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研究成果の概要（和文）： 
本研究では、アデノウイルス（Ad）ベクターに、マイクロ RNA (miRNA)による遺伝子発
現制御システムを搭載することにより、miRNA の発現依存的に遺伝子の発現を制御可能
な安全性の高い Ad ベクターを開発することに成功した。具体的には、①肝臓もしくは脾
臓における導入遺伝子の発現を抑制可能な Ad ベクター、②Ad 遺伝子の非特異的な発現を
抑制可能な Ad ベクター、③正常細胞での増殖を大きく抑制した制限増殖型 Ad を開発し
た。 
 
研究成果の概要（英文）： 
In this study, we developed the adenovirus (Ad) vectors which exhibited enhanced 
safety profiles by incorporating microRNA (miRNA)-regulated gene expression system.  
For example, ①an Ad vector which shows reduction in the transgene expression in the 
liver and spleen by insertion of sequences complementary to liver- and spleen-specific 
miRNA, respectively, ② an Ad vector which exhibits reduction in the leaky expression 
of Ad genes by insertion of miRNA complementary sequences into 3’-untranslated 
region of E2A or E4 genes, ③ a oncolytic Ad which shows reduced replication in 
normal cells by insertion of sequences complementary to normal cell-specific miRNAs, 
were developed.  
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１．研究開始当初の背景 

アデノウイルス（Ad）ベクターは、遺伝子
導入ベクターとして優れた特性を有してい
るが、以下のような問題点が報告されている。 
① 癌などに局所投与した Ad ベクターは、

投与部位より全身循環に漏れ出て、肝臓
で遺伝子発現する。特に治療遺伝子とし
て、自殺遺伝子など遺伝子発現細胞に対
し高い毒性を示す遺伝子を用いた場合に
は、高い肝毒性を誘導する。 
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図１．Aｄ遺伝子の非特異的発現による副作用

② 導入遺伝子産物が非自己の場合、免疫応
答が誘導され、導入遺伝子産物および発
現細胞の除去が起こる。 

③ Ad ゲノムよりわずかにウイルスタンパ
ク質が発現し、これらに対する免疫応答
が誘導されることで、遺伝子発現細胞が
除去される（図１）。 

 
 
 
 
 

 
 

④ 癌のみで増殖する制限増殖型 Ad では、
ウイルスの複製に必須の E1 遺伝子が腫
瘍特異的プロモーターでドライブされて
いるが、正常細胞においても E1 遺伝子
が低レベルながら発現することにより、
ウイルスが増殖する恐れが指摘されてい
る。 

 
２．研究の目的 
そこで本研究では、Ad ベクターに搭載す

る遺伝子発現カセットの 3’非翻訳領域
（ 3’-UTR）もしくはウイルス遺伝子の
3’-UTR に、マイクロ RNA (miRNA)の標的配
列を挿入することで、細胞特異的に遺伝子発
現を制御することにより、高い安全性を有す
る Ad ベクターを開発することを目的とする。 

miRNA は、内在的に発現する約 21 塩基の
小分子 RNA で、標的遺伝子の 3’-UTR に存
在する部分的相補配列に結合し、遺伝子発現
を転写後レベルにおいて抑制する。従って、
miRNA の相補配列を遺伝子工学的手法を用
いて発現抑制したい遺伝子の 3’-UTR に挿入
することにより、その miRNA が発現してい
る細胞において、その遺伝子の発現を抑制す
ることが可能である。以下に、具体的な検討
項目を示す。 
① 肝臓特異的 miRNA (miR-122a)の標的配

列を遺伝子発現カセットに挿入すること
により、腫瘍での発現を維持したまま、肝
臓における発現を抑制可能な Ad ベクタ
ーを開発する。 

② 脾臓特異的 miRNA (miR-142-3p)の標的
配列を遺伝子発現カセットに挿入するこ
とにより、脾臓における遺伝子発現を抑制
し、導入遺伝子産物に対する免疫応答を抑
制可能な Ad ベクターを開発する。 

③ Ad ゲノムの E2A および E4 遺伝子の
3’-UTR に、肝臓もしくは脾臓特異的
miRNA の標的配列を挿入することによ
り、Ad ベクター感染後の Ad 遺伝子の非
特異的な発現を抑制する。 

④ 癌細胞でのみ特異的に増殖し、癌細胞を死
滅させる制限増殖型 Ad において、E1 遺
伝子発現カセットに癌細胞で特異的に発
現が減少している miRNA の標的配列を
挿入することにより、正常細胞における制
限増殖型 Ad の複製を抑制することを試
みる。 

