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AAVベクター高産生可能なAAV One-Vector
AAV One-Vector for high-yield AAV vector production

〇成木 弘明、 田中 佳典、 岡本 幸子 タカラバイオ株式会社
Hiroaki Nariki,   Yoshinori Tanaka,   Sachiko Okamoto                            Takara Bio Inc.

COI  Disclosure Authors Takara Bio Inc., Employment

アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターは、非病原性で安全性が高く、in vivo
における遺伝子導入に適していることに加え、高効率かつ長期間の遺伝子
発現が可能であるため、遺伝子治療領域で広く用いられている。従来の
AAV製造では、目的遺伝子を含むトランスファープラスミド、Rep/Cap遺伝
子を有するパッケージングプラスミド、およびアデノウイルス由来のヘルパープラス
ミドの3種類を細胞に共トランスフェクションする必要がある。しかしながら、この
手法は複数のプラスミドを個別に調製する必要があり、コストや作業負担の
増大が課題となっている。本研究ではこれらの問題を解決するため、3種類の
プラスミド機能を単一化した「pAAV One-Vector」を開発し、その特性に
ついて詳細に評価した。
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AAVベクターキャプシドタンパク質評価
HEK293T細胞で作製・精製 (アフィニティー)したAAVベクターをSDS-PAGE
解析した結果、両者ともキャプシドタンパク質VP1:VP2:VP3の比率は約
1:1:10で、大きな差は認められなかった。
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AAV One-Vector systemによるAAVベクター産生
AAV One-Vector systemと従来法を用いて、接着HEK293T細胞でAAV-CMV-ZsGreen1ベクターを産生し、AAVゲノム力価を測定した結果、AAV One-Vector systemは従来法と比較して約2～4倍高いAAVベクター産生量を
示した。浮遊HEK293細胞でAAV8-CMV-ZsGreen1ベクターを産生しAAVゲノム力価を測定した結果、 AAV One-Vector system はTF reagent Aでは従来法の約1/2、TF reagent Bでは約2.9倍の産生量を示した。

AAVベクターの感染能評価 (in vivo)
接着HEK293T細胞で作製・精製 (アフィニティー、CsCl超遠心精製)したAAV9またはCereAAV.YNベクターを
5×10¹¹ vg/mouseでBALB/cマウスに静脈内投与し、4週間後に脳と肝臓を蛍光観察した結果、遺伝子導入効
率において従来法との大きな差は認められなかった。

AAV production(接着HEK293T)
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AAV8 production (浮遊HEK293)
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AAVベクターゲノム不純物評価
AAVベクターに封入されるゲノムがAAV One-Vector systemと従来法で同等の品質を維持しているかを評価を行った。
接着HEK293T細胞で精製 (アフィニティー、CsCl超遠心精製)したAAV9-CMV-ZsGreen1ベクターからゲノムDNAを
抽出し、NGSロングリード解析を行った結果、両者においてAAVベクター由来のリードは全体の約97％を占め、不純
物に関しても大きな差は認められなかった。

AAV One-Vector system
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AAVベクターの感染能評価 (in vitro)
接着HEK293T細胞で作製・精製 (アフィニティー、CsCl超遠心精製)した
AAV9-CMV-ZsGreen1ベクターをHeLa細胞に感染させてフローサイトメー
ターで遺伝子導入効率を解析した結果、両者に差は認められなかった。
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✓単一プラスミドによるAAVベクター産生が可能

✓従来法と比較して約2～4倍のAAV産生量を実現

✓従来法と同等のベクター特性を維持

AAV One-Vector systemは、ベクター構築の効率化および工程の
簡略化により、コスト削減にも寄与し、次世代のAAV製造プラットフォー
ムとして有望である。

Triple Transfection法 (Conventional) AAV One-Vector system
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*CereAAV.YN: タカラバイオが開発した肝臓への遺伝子導入を回避し脳指向性が高いAAV2変異体

AAV One-Vector
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AAVベクターの完全粒子率評価
接着HEK293T細胞で作製・精製 (アフィニティー)をしたAAV-
CMV-ZsGreen1ベクターをMass photometry法で完全粒子率を
測定した結果、両者は同等であった。

試験概要
AAV One-Vector systemと従来法を用いて、接着HEK293T細胞で作製・精製 (アフィニティー、CsCl超遠心精
製)した2×10¹¹ vgのAAV2ベクターとアデノウイルス（MOI＝5）をHEK293細胞に共感染させた。その後、感染細胞
から抽出液を調製し、この抽出液を再度HEK293細胞にアデノウイルスと感染させ、qPCRによりAAVの有無を確認した。

結果
・ いずれも2×10¹¹ vgのAAVベクターでCt値は検出されず、rcAAV発生リスクに差は認められなかった。
・ 野生型AAV2を用いた同様の試験では、検出限界は2×10² vgであった。

AAV One-Vector system    ＜ 1 rcAAV per 1×10⁹ vg
従来法とrcAAV発生リスクに差は認められなかった。
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AAV9 CereAAV.YN

• AAV9-CMV-ZsGreen1
• CereAAV.YN-CMV-ZsGreen1
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Introduction

AAV productivity

Capsid proteins Full particle Transduction efficiency (in vitro)

Transduction efficiency (in vivo)

Replication-Competent AAV (rcAAV)

NGS analysis of AAV Packaged DNA

Conclusion
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rcAAV（replication-competent AAV)
AAVベクター作製時に使用するrep/cap遺伝
子が再構成されることで、作製過程で稀に発生
する宿主細胞内で複製可能なAAV粒子。
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