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研究成果の概要： 
ドーパミンは脳の諸機能の調節を行い、またパーキンソン病などの神経精神疾患にも関係するが、ド

ーパミン神経細胞の働く仕組みはまだ良く分かっていない。この点について解析を進めるため、本研

究では、GFP 遺伝子改変マウスからの培養により、ドーパミン神経細胞を生きたまま観察する系を

確立した。そして蛍光色素を用い、ドーパミン神経細胞のシナプスの活動を可視化することに

成功した。 
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１．研究開始当初の背景 

ドーパミンは神経伝達物質の一種で、随意運動

や報酬依存的学習の調節を行っている。また、

パーキンソン病や統合失調症などの精神・神経

疾患にも関わると考えられている。ドーパミンは、

ドーパミン作動性神経細胞（ドーパミン神経細

胞）より放出される。これらの細胞は、脳内のごく

限られた部位にあるのみであるが、脳機能の調

節に重要な役割を果たしている。ドーパミン神経

細胞についての知見の多くは、ドーパミン受容
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体に対する拮抗薬や作動薬などによる薬理学

的な解析に依存してきた。またトランスジェニック

マウスの技術の発達により、動物個体レベルで

の解析も進んできた。しかし、ドーパミン神経細

胞の仕組みについては未だに理解が不十分で

あった。例えば、一般に、神経細胞はシナプス

によりネットワークを形成するが、ドーパミン作動

性シナプスについてはこれまでその作動機構や

活動依存的な変化についての解析が不十分で

あった。また、ドーパミン神経細胞がどのような可

塑性を示すのか、またその仕組みについても理

解が不十分であった。 

その理由の一つとして、ドーパミン神経細胞

やドーパミン作動性シナプスの解析を行う良い

実験系が少なかったことが挙げられる。従来、ド

ーパミンの合成、代謝や放出については、副腎

髄質由来の PC12 細胞株が良く用いられてきた。

細胞株ゆえに実験には便利であったが、神経細

胞ではない、シナプスを作らない、といった問題

点があった。一方、組織レベルでの解析では、ド

ーパミン神経細胞およびシナプスは高密度に存

在し、細胞レベルでの解析という観点からは空

間分解能に問題があった。 

本研究ではこれらの点を踏まえ、以下のような

研究を行った。 

 

 
２．研究の目的 

本研究では、ドーパミン神経細胞、特にそのシ

ナプスについてさらにその仕組みや神経活動依

存的な変化を明らかにしていくことを目的とした。

その為に、まずドーパミン神経細胞の初代培養

系の確立を目指した。次に、もともと少数しかな

い ド ー パ ミ ン 神 経 細 胞 を 識 別 す る た め 、

TH-GFP トランスジェニックマウスからの初代培

養を行い、生きたドーパミン神経細胞の可視化

を目指した。この系を用いて、ドーパミン神経細

胞の活動依存的な形態変化の解析、FM 色素を

用いたドーパミンシナプスの動作の可視化を目

指した。 

 

 
３． 研究の方法 

以下に方法と結果をまとめる。 

 
(1) マウス胎児の中脳腹側部（黒質および腹側

被蓋野のドーパミン神経細胞を多く含む）よ

り神経細胞の初代培養を行った。チロシン水

酸化酵素（TH）や芳香族アミノ酸脱炭酸酵

素（AADC）に対する免疫染色により、ドー

パミン作動性神経細胞の存在を確認した。さ

らに条件の検討により、一ヶ月以上の培養が

可能となった。 

 
(2) この系で神経活動を抑える TTX を２日間

投与し、ドーパミン作動性神経細胞の軸索へ

の形態的な影響を調べたが、明瞭な形態的な

変化は認められなかった。また、コンディシ

ョナル・ノックアウト・マウスである、Floxed 

TH マウスからも同様の培養を行い、Cre 組

み換え酵素を発現させるアデノ随伴ウィル

ス（AAV-Cre）を使い TH 遺伝子の欠損を誘

導することに成功した。この場合についても、

ドーパミン作動性神経細胞の軸索への影響

を調べたが、明瞭な形態的な変化は認められ

なかった。 

 
(3) ドーパミン神経細胞のマーカーであるチ

ロシン水酸化酵素のプロモーター下流で

GFP を発現させるトランスジェニックマウ

ス（TH-GFP マウス）を用い、同様の培養を

行った。これにより、ドーパミン神経細胞を

生きたまま観察できるようになった。樹状突

起におけるスパインの経時的観察を行い、ド

ーパミン受容体アゴニスト刺激による影響

を調べた。しかし、短時間の刺激による、ス



パイン形態の明瞭な変化は認められなかっ

た。 

 
(4) この培養系を用いて、ドーパミンシナプス

の活動のイメージング解析系の立ち上げを行

った。GFP を発現している培養ドーパミン神経

細胞について、細胞外電気刺激により脱分極

が信頼性高く引き起こされることをカルシウム

イメージングにより確認した。さらに、シナプス

小胞の動態を調べるため、シナプス小胞の染

色が可能である FM4-64 色素を用いた。細胞

外電気刺激を用い、エンドサイトーシスによる

FM4-64 によるシナプス小胞の染色、および、

エキソサイトーシスによる脱染色が確認され

た。 

 

 
４．研究成果 

(1) 中脳黒質および腹側被蓋野由来のドーパ

ミン神経細胞について、4 週間以上の長期培

養が可能となり、発達したドーパミン神経細胞

の軸索および樹状突起について、生きた細胞

のまま観察可能となった。 

 
(2) 少なくとも本培養系においては、一時的な

神経活動の低下やドーパミン放出の低下は

ドーパミン神経細胞の軸索や神経終末の形

態に大きな影響を与えない事が示唆された。

一方、樹状突起スパインの形態はドーパミン

受容体刺激によるり短時間に大きな影響を

受けるものではないことが示唆された。 

 
(3) 蛍光色素 FM4-64 によるドーパミンシナプ

スのイメージング系を確立した。ドーパミンシ

ナプスのシナプス小胞の動態を可視化するこ

とに成功し、今後のドーパミンシナプス解析の

基礎を形作ることが出来た。 
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