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研究成果の概要（和文）： 
Ａ）アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用いた癌遺伝子治療法の開発： 
1）バキュロウイルスを利用した AAV ベクター作製法の改良：大容量の AAV ベクターを作製
し、そこから効率良く空ベクターを除くカラムクロマトグラフ法を確立した。p5プロモーター
配列を AAVベクターのトランスジーンに付加すると AAVベクターの産生量が増加することが
分かった。 
2）AAVベクターの改変に関する基礎検討：血清型 5型 AAVベクターのキャプシドの構成蛋白
質の一つである VP1の一部を 2型の対応する部分に置き換えたキメラ AAVベクターでは VP1
の含量が増加し、また 5型 AAVベクターと同様の性状を保っていた。 
3）AAVベクターを用いた遺伝子導入法／遺伝子発現制御法に関する基礎検討：AAVベクター
を用いて骨格筋、肝臓、脂肪、腹膜などの標的組織に遺伝子導入する方法を確立した。遺伝子

発現の増強については、ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤の併用効果を認めた。 
4）AAV ベクターを用いた癌に対する遺伝子治療ストラテジーの検討：血行性・リンパ行性転
移及び腹膜播種など治療困難な病態に対する遺伝子治療法の開発を行い、モデル動物において

効果を示した。 
B）癌に対する新しい遺伝子治療ストラテジーの探索：難治性悪性リンパ腫（B 細胞性非ホジ
キンリンパ腫）の治療のため、CD19 を認識するキメラ抗原受容体発現 T 細胞を用いた強化養
子免疫遺伝子療法の開発を試みた。その結果、遺伝子改変 T細胞が CD19陽性 Bリンパ腫細胞
を効率よく殺傷することを試験管内で明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
A) Development of AAV (adeno-associated virus)-mediated cancer gene therapy: 
1) Establishment of AAV vector production system using baculovirus expression vectors: AAV vectors 
were efficiently produced in insect cells.  We developed a column chromatographic method to isolate 
AAV vector particles from empty capsids, which can be adaptable to large-scale production of AAV 
vectors.  Incorporation of the AAV p5 promoter into a transgene sequence increased the efficiency of 
AAV vector production. 
2) Basic studies of the modification of AAV vectors: Chimeric type 5 AAV vectors with type 2 VP1 had 
a larger amount of VP1 in their capsids and transduced target cells in a similar manner with parent type 
5 AAV vectors. 
3) Basic studies of AAV vector-mediated gene transfer and the regulation of transgene expression: We 
established standard methods of gene transfer into muscle, liver, adipose tissue and peritoneum.  A 
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histone deacetylase inhibitor enhanced AAV vector-mediated transgene expression in tumor cells. 
4) Examination of strategies for cancer gene therapy using AAV vectors: We conducted gene therapy 
experiments for refractory cancers (e.g. hematogenous and/or lymphogenous metastasis, and peritoneal 
dissemination) and showed therapeutic efficacy in tumor-bearing animals.  
B) Research on novel strategies for cancer gene therapy: For the treatment of refractory malignant 
lymphoma (B-cell non-Hodgkin lymphoma), we conducted experiments to develop a novel reinforced 
adoptive immuno-gene therapy using T-cells expressing a CAR (chimeric antigen receptor) targeting 
CD19. We demonstrated that genetically engineered T-cells efficiently lyzed CD19-positive B-cell 
lymphoma cells in vitro. 
 
 
交付決定額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
２００５年度 13,400,000 0 13,400,000 

２００６年度 13,400,000 0 13,400,000 

２００７年度 13,400,000 0 13,400,000 

２００８年度 13,400,000 0 13,400,000 

２００９年度 13,400,000 0 13,400,000 

総 計 67,000,000 0 67,000,000 

 
研究分野：がん研究 
科研費の分科・細目：腫瘍学・臨床腫瘍学 
キーワード：遺伝子、ウイルス、癌、バイオテクノロジー、遺伝子治療 
 
１．研究開始当初の背景 
Ａ）アデノ随伴ウイルス（A AV:  adeno - 
associated virus）ベクターを用いた癌遺伝子治
療法の開発： 
1）バキュロウイルスを利用した AAVベクタ
ー作製法の改良：AAVベクターの実用化を進
める上で、その作製効率の改善と治療用遺伝

子を含まない空ベクターの除去法の開発が

重要課題となっていた。AAV の p5 プロモー
ター領域にベクターの殻であるキャプシド

へのトランスジーンのパッケージングを促

進する配列が存在すると仮定し、この配列を

付加し AAV ベクターの産生効率の改善を検
討することとした。 
2）AAV ベクターの改変に関する基礎検討：
細胞内に侵入した AAV ベクターは長期間核
周囲に止まっていると想定されており、核内

