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<研 究概要>

A)神 経路選択的な活動抑制 と トレーシングによる大脳ネ ッ トワークの構築 と機能の解 明

高 田昌彦,井 上謙一

神経路選択的活動抑制法の確立 と応用については、認知過程を含む眼球運動課題お よび上肢運動課題の2種 類の

行動課題 を訓練 したサルにおいて、テタヌス トキシン軽鎖フラグメン トの選択的導入による神経活動抑制 が行動に

及ぼす影響の解析 を進 めている。具体的には、眼球運動課題では前頭葉眼球運動関連領野(前 頭眼野や補足眼野)

からの出力系に、上肢運動課題 では線条体および前頭前野領域(特 に背外側部 と背内側部)へ の入力系に着 目して、

行動学的解析や電気生理学的記録実験を行 う。また、近年発表 された神経活動抑制系であるGluCl-ivermectin抑 制

系やCNO-DREADDs抑 制系などの新規抑制系についても積極的に導入を検討 し、霊長類において最も実用的な神

経路選択的活動抑制システムを確立す るための実験計画 を策定 した。神経路選択的な逆行性越シナプス的 トレーシ

ングの実現 と応用についても、蛍光 タンパク質を用いた越 シナプス的多重 トレー シング法 によ り、前頭葉 眼球運動

関連領域(前 頭眼野や補足眼野)お よび前頭前野領域(特 に背外側部 と背内側部)へ の多シナプス性入力様式の解

析 を進めるとともに、抗狂犬病 ウイルス細胞内抗体を発現するアデ ノ随伴 ウイルスベ クターを用いて、特定の神経

路 を選択的にマスクす るOFF制 御型逆行性越 シナプス的 トレーシングシステムを確立す るための実験計画を策定

した。また、Cre-loxPあ るいはTet-On/Off遺 伝子発現制御 システムを応用 して、特定の神経路 を選択的にラベルす

るON制 御型逆行性越シナプス的 トレーシングシステムをサルにおいて確立するため、ベクター改良に伴 う最適化

検討実験を実施するための実験計画を策定 した。

B)遺 伝子改変霊長類モデルの開発 と高次脳機能の解析

高 田昌彦,大 石高生,松 本正幸,井 上謙一,二 宮太平,高 原大輔,檜 垣小百合,宮 地重弘(高 次脳機能)

① 神経路選択的遺伝子操作法を用いた大脳基底核の情報処理機構 と機能的役割 の解析(高 田,井 上,松 本)

(1)イ ムノ トキシン神経路標的法を用いたハイパー直接路の選択的除去

イムノ トキシン神経路標的法を用いて、ハイパー直接路 を選択的に除去 したモデルザル を作製 し、運動野刺

激 に対す る淡蒼球内節ニューロンの早い興奮性応答がハイパー直接路を経由することを明らかに した。本研

究成果 に関す る原著論文を投稿 し、現在、査読者のコメン トに従って改訂中である。

(2)イ ムノ トキシン神経路標的法を用いた皮質上丘路の選択 的除去

イムノ トキシン神経路標 的法を用いて、眼球運動制御 に重要な役割を担っていると考 えられ る皮質上丘路

を選択的に除去 したモデルザル を作製することに成功 した。現在、複数の眼球運動課題 をモデルザル に遂

行 させて、反応 日寺問やエ ラー率の変化 な どを解析 してお り、これまでに皮質上丘路 が外部情報 に基づ く

attentionに関与することを示唆す る結果を得た。

(3)Cre-loxP神 経路選択的遺伝子発現制御法を用いた黒質線条体神経路の選択的除去
Cre-loxP神 経路選択的遺伝子発現制御法を用いて、線条体に投射す る黒質 ドーパ ミンニュー ロンにその変性

を誘導す るアル ファシヌクレインを発現 させ ることによって、黒質線条体神経路 を選択的に除去 したパー

キンソン病モデルザルを作製す ることに成功 した。現在、行動学的および組織学的な解析 をお こなってい

る。

② 神経路選択的活動制御法を用いた霊長類モデルの作製(高 田,井 上)

