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緒言

 

 振戦は、手足や首などの体の一部あるいは全身性に見られる不随意の律動的

な振るえを呈する錐体外路系運動障害である。振戦の代表的なものには、本態

性振戦とパーキンソン病振戦がある。本態性振戦は、振るえのみを主症状とす

る疾患であり、動作時に現れる動作時振戦や、上肢を持ち上げるなどの姿勢を

保持しているときに出現する姿勢時振戦がある 1-6)。一方、パーキンソン病振戦

はパーキンソン病や薬剤性パーキンソン症候群の症状として現れる振戦であり、

主に安静時に振るえが出現する 3, 5, 6)。本態性振戦とパーキンソン病振戦の発現

には、それぞれ下オリーブ核－小脳系および大脳基底核系領域の神経活動の異

常が関与していることが報告されているが 7-9)、詳細な発症メカニズムは不明で

ある。その他、ストレス、不安、疲労、喫煙、ある種の薬物（抗精神病薬、キ

サンチン製剤、ホルモン剤など）、アルコールの離脱症状（禁断症状）によって

も振戦が誘発される 10-18)。  

 Nicotine はタバコに含まれる代表的な活性成分であり、精神賦活作用、抗パー

キンソン病作用、認知機能促進作用、依存形成作用など様々な薬理作用を示す

19-22)。一方、過度の喫煙やタバコの誤飲、nicotine 製剤の誤用により振戦などの

運動興奮症状が誘発されることが知られており 11, 13-17, 23-25)、また、nicotine は本

態性振戦を悪化させることが報告されている 26)。 

上記で述べた nicotine の多彩な作用は、nicotine 性アセチルコリン（nACh）受

容体の活性化を介すると考えられている。一般に、神経系に分布する nACh 受容

体は、9 つの α サブユニット（α2～α10）と 3 つの β サブユニット（β2～β4）か

ら構成されるホモまたはヘテロ 5 量体の陽イオンチャネル内蔵型受容体である

ことが知られている 27-29)。nACh受容体はnicotineなどのリガンドの結合に伴い、
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Na+イオンなどの陽イオンを細胞内へ流入させ、神経興奮をもたらす。脳内では

特に、α7 サブユニットのホモ 5 量体である α7 nACh 受容体と、α4 および β2 サ

ブユニットのヘテロ 5 量体からなる α4β2 nACh 受容体が豊富に存在し、中枢神

経系において重要な役割を果たしている 27-31)。Nicotine による振戦発現にも、こ

れら中枢の nACh 受容体が関与すると考えられるが、その詳細な発現メカニズム

は未だ不明である。 

そこで本研究では、nicotine による振戦発現のメカニズムを明らかにする目的

で、各種 nACh 受容体拮抗薬を用いた行動薬理学的評価ならびに神経興奮マーカ

ーである Fos タンパク質の発現を指標とした免疫組織学的評価を行った。さら

に、nACh 受容体は前シナプス性の機能として、セロトニン（5-HT）をはじめと

する様々な神経伝達物質の遊離調節を行っていることが知られていることから

32-38)、5-HT 神経系による nicotine 誘発振戦の発現調節メカニズムを明らかとする

目的で、nicotine 誘発振戦に対する各種 5-HT 受容体関連薬の影響を評価した。 

第 1 章では「Nicotine 誘発振戦の発現メカニズム解析」、第 2 章では｢5-HT 神

経系による nicotine 誘発振戦調節機構の解析」について記述する。 
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第 1 章 Nicotine 誘発振戦の発現メカニズム解析 

 

1 緒言 

Nicotine は、nACh 受容体を介し、抗パーキンソン病作用や認知機能改善作用

など様々な薬理作用を示す一方で 19-22)、運動興奮症状として振戦を誘発する 11, 

13-17)。また、喫煙習慣のあるヒトでは nicotine による振戦がより強く誘発される

ことや 39)、nicotine の投与によりヒトの本態性振戦が増悪することが報告されて

いる 26)。しかし、nicotine がどの脳部位に作用し、どのような作用様式で運動興

奮症状を誘発するのか、その詳細なメカニズムは、未だ不明である。 

そこで本研究では、nicotine誘発振戦の発現メカニズムを明らかにする目的で、

各種 nACh 受容体拮抗薬を用いた行動薬理学的評価を行った。また、nACh 受容

体を介する振戦発現の原因部位を探索する目的で、神経興奮マーカーである Fos

タンパク質の発現を指標とした免疫組織学的評価ならびに脳局所電気破壊実験

を行った。なお、Fos タンパク質は、最初期遺伝子 c-fos の遺伝子産物であり、

神経興奮に応答して速やかに発現が誘導される。そのため、Fos タンパク質の発

現解析は、てんかんや振戦などの病態に関連する脳部位の特定や、痛みやスト

レス刺激、薬物などによって神経興奮がもたらされる脳部位の特定などに広く

用いられている 40-45)。 

 

 

2 実験方法 

2-1 使用動物 

 実験動物には、6～8 週齡の ddY 系雄性マウス（日本 SLC）および SD 系雄性

ラット（日本 SLC）を使用した。動物は、一定の照明サイクル（明期：8:00 時
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より 12 時間）、恒温（24±1℃）、湿度（55±5 %）の飼育室において、標準固形飼

