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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)発症環境要因のロテノン曝露による腸管先行性の神経変性の病態
について検討した．低用量ロテノン4週間慢性皮下投与PDモデルマウスでは，腸管粘膜バリアの脆弱化，HMGB1の
粘膜管腔側細胞質の核膜周囲に限局した特異な集積が認められ，ロテノン添加腸管神経グリア共培養系では
M1/M2マクロファージの存在とα-シヌクレインの集積が認められ，凝集α-シヌクレイン添加でM1マクロファー
ジの増殖および神経突起の退縮がみられた．環境毒曝露による腸管粘膜でのHMGB1の異常集積によるオートファ
ジー，粘膜バリア機能の障害，炎症免疫反応が腸管グリア機能不全，神経障害をもたらしている可能性を示し
た．

研究成果の概要（英文）：We investigated the pathology of gut-first neurodegeneration caused by 
exposure to rotenone, an environmental factor that causes Parkinson's disease (PD). In PD model mice
 chronically subcutaneously administered low-dose rotenone for 4 weeks, weakening of the intestinal 
mucosal barrier and specific accumulation of HMGB1 limited to the luminal cytoplasm of the mucosa 
were observed. Rotenone exposure to enteric nerve-glia cocultures caused the presence of M1/M2 
macrophages and accumulation of α-synuclein, and addition of aggregated α-synuclein caused 
proliferation of M1 macrophages and retraction of neurites. These results suggest that abnormal 
accumulation of HMGB1 in the intestinal mucosa by exposure to environmental toxins causes impairment
 of autophagy and mucosal barrier function and inflammatory responses, and may lead to enteric glial
 dysfunction and neurodegeneration.

研究分野： 神経分子病態学，神経病態薬理学

キーワード： パーキンソン病　腸管先行性神経変性　腸管グリア細胞　環境毒ロテノン　腸管細胞環境　αシヌクレ
イン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年，パーキンソン病の疾患概念の変化に伴い，腸管先行性神経変性ならびに発症環境要因の存在に注目が集ま
りつつある．本研究では，環境要因の一つで孤発性パーキンソン病の脳腸の神経変性病態を再現できる低用量ロ
テノン慢性皮下投与PDモデルを用いて，環境毒曝露による腸管粘膜でのHMGB1の異常集積によるオートファジー
の障害が，粘膜置換障害，粘膜バリアの破綻，炎症免疫反応といった細胞環境の変化をもたらし，これらが腸管
グリア機能不全をもたらしている可能性を示すことができた．これは，腸管先行性神経変性の病態を明らかに
し，それを抑制する神経保護薬開発に寄与する基礎資料となりうる．

※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 
孤発性パーキンソン病(PD)でのα-synuclein 凝集と神経変性は，発症の 10 年以上前から腸管

筋間神経叢や心臓交感神経終末などでみられ，迷走神経背側運動核(dmnCNX)，嗅球から黒質ドパ
ミン(DA)神経に至り運動症状が発現することから，PD は中枢神経系(CNS)よりも末梢神経系の変
性が先行する神経疾患と考えられている．そして，PD 発症前早期における変性開始点は消化管
神経系(ENS)であり，消化管環境の変化が神経変性の端緒となっていると考えられるが，『なぜ腸
管先行性の神経変性が惹起されるのか』，腸管神経変性機構は未だに不明である．孤発性 PD 発症
の環境要因の一つで従前より PD 運動障害モデル作成に使われている農薬ロテノンによる腸管神
経変性については，ロテノン胃内投与 PD モデルマウスでの黒質に先行した腸管神経叢，脊髄お
よび dmnCNX における神経脱落と α-synuclein 凝集が報告されており (Pan-Montojo et al. 
PLoS ONE, 2010)，我々は一連のロテノンによる CNS，ENS 神経変性に関する研究を行い，以下の
知見を得ていた． 
ロテノン慢性皮下投与による CNS, ENS 神経障害，遅発性の腸管グリア活性化，腸管グリアのメ

タロチオネイン(MT)欠損による神経障害の増悪 (Murakami et al., Neurotox. Res., 2014: 
Neurochem. Res., 2015)．低用量ロテノン慢性皮下投与により孤発性 PD の ENS，CNS 病態（腸管
運動障害と腸管筋間神経叢，dmnCNX，黒質での神経変性とα-synuclein 集積ならびに運動障害）
を再現できる PD モデルを確立し，腸管グリア細胞の減少および MT 発現の低下を認めた 
(Miyazaki et al., Cells, 2019: Int. J. Mol. Sci., 2020)．腸管初代培養神経・グリア培養
系では，ロテノン慢性暴露は腸管初代培養神経細胞単独には毒性を示さないが，腸管グリア細胞
共存下でのみ神経細胞死を惹起し，腸管グリア細胞，グリア細胞での MT 発現の低下がみられ，
非細胞自律性神経変性，グリア機能不全がもたらされている (Miyazaki et al., Cells, 2019)．  
これらの知見から，環境毒ロテノン慢性曝露による腸管神経障害には腸管グリア細胞の関与が

