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研究成果の概要（和文）：マイクロRNA-124a（miR-124a）は中枢神経系で最も高発現するマイクロRNAのひとつである
。研究代表者は成熟した中枢神経系におけるmiR-124aの機能を明らかにするため、miR-124aコンディショナルノックア
ウトマウスの作製を行っている。また、Creリコンビナーゼを網膜や脳に発現させるためのアデノ随伴ウィルスによる
遺伝子導入系を確立した。また、脳におけるmiR-124aの標的候補遺伝子を多数同定した。本研究成果によって中枢神経
系における新たなmiR-124a機能の一端が解明された。

研究成果の概要（英文）：MicroRNA-124a (miR-124a) is one of the most abundant microRNAs in the central nerv
ous system (CNS). In order to clarify roles of miR-124a in the mature CNS, we are generating floxed miR-12
4a mice. We established the conditional gene deletion method upon Cre-recombinase expression in the retina
 and the brain using adeno-associated virus (AAV).  Moreover, we identified candidate miR-124a target gene
s in the brain.  The results in the current study contributed to progress of understanding on the miR-124a
 function in the CNS.
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１．研究開始当初の背景 
マイクロRNAはゲノムDNAにコードされ、
転写とその後のプロセッシングによって誕
生する 18～25 塩基程度の短い RNA である。
作用機序は siRNA (small interfering RNA)と似
ており、マイクロ RNA は他の蛋白質と共に
複合体 RISC (RNA-induced silencing complex)
を形成して、マイクロ RNA と相補な配列を
持つmRNAを標的として結合し、そのmRNA
の翻訳阻害あるいは分解を行う（図１）。近
年マイクロ RNA が中枢神経系の発生や機能
で重要な役割を担う分子として注目を集め
ている。ヒト脳では 500-600 種類ものマイク
ロRNAが発現していると示唆されているが、
それらマイクロ RNAの中で、miR-124aは脳
では最も高発現しているマイクロ RNA であ
る（Curr. Biol. 12; 735-739, 2002）。 
生体におけるmiR-124aの機能を明らかに
するために、申請者らはゲノム中に３か所コ
ードされているmiR-124a-1～3のうち、生体
におけるmiR-124a発現にとって最も重要な
領域である miR-124a-1の欠損マウスを作製
して解析を行ってきた。このマウスを用いた
miR-124a の機能解析から、miR-124a は標
的遺伝子 Lhx2の抑制を介して神経細胞の成
熟と維持に寄与することが分かり、神経系の
発達段階にmiR-124aは本質的な機能を持つ
ことが明らかとなった（Sanuki et al. Nature 
Neuroscience, 14; 1125–1134, 2011）。 
 

 
 
２．研究の目的 
研究代表者らは神経細胞分化から成熟期
におけるmiR-124aの機能を明らかにしたが、
成熟後の神経細胞における miR-124a の機能
は未解明のままである。研究代表者らはゲノ
ム中にコードされる３つのmiR-124aのうち、
最も重要と考えられる miR-124a-1 欠損マウ
スの解析を行ってきた。さらなる miR-124a

の機能解析のために、miR-124aのトリプル欠
損マウス、およびコンディショル欠損マウス
の作製を進め、成熟神経細胞における
miR-124aの機能を明らかにし、また最終的に
は miR-124a の標的遺伝子を同定することを
目的とする（図２）。 

 

 
 
 
 
