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緒言 

 

中枢アセチルコリン（ACh）神経は前脳基底部のマイネルト基底核や内側中隔に多く分布しており、

主として大脳皮質や海馬などに神経線維を投射して、認知機能の調節において重要な役割を果た

している 1, 2)。また、大脳基底核の線条体にも介在性 ACh 神経が分布しており、錐体外路系運動機

能の調節やパーキンソン病症状の発症に深く関与している 3, 4)。この他にも、ACh 神経系は精神機

能や運動機能の制御に関与しており、統合失調症、てんかん、うつ病などの発症や治療における役

割が世界的に注目されている。 

中枢 ACh 神経系の生理機能は脳内に広く分布するACh 受容体によって仲介されており、ACh 受

容体はムスカリン感受性のムスカリン性アセチルコリン（mACh）受容体と、ニコチン感受性のニコチン

性アセチルコリン（nACh）受容体に大別される。mACh 受容体は G タンパク質共役型受容体であり、

アデニル酸シクラーゼやホスホリパーゼ C などの活性を調節することで細胞内シグナリングを制御し

ている。一方、nACh 受容体はイオンチャネル内蔵型受容体であり、Na+などのカチオンを選択的に

細胞内に流入させることで活動電位を発生させ、神経興奮を引き起こす。 

nACh 受容体は、α（1-10）、β（1-4）、γ、δ、ε サブユニットを組み合わせた 5 量体で構成され、特に

中枢神経系においては α7 nACh 受容体と α4β2 nACh 受容体が多く発現している。タバコの主成分

であるニコチンは中枢 nACh 受容体を刺激して、依存形成作用 5-7)、抗うつ作用 8-10)、認知機能促進

作用 11, 12)、抗パーキンソン病作用 13, 14)、振戦やけいれん発現といった運動興奮作用 15-20)を示す。

所属研究室では以前にニコチンによる運動興奮症状の発現機序について研究を行い、ニコチンが

α7 nACh 受容体を介して延髄の下オリーブ核神経を過剰興奮させることで、動作時振戦を誘発する

こと 21)、また、高用量においては扁桃体の α7 nACh 受容体を刺激してけいれん発作を惹起すること

を見出してきた 22)。しかし、中枢 nACh 受容体を介する運動興奮症状の発現制御メカニズムやヒト疾

患との関連性などに関しては、依然として不明な点が多い。特に、α7 nACh 受容体を介する振戦発

現は比較的低用量のニコチン投与によっても惹起され、喫煙による振戦の発症や本態性振戦の悪
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化などにも深く関連していることから 15-19, 23)、中枢 nACh 受容体を介して発現する動作時振戦に対す

る薬理学的検討は新たな振戦治療法を探る上でも重要な研究テーマであると考えられる。 

振戦は、四肢や頭部、体幹の一部が律動的にふるえる不随意性運動障害であり、パーキンソン病

や本態性振戦などにおいて頻繁に認められる 24)。このうち、パーキンソン病は黒質－線条体ドパミン

神経の変性や脱落に伴う錐体外路系運動障害であり、患者は主として静止時振戦を発症する 24, 25)。

これに対し、本態性振戦では主として動作時振戦や姿勢時振戦が現れ、その発症機序には下オリ

ーブ核－小脳系神経路の機能異常が深く関与すると考えられている 26-29)。一方、所属研究室では、

下オリーブ核はニコチン誘発振戦の原因核であることを見出しており 21)、本態性振戦とニコチン誘発

振戦は、振戦の発現メカニズムにおける神経学的基盤が類似していると考えられる。しかし、ニコチ

ン誘発振戦の薬理学的な特性や、その本態性振戦との類似性などについては未だ検討がなされて

いない。また、ニコチンはドパミン神経終末に存在する前シナプス性 α4β2 nACh 受容体や α6β2 

nACh 受容体を介して、ドパミンのシナプス遊離を促進することが知られているが 30-35)、ニコチンによ

るドパミン神経系の活性化が振戦の発現に及ぼす影響についても未だ不明である。 

そこで本研究では、第 1 章「ニコチン誘発振戦の薬理学的特性評価」において、nACh 受容体を

介する動作時振戦の薬理学的特性を明らかにすることを目的に、ニコチン誘発振戦の各種薬物（振

戦治療薬、抗てんかん薬など）に対する反応性を解析した。次に、第 2 章「ドパミン神経系によるニコ

チン誘発振戦の調節メカニズム解析」において、ニコチン投与により賦活化されるドパミン神経系の

振戦調節メカニズムを明らかにするため、各種ドパミン受容体作動薬および拮抗薬のニコチン誘発

振戦に対する作用を解析した。さらに、第 3 章「コリンエステラーゼ阻害薬によるアセチルコリン神経

賦活化が惹起する振戦発現のメカニズム解析」においては、有機リン系農薬パラチオンの活性代謝

物パラオキソンが惹起する振戦発現のメカニズムを解析し、環境上あるいは医療上で起こり得る振戦

発現における nACh 受容体の関与について検討した。 
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第 1 章 ニコチン誘発振戦の薬理学的特性評価 

 

1 緒言 

ニコチンは中枢 nACh 受容体を介して、依存形成作用、抗うつ作用、認知機能促進作用など多彩

な薬理作用を示す一方で、振戦やけいれん発作といった運動興奮症状を誘発する 5-20)。このうち振

戦の症状は、静止時振戦、動作時振戦、姿勢時振戦などに分類されており、パーキンソン病では主

として静止時振戦が発症し、本態性振戦では動作時振戦や姿勢時振戦が頻繁に現れることが知ら

れている 24-29)。 

所属研究室ではこれまでに、ニコチンが α7 nACh 受容体を介して下オリーブ核神経を興奮させる

ことで、動作時振戦を引き起こすことを明らかにしている 21)。一方、本態性振戦の発症においても、

下オリーブ核の神経興奮が関与することが知られており 26-29)、本態性振戦とニコチン誘発振戦の発

症には共通して、下オリーブ－小脳系神経路の機能異常が関与していると考えられる。しかし、ニコ

チン誘発振戦の薬理学的な特性（振戦治療薬に対する反応性など）については未だ検討されてい

ない。 

そこで本研究では、ニコチン誘発振戦と本態性振戦との薬理学的類似性を探る目的で、ニコチン

誘発振戦に対する各種振戦治療薬の作用を行動薬理学的に検討した。さらに、本態性振戦の薬物

治療に一部の抗てんかん薬が有効であることが示唆されているため 36, 37)、ニコチン誘発振戦に対す

る抗てんかん薬の作用についても評価した。 

 

 

2 実験方法 

2-1 使用動物 

実験には、6-8 週齢の ddY 系雄性マウス（日本エスエルシー、静岡）を使用した。動物は、一定の

照明サイクル（明期：8:00 より 12 時間）、恒温（24±1°C）、恒湿（55±10%）の飼育室において、標準固
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形飼料（オリエンタル酵母工業、東京）およびフィルターで濾過した水道水を自由に摂取させ、約 1

週間の予備飼育をした後、実験に供した。なお、全ての動物実験ならびに使用動物の飼養管理は、

大阪医科薬科大学薬学部動物実験規程（旧大阪薬科大学動物実験規程）に準拠し、本学薬学部

動物実験専門部会（旧大阪薬科大学動物実験委員会）による試験計画書の承認のもとで実施した。 

 

2-2 ニコチン誘発振戦の行動評価 

過去に報告されたマウスにおけるニコチン誘発振戦の用量反応試験の結果に基づいて 21)、振戦

評価のためのニコチン投与量を 1 mg/kg（i.p.）に設定した。振戦行動は観察ケージ（25×42×20 cm）

内で 10 分間観察し、ニコチン投与から 1、3、5、7、9 分の時点で、振戦強度および振戦持続時間を

1 分間評価した。振戦強度の評価には、4 段階振戦スコア（0：振戦なし、1：頭部や尾部の軽度な振

戦および挙尾、2：上幹の中程度の振戦、3：全身性の顕著な振戦）を用いた 21)。各ポイントにおける

振戦スコアまたは振戦持続時間の合計値を算出し、各動物群間で比較した。 

 

