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研究成果の概要（和文）：本研究ではウイルスベクターを用いた遺伝子導入法をマカクザルに適用し、機能性の
タンパク質を神経細胞に発現させ、遺伝子導入した神経細胞の機能を操作し、特定の神経経路の機能を明らかに
することを目的とした。中脳上丘から視床枕への神経経路を選択的に遮断することにより上丘-視床枕経路が盲
視の視覚情報処理に重要であることを示し、成果を論文として発表した(Kinoshita et al., Nature 
Communications (2019) 10(1), 135)。

研究成果の概要（英文）：In this study, we applied a gene transfer method using a viral vector to 
macaque monkeys’ brain to express functional proteins in neurons of a specific pathway and to 
manipulate its functions. By selectively blocking the neural pathway from the superior colliculus to
 the pulvinar, we showed the importance of the superior colliculus - pulvinar pathway for visual 
information processing of the blindsight.

研究分野： 神経科学

キーワード： ウイルスベクター　マカクザル　視覚情報処理

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
脳機能を解明するために齧歯類などの小型モデル動物などに適用され多くの重要な成果を挙げている遺伝子導入
による研究手法を、本研究ではよりヒトに近い霊長類（マカクザル）の脳に応用し、その視覚情報処理経路に関
する新しい知見を得た。本研究の成果は単に新しい知見を加えたことのみならず、霊長類の脳機能の操作可能性
を示すことで、将来的にはヒト脳疾患の新しい治療法開発への示唆を与えることが期待される。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
脳の機能を回路レベルで理解するために神経機能を操作する研究手法には、微小電極を用いた
局所的な電気刺激による神経刺激法や抑制性神経伝達物質の作動薬（アゴニスト）を用いた薬
理学的な神経活動抑制法などがあり、これらの手法を用いて多くの脳機能が解明されてきた。
しかし電気刺激や薬理学的な処理を用いるこれらの古典的な手法では、特定の神経細胞あるい
は神経回路だけを選択的に操作するのは困難な場合がある。一方、機能性タンパク質の遺伝子
を特定の神経細胞に導入し機能操作を行う手法が近年急速に発達し、齧歯類などの小型モデル
動物で多くの重要な研究成果を挙げてきた。しかしマカクザルのような大きな脳を持つ動物の
神経活動操作へのこれらの手法の応用はまだ限定的なものであった。 
 
２．研究の目的 
本研究では霊長類の脳の機能をその神経回路レベルで理解するという試みの中で、ウイルスベ
クターを用いた遺伝子導入法をマカクザルの脳に適用して特定の機能性タンパク質を特定の神
経経路に発現・操作し、特定神経回路の機能を明らかにすることを大きな目的とした。より具
体的には機能性タンパク質として光感受性のあるタンパク質（opsin）の遺伝子を導入・発現さ
せ、光照射によるミリ秒単位での神経活動の機能操作を行い、視覚情報を伝える特定神経経路
の情報伝達を遮断し、その経路の機能を明らかにすることを目指した（目的 1）。一方、大型の
脳に対する光照射の範囲や強度の問題などの困難が予想されることから、光照射を必要としな
い特定の神経経路の機能操作法である二重遺伝子導入法（Kinoshita et al. (2012) Nature. 
487:235-238）を応用し、霊長類における視覚情報処理経路の機能を解明するために、第一次
視覚野（V1）を損傷した盲視（視覚的意
識を伴わない視覚情報処理）のモデルサ
ルに適用した。盲視とは V1 の損傷によ
り損傷視野の視覚刺激に対して視覚的
意識を生じないが、見えないはずの視覚
刺激に対して視線を向けたり指さした
りすることが出来る現象である。この視
覚的意識を伴わない視覚情報処理がど
のような神経経路を経由しているのか
について、a)中脳上丘から外側膝状体を
経て大脳の高次視覚皮質に至るとする
説と、b)中脳上丘から視床枕を経て大脳
の高次視覚皮質に至るとする説がある
（図 1）が、本研究では b の上丘－視床
枕経路が盲視の視覚情報処理に必要で
あることを示すことを目指した（目的 2）。 
 
３．研究の方法 
目的 1について、神経活動の機能操作が可能なレベルまで opsin 遺伝子導入の効率を確保する
ために導入する opsin 遺伝子とキャリアとなるウイルスベクターの検討を行った。また十分な
効率で光照射を行うために、金属電極と光刺激のための光ファイバーを組み合わせた optrode
の改良などを行った。 
目的 2について、右側の V1を吸引除去した 2頭の盲視モデルマカクザルの視床枕に Tet プロモ
ータ下流に破傷風毒素遺伝子を搭載した逆行性ウイルスベクター（HiRet-TRE-eTeNT.EGFP）を
注入し、さらに上丘に Tet アクチベータを搭載した順行性ウイルスベクター（AAV-CMV-rtTAV16）
を注入した。これにより、上丘に細胞体が存在し視床枕に軸索を投射しているニューロンのみ

