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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病に対するニューロモジュレーション法として電気刺激を用いた脳深部刺激療
法が臨床応用されているが, 電気刺激は非選択的で, 神経を興奮させているのか抑制しているのかが不明であった. 本
研究では, マウスのドパミン神経細胞に光反応性蛋白を発現させ, 光照射によってドパミン放出が誘発または抑制され
ることを証明し, ドパミンニューロン特異的なニューロモジュレーション法を確立した.

研究成果の概要（英文）：Deep brain stimulation (DBS), which utilizing electrical stimulation, has been 
clinically available for neuromodulation of Parkinson's disease. The electrical stimulation is 
nonselective, and the mechanism of DBS was unknown whether excitatory or inhibitory. In this study, we 
showed that dopamine release was controlled by illuminating light on dopaminergic neurons in which 
photosensitive protein was expressed. We established neuromodulation which can control dopaminergic 
release.

研究分野：神経内科
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１．研究開始当初の背景 
(1) パーキンソン病(PD)は黒質細胞の変性の
結果, 線条体におけるドパミン濃度が低下し
て基底核回路の異常をきたし, 動作緩慢, 筋
強剛, 姿勢反射障害, 振戦などの運動症状を
呈する疾患である. 現在, PDに用いられてい
るニューロモジュレーション法には, 電気刺
激による脳深部刺激療法(DBS)がある. DBS
の運動機能に対する治療効果は明らかであ
るものの, その機序については, 電気刺激に
よって神経活動を刺激しているのか抑制し
ているのかという根本的な問題が明らかに
なっておらず, DBSによる線条体でのドパミ
ン放出に対する影響に関しては一定の見解
が得られていない. また, 従来の電気刺激で
は選択性の高い刺激が出来ないため, 刺激強
度によって刺激範囲が広がってしまい, 目的
神経核以外に刺激が及んでしまうことが副
作用の原因となる.  
 
(2) 光遺伝学は, 光活性化蛋白であるチャネ
ルロドプシンや, ハロロドプシン, アークロ
ドプシンなどを特定のニューロンに遺伝子
工学的手法を用いて発現させ, 特定ニューロ
ンに特定の波長の光を照射することによっ
てニューロン特異的に興奮または抑制する
ことができ, in vivoで秒単位の時間的精度で
制御ができる新しい技術である. また, 電気
刺激では周囲まで同時に刺激が波及してし
まうのに対して, 特定の細胞群の発火そのも
のを興奮または抑制し制御することができ
る(図 1). 
 
図 1 電気刺激と光刺激の違い 
 

 
(3) 細胞外ドパミン濃度変化をリアルタイム
で測定する方法は現在 in vivo voltammetry
法と microdialysis 以外は存在しない. 前者
は時間分解能に優れる一方, 後者は物質同定
能に優れる. Fast-scan cyclic voltammetry 
(FSCV)による in vivo voltammetry法を用い
ることで, 光遺伝学を用いた黒質線条体経路
の光刺激によるドパミン放出の変化を可リ
アルタイムで視化することができる.  
 
(4) これらの背景から, 光刺激による線条体
におけるドパミン放出を調整することによ
り, PD に対する新しいニューロモジュレー
ション法の開発を着想するに至った. 
 
 
２．研究の目的 
(1) 光刺激によってドパミンニューロンの興
奮・抑制を制御し, 新しいニューロモジュレ

ーション法を確立する.  
 
(2) 視床下核および淡蒼球内節における光刺
激を行い, 線条体のドパミン放出に対する影
響を調べ, DBSの機序について検討を行う.  
 
(3) パーキンソン病モデルおよびジスキネジ
アモデルマウスにおける治療効果を調査し,
光刺激によるニューロモジュレーション法
の従来の電気刺激によるニューロモジュレ
ーション法に対する優位性を検討する.  
 
