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研究成果の概要（和文）：本研究では、申請者らが開発した無毒化HSVベクターシステムを改良し、恒久的に治
療遺伝子発現が継続できる新規治療用担体の開発を行った。新規発現系構築のために、HSVゲノム領域LATへ持続
的に人工転写活性因子がリクルートされるように改変Cas9発現系を構築した。本発現系においては、LAT領域に
標的化された改変Cas9-sgRNA複合体により、同領域を特異的に転写活性化できることが判明した。さらにsgRNA
を複数組み合わせることにより、同領域の転写活性を大幅に増加できることを見出した。以上、作製した発現系
は、無毒化HSVベクターから長期的かつ安定な治療遺伝子発現に極めて有用であると考えられる。

研究成果の概要（英文）：In this study, we generated a persistent therapeutic gene expression system 
by modifying the latency associated transcript (LAT) locus in a non-toxic herpes virus (HSV) vector 
that we have recently developed. In this novel expression system, a complex of artificial 
transcriptional activator dCas9 and single guide RNA (sgRNA) to target the LAT locus were 
continuously recruited to the LAT locus of non-toxic HSV, which allowed the region to be kept in a 
transcriptionally active state persistent. Moreover, we found that the transcription in the LAT 
locus can be further activated by using multiple sgRNAs. Our study showed that the engineered 
expression system generated in this study can be useful for persistent and stable therapeutic 
transgene expression from non-toxic HSV vectors.

研究分野：遺伝子治療学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
従来、sgRNAの発現にはPol IIIプロモーターが用いられ、転写調節因子dCas9とは別々に発現される。この場
合、これらの発現系はそれぞれ転写機構が異なるため、人工的に転写調節を同時に行うことは困難である。一
方、今回提案する発現系では、miRNA発現系を巧みに利用してPol IIプロモーターによりsgRNAを効率的に発現で
きる。以上により、本発現系を構成する全ての因子を一括して発現制御することを可能とし、自己プロモーター
の恒常的な転写活性化を実現できる。本発現系を用いた遺伝子治療が完成すれば、恒久的な治療効果が期待さ
れ、ベクター使用量及びベクター由来免疫応答を最小限に抑えることができる。

※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 

ヘルペスウイルス（HSV）は、その高い遺伝子搭載能力と神経親和性から、遺伝子治療用ベク

ターへの応用が期待され、これまで研究開発が行われてきた。ベクター開発にあたり課題点であ

った HSV が持つ強力な細胞毒性は、申請者らが開発した無毒化技術により大きく改善された

（Miyagawa et al, PNAS 2015）。一方、今後の課題点として顕在化してきたのが、治療遺伝子発

現の一過性である。無毒化された HSV ベクターを用いたラット海馬に対する遺伝子導入例では

投与後最高６ヶ月まで観察されたが、その発現量は経時的に減少した(Miyagawa et al, Mol Ther. 

Methods Clin Dev. 2017)。今後、本ベクターシステムの臨床応用の実現を目指すには、長期か

つ安定的に治療遺伝子の供給が期待できる新規遺伝子発現系が必要となる。 

 

２．研究の目的 

本研究では、遺伝子改変により無毒化した HSV ベクターを基盤とし、半永久的に治療遺伝子

が供給できる新規遺伝子治療用ベクターの開発を目的とする。本新規発現系では、ゲノム編集技

術により HSV の特定のゲノム領域 Latency associated transcript (LAT) へ継続的な人工転写

活性因子のリクルートが可能となる。この場合、LAT 領域は恒久的に転写活性化状態となり、課

題となっている治療遺伝子発現不活化による遺伝子治療効果の低下が克服される。本技術開発

が成就すれば、治療効果が安定かつ長期的に維持され、高性能な遺伝子治療用担体が提供できる。 

 

３．研究の方法 

（1）LAT 領域標的 CRISPRa 発現系の構築 

 本発現系のプロモーターには、申請者らが構築した HSV LAT element と哺乳細胞で強い転写

活性を持つ CAG プロモーターを連結した LAT-CAG 融合プロモーターを用いる。CRISPRa により

LAT-CAG 融合プロモーターを標的化するために、同領域に対する sgRNA をデザインする。デザイ

ンした sgRNA による遺伝子発現誘導を確かめるため、LAT-CAG 発現ベクターに sgRNA 及び改変

Cas9 を組み込む。また治療遺伝子のモデルとしてレポーター遺伝子である GFP を同様に組み込

む。作製したベクターを培養細胞に導入して、その発現誘導を定量 PCR・顕微鏡観察にて解析す

る。 

 

