
	 

様式Ｃ‐１９	 

	 

科学研究費助成事業（科学研究費補助金）研究成果報告書	 
平成２５年６月１０日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要（和文）：	 
	 本研究では、神経ネットワークの構造基盤を機能解剖学的に解明するための２つの先端的研
究手法の開発と、開発した手法により霊長類の大脳皮質̶大脳基底核ネットワークの構築と機能
の解析をおこなった。まず、新規に開発した逆行性感染型のレンチウイルスベクターを用いて
ターゲットニューロン選択的な活動抑制をおこない、運動課題に関連する行動様式と神経活動
の変化を解析した。また、狂犬病ウイルスや新規に開発した組換え体狂犬病ウイルスベクター
を用いた逆行性越シナプス的神経路トレーシングにより、前頭前野、運動前野、高次視覚野へ
の多シナプス性入力様式を明らかにした。	 
	 
研究成果の概要（英文）：	 
	 The	 present	 study	 was	 designed	 to	 develop	 two	 advanced	 methodological	 approaches	 to	 
elucidation	 of	 structural	 bases	 for	 neural	 networks	 and	 to	 analyze	 the	 architecture	 and	 
functions	 of	 the	 cortico-basal	 ganglia	 circuits	 in	 primates.	 	 First,	 we	 attempted	 target	 
neuron-selective	 activity	 suppression	 using	 a	 novel	 lentiviral	 vector	 system	 and	 examined	 
changes	 in	 behavioral	 pattern	 and	 neuronal	 activity	 in	 relation	 to	 motor	 tasks.	 	 Second,	 
we	 established	 a	 novel	 system	 that	 achieved	 retrograde	 transneuronal	 tract-tracing	 with	 
rabies	 virus	 and	 its	 recombinant	 vectors	 and	 investigated	 the	 organization	 of	 
multisynaptic	 inputs	 to	 the	 prefrontal,	 premotor,	 and	 higher	 visual	 areas	 of	 the	 cortex.	 
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犬病ウイルス、越シナプス的神経路トレーシング	 
	 
１．研究開始当初の背景	 
	 脳を構成する複雑かつ精緻な神経回路（ネ
ットワーク）の枠組みを解明することは、そ
れを基盤にして獲得される多様な脳機能を

システム的に理解する上できわめて重要で
ある。特に、高次脳機能の発現・制御機構を
解明するためには、大脳を巡るネットワーク
の基本的構築、すなわち、大脳皮質領域にお
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ける入出力様式や大脳皮質（特に前頭葉）と
強い結合を有する大脳基底核における情報
処理様式を解析し、その動作原理と機能的役
割を知ることが本質的である。例えば、大脳
基底核の入力部である線条体には、前頭葉を
中心とする皮質領域と視床からグルタミン
酸作動性入力が、黒質からドーパミン作動性
入力が投射するが、個々の入力が実際にどの
ような役割を担っているかについては未だ
不明な点が多い。特に大脳皮質からの入力に
は、前頭葉に限定しても様々な運動関連領野
や前頭前野に由来するものがあり、それぞれ
異なった情報を線条体に送っている。また、
運動関連領野には前頭前野領域から、前頭前
野には頭頂・側頭連合野領域や傍辺縁系領域
から多種多様な情報が入力する。	 
	 
２．研究の目的	 
	 大脳皮質と大脳基底核を繋ぐ特定のネッ
トワークあるいはそれを構成する特定のニ
ューロン群が実際にどのような機能に関与
しているかを明らかにするため、ターゲット
ニューロン選択的な不活化をおこない、運動
課題や認知課題を遂行中のサルにおける行
動異常や課題に関連して応答するニューロ
ン活動の電気生理学的変化を解析するシス
テムを確立することにより、大脳皮質や大脳
基底核における情報処理機構の解明を目指
す。また、狂犬病ウイルスやその組換え体ベ
クターを利用して、特定のニューロン群への
多シナプス性入力を検出できる、神経路選択
的かつＯＮ制御型の逆行性越シナプス的ト
レーシングを実現するシステム、および特定
の神経路を選択的にマスクするＯＦＦ制御
型の逆行性越シナプス的トレーシングシス
テム、さらにＯＮ制御型トレーシングを
multi-color でおこなうシステムを確立する。
これらの先端的技術を含む、様々な遺伝子操
作手法や神経路トレーシング手法を組み合
わせることにより、大脳皮質と大脳基底核を
巡る神経ネットワークの構造基盤を機能解
剖学的に解明する。	 
	 
