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研究成果の概要（和文）：大脳基底核は、運動調節や報酬といった重要な神経機能を制御している。線条体に存
在するドーパミンD1受容体陽性細胞から黒質へ投射する直接路は、運動の開始や増強に重要な役割を果たしてい
るが、その分子メカニズムに関しては殆ど分かっていない。本研究では、独自に開発した遺伝子導入技術を駆使
して、直接路特異的にsmall GTPase Rap1の上流で機能するPKAが活性化された遺伝子改変マウスの作製に成功し
た。このマウスは、行動学的・電気生理学的に特徴的な表現型を示すことから、PKAシグナル伝達系は、運動調
節に重要な役割を果たすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The basal ganglia regulate important neural functions such as motor control 
and reward. The direct pathway, which is derived from dopamine D1 receptor-positive neurons in the 
striatum and projects to the substantia nigra pars compacta, plays an important role in the motor 
onset and reinforcement. However, the molecular mechanism underlying these neural functions remains 
unknown. In this study, we succeeded in producing genetically modified mice, in which PKA 
functioning upstream of small GTPase Rap1 is specifically activated in the direct pathway. These 
mice exhibited the characteristic behavioral and electrophysiological phenotypes, suggesting the 
involvement of the PKA signaling in the motor control. 

研究分野：分子神経科学

キーワード： Small GTPase　PKA　大脳基底核　線条体　直接路　AAVベクター　Cre/loxPシステム

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は、１） 独自に開発したウイルスベクターシステムを駆使して、特定の神経細胞集団における遺伝子の
発現誘導を可能にした、２）直接路が司る運動制御の分子基盤を解明した、という点において、学術的な意義は
大きいと考えられる。また、本研究で作製された直接路特異的にPKAシグナル伝達系が活性化された遺伝子改変
マウスは、直接路の活動性亢進に起因する運動過多症状を示すジストニアの新たなモデル動物となり得る。この
モデル動物は、ジストニアの新しい治療法や薬品の開発に大きく貢献する可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 

