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II. 成果の概要（総括研究報告） 
（和文）血友病は凝固第 VIII 因子（FVIII）、あるいは第 IX 因子（FIX）異常による先天性出血性疾患である。
過去に血漿製剤による HIV、HCV 感染被害が生じ、多くの問題を生んだ。本研究は、HIV 感染被害者を含む血友
病患者の合併症克服のため、1) 遺伝子治療、2) インヒビター対策、3) QOL 調査研究による社会的課題解決を
柱として研究を進めた。 
研究開発項目１：血友病遺伝子治療法の開発 血友病患者では出血の予防のために週に２−３回の血液凝固因
子製剤の経静脈投与が必要である。遺伝子治療は血友病の治癒に結びつき、製剤投与の必要性がなくなるため、
患者 QOL や医療経済に対する利点は極めて大きい。 
1) アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクター：AAV8 ベクターが欧米のヒト血友病 B を対象とした臨床研究で用い

られているが、AAV8 の利用には特許料が発生することが障壁となる。本年度は AAV8 ベクターと同様の効
果が認められる血清型 X を同定した（大森、水上、坂田、小澤、村松）。今後、この血清型を用いて治験
を目指す。先行している AAV8 ベクターを用いた検討では、サルで単回投与によって 8 年以上にわたる治
療効果、安全性を確認した。AAV を用いた治験には大量のベクター製造が必要であるため、バキュロウイ
ルスによるベクター産生を行う。ベクターの作製条件を最適化し、臨床用の current Good Manufacturing 
Process （GMP レベルの AAV ベクターの品質基準）を策定している（峰野、村松）。AAV ベクターを用いた
治療は抗 AAV 中和抗体によって阻害される。本抗体が弱陽性のブタを用いて、静脈投与に遺伝子治療の効
果を阻害する閾値を同定した（大森、西村、水上、菱川）。また、ブタなど大動物における遺伝子購入効
率が発光イメージングにより可視化でき、ミクロレベルではフィブリン血栓形成の動態を捉えるシステム
を開発した（西村）。これらの解析法の開発により、遺伝子治療の効果の定量化が可能となった。 

2) サル免疫不全ウイルス（SIV）ベクター：過去に、凝固因子強発現間葉系幹細胞の関節内投与が、QOL を阻
害する血友病性関節症の有効な治療となる事をマウス実験で示した。サル骨髄から間葉系幹細胞を分離・
培養し、SIV ベクターを用いて、血液凝固第 VIII 因子を発現させた。5 頭のサルから、間葉系幹細胞を分
離し、SIV ベクターを感染させた後に膝関節に投与をおこなった（大森、坂田、水上）。本年度は肉眼での
観察において、局所の腫瘍化をみとめず、かつ血液検査値に異常のないことを確認した。SIV の製造法、
精製法・製剤化法について検討した（井上）。 

3) 新規治療：CRISPR/Cas9 を AAV ベクターに応用し、血友病 B マウスの出血傾向を改善させることに成功し
た（投稿中）（大森、水上）。ゲノム編集の治療効果は、一回の投与で仔から成マウスまで持続するため、
小児期での遺伝子治療が可能となる。さらに細胞増殖による AAV ゲノムの希釈は、遺伝子治療の安全性担
保の面でも重要である。本手法は、特許出願を行った特願 2017-004198）。今後は、サルを用いた POC 取得
を目指す。血友病遺伝子変異を同定、ゲノム編集部位を同定するための次世代シークエンス法を開発し、
実際の血友病患者のゲノム診断に応用している（稲葉）。 
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研究開発項目 2：インヒビター対策（嶋）：血友病患者に凝固因子製剤を投与すると同種抗体（インヒビター）
が生じ、以後の止血を困難にする。インヒビター発症機序の解明、制御法の開発は極めて重要である。 
1) 前向きコホート研究: 我が国初の血友病患者を対象とした前向きコホート研究 J-HIS2 を推進した（計 330

