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はじめに

アデノウイルスは約 36kbの二本鎖 DNAをウイルスゲノ
ムとして持つ，非エンベロープタイプのウイルスである 37）．
主に小児の風邪や腸管あるいは結膜炎の原因ウイルスとし
て知られている．分子生物学的な研究の創始期には，アデ
ノウイルス研究を通してスプライシング等の重要な発見が
非常に多く発信されていたが，アデノウイルスそのものに
よる人に対する発ガン性が確認されなかったこともあり，
1980年代頃からウイルス自体の研究はあまり盛んとは言え
ない状況が続いていた．しかし 1993年に Nature Genetics
で発表されたアデノウイルスベクターによる神経，特に脳
への in vivoでの遺伝子導入の報告以降，非分裂細胞を含

む多くの細胞への高効率なベクターとして特に遺伝子治療
の分野で注目されている 1, 4, 7, 12）．
主にベクターとして応用されているのは，小児の風邪の

原因ウイルスの一つであるアデノウイルス 2型あるいは 5
型である．これらのウイルスはアデノウイルスの中でも際
立った増殖性を示し，最も良く用いられる 293細胞では 109

plaque forming units（PFU）/mlレベルのウイルスの調製
が可能である．また比較的ウイルス精製過程での力価の減
少が少ないため，我々の開発した二段階の塩化セシウム段
差勾配遠心法などにより濃縮も可能であることから，in
vivoへの直接投与が可能なベクターとして遺伝子治療のみ
ならず多くの基礎的な分野で応用されている 15）．
しかしアデノウイルスベクター開発当初の実情は，ベク

ター作製法が非常に困難で世界的にも数グループしか作製
ができず，汎用されていたとは言えなかった．これは，多
くの他のベクターがウイルスゲノムの多くの領域を取り除
いてプラスミドや細胞株でそれらをトランスに供給するこ
とでベクター作製が可能であるのと比べ，アデノウイルス
はゲノム上に近接あるいは重複して多くの必須ウイルス蛋
白質がコードされているというゲノムの構造上の複雑さに
加え，これらの蛋白質の細胞毒性などの問題からトランス
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アデノウイルスベクターは高い遺伝子導入効率，簡便な濃縮法による高濃度ベクター調製が容易で
あること，神経など静止期の細胞への遺伝子導入が可能であること等ベクターとして極めて優れた性
質を有しており，遺伝子治療や基礎研究など広範な研究に有用性を発揮している．またベクター作製
法の改良には多くの日本人研究者が関与しており，日本の研究者が最もこのベクターを活用している
とも言える．ベクター作製法は近年著しい進歩を示しており，免疫原性や遺伝子導入可能な細胞種の
拡大などこれまでのベクターの問題点を解決した多くのベクターも開発されている．本稿では，主に
応用されている E1置換型アデノウイルスベクター（第 1世代ベクター）の最新の作製法とともに他
のウイルスベクター作製法にも応用が可能な遺伝子置換反応(RMCE)を用いたベクター作製法も紹介
し，これまでの「アデノウイルスベクターの作製は煩雑である」という誤解を払拭できればと考えて
いる．またウイルスベクター作製法の開発にはウイルス固有の性質が反映しており，最近応用され始
めている完全長ウイルスゲノム導入法でのベクター生成機序についても解析を加えた．更にはアデノ
ウイルスベクターが一過性の発現ベクターである性質を活かしたスイッチベクターとしての当該ベク
ターの有用性についても言及する．
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での供給が難しかったこと等に依っている．従って，目的
遺伝子の挿入領域は 293細胞からトランスに供給すること
が可能な E1領域あるいは培養細胞での増殖にはかならず
しも必須でないことが知られている E3領域に限定されて
いた．またウイルス粒子へのパッケージングサイズとして
最小限必要な約 30kb以上の DNAを取り扱うためには高度
な技術が必要であり，これもアデノウイルスベクターの汎
用を妨げている一つの要因であった．これらの問題を解決
し，効率的にベクターを作製する方法を開発するためには，
ウイルスそのものの特徴を理解して応用する必要がある．
我々はウイルスの研究を通してアデノウイルスベクターの
作製法の開発を進めており，またベクター作製法を通して
ウイルスの研究を行っている．本稿では，一般的に応用さ
れているアデノウイルスベクターの特徴と作製法の現状に
ついて述べるとともに，全く新しい作製法についても言及
する．

