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研究成果の概要（和文）：本研究は、CRISPR/Cas9を用いてマウス小脳全域のプルキンエ細胞特異的に特定の遺
伝子をノックアウトし、登上線維のシナプス刈り込みに関わる分子のスクリーニング系の確立を目的とした。条
件検討の結果、胎生11日齢の両側小脳への2点電極を用いた子宮内エレクトロポレーション法が小脳全域への導
入効率が良いと判明した。登上線維シナプスの刈り込みに必須な遺伝子をターゲットとして、小脳スライス標本
を用いて電気生理学的にシナプス刈り込みへの影響を調べたが、SpCas9もeSpCas9も共に顕著なシナプス異常は
見られなかった。今回の条件では遺伝子導入には成功したが、ゲノム編集の効率が低い可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：I aimed to establish molecular screening for climbing fiber (CF)-Purkinje 
cell (PC) synapse elimination by knocking out a particular gene with CRISPR/Cas9 system in PCs of 
mouse whole cerebellum. As a result of testing several conditions, in utero electroporation with a 
double-electrode probe against both sides of cerebellum at embryonic day 11 showed the highest 
efficiency of gene transduction into PCs of whole cerebellum. I investigated the effects of knockout
 of a gene required for CF-PC synapse elimination with CRISPR/Cas9 by electrophysiologically 
counting the number of CFs on acute cerebellar slices. However, the knockout on PCs by either SpCas9
 or eSpCas9 showed no significant impairment on CF-PC synapses. This result suggested a low 
efficiency of genome editing on PCs in this condition in spite of a high efficiency of gene 
transduction into whole cerebellar PCs.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
小脳は、運動制御だけでなく高次機能にも

重要な役割を持ち、精神疾患においてその構
造・機能異常との関連が報告されている。一
方で小脳の構造は、アルドラーゼ Cなどの遺
伝子発現の有無と対応したコンパートメン
ト構造があることが知られているが、その機
能的役割や分子基盤には未だ謎が多い。 
申請者は、精神疾患の発症に関連があると

考えられている発達期のシナプス刈り込み
の分子基盤の解明のために、マウス小脳プル
キンエ細胞をモデルとして（Hashimoto and 
Kano, 2013）、RNAi スクリーニングを行って
きた。その結果、ある精神疾患に関連する遺
伝子のノックダウンがプルキンエ細胞に投
射する登上線維のシナプス刈り込みに異常
を引き起こすことを見出した。面白いことに、
この遺伝子は小脳の異なるコンパートメン
トに発現する。すなわち、発達におけるシナ
プス刈り込みがコンパートメント形成と密
接しており、その異常が精神疾患様行動の発
症につながる可能性が示唆された(学会発表
参照)。本研究では、従来の子宮内エレクト
ロポレーションによる RNAi ノックダウンの
難点を解消するために、近年確立された
CRISPR/Cas9 系によるゲノム編集技術を応用
して(Cong et al., 2013)、子宮内ウイルス
インジェクション法による小脳全域のプル
キンエ細胞特異的な遺伝子ノックアウトに
よるスクリーニング系を確立することを目
的とした。 
 

２．研究の目的 

本研究は、CRISPR/Cas9 系を子宮内ウイ
ルスインジェクション法によってマウス小
脳全域のプルキンエ細胞特異的に導入し、特
定遺伝子をノックアウトする実験系の確立
を目的とした。生体内でのゲノム編集率が高
いウイルス・DNA コンストラクション条件
を検討後、小脳のコンパートメント構造に対
応して発現する単独または複数遺伝子に対
してノックアウトスクリーニングすること
で、そのコンパートメント形成とシナプス刈
り込みの分子基盤および行動への影響の関
係を明らかにすることを目指した。 

