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研究成果の概要（和文）：DNA修復障害疾患は、遺伝子導入の際に必要なサイトカイン刺激により細胞死が誘導
される。そのため、サイトカイン刺激を省いた新規遺伝子導入法の開発が求められる。Baboonエンベロープを用
いたレンチウイルス（Ba-LV）はサイトカイン刺激を省くことが可能であるため、それを用いてDNA修復障害の代
表的疾患であるBloom症候群モデルマウス（Blm）を用いて遺伝子導入を行う。しかし、Ba-LVの産生効率が非常
に悪いことが明らかとなり、新規ウイルス産生方法を樹立した。
次に、Blmより採取した骨髄細胞の脆弱性確認を行ったところ野生型との有意な差異を確認できた。今後、Ba-LV
を用いた機能回復実験を行う。

研究成果の概要（英文）：DNA repair disorders show the vulnerability by cytokine stimulations and 
induces apoptosis. Therefore, the establishment of novel transduction methodology, cytokine 
depletion method, was warranted. Baboon envelope pseudotyped lentiviral vector (Ba-LV) transduce 
without cytokine transduction, therefore we planed gene transfer using Ba-LV to Bloom syndrome model
 mouse (Blm), which is one of the representative DNA repair disorder. However, the efficacy of virus
 production was very low. Therefore, we succeeded to establish novel Ba-LV production protocol. 
Thereafter, we verified vulnerability difference between wild type mouse's bone marrow cells and 
those of Blm by evaluating sister chromatid exchange. In the future, we would transduce Blm bone 
marrow cells with Ba-LV for recovering their function.

研究分野： 遺伝子治療
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本結果は遺伝子治療が難しいと考えられていたDNA修復障害疾患という領域に、新たな可能性を見出すことに施
行した。また、サイトカイン刺激は造血幹細胞の分化を進めてしまうことが知られている。そこで、本サイトカ
イン刺激を省いた新たな遺伝子導入法は、DNA修復障害疾患にかかわらず一般的な造血幹細胞を用いた遺伝子治
療においても、より有効な遺伝子治療成績を出すことに寄与すると考えられた。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

Bloom 症候群は DNA 修復障害に関与する遺伝子異常により発症する単一遺伝子病である。致

命的な合併症に、DNA 修復障害が原因で発症する血液腫瘍がある。本症では化学療法の副作

用が強く治療不能となるため予後が非常に悪い。そのため血液腫瘍の発症予防を目的とし

た遺伝子治療が有効となる。しかし、DNA 修復障害疾患は遺伝子導入時に必須とされるサイ

トカイン刺激により細胞死が誘導されるため、サイトカイン刺激を不要とした新規遺伝子

治療法の樹立が求められる。 

 

２．研究の目的 

サイトカイン刺激が不要とされる Baboon ウイルスエンベロープを用いて改変レンチウイル

スを作製する（Ba-LV）。また、DNA 修復障害疾患の代表的疾患の一つである Bloom 症候群モ

デルマウス（Blm マウス）より採取した骨髄細胞に Ba-LV を用いて遺伝子導入を行い導入効

率や機能回復に関して検討する。 

 

３．研究の方法 

サイトカイン刺激を不要とする Ba-LV を作製する。Blm 遺伝子、コントロールベクターとし

て GFP 遺伝子を Ba-LV に搭載する。 

Blm マウスより採取した造血幹細胞にサイトカイン刺激を行わずに遺伝子導入を行い、遺伝

子導入効率や導入後の機能回復をマイトマイシン C 暴露下でのコロニー形成数、姉妹染色

分体（SCE）を用いて評価する。 

 

４．研究成果 

レンチウイルスを作製する一般的なプロトコールを用いて Ba-LV を作製したところ、通常

用いられるエンベロープである VSVg を用いた際の 1/500 程度でしかウイルスを産生できな

かった。その原因として、Baboon エンベローププラスミド（Ba-EP）をウイルス産生細胞で

ある 293T 細胞にトランスフェクションしたところ、8時間後に 293T 細胞に合胞体形成が開

始され、48時間後には培養プレート底面から剥離してしまった問題を挙げた。そこで、Ba-

EP の量を検討したところ、通常量の 1.2 倍量を用いた際に最大量のウイルス産生を獲得で

きた。次に、293T 細胞の合胞体形成や剥離を考慮し、ウイルススープの採取時間を調整し

た。プラスミドをトランスフェクションした 48時間後に採取することが最大産生量を獲得

できることを確認した。最後に、293T 細胞がプレート底面から剥がれにくくする目的で

poly-L-lysin を用いたところ、ウイルス産生量がさらに増加し、全ての改良点を合わせる

と約 10 倍のウイルス産生量を獲得できるようになった。 



次に、Blm マウスと野生型マウスより採取した骨髄細胞の脆弱性の差異を確認する目的で、

マイトマイシン Cに種々の濃度で骨髄細胞を暴露させコロニー形成数を比較した。しかし、

両者で差異を認めることはできなかった。そこで、それぞれの細胞を姉妹染色分体で比較を

行ったところ、明らかに Blm マウスから採取した骨髄細胞が脆弱であることを確認できた。 

今後、作製したウイルスを用いて Blm マウスより採取した骨髄細胞に Blm 遺伝子を導入し、

機能回復実験を進めていく。 
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