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概    要 
 
 遺伝子解析室の業務は、遺伝子治療に用いるウイルスベクターの研究とウイルス感染症

の発症に係わる宿主遺伝子の探索、解析である。種々のウイルスベクターに関する情報の

収集、解析とアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの基礎的研究を中心に業務を進めた。ま
た、子宮頸癌の原因となるヒトパピローマウイルス（HPV）が表皮基底層細胞に持続感染
する分子機構の解明と HPV感染を予防するワクチンの開発をめざす研究、HIV逆転写酵
素変異体の解析によって多剤耐性の獲得機構を明らかにする研究を継続した。 
 遺伝子治療は、有効な治療法が殆ど無い先天性遺伝病や癌に対して、革新的な治療法に

なると期待されている。これまでに欧米及び我が国で行われた臨床試験では、先天性の遺

伝子異常による免疫不全症に対して良好な治療効果が見られ、末期癌に対する治療では患

者の QOL(quality of life)の改善に貢献することが示されている。治療用遺伝子の細胞内へ
の導入と発現を担うベクターの性能向上が、遺伝子治療の今後の実用化のカギを握るとさ

れ、新たなベクターの開発が進められている。先天性遺伝病に対しては、治療用遺伝子を

細胞染色体に組み込み、長期間に渡って安定に発現させる技術が求められ、AAV ベクタ
ーを中心とする遺伝子組み込みベクターの改良が進められている。癌の遺伝子治療では、

癌細胞の増殖を阻止し、アポトーシスを誘導する遺伝子の一過性の発現を利用する治療戦

略が一般的で、遺伝子導入効率の飛躍的向上をめざし、感染力を強化した新たなウイルス

ベクターが開発されている。ー方、米国でのアデノウイルスベクターによる患者の死亡や

フランスでのレトロウイルスベクターによる白血病の発症が示すように、いわば人工のウ

イルスであるベクターのリスク管理の重要性も示されている。このような現状から、我が

国での遺伝子治療臨床試験のリスク管理に役立てるため、内外のウイルスベクターの安全

性に関する情報収集に努めた。基礎研究としては、遺伝子組み込み治療への応用が期待さ

れる AAVベクターの研究に注力した。AAVベクターは安全性が高いとされるが、実はベ
クターの素材となる AAVの生活環に不明な点が多い。AAVは大部分のヒトに潜伏・持続
感染しているので、患者体内でベクターとの組み換え（ベクターレスキュー)が起こる可
能性があり、また生殖細胞にベクターが感染すると子孫に影響が生じることも予想される。

これらを科学的に解析するにはベクターの体内動態を知ることが必要であり、サルをモデ

ルにしてベクターの体内分布と経時的変動の詳細な解析を進めた。同時に AAV ベクター
の改良や新たなベクター作製技術の開発にも取り組んだ。 
 HPVは子宮頚癌、肛門周囲癌、陰茎癌等の原因となる。小型の DNAウイルスで、性行
為等で生じた上皮組織の微小なキズから侵入し、表皮基底層細胞に潜伏・持続感染する。

WHOは、世界の女性の癌の 11％（年間 45万人）は HPV感染が原因であるとし、HPV感
染への対策を呼びかけている。HPVには 80以上の異なる遺伝子型があり、その中でHPV16、
18 型に代表される 14 の型（高危険度群）が癌を引き起こすので、高危険度群 HPV の感
染を予防できるワクチンの開発をめざしている。HPV の潜伏・持続感染を支える分子機
構を明らかにし、持続感染細胞からウイルスを排除する方法を探っている。また、HIVの
ヌクレオシド系逆転写酵素阻害剤に対する耐性株は、逆転写酵素に変異を持つことがわか