2-3 振戦治療薬および抗てんかん薬の作用評価 

ニコチン誘発振戦に対する振戦治療薬の作用を評価する目的で、本態性振戦治療薬のプロプラ

ノロール（10, 30 mg/kg, i.p.）、ジアゼパム（1, 3 mg/kg, i.p.）、フェノバルビタール（40 mg/kg, i.p.）、およ

びパーキンソン病治療薬の L-DOPA（100, 300 mg/kg, i.p.）、トリヘキシフェニジル（3, 10 mg/kg, i.p.）

を、ニコチン（1 mg/kg, i.p.）投与の 15 分前に処置した。同様に、ニコチン誘発振戦に対する抗てん

かん薬の作用を評価する目的で、バルプロ酸 Na（100, 300 mg/kg, i.p.）、カルバマゼピン（10, 30 

mg/kg, i.p.）、エトスクシミド（30, 100 mg/kg, i.p.）、ガバペンチン（10, 30 mg/kg, i.p.）、トピラマート（30, 

100 mg/kg, i.p.）、ゾニサミド（10, 30 mg/kg, i.p.）、レベチラセタム（100, 300 mg/kg, i.p.）を、ニコチン投

与の 15 分前に処置した。また、ニコチン振戦の調節における T 型 Ca2+チャネルの関与を検討する

目的で、選択的 T 型 Ca2+チャネル阻害薬の TTA-A2（0.3, 1 mg/kg, i.p.）の作用も評価した。 
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2-4 使用薬物 

(–)-ニコチン、(±)-プロプラノロール塩酸塩、L-3,4-ジヒドロキシフェニルアラニンメチルエステル塩酸

塩（L-DOPA）、トリヘキシフェニジル塩酸塩、バルプロ酸ナトリウム塩、エトスクシミドは Sigma-Aldrich

（St. Louis、MO、USA）より、フェノバルビタール（フェノバール®）は第一三共（東京）より、ジアゼパム

（セルシン®）は武田薬品工業（大阪）より、カルバマゼピン、ガバペンチン、トピラマート、レベチラセタ

ム、ゾニサミドは東京化成工業（東京）より、TTA-A2 は Alomone Labs（Jerusalem、Israel）より購入し

た。プロプラノロールは始めに 1%乳酸溶液に溶解させ、生理食塩水で希釈した。フェノバルビター

ル、ジアゼパムおよびカルバマゼピンは始めに 100%ポリエチレングリコール 400 に溶解させ、蒸留

水で希釈した。トピラマート、ゾニサミドおよび TTA-A2 は始めにジメチルスルホキシドに溶解させ、蒸

留水で希釈した。その他の薬物は、生理食塩水に溶解させた。 

 

2-5 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。2 群間における検定では Mann-Whitney’s U-test を、3

群間の有意差検定では、まずKruskal-Wallis testを行い、有意差が認められた場合にはSteel-Dwass

多重比較検定を行った。以上の検定において、p < 0.05 の場合、有意差ありと判定した。 

 

 

3 結果 

3-1 ニコチン誘発振戦に対する本態性振戦治療薬の作用 

はじめに、本態性振戦治療薬であるプロプラノロール（非選択的 β 受容体拮抗薬）、ジアゼパム

（ベンゾジアゼピン系 GABAA受容体作動薬）、フェノバルビタール（バルビツール酸系 GABAA受容

体作動薬）のニコチン誘発振戦に対する作用を評価した。ニコチン（1 mg/kg）の腹腔内投与によって

誘発される振戦は、プロプラノロール（10, 30 mg/kg, i.p.）の前処置によって用量依存的に改善され、

30 mg/kg のプロプラノロールは合計振戦スコアおよび合計振戦持続時間を有意に抑制した（Fig. 
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1A）。同様に、ジアゼパム（1, 3 mg/kg, i.p.）およびフェノバルビタール（40 mg/kg, i.p.）も、ニコチン誘

発振戦を有意に改善させた（Fig. 1B および 1C）。 

 

3-2 ニコチン誘発振戦に対するパーキンソン病治療薬の作用 

次に、パーキンソン病治療薬である L-DOPA（ドパミン前駆物質）ならびにトリヘキシフェニジル

（mACh 受容体拮抗薬）のニコチン誘発振戦に対する作用を評価した。L-DOPA（100 mg/kg, i.p.）、ト

リヘキシフェニジル（3, 10 mg/kg, i.p.）はニコチン誘発振戦の強度および持続時間に有意な影響を及

ぼさなかった（Fig. 2）。一方、高用量（300 mg/kg）の L-DOPA は、統計学的有意差は認められなかっ

たものの、ニコチン誘発振戦を増強する傾向を示した。 

 

3-3 ニコチン誘発振戦に対する抗てんかん薬の作用 

本態性振戦治療において、一部の抗てんかん薬が有効であることが示唆されているため 36, 37)、ニ

コチン誘発振戦に対する第 1 世代抗てんかん薬（バルプロ酸 Na、カルバマゼピン、エトスクシミド）、

および第 2 世代抗てんかん薬（ガバペンチン、トピラマート、ゾニサミド、レベチラセタム）の作用を評

価した。ニコチンによる振戦は、バルプロ酸 Na（300 mg/kg, i.p.）およびカルバマゼピン（10, 30 mg/kg, 

i.p.）の前処置によって有意に抑制された（Fig. 3A および 3B）。T 型 Ca2+チャネル阻害薬のエトスクシ

ミド（100 mg/kg, i.p.）は、ニコチン振戦の強度を有意に改善したが、持続時間に関しては有意な改善

に至らなかった（Fig. 3C）。そこで、より選択性が高い T 型 Ca2+チャネル阻害薬である TTA-A2（1 

mg/kg, i.p.）を投与したところ、ニコチン誘発振戦の強度および持続時間は有意に改善された（Fig. 

3D）。 

一方、ガバペンチン、トピラマート、ゾニサミドならびにレベチラセタムはいずれも、ニコチン誘発振

戦に有意な改善作用を示さなかった（Fig. 4）。ただし、レベチラセタムは統計学的に有意な差ではな

かったものの、ニコチン誘発振戦を抑制する傾向が確認された（Fig. 4D）。 

 



7 

 

 

4 考察 

所属研究室ではこれまでに、ニコチンが α7 nACh 受容体を介して脳部位特異的に下オリーブ核

神経を興奮させることで、動作時振戦を誘発することを明らかにしている 21)。一方、下オリーブ核はヒ

トにおける本態性振戦の発現に関与することが知られている 26-29)。従って、ニコチンによって誘発さ

れる動作時振戦の発症メカニズムは、ヒト本態性振戦と類似していると考えられる。本研究では、ニコ

チン誘発振戦が、本態性振戦治療薬（プロプラノロール、ジアゼパム、フェノバルビタール）によって

改善される一方で、パーキンソン病治療薬（L-DOPA、トリヘキシフェニジル）では改善されないことが

明らかとなった。このことから、ニコチン誘発振戦は、その発症メカニズムの神経学的基盤だけでなく、

本態性振戦治療薬に対する反応性といった薬理学的特性においても、ヒト本態性振戦に類似してい

ることが示された。従って、ニコチン誘発振戦は、本態性振戦の動物モデルとして有用であることが

示唆される。 

ジアゼパムおよびフェノバルビタールはヒト本態性振戦を抑制するほか、抗てんかん薬としても使

用されている。また、その他一部の抗てんかん薬も、臨床におけるエビデンスは確立されていないも

のの、本態性振戦治療に有効であることが示唆されている 36, 37)。本研究では、第 1 世代抗てんかん

薬のバルプロ酸 Na、カルバマゼピン、エトスクシミドがニコチン誘発振戦を改善することが示された。

バルプロ酸 Na は、GABA 代謝酵素である GABA トランスアミナーゼを阻害することでシナプスにお

ける GABA レベルを増加させる薬物であり、また、GABAA 受容体作動薬であるジアゼパムやフェノ

バルビタールがニコチン誘発振戦を抑制したことから、GABA 作動性神経の活性化によって、本態

性振戦と同様にニコチン誘発振戦も改善されたと考えられる。さらに、バルプロ酸 Na とカルバマゼピ

ンは、電位依存性Na+チャネルを阻害することで神経興奮を抑える薬物であるため、電位依存性Na+

チャネルの阻害も、本態性振戦の治療に有効である可能性が考えられる。以前の報告においても、

バルプロ酸 Na とカルバマゼピンが、古典的な本態性振戦モデルであるハルマリン誘発振戦を抑制

することが示されており 38)、今回の結果と一致している。 
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エトスクシミドとバルプロ酸 Na は電位依存性 T 型（低閾値型）Ca2+チャネルの阻害薬であるが、そ

