
はじめに

造血幹細胞は，自己複製能と多分化能を持ち，個体の一

生にわたってすべての系列の血球細胞を産生し続ける．そ

れゆえ，造血幹細胞は血液細胞の増殖・分化の研究を行う

上で欠かすことのできない材料である．また造血幹細胞

は，骨髄，末梢血，臍帯血などから比較的容易に得ること

ができるため，白血病などの治療においては骨髄移植とい

った形ですでに臨床応用されており，遺伝性血液疾患，癌，

ウイルス感染症などの遺伝子治療の標的細胞としても大変

注目されてきた．したがって，基礎研究あるいは臨床応用

の点からも造血幹細胞に効率良く遺伝子を導入する技術は

非常に重要である．

これまで，血球細胞への遺伝子導入には，MLV（murine

leukemia virus）などの哺乳類C型レトロウイルス由来の

ベクターが最もよく使われてきた．しかし，これらレトロ

ウイルスベクターは，ウイルスゲノムが宿主染色体に組み

込まれるためには細胞分裂を必要とするため，造血幹細胞

のように通常ほとんど分裂していない細胞に遺伝子を導入

することは非常に困難である．そこで，造血幹細胞の増殖

を IL―３，IL―６，SCFなどのサイトカインで刺激した後，

レトロウイルスベクターを感染させるという方法が試みら

れた１～７）．この方法により，遺伝子導入効率はある程度改

善されるものの，サイトカインで刺激すると幹細胞の持つ

自己複製能力が失われるということが報告されてい

る８～１５）．また，レトロウイルスベクターの場合，in vivo での

導入遺伝子の発現のシャットオフといった問題もある．

レンチウイルスベクターは，レトロウイルスベクターの

欠点を克服するために開発された非分裂細胞にも効率よく

遺伝子導入することができるベクターである．本稿では，

レンチウイルスベクターの概説と著者らが行った造血幹細

胞への遺伝子導入の例を紹介する．
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いるが，分裂している細胞にしか遺伝子導入することができないため，その使
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ものの，サイトカインで刺激すると幹細胞の持つ自己複製能力が失われるとい

