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研究成果の概要（和文）：本研究課題では、さまざまなウイルスベクターを利用した先端的神経ネットワーク解析シス
テムを確立し、それらを駆使して、霊長類の大脳基底核を巡る神経ネットワークの構造と機能を明らかにすることを目
的としている。以下の３つの項目に関する研究計画が順調に進展し、それぞれ興味ある研究成果が得られた：（１）高
発現型multi-color狂犬病ウイルスベクターを用いた前頭葉皮質への多シナプス性出力様式と皮質―線条体入力様式に
基づく線条体の機能マッピング、（２）線条体の特定の部位に入力する視床および黒質のニューロン群の入出力解析、
（３）視床、黒質、前頭葉皮質から線条体の特定の部位に入力する神経路に対する機能介入。

研究成果の概要（英文）：The present research project aims at elucidating the structure and function of 
neural networks related to the primate basal ganglia by establishing cutting-edge systems for neural 
network analyses with a variety of viral vectors. In the following three issues, the research plans set 
beforehand have successfully been progressed, and interesting outcomes concerning each issue have been 
achieved: (1) functional mapping of the striatum based on the patterns of multisynaptic outputs to the 
frontal lobe with high-efficiency multi-colored rabies viral vectors and of corticostriatal inputs, (2) 
input-output analyses of thalamic and nigral neurons projecting to a given region of the striatum, and 
(3) functional intervention in pathways linking the thalamus, nigra, and frontal lobe to a given region 
of the striatum.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
 大脳基底核の主要な入力部である線条体
は、大脳皮質のほぼ全域から運動・感覚・認
知・情動など多種多様のグルタミン酸作動性
の入力情報を受ける。さらに、視床からは同
じくグルタミン酸作動性入力が、黒質からは
ドーパミン作動性入力が投射し、これらが複
雑に入り交じった入力構造を呈しているた
め、線条体の情報処理様式については未だ不
明な点が多い。他方、線条体の機能としては、
古くからパーキンソン病などの神経疾患研
究により運動の実行機能との関連が指摘さ
れ、近年では、ドーパミン入力と学習、動機、
意欲との関係や、うつ病、統合失調症など、
多くの精神疾患で線条体の神経伝達異常が
注目されている。しかしながら、これら多様
な疾患病態の発現を説明する線条体のネッ
トワーク機構についても詳細な解析はなさ
れていない。これまで、運動・感覚野は被殻
後部に、連合野は被殻前部と尾状核に投射す
るなど、大脳皮質からの入力分布が線条体の
機能局在を反映しているという基本的概念
は示されているものの、本質的な理解には未
だ至っていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、さまざまなウイルスベクター
を利用した先端的神経ネットワーク解析シ
ステムを確立し、それらを駆使して、霊長類
の大脳基底核を巡る神経ネットワークの構
造と機能を明らかにすることを目的とする。
具体的には、大脳基底核の主要な入力部であ
り、その機能の根幹を支える線条体を対象と
し、線条体（尾状核・被殻）の特定の部位に
局在性入力を送る視床および黒質の個別の
ニューロン群について、新規に開発する多重
感染可視化法により、その入出力様式を機能
解剖学的に解析する。また、改良を加えた神
経路選択的遺伝子発現制御法を用いて、線条
体への特定の入力に対する機能介入をおこ
ない、行動学的および電気生理学的変化を解
析する。このようにして、個別の入力系の機
能的役割を探究することにより、大脳基底核
における情報処理の基本的枠組みの解明を
目指す。 
 
３．研究の方法 
 本研究にはマカクザルを使用する。まず、
高発現型 multi-color 狂犬病ウイルスベクタ
ーを用いて前頭葉皮質への多シナプス性出
力様式を解析し、線条体の機能マッピングを
おこなう。次に、逆行性感染型レンチウイル
スベクター、順行性感染型アデノ随伴ウイル
スベクター、感染伝播能欠失型狂犬病ウイル
スベクターを利用して、特定の神経路を構成
するニューロン群の入出力可視化法を開発
し、作成された機能マップに基づいて、線条
体の特定の部位に入力する視床や黒質の個
別のニューロン群の入出力様式を解析する。
さらに、神経路選択的な神経活動操作法を用

いて、視床、黒質、前頭葉皮質から線条体の
特定の部位に入力する神経路に対する機能
介入をおこない、行動学的および電気生理学
的変化を解析することにより、その機能的役
割と線条体における入力情報処理機構を解
明する。 
 
