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研究成果の概要（和文）： 

ラットの前頭前野におけるドーパミン受容体D5の分布を蛍光多重染色法を用いて明らかにし

た。その結果、興奮性、抑制性神経細胞ともほとんどの細胞がD5を有していたものの、細胞内の

局在分布パターンが大きく異なっていることが明らかとなった。また、ほとんどすべての神経終

末はD5を含有していなかった。これらのD5の詳細な局在分布の解析は、前頭前野で行われる高次

認知機能のドーパミン作動性修飾システムの解明に貢献するものである。 

 
研究成果の概要（英文）： 

In this study, to identify the precise localization of dopamine receptor D5 (D5R) in 

the rat prefrontal cortex, we observed the D5R-immunolabeled structures by confocal laser 

microscopy. As a result, we found that nearly all neurons, both excitatory and inhibitory 

neurons, contained D5R, and that the intracellular distribution pattern of D5R is markedly 

different between them. These findings strongly suggested that the differential 

distribution pattern of D5R may underlie dopaminergic modulation of cognitive functions 

subserved by the prefrontal cortex. 
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研究分野：神経解剖学 

科研費の分科・細目：神経解剖学・神経病理学 
キーワード：前頭前野、視床背内側核、ドーパミン受容体、共焦点顕微鏡、興奮性ニューロン、
抑制性ニューロン、シナプス 
 
１．研究開始当初の背景 
前頭前野は、げっ歯類やヒトを含む霊長類

など、多くの種で学習や作動記憶などの様々
な高次認知機能を担っていることが知られ



ている。前頭前野はドーパミン作動性の中脳
皮質路を密に受けており、このドーパミン作
動性入力が前頭前野における正常な認知機
能の形成や維持に重要であることが示され
ている。 

ドーパミンには 5つの受容体があり、D1型
（D1 と D5）と D2 型（D2－4）の 2 つのタイ
プに分類されている。これらのうち D1 型受
容体は、皮質の錐体細胞で長期増強の形成に
関与していることが示され、また皮質内に D1
型受容体が D2 型受容体よりも 10 から 20 倍
も多く含まれていることから、D1 型受容体が
前頭前野におけるドーパミン作動性修飾に
とってより重要な受容体であろうと考えら
れてきた。 
 近年になって D1 型受容体のサブタイプで
ある D1受容体と D5受容体を識別できる抗体
が作られ、ラットの前頭前野では D1 受容体
よりも D5 受容体が有意に多いことが示され
た。また、ドーパミンに対する親和性は D5
受容体の方が 10 倍以上高いことから、D5 受
容体が、前頭前野におけるドーパミン作動性
修飾の最も重要な要素であることが示唆さ
れている。   

しかし、海外の研究者による D5 受容体の
単染色の免疫染色による報告では、錐体細胞
の細胞体と頂上樹状突起が標識されことが
記載されたのみで、どのくらいの割合の錐体
細胞が D5 受容体を有しているのか、あるい
は抑制性細胞は有しているのか、さらに、神
経終末に存在しているのか、など不明な点が
多い。これらの問題を明らかにしなければ、
前頭前野における D5 受容体を介したドーパ
ミン作動性修飾システムを理解することは
できない。 
 
２．研究の目的 
錐体細胞（興奮性細胞）と抑制性細胞（パ

ルブアルブミン含有細胞）、それぞれにおい
て D5 受容体を有する細胞の割合を明らかに
する。さらに、錐体細胞とパルブアルブミン
含有(PV)細胞において D5 受容体の細胞内分
布を明らかにする。PV 細胞は、抑制性細胞の
中で最も大きなサブポピュレーションを形
成し、電気生理学的には fast-spiking 細胞
に分類され、錐体細胞を強力に抑制する最も
重要な皮質内抑制性要素である。PV は細胞
体・樹状突起・軸索に広く分布するため、PV
に対する抗体で細胞要素全体を観察するこ
とが可能である。 
 
３．研究の方法 
（1）動物と試薬 
動物は雄の成獣 SD ラット 12 匹を用いた。 
免疫染色には以下の 4 種の抗体を使用した。 
抗 D5 受容体 (Santa Cruz Biotechnology, 

Sc-1441:300 倍)、 

抗 GAD65/67  (Chemicon, AB1511:2000 倍)、 
抗 PV        (Sigma, P-3088:4000 倍)、 
抗シナプトフィジン (Chemicon, 