うことが報告されており，遺伝子治療の臨床試験では長期的な影響も懸念され

ている．一方，HIV―１（human immunodeficiency virus type１）に代表され

るレンチウイルスは，非分裂細胞にも感染しウイルスゲノムが宿主染色体に組

み込まれることから，この性質を利用して作製されたレンチウイルスベクター

は，サイトカイン刺激の有無に関わらず非常に高い効率で造血幹細胞に遺伝子

導入できる．
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レンチウイルスの特徴

レンチウイルスはレトロウイルス科に属し，HIV―１

（human immunodeficiency virus type１）はその代表的な

ウイルスである（図１）．レンチウイルスのゲノム構造は

基本的に他のレトロウイルスと同じで，両端にプロモータ

ー活性を持つ LTR（long terminal repeat），その間に gag，

pol，env 遺伝子をコードしている．gag 遺伝子産物はプ

ロテアーゼによってマトリックス，カプシド，ヌクレオカ

プシドに分割される．レンチウイルスはさらに，修飾遺伝

子（HIV―１の場合 vif，vpr，vpu，nef）と制御遺伝子（tat，

rev）をコードしており，この点で哺乳類C型やALSV

（avian leucosis/sarcoma virus）グループなどのレトロウ

イルスよりも複雑である．ウイルス粒子はその中心に２本

のプラス鎖RNAゲノムが含まれており，これをコア蛋白

質（カプシド）が囲んでいる．コアの中には逆転写酵素，

インテグラーゼ，プロテアーゼなどが含まれている．コア

の外側をマトリックスが囲んでおり，さらにその外側をエ

ンベロープ蛋白質がスパイクした脂質二重膜が囲んでい

る．ウイルスは，標的細胞に感染後，細胞内に入ったコア

の中で逆転写酵素によってRNAゲノムから２本鎖 cDNA

が合成され，ウイルスが持ち込んだカプシド，マトリック

ス，インテグラーゼ，vpr 遺伝子産物などと宿主由来の蛋

白質とがプレインテグレーション複合体を形成する．レン

チウイルスが哺乳類C型レトロウイルスと異なり，なぜ

分裂していない細胞の染色体にウイルスゲノムを組み込む

ことができるのかはまだよくわかっていないが，レンチウ

イルスのプレインテグレーション複合体は核膜孔を積極的

に通過できるのではないかと考えられている．一方，哺乳

類C型レトロウイルスのプレインテグレーション複合体

は核膜孔を通過できないため，ウイルスゲノムの染色体へ

の組み込みには細胞分裂にともなう核膜の消失が必要なの

ではないかと考えられている．

レンチウイルスベクター

レンチウイルスベクターは，HIV―１をもとにしたもの

が最初に開発され，現在最も広く使用されている．以下で

は，HIV―１をもとにしたレンチウイルスベクターについ

て紹介する．ベクターの作製方法は，従来のレトロウイル

スベクターと基本的に同じで，まずHIV―１のプロウイル

スゲノムをパッケージング，エンベロープ，ベクターの３

つのプラスミドに分割する１６）．

パッケージングプラスミドは，エンベロープ以外のウイ

ルス遺伝子をコードしておりウイルス粒子を作るための蛋

白質をトランスに供給する．当初は gag，pol の他に修飾

遺伝子（vif，vpr，vpu，nef）と制御遺伝子（tat，rev）も

図１ HIV―１プロウイルスゲノムと第３世代レンチウイルスベクターシステム
第３世代レンチウイルスベクターでは，システム全体でHIV―１ゲノムの１/３以上を
削除している．

