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１．研究実施の概要 
脳の最大の特徴は、構造が機能を生み、機能が構造に影響を及ぼすハードとソフトが渾

然一体となったシステムであることにある。記憶学習や神経回路網の発達に代表される脳

の構造と機能のダイナミックな関係、すなわち神経回路網のダイナミックな形成と再編の

機構の解明が脳科学の重要課題である。シナプス可塑性とシナプス形成に共通の分子が関

与するとの知見から、脳の形成や神経回路網の整備に関与する分子を系統的に単離し、こ

れらの分子を時期および脳の部位特異的にノックアウトすることにより、記憶・学習の分

子機構の全体像に迫るという新たな戦略が生まれた。この戦略を実行するためには、二つ

の方法論の開発が必要不可欠である。すなわち、系統的に脳神経回路網の形成ならびに整

備（refinement）遺伝子を単離する方法とこれらの分子がシナプス可塑性さらには記憶・学

習に果たす役割を、脳神経系の発生分化と切り離して、解析する方法である。我々は、前

者の方法論として脊椎動物で分子遺伝学の適用が可能なゼブラフィッシュを用いた遺伝子

の系統的単離法の開発を、後者として発生工学の適用が容易なマウスの部位及び時期特異

的分子および遺伝子操作法の開発を選んだ。すなわち、脊椎動物で分子遺伝学の適用が可

能なゼブラフィッシュを用いて遺伝子クローニングと直結した高頻度変異誘発法を開発し、

次いで、特定の時期に脳の特定の部位で遺伝子を欠損させる第二世代標的遺伝子組換え法

を開発することを目的とした。前者は三品グループが担当し、後者は三品グループと崎村

グループが緊密に連携して実施した。 

脊椎動物のモデル生物として有望視されているゼブラフィッシュにおいて、神経回路網

形成の分子機構解明を目的に新たな順および逆分子遺伝学の方法論を開発することに成功

した。脳の形成遺伝子探索系として、欠失変異を引き起こす DNA 架橋剤 TMP を用いたゼ

ブラフィッシュの高頻度変異法を開発した。ついで、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接触刺激に対する応答異常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、原因遺伝子を含む数百 kb の遺伝子領域を同定することに成功し、TMP

変異-RDA クローニング法が可能であることを示した。続いて、ゼブラフィッシュ嗅覚系

ならびに網膜視蓋投射系の神経回路を嗅神経あるいは視神経に特異的に発現する遺伝子の

プロモーターを用いた GFP 発現ベクターを構築し、ゼブラフィッシュ個体に導入すること

によりこれらの神経回路網を特異的に可視化した。さらに、ダブルカセットベクターを用

いて、特定の遺伝子を嗅神経あるいは視神経に特異的に発現させ、嗅神経軸索が嗅上皮嗅

球境界を通過し標的に到達するためには誘導分子に対する感受性を調節すると考えられる

PKA シグナルのスイッチが起こることが必要であることを示し、網膜視蓋投射系のシナプ

ス形成に Wnt から GSK-3βに至るシグナルが重要であることを明らかにした。すなわち、

神経回路形成の分子機構を解析する系として、神経回路網特異的遺伝子操作法を開発した。

TMP 変異-RDA クローニング法は未知の脳形成遺伝子を系統的に単離するために有効であ

り、神経回路網特異的可視化遺伝子操作法はシナプス分子の機能検定系として大きな威力
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を発揮するものと考えられる。これらの方法論は、シナプス形成と再編の制御機構の解明

を目的にいずれも独自に開発したものであり、世界へ発信することが期待できる。脊椎動

物のモデル生物であるゼブラフィッシュによる分子機能の検定系や変異系は網羅的に分子

の生体機能を解析することを可能にし、多くの研究室で利用可能である。ゼブラフィッシ

ュ分子遺伝学は、ポストゲノム時代の生命科学研究全体の発展に大きく貢献するものと考

えられる。 

NMDA 型グルタミン酸受容体サブタイプ特異的ノックアウトにより、NMDA 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 サブユニットが驚愕反射の情動を制御していることを明らかにした。

