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研究成果の概要（和文）：オピオイド系薬物の報酬効果はその発現機構の詳細は不明だが，側坐  

核へ投射する中枢ドパミン神経の機能冗進が関与することがラットを用いた行動学的研究から  

示唆されている。そこで申請者らは側坐核のドパミン遊離冗進機構について，無麻酔非拘束ラ  

ットを用いf乃Vル0脳微小透析法により検討した。また，ノルアドレナリンとドパミンの側坐核  

における相互作用と，線条体において細胞外へ遊離したドパミンの細胞内由来についても検討  

を加えた。   

研究成果の概要（英文）：】）opaminergicneurons，Whichariseintheventraltegmentalareateminate  
among othersinthe nucleus accuInbens．The detailed mechanisms ofrewarding e飴cts ofopioids  

remainunclear，butthephanrnaco－behaviouralstudiessuggestthatenhanceofaccumbaldopaminerglC  
actlVltyPlaysasigmi丘cantrole．Therefbre，inthepresentstudy，Weinvestigatedthemechanismsofthe  

increase ofaccumbaldopamine emuxinfreely movlng ratS，uSingthein vivo brainmicrodialysIS  
technique．WealsostudiedthenoradrenalineJopamineinteractioninthenucleusaccumbensandthe  
intracellularoriginofextrace11ularyreleasedstriataldopamine．   

交付決定額  

（金額単位：円）  

2007年度   

2008年度   

2009年度   

年度   

年度   

総 計  

直接経費   間接経費   合 計   

1，500，000   450，000   1，950，000   

1，300，000   390，000   1，690，000   

7（札000   210，000   910，000  

3，500，000   1，050，000   4，550，080   

研究分野：歯科麻酔学  

科研費の分科・細目：外科系歯学  
キーワード：カテコラミン，大脳基底核，麻薬性鎮痛薬，鎮痛補助薬，口腔ジスキネジア  

1．研究開始当初の背景   

側坐核は，中脳腹側被蓋野に起始核をもつ  
中脳辺縁系ドパミン（DA）神経の主たる投射  
部位である。また，側坐核はDA神経のみな  
らず青斑核などからのノルアドレナリン  

（NA）神経の投射先のひとつでもある。   

麻薬性鎮痛薬は手術後痺痛や癌性痺痛の  

緩和の目的で用いられているが，代表的な麻  

薬性鏡痛薬のモルヒネの示す強い精神依存  
の形成には中脳腹側被蓋野より側坐核へ投  
射する中脳辺緑系DA神経機能の冗進が関与  
するものと想定されている（Na血a et al．，  
Pharmacol．Ther．，2001）。これまで，この中脳  

辺縁系DA神経の機能克進には中脳腹側被蓋   



まず，側坐核のDA神経への入力が想定さ  
れているGABA神経による抑制性制御の抑  
制（脱抑制）によるDA神経の活動冗進機構  
についてGABA受容体サブタイプの面から  
検討を加えた。匹受容体刺激が惹起するDA  
神経の冗進にはGABA神経の抑制が関わる  
ことが知られているので，つぎに，内因性匹  
受容体アゴニスト候補物質のEM類の示す側  
坐核DA遊離促進のメカニズムを同部位に分  
布するGABA受容体サブタイプの役割の面  
から解明を試みた。また，側坐核DA神経制  
御に関わることが指摘されていながら，それ  
自体の制御機構の詳細が明らかでない側坐  
核のNA神経について，細胞外NA遊離調節  
におけるアドレナリン受容体サブタイプの  
役割の面から検討した。   
一方，DA受容体サブタイプの機能の検索  
に広く用いられているベンザゼピン系Dl受  
容体アゴニストのSKF38393は，ラットの線  
条体背側部へ局所投与する と，  
dexamphetamineと似たメカニズムでDl受容  
体を介さずに同部位の細胞外DA量を増加す  
る（Tbmiyamaetal．，1995）。Dexamphetamine  
は，神経終末のシナプス小胞のみならず細胞  
質からの DA 遊離も惹起するが，この  
SKF38393処置により誘発されたDAの細胞  
内由来は明らかでない。そこで，この  
SKF38393の線条体背側部への投与が誘発し  
た同部位のDA遊離が，シナプス小胞と細胞  
質のいずれを由来としているかについて検  
討を行った。   

