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「脳形成遺伝子と脳高次機能」

１．研究実施の概要

我々は、記憶・学習の分子機構には神経回路網の形成整備機構が適用されている

との仮説に到達した。本研究は、脳の形成および神経回路網整備を担う分子と記憶・

学習との関係を明らかにすることによりこの仮説を検証することを目的としてい

る。脳の形成遺伝子探索系として、欠失変異を引き起こすことが知られているＤＮ

Ａ架橋剤 4,5',8- トリメチルソラレン（4,5',8-trimethylpsoralen、ＴＭＰ）でゼブラ

フィッシュの精子を処理すると高頻度に変異を誘発することを見出した。ＴＭＰ変

異法により単離した変異株の中から、視蓋神経叢の形成不全や感覚神経突起の異常

伸長を示す神経系の変異株を選び、ＲＤＡ（representational difference analysis）法を

適用して正常ゲノムと変異ゲノム間でサブトラクションを行い、原因遺伝子を直接

単離する方法論の開発を進め、脊椎動物のモデル動物であるゼブラフィッシュの遺

伝子クローニングと直結した変異法を確立することを目指している。さらに、脳の

形成整備遺伝子が脳の高次機能に果たす役割を解析するために、部位時期特異的遺

伝子ノックアウト法の開発を進めている。変異プロゲステロン受容体のホルモン結

合領域と遺伝子組換え酵素Ｃｒｅリコンビナーゼの融合蛋白遺伝子をＮＭＤＡ受容

体ＧｌｕＲε３遺伝子の５'領域に接続し、Ｃ５７ＢＬ／６系統に導入したトランス

ジェニックマウスに合成アンチプロゲステロンを投与することにより小脳顆粒細胞

特異的にＣｒｅリコンビナーゼの活性が誘導されることを見い出した。したがって、

小脳顆粒細胞特異的にかつ時期特異的に遺伝子をノックアウトすることが可能と

なった。また、サブタイプ特異的ノックアウトにより、ＮＭＤＡ型グルタミン酸受

容体ε１サブユニットが海馬シナプス可塑性の閾値と文脈依存学習の閾値を決定し

ていることを示し、ＮＭＤＡ受容体ε２サブユニットが情動を制御していることを

見い出した。さらに、部位特異的ノックアウトにより、グルタミン酸受容体δ２サ

ブユニットが小脳可塑性と特定の運動学習に必須であることを示した。

２．研究実施内容

ＡＭＰＡ型グルタミン酸受容体チャネルは直接Ｌｙｎチロシンキナーゼを介して

下流にシグナルを伝える：小脳のＡＭＰＡ型グルタミン酸受容体チャネルのＣ末端
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側細胞質領域にはＬｙｎチロシンキ ナーゼがＳＨ領域を介して相互作用している

ことを免疫沈降や融合蛋白との結合実験から見い出した。さらに、小脳培養細胞を 

100 mM ＡＭＰＡで刺激することにより、Ｌｙｎチロシンキ ナーゼのリン酸化が引

き起こされ、ＭＡＰキナーゼが活性化されることを示した。同時に、これらの刺激

はＢＤＮＦの遺伝子発現を促進することを見出した。これらの結果は、ＡＭＰＡ型

グルタミン酸受容体チャネルはグルタミン酸依存性イオンチャネルとしての機能に

加え、強い活性化の条件下では直接Ｌｙｎチロシンキ ナーゼを介して下流にシグナ

ルを伝え、ＢＤＮＦ誘導に関わる可能性を示唆した。

Ｃｒｅリコンビナーゼを小脳顆粒細胞特異的かつ時期特異的に発現するマウス系

統の確立：任意の時期に遺伝子欠損を引き起こすために、ステロイドホルモン受容

体の制御機構を利用した。プロゲステロン受容体のホルモン結合領域の一部を欠失

した変異体は、プロゲステロンとは結合しないが、プロゲステロン受容体のアンタ

ゴニストと結合し活性化が起きることが知られていた。この変異プロゲステロン受

容体のホルモン結合領域と遺伝子組み換え酵素Ｃｒｅリコンビナーゼとを融合させ

ることにより、Ｃｒｅリコンビナーゼの活性を制御できることを培養細胞を用いて

確認した。融合蛋白（ＣｒｅＰＲ）遺伝子を主として小脳顆粒細胞に発現するＮＭ

ＤＡ受容体ＧｌｕＲε３遺伝子の５'領域に接続した発現ベクターを構築し、Ｃ５７Ｂ

Ｌ／６系統由来のトランスジェニックマウスを作成した。小脳顆粒細胞特異的にＣ

ｒｅＰＲｍＲＮＡを強く発現するＥＣＰ２５系統を得た。このマウスとＣｒｅリコン

ビナーゼ活性依存的にβ- ガラクトシダーゼ遺伝子を発現するCAG-CAT-Zトランス

ジェニックマウスを掛け合わせ、合成アンチプロゲステロンを投与することにより

小脳顆粒細胞特異的にＣｒｅリコンビナーゼの活性が誘導されることを見い出した

（図１）。したがって、ＥＣＰ２５マウスを用いて小脳顆粒細胞特異的にかつ時期特異

的に遺伝子をノックアウトすることが可能となった。
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