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研究成果の概要： 
 神経伝達物質のドーパミンは、運動制御に重要な役割を持つ。本研究はドーパミン受容体の

主要分子であるＤ１受容体(D1R)およびＤ２受容体(D2R)に着目し、運動の制御機構の解明、さ

らに運動障害を示す疾患であるパーキンソン病の病態機構解明を目指している。 

 D1R/D2R 二重欠損の遺伝背景に、テトラサイクリン系薬物(DOX)投与で発現制御可能な D1R 遺

伝子を持つ遺伝子操作マウスを作製した。このマウスは、DOX を投与すると、D1R 発現が低下し

D1R/D2R 二重欠損状態となり、運動量低下を示し、動作の緩慢や姿勢異常等のパーキンソン病

類似の運動異常が見られた。DOX 投与を停止すると、一過性に運動過剰の状態を示し、 DOX 投

与前の運動量に回復した。一方、D1R 発現量は運動過剰の状態を示す時期には、DOX 投与前の半

分程度まで回復していたが、DOX 投与中止後７日目以降に DOX 投与前の発現量まで回復した。

このことから D1R 発現量と運動量は単に線型な関係ではなく、D1R 発現量の変化により運動量

を制御する新しい仕組みがあることが示唆された。今後、D1R の標的分子と運動制御の仕組み

を明らかにする。 
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１．研究開始当初の背景 

 神経伝達物質のドーパミンは、運動制御、

情動、報酬系などに重要な役割を持つ。また、

パーキンソン病や統合失調症などの疾患で

はドーパミンの働きの低下/過剰の関与が考

えられている。 

 米国の Palmiter らはドーパミン生合成酵

素を欠失したドーパミン欠乏マウスを作成

し、成熟期前に運動異常と摂食異常を示し致

死となることを観察している。我々ならびに

フランスの Borrelli らは、D1R および D2R の

両方を欠損するマウス(D1R/D2R DKO マウス)

を作成し、運動異常と摂食異常と致死を観察

している。このことは、運動制御と摂食行動

にドーパミンのシグナルが重要であり、D1R

と D2R 両方のシグナルの関与を示唆している。

Borrelli らは消化管異常が死亡の原因と報

告している。我々は、D1R/D2R DKO マウスを

胃管栄養により延命させることに成功し、消

化管異常は摂食出来ないための２次的変化

であるという結果を得ている。 

 パーキンソン病の主な症状である運動異

常は、黒質-線条体ドーパミン神経の変性に

よるドーパミンの減少が原因と考えられ、病

態を説明するモデルが示されている(図 1, 

DeLong, 1990 を改変)。大脳基底核の神経回

路には、線条体と淡蒼球内節を直接繋ぐ「直

接路」と、介在部である淡蒼球外節と視床下

核を経由して間接的に繋ぐ「間接路」が考え

られている。パーキンソン病ではドーパミン

が枯渇すると「直接路」細胞へのＤ１Ｒを介

する興奮性入力が消失し、淡蒼球内節は脱抑

制され活動は亢進する。一方「間接路」細胞

へのＤ２Ｒを介する抑制性入力も消失し、線

条体から淡蒼球外節への抑制が亢進し視床

下核が脱抑制され淡蒼球内節の活動は亢進



する。これらにより大脳皮質・視床の活動性

が抑制されると考えられている。 

 本研究は、ドーパミンの機能をドーパミン

受容体の観点から検討するため、D1R/D2R 二

重欠損の遺伝背景に、テトラサイクリン系薬

物ドキシサイクリン(DOX)で発現制御可能な

D1R 遺伝子を持つトランスジェニックマウス

を作製した。このマウスは、導入された D1R

の発現により、D1R/D2R 二重欠損マウスの発

達期の運動異常・摂食異常・致死性を回避で

き、DOX を投与すると、D1R 発現が低下し

D1R/D2R 二重欠損状態となり、DOX 投与を停

止すると D1R 発現が回復することから、D1R

発現量変化と行動変化の観察が可能である。

DOX 投与により自在に発現のＯＮ/ＯＦＦを

行い、D1R を介する経路の役割を明確に理解

することが期待される。 

 

２．研究の目的 

 本研究ではドーパミン受容体の主要分子

である D1 受容体(D1R)および D2 受容体(D2R)