４．研究成果 
平成２５年度 
 外来遺伝子の高発現化など、独自に開発、
改良をおこなった狂犬病ウイルス固定株を
ベースとするウイルスベクターに、４種類の
蛍光タンパク質遺伝子を組み込んで多重逆
行性越シナプス的トレーシングのための狂
犬病ウイルスベクターを作製し、前頭前野の
４領野への注入実験を実施した。その結果、
このベクターは親株である CVS26 株と同等
の逆行性感染伝播効率を保持しており、１シ
ナプスにつきおよそ２４時間で移動し、注入
後７２時間ではベクターが注入部位からシ
ナプスを３つ介する３次ニューロン（大脳皮
質─大脳基底核ループ回路では線条体の投
射細胞）まで到達していることが確認され、
かつ大脳基底核のさまざまな領域において
蛍光タンパク質による多重ラベルが発見さ
れた。また、線条体の特定の部位に入力する
ニューロン群の軸索投射を解析するための
システムとして、研究代表者らが近年開発に
成功した逆行性レンチウイルスベクターと
アデノ随伴ウイルスベクター、および Tet-On
発現誘導系を利用した経路選択的細胞可視
化法に改良を加え、発現量の増加とリーク発
現の低下に成功した。さらに、線条体の特定
の部位に入力するニューロン群の入出力解
析法の開発としては、同法に必須なベクター
である感染伝播能欠損型（G 遺伝子欠損型）
狂犬病ウイルスベクターにゲノム配列の改
変をおこない、従来型と比べて外来遺伝子発
現能を向上させ、かつ細胞毒性を低減した改
良型ベクターを開発することに成功した。次
年度は、平成２５年度に開発、改良に成功し
たウイルスベクターシステムを利用し、線条
体の特定の部位に入力するニューロン群の
入出力解析法を霊長類において確立し、線条
体の特定の部位に入力する大脳皮質、視床、
黒質の入出力解析をおこない、線条体入力系
の全体像を明らかにする。また、線条体の特
定の部位に入力する大脳皮質、視床、黒質か
らの神経路への機能介入による行動学的お
よび電気生理学的解析をおこなうため、リー
ク発現を最小化した神経路選択的発現制御
システムを利用して、ニューロトキシン遺伝
子やオプシン遺伝子の発現による特定神経
路への機能介入を実現し、行動学的解析や課
題実行時の電気生理学的解析をおこなう。 
 
平成２６年度 
 まず「高発現型 multi-color 狂犬病ウイル
スベクターを用いた前頭葉皮質への多シナ
プス性出力様式と皮質―線条体入力様式に



基づく線条体の機能マッピング」において、
前年度に開発した４種類の蛍光蛋白質をそ
れぞれ発現する狂犬病ウイルスベクターを、
単一サル個体の異なる前頭前野領域に注入
し、二次および三次ニューロンとして各蛍光
蛋白質でラベルされた淡蒼球内節・黒質網様
部ニューロンあるいは線条体ニューロンの
分布、および複数の蛍光蛋白質で多重ラベル
されたニューロンの分布を解析するととも
に、アデノ随伴ウイルスベクターによる皮質
領域からの順行性トレーシングを併用して、
線条体への入力と線条体からの出力の局在
関係を解析し、大脳皮質─大脳基底核ループ
回路の基本的構築を明らかにする研究計画
を進めている。また、「線条体の特定の部位
に入力するニューロンの入出力解析法の確
立」では、前年度に改良したマーカー蛋白質
のリーク発現を低減した逆行性感染型レン
チウイルスベクター（改変テトラサイクリン
応答配列の下流に FLEX 配列に挟まれた逆
位の膜局在型蛍光蛋白質（pal-XFP1）遺伝子
とシナプシンプロモータの下流にタグ遺伝
子の２つの配列を組み込んだもの）を線条体
に、Cre リコンビナーゼ等の部位特異的組換
え酵素と、flag タグを付加した改変テトラサ
イクリンアクチベータを発現するアデノ随
伴ウイルスベクターを黒質に注入したモデ
ルザルを作製し、線条体に投射する黒質ニュ
ーロンで２種類のベクターの多重感染が成
立し、pal-XFP の発現が誘導され軸索が可視
化されることを確認する研究計画を進めて
いる。次年度（最終年度）は以下の３つの研
究計画を進める。 
（１）前年度から進めてきた「高発現型
multi-color 狂犬病ウイルスベクターを用い
た前頭葉皮質への多シナプス性出力様式と
皮質―線条体入力様式に基づく線条体の機
能マッピング」および「線条体の特定の部位
に入力するニューロンの入出力解析法の確
立」に関する研究計画を継続する。 
（２）「線条体の特定の部位に入力するニュ
ーロンの入出力解析法の確立」に関する研究
計画を達成後、そこで開発した入出力解析法
を用いて、「線条体の特定の部位に入力する
視床および黒質のニューロン群の入出力解
析」に着手する。具体的には、２種類の逆行
性感染型レンチウイルスベクター（異なる
palXFP と TVA あるいは TVB をコード）を
それぞれ線条体の異なる部位に、アデノ随伴
ウイルスベクターを視床（髄板内核など）や
黒質に注入し、EnvA あるいは EnvB でシュ
ードタイプされた２種類の感染伝播能欠失
（G 遺伝子欠損）型狂犬病ウイルスベクター
をアデノ随伴ウイルスベクターと同じ領域
に注入することにより、線条体の注入部位に
投射するニューロン群においてベクターの
多重感染を成立させ、TRE-XFP による軸索
の強力な可視化と、EnvA-TVA あるいは
EnvB-TVB の結合による選択的感染を介す
る狂犬病ウイルスベクターの単シナプス的

