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研究成果の概要（和文）：遺伝子治療の実用化に向けては、標的組織特異的に高効率に遺伝子発現可能な遺伝子導入ベ
クターの開発が必要不可欠である。そこで本研究では、特にmRNAの安定性・分解を制御することにより遺伝子発現効率
（治療効果）の改善を試みた。HuRやAU-rich配列を利用した検討については期待されたほどの遺伝子発現効率の向上は
観察されなかった。一方、Adベクターゲノムに非コードRNA標的配列を組み込み、Ad遺伝子の発現を抑制したところ、
搭載遺伝子の発現を劇的に改善することに成功した。また本Adベクターは成体マウスのみならず新生仔マウスにおいて
も有用であった。

研究成果の概要（英文）：A novel gene expression vector which efficiently mediates transgene expression in 
a targeted organ-specific manner is required for achievement of safe and effective gene therapy.In this 
study, we tried to improve transgene expression profiles and therapeutic effects by regulating stability 
of mRNA. Dramatic improvement of transgene expression profiles was not found by utilizing HuR or AU-rich 
sequences. On the other hand, adenovirus (Ad) vector-mediated transgene expression profike was 
significantly improved by suppression of leaky expression of Ad genes utilizing non-coding RNA. This 
novel Ad vector also meidated efficient transduction in neonatal mice.

研究分野： 遺伝子治療学
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１．研究開始当初の背景 
 遺伝子治療の実用化に向けては、標的組織
特異的に高効率な遺伝子発現を示す遺伝子
発現ベクターの創製が必要不可欠である。こ
れまで高効率な遺伝子発現を示すベクター
の開発に向けては、主に①遺伝子を搭載する
ベクターを改変し、遺伝子送達効率を向上さ
せる、②遺伝子発現カセットを改良し、転
写・翻訳効率を向上させるアプローチが行わ
れてきた。このうち、②については、主にプ
ロモーターの開発研究によるものであった。
しかし、高い転写活性を示すプロモーターで
は、標的組織のみならず、標的以外の組織で
も高発現してしまう。また、強力なプロモー
ターを用いても遺伝子発現量が十分でない
ケースもあることから、プロモーター以外の
領域を改変する新たなアプローチにより遺
伝子発現を増強させるとともに、将来的には
強力なプロモーターと組み合わせることが
望ましい。しかし、プロモーター以外の領域
を改変して、遺伝子発現増強を試みる研究は
少ない。特にベクターに搭載する治療遺伝子
については、タンパク質をコードする領域
（Open reading frame）のみが用いられてお
り、非翻訳領域の最適化により遺伝子発現を
増強させる試みは全く検討されていない。近
年、mRNA の非翻訳領域が mRNA の安定性や翻
訳効率、細胞質輸送などに大きな役割を果た
していることが明らかとなってきた。 
 
２．研究の目的 
そこで本研究では、mRNA の非翻訳領域を改

変することで、遺伝子発現効率の制御を試み
た。具体的には以下の検討を試みた。 
① mRNAの AU-rich領域に HuRが結合するこ

とで、mRNA の安定性が向上することが報
告された。そこで導入遺伝子の 3’非翻
訳領域に AU-rich 配列を挿入することに
より mRNA の安定性が向上し、遺伝子発現
量が上昇するか検討する。 

② 近年、遺伝子の Antisense Transcript が
標的ｍRNA の相補配列部位に相補的に結
合することで mRNA の安定性が向上する
例が報告されている。そこで、p53 mRNA
の Antisense Transcript である Wrap53
の標的配列（相補配列）を標的遺伝子の
3’非翻訳領域に挿入することで、Wrap53
発現細胞における遺伝子発現が上昇する
か検討する。 