図 1。LGN：外側膝状体。SC：中脳上丘。Pul：視床枕 

図 2。二重感染法による経路選択的伝達遮断。
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で二重感染が起こるようにした（図 2）。導入遺伝子の発現を待ち、ドキシサイクリン（Dox）
を投与することで二重感染したニューロン選択的に破傷風毒素を発現させることで、このニュ
ーロンの神経伝達を選択的に遮断した。盲視の視覚情報処理が行われているか検証するために
サルには視覚誘導性サッケード課題を訓練しており、Dox 投与前後でその成績の変化を評価し
た。 
 
４．研究成果 
目的 1に関しては未だ十分な効果を確認できるところまで至っていない。 
目的 2に関して、二重感染法を用いて上丘-視床枕経路の神経伝達を選択的に遮断することによ
り、Dox の投与期間に視覚誘導性サッケード課題の成績低下を確認した。２頭に対して行った
実験の内１頭から得られた結果を図３に例示した。図３Aに示したように、右の V1 を吸引除去
した動物においても左視野への視覚誘導性サッケード課題を一定の成績で行うことは可能であ
り、Dox 投与前には盲視の視覚情報処理が行われていたと考えられる。一方図３Bは Dox 投与開
始から 12日目に同様の課題を行わせた結果である。この時 Dox 投与により二重感染した上丘か
ら視床枕へ投射するニューロンの神経伝達が選択的に遮断されていると考えられるが、サッケ
ードの方向が分散し視覚誘導性サッケード課題の成績が低下していた。Dox 投与前のサッケー
ドの成績と投与後の成績について統計検定を行ったところ、図 3A、Bに例示したサッケードタ
ーゲットに対する成績が有意に低下していた（図 3C）。さらに同様の統計検定を損傷視野であ
る左視野に提示したサッケードターゲットのそれぞれに行い、統計検定の P値を視野上にプロ
ットした（図 3D）。その結果、損傷視野の広範な領域でサッケード課題成績の有意な低下を観
察した。同様な実験と解析はもう 1頭のサルに対しても行い同様な結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3。Dox 投与前後における視覚誘導性サッケード課題の成績変化。（A、B)視線の軌跡

（＋は注視点、X はサッケードターゲットの位置、○はサッケードの到達点）の例。A は

Dox 投与前日に行った実験中の 1 つのターゲットに対する複数試行の視線の軌跡を重

ね描きしたもの。B は A と同様な表示を Dox 投与 12 日目のデータに対して行った物。サ

ッケードの到達点が分散してしまっている。（C）横軸に Dox 投与開始からの日数をとり、

縦軸にサッケードエラー（ターゲットから到達点までの距離）の大きさをプロットしたグラフ。

四角で囲った Dox 投与前 5 日分のサッケードエラーの分布と投与後 10-15 日のサッケー

ドエラーの分布を比較するとエラーが有意に大きくなっていた（ｔ検定）。（D）サッケードタ

ーゲットを表示した各点ごとに、エラーサイズ分布について t 検定をを行い、その P 値を

視野上にプロットした図。損傷視野の広範囲において有意にエラーが増大していた。 



Dox 投与による上丘-視床枕経路の選択的な伝達遮断により、図 3に示したサッケードエラーの
増大だけでなく、ターゲット呈示からサッケード開始までの反応潜時の有意な延長も、実験を
行った 2 頭のサルで確認された。これらの結果から上丘-視床枕経路が盲視の視覚情報を伝達し
ていることが示唆された。これらの成果の詳細については下記発表論文（1）にて報告した。 
また上丘-視床枕経路仮説と対立する LGN 仮説に関連して、本研究では実験終了後に LGN の組織
学的な検索を行った。V1損傷による逆行性変性によって LGN 細胞の減少が観察されることが予
想され、健常側 LGN に対して損傷側 LGN 全体の萎縮が確認された（図 4のインセット）が、健
常側の細胞数と比較して V1 損傷と同側の LGN の細胞数はおよそ 17－34％残存していた。また
損傷側の残存細胞には健常側と比較してその細胞体が大きくなっている傾向が観察された（図
4白矢印）。これらの観察事実の機能的な意義については現時点では不明であるが、V1損傷に伴
う LGN 細胞の何らかの変性を示している可能性が考えられる。本研究において盲視の視覚情報
処理において上丘-視床枕経路が重要な役割を果たしていることを示すことが出来たが、このこ
とは直ちに LGN 経路の役割を否定する物では無く、LGN も何らかの役割を果たしている可能性
は排除できない。今回観察された LGN の組織学上の変化は V1損傷後の LGN のなんらかの機能変
化を示唆する可能性が考えられる。 
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図 4。V1 損傷の反対側（健常側）と同側（損傷側）の LGN の免疫組織化学染色

像。それぞれ左上のインセットに LGN の全体像を示し、インセット中で黄色の枠

で示した部位の拡大像を示した。スケールバーはインセットでは 1 mm、拡大像

では 100μｍ。 
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