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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るサル類において、非侵襲的に、目的とす
る脳部位への遺伝子導入を実現するための研究を行なった。本研究ではまず、新生児への静脈内投与により全脳
的なニューロンへの遺伝子導入を可能とするキャプシド改変アデノ随伴ウイルスベクターの開発に成功した。ま
た、スペインHM CINACとの共同研究により、経頭蓋収束超音波照射を利用した血液脳関門(BBB)の一過性開放に
より、効率に改善の余地はあるものの、成体マカクサルにおいて特定脳領域への遺伝子導入を実現した。本研究
ではさらに、これらの系に細胞種特的プロモーターを応用し、細胞種特異的な遺伝子発現を実現することに成功
した。

研究成果の概要（英文）：This study investigated the feasibility of noninvasive gene transfer to the 
target brain region in monkeys, a model animal closely related to humans. We first developed a 
capsid-modified adeno-associated virus vector that enables gene transfer to neurons throughout the 
brain by intravenous administration to newborn monkeys. Moreover, in collaboration with HM CINAC, 
Spain, we have achieved gene transfer to specific brain regions in adult macaque monkeys by the 
transient opening of blood-brain barrier (BBB) using transcranial focused ultrasound (tFUS), 
although there is room for improvement in efficiency. In this study, we further applied cell 
type-specific promoters to these systems and succeeded in achieving cell type-specific gene 
expression.

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　霊長類

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
発生工学を利用せず、ウイルスベクターによって霊長類における領域特異的、あるいは全脳的なニューロンへの
遺伝子導入を実現するという本研究の成果は、選択的な遺伝子操作系など幅広い応用が可能な先端的技術となる
と考えられ、遺伝子改変霊長類疾患モデル動物の作出という観点から、精神・神経疾患の病態解明と治療法の開
発に極めて大きく寄与すると考える。また、非侵襲的に目的とする領野に選択的な遺伝子導入を可能にする本研
究の成果は、遺伝子治療法の開発の上で重要な知見を与えるものであり、特に遺伝子疾患の有効な治療法の開発
研究に大きく貢献できる。

※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 
非ヒト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、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。しかしながら、霊長類における遺伝子操
作手法の適用は、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、マーモセッ
トおよびカニクイザルにおいて、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 
(Sasaki et al., Nature, 2009; Liu et al., Nature, 2016)、神経変性疾患モデルの作出などへ応用
されている。しかしながら、同法には産仔数や性成熟にかかる時間の面での問題があり、霊長類
（特にマカク属）においてこれらの遺伝子改変モデル動物を利用して分子から細胞、システム、
さらに病態に至る多面的な研究を展開することは現実的には困難となっており、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。 
一方、遺伝子治療研究分野では、遺伝性神経疾患の治療のために、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、ベクターの脳への移行を妨げる血
液脳関門(BBB)を越えるような遺伝子導入ベクター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型やその改変型が BBB を越えて脳内に遺伝子を導
入出来ることが示され、マウスでは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
れることが報告された（Foust et al, Nat Biotech, 2009 ; Deverman et al., Nat Biotech, 2016, 
Chan et al., Nat Neurosci, 2017）。しかしながら、サルにおいてはこれらのベクターは機能せ
ず、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い(Bevan et al., Mol 
Ther, 2011; Hordeaux et al., Mol Ther, 2017)。 
 
２．研究の目的 

本研究は、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、ウイルスベクター開発と、ベクターデリ
バリー手法の開発により、非侵襲的に目的とする脳部位（あるいは脳領域）のニューロンへの遺
伝子導入を行うことを実現し、それを実用的なレベルで確立することを目的とする。この目的を
達成するため、代表者らが最近マカクザル新生児への血管内投与によりニューロンへの遺伝子
導入に成功したキャプシド改変型のアデノ随伴ウイルス(AAV)ベクターの更なる改良を行って、
導入効率の向上や、他の臓器など好ましくないターゲットへの遺伝子導入効率の低減などを図
る。また、経頭蓋超音波照射を利用した血液脳関門(BBB)を一過的に開放する技術を利用するこ
とで、目的とする脳部位（脳領域）に限局した、あるいは全脳的なニューロンへの遺伝子導入法
の開発を行う。最終的に、これらの技術とプロモーターによる発現制御やゲノム編集などの技術
を組み合わせ、霊長類において、特定の部位（領域）の特定のニューロン群に対して遺伝子操作
を非侵襲的に行うことを可能にする基盤技術を確立する。 
 