アデノウイルスベクターの特徴

アデノウイルスベクターの特徴の多くは，アデノウイル
スの特徴に起因している．アデノウイルス 2型あるいは 5
型の感染は細胞表面の coxackie-adenovirus receptor
（CAR）にウイルスの蛋白質の殻（カプシド）から飛び出
しているファイバーの先端のノブが吸着することにより始
まり，細胞表面のインテグリンとファイバーの根本のペン
トンベースが結合して細胞内に侵入する．その後ライソゾ
ームを酸性化してライソゾームから脱出し，ウイルスゲノ
ムは核内に至り，ゲノムの複製が始まる．アデノウイルス
は他の DNAウイルスと比較してウイルスゲノムの核内へ
の移行効率が高く，その結果ベクターとしても遺伝子導入
効率が高いと考えられている 5, 11）．
ウイルス複製は，まず E1A蛋白質が発現し，他の全ての
初期蛋白質である E1B，E2，E3と E4の発現をトランスア
クティベートすることにより始まる 37）．一般的に応用され
ている E1 置換型ベクター（第 1 世代ベクター）はこの
E1Aが欠失しているため，E1蛋白質が恒常的に発現して
いる 293細胞では野生型とほぼ同程度の複製が可能である
が，それ以外の細胞ではベクターゲノムを先の侵入方法に
則って効率よく核内に移行するものの，それ以降の全ての
ウイルス由来の蛋白質の発現が起きないためウイルスとし
て複製することがない．そのため，同じく一過性の発現ベ
クターではあるが目的遺伝子の発現にウイルス複製を必要
とするセンダイウイルスベクターとは異なり，非増殖型に
分類されており遺伝子導入のためのツールとしては使いや
すいベクターである．
しかし主に癌への遺伝子治療では，立体的に増殖する癌
へのアプローチとしてアデノウイルスを腫瘍でのみ複製さ
せて癌細胞を死滅させるという試みも行われている．今ま
でにも，p53欠損細胞でのみ増殖が可能な E1Bの変異ウイ

ルスや E1Aを癌細胞特異的プロモーターから発現させ癌細
胞でのみ複製させる制限増殖型ベクターが開発されている
ものの，特に前者に関しては有用性が疑問視されている．
今後の臨床知見の結果が待たれるところである 6, 30）．
核内に導入されたウイルスゲノムの複製機構は非常にユ

ニークである．E2から発現した末端蛋白質（TP）とデオ
キシシチジンが共有結合をし，更にポリメラーゼが結合し
た複合体が既存のゲノム末端に共有結合している TPにガ
イドされゲノムの 3'末端から 3塩基上流のグアニンと水素
結合して複製が始まる．その後ウイルスのポリメラーゼに
よってあたかも PCRの様に両鎖から複製する（図 1）．ウイ
ルスの構造蛋白質は細胞質で翻訳後核内に移行しウイルス
粒子を構成し，ウイルスゲノムのパッケージングシグナル
（ψ）を認識してゲノムをパッケージングする．最終的には
成熟粒子は核内で結晶化し，細胞からの放出を待つという
ライフサイクルをたどる 37）．
アデノウイルス開発当初は，アデノウイルスの病原性と