症例）。インヒビター発症は 20%に認め、定期補充療法群がオンデマンド群に比し、インヒビター発生が少
なかった。遺伝子解析では、血友病 A インヒビター発症例に Null 変異が多かった。本コホートのデータ
が集積されることで、実臨床の実態、インヒビター発生要因が明らかになると期待される。 

2) インヒビター症例からの新規知見：FVIII 変異アミノ酸は代表的な複数の HLA タイプに対して高い抗原提
示能をもつことが知られている。本研究では遺伝子解析を行っているが、インヒビター発症症例のミスセ
ンス変異は、そのような代表的な HLA タイプに対して高い抗原提示能を有すると知られている変異例と一
致した。また、インヒビターのエピトープ部位を解析し、変異部位とエピトープが異なる症例も存在する
ことがあり、変異により分子の立体表面構造が変化して抗原性が発現したことが立証された。これは、新
たなインヒビター発現メカニズムを示すもので、今後さらに多数例のインヒビターのエピトープ解析が必
要である。 

研究開発項目 3：患者 QOL 改善のための調査研究 全国の血友病患者を対象とした QOL 調査を行い、時代に即
した支援ニーズを抽出し、また、保因者・血友病家系女性に対して、総合的な社会支援環境基盤を構築するこ
とで、研究の双方向性を確立することが目的である。 
3) QOL アンケート調査（竹谷）：本年度回収した 753 件のアンケートをもとに、血友病患者の QOL に関する一

次解析を行った。今回の特徴点は、半減期延長製剤などの新薬と医療制度について聴取・解析をしたとこ
ろである。8 割の方が、新薬情報に関心があると回答しており、関心の高さが伺える結果となった。医療
制度については、一部の症例で医療費助成制度に関する情報や理解が乏しく、さらなる周知が必要である
と考えられた。これらの結果を一次報告書としてまとめ、協力機関や患者会に配布するとともに、調査報
告書を分担者のホームページにも掲載した。DVT 調査では 7 名の血友病整形外科手術患者がリクルートさ
れ、2 名に無症候性の DVT が認められた。 

4) 支援研究（柿沼）：保因者支援の実践として、昨年度に開発した準備性 e-ラーニング（アクセス数 1,240
件、相談件数 57 件）を実際に支援の場で利用した。これを利用して保因者支援を行うことで、個々の事
例が抱える問題を整理・分析し、必要に応じて医療・法律・遺伝の専門家への紹介する、というテイラー
メード型個別支援が可能となった。支援後の対応について多職種による多角的な視点から分析し、支援展
開の充実を図った。 
 

（英文）Hemophilia is a congenital bleeding disorder caused by genetic mutations of coagulation factor VIII 
(FVIII) or IX (FIX). Large number of hemophiliacs had infected with HIV and HCV by the contaminated blood 
product used for treatment, leading to serious social problem. In this study, we aimed to overcome the 
complications associated with hemophilia treatment by following approaches; 1) Development of gene therapy, 
2) Management of inhibitor (alloantibodies against coagulation factor), and 3) QOL survey by questionnaire and 
development of support method for carriers.  
Development of gene therapy: Because of the extremely short half-life of factor concentrates, patients are 
required as frequently as 1-3 times a week. Gene therapy can provide permanent therapeutic effects with a 
single treatment to resolve the problems in current hemophilia care.  
1) Adeno-associated virus (AAV) vector: Current clinical trials of gene therapy for hemophilia mainly employs 

AAV8 vector, however, it may require expensive licensing fee in our planning clinical trials. In this year, we 
identified other AAV serotype to show similar treatment effect with those by AAV8 vector in macaque 
(Ohmori, Mizukami, Sakata, Ozawa, Muramatsu). We also confirmed the maintenance of safety and 
efficacy for over 8 years in monkeys in the experiments with AAV8. We plan to apply baculovirus 
expression system to produce larger vector doses in hemophilia treatment (Mineno, Muramatsu). We are 
now formulating a current Good Manufacturing Process to optimize the production system. The treatment 
effects of AAV vector can be prevented by neutralizing antibodies against AAV capsid. We developed the 
imaging system to detect luminescence in larger animals, and have set the threshold to inhibit in vivo 
vector transduction using pigs (Ohmori, Nishimura, Mizukami, Hishikawa). In addition, we could succeed to 
detect dynamics of fibrin thrombus formation in vivo (Nishimura).  

