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研究成果の概要（和文）：ミトコンドリアComplex I阻害剤である農薬ロテノンを慢性皮下投与したパーキンソン病モ
デルマウスでは，黒質線条体だけでなく，嗅球，結腸においても神経障害を惹起するが，胸髄では惹起されないこと，
グリア細胞の反応性が時間および部位により異なることを明らかにした．これにより，神経変性は必ずしも末梢から上
行するわけではなく，その部位特異性にはグリア細胞の反応性の違いが関与している可能性が示唆された．
ロテノン誘発ドパミン神経障害にはロテノン暴露による中脳アストロサイトでのNFAT活性化，炎症性サイトカインの分
泌，抗酸化分子メタロチオネイン発現低下などアストロサイト機能不全が関与する可能性を見出した．

研究成果の概要（英文）：In this study, we revealed that subcutaneous administration of rotenone caused 
progressive neurodegeneration in the olfactory bulb and myenteric plexus of ascending colon, in addition 
to the nigrostriatal pathway, but not in the thoracic cord. Rotenone treatment also induced increases in 
the number of astrocytes in a time- and region-specific manner. These results suggested that 
neurodegeneration after rotenone exposure was region-specific, but did not spread retrogradely from the 
peripheral tissue to nigrostriatal pathway, and that glial activation could be related to 
rotenone-induced neurotoxicity. Using primary cultured cells, we showed that rotenone induced activation 
of NFAT, secretion of inflammatory cytokines, and decreased metallothionein release in/from 
rotenone-treated mesencephalic astrocytes, which caused dopaminergic neurotoxicity. These results suggest 
possible involvement of glial dysfunction in dopaminergic neurotoxicity induced by environmental toxin 
rotenone.

研究分野：神経分子病態学，神経病態薬理学
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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)は無動・寡動，
安静時振戦，筋強剛，姿勢反射障害という運
動症状を発現する進行性で原因不明の神経
変性疾患である．これまで孤発性 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，現在では中枢神経系の
みならず末梢自律神経系をも侵しうる全身
病と考えられるようになった．Braak らは
Lewy 小体，Lewy neurite の出現は下部脳幹，
嗅球から始まり，経過とともに中脳，扁桃核
へと上行し，病勢の進行とともにやがては大
脳皮質へと広がるという仮説を提唱した
(Braak et al. Neurobiol. Aging, 24: 197, 
2003)．また，PD患者の腸管Auerbach神経叢，
嗅球の嗅覚二次ニューロン，心臓の交感神経
終末において Lewy 小体を伴う変性脱落がみ
られる．従って現在では，嗅覚低下，便秘，
自律神経障害などの非運動症状は PD の前駆
症状であるという考えが受け入れられてい
る．マウスに神経毒であるロテノンを胃内投
与した PD モデル動物では，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
-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)．以上のことより，PD は末
梢からa-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．近年，PD
における末梢先行性の神経障害は腸管のみ
ならずいくつかの末梢臓器において多数報
告されているが，その神経障害機構について
は未だ解明されていない． 
 我々はロテノン曝露 PD モデルの中枢・末
梢神経障害およびアストロサイト(様細胞)
の形態変化について検討してきた．その結果，
ロテノン慢性皮下投与したラットでは黒質
ドパミン神経変性が認められない時期に，す
でに回腸，結腸の筋層神経叢における
-tubulin III 陽性シグナルの減弱が認めら
れ，腸管神経叢に沿って分布しているアスト
ロサイト様細胞の GFAP 陽性シグナルの増強
がみられた．さらに，新たに確立したラット
腸管神経系の初代培養法を用いて，腸管神経
グリア共培養系にロテノンを曝露すると，
-tubulin III 陽性腸管神経の脱落ならびに
アストロサイト様細胞の GFAP 染色性の著明
な増加が認められた．これらの結果より，ロ

