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―― 研究助成報告 ――

新潟大学脳研究所分子神経疾患資源解析学分野
〔〒951-8122 新潟市中央区旭町通1-757〕

序論

歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（dentatorubural 
pallidoluysian atrophy, DRPLA，別名 内藤・
小柳病）は，難治性進行性ミオクローヌスてん
かん，小脳失調，舞踏アテトーシス，性格変化，
痴呆など多彩な神経症状を示し，歯状核赤核路
と淡蒼球ルイ体路の変性を特徴とし，最終的に
死に至る常染色体顕性遺伝性の脊髄小脳変性症
である1）。常染色体優性遺伝性の脊髄小脳変性
症の約13%を占める。原因遺伝子；Atrophin-1 

（ATN1）内のCAGリピートの異常伸長によっ
て発症するポリグルタミン病の一種であるが，
現時点では根本的な治療方法はない2）。CAG塩
基反復配列がコードする，異常に伸長したグル
タミン鎖を含む原因遺伝子産物がミスフォール
ディングによって不溶性の線維構造を形成し，
神経細胞に蓄積することにより神経細胞が傷害
される3）。 モデルマウスであるDRPLA Tgマ

ウスが開発されており，このマウスは原因遺伝
子である伸長型ヒトATN1遺伝子を，プロモー
ター配列も含めて，シングルコピーで保有し，
進行性ミオクローヌスてんかん，小脳性運動失
調，病理学的特徴，寿命の短命化といったヒト
と類似した特徴を示す4）。

近年， 遺伝性神経難病に対して， 発現抑制 
（サイレンシング）による治療の試みがなされて
いる。 本症はATN1遺伝子欠損マウスに異常
が見られず正常に生存することから，サイレン
シグ治療法に適していると考えられる5）。しか
し，本症を初めとするポリグルタミン病には，
この治療が適応できるかについて次の様な問題
が指摘されている。第一に，サイレンシング効
率による治療効果の割合が不明であること。第
二に異常ポリグルタミン発現細胞からの異常タ
ンパクの正常細胞への伝播や，脳内炎症反応の，
正常細胞への影響が不明であることである。本
研究の目的は，出生後モデルマウスの原因遺伝

ゲノム編集を用いた遺伝子発現サイレンシングによる
遺伝性難治性てんかん脳症；DRPLAの治療戦略研究
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要旨：歯状核赤核淡蒼球ルイ体萎縮症（dentatorubural pallidoluysian atrophy, DRPLA）は，
原因遺伝子；Atrophin-1内のCAGリピートの異常伸長によって発症するポリグルタミン病の
一種であるが，現時点では根本的な治療方法はない。変異遺伝子から産生されるポリグルタ
ミンタンパク質による細胞毒性が原因であり，この産生の停止はDRPLAの有効な治療法と
なりうる。我々は，この可能性に対し，ゲノム編集による遺伝子サイレンシングを用いた治
療法の開発とその有効性の検討を行った。DRPLA Tgマウスが表現型を発症した後にAAV
を用いて脳内ゲノム編集を行った結果，30％程度の編集効率でありながら，本モデルマウス
の運動失調の進行の抑制，てんかん発作の停止，寿命の顕著な延長効果が観察された。本研
究は，DRPLAに対するゲノム編集を用いた治療法の実現可能性を強く支持するものである。
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子ATN1 のゲノム編集により，これらの問題の
影響を検討するとともに，毒性タンパク質発現
の永続的な抑制による治療法の，安全性と有効
性を証明し，治療法のない難治性てんかん性脳
症であるDRPLAに対する新たな治療法の開発
を目指すものである。この目的の達成のため，
我々は，DRPLA Tgマウスモデルを用いて，
DRPLAにおけるゲノム編集を介した遺伝子サ
イレンシングの治療効果を検討した。

ゲノム編集による遺伝子サイレンシング手法
として，我々はCRISPR/Cas9を用いたCAGリ
ピートの上流での二本鎖DNA切断を誘導と，非
相同末端結合（NHEJ）を介したフレームシフト
変異挿入法を使用した。本手法を用いて樹立し
たモザイクTgマウスを観察することによって，
モザイク状の遺伝子サイレンシングが，編集率
に相関してDRPLA症状を軽減させることを見
出した。さらに，病態出現後のモデルマウスに
おいて，アデノ随伴ウイルス（AAV）ベクターを
用いた遺伝子編集による生存率と運動能力の改
善、脳波異常の消失に伴うてんかん発作の大幅
な減少が示された。この研究は，DRPLAにおけ
る毒性タンパク質の伝播，非神経細胞由来の毒
性メカニズムの意味を明らかにし，DRPLAに対
する遺伝子編集治療戦略の応用に楽観的な見通
しを与える。本研究は，モザイク遺伝子治療が
単発性てんかん性脳症の有効な治療法であるこ
とを初めて報告したものである。

