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研究成果の概要（和文）：線条体ドパミン神経終末の機能評価系を確立するため、モノアミントランスポーターの機能
評価に用いられている蛍光物質 ASP+に注目した。線条体および前頭皮質由来シナプトソームにおけるASP+の取り込み
について、種々のモノアミントランスポーター阻害剤の影響を検討したところ、ドパミン神経に対して選択性が高いこ
とが認められた。したがって、ASP+は、ドパミン神経終末の機能評価に有用である可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to establish the functional assay system for dopaminergic terminals in st
riatal synaptosomes, we use the fluorescent compound 4-(4-diethylaminostyryl)-N-methylpyridinium iodide (A
SP+). ASP+ has been used to measure the biophysical properties of norepinephrine transporter (NET), seroto
nin transporter (SERT) or dopamine transporter (DAT). In this study, we have investigated whether ASP+ can
 be used as a fluorescent substrate to monitor DAT function in mouse striatal synaptosomes. We confirmed t
he specificity of ASP+ uptake for the NET, SERT and DAT using several inhibitors of monoamine transporters
 in synaptosomes prepared from the striatum and frontal cortex. These results suggest that the ASP+ method
 might be used to evaluate for the function of dopaminergic terminals in striatal synaptosomes.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医療薬学

キーワード： パーキンソン病　ストレス性精神障害　ドパミン神経　MPTP　シナプトソーム

薬学・生物系薬学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
パーキンソン病 (Parkinson’s disease: 

PD) は黒質線条体ドパミン神経の変性・脱落
により運動機能障害を呈する進行性の神経
変性疾患である。PD のような神経変性疾患で
は原因となる神経細胞が慢性的に徐々に変
性・脱落することからさまざまな内的・外的
要因がその病勢の進行に影響を及ぼす可能
性がある。多くの疫学的解析により、ストレ
ス性精神障害であるうつ病が PD 発症の危険
因子の１つとして報告されている。また、医
療現場において、PD 患者に対する過度なスト
レス暴露がその治療の妨げになると考えら
れている。つまり、精神的ストレスやストレ
ス性精神障害が PD の発症や病勢の進行に関
与している可能性を示唆している。しかしな
がら、PD におけるドパミン神経細胞の変性・
脱落に対して、精神的ストレスやストレス性
精神障害およびその背景にある神経伝達異
常が及ぼす影響については不明である。そこ
で、ストレス性精神障害が PD の発症や進行
に関与するとの仮説のもと、ストレス性精神
障害モデルマウスにおける PD 誘発神経毒
1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
（MPTP）の及ぼす影響を検討した。そして、
ストレス性精神障害が線条体ドパミン神経
の MPTP に対する脆弱性を惹起することを明
らかにした。しかしながら、この脆弱性形成
機構は不明である。 
孤発性 PDおよび MPTP 誘発ドパミン神経変

性は線条体における神経終末から中脳黒質
の細胞体に向け逆行的に進行すると考えら
れている。そのため、変性の開始点である神
経終末に着目する必要があると考えた。しか
しながら、線条体組織にはドパミン神経以外
に様々な神経が存在するため、ドパミン神経
終末分子を特異的に解析することは困難で
ある。そこで、線条体組織より調製したシナ
プトソーム画分において、免疫分離法により
ドパミン神経終末（シナプトソーム）の単離
法を確立した。これを応用することで、ドパ
ミン神経終末の選択的な機能評価系が確立
できるのではないか考えた。 
 
２．研究の目的 
ストレス性精神障害モデルマウスにおけ

る線条体ドパミン神経終末の脆弱性形成機
構を明らかにすることを目的とする。特に、
単離した線条体ドパミン神経シナプトソー
ムを応用し、変性のメカニズムとして考えら
れているミトコンドリア機能および酸化ス
トレスを評価する。そして、黒質線条体ドパ
ミン神経の変性・脱落に至る分子機構を解明
する。さらに、この疾患の進行抑制、発症予
防法の確立を目指す。 
 
３．研究の方法 
(1)水侵拘束ストレス（water immersion 
restraint stress: WIRS）負荷は、雄性
C57BL/6N マウスを拘束チューブに入れ、マウ

スの鎖骨付近まで 25ºC の水に 5 時間浸すこ
とで行った。ストレス負荷の24時間後にMPTP 
20 mg/kg を腹腔内投与し、その 3日後に線条
体を摘出し、線条体ホモジネートを調製した。
ウェスタンブロット法により、ドパミン神経
の指標タンパク質であるドパミントランス
ポーター（dopamine transporter: DAT）お
よ び チ ロ シ ン 水 酸 化 酵 素 （ tyrosine 
hydroxylase: TH）、アストロサイトの指標タ
ンパク質であるグリア線維性酸性タンパク
質（glial fibrillary acidic protein: GFAP）
および神経終末の指標タンパク質であるシ
ナプトフィジンタンパク質レベルを評価し
た。うつ様症状の発現は、強制水泳試験によ
り評価した。 
 
