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研究成果の概要（和文）：血友病Ａインヒビターの制御を目的に、血友病ＡマウスからiPS細胞を作製し、第VIII因子
遺伝子を導入後に、胸腺髄質上皮細胞へ分化させた上で胸腺へ移植した。その結果、この細胞移植療法により第VIII因
子に対するインヒビターの発生が抑制できることを明らかにするとともに、インヒビターの発生に関わる複数の免疫応
答遺伝子群を特定し得た。

研究成果の概要（英文）：Hemophilia A is an X-linked, recessive hereditary bleeding disorder due to 
deficient coagulation factor VIII (FVIII). However, about 30% of patients with severe deficiency develop 
inhibitors or circulating alloantibodies against infused factor VIII. Once an inhibitor develops, 
treatment of bleeding episodes is quite difficult due to partial or complete lack of efficacy of 
replacement therapy. Immune tolerance induction (ITI) by prolonged administration of FVIII concentrates 
is currently the only therapy proven to eliminate persistent inhibitors in severe hemophilia A. In this 
project, we investigated central ITI by thymic implantation of epithelial progenitor cells derived from 
induced pluripotent stem (iPS) cells, which will be isolated from fibroblasts of congenic hemophilia A 
mice and transduced with the SIV encoding FVIII.

研究分野：医歯薬学
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１．研究当初の背景 
(１) 血友病Ａ患者は、欠乏している第 VIII
因子の補充を目的とした第 VIII因子製剤の
家庭内自己注射療法の普及により、関節内
出血や筋肉出血などの重篤な出血症状から
解放されるようになった。しかしながら第
VIII 因子製剤の反復投与により 5-30%の頻
度で抗第 VIII 因子同種抗体(第 VIII 因子イ
ンヒビター)が発生する。第 VIII因子インヒ
ビターを有する血友病Ａ患者は、第 VIII因
子製剤による止血効果が著しく低下するた
めに致死的な出血の危険性に晒されている。 
第 VIII因子インヒビター陽性血友病Ａ患者
に 対する免疫寛容誘導療法 (immune 
tolerance induction therapy; ITI療法)は、大量
の第 VIII因子製剤の頻回投与によりインヒ
ビターの消失をはかる特異的かつ根治を目
指した治療法である。現在の血友病臨床に
おいてインヒビターの制御方法は克服すべ
き重要課題であり、副作用や医療経済効率
などの観点を考慮した新たな免疫寛容誘導
法が模索されている。血友病Ａに対する免
疫寛容は、CD40-CD40L など副反応系路を
遮断する方法（Peng B, Blood 2008）や、自
然免疫に関与するToll like receptorの制御に
よる非特異的方法が報告されている
(Allacher P, et al. Blood 2010)。本研究のよう
な特異的免疫寛容を誘導する観点から iPS
細胞を用いた細胞療法の研究は世界的にみ
てもユニークな方策であると考えられる。 
 
２．研究の目的 
 本研究は血友病Ａインヒビターの制御を
主目的とし、血友病Ａマウス個体において
中枢性免疫組織である胸腺組織を標的に自
己体細胞由来 iPS細胞を超高解像度超音波
システム下での直接的な細胞治療移植が抗
原特異的な免疫寛容をもたらし、インヒビ
ターの発症を予防する可能性を探る。特に、
血友病Ａマウスモデルから樹立した iPS細
胞による胸腺組織の再構築に主眼を置き、
第 VIII 因子の遺伝子導入法、in vivo イメ
ージングによる胸腺組織への選択的細胞移
植手法を組み入れ、抗原特異的な中枢性免

疫寛容へ到る可能性を探索し、その成立機
序を検証する。 
 本研究で得られる新知見は、体細胞の再
プログラミングにより血友病Ａインヒビタ
ーの発症予防を目的とした新規治療法の開
発に繋がるとともに、臨床的には血友病患
者自身の体細胞から作製した iPS細胞を免
疫寛容誘導に用いることにより、移植 iPS
細胞自身の拒絶を回避できるという優位性
をもたらす。特に第 VIII因子インヒビター
発症のハイリスク群である重症型血友病Ａ
の遺伝子型を保因する男児や既にインヒビ
ター陽性血友病Ａ患者に対して、自己 iPS
細胞由来胸腺上皮細胞を標的とした細胞治
療法により第 VIII 因子に対する免疫寛容
を成立させ得るならば、血友病インヒビタ
ー発症の予防のみならずインヒビターに対
する特異的な新規治療という観点からも臨
床的意義が大き。 
 