方法

【受精卵ゲノム編集とモザイクマウスの遺伝子
解析】

動物の飼育および実験はすべて新潟大学動物
実験指針に準拠して実施し，新潟大学動物実験
倫理委員会の承認を得た。受精卵ゲノム編集は，
in vitro transcriptionによって調製したCas9 
mRNAと合成gRNAを電子穿孔法によって導
入することによって行った。 本解析には129 
CAGリピートTgマウスを用いた （Q129）。ゲ
ノム編集操作を受けた受精卵より得られた個体
に挿入された変異の塩基配列は，抽出DNAを
鋳型にPCR増幅したampliconをTAクローニ
ングした後に，各個体由来クローンを50〜100

個，サンガーシーケンスによって配列決定する
ことによって解析した。
【イムノブロッティング】

マウス脳組織をSDS lysis bufferを用いて超
音波処理によって破砕し，タンパク質抽出を
行った。遠心処理の後，回収した上清のタンパ
ク質濃度を決定し，SDS泳動用サンプルを調製
した。タンパク質をアクリルアミドゲルによっ
て分離後，PVDF膜に転写し，メンブレン上の
タンパク質を抗原抗体反応によって検出した。
1次抗体には， 抗ATN1抗体 （R&D systems, 
AF 6567） と抗β-actin抗体 （MBL, M177-3）を
使用した。
【運動機能解析】

マウス運動機能をオープンフィ ールドテス
ト，ホームケージアクティビティテスト，そし
てローターロッドテストによって評価した。
【ポリグルタミン封入体免疫組織染色】

マウスをホルマリン灌流法により固定した
後，脳組織を採取，パラフィン包埋切片の作成
を行った。Tgマウス神経細胞内に形成される
ポリグルタミン封入体を，抗ポリグルタミン抗
体 （Sigma, MAB1574）と抗NeuN （全神経細胞
マーカー；Millipore, ABN78）を用いた2重免疫
染色によって検出・可視化した。得られた画像
から，封入体陽性神経細胞率を算出した。
【AAVベクター】

Cas9/gRNA発現用AAVコンストラクトは
pX601 （addgene）プラスミドベクターを改変
し作製した。具体的には，Cas9発現用プロモー
ターをElongation Factor 1α（EF1α）プロ
モーターに変換し，またCas9コーディング領
域の3’末端下流領域にWPRE3配列を付加した。
AAVセロタイプには，マウス血液脳関門を超
えることができるPHP.eBを使用した6）。
【AAV投与とゲノム編集率の算出】

本解析には112 CAGリピートTgマウスを使
用した （Q112）。AAVは2x1012vg/mouseの投
与量で，表現型を呈した後の麻酔下の7週齢の
Tgマウスに眼窩後静脈より投与を行った。投
与後12週齢で採取された脳組織よりゲノム
DNAを回収し，ヒトATN1遺伝子編集率を
droplet digital PCRによって解析した。
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【不随意運動発作定量】
DRPLA Tgマウスが呈するミオクローヌス

発作と強直間代発作の回数をビデオモニタリン
グによってカウンティングした。
【脳波解析】

DRPLA Tgマウスが呈する異常脳波を脳表
電極によって検出し，その特性と発生回数につ
いて解析を行った。
【統計】

採取された数値データの統計学的解析は，IBM 
SPSS statistic version 22 （IBM corporation）を
用いて行った。ガウス分布を持つ2群間の差は，
両側t検定で評価した。 ガウス分布のない2群
間の比較データは，Mann-Whitney U検定で分析
した。ガウス分布と等分散性の基準が満たされる
3群以上の解析は，一元配置分散分析（ANOVA）
や二元配置反復ANOVAなどのパラメトリッ
ク検定を使用して比較した。その後，データを
Bonferroni post hoc検定で分析し，グループ間
の統計的有意差を検定した。 不等分散を持つ
データにSteel-Dwass検定を適用した。P＜0.05
を統計的な有意差水準として使用した。生存曲
線は，survival Rパッケージのsurvdiff関数を用
いたlog-rank検定により評価した。

