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研究成果の概要（和文）：　脳血管障害、悪性神経膠腫、および難治性てんかんなどの脳神経疾患に対する治療
成績をさらに改善させるため、集学的治療の中で脳組織に治療タンパク質を効果的に送達し持続的に作用させる
新規治療タンパク質補充療法の開発が急務である。このため、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターやベクター産
生型腫瘍集積細胞を用いた、安全で持続的なタンパク質補充療法の有効性が期待される。本研究においてはベク
ター高産生細胞や高密度培養系の開発に向けた基盤的技術を検証した。また、ex vivo遺伝子治療として、間葉
系幹細胞を基盤とした機能強化細胞やベクター産生細胞を構築し、脳梗塞や腫瘍性疾患の遺伝子細胞治療研究を
推進した。

研究成果の概要（英文）：The specific characteristics of the recombinant adeno-associated virus 
(rAAV) with safety and long-term expression have made it an attractive transduction tool for 
clinical gene therapy of neuromuscular diseases. However, in vivo gene transduction with the rAAV 
depends upon laborious procedures for the production of the vector stocks to meet end-product 
specifications. We developed methods of producing rAAV with scalable purification using the 
high-performance ion exchange membrane adsorbers for considerable in vivo experimentation and 
clinical investigation. We adopted our production system to investigate AAV vector-mediated ex vivo 
MSC transduction strategy for the treatment of various neuromuscular diseases including stroke. 
Furthermore, vector-producing MSC would be promising to realize tumor-targeting as well as transgene
 amplification in situ.

研究分野： 脳神経外科学

キーワード： 遺伝子治療　AAVベクター　間葉系幹細胞　脳梗塞　脳腫瘍

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　従来AAVベクターのGMP製造において用いられていた昆虫細胞は高密度培養が可能であるが、ラブドウイルスの
汚染やウイルス粒子内への昆虫細胞由来タンパク質の封入が指摘され、安全上の懸念事項が多い。このため、高
密度培養や効率的なベクター産生が可能なヒト由来のウイルス高産生細胞の開発が急務である。本研究において
は従来培った経験の蓄積を応用し、高機能なベクター複製細胞と高密度培養系の開発に向け基盤技術を検証し
た。また、間葉系幹細胞を基盤とした機能強化細胞やベクター産生細胞を構築し、脳神経疾患の遺伝子細胞治療
研究の社会実装に重要な基盤技術の開発を行った。
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１．研究開始当初の背景	 
	 長期間遺伝子発現が持続し炎症反応も低いアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの脳
神経疾患に対する臨床応用が期待されているが、安全性や有効性は十分ではなく、ベ
クター調製技術や遺伝子導入法のさらなる改良が必要である。我々はガス交換システ
ムを用いた大規模培養系を開発し、従来の大規模培養作業を効率化した	 (Okada	 T.	 et	 
al.,	 Hum.	 Gene	 Ther.,	 16:	 1212-1218,	 2005)。また、従来のセシウム超遠心精製法
は非常に煩雑な操作を必要としていたが、簡便なステップ式セシウム重層超遠心法を
提案し、従来の精製工程を大きく改善した(Okada	 T.	 et	 al.,	 Methods	 Enzymol,	 
pp378-93,	 2002)。さらに、従来の細胞破砕物を開始試料とする方法に替わり、新規強
イオン交換膜を利用し培養上清を試料として純度の高いベクターを調製する技術を開
発し(Okada	 T.	 et	 al.,	 Hum.	 Gene	 Ther.2009)、研究室における標準的なベクター作
製システムとして実用化を達成した。ベクターの有効性を高めるため、ヒストン脱ア
セチル化酵素阻害剤	 HDACi	 による発現増強法(Okada	 T.	 et	 al.,	 Mol.	 Ther.	 13:	 
738-746,	 2006	 ;	 特願	 2005-505834、PCT/JP2004/005166)を開発した。得られた高純
度ベクターを用いて IL-10	 発現ベクターによる炎症制御治療実験を行い、脳卒中モデ
ルである SHR-SP	 ラットや、肺高血圧症ラットにおいて、著明な治療効果が得られた	 
(Nomoto	 T.	 et	 al.,	 Gene	 Ther,	 16:383-91,	 2009、 Ito	 T.	 et	 al.,	 Circ	 Res,	 
101:734-7412007 ほか)。	 
	 また、腫瘍を標的し治療遺伝子やベクターを運ぶ細胞として、腫瘍や炎症組織への
集積性を有する間葉系幹細胞(Multipotent	 mesenchymal	 stromal	 cell:MSC)が有用と
考えられる。MSC	 は HLA が一致しなくても使用可能で倫理的な障壁が低く、ステロイ
ド抵抗性の移植片対宿主病(Graft	 versus	 host	 disease:GVHD)	 に対する効果が証明さ
れ(Le	 Blanc,	 et	 al.,	 The	 Lancet;	 2004;	 363,	 9419)、本邦でも再生医療等製品とし
て承認されている。炎症集積性や免疫応答調節機能から、様々な炎症性疾患への活用
が期待されるが、遺伝子修飾	 MSC	 は生体内では不安定であり、長期間本来の性質を維
持することや長期間治療タンパク質を発現させることが困難である。そこで、増殖の
盛んな腫瘍性疾患に対して、ウイルスのコンポーネントを搭載したベクター産生型MSC
を腫瘍に集積させ、腫瘍組織内でベクターを産生させ腫瘍細胞自身に長	 期安定に治療
タンパク質を産生させるシステムを考案した(特許成立	 2013)。実際に、このベクター
産生細胞を用いて動物モデルの腫瘍組織内における遺伝子増幅と治療効果の増強作用
を証明した(Okada	 T.	 et	 al.,	 Front	 Biosci13:1887-1891,2008、UchiboriR.et	 al.,	 J	 
Gene	 Med	 11:	 373-81,	 2009)。	 
	 
