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研究成果の概要（和文）：口腔ジスキネジアは顎顔面の無目的な反復性の運動を特徴とする症候  

である。その発症機構の詳細は不明だが，ラットを用いた行動学的研究から側坐核のドパミン  

神経が顎の常同運動の発現へ関わることが示唆されている。側坐核ではノルアドレナリンとド  

パミンの両神経間に密接な機能的相互作用が存在するので，申請者らは，側坐核におけるこれ  

ら両神経の活動制御機構について，無麻酔非拘束ラットを用い∫几Ⅴル0脳微小透析法により検討  

した。  

研究成果の概要（英文）：Oraldyskinesiaisaneurologicalsyndromewhichischaracterizedbythe  
repetitivestereotypedoralmovement．Thedetailedbiologicalbasisofthedisorderremainsunclear，but  
thebehaviouralstudies suggestthatthe accumbaldopaminerglCneurOnS Play a pivotalrole forthe  
induction of repetitiveJaW mOVementS Of rats，Itis known that there exists a close  
noradrenaline」lopamineinteractionwithinthisnucleus．Therefore，inthepresentstudy，Weinvestlgated  
themechanismsoftheregulationofaccumbaldopaminerglCandnoradrenergicactivltyin舟eelymovlng  
rats，uSingtheinvivobrainmicrodialysISteChnique．   
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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。   

高齢者では舌の突出を伴う顎顔面の異常  
な不随意運動の亡l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，異質一線条体DA神経の機能障害によ   



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。ド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，内医l性ド受容体  
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GAI‡A受容体サブタイプの役割の面から  
解明を試みた。   
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（Tomiyamaetal．，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－Dawley系雄性ラット（体重約200  
g）を用いた。ベントパルビタール（50mg几g  
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：前述の小手術より 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叫分で濯流して，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，高速液体タロマトグラフ  
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。  
（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  
への局所潅流投与を行い，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   

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  
スキネジア様の顎運動を惹き起こすことを  
報告している（CooIsetal．，EurJ．Pharmacol．，  
1995）。   

一方，側坐核にはDA神経のみならず青斑  
核などからNA神経入力がありDA神経機能  
の調節を行うことが指摘されている（Saigusa  

etal．，Neuroscience，1999）。側坐核のNA神経  
の制御機構は同部位のDA神経活動を指標と  
した研究（Tuinstra＆CooIs，Neuroscience，  
2000）からその一端こそ明らかにされている  

ものの，側坐核のNA神経からのNA遊離そ  
のものの制御機構については，この神経の終  
末に分布するアドレナリン受容体サブタイ  
プの関与の面からでさえ不明の点が多く残  
されている。   

2．研究の目的   

本研究はi柁Vル¢の条件下において，側坐核  

のNA遊離の制御機構を解明することを目指  
して計画した。即ち，本研究はラットを用い  

てf〝γfγ0脳微小透析法により，①側坐核の細  

胞外NA量の制御へ同部位に分布するNA再  
取り込み機構が関与するか否かについて，さ  
らに②同部位に分布するアドレナリン受容  
体サブタイプが細胞外NA量の制御に果たす  
役割についてそれぞれ明らかにすることを  
計画した。   

実験動物を用いた基礎的な研究から，側坐  
核のDA神経の冗進が口腔ジスキネジア様の  
顎顔面領域の異常な不随意運動を惹起する  
ことが示されている。したがって，このDA  
神経の促進機構の解明が口腔ジスキネジア  
発症機構の生物学的背景の解明につながる  
ことが期待できる。しかしながら，わ＝血相の  

条件下における側坐核のDA神経の活性化メ  
カニズムの詳細は明らかでない。そこで，本  

研究では（1）NA神経とDA神経，（2）ド受  
容体とGABA神経のそれぞれの相互作用の  
面から側坐核のDA神経冗進機構について検  
討を加えた。即ち，  
（1）側坐核ではNA神経とDA神経の間に密  
接な機能的相互関係があることが知られて  
いる。そこで，側坐核のNA神経の活性化が  
同部位のDA神経に及ぼす効果について，ア  
ドレナリン受容体サブタイプのひとつのβ受  

容体の役割に注目して側坐核のDA神経冗進  
機構について検討した。  

（2）側坐核のDA神経への入力が想定されて  

いるGAI）A神経による抑制性制御の抑制（脱  



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ド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）Reboxetine誘発側坐核DA遊離において  
β受容体が果たす役割  

青斑核などからのNA神経は，中脳辺縁系  
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神経との問には密接な機  
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P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－ECD  
法で分離・定量した。薬物は■いずれも潅流液  
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  
克進を抑制する用量を用いた。   
その結果，  
（∋側坐核の基礎NAおよびDA遊離はいずれ  
も，reboxetine（1．2，12pmol）の港流投与に  
より増大した。  
②propranolol（300，1200pmol）の港流投与  
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（図A，B）。   
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。  

5
 
 
 
 
0
 
 
 
 
5
 
 
 
 
■
U
 
 

’
一
5
’
■
▲
U
 
 
 

－
Q
＞
q
－
く
N
－
一
桁
q
q
－
○
ボ
 
 

■0   0    ヰ0   80  120  1GO   280   240  

Timモー憮rrモboxe伽セOnSettI¶叫  

B  一一触如州。…。md   

5
 
 

一
Q
＞
0
－
く
凸
【
僧
の
¶
q
】
○
辞
 
 

0
 
 
 
 
 
 
 
5
 
 
’
l
 
 
 
