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研究成果の概要（和文）：1)脳定位的に6-hydroxydopamine（6-OHDA）を片側の内側前脳束へ微量注入すること
により，中脳ドーパミン（DA）神経を化学破壊した片側パーキンソン病モデルラット（6-OHDAラット）を作製し
た。
2)免疫組織化学法により，6-OHDAラットの線条体その他の脳部位において，L-DOPA急性投与および反復投与によ
りc-Fos，FosB等の転写調節因子が異なる様式で発現することを明らかにした。
3）抑肝散はL-DOPA反復投与により生じた不随意運動の一部を亢進させた。行動実験後に，培養細胞を用いて行
った生化学・形態学的実験により，抑肝散はCOMT阻害作用を有することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Unilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA) lesions were produced in the 
nigrostriatal pathway in rats. Despite the marked loss of the striatal immunoreactivity of tyrosine 
hydroxylase on the lesion side, striatal serotonin (5-HT) immunoreactivity was not affected. A 
treatment with L-DOPA in conjunction with benserazide for 15 days induced abnormal involuntary 
movements (AIMs) including locomotive (rotational response), axial, forelimb, and orolingual 
movements in lesioned rats. The L-DOPA-induced locomotive and axial, but not forelimb and 
orolingual, AIMs were significantly increased and prolonged by the pre-administration of YKS. We 
next examined the effects of YKS on the production of DA from L-DOPA in 5-HT synthetic RIN 14B 
cells. RIN 14B cells produced DA and its metabolite 3-methoxytyramine (3-MT) following L-DOPA 
treatment. YKS significantly augmented DA production and inhibited its metabolism to 3-MT, similar 
to the catechol-O-methyltransferase (COMT) inhibitor entacapone.

研究分野： 精神医学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果により，L-DOPA慢性投与後に出現する不随意運動発現機序の解明，治療法開発の一助になり得るも
のと考える。更には，不随意運動と共通の生物学的基盤が介在している可能性の高いL-DOPA誘発性の精神症状の
病態解明にも貢献しうると考える。

本研究の成果により，現在認知症をはじめとする高齢患者の不眠や神経症症状に頻用されている抑肝散が，抗パ
ーキンソン病薬と共通した作用（COMT阻害作用）有していることが明らかとなった。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
L-DOPA 慢性投与に伴うジスキネジアその他の運動障害に関する研究報告（Obeso et al, 1989）

のなかで，線条体における生物学的基盤に関わる知見としては，ドパミン（DA）受容体感受性
の変化（sensitization）（Kaiser et al, 2003）に加え，アデノシン受容体（Tomiyama et al, 2004），
prodynorphin（Cenci et al, 1998），mGlu5 等の代謝型グルタミン酸受容体（Rascol et al, 2014; 
Morin et al, 2016）等，主に後シナプス側の事象に関する報告が中心である。 
L-DOPA 誘発性不随意運動におけるグリア細胞の関与に関して，線条体アストロサイトおよび

一酸化窒素合成酵素の活性化が L-DOPA 誘発性不随意運動に関連しているという報告がある
（Bortolanza et al, 2015）。パーキンソン病の進行に伴って DA 神経が減少した後，L-DOPA 投
与によって DA を生成する細胞や再取り込みを行う細胞としてセロトニン神経の他，アストロ
サイトも重要視されている。L-DOPA から DA を生成する芳香族アミノ酸脱炭酸酵素（AADC）
は，セロトニン神経に加えアストロサイトにも存在することを示す in vitro 報告は多数ある（Li 
et al, 1992; Juorio et al, 1993）。ただし，線条体初代培養アストロサイトを用いた研究のなかに
は，投与された L-DOPA はアストロサイトに取り込まれるものの DA には変換されず，細胞外
L-DOPA 濃度を保つための『L-DOPA の貯蔵庫』の役割をアストロサイトが担っていることを
示唆する報告もある（Asanuma et al, 2014）。 
 
 
２．研究の目的 
本研究は，片側パーキンソン病モデルラットに生じるレボドパ（L-DOPA）誘発性不随意運動

の発現に線条体のアストロサイト（グリア細胞の一種）がどのような機序・様式で関与している
のかを光遺伝学（オプトジェネティクス）その他を用いて解析予定の行動薬理学的研究である。
研究代表者，分担研究者はこれまで一貫して，片側パーキンソン病モデルラット及び L-DOPA
その他を用いた行動薬理学的研究を行ってきた。本研究の成果により，L-DOPA 慢性投与後に
出現する不随意運動発現機序の解明，治療法開発の一助になり得るものと考える。更には，不随
意運動と共通の生物学的基盤が介在している可能性の高い L-DOPA 誘発性の精神症状の病態解
明にも貢献しうる研究と考える。 
 
