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Abstract

Adeno-associated virus (AAV) vectors are widely used for retinal gene transfer, and they
are undergoing various clinical trials. Their popularity is due to the non-pathogenic nature of
AAVs and their versatility in basic research and clinical applications; the excellent
transduction efficiency of AAV vectors has boosted basic research and has facilitated the
development of various technical innovation systems, such as AAV vector serotypes, self-
complementary AAV vectors, tyrosine mutated AAV vectors and the routes of vector
administration. However, while the transduction efficiency of intravitreal injections has
increased markedly in rodents, it is still low in non-human primates. We have recently
developed a new technique of intravitreal administration in macaque monkeys. In this review,
we outline and discuss strategies for developing AAV vector systems and advancing
intravitreal administration.
（日本医科大学医学会雑誌 2017; 13: 88―96）
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1．はじめに

遺伝子治療がはじまり 20 年の年月が過ぎた．2016
年の時点で，2,409 のプロトコールの元で臨床研究が
実施されている1．実施当初遺伝子治療は単一遺伝子
疾患において異常遺伝子を補充するという試みから始

まった．故障した遺伝子の代わりに正常な遺伝子を入
れようという発想である．現時点では遺伝子治療が示
す意味はもっと広義となり，疾患の治療を目的に，原
因遺伝子ではないがその疾患に対してプラスとなる遺
伝子を患者の体内に発現させることも含まれてきてい
る．これは，多因子，多遺伝子疾患も対象に入ること
を意味している．
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これまで米国で行われた遺伝子治療の結果としては
当初期待されたほどの効果を上げることはできず，後
述する多くの技術的問題に直面した．悪性腫瘍の場
合，多くの対象例が，ほかに治療法がない患者であっ
たため，生命予後などから臨床成績が不良となったこ
とが考えられるが，期待される治療効果が得られてい
ないことの主因として，これまでの遺伝子導入技術で
は遺伝子導入効率，発現量，発現期間，標的細胞への
特異的発現など様々な問題点から治療に必要な発現レ
ベルに達しないためと考えられる．このことから現在
の遺伝子治療研究は既存のベクターを用いた臨床的研
究から，ベクターの開発，改良を主とした基礎的研究
が主流となり，研究の中心はベクターの性能向上に集
中する方向へ移行してきた．本稿では，眼科分野で最
も使用されているアデノ随伴ウイルス（Adeno-
associated virus；AAV）ベクターを中心に，これま
での研究の流れと現在の状況について報告する．

2．AAVベクターとその進化

遺伝子導入には，リポソームやエレクトロポレー
ションなどの物理的，化学的遺伝子導入法とウイルス
ベクターを用いた生物学的遺伝子導入法があるが，発
現効率，発現期間などの点からウイルスベクターが主
流となってきている．そのウイルスベクターにはレト
ロウイルス，アデノウイルス，レンチウイルス，AAV
などをベースにしたウイルスベクターがあり，様々な
特徴を持つが，細かな違いなどは以前報告した総説を
ご覧頂きたい2．現在，眼科疾患に対する遺伝子治療
研究で最も使用されているウイルスベクターはAAV
ベクターである．AAVベクターは神経細胞などの非
分裂細胞にも遺伝子導入できるため，網膜のような組
織に対して非常に有利といえる．またウイルスとし
て，AAVは細胞障害性や病原性がないため安全性の
点で優れたベクターである．野生型AAVは 19 番染
色体の特定の領域に組み込まれることが知られている
が3，この組込みは非相同組換えによるものであり非
構造タンパク質 Repが関与している4,5．AAVベクター
は Rep遺伝子を含まないように工夫されているため
この性質が失われており，導入遺伝子は核内には入る
が，染色体に組み込まれずに留まるといわれている6．
AAVベクターにはいくつかの技術的なイノベーショ
ンがあり，眼科分野における報告と併せて見ていきた
い．

