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研究成果の概要（和文）：本研究では、広範囲にウイルスベクターを注入できるCED、特定の経路を選択できる
ウイルスベクター2重感染法、可逆的に経路を操作できるDREADDsという手法を組み合わせ、広範な神経回路を可
逆的に操作できる技術を開発した。さらに当該回路操作技術をサル脊髄損傷モデルに適用した。脊髄損傷からの
機能回復過程において、回復早期に運動前野の半球間経路を遮断すると、到達把持課題の成功率が著しく低下し
た。これらの結果から半球間経路が機能回復に貢献することを直接的に証明することができた。

研究成果の概要（英文）：In this study, we developed a technique that can reversibly manipulate a 
wide range of neural circuits by combining CED for widespread virus vector injection, double viral 
vector technique for selecting specific pathways, and DREADDs for reversible pathway manipulation. 
Furthermore, we applied this circuit manipulation technique to a spinal cord injury model in a 
non-human primate. During the recovery process from spinal cord injury, blocking the 
interhemispheric pathway in the early stages of recovery resulted in a significant decrease in the 
success rate of the reach and grasp task. These results directly demonstrated the contribution of 
the interhemispheric pathway to functional recovery.

研究分野：神経科学

キーワード： 脊髄損傷　サル　機能回復　ウイルスベクター　DREADD
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研究成果の学術的意義や社会的意義
選択的回路操作の実験は、齧歯類を対象としたモデル動物で盛んに行われているが、霊長類を対象としたウイル
スベクター注入実験の成功例は少ない。本研究課題で開発された技術は広汎な神経回路の操作を可能にするもの
であり、操作中の脳活動も記録することが可能である。このような技術は行動に影響を与える新規のネットワー
クの抽出に貢献でき、さらに病態モデルに応用することで、リハビリテーションの効果の評価や促進、新たな治
療の創出への応用につながることも期待される。

※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 

 

脳機能を理解するために、マウスなどの齧歯類のモデル動物を対象としてウイルスベクター
による光遺伝学的手法や化学遺伝的手法を用いて特定の経路を選択的に操作し、行動への影響
を検証することで、その経路の機能を明らかにしていく研究が広く行われている（Ishida et al., 

2019）。一方、マカクザルなどのモデル動物は、脳の構造や運動機能が非常にヒトに近いため、
ヒトの脳機能の解明・疾患の原因や成因の究明・前臨床研究などに対する有用性が非常に高い。
しかし、マウスと比較して脳が非常に大きく、行動に影響を与えるには広範囲・高密度にウイル
スベクターを注入する必要があり、齧歯類と比較すると経路選択的回路操作の技術開発が遅れ
ている。霊長類を対象としたモデル動物において、広範囲な脳領域の回路操作の技術開発は、高
度に発達したヒトを含む霊長類の脳機能の理解や疾病モデルの作成などへの応用につながる。 

申請者が所属する研究グループの先行研究では、第 4 頚髄と第 5 頚髄間の境界部で脳と運動
ニューロンを直接つなぐ外側皮質脊髄路を損傷させた後、リハビリテーションを行い、手指の巧
緻性の回復過程と脳活動を計測した（Nishimura et al., 2007, Sawada et al., 2015）。その結果、回復
時期によって活動する脳領域が異なることが明らかになり、脳活動の変化が機能回復に寄与す
ることが示唆された。さらに、脊髄損傷と反対側の運動前野から損傷同側の運動前野への結合性
（Granger causality）が、手指の巧緻性の回復に沿って増加することが示唆された（Chao et al., 

2019）。これらの結果を基に、申請者の予備実験では、脊髄損傷後の回復過程の早期において、
左右の大脳半球間をつなぐ交連線維から構成される脳梁を切除すると、回復していた手指の巧
緻性が低下することが示された。一方、脊髄損傷前に脳梁を切除しても、手指の巧緻性が低下す
ることはなかった。 

以上の結果から申請者は、脊髄損傷の機能回復過程において、大脳半球間をつなぐ交連線維が
機能回復に重要な役割を担い、機能回復に対する寄与が経時的に変化するという仮説を立てた。
これを検証するために、まず本研究ではウイルスベクターによる広範囲の脳領域の回路操作技
術の開発を確立する。その後、本研究課題で確立された手法をサル脊髄損傷モデルに適用させ、
脊髄損傷からの機能回復に対する交連線維の役割を検証する。 

 

2．研究の目的 

 

本研究では、マカクザルを対象として、大脳皮質の広範囲においてウイルスベクターを注入し、
選択的に回路操作を行うための技術を確立し、その技術をサル脊髄損傷モデルに適用して、脊髄
損傷からの機能回復に関わる脳機能を解明すること目的とする。 

 

3．研究の方法 

 

