
は じ め に

動物の生体内に遺伝子を導入し発現させる，または遺
伝子機能を抑制して機能解析する方法は1990年代から試
みられている．代表的なものはノックアウト動物やトラ
ンスジェニック動物の作製であるが，これらの方法は莫
大な労力，時間およびコストがかかる．これに対し，遺
伝子を限られた組織に導入する方法は，労力が比較的少
なく，低コストですむ利点がある．この方法に使われる
ベクターは，ウイルスベクターと非ウイルスベクターに
大別される．
ウイルスベクターは導入効率が高いが，炎症などの組

織ダメージがあり，がん化など安全性に問題がある
（Baum et al., 2002）．プラスミドなどの非ウイルスベク
ターによる遺伝子導入では炎症などの組織侵害性が少な
く，安全性が高い反面，導入・発現効率が非常に悪い
（Baum et al., 2002）．

本稿では，ウイルスベクターのうち，主にアデノウイ
ルスおよびアデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを用
いた唾液腺への遺伝子導入法とその応用例を紹介する．
アデノウイルスは導入効率は高いが，発現が一過性であ
り，炎症などの組織ダメージがあるのに対して，AAV

の発現効率はよくないが，炎症が軽微で，発現が長期に
わたる利点がある（表1）．
唾液腺は，口腔の開口部から直接導管を通して非侵襲

的に遺伝子を導入することができ，体表に比較的近くに
位置するため，外来遺伝子をin vivoで発現させ，その機
能を外から解析するのに適している．また生命機能に直
接関わらないため，遺伝子導入による組織ダメージ，あ
るいはがん化の恐れがある場合には摘出することで生命
を危険にさらさなくてすむ．さらに，血管を通して体内
循環に遺伝子発現産物を供給することもできる．このよ
うな事から，唾液腺を遺伝子治療のための治療分子産生
センターとして利用しようとする研究も行われている．
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種類 挿入可能サイズ 長所 短所 適用動物，発現部位

アデノウイルス 7‐8kb ・発現効率が高い ・細胞毒性 マウス，ラット，サル

（Adenovirus） ・非分裂細胞に導入可能 ・組織障害 腺房・導管細胞

Ad5

アデノ随伴ウイルス 4．5kb ・非病原性 ・発現が遅い マウス ラット

（Adeno-associated ・長期発現が可能 ・発現効率が悪い AAV2，5 AAV5，9

virus） ・非分裂細胞に導入可能 導管細胞 導管細胞

AAV2，AAV5，AAV9

レンチウイルス 8‐10kb ・長期発現が可能 ・発現効率が悪い マウス

（Lentivirus） ・非分裂細胞に導入可能 腺房・導管細胞
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表1 ウイルスベクターの特徴
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アデノウイルスベクター

アデノウイルスは約36kbの二本鎖DNAをゲノムとし
て持つウイルスであり，宿主染色体に組み込まれず，一
過性の発現をする．導入効率が高く，培養細胞はもちろ
ん，動物個体への導入にもよく用いられている．最も用
いられているタイプは5型アデノウイルス（Ad5）で
ある．
約20年前に，NIDCRのBaumのグループにより，アデ

ノウイルスを唾液腺開口部から逆行性に注入して，生き
た動物の唾液腺組織に外来遺伝子を発現させる手法が確
立された（Mastrangeli et al., 1994）．彼らは，1010 pfu程
度のアデノウイルスを顎下腺や耳下腺に導入し，β-

galactosidaseやα1-antitrypsinを発現させた．これらは腺房
細胞，導管細胞の両方に一過性に発現したが，導入によ
り唾液分泌量が著しく減少した（Mastrangeli et al. ,

1994）．また導入された組織では深刻な炎症反応が観察
された（Adesanya et al., 1996）．特に腺房細胞での影響
は大きく，腺房細胞の破壊により唾液分泌量が低下した
が，ステロイドであるデキサメタゾンの前投与により，
炎症反応や唾液分泌量の低下が回復した（Adesanya et

al., 1996）．
またBaumらは，放射線治療により生ずる唾液腺障害

を治療する目的で，放射線による唾液腺障害モデル動物
の唾液腺に，アデノウイルスを用いて水チャネルである
aquaporin-1（AQP1）を発現させた（Delporte et al. ,

1997 ; Shan et al., 2004）．AQP1の発現により，放射線
照射により低下した唾液分泌量が大きく回復し，この方
法が唾液腺障害の遺伝子治療法として有効であることが
示唆された．アメリカでは，ヒトへの臨床応用に向けて
phase I臨床試験が行われている（Baum et al., 2012）．
またシェーグレン症候群や他の遺伝子疾患への遺伝子