料（オリエンタル酵母社製）および水道水を自由に摂取させて飼育した。約 1

週間の予備飼育後、実験に使用した。 

 

2-2 Nicotine による振戦行動の評価 

 動物に nicotine（マウス：0.5～2 mg/kg、ラット：1, 2 mg/kg）を腹腔内投与後、

観察ケージ（25×42×20 cm）内で振戦行動を 15 分間評価した。振戦評価には、4

段階振戦スコア（0：変化なし、1： 頭部、尾部に限って見られる軽度な振戦、

挙尾、2： 上幹に見られる中程度の振戦、挙尾、3： 全身性の顕著な振戦）を

用いた。 

 

2-3 Nicotine 誘発振戦に対する nicotine 連日投与の影響評価 

 ラットに nicotine（1 mg/kg/day, i.p.）を 14 日間連日投与し、日々の nicotine に

よる振戦行動を評価した。振戦行動評価は、2-2 項と同様の方法で行った。 

 

2-4  Nicotine 誘発振戦の発現に関連する nACh 受容体の同定 

 Nicotine 誘発振戦の発現に関連する nACh 受容体を同定する目的で、nicotine

誘発振戦に対する各種 nACh 受容体拮抗薬の影響を評価した。nACh 受容体拮抗

薬には、サブユニット非選択的 nACh 受容体拮抗薬 mecamylamine（MEC；1 mg/kg, 

i.p.）、α4β2 nACh 受容体拮抗薬 dihydro-β-erythroidine（DHβE；5 mg/kg, i.p.）、α7 

nACh 受容体拮抗薬 methyllycaconitine（MLA；10 mg/kg, i.p.）、末梢性 α3β4 nACh

受容体拮抗薬 hexamethonium（1 mg/kg, i.p.）を用いた。また、nicotine 誘発振戦

に対するムスカリン性アセチルコリン受容体拮抗薬 scopolamine（2 mg/kg, i.p.）

の影響についても併せて評価した。各薬物を nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与 15 分
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前に処置し、nicotine 誘発振戦に及ぼす影響を評価した。振戦行動は、2-2 項と

同様の方法で評価した。 

 

2-5 Fos タンパク質を指標とした脳内興奮部位の探索 

 2-2 項および 2-3 項における nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与から 2 時間後に、動

物をペントバルビタール（80 mg/kg, i.p.） にて深麻酔し、次いで開胸後、心室

より 4 %ホルムアルデヒド液を灌流して脳を固定した。その後、脳を摘出し、4%

パラホルムアルデヒド溶液内で 4℃にて 24 時間以上保存した。摘出した脳より

厚さ 30 µm の冠状切片をマイクロスライサー (DK-3000, Dosaka EM Co., Ltd., 

Kyoto) により作成した。次いで、脳切片を 0.3% Triton X-100 含有リン酸緩衝液

にて洗浄し、2%正常ウサギ血清と室温にて 2 時間ローテートすることにより、

ブロッキング操作を行った。ブロッキング後、切片を 2%正常ウサギ血清に溶解

させた一次抗体 goat anti c-Fos IgG （1:4000, Santa Cruz Biotechnology）と 4℃に

て 36 時間反応させた。一次抗体との反応後、切片をリン酸緩衝液で洗浄し、ビ

オチン標識二次抗体 rabbit anti-goat IgG （1:1000, Vector Laboratories）と室温にて

2 時間反応させ、その後 0.3%過酸化水素水中で 30 分間インキュベートし、内因

性ペルオキシダーゼを不活性化させた。リン酸緩衝液で洗浄後、アビジン－ビ

オチン標識酵素複合体（Avidin-Biotinylated enzyme Complex, Vectastain ABC Kit, 

Vector Laboratories）と室温にて 2 時間反応させ、ジアミノベンジジン法により染

色を行った。 

Fos 発現の解析では、1）大脳皮質領域：mPFC（内側前頭前皮質）、CgC（帯

状回皮質）、MC（大脳皮質運動野）、SC（大脳皮質体性感覚野）、AIC（無顆粒

島皮質）、Pir（梨状葉皮質）、Apir（扁桃体梨状葉移行部）、AuC（聴覚皮質）、

DLEnt（背外側嗅内皮質）、2）大脳辺縁系領域：AcC（側坐核コア領域）、AcS
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（側坐核シェル領域）、BLP（扁桃核外側基底核）、BMP（扁桃核内側基底核）、

PMCo（扁桃体内側皮質核）、MePV（扁桃核内側核後方腹側部）、MePD（扁桃核

内側核後方背側部）、CA（海馬アンモン角）、DG（海馬歯状回門部）、MHb（内

側手綱核）、LHb（外側手綱核）、3）大脳基底核および脳幹部領域：LS（外側中

隔核）、dlST（背外側線条体）、dmST（背内側線条体）、GP（淡蒼球）、PT（視床

紐傍核）、PV（視床室傍核）、AM（視床前内側核）、VM（腹内側視床核）、AH

（視床下部前核）、RPC（赤核）、SNr（黒質網様部）、SNc（黒質緻密部）、Sol（孤

束核）、IO（下オリーブ核）の全 44 部位について、250 × 250 µm2の grid 内に含

まれる Fos 免疫陽性細胞数を計測した。 

 