(1)Tet-On神 経路選択的遺伝子発現制御法を用いた黒質線条体神経路の選択的活動阻害

導入遺伝子 としてテタヌス トキシン軽鎖を用いたTet-On神 経路選択的遺伝子発現制御法により、黒質線条

体神経路の活動 を選択的に阻害 し、薬剤誘導的かつ可逆的に運動障害を誘発す るモデルザル を作製するこ

とに成功 した。

(2)逆 行性感染型 レンチウイルスベ クターの改良とサル脳への遺伝子導入

福 島県立医科大学 との共同研究により、サル脳において高い逆行性遺伝子導入効率 とともに優れたニュー

ロン特異性 を有す る逆行性感染型 レンチ ウイルスベクター(FuG-C型)を 開発 し、その成果を原著論文 と

して発表 した。

③ 実行機能の脳 内メカニズムの研究(大 石,宮 地,檜 垣)

背外側前頭前野が関与す る実行機能 に背外側前頭前野への複数の入力がそれぞれ どのよ うに寄与 しているか

を進めている。 自己行動のモニター、物体認識、空間認識 の うち、特定のもののワーキングメモ リーが必要

な3つ の行動課題 を全て訓練 した個体を作成 した。訓練完了個体の うち1頭 は ドキシサイク リン投与依存的

に特定の神経路のシナプス伝達を抑制するためのベ クター注入を行った。

④ 霊長類脳 の遺伝子発現パター ンとその加齢に関する研究(大 石,檜 垣)
マカク脳 内の遺伝子発現の加齢変化 を網羅的遺伝子発現解析で検討 した。機能遺伝子群の発現の増減 を比較

したところ、雌雄 ・部位 を問わず免疫、炎症反応 関連遺伝子発現が増加 し、 ミトコン ドリア関連遺伝子の発

現は減少 していた。 シナプス伝達に関わる遺伝子群の発現は雄 よりも雌で、前頭前野よ り海馬で低下が著 し
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か っ た 。