 
３．研究の方法 
① 肝臓特異的 miRNA (miR-122a)の標的配

列を遺伝子発現カセットに挿入した Ad
ベクターの開発 
ホタルルシフェラーゼもしくはヘルペ

スウイルスチミジンキナーゼ遺伝子の 3’
非翻訳領域に、肝臓特異的 miRNA である
miR-122a の標的配列（完全相補配列）を
4 コピー挿入した。本遺伝子発現カセット
を Ad ベクタープラスミドに挿入し、従来
と同様の手法により、Ad ベクターを調製
した。本 Ad ベクターをマウス皮下腫瘍に
局所投与後、腫瘍ならびに肝臓における遺
伝子発現を定量するとともに、抗腫瘍効果
ならびに肝障害について検討した。 

② 脾臓特異的 miRNA の標的配列を遺伝子発
現カセットに挿入した Ad ベクターの開発 
上記と同様に、ホタルルシフェラーゼ発

現カセットの 3’非翻訳領域に、脾臓特異
的 miRNA の標的配列を 4コピー挿入した
Ad ベクターを作製した。さらに、脾臓で
の遺伝子発現を抑制することを目的に、脾
臓特異的 miRNA 標的配列に加えて、肝臓特
異的プロモーターを搭載した Ad ベクター
も作製した。 

③ Ad・E2a もしくは E4 遺伝子の 3’非翻訳領
域に miRNA の標的配列を挿入した Ad ベク
ターの開発 
Adベクター感染後の各Ad遺伝子の非特

異的な発現を定量的かつ網羅的に解析す
るため、各種培養細胞に遺伝子導入後、RNA
を回収し、Ad 遺伝子に対する定量的
RT-PCR を行った。 
Ad・E2a もしくは E4 遺伝子の 3’非翻訳

領域に miRNA の標的配列を挿入した Ad ベ
クターについては、E2a もしくは E4 遺伝
子の 3’非翻訳領域に、miR-122a もしくは
miR-142-3p の標的配列を 4コピー挿入し
た。また、E1 遺伝子欠損領域には、ホタ
ルルシフェラーゼ発現カセットを挿入し
た。作製したAdベクタープラスミドを293
細胞に Transfection し、従来の手法によ
り Ad ベクターを調製した。本 Ad ベクター
を各種培養細胞ならびにマウスに作用さ
せたのち、E2a ならびに E4 遺伝子の発現
を定量的 RT-PCR 法により検討した。 

④ E1 遺伝子発現カセットに miRNA の標的配
列を挿入した制限増殖型 Ad の開発 
癌特異的プロモーター（Telomerse 
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図2．miR‐122aの標的配列を挿入したAdベクターの癌治療効果
チミジンキナーゼを発現する各種Adベクターを皮下腫瘍に局所投与後、
経日的に腫瘍径を測定した。**P<0.005 compared with Ad‐L2.
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Reverse transcriptase;TERT）によってド
ライブされる E1 遺伝子発現カセットに、
癌で発現低下し正常細胞で高発現する
miRNA（miR-143, -145, -199a, let-7a）
の標的配列を 4コピー挿入した。本 E1 遺
伝子発現カセットを Ad ベクタープラスミ
ドに挿入し、従来の方法により制限増殖型
Ad を作製した。また、同時に肝臓におけ
る制限増殖型 Ad の増殖を抑制するため、
miR-122a の標的配列も同時に 4コピー挿
入した制限増殖型 Ad を作製した。作製し
た制限増殖型 Ad を、各種癌細胞および正
常細胞に作用させ、一定時間後 DNA を回収
し、Ad ゲノム量を定量的 PCR により検討
した。さらに、細胞生存率を Alamar blue 
assay ならびに Crystal violet 染色によ
り評価した。 

