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研究成果の概要（和文）：　本課題では、Alzheimer病リスク遺伝子の発現制御におけるCRISPR/dCas9システム
の有効性を検討した。まず、FAM3C遺伝子の転写制御機構の解析から、プロモーター領域と転写因子を同定して
論文発表した。この結果をもとにsgRNAを設計し、培養細胞を用いて発現誘導の効率を比較した。また、サイズ
が小さいCas9を用いた解析やシナプシンIプロモーターを用いた神経特異的な系の構築を行った。併行して、APP
遺伝子に関してもシステムの構築を行った。これらシステムをFAM3CないしAPP遺伝子の上流ゲノムをヒト化した
マウスに試験投与し、両者において目的とする遺伝子の脳内発現変化を確認した。

研究成果の概要（英文）：Prevention or reduction of brain amyloid-beta deposition in the preclinical 
stage is recognized as essential for the development of disease-modifying therapies for Alzheimer’s
 disease (AD). According to our previous studies, diminished expression of FAM3C in brain might be a
 potential risk for amyloid-beta accumulation, whereas interventions to induce FAM3C expression may 
be beneficial to early AD. CRISPR-deactivated Cas9 has recently emerged as a useful system for 
genome editing as well as epigenome and transcriptome perturbation. Due to several advantages, it 
has been widely adopted for a variety of applications. In this project, we have generated 
CRISPR-dCas9 systems for non-editing transcriptional regulation of AD risk genes, APP and FAM3C. We 
confirmed successful decrease and increase in APP and FMA3C expression levels in model mouse brains,
 respectively. This study provides proof-of-concept for clinical application of these CRISPR-dCas9 
systems.

研究分野： 脳病態学

キーワード： アルツハイマー病　リスク遺伝子　ゲノム編集　アミロイドβ　FAM3C　APP

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　従来の遺伝子治療に比しての優位性は、ゲノム改変を伴わない、オフターゲットが少ない、核酸の不安定性や
免疫原性による問題がない、誘導と抑制の両方向デザインができる等である。様々なデザインによる微調節を可
能にする可変性を有するところにも創造性が見出せる。一方、Alzheimer病の臨床治験の効果は乏しく、重篤な
副作用をみるなど、展望は明るいとは言えない。この状況において、本課題の成果を用い、脳Aβ蓄積のリスク
を分子レベルで制御することにより、発症を予防ないし遅延する介入は大きな可能性を示唆する。脳Aβ蓄積は
正常老化に伴う認知機能の低下の原因でもあることから、多くの高齢者のQOL向上にも寄与できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 