 
３．研究の方法 
子宮内ウイルスインジェクションによっ

てマウス小脳全域のプルキンエ細胞に
CRISPR/Cas9 系が導入されるのに最適な DNA
コ ン ス ト ラ ク シ ョ ン を 作 製 し た 。
CRISPR/Cas9 は従来の SpCas9 に加えて、オフ
タ ー ゲ ッ ト を 抑 え る た め に
eSpCas9(Slaymaker et al., 2016)も試験し
た。機能既知の P/Q 型 Ca2+チャネル遺伝子に
ついてノックアウトを行い、ゲノム編集効率、
登上線維のシナプス刈り込みを調べた。 

当初計画していた子宮内ウイルスインジ
ェクション法が小脳全域に安定的に導入さ
れることが稀であることが、平成 28 年度に
予想外に判明したため、遺伝子導入法を、2
点または3点電極を用いた子宮内エレクトロ
ポレーション法と両側エレクトロポレーシ
ョン法に変更して、追加で DNA コンストラク
ションを行い、試験した。 
 

４．研究成果 
マウス小脳全域のプルキンエ細胞に

CRISPR/Cas9 系を導入するために、子宮内ウ
イルスインジェクションまたは子宮内エレ
クトロポレーションを用いて、小脳全域への
導入効率が高いウイルス・プラスミドコンス
トラクション・プラスミド導入時期・刺激条
件等を検討した。ゲノム編集によるノックア
ウト効率を高めるため 1遺伝子に対して 3箇
所をターゲットとしたレンチウイルス用・エ
レクトロポレーション用のベクターを構築
した。従来の SpCas9 に加えて、オフターゲ
ットを抑えるためにeSpCas9を発現するベク
ターも作製した。遺伝子導入マーカーとして
緑色蛍光タンパク質（GFP）を用いた。子宮
内ウイルスインジェクション法を主体に実
験系を確立しようと計画し、インジェクショ
ン時期、ウイルス濃度やプラスミドの構成と
組み合わせをいくつか試したが、予想以上に
プルキンエ細胞への導入効率が低く、さらに
小脳全域に導入されることが稀であること
が判明した。そこで、子宮内エレクトロポレ
ーションを改良することで試験した。 
プラスミド導入時期は胎生期 E10, E11, 

E12 を試験し、子宮内エレクトロポレーショ
ンは 2 点電極による小脳の左右両側導入と 3
点電極による両側導入を試みた。その結果、
全般的に子宮内ウイルスインジェクション
と比較して、子宮内エレクトロポレーション
によるプラスミド導入効率が高く、2 点電極
により 2種のプラスミドベクターを E11にエ
レクトロポレーションした条件が最も効率
よく小脳全域に CRISPR/Cas9 系を導入でき
ることが判明した（図１）。 

図１ 子宮内エレクトロポレーション法に
よる小脳全域のプルキンエ細胞特異的遺伝
子導入 
(A,B) P12 のマウス小脳両側の半球および
虫部領域に GFP が導入された。(C,D)小脳
虫部の切片像。GFP がプルキンエ細胞特異
的に小葉の広範囲に渡って導入された。 



子宮内エレクトロポレーションによりプ
ルキンエ細胞に CRISPR/Cas9 系を導入した
マウスでの電気生理学的解析を試みた。ゲノ
ム編集によるノックアウト効率を高めるた
め 1 遺伝子に対して 3 箇所に gRNA を設計し
て、登上線維シナプスの刈り込みに必要とさ
れるP/Q型電位依存性カルシウムチャネルを
ターゲットとして、小脳スライス標本を用い
て電気生理学的に登上線維のシナプス刈り
込みへの影響を P20 以降で調べた。しかし、
SpCas9 もしくは eSpCas9 を導入しても、P/Q
型電位依存性カルシウムチャネルのノック
アウトマウスで見られるほどのシナプス異
常は見られなかった。また、RNA 干渉による
ノックダウンと比較しても有意な異常が見
られなかった。したがって、小脳虫部以外の
領域にも広範囲のプルキンエ細胞特異的に
CRISPR/Cas9 を導入することに成功したが、
今回試験した条件ではゲノム編集の効率が
低い可能性が示唆された。今後はさらなる条
件検討を行うとともに、ゲノム編集を伴わな
い dCas9 を用いた CRISPR 干渉法に切り替え
ることも検討する。 
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