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研究成果の概要（和文）：ヘルパーウイルス依存型アデノウイルスベクター(HD-AdV)は、発現効率がE1置換型ベクター
よりも劣っていた。本研究では、有用性の高いstufferの同定と目的遺伝子発現効率を上昇するウイルスDNA領域の同定
に成功した。この領域は特定の蛋白質をコードせず、エンハンサー活性も持たないことを明らかにした。
また、ゲノムから切り出した細胞特異的プロモーターを組み合わせた「細胞特異的発現HD-AdV」として、THプロモータ
ーからCreを発現するスイッチユニットとCre依存的にGFPを発現する「標的ユニット」を併せ持つベクターの構築に成
功し、ドーパミン神経細胞特異的にGFPが発現することを確認した。

研究成果の概要（英文）：The helper-dependent adenovirus vector (HD-AdV) is attractive tool for gene therap
y, specially, genetic disease, because of its low-inflammation. However, it was reported that the purpose 
gene expression efficiency is lower than E1-substituted AdV. In this study, we determined the useful stuff
er region and  demonstrated an only 0.3kb DNA region near the rightend of the virus genome played an impor
tant role for efficient gene expression. And we showed that this region did not code any protein and enhan
cer.
We also developed a construction method of "cell/tissue-specific HD-AdV", which contains a switch unit car
rying Cre gene expressed by cell/tissue-specific promoter and a target unit bearing purpose gene expressio
n unit regulated by Cre. We chose the TH promoter for the cell/tissue-specific promoter and GFP for purpos
e gene. Finally, we succeeded in the construction and detected the dopamine neuron specific expression by 
this vector.
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１．研究開始当初の背景 
 ヘルパーウイルス依存型アデノウイルス
ベクター（HD-AdV）は、ベクターに対する
免疫原性の少ない長期発現型ベクターとし
て、遺伝病に対する遺伝子治療などへの有用
性が期待されているが、未だいくつかの問題
を抱えていた。1つには、AdVと比べ発現効
率 が 低 い 点 で あ る (Parks, R.J. et 
al.,J.Virol.,73,1999)。この問題を解決するた
め、ベクターゲノムサイズを調整するスタッ
ファー領域の解析が行われており、ヒポキサ
ン チ ン ・ グ ア ニ ン phosphoribosyl 
transferase (HPRT)遺伝子のイントロンが
用いられているが、依然として十分な解決に
はなっていない。また Park らは、ベクター
ゲノムの一部を残存することで発現量は 6倍
上昇したが、おそらくそのゲノムから発現す
るベクター由来のタンパク質により in vivo
での発現持続期間が短縮してしまい、発現量
を上昇しながら目的遺伝子のみを発現する
ベクターの開発は困難であることを報告し
ていた。 
 本研究では HD-AdV の発現効率を上昇す
るために、スタッファー領域の更なる同定を
行うこととした。またもう 1つのアプローチ
として、ベクターゲノム領域を残存したこと
による発現上昇に着目し、その領域を特定し、
ベクター由来のタンパク質の発現を抑制す
ることにより発現上昇と発現持続を試みる
こととした。これらの改良により HD-AdV
の発現効率を上昇し、細胞特異的プロモータ
ーをゲノムから大きくクローニングするこ
とにより、生体内での実際に起きている制御
機構により忠実な目的遺伝子の発現及び制
御機構の解析等への応用も可能な「細胞特異
的HD-AdV」作製が可能になると考えた。 
 
２．研究の目的 
 HD-AdVは、ベクターに対する免疫原性の
少ない長期発現型ベクターとして、遺伝病に
対する遺伝子治療などへの有用性が期待さ
れているものの、発現効率が E1 置換型ベク
ターよりも劣っていることも報告されてお
り、この問題を解決することは HD-AdV の
遺伝子治療における応用範囲を格段に上昇
するだけでなく、例えばゲノムから大きく切
り出した細胞特異的プロモーター領域の応
用も可能になり、生体内で起こっていること
をより忠実に再現することも可能になると
考えられることから発生研究などにも有用
性が高い。本研究は HD-AdV のサイズを調
整するために挿入するスタッファーを最適
化すること、HD-AdV化において欠失したベ
クターゲノム上に存在することが示唆され
ている目的遺伝子の発現効率に寄与してい
る領域を同定し最適化することにより発現
効率を格段に上昇する有用性の高い
HD-AdV システムを構築するとともに、
HD-AdV とゲノム領域から切り出した細胞
特異的プロモーターを組み合わせた細胞特

異的発現ベクターの作製と評価を行う。 
 
３．研究の方法 
(1) スタッファー領域の検索  

HPRT 近傍を
有する BAC
クローンから

5’-non coding及び 3’-non codingの 11〜
15kbの DNAを HD-AdV生成確認マーカー
として GFPの発現単位を挿入した HD-AdV
作製用コスミドカセットに挿入した。同時に
既に報告されている HPRT のイントロン領
域と従来用いられていた Lambda ファージ
のフラグメントを挿入した HD-AdV 作製用
コスミドも構築した。ヘルパーウイルスとし
てはウイルスのパッケージングシグナルを
FLPの標的配列であるFRTで挟んだもの（既
に作製済み）を用いた。 
 作製した HD-AdV 作製用コスミドとヘル
パーウイルスをヒト型・温度安定型 FLP 
(hFLPe)発現 293細胞に同時に導入し、得ら
れたベクターシードを 3 回 hFLPe 発現 293
細胞でヘルパーウイルスを加えながら継代
した。HD-AdV生成マーカーとして挿入した
GFP の発現強度を用いたスタッファー間で
比較検討し、最も GFP 発現強度の高いスタ
ッファーを同定した。 
 