ったので、変異が逆転写酵素の構造と機能をどのように修飾するのかを詳細に解析し、薬

剤耐性の分子機構を知るための研究を継続した。これらの持続感染するウイルスの研究は、

ウイルスベクターの研究とも関連するものである。 
 
研 究 業 績 



I. 遺伝子治療に用いるウイルスベクターに関する研究 
1. アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの開発及び安全性評価のための基礎的研究 
(1) AAVベクターの体内動態の解析 
 カニクイサルでの AAV2型ベクターの体内動態を解析した。今年度は、導入された遺伝
子の発現を調べることに重点を置いた。EGFP-tubulin融合蛋白質発現ベクターを、４頭の
サルに大腿静脈より接種した。3 ヶ月後に解剖し、各臓器から DNA を抽出した。半定量
的 PCR を利用してベクターDNA の有無とおおよその存在量を調べた。脾臓、リンパ節、
肝臓、扁桃に多くのベクターDNA が存在し、筋肉、小脳、肺、卵巣などにも検出された。
また、組織中の tubulin蛋白質を抽出、濃縮し、ウエスタンブロット法により EGFP-tubulin
融合タンパク質の発現を調べた。3ヶ月後でもリンパ節、扁桃、脾臓において導入遺伝子
の発現が確認された。（森清一郎、竹内隆正、榎本 裕、佐多徹太郎[感染病理]、山田章雄
[獣医科学]、神田忠仁）。 
 
(2) カニクイサルからの新規 AAVゲノムの単離 
 カニクイサルの臓器 DNAに、未知の AAVゲノム DNAを検出したので、クローニング
した。AAV9 型及び 10 型と名付け、新たな AAV ベクターの素材となる可能性を探った。
ヒトから分離され、現在 AAVベクターの素材として主に使用されている AAV2型のキャ
プシド蛋白質のアミノ酸配列と 9、10型のアミノ酸配列の相同性は、それぞれ 84%と 62%
だった。9型、10型のキャプシドを用いた AAVベクターを作成し、マウスの尾静脈から
接種した。1週間後に各臓器に存在するベクターDNAを PCRで増幅し、検出した。AAV2
型、9型のベクターは肝臓に多く、10型のベクターは肺に多いことがわかり、標的臓器に
違いがあることが示唆された。（森清一郎、神田忠仁） 
 
2. 新たな機能分子の開発に関する研究 
(1) RNAiを利用した癌の遺伝子治療用カセットの作製 
 U6 snRNA プロモーターを用いた short hairpin RNA（shRNA）発現カセットを作製し遺
伝子ノックダウンの実験を行えるようにした。癌の遺伝子治療を目的とするため、その発

現が細胞の無限増殖に必須であると予想される遺伝子を標的候補とし、また同一標的遺伝

子内でも複数の標的配列を選択して、種々の shRNA の発現カセットを作った。薬剤耐性
遺伝子を持つ shRNA 発現プラスミドを HeLa 細胞に導入した後、薬剤選択下でのコロニ
ー形成能の低下を指標にして、これらのカッセットのノックダウン効果を比較し、癌細胞

の増殖抑制効果の機能的評価を行った。（竹内隆正、神田忠仁）。 
 
(2)ヒト DNA中のインスレーター配列の解析 
 インスレーターには、隣接するエンハンサーの活性を遮断する機能と、染色体に組み込

まれた外来遺伝子の転写が組み込み部位に依存する現象（position effect)を阻止する機能が
ある。昨年度までに AAVS1 領域の約 300bp の SmaI 断片にはエンハンサー遮断活性が存
在することを明らかにしたので、position effectの阻害機能を調べた。ルシフェラーゼ発現
ユニットの両端に AAVS1-SmaI断片ないしλDNA 断片を付加したレポーターを 293細胞
に導入し、細胞染色体に組み込ませた。15週間後、λDNA断片付加の場合はルシフェラ
ーゼ発現は著しく低下したが、AAVS1-SmaI 断片の付加では発現低下がみられなかった。
AAVS1-SmaI断片はインスレーターの特徴とされる 2つの機能の両方を持つことがわかっ
た。 (緒方敏彦、神田忠仁）。 
 
3. 小型 DNAウイルスベクターの作製技術の開発に関する研究 
1)昆虫細胞（sf9)を用いた HPV偽ウイルスの作製 
 培養細胞で増殖しないウイルスの感染初期過程やウイルス中和抗体の解析には、感染性

偽ウイルスが役立つ。HPVの感染性偽ウイルスを sf9で作る技術を開発した。マーカー遺
伝子の発現プラスミドにバキュウロウイルス DNAの複製開始点を組み、sf9に導入した。



さらにHPVキャプシド蛋白質(L1及び L2)を発現する組み換えバキュウロウイルスを感染
させ、生じたキャプシドを精製した。キャプシド内にマーカー遺伝子発現プラスミドを組

