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研究成果の概要（和文）：単一細胞の標識と同時に標識細胞特異的に遺伝子ノックアウトができる簡便で効率の
よい方法（Supernova法）の開発に成功した。Supernova法では、2種類のベクターを脳に導入することにより、
ベクターが導入された細胞のうちの一部でのみ遺伝子発現が増幅され、少数の細胞のみが極めて明るく蛍光標識
される。また、標識された細胞特異的に遺伝子をノックアウトできる画期的なシステムである。

研究成果の概要（英文）：We developed “Supernova” that is a versatile vector system for single-cell
 labeling and gene function studies in vivo. Supernova system enables single-cell labeling and 
labeled cell-specific gene manipulation, when introduced by in utero electroporation (IUE) or 
adeno-associated virus (AAV).

研究分野： 神経科学

キーワード： 神経科学　神経回路　単一細胞解析　細胞標識　遺伝子ノックアウト

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
遺伝子を操作するためにTALEN, CRISPR/Cas9などの最新のゲノム編集技術を取り入れることで、高性能で汎用性
のあるSupernovaシリーズを構築した。その結果、遺伝子組換え動物ではない多くのモデル生物においても単一
細胞遺伝子ノックアウトできるようになった。また、ベクター導入に、これまでの子宮内電気穿孔法に加えてア
デノ随伴ウイルス（AAV）が利用できるようになり、幅広い組織への適用が可能になった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１． 研究開始当初の背景 
哺乳類の脳では、無数の神経細胞（ニューロン）が複雑なネットワーク（神経回路）を作る

ことで、様々な脳機能が生み出されている。脳の神経回路が作られ、機能するしくみを細胞レ
ベル、分子レベルで理解するためには、脳の中に高密度で存在するニューロンのうちのごく少
数だけを標識し、そのニューロン特異的に目的の遺伝子をノックアウトして、細胞の挙動を追
跡することが必要である。しかしながら、従来の方法では標識される細胞の密度が高くなりす
ぎ、単一細胞解析には適さなかったり、適用できる発達段階、脳の領域、ニューロンの種類、
ノックアウト可能な遺伝子が限られたりする問題を抱えていた。また、細胞標識と同時に遺伝
子ノックアウトもできるシステムとして、MADM システム（Cell 2005）と SLICK システム（Nat. 
Neurosci. 2008）の 2種類が報告されていたが、これらの手法はいずれも特殊なトランスジェ
ニックマウスに依存しており、限られた脳領域や遺伝子にしか用いることができない。また、
これらのシステムが適用可能な場合でも、使用するためには膨大な時間、労力、費用がかかる
という問題があった。これらの問題を解決し、まばらな細胞標識と遺伝子ノックアウトの両方
を効率よくできるシステムの開発が待たれていた。 
 
２．研究の目的 
本研究は、神経回路の発達や機能における細胞自律的な遺伝子機能を解析するために、脳の

中のごく少数の神経細胞のみを標識し、その標識した細胞特異的に標的遺伝子の機能を阻害で
きる汎用性の高い手法を構築することを目的として行われた。 
 
３．研究の方法 
Supernova システムの原型は、新生仔大脳皮質の二光子顕微鏡 in vivo イメージングの目的

のために開発された（Mizuno et al., Neuron 2014）。今回の研究では、Supernova の汎用性を
高めるための様々な工夫をし、その性能を詳細に検証した。また、TALEN, CRISPR/Cas9, アデ
ノ随伴ウイルス（AAV）ベクターなど様々な最先端の遺伝学的ツールを組合わせることによって、
その汎用性を格段に高めることを行った。 
 
４．研究成果 
（１）IUE 版 Supernova の仕組み 

Supernova は、これまでに無かった新
しい発想の手法である。 
TRE-SSR （ ベ ク タ ー １ ） と

CAG-RT-stop-RT-XFP-ires-tTA（ベクタ
ー２）を子宮内電気穿孔法（IUE）を用
いて、大脳皮質の神経細胞に導入する
（図１a, SSR：部位特異的組換え酵素 
(Cre, Flpe など）；RT：組換え酵素の認
識シーケンス（loxP, FRT など）; XFP: 蛍
光蛋白質（GFP, RFP など）)。すると、
遺伝子導入された細胞のうちのごく一
部で、ベクター１の SSR の漏れが閾値を
超えて、多コピー存在するベクター２の
一部で stop シーケンスを除去し、tTA
が弱く発現する。その tTA がベクター1
の TRE と結合し、SSR の発現を誘導し、
それがベクター２の多くのコピーで
stop シーケンスを除去する。このポジテ
ィブフィードバックによって、最初に
SSR の漏れが閾値を超えたごく一部の細
胞でのみ蛍光蛋白質（XFP）および SSR
が強く発現する（図１b）。 
 
（２）Supernova による細胞標識密度は
安定である。 
 生後 8 日目（8日齢）、22日齢、2ヵ月
齢、4 ヵ月齢、8 ヶ月齢で細胞標識密度
を比較したところ、有意な差は見つから
なかった。この結果は、Supernova 標識
は新生仔期から成体にいたるまで安定
していることを示す。 
 
（３）Supernova による細胞標識の密度は調節可能である。 



 IUE によって導入するベクター１の濃度を 5 
ng/ul, 50 ng/ul, 500 ng/ul と変えてみると、細
胞標識密度が増加した。このことは、Supernova
によって細胞標識の密度が調節可能であることを
示す（図２）。 
 
（４）Supernova で単一細胞に複数のタンパク質
を同時に発現させることができる。 
 ベクター２として、GFP と RFP の二つのベクタ
ーを同時に導入すると GFP 陽性細胞のほとんどは
RFP 陽性であり、RFP 陽性細胞のほとんどが GFP
陽性であった。この結果は、Supernova で単一細
胞に複数のタンパク質を同時に発現させることが
できることを示す。 
 
（５）Cre/loxP を用いた単一細胞遺伝子ノックアウト 
Supernova ベクターを flox マウスに導入することにより、標識された細胞のほとんどで遺伝

子がノックアウトされていることを確認した。また、逆に標識されていない細胞で遺伝子ノッ
クアウトはほとんど観察されなかった。このことは Supernova 法による遺伝子ノックアウトの
高い特異性を示す。 
 
（６）RNAi を用いた単一細胞遺伝子ノックダウン 
 Supernova を用いて shRNA を発現させたところ、ほとんどの細胞で遺伝子のノックダウンが
確認された。 
 
（７）TALEN を用いた単一細胞ゲノム編集 
Supernova を用いて TALEN を発現させたところ、ほとんどの細胞でタンパク質の減少が観察

された。さらに、DNA を回収して確認したところ、ゲノムに変異がはいっていることが確認さ
れた。 
 
（８）CRISPR/Cas9 を用いた単一細胞ゲノム編集 
Supernova を用いて Cas9 とガイド RNA を発現させたところ、ほとんどの細胞でタンパク質が

無くなっていることが観察された（図３）。図では、CREB のノックアウトを行っている。CREB
は海馬の興奮性神経細胞のほとんどで強く発現しているが、Supernova で GFP 標識された細胞
でのみ CREB の発現が免疫組織化学で検出されないことがわかる。さらに、DNA を回収して確認
したところ、ゲノムに変異がはいっていることが確認された。 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
（９）AAV 版 Supernova の開発 
 アデノ随伴ウイルス（AAV）版の Supernova を作製してその性能を検証したところ、疎ら（ま
ばら）で明るい細胞標識、および、標識細胞特異的な遺伝子ノックアウトが確認された（図４）。
図４は海馬での AAV 版 Supernova 標識を示す。 
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