 
３．研究の方法 
実験には体重約 130 g のウィスター系雄性ラットを用いる。 
 
（１）6-hydroxydopamine によるヘミ・パーキンソン病モデルラットの作製 
 ペントバルビタール麻酔下，脳定位的に 6-hydroxydopamine（6-OHDA）を一側の内側前脳束へ
微量注入することにより，中脳 DA神経を化学破壊した 6-OHDA ラット（ヘミ・パーキンソン病モ
デルラット）を作製する。6-OHDA 溶液の脳実質内への投与においては，マイクロインフュージ
ョンポンプ（今回購入申請）を用いる。6-OHDA 破壊２週間後に，methamphetamine 誘起回転運動
を観察し行動の偏位を定量化し，一定の基準に満たなかった動物は本実験より除外する（Ishida 
et al, 2008）。 
 
（２）ラット胎仔中脳 DA細胞移植による行動及び転写調節因子（c-Fos，FosB）発現の観察 
 前記１）で作製した 6-OHDA ラットの中から移植群を選び，破壊側線条体に胎仔中脳 DA細胞の
移植を行う。移植は，6-OHDA 破壊後３週目に Björklund らの方法の変法を用いて行う。移植組
織には，胎生 14-15 日目のラット胎仔の中脳腹側部を，細胞浮遊液の状態にしたものを用いる。
ペントバルビタール麻酔下，脳定位的に破壊側線条体２カ所に神経組織を注入移植する。その後，
破壊群・移植群について前記した回転運動の観察を行い，移植による代償および機能的亢進を調
べる。Methamphetamine 誘起回転運動観察後，ペントバルビタールによる深麻酔下，ラット脳を
灌流固定する。取り出された脳は，後固定後，ミクロトームにより凍結切片とし，その後は浮遊
法で免疫組織化学法（ABC 法）を施行する（Ishida et al, 2008）。 
 以上の手法により，ラット大脳基底核（線条体，黒質，腹側被蓋野）を中心に c-Fos，及び FosB
陽性細胞の分布を調べ，それぞれの蛋白発現の部位特異性を観察する。 
 
（３）L-DOPA 単回及び反復投与に伴う転写調節因子発現の観察 
 前記２）の破壊群・移植群のなかから L-DOPA 単回投与群と反復投与群を抽出する。 
 薬物投与に際しては，まず芳香族Ｌ-アミノ酸脱炭酸酵素阻害薬（末梢における L-DOPA の代謝
を阻害し，L-DOPA がより効率的に脳血管関門を通過できる）の benserazide (15 mg/kg, i.p.)，
引き続き L-DOPA methyl ester (15 mg/kg, i.p.)を投与する。単回投与群の動物には１回のみ
の L-DOPA 投与，反復投与群の動物には３週間連日の L-DOPA 投与を行い，いずれの群も L-DOPA
最終投与２時間後に，ペントバルビタールによる深麻酔下，ラット脳を灌流固定し免疫染色に供
する。なお，この実験では，L-DOPA 反復投与に伴う回転運動・不随意運動を観察する目的で，L-



DOPA 投与初日，１週後，２週後，最終日に，各ラットの L-DOPA 投与後１時間の行動観察を施行
する。不随意運動の観察には，Cenci らの提唱した評価尺度（AIMS）を用いる。 
 以上の手法により，ラット大脳基底核を中心に c-Fos 及び FosB 陽性細胞の分布を調べ，それ
ぞれについて発現の部位特異性，L-DOPA 反復投与に伴う免疫陽性細胞数の変化を観察する。 
  
（４）抑肝散が L-DOPA 誘発性不随意運動に与える影響の観察 
  ６−OHDA ラットに L-DOPA 反復投与した後，L-DOPA 最終投与に先立ち，一部の動物に抑肝散
を経口投与（前処置）し，抑肝散を投与しなかった動物（対照群）と行動（AIMS）を比較した。 
 
 
４．研究成果 
L-DOPA反復投与に伴い，６−OHDA ラットにおける種々の不随意運動はその程度が亢進した。 
L-DOPA 反復投与に伴い，関心領域全般について c-Fos の発現は低下するのに対し、FosB 発現は

破壊側(ドパミン入力遮断側)の帯状回前部、線条体背側において増加する傾向を確認した。 
結果より，L-DOPA 製剤の長期服用による副作用発現に FosB を介した神経機構が関与する可能

