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研究成果の概要（和文）： 
 農薬でミトコンドリア Complex I 阻害剤であるロテノンを慢性皮下投与したラットを用いた
検討により，ロテノン神経毒性は中枢よりも末梢神経の方が脆弱であること，また中枢神経系
と同様に，腸管神経叢周囲にも GFAP 陽性アストログリアが存在し，ロテノン神経障害発現に伴
って，GFAP 陽性アストログリアの活性化が惹起されることを明らかにした．初代培養細胞を用
いた検討により，ロテノン神経毒性発現にはアストログリアが関与しており，とくに中枢神経
系においては，ロテノン曝露により中脳アストログリアから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，さらに抗酸化分子メタロチオネインがこのドパミン神経
障害を阻止しうる分子であることを見出した． 
 
研究成果の概要（英文）： 
 In this study, we revealed that GFAP-positive glial cells were distributed along the 
myenteric plexus in the ileum and ascending colon of rotenone-chronically treated rats, 
preceding central dopaminergic neurodegeneration, suggesting possible involvement of 
enteric glial cells in rotenone-induced cytotoxicity of enteric neuronal cells which 
precedes neurodegeneration in central nervous system. Using primary cultured cells, we 
also proposed a possible involvement of some molecules secreted from rotenone-treated 
mesencephalic astroglia in rotenone-induced dopaminergic neurotoxicity, and revealed 
that metallothionein could protect dopaminergic neurons against rotenone toxicity. 
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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，筋固縮，姿勢反射障害という四

大運動症状を伴う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 病の主

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．実際に，PD

における神経細胞脱落は黒質に限局せず，青

斑核や迷走神経背側核などでもみられる．さ

らに，PD の特徴である Lewy 小体出現はこれ

らの部位で必発し，中枢神経系および末梢自

律神経系に広範に分布している．Braak らは

Lewy 小体，Lewy neurite の出現分布を剖検

脳で検討した結果，PD の病理変化は脳幹下部，

嗅球から始まり，経過とともに脳幹を上行し，

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)．この仮

説によると，発症前にすでに迷走神経背側核，

青斑核に変性がみられており，中脳黒質緻密

部の DA神経に変性が及んではじめて PDの運

動症状が出現すると考えられる．Orimo らは，

脊髄交感神経節細胞の変化に先行して，交感

神経の神経終末の Lewy neurite を伴う変性

が生じること，また，交感神経節後線維の脱

落がみられる症例が，後に PD の運動症状を

呈するようになることを報告している

(Orimo et al., Brain, 131: 642, 2008)．

さらに，PD患者の腸管の Auerbach 神経叢に

おいて Lewy小体を伴う変性脱落がみられる．

以上のことより，PD は末梢から Lewy 小体の

出現を伴う神経変性が上行し，中脳に至った

段階で運動症状を発症する，いわば全身病と

して捉えることができる．さらに，従来 PD

の随伴症状と考えられていた便秘，起立性低

血圧，嗅覚障害などは，運動症状発現以前か

ら認められ，それぞれ腸管，心臓交感神経，

嗅神経における神経終末変性に対応してい

ることから，最近では PD の前駆症状と考え

られている． 

われわれはこれまでに，PD での DA の酸化

体で DA神経特異的酸化ストレスである DAキ

ノンによる神経障害機構とその保護に関す

る一連の研究を行い，キノン体が PD 病態形

成において重要な役割を果たすこと，またキ

ノン還元酵素 NQO1 の賦活薬，強力な抗酸化

能を有するグルタチオン(GSH)，金属代謝分

子メタロチオネイン(MT)が DA キノン障害性

を軽減し，治療応用できる可能性を明らかに

した(Miyazaki et al., Clin. 

Neuropharmacol., 28: 155, 2005; Miyazaki 

et al., FASEB J., 20: 571, 2006; Miyazaki 

et al., FEBS Lett., 581: 5003, 2007; 

Asanuma et al., Neurosci. Res., 60: 106, 

2008)（平成 18-19年度科研費 若手研究(B)）．

GSH 合成の基質となるシステインは，その酸

化体であるシスチンとしてシスチン-グルタ

ミン酸交換トランスポーター(xCT)を介して

取り込まれるが，神経細胞は xCT を欠いてお

り，GSH合成は近接するアストログリアの xCT

でのシスチン取り込みに依存するという神

経-アストログリア連関が存在する (Wang et 

al., J. Neurochem., 74: 1434, 2000; Shih 

et al., J. Neurosci., 26: 10514, 2006)．

最近われわれは，新規抗パーキンソン病薬ゾ

ニサミドが xCT の発現誘導を介する強力な

GSH 増加作用，アストログリア増殖促進作用

を有し，神経保護効果を示すことを明らかに

した(Asanuma, Miyazaki et al., Ann. 

