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研究成果の概要（和文）：血友病Aの遺伝子治療を目指して，凝固第Ⅷ因子の遺伝子をAAVベクターに搭載して発現させ
る検討を行った．この遺伝子は全長で約9kbあり，そのままではAAVベクターに搭載することはできないことから必須の
部分のみに短縮し，短く肝臓特異的なプロモーターを用いてベクターを構築した．その結果，in vitro でもマウスを
用いた検討でも凝固第Ⅷ因子の活性が得られた．しかしながらその産生効率は野生型相当の長さを持つものに比べて有
意に低下しており，より短くかつ充分な発現が期待できるプロモーターの使用が望ましいものと考えられた．

研究成果の概要（英文）：We tested the efficacy of factor VIII expression using AAV vectors to achieve 
gene therapy for hemophilia A. As the length of factor VIII gene exceeds the packaging capacity of AAV, 
we constructed vectors using essential parts of factor VIII gene, combined with short, liver-specific 
promoter. Expression of factor VIII were achieved both in vitro and in vivo (mouse) experiments. On the 
other hand, the efficiency of vector production was much lower than the regular sized vectors. Further 
investigation is required to optimize the vector structure, mainly testing shorter promoter elements to 
improve the vector production rate.

研究分野： 遺伝子治療
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１．研究開始当初の背景 
 アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターは安
全性が高く、近年さまざまな領域で臨床応用
が始まり、効果がもたらされている。血友病
遺伝子治療においても，８型などの血清型に
基づくベクターの有効性が高く、これまで２
型などを用いて効果不充分であった臨床研
究が成功を収めるに至っている。実際、最近
英国と米国の二施設共同で行われた血友病
Ｂの臨床研究においては、８型ベクターの静
注により治療域に達する効果が得られてい
る。一方で、より対象者の多い血友病Ａに対
しては、各種のベクターを用いた様々な方法
が提唱されているものの、凝固第Ⅷ因子の遺
伝子は第Ⅸ因子に比べて長いことなどから、
そのまま単一のベクターに搭載するのは難
しいことが問題となっており，AAV ベクター
を用いて血友病Ａに対する遺伝子治療を進
めていくためには，この点を解決する必要が
あった． 
 
２．研究の目的 
 本研究では血友病Ａの遺伝子治療の実現に
向けて最適な方法を探索することを目指し
た。AAV ベクターは 4.7kb の遺伝子を持つ野
生型に由来する。一方，第Ⅷ因子遺伝子はエ
クソン部分のみでも全長が約 7kb あり、その
ままではAAVベクターに搭載可能な長さを超
えている。この点を克服するため，第Ⅷ因子
の軽鎖・重鎖の構成要素である A1,A2,A3 及
び C1,C2 のドメインのみを採用し、B 領域は
取り除いた、いわゆる B Domain Deleted(BDD)
型の第Ⅷ因子遺伝子を用いて、単一の AAV ベ
クターとしての作製効率を評価することを
目的とした。 
 
３．研究の方法 
 凝固第Ⅷ因子に必須な遺伝子部分のみを
取り出した、いわゆる BDD 型の遺伝子に加え
て、全長の短いプロモーターを用いてベクタ
ーを構築し、作製効率を検討した。AAV ベク
ターの作製効率に関しては、野生型の 4.7kb
を少し上回るところまでは影響はないもの
の、5kb を超えると急激に低下するとされる。
しかしながらベクターに搭載した遺伝子の
長さと作製効率の関係は充分に明らかにな
っているとはいえないことから、この点を検
討した。ベクターの作製効率に関しては用い
る血清型によっても違いが認められ、制限長
を超えた場合の作製効率の低下に関しても
血清型によって異なる可能性があることか
ら、この点も比較検討した。 
 
４．研究成果 
 血友病 A の遺伝子治療に向けた基礎的検
討として，凝固第Ⅷ因子の遺伝子を AAV ベ
クターに搭載して効率良く発現させること
を目指して検討を行った．凝固第Ⅷ因子の遺
伝子はいわゆる BDD タイプの遺伝子(4.4kb)
を用い，単一のベクターによる肝臓への遺伝

子導入を目指したところ，BDD 型の遺伝子
に肝臓特異的なプロモーターを短縮して組
み合わせたベクターが好適と考えられ，in 
vitro のみならずマウスを用いた検討でも凝
固第Ⅷ因子の活性が得られた．AAV ベクター
の作製効率に関しては，ベクター長との関連
が大まかに知られており，ベクターの全長が
野生型に相当する 4.7kb を超えた場合，作製
効率が低下する傾向があることが知られて
いる．血友病Ｂに対する遺伝子治療法の開発
に際して使用した肝臓への特異性の高いプ
ロモーターを搭載すると 5.4kb のベクター長
となり，発現効率は良好であるものの，その
産生効率は野生型相当の長さを持つものに
比べて有意に低下していた．また，血清型に
よる違いに関しては明らかな差は認められ
なかった．治療法として開発を進めていくた
めには，より短く，かつ充分な発現が期待で
きるプロモーターの使用が望ましく，今後更
に検討を要するものと考えられた． 
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