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研究成果の概要（和文）：アデノ随伴ウイルス（AAV）ターゲッティングベクターによる遺伝子改変の効率向上を目指
して研究を行った。その結果、ベクター内の選択マーカー遺伝子をどのプロモーターの下流で制御するかによって遺伝
子改変効率が変動し、CMV プロモーターのような転写活性の強いプロモーターを使用するとむしろ効率が低下すること
がわかった。また、プロモーターを持たず、標的となる内在性遺伝子のプロモーターの下流で選択マーカーを制御する
（つまりプロモータートラップ式の）AAVターゲッティングベクターは、従来の内在性リボソーム進入部位（IRES）の
代わりに2A配列を用いることによって遺伝子改変効率が向上することがわかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we sought to improve the efficiency of gene targeting mediated by 
adeno-associated viral (AAV) vectors. We found that the efficiency of gene targeting achieved by 
AAV-based targeting vectors varies depending on the choice of promoters regulating a selection marker 
gene within the vectors, and that the use of promoters exhibiting strong transcriptional activity, such 
as the CMV promoter, in AAV targeting vectors does not result in gene targeting with high efficiency. 
This study also revealed that a higher gene targeting efficiency is achieved by using a 2A peptide, 
rather than a commonly used internal ribosomal entry site (IRES), within AAV-based targeting vectors 
which carry no promoter and exploit the promoters of targeted endogenous genes to regulate a selection 
marker gene within the vectors (i.e., promoter-trap targeting vectors).

研究分野：分子生物学・遺伝子工学

キーワード： アデノ随伴ウイルスベクター　遺伝子改変　CRISPR-Cas9　ゲノム編集　2A
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１．研究開始当初の背景 
 
アデノ随伴ウイルス（AAV）の骨格を利用
したターゲッティングベクターは、高効率
な遺伝子改変を実現するツールとして以前
から注目されていた。同ベクターは、宿主
細胞のゲノムにランダムに挿入されること
は少なく、逆に DNA 相同組換えを誘導する
効率は古典的なプラスミド製ターゲッティ
ングベクターの 1,000 倍前後に達する 1)。そ
のため、マウス ES 細胞などに比べ相同組換
え効率の低いヒト細胞株の遺伝子改変にお
いて特に重用されてきた。当研究グループ
も、同ベクターを用いて複数のヒト非癌上
皮細胞株の癌関連遺伝子を改変し、遺伝子
機能解析に役立ててきた 2), 3)。 
さらに、AAV は基本的にヒトに対する病原
性がない上、ベクター化の際にウイルス遺
伝子がすべて除去されており、ウイルス由
来のタンパク質が産生される恐れはない。
また、相同組換えの過程でウイルス由来の
塩基配列は一切ゲノムに組み込まれないた
め、AAV ターゲッティングベクターの人体に
対する安全性は高いとされる。そのため、
同ベクターの生体内投与による in vivo で
の遺伝子改変を視野に入れた研究も行われ
てきた 4)。 
ゲノム編集法が誕生した現在でも、AAV タ
ーゲッティングベクターによる遺伝子改変
は同法を補完しうる有用な技術と考えられ
る。そこで当研究グループや他のグループ
は、AAV ターゲッティングベクターによる遺
伝子改変のさらなる効率化を目指し研究を
行ってきた 5), 6)。しかし、現段階ではその
遺伝子改変効率は十分ではなく、改変の適
応となる細胞の種類も限られるのが実情で
ある。今後、同ベクターを利用して多種類
のヒト細胞のゲノムを自在に改変できるよ
うになるためには、より一層の遺伝子改変
効率の改善が必要と考えられる。 
 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、当研究グループのこれまでの
経験を活かし、AAV ターゲッティングベクタ
ーによる遺伝子改変の技術的改良を行う。現
行のベクターを出発点としてその構成要素
を見直し、ベクターを再構築する。AAV ター
ゲッティングベクターの長所である遺伝子
改変の特異性と安全性を担保しつつ、遺伝子
改変効率を飛躍的に高める。究極的には、ゲ
ノム編集法と同レベルの高い遺伝子改変効
率と遺伝子改変の特異性・安全性とを両立す
る技術の開発を目指す。本研究の成果から生
み出される新しい遺伝子改変技術によって、
将来的に多数の遺伝子改変ヒト細胞株が作
成され、各種疾患の基礎研究の進展や治療法
開発に貢献することを期待する。 
 