性が示唆された。 
 また，６−OHDA ラットの破壊側線条体に胎仔由来の中脳腹側部細胞を移植し，前記同様の行動
観察・形態学的実験に供した。結果については現在発表準備中である。 
抑肝散は L-DOPA 反復投与により生じた不随意運動の一部を亢進させた。行動実験後に，培養細

胞を用いて行った生化学・形態学的実験により，抑肝散は COMT 阻害作用を有することが示唆さ
れた（Ishida et al, 2016）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 
6-OHDA ラット（ヘミ・パーキンソン病モデルラット）に L-DOPA 反復投与した際に出現す
る AIMS（不随意運動の指標）の一部（Locomotive, Axial）を抑肝散（L-DOPA 最終投与日の
みに 1 回経口投与）は増強した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 
Tyrosine Hydroxylase(TH)に対する抗体を用いた免疫組織化学法による６−OHDA ラットの中脳
（A）・線条体（C），５−HT に対する抗体を用いた中脳（B）・線条体（D）の顕微鏡写真。破壊側
の中脳と線条体で TH陽性細胞と神経終末の消失が認められる。VTA: ventral tegmental area, 
SN: substantia nigra, DR: dorsal raphe nucleus. Scale bars = 1 mm. 

  



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 
RIN-14B 細胞（ラット膵臓癌由来 5-HT 産生細胞）における L-DOPA から DA 合成を免疫組織化学
法により確認した。Scale bars = 40μm. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4 
RIN-14B 細胞に L-DOPA を添加すると DA 産生が認められ，抑肝散（YKS）の併用により有意に増
加した。DAの COMT 代謝物である 3-メトキシチラミン（3-MT）は L-DOPA の添加により検出され
た。この 3-MT 検出量は YKS の併用により有意に減少した。 
 
なお，本研究課題に関連して，研究分担者の船橋らが光遺伝学（オプトジェネティック）の手

法を用いて以下の研究を行った。 
Vesicular glutamate transporter 3 (VGLUT3)-cre/NpHR-EYFP マウスにおいて VGLUT3 系感覚

神経を光遺伝学的に阻害すると、クロロキンによるかゆみ誘発に対する脊髄神経細胞の応答が
減少した。また、Vglut3-cre/Chr2-EYFPマウスでVGLUT3系感覚神経を光遺伝学的に刺激すると、
鎮痒剤の作用による脊髄神経細胞の発火反応が抑制された。この抑制は痛みを誘発するとされ
る神経ペプチド Y の受容体拮抗薬では消失しなかった。このことから、VGLUT3 系感覚神経は触
覚刺激によるかゆみの抑制に関与することが示唆された（Sakai, Funahashi et al, 2020）。 
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European Journal of Pharmacology 173319～173319

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 オープンアクセス  国際共著
オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Miyahara Yu、Funahashi Hideki、Naono-Nakayama Rumi、Haruta-Tsukamoto Ayaka、Muroi Chiyo、Kogoh
Yoichiro、Nishimori Toshikazu、Ishida Yasushi
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 １．著者名

How was cognitive behavioural therapy for mood disorder implemented in Japan? A retrospective
observational study using the nationwide claims database from FY2010 to FY2015

BMJ Open e033365～e033365

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
10.1136/bmjopen-2019-033365

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 ４．巻
Hayashi Yuta、Yoshinaga Naoki、Sasaki Yosuke、Tanoue Hiroki、Yoshimura Kensuke、Kadowaki Yuko、
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 １．著者名
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2021年

2021年

2021年

2020年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著
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痛みに対する抗うつ薬投与の実態・有用性・限界

臨床精神薬理 981-987

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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石田康，船橋英樹，武田龍一郎 23

 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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加藤和男，井上輝彦，三山吉夫，二宮嘉正，堀徹也，石田康 32

 １．著者名
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Differential onset time of mirtazapine on pruritus and depression in a patient receiving
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SAGE Open Medical Case Reports -

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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Miyahara Yu、Haruta-Tsukamoto Ayaka、Funahashi Hideki、Matsuo Hisae、Kanemaru-Kawazoe Anna、
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著
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 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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Psychother Psychosom 244-246

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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between a ramelteon add-on group and a continuous benzodiazepine administration group"
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 １．著者名
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 オープンアクセス  国際共著
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
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精神科 442-444

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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保田和哉，武田龍一郎，蛯原功介，岩切鈴代，池田龍二，石田康 36

 １．著者名

10.1016/j.peptides.2019

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Pharmacological characteristics of hemokinin-1-derived peptides in rat pruriceptive processing

