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研究成果の概要（和文）： 

 ソングバードをはじめ鳥類は、脳の発達と機能を研究するための魅力的なモデルである。従

来、鳥類での遺伝子導入法としては、電気穿孔法やレトロウイルス（レンチウイルスを含む）

が広く使われてきた。しかしながら、鳥類では神経細胞へ効率よくかつ選択的に遺伝子を発現

させることは、いまだ困難である。本研究では、ソングバード胚での遺伝子操作の改良、新規

ウイルスベクターの開発を行った。 

 

研究成果の概要（英文）： 

 Avian species have provided an attractive model system to explore the development and 

function of brain circuits. Electroporation-mediated and retrovirus (including lentivirus) 

vector-mediated gene transfer techniques have so far widely been used for introducing 

genetic material into avian  cells. However, it is still challenging to efficiently transduce 

avian postmitotic neurons without harming the cells. To overcome this problem, we 

searched a virus vector suitable for gene transfer into avian neurons, and characterize a 

novel recombinant virus vector, avian adeno-associated virus (A3V) vector. 
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１．研究開始当初の背景 

 

 ヒトをはじめとする高等動物は、コミュニ

ティを形成し、他の個体と社会的に接触する
ことで様々な能力を獲得する。しかしながら、
その根底にある脳の発達プロセス、高次脳機
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能発現について、その生物学的な基盤となる
メカニズムは不明である。研究室の環境で飼
育繁殖が容易なマウスなど従来の哺乳類モ
デル動物では、言語獲得や高度なスキル獲得
に重要な模倣学習のようなプロセスを研究
することが困難であることも一因である。こ
のような観点から、ヒトの言語発達と良く似
たプロセスにより音声コミュニケーション
の能力を後天的に獲得する鳥類（ソングバー
ド：鳴禽）は、新たなモデル動物として注目
されている。ソングバードによる神経研究を
遺伝子から行動レベルまで展開するには、ゲ
ノムをはじめとするバイオインフォマティ
クスの整備と分子遺伝学的手法の確立が重
要となる。2006 年より米国ではゲノムプロ
ジェクトが開始され、現在では完了しつつあ
る。一方、遺伝子導入技術に関してはウイル
スベクターを用いたトランスジェニック個
体の作出についてはまだ緒についたばかり
であり、さらに技術的制約を克服する必要が
ある。脳は、極めて多様な神経細胞から構成
され、生後の発達の過程でダイナミックに変
化する。したがって、その機能を明らかにす
るためには、組換え遺伝子の発現制御を正確
に行うことが重要である。遺伝子組換え技術
をソングバードの研究に適用するには、非常
に多様な神経回路の中で特定の経路特異的
な遺伝子発現をするような技術が必要であ
り、その開発が待たれている状況である。 

 

 

２．研究の目的 

 マウスでは、トランスジェニック動物個体
にさらにウイルスベクターによる遺伝子導
入を組み合わせることにより、中枢神経系で
の目的遺伝子の時間的・空間的な発現制御を
行う手法が広く用いられている。一方鳥類の
脳神経系では、哺乳類で用いられているこれ
らのウイルスベクターの感染効率等につい
て未解明な点が多い。本研究では、ソングバ
ードの脳での組換え遺伝子発現の時間的・空
間的制御に適したウイルスベクターの探索
を行う。すでに哺乳類で実績のあるレンチウ
イルスベクター、アデノ随伴ウイルスベクタ
ー2型、に加えて鳥類より単離された新規ア
デノ随伴ウイルスベクターの３種類につい
て、その遺伝子導入特性について比較を行う。 
 

 

３．研究の方法 

(1) ウイルスベクターの作成：Rous sarcoma 
virus由来のユビキタスなプロモーターおよ
びマーカー遺伝子 EGFPから構成される発現
ユニット（RSV-EGFP）を含むレンチウイルス
ベクター（LV）、アデノ随伴ウイルス 2型ベ
クター（AAV2）および鳥類より単離された新
規アデノ随伴ウイルスベクター（A3V）の作

