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マウス一次視覚野に投射する視床神経細胞の多様性の解明
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研究成果の概要（和文）：狂犬病ウイルスを用いた単シナプストレース法を用いて、大脳新皮質神経細胞にシナプス入
力する細胞の分布を解析した。狂犬病ウイルスは毒性の違いによる実験株が多く存在するが、それぞれの実験株に由来
する糖タンパク質を用いて単シナプストレースを実施した結果、糖タンパク質によってトレースされる細胞が異なるこ
とが明らかになった。特に、動物個体に毒性の低いウイルスは神経細胞だけでなくグリア細胞にも感染することが明ら
かになった。このことから、グリア細胞への感染がウイルスの毒性を低下させることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：I analyzed the distribution of presynaptic cells to layer 2/3 pyramidal cells of 
mouse neocortex using rabies monosynaptic tracing. Rabies virus is various among a group of various 
experimental strains. I used rabies glycoproteins originated from two different strains of rabies virus 
for the monosynaptic tracing. I found that monosynaptic tracing using different strains of rabies 
glycoprotein visualized distinct types of cells in mouse brain. An avirulent rabies glycoprotein helped 
rabies virus to infect not only neurons but also glial cells around the injection site. Considering that 
some glial cells, such as astrocytes and microglia, contribute to the immune system, these results 
suggest that infection of rabies virus to glial cells may decrease the virulency of rabies virus.

研究分野：神経科学

キーワード： 狂犬病ウイルス　神経回路トレース

  ３版
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１．研究開始当初の背景 

 マウス LGN-V1 神経回路では、LGN からの

軸索分布様式をもとに、4 層興奮性神経細

胞 がおもに解析されてきた。4 層のみな

らず 2/3 層錐体細胞も、LGN 軸索が投射し

ている浅層と 4層に樹状突起を持つが、こ

れら錐体細胞がそれぞれの層でどのような

LGN 細胞サブタイプからシナプス入力を受

けているのかは不明である。ネコやサルの

X, Y, W 型 LGN 中継細胞はそれぞれ異なる

視覚刺激に反応し、出力先である V1 神経細

胞の視覚反応特性に影響を与える。これら

の結果をもとに研究代表者は、マウス V1

で観察される多様な視覚反応選択性の形成

過程を理解する上で、LGN から 2/3 層およ

び 4層の錐体細胞樹状突起に対する直接的

シナプス入力を明らかにすることが重要で

あると考え、本研究課題を計画した。 

 研究代表者はこれまで、実際にシナプス

結合する機能的神経回路を可視化すること

を目的として、形態解析用狂犬病ウイルス

の開発に従事してきた。狂犬病ウイルスは

シナプスを越えて神経細胞に逆行性感染す

る特性があり、シナプス結合する神経回路

網の可視化に利用されてきた。研究代表者

はその狂犬病ウイルスの遺伝子を改変する

ことで、単一シナプスだけしか越えること

のできない糖タンパク欠損狂犬病ウイルス

ベクター（以下単に、遺伝子改変狂犬病ウ

イルス）を作成した。そしてその遺伝子改

変狂犬病ウイルスを用いて、単一神経細胞

に実際にシナプス結合するシナプス前細胞

だけを可視化する、「単シナプス性神経回路

トレース法」を開発し、in vivo 動物にも

応用する in vivo 単シナプス性神経回路ト

レース法もすでに開発した。 

 

２．研究の目的 

本研究課題は、マウス視床ー皮質回路にお

ける並列神経回路の存在を検証する。その

ために、①マウス新皮質 2/3 層および 4層

の各錐体細胞に直接シナプス入力する視床

中継細胞のサブタイプの同定、そして②各

視床中継細胞の新皮質における軸索投射パ

ターンの解明を目指す。１年目は、マウス

新皮質 2/3 層および 4層に分布する錐体細

胞に直接シナプス入力する視床中継細胞サ

ブタイプを解析する。各層の錐体細胞を対

象として単シナプス性神経回路トレース法

を適用し、シナプス入力する視床中継細胞

のサブタイプを可視化し、その樹状突起形

態と視床内分布を明らかにする。２年目は、

視床中継細胞の皮質内軸索投射パターンを

サブタイプごとに明らかにする。少数の視

床中継細胞をウイルスベクターで可視化し、

新皮質における軸索の分布、および視床中

継細胞サブタイプが錐体細胞にシナプス結

合する細胞内サブドメインを解析する。 

 

