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研究成果の概要（和文）：本研究は、中枢神経系に高い指向性を持つボルナ病ウイルス（BoDV）ベクターを非侵
襲的に脳内へと導入し、その後、BoDVベクターが自らの伝播能力あるいは複製能力を欠損させる自己編集型RNA
ウイルスベクターの構築を行うことを目的としている。研究期間内に、開発済みのBoDVベクターを基盤として、
RNA編集酵素であるADAR2とCas13を利用した自己編集型ベクターの基礎実験を行うとともに、Casを発現するBoDV
ベクターの構築に成功した。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study is to construct a self-editing RNA viral vector using 
Borna disease virus (BoDV), which can be noninvasively transduced into the brain, and subsequently 
lose its propagation and replication abilities. During the research period, we conducted basic 
experiments of self-editing vectors using the RNA editing enzymes, ADAR2 and Cas13, based on the 
prototype BoDV vector, and succeeded in constructing a BoDV vector expressing Cas.

研究分野： ウイルス学

キーワード： ボルナウイルス　ウイルスベクター　ADAR　Cas13
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BoDVベクターは、遺伝子治療に使われているレンチウイルスやアデノ随伴ウイルスに由来する既存のウイルスベ
クターに比べ、細胞傷害性が低く、ゲノム毒性を示すこともなく、分裂細胞にも外来遺伝子を持続的に発現する
ことができる。また、鼻腔より非侵襲的に脳への送達が可能なことである。生体内で自らのゲノムや遺伝子発現
を編集する新しい自己編集型BoDVベクターの作製により、中枢神経系に導入したBoDVベクターの安全性と利便性
がさらに高めることが可能となり、遺伝子細胞治療への応用が加速されると考えられる。

※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。
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１．研究開始当初の背景 

世界中で多くのウイルスベクター開発が進んでいるが、中枢神経系疾患の遺伝子治療に安全か
つ長期間適用できるウイルスベクターはいまだ開発されていない。その理由は、ベクター粒子を非
侵襲的に脳内に送達し、有用遺伝子を安全かつ持続的に発現させる技術開発が困難なためである。
中枢神経系疾患への利用として研究開発が最も進んでいるウイルスベクターは、アデノ随伴ウイル
ス 9 型（AAV）である。AAV には多くの血清型が存在しており、異なる血清型の遺伝子を組換えて
改変することで、極めて効率の良い遺伝子導入ベクターの作製が可能になっている。AAV9 は、血
管内投与により、脳血液関門や血液脳脊髄液関門を突破できる性状を持つことから、中枢神経系疾
患の遺伝子治療に有望なベクターである。実際に、改良型 AAV9 の静脈中への単回投与により、脊
髄性筋萎縮症の幼児の症状が劇的に緩和されたことが米国より報告されている。しかしながら、静
脈注射では成人や神経細胞への到達が難しいこと、グリア細胞など分裂する細胞では持続的導入が
困難であること、また、静脈接種で中枢神経系に送達のためには大量のベクター粒子の投与が必要
であり、それは肝障害を引き起こす可能性が高いことが示されている。 

私たちは、中枢神経系疾患の遺伝子治療に向けた新規ウイルスベクター開発を行ってきた。そ
こで利用しているのが、ユニークな特性を持つボルナ病ウイルス（BoDV）である。BoDV は、一本
鎖マイナス鎖 RNA のゲノムを持つ RNA ウイルスである。中枢神経系に強い指向性を示し、非細胞
傷害性に持続感染することを特徴としている。ヒトへの感染は極めて限局的であり、病原性も低い
ことが証明されている。私たちはこれまでに、
BoDV を用いたウイルスベクターの開発に世
界に先駆け成功した（図 1A）。BoDV ベクター
の優位性のある特徴は、①細胞傷害性が低く、
②ゲノム毒性を示すこともなく、外来遺伝子
を持続的に発現すること（図 1B）、③グリア細
胞や神経幹細胞を含む神経系細胞に効率的に
導入可能であること、④低分子 RNA である
miRNA を発現できること（図 1C）、⑤様々な
幹細胞に持続的に遺伝子導入ができること
（図 1D）、そして⑥鼻腔より非侵襲的に脳へ
の送達が可能なことである（図 1E）。 

