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研究成果の概要（和文）：本研究では、近年新たな研究領域として開拓されてきたマイクロRNA（miRNA）や免疫
誘導メカニズム、ゲノム編集の観点から、基礎に立ち返って、アデノウイルス（Ad）と宿主の攻防（ウイルスは
細胞で複製に最適な環境を作ろうとするのに対し、細胞はそれを防ごうとする）を理解し、それらを遺伝子治療
やワクチン、ウイルス療法、さらには基礎研究への応用に適した改良型Adベクターの開発につなげることを目的
に研究を行い、良好な結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we have done several basic studies about adenoviruses (Ad) in
 terms of viral replication, microRNA, immune responses, etc.  And then, through such basic studies,
 we tried to develop several types of novel recombinant Ad vectors for gene therapy, vaccine, viral 
therapy, etc. We also developed novel Ad vectors having gene editing functions.

研究分野：分子生物学

キーワード： ウイルス　遺伝子　癌　免疫学　バイオテクノロジー

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、Adと宿主の攻防を理解し、研究代表者が有する世界で最先端のAdベクター改変技術を駆使すること
で、新しい視点からベクター開発（改良）と関連する応用研究を進めるものであり、独創性が高く、学術的意義
が大きい。また、日本独自の高性能ベクター開発は、その汎用性の観点から国益を考えたうえでも最重要研究課
題の一つであり、その社会的意義は極めて大きい。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