Neurol., 67: 239-249, 2010)．また，強力

な抗酸化分子である MT が，酸化ストレスに

対してアストログリアにおいてのみ誘導さ

れ神経保護に働くことを発見した(Miyazaki 

et al., J. Neurochem., 110(Suppl.2): 107, 

2009)．このように脳内においてはアストロ

グリアの DA キノン消去能をはじめとする抗

酸化機構が重要であり，神経-アストログリ

ア連関が新規神経保護薬開発の標的となり

うる．以上のことから，脳内のみならず末梢

においても神経-アストログリア様細胞連関

が存在し，末梢神経保護において重要な働き

を担っていると想定された． 

 

２．研究の目的 
 孤発性 PD を神経終末からの変性が末梢か

ら中枢へと上行する全身病として捉え，さら

に脳内線条体，心臓，結腸の神経周囲に存在

するアストログリアおよびアストログリア

様細胞の抗酸化機構に着目し，ロテノン慢性

投与 PD モデルの中枢・末梢神経障害とアス

トログリア(様細胞)の動態，およびロテノン

誘発神経障害へのアストログリアの関与に

ついて検討した．これにより，PD の前駆症状

に関係する臓器での末梢神経終末変性にア

ストログリア様細胞の抗酸化機構の破綻が

関与していることを明らかにし，PD 発症機序

の解明，さらにアストログリア(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，①Lewis 系ラット，



②C57BL/6J マウス，③MT ノックアウトマウ

スを用いて検討した．また，(2)ロテノン誘

発神経毒性へのアストログリア様細胞の関

与について，①SD 系ラット中脳・線条体初代

培養細胞，②SD 系ラット腸管初代培養細胞，

③MT ノックアウトマウス中脳・線条体初代培

養細胞を用いて検討した． 

 

