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研究成果の概要（和文）：脳の機能は複雑な神経回路網によって制御されている。脳機能を理解するためには、回路網
を形成する特定神経路の機能を解析する必要がある。Rho GTPaseは、標的タンパク質の一つであるRho-kinaseを介して
、種々の神経機能を調節することが明らかにされつつある。本研究では、我々が独自に開発した高頻度逆行性遺伝子導
入ベクターと、アデノ随伴ウイルスベクターを組み合わせた二重遺伝子導入システムを駆使して、皮質線条体路を形成
する大脳皮質ニューロンの生存にRho/Rho-kinaseシグナル伝達系が重要な役割を果たすことを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：Brain functions are controlled by the complicated neural circuit. In order to 
understand brain functions, we need to analyze each specific neural pathway, a component of the neural 
circuit. Rho GTPase signaling pathway via Rho-kinase, one of the major effector molecules of Rho, is 
becoming increasingly clear to regulate various neuronal functions. In the present study, by using a dual 
viral vector approach combining a neuron-specific retrograde gene transfer lentiviral vector and an 
adeno-associated virus vector, we demonstrated that the Rho/Rho-kinase signaling pathway was essential 
for the survival of cortical neurons forming the corticostriatal pathway.

研究分野： 分子神経科学

キーワード： Rho GTPase　Rho-kinase　ウイルスベクター　皮質線条体ニューロン　アポトーシス
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１．研究開始当初の背景 
脳機能は複雑な神経回路網によって制御さ
れており、脳機能を理解するには、複雑な回
路網を構成する特定神経路が持つ役割を分
子レベルで解明する必要がある。低分子量
GTP 結合タンパク質 Rho ファミリーとその関
連分子は、種々の重要な細胞応答を制御する
ことが知られているが、脳機能における役割
は不明な点が多い。我々は、軸索の末端から
感染して細胞体へと逆行性に遺伝子を導入
出来る新規のレンチウイルスベクター（高頻
度逆行性遺伝子導入ベクター）を独自に開発
した。また、特定神経路における分子機能解
析を可能にするために、高頻度逆行性遺伝子
導入ベクターとアデノ随伴ウイルスベクタ
ー（AAV ベクター）を組み合わせた二重遺伝
子導入システムを開発した。二重遺伝子導入
システムを利用して、特定神経路における
Rho ファミリーとその関連分子の網羅的な機
能解析に取り組んだ。 
 
２．研究の目的 
高次脳機能は緻密な神経回路網によって制
御されるが、脳機能を解明するためには、特
定神経路が持つ生理機能の分子基盤を理解
する必要がある。しかし、このような解析に
適用することが出来る有用な実験ツールが
存在していなかったため、特定神経路の機能
を解析することは不可能であった。ところが、
我々のグループが、高頻度逆行性遺伝子導入
ベクター1),2)と AAV ベクターを組み合わせた
二重遺伝子導入システムの開発に成功した
ことによって、特定神経路が持つ機能を分子
レベルで解析することが可能となり、すでに
研究利用もされている 3),4)。Rho ファミリー
関連分子は、種々の重要な細胞機能を調節す
る多機能分子群であり、神経発生の過程でも
重要な役割を果たすことが明らかにされて
いるが 5),6)、脳機能における役割は不明な点
が多い。本研究では、生理学的・解剖学的に
詳細な解析が行われている大脳基底核回路
をモデルとして着目し、特に、大脳皮質—線
条体路と黒質—線条体路に焦点を当てた。こ
れらの神経路におけるRhoファミリー関連分
子の機能を網羅的に解析し、統合的に理解す
ることを目的とした。 
(1) Kobayashi K, et al. (2016) Altering 
entry site preference of lentiviral 
vectors into neuronal cells by 
pseudotyping with envelope glycoproteins. 
Methods Mol Biol 1382:175-186. 
(2) Kato S, et al. (2013) Dissecting 
circuit mechanisms by genetic 
manipulation of specific neural pathways. 
Rev Neurosci 24:1-8. 
(3) Kinoshita M, et al. (2012) Genetic 
dissection of the circuit for hand 
dexterity in primates. Nature 
487:235-238. 
(4) Wahl AS, et al. (2014) Asynchronous 

therapy restores motor control by rewiring 
of the rat corticospinal tract after 
stroke. Science 344:1250-1255. 
(5) Kobayashi K, et al. (2004) Survival of 
Developing Motor Neurons Mediated  by Rho 
GTPase Signaling Pathway through 
Rho-Kinase. J Neurosci 24:3480–3488. 
(6) Kobayashi K, et al. (2011) 
Rho⁄Rho-kinase signaling pathway controls 
axon patterning of a specified subset of 
cranial motor neurons. Eur J Nuurosci 
33:612–621. 
 
３．研究の方法 
二重遺伝子導入システムを用いて、大脳皮質
—線条体路あるいは黒質—線条体路において、
Rho ファミリー (Rho、Rac、Cdc42)と Rho の
標的タンパク質の一つである Rho-kinase、そ
れぞれの活性が抑制されたマウスの網羅的
な作出を試みた（図 1）。これらの遺伝子改変
マウスを利用して、分子生物学・組織学・行
動生理学な実験手法を駆使しながら、特定神
経路におけるRhoファミリーシグナル伝達系
の機能解析に取り組んだ。 

