
炎症・再生　Vol.23 No.1 2003286

　Thomasら1）によって1975年に報告された白血病患者

に対する同種骨髄移植療法の確立以来，造血幹細胞移植

は再生医療の中で最も成功し，実績ある細胞移植療法と

言えよう．また近年，まだ多くの議論が残されているも

のの，造血幹細胞は血球系だけでなく，内皮細胞2），肝細

胞3），心筋4）などにも分化し得ると報告され，いわゆる

可塑性の点でも興味深い．臍帯血はドナーに負担をかけ

ない造血幹細胞の理想的なソースであるが，得られる量

が少ないため臨床上の適応範囲は限られている．臍帯血

造血幹細胞の体外増幅が可能になれば，再生医療への広

範な用途が考えられるが，既存の増殖因子やサイトカイ

ンを用いた培養方法では十分な増殖が得られず，増殖に

伴って造血幹細胞の有する多分化能が失われてしまうの

が現状である．

　我々は遺伝子導入技術を用いた造血幹細胞の体外増幅を

目指しており，本稿では筆者らの最近の研究成果を紹介

する．

分化抑制遺伝子の可逆的導入システム
　造血幹細胞への分化抑制遺伝子の導入により，未分化状

態で細胞を増殖させることができる．しかし，移植後に正

常な血球分化ができないという問題がある．そこで，筆者

らは分化抑制遺伝子を着脱可能な可逆的導入システムを検

討している．このシステムの概念を図1に示した．

　分化抑制遺伝子の例として，ドミナントネガティブ型レ

チノイン酸受容体α（dn-RAR）が挙げられる．dn-RARは
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前骨髄球の分化を抑制するだけでなく，リンパ球と血球の

