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研究成果の概要（和文）：ロテノン曝露による中脳アストロサイトを介した神経障害はドパミン(DA)神経特異的
であり，その神経障害には細胞内DAの酸化により生成されたDAキノンが関与することが明らかとなった．ロテノ
ン曝露による腸管神経障害には，腸管アストロサイト様グリア細胞における抗酸化分子メタロチオネイン(MT)発
現低下が関与することが示された．さらに，ロテノン慢性皮下投与マウスへのコーヒー成分カフェイン酸あるい
はクロロゲン酸の経口投与により，アストロサイト(様グリア細胞)におけるMT発現が誘導され，ロテノンによる
黒質DA神経および腸管筋間神経叢の変性脱落が阻止された．

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that astrocyte-conditioned media from low-dose 
rotenone-treated mesencephalic, but not striatal, astrocytes produced dopaminergic neuron-specific 
neurotoxicity, and that endogenous dopamine and its oxidation play an important role in 
mesencephalic astrocyte-mediated dopaminergic neurodegeneration. In addition, we demonstrated that 
reduction of antioxidative molecule metallothionein (MT) in enteric glial cells after 
rotenone-exposure induced enteric neurotoxicity. Oral administration of coffee components, caffeic 
acid and chlorogenic acid, upregulated MT expression both in the striatal astrocytes and enteric 
glial cells, and inhibited degeneration of central dopaminergic and peripheral enteric neurons in 
rotenone-treated mice. These results suggest possible involvement of brain region-specific glial 
dysfunction in neurotoxicity induced by environmental toxin rotenone.

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　ロテノン　アストロサイト　ドパミン神経障害　腸管神経障害　メタロチオネイン

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究は，孤発性パーキンソン病における重要な課題である「なぜ特定の神経系のみが障害されるのか？」を解
明するため，アストロサイトの部位特異性に着目し，環境毒による神経障害における神経-グリア連関を検討し
たものである．本研究により，部位特異的なアストロサイト(様細胞)の機能不全が神経脆弱性を規定しうること
を明らかにした．また，アストロサイト(様細胞)の発現因子を修飾させることで神経変性を阻止するというパー
キンソン病に対する全く新しい観点からの治療法開発の基礎データを得ることができた．



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 孤発性パーキンソン病(PD)の主病変は選択的な黒質ドパミン(DA)神経の消失と考えられてき
たが，Braak の仮説(Braak et al. Neurobiol. Aging, 24: 197-211, 2003)が提唱されて以来，
現在では中枢神経系のみならず消化管 Auerbach 神経叢や心臓の交感神経終末など末梢自律神
経系をも侵しうる全身病と考えられている(Wakabayashi et al., Acta. Neuropathol. 76: 
217-221, 1988; Orimo et al., Brain 131: 642-650, 2008)．PD 発症要因として注目される環
境毒のひとつの農薬ロテノンをマウスの胃内に投与した PD モデルでは，腸管神経叢の神経細胞，
脊髄側角のコリン含有神経および迷走神経背側運動核において，黒質に先行してα-synuclein
の凝集がみとめられることが報告されている(Pan-Montojo et al. PLoS ONE, 5: e8762, 2010)．
我々は，ロテノン慢性皮下投与マウスでの黒質，線条体，嗅球，胸髄，腸管における神経変性
とアストロサイト(様細胞)の形態変化を経時的に検討したところ，黒質線条体 DA神経，嗅球チ
ロシン水酸化酵素(TH)陽性細胞，腸管筋間神経叢コリン含有神経の変性脱落はみられるが胸髄
中間質外側核コリン含有神経には変化がみとめられず，神経障害発現には部位特異性があるこ
と，黒質 DA神経変性に先行して腸管神経叢の変性脱落が惹起されること，部位特異的なアスト
ロサイト(様細胞)の形態変化がみられることを見出している(平成 25-27 年度科研費 基盤研究
(C), Murakami, Miyazaki et al., Neurochem Res. 40: 1165-1178, 2015)．現在のところ，PD
における神経障害メカニズムは未だ明らかとなっていないが，末梢からα-synuclein の凝集を
伴う神経変性が上行伝播し，中脳黒質に至った段階で発症するという proteinopathy 仮説と，
部位特異的な脆弱性が変性の差異をもたらすという仮説の二つの仮説が想定されている．我々
はこれまで中枢および末梢神経系における神経—グリア連関について一連の研究を行い，アスト
ロサイトの抗酸化機構賦活が中枢 DA神経・腸管神経保護のターゲットとなりうること，アスト
ロサイトの刺激に対する反応が部位ごとに異なることを報告してきた．さらに我々は，中脳，
線条体あるいは腸管からの初代培養細胞を用いた検討により，中脳 DA神経は低用量ロテノンの
直接暴露では細胞毒性がみられず，中脳アストロサイト存在下でのみ毒性が惹起されること，
このロテノンによる中脳 DA 神経毒性は線条体アストロサイト存在下ではみられないこと，腸管
神経細胞も中脳 DA 神経と同様に腸管アストロサイト様細胞存在下でのみロテノン毒性が惹起
されるが，中脳よりも毒性が強く発現することを見出した．これらの知見より，パーキンソニ
ズムを惹起する環境毒による部位特異的なアストロサイトの機能不全が特定の神経系における
神経障害あるいは神経脆弱性を規定するという本研究の着想に至った． 
 
２．研究の目的 
 環境毒誘発パーキンソニズムにおける中脳，腸管の神経障害へのアストロサイト(様細胞)機
能不全の関与を検討するとともに，部位特異的な神経脆弱性を規定しうるアストロサイト(様細
胞)発現分子を明らかにし，孤発性 PD 発症機序の解明，さらにアストロサイト(様細胞)機能不
全の改善による神経保護という全く新しい治療方策の開発を目指した． 
 