大脳皮質にウイルスベクターを注入する場合、一般的にはガラス針を使用して注入する。広範
囲にウイルスベクターを注入する際に、何度もガラス針による刺入を行うと、行動に影響を及ぼ
すほどのダメージを与えてしまう。特に本研究で対象とする運動前野へのガラス針の繰り返し
の刺入は、手指の運動機能の麻痺につながる可能性がある。そこで、本研究では一度に大量に注
入できる CED（Convection enhanced delivery）という手法を採用する（Yin, et al., 2010; Yu, et al., 

2017）。本手法は、注入するカニューラの先端が 2 段階になっていて、注入する速度も 2 段階に
設定することで逆流を防ぎながら大量にウイルスベクターを注入する。 

本研究では、脊髄損傷と反対側の運動前野から損傷同側の運動前野への交連線維を一方向性
かつ可逆的に操作する必要がある。一方向性の交連線維を選択できるウイルスベクター2 重感染
法と、可逆的に神経回路を操作できる DREADDs（Designer Receptors Exclusively Activated by 

Designer Drugs）を組み合わせ、損傷反対側の運動前野から損傷同側の運動前野への交連線維の
みを直接的に操作する。さらに、注入した領域をカバーするように複数の電極を持つ脳波皮質電
極（ECoG）を慢性的に留置して、脳活動を記録することにより、回路操作による脳活動の変化
も検証する。 

左右の運動前野（PM）間の交連線維を一方向性に選択的かつ可逆的に操作するために、ウイ
ルスベクター2 重感染法と DREADDs を適用する。損傷同側（右側）に逆行性ベクターである
AAV2-retro-CAGGs-Cre、損傷反対側（左側）に順行性ベクターである AAV1-EF1α-DIO-hMD4i-

mCherry を注入し、損傷反対側から損傷同側への運動前野間の経路だけ選択的に操作できるよう
にする。次に脳移行性が高い DREADD アゴニストである DCZ（Deschloroclozapine）を投与し、
神経細胞に過分極を誘導することで神経伝達を可逆的に抑制する。本実験では、このような手法
をサル脊髄損傷モデルに適用し、回復過程のさまざまな時期に左右の運動前野間の経路を抑制
し、機能回復に及ぼす影響を調べる。 

 

 

 



4．研究成果 

 

 ウイルスベクター注入後、健常状態において DCZ を投与し運動前野間の経路を一方向性に遮
断したところ、到達把持課題の成功率と課題遂行中における手指の運動は特に変化しなかった。
また、DCZ 投与時の脳活動を記録し、運動前野間の Granger causality を算出したところ、左側運
動前野から右側運動前野への Granger causality が特に α 帯域（8-13 Hz）において有意に減衰し
た。これに対し、反対向きの右側運動前野から左側運動前野への Granger causality は特に変化し
なかった。以上の結果から、本研究の提案手法を用いると、左右の半球間経路を一方向性に遮断
できることを示した。 

 次に、第 4 頚髄と第 5 頚髄間の境界部で脳と運動ニューロンを直接つなぐ外側皮質脊髄路を
損傷させた後、回復過程において DCZ を投与し、到達把持課題の成功率への影響を検証した。
図 1 より、成功率が上昇し始めた時において DCZ を投与すると、回復してきていた手指の巧緻
性は障害され、成功率が著しく減少した（図中の Day45 の赤丸）。一方、この翌日にコントロー
ルである Vehicle を投与しても、手指の巧緻性は変化せず成功率も DCZ 投与前と変わらなかっ
た（図中の Day46 の青丸）。また、成功率が飽和してきた時期に DCZ を投与しても、成功率は
変化しなかった。これらの結果から、損傷反対側の運動前野から損傷同側の運動前野への半球間
経路は、回復早期において機能回復に貢献することを示した。 

 DCZ による回路操作中の脳活動を明らかにするために、到達把持課題遂行中の脳活動を解析
した（図 2）。損傷同側（右側）運動前野の損傷前の活動において、DCZ を投与すると運動直前
の α帯域の活動が上昇した。これは健常時には抑制性に働いている半球間経路が DCZ によって
遮断され、損傷同側の活動が上昇したと考えられる。回復早期では、DCZ を投与すると運動直
前の α帯域の活動が減衰した。以上の結果から、損傷前は抑制性であった半球間の相互作用が、
回復早期には興奮性に転じ、同側運動前野への関与を促進していることを示唆した。 

  

 

 

 

図 1 DCZ による到達把持課題の成功率の変化 

図 2 DCZ 投与時の損傷同側運動前野の脳活動（上段：損傷前、下段：回復早期） 



行動実験終了後に脳組織を採取し、免疫組織化学実験を行った（図 3）。損傷反対側運動前野
の 2－3 層において錐体細胞が染色され、脳梁においては大量の軸索が見られた。損傷同側運動
前野において細胞体は確認されず、特に 2－3 層に多くの終末が染色された。これらの結果から、
今回観察された行動と脳活動への影響は、損傷反対側（左側）運動前野から損傷同側（右側）運
動前野への信号の伝達を遮断したためだと組織学的に確認できた。 

 

図 3 両側の運動前野、脳梁における免疫組織化学染色 
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