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研究成果の概要（和文）：オプトジェネティクスは特定の神経細胞の活動や行動を光で制御することが可能な手
法であり、近年、標的神経回路の同定することで臨床の治療への応用が進んでいる。しかしながら、現在まで、
オプトジェネティクスを用いて重症脊髄損傷後の歩行機能再建に成功した報告はない。我々はオプトジェネティ
クスと薬剤をいて、完全麻痺後のchannelrhodopsin2-Venusトランスジェニックラットの2足歩行機能再建に成功
した。これらの手法は重度の脊髄損傷後の後遺症のある患者の運動機能を改善する新たな手法として期待され
る。

研究成果の概要（英文）：Optogenetic techniques enable light-mediated control of specific neural 
activity or behavior. Recently, optogenetic techniques have been applied into therapeutic treatments
 through the identification of neural circuit targets. Until now, no therapeutic approach yet 
permits the restoration of locomotion after severe spinal cord injury (SCI) using optogenetic 
techniques. Here, we present that after complete paralysis of channelrhodopsin2-Venus transgenic 
(ChR2V+) rats, bipedal locomotion was restored by using a combination of optogenetic and 
pharmacological therapies. These techniques offer a potential method to improve the motor function 
of patients who have suffered severe spinal cord injuries. 

研究分野： リハビリテーション、神経科学
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１．研究開始当初の背景 
脊髄損傷は、様々な神経伝達路が障害され

ることによって、運動障害、感覚障害、自律
神経障害などの多岐に渡る神経障害をきた
し、患者の生活の質を著しく障害することが
知られているが、現在まで対処療法以外の有
効な治療法は確立されていない。これまで
我々は、脊髄損傷モデルラットに対してミク
ロ構造化した生体材料と神経細胞移植とを
組み合わせた治療法を開発し、生着細胞の増
加と神経線維の方向性を持たせることに成
功したが、歩行機能回復への影響は限定的で
あった。さらに脊髄損傷後の歩行機能回復を
促進させるためには、腰髄にある Central 
pattern generator（CPG）という脊髄介在神
経細胞群の回路とCPGに投射する上脊髄性入
力との神経回路を再構築する必要があるが、
それには運動学習などのリハビリテーショ
ンで使用依存的な神経回路強化を行う必要
がある。しかしながら、臨床的に通常のリハ
ビリテーションでは効果は限られており、よ
り運動機能回復効果の高いリハビリテーシ
ョンが不可欠である。 
近年、脊髄損傷の効果的なリハビリテーシ

ョン治療法として腰髄硬膜下電気刺激リハ
ビリテーションが注目されており、驚くこと
に完全運動麻痺患者が腰髄硬膜下電気刺激
しながらリハビリテーションを行うことで、
電気刺激中のみ課題依存的な下肢随意運動
の部分回復が認められたと報告されている
[Harkema S et al., Lancet 2011]。このリ
ハビリテーション治療メカニズムは不明な
点が多いが、Courtine G らは、腰髄硬膜下電
気刺激が一過性に脊髄介在神経細胞を賦活
化させることで、電気刺激中のみにリハビリ
テーションの回復効果がみられたと考察し
ている[Courtine G et al., Lancet 2011]。
その脊髄介在神経細胞の中でも興奮性（グル
タミン酸作動性）神経細胞が歩行様の電気活
動を誘発すると報告されていることから
[Hägglund M et al., Proc Natl Acad Sci USA 
2013]、興奮性脊髄介在神経細胞の賦活化が
運動機能回復に寄与していると考えられる。
一方で、臨床的にはバクロフェン（GABAB 
receptor agonist）投与が脊髄疾患の痙性を
軽減し運動機能回復に寄与する報告もある
ことから[Penn RD et al., N Engl J Med 1989]、
抑制性脊髄介在神経細胞の賦活化が運動機
能回復に寄与しているとも考えられる。この
ように現在においても見解は一致していな
いが、病態に応じていずれかの脊髄介在神経
細胞を刺激する方が治療効果が上がる可能
性は高い。しかし、腰髄硬膜下電気刺激では
不特定の脊髄介在神経細胞（興奮性と抑制性
神経細胞の両方）を刺激してしまうので、腰
髄CPGの脊髄介在神経細胞を賦活化する方法
としては非効率であることが問題点として