の関連から気管支などへのベクターの投与が最適と思われ
ていたが，実際にはベクターを尾静脈から in vivoで投与
すると殆どのベクターが肝臓に集約されている 8, 24）．また
血球系の細胞よりも接着系の細胞の方が総じて遺伝子導入
効率が高いという特徴もある．これらは，ウイルスレセプ
ターが多い細胞にベクターが導入されやすいという特徴を
反映している．比較的多くの細胞種に導入が可能であると
は言え，実際には遺伝子治療が期待されている多くの癌細
胞ではアデノウイルスベクターのレセプター量が減少して
いるとの報告もあり，現在ではウイルスのファイバーに変
異を加えたベクター等の開発も進んでいるが，ウイルス力
価が低いなどの問題が残存している 18, 42）．
またアデノウイルスは細胞の染色体への積極的なゲノム

の組み込み機構を有していない．従ってレトロウイルスや
レンチウイルスベクターが得意とする細胞での安定的な目
的遺伝子の発現には不向きであり，一過性の発現ベクター
である．イメージとしては 100%の細胞へトランスフェク
ションが可能なベクターというのが近い．一般的な DNA
のトランスフェクションは，遺伝子が導入された細胞とさ
れていない細胞とが混在した状態での実験であり，また導
入された細胞でもコピー数は大きく異なっている．しかし
ウイルスの感染を応用するアデノウイルスベクターでは，
感染量の調節によりほぼ 100%の細胞に均一にベクターを
挿入することが可能であり，しかも一過性の発現に留まる
ことから，特に目的遺伝子のスイッチベクターとしての有
用性が高いと考えている 14, 16, 27, 28, 32, 39, 41）．
ベクター開発により明らかになった意外な面として，教

科書的には E1Aを欠失しているベクターではウイルスの複
製，すなわちウイルス蛋白質の発現は殆ど無いと考えられ
ていたにもかかわらず，アデノウイルスベクターが非常に
高い免疫原性を有していた点があり，このベクターの最大
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の問題点である．これまでにも E2や E4蛋白質などがわず
かにリーク発現しているという報告があり，これらの蛋白
質の領域を欠失したベクターの開発も盛んに行われてきた
が，現在ではこれらの蛋白質の関与は否定されている 23）．
我々は目的遺伝子の挿入領域に近接して存在している pIX
に注目した．その結果，おそらく目的遺伝子を発現するた
めに挿入した強力な CAGプロモーターから pIXがリーク
発現している現象を突き止めた．この pIXの発現は EF1α
プロモーターにより減弱し，ベクターの免疫原性も減弱さ
れることから，in vivoの投与には EF1αプロモーターを
推奨している．
また究極のアデノウイルスベクターとしては，ヘルパー
ウイルス依存型ベクターがある．これはパッケージングシ
グナル（ψ）とウイルス複製起点であるゲノム末端の約 100

塩基の逆向き末端配列（ inverted terminal repeat: ITR）
以外を全て外来遺伝子と置換したベクターである．ウイル
ス由来の蛋白質は全てヘルパーウイルスから供給し，作製
後に塩化セシウム平衡遠心により単離する．このベクター
は約 30kbの外来遺伝子の挿入が可能であり，ウイルスに
対する免疫原性も最小限に担保され，しかも理論的にはヘ
ルパーウイルスの改変により種々のファイバーを有するベ
クターの調製も可能である．作製段階でヘルパーウイルス
の混在を如何に最小限に留めるかと言う問題に関しては，
現在は部位特異的組換え酵素 Creの標的配列 loxPをψの
両側に配したヘルパーウイルスと Cre発現 293細胞を応用
する方法が用いられている 31, 36）．Creに関しては細胞で
高度に発現することが不可能であるとの報告もあり，Cre
発現 293細胞の組換え効率が充分ではないためか，臨床応