2.1 AAV vector serotypes
現在AAVベクターは主に 12 種類のウイルス外殻

（カプシド）のベクターが開発されて来ている7,8．組
織特異性は，ウイルスのカプシドの種類によって決定
され，AAVベクターの血清型による指向性（tropism）
の範囲は，治療上重要となる．すなわちAAVのタイ
プが変わることで遺伝子導入が可能な細胞と導入効率
が異なってくる．元来使用されてきたAAVベクター
は 2型のAAV（AAV2）であり，欧米において世界
初の眼科分野における遺伝子治療で用いられたベク
ターである．レーバー先天性黒内障に対するAAVベ
クターを用いた遺伝子治療が開始され治療効果を示し
ており，まさにAAVベクターが脚光を浴びつつあ
る9,10．その成功を受けて，コロイデミア11，X連鎖網
膜分離症などの先天性疾患にも治療が拡大してきてい
る．2002 年，AAV1-6 まで開発され，網膜下投与で
は，AAV5 が最も高い遺伝子導入効率であると報告
された12．さらに，2008 年，AAV9 までが開発され，
AAV8 や AAV9 の有用性が報告された13．これを受
けてわれわれも有用な可能性が高いAAV5，8 などを
比較したところ，AAV8 が網膜下投与で高い遺伝子
導入効率があると報告した14．また硝子体投与でも
AAV8 が高い遺伝子導入効率を示すことを報告し
た15．

2.2 Self-complementary（sc）AAV Vector
一般的なAAVベクターである single strand（ss）
AAVベクターは，ゲノムが一本鎖DNA（linear single-
stranded DNA（ssDNA））であるため，遺伝子発現
が起こるには細胞の核内において二本鎖になる必要が
ある16．そのため十分な遺伝子発現量を得るには，膨
大な量のベクターが必要であることや，遺伝子発現が
ピークに達するのに 2～3週間程度時間がかかること
も関連していると考えられる．それに対して自己相補
型（self-complementary AAV（scAAV））vectors と
いうベクターが開発された17,18．このベクターは挿入
できる遺伝子サイズは半減するものの，分子内に相補
的な配列を有するゲノム構造を持ち，プラス鎖とマイ
ナス鎖が繋がった状態でカプシドに包まれたベクター
で，標的細胞内でただちに二本鎖の状態になることか
ら早期の遺伝子発現と高い遺伝子発現が可能となって
きた．

2.3 チロシン変異（tm）-scAAVベクター
これまで，AAV2 は主レセプターとしてHeparan
sulfate proteoglycan（HSPG）19を，副レセプターとし
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図 1　マウス網膜におけるチロシン変異（tm）-scAAV-GFP ベクターの遺伝子発現
tm-scAAV2，8，9 で比較したところ（a～ c），タイプ 2で最も高い遺伝子発現を認めた．また，視神経の遺伝子発現を
免疫染色にて比較したところ（d～ e），やはりタイプ 2で最も高い遺伝子発現を認めた．視神経（矢印）は網膜神経節
細胞の神経線維であることから，網膜神経節細胞に高い遺伝子導入がなされたことを意味する．（変異はチロシンをフェ
ニルアラニンに置換；AAV2；Y730＋500＋444F（triple mutant），AAV8；Y733F，AAV9；Y731F）

tm-scAAV2 tm-scAAV8 tm-scAAV9

a b c

d e f
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200 m

て fibroblast growth factor receptor 1（FGFR1）20，
αVβ5 21，hepatocyte growth factor receptor（MET）22

を介して感染すると報告されてきた．2016 年，Pillay
らはゲノムワイドスクリーニングによりAAV2 の感
染における本質的なレセプターとして膜貫通型タンパ
ク質の同定を報告した23．このようなレセプターを介
して，AAV2 のウイルス粒子はエンドサイトーシス
により細胞内に取り込まれる．細胞内では，リソソー
ムを介する経路とユビキチン―プロテアソームシステ
ムによる経路で分解される．AAV2 はエンドソーム
の酸性環境下においてウイルス外殻の構造変化をきた
しユビキチン化され，AAVの核輸送が阻害され遺伝
子導入効率が低下すると考えられている24．ユビキチ
ン化されるには，上皮成長因子受容体プロテインチロ
シンキナーゼ（epidermal growth factor receptor
protein tyrosine kinase；EGFR-PTK）によりAAV2
外殻タンパクがリン酸化されることにより生じる
が25，EGFR-PTKのリン酸化の標的となっているのが
チロシン残基であり，そのチロシン残基をフェニルア
ラニンに置換したチロシン変異（tm）-scAAVベク
ターはユビキチン化が阻害され核輸送が促進し，遺伝
子導入効率を上昇されることに成功した26．これらの
tm-scAAVベクターは眼科分野においても，非常に