３．研究の方法 
I．miR-124a のコンディショナル欠損マウス
の作製と AAVによる Cre発現系の構築 
 miR-124a コンディショナルノックアウト
マウスを作製するために、適切な Creリコン
ビナーゼの発現調整システムの構築が必須
である。アデノ随伴ウイルス（AAV）はパル
ボウイルス科に属する約 4.7 kb の一本鎖
DNA ウイルスであり、現在までに病原性は
知られておらず、それゆえに非常に弱い免疫
反応しか引き起こさない。また AAV はキャ
プシドで覆われており、このキャプシド蛋白
質を決定する血清型の種類によって感染細
胞種が異なる。そこで本研究では神経細胞へ
の感染が期待できる血清型 7 種類を用いて、
網膜細胞への感染傾向およびその効果と脳
への感染傾向について各細胞マーカーと供
染色して調べた。さらに、AAVの感染効果を
調べるために、ヒト遺伝性網膜色素変性症の
モデルマウスのレスキュー実験を行った。
Crx（Cone-rod homeobox）は網膜視細胞の
分化と成熟をつかさどる転写因子である。
Crx欠損マウスはヒト遺伝性網膜色素変性症
のモデルマウスとなる。研究代表者らは Crx
を発現するAAV5をCrx欠損マウスの網膜下
に注入し、Crx遺伝子を補った。Crx欠損マ
ウスへ施した治療効果を検討するために、ア
ポトーシスのマーカーとなる活性型カスパ
ーゼ３で免疫染色を行った。また、Crxの下
流遺伝子の発現も調べた。さらに外節形成の
有無を調べるため、電子顕微鏡で網膜の視細
胞のディスクの形成がレスキューされてい
るか調べた。電気生理学的にも網膜に治療効
果があるかを調べるため、網膜電図を記録し
た。 
 

図１．マイクロ RNAの生合成と機能 

図２．本研究提案の概要 



II．miR-124a標的 RNAの同定 
 miR-124a 標的遺伝子を網羅的に同定する
ため、CLIP法に使用する抗体を作成している。
研究代表者らは RISC 複合体の中心蛋白質
Ago2に対する抗体を作製するため、Ago2の
リコンビナント蛋白質を精製した。さらに、
miR-124a-1 欠損マウスの脳をサンプルとし
て、次世代シーケンサーによるトランスクリ
プトーム解析を行った。 
 
III．miR-124a-2および miR-124a-3欠損マウス
の作製 
 miR-124a-2 はマウスの 3 番染色体に、
miR-124a-3は 2番染色体にそれぞれコードさ
れている。これまでに、miR-124a-2は蛋白質
非コード RNA のイントロンにコードされて
いることと、miR-124a-3領域には明確な転写
ユニットが存在しないことが知られている。
miR-124a-2 と miR-124a-3 欠損マウスを作製
するために、各 miR-124a 前駆体配列を loxP
配列で挟んだ floxed-PGK-neoカセットに置き
換えるためのターゲティングベクターを作
製し、ES細胞にエレクトロポレーションした。
ES細胞のスクリーンニング後、キメラマウス
を作製するために、胚盤胞期の受精卵に ES
細胞をインジェクションした。得られたキメ
ラマウスから生殖系列に移行した個体を得、
ユビキタスプロモーター下で Creリコンビナ
ーゼを発現する CAG-Cre トランスジェニッ
クマウスと掛け合わせ、ゲノムに挿入されて
いた PGK-neoカセットを取り除いた（図３と
４）。 

  
 
４．研究成果 
 網膜細胞への感染傾向を調べた結果、血清
型 5が網膜視細胞に高効率に感染することが
明らかとなった。Crx を発現する AAV5 を
Crx欠損マウスの網膜下に注入し、Crx遺伝
子を補った。その結果、網膜視細胞の脱落が

抑えられ、Crx欠損マウスにおいて外節の形
成が見られた。また、Crx下流遺伝子である
ロドプシンや錐体オプシンの発現が亢進し
た。これらの細胞が生理学的に機能するか調
べるために、網膜電位図を測定した。その結
果、遺伝子治療を施した Crx欠損マウスにお
いて、ERG による応答が認められた。Crx
は網膜視細胞の発生や機能に必要な遺伝子
群を“オン”にする役割を持つ司令塔遺伝子
である。Crx下流遺伝子の多くは他の遺伝性
網膜変性症の原因遺伝子である。したがって
Crx欠損状態は他の遺伝性網膜疾患よりも治
療が難しい、重篤な網膜変性を導くことが知
られている。網膜色素変性症は治療法が確立
されていない難病である。Crx欠損マウスの
遺伝子治療が有効であることを示した本研
究の意義は大きい。さらに、miR-124a の機
能解析するために適切な AAV の血清型も選
択された。AAVが網膜をはじめとした中枢神
経系への遺伝子導入に有効な手段であるこ
とが確認できた。また、miR-124a 標的候補
遺伝子を多数同定することができた。加ええ
て、miR-124a-2 および miR-124a-3 それぞ
れの遺伝子欠損マウスの作製に成功した。 
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