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研究成果の概要（和文）：抗体提示型ウイルスベクターによって、マウス小脳の平行線維終末と登上線維終末特異的に
遺伝子導入する方法の確立を目指して研究を実施した。この目的のために、シナプス小胞の小胞膜内腔側に結合するVG
luT1抗体およびVGluT2抗体を新規に作成した。また、本抗体を結合させたレンチウイルスベクターをマウス小脳に投与
したが、期待される感染結果は得られなかった。以上の結果から、当初の計画で予定していた研究をおおよそ遂行した
ものの、期待した遺伝子導入法の確立には至らなかった。今後、現在進行しているアデノ随伴ウイルスを用いた遺伝子
導入法などを用い、本手法の確立を目指したい。

研究成果の概要（英文）：The aim of this research is to establish the method for a selective transduction 
into parallel fiber or climbing fiber in a mouse cerebellum using an antibody-displaying viral vector. To 
achieve this aim, we made new antibodies against lumenal domain of VGluT1 or VGluT2. We injected the 
lentiviral vectors displaying these antibodies into mice cerebellum. However, these vectors could not 
infect specific cells that were expected. To achieve this aim, we need a different approaches such as 
adeno-associated virus vector.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 
抗体提示型ウイルスベクターは、ウイルス

膜表面に Protein A 由来のイムノグロブリン
結合部位を導入したベクターであり、表面に
提示させた抗体の結合を介して、細胞特異的
な遺伝子導入が可能なウイルスベクターで
ある。本手法は遺伝子治療の分野での研究が
盛んであったが、研究代表者らは中枢神経系
での実験に適用し、細胞特異的な遺伝子導入
に成功した（Konno et al., Neurosci Res, 
2011）。 
 
２．研究の目的 
ウイルスベクターを用いた小脳顆粒細胞

に対する、特異的かつ効率的な外来遺伝子導
入法は確立されていない。研究代表者は、抗
体提示型ウイルスベクターの抗原-抗体反応
による指向性を利用し、顆粒細胞に効率的に
遺伝子を導入できると考えた。具体的には、
平行線維終末に存在している小胞グルタミ
ン酸トランスポーターVGluT1 に対する抗体
を提示させたレンチウイルスベクターを用
いて、特異的な遺伝子導入を行う。また、
VGluT2 の抗体を提示させることにより、登上
線維終末から下オリーブ核の登上線維ニュ
ーロンへの遺伝子導入も同様に可能である
（下図参照）。 
 すなわち、本研究の目的は、平行線維終末
と登上線維終末のマーカーである VGluT1 と
VGluT2 の抗体をそれぞれ提示させたレンチ
ウイルスベクターを用いることにより、それ
ぞれに個別に外来遺伝子を導入し、発現させ
る技術を確立することである。 

 
３．研究の方法 
以下の3項目を遂行することにより研究を

実施する。 
(1)抗体提示型レンチウイルスの作成 
(2)抗 VGluT1 と VGluT2 抗体の作成 
(3)マウス小脳への感染実験 
 
４．研究成果 
(1)抗体提示型レンチウイルスの作成] 
抗体提示型ウイルスベクターの作成は、過

去に報告のある方法（Morizono et al., Nat 

Med, 2005）に倣って、293T 細胞に対する 4
重トランスフェクション法で行った。また、
新規に購入した液体クロマトグラフィー
AKTA Primeを用いた陰イオン交換クロマトグ
ラフィー（HiTrapQ HP を使用）により、精製
が可能であることを確認した。 
 
(2)抗 VGluT1 と VGluT2 抗体の作成] 
 VGluT1 と VGluT2 のシナプス小胞の小胞膜
内腔（ルーメン）側に結合する抗体を受託合
成により作成した。RGGHVVVQKAQFN (VGluT1)、
RGGKVIKEKAKFN（VGluT2）をペプチド抗原と
して、合成を依頼し、作成自体は順調に完了
した。作成した抗体を用いて、マウス小脳に
対する免疫組織染色を行った。ポジティブコ
ントロールとして、市販されている抗体（ル
ーメン側に結合する抗体ではないため、抗体
を介した感染に用いることが不可能）との共
局在性が期待したものとは、異なっていた。 
 
(3)マウス小脳への感染実験 
 作成した抗体を結合させたレンチウイル
スベクター（CMV-GFP）をマウス小脳虫部に
投与し、8 週後の小脳切片を観察した。その
結果、VGluT1（顆粒細胞への発現を期待）と
VGluT2（下オリーブ核ニューロンへの発現を
期待）のいずれを結合したものにおいても、
期待した発現は得られなかった（下図は
VGluT1 抗体結合レンチウイルスの発現例; 
主にバーグマングリアへの感染が観察され
る）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

以上の結果から、当初の計画で予定してい
た研究をおおよそ遂行したものの、期待した
遺伝子導入法の確立には至らなかった。 
この最も大きな原因となっている点は、新

規に作成した抗体の特異性が十分に高くな
かった点が最も大きいと考えられる。抗体提
示型ウイルスで使用する抗体は生きた細胞
表面に結合する必要があり、最低でも免疫組
織染色に使用できるグレードの抗体である
ことが要求される。しかしながら、今回作成
した抗体は免疫組織染色において、適切な染
色パターンを示さなかった。抗体はロットに
よって大きく特性が異なるため、今後さらに
異なるロットの抗体を作成することにより、
本手法の確立にいたる可能性がある。 
一方、本研究と同時並行で実施していたア

デノ随伴ウイルスベクターを用いた研究に
おいて２報の論文、ゲノム組み込み欠損型レ



ンチウイルスを用いた遺伝子治療に関する
論文の計３報をこれとは別に報告している。 
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