高い遺伝子導入効率を示し，特に硝子体投与による遺
伝子発現が格段に上昇した27,28．このような遺伝子導
入効率の検討を行う研究では，緑色の吸光度（509 nm）
の蛍光を発するGreen fluorescein protein（GFP）が
しばしば用いられる．図 1では緑色に光っているとこ
ろが遺伝子導入部位となる．われわれは上述した
AAV vector serotypes の項で説明した，血清型の異
なる，タイプ 2，8，9の GFP発現 tm-scAAVベクター
（tm-scAAV-GFP）を作製し，マウス硝子体に投与し
比較検討したところ tm-scAAV2 ベクターが非常に高
い遺伝子導入効率を持つことが分かった．現在，tm-
scAAVベクターを用いた遺伝子治療研究が数多く展
開されてきている．

3．網膜への遺伝子導入方法

3.1 硝子体投与と網膜下投与
網膜への遺伝子治療における投与法としては，網膜
下投与と硝子体投与の 2種類が考えられるが，これま
で多くのAAVベクターの投与方法は，網膜下投与と
いう方法を取ってきた．網膜下投与の有利な点として
は，硝子体投与よりも遺伝子導入効率が高く，治療可
能な遺伝子発現量を得やすいという特徴を持つ．その
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図 2　マウスにおける ssAAV8-GFP ベクターの網膜下投与における遺伝子発現
免疫染色にて確認したところ，網膜下投与は，網膜色素上皮細胞および視細胞（外果粒層～外節）
に遺伝子導入されるが（a），投与部位に限局しており（b；矢印），投与されたベクターが接触し
た組織のみ遺伝子導入される．（GCL；神経節細胞層，INL；内果粒層，ONL；外果粒層，IS；内
節，OS；外節，RPE；網膜色素上皮細胞）
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半面，網膜下投与では医原性の網膜剝離を作製するた
め，視機能の低下をもたらし，特に黄斑部の場合，視
力低下をもたらすことや，網膜剝離が起きた場所にし
か遺伝子導入が生じないというデメリットがある．図
2は ssAAV8 ベクターを網膜下投与したものである
が，投与部位に限局して網膜外層である網膜色素上皮
細胞および視細胞に遺伝子導入されていることを示し
ている．すなわち，投与されたベクターが接触した組
織のみに遺伝子導入される．われわれは，以前
ssAAV8 ベクターを用い，網膜下投与と硝子体投与
における遺伝子発現の比較を 1年間かけて行った15．
遺伝子発現量は投与された部分では圧倒的に網膜下投
与のほうが高い遺伝子導入効率であったが，眼球全体
で比較するとほぼ同等の遺伝子発現量で，硝子体投与
では広範囲に弱い遺伝子発現が見られた．しかしなが
ら網膜電図（ERG）で網膜の機能を見ると，硝子体
投与では網膜機能の低下は見られなかったが，網膜下
投与において機能の低下が見られ，病理組織で観察し
たところ，一部に視細胞の全欠損が見られた．レーバー
黒内障の臨床試験においても網膜下投与では，黄斑部
における網膜厚の低下と何例かの症例で視力低下を認
めたと報告された29．網膜下投与では，ベクターの力
価や投与量など慎重に検討する必要があると考えられ
た．

3.2 硝子体投与と tm-scAAVベクター
上述したような網膜下投与の副作用事象を受けて，
現在，網膜外層に対しても網膜の内側である硝子体投
与によって網膜外層に遺伝子発現ができないか，検討

が行われている．現在最も期待されている二つの
AAVベクターとしては，上述した tm-scAAV2 ベク
ターの一種で 4カ所に変異を入れた quadruple
（Y272，444，500，730F）tm-scAAV2 ベクター27と tm-
scAAV2 ベクターをベースに error prone PCR を用
いて作製した tm-scAAV2 ライブラリーより選択され
た，視細胞に最も入りやすい変異であった 7m8 と呼
ばれるAAVベクターがある30．特に 7m8 は硝子体投
与で，レーバー黒内障のモデルであるRd12 マウス31

