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研究成果の概要（和文）：パーキンソン病(PD)モデルマウスにおける脳内ドーパミン(DA)減少に対してスクアレン(SQE
)は予防効果を示したが，スクアラン(SQA)は低下促進作用を示し酸化的障害が増加していた．次に，PD病態改善薬であ
るL-DOPAの副作用であるPDの進行促進に対するSQEの効果について検討したところ PD発症後においてもSQEはDA低下を
抑制し，L-DOPAによるさらなる低下も抑制した．しかしながら活性酸素種消去活性に変化はなかった．以上の結果は，
SQEはPDに対して予防効果ばかりでなく病態進行抑制効果も期待できることが明らかとなった．

研究成果の概要（英文）：We examined the effects of squalene (SQE) and squalene (SQA) on a 
6-hydroxydopamine (6-OHDA) induced Parkinson’s diseases (PD) mouse model. SQE administration 7 days 
before 6-OHDA injection prevented a reduction in striatal dopamine (DA) levels, while the administration 
of SQA enhanced the levels. SQA increased a marker of lipid peroxidation. These results suggest that SQA 
increases oxidative damage in the striatum and exacerbates the toxicity of 6-OHDA, while SQE prevents it.
Then, we examined the effects of　administration of SQE and L-DOPA, the most popular therapeutic medicine 
for treating PD, for 4 weeks following a single 6-OHDA injection. SQE inhibited 6-OHDA induced DA 
depression and father depression by L-DOPA with 6-OHDA. SQE and/or L-DOPA had no effect on antioxidants 
levels and enzyme activities. The effects of pre- and post- treatment SQE suggest its possible uses in 
the treatment of PD. More studies are needed to understand the mechanisms of these SQE effects.

研究分野： 神経化学

キーワード： パーキンソン病　6-ヒドロキシドーパミン　L-DOPA　スクアレン　スクアラン　ドーパミン　酸化的障
害
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１．研究開始当初の背景 

 近年酸化的障害に対する予防食の開発が注

目されている．すなわち抗酸化物質を含む食

品の摂取により，脂質や核酸の過酸化が抑制

され，動脈硬化や神経変性疾患などの発症や

進行の予防効果が期待されている．スクアレ

ン(SQE)はβカロチンやビタミンEなどと似た

構造をしている(Gregory. Altem Med Rev，

1999,4:29-36)．サメの肝油やオリーブオイル，

米糠油等に含まれている．SQEには抗がん作用

(Newmark. Cancer Epidemiol Biomarkers Prev, 

1997, 6:1101-1103), 免疫増強作用などが報

告され(Reddy and Couvreur. Adv Drug Deliv 

Rev, 2009, 61:1412-1426)，それらの生理活

性は，抗酸化活性が関与が考えられている

(Zih-Rou et al, Molecules, 2009,14: 

540-554). スクアラン(SQA)は，SQEの二重結

合をすべて単結合にした物質であり，皮膚の

保湿剤，脂溶性薬物の溶剤などに使われてい

る(Christopher. Molecules, 2009, 14: 

