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研究成果の概要（和文）：脳神経疾患に対する新規治療蛋白質補充療法の開発に向け、アデノ随伴ウイルス(AAV)ベク
ターやその産生細胞を用いた脳組織への新規薬物送達システム基盤技術開発を推進した。従来のベクター精製における
密度勾配超遠心操作はGMP生産やSOP管理の観点で不利であったが、イオン交換やゲル濾過クロマトグラフィーを応用し
、超遠心操作の省略に成功した。純度の高いベクターを応用することで、脳組織への遺伝子導入や脳神経疾患の治療実
験において、安全に効果的な遺伝子導入が可能であった。また、ベクター産生型腫瘍標的細胞の開発に向け、体性幹細
胞へのベクターコンポーネント導入条件を確認した。

研究成果の概要（英文）：To realize novel protein supplementation therapy for neuronal diseases, we 
developed an efficient AAV vector production system and vector-producing tumor-targeting cells. By using 
effective ion-exchange adsorbers, improved GMP production protocol for highly purified vector particles 
was developed. In addition to the dual ion-exchange procedures, gel filtration chromatography realized 
ultracentrifugation-free vector purification. As an application for the AAV-mediated protein 
supplementation therapy, successful transduction of the various disease models was demonstrated. 
Furthermore, vector-producing tumor-directed stem cells were developed to amplify therapeutic genes.

研究分野：脳神経外科学
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１．研究開始当初の背景 
 悪性神経膠腫、難治性てんかん、および脳
血管障害などの脳神経疾患に対する治療成
績をさらに改善させるため、脳組織に治療蛋
白質を効果的に送達し持続的に作用させる
新規治療タンパク質補充療法の開発が急務
である。このため、アデノ随伴ウイルス(AAV)
やその産生細胞を用いた、安全で持続的なタ
ンパク質補充療法の有効性が期待される。 
 近年、長期間遺伝子発現が持続し炎症反応
も低いアデノ随伴ウイルス(AAV) ベクター
が注目されているが、ベクター調製技術や遺
伝子導入法の改良が必要である。申請者は従
来、ガス交換システムを用いた大規模培養系
を開発し、従来の作業効率を大きく改善した
（Okada T. et al., Hum. Gene Ther., 16: 
1212-1218, 2005）。また、強イオン交換膜を
利用した精製法（特願 2005-314476）、および
ヒストン脱アセチル化酵素阻害剤HDACiによ
る発現増強法（Okada T. et al., Mol. Ther. 
13: 738-746, 2006；特願 2005-505834、
PCT/JP2004/005166）を開発した。さらに、
新規強イオン交換膜を利用し、ベクター中に
含まれる中空粒子の除去効率を格段に高め、
極めて純度の高いベクターを調製する技術
を開発し（Okada T. et al., Hum. Gene 
Ther.2009）、研究室における標準的なベクタ
ー作製システムとして実用化を達成した。得
られた高純度ベクターを用いてIL-10発現ベ
クターによる炎症制御治療実験を行なった
結果、脳卒中モデルであるSHR-SPラットや、
肺高血圧症ラットにおいて、著明な治療効果
が得られた (Nomoto T. et al., Gene Ther, 
16:383-91, 2009、Ito T. et al., Circ Res, 
101: 734-741 2007 ほか)。 
 また、腫瘍を標的に治療遺伝子やベクター
を運ぶ細胞として、腫瘍や炎症組織への集積
性を有する間葉系幹細胞(Mesenchymal stem 
cell あるいは Multipotent mesenchymal 
stromal cell：MSC)が有用と考えられる。MSC
は HLAが一致しなくても使用可能で倫理的な
障壁が低く、移植時の副作用である移植片対
宿主病（Graft versus host disease：GVHD）
など炎症反応に対する臨床試験が実施され
ている（Le Blanc, et al., The Lancet; 2004; 
363, 9419）。ところが、遺伝子修飾 MSC は
不安定であり、長期間本来の性質を維持する
ことや、生体内で長期間治療蛋白質を発現さ
せることは困難である。そこで、ベクター産
生型 MSC を構築し、これを腫瘍に集積させた
後にベクターを産生させ、腫瘍細胞自身に長
期安定に治療蛋白質を産生させるシステム
を考案した(特許成立 2013)。実際に、このベ
クター産生細胞を用いて動物モデルの腫瘍
組織内における遺伝子増幅と治療効果の増
強作用を証明した（Okada T. et al., Front 
Biosci 13: 1887-1891, 2008、Uchibori R. et 
al., J Gene Med 11: 373-81, 2009）。 