 
４．研究成果 
① 肝臓特異的 miRNA (miR-122a)の標的配

列を遺伝子発現カセットに挿入した Ad
ベクターの開発 
 miR-122a の標的配列を挿入した Ad
ベクター（Ad-L-122aT）ならびにControl
として miR-122a の標的配列を逆方向に
した配列を挿入した Ad ベクターを、各
種培養細胞に作用させ、その遺伝子発現
効率を検討した。その結果、miR-122a
を高発現していた Huh-7 細胞（ヒト肝癌
由来細胞株）ならびにマウス Primary 
Hepatocytes においては、Control の Ad
ベクターと比較し、Ad-L-122aT では 3
～70 倍低い遺伝子発現を示した。そこで
次に、各種 Ad ベクターをマウス皮下腫
瘍（B16 細胞）に局所投与した。Control
の Ad ベクターでは、腫瘍のみならず、
肝臓においても高い遺伝子発現が観察さ
れた。これは、腫瘍に投与された Ad ベ
クターの一部が、腫瘍より漏れ出て全身
循環に移行し、肝臓に集積したためと考
えられる。一方で、Ad-L-122aT では腫
瘍における遺伝子発現は Control の Ad
ベクターと同程度であったが、肝臓にお
ける遺伝子発現は約 1/100 に抑制されて
いた。なお、腫瘍ならびに肝臓に集積し
たAdベクターゲノム量を定量的PCRに
より検討したところ、Ad-L-122aT およ
び Control の Ad ベクターとの間に有意
な差は観察されなかった。つなり、両者
の遺伝子発現効率の違いは、ベクターの
体内動態の違いではなく、細胞内在化後
の転写後レベルにおいて違いが生じてい
るものと考えられる。 
 そこで次に自殺遺伝子を用いて癌遺伝
子治療への応用を検討した。自殺遺伝子
発現 Ad ベクターは、その優れた抗腫瘍
効果から期待が集まっている。しかしな

がら、腫瘍に局所投与された Ad ベクタ
ーの一部が肝臓に集積し、自殺遺伝子が
発現することで強い肝障害が誘導される。
そこで miR-122a を利用することで、自
殺遺伝子による肝障害を抑制することを
試みた。自殺遺伝子として、ヘルペスウ
イルスチミジンキナーゼ遺伝子を用い、
その 3’-UTR に miR-122a の完全相補配
列を 4コピー挿入したAd-tk-122aTを作
製した。本 Ad ベクターならびに 

 
 
 

 
 
 

 
 

 
 
 

 

 
miR-122a の標的配列を挿入していない
Ad ベクターを B16 皮下腫瘍に局所投与
するとともに、ガンシクロビルを 10 日間
連日、腹腔内投与した。その結果、両ベ
クター投与群ともに有意な癌の退縮が認
められた（図 2）。しかし、肝障害を検討
したところ、Control の Ad ベクター投与
群では著しい肝障害が観察されたのに対
し、Ad-tk-122aT 投与群では、ほとんど
肝障害は認められなかった。この結果よ
り、miR-122a を利用して肝臓における
遺伝子発現を抑制することにより、抗腫
瘍効果を維持したまま、肝障害を大きく
改善することに成功した（図 3）。 

 
 
 
 
 
 

 
② 脾臓特異的 miRNA の標的配列を遺伝子発

現カセットに挿入した Ad ベクターの開
発 



 

 

 脾臓には多くの抗原提示細胞（樹状細
胞）が存在することから、脾臓において
高発現することにより、遺伝子産物に対
する強い免疫反応を誘導する危険性があ
る。そこで本研究では、脾臓特異的な
miRNAであるmiR-142-3pの標的配列を遺
伝子発現カセットに挿入することにより、
脾臓における外来遺伝子の発現を抑制す
ることを試みた。miR-142-3p の標的配列
を挿入した Ad ベクターを、マウス尾静脈
より投与したところ、脾臓の発現を約
1/30 に抑制することに成功した。しかし
ながら、発現抑制の程度は miR-122a の標
的配列を挿入した Ad ベクターの肝臓に
おける遺伝子発現を比較すると低いもの
であった。そこでさらに脾臓における遺
伝子発現を抑制することを目的に、臓器
特異的プロモーターを利用することとし
た。臓器特異的プロモーターとしては、
アルブミンプロモーターならびにアンチ
トリプシンプロモーターを用いた。まず、
両プロモーターを搭載した Ad ベクター
を作製し、マウス各臓器における遺伝子
発現を検討した。その結果、アルブミン
プロモーターでは、肝臓以外の臓器での
遺伝子発現は大きく抑制されていたが、
肝臓での遺伝子発現も従来の CMV（サイ
トメガロウイルス）プロモーターと比較
すると、1/1000 程度に減少した。一方、
アンチトリプシンプロモーターの場合に
は、肝臓での遺伝子発現は CMV プロモー
ターの約 1/50 であったが、他の臓器にお
ける遺伝子発現はほぼバックグランドレ
ベルまで抑制していた。現在、腫瘍特異
的プロモーターと miR-142-3p の標的配
列とを併用した場合の遺伝子発現効率な
らびに遺伝子産物に対する免疫応答につ
いて検討中である。 

