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研究成果の概要（和文）： 播種性や転移性など「目に見えないがん」に対する遺伝子治療を
めざし、細胞特異性と高い発現効率を有した「単一型特異的高度発現アデノウイルスベクタ」
の開発を行った。特異性の付加には癌細胞特異的プロモーターを用いたが、低い転写活性しか
示さない細胞特異的プロモーターから高い組換え効率を示す Creを発現するイッチユニットと
Cre 依存的に強力なプロモーターから目的遺伝子を発現する標的ユニットを同一ベクター上に
挿入した、「スタッファー除去型」と新規の「切り出し発現型」ベクターの作製法を確立した。
その過程で、ベクター作製中に Creがリーク発現し目的ベクターの生成に影響を与えることが
判明したため、Cre に対するドミナントネガティブ及び shRNA の同定を行い、高純度ベクター
の生成に成功した。本研究で確立したベクターは、がん細胞でのみ高い発現効率を示していた
ため、播種性のがんに対する治療効果を検討するためのモデルマウスの確立も行った。更に本
研究の過程で見いだされた Creあるいは FLP の遺伝子置換反応についても解析を加え、同時期
に複数のベクター作製を可能にする新規のベクター作製法の確立にも成功した。 
 
研究成果の概要（英文）：Aiming gene therapy for “ unvisible cancer” such as disseminating or 

transferring malignant microtumors, we developed a “single-type, cancer-specific adenovirus vector 

with high-level expression” possessing cell specificity and high expression efficiency. For addition of 

high specificity, we used a cancer-specific promoter. Construction methods of two vector systems, a 

“stuffer-deletion type” and a novel “excisional-expression type”, were established. Each system contains 

two expression units: a “switch unit” expressing Cre under the control of a cell-specific promoter with 

very low activity, and a “target unit” expressing under the control of very high activity depending on the 

Cre activity. During the process, it was found that Cre was expressed at a leak and influenced on 

production of the purpose vector. Therefore, we produced and screened dominant negatives and shRNA 

against Cre. Using them, we succeeded in the development of high-purity production of the 

“excisional-expression type” vector. Because the vector established here showed high expression 

efficiency selectively to cancer cells, we then established a model muse system for examining effective 

treatment to disseminated cancers. In addition, we also analyzed RMCE (recombinase-mediated cassette 

exchange) reaction of Cre and FLP, and succeeded in establishment of novel production method, which 

enabled us to produce many vectors simultaneously. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) アデノウイルスベクター(AdV)は高い遺
伝子導入効率と発現効率からがんに対する
遺伝子治療用ベクターとして注目されてき
た。しかし、ベクターそのものに対する免疫
原性による副反応や既に大きくなったがん
の中心部まで目的遺伝子の発現が認められ
ない等の問題が報告され、その解決に向けた
ベクター開発が進められてきた。申請者は前
者の免疫原性の原因の 1つがベクターゲノム
上に残存しているアデノウイルスゲノムか
らリーク発現したウイルスタンパク質 pIXで
あることを突き止めるとともに、EF1-αプロ
モーターを用いることにより pIXの発現を抑
制し、ベクターに対する炎症を最小限に留め
ることを見いだしていた（Nakai et al., 
Human Gene Ther., 2007）。この成果により
AdV の安全性は格段に高まることが期待され、
目に見えるほどに大きくなったがんを外科
的あるいは放射線治療により除去した後の
「目に見えないがん」に対する AdV の応用を
考え検討を始めた。 
(2) 申請者はがん特異的発現ベクターとし
て、がん細胞特異的プロモーターを応用した
新規ベクター開発を進めてきた。一般的に細
胞特異的プロモーターは汎用されているプ
ロモーターの数百分の一の活性しか持たな
いため、単独でがんを治療するためにはベク
ターの大量投与が必要であり、安全性が担保
されない。そこで、非常に組換え効率の高い
部位特異的組換え酵素 Creを細胞特異的プロ
モーターから発現するスイッチユニットを
持つ AdVと Creにより強力なプロモーターか
らの目的遺伝子の発現を ON へと誘導する標
的ユニットを持つ AdVを同時に感染すること
で、細胞特異性を維持したまま目的遺伝子の
発現を約 50 倍に上昇することに成功した。

