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研究成果の概要（和文）：予備実験ではAAV-PHP.Bを静脈注射することでアダルトマーモセットのBBBを超効率で
突破し、全脳的な遺伝子発現誘導の可能性を示唆していたが、本実験ではそうではないことが判明した。さらに
AAV-PHP.BはラットBBBも効率的に通れず、近交系マウスにおいても系統差があることを明らかにした。そこで
AAV9からAAV-PHP.Bを作製したCREATE法を用いてマーモセットBBBを突破する新たなAAVベクターの開発を試みた
が、現在までに得られなかった。本研究によりAAV-PHP.Bの新たな特性が明らかになったが、マーモセットへの
in vivo KOは行うことが出来なかった。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was the generation of a gene knock-out marmoset in
 vivo using CRISPR-Cas9 system and AAV-PHP.B which is the blood-brain barrier (BBB) high-permeable 
AAV vector. My preliminary experiment indicated that AAV-PHP.B drastically permeate the BBB of 
marmoset. However, I concluded that the permeability of AAV-PHP.B across marmoset BBB was as same as
 AAV9. Furthermore, I found that AAV-PHP.B cannot permeate efficiently the BBB of outbred rat and 
some inbred strains of mouse. I examined to obtained a new AAV vector which can significantly cross 
the BBB of marmoset using the CREATE method, but I had not ever discovered it.
I found a new characteristics of AAV-PHP.B, whereas I could not perform the in vivo knock-out 
experiment targeting a gene of marmoset brain.

研究分野：神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究により、マーモセットへのin vivo knock-outまでは出来なかったが、AAV-PHP.Bがマーモセットやラット
ではBBBを超効率的に透過できず、マウス系統においても限られた系統でのみ可能であることを明らかにするこ
とが出来た。AAV-PHP.Bが限られた動物種でしか期待される効果が得られないという情報は研究者の実験の効率
化に繋がるとともに、使用動物数の削減に繋がるため、その成果の意義は大きいと考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
近年の ZFN、TALEN, Platinum TALEN, CRISPR/Cas9 に代表されるゲノム編集技術の急
速な進展には目を見張るものがある。同様に目覚しい進歩を遂げるウイルスベクター技術と組
み合わさり、ゲノム編集は初代培養細胞からげっ歯類へと応用されはじめている。遺伝子改変
マウスを作成することで、生命科学は大きな発展を遂げて来たが、マウスの脳はヒトと大きく
異なる点も多い。例えばヒトで精神障害を引き起こすと考えられる領域、前頭前皮質をマウス
は持っておらず、精神疾患や高次脳機能障害などの研究では非ヒト霊長類の遺伝子改変の重要
性はきわめて高いと考えられる。 
このように非ヒト霊長類の遺伝子改変は多くの研究者の興味を集めるインパクトの高い研究
ではあるが、これまで発表された成果は今までのところ過剰発現（トランスジェニック；Tg）
に留まる（Yang et al. Nature 2008, Sasaki et al. Nature 2009, Qiuetal. Nature 2016）。ゲノ
ム編集技術の急速な進歩に、非ヒト霊長類遺伝子改変が追いついていけないことが一因と考え
られる。マカクザルの場合、成体になるまで４年、マーモセットでも１年半かかり、さらに子
どもが生まれるまで半年程度かかるため、統計的解析に必要な数を得るまでにかなりの年月を
要する。加えて複数のラインを飼育し、その中から優れたラインをスクリーニングする必要も
ある。このように遺伝子改変非ヒト霊長類の開発には莫大な時間、費用と飼育スペースが不可
欠であるため、研究を加速させる何らかのブレークスルーが待ち望まれている。応募者は 2010 
年からマーモセットを飼育し、レンチウイルスベクターを用いて受精卵に遺伝子導入すること
で、2012 年に異常伸張ポリグルタミン鎖をもつ Ataxin-1 を発現する脊髄小脳失調症１型
(SCA1)モデルマーモセットを 3 ライン得た。2 ラインは生後 1 週間以内に死亡し、残る 1 ラ
インも発現量が低いためか 4 年経った現在も症状は出ていない。そこで AAV ベクターを用い
成熟マーモセットに遺伝子導入してモデルを作成する研究を開始した。まず神経細胞特異的発
現を可能にするプロモーターを開発し（Matsuzaki et al. J Neurosci Meth. 2014）、そのプロ
モーター制御下で変異 Ataxin-1 を発現する AAV ベクターをマウス小脳に投与することで、
進行性の運動失調を示す SCA1 モデルマウスの作成に成功した（Huda et al. Mol Ther. 2014）。
この方法をマーモセットに応用するために、AAV ベクターの投与法を検討し、改良ステレ オ
装置固定下でのマーモセット小脳実質投与法、大槽投与法を確立した(Matsuzaki et al. Mol 
Neurobiol. 2016）。 
以上の準備を経て、SCA1 モデルマウス作成に使用した変異 Ataxin-1 を発現する AAV ベ
クターをマーモセットの小脳に投与したところ、進行性の運動失調を示すマーモセットが得ら
れた（Konno, Matsuzaki et al. 論文投稿中)。しかしマーモセット小脳へ直接 AAV ベクター
を投与する方法は、技術が必要であり、麻酔下で筋肉をかき分け、頭蓋骨に穴を開けて投与す
るためマーモセットへの負担も大きい。またベクターを投与したニードル周囲の遺伝子発現量
が高く、遠ざかるに従って発現量が低くなる。さらにマーモセットの頭蓋骨の個体差により、
ベクター投与部位がずれると遺伝子発現範囲も変化し、結果として個体間で遺伝子発現パター
ンと症状の強さがかなりばらつくことも分かっている。また、両側大脳皮質や基底核などへの
広範かつ一様な発現もベクターの直接投与では困難である。 
これらの問題を解決するため、応募者はごく最近報告された超効率血管脳移行 AAV ベクタ
ー（AAV-PHP.B）を利用することにした（Deverman, Nat Biotechnol. 2016）。すなわち、マ
ーモセットの静脈内へ超効率血管脳移行ベクターを投与し、静脈経由で遺伝子を広く脳組織へ
効率的に到達させた上で、発現部位を細胞種特異的プロモーターを使用して制限することがで
きるのではないかと考えた。 