③ Ad・E2a もしくは E4 遺伝子の 3’非翻訳
領域にmiRNAの標的配列を挿入したAdベ
クターの開発 
 まずベクター作製に先立ち、従来の Ad
ベクター感染後、どのような Ad 遺伝子が、
どの程度非特異的に発現するのかを明ら
かにするため、定量的 RT-PCR により、Ad
ベクター感染後の各 Ad 遺伝子の発現に
ついて検討した。その結果、E4 遺伝子お
よび pIX 遺伝子が最も高い発現を示した。
さらに上記遺伝子よりは低いものの、E2a
遺伝子の発現も認められた。一方で、そ
の他の Ad 遺伝子（Hexon, Fiber, Penton）
については、ほとんど発現が認められな
かった。 
 そこで次に、miRNAを利用してE4やE2a
遺伝子の発現を抑制することを目的に、
E4 もしくは E2a 遺伝子の 3’非翻訳領域
に、miR-122a もしくは miR-142-3p の標

的配列を4コピー挿入したAdベクターを
作製した。本 Ad ベクターを各種培養細胞
ならびにマウスに作用させたのち、E2a・
E4 遺伝子を含む各種 Ad 遺伝子の発現量
を定量的 RT-PCR により検討した。その結
果、miRNAの発現プロファイルに応じて、
Ad遺伝子の非特異的な発現を抑制するこ
とに成功した。現在、本研究に関しては、
Ad遺伝子の非特異的な発現を抑制するこ
とにより、免疫応答ならびに組織障害を
抑制可能か検討している。 

④ E1遺伝子発現カセットにmiRNAの標的配
列を挿入した制限増殖型 Ad の開発 
 制限増殖型 Ad の正常細胞における増
殖を抑制することを目的に、E1 遺伝子の
3’-UTR に、癌細胞で特異的に発現低下
し、正常細胞で高発現するmiRNA（miR-143, 
-145, -199a, let-7a）の標的配列を 4コ
ピー挿入した。実験に先立ち、各種培養
癌細胞ならびにヒト初代培養細胞におけ
る上記 miRNA の発現量を定量したところ、
上記 miRNA は正常細胞と比較し、癌細胞
において発現低下していることが確認さ
れた。そこで次に、各種癌細胞に作製し
た制限増殖型 Ad を作用させ、その殺細胞
効果について検討した。その結果、
miR-143, -145, -199a の標的配列を挿入
した制限増殖型 Ad は、標的配列を挿入し
ていない従来の制限増殖型 Ad と同程度
の殺細胞効果を示した。一方で、let-7a
の標的配列を挿入した制限増殖型 Ad で
は、殺細胞効果が大きく減弱していた。
これは、let-7a の発現は癌細胞において
正常細胞よりも減少しているものの、そ
の発現量自体が高いために、E1 遺伝子の
発現が抑制されたためと考えられた。次
に、作製した制限増殖型 Ad を各種正常細
胞に作用させた。その結果、miRNA の標
的配列を挿入した制限増殖型 Ad では、従
来の制限増殖型 Ad と比較し、最大 1000
倍も増殖を抑制することに成功した。ま
たこのような正常細胞に、上記 miRNA に
対するアンチセンスオリゴヌクレオチド
を作用させると増殖抑制効果が減弱した
ことから、上記の増殖抑制効果が miRNA
特異的であることが示された。 
 次に肝臓における制限増殖型 Ad の複
製を抑制することを目的に、癌細胞で特
異的に発現低下している miRNA の標的配
列に加えて、肝臓特異的 miRNA である
miR-122a の標的配列も挿入した（計 8コ
ピー）制限増殖型 Ad も作製した。本制限
増殖型 Ad では、癌細胞に対し従来の制限
増殖型 Ad と同程度の殺細胞効果が観察
されるとともに、ヒト正常肝細胞および
その他の正常細胞（繊維芽細胞、ストロ
ーマ細胞）両方において、その増殖が大
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図４．miRNAによる遺伝子発現制御システムを搭載したAdベクター

きく抑制された。以上の結果より、癌細
胞特異的に発現低下している miRNA を利
用することにより、制限増殖型 Ad の安全
性を大きく向上させることに成功した
（図４）。 
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