MAB5258:2000 倍) 
GAD65/67 は抑制性細胞のマーカーであり、シ
ナプトフィジンは神経終末のマーカーであ
る。 
さらに核染色のため、Hoechst33342  
(Molecular Probe, H21493, 2μg/ml)を用い
た。 
（2）潅流固定と切片の作成 
 動物にネンブタールで深麻酔をかけ、リン
酸緩衝液を 100ml、続けて 3％パラフォルム
アルデヒド・リン酸緩衝液を 1000ml 経心的
に灌流した。速やかに脳を取り出し、同固定
液で 3時間後固定した。その後、20％シュク
ロース・リン酸緩衝液に一晩浸漬した。切片
は、凍結ミクロトームを用いて、厚さ 60μm 
の切片を作成した。 
（3）蛍光多重染色 
 切片はリン酸緩衝液で洗浄し、2 種の抗体
を混合した液(抗D5受容体と抗GAD65/67, 抗
D5 受容体と抗 PV, あるいは抗 D5受容体と抗
シナプトフィジン)で 4 日間浸漬した。リン
酸緩衝液で切片を洗浄した後、核染色のため
Hoechst33342を加えた2種の2次抗体混合液
に 3 時間浸漬した。Alexa555 抗ヤギ IgG は
D5 受容体、Alexa488 抗ウサギは GAD65/67, 
Alexa488 抗マウス IgG は PV とシナプトフィ
ジンの検出に用いた。蛍光多重染色された切
片はリン酸緩衝液、次いで蒸留水で洗浄した
後、Gel Mount を用いて封入した。 
（4）共焦点顕微鏡 
 蛍光多重染色を施された切片は、共焦点顕
微鏡LSM-510(Carl Zeiss)を用いて観察した。 
対物レンズは、40 倍、63 倍、100 倍を用い、
ピンホールサイズを調節して光学的な切片
の厚さを 0.6-1.0μm とした。連続切片を採
取する場合は、Z-stack を用いて 1μm の間
隔で採取した。 
採取された画像は、Zeiss LSM Image 

Browser で明るさやコントラストを調節し、
TIFF フォーマットに変換した。その後、Jasc 
Paint Shop Pro 9 (Jasc Software)を用いて
レタリングを挿入した。 
 Ling らによってグリア細胞の核の形態が
分類されているため、核染色によりこれらの
非神経細胞要素の細胞(内皮細胞も含む)は
カウントから除外した。 
 
４．研究成果 
(1) 錐体細胞における D5 受容体の共存 
D5 受容体、抑制性細胞のマーカーである

GAD65/67 と核染色の蛍光３重染色を行って
観察した(図 1)。GAD65/67 陰性細胞（すなわ
ち興奮性細胞）中のおよそ 99％の細胞が D5
受容体陽性を示した(図 1のＰ)。これらの細



胞は主としてⅡ層からⅥ層まで広く分布し
ていた。Ⅰ層にはわずかに認められた。 

細胞体だけでなく、多数の太い頂上突起も
D5 受容体が密に分布していた。従って、これ
らの D5 受容体陽性細胞の多くは錐体細胞で
ある。GAD65/67 陰性細胞で D5 受容体陰性を
示す細胞はごく少数であった(図 1のＮ)。層
別に、また D5 受容体の免疫染色性の強さ別
にカウントした結果は表 1に示す。 

 

図 1. 興奮性細胞における D5 受容体の 
共存 

 
表 1. GAD 陰性、GAD 陽性、PV 陽性細胞にお

ける D5 受容体の共存率  

 

 
（2）抑制性細胞における D5 受容体の共存 

D5 受容体、GAD65/67 と核染色の蛍光３重
染色を行って観察した(図 2)。GAD65/67 陽性
細胞（すなわち抑制性細胞）のおよそ 97％の
細胞で D5 受容体を有していた。これらの細
胞は全層で観察された（図 2 の矢印、表 1）。 

 

図 2. 抑制性細胞における D5 受容体の 
共存 
 

（3）ニューロピルにおける D5 受容体の分布 
ニューロピルには D5 受容体強陽性の頂上

樹状突起以外にも多数のドット状の陽性構
造物が全層に渡って観察される(図 3)。これ
らの構造物は GDA65/67 陰性であり、しばし
ば頂上樹状突起幹に起始しているのが観察
される(図 2Ｂの矢印)。さらに神経終末のマ
ーカーであるシナプトフィジン陽性構造物
としばしば接触を有するものの共存関係は
ない(図 3Ｃ and D)。すなわち、D5 受容体は
神経終末には存在せず、これらニューロピル
に多数存在する D5 受容体陽性のドット状構
造物は頂上樹状突起の棘である。 

 

