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―基礎研究から学ぶ―

3．遺伝子導入と発現シリーズ
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Abstract

Viral vectors are powerful tools for gene delivery and expression both in vitro and in vivo.
Recently, many types of viral vectors have become commercially available and are easily used.
It is important to choose appropriate viral vectors according to target cells and organs. In this
technical note, we describe the characteristics of viral vectors and how to choose the
appropriate viral vector to transduce target cells in vitro.
（日本医科大学医学会雑誌 2012; 8: 150―156）
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はじめに

ウイルスベクターは細胞への遺伝子導入，蛋白発現
の有用なツールであり，物理的，化学的遺伝子導入法
と比較して遺伝子導入効率は高く，なおかつ長期間発
現させることもできる利点を持つ．Fig. 1はGFP遺
伝子を各種導入法にてヒト子宮頸癌細胞であるHeLa
細胞に導入したものであるが，ウイルスベクターを用
いることにより遺伝子導入効率，発現効率ともに高い
のが分かる．またほかの遺伝子導入法では導入困難な
血球系細胞や初代培養細胞にも効率よく遺伝子導入が
可能である．さらにウイルスベクターの最大の利点と
しては，ヒトをはじめとして，サル，ラット，マウス
など多くの動物を対象として in vivo 導入が可能とい
うことである．このことよりウイルスベクターは遺伝

子機能解析のツールとしてだけでなく，病気を治療す
る遺伝子治療用ツールとしても使用されている．
このようなウイルスベクターは現在では簡単に購入

し，使用が可能となってきている．購入可能なウイル
スベクターとして，レトロウイルスベクター，アデノ
ウイルスベクター，レンチウイルスベクター，アデノ
随伴ウイルスベクターなど様々なウイルスベクターが
存在するが，問題はどのウイルスベクターを使用した
らよいのか？ということである．ウイルスベクターは
それぞれのウイルスに由来した特徴を持っており，発
現させたい遺伝子，標的細胞，発現期間，発現効率な
どによりどのウイルスベクターを選択するのが一番よ
いのかが決定されてくる．本稿では上記 4種類のウイ
ルスベクターを中心に，それぞれのウイルスベクター
の長所，短所を理解し，最近の改良を紹介しながら，
どのようなときにどのウイルスベクターを選択すれば
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Fig.　1　各種遺伝子導入法の比較
GFP発現プラスミドをリン酸カルシウム法（a），リポフェクション法（b）およびGFP発現レトロウイ
ルスベクター（c），アデノウイルスベクター（d）でHeLa 細胞に遺伝子導入を行い，3日後に蛍光顕微
鏡にてGFPの発現を観察した．ウイルスベクターの使用により遺伝子導入効率，発現効率ともに上昇さ
せることが可能である．

Fig.　2　レトロウイルスベクター作製プラスミドと産生細胞
レトロウイルスベクターはパッケージングプラスミドとベクタープラスミドを同時に細胞
にトランスフェクションするか，パッケージング細胞にベクタープラスミドをトランス
フェクションすることによって作製される．また，パッケージング細胞にベクタープラス
ミドも持続的に発現している細胞（プロデューシング細胞）により高力価なレトロウイル
スベクターを大量に容易に調製することが可能である．LTR：Long Terminal Repeat，
CMVp：サイトメガロウイルスプロモーター

よいのかを考えていきたい．

レトロウイルスベクター

レトロウイルスはエンベロープを持つ一本鎖RNA
ウイルスであり，そのウイルスゲノムは，両端にプロ
モーター活性を有する反復配列（LTR：Long
Terminal Repeat）と構造遺伝子 gag（構造タンパク
質），pol（プロテアーゼ，逆転写酵素，インテグラー
ゼ），env（エンベロープ），RNAゲノムが粒子内に
取り込まれるのに必要なパッケージングシグナル（ψ）

から成る．レトロウイルスベクターの作製は gag，
pol，env を発現し，パッケージングシグナルを除い
たパッケージングプラスミドと gag，pol，env の代
わりに発現させたい遺伝子を挿入したベクタープラス
ミドを同時にCos 細胞や 293T細胞などにトランス
フェクションすることによって作製される（Fig. 2）．
また，空のレトロウイルスを持続的に産生する，gag，
pol，env を発現している細胞（パッケージング細胞）
や，さらには，パッケージング細胞にベクタープラス
ミドも持続的に発現している細胞（プロデューシング
細胞）などの使用により簡便で高力価なレトロウイル
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スベクターを大量に調製することが可能である．
一般的に入手可能なレトロウイルスベクターには齧

