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研究成果の概要（和文）：改変型アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを応用して、神経変性疾患の病態の解明
と新規遺伝子治療の開発を目標に研究を実施した。脊髄小脳失調症6型では、CACNA1A遺伝子のIRES下流にある転
写因子α1ACTの遺伝子にpolyglutamine配列の異常伸長がある。α1ACTの翻訳を選択的に抑制するmiR-3191-5pを
搭載したAAVベクターを脳室内に投与することにより、モデルマウスのPurkinje細胞の脱落が抑制され運動機能
が改善した。Parkinson病の遺伝子治療では、2000年に酵素遺伝子を脳内に導入したサルの組織解析を行い遺伝
子が神経細胞で15年以上発現していることを確認した。

研究成果の概要（英文）：Using modified adeno-associated virus (AAV) vectors that can delivery 
therapeutic genes to neurons in broad areas of the central nervous system, we have developed gene 
therapy for neurodegenerative diseases. Spinocerebellar ataxia type 6 (SCA6) is caused by a 
polyglutamine repeat expansion within a second CACNA1A gene product, α1ACT. As a potential therapy,
 the complete silencing of CACNA1A gene expression would be lethal, although the selective 
elimination of α1ACT protein could be a viable strategy. AAV vector-mediated delivery of 
miR-3191-5p into the ventricles protected from the Purkinje cell degeneration and ataxia in a mouse 
model that was made by intraventricular infusion of AAV vector expressing expanded polyglutamine 
repeats in the α1ACT gene. We also confirmed that transgenes were expressed even after 15 years in 
a monkey model of Parkinson disease.

研究分野： 神経内科学
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１．研究開始当初の背景 
 中枢神経疾患に対する遺伝子治療用ベク
ターとして、アデノ随伴ウイルス (AAV) ベ
クターの有用性が認知されている。AAV ベク
ターは、炎症・免疫反応をほとんど惹起する
ことなく、脳内に導入した遺伝子を長期間
（10 年以上）発現する。これまで一貫して
AAV ベクターの研究を行ってきた。基礎研究
としては、３型 AAV の感染性クローンの作
製をはじめ、Cre recombinase を発現する AAV
ベクターにより目標遺伝子を選択的に除去
する方法を応用して海馬や黒質の機能解析
を行ってきた。遺伝子治療用ベクターとして、
Parkinson 病と筋萎縮性側索硬化症 (ALS) に
対して神経栄養因子の遺伝子導入により神
経細胞の脱落を抑制する方法や、Alzheimer
病に対してアミロイド β 蛋白(Aβ)の分解酵素
neprilysin の遺伝子を導入する方法を開発し
た。とくに Parkinson 病に対しては芳香族ア
ミノ酸脱炭酸酵素 (AADC) の遺伝子を搭載
した AAV ベクターを被殻に注入する遺伝子
治療の臨床研究を実施し、運動機能の改善効
果を報告した (Mol Ther 2010)。 
 従来、ベクターの投与には定位脳手術が必
要で、中枢神経の広範な領域に遺伝子導入す
ることは困難であった。そこで、申請者は、
AAV のゲノム構築とカプシド蛋白の改変を
行い、血管内あるいは髄腔内投与によって脳
と脊髄の広範な領域の神経細胞に遺伝子導
入可能な AAV ベクターの開発に成功した（国
際特許出願）。このベクターは、血管内投与
では新生仔に限り神経細胞に遺伝子導入可
能な通常の 9 型 AAV（AAV9）と異なり、成
体動物でも神経細胞に効率よく遺伝子導入
可能である。また、搭載可能な遺伝子が 1 kb
程度に制限される二本鎖 AAV ベクターと異
なり、3 kb 程度の遺伝子も発現させることが
できる。 
 
２．研究の目的 
 独自に開発した、血液脳関門、髄液脳関門
を透過し中枢神経系の広範な領域の神経細
胞に目的の遺伝子を送達可能な改良型 AAV
ベクターを応用して、認知症、筋萎縮性側索
硬化症（ALS）、脊髄小脳失調症の病態の解明
と新規遺伝子治療法を開発する。 
１）脊髄小脳変性症6型（SCA6）は、日本では優性遺
伝SCAの20〜30%を占めSCA3 に次いで多い。中年以
降に発症し、歩行時にふらつく、呂律が回らないなどの
症状が増悪する。電位依存性Caチャネルα1Aサブユニ
ットの遺伝子CACNA1A上にあるCAG 配列が異常に伸
長しているリピート病である。2013年に、シカゴ大学の
グループは、CACNA1A遺伝子はαA1だけでなく、転写
因子のα1ACTもコードしており、異常に伸長したCAG
リピート配列を含む α1ACT こそが神経細胞に障害を起

こす原因であることを報告していた。このシカゴ大学の
グループとの共同研究により、α1ACTを標的とした新規
の遺伝子治療法を開発する。 
 ２）パーキンソン病に対する遺伝子治療に
おいて、AAV ベクターにより霊長類の脳内に
導入した治療用遺伝子の長期安全性を確認
する。 
 
３．研究の方法 
１）神経細胞特異的 Synapsin I プロモーター
を搭載した改変型 AAV ベクターを使用する。
Internal Ribosome Entry (IRES) 下流に伸長し
た polyglutamine (Q) repeat 配列を挿入した
AAV ベクターと、対象として伸長のない
polyQ repeat 配列を挿入した AAV ベクターを
作製した。これらのベクターを C57/BL6J マ
ウスの脳室内に投与し、SCA6 のモデル動物
を作製した。次に IRES 下流のα1ACT2 の発
現 の み を 抑 制 す る microRNA を
miRNA_Targets program を予測し、miR-3191-5pを
見出した。そこで、miR-3191-5pを発現するAAVベクタ
ーを作製し、SCA6 モデルマウスの脳室に投与し、その
効果を解析した。 
（２）ドパミン合成に必要なチロシン水酸化
酵素、AADC、GCH をそれぞれ発現する三種
類の AAV ベクターを、2000 年に左側の被殻
に注入し、その後、長期観察していたカニク
イサルの組織解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）SCA6の遺伝子治療 

αA1 とα1ACT がCACNA1A遺伝子のメッセンジャー
RNA から翻訳される際に、α1ACT だけの翻訳を選択的
に抑制するmiR-3191-5p を見出した。伸長したCAG リ
ピート配列を含むα1ACT遺伝子を搭載したAAVベクタ
ーをマウスの脳室に注入すると、小脳の Purkinje 細胞の
75%以上に導入され、運動失調を示すSCA6 モデルマウ
スが作製できた。次に、このマウスにmiR-3191-5p を発
現する AAV ベクターを同時に投与すると、小脳の
Purkinje細胞の脱落は減少し運動機能が改善した。 

 
図１：小脳Purkinje細胞の脱落を抑制した。 
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miR-3191-5pは、Argonaute 4と結合し、翻訳開始因子
のeIF4AII とeIF4GIIによりCACNA1Aからα1ACTが翻
訳されるのを妨げることも明らかにした。Ca チャネル
α1Aサブユニットの発現は抑制されなかった 
 



 
図２：miR-3191-5pはα1ACTの発現を選択的に抑制する。 

 
２）2000 年に AAV ベクターにより酵素遺伝
子を脳内に導入したカニクイサルの組織解
析を行い, 炎症反応などを伴わず挿入した遺
伝子が神経細胞で 15 年以上経ても発現して
いることを確認した。 
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