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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、側坐核ドーパミン系に注目し、場所嗜好性学習および行動感作に関する２種

類の投射ニューロンの行動生理学的な役割について解析した。また、新規の組換え体タンパク質

（イムノテタヌストキシン）を作製し、特定の神経伝達を一過性に抑制する技術を開発した。細胞標

的法をサル脳機能研究に応用することを目指し、狂犬病ウイルス糖タンパク質で置換した新規レン

チウイルスベクターを開発し、脳内に逆行性輸送を介して効率的に遺伝子導入を行う技術を確立

した。 

高田グループは、報酬情報に基づく行動選択や ADHD の特徴である衝動的行動におけるド

ーパミン神経伝達の関与を明らかにするため、通常の遺伝子改変マウスに加えて、イムノトキシン

細胞標的法により、ドーパミン受容体サブタイプ、あるいは前頭前野や大脳基底核への入力を、中

脳ドーパミン系において選択的に除去したラットおよびサルなど、さまざまな遺伝子改変動物を用

いて行動学的、神経生理学的および神経解剖学的に解析した。 

宮地グループは、高田グループと共同で、ウイルスベクターを用いてサルの脳の神経細胞に遺

伝子を導入する技術開発を継続した。また、幼弱個体への注入の際に必要となる、微小な標的へ

の高精度の注入を目指し、MRI ナビゲーションシステムの改良に取り組んだ。今後は、これらの方

法を用いて、幼弱個体へのウイルスベクター注入実験を行い、遺伝子導入法を確立する。  
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籾山グループは、大脳基底核および前脳基底核におけるシナプス伝達機構および修飾機構の

解明に取り組む。本年度は、前脳基底核の興奮性シナプス伝達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、さらにその生後発達変化を解析した。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、線条体の抑制性シナプス伝達におけ

る D2 型受容体と N 型カルシウムチャネルとの強固な機能的共役を見出した。 

那波グループは、上皮成長因子シグナルがプロスタグランジン合成制御を介してドーパミン機能

を In vivo において調節していることを実証した。 

曽良グループはドーパミントランスポーターが欠損したドーパミン神経伝達過剰マウスを注意欠

陥多動性障害(ADHD)の動物モデルとして用い、ADHD の病態に関与している前頭前野皮質にお

ける特徴的な神経伝達の機序について前頭前野皮質に入力された情報が後シナプス・ドーパミン

受容体に伝達される制御機構について検討した。 

 

 

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、ドーパミン依存性の行動として、場所嗜好性学習と行動感作における

２種類の側坐核 (shell 領域) 投射ニューロンの役割を解析した。ドーパミン D2 受容体 (D2R) を

含有する投射ニューロンの除去は、場所嗜好性学習を障害するが、行動感作の獲得に影響しな

かった。一方、ドーパミン D１受容体 (D1R) を含有する投射ニューロンの除去は、薬物誘導行動

の発現を阻害した。これらの結果から、D1RとD2Rを含む側坐核投射ニューロンは、側坐核機能に

おいて異なる役割を持つことが示唆された。また、学習行動の発現を制御する神経回路を解析す

るために、オペラント条件付けの弁別課題やリアクションタイム課題を用い、行動の評価系を確立し

た。第二に、イムノトキシン細胞標的法を改変し、特定のニューロンの神経伝達を一過性に抑制す

る技術を開発した。ヒトインターロイキン-2 受容体αサブユニット(IL-2Rα) を認識する抗体領域に

破傷風菌毒素の軽鎖ドメインを連結した融合タンパク質（イムノテタヌストキシン）を精製した。この

分子を遺伝子改変マウスに投与することによって、一過性の行動変化と軽鎖ドメインによる基質タ

ンパク質の分解が誘導された。これらの結果から、イムノテタヌストキシンは、標的ニューロンの神経

伝達を一過性に抑制するために有益なことが示唆された。第三に、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を開発した。狂犬

病ウイルス糖タンパク質をエンベロープとする HIV-1 由来の自己不活型レンチウイルスベクターを

作製し、このベクターはマウスおよびサルの脳内において逆行性輸送を介する高頻度な遺伝子発

現効率を有することを明らかにした。また、IL-2Rαを導入遺伝子とするウイルスベクターを作製し、

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、まず、小林グループとの連携により、サルにおける遺伝子改変技術の応用を



