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要旨 

 

	 アデノウイルスベクター（AdV）ではウイルスタンパク質は発現しないが、

polⅢにより転写される VA RNAが常に発現している。本研究では、本来の VA 

RNA遺伝子を破壊し、FLPで除去可能な VA RNA遺伝子に置換した pre-vector

を通常の方法で作製し、FLP高発現 293細胞に導入する VA欠失 AdV作製法を

確立した。調製されたベクターの pre-vector の混入は 3％以下であり、しかも

十分に応用可能な高力価を保持し、目的遺伝子発現効率も AdVと遜色がなかっ

たことから、今後 AdVは pre-vectorとして作製を行い、目的に応じて VA欠失

AdVを調製することが一般化するのではないかと考えられる。 
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1. 序論  

	 アデノウイルス（Ad）は約36kbの直鎖状二本鎖DNAを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。カプシド表面に細胞への吸着に必要なフ

ァイバー、侵入に必要なペントンベースを配した正二十面体構造を持つ（図1A）。

大きくAからFまでの6種類のサブタイプに分かれ、血清型は55型まで報告されて

おり（図1B）、小児の風邪や結膜炎の原因ウイルスとして知られている。 

	 12型Adのハムスターにおける発癌性が報告され分子生物学的な解析が盛んに

行われてきたが、ヒトの癌との直接的な因果関係が証明されなかったこともあ

り、癌ウイルスというよりも転写因子の同定などの研究に応用されていた。1990

年代には、Adをベクターとして応用する試みが始まったが1、作製法が煩雑であ

り汎用されるには至っていなかった。Graham、Saitoらによるベクター作製法の

改良やキット化が進んだこともあり、現在では遺伝子治療のみならず多くの基

礎研究にも応用されている2,3。 

	 汎用されているアデノウイルスベクター（AdV）は第一世代AdV（FG AdV）

あるいは非増殖型AdVとも呼ばれている。FG AdVには、小児の風邪の原因ウイ

ルスのひとつであるアデノウイルス5型が主として利用される。FG AdVは、ウ

イルスの全ての初期遺伝子プロモーターをトランスに活性化するE1Aタンパク
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質をコードしているE1領域を欠失している。そのため、E1領域が細胞染色体に

挿入されているヒト胎児腎臓細胞由来の293細胞でのみ、恒常的に発現している

E1Aタンパク質により、AdVゲノム上のポリメラーゼを含む全ての初期タンパク

質のプロモーターが活性化され、ウイルスゲノム末端に共有結合している末端

タンパク質をプライマーとしてゲノムの複製が可能である4（図1C）。しかし、

それ以外の細胞では教科書的にはウイルス由来のタンパク質は発現せず、E1欠

失領域に挿入した目的遺伝子のみを発現するとされている5（図2左）。 

	 またE3領域には、MHCクラスⅠ分子複合体の細胞表面への提示を減少させる

機能などをもつ宿主免疫抑制遺伝子がコードされており、培養細胞でのウイル

ス増殖には関与していないことが知られている。そのため挿入可能な目的遺伝

子のサイズを最大にするため、E3領域も欠失することで最終的に7.5kbの目的遺

伝子の挿入が可能である2,6,7。 

	 FG AdVは、レトロウイルスベクターなどとは異なり、染色体への積極的な挿

入機構を持たないため、一過性の発現ベクターであり、プラスミドのトランス

フェクション効率を100％にしたベクターとも言える。また、塩化セシウム平衡

密度勾配遠心により簡便にin vivoへの直接投与が可能な1010 plaque-forming units

（PFU）オーダーのベクター調製が可能である。FG AdVの最大の利点は、神経
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細胞を含む多くの細胞種に高い遺伝子導入効率を示すことであり、例えば、接

着系細胞である肝細胞癌由来のHepG2、サルの腎臓由来のVero及びマウスの

NIH-3T3細胞等へは非常に高い遺伝子導入効率を示す。一方血球系細胞である

JurkatやEB形質転換B細胞、マウスB細胞由来のBa/F3細胞では、細胞により異な

る遺伝子導入効率を示すが総じて低い導入効率を示す（図2右）。最も高い遺伝

子導入効率を示すのは肝臓由来の細胞であり、例えばマウスの尾静脈からAdV

を静脈注射すると約90％が肝臓へ導入されることが知られている。 

	 しかし、in vivo投与では特に肝臓において強い炎症反応が認められ、ベクター

そのものに依存した免疫原性が認められた。教科書的にはFG AdVではウイルス

タンパク質は発現しないはずであるが、免疫原性の原因となるウイルス由来タ

ンパク質の探索が行われ、複数のウイルスタンパク質の可能性が示唆されてき

たが、特定には至っていなかった。Nakaiらは、目的遺伝子発現単位挿入領域の

直下のベクターゲノムにコードされているpⅨタンパク質が、目的遺伝子発現に

用いた外来の強力なウイルスプロモーター（CAGまたはCMV）のエンハンサー

依存的に発現したためにこの免疫原性による炎症反応が誘起されていたことを

見いだした（図3上）。またこのpⅨタンパク質の発現や炎症反応は、目的遺伝子

発現単位を全く持たないコントロールベクター（Ax1w1）やエンハンサー効果
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を生じない細胞由来のEF1αプロモーターを目的遺伝子発現用プロモーターと

して利用したFG AdVでは誘起されず、EF1αプロモーターからヒト成長ホルモ

ンを発現するFG AdVではマウスにおいて6ヶ月間発現が持続したことも報告し

た。この結果から斎藤らはEF1αプロモーターを用いるFG AdVを「低炎症型FG 

AdV」として命名し8、FG AdVの遺伝子治療への応用が可能なFG AdVを目指し

て改良を進めてきた。 

	 「低炎症型FG AdV」ではウイルス由来タンパク質の発現がほぼなくなったこ

とから、FG AdVの有用性は格段に上昇した。しかし、今まであまり問題視され

ていなかったが、FG AdVにはRNA polymerase Ⅲにより転写される2種類のウイ

ルス関連RNA（Virus-associated RNA ; VA RNA）コード領域が残存している。E1

領域を欠失した「低炎症型FG AdV」ではRNA polymeraseⅡにより転写されるウ

イルス由来のタンパク質はないが、VA RNAはpolⅢプロモーターから転写される

ため、目的遺伝子以外に唯一発現してしまっているウイルス由来の転写産物で

あると言える（図3下）。 

	 VA RNAにはVAⅠ及びVAⅡの2種類が存在し、アデノウイルス5型の約30 map 

unit（10576-11034 nt）にコードされているそれぞれ約160 ntのsmall RNAである 

（図4上）。VAⅠは全ての血清型、VAⅡにおいても約80%の血清型に存在してお
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り、配列的には多様性が見られるが、その二次構造は血清型間で高く保存され

ている。A box, B boxとよばれる内在性プロモーターにより転写されており、野

生型のアデノウイルスでは、VA RNAの発現は感染の極めて初期から始まる。感

染後期、すなわちDNAゲノム複製以降、細胞あたり約1万コピーまで増幅するア

デノウイルスゲノムに伴い、VA RNAも大量に発現する。VA RNAはpre-microRNA

（pre-miRNA）やshort-hairpin RNA （shRNA）とよく似たstem-loop構造をとるた

め、同様のプロセス、すなわちExportin 5により細胞質へ輸送され、Dicerにも結

合する。その結果、Exportin 5やDicerを飽和させることにより宿主細胞内の

pre-miRNAやshRNAなどのRNAi機構を撹乱させることが報告されている9-12。最

も有名な機能は、インターフェロン（IFN）で活性化されるProtein kinase R（PKR）

にVAⅠが直接結合してPKRの活性化を阻害した結果、PKRによる翻訳開始因子

eIF-2のリン酸化が阻害され、翻訳阻害を阻止することである13,14。その結果、細

胞のウイルス防御機構を抑制し、ウイルス増殖に適した環境を整えることに寄

与していると考えられている15。しかし、VA RNAはE1Aタンパク質と同様に極

めて初期から発現しており、そのウイルス学的な役割は不明であった。 

	 AdVではアデノウイルスゲノム複製状況下と比べれば発現しているVA RNA

の量は少なく、VA RNA発現の残存がベクターとして大きな問題ではないと認識
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されていたが、2010年、Aparicioらにより、VA RNAが細胞内でshRNAやmiRNA

