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Recombinant Adenovirus (Ad) vectors are considered to be a promising gene delivery vehicle of high utility because
they are easy to construct, can be produced at high titers, and e‹ciently transduce various types of cells. Ad vectors com-
monly used in the world, including clinical trials, are composed of Ad serotype 5 (Ad5), which belongs to subgroup C.
In recent years, however, it has become apparent that Ad5 vectors have some drawbacks, such as high seroprevalence of
anti-Ad5 antibodies in adults and low transduction e‹ciencies of Ad5 vectors in cells lacking a primary receptor for
Ad5, coxsackievirus and adenovirus receptor (CAR). To overcome these limitations of Ad5 vectors, we have developed
a novel type of Ad vector, which is composed of Ad serotype 35 (Ad35), belonging to subgroup B. Ad35 vectors recog-
nize human CD46, not CAR, as a cellular receptor for infection. Human CD46 is expressed in almost all of human cells,
leading to a broad tropism of Ad35 vectors to human cells, in contrast, expression of rodent CD46 is limited to the testis.
Therefore, in vivo transduction properties of Ad35 vectors are not appropriately evaluated in normal mice. In order to
evaluate the in vivo transduction properties of Ad35 vectors, Ad35 vectors were applied to human CD46-transgenic mice
and nonhuman primates, which express CD46 in a similar pattern to humans. The data obtained using CD46-transgenic
mice and nonhuman primates would provide valuable information towards clinical applications of Ad35 vectors.
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1. はじめに

遺伝子治療では遺伝子（核酸）が薬物（主剤）そ

のものであると考えられるが，通常の薬物とは異な

り，多くの場合分子量 106 以上の巨大高分子である

遺伝子を疾患部位の細胞の核にまで到達させる必要

がある．したがって，遺伝子を細胞内，そして核内

にまで送達するベクターが遺伝子治療の成否を決め

る極めて重要な要素であると言っても過言ではな

い．遺伝子導入用ベクターは，ウイルスを基本骨格

としウイルス本来が兼ね備えている遺伝子送達メカ

ニズムを利用したウイルスベクターと，脂質や高分

子ポリマーを利用した非ウイルスベクターとに大別

される．これまでウイルス・非ウイルスベクターを

問わず多くの遺伝子導入用ベクターが開発されてき

たが，なかでもアデノウイルス（Ad）ベクターは

遺伝子導入用ベクターとして多くの長所を有するこ

とから，様々なアプローチからベクター改良研究が

盛んに行われている．

Ad は軽い風邪を引き起こすウイルスの 1 つで，

約 36 kb の直鎖状二本鎖 DNA をゲノムに持つエン

ベロープを持たないウイルスである．その形状は

Fig. 1 に示すように，直径約 80 nm の正二十面体構

造をしており，その頂点には感染に大きな役割を担

っている 12 個のペントン（ファイバー及びペント

ンベース）と呼ばれる突起構造を持っている．Ad

はこれまで多くの動物から単離されているが，ヒト

Ad は現在までに 51 種類の血清型が同定されてお

り，赤血球凝集活性の違いなどから A―F の 6 つの

Subgroup に分類されている（Table 1).1)現在汎用
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Fig. 1. A Schematic Diagram of Human Adenovirus
The double-stranded genomic DNA is packaged in the icosahedral particle with ˆbers projecting from the twelve vertices.

Table 1. Human Adenovirus Serotypes

Subgroup Serotypes Receptor)

A 12, 18, 31 CAR

B 3, 7, 11, 14, 16, 21, 34, 35, 50 CD46

C 1, 2, 5, 6 CAR

D 8-10, 13, 15, 17, 19, 20, 22-30,
32, 33, 36-39, 42-49, 51

CAR

E 4 CAR

F 40, 41 CAR

CAR: coxsackievirus-adenovirus receptor. ) Some Ad serotypes recog-
nize other receptors diŠerent from CAR and CD46.
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されている Ad ベクターは Subgroup C に属する 5