この「二重感染法」は有効性が高いものの 2
つのベクターが同一細胞に到達して初めて
効果を発揮するため、マウスを用いた検討で
は効果が限定的であった。そこで「単一型特
異的高度発現ベクター」の開発が必要であっ
た。 
 

２．研究の目的 

本研究では臨床応用が始まっているがんに
対する遺伝子治療の治療効果の増強及び適
用の拡大とその過程で開発されたベクター
による治療用遺伝子の探索を大きな目的と
して研究を行う。がんに対する遺伝子治療で
は治療効果とともに正常組織に対する安全
性の確保という両者の性能を備えたベクタ
ーの開発が極めて重要である。そこで、本研
究ではがん細胞特異的プロモーターと部位
特異的組換え酵素を併用したがん細胞特異
的高度発現制御機能を有する改良型アデノ
ウイルスベクターシステムを完成し、既にプ
ロモーターの特異性が明らかな複数のがん
細胞特異的プロモーターを用いて検討を加
え、臨床応用への可能性について基礎研究レ
ベルでの最終的な評価までを行う。 
 また本研究において開発された部位特異
的組換え酵素の遺伝子置換反応を用いた新
しいウイルスベクター作製法は複数のベク
ターを高効率で同時に作製することを可能
とする画期的な方法であった。そこでゲノム
研究の進展にともない全貌が明らかになり
つつあるヒト cDNA の中でがんに対する治療
用遺伝子として有用な機能を持つ遺伝子を
同定する戦略への全く新しいアプローチを
行う。 
 

３．研究の方法 

(1) 「スタッファー除去型・単一型特異的高



度発現ベクター」作製法の確立 
 スタッファー除去型ベクター作製は、約
30kb まで目的遺伝子の挿入が可能であるヘ
ルパー依存型ベクター(HD-AdV)を用いて作
製するため、まずヘルパーウイルスの混入を
抑制するために必要な FLPの組換え効率の検
討とヒト型 FLPe の全合成及びその評価を行
った。これらの評価には、FLP 標的配列であ
る FRTを有するプラスミドを用いた in vitro
法による解析を用いるとともに、FLP により
目的遺伝子の発現が ON あるいは OFF へと誘
導される標的配列を有する細胞株を樹立化
し解析を加えた。 
 
(2) ベクター作製時の Creのリーク発現の解
決 
 本研究で用いたがん細胞特異的プロモー
ターは、肝細胞がんのマーカー遺伝子の 1 つ
であるα-fetoprotein (AFP)プロモーターで
ある。非常に特異性が高く、細胞特異的プロ
モーターの中では特異性の高いプロモータ
ーとして知られている。しかしベクター作製
中には 293細胞で 1万コピーまでベクターゲ
ノムが増幅するため、わずかに Cre がリーク
発現し、目的ベクターの特異性が低下した。
そこで、Cre に対する dominant negative と
short-hairpin RNA(shRNA)を作製し、Cre に
対する抑制効果の検討を行い、有用性の高い
ものを同定した。 
 
(3) 「切り出し発現型・単一型特異的高度発
現ベクター」作製法の確立 
 切り出し発現型ベクターは、E1 置換型であ
る第 1世代ベクターとして作製が可能である
ため、HD-AdV と比較してベクター作製が容易
であり、しかもベクター産生中の Creのリー
ク発現が起きても目的遺伝子は環状分子上
に存在するため特異性が高いベクターであ
る。しかし予想を上回るベクター産生中の
Cre のリーク発現により目的ベクターの生成
効率が非常に低下した。そこで、(2)で同定
した Cre に対する dominant negative あるい
は shRNA 発現 293細胞を樹立化し、目的ベク
ター生成効率を比較検討した。 
 