大脳基底核ループは、線条体や黒質など様々な神経核から構成されており、運動調節、認知

機能、報酬といった重要な神経機能を制御している。ループを形成する主要な神経路の一つ

である直接路は、背側線条体に存在するドーパミン D1受容体陽性細胞 (D1R+細胞) から黒

質網様部へ投射しており、運動の制御に重要な役割を果たしているが、その分子メカニズム

に関しては不明な点が多い。低分子量 GTP結合タンパク質 (small GTPase) が媒介するシグ

ナル伝達系は、様々な細胞応答を制御しており、高次脳機能においても重要な役割を果たし

ていることが明らかになりつつある。我々は、直接路で特異的に遺伝子を発現誘導する新し

いウイルスベクターシステムを開発した。このシステムを駆使して、直接路特異的に small 

GTPase シグナル伝達系の活性を操作した遺伝子改変マウスを作製し、直接路が制御する運

動における small GTPaseシグナル伝達系の機能解析に取り組んだ。 

 
２．研究の目的 

大脳基底核ループの機能に関しては、これまで、解剖学的、生理学的、薬理学的な解析が精

力的に行われ、多くの知見が蓄積されて来た 1)。直接路は、運動の開始や増強に重要な役割

を果たすことが知られているが 1)、この神経路が機能を発揮する分子メカニズムは依然とし

て不明な点が多い。こうした分子生物学的な知見は、これまでの解剖学的・生理学的・薬理

学的な知見と共に、直接路が有する機能を統合的に理解するために大変重要である。Small 

GTPase シグナル伝達系は、神経回路形成、神経細胞の生存、シナプス形成などを制御する

とともに、種々の高次脳機能にも関与する多機能細胞内シグナル伝達系である 2), 3), 4)。最近、

側坐核の D1R+細胞における protein kinase A (PKA)-small GTPase Rap1シグナル伝達系が、報

酬行動に重要な役割を果たしていることが明らかになり 5)、このシグナル伝達系が注目され

ている。これまでは適切な実験手法がなかったため、直接路の生理機能を調節する分子メカ

ニズムの解析は遅々として進まなかったが、我々が独自開発したダブル AAVベクターシス

テムを利用することにより、解析が可能となった。本研究では、このベクターシステムを駆

使して、直接路が調節する運動機能における small GTPase シグナル伝達系の役割を解明す

ることを目的とした。 

(1) Grillner S, Robertson B (2016) The basal ganglia over 500 million years. Curr Biol 26:R1088-

R1100. 
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(5) Nagai T et al (2016) Phosphoproteomics of the dopamine pathway enables discovery of Rap1 

activation as a reward signal in vivo. Neuron 89:550-565. 
 
３．研究の方法 

ダブル AAVベクターシステムを利用して、直接路特異的に small GTPase Rhoあるいは small 

GTPase Rac1の活性を抑制する遺伝子 (それぞれ、C3あるいはドミナントネガティブ Rac1 



[Rac1 DN]) を発現誘導した遺伝子改変

マウスをそれぞれ作製した (図 1)。次に、

PKA-small GTPase Rap1シグナル伝達系

に着目し、上流で機能する PKAの活性

操作を行なった。直接路特異的に活性型

の PKA (PKA CA) を発現誘導した遺伝

子改変マウスを作製した (図 1)。これら

の遺伝子改変マウスを用いて、分子生物

学・組織学・行動生理学・電気生理学の

実験手法を駆使しながら、直接路によっ

て制御される運動機能における small 

GTPase シグナル伝達系の機能解析に取

り組んだ。詳細を次に記述する。 

(1) 分子生物学的解析 

背側線条体に存在する D1R+細胞に特異

的な遺伝子プロモーターであるサブス

タンス P (Sp) プロモーターの下流に、

Cre 組み換え酵素遺伝子を連結した Sp-Cre 遺伝子を搭載する AAV ベクター (AAV-Sp-Cre) 