目指して、新規レンチウイルスベクターの開発を行った。具体的には、自己不活型 HIV-1 レンチウ

イルスベクターを用いて、高い逆行性輸送効率を示すウイルスベクターの開発に取り組んだ結果、

自己不活型 HIV-1 レンチウイルスベクターの外皮タンパク質を狂犬病ウイルス由来の糖タンパク質

に置換して作製した新規ベクターが、サルの脳内で高い逆行性輸送を示すことを明らかにした。平

成２０年度はこのように優れた逆行性感染能を有する組換え体レンチウイルスベクターを利用して、

イムノトキシン神経路標的法の確立を目指す。具体的には、インターロイキンタイプ２アルファ受容

体を発現する組換え体ウイルスベクターをサルやラットの大脳基底核（特に線条体）に注入し、大

脳皮質、黒質、視床に注入したイムノトキシンによって、皮質線条体神経路、黒質線条体神経路、

視床線条体神経路が選択的に除去されることを検証する。また、ラットを用いて、側坐核におけるド

ーパミン神経支配が報酬情報に基づく行動選択にどのような役割を果たすかについて検討した。

本研究では、ADHD の主な症状である衝動性行動に着目し、その delay-discounting 感受性を行

動学的あるいは分子生物学的に解析した結果、（１）側座核のコア領域とシェル領域において、D2

ドーパミン受容体の活性がdelay-discounting感受性を調節している、（２）D2ドーパミン受容体がコ

ア領域とシェル領域で逆の作用を示す、（３）その違いはシェルにのみ存在し、コアには存在しない

MEK 活性に依存する、ということを明らかにした。 

宮地グループは、高田グループと共同で、霊長類神経系への遺伝子導入のため開発された、

新規レンチウイルスベクターのテストを行った。その結果、自己不活型 HIV-1 レンチウイルスベクタ

ーの外皮タンパク質を狂犬病ウイルス由来の糖タンパク質に置換して作製した新規ベクターが、サ

ルの脳内で高い逆行性輸送性および高い遺伝子導入効率を示すことを明らかにした。また、幼弱

個体の脳への遺伝子導入を目指し、脳内の微小な標的への高精度の注入を実現すべく、MRI ナ

ビゲーションシステムの改良に取り組んだ。いくつかの方法を検討した結果、MRI ナビゲーションシ

ステムと、樹脂製および金属製脳定位固定装置との組み合わせで、かなりの高精度を得ることがで

きた。今後は、現在までに確立されたこれらの技術を用い、神経系への遺伝子導入法およびイムノ

トキシン神経路特異的細胞標的法の確立を目指す。特に、中脳ドーパミン系の、脳および行動の

発達に与える影響を明らかにする為、幼弱個体への遺伝子導入法およびイムノトキシン神経路特

異的細胞標的法を確立する。また、ウイルスによるイムノトキシン細胞標的法を補完する技術として、

クロリン e6-ビーズの逆行性輸送と光反応を用いた神経投射選択的細胞標的法も検討した。実験

の結果、クロリン e6-ビーズは、マウスの神経系においては取り込み・逆行性輸送の効率も高く、皮

質表面の細胞体からの投射を除去するには非常に有効な方法であることが確かめられた。一方、

サルに於いては、逆行性輸送効率が比較的低く、また、脳溝の深部にある細胞体で光反応を起こ

すことが困難であるなど、改良の余地があることがわかった。 

籾山グループは、大脳基底核および前脳基底核におけるシナプス伝達機構および修飾機構を

解明する目的でラット・マウス脳スライスを用いた電気生理学的解析を行っている。平成 19 年度は、

前脳基底核の興奮性シナプス伝達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。次いで、前脳基底核の興奮性シナプス伝達において、カルシウム