３．研究の方法	 
	 神経路選択的活動抑制法の確立と応用に
ついては、逆行性感染型レンチウイルスベク
ターを利用して、ニューロン活動の不活化を
誘導するタンパク質を特定のニューロンに
導入するシステムの開発をおこなった。まず、
研究協力者である福島県立医科大学の小林
和人教授と連携して、狂犬病ウイルスのエン
ベロープタンパク質を利用した逆向性感染
型レンチウイルスベクターの逆向性感染効
率やニューロン特異性を向上させることを
目的として、エンベロープタンパク質の改変
をおこない、その霊長類における感染動態を
調べた。ニューロン活動の不活化を誘導する

タンパク質として、当初ショウジョウバエア
ラトスタチン受容体を用いることを計画し
ていた。しかしながら、様々な検討を加えた
結果、このタンパク質を霊長類脳において長
期的に発現させると細胞毒性を示すため、課
題遂行中のサルにおける行動変化を解析す
るような慢性実験には適さない可能性が示
唆された。そこで、代替としてテタヌストシ
キン軽鎖フラグメントを用いることを考案
した。具体的には、Tet-On または Off システ
ムを利用してドキシサイクリン濃度依存的
に特定のニューロン群にテタヌストシキン
軽鎖フラグメントを発現させるシステムを
作製した。作製したベクターを用いて、行動
課題を訓練したサルにおいて、テタヌストシ
キンを用いた神経路選択的活動抑制による
行動パターンと神経活動の変化を解析した。	 
	 他方、神経路選択的な逆行性越シナプス的
トレーシングの実現と応用については、まず
有用な越シナプス的トレーサーとして使用
されている狂犬病ウイルス CVS 株の改変を可
能にするため、CVS 株のフルゲノム配列のシ
ークエンシングとクローニング、および構成
遺伝子のクローニングをおこない、ベクター
として利用できるようにウイルスゲノム
cDNA から感染性ウイルス粒子を得る cDNA 発
現系を構築した。これに基づいて、異なる蛍
光タンパク質を発現する狂犬病ウイルスベ
クターを作製し、逆行性越シナプス的多重ト
レーシングを試みるとともに、特定の神経路
を選択的にマスクするＯＦＦ制御型逆行性
越シナプス的トレーシングシステム、および
特定の神経路を選択的にラベルするＯＮ制
御型逆行性越シナプス的トレーシングシス
テムの開発を試みた。また、上記の研究と並
行して、狂犬病ウイルスや新規に開発した狂
犬病ウイルスベクターを用いて、前頭前野、
運動前野、高次視覚野への多シナプス性入力
様式を解析した。前頭前野については上前頭
回（9野）、主溝背側壁（46d 野）および腹側
壁（46v 野）、前頭眼窩野外側部（12 野）を、
運動前野については背側運動前野後方部を、
高次視覚野については背側路に属する MT 野
と腹側路に属する V4野をターゲットとした。	 
	 
４．研究成果	 
	 神経路選択的活動抑制法の確立と応用に
ついては、まず、狂犬病ウイルスのエンベロ
ープタンパク質と水疱性口内炎ウイルスの
エンベロープタンパク質からなるキメラタ
ンパク質を利用したレンチウイルスベクタ
ーを開発し、その霊長類脳における感染動態
を調べた。その結果、キメラタンパク質を利
用したレンチウイルスベクターは、狂犬病ウ
イルスのエンベロープタンパク質そのもの
を利用したタイプのベクターに比べて、きわ
めて高い逆行性感染能を持ち、かつ注入部位