遺伝子治療は、21世紀の革新的医療技術になると当初期待され、1990 年代より世界各国

で活発に研究開発がなされてきた。しかしながら、個々のベクターをはじめとする遺伝子

導入技術の理解が不十分であったことや、遺伝子導入技術そのものが未熟であったため、

疾患（目的）に応じたベクターの使い分けや適用がなされず、2000 年代初頭の有害事象の

発生も相まって、一時はその開発が停滞していた。しかしながら、研究代表者をはじめとす

る遺伝子治療の実現に情熱をもった研究者の絶え間ない努力もあり、現在遺伝子治療は再

び世界的に大きな注目を浴びるに至っている。この要因は、各種ベクターの改良や、個々の

ベクターの性質の理解が深まり、疾病に応じた最適なベクターの使い分けが進んだことや、

新たな遺伝子導入・発現制御技術が開発されたこと、さらには個々の疾病の治療法に関す

る科学が進展したこと等があげられる。 

 研究代表者はアデノウイルス（Ad）ベクターの長所（既存のベクター中で最も遺伝子導入

効率が高く、高タイターのべクター調製が可能等）を活かしつつ、(ｉ)ウイルス表面タンパ

ク質を遺伝子工学的に改変することにより標的細胞選択性を制御し、従来遺伝子導入が困

難であった細胞・組織への適用も可能な Ad ベクターの開発（特許第 3635462 号；特許第

4328116 号；US 6,921,663 B2（米国特許））や、(ｉi)複数の外来遺伝子を搭載し、目的遺

伝子の発現制御能を付与した Ad ベクターの開発（特許第 4183972 号）、(ｉii)標的細胞指

向性の変更や既存中和抗体からの回避を目的として、従来の 5型 Ad とは異なる 35 型 Ad を

基盤とした全く新規なベクター（特許第 4237449 号、左記の米国・豪州特許も特許査定）の

開発、(v)マイクロ RNA（miRNA）の発現制御機構を利用した安全性に優れた Ad ベクターの

開発（特許第 5645044 号、特許第 5971599 号等）等の、様々な改良型 Adベクターの開発に

成功してきた。このような改良型 Ad ベクターの開発も相まって、Adベクターは特に癌治療

やワクチンを目的にして極めて有望な遺伝子治療用ベクター（ウイルス療法を含む）として

期待されているだけでなく、遺伝子の機能解析を目的とした基礎研究の分野においても期

待され、非常に幅広いニーズを有している。 

 
２．研究の目的 

本研究では、Adが産生するウイルス核酸（VA-RNA等）やウイルスタンパク質の詳細な機

能解析を通して、Adと生体（細胞）との相互作用の理解を深め、さらに近年爆発的な普及

をみせるゲノム編集可能なAdベクター系を確立し、Adを用いた遺伝子治療（ワクチンやウ

イルス療法を含む）や基礎研究への応用の更なる進展に資する研究を行うことを目的とす

る。これにより、例えば臨床応用が進んでいる腫瘍溶解性Adにおいても、より高い治療効

果と安全性を有する製剤の開発にもつながり、我が国独自の技術開発にも直結する。 

 
３．研究の方法 

 本研究で使用した全てのAdベクターは、水口（研究代表者）らが開発したimproved in 

vitro ligation法により作製した。各実験項目に特異的な主な実験方法は以下の通りであ

る。 

(1)Ad と生体（細胞）との相互作用解析 

①Ad複製の観点からの解析 



Dicer と VA-RNA の機能を解析するため、Dicer をノックダウンした細胞や VA-RNA 発現プ

ラスミド、Adベクター、VA-RNA 欠損 Adである Sub720 等を使用した。mivaRNAII による Ad

の増殖促進機構および、mivaRNAII の標的遺伝子を同定するため、マイクロアレイ及び in 

silico 解析を行った。 

 

②免疫誘導の観点からの解析 

Ad ベクターをマウスに筋肉内投与後、I 型 IFN シグナルによる腸管粘膜 CTL 誘導のメカ

ニズムの解明には、Ⅰ型 IFN 受容体欠損マウスを用いた。 ヘキソンの HVR（hexon 

hypervariable regions）のアミノ酸配列に基づいた立体構造予測により、ヘキソンの構造

を維持しつつ、中和抗体の認識部位となりそうなアミノ酸配列に変異をいれた改変ヘキソ

ンを設計した。設計した変異型ヘキソン遺伝子およびその周辺領域を含むプラスミドと、Ad

ベクターゲノムをコードしたプラスミドを E.coli BJ5183 (recBC and sbcBC)に同時に形質

転換することで、相同組換えによりヘキソン遺伝子に変異を有した Ad ベクタープラスミド

を作製した。 

 

(2)CRISPR/Cas9 システム搭載 Ad ベクターの遺伝子治療や基礎研究としての有用性評価 

ゲノム編集効率の評価は、pEGxxFPアッセイ、T7E1アッセイ、遺伝子配列の解析等により

行った。 

 
４．研究成果 

(1)Ad と生体（細胞）との相互作用解析 

①Ad複製の観点からの解析 

Ad ゲノムより転写される約 160 塩基の非コード RNA である VA-RNA に着目し、研究を進め

た。VA-RNA は転写後、miRNA と同様に Dicer によって切断（プロセッシング）され、miRNA

の一種である mivaRNA を産生することが明らかとなっていた。本研究で研究代表者らは、

Dicer が Ad 増殖に必須の因子である VA-RNA I を切断することで、Ad の増殖を負に制御し

ていること、さらには Dicer のノックダウンにより、Ad 増殖が促進されること、Dicer を介

した宿主 miR-27 の産生が SNAP25 や TXN2 の発現制御を通して Ad 感染を阻害することを明

らかにした。 

また、ヒト 5型 Adは小分子ノンコーディング RNA として VA-RNA I に加え、VA-RNA II も

コードしている。そこで、本研究では、これまで研究が進んでいなかった VA-RNAII の生理

機能の解明を試み、VA-RNAII のプロセシング産物である mivaRNAII が、CUL4A の発現を抑制

することで Ad の増殖を促進することを明らかにした。さらに、shCUL4A カセットを搭載し

た腫瘍溶解性 Ad を作製し、その機能・有用性を in vitro、in vivo で明らかにした。本研

究成果は、本研究で見いだした新たなメカニズムを搭載したウイルス複製能に優れた新規

腫瘍溶解性 Adの開発に直結するものであり、今後の更なる応用が期待される。 

 