 
３．研究の方法 
(1)黒質細胞光刺激による線条体ドパミン放
出の測定系の樹立：C57bl/6Jマウスの黒質に
チャネルロドプシンまたはアークロドプシ
ンをエンコードした adeno-associated virus 
(AAV)を定位的に注入する. 持続麻酔下にマ
ウス頭蓋骨をドリルで穿孔し, マニピュレー
ターを用いて光刺激用グラスファイバーま
たは電気刺激用電極を黒質に挿入する. さら
に, 2 台のマニピュレーターを用いて線条体
に Voltammetry 用カーボンファイバー記録
電極, 硬膜上に参照電極とAux電極を設置し
固定する. 測定には FSCV を用いる. 三角波
(0.4V-1.3V, 10Hz)をカーボンファイバー電
極に与えるとドパミンの酸化電流が 600mV
の電位で測定でき, これを解析ソフト(TH-1, 
ESA laboratories)で解析することによりド
パミン濃度を測定できる (Natori S, Yoshimi 
K, et al. 2009). コンピューター制御下に光
刺激装置を用いて波長 473nm(青色)または
590nm(黄色)のレーザー光刺激 (Bass CE, 
Grinevich VP, et al. 2010)を行う. 各条件の
光刺激による線条体ドパミン濃度の変化を
測定し, 電気刺激による反応と対比する. 黒
質の青色光刺激によるドパミン放出(図 2)と, 
黒質の電気刺激によるドパミン放出の, 黒質
線条体路の黄色光刺激による抑制を測定す
る(図 3).  
 
図 2 青色光によるドパミン放出実験 

 
 
図 3 黄色光によるドパミン放出抑制実験 
 



(2) 視床下核・淡蒼球内節の光刺激実験 
黒質刺激による線条体ドパミン濃度測定系
を応用し, 視床下核または淡蒼球内節にチャ
ネルロドプシンまたはアークロドプシンを
発現させ、光刺激および光抑制による線条体
ドパミン濃度の変化を測定する. これによっ
て視床下核と淡蒼球内節の DBS のメカニズ
ムを解明する.  
 
(3) パーキンソン病モデルおよびジスキネジ
アモデルマウスにおける治療効果の検討 
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridi
ne (MPTP)による黒質破壊 PDモデルマウス
における検討. PD モデルマウスにおける理
想的なニューロモジュレーション法を検討
す る . さ ら に , 6-hydroxydopamine 
(6-OHDA)による線条体破壊および levodopa
長期投与によるジスキネジアモデルマウス
においても, 視床下核・淡蒼球内節の光刺激
による線条体ドパミン放出を測定し, PD の
ジスキネジアの病態解明を行い, ジスキネジ
アモデルにおける最適なニューロモジュレ
ーション法を検討する.  
 
 
４．研究成果 
(1)チャネルロドプシンをドパミンニューロ
ンに発現させたマウスにおいて, 黒質の光
刺激および電気刺激による線条体のドパミ
ン放出を比較した. 図 4に光刺激および電気
刺激による Fast Scan Cyclic Voltammetry
によるドパミン検出の一例を示す.  
 
図 4 光刺激・電気刺激によるドパミン放出 

 
上段に青色光刺激によるドパミン放出を示
し, 下段に電気刺激によるドパミン放出を
示す. 左は, FSCVカラープロットであり,  X
軸が時間, Y 軸にスキャン電圧, Z 軸に記録
された電位変化をカラースケールで表示し
ている. 中央のパネルには, X 軸に時間と Y
軸に記録された電位変化を表示しており, 
いずれも刺激と同時にドパミンが急激に放
出されることが確認できた. 右は, X 軸にス
キャン電位, Y 軸にファラデー電位とした, 
ボルタモグラムを表し, ピークがドパミン
固有のピークであることが確認できた. ド
パミン神経の青色光刺激によっても, 電気
刺激と同様にドパミン放出が確認された. 

また, 光刺激によるドパミン放出は, 光パ
ルスのパルス幅, 周波数, 光強度, 光ファ
イバーの挿入深度によって変化がみられた
(図 5).  
 
図 5 光刺激の条件検討 

 
 
(2) アークロドプシンをドパミンニューロ
ンに発現させたマウスの黒質の電気刺激を
行い, 同時に黄色光刺激を行った. 黄色光
刺激によって電気刺激によるドパミン放出
が抑制されることを証明した (図 6). 
 
図 6  

 
(3) 光ファイバー挿入部位のチャネルロド
プシンおよびアークロドプシンの発現を組
織学的に確認した(図 7) .  
 
図 7 光ファイバー挿入部の光蛋白発現確認 

 
(4) 上記(1)-(3)で示したように, 本研究に
よって, 光遺伝学を応用し, ドパミン神経
からのドパミン放出を調整することが可能
であることを証明された. 従来の電気刺激
によるニューロモジュレーションは神経核
活動に対し抑制的か興奮的かが明らかでな
かった. 光刺激によるニューロモジュレー
ション法は, 神経特異的に, 神経活動を抑
制的にも興奮的にも制御することができる



ため, 従来よりも小集団ニューロンでの基
底核回路生理の解明に繋がる可能性があり, 
さらには, より局所的かつ低侵襲な治療法
に発展できる可能性がある. 
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