 
２．研究の目的 
 今後国内で増加が見込まれるAAVを利用し
た臨床試験に対応するため、さらに効率を改
善した作製システムや、Good manufacturing 
practice(GMP)準拠品質のベクター調製系の
開発が急務である。新規治療タンパク質送達
システムの基盤技術として、高純度ベクター
作製システムの開発、およびベクター産生型
幹細胞の移植による治療遺伝子増幅システ
ムの開発を引き続き推進した。 
  脳神経疾患に対する新規治療法の開発に
向け、優れた遺伝子発現システムの開発が期
待されている。AAV ベクターは非病原性 AAV
に由来し、頭蓋内での炎症も起こしにくく、
我々はその有効性と安全性を検証してきた。
臨床試験に向け、大規模のベクターを高い精
製効率で調製する技術の開発が急務である。
本研究では、効率よく高純度の AAV ベクター
を調整する手法を開発することを目的とし
た。また、腫瘍や炎症組織への集積性を有す
る間葉系幹細胞に着目し、生体の標的組織内
でベクターを産生させ、これを利用し長期安
定に治療蛋白質を産生させるシステムの有
効性を検証した。 
 
３．研究の方法 
（1）高規格 AAV ベクター製造法の開発： 
 大規模製造に適したプロトコルを検証し
効率化を推進した。293EB 細胞への導入効率
の改善と SOP 作業手順の安定を目的として、
linear PEI を用いたベクター産生至適条件
を検討した。また、SOP の支障となる塩化セ
シウム超遠心を省略した高規格精製に向け、
陰陽イオン交換およびゲル濾過クロマトグ
ラフィーを組み合わせ、精製効果を検証した。 
（2）脳神経疾患における新規遺伝子導入法
とタンパク質補充療法： 
 脳組織への外来遺伝子導入法として、マイ
クロバブル併用超音波照射を応用し、関心領
域あるいは広範囲脳組織への導入条件を検
証した。マーモセット静脈内にエバンスブル
ー色素とマイクロバブルをボーラス投与し、
同時に2W、1MHzの超音波を2ないし10分間、
頭皮上から内側側頭葉や頭頂葉を標的とし
て照射した。還流固定後、各々の組織中の色
素量をホルムアミド抽出にて吸光度で評価
した。 
（3）ベクター産生型標的細胞による in situ
遺伝子治療： 
 MSC や歯髄由来幹細胞について拡大培養を
行い、脳神経疾患への応用を念頭に調製条件
の検討と移植試験を行った。炎症を伴う脳血
管障害の疾患モデルとして、MCA 閉塞 SDラッ
トを作成し、TTC 染色にて梗塞体積の評価を
行った。また、MSC や歯髄由来幹細胞を応用
したベクター産生型細胞を構築するための
条件検討を行った。ルシフェラーゼ発現ベク
ターのコンポーネントを MSC に導入し、培養



細胞の系でベクター産生および遺伝子発現
量を評価した。ベクターのコンポーネントの
比率、高い産生量を維持する至適条件を検討
した。 
 
４．研究成果 
［現在までの達成度］ 
（1）高規格 AAV ベクター製造法の開発： 
 従来の精製法における密度勾配超遠心操
作はGMP生産において不利な操作段階であっ
たが、イオン交換やゲル濾過クロマトグラフ
ィーを応用し、密度勾配超遠心操作を省略可
能なウイルス精製プロトコルの作成と再現
に成功した。低濃度の Mes-HEPES バッファー
にて AAV1 をイオン交換膜に吸着させると、
ゲル濾過処理標本の SDS-PAGE 法での純度は
90%以上であり、電子顕微鏡による粒子観察
においても中空粒子の混入は 10%以下であっ
た(Tomono T. et al., ASGCT, 2015)。 
（2）脳神経疾患における新規遺伝子導入法
とタンパク質補充療法： 
 高純度ベクターを用いて脳組織への遺伝
子導入試験を行い、良好な遺伝子発現が確認
された。この結果、1,8 および 9 型 AAV ベク
ターが霊長類脳組織の神経細胞への遺伝子
導入に有用であることが確認された
(Masamizu Y. et al., Neuro Report, 2010; 
Masamizu Y. et al., Neuroscience, 2011 ほ
か)。従来のげっ歯類を用いた研究報告では
アストロサイトへの導入には9型が有利であ
ったが、霊長類ではアストロサイトへの導入
が認められなかった。さらに興味深いことに、
9 型 AAV ベクターが脳梁軸索への遺伝子導入
に効果的であることが明らかとなった
(Okada H. et al., Molecular Therapy - 
Nucleic Acids, 2013)。また、脳組織への新
規遺伝子送達方法としてマイクロバブル併
用超音波照射の効果をマーモセットで検証
した。超音波を照射した内側側頭葉において
エバンスブルーの血管外漏出が確認され、2W、
1MHzの2分間照射にて十分なBBB透過性亢進
効果が得られると考えられた(Okada H. et 
al., ASGCT, 2015)。げっ歯類の網膜細胞に
おいてもチロシン変異 AAV2 による効果的
な遺伝子導入を確認し、網膜虚血モデルに
おいて BDNF 発現による神経保護効果を証
明した（五十嵐ほか, 日本網膜硝子体学会, 
2014）。 
（3）ベクター産生型標的細胞による in situ
遺伝子治療： 
 従来評価を進めてきた MSC に加え、増殖能
力や抗炎症作用が高い歯髄由来幹細胞につ
いても、脳神経疾患への応用の可能性を検討
した。歯髄由来幹細胞は神経堤由来のものも
含まれるため、神経栄養因子の分泌など、脳
神経疾患の治療において有利な細胞プラッ
トフォームと考えられた。ラット一過性脳虚
血モデルにおいて歯髄幹細胞移植を行った
結果、脳梗塞と虚血再灌流障害に対する脳
保護効果が認められた(仁藤ほか, 日本脳

