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概要  

血液凝固第 IX 因子（ FIX）遺伝子の変異を原因とする血友病 B を罹患する新

生児では、出生時に頭蓋内出血等の致命的合併症を発症する可能性があること

から、その有効な治療法の開発が期待されている。本研究では、母体マウスに

て FIX を過剰発現させることで、 FIX を胎児マウスに送達することを試みた。

血友病 B 妊娠マウスで野生型 FIX を過剰発現させたところ、生まれた新生仔マ

ウスにおける血中 FIX 濃度は検出限界以下であった。そこで改変型 FIX を過剰

発現させたところ、新生仔マウスにて治療域を超える FIX が検出された。以上

の結果より、FIX に遺伝子改変を加えることで FIX を胎児に送達可能であるこ

とが示された。  

 

abstract 

There is a possibility that neonates with hemophilia A and B, 

which are X-linked recessive bleeding disorders, have severe 

damages, including intracranial and extracranial haemorrhage, at 

delivery. Development of innovative therapies for prevention of 

severe damages in hemophilia neonates at delivery have been 

expected. In this study, we tried to deliver FIX to fetus by 

over-expressing FIX in hemophilia B pregnant mice. When wild-
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type FIX was over-expressed in hemophilia B pregnant mice, 

detectable levels of FIX was not found in the blood of neonates. 

On the contrary, therapeutic levels of modified FIX was detected 

in the neonates when the modified FIX was over-expressed in the 

pregnant mice. These data suggested that modified FIX can be 

delivered from pregnant to fetus through placenta. 

 

研究内容  

【背景】  

血友病患者は、胎生期にはすでに血液凝固反応に異常が見られるため、産道で外圧がか

か る こ と で 出 生 時 に 頭 蓋 内 出 血 を 引 き 起 こ し 、 後 に 障 害 を 負 う こ と が 報 告 さ れ て い る

（ 1,2）。そのため、胎生期の血友病患者に対する有効な治療法の開発が求められる。しか

しながら、血液凝固因子の胎児移行性は極めて低く、また成人の血友病患者に投与されて

いる第 8 因子、第 9 因子（ FIX）製剤についても胎児移行性は明らかとなっていない。そ

こで本研究では、 FIX 遺伝子に改良を加え、胎盤透過性を付与することで、母体への静脈

内投与による低侵襲的な手法で FIX を胎児へと送達し、血友病胎児に治療を行えないかと

考えた。胎盤は母体血液と胎児血液との間で物質交換を行う臓器であるが、幾重もの細胞

層により構築される「血液胎盤関門」によって、免疫グロブリン G（ IgG）を含む一部のタ

ンパク質以外は胎児側へと移行しない。IgG は、重鎖内の定常領域である Fc 領域が胎児型

Fc レセプター（ FcRn）と結合することで、トランスサイトーシスにより母体血液から胎児

血液へと移行する（ 3,4）。つまり、IgG の Fc 領域を FIX に融合することで、FIX に胎盤透

過性を付与することが可能になると期待される。  

 

【目的】  

そこで本研究では、 Fc 領域を融合させた FIX（ FIXFc）遺伝子を構築し、アデノウイル

ス（ Ad）ベクターを用いて妊娠マウスで発現させることで、胎生期の血友病Ｂマウスに対

して治療が行えるか検討することを目的とした。  

 

【結果】  

１． Fc 融合 FIX の胎盤透過性の評価   
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 野生型 FIX、および Fc 領域を融合した FIX（ FIXFc）が胎盤透過性を有するか検討する

ため、野生型 FIX もしくは FIXFc を発現する Ad ベクターを妊娠 13 日のマウスに静脈内

投与後、生後 0 日の新生仔マウスより血液を回収し、血漿中の FIX 量を測定した。その結

果、野生型 FIX を発現する Ad ベクター投与群では、母親マウス血漿中において 4339 ±  

3519 ng /mL の FIX が検出されたものの、新生仔マウス血漿中からは FIX は検出されなか

った。その一方、 FIXFc を過剰発現させた群では、母親マウスの血漿中から、 1044.6 ±  

301 ng /mL の FIX が検出され、さらに、新生仔マウス血漿中においても、 46.2 ±  13.1 

ng /mL（正常値の 0.92 %）の FIX が検出された。次に、新生仔マウス血漿中から検出さ

れた FIX に、Fc 領域が融合されているか検討するため、母体および新生仔マウス血漿に対

してウエスタンブロッティングを行った。その結果、母親マウスと同様に、新生仔マウス

血漿サンプルにおいても、抗 FIX 抗体および抗ヒト IgG 抗体により、FIXFc の分子量と一

致する 110 kDa 付近にバンドが検出された。以上の結果により、 Fc 融合 FIX が胎盤を透

過し、胎児血中に移行可能であることが示された。  
 

２． FIXFc の体内動態評価   

 新生仔マウス血中における FIXFc の血中滞留性を評価するため、生後 0~3 日の各日齢

のマウスより採血を行い、血漿中 FIX 量を経日的に測定した。その結果、生後 0 日から生

後 1 日にかけて、血中の hFIX 濃度は 49.6%に減少し、生後 1 日から生後 2 日にかけては

23.7%に減少した。この結果により、 FIXFc の新生仔マウスにおける血中半減期は約 24
時間であると明らかとなった。  
 

３． FIXFc の血友病Ｂ胎児における治療効果   

FIXFc を母体で過剰発現させることで、血友病 B 胎児に対する治療が可能か検討するた

め、 FIXFc 発現 Ad ベクターを妊娠 13 日の血友病 B モデルマウスに静脈内投与した。ま

ず、生後 0 日の新生仔マウス血漿中 FIX 量を測定したところ、 86.3 ±42.0 ng /mL の値

を示し、正常値の 1.72％に相当する FIX 量が検出された  。次に、血漿中 FIX の活性値を

評価したところ、正常値の約 3.5 %の値を示した。上記の結果により、 FIXFc を血友病Ｂ

モデル妊娠マウスで過剰発現させることにより、活性を有する FIX を胎児へと高効率に送

達可能であることが示された。  
次に、新生仔マウスの止血能を検討するため、生後 0 日の新生仔マウスに対して、尾を

切断後 24 時間における生存率を評価する Tai l  c l ip chal lenge を行った。まず、 PBS を投

与した母親マウスから産まれた新生仔マウスでは、アッセイを行った 5 匹中 1 匹のみが生

存した。また、野生型 FIX を過剰発現させたマウスでは、アッセイを行った 4 匹中生存し

たマウスは 0 匹であった。その一方で、 FIXFc を過剰発現させた母親マウスより生まれた

新生仔マウスでは、アッセイを行った 21 匹中 20 匹が生存しており、止血能の大幅な改善

が認められた。この結果により、 FIXFc を母体で過剰発現させることによって、血友病Ｂ

新生児の止血能を改善可能であることが示された。  
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【今後】  

 本研究により、 FIXFc を妊娠個体で過剰発現させることにより、胎児に FIXFc を送達可

能であることが示された。本研究では Ad ベクターを用いて FIX を妊娠個体で過剰発現さ

せたが、 FIX 遺伝子は X 染色体にコードされているため、血友病 B の女性患者は極めて少

ない。従って、遺伝子導入ベクターを用いて FIX を疾患を持たない保因者で過剰発現させ

ることになり倫理的問題点が生じる可能性がある。そこで今後は、遺伝子組換え FIXFc 製

剤を開発し、胎児に対する治療効果を検討する必要があるものと思われる。  
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