
はじめに

アデノ随伴ウイルス（AAV：adeno―associated virus）

に由来するベクターを用いた遺伝子治療の可能性を探る研

究がここ数年活発になっている．その理由としては，非病

原性のAAVに由来するベクターは安全性が高いと考えら

れること，筋細胞・神経細胞・肝細胞などの非分裂細胞に

効率よく遺伝子導入することができ，そのような細胞が標

的である場合には遺伝子発現が長期間持続することなどが

挙げられる．したがって，様々な疾患を対象として，AAV

ベクターを利用した遺伝子治療法の開発が進められてい

る．このような状況の中で，最近，AAVの血清型と標的

細胞の関係が注目されている．ヒト細胞に感染しうる

AAVの血清型には，現在，１型から８型が知られており，

従来，その中でAAV―２ベクターがもっぱら研究されて

きた．しかしながら，標的組織・臓器によって各血清型の

AAVベクターの遺伝子導入効率が異なることが判明し，

標的細胞の種類に応じて，異なった血清型のAAVベクタ

ーを使い分ける必要性が出てきた．

本稿では，AAVベクターの特徴，その血清型と組織特

異性の関係，AAVベクターを用いた遺伝子治療の研究状

況について，現状を簡単に解説する．

代表的なウイルスベクターの特徴

遺伝子治療のために様々な遺伝子導入法が開発されてお

り，目的に応じて使い分けられている．従来のレトロウイ

ルスベクターは，非分裂細胞に遺伝子導入できず，他のベ

クターの開発が進んでいることから，その標的細胞は造血

系細胞に絞られつつある．アデノウイルスベクターは非分

裂細胞に遺伝子導入可能で遺伝子発現効率も高いが，遺伝

子発現が長期間持続しないこと，細胞毒性や遺伝子導入細

胞に対する免疫反応などの問題点がある．したがって，癌

などに対する免疫遺伝子治療への応用が最適である．非分

裂細胞に効率よく遺伝子導入することができ，しかも一回

の遺伝子導入で長期間遺伝子発現が持続するものとして

は，AAVベクターとレンチウイルスベクター（HIVベク

ターが代表的）が知られている．但し，前者のAAVベク

ターの方が安全性の点で優れている．レンチウイルスベク

ターが適しているのは，静止期にある幹細胞であり，また

ES細胞にも効率よく遺伝子導入できる１）．AAVベクター

による未分化な幹細胞への遺伝子導入効率は低いことが知

られている．

AAVのウイルス学的特徴

AAVは，アデノウイルスの培養系に混入してくる小型

ウイルスとして発見され，動物ウイルスの中で最も小型の

線状一本鎖DNAウイルスであるパルボウイルスの仲間に

属する．

パルボウイルス科（Parvoviridae）は従来大きく三つの

属に分かれ，脊椎動物に感染するパルボウイルスには，ウ

イルス複製にヘルパーウイルスを必要とせず宿主細胞内で

自律的に増殖するパルボウイルス属（Autonomous Parvo-

virus）とヘルパーウイルスを必要とするディペンドウイ

ルス属（Dependovirus）が存在する．その他，昆虫に感

染するデンソウイルス属（Densovirus）も知られる．な

お，ヒトに感染するパルボウイルスB１９とサルパルボウイ

ルスは，赤血球系に対する特異性とその特徴的な転写機構

から他のAutonomous Parvovirus と区別され，エリスロ

ウイルス属（Erythrovirus）と呼ばれるようになった．

Autonomous Parvovirus や Erythrovirus は宿主動物に

様々な病態を引き起こす．一方，Dependovirus である

AAVには特に病原性が認められていない．ヒト細胞に感

染しうるAAVには１～８型の血清型が知られており，その
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中で２，３，５型がヒトより分離されたもので，２型が特