の阻害作用は比較的弱く、選択性も高くない。そこで本研究では、T型Ca2+チャネルの阻害がニコチ

ン誘発振戦の抑制に有効であるかを確かめる目的で、チャネル阻害作用が強く、サブタイプ選択性

の高い TTA-A2 の作用を評価した。その結果、TTA-A2 はニコチン誘発振戦を効果的に抑制したた

め、T 型 Ca2+チャネルの阻害も本態性振戦の治療に有用である可能性が示された。過去の報告で

も、ハルマリン誘発振戦などの本態性振戦モデルにおける T 型 Ca2+チャネル阻害薬の有効性が示

されており 39)、今回の結果とよく一致する。 

一方、第 1 世代抗てんかん薬とは対照的に、第 2 世代抗てんかん薬のニコチン誘発振戦に対す

る作用は比較的弱かった。ガバペンチンは、高閾値型 Ca2+チャネルの α2δ サブユニットを阻害する

ことで、シナプスにおける興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸の遊離を減少させる 40, 41)。ガバペ

ンチンはニコチン誘発振戦に作用を示さなかったため、本態性振戦発現の主な原因における、グル

タミン酸シグナリングの関与は低いと考えられる。トピラマートは複数の薬理作用を有しており、電位

依存性 Na+チャネル、高閾値型 Ca2+チャネル、および AMPA/カイニン酸型グルタミン酸受容体を阻

害する 42, 43)。しかし、トピラマートによる電位依存性 Na+チャネル阻害作用は、他の抗てんかん薬と比

較して弱いことが報告されている 44)。同様に、ゾニサミドも、電位依存性 Na+チャネルや電位依存性

Ca2+チャネルの阻害作用だけでなく、チロシンヒドロキシラーゼの誘導やモノアミンオキシダーゼの阻

害によるドパミン神経賦活化作用も有している 45, 46)。このような複雑な作用様式のために、ニコチン

誘発振戦に対するトピラマートおよびゾニサミドの明確な作用が確認できなかった可能性がある。実

際の臨床現場においても、本態性振戦に対するトピラマートやゾニサミドの有効性は確認されていな

い。他方、レベチラセタムは、わずかながらニコチン誘発振戦を抑制する傾向を示した。レベチラセタ

ムは、従来の抗てんかん薬治療ターゲット（電位依存性チャネル、GABA 受容体、グルタミン酸受容

体）には作用せず、シナプス小胞タンパク質 2A（synaptic vesicle protein 2A；SV2A）に特異的に作用

する。本態性振戦の制御における SV2A の関与については、更なる検討が必要である。 
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5 結語 

本研究より、ニコチン誘発振戦は、振戦発現メカニズムの神経学的基盤だけでなく、振戦治療薬

に対する反応性においてもヒトの本態性振戦と類似していることが明らかとなり、ニコチン誘発振戦が

本態性振戦モデルとして有用であることが示唆された。さらに、GABA 神経の賦活化作用、電位依

存性 Na+チャネルおよび電位依存性 T 型（低閾値型）Ca2+チャネルの阻害作用を持つ抗てんかん薬

が、本態性振戦を改善する可能性が示された。以上の結果は、本態性振戦の新たな治療薬として、

電位依存性 Na+チャネルおよび電位依存性 T 型 Ca2+チャネルの阻害薬が有用であることを示唆す

る。 
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第 2 章 ドパミン神経系によるニコチン誘発振戦の調節メカニズム解析 

 

1 緒言 

タバコの主成分であるニコチンは中枢 nACh 受容体を介して、依存形成作用、抗うつ作用、運動

興奮作用などの多様な薬理作用を示す。これらのニコチンによる薬理作用は、脳内に豊富に発現す

る α7 nACh 受容体と α4β2 nACh 受容体を介して発現すると考えられている。一方、中枢ドパミン神

経の神経終末には前シナプス性 α4β2 nACh 受容体や α6β2 nACh 受容体が分布しており、ニコチン

はこれらの受容体を介して、ドパミンの遊離を促進させることが知られている 30-35)。さらに、モノアミン

オキシダーゼ阻害薬であるハルマリンが動物において動作時振戦を誘発することから、振戦の発現

調節にドパミン神経系が関与することが示唆されている 47, 48)。しかし、ニコチン誘発振戦の発現に対

してドパミン神経系がどのような調節機能を有するかについては未だ不明である。 

一般に、ドパミン受容体には D1 から D5 の 5 種類のサブタイプが存在する。このうち、D1 および D5

受容体は Gs タンパク質と共役してアデニル酸シクラーゼ－cAMP－PKA 系を促進し、D1受容体ファ

ミリーに分類される 28, 49, 50)。他方、D2、D3 および D4 受容体はいずれも Gi/o タンパク質と共役してア

デニル酸シクラーゼ－cAMP－PKA 系を抑制することから、D2 受容体ファミリーに分類されている 28, 

49, 50)。これら D1 から D5 のドパミン受容体サブタイプには、それぞれサブタイプ選択的に作用する作

動薬および拮抗薬が開発されてきており、各受容体の機能探索ツールとして広く利用、研究されて

いる。 

そこで本研究では、ドパミン神経系によるニコチン誘発振戦の調節メカニズムを明らかにする目的

で、ニコチンの脳内ドパミン代謝に対する作用ならびにニコチン誘発振戦に対する各種ドパミン受容

体作用薬の効果について、神経化学的および行動薬理学的検討を加えた。 
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2 実験方法 

2-1 使用動物 

実験には、6-8 週齢の ddY 系雄性マウス、または 7-11 週齢の SD 系雄性ラット（日本エスエルシ

ー、静岡）を使用した。動物は、一定の照明サイクル（明期：8:00 より 12 時間）、恒温（24±1°C）、恒湿

（55±10%）の飼育室において、標準固形飼料（オリエンタル酵母工業、東京）およびフィルターで濾

過した水道水を自由に摂取させ、約 1 週間の予備飼育をした後、実験に供した。なお、全ての動物

実験ならびに使用動物の飼養管理は、大阪医科薬科大学薬学部動物実験規程（旧大阪薬科大学

動物実験規程）に準拠し、本学薬学部動物実験専門部会（旧大阪薬科大学動物実験委員会）によ

る試験計画書の承認のもとで実施した。 

 

2-2 脳内ドパミンおよびその代謝物レベルの測定 

第 1章と同様に、過去に報告されたマウスにおけるニコチン誘発振戦の用量反応試験の結果に基

づいて 21)、振戦発現用量のニコチン（1 mg/kg, i.p.）をマウスに投与し、15 分後にペントバルビタール

麻酔下（80 mg/kg, i.p.）で脳を摘出した。摘出脳を直ちに氷冷した生理食塩水で洗い、氷冷したペト

リ皿の上で 8 つの脳部位（大脳皮質、海馬、線条体、視床、視床下部、中脳、橋･延髄、小脳）を分取

した。各組織の湿重量を量った後、内標準物質としての 1 ng/μL イソプロテレノールを含んだ 0.1 M 

過塩素酸溶液で 20%（w/v）に懸濁し、ホモジナイズした（1,500 rpm × 10 stroke）。その後、サンプル

を 0°C で遠心し（20,000 g × 15 min）、上清をフィルター濾過し、濾液 200 μL に対し 35 μL の割合で

1 M 酢酸ナトリウム溶液を加えた。抽出液に含まれるドパミンおよびその代謝物である 3,4-ジヒドロキ

シフェニル酢酸（DOPAC）、ホモバニリン酸（HVA）は、HPLC-ECD システム（エイコム、京都）を用い

て測定した。すなわち、各サンプル 1 μL を 99 μL の 0.02 M 酢酸溶液で希釈し、その内 10 μL をオ

ートインジェクター（M-500、エイコム）を用いて注入した。ドパミン、DOPAC、HVA は 3.0 φ × 150 mm

の逆相カラム（EICOMPAK SC-5ODS、エイコム）によって分離した。カラム温度はカラムオーブン

（ATC-300、エイコム）で 25°C に保った。移動相（0.1 M 酢酸－クエン酸緩衝液、190 mg/L 1-オクタン
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スルホン酸ナトリウム、5 mg/L EDTA、pH 3.5、17% メタノール）は、レシプロカルデュアルピストンポン

