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 本研究は、造血幹細胞の移植効率の向上を目指して、遺伝子導入技術を駆使したドナ
ー細胞の機能改変技術の開発、ならびにサイトカインを用いたレシピエント骨髄環境制
御法の開発を試みる。本年度は、機能遺伝子を導入したドナー細胞（ヒト CD34 陽性細
胞）の in vivo における機能評価を行った。また、サイトカインを投与した免疫不全マウ
スへのヒト CD34 陽性細胞の移植を行い、以下の結果を得た。 
１．抗アポトーシス遺伝子を導入することにより、コントロールと比較し、免疫不全マ

ウスへの移植効率が向上することを明らかにした。 
２．G-CSF を投与した免疫不全マウスへ、ドナー細胞を移植したがその移植効率は極め

て低く、移植条件の改良が必要であることが示唆された。 
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A．研究目的 

造血幹細胞移植の骨髄は、種々の造血障

害の根治療法として推進されてきた。しか

し、高齢者や合併症をもった患者（レシピ

エント）へ適応例は少ない。それは、全身

放射線照射や大量のアルキル化剤の投与と

いった移植前処理が、レシピエントに対し

て大きな負担となっているためである。ま

た、この前処理によりレシピエント骨髄の 
 

 
造血幹細胞ニッチ（niche：本来の居場所）

が破壊されていることも推察される。その 

ため、上記の問題を克服するには、骨髄非 

破壊的な造血幹細胞移植法の開発が必要不 

可欠である。一方、骨髄非破壊状態では骨

髄に多くの血液細胞が残存しているためド

ナー造血幹細胞の生着率の低下が懸念され

る。したがって、造血幹細胞移植の適応拡

大には、骨髄非破壊的かつ高生着を可能と

する造血幹細胞移植法の開発が重要である。 

G-CSF 等のある種のサイトカイン／ケモ

カインは、骨髄の造血幹細胞を末梢血中へ

遊離（動員）する作用を有している。これ

らの蛋白質の投与により、重篤な骨髄損傷

を伴わずに造血幹細胞を骨髄から動員可能

であると考えらたため、このような蛋白質

はレシピエント骨髄内環境の制御分子とし

て有用であると考えた。そこで本研究では、
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ドナー造血幹細胞に機能改変を施すととも

