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研究成果の概要（和文）：本研究ではアデノ随伴ウイルスベクター（AAV）カプシド、デリバリー方法に独自の
改変、工夫を加えることによって、強力な局所的遺伝子治療法の確立にむけた基礎的技術の開発を目指した。動
物モデルの確立、免疫調整による局所的遺伝子導入への効果の検討、新規AAV開発のプラットフォームの確立か
ら研究を開始し、皮膚潰瘍面および表皮組織それぞれに対して最適化された新規AAVカプシドの開発、局所特異
性向上のための新規キャリアの開発を進めた。

研究成果の概要（英文）：This study aimed to develop a basic technology for a potent localized gene 
therapy method by original modifications and innovations to adeno-associated virus vector (AAV) 
capsid and delivery methods. Starting from establishing new animal models, examining the effects of 
immune modulation on local gene delivery, and establishing a platform for the development of new 
AAVs, we proceeded to develop new AAV capsids optimized for skin ulcer mesenchymal cells and 
epidermal tissue, and new carriers to improve local specificity.

研究分野： 形成外科学

キーワード： 遺伝子導入　アデノ随伴ウイルスベクター　皮膚潰瘍　皮膚　ポリエチレングリコール　ドラッグデリ
バリー　治療開発

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究成果では、向後も広く応用可能な新規AAV開発プラットフォームが確立された。皮膚潰瘍面の間葉系細
胞、表皮組織に対して最適化された新規AAVカプシドは、既存のAAVを上回る遺伝子導入効率を有し、新規治療開
発、および直接的に治療応用に用いうる可能性がある。また、開発を進めた新規キャリアも遺伝子治療の潜在的
なリスクを減らしうるものであり、強力な局所遺伝子治療開発を進めるための礎となる。

※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 
 
安全性の高さ、生体表現型に及ぼす影響の強さ、などの点から、アデノ随伴ウイルスベクター

（AAV）を用いた遺伝子治療についての臨床研究が欧米、中国を中心に急速な広がりを見せてい
る。AAV は個体に直接アプローチする遺伝子治療ベクターとして非常に優れた特質を有し、内
科的疾患を中心に、強力な治療効果を実証されつつある。対して申請者は、皮膚潰瘍に存在する
間葉系細胞から上皮細胞への細胞系譜の転換を介して、潰瘍面から直接的に上皮化、創傷の閉鎖
をはかる皮膚潰瘍治療法の開発（Kurita et al. Nature 2018;561:243-47 および文献①）をはじめ
とした新しい治療的介入方法の開発を進めてきた。 
 
 
２．研究の目的 
 
 臨床応用に向けて、AAV には多くの利点がある一方で、積載可能な遺伝子長制限が強いこと、
ターゲットとしない臓器におけるオフターゲット効果による合併症などの可能性があること、
染色体外ベクターとして知られる一方でゲノムへの導入配列の挿入の可能性があること、など
の制約もあった。 
対して本研究では、AAV カプシド、デリバリー方法に独自の改変、工夫を加えることによっ

て、強力な局所的遺伝子治療法の確立にむけた基礎的技術の開発を目指した。神経筋、末梢感覚
器、皮膚軟部組織など、身体末梢局所に病態の集中する疾患に対する強力な治療的介入法を確立
し、生体機能および感覚に関する外科学分野における応用の礎を築くことによって、諸外国に比
して大きく遅れている本邦の遺伝子治療研究の進展を図ることを目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 
1）本研究の将来的な応用目的である皮膚潰瘍病変動物モデルを作成することを目的として、ハ
ット型シリコンチャンバーを作成するための鋳型を最適化した。 
2）AAV 作用の局所特異性向上を目的として、AAV2 を用いた遺伝子導入における免疫グロブリ
ンキャンセリング作用を調べた。 
4) 相対的に長鎖配列に対して高いパッケージング効率を有するカプシドの開発を進めるために、
新規 AAV カプシドバリアントライブラリを作成した。 
5）皮膚軟部組織に対して高い特異性を有する新規 AAV カプシドを開発するため、AAVDJ をバ
ックボーンとするウイルスカプシドライブラリプラスミド作成法の最適化を進めた。 
6）作成した AAV ライブラリを用いた定方向進化法により、マウス皮膚潰瘍面の細胞に高い遺伝
子導入効率をもつ新規 AAV カプシドを開発した。 
7）既知の AAV バリアントを異なったバックボーン AAV に移行するハイブリッド AAV カプシド
作成アプローチで、ケラチノサイト、表皮組織に対して高い組織特異性を有する AAV カプシド
を開発した。 
8）皮膚潰瘍面浅層に対する遺伝子導入効率特異性向上を目的として、テトラポリエチレングリ
コール（tetra-PEG）キャリアを用いた新規 DDS の開発を進めた。溶解性の異なる PEG キャリ
アとして PEG ハイドロゲル、PEG スポンジ、PEG スライム、それぞれを担体としてマウス背
部の皮膚潰瘍面に遺伝子導入を行い局所特異性について検討を進めた。 
 
