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研究成果の概要（和文）：アデノ随伴ウイルス（AAV）が第 19 番染色体の AAVS1 領域に組み込ま

れる性質を利用し、挿入変異発癌のない遺伝子操作法を開発した。ヒト AAVS1 領域を持つトラ

ンスジェニックマウス由来の iPS 細胞の AAVS1 領域に GFP プラスミドの導入を試み、約 100 個

のクローンを分離したが、AAVS1 に GFP 遺伝子が組み込まれているのは 1 クローンのみであっ

た。この低率を改善するためトランスフェクション法、プラスミドの構築の再検討が必要と考

えられた。	 

	 
研究成果の概要（英文）：We	 developed	 a	 site-specific	 gene	 insertion	 technology	 for	 stem	 
cells	 by	 using	 an	 integration	 machinery	 based	 on	 adeno-associated	 virus	 (AAV),	 which	 
preferentially	 integrates	 into	 the	 AAVS1	 site	 on	 chromosome	 19.	 	 We	 tested	 this	 system	 
with	 a	 GFP	 plasmid	 for	 iPS	 cells	 originated	 from	 a	 transgenic	 mouse	 bearing	 human	 AAVS1	 
site.	 Approximately	 100	 clones	 were	 selected	 and	 we	 found	 just	 one	 clone	 had	 the	 insertion	 
of	 GFP	 gene	 into	 the	 AAVS1	 site.	 	 To	 improve	 the	 AAVS1-targeting	 efficiency,	 fine	 tuning	 
of	 the	 method	 of	 plasmid	 transfection	 and	 redesign	 of	 the	 GFP	 plasmid	 is	 needed.	 
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１．研究開始当初の背景	 
遺伝子治療に関しては、臨床的有効性が認め
られる疾患がまだごく一部に限られている
のに対し、造血幹細胞遺伝子治療で白血病の
発生という重大な副作用が出現したことか
ら、依然として世界的に研究が低迷している。
一方で、再生医療に対する期待が大きく膨ら
んできており、特に iPS 細胞が樹立されてか
らは、多くの研究者がその分野に参入するよ

うになっている。このような幹細胞を用いた
再生医療の実用化を一段と推進していくに
は、幹細胞を安全に遺伝子操作する技術の重
要性が増しているものと判断される。即ち、
再生医療に遺伝子治療研究で開発されたテ
クノロジーを組み合わせていくことは、先端
医療の発展に向けて力を入れるべき方向性
の一つであることは間違いない。	 
	 幹細胞レベルの遺伝子操作は挿入変異に
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よる癌化のリスクを伴うことが懸念されて
おり、その実用化に向けては安全性を高める
技術開発が必須である。遺伝子変異がある場
合にそれを正常化する場合には、理想的な方
法は遺伝子相同組換え法である。この方法で
あれば、他の遺伝子に傷害を与えるリスクを
抑えることが可能であるが、Zn フィンガー・
ヌクレアーゼを利用した新しい方法でも効
率が低く、幹細胞レベルで相同組換え法を用
いるのは技術的にまだ困難である。また本法
は遺伝子修復には適しているが、細胞機能の
強化を目的とした治療遺伝子の導入には不
向きである。次に、標的細胞のゲノムにダメ
ージを与えないように、細胞質型ベクターで
あるセンダイウイルスベクターも最近注目
されている。しかしながら、このベクターは
免疫原性が強いために、遺伝子操作した細胞
を移植する場合にはベクターゲノムを予め
取り除く必要がある。したがって、iPS 細胞
の作製のように体外培養をしている間だけ
導入遺伝子を働かせる場合は問題ないが、治
療遺伝子を体内で働かせることを目的とす
る場合には不向きである。	 
	 
	 
２．研究の目的	 
我々の研究グループは、長年に亘って AAV ベ
クターを用いた遺伝子治療法の開発を推進
してきており、また並行して、非病原性の野
生型 AAV の特徴を活かした第 19 番染色体長
腕 AAVS1 領域特異的遺伝子組込み法の開発に
も地道に取り組んできている（Progress	 in	 
Gene	 Therapy,	 Vol.	 3,	 pp.19-46,	 2008;	 J.	 
Gen.	 Virol.	 84:	 2127-2132,	 2003）。この方
法は、 AAV の 二 つのコンポーネント
［ITR(inverted	 terminal	 repeat)配列と非
構造蛋白質の Rep蛋白質］を利用するもので、
比較的高頻度で目的遺伝子が安全と考えら
れる AAVS1 領域に組み込まれる。このユニー
クなテクノロジーを、再生医療を目的とした
幹細胞の遺伝子操作に応用すべく、本研究で
は発生工学的手法に基づいた基盤研究を実
施した。既に、ヒト AAVS1 領域を持つトラン
スジェニックマウスの作製を行っており、こ
のトランスジェニックマウス由来の線維芽
細胞から樹立したiPS細胞を用い、ヒトAAVS1
領域特異的遺伝子組込み法のモデル実験を
行った。	 
	 