と同じ経路でプロセスされた結果、miRNA （mivaRNAⅠとmivaRNAⅡ） とな

り、宿主細胞側の複数の遺伝子発現を変動させていることが報告された16（図4

表）。またFG AdVでは任意のプロモーターの応用が可能であるため、U6あるい

はH1などのpolⅢプロモーターを用いてshRNAを導入するツールとしての有用

性が高く、既に多くの論文が報告されてきた17-21。しかしVA RNAはshRNAと同

様の経路でプロセスされるため、shRNAの成熟化に競合拮抗することが報告さ

れおり、AdVはshRNA発現ベクターとして充分な活性を示していない可能性も

示唆された12,22（図5）。 

	 これらの発見により、VA RNA発現が残存したままでFG AdVを応用すること

は、常にVA RNAによる影響を視野にいれる必要が生じるため、VA RNAを欠失

したAdV（VA欠失AdV）の必要性が高まっていた。VA RNAはウイルス増殖に厳

密な意味では必須ではない。しかし、VA RNAを完全欠失しE1を保持したアデノ

ウイルスの増殖は1/60以下に低下することが報告されていた15。我々は、VA RNA

コード領域を完全欠失したVA欠失AdVの作製を293細胞で試みたが、得ることは

できなかった。その原因のひとつとして、VA RNAコード領域の近傍の遺伝子配

列およびその発現がcisにFG AdVの増殖に影響を与えていた可能性が考えられ
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た。そこで、VA RNAのプロモーターとして機能しているVA RNAコード領域内

の一部を欠失したVA欠失AdVの作製を試みたが、やはり困難であった。すなわ

ち、発現したVA RNAそのものが増殖に直接の影響を与えていたことが示唆され

た。 

	 そこで、VA RNAがIFNにより誘導されるPKRの活性化を阻害することでウイ

ルス増殖環境の整備に寄与しているという報告を応用して、Rasの恒常的な発現

によりPKRが常に不活化されている293T細胞を用いてVA欠失AdVの作製を試み

た（図6A）。FG AdVの作製には2週間以上細胞を維持することが必要であるが

293T細胞は293細胞とは異なり細胞を維持することが難しく、図6A写真左に示し

たように、細胞死とウイルス生成による細胞変性（cytopathic effect : CPE）との

識別は困難であった。そこでdsRedをVA欠失AdV生成確認用マーカーとして挿入

し、生成したAdVを可視化することによりVA欠失AdVの作製に成功したが、常

にVA欠失AdV生成確認用マーカーが必要であり、ベクター力価も通常の1/100程

度に留まっていた。VA RNAをテトラサイクリン誘導型で発現する293細胞を用

いたVA欠失AdV作製法も2011年に報告されたが、この報告ではVA欠失AdVの力

価は通常ベクターの1/1000以下と極めて低かった23（図6B）。 

	 そこで本研究では、全く異なる発想でVA欠失AdVを作製する新規作製法を開
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発した。その方法は、部位特異的組換え酵素FLPの標的配列であるFRTをVA RNA

コード領域の両側に挿入（以下、FVF断片）し、通常の293細胞でVA欠失AdVの

前駆体であるVA保持AdV（pre-vector）として作製する。この段階ではFG AdV

と同様にウイルスゲノム複製時にVA RNAが十分に供給されるため、十分に高力

価のpre-vectorを調製することが可能であった。これまでの293T細胞を用いたVA

欠失AdVの作製における知見から、高い感染量で293細胞へVA欠失AdVを導入す

ると、効率は劣るもののベクター増殖は低レベルで可能であった。そこで、こ

の高力価pre-vectorを大量にhFLPe高発現293細胞に感染することで、hFLPeによ

りFRTで挟まれたVA RNAコード領域（FVF断片）が環状に切り出され、VA RNA

のみを欠失することができ、かつ高力価を維持することが可能ではないかと考

えた。 

	 本論文では、FG AdVでウイルス遺伝子産物の発現が唯一残存していたVA 

RNA遺伝子を欠失したVA欠失AdVを高力価で簡便に作製する新規作製法を確立

し、複数の目的遺伝子を発現するVA欠失AdVの作製に成功したので報告する。 
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2. 材料及び方法  

2.1. 細胞培養 

	 VAを保持しているpre-vectorの作製にはアデノウイルスのE1A、E1Bタンパク

質を恒常的に発現するヒト胎児腎臓細胞由来293細胞（ATCC）を用いた24。

Southern blotの解析には293細胞及びヒト肝細胞癌由来HuH-7細胞を用いた。

TaqMan PCR（qPCR）の解析では、HuH-7細胞、ヒト子宮頸癌由来HeLa細胞を用

いた。これらの細胞は10％牛胎児血清（Gibco-BRL）を含むダルベッコ変法イー

グル培地（DMEM（Gibco-BRL））（10％FCS-DMEM）を用いて、37℃、5％二酸

化炭素の条件下で培養した。また、AdV導入及び導入後の維持には5％ 

FCS-DMEMを用いた。 

VA欠失AdVの作製には、ヒト型・温度安定型FLP（hFLPe）25を高度に発現す

る293細胞由来の細胞株hde12細胞を用いて作製した。hde12細胞の培養には

0.75mg/mL G418（Invitrogen）添加10％ FCS-DMEMを用いた。 

 

2.2. pre-vector作製用コスミドの構築 

	 pVA41daはアデノウイルス5型の10576-11034 ntにコードされているVAⅠとVA

Ⅱ遺伝子領域をもつプラスミドである。pVA41daをVA I, VA Ⅱ領域両端のHindⅢ
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-XbaIで切断し、平滑末端後、pUFwF26のSwaIサイトに挿入し、VAⅠ、VAⅡ領域

の両端がFRTで挟まれた断片（FVF）を有するpUFVA41daFを作製し以下の実験

に供した。 

	 2種類のpre-vector作製用コスミドカセットは、E1領域とE3領域を除くAdVゲノ

ム全長をもつコスミドカセットpAxcwit2から構築した27。E4領域にFVFを挿入し

たコスミドカセットであるpAxdV-4FVFw（E4挿入型）は、pAxcwit2に存在する

本来のVAⅠ及びVAⅡ発現用polⅢプロモーターを部分欠失することによりVA 

RNAが発現しない様に作製されたコスミドであり、E1領域に目的遺伝子発現単

位のクローニングサイトSwaIをもち、E4領域の右端側（35770 nt）にあるSnaBI

サイト28にFVF断片を有する。このSwaIクローニングサイトにEF1αプロモータ

ーからGFPを発現する発現単位を左向きに挿入し、GFP-E4挿入型のpre-vector作

製用コスミドpAxdV-4FVF-GFPを作製した。Cre-E4挿入型のpre-vector作製用コス

ミドpAxdV-4FVF-NCreは、GFP遺伝子の代わりに核移行シグナル付加Cre29を挿入

したことを除き、pAxdV-4FVF-GFPと同様の構造を持つ。 

もう一方のpre-vector作製用コスミドカセットであるpAxdV-FVF-4c（VA置換

型）はpAxcwit2のVA RNA領域ほぼ全長（10635-11012 nt）を欠失し、FVF断片と

置換して作製した。このコスミドカセットのE1領域にあるSwaIクローニングサ
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イトにGFP発現単位を挿入することにより、GFP-VA置換型のpre-vector作製用コ

スミドpAxdV-FVF-GFPを作製した。またSRαプロモーター30からCherry遺伝子を

発現する発現単位をpAxdV-FVF-4cのE4領域右端側にあるClaIサイトに挿入し、

E4Cherry-VA置換型のpre-vector作製用コスミド pAxdV-FVF-4SRCheを作製した。 

 