み込んだ感染性偽ウイルスを得ることができた。これまでに開発した試験管内合成法に比

べると、プラスミド以外の DNA断片も組み込まれる傾向があるものの、キャプシド蛋白
質量あたりの感染価は 10倍程度上昇した。（石井克幸、神田忠仁）  
 
2)HPVキャプシド形成の分子機構の解析 
 機能分子を細胞内に運び込む担体として、小型 DNAウイルスのキャプシドを利用でき
る。HPVキャプシドは、72個のキャプソメア(L1の５量体)と 12分子の L2から成る。キ
ャプソメア間のジスルフィド結合によって正二十面体構造が作られており、L2 の存在に
よってキャプシドの安定性が増すが、L2がどのように存在しているのかは知られていな 
い。昆虫細胞で L2 と野生型 L1、ないし L2 とキャプソメアのみ形成できる変異型 L1 を
発現させると、野生型 L1では直径 55nmのキャプシドが、変異体 L1では直径 40-50nmの
粒子が形成された。即ち、L2 にはジスルフィド結合に非依存的にキャプソメアの会合を
仲立ちする機能があることがわかった。（石井克幸、神田忠仁）  
 
II. HPVに関する研究  
1.HPVの増殖制御機構の研究 
(1)  表皮分化を誘導する転写因子(hSkn-1a)の発現によって変動する遺伝子群の解析 
 初代ヒト表皮角化細胞で hSkn-1a を発現させると、表皮形成に至る分化が誘導される。
HPVの生活環を解析するには、hSkn-1aの発現で生じる細胞生理の連続的な変化をたどる
ことが重要である。培養液にドキシサイクリンを加えると hSkn-1aが発現する HeLa細胞
株を作り、hSkn-1a 発現直後に mRNA 量が大きく変動する遺伝子群を探索した。hSkn-1a
発現後、速やかに mRNA量が増加したのは Connexin 43(Cx43)と ras homolog gene family、
member H(ARHH)で、減少したのは Homo sapiens myxovirus resistance 2 (Mx2)、ral guanine 
nucleotide dissociation stimulator (RalGDS)であった。新生児表皮角化細胞を分化させ、これ
らの mRNA量の変動を調べると、Cx43、ARHH、RalGDSは増加し、Mx2は減少した。(榎
本喜久子、神田忠仁) 
 
(2) HPV陽性子宮頸癌由来細胞の分化能の検討 
 薬剤耐性マーカーと表皮分化を誘導する転写因子、hSkn-1a、を発現するプラスミドを
種々の癌由来細胞株に導入し、薬剤耐性細胞コロニーを調べた。また、hSkn-1a 発現アデ
ノウイルスベクターを細胞に感染させ、角化細胞の分化マーカー蛋白質の発現とアポトー

シスを調べた。角化細胞由来の癌細胞株はすべて hSkn-1aによってコロニーの数とサイズ
が減少し、一過性に hSkn-1aを発現させたすべての角化細胞由来の癌細胞株で、サイトケ
ラチン 10 の発現誘導と、アポトーシスが検出された。角化細胞由来の癌細胞は hSkn-1a
による分化誘導に応答する能力を保っており、hSkn-1a が分化誘導療法の機能分子となり
得ることが示唆された。(榎本 裕、神田忠仁） 
 
(3) HPV16L1蛋白質の発現抑制機構の解析 
 HPV16L1 遺伝子を CMV プロモーターに繋いだ発現プラスミドを培養細胞に導入して
も、L1蛋白質は発現しない。この発現抑制機構は、HPVの潜伏・持続感染に重要な役割
を担っているらしい。L1蛋白質のアミノ酸配列を変えずに、核酸の配列を変えると L1蛋
白質の発現が起こったので、この変異体と野生型 L1遺伝子とのキメラを複数作り、発現
抑制を担う領域がどこか調べた。これまでの解析で、全長約 1500bpの L1遺伝子の 5'端か
ら 200塩基(nt200)までの領域と nt400から nt900までの 2つの領域があると、L1-mRNAの
細胞内での分解が著しく促進されることが示された。分解促進が、角化細胞の分化に伴っ

て消失すると思われる。（尾崎さおり、神田忠仁） 
 



2. HPVワクチン開発に関する研究 
  HPV16型 L2のアミノ酸 108-120領域には、複数の HPV型を中和できるエピトープが
存在する。この領域のアミノ酸配列を持つ合成ペプチドを 10 名のボランティアに、経鼻
接種した。プラセボ（3 名)には生理食塩水を用いた。4 及び 12 週後に追加接種した。接
種前、6 及び 16 週後に血清を採取した。抗原ペプチドの経鼻接種で大きな副作用は認め
られなかった。500mgの接種を 3回受けた 5名のうち、3名の血清中に HPV16及び 52型
L2と結合する IgG抗体が認められ、血清は HPV16及び 52型偽ウイルスの感染を阻止し
た。L2-ペプチドは、ヒトに毒性が無く一部のヒトには抗原性を持つことが示されたので、
今後、このペプチドを実用的なワクチン抗原とする方法を開発する。（川名 敬、神田忠

