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研究成果の概要（和文）：レトロウイルスのエンベロープタンパク質EnvAを発現する組換え狂犬病ウイルス
（RV）を感染させるため、EnvA受容体TVAの融合蛍光タンパク質とRV外被糖タンパク質Gを、プルキンエ細胞と顆
粒細胞に発現するゼブラフィッシュ系統を樹立した。RVをプルキンエ細胞に感染させた結果、RV由来のGFPの発
現が顆粒細胞と下オリーブ核ニューロンに検出された。RVを顆粒細胞に感染させた結果、視覚・前庭感覚・側線
感覚を受ける領域、終脳から投射を受ける領域のニューロンにGFPの発現を認めた。これらは、ゼブラフィッシ
ュでの逆行性トレーシングの確立を示しており、さらにゼブラフィッシュ顆粒細胞の入力細胞を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Rabies virus (RV) infects neurons through its glycoprotein (G). Recombinant 
RV that contains the GFP gene instead of the G gene and is pseudotyped with the retroviral envelope 
protein (EnvA) was developed for neural circuit tracing. The pseudotyped RV can infect neurons that 
express TVA (the EnvA receptor)-mCherry. If the G is provided in the same cells, the RV particles 
are generated and transmitted mono-synaptically to input neurons. We generated transgenic lines that
 express TVA-mCherry and G in Purkinje cells (PCs) or granule cells (GCs). When PCs were infected 
with the pseudotyped RV, GFP was detected in GCs and neurons in the inferior olive nuclei. When GCs 
were infected with the virus, GFP was detected in neurons in various brain regions that receive 
inputs from the visual, vestibular, lateral line sensory systems, or telencephalon. Our findings 
validated the RV-mediated retrograde tracing in zebrafish and identified input neurons for GCs in 
zebrafish.

研究分野： 発生生物学
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１．研究開始当初の背景 
これまでの神経回路形成および機能解析

は、哺乳類を用いて主に行われてきた。し
かし、哺乳類の中枢神経回路は複雑であり、
神経回路の形成過程や機能を可視化するこ
とは難しい。一方、ゼブラフィッシュ等の
小型魚類は、脊椎動物の神経回路を理解す
る良いモデルとして、近年多くの研究者に
用いられるようになってきた。小型魚類の
神経回路形成過程は脊椎動物共通の発生原
理で制御されていると考えられ、構造的に
も小型魚類と哺乳類で多くの類似点がある。
また、種々の蛍光タンパク質を発現させる
ことにより、少なくとも仔魚において、中
枢神経全体の発生過程および機能を可視化
することが可能になってきた。しかし、神
経回路の解剖学的知見に関しては、絶対量
が不足している。 
近年、狂犬病ウイルスや水疱性口内炎症

ウイルスを用いた哺乳類の神経回路標識法
が確立されつつある。これらのウイルスは
感染したニューロンから順行性・逆行性に
ウイルス粒子が軸索内を運搬され、シナプ
スを介して入力・出力ニューロンに感染す
ることを利用しており、ウイルスに蛍光タ
ンパク質等を組み込むことにより、神経回
路を標識するものである。しかし、これら
のウイルスはゼブラフィッシュに感染する
ことが示されているものの、ゼブラフィッ
シュの神経回路標識には殆んど用いられて
いなかった。 
 
２．研究の目的 
私達はこれまで、ゼブラフィッシュを用

いて神経誘導、中枢神経領域形成の分子機
構の解析を行ってきた。さらに、ゼブラフ
ィッシュの小脳神経回路の解剖学・発生生
物学的解析を行い、ゼブラフィッシュの小
脳は、哺乳類に比較して単純であるが、基
本的な層構造・神経回路構造は保存されて
いること、小脳形成は非常に早く、登上線
維・平行線維などの簡単な小脳神経回路は
受精後 5 日までに観察されることを明らか
とした。また、小脳神経回路ニューロンの
細胞分化、回路形成過程を制御する分子メ
カニズムの解明を行ってきた。さらに、小
脳神経回路ニューロン特異的に転写因子
Gal4 を発現するトランスジェニック（Tg）
系統を多数樹立し、それらを用いて小脳神
経回路ニューロンに特異的に発現する遺伝
子を多数単離した。 
これらの解析からゼブラフィッシュの小

脳神経回路の大まかな構造は分かりつつあ
るものの、シナプスを介した神経回路の接
続に関しては、不明な点が多い。本研究で
は、ゼブラフィッシュの遺伝学を用いて、
狂犬病ウイルスの感染性を特定のニューロ
ンに限定することにより、特定のゼブラフ
ィッシュ神経回路を標識する手法を確立す
ること、この手法を用いて小脳顆粒細胞の