 
３．研究の方法 
 
(1) AAV ターゲッティングベクターに搭載
するプロモーターの検討 
 
① 各プロモーターの転写活性の検討 
合計 6種類のプロモーター（hACTB、hEF1α、
CAG、CMV、SV40、HSV-TK のプロモーター）の
AAV ベクター内における転写活性を評価した。
まず、EGFP 遺伝子の上流に各プロモーターを
連結し、ネオマイシン耐性遺伝子の発現カセ
ットを持つ AAV ベクター内に設置した。構築
した AAV ベクターを 4 種類のヒト細胞株
（HCT116、DLD-1、HT-1080、MCF-10A）に導
入し、プロモーター活性の評価を行った。 
プロモーター活性は、FACSCanto II (BD 
Biosciences)を使用し、フローサイトメトリ
ーによって評価した。導入後早期におけるプ
ロモーター活性は、AAV ベクター導入の 2 日
後にGFPシグナル陽性の細胞における平均シ
グナル強度を決定することによって評価し
た。長期的なプロモーター活性は、AAV ベク
ターを導入した細胞を G418 選択下で維持培
養し、2 週間ごとに 8 週間の間、細胞が発す
る蛍光シグナルの平均強度を決定すること
によって評価した。また、各プロモーターを
AAV ベクター内でネオマイシン耐性遺伝子の
上流に設置し、HCT116、DLD-1、HT-1080 細胞
株に導入した後、G418 選択を行い、形成され
るコロニーの個数を数えた。得られた結果を
前述のGFPシグナルに基づく長期的プロモー
ター活性と比較した。 
 
② 各プロモーターを搭載したAAVターゲッ
ティングベクターの遺伝子改変効率の検討 
さらに、6 種類それぞれのプロモーターの
下流で薬剤耐性遺伝子が制御されるAAVター
ゲッティングベクターを作成し、それらの遺
伝子改変効率を評価した。遺伝子改変効率は、
PIGA遺伝子をレポーターとするアッセイ系 7)

ならびにHygR-5' EGFP融合遺伝子をレポータ
ーとするアッセイ系 8)によって定量した。 
PIGA 遺伝子をレポーターとするアッセイ
系は、同遺伝子が GPI アンカー生合成に必須
であり、その改変による不活化が細胞表面か
らのGPIアンカーの喪失を誘導することを利
用したものである。本研究では、PIGA 遺伝子
に異所性終止コドンを導入するターゲッテ
ィングベクターを作成し、細胞株に導入した
後、GPI アンカーに対する蛍光染色を行い、
フローサイトメトリ―で蛍光陰性細胞の割
合を測定した。なお、このアッセイは、男性
細胞がX染色体上に位置するPIGA遺伝子を1
アレルしか所持しないことを利用している。
本研究では男性由来の HCT116、DLD-1、
HT-1080 細胞株を使用した。 
一方、HygR-5' EGFP 遺伝子（ハイグロマイ
シン耐性遺伝子と EGFP の 5'側 3 分の 2 との
融合遺伝子）をレポーターとするアッセイ系



では、あらかじめ同融合遺伝子を外来性に
DLD-1 細胞株のゲノムに安定導入しておき、
相同組換えのレポーターとして使用した。開
始コドンを欠失した EGFP 遺伝子を含むター
ゲッティングベクターをレポーター細胞に
導入すると、相同組換えが発生した細胞では
全長 EGFP 遺伝子が再構築され、GFP シグナル
を発する。それをフローサイトメトリ―によ
り検出し、遺伝子改変効率を定量した。 
最後に、①と②の実験で得られたデータの
統合的解析により、AAV ターゲッティングベ
クター内での各プロモーターの転写活性と
そのベクターの遺伝子改変効率との相関性
を調べた。 
 
