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研究成果の概要（和文）：研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が先駆的に開発を進めてきたアデノウイ
ルス(Ad)ベクター改変技術やマイクロRNAによる遺伝子発現制御技術を駆使して、遺伝子治療やワクチン、癌の
診断等に利用可能な革新的な組換えAdの開発とその応用を進めた。具体的には、ゲノム編集を目的としたCas9発
現Adベクター、Adベクターワクチンを全身投与した場合の粘膜面でのCTL誘導のメカニズム解明、末梢循環腫瘍
細胞（CTC）を高感度に検出可能なGFP発現制限増殖型Adの改良を行い、良好な結果を得た。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed several types of novel recombinant adenoviruses 
(Ad) for the treatment, prevention, and diagnosis of diseases. We developed Cas9-expressing 
adenovirus vector for genome editing. We analyzed the mechanism how intramuscular vaccination of an 
adenovirus vector promotes the induction of antigen-specific gut-mucosal CTLs. We also developed a 
novel detection system of circulating tumor cells using a green fluorescence protein-expressing 
conditionally replicating adenovirus. 

研究分野： 分子生物学

キーワード： ウイルス　遺伝子　癌　免疫学　バイオテクノロジー
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
遺伝子導入・遺伝子機能制御技術は遺伝子

治療の成功の鍵を握る必須な要素であると
ともに、新規遺伝子やタンパク質の機能解明、
評価系作製、あるいは iPS 細胞が 4遺伝子の
導入により作製されたように細胞の分化・脱
分化制御手法として、今や生命科学研究全般
の進展や細胞・再生医療、創薬研究になくて
はならない普遍的に重要な基盤技術となっ
ている。こうした目的に広く叶う日本独自の
高性能ベクター開発は国益を考えたうえで
も最重要研究課題の一つである。 
申請者らは、アデノウイル（Ad）ベクター

の長所（既存のベクター中で最も遺伝子導入
効率が高い、高ベクターのベクター調製が可
能等）を活かしつつ、様々なベクター改変を
行うことで、機能面で優れた改良型 Ad ベク
ターを開発してきた。本研究では以下の課題
について、新規 Ad ベクターの開発や応用を
検討した。 
 

(1) CRISPR/Cas9 システムを搭載した Adベク
ターの開発 
CRISPR/Cas9 システムは、標的となるゲノ

ム DNA 配列に相補的な配列を含む guide RNA
（gRNA）と、DNA 切断酵素である Cas9 を共発
現させることで任意のDNA配列を切断可能で
あることから、ゲノム編集ツールとして大き
な注目を集めている。現在、CRISPR/Cas9 シ
ステムの細胞への導入方法としては、プラス
ミドベクターを用いてこれらを発現させる
方法が主流であるが、導入効率が十分でない
こと、導入できる細胞に制限があること、in 
vivoでのゲノム編集が難しいことなど、種々
の問題点を有している。一方で、Ad ベクター
は、広範な細胞種に極めて高効率に遺伝子導
入が可能であることから、遺伝子治療研究な
らびに基礎研究で汎用されている。そこで本
研究では、CRISPR/Cas9 システムを用いた高
効率なゲノム編集に向けてCRISPR/Cas9シス
テム搭載 Ad ベクターの作製を行い、機能評
価を行った。 
 
(2) Adベクターの粘膜免疫誘導型ワクチンベ
クターとしてのメカニズム解明と応用 
Ad ベクター投与により惹起される細胞性

および液性免疫応答は、Adベクターを用いる
際の大きな障壁であるが、この免疫反応を巧
みに利用すれば、ワクチンベクターとして最
適なベクターとなりうる。我々はこれまでに、
Ad ベクターを筋肉内へ投与すると、全身だけ
でなく粘膜面においても搭載抗原特異的な

CD8+ T 細胞を強く誘導可能であることを明ら
かにし、全身及び粘膜の双方において強い免
疫応答を誘導可能であることを明らかにし
た。そこで、Ad ベクターワクチンのさらなる
最適化を目指し、Ad ベクター投与後の粘膜
面での獲得免疫応答誘導メカニズムについ
て、自然免疫活性化の観点から種々の検討
を行った。 
 
