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研究成果の概要： 

遺伝子治療の更なる発展のためには、既存の遺伝子導入ベクターを詳細に解析し、さらに有用

なベクター開発につなげることが必要である。そこで、高い遺伝子導入効率を持つアデノウイル

スベクターを解析し、ウイルスタンパク質であるファイバーシャフト部分が効率的遺伝子導入に

関与していることを見出した。さらに、シャフト蛋白質は遺伝子を搭載したプラスミドとプラス

ミド導入試薬による遺伝子発現効率を約10倍上昇することを明らかとした。 
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１．研究開始当初の背景 

1990 年に開始されたヒトへの遺伝子治療
は、一部の先天性免疫不全症等には劇的な治
療効果を示しているが、他の疾患に対する遺
伝子治療臨床研究は現在までのところ必ず
しも満足すべき結果は得られていない。その
最大の原因は、遺伝子導入技術の根幹をなす
ベクター機能が乏しく、治療効果を引き出す
に十分な遺伝子発現量や発現期間を備えて
いないことにある。遺伝子治療に用いられる
遺伝子導入ベクターには、主にウイルスベク
ターと非ウイルスベクターが使用されてお
り、ウイルスベクターは遺伝子の核輸送がシ

ステム化されているため、非ウイルスベクタ
ーに比べ効率的な遺伝子発現が達成できる。
しかしながら、ウイルスベクターは免疫反応
などの副作用が問題となっており、効率的な
遺伝子発現と安全性を兼ね備えたベクター
の開発が求められている。これらの背景より、
新規遺伝子導入ベクターの開発が世界的に
盛んにおこなわれており、特に欧米でのベク
ター開発はまさに日進月歩の勢いで進歩を
見せている。 

 
２．研究の目的 

本研究の目的は、遺伝子治療の実用化と一
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層の進展に向けて、従来のベクターが抱える
問題点を分子レベルで解明し、これら問題点
を克服した新規ベクターを開発することで
ある。 

アデノウイルスベクターは in vivo 投与に
よる高い遺伝子発現能や作製の簡便性など
の利点により、現在ヒトへの遺伝子治療に最
も多く用いられているベクターの一つであ
る。しかしながら、近年のヒト造血幹細胞等
の未分化細胞を用いた検討により、一部の細
胞においてアデノウイルスは細胞内に取り
込まれているにもかかわらず、ほとんど遺伝
子発現が起こらないことが明らかとなって
きている（Sakurai, et al., Gene Ther., 
2005）。これは細胞の種類によりアデノウイ
ルスの細胞内動態や核内での転写効率が著
しく変化していることを示しており、効率的
遺伝子発現を達成するためには細胞表面へ
の結合能を上げるだけではなく、細胞内での
ウイルス動態の解明および効率的な核への
輸送能と転写効率の改善が必要であること
を示唆している。よって本研究では、アデノ
ウイルスベクターの効率的な細胞膜の透過、
核移行、および転写効率に関与するウイルス
因子を同定し、これら因子を利用した新規ベ
クターの開発を目的とする。すなわち、これ
まで細胞内動態や転写効率の違いにより遺
伝子発現が十分に達成できなかった細胞に
おいても、アデノウイルスベクターを改変す
ることで、効率的な遺伝子発現が可能になる
と考えられる。ウイルス粒子の細胞内動態を
明らかとし、ウイルス特有の細胞内移行に関
連する因子を同定することは、アデノウイル
スの遺伝子導入効率の最適化に応用できる
だけでなく、機能蛋白質やペプチド性医薬品
等の細胞内デリバリーへも応用できると考
えられ、種々の疾患治療の発展に貢献できる
と考えられる。 
 
３．研究の方法 

アデノウイルスベクターの効率的遺伝子
発現に関与する核移行や転写活性に必須の
ウイルス因子を検索・同定することを目的と
する。これまでに、アデノウイルス受容体で
ある CAR、インテグリンおよびヘパラン硫酸
との結合性を改変することで、ウイルス粒子
の核への移行能が低下することを示唆する
結果が得られていることから（Hum. Gene 
Ther., 2006）、本知見をヒントにウイルス因
子の同定を試みる。つまり、3 箇所のアデノ
ウイルスの変異のうち、それぞれ 1 箇所ずつ
の変異をもったアデノウイルスベクターを
作製し、遺伝子発現量を検討することでアデ
ノウイルスベクターに必須のカプシド蛋白
質機能を検討する。検討に関しては、アデノ
ウイルスゲノム中にルシフェラーゼ発現カ
セットが搭載されているため、感染細胞中の

