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研究成果の概要（和文）：脳内の特定のニューロンにノックインを行う技術開発のため、マウスβ-actin遺伝子
へのEGFP遺伝子の挿入を試みた。胎生15日目のマウス側脳室に、β-actinのN末を標的としたsgRNAとCas9を発現
するベクター、β-actinの標的領域の5’側、3’側それぞれ0.5 kbをEGFP配列の両端に付加したドナーベクタ
ー、RFP発現ベクターを注入し、電気パルスをかけた結果、大脳皮質のニューロンの一部で、β-actinの局在に
一致したEGFPのシグナルが検出された。また、ドナーベクターの相同配列の長さを延長することと、Rad51発現
ベクターの共導入で、ノックイン効率は10倍まで上昇した。

研究成果の概要（英文）：In order to develop a technology to knock-in genes into specific neurons in 
the brain, we attempted to insert the EGFP gene into the mouse β-actin gene. We injected a vector 
expressing Cas9 and sgRNA targeting the N-terminal end of β-actin, a donor vector containing 0.5 kb
 genome fragment of 5’ and 3 of the target region of β-actin as homology arms besides the EGFP 
sequence, and an RFP expression vector  in the mouse lateral ventricle at embryonic day 15 and 
applied electric pulses. We detected EGFP signals consistent with the localization of β-actin 
protein in some population of neurons in the cerebral cortex. In addition, knock-in efficiency was 
increased up to 10-fold by extending the length of the homology arms of the donor vector and 
co-introduction of the Rad51 expression vector.

研究分野：神経生理学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
CRISPR/Cas9システムを用いたゲノム編集は、近年爆発的に研究されるようになってきてたが、これらの多くは
培養細胞で行われており、in vivoでの研究は特に脳では少なかった。また、脳内の特定ニューロンへ遺伝子ノ
ックインを行う研究は、本研究開始当初は皆無であった。本研究は、子宮内エレクトロポレーション法を用いる
こよにより、大脳皮質の特定のニューロンに遺伝子ノックインを行うことが可能であることを証明した。加え
て、ノックイン効率を高めるための方法についても提示した。本研究で開発した技術により、自閉症などの神経
疾患で見つかった変異をニューロンに1世代で簡便に導入し、解析することが可能になった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 自閉症の原因として、シナプス異常が指摘されており、これまでにヒトの自閉症患者から、
シナプスで機能する遺伝子の変異が数多く見つかってきた。我々はこの中で、特にシナプス接
着因子に着目し、シナプス機能と自閉症との関係について研究を行ってきた。シナプス接着因
子は、細胞外ドメインを介して、シナプス前終末とシナプス後部を物理的に接合する機能を中
心に研究されていたが、近年、細胞内ドメインを介して細胞内シグナルを伝達し、シナプス機
能をダイナミックに制御していることも指摘されるようになってきた。ただ、シナプス接着因
子を介したシグナル伝達は、きわめて繊細なメカニズムで制御されていて、遺伝子のコピー数
が違うだけで効果が大幅に変わるものと考えられている。このため、ヒトで見つかった自閉症
変異のシナプス機能に及ぼす効果を調べるためには、従来の様な変異コンストラクトを過剰発
現するのでは不十分で、ゲノムそのものを改変するノックイン技術を用いる必要が生じる。一
方、一つの遺伝子に対して、複数の遺伝子変異が自閉症患者から見つかっている状況で、それ
ぞれについて一つ一つノックイン動物を作成するのはコストと時間を考えれば非現実的である。
もし、一世代で特定のニューロンに遺伝子変異をノックインできる技術が開発できれば、これ
らの問題は解決できる。このため、本研究ではCRISPR/Cas9を用いたゲノム編集技術に着目し、
脳内の特定のニューロンで簡便に遺伝子をノックインできる技術の開発に取り組むことにした。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、CRISPR/Cas9システムを用いて、脳の特定のニューロンで簡便に遺伝子のノック
インを大なう技術の開発を行うことを目的として取り組んだ。このため、脳の特定のニューロ
ンに効率よく遺伝子を導入する方法として、子宮内エレクトロポレーション法を用いることに
した。ノックインを試す標的として、ニューロン内で発現が強く、タンパク質の局在もよく知
られている β-actinを選び、ここに EGFPをノックインすることで、ノックインが成功したかど
うかの有無を顕微鏡下でモニターできるようにした。また、ノックイン効率を向上させるため
に、ドナーベクターの相同アームの長さを変えたり、DNA 修復因子として知られる Rad51 を
共導入して、これらの効果について検証を加えた。 
 
