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一般に，ドーパミン神経は運動のプログラムを任意に変
換する能力を有すると考えられている。ドーパミンは大脳
基底核のサーキットを円滑に作動させる順行性シグナルと
して働いており，線条体に存在する神経栄養因子は逆行性
シグナルとしてドーパミン神経の活動を支えている。ドー
パミンの作用機序を遺伝子レベルで理解するためにはドー
パミン神経の活動低下により線条体での発現が影響を受け
る遺伝子を探索し，その遺伝子の機能を明らかにする必要
がある。このテーマではドーパミン神経のチロシン水酸化
酵素をノックアウトすることにより，線条体における遺伝
子発現の解析を進めていきたい。一方，線条体においては，
ドーパミン神経の活動，存続維持に影響を及ぼしていると
考えられているグリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）が
発現している。このテーマでは GDNFの遺伝子発現の調節
機構を解析するとともに，線条体におけるGDNFのドーパ
ミン神経の活動に及ぼす影響を明らかにしたい。また，ドー
パミン神経毒によるアポトーシスと GDNF受容体 GFRα-

1/Retとの係わりを明らかにするとともに，cAMP系のシ
グナル伝達の Retを介するシグナル伝達経路に及ぼす影響
について解析を進めていきたい。

1. ドーパミン神経の活動と線条体での遺伝子発現に関
する研究

（1）ドーパミン欠損マウスの機能障害に関する解析（小
林，松下）
本研究では，ドーパミンの線条体における役割を調べる

ため，Transgenic rescue法によりドーパミン神経でのみカ
テコールアミン生合成の律速酵素であるチロシン水酸化酵
素（TH）を欠損するマウスを作製し，ドーパミンは生後発
育期の運動機能に加えて，情動行動のコントロールにも不
可欠の役割を持つことを明らかにしてきた。本年度はヒト
TH 遺伝子のプロモーターに緑色蛍光タンパク質（GFP）
cDNAをレポーターとして繋ぎ，励起光を当てることによ
りドーパミン神経をはじめとしてカテコールアミン産生細
胞を他の細胞より識別することのできるトランスジェニッ
クマウスを作製した。今後は，ドーパミン神経細胞をクロー
ン化するとともに，上記ミュータントマウスと掛け合わせ
ることにより，THを欠失したドーパミン神経培養細胞を
クローン化したい。
（2）導電性高分子性神経刺激電極の開発とその応用に関
する研究（八木，伊藤（雄）＊1）
導電性高分子の 1つであるポリピロールを用いて，神経

細胞に対し長期にわたり刺激を与え，その電気生理学的な
活動を測定するための電極の作製を試みた。酸化重合剤の光
反応性を利用して，電極としては線幅 150 µm，厚み 2.5 µm

のもので伝導度 3 S/cmのポリピロールパターンを作製す

ることができた。最小線幅 3µmまでのパターンが作製可
能である。また，ポリピロールにグルクロン酸を付加させ
た電極の作製も試みた。ポリピロールは高い生体親和性を
示し，培養細胞は突起を伸展し，4週間の長期にわたって
生存することが確かめられた。

2. ドーパミン神経シナプス膜のドーパミントランスポー
ター（DAT）に関する研究（足立，木内（清），木内）

ドーパミントランスポーター（DAT）はドーパミン神経
に特異的に発現している遺伝子である。マウス DAT遺伝
子をクローニングし，転写開始地点より 5’側上流領域を含
むもの，非翻訳領域であるエクソン 1まで含むもの，およ
び，イントロン 1まで含むもの等をプロモーターとし GFP

をレポーターとする各種のコンストラクトを作製した。現
在，脳組織培養切片を用いて，ジーンデリバリーシステム
により遺伝子を導入し，DATプロモーターの特異性の解析
を進めている。

3. ドーパミン神経の神経栄養因子に関する研究
（1）ドーパミン神経に対する神経毒とグリア細胞由来神
経栄養因子（GDNF）との係わりに関する研究（平田，村
口，萩原）
本研究では，PC12細胞は TH，DAT，GFRα-1，Ret受

容体型チロシンキナーゼ等を発現しているので，この細胞
をドーパミン神経のモデル細胞として用い，パーキンソン
病を引き起こす環境因子の作用機序と GDNF受容体からの
シグナル伝達経路の係わりについて解析を進めている。本
年度は，PC12細胞においてマンガンによりアポトーシスが
誘導される際，細胞死のプロテアーゼシグナル経路をなす
caspaseにより Retが分解を受け細胞膜上から消失するこ
とを明らかにした。In vivoの系においても，神経毒MPTP

投与により線条体における GFRα-1のタンパク質量はほと
んど変化しないのに対して，Ret および DATは著しく減
少することが分かった。一方，THは中間的な変化を示し
た。いずれにしても線条体では，Retの消失により GDNF

刺激による生存維持のためのシグナル伝達が断たれ，ドー
パミン神経の変性脱落を引き起こす一因となるものと考え
られる。
（2）グリア細胞由来神経栄養因子（GDNF）遺伝子のプ
ロモーター解析（田中，伊藤（佐），木内）
本研究は，GDNF遺伝子の発現調節機構について解析し，