結果

【受精卵編集由来モザイクマウスは，編集効率
に応じた表現型の低減を示す】

DRPLA Tgマウス受精卵へのゲノム編集処
理の結果，60〜90%の体細胞のヒトATN1 遺伝
子にフレームシフト変異が挿入されたモザイク
マウスが得られた。加えて，フレームシフト変
異もしくは，インフレーム変異によって100%
編集された完全編集マウスも同時に作出され
た。脳組織のイムノブロッティング解析の結果，
フレームシフト変異によって完全編集された
Tgマウス脳内では変異ポリグルタミンATN1
タンパク質の発現が完全に停止しており，また
モザイクマウスでは，モザイク状態に応じた変
異タンパク質の発現レベルの減少が確認され
た。行動学的解析の結果，非編集Tgマウスは，
解析開始の6週齢からすでに運動失調と活動量
の低下を示し，加齢とともにこれらの表現型は

増悪した。一方で，フレームシフト変異によっ
て完全編集されたTgマウスは野生型マウスと
同等の行動学的スコアを示し，正常型を呈して
いた。モザイクマウスの解析の結果，行動学的
病態指標はゲノム編集効率に相関した改善を示
した。さらに，寿命解析の結果，非編集Tgマウ
スは100日齢までに全頭が死亡したが，モザイ
クマウスにおいては，同様にゲノム編集効率に
応じた寿命の延長が観察された （Fig. 1A）。こ
れらの結果から，モザイク状のゲノム編集が
DRPLAの病態抑制に有効であることが確認さ
れた。

脳内におけるポリグルタミンタンパク質封入
体形成を免疫組織染色によって解析した結果，
非編集Tgマウスではほぼ100％に近い神経細
胞で封入体の形成が認められた。一方でフレー
ムシフト変異完全編集Tgマウスにおいては，
ポリグルタミンタンパク質封入体の完全な消失
が確認された。 モザイク編集Tgマウスでは，
ほぼゲノム編集率と同等の，ポリグルタミンタ
ンパク質陰性神経細胞の出現が確認され，この
結果は，脳内において，ポリグルタミンATN1
タンパク質が細胞間を伝搬しないことを示唆し
ていた （Fig. 1B）。
【DRPLA Tgマウスの表現型は発症後のゲノム
編集治療でも軽減可能である】

次に，DRPLA病態を発症した後のTgマウス
に対してもゲノム編集法は治療効果を与えるか
どうかの検討を行った。Tgマウスが，不随意
運動（振戦），運動失調，活動性の低下が明確と
なった7週齢のDRPLA Tgマウスに対して，ゲ
ノム編集用AAVの投与を行い，その治療効果
を検討した。AAV投与5週後の12週齢で脳組
織を採取し，ゲノム編集効率を算出した結果，
AAV投与を受けたDRPLA Tgマウス脳では，
平均して30%のヒトATN1遺伝子にゲノム編
集による変異が挿入されていた。また，AAV
投与による発症後のゲノム編集治療で合っても
Tgマウスの寿命は顕著に延長することが確認
された （Fig. 1C）。

運動機能試験の結果，非治療Tgマウス群で
は，加齢とともに運動機能障害，活動性の低下
が顕著に進行した一方で，AAV投与群では，こ
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Fig. �（A） モザイクTgマウスの生存率観察結果。非編集Tgマウスは100日齢までに全頭が死亡するが，モザイ
ク率の上昇に相関して，Tgマウスの寿命の延長が観察された。（B） DRPLA Tgマウス受精卵ゲノム編集
によって得られたモザイクマウス脳のポリグルタミン封入体免疫染色画像。非編集Tgマウスでは全神経
細胞に封入体の形成が認められ，完全編集マウスでは封入体が消失する。モザイクマウスではモザイク編
集率に応じた封入体陰性細胞が観察される。 （C） AAV投与による生体ゲノム編集による寿命延長効果。

（D） AAV投与による生体ゲノム編集による運動失調表現型の改善。*** p< 0 .001。
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れらの病態表現型の進行が抑制され，長期間，
一定の身体機能が維持された （Fig. 1D）。また，
非治療Tgマウス群では25～30週齢において自
発性のてんかん発作が観察されたが，AAV投
与群では顕著にてんかん発作回数が減少すして
いた。同時期に脳波測定による解析を行った結
果，非治療Tgマウスではspike -and -wave 
discharges（SWD）と呼ばれる，てんかん関連
脳波異常が観察されることを突き止めた。そし
て，AAV投与によるゲノム編集治療によって，
このSWDの発生が持続的かつ顕著に抑制され
ることを見出した。