C)サ ルモデルによる皮質脊髄路の可塑 性制御機構の検討

高 田昌彦,二 宮太平

サル を用いて片側脊髄損傷モデルを作製 し、行動学的お よび形態学的解析を実施 した。具体的には、脊髄損傷の

前後に精密把持課題 を遂行 させた結果、損傷後数 日で機能回復が始ま り、1～3ヶ 月後には損傷前 とほぼ変わ らな

い程度 にまで回復することを確認 した。 このよ うなモデルザルで皮質脊髄路の順行性神経路 トレーシングを行い、

損傷 した脊髄の支配側 と反対側の大脳半球において、一次運動野か ら脊髄motorneuronsに 向かって神経軸索が新

たに伸長 していることを見出した。 さらに、反発性軸索誘導因子であるephrinB3が 脊髄正中付近に強 く発現 して

いることを霊長類 で初めて明らかに した。来年度は、狂犬病 ウイルスを用いた逆行性越 シナプス的神経路 トレーシ

ングによ り、脊髄損傷モデル において、一次運動野 を含む前頭葉運動 関連領野か ら脊髄(propriospinalneurons,

segmentalintemeurons,motorneurons)、 さらに筋肉に至る多シナプス性神経路の形態学的解析を行 うとともに、神

経回路再編成に関わる機能分子の発現 とその役割 について詳細に検討する。

D)霊 長類の大脳一小脳一基底核ネ ッ トワークにおける運動情報処理の分散 と統合

高 田昌彦,大 石高生,松 本正幸,井 上謙一,高 原大輔,木 村活生

(1)順 行性 トレーシング法による構造解析

順行性 トレーサーであるBDAを マカクザルの運動前野背側部の上肢領域に注入 し、一次運動野において

ラベル された線維終末の層 特異的分布様式 を解析 した。今後は、2種 類の順行性 トレーサー(BDAと

WGA-HRP)を 運動前野背側部 と補足運動野の上肢領域 に注入 し、 ラベル された線維終末の一次運動野に

おける層特異性について検討す る予定である。

(2)神 経路選択的操作モデルサルの作製

小林グループ と共同開発 した高頻度逆行性遺伝子導入(HiRet)ベ クター を用いたイムノ トキシン神経路標

的法やイムノテタヌス神経路標的法により、大脳、小脳、基底核 を繋 ぐネッ トワークを構成す る個別 の神

経路を選択的に除去 あるいは活動抑制 した遺伝子改変サルモデルの作製を計画 中である。

E)運 動 障 害 と認 知 障 害 を 切 り分 け る パ ー キ ン ソ ン 病 の サ ー キ ッ トパ ソ ロ ジ ー

高 田 昌彦,井 上 謙 一

(1)α 一synuclein発 現 ウ イ ル ス ベ ク タ ー の 作 製

発 現 制 御 ベ ク タ ー と して 、AAV-floxed/stop-GFPベ ク タ ー のGFP配 列 を 、wild-typehumana-synucleinに 加

え て 、A53P変 異 型a-synucleinの 配 列 に置 換 した ベ ク タ ー を 作 製 した 。

(2)α 一synuclein誘 導 性 パ ー キ ン ソ ン病 モ デ ル ザ ル の 作 出

Creリ コ ン ビナ ー ゼ とGFPを 発 現 す る 逆 行 性 レ ン チ ウイ ル ス ベ ク タ ー をサ ル の線 条 体 全 体 に 注 入 し 、 そ の

数 週 間 後 に 、wild-typea-synucleinや 変 異 型a-synucleinを 発 現 す るAAV-floxed/stop-a-synucleinを 黒 質 に 注

入 した サ ル を 作 製 した 。 これ らの サ ル に 前 も っ て トレー ニ ン グ して お い た 採 餌 運 動 課 題 を 実 行 させ て 、 運

動 障 害 の 程 度 を解 析 す る と と も に 、 チ ロ シ ン 水 酸 化 酵 素(TH)お よびa-synucleinの 免 疫 染 色 に よ り黒 質

ドー パ ミ ン ニ ュ ー ロ ン の 変 性 ・脱 落 の 程 度 を解 析 した 。 そ の 結 果 、 変 異 型 α一synucleinの 方 がwild-type

a-synucleinよ り も効 果 的 に細 胞 死 を誘 導 で き る こ と を確 認 した 。

(3)パ ー キ ン ソ ン 病 関連 行 動 課 題 の トレー ニ ン グ

パ ー キ ン ソ ン 病 に 関連 す る行 動 課 題 と して 、採 餌 運 動 課 題 に 加 え て 到 達 運 動 課 題 、 さ らに 、WisconsinCard

SortingTest(WCST)や ギ ャ ン ブル 課 題 な ど の認 知 課 題 を サ ル に ト レー ニ ン グ す る こ とを 開 始 した 。

F)ア イカルデ ィ ・ゴーテ ィエ症候群等の ビオプテ リン代謝異常を伴 う疾患の診断方法確立および治療法開発 のた

めの横断的研究

高 田昌彦,一 瀬宏(東 京工業大学)

