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研究成果の概要（和文）：本課題では、神経活動依存的にトリ肉腫ウイルス受容体を発現する遺伝子改変マウスと、こ
の受容体特異的に感染する組み換えレンチウイルスを作製・利用することで、時間的に離れた各イベント時に活性化し
た神経細胞群に対し、好みのトランスジーンを繰り返し組み込み可能とする新規技術を確立した。この技術により、新
規空間暴露と1週間後の即時フットショック時に活性化した細胞を、それぞれGFPとRFPで同一個体内の海馬と扁桃体で
標的化することに成功した。
記憶は、学習時の感覚入力に応答し活性化した神経細胞群にコードされることが定説となっていることから、確立した
本技術は記憶獲得細胞の標的化・人為的操作を可能にする。

研究成果の概要（英文）：It had been probed that memory is encoded by subgroup of neuronal cells (=cell ass
emblies) that responds to various sensory inputs and activates at memory acquisition. The c-fos-tTA x TRE-
TVAG double Tg mice conceptually express a receptor of avian sarcoma virus (=TVA) in a neuronal activation
-dependent manner. EnvA-pseudotyped LV can only infect to TVA expressing cells. For our purpose, we planne
d to target distinct cell assemblies with preferred genes, and we had established a combination system of 
the transgenic approach to reveal neural activated cells and LV-mediated preferred genes transferring. By 
using the new system, we could label two distinct cell assemblies with GFP and RFP. The new technique will
 allow us to target and manipulate distinct remote cell assemblies by preferred genes expression.
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１．研究開始当初の背景 
記憶は、様々な感覚入力に応答し活性化し

た神経細胞群にコードされることが定説と
なっている。ある種の記憶は、時間経過とと
もにその質を変えることが示唆されている
が、その理由に１つとして記憶をコードする
細胞群の再編が予測されている。一方、文脈
性恐怖条件付け学習では、条件刺激（CS）と
無条件刺激（US）という異なる感覚入力が同
期することで連合し記憶が形成されるが、CS
のみ、もしくは、CS 中での即時 US のみの
暴露では恐怖記憶は形成しない。これにもか
かわらず、CS を以前に経験していると、同
一 CS 中での即時 US で恐怖記憶が成立し、
恐怖の想起は CS に特異性を示す。このよう
に、複雑かつ多様な様式で成立している記憶
に関する研究を今後進展させる上で、同一入
力情報に対応して活性化する細胞群の時間
変遷や、時間的に異なるイベントに対応して
活性化した個々の細胞群を同一個体内で長
期同定することは、極めて重要な課題である
と考えられた。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、好みの遺伝子の導入・発現誘
導が可能な組み換えウイルスの感染を、神経
活動履歴を持つ細胞を標的とし、特異的に繰
り返し行うことが可能な新規技術の確立を
目的とした。このようなシステムを構築する
ことは、異なる経験に対応し活性化した各細
胞群を多様な蛍光タンパク質の発現で同定
可能にするとともに、さらに、近年脚光浴び
るチャネルロドプシンの発現と光操作との
組合せにより、イベント経験で活性化した細
胞群の人為的活性・不活性化を可能とする。
これにより、個々の経験で活性化した細胞群
が、真に経験した記憶をコードしているか、
また、時間変遷にともなう記憶の質的変化と
関連するかどうかを検証可能となる。さらに、
複数の経験で活性化した各細胞群の人為的
同期活性化が、新たな連合記憶形成を導くか
という革新的な記憶研究に着手するための
基盤技術になると考える。 
 
３．研究の方法 
 c-fos-tTA マウスは、神経活動依存的に転写
因子 tTA を発現誘導すること、TRE-TVA マ
ウスは、tTA の発現依存的にドキシサイクリ
ン非存在下でトリ肉腫ウイルス受容体 TVA
を発現することが既に報告されているため、
こ れ らをか け 合わせ て 作製す る 新 規
c-fos-tTA x TRE-TVA マウスでは、神経活動
依存的にドキシサイクリン（Dox）非存在下
で TVA が発現誘導されることが予想された。
EnvA をエンベロープに持つ組み換えレンチ
ウイルスは、TVA 発現細胞に特異的に感染し
トランスジーンを宿主細胞ゲノムに組み込
む。 
 これを踏まえ、本課題では、神経活動を起
こした細胞内に一過的に TVA を発現誘導可