に良く研究されている．現在一般的に用いられている

AAVベクターも２型をベースにしている．本稿で単に

AAVと記載している場合は，２型AAV（AAV２）のこ

とを指すものとする．

AAVはごくありふれたウイルスであり，成人の約８５％

がAAVに対する抗体を有している．ウイルス粒子は直径

２０～２６nmで，エンベロープはなく，物理化学的に極めて

安定である．AAVは宿主域が広く，種々の細胞に感染す

るが，AAV２のレセプターとしてはヘパラン硫酸が想定

されており２），また FGFレセプター３）や αVβ５インテグリ

ン４）などがコレセプターとして働くことが示唆されてい

る．その他，AAV４やAAV５はシアル酸に結合し５），さ

らに最近，AAV５のレセプターが PDGFレセプターであ

ることが明らかにされた６）．

ウイルスゲノムは約５kbの線状一本鎖DNAで，プラ

ス鎖あるいはマイナス鎖がほぼ半々を占める．ゲノムの両

末端には１４５塩基の ITR（inverted terminal repeat）と呼

ばれるT字型のヘアピン構造が存在する．この ITRの部

分が複製の開始点となり，プライマーの役割を果たす．ま

た，ウイルス粒子へのパッケージングや宿主細胞の染色体

DNAへの組込みにもこの ITRが必要である．ウイルス蛋

白質に関しては，ゲノムの左半分が複製や転写を司る調節

蛋白質のRep をコードしている．p５プロモーターからは

Rep７８とRep６８のmRNAが転写され，p１９プロモーターから

はRep５２と Rep４０のmRNAが転写される．large Rep（Rep

７８/６８）は，endonuclease，helicase，ATPase などの活性

を持ち，１）AAVプロモーター活性の調節，２）AAV

ゲノムの複製，３）AAVS１領域へのAAVゲノムの組込

みなどにおいて重要な役割を担っている．また，small Rep

（Rep５２/４０）は一本鎖ゲノムDNAの蓄積に必要とされて

いる．ゲノムの右半分は構造蛋白質であるVP１，VP２，

VP３の三つのカプシド蛋白質をコードしている．カプシ

ド蛋白質のmRNAは p４０プロモーターより転写される．

AAVの遺伝子発現については，複雑な調節機構が存在

し，またアデノウイルスなどのヘルパーウイルスの有無に

より大きく変わってくる．

AAVの生活環は潜伏感染と溶解感染に分けられる．前

者は単独で感染した場合で，宿主細胞の第１９番染色体長腕

のAAVS１領域（１９q１３．３―qter）へ組み込まれるのが特

徴的である．この組込みは非相同組換えによるものであり

Rep が関与している７，８）．実験的には，AAVS１領域と ITR

の Rep 結合領域の両者に共通して存在する塩基配列

（GAGC繰返し配列）に，Rep７８/Rep６８が結合すること

が示されている．したがって，野生型AAVが標的細胞に

感染した際には，Rep が AAVの ITRとAAVS１の両者

に結合し，Rep が介在することによりAAVゲノムの１９番

