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研究成果の概要（和文）：NFκB p65サブユニットセリン276残基のリン酸化タンパク質(p65-pS276)は、正常マ
ウス脳において線条体神経細胞の核に優位に発現していた。様々なドパミン刺激により線条体機能分画ごとに発
現パターンを形成し、機能分子として働いていた。P65-pS276はDNAに結合し転写活性を上昇させることで神経活
性を誘導しており、p65-pS276を選択的に阻害するとパーキンソン病モデルマウスにおいて発症したL-ドーパ誘
発性ジスキネジアを抑制した。これらの発見は、線条体における新たなシグナル伝達系を明らかにし、運動異常
症の機序解明と治療法開発に寄与するものと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In mice brain, phosphorylation at serine 276 residue of NFκB (p65-pS276) 
expressed predominantly in the nuclei of striatal medium spiny neurons (MSNs). Dopaminergic stimuli 
induced dose-dependent p65-pS276 expression pattern in differential functional compartments. This 
finding indicated that p65-pS276 was involved in the functions associated with striatum under the 
control of dopamine signaling. P65-pS276 bound to DNA and enhanced transcriptional activity. This 
resulted in neuronal activation of MSNs as determined by c-fos mRNA expression in these neurons. The
 specific inhibitor of p65-pS276 successfully alleviated L-dopa-induced dyskinesia in Parkinson's 
disease mice model. These findings elucidated a new signaling cascade in the striatum, which was 
responsible for the mechanism in manifesting movement disorders. Targeting p65-pS276 might 
contribute to developing a new therapy for L-dopa-induced dyskinesia in Parkinson’s disease.

研究分野： 不随意運動症
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１．研究開始当初の背景 

 パーキンソン病はわが国では推計 13 万人

以上の患者が存在し、10万人に 100～150 人

の有病率である。神経病理学的には黒質のド

パミン産生細胞の進行性の変性が認められ、

ドパミン産生細胞の投射先である線条体に

おけるドパミン量の低下が認められるが、詳

細な発症の機序は不明である。しかし線条体

を含む大脳基底核回路の異常が、パーキンソ

ン病に伴う運動異常と密接に関連している

と考えられている。ドパミン低下を補うため、

病進行期ではドパミン前駆体である

L-3,4-dihydroxyphenylalamine (L-ドーパ)

投与による内科的治療が中心となる。L-ドー

パの長期繰り返し投与によって出現する合

併症である L-ドーパ誘発性ジスキネジア 

(LIDs)は一度発症すると非常に難治であり、

その詳細な発症機序解明と新たな治療方法

の開発が強く望まれている。 

一方、Nuclear factor kappa b（NFκB）

は生体にユビキタスに発現している転写因

子であり、哺乳類の免疫系で広く研究されて

いる。NFκBの中でも脳内にて最も豊富に発

現しているのはp65/p50のヘテロダイマーで

あり、p65 は成熟した神経系においては学習

や記憶に関与する。また神経系へ侵襲や神経

炎症に対して活性化され、グルタミン酸、酸

化ストレス、アミロイドβタンパク質に対

して神経保護効果を持つのに対し、虚血性脳

損傷や神経変性疾患、炎症に対しては神経細

胞のアポトーシスを誘導することが報告さ

れている。研究代表者は本課題応募前に、P65

のセリン 276 残基のリン酸化 (p65-pS276) 

