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研究成果の概要（和文）：脳側坐核のD1R-MSNにおいてドーパミンはD1受容体、Gαsを介してPKAを活性化する。
一方、D2R-MSNにおいてドーパミン／D2受容体／Gαi経路はアデノシン／A2A受容体／Gαs経路と拮抗している。
D2受容体はドーパミンによって常時活性化されており、ドーパミン分泌が低下すると抑制が解除され D2R-MSNに
おけるPKAが活性化する。活性化したPKAはRap1の活性化因子GEFであるRasGRP2をリン酸化し活性化するととも
に、Rap1の不活性化因子GAPであるRap1GAPをリン酸化し不活性化する。これによりRap1／MAPKシグナルが活性化
し、神経細胞の興奮性が亢進する。

研究成果の概要（英文）：Dopamine activates PKA via D1 receptor / Gαs pathway in D1R-MSN of the 
nucleus accumbens. On the other hand, the adenosine / A2A receptor / Gαs pathway and the dopamine 
/ D2 receptor / Gαi pathway are antagonized in D2R-MSN. The D2 receptor is constantly activated by 
dopamine, and when dopamine secretion decreases, repression is released and PKA is activated in 
D2R-MSN. Activated PKA phosphorylates and activates RasGRP2, which is an activator of Rap1 (GEF), 
and phosphorylates and inactivates Rap1GAP, which is an inactivator of Rap1 (GAP). PKA activates 
Rap1 / MAPK signals and enhances neuronal excitability.

研究分野：神経化学

キーワード： 細胞内情報伝達　シグナル解析　細胞種特異的　リン酸化　アデノ随伴ウイルス　ドーパミン　アデノ
シン　側坐核

  ３版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
抗精神病薬や抗うつ薬がドーパミンやセロトニンなどのモノアミンの作用を制御していることはよく知られてい
るが、脳内においてどのような分子メカニズムによってその作用を発揮しているかは驚くほどわかっていない。
本研究により側坐核の中型有棘神経細胞においてドーパミン受容体の下流で低分子量G蛋白質Rap1が神経細胞の
興奮性を制御することで、情動を生み出すスイッチとして働いていることが明らかになった。本研究のようなア
プローチで細胞内シグナル伝達機構を解明することによって、新たな治療ターゲットの発見に繋がると考えられ
る。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 これまで細胞内シグナル研究は、試験管内や培養細胞内で行われてきた。ガン細胞由来のセル
ラインは均質であるため、多数の細胞を集めて行った実験の結果と、個々の細胞内で起こる現象
は同じと考えることが出来た。培養細胞を用いたシグナル分子の機能解析には、薬剤刺激や遺伝
子導入など様々な方法が考案されている。 
 一方、脳を構成する神経細胞やグリア細胞は、形態や機能により細かく分類される。細胞の種
類毎に、発現する蛋白質の種類や時期が異なるため、それぞれの細胞内シグナルは異なると考え
られる。そのため、脳組織を用いた実験結果は、個々の神経細胞・グリア細胞内で起こっている
現象と必ずしも一致しない。また、薬剤投与実験では、ヘテロな細胞集団に対して同時に薬剤が
作用するため、個々の細胞で起こっている現象を捉えられない。遺伝子改変マウスや、組換えウ
イルスを用いた実験は、細胞特異性を確保できるが、これらは、作製や解析に多くの時間と費用
がかかるため、細胞実験のように様々な組み合わせを次々と行うことは現実的に難しかった。 
 研究代表者は、これまで統合失調症の疾患メカニズムの解明を目指して研究を行ってきた。統
合失調症脆弱性因子 DISC1 について、培養細胞を用いてその機能解析を行うと共に、ノックア
ウトマウスを作製し、行動解析や電気生理学解析を行い、DISC1 ノックアウトマウスが統合失
調症様の表現型を示すことを報告した（Kuroda et al. Hum Mol Genet. 2011）。その後、DISC1
の分子機能と DISC1 ノックアウトマウスの表現型との関係を解明するために、DISC1 コンデ
ィショナルノックアウトマウスを作製すると共に、時期や部位特異的に DISC1 の発現を制御す
るための方法を検討するなかで、AAV ベクターと Cre-Flex システムを用いた神経細胞種特異的
な解析を行う実験系を確立した（黒田 平成２５〜２６年 若手研究（Ｂ））。とくに AAV は他の
ウイルスと比べ、細胞・個体に対する毒性が低く、発現が強いため、非常に強力なツールである。 
 研究代表者の所属する研究室では、過去 20 年近く細胞内シグナル伝達の解析を行っており、
細胞実験について多くのノウハウや分子ツールを備えている。本研究では、この２つのノウハウ
を組み合わせる事で、個体内における神経細胞種特異的な細胞内シグナルの解析を目指した。 
 ドーパミンは運動機能や意欲、快情動、報酬行動などを担う神経伝達物質であり、パーキンソ
ン病や統合失調症、うつ病などの精神・神経疾患の病因や病態と関連していると考えられている。
ドーパミン作動性神経の多くは中脳の黒質や腹側被蓋野に神経核を形成し、線条体（背側線条体）
および側坐核（腹側線条体）、前頭前皮質に投射している。この中で黒質線条体経路は運動機能
を、腹側被蓋野と側坐核を結ぶ中脳辺縁系経路は意欲や快感を制御している。このことから側坐
核は快情動に関わる行動や記憶を司る中心と考えられている。側坐核はおもに GABA を産生し腹
側淡蒼球に投射する中型有棘神経細胞（MSN）と、アセチルコリンを産生する介在神経細胞が存
在する。中型有棘神経細胞は側坐核神経細胞の 95％を占めており、ドーパミン D1 受容体（D1R）
を発現する神経細胞（D1R-MSN）とドーパミン D2 受容体（D2R）を発現する神経細胞（D2R-MSN）
の 2種類が存在し、D1R-MSN が報酬行動に、D2R-MSN が忌避行動に関与している。D1R および D2R
はどちらも GPCR であり、D1R が Gαsと共役し“cAMP”-“PKA”シグナルを活性化するのに対し、
D2R は Gαiと共役し“cAMP”-“PKA”シグナルを抑制する。このことからドーパミンは D1R-MSN
の PKA を活性化し、D2R-MSN の PKA を抑制すると考えられている。 
 
