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研究成果の概要（和文）：本研究では、中脳ドーパミンニューロンにおける機能集団ごとの入出力の違いを解剖学的お
よび光生理学的に解析するための技術開発を行った。まず、２種類のウイルスベクターを利用した経路選択的発現誘導
法を改良し、発現量の増加とリーク発現の低下を実現した。また、狂犬病ウイルスベクターを改良し、外来遺伝子発現
量の増加を実現し、そのG遺伝子欠損型ベクターを作出した。これらの開発により中脳ドーパミンニューロンの入出力
を可視化することが可能となった。また、チャネルロドプシンを発現するウイルスベクターを利用して、光刺激により
特定の神経路に選択的な興奮を惹起し、それに伴うニューロンの活動変化を誘発させることに成功した。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a novel experimental technique that enabled us to 
analyze anatomical and functional difference in the nigral dopamine neurons. First, we improved a 
pathway-selective expression system we recently developed to increase gene expression and decrease leak 
expression. Second, we refined a rabies virus vector we recently established to increase foreign gene 
expression, and created G-deleted vector. These improvement enable us to visualize the input-output 
pattern of nigral dopamine neurons. Moreover, using a viral vector expressing channelrhodopsin-2, we 
demonstrated that selective stimulation of the pathway from the frontal eye field to the superior 
colliculus affected neuronal activity. These results indicate that the viral vector systems created in 
this study can be used for analyzing anatomical and functional difference in the specific neuron groups 
such as nigral dopamine neurons.

研究分野： 神経科学、ウイルス学

キーワード： 神経科学　脳・神経　バイオテクノロジー　ウイルスベクター　解剖学
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１．研究開始当初の背景 
中脳ドーパミンニューロンは、運動の実

行・学習・意欲など様々な脳機能に関わると
考えられている。歴史的には、1900 年前後
のパーキンソン病の責任病変の発見、1960
年のパーキンソン病患者における線条体ド
ーパミン濃度低下の報告とその後の L-dopa
治療の成功などにより、大脳基底核機能と関
連し運動の実行機能への関与が注目され、現
在に至るまでそのメカニズムを探る研究が
続いている。一方で、２０世紀後半に入って
からは、覚醒剤の研究などを通じ、大脳皮質
広範に投射するモノアミン投射系として情
動・意欲への関与が示唆され、Schultz らの
1997 年の報告からはドーパミンと学習（特
に強化学習）との関係が線条体機能と共に精
力的に調べられてきている。 
 これら広範な機能に関連するドーパミン
投射系の神経メカニズムを解明するための
重要な知見として、解剖学的には、Alexander, 
Parent, Strick および連携研究者である高田
らの、皮質―線条体投射には Topography が
あることを示した一連の研究、および、Haber, 
Goldman-rakic らの、線条体・皮質へのドー
パミン投射も Topography をもつことを示し
た研究がある。これらの研究は、中脳ドーパ
ミンニューロンがその投射様式により、いく
つかのサブグループに分類され、それぞれ異
なる機能を持つ可能性を示している。一方、
生理学的研究としては、近年までドーパミン
ニューロンは機能的に同一な細胞集団であ
ると考えられていたが、連携研究者である松
本らは、快・不快刺激を用いて、中脳ドーパ
ミンニューロンがその活動様式から少なく
とも３種類に分類でき、その分布には局在性
があることを示した。これらのニューロン集
団の刺激に対する応答潜時には違いがあり、
このことは、中脳ドーパミンニューロンが入
力の異なるいくつかのサブグループに分類
され、それぞれ異なる機能を持つ可能性を示
している。 
以上の知見を総合すると、中脳ドーパミン

ニューロンはその入出力様式、および活動様
式の異なるサブグループに分けられ、これが
ドーパミン投射系の機能の相違を生み出し
ている可能性が高い。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、上記のような背景のもと、上

記仮説を検証して、ドーパミンニューロンを
巡る神経回路の全貌を明らかにする為の、新
技術開発を目的とした。具体的には、 
①申請者らが近年開発した逆行性感染型レ
ンチウイルスベクターと Tet-On 発現制御法
を利用したベクター多重感染法を改良し、特
定部位に投射する特定領域のニューロン集
団の軸索を強力に可視化し、その投射パター
ンを同定する新技術。 
②申請者らが近年開発した狂犬病ウイルス

ベクターと Callaway らが発表した単シナプ
ス性逆行性トレーシング法を利用した多重
感染法を改良し、特定部位に投射する特定領
域のニューロン集団へ入力するニューロン
集団を可視化し、その入力パターンを同定す
る新技術。 
という２つの選択的トレーシング手法を開
発し、線条体の特定部位に投射するドーパミ
ンニューロン集団の入出力様式を同一個体
で可視化できる新規解析手法の確立を目指
した。また、 
③光・リガンド依存的神経活動制御プローブ
を発現するウイルスベクターを利用して、霊
長類において、特定神経路選択的な光・リガ
ンド刺激によりニューロン活動を制御する
新技術。 
を開発し、ドーパミンニューロン集団の入出
力様式と活動様式との関連性を明らかにす
ることのできる新規解析手法の確立を目指
した。 
 
