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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、ドーパミンによる行動の発達と制御の神経機構およびド

ーパミン神経とそれに依存する神経回路の形成と発達の分子機構の解明に取り組んできた。特

に、先端的な遺伝子改変技術を中心的に利用し、げっ歯類から霊長類（サル）をモデルにした研

究に発展させることを目的とし、プロジェクトを推進した。 

小林グループは、イムノトキシン細胞標的法を中心とした遺伝子改変技術により、ドーパミン神

経伝達に依存し、行動を制御する神経回路の仕組みの解明を目指し、特に、中脳ドーパミン系が

主要な役割を持ち、線条体、側坐核が関与する運動や学習の制御を媒介する神経回路の機構

の解明に取り組んだ。また、イムノトキシン細胞標的法を発展させ、特定ニューロンタイプの神経

伝達を一過性に抑制するための新しい遺伝子改変技術（イムノテタヌストキシン伝達抑制法）を開

発し、線条体投射路の機能解析に応用した。さらに、霊長類の脳神経回路の研究に発展させる

ために、逆行性輸送を示す新規レンチウイルスベクターとこれを応用した特定神経路の機能解析

技術の開発を行った。高田グループは、宮地グループと共同して、サル脳への遺伝子導入に適

した逆行性感染型レンチウイルスベクターの開発に大きな役割を果たすとともに、ラット・マウスを

用いた実験系を導入して、注意欠如多動性障害(ADHD) の特徴である衝動的行動においてドー

パミン神経伝達がどのような役割を果たすかを検討した。籾山グループは、ドーパミン受容体サブ

タイプノックアウトマウス線条体のシナプス伝達解析を行い、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。また、新たな試みとして、最近バイオセンサ

ーとして注目されているカーボンナノチューブを用いたドーパミン性ニューロンからのドーパミン遊

離検出法を導入した。 那波グループは、ドーパミン神経栄養因子である上皮成長因子とニュー

レグリン１の in vivo作用をマウスとカニクイザルで解析した。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解析し、脳

由来神経栄養因子が DAT 欠損マウスの前頭前野皮質で特異的に減尐していることを見出し、

ADHDの病態メカニズムに神経回路の発達遅延の関与が示唆された。 
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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であるオペラント条件づけにおける線条

体投射路の行動生理学的な役割を明らかにするために、ドーパミン D１受容体 (D１R) を含有す

る線条体―黒質ニューロンの除去をイムノトキシン細胞標的法により誘導し、視覚弁別レバー押し

課題を用いて行動解析を行った。線条体―黒質路ニューロンの除去は、弁別課題の正答率に影

響しないものの、反応時間を有意に遅延し、本ニューロンは、学習に依存した運動の応答に必須

の役割を持つことが示唆された。また、ドーパミン D2 受容体 (D2R) を含有する線条体―淡蒼ニ

ューロンの役割を明らかにするために、遺伝子改変ラットを作製し、イムノトキシン細胞標的法によ

る標的ニューロンの除去を誘導した。これらのラットを用いて視覚弁別レバー押し課題を用いた行

動解析を行う。第二に、特定のニューロンの神経伝達を一過性に抑制する技術であるイムノテタヌ

ストキシン伝達抑制法を開発した。ヒトインターロイキン-2 受容体αサブユニット(IL-2R) 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

ク質の分解に加え、特定の脳領域における神経伝達物質の遊離が抑制されることを証明した。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