2-6 脳局所電気破壊実験 

 脳固定装置（Narishige, SR-6, Tokyo）を用いて、ペントバルビタール（40 mg/kg, 

i.p.）により麻酔したラットの脳を固定した。次いで、頭皮を切開し、マイクロ

ドリルを用いて頭蓋骨に小穴を開け、PirC（bregma より後方 2.5 mm、横 ±5.4 mm、

脳表面より深さ 6.5 mm の位置）あるいは IO（bregma より後方 14.2 mm、横 ±0.8 

mm、脳表面より深さ 9 mm の位置）にステンレス製の双極同心電極を刺入し、

1 mA の直流電流を 15 秒間流すことで、両側の PirC、IO を電気破壊した。各部

位の電気破壊から 2～4 日の回復期間の後、nicotine（1 mg/kg, i.p.）を投与し、2-2

項と同様の方法で振戦行動を評価した。 

 

2-7 使用薬物 

 Nicotine、MEC hydrochloride、MLA citrate、hexamethonium chloride、scopolamine 

methyl bromide は Sigma-Aldrich 社より、DHβE hydrobromide は Tocris 社より購入

した。MEC は、予め 1% lactate により溶解した後、0.9 %生理食塩水で希釈して
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使用した。他の薬物は全て、0.9 %生理食塩水で溶解し、使用した。 

2-8 統計学的処理 

 実験結果は、平均値±標準誤差で示した。振戦スコアの比較は、2 群間におけ

る検定では Mann-Whitney’s U 検定（ノンパラメトリック）を、3 群間以上の有

意差検定では、まず Kruskal-Wallis の順位検定を行い、有意差が認められた場合

には Steel-Dwass 多重比較検定（ノンパラメトリック）を行った。Fos 発現の比

較では、2 群間における検定では Student's t-test（パラメトリック）を、3 群間以

上の有意差検定では、一元配置分散分析を行い、有意差が認められた場合には

Tukey 多重比較検定（パラメトリック）を行った。以上の検定において、P< 0.05

のとき、有意差ありと判定した。 

 

3. 結果 

3-1 Nicotine により誘発される振戦行動の評価 

 動物に nicotine（0.5～2 mg/kg, i.p.）を投与し、誘発される振戦行動を評価した。

その結果、マウスおよびラットともに、用量依存的に振戦行動が誘発された（マ

ウス：χ2 = 18.3525, df = 3, P = 0.0004、ラット：χ2 = 15.2923, df = 2, P = 0.0005）（Fig. 

1）。また、nicotine による振戦行動は動作時において顕著であり、すべての動物

で投与 15 分以内に消失した。 

 

3-2 Nicotine 反復投与による振戦発現の変化 

 慢性的な喫煙者では、非喫煙者と比較して nicotine による振戦がより顕著に誘

発されることが報告されている 39)。そこで、ラットに nicotine（1 mg/kg/day, i.p.）

を 14 日間連日投与し、日々の振戦行動を評価した。その結果、nicotine 誘発振

戦は次第に増強し、投与 13 日目（U(8) = 1.5, P = 0.0160）および 14 日目（U(8) = 
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0.5, P = 0.0114）には投与初日と比較して統計学的に有意な増強に達した（Fig. 2）。 

3-3 Nicotine 誘発振戦に対する nACh 受容体拮抗薬の影響 

 Nicotine誘発振戦の発現に関連する nACh受容体サブタイプを同定する目的で、

nicotine 誘発振戦に対する各種 nACh 受容体拮抗薬の影響を評価した。その結果、

nicotine 誘発振戦は、非選択的 nACh 受容体拮抗薬 MEC（P = 0.0002）および α7 

nACh 受容体拮抗薬 MLA（P = 0.0042）により有意に抑制された。一方、α4β2 nACh

受容体拮抗薬 DHβE は、nicotine 誘発振戦を僅かに抑制したが、統計学的に有意

なものではなかった（Fig. 3）。また、nicotine 誘発振戦の発現に、末梢性の nACh

受容体あるいはムスカリン性アセチルコリン（mACh）受容体が関与しているの

かを明らかにする目的で、末梢性 α3β4 nACh 受容体拮抗薬 hexamethonium およ

び mACh 受容体拮抗薬 scopolamine の影響を評価した。しかし、nicotine 誘発振

戦に対するhexamethoniumおよび scopolamineの影響は認められなかった（Fig. 4）。 

 

3-4 Fos 発現を指標とした nicotine 誘発振戦関連部位の探索 

 Nicotine 誘発振戦に関連する脳内興奮部位を明らかにする目的で、3-1 項にお

いて nicotine（1 mg/kg, i.p.）を投与した動物から摘出した脳を用いて、Fos 発現

量を解析した。Fos 陽性細胞数は、Fig. 5 に示す 44 部位について計測した。 

 

3-4-1 大脳皮質領域における Fos 発現解析 

 大脳皮質領域における Fos 発現を解析した結果、いずれの部位においても

nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与による有意な Fos 発現変化は認められなかった。し

かし、nicotine 投与群では、対照群（生理食塩水投与群）と比較して、PirC4 に

おける Fos 陽性細胞数が約 3 倍増加した（Fig. 6）。 
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3-4-2 大脳辺縁系領域における Fos 発現解析 

