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１．研究実施の概要 

中脳ドーパミン神経系は、発育期の脳に影響し、行動の学習や発達制御に極めて重要な

役割を担っている。また、この回路異常は統合失調症や注意欠陥多動性障害(ADHD)などの

発達障害に結びつく。本研究プロジェクトでは、1)ドーパミン神経の形成と発達、2)ドー

パミンに依存した神経回路の発達と可塑性、3) ドーパミンによる認知・情動行動の発達と

制御に関する３つのテーマの解明に取り組んでいる。 
小林グループは、独自に開発した先端的遺伝子改変技術を中心的に利用し、神経回路を

構成する特定のニューロンタイプおよびドーパミン関連分子の行動発達と脳機能における

役割を明らかにする。本年度は、中脳-皮質ドーパミン系が黒質-線条体ドーパミン系と連関

し、基底核回路を協調的に制御して運動行動を調節する神経回路機構を明らかにした。ま

た、イムノトキシン細胞標的法をサル脳機能研究に応用することを目指し、脳内に逆行性

輸送を介して効率的に遺伝子導入を行うための HIV-1 に由来する新規レンチウイルスベク

ターの構築に成功した。高田グループは、この新規ウイルスベクターはサル脳内への遺伝子導入

において有効な手段となることを明らかにした。また、宮地グループとの連携により、 MRI ナビゲ

ーションシステムを導入し、サルの脳深部に正確にウイルスを注入するための技術基盤を確立した。

籾山グループは、線条体および前脳基底核を含むスライスから電気生理学的な解析を行い、種々

のニューロンタイプの性質やシナプス伝達を解析した。また、ドーパミン受容体サブタイプノックアウ

トマウスを用いて、刺激頻度依存的なシナプス伝達抑制機構におけるドーパミン受容体の機能を

解析した。那波グループは、上皮成長因子（EGF）類を中心に in vivo の中脳ドーパミン神経に対

する発達促進作用を EGF 投与動物と EGF 受容体阻害剤投与動物を用いて確認した。曽良グル

ープは、ドーパミントランスポーターの欠損によりドーパミン神経伝達の亢進したマウスを ADHD の

動物モデルとして利用し、ドーパミン神経伝達の脳部位特異的な制御が ADHD の病態に関与して

いる可能性を示唆した。 

 



２．研究実施内容 

小林グループは、独自に開発した先端的遺伝子改変技術を中心的に利用し、神経回路を

構成する特定のニューロンタイプおよびドーパミン関連分子の行動発達と脳機能における

役割を明らかにする。本年度は、第一に、ドーパミン誘導性運動における前頭前野皮質

(mPFC) から視床下核 (STN) へ入力する神経路の役割を解析した。順行性および逆行性

のトレーサーによる標識実験からマウスのmPFCとSTNの繊維連絡を確認した。ドーパミ

ン遊離を促進する薬剤の投与によってmPFCのニューロンは活性化され、mPFCへのムシ

モール注入あるいは選択的なドーパミン受容体遮断薬の注入はドーパミン誘導性運動を抑

制した。さらに、これらの薬剤の注入はSTNの活動増加も阻害した。以上の結果から、mPFC
からSTNへ投射する神経路はドーパミン誘導性運動において必須の役割を持つことが明ら

