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研究成果の概要（和文）：CRISPR/Cas9システムと細胞種特異的アデノ随伴ウイルス(AAV)ベクター発現系を組み
合わせ、生体脳内において特定の細胞群から疾患遺伝子を取り除く技術を確立することを目的とした。まずAAV
ベクターに搭載可能なニューロン特異的プロモーターとアストロサイトプロモーター、小脳プルキンエ細胞特異
的L7-6プロモーターを開発して論文発表した。さらにプルキンエ細胞特異的発現AAVベクターを用いて、脳の発
達異常原因遺伝子を、CRISPR/Cas9ゲノム編集技術によってノックアウトできるか検討した。その結果、小脳全
域の約3分の2のプルキンエ細胞において、原因遺伝子をノックアウトすることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this research, we aimed to establish a technique that allows elimination 
of a disease-causing gene from specific cell populations in the brain, using adeno-associated virus 
(AAV) vectors in combination with CRISPR/Cas9 system. Initially, we characterized neuron-specific, 
astrocyte-specific and cerebellar Purkinje cell-specific promoters available for AAV vector-mediated
 transgene expression. The results were published in 3 papers. Then, using the AAV vectors, we 
examined whether a gene responsible for developmental defects of the brain could be knocked out from
 Purkinje cells by CRISPR/Cas9 system. The results showed successful removal of the gene from around
 two thirds of Purkinje cells.

研究分野：神経生理学、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
（１）CRISPR/Cas9 
CRISPR/Cas9 システムを用いると極めて効
率的にゲノムを編集することが可能であり、
2011 年の報告以来、世界中でノックアウトや
ノックインマウス作成に爆発的に用いられ
はじめている。 
 
（２）AAV ベクター 
 AAV ベクターは径 20 nm と小さく、脳実質
内を拡散して広い領域への遺伝子発現が可
能である。本研究者らは AAV9 ベクターをマ
ウス及びマーモセットに髄注、静注、あるい
は小脳皮質へ投与し、大脳〜脳幹・小脳〜脊
髄へ広く効率的に外来遺伝子を発現させる
ことに成功した(Mol Ther Methods Clin Dev. 
2014)。 
 
（３）細胞種特異的プロモーター 
 本研究者らは種々の細胞種特異的プロモ
ーターを開発して来た。とくにコンパクトで
強力なプルキンエ細胞特異的プロモーター
は極めて優れており、このプロモーターを用
いた研究成果がいくつもの一流誌に掲載さ
れた(J Neurosci 2013, Neuron 2013, Science 
2014)。また改良型神経細胞特異的プロモー
ター(J Neurosci Methods 2014)、アストロ
サイト特異的プロモーター、抑制性ニューロ
ン特異的プロモーター、運動ニューロン特異
的プロモーターの開発も行っていた。 
 
２．研究の目的 
CRISPR/Cas9 システムと細胞種特異的アデノ
随伴ウイルス(AAV)ベクター発現系を組み合
わせ、生体脳内において特定の神経細胞群や
グリア細胞など細胞種特異的に特定の遺伝
子を取り除く技術を確立する。またこの技術
を用いて、遺伝性神経変性疾患モデル動物の
神経細胞から、ゲノム変異部分を直接ノック
アウトする「究極の遺伝子治療」を行い、神
経変性を抑制し、その結果、症状の出現、進
行を抑えることを目指す。 
 
３．研究の方法 
（１）GFP 発現トランスジェニックマウスに
おいて、小脳プルキンエ細胞、グリア細胞、
抑制性ニューロンなど細胞種特異的なGFP発
現のノックアウトができることを検証する。 
 
（２）本技術を用いて、SCA１モデルマウス
のゲノムから変異 Ataxin-1 遺伝子を、細胞
種特異的、かつ効率的にノックアウトするこ
とを試みる。これにより進行性の病態が緩和
されるのか、行動解析(ロータロッド等)、免
疫組織、パッチクランプ等で詳細に調べる。 
 
４．研究成果 
（１）細胞種特異的プロモーター 
AAV ベクターに搭載可能な細胞種特異的プ
ロモーターをスクリーニングし、細胞種特

異性を失わず、かつプロモーター活性を保
つ領域を明らかにした。 
ニューロン特異的プロモーターとアスト
ロサイトプロモーター、小脳プルキンエ細
胞特異的 L7-6 プロモーターを開発して論
文発表した（発表論文①, ③, ⑦）。 
 
（２）AAV ベクターと CRISPR/Cas9 システム
を用いた遺伝子ノックアウト 
小脳プルキンエ細胞特異的に GFP を発現す
るトランスジェニック（L7-GFP）マウスの GFP
遺伝子を編集し、GFP タンパク質の発現抑制
を試みた。その結果、明らかに多くのプルキ
ンエ細胞においてGFP発現を欠損させること
に成功した。 
 
続いて SCA1 モデルマウスに、変異 Ataxin-1
に対する gRNA と SpCas9 を発現させてゲノム
編集を行い、変異 Ataxin-1 タンパク質の産
生を阻害することを試み、効果を Rotarod に
よって追跡した。しかしながら、明らかな治
療効果は確認できなかった。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い、SpCas9 の
発現量が極めて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、 
発現が極めて少ないことがわかった。 
 
 Ataxin-1 のノックアウトは困難と考え、遺
伝子変異による発達障害（自閉症）の原因遺
伝子MeCP2をターゲットとした。CRISPR/Cas9
システムで MeCP2 をノックアウトするため、
AAV ベクターを以下の 2つに分けた。 
 
① TRE 制御下で SpCas9 を発現するベクター 
② U6 プロモーター制御下で MeCP2 をターゲ
ットとした gRNA 及び、プルキンエ細胞特異
的 L7-6 プロモーター制御下で GFP と tTA を
発現するベクター 
 
 AAV のカプシドは血液脳関門を高効率で透
過する PHP.eB を用いた。2つのベクターをミ
ックスし、成熟後の野生型マウスの静脈内に
投与した。コントロールとして、SpCas9 を発
現するベクターを除いたもの（②のベクター
のみ）を用いた。４週後に灌流固定し、小脳
切片を作成した。切片は抗 GFP 抗体、抗 MeCP2
抗体、抗カルビンディン抗体を用いて３重染
色し、共焦点レーザー顕微鏡にてプルキンエ
細胞の MeCP2 を観察した。その結果、②のベ
クターのみを投与したものでは、すべてのプ
ルキンエ細胞の核内にMeCP2が存在している
のが確認された。これに対し、①と②の両方
のベクターを投与したマウスのプルキンエ
細胞では、全てではないものの多くで MeCP2
が欠損しているのが観察された。 
 
 カルビンディンでラベルされたプルキン
エ細胞のうち、GFP を発現しているもの、す
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