にすみやかに移行させることが遺伝子発現

の増強に繋がるものと考えられた。そこで、

細胞内での AAV ベクターの動態に焦点を当
てたベクター改変を試みることにした。 
3）AAV ベクターを用いた遺伝子導入法／遺
伝子発現制御法に関する基礎検討：AAVベク

ターの様々な血清型が見出されていたが、組

織特異性などに関しては余り明らかにされ

ておらず、標的組織に応じたベクターのデザ

インを明らかにすると共に投与法、発現制御

法などを解明する必要があった。 
4）AAV ベクターを用いた癌に対する遺伝子
治療ストラテジーの検討：AAVベクターの特
性を生かした治療法として、血行性・リンパ

行性転移及び腹膜播種などが有力な対象と

考えられており、これらに対する治療法の開

発が望まれていた。 
B）癌に対する新しい遺伝子治療ストラテジ
ーの探索：難治性悪性リンパ腫（B 細胞性非
ホジキンリンパ腫）は増加傾向にあり、再

発・難治例も少なくない。そこで、遺伝子操

作により腫瘍標的化能を付加した T細胞を用
いた新たな免疫遺伝子療法の開発を計画し

た。世界的にもこの方向の研究が活発化して

きており、最終年度にこの研究テーマを追加

した。 
 
２．研究の目的 
Ａ）AAVベクターを用いた癌遺伝子治療法の



 3 

開発： 
1）バキュロウイルスを利用した AAV ベクタ
ー作製法の改良：バキュロウイルスと昆虫細

胞を利用して、AAVベクターを効率よく大量
作製するシステムの確立を目指す。さらに、

空ベクターを除去する方法を開発する。 
2）AAV ベクターの改変に関する基礎検討：
AAVの VP1は phospholipase A2（PLA2）様の
酵素活性を持ち、ウイルス粒子が細胞に感染

し核に移行するまでのステップで機能してい

ると考えられる。そこで、AAVベクター粒子
の VP1含量を増加させるため、5型 AAVベク
ターの VP1の一部を 2型に置き換えたキメラ
ベクターを作製する。また、PLA 活性がより
高いブタパルボウイルスの VP1相当部位と置
換する検討を行う。AAVベクターの核内移行
を促進させるため、SV40 の核移行シグナル
（NLS）、もしくは細胞外シグナル制御キナー
ゼ（ERK）のリン酸化依存性 NLS配列を VP1
に組み込んで解析する。 
3）AAV ベクターを用いた遺伝子導入法／遺
伝子発現制御法に関する基礎検討：骨格筋、

肝臓、脂肪、腹膜などの標的組織に対する遺

伝子導入法を確立し、治療法開発に役立てる。

また、AAVベクターで導入した遺伝子の発現
を増強するため、ヒストン脱アセチル化酵素

阻害剤の作用を検討する。 
4）AAV ベクターを用いた癌に対する遺伝子
治療ストラテジーの検討：AAVベクターは抗
腫瘍血管療法への応用に適している。血行

性・リンパ行性転移及び腹膜播種など、従来

の治療法では治療困難な病態に対する遺伝

子治療法の開発を目指し、動物モデルを用い

た基礎研究を行う。 
B）癌に対する新しい遺伝子治療ストラテジ
ーの探索：難治性 B細胞性非ホジキンリンパ
腫の新たな治療戦略として、CD19 を認識す
るキメラ抗原受容体を発現させた T細胞を増
幅させて輸注する強化養子免疫遺伝子療法

の開発研究を行う。 
 
３．研究の方法 
Ａ）AAVベクターを用いた癌遺伝子治療法の
開発： 
1）バキュロウイルスを利用した AAVベクタ
ー作製法の改良： p5 プロモーター配列を
AAV ベクターゲノムの各エレメントの間に

挿入したものを作製し、AAVベクター産生量
を検討した。また、Rep78 と Rep52 以外に
Rep68、Rep40 を用いた場合、及び Rep78、
Rep68、Rep52、Rep40すべてを発現させた場
合の AAV ベクター産生量を解析した。空ベ
クター除去法については、イオン強度の低い

種々のバッファーと高分解能の陰イオン交

換カラムを用いて検討した。 
2）AAVベクターの改変に関する基礎検討：5
型 VP1 の N 末端から徐々に 2 型の対応する
配列に置換し、ベクター産生効率を解析した。

同様に、2型 VP1を徐々にブタパルボウイル
スの相当部分に置換し解析した。VP1のドメ
インで比較的自由度の高い部分に SV40 もし
くは ERKのNLSを組み込んだAAVベクター
を作製し、野生型ベクターと比較した。 
3）AAV ベクターを用いた遺伝子導入法／遺
伝子発現制御法に関する基礎検討：各血清型