テノン曝露が中枢神経変性に先行して腸管
神経叢の脱落をもたらすこと，さらにアスト
ロサイト様細胞がこれに関与している可能
性が示唆された(平成 22-24年度科研費 基盤
研究(C))．我々はこれまでに，PD におけるア
ストロサイトの関与についての一連の研究
のなかで，刺激に対するアストロサイトの反
応性が脳部位により異なることに気付いた．
例えば，内因性抗酸化物質メタロチオネイン
(MT)が，酸化ストレスに対して線条体アスト
ロサイトでは誘導されるが，大脳皮質ではみ
られないこと，ドパミン神経障害時に線条体
アストロサイトではドパミン取込み能が亢
進するのに対して，中脳アストロサイトでは
変化しないことを報告している(Miyazaki et 
al., Glia, 59: 435-451, 2011)．また，中
脳神経細胞単独あるいは中脳神経細胞と線
条体アストロサイトとの共培養系ではロテ
ノン曝露で神経毒性は認められなかったが，
中脳神経細胞と中脳アストロサイトの共培
養系では有意なチロシン水酸化酵素(TH)陽
性細胞数の減少がみられた．さらに，あらか
じめロテノンを曝露した中脳アストロサイ
トの培養液を中脳神経細胞に添加したとこ
ろ，ドパミン神経障害が惹起された(平成
22-24 年度科研費 基盤研究(C))．以上の結果
は，ロテノン曝露により中脳アストロサイト
特異的に分泌される何らかの因子がドパミ
ン神経障害を惹起することを示すものであ
り，ロテノンをはじめとする神経毒に対する
アストロサイトの反応性の違いにより，神経
細胞の脆弱性/抵抗性が規定される可能性が
示唆された．また，脳内のみならず末梢にお
いても神経-グリア連関が存在していること
から，中枢でみられた部位による神経障害性
の差異が末梢においても起こりうると予想
された． 
 
２．研究の目的 
 孤発性 PD における末梢先行性の神経障害
を部位による神経脆弱性の差異と捉え，さら
に神経周囲に存在するアストロサイト様細
胞(星状細胞)の反応性の部位特異性に着目
し，嗅球，腸管，中脳の神経脆弱性・抵抗性
を検討するとともに，末梢先行性に神経障害
をもたらすアストロサイト様細胞発現分子
を明らかにし，PD 発症機序の解明，さらにア
ストロサイト様細胞への作用を介した新規
神経保護薬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)ロテノン慢性皮下投与 PD モデルの中
枢・末梢神経障害およびアストログリア(様
細胞)の形態変化について，C57BL/6J マウス
を用いて検討した．また，(2)中脳・線条体
のロテノン神経障害の差異に相関したアス
トロサイトの発現因子を同定すべく，①炎症
性サイトカイン，②抗酸化因子，③オートフ
ァジー（マイトファジー）関連蛋白の発現変
化について検討した． 
 
４．研究成果 
(1)ロテノン慢性皮下投与 PD モデルの中枢・
末梢神経障害およびアストログリア(様細
胞)の形態変化 
 C57BL マウスにロテノン(50mg/kg/day)を
浸透圧ポンプを用いて持続皮下投与し，体重
および行動学的変化の評価と，ロテノン投与
1，3，6週目の黒質，線条体，嗅球，胸髄お
よび結腸における神経障害とグリア細胞の
形態変化について組織学的検討を行った．ロ
テノン皮下投与により，体重と自発運動量は
投与 1週目より 6週目まで低下した．黒質で
は投与 6週目でチロシンヒドロキシラーゼ
(TH)陽性神経の明らかな脱落が認められ，線
条体では投与 3週目と 6週目で TH 陽性シグ
ナルの低下がみられた．一方，嗅球では投与
6週目で糸球体層の TH 陽性細胞，結腸では投
与 1週目と 6週目で筋間神経層のコリンアセ
チルトランスフェラーゼ陽性シグナルの低
下が認められた．一方，胸髄前角，中間質外
側核の NeuN 陽性細胞数には有意な変化がみ
られなかった．アストロサイトは，黒質，線
条体，嗅球および胸髄ではロテノン投与 1週
目からGFAP陽性細胞数の増加がみられたが，
結腸では投与6週目でのみシグナル増加が認
められた．ミクログリアはロテノン投与によ
り黒質，嗅球，胸髄では iba1 陽性細胞数が
増加，結腸では変化がみられず，線条体では
むしろ減少し，反応性が部位により異なった．
以上の結果より，ロテノン慢性皮下投与 PD
モデルマウスでは，黒質線条体だけでなく，
嗅球，胸髄，結腸においても神経障害を惹起
することが明らかとなった．また，マウスへ
のロテノン全身暴露による神経変性は組
織・部位により異なるが，必ずしも末梢から
上行するわけではなく，その違いにはグリア
細胞の反応性の違いが関与している可能性
が示唆された． 
(2)中脳・線条体におけるロテノン神経障害
の差異に相関したアストロサイト発現因子
の同定 
 SD 系ラット胎仔(15 日齢)からの中脳神経