歯類のCAT1（cationic amino acid transporter 1）を
感染受容体とするエコトロピック（同種指向性）レト
ロウイルスベクターと，PiT2（inorganic phosphate
transporter 2）を感染受容体とするマウスにもヒトに
も感染性があるアンフォトロピック（両種指向性）レ
トロウイルスベクターが存在する．ヒトの細胞に遺伝
子導入するにはアンフォトロピックレトロウイルスベ
クターを選択するしかないが，マウスなどの齧歯類の
細胞を標的とする場合はアンフォトロピックレトロウ
イルスベクターよりエコトロピックレトロウイルスベ
クターのほうが断然感染効率が高いのでエコトロピッ
クレトロウイルスベクターの使用を薦める．
レトロウイルスベクターは，外来遺伝子を安定に染

色体DNAに組み込み，長期間目的遺伝子を発現させ
ることができるため造血幹細胞などの長期に持続的に
発現させたい場合などに有用である．一方，染色体
DNAの組み込みはランダムに行われるため，細胞染
色体上の遺伝子導入位置によっては細胞の生存・増殖
に必須な遺伝子の発現が抑制されたり，癌遺伝子や癌
抑制遺伝子の活性化，不活化により（挿入変異），細
胞が死に至ることや癌化することがありうるため注意
を要する．しかしながら，このような細胞の割合は少
ないと考えられる．また，レトロウイルスベクターは，
レトロウイルスの特徴上分裂細胞しか遺伝子導入がで
きず，神経，筋などの分裂増殖していない細胞への遺
伝子導入に向いていないという重大な欠点がある．

レンチウイルスベクター

上述のとおりマウスの白血病ウイルス由来のレトロ
ウイルスベクターはパッケージング細胞により簡単に
作製でき，標的細胞の染色体に安定に組み込まれると
いう重要な特徴をもつが，分裂期の細胞にしか遺伝子
導入できないという欠点がある．それゆえ，非分裂細
胞である神経細胞をはじめとし，通常は分裂していな
い末梢血リンパ球や肝細胞などへのレトロウイルスベ
クターによる遺伝子導入は難しい．マウスのレトロウ
イルスはオンコウイルスに属し，非分裂細胞へは感染
できないのに対して，ヒトのレトロウイルスである
human immunodeficiency virus type-1（HIV-1）はレ
ンチウイルスに属し，非分裂細胞においても増殖が可
能であるといわれている．よってこのHIVをもとに
したウイルスベクターを用いることによりマウスのレ
トロウイルスベクターでは不可能であった非分裂細胞

への安定な遺伝子導入が可能となる．
HIVベクターの作製は基本的にはマウスのレトロ

ウイルスベクターと同様にパッケージングプラスミド
とベクタープラスミドを 293T細胞またはCos 細胞に
同時にトランスフェクションし作製する．Fig. 3に
HIVベクターの作製プラスミドを示す．パッケージ
ングプラスミドは，安全性を高め，相同組換えによる
野生型ウイルス発生の可能性を少なくするために
HIVのアクセサリー遺伝子の tat，rev，nef，などを
取り除いた gag，pol 発現プラスミド，rev 発現プラ
スミド，env 発現プラスミドに分割されている．ベク
タープラスミドはパッケージングシグナルを含んだ両
端のHIV-LTRの間に内部プロモーターと目的とする
遺伝子が組み込まれている．さらに 5’LTRの U3 を
CMVプロモーターに置換し，3’LTRのプロモー
ター，エンハンサー領域を削除することにより，SIN
（self inactivating）ベクター 1としている．そしてこ
れらの基本となるプラスミドベクターには SV40 の複
製起点を挿入し 293T細胞，Cos 細胞内にて効率よく
増殖できるようになっている．最近 cPPT（central
polypurine tract）がプレインテグレーション複合体
の核移行の効率を高めるという報告があり，これをベ
クタープラスミドに挿入することにより遺伝子導入効
率の上昇が認められている2．また，発現効率を上昇
させるために，WPRE（woodchuk hepatitis virus
posttranscriptional regulatory element）が組み込ま
れている3.
HIV のエンベロープを持つHIVベクターはHIVと

