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研究成果の概要（和文）：small RNAとAAV遺伝子治療を組み合わせ発現調整可能な遺伝子治療法を開発すること
を目指している。Rett症候群及びMECP2重複症候群に対する遺伝子治療として、AAVを用いCRISPR-dead Casシス
テムを応用したベクターの開発を行った。また、小児中枢神経疾患におけるmicroRNAの病因への関与の解析と遺
伝子治療による研究として、microRNA302欠損マウスにおける胎児期の神経管閉鎖障害発症の病態解明、及び、
神経膠腫に対するmicroRNAの発癌プロセスへの影響の解析を行なった。

研究成果の概要（英文）：We are developing new gene therapy that can regulate gene expression by 
combining small RNAs and AAV vectors. As a gene therapy for Rett syndrome and MECP2 duplication 
syndrome, we are developing a vector utilizing the CRISPR-dead Cas system with AAV. Additionally, in
 research on the involvement of microRNA in the pathogenesis of pediatric neurological diseases, we 
investigated the pathogenesis of neural tube closure defects during the fetal period in 
microRNA302-KO mice and analyzed the impact of microRNAs on the carcinogenesis process in gliomas.

研究分野：遺伝子治療

キーワード： AAV　小児神経　miRNA　small RNA
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研究成果の学術的意義や社会的意義
AAVベクターを用いた遺伝性神経疾患に対する遺伝子置き換え療法としての遺伝子治療は世界的に進展してい
る。しかし、神経細胞への導入効率が低く、および導入遺伝子の発現量調節ができない点が課題である。遺伝子
発現調節を可能とする新たな遺伝子治療法の開発は、発現量が厳密にコントロールされている遺伝子疾患の治療
に有用である。
microRNA302ノックアウトマウスは神経管閉鎖障害のモデルであり、神経管閉鎖障害を持つ胚のSingle cell RNA
解析で解糖系遺伝子が顕著に増加し、質量分析では解糖代謝物が増加していた。妊娠中の糖代謝と神経管閉鎖と
の関連を示唆する結果であった。

※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 Ｆ－１９－２ 
１．研究開始当初の背景 

 
我々は小児神経難病 AADC 欠損症に対し、正常 AADC 遺伝子搭載したアデノ随伴ウィルス
（AAV）2型ベクターを被殻に注入する遺伝子治療を 8名に施行し、全例で運動機能の改善を得
た(Kojima, et al. Brain 2019)。他にも、これまで治療法がなかった小児神経難病である脊髄性
筋萎縮症（SMA）に対しては AAV9を用いた遺伝子治療は保険適応され、自然歴では寝たきり・
人工呼吸器管理となっていた児がほぼ正常発達を得られるようになっている。神経移行が良い
AAV を用いた遺伝子治療は、遺伝子異常による神経疾患の根本的治療法として更なる開発が期
待されている。 
AAV ベクターを用いた遺伝性神経疾患に対する遺伝子治療法開発は世界的に進展しているが、
全ての神経細胞への導入および発現量の調節ができない点が課題である。MECP2遺伝子の異常
により発症する疾患に、Rett症候群とMECP2重複症候群がある。Rett症候群はMECP2遺伝
子の発現低下により発症し、MECP2の過剰によりMECP2重複症候群が発症する。MECP2遺
伝子は生体内で発現量が厳密にコントロールされており、多すぎても少なすぎても疾患を引き
起こす。これらの疾患の遺伝子治療開発には、発現量調整が必要となるが、発現量調節が可能な
遺伝子治療は未だ開発されていない。 
多くの小児神経疾患の治療法として AAV や small RNA を用いた遺伝子治療法の開発をする。 

 
 
２．研究の目的 
 
海外共同研究者が得意とする small RNA関連技術・知識と、我々が得意とする AAV遺伝子治
療を組み合わせ、新たな遺伝子治療法を開発することを目指している。また、microRNAが神経
疾患発症にどのように関与しているかを解明し、治療法開発の基礎データとする事が重要であ
る。 
以上の観点から、下記 2点を本研究の目的とした。 
（１） 小児中枢神経疾患におけるmicroRNAの病因への関与の解析と遺伝子治療による 

研究。 
① microRNA302欠損マウスにおける胎児期の神経管閉鎖障害発症の病態解明。 
② 神経膠腫に対するmicroRNAの発癌プロセスへの影響の解析及び治療法開発。 

 
（２） AAVベクターを用い、遺伝子発現量調整が可能な遺伝子治療の開発。 
① Rett症候群に対する遺伝治療法開発。 
② MECP2重複症候群に対する遺伝子治療法開発。 

 
 