(2) AAV ターゲッティングベクターにおけ
るプロモータートラップ法の検討 
 
① AAV ターゲッティングベクターにおける
2A 配列と IRES のプロモータートラップ機能
の比較 
2A 配列と IRES のプロモータートラップ機
能を比較検討するため、まず、2A 配列ならび
に IRES に基づくプロモータートラップ・シ
ステムをそれぞれAAVベクターに組み込んだ。
得られたそれぞれのベクターを用いて(1)②
で記した PIGA 遺伝子ならびに HygR-5' EGFP
融合遺伝子のアッセイ系に対応するターゲ
ッティングベクターを構築し、細胞に導入し
た。導入対象には、PIGA 遺伝子の系では 5個
のヒト細胞株（HCT116、DLD-1、AsPC-1、PL5、
HuP-T3）を、HygR-5' EGFP 融合遺伝子の系で
は HCT116 および DLD-1 細胞株を選んだ。遺
伝子改変効率は前項と同様にフローサイト
メトリーによって計測した。 
 
② CRISPR-Cas9 システムを利用した遺伝子
ターゲッティングにおける2A配列とIRESの
プロモータートラップ機能の比較 
ターゲッティングベクターを CRISPR-Cas9
システムの DNA 修復鋳型に用いる場合、ター
ゲッティングベクター内のプロモータート
ラップ・システムに 2A 配列と IRES のどちら
を利用するとより高いプロモータートラッ
プ効果をもたらすかを検討した。まず、プロ
モータートラップ・システムに2A配列とIRES
をそれぞれ利用したプラスミド製ターゲッ
ティングベクターを構築し、CRISPR-Cas9 シ
ステムの発現ベクターとともに HCT116 およ
び DLD-1 細胞株に導入した。アッセイ系には
PIGA 遺伝子の系を使用したが、遺伝子改変効
率の測定はフローサイトメトリーではなく
制限酵素による RFLP 解析によって行った。 
 
 
４．研究成果 
 
(1) AAV ターゲッティングベクターに搭載
するプロモーターの検討 
 

① 各プロモーターの転写活性の検討 
AAV ベクター導入後 2 日目の解析では、検
討した 4 細胞株のすべてにおいて、6 種類の
プロモーターのうちCMVプロモーターが最も
強い転写活性を示した。AAV ベクター導入後
2～8週の解析でも、6種類のプロモーターの
うちCMVプロモーターが最も強い転写活性を
示したが、MCF-10A 細胞株における CMV プロ
モーターの長期的転写活性は例外的に低く、
CAG、SV40、HSV-TK の各プロモーターと有意
差がなかった。MCF-10A 細胞株ではむしろ、
ヒト遺伝子である hACTB および hEF1α のプ
ロモーターが強い長期的転写活性を示した。
細胞株 HCT116 と DLD-1 における CMV プロモ
ーターの転写活性は、導入後 4～6 週をピー
クとして減衰する傾向を示した。 
3 種類の細胞株（HCT116、DLD-1、HT-1080）
を対象に行った G418 耐性コロニー形成試験
では、いずれの細胞株においても、6 種類の
プロモーターのうちCMVプロモーターを用い
てネオマイシン耐性遺伝子を制御した場合
に最も多数のコロニーが形成された。これは、
上記の実験（各プロモーターの下流に EGFP
遺伝子をつなぎ、蛍光強度によってプロモー
ターの転写活性を定量した実験）のデータと
合致する結果と考えられた。 
 
