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研究成果の概要（和文）：我々は異なる脳内発現特性を示す２種類のトランスジェニックマ

ウスを用い、その重複領域に限定された遺伝子ノックダウンを試みた。最初に、恐怖記憶

に関係する脳領域である扁桃体に特異的な遺伝子ノックダウンを目指した。 CamKII、

GRPの二つの遺伝子が共に発現する脳領域は、ほぼ扁桃体のみである。そこで、その領域

のみに、NMDA受容体の遺伝子発現を抑制する機能を持つmiRNA発現マウスを作成した。 

交配したマウスにおける遺伝子発現解析を現在進行中である。 

 

研究成果の概要（英文）：We tried to establish a technique to generate highly brain region 

specific gene knockdown mouse. For this purpose, we used two types of transgenic mouse 

which express their transgenes in different manners in their brain.  Amygdala is involved 

in fear memory.  Because both CamKII and GRP are coexpressed only in the amygdala, we 

tried to generate amygdala specific gene knockdown mice using these genes’ promoters.  

We have generated transgenic mice which express miRNA that downregulate the NMDA 

receptor only in the amygdala. We are analyzing the expression level of the target gene in 

the mice.  
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１．研究開始当初の背景 

哺乳類の個体における遺伝子機能の解析

は、主にマウスをモデルとした標的遺伝子

組み換え法により行われてきた。脳機能の

解析を目的とした研究では、1992 年の

SilvaらのCamKII遺伝子欠損マウスの報

告が最初になる(1)。しかし、単純な遺伝子

欠損はしばしば発育に影響を及ぼすため、

成体における学習・記憶、情動および運動

機能等の高次機能の解析においては限界が

あった。また、脳は部位による機能分化が

著しいこともあり、詳細な脳機能の解析に

おいては部位特異的な遺伝子欠損マウスを

作成する必要があった。そのため、1996

年に発表された海場 CA1 野特異的遺伝子

欠損マウスを始め(2)、Cre-loxPシステムを

用いた脳部位特異的な遺伝子欠損マウスを

用いた研究報告が相次いだ。それらをここ

に全て記載することはできないが、海場の

各領域、小脳のプルキンエ・顆粒細胞、線

条体などの特異的遺伝子改変マウスがこれ

まで報告されている。これらの研究の場合、

遺伝子改変の脳部位特異性は、マウスの遺

伝子プロモーターに依存する。しかしその

数は有限であり、いつも都合の良い遺伝子

プロモーターが存在するとは限らない。今

後、任意の脳部位における遺伝子欠損マウ

スの作成は困難になっていくものと予測さ

れ、その状況を打破する技術の開発が待望

されている。 
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２．研究の目的 

 研究代表者の研究室では、学習・記憶に

おける海馬機能の解析に加え、扁桃体を中

心とした情動機能の電気生理学的・行動学

的解析を進めている。海馬においては、既

に CA1, CA3, 歯状回顆粒細胞などの特異

的遺伝子欠損マウスが作出され、各部位の

シナプス可塑性の個体における役割が詳細

に解析されている。一方、情動などに少な

からぬ役割を果たすと予測されている扁桃

体におけるシナプス可塑性は、海馬と同様

のアプローチによる研究は未だに発表され

ていない。知られている限りの遺伝子プロ

モーターを検索したところ、扁桃体に比較

的強く発現する遺伝子はあるにはある(3)。

しかし、それ以外にも発現する領域が部分

的にあり、更に幼若期や非神経系における

発現は全く未知の状況にあり、単独で Cre

のプロモーターとして用いるには不十分な

点が多い。 

 そこで思い出したのが、キイロショウジ

ョウバエにおける前後軸パターン形成に関

わる転写因子タンパク質の遺伝子群の研究

史である。詳細な説明は省略するが、ショ

ウジョウバエを含む多細胞生物の前後軸は、

単独の遺伝子では決まらない。複数の遺伝

子発現の組み合わせによって初めて詳細な

パターンが決定される。同様の原理は、こ

の例に限らず、多細胞生物のあらゆる器官
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形成に共通していると考えられる。そこで

