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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者らが開発した無毒化ヘルペスウイルス（HSV）ベクターシステム
を応用して、神経特異的に治療遺伝子を送達できる新規遺伝子治療用担体の創出を目指している。同技術開発の
ために、本研究ではHSVゲノム上の神経特異的に転写活性化するTR領域に注目し、その遺伝子発現機構を解析し
た。その結果、TR領域に存在するインシュレーターが本領域からの遺伝子発現に重要な役割を果たしているこ
と、また本制御配列の遺伝子改変により同領域からの遺伝子発現を有意に向上できることを見出した。本成果
は、無毒化HSVベクターによる高度に制御された神経特異的遺伝子送達システムの創出の一助となると期待され
る。

研究成果の概要（英文）：We aimed to generate an innovative non-toxic herpes simplex virus (HSV) 
-based vector capable of neuro-specific delivery of therapeutic genes. Here, we demonstrated that 
chromatin insulator-like elements in the terminal repeat (TR) locus of non-toxic HSV viral genome 
play a crucial role in the transcription from the TR locus in neural cells. In addition, the 
modification of the chromatin insulator-like elements significantly improves the transgene 
expression from the TR locus. Our results would provide the sophisticated neural-specific gene 
transduction system with non-toxic HSV vector.

研究分野： 分子生物学
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
現在のウイルス製剤開発において最重要課題のひとつは標的組織特異的治療遺伝子の送達である。多くのウイル
スベクターでは非特異的な遺伝子導入の抑制が不完全であり、未だ高精度な標的化遺伝子導入システムは存在し
ない。一方、我々は既にHSV糖タンパク質gD改変（細胞侵入を制御）及びにmiRNA認識配列（翻訳を制御）の利用
による非特異的遺伝子導入抑制技術を確立している。これに本研究で着目するTR制御配列による標的細胞特異的
転写制御技術（転写を制御）を融合すれば、極めて高精度な細胞標的化が可能となる。従って本研究成果は神経
疾患に対するウイルス製剤を開発する上で理想的なプラットフォームを提供すると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ヘルペスウイルス（HSV）は神経細胞に潜伏感染するユニークな生活環と巨大かつ複数の治

療遺伝子が搭載可能な極めて大きいウイルスゲノムにより古くから遺伝子治療ベクターとして
の臨床応用が期待され、これまでに数々の研究が進められてきた。しかし従来型の HSV ベク
ターは元来 HSV が持っている強い細胞障害性とウイルス遺伝子改変に伴う外来遺伝子の発現
量低下等が大きな障壁となり、その遺伝子治療ベクターとしての応用は限定的なものであった。
近年、申請者はこれら諸問題を解決する無毒化 HSV ベクターシステムを開発した（Miyagawa 
et al, PNAS 2015）。申請者らの開発により、多くの細胞種に対して細胞障害性を示すことなく
高効率で感染し、治療遺伝子を長期かつ安定して供給することが可能となり、HSV ベクターシ
ステムの安全性や遺伝子導入効率は飛躍的に改善された。しかし同技術を実際に臨床用のウイ
ルス製剤化に展開するためには、まだ解決しなければならない事項も多く残されている。その
一つが非特異的な遺伝子導入である。HSV は様々な細胞種に効率的に感染可能であるため、標
的以外の細胞に広範囲に分散感染することが予想される。この場合、目的細胞にはごく一部の
治療ベクターしか到達しないため、目的の患部で十分量の治療遺伝子の発現を供給するには大
量のベクターあるいは複数回の投与が必要となる。このような過剰投与による非特異的な遺伝
子導入は望ましくない細胞の形質転換や予測不可能な副作用を引き起こす可能性がある。よっ
て安全性向上のためには目的細胞にのみ遺伝子を導入する、いわゆる選択的遺伝子導入技術の
開発が急務である。本研究では無毒化 HSV ベクターシステムを用いて神経細胞選択的に治療
遺伝子を供給するシステムの基盤研究を行い、難治神経疾患に対する新たな治療戦略を構築す
ることを最終目的とする。 
 
２．研究の目的 
本研究では申請者が近年開発した無毒化 HSV ベクターを利用して神経細胞選択的に治療遺伝

子を運ぶ次世代型ウイルス製剤の基盤技術開発を目指す。申請者は既に無毒化 HSV ベクター
における神経特異的な治療遺伝子発現に有用な HSV ゲノム領域として Terminal repeat (TR) 
領域を同定している。本研究で同 TR 領域に着目し、遺伝子発現調節機構を詳細に明らかとす
る。本解析で明らかになった TR 領域による神経特異的転写制御に、申請者らが以前開発した
細胞選択的 HSV 感染技術と miRNA を利用した非特異的遺伝子発現抑制を融合させ、３つの側
面より遺伝子発現を厳密に制御した治療遺伝子選択的デリバリーシステムを確立する。 
 