型 Ad（若しくは 2 型）を基本骨格としている．5

型 Ad ベクターは全遺伝子治療臨床研究の約 25％

で用いられており（2006 年 1 月現在），最近では遺

伝子機能解析のためのツールとして基礎研究の場に

おいても汎用されている．しかし近年，後述するよ

うに 5 型 Ad ベクターの抱える様々な問題が明らか

となってきた．そこでわれわれは 5 型 Ad ベクター

の問題点を解決すべく，Subgroup B に属する 35 型

Ad を基本骨格とした新規 Ad ベクターを開発し，

その機能解析を進めている．2―6)本稿では，われわ

れがこれまでに取り組んできた研究成果について紹

介したいと思う．

2. 5 型アデノウイルスベクターの問題点

1993 年にアメリカにおいて嚢胞性繊維症に対し

て行われた 5 型 Ad ベクターによる初めての臨床試

験以降，7) 5 型 Ad ベクターは癌や先天性遺伝子疾患

などの臨床研究や多くの基礎研究に用いられてき

た．これらの研究は 5 型 Ad ベクターの有用性を示

すと同時に，以下に示すような 5 型 Ad ベクターが

抱える問題点を明らかにした．

1) 第一受容体である Coxsackievirus and adeno-

virus receptor (CAR）の発現が低い細胞への遺伝子

導入効率が低い．CAR は 1997 年に Bergelson らに

よって 2 型及び 5 型 Ad 及び Coxsackie B virus の

受容体として同定された分子量約 46 KDa の膜タン

パク質で，8)上皮細胞や肝細胞などで多く発現して

いる．Subgroup B に属する Ad を除くほぼすべて

の Ad が CAR を第一受容体としている．9)したがっ

て 5 型 Ad ベクターは CAR 陽性細胞に対しては効

率よく感染し高い遺伝子導入効率を示すが，CAR

陰性細胞では十分な遺伝子導入効率が得られない．

CAR 陰性細胞は意外にも多く，遺伝子治療の重要

な標的細胞である造血幹細胞を始めとする血液細

胞，血管平滑筋細胞，樹状細胞などが CAR 陰性で

ある．また癌細胞においては，癌の悪性度の進行に

伴い CAR の発現が低下することが報告されてい

る．10,11)さらに最近の研究では CAR がタイトジャ

ンクションの形成に関与することが報告されてお

り，12,13) CAR 陽性細胞においても CAR がタイトジ

ャンクション部位に局在している場合には，立体障
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Fig. 2. A Schematic Diagram of Properties of Ad5 and Ad35 Vectors
Ad5 vectors infect cells via interaction with CAR (coxsackievirus and adenovirus receptor), on the other hand, Ad35 vectors recognize human CD46 for infec-

tion. Anti-Ad5 antibodies inhibit infection of Ad5 vectors, not Ad35 vectors.
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害により 5 型 Ad ベクターが CAR に到達できない

可能性が指摘されている．

2) 既に多くの成人が 5 型 Ad に対する抗体を保

持している．5 型 Ad は風邪の原因ウイルスの 1 つ

であることが知られており，成人の多くは 5 型 Ad

に対する抗体を既に有している．Seshidhar らは，

成人の 45―66％は 5 型 Ad に対する抗体を保持し

ていると報告している．14)既存抗体は in vivo 遺伝

子導入効率を大きく減弱させるだけでなく，5 型

Ad ベクターの毒性を増強する可能性が指摘されて

いる．15)すなわち，抗 5 型 Ad 抗体を保持している

ヒトに 5 型 Ad ベクターを投与した場合には，抗体

により遺伝子導入が阻害され十分な治療効果が得ら

れないだけでなく，大きな副作用を起こす危険性が

ある．

3. 35 型アデノウイルスベクターの特徴

以上のような問題点を克服するため，われわれは

Subgroup B に属する 35 型 Ad を基本骨格とした新

規 Ad ベクターの開発を行った．35 型 Ad のベク

ター化に着目した理由としては（Fig. 2），

1) 受容体としてヒト CD46 (membrane cofactor

protein）を認識して細胞に感染するため，5 型 Ad

とは異なる感染域を示す．35 型 Ad を始めとする

Subgroup B に属する Ad の受容体は長らく不明で

あった（われわれが 35 型 Ad ベクターの開発に成

功した時点においても不明であった）．しかしなが

ら 35 型 Ad が CAR 以外の分子を受容体として認

識すること，9)血球細胞に対し高い親和性を有する

こと16)が既に明らかとなっていたことから，われわ

れは 35 型 Ad ベクターが血液細胞を始めとして 5

型 Ad ベクターでは遺伝子導入不可能な細胞に対し

ても効率よく感染するのではないかと考えた．実際

に開発した 35 型 Ad ベクターの遺伝子導入特性を

解析したところ，35 型 Ad ベクターは CAR 陽性細

胞だけでなく，ヒト CD34 陽性細胞を始めとする

CAR 陰性細胞に対しても高い遺伝子導入効率を示

した．2―4)その後 2003 年にヒト CD46 が Subgroup

B Ad の受容体であることが報告されたが，17,18)