 
２．研究の目的 
近年 RNA 干渉によるノックダウンや CRISPR/Cas9 を用いたノックアウト/ノックインなど
の遺伝子改変技術は驚異的な発展を遂げている。これらの技術と Cre-loxP、Tet-ON/OFF シ
ステムや細胞種特異的プロモーターが組み合わさって多くの遺伝子改変動物が作られ、様々な
掛け合わせが行われている。このような研究手法は極めてパワフルではあるが、使用する時間、
飼育スペース、費用は莫大である。マーモセットのような非ヒト霊長類を用いる場合はなおさ
らであり、効率的に研究を進める何らかのブレークスルーが強く待ち望まれている。本研究で
はこの問題解決のため、申請者らが独自に開発した細胞種特異的プロモーターを搭載した超効
率血管脳移行 AAV ベクターを用いて、受精卵からではなく、成熟マーモセットを用いた遺伝
子改変に挑戦する。 
 
３．研究の方法 
超効率血管脳移行 AAV ベクターのマーモセットの静脈投与により以下の４点を解析する。 
① 小脳や大脳皮質、海馬、基底核など様々な領域で、どの細胞にどの程度の効率で遺伝子発現
が誘導されるのか、免疫染色を行い網羅的に調べる。 
② 細胞種特異的プロモーターと組み合わせ、中枢神経系全域で広く特異性が保たれているのか
を検証する。 
③ 細胞種特異的プロモーターと CRISPR/Cas9 システムを組み合わせ、ニューロン特異的な
mGluR1 のノックアウトを試みる。さらに④ mGluR1 ノックアウトマーモセットのプルキンエ細
胞特異的に mGluR1 をレスキューすることで、運動失調が回復するのか検証する。 