(3) 癌診断のための末梢循環腫瘍細胞（CTC）
検出用改良型 Ad の開発と臨床応用 
CTC は全身転移の危険性を高めることや、

CTC が認められた患者の予後が著しく低いこ
となど臨床症状と密接な関係を示すことか
ら、CTC を予後予測因子やサロゲートマーカ
ーとして利用するために、CTC を簡便かつ高
感度に検出可能な手法の開発が期待されて
いる。CTC を検出する手法としては、
Cytokeratin-8 などの癌関連抗原を免疫染色
する方法（CellSearch 法）等が用いられてい
るが、感度や簡便性、正確性、コストの観点
から問題が多い。我々は、癌細胞特異的に増
殖し、GFP を発現する制限増殖型 Ad（テロメ
スキャン）を用いて、CTC を簡便に検出する
方法を開発した（J. Clin. Invest., 2009）。
しかし、従来のテロメスキャンによる CTC の
検出には、CTC が Ad 受容体（CAR）を発現し
ていることが必要であり、浸潤・転移能の高
い癌細胞や増殖能の高い細胞ではCARの発現
が低下しているため、テロメスキャンではこ
れらの対象細胞を検出できないという欠点
がある。そこで本研究では、あらゆる癌細胞
を特異的に精度良く検出可能な改良型テロ
メスキャンの開発とその臨床応用を行った。 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記の様々な改良型 Ad ベク

ターの開発研究や、各種改良型 Ad ベクター
の遺伝子導入特性の解析研究を通して明ら
かとなった基礎的事項を基に、遺伝子治療、
ワクチン、癌の診断や広範な基礎研究への応
用が可能な革新的 Ad ベクターの開発を行っ
た。さらに、ベクター開発者ならではの視点
で、ベクター技術を駆使することで各種疾病
の治療に対する新たな戦略を提示し、応用研
究を進めた。具体的には、(1)汎用性と効率
に優れた新たなゲノム編集技術として注目
されているCRISPR/Cas9システムを搭載した
Ad ベクターの開発、(2)Ad ベクターの粘膜免
疫誘導型ワクチンベクターとしてのメカニ
ズム解明と応用、(3)癌の診断に注目されて
いるCTCを感度良く正確に検出できる新規Ad



（改良型テロメスキャン）の開発とその臨床
応用を進めた。 
 
３．研究の方法 
(1) CRISPR/Cas9 システムを搭載した Adベク
ターの開発 
従来の Ad ベクター作製法では、Cas9 の細

胞毒性のために、Cas9 発現 Ad ベクターの作
製が困難であった。そこで、Tet-Off システ
ムを利用してパッケージング細胞における
Ad ベクター増幅時の Cas9 の発現を抑えるこ
とで、Cas9発現Adベクターの作製を試みた。
また、AAVS1 遺伝子座、もしくはマウス血液
凝固第Ⅸ因子（mFIX）に対する二種類の gRNA
発現 Ad ベクターと、作製した Cas9 発現 Ad
ベクターをヒト、もしくはマウス培養細胞に
共作用させ、そのゲノム編集効率を評価した。 
 
(2) Adベクターの粘膜免疫誘導型ワクチンベ
クターとしてのメカニズム解明と応用 
獲得免疫応答の誘導には自然免疫の活性

化が必須であり、我々はこれまでに、自然免
疫シグナルの一つであるI型インターフェロ
ン(IFN)シグナルがAdベクターワクチン投与
後の腸管粘膜CTL誘導に重要であることを過
去に報告している。そこで、Type I IFN 受容
体ノックアウトマウスを用いて、モデル抗原
として LacZ を発現する Adベクターをマウス
の筋肉内に投与した。腸管粘膜 CTL 誘導能を
検討するとともに、所属リンパ節における各
種免疫細胞の動態を解析するとともに、種々
の自然免疫関連サイトカインの遺伝子発現
を解析した。 
 
(3) 癌診断のための CTC 検出用改良型 Ad の
開発と臨床応用 
ほぼすべてのヒト細胞で発現している

CD46 を介して感染するように、Ad のファイ
バーを、CD46 を感染受容体とする 35型 Ad の
ファイバーに置換した（従来のテロメスキャ
ンは 5型 Ad 由来）。また血液細胞での GFP の
発現を抑制するために、血液細胞で高発現し
ている microRNA である miR-142-3p の標的配
列をE1およびGFP遺伝子の3’非翻訳領域に
挿入した。この改変型 Ad を CAR 陰性癌細胞
およびヒト末梢血単核球（Human Peripheral 
Blood Mononuclear Cell; hPBMC）を含む各
種血液細胞に感染させ、24時間後にフローサ
イトメトリーによりGFP陽性細胞数を測定し
た。また、極少数の癌細胞を一定の割合で
hPBMC に添加し、改良型テロメスキャンによ
ってhPBMC中の癌細胞を検出できるか検討し

