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研究成果の概要（和文）：本研究では、ヒトに近縁なモデル動物であり、感覚・運動・認知などの様々な脳機能
や、それらを支える神経回路に関する知見が集積されているサル類において、新規のウイルスベクターの開発に
より全脳的なニューロンへの遺伝子導入手法を実現し、それらを実用的なレベルで確立するための、ベクター開
発および導入法の検討を行なった。その結果、AAV9ベースのキャプシド改変ベクターをマカクサル新生児へ静脈
内導入することにより、従来型を利用した場合と異なり、全脳的なニューロンおよびグリアへの遺伝子導入が実
現出来ることを見いだした。また、成体への遺伝子導入法の確立を目指し、幼弱サルを用いて注入法などの検討
を行った。

研究成果の概要（英文）：We developed a novel experimental technique that realize widespread gene 
transduction into neurons throughout the primate brain by the use of viral vectors. Recombinant 
adeno-associated virus (rAAV) vectors constitute a powerful tool for delivering target genes into 
the brain. Previous studies reported that AAV9 was able to cross the blood-brain barrier, and that 
systemic application of a self-complementary AAV9 vector to neonatal mice, rats, and cats yielded 
efficient gene transduction into neurons. However, gene transduction into neurons of neonatal 
non-human primates has not yet been performed successfully. In this study, we find that 
intravascular administration of a capsid-modified AAV9 vector to neonatal macaques resulted in 
widespread gene transduction into neurons throughout the brain. The present data indicate that this 
technique is useful in creating genetically manipulated primate models of neuropsychiatric disorders
 and developing their gene therapeutic approaches.

研究分野：神経科学、ウイルス学
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１．研究開始当初の背景 
１９８０年代に遺伝子改変動物の作製技
術や遺伝子変異体の解析技術の開発が進み、
特定の遺伝子を人為的に変異・欠失させたモ
デル動物を用いた脳研究が急速に進展した。
このような研究手法は、遺伝子改変モデルに
おける表現型を行動学的、電気生理学的、あ
るいは組織学的に解析することにより、当該
遺伝子の機能異常や欠損がさまざまな脳の
働きに与える影響を解明できるという点で
きわめて強力であり、実際に多数の遺伝子が
脳機能（神経活動制御）に関与することがこ
れまで明らかにされてきた。また、同様の手
法を用いて、疾患関連遺伝子に変異を加えた
多数の疾患動物モデルが開発され、その表現
系が解析されてきた。 
他方、霊長類は侵襲的な実験に使用される
動物の中で進化的に最もヒトに近縁であり、
身体の構造や機能もヒトに類似しているた
め、医学・生命科学の研究にきわめて重要な
役割を果たしている。例えば、エイズウイル
スや肝炎ウイルス等、霊長類のみで感染が成
立する感染症の病因を解明し、治療法や予防
法を研究する上でサル類を用いた実験は欠
くことができない。また、ヒトでは大脳運動
皮質から脊髄へ投射する皮質脊髄路の多く
は脊髄前角へ投射して脊髄運動ニューロン
と直接結合しており、この構造が手指運動の
巧緻性を支えていると考えられているが、同
様の解剖学的特徴を持つのはマカク属など
一部の霊長類のみである。さらに、特にマカ
ク属は高度な認知課題を学習・遂行する能力
に優れており、高次脳機能の解明とその障害
を引き起こす精神・神経疾患の病態解明、さ
らに画期的な治療法の確立には霊長類を用
いた研究は欠かせない。しかしながら、霊長
類における遺伝子操作手法の適用は、線虫、
ショウジョウバエ、ゼブラフィッシュ、マウ
スなどの小型モデル動物と比べると大きく
遅れている。近年、新世界ザルであるマーモ
セットにおいて、発生工学的手法を用いてト
ランスジェニック動物が作出されて、系統化
が可能であることが示され(Sasaki et al., 
Nature, 2009)、特に神経変性疾患モデルの作
出などへの発展が期待されている。一方で、
感覚・運動機能だけでなく、学習・記憶や認
知などの様々な高次脳機能や、それらを支え
る神経回路に関する解剖学的、生理学的知見
がかなり集積されているマカク属における
発生工学的手法の適用は未だ困難である
(Yang et al., Nature, 2008)。そのため、霊長
類（特にマカク属）において分子から細胞、
システム、さらに病態に至る多面的な研究を
展開するために、霊長類で遺伝子操作を実現
する独自の手法が必要とされているといえ
る。 
一方、遺伝子治療研究分野では、遺伝性神
経疾患の治療の為に、ウイルスベクターの血
管内投与による全脳的な遺伝子導入手法に
期待が集まっており、血管内投与の場合にウ