GDNFの発現に関与する転写調節因子を解明することを目
的としている。本年度はマウスGNDF遺伝子が 4個のエキ
ソンから成ることを明らかにし，3 種類のオールタナティ
ブプロモーター（プロモーター I，II，III）領域の構造とそ
の特徴を解析した。各々のプロモーターのコア領域の性質
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は大きく異なっているが，IL-1β や TNF-α 等のサイトカ
イン刺激により，いずれのプロモーター活性も上昇するこ
とが分かった。エンハンサーの候補として NF-κB 結合配
列について解析した結果，イントロン 1に存在する NF-κB

結合配列が実際に機能している可能性を示すデータが得ら
れた。この事実は，各種神経損傷モデルにおいて GDNFの
役割を示唆しており，興味深い。
（3）GDNFにより発現誘導される遺伝子の解析（肖，磯
部，木内）

GDNF刺激により神経突起の伸展などの形態的変化を引
き起こすことが知られているヒト神経芽細胞株 TGW細胞
を用い，GDNFの TH遺伝子発現に及ぼす影響について検
討を加えた。その結果，GDNF 刺激後，TH mRNA 量は
25時間まで増加し，発現量は約 13倍となった。また，TH

タンパク量は 5 時間ほど遅れて同じレベルまで増加した。
TH遺伝子を過剰発現させたトランスジェニックマウスで
は THの mRNA発現量増大（約 50倍）に比べタンパク質
量は 2～3 倍しか増えないことから，GDNF刺激は TGW

細胞において，THの転写および翻訳の両方に影響を及ぼ
すことが示唆された。この現象は，他のヒト神経芽細胞株
でも確認することができた。各種プロテインキナーゼ阻害
剤を用いた解析より，GDNFによる TH遺伝子の発現誘導
には Retを介して MAPキナーゼ経路が関与していること
が明らかとなった。
（4）Ret受容体からの細胞内シグナル伝達機構に関する
研究（福田＊1，高橋，木内）

Ret受容体のドーパミン神経における役割を解析するた
めに，GDNF受容体 Retの 1062番目の Tyrを Pheに置
換したノックインマウスの作製を進めている。現在，キメ
ラマウス作製の段階まできている。一方，Retの膜貫通領
域の下流近傍に Aキナーゼ（PKA）によるリン酸化共通
配列が存在しているので，cAMP系の Retを介するシグナ
ル伝達経路に及ぼす影響を明らかにすることを目的として
研究をスタートした。Forskolin刺激により PKAは Retの
696番目の Serをリン酸化し，Retのチロシンリン酸化を
抑制すること，Retへの糖鎖付加を阻害すること等を明ら
かにした。また，Retの 696番目の Serを Alaに置換した
Retを発現している細胞では，GDNF刺激によって形態が
lamellipodia形成から stress fiber形成へ変化するという興
味深い知見を得た。
（5）GDNFと神経細胞の増殖に関する研究（平田）
GDNFの未分化な神経細胞の増殖に及ぼす影響を調べる

ため，ヒト神経芽細胞，SH-SY5Y細胞を用いて検討を加え
た。その結果，Ret受容体から PI3キナーゼを介して，Akt

キナーゼ，p70 S6キナーゼを経るシグナル伝達経路が増殖
に関与していることが分かった。

4. 神経とグリアの相互作用に関する研究
（1）脳血液関門の通過に関与する未知のタンパク質の探
索（筒井，村口，澤田）
ミクログリアが脳血液関門を通過することに着目して，

この現象に関与するミクログリア細胞膜表面のタンパク質
の同定を進めている。ファージディスプレイ法を応用して
ペプチドライブラリーから in vivoにおいて脳親和性クロー
ンを濃縮し，目的遺伝子を探索するとともに，ミクログリ

アとマクロファージの細胞膜画分に存在するタンパク質を
二次元電気泳動法により比較し，ミクログリアにのみ存在
するタンパク質のスクリーニングも合わせて行っている。
（2）ラット線条体損傷モデルに関する研究（武内，磯部）
ラット線条体の損傷モデルにおいて，壊死を起こした部
位周辺において何らかのダメージを受けた神経細胞は，ミ
クログリアの放出する NOによりアポトーシスを引き起こ
し，排除されることを明らかにしてきた。この一連の現象
において，排除されない神経細胞では Cu/Zn型スーパーオ
キシドジスムターゼ（Cu/Zn-SOD）および Mn型スーパー
オキシドジスムターゼ（Mn-SOD）遺伝子の発現が増大す
ること，また，グリア細胞ではMn-SODのみが増大するこ
とが分かり，酸化的ストレスに対する SOD 遺伝子につい
ての新しい知見を得ることができた。
（3）ラット脊髄損傷モデルにおけるGDNF遺伝子の発現
誘導機構に関する研究（佐竹＊2，于＊2，足立，木内）
ラット脊髄損傷モデルを作製し，iNOSおよび GDNF遺
伝子の発現が損傷後，30分から 3時間にかけて急速に誘導
されピークに達することを明らかにした。iNOSに関して
は遺伝子発現のピークが 24時間目にもあり二相性を示し，
マクロファージで誘導がみられるのに対し，GDNFに関し
ては発現は単相性でマクロファージおよびミクログリアで
誘導がみられた。また，iNOSの発現は損傷部位で引き起
こされるアポトーシスと関連していることを示すデータが
得られた。現在，GDNF遺伝子の発現誘導に係わる未知の
因子を探索中である。

＊1ジュニア・リサーチ・アソシエイト，＊2 研修生
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