3. 研究の方法 

 
（１） 中枢神経疾患における microRNA の病因への関与の解析と遺伝子治療による介入研究。  
① microRNA302欠損マウスにおける胎児期の神経管閉鎖障害発症の病態解明。 

microRNA302欠損マウスは、二分脊椎等の神経管閉鎖障害を高頻度に発症する。この
マウスを神経管閉鎖障害モデルとし、マウスの神経管形成中に炭水化物、脂質、ビタミ
ン、抗酸化物質の代謝に関与する遺伝子の発現を single cell mRNA シーケンシングを
用いて解析した。 
② 神経膠腫に対するmicroRNAの発癌プロセスへの影響の解析及び治療法開発。 
正常マウス及び microRNA302 ノックアウトマウスの胎児に、脳室にプラスミドを子
宮内胎児エレクトロポレーション法にて導入し神経膠腫を作成する。出生後の仔マウ
ス・成マウスの脳を解析する。 
 

（２） AAVを用い、遺伝子発現量調整が可能な遺伝子治療の開発。 
① Rett症候群に対する遺伝治療法開発。 
② MECP2重複症候群に対する遺伝子治療法開発。 
両疾患に対し、AAV を用い CRISPR-dead Cas システムを応用した遺伝子治療用ベ
クターをデザインする。また、両疾患患者 iPS から、大脳皮質オルガノイドを作
成し、脳モデルとする 
 
 
 
 
 
 
 

 



４．研究成果 
 

（１） 中枢神経疾患における microRNAの病因への関与の解析と遺伝子治療による介入研究。  
①  microRNA302欠損マウスにおける胎児期の神経管閉鎖障害発症の病態解明。 
胎児期の神経管閉鎖は中
枢神経発達において重要
な初期段階であり、正確
な代謝制御が必要であ
る。この過程では、細胞の
増殖と分化が適切に行わ
れる必要がある。マウス
の神経管形成の代謝経路
調節の解明のために、炭
素、脂質、ビタミン、抗酸
化物質の代謝に関与する
遺伝子の発現を single 
cell mRNA シーケンシン
グを用いて解析し、解糖
系と細胞増殖の連携が神経管閉鎖を確実に行うために必要であることを明らかにした
(Keuls,Kojima,et al.Int J Mol Sci 2020)。 microRNA302 欠損マウスは、神経管閉鎖障害
を高頻度に発症する（図１）。miRNA302 欠損マウスを神経管閉鎖障害の遺伝子モデ
ルとして使用した。神経管閉鎖障害を持つ胚において解糖系遺伝子が顕著に増加し、
質量分析では解糖代謝物の増加し、脂質代謝物の減少が確認された。予測された
miRNA302 のターゲットである Pfkp、Pfkfb3、Hk1 は神経管閉鎖障害の際に顕著に上
昇し、細胞周期の短縮、細胞増殖の増加が見られた。miR-302 が、神経管閉鎖の代
謝環境を調整する上で重要な役割があることを確認した。 
 
② 神経膠腫に対するmicroRNAの発癌プロセスへの影響の解析及び治療法開発。 
正常マウス及びmicroRNA302ノックアウトマウスの胎児に、脳室にプラスミドを
子宮内胎児エレクトロポレーション法にて導入し神経膠腫を作成した。出生後 30
日、60日、90日の脳を解析した。正常マウス内では、神経膠腫内にmicroRNA302
が発現していることを確認した。（現在、論文作成中。） 

 
（２） AAVを用い、遺伝子発現量調整が可能な遺伝子治療の開発。 

① Rett症候群に対する遺伝治療法開発。 
CRISPR-dead Cas システムを応用した AAV 遺伝子治療用ベクターをデザインした。
AAV に搭載可能な小型 Cas、発現調整遺伝子 X、gRNA を選定した。HEK293 細胞を
用いて、発現量の確認を行なった。 
Rett 症候群患者 iPS 細胞を樹立した。 

 
 
② MECP2重複症候群に対する遺伝子治療法開発。 
CRISPR-dead Cas システムを応用した AAV 遺伝子治療用ベクターをデザインした。
AAV に搭載可能な小型 Cas、発現調整遺伝子 X・Y及び gRNA を選定した。 
MECP2 重複症候群患者から iPS 細胞を樹立し、大脳皮質オルガノイドを作成した。
培養 35 日から半年までの神経発達過程を解析するために、single cell RNAシー
クエンスを行い、発達過程での遺伝子発現変化を同定した。 

 
    作成したベクターの効果を、患者 iPS 細胞由来の大脳皮質オルガノイドを 
ヒト脳モデルとし、評価する系を確立した。 
遺伝子発現量調整が可能な AAV 遺伝子治療法開発は、今後も継続し取り組んでいく。
（課題継続のため新たな研究費を獲得した。） 

図１ 神経管閉鎖障害を発症したmicroRNA302
欠損マウス（E9.5）。 
左：正常マウス、右:miR302欠損マウス。 
(Keuls,Kojima,et al.Int J Mol Sci 2020)  
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