プ（EP-700、エイコム）を用いて 500 μL/min の流速で流した。電気化学検出器（ECD-700A、エイコム）

の印加電圧は+750 mV（vs. Ag/AgCl）に設定した。得られたデータの解析には、データプロセッサー

（EPC-500、エイコム）および PowerChrom ソフトウェア（eDAQ、Denistone East、NSW、Australia）を使

用した。ドパミン、DOPAC、HVA は保持時間に基づいて同定した。 

 

2-3 マウスにおけるニコチン誘発振戦に対するドパミン受容体作用薬の影響評価 

マウスにおけるニコチン誘発振戦の行動評価は第 1 章 2-2 項と同様の手順で行った。すなわち、

ニコチン誘発振戦の発現に関連するドパミン受容体サブタイプを明らかにする目的で、各種ドパミン

受容体作動薬および拮抗薬をニコチン投与の 15 分前に投与した。ドパミン受容体作動薬としては、

D1/5受容体作動薬 SKF-38393（3, 10 mg/kg, i.p.）、選択的 D2受容体作動薬スマニロール（1, 3 mg/kg, 

i.p.）、選択的 D3 受容体作動薬 PD-128,907（1, 3 mg/kg, i.p.）を使用した。ドパミン受容体拮抗薬とし

ては、D1/5 受容体拮抗薬 SCH-23390（1, 3 mg/kg, i.p.）、選択的 D2 受容体拮抗薬 L-741,626（3, 10 

mg/kg, i.p.）、選択的D3受容体拮抗薬U-99194（30 mg/kg, i.p.）、選択的D4受容体拮抗薬L-745,870

（0.3, 1 mg/kg, i.p.）を使用した。なお、各ドパミン受容体作用薬の投与量は、過去の論文で各受容体

に十分作用すると報告されている用量を設定した 51-56)。 

 

2-4 ラットにおけるドパミン受容体拮抗薬の脳内局所投与実験 

ラットにおける脳内局所投与実験は、過去に報告された手法に倣って実施した 57, 58)。ラットにペン

トバルビタール（45 mg/kg, i.p.）およびイソフルラン吸入による麻酔を施し、頭部を脳定位固定装置

（成茂科学器械研究所、東京）で固定した。下オリーブ核内または線条体内局所投与では、頭蓋骨

に 2 つの小穴を空け、2 本のステンレスガイドカニューレを下オリーブ核の 1 mm 上部（AP：–12.4 mm、

LM：±0.5 mm、DV：+6.8 mm）、または線条体の 1 mm 上部（AP：+1.0 mm、LM：±3.5 mm、DV：+2.5 

mm）にそれぞれ留置した 59)。その後、ガイドカニューレは歯科用セメントで頭蓋骨に固定した。小脳



13 

 

内局所投与では、1 本のガイドカニューレを小脳第 9 小葉の 1 mm 上部（AP：–13.1 mm、LM：±0.0 

mm、DV：+3.0 mm）に留置した 59)。 

約 1 週間の回復期間の後、ガイドカニューレを慢性的に埋め込んだラットを用い、ドパミン受容体

拮抗薬の微量注入試験を行った。無麻酔、無拘束の条件下で、SCH-23390 溶液（3 μg/μL）、U-

99194 溶液（30 μg/μL）または生理食塩水を満たした注入カニューレを、ガイドカニューレを介して下

オリーブ核、線条体または小脳に挿入し、微量注入ポンプ（KDS220、KD scientific、Holliston、MA、

USA）を用いて、薬物溶液 1 μL/injection siteを 0.25 μL/minの流速で 4分間かけて徐々に注入した。

微量注入完了から 15 分後、ラットにニコチン（1 mg/kg, i.p.）を投与し、ニコチン投与から 5-16 分の間

でニコチン誘発振戦の行動評価を行った。振戦発現の評価法は、第 1 章 2-2 項に準じる。 

 

2-5 使用薬物 

(–)-ニコチン、R(+)-SCH-23390塩酸塩は Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）より、L-741,626、L-

745,870 三塩酸塩、(±)-SKF-38393 塩酸塩は Abcam（Cambridge、UK）より、U-99194 マレイン酸塩、

スマニロールマレイン酸塩、(+)-PD-128,907 塩酸塩は Tocris Bioscience（Bristol、UK）より購入した。

L-741,626 および L-745,870 は、始めに 1%乳酸溶液に溶解させ、蒸留水で希釈した。その他の薬物

は生理食塩水に溶解させた。 

 

2-6 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。2 群間比較の有意差は、Student’s t-test（パラメトリック）、

または Mann-Whitney’s U-test（ノンパラメトリック）によって検出した。3 群間の有意差検定では、まず

Kruskal-Wallis test を行い、有意差が認められた場合には Steel-Dwass 多重比較検定を行った。以

上の検定において、p < 0.05 の場合、有意差ありと判定した。 

 

 



14 

 

3 結果 

3-1 ニコチンによる脳内ドパミン代謝への影響 

ニコチンによる脳内ドパミンおよびドパミン代謝物レベルの変化を探る目的で、マウスに振戦発現

用量（1 mg/kg, i.p.）のニコチンを投与し、その 15 分後の脳 8 部位（大脳皮質、海馬、線条体、視床、

視床下部、中脳、橋･延髄、小脳）におけるドパミン、DOPAC、HVA レベルを測定した。ニコチンを投

与された動物では、生理食塩水を投与された対照動物と比較して、橋･延髄におけるドパミンレベル

が有意に増加していた（Table 1）。また、ニコチン投与によって線条体および海馬におけるドパミンレ

ベルも増加傾向がみられた。DOPAC レベルにおいては、海馬および橋･延髄で有意な上昇が認め

られた（Table 1）。さらに、線条体では HVA レベルの有意な増加が確認された（Table 1）。 

 

3-2 ニコチン誘発振戦に対するドパミン受容体作動薬の作用 

ニコチン誘発振戦の発現を調節するドパミン受容体サブタイプの機能を探る目的で、ニコチン誘

発振戦に対する各種ドパミン受容体作動薬の作用を評価した。マウスに D1/5 受容体作動薬 SKF-

38393（3, 10 mg/kg, i.p.）を処置したところ、ニコチン（1 mg/kg, i.p.）による振戦は用量依存的に抑制さ

れ、10 mg/kg の SKF-38393 によってニコチン誘発振戦の合計持続時間が顕著に抑制された（Fig. 