染色体への部位特異的組込みが起こるものと想定されてい

る．アデノウイルスなどのヘルパーウイルスが同時に感染

した場合や，あるいはAAVが潜伏感染している細胞にさ

らにヘルバーウイルスが重複感染すると，AAVの複製が

起こり，細胞破壊により大量のウイルスが放出されること

になる（溶解感染）．

アデノウイルスのヘルパー作用に関しては，E１Aが

AAVの p５，p１９プロモーターをトランスに活性化し，E

１BはAAV mRNAの安定化，核から細胞質へのmRNA

の移行などを促進する．E２A産物とVA RNAは p４０か

らのmRNAの翻訳を促進する．AAVのゲノムは一本鎖

DNAであるため，ウイルス遺伝子が発現するためには二

本鎖DNAになる必要があるが，このステップ（セカンド

鎖の合成）をアデノウイルスのE１Bと E４orf６産物の

複合体が促進する９）．

AAVベクターの作製法

基本的なAAVベクター作製法（アデノウイルスフリー

システム）１０）では，野生型AAVの両端の ITRを残し，そ

の間に目的の遺伝子を挿入したプラスミドを作製する（ベ

クタープラスミド）．一方，ウイルス複製やウイルス粒子

の形成に必要とされるウイルス蛋白質（Rep，Cap）は別

のAAVヘルパープラスミドより供給する．さらに，AAV

の増殖に必要とされるアデノウイルスのヘルパー作用を担

う遺伝子領域は上述のように既に判明しているため（E１

A，E１B，E２A，VA，E４orf６），２９３細胞（アデノウ

イルスのE１A，E１Bでトランスフォームしたヒト胎児

腎組織由来細胞）が元々持っているE１A，E１B以外の

ものをアデノウイルスヘルパープラスミドとして供給す

る．これら三者のプラスミドを２９３細胞にトランスフェク

ションにより一括して導入すると，組換えAAV（AAV

ベクター）が産生されるようになる．このAAVベクター

は核内に存在するため，細胞を凍結融解して回収する１１，１２）．

AAVベクターを精製するには，塩化セシウムを用いた密

度勾配超遠心法を行うのが一般的であるが，最近はカラム

法も検討されている１３，１４）．

臨床グレードのベクターの大量作製が煩雑であること

が，臨床応用のネックとなっているが，バキュロウイルス

を利用した高効率ベクター作製法の開発が最近進んでい

る１５）．一方，AAV蛋白質を発現するパッケージング細胞

株の開発も精力的に行われてきているが，細胞毒性を持つ

Rep の厳格な発現制御が難しく，実用レベルのものは依然

として得られていない１６）．

AAVベクターの特徴

野生型AAVが非病原性ウイルスであることからAAV

ベクターは安全性が高いと考えられている．この点が

AAVベクターの最大のメリットである．標的細胞として

は，神経細胞１７，１８）・筋細胞１９）・肝細胞２０，２１）などの非分裂細胞
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が適しており，さらに，このような細胞では遺伝子発現が

