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研究成果の概要（和文）：情動・摂食・生殖行動に中心的な役割を果たす扁桃体神経回路について、この回路を限定的
に改変するためのマウス作出のため、条件付き遺伝子破壊マウスの作製を行った。既存の遺伝子破壊マウスにおいて扁
桃体神経回路に異常を持つplexin-A4とSema6A, Sema6Bに対して標的遺伝子組換えベクターの作製を完了させ、plexin-
A4については、相同組換えES細胞を２株単離した。また既存のplexin-A4遺伝子破壊マウスについて、生後発達期にお
ける成長不良を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The amygdaloid network is a principal component of the limbic system with roles 
in emotion, feeding and sexual behavior. Axons of distinct amygdaloid　nuclei connect to the bed nucleus 
of the stria terminalis (BNST) in a topographic manner.　However, it remains largely unknown the 
roles　or contributions of this topographic connections for animal behavior. We have tried to generate 
the network modification animal restricted in amygdala-BNST connections. We generated the conditional 
targeting vectors for three axon guidance genes (plexin-A4, Sema6A. Sema6B), regulating the formation of 
the topographic connection, and established two ES cell lines with targeted recombination for plexin-A4.

研究分野：神経発生学
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１．研究開始当初の背景 
 動物の学習や記憶、および、行動発現は神