ルシフェラーゼ活性を測定することで遺伝
子発現量を測定する。以下詳細について記載
する。 

 
(1) 改変型アデノウイルスベクターの作製 

5 型アデノウイルスの受容体として知られ
ている CAR、インテグリンとそれぞれ結合で
きない改変型アデノウイルスベクターは、過
去 に 報 告 し た ベ ク タ ー を 使 用 し た
（Mizuguchi, et al., Gene Ther., 2002,）。
また、もう一つの受容体であるヘパラン硫酸
との結合性を欠損させたアデノウイルスベ
クターは、ファイバーシャフト蛋白質のＫＫ
ＴＫモチーフを遺伝工学的に改変しＧＡＧ
Ａとすることで欠損させた。さらに、ヘパラ
ン硫酸との結合性がない 35 型アデノウイル
スのシャフト蛋白質に置換した 5型アデノウ
イルスベクターを作製し、ヘパラン硫酸との
結合性を欠損させた。 

 
(2)各種改変型アデノウイルスベクターによ
る遺伝子導入効率の検討 

培養細胞として CAR 陽性細胞である
SK-HEP1 細胞および CAR 陰性細胞である
SF295 細胞を 1x104 cells/well で 96 穴プレ
ー ト に 播 種 し 、 翌 日 3000VP(vector 
particles)/cell にて 1.5 時間改変型アデノ
ウイルスベクターを作用させた。さらに 48
時間後にレポーター遺伝子として搭載させ
たルシフェラーゼ発現量で遺伝子導入効率
を求めた。また、in vivo 実験では、C57BL6
マウスの尾静脈より 1x1010 VP のベクターを
投与し、48 時間後の肝臓におけるルシフェラ
ーゼ発現量を測定した。 

 
(3)組み換え型シャフト蛋白質の作製 
 作製したアデノウイルスベクターのゲノ
ム配列を鋳型として、PCR 法によりシャフト
遺伝子（5 型アデノウイルスシャフト、KKTK
モチーフを GAGA に変異させた 5 型アデノウ
イルスシャフト、35 型アデノウイルスシャフ
ト）を増幅した。増幅したシャフト遺伝子を
pET16b（ノバジェン）の BamH1 と NdeI 制限
酵素サイトに挿入し、組み換えシャフト蛋白
質作製用のプラスミドとした。プラスミドを
大腸菌（BL21）に導入し、得られた大腸菌溶
解液から His タグ精製によりシャフト蛋白質
を回収した。 
 
 (4)シャフト蛋白質を用いたプラスミドト
ランスフェクション効率の検討 

HepG2 細胞を播種し、翌日ＣＭＶプロモー
ターの下流にルシフェラーゼ遺伝子をコー
ドした pCMVL1、プラスミドトランスフェクシ
ョン試薬であるeffecten reagent（キアゲン）、
および各種シャフト蛋白質を作用させた。2
日後、細胞溶解液中のルシフェラーゼ活性を、



 

 

ピッカジーン LT2.0（東洋インキ）にて測定
し、遺伝子導入効率の指標とした。 
 
４． 研究成果 
 
(1)改変型アデノウイルスベクターの作製 
 CMV プロモーターによりドライブされるル
シフェラーゼ発現カセットを搭載した各種
アデノウイルスベクターを作製した。作製し
た各種ベクターの一覧を示す。 
 

 
(2)各種改変型アデノウイルスベクターによ
る遺伝子導入効率の検討 
 in vitro および in vivo での遺伝子導入実
験の結果、5 型アデノウイルスのシャフト蛋
白質を 35 型に改変したベクターにおいて、
著しい遺伝子導入効率の減少が示された。つ
まり、シャフト蛋白質がアデノウイルスの効
率的遺伝子導入効率に関与していることが
明らかとなった。 
 

 

(3)組み換え型シャフト蛋白質の作製 
 遺伝子配列はシークエンスにより、組み換
え型シャフト蛋白質の精製は SDS-PAGE によ
り作製を確認し、目的のシャフト蛋白質を得
ることができた。 
 
(4)シャフト蛋白質を用いたプラスミドトラ
ンスフェクション効率の検討 
 コントロールおよび 5型アデノウイルスシ
ャフト（Ad5shaft）に比べ、KKTK モチーフを
GAGAに変異させた5型アデノウイルスシャフ
ト（Ad5shaft mut）および 35 型アデノウイ
ルスシャフト（Ad35shaft）を作用させた場
合において遺伝子導入効率の上昇が確認さ
れた。特に 35 型アデノウイルスシャフトを
用いた場合においては、コントロールの約 10
倍の遺伝子発現を示し、アデノウイルスシャ
フト蛋白質が新規遺伝子導入ベクター作製
のツールになる可能性を示した。 
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