に利用できることを明らかにした。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

う自己不活型レンチウイルスベクター(RV-G/HIV-1ベクター)を用いて、イムノトキシン標的分子で

ある IL-2Rの遺伝子を導入するベクターを作製した。このベクターをマウス線条体に注入し、さま

ざまな入力神経路を、IL-2R遺伝子で標識することに成功し、視床束傍核にイムノトキシンを注入

することにより、視床―線条体路を効率よく除去できることを示した。この技術は、細胞標的法を応

用し、サル脳機能の研究に実用化するための基盤となる。 

高田グループは、宮地グループと共同して、サル脳への遺伝子導入に適した逆行性感染型レ

ンチウイルスベクターの開発に大きな役割を果たすとともに、ナビゲーションシステムを応用し、サ

ル脳内への正確かつ再現性の高いベクター注入法を確立した。この技術開発は、今後のウイル

スベクターを用いた遺伝子導入およびイムノトキシンなどの薬剤の局所注入において不可欠で、

かつ汎用性の高いものである。また、ラット・マウスを用いた実験系を導入して、ADHD の特徴で

ある衝動的行動においてドーパミン神経伝達がどのような役割を果たすかを検討した。特に、ドー

パミンD5受容体のノックアウトマウスを用いた研究成果は、ADHD の病態生理を明らかにするとと

もに、これまで不明であった覚醒剤に対する感作機序や薬物濫用・薬物中毒の本態に迫るもので

あり、きわめて独創的かつ画期的である。 

宮地グループは、高田グループと共同してサル脳内への正確かつ再現性の高いベクター注

入法の確立に取り組み、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の強制発現を誘導した。カルビンディンの強制発現は

MPTP の全身投与によるドーパミン細胞の細胞死およびパーキンソン病様の症状を抑制すること

が可能なことを示した。 



籾山グループは、ドーパミン受容体サブタイプノックアウトマウス脳のスライス標本を用いたパッ

チクランプ解析により、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、およびD2型受容体とN型カルシウムチャネルとの機能的共役を見出した。また、

新たなバイオセンサー素材として近年注目されているカーボンナノチューブを電気化学的電極素

材として導入し、ラット中脳スライス標本のドーパミン性ニューロンからのドーパミン遊離検出を開

始し、ドーパミン性ニューロン細胞体からの自発性ドーパミン遊離を酸化・還元電流として記録す

ることに成功した。 

那波グループは、これまで新生仔ラットにＥＧＦを皮下投与し、ドーパミン神経発達と行動学的

変化を解析してきた。EGF 投与は一過性に中脳ドーパミン神経発達を促進し、チロシン水酸化酵

素量を上昇させるが、どのように成長後の認知機能異常に結びつくかは不明のままであった。今

回、中脳ドーパミン神経の下流神経回路である基底核 GABA 神経系への影響を評価したところ、

淡蒼球での発達亢進が観察され、認知行動変化の一部を合理的に説明できる結果となった。こ

の EGF に加えて、もう一つの類縁体であるニューレグリンー１のドーパミン神経に対する栄養作用

も in vivo で評価した。ニューレグリンー１の皮下投与は、中脳ドーパミン神経におけるチロシン水

酸化酵素のリン酸化を促進し、酵素活性の上昇を誘導した。EGF と同様に、ドーパミン神経への

作用が成長後の認知行動変化に結びついていることが判明した。今年度、新規に始めた shRNA

を用いたドーパミン受容体のノックアウトレンチベクターについては、５種類の D2 受容体のウイル

スの作製にこぎつけ、現在、ノックダウン活性を比較検討中である。 

曽良グループは、ドーパミンの過剰な神経伝達をもたらす間接作動薬に関連し、ドーパミントラ

ンスポーター(DAT)欠損マウスにおいて変化する遺伝子の解析を行ってきた。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 ADHD の動物モデルの一つである。ドーパミン間接作動

薬によって発現が変化する脳由来神経栄養因子（BDNF）を DAT 欠損マウスにおいて測定したと

ころ、前頭前野皮質での BDNF 発現は野生型にくらべて半減していることを見いだした。さらに、

ストレスなどで BDNF の減尐が観察される海馬やドーパミン神経が多数投射する線条体では

BDNFの変化はないことを確認した。これらの結果によりADHDの病態メカニズムに神経回路の発

達遅延の関与が示唆された。 

 

 

3. 研究実施体制 

 

（１）小林グループ 

①研究分担グループ長：小林 和人（福島県立医科大学 教授） 

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研究分担グループ長：高田 昌彦（(財)東京都医学研究機構 東京都神経科学総合研究所  

副参事研究員） 



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研究分担グループ長：宮地 重弘（京都大学霊長類研究所 准教授） 

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研究分担グループ長：籾山 俊彦（東京慈恵会医科大学 教授） 

②研究項目 

線条体および前脳基底核シナプス伝達におけるドーパミン受容体の機能に関する電

気生理学的解析 

 

（５）那波グループ 

①研究分担グループ長：那波 宏之（新潟大学 教授） 

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研究分担グループ長：曽良 一郎（東北大学大学院 教授） 

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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