図 1 アデノウイルスゲノムの複製と完全長ウイルスゲノム導入法によるベクター生成機序

アデノウイルスゲノムは二本鎖 DNAであり，末端に末端蛋白質(TP)が共有結合した DNA複合体（DNA-TPC）を形成してい

る．複製過程ではウイルスゲノムにコードされている新生末端蛋白質(pTP)とデオキシシチジンが共有結合し(TP-dC)ウイルス

のポリメラーゼとともに DNA-TPCの TPにガイドされながら 3'末端から 3塩基目のグアニジンを認識し，その後 3塩基合成

してから，末端に戻る(jump back)というユニークな複製開始機構を持つ．両鎖の TPから始まった複製はゲノム末端まで終了

すると，押し出されたもう一つの鎖が末端の ITRの相同な配列で結合したパンハンドル構造をとるあるいは押し出された一本

鎖同士が相補鎖を形成することで，先と同様の機構で複製を進行する．一方完全長ウイルスゲノム導入法では TP-dCをガイド

する TPがなく，末端には外来塩基（青い塩基）が存在しているため，末端が熱運動でゆらいで一本鎖状態が出来た分子のみ

を TP-dCがゲノム末端の複製開始点として認識し，複製を開始する．その操作を繰り返すことにより最終的に両末端とも本来

のウイルスゲノムと同様の配列と TPを持ったものが生成し，本来のウイルスゲノムの複製機序に進行することが可能となる

と考えられる．
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用レベルのベクター生成にはまだ技術開発が必要である 2,

22, 33, 40）．

アデノウイルスベクター作製法

E1置換型ベクターの作製法として我々が開発した COS-
TPC法は，ウイルス複製に必須である末端蛋白質付きのウ
イルスゲノムを応用した方法であり，我々の検討では現在
最も効率よくベクターを作製する方法である 10, 25）．目的
遺伝子を挿入したコスミドと末端蛋白付きウイルスゲノム
を 293細胞に導入して相同組換えによりウイルスを作製す
る方法であるが，末端蛋白付きゲノム（DNA-TPC）を予
め 7ヶ所切断しておくことがポイントである．この切断数
が少ないと野生型ウイルスのみが複製してしまい，目的ベ
クターの生成効率が極めて減少する．現在ではタカラバイ
オ社より調製済み DNA-TPCが販売されており，調製の必
要はない．この方法では相同組換えにより生成した目的ベ
クターは TPを有しているため，先の項で記載した通常の
ウイルス複製へと速やかに移行することが可能であり，高
いベクター作製効率を示す要因の一つである（図 1）．
しかし，現在トランスフェクション試薬などの進歩によ
りそれほど高いベクター生成効率がなくてもアデノウイル
スベクターの作製が可能になってきた．そこで作製法の簡

便さから，完全長アデノウイルスゲノム導入法（in vitro
ライゲーション法）が注目されている 9, 26）．アデノウイル
ス複製機構の研究の中で，主に in vitro法での解析からア
デノウイルスの複製基点はゲノム末端にあること，このゲ
ノム末端が露出された状態であるか一本鎖の状態であった
場合に初めて末端タンパク複合体がエントリーできること
が知られていた．完全長ウイルスゲノム導入法では，目的
遺伝子を挿入した完全長ウイルスゲノムを含むコスミドな
どを先ず作製し，ウイルスゲノムの両末端に挿入した制限
酵素切断によりゲノム末端を露出させてから 293細胞に導
入しベクター作製を行う．ゲノム末端を露出しなかった場
合にはベクター生成は殆ど起きない．また導入されたゲノ
ム末端には TPが存在しないため，末端タンパク複合体の
認識効率が極めて低く，COS-TPC法と比較するとベクタ
ー生成効率は約 1/10に低下する．しかし，コスミドさえ作
製すれば生成したベクターは殆どが目的ベクターであるた
め，作製法は簡略化が可能である．
一方でアデノウイルスゲノム上には市販されている殆ど

の制限酵素サイトが存在するため，この末端切断のために
応用可能な制限酵素は 4種類しか存在しないこと，ゲノム
末端切断後に残存する制限酵素由来の外来塩基がベクター
生成効率やベクターの構造にどの様な影響を与えるかにつ