かとなった。これらの結果は、昨年度のSTN投射経路のドーパミン誘導性運動における役

割の研究結果とあわせ、中脳―皮質ドーパミン系と黒質―線条体ドーパミン系が協調的に

作用してドーパミン誘導性運動を制御する神経回路機構を示唆した。第二に、イムノトキ

シン細胞標的法をサル脳機能研究に応用するため、脳内に逆行性輸送を介して効率的に遺伝

子導入を行うためのHIV-1に由来する新規レンチウイルスベクターの構築に取り組んだ。HIV-1

に由来する非増殖型レンチウイルスベクター（日本医科大学 島田 隆教授より供与）について

従来利用されている vesicular somatitis virus (VSV) のエンベロープ糖タンパク質を他

種の糖タンパク質に置換することにより新規のpseudotypeウイルスベクターを作製した。

このウイルスベクターをマウスの線条体に注入することにより、線条体に入力する種々の

ニューロンに効率よく遺伝子導入をすることに成功した。以下に述べるように、高田グル

ープとの共同により、このウイルスベクターはサルの脳内においても逆行性輸送を介して

効率よく遺伝子導入をすることが可能であることを示した。今後は、このベクターをさら

に改変し、イムノトキシン細胞標的法を応用したサル脳機能の研究に実用化する技術の開

発に取り組む。 
高田グループは、小林グループと共同して、HIV-1 に由来する非増殖型レンチウイルスベクター

を改変した pseudotype のウイルスベクターについてサル脳内への遺伝子導入の特性を解析した。

ウイルスベクターをサルの線条体に注入し、導入遺伝子の発現パターンの解析を行った。具体的

には、ベクター注入後３〜４週間の生存期間の後、線条体におけるニューロンへの導入効率や線

条体に入力する大脳皮質、視床、黒質におけるニューロンの逆行性ラベルを観察した。その結果、

多数の GFP 陽性ニューロンが大脳皮質、視床、黒質にみとめられ、pseudotype ウイルスベクター

はサルの脳内においても高い逆行性輸送の効率を示すことが明らかとなった。 

宮地グループは、ウイルスベクターを用いてサルの脳の特定の部位の神経細胞に特定の遺伝

子を導入し、神経活動を制御するため、遺伝子導入技術の開発を高田グループと共同で行なった。

脳定位装置および MRI ナビゲーションシステムを用い、成熟サルの脳深部にウイルスベクターを正

確に注入し、高効率で目的遺伝子を発現させることに成功した。具体的には、対象個体の脳の



MRI 画像を撮像し、動物実験用 MRI ナビゲーションシステムを用いて大脳基底核（線条体または

黒質）にアデノおよびレンチウイルスベクターを微量注入し、数週間の生存期間の後、注入部位お

よび強制発現したタンパクの分布を組織化学的に同定した。また、この手法の一つの応用として、

アデノおよびレンチウイルスベクターを用いて黒質ドーパミン細胞にカルビンディンを強制発現させ

たのち、ドーパミン神経特異的神経毒 MPTP を全身投与し、行動観察と神経変性の組織化学的な

検索を行なった。その結果、カルビンディンの強制発現がドーパミン細胞の細胞死および、パーキ

ンソン症状の発症を抑制することを確認した。 

籾山グループは、前脳基底核を含むラット脳スライス標本において、神経栄養因子受容体の抗

体によってアセチルコリン性ニューロンを同定し、グルタミン酸遊離抑制における ドーパミンD1型

受容体とP/Q型カルシウムチャネルとの選択的共役を明らかにした。また、ドーパミン受容体サブタ

イプノックアウトマウスを用いた解析により、線条体における刺激頻度依存的なGABA遊離抑制に

おけるドーパミンD2型受容体の関与を見出した。 

那波グループは、新生仔ラット、もしくは新生仔マウスにＥＧＦを皮下投与し、そのＥＧＦが脳血液

関門を通過して種々の脳神経細胞に作用していることを示した。形態学、分子生物学、電気生理

学を駆使した結果、黒質―線条体路のドーパミン神経はＥＧＦに良く反応して、チロシン水酸化酵

素量を上昇させること、ドーパミン神経終末の分岐を促進すること、ドーパミン神経の入力感受性を

亢進させることが判明した。ほぼこれとは逆の反応が、ＥＧＦ受容体の阻害剤を投与した動物で確

認されている。成熟後の動物の末梢ＥＧＦ投与ではこういった現象はおきないが、頭蓋内へのＥＧ

Ｆ注入では類似のドーパミン機能の亢進作用が再現される。これらの事実は、乳幼児期の末梢血

中因子が脳血液関門を越えてドーパミン神経発達に少なからぬ影響を与えうることを示唆した。 

曽良グループは、ドーパミン神経伝達が過剰なドーパミントランスポーター(DAT)欠損マウスは運

動量や衝動性が亢進していることから、注意欠陥多動性障害(ADHD)の動物モデルと考えられて

いる。我々は DAT 欠損マウスにおいてドーパミン神経伝達がノルエピネフリン・トランスポーター

(NET)によっても制御されている結果を得た。本年度はこの ADHD モデルにおける多動抑制に関

連する脳部位を明らかにし、作用機序を検討した。DAT 欠損マウスの特異的 NET 阻害剤であるニ

ソキセチンの脳内局所投与では、側坐核への投与により移所運動量が有意に低下し、前頭前野

でも同様の傾向が見られた。一方、線条体ではニソキセチン濃度に依存した有意な運動量の低下

は見られなかった。ノルエピネフリントランスポーター(NET)阻害による DAT 欠損マウスの多動抑制

作用には、黒質-線条体経路よりも腹側被蓋野-側坐核-前頭前野経路がより重要な役割を担う可

能性が示唆された。 
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