必要であり，腸管のグリア機能不全によって惹起されるという非細胞自律性神経細胞障害を明
らかにした．ロテノンによる CNS 神経変性については，暴露によるアストロサイト-ミクログリ
ア相互連関，炎症反応，アストロサイトの機能不全が神経障害を惹起するという我々の知見と腸
管グリアのバリア機能を考えると，環境毒曝露による腸管での炎症免疫反応が腸管グリア機能
不全をもたらしている可能性が考えられるが，それについての研究はなく，以上の経緯で，PD 誘
発環境毒による腸管粘膜環境，ENS 免疫細胞の変化，炎症反応や酸化ストレスと腸管グリア機能
不全との関係を検討し，腸管グリア機能不全をもたらす機構を明らかにするという本研究の着
想に至った． 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は，PD 発症環境毒ロテノン曝露による腸管の免疫細胞を含む細胞環境の変化，炎

症反応や酸化ストレスと腸管グリア機能不全との関係を検討し，腸管グリア機能不全ひいては
腸管先行性神経変性をもたらす機構を明らかにすることである． 
 

３．研究の方法 
①ロテノン慢性皮下投与 PD モデルマウスにおける腸管細胞環境の経時的評価 
低用量ロテノン慢性皮下投与 PD モデル：雄性 C57BL/6J マウス(9 週齢)の背部皮下への浸透圧

ミニポンプを用いたロテノン持続皮下投与(2.5 mg/kg/day)を行う．ロテノン投与 1〜4 週後の
腸管関連リンパ組織，粘膜下・筋間神経叢での樹状細胞，マクロファージ Mφ, 細胞障害性 M1Mφ，
細胞保護性 M2Mφ，腸管リンパ球 Th cell，Treg cell，炎症関連因子 HMGB1 とそのレセプター
TLR4，抗酸化因子(MT, Nrf2)，消化管バリア tight junction (ZO-1)など腸管免疫細胞の変化，
炎症反応を組織学的に検討した． 
②ロテノン暴露腸管初代培養系における免疫細胞，炎症関連分子の細胞組織学的検討  
15 日齢 SD ラット胎仔からの腸管初代培養細胞系を用いて低濃度ロテノン(1-5 nM) 48 時間添

加を行う．この条件下で，樹状細胞，マクロファージ Mφ, M1Mφ，M2Mφ，腸管リンパ球 Th cell，
Treg cell，炎症性サイトカイン類，炎症関連因子 HMGB1 と TLR4，リン酸化 α-synuclein など
腸管免疫細胞の変化，炎症関連因子とα-synuclein 発現を組織学的に検討した． 
 
４．研究成果 
パーキンソン病発症の環境毒であるロテノン曝露による腸管の免疫細胞を含む細胞環境の変化，

炎症反応や酸化ストレスと腸管グリア機能不全との関係を検討し，腸管グリア機能不全ひいて
は腸管先行性神経変性をもたらす機構を明らかにするために，環境毒ロテノン持続皮下投与パ
ーキンソン病モデルマウスの腸管組織における免疫細胞，炎症関連分子，消化管粘膜バリアの細
胞組織学的変化を検討した． 
C57BL マウスへの浸透圧ミニポンプを用いた低用量ロテノン(2.5 mg/kg/day) 4 週間慢性皮下

投与により，回腸で腸管神経叢神経細胞(β-tubulin III)の脱落，腸管神経叢アストロサイト様
グリア細胞(GFAP)の減少，α-synuclein の集積がみられた．さらに，回腸腸管粘膜上皮 tight 



junction (ZO-1)の脆弱化，組織損傷時に核外に移行し細胞外へ放出され炎症惹起に働くdamage-
associated molecular patterns (DAMPs)である High mobility group box-1 (HMGB1)の粘膜上
皮の核外の管腔側細胞質の核膜周囲に限局した特異な集積が認められた．正常では HMGB1 の核
外・細胞外移行によりオートファジーが惹起され腸管粘膜バリアが維持されることから，HMGB1
の核外・細胞外移行の障害により，腸管粘膜バリアの破綻が生じている可能性と免疫反応の関与
が考えられた． 
また，腸管神経グリア共培養系では，低濃度ロテノン添加により，腸管神経叢神経細胞(β-

tubulin III)の脱落, 腸管神経叢グリア細胞(GFAP)の減少と抗酸化因子 MT 発現の低下がみられ
た．さらに， M1/M2 マクロファージの存在と腸管神経細胞におけるα-synuclein の存在を確認
した．ロテノン投与腸管神経叢において α-synuclein の集積が認められたことから，凝集 α-
synuclein を腸管神経グリア共培養系に添加したところ，M1 マクロファージの増殖および神経
突起の退縮がみられた． 
環境毒曝露による腸管粘膜での HMGB1 の異常集積によるオートファジーの障害が，粘膜置換障

害，粘膜バリアの破綻，炎症免疫反応といった細胞環境の変化をもたらし，これらが腸管グリア
機能不全をもたらしている可能性も考えられる．しかし，腸管先行性神経変性におけるオートフ
ァジー，粘膜置換障害，炎症免疫反応など腸管の細胞環境変化と腸管粘膜バリアの破綻の関係，
さらにそれらと腸管グリアの機能不全の関係は不明である．そこで，PD 発症環境毒ロテノン曝
露による腸管の細胞環境変化と腸管粘膜バリアの破綻の関係，さらに腸管グリア機能不全との
関係を検討し，腸管先行性神経変性をもたらす機構を明らかにするという後継の科研費プロジ
ェクト（基盤研究(C) 24K10620）を行うこととなった． 
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