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II. 成果の概要（総括研究報告） 
 
遺伝子操作法を利用して、マカク属サルの前頭前野の領野間投射に適用可能な投射特異的・可逆的

機能ブロック法および細胞活動記録中の投射先同定法を開発し、ウィスコンシンカード分類課題に

おける前頭前野の領野間投射の機能的役割を明らかにすることを目指している。今期は、技術開発

のテスト系として左右半球の運動前野背側前部（F７）間の交連投射を使うこととし、アデノ随伴ウ

ィルス（AAV）にコレラ毒サブユニット B（CTB）、リバーステトラサイクリン制御性トランス活性

化因子（ rtTA、実際には TeT-On 3G）、標識用タンバク（HA）を組みこんだベクター

（AAV-CTB-rtTA-HA）と、AAV にテトラサイクリン応答因子（TRE）、シナプス伝達の阻害タンパ

ク質である破傷風毒（TeTX、実際には eTeNT）、標識用タンパク質（*）を組みこんだベクター

（AAV-TRE-TeTX-*）を作成し、一側の F７に AAV-CTB-rtTA-HA を、反対側の F7 に

AAV-TRE-TeTX-*を注入した。複数のウィルスベクター注入による選択的遺伝子発現誘導の成否は

ウィルスのタイターに依存することから、先ず最適なウイルスタイターの検討を行っている。具体

的には、高タイターの AAV-TRE-TeTX-EGFP と低タイターの AAV-TRE-TeTx-mCherry を混合した

液を同一個体のサルに注入し、ドキシサイクリン投与中および投与なしに灌流し、mCherry および
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EGFP に対する免疫組織化学的染色を施して、逆行輸送された CTB-rtTA-HA によってドキシサイ

クリン依存的に誘導される TeTX 発現の最適条件を検討している。第２に、TeTX によるシナプス伝

達のブロックおよびそのドキシサイクリンによるスイッチを検証するために、電気刺激による誘導

電場電位を記録する電気生理学的アッセイ法を開発した。細胞活動記録中の投射先同定法について

は、投射特異的にチャネルロドプシン（ChR2）を発現するためのウィルスベクターの組み合わせ

（AAV-CTB-tTA-HA と AAV-TRE-ChR2-EYFP）を作成し、また硬膜を貫通して刺入するオプトロ

ードを試作した。また、硬膜を切開することなしにウィルスベクターを皮質の目標の深さに注入す

るために、強化ファイバー管と記録電極を組み合わせたインジェクトロードを試作した。 
 
 
We develop techniques of functional blockage and in-vivo projection identification applicable to 
projections between prefrontal regions in macaque monkeys by using gene-manipulation 
methods and apply the techniques to study the functional roles of the projections between 
prefrontal regions during the performance of the Wisconsin Card Sorting Task. In 2016FY, we 
decided to use the commissural projections between the rostrodorsal premotor area (F7) in the 
left and right hemispheres, produced a virus vector combining the cholera toxin subunit B (CTB), 
reverse tetracycline transactivator (rtTA, actually TeT-On3G), and labeling protein (HA) with 
adeno-associate virus (AAV), and a virus vector combining tetracycline response element (TRE), 
tetanus toxin, which is a synapse-blocking protein (TeTX, actually eTeNT), and labeling protein 
(*) with AAV, and injected the AAV-CTB-rtTA-HA into F7 of one hemisphere and 
AAV-TRE-TeTX-* into F7 of the other hemisphere. As the success of selective gene expression 
based on the interaction of multiple virus vectors depends on the titer of viruses, we first 
conducted injection-staining experiments to determine the optimal titer condition. More 
concretely, we injected a mixture of high-titer AAV-TRE-TeTX-EGFP and low-titer 
AAV-TRE-TeTX-mCherry, perfused the animal during and without the application of doxycycline, 
stained brain sections immunohistochemically either for EGFP or for mCherry, and examined 
the titer condition in which TeTX is expressed by the interaction with retrogradely transported 
CTB-rtTA-HA only under the presence of doxycycrine. Secondly, to confirm that the expressed 
TeTX is transported to the axon terminals and blocks the synaptic transmission depending on 
the doxycycline application, we developed an electrophysiological assay method in which the 
responses evoked by the electrical stimulation are recorded as local-field-potentials. As for the 
in-vivo identification of projection target, we made a combination of virus vectors 
(AAV-CTB-tTA-HA and AAV-TRE-ChR2-EYFP), and the optorodes that can penetrate through 
the dura into the cortex. Also, to inject virus vectors, without the confusions caused by dissection 
of the dura, to the intended depth of the cortex, we made injectrodes fusing a recording fiber to 
an injection pipe of reinforced fiber.  
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