チャネルサブタイプの内で、N型の関与は生後発達(P21-P42)に伴って減少し、一方P/Q型チャネ



ルの関与は増加した。ドーパミン D1 型受容体アゴニストによるシナプス前抑制は、 P/Q 型チャネ

ル関与は増加に伴って増加した。生後発達のどの段階においても、P/Q 型チャネルブロッカーの

効果が平衡に達した後には D1 型受容体アゴニストによるシナプス前抑制は遮断された。ドーパミ

ン D1 型受容体はアデニル酸シクラーゼ系を活性化するサブタイプある。同系の活性化剤である

forskolin によるシナプス伝達抑制効果も、 D1 型受容体アゴニストによる抑制効果同様、生後発達

に伴って増大した。生後発達のどの段階においても、 forskolin の効果が平衡に達した後には D1

型受容体アゴニストによるシナプス前抑制は遮断された。以上の結果から、D1 型受容体と P/Q 型

チャネルおよびアデニル酸シクラーゼ系との選択的共役は、生後発達段階で不変と考えられる。

野生型マウスおよびラットでは、線条体の GABA 性シナプス伝達においてドーパミン D2 型受容体

と N 型カルシウムチャネルが選択的に共役して GABA 遊離を制御している。D2 受容体ノックアウト

マウスでは、D2 受容体を介する抑制の消失とともに、GABA 性シナプス伝達に関与するカルシウム

チャネルの内で、N 型チャネルの関与が有意に減少していた。D2 型受容体と N 型カルシウムチャ

ネルとの密接は機能連関が示唆された。 

那波グループは、上皮成長因子をラット線条体へポンプ投与し、In vivo での本シグナルとドーパ

ミン機能との関係を明らかにしようと試みた。成熟ラットへの上皮成長因子の脳内投与はプレパル

スインヒビションやラテント学習能を障害するが、COX2 阻害剤の慢性投与により改善することが出

来うる。また、上皮成長因子シグナルの阻害剤や COX2 阻害剤も同様に、メタアンフェタミンによる

認知行動障害を低下させうる。このようにプロスタグランジンは、脳内ドーパミン機能を修飾する重

要な分子群であることが判明した。 

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(AD/HD)の動物モデルと考えられている。曽良グル

ープは 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て、選択的な NET 阻害薬がこの ADHD モデルの多動および衝動性を抑制す

る結果を得た。本年度はこの ADHD モデルにおける選択的 NET 阻害薬であるニソキセチンの脳

内の作用機序を神経興奮マーカーであるc-Fosを用いて検討した。DAT欠損マウスの行動障害を

改善する用量でニソキセチンを投与すると、注意機能などの認知機能を担う内側前頭前野、衝動

性に関与する眼窩前頭前野や側坐核、そして扁桃体や腹側被蓋野内側部で c-Fos 陽性細胞の

有意な増加が観察された。一方、線条体、海馬、視床、黒質などの他の領域では c-Fos 陽性細胞

が見られない、もしくはニソキセチン濃度に依存しない c-Fos 陽性細胞が観察された。さらに、神経

細胞マーカーと逆行性神経標識法を用いた研究より、内側前頭前野のグルタミン酸作動性神経で

ある錐体細胞の神経興奮を見出した。 

 

 



３．研究実施体制 

 

（１）小林グループ 

 ①研究者名：小林 和人（福島県立医科大学医学部附属生体情報伝達研究所 生体機能研

究部門） 

 ②研究項目 

・先端的な遺伝子改変技術を駆使したドーパミンによる行動の発達と制御機構の解析 

 

（２）高田グループ 

 ①研究者名：高田 昌彦（財団法人 東京都医学研究機構 東京都神経科学総合研究所  

統合生理研究部門） 

 ②研究項目 

・ドーパミンによる行動の発達と組織化のメカニズムのシステム的解析 

 

（３）宮地グループ 

 ①研究者名：宮地 重弘（京都大学霊長類研究所 行動神経研究部門） 

 ②研究項目 

・サルを用いた行動発達の神経機構の解析 

 

（４）籾山グループ 

 ①研究者名：籾山 俊彦（自然科学研究機構生理学研究所 大脳皮質機能研究 脳形態解

析研究部門） 

 ②研究項目 

・ドーパミンによるシナプス伝達と可塑性の調節 

 

（５）那波グループ 

 ①研究者名：那波 宏之（新潟大学 脳研究所 分子神経生物学分野） 

 ②研究項目 

・神経栄養因子によるドーパミン神経の発達と活動性の制御 

 

（６）曽良グループ 

 ①研究者名：曽良 一郎（東北大学大学院医学研究科 神経・感覚器病態学講座 精神・

神経生物学分野） 

 ②研究項目 
・ドーパミン神経による認知機能制御の行動生理・薬理学的な評価 
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