におけるグリア細胞への感染が顕著に減弱
したことにより、ニューロンへの感染効率を
向上させたベクターの作製に成功し、霊長類
の線条体入力系において本ベクターが有効
に機能することを確認した。また、このよう
な改変ベクターは回収効率が悪く、霊長類脳
に適用するために高濃度に濃縮すると非特
異的細胞毒性を示すことが大きな問題点で
あったが、回収方法および濃縮・精製方法を
検討することにより、高濃度でかつ精製度の
高いベクターを安定して作製する手法の確
立に成功した。 
	 次に、ニューロン活動の不活化を誘導する
タンパク質として、テタヌストシキン軽鎖フ
ラグメントを利用したシステムを検討した。
具体的には、Tet-On または Off システムを利
用してドキシサイクリン濃度依存的に特定
のニューロン群にテタヌストシキン軽鎖フ
ラグメントを発現させて、ニューロン活動の
不活化を誘導するシステムを開発するため、
テトラサイクリン応答因子制御下にテタヌ
ストシキン軽鎖フラグメントおよび GFP 遺伝
子を搭載した逆行性感染型レンチウイルス
ベクターと、テトラサイクリン制御性トラン
ス活性化因子を発現するアデノ随伴ウイル
スベクター（AAV ベクター）を作製し、多重
感染によりテタヌストシキン軽鎖フラグメ
ントが発現し、シナプス終末の開口放出に関
わる VAMP-2 タンパク質が切断されることを
確認した。この結果を受け、両側の線条体に
レンチウイルスベクターを、その１~２週間
後には両側の黒質に AAV ベクターを注入した。
AAV ベクターの注入から約１ヶ月後にドキシ
サイクリンの経口投与を開始し、自発運動や
採餌タスクへの影響を調べた。その結果、ド
キシサイクリンの投与により、姿勢反射異常
（前傾姿勢、平衡障害）が顕著に確認され、
また、採餌タスクにおいて巧緻運動障害が認
められた。このような症状はドキシサイクリ
ンの投与を中断すると消失し、投与を再開す
ると発現した。採餌タスクにおける採餌時間
を解析した結果、ドキシサイクリン投与によ
り有意に採餌に時間を要するようになり、ま
た、この効果は可逆的であることが検証され
た（下図参照）。他方、自発運動量を解析し	 

た結果、ドキシサイクリン投与により顕著な
自発運動量低下（約 40%）が起こり、この効
果も可逆的であることが検証された。また、
パーキンソン病の指標であるＵＰＤＲＳを
サル用に改変した行動評価においても、２種
類のベクターを注入したサルでのみ運動症
状が認められた。それに対して、片方のベク
ターしか投与していないコントロール動物
では、ドキシサイクリン投与による運動症状
は認められなかった。このような運動障害は
緩徐に進行し、また、ドキシサイクリン投与
期間中には機能回復は観察されなかった。	 
	 逆行性越シナプス的トレーシングによる
大脳ネットワークの解析については、まず、
有用な越シナプス的トレーサーとして使用
されている狂犬病ウイルス CVS 株の改変を可
能にするため、CVS26 株の全ゲノムをクロー
ニングしてゲノムプラスミドを構築すると
ともに、ベクター回収用に各遺伝子を発現す
るヘルパープラスミドを作製して、同株をベ
ースとする狂犬病ウイルスベクターを開発
することに成功した。培養細胞を用いた検証
実験の結果、CVS26 株は遺伝子発現量が低い
ことが明らかとなったため、外来遺伝子を高
発現させる仕組みとして、遺伝子順序の改変
をおこなった。この改良型ベクターに、外来
遺伝子として GFP を導入してその発現効率を
検討した。サルの運動前野にベクターを注入
し、72 時間後に灌流固定をおこなったところ、
抗狂犬病ウイルスＮタンパク質抗体を用い
た免疫染色の所見から、ベクターは注入部位
からシナプスを３つ介する三次ニューロン
に相当する線条体投射ニューロンまで到達
しており、１つのシナプスをおよそ 24 時間
で移動すると考えられた。GFP 抗体染色をお
こなっても、同様の所見が得られており、検
出感度としてはゲノムの先端にあるＮタン
パク質とほぼ同等であることが示された。	 
ラベルされたニューロンにおける GFP 蛍光を

調べたところ、当該ニューロンへの感染から
24 時間が経過したと推定される三次ニュー
ロン（例えば淡蒼球外節）では蛍光は検出限
界程度であったが、感染から 48 時間が経過
した二次ニューロン（例えば淡蒼球内節）で
は検出に十分な蛍光が観察された。さらに、
感染から 72 時間程度が経過したと考えられ
る視床の一次ニューロンではきわめて鮮明