本研究の 目的は、パーキンソン病の発症過程 におけるビオプテ リンお よびその代謝産物の量的変化 を解析するこ

とによ り、黒質 ドーパ ミン細胞死 とビオプテ リン代謝の相互関係を明 らかにすることであ り、一瀬 グループと連携

して、MPTP投 与によって作製 したパーキンソン病モデルザルか ら、運動障害の発現をモニターするとともに、経

時的に脳脊髄液 を採取 し、 ビオプテ リン等の含有量 と ドーパ ミン細胞の変性 ・脱落の程度を調べた。

G)霊 長類脳の転写因子遺伝子発現 とその発達 に関する研究

大石高生,檜 垣小百合

大脳新皮質の7領 野、海馬、被殻および小脳の発達における転写因子遺伝子発現解析 を行 っている。どの部位で

も発現が非常に低いもの、発現変動がほ とん どないもの、どの部位でも発達過程で同様 な発現変化を示す もの、部

位問で発現変化パターンが異なるもの、同一部位 の複数サンプルで発現が安定 しないものがあった。

H)意 欲を生み出す神経メカニズムの解 明:前 頭前野への中脳 ドーパ ミン入力の役割

松本正幸,高 田昌彦

目標 を達成 して報酬を得 よう、あるいは罰 を避 けよ うとい う 「意欲」は前頭前野の働 きの一つである。最近の研
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究は、前頭前野に報酬や罰に対 して応答す る神経細胞(ニ ューロン)が 存在 し、これ らのニューロン応答 が意欲の

コン トロール に関与す ることを示唆 してい る。しか し、意欲 に関連 した前頭前野の神経活動が どのようなメカニズ

ムによって生 じるのか とい う根源的な問題は未解 明のままである。

本研究では、そのメカニズムを明 らかにす るため、中脳 ドーパ ミンニ ュー ロンか ら前頭前野に伝達 され る神経シ

グナルに注 目す る。 ドーパ ミンニュー ロンは報酬や罰 に関連 した情報をコー ドしてお り、そのシグナル を前頭前野

に伝達することによって、意欲 に関連 した前頭前野の活動 を形成す る基盤 となっている可能性がある。そこで本研

究では、 ドーパ ミンニュー ロンか ら前頭前野に どのようなシグナルが伝達 されているのか調べることを 目的 とし、

前頭前野が発達 したマカク属のサル を実験動物 として用いた電気生理実験 を計画 している。具体的には、認知課題

をサルに行わせ、 ドーパ ミンニューロンと前頭前野ニューロンの活動 を記録す る。認知課題では、課題の難易度や

報酬量をパ ラメータとして操作 し、サルの意欲 をコン トロールす る。そ して、 ドーパ ミンニューロンと前頭前野の

活動 を比較す ることによ り、意欲 に関わ る難易度や報酬量の信号が ドーパ ミンニュー ロンか ら前頭前野に伝達 され

ているのか検証する。

平成23年 度 は、サル が上述の認知課題 をおこなえるよ うに訓練 し、 ドーパ ミンニュー ロンか ら神経活動 を記録

した。
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遺伝子情報分野

<研 究概要>

A)ゲ ノム不毛遅滞(RCRO)の 進化 と意義

平井啓久,古 賀章彦(ゲ ノム多様性分野),平 井百合子(技 能補),鵜 殿俊史(熊 本サ ンクチュア リ),松 林清明(名

誉教授)

RCROの 構成要素のひ とつであるサブター ミナルサテライ ト(StSat)を クロー ン化 し、詳細なFISH解 析をお こ

なった。チンパ ンジー43個 体の染色体を解析 し、変異の状況を明らかに した。減数分裂精母細胞 の染色体ブーケ

との関連 からRCROの 存在意義を議論 し、論文 としてまとめた。

B)テ ナガザル類の多様性 と系統生物地理学

平井啓久,ス ダラス ・バイチャロエン(タ イ動物 園協会,カ セサー ト大学),イ スラ ト・ジャハ ン(大 学院生),古

賀章彦(ゲ ノム多様性),平 井百合子(技 能補),松 井淳(人 類進化モデル研究センター研究員)

ミ トコン ドリアゲノム全塩基の解析か ら、Hoolockhoolockを 加 えてテナガザル4属 の分子系統分岐を明らかに

した。シアマンの染色体末端に存在す るヘテロクロマチンのDNAを 解析 し、4属 においてそれぞれ特異的な染色

体上分布パター ンを呈す ることを明 らかにした。セン トロメア とテ ロメア周辺のヘテ ロクロマチンの形成 に関わる

DNAの 関連性 について解析 した。
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