同じ機構により細胞に感染するため，ヒトCD4 陽性
細胞に特異的に遺伝子導入可能な組織特異的遺伝子導
入ベクターである．また，非分裂細胞への遺伝子導入
が可能であり，ヒトCD4 陽性リンパ球に高率に遺伝
子導入が可能である4．しかしながらHIV自体は病原
性があり注意を要する．レトロウイルスベクターのよ
うに有用なパッケージング細胞が存在しないため毎回
作製にはプラスミドのトランスフェクションが必要で
ある．ヒトCD4 陽性細胞以外への遺伝子導入には
シュードタイプHIVベクターが使用されている．
シュードタイプとは 1つの細胞に 2つのウイルスが感
染した場合，一方のウイルスのエンベロープに囲まれ
てもう片方のウイルスゲノムが発芽してくる現象をい
い，このように 2種類のウイルスベクターを用いたも
のをシュードタイプベクターという．HIVのエンベ
ロープはCD4 陽性細胞特異的に遺伝子導入が可能と
なるが，それ以外の細胞には遺伝子導入ができない．
そこでHIVのエンベロープをほかのウイルスのエン
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Fig.　3　レンチウイルスベクター作製プラスミド
レトロウイルスベクターは 3種類のパッケージングプラスミドとベクタープラス
ミドを同時に細胞にトランスフェクションすることによって作製される．RRE：
Rev Response Element，cPPT：Central Polypurine Tract，WPRE：Woodchuk 
hepatitis virus Posttranscriptional Regulatory Element

ベロープに置き換え，HIVとほかのウイルスとの
シュードタイプベクターにより標的細胞を広げ，非分
裂細胞へ遺伝子導入を可能とする．現在最も頻繁に使
用されているエンベロープはラブドウイルス科の
VSV-G（G glycoprotein of vesicular stomatitis virus）
である．VSV-G は広範囲な宿主域を持ち，また，レ
トロウイルスやHIVのエンベロープより物理的に強
く，超遠心により容易に濃縮することが可能である．
VSV-G と HIVとのシュードタイプベクターは神経細
胞，肝細胞，筋肉細胞やマクロファージ，樹状細胞な
どの非分裂細胞や，通常はほとんど分裂していない造
血幹細胞への遺伝子導入が可能である．VSV-G 以外
にもmurine leukemia virus（MLV）や gibbon ape
leukemia virus（GaLV），feline endogenous retrovirus
（RD114）の envelop とのシュードタイプHIVベク
ターも使用されており，マウスの細胞や，造血幹細胞
の遺伝子導入に有用である．今後，標的細胞により適
したシュードタイプHIVベクターを使用することが
必要となってくると思われる．

アデノウイルスベクター

アデノウイルスは直径約 80 nmの正二十面体構造

をしており，内部に直鎖状約 35～36 kb の二本鎖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．ウイルス粒子から突出するファイバータンパク質
の先端が細胞表面のレセプター（CAR：coxackie-
adenovirus receptor）に結合して吸着・感染する．
これまでにヒトをはじめとして，様々な動物を宿主と
する多くの血清型が報告されているが，現在一般的に
汎用されているアデノウイルスベクターは 5型アデノ
ウイルスを基本骨格とし，ウイルス増殖に必須な
E1A，E1B領域を目的の遺伝子と置換して作られて
いる（Fig. 4）．このような組換えウイルスベクター
をE1A，E1Bを持続発現する 293 細胞に導入すると，
野生型ウイルスと同様にウイルス粒子を増殖させるこ
とができる．
アデノウイルスベクターは高力価で，発現効率が高

く，非分裂細胞にも感染可能なため様々な細胞に高率
に遺伝子導入が可能であるが，染色体に組み込まれな
いためにその発現は一過性である．また，細胞毒性や
免疫的傷害性が高いという欠点を持つ．近年ウイルス
由来の遺伝子をほとんど除き複製およびパッケージン
グのために必要なDNA配列のみを含んだガットレス
アデノウイルスベクターが開発されている5．このベ
クターは最大 36 kb までの配列を収容することがで
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Fig.　4　アデノウイルスベクターの進化
アデノウイルスベクターはウイルス増殖に必須なE1A，E1B 領域を目的の遺伝子
と置換して作られている．このような組換えウイルスベクターをE1A，E1B を持
続発現する 293 細胞に導入すると，野生型ウイルスと同様にウイルス粒子を増殖
させることができる．ガットレスアデノウイルスベクターは最大 36 kb までの配
列を収容することができ，ウイルス由来のタンパク質がほとんど産生されないた
めに免疫的傷害性についても抑制する．ITR：Inverted Terminal Repeat

Fig.　5　アデノ随伴ウイルスベクター作製プラスミド
アデノ随伴ウイルスベクターは ITRの間に目的遺伝子と置換したベクタープラス
ミド，Rep，Cap を発現するパッケージングプラスミド，E2A，E4，VAを発現
するヘルパープラスミドをともに 293 細胞（E1A，E1B を発現）にトランスフェ
クションして作製する．

