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研究の概要 非分裂細胞である神経細胞への外来遺伝子導入は困難であるが、とくに in vivo  
神経細胞への導入効率は極めて低い。本研究では、レンチウイルスベクターの生体脳内におけ 

る性質を解明し、さらに高効率かつ細胞腫特異的に発現させる方法を確立する。その技術を用 

いて、これまでできなかった遺伝子機能の解明や、遺伝子欠損に起因する障害回復の臨界期研 

究を行う。 

研 究 分 野：総合・新領域系、総合領域、神経科学 

科研費の分科・細目：神経・筋肉生理学 

キ ー ワ ー ド：ニューロン・シナプス・神経回路、神経発生・神経発達・神経再生 

１．研究開始当初の背景 ３．研究の方法 
ウイルスベクターを用いた「遺伝子レスキュ
ーマウス」作出による解析は、ポストゲノム
時代において汎用性の高い効果的な研究手
法となる可能性がある。しかし、そのために
はウイルスベクターを細胞特異的に効率的
に感染させ、その細胞で遺伝子発現を効率的
に制御できる必要がある。レンチウイルスベ
クターは神経細胞に比較的親和性があり注
目を集めていたが、その性質については多く
のことが不明であった。 

（１）レンチウイルスベクターの改良 
(i) 標的遺伝子とマーカー（GFPなど）遺伝
子の２つの遺伝子の発現 
標的遺伝子と GFP の間に self-cleaving 2A ペ
プチド(P2A)配列を挿入する方法を検討する。 
(ii) 5kb以上の遺伝子を発現可能な高力価ベ
クターを開発する 
これまでの研究でレンチウイルスベクター
の Strain が異なると、発現可能な遺伝子サイ
ズや得られるウイルスの力価が異なること
を明らかにしている。そこで種々の strain を
集めて、比較することで開発する。 

 
２．研究の目的 

(iii) レンチウイルスが細胞種選択的に感
染する機構を解明する 

（１）レンチウイルスベクターの改良と評価 
(i) 標的遺伝子とマーカー（GFP など）遺伝
子の２つの遺伝子の発現を可能にする エンベロープの糖タンパク質を Vesicular 

stomatitis virus のGタンパク質(VSV-G)を修
飾することで親和性を変化させることがで
きるのかを検討する。 

(ii) 5kb以上の遺伝子を発現可能な高力価ベ
クターを開発する 
(iii) レンチウイルスが細胞選択的に感染
する機構を解明する （２）レスキューマウス作出による遺伝子機

能解明と臨界期の検討 （２）レスキューマウス作出による遺伝子機
能解明と臨界期の検討 生後 6 日、25 日のミュータントマウス

(Hotfoot5J など)の神経細胞に、レンチウイ
ルスベクターを使用して欠損遺伝子を導入
し、障害が回復するかを、形態、シナプス機
能、行動レベルで解析する。解析はウイルス
接種 3 週間後に行う。また、生後 25 日の脊
髄小脳変性症（SCA）モデルマウスのプルキ
ンエ細胞に、変異ポリグルタミン分解タンパ
ク質分解分子（CRAG）を導入し解析した。 

自然発生（Hotfoot5J など）、人工（遺伝子ノ
ックアウト）の運動失調マウスにレンチウイ
ルスベクターを用いて野生型遺伝子を発現
させ運動失調のレスキューを試みる。また細
胞レベルでは何がどの程度レスキューされ
ているのかを形態学的、電気生理学的に調べ
る。この実験を通してそれぞれの遺伝子の機
能、シグナル伝達様式、臨界期について明ら
かにする。  



４．これまでの成果 
（１）レンチウイルスベクターの改良と評価 
(i) 標的遺伝子とマーカー（GFP など）遺伝
子の２つの遺伝子の発現が可能となった。 
レンチウイルスベクターで、P2A 配列を用い
て GFPと目的遺伝子の両方を in vivoの脳で
効率的に発現させることに成功した。 
(ii) 5kb以上の遺伝子を発現可能な高力価ベ
クターを開発した。 
(iii) 生後 0 日のラットの小脳、及び生後 1
日のマウスの小脳にレンチウイルスベクタ
ーを接種し、プルキンエ細胞選択的に遺伝子
発現させる方法を確立した。 

生直後の小脳は未発達で紙のように薄い。
また頭も極めて小さく、小脳の位置も大人と
かなり違っている。そのため、うまく小脳に
ウイルスベクターを接種することができな
かった。本研究では、頭部固定装置を特注で
作成するなど、さまざまな工夫を行い、生後
0 日（マウスでは生後 1 日）の小脳神経細胞
に効率的に遺伝子発現させることが可能と
なった。また小脳だけでなく、発達期のラッ
ト・マウスのさまざまな脳の領域に遺伝子発
現が可能となった。 
(iv) 高力価レンチウイルスベクターの毒性
について詳細に評価した 

高力価レンチウイルスベクターの感染が
神経細胞の樹状突起発育及び、シナプス機能
成熟に与える悪影響について明らかにした。 
 
（２）レスキューマウス作出による遺伝子機
能解明と臨界期の検討／遺伝子治療研究 
(i) 作成した変性疾患モデルマウス、自然発
生の運動失調マウスに見られる障害を、レン
チウイルスベクターを用いて分子レベルか
ら大きく改善させることに成功した。 
 小脳プルキンエ細胞選択的に目的遺伝子
と GFP を、高効率で共発現させる方法を確
立した。この方法を用いて、（１）SCA モデ
ルマウスのプルキンエ細胞変性を抑え、運動
失調を大きく改善させることに成功した
（EMBO Rep. 2008）、（２）プルキンエ細胞に
発現する遺伝子の点変異により顕著な歩行
障害を示す自然発生運動失調マウスに、正常
遺伝子を導入した。これにより、プルキンエ
細胞機能を完全に回復させて運動失調を大
きく改善させることに成功した（Neurobiol. 
Dis. 2009）。 
 

ノックアウトあるいは自然の遺伝子欠損
マウスに見られるフェノタイプを、生後に脳
局所に遺伝子導入することでレスキューさ
せることができれば、その遺伝子がコードす
るタンパク質が、ウイルス接種場所において、
観察されているフェノタイプの原因である
ことを証明することができるため、極めて重
要な実験結果を提供すると言える。 

５．今後の計画 
（１）レンチウイルスが細胞種選択的に感染
する機構の解明を行う。 
レンチウイルスがどのような修飾を受ける
と親和性が変化するのかを解明する。 
（２）レスキューマウス作出による遺伝子機
能解明と臨界期の検討 
これまで開発した遺伝子導入技術を用いて、
さらに重要な問題の解明を目指す。 
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