・Alzheimer 病治療開発の現状と先制医療の必要性： Alzheimer 病を脳内 Aβ 蓄積症として広義に

Alzheimer's continuum と捉える概念が NIA-AAから提案されている 1。これは、認知症発症後の臨床治

験において脳 Aβ 蓄積の除去に成功しても認知症進行を抑止できなかった結果を踏まえ、疾患修飾療

法の開発には無症候性脳 Aβ 蓄積に対する早期介入を実現することが不可欠とする見解に呼応したも

のである。このような治療においては、各症例での介入期間が 30 年を超えることになり、副作用の排除

はとくに重要である。 

・リスク分子とリスク制御：認知症発症後の抗 Aβ 治療では臨床効果がなかったが、治療反応性が失

われる臨界時期については依然不明である。この点、分子病態をトリガーする脳 Aβ蓄積開始のリスクと

なる分子を標的とした介入により発症が予防ないし遅延できれば疾患克服につながる。これまで、遺伝

的リスクに関しては精力的な解析が進められ、低〜高頻度多型として、約 30遺伝子座に単一塩基多型

(SNPs)やコピー数多型(CNV)が同定されている。それぞれがリスクとなるメカニズムは必ずしも明らかで

はないが、多くは遺伝子発現レベルの変化を介してリスクに影響すると考えられている。 

・本課題の核心をなす学術的問い：以上の背景から、Alzheimer 病分子病態のトリガーとなる脳 Aβ 蓄

積のリスク遺伝子に注目し、標的遺伝子の脳内発現レベルを選択的に制御する方策の構築と臨床応

用に向けた最適化を通し、『Alzheimer 病リスク分子の発現制御により脳 Ab蓄積と症状発現を予防し

得るか』に答えることが本課題の核心である。これは、認知症リスクの評価とそれに対する治療的介入を

高齢者への次世代型プレシジョン・メディシンとして実現するための基礎研究となる。 
 
２．研究の目的 

・本研究の目的：発現レベルの変化が Alzheimer病のリスクになる遺伝子を対象に、発現制御を介した

治療的介入の手法確立を目的とする。まず、培養細胞を用いて遺伝子特異的な発現制御を試み、次

に臨床応用を目指した最適化をモデルマウスを用いて行うことから、脳 Aβ 蓄積を予防ないし遅延させ

る効果について、研究期間内に非臨床 POC 確立を目指す。具体的には、(ⅰ)リスク遺伝子 APP と

FAM3C を対象に転写機構を解析し、(ⅱ) CRISPR/nuclease-deactivated Cas9 (dCas9)を用いた遺伝子

選択的な転写制御修飾（促進ないし抑制）を試み、(ⅲ) 脳 Aβ 蓄積を呈すモデルマウスに対して、この

手法を最適化してその効果を評価する。なお、この方法で転写制御できる細胞は限定的だが、Aβ 沈着

と神経毒性は細胞外に分泌された Aβ による事象であり個々の神経細胞内の事象ではないため、効果

は充分に期待できる。 

・学術的独自性： Alzheimer病発症リスクを高める遺伝子の多くは、軽度な発現レベルの低下ないし増

加が長期に続くと推測される。申請者は、これに遺伝子転写制御から介入する方策によってリスクを是

正できる可能性に着目した。Alzheimer 病に限らず、疾患のリスク遺伝子発現を発症予防の目的から制

御するというコンセプトは、次世代プレシジョン・メディシンにおいて、重要な位置を占め得る。 

 軽度の発現レベル是正が目的であるため、人為的な転写の活性化／不活性化は”細く長い”効果で

必要充分と推測される。一方、予防的治療の観点からは、数十年に及ぶ介入になるため副作用の回避

は大きな前提となる。また予期できない事態（副作用など）の可能性からゲノム改変など不可逆的な作



 

 

用機序による介入は不利である。つまり、臨床応用の特殊性から、遺伝子転写制御の強さが調整可能

であることや適度な効果持続時間をもつことなどが求められる。以上を考慮し、CRISPR/dCas9 システム

2 に着目した。ゲノム編集ツールとして広く有用性が認められつつある CRISPR/Cas9 の応用である

dCas9システムでは、RuvC1とHNH ドメインの変異によりDNA 切断活性を失う一方、一本鎖ガイド (sg) 

