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研究成果の概要（和文）：常染色体優性遺伝性脊髄小脳変性症(SCD)のうち点変異による病型に対して変異型遺
伝子の発現を抑制する新規治療法の開発を目的として、SCA42ノックインマウスを用いてCRISPR/Cas13dによる変
異型遺伝子の転写物を分解する方法を検討した。ターゲット遺伝子を特異的に認識するCas13dシステムを組み込
んだアデノ随伴ウイルスを作製しマウス小脳培養細胞系にてターゲット遺伝子の発現を抑制出来る系を確立し
た。今後、変異型に対してより特異性の高い条件を探索し、ノックインマウス個体における治療効果を検討す
る。

研究成果の概要（英文）：To develop a novel therapeutic method inhibiting the expression of the 
mutant gene for point mutation type in the autosomal dominant hereditary spinocerebellar 
degeneration (SCD), we investigated a method knocking-down the transcript of the mutant gene by 
CRISPR/Cas13d using SCA42 knock-in mice. We have made an adeno-associated virus incorporating Cas13d
 system, which specifically recognizes the target gene. We have established the method suppressing 
the expression of the target gene in mouse cerebellar culture. In the future, we will search 
conditions with higher specificity for the mutant gene and examine the therapeutic effect in 
knock-in mice.

研究分野： 神経科学

キーワード： 脊髄小脳変性症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
点変異型常染色体優性遺伝性脊髄小脳変性症において、病因である変異型mRNAを選択的に分解することができれ
ば病状の改善を期待できる。ターゲット遺伝子を特異的に認識するCas13dシステムを組み込んだアデノ随伴ウイ
ルスによりマウス小脳培養細胞系にてターゲット遺伝子の発現を抑制出来る系を確立した。今後さらなる検討を
必要とするが、新しい治療法の開発において有効な方法と期待される。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
(1) 優性遺伝性脊髄小脳変性症（SCD）は小脳性運動失調を主症状とする神経変性疾患であり、
これまでに 42 病型が知られている。そのうち 30 個以上原因遺伝子が同定され、個々の病態も
徐々に明らかにされてきた。しかし、同定された原因遺伝子産物が多岐に渡り、未だ根本的治療
法はない。近年注目されているのが、原因遺伝子産物に対する低分子医薬品ではなく核酸医薬
（ASO、siRNA、HDO 等）による分子標的治療である。同定された原因遺伝子の変異特性に注目す
ると、SCD は大きく２つのカテゴリーに分けられる。異常伸長ポリグルタミンを生じる CAG リピ
ート（SCA1、2、3、6、7、17、DRPLA）や
非翻訳領域に繰り返し配列の異常伸長
（SCA8、10、12、31、36、37）を示すリ
ピート病と点変異疾患群である。前者の
リピート病においては、ASO を用いた治
療薬が開発されている。しかし、後者の
一塩基変異に対する治療法は開発され
ていない状況である(図 1)。 
(2) 申請者らは2005年に T型 Caチャネ
ル(CACNA1G)の点変異が SCD の原因遺伝
子であることを見出し、CRISPR/Cas9 シ
ステムを用いてヒトと同じ点変異のみ
を相同遺伝子上に導入したSCA42型ノッ
クインマウスを作製した。このマウスは
ヒトと同様緩徐な進行性の運動失調症
状を示した。さらに、小脳プルキンエ細
胞変性像がヘテロ接合体、ホモ接合体の
順に遺伝子量に応じて増加し、また加齢に伴い増えることを明らかにした。電気生理学的解析よ
り T型 Ca チャネルの点変異はチャネルの機能異常を引き起こしており、gain of toxicity であ
ると推察される。病因である変異型 mRNA を選択的に分解することができれば病状の改善を期待
できる。このように SCA42 型ノックインマウスはヒトと病状が類似し、かつ詳細な病態の時系列
が把握されており、新しい核酸医療の開発にとって理想的なモデル動物である。 
(3) CRISPR/Cas13d システム（Konermann S., Cell, April, 2018）は一塩基変異を認識し変異
型 mRNA を特異的にノックダウンすることを可能とする画期的方法である。 
 
２．研究の目的 
SCA42 において変異型のみ遺伝子発現を抑制する新規治療法の開発を目的として、 SCA42 型ノ
ックインマウスを用いて CRISPR/Cas13d による Cacna1g の変異型転写物を分解する方法を検討
した。 
 