2.3. VA欠失AdV作製用pre-vectorの作製 

	 pre-vectorの作製は、完全長ウイルスゲノム導入法27を用いて通常のAdV作製法

に則り行った。pre-vector作製用コスミドのアデノウイルスゲノム両末端には、

アデノウイルスゲノム及び発現単位を切断しない制限酵素PacIサイトが挿入さ

れているため、PacIで切断することにより完全長ウイルスゲノムの両末端を露出

後、293細胞にTransfast（Promega）を用いて導入した。翌日96穴プレートにまき

直して培養を続け、細胞変性が確認されたウェルから培地ごと細胞を回収し、

密閉型ソニケーター（BioruptorⅡ, コスモバイオ）を用いて氷水中で、30秒間、4

回の超音波処理後、6,000rpm、5分間、4℃で遠心し、上清を1st seedとした。得ら

れたpre-vectorの1st seedを24穴プレートに感染して2nd seedを得た。2nd seedの

pre-vectorを293細胞に感染し3rd seedを調製後、更に3rd seedを293細胞に感染して

4th seedを調製し、実験に供した。 
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2.4. 力価測定法（図7） 

	 全てのAdVの力価はTaqMan PCRによる定量PCR（qPCR）を応用したアデノウ

イルスベクター迅速定量法を用いて測定した31。汎用されているAdV力価測定法

は、AdV作製細胞である293細胞を用いたAdVによる細胞変性あるいはウイルス

タンパク質の定量により算出される。しかし本研究ではウイルス増殖に影響を

与えるVA RNAが存在するAdVと欠失したAdVを比較するため、通常の力価測定

法では正確な力価測定は不可能である。一方、この迅速定量法はAdVが複製し

ない細胞を用いて細胞内に導入されたベクターDNAコピー数をqPCRで算出す

る。その際、力価測定時の細胞状態による影響を最小限に留めるため、AdV力

価既知のコントロールベクターのCt値と希釈倍率との直線性を基に、目的ベク

ターのCt値から相対的にAdV力価を算出する（rVT ; 相対的ベクター力価）。そ

のため本研究で危惧されるウイルス増殖に影響を与えるVA RNAの有無による

ベクター力価への影響を最小限に留めることが可能である。 

	 pre-vector及びVA欠失AdVとともにコントロールベクターとして既に力価が既

知であるAxCAGFPを6穴プレートのHeLa細胞に導入し、2日後に細胞表面をPBS

（—）で2回洗浄した。TNE buffer 400uL、Proteinase K溶液（20mg/mL） 4μL、

10％SDS 4μLを加えて回収後50℃で2時間反応した。フェノール／クロロホルム
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処理を2回、クロロホルム処理を2回行った後、エタノール沈殿を行い、RNaseA

処理により細胞総DNAを抽出した32。抽出した細胞総DNAをアデノウイルスゲ

ノム上のpⅨ領域に対応するプライマー・プローブ（Table 1 : AdV）28,31を用いて

ABI PRISM 7000 Sequence Detection System（Applied Bioystmes）でqPCRを行った

（図7A）。AxCAGFPのCt値と目的ベクターのCt値の差から、相対的な目的ベク

ターの力価を算出した（図7B, C）。 

 

2.5. Southern blot 

pre-vector及びそのVA欠失AdVを6cm dish のHuH-7細胞に導入し3日後、あるい

は293細胞に導入し18時間後にPBS（−）で2回洗浄後、導入細胞を回収した。得

られた導入細胞にTNE buffer 700μL、Proteinase K溶液（20mg/mL） 14μL、10％ 

SDS 7μLを加え、50℃で2時間反応した。その後、フェノール処理を2回、クロロ

ホルム処理を2回行った後エタノール沈殿を行い、RNaseA処理後細胞総DNAを

抽出した。抽出した細胞総DNAをKpnIあるいはEcoRⅤで切断後、1％ TAEアガ

ロースゲルを用いて、30Vで16時間あるいは80Vで3時間電気泳動した。泳動し

たDNA断片を一定の長さに切断しトランスファーの効率を均一にするために、

電気泳動したゲルを0.1-N HCl、350mLを用いて20分振とうし、酸処理を行った
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（Saito, MCB,1989）。その後アルカリ処理、中和処理を経て、capillary transfer法

を用いてナイロンメンブレン（Hybond-N; Amersham GE）上にトランスファーし

た。その後常法により1200×100μJ/cm2のUV照射（Spectronics）を行い、DNAを

メンブレン上にクロスリンクした。68℃にて6時間以上prehybridizationを行った

後プローブを加え68℃で一晩hybridizationを行った。 

プローブにはアデノウイルスゲノムをEcoRⅤで完全切断して得られる1.2 kb

の断片（9202-10440 nt）及びBglⅠで完全切断して得られる1.7 kbの断片

（30823-32495 nt）を、またPstⅠとBspEⅠで完全切断して得られる1.2 kbの断片

（33884-35055 nt）を、DIG DNA Labeling and Detection Kit（Roche Diagnostics）

を用いてジゴキシゲニンで標識したものを用いた。 

フィルターを室温の2×SSC-SDSで3回（5分／回）洗浄した後、68℃の0.1×

SSC-SDSで2回（20分／回）洗浄した。その後室温で30分ブロッキングしwash 

bufferで4回（10分／回）洗浄後、20μLの発光基質CDP-Star（Roche Diagnostics）

を加え、LAS-4000（Fuji Film）を用いて特異的なバンドを検出した。 

 

2.6. Northern blot 

pre-vector及びそのVA欠失AdVを10cm dish のHuH-7細胞に導入し3日後、ある
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いは293細胞に導入し18時間後にPBS（−）で2回洗浄後回収した。得られた導入

細胞からNucleoSpinR miRNA（MACHEREY-NAGEL）を用いて定法通りに総RNA

を抽出した。抽出した総RNAを2％ TAEアガロースゲルを用いて、120V、2時間

で電気泳動した。電気泳動したゲルをアルカリ処理、中和処理を経て、capillary 

transfer法を用いてナイロンメンブレン（Hybond-N+; Amersham GE）上にトラン

スファーした。その後、Southern blotと同じ方法により特異的なバンドを検出し

た。 

VAⅠの検出にはアデノウイルスゲノムの10583-10818 ntまでの断片を、VAⅡ

の検出には10583-11049 ntまでの断片をプローブとして用いた。 

 

2.7. 逆転写反応 

細胞から総RNA抽出した所定量のRNA 700ngに対してTaqManR Reverse 

Transcription Reagents（Applied Biosystems）キットを用いて、25 mM MgCl2、10 mM 

dNTP mixture、10×RT buffer、50μM random hexamer、20 U/μL RNase inhibitor、

50 U/μL MultiScribe Reverse Transcriptaseを加え、全量100μLの反応系で25℃ 10分

間、48℃ 30分間、95℃ 5分間、Gene AmpR PCR System 9700（Applied Biosystems）

を用いて逆転写反応を行った。 
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2.8. TaqMan PCR（qPCR） 

	 VA RNA量及び目的遺伝子のmRNA量の定量は、逆転写反応後のDNAを用いて

行った。DNAに250 nMのTaqManプローブ、900 nM 5’ プライマー、900 nM 3’ プ

ライマー、1×内在性コントロール、1×TaqManR Universal PCR Master Mixを加

え、純水で全量50 μL/wellとした。これを各サンプル180μL調製し、96-well Optical 

Reaction Plateの3 wellに50μL/wellずつ分注し、Optical Adhesive Cover Starter Kitで

しっかりとカバー後、ABI PRISM 7000 Sequence Detection System（Applied 

Biosystems）を用いて50℃ 2分間、95℃ 10分間行い、95℃ 15秒間、60℃ 1分間

で40サイクルの反応を行った。VAⅠ及びVAⅡの定量及びGFPの定量に用いたプ

ライマーはTable 1に示した。細胞のRNA量は18S-rRNAのプライマー（Applied 

Biosystems）を用いて算出し、補正を行った。 

	 細胞に導入されたベクターコピー数の算出には、NucleoSpinR miRNA及び

NucleoSpinR RNA/DNA Buffer set（MACHEREY-NAGEL）を用いて抽出した細胞

総DNAを用いた。細胞のDNA量はβアクチン遺伝子のプライマー・プローブ

（Table 1）を用いて算出し28、補正を行った。導入されたウイルスゲノムコピー

数の定量には、アデノウイルスゲノム上のpⅨ領域に対応するプライマー・プロ

ーブ（Table 1）を用いた28, 31。 
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2.9. GFP蛍光強度測定 

