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研究成果の概要（和文）： 
前脳基底核 (basal forebrain nuclei; 以下 BF と略) アセチルコリン性ニューロンから記録される
EPSC に対するドーパミン D1 型受容体を介する抑制作用は生後発達とともに増強するが、アデ
ニル酸シクラーゼ系を介して選択的に P/Q 型カルシウムチャネルをブロックする、という共役
には変化がないことを明らかにした。また、新たなバイオセンサー素材として最近注目されて
いるカーボンナノチューブを採用し、BF にドーパミン性線維を投射するドーパミン性ニューロ
ン細胞体からのドーパミン遊離を酸化還元電流として検出することに成功した。次いで、一つ
のドーパミン性ニューロンにドーパミン遊離検出法とホールセルパッチクランプ法を同時に適
用し、活動電位発生と伝達物質遊離との同時モニター法を確立し、ドーパミン性ニューロンの
D2 型受容体活性化によって、膜の脱分極および活動電位の抑制に伴って、ドーパミン遊離が減
少することを見出した。 
 
研究成果の概要（英文）： 
The present electrophysiological study has clarified a developmental increase in dopamine D1-like 
receptor-mediated inhibition of glutamatergic transmission onto cholinergic neurons in the rat basal 
forebrain through adenylyl cyclase and P/Q-type calcium channel regulation.  
  The present electrochemical study, introducing a new biosensor material, carbon nanotube, has 
succeeded in the detection of physiologically released dopamine as a redox current in brain slice 
preparation. Furthermore, the present study has established a method for simultaneous recordings of 
dopamine release and membrane potential, thereby clarifying that activation of D2-like receptors 
reduces dopamine release by hyperpolarizing the membrane of dopaminergic neurons.    
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１．研究開始当初の背景 
前脳基底核 (basal forebrain nuclei; 以下 BF

と略)は中枢神経系におけるアセチルコリン
性ニューロンの起始核群であり、大脳皮質、
海馬等様々な部位に線維を投射している。ま

た、これまでの行動学的および臨床医学的研
究によれば、BF は注意、覚醒、記憶および
学習機能と関連し、BF ニューロンの変性と、
アルツハイマー病等の認知、学習、記憶障害

性疾患が密接に関連していることが示唆さ
れている。 
 BF にはアセチルコリン性ニューロンとと
もに GABA 性投射ニューロンおよび介在ニ
ューロンが混在していることが知られてい
るが、BF ニューロン間の神経回路構成やそ
のシナプス伝達機構についての基礎的知見
は少ない。申請者はこれまでに、BF ニュー
ロンへのグルタミン酸性および GABA 性シ
ナプス伝達に対するドーパミン受容体を介
する抑制機構の解析を行ない、さらに、BF
のアセチルコリン性ニューロンへのグルタ
ミン酸性シナプス伝達修飾におけるドーパ
ミン受容体と特定の型のカルシウムチャネ
ルとの選択的共役を明らかにした。しかしな
がら、その生後発達変化は不明であり、これ
を明らかにすることによって、BF 関連の生
理的機能および病態と年齢との関係に対す
る理解が深まると考えられる。さらに、BF
にドーパミン性線維を投射する中脳のドー
パミン性ニューロンからのドーパミン遊離
機構も不明であり、申請者は最近、新たなバ
イオセンサー素材として注目されているカ
ーボンナノチューブを用いて、単一ドーパミ
ン性ニューロンからのドーパミン遊離機構
解析に着手した。 
 
２．研究の目的 
以上の背景により、本研究では、以下の電気
生理学的電気化学的解析を行なう。 

①スライスパッチクランプ法により、BF の
アセチルコリン性ニューロンから記録され
る興奮性シナプス電流抑制に関与する D1 型
受容体、カルシウムチャネルサブタイプ、細

胞内情報伝達系の生後発達変化の解析を行
なう。 
②BFにドーパミン性軸索を投射する中脳の
ドーパミン性ニューロンの細胞体にカーボ

ンナノチューブ電極を適用して、生理的ドー
パミン遊離と活動電位との同時記録を行な
う。 
 
 
 
 
 

 
 
３．研究の方法 
生後 20-50 日齢のラットを定位脳固定装置

に固定し、マイクロシリンジを用いて、

Cy3-192IgG を右側の側脳室に約 3μl 注入す

る。3－6 日後にラットを断頭し、マイクロス

ライサーを用いて前脳基底核を含む厚さ 300 
µm の冠状断スライスを作成する。蛍光顕微

鏡下に、アセチルコリン性ニューロンは赤色

の細胞として同定できる。アセチルコリン性

ニューロンからパッチクランプ用増幅器に

よりホールセル記録を行う。薬理学的に

GABA 性、グリシン性および NMDA 性伝達

を遮断した状態で記録ニューロン近傍に電

気刺激を与えることにより non-NMDA 性シ

ナプス後電流 (EPSCs) を誘発する。 
 
電気生理学的解析 
アセチルコリン性ニューロンから記録され

る興奮性シナプス電流抑制の生後発達変化 
幼若ラットで得られた知見 (Momiyama & 
Fukazawa, J. Physiol., 2007)をもとに、EPSC に

対するドーパミン受容体選択的アゴニスト、

アンタゴニスト、カルシウムチャネルサブタ

イプ選択的ブロッカー、およびアデニル酸シ

クラーゼ系関連薬物の作用を、生後 20-50 日

齢にわたって解析する。 
 
電気化学的解析 
カーボンナノチューブ電極を用いたドーパ
ミン性ニューロンからのドーパミン遊離検
出と活動電位との同時記録 
生後 2 週齢前後のマウス脳から、中脳を含む
厚さ 300µm の水平断スライス標本を作製す
る。 
1) 電気化学用増幅器として使用するパッチ
クランプ用増幅器に接続したカーボンナノ
チューブ電極をスライス上のドーパミン性
ニューロンに密着させて、増幅器を通じて
大きな酸化電位 (+700～+800 mV)を電極に
与えることにより、ドーパミン遊離を電流
イベントとして記録する。次いで、外液中
のカルシウムイオン濃度とドーパミン遊離
の関係を解析する。さらに、ドーパミン遊
離に対するドーパミン受容体アゴニストの
効果を解析する。 

 
2) ドーパミン遊離を検出するニューロンと
同一のニューロンからホールセル記録を同
時に行ない、活動電位発生とドーパミン遊離



との関係を解析する。 
 
 
４．研究成果 
電気生理学的解析 
BF のアセチルコリン性ニューロンから記録
される EPSC に対するドーパミンによる抑制
作用は生後発達とともに増強するが、D1 型
受容体を介し、アデニル酸シクラーゼ系を介
して選択的に P/Q型カルシウムチャネルをブ
ロックする、という共役には変化がないこと
を明らかにした（業績②）。 
 
電気化学的解析 
1)カーボンナノチューブを採用し、スライス
標本内のドーパミン性ニューロン細胞体か
らのドーパミン遊離を酸化還元電流として
検出することに成功した。ドーパミン遊離量
は細胞外のカルシウムイオン濃度に依存す
ることが明らかとなった。 
 
2)一つのドーパミン性ニューロンにドーパミ
ン遊離検出法とホールセルパッチクランプ
法を同時に適用し、活動電位発生と伝達物質
遊離との同時モニター法を確立した。一部の
ドーパミン性ニューロンでは、活動電位発生
とドーパミン遊離が同期すること、また、ド
ーパミン D2 型受容体アゴニストによって、
膜が過分極するとともにドーパミン遊離が
減少することが明らかとなった。 
 
（以上論文投稿準備中） 
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