(4) ベクター評価に向けた肝細胞がん播種
モデルマウスの確立 
 本研究では「目に見えないがん」への遺伝
子治療を目的としているため、実際の肝細胞
がんの臨床に近い播種性のがんをもつマウ
スモデルが必須である。そこでルシフェラー
ゼを高度に発現するヒト肝細胞がん由来の
HuH-7 細胞(AFP+)を樹立化し、ヌードマウス
に移植し、in vivo イメージングを行い、が
んの状態を確認した。ヌードマウスは Balb/c
マウスを用い、HuH-7 細胞を脾臓、門脈及び
静脈から導入し、4 週間後にイメージングを

行った。 
 
(5) 遺伝子置換効率の検討 
 本研究では部位特異的組換え酵素による
遺伝子置換反応を用いた複数ベクターの同
時にしかも簡便な作製法の確立も目的とし
ている。そこで、組換え酵素によって効率的
に認識されるものの、組換え酵素の本来の標
的配列とは組換えを起こさない変異型標的
配列について検討を加え、有用性の高い変異
型標的配列を同定した。Cre あるいは FLP に
対する本来の標的配列と変異型標的配列を
持つ 2 種類のプラスミドを用いて in vitro
法により詳細に遺伝子置換効率を解析し、
Creと FLPの効率を比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 「スタッファー除去型・単一型特異的高
度発現ベクター」作製法の確立 
 スタッファー除去型ベクターは、細胞特異
的プロモーターから Creを発現するスイッチ
ユニットと Cre の標的配列 loxP に挟まれた
スタッファー領域を Creにより環状に切り出
すことでプロモーターと目的遺伝子を直結
しベクター上で目的遺伝子を発現する標的
ユニットを同一 AdV上に持つ。この AdV は通
常の E1 領域を目的遺伝子と置換する第 1 世
代ベクターで作製可能な挿入遺伝子の大き
さを超えるため、約 30kb まで目的遺伝子の
挿入が可能であるヘルパー依存型ベクター
(HD-AdV)として作製しなくてはいけない。し
かし HD-AdV は作製方法の煩雑さから未だ普
及していない。そこでまずベクター作製法の
効率化について検討を加えた。 
 HD-AdV 作製を効率的に行うためには、最終
的なベクターストックへのヘルパーウイル
スの混入を最小限に抑制する必要があり、ヘ
ルパーウイルスのパッケージングシグナル
の両側に部位特異的組換え酵素、通常は Cre
に対する loxPを挿入し、Cre を高度に発現す
る 293 細胞を用いる。しかし本法では
Cre/loxP 系は細胞特異的発現のために用い
るため、応用が不可能である。そこで第 2の
部位特異的組換え酵素として FLP/FRT系の応
用が必須である。しかし FLP の至適温度は
30℃であり、しかも 30℃においても組換え効
率は Cre の数十分の一である。そこでまず
37℃でも酵素活性を示すことが報告されて
いた FLP の 4 アミノ酸置換体である FLPe を
発現する AdVを作製し、酵素活性の比較検討
を in vitro 及び FRT を有する培養細胞を用
いて行った。その結果、FLP の方が酵素自体
の活性は高いものの、37℃では熱安定性に欠
けるため FLPe の方が高い組換え効率を示す
ことが明らかになった(Kondo et al., J. Mol. 
Biol., 2009)。また FLP発現 AdVを用いるこ
とで 100%の細胞での標的配列の組換えが可



能であり、Cre 発現 AdV と組み合わせること
で時期を変えた複数遺伝子の発現制御が可
能であることを示し、この方法はコンディシ
ョナルノックアウトマウスへも応用可能で
あ る こ と を 報 告 し た (Kondo et al., 
Microbiol Immunol., 2007,)。更に FLPe の
発現効率を上昇するために codon usage をヒ
ト型化した hFLPeを合成ヌクレオチドを用い
て全合成した。この hFLPe は同じプロモータ
ー下で FLPe の 10倍の発現量を示した。そこ
で本研究には hFLPeを発現する 293細胞を用
いてベクター作製を行うことにした。その結
果、Cre と同程度あるいはそれ以上のヘルパ
ーウイルス除去効率を示すことが明らかに
なり、HD-AdV の作製効率も世界的なレベルで
ある 10 の 8 乗オーダーのベクター作製が可
能になった。 
 