一方で、BoDV ベクターの生体への適用
を考慮するにあたり、非伝播型 BoDV ベクタ
ーを開発するなどの改良を行ってきたが、安
全性と利便性をさらに高め実用化を行うため
には、生体内で自らのゲノムや遺伝子発現を
編集できる自己編集型ベクターの作製が必要と考えられた。 

 
２．研究の目的 

そこで本研究では、BoDV ベクターを非侵襲的に脳内へと導入後、BoDV ベクターが自らの伝播
能力あるいは複製能力を欠損させる自己編集型 RNA ウイルスベクターの構築を行うことを目的と
した。本研究の達成により、これまでにはない極めて安全性の高い中枢神経系疾患の遺伝子治療用
ベクターの作製が可能となる。本研究の目標は、BoDV ベクターの実用化を加速するのみならず、
他のウイルスベクターの自己編集も可能にし、ウイルスベクターの利用範囲を格段に広げることで
ある。 

 
３．研究の方法 

本研究では、既に開発済みの BoDV ベクターを基盤に、RNA 編集酵素である ADAR2 と Cas13
による 2 段階の自己編集を導入することで、脳内で伝播もしくは複製能力を欠損するウイルスベク
ターを開発する（図 2）。 

第一段階は、ADAR2 編集型 BoDV ベクターの作製である。RNA 編集酵素である ADAR は、2
本鎖中のアデニンをイノシンに変換させる A-to-G 編集能力を有している。BoDV ゲノムも感染細
胞内で ADAR による A-to-G 編集を受けている。脳内には 3 つの ADAR のサブタイプのうち ADAR2
が多く発現しており、AMPA 受容体サブユニット GluA2 mRNA のグルタミン／アルギニン部位を
100%編集することが知られている。そこで、BoDV ベクターゲノムのエンベロープ（G）もしくは



L 遺伝子領域内に、感染細胞内で A-to-G 編集により非同義置換を高率に誘導する変異を、GluA2 
mRNA を参考に導入する。BoDV ベクターは ADAR ノックアウト細胞で作製する。作製した ADAR2
編集型 BoDV ベクターをマウス脳に導入し、脳内での A-to-G 編集を確認し、効率のよい ADAR2 編
集型 BoDV ベクターを選別する。 

第 2 段階は、Cas13-sgRNA 発現 ADAR2 編集型 BoDV ベクターの作製である。①で作製した
ADAR2 編集型 BoDV ベクターに、RNA 切断能力を持つ Cas13 遺伝子と ADAR2 編集後のベクター
ゲノムから発現される G/L mRNA に特異的に結合するガイド RNA（sgRNA）の発現ユニットを挿
入する。これにより、ADAR2 で編集された BoDV ベクターから発現される G と L mRNA を、自ら
が発現する Cas13-
sgRNA により、自
らが切断する自己
編集型 BoDV ベク
ターを開発する。 
 
 
 
４．研究成果 

2 年間の研究期間において、まず ADAR2 の BoDV のゲノムへの編集活性について培養細胞を
用いた解析を行った。その結果、ADAR2 は感染細胞において BoDV ゲノム RNA と結合し、ゲノム
に A-to-G 変異を効率的に誘導していることを明らかにした。また、BoDV ゲノムでの A-to-G 変異
部位は X 遺伝子領域に多いことを突き止めた（Yanai M., J. Virol. 2020）。現在、さらに詳細な BoDV
ゲノムにおける A-to-G 変異部位の配列解析を継続して行っている。一方、配列解析から得られた
データをもとに、ADAR2 により編集を受けやすい配列を同定しベクターの G 遺伝子部位に導入し
た編集型ベクターのプロトタイプを作製した。1 年目ではこのプロトタイプベクターの ADAR2 に
よる編集効率の解析を行った。しかしながら、導入した予測配列においても効率的な編集が効率よ
く確認されず、さらなる改良が必要と考えた。 

次に、第二段階のベクター構築のための Cas13-ガイド RNA を発現させるカセット作製した。そ
して、カセット配列を BoDV ベクターの P 遺伝子と M 遺伝子の間に挿入を行うことで、Cas 発現
BoDV ベクターの構築を行った。現在、継続してカセットを挿入したベクターより組換えウイルス
の作製を進めている。さらに今後は、ADAR2 による編集効率の向上を進めることで、脳内で自己
切断するベクターの開発を完了させる予定である。 
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