これらの結果は、クローニングにより見出した NMDA 受容体の分子的多様性が機能的多

様性を生み出していることを示している。さらに、小脳プルキニエ細胞特異的ノックアウ

トにより、グルタミン酸受容体δ2 が小脳可塑性と瞬目反射連合学習運動学習に必須であ

ることを示すともに、瞬目反射連合学習の条件刺激と無条件刺激とのタイミングに応じて

脳内のシステムが使い分けられていることを明らかにした。 

マウスの学習行動は遺伝的背景により大きく影響を受ける。標的遺伝子組換えに広く用

いられている ES 細胞は学習能力が低い 129 系統に由来しているため、標的遺伝子組換え

を脳研究に適用するには重大な欠陥を孕んでいる。我々は、学習能力に優れた C57BL/6 系

統マウスに由来する ES 細胞を用いて標的遺伝子組換えを行う系を確立することによりこ

の問題点を克服することに成功した。シナプス可塑性あるいはシナプス形成の鍵分子と考

えられる NMDA 型グルタミン酸受容体、神経栄養因子受容体、細胞接着分子、転写因子

の遺伝子に組換え酵素 Cre の標的配列を導入した組換え B6ES 細胞を単離し、キメラマウ

スから組換えマウスを作成し、学習能力に優れた B6 マウスに遺伝的背景を統一した標的

マウスを得た。また、Cre リコンビネースの認識配列 1oxP を組み込んだ組換えマウスから

薬剤耐性マーカー遺伝子を取り除くために、C57BL/6 系統 FLP リコンビナーゼ発現トラン

スジェニックマウスを作成した。さらに、脳の部位時期特異時標的遺伝子組換え系として、

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

融合蛋白遺伝子を脳部位特異的遺伝子の下流に導入することにより特定の神経細胞特異的

にかつ時期特異的に遺伝子をノックアウトすることを可能にした。すなわち、線条体特異

的、海馬 CA3 顆粒細胞、小脳プルキニエ細胞あるいは小脳顆粒細胞特異的に Cre リコンビ

ナーゼあるいはCrePR融合リコンビナーゼ遺伝子を発現するC57BL/6系統マウスを作成し

た。したがって、学習能力の高い C57BL/6 マウスの遺伝的背景において、記憶学習制御分

子の部位時期特異的標的遺伝子組換えを可能にした。均一な C57BL/6 マウスの遺伝的背景

における部位時期特異的標的遺伝子組換え法は、脳科学の大きな焦点となっている記憶・

学習の基本メカニズムの解明や、多様な記憶の獲得、保存、想起に関与する脳部位の同定

に大きな力を発揮することが期待できる。分子・神経回路・システムを結んで脳を解明し

ようとする研究は、脳神経科学の中心的な柱としてその重要性は広く認知され、米国の
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Howard Hughes Institute やドイツの Max-Planck-Institute などで強力に推進されている。均一

な C57BL/6 マウスの遺伝的背景における部位時期特異的標的遺伝子組換え法は、独自に開

発したものであり、世界へ発信することが期待できる。さらに、C57BL/6 マウスの均一な

遺伝的背景を持つノックアウトマウスは、多因子が関与する疾患や体質などの解析に有用

である。新たなマウスの標的遺伝子組み換え法は、ポストゲノム時代の生命科学研究全体

の発展に大きく貢献するものと考えられる。 

脳の最大の特徴は、構造が機能を生み、機能が構造に影響を及ぼすハードとソフトが渾

然一体となったシステムであることにある。記憶学習や神経回路網の発達に代表される脳

の構造と機能のダイナミックな関係、すなわち神経回路網のダイナミックな形成と再編の

機構が解明されれば、再生医学や疾患の治療、創薬標的タンパク質の探索の基礎を提供す

るものと思われ、様々な脳機能障害を改善し、治療する道に貢献することが期待できる。 

 