 大脳辺縁系領域の Fos 発現を解析した結果、MHb において、nicotine による有

意な Fos 発現上昇が認められた（P = 0.0445）。しかし、側坐核、扁桃核、海馬な

どでは、nicotine による Fos 発現への影響は認められなかった（Fig. 7）。 

 

3-4-3 大脳基底核および脳幹部領域における Fos 発現解析 

 大脳基底核および脳幹部領域の Fos 発現を解析した結果、延髄領域の IO にお

いて、nicotine による有意な Fos 発現上昇が認められた（P = 0.0359）。また、統

計学的な有意差には至らなかったが、nicotine 投与群では Sol における Fos 発現

が約 5 倍に増加した。一方、nicotine は大脳基底核領域、間脳領域、黒質におけ

る Fos 発現に影響を及ぼさなかった（Fig. 8）。 

 

3-5 Nicotine（1 mg/kg, i.p.）よる Fos 発現上昇に対する 

nACh 受容体拮抗薬の影響 

3-4 項で、PirC4、MHb、Sol、IO において nicotine 投与による Fos 発現上昇が

示された。そこで次に、上記 4 部位について、nicotine による Fos 発現上昇に対

する MEC、DHβE、MLA の影響を評価した。Nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与より、

PirC4（P = 0.0045）、MHb（P < 0.0001）、Sol（P = 0.0001）、IO（P < 0.0001）の

全部位において有意な Fos 発現の上昇が認められた。そして、これら nicotine に

よる Fos 発現上昇は、MEC（PirC4：P = 0.0264；MHb、Sol、IO：P < 0.0001）お

よび MLA（PirC4：P = 0.0357；MHb：P = 0.0008；Sol、IO：P < 0.0001）により

有意に抑制された。一方、DHβE は、MHb（P = 0.0374）および Sol（P = 0.0428）

の Fos 発現を有意に抑制したが、PirC4 および IO の Fos 発現には影響を与えな
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かった（Fig. 9）。この結果から、nicotine による PirC4 および IO の Fos 発現上昇

には、nicotine 誘発振戦と同様に、α7 nACh 受容体が主に関与していることが示

された。 

 

3-6 Nicotine 誘発振戦に対する PirC および IO 電気破壊の影響 

 3-3 項および 3-5 項から、nicotine 誘発振戦に対する各種 nACh 受容体拮抗薬の

反応性と、nicotine による PirC および IO の Fos 発現上昇に対する各種 nACh 受

容体拮抗薬の反応性が一致することが示された。つまり、nicotine 誘発振戦と、

PirCおよび IOでのFos発現上昇は、MECとMLAによって有意に抑制されたが、

DHβE による影響は受けなかった。このことから、PirC4 および IO が nicotine 誘

発振戦に関連する部位であることが示唆された。そこで次に、nicotine 誘発振戦

の原因核を明らかにする目的で、PirC4 および IO の電気破壊実験を行った。そ

の結果、IO を電気破壊した動物では、nicotine（1 mg/kg, i.p.）による振戦発現が

有意に抑制された（P = 0.0017）。一方、PirC を電気破壊した動物では、nicotine

投与により sham 群と同程度の振戦行動が現れた（Fig. 10）。 

 

4 考察 

 本研究より、nicotine は、精神賦活作用や認知機能促進作用などを示す比較的

低用量（0.5-1 mg/kg, i.p.）であっても振戦を誘発することが明らかとなった。ま

た、nicotine 反復投与によって nicotine 誘発振戦が次第に増強することが確認さ

れた。この nicotine 誘発振戦は、非選択的 nACh 受容体拮抗薬 MEC により完全

に抑制されたが、末梢性 α3β4 nACh 受容体拮抗薬 hexamathonium による影響を

受けなかった。この結果は、nicotine 誘発振戦の発現には、中枢の nACh 受容体

が関与していることを示唆する。さらに、α7 nACh 受容体拮抗薬 MLA が nicotine
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誘発振戦を抑制した一方で、α4β2 nACh 受容体拮抗薬 DHβE による影響がほと

んど認められなかったことから、nicotine 誘発振戦の発現には主に、α7 nACh 受

容体が関与していることが明らかとなった。 

 Fos 免疫組織染色の結果、振戦用量の nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与により、PirC、

MHb、Sol、IO における Fos 発現が有意に増加した。また、これら nicotine によ

る Fos 発現上昇が MEC により拮抗されたことから、nicotine が nACh 受容体を

介して Fos 発現を増加させたことが示された。実際に、これら 4 部位には nACh

受容体が豊富に存在していることが報告されており 46-49)、本研究で示された Fos

発現上昇は nicotine による振戦行動、あるいは精神賦活作用や認知機能改善作用

と関連していると考えられる。また、nicotine による MHb と Sol の Fos 発現上昇

は、DHβE および MLA により有意に抑制された。一方で、PirC4 および IO の

Fos 発現上昇は、nicotine 誘発振戦と同様に、MLA により抑制されたが、DHβE

による影響は受けなかった。このことから、PirC および IO が nicotine 誘発振戦

に関連する部位である可能性が示された。さらに、IO を電気破壊実験した動物

では nicotine 誘発振戦が抑制されたことから、IO が nicotine 誘発振戦の原因核で

あることが示唆された。 

 以上より、nicotine 誘発振戦の発現には α7 nACh 受容体を介した IO の過剰興

奮が関与していることが示唆された（Fig. 11）。IO は、小脳皮質からの唯一の出

力ニューロンであるプルキンエ細胞に登上線維を伸ばしている。この下オリー

ブ核－小脳系は、運動のリズム発生や運動協調性、姿勢反射に関わっており、

ヒトの本態性振戦との関連が報告されている 50-54)。また、当研究室では本態性

振戦モデルラットである Tremor（TRM）rat の振戦発現の原因核が IO であるこ

とを見出している 55)。一方、nicotine による振戦発現は、本態性振戦と同様に動

作時において顕著であることや、nicotine により本態性振戦患者の振戦が増悪す
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ることが報告されている 26)。本研究結果は、nicotine 誘発振戦と本態性振戦が、