挙げられる。つまり、ある特定の脊髄介在神
経細胞群のみ（例えば興奮性神経細胞あるい
は抑制性神経細胞）を刺激しがらリハビリテ
ーションを行なえれば、さらなる治療効果が
得られる可能性がある。 
近年、オプトジェネティクスとよばれる光

遺伝学的手法を用いることで、光刺激によっ
て特定の神経のみを刺激する手法が開発さ
れている。現在の共同研究者である八尾寛教
授らの研究室では、クラミドモナス由来の光
感受性イオンチャネル（チャネルロドプシ
ン）を遺伝子工学的に神経細胞膜に発現させ
ることで、青色光照射で神経細胞だけを選択
的に刺激する技術を世界に先駆けて報告し
ている[Ishizuka T et al., Neurosci Res 
2006] 。 八 尾 ら が 開 発 し た
Channelrhodopsin-2（ChR2）は、青色光照射
によって H+・K+・Na+・Ca2+といった陽イオ
ンを非選択的に通過させ、神経細胞が脱分極
する一方で、光照射を止めるとすぐにチャネ
ルが閉じる性質をもつ。このChR2以外にも、
現在まで光活性化の波長や光電流キネティ
クス、発現効率などが改良されたキメラや変
異体のチャネルロドプシンが多数開発され
ている[Yizhar O et al., Neuron 2011]。つ
まり、これらの光遺伝学的手法をリハビリテ
ーション分野に応用できれば、電気刺激では
不可能であった特定の神経細胞の活動制御
が可能になり、光刺激によって活動を制御さ
れた脊髄介在神経細胞がどのように歩行機
能に影響しているかが直接的に評価可能と
なる。そこで、本研究では光遺伝学的手法を
用いた脊髄損傷後の新たなリハビリテーシ
ョン治療いわば光リハビリテーションの開
発を目指す。 
 
２．研究の目的 
近年、脊髄損傷後の完全運動麻痺患者のリ

ハビリテーション治療として脊髄硬膜下電
気刺激下でリハビリテーションを行う治療
法が注目されているが、電気刺激は特定の神
経細胞を刺激することができないために神
経機能への効果が限定されてしまう。しかし
ながら、分子生物学と遺伝子工学の発展によ
り、特定の神経細胞のみを光刺激で制御する
ことができる光遺伝学的手法が開発され、電
気刺激に代わる神経細胞を制御する強力な
手法となっている。そこで、本研究では光遺
伝学的手法を用いた脊髄損傷後の新たなリ
ハビリテーション治療いわば光リハビリテ
ーションの開発を目指す。 
 
３．研究の方法 
実験動物はThy-1プロモーター下でチャネ

ルロドプシン-2 が遺伝子導入されたラット
（Chop-2 Tg ラット）を用いた。ラットは脊
髄を完全離断され、損傷 5－6 週間後に、青



色光を脊髄に安定的に照射するために脊髄
窓を移植した。多光子顕微鏡で用いられる方
法を修正し、脊髄窓は CPG が存在すると想定
される部位を含む椎体 T12 部～L2 部（L1-S1）
までの脊髄を可視化した。脊髄窓移植した翌
日に、脊髄損傷ラットは完全免荷した状態で
2.54mmピッチで7か所の脊髄部位を青色刺激
（1Hz, 500ms pulse width, 4 mW）し、運動
解析を行った。また、次に、脊髄損傷ラット
を 90％免荷し、トレッドミル 2 足歩行中の
様々な光刺激条件下での運動解析を行った。
青色光刺激は光強度 1mW/mm2 のマイクロ LED
チップを使用し,パルス幅 5ms, 頻度 10, 20, 
40, 80Hzとパルス幅500ms, 1Hzを検証した。 
 
