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研究成果の概要（和文）：ヘミ・パーキンソン病モデルラット（6-OHDAラット）の破壊側線条体に胎仔中脳腹側部細胞
を移植し，L-DOPA反復投与による行動変化，FosBその他の転写調節因子の脳内分布を免疫組織学的手法を用いて観察し
た。移植部線条体その他のFosBとc-Fosでは発現様式に違いがみられた。
6-OHDAラットの破壊側線条体に胎仔中脳腹側部細胞を移植し，その後の疼痛関連行動の変化を，対照群（非移植群）と
比較した。移植群では，破壊側後肢の痛覚過敏が改善していた。

研究成果の概要（英文）：A study was carried out to examine the effects of repeated L-DOPA treatment on 
the distribution of the immediate-early gene (IEG) proteins (FosB, c-Fos, and Zif268) in forebrain 
regions in a unilateral 6-hydroxydopamine (6-OHDA) rat model of Parkinson’s disease with or without 
intrastriatal grafts of fetal ventral mesencephalon. During a course of repeated L-DOPA treatment, rats 
with a 6-OHDA lesion developed abnormal involuntary movements. In summary, differential expression of 
three IEG proteins was observed in the forebrain regions during a course of repeated L-DOPA treatment of 
6-OHDA-treated hemiparkinsonian rats.
The other goal of this study was to investigate the effect of intrastriatal grafts of fetal ventral 
mesencephalon (VM) on the withdrawal response in 6-OHDA rats. The present results suggest that the 
intrastriatal grafts of fetal VM may relieve pain sensation induced by mechanical stimulation in 6-OHDA 
rats.

研究分野： 精神医学
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１．研究開始当初の背景 
 L-DOPA 慢性投与に伴う運動障害に対す
る研究報告（Obeso et al, 1989; Kaiser et al, 
2003）に比べ，パーキンソン病治療経過中に
認められる L-DOPA 起因性精神病の研究は
極端に少ない。基礎研究に関しても，疾患あ
るいは症状モデル作製の困難さも手伝い，か
なり限定される（Ishida et al, 2000; Ebihara 
et al, 2011）。L-DOPA による精神症状の発現
機序に関しては，大脳皮質や辺縁系における
ドパミン（DA）受容体及びセロトニン受容
体の過刺激，あるいはアセチルコリン受容体
の刺激不足等の関与が，あくまで仮説として
示唆されているものの，詳細な解明はなされ
ていない。他の精神疾患と同様， L-DOPA
起因性精神病についても精緻な動物モデル
を作製することは困難である。しかし，本疾
患の病態生理を神経解剖・神経薬理学的手法
を用いて解明することは臨床研究では困難
であり，動物を用いた基礎研究が必要である。 
 過去の報告のなかで，L-DOPA 慢性投与後
の DA 受容体感受性の変化（sensitization）
や FosB をはじめとする転写調節因子発現に
ついて検討した研究は，ほとんど線条体のみ
を対象としたもの（Gross et al, 2003; Van 
Kampen and Stoessl, 2000; Carey, 1991; 
Juncos et al, 1989; Fredduzzi et al, 2002）
であり，大脳皮質や辺縁系領域を対象とした
ものはみあたらない。線条体における最近の
知見としては，DA やセロトニン受容体に加
え，アデノシン受容体（Tomiyama et al, 
2004）あるいは prodynorphin（Cenci et al, 
1998）と L-DOPA 慢性投与に伴う運動障害
への機能関与が示唆されている程度である。 
 パ−キンソン病モデル動物に対する DA 受
容体作働薬投与による大脳基底核内の c-Fos
発現観察（Ishida et al, 1998），アンチセン
ス・オリゴデオキシヌクレオチド（ODN）を
用いた基底核内の転写調節因子観察（Hebb 
et al, 1997, 1999（研究代表者の元共同研究
者）; Ishida et al, 2002）はいくつか報告さ
れている。我々は最近，パーキンソン病モデ
ルラットへの L-DOPA 反復投与に伴い，関心
領域（線条体・前部帯状回・扁桃体）全般に
ついて c-Fos，Zif268 の発現は徐々に低下す
るのに対し，FosB 発現は破壊側(DA 入力遮
断側)の線条体背側のみならず前部帯状回に
おいても増加することを初めて報告した
（Ebihara et al, 2011）。 
 パーキンソン病モデル動物に対する神経
移植が，その後の L-DOPA 慢性投与による運
動症状の改善や副作用にどのような影響を
与えるかに関しては，単に行動や受容体活性
を観察したものに留まり（Steece-Collier et 
al, 2003），本研究で計画している複数の転写
調節因子を対象とした研究は例を見ない。 
 
