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Abstract

"Molecular ZIP-code" is very small size of peptide, which be able to target to specific tissues or cells, recently considered as one of the

remarkable material for molecular imaging or therapy. In this study, we engineered the new therapeutic strategy to realize pinpoint gene

transfer with "Molecular ZIP-code" inserted into helper-dependent adenovirus vectors (HDAd). We identified three different types of dorsal

root ganglion (DRG) "Molecular ZIP-code" which could specifically bind to DRG neurons. Each ZIP-code were separately inserted into the

fiber of helper virus detargeted for its native tropism (coxsackie and adenovirus receptor and heparan sulfate proteoglycan binding site). We

generated the DRG-targeting HDAd with the use of DRG-targeting helper virus, injected the HDAd into intrathecal lesion of mice and

evaluated the transduction efficiency. Most effective HDAd produced a 100-fold higher transduction of DRG neurons than non-targeting

vector and three different kinds of DRG-targeting HDAd showed the different transduction patterns in the cell size distribution of DRG

neurons. We succeeded to develop a new strategy to produce HDAd that specifically target DRG neurons. The development of the strategy in

this communication using the much more versatile and far less toxic HDAd should facilitate its possible application in clinical trials for DRG

neuronopathies in the near future.
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1.はじめに

近年、全身臓器または組織は非常に短鎖なペプチド

で標識されることが報告され、それらペプチドが生体

内で臓器の場所を示すことから、体内の郵便番号のよ

うに捉え、「Molecular ZIP-code (分子 ZIP コード)」

と称され、分子診断や分子治療への応用性が期待され

ている [1]。

そこで、我々はこの「分子 ZIP コード」を用いて組

織特異的遺伝子治療ベクターの開発に着手することに

した。使用するベクターとしては、以前より安全性が

高いことで注目されている「ヘルパー依存型アデノウ

イルスベクター」[2]である。また、標的組織としては、

以前より我々が精通している後根神経節（DRG） [3,4]

を用いた。

具体的には、①DRG 標的分子 ZIP コードの同定、②

ZIP コードのアデノウイルス（ヘルパーウイルス）へ

の挿入、③DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイルスベ

クターの作成および効果判定、の順に検討を行った。

2. DRG 標的分子 ZIP コードの同定
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組織標的ペプチドを検索するために、ファージライ

ブラリーキット（New England BioLab)を用いた in vitro

ファージディスプレイ（図１）[1]を行った。このキッ

トは、ファージの親和性を決定していると言われる先

端部に７つのアミノ酸をランダムに発現するように調

整されている。このファージ 1012pfu を神経細胞以外

の細胞に吸収させ、結合しなかったファージを DRG

ニューロンと反応、結合したファージを回収、増幅を

行った。この過程を５回繰り返し、DRG に対して親和

性、特異性の高いファージを決定し、そのアミノ酸配

列の同定を行った。

図１．ファージディスプレイ法を用いた

DRG 標的分子 ZIP コードの同定

その結果、DRG1:C-SPGARAF-C, DRG2:C-DGPWRK

M-C, DRG3:C-FGQKASS-C, の三種類の DRG 標的分子

ZIP コードを同定した [5]。

3.ZIP コードのアデノウイルス（ヘルパーウ

イルス）への挿入

同定した DRG 標的分子 ZIP コードをアデノウイル

スに挿入するが、一般的にアデノウイルスが感染する

際に結合する部位が分子 ZIP コードの効果を低下させ

てしまうと考え、共通結合部位を改変したものを用い

ることとした。アデノウイルスには、ファイバーと呼

ばれる構造があり、その先端に近いノブ部分 (fiber

knob) に コ ク サ ッ キ ー ア デ ノ ウ イ ル ス レ セ プ タ ー

(CAR) 結合部位を、シャフトの部位 (fiber shaft) にヘ

パラン硫酸塩 (heparan sulfate) 結合部位を有している。

それらの結合能力を欠失させたファイバー遺伝子をプ

ラットフォームとして用いることとした（図２） [6]。

図２．アデノウイルスへの

DRG 標的分子 ZIP コードの挿入

ま た フ ァ イ バ ー の 基 部 で あ る ペ ン ト ン ベ ー ス

(penton base) に存在する RGD モチーフ（インテグリ

ン結合部位）については、ウイルスパーティクルが細

胞内に取り込まれるために必須であり、温存とした（図

２）[7]。目的の DRG 標的分子 ZIP コードは、ファイバ

ーノブの先端部分に制限酵素サイトを作成後に遺伝子

配列の改変を行うことにより挿入した。

次に、DRG 標的分子 ZIP コードを挿入したアデノウ

イルスベクターのターゲティング効果を確認するため

に、改変したアデノウイルスベクターをマウス髄腔内

への注射を行った。その結果、投与２日後の DRG 組

織で、改変ウイルスベクターが見事にターゲティング

し、輸送遺伝子（この場合 lacZ のレポーター遺伝子）

から合成された蛋白が発現していることが分かる（図

３）。実体顕微鏡下にて、神経線維部分での発現はほと

んど認められず、神経節のみで発現を認め、さらには

神経細胞の形態が丸く観察される（詳細は、切片で確

認済み）。発現程度は、DRG1>DRG2>DRG3 の順に高発

現を認めた [8]。
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図３．DRG 標的アデノウイルスの発現効果

（青色：X-gal 染色、実体顕微鏡下にて）

4.DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイルスベ

クターの作成および効果

DRG 標的化アデノウイルスベクターが組織特異的

遺伝子輸送に効果的であることより、安全性の高いヘ

ルパー依存型アデノウイルスベクターへの応用が可能

であると考え、DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイル

スベクターの作成を行った。作成したベクターをアデ

ノウイルスの際と同様に、髄腔内に投与し、ターゲテ

ィングの効果を判定した。図４に示されるように、

DRG1-3 の DRG 標的分子 ZIP コードにて標的化したヘ

ルパー依存型ウイルスベクターは、野生型 (WF)に比較

し、GFP 蛋白の強い発現を認め、その程度は、特に

DRG1,DRG2 にて強い傾向にあった [8]。

図４．DRG 標的ヘルパー依存型アデノウイルスベク

ターによるターゲッティング（上段：実体顕微鏡（DRG

組織）、下段：蛍光顕微鏡（DRG 切片））

5.超ウイルスベクター(組織特異的標的ヘル

パー依存型アデノウイルスベクター)の有用

性

今回、我々は、分子 ZIP コードを利用して、組織特

異的標的ヘルパー依存型アデノウイルスベクターの作

成に成功した。このウイルスベクターシステムは、効

率よく目的の臓器（組織）のみに遺伝子を輸送できる

ため、最小限のベクター量にて高蛋白発現（遺伝子治

療効果）が期待できる。更に、他の臓器（組織）への

副作用を最小限に抑えられるだけでなく、目的臓器（組

織）に対しても、ウイルス毒性などの影響を最小限に

とどめることを可能とする”超ウイルスベクター”で

ある。今回の検討では、DRG を標的としたが、全身の

各臓器（組織）の分子 ZIP コードが明らかになれば、

目的の遺伝子を目的の部位のみに運ぶ理想的な遺伝子

輸送システムの構築も可能とするものであると考えら

れる。
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