の AAVベクター作製システムを準備し、各々
の標的組織特異性を解析すると共に、導入遺

伝子の充分な発現が得られる条件を確立し

た。また、ヒトへのベクター投与に際しては

キャプシドに対する中和抗体の評価が重要

であることから、測定系を確立・改良し、サ

ルにおける陽性率を検討した。導入遺伝子の

発現増強を目的とした実験では、ヒストン脱

アセチル化酵素阻害剤 FK228を用い、その効
果と作用機序を腫瘍細胞の系で検討した。 
4）AAV ベクターを用いた癌に対する遺伝子
治療ストラテジーの検討：血行性・リンパ行

性転移に対する治療法開発として骨格筋へ

の遺伝子導入に基づく治療法の有用性を、卵

巣癌播種への対策として腹膜への遺伝子導

入法につき検討した。 
B）癌に対する新しい遺伝子治療ストラテジ
ーの探索： 
1）健常人末梢血 T 細胞へのキメラ抗原受容
体遺伝子の導入：末梢血 T 細胞を抗 CD3 抗
体およびレトロネクチンで活性化し、CD19
に対するキメラ抗原受容体（抗 CD19抗体、
CD28、T細胞受容体 CD3zから構成される）
遺伝子をレトロウイルスベクターにより導

入した。 
2）遺伝子改変 T 細胞の選択的な増幅：遺伝
子改変T細胞を抗原特異的に ex vivoで増幅さ
せるため、CD19 を強制発現させたマウス線
維芽細胞（NIH3T3）と共培養を行った。 
3）遺伝子改変 T細胞の抗腫瘍効果(in vitro)：
遺伝子改変 T 細胞の細胞障害活性は、CD19
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陽性バーキットリンパ腫細胞（Raji、Daudi）
を標的として解析した。 
 
４．研究成果 

Ａ）AAVベクターを用いた癌遺伝子治療法の
開発： 
1）バキュロウイルスを利用した AAVベクタ
ー作製法の改良：p5 プロモーター配列を
CMV プロモーターの上流または下流に正方
向で挿入した時に、AAVベクター産生量が２
倍程度増加した。Rep の組み合わせの検討で
は、バキュロウイルスを用いた作製法では

Rep78と Rep52の組み合わせが一番良かった。
空ベクターの除去に関する研究では、硫酸テ

トラメチルアンモニウムを溶質液として組

み合わせることにより、AAVベクターと空ベ
クターを分離できる条件を見出した。メンブ

ラン法により空ベクターを分離除去できる

簡易法についても開発することができた。 
2）AAVベクターの改変に関する基礎検討：2
型の VP1に置き換えた 5型キメラ AAVベク
ターでは、キャプシドでの VP1の含量が有意
に増加した。また、キメラ AAVベクターは 5
型 AAV ベクターと同程度産生された。ブタ
パルボウイルスに置換した 2 型キメラ AAV
ベクターは、2型 AAVベクターと同程度産さ
れたが、293 細胞に感染させると導入遺伝子
は発現しなかった。一方、2 型 AAV の VP1
に SV40のNLSを組み込んだものではキャプ
シドが形成されなかった。ERK の NLS を組
み込んだものでは、AAVベクターは形成され
るものの、導入遺伝子の発現は野生型 AAV
ベクターと変わらなかった。 
3）AAV ベクターを用いた遺伝子導入法／遺
伝子発現制御法に関する基礎検討：骨格筋、

肝臓、脂肪、腹膜のそれぞれに対して最適な

血清型が明らかとなった。また、血管内への

ベクター投与においては、中和抗体が検出可

能なレベルにあれば導入遺伝子の発現は認

められないことが明らかとなり、ヒトにおい

てもこの見地から対象を選定する必要性が

示唆された。AAVベクターで導入した遺伝子
の発現を増強させる方法では、ヒストン脱ア

セチル化酵素阻害剤 FK228 の併用効果が認
められた。 
4）AAV ベクターを用いた癌に対する遺伝子
治療ストラテジーの検討：HGF-NK4, PTEN
を発現させることで抗腫瘍効果が得られる

ことを見出した。また、血行性転移に対して

は IL-10や sFlt-1を搭載したAAVベクターを
筋肉内投与することで、担癌モデルマウスに

おける治療効果を示すことができた。リンパ

行性転移に関しては、VEGF-C 阻害活性のあ
る sFlt-4を搭載したAAVベクターを筋肉内投
与することで治療効果を認めた。 
B）癌に対する新しい遺伝子治療ストラテジ
ーの探索：キメラ抗原受容体発現 T細胞を用
いた悪性Bリンパ腫に対する養子免疫遺伝子
療法の開発のための基礎検討を行った。CD19
を標的とした遺伝子改変T細胞を選択的に ex 
vivo で増幅させるため、CD19 発現 NIH3T3
細胞による抗原刺激を行ったところ、遺伝子

改変 T細胞は３週間の培養で約 1,000倍まで
増幅した。この遺伝子改変 T 細胞は、CD19
陽性の Rajiや Daudi細胞を効率よく試験管内
で殺傷した。 
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