長期間（年の単位）持続する（AAVベクターで導入した

遺伝子はそのほとんどがエピソームとして存在すると考え

られており，増殖細胞の場合は導入遺伝子が早期に失われ

やすい）．尚，肝細胞の場合は，遺伝子導入効率に性差が

あり，雄の方が良好である２２）．また，ベクターにはウイル

ス固有の蛋白質をコードする遺伝子が含まれないため，遺

伝子導入細胞に対する免疫反応が惹起されにくい．

一方，弱点としては，ゲノムが一本鎖DNAであるため，

遺伝子発現が起こるには二本鎖になる必要があり（図

１２２）），その効率が必ずしも良くないことから，ある程度

の発現量を得るには膨大な量のベクターを必要とすること

になる．遺伝子発現がピークに達するのに１，２週間かか

ることも，そのような事情によると考えられる．また，小

型ウイルスに由来するベクターであるため，挿入できる遺

伝子のサイズに限界がある．但し，重複感染が可能なウイ

ルスであるため，複数の遺伝子を別々のベクターで導入す

ることが可能である１７，１８）．さらに，スプリットベクターと

いうユニークな方法の開発も行われている．その要点は，

AAVベクターで導入した遺伝子が細胞内でコンカタマー

（複数個，タンデムに連結した構造）を形成する性質を利

用し，発現ユニットを二分して別々のベクターで導入し，

細胞内で再結合させるというものである２３～２５）．スプリット

する箇所については，１）エンハンサー領域とプロモータ

ー／蛋白質コード領域の間で分ける方法，２）エンハンサ

ー／プロモーター領域と蛋白質コード領域の間で分ける方

法，３）イントロンの部分で分ける方法などが実験的に検

討されている．この新技術により，大きな遺伝子でもAAV

ベクターが利用できる可能性が示されたが，実用化にはま

だ時間がかかりそうである２６）．

その他，AAVの大きな特徴である第１９番染色体への部

位特異的組込みという性質が現行のAAVベクターでは失

われている．この点については，ベクタープラスミドから

Rep をコードする遺伝子を取り除いてあるのが原因と考え

られている．尚，導入遺伝子が低頻度であるが組み込まれ

た場合，その部位は基本的にランダムな傾向があるが，ア

クティブな遺伝子領域に起こりやすいことが示されてい

る２７）．但し，非分裂細胞の場合は，挿入変異をそれほど心

配する必要はないと思われる．

AAVベクターの血清型／プロモーターと組織特異性

AAVベクターに関しては，血清型と組織特異性の問題

がトピックスとなっている．従来，AAV２をベースとし

たベクターが用いられてきたが，最近になって，神経系２８）

や気道系２９）では遺伝子導入効率がAAV５ベクターの方が

優れていると報告されており，さらに，AAV５ベクター

を用いると神経細胞だけでなくグリア細胞への遺伝子導入

も可能であるとされている（神経細胞へ特異的に遺伝子導

入するにはAAV２ベクターが適している）．網膜への遺

伝子導入にはAAV４ベクターとAAV５ベクターが良好

であるとされている（前者は網膜色素細胞特異的に，後者

は光受容体細胞へより強く遺伝子導入可能である）３０，３１）．そ

の他，AAV４ベクターは脳室上衣細胞への遺伝子導入に

適していると報告されている２８）．また，筋肉を標的とする

場合には，AAV１ベクターやAAV７ベクターの効率が

良く，AAV５ベクターがそれに次ぎ，AAV２ベクターは

あまり適していない３０，３２，３３）．さらに肝細胞への遺伝子導入

にはAAV８ベクターが最適である３３）．

AAV３ベクターは構造上AAV２ベクターに近いた

め，両者の性質はほぼ類似していると思われる３４）．また，

AAV６ベクター（AAV６はAAV１とAAV２の組換え

によるものであることが示されている）については，カプ

シドの構造がAAV１ベクターと同一であるため，独立し

た存在とはみなされない傾向にある．

このように，各臓器・組織によってAAVベクターの至

適血清型は異なっており，標的組織の種類に応じて種々の

血清型のAAVベクターを使い分けることが重要である．

尚，異なった血清型のAAVベクターの研究が行われた背

景としては，血清型を変えることによりAAVベクターの

再投与が行いやすくなるのではという発想があった．しか

し，血友病患者などで調べられたところ，複数の血清型に

対して抗体を持っている患者がかなり存在するようであ

る．

さて，ベクター構築にあたっては，ベクターに搭載され

る発現ユニットに含まれるプロモーターに関しても考慮す

る必要がある．一般にCMVプロモーターが汎用されてい

るが，導入遺伝子の十分な発現を得るためには，標的組織

の種類に応じて至適プロモーターを検討する必要がある．

図１ AAVベクターの標的細胞への結合と遺伝子発現までの
経路２２）
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例えば，海馬への遺伝子導入では，血清型とプロモーター