両系統への分化が可能な未熟な前駆細胞レベルでの分化抑

制も報告されている5）．

　筆者らはこのシステムの検証のため，loxP配列に挟まれ

たdn-RAR遺伝子を含むレトロウイルスベクターを構築

し，IL-3刺激で増殖し，G-CSF刺激で好中球に分化が誘導

されるマウス骨髄系細胞株32Dに遺伝子導入した6）．その

結果，G-CSF刺激による好中球への分化が抑制され，増殖

のみが観察された．次に，このdn-RAR遺伝子導入32D細

胞にCreリコンビナーゼを作用させてdn-RAR遺伝子を削

除すると，G-CSF刺激によって32D細胞本来の分化能が

回復することが観察された．すなわち，分化抑制遺伝子の

着脱によって，造血系細胞の分化制御が可能になった．

造血系細胞への一過性遺伝子導入
　ゲノムに遺伝子を組み込むレトロウイルスベクターは，

自己再生能を有する造血幹細胞に治療遺伝子を安定導入す

るベクターとして広く使用されている．一方で，Creリコ

ンビナーゼのように一過性の発現が望まれ，ゲノムへの組

み込みが好ましくない場合には，遺伝子をゲノムに組み込

まないアデノウイルス（Ad）ベクターが適している．し

かし，未分化造血系細胞はAd受容体coxackievirus and ad-

enovirus receptor（CAR）の発現が乏しいため，遺伝子治療

で広く使用されている５型Adベクターの感染が困難であ

る7）．

　そこで未分化造血系細胞への様々なAd吸着法が検討さ

れている．その一つは，造血系細胞を認識する抗体とAd

ベクター粒子を化学的に結合する方法8）である（図2A）．

もう一つは，Adの細胞への吸着部位であるファイバーを

変更する方法で，CARに親和性のあるAd5型のファイバー

をAd35型のものに置換したベクターは造血系細胞への感

染が報告9）されている（図2B）．しかし，これらの方法は

ベクターを再構築するか，修飾を施す必要があった．

　一方で，Ad5型ファイバーのCAR指向性を特定の細胞

表面分子に変換する可溶性アダプター分子は，特定細胞へ

のAdベクターの感染性を増加させる．この方法は，アダ

プター分子を培地中に添加するだけで良く，ベクターの再

構築や修飾の必要がなく既存のベクターをそのまま利用で

きる．この例として，epidermal growth factor（EGF）受容

体を発現する腫瘍細胞を標的とするCARとEGFを連結し

た融合蛋白質10），Fcγ受容体を発現する細胞を標的とする

図1 分化抑制遺伝子の可逆的導入法
Creリコンビナーゼは2つのloxP配列に挟ま
れた遺伝子を着脱する作用を有する．分化
抑制遺伝子をloxP配列に挟んだ構造を含む
レトロウイルスベクターを作製し，造血幹
細胞に導入しておく．サイトカイン等の刺
激によって細胞を増殖させるが，分化抑制
遺伝子が働いているため，分化することな
く増殖する．細胞が増えた時点で，Creリコ
ンビナーゼを作用させ，分化抑制遺伝子を
取り除くことにより，造血幹細胞本来の分
化能が回復する．この細胞を移植すること
で体内では正常な血液分化が可能になる．

図2 造血系細胞へのAd吸着法
A: アデノウイルスの化学的修飾
B: ファイバー変異アデノウイルス
C: 可溶性CAR-SCF融合蛋白質
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加と思われるスメア状のバンドが観察された．CAR-SCF