CD46 はヒトではほぼすべての細胞で発現しており，

35 型 Ad ベクターの広い感染域を反映したもので

あった．

2) 35 型 Ad に対する抗体を保持している成人の

割合が低い．先述のように成人の抗 5 型 Ad 抗体保

持率は 45％以上であるが，Subgroup B Ad に対す

る抗体保持率は総じて低いことが報告されている．

特に 35 型 Ad に対する抗体保持率は 20％以下と低

いことから，14,19) 35 型 Ad ベクターの遺伝子導入活

性が既存抗体により阻害される可能性は低い．また

35 型 Ad は 5 型 Ad とは異なる Subgroup に属する

ことから，抗 5 型 Ad 抗体による阻害を受けない．

われわれが抗 5 型 Ad 血清存在下における 5 型並び

に 35 型 Ad ベクターの遺伝子導入効率を検討した
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Fig. 3. A Schematic Diagram of Human CD46
Human CD46 is ubiquitously expressed in almost all human cells mainly

as four isoforms (BC1, BC2, C1, C2) that are derived via alternative splic-
ing. Human CD46 is composed of four cysteine-rich short consensus repeats
(SCRs), a serine-threonine-proline-rich (STP) region, a short region of
unknown function, a hydrophobic transmembrane domain, and a carboxy-
terminal cytoplasmic domain.
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ところ，5 型 Ad ベクターの遺伝子導入効率は抗 5

型 Ad 血清の濃度依存的に減少したが，35 型 Ad ベ

クターの遺伝子導入効率は影響を受けなかった．

一方で，ファイバータンパク質だけを 35 型 Ad

などの Subgroup B に属する Ad に由来するものに

置換し，その他の領域は従来の 5 型 Ad から構成さ

れたファイバー置換型 5 型 Ad ベクターも開発され

ている．20,21)ファイバーの先端部分であるノブ領域

が CD46 に直接結合する部位であることから，ファ

イバータンパク質のみを置換することで感染域を変

えることが可能である．しかしほとんどの抗 Ad 中

和抗体はヘキソン領域を認識するため，22)ファイ

バー置換型 5 型 Ad ベクターでは抗 5 型 Ad 抗体に

よる阻害を回避することはできない．

4. CD46 の特徴

Subgroup B Ad の受容体である CD46 は，主に 4

つの isoform (BC1, BC2, C1, C2）が存在する分子

量約 55―65 KDa の糖タンパク質で，4 つの Short

consensus repeat (SCR), transmembrane domain,

cytoplasmic tail などから構成されている（Fig. 3）．

CD46 は本来，生体では補体成分である C3b や

C4b を分解することにより，自己の細胞を補体に

よる攻撃から守る役割を担っている．また Sub-

group B Ad のみならず，麻疹ウイルス（一部の

strain），ヒトヘルペスウイルス type 6, Nesseria な

ども CD46 を感染受容体としている．23,24)これらの

病原体については CD46 のどの部位が感染に関与す

るのかが報告されており，Subgroup B Ad につい

ても先端領域に位置する SCR1 及び 2 が感染に重要

であることが明らかとなっている．6,25) CAR とは異

なり，CD46 はヒトでは血液細胞を始め，ほぼすべ

ての細胞において発現しているのに対し（赤血球で

は発現していない），げっ歯類においては CD46 は

精巣でしか発現していないこと，またマウス CD46

はヒト CD46 と比較してその相同性は約 46％と低

いことが知られている．26)そのため 35 型 Ad ベク

ターを通常のマウスに静脈内投与した場合の各臓器

における遺伝子導入効率は，5 型 Ad ベクターと比

較し極めて低いものであった．3)