治療にアデノウイルスを使う試みもある．IL‐17受容体
抗体，growth hormone，erythropoietin， immunoglobulin

G Fc fragment，parathyroid hormoneなど様々な分子を唾
液腺に発現させ，血流を通じてこれらを体内に供給する
という治療法である（Samuni et al., 2008 ; Samuni et al.,

2008 ; Voutetakis et al., 2008 ; Nguyen et al., 2011）．し
かし，血中と唾液中のどちらに分泌されるかは発現分子
によって異なり（Samuni et al., 2008 ; Voutetakis et al.,

2008 ; Racz et al., 2009），同じベクターを導入しても，
ラットとマウス，耳下腺と顎下腺では放出される向きが
異なることも報告されている（Adriaansen et al., 2008,

Adriaansen et al., 2011）．このように，目的の分子を血中
に分泌させるのは簡単ではなく，細胞内輸送メカニズム

など基礎研究を含めたさらなる研究が必要である．
最近我々は，アデノウイルスをラット顎下腺開口部か

ら逆行性に注入することにより，炎症反応をほとんど起
こすことなしに，蛍光標識分子（Stim1-mKO1）を腺房
細胞に発現させることに成功した（図1，Morita et al.,

2011）．今までとの違いは，より低用量のウイルス（108

pfu程度）を導入したことである．Stim1-mKO1を発現し
た腺房細胞では，容量性Ca2＋流入が有意に増加してお
り，この結果は発現させたStim1-mKO1が機能的である
ことを示している．さらに予期せぬ事に，ムスカリン受
容体アゴニスト刺激によるCa2＋放出反応も増加していた
（Morita et al., 2013）．ストア内のCa2＋量に差はなかった
ことから，ストアの増大ではなく，別の要因で受容体の
感受性が高まっていると考えられる．

アデノ随伴ウイルスベクター

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターは，非病原性
のウイルスに由来し，遺伝子発現が長期間持続すること
から，安全性が高く，遺伝子治療に使えると期待されて
いる．また種々の細胞に感染するが，血清型により組織
特異性が見られるという特徴を持つ（小澤，2007）．し
かし導入できるサイズが4．5kbと小さく，ウイルスゲノ
ムが1本鎖DNAであるため，遺伝子発現の効率が悪

森田 貴雄／ウイルスベクターによる唾液腺への遺伝子導入と遺伝子治療への応用

図1 アデノウイルスの逆行性注入による唾液腺への遺伝子
導入

Ａ：麻酔下のラット顎下腺開口部へのチューブの挿入
Ｂ：その拡大図，矢印は顎下腺開口部を示す
Ｃ：アデノウイルス導入により顎下腺全体に発現したStim

1-mKO1の蛍光像
SMG：顎下腺，SLG：舌下腺
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く，発現が遅い（最大発現に1‐2週間以上）．最近この
弱点を克服しようと， scAAV（ self-complementary

AAV）ベクターが考えられた（小澤，2007）．細胞内で
すぐに2本鎖になるので，遺伝子発現が速いが，ベク
ターに挿入できるサイズが半分（約2．5kb）になり，応
用できる遺伝子は限られる．
唾液腺への遺伝子導入にはAAV2とAAV5がよく用

いられている（表1）．動物の唾液腺にAAVを用いて最
初に遺伝子導入したのはBaumのグループである．AAV

2を用いてAQP1を正常マウスの唾液腺に発現させたと
ころ，アデノウイルスとは異なり，AQP1は主に導管細
胞に発現し（Braddon et al., 1998），腺自体の炎症反応お
よび唾液分泌の低下は起きなかった（Kok et al. ,

2005）．しかし残念ながら，ラット唾液腺ではAAV2の
導入によるAQP1の発現が見られなかった（Braddon et

al., 1998）．次にAAV5を用いたところ，マウス唾液腺
ではAAV2より7倍もの導入効率が得られ，ラットの
唾液腺導管にも発現が見られた（Katano et al., 2006）．
このようにAAVにより唾液腺導管への遺伝子の特異的
な発現が期待できることから，導管細胞の機能解析に利
用できると考えられる．
またアデノウイルスと同様に，AAVによる唾液腺へ

の遺伝子導入を唾液腺障害の治療に使う研究も行われて
いる．Yinらはシェーグレン症候群モデルのNOD-Aec1
／Ace2マウスの唾液腺に，自己免疫疾患であるリウマ
チの治療に使われているcytotoxic T-lymphocyte antigen 4