3286-3312)が，薬理効果や抗酸化活性は報告

されていない． 

パーキンソン病(PD)は，脳線条体中のドー

パミン(DA)神経細胞の脱落を伴う神経変性

疾患であり，その細胞死に活性酸素種が関与

していると考えられている(Kondo， Ann NY 

Acad Sci， 1996，786:206-216)．PDモデル

動物を用いた実験では，抗酸化物質の投与や

活性酸素種処理酵素の増強が予防的に働く

事が示されている(Cadet et al， Brain Res， 

1989，476:10-15)．また， 6-ヒドロキシド

ーパミン(6-OHDA)を投与したラットやマウ

スは，よいPDモデル動物と考えられている

(Tolwani et al， Lab Anim Sci， 1999，

49:363-371)．我々は，すでに6-OHDA投与に

よるPDモデルマウスに生姜の成分であるジ

ンゲロンや丁子の成分オイゲノールを投与

すると，SOD活性や抗酸化物質が増加し，線

条体内DAの低下が抑制されることを明らか

にしている(Kabuto et al， Neurochem Res， 

2005，30:325-332， Kabuto et al， Biol 

Pharm Bull， 2007，30:423-427)．以上の結

果は，活性酸素種消去活性を持つ物質が神経

細胞保護作用をもつこと，活性酸素種処理酵

素や内在性抗酸化物質の誘導に影響をおよ

ぼすことを示している．  

PDの治療薬としては一般にL-DOPAが使わ

れるが，L-DOPA投与により病状は改善するも

のの行動異常，病態の進行亢進等の副作用が

あることが知られている（Ogawa et al， 

Neurosci Lett， 1994，171:55-58）．すな

わちL-DOPA投与によりDA代謝が亢進し病状

は改善されるものの，その際発生する活性酸

素種がDA神経に対して酸化的障害を与えて

いる可能性が考えられる． 

 

２．研究の目的 

SQEおよびSQAをあらかじめ１週間投与し

たマウスに6-OHDAを投与し，その線条体内DA

濃度低下に対する効果と，活性酸素種処理機

構への影響について観察する．また， 6-OHDA

投与によりマウスをPDとした後に， L-DOPA

と共にSQEを投与し，病態進行および神経系

への酸化的障害に対する効果を観察する． 

以上の結果を検討することにより，SQEも

しくはSQAのPDに対する予防効果，および病

態進行抑制効果について検討する． 

 

３．研究の方法 

ICR 雄性マウス(30g，㈱チャールズリバー)

を使用した．動物実験は「香川県立保健医療

大学動物実験に関する指針」に従い行った．  

 