 
４．研究成果 
 
1）潰瘍モデル用シリコンチャンバーのための鋳型の最適化 
 
皮膚潰瘍モデルとして高い有用性をもちながら、一般的に

入手の困難であったハット型シリコンチャンバーを汎用性
の高い手法で容易に作成するための鋳型デザインを開発し、
商用 3D プリントサービスで用いることが可能な 2 種類の
サイズのチャンバーデザインファイルを含めて論文報告し
た。 
（図,3D プリント鋳型の最適化過程、文献②より引用） 
 
 
 



2）AAV2に対するヒト免疫グロブリンのキャンセリング作用 
 
 AAV による遺伝子導入効果の局所特異性向上のため、
免疫グロブリン投与によるキャンセリング作用を調べ
た。第一段階として、GFP を発現する自然界由来の代表
的な AAV である AAV2 を容易し、293FT 細胞を検体と
して免疫グロブリンを作用させたところ、濃度依存性に
AAV2 の遺伝子導入作用をキャンセルすることが可能であった。本知見に基づいて向後、生体内
でのキャンセリング作用について検討を進めていく（図、加藤、未発表データ）。 
 
 
3）長鎖配列用ウイルスライブラリ作成 
既存の AAV カプシドについて、同一の Gene of interest を搭載した AAV を作成する際に、AAV

カプシドの種類によってパッケージング効率に大きな隔たり、特異性を認めることを確認した。
相対的に長鎖配列に対して高いパッケージング効率を有するカプシドの開発を進めるために、
新規 AAV カプシドバリアントライブラリを作成した。 
 
 
4）AAVDJ ウイルスカプシドライブラリの作成法の最適化 
 
 皮膚軟部組織に対して高い特
異性を有する新規 AAV カプシド
を開発するため、文献的報告を基
本として、21 塩基の trimer oligo
を heparin-binding region に挿入
する AAVDJ ライブラリプラスミ
ドのクローニング法最適化を進
めた。 
大腸菌株、バックボーンプラスミ
ドの制限酵素処理方法、プラスミ
ド溶解液、ライゲーション産物の
抽出法、プラスミド濃縮法、濃度、
などについて検討を行い、可及的
に最適な方法を明らかにした。
（図、Motoi KATO、 CiRA 国際
シンポジウム 2019、文献③より
引用） 
 
 
5）皮膚潰瘍面の細胞に最適化された AAVDJ バリアントカプシドの開発（定方向進化法） 
 
同法により作成したプラスミドを用いて AAVDJ バリアントライブラリを作成し、マウス皮膚

潰瘍面に対して定方向進化法を応用することによって、マウス皮膚潰瘍面の細胞に高い遺伝子
導入効率を有する新規 AAV カプシドを開発した。（図、未発表、改変前（左）改変後（右）の
AAVDJ による皮膚潰瘍面に対する GFP 遺伝子導入効率の差） 
 
 
6）ケラチノサイト-表皮組織へ最適化された AAVDJ バリアントの開発（ハイブリッド法） 
 
文献的に報告を認めた AAV の Heparin-
binding region のペプチドバリアントを、
AAVDJ にクローニングしたハイブリッド
AAVDJ バリアントについて、マウスケラチ
ノサイト、ヒトケラチノサイトにおける遺
伝子導入効率の検討を行い、ハイブリッド
カプシドが既存のカプシドよりも優れた遺
伝子導入効率を有することを確認した。 
（図、Shen Qi、第 31 回日本形成外科学会基礎学術集会 2022 より） 
 
 



7）AAVによる遺伝子発現の部位特異性を向上させるためのキャリアの開発 
 
皮膚潰瘍面浅層に対する遺伝子導入効率特異
性向上を目的として、テトラポリエチレング
リコール（tetra-PEG）キャリアを用いた新規
DDS 候補として、溶解性の異なる 3 種類の
PEG キャリア―PEG ハイドロゲル、PEG ス
ポンジ、PEG スライム、を用意し、これを担
体として GFPNLS を発現する AAV をマウス
背部皮膚潰瘍面に投与したところ、スライム
においては相対的に高い遺伝子発現効率が保
たれていた。 
 
皮膚浅層、深層における遺伝子発現を組織
学的・定量的に調べたところ、スライムをキ
ャリアとした場合には、深部組織における
非特異的な遺伝子発現が減少していた。 
代表的な遠隔臓器である肝臓における AAV
遺伝子数をリアルタイム PCR を用いて定
量したところ、肝臓におけるオフターゲッ
トな AAV も減少していた。 
これらによって、PEG スライムを担体とした遺伝子導入法が、遺伝子発現の局所特異性の向上
に有用であることが明らかになった（図、文献④より改変引用）。 
また、本研究でもちいた担体の材料となる tetra-PEG の皮下領域における代謝について解析を
行い、tetra-PEG が分子量によって異なった代謝を受けることを明らかとした（文献⑤）。 
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