に、レシピエント骨髄環境を操作すること

で、骨髄非破壊的新規造血幹細胞移植法の

基盤技術構築を目指すこととした。具体的

には、（1）アデノウイルス（Ad）ベクタ

ーを用いて種々のサイトカインをマウス全

身で発現させることにより、造血幹細胞を

効率良く骨髄から動員させる手法、つまり、

「ニッチを新たに創り出す方法」を開発す

るとともに、（2）Ad ベクターを用いた遺

伝子導入により機能を増強した造血幹細胞

の作製を行う。そして（3）機能増強した造

血幹細胞をサイトカインで前処理したマウ

スへ移植し、キメリズムや生着率を評価す

る。今年度は主に、以下の研究を実施した。 

① ヒトCD34陽性細胞へ抗アポトーシス遺

伝子を導入し、in vivo における機能（移

植率）を評価した。 

②  サイトカインを投与した免疫不全マウ

スへのヒト CD34 陽性細胞の移植を行

った。 
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B．研究方法 

B-1. ヒト CD34 陽性細胞への遺伝子導入 

 ヒト骨髄由来 CD34 陽性細胞（Lonza 社）

は添付のサプリメントを加えた StemPro34 

Medium（invitrogen 社）中で解凍した。そ

の後の培養には、サプリメントと L-グルタ

ミン（2 mM、invitrogen 社）、サイトカイ

ン（100 ng/mL human SCF、100 ng/mL human 

Flt3-ligand、20 ng/mL human IL-3、20 ng/mL 

human IL-6（全て Peprotech 社））を含む

StemPro34 Medium を用いた。96 well ラウン

ドボトムプレートへ機能遺伝子を発現する

Ad ベクターと混合した 1 x 104 個のヒト

CD34 陽性細胞を播種し、37℃で 90 分培養

した。その後、培地を 100uL ずつ加えた。

機 能 増 強 型 抗 ア ポ ト ー シ ス 遺 伝 子

Bcl-xl-FNK を発現する Ad ベクター、

Ad-FNK と Green fluorescent protein（GFP）

を発現するコントロール Ad ベクター、

Ad-GFP は、昨年度作製したものを用いた。 
 
B-2. ヒト CD34陽性細胞の移植とキメリズ

ム解析 

 ヒト CD34 陽性細胞へ Ad-FNK あるいは

Ad-GFP を作用させ、2 日間培養した。その

後、3Gy の X 線を照射した免疫不全マウス

（Rag2-/- Il2rg-/-マウス）の尾静脈から、遺伝

子導入していない CD34 陽性細胞あるいは

Ad ベクターを作用させた CD34 陽性細胞を

移入した。4 ヶ月後、免疫不全マウスの末

梢血を回収し、ヒト CD45 陽性細胞の割合

をフローサイトメーターで解析することに

より移植効率を評価した。 
 
B-3. サイトカイン・5FU を併用投与したマ

ウス骨髄細胞のコロニーアッセイ 

 C57BL/6 マウスの尾静脈内に免疫不全マ

ウスへの尾静脈内に、１匹あたり 1×1010 

vector particles（VP）の Ad-GCSF、あるい

は Ad-Null を投与した。各 Ad ベクターは昨

年度までに作成したものを用いた。そして

Adベクターを投与して 3日後に 5-フルオロ

ウラシル（5-FU）あるいは PBS を腹腔投与

した。5-FU を投与して 2 日後に各マウスの

骨髄細胞を回収し、Methocult M3434 培地

（Stem Cell Technologies）を用いてコロニー

アッセイを行った。 
 
B-4. 免疫不全マウスへのサイトカイン・

5FU の併用投与と CD34 陽性細胞の移植 

免疫不全マウスへの尾静脈内に、１匹あ

たり 1×1010 VP の Ad-GCSF、あるいは

Ad-Null を投与した。ベクター投与 3 日後に

5-FU を腹腔投与し、さらに 5-FU を投与し

て 2 日後に、1 x 105 個 CD34 陽性細胞を尾

静脈から移植した。 
 

（倫理面への配慮） 

本研究は、独立行政法人医薬基盤研究所・

組換え DNA 実験委員会および動物実験倫

理委員会の承認を得たのちに行った。なお

本研究において使用したヒト CD34 陽性細

胞はメーカーから購入した細胞である。 
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C．研究結果 

前年度までの研究により、CD34 陽性細胞

への遺伝子導入に適した Ad ベクターを決

定した。さらに、最適化した Ad ベクター

を用いて抗アポトーシス遺伝子（FNK）を

導入したヒト CD34 陽性細胞は、コントロ

ール遺伝子（GFP）を導入した細胞と比較

し、in vitro において分化能を保持しながら

長期間（約 20 日）増殖可能であることを明

らかにした。そこで本年度は、抗アポトー

シス遺伝子を導入した CD34 陽性細胞を免

疫不全マウスへ移植し、その移植効率を評

価することとした。遺伝子導入していない

CD34 陽性細胞、GFP 遺伝子を導入した

CD34 陽性細胞、FNK 遺伝子を導入した

CD34 陽性細胞を 3Gy の X 線を照射した免

疫不全マウスへ移入し、その 4 ヶ月後に末

梢血におけるヒト CD45 陽性細胞の割合を

解析した。その結果、遺伝子導入していな

い CD34 陽性細胞、GFP 遺伝子を導入した

CD34陽性細胞を移植したマウスのCD45陽