一部共通の発現メカニズムを介していることおよび本態性振戦の発症に nACh

受容体が重要な役割を果たしていることが示唆する。 

 

5 結語 

 本研究結果より、nicotine 誘発振戦の発現には α7 nACh 受容体を介した IO の

過剰興奮が関与していることが明らかとなった。また、nicotine 誘発振戦と本態

性振戦の発現メカニズムが一部共通している可能性が示唆された。 
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第 2 章 5-HT 神経系による nicotine 誘発振戦調節機構の解析 

 

1 緒言 

第 1 章より、nicotine 誘発振戦の発現には、α7 nACh 受容体を介した IO の過

剰興奮が関与していることが示された。また、IO は本態性振戦との関連が報告

されている脳部位であることから、nicotine 誘発振戦と本態性振戦の発現メカニ

ズムが一部共通していることが示唆された。 

一方、nicotine は、シナプス前終末に存在する nACh 受容体を介して、5-HT や

ドパミンなど神経伝達物質の遊離を促進することが知られている 32-38)。また、

MAO 阻害薬である harmaline は、脳内 5-HT 量を増加させ、ヒトの本態性振戦に

類似する振戦行動を誘発することが報告されている 56-62)。これらの知見から、

nicotine 誘発振戦においても、5-HT 神経系が重要な機能を担っていると考えられ

る。 

5-HT 神経は、起始核である縫線核から、大脳皮質や大脳辺縁系、小脳など広

範な脳領域に投射しており、摂食行動や睡眠といった本能行動や情動、認知な

ど様々な中枢機能の調節に関わっている。5-HT 受容体は、5-HT1から 5-HT7の 7

種類のサブファミリーからなり、14 個のサブタイプ（5-HT1A、5-HT1B、5-HT1D、

5-HT1E、5-HT1F、5-HT2A～2C、5-HT3、5-HT4、5-HT5A、5-HT5B、5-HT6、5-HT7）

が存在する 63,64)。また、自己受容体として、5-HT1A 受容体が細胞体上に存在し

ており、5-HT1B/1D 受容体がシナプス前終末に存在している。我々の研究室では

以前に、5-HT1A 受容体の活性化および 5-HT2、5-HT3、5-HT6 受容体の阻害によ

り、錐体外路系運動障害（カタレプシー、ブラジキネジア、アキネジアなど）

が改善することを見出している 65-69)。しかし、nicotine によって誘発される振戦

と 5-HT 神経系の関連については未だ不明である。そこで本研究では、5-HT 神
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経系による nicotine 誘発振戦調節メカニズムを明らかにする目的で、nicotine 誘

発振戦に対する各種 5-HT 受容体関連薬の影響を評価した。 

 

2 実験方法 

2-1 使用動物 

 実験には、6～8 週齡の ddY 系雄性マウス（日本 SLC）を使用した。動物は、

一定の照明サイクル（明期：8:00 時より 12 時間）、恒温（24±1℃）、湿度（55±5 %）

の飼育室において、標準固形飼料（オリエンタル酵母社製）および水道水を自

由に摂取させて飼育した。約 1 週間の予備飼育後、実験に使用した。 

 

2-2 Nicotine による振戦行動の評価 

 動物に nicotine（1 mg/kg）を腹腔内投与後、観察ケージ（25×42×20 cm）内で

振戦行動を評価した。Nicotine 投与後、1、3、5、7、9 分の時点で、振戦行動の

指標として、振戦強度および振戦持続時間を 1 分間測定した。振戦強度の評価

には、第 1 章 2-2 項で示した 4 段階振戦スコアを用いた。各ポイントにおける振

戦スコアおよび振戦持続時間それぞれの合計値を算出し、振戦行動の評価に用

いた。 

 

2-3 Nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体作動薬の影響評価 

 Nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体作動薬の影響を評価する目的で、

5-HT1A受容体作動薬 8-hydroxydipropylaminotetraline（8-OH-DPAT；1, 3 mg/kg, i.p.）、

5-HT2受容体作動薬 2,5-dimethoxy-4-iodoamphetamine（DOI；0.1-1 mg/kg, i.p.）、

5-HT3受容体作動薬 SR-57227（1, 3 mg/kg, i.p.）を nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与 15

分前に処置した。また、5-HT 受容体拮抗薬との併用実験では、5-HT1A受容体拮
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抗薬 WAY-100135（10 mg/kg, i.p.）を 8-OH-DPAT と、5-HT2受容体拮抗薬 ritanserin

