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研究成果の概要（和文）：アデノウイルス（Ad）は癌細胞だけで選択的に複製し癌細胞を死滅させる腫瘍溶解性
Ad（ウイルス療法）、あるいは感染症に対するワクチンベクターとして臨床試験で広く用いられ、さらなる改良
により有効性の向上が期待されている。本研究では、抗ヒト5型Ad抗体による影響を受けないヒト35型Adをベー
スとした腫瘍溶解性ウイルスやヘキソン改変Ad（非増殖型Adベクターおよび腫瘍溶解性Ad）、さらにはゲノム編
集用Adベクター系を確立し、Adを用いた遺伝子治療（ウイルス療法やワクチンを含む）や基礎研究への進展に資
する基盤技術開発を行い、良好な結果を得た。

研究成果の概要（英文）：Replication-incompetent adenovirus (Ad) vectors induce moderate levels of 
innate immunity and have relatively high thermostability, making them very attractive as potential 
vaccine vectors. In addition, oncolytic Ad are among the most promising oncolytic viruses. In this 
study, we have done several basic studies about the improvement of recombinant Ad. Following 
recombinant Ad were developed and evaluated. Oncolytic Ad fully composed of human Ad serotype 35, 
hexon/fiber-modified Ad vectors for circumventing neutralizing anti-Ad antibodies, and 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、腫瘍溶解性AdやAdベクターワクチン、さらにはゲノム編集と組み合わせた遺伝子治療への応用に向け
て、研究代表者が有する世界で最先端のAd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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

 

近年の遺伝子治療のめざましい復活は、申請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により、各種遺伝子治療用ベクターの改良が進

んだこと、各種ベクターの特性や機能の理解によって疾病に応じた適切なベクターの

使い分けが進んだこと、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

が大きな要因である。例えば、癌に対する遺伝子治療では、癌細胞選択的な複製能を示

す組換えアデノウイルス（Ad）やヘルペスウイルス等を用いて、癌細胞でのウイルス複

製に伴う細胞死や抗腫瘍免疫を惹起させることによる治療法（腫瘍溶解性ウイルスを

用いたウイルス療法と呼ばれる）が有効であることが明らかになっている。また、白血

病に対しては、CAR(Chimeric antigen receptor)を発現した T細胞を用いた癌免疫療

法（CAR-T 療法）が日本を含む各国で承認された。 

申請者らは、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の改変

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（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（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 を基盤とした新規ベクター（特許第

4237449 号、左記の米国・豪州特許も特許査定）、(ⅳ)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（特許第 5645044 号、特許第 5971599 号

等）等の、様々な改良型 Ad ベクターの開発に先駆的に取り組んできた。このような技

術開発も相まって、Ad は癌治療のための腫瘍溶解性ウイルスや、感染症に対するワク

チンベクター（非増殖型 Ad ベクターを用いる）としてだけでなく、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 

 

従来、Ad ベクターや腫瘍溶解性 Ad には、ウイルス遺伝子の解析が最も進んだヒト 5

型 Ad が用いられてきた。一方で、ヒトにおいては抗ヒト 5 型 Ad 抗体の保持率が高く、

既存抗体が治療効果に影響を及ぼすことがあることが知られている。例えば、メルク社

と NIH のグループが大規模に進めた HIV に対する Ad ベクターワクチンの臨床試験で予

防効果が認められたかったのは、抗ヒト 5 型 Ad 抗体の存在が有力な原因と考えられて

いる。そこで本研究では、(Ⅰ)抗ヒト 5型 Ad 抗体により影響を受けない新規 Ad ベクタ

ーおよび腫瘍溶解性 Adを、二つの異なったアプローチから開発することを目的とした。

具体的には、①ヒトにおける既存抗体保持率が極めて低いヒト 35型 Ad を基本骨格とし

た腫瘍溶解性ウイルス製剤の開発、および②抗ヒト 5 型 Ad 抗体の主要なエピトープで

あるヘキソンタンパク質の超可変領域（HVR）に変異を導入し抗ヒト 5型 Ad 抗体による

認識能を回避した Ad ベクター、および腫瘍溶解性 Ad の開発を行った。 

 さらに近年爆発的な普及をみせるゲノム編集技術を、既存のヒト 5 型 Ad ベクターや



本研究で開発する新規 Ad ベクターと組み合わせれば、ゲノム編集におけるデリバリー

の問題が克服され、遺伝子治療だけでなく基礎研究のツールとしても極めて有用な基盤

技術になる。そこで、(Ⅱ) Cas9や新規ヌクレアーゼとして注目されているCas12a（Cpf1）

を効率良く発現できる Ad ベクターを開発するとともに、遺伝子破壊だけでなく遺伝子

置換／ノックインが可能な技術開発を行った。Ad ベクターによる遺伝子置換によるゲ

ノム編集が可能になれば、腫瘍溶解性ウイルスやワクチンベクターとしてだけでなく、

遺伝病をターゲットとした遺伝子治療法にも有用になると期待される。 

以上の研究を通して、より高い治療効果と安全性を有する Ad 製剤を開発し、我が国

独自の技術開発を確立することを目的とした。 

 

