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研究成果の概要（和文）： 
① gutless ウイルスベクターシステムである helper-dependent adenovirus vectors 

(HDAd)の作成に必要な 293-cre 細胞および 神経細胞に親和性の高いアデノウイルス
ゲノムを含むhelper virusを増幅させるために必要な293-fiber 細胞の安定した細胞
系を確立した。 

② 一般的な HDAd を作成するために必要な helper virus の大量調整を 293-cre 細胞を用
いて行い、helper virus のストックを確保した。 

③ 神経細胞（後根神経節細胞）特異的な helper virus の作成を 293-fiber 細胞を用い
て行い、そのストックを大量に調整した。 

④ 疼痛治療の目的遺伝子である glutamic acid decarboxylase（GAD) cDNA を含む、HDAd 作
成用のベクターpdelta28-EF-1-GAD-pA を作成した。また、pdelta28-TNF-siRNA ベクター
も作成した。 

⑤ 神経細胞特異的にターゲッティングする HDAd システムについて、論文発表するとともに、
学会発表も行い、今後の有用性と将来性についても公表、啓蒙を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

① We established two stable cell lines, which were 293-cre cells and 293-fiber cells. 

293-cre cells continuously expressed cre recombinase, are essential to be 

produced helper-dependent adenovirus vectors as one of the gutless virus vectors. 

293-fiber cells are used to be produced and amplified the helper virus with high 

affinities against neuronal cells. 

② We stored much amount of wild type helper virus with 293-cre cells to be produced 

wild type HDAd. 

③ We stored much amount of DRG targeting helper virus with 293-fiber cells to be 

produced DRG targeting HDAd. 

④ cDNA of glutamic acid decarboxylase (GAD) was subcloned from cDNA library of mouse 

brain and inserted into pdelta28 vector with EF-1 promoter for HDAd production. 

(We also produced pdelta28-TNF-siRNA vector for knockdown of TNF-alpha.) 

⑤ We published the article for selective gene therapy for the neurons with tissue 

specific targeting HDAd system. And we made the presentation about them at several 

meeting and propagated the usefulness and the possibilities in future of our 

studies. 
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１．研究開始当初の背景 

神経因性疼痛は難治性であり、QOL の低下
や抑うつを引き起こすことがあり、治療法の
開発が急務である。そこで私がベイラー医科
大学留学時に開発した組織特異的ターゲテ
ィング helper-dependent adenovirus vector 
(HDAd) を応用できないかと考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究の目的は、組織特異的ターゲティン
グ HDAd システムを滋賀医科大学にて立ち上
げ、ベクター作成に必要な細胞株の安定培養
や大量調整、helper virus の大量調整を行う
と伴に、神経因性疼痛への治療遺伝子
Glutamic acid decarboxylase（GAD) cDNA の
クローニングおよび発現ベクター作成、TNF 
alpha-siRNA 発現ベクター作成を行い、疼痛
モデルマウスにて遺伝子治療を行い、新規遺
伝子治療法を開発することである。 
 
３．研究の方法 
神経組織特異的 helper virus の作成のた

めに必要な細胞株（293-fiber 細胞）（神経
細胞にしか親和性を持たないウイルスを増
幅するためには、特殊な細胞株が必要）の大
量調整を行う。その後、その細胞を用いて、
神経細胞特異的ターゲティングhelper virus 
を作成。さらに、cre-loxp システムを用いた
gutless virus vector の作成術により、神
経細胞特異的 HDAd を作成する。 
 次に、治療遺伝子として候補である GAD 
cDNAおよびTNF-siRNAのクローニングおよび
調整を行い、プロモーター（EF-1）ベクター
への挿入およびアデノウイルス様のパーケ
ージシグナルを含んだ 28kbp の stuffer gene 
で構成された pdelta28 ベクターにプロモー
ター＋発現遺伝子(GAD or TNF-siRNA)を挿入
する。この pdelta28-EF-1-GAD-pA (or 

TNF-siRNA)より一般的な GAD 発現 HDAd を作
成し、神経細胞特異的 HDAd と組み合わせ、
目的の神経細胞特異的 GAD 発現 HDAd の作成
を行う。 
 調整したウイルスベクターを疼痛モデル
マウスに投与し、痛覚過敏の改善を温熱刺激、
痛み刺激にて評価し、治療法の判定を行う。 
 
４．研究成果 
滋賀医科大学にて組織特異的ターゲッテ

ィングHDAdを立ち上げるのに必要である293
細胞、293-cre 細胞、293-fiber 細胞の細胞
ラインを樹立、安定させることができた。 
 次に、293 細胞を用いて、helper virus の
大量調整（一般的な親和性の HDAd の調整に
必要）を行い、293-fiber 細胞を用いて、神
経細胞特異的 helper virus の大量調整を終
了した。 
 治療遺伝子である GAD cDNA のクローニング
は、pseudo gene（非常に相同性の高い異な
った遺伝子）の存在のため、難航し、当初の
予定よりも時間を要したが、最終的にはフル
シークエンスにて変異のない cDNA のクロー
ニングに成功した。また、TNF-siRNA 用のベ
クター作成も終了し、いずれも pdelta28 の
ベクターに挿入を終えた。 
 現在、神経細胞特異的ターゲティング GAD
発現 HDAd ベクター作成の最終段階に来てお
り、当ウイルスベクターの増幅中であり、近
日中に動物投与可能量の確保が見込まれる。 
 今後、ウイルスベクターを疼痛モデルマウ
スに投与する予定であり、動物の準備もでき
ている状態である。 
 GAD cDNAのクローニングに予定以上に時間
を費やしたため、動物実験直前にて研究期間
が終了したが、継続して検討を行う方針であ
る。 
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