6穴プレートのHuH-7細胞に対しGFP発現pre-vector及びそのVA欠失AdVを感

染し3日後、その培地をHanks’ Balanced Salt Solution（Invitrogen）と置換し、

Fluoroscan Ascent FL（Lab systems, Thermo Scientific）を用いて、GFP蛍光強度を

測定した。 
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3. 結果  

3.1. VA RNA発現細胞株からのVA RNAの定量 

	 VA欠失AdVの作製は世界的に非常に困難で、既に報告されているVA発現細胞

株を用いた作製法でも通常ベクターの1/1000以下と極めて低い力価しか得られ

ていなかった23。そこで、VA RNAを保持しているFG AdVが293細胞で増殖して

いるときのVA RNA発現量と、VA発現293細胞でのVA RNAの発現量を定量した。

これまでVA RNAの定量はnorthern blotが主流であったが、qPCRによる正確な定

量を行うために、まずVAⅠ及びVAⅡを独立して定量可能なqPCR用プライマ

ー・プローブの検索を試みた。 

	 VAⅠとVAⅡの二次構造には相同性があり、それぞれ約160 ntほどしかない

small RNAであるため、この領域を認識するプライマー設計は困難であることが

予想された。そこで、まずVAⅠあるいはVAⅡ遺伝子をもつプラスミドを段階希

釈し、設計した複数のプライマー・プローブ（図8A）を用いてqPCRによる定量

を試みた。その結果、Table 1に示したVAⅠプライマー・プローブのprVAⅠ-3及

びVAⅡプライマー・プローブのprVAⅡ-2は、2種類のVA RNAを各々特異的に認

識し、高感度で定量可能なプライマー・プローブであった（図8B）。 

	 次に、VA保持GFP発現FG AdVを用いて同一ベクター上から発現するVAⅠ、
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VAⅡ及びGFPのmRNAの定量をqPCRにより行った。FG AdVを段階希釈後HeLa

細胞に感染し、3日目に総RNAを抽出し、逆転写後各々のプライマー・プローブ

を用いてqPCRを行った結果、ベクターの感染量とVAⅠ及びVAⅡのThreshold 

cycle値（Ct値）に直線性の相関があることが確認されたため、本研究で同定さ

れたプライマー・プローブによるVAⅠ、VAⅡの定量が可能であると結論した 

（図8C）。 

	 このプライマー・プローブを用いて、VA欠失AdV作製のために樹立化したVA

発現293細胞株33のVA RNA発現量を定量した。またFG AdVを293細胞に導入し3

日目のVA RNA発現量を定量した。その結果、VA発現293細胞におけるVAⅠ及び

VAⅡの発現量は、FG AdVのそれぞれ1/550および1/720であり（図8D）、VA発現

293細胞からのVA RNA供給量の不足によりベクターが十分に増殖できなかった

可能性が示唆された。 

 

3.2. VA欠失AdV新規作製法の概略 

	 本研究では、通常のFG AdVとしてまず充分なベクター量を確保した後、293

細胞で複製中のAdVゲノムからVA RNA領域を欠失してVA欠失AdVを作製する

方法の確立を試みた。そのためには、高効率にVA RNAを欠失するシステムが必
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要であるため、部位特異的組換え酵素FLPの温度安定型であるFLPeのcodon usage

をヒト型化した、ヒト型・温度安定型FLP（hFLPe）34を応用することにした。

hFLPe高発現293細胞は、約1万コピーまで増幅するアデノウイルスゲノム上に挿

入したFLP標的配列であるFRT間を95％以上環状に切り出すことが可能である

ことが報告されていた25。 

	 図9には本法の概略を示した。VA RNAコード領域の両側にFRT（以下、FVF

断片）を挿入し、通常の293細胞でVA保持AdV（pre-vector）として作製する。こ

の高力価pre-vectorを大量にhFLPe高発現293細胞に感染することで、hFLPeによ 

りFVF断片が環状に切り出された結果、VA RNAのみを欠失し、かつ高力価を維

持することが可能ではないかと考えた。 

 

3.3. VA RNAの配列と欠失領域 

	 VA RNAについては、VA RNAが内在性polⅢプロモーターから転写されること、

特にB-box配列がプロモーター活性に必須であること、及びVA RNAコード領域

の上流配列が転写効率に関与していることが報告されていた35,36。この上流配列

に関しては、VA RNAコード領域の41塩基上流までの配列を有するプラスミドを

用いた解析から、VA RNA転写効率は充分に保持されていたことを確認した（data 
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not shown）。 

	 一方で、VA RNAのコード領域近傍にはベクターの増殖に必須である末端タン

パク質（pTP）と52/55Kタンパク質のコード領域があり、特に裏鎖にコードされ

ているterminal protein precursor（pTP）のイントロンにVA RNAのコード領域が存

在する。そのため、VA RNAコード領域を広く欠失した場合にはpre-vectorの作製

が困難になる可能性が考えられた。そこで、まずVA RNAコード領域のpolⅢプロ

モーターの発現に必須なB-box配列の十数塩基だけを欠失し、E4領域右側にFVF

断片を挿入したE4挿入型pre-vectorの作製を行った（図11A上段参照）。 

	 図10AにはFVF断片の中の機能的VAⅠ、VAⅡ遺伝子の全塩基配列を示した。

pTPの異所的なスプライシンングの影響を避けるため、VAⅠの5’末端上流に存在

するpTPのsplicing acceptor siteのAG配列をCCに置換することで破壊した。図10A

にはVAⅠとVAⅡのプライマー・プローブの位置も同時に示した。図10Bには、

polⅢプロモーターを不活化するための欠失領域を示した。本来のVA RNAコード

領域のB-boxを含むVAⅠでは15塩基、VAⅡでは17塩基を欠失し、代わりに、E4

領域右側にFVF断片を挿入したpAxdV-4FVF-w（E4挿入型）コスミドカセットを

作製した。 

このE4挿入型AdVの構造ではB-boxのみが異なる約460塩基のVA RNAコード
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領域が同一ベクターゲノム上の本来のVA RNA領域とE4領域右側に存在してい

る。そのため、293細胞でのpre-vector作製中に相同組換えが起きpre-vector作製が

困難になる可能性が残っていた。そこで、図10Cに矢印で示した、本来のVA遺

伝子のほぼ全長を欠失させ、FVF断片と置換したベクター（図11A下段）を作製

するため、pAxdV-FVF-w（VA挿入型）コスミドカセットを構築した。 

 

3.4 作製したpre-vectorとVA RNA欠失後の構造 

	 AdVではE1置換部位およびE4挿入部位の二つのクローニングサイトが利用で

きる。E4挿入型は、E4領域右側のクローニングサイトにFVF断片が挿入されて

いるため、E1クローニングサイトのみに目的遺伝子発現単位の挿入が可能であ

り、E1にEF1αプロモーターからGFPを発現する発現単位（AxdV-4FVF-GFP）あ

るいは、核局在シグナル付きCreを発現する発現単位（AxdV-4FVF-NCre）を挿

入しpre-vectorを通常のFG AdV作製法で作製した（図11A上段）。VA置換型は、

E1に加えてE4クローニングサイトにも目的遺伝子発現単位の挿入が可能である

ため、E1にEF1αプロモーターからGFPを発現するAxdV-FVF-GFPあるいはE4に

SRαプロモーターからCherryを発現するAxdV−FVF-4SRCheを作製した（図11A

下段）。E4にFVF断片を挿入した場合にも、VA RNAコード領域をFVFに置換した
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場合にも高力価のpre-vectorの作製が可能であった。 