② 各プロモーターを使用したAAVターゲッ
ティングベクターの遺伝子改変効率の検討 
PIGA 遺伝子と HygR-5' EGFP 遺伝子のどち
らを用いたアッセイ系でも、6 種類のプロモ
ーターのうちCMVプロモーターを用いてネオ
マイシン耐性遺伝子を制御したAAVターゲッ
ティングベクターが最も低い遺伝子改変効
率を示した。この結果は、アッセイに使用し
たすべての細胞株に共通していた。 
以上の①と②より、最も転写活性の強い
CMV プロモーターを使用した場合の遺伝子改
変効率が最も低値になるという結果になっ
た。このことから、AAV ターゲッティングベ
クターには転写活性の強いプロモーターを
無条件に採用せず、プロモーターの選択を注
意深く行う必要があることが示唆された。当
研究グループの知る限り、ターゲッティング
ベクター内の薬剤耐性遺伝子を制御するプ
ロモーターの選択が遺伝子改変効率に影響
するという知見は本研究によって初めて報
告されたものである。 
 
(2) AAV ターゲッティングベクターにおけ
るプロモータートラップ法の検討 
 
① AAV ターゲッティングベクターにおける
2A 配列と IRES のプロモータートラップ機能
の比較 
プロモータートラップ法は効率よく遺伝
子改変を行うための優れた手法であり、一般
によく使用される。この手法では、ターゲッ
ティングベクターはプロモーターを持たず、
ゲノムの非遺伝子領域に挿入された時には



ベクター内の薬剤耐性遺伝子が発現せず、相
同組換えにより目的の遺伝子座に組み込ま
れた時には薬剤耐性遺伝子が発現するよう
にベクター構造上の工夫がなされている。そ
のため、ターゲッティングベクター導入後の
薬剤選択により遺伝子改変細胞が濃縮され、
高効率な遺伝子改変が実現される。 
現在まで、AAV ターゲッティングベクター
におけるプロモータートラップ・システムの
大半は IRES を用いて構築されてきた。本研
究では、2A 配列に基づくプロモータートラッ
プ・システムを構築し、AAV ターゲッティン
グベクターにおける 2A配列と IRES のもたら
すプロモータートラップ機能を比較した。 
その結果、採用したいずれのアッセイ系で
も、2A 配列によるプロモータートラップ機能
が IRES を上回った。2A 配列を搭載した AAV
ターゲッティングベクターによる遺伝子改
変の発生頻度は、IRES を搭載したベクターの
3.4～28 倍に達した。ベクターのゲノムへの
ランダム挿入と遺伝子改変との発生頻度の
割合についても、2A 配列を搭載したベクター
の方が遺伝子改変の起きる割合が相対的に
高く、IRES を搭載したベクターの約 2～5 倍
であった。 
当研究グループが知る限り、AAV ターゲッ
ティングベクターに 2A 配列に基づくプロモ
ータートラップ法を導入し、遺伝子改変効率
を向上させることに成功したのは本研究が
初めてである。また、ターゲッティングベク
ターにおける 2A配列と IRES のプロモーター
トラップ機能を体系的に比較検討したのも、
本研究が初めてと考えられる。本研究の成果
を利用して、将来的に AAV ターゲッティング
ベクターによる遺伝子改変がより効率化さ
れ、CRISPR-Cas9 などのゲノム編集法を補完
する技術として一層進化していくことが期
待される。 
 
② CRISPR-Cas9 システムを利用した遺伝子
ターゲッティングにおける2A配列とIRESの
プロモータートラップ機能の比較 
CRISPR-Cas9システムのDNA 修復鋳型にお
いては、2A 配列は必ずしも IRES を上回るプ
ロモータートラップ機能を示さなかった。す
なわち、DNA 修復鋳型のゲノムへのランダム
挿入と遺伝子改変との発生頻度の割合は、プ
ロモータートラップに 2A 配列を用いた場合
と IRES を用いた場合との間で有意差がなか
った。しかし、遺伝子改変の発生頻度自体は
2A 配列をプロモータートラップに使用した
場合の方が高値であり、IRES を使用した場合
の 4.3～15 倍に達した。 
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