が、特に線条体において恒常的に豊富な発現

をしていることを発見した。このような豊富

な発現様式は線条体において、p65 がセリン

276 残基のリン酸化を介して、なんらかの機

能を持っていることを示唆するものであっ

た。 

 
２．研究の目的 

NFκB (p65)がセリン 276 残基のリン酸化

を通じて、脳線条体ドパミン神経伝達系にお

いてどのような役割を持ち、また L-ドーパ誘

発性ジスキネジアにどのように関与するの

かを明らかにすること、そして p65-pS276 を

分子標的とした治療法の可能性につき検討

することを目的とした。 

 
３．研究の方法 

(1)正常マウス脳における p65 の発現 

 動物は雄性 8-10 週齢の C57/BL マウスを用

いた。P65 およびセリン 276 残基のリン酸化

p65（p65-pS276）について、それぞれに対す

る抗体を用いて免疫組織学的手法を用いて

脳内および線条体内での発現を調べた。 

(2)ドパミン刺激に対する線条体における

p65-pS276 の発現に関する研究 

 アポモルフィン (3 mg/kg or 12 mg/kg)を

投与し、p65-pS276 の線条体での発現を免疫

組織学的に評価した。さらにドパミン D1 受

容体(D1R) の選択的阻害剤 SCH23390、ドパミ

ンD2受容体(D2R)の選択的阻害剤racropride

を用いて、D1R、D2R の p65-pS276 発現におよ

ぼす影響を検討した。 

(3)線条体における p65 セリン 276 残基のリ

ン酸化、転写に関する機序解明に関する研究 

 Vehicle control もしくはアポモルフィン 

(12 mg/kg)投与後の脳線条体ライセートを用

いてp65の核内移行をウエスタンブロット法

で、p65 の DNA κB consensus sequence への

結合能を TransAMTM NF-κB ELISA (Active 

Motif, Carlsbad, CA, USA)を用いて調べた。

また CBP、p65、MSK-1、MSK-2、PKAc に対す

る抗体を用い免疫沈降を行い、転写に関して

のタンパク質相互作用やリン酸化キナーゼ

に関する同定を行った。 

(4)P65-pS276 の発現による転写後神経活性

に関する研究 

 P65-pS276 の発現が神経活性と関係してい

るかを検討するため、アポモルフィン (12 

mg/kg)投与後の組織を用いて、p65-pS276 の



発現と c-fos mRNA の発現の局在を線条体に

て調べた。さらに、P65-pS276 を選択的に阻

害すると報告されている small molecule 

inhibitor NSC-127102(1 mg/kg)を用いて、

c-fos 発現を検討した。 

(5)P65-pS276 抑制による L-ドーパ誘発性ジ

スキネジア抑制効果の検討 

 6-hydroxydopamine (6-OHDA)を用いた片側

パーキンソン病モデルマウスを作成し、連日

L-ドーパ(6 mg/kg)を投与することで L-ドー

パ誘発性ジスキネジアモデルを作成した。

Alzet 社製のポンプを用いて、NSC-127102 を

持続脳内投与し、24 時間後に L-ドーパ投与

を行いジスキネジアを抑制するかどうか

AIMs score で検討した。 

 
４．研究成果 

(1)P65 は脳内にほぼ一様に発現していたが、

p65-pS276 は線条体に優位に発現しており、

特に中型有棘細胞の核に発現していること

が明らかになった。 

(2)アポモルフィンを正常マウスに与えて、

p65-pS276 の発現様式を脳線条体にて観察し

たところ、高濃度のアポモルフィン濃度で

p65-pS276 の線条体での発現は有意に著名の

増加を示した。一方、低用量投与(3mg/kg)で

は、ストリオソーム分画に優位に発現した。

この所見によりp65-pS276がドパミンコント

ロール下に、機能分子として働いていること

が明らかになった。高容量アポモルフィン投

与による p65-pS276 発現の増加は SCH23390

前投与により基礎レベル以下に抑制され、

D1R 刺激が必須と考えられた。また

racropride 前投与によっても有意に抑制さ

れ、D1R-D2R synergy がその誘導に重要であ

ることが明らかになった。 

(3)アポモルフィン高濃度投与は p65 の核内

移動を促進せず、細胞質における IκBαの分

解も認められなかった。免疫沈降法では

p65-pS276 はアポモルフィン刺激にて、CBP

をリクルートしており、転写活性を約 2倍程

度に亢進していた。そして、従来報告されて

いた MSK-1 ではなく MSK-2、および PKAc によ

りリン酸化されていることが明らかになっ

た。 

(4)高濃度アポモルフィン刺激による

p65-pS276 発現は c-fos mRNA の発現と非常に

よく一致していた。アポモルフィン刺激前に

NSC-127102 を投与すると、p65-pS276 の発現

は有意にほぼ完全に抑制され、c-fos タンパ

クの発現も有意に抑制され、p65-pS276 の発

現がc-fosを誘導することが明らかになった。 

(5)6-hydroxydopamine (6-OHDA)による片側

パーキンソン病モデルマウスを作成し、ドパ

ミン受容体刺激を加えたところ、健側では誘

導されない量の刺激で、ドパミン枯渇側の線

条体ではp65-pS276の発現が強く上昇するこ

とが確認された。この結果はパーキンソン病

の病態と p65 pS276 の線条体での発現上昇が

なんらかの関連を持つことを示唆するもの

であった。そこで、最後に片側パーキンソン

病モデルを用いた L-ドーパ誘発性ジスキネ

ジアモデルに対し、NSC-127102 持続脳内投与

を行ったところ、ジスキネジアはコントロー

ル群（vehicle 投与）では約 20%の減少であ

ったが、NSC-127102 群では約 80% AIMs を有

意に減少させた。この結果により p65-pS276

が L-ドーパ誘発性ジスキネジア治療の分子

標的となる可能性を示した。以上結果は現在

論文投稿準備中である。また、本研究中に発

見した様々な関連所見、ジスキネジア・ジス

トニアに関する知見を雑誌、図書にて報告し

た。 
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