図11B右側に、hFLPe発現293細胞に感染して得られると想定されるVA欠失

AdVの構造を示した。E4挿入型由来のVA欠失AdVでは、本来のVA RNAコード

領域ではVAⅠとVAⅡのB-boxが欠失しているためVA RNAの発現はなく、E4領域

にFRTのみが残存するのではないかと考えた。一方、VA置換型ではFLPにより欠

失したVA RNAコード領域にFRTのみが残存すると考えられる。 

	 実際に行ったVA欠失AdVの作製法をGFP発現ベクターを例として以下に示し

た37。pre-vectorの2nd seedをhFLPe高発現293細胞あたり10コピーで導入し、得ら

れたVA RNAを欠失したAdVを1st stockとする。hFLPeにより切り出された環状分

子（図11B中央）、及び切り出される前のpre-vectorから発現するVA RNAが残存す

るため、1st stockの増殖が可能であると考えられる。次に、通常用いる5倍量の1st 

stockをhFLPe高発現293細胞に感染して2nd stockを得た。1st stockを大量に感染す

ることにより2nd stockの増殖が可能であり、良好な細胞変性が確認された。得ら

れた2nd stockをVA欠失AdVとして応用することが可能であるかの検討を行った

（図11B右上、右下）。 

 

3.5. hFLPe発現293細胞によるVA RNA欠失効率の検証 
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	 上記作製法により得た2nd stockには、hFLPeによりFVF断片が切り出されなか

った少量のpre-vectorが混入している可能性があった。そこで、pre-vectorあるい

は2nd stockをHuH-7細胞に感染し、3日後に総DNA／RNAを抽出した（図12A）。

ここにはVA置換型由来のAxdV-F-GFPの結果を示した。 

	 まずベクターゲノム構造を確認するために、総DNAをKpnⅠで切断後、Southern 

blotにより2nd stockのDNA構造を確認した結果を図12Bに示す。5.9kbのバンド

（Constant）により、導入したベクターコピー数はほぼ同程度であったことが確

認された。その条件下で、FVF断片を含むpre-vector由来の2.7kbのバンドは、VA

欠失AdVでは全く検出されず、FVF断片が切り出された場合にのみ出現する

2.2kbのバンドに完全にシフトしていた。この結果から、hFLPe高発現293細胞は、

複製しているpre-vectorゲノムのVA RNAを効率的に欠失していたことが確認さ

れた。E4挿入型由来のAxdV-4F-GFPにおいても同様の結果が認められた（data not 

shown）。 

	 次に、VA RNAの発現を確認するために抽出した総RNAを用いてnorthern blot

を行った（図12C）。pre-vector（VA＋）では多量のVAⅠ及びVAⅡが発現してい

たが、2nd stock（VA−）ではVAⅠ及びVAⅡともに検出されなかった。E4挿入型

由来のAxdV-4F-GFPにおいても同様の結果を得た（data not shown）。また、CAG
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プロモーターからGFPを発現する通常のFG AdVであるAxCAGFPとpre-vectorで

は同程度のVA RNA量が発現していた（data not shown）。 

	 更に詳細にVA RNA発現量を定量するためにqPCRを行った。pre-vectorあるい

は2nd stockを導入したHuH-7細胞から総RNAを抽出し、逆転写反応後、qPCRによ

りVAⅠ及びVAⅡを独立して定量した（Table 2）。その結果、2nd stock調製後のVA 

RNA残存量は、E4挿入型ではVAⅠは1％未満、VAⅡでは検出限界以下、VA置換

型でもVAⅠは2.9％、VAⅡは1.4％と高効率でVA RNA発現量が減少したことが明

らかになった。pre-vectorのVA発現量はFG AdVであるAxCAGFPと同程度であり、

これらの結果は前述したnorthern blot（図12C）の結果と相関していた。 

 

3.6. ウイルス増殖条件によるVA RNA欠失効率の高感度な検証 

	 pre-vectorであるAxdV-4FVF-GFPの混入は、qPCRを用いてもほとんど検出され

なかった。そこで、ウイルス複製条件下での高感度なバイオアッセイをさらに

行った。 

	 FG AdVの複製が可能である293細胞にE4挿入型のpre-vectorあるいは2nd stock

を感染し、抽出した総DNA及び総RNAを用いてSouthern blotおよびnorthern blot

を行った（図13A）。前述したHuH-7細胞での検証（図12A）とは異なり、293細
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胞ではVA RNAが発現しているpre-vectorのみが効率的に複製するため、pre-vector

の混入が微量でも残存したpre-vector由来のVA RNAを検出することが可能であ

る。複製したベクターゲノムDNA中のVA RNAコード領域をSouthern blotを用い

て解析したが、2nd stockに残存していた場合に出現する2.8kbのバンドはほとんど

検出されなかった（図13B ; VA−）。northern blotを用いた解析では、2nd stockでも

ほんのわずかにVA RNAが検出されたが、非常に微量であった（図13C ; VA−）。 

	 293細胞を用いたこの検証は定量的ではないが、これらの結果は、293細胞以

外の、複製しない目的の細胞においては、混入したpre-vectorからはほぼVA RNA

が発現しないと推定するに充分であることを示していたことから、この2nd stock

をVA欠失AdVとして応用することとした。 

 

3.7. VA欠失AdVの力価測定 

	 本研究で作製した4種類のpre-vector、VA欠失AdV及びコントロールベクターと

して用いたAxEFGFPのベクター力価を「材料と方法」に示した迅速ベクター力

価測定法により算出した（Table 3）。本法では、目的細胞に導入されたベクター

コピー数を基にベクター力価を算出しているため、ウイルスとしての増殖能力

が劣るVA欠失AdVにおいても正確なベクター力価算出が可能であった。 
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	 その結果、目的遺伝子として用いたGFP、Cre及びCherryの違いに関わらず全

てのVA欠失AdVの力価はそれぞれのpre-vectorの約1/10（8-14％）程度に低下し

ていたが、VA発現293細胞を用いた従来のVA欠失AdV作製法で得られたベクタ

ー力価23の約100倍に相当する高力価であり、十分に応用可能な力価であった。

また特にAdVとして作製が困難であることが知られているCreを発現する

AxdV-4F-NCreを高力価に作製可能であったことから、本法は極めて高効率な作

製法であると考えられた。 

 

3.8. VA欠失AdVからの目的遺伝子発現量の定量 

	 VA RNAが外来の目的遺伝子発現を上昇するという報告があり、VA RNAを挿

入したプラスミドがプロメガ社より販売されていた38。そこでVA RNA発現の有

無がAdVにおいても目的遺伝子発現量に影響を与えるかどうかについてGFP発

現ベクターを用いて検討を行った。pre-vectorまたはVA欠失AdVをHeLa細胞に導

入し、3日後のGFP蛍光強度をAscentで、GFP mRNA量をqPCRで測定した（Table 

4）。その結果、VA領域欠失方法の異なる両ベクターともVA欠失AdVのGFP発現

量はそれぞれのpre-vectorと同程度であった。この結果から、目的遺伝子の高度

発現が可能であるAdVにおいてはVA RNAによる遺伝子発現効率上昇効果は殆
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ど認められず、VA欠失AdVの有用性には影響を与えないことが明らかになった。
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4. 考察  

