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研究成果の概要（和文）： 

脳を構成する神経細胞群の特性と神経回路の構成を知ることは、多様な脳機能や脳神経系疾患

を理解する上で極めて重要である。しかし気分や行動等の高度な脳高次機能において、どのよ

うな遺伝子発現パターンを持った細胞集団が、複数の細胞集団とどのような分子基盤で相互作

用をし、それぞれの神経回路にどのような生理的機能をもたらすかについての、網羅的な解析

は未だ報告がない。本研究課題では、 気分や行動を制御する大脳基底核の出力部である淡蒼球

の神経核の遺伝子発現解析を行う。 

 

研究成果の概要（英文）： 

It is essential to understand the property of neural population consisting of the brain and 

the constitution of neural network in familiarization with the variety of brain function and 

the nerve disease. However, in the higher brain function including the mood and motor 

control, it still lacks the global analysis to reveal what kinds of neuronal populations 

showing the unique gene expression patterns interplay with several neuronal populations 

using what molecular mechanisms, and which neural function was generated. In this study, 

I analyzed the gene expression pattern in the globus pallidus, as an output device of the 

basal ganglia mediated mood and motor control. 
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１．研究開始当初の背景 

これまでの研究において、神経細胞の成熟過

程における分子的な基盤について研究は数

多くある。成熟過程において機能する分子群

の多くは、成熟後の神経細胞においても発現

しており、何らかの機能を有すると考えられ

る。しかし、これらの分子の機能や、ヒトの

脳機能における役割についての研究は少な

い。そこで、ヒトの脳機能を解析できる霊長

類脳を利用し、遺伝子の発現している回路や

行動を解析することで、こういった問題にア

プローチできると考えられた。また、脳由来

神経栄養因子(BDNF)は、当初神経軸索の形成

過程に重要な遺伝子として同定されたが、近

年、成熟脳における難治性うつ症や気分障害

に関与しているという報告がある。また、パ

ーキンソン病やハンチントン舞踏病のよう

な神経変性疾患における随意運動障害は、大

脳基底核におけるα・シンクレインやハンチ

ンチンといった遺伝子が関与しているとい

う報告もある。これらの報告は、特定の遺伝

子が特定の回路で機能することが、行動の制

御に非常に重要であることを示唆している。

しかしながら、ヒトをはじめとする霊長類の

高度な行動、運動機能は、複雑な大脳皮質 ̶

基底核ループによって制御され、様々な情報

伝達物質と回路が階層的に関与している為、

その解析は容易ではない。本研究課題では、

これらの問題に対し、回路と遺伝子の関係を

明らかにし、将来的に霊長類に分子遺伝学的

な手法を導入して特定回路の遮断を行い、そ

の回路を介して表現される行動に異常がみ

られるかどうかを検証できるような枠組み

を立ち上げることを可能とすることを考え

た。 

 