き，ウイルス由来のタンパク質がほとんど産生されな
いために免疫的傷害性についても抑制することができ
る利点を持つ．ただし高タイターのベクターを高純度
で調整することが困難なため，汎用されるには至って

いない．
従来のアデノウイルスベクターはCAR陽性細胞へ

は効率良く遺伝子導入できるが，CARの発現が低い
細胞（血液系細胞，間葉系幹細胞，血管内皮細胞，滑
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Table　1　各種ウイルスベクターの特徴

レトロウイルス レンチウイルス アデノウイルス アデノ随伴ウイルス

ゲノム ssRNA ssRNA dsDNA ssDNA
遺伝子挿入サイズ 約 8 kb 約 8 kb 約 8 kb 約 4.7 kb
非分裂細胞への導入 不可 可 可 可
長期発現（染色体への組み込み） 可 可 不可 不可（一部可）
病原性 なし あり あり なし
細胞障害 なし なし あり なし

膜細胞など）への遺伝子導入効率は低いことが課題で
あった．これを克服するためにファイバータンパク質
のHI ループやC末端領域にRGD（Arg-Gly-Asp）ペ
プチドやポリリジンペプチドを挿入し，多くの細胞で
発現している αv インテグリンやヘパラン硫酸を認識
して効率良く遺伝子導入するアデノウイルスベクター
が開発されている6．また，ファイバータンパク質を，
ヒト由来の細胞ではほとんどの細胞で発現している
CD46 を受容体とする 35 型アデノウイルス由来のも
のに置換したベクターも開発されている7.

アデノ随伴ウイルスベクター

アデノ随伴ウイルス（AAV：Adeno-associated
virus）はパルボウイルス科に属する約 4.7 kb の一本
鎖DNAウイルスであり，エンベロープを持たず直径
20～30 nmの正二十面体構造のキャプシドを有してお
り，細胞膜の普遍的成分であるヘパラン硫酸プロテオ
グリカン（heparan sufate proteoglycan）を認識して
感染するため，宿主域は広い．AAVのゲノム構造は
両端の ITR（Inverted Terminal Repeat）に Rep（複
製や転写を司る調節蛋白質）とCap（VP1，VP2，VP3
の三つのキャプシドタンパク質）を持つ．AAVの複
製にはアデノウイルスのヘルパー機能に依存し，アデ
ノウイルスのE1A，E1B，E2A，E4，VA遺伝子が
必要であることが知られている．AAVベクターの作
製は ITRの間に目的遺伝子と置換したベクタープラ
スミド，Rep，Cap を発現するパッケージングプラス
ミド，E2A，E4，VAを発現するヘルパープラスミド
をともに 293 細胞（E1A，E1Bを発現）にトランス
フェクションして作製する（Fig. 5）．
AAVベクターは，病原性がなく神経などの終末分

化した非分裂細胞にも遺伝子導入でき，ウイルス粒子
が物理化学的に安定であり，精製・濃縮が可能である
が，導入できるサイズが 4.7 kb 前後と小さく，ベク
ターの調整が困難という欠点を持つ．従来AAVベク
ターは血清型 2が使用されていたが，近年様々な血清

型のAAV（1～12 型）が使用可能となり8，標的細胞
に応じて使い分けるようになってきている．ただし in
vivo と in vitro では導入高率が一致せず，in vitro で
は 1型，2型以外は導入効率が低いので注意を要
する9．また，最近注目されているものとして self-
complementary AAV（scAAV）10がある．これはAAV
の一本鎖DNAのプラス鎖とマイナス鎖が繋がった状
態で存在し，標的細胞内で速やかに二本鎖になるた
め，従来の 1本鎖AAVベクターより遺伝子発現が早
く高率も良い．しかし，AAVベクタープラスミドに
挿入できるサイズが従来法の半分になるため使用可能
な目的遺伝子は限られてくる．

おわりに

代用的な 4種類のウイルスベクターの特徴を
Table 1にまとめた．長期的な安定した発現を目的と
するならレトロウイルスベクターかレンチウイルスベ
クターを，一過性に高発現を望むならアデノウイルス
ベクターを，というように，その目的や標的細胞の種
類，状態（分裂細胞か否か）によって適したウイルス
ベクターを選択する必要性がある．今回は in vitro の
培養細胞への遺伝子導入について述べた．次回はマウ
スなどを標的とした in vivo 遺伝子導入時のウイルス
ベクターの有用性について検討していく．
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