（3 mg/kg, i.p.）を DOI とそれぞれ併用投与した。振戦評価は、2-2 項と同様の

方法で行った。 

  

2-4  P-chlorophenylalanine（PCPA）による 5-HT 神経不活化実験 

 5-HT 合成酵素（トリプトファン水酸化酵素）阻害剤 PCPA（300 mg/kg/day, i.p.）

を 3 日間連続で投与することにより、マウスの 5-HT 神経を不活化した。3 日目

の PCPA 投与から 2 時間後に、nicotine（1 mg/kg, i.p.）を投与し、2-2 項と同様の

方法で振戦行動を評価した。また、nicotine 投与 15 分前（PCPA 投与 105 分後）

に 8-OH-DPAT を処置し、 5-HT 神経を不活化した動物の nicotine 誘発振戦に対

する 8-OH-DPAT の影響を評価した。 

 

2-5 Nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体拮抗薬の影響評価 

Nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体拮抗薬単独の影響を評価する目的で、

WAY-100135（10 mg/kg, i.p.）、ritanserin（3 mg/kg, i.p.）、5-HT3 受容体拮抗薬

ondansetron（1 mg/kg, i.p.）、5-HT6受容体拮抗薬 SB-258585（10 mg/kg, i.p.）を

nicotine 投与 15 分前に処置した。振戦評価は、2-2 項と同様の方法で行った。 

 

2-6 使用薬物 

 Nicotine、8-OH-DPAT hydrobromide、DOI hydrochloride、ritanserin、ondansetron 

hydrochloride dehydrate、PCPA methylester hydrochloride は Sigma-Aldrich 社より、

WAY-100135 dihydrochloride、SR-57227 hydrochloride、SB-258585 hydrochloride は

Tocris 社より購入した。8-OH-DPAT、WAY-100135、ritanserin は、予め 1% lactate

により溶解した後、0.9 %生理食塩水で希釈して使用した。他の薬物は全て、0.9 %
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生理食塩水で溶解し、使用した。 

 

2-7 統計学的処理 

 実験結果は、平均値±標準誤差で示した。各ポイントにおける振戦強度および

振戦持続時間の比較では、二元配置分散分析を行い、有意差が認められた場合

には Tukey 多重比較検定（パラメトリック）を行った。合計振戦スコアおよび

合計振戦持続時間の比較は、2 群間における検定では Mann-Whitney’s U 検定（ノ

ンパラメトリック）を、3 群間以上の有意差検定では、まず Kruskal-Wallis の順

位検定を行い、有意差が認められた場合には Steel-Dwass 多重比較検定（ノンパ

ラメトリック）を行った。以上の検定において、P < 0.05 のとき、有意差ありと

判定した。 

 

3 結果 

3-1 Nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体作動薬の影響 

 Nicotine 誘発振戦の発現および調節に 5-HT 受容体が関与しているのかを明ら

かにする目的で、nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体作動薬の影響を評価し

た。その結果、5-HT1A受容体作動薬 8-OH-DPAT（3 mg/kg, i.p.）を前処置した動

物では、nicotine（1 mg/kg, i.p.）投与 3 分後から振戦強度および振戦持続時間の

増加が認められた（Fig. 12）。また、8-OH-DPAT（1, 3 mg/kg, i.p.）は、nicotine

誘発振戦の合計振戦スコアを有意に増強した（χ2 = 7.5454, df = 2, P = 0.0230）。合

計振戦持続時間については、統計学的に有意な差とはならなかったものの、

8-OH-DPAT による増加傾向が示された（Fig. 13）。一方、5-HT2受容体作動薬 DOI

（1 mg/kg, i.p.）は、8-OH-DPAT とは対照的に、nicotine 投与直後から振戦抑制作

用を示した（Fig. 14）。さらに、DOI（0.1-1 mg/kg, i.p.）は nicotine 誘発振戦の合
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計振戦スコアおよび合計振戦持続時間を用量依存的に抑制した（合計振戦スコ

ア：χ2 = 10.2614, df = 3, P = 0.0165、合計振戦持続時間：χ2 = 8.9805, df = 3, P = 

0.0296）（Fig. 15）。しかし、5-HT3受容体作動薬 SR-57227（1, 3 mg/kg, i.p.）は、

nicotine 誘発振戦に対して影響を与えなかった（Fig. 16, 17）。 

 次いで、8-OH-DPAT の nicotine 誘発振戦増強作用および DOI の nicotine 誘発

振戦抑制作用に対する拮抗実験を行った。Nicotine 投与 15 分前に、8-OH-DPAT

（3 mg/kg, i.p.）と 5-HT1A受容体拮抗薬 WAY-100135（10 mg/kg, i.p.）を同時に投

与した結果、8-OH-DPAT による nicotine 誘発振戦の振戦強度増強作用は

WAY-100135 により拮抗された（χ2 = 7.8434, df = 2, P = 0.0198）（Fig. 18）。同様

に、DOI の nicotine 誘発振戦抑制作用は、5-HT2受容体拮抗薬 ritanserin（3 mg/kg, 

i.p.）により有意に拮抗された（合計振戦スコア：χ2 = 6.4341, df = 2, P = 0.0401、

合計振戦持続時間：χ2 = 10.2281, df = 2, P = 0.0060）（Fig. 19）。 

 