２．研究の目的 

本研究では、大脳皮質—基底核回路とそれに

より制御される行動が、どのような分子基盤

により制御されているかを明らかにしよう

とする。霊長類脳の大脳皮質基底核間投射は、

線条体や淡蒼球、視床下部、黒質、視床等、

様々な脳領域を介して大脳皮質に再投射す

るループを形成している。線条体から視床ま

での回路は、機能別に二つに分けられる。一

つは直接路と呼ばれ、線条体から淡蒼球内

節・黒質に投射する。もう一つは間接路と呼

ばれ、淡蒼球外節へ投射する。淡蒼球外節細

胞は淡蒼球内節、視床下核に投射する一方で、

視床下核は淡蒼球内節と外節に投射するた

め、間接路は２つの中継点を介して淡蒼球内

節を制御する。淡蒼球内節及び黒質の出力は

抑制性であるため、線条体から淡蒼球内節に

直接投射する直接路は脱抑制作用を、淡蒼球

外節を介する間接路は抑制作用を及ぼすと

される。大脳基底核は、これらの直接路と間

接路のバランスにより出力を制御されてい

る。この回路モデルはパーキンソン病やヘミ

バリスムスなどの運動異常を説明する際に

用いられてきており、ある程度の成功を収め

ている。 

これらの経路は共に GABA を神経伝達物質と

して使用する他、直接路特異的神経伝達物質

としてサブスタンスＰが、間接路ではエンケ

ファリンが機能しているといわれてきた。し

かし、近年の単一神経細胞の軸索追跡実験の

結果、直接路の神経細胞が間接路の投射先へ

軸索側枝を出すことが明らかとなった。淡蒼

球外節から視床下部に投射する軸索も淡蒼

球内節に側枝を出す。また、視床下核から淡

蒼球内節に向かう軸索も淡蒼球外節に側枝

を出す。従って、従来の直接・間接路の機能

仮説は再考の余地があることが明らかとな

った。また線条体において、直接・間接路の

細胞はそれぞれ D1と D2という別のドーパミ

ン受容体を発現していると考えられてきた

が、近年、線条体の同じ細胞上に両方の受容

体が発現していることも示唆されている。従

って、大脳基底核における神経伝達物質及び

受容体の発現分布は詳細に再検討されるべ

きであると考えられた。 

本研究課題では、淡蒼球内部に存在する神経

細胞群を投射先別にラベルし、それらを単離、

解析することで、各神経回路に優先的に発現

する分子群を同定し、それら回路の分子的特

徴を明らかにすることを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本実験系ではラットの大脳基底核の淡蒼球

を使用した。淡蒼球は通常線条体に近接して

囲まれており、染色なしの状態ではその境界

線を確認することができない。しかし、通常

の固定方法及び染色方法ではRNAの分解が懸

念された。そこで、RNAに損傷のないように

脳を染色し、淡蒼球の切り出し可能な実験手

法の確立を行った。ラット脳サンプルは未固

定のまま、ヘキサン・ドライアイスにより急



 

 

速冷凍した。冷凍脳は前後軸に沿って40マイ

クロメートルずつスライスした。スライスを

付けるマイクロフォイル、染色液、トルイジ

ンブルーOの濃度、染色時間について様々に

条件を変え最適条件の検討を行った。その後、

この脳サンプルをレーザマイクロダイセク

ションシステム(Leica、LMD6500)によりカッ

トし、淡蒼球の切片を回収した。回収チュー

ブに、RNAの分解を防ぐRNase later (Ambion)

を入れた。回収した淡蒼球はRNeasy Micro 

(Qiagen)で処理し、約0.1 ngのRNAを回収し

た。回収したRNAは、MessageAmpII (Ambion)

により増幅した。増幅RNA (amplified RNA; 

aRNA)はcDNAに変換した後、EvaGreen 

(BioRad)とCFX96 (BioRad)を使用してリアル

タイムPCRを行った。 

 次に細胞レベルでの遺伝子解析を行った。

淡蒼球の内節と外節において、視床、線条

体、視床下核と相互作用する淡蒼球細胞を、

逆行性トレーサーを用いてラベルし、出力

パターンを調べた。さらに、トレーサーを

抗体を用いて染色し、クライスタットを用

いてスライスした後、レーザーマイクロダ

イセクションを利用して、単一細胞の単離

を行なった。切り出した細胞から微量mRNA

を抽出し、逆転写酵素を用いてcDNAを得、

このcDNAを用いてリアルタイムPCRを行い、

神経活動に関与する遺伝子群の発現比較を

行った。 

 

４．研究成果 

本研究課題では、行動制御に関わる大脳基底

核の淡蒼球に焦点をあて、淡蒼球内に存在し

ている投射先の異なる様々な細胞群が、どの

ような分子的な特徴を有するかを解析した。

まずは、淡蒼球の前後軸で投射先に勾配が

あることが知られている。このため、まず

は前後軸でスライスを準備し、最適条件の

検討と、発現遺伝子の変化を検討した。そ

の結果、淡蒼球の前後軸に沿って発現が変

動した遺伝子は８個あった。これまで均一

と考えられていた淡蒼球内部で、神経伝達

物質、及びその受容体を含む幾つかの発現

量が異なることが示唆された。さらに、淡

蒼球の内節と外節において、視床、線条体、

視床下核と相互作用する淡蒼球細胞を逆行

性トレーサーを用いてラベルし、出力パター

ンを調べた。この結果、複数の遺伝子の発現

が投射先の違いにより増減していることが

わかった。通常の免疫染色法では、RNA が破

壊されてしまうが、本研究課題により確立し

た新たな免疫染色法では、短時間の染色によ

り数百個の細胞を単離した後でも RNAの分解

を押さえることが可能となった。本研究課題

で目的とした特定回路における機能遺伝子

の同定を達成できたと考えている。さらに同

定した遺伝子の機能阻害を目的として、アデ

ノ随伴ウイルスベクターやレンチウイルス

ベクターを使用したウイルス作製法を立ち

上げた。また淡蒼球におけるウイルス感染の

効率化を目指して条件設定を行った。本研究

課題で同定した遺伝子の機能阻害を行うこ

とにより、淡蒼球内で投射先の異なる特定の

回路を減弱、もしくは遮断することが可能と

なる為、これらの研究手法は、基底核淡蒼球

の情報処理をどのような細胞種が担ってい

るかという動作原理の解明につながると考

えられる。 
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