た。また、臨床献体（非小細胞肺がん；順天
堂大学医学部、オンコリスバイオファーマ社
との共同研究）を用いた解析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) CRISPR/Cas9 システムを搭載した Adベク
ターの開発 
Tet-Off システムを用いることで、十分な

力価の Cas9 発現 Adベクターの作製に成功し
た。作製した Cas9 発現 Ad ベクターと gRNA
発現 Ad ベクターを培養細胞に共作用させた
ところ、AAVS1 遺伝子座では、標的ゲノム配
列の 20～30％が切断されており、またシーク
エンス解析により、標的ゲノム配列に変異が
導入されていることを確認した。さらに、
mFIX 遺伝子においてもゲノム編集により顕
著にその発現が低下した。以上より、
CRISPR/Cas9 システム搭載 Ad ベクターは、高
効率なゲノム編集に向けて有用なツールと
なりうることが示唆された。 
 
(2) Adベクターの粘膜免疫誘導型ワクチンベ
クターとしてのメカニズム解明と応用 
Ad ベクターのワクチン効果向上を目指し、

Ad ベクター投与後の獲得免疫応答誘導メカ
ニズムについて、自然免疫活性化の観点から
種々の検討を行った。その結果、I 型 IFN シ
グナルが所属リンパ節において 17 型ヘルパ
ーT 細胞(Th17)分化誘導サイトカインの発現
を亢進させ、また炎症性樹状細胞を誘引およ
び活性化することで、抗原特異的な Th17 を
誘導することを示した。また、I 型 IFN シグ
ナルにより腸管粘膜面へと抗原特異的な
Th17 が誘導されることを示した。本研究では、
筋肉内に投与された Ad ベクターワクチンに
よって獲得免疫応答が腸管粘膜面へと誘導
されるメカニズムの解明を行い、I 型 IFN シ
グナルにより誘導されるTh17が腸管粘膜CTL
の誘導に重要であることを世界で初めて明
らかとした。さらに、今回明らかとしたメカ
ニズムを応用することで、Th17 誘導の増強に
より腸管粘膜CTLの誘導を促進可能であると
いう新規アジュバントコンセプトに繋がる
知見を得た。したがって本成果は、より効果
的で安全な Ad ベクターワクチンの開発を前
進させるだけでなく、従来の注射型ワクチン
に対して新たに粘膜免疫誘導能を付与でき
るようなアジュバントの開発に繋がること
も期待される。 
 
(3) 癌診断のための CTC 検出用改良型 Ad の
開発と臨床応用 



本研究で新規に開発した CTC 検出用 Ad（改
良型テロメスキャン）は、従来までのテロメ
スキャンに比べより幅広い癌細胞を検出可
能であった。偽陽性の検出（従来までのテロ
メスキャンは白血球が偽陽性になりやすか
った）もほぼ完全に抑制可能であった。即ち、
CAR 陰性癌細胞では、従来のテロメスキャン
によりほとんどGFP陽性細胞を検出できなか
ったが、改変型テロメスキャンではほぼ 100%
の細胞が GFP 陽性であった。一方で、血液細
胞に改変型テロメスキャンを作用させたと
ころ、GFP 陽性細胞はほとんど検出されなか
った。また、改変型テロメスキャンでは、
hPBMC 中の癌細胞を従来のテロメスキャンよ
りも高感度に検出可能であった。さらに、非
小細胞肺がん患者から回収した血液細胞を
用いた検討では、従来のテロメスキャンでは
擬陽性を生じる割合が多かったのに対し、改
変型テロメスキャンを用いた場合には擬陽
性は低く、効率良く CTC が検出された。一方
で、改良型テロメスキャンは若干 GFP 強度が
低く、生物学的タイター／物理学的タイター
が低い傾向にあった。そこで今後は、GFP カ
セットの位置等を変更した組換え Ad を作製
し、上記問題の克服が可能か否かを検討する。 
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