３．研究の方法 
１）血友病Ａマウスの皮膚線維芽細胞由来
iPS 細胞の樹立と胸腺上皮細胞 in vitro 分
化誘導系の確立：（１）成体血友病Ａマウス
の皮膚線維芽細胞を単離し、初期化因子遺
伝子（OCT3/4、Sox2、Klf4、c-Myc）を導
入し血友病Ａマウス由来 iPS細胞を樹立し
た。（２）iPS細胞を hanging drop法によ
り embryonic body を形成させた後に、コ
ラーゲンDish上で FGF-7, FGF-10および
BMP-44 等の存在下で培養し、胸腺上皮細
胞へ分化誘導した。 
２）遺伝子導入用 SIVウイルスベクターの
構築：サル免疫不全ウイルス（SIV）由来
ベクターを基本骨格として、5’側上流に
CMV、EF-1alpha、および autoimmune 
regulator （AIRE）、cadherin 5、CD68
などの細胞特異的プロモーターを配置し、
ヒト完全長第 VIII因子 cDNA、eGFPおよ
び luciferase cDNAを組み込んだコンスト
ラクトを構築した。 
３）iPS細胞由来mTE細胞の胸腺組織への
選択的移植と免疫応答能の検証：（１）
VEVO超音波システムとマイクロインジェ



クター併用法により、マウス個体への低侵
襲下で胸腺組織へ選択的な細胞移植を実施
した。（２）iPS細胞由来mTE細胞の移植
マウスに対して、第 VIII因子の反復刺激に
より生じる抗第 VIII 因子抗体を定量し免
疫寛容誘導の有無を判定した。（３）マウス
免疫組織から CD4+細胞を単離し、第 VIII
因子感作マウス由来抗原提示細胞共存下で
精製第 VIII 因子抗原に対する応答能を評
価した。 
 
（倫理面への配慮） 
 本研究は、自治医科大学生命倫理委員会
の定める動物実験指針の基づき立案され、
同倫理員会により審査、承認（承認番号：
第 140146号）されたものである。 
 
４．研究結果 
１）血友病Ａマウス由来 iPS細胞の樹立と
第 VIII 因子遺伝子導入法の確立：（１）樹
立した血友病Ａマウス由来 iPS 細胞は、
ALP 染色、FACS による SSEA-1 発現、
Nanog, ERas, Rex1, Oct3/4、Fbx, Esg1の
遺伝子発現をマウスES細胞およびB6マウ
ス由来 iPS細胞と比較することにより検証
した。（２）血友病Ａマウス由来 iPS細胞を
in vitroで胸腺上皮への分化誘導を行ない、
EpCAM および PDGFRalpha 等の表面抗
原の発現動態から mTE 細胞様への分化が
可能であることを見出した。 
２）SIV ウイルスベクターの構築と導入遺
伝子の発現解析：血友病Ａマウス由来 iPS
細胞に対して、EF-1alpha プロモーターを
用いることにより第 VIII 因子の持続な高
発現細胞が得られること、胸腺上皮細胞株
IT-76MHC細胞に対して AIREプロモータ
ーにより特異的な発現が得られることを明
らかにした。 
３）iPS細胞由来mTE細胞の胸腺組織への
選択的移植と免疫応答能の検証：（１）第
VIII因子や e-GFPや luciferaseなどのマー
カー遺伝子を組み込んだ SIVベクターを用
いて iPS 細胞に遺伝子後、in vitro で胸腺
上皮細胞へ分化させたうえで、セルソータ
ーにより EpCAM+PDGFRalpha+分画を

分取し、第 VIII因子非暴露血友病Ａマウス
個体の胸腺組織へ選択的に細胞移植を行っ
た。マウス個体に対する IVIS による
luciferase 発現および胸腺組織の蛍光免疫
法による eGFPの発現より、血友病Ａマウ
ス胸腺に移植した mTE 細胞が生着するこ
とを確認できた。（２）第 VIII 因子を遺伝
子導入した iPS細胞を胸腺移植した血友病
Ａマウスは、iPS 細胞のみの移植マウスに
比較して、第 VIII 因子反復刺激後の抗第
VIII 因子価が低下していた（24.8±37.0 vs 
98.9±69.1 BU/mL, p=0.025）（図１）。（３）
第 VIII因子を遺伝子導入した iPSCの胸腺
移植により第 VIII 因子に対する免疫寛容
誘導状態と血友病Ａマウスの胸腺、脾臓お
よびリンパ節の比較定量を Immune Array 
panel により行い、発現増加を示す免疫応
答遺伝子群（CD40Ig）、発現低下を示す遺
伝子群を（IL17, IL6, EDN1, CSF3, IL2, 
IL13, IFN gamma, IL1alpha）を特定する
ことができた。 
 
図１．iPS 細胞の遺伝子細胞療法によるイ
ンヒビター制御 

 
 本研究における免疫応答の制御を目的と

した胸腺標的遺伝子細胞療法は、自己体細

胞由来 iPS細胞を用いることにより移植細

胞自身の拒絶を回避しながら抗原特異的免

疫寛容を誘導し得ると考えられる。iPS細胞

や mTE 細胞の精度の高い純化法や効率性

の改善などが臨床応用に向けた課題である。

本研究は、血友病インヒビター発症の予防

とともに抗原特異的な新規免疫寛容誘導療



法などの血友病研究の基盤となるものと考

えられる。 
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