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研究成果の概要（和文）：背外側線条体（dorolateral striatum：DLS）と背内側線条体
（dorsomedialstriatum:DMS）より構成される線条体は、弁別学習の調節に重要であることが知られている。し
かしながら、弁別学習におけるDLSまたはDMSに由来する線条体直接路のメカニズムは明らかにされていない。本
研究では、このメカニズムを明らかにする為に必要な基盤技術について研究開発を行った。

研究成果の概要（英文）：The dorsal striatum, which contains the dorsolateral striatum (DLS) and 
dorsomedial striatum (DMS), regurates the discrimination learning. However, the mechanism of 
striatal direct pathways derived from DLS or DMS in discrimination learning remains unclear. In this
 study, we investigated and developed the basic technology necessary to clarify this mechanism.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究において我々は、直接路の選択的除去に必要な基盤技術開発に成功した。この様な弁別学習を媒介する背
側線条体のニューロンタイプを同定した上での機能の解明は現在までになく、本研究によって得られた知見は、
パーキンソン病を代表する高次機能障害に対する新しい治療法の確立につながる事が期待される。

※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 

 ヒトの日常行動の多くは道具的行動の特徴を有する。道具的行動とは、目的を達成するた

めの道具として機能する行動である。道具的行動では、様々な環境刺激に対する適切な“識

別”が要求され、識別は“弁別”とも呼ばれる。2 種類以上の刺激弁別が要求されるような課

題を学ぶ事を“弁別学習”と言い、弁別学習は、正の刺激に対しては強化を与え、負の刺激に

は強化を与えない。つまり、正の刺激に対してのみ反応させる学習様式である。高次な注意

障害やスピードを要求される認知情報の処理障害といった“弁別”に対する障害がパーキン

ソン病患者において報告されており (Brown et al., 1973; Canavan et al., 1989; Sahakian et al., 

1998)、弁別学習の解析をする事で、迅速かつ正確な選択といった情報処理能力の有無を判

断する事が可能となる。 

 近年、弁別学習の獲得や実行において“背側線条体”の関与が報告されており (Robbins et 

al,  1990)、背側線条体は、皮質からの入力の違いによって主に“背外側線条体”  (dorsolateral 

striatum: DLS) と“背内側線条体” (dorsomedial striatum: DMS) の 2領域にわけられる。単純

弁別学習の獲得過程には DLS領域が、実行過程には DLSと DMSの両領域の関与が報告さ

れている (Featherstone et al., 2004; 2005)。さらに申請者の DLSまたは DMSの興奮性グルタ

ミン酸作動性神経毒注入による破壊実験結果からも、それぞれの領域が条件つき弁別の学

習過程において異なった役割を担っている事が示唆されている (未発表)。また背側線条体

から投射する神経細胞の大部分はGABA作動性神経細胞で、ドーパミンD1受容体 (D1R) 、

またはドーパミン D2受容体 (D2R) を発現するものに大別される。背側線条体の D1R 陽性

細胞は、黒質に投射し線条体直接路を形成する。一方、D2R陽性細胞は、淡蒼球に投射し線

条体間接路を形成する。従来の研究では神経毒投与によって、D1R 陽性細胞や D2R 陽性細

胞を区別する事なく神経細胞全体を破壊し、背側線条体の弁別学習における役割が検討さ

れていた。しかし、この方法では背側線条体に局在するすべての神経細胞が破壊され、各々

の神経細胞がどのような機能を分担し、それらが統合されて正常な機能が実現されるメカ

ニズムを明らかにする事が極めて困難であった。その為、背側線条体から投射する 2種類の

経路における弁別学習に対する役割と機能分化については十分な知見が得られていない。 

 