 
３．研究の方法 
まず、特定部位に投射する特定領域のニュ

ーロン集団の軸索を強力に可視化し、その投
射パターンを同定する新技術を開発するた
め、研究代表者らが近年開発に成功した逆行
性 LV ベクター（狂犬病ウイルス膜蛋白質を
利用した改変ベクター）と、Tet-On発現誘導
系を利用した。具体的には、改変テトラサイ
クリン応答配列の下流に蛍光蛋白質遺伝子、
かつユビキタスプロモーターの下流にテト
ラサイクリンサイレンサー遺伝子、の２配列
を組み込んだ逆行性 LV ベクターを作成し、
また改変逆テトラサイクリンアクチベータ
ーを発現する AAVベクターを作成した。これ
ら逆行性・順行性ベクターの多重感染が成立
した細胞でのみ、ドキシサイクリン投与によ
り強力な蛍光タンパク質の発現が誘導され
るかの検証を行った。 
次に、特定部位に投射する特定領域のニュ

ーロン集団へ入力するニューロン集団を可
視化し、その入力パターンを同定する新技術
を開発するため、研究代表者らが近年構築し
たウイルス G遺伝子欠損狂犬病ウイルスベク
ター（delG-RV）を利用した。具体的には、
狂犬病ウイルスベクターのゲノム改変を行
い、外来遺伝子高発現型の改変型 delG-RV の
開発を行った。また、同様にゲノム改変によ
り、delG-RV の細胞毒性を低減することを試
みた。開発した蛍光蛋白質を組み込んだ逆行
性感染型の delG-RVベクターに、狂犬病ウイ
ルス G蛋白質(RV-G)を発現する AAVベクター
が共感染することにより、AAV ベクターによ
発現した RV-G によりウイルス粒子が形成さ
れてシナプスを介した単シナプス性逆行性
感染伝播が生じ、これらのニューロンへ投射
を送るニューロン集団が XFPを発現するかの
検証を行った。 
 さらに、特定神経路選択的な光・リガンド



刺激によりニューロン活動を制御する新技
術を開発するため、チャネルロドプシン－２
を発現するウイルスベクターを作成して霊
長類前頭眼野に注入し、上丘 における軸索
の光刺激が上丘ニューロンの活動を変化さ
せるかを検証した。 
 
 
４．研究成果 
まず線条体特定部位に投射する中脳ドー

パミンニューロンにおいてマーカー蛋白質
を強力に発現させ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(LV)ベクターとアデノ随伴
ウイルス(AAV)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
を開発した。逆行性レンチウイルスベクター
のダブルプロモーター化、遺伝子配置の最適
化および Cre-loxP 部位特異的組換え反応の
導入などの改良を加えて発現量の増加とリ
ーク発現の低下を実現し、これら逆行性・順
行性ベクターの多重感染が成立した細胞で
のみ、ドキシサイクリン投与により強力な蛍
光タンパク質の発現が誘導されると共に、多
重感染細胞および単独感染細胞が区別でき
るベクターシステムを確立した。 
また、線条体特定部位に投射する中脳ドー

パミンニューロンからの単シナプス性逆行
性トレーシングを実現するために利用する
感染伝播能欠損型（G 遺伝子欠損型）のベー
スとなる狂犬病ウイルスベクターに遺伝子
順序の変更などのゲノム配列の改変を行い、
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て長期間の外来遺
伝子の発現を可能とした改変型ウイルスベ
クターを開発することに成功した。次いで、
各種蛍光タンパク質遺伝子を導入した同ベ
クターのサル皮質内注入により、蛍光タンパ
ク質による多重ラベリングが可能であるこ
とを確認した。この株のＧ遺伝子欠損型ベク
ターを効率的に作成するため、G タンパク質
安定発現細胞株の樹立実験を行ってこれに
成功し、同細胞株を用いた G 遺伝子欠損型ベ
クターと狂犬病ウイルス G蛋白質(RV-G)を発
現する AAVベクターが共感染することにより、
AAVベクターによ発現した RV-Gによりウイル
ス粒子が形成されることを確認した。現在こ
れらの開発したウイルスベクターを利用し
て中脳ドーパミンニューロンの入出力を明
らかにするための実験を進めている。 
また、興奮性の Opsin(ChR2 改変体)を発現

するアデノ随伴ウイルスを作成し、微少注入
を行うことにより、マカクサル前頭眼野ニュ
ーロンにチャネルロドプシン２を発現させ
た。３０日後、オプトロード（光ファイバー
を取り付けた記録電極）を上丘に刺入し、前
頭眼野ニューロンの軸索末端を光刺激する
と、上丘においてニューロン活動の上昇が確
認された。すなわち霊長類において光刺激に
より特定の神経路に選択的な興奮を惹起す

ることに成功した。現在、同様の手法をマカ
クザルのドーパミン神経系に適用するべく、
プロモーターの改良やサルのトレーニング
を進めている。 
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