２２６ 〔ウイルス 第５２巻 第２号，



含まれていたが，現在では，非分裂細胞への感染に修飾遺

伝子産物は必要でないことがわかったため，修飾遺伝子を

削除したものが使用されている（図１）１７）．また，後で理

由を述べるように tat も削除され，rev は別のプラスミド

に移している．修飾遺伝子産物はHIV―１の複製に必須で

はないが重要であり，HIV―１の病原性とも深くかかわっ

ている．特にNef は AIDS の症状を引き起こす主要な役

割を担っているのではないかと考えられている．また ，

Tat は HIV―１の複製に必須であるので，tat をパッケージ

ングプラスミドから削除することより安全性は非常に高く

なるといえる．パッケージングプラスミドは，パッケージ

ングシグナル（ψ）を持たないので，このプラスミドから転
写されたRNAはウイルス粒子内には取り込まれない．

エンベローププラスミドは，HIV―１のエンベロープで

はCD４陽性細胞にしか感染することができないので，宿

主域を広げるためVSV―G（vesicular stomatitis virus G gly-

coprotein）を用いている．VSV―Gのレセプターは燐脂質

であると考えられており，VSV―Gをエンベロープとして

用いることにより，細胞表面の受容体には依存せずにウイ

ルスと細胞の膜融合が起こる．したがって，基本的に動物

種，細胞種を問わずに感染させることができるようにな

る．またVSV―Gは物理的に強く，超遠心によってウイル

ス粒子を容易に濃縮することができる．

ベクタープラスミドは，LTR，パッケージングシグナ

ル（ψ），逆転写に必須のプライマー結合部位を持ち，この
プラスミドから転写されたRNAはウイルス粒子内に取り

込まれる．HIV―１の LTRプロモーター活性は，Tat 非存

在下では非常に弱いので，組み込んだ外来遺伝子の発現に

は内部プロモーターを使用する．内部プロモーターには，

CMV（cytomegalovirus）プロモーターを用いている場合

が多いが，組織特異的なプロモーターや tet 発現制御プロ

モーター等を用いることも可能である１８～２１）．ベクターに挿

入可能なDNAのサイズは野性型HIV―１のゲノムサイズ

から推測すると約８．５kbであり，実験的にもこの大きさの

DNAを挿入できることを著者らは確かめている．しかし

最近，挿入サイズが大きくなるに従ってウイルスベクター

の力価は下がるものの，挿入サイズに限界はなく１８kbの

DNAでも挿入可能であったということが報告されてい

る２２）．RRE（rev responsive element）は，Rev が結合し完

全長のウイルスゲノムRNAが効率よく核から細胞質へ輸

送されるのに必要である．レトロウイルスは逆転写の

際，３’LTRの直上流にある PPT（polypurine tract）配列

からプラス鎖の合成が始まるが，レンチウイルスにはゲノ

ムの中央部分に cPPT（central polypurine tract）と呼ばれ

る同じ配列がもう一カ所あり，ここからも合成が行われる

ため，最終的な二本鎖 cDNAには中央にDNAフラップ

と呼ばれる約１００塩基対の３本鎖構造ができる．最近，こ

の cPPTがないとプレインテグレーション複合体が核膜孔

を通過する割合が著しく減少するという報告がなされ

た２３，２４）．しかし，それまでの cPPTの含まれていないベク

ターでも非分裂細胞に対して高い遺伝子導入効率が得られ

ておりこの報告と矛盾するが，cPPTによって遺伝子導入

効率が高くなることは間違いないようである．WPRE

（woodchuck hepatitis virus posttranscriptional regulatory

element）はmRNAの安定性を高めると考えられており，

この配列をベクターに組み込むことにより発現効率が上が

ることが報告されている２５）．現在おもに使用されているベ

クターは，SIN（self inactivating）ベクターと呼ばれる LTR

のエンハンサー／プロモーター部分を削除して安全性を高

めたベクターである２６）．また，５’LTRの U３を CMVプ

ロモーターに置換することによりTat 依存性がなくな

り，パッケージングプラスミドから tat を削除することが

可能になっている．

レンチウイルスベクターの調製は，４つのプラスミドを

リン酸カルシウム法により２９３T細胞にトランスフェクシ

ョンし，その培養上清を回収して用いる．超遠心を行うこ

とにより１０００倍以上（＞１０９/ml）に濃縮することも可能で

ある．また，パッケージング細胞株も樹立されており，ス

ケールアップも容易である．pol 遺伝子にコードされてい

るプロテアーゼやVSV―Gの発現は細胞毒性が高いので，

パッケージング細胞ではこれらの遺伝子がベクターを産生

させる時だけ発現するように，テトラサイクリンやエクダ

イソンによる発現制御プロモーターによってコントロール

されている２７，２８）．

上記の４つのプラスミドのシステムは第３世代レンチウ

イルスベクターと呼ばれており，システム全体でHIV―１

ゲノムの１/３以上を削除しており，野性型のHIV―１が産

生する可能性はまずないと言ってよい．また，各プラスミ

ド間の相同領域も最小限にしてあるので，相同組み換えに

よって自立増殖能を持ったウイルスが産生する可能性もほ

とんどない．実際，ベクターを調製する度にそのようなウ

イルスの産生を検査しているが，これまで一度も検出され

たことはない．現段階のベクターシステムは，従来のレト

ロウイルスベクターと比較しても同程度に安全であると思

われる．この第３世代レンチウイルスベクターは，アメリ

カNIHの基準では P２（BL２）レベルで扱うことができ

る．しかし，日本には基準がなく P３レベルでの扱いであ

ったが，最近ようやくレベルダウン申請をすることによっ

て P２レベルでの実験の許可を得ることができるようにな

った．HIV―１以外に，HIV―２，HFV（human foamy virus），

SIV（simian immunodeficiency virus），FIV（feline immu-

nodeficiency virus），EIAV（equine infectious anemia vi-

rus）などのレンチウイルスをもとにしたベクターも開発

されているが，HIV―１をもとにしたベクターが最も開発

が進んでおり，今のところ遺伝子治療の臨床試験にも最も

近い．
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レンチウイルスベクターは，脳の神経細胞，肝細胞，骨

