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研究の概要 
霊長類大脳ネットワークの構築と機能を解明するため、様々なウイルスベクターシステ

ムを応用して、特定のニューロン群を選択的に不活化し、課題遂行中のサルの行動異常

やニューロン活動変化を解析するとともに、特定のニューロン群への多シナプス性入力

を検出できる、神経路選択的かつ逆行性越シナプス的トレーシングを実現する。 

研 究 分 野：総合領域 

科研費の分科・細目：神経科学・神経科学一般 

キ ー ワ ー ド：神経情報処理 

１．研究開始当初の背景 
 脳を構成する複雑かつ精緻な神経回路（ネ
ットワーク）の枠組みを解明することは、そ
れを基盤にして獲得される多様な脳機能を
システム的に理解する上できわめて重要で
ある。特に、高次脳機能の発現・制御機構を
解明するためには、大脳を巡るネットワーク
の基本的構築、すなわち、大脳皮質領域にお
ける入出力様式や大脳皮質（特に前頭葉）と
強い結合を有する大脳基底核における情報
処理様式を解析し、その動作原理と機能的役
割を知ることが本質的である。例えば、大脳
基底核の入力部である線条体には、前頭葉を
中心とする皮質領域と視床からグルタミン
酸作動性入力が、黒質からドーパミン作動性
入力が投射するが、個々の入力が実際にどの
ような役割を担っているかについては未だ
不明な点が多い。 
 
２．研究の目的 
 大脳皮質と大脳基底核を繋ぐ特定のネッ
トワークあるいはそれを構成する特定のニ
ューロン群が実際にどのような機能に関与
しているかを明らかにするため、ターゲット
ニューロン選択的な不活化を行い、運動課題
や認知課題を遂行中のサルにおける行動異
常や課題に関連して応答するニューロン活
動の電気生理学的変化を解析するシステム
を確立することにより、大脳基底核における
入力情報処理機構の解明を目指す。神経路選
択的活動抑制法によって同定された線条体

ニューロンへの入力系を明らかにするため、
組換え狂犬病ウイルスベクターを利用して、
特定のニューロン群への多シナプス性入力
を検出できる、神経路選択的かつＯＮ制御型
の逆行性越シナプス的トレーシングを実現
するシステムの確立を目指す。さらに、それ
を発展させて、特定の神経路を選択的にマス
クするＯＦＦ制御型の逆行性越シナプス的
トレーシングシステムや、ＯＮ制御型トレー
シングを multi-colorで行うシステムを確立
し、これらの先端的技術を組み合わせること
により、線条体への入力ネットワークを機能
解剖学的に検証する。 
 
３．研究の方法 
 神経路選択的活動抑制法の確立と応用を
目指した研究では、逆行性感染型レンチウイ
ルスベクターを利用して、ニューロン活動の
不活化を誘導するタンパク質を特定のニュ
ーロンに導入するシステムの開発を行った。
ニューロン活動の不活化を誘導するタンパ
ク質として、当初ショウジョウバエアラトス
タチン受容体を用いることを計画していた。
しかしながら、様々な検討を加えた結果、こ
のタンパク質を霊長類脳において長期的に
発現させると細胞毒性を示すため、課題遂行
中のサルにおける行動変化を解析するよう
な慢性実験には適さない可能性が示唆され
た。そこで、代替としてテタヌストシキン軽
鎖フラグメントを用いることを考案した。 
 神経路選択的な逆行性越シナプス的トレ



ーシングの実現と応用を目指した研究では、
まず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株の改変
を可能にするため、CVS 株のフルゲノム配列
のシークエンシングとクローニング、および
構成遺伝子のクローニングを行い、ベクター
として利用できるようにウイルスゲノム
cDNA から感染性ウイルス粒子を得る cDNA 発
現系を構築した。 
 
４．これまでの成果 
 神経路選択的活動抑制法の確立と応用を
目指した研究では、細胞内導入用レセプター
遺伝子としてヒトインターロイキンタイプ 2
受容体αサブユニットを用いて、このタンパ
ク質をターゲットとする抗体にテタヌスト
シキン軽鎖フラグメントを結合したタンパ
ク質によりニューロン活動の不活化を誘導
するシステムと、Tet-On または Off システム
を利用してドキシサイクリン濃度依存的に
特定のニューロン群にテタヌストシキン軽
鎖フラグメントを発現させて、ニューロン活
動の不活化を誘導するシステムを作製した。 
 神経路選択的な逆行性越シナプス的トレ
ーシングの実現と応用を目指した研究では、
特定の神経路を選択的にラベルするＯＮ制
御型逆行性越シナプス的トレーシングシス
テムを確立するため、感染伝播能を欠損させ
た逆行性ウイルスベクターとして、ウイルス
のエンベロープタンパクをコードする遺伝
子である G遺伝子をウイルスゲノムから欠損
させた改変狂犬病ウイルスベクターを作製
した。その際、ウイルス回収率が低く霊長類
に適用する力価が容易に得られないことが
問題となったが、逆行性感染型レンチウイル
スベクターの開発の際に確立した濃縮・精製
法を応用することにより、高力価の G遺伝子
欠損狂犬病ウイルスベクターの回収効率を
向上させることに成功した。現在、この G遺
伝子欠損狂犬病ウイルスベクターにマーカ
ー遺伝子とともに Creリコンビナーゼあるい
はテトラサイクリン制御性トランス活性化
因子を組み込んだベクターと、感染伝播制御
用ベクターとして狂犬病ウイルスのゲノム
の一部と G遺伝子を組み込んだアデノ随伴ウ
イルスベクターを共感染させることにより、
特定の神経路においてＯＮ制御型逆行性越
シナプス的トレーシングが実現できること
を検証するための実験を計画している。 
 また、以上の研究計画と並行して、開発さ
れたベクターシステムを速やかに霊長類の
大脳皮質や大脳基底核の入力ネットワーク
の解析に適用するため、既存の狂犬病ウイル
ス CVS 株を用いて、前頭前野および高次視覚
野への多シナプス性入力様式を解析した。開
発されたトレーシングシステムを用いるこ
とにより、多様な認知機能の神経基盤や、
bottom-upおよびtop-downの視覚情報処理機
構の統合的理解に貢献できると考える。 

５．今後の計画 
 神経路選択的活動抑制法の確立と応用に
おいては、平成 22 年度より認知過程を含む
眼球運動課題および上肢運動課題の２種類
の行動課題のトレーニングを行っているサ
ルを用いて、テタヌストキシン軽鎖フラグメ
ントの選択的導入による神経活動抑制が行
動に及ぼす影響を解析する。これまでに得ら
れている神経解剖学的研究の結果を踏まえ、
眼球運動課題では前頭葉眼球運動関連領野
（前頭眼野や補足眼野）からの出力系をター
ゲットとし、上肢運動課題では線条体および
前頭前野領域（特に背外側部と背内側部）へ
の入力系をターゲットとする。 
 神経路選択的な逆行性越シナプス的トレ
ーシングの実現と応用においては、まず蛍光
タンパク質を用いた越シナプス的多重トレ
ーシング法を用いて、前頭葉眼球運動関連領
域（前頭眼野や補足眼野）および前頭前野領
域（特に背外側部と背内側部）への多シナプ
ス性入力様式を解析する。また、平成 23 年
度前半には抗狂犬病ウイルス細胞内抗体を
発現するアデノ随伴ウイルスベクターを用
いて、特定の神経路を選択的にマスクするＯ
ＦＦ制御型逆行性越シナプス的トレーシン
グシステムを霊長類において確立する。 
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