能なトランスジェニックマウスと、このウイ
ルス受容体を発現する細胞に特異的感染を
する組み換えウイルスの構築を行う（図 1）。
このシステムを用いて、神経活動履歴を持つ
細胞群特異的に、任意の回数好みのトランス
ジーンの組み込みを行うことが可能な新規
技術の構築を行った（図 2）。 

 
４．研究成果 
(1) c-fos-tTA x TRE-TVA マウスの作出 
 本申請課題を実施するにあたり、c-fos-tTA
マウスはマウスバンクである MMRRC より
購入し、TRE-TVA マウスは作製した米国オ
レゴン大学（当時）・Clifford Kentros 博士よ
り、tTA 活性依存的に TVA の高発現が確認
されているラインの供与を受けた。c-fos-tTA 
と TRE-TVA マウスの作出は、高度なマウ
ス人工授精技術を有する連携研究者の、富
山大学生命科学先端研究センター・動物実
験施設の西園啓文助教に依頼し、供給効率
の高い人工授精・胚移植法により行った。 
 
(2) EnvA レンチウイルス調製の確立 



 レンチウイルスの調製は、ウイルスゲノム
を発現するレンチウイルスベクタープラス
ミドとウイルスの必須構成タンパク質群の
発現プラスミド（パッケージングミックス）
を 293FT パッケージング細胞に導入するこ
とで行った（図 3）。通常の VSV-G エンベロ
ープを持つウイルスの場合、VSV-G 発現プラ
スミドを使用するが、EnvA ウイルスを調製
するにあたり EnvA 発現プラスミドである
pCMMP-EnvA-IRES-GFP を米国プラスミ
ドバンク・Addgene より購入し使用した。調
製したEnvAタイプのEGFPレンチウイルス
は、TVA を組み換えレトロウイルス感染によ
り発現誘導した培養細胞でのみ感染を樹立
し、EGFP を発現誘導することを確認した
（図 4）。 

 
(3) c-fos-tTA x TRE-TVA マウスでの神経活
動依存的 TVA 発現誘導 
 Dox を継続的に投与した c-fos-tTA x 
TRE-TVA マウスを 2 日間 Dox 非存在下で維
持し、新規環境に暴露することで神経活動を
誘導したところ、海馬 CA1 と扁桃体 BLA 領
域で TVA の発現誘導を観察した（図 5 下）。

一方、Dox 無しでホームケージにて維持した

c-fos-tTA x TRE-TVA マウスでは、TVA の発
現誘導は観察されなかった（図 5 上）。古連
より、c-fos-tTA x TRE-TVA マウスでの神経
活動依存的 TVA 発現誘導法を確立した。 
 
(4) c-fos-tTA x TRE-TVA マウスでの時間的
に離れたイベント時に活性化した細胞への
遺伝子導入 
 複数回の時間的に離れたイベント時に活
性化した神経細胞へのレンチウイルス感染
を行うための、TVA 発現制御法を確認した。
これにより、各イベントに対応する TVA 発
現動態を確認したことで、イベント毎に特異
的に活動履歴を持つ細胞へのウイルス感染
が可能となった（図 6）。 

 これらを利用し、新規空間暴露と電気フッ
トショックを 9 日間の間隔で c-fos-tTA x 
TRE-TVA マウスに施し、それぞれのイベン
ト時に活性化した海馬と扁桃体の神経細胞
を、EnvA タイプの EGFP と mCherry レン
チウイルス感染で同一個体内でラベルでき
ることを確認した（図 7） 

 レンチウイルスは、トランスジーン配列を
を宿主細胞のゲノムに組み込むことでトラ
ンスジーンの発現を長期維持することが可
能である。上記から、当初の目的であった時
間的に異なるイベントに対応して活性化し
た個々の細胞群を同一個体内で長期同定可



能な新規技術が確立できた。この技術と光遺
伝学を組み合わせることで、今後、過去のイ
ベント情報をコードする標細胞の長期的活
性制御による記憶の時間経過にともなう変
遷過程に関する研究が可能になると考える。 
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