仁） 
 
III. HIVに関する研究 
1. HIV逆転写酵素の研究 
(1)  HIV-1 逆転写酵素の大量発現・精製系の確立 
 HIV-1 薬剤耐性および易変異性発現の構造機能研究に用いる逆転写酵素の高純度精製
標品を効率的に得る系を作った。his-tag付き逆転写酵素を大腸菌で発現させ、親和性クロ
マトグラフイ－とゲルろ過で精製した。1 リットルの大腸菌培養液から、純度 90％以上の
精製標品を５mg以上得ることができた。同標品は、活性型ダイマ－で、高い比活性を示し
た。得られた酵素標品は、機能解析の目的には充分な純度を示したが、構造解析には、さ

らに純度を上げる必要があ 
る。(守宏美、佐藤裕徳)  
 
(2)  HIV-1 逆転写酵素の基質特異性調節機構の研究 
 HIV-1薬剤耐性および易変異性発現の分子機構を知るために、HIV-1逆転写酵素の基質
選択性の調節機構を解析した。精製逆転写酵素を用い、細胞質に存在する種々のヌクレオ

チドおよびアナログが酵素触媒活性に与える影響を反応速度論的に解析した。ATP、GTP、
CTP、UTP存在下で、AZTTPの IC50は濃度依存的に増加した。ATP の効果が最も顕著で
あった。ATP濃度依存的に逆転写酵素の Km、Kcatは、それぞれ約 1/2、1/5に減少した。
AZTTP 感受性株、多剤耐性株で減少幅に有意差は無かった。AZTTP, d4TTP に対する Ki
は ATP濃度依存的に増加した。多剤耐性株の Ki増加は感受性株より顕著で ATP非存在下
の約 20倍に達した。ATP は逆転写酵素の基質結合部位とは異なる部位に結合し、基質特
異性を変化させるアロステリック効果を持つ可能性が示唆された。(横山勝、佐藤裕徳)  
 
2.   HIV-1の細胞侵入機構の研究 
 HIV-1 の細胞膜融合・侵入過程のラフト要求性を解析した。受容体非発現細胞である
NP2細胞に CD4-非依存性 HIV-1 Env発現ベクターを導入し、cyclodextrin 30分パルス処理
した標的細胞（HeLa 細胞、NP2/CXCR4 陽性細胞）と混合培養し、24 時間後に形成され
たシンシチウム数を測定した。LacZを発現する CD4-非依存性 HIV-1 ベクターを構築し、
同様に 標的細胞に感染させ、2 日後に X-Gal 染色により感染価を測定した。 HeLa 細胞
では、標的細胞のシンシチウム形成は 90 %阻害された。NP2/CXCR4 細胞の 1 mM 
cyclodextrin 処理における CD4-非依存性 HIV-1 ベクターの感染価は 50 %低下した。CD4-
非依存性 HIV-1 の感染効率と細胞膜融合効率に標的細胞のラフト構造が重要な役割を果
たすことが示唆された。(久保嘉直[長崎大学・熱帯医学研究]、田中勇悦[琉球大学]、山本
直樹[エイズ研究セ 
ンタ]、佐藤裕徳)  
 
3．HIVGp120、逆転写酵素活性型ヘテロダイマ－、プロテア－ゼ活性型ホモダイマ－の立体
構造研究カナダCCG社の統合計算化学システムMOE のホモロジ－モデリングプログラム
を用いて、HIV/SIVの野生株、変異株蛋白質の立体構造モデルの作製を進めた。鋳型は報



告された結晶構造及び NMR構造を用いた。得られたモデルを用いて基質結合のシュミレ
－ション等を行い、結果を報告済みの基質・蛋白質複合体結晶構造と比較することにより、

分子モデルの精度を検証した。これまでに、糖鎖が付加した Gp120、逆転写酵素活性型
ヘテロダイマ－、プロテア－ゼ活性型ホモダイマ－について、精度の高い分子モデルが得ら

れた。今後精度検証を行いつつ、逆転写酵素の基質特異性調節機構の研究、薬剤耐性発現

機構研究などに適用する。(横山勝、佐藤裕徳)  
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