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研究成果の概要（和文）：AAVベクターに対する中和抗体測定法に改良を加え、検出感度を大幅
に改善させた。特に８型、９型では細胞あたり1000ゲノムコピーで感染が成立しており、世界
的に広く用いられている方法に比べて一桁少ない量で検討が可能であった。本法で陰性と判定し
たサル９頭に対して８型ベクターを静脈内投与したところ、全例で凝固第Ⅸ因子の発現を認め、
本測定法の有用性が示唆された。 
	
 
研究成果の概要（英文）：Significant improvement in neutralizing antibody assay against AAV vectors 
was achieved. In the cases of AAV8 and 9, the cells were successfully transduced at 1000 genome 
copies per cell, which is ten times lower than that reported earlier. Moreover, all of the 9 monkeys 
screened by this method showed transgene expression after IV injection of AAV8 vectors, suggesting 
the utility of this assay. 	
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研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：内科系臨床医学・血液内科学 
キーワード：遺伝子、ウイルス、バイオテクノロジー、免疫学、遺伝子治療 
 
１．研究開始当初の背景 
	
 AAV ベクターは有用性が高く、特に８
型由来のベクターは静脈内投与によって
肝臓への遺伝子導入が可能である特徴が
ある。このため臨床応用に向けた取り組み
が進められている。治療に際して中和抗体
が存在すれば血中への投与による効果は
著しく減弱することから、測定は重要であ
る。しかしながら８型などの血清型由来の
ベクターが効率よく感染する細胞は知ら
れておらず、その結果検出感度が不充分で
あることが問題とされていた。この点を改

良するため本研究を企画した。 
 
２．研究の目的 
	
 ８型などの血清型由来のベクターが効率
よく感染する細胞を見出すことで中和抗体
検出法の感度を向上させ、より低力価のサン
プルに対しても検出を可能にすることを目
指す。 
 
３．研究の方法 
	
 様々な細胞を入手して８型などの血清型
由来のベクターを感染させた。更には様々な

機関番号：32202	
 

研究種目：基盤研究(C)	
 

研究期間：2009～2011	
 

課題番号：21591248	
 

研究課題名（和文）アデノ随伴ウイルスベクターに対する中和抗体測定法の改良と血友病遺伝	
 	
 	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 子治療への展開	
 	
 

研究課題名（英文）Improvement	
 of	
 neutralizing	
 antibody	
 assay	
 against	
 AAV	
 vectors	
 and	
 	
 

	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 	
 application	
 to	
 hemophilia	
 gene	
 therapy	
 

研究代表者	
 

水上浩明（MIZUKAMI	
 HIROAKI）	
 

自治医科大学・医学部・准教授	
 

研究者番号：20311938	
 

 



物質を培養液中に添加して、感染の増強効
果を検討し、関係する条件を最適化した。
その結果得られた条件を元にして測定系
を確立した。 
	
 
４．研究成果	
 
	
 AAVベクターキャプシドに対する中和抗
体の検出法の感度を向上させるためには少
ないベクター量で感染を成立させることが
有益と考えられることから、感染の増強法
につき検討した。その結果、感染に際して
様々な糖類を培地に添加させることで感染
効率の増強が認められることを見出した。
また、用いるレポーター遺伝子と検出系の
感度を最大にするべく、ルシフェラーゼ遺
伝子などに関して検討を行ったところ、β-
ガラクトシダーゼをONPGアッセイで検出
する系が最も鋭敏であり、しかも結果の安
定性及び再現性に優れていることが判明し
た。以上により、中和抗体検出系に関して
はおおむね最適化が終了し、これまでの報
告を大きく凌駕する感度の検査法を確立し
たと考えられた。過去の検査法で陰性と考
えられた血清に関しても改良法で陽性とな
る例が散見されることから、本検査法は低
力価陽性の個体を見出す上で有用と考えら
れる。爾後は実際の血清サンプルを対象に
した測定を行った。医薬基盤研・霊長類研
究センターにおけるカニクイザル血清試料
を用いて測定した結果、大部分(76.8%及び
69.5%)のサルが８及び９型に対して中和抗
体陽性であった。このため、AAVベクター
の血管内投与に基づく前臨床研究に際して
は、用いるサルの選別が重要と考えられる
。今後はヒトにおける中和抗体陽性率に関
して、健常人並びに血友病などの患者を対
象として陽性率の検討を行う予定である。 
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