（2）LAT 領域標的 CRISPRa 発現系搭載した無毒化 HSV ベクターの構築 

 新規発現系の遺伝子発現安定化を図るために、無毒化 HSV ベクターにおける HSV 特異的イン

シュレーター（Miyagawa et al, PNAS 2015）が位置する LAT 領域に(1)で作製した発現系を挿

入する。挿入遺伝子発現を確認するため、作製した改良無毒化 HSV ベクターを培養細胞に感染さ

せ、その遺伝子発現を定量 PCR・ELIZA 法・顕微鏡観察にて検証する。 

 

（3）改良無毒化 HSV ベクターの安全性・機能性評価 

 (2)で作製した改良無毒化 HSV ベクターの in vivo での機能評価を行うために、動物モデルを

用いた発現解析を行う。作製したベクターをマウス静脈・腹腔内・中枢神経系・末梢神経系に投

与し、その遺伝子発現を免疫染色法・定量 PCR 等にて解析する。また同ベクターの安全性につい

て評価するために、組織学的解析を行い、細胞変性や免疫応答について検証する。 

 



４．研究成果 

本研究ではゲノム編集技術 CRISPR-Cas9

の改変型であり、任意の遺伝子の発現誘導す

る手法である CRISPRa を用いる。そこで、

CRISPRa に必要なヌクレアーゼ活性を不活

化した Cas9 (dCas9)に転写活性因子を融合

させた改変 Cas9 発現系を構築した。また同

時に標的であるCAGプロモーター及びにLAT

領域を標的とするsgRNA（CAG標的sgRNA:C1-

3, LAT 標的 sgRNA:L1-6, 図１）をデザイン

し、sgRNA 発現系を組み入れた。いずれの

sgRNAが LAT-CAG標的化に適しているか解析

するために、LAT-CAG プロモーター下流にレ

ポーター遺伝子である AcGFP を組み込んだ

レポータープラスミドを作製した。以上の

プラスミドをヒト培養細胞に対して遺伝子

導入して、そのプロモーター活性を比較し

た（図１,2）。その結果、いずれの sgRNA に

ついてもレポーター遺伝子の AcGFP 発現上

昇が見られる一方、その転写活性化の度合

いは sgRNA により異なることが判明した。

以上の試験により、デザインした sgRNA は

dCas9 を特異的に LAT 領域にリクルートし、

同領域の転写活性を有意に向上させる機能があることが判明した。次に、LAT 領域及び

CAG プロモーターを標的とする sgRNA を複数組み合わせて併用することで、転写活性化

効率を増強することができるか検討を行った（図 3）。その結果、sgRNA 単独使用より複

数の sgRNA 併用の方が有意に LAT-CAG 転写活性を向上できることが明らかとなった。各

sgRNA の組み合わせに対する発現量増加を解析した結果、転写活性をより効率的に上昇

させる sgRNA の組み合わせを複数特定した。これら作製した発現カセットを無毒化 HSV

ベクターシステムに組み込むために、LAT 領域に Gateway システム組換え配列を挿入し

た HSV-GW ベクターを調整

した。HSV-GW ベクターを用

いて、選定した LAT-CAG 標

的 sgRNA 発現系及び dCas9

発現系を搭載した組換え

HSV を作製した。同ベクタ

ーは無毒化 HSV ベクター専

用のウイルス産生細胞に導

入し、組換え HSV ベクター

ストックを調整した。本

CRISPR システムにより LAT

領域及び CAG プロモーター



を標的化可能か調べるために、LAT 領域及び CAG プロモーターにレポーター遺伝子 GFP

を連結した無毒化 HSV を調整し、ヒト線維芽細胞に対する共感染実験を実施した。現在、

無毒化 HSV ベクターからの遺伝子発現を最大限に向上させる sgRNA の組み合わせ及び

最適なベクター量について複数の実験系を用いて条件検討を続けている。 
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