３．研究の方法 
（１）β-actin に対する guide-RNA（sgRNA）の作成：β-actin の翻訳開始点付近に sgRNA 候
補配列を複数選択し、sgRNA と Cas9 の両方の発現かセットを有するベクターpCGSapI の SapI
サイトに挿入し、U6 プロモーターにより選択した sgRNA が発現されるコンストラクトを作成し
た。選択した gRNA の切断効率を検証するため、pEGXXFP による方法を用いた。これは、EGFP
のコード配列がスペーサーにより真ん中で分断されているもので、スペーサーが切断されると、
相同組み換えメカニズムにより完全な EGFP 配列が出来上がり、EGFP シグナルを発するもので
ある。β-actinの翻訳開始点前後の0,5kbのゲノム領域をpEGXXFPのスペーサー部分に挿入し、
pCGSapI-β-actinと pEGXXFPコンストラクトをH293細胞に同時にトランスフェクションした。
トランスフェクションした HEK293 細胞のうち、EGFP が最も多く発現させることができたもの
を、子宮内エレクトロポレーションに用いる gRNA として選択した。 
（２）ドナーベクターの作成：EGFP のコード領域に相当する DNA 断片の両端に、β-actin の
翻訳開始点の前後0.5kb ～ 2kbのゲノム断片を接合したものをpBluescriptベクターに挿入し
た。 
（３）子宮内エレクトロポレーション：妊娠 15日目の雌マウスの子宮を麻酔科で露出し、
pCGSapI-β-actin、ドナーベクター、赤色蛍光タンパク質（RFP）発現ベクターを含む DNA 混合
液を、羊膜越しに胎児の側脳室に注入し、ピンセット型電極で電気パルスをかけた。処置後、
子宮を母体へ戻して縫合し、自然分娩で遺伝子導入マウスを得た。遺伝子導入の有無は、LED
ペンライトにより新生児の頭蓋越しに確認した。 
（４）形態学的解析：成熟マウスを 4%パラフォルムアルデヒドにて還流固定したあと脳を摘出
し、ミクロトームにて 50 μmの切片を作成した。切片をスライドガラスに乗せてカバーガラス
をかけ、共焦点顕微鏡にて EGFP および RFP のシグナルを観察した。ノックイン効率は、全遺伝
子導入ニューロン（RFP 陽性ニューロン）中の EGFP 発現ニューロンで算出した。 
（５）電気生理学的解析：成熟マウスから麻酔科で脳を剖出し、低温人口脳脊髄液（ACSF）へ
浸した。その後速やかにミクロトームで 350 μm の切片を作成し、正立水浸顕微鏡下で、RFP
および EGFP のシグナルを観察した。EGFP 発現ニューロンについて、微小ガラス電極により全
細胞モードでパッチを作成し、電圧固定法及び電流固定法により電気信号を計測した。 
（６）単一ニューロン RT-PCR：微小ガラス電極でパッチし、電気記録を取得した後、パッチし
たニューロンの細胞質を吸引し、マイクロチューブへ移した。EGFP 内およびドナーベクターの
外側に設計したプライマーを用いて RT-PCR を行い、正常にノックインができていることを検証
した。 
 
４．研究成果 
 子宮内エレクトロポレーション法により、胎生 15日目のマウスの側脳室に、
pCGSapI-β-actin コンストラクト、両端 0.5 kb ずつのβ-actin 相同アームを含む EGFP ドナ
ーコンストラクト、遺伝子導入マーカーとなる RFP 発現子コンストラクトを含む DNA 混合液を



注入し、電気パルスをかけてエレクトロポレーションを行い、生まれてきたマウスが成熟した
後、大脳皮質の切片を共焦点顕微鏡下で解析したところ、大脳皮質 2/3 層の錐体ニューロンの
一部で遺伝子導入を示す RFP のシグナルが確認され、全遺伝子導入ニューロン（RFP 陽性）の
うち、約 2%で EGFP のシグナルが確認された。EGFP のシグナルは、樹状棘突起で特に強く、内
在性β-actin タンパク質の局在と一致するものであった。単一ニューロン RT-PCR により、EGFP
がβ-actin 遺伝子にゲノム上でノックインされていることが確認できた。電気生理学的解析に
より、β-actin ノックインニューロンは、遺伝子導入がなされていないニューロンと比較して、
シナプスの活動性やニューロンの興奮性に変化がなく、ノックインによるニューロン機能に対
する悪影響がないことが確認できた。 
 ノックイン効率を上げるため、ドナーベクターの相同アームの長さを変えたコンストラクト
について試した。相同アームの長さが長くなるほど、ノックイン効率は上昇し、5’側の相同ア
ームを 1.6 kb、3’側の相同アームの長さを 2kb にしたところ、ノックインされたニューロン
は、全遺伝子導入ニューロン中の 14%まで上昇した。なお、相同アームをこれ以上長くすると、
内在性のプロモーター領域や polyA シグナルが入ってきて、ドナーベクター自体が
β-actin-EGFP 発現コンストラクトになってしまうため、相同アームの長さはこれ以上延長す
ることはできなかった。CRISPR/Cas9 によるノックインは、homology directed repari (HDR)
メカニズムによるが、この HDR には DNA 修復因子である Rad51 が大きな役割を果たすことが知
られている。Rad51 を投与すると、HDR が促進してノックイン効率が上昇するのではないかとの
仮説のもと、子宮内エレクトロポレーションを行う際に、Rad51 発現ベクターも同時に注入し
た。1.6 kb-2 kb の相同アームを有するドナーベクターを用いた場合、Rad51 を共導入したもの
でノックイン効率は 25%まで上昇した。これは、形態学的や電気生理学的に遺伝子がノックイ
ンされたニューロンを解析するには十分な効率であり、当初の目的であるシナプス接着因子の
遺伝子変異の効果を解析するための技術開発という点に関して、達成できたと考えられる。 
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