	 本研究では、FG AdVで唯一残存していたウイルス由来RNAであるVA RNAを

欠失したAdVを高力価で簡便に作製する新規VA欠失AdV作製法を確立した。目

的遺伝子導入ツール、または機能解析などで応用されるベクターとしての有用

性を考える上で、ウイルスベクターからのウイルス由来発現産物が無いことは

重要な事であり、本研究により作製が可能となったVA欠失AdVの意義は高いと

考える。 

	 VA RNAはウイルス増殖に必須では無いこと、VA欠失アデノウイルスは、Ras

の恒常的発現によりPKRが常に不活性化されている293T細胞を用いるだけで充

分に作製が可能であるだけでなく、Ras発現細胞でのみVA欠失アデノウイルスが

増殖する性質を応用した癌に対する遺伝子治療用ベクターとしての報告もあっ

たため39、VA欠失AdVの作製は容易であると考えていた。しかし、293T細胞や

VA発現293細胞を用いたVA欠失AdVの作製は非常に困難であり、高力価のベク

ター調製は不可能であった	 そこで、我々はVA RNAの発現量が高い293細胞の

樹立化を試みたが、おそらくVA RNAの細胞毒性により、より高度に発現するVA

発現293細胞の樹立には至らなかった。また、MachitaniらはVA RNAの細胞毒性

を考慮して、テトラサイクリン誘導型VA RNA発現293細胞を作製して検討を報



 30 

告した。VA RNA発現量は我々の作製したVA RNAを直接発現する293細胞よりも

高いと考えられるが、それでも高力価のVA欠失AdV作製が不可能であった。以

上のことを考え合わせると、ウイルスタンパク質を欠失したウイルスをレスキ

ューするために通常用いる細胞株からのVA RNAを補充する方法では、複製後期

のVA RNA量には不十分で、高力価のベクター作製は困難である可能性が強く示

唆された。 

	 VA欠失ウイルスが作製可能でVA欠失AdV作製が非常に困難である原因とし

て、VA欠失ウイルスでは細胞当たりのウイルス感染量として数十のウイルスが

感染するため、一旦複製が始まれば細胞内で1万コピーまで増殖しVA RNAが発

現しなくても、細胞のウイルス増殖抵抗機構に対抗するE4タンパク質などが高

度に発現し同じ様な働きをしてウイルス増殖が可能であったと考えられた。一

方、ベクターはトランスフェクションされたゲノムDNAから僅かに生成するウ

イルスタンパク質を用いていくつかの細胞で生成したベクターから徐々に複製

が始まるため、ベクターコピー数が少ない期間に宿主側のウイルス増殖抵抗機

構によりベクター増殖が困難になった可能性があるのではないかと考えた。そ

こでVA RNAを有した十分に高力価のpre-vectorを293細胞で調製した後、大量に

この高力価pre-vectorをhFLPe高発現293細胞に感染してVA欠失AdVを作製する
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方法を考案した。 

	 本研究結果から、pre-vectorをVA RNAの発現が無いhFLPe高発現293細胞に導入

するだけで、VA欠失AdVを高力価で回収することが可能になったことから、や

はりベクター生成初期の少ないコピー数の際に宿主側のウイルス増殖抵抗因子

により生成したベクターの増殖が困難であった可能性が強く示唆された。

pre-vectorを用いた特定ウイルス遺伝子欠失法は、アデノウイルスに限らず他の

欠失ウイルスへの応用も可能ではないかと考えている。 

	 また、本研究では、pre-vectorでのVA RNAの供給方法としてE4挿入型とVA置

換型を用いた。既に数十種類のE4挿入型VA欠失AdVを作製したが、pre-vectorの

力価が低下する現象は認められず、懸念されていた相同組換えの影響は殆どな

いと考える。しかし、VA置換型では、E4挿入型でVA RNA発現単位を挿入して

いたE4のクローニングサイトに目的遺伝子を挿入したデュアルベクター作製も

可能であり利便性が高い。VA置換型でもE4挿入型と同程度の力価が得られたこ

とから、現在では主にVA置換型を用いている。その結果、本法で作製した

pre-vectorは通常のFG AdVとVA RNAコード領域のFRT配列を除いてほぼ同様の

構造を有している。そのため現在、私の所属する研究室では全てのAdVを

pre-vectorとして作製し実験に用いており、VA RNAによる影響が考慮される場合



 32 

には、pre-vectorをhFLPe発現293細胞に感染してVA欠失AdVを作製し解析を行っ

ている。今後はAdVをこのpre-vectorで作製する方法が一般化するのではないか

と考える。 

	 この作製法に極めて重要なのは、1万コピーまで複製するAdVゲノム上からVA 

RNAコード領域を効率的に切り除くことを可能にしたhFLPe高発現293細胞であ

った。一般的に部位特異的組換酵素には組換え効率の高いCreが用いられ、ウイ

ルス由来のDNA領域をほぼ目的遺伝子と置換したヘルパー依存型AdVの作製に

もCre発現293細胞が用いられている。この細胞株は複製しているヘルパーウイ

ルスからウイルスパッケージング領域を切り除き、ヘルパー依存型AdVを濃縮

するために用いられるが、Creによる切り出し効率は細胞株では70-80％に留まる

ことが報告されていた40,41。その原因として293細胞において高発現したCreの毒

性による可能性が示唆されていた42-45。そのため混入したヘルパーウイルスを塩

化セシウムステップ平衡遠心により取り除くなど、煩雑な操作が必要であった。 

	 一方でCreに比べると一般的に組換効率が低いとされているFLPはこれまで毒

性は報告されていない。Kondoらの開発したFLPの温度安定型であるFLPeの

codon usageをヒト型化した、ヒト型・温度安定型FLP（hFLPe）34は、通常のFLP

の組換え効率を3倍上昇し有用性を高めていた。Takataらは、hFLPe発現293細胞
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では、約1万コピーまで増幅するアデノウイルスゲノム上に挿入したFRT間を

95％以上の効率で環状に切り出すことが可能であったことを明らかにした。こ

れはhFLPeの組換え効率がCreと比べて劣るものの細胞への毒性が少なく、その

ためhFLPeを高度に発現する293細胞株が樹立出来た可能性を示唆していた25。こ

のhFLPe発現293細胞は新規VA欠失AdV作製法だけでなくヘルパー依存型AdVの

作製にも有用性が高く、我々はこの細胞株を用いてこれまで十数個のヘルパー

依存型AdVを作製している。 

	 本研究で得られた副産物として、VA RNAコード領域がクローニングサイトと

して応用可能である可能性が示唆された。AdVではほとんどのウイルスゲノム

領域を残存しており、293細胞ではそこから発現するウイルスタンパク質を用い

て増殖するため（図1C）、外来DNAの挿入が可能な部位は実は少なく、一般的に

AdVへの目的遺伝子の挿入部位はE1領域置換型、E3領域置換型46及びSaitoらが発

見したE4領域挿入型（E4遺伝子コード領域右側）1のみが今のところ報告されて

いる。たとえ部位特異的組換え酵素の標的配列のような短い配列でもAdVゲノ

ムに外来DNA配列が挿入されると、ウイルスタンパク質発現への影響が考えら

れ、AdVが複製できないまたは低力価となる場合が多い。VA RNA本来の領域の

両側にFRTをもつVA置換型pre-vectorが、FG AdVと同程度の力価を示したことか
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ら、上記3領域に加え、VAコード領域を新たな外来DNA挿入領域として応用可

能であることが示唆された。 

	 本研究によりVA欠失AdVの作製が可能となり、KondoらはVA RNAの機能解析

にVA欠失AdVを応用した47。2010年にAparicioらにより、ウイルス複製後期に大

量に発現したVA RNAがウイルス由来のmiRNA（mivaRNA）としてプロセスされ、

RNA代謝に関わるTIA-1を含む多くの宿主細胞の遺伝子発現を低下させていた

ことから、VA RNAがRNA干渉機構を介して宿主側のウイルス増殖抵抗機構に対

抗するために機能している可能性が提唱されていた16。 

	 一方で、VA RNAの転写はpolⅢプロモーターにより起きるため、ウイルス増殖

の極めて初期から転写されるRNAであるが、ウイルス感染初期におけるVA RNA

の機能は解明されていなかった。つまり、目的細胞では複製しないためウイル

ス感染初期と同程度の少量のVA RNAしか転写されないFG AdVのVA RNA量で

も細胞遺伝子の発現へ影響があるかどうかについては検討されていなかった。

そのため、VA欠失AdVを用いなくても細胞へのVA RNAによる影響は少ない可能

性も考えられていた。 

	 そこで、Kondoらは本研究で作製が可能となったVA欠失AdVとVA RNAが発現

するFG AdVをベクター増殖のない細胞に導入し、細胞遺伝子の発現変動をマイ
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クロアレイ解析により検討した47。その結果、Aparicioらの報告したTIA-1は、FG 