な蛍光が観察された。このような蛍光狂犬病
ウイルスベクターを利用することによって、
越シナプス的多重神経路トレーシング法を
開発することに成功した（上図参照）。	 
	 特定の神経路を選択的にマスクするＯＦ
Ｆ制御型逆行性越シナプス的トレーシング
システムに関しては、狂犬病ウイルスの自己
ポリメラーゼタンパク質である各種の Pおよ
び L タンパク質の細胞内抗体（intrabody）
の狂犬病ウイルス CVS 株の感染伝播阻害効果
を調べたところ、阻害効果の高いものが確認
された。現在、アデノ随伴ウイルスベクター
に intrabody およびマーカータンパク質を組
み込んだベクターを利用して、後述する大脳
皮質領域への多シナプス性入力様式を解明
するためのベクター注入実験の準備を進め
ている。また、特定の神経路を選択的にラベ
ルするＯＮ制御型逆行性越シナプス的トレ
ーシングシステムに関しては、感染伝播能を
欠損させた逆行性ウイルスベクターとして、
ウイルスのエンベロープタンパクをコード
する遺伝子である G遺伝子をウイルスゲノム
から欠損させた改変狂犬病ウイルスベクタ
ーを作製し、回収および濃縮・精製法を改変
することにより、高力価の G遺伝子欠損狂犬
病ウイルスベクターの回収に成功した。現在、
狂犬病ウイルス G遺伝子等を発現する感染伝
播制御用ベクターとの共感染により、特定の
神経路においてＯＮ制御型逆行性越シナプ
ス的トレーシングが実現できることを検証
するための実験を進めている。	 
	 上記のような研究と並行して、狂犬病ウイ
ルスや新規に開発した狂犬病ウイルスベク
ターを用いて、前頭前野、運動前野、高次視
覚野への多シナプス性入力様式を解析した。
前頭前野については、上前頭回（9野）、主溝
背側壁（46d 野）および腹側壁（46v 野）、前
頭眼窩野外側部（12 野）にウイルスあるいは
ウイルスベクターを注入し、側頭連合野にお
いて越シナプス的にラベルされたニューロ
ンの分布を解析した。その結果、46d 野に注
入した例ではラベルされたニューロンが内
側側頭皮質の嗅内皮質や傍海馬皮質に分布
していたのに対して、46v 野に注入した例で
は下側頭皮質の TE 野に分布していた。この
ことは、46d 野と 46v 野はそれぞれ記憶関連
領域あるいは視覚関連領域から越シナプス
性入力を受けることを示唆している（論文 7）。
また、特に 46d 野および 46v 野に注入した例
では、小脳核のうち中位核のニューロンが特
異的にラベルされた。この所見は、小脳中位
核が認知機能に関与していることを初めて
明らかにした画期的な成果である（論文 6）。
運動前野については、背側運動前野後方部に
ウイルス注入をおこない、視覚運動変換に関
わる情報がどのように伝達・処理されるかと
の観点からニューロン分布の解析をおこな

った。その結果、下側頭葉から運動前野に至
る条件付き視覚運動変換に関わる神経回路
として、46v 野、46d 野を経由する神経路と
補足眼野、前補足運動野を経由する神経路の
２つが存在することが明らかになった（論文
5）。また、大脳基底核や小脳から背側運動前
野後方部への多シナプス性入力様式を解析
した結果、特に大脳基底核では背側運動前野
後方部の吻側部（F2r）と尾側部（F2c）に入
力する起始ニューロンが線条体では比較的
混在して分布するのに対して、情報処理のス
テージが進むにつれて、局在分布することが
明らかになった（論文 18,20）。高次視覚野に
ついては、物体の運動や奥行きに関する情報
を処理する背側路に属する MT 野と物体の色
や形の情報を処理する腹側路に属する V4 野
にウイルス注入をおこない、bottom-up 情報
を送る一次視覚野および top-down 情報を送
る前頭葉や内側側頭葉において越シナプス
的にラベルされたニューロンの分布様式を
解析した。その結果、前者（bottom-up 入力）
では、背側路と腹側路の間で層特異性を示す
異なる情報処理機構が関与することや、背側
路と腹側路の両方が 4Cα層からの入力を共
有していることが明らかになった（論文 9）。
他方、後者（top-down 入力）では、特に前頭
葉の 46v 野と補足眼野から前頭眼野や外側頭
頂間溝を経由して MT 野や V4 野に入力する多
シナプス性神経路が存在することや、前頭前
野から MT 野と V4 野への多シナプス性入力が
前頭眼野や外側頭頂間溝の異なるニューロ
ンによって中継されていることが示され、視
覚情報に基づく物体認知に前頭前野から発
信されるトップダウン信号が本質的な役割
を果たしていることが示唆された（論文 2,3）。	 
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