3．研究の方法  
（1）ガイドカニューレの植立手術：実験に  

はSprague一工ねWley系雄性ラット（体重約200  
g）を用いた。ベントパルビタール（50m釘kg  
i．p．）による全身麻酔を施したラットを脳定位  
固定装置に固定し，微小透析プローブ固定用  
ガイドカニューレをマニピュレーターで側  
坐核に植立した。   

（2）脳微小透析実験：前述の／ト手術より 7  

～10日後，ラットが実験ケージ内を自由に動  
きまわれる条件下で脳微小透析実験を行っ  
た。まず，ラットを徒手で軽く保持して脳微  
小透析プローブをガイドカニューレに装着  
固定し，テフロンチューブを接続した。つぎ  
に，ラットは35×35×35（cm）のアクリル製  
観察ケージ内に静かに収容し，脳微小透析プ  
ローブヘ改良リンゲル液をインフュージョ  
ンポンプにより1～2坤分で潜流して，透析  
膜を介して細胞外液をサンプルとして持続  
的に回収した。このサンプルはオートインジ  
ェクターを用いて，高速液体クロマトグラフ  
に5または20分毎に注入し，電気化学検出  
器でサンプル中のDAまたはNAを定量した。   

野に分布する匹受容体の括性化の重要性が指  
摘されていたが，側坐核に分布している匹受  

容体の活性化が同部位の工）A神経活動に及ぼ  

す効果は明らかでなかった。細胞外DA遊離  
はDA神経活動の直接的な指標のひとつであ  
るが，申請者らはぃ受容体アゴニストの側坐  
核への局所濯流投与が同部位の細胞外DA量  
に及ぼす効果について，ラットを用いて玩  
正和脳微小透析法により検討を行ったところ  
卜受容体アゴニストのフェンタニルは，中脳  
腹側被蓋野のみならず側坐核への直接濯流  
投与でも側坐核における細胞外DA量を増加  
することを明らかにしてきた（Yosl止daetal．，  
Neuroscience，1999）。さらに申請者らは，LL受  
容体の内因性アゴニスト候補物質のエンド  
モルフィン（EM）－1も側坐核に潜流投与す  
ると同部位の細胞外DA量の増加を惹き起こ  
すことも報告してきた（Okutsu et al．，  
Neuropsycbophmacol．，2006）。これらの報告  
は，側坐核の匹受容体刺激は同部位のDA神  
経活動を促進することを示唆するものであ  
る。   

一方，高齢者では舌の突出を伴う顎顔面の  
異常な不随意運動の口腔ジスキネジアがし  

ばしば見られる。口腔ジスキネジアは抗パー  
キンソン病薬の反復投与などの中枢DA神経  
活性化を狙った薬物療法の副作用としても  
起こることから，口腔ジスキネジア発症に関  
する研究は，この薬物の主たる作用部位と推  
測される大脳基底核へ投射する黒質一線条体  
系DA神経に焦点を当てて進められてきた。  
しかし，臨床上，黒質一線条体DA神経の機能  
障害によるパーキンソン病の治療のため脳  
内のDA神経活性を高める薬物を投与すると  
パーキンソン病症状が改善する以前に口腔  
ジスキネジアが発症することも知られてい  
る。このことから大脳基底核以外のDA神経  
の過活動の結果，口腔ジスキネジアが発症す  
る可能性が考えられる。実際に申請者らのグ  
ループでは側坐核のDA神経機能冗進がラッ  
トに口腔ジスキネジア様（か顎運動を惹き起  