図 2 コスミドカセットの概略と入手先

COS-TPC法にも完全長ウイルスゲノム導入法にも応用可能なコスミドカセットの種類と入手先
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いての詳細な解析が無かったこと等の理由から，ゲノム末
端切断用に一つの制限酵素サイトを挿入したカセットしか
存在せず，目的遺伝子の中にその制限酵素サイトが存在し
た場合には調製が煩雑であった．我々は挿入可能な 4種類
全ての制限酵素サイトを持つコスミドを構築しベクター生
成効率及び生成したベクターのゲノム末端構造の解析を行
った．その結果，挿入する外来塩基数が多いほどベクター
生成効率は低下する傾向を示すものの，24塩基挿入しても
50%以上の効率を保っていること，ベクター生成の過程で
末端の外来塩基は除去され野生型と同じ構造を有している
こととその機序を明らかにした（図 1）．従って，本法を用
いて作製したベクターを遺伝子治療に応用する場合にも，
ベクター構造に関しては従来のものと同一であると結論づ
けられ，安全性の担保が図られたものと考えている 9）．
これらの結果を受け，これまでのコスミドカセットを改
変し，COS-TPC法にも完全長ウイルスゲノム導入法にも
応用可能なデュアルコスミドカセットを作製し，既にタカ
ラバイオ社，ニッポンジーン社がキット化し販売している．
コスミドの取り扱いに慣れていない方には，ニッポンジー

ン社の切断済みカセットをお奨めしている．また全てのコ
スミドカセットは理化学研究所バイオリソースセンターに
寄託している（図 2）．

新しいベクター作製

これまで述べた様に，大きなゲノムを持つウイルスのベ
クターへの応用には煩雑な操作を伴っている．我々はアデ
ノウイルスベクターのみならず他の DNAウイルスベクタ
ーの作製への応用も可能な方法として，部位特異的組換え
酵素の二分子間の遺伝子置換反応（recombinase-mediated
cassette exchange: RMCE）を応用した全く新しいベクタ
ー作製法を開発した 29）．この方法には部位特異的組換え酵
素により組換えを起こすものの本来の標的配列とは組換え
を起こさない変異型標的配列を用いる．まず Creの標的配
列 loxPに関して変異型標的配列の検索を行い，精度，効率
いずれにおいても優れている loxP2272（V）を同定した 21）．
この方法の最大の特徴は，複製しているウイルスゲノム上
で任意のウイルスゲノム領域と目的遺伝子を置換すること
であり，置換しなかったウイルスゲノムはパッケージング

図 3 遺伝子置換反応（RMCE）によるベクター作製法

受け手ウイルスと donorプラスミドを Cre発現 293細胞に導入し，RMCE反応を行うと，目的ベクターが生成する．受け手ウ

イルスの多くは Creによる切り出し反応の結果ψを失うためウイルス粒子にパッケージングされないよう工夫をしている．そ

の結果 Cre発現細胞での 3回のウイルス継代により 98%が目的のベクターであった．

T：本来の標的配列　mT：変異型標的配列
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シグナル（ψ）を失う等の工夫で混入を最小限に留めてい
る．アデノウイルスベクターの場合には，受け手ウイルス
のψの両側に loxPを挿入し，その下流に任意のマーカー遺
伝子と Vが挿入されている．この受け手ウイルスは一度作
製すれば全てのアデノウイルスベクター作製に応用が可能
である．目的遺伝子は loxPとψ，クローニングサイト及び
Vを有する donorプラスミドに挿入する．従って，これま
で作製が困難であったコスミド操作は必要ない．受け手ウ
イルスとともに donorプラスミドを Cre発現 293細胞に導
入し，目的ウイルスを生成する．その後 Cre発現 293細胞
でわずか 3回継代するだけで 90%以上の目的ベクターが濃
縮されることから，本法の効率は極めて高いと考えている
（図 3）．この方法は既に Nakanoらによって報告したが，現
在行っている解析から，出芽酵母由来の部位特異的組換え
酵素 FLPは組換え効率は Creよりも劣るものの細胞への毒
性が低いことが判明した．そのため FLP発現効率の高い細
胞株の樹立化が可能であり，3回の継代でほぼ 100%まで
目的ベクターの濃縮が可能であった．現在詳細を検討して
いるが，FLPによる方法が確立すれば最終的にベクター単
離は殆ど必要がなくなるとも考えられ，有用性が極めて高
い方法であると言える．