RNAによるDNA 配列特異的結合能は保たれる。この性質を利用し、特定の遺伝子転写を選択的に制

御するのが原理である。従来の、遺伝子治療に比しての優位性は、ゲノム改変を伴わない、特異性が

高く off-target 効果がより少ない、核酸の不安定性や免疫原性による問題がない、活性化と抑制の両方

向デザインができる等である。逆に、目的臓器（脳）へのデリバリーが課題となるが、種々の工夫や改良

が可能である。 

・創造性： CRISPR/dCas9 システムが目的に応じた可変性に富むことは、今後の改良の余地を有して

おり、臨床応用に向けて最適化が担保されたシステムといえる。正負の転写制御に加え、強度について

もデザインによる微調整や最適化が可能なことは特筆すべき優位性である。これまで、単純ヘルペスウ

ィルス由来 VP64 など非特異的活性化ドメインを遺伝子上流領域に誘導することで転写活性化が図ら

れたが、より適した転写因子との置換が可能である。また、MS2 ヘアピン-MCP 結合を利用した複数誘

導によるより強い活性化(図 3:左)や、異なる RNA: タンパク質結合ペアを介した活性化因子と抑制因子

への応用も工夫されている。加えて、acethyltransferase p300 (catalytic core)や histone demethylase 

LSD1 等と dCas9 との連結によりエピゲノム修飾をプログラムする試みもある。以上、様々なデザインによ

る発現調節の微調節を可能にする可変性を有するところに、さらなる創造性の可能性が見出せる。また、

本課題の目指すシステムや遺伝子ごとのカスタマイズのノウハウは、他遺伝子の発現調節に応用可能

である。 
 
３．研究の方法 

《方針》 臨床応用を最終目標とするため慎重を期し、まず標的とする遺伝子それぞれについて、ゲノム

転写調節流域の解析を加える。プロモーター配列の同定や主要な転写活性化／抑制因子を同定した

上で、それを踏まえ最適な CRISPR/dCas9システムの構築をデザインする。培養細胞からテストを始め、

個体への応用はモデルマウスにて行う。期間内に、標的遺伝子の発現を誘導ないし抑制するシステム

の構築と Aβ蓄積を軽減する効果と副作用の評価から前臨床 POCを得る。 

《標的遺伝子》 

ⓐ APP (695 アミノ酸, Ⅰ型膜タンパク質)：Aβ 前駆体であり、アミノ酸置換や CNV が Alzheimer病発

症の原因になる。Aβ 産生の軽度な低下が Alzheimer 病発症率の低下および老年期認知機能の改善

につながると予想される。一方、マウスでは APP-KOでもホモログ(APLP1, APLP2)の存在から副作用は

なかった。発現抑制システムを目指す。 

ⓑ FAM3C (227 アミノ酸, 分泌タンパク質)： 申請者らが Aβ 産生抑制活性を見出した分泌タンパク質

で、脳発現レベルは Aβ蓄積レベルとの間に負の相関を示す 3, 4。転写活性化システムを目指す。 

《研究計画と方法》  

(1) 標的遺伝子の転写調節メカニズム解析 

 ① プロモーター領域の同定：各標的遺伝子の上流領域ゲノム BAC DNA を米国 BACPAC リソース

センターから入手し、Lucレポーターアッセイにてプロモーター領域と転写調節領域を絞り込む。 



 

 