の組み合わせ次第でかなり異なった遺伝子発現パターンを

示すことが示されている３５）．その他，導入遺伝子の産物に

対する免疫反応を抑えるには，抗原提示細胞での遺伝子発

現をできるだけ低くすることが望ましいが，そのような目

的で組織特異的プロモーターの利用も検討されている．但

し，組織特異的プロモーターの場合は遺伝子発現レベルが

低くなるのが難点である．

AAVベクターを用いた遺伝子治療法の開発

AAVベクターを用いた遺伝子治療の応用では，血友病

Bを対象とした臨床研究が行われている．筋肉を標的とし

た方法では，一部の例で効果が観察されたが３６），その後は

順調に進んでいない３７）．現在，肝臓を標的とした方法（肝

動脈へのベクターの注入）に切り換えられているが，まだ

評価できる段階には至っていない（ベクターゲノムが精液

中に一過性に検出され問題となったが，生殖細胞のゲノム

への遺伝子組込みは認められていない）．尚，いずれのア

プローチでもAAV２ベクターが用いられている．今後，

至適血清型のAAVベクターを臨床研究で使用することが

可能になれば，状況はまた変わることが予想される３８）．

筋肉を標的とする場合は，このような蛋白質補充遺伝子

療法への応用が有用と考えられている．例えば，癌を対象

とする場合は，癌病巣を養う血管（腫瘍血管）をターゲッ

トにした治療ストラテジー（癌に対する“兵糧攻め”）が注

目されている．すなわち，エンドスタチン，アンジオスタ

チン，可溶型Flt―１（sFlt―１）３９），インターロイキン―１０

（IL―１０）４０），NK４（HGFアンタゴニスト）４１）などを体内で

長期間持続的に発現させ，腫瘍の増大や転移・播種を防ぐ

というものである．担癌ヌードマウスを用いたモデル実験

でAAVベクターの有用性が示されている．また，脳卒中

易発症性高血圧自然発症ラット（SHR―SP）において，抗

炎症性サイトカインの IL―１０を発現するAAVベクターを

筋肉注射すると，長期間に亘って高血圧を予防する効果が

観察され，脳卒中発作も IL―１０遺伝子治療群で有意に減少

した（Nomoto T, et al.；manuscript in preparation）．そ

の他，Fabry 病でみられる心筋症に対しても，このよう

な蛋白質補充遺伝子療法のアプローチの有効性が動物実験

で示されている４２）．一方，筋肉自体の修復を目指した遺伝

子治療法の開発も，筋ジストロフィーを対象として進んで

いる４３）．さらに，骨格筋だけでなく，心筋への遺伝子導入

にもAAVベクターが適している．心筋症を発症するハム

スターの疾患モデルを用いて，治療用遺伝子を搭載した

AAVベクターの心筋への直接注入により，心機能の改善

が観察されている４４）．尚，欠損する蛋白質を補う場合は，

導入遺伝子産物に対する免疫反応の克服が課題となってい

る４３）．

AAVベクターの癌に対する遺伝子治療への応用では，

自殺遺伝子などをAAVベクターで癌細胞へ直接導入する

アプローチがある．この場合，放射線療法や化学療法を併

用すると相乗効果が期待できる４５）．これは，AAVベクタ

ーゲノムの二本鎖への変換が促進されるためと考えられて

いる．

さて，AAVベクターを利用した遺伝子治療法で，直ぐ

にでも臨床的有効性が期待されるものとしてはパーキンソ

ン病が挙げられる．パーキンソン病は黒質―線条体系ドパ

ミンニューロンの選択的変性により線条体におけるドパミ

ン含量の低下を生ずる神経変性疾患である．この疾患では

図２ 遺伝子治療を行ったパーキンソン病モデルサルにおける脳内ドパミン産生量の測定４６）

パーキンソン病モデルサルにおいて，片側の被殻にAAV―TH，AAV―AADC，AAV―GCH
を注入した．左図は，イメージとして，TH染色の写真を示したものであるが，濃く染色さ
れている部分が被殻である．被殻の広い範囲でTHの発現が認められる．また，被殻にお
けるドパミン産生量については，マイクロダイアリシスで採取したサンプルを用いてHPLC
法で測定した．右図はその結果である．ベクターを注入した被殻でドパミン産生が増えてお
り，さらに L―ドーパを静注することにより一段と増加した．このことは遺伝子治療により
被殻で発現させたAADCが有効に機能していることを示している．
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脳全体に遺伝子を導入する必要はなく，ターゲットが線条