3-2 8-OH-DPATの nicotine誘発振戦増強作用に対する 5-HT神経不活化の影響 

 3-1 項より、5-HT1A受容体作動薬 8-OH-DPAT が nicotine 誘発振戦増強作用を

有することが示された。5-HT1A 受容体は、ポストシナプス側だけでなく、自己

受容体として 5-HT 神経細胞体上にも存在している。そこで、プレシナプス側あ

るいはポストシナプス側どちらの 5-HT1A受容体が nicotine 誘発振戦に関与する

のかを明らかにする目的で、5-HT 神経の不活化実験を行った。5-HT 神経の不活

化は、過去の報告と同様に 65)、5-HT 合成酵素阻害剤 PCPA（300 mg/kg/day, i.p.）

を 3 日間連続で投与することにより行った。この条件により、縫線核における

5-HT 神経が 90 %以上減少することを確認しており、プレシナプス側に存在する

5-HT1A受容体の機能を除外できると考えられる。 

PCPAによって 5-HT神経を不活化させた動物に対して、nicotine（1 mg/kg, i.p.）
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を投与した結果、PCPA 非処置群と同等の振戦行動が誘発された（Fig. 20）。ま

た、PCPA 処置群に対して、8-OH-DPAT（3 mg/kg, i.p.）を nicotine（1 mg/kg, i.p.）

投与 15 分前に処置した結果、対照群（PCPA および生理食塩水前処置群）と比

較し、nicotine 誘発振戦の合計振戦スコア（χ2 = 16.2402, df = 2, P = 0.0003）およ

び合計振戦持続時間（χ2 = 11.8635, df = 2, P = 0.0027）が有意に増加した（Fig. 20）。

このことから、8-OH-DPAT の nicotine 誘発振戦増強作用には、ポストシナプス

側の 5-HT1A受容体が関与していることが明らかとなった。 

 

3-3 Nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体拮抗薬単独投与の影響 

 Nicotine 誘発振戦の発現自体に 5-HT 受容体が直接関与しているのかを明らか

にする目的で、nicotine 誘発振戦に対する 5-HT 受容体拮抗薬単独投与の影響を

評価した。その結果、5-HT1A受容体拮抗薬 WAY-100135（10 mg/kg, i.p.）を nicotine

（1 mg/kg, i.p.）投与 15 分前に処置した動物では、nicotine 誘発振戦の合計振戦

スコア（U（14）= 6, P = 0.0051）および合計振戦持続時間（U（14）= 7, P = 0.0081）

が有意に抑制された（Fig. 21）。一方、3-1 項において、DOI の nicotine 振戦抑制

作用に対する拮抗作用を示した ritanserin（3 mg/kg, i.p.）は、単独では nicotine

誘発振戦に影響を及ぼさなかった（Fig. 22）。また、5-HT3受容体拮抗薬ondansetron

（1 mg/kg, i.p.）（Fig. 23）、5-HT6受容体拮抗薬 SB-258585（10 mg/kg, i.p.）（Fig. 24）

は、nicotine 誘発振戦に対して作用を示さなかった。 

 

4 考察 

第 1 章では、nicotine が本態性振戦と類似したメカニズムを介して、動作時に

おいて顕著な振戦行動を誘発することが明らかとなった。一方で、本態性振戦

モデルである harmaline 振戦の発現に、脳内 5-HT 量の増加が関与していること
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が報告されており 58-60)、また、nicotine は、シナプス前終末に存在する nACh 受

容体を介して 5-HT 遊離を促進することが知られている 32-34, 37)。これらの知見か

ら、nicotine 誘発振戦の発現に 5-HT 神経系が重要な役割を果たしていると考え

られるが、その詳細なメカニズムは不明である。そこで本研究では、5-HT 神経

系による nicotine 誘発振戦の調節メカニズムを明らかとする目的で、nicotine 誘

発振戦に対する各種 5-HT 受容体関連薬の影響を評価した。 

Nicotine 誘発振戦と 5-HT1A受容体の関連について検討した結果、nicotine 誘発

振戦は 5-HT1A受容体作動薬 8-OH-DPAT により増強され、この nicotine 誘発振戦

増強作用は、5-HT1A 受容体拮抗薬 WAY-100135 により拮抗された。さらに、

WAY-100135 は単独で、nicotine 誘発振戦の発現を抑制した。このことから、

nicotine 誘発振戦の発現には、5-HT1A受容体の活性化が関与していることが明ら

かとなった。また、5-HT 合成酵素阻害剤 PCPA によって 5-HT 神経を不活化さ

せた動物においても、8-OH-DPAT の nicotine 振戦増強作用が顕著に現れたこと

から、nicotine は主にポストシナプス側に存在する 5-HT1A受容体を介して振戦を

誘発することが示唆された。第 1 章で nicotine 誘発振戦の発現に関与しているこ

とが示された α7 nACh受容体は、5-HT神経のシナプス前終末にも存在しており、

5-HT遊離を調節している 32, 33)。また、nicotine誘発振戦の原因核である IOには、

α7 nACh 受容体と 5-HT1A受容体が多く存在していることが報告されている 70, 71)。

これらのことから、nicotine は α7 nACh 受容体を介して 5-HT 遊離を促進し、ポ

ストシナプス側の 5-HT1A受容体を活性化させることで IO の過剰興奮を引き起

こすと考えられる（Fig. 25）。 

5-HT2 受容体は、5-HT1A 受容体と同様に、IO を含む脳幹領域に多く発現して

おり、下オリーブ核－小脳系のリズム発生を制御していることが報告されてい

る 72, 73)。本研究では、5-HT2受容体作動薬 DOI が nicotine 誘発振戦を有意に抑制
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し、この DOI による nicotine 誘発振戦抑制作用は、5-HT2受容体拮抗薬 ritanserin