細胞にロテノン(1-5 nM)を 48 時間暴露した
中脳あるいは線条体アストロサイトからの
培養液を添加したところ，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 TH
陽性細胞数に変化はみられなかったが，ロテ
ノン曝露中脳アストロサイトの培養液添加
では TH 陽性ドパミン(DA)神経細胞数が有意
に減少した．以上の結果より，ロテノン曝露
により中脳アストロサイト特異的に分泌さ
れる何らかの因子がドパミン神経障害を惹
起すると考えられるた．そこで，ロテノン神
経障害をもたらすアストロサイトの発現因
子を同定すべく，①炎症性サイトカイン，②
抗酸化因子，③オートファジー（マイトファ
ジー）関連蛋白の発現変化について検討した． 
①炎症性サイトカインに関する検討： 
 中脳あるいは線条体アストロサイト単独培
養系を用いてロテノン(5 nM)を24時間添加し，
cDNAマイクロアレイを行った．ロテノン処置
により発現誘導される遺伝子を検索した結果，
中脳アストロサイトにおいてのみ発現誘導さ
れるものにNFATc3遺伝子があった．そこで，
中脳あるいは線条体アストロサイトにロテノ
ン(1-5 nM)を添加し，24時間後に核蛋白を抽
出し，NFATc3の核移行をWestern blotにより
検討した．その結果，中脳アストロサイトに
おいてのみ，ロテノン(5 nM)暴露で，NFATc3
の核内発現量が有意に増加していた．また，
中脳あるいは線条体アストロサイトにおける
NFATc3発現を免疫染色で検討した．線条体ア
ストロサイトではロテノン処置によるNFATc3
発現に変化はみられなかったが，中脳アスト
ロサイトではロテノン処置15-24時間後で有
意なNFATc3発現細胞の増加がみられた．さら
に，中脳あるいは線条体アストロサイトを無
血清培地にて培養し，ロテノン(5 nM)で48時
間処置した後，上清を回収し，サイトカイン
アレイを行った．その結果，ロテノン処置に
より中脳アストロサイトの培養上清中におい
てFas ligand, L-selectin, インターフェロ
ンγ，インターロイキン(IL)-10, IL-13など
のNFAT関連分子の誘導がみられ，これらロテ
ノン処置によるサイトカインの分泌は線条体
アストロサイトではみられなかった． 
②抗酸化因子メタロチオネインの発現変化： 
 われわれはこれまでに強力な抗酸化作用
を示す金属結合タンパクであるメタロチオ
ネインがロテノンによるドパミン神経障害
に対して保護的にはたらくことを見出して
いる．そこで，中脳あるいは線条体アストロ
サイトをロテノンで 48 時間処置し，細胞外
に分泌されたメタロチオネイン量をELISAで



測定した．その結果，線条体アストロサイト
ではロテノン処置により全く変化がなかっ
たのに対して，中脳アストロサイトではロテ
ノン処置で細胞外メタロチオネイン量が有
意ではないが減少する傾向がみられた． 
③オートファジー（マイトファジー）関連蛋
白の発現変化： 
 p62 はオートファジーにおいてユビキチン
化蛋白の分解を担うだけでなく，生体防御機
構として最も重要とされる抗酸化機構への
関与も報告されている．リン酸化p62はKeap1
との結合性が高いため Keap1-Nrf2 複合体か
ら Nrf2 を遊離させ，Nrf2 を活性化させるこ
とで抗酸化分子を誘導する．そこで，中脳ア
ストロサイトあるいは線条体アストロサイ
トにロテノン(5 nM)を 6，24 時間処置し，ア
ストロサイトにおけるリン酸化p62の発現変
化を Western blot 法により検討した．線条
体アストロサイトおよび中脳アストロサイ
トともに，ロテノン処置の 6時間後，24 時間
後のリン酸化p62発現に変化はみられなかっ
た．また，ミトコンドリアのマーカーである
Tom20 発現についても同様に検討したが，有
意な変化はみとめられなかった．Parkin はユ
ビキチンリガーゼ活性を有し，異常ミトコン
ドリアの除去(マイトファジー)において重
要な働きを担う分子である．ロテノン(5 nM)
を 24 時間処置した線条体あるいは中脳アス
トロサイトにおける Parkin の発現変化を検
討した結果，線条体アストロサイトではロテ
ノン処置による Parkin 蛋白の有意な増加が
みられたが，中脳アストロサイトでは変化は
みられなかった． 
 以上の結果より，ロテノン誘発 DA 神経障
害にはロテノン暴露による中脳アストロサ
イトでの NFAT 活性化，炎症性サイトカイン
の分泌，抗酸化分子メタロチオネイン発現の
低下といったアストロサイト機能不全が関
与する可能性が示唆された． 
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