	 
３．研究の方法	 
(1)AAVS1 ターゲティングプラスミドの構築:	 
AAVS１特異的組込み介在配列には AAVゲノム
両末端の ITR と、AAVS1 特異的組込み活性を
持つ Rep 蛋白質の発現をドライブする p5 プ
ロモーター内の配列（p5 配列）がある。ITR
もしくは p5 配列をプラスミドに組み込んで

おけば、Rep を発現させることで AAVS1 へそ
のプラスミドを組み込ませることができる。
本研究では、AAVS1 でのトランスジーンの組
込みの方向が規定できる p5 配 列 を
CMV-GFP-ires-ブラストサイジン耐性遺伝子
（bsr）もしくは CMV-GFP-ires-ハイグロマイ
シン耐性遺伝子（hpt）カセットの上流に挿
入したプラスミドを作製した。	 
(2)ヒト AAVS1 領域を持つトランスジェニッ
クマウス：マウスゲノムにもヒトと同様の
AAVS1 領域が存在するが、AAV のマウス AAVS1	 
ortholog への組込みはヒトの場合に比べ極
端に低い。そこでヒト AAVS1 を持つトランス
ジェニックマウス 13 系統をすでに作出して
いたが、これらからシングルコピーの AAVS1
領域を持ち安定に次世代に継代できる系統
を選び出した。	 
(3)iPS 細胞の作製：トランスジェニックマウ
スの皮膚から線維芽細胞を分離培養した。
Oct3/4、Sox2、Klf4、c-Myc を発現するリプ
ログラミング用センダイウイルスベクター
（CytoTune-iPS	 Reprogramming	 kit、医学生
物学研究所）を感染させ作製した。iPS 細胞
かどうかの判断は、形態、未分化特異的マー
カーの発現（nanog、SSEA-1）、アルカリホス
ファターゼ（ALP）染色より行った。	 
(4)マウス iPS 細胞のヒト AAVS1 領域への遺
伝子組込み：AAVS1 への組込み活性のある Rep
蛋白質の一つである Rep68 を SV40 プロモー
ターで発現するプラスミドと、p5 配列を持つ
pCMVGFP/bsr もしくは pCMVGFP/hpt を樹立し
た iPS 細胞にコトランスフェクションし、ブ
ラストサイジンもしくはハイグロマイシン
存在下で培養し薬剤耐性クローンを作製し
た。AAVS1 へ GFP プラスミドが組み込まれて
いるかどうかの判定は、ヒト AAVS1 特異的プ
ライマーと CMV特異的プライマーで各クロー
ンのゲノム DNA を鋳型として PCR を行い、増
幅産物が得られるかどうかで判断した。	 
	 
	 
４．研究成果	 
(1)AAVS1 ターゲティングプラスミド：CMV プ
ロモーター下に GFP、internal	 ribosome	 
entry	 site	 (IRES)下に薬剤耐性マーカー遺
伝子（bsr、hpt）を発現するカセットの上流
に p5 プロモーター配列を逆向きに挿入した
ターゲティングプラスミドを構築した。p5 を
逆向きに挿入することにより CMVプロモータ
ーが AAVS1 へ直接つながる様に組み込まれる
頻度が増すことを HeLa 細胞で確認した。	 
(2)ヒト AAVS1 領域を持つトランスジェニッ
クマウス：13 系統の中でシングルコピーの
AAVS1 を保持し、しかも安定に継代できる 2
系統#1、#3 を選び出した。	 
(3)iPS 細胞の作製：系統#3 の 8 週令のオス
マウスの皮膚を採取し、常法に従い線維芽細



胞を分離、培養した。Oct3/4、Sox2、Klf4、
c-Myc を発現するセンダイウイルスベクター
をそれぞれ 3	 	 CIU/cell で感染させ iPS 細胞
を樹立した。代表的 iPS クローンを図１に示
す。未分化のマーカーとされる NANOG、SSEA-1、
ALP はいずれも陽性であった。	 
 

 
 
 
 
	  
(4)マウス iPS 細胞のヒト AAVS1 領域への遺
伝子組込み：Rep 発現プラスミドと GFP/bsr
プラスミドを iPS細胞にコトランスフェクシ
ョンし、ブラストサイジン存在下で培養を行
い single	 cell	 clone を約 100 個選んだ。ク
ローン間でばらつきはあるがいずれのクロ
ーンも GFP 陽性であった。AAVS1 へ GFP 遺伝
子が組み込まれているか解析するためゲノ
ム DNA を抽出し、CMV プライマーと AAVS1 プ
ライマーで PCR を行い、PCR で増幅されるか
検討したところ、1 クローンが AAVS1 領域に
組み込まれていることが分かった。効率は低
いが iPS 細胞での AAVS1 特異的組込み方法の
基礎が確立したと考えられる。これまでの
我々の研究によると、ヒト由来の細胞株
HEK293 細胞、HeLa 細胞での AAVS1 特異的組
込み頻度は約 10%程度であるので、プラスミ
ドのデザイン、トランスフェクション法など
の最適化が更に必要と考えられた。	 
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