逆行性感染伝播をとおして、その入出力を同
定する。 
（３）（２）と同様、「線条体の特定の部位に
入力するニューロンの入出力解析法の確立」
に関する研究計画を達成後、そこで改良した
Tet-On 発現制御法を用いて、「視床、黒質、
前頭葉皮質から線条体の特定の部位に入力
する神経路に対する機能介入」についても併
せて検討する。 
 
平成２７年度 
 まず前年度から進めてきた「高発現型
multi-color 狂犬病ウイルスベクターを用い
た前頭葉皮質への多シナプス性出力様式と
皮質―線条体入力様式に基づく線条体の機
能マッピング」に関する研究計画を継続して
いる。新規に導入したデジタルスライド解析
装置を用いて、４種類の蛍光蛋白質をそれぞ
れ発現する狂犬病ウイルスベクターを異な
る前頭前野領域に注入したマカクザルにお
いて、二次および三次ニューロンとして各蛍
光蛋白質でラベルされた淡蒼球内節・黒質網
様部ニューロンあるいは線条体ニューロン
の分布、および複数の蛍光蛋白質で多重ラベ
ルされた単一ニューロンの分布を解析して
いる。また、「線条体の特定の部位に入力す
るニューロンの入出力解析法の確立」につい
ても、前年度から進めてきたマーカー蛋白質
のリーク発現を低減した逆行性感染型レン
チウイルスベクターとアデノ随伴ウイルス
ベクターを組み合わせた遺伝子改変サルモ
デルの作製に関する研究計画を継続してい
る。「線条体の特定の部位に入力する視床お
よび黒質のニューロン群の入出力解析」につ
いては、上記と同様の入出力解析法により、
遺伝子改変サルモデルの作製に関する研究
計画を進めている。当該研究成果に基づき、
「視床、黒質、前頭葉皮質から線条体の特定
の部位に入力する神経路に対する機能介入」
について、Tet-On 発現制御法を用いた神経路
選択的開口放出阻害により、テトラサイクリ
ン応答配列の下流にテタヌストキシン軽鎖
遺伝子を組み込んだ逆行性感染型レンチウ
イルスベクターを線条体に、改変逆テトラサ
イクリンアクチベータを発現するアデノ随
伴ウイルスベクターを黒質に注入してパー
キンソン病サルモデルを作製し、行動障害の
パターンを解析することを検討している。今
後は、以下の３つの研究計画を実施し、当初
の研究計画を達成する。 
（１）「高発現型 multi-color 狂犬病ウイルス
ベクターを用いた前頭葉皮質への多シナプ
ス性出力様式と皮質―線条体入力様式に基
づく線条体の機能マッピング」に関する研究
計画については、現在解析中のデータを原著
論文として発表する。また、「線条体の特定
の部位に入力するニューロンの入出力解析
法の確立」に関する研究計画についても、現
在進めている遺伝子改変サルモデルの作製
が完了次第、原著論文の発表を検討する。 



（２）「線条体の特定の部位に入力する視床
および黒質のニューロン群の入出力解析」に
ついては、同様の入出力解析法により、遺伝
子改変サルモデルの作製に関する研究計画
を更に進める。すなわち、２種類の逆行性感
染型レンチウイルスベクター（異なる
palXFP と TVA あるいは TVB をコード）を
それぞれ線条体の異なる部位に、アデノ随伴
ウイルスベクターを視床や黒質に注入し、
EnvA あるいは EnvB でシュードタイプされ
た２種類の感染伝播能欠失（G 遺伝子欠損）
型狂犬病ウイルスベクターをアデノ随伴ウ
イルスベクターと同じ領域に注入すること
により、線条体の注入部位に投射するニュー
ロン群においてベクターの多重感染を成立
させ、TRE-XFP による軸索の強力な可視化
と、EnvA-TVA あるいは EnvB-TVB の結合
による選択的感染を介する狂犬病ウイルス
ベクターの単シナプス的逆行性感染伝播を
とおして、その入出力を同定する。 
（３）（２）の研究成果に基づき、「視床、黒
質、前頭葉皮質から線条体の特定の部位に入
力する神経路に対する機能介入」について、
Tet-On 発現制御法を用いた神経路選択的開
口放出阻害により、テトラサイクリン応答配
列の下流にテタヌストキシン軽鎖遺伝子を
組み込んだ逆行性感染型レンチウイルスベ
クターを線条体に、改変逆テトラサイクリン
アクチベータを発現するアデノ随伴ウイル
スベクターを黒質に注入してパーキンソン
病サルモデルを作製し、行動障害のパターン
を解析する。 
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