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研究成果の概要（和文）：　本研究では、霊長類脳において導入遺伝子発現をモニターするための生体イメージング法
を開発するため、アデノ随伴ウイルスベクターや逆行性感染型レンチウイルスベクターを用いたウイルスベクターシス
テムとレポーターシステムにより、神経路選択的遺伝子発現ベクターシステムへのレポーター遺伝子の導入とその最適
化を実施し、レポーター遺伝子による発現状態の確認と薬剤導入による特定の神経路への機能介入を同時に実現する実
験系の構築に成功した。また、イメージング結果と行動学的および組織学的解析結果との相関を調べることによって、
本研究で確立した機能的生体イメージング手法の有用性を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：　In order to develop an in vivo imaging technique for monitoring foreign gene 
expression in the primate brain, we first improved both the viral vector system and the reporter system 
using an adeno-associated viral vector and a lentiviral vector with highly efficient retrograde gene 
transfer. Employing these systems, we carried out the delivery of a reporter gene into the vector system 
for pathway-selective gene expression and its optimization, and then successfully achieved an 
experimental system that simultaneously allowed the verification of foreign gene expression with the 
reporter gene and the functional interference in a particular pathway with drug induction. Moreover, by 
examining a correlation between data obtained from the imaging and the behavioral/histological analysis 
we clarified the usefulness of the functional in vivo imaging technique that we established here.

研究分野：神経科学
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１． 研究開始当初の背景 
 最近、サルにおいて特定の神経回路機能
に介入し、行動学的・電気生理学的アプロ
ーチによる機能解析を実現するため、ウイ
ルスベクターを用いた神経路選択的遺伝子
導入法が開発された。本手法は、逆行性感
染型のレンチウイルスベクター（HiRetベク
ター）と順行性感染型のアデノ随伴ウイル
スベクター（AAVベクター）の多重感染に
よって、特定の神経路を形成するニューロ
ン群にのみ外来遺伝子の発現を誘導するも
のである。導入遺伝子としてテタヌストキ
シンやチャネルロドプシンなどの機能プロ
ーブを使用することによりターゲット神経
路に対する機能介入をおこない、行動学
的・電気生理学的変化を解析することが可
能になった。しかしながら、行動課題をト
レーニングしたサルを用いた長期間にわた
る慢性実験に神経路選択的遺伝子導入法を
適用するためには、遺伝子導入の成否を事
前に確認できることが必須要件である。そ
こで、陽電子放射断層撮影（PET）や核磁
気共鳴画像法（MRI）などの生体イメージ
ング法においてマーカーとなる遺伝子をウ
イルスベクターシステムに組み込むことに
より、外来遺伝子の発現状態をモニターす
る手法を確立することを計画した。 

 
２．研究の目的 
 本研究では、PETやMRIなどの生体イメー
ジング法においてマーカーとなる遺伝子を
利用し、霊長類の脳にウイルスベクターを用
いて導入した外来遺伝子の発現状態をモニ
ターする手法を確立することを第一の目的
とする。また、この手法を、研究代表者らが
最近開発した、特定の神経路を形成するニュ
ーロン群にのみ外来遺伝子を導入する神経
路選択的遺伝子導入法に適用し、ターゲット
神経路の活動を操作する機能介入解析の際
に、導入したプローブ遺伝子の発現状態をモ
ニターすることによって、遺伝子導入の成否
を事前に確認できる手段を提供することを
第二の目的とする。さらに、これらの技術を
発展させて、RNAi 誘導による発現抑制系に
も応用できるような汎用的システムの構築
を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1) PET/MRI マーカー遺伝子と蛍光遺伝子を
連結したレポーター遺伝子配列を構築し、そ
れを組み込んだ AAV ベクターをサルの線条
体に注入することにより、マーカー遺伝子の
発現をシグナルとして検出できることを確
認し、遺伝子構成や撮像条件の調整をおこな
う。 
(2) レポーター遺伝子を同時に発現するよう
に神経路選択的遺伝子導入ベクターシステ
ムを改変し、テタヌストキシン軽鎖によって
黒質―線条体ドーパミン神経路の伝達阻害
を引き起こす実験系において検証し、イメー

ジング結果と行動学的・組織学的解析結果と
の相関を調べる。最終的には、ベクターシス
テムを発現抑制系に改変し、RNAi による受
容体発現抑制効果とマーカー遺伝子のイメ
ージング結果との相関を解析し、特定のニュ
ーロン群における RNAi効果を的確に推定で
きる手法を確立する。 
 
４．研究成果 
(1) 本研究では、PETやMRIなどの生体イメ
ージング法においてマーカーとなる遺伝子
を利用し、霊長類の脳にウイルスベクターを
用いて導入した外来遺伝子の発現状態をモ
ニターする手法を確立することを第一の目
的とする。また、この手法を、研究代表者ら
が最近開発した、特定の神経路を形成するニ
ューロン群にのみ外来遺伝子を導入する神
経路選択的遺伝子操作法に適用し、当該神経
路の活動を操作する機能介入の影響を解析
する際に、導入したターゲット遺伝子の発現
状態をモニターすることによって、遺伝子導
入の成否を事前に確認できる手段を提供す
ることを第二の目的とする。 
(2) 第一の目的に関連し、PET のマーカー遺
伝子を導入した AAV ベクターを作製して、
同ベクターをマカクザルの線条体に注入し、
その発現状態を PET で検出できることを検
証する実験をおこなった。その結果、PET撮
像により線条体におけるマーカー遺伝子の
発現がシグナルとして検出できることを確
認し、組織学的解析をとおしてマーカー遺伝
子の発現範囲と PET シグナル範囲が一致し
ていることを確認した。また、タグ配列の導
入による PET シグナルへの影響について解
析をおこなった。さらに、この手法を特定の
神経回路に対する機能介入解析に応用する
ため、HiRetベクターと AAVベクター、およ
び Tet-On 発現誘導系を利用した神経路選択
的な遺伝子発現法に改良を加え、発現量の増
加とリーク発現の低下を実現し、かつ PETマ
ーカー遺伝子、組織学的マーカー遺伝子、神
経活動制御プローブ遺伝子など複数の遺伝
子を発現できるシステムを開発した。また、
RNAi 誘導による発現抑制系への応用を検討
するため、ベクター配列の改変など、ベクタ
ーシステムの開発に着手した。 
(3) 第二の目的に関連し、上記のように開発、
改良したレポーターシステムおよびウイル
スベクターシステムを利用して、神経路選択
的遺伝子発現ベクターシステムへのレポー
ター遺伝子の導入とその最適化を実施し、レ
ポーター遺伝子による発現状態の確認と薬
剤導入による特定の神経路への機能介入を
同時に実現する実験系の構築に成功した。さ
らに、イメージング結果と行動学的および組
織学的解析結果との相関を調べることによ
り、本研究で確立した特定のニューロン群に
おけるターゲット遺伝子発現の機能的生体
イメージング手法の有用性が明らかになっ
た。 



(4) 今後はこれらの技術を発展させて、RNAi
誘導による発現抑制系にも応用できるよう
な汎用的システムの構築を目指す。具体的に
は、神経伝達物質の受容体遺伝子をターゲッ
トとして特定のニューロン群における RNAi
誘導配列の転写状態を的確に推定できる手
法を確立するため、ベクターシステムの開発
と改良、およびベクター注入後のイメージン
グ実験を進める。本研究の成果は、ターゲッ
ト遺伝子を発現する特定のニューロン群の
効率的な生体イメージングを実現する手法
として、広く遺伝子治療や再生医療の発展に
も貢献できると考える。 
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