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研究成果の概要（和文）：  

 本研究では、神経回路解析に有用なトレーシングシステムを実現するための基盤的技術とし

て、狂犬病ウイルスベクターを初めとするベクターシステムの開発を行った。まず、まず神経

解剖学において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 株を

ベースとした伝播能欠損型ベクターを開発し、挿入するマーカータンパク質（蛍光蛋白質）の

発現量を増強する為の改変を行った。また、アデノ随伴ウイルスベクターおよびレンチウイル

スベクター構築と回収法の検討を行い、霊長類において実用可能な力価・精製度を持つベクタ

ーの作製に成功した。これらのベクターを用いて、ベクターの多重感染により目的細胞選択的

な外来遺伝子発現制御が可能であることを霊長類において明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：  
  Recombinant viral tracers which can cross synapses and can express foreign genes are 
useful to study neural circuitry. However, for accurate and detailed analysis of neural 
circuits, a technique for the control of trans-synaptic transfer is required. We have 
constructed new rabies virus vectors by manipulating their genome. We first deleted the 
glycoprotein gene of the vector to extinguish the ability of trans-synaptic transfer from 
them. Then, we improved recovery systems for the vector which can efficiently express 
foreign genes in neurons. We also established efficient recovery systems for lentiviral 
vector and adeno-associated virus vector to use them in the primate brain. Using these 
vectors, we developed of novel vector system that enables us to induce target gene 
expression in a specific group of neurons that constitutes a particular pathway in the 
brain. These results indicate that viral vectors created in this study can be used for 
selective and efficient transsynaptic neuronal tracing. 
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１．研究開始当初の背景 
脳機能（特に高次脳機能）の発現・制御機

構を解明するためには、大脳皮質に張り巡ら
されたネットワークの基本的構築、すなわち、
特定の皮質領域における入出力回路や局所
情報処理回路の様式を解明することが必要
不可欠である。しかしながら大脳新皮質では
内部神経回路が複雑であるがために、神経回
路を対象とした研究の進展が阻まれている。
このため、複数の神経細胞のシナプス結合に
より形成される神経回路の全容を明らかに
できる有用な手法の確立が急務となってい
る。近年、狂犬病ウイルスなどの神経向性ウ
イルスを用い、ニューロンの越シナプス性ラ
ベルにより複数の領域を介する多シナプス
性神経回路を同定するラベル法が試みられ、
大脳皮質、大脳基底核、小脳などを巡るネッ
トワークの構築様式が解析されてきた。狂犬
病ウイルスはニューロンの軸索末端に特異
的に感染し、逆行性にのみ感染が伝播するた
め、特に収束性入力を持つ神経回路の解析に
有用性が高い。しかしながら、この手法には
シナプスを介した伝播が早く起こるために
ラベルされたニューロンが何次ニューロン
であるかを同定できないという問題点があ
り、局所神経回路や領域間神経ネットワーク
の構築様式を正確に記述する為のツールと
しては不十分であった。 
 
 
２．研究の目的 
 上記のような問題点を克服するトレーシ
ングシステムを実現するためには、シナプス
を介した感染伝播能を失った逆行性感染型
ウイルスベクターと、同ベクターに感染伝播
能を付与することが出来る別のウイルスベ
クターによる伝播制御が必要となる。この様
なベクターシステムを実現するため、本研究
ではまず基盤となる２つの技術開発を目指
した。まず、神経解剖学において有用な越シ
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 株をベースとした伝播能
欠損型ベクターを開発し、実用可能な外来遺
伝子の発現量および回収効率を実現するこ
とを目指した。次いで、アデノ随伴ウイルス
ベクターやレンチウイルスベクターを用い
て、ベクターの多重感染により外来遺伝子の
発現制御を in vivo で実現するベクターシス
テムの実現を目指した。この両者を組み合わ
せることで、目的細胞選択的なトレーシング
システムの実現が可能となると考えられる。
また、本研究では、特定の神経路を選択的に