４．研究成果 

(1)ロテノン慢性投与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 

①Lewis 系ラットを用いた検討： 

 雄性 Lewis 系ラット(7週齢)にロテノン

(2.4 mg/kg/day)を浸透圧ミニポンプを用い

て 3週間慢性皮下投与したところ，線条体 DA

トランスポーターのシグナルが低下した個

体がみられたものの，有意な変化は認められ

ず，黒質のチロシン水酸化酵素(TH)陽性神経

細胞数，線条体の TH 陽性シグナルも有意な

変化はみられなかった．回腸，上行結腸の切

片を用いてβ-tubulin III および vesicle 

acetylcholine transporter (VAChT)の免疫

染色を行い，腸管神経叢の確認およびアセチ

ルコリン神経障害を評価した．その結果，ロ

テノン投与群の回腸および上行結腸の腸管

神経叢において神経細胞のβ-tubulin III陽

性シグナルの著明な低下が認められた．さら

にアストログリアのマーカーである GFAP, 

S100βの免疫染色により，腸管神経叢周囲に

アストログリア(様細胞)の局在を認め，ロテ

ノン投与群において GFAP 陽性アストログリ

ア様細胞が増加していた．これらの結果より，

中枢神経系と同様に，腸管神経叢周囲にも

GFAP 陽性アストログリアが存在すること，ロ

テノン神経毒性は中枢よりも末梢神経の方

が脆弱であること，またロテノン神経障害発

現に伴って，GFAP 陽性アストログリアの活性

化が惹起されることを見出した． 

②C57BL/6J マウスを用いた検討： 

 雄性C57BL/6Jマウス(8週齢)にロテノン(50 

mg/kg/day)を3，6週間慢性皮下投与した．ロ

テノン3週間投与では黒質，線条体のTH陽性シ

グナルに変化はみられなかったが，上行結 

腸の神経叢におけるβ-tubulin III陽性シグ

ナルが有意に低下していた．また，ロテノン

投与6週後では線条体TH陽性シグナルの有意

な低下が認められた．これにより，C57BL/6J

マウスにおいてもロテノン神経毒性は中枢よ

りも末梢神経の方がより脆弱であることが示

唆された． 

③MT ノックアウトマウスを用いた検討： 

 野生型マウスおよびMTノックアウトマウス

(8週齢)にロテノン(50 mg/kg/day)を4週間投

与した．野生型マウスではロテノン投与によ

り，線条体TH陽性シグナルの低下が認められ

たが，線条体DAT陽性シグナルは変化がみられ

なかった．一方，MTノックアウトマウスでは

ロテノン投与により，線条体THおよびDAT陽性

シグナルの有意な低下が認められ，TH陽性シ

グナルの低下は野生型に比べ著明であった．

野生型マウスでは線条体のGFAP陽性アストロ

グリアの増加がみられたが，MTノックアウト

マウスでは有意な変化がみられなかった．ま

た，MTノックアウトマウスではロテノン投与

により腸管神経叢におけるβ-tubulin III陽

性シグナルの低下がみられた．これらの結果

より，MTノックアウトマウスでは野生型マウ

スに比べ，ロテノン神経障害が著明であるこ

とがわかった． 

(2)ロテノン誘発神経毒性へのアストログリ

ア様細胞の関与 

①SD 系ラット中脳・線条体初代培養細胞を用

いた検討： 

 SD 系ラット胎仔(15 日齢)からの中脳神経

細胞単独培養系，中脳神経細胞と中脳アスト

ログリアの共培養系および中脳神経細胞と

線条体アストログリアの共培養系に，それぞ

れロテノン(1-5 nM)を 24 時間曝露した．ロ

テノン曝露により中脳神経細胞単独培養系，

中脳神経細胞と線条体アストログリアとの

共培養系では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グリアの共

培養系では有意な TH 陽性細胞数の減少がみ

られた． 

 SD 系ラット中脳神経細胞と中脳アストロ

グリアの共培養系および中脳神経細胞と線

条体アストログリアの共培養系に，それぞれ

ロテノン(1-5 nM)を 24 時間曝露し，GFAP で

染色した．線条体アストログリアはロテノン

の濃度依存的に GFAP 陽性シグナルの増強が

みられるのに対し，中脳アストログリアでは

ロテノン曝露による GFAP 陽性シグナルの増

強は認められず，むしろ減少傾向があった．

線条体アストログリアあるいは中脳アスト

ログリアの単独培養系にロテノン(1-5 nM)を

24 時間曝露すると，線条体アストログリアで

は細胞外 GSH 量の増加がみられたが，中脳ア



ストログリアでは細胞外 GSH量に変化はみら

れなかった．また，ロテノン曝露 6時間後の

ミトコンドリアの活性を Mito Tracker で検

討したところ，線条体アストログリアではロ

テノン曝露により，Mito Tracker のシグナル

増強がみられたが，中脳アストログリアでは

むしろ減少傾向がみられた．さらに，ロテノ

ンを曝露した線条体アストログリアあるい

は中脳アストログリアの培養液を中脳神経

細胞単独培養系に添加したところ，ロテノン

曝露線条体アストログリアからの培養液添

加では TH 陽性細胞数に変化はみられなかた

が，ロテノン曝露中脳アストログリアの培養

液添加では TH陽性 DA神経細胞数が有意に減

少した．これらの結果より，ロテノンによる

神経毒性発現には中脳アストログリアから

分泌される何らかの分子が関与しているこ

とが示唆された．また，アストログリア単独

培養系へのロテノン添加実験により，線条体

アストログリアではロテノン曝露により反

応性にアストログリアの活性化が惹起され

るが，中脳アストログリアではその反応性が

認められず，むしろロテノン曝露による機能

不全がみられた． 

②SD 系ラット腸管初代培養細胞を用いた検

討： 

 SD 系ラット胎仔(15 日齢)の腸管を用いて

腸管神経叢の初代培養系を確立した．神経細

胞はβ-tubulin III および VAChT の免疫染色

により，またアストログリア様細胞は GFAP

および S100βの免疫染色により確認した．腸

管神経細胞単独培養系および腸管神経グリ

ア共培養系にロテノン(1-5 nM)を 24 時間曝

露したところ，腸管神経細胞単独培養系では

変化は認められなかったが，神経グリア共培

養系ではロテノン曝露により著明なβ

-tubulin III陽性神経細胞数の減少がみられ

た．また，ロテノン処置により GFAP 陽性細

胞の増加がみられた．これにより，腸管神経

系においてもロテノン神経毒性発現にはア

ストログリア様細胞が関与していることが

示唆された． 

③MT ノックアウトマウス中脳・線条体初代培

養細胞を用いた検討： 

 MT ノックアウトマウス胎仔(15 日齢)から

の中脳神経細胞単独培養系，中脳神経細胞と

中脳アストログリアの共培養系および中脳

神経細胞と線条体アストログリアの共培養

系に，それぞれロテノン(1-5 nM)を 24 時間

曝露した．中脳神経細胞単独培養系では，高

濃度ロテノン曝露(5 nM)により TH 陽性 DA 神

経細胞数の有意な減少がみられたが，低濃度

ロテノン曝露(1, 2.5 nM)では変化がみられ

なかった．また，中脳神経細胞と線条体アス

トログリアあるいは中脳神経細胞と中脳ア

ストログリアの共培養系ではロテノン曝露

により濃度依存的な TH陽性 DA神経細胞数の

減少がみられた．一方，野生型マウス(15 日

齢)からの初代培養細胞を用いた検討では，

SD 系ラット初代培養細胞へのロテノン添加

実験と同様に，中脳神経細胞と中脳アストロ

グリアの共培養系においてのみ，ロテノン曝

露による DA 神経障害がみられた．MTノック

アウトマウス線条体あるいは中脳アストロ

グリアにロテノン(5 nM)を 24 時間曝露した

培養液を回収し，中脳神経細胞単独培養系に

添加したところ，ロテノン曝露線条体アスト

ログリア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

中脳アストログリアの培養液添加では TH 陽

性 DA 神経細胞数が有意に減少した．また，

中脳神経細胞単独培養系へのロテノン(5 nM)

添加による DA 神経障害は MT1 リコンビナン

ト蛋白を添加することで阻止された． 

 以上の結果より，ロテノン神経毒性発現に

はアストログリアが関与しており，とくに中

枢神経系においては，ロテノン曝露により中

脳アストログリアから特異的に分泌される

何らかの因子がDA神経障害を惹起すると考

えられる．さらに，抗酸化分子MTがロテノン

誘発DA神経障害を阻止しうる分子であるこ

とを見出した． 
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