5. CD46 トランスジェニックマウスを用いた 35

型 Ad ベクターの機能解析

そこでわれわれは，35 型 Ad ベクターが通常の

マウスで遺伝子発現を示さないのは，受容体である

CD46 が発現していないことが原因ではないかと考

え，ヒトと同様にヒト CD46 をほぼ全臓器で発現し

ている CD46 トランスジェニック（CD46TG）マウ

ス（大阪大学・岡部勝先生より供与）を用いて 35

型 Ad ベクターの遺伝子導入特性を解析した．5)ま

ず CD46TG マウスにおける CD46 発現量をウエス

タンブロットにて確認したところ，ヒトと同様にほ

ぼすべての臓器で CD46 の発現が確認された．次に

35 型 Ad ベクターを野生型及び CD46TG マウスに

静脈内及び腹腔内投与したところ，両投与経路とも

に CD46TG マウスにおいて野生型マウスよりも有

意に高い遺伝子導入効率が得られた（Fig. 4）．特

に，両方の相同染色体に CD46 遺伝子を有するホモ

CD46TG マウスの肝臓での遺伝子導入効率は，静

脈内投与では野生型マウスの約 10 倍，腹腔内投与

では約 500 倍高い値を示した．しかしながら，5 型

Ad ベクターと比較して，35 型 Ad ベクターによる

遺伝子導入効率は CD46TG マウスにおいても依然

低く，実験当初に期待していたような劇的な遺伝子

導入効率の上昇はみられなかった．例えば 35 型

Ad ベクターをホモ CD46TG マウスに静脈内投与

したときの肝臓及び脾臓での遺伝子発現量は，5 型

Ad ベクターを野生型マウスに静脈内投与した場合

のそれぞれ約 20000 分の 1，及び 50 分の 1 であっ

た．さらに 35 型 Ad ベクターを CD46TG マウスに



hon p.5 [100%]

1017

Fig. 4. Luciferase Production in CD46TG and Wild-type Mice after Intravenous and Intraperitoneal Administration of Ad35 Vectors
Expressing Fire‰y Luciferase
(A) Luciferase production in the organs after intravenous administration of Ad35 vectors. (B) Luciferase production in the organs after intraperitoneal ad-

ministration of Ad35 vectors. Ad35 vectors (1.5×1010 VP) was administered to wild-type mice (C57Bl6, 5 weeks old) and hemizygous (Hemi TG, 5 to 6 weeks old)
and homozygous (Homo TG, 5 to 6 weeks old) CD46TG mice. After 48 h, the organs were harvested and homogenized, and luciferase production was measured by
a luminescence assay system (PicaGene 5500; Toyo Inki, Japan). All data are represented as mean±S.D. (n＝4, intravenous administration; n＝6, intraperitoneal
administration).
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腹腔内投与した場合に遺伝子発現を示した細胞の大

部分は臓器表面の中皮細胞であった（Fig. 5）．

6. カニクイザルを用いた 35 型 Ad ベクターの

機能解析

35 型 Ad ベクターは CD46TG マウスにおいても

十分な遺伝子発現を示さなかったが，これに関して

は主に 2 つの原因が推察された．第一に CD46 が主

に basolateral 側に発現しているために，27)細胞外マ

トリックスなどの立体障害により 35 型 Ad ベク

ターが CD46 に到達できないことが考えられた．あ

るいは，35 型 Ad には CD46 以外の未知の受容体

の存在が示唆されているが，28)マウスではその受容

体が発現していない可能性があった．そこでわれわ

れは，ヒトと同様に生来から CD46 を発現している

霊長類を用いて 35 型 Ad ベクターの機能評価を行

った．35 型 Ad ベクターをカニクイザルに静脈内

投与し，投与 96 時間後の各臓器における遺伝子発

現並びにベクター集積量を検討した．その結果，35

型 Ad ベクターのゲノム DNA は肝臓で最も多く検

出され，その他，肺，腎臓，心臓においても高い値

を示した．一方で各臓器における遺伝子発現を検討

したところ，ほとんど遺伝子発現は観察されず，

CD46TG マウスを用いた場合と同様の傾向を示し

た．今後われわれは霊長類を用いて 35 型 Ad ベク

ターの機能解析をさらに進めるとともに，臓器局所

への投与による遺伝子導入実験も計画している．こ

れらの実験により 35 型 Ad ベクターの臨床応用に

向けて重要な知見が得られるものと期待している．

7. おわりに

以上，本稿ではわれわれが開発した新しいタイプ

の Ad ベクターである 35 型 Ad ベクターの機能解

析（遺伝子導入特性解析）を遺伝子改変動物並びに

霊長類を用いて行った研究について紹介した．遺伝

子治療研究が始まって以来，精力的に基礎研究並び

に臨床試験が進められ，貴重な数多くの情報が蓄積

されてきた．今，これらの情報は高性能なベクター
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Fig. 5. X-gal Staining of the Peritoneal Organs of Homozygous CD46TG Mice Receiving b-Galactosidase-expressing Ad35 Vectors
(a) Liver and (c) kidney sections from homozygous TG mice injected with Ad35 vectors. (b) Liver and (d) kidney sections from mock-infected homozygous

TG mice. Ad35 vectors were injected intraperitoneally into homozygous CD46TG mice at a dose of 7.5×1010 VP/mouse. At 2 days postadministration, the organs
were recovered, ˆxed, and stained by using X-gal reagents. LacZ-positive cells are indicated by the arrows.
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の開発・改良へと着実にフィードバックされてい

る．今後もこのような積み重ねがさらに高性能なベ

クター及び治療法の開発へとつながり，かならずや

遺伝子治療のブレイクスルーになるものと期待して

いる．
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