融合蛋白質の濃度はSCFに対する酵素結合免疫測定法に

より定量した．なお，His6-tagに親和性を有するニッケル

結合ビーズを用いたCAR-SCF融合蛋白質の精製が可能で

ある．

CAR-SCF融合蛋白質を用いたヒト造血系
細胞株へのAdベクター遺伝子導入
　CAR-SCF融合蛋白質のAdベクター遺伝子導入への作用

の検討は，ヒト巨核芽球系細胞株M07e，UT-7/Epo亜株，

UT-7，ヒト赤白血病細胞株TF-1，ヒト慢性骨髄性白血病

細胞株K-562 を用いた．それぞれの細胞表面に発現する

c-Kit，CAR，そしてAdの細胞内在化に必要とされるαV
インテグリン（CD51）をフローサイトメトリーで測定し

た（表）．

　次に，CMVプロモーター下で緑色蛍光蛋白質（eGFP）

を発現するAdベクターをmultiplicity of infection（MOI）

25，50，100にてそれぞれの細胞株に24時間感染させた．

図3AにGFP陽性率，図3Bに陽性細胞の平均蛍光強度を

示す．M07e細胞はAdベクター単独ではMOI 100でもほ

とんど感染が認められないが，終濃度10 ng/mlのCAR-SCF

融合蛋白質を添加することにより，80％以上の細胞への感

染が可能であった．また，UT-7/Epo細胞ではMOI 25で90

％以上の感染効率が得られた．c-Kitを発現していないK-

562細胞では，CAR-SCF融合蛋白質を添加による感染効率

CARとイムノグロブリンFc領域を連結した融合蛋白質11）

が挙げられる．しかし，未分化な造血細胞を標的とするア

ダプター分子の報告はなかった．

可溶性CAR-SCF融合蛋白質
　筆者らは未分化な造血系細胞の細胞表面に発現する受容

体型チロシンキナーゼ c-Kit に着目し，そのリガンドの

stem cell factor（SCF）とCARを連結した可溶性融合蛋白

質を作製し（図2C），Ad5型ベクターを造血系細胞に吸着

させるためのアダプター分子としての利用を検討した．

　CAR-SCF融合蛋白質の構造は，N末側にＩ型膜蛋白質

であるヒト由来CARの細胞外領域，C末側にＩ型膜蛋白

質であるマウス由来のSCFの細胞外領域を配置し，ヒス

チジンタグ（His6-tag）および6アミノ酸からなるリンカー

で2つの蛋白質の細胞外領域を連結した．ちなみにマウス

SCFはヒトc-Kit受容体にも親和性とリガンド活性を有する．

　CAR-SCF融合蛋白質を産生させるために，シグナルペ

プチドを付加した同蛋白質を発現するプラスミドを

HEK293T細胞にトランスフェクションした．これにより

得られた培養上清を限外濾過膜で100倍程度濃縮し，培地

成分をリン酸緩衝食塩水に置換したものをAdベクター遺

伝子導入実験に用いた．His6-tag に対する抗体を用いた

ウェスタンブロッティングの結果，CAR-SCF融合蛋白質

はアミノ酸配列から推定される理論分子量約44kDaにメ

インバンドを有し，また44-57kDaの間にヘテロな糖鎖付

図3 造血系細胞株へのAdベクター遺伝子導入
A: GFP陽性率
B: GFP陽性細胞の平均蛍光強度

表 造血系細胞株の細胞表面抗原解析

M07e UT-7/Epo UT-7 TF-1 K-562

c-Kit 100 98 79 57 0.6
CAR 1.0 NT 18 1.7 65
CD51 99 NT 87 89 100

数値は％，NT: not tested
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の増強は認められなかった．すなわち，CAR-SCF融合蛋

白質は，c-Kit発現率（表）に量依存的にAdベクター遺伝

子導入を増強した．また，平均蛍光強度に関してもCAR-

SCF融合蛋白質はc-Kit陽性細胞に対して強い増強作用を

示した．

CAR-SCF融合蛋白質の作用解析
　CAR-SCF融合蛋白質の用量依存性を調べるため，終濃

度1-100 ng/mlの範囲のCAR-SCF融合蛋白質をAd5-eGFP

ベクターとともにM07e細胞へ添加し，24時間後にフロー

サイトメトリーでGFP陽性細胞を検出した．結果として，

MOI 25，50，100のいずれのAdベクター濃度でも30 ng/

mlの添加で最も高いGFP陽性率と蛍光強度が得られた．

　CAR-SCF 融合蛋白質の作用原理はAd ファイバーと

c-Kitの吸着にあるが，CAR-SCF融合蛋白質中のSCF部分

がc-Kitシグナル経路を活性化した結果として，細胞のAd

感受性を変化させた可能性も否定できない．そこで，100

ng/mlのフリーのSCFをCAR-SCF融合蛋白質の代わりに

Ad5-eGFPベクターとともにUT-7細胞に添加したが，遺伝

子導入の増強は認められず， CAR-SCF融合蛋白質は上記の

作用原理の通り，増強作用を発揮すると考えられた．

ヒト臍帯血CD34陽性細胞へのAdベクター
遺伝子導入
　正常未分化造血細胞としてヒト臍帯血CD34陽性細胞を

用い，CAR-SCF融合蛋白質のAdベクター遺伝子導入増強

作用を検討した．細胞はSCF，トロンボポエチン，Flt-3リ

ガンドをそれぞれ100 ng/ml加えた培地で２日間前培養の

後，Ad-eGFP ベクターを加えてさらに２日間培養した．

GFP陽性率は，Adベクター単独では9.8±3.7％（n=3）だ

が，30 ng/mlのCAR-SCF融合蛋白質の添加により17.5±

2.5％（n=3）になることが観察され，CAR-SCF融合蛋白

質が正常未分化造血細胞へのAdベクター遺伝子導入を増

強することが明らかとなった．

　しかし，検討に用いたCD34陽性細胞は80％以上のc-Kit

発現があるにもかかわらず，Adベクター遺伝子導入効率

は20％弱でしかなかった．この一つの要因として，CD34

陽性細胞のαVインテグリン発現率は6-49％に過ぎず，Ad

ベクターの細胞侵入の過程が律速になっていることが考え

られた．ヒストン脱アセチル化阻害剤12）やサイトカイン

混合物13）の添加により，未分化造血細胞のインテグリン

発現が上昇することが報告されており，このような薬剤

（分化を誘導しない薬剤が望ましい）とCAR-SCF融合蛋白

質を組み合わせることによって，導入効率がさらに向上す

ることが期待される．

おわりに
　筆者らは未分化造血細胞への可逆的遺伝子導入システム

を開発した．このシステムはdn-RAR遺伝子の導入だけで

なく，他の遺伝子への応用が可能である．例えば，造血幹

細胞の体外増幅を誘導するHoxB4遺伝子14）や造血幹細胞

の不死化を誘導するNotch1遺伝子15）が挙げられる．これ

らの遺伝子を造血幹細胞に導入して増殖させ，移植前に遺

伝子を取り除くことで，造血幹細胞の体外増幅が可能にな

ろう．
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