図 3. ニューロピルにおける D5 受容体陽性
構造物 

 
(4) PV 含有細胞における D5 受容体の共存 
PV 含有細胞は主にⅡ層からⅥ層まで広く

分布しており、すべての細胞が D5 受容体を
有していた(図 4、表 1)。 



 

図 4. PV 含有細胞における D5受容体の共存 

 
(5) PV 含有細胞における D5 受容体の樹状突
起内分布 

PV 含有細胞内の D5 受容体の樹状突起内分
布パターンを明らかにするため、19 本の樹状
突起を光学的切片厚さ 0.7 あるいは 0.8μm、
切片間隔 1.0μm にして連続画像を得た。2例
を図 5と 6に示す。これらの細胞から起始す
る樹状突起は、D5 受容体は細胞体や近位樹状
突起に分布するものの二次樹状突起から遠
位側に向かって著しく減少し始め、樹状突起
全体に一様に強陽性を示す錐体細胞の場合
と異なる局在パターンを示す。(図 4Ｂと D)。 
 

 
図 5. PV 陽性樹状突起における D5 受容体の   

分布 1 
 

 

図 6. PV 陽性樹状突起における D5受容体の
分布 2 

 
 さらに、ニューロピルにおける PV 含有構
造物の D5 受容体の共存の有無をより高倍像
で観察した（図 7）。直径 1.0μm 未満の軸索
様構造物(図7Ａ)はD5受容体を全く含んでい
なかった。直径 1.0μm 以上の遠位樹状突起
様構造物も D5 受容体はごくわずかであった
(図 7Ｂ-Ｄ)。 

 

図7. ニューロピル内のPV含有構造物におけ
る D5 受容体の分布 

 
(6)結果のまとめ 
 まとめの模式図を図 8に示す。ラットの前
頭前野において、D5 受容体はほとんどの錐体
細胞に存在する。そして、細胞内の分布は、
細胞体に加えスパインを含む樹状突起全体
に広く密に分布していた。 
 GAD65/67 免疫陽性の抑制細胞もほとんど



の細胞が D5 受容体を有している。抑制細胞
の中で最大のポピュレーションを形成し、電
気生理学的には fast-spiking 細胞に分類さ
れ、Ⅱ層からⅥ層まで広く分布する PV 含有
細胞は、錐体細胞を強力に抑制する最も重要
な皮質内抑制性要素である。この細胞はすべ
てが D5 受容体を有するものの細胞内の分布
は主に細胞体と近位樹状突起で、より遠位の
樹状突起ではわずかにしか分布していなか
った。従って、本研究は錐体細胞と PV 含有
細胞では、D5受容体の細胞内分布パターンが
全く異なることを明らかにした。また、シナ
プトフィジン免疫陽性によって示される神
経終末には D5受容体は含まれていなかった。
これらの神経終末は D5 受容体陽性のスパイ
ンとしばしば接触していた。 

 

 図8. ラット前頭前野の錐体細胞とPV含有
細胞における D5 受容体の分布 
 
 電気生理的研究によれば、ドーパミンはグ
ルタミン酸作動性入力とともに作用するこ
とによって、錐体細胞の反応性を活性化し、 
さらに DARPP-32 を介した経路で長期増強を
引き起こすことが知られている。また、PV 含
有細胞でもドーパミンはグルタミン酸作動
性入力とともに作用することによって、細胞
の反応性を活性化し、強力に錐体細胞のスパ
イク発生を抑制することも報告されている。
そしてこれらの錐体細胞および PV 含有細胞
の反応にはともに D1 型受容体が関与してい
ることが報告されていた。 
 本研究の結果は、これらの電気生理学のデ
ータときわめて興味深い関連を有する。すな
わち、錐体細胞ではグルタミン酸作動性入力
の場でもあるスパインを含む樹状突起に D5
受容体が密に分布し、同様な分布パターンが
報告されている DARPP-32 を介して長期増強
が生じる。また、PV 細胞では、D5 受容体は
細胞体近傍に限局している。PV 細胞は
DARPP-32 を欠くことが報告されており、錐体
細胞のような長期増強は生じないと考えら
れ、主として細胞の反応性の亢進に働くと考

えられる。従って、D5 受容体が活動電位の発
生する部位の近くに存在していることは興
味深い。さらに、D5 受容体を介するドーパミ
ン作動性調節はシナプスの受け手側で働き、
シナプス前終末側では行われないことも明
確に示した。 
本研究で示した D5 受容体の局在分布パタ

ーンは、内側前頭前野で遂行される高次脳機
能に対するドーパミン作動性修飾の基礎を
なすことが強く推察される。 
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