を介する情報伝達に着目し、運動の制御機構

の解明、および運動障害を示す疾患であるパ

ーキンソン病の病態機構解明を目指す。 

 我々は D1R と D2R の二重欠損マウスが、パ

ーキンソン病類似の重症の運動異常を示し

死亡することを見いだした。そこで D1R/D2R

二重欠損の遺伝背景にテトラサイクリン制

御系により D1R 発現が調節できるマウスを作

成したところ、見事に運動異常と致死性がレ

スキューされた(D1R/D2R DKO-D1Rレスキュー

マウス)。当該レスキューマウスではテトラ

サイクリン系薬剤の投与で D1R 発現を抑制す

ると運動異常が出現し、薬剤投与中止で運動

異常から完全に回復することを使い、D1R 発

現量変化と行動変化の観察により、D1R を介

する経路の運動制御機構を明らかにする。 

 

３．研究の方法 

 本研究では、笹岡(研究代表者)と勝木元也

(基礎生物学研究所 名誉教授、研究協力者)

の両方のグループが日常的に連携をとり研

究を遂行している。慈恵医大の籾山俊彦教授

の協力により本マウスの電気生理学的解析

を行った。 

 (1) D1R/D2R DKO-D1Rレスキューマウスの生

産： 

 本研究に必要なD1R/D2R DKO-D1Rレスキュ

ーマウスを計画的に効率よく生産するため、

体外受精・仮親マウスへの受精卵移植・受精

卵凍結保存・融解・移植などマウス発生工学

実験法を用いて行った。 

 (2) D1R/D2R DKO-D1R レスキューマウスの

運動・摂食・飲水の観察： 

 Dox 投与前後のマウスの行動を、ホームケ

ージに赤外線投光機とＣＣＤカメラを設置

して 24 時間連続で数週間にわたり撮影し、

運動障害、摂食・飲水行動を観察した。ま

た摂食・飲水・自発運動量同時測定装置を

用いて、自発運動量を活動量センサーによ

り単位時間あたりの運動量として記録した。

一定時間ごとに摂食量・飲水量を計測でき

る装置で連続して計測した。 

 (3) D1R/D2R DKO-D1R レスキューマウスの

導入 D1R 遺伝子の発現様式の解析： 

 D1R/D2R DKO-D1R レスキューマウスに導入

された D1R 遺伝子は、Tet-OFF システムによ

り D1R と同様にマーカー遺伝子であるβ-ガ

ラクトシダーゼが発現調節されるように設

計してある。導入遺伝子の発現様式は、β-

ガラクトシダーゼの X-Gal 染色にて発現場所

と発現の強弱を解析した。 

 (4) 抗D1RおよびD2R抗体の作成と、免疫染

色による発現様式の解析： 

 免疫染色およびウエスタンブロッティン

グによりD1RおよびD2Rのタンパクレベルの



発現様式・発現量を解析するため特異抗体が

必須であるが、従来の抗体では適切なものが

ない。現在、新たに抗体を作成している。我々

が作成したD1RおよびD2R欠損マウスを用い

て、それぞれD1RまたはD2Rを抗原として免疫

してモノクローナル抗体を作成した。既に得

られたD1RおよびD2Rに対するELISA陽性クロ

ーンのうち解析目的に適するクローンを免

疫染色により選抜した。 

 (5) D1Rの発現様式の解析： 

 D1R/D2R DKO-D1Rレスキューマウスの線条

体サンプルのウエスタンブロット解析によ

り、DOX投与後のD1Rの発現量変化を検討した。 

 

４．研究成果 

 D1R/D2R DKO-D1R レスキューマウスの運動

量と D1R 発現量を経時的に解析したところ、

DOX 投与後、D1R 発現量低下と運動量低下を

示し、動作の緩慢や姿勢異常等のパーキンソ

ン病類似の運動異常が見られた。DOX 投与を

停止すると、3日後に DOX 投与前の 10 倍以上

の運動過剰の状態を示し、7 日後には DOX 投

与前の運動量に回復した。D1R 発現量は DOX

投与中止後３日目の運動量過剰を示す時期

には、DOX 投与前の半分程度まで回復してい

たが、DOX 投与前の発現量まで回復するのは、

DOX 投与中止後７日目以降であった。このこ

とから、D1R の発現量が低下すると、運動量

の低下が見られることに加えて、特に発現量

回復過程で運動量過剰が観察される。D1R 発

現量と運動量は単に線型な関係ではなく、

D1R 発現量の変化により運動量を制御する新

しい仕組みがあることが示唆された。今後、

D1R の標的分子と運動制御の仕組みを明らか

にする。 
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