こすことを報告している（七001setal．，EurJ．  
Pharmacol．，1995）。   

2．研究の目的   
実験動物を用いた基礎的な研究の結果に  
基づき，側坐核のDA神経の冗進は麻薬性鎮  
痛薬の依存性発現に関わること，また，口腔  
ジスキネジア様の顎口腔領域の異常な不随  
意運動の誘因となることがそれぞれ想定さ  
れている。しかしながら，わvル0の条件下に  
おける側坐核のDA神経活動の元進メカニズ  
ムの詳細は明らかでない。そこで本研究はラ  
ットの側坐核の細胞外DA遊離をDA神経活  
動の指標とし，玩γル0における側坐核のDA  
神経活動促進機構を明らかにするためf乃Vfvo  

脳微小透析法による検討を行った。  



（3）薬物の局所投与：脳微小透析プローブ  

装着4時間以上が経過し，サンプル中のDA  
またはNA量が一定になったことを確認後，  
薬物を潅流液に溶解し逆透析による側坐核  
への局所濯流投与を行い，DAまたはNA量  
の変化を4時間にわたり観察した。側坐核で  
はなく線条体背側部を対象とした一部の実  
験では，薬物投与用の微小ニードルを透析膜  
表面に備えた脳微小透析プローブを用い，こ  

の微小ニードルを介した薬物の線条体への  
局所投与を行ってDA量の変化を3時間にわ  
たり観察した。脳微小透析プローブの植立位  
置は，脳微小透析実験終了後に作成した厚さ  
50－mの脳の連続切片で確認した。   
本研究プロジェクトにおけるすべての実  

験は，日本大学歯学部動物実験委員会の承認  
の下，動物実験指針に従って行い，実験動物  
の苦痛軽減および使用動物の低減に努めた。   

4．研究成果  
（1）Endomorphin類誘発側坐核DA遊離にお  
いてGABA受容体サブタイプが果たす役割  

内因性ド受容体アゴニスト候補物質の  
endomorphin（EM）－1とEMlは，ラットの  
側坐核に潅流投与すると，いずれも同部位の  
DA遊離を促進する。ド受容体アゴニストに  
よる中枢DA神経活性化は，け受容体刺激を  
介したGABA神経機能の脱抑制によること  
が示唆されているが，EM類が惹起した側坐  
核DA遊離における同部位のGABA受容体サ  
ブタイプの関与の詳細は明らかでない。本研  
究ではEM－1とEMlそれぞれの濯流投与で  
誘発される側坐核DA遊離における同部位の  
GABA受容体サブタイプの役割を明らかに  
する目的で，無麻酔非拘束ラットを用い，加  
v血脳微小透析法にて検討を行った。   

すなわち，側坐核の基礎DA遊離と，EM－1  
およびEM蔓誘発DA遊離に対して，GABAA  
受容体系薬物（アゴニストのmuscimolとアン  
タゴニストのbicucuune）およびGABAB受容  
体系薬物（アゴニストのbaclo氏nとアンタゴ  
ニストの2－hydroxysaclofer］）の局所潜流投与  

の効果をそれぞれ検討した。   
DA遊離の測定には，側坐核に挿入した脳  
微小透析プローブを介して回収した細胞外  
液中のDAを，電気化学検出器を組み合わせ  
た高速液体クロマトグラフにて分離定量し  
た。薬物はいずれも濯流液中に溶解し，脳微  
小透析プローブを介した逆透析で側坐核に  
局所濯流投与した。  

その結果，GABAA受容体系薬物を用いた  
研究より，  
①GABAA受容体のアゴニスト（muscimol；  
2，500pmol）とアンタゴニスト（bicuculline；5  