②免疫誘導の観点からの解析 

 Ad ベクター投与により惹起される細胞性および液性免疫応答は、Ad ベクターを遺伝子

治療に用いる際の大きな障壁であるが、この免疫反応を巧みに利用すれば、ワクチンベクタ

ーとして最適なベクターとなりうる。研究代表者らはこれまでに、Ad ベクターを筋肉内へ

投与すると、全身だけでなく粘膜面においても搭載抗原特異的な細胞傷害性 T細胞(CTL)を



強く誘導可能であることを明らかにし、全身及び粘膜の双方において強い免疫応答を誘導

可能であることを明らかにした。そこで本研究では、そのメカニズム解明に関する研究を行

った。その結果、Ad ベクターを筋肉内投与後に惹起されるⅠ型 IFN シグナルにより所属リ

ンパ節で Th17 分化誘導サイトカインが発現上昇することで Th17 が誘導され、その後この

Th17 が所属リンパ節から腸管粘膜面へと移行し、腸管粘膜面での抗原特異的な CTL 誘導を

促進することを明らかにした。本メカニズムの解明は、未だ明らかになっていない全身免疫

系から粘膜免疫系への橋渡し機構の解明に繋がると期待される。さらには、粘膜を初発感染

部位とする多くの新興・再興感染症予防の発展に大きく貢献できると考えられる。 

Ad ベクターは現在、ベクター投与による生じる免疫反応を逆に利用して、新型コロナウ

イルスや HIV、エボラ出血熱、高病原性インフルエンザ、C型肝炎、マラリア、結核）、ジカ

などの新興・再興感染症に対するワクチンベクターとして利用する試みが盛んに行われて

いる。Adベクターを用いた HIV ワクチンの臨床試験では、生体が有するヒト 5型 Adに対す

る既存抗体がワクチン効果に影響を及ぼしていることが報告されている。そこで、抗体の標

的となることが想定されるヘキソンの 7つの HVR 領域に変異を導入した Adベクターを開発

し、その機能を評価した。その結果、ヘキソン HVR に変異を導入することで、ウイルス複製

能の減弱、ひいてはベクター収量の減少がみられ、ヘキソン HVR に導入する変異を最適化す

る必要が考えられた。 

 

(2)CRISPR/Cas9 システム搭載 Ad ベクターの遺伝子治療や基礎研究としての有用性評価 

広範な細胞種に高効率に遺伝子導入可能な Ad ベクターを用いて、CRISPR/Cas9 システム

を使用できれば、基礎研究だけでなく遺伝子治療等への応用を含めその汎用性は極めて大

きい。研究代表者らは、そのような観点から CRISPR/Cas9 システム搭載 Adベクターの開発

に着手し、テトラサイクリンの遺伝子発現制御系を搭載した改良型 Ad ベクターを用いるこ

とで高タイターの Cas9 発現 Ad ベクターが得られる技術開発に成功した。一方で、本研究

では、Ad ベクター作用後産生される I 型 IFN により、gRNA コピー数が低下し、その結果、

ゲノム編集効率が低下することを見いだし、注意を要することを明らかにした。さらには、

Cas9 とは異なる特徴を持つヌクレアーゼとして開発された Cas12a（Cpf1）を発現する Adベ

クターの開発を行った。即ち、AsCpf1 及び LbCpf1 搭載 Adベクター（Ad-AsCpf1、Ad-LbCpf1）

の作製を行った。しかしながら、Ad-AsCpf1 の回収タイター（力価）は低く、さらに Ad-LbCpf1

は取得が不可能であった。一方で、Ad-AsCpf1 は高いゲノム編集効率を示したことから、高

タイターの Ad ベクターが回収できれば、その有用性は高いことが明らかとなった。そこで、

Tet-On システムまたは肝臓特異的 AHA プロモーターを用いて、ベクター増幅中の Cpf1 の発

現を抑制することを試みたところ、機能的かつ高タイターの Cpf1 発現 Ad ベクターの作製

に成功した。今後の応用が期待される。 
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オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 １．著者名  ４．巻
Takakura M., Matsumoto T., Nakamura M., Mizumoto Y., Myojyo S., Yamazaki R., Iwadare J., Bono
Y., Orisaka S., Obata T., Izuka T., Kagami K., Nakayama K., Hayakawa H., Sakurai F., Mizuguchi
H., Urata Y., Fujiwara T., Kyo S., Sasagawa T., Fujiwara H.

109

10.1248/bpb.b18-00316.

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
A flow cytometry-based Method to determine the titer of adenoviruses expressing an extraneous
gene.

Biol. Pharm. Bull. 1615-1619

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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MicroRNA miR-27 inhibits adenovirus infection by suppressing the expression of SNAP25 and TXN2.

J. Virol., 91, e00159-17 (2017) e00159-17

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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