３．研究の方法 

本研究ではマカクザルとマーモセットを対象として、キャプシド改変型 AAV ベクターの静脈
内投与と、マイクロバブルと経頭蓋超音波照射を利用した BBB の一過性破壊などの導入法によ
り、霊長類脳において、非侵襲的かつ目的とする部位選択的、あるいは全脳的な遺伝子操作を実
現する手法を確立することを目指した。具体的には以下の 3 つの研究を実施した。 
（1）静脈内投与における霊長類脳への遺伝子導入に適した改変 AAV ベクターの開発 
 研究代表者らはこれまでの研究で、AAV２型と９型のモザイクキャプシドを利用した改変 AAV
ベクターが、従来の AAV９型と異なり、マカクザル新生児への静脈内投与により全脳的なニュー
ロンへの遺伝子導入を実現することを見いだしているため、更なるキャプシド改変を行い、①新
生児への静脈内投与における導入効率のより高いベクターと、②BBB の一過性開放無しでは成体
の脳および他の臓器へほとんど感染せず、BBB 開放によってのみ高い感染効率を示すベクターの
開発を行った。実験は確立済みの抗 AAV 抗体検査を事前に行い、抗体陰性個体（あるいはその産
仔）を実験対象として、GFP 遺伝子を発現マーカーとして利用した。ベクター注入から４週を目
処に、脳や脊髄における GFP 遺伝子導入細胞の分布や導入ニューロン種を解析した。 
（2）経頭蓋収束超音波照射(tFUS)を利用した、ターゲット選択的な遺伝子導入法の開発 
 上記項目で開発した改変 AAV ベクター（②）と、経頭蓋収束超音波照射(tFUS)を利用したマイ
クロバブルの振動・キャビテーションによる BBB の一過性開放術を組み合わせ、霊長類脳におい
てベクターの静脈内投与後、目的とする脳部位（脳領域）でのみ遺伝子導入を行う手法の開発を
進めた。本研究はヒトの tFUS を利用したパーキンソン病の治療の第一人者であるスペイン HM 
CINAC, Jose Obeso 教授と共同で実施した。 
（3）経頭蓋超音波照射を利用した、霊長類における全脳的な遺伝子導入法の開発 

上記項目で開発した改変 AAV ベクター（①）と非収束型の超音波照射により、成体マカクザル
およびマーモセットにおいて、全脳的なニューロンへの遺伝子導入を実現することを目指した。    
また、上記項目の発展として、プロモーターによる発現制御などにより特定のニューロン種に

選択的な全脳的遺伝子導入に取り組んだ。 
 



４．研究成果 
（1）静脈内投与における霊長類脳への遺伝子導入に適した改変 AAV ベクターの開発 
研究代表者らは、これまでに AAV2 と

AAV9 のモザイクキャプシドを用いて作
製した改変 AAV ベクター（AAV9.2）が、
マカクザル新生児の静脈内投与により
全脳的なニューロンへの遺伝子導入を
実現することを見いだしている。本研究
ではまず、当該ベクターがマーモセット
新生児においても全脳的遺伝子導入を
示すか否かを検討した。遺伝子発現マー
カーとして synapsin プロモータ下に
GFP 遺伝子を挿入した AAV9.2 ベクター
をマーモセット新生児に注入し、ベクタ
ー投与から４週間後に灌流固定をおこ
ない GFP発現細胞の分布を解析したとこ
ろ、広範な脳部位への遺伝子導入が確認
された。、この結果を受けて、遺伝子導入
効率の向上を目的とした更なるキャプ
シド改変を実施した結果、ニューロンへ
の遺伝子導入効率が大幅に向上した新
規 AAV ベクター（AAV9.2B）の開発に成功
し、CMV および hSyn プロモータ下に GFP
遺伝子を挿入したベクターがマーモセット新生児においてより広範なニューロンへの遺伝子導
入を実現できることを確認した（図 1）。本研究ではさらに、この新生仔への全脳的遺伝子導入
系に小脳プルキンエ細胞特異的なプロモーターである L7 プロモーターを搭載したベクターを使
用することで、小脳プルキンエ細胞特異的な遺伝子発現を実現することに成功した（図 2）。こ
れらの結果を現在原著論文として投稿準備中である。 
 
（2）経頭蓋収束超音波照射(tFUS)を利用した、ターゲット選択的な遺伝子導入法の開発 

研究(1)で開発した、BBB の一過性開放
無しでは成体の脳および他の臓器へほ
とんど感染しない改変アデノ随伴ベク
ターと、経頭蓋収束超音波照射(tFUS) 
を利用したマイクロバブルの振動・キャ
ビテーションによる BBBの一過性開放術
を組み合わせ、霊長類においてベクター
の静脈内投与後、目的とする脳部位（脳
領域）でのみ遺伝子導入を行う手法の開
発を、スペイン HM CINAC との共同研究
で実施した。その結果、成体マカクサルにおいて効果的に BBB の一過性開放を誘導するパラメー
ターを得ることができ、効率に改善の余地はあるものの、BBB 開放による特定脳領域への遺伝子
導入を実現した（図 3）。 
 
（3）経頭蓋超音波照射を利用した、霊長類における全脳的な遺伝子導入法の開発 

研究(1)で開発した改変アデノ随伴ウイ
ルスベクターと、非収束型の経頭蓋超音波
照射(tUS)によるマイクロバブルの振動・
キャビテーションを介した BBBの一過性開
放術を組み合わせ、霊長類においてベクタ
ーの静脈内投与後、脳の広範な部位に遺伝
子導入を行う手法の開発を実施した。超音
波照射パラメーターやマイクロバブルの
最適化を行った結果、幼若マカクサルおよ
び成体マーモセットにおいて BBB開放によ
る脳の広範な領域への遺伝子導入を実現
した（図 4）。 
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