アデノウイルスベクターの今後

我々はアデノウイルスベクターの本来の長所である一過
性の高度発現ベクターという観点から活用範囲を広げてい
る．また当該ベクターでは目的遺伝子を発現するプロモー
ターを任意で選択できるという利点も大きいと考える．当
然のことながら，目的遺伝子の特異的発現を目指した細胞
特異的プロモーターとの組み合わせが考えられるが，多く
の細胞特異的プロモーターは活性が低く，汎用されている
プロモーターの数百分の一しかない．そこで我々は Creと
の組み合わせにより，細胞特異的プロモーターから Creを
発現するスイッチベクターと強力なプロモーターからの目
的遺伝子の発現が Creにより OFFから ONへと誘導され
る標的ベクターを応用した二重発現法を開発した 34, 35）．
この様に目的遺伝子のスイッチとしてアデノウイルスを応
用するという試みを発展し，Creや FLPの標的配列が挿入
されている細胞株に Creあるいは FLP発現組換えアデノウ
イルスを感染し，任意の時期に任意の細胞での連続的な目
的遺伝子の発現制御が可能なシステムも開発している 19, 20）．
これらの技術はコンディショナルノックアウトマウスで問
題であった残存する薬剤耐性遺伝子のプロモーターの影響

図 4 ES 細胞への高効率なベクター導入法

マウス ES細胞はフィーダー細胞上で細胞塊として培養されているため，まずトリプシン処理によりフィーダー細胞から取り

外すとともに細胞をバラバラにして，その後シャーレ上に静置することでフィーダー細胞を出来るだけ除去した後 ES細胞に

ベクターを導入する．その後新たなフィーダー細胞上に ES細胞を戻し培養を続ける．
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を除くための技術として応用されている．すなわち ES細
胞選定後コンディショナルノックアウトマウス作出前に薬
剤耐性遺伝子発現単位を FLP発現組換えアデノウイルスで
除去する方法である．マウスの作出への影響を最小限にす
るため，ES細胞への高効率のベクター導入法も開発した
ので，是非参考にして頂きたい（図 4）．
また部位特異的組換え酵素による発現制御に留まらず，

例えばシグナル伝達に関与する遺伝子を導入する方法とし
て再生・発生等の分野でも応用が可能である．筆者らの行
った四肢の発生への NFκ-Bの関与を同定するために，I
κ-Bの dominant negative発現組換えアデノウイルを用い
た例や，高酸素状態による肺障害モデルへの Keratinocyte
growth factor（KGF）の導入など，一過性に特定の遺伝子
を活性化することにより再生や発生の方向へとスイッチを
したい場合には有用性が高いベクターである 3, 13, 17）．現
在は RNA干渉へのアデノウイルスベクターの有用性を高
めるための研究なども行っている．

おわりに

先のシンポジウムでは遺伝子治療におけるアデノウイル
スベクターの現状という題名を頂いたが，我々は他の著者
の先生方とは異なり，ベクター開発に特化して研究を進め
ており，この稿でも主にベクター開発がこれまでのウイル
ス研究に立脚して行われていることを中心に述べた．これ
からはむしろベクター開発を通じて本来のウイルスの生態
に迫っていけるような研究を行っていきたいと考えている．
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The adenovirus vector is very attractive tool not only for the gene therapy but also for the basic
sciences. However, because a construction method of this vector had been complex, only limited sci-
entists had constructed and enjoyed the benefits. Recently, various methods were developed and the
researchers came to be able to choose an efficient method, which is the COS-TPC method, or a con-
cise procedure, which is the intact-genome transfection method (in vitro ligation method). Here we
described not only these methods but also new method to construct the various Ads simultaneously
using the recombinase-mediated cassette exchange (RMCE) by the site-specific recombinase. And
also we want to refer the possibility to the worth of the vector, especially the vector of the expression-
switch.
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