5A）。対称的に、選択的 D3 受容体作動薬 PD-128,907（3 mg/kg, i.p.）は、ニコチン誘発振戦の強度

および持続時間を有意に増強させた（Fig. 5B）。一方、選択的 D2 受容体作動薬スマニロール（1, 3 

mg/kg, i.p.）は、ニコチン誘発振戦の発現に影響を及ぼさなかった（Fig. 5C）。 

 

3-3 ニコチン誘発振戦に対するドパミン受容体拮抗薬の作用 

次に、ニコチン誘発振戦の発現に内因性のドパミンが関与しているかを確かめるため、各種ドパミ

ン受容体拮抗薬のニコチン誘発振戦に対する作用を検討した。D1/5 受容体拮抗薬 SCH-23390（3 

mg/kg, i.p.）の前処置により、ニコチン誘発振戦は有意に増強された（Fig. 6A）。それとは対称的に、

選択的 D3 受容体拮抗薬 U-99194（30 mg/kg, i.p.）はニコチン誘発振戦を有意に改善した（Fig. 6B）。
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一方、選択的 D2 受容体拮抗薬 L-741,626（3, 10 mg/kg, i.p.）および選択的 D4 受容体拮抗薬 L-

745,870（0.3, 1 mg/kg, i.p.）はいずれも、ニコチン誘発振戦に有意な作用を示さなかった（Fig. 7）。 

 

3-4 ニコチン誘発振戦に対するドパミン受容体拮抗薬の脳内局所投与による影響 

ドパミン神経系によるニコチン誘発振戦の調節に、どの脳部位のドパミン受容体が関与しているの

かを探る目的で、D1/5受容体拮抗薬（SCH-23390）および D3受容体拮抗薬（U-99194）を用いて、ラッ

トにおける脳内局所投与実験を行った。3-1項の結果より、ニコチンが下オリーブ核を含む橋･延髄お

よび線条体でドパミンやその代謝物レベルを増加させたこと（Table 1）、また以前の報告で、ニコチン

誘発振戦およびパーキンソン病振戦の発現には、それぞれ下オリーブ核と線条体が関与しているこ

とが示唆されているため 21, 60, 61)、これらの 2 部位に SCH-23390 あるいは U-99194 を微量注入した。

加えて、D3 受容体は小脳に高発現しており、自発運動量や錐体外路系運動機能を制御していること

から 58, 62-64)、U-99194 は小脳内にも投与した。 

下オリーブ核への SCH-23390（3 μg/injection site）微量注入は、統計学的有意性は認められなか

ったものの、ニコチン誘発振戦を増強させる傾向を示した（振戦スコア：z = 1.7400, p = 0.0819、振戦

持続時間：z = 1.6963, p = 0.0898）（Fig. 8A）。一方、線条体への SCH-23390 投与はニコチン誘発振

戦の発現に有意な影響を及ぼさなかった（Fig. 8B）。また、U-99194（30 μg/injection site）の下オリー

ブ核内投与ならびに線条体内投与はニコチン誘発振戦に何ら作用を示さなかったが、小脳への U-

99194 投与ではニコチン誘発振戦が有意に抑制された（Fig. 9）。 

 

 

4 考察 

ニコチンは、線条体、側坐核、腹側被蓋野などにおけるドパミンの遊離を増加させ、ドパミン神経

活動を賦活化することが知られている 7, 30-33)。このニコチンによるドパミン神経系の賦活化には、主と

して α4β2 および α6β2 nACh 受容体が関与していることが報告されており、一部には α7 nACh 受容
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体も関与していることが示唆されている 6, 32-35)。本研究において、振戦発現用量のニコチンが、線条

体、海馬、橋･延髄におけるドパミン量およびその代謝物量を増加させることが明らかとなり、ニコチン

はこれらの脳部位におけるドパミン神経系を活性化することが確認された。本態性振戦の発現に関

与する下オリーブ核は非常に微小な脳部位であるため、今回の検討では部位特異的なドパミンレベ

ルの測定は行っていないが、ニコチンが下オリーブ核を含む橋･延髄においてドパミン神経系を賦活

化したことから、振戦の発現調節にドパミン神経系が関与することが推察された。 

選択的なドパミン受容体作用薬を用いた検討より、ドパミン D3 受容体の作動薬がニコチン誘発振

戦を増強する一方で、D1/5受容体作動薬によってニコチン振戦が改善されることが示された。D3受容

体は D2ファミリー受容体に属しているが 28, 49, 50)、スマニロールによる D2受容体の選択的な刺激はニ

コチン振戦に影響を及ぼさなかった。さらに、D1/5 受容体拮抗薬はニコチン誘発振戦を増強し、D3 受

容体拮抗薬は抑制したことから、内在性ドパミンがこれらの受容体を刺激することでニコチン誘発振

戦を調節していると推察された。D2 および D4 受容体の選択的拮抗薬はニコチン振戦の発現に影響

しなかったため、D2ファミリー受容体の中でもD3受容体のみが動作時振戦の発現調節に関与してい

ることが示された。これらの結果より、D1/5 受容体は抑制的に、D3 受容体は促進的にニコチン誘発振

戦を調節すると考えられる。 

以前の報告において、下オリーブ核の電気破壊によって nACh受容体を介して発現する振戦が抑

制されることが示されており、下オリーブ－小脳系がニコチン誘発振戦の発現において重要な役割

を果たしていることが示唆されている 21)。下オリーブ核は腹側被蓋野や赤核前野－視床束傍核領域

からドパミン神経支配を受けているため 65-67)、振戦発現の調節において下オリーブ核のドパミン神経

が関与している可能性がある。下オリーブ核への D3 受容体拮抗薬の微量注入はニコチン誘発振戦

に有意な作用を示さなかったが、D1/5 受容体拮抗薬の微量注入ではニコチン振戦の強度および持

続時間が増強される傾向がみられた。従って、下オリーブ核の D1/5 受容体がニコチン振戦の発現抑

制に一部関与していることが示唆された。 

大脳基底核の線条体に分布するドパミン受容体は、錐体外路系運動障害や静止時振戦を含むパ
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ーキンソン病様症状の発症制御に重要な役割を果たしている 60, 61)。しかし本研究では、選択的 D2

受容体作動薬のスマニロールはニコチン誘発動作時振戦の発現に影響を及ぼさず、線条体への

D1/5 および D3 受容体拮抗薬の微量注入もニコチン振戦に作用を示さなかった。従って、線条体のド

パミン受容体は、パーキンソン病様症状の静止時振戦とは異なり、ニコチン誘発動作時振戦の制御

には関与していないと考えられる。 

D2 ファミリー受容体である D3 受容体は、大脳皮質や辺縁系領域、線条体の他に、小脳において

高密度に発現しており 68-72)、小脳は、赤核や黒質、腹側被蓋野からドパミン神経投射を受けているこ

とが報告されている 28, 73)。また以前の報告から、小脳 D3 受容体が自発運動量や錐体外路系運動機

能を調節していることが示されている 58, 62-64)。本研究では、小脳への D3 受容体拮抗薬 U-99194 微

量注入がニコチン誘発振戦の発現を抑制することが明らかとなった。よって、小脳のD3受容体は、下

オリーブ－小脳系神経路を介してニコチン振戦の発現を促進的に調節していると推察される。 

第 1 章の結果より、ニコチン誘発振戦は本態性振戦の有用な動物モデルであることが示された。

本態性振戦は主要な神経疾患であり、世界における罹患率はおよそ 1%と言われている 27, 28)。本態

性振戦の治療にはいくつかの薬物が使用されているが、本態性振戦に特異的な治療薬は存在せず、

およそ 30%の本態性振戦患者が治療抵抗性であることが知られている。本研究成果より、ドパミン D3

受容体の選択的拮抗薬や D1/5 受容体の作動薬が、本態性振戦の治療薬として有用であることが示

唆された。一方、これまでに検討された本態性振戦に関する遺伝子連鎖解析では、3q13（ETM1）74)、

2p22-25（ETM2）75)、6p23（ETM3）76)、5q3577)など、複数の遺伝子座が本態性振戦の発症に関与する

ことが報告されている。その中でも ETM1 遺伝子座には、D3 受容体をコードする DRD3 遺伝子が含

まれている 74)。さらに、本態性振戦患者の一部で DRD3 遺伝子バリアントが確認されており、この遺

伝子バリアントによって変異した D3 受容体（Ser9Gly）では、ドパミンに対する親和性が増強されること

が報告されている 78)。本研究の結果はこれらの知見とよく一致し、D3 受容体が本態性振戦の制御に

重要な役割を果たしていることを示唆しており、D3 受容体拮抗薬が新しい本態性振戦治療薬になり

得ると期待される。 
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5 結語 

本研究より、ニコチン投与時における中枢ドパミン神経の賦活化が振戦発現の調節に関与してい

ることが示された。さらに、ドパミン D1/5 受容体は抑制的に、D3 受容体は促進的にニコチン誘発振戦

の発現を制御していることが示唆された。特に、小脳の D3 受容体は、下オリーブ－小脳系神経路を

介したニコチン誘発振戦の発現調節において重要な役割を果たしており、D3 受容体の拮抗薬が新

たな振戦治療薬になる可能性が示された。 
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第 3 章 コリンエステラーゼ阻害薬によるアセチルコリン神経賦活化が惹起する振戦発現のメカニズ