格筋細胞，心筋細胞，網膜細胞，気道上皮細胞，肺胞上皮

細胞，膵内分泌細胞，腎細胞などの終末分化した様々な非

分裂細胞に効率よく遺伝子導入できることが証明されてい

る２９～３９）．

造血幹細胞への遺伝子導入

著者らは，レンチウイルスベクターがヒト造血幹細胞に

サイトカインの刺激なしで非常に高い効率で遺伝子導入で

きることを初めて証明した４０）．その際に使用したベクター

は第１世代，つまりすべての修飾遺伝子の入ったパッケー

ジングコンストラクトを用いて作製したものであったが，

その後第３世代レンチウイルスベクターを用いて再検討し

た．造血幹細胞を含む細胞集団として，臍帯血よりCD３４＋

細胞を単離し，サイトカインによる刺激なしでGFP（green

fluorescent protein）レポーター遺伝子を組み込んだレン

チウイルスベクターを約６時間感染させた後，半致死量の

放射線を照射したNOD/SCID（nonobese diabetic/severe

combined immunodeficient）免疫不全マウスに移植し

た．６～２２週間後に末梢血，骨髄，脾臓のヒト血液細胞に

おけるGFPレポーター遺伝子の発現をフローサイトメト

リーで解析し，遺伝子導入効率を検討したところ，第３世

代ベクターは第１世代と同等以上に高い効率（骨髄で平均

２１．３％）でヒト造血幹細胞に遺伝子導入できることがわか

った（図２）．また，CD３４＋細胞をサイトカインで刺激し

た後レンチウイルスベクターを感染させた場合，遺伝子導

入効率は変わらなかったが，ヒト血液細胞のキメリズムが

低くなる傾向があった（図３）．骨髄細胞中にある前駆細

胞を検出するためCFCアッセイを行ったところ，検出で

きるすべての種類のコロニーにGFPの発現がみられた．

さらに，骨髄細胞をNOD/SCID マウスに二次移植し，６

週間後に解析したところ，ヒト血液細胞のキメリズムは低

くなるもののGFPの発現が認められた．これらのことか

ら，第３世代レンチウイルスベクターはヒト造血幹細胞に

サイトカインの刺激なしで非常に高い効率で遺伝子導入で

き，安定した遺伝子発現が得られることが証明された．

また造血幹細胞だけでなく，ヒト末梢血より単離した静

止期のT細胞，B細胞，NK細胞，マクロファージ，樹状

細胞に対しても，第３世代レンチウイルスベクターは非常

に効率よく遺伝子導入できることを in vitro で確認してい

る．

著者らは，ヒトCD３４＋細胞よりも造血幹細胞としては

るかに純度の高いマウスCD３４－/lowc―Kit＋Sca―１＋Lin－

（CD３４－KSL）細胞への遺伝子導入も同様に可能であるこ

とを確認した４１）．CD３４－KSL 細胞は，移植実験により少な

図３ ヒト造血幹細胞への遺伝子導入効率
レンチウイルスベクターによるヒト造血幹細胞への遺伝子導
入効率をサイトカインによる増殖刺激の有無で比較した．移
植した個々のNOD/SCIDマウスの骨髄細胞におけるヒトCD
４５陽性細胞のうちGFP陽性細胞の割合をプロットした．

図２ ヒト造血幹細胞への遺伝子導入
（A）ヒト臍帯血より単離したCD３４陽性細胞とレンチウイ
ルスベクターを共培養後，半致死量放射線照射したNOD/
SCIDマウスに移植し，３ヶ月後の骨髄，脾臓，末梢血にお
けるGFPレポーター遺伝子の発現の割合をFACSによって
解析した代表例．このマウスでは，ヒトCD４５陽性細胞のう
ち骨髄で６４％，脾臓で５５％，末梢血で５０％がGFP陽性であ
った．コントロールは単にCD３４陽性細胞を移植したマウス．
（B）（A）のマウスの骨髄細胞をCD１９（B細胞マーカー），CD
１４（単球・マクロファージマーカー），CD３４（前駆細胞・幹

細胞マーカー）に対する抗体で染色しFACS解析した結果．
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くとも約３個に１個は長期骨髄再建能を持った造血幹細胞

であり，細胞周期も完全にG０の静止期にある．マウス（B

６―Ly５．１）骨髄から，CD３４－KSL 細胞を FACSにより単

離し，GFPレポーター遺伝子を組み込んだ第３世代レン

チウイルスベクターを感染させ，致死量の放射線照射した

マウス（B６―Ly５．２）１匹あたり５０個のCD３４－KSL 細胞

を２×１０５個の全骨髄細胞（B６―Ly５．２）とともに移植し，３

～４ヶ月後に末梢血におけるGFPの発現をフローサイト

メトリーで解析した．その結果，マウス血球細胞における

遺伝子発現レベルは非常に低いということがわかった（図

４）．しかし，WPREを挿入することによって発現レベル

が１０倍以上あがり，ヒト血液細胞と同程度の発現レベルが

得られる．さらに，cPPT sequence を挿入することによっ

て遺伝子導入効率が約２倍上昇する．また，CMVプロモ

ーターによる発現レベルはブロードでかつ，myeloid 系細

胞と比較してT細胞とB細胞で発現がかなり弱いことが

わかった（図４）．これに対して，PGKと EF―１αプロモ
ーターは均一な発現レベルが得られる．発現レベルは，EF―

１αの方が PGKよりも高く，CMVの平均レベルと同じ
くらいである．また２次移植実験の結果，CMVプロモー

ターは発現のシャットオフが起こるが，PGK，EF―１αプ
ロモーターではシャットオフはみられず安定した発現が得

られることもわかった．これまでレンチウイルスベクター

では発現のシャットオフが起こるという報告はなく，我々

が初めてレンチウイルスベクターにおいてもプロモーター

によってはシャットオフが起こることを示した（投稿準備

中）．

レンチウイルスベクターを用いた造血幹細胞に対する遺

伝子治療実験も数多く行われており，例えば赤芽球特異的

なプロモーターを用いて，βサラセミアと鎌状赤血球症マ
ウスに βグロビン遺伝子を，骨髄性プロトポルフィリン
症マウスに ferrochelatase 遺伝子をそれぞれ導入し，貧血

や赤血球の形態変化を改善するのに十分な発現を得ること

に成功している４２～４４）．AIDS の遺伝子治療として，HIV―１

に対するアンチセンスRNA，リボザイム，RNAデコイ等

を発現させることも行われている４５）．

おわりに

レンチウイルスベクターは，もともとレトロウイルスベ

クターの欠点を克服するために開発された遺伝子治療用の

ベクターである．アメリカでは，第３世代レンチウイルス

ベクターを用いた血友病，アデノシンデアミナーゼ欠損

症，AIDS等に対する遺伝子治療の臨床試験が計画中であ

る．しかし，レンチウイルスベクターは遺伝子治療の分野

だけではなく，基礎研究の分野においてもその有用性は非

常に高いと考えられる．日本でも P２での使用が可能にな

り，レンチウイルスベクターを利用した研究が今後ますま

す増えると思われる．
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