(2) 目的遺伝子発現上昇に寄与するウイルス
ゲノム領域の同定 
 既報ではベクターゲノムの右側 6kb に発
現上昇に寄与するゲノム領域があると報告
されていた。その領域にはアデノウイルスが
細胞表面に吸着するためのファイバーのコ
ード領域である L5 やウイルスの初期タンパ
ク質の 1つでありウイルス感染後の細胞周期
の進行やアポトーシスへの拮抗、大量のウイ
ルスタンパク質の生成促進など多岐にわた
り関与することが知られている E4 タンパク
発現領域がある。そこで、どの領域が目的遺
伝子発現上昇に寄与するかを検討するため、
既報の 6kb、L5領域のみ、E4領域のみを発
現するDNAを挿入したGFP発現プラスミド
を作製した。また、これらの領域を更に短絡
したプラスミドも構築した。これらのプラス
ミドを細胞に導入し、GFP遺伝子の発現強度
を解析した。 
  
(3) HD-AdVによる細胞特異的発現制御ベク
ターシステムの構築 
 当初の計画では 2kbと 5kbのα-フェトプ
ロテインプロモーターを応用する予定であ
ったが、より大きな 10kb の Tyrosine 
hydroxylase(TH)プロモーターを入手したた
め、THプロモーターから Creを発現するス
イッチユニットと Cre 依存的に目的遺伝子
（ここではマーカー遺伝子、GFP）を発現す
る標的ユニットを持ち、本研究で同定した最
適なスタッファー領域を加えて約 30kb に設
計した HD-AdV を作製した。得られた「細



胞特異的」をドーパミン神経細胞に導入し
GFPの発現を確認した。 
 
４．研究成果 
(1) スタッファー領域の検索  
 本研究では、HD-AdV の発現効率を上昇する
ためのスタッファー領域の検討を行った。そ
の結果、従来応用されていた Lambda ファー
ジ由来の stuffer や HPRT 由来の stuffer 
(0212)よりも 3倍 GFP 遺伝子の発現を上昇す
る新規 stuffer 領域(B)を同定することに成
功した。現在論文作成中であるが、現在の
HD-AdV ではこの領域から任意の大きさの
stuffer を調製し、HD-AdV のサイズを最適化
している。 

 
(2) 目的遺伝子発現上昇に寄与するウイルス
ゲノム領域の同定 
 Parks らが報告したウイルスゲノム右側
6kb を分割し、L5 領域のみ、E4 領域のみでの
解析を行った。その結果、L5 領域側に発現を
上昇する領域が見いだされた。興味深いこと
に E4 領域の右側を挿入した場合には目的遺
伝子として用いたGFPの発現が低下していた。
発現上昇が認められた L5 領域を更に細かく
分割した結果、最終的に約 300bp の領域を挿
入した場合に GFPの発現が約 2倍上昇してい
た。この領域からは蛋白質の発現は認められ
なかった。またエンハンサートラップを行っ
たが明確なエンハンサー活性は認められな
かった。そこで、HD-AdV にこの領域を挿入し
たところ、僅かではあったが HD-AdV におけ
る目的遺伝子の発現効率が上昇している可
能性が示唆
された。現
在機能につ
いて解析を
行っており、
有用性が確
認された場
合には特許
申請を行う
予定である。 
 
(3) HD-AdVによる細胞特異的発現制御ベク
ターシステムの構築 
 ゲノムから切り出してきた細胞特異的プ
ロモーターからCreを発現するスイッチユニ
ットとCre依存的に目的遺伝子を発現する標
的ユニットを併せ持つ「細胞特異的 HD-AdV」
の作製を試みた。 
 E1 置換型ベクターでの「細胞特異的切り出

し発現型 AdV」作製の経験から、ベクター複
製に伴い
ベクター
産生細胞
で あ る
293 細胞
で非特異
的に発現
してしま
う Cre に
より標的

ユニットが切り出されたベクターが主流に
なる可能性を考えていたが、HD-AdV の複製効
率は E1 置換型と比べて低いため、標的ユニ
ットが切り出された HD-AdV の量は比較的少
ないことが明らかになった。そこで、ヘルパ
ーウイルスの感染量を最適化したところ、目
的とする「細胞特異的 HD-AdV」のみを増殖す
ることに成功した。 
 この「細胞特異的 HD-AdV」に使用するプロ
モーターとして、当初はα-フェトプロテイ
ンプロモーターを想定していたが、最大でも
E1置換型で作製可能な大きさである5kbであ
った。そこで、HD-AdV の特性を活かすため、
10kb の TH プロモーターを入手しベクター作
製を行った。作製した HD-ADV はドーパミン
神経細胞で特異的な発現が確認され、有用性
が実証された。 
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