ム解析 

 

1 緒言 

神経伝達物質である ACh は神経終末においてコリンアセチルトランスフェラーゼにより生合成され、

シナプス間隙に遊離されて受容体に作用した後、アセチルコリンエステラーゼにより代謝、分解され

る。従って、アセチルコリンエステラーゼを阻害するコリンエステラーゼ阻害薬は、末梢および中枢に

おいて ACh の分解を抑制し ACh 神経系を賦活化させる。 

コリンエステラーゼ阻害薬は可逆的阻害薬と非可逆的阻害薬に分類され、ドネペジルやガランタミ

ンなどの可逆的阻害薬はアルツハイマー型認知症の治療薬として、パラチオンやマラチオンなどの

非可逆的阻害薬は殺虫剤などの農薬として利用されている。いずれのコリンエステラーゼ阻害薬に

ついても、唾液分泌亢進、下痢などの消化器症状、徐脈･血圧低下などの循環器症状をはじめとす

る、多様な ACh 神経賦活化症状を惹起することが知られている。また、線条体 ACh 神経の過剰興

奮によって、パーキンソン病様症状（振戦、動作緩慢、筋固縮など）が引き起こされることが知られて

おり、これらの症状は mACh 受容体拮抗薬によって改善される 3, 4, 61)。さらに、所属研究室では、ニコ

チンが α7 nACh 受容体を介して下オリーブ核神経や扁桃体神経を過剰興奮させることで、振戦やけ

いれん発作を誘発することを明らかにしている 21, 22)。実際に、有機リン系農薬パラチオンの活性代謝

物であるパラオキソンは、コリンエステラーゼを非可逆的に阻害することで、振戦やけいれんなどの運

動興奮症状を引き起こすことが報告されている 79, 80)。従って、コリンエステラーゼ阻害薬などによって

ACh 神経を賦活化させることで、mACh 受容体または nACh 受容体を介して振戦などの錐体外路系

運動障害が惹起されると考えられる。しかし、コリンエステラーゼ阻害薬によって ACh 神経を賦活化

させた際に惹起される運動興奮症状の発現メカニズムについては、未だほとんど検討されていない。 

そこで本研究では、コリンエステラーゼ阻害薬であるパラオキソンによって誘発される振戦発現のメ

カニズムを解析し、コリンエステラーゼ阻害薬による振戦発現における nACh 受容体の関与について
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検討した。 

 

 

2 実験方法 

2-1 使用動物 

実験には、ddY 系雄性マウス、または SD 系雄性ラット（日本エスエルシー、静岡）を使用した。動

物は、一定の照明サイクル（明期：8:00 より 12 時間）、恒温（24±1°C）、恒湿（55±10%）の飼育室にお

いて、標準固形飼料（オリエンタル酵母工業、東京）およびフィルターで濾過した水道水を自由に摂

取させ、約 1 週間の予備飼育をした後、実験に供した。なお、全ての動物実験ならびに使用動物の

飼養管理は、大阪医科薬科大学薬学部動物実験規程（旧大阪薬科大学動物実験規程）に準拠し、

本学薬学部動物実験専門部会（旧大阪薬科大学動物実験委員会）による試験計画書の承認のもと

で実施した。 

 

2-2 パラオキソン誘発振戦の行動評価 

動物にパラオキソン（0.15, 0.3, 0.6 mg/kg）を腹腔内投与し、観察ケージ（25×42×20 cm）内でパラオ

キソン投与後 10 分から 21 分における振戦行動を、振戦強度については毎分、振戦持続時間につ

いては隔分ごとに 1 分間評価した。振戦強度の評価には、4 段階振戦スコア（0：振戦なし、1：頭部や

尾部の軽度な振戦および挙尾、2：上幹の中程度の振戦、3：全身性の顕著な振戦）を用いた。各ポイ

ントにおける振戦スコアまたは振戦持続時間の合計値を算出し、各動物群間で比較した。 

 

2-3 脳内神経興奮部位の探索 

Fos タンパク質の免疫組織染色は、過去の報告に従って実施した 81-83)。マウスにパラオキソン（0.6 

mg/kg, i.p.）または vehicle を投与した 2 時間後に、ペントバルビタール深麻酔下（80 mg/kg, i.p.）で

10%ホルマリン溶液を灌流し、脳を摘出した。摘出した脳は 10%ホルマリン溶液中で 24-48 時間固定
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し、マイクロスライサー（DTK-1000、堂阪イーヱム、京都）を用いて厚さ 30 μm の冠状切片を作製した。

スライスした切片に 2%正常ウサギ血清を添加して室温で 2 時間のブロッキング処理を行った後、ヤ

ギ抗 c-Fos 抗体を添加して 4°C で一晩インキュベートした。翌日に、ビオチン化抗ヤギ IgG 抗体を添

加して室温で 2 時間インキュベートした後、内因性ペルオキシダーゼを不活化するため、30 分間の

0.3%過酸化水素溶液処理を行った。その後、アビジン－ビオチン－HRP 複合体を添加して室温で 2

時間インキュベートし、ジアミノベンジジン発色法によって Fos 陽性細胞を検出した。 

Fos 陽性細胞数は、（1）大脳皮質領域：内側前頭前皮質（mPFC）、帯状回皮質（CgC）、運動皮質

（MC1-4）、体性感覚皮質（SC1-4）、無顆粒島皮質（AIC）、梨状葉皮質（PirC1-4）、扁桃体－梨状葉

移行野（Apir）、聴覚皮質（AuC）、嗅周－嗅外皮質（PRh-Ect）、背外側嗅内皮質（DLEnt）、（2）辺縁

系および基底核領域：側坐核コア領域（AcC）、側坐核シェル領域（AcS）、扁桃体外側基底核

（BLP）、扁桃体内側基底核（BMP）、扁桃体後内側皮質野（PMCo）、扁桃体内側後腹側核（MePV）、

扁桃体内側後背側核（MePD）、海馬アンモン角（CA1, 3）、海馬歯状回（DG）、背外側線条体

（dlST）、背内側線条体（dmST）、淡蒼球（GP）、外側中隔（LS）、（3）間脳および脳幹領域：内側手綱

核（MHb）、外側手綱核（LHb）、視床紐傍核（PT）、視床室傍核（PV）、視床前内側核（AM）、視床中

央内側核（CM）、視床腹内側核（VM）、視床下部前野（AH）、視床下部後核（PH）、視床下部背内

側核（DM）、赤核小細胞部（RPC）、黒質網様部（SNr）、黒質緻密部（SNc）、孤束核（Sol）、下オリー

ブ核（IO）の脳 48 部位において解析した（Fig. 10）84)。 

 

2-4 アセチルコリン受容体拮抗薬の作用評価 

マウスにパラオキソン（0.6 mg/kg, i.p.）を投与する 15 分前に、nACh 受容体拮抗薬メカミラミン（1 

mg/kg, i.p.）、mACh 受容体拮抗薬トリヘキシフェニジル（10 mg/kg, i.p.）または vehicle を処置し、2-2

項と同様の方法でパラオキソン誘発振戦の行動評価を行った。さらに、パラオキソン投与から 2 時間

後に脳を摘出し、2-3 項と同様の手順で下オリーブ核における Fos タンパク質の免疫組織染色を実

施した。 
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2-5 下オリーブ核の電気破壊実験 

ラットにペントバルビタール（45 mg/kg, i.p.）およびイソフルラン吸入による麻酔を施し、頭部を脳定

位固定装置（成茂科学器械研究所、東京）で固定した。その後、双極同心電極を下オリーブ核（AP：

–13.4 mm、LM：±0.5 mm、DV：+7.8 mm）59)に挿入し、直流電流（1 mA、15 秒間）によって両側下オ

リーブ核を電気破壊した。対照の動物には同様の手術を施したが、電気破壊は行わなかった。回復

期間の後、2-2 項に示した方法で、パラオキソン誘発振戦の強度および持続時間を評価した。 

 