AdVを通常の量で細胞に導入した場合には発現量の低下が認められず、ベクタ

ーレベルのVA RNA転写量では影響を受けない遺伝子であった。一方、HDGF

（hepatoma-derived growth factor）を含む複数の遺伝子の発現がAdVから発現する

少量のVA RNAでも影響を受けていたことが新たに明らかとなり、特にHDGF遺

伝子がウイルス感染初期におけるVA RNAの標的遺伝子となり、発現が抑制され

ることで、ウイルス増殖環境の整備に寄与していた可能性が示唆された。 

	 すなわちFG AdVレベルの少量のVA RNAでも細胞の遺伝子発現が影響を受け

ることが明らかになったことから、目的遺伝子の機能解析等を行う場合に通常

のFG AdVではVA RNAによる影響を考慮しなくてはいけないため、VA欠失AdV

は有用性が高いのではないかと考えている。 

	 更に、VA欠失AdVの有用性はshort-hairpin RNA（shRNA）発現ベクターとして

も実証された33。PeiらはFG AdVから発現するVA RNAがshRNAの成熟化に競合拮

抗し、shRNA活性を阻害するかについて、C型肝炎ウイルス（HCV）に対する

shRNAを用いて検討を行った。HCVに対する2種類のshRNA（sh277, sh331）を発

現するVA欠失AdVとそのpre-vectorを、HCV感染細胞系であるJFH-1感染細胞48

に導入し、qPCRを用いてHCV複製抑制効率を算出した。その結果、sh277あるい
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はsh331を発現するVA欠失AdVを導入した場合のHCV RNAコピー数は、FG AdV

よりも有意に低下していた。また、細胞中のHCVタンパクであるNS5Aをwestern 

blotにより検出した結果、sh277とsh331発現VA欠失AdV及びIFN発現AdVを導入

した細胞ではNS5Aの発現が低下していた。以上の結果から、FG AdVからのVA 

RNAの発現はshRNAの成熟化を阻害し、その結果HCV複製抑制効果を減弱させ

ていたことが明らかとなった。 

	 small RNAを応用した遺伝子機能解析は、シグナル伝達、細胞分化、iPS研究

等、さまざまな研究分野で広範囲に用いられており、shRNAやmiRNA発現FG 

AdVを用いた論文が既に多く報告されているが、Peiらの検討からVA欠失AdVを

応用することにより更にshRNA活性が上昇する可能性が示され、これらの分野

でのVA欠失AdVの有用性が示された。 

	 現在私は、近年ゲノム編集に応用されているCRISPR/Cas9システムへのVA欠

失AdVの応用を試みている。CRISPR/Cas9システムは、標的遺伝子と相補的な約

20 merの配列を持つguide RNAと、DNAを切断するCas9タンパク質を細胞へ導入

することで、標的部位を特異的に切断することが可能なシステムであり、従来

用いられていたzinc-finger nuclease（ZFN）やtranscription activator-like effector 

nuclease（TALEN）と比較して、guide RNAを設計するだけで任意のゲノム切断
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が可能なことから、遺伝子機能解析などへ応用されている49-52。CRISPR/Cas9シ

ステムへのAdVの応用は未だ報告数が少ないが53、我々は高度にCas9を発現する

AdV作製に成功した。CRISPR/Cas9システムでは、guide RNAの設計と転写量が

重要であるが、guide RNAの発現にはpolⅢプロモーターであるU6やH1プロモー

ターが応用されることが多い。そこで、AdVを用いてguide RNAを発現する場合

には、shRNAと同様、VA RNAと競合してしまう可能性を考えた（図14）。現在

CRISPR/Cas9システムにVA欠失AdVを応用することにより、さらに効率的にゲ

ノム編集が可能ではないかと考え、詳細な検討を行っている。 

	 本研究で高効率かつ高力価で作製が可能になったVA欠失AdVは、目的遺伝子

機能解析やshRNA及びCRISPR/Cas9システムの効率化において有用性の高いベ

クターであり、今後更に応用されていくと考えている。 
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7. 図表  

Table 1	 qPCRで用いたプライマー・プローブの配列 

 

図1	  	 アデノウイルス（Ad） 

(A)	 ウイルス粒子と構造 

(B)	 アデノウイルスの分類と増殖力 

(C)	 アデノウイルス５型のコード領域 

 

図2 	 	 第一世代アデノウイルスベクター（FG-AdV） 

	  

図3	  	 FG-AdVの問題点 

 

図4	  	 VA RNA 

 

図5	  	 VA RNAはshRNAと同じ経路でプロセスされる 

 

図6 	 	 従来のVA欠失AdV作製法 
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 (A)	 293T細胞（Ras（+）） 

 (B)	 VA発現細胞株 

	  

図7 	 	 qPCRによるAdV力価測定法 

(A)	 測定手順。 

(B)	 コントロールベクターの力価測定。 

(C)	 目的ベクターの力価測定。 

 

図8 	 	 VA発現細胞株からのVA RNAの定量 

(A)	 プライマー・プローブの作製。 

 (B)	 プラスミドを用いた検量線 

 (C)	 VA保持GFP発現FG-AdVの希釈液を用いた検量線 

 (D)	 qPCRによるVA RNA量の定量。 

 

図9  FLP発現293細胞を用いたVA欠失AdV新規作製法 

 

図10 VAⅠ、VAⅡ領域 
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(A)	 FRTで挟んだVAⅠ、VAⅡ遺伝子の全塩基配列。 

(B)	 内在性polⅢプロモーターを不活化するためのB-box欠失領域。 

(C)	 VA置換型におけるVAⅠ− VAⅡ欠失領域。 

 

図11 作製したpre-vectorとVA欠失AdV 

(A)	 作製したpre-vectorの構造。 

 (B)	 prevectorの構造及びVA欠失ベクターの構造。 

 

図12 VA欠失AdVのVA RNA欠失を確認 

(A)	 実験方法（HuH-7細胞）。 

(B)	 Southern blotによるベクターゲノム構造の確認。 

(C)	 Northern blotによるVA RNAの検出。 

 

Table 2 qPCRによるVA RNAの定量 

 

図13 pre-vectorの混入がないことを確認 

(A)	 実験方法（293細胞）。 
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(B)	 Southern blotによるベクターゲノム構造の確認。 

(C)	 Northern blotによるVA RNAの検出。 

 

Table 3 新規VA欠失AdVの力価 

 

Table 4 VA欠失AdVによる目的遺伝子（GFP）発現への影響 

 

図14 CRISPR/Cas9システムにおけるVA欠失AdVの有用性 

 

 

 





(A)　ウイルス粒子と構造。	

(B)　アデノウイルスの分類と増殖力。	

(C)　アデノウイルス５型のコード領域。プロモーター領域を緑、初期遺伝子を水色、後期!