性細胞の割合は 5%前後であったのに対し、

FNKを導入した細胞の場合には約 15%まで

増加していた（図１）。したがって、CD34

陽性細胞への抗アポトーシス遺伝子を導入

は、in vivo における機能の増強にも極めて

有効であることが明らかとなった。 

 昨年度までに、サイトカイン GCSF と抗

がん剤 5-FU を併用投与がレシピエントの

改変法として有効であることを明らかにし

た。すなわち、G-CSF と 5-FU の併用投与

という移植前処理により、放射線非照射条

件においても長期骨髄再構築能を有する造

血幹細胞が生着することを示した。そこで

本年度はまず、この前処理条件下での骨髄

中の血液前駆細胞の割合をコロニーアッセ

イにて解析した（図２）。その結果、Ad-GCSF

のみを投与したマウスの骨髄では、コント

ロールである Ad-Null を投与したマウス骨

髄と同程度の血液前駆細胞が含まれている

ことが明らかとなった。5-FU を投与したマ

ウスでは、いずれの群も血液前駆細胞数は

大きく低下していたが、特に、Ad-GCSF と

5-FU を併用投与したマウス骨髄中の血液

前駆細胞は激減していることが確認された。

したがって、本前処理法は、骨髄改変には

有効であることが示唆された。 

 そこで次にヒト CD34 陽性細胞の移植系

においてもGCSFと 5-FUの併用投与処置が

有効であるか否か検討することとした。ま

ず、免疫不全マウスにおいても GCSF 投与

により骨髄動員が誘導されるかどうか検討

したところ、末梢組織へ造血幹細胞・血液

前駆細胞が動員されることを確認した（デ

ータ略）。そこで免疫不全マウスに対して

GCSF と 5-FU を投与したところ、C57BL/6

マウスとは異なり、全例が死亡した。一方、

Ad-Null と 5-FU を投与したマウスでは死亡

は観察されなかった。そのため、5-FU の濃

度をこれまでの半量（75 mg/kg）にして再

度検討を進めたところ、GCSF と 5-FU 投与

マウスにおいても生存していた。そこで本

条件で CD34 陽性細胞の移植を実施した。

その結果、全ての群において CD45 陽性細

胞の割合は 1%以下であり、極めて移植効率

は低いものであった。なお、遺伝子導入を

行った CD34 陽性細胞についても GCSF と

5-FU 投与したマウスへの移植実験を実施

したが、キメリズムは依然として低いもの

であった（図３）。 
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D．考察 

本研究では、骨髄非破壊的な新規造血幹

細胞移植法の開発を目指し、アデノウイル

ス（Ad）ベクターを用いて種々のサイトカ

インをマウス全身で発現させることにより、

造血幹細胞を効率良く骨髄から動員させる

手法、つまり、「ニッチを新たに創り出す

方法」の開発、そして Ad ベクターを用い

た遺伝子導入により機能増強型造血幹細胞

の作製法の開発を目指している。 

昨年度の結果をうけ、本年度は抗アポト

ーシス遺伝子を CD34 陽性細胞へ導入し、in 

vivo における機能を評価した。その結果、

抗アポトーシス遺伝子を導入した CD34 陽

性細胞のキメリズムはコントロール群と比

較すると有意に高くなることが明らかとな

り、CD34 陽性細胞のアポトーシスの阻害が

移植効率の向上に有効であることが示され

た。ただし、抗アポトーシス遺伝子を導入

した場合でも移植効率は 15%程度であり、

十分とは言い難い。これまでにヒト細胞の

移植系においては種々の免疫不全マウスが

用いられており、Rag2-/-Il2rg-/-マウスについ

てもその有用性はみとめられている。しか

し、ヒト造血幹細胞移植の実験系において

は NOD/SCID/Il2rg-/-マウス（NOG マウス）

の方が、Rag2-/-Il2rg-/-マウスよりも移植効率

が高いことが報告されている。したがって、

NOG マウスをレシピエントとして用いる

ことでより移植効率が改善されるものと期

待される。 

Rag2-/-Il2rg-/-マウスへ GCSF と 5-FU を併

用投与した場合、これまでの条件では全例

死亡した。コントロールベクターである

Ad-Null と 5-FU を併用投与した場合には生

存していたことから、免疫不全マウスと

C57BL/6 の 5-FU に対する感受性の違いだ

けでは説明することができない。細胞増殖

が盛んな細胞に対して 5-FU は作用するた

め、免疫不全マウスの場合、C57BL/6 マウ

スよりも造血幹細胞動員ならびに増殖・分

化が顕著に誘導されており、そのために

5-FU の感受性が増して死亡した可能性も

ある。5-FU の投与量を半量にすることで死

亡は回避可能であったが、その条件では、

ヒト CD34 陽性細胞の移植効率は極めて低

いものであった。本研究課題で目的として

いた手法を確立するには、上述のマウス系

統の検討と同時に、GCSF や 5-FU の投与量

を厳密に決定する必要があると思われる。 
 
 
E．結論 

１．ヒト CD34 陽性細胞へ抗アポトーシス

遺伝子を導入することで、in vitro だけでな

く、in vivo における機能も増強可能である

ことが明らかとなった。 

２．サイトカインを投与した免疫不全マウ

スへ CD34 陽性細胞の移植については、実

験系の更なる改良が必要であることが示唆

された。 
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