 

 

(2) ベクター作製時の Creのリーク発現の
解決 
 スイッチユニットと標的ユニットを同一
分子上に配したベクター作製用コスミドの
構築を試みた結果、意外なことに大腸菌内
で Creがリーク発現し標的ユニットのスタ
ッファー領域が欠失したコスミドが出現し
た。今回用いている AFPプロモーターはヒ
トのプロモーターのため、ベクター作製用
細胞では Creのリーク発現によりスタッフ
ァーが欠失し、目的遺伝子の発現が ONへと
誘導されたベクターが混入し特異性が低下
することが予想された。そこで、まず Cre
がリーク発現した場合にはコスミド、ウイ
ルスともにパッケージングサイズ以下にな
るようにスタッファーのサイズを 7kbに設
定した。その結果コスミドにおいてはスタ
ッファー領域が欠失したコスミド DNAは減
尐した。 
 しかし 293細胞でのベクター作製時には
ベクターゲノムは 1万コピーにまで増幅す
るため、その対策だけでは不十分であると
考えられた。そこで、Cre に対する活性中
心のアミノ酸に変異を加えた 4 種類の

dominant negative と 4 種類の shRNA を作
製し、Cre と Cre により GFP が発現するプ
ラスミドを用いて Cre活性の抑制効果を比
較検討した。その結果 Cre 活性の抑制効果
が高かった 2 アミノ酸置換体の dominant 
negative、Cre-RY と shRNA-4 を同定した。
コスミドカセットに trcプロモーターによ
り IPTG依存的に Cre-RYを発現する発現単
位を組み込んだ結果、IPTG 誘導がなくても
尐なくとも大腸菌での複製過程では全く
Cre のリーク発現による stuffer 領域の欠
失は確認されず有用性の高い系であると考
えられた。 
 
(3) 「切り出し発現型・単一型特異的高度
発現ベクター」作製法の確立 
 切り出し発現型はスタッファー領域を用
いずに Creにより目的遺伝子を発現誘導す
る方法として考案した。本法は目的遺伝子
の下流にプロモーターを配した切り出し発
現ユニットを loxPで挟んでおり、発現した
Cre により切り出された環状分子上で初め
てプロモーターと目的遺伝子が順方向に結
合し発現する。そのため挿入遺伝子長が短
くなり、第 1世代ベクターとしての作製が
可能である。しかしベクター生成効率は
HD-AdVよりも高いためか、通常の 293細胞
を用いた作製は不可能であった。そこで(2)
で同定したCre-RYを発現する293細胞を樹
立化し、ベクター作製を試みた。その結果、
Cre-RY発現 293細胞では、ベクター作製は
可能であったものの、約 70%が切り出し発
現ユニットを欠失したベクターであった。
当該ベクターでは切り出し発現ユニットを
欠失してもそのベクター上にはスイッチユ
ニットのみが残存しているため、標的ユニ
ットが残存するスタッファー除去型とは異
なり、ベクター精製の過程で非特異的発現
ユニットを簡便に除去することが可能であ
り、特異性は高く維持される。しかし、が
んに対する十分な治療効果を得るためには
ベクター投与量を増やす必要があり、安全
性の面で問題が残る。そこで Creに対する
shRNA を発現する 293 細胞についても樹立
化を行ったところ、6 クローン中 4 クロー
ンで切り出し発現ユニットをほぼ 100％保
持したベクターの作製が可能であった。そ
こでまず dsRedを発現する切り出し発現ベ
クターを作製し、ＡＦＰ発現肝細胞癌由来
の HuH-7細胞及びＡＦＰ非発現細胞である
CV-1 細胞を用いて本ベクターの発現強度
と特異性の検討を行った。その結果、HuH-7
細胞では 80%以上の細胞で dsRed の発現が
確認されたが、CV-1細胞では dsRed発現細
胞は 1%以下であった。また real-time PCR
を用いた mRNAの解析では、AFPプロモータ
ーから直接 dsRedを発現するベクターと比