2-6 使用薬物 

パラオキソンは Toronto Research Chemical（Ontario、CA）より、メカミラミン塩酸塩、トリヘキシフェニ

ジル塩酸塩、3,3’-ジアミノベンジジンは Sigma-Aldrich（St. Louis、MO、USA）より購入した。ヤギ抗 c-

Fos 抗体は Santa Cruz Biotechnology（Santa Cruz、CA、USA）、正常ウサギ血清、ビオチン化抗ヤギ

IgG 抗体、VECTASTAIN Elite ABC standard Kit は Vector Laboratories（Burlingame、CA、USA）より

購入した。パラオキソンは始めに 100%ポリエチレングリコール 400 に溶解させ、蒸留水で希釈した。

メカミラミンは始めに 1%乳酸溶液に溶解させ、蒸留水で希釈した。トリヘキシフェニジルは生理食塩

水に溶解させた。 

 

2-7 統計学的処理 

実験結果は、平均値±標準誤差で示した。2 群間比較の有意差は、Mann-Whitney’s U-test によ

って検出した。多群間の有意差検定では、Kruskal-Wallis test と Steel-Dwass 多重比較検定（振戦行

動評価）、または one-way ANOVA と Tukey 多重比較検定（Fos 発現に対する ACh 受容体拮抗薬の

作用評価）を行った。脳内神経興奮部位の探索では、two-way ANOVA と Tukey 多重比較検定を行

った。以上の検定において、p < 0.05 の場合、有意差ありと判定した。 
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3 結果 

3-1 コリンエステラーゼ阻害薬パラオキソンの振戦誘発作用 

パラオキソン（0.15, 0.3, 0.6 mg/kg, i.p.）をマウスに投与したところ、用量依存的に強い振戦が誘発

された（Fig. 11）。また、パラオキソン誘発振戦は時に挙尾反応を伴い、主として動作時に振戦が現れ

ることから、動作時振戦としての特徴を有していることが分かった。0.3、0.6 mg/kg（i.p.）のパラオキソン

を投与された動物では、vehicle を投与した対照群と比較して、合計振戦スコアおよび合計振戦持続

時間が 10 倍程度まで有意に増加した（Fig. 11）。 

 

3-2 パラオキソンによる脳内神経興奮部位の探索 

パラオキソン誘発振戦の発現に関与する脳部位を探る目的で、神経興奮マーカーである Fos タン

パク質発現を解析した。振戦発現用量（0.6 mg/kg, i.p.）のパラオキソンを投与された動物では、中枢

ACh 神経の主要な投射先である、大脳皮質（SC2、SC3）、海馬（CA1）、淡蒼球（GP）、内側手綱核

（MHb）における Fos 発現が有意に増加していた（Fig. 12-14）。加えて、ニコチンによって誘発される

振戦の原因核と考えられる下オリーブ核（IO）においても、Fos 発現の有意な増加が認められた（Fig. 

14）。 

 

3-3 パラオキソン誘発振戦に対するアセチルコリン受容体拮抗薬の作用 

パラオキソン誘発振戦の発現に mACh 受容体または nACh 受容体のいずれが関与しているのか

を確かめる目的で、mACh 受容体拮抗薬トリヘキシフェニジルおよび nACh 受容体拮抗薬メカミラミ

ンの作用を評価した。マウスにメカミラミン（MEC; 1 mg/kg, i.p.）を前処置したところ、パラオキソン（0.6 

mg/kg, i.p.）による振戦は顕著に抑制された（Fig. 15）。一方、トリヘキシフェニジル（THP; 10 mg/kg, 

i.p.）はパラオキソン誘発振戦にほとんど作用を示さなかった（Fig. 15）。 
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3-4 パラオキソン誘発振戦に対する下オリーブ核の関与 

パラオキソン誘発振戦における下オリーブ核の関与を探るため、下オリーブ核におけるパラオキソ

ン誘発 Fos 発現に対するメカミラミンおよびトリヘキシフェニジルの作用を評価し、さらに、ラットにお

ける下オリーブ核電気破壊実験も行った。メカミラミン（1 mg/kg, i.p.）を前処置されたマウスでは、パラ

オキソン（0.6 mg/kg, i.p.）による下オリーブ核の Fos 発現が顕著に抑制されたが、トリヘキシフェニジ

ル（10 mg/kg, i.p.）では有意な変化は認められなかった（Fig. 16A）。さらに、パラオキソン誘発振戦に

対する下オリーブ核の電気破壊の影響を評価したところ、振戦強度および振戦持続時間は有意に

抑制された（Fig. 16B）。 

 

 

4 考察 

パラオキソンなどの有機リン化合物への急性曝露によって、一過性の振戦やパーキンソン病様症

状など、様々な錐体外路系運動障害が引き起こされることが知られている 85-89)。しかし、これらの有機

リン化合物による運動障害の発現メカニズムについてはほとんど明らかになっていない。パラオキソ

ンを含む有機リン化合物は、非可逆的なコリンエステラーゼ阻害薬であり、アセチルコリンエステラー

ゼおよびブチリルコリンエステラーゼの両方を阻害する。特に、アセチルコリンエステラーゼ阻害によ

る脳内アセチルコリン神経系の活性化は、振戦の発現において重要であると考えられる。本研究で

は、0.15-0.6 mg/kg のパラオキソンが用量依存的に強い振戦を惹起することを確認した。パラオキソ

ン誘発振戦は、ニコチン誘発振戦と同様に主として動作時に認められたが 21)、ニコチン誘発振戦と

比較して振戦強度が強く、振戦症状は投与 2 時間後でも持続していた。さらに、ACh 受容体拮抗薬

を用いた検討より、パラオキソン誘発振戦は主に nACh 受容体によって仲介され、mACh 受容体の

寄与は小さいことが示された。この結果は、nACh 受容体の活性化が動作時振戦を誘発するという所

属研究室の報告と一致していた 21)。一方、mACh 受容体は静止時振戦（パーキンソン病に特徴的な

振戦）の発現に関与することが知られているが 61)、コリンエステラーゼ阻害薬による振戦発現には関
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与しないと考えられる。実際に、mACh受容体拮抗薬アトロピンは、有機リン化合物による心毒性を回

復させるが、振戦は抑制しないことが報告されている 90-92)。従って、有機リン化合物は主に nACh 受

容体を活性化させることで動作時振戦を誘発すると考えられる。 

有機リン化合物の脳内作用部位に関する研究では、これまで古典的に脳内グルコース利用率の

マッピングを通して解析されていた。非けいれん誘発用量以下の有機リン化合物は脳内グルコース

利用率に影響しないか、もしくはいくつかの脳部位で減少させることが示され 93, 94)、けいれん誘発用

量の有機リン化合物を曝露された動物では、前頭皮質、線条体、視床、海馬、黒質などにおけるグ

ルコース利用率が増加することが報告されている 93)。しかし、有機リン化合物による振戦発現と関連

する脳内グルコース利用率についてのデータは報告されていない。 

一方、Fos タンパク質の発現を解析することで、本態性振戦やけいれん発作などの病態下におけ

る、脳内神経興奮性の部位特異的な変化についての情報を得ることが出来る 81, 83, 96-102)。本研究で

は、振戦発現用量のパラオキソンが、大脳皮質、海馬、淡蒼球、内側手綱核および下オリーブ核に

おける Fos タンパク質発現を有意に増加させることが明らかとなった。この結果は、有機リン化合物に

よる振戦の誘発においてこれらの脳部位が重要であることを示唆する。特に、振戦発現用量のニコ

チンを投与した場合にも、下オリーブ核において部位特異的な Fos 発現の増加が認められた 21)。さ

らに、パラオキソンによる振戦発現および下オリーブ核における Fos 発現の増加は、nACh 受容体拮

抗薬メカミラミンによって共に抑制され、かつ、下オリーブ核の電気破壊によってパラオキソン誘発振

戦は顕著に抑制された。以上の結果から、ニコチン振戦と同様に、コリンエステラーゼ阻害薬による

動作時振戦も下オリーブ核の nACh 受容体を介して発現すると考えられる。 

 

