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研究成果の概要：ラット新生仔線条体においてドーパミン入力線維が形成する「アイランド」

領域は、成体でミューオピオイド受容体免疫活性を示す「パッチ」領域に対応すると考えられ

てきたが、生後 4日前後では「アイランド」が「パッチ」よりも一回り大きいことを見出し、
線条体の区画形成に新しい洞察を与えた。また、ウイルスベクターを用いて単一の線条体投射

ニューロンの形態を調べ、大脳基底核神経回路の生後発達過程を明らかにしつつある。
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１．研究開始当初の背景

　動物個体は快・不快の情報にもとづいて
行動を選択する。快・不快の情報は新生仔
にとっても生存上重要であろうと推測され
るが、このような行動選択が個体発生の中
でどのように発達して来るのかについては
不明の点が多い。
　中脳ドーパミンニューロンの phasic なバ
ースト発火活動が、報酬予測誤差信号をコ
ードしているという Schultz らの報告
(Schultz 1997)を始めとして、中脳ドーパミ
ンニューロンおよび、その主な投射先のひ
とつである線条体を含む大脳基底核の神経

回路が、成体脳の報酬情報の処理および個
体の行動選択に深く関与するとされ、数多
くの研究がなされている。したがって、行
動選択の生後発達の神経科学的な基盤を明
らかにするためには、大脳基底核神経回路
の生後発達変化について理解を進めること
が必要である。

(1) ラット新生仔について、出生時には、中
脳から線条体へのドーパミン繊維入力が既
にあり、線条体にドーパミン受容体の発現
が認められ、また線条体のそのほかの入出
力線維が部分的に完成しているなど、ドー
パミンを介して報酬情報が処理されるため
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の必要条件として、ドーパミンニューロン
の下流の神経回路がある程度整っている。
このような状況の中で、ドーパミンニュー
ロンの発火活動を上流から支配・制御する
神経回路の成熟過程を明らかにすることに
より、報酬関連シグナルの脳内情報処理が
どのように発達するのかについて示唆を得
ることができる。

(2) 大脳基底核の入り口である線条体は、解
剖学的にパッチとマトリックスに区画化さ
れており、それぞれ入出力先が異なること
が知られる。ミューオピオイド受容体 (MOR)
免疫活性は成体ラット線条体のパッチ領域
に強いが、生後発達を通じて同様のパター
ンが観察される。一方、ラット新生仔の線
条体では、チロシン水酸化酵素 (TH) 免疫
活性が一過性によく似たパッチ状の構造を
示し、「ドーパミンアイランド」と呼ばれる。
パッチ領域とドーパミンアイランドは線条
体内部の同一の区画であると考えられて来
たが、その位置関係を直接比較した研究は
なかった。さらに、研究代表者らは、新生
仔線条体において、グルタミン酸作動性入
力のマーカーである VGluT1 および VGluT2
免疫活性が、やはりパッチ状の構造（すな
わちグルタミン酸アイランド）を一過性に
示し、これらがドーパミンアイランドとほ
ぼ一致することを報告しているが（Nakamura
et al., 2005）、これらとMOR陽性パッチとの
位置関係についても不明のままであった。

(3) 線条体の 80%以上を占めるマトリックス
領域は、大脳基底核の主たる入力部位であ
り、大脳皮質および視床から興奮性入力を
受け、淡蒼球や黒質へ投射し、随意運動に
重要な役割を果たしている。申請者らは、
グルタミン酸作動性軸索終末のマーカーで
ある VGluT1 および VGluT2 免疫活性のマウ
ス生後発達における変化を調べ、線条体マ
トリックス領域への興奮性入力が、生後 1
週間前後に、急激に増加することを報告し
た (Nakamura et al., 2005)。このうち特に顕
著な増加を示す VGluT1 免疫活性の増加は、
主に皮質錐体細胞の軸索の急激な発達を反
映していると考えられる。そこで、大脳基
底核機能の生後発達を理解する上で、これ
らの入力の受け手であるマトリックス領域
の投射ニューロンが、どのような時間スケ
ジュールで軸索を展開し、回路を形成して
行くのかが重要な問題である。

２．研究の目的

本研究は、大脳基底核機能の発達の基盤で
ある、大脳基底核神経回路の生後発達変化

を明らかにすることを目的とする。より具
体的には、以下の 3つの研究目的を掲げる。

(1) 中脳ドーパミンニューロンを上流から支
配するニューロン群を同定する手法を確立
し、さらにそれを新生仔ラットへ適用して、
ドーパミンニューロンの活動を支配する上
流の神経回路の発達スケジュールを明らか
にする。

(2) ラット新生仔の線条体において、MOR
陽性パッチとドーパミンアイランド、グル
タミン酸アイランドの相互位置関係を解明
する。

(3) 大脳基底核の入り口である線条体マトリ
ックスの投射ニューロンについて、その軸
索側枝の生後発達変化を単一ニューロン単
位で明らかにする。

３．研究の方法

(1) 仮性狂犬病ウイルス（PRV）の Bartha 株
は、経シナプス性かつ逆行性の神経トレー
サーとして実績があり、その改変型 PRV
Ba2001 株は、Cre-loxP システムを応用した
もので、特定のニューロン群の上流の神経
回路の同定に有用である  (DeFalco et al.,
2001)。本研究ではこのウイルスを TH-IRES-
Cre ノックインマウスの線条体へ注入するこ
とで、中脳ドーパミンニューロンの上流の
神経回路に、選択的にウイルス感染を引き
起こし、GFP を発現させてそのニューロン
を同定する。こうして同定されるニューロ
ンの分布を成体と発達期とで比較し、神経
回路の発達について明らかにする。