に対して，網膜最外層である網膜色素上皮において責
任遺伝子であるRPE65 遺伝子発現し治療効果を，網
膜分離症のモデルであるRs1h－/－マウス32に対して
Rs1 遺伝子発現し治療効果を報告している30．また網
膜内層へのAAVベクターとしては，triple（Y730，
500，444F）tm-scAAV2 ベクターが神経節細胞や網
膜の指示細胞であるミュラー細胞において高い遺伝子
発現を示す27．図 3aはわれわれのデータであるが，
以前使用していたAAV8 に比べ triple tm-scAAV2 ベ
クターでは，マウス硝子体投与で網膜全体に高い遺伝
子発現を認めている．

3.3 tm-scAAVベクターによる治療効果の改善
われわれはこれまでAAVベクターを用いて治療効
果を得られなかった実験系において，tm-scAAV2 ベ
クターを用いることで，高い治療効果を得ることがで
きた．具体的には，Ren らは single strand の ssAAV2
を用いて脳由来神経栄養因子（brain derived
neurotrophic factor；BDNF）をラット一過性高眼圧
モデルにおいて発現させ治療効果を検討したが，大幅
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図 3　マウスにおける ssAAV8-GFP ベクターと tm-scAAV2-GFP ベクターの硝子体投与における
遺伝子発現
免疫染色にて比較したところ，ssAAV8-GFP ベクター（a，c）に比べ，tm-scAAV2-GFP
ベクター（b，d）は硝子体投与において高い遺伝子発現を可能とした．
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a b

c d

500 m

50 m

に神経が障害を受ける急性期に神経保護効果を示すこ
とができなかった33．一方われわれは tm-scAAV2 ベ
クターでBDNFを発現（tm-scAAV2-BDFN）させる
ことにより，網膜のRNAレベル（図 4a），タンパク
質レベル（図 4b）において高いBDNF発現を確認し
た．ラット一過性高眼圧モデルにおいて検討したとこ
ろ，図 4cのようにBDNFを発現させた群では網膜内
層の維持が計られ，80％以上の神経節細胞が生存し
続けた34．図 4dでは網膜内層厚を比較検討したが，
有意に網膜内層厚の減少を防ぐことができた．このこ
とは治療に必要なタンパク量がベクターにより供給で
きたからと考えられる．このような研究の流れがほか
の疾患でも行われている．上述した網膜分離症の場
合，モデルマウスに対して，オリジナルである ssAAV
2 ベクターによって初めて治療効果が示された35,36．そ
の後，ssAAV8 ベクターの有用性が報告され37,38，現
在は 7m8 と呼ばれる tm-scAAV2 ベクターに最も期
待が集まって来ている30．

3.4 組織特異的プロモーターの活用
組織特異的プロモーターとは，ある組織のみで機能

し遺伝子を発現，すなわち転写の開始に関与する領域
のことである．通常遺伝子治療で用いられるプロモー
ターとしては，どの細胞，組織でも強力に発現しやす
いCMV（サイトメガロウィルス），CBA（チキン β

アクチン）などのプロモーターが選ばれる．一方，網
膜ではロドプシン（rhodopsin）というプロモーター
は特異的に視細胞でのみ発現する39．網膜色素細胞で
あれば，RPE65 が特異的なプロモーターとして有名
である40．それ以外にも網膜の各細胞種における特異
的なプロモーターが知られているが，一般的に発現が
非常に弱いことが知られている．遺伝子導入効率を上
昇させることは，このような組織特異性プロモーター
の使用を可能とし，より安全な遺伝子治療の確立に寄
与すると考えられる．すなわちロドプシン41や RPE65
などのプロモーターは視覚サイクルに関わるため，プ
ロモーター活性が高く遺伝子治療研究で以前より用い
られてきているが，ベクター側の遺伝子発現効率を上
げることにより，今まで発現量が弱くて使用できな
かった組織特異的プロモーターの使用も可能となって
くると考えられ，より標的を絞った細胞にのみ遺伝子
発現させ治療へつなげることが期待される．
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図 4　tm-scAAV2 ベクターによるBDNFの網膜神経保護効果
（a）神経網膜内RNAレベルにおけるBDNFの発現，（b）神経網膜内タンパク質レベルにおける
BDNFの発現．（c）無処置群，無処置高眼圧群，コントロールベクターであるtm-scAAV2-GFP群，
tm-scAAV2-BDNF群の網膜組織像を示す．網膜内層厚（矢印）が tm-scAAV2-BDNF群におい
て保たれているのが観察される．（d）各群における網膜内層厚を計測した．無処置高眼圧群，
tm-scAAV2-GFP 群に比べ，tm-scAAV2-BDNF群では有意に内層厚の減少が抑制された．
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4．霊長類における硝子体投与