（CTLA4IgG）をAAV2を用いて発現させた．その結
果，リンパ球浸潤や炎症性サイトカインなどの炎症反応
が抑制されると共に唾液分泌が回復し，その効果は10ヶ
月以上続いた（Yin et al., 2012）．またAAV9を用い
て，ラットの唾液腺にDNA修復に関わる遺伝子Tousled-

like kinase 1B（TLK1B）をあらかじめ発現させておく
と，放射線照射による唾液腺障害（炎症や唾液分泌低
下）が改善された（Srinivasan et al., 2013）．これ以外に
も，糖尿病モデル動物の唾液腺に糖尿病治療薬
（Exendin-4, Ex-4）を長期的に発現させ，体内循環を介
して糖尿病の治療に応用しようとする試みもある（Di

Pasquale et al., 2012 ; Wang et al., 2014）．Ex-4の持続的
発現により，体重減少や血糖値の減少など，糖尿病症状
の改善が見られた．

AAVはアデノウイルスに比べて長期間の遺伝子発現
が可能であり，炎症反応などが少ないことから，将来的
なヒトに対する遺伝子治療への応用が期待されている．
この観点から，サルなどの霊長類の唾液腺へのAAV2や
AAV5の適用が試みられている．しかしマウスでの結果

と異なり，サルではAAV5の発現は一過性であり，AAV

2より発現効率が悪かった（Voutetakis et al, 2010）．この
ようにマウス，ラット，さらにサルといった動物種の違
い，そしてAAV2やAAV5など血清型の違いにより導入
効率や発現分布が異なることから，AAVを用いた動物
実験の結果をヒトに応用するにはまだまだ課題が多く残
されている．

AAVは長期間の遺伝子発現が可能であるため， in

vivoでの適用だけでなく，ex vivoでの唾液腺の発生・分
化過程の研究にも使われている．Hsuらはマウスの胚か
ら取り出した顎下腺組織にscAAV2を使ってfibroblast

growth factor 7を上皮組織に発現させて培養し，顎下腺
の分枝形態が増加したことを報告している（Hsu et al.,

2012）．最近我々も，唾液腺由来培養細胞にAAVを導入
することにより，Ca2＋センサーの恒常発現細胞を簡便に
作製することに成功した．この手法を他のセンサーやシ
グナル分子等に応用することで，分子間相互作用などの
機能解析がよりしやすくなると期待される．

その他のウイルスベクター

その他レンチウイルスベクターが動物の唾液腺への遺
伝子導入に使われている（表1）．レンチウイルスベク
ターによる導入では，遺伝子発現は腺房細胞と導管細胞
に共に見られ，比較的長期間発現しているが，発現効率
が悪い（Shai et al., 2002 ; Shai et al., 2005）．

お わ り に

本稿では触れなかったが，非ウイルスベクター（プラ
スミドやセンダイウイルスの殻であるHVJエンベロープ
ベクター）や超音波を用いた唾液腺組織への遺伝子ある
いはsiRNAの導入・発現による機能解析も行われている
（Ishibashi et al., 2006 ; Ishibashi et al., 2008 ; Sakai et al.,

2009 ; Sramkova et al., 2009）．Sramkovaらはプラスミド
と，タンパク質をコードしないアデノウイルスを混ぜて
唾液腺に導入した．この実験では発現細胞が1‐2％と
効率は極めて悪いが，蛍光イメージングでは発現してい
る細胞があれば解析が可能であり，効率はそれほど問題
ではないとしている（Sramkova et al., 2009）．
最近我々は，アデノウイルスベクターを用いて高感度

Ca2＋バイオセンサー（YC-Nano50）を顎下腺に発現さ
せ，アゴニスト刺激によるCa2＋応答のin vivoイメージン
グに成功した．このCa2＋応答と唾液分泌を同時に解析し
たところ，唾液分泌は比較的弱いCa2＋応答で起こること
がわかった．しかし，アゴニスト刺激と神経刺激でCa2＋

応答や唾液分泌に違いがあるかなどの詳細な解析はこれ
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からである．
羅列的になってしまったが，ウイルスベクター導入に

よる唾液腺研究の今までの流れを少しでもわかっていた
だけたら幸いである．本稿で紹介した研究はこの分野の
全体の一部であり，我々が行っているような研究を含め
て基礎・臨床を問わずいろいろな応用の可能性が考えら
れる．このような研究に興味を持たれた方が，この分野
の研究を発展させてくれることを期待して結びとする．
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森田 貴雄

平成2年3月 新潟大学理学部生物学科 卒業
平成4年3月 新潟大学大学院理学研究科修士課程 修了
平成9年3月 東京大学大学院医学系研究科第二基礎医学専攻 修了
平成9年4月 CREST研究員
平成10年12月 新潟大学脳研究所 研究機関研究員
平成12年4月 北海道医療大学歯学部歯科薬理学講座 助手
平成19年4月 北海道医療大学歯学部口腔生物学系薬理学分野 助教
平成20年4月～現在 北海道医療大学歯学部口腔生物学系薬理学分野 講師
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