２．研究の目的	 
	 脳血管障害、悪性神経膠腫、難治性てんかん、および神経筋疾患などの脳神経疾患
に対する治療成績をさらに改善させるため、集学的治療の中で脳組織に治療タンパク
質を効果的に送達し持続的に作用させる新規治療タンパク質補充療法の開発が急務で
ある。このため、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターやベクター産生型腫瘍集積細胞を
用いた、安全で持続的なタンパク質補充療法の有効性が期待される。	 
	 従来 AAV ベクターの GMP 製造において用いられていた昆虫細胞はウイルス製造のホ
スト細胞として期待されたが、産生されたウイルス試料中には中間体や中空粒子の混
入が多いことや、ウイルス粒子内への昆虫細胞由来タンパク質の封入やラブドウイル
スの汚染が指摘され、安全上の懸念事項が多い。このため、高密度培養と効率的ベク
ター複製が可能なヒト由来のウイルス高産生細胞の開発が急務である。本研究におい
ては従来培った経験の蓄積を応用し、高機能なベクター複製細胞と高密度培養系の開
発に向けた基盤的技術を検証した。また、AAV ベクターを応用した ex	 vivo 遺伝子治
療として、間葉系幹細胞を基盤とした機能強化細胞やベクター産生細胞を構築し、脳
梗塞や腫瘍性疾患の遺伝子細胞治療研究を推進した。	 
	 
３．研究の方法	 
（1）高規格 AAV ベクター製造法の開発：高純度ベクターの大規模製造に適したプロト
コルの検証を推進した。アデノウイルス初期遺伝子群や、E1B19k機能を補完するBcl-xL
遺伝子を導入した機能強化型 293EB 細胞を活用した。高密度培養に向け、293EB 細胞
を用いて培地、培養条件の検討を行った。固相支持担体を用いてバイオリアクターに
よる高密度培養を行い、ベクターの培養上清中への放出量、溶存酸素濃度の変化や培
養条件を検証した。	 
（2）脳神経疾患における新規タンパク質補充療法：脳虚血再灌流障害治療への応用研
究を推進した。AAVベクターは野生型ウイルスとは異なり染色体挿入のリスクが低く、
通常は in	 vivo 遺伝子治療に用いられるが、細胞増殖や長期間の生存が必要ない場合
には ex	 vivo遺伝子治療への活用が期待される。間葉系幹細胞において 1 型 AAV ベク
ターを用いて HGF 発現間葉系幹細胞を作製し、発現と作用を検証した。MCA 閉塞 SD ラ
ットを作成し、脳虚血再灌流後に外来遺伝子の ex	 vivo 導入を行った間葉系幹細胞を