　　　遺伝子を紫、viral-associated RNA（VA RNA）を赤で示した。TP, terminal protein; !
　　　Ψ, packaging signal。	



ウイルスの全ての初期遺伝子プロモーターをトランスに活性化するE1Aを含むE1領域を

欠失したFG-AdVは、E1を恒常的に発現する293細胞でのみ複製が可能であり（左上）、

目的細胞においては教科書的にはウイルス由来のタンパク質は発現せず、E1欠失領域

に挿入した目的遺伝子のみを発現するとされる（左下）。FG-AdVは接着系細胞、特に肝

細胞癌由来の細胞へは非常に高い遺伝子導入効率を示すが、一方血球系細胞には総

じて低い導入効率を示す（右図 : LacZ発現AdVを各細胞に導入し、β-galで染色）	

( Kanegae et al., 第41回日本ウイルス学会学術総会5, 1993を改変)	



一般的に使われているAdVではpⅨ、およびVA RNAが常に発現している。

NakaiらはAdVの炎症の主原因のひとつであるウイルスタンパク質、pⅨを同定

し、EF1αプロモーターを用いることでマウスでの炎症がほぼ抑制されたことから、

「低炎症型AdV」として報告した（上段）。	

FG-AdVからは目的遺伝子以外に唯一、polⅢプロモーターにより転写される2種

類のウイルス関連RNA (VA RNA) が発現している（下段）。	

8)	



VA RNAはウイルス増殖に適した環境を整備する多機能RNAである。ウイルス

由来のmiRNAとなり得ることが報告され、細胞増殖やDNA 複製に関わる細胞

内の複数の遺伝子発現を抑制していたことが明らかとなった。 	

16)	



細胞内ではmiRNAやshort-hairpin RNA (shRNA)と同様の経路でプロセスされ

るため、Exportin 5やDicerを飽和させることにより、宿主細胞内のRNAi機構を

撹乱させること、shRNAの成熟化に競合拮抗することが報告されている。 	

( Kondo et al., ウイルス, 2013 22を改変)	



(A) 　293T細胞（Ras（+））。VA RNAがIFNにより誘導されるPKRの活性化を阻害す!

　　　ることでウイルス増殖環境の整備に寄与している原理を応用して、Rasの発現!
　　　によりPKRが常に不活化されている293T細胞を用いたVA欠失AdV作製法が!

　　　考えられたが、細胞死とウイルス生成による細胞変性の識別は困難であり、常!
　　　にVA欠失AdV生成確認用マーカーが必要となる。ベクター力価も通常の1/100!

　　　程度に留まっていた。	

(B)　VA発現細胞株。VA RNA発現293細胞を用いたVA欠失AdV作製法が報告され!
　　　たが、VA欠失AdVの力価は通常ベクターの1/1000以下と極めて低く汎用され!

　　　るには至っていなかった。	



(A)  測定手順。AdV増殖可能な293細胞の細胞変性を応用したTCID50 法など

で既にベクター力価が既知のコントロールベクターAxCAGFPを基準に目的

ベクターの!力価を相対的に算出するための実験方法を示した（相対的ベク

ター力価 ; rVT／mL）。!
(B) コントロールベクターの力価測定。AxCAGFPのコピー数は2.4×108 コピー/!

      mLであり、TCID50法で測定した2.5×108 TCID50/mLとほぼ変わらないため、!

      これを目的ベクターの算出に用いた。 !
(C) 目的ベクターの力価測定。!

VA欠失AdVは293細胞ではほとんど増殖しないため、標的細胞へ導入されたウ

イルスゲノムコピー数を基にした本方法でしか力価測定が行えない。	

29)	



(A)   プライマー・プローブの作製。VA ⅠあるいはVA Ⅱ遺伝子をもつプラスミドを段階希釈し、!

       設計した複数のプライマー・プローブを用いてqPCRによる定量を試みた。プライマー・!
　　　プローブの塩基配列はTable 1及び図10Aに示す。	

(B)　プラスミドを用いた検量線。	

(C)　VA保持GFP発現FG-AdVの希釈液を用いた検量線。	

(D)　qPCRによるVA RNA量の定量。VA欠失AdVが作製困難な原因として、ウイルス複!

       製後期には大量のVA RNAが必要であり、細胞株から供給されるVA RNA量が不十!
       分であったことが考えられる。 	



!部位特異的組換え酵素FLPの標的配列であるFRTをVA RNAコード領域の両側に挿

入し、通常の293細胞でVA保持AdV (pre-vector) として作製する。この高力価pre-
vectorを大量にhFLPe高発現293細胞に感染することで、hFLPeによりFRTで挟ま

れたVA RNAコード領域が環状に切り出され、VA RNAのみを欠失する。 	

23)	



(A) 　FRTで挟んだVAⅠ、VAⅡ遺伝子の全塩基配列。VAⅠ及びVAⅡコード領域を枠で示し!

        た。VAⅠとVAⅡのプライマー・プローブの位置も同時に示した。pTP, terminal !
        protein precursor; 52/55k, 52k及び55kタンパク質。	

(B)　内在性polⅢプロモーターを不活化するためのB-box欠失領域を小文字で示した。	

(C)　VA置換型におけるVA Ⅰ−VA Ⅱ欠失領域。VAⅠの5’端 +15塩基からVAⅡの+127!

       塩基の381塩基を、FVF断片と置換した。 	



(A) 　作製したpre-vectorの構造。E4挿入型を上段に、VA置換型を下段に示した。矢印!

　　　は転写方向を、斜線部は目的遺伝子発現単位を示している。F, FRT。	

(B)　代表的なpre-vectorの構造を左に、VA欠失後のベクター構造を右に示した。	

GFP	

NCre	

GFP	

GFP	

Cherry	

GFP	

GFP	

GFP	

GFP	

-GFP (E4挿入型)	 -GFP	

-GFP (VA置換型)	 -GFP	



(A) 　実験方法。pre-vectorあるいはFLP発現細胞株で調製した2nd stockをHuH-7細胞!

　　　に感染し、３日後に総DNA /RNAを抽出した。	

(B)　Southern blotによるベクターゲノム構造の確認。Southern blotに用いたプローブ!

　　　を赤で、制限酵素による切断箇所を矢印で示した。5.9kbのバンド (Constant)は、!
　　　導入したベクターコピー数はほぼ同程度であったことを示す。その条件下で、FVF!

　　　断片を含むpre-vector由来の2.7kbのバンドは、2nd stockでは全く検出されず、!

　　　FVF断片が切り出された場合にのみ出現する2.2kbのバンドに完全にシフトしてい!
　　　た。cc, uninfected control cells。	

(C)　Northern blotによるVA RNAの検出。2nd stockではVAⅠ、VAⅡともに検出されな!
　　　かった。18S, 18 S ribosomal RNA。	



FG-AdVを100％としたとき、VA RNA残存量は、E4挿入型ではVA Ⅰは1%未満、VA Ⅱで

は検出限界以下、VA置換型でもVA Ⅰは2.9％、VA Ⅱは1.4％と残存したVA RNA発現量

は非常に少ないことが確認された。 	



(A) 　実験方法。pre-vectorあるいは2nd stockを293細胞に感染し、３日後に総DNA／!

　　　 RNAを抽出した。	

(B)　Southern blotによるベクターゲノム構造の確認。FVF断片を含むpre-vector由来の!

　　　2.8kbのバンドは、2nd stockでは全く検出されず、FVF断片が切り出された場合にの!
　　　み出現する2.3kbのバンドに完全にシフトしていた。	

(C)　Northern blotによるVA RNAの検出。2nd stockではほんのわずかにVA RNAが検出!

　　　されたが、非常に微量であった。	



目的遺伝子として用いたGFP、Cre及びCherryの違いに関わらず全てのVA欠失AdV

の力価はそれぞれのpre-vectorの約1/10 (8-14％) 程度の低下に留まった。 	



pre-vectorまたはVA欠失AdVをHeLa細胞に導入し、3日後のGFP蛍光強度をAscent

で、GFP mRNA量をqPCRで測定した結果、VA RNA発現の有無が目的遺伝子発現量

に影響を与えないことが確認された。 	



CRISPR/Cas9システムは、標的遺伝子と相補的な約20 merの配列を持つguide RNA

と、DNAを切断するCas9タンパク質を細胞へ導入することで、標的部位を特異的に切断

することが可能なシステムである。AdVを用いてguide RNAを発現する場合には、

shRNAと同様、VA RNAと競合してしまう可能性を考えた。現在CRISPR/Cas9システム

にVA欠失AdVを応用することにより、さらに効率的にゲノム編集が可能ではないかと考

え、詳細な検討を行っている。 	

図１４	
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