 
 
 
 
一
U
 
 
 
 
 
 
 
 
’
・
 
1
■
l
 
 

■0    0    〃0   80  110  160   200   240  
T血相鮎川血冊加“冊血匝咄  

【A川恥α；01封犯汀由一jn丘Idono11－p叩pRnOlol【下rOpTanO181；300pmo】（花＝9：  
dos亡d†血吋呵牒か川0即仙1（胆7；℃p叩頭止血帥可OnA120min－inru≦iono†  

r亡bM血eい2pmqり一山duく亡di爪亡Tea父h norad一郎djn亡（鵬）】亡V亡Iin【b亡nudeu5  
a亡仙Ⅵben∫（た吉6；叩印dd以nOn瑚n亡dab訂e甲ー亡SSed追加me山九山g亡戸  
2Dminob5亡Ⅳadoqpedod5anefol】父【0†a12emiかinhsiol】Orrebox亡【heい2pm叫 

V亡止血1bユー5h血⊂ale5．EM，Ⅷe側Ⅰ亡db打ユhwthe止百dsユ血dical田血p亡dodof  
reb¢はtin亡坪山如n．Th亡Opモnedb打hdi亡ユk5沌eperiodofinhsionofト♪r叩W010L  
（8〉Em托【5¢f且60min・jn山盛OnOfト叩pr叩0lol【propra甲柚3抑pmol血・9：do£由  
uia喝t亡S）and1200pmolf爪∈7：叩Ⅶdl中唱如）】on心120】1hj血如nolr血祉也Ⅶ  
（12pm01トinduαdh耶aSehdopm加（DA）1ev亡1int鵬n郎1el蛤a亡mm鵬n5（ロコ6；  
open亡ddiamonds）．≠edalaare・叩柁S亡da5伽m亡an亡山鳩亡mZOm加8b削Ⅵ痛山  
p町iod5a血亡川砧e【ora】20min・inh如no†柁boxe仙ピー12pmol〉V亡一血albaT古山心∽【亡  
S．EM．佃爪1t亡dbaJ点せOVe血曲5d銅鵬ねt6加即如dorれ，b肌eun亡匹坤如几nビ  
Opendb釘ind血亡びれ亡pⅣ伯do†inh如norl・叩）pranObt  

（2）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  

内医l性ド受容体アゴニスト候補物質の  
endomorphin（EM）－1とEM一之は，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，匹受容体刺激を  
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EM蔓それぞれの潅流投与で  
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ル0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－2誘発DA遊離に対するGABAA  
受容体系薬物（アゴニストのmuscimolとアン  
タゴニストのbicucu11ine）の局所潅流投与の   



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，GABAÅ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GABAÅ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（図B）。さらに，EMつ（25nmol）が誘発  
したDA遊離に対してmuscimolとbicucu11ine  
は，いずれも著明な影響を与えなかったこと  
から，EM蔓は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  

効果を検討した。   

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。薬物はいずれも湾流液中に溶解し，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，GABAÅ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（bicucu11ine；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，bicucu11ine（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，bicucunine（50pmol）の併用  
によって括抗された（図A）。  
⑤Muscimolおよびbicuculline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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（3）ベンザゼピン系Dl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  

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  
Qlnethyl－P－tyrOSine（cL・朋PT）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（Watanabeetal．，2005）。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，reSerPineとcL－MPTを用いてin  
γル0脳微小透析法により検討した。その結果，  
①Rese叩ine（5m釘kg，24時間前）または  
cL－MPT（250m釘kg，2時間前）の全身投与の   

■○ 胡 ■○ ・之0  0  ま○  ヰ8  58  80 100  
¶爪●●nOrEhl－10n暮■t（m叫  

丑飽ぬOf′止ei皿鮎i皿Ofb血c山1he（50甲】叫On仇B払打¢a決血  
肛C血baldqp初山e靭声皿脱出auc¢dわy仇eco－a血血b的tion。†ヱ50p皿dl  
皿∽血ol血d25ⅢnOl比論moTp址一1（EM・Ⅰ；班＝6，甲mdjmon吋孤edala  
a花環pT6鱒d鱒鮎澤闇M中和Igein5叩卸qbsem鶴onl灯io血通すOnSdof  
扁如坤血相心血海面抽鵬如血揉鋤．ne血edba∫伽ve加  
重SCiぷa出撃C鱒血叩申⊃dd！bicp血血叩ゆSi8n（50′皿叫也山On珊耶d  
さ5血血be飴柁Ⅷ始10rEndomoJpl血－1in血5iqn・ne呼mb町並di仁批5伽  
画叫om血si平準鱒坤1（2さ叫血威CO】一皿β∝¢d25払出b曲搾血S眈Of  
吐血m叩】血－ユ血血血n．ne山一血由b貯ab8Ve仇¢ユも血出血血山田血epe由d  
Or比丘Omαphh・】pe脆si日出（ヱ5∬I呵 

Muscimolとbicuculline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，bicucu11ineは，DA神経上  
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結果，線条体背側部へのSKf38393の局所注  
入（1．叫釘0．叫1）が誘発した同部位のDA放  
出は，reSerPineにより約82％カざ，α」MPTによ  

り約 62 ％がそれぞれ抑制され，これら  
reserpineとα」止PTの抑制効果の合計は100％  
を超える約144射こ達した（下表）。  

②細胞内DAを枯渇させるためreserpineと  
α－MPTを併用投与しても，SKF38393誘発DA  
放出は約86％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。   
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