 
２．研究の目的 
 本研究は，中枢 DA 神経系の可塑性に対す

る転写調節因子（c-Fos，FosB，Zif268）の
役割を観察する目的で，一側の黒質線条体
DA 路を破壊したヘミ・パーキンソン病モデ
ルラットに対し，神経移植や L-DOPA 投与等
の治療的処置を施す。これらの神経破壊及び
治療的処置により生じる行動変化と転写調
節因子との機能的関連を明らかにするため，
methamphetamine や L-DOPA 投与による
転写調節因子遺伝子発現様式及び，種々の行
動観察，形態学的観察（免疫組織化学法）を
施行する。本研究により，パーキンソン病を
はじめとする中枢 DA 神経関連疾患の進行及
び治療過程における転写調節因子の役割の
一端が明らかとなる。 
 
 
３．研究の方法 
 実験には体重約 130 g のウィスター系雄性
ラットを用いる。 
１）6-hydroxydopamine によるヘミ・パーキ
ンソン病モデルラットの作製 
 ペントバルビタール麻酔下，脳定位的に
6-hydroxydopamine（6-OHDA）を一側の内
側前脳束へ微量注入することにより，中脳
DA 神経を化学破壊した 6-OHDA ラット（ヘ
ミ・パーキンソン病モデルラット）を作製す
る。6-OHDA 溶液の脳実質内への投与におい
ては，マイクロインフュージョンポンプ（今
回購入申請）を用いる。6-OHDA 破壊２週間
後に，methamphetamine 誘起回転運動を観
察し行動の偏位を定量化し，一定の基準に満
たなかった動物は本実験より除外する
（Ishida et al, 2008）。 
 
２）ラット胎仔中脳 DA 細胞移植による行動
及び転写調節因子（c-Fos，FosB，Zif268）
発現の観察 
 前記１）で作製した 6-OHDA ラットの中
から移植群を選び，破壊側線条体に胎仔中脳
DA 細胞の移植を行う。移植は，6-OHDA 破
壊後３週目にBjörklundらの方法の変法を用
いて行う。移植組織には，胎生 14-15 日目の
ラット胎仔の中脳腹側部を，細胞浮遊液の状
態にしたものを用いる。ペントバルビタール
麻酔下，脳定位的に破壊側線条体２カ所に神
経組織を注入移植する。その後，破壊群・移
植群について前記した回転運動の観察を行
い，移植による代償および機能的亢進を調べ
る。Methamphetamine 誘起回転運動観察後，
ペントバルビタールによる深麻酔下，ラット
脳を灌流固定する。取り出された脳は，後固
定後，ミクロトームにより凍結切片とし，そ
の後は浮遊法で免疫組織化学法（ABC 法）を
施行する（Ishida et al, 2008）。 
 以上の手法により，ラット大脳基底核（線
条体，黒質，腹側被蓋野）を中心に c-Fos，
FosB 及び Zif268 陽性細胞の分布を調べ，そ
れぞれの蛋白発現の部位特異性を観察する。 
 
 