(2)動物への処置 

①SQE，SQA の 6-OHDA 毒性に対する予防効果 

SQEもしくはSQAを 0.1及び1.0mg/kgとなる

よう 1日 1回経口投与した．7日間投与後

6-OHDA を 60μg脳室内投与し，さらに 7日間

SQE もしくは SQA を投与した後ペントバルビ

タール麻酔下に線条体を分離し測定用の試



料とした．対照群には，SQE,SQA,6-OHDA の代

わりにそれぞれの溶媒を投与した． 

②SQE，SQA の線条体中の活性酸素種処理酵素

活性，チオバルビツール酸反応生成物(TBARS，

脂質過酸化の指標)，脂肪酸組成への影響 

SQE又は SQAを 1日 1回 7日間 1.0mg/kg投与

した後，ペントバルビツール酸麻酔下に線条

体を分離した．対照群には，SQE, SQA, 6-OHDA

の代わりにそれぞれの溶媒を投与した． 

③6-OHDA 投与マウスの線条体中 DA 濃度に対

する L-DOPA の影響 

マウスを 3群に分けた．第 1群は，直ちにペ

ントバルビツール酸麻酔下に線条体を取り

出した．第 2群は 6-OHDA 60μg を投与した

後 1日 1回生理食塩水を腹腔内投与した．第

3群は 6-OHDA 60μg を投与した後 1日 1回

L-DOPAを200mg/kg腹腔内投与した．第2群，

第 3群ともに 6-OHDA 投与 1，2，4週間後に

線条体を取り出し，DA 測定用の試料とした．  

④6-OHDA 毒性に対する L-DOPA および SQE の

影響 

予防効果が認められたSQEの効果のみ実験

を行った．マウスを６群に分けた．第 1群(対

照群)，第 3群(SQE 投与群)に対しては，生理

食塩水 2 µL を脳室内投与した．第 2群

(6-OHDA 投与群)，第 4群(6-OHDA+SQE 投与群), 

第 5群(6-OHDA+L-DOPA 投与群)，第 6群

(6-OHDA+L-DOPA-SQE 投与群)に対しては 

6-OHDA 60 µg を脳室内投与した．投与 24 時

間後より，第 1および第 2群に対しては生理

食塩水，第 3，第 4群および第 6群に対して

は SQE を 100mg/kg，第 5，第 6群に対しては

L-DOPA を 200 mg/kgとなるように1日1回，

腹腔内投与した．4週間投与後，最終投与 24

時間後にペントバルビツール酸麻酔下にマ

ウスを断頭し線条体を分離した． 

(3)DA およびその代謝産物（ジヒドロキシフ

ェニル酢酸(DOPAC)，ホモバニリン酸(HVA)）

の測定 

マウス線条体に，氷冷した 10mM EDTA を含

む 200 mM 過塩素酸溶液を加えホモジナイズ，

遠心分離後得られた上清を孔径 0.45 µmのフ

ィルターに通し，電気化学検出器(ECD;㈱エ

イコム)付き高速液体クロマトグラフィー

（HPLC;㈱島津）に注入して測定した．  

(4)SOD 活性 

SOD テストワコー(和光純薬工業㈱)を用いて

測定した．  

 (5)カタラーゼ活性 

 Aebi の方法に従い行った(Aebi, 1984, 

Method in Enzymology, 105:121-126)．  

(6)グルタチオンペルオキシダーゼ(GPx)活

性 

バイオテック GPx-340 キット(㈱OXIS イン

ターナショナル) を用いて行った．  

(7)GSH および L-アスコルビン酸濃度 

組織を 10 倍量の 20 mM デフロキサミンメ

シレートを含む 5%メタリン酸溶液でホモジ

ナイズ，遠心分離後，上清を ECD(㈱エイコム)

付き HPLC（㈱島津）に注入して測定した．  

(8)コレステロール濃度 

組織を10倍量のクロロホルム/メタノール

(2/1)でホモジナイズ，遠心分離後上清を窒

素ガスにて乾固させた後２-プロパノールに

て溶解し，コレステロール測定キット(コレ

ステロール Eテストワコー)にて測定した． 

(9)脂肪酸の測定 

ホルヒ法(Folch and Sloane, J Biol Chem, 

1957, 226:497)にて脂質を抽出，脂肪酸メチ

ル化キット，精製キット(㈱ナカライテスク)

にてメチル化後精製をおこない，GC/MS

（GCMS-QP5050A；㈱島津製）にて測定した．  

(10)タンパク質定量 

Lowryらの方法(Lowry et al, 1951, J. Biol. 

Chem., 193:265-275) に従って測定した． 

(11)統計計算  

データは，平均±SEM で表した.有意差検定

は，一元配置分散分析により F値が有意であ

ったものに対して，Scheffe の F テストを用

い，p < 0.05 であったものを有意と判定した． 



４．研究成果 

(1)SQE および SQA の PD 予防効果 

①線条体内DA及びその代謝産物(DOPAC，HVA)

への影響 

線条体内 DA および DOPAC 濃度は，6-OHDA 投

与により有意に低下した．SQE 投与によりそ

の低下は投与量依存的に緩和された(Fig. 1)．

しかしながらSQA投与により増強された(Fig. 

2)．SQE，SQA のみでは，影響はなかった． 

②線条体内 TBARS 濃度への影響 

SQE 投与では，線条体内 TBARS 濃度に影響

はなかったが，SQA 投与により，対照群と比

べ有意な増加が見られた(Fig. 3)． 

③線条体内活性酸素種処理酵素活性に及ぼ

す影響 

 SQE，SQA 投与いずれも，SOD，カタラーゼ，

GPx 活性に対して有意な変化は示さなかった

（Table.1）． 

 

 

Fig. 1. Effects of oral administration of 

squalene for the 7 days before and 7 days 

after the injection of 6-OHDA on DA, DOPAC, 

and HVA levels in the mouse striatum. Data 

are expressed as means ± SEM of 6-8 mice 

in each group. a p <0.05, compared with the 

control (one-way ANOVA followed by 

Scheffe’s F test). 

