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研究成果の概要（和文）： 

脳内ドーパミンは自発運動機能や報酬依存的学習など、脳の重要な機能を調節する神経伝達物

質である。本研究では脳内ドーパミン量の調節機構を調べるために、ドーパミン合成に必須な

チロシン水酸化酵素（ＴＨ）の遺伝子を、成体マウス中脳において部分欠損させた。その結果、

投射先である線条体において、ＴＨの減少に対するドーパミンの減少は緩やかであった。これ

らの結果から、成体脳におけるドーパミン量の代償的維持機構の存在が遺伝学的手法により初

めて示された。 

 

研究成果の概要（英文）： 

The tyrosine hydroxylase (TH) gene, essential for dopamine synthesis, is partially 

ablated in adult nigrostriatal projection. TH reduction in axon terminals is slower than 

in soma, and dopamine is better maintained than TH. Our data suggest striatal dopamine 

is compensatorily regulated by axonal TH level and L-DOPA synthesis activity per TH level. 

This regulation has potential relevance to pathogenesis of Parkinson disease and other 

dopamine-related psychiatric disorders. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 神経伝達物質ドーパミンは脳内のごく

限られた神経細胞から放出されるが、様々な
脳機能、特に報酬依存的な行動・学習や随意
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運動の調節に関与している。また、神経難病
であるパーキンソン病は、黒質神経細胞の変
性と、それに伴う線条体へのドーパミン放出
の減少が原因とされる。さらに、ドーパミン
は統合失調症への関与も示唆されている。こ
のように、ドーパミンは社会問題にもなって
いる精神・神経疾患との関わりが深い。 
 
(2)しかし、ドーパミンの量がどのように調
節されているのかについては十分理解され
ていない。パーキンソン病においては、ドー
パミン系において様々な代償的変化が報告
されている。しかし、非変性モデルにおける
ドーパミン量の調節機構はほとんど調べら
れていない。 
 
(3)ドーパミン神経伝達を人為的に操作する
方法としては、これまでほとんど薬理学的な
方法がとられてきたが、用量、副作用、特異
性の問題が存在していた。これに対し、我々
は Cre-loxP 法により、成体マウスの中脳で
ドーパミン合成経路を阻害する方法を開発
してきた。 
 
２．研究の目的 
(1) まず本研究では、成体脳におけるドーパ
ミン量の制御機構について調べる事を大き
な目標とした。特に主要なドーパミン投射系
である、中脳黒質から線条体へのドーパミン
投射経路（黒質線条体経路）に注目した。 
(2) より具体的には、ドーパミン生合成にお
ける律速酵素と考えられている、チロシン水
酸化（ＴＨ）について、その遺伝子を成体脳
で部分的に破壊する系の確立を目指した。 
(3) さらに、ＴＨ量が減少した際に、ドーパ
ミン量にどのような影響が見られるかを明
らかにしようとした。 
(3)さらに、ドーパミン生合成経路における
変化について検討を行った。  
 
３．研究の方法 
(1) これまでに作成していた floxTH マウス
を使用した。このマウスは、TH 遺伝子座に
loxP 配列を挿入してあり、Cre 組換え酵素に
より TH 遺伝子を破壊できるように設計され
ている。このマウスの中脳に、Cre を発現さ
せるアデノ随伴ウイルスを微量注入し、遺伝
子破壊を行った。ウイルスの投与後 2－8 週
間にかけて経時的に、線条体におけるＴＨの
量を。ウエスタンブロッティングおよび免疫
染色により検討した。線条体は中脳黒質ドー
パミン作動性神経細胞の主たる投射先であ
る。 
(2) さらに、線条体ドーパミン量を HPLC に
より調べた。この際に、ＴＨ量を測定したの
と同じサンプルを使用した。また免疫染色に
よってもドーパミン量の変化を検討した。 

(3)さらに、生体内 L-DOPA合成活性を調べた。
具体的には、TH の下流で L-DOPA よりドーパ
ミンを合成する AADC酵素の阻害剤、NSD-1015
を腹腔投与し、L-DOPA の蓄積を HPLC で調べ
た 
(4)ドーパミンシナプスに重要である vMAT2
および DATの発現量をウエスタンブロッティ
ングにより調べた。 
 