２．研究の目的 

申請者の所属する研究室では、イムノトキシン細胞標的法 (immunotoxin-mediated cell 

targeting, IMCT) として、遺伝子発現の特異性に基づいて特定の神経細胞タイプを誘導的に

損傷させる技術を開発した (Kobayashi et al., 2012)。イムノトキシン (IT) は、ヒトインター

ロイキン-2 受容体の α サブユニット (IL-2Rα) に対するモノクローナル抗体の可変部位を

含み、かつ緑膿菌の菌体外毒素との融合タンパク質であり、IL-2Rαを発現させた動物に IT

を注入すると、ITは IL-2Rαを含有する標的細胞タイプに取り込まれ、この細胞タイプの選

択的な損傷が誘導される。本研究では IMCTを用いる事により、DLSまたは DMSから由来

する直接路だけを選択的に損傷する為に必要な基盤技術について研究開発を行った。 

 

 

 



３．研究の方法 

（１）Tac1-Creラットの解析 

線条体黒質路を構成する GABA 作動性神経細胞に、D1R 陽性細胞と同じく、選択的

に発現する P物質前駆体 (tachykinin, Tac1) に注目し、Tac1陽性細胞特異的に Cre酵素

を発現する (Tac1-Cre) ラットを作製した。ラットは 10%中性緩衝ホルマリンにて灌流

固定した後、固定液に一晩浸漬し、10、20、30%スクロース液含 PBにて洗浄、-80℃に

て凍結した。凍結脳は厚さ 30µmで薄切し、免疫組織化学染色法を用いて、D1R、D2R、

及び Creを標識し、超解像顕微鏡 (Nikon社製 A1-SIM)を用いて観察した。 

 

（２）IL-2Rαの発現誘導 

Tac1陽性細胞特異的に IL-2Rαを発現させる為、Cre依存的に IL2R-GFPを発現誘導す

るアデノ随伴ウイルスベクターを開発した。Tac1-Creラットの頭部を脳定位固定装置に

保定し、頭蓋骨の一部を剥離後、ベクターを充填したガラスキャピラリーを用いて、ラ

ットの線条体にベクターを注入した。ベクター注入手術から 2週間後、10%中性緩衝ホ

ルマリンにて灌流固定した後、固定液に一晩浸漬し、10、20、30%スクロース液含 PBに

て洗浄、-80℃にて凍結した。凍結脳は厚さ 30µmで薄切し、免疫組織化学染色法を用い

て、D1R、D2R、及び GFPを標識し、超解像顕微鏡 (Nikon社製 A1-SIM)を用いて観察し

た。 

 

（３）D1R陽性細胞の選択的損傷 

Tac1 陽性細胞を選択的に損傷する為、ベクター注入手術から 2 週間後、線条体へ IT 

の注入手術を行った。IT注入手術から 2週間後、ラットの脳摘出を行い、脳は－80℃に

て凍結した。凍結脳は、厚さ 10µmで薄切し、in situ ハイブリダイゼーション法を用い

て、D1R及び D2Rの mRNAを可視化し、正立型蛍光顕微鏡 (Leica社製 CTR6000)を用

いて観察した。 

 

４．研究成果 

（１）Tac1-Creラットの解析 

 Tac1-Cre ラットの線条体

において、Tac1 陽性細胞特

異的に Cre が発現している

事を確認出来た (図 1)。スケ

ールバー：20 µm。 

 

（２）IL-2Rα発現の確認 

 Tac1-Cre ラット線条体に

IL-2Rα/GFP を発現誘導する

アデノ随伴ウイルスベクタ

ーを注入した結果、Tac1 陽

性細胞特異的に IL-2Rαが発

現する事を確認できた (図

2)。スケールバー：20 µm。 



（３）D1R陽性細胞の選択的損傷の確認 

 Tac1-Creラットの線条体に IL-2Rα/GFPを発現

させ、その 2週間後 ITを注入し、D1R及び D2R

陽性シグナルを解析した結果、D1R 陽性細胞の

選択的な除去が誘導された (図 3左)。スケール

バー：1 mm。 

 

今後、DLS または DMS から由来する直接路の

選択的損傷が、弁別学習に及ぼす影響について解

析する予定である。 
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