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研究成果の概要（和文）：マウスの血液脳関門（BBB）を高効率に透過できるアデノ随伴ウイルスベクター
AAV-PHP.Bは、静脈内投与により脳へ高効率に遺伝子を送達する事ができる。しかしながら、PHP.Bを一度でも投
与した個体内には、中和抗体が作られるため、２度目の静脈投与による遺伝子導入は実施できなかった。本研究
では、PHP.Bとは中和抗体が交差しない異なる種類のAAVを元にしたBBB透過型ベクターBR1Nを新規に開発した。
これを用いる事により、PHP.Bを投与した個体においても、静脈投与による脳への遺伝子導入を実施する事が可
能となった。

研究成果の概要（英文）：Adeno-associated virus (AAV)-PHP.B, a capsid variant of AAV serotype 9 
(AAV9), is highly permeable to the blood-brain barrier (BBB) of mice, and can deliver genes to the 
brain with high efficiency by intravenous administration. However, because neutralizing antibodies 
are produced in individuals once PHP.B has been administered, gene transfer by a second intravenous 
administration are not possible. In this study, we developed a new BBB-transducing vector, BR1N, 
based on a different type of AAV (AAV2) that does not cross neutralizing antibodies with PHP.B. 
Using this vector, gene transfer to the brain by intravenous administration was possible even in 
individuals which had received PHP.B. We reported a research paper containing these results in 
Molecular Therapy - Methods & Clinical Development.

研究分野： 神経科学

キーワード： 遺伝子治療　アデノ随伴ウイルスベクター　AAVベクター　血液脳関門
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発したBR1NはAAV血清型2(AAV2)を元にしたBBB透過型AAVベクターである。現在、多くの研究者がBBB
透過型AAVベクターを開発しているが、その元になっているのはAAV9である。AAV9は他の血清型に比べて、高い
BBB透過能を持つ事が知られていたのがその要因である。一方本研究では、これまでBBB透過能が知られていなか
ったAAV2を元にして作製した変異体が、マウスBBBの透過能を示す事を明らかにした。このことは、AAVベクター
のカプシド開発に新たな道を開くものであると考えている。

※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。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
  アデノ随伴ウイルスベクターPHP.B（AAV-PHP.B; 以下 PHP.B と表記）は、血液脳関門
（BBB）を高効率に透過できるウイルスベクターであり、静脈内投与(静注)により、週齢を問わ
ずマウスの脳全域への遺伝子導入が可能である。研究代表者らは以前の研究から、PHP.B を静
注した個体血中において、速やかに中和抗体が産生され、二度目以降の静注による遺伝子導入が
完全に阻害されることを見いだしていた（Shinohara & Konno et al, 2018）。このため、脳全域
への遺伝子導入が一度しか行えないため、PHP.B の応用性を限定的なものにしていた。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、期間を空けて PHP.B を繰り返し静注しても、脳全域への遺伝子導入が可能とな
る技術を確立することを目的として研究を実施した。この目的のために、免疫学を専門とする研
究分担者と協力し、免疫抑制による手法、中和抗体から免れる方法などを介して本課題に取り組
んだ。 
 
３．研究の方法 
(1) 免疫抑制剤を用いた方法 
当初予定していた免疫抑制剤を用いた方法に関しては、タクロリムス (FK506)とヒドロキシ

クロロキン(HCQ)を用いた。1 回目の静注の 1 週間前から毎日免疫抑制剤を投与し、赤色蛍光タ
ンパク質を発現する PHP.B を 1回目に静注した。その後、1週間毎日同様に免疫抑制剤を投与し
続け、2回目として緑色蛍光タンパク質を発現する PHP.B を静注した。もし、免疫抑制の効果が
現れれば、2回目に静注した GFP 遺伝子の発現が十分に観察されるはずである。 
 