Peptides 170232

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －
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Funahashi H, Miyahara Y, Haruta-Tsukamoto A, Matsuo T, Naono-Nakayama R, Ebihara K, Nishimori
T, Ishida Y
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10.1002/npr2.12059

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Characteristics of facial muscle activity during voluntary facial expressions: imaging analysis
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Neuropsychopharmacol Rep 183-193

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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Kuramoto E, Yoshinaga S, Nakao H, Nemoto S, Ishida Y 39

 １．著者名
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2020年
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オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁
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 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
A survey of the effects of ramelteon on benzodiazepine-dependence: comparison between a
ramelteon add-on group and a continuous benzodiazepine administration group

Asian J Psychiatr 20-24

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
Naono-Nagatomo K, Abe H, Araki R, Funahashi H, Takeda R, Taniguchi H, Ishida Y 36

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

無

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
せん妄による自殺企図

九州神経精神医学 86-88

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
三好良英，石田康 65

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
アルコール離脱を契機に顕在化した高齢発症てんかんの１例

宮崎県医師会医学会誌 16-19

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
倉増亜紀，山下直子，船橋英樹，植田勇人，川添哲志，野﨑正太郎，石田康 44

 １．著者名

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
小林保健所圏域におけるPEECコースを介した救急医療と精神科医療の連携（第一報）

宮崎県医師会医学会誌 51-57

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
三好良英，松尾寿栄，日髙弘登，古郷央一郎，長嶺育弘，徳田浩喜，丸山賢幸，河内謙介，莫根隆一，石
田康
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2018年

2019年

2018年

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

なし

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
覚せい剤（メタンフェタミン）の法医学講義ノート

法医学の実際と研究 201-216

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －

 ４．巻
林里采，石田康，園田愛，新川慶明，柿崎英二，湯川修弘 61

 １．著者名

10.1016/j.ejphar.2019.02.013

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Role of serotonin and noradrenaline in the acute itch processing in mice

Eur J Pharmacol 118-125

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Miyahara Y, Funahashi H, Naono-Nakayama R, Haruta-Tsukamoto A, Nishimori T, Ishida Y 850

 １．著者名

10.1016/j.ijnss.2018.06.005

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Nurse-led group cognitive behavioral therapy for major depressive disorder among adults in
Japan: a preliminary single-group study

International Journal of Nursing Sciences 218-222

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Tanoue H, Yoshinaga N, Kato S, Naono-Nagatomo K, Ishida Y, Shiraishi Y 5

 １．著者名

10.6011/apj.2018.02

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ５．発行年 ２．論文標題
Dissemination of cognitive behavior therapy for mood disorder under Japan’s national health
insurance scheme: A descriptive study using the National Claims Database with special focus on
the southwest region

Asian Pacific Journal of Health Economics and Policy 2-10

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

 ４．巻
Hayashi Y, Yoshinaga N, Yonezawa Y, Tanoue H, Arimura Y, Yoshimura K, Yanagita T, Aoishi K,
Ishida Y
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 １．著者名
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2017年

2018年

2018年

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

10.1002/ccr3.1363

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Alleviation of thalamic pain by cilostazol administration: a case report

Clin Case Rep 380-384

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスとしている（また、その予定である） －

 ４．巻
Haruta-Tsukamoto A, Funahashi H, Miyahara Y, Matsuo T, Nishimori T, Ishida Y 6

 １．著者名

10.1002/nop2.103

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Job-related Stress in Psychiatric Assistant Nurses

Nursing Open 15-20

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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Yada H, Abe H, Omori H, Ishida Y, Katoh T 5

 １．著者名

10.1016/j.archoralbio.2017.03.004

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Distribution of hemokinin-1 in the rat trigeminal ganglion and trigeminal sensory nuclear
complex

Arch Oral Biol 62-69

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無

オープンアクセスではない、又はオープンアクセスが困難 －
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Igawa K, Funahashi H, Miyahara Y, Naono-Nakayama R, Matsuo H, Yamashita Y, Sakoda S, Nishimori
T, Ishida Y
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 １．著者名

10.1016/j.ajp.2016.10.005

 ３．雑誌名  ６．最初と最後の頁

有

 オープンアクセス  国際共著

 ２．論文標題  ５．発行年
Partial regimen replacement with aripiprazole reduces serum prolactin in patients with a long
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Asian J Psychiatr 36-41

 掲載論文のDOI（デジタルオブジェクト識別子）  査読の有無
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Naono-Nagatomo K, Naono H, Abe H, Takeda R, Funahashi H, Uchimura D, Ishida Y 25
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