４．研究成果 
 予備実験では、constitutive プロモーターである CBh プロモーターによって EGFP 遺伝子を
ドライブする AAV-PHP.B を少力価、静脈注射（静注）することによってマーモセット脳内への
遺伝子導入が観察できた。そのため、本実験として 1.6 歳のリッターメイトの雌個体と 7.2 歳
の雄個体へ AAV-PHP.B とコントロールとして AAV9 をそれぞれ計 4頭へ静注した。力価はマウス
において十分に脳内で強発現する 5.0×1013 vg/kg（体重）とした。この結果、AAV-PHP.B のマ
ーモセット BBB 突破効率は AAV9 とほぼ変わらないことが分かった（図、Matsuzaki et al. 
Neurosci Lett. 2018）。脳内での GFP 細胞発現を調べると、神経細胞での発現率は 2％未満で
あった。原著論文によるとマウスの場合、神経細胞への導入効率はほとんどの脳部位で 70％以
上であるため、大きな差がある。この結果より、マーモセット BBB を超効率に突破可能な新規
AAV ベクターを開発することへと目的を変更した。 

図. AAV9 および AAVPHP.B の静脈投与によるマーモセット脳内での GFP 発現。（A-H）AAV9（A-D）
および AAV-PHP.B（E-H）をインジェクションした全脳的、およびスライスを用いた大脳皮質で
の GFP 発現。（I, J）大脳皮質での NeuN 陽性神経細胞、もしくは S-100 陽性アストロサイト中
の GFP 陽性細胞をカウントし、グラフ化した。 
 
 AAV-PHP.Bは AAV9のカプシド配列の Q588と A589の間へ7アミノ酸のランダム変異を入れた
ライブラリーを作り、それをマウスへ静注してセレクションをかけることで開発された（CREATE
法）。その手法を用いて 7アミノ酸のランダム変異が挿入されたライブラリーを作製し、マーモ
セットを用いたスクリーニングを行った。しかし、ランダムな 7アミノ酸の挿入ではマーモセ
ット BBB を高効率に突破する AAV ベクターは得られなかった。そこで 5アミノ酸や 10 アミノ酸
へ長さを変更したライブラリーも作りマーモセットにインジェクションしたが、これらのライ
ブラリーを用いても目的の AAV ベクターは得られなかった。CREATE 法を用いた方法ではマーモ
セット BBB を高効率に突破できる AAV ベクターは作製出来なかった。 
 2016 年に開発された AAV-PHP.B はその特性に不明な点が多くあった。開発は C57BL/6J マウ
スを用いて行われたが、マーモセットでは BBB を超効率で突破できないことが判明し、それは
ラットにおいても同様であることも私の実験から明らかとなった（Shinohara et al. Mol 
Neurobio. 2018）。また、Hordeaux らにより、AAV-PHP.B の特性は近交系マウスの中でも BALB/c
では観られず、C57BL/6 マウスに限られる可能性が提示された（Hordeaux et al. Mol Ther. 2018）。
そこで、多くの種類の近交系マウスを用意し、AAV-PHP.B をインジェクションして BBB の透過
性を調べた。その結果、C57BL/6 以外にも DBA/2、FVB/N、SJL/J といった近交系マウス BBB も
超効率に突破することが明らかとなった（Matsuzaki et al. Mol Ther. 2019）。一方、BALB/c
をはじめ、CBA、C3H/He、A/JJ といったマウスでは BBB を透過出来なかった（9th FAOPS にて発
表）。当研究成果により、AAV-PHP.B が C57BL/6 系統以外の複数系統のマウスに用いることが可
能であることが示された。 
 AAV-PHP.B、CRISPR/Cas9、神経細胞特異的プロモーターを用いたマウス中枢神経系のノック
アウトは現在でも報告されていない。そこで、AAV-PHP.B、小脳プルキンエ細胞特異的 L7 プロ
モーターと triple-CRISPR/Cas9 システムを組み合わせたノックアウトシステム系を構築し、マ
ウス小脳で働くか検討した。ターゲット遺伝子は in vivo ノックアウトでも症状が出ると考え
られる mGluR1 をコードしている Grm-1 遺伝子とした。ロータロッドテストの結果、運動失調は
確認できなかった。さらにそれらのマウスをサクリファイスし、発現を調べた結果、導入遺伝
子の発現は観察できたが、Grm-1 のノックアウトは観察出来なかった。AAV-PHP.B を用いて in 
vivo ノックアウトを行うには、さらなる gRNA の選定、Cas9 タンパク質の選定、コンストラク
トの選定など、より AAV-PHP.B に適合したシステムへ変更する必要があると考えられる。 
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