経回路網を基盤とする。この神経回路網の特

徴の一つとして、神経接続が規則性と特異性

をもって形成されることが挙げられる。この

特異性の乱れと行動発現の変化との関連に

ついては、運動制御系を中心に解析が進行し

てきているが(Kullander et al., 2001,2003)、

情動・摂食・生殖行動を制御する神経回路に

ついては未着手であった。情動・摂食・生殖

行動の制御には、感覚情報を適切に処理する

機能を担う扁桃体神経核を中心とした神経

回路が重要な役割を持っていることが示唆

されている。扁桃体は、複数の神経核より構

成される神経核複合体であり、個体の生存に

とって重要な感覚情報を扁桃体内部の神経

核間で処理するとともに、処理した情報を他

の基底核や視床下部、脳幹部に出力すること

で行動発現を担うことが知られている。主た

る出力の一つは、分界条床核と特異性をもっ

た神経連絡を形成することが明らかにされ

ている(Dong et al., 2003)。例えば、扁桃体

神経核のうち、中心核と一部の主嗅覚系神経

核からの出力線維は、分界条床核の前部（内

側、外側部）と接続し、一方、副嗅覚系神経

核とその他の主嗅覚神経核からの出力線維

は分界条床核の後部と前内側部と接続する。

さらに、分界条床核は亜領域ごとに行動発現

を制御する視床下部や脳幹部と特異的な接

続をしていることから，扁桃体と分界条床核

間の特異的な接続様式は、外界の感覚情報を

適切に行動に結びつけるための重要な神経

接続であると考えられる。一方、感覚情報は

他の脳領域からも視床下部や脳幹部に伝達

されており、行動発現において、扁桃体と分

界条床核間の特異的な接続が担う役割や貢

献度は解明されていない。  

 また近年、神経接続の規則性と特異性を担

う分子が発見され、遺伝学的解析からこれら

の特性を制御する分子機構が明らかになり

つつある(Sanes & Yamgata,2009)。我々は軸

索誘導分子セマフォリンとその受容体プレ

キシンに着目して解析を進め、個体レベルで

の遺伝学的解析より末梢神経系（体性感覚系

／自律神経系: Suto et al., 2005）や中枢神経

系（海馬: Suto et a., 2007）の神経回路の規

則性と特異性を制御する分子機構であるこ

とを明らかにしてきた。また、これらの分子

(plexin-A4とそのリガンド分子)が扁桃体−分

界条床核の特異的な接続を制御しているこ

とを見出している。これらの知見を基に、扁

桃体神経回路において semaphorin/plexinシ

グナルを個体レベルで制御して神経回路を

改変させることで、情動行動などの行動発現

における扁桃体と分界条床核間の接続様式

の役割と貢献度を明らかにできる可能性が

ある。 
 
２．研究の目的 
（１）扁桃体出力回路の回路改変マウスの作

出: 扁桃体の出力系のうち、分界条(stria 

terminals)を形成する神経線維の走行を改変

し、分界条床核との接続に変化をもたらした

マウスを作出することを目的とする。回路変

化を誘導するためには、これまでの知見を基

に 、 扁 桃 体 を 構 成 す る 神 経 細 胞 で

Semaphorin/plexinシグナルを変化させた遺

伝子改変マウスを作成する。これらのマウス

について、組織化学的解析を行い、扁桃体の

出力系が改変されていることを確認し、扁桃

体出力系回路改変マウスとする。 

（２）扁桃体回路改変マウスの行動様式の変

化： 回路改変マウスを用いた行動解析を行

い、特定の行動様式制御における扁桃体と分

界条床核の特異的接続の役割を明らかにす

ることを目的とする。plexin-A4 遺伝子欠損

マウスでは、扁桃体から分界条床核前方部へ

の大部分の接続が失われていることから、分

界条床核前部が接続する行動様式制御系に

異常が生じている可能性が高い。また、扁桃

体と分界条床核の接続は摂食行動や内分泌

系に関与することが知られていることから、

個体の発育を制御する可能性がある。そこで、

生後発育状況を解析するとともに、摂食行動

の解析を優先に、各種行動解析を行い、扁桃

体回路改変マウスでの行動様式の変化を明

らかにする。 

（３）行動発現時における分界条床核の神経

細胞発火頻度の変化 扁桃体から分界条床

核への出力線維は大部分が GABA 作動性神

経であることから、分界条床核の神経細胞は



扁桃体からの入力でその活動が抑制されて

いると考えられている。そのため、回路改変

マウスでは神経細胞の活動状態が亢進して

いることが推察される。このことを検証する

ために、分界条床核内の神経細胞について、

扁桃体からの GABA 作動性入力の役割を明

らかにすることを目的とし、回路改変マウス

の行動発現時における神経細胞活動様式を

明らかにする。 
 
３．研究の方法 
（１）標的遺伝子組換え操作に用いる遺伝子

ターゲティングベクターの作製は、対象遺伝

子を有する BAC clone をもとに、pRed/ET

システムを用いた大腸菌内組換え法を用い

た。また、相同組換え ES 細胞の作製は、

C57BL/6N由来の ES細胞に対して、ターゲ

ティングベクターをエレクトロポレーショ

ンにて導入し、Neomycin 薬剤耐性コロニー

を単離、PCRならびにサザンブロット法を用

いて選別を行った。また、扁桃体出力線維可

視化用の抗体を作製するために、抗原を培養

細胞で産生させた後、タグによる精製にて調

整した。この抗原をウザギに免疫してポリク

ローナル抗体を作製した。 

（２）生後個体の発育状況の解析は、生後０

日、１週齢、１ヶ月齢での体重を計測した。

また、行動様式解析のため恐怖情動行動関連

の解析のシステムを導入した。 

（３）活動神経細胞を可視化するために、神

経活動依存的に発現する c-fos 遺伝子を指標

とした in situ hybridization法を導入した。 

 
４．研究成果 

（１）扁桃体出力回路の回路改変マウスの作

出について、まず、plexin-A4、Sema6A, 

Sema6B 遺伝子について条件付き遺伝子破

壊マウスの作製を試みた。遺伝子破壊標的領

域として、それぞれの遺伝子の翻訳開始部位

をコードする exon を選択し、この exon を

floxするとともに、下流の intronに薬剤耐性

遺伝子を導入した。相同組換えのために５’

上流と 3’下流に相同領域を付加してターゲテ

ィングベクターとした。plexin-A4 について

は作製したターゲティングベクターをもと

に、C57BL/6N由来の ES細胞について標的

組え ES細胞の作製を行い、２株単離するこ

とに成功した。現在、これら組換え ES細胞

より個体再生を進めている。一方、扁桃体回

路の異常を調べるためのツールとして、一部

の扁桃体神経細胞で発現している plexin-D1

について、ポリクローナル抗体を作製した。

この抗体を用いた免疫染色により、扁桃体か

らの一部の出力線維を可視化できることを

確認した。plexin-A4遺伝子破壊マウスでは、

plexin-D1 陽性線維に異常が認められたこと

から、扁桃体回路改変マウスでの線維走行の

解析に有用であるとも確認した。 

（２）扁桃体神経回路特異的に回路を改変し

たマウスの作製に至らなかったために、既存

の plexin-A4遺伝子破壊マウスについて生後

発育状況を解析した。生後一週齢から１ヶ月、

さらに成体にかけて plexin-A4遺伝子破壊マ

ウスは野生型マウスより低体重であり、成体

では野生型より 25%程度低体重であること

を明らかにした。また、生後直後（生後０日

目）では、両者の体重に差は認められなかっ

たことより、生後発達期において plexin-A4

が関わる神経回路の異常に起因し、成育不良

が生じていることが推察された。plexin-A4

は扁桃体から分界条床核の線維接続形成に

必要であること、また、これらの分界条床核

のうち、摂食や内分泌系制御と関連する神経

細胞領域との接続に関与することから、

plexin-A4 遺伝子破壊マウスで認められる成

育異常は扁桃体出力線維の異常のために生

じた可能性が高いと考えられる。 

（３）神経細胞の活動を可視化するための解

析系を導入した。神経細胞活動後に発現する

c-fos遺伝子について、発現解析用プローブを

作製するとともに、in situ hybridization法

により活動神経細胞の可視化を行った。解析

系の評価は、既に報告されている行動（生殖

行動や攻撃行動）と関連する神経細胞の活動

について調べ、これらの神経細胞での発現を

確認した（評価系導入の完了）。 

 
本研究では、扁桃体神経回路を限定的に改変
したマウスを作出することにより、扁桃体と
分界条床核の接続の意義を個体レベルで明
らかにする事が主たる目的であったが、研究
期間内にその目的を達成することができな



かった。一方で、回路改変マウスの解析系に
ついては確かな系が構築できていることよ
り、今後、現在進めている回路改変マウスの
作製を進めることで、当初の目的を達成した
いと考えている。 
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