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研究成果の概要（和文）：本研究ではCRISPR/Cas9システムを介した遺伝子ノックアウトを、アデノ随伴ウイル
スベクターを用いた脳内への高効率な遺伝子導入により実施することにより、脊髄小脳失調症1型の新規遺伝子
治療法の開発を目指した。化膿連鎖球菌由来のSpCas9や黄色ブドウ球菌由来のSaCas9を検討したが、疾患モデル
マウスにおいて治療効果を確認することはできなかった。現在、この原因がCas9の低発現や遺伝子ノックアウト
の効率の低さにあると考え、種々の効率化を目指しさらなる検討を重ねている。

研究成果の概要（英文）：In this study, we aimed to develop a novel gene therapy method for 
spinocerebellar ataxia type 1 with CRISPR/Cas9 mediated in vivo genome editing using a gene delivery
 by adeno-associated virus vector. Although we examined SpCas9 and SaCas9 for in vivo knockout, we 
could not observe the amelioration of an ataxia in a mouse model of spinocerebellar ataxia type 1. 
Further investigations for higher efficiencies of a gene expression and/or a gene editing are 
needed.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
遺伝性脊髄小脳失調症（SCA）は、進行性

の運動失調を呈する特定疾患であり、有効な
治療法はない。研究代表者の所属研究室では、
以前からSCAに関する様々な研究を実施して
いた。特に、ウイルスベクターを用いた遺伝
子導入法を得意とし、レンチウイルスベクタ
ーを用いた遺伝子治療研究を実施してきた
（Torashima et al., EMBO Reports 2008; 
Saida et al., Gene Therapy 2014 等）。また、
近年はレンチウイルスと比較して、広い範囲
に強力な遺伝子導入が可能であるアデノ随
伴ウイルス血清型９（AAV9）による発現系を、
研究代表者自身が新規に立ち上げ、様々な経
路から中枢神経系の広範囲に外来遺伝子を
導入する技術の開発（Huda et al., 2014, 
Molecular Therapy - MCD）や、SCA に対する
遺伝子治療研究（Konno et al., Cerebellum 
2014）などの実績をあげていた。 
一方、近年ゲノム編集の技術が急速に進歩

してきている。特に、CRISPR/Cas9 システム
は、ターゲットとするゲノム配列に対応する
17～20 塩基のガイド RNA を設計するだけで、
簡便かつ高効率にゲノム編集を行うことが
できることから、急速に利用が広まっている。 
 
２．研究の目的 
このような背景から、研究代表者は、ゲノ

ム編集技術と AAV9 による高効率な遺伝子導
入技術を組み合わせることにより、in vivo
で特定の遺伝子をノックアウト（KO）するこ
とができるのではないかと考えた。特に、本
研究では、遺伝性脊髄小脳失調症 1型（SCA1）
の原因遺伝子である ATXN1 を KO のターゲッ
トとすることにより、SCA1 の根本治療法の開
発を目指し研究を実施した。 
 
３．研究の方法 
 SCA1 の病態は、異常伸長したグルタミン鎖
（ポリグルタミン鎖; CAG リピートの翻訳産
物）を含む Ataxin-1 タンパク質が細胞内に
蓄積していくことにより生じる。In vivo KO
では、CAG リピートよりも前の領域にダブル
ストランドブレイクを起こし、ストップコド
ンの出現を狙い、CAG リピートのグルタミン
鎖への翻訳を阻止する。ターゲットとなる領
域で、オフターゲット効果が少ないと考えら
れる配列は５カ所あり、いずれの場所におい
ても１、２塩基の挿入や欠失が起これば、フ
レームシフトによりストップコドンが出現
する。このようなゲノム編集を実現するため
に、Cas9 と sgRNA をそれぞれ搭載する AAV9
をマウスの小脳に同時投与した。in vivo KO
の検証にはプルキンエ細胞でのみGFPを発現
する L7-GFP マウスを用い、治療実験ではポ
リグルタミン鎖をもつ Ataxin-1 を発現する
SCA1 の疾患モデルマウスを用いた。モデルマ
スの治療効果の検証はマウスの運動失調を
定量的に評価することのできるRotarodによ
り実施した。 