（１）分子細胞生物学的解析 
Rho, Rac, Cdc42, Rho-kinase それぞれの活
性を抑制する遺伝子  (Gene) を有する
AAV-Flex-GFP-Gene ベクター（図 1）を作製
した。 
（２）組織学的解析 
Cre 遺伝子を有する高頻度逆行性遺伝子導入
ベクターをマウスの線条体に注入し（図 1）、
Cre 遺伝子を大脳皮質や黒質緻密部に逆行性
に 発 現 誘 導 し た 。 次 に 、 各 種
AAV-Flex-GFP-P2A-Gene ベクターを大脳皮質
や黒質緻密部に注入して（図 1）、皮質—線条



体路と黒質—線条体路でそれぞれのGeneが発
現誘導されるマウスを網羅的に作製し、これ
らの動物における Gene の発現を観察した。 
（３）行動生理学的解析 
① Gene を発現するマウスを利用して Open 
field test を行い、自発運動量を測定すると
同時に静止時の姿勢等を観察した。また、メ
タンフェタミン投与による運動量の変化を
測定した。 
② Gene を発現するマウスを利用して
RotaRod test を行い、運動学習能力を測定し
た。 
 
４．研究成果 
（１）二重遺伝子導入システムの検討。まず
最初に、二重遺伝子導入システムが機能する
か否かを検討するコントロール実験として、
このシステムを用いて、皮質—線条体路と黒
質—線条体路それぞれを形成するニューロン
に緑色蛍光蛋白質EGFPの発現誘導を試みた。
その結果、皮質線条体ニューロンでは多くの
EGFP 陽性細胞が確認出来たが（図 2）、黒質

線条体ニューロンでは殆ど確認出来なかっ
た。黒質線条体路においては、高頻度逆行性
遺伝子導入ベクターの逆行性遺伝子導入効
率が極めて低いことが分かったので、この神
経路を解析するためには、現行の高頻度逆行
性遺伝子導入ベクターを改良して、新たなベ
クターを開発する必要がある。従って、以後
の解析は、皮質線条体ニューロンに焦点を当
てて実行した。なお、皮質領域における EGFP
陽性シグナルは、NeuN 陽性の神経細胞に認め
られることを確認した (図 3)。 

（２）皮質線条体ニューロンにおける Rho, 
Rac, Cdc42, Rho-kinase それぞれの活性抑制。
皮質線条体ニューロンにおいて Rho, Rac, 
Cdc42, Rho-kinase それぞれの活性を抑制す
るために、二重遺伝子導入システムを利用し
て、ボツリヌス菌の菌体外毒素である C3 ト

ランスフェラーゼ、Rac ドミナントネガティ
ブ変異体、Cdc42 ドミナントネガティブ変異
体、Rho-kinase ドミナントネガティブ変異体
をそれぞれ発現誘導した遺伝子改変マウス
（C3 マウス、Rac DN マウス、Cdc42 DN マウ
ス、Rho-K DN マウス）を作製した。C3 トラ
ンスフェラーゼ及びそれぞれのドミナント
ネガティブ変異体の発現を確認した。 
（３）遺伝子改変マウスを利用した自発運動
量とメタンフェタミン投与による運動量変
化の測定。それぞれの遺伝子改変マウスとコ
ントロールマウス（EGFP マウス）の自発運動
量を Open field test によって測定し、比較
したところ、有為差は認められなかった。ま
た、メタンフェタミン投与による運動量変化
にも有為差は認められなかった。 
（４）遺伝子改変マウスを利用した運動学習
能力の測定。それぞれの遺伝子改変マウスと
EGFP マウスの運動学習を RotaRod test によ
って測定し、比較したところ、有為差は認め
られなかった。 
（５）遺伝子改変マウスにおける皮質線条体
ニューロンの生存検定。運動を検討するため
の基本的なbehaviourテストにはいずれのマ
ウスにも顕著な表現型は認められなかった
ため、次に、皮質線条体ニューロンの生存を
組織化学的に検討した。その結果、C3 マウス
の皮質線条体ニューロンが、4 週間でほぼ半
減していることを見出した（図 4）。さらに、
この細胞数の減少は、Caspase-3 依存性のア
ポトーシスに起因することが分かった（図 5）。

一方、Rac DN マウスと Cdc42 DN マウスでは、
皮質線条体ニューロンの減少は観察されな
かったことから、皮質線条体ニューロンの生
存には、Rho シグナル伝達系が重要な役割を
果たしていることが明らかになった。さらに
興味深いことに、Rho-K DN マウスが C3 マウ
スと類似した表現型を示すことを見出して
おり、Rho-kinase を介した Rho シグナル伝達
系が皮質線条体ニューロンの生存に必須の



役割を担っていることを明らかにした。これ
らの研究結果は、現在、学術雑誌に投稿中で
ある。 
 本研究成果は、以下のような理由で非常に
インパクトがあるものと考えられる。 
① Rho シグナル伝達系が、成熟期ニューロン
の生存に重要な役割を果たしていることを
示した最初の研究例である。 
② 特定神経路を形成するニューロンにおけ
るシグナル伝達分子の網羅的な生理機能解
析を可能にした。 
 今後は、第一に、本研究で検討した分子以
外のRhoファミリー関連分子の解析を進める
ことによって、皮質—線条体路の生存に重要
な役割を果たす分子群を網羅的に同定する
必要がある。次に、C3 マウスや Rho-K DN マ
ウスをはじめ、その他の Rho ファミリー関連
分子の活性が抑制された遺伝子改変マウス
が、アルツハイマー病等の新たなモデル動物
となり得るか否かを検討することが必要で
ある。新たなモデル動物の確立に成功すれば、
アルツハイマー病等の新しい治療法や薬品
の開発に大きく貢献出来る可能性があり、応
用医学の分野にも大きな進歩をもたらすこ
とが期待される。 
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