③ miRNA 標的配列近傍に AU-rich 配列が存
在 す る と 、 RNA-induced silencing 
complex (RISC)と HuR が協調的に働くこ
とでより高い遺伝子発現抑制効果が得ら
れることが報告された。そこで、遺伝子
導入ベクターにおいても、miRNA 標的配
列近傍に AU-rich 配列を挿入することで
より高い遺伝子発現効率が得られるか検
討する。 
 

３．研究の方法 

① RNA 結合タンパク質 HuR を利用した遺伝
子発現効率の向上に関する検討 
CMV プロモーターの下流にホタルルシフ
ェラーゼ遺伝子を挿入したプラスミド
（pCMVL1）において、ホタルルシフェラ
ーゼ遺伝子の 3’非翻訳領域に、AU-rich
配列（5’-ATTTATTTATTTATTTATTTA-3’）
もしくは既にHuR結合配列として報告の
ある配列を遺伝子工学的に挿入した
（pCMVL1-AU）。作製したプラスミドを
HeLa 細胞などの培養細胞に導入し、遺伝
子発現効率を比較検討した。また HuR 発
現プラスミドを作製し、上記プラスミド
とCo-transfectionすることで遺伝子発
現行為率の向上が観察されるか検討し
た。さらには HuR を免疫沈降により回収
し、AU-rich 配列を有するホタルルシフ
ェラーゼ mRNA が HuR に結合しているか
検討した。 

② Antisense Transcript を利用した遺伝
子発現効率の向上に関する検討 
上記①と同様に pCMVL1 において、ホタ
ルルシフェラーゼ遺伝子の 3’非翻訳領
域に、Wrap53の相補配列（p53 mRNAの 3’
非翻訳領域の一部）を挿入した。作製し
たプラスミドを種々の培養細胞に
Transfection し、一定期間培養後、遺伝
子発現効率を検討した。 

③ pCMVL1のルシフェラーゼ遺伝子の3’非
翻訳領域に miR-122a（肝臓特異的な
miRNA）の標的配列を組み込んだプラス
ミド（pCMVL1-122aT）において、miR-122a
の標的配列に加えてAU-rich配列を挿入
した（pCMVL1-122aTAU）。作製したプラ
スミドを miR-122a を発現する細胞株で
ある Huh7 細胞に導入した。一定期間培
養後、遺伝子発現効率を検討した。また
マウスにHydrodynamics法によりプラス
ミドを静脈内投与し、一定期間後の肝臓
における遺伝子発現量を測定した。 

④ 上記①➂の研究に関連して、HuR が Ad
による細胞毒性に関与することが報告
されたことから、非増殖型 Ad ベクター
における Ad 遺伝子の発現の抑制と細胞
毒性について検討した。アデノウイルス
（Ad）ベクターの各種 Ad 遺伝子の 3’非
翻訳領域にmiRNAなど非コードRNAの標
的配列を挿入した Ad ベクターを遺伝子
工学的に作製した。作製した Ad ベクタ
ーを各種培養細胞およびマウスに作用
させ、Ad 遺伝子の E1 遺伝子非依存的な
発現レベルおよび細胞・組織障害レベル
を検討した。また導入遺伝子の発現量を
測定した。さらには成体マウスのみなら
ず、新生仔マウスを用いて検討した。 

 
４．研究成果 
① 各種培養細胞にpCMVL1およびpCMVL1-AU

を Transfection し、遺伝子発現効率を検
討したところ、pCMVL1-AU において



pCMVL1よりも若干高い遺伝子発現効率を
示した（最大 2倍）。しかしながら、その
遺伝子発現効率は期待されたほどではな
かったことから、次に HuR を過剰発現さ
せることで遺伝子発現効率の向上を試み
た。まずは免疫沈降法により HuR が
AU-rich配列を有するmRNAに結合してい
るかどうか検討したところ、結合してい
ることが確認された。そこで実際に遺伝
子発現効率を検討したが、劇的な遺伝子
発現効率の向上は観察されなかった（最
大で約 3倍）。原因としては、HuR は核と
細胞質を行き来していることが報告され
ており、十分量の HuR が細胞質に存在し
なかったこと、AU-rich 配列は mRNA の安
定性を低下させるケースも報告されてい
ることが考察された。そこで核への移行
を抑制した変異型 HuR 発現プラスミドを
作製し、pCMVL1-AU と Co-transfection
したところ、野生型 HuR を過剰発現させ
た場合と比較し、有意に高い遺伝子発現
効率を得ることに成功した。 