イルスベクターの脳への移行を妨げる血液
脳関門(Blood-Brain Barrier; BBB)を越える
ことが出来る遺伝子導入手法の開発が精力
的に進められてきた。その中で近年、アデノ
随伴ウイルス(AAV)ベクター９型が BBB を
越えて脳内に遺伝子を導入出来ることが示
され、マウス新生児には AAV９型の血管内投
与で全脳的なニューロンへの遺伝子導入が
実現されるが、成体マウスには同様の方法だ
とグリアのみに遺伝子導入されることが報
告された（Foust et al, Nat Biotech, 2009）。
その後ラット、ネコ、ブタなどで同様の現象
が確かめられたが、サル（マカクサル）を用
いた検討では、新生児でも成体でもグリアに
しか遺伝子導入されない、ということが報告
され(Bevan et al., Mol Ther, 2011)、未だ霊
長類における全脳的なニューロンへの遺伝
子導入には至っていなかった。 

 
２．研究の目的 
本研究は、研究代表者らのこれまでの事前
検討実験の結果をベースに、遺伝子治療研究
分野で開発が進んできた、血液脳関門(BBB)
を通過する能力を持つアデノ随伴ウイルス
ベクター（９型）のキャプシドにさらに改変
を加え、また注入法を最適化することにより、
霊長類において全脳的なニューロンへの遺
伝子導入を実現するという、発生工学とは異
なる方法により遺伝子改変霊長類を作出す
る技術の確立を目的とした。具体的には、キ
ャプシドタンパクのアミノ酸置換やモザイ
クキャプシドの開発、あるいは注入法の検討
などを行うことにより、BBB通過性を保持し
つつ、マカク脳においてニューロン親和性の
高い AAV ベクターを開発し、霊長類におい
てにおいて効率的かつ全脳的なニューロン
への遺伝子操作を可能とする手法の確立を
目指した。 
ニホンザルは、皮質脊髄路の多くが脊髄運
動ニューロンと直接結合しているなど、神経
解剖学的なヒトとの相同性が高く、それに対
応するように精微な運動や、高度な認知課題
を遂行する能力を持つため、高次脳機能の障
害としての精神・神経疾患をシステム的に理
解する為に、遺伝子改変モデルの作出が極め
て重要であるため、本研究にはニホンザルを
対象とした。 

 
３．研究の方法 
キャプシドタンパクのアミノ酸置換やモ
ザイクキャプシドの作成などのキャプシド
改変を加えたAAVベクターのサル新生児への
血管内投与を行い、全脳的なニューロンへの
遺伝子導入に適したパラメータを探り、マカ
クサルにおいて効率良く全脳のニューロン
に遺伝子導入することの出来る遺伝子導入
手法を確立することを試みた。 
実験には所内で生まれるマカクサルを用
いた。育児放棄個体などを優先的に使用した
ため、人工保育を行った。 