４．研究成果 
(1) Cre を発現するアデノ随伴ウイルスを成
体マウス中脳に微量注入したところ、中脳に
おけるＴＨ遺伝子の組換えが確認された。ま
た、ＴＨタンパク質陽性の細胞数を免疫染色
法により調べたところ、その減少が確認され
た。一方、別のドーパミン神経細胞のマーカ
ーである芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）
を発現する細胞数に変化は認められなかっ
た。このことから、ドーパミンはドーパミン
神経細胞の生存に必須ではないことが示唆
された。 
(2) さらに、ウエスタンブロッティングによ
りＴＨタンパク質量の減少を経時的に調べ
た。中脳に比べて線条体におけるＴＨ量の減
少が遅れることが見いだされた。このことか
ら、ＴＨタンパク質量の制御は細胞体と軸索
終末で異なることが示唆された。 
(3) 線条体を免疫染色により調べたところ、
ＴＨ陽性の軸索が大幅に減少していた。しか
し、AADC 陽性の軸索に明らかな変化は認めら
れなかった。従って、ＴＨを欠損した細胞で
はＴＨ発現を失ったものの、軸索自体は特に
変性することなくそのまま存在しているこ
とが示唆された。 
(4) 線条体ドーパミン量を測定したところ、
減少が認められたが、その程度はＴＨタンパ
ク質量の減少と比べてずっと緩やかであっ
た。このことから、ＴＨタンパク質はドーパ
ミンの合成に必要ではあるが、ドーパミン量
は代償的な調節を受けていることが示唆さ
れた。 
(5) さらに、in vivo の L-DOPA 合成能を評価
したところ、ＴＨタンパク質当りで標準化し
た場合、L-DOPA の合成能が亢進しているｋと
が認められた。従って、ドーパミン量の代償
機構の一つが、残存のＴＨの活性が亢進であ
ることが示唆された。 
(6) 一方、ドーパミンの分布や貯蔵について
も検討した。これまでの知見から、ＴＨ遺伝
子の部分破壊後におけるドーパミン貯蔵様
式の変化として、(i)ＴＨ遺伝子を失った軸
索においてもドーパミンを再取り込みして
貯蔵・再使用している、(ii)残存の TH 陽性
軸索においてドーパミン含有シナプス小胞
が増加している、(iii)またはシナプス小胞
当りのドーパミン含有量が増加している、な
どの可能性が考えられた。 



 

そこでまず、線条体ドーパミンの分布を免
疫染色により調べたところ、ドーパミン陽性
の強いシグナルの数が減少していた。したが
って、ＴＨの遺伝子破壊に伴い、ドーパミン
を多量に含む軸索が減少していると考えら
れた。一方で、残存のシナプスにおけるドー
パミン含有量の変化は明瞭ではなかった。こ
れは免疫染色の定量性の限界もあり、今後さ
らに検討が必要である。 
 さらに、ドーパミン含有シナプス小胞の量、
およびドーパミン作動性シナプスの量の大
まかな変化を知るために、小胞性モノアミン
トランスポーター2（vMAT2）、およびドーパ
ミントランスポーター（DAT）の発現量をウ
エスタンブロッティングにより調べた。その
結果、いずれもＴＨの遺伝子破壊に伴った変
化を示さなかった。従って、ドーパミン量の
代償的維持の際に、特にドーパミン作動性シ
ナプスや小胞の量が変動するとの知見は得
られなかった。さらに詳細な解析が必要では
あるが、以上の結果から、上記の可能性のう
ち、(i)ＴＨを失った軸索でもドーパミンを
細胞外から取り込み、使用している可能性が
主に考えられ、また(ii)、(iii)についても
関与の可能性が残された。 
 
(7) 以上の結果は次のような意義がある。 
① 遺伝学的に成体マウスの中脳にてドー

パミン合成系を阻害する系を確立した。
この方法を応用することで、今後さらに
黒質線条体投射におけるドーパミン量
の調節機構について解析が出来る。 

② ドーパミン量の調節機構について、代償
的な維持を成体脳の遺伝学的手法によ
り示した。これまでの薬理学的な手法や、
発生初期からの遺伝子欠損とは異なり、
より特異的な検証を行うことが出来た。 

③ ドーパミン量の調節について、細胞体と
軸索終末で異なる事が in vivo で初めて
示された。 

④ 線条体のドーパミン量の代償的維持に
ついて、ドーパミン合成系の亢進が関与
していることが in vivo で示唆された。 

⑤ 今後はＴＨ量を逆に過剰発現させた系
でもドーパミン量の調節機構について
調べる。また、パーキンソン病や統合失
調症などの多くの精神・神経疾患でドー
パミン量の変動が関与していると考え
られている。今後さらに脳内ドーパミン
量調節機構の解明していくことにより、
これらの疾患の発症メカニズムを詳し
く理解することが出来ると考えられる。 
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