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はじめに

白血病などの造血器腫瘍の根治的治療法として造血幹細胞移植が知られている。特にヒト臍帯血中

に含まれる造血幹細胞を利用した臍帯血移植が盛んに行われているが、依然、細胞数不足のため特に

成人への移植適応が限られることがあり問題となっている （図 1）。

臍帯血由来の造血幹細胞の体外増幅法には

以下の 2つの方法がある。

（1）サイトカインを用いる増幅：京大の中畑

教授らは SCF, TPO, FL, IL-6/sIL-6R という

4 種のサイトカインを用いて、臍帯血中の造

血幹細胞の増殖に成功し、これを用いた臨床

研究を計画している（J Clin Invest 2000; 

105: 1013）。

（2）遺伝子を用いる増幅：同手法も種々行

われている。HoxB4 （Blood 2002; 100: 862,  Blood 2003; 101: 1759,  Mol Ther 2003; 8: 618,  

Nat Med 2003; 9: 1423）,  STAT5 （J Exp Med 2005; 202: 169）,  Notch1 （Blood 2002; 99: 

2369）,  Bmi-1 （Immunity 2004; 21: 843）などがある。特に HoxB4 は造血幹細胞の増幅に有効であ

るとの報告が数多くなされている。

ところが既存のレトロウイルスベクターでは HoxB4 の持続発現や挿入変異に因る有害事象（腫瘍化）

が報告され（J Clin Invest 2008; 118: 1502）、安全性を担保した系が必要とされてきた。

そこで本研究では以下のような新規センダイウイルスベクターを開発し、その有効性・安全性を検

証した。
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結　果

（1） P 欠損型 SeV ベクターの遺伝子導入能の確認

遺伝子導入ベクターは、造血細胞へ効率よく遺伝

子導入できる国産のセンダイウイルス （SeV） ベクタ

ーを利用した。SeV ベクターはヒトへの病原性がな

く、DNAを一切介さない細胞質型RNAベクターである。

従って挿入変異の恐れがない （図２）。

HoxB4 は短期間作用すれば造血幹細胞の増幅効果

をもつ一方で、発現が持続することによる有害事

象（腫瘍化）が報告されており（J Clin Invest 2008; 

118: 1502）、 一過性の発現が求められる。そのためウ

イルスの自己複製を司る RNA ポリメラーゼをコードす

る P遺伝子の欠損型、すなわち「期間限定発現ベクター」

を開発した （図３）。

対照細胞（LLC-MK2 等）への遺伝子導入：マーカー

遺伝子（Luciferase）を搭載した P 欠損型 SeV ベクタ

ーを構築し、基本性能を評価した。極めて効率的な遺

伝子導入能を有しており、発現量は通常型の数％、ま

た in vitro において細胞障害性をほとんど示さず、生存細胞の中で「期間限定」発現可能であるこ

とを確認した （図４）。また、ヒト臍帯血造血幹細胞に P 欠損型 SeV ベクターを用いて HoxB4 遺伝子

を導入し、遺伝子導入効率（50-70％）

や一過性発現（RT-PCR）を確認した。

（2） 増幅効果のin vitro assay （colony 

assay）

ヒト臍帯血造血幹細胞に P 欠損型 SeV

ベクターを用いて HoxB4 遺伝子を導入

することによって、造血前駆細胞レベ

ルで増幅効果があるか否かを colony 

assay で 調 べ た。 結 果、MOI: 100 ～

1000 で造血前駆細胞の増加（1.2 ～ 1.4

倍）を認めた （図４）。

（3） 増幅効果の in vivo assay （sheep-repopulating cell assay）

方法としては、ヒト臍帯血から CD34 陽性分画を分離。P欠損型 HoxB4 搭載センダイウイルス（SeV）

ベクターを in vitro で 24hr 毎、計 4回感染させ、同細胞を免疫系の未熟なヒツジ胎仔の腹腔内へ移

植。約 100 日後に誕生。出生後のアッセイとして、（1）Colony PCR （キメラ率算定）、（2）骨髄塗抹 （白

血病発症有無）、（3）RT-PCR （SeV 消失）などを行った （図５）。
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真に造血再構築可能な細胞を評価するために、免疫不全動物（ヒツジ胎仔）への移植後、ヒト由来

の造血細胞の割合を定量し、造血幹細胞レベルでの増幅を HoxB4 有り無しで比較した。移植後 5 ヶ月

での評価では、HoxB4 群で 4.8 倍の増幅効率を確認した （図６）。

さらに長期の観察を行った結果、移植後 15 ヶ月での評価では HoxB4 群の増幅効果が有意であるこ

とが判明した （図７）。

（4） 有害事象（腫瘍化など）の確認

Zhang et al. （J Clin Invest 2008; 118: 1502） 

の報告では、レトロウイルスベクターによる HoxB4

持続発現の結果、サル・イヌで移植後 1 ～ 2 年での

白血病発症が高率に生じた。我々の系でも長期の安

全性を継続して評価した結果、移植後 20 ヶ月の時

点で白血病などの腫瘍化の事象は認められていない 

（図８）。

（5） 一過性発現ベクターの消失の確認

P 欠損型 SeV ベクターは導入細胞中からいずれ消失することが期待される。移植後のヒツジ体内の

細胞（ヒト由来細胞を含む）を採取し、SeV ゲノムやウイルス蛋白の消失を確認した （図９）。

要　約

本研究では、ヒト臍帯血（Cord Blood; CB）由来 造血幹細胞（Hematopoietic Stem Cell; HSC）

を有効かつ安全に増幅する方法を新規開発した （図 10）。（1）HoxB4 搭載センダイウイルスベクター
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を一過性発現型に改変した。（2）大型動物（ヒツジ）異種移植を用いた評価系により長期観察した。

その結果、有効性に関しては造血幹細胞の増幅効率は 4.8 倍、安全性に関しては腫瘍化などの有害事

象は認めなかった。以上、新規センダイウイルスベクターにより、既報のレトロウイルスベクターを

用いた場合と比較して、有効性はほぼ同等、安全性は向上したと考えられた。
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