本研究では、感染様式を検討するためにユ
ビキタスな発現を特徴とするCMVプロモータ
ーを用い、また GFP 遺伝子を発現マーカーと
して利用した。注入から４週を目処に灌流固
定を行い、脳や脊髄における GFP 遺伝子導入
細胞の分布を解析した。具体的には、ニュー
ロンのマーカーである NeuN などの抗体との
共染色を行い、ステレオロジカルな手法を用
いて脳の各領野におけるニューロンへの遺
伝子導入効率を算出した。また、アストロサ
イト、オリゴデンドロサイト、ミクログリア
などのグリア細胞の細胞種マーカー遺伝子
や、Calbindin などのニューロン種マーカー
遺伝子などとの共染色を行い、遺伝子導入パ
ターンを調べた。 
また、成体期においても効率の良いニュー
ロンへの全脳的遺伝子導入を実現すること
は、精神・神経疾患のモデル動物の作成にお
いて遺伝子異常が大きく影響する時期を決
定出来る点で極めて重要であり、また遺伝子
疾患の遺伝子治療法の開発面における意義
も大きい。そのため、本研究ではマカクサル
成体期において高効率に全脳的なニューロ
ンへの遺伝子導入を行いうる遺伝子導入手
法のを開発を試みた。成体期においては新生
児期よりBBBが強固になっておりウイルスベ
クターのBBB通過がより阻まれると考えられ
るため、ベクターの BBB 通過を助ける薬剤等
の利用を検討した。上記実験と同様に、本研
究では GFP 遺伝子をマーカーとして利用し、
注入から４週を目処に灌流固定を行い、脳や
脊髄におけるGFP遺伝子導入細胞の分布を解
析した。 
 
４．研究成果 
AAV9 をベースとしたキャプシド改変型の
AAV ベクターをマカクサルの新生児の皮静脈
から投与した。AAV ベクターの投与がサルの
発育に影響を与えるとその後の応用に問題
になるため、導入後の成長曲線を調べた結果、
非投与サルとの相違は認められなかった。 
抗 GFP 染色を行い GFP陽性細胞の分布を解
析した結果、脳の全ての部位において、改変
AAV ベクターの投与により高効率な GFP の発
現が認められた。この結果を受け、GFP 陽性
細胞の細胞種や導入率を調べた結果、その結
果、大脳皮質では、運動系皮質の方が効率が
良いなど領野間で違いはあったものの、どの
領野においてもニューロンおよびグリアに
ラベルが認められたが、ニューロンへの導入
効率はおおよそ１割未満と高いものではな
かった。皮質下においても皮質同様にどの領
域においてもGFP陽性ニューロンが認められ、
視床や黒質など一部の領域ではおおむね数
割のニューロンがGFP陽性となる高い導入効
率を示し、これらの領域では皮質よりも高い
神経親和性が確認された。また、小脳に関し
ては、極めて多くのラベルが認められ、プル
キンエ細胞のマーカーであるカルビンディ
ンとの共染色を行った結果、この手法により

大多数のプルキンエ細胞に遺伝子導入を行
うことが可能であることが示されたが、顆粒
細胞への導入効率は極めて低かった。 
これらの結果から、AAV9 のマカクサル新生
児への静脈内導入により、脳の広範な部位に
おけるニューロンへの遺伝子導入が可能で
あることが示されたと考えられる。 
また、幼若ザルにおいて同様の実験を行っ
た。しかしながら新生児の実験と全く同じ条
件で投与を行った場合、ごく僅かにラベルが
認められるものの、ニューロン、グリア共に
導入効率が大幅に低下する、という結果を得
たため、注入法などの検討を行った。その結
果、幼若個体における導入効率増強を実現す
るパラメータが得られつつある。さらに、良
好な結果を得たベクターをげっし類にも適
用した結果、げっし類においても全脳的な遺
伝子発現を誘導できることを確認した。 
これまでげっし類や猫などの小型動物に
おいて新生児の皮静脈からAAVベクターを投
与することによりに全脳的なニューロンへ
の遺伝子導入が実現出来ることが示されて
きたが、霊長類において同様の結果を得た例
は無かった。本研究成果はキャプシド改変
AAV ベクターのマカクサル新生児への静脈内
導入により、小型動物における報告と遜色な
いレベルで脳の広範な部位におけるニュー
ロンへの遺伝子導入が可能であることを示
したものである。 
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