３．研究の方法 
 (1)中脳・線条体からの初代培養細胞を用いて，ロテノン曝露による中脳アストロサイトを介
した選択的 DA神経障害への細胞内 DA の関与を検討し，また，(2)腸管からの初代培養細胞を用
いて，ロテノンによる腸管神経障害へのアストロサイト様グリア細胞の関与ならびに抗酸化分
子の発現変化を検討した．さらに，(3)ロテノン誘発 PD モデルを用いたアストロサイト(様グリ
ア細胞)における MT発現誘導による神経保護効果について検討した． 
 
４．研究成果 
(1)ロテノン曝露中脳アストロサイトを介した選択的 DA 神経障害への細胞内 DAの関与 
 SD 系ラット胎仔(15 日齢)の中脳を用いて培養した中脳神経細胞に-methyl-p-tyrosine 
(AMPT)を添加し，あらかじめ DA 神経細胞内の DA 量を低下させ，その後ロテノン(5 nM)を暴露
した中脳アストロサイトの培養液(Rot-GCM)を 48 時間添加し，チロシン水酸化酵素(TH)陽性細
胞数をカウントした．その結果，Rot-GCM 添加による TH 陽性細胞数の有意な減少は AMPT 処置
によりほぼ完全にキャンセルされた．さらに，Rot-GCM で 48 時間処置した中脳神経細胞におけ
る GABA 含有神経細胞，セロトニン含有神経細胞についてそれぞれ神経障害性を検討した結果，
いずれの神経細胞もその生存率に影響はみられなかった．さらに，ロテノン暴露した中脳ある
いは線条体アストロサイトからの培養液を中脳神経細胞に添加したところ，ロテノン曝露中脳
アストロサイトの培養液添加では中脳神経細胞におけるドパミンキノン生成の指標であるキノ
プロテイン量が有意に増加したが，ロテノン曝露線条体アストロサイトからの培養液添加では
変化がみられなかった．以上の結果より，ロテノン曝露による中脳アストロサイトを介した神
経障害は DA 神経特異的であり，またその神経障害には細胞内 DA の酸化により生成された DA
キノンが関与することが示された． 
 
(2)ロテノンによる腸管神経障害へのアストロサイト様グリア細胞の関与ならびに抗酸化分子
の発現変化 
 SD 系ラット胎仔(15 日齢)の腸管からの初代培養を行い，腸管神経細胞単独培養あるいは腸管
神経細胞+腸管アストロサイト様グリア細胞共培養にロテノン(1-5 nM)を 48 時間添加した．そ



の結果，グリア細胞共存下においてのみロテノン曝露による腸管神経障害が惹起され，GFAP 陽
性アストロサイト様グリア細胞の脱落およびグリア細胞における抗酸化分子メタロチオネイン
(MT)の発現低下がみられた．以上の結果より，ロテノン曝露による腸管神経障害には，中枢神
経系と同様に腸管グリア細胞における MT発現低下が関与することが示唆された． 
 
(3)ロテノン誘発PDモデルを用いたアストロサイト(様グリア細胞)におけるMT発現誘導による
神経保護効果 
 ロテノン慢性皮下投与 PD モデルマウスを用いて，中枢および末梢の神経障害ならびにアスト
ロサイト(様グリア細胞)における抗酸化分子の発現変化とその賦活による影響について検討し
た．雄性 C57BL/6J マウス(8 週齢)に低用量ロテノン(2.5 mg/kg/day)を 4 週間慢性持続皮下投
与したところ，黒質 DA 神経細胞および腸管筋間神経叢の有意な脱落がみられた．また，ロテノ
ン慢性皮下投与マウスにコーヒー成分であるカフェイン酸(CA: 30 mg/kg/day)あるいはクロロ
ゲン酸 (CGA: 50 mg/kg/day)をロテノン投与開始の 1週間前からロテノン投与期間中の計 5週
間，連日経口投与を行った．その結果，CA あるいは CGA 投与により，ロテノンによる黒質 DA
神経および腸管筋間神経叢の変性脱落が有意に阻止された．さらに線条体および腸管のアスト
ロサイト(様グリア細胞)における MTの発現変化を検討したところ，CA，CGA 投与により線条体
アストロサイトにおける MT 発現が有意に増加した．ロテノン投与マウスの腸管切片では CA, 
CGA 投与による MT発現変化を捉えることができなかった． 
 SD 系ラット胎仔(15 日齢)の腸管からの初代培養細胞を用いて，ロテノン曝露による腸管神経
障害に対する CA, CGA 処置による神経保護効果および腸管アストロサイト様グリア細胞におけ
る MT 発現変化を検討した．腸管神経+グリア共培養系におけるロテノン誘発神経障害およびグ
リア細胞の脱落は，CA あるいは CGA 処置により著明に減弱された．また，ロテノン曝露による
腸管グリア細胞における MT 発現低下は，CAあるいは CGA 処置により阻止された． 
 以上の結果より，ロテノン曝露による DA神経障害および腸管神経障害は，これらの部位にお
けるグリア細胞での抗酸化分子発現誘導により阻止しうることが明らかとなった． 
  
 本研究により，環境毒誘発パーキンソニズムにおける部位特異的な神経障害へのアストロサ
イト(様細胞)機能不全の関与を明らかにし，アストロサイト(様グリア細胞)における抗酸化分
子の発現誘導により神経障害が阻止しうることをin vitroおよびin vivoで示すことができた．
本研究では，ロテノン曝露によるアストロサイトの機能不全に着目して検討を行ったが，今後
はロテノン曝露によるミクログリアへの影響，さらにはアストロサイト-ミクログリア連関に関
しても検討したい． 
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