排除する逆行性越シナプス的トレーシング
法の実現のため、感染伝播を阻害するシステ
ムの開発も目的とした。 
 
 
３．研究の方法 
 まず、神経解剖学において有用な越シナプ
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株を感染伝播能欠損型ベクタ
ーとして利用できるよう、脳内継代株である
狂犬病ウイルス CVS-26 株のフルゲノム配列、
改変ハンマーヘッドリボザイム、D型肝炎ウ
イルスリボザイム配列を含むベクタープラ
スミドを構築する。また、狂犬病ウイルス
CVS-26 株の各構成遺伝子を、哺乳類細胞にお
ける高発現が期待出来るプラスミドベクタ
ーに挿入し、ウイルスゲノム cDNA から感染
性ウイルス粒子を得る回収系を構築する。そ
の後、ウイルスの外被タンパクをコードする
遺伝子をウイルスゲノムから欠損させたゲ
ノムプラスミドを作製し、伝播能欠損型ベク
ターを回収する系を構築する。その際、霊長
類神経系で実用可能なレベルの高力価のベ
クターが得られるよう、ベクター回収効率の
改良を行う。また、このベクターにマーカー
蛋白質を挿入する際、マーカー蛋白質挿入部
位や周辺配列などを検討し、in vivo での使
用に適した高発現型のベクターを開発する。 
 また、感染伝播制御用ベクターとして、ア
デノ随伴ウイルスベクター・レンチウイルス
ベクターの構築と回収法の検討を行い、霊長
類において実用可能な力価・精製度を持つベ
クターを作製する。これらのベクターと
Cre/loxP 部位特異的組換え反応およびテト
ラサイクリン依存性遺伝子発現制御システ
ムを応用して、神経路選択的な外来遺伝子発
現制御を実現するベクターシステムを構築
し、霊長類においてシステムが機能すること
を確認する。 
さらに、狂犬病ウイルスのポリメラーゼ蛋

白質に対する細胞内抗体の、狂犬病ウイルス
固定株の感染伝播に対する阻害効果を検討
し、良好な阻害効果が見られた場合、この細
胞内抗体を用いた、感染伝播阻害型ベクター
システムの開発を検討する。 
 
 
４．研究成果 
国立感染症研究所の協力を得て、神経解剖

学において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
を感染伝播能欠損型ベクターとして利用で



きるよう、脳内継代株である狂犬病ウイルス
CVS-26 株のフルゲノム配列、改変ハンマーヘ
ッドリボザイム、D 型肝炎ウイルスリボザイ
ム配列を含むベクタープラスミドを構築し
た。また、狂犬病ウイルス CVS-26 株の各構
成遺伝子を哺乳類細胞における高発現が期
待出来るプラスミドベクターに挿入し、これ
らの新規作成プラスミドベクターを用いた
回収系により、ウイルスゲノム cDNA から感
染性ウイルス粒子が高効率に得られること
を確認した。感染伝播能欠損型ベクターを作
製するため、ウイルスの外被タンパクをコー
ドする遺伝子をウイルスゲノムから欠損さ
せたゲノムプラスミドを作製した。ゲノムの
遺伝子間領域に外来遺伝子発現の為の配列
を挿入する際、挿入部位や挿入部位付近の配
列を検討し、挿入するマーカータンパク質
（蛍光蛋白質）の発現量が従来型と比べ飛躍
的に増強する伝播能欠損型ベクターの構築
を行った。また、ウイルス回収率を向上して
高力価のベクターを得るために回収法を検
討し、神経芽腫細胞を用いた高力価ベクター
回収系を構築した。 
感染伝播制御用ベクターとして、アデノ随

伴ウイルスベクター・レンチウイルスベクタ
ーの構築と回収法の検討を行い、霊長類にお
いて実用可能な力価・精製度を持つベクター
の作製に成功した。逆行性感染型ベクターを
目的細胞の投射領域に、順行性感染型ベクタ
ーを目的細胞の細胞体存在領域に注入する
実験を行った結果、Cre/loxP 部位特異的組換
え反応およびテトラサイクリン依存性遺伝
子発現制御システムを応用した神経路選択
的な外来遺伝子発現制御が霊長類において
効率的に機能していることを確認した。また、
特定の神経路を選択的に排除する逆行性越
シナプス的トレーシング法の実現のため、狂
犬病ウイルスのポリメラーゼ蛋白質に対す
る細胞内抗体をベクターにより細胞に強制
発現させることを試みた。その結果、細胞内
抗体の発現が狂犬病ウイルス CVS 株の感染伝
播を阻害することが確認された。上記の成果
により、特定の細胞集団において、狂犬病ウ
イルスベクターの感染伝播を OFF から ONに、
あるいは ON から OFF に制御し、特定の神経
路に限定した回路解析を行う為の基盤的技
術の開発に成功した。 
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