2) Simian Immunodeficiency virus (SIV) vector: Hemophilic arthropathy is the most important factors to 
determine QOL in hemophilia. We have developed a new cell therapy in which mesenchymal stem cells 
(MSCs) expressing FVIII using SIV vector are injected to the joint. In this year, we isolated autologous 
MSCs from monkey bone marrow, and transduced with SIV vector. The transduced MSCs were injected 
into knee joint of 5 monkeys, and confirmed the safety of the procedure by macroscopic examination 
(Ohmori, Mizukami). In addition, we optimized the process of production and purification of SIV vector to 
develop pharmaceutical formulation (Inoue).  

3) Novel approaches: We applied AAV vector into CRISPR/Cas9, and succeeded to correct bleeding 
phenotypes of hemophilia B mice (submitted) (Ohmori, Mizukami). Notably, the therapy also cured neonate 
mice with haemophilia, which cannot be achieved with conventional gene therapy with AAV vector. We also 
developed the method to detect patient-specific mutation site by next generation sequencer, and have 
analysed the mutation in Japanese patients (Inaba).  

Management of inhibitor (Shima): One of the most significant complication of treatment in hemophilia is the 
development of alloantibodies that inhibit FVIII activity (Inhibitor). The inhibitors abolish efficacy of FVIII 
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concentrates, thus replacement therapy become ineffective. The analysis to elucidate the mechanisms of the 
inhibitor development may lead to the development of new approaches to control the inhibitor.  
1) Prospective cohort study: We conducted prospective cohort study enrolled newly-diagnosed hemophilia 

patients in Japan (J-HIS2). We have recruited total 330 patients, and found the inhibitor occurred 20% 
patients. The inhibitor significantly developed in the patients with on-demand treatment, compared with 
regular replacement therapy. Genetic analysis revealed that null mutation became the risk of the 
development of the inhibitor.   

2) New insight from the analysis of inhibitor cases: We analyzed mutation of coagulation factor gene in our 
prospective cohort, and found that the missense mutation in cases which developed inhibitor contains high 
antigen-presenting activity against specific HLA types by in-silico analysis. Further, we analyzed epitope of 
alloantibodies, and found the epitope sometimes differed from mutation site. The alloantibodies recognized 
three-dimensional structure or surface localization changed due to the mutation. 

QOL survey and Development of support method for carriers 
1) QOL survey (Takedani): We collected 753 questionnaires from Japanese hemophilia patients, and primary 

analyzed the availability of new-developed preparation and social compensation for hemophilia in Japan. 
About 80% patients interested in new preparations, indicating the considerable interest and expectation. 
Although public funds pay all of cost for the care for hemophilia in Japan, a part of patients could not 
completely comprehend the system. These data are summarized as a primary report, and distributed to 
related hospitals and affiliates, and published in our Web site. We also recruited 7 hemophilia patients to 
DVT study in joint surgery, and diagnosed two asymptomatic DVT in perioperative period.  

2) Development of support method for carriers (Kakinuma): We developed e-leaning system for preparability 
acquisition for hemophilia carriers in last year (access number 1,240 cases, direct counselling 57 cases). 
To employ the system, the problems in each individual carrier could be clearly elucidated. We could 
adequately introduce a client to the specialist of medicine, law, and genetics, as required. This approach 
realized tailor-made support system for hemophilia carriers. We further analyzed support system from the 
multidirectional viewpoint by the many types of occupation, and are trying to improve the system.  
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5. 商業化が見てきた遺伝子治療の最先端—AAV ベクター・腫瘍溶解性ウイルス・ CAR-T・ゲノム

編集—, 小澤敬也,  BioJapan 2016 コーディネーターとして企画, パシフィコ横浜, 2016/10/14, 
国内.  

 
（４）特許出願 

なし 
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