1.8 x 107 個の細胞へ感染させた
結果、5 回のアッセイで相同組換えを確認
した（図 4）。 

 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（図 4）CD19 陽性細胞における相同組換え 
 
(3) BTK-cDNA搭載レンチウイルスベクターを
用いてヒト化XLAモデルマウスに遺伝子導
入を行った結果、B細胞の増加を認めた。 
 

(4) XLA 患者の骨髄線維芽細胞より iPS 細胞
を樹立した。この患者由来細胞と正常ヒト
iPS 細胞株より in vitro で CD34 陽性の血
液細胞を誘導した。 
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