および10nmol）は，共に基礎DA遊離を増  
大させた。  
②Muscimol（2，500pmol）誘発DA遊離の増  
大はbicuculline（50pmol）により括抗される  
ことが明らかとなった。  
③EM－1誘発DA遊離はmuscimol（250pmol）  
により促進されたが，bicucu山ne（50または  
500pmol）による影響は受けなかった。  
④Muscimol（250pmol）によるEM－1誘発DA  
遊離の促進は，bicuculline（50pmol）の併用  
によって括抗された（下図A）。  
⑤Muscimolおよびbicucu山neは，いずれも  
EMl（25nmol）が誘発したDA遊離に影響  
を与えなかった。   
Muscimolとbicucu山neとが，いずれも基礎  
DA遊離を増大させたことから，これらの薬  
物はそれぞれ異なる部位に作用した可能性  
が考えられた。すなわち，muSCimolは，DA  
神経を抑制する GABA 性介在神経上の  
GABAA受容体に作用してDA神経活動を脱  
抑制するのに対し，bicucuⅢneは，DA神経上  
のGABAA受容体に直接作用してDA神経に  
対する抑制を解除することが示唆された。ま  
た，GABAA受容体のアゴニストはEM－1の効  
果を促進させたが，アンタゴニストではその  
ような効果は認められなかったことから，DA  
神経終末に局在するGABAA受容体に対する  
EM－1の効果は限度近くに達しており，いわ  
ゆる床効果を誘発していた可能性が示され  
た（次頁図B）。さらに，EM蔓（25nmol）が  
誘発した DA 遊離に対して muscimolと  
bicucuⅢneは，いずれも著明な影響を与えな  
かったことから，EMlはEM－1とは異なるメ  
カニズムで側坐核のDA遊離を促進すること  
が示された。  
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これらの結果から，側坐核のGABAB受容  
体は基礎DA遊離およびEM－1誘発DA遊離  
の制御において抑制的な役割を果たすこと  
が示唆された。また，2－tLydroxysacloftnと  
bacloftnのいずれもがEM4（25nmol）誘発  
DA遊離に影響を与えなかったことから，  
GABAB受容体の関与についての本実験から  

も，EMlはEM－1とは異なる機構で側坐核の  
DA遊離を促進することが示された。  

以上のGABAA受容体系薬物およびGABAB  
受容体系薬物を用いた研究の結果より，EM－1  
は側坐核に潅流投与すると，DA神経終末に  
存在するGABAA受容体に対するGABA入力  
の著明な減少を介して，同部位のDA遊離を  
誘発する可能性が示された。また，このEM－1  
誘発側坐核DA遊離の制御において，側坐核  
のGABAち受容体は抑制的な役割を果たすこ  
とが示唆された。さらに，側坐核へのEMつ  
の濯流投与は，EM－1の場合とは異なり，  
GABA受容体を介さずに同部位のDA遊離を  
増大させることが示唆された。   

（2）Reboxetine誘発側坐核DA遊離において  
β受容体が果たす役割に関する研究  

青斑核などからのNA神経は，中脳辺線系  
DA神経の投射する側坐核へ入力する。側坐  
核のNA神経とDA神経との間には密接な機  
能的相互関係があり，この領域に分布するβ  
受容体の作動薬による活性化は同部位のDA  
遊離を増加する。一方，NA取り込み阻害薬  
は細胞外間隙においてNAのみならずDAも  
増加するが，その発現機構としてNA取り込  
み機構を介したDAの細胞内移行の阻害の関  
与が示唆されている。しかし，NA取り込み  
阻害薬の示すDA遊離促進作用へ細胞外NA  
量の増加によるβ受容体の刺激が関わるか否  
かについては明らかでない。そこで本研究で  

は，選択的β受容体遮断薬のpropranololを用  
いて，この薬物が選択的NA取り込み阻害薬  
のreboxetineの示す側坐核のDA遊離促進効  
果を抑制するか否かについて検討した。   
実験には無麻酔非拘束ラットを用い，側坐  
核から脳微小透析プローブを介して回収し  
た細胞外液中のNAおよびDAはHPLC堰CD  
法で分離・定量した。薬物はいずれも港流液  
中に溶解し，脳微小透析プローブを介した逆  
透析で側坐核に局所潜流投与した。   
Propranololは，側坐核のP受容体の作動薬  
による活性化が誘発する同部位のDA遊離の  