３．研究の方法 
(1) TR 領域による神経特異的転写活性化メカニズムの解明 
 申請者は HSV ゲノム上の神経特異的転写活性領域として TR 領域を同定している（Miyagawa 
et al, PNAS 2015, Miyagawa et al, ASGCT 2015）。TR 領域のどの部位が神経特異的転写活性に
重要かを解明するために、TR 領域をプラスミドベクターにクローニングを行い、初代培養の
神経細胞・非神経細胞内での転写活性をレポーターアッセイを用いて測定する。TR 領域に位
置するインシュレーターCTRS/CTUS については特に注目し、その神経細胞特異的な転写制御
への関与を調べる。 
 
(2)TR 領域転写制御配列を搭載した無毒化 HSV ベクターの構築 
 TR 領域の遺伝子発現調節機構を明らかとするため、TR 領域 CTRS/CTUS を欠損した HSV
ベクターを開発する。同改変 HSV ベクターの TR 領域にレポーター遺伝子を挿入し、その転
写活性を初代培養の神経細胞・非神経細胞内で定量する。また同時に in vivo における本領域の
転写活性を調べるために、同改変 HSV ベクターをマウス・ラット中枢/末梢神経組織各部位に
導入後、レポーター遺伝子発現パターンを蛍光顕微鏡及び免疫組織学的手法により解析する。 
 
４．研究成果 
TR 領域に含まれるインシュレーターCTRS/CTUS による遺伝子発現調節機構を調査するこ

とを目的として、同 TR 領域をプラスミドベクターにクローニングを行った。次に同領域に含
まれる CTRS１/2 と CTRS3 の間にレポーター遺伝子として AcGFP 発現カセットを挿入した。
これらレポータープラスミドの発現解析を行うために、ラット神経細胞初代培養系に対してリ
ポフェクション法、エレクトロポレーション法を用いた遺伝子導入実験を実施した。しかし遺
伝子導入効率、細胞生存率の問題により in vitro による検討は難航したため、インシュレータ
ーの機能解析は HSV ベクターゲノム上にて直接解析を行うこととし、インシュレーター改変
HSV ベクターの作製へと進んだ。本解析を行うにあたり、まず無毒化 HSV ベクターの TR 領
域に存在する CTRS1/2/3 を改変した組換え HSV を複数作製した。作製した改変 HSV ベクタ
ーの TR 領域に対してそれぞれレポーター遺伝子 AcGFP を挿入した。以上、作製した組換え
HSV ベクターをラット後根神経節（DRG）、海馬由来神経細胞初代培養系に感染させ、同領域
の転写活性をレポーター遺伝子発現により解析した。その結果、CTRS1/2/3 改変はいずれの
場合も TR 領域の転写活性を大きく変化させることが明らかとなった。次にインシュレーター
による遺伝子発現制御に Immediate-early（IE）遺伝子 ICP0 がどのように影響するか解析する
ために、CTRS1/2/3 改変に加えて ICP0 を欠損した組換え HSV を作製した。以上の改変ベク
ターからの遺伝子発現を同様に神経細胞初代培養系にて評価したところ、ICP0 を欠損した状



態においても、CTRS1/2/3 改変は同領域の転写活性に強い影響を与えることが判明した。ま
た他の IE 遺伝子である ICP4/27 遺伝子の存在下では同領域からの遺伝子発現がどのように変
化するか調べたところ、上記同様の遺伝子発現の傾向が認められた。以上の成果により、TR
領域からの遺伝子発現調節には同領域に位置するインシュレーターが深く関与しており、その
遺伝子改変は TR 領域からの遺伝子発現様式を大きく変化させる可能性が示唆された。 
 次に in vivo における TR 領域の遺伝子発現機構を解析するために、マウス座骨神経に対して、
上記で作製した改変 HSV ベクターを投与し、1 週間後、投与部位組織及び DRG を単離した。
現在その発現解析・病理解析を免疫組織学的手法にて進めている。以上、本研究期間を通じて、
神経特異的に転写活性化する TR 領域の遺伝子発現制御機構を解析し、その遺伝子発現調節に
インシュレーターが極めて重要な役割を果たしていること、また同配列の遺伝子改変が TR 領
域からの遺伝子発現向上に有用な変異であることを見出した。今後は本研究で得られた成果を
元により洗練された神経特異的治療遺伝子送達システムの創出に力を注ぎたい。 
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