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研究成果の概要（和文）：ハンチンチン（Htt）遺伝子の機能や役割についてはよく分かっていない。本研究は、多能
性幹細胞とRNAiを組み合せた新しいアプローチによって、その解明につながるデータの取得を目指した。Httを抑制す
るsiRNA・shRNAの設計を完了し、アデノ随伴ウイルス（AAV）を用いたshRNA発現AAVの構築も完了した。そしてshRNA発
現AAVをマウスES細胞に感染させHttのノックダウンを試みたが、導入効率の低さが原因で目的を達成することができな
かった。従来法による導入も試みたが、強力な抑制を誘導することができなかった。今後はCRISPR/Cas9を採用した新
規戦略で目的達成を目指したいと考えている。

研究成果の概要（英文）：The role and function of huntingtin (Htt) in cells has been poorly understood. In 
this study we attempted to obtain novel findings to lead to the elucidation of the Htt functions by a new 
approach using pluripotent stem cells and a RNA interference (RNAi) technique. Optimal small interfering 
RNAs (siRNAs) and short hairpin RNAs (shRNAs) against Htt have been successfully designed and 
shRNA-expression adeno-associated viruses (AAVs) have been constructed. Transmission of the constructed 
shRNA-expression AAV to mouse ES cells for suppressing the endogenous Htt genes was carried out, but 
resulted in a failure with a pretty low efficiency of AAV infection. A conventional method with synthetic 
siRNAs and a transfection reagent was also performed; however, the results could not indicate any marked 
suppression of the target Htt. Accordingly, the research project was unexpectedly difficult; but, it 
might be achieved if a recent genome-editing technique such as a CRISPR/Cas9 system were used.

研究分野： 分子生命科学
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１．研究開始当初の背景 

ハンチンチン（HTT）遺伝子は、ハンチン

トン病（HD）の責任遺伝子である。そのエ

クソン 1 にある CAG 繰返し配列が異常伸長

した変異型 HTT 遺伝子は、HD の疾患原因

遺伝子となる。この変異型 HTT に関する研

究は、現在でも（世界中で）精力的に進めら

れている。では、正常の CAG 繰返し配列を

もった正常型 HTT 遺伝子は、生体内、細胞

内でどのような役割・機能を持っているのだ

ろうか？正常型 HTT に関する研究も行われ

ているが、残念ながら、未だ明確な答えが得

られていない。唯一明らかなことは、Htt 遺

伝子のノックアウト（KO）マウスを作出す

ると、8.5 日胚までに胚性致死になるという

事実である (Nasir et al., Cell, 1995; Duyao 

et al., Science, 1995; Zeitlin et al., Nat 

Genet, 1995)。 

 

２．研究の目的 

ハンチンチン（Htt）遺伝子のノックアウ

トマウスは 8.5 日胚までに胚性致死となるが、

そのHtt遺伝子の胚発生過程における役割や

細胞内の機能については未だよく分かって

いない。本研究は、多能性幹細胞（iPS 細胞

など）と RNAi ノックダウン法を組合せた新

しいアプローチによって、今まで不明であっ

たHtt遺伝子の胚発生過程の役割や細胞内機

能について、その解明につながる新しいデー

タの取得を試みる。 

 

３．研究の方法 

HTT 遺伝子を特異的に RNAi ノックダウ

ンする siRNA の設計と評価を行う。その後、

細胞内で恒常的なRNAiノックダウンを実行

するために、shRNA の設計そして shRNA 発

現アデノ随伴ウイルス（AAV）を構築する。 

健常人から樹立した iPS 細胞に HTT ノッ

クダウンを誘導するshRNA発現AAVまたは

ネガティブコンロトール AAV を感染させ、

その後、分化誘導刺激をおこなう。細胞分化

過程そして完全に分化した細胞集団からタ

ンパク質、核酸のサンプルを調製し、それら

を用いて網羅的な発現プロファイル解析を

おこなう。二つのグループ間で発現に差のあ

るタンパク質、遺伝子を抽出し、それらを基

に HTT ノックダウンによって影響を受ける

細胞分化系譜を推定する。そして、免疫組織

化学的方法などを用いて確認する。 

 

４．研究成果 

HTT 遺伝子を特異的に RNAi ノックダウン

する siRNA の設計と評価を行い、強い RNAi

活性を持った siRNA を設計することができ

た。その後、shRNA の設計そして shRNA 発

現アデノ随伴ウイルスの構築も順調に進め、

完了することができた。 

多能性幹細胞については、健常人由来 iPS

細胞は樹立できていたが、先ずは多能性幹細

胞の培養技術の習得と練習を兼ねてマウス

ES 細胞を用いた培養を行い、iPS 細胞培養

に向けての準備を行った。その過程で、iPS

細胞を用いた場合の培養と細胞の維持・管理

に多額の費用がかかることが試算され、マウ

ス ES 細胞を用いた実験をそのまま先行させ

ることにした。 

構築した shRNA 発現 AAV をマウス ES細

胞に感染させたところ、感染効率（遺伝子導

入効率）が非常に低いことが分かった。様々

な条件で検討を重ねたが、結局、この低導入

効率は改善されなかった。そこで、従来法に

立ち返り合成 siRNA をトランスフェクショ

ン試薬によって直接導入する方法を試みた。

トランスフェクション後、RT-qPCR 法によ

る Htt 遺伝子の発現量を調べた結果、ある程

度の発現抑制は観察されたが、目的とする強

力な発現抑制を示す結果は得られなかった。 

当初の計画・予想よりも極めて困難な研究

であることが分かった。しかし、近年のゲノ

ム編集技術の目覚ましい発展により、新たな



打開策の道もみえてきたと考えている。本研

究期間中に高効率のCRISPR/ Cas9システム

が確立され、その利用が可能になった。早速、

この CRISPR/ Cas9 システムを取り入れ、内

在性Htt遺伝子ノックアウトのためにガイド

RNA の設計と選定を行っている。今後、有

望なガイド RNA が選定されれば、多少遺伝

子導入効率（トランスフェクション効率）が

悪くても目的とする内在性Htt遺伝子をノッ

クアウトした ES 細胞株を樹立できると考え

ている。これらの成果については今後発表し

ていきたいと考えている。 
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