を作製した (図 1)。C3あるいは Rac1 DNが、Cre依存的に発現誘導される導入遺伝子を搭

載する AAV ベクター (AAV-CAG-FLEX-C3, AAV-CAG-FLEX-Rac1 DN)を作製した (図 1)。

また、Cre依存的に PKA CAが発現誘導される導入遺伝子を搭載する AAVベクター (AAV-

CAG-FLEX-PKA CA)を作製した (図 1)。 

(2) 組織学的解析 

AAV-Sp-Creと AAV-CAG-FLEX-C3、AAV-CAG-FLEX-Rac1 DN、あるいは AAV-CAG-FLEX-

PKA CAを同時に頭部両側の背側線条体に注入して、Sp-C3マウス、Sp-Rac1 DNマウス、あ

るいは Sp-PKA CAマウスを作製した (図 1)。C3, Rac1 DN, PKA CAそれぞれの遺伝子には、

2Aペプチド配列を介して EGFP遺伝子が連結されているため、それぞれの遺伝子発現は、

EGFP蛍光により確認した。 

(3) 行動生理学的解析 

Sp-PKA CAマウスを用いて Open field testを行い、自発運動量を測定した。また、メタンフ

ェタミン投与による運動量の変化を測定した。 

(4) 電気生理学的解析 

覚醒下で保定した Sp-PKA CAマウスから、直接路の投射先である黒質網様部の自発発火を

記録した。また、大脳皮質から線条体への入力を模倣するように、大脳皮質運動野を電気刺

激して黒質網様部で応答を記録した。 
 
４．研究成果 

Sp-C3マウスと Sp-Rac1 DNマウスそれぞれの線条体を組織学的に解析したところ、アポト

ーシスに起因すると思われる D1R+細胞の顕著な減少が認められたため、これらのマウスを

利用した直接路の機能解析は難しいと判断した。従って、次に、PKA-small GTPase Rap1シ

グナル伝達系に着目した。まずは、上流で機能する PKAに注目して解析を進めた。研究成

果を次に示す。 



(1) D1R+細胞特異的な PKA シグナリン

グの活性化 

Sp-PKA CA マウスのD1R+細胞において、

PKA CA遺伝子の発現が観察された（図

2 A）。なお、神経細胞のマーカー遺伝子

である NeuNの染色により、PKA CA陽

性細胞は確かに神経細胞であることも

確認した（図 2 B）。 

(2) Sp-PKA CAマウスを利用した行動解

析 

まず、頭部片側の D1R+細胞で PKAシグ

ナリングを活性化したマウスを用いて、

tail hanging testを行なった。その結果、

PKA シグナリングが活性されている側

とは反対の方向に体を曲げるという特徴的な行動が認められた。この結果は、D1R+細胞で

特異的に PKAシグナリングが活性化されているということを示唆している。次に、Sp-PKA 

CA マウスを用いて、自発運動量とメタンフェタミン投与による運動量の測定を行なった。

Sp-PKA CA マウスと Sp-EGFPコントロールマウスの自発運動量を Open field testによって

測定して比較した。ウイルスベクター注入 7日後の結果を図 3Aに示す。まだ例数を増やす

必要があるが、実験開始後、早い時間帯

では、Sp-EGFPマウスに比べて、Sp-PKA 

CA マウスでは運動量が低くなる傾向

が認められた。ウイルスベクター注入15

日後にメタンフェタミンを投与し、運動

量変化の測定を行なったところ、やはり、

実験開始後の早い時間帯では、Sp-PKA 

CA マウスの運動量は、Sp-EGFPマウス

に比べて低い傾向が認められた（図 3B）。 

(3) Sp-PKA CAマウスを利用した電気生

理学的解析 

直接路における PKA 活性化の神経活動

への影響を調べるため、Sp-PKA CA マ

ウスから神経活動を記録した。直接路の

投射先である黒質網様部の自発発火を

記録したところ、自発発火頻度、自発発

火パターンには影響が認められなかっ

た。大脳皮質から線条体への入力を模倣するように、大脳皮質運動野を電気刺激して黒質網

様部で応答を記録したところ、コントロールマウスと同様に「早い興奮−抑制−遅い興奮」と

いう三相性の応答が認められる一方で、抑制の持続時間が長くなる傾向が認められており、

現在、さらに詳細に解析しているところである。抑制は直接路を介する応答と考えられてい

ることから、PKAの活性化により直接路の神経活動が上昇している可能性が高い。 

以上の結果から、背側線条体の D1R+細胞における PKAシグナリングは、直接路による



運動制御に重要な役割を果たすことが示唆された。 

本研究は、1) 独自に開発したウイルスベクターシステムを駆使して、特定の神経細胞集

団における遺伝子の発現誘導を可能にした、2) 直接路が司る運動制御の分子基盤の解明に

貢献した、という理由で学術的に大きなインパクトを与えるものである。今後は、まず、行

動生理学、電気生理学それぞれの実験結果の整合性を検討するために、毛づくろいや、立ち

上がり動作などのステレオ行動に関して詳細に解析する必要がある。次に、PKA の下流で

Rap1が機能しているかどうかを調べるために、Sp-PKA CAマウスの直接路で特異的に Rap1

の活性を抑制したマウスを作製し、PKA CAの作用が抑制されるかどうかを解析する予定で

ある。将来的には、直接路特異的に PKA -Rap1 シグナル伝達系が活性化された遺伝子改変

マウスが、直接路の活動性亢進に起因する運動過多症状を示すジストニアの新たなモデル

動物となり得るか否かを検討する。新たなモデル動物の確立に成功すれば、ジストニアの新

しい治療法や薬品の開発に大きく貢献出来る可能性があり、医療の分野にも大きな進歩を

もたらすことが期待される。 
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