３．研究の方法 

A. 子宮内エレクトロポレーションによる

遺伝子導入 

 単シナプス性神経回路トレース法で

は、遺伝子改変狂犬病ウイルスの選択

的感染を可能にするトリ白血病ウイル

ス受容体遺伝子（TVA）およびシナプス

前細胞の標識に必要な狂犬病糖タンパ

ク質遺伝子（RG）を最初に導入する。

大脳新皮質の 2/3 層および 4 層に分布

する錐体細胞にこれら遺伝子を導入す

るために、胎生 15.5 日および 13.5 日

齢の妊娠マウスを用いて子宮内エレク

トロポレーション法を実施する。研究

代表者による予備実験で、これら遺伝

子を導入された胎児は正常に発達する

こと、そして遺伝子導入された神経細

胞がタンパク質を発現し続けることは

確認されている。 



B. 遺伝子改変狂犬病ウイルスの作成お

よび感染 

既に研究代表者が開発した GFP を発

現する遺伝子改変狂犬病ウイルス

（RV-GFP）をもとに、トリ白血病ウイル

ス糖タンパク質（EnvA）でシュードタイ

プされた遺伝子改変狂犬病ウイルス

(EnvA-RV-GFP)を精製する。EnvA-RV-GFP

は通常のほ乳類細胞には感染せず、１で

前処理されたマウスの TVA を発現する

各層錐体細胞だけに感染する。その錐体

細胞は RG も同時に発現しているため、

およそ３日でウイルスが逆行性にシナ

プスを越え、シナプス前細胞が GFP を発

現しはじめる。神経細胞の詳細な形態が

可視化される感染後５日程度で、動物を

灌流固定し、脳切片固定標本を作製する。 

 

４．研究成果 

本研究では、子宮内エレクトロポレー

ションと狂犬病ウイルス単シナプストレ

ース法を組み合わせた手法を用いる。妊娠

１５日齢の ICR マウスを用いて、TVA およ

び RG 遺伝子を皮質２／３層錐体細胞に導

入した。その後 EnvA によりシュードタイ

プされた狂犬病ウイルスを接種した。接種

２日後にはウイルス感染細胞が TVA 発現

細胞に限局していたことから、感染の特異

性を確認した（図１C、雑誌掲載論文１）。

接種後４日後には遺伝子導入細胞周辺に

無数の細胞が観察された。狂犬病ウイルス

の糖タンパク質はウイルス株ごとに変異

が存在するが、ウイルス作成に使用された

株（HEPG、図１I）と異なるウイルス株由

来の糖タンパク質が、より効率的に近傍に

分布する神経細胞をトレースできること

を見出した（SADcvsG、図１F）。 

更に、接種動物の全脳組織標本を作成

し、視床を含む切片標本を解析した（図２）。

その結果、近傍の神経細胞のトレース様式

とは異なり、SADcvsG(図２C）よりも HEPG

（図２F）によって視床神経細胞がトレース

されることが明らかになった。反対側に投

射する皮質錐体細胞もHEPGでは効率的にト

レースできることから、HEPG は長距離投射

型神経細胞のトレースに適していると結論

した。一方で、SADcvsG は局所投射型神経細

胞のトレースには適しているものの、長距

離投射型神経細胞のトレースには適してい

ないことが明らかになった。 

妊娠１３日齢のマウスを用いて同様の

実験を実施したところ、４層に限局して遺

伝子導入され、かつその細胞にシナプス入

力する神経細胞を可視化することができた。

４層を起点とする単シナプストレースにお

いても、２／３層同様に HEPG によって効率

良く視床神経細胞がトレースされた。現在

図１ 狂犬病ウイルスによる単シ
ナプストレース法 

図２ 単シナプストレースによる長
距離投射型細胞の可視化 



までに、２／３層および４層の神経細胞は

主要な視床核から主に入力を受けており、

その形態的特徴には多様性があることを確

認した。 

計画段階では予測されなかった、本研

究成果として、糖タンパク質の変異による

トレース効率の差異についても述べる。

HEPG および SADcvsG は異なるトレース特性

を持つだけではなく、グリア細胞に対する

感染特性も異なる。HEPG による単シナプス

トレースは、より多くのグリア細胞を合わ

せてトレース・可視化してしまう（図３A）

ため、トレースされた神経細胞の解析が困

難になるという欠点が明らかになった。一

方で SADcvsG はごく稀にグリア細胞がトレ

ースされるが（図３B）、トレースされる大

部分の細胞は神経細胞であるため解析が比

較的容易である。本研究計画では、視床に

分布する神経細胞の形態的解析を行ってい

るため問題にはならないが、狂犬病ウイル

スを用いた単シナプストレース法の実施に

おいて、糖タンパク質の選択は留意すべき

点となることが明らかになった。 

狂犬病ウイルスを神経トレーサー・ベ

クターとして使用する上で、ウイルスのも

つ細胞毒性軽減は重要である。本研究で使

用した HEP-Flury 株に基づく狂犬病ウイル

スは、弱毒株であるが、その細胞毒性は不

明であった。神経細胞形態を指標として細

胞毒性を定量した結果（図４）、本ウイルス

ベクターのもつ細胞毒性は、研究代表者が

開発した別の狂犬病ウイルスと同様である

ことが明らかになった。このことから、ウ

イルスの細胞毒性と動物個体に対する毒性

には直接の相関がないことが明らかになっ

た。 

糖タンパク質により感染細胞タイプが

異なり、弱毒株由来の HEPG によりグリア細

胞に対する感染が促進されることを考慮す

ると、動物個体に対する毒性はグリア細胞

に対する感染の有無によって変化すると推

察された。現在は、本仮説に基づき、糖タ

ンパク質の変異によるグリア細胞への感染

親和性の変化を解析している。 
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