 

Fig. 2. Effects of oral administration of 

squalane for the 7 days before and 7 days 

after i.c.v. injection of 6-OHDA on DA, 

DOPAC, and HVA levels in the mouse striatum. 

Symbols are as described for Fig. 1. 

 

 

Fig. 3. Effects of oral administration 

of squalene and squalane for 7 days on 

TBARS levels in the mouse striatum. 

Symbols are as described for Fig. 1. 

 

 

 

④脳内脂肪酸組成への SQE，SQA の影響 

DHA，EPA，アラキドン酸，リノレン酸，リ

ノール酸およびリノレン酸を測定したが，そ



れぞれ有意な差は認められなかった．しかし

ながらリノール酸とリノレン酸の比を求め

たところ，SQE，SQA 投与ともに有意な低下を

示した（Table.2）． 

 

  

(2) 6-OHDA 毒性に対する L-DOPA および SQE

の影響 

①6-OHDA 投与マウスの線条体中 DA 濃度に対

する L-DOPA の影響 

 6-OHDA 投与によりマウス脳内 DA および

DOPAC 濃度は低下した．この低下は，L-DOPA

を投与しなければ回復したが，L-DOPA を投与

するとさらに低下した(Fig.4)． 

 

Fig. 4. Time-dependent changes of the 

levels of DA and its metabolites after 1, 

2 and 4 weeks administration of L-DOPA 

following one 6-OHDA icv injection. Data 

are expressed as the mean ± SEM of 7–8 mice 

in each group. Data were compared with 

those before 6-OHDA injection using 

one-way ANOVA followed by Scheffe’s F 

test. p < 0.05. 

 

②線条体内DAおよびその代謝産物濃度への，

6-OHDA 投与後 4週間 SQE および L-DOPA 投与

の影響 

 SQE 投与により，6-OHDA による DAの低下

は抑制された．また，L-DOPA 投与による低下

増強も緩和された．SQE のみの投与では，線

条体内 DA 濃度に影響はなかった．代謝産物

であるDOPAC,HVA濃度には有意な変化は認め

られなかった (Fig.5) ． 

 

Fig. 5. The levels of DA and its metabolites 

after 4 weeks administration of L-DOPA 

and/or SQE following one 6-OHDA icv 

injection. Data are expressed as the mean 

± SEM of 7–8 mice in each group. Data were 

compared with each other using one-way 

ANOVA followed by Scheffe’s F test. *p < 

0.05.  

③線条体内抗酸化酵素（SOD，カタラーゼ，

GPx）活性への，6-OHDA 投与後 4週間 SQE お

よび L-DOPA 投与の影響 

 SOD，カタラーゼ，GPx いずれの活性にも有

意な変化は認められなかった（Table.3）． 

 

④線条体内抗酸化物質（GSH，L-アスコルビ

ン酸）濃度への，6-OHDA 投与後 4週間 SQE お

よび L-DOPA 投与の影響 



 全 GSH，酸化型グルタチオン(GSSG)，全 L-

アスコルビン酸，酸化型 L-アスコルビン酸濃

度，いずれにも有意な変化は認められなかっ

た (Table. 4) ． 

 

⑤脳内コレステロールおよび脂肪酸組成へ

の，6-OHDA 投与後 4週間 SQE および L-DOPA

投与の影響 

 6-OHDA 投与により脳内コレステロール濃

度は低下したが，SQE 投与によりこの低下は

抑制された．L-DOPA 投与により，6-OHDA 投

与による低下がさらに大きくなったが，SQE

を投与してもこの低下は抑制できなかった．

6-OHDA，SQE，L-DOPA いずれの投与でも脳内

脂肪酸組成には有意な変化は引き起こさな

かった（Table. 5）． 
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