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研究成果の概要（和文）：我々の目標は、投射経路特異的遺伝子発現法によって、運動学習の神経基盤を解明す
ることである。我々は様々なセロタイプのアデノ随伴ウイルスを、げっ歯類および霊長類の脳に注入し、感染様
式を調べた。我々は、一部のアデノ随伴ウイルスが、順行性経シナプス伝播することを明らかにした。将来、こ
の感染様式を利用し、経路特異的に遺伝子発現させることによって、運動学習の神経基盤解明を目指す。

研究成果の概要（英文）：Our goal is to reveal the neuronal mechanism of motor learning using the 
methods to express genes in particular neuronal pathways. We investigated infection patterns of 
several types of adeno-associated viruses (AAV) in rodent and primate brains. We revealed that AAV 
exhibited anterograde transsynaptic spread properties. In the future, we would like to reveal the 
neuronal mechanism of motor learning using pathway-specific manners through their neuronal tropisms 
and infection patterns.

研究分野：神経科学

キーワード： in vivo カルシウムイメージング　運動学習　アデノ随伴ウイルス
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研究成果の学術的意義や社会的意義
我々は、げっ歯類および霊長類の脳に経路特異的に遺伝子発現させる方法を開発した。この方法を用いて、様々
な精神・疾患モデルの脳に蛍光カルシウムセンサーを発現させて、顕微鏡下で脳の活動を計測することによっ
て、疾患における神経ネットワーク変容の理解に役立てることが期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
大脳新皮質は、哺乳類のみに存在する大脳の表面を覆う領域で、多くの認知機能に関わる。６

層構造からなる大脳新皮質は、各層の神経細胞が異なる入出力を持ち、学習・記憶が関与する認

知課題をおこなう際には、様々な脳領域とネットワークを形成し、情報処理をおこなう。 

 これまでの研究で我々は、げっ歯類マウスが報酬をともなう運動学習課題実行時・大脳新皮質

運動野で in vivo 2 光子カルシウムイメージングをおこない、運動学習の記憶が運動野第 5層・

皮質-線条体投射神経細胞に蓄えられることを明らかにした（Masamizu#, Tanaka# et al., 

Nature Neuroscience, 2014, # co-first authors）。この研究で我々は、投射経路特異的に遺

伝子発現させるために、アデノ随伴ウイルスのセロタイプ 9（AAV9）が軸索末端から逆行性に感

染する様式を利用した遺伝子導入法（Masamizu et al., Neuroscience, 2011）を用いた。この

方法で、反対側の線条体に投射している皮質-線条体投射神経細胞、もしくは脊髄に投射してい

る皮質-脊髄投射神経細胞のみに蛍光カルシウムセンサーGCaMP を発現させた（図 1）。 

２．研究の目的 
本研究の目的は、アデノ随伴ウイルスの様々な特性を利用した経路特異的遺伝子発現法を開

発し、げっ歯類のマウスおよび小型霊長類のコモンマーセットに応用し、運動学習の神経基盤を

解明することである。 
 
３．研究の方法 
 頭部固定状態のげっ歯類（マウス）および霊長類（マーモセット）で in vivo イメージング、

切片での組織染色によって、アデノ随伴ウイルスの感染様式を調べた。 

 

４．研究成果 

 最近、アデノ随伴ウイルスのセロタイプ 1（AAV1）が効率的に順行性経シナプス伝播すること

が明らかにされた（Zingg et al., Neuron, 2017）。しかし、原因は不明だが、AAV1 では、Cre

は効率的に順行性経シナプス伝播するが、GFPや GCaMP は移行しなかった。我々は、アデノ随伴

ウイルスのセロタイプ 9（AAV9）では、Creだけでなく、GFPや GCaMP でも順行性経シナプス伝

播することを明らかにした。また、げっ歯類で効率的に軸索末端から感染することが知られてい

る AAV2-retro（Tervo et al., Neuron, 2016）が、マーモセットにも応用可能であることを明

らかにした。 

(図 1) アデノ随伴ウイルス（AAV9）の逆行性感染様式を利用した 
       蛍光カルシウムセンサー（GCaMP）の経路特異的遺伝子導入  
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  これらの技術をマーモセットに応用し、投射経路特異的に蛍光カルシウムセンサーを遺伝子

発現させて in vivo 2 光子カルシウムによって、運動学習の神経基盤運動学習過程の神経基盤

を解明するためには、頭部と胴体を固定した状態で運動課題をおこなわせる必要があった。従来

のアクリル板による固定方法では、コモンマーモセットがストレスを感じて行動課題をおこな

わなかった。このため、これまで用いられていた頭部と胴体を固定する装置の胴体部分を改良し、

ストレスを低減させるためにジャケットを着させて胴体を拘束する方法に変更した。 

 さらに、頭部固定状態前におこなう訓練方法を確立した（Ebina#, Masamizu# et al., Nature 

Communications, 2018, # co-first authors）。コモンマーモセットは、一度、嫌な記憶ができ

てしまうと、その記憶が長期間維持され、訓練をおこなわなくなってしまうため、徐々に難易度

を上げていく段階を踏んだ訓練が重要である。以下に頭部固定状態前の訓練方法と注意点を説

明する。 

 

（１）胴体拘束に対する馴化 

 頭部固定はおこなわず、ジャケットによる胴体拘束のみで、固形のエサと水を飲める状況で馴

化する（図 2A）。注意点として、コモンマーモセットが胴体拘束を嫌がる場合、エサを固形飼料

からマシュマロ等の指向性が高い食べ物に変更した方が良い。それでも嫌がる場合は、長期間の

拘束はせず、早めにケージに戻すべきである。 

 

（２）エサ皿引き課題 

 エサが置いてある皿を、コモンマーモセットが手で引くと、エサを得ることができる課題を学

習させる（図 2B）。次に、エサが置いてない皿を手で引くと、実験者からエサを得ることができ

る課題を学習させる。注意点として、皿はコモンマーモセットの手が届く範囲でなるべく遠くに

置いた方がいい。この状況で、コモンマーモセットは、皿を引いたら報酬を得ることができるこ

とを学習する。 

 

（３）レバー引き課題 

 レバーを手で引くと、ノズルから液体報酬（ジュース）を得ることができる課題を学習させる

（図 2C）。注意点として、コモンマーモセットが集中して課題をおこない、頭部をあまり動かさ

なくなるまで、ポール引き課題の訓練をおこなった方がいい。そうでないと、頭部固定状態で課

題をおこなうことが難しい。 

 今後、この訓練方法と経路特異的遺伝子導入を組み合わせて、運動学習の神経基盤解明を目指

す。 

図 2  頭部固定状態前におこなう訓練 
 

(A) 胴体拘束に対する馴化      (B) エサ皿引き課題       (C) レバー引き課題 
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