(2) 中和抗体が交差しない血清型を利用し、繰り返し遺伝子導入を可能にする方法 
 AAA ベクターには様々な血清型があり、カプシドを構成するアミノ酸配列は共通する部分もあ
るが、相互に異なっている。このため、血清型の組合せによっては中和抗体が交差しない。この
ため、PHP.B の元になっている AAV血清型 9（AAV9）とは異なる種類の AAVの血清型を元に、BBB
透過型の AAVベクターが新規に作出できれば、繰り返しの遺伝子導入が可能となる。研究代表者
は、本研究期間中に AAV 血清型 2（AAV2）を元にした新規 BBB 透過型 AAV ベクターである
AAV2-BR1N を偶然に見いだした。これを用いた繰り返し遺伝子導入を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) 免疫抑制剤を用いた方法 
 免疫抑制剤を用いた方法では、図１Ａに示すとおりのタイムスケジュールで実験を行った。 
免疫抑制剤投与下のマウスにおいて、最初に mCherry を発現する PHP.B を静注し、１週間後に
GFP を発現する PHP.B を静注した。さらに１４日後に、マウスの脳を取り出し、各蛍光タンパク
質の発現状況を比較した。
その結果、KF506 と HCQ の
いずれの群でも、２回目に
静注した GFP の発現が全く
観察されず、コントロール
である溶媒を投与した個体
と全く差が見られなかっ
た。この結果は、１回目の
投与時に生じた PHP.B に対
する中和抗体が、２回目に
投与した PHP.B の感染を完
全に阻害した事を示してお
り、いずれの免疫抑制剤で
も中和抗体の産生を抑える
ことができなかった事を強
く示唆している。これら免
疫抑制剤は文献上で報告の
ある最大投与量で検討して
おり、このような大量のAAV
ベクターを静脈投与する状
況下においては、免疫抑制
剤のみで、中和抗体の産生
を十分に抑える事は困難で
ある事が示唆された。 
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図1 (A)免疫抑制剤を⽤いた⽅法の実験⼿法の流れ
(B) 2回⽬投与後の各蛍光タンパク質の発現状況



 

 

(2) 中和抗体が交差しない血清型を利用し、繰り返し遺伝子導入を可能にする方法 
 一方、本研究とは異なる研究から研究代表者は、異なる血清型の AAVベクターにおいてマウス

の BBB を透過する AAV-BR1N（以下 BR1Nと記載）を見いだした。BR1Nとは、脳血管内皮への感染

性が高い BR1 と１アミノ酸残基のみ異なる（Q→N）変異体である。より具体的には、「BR1 は AAV2

の 588 番目と 589 番目のアミノ酸残基の間に GNRGTEWDA というペプチド配列を挿入する事によ

り、脳血管内皮への指向性が得られた」との論文中の記載を元に、AAV2 に本ペプチドを挿入し

た AAV2（=BR1N）を作製した。しかしながら、実際にはこれ以外に AAV2 の 587 番目のアミノ酸

が Q に置き換わる変異が本来の BR1 には入っていた（図２Ａ）。この BR1 および BR1N をマウス

の静脈内に投与したところ、BR1 は既報の通り、脳血管内皮に感染したのに対し、BR1Nは BBB を

透過し、脳内のニューロンを初めとした脳内の細胞に感染していた（図２Ｂ）。たった１アミノ

酸残基の違いで BBB を透過するようになるという驚きの結果であった。 

 さらにこの新規 BBB 透過型の

AAVベクターはAAV2由来である

ため、PHP.B の中和抗体とは交

差しないのではないかと考え、

実験を行った。１回目の静脈投

与に、GFP を発現する BR1N また

は PHP.eB（PHP.B の高効率版; 

Chan et al., 2017）を用い、２

回目の静脈投与に mCherry を発

現する PHP.eBまたは BR1Nを用

いて実験を行った（図３Ａ）。そ

の結果、いずれの場合でも、脳

における mCherry の発現が十分

に観察された（図３Ｂ）。この結

果から、それぞれの中和抗体は

交差反応を起こさない事が強く

示唆された。以上の事から、

PHP.(e)B と新規に見いだした

BR1Nにより、少なくとも２回ま

では、静脈投与による繰り返し

の遺伝子導入が行える手法を確

立することに成功した。これらの

結果は、研究論文として発表済み

で あ る （ Kawabata et al., 

2023）。 
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図３ (A)各AAV2変異体の配列データ (B)脳内での
GFPおよびmCherryの発現結果
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