卒中学会, 2015)。またベクター産生型腫瘍
標的細胞に関しても、MSC に加え歯髄由来幹
細胞についても、ベクターコンポーネントの
導入条件が検証できた。 
［今後の研究の推進方策］ 
 今回開発した密度勾配超遠心操作を省略
可能なウイルス精製プロトコルを応用し、よ
り大規模での試験製造を実施することで、
GMP 製造に向けた課題を検証する。また、カ
プシドに親和性の高いアプタマーの網羅的
スクリーニングを行い、アフィニティー精製
に応用可能な担体の開発を進める。純度の高
いベクターを応用することで、脳組織への遺
伝子導入や脳神経疾患の治療実験において、
安全に長期的効果が期待できる。また、MSC
に加え増殖能力や抗炎症作用が高い歯髄由
来幹細胞についても、ベクターコンポーネン
トの導入とベクター産生条件を検証するこ
とで、今後も引き続き癌や炎症性疾患の治療
実験を推進する。 
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14. 正水 芳人、田中 R 康裕、田中 H 康代、
平 理一郎、大久保 文貴、喜多村 和郎、
礒村 宜和、岡田 尚巳、松崎 政紀 運
動課題学習中の一次運動野第 2/3 お
よび第 5a 層での集団および個々の細
胞における神経活動変化. 第 37 回 
日本神経科学会.2014年 9月11日 横
浜 
15. 平理一郎、大久保文貴、正水芳人、大
倉正道、中井淳一、岡田尚巳、松崎政
紀 ２光子カルシウムイメージングを
用いた単一オペラント条件付けにおけ
る自発神経活動の報酬依存的な活動変
化. 第91回日本生理学会大会 2014年
3月 16-18 日 鹿児島 

 
〔総説〕（計 1件） 
伴野太郎、岡田浩典、岡田尚巳：遺伝子導
入用ウイルスベクターの特徴と作成法. 
Phama Medica，33 巻 4号，2015 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計 4件） 
名称：薬剤取り込み増強剤（AAV の細胞内取
り込み増強成分に関する特許） 

発明者：岡田尚巳，千代智子，武田伸一 
権利者：国立精神・神経医療研究センター 
種類：特許 
番号：2012-078035 
出願年月日：2012 年 3月 29 日 
国内外の別：国内 
 
名称：薬剤取り込み増強剤（AAV の細胞内取

り込み増強成分に関する特許） 
発明者：岡田尚巳，千代智子，武田伸一 
権利者：国立精神・神経医療研究センター 
種類：特許 
番号：PCT/JP2013/059470 
出願年月日：2013 年 3月 29 日 
国内外の別：国外 
 
名称：薬剤送達粒子及びその製造方法 
発明者：岡田尚巳、武田伸一、喜納裕美 
権利者：国立精神・神経医療研究センター 
種類：特許 
番号：2011-092252      
出願年月日：2011 年 4月 18 日 
内外の別：国内 
 
名称：薬剤送達粒子及びその製造方法 
発明者：岡田尚巳、武田伸一、喜納裕美 
権利者：国立精神・神経医療研究センター 
種類：特許 
番号：PCT/JP2012/060229      
出願年月日：2012 年 4月 16 日 
国内外の別：国外 
 
○取得状況（計 1件） 
名称：ベクター産生型腫瘍標的細胞 
発明者：岡田尚巳、小澤敬也 
権利者：自治医科大学 
種類：特許 
番号：5283219 
出願年月日：2006 年 4月 20 日 
取得年月日：2013 年 6月 7日 
国内外の別： 国内 
 
〔その他〕 
ホームページ等 
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 研究者番号：00326828 
 
(2)研究分担者 
 喜納 裕美（KINOH, Hiromi） 
 日本医科大学・大学院医学研究科・研究生 
 研究者番号：60532728 
 
 岡田 浩典（OKADA, Hironori） 
 日本医科大学・大学院医学研究科・研究生 
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