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。各実験項目の主な実験方法は以下の通りである。 

 

(1)抗ヒト 5型 Ad 抗体の回避が可能な技術開発 

①ヒト 35型 Ad を基本骨格とした腫瘍溶解性ウイルス製剤の開発 

E1 および E3 領域を除くヒト 35 型 Ad の全長を有したベクタープラスミドの E1 欠損

領域に hTERT プロモーター制御下で Ad の E1a、E1b を発現するカセットを挿入し、293

細胞にトランスフェクションすることでヒト 35型腫瘍溶解性 Adを作製した。 

 

②ヘキソン改変 Ad 製剤の開発 

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。 

 

(2) ゲノム編集用 Ad ベクターの開発 

ゲノム編集効率の評価は、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)抗ヒト 5型 Ad 抗体の回避が可能な技術開発 

①ヒト 35型 Ad を基本骨格とした腫瘍溶解性ウイルス製剤の開発 

これまで遺伝子治療やウイルス療法に広く用いられてきた Ad とは異なるタイプに属

するヒト 35 型 Ad を基本骨格とした新しい腫瘍溶解性ウイルスの開発に世界で初めて

成功した。35型腫瘍溶解性 Ad は、悪性度の高いがんを含む広範ながん細胞で高発現し

ている CD46 を受容体としており、従来の CAR を受容体とする 5 型腫瘍溶解性 Ad に比

べ、多くのがん種に高い治療効果が期待できることを明らかにした。また、ヒト血清存

在下において、5 型腫瘍溶解性 Ad の殺細胞効果が著しく減弱したのに対し、35 型腫瘍

溶解性 Adの殺細胞効果は維持されていることを確認した。 

さらに、ヒト 35 型腫瘍溶解性 Ad の抗腫瘍効果のメカニズム解析を行った。その結

果、ヒト 35 型腫瘍溶解性 Ad が従来のヒト 5 型腫瘍溶解性 Ad と比較して、腫瘍でのウ



イルス増殖レベルが 100 倍以上低いにも関わらず同等の抗腫瘍効果を示すことを見出

した。そこで、ヒト 35 型腫瘍溶解性 Ad の抗腫瘍効果には抗腫瘍免疫が関与しているの

ではないかと考え、解析を行った。その結果、ヒト 35 型腫瘍溶解性 Adの抗腫瘍効果に

NK 細胞が大きく関与していることを明らかにした。また、ヒト 35 型腫瘍溶解性 Ad に

よる抗腫瘍効果が、固形がんだけでなく転移モデルでも認められることを明らかにした。 

 

②ヘキソン改変 Ad 製剤の開発 

抗ヒト 5 型 Ad 抗体の主なターゲットである７つのヘキソン HVR 領域に変異を導入し

た Ad ベクタープラスミドの作製を行った。具体的には、ヘキソン各 HVR 領域の改変が

容易なように、in vitro ligation を利用して簡便に各 HVR を改変できるヘキソン改変

Ad ベクター作製法を新規に開発した。本方法を用いて、当初７つのヘキソン HVR 領域

に変異を導入した Ad ベクターの作製を試みたが、HVR6 に変異を導入するとウイルスが

回収できない（HVR6 の変異がウイルス増幅に負に働く）ことが判明した。そこで、HVR6

を除く他の全ての HVR に変異を導入した Ad ベクターを作製した。その結果、ウイルス

増幅への影響はなく、遺伝子発現能も従来の Adベクターと同等であることを確認した。

さらに本改変 Adベクターは、従来のヒト 5型 Ad ベクターやファイバー領域のみをヒト

35 型 Ad 由来のものに置換した Ad ベクターに比べ、ヒト血清存在下において（多くの

ヒトはヒト 5型 Ad に対する抗体を有している）、優れた遺伝子発現能を有することを確

認した。 

 

(2)ゲノム編集用 Ad ベクターの開発 

 Cas12a は、ゲノム切断面に Cas9 の場合とは異なり突出末端を形成するため高効率な

遺伝子ノックインが期待できることや、Off-Target 効果が低いことから注目を集めて

いる。一方我々は最近、Cas12a がプロテアソームにより速やかな分解を受けることを

見出し、プロテアソームによる分解を回避可能な Cas12a 変異体が開発できれば、飛躍

的なゲノム編集効率の向上が期待できると考えられる。そこで、Cas12a のユビキチン

化に寄与する Cas12a 中のアミノ酸残基の同定を目指して、質量分析により解析を行っ

たが、ユビキチン化に寄与する Cas12a 中のアミノ酸残基を同定することが困難であっ

た。 

一方、より優れた Cas12a 搭載 Ad ベクターの開発を目指して、Cas12a に付与する核

局在化シグナルの検討を行った。その結果、核局在化シグナルの追加付与することで、

Cas12aの核移行性が向上するだけでなく、細胞内でのCas12aの分解が抑えられる結果、

ゲノム編集効率が向上することを明らかにした。従って、核局在化シグナルの最適化に

より、ユビキチン化に伴うタンパク分解を回避できることを見出した。 
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