２．研究の目的 
 ドーパミンの脳神経回路における生理機能については、これまで盛んに解析されている。しか
しながら、ドーパミンの神経細胞内の分子メカニズム、特に PKA の下流でどのような分子メカニ
ズムでその作用を発揮しているかはあまり解析されていない。研究代表者は、ドーパミンの細胞
内シグナル伝達機構を明らかにすることを目的に研究を行った。 
 
３．研究の方法 
 研究代表者は、側坐核における PKA の基質を網羅的に同定することで、ドーパミン受容体の下
流シグナルが解明できると考え実験を行った。マウス脳から用意した側坐核のスライス培養に
D1 アゴニストを投与し D1R を活性化した脳サンプルを作製した。このサンプルについてリン酸
化プロテオミクス解析を行い、D1R の下流で 100 種類以上の蛋白質がリン酸化されることを同定
した。得られたリン酸化データについてパスウェイ解析を行ったところ、Rap1 の制御因子であ
る RasGRP2 と Rap1GAP が D1R の下流でリン酸化されていることを見出した。Rap1 は Ras ファミ
リーに属する低分子量 G 蛋白質であり、グアニンヌクレオチド交換因子（GEF）によって活性化
され GTP 結合型 Rap1 となり、GTPase 活性化蛋白質（GAP）によって不活性化され GDP 結合型 Rap1
となることで、細胞内分子スイッチとして働く。Rap1 の活性を測定し、D1R 刺激によって Rap1
が活性化することを見出した。Rap1 の活性化因子 GEF である RasGRP2 の解析を行い、ドーパミ
ンが PKA を介して RasGRP2 の 116、117、554、586 番目のセリン残基をリン酸化し、それによっ
て RasGRP2 が活性化することを見出した。また Rap1 の不活性化因子 GAP である Rap1GAP につい
ては PKA によるリン酸化によって不活性化されることが 2009 年に Nairn らのグループから報告
されている。これらの結果から、D1R-MSN においてドーパミンは、D1R、Gαsを介して PKA を活
性化し、リン酸化によって RasGRP2 を活性化し Rap1GAP を不活性化することで、Rap1 を活性化
することが明らかになった。 
 活性化した Rap1 はエフェクターと呼ばれる蛋白質と結合することで上流からのシグナルを下
流へと伝達する。Rap1 は個々のエフェクターを介し様々なシグナルを調整しているが、エフェ