体に限局されることから，技術的に取り組みやすい．サル

やラットでモデル動物を作製し，ドパミン合成系酵素遺伝

子を搭載したAAVベクターを線条体に注入したところ，

明瞭な治療効果が観察されている（自治医科大学神経内科

学部門との共同研究）１７，１８，４６）（図２）．臨床応用の第一ステ

ップでは，黒質―線条体系の芳香族アミノ酸脱炭酸酵素

（AADC：L―DOPAをドパミンに変換する酵素）の減少

のためにL―DOPA療法が効きにくくなってきた患者を対

象とし，L―DOPA内服にAAV―AADCの線条体への注入

を組み合わせる治療法を計画している（総括責任者：中野

今治神経内科教授）．この方法では，線条体におけるドパ

ミン産生をL―DOPA内服量でコントロールできることか

ら安全性が高い．現在，学内の審査委員会で審査中である．

尚，上記の方法は不足するドパミンを補充する対症療法

的アプローチであり，ドパミンニューロンの選択的変性を

阻止するものではなく，疾患自体の進行を防ぐことはでき

ない．そこで，もう一つの治療ストラテジーとして，神経

細胞保護作用を持つ神経栄養因子［GDNF（glial cell line―

derived neurotrophic factor）など］の遺伝子を用いる方

法が検討されており，動物モデル実験でその有効性が観察

されている４７）．将来的には，これらの方法を組み合わせて，

より理想的な遺伝子治療法が生み出されるものと思われ

る．

パーキンソン病に対するもう一つのストラテジーとし

て，視床下核の神経細胞の活動を抑えることを狙い，GAD

［glutamic acid decaboxylase：抑制性神経伝達物質の

GABA（ガンマアミノ酪酸 γ―aminobutyric acid）の産生に

必要な酵素］の遺伝子をAAVベクターで導入するという

方法が考案されている４８）．ラットモデル系でこのストラテ

ジーが有効であること（黒質ドパミンニューロンの変性を

抑える効果も観察されている）が報告されており４９），最近，

第１相臨床研究が米国でスタートした．

その他，神経系疾患の遺伝子治療研究としては，脳血管

障害に対して，海馬の脳虚血モデルを使った研究が行われ

ている５０）．また，AAVベクター筋注法の応用例として，

筋萎縮性側索硬化症（ALS）のモデルマウスの系で遺伝

子治療のクリアな効果が認められている５１）．すなわち，

GDNFを骨格筋で発現させると，そのGDNFは運動神経

末端より取り込まれ，神経軸索を脊髄前角まで逆行輸送さ

れ，運動ニューロンの変性を防御する効果が観察されてい

る．同様の遺伝子治療の効果は，IGF―１遺伝子を用いて

も確認されている５２）．その他，病態解析や生理学的研究に

役立てるためにAAVベクターを活用することも可能であ

る．例えば，アルギニンバゾプレシン（AVP）を先天的

に欠損し，中枢性尿崩症を自然発症するBrattleboro ラッ

トの両側視床下部視索上核に，AAVベクターを用いて

AVP遺伝子の導入を試みた．その結果，尿量の減少と尿

浸透圧の正常化がみられた５３）．さらに，高張食塩水負荷に

より血中AVPが有意に上昇し，水負荷試験では水利尿が

みられた．導入遺伝子にはCMVプロモーターを用いてお

り，遺伝子発現レベルでの制御ではないため，下垂体後葉

におけるホルモン分泌のレベルで制御されているものと想

定される．その制御メカニズムの研究には恰好のモデルに

なると思われる．最新の研究成果では，アルツハイマー病

モデルマウス（アミロイド前駆体タンパク質トランスジェ

ニックマウス）を用い，アミロイド βペプチドを脳内で

分解する酵素であるネプリライシンを発現するAAVベク

ターを脳内に注入し，病理学的アミロイド βペプチドの

蓄積が抑制されることを理研グループが確認している５４）．

おわりに

遺伝子治療臨床研究において，ウイルスベクター自体に

よる重篤な副作用の発生が問題になってきている今日，安

全性の高いAAVベクターへの期待が益々高まっている．

最近は，新しい血清型のAAVベクターが注目されるよう

になっているが，２型以外のAAVベクターを臨床研究に

用いるには，安全性評価に関わるデータを取り直す必要が

あり，またパテントの問題も大きな隘路となっている．既

に膨大な基礎データが蓄積されているAAV２ベクターが

適した遺伝子治療臨床研究という点では，パーキンソン病

の遺伝子治療が当面クローズアップされてくるものと予想

される．基礎研究では，標的細胞へのターゲティングを人

為的に制御するため，カプシド蛋白質を修飾することが試

みられている．この分野ではベクターの結晶構造解析の知

見が活かされていくものと期待される５５）．
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