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研究成果の概要（和文）：我々が考案した，いかなる遺伝子変異に対しても変異アレル特異的に

発現抑制が可能な新しい RNAi 法を，アデノ随伴ウイルスベクターを用い in vivo 投与すること

で目的の組織で変異型蛋白の発現を抑制しつつ野生型蛋白の発現を補うことに成功し，本方法

が遺伝子治療の手法として実用的であることを証明した。 

 
研究成果の概要（英文）：We previously proposed a strategy for selective suppression of 
mutant allele. We succeeded in mutant gene suppression in the target organ of mice, using 
in vivo administered adeno-associated viral vectors. Our method may prove useful for 
siRNA-based gene therapy for inherited diseases. 
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１．研究開始当初の背景 
強力な遺伝子発現抑制方法である RNA 干渉
(RNAi)を用いた遺伝子治療は，常染色体優性
遺伝性疾患において，根本的な治療法となる
可能性がある。しかし，ここで野生型遺伝子
の発現も抑制してしまえば逆に新たな症状
を引き起こす可能性があるため，野生型アレ
ルには影響せず変異型アレルのみを抑制す

ることが望ましい。その方法として我々はこ
れまでに，いかなる遺伝子変異に対しても変
異アレル特異的に発現抑制が可能な新しい
RNAi 法を考案し，in vivo においても有効で
あることを示すことに成功した。 
２．研究の目的 
本 RNAi 法の臨床応用を現実のものにするた
めに，遺伝子治療の手法として実用的かつ有
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用であることを証明する。この目的に際し，
１つのベクター上に siRNAと siRNA が切断で
きないようデザインした野生型 cDNA をタン
デムに配置した共導入カセットを作製，それ
をさらにウイルスベクター化しALSモデルマ
ウスへの in vivo デリバリーを試み，目的の
組織で変異型蛋白の発現を抑制しつつ野生
型蛋白の発現が補われ有効に機能するかを
検証する。 
３．研究の方法 
1) siRNAが効かない野生型SOD1発現ベクター
の作製 
 マウス SOD1 の中で siRNA の標的部位とな
る塩基配列を，そのコドンよりコードされる
アミノ酸は変えないように，変換できる塩基
をすべて置換し，siRNA 抵抗性マウス野生型
SOD1 発現ベクターを作製する。 
2) siRNAとsiRNA抵抗性野生型SOD1を共導入
するためのベクターの構築 
 １つのベクター上にそれぞれ独自のプロ
モーター下にある抗 SOD1 siRNA と siRNA 抵
抗性マウス野生型 SOD1 cDNA をタンデムに配
置させた発現カセットを作製する。 
3) siRNA・siRNA抵抗性マウス野生型SOD1共
導入アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの作
製 
 培養細胞系で有効性を確認した siRNA・
siRNA 抵抗性マウス野生型 SOD1 共導入カセ
ットを AAV ベクター化する。共導入カセット
を挿入したAAVベクタープラスミドをAAVヘ
ルパープラスミド，アデノウイルスヘルパー
プラスミドと共に293細胞にトランスフェク
ションにより一括導入して siRNA・siRNA 抵
抗性マウス野生型 SOD1 共導入 AAV ベクター
を作製する。 
4) AAVベクターのALSモデルマウスへの投与 
 作製した AAVベクターを ALSのモデルマウ
スである G93Aヒト変異 SOD1 トランスジェニ
ックマウスに投与する。尾静脈より経静脈的
に投与し、投与 3週間後に犠死,肝臓から蛋
白を抽出し，SOD1 に対する抗体を用いウエス
タンブロッティングを施行する。この際，ウ
エスタンブロッティング上でヒト SOD1 タン
パクと内因性のマウス SOD1 タンパクとは移
動度の違いで区別できる。 
４．研究成果 
1) siRNA・siRNA抵抗性マウス野生型SOD1共
導入アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの作
製 
 作製したAAVベクターを培養細胞にトラン
スダクションし，siRNA によって抑制された
内因性 SOD1 の発現が siRNA 抵抗性野生型
SOD1 により補われていることを定量的
RT-PCR 及びウエスタンブロッティングによ
り確認した。 
2) siRNA・siRNA抵抗性マウス野生型SOD1共導
AAVベクターのALSモデルマウスへの投与 

 作製したAAVベクターが培養細胞系で機能
していることをin vitroで確認した後、ALS
のモデルマウスであるG93Aヒト変異SOD1トラ
ンスジェニックマウスに尾静脈より経静脈的
に全身性に投与した。投与から３週間後に解
剖を施行し、摘出した肝臓から蛋白を抽出、
抽出した蛋白を用いたウエスタンブロッティ
ングでヒト変異SOD1タンパクの発現を抑制し
たままマウス野生型SODタンパクを補えてい
ることを確認した（図）。 
 本方法の in vivo デリバリーが可能である
ことを示し、遺伝子治療の手法として実用的
かつ有用であることを証明した。 
 
 

図 
siRNA・siRNA 抵抗性マウス野生型 SOD1 共導
AAV ベクターの投与により，ヒト変異 SOD1 の
発現は著明に抑制したまま，野生型マウス
SOD1 蛋白の発現を補うことに成功した。 
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