成を行った。 
 LV粒子は、発現ユニットを含むプラスミド
pLenti-RSV-EGFP-WPREおよびパッケージン
グ等に必要な遺伝子をコードするプラスミ
ド pMDL、pVSV-G、および pREVをリン酸カル
シウム法により 293T細胞へ遺伝子導入し、
48時間後に培地より Vivaspinと超遠心によ
り濃縮回収した。ウイルス力価は one-step 
定量的 real-time PCRにより測定した。 
 AAV2および A3V粒子は、発現ユニットを含
むプラスミド pAAV2-あるいは
pA3V-RSV-EGFP-WPREおよびヘルパープラス
ミドを 293T細胞へリン酸カルシウム法によ
り遺伝子導入し、細胞体より回収した。
iodixanolを用いた密度勾配遠心法により精
製し、PBS透析後に Vivaspinにより濃縮精製
を行った。ウイルス力価は定量的 real-time 
PCRにより測定した。 
 
(2) 細胞培養：ゼブラフィンチ（Taeniopygia 
guttata）およびニワトリ（Gallus gallus）
の前脳の初代培養を行った。ゼブラフィンチ
については生後 0-1日のヒナの前脳を用い、
ニワトリについては 7.5日の胎児の前脳を用
いた。30U/ml papainにて 30分処理後、
Neurobasal培地にて分散培養を行った。 
 
(3) ウイルス感染実験：ゼブラフィンチおよ
びニワトリ前脳細胞の初代培養、293T細胞に
対して各ウイルスを 103 genome copies 
(GC)/cellの割合で投与し、72時間後の EGFP
発現について解析を行った。 
 
 
４．研究成果 
 LV、AAV2および A3Vの遺伝子導入特性の比
較をゼブラフィンチとニワトリ由来の神経
細胞と 293T細胞を用いて比較検討を行った。
各ウイルスベクターには、 Rous sarcoma 
virus 由来のユビキタスなプロモーター下に
マーカー遺伝子を発現するコンストラクト
を用いた（図１）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 EGFP の発現強度と発現細胞頻度を指標に
定量的に各ウイルスの遺伝子導入特性を解



 

 

析したところ、A3V が鳥類への神経細胞への
遺伝子導入効率が高いことが明らかになっ
た（図２）。これとは対照的に、哺乳類由来
の AAV2 については、鳥類細胞でのマーカー
遺伝子の発現がほとんど検出できなかった
（図２）。本実験に用いた A3Vと AAV2の違い
は、ウイルスゲノム両端の ITR (inverted 
terminal repeat)の塩基配列とカプセルを構
成する capタンパクのみである。したがって、
このような種特異性は、これらの違いによっ
て生じることを示している。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 一方 LV では、鳥類の神経細胞に対しても
ある程度の遺伝導入が観察された（図２）。
ところで、前脳からの初代培養系には、神経
細胞のみならず、アストロサイトなど非神経
細胞も含まれている。さらに A3V と LV につ
いて、神経細胞への遺伝子導入効率を解析す
るために、神経細胞のマーカーである MAP2
の抗体により免疫蛍光標識実験を行った。そ
の結果、A3V投与による EGFP陽性細胞は、ほ
ぼすべてが MAP2陽性であり、A3Vが神経細胞
選択的に遺伝子導入することを示している。
一方、LVでは EGFP 陽性細胞の約 3 割は非神
経細胞であった（図３）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 以上の結果より、鳥類での神経細胞への遺
伝子導入ウイルスベクターとして A3Vが優れ
ていると考えられた。鳥類由来のアデノ随伴
ウイルスもすでに数種報告されており、ソン
グバードの脳でより効果的なウイルスベク
ターの開発も今後期待できると考えられる。 
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