冗進を抑制する用量を用いた。   
その結果，  
①側坐核の基礎NAおよびDA遊離はいずれ  
も，reboxedne（1．2，12pmol）の濯流投与に  
より増大した。  
②propranolol（300，1200pmol）の潅流投与   
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一方，GA】∋AB受容体系薬物を用いた研究  
から以下の結果を得た。  

⑥ GABAB受容体アンタゴニストの  
2－hydroxysacloftn（100および500nmol）が基  
礎DA遊離を増大した。  

⑦GABAB受容体アゴニストのbacloftn（2．5  
および5nmol）は，基礎DA遊離に影響を与  
えなかった。  

（診 基礎DA遊離に影響を与えない量の  
2－hydroxysaclofbn（1および10nmol）は，EM－1  
（25nmol）誘発DA遊離を促進させた。  
（診Baclofbn（2．5および5nmol）は，EM－1（25  
nmol）誘発DA遊離には影響を与えなかった  
ものの，2－hydroxysaclofbn（1および10nmol）  
によるEM－1（25nmol）誘発DA遊離の促進  
効果を抑制した（下図）。  

⑳ 2・＋Iydroxysaclofen（10nmol）および  
baclofbn（5nmol）は，いずれもEMl（25nmol）  
が誘発したDA遊離に影響を与えなかった。  
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は，基礎NA遊離，基礎DA遊離，reboxetine  
誘発NA遊離にはいずれも著明な影響を与え  
なかったが，reboxetineが誘発したDA遊離の  
増大を強く抑制した（下図A，B）。  

A ・ケReb。大曲。佗Pm。l  

ツトの線条体背側部へ局所投与すると，  
dexamphetamineと類似した神経活動非依存  
性の機構により同部位のDAの放出を促進す  
るが，このDAはシナプス小胞と細胞質のい  
ずれを由来とするかは明らかでない。そこで，  

無麻酔非拘束ラットの線条体背側部への  
SKF38393の局所投与が誘発したDA放出に  
おけるシナプス小胞と細胞質のDAプールの  
役割について，reSerpheとα－MPTを用いて玩  
γ血脳微小透析法により検討した。その結果，  
①Reserpine（5mgkg，24時間前）または  
α朋PT（250mg丑g，2時間前）の全身投与の  
結果，線条体背側部へのSKF38393の局所注  
入（1．5－釘0．5山）が誘発した同部位のDA放  
出は，reSerPineにより約82％が，α朋PTによ  
り約 62 ％がそれぞれ抑制され，これら  
reserpineとα－MPTの抑制効果の合計は100％  
を超える約144引こ達した（下表）。  
②細胞内DAを枯渇させるためreserpineと  
α現PTを併用投与しても，SKf38393誘発DA  
放出は約869乙までしか抑制できなかった（下  

表）。  
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以上の結果から，ラットの線条体背側部へ  
のSKF38393の局所投与は，同部位のシナプ  
ス小胞と細胞質の両方からDAを放出するこ  
とが示された。また，このSKF38393処置は  
細胞内のDAのシナプス小胞と細胞質の間の  
移動を誘発すること，さらに細胞外DAの細  
胞内への取込み機構を阻害することがそれ  
ぞれ示唆された。   

以上の結果からreboxetineが誘発した側坐  
核のDA遊離冗進には，同部位において増加  
した細胞外NAによるβ受容体の活性化が関  
わる可能性が示された。   

（3）ベンザゼピン系D－受容体アゴニストの  

SKF38393の線条体背側部への局所投与が誘  
発する細胞外DA遊離の由来に関する研究  

我々はシナプス小胞内 DA 枯渇薬の  
reserpine と DA合成律速酵素阻害薬の  
αinethyl・plyrosine（α－MPT）を用いた研究か  

ら，覚醒アミンのdexamphetamineは，線条体  
のDA神経終末のシナプス小胞のみならず細  
胞質からもDAを細胞外へ放出することを報  
告している（Watanabeeta］．．，2005）。ベンザゼ  
ピン系D－受容体アゴニストのSXf38393はラ  
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