(2) MORおよび TH、VGluT1、VGluT2に対
する特異的抗体を用いて蛍光多重染色を行
い、MOR陽性パッチ構造、ドーパミンアイ
ランド、グルタミン酸アイランド（皮質由
来の興奮性入力の軸索終末および視床由来
の興奮性入力の軸索終末の局在）をそれぞ
れ可視化して、共焦点レーザー走査顕微鏡
で撮影し、各領域の境界線を比較した。

(3) 生後発達期に単一の線条体マトリックス
領域投射ニューロンの全形態を明らかにす
るため、所属研究室において成体脳ニュー
ロンの可視化に優れた成果を上げているシ
ンドビスウイルスベクター (雑誌論文 1, 5)
を用いた。このウイルスベクターは、脳内
注入によってニューロンに感染すると強力
な GFP (緑色蛍光蛋白質) 発現を引き起こす。
限界まで希釈したウイルス液を用いること
によって、ほぼ単一ニューロンへのウイル



ス感染を引き起こすことができる (雑誌論文
1, 5) 。ウイルスを新生仔ラットの線条体に
注入後、24 時間ないし 36 時間以内に脳を固
定して、連続凍結切片を作製し、研究代表
者の作製した抗 GFP 抗体 (雑誌論文 8) で
酵素抗体法染色（DAB 法）を行った。カメ
ラルシダを用いて、単一ニューロンの軸索
側枝および樹状突起形態を再構成した。マ
トリックス領域の同定には、TH 抗体および
MOR 抗体による蛍光多重染色、および TH
抗体または MOR 抗体とアルカリホスファタ
ーゼを用いた酵素抗体法 (NBT/BCIP 法また
は Vector Blue 法) による明視野の対比染色
を用いた。

４．研究成果

(1) TH-IRES-Cre ノックインマウスにおける
Cre の特異的な発現を免疫組織化学法によっ
て確認した。仮性狂犬病ウイルス  PRV
Ba2001 を TH-IRES-Cre マウス成体の線条体
に注入したが、有効なウイルスの感染を認
めることができなかった。そこで、同ウイ
ルスを Emx1-Cre ノックインマウス大脳新
皮質に注入したところ、少数の皮質および
視床ニューロンへの感染が得られた (図 1)。
実験に使用したウイルスの力価に問題があ
るものとみて、ウイルス調整法の再検討を
行っている。

(2) 蛍光多重染色によって MOR 陽性パッチ
領域と TH 陽性のドーパミンアイランドの領
域を比較したところ、これまで同一の構造

であると考えられていた両者が、P4（生後 4
日）前後のラット新生仔において一過性に
部分的な不一致を示した。すなわり、パッ
チ領域はほぼ例外無くドーパミンアイラン
ドの中心部と一致するが、ドーパミンアイ
ランドの周辺部は MOR 陰性であり、パッチ
領域の外側にはみ出していた。この不一致
は P12 以降ではほとんど目立たなくなった
(図 2)。また、P4 ラット線条体において、グ
ルタミン酸作動性軸索終末（VGluT1 または
VGluT2免疫活性）が示すパッチ状の構造（グ
ルタミン酸アイランド）の境界線は、ドー
パミンアイランドの境界線とよく一致し、
結果として両者は全体として「入力アイラ
ンド afferent islands」と呼ぶべき区画を形成
していることが明らかとなった。すなわち、
ラット新生仔線条体においては、ドーパミ
ン入力、グルタミン酸入力は、共に MOR 陽
性のパッチよりも少し大きい「入力アイラ
ンド」を形成しており、これは MOR パッチ
を内包していた。この結果は、線条体の形
態形成に関し、パッチとマトリックスの区
画化がどのように成立するかという問題に
ついて新しい洞察を与えるものであり、
NeuroReport 誌に発表した (雑誌論文 2, 学会
発表 15)。

(3) ラット線条体マトリックス領域の投射ニ
ューロンをウイルスベクターによって標識
し、単一ニューロンの形態を再構成しなが
ら、生後発達変化を調べた。P4 で観察され
る投射ニューロンは極めて未熟な形態を示
し、多くは分枝のない 1 本の主軸索と、数
本の非常に短い樹状突起をもった細胞体か
ら成っていた (図 3)。同じ日齢のラットでも
ニューロンによって形態成熟の度合いにば

図 1 PRV Ba2001によって GFP 標識された注
入部位近傍の新皮質錐体ニューロン。ウイル
スが機能することを確認する実験として、大
脳皮質の錐体ニューロンが特異的に Cre を発
現する Emx1-Creマウスの大脳新皮質に PRV
Ba2001を注入し、3日後に脳を固定してGFPに
対する免疫組織化学染色を行った。

図 2



らつきがある。興奮性入力の増大する時期
である P8 では、線条体からの投射先の軸索
側枝がある程度見られ、また樹状突起もか
なりの広がりを見せるようになった (図 3)。
P12 では、すでに投射先の軸索側枝の分布は
成体脳に近い似たものになっており、また
細胞体周辺の軸索側枝が発達しているのが
観察された。P16 では、全体の形態は成体脳
のニューロンに似るが、樹状突起が依然と
してスパインに乏しいのが特徴である。P24
では、樹状突起がスパインに覆われるよう
になるが、投射先の軸索の分枝を見ると、
成体脳では見られないような、局所的に非
常に濃密な分枝が見られた。これは大脳基
底核において生後発達期に一時的な回路の
過剰形成がなされることを示唆している。
以上の成果は、大脳基底核回路の生後発達
の時間スケジュールを明らかにするもので
あり、大脳基底核機能の発達を示唆するも
のである (学会発表 2, 11, 18)。
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