３）L-DOPA 単回及び反復投与に伴う転写調節
因子発現の観察 
 前記２）の破壊群・移植群のなかから
L-DOPA 単回投与群と反復投与群を抽出す
る。 
 薬物投与に際しては，まず芳香族Ｌ-アミノ
酸脱炭酸酵素阻害薬（末梢における L-DOPA
の代謝を阻害し，L-DOPA がより効率的に脳
血管関門を通過できる）の benserazide (15 
mg/kg, i.p.)，引き続き L-DOPA methyl ester 
(15 mg/kg, i.p.)を投与する。単回投与群の動
物には１回のみの L-DOPA 投与，反復投与群
の動物には３週間連日の L-DOPA 投与を行
い，いずれの群も L-DOPA 最終投与２時間後
に，ペントバルビタールによる深麻酔下，ラ
ット脳を灌流固定し免疫染色に供する。なお，
この実験では，L-DOPA 反復投与に伴う回転
運動・不随意運動を観察する目的で，L-DOPA
投与初日，１週後，２週後，最終日に，各ラ
ットの L-DOPA 投与後１時間の行動観察を
施行する。不随意運動の観察には，Cenci ら
の提唱した評価尺度を用いる。 
 以上の手法により，ラット大脳基底核（線
条体，淡蒼球，視床下核），DA 神経終末部位
（前頭前野，側坐核，扁桃体），更に主なア
ミン性神経核（黒質・腹側被蓋野—DA 神経
核，青斑核—ノルアドレナリン神経核，背側
縫線核—セロトニン神経核，マイネルト核・
脚橋被蓋核・橋背外側被蓋核—アセチルコリ
ン神経核）に関して c-Fos，FosB 及び Zif268
陽性細胞の分布を調べ，それぞれについて発
現の部位特異性，L-DOPA 反復投与に伴う免
疫陽性細胞数の変化を観察する。 
  
４）ラット胎仔中脳 DA 細胞移植による疼痛
関連行動変化の観察 
  前記２）の破壊群・移植群に関して，下
肢に対する機械的圧刺激による疼痛の回避
反応閾値を測定する。疼痛の回避反応閾値の
測定には、フォンフレイ式刺激針による機械
的侵害刺激を用いる。 
 
 
４．研究成果 
 L-DOPA反復投与に伴い，６−OHDA ラットに
おける種々の不随意運動はその程度が亢進
していった。 
 L-DOPA 反復投与に伴い，関心領域全般につ
いて c-Fos，Zif268 の発現は低下するのに対
し、FosB 発現は破壊側(ドパミン入力遮断側)
の帯状回前部、線条体背側において増加する
傾向を確認した。 
 結果より，L-DOPA 製剤の長期服用による副
作用発現に FosB を介した神経機構が関与す
る可能性が示唆された。 
 また，６−OHDA ラットの破壊側線条体に胎
仔由来の中脳腹側部細胞を移植し，前記同様
の行動観察・形態学的実験に供した。結果に
ついては現在解析中である。 
 胎仔中脳 DA 細胞の破壊側線条体への移植

により，６−OHDA ラットに生じた痛覚過敏が
改善することが明らかとなった（下記，図 2
参照）（Takeda et al, 2014）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 
破壊群（●）と比較し，移植群（□）では，
破壊側線条体への胎仔中脳 DA 細胞移植 4週
後にはmethamphetamine誘起回転運動が有意
に軽減した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 
A:破壊側後肢への機械的刺激に対する閾値
（フォンフレイ式刺激針），B：破壊反対側後
肢の閾値。正常群（○），破壊群（●），移植
群（□）。6-OHDA による黒質線条体路の破壊
により，破壊側後肢で機械的刺激に対する痛
覚過敏が生じたが，その後の移植により軽減
した。 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 
Tyrosine Hydroxylaseに対する抗体を用いた
免疫組織化学法による破壊群ラットの線条
体（A）・中脳（B），移植群ラットの線条体（C）・
線条体移植部（D）の顕微鏡写真。Scale bars 
= 1 mm (A–C), 100 μm (D). 
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