ポリグルタミン封入体形成率を，寿命末期の
Tgマウス脳で解析した結果，非治療Tgマウス
では，ほぼ全て （95～98%）の神経細胞がポリ
グルタミン封入体陽性である一方で，AAV投
与Tgマウス群においては平均で25%のポリグ
ルタミン封入体陰性神経細胞が観察され，これ
はゲノム編集によるフレームシフト変異挿入率
とほぼ一致していた。興味深いことに，AAV
投与治療法の検討の基盤となった受精卵ゲノム
編集によって得られた100%フレームシフト変
異挿入Tgマウス，またAAV投与Tgマウスに
おいても，ヒトATN1 mRNA量の低下は観察
されなかった。100%編集マウスでは表現型が
消失し，AAVにおいても治療効果が得られた
という事実は，他の原因遺伝子変異に起因する
別種のポリグルタミン病で指摘されている，
CAG伸長mRNA毒性は，DRPLA病態の分子機
序に寄与していない可能性が高いことを示して
いた。

以上の研究成果により，病態発症後ゲノム編
集を用いた遺伝子サイレンシングによって，
DRPLAの病態進行が抑制され，本戦略は有効
な治療戦略となりうることが示された。

考察

本研究は，CAGリピートが伸長した， ヒト
ATN1ゲノムをシングルコピー保有する
DRPLA Tgマウスを用いて，ゲノム編集による
遺伝子サイレンシングがDRPLA症状を抑制で
きることを示し，生存率，表現型，病理所見は，
編集効率とともに改善した。これらの結果から，

このDRPLA Tgマウスでは，非編集細胞が他
の細胞に与える影響は限定的であることが示唆
された。さらに，神経細胞の約30％にゲノム編
集を施すことによって，疾患発症後であっても，
本モデルマウスの生存期間の延長と運動症状が
改善を示した。特に，てんかん発作の抑制と脳
波所見の改善は顕著であった。これらの研究結
果は，ゲノム編集によってポリグルタミンATN1
タンパク質の発現を停止させた細胞をモザイク
状に誘導することによって，DRPLAの治療が可
能であることを示している。

特に，モザイク状態のゲノム編集は，ミオク
ローヌス，跳躍発作，痙攣，脳波異常所見など
の発作性運動症状を有意に改善した。若年発症
型DRPLAでは難治性てんかんを合併し，
DRPLA患者は脳波検査でSWDを伴う脳波異
常を呈することが示されている7）。 我々は
DRPLA Tgマウスも同様に，てんかん発作期に
SWDが発生していることを見出した。さらに
この異常脳波が，約20-30%の神経細胞をゲノ
ム編集することにより，持続的に抑制され，発
作性運動症状が劇的に軽減することを示した。
てんかんは， 興奮性ニュ ーロン発火と抑制性
ニューロン発火のアンバランスによる，同期し
たニューロンの過剰興奮から生じると考えられ
ている8）。従って，モザイク状のゲノム編集操
作によって，異常細胞と異常細胞の間に正常細
胞が介在することで，異常な過剰興奮の同期が
抑制することが，てんかん発作の発生を抑止し
ている可能性が考えられる。 この結果は，
DRPLAの難治性てんかんの治療のみならず，
他の遺伝性難治性てんかんの治療にも示唆を与
えるものである。

DRPLAは，未だ治療法のない神経変性疾患
である。若年性DRPLAは治療抵抗性てんかん
を合併する重篤な疾患であり，早期の寝たきり
状態や合併症による死に至る。本研究では，
DRPLAが発症後であっても，細胞の部分的ゲ
ノム編集によって運動機能を維持し，発作や脳
波所見を有意に改善できることを示した。さら
に，過去の報告と併せて考えると，DRPLAは
神経細胞死ではなく，可逆的な神経機能障害が
主体であることが示唆される9）。これらの結果
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は，DRPLAが進行した段階でも回復の可能性
があることを示唆している。若年性DRPLAの
ような進行性で致死的な疾患では，治療の利点
がゲノム編集のリスクを上回る可能性があり，
AAV-PHP.eBのような血液脳関門を越えて，脳
全般に感染可能なAAVを用いる手法は有望な
治療手段となる。この研究で使用されたAAV
セロタイプは，霊長類では血液脳関門を通過し
ない10）。霊長類の中枢神経系への導入効率に優
れた，最近開発されたAAV.CAP-Macのような
デリバリー技術のさらなる開発が併せて期待さ
れる11）。
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