により拮抗された。この結果から、5-HT2 受容体の活性化は、nicotine 誘発振戦

を抑制することが明らかとなった。しかし、ritanserin 単独投与による nicotine 誘

発振戦への影響が認められなかったことから、5-HT2受容体は nicotine 誘発振戦

の発現自体には、直接的に関与していないことが示唆された（Fig. 25）。 

一方、nicotine 誘発振戦と、5-HT3 受容体および 5-HT6 受容体の関連は認めら

れなかった。我々はこれまでに、5-HT1A受容体の活性化および 5-HT2、5-HT3、

5-HT6受容体の阻害により、カタレプシーやブラジキネジア、アキネジアといっ

たパーキンソン病様症状の発現が抑制されることを見出している 65-69)。これら

5-HT 受容体関連薬に対する反応性の相違は、nicotine 誘発振戦とパーキンソン病

様症状（パーキンソン病振戦）における 5-HT 神経系の調節メカニズムが異なっ

ていることを示唆する。 

 

5 結語 

 本研究結果より、nicotine 誘発振戦の発現にはポストシナプス側の 5-HT1A受容

体の活性化が一部関与していることが明らかとなった。また、5-HT1A 受容体以

外に、5-HT2受容体が nicotine 誘発振戦を抑制的に調節していることが示された。

さらに、nicotine 誘発振戦と本態性振戦が一部共通の発現メカニズムを介してい

ることを考慮すると、本態性振戦をはじめとする振戦治療の新たな標的分子と

して 5-HT 受容体が有用であることが示唆される。 
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総括 

振戦は、体の一部あるいは全身性に見られる不随意の律動的な振るえを呈す

る錐体外路系運動障害である。振戦の代表的なものに、本態性振戦とパーキン

ソン病振戦があるが、nicotine など一部の薬物によっても振戦が誘発される 11, 

13-17)。Nicotine による振戦は、過度の喫煙やタバコの誤飲、nicotine 製剤の誤っ

た使用などの毒性症状によるものであると考えられるが、その詳細な発現メカ

ニズムは未だ不明である。一方、nicotine はシナプス前終末に存在する nACh 受

容体を介して、5-HT など神経伝達物質の遊離を促進することが知られているが

32-38)、nicotine 誘発振戦の発現機構における 5-HT 神経系の役割については不明な

点が多い。そこで本研究では、nicotine による振戦の発現メカニズムを解析する

とともに、5-HT 神経系による nicotine 誘発振戦調節機構について検討した。 

各種 nACh 受容体拮抗薬を用いた行動薬理学的評価および神経興奮マーカー

Fos タンパク質の発現を指標とした免疫組織学的評価の結果、nicotine 誘発振戦

の発現には、α7 nACh 受容体を介した IO の過剰興奮が関与していることが明ら

かとなった。IO は、小脳皮質からの唯一の出力ニューロンであるプルキンエ細

胞に登上線維を伸ばしており、運動のリズム発生などに深く関わっている 50-54)。

また、我々は本態性振戦モデルラット TRM rat の振戦発現に IO の過剰興奮が関

与していることを見出している 55)。これらの知見は、nicotine 誘発振戦と本態性

振戦が一部、共通の発現メカニズムを介していることを示唆する。 

 Nicotine 誘発振戦に対する各種 5-HT 受容体関連薬の影響を評価した結果、

nicotine 誘発振戦の発現にはポストシナプス側に存在する 5-HT1A 受容体の活性

化が一部関与しており、また、5-HT2受容体が nicotine 誘発振戦を抑制的に調節

していることが示唆された。5-HT1A受容体および 5-HT2受容体は、IO を含む脳

幹部領域に多く発現しており、下オリーブ核－小脳系の機能を制御しているこ
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とが報告されている 70-73)。また、5-HT 神経のシナプス前終末に存在する α7 nACh

受容体が 5-HT の遊離促進機能を有することが報告されている 32, 33)。このことか

ら、nicotine 誘発振戦の発現には、α7 nACh 受容体を介した 5-HT 遊離と、ポス

トシナプス側に存在する 5-HT1A受容体の活性化および IO の過剰興奮が関与し

ていることが示唆された。 

本研究より、α7 nACh 受容体の活性化を介した下オリーブ核ニューロンの過剰

興奮によって振戦が誘発されることが示された（Fig. 11）。また、nicotine 誘発振

戦の発現には 5-HT 神経系が深く関与しており、α7 nACh 受容体の活性化による

5-HT 遊離と 5-HT1A 受容体の活性化が振戦発現に一部関与していることが示唆

された（Fig. 25）。さらに、nicotine 誘発振戦と本態性振戦の発現メカニズムが類

似していることから、今後、nACh 受容体や 5-HT 受容体を標的とした新たな振

戦治療薬の開発が期待される。  
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