 
４．研究成果 
(1)in vivo KO の検証 
 生きたマウスの脳内でAAVを介した遺伝子
の KO が可能であるかを検証するために、プ
ルキンエ細胞特異的にGFPを発現したトラン
スジェニックマウスを対象とした GFP の KO
実験を実施した。Cas9 のみを発現する AAV を
投与した場合、GFP の蛍光が失われることは
なかったが、GFP 遺伝子をターゲットとした
ガイド RNA（sgRNA）を Cas9 と同時に発現し
た場合のみ、GFP 蛍光の消失が確認された（図
１）。 

(2)SCA1 モデルマウスに対する検討 
 GFP マウスにおいて in vivo KO が実施可能
であることが検証できたため、SCA1 モデルマ
ウスにおける検討に移行した。まず、SCA1 の
原因遺伝子であるATXN1をノックアウトする
ための適切な gRNA 配列を HEK293T を用いて
同定した。同定した gRNA 配列と Cas9 を発現
する AAV を作成し、SCA1 モデルマウス小脳に
投与し、Rotarod によって、経時的に運動失
調の進行を計測した（図 2）。 

AAV投与後20週後まで経過を追ったが、ATXN1
をターゲットとした sgRNA と Cas9 を両方発
現した群（図 2における緑の折れ線グラフ）
に期待したような運動失調の改善効果は認
められなかった。 
(3) SaCas9 を用いた検討 
 先の検討では Cas9 として最初期に報告さ
れていた化膿連鎖球菌由来の SpCas9 を用い
ていた。SpCas9 は遺伝子サイズが大きく、プ



ロモーターと SpCas9 のみで、AAV ベクターの
パッケージング限界に極めて近いサイズと
なってしまう。このため、発現を安定化させ
るためのWPRE配列等を付加できない事から、
SpCas9 の発現量が低いことが予想された。実
際、免疫染色で SpCas9 の発現を確認したと
ころ、極めて発現量が低い事が明らかとなっ
た。このため、本研究期間中に新規に報告さ
れた遺伝子サイズの小さい黄色ブドウ球菌
由来の SaCas9（Ran et al., Nature, 2015）
を使用した方法に移行した。SaCas9は SpCas9
と PAM 配列が異なるため、最適な gRNA の再
選定を行い、再度 AAV ベクターを作成した。
これを用いてSCAモデルマウスを対象とした
in vivo KO による遺伝子治療を試みたが、
SaCas9 を用いた場合でも、治療効果が認めら
れなかった。現在、遺伝子導入法の改良や、
トリプル CRISPR 法（Sunagawa et al., 2016）
などの導入により、ゲノム編集効率を上げる
事などを検討中である。 
(4)関連研究における成果 
 in vivo KO による脊髄小脳失調症 1型の遺
伝子治療においては前述の通りこれまでの
所大きな成果は得られていない。しかしなが
ら、同時並行で進めていた AAV による遺伝子
導入手法の開発に関しては種々の成果を得
ることができた。例えば、AAV に最適な短い
遺伝子サイズの細胞種特異的プロモーター
の開発や特性解析（発表論文④、⑥、⑦、⑩、
⑫）や、これら細胞種特異的プロモーターを
搭載したAAVを用いた研究（発表論文①、③、
⑤、⑧、⑨、⑪）などである。また、近年開
発された血液脳関門を高効率に突破できる
AAV バリアントである AAV-PHP.B（Deverman 
et al., 2016）に関する研究も始めており（発
表論文②）、この手法を用いた静脈注射によ
る in vivo KO 手法に関する研究も進みつつ
ある。これら成果と今回の研究から得られて
いる知見を組み合わせることにより、より発
展的な手法として、全脳的な in vivo KO に
よる遺伝子治療を目指していきたい。 
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