較して当該ベクターは約100倍のmRNA量を
示し、特異性、発現強度ともに有用性の高
いベクターであると考えられた。 

 

 

 

(4) ベクター評価に向けた肝細胞がん播種
モデルマウスの確立 
 本研究では肝臓に播種性に出現するがん
に対して、ヘルペスウイルスチミジンカイ
ネースとガンシクロビルを用いた自殺遺伝
子療法を行う。そのためには播種モデルマ
ウスの確立が必須である。一般的には腹腔
内、脾臓内に肝細胞がん(HuH-7)細胞を導入
し、肝臓内あるいは外側に播種性のがんが
出現する系を用いている。しかし脾臓内投
与では脾臓に多くの細胞が滞留し効率的な
肝臓における播種モデルとは言い難い。そ
こで本研究ではマウスの門脈経由で HuH-7
細胞を導入するシステムの確立とともに、
出現したがんの可視化を目的としたルシフ
ェラーゼ高度発現 HuH-7細胞の樹立化を行
った。まず EF1αプロモーターと CAG プロ
モーターからルシフェラーゼを発現するプ
ラスミドを HuH-7細胞にトランスフェクシ
ョンし、細胞株をクローニングした。得ら
れた細胞株のルシフェラーゼ活性を測定し
た結果、総じて EF1αプロモーターからル
シフェラーゼを発現する細胞株の方が高い
活性を示したので、最も高い HuH-E16細胞
を用いて播種モデルマウスシステムの確立
を行うことにした。7週齢の Balb/c、nu/nu
マウスの門脈と脾臓から 1ｘ、2ｘ、3ｘ10
の 6 乗の HuH-E16 細胞を導入した。4 週間
後にルシフェリンを投与しルシフェリンの
発光を検出した。その結果、2ｘ10 の 6 乗
の細胞を導入した群の殆どのマウスで播種
性のがんが確認された。3ｘ10 の 6 乗では
がんの出現効率が上昇するもののマウスの
生存率が低下する傾向が認められた。本シ
ステムは肝臓内の播種モデルマウスとして
非常に有用性が高いと考える。 
 
(5) 遺伝子置換効率の検討 
 申請者は、部位特異的組換え酵素の遺伝

子置換反応によるベクター作製法の開発も
進めている。遺伝子置換反応とは、組換え
酵素の本来の標的配列に変異を加え、組換
え酵素により効率的に認識され、かつ本来
の標的配列（Ｔ）とは組換えを起こさない
変異型標的配列（ｍＴ）を用いる。我々は
Cre の特異性・効率ともに優れたｍＴとし
て 2塩基置換体であるＶを報告してきた。
また FLP に関しても同定を進め、同様に 2
塩基置換体である変異型 FRT の Gを報告し
た。ＴとｍＴを有する 2分子に部位特異的
組換え酵素が反応すると、ＴとｍＴの間の
配列が組換えの結果 2分子間で置換する。
従って、ＴとｍＴの間に目的とする発現単
位を有するプラスミドを構築し、ＴとｍＴ
を有する recipient AdV（ただし recipient 
AdV のパッケージングシグナルはＴではさ
み混入を最小限にする）と同時に組換え酵
素発現 293細胞に導入するだけで、簡単に
目的ベクターの作製が可能である(Nakano 
et al, Nucleic Acids Res., 2005)。Cre
を用いた我々の解析ではわずか 3回 Cre発
現 293 細胞でベクターを継代するだけで
90%以上が目的とするベクターであった。こ
の方法は、同時に複数のベクター作製も可
能にするため、新規遺伝子の機能解析用に
多くのベクターを作製するために非常に適
した方法である。Cre の組換え効率は FLP
と比べ格段に高いため、置換効率も高いと
考えていたが、本研究の in vitro 法での解
析から FLPは非常に置換効率が高いことが
確認された。実際に hFLPe 発現 293細胞を
用いれば、2 回の継代で殆どが目的ベクタ
ーであり、本法には FLPの方が有用性が高
いことが明らかになった。 
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