② Wrap53の相補配列を有するプラスミドを
Transfection し、その遺伝子発現効率を
検討したところ、予想に反し遺伝子発現
効率が 1/100 以上大きく減少した。また
Wrap53はストレスによってその発現量が
上昇することが報告されていることから、
ストレス存在下において Wrap53 の発現
量が上昇し、遺伝子発現効率が向上する
ことを期待し検討を行ったが、遺伝子発
現効率の向上は観察されなかった。これ
はWrap53の相補配列は約200塩基と長い
ために、その他の要因によって mRNA の不
安定化が起こったものと推察された。 

③ pCMVL1-122aT と pCMVL1-122aTAU を Huh7
細胞に Transfection し、遺伝子発現効率
を検討したところ、pCMVL1-122aT では
pCMVL1 と比較し 80％以上の遺伝子発現
効 率 の 低 下 が 観 察 さ れ た 。 ま た
pCMVL1-122aTAU では、pCMVL1-122aT と比
較し更なる遺伝子発現効率の低下が観察
されたものの、その低下レベルは 5％以
下であった。そこで AU-rich 配列を挿入
した効果が十分に得られない理由として、
miR-122a の発現量が十分でないと考え、
マウス肝臓における遺伝子発現効率を検
討することとした。Hydrodynamics 法に
てマウスに投与し検討したが、両プラス
ミド間で遺伝子発現効率に大きな差は観
察されなかった。また HuR を免疫沈降に
より回収し、結合した mRNA を解析したと
ころ、AU-rich 配列を挿入しても HuR へ
の結合が上昇していないことが示された。
この原因としては、今回 miR-122a 標的配
列と AU-rich 配列は一部重なるように設
計したが、miR-122a 標的配列は RISC が
結合することから立体障害により HuR が
結合できない可能性が示唆された。 

④ 上記①～➂の検討をしているなかで、Ad

の E4遺伝子産物がHuRとともにAU-rich
配列を持つ遺伝子の発現を制御し、細胞
の癌化などの関与することが報告された。
Adの E4遺伝子は非増殖型Adベクター作
用後においてもわずかながら発現するこ
とが報告されている。そこで、E4 遺伝子
の 3’非翻訳領域に miRNA の標的配列を
有した Ad ベクターを用いて、その細胞毒
性発症メカニズムについて検討した。そ
の結果、E4遺伝子の発現は免疫依存的・
非依存的両方の経路による組織障害を促
進することが明らかとなった。また E4遺
伝子の発現を抑制することで、Ad ベクタ
ーに搭載した遺伝子の発現が劇的に向上
することが明らかとなった。一方で新生
仔マウスに Ad ベクターを投与した場合
には、E4 遺伝子が発現しても組織障害を
示さなかった。すなわち、成体と新生児
では E4 遺伝子産物に対する生体応答が
異なることが示唆された。また上記結果
より miRNA の標的配列を挿入することで、
Ad遺伝子の発現を制御可能であることが
明らかになったことから、ウイルスの自
己増殖に必須の E1 遺伝子ならびに E3 欠
損領域に挿入した GFP 遺伝子の 3’非翻
訳領域に血液細胞特異的な miRNA である
miR-142-3pの標的配列を挿入することで、
血液細胞における Ad ゲノムの複製およ
び GFP の発現を抑制することに成功した。
これによって Ad を用いた血液循環癌細
胞（Circulating tumor cells; CTC）の
検出系において偽陽性の出現を劇的に抑
制することに成功した。 
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