３．研究の方法  
(1) CAG プロモータの下流に GFP 配列を導入した AAV2 ベクターを構築する。AAV2 ベクターとヘ
ルパ-プラスミドを HEK293T 細胞にトランスフェクションし、GFP の発現を指標にトランスフェ
クションの条件検討を行う。 
(2) プルキンエ細胞特異的プロモータの下流に GFP 配列を導入した AAV2 ベクターを構築する。
AAV2 を産生し、細胞溶解後カラム精製を行う。AAV2 のタイターを qPCR により測定し、AAV2 精
製法の検討をする。 
(3) 野生型マウス生後 1日目の小脳細胞を初代培養し、プルキンエ細胞特異的 GFP 導入 AAV2 を
感染させ、細胞特異性、AAV2 の感染時期や感染量を検討する。 
(4) U6 プロモータの下流にターゲット特異的ガイド RNA 配列、および、プルキンエ細胞特異的
プロモータの下流に Cas13d 配列をタンデムにつなぎ合わせ、AAV2 ベクターを構築する。ターゲ
ットとして、mRNA の発現をノックダウンするとプルキンエ細胞変性が起こる分子 A を用い、ノ
ックダウン効果をプルキンエ細胞の形態変化で検出できる系を作製する。分子 A 特異的ガイド
RNA を組み込んだ AAV2 ベクターを複数作製し、ヘルパ-プラスミドと共に HEK293T 細胞にトラン
スフェクションし、AAV2 の産生および精製を行う。野生型マウス生後 1 日目の小脳細胞を初代
培養し、プルキンエ細胞特異的 GFP 導入 AAV2 を感染させる。 プルキンエ細胞の突起伸長を確
認後、分子 A 特異的ガイド RNA 導入 AAV2 を感染させ、プルキンエ細胞の形態変化を指標に、



Cas13d のノックダウン条件の検討を行
う。 
(5) Cacna1g 変異特異的ガイド RNA を複
数パターン作製し、AAV2 ベクターを構築
する。ヘルパ-プラスミドと共に HEK293T
細胞にトランスフェクションし、AAV2 の
産生および精製を行う。 
(6) 野生型またはホモ接合体ノックイ
ンマウス生後1日目の小脳細胞を初代培
養し、Cacna1g mRNA の発現を RT-qPCR に
より確認する。コントロールとして野生
型マウスにおいては野生型 mRNA 量に影
響を与えないことを確認する(図２)。 
 
４．研究成果 
(1) 野生型マウス生後１日目の小脳を採取し、ポリ-D-リジンおよびラミニンコートしたプレ
ートに単離した小脳細胞を蒔種した。１週間に 1回培地交換を行い、培養５０日まで安定してプ
ルキンエ細胞を培養できることを確認し、小脳初代培養系を確立した。 
(2) Addgene より CRISPR/Cas13d システムを用いるプラスミドを購入し、U6 プロモータの下流
にターゲット特異的ガイド RNA 配列、および、プルキンエ細胞特異的プロモータの下流に Cas13d
配列をタンデムにつなぎ合わせ、AAV2 ベクターを構築した。 
(3) GFP 配列を導入した AAV2 ベクターとヘルパ-プラスミドを HEK293T 細胞にトランスフェク
ションし、GFP の発現効率の高いトランスフェクション条件を決定した。 
(4) 作製したウイルスの精製法を検討し、最終的に 1012〜1013vg/mL のタイターを持つ AAV2 を
安定して産生出来る系を確立した。 
(5) プルキンエ細胞の培養には小脳のプルキンエ細胞以外の顆粒細胞などとの Co-Culture を

必要とし、プルキンエ細胞の微量なCacna1g mRNAを検出しながらCas13dの特異性や至適なAAV2
量・感染時期を検討するのは困難であった。そこで、mRNA の発現をノックダウンするとプルキ
ンエ細胞変性が起こる分子 A をターゲットとし、ノックダウン効果をプルキンエ細胞の形態変
化で検出できる系を作製することにした。プルキンエ細胞特異的に GFP を発現させる AAV2 を作
製し、野生型マウス小脳初代培養系に感染させ、GFP で光るプルキンエ細胞が安定して培養でき
る条件を検討した。次に、ターゲット分子 A に対するガイド RNA を選定し、AAV2 ベクターの構
築、AAV2 産生および精製を行った。野生型
マウス生後1日目の小脳細胞を初代培養し、
プルキンエ細胞特異的GFP導入AAV2を感染
させ突起伸長したプルキンエ細胞の形態を
確認した。突起伸長が安定した段階で、ター
ゲット分子 Aに対する AAV2 を感染させ、プ
ルキンエ細胞の形態変化を観察した。培養
14 日目にターゲット特異的ガイド RNA と
CRISPR/Cas13d を発現する AAV2 を感染させ
たところ 20 日後に細胞変性死を確認し、タ
ーゲット特異的に転写物をノックダウンす
る系を確立出来たことを確認した(図 3)。 
(6)Cacna1g 変異特異的ガイド RNA の配列に関しては、ガイド RNA の全長およびガイド RNA 内の
点変異の位置の設定を複数パターン準備した。各々のガイド RNA を組み込んだ AAV2 ベクターを
構築し、ヘルパ-プラスミドと共に HEK293T 細胞にトランスフェクションし、AAV2 の産生および
精製を行った。野生型およびホモ接合体ノックインマウス生後 1 日目の小脳細胞を初代培養し、
培養 14 日目に AAV2 を感染させ、１週間後に細胞を回収した。回収した細胞から mRNA を抽出し
RT-qPCR により変異型転写物の特異的な分解を効率的に起こすガイド RNA を現在スクリーニン
グ中である。 
今後、変異型転写物の特異的な分解を誘導する AAV2 をマウス個体に感染させ、運動失調に対す
る改善効果を検討したいと考えている。 
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