４．研究成果 
光遺伝学的治療を用いて脊髄損傷後の歩

行再獲得を可能にするために、まず歩行運動
を引き起こす最適な腰仙髄の光刺激部位を
検証した。Chop-2 Tg ラットの T8 を完全離断
し、脊髄損傷モデルラットを作製した。脊髄
損傷 5－6 週間後に、青色光を腰仙髄に安定
的に照射するために脊髄窓を移植した。脊髄
窓を移植することによって、我々は歩行中枢
神経回路（CPG）が存在すると想定される椎
体T12部～L2部の腰仙髄を可視化させること
ができた。脊髄窓を移植した翌日に、脊髄損
傷ラットは完全免荷した状態で 2.54mm 間隔
の 7 か所（部位 1-7）の腰仙髄部位を青色刺
激（1Hz, 500ms pulse width, 4 mW）し、麻
痺下肢の動作解析を行った（n=3）。部位 2-5
（L2-L5 segment）では他の部位と比べて大
きな関節角度運動と左右交互運動の動作が
光刺激中と後に観察された。特に部位 5
（L4-L5 segment）では、股関節、膝関節、
足関節の関節運動が他の場所よりも有意に
増加していた。これらの結果から、我々は脊
髄損傷ラットに対するトレッドミル2足歩行
中 の 光 刺 激 部 位 と し て 部 位 4-5
（L3-L5segment）を採用した。 
我々は歩行運動を引き起こす最適な光刺

激頻度とパルス幅を検証するために、脊髄損
傷ラットを 90％体重免荷した状態で、5条件
の青色光刺激下（パルス幅 5ms, 頻度 10, 20, 
40, 80Hz とパルス幅 500ms, 1Hz）でのトレ
ッドミル2足歩行の動作解析を行った（n=6）。
青色光刺激は光強度 1mW/mm2の LED チップを
使用した。青色光刺激を行わない完全麻痺の
脊髄損傷ラットではトレッドミル動作中の
ステップや動作は観察できないが、500ms, 
1Hz の刺激条件下では、ステップ動作と関節
運動がはっきりと観察された。青色光刺激 10
秒間の総関節角度変化量をそれぞれの青色
光刺激条件で定量すると、特に 500ms, 1Hz
の青色光刺激はトレッドミル動作中の膝関
節、足関節の関節角度変化を有意に増加させ
た。さらに、この青色光刺激条件下では、ス
テップ時において左右交互運動も観察され
た。これらの結果から、完全麻痺の脊髄損傷
ラットに対して、500ms, 1Hz, 1mW/mm2の青色

光刺激がトレッドミル動作中の光応答性歩
行様動作を引き起こすことが示された。 
この青色光刺激が引き起こす2足歩行動作を
さらに促進させるために、セロトニンアゴニ
ストと青色光刺激の併用効果を検証した。セ
ロトニンアゴニストは動作解析の 10 分前に
腹腔内投与し、脊髄損傷ラットを体重免荷
70％にした状態で、青色光刺激有りと無しの
トレッドミル 2足歩行解析を行った。セロト
ニンアゴニストと光刺激の併用治療した場
合、2 足トレッドミル歩行中の股関節、膝関
節、足関節の関節角度変化が改善し、足趾軌
跡も大きく改善した。セロトニンアゴニスト
と光刺激の併用治療はステップ併用治療の
関節角度変化量は有意に最も高かった。これ
らの結果から、セロトニンアゴニストと青色
光刺激は、完全麻痺の脊髄損傷ラットの歩行
再獲得を可能にさせた。光遺伝学的手法を用
いた脊髄損傷後の歩行機能再建は有用であ
ることが示唆された。 
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