今回、遺伝子欠損マウス作成の際の部位特

異性の確立にも応用できるのではないかと

考え、着想に至った。 

 本研究計画では、扁桃体におけるNMDA

依存性シナプス可塑性の役割を、電気生理

学的・行動学的に解明することを最終目的

としている。これを通じて、これまで現象

論的に扱われることがほとんどであった

「情動」を、分子生理学的な立場から解析

することにより、情動そのものだけではな

くその高次脳機能や精神神経疾患との関連

性までも明らかになると考えられる。 

扁桃体における NMDA 受容体の役割に

ついては、アンタゴニストの局所注入実験

などの薬理学的実験によりある程度進めら

れている(4)。しかし、より長期的な遺伝子

機能を解析するためには遺伝子改変動物の

作成が必要となる。現状の遺伝子工学技術

では扁桃体を含む任意の脳領域特異的遺伝

子改変動物の作成は極めて困難であるため、

その作成法の確立を第一段階の目標とする。 
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３．研究の方法 

本研究計画遂行のための、手始めとして、

扁桃体特異的な遺伝子ノックダウンマウス

の作成を行う。その為に、Promotor A を

用いた Cre マウスと、Promotor B を用い

た loxP-miRNAマウスの、２種類の遺伝子

導入マウスが必要となる。これによって、

Promotor AとPromotor Bが共に発現する

部位のみにて miRNA が発現し、ターゲッ

ト遺伝子がノックダウンされる(図１)。 

今回、Cre マウスとして、既に他研究室で

作成されている CamKII-Cre マウスを使

用する。このマウスは、生後３週以降にお

いて、海場、扁桃体、大脳皮質などで Cre

が発現することが確認されている。

loxP-miRNAマウスとして、GRP遺伝子の

プ ロ モ ー タ ー 下 に 、 Cre-loxP 

recombination 依存的に NMDA 受容体を

標的とした miRNA が発現されるノックイ

ンマウスを作成する。これらの交配による

ダブルトランスジェニックマウスは、扁桃

体特異的に３週以降で NMDA 受容体遺伝

子が不活化されると予測される。作製・交

配されたマウスを用いて、発現解析と、表

現型解析を行う。発現解析においては、ウ

ェスタン、qPCR, NMDA 電流の電気生理

学的な測定を行う。表現型解析においては、

電気生理学的・行動学的手法を用い、扁桃

体における NMDA 受容体の個体における

機能を解明する。 
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図１ 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 

Cre recombinase 依存的な扁桃体特異的

miRNA 発現マウス（部位特異的遺伝子ノ

ックダウンマウス）の脳内におけるNMDA

受容体のノックダウンレベルの解析を行な

った。対象エリアである扁桃体は異なる細

胞種が混在しており、今回のノックダウン

マウスの miRNA は扁桃体内の Principal 

Neuron に限定されている事が想定される。

そのため、mRNA抽出等による分子生物学

的な発現解析では、遺伝子ノックダウンさ

れていないと想定される Interneuronにお

ける発現が混じる為、ノックダウンレベル

の正確な判定が困難である。その為、ウェ

スタン解析、qPCR 解析に加え、電気生理

学的解析を行なった。現在、Principal 

Neuron におけるターゲット遺伝子を対象

とした電気生理学的解析によって、ノック

ダウンレベルの測定を行なっている。 

 研究機関の後半からは、新たな

site-specific DNA recombinase である

PhiC31o-attP/B システムを導入した部位

特異的遺伝子ノックアウトマウスの作製を

進めている。Cre-loxPシステムと合わせて

２つの recombinaseを用い、その組み合わ

せにより遺伝子ノックアウトの脳部位特異

性を高める計画である。その為に、平成 22

年度から 23年度にかけて PhiC31o遺伝子

を導入した５サブラインのトランスジェニ

ックマウスを作製し、導入遺伝子の発現解

析を順次進めていた。うち 3ラインまでの

解析が終了しているが、導入遺伝子の発現

パターンはいずれも上流プロモーターによ

って予想されたものとは異なっていた。 

現在、残り 2ラインの解析を進めている途

中である。 

 本研究計画は、従来の作製法では不可能

と考えられていた脳部位特異性を実現する

方法の開発を目的としている。本科研費研

究種目（新学術領域研究（研究課題提案型））

の目的に「確実な研究成果が見込めるとは

限らないものの、当該研究課題が進展する

ことにより、学術研究のブレークスルーを

もたらす可能性のある、革新的・挑戦的な

研究」とあるが、そのとおりの研究を進め

てきた。成果発表はもう少し先になるが、

引き続き解析を進行させ、本目的を達成さ

せる予定である。 
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