入力（苔状線維）細胞を同定することを目
的とした。 
 
 
３．研究の方法 
  狂犬病ウイルスは RNA ウイルスであり、
ニューロンに感染後、ウイルス粒子は軸索
を逆行性に輸送され、シナプスを介して入
力線維に感染が拡大する（図 1）。狂犬病
ウイルスの外被糖タンパク質（G）は、ウ
イルスのパッケージングおよび経シナプス
感染に必要であるが、ウイルス遺伝子の発
現やウイルスの複製には必須ではない。狂
犬病ウイルスの G 遺伝子を欠損させ、蛍光
タンパク質GFP遺伝子を組み込む。さらに、
細胞株を用いたウイルスのパッケージンク
過程で、AALV のエンベロープタンパク質
EnvA と狂犬病ウイルスの G を融合させた
タンパク質（EnvA-G）を表面にもった
pseudotype の狂犬病ウイルスを作製するこ
とができる（EnvA-RvΔG-GFP；連携研究者
小坂田文隆により作製・供給）。 
  特定の小脳ニューロンに EnvA の受容体
TVA(実際は、蛍光タンパク質 mCherry との
融合タンパク質 TVA-mCherry を用いた)と
狂犬病ウイルス G タンパク質を発現するト
ランスジェニックゼブラフィッシュ系統を
作製し、pseudotype 化した狂犬病ウイルス
を感染させる。TVA-mCherry と G を発現し
たニューロンのみウイルスに感染する。感
染したニューロンでは狂犬病ウイルス G タ
ンパク質が発現しているので、ウイルス粒
子に G が組み込まれ、軸索を逆行性に輸送
され、さらに入力線維へと経シナプス的に
ウイルスが感染する。組換え狂犬病ウイル
スは GFP 遺伝子が組み込まれているので、
入力ニューロンが GFP で標識される。 

 
 
４．研究成果 
（ １ ） 小 脳 ニ ュ ー ロ ン 特 異 的 に
TVA-mCherryと狂犬病ウイルスGを発現す
る Tg 系統の樹立 
 プルキンエ細胞特異的遺伝子 aldolase Ca
（aldoca）および顆粒細胞特異的遺伝子
cerebellin12（cbln12）の遺伝子制御領域（エ
ンハンサー・プロモーター）を用いて、
TVA-mCherryまたはGをプルキンエ細胞ま
たは顆粒細胞に発現する Tg 系統を樹立し
た。G 発現 Tg 系統に関しては、Tg の確認
のため、心臓に特異的に mCherry を発現す
る遺伝子を発現プラスミドに組み込んだも
のを使用した。cbln12 遺伝子制御領域は、
本研究において新たに単離したものである。 



（２）神経回路トレーシング法の確立 
 プルキンエ細胞特異的にTVA-mCherryと
G を発現する Tg 系統の成魚小脳に
psuedotype 化 し た 狂 犬 病 ウ イ ル ス
（EnvA-RvΔG-GFP）液を注入した。34oC で
5 日間飼育した後、脳を固定し切片を作製
した結果、プルキンエ細胞に mCherry
（TVA-mCherry）と GFP の発現を認めた。
さらに、プルキンエ細胞の入力細胞である
顆粒細胞（平行線維）および下オリーブ核
ニューロン（登上線維）において GFP の発
現が観察された。これらの結果は、狂犬病
ウイルスがプルキンエ細胞に一次感染し、
逆行性に入力細胞に二次感染し標識する経
シナプス的神経回路トレーシング法を確立
できたことを示している。 
（３）苔状線維ニューロンの同定 
 顆粒細胞の入力（苔状線維）細胞は、脊
椎動物の動物種により多様性があり、ゼブ
ラフィッシュの苔状線維は未だ詳細が不明
である。顆粒細胞に TVA-mCherry と G を発
現させた Tg 系統の成魚小脳に、（２）と同
様に狂犬病ウイルス液を注入し、10 日間飼
育後、切片を作製し観察を行った。その結
果、顆粒細胞の入力細胞（GFP 陽性細胞）
として、以下の領域のニューロンを見出し
た。 
i)視覚情報の入力を受ける ventral optic 
nucleus (VAO) 、 paracommissural nucleus 
(PCN)、torus longidutinalis (TL)腹側領域 
ii)終脳からの投射を受ける nucleus laterlis 
valvula (NLV) 
iii)central gray (GC) 
iv) 前 庭 感 覚 情 報 を 受 け る medial 
octavolateral nucleus (MON) 
v)側線感覚情報を受ける descending octaval 
nucleus (DON) 
小脳は感覚情報と運動コマンド情報を統

合する重要な神経組織であり、これらの入
力情報は、小脳が関与する円滑な運動制御
や運動学習、さらに高次な脳機能に関与す
るものと考えられる。データの収集・再現
性の確認を行っており、近い将来に論文と
して発表する予定である。今後は、これら
の神経回路情報を用いて、ゼブラフィッシ
ュを用いた小脳神経回路機能解析を行う。 
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