 ② 転写因子候補の同定：上記の配列を基に転写因子認識配列のデータベースから候補因子を同定

する。また、脳組織由来の核抽出タンパク質と標識オリゴ DNA を用いたプルダウンアッセイやゲルシフ

トアッセイにより、内因性転写因子を同定する。 

(2) 培養細胞を用いた CRISPR/dCas9システムの構築 

 ③ sgRNAの設計：上記の結果を参考に、CRISPRdirect ソフトウェアを用いて off-targetを避け特異性

を予測し、マウスとヒトの標的遺伝子の転写開始点上流転写調節領域に sgRNA を設計する。可能な限

りの候補を培養細胞で試し、最も効率の良い sgRNAを選択する。 

 ④ dCas9選択：S. pyrogenes Cas9 (4.2 kb)に比して、コードする DNA サイズが小さい Cas9がデリバリ

ーに有利である。S. aureus Cas9 (3.2 kb)や C. jejuni Cas9 (3.0 kb)が選択肢となる。また、dCas9 を

Synapsin Iなど神経細胞特異的なプロモーター下に発現させることで脳特異性を図ることも試みる。 

 ⑤ 転写因子選択： 単純ヘルペスウィルスVP16 由来のVP64が汎用活性化因子として使われている

が、臨床応用を考慮すると、各遺伝子の内因性転写因子を用いるのが有利とも推測される。上記の結

果によっては、エピゲノム修飾を介する系も試みる。 

 ⑥ 転写抑制法の選択：内因性転写の妨害による抑制と KRAB などを連結する系、エピゲノム修飾を

介する系などを比較評価する。 

(3) 実験動物個体を用いた最適化と検証 

 ⑦ ベクター選択：dCas9-sgRNAの脳へのデリバリーは大きな課題である。遺伝子治療などにおいて、

Adeno-associated virus serotype 9 (AAV9)がベクターとして使われるのは、非分裂細胞に比較的長期に

亘る発現効果が得られることと免疫原性の回避などの安全性からであるが、DNA 容量は 4.7-5.0 kb に

制限される。対策として、上記 dCas9 の選択に加え、dCas9 と sgRNA, effector を２つの AAV に分けて

運ぶ dual AAVシステムがある。また、dCas9 RNP 複合体に SV40核移行シグナルを付加し細胞透過性

をもたせたベクターフリーシステムも試みる。投与法（脳実質内、髄腔内、末梢など）とも密に関連するた

め、これらを合わせてマウスにて評価し、選択と最適化を進める。 

 ⑧ モデルマウスを用いた個体への応用：以上から、最適化された CRISPR/dCas9 システムとベクター

系を用い、モデルマウスでの試験を行う。これには、FAM3C 遺伝子転写開始点上流ゲノム領域をヒト化

したマウスないしヒト APP ゲノム YAC-Tg マウスを用いる。発現制御効率の評価とともに、脳 Aβ を定量

的に評価し、非臨床 POCの確立を目指す。 
 
４．研究成果 

 令和元年度は、CRISPR/dCas9システムの構築を目的に、まず FAM3C遺伝子の内因性転写制御機

構の解析を進めた。ヒト FAM3C 遺伝子の転写開始点上流領域ゲノム DNA を入手し、プロモーター活

性を示す領域を検索して 20bp 領域にまで絞り込んだ。次に、このプロモーター塩基配列情報を基に認

識配列を検索し、4 つの転写因子候補を同定した。また、CRISPR/dCas9 システムの構築に向けて、転

写開始点上流転写調節領域をターゲットとした sgRNAを複数設計した。さらに、候補 sgRNAを培養細

胞で試し、最も効率の高い sgRNAの選択に着手した。  

 令和 2 年度までに、FAM3C と APP に対する CRISPR/dCas9システムの最適化を進めた。まず、ヒ

ト FAM3C遺伝子の内因性転写制御機構の解析を完了し、この知見をもとに CRISPR/dCas9システムの

構築に向け、転写開始点上流転写調節領域をターゲットとした sgRNA を複数設計し、神経系ないし非



 

 

神経系培養細胞を用いて、発現誘導の有効性を比較検討した。また、神経細胞特異的なプロモーター

を用いたアデノウィルスベクターを作成した。これらと併行して、APP 遺伝子のプロモーター解析から、

転写活性領域を確認し、gRNAの評価を進めた。 

 令和 3 年度までに、FAM3C 発現誘導と APP 発現抑制を可能にする CRISPR/dCas9システムの最

適化を進めた。まず、ヒト FAM3C遺伝子の内因性転写制御機構の解析を完了し、論文発表した 5。この

解析結果をもとに、CRISPR/dCas9 システムの構築に向け、転写開始点上流転写調節領域をターゲット

とした sgRNAを設計し、培養細胞を用いて発現誘導の有効性を比較検討した。また、コードされるDNA

サイズが比較的小さい S. aureus Cas9 を用いて効率を検討した。加えて、Synapsin I プロモーターを用

い神経細胞特異的な系を構築した。APP 遺伝子に関しても、プロモーター解析から転写活性領域を確

認し、CRISPR/dCas9システムの構築を行った。 

 令和 4 年度までに、FAM3C 発現誘導と APP 発現抑制を可能にする CRISPR/dCas9システムの最

適化を進めた。ヒト FAM3C 遺伝子の内因性転写制御機構の解析結果をもとに、転写開始点上流転写

調節領域をターゲットとした sgRNA を設計するとともに、コードされる DNA サイズが小さい S. aureus 

Cas9 を用いて転写制御効率を検討した。加えて、Synapsin I プロモーターを用い神経細胞特異的な系

も構築した。これらを培養細胞を用いて有効性を比較検討した。 

 令和 5 年度までに、FAM3C遺伝子転写開始点上流ゲノム領域をヒト化したマウス個体を用い発現誘

導効率を試験した。また APP 遺伝子に関しても、ヒト APP ゲノム YAC-Tg マウス個体へのテストを行っ

た。両者において、目的とする遺伝子の有意な発現変化が認められた。 

 以上より、培養細胞およびモデルマウスを用いた系の実験から、Alzheimer 病のリスクになる遺伝子の

発現制御におけるCRISPR/dCas9システムの有効性が確認された。これは、重要な非臨床 POCの確立

である。 
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