これまで述べてきたようにマウスなどの齧歯類に対
しては硝子体投与による遺伝子導入により数多くの優
れた報告がなされてきている．それに対して，霊長類
では黄斑近傍の限られた領域にしか遺伝子導入ができ
ないと報告されてきており，臨床的に考えると非常に
大きな問題となっている42―45．理由としては，硝子体
と網膜の間に介在する内境界膜（Inner limiting
membrane；ILM）の存在が考えられている46．物質
が内境界膜を通過する際，齧歯類に比べて霊長類のほ
うが生理的な障壁となっていると推測されてい
た47,48．そこでわれわれは，手術的に内境界膜剝離を
行うことで，AAVの遺伝子導入効率を上げることが
できるか検討を行った．網膜内層に入りやすい tm-
scAAV2 ベクターを硝子体注射するに当たり，①硝
子体投与のみ，②硝子体手術＋硝子体投与，③硝子体
手術＋内境界膜剝離＋硝子体投与の 3群で比較検討し
たところ，内境界膜剝離をした群のみで遺伝子導入効
率が上昇した（図 5）49．遺伝子導入パターンとしては，

内境界膜剝離を行ったところにのみ遺伝子が導入され
ることや tm-scAAV2 ベクターを使用したため齧歯類
と同様にミュラー細胞および神経節細胞など網膜内層
を主体に遺伝子導入が見られた．この技術の確立によ
り，硝子体からの臨床応用に弾みがつくと考えられ
る．また内境界膜剝離は眼科臨床において，黄斑円孔
などの疾患に対して日常的に行われている手術であ
り50，今回の研究ではERGで生理学的に検討したと
ころ術後一過性の障害が認められたものの，経過とと
もにほぼ正常化し，安全性が確認された．その他，世
界的な最近の報告では，高濃度の 7m8 tm-scAAV2 ベ
クターを用いて硝子体投与したところ，遺伝子導入で
きたという報告51や AAV2 を内境界膜下に注入し遺伝
子導入できたという報告52がなされている．病理学的
解析では内境界膜下に注入すると注入部位の網膜内層
が破壊されていた．どちらの報告においても病理学的
解析のみなので，網膜電図のような生理学的な解析結
果が待たれるところである．
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図 5　サルにおける内境界膜剝離による遺伝子導入効率の上昇
霊長類における硝子体投与では，内境界膜が障壁になっていると考えられている．そのため，硝子体投与群，硝子体手術
と硝子体投与群，硝子体手術，内境界膜剝離と硝子体投与群で比較検討した．使用したウイルスベクターは網膜内層に効
率よく遺伝子導入できるtm-scAAV2-GFPを用いた．結果としては，硝子体投与群および硝子体手術と硝子体投与群では，
ほとんど遺伝子導入されなかったが，内境界膜剝離を併用した群では，高い遺伝子導入を認めた．また予想されたとおり，
内境界膜剝離を行わなかった部位では遺伝子導入をほとんど認めなかった．

m

5．おわりに

20 年前遺伝子治療における眼科分野の研究者は非
常に数少なかったが，網膜の標的組織が小さく少量の
ベクターで治療可能なこと，免疫の影響を受けにくい
可能性があることやBBB（Blood-brain barrier）と呼
ばれる血液―脳関門のような血液―網膜関門が存在する
ため，眼球内の投与による全身へのベクターの散布が
非常に低いことから注目を集め，遺伝子治療分野で最
も期待される分野へと成長した．日本では，眼科分野
における研究者は今のところまだ少なく，今後この分
野への研究者の増加が期待される．基礎研究の重要性
はさることながら，臨床への道のりを考えたときトラ
ンスレーショナルリサーチの重要性も増してきてい
る．今後新しいテクニックとベクターの最適化の研究
が，臨床応用への鍵となるであろう．
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