静脈内投与して、免疫染色や TTC 染色により炎症細胞浸潤、梗塞体積および浮腫体積
を検証した。	 
（3）ベクター産生型標的細胞による in	 situ遺伝子治療：間葉系幹細胞を応用したベ
クター産生型細胞の機能を検証した。マーカー遺伝子発現ベクターのコンポーネント
を間葉系幹細胞に導入し、培養細胞の系で遺伝子発現およびベクター産生を評価した。
外来遺伝子修飾 MSCs をマウスに左心室腔経由で全身投与し、外来遺伝子発現や安全性
を検証した。	 
	 
４．研究成果	 
（1）高規格 AAV ベクター製造法の開発：	 	 
	 高純度ベクターの大規模製造に向け、効率的なベクター製造が可能な高密度培養方
法の開発を推進した。機能強化型 293EB 細胞を活用し、固相支持担体を用いてバイオ
リアクターによる高密度培養を行い、ベクターの培養上清中への放出量、溶存酸素濃
度の変化や培養条件を確認した。この結果、細胞接着面積が 0.53	 m2 の培養試料から
1.1	 x	 1013	 v.g.の未精製 dsAAV1-CB-EGFP が産生できた。接着面積を 500	 m2にスケー
ルアップすれば 1016	 v.g.規模のベクターが可能と考えられた。さらに培養および遺伝
子導入の条件を 適化することにより、1017	 v.g.規模のベクター製造が可能と期待さ
れる。また、イオン交換やゲル濾過クロマトグラフィーを応用し、密度勾配超遠心操
作を省略可能なウイルス精製プロトコルを検証した。低濃度の	 Mes-HEPES バッファー
にて	 AAV1 をイオン交換膜に吸着させると、ゲル濾過処理標本の SDS-PAGE 法での純度
は 90%以上であり、電子顕微鏡による粒子観察において中空粒子の混入は 10%以下であ
った(Tomono,	 et	 al.,	 Mol	 Ther	 	 Methods	 Clin	 Dev.	 2016;	 3:15058)。ただし、吸着
および溶出操作の過程は産業化の際に知財制限があることや、吸着および溶出に伴う
損失のため回収効率が十分ではないことが課題であった。このため、吸着および溶出
操作が不要なイオン交換精製法を検討し、条件設定を行った(Tomono,	 et	 al.,	 	 Mol	 
Ther	 	 Methods	 Clin	 Dev.	 2018;	 11:	 180-190)。EGFP を発現する dsAAAV9-CB-EGF を
293EB 細胞にて複製させ、硫安沈殿産物を希釈後、陰イオン交換カラムに試料を通し
た。pass-through 画分を回収してゲル濾過処理後、回収試料を濃縮した。square	 dish	 
27 枚分	 (HEK293EB,	 5.5x109	 cells)から合計 2.1x1015	 v.g.(濃度 1.4x1013	 v.g./ml)の
精製産物を得た。	 
	 
（2）脳神経疾患における新規タンパク質補充療法：	 
	 脳虚血再灌流障害治療への応用研究を推進した。AAV ベクターは通常は in	 vivo 遺
伝子治療に用いられるが、野生型ウイルスとは異なり染色体挿入のリスクが低いこと
から、細胞増殖や長期間の生存が必要ない場合には ex	 vivo 遺伝子治療への活用が期
待される。間葉系幹細胞に HGF 発現 1 型 AAV ベクターを感染させて HGF 発現間葉系幹
細胞を調製し、発現と機能を確認した。MCA 閉塞 SD ラットにおいて、脳虚血再灌流後
に HGF 発現間葉系幹細胞を静脈内投与し、免疫染色や TTC 染色により、炎症細胞浸潤、
梗塞体積および浮腫体積を検証した結果、ペナンブラの保護による治療効果を確認し
た。この際、HGF により血液脳関門が安定化されることを見出した(Sowa	 K,	 et	 al.,	 	 
Mol	 Ther-Methods	 Clin	 Dev.	 2018)。	 
	 
（3）ベクター産生型標的細胞による in	 situ遺伝子治療：	 
	 間葉系幹細胞を応用したベクター産生型細胞の機能を検証した。マーカー遺伝子発
現ベクターのコンポーネントを間葉系幹細胞に導入し、培養細胞の系で遺伝子発現お
よびベクター産生を評価した。外来遺伝子修飾 MSCs をマウスに左心室腔経由で全身投
与し、外来遺伝子発現や安全性を検証した。投与直後に全身のイメージングで全身循
環が確認され、細胞投与に伴う有害事象は認められなかった。今後、orthotopic な動
物モデルにて検証を行うことにより、体性幹細胞を活用したベクター産生型標的細胞
の開発が期待される。	 
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