(2)我々が独自に作製した DAT 細胞外ループ
に対する抗体をマグネットビーズと結合さ
せた。これと、マウス線条体組織より調製し
たシナプトソーム画分を反応させ、ビーズ結
合画分を得た。シナプトソーム画分およびビ
ーズ結合画分において、シナプトソームの形
態を透過型電子顕微鏡により観察した。 
 
(3)マウス線条体、前頭皮質または小脳より
シナプトソーム画分を調製した。モノアミン
トランスポーターの機能評価に用いられて
いる 4-(4-diethylaminostyryl)-N-methylpyridinium 
iodide (ASP+)または小胞型モノアミントラ
ンスポーターの基質である fluorescent 
false neurotransmitter (FFN)102 を添加し、
蛍光強度を測定した。また、蛍光強度の増加
に対する種々のモノアミントランスポータ
ー阻害剤の影響を検討した。 
 
４．研究成果 
(1)マウス線条体ドパミン神経のストレス脆
弱性について、様々なストレス負荷条件のも
と検討を進めている。今回、ストレス性精神
障害であるうつ様症状の発現が認められる
WIRS 負荷マウスにおいて、MPTP の線条体ド
パミン神経に及ぼす影響を検討した。WIRS 負
荷マウスにおいて、線条体 DAT および TH タ
ンパク質レベルに変化は認められなかった。
低用量の MPTP を投与した WIRS 負荷マウスで
は、線条体 DAT および TH タンパク質レベル
の減少および GFAP レベルの増加が認められ
た。一方、シナプトフィジンタンパク質レベ
ルにはほとんど影響がなかった。また、WIRS
負荷マウスは、強制水泳試験において無動時
間の延長傾向を示した。したがって、うつ様
傾向を呈した WIRS 負荷マウスの線条体ドパ
ミン神経において、MPTP 神経毒に対する感受
性が増大する可能性が示唆された。 
 
(2)線条体ドパミン神経終末においてミトコ
ンドリア機能、酸化ストレスの増加およびそ
れらの影響を受ける分子動態を検討するこ
とを目的とし、線条体ドパミン神経シナプト
ソームの単離法の確立を目指している。これ



までに確立した単離法から得られるビーズ
結合画分において、確かにマグネットビーズ
にシナプトソームが結合していることを確
認するため、シナプトソーム画分（図 1）お
よびビーズ結合画分（図 2）を透過型電子顕
微鏡により観察した。 

 
両画分において、ミトコンドリアやシナプ

ス小胞などのオルガネラを含んだシナプト
ソームの形態が認められ、ビーズ結合画分で
は、マグネットビーズに結合したシナプトソ
ームが確認された。 
 
(3)線条体ドパミン神経終末の機能評価系を
確立するため、モノアミントランスポーター
の機能評価に用いられるASP+または小胞型モ
ノアミントランスポーターの基質であり、
DAT を介して取り込まれることが報告されて
いる FFN102 に着目し、これらの蛍光物質が
線条体シナプトソームにおいてドパミン神
経に選択的に取り込まれるか検討した。 
 
①ASP+は線条体シナプトソームにおいて、濃
度および温度依存的に取り込まれ、飽和が認
められた。線条体および前頭皮質よりシナプ
トソームを調製し、ASP+がモノアミントラン
スポーターに特異的に取り込まれるか、阻害
剤であるイミプラミン、フルオキセチン、MPP+

および GBR-12909 を用い検討した。線条体シ
ナプトソームではイミプラミン、フルオキセ
チン、MPP+および GBR-12909 処置により ASP+

の輸送は抑制された。前頭皮質シナプトソー
ムではイミプラミン、フルオキセチンおよび
MPP+処置により ASP+の輸送は抑制されたが、
GBR-12909 では抑制は認められなかった。 
 
②線条体シナプトソームに FFN102 を添加す
ると、FFN102 の蛍光強度の増加が認められた。
線条体、前頭皮質および小脳由来シナプトソ
ームを調製し、FFN102 の蛍光強度を比較した
ところ、ドパミン神経を多く含む線条体にお

いて、最も蛍光強度の増加が認められた。し
たがって、ドパミン神経に選択性が高い可能
性が示唆された。さらに、線条体シナプトソ
ームにおける FFN102 の蛍光強度の増加は、
DAT 阻害剤である GBR-12909 により抑制され
たことから、DAT を介した取り込みであると
考えられた。 
 
これらの結果より、線条体シナプトソーム

における ASP+および FFN102 の輸送活性は、
ドパミン神経終末の機能評価に有用である
可能性が示唆された。線条体ドパミン神経シ
ナプトソームの機能評価系は、ドパミン神経
終末の脆弱性形成評価に有用であり、さらに、
神経変性・脱落における神経保護効果の効力
評価にも応用可能であると考えている。 
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