 

5 結語 

本研究より、コリンエステラーゼ阻害薬のパラオキソンが用量依存的に動作時振戦を誘発すること

が確認された。また、Fos タンパク質の発現解析より、振戦発現用量のパラオキソンは大脳皮質、海
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馬、淡蒼球、内側手綱核、および下オリーブ核における神経興奮を引き起こすことが明らかとなった。

さらに、パラオキソンによる振戦および下オリーブ核における Fos 発現は、nACh 受容体拮抗薬メカミ

ラミンによって抑制された一方で、mACh 受容体拮抗薬トリヘキシフェニジルでは抑制されなかった。

加えて、下オリーブ核の電気破壊により、パラオキソン誘発振戦は顕著に抑制された。以上の結果か

ら、コリンエステラーゼ阻害薬による ACh 神経賦活化が惹起する動作時振戦は、nACh 受容体を介

した下オリーブ核神経の興奮を通して発現することが明らかとなった。 
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総括 

 

中枢 ACh 神経は前脳基底部や大脳基底核の線条体に多く分布し、認知機能、精神機能ならび

に運動機能の調節において非常に重要な役割を果たしている 1-4)。本研究では、α7 nACh 受容体の

刺激により発現する動作時振戦に着目し、ニコチン誘発振戦の中枢神経系薬物に対する反応性を

評価するとともに、振戦発現調節におけるドパミン神経系の役割とメカニズムを解析した。さらに、コリ

ンエステラーゼ阻害薬による ACh 神経の賦活化によって惹起される振戦についても、その発現メカ

ニズムを解析した。 

第 1 章において、nACh 受容体を介する動作時振戦の薬理学的特性を明らかにすることを目的に、

ニコチン誘発振戦に対する各種振戦治療薬の反応性ならびに各種抗てんかん薬の作用を評価した。

その結果、ニコチン誘発振戦は本態性振戦治療薬であるプロプラノロール、ジアゼパム、フェノバル

ビタールによって特異的に抑制され、L-DOPA、トリヘキシフェニジルといったパーキンソン病治療薬

は反応性を示さなかった。このことから、ニコチン誘発振戦の薬物反応性が、ヒトの本態性振戦と類

似することが明らかとなった。ニコチン誘発振戦はヒト本態性振戦と類似して、下オリーブ核神経の興

奮を介して発現することを考え合わせると 21)、ニコチン誘発振戦が本態性振戦の新たな動物モデル

となり得ることが示唆された。さらに、第 1 世代および第 2 世代抗てんかん薬のニコチン誘発振戦改

善作用を評価した結果、電位依存性 Na+チャネル阻害作用や電位依存性 T 型 Ca2+チャネル阻害作

用を持つ薬物が有意な振戦抑制作用を示すことが明らかとなった。 

第 2 章においては、ニコチン投与により賦活化されるドパミン神経系の振戦調節メカニズムを明ら

かにするため、各種ドパミン受容体作動薬および拮抗薬のニコチン誘発振戦に対する作用を解析し

た。本研究結果より、ニコチン投与時における中枢ドパミン神経の賦活化が振戦発現の調節に深く

関与していることが確認され、特に、ドパミン D1/5受容体の活性化が振戦発現を抑制し、D3受容体の

活性化が振戦発現を促進することが明らかとなった。一方、D2 受容体および D4 受容体の振戦発現

調節における役割はほとんどないものと考えられた。さらに、D3 受容体および D1/5 受容体拮抗薬の
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脳内局所投与を行った結果、D3 受容体による促進的制御には小脳が、D1/5 受容体による抑制的制

御には下オリーブ核が関与していることが示唆された。 

さらに、第 3 章では、コリンエステラーゼ阻害薬による ACh 神経賦活化が惹起する振戦発現のメカ

ニズムを解析した。コリンエステラーゼ阻害薬パラオキソンによって誘発される振戦行動の評価およ

び脳内神経興奮部位の探索を行った結果、パラオキソンは用量依存的に動作時振戦を誘発し、大

脳皮質、海馬、淡蒼球、内側手綱核および下オリーブ核における神経興奮を惹起した。さらに、パラ

オキソン誘発振戦は mACh 受容体拮抗薬には反応せず、nACh 受容体拮抗薬によって振戦発現お

よび下オリーブ核の神経興奮が共に抑制された。これらの結果より、コリンエステラーゼ阻害薬による

振戦発現も、nACh 受容体を介して下オリーブ核神経を過剰興奮させることで誘発されることが確認

された。 

本研究結果から、中枢 ACh 神経系の賦活化が、下オリーブ核 nACh 受容体の活性化を介して動

作時振戦を惹起することが確認され、この nACh 受容体を介する振戦がヒト本態性振戦の新たな動

物モデルになりうることが示された。さらに、ドパミン受容体作用薬を含む各種中枢神経作用薬の薬

効解析から、ドパミン D3 受容体拮抗薬、D1/5 受容体作動薬、電位依存性 Na+チャネル阻害薬、電位

依存性 T 型 Ca2+チャネル阻害薬などが、新たな本態性振戦治療薬となることが示唆された。特に、

小脳 D3 受容体の振戦制御に関する知見は世界初の報告であり、錐体外路系運動調節における小

脳 D3 受容体の役割が注目される。 
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Table 1  Changes in brain dopamine and its metabolite levels by a tremorgenic dose 
of nicotine in mice. 

 

Brain regions 
 Level (ng/g tissue) 
 DA DOPAC HVA 

Cerebral cortex Saline 
Nicotine 
 

1150.2 
824.6 

±198.2 
±83.6 

144.4 
151.2 

±18.5 
±8.0 

186.1 
166.7 

±23.8 
±14.6 

Hippocampus Saline 
Nicotine 
 

18.6 
27.9 

±3.2 
±7.8 

9.4 
18.1 

±1.1 
±1.9** 

9.2 
12.5 

±1.8 
±1.6 

Striatum Saline 
Nicotine 
 

7467.0 
8404.6 

±656.4 
±505.2 

649.4 
769.1 

±54.5 
±58.8 

745.9 
1137.8 

±59.9 
±84.2** 

Thalamus Saline 
Nicotine 
 

58.8 
91.8 

±14.1 
±19.4 

59.7 
90.8 

±8.9 
±11.6 

129.2 
134.7 

±9.6 
±11.7 

Hypothalamus Saline 
Nicotine 
 

336.6 
377.7 

±45.6 
±25.2 

159.9 
193.7 

±22.4 
±15.9 

156.7 
149.1 

±9.5 
±7.9 

Midbrain Saline 
Nicotine 
 

112.6 
114.0 

±32.2 
±13.8 

64.6 
80.0 

±7.5 
±8.9 

94.3 
87.4 

±8.2 
±6.8 

Pons & medulla 
oblongata 

Saline 
Nicotine 
 

19.8 
30.7 

±1.6 
±1.4** 

34.0 
47.6 

±4.0 
±4.3* 

9.3 
9.6 

±1.9 
±1.7 

Cerebellum Saline 
Nicotine 

5.8 
5.3 

±0.3 
±0.3 

7.7 
7.8 

±1.0 
±0.6 

2.5 
2.8 

±0.2 
±0.3 

Brain samples were obtained 15 min after the injection of nicotine (1 mg/kg, i.p.) or saline. Dopamine 
(DA), DOPAC, and HVA levels were measured by HPLC-ECD systems. Each value represents the mean 
± S.E.M. of 7 mice. *p < 0.05, **p < 0.01: Significantly different from control (saline treated) animals. 
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