クターの 1つとして B-Raf があり、“Rap1”-“B-Raf”-“MAPK 活性化キナーゼ（MAPKK）”-“MAPK”
パスウェイにより、MAPK が活性化することが知られている。“D1R”-“PKA”-“Rap1”-“MAPKK”
-“MAPK”経路の活性化がマウスの脳機能にどのような影響を与えるかを検証するため、PKA や
Rap1、MAPKK を D1R-MSN 特異的に活性化・不活性化させたマウスを作製し解析を行った。D1R-MSN
特異的に Cre リコンビナーゼを発現する D1R-Cre トランスジェニックマウスを米国 GENSAT プロ
ジェクトより入手した。また Cre リコンビナーゼ依存的に活性型の PKA や Rap1、MAPKK を発現
するアデノ随伴ウイルス（adeno-associated virus, AAV）を作製した。D1R-Cre マウスの側坐
核に AAV を注入し側坐核の D1R-MSN 特異的に PKA や Rap1、MAPKK を活性化させたところ、D1R-
MSN の興奮性が高まり、コカイン嗜好性が増強されることを見出した。一方、側坐核の D1R-MSN
特異的に Rap1 を欠損したマウスや、MAPKK の活性を抑制する AAV を注入したマウスでは D1R-MSN
の興奮性が低下し、コカイン嗜好性が抑制された（Nagai, Kuroda et al. Neuron, 2016）。 
 研究代表者はさらに、ドーパミン D2 受容体（D2R）によって制御される D2R-MSN に興味を持
ち、D1R-MSN と D2R-MSN の比較を行った。D2R-MSN においては、アデノシンが A2A 受容体／Gαs
を介し PKA を活性化させる経路と、ドーパミンが D2 受容体／Gαiを介し PKA を抑制する経路が
拮抗している。研究代表者は Rap1 の GEF である Rasgrp2 および Rap1 の GAP である Rap1gap の
リン酸化抗体と、D1R-mVenus および D2R-mVenus マウスを用いて、D1R-MSN および D2R-MSN 特異
的なドーパミンおよびアデノシンの作用機序を解明した。D1R-MSN から D2R-MSN へ、またはその
逆への活性シフトが、主にドーパミン濃度の変化に依存するというモデルを提案した。これらの
知見について論文報告（Zhang, Kuroda et al. Neurochem Int., 2018）した。 
 
４．研究成果 
 通常時の側坐核のドーパミン濃度は低い。D1R はドーパミンへの親和性が低く “D1R”-“PKA”
シグナルは活性化されない。この状態において D1R-MSN は、大脳皮質や海馬からの興奮性(グル
タミン酸作動性)神経細胞の投射を受けて感覚情報を受容しても、細胞膜の興奮性が低くなかな
か発火しないため快情動が発現しない（OFF 状態）。ドーパミン濃度が上昇し“D1R”-“PKA”シ
グナルが D1R-MSN の興奮性を高めることにより、グルタミン酸刺激による発火が起こりやすく
なり、快情動が処理される（ON 状態）。 
 一方、D2R はドーパミンへの親和性が高く、通常時のドーパミン濃度において活性化されてい
る。そのため D2R-MSN において A2AR と D2R の作用は拮抗しており D2R-MSN は興奮性が低い（OFF
状態）。ドーパミン濃度が低下し、D2R による抑制が解除されると D2R-MSN における PKA が活性
化し興奮性が高まる（ON 状態）。 
 本研究により側坐核の中型有棘神経細胞においてドーパミン受容体の下流で低分子量 G 蛋白
質 Rap1 が神経細胞の興奮性を制御することで、情動を生み出すスイッチとして働いていること
が明らかになった。本研究のようなアプローチで細胞内シグナル伝達機構を解明することによ
って、新たな治療ターゲットの発見に繋がると考えられる。 
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