２．研究構想 
脳研究は、脳はどのように理解できるのかとの問いかけでもある。グルタミン酸受容体

チャネルが完成された脳の入力依存性可塑性と脳・神経系の形成期の経験依存性可塑性に

ともに関与するという知見は記憶・学習の機構を考えるうえで示唆的である。生命は高等

動物の記憶・学習を可能にする装置・機構を全く新たに生み出したのであろうか、それと

も生命は既存の装置をうまく使うことにより記憶・学習を可能にしているのであろうか。

もし後者だとすると、記憶・学習の基本機構は発生・分化ではなかろうか。発生・分化の

本質は内蔵する遺伝プログラムと細胞外部からの刺激・情報に基づく自身の変化である。

細胞は発生・分化の過程を終えて体の組織の一部として最終的な安定状態に落ち着く。脳・

神経系は発生・分化の完了する直前で留まり、発生・分化の変化する能力を保持し続ける

ことにより記憶・学習を可能にしているとしたらどうであろうか。 

記憶・学習の基本機構として発生・分化の機構が利用されているとすれば、シナプス形

成に関与する分子を系統的に単離し、これらの分子を時期および部位特異的にノックアウ

トすることにより、記憶・学習の分子機構の全体像に迫るという新たな戦略が生まれる。

この戦略を実行するためには、二つの方法論の開発が必要不可欠である。すなわち、系統

的に脳神経回路網の形成ならびに整備（refinement）遺伝子を単離する方法とこれらの分子

がシナプス可塑性さらには記憶・学習に果たす役割を、脳神経系の発生分化と切り離して、

解析する方法である。 

本研究は、シナプス可塑性とシナプス形成に共通の分子が関与するとの知見から、脳の

形成や神経回路網の整備に関与する分子を系統的に単離し、これらの分子を時期および脳

の部位特異的にノックアウトすることにより、記憶・学習の分子機構の全体像に迫るとい

う新たな戦略を中心に置いている。この戦略の実行に、二つの方法論が柱となる。我々は、

前者の方法論として脊椎動物で分子遺伝学の適用が可能なゼブラフィッシュを用いた遺伝

子の系統的単離法の開発を、後者として発生工学の適用が容易なマウスの部位及び時期特
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異的分子および遺伝子操作法の開発を選んだ。すなわち、脊椎動物で分子遺伝学の適用が

可能なゼブラフィッシュを用いて遺伝子クローニングと直結した高頻度変異誘発法を開発

する。次いで、特定の時期に脳の特定の部位で遺伝子を欠損させる第二世代標的遺伝子組

換え法を開発する。前者は三品グループが担当し、後者は三品グループと崎村グループが

緊密に連携して実施する。 

 

３．研究実施体制 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

４．ワークショップ・シンポジウム等の開催 
(1) 1997 年 12 月、京都 

第 20 回日本分子生物学会ワークショップ 

「脳高次機能と神経回路網形成の接点」 

 

(2) 1999 年８月 31 日～９月１日 

三品グループと崎村グループの研究打ち合わせ 

東京大学医学部、20 名 

発表・討論ならびに打ち合わせ 

 

(3) 1999 年 10 月 22 日～23 日 

三品グループと崎村グループの研究打ち合わせ 

新潟大学脳研究所、15 名 

発表・討論ならびに研究打ち合わせ 

 

三品グループ 

 東京大学大学院医学系研究科 
 分子神経生物学教室 

「脳形成遺伝子探索系の開発」 
「脳高次機能解析系の開発」 

崎村グループ 

 新潟大学脳研究所分子細胞生物学分野 

「部位時期特異的標的遺伝子組み換え法の開発」

 
三品 昌美 
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(4) 2000 年２月 25 日～26 日 

三品グループと崎村グループの研究打ち合わせ 

東京大学医学部、20 名 

発表・討論ならびに打ち合わせ 
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