
パーキンソン病動物モデルの作製とタクロリムスに
よるその実験的治療に関する研究

言語: jpn

出版者: 

公開日: 2017-10-04

キーワード (Ja): 

キーワード (En): 

作成者: 

メールアドレス: 

所属: 

メタデータ

http://hdl.handle.net/2297/9321URL



金沢大学十全医学会雑誌 第107 巻 第 4 号 303
-

31 0 (1 9 9 8)

パ ー キ ン ソ ン 病動物 モ デ ル の 作製と タ ク ロ リ ム ス に よ る

そ の 実験的治療に 関す る研究

金沢大学医学部医学科神経内科学講座 (主任 : 高守正治教授)

坂 尻 顕

303

パ ー

キ ン ソ ン病 の 新 しい 治療 方法を 開拓す る ため
,

C 57 B l a c k / 6 N 成熟 マ ウ ス に お い て
,

黒 質線条体系に対 し神経毒性

を有す る1 - メ チ ル ヰ フ ェ ニ ル ー1
,
2

,
3

,
6 - テ トラ ヒ ドロ ビリ ジ ン (1- m e th yl

-4 -

ph e n yl
-1

,
2

,
3

,
6 -t et r a h y d r o p y ridi n e

,
M P T P) にて誘導

され る パ ー キ ン ソ ン病類似 の 神経変性 に村す るタ ク ロ リ ム ス (F K 5 0 6) の 抑制効果 を検討 し た . F E 5 0 6 1 0 m g / k g 体重を1 日2 回

3 日 間皮下 投与 して も
,

ド ー パ ミ ン お よ び そ の 代謝産物 ジ ヒ ドロ キ シ フ ユ ニ ル 酢酸, ホ モ バ ニ リ ン 酸濃度は 正常対 照群と有意

差が な か っ た . M P T P 2 0 m g/ k g を1 日1 回2 日 間皮下投与す ると
, 第9 日 に は線条体 ド

ー パ ミ ン濃度 は正 常 マ ウ ス の 29 .5 % に

減少し た . しか し
,

F K 5 0 6 2 .5 m g/ k g 体重 を1 日2 回3 日 間腹腔 内前投与す る と
,

M P T P によ る線 条体 ド ー パ ミ ン
, お よ び そ の

代謝産物 ジ ヒ ドロ キ シ フ ェ ニ ル 酢 酸濃度の 減少 は有意 に抑制 され た . ま た
,

こ れ ら の 効果 は
,

F K 5 0 6 5 ある い は1 0 m g/ k g 体

重の 高濃度投与 で は減弱 し た . 以 上 の 結果か ら
,

F K 5 0 6 は C 5 7 B l a c k / 6 N 成熟 マ ウ ス に お い て M P T P の 異 質神経細胞毒性 に対

し至過渡度で 神経保護効果 を有す る と推察 さ れ る . そ の 機序は
,

F K 5 0 6 が カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵 素活性を阻害する こ と に よ り
,

M P T P に よ る グ ル タ ミ ン 酸神経毒性 を 減弱 させ たもの と 推察 した .

K e y w o r d s l - m e th y l-4 -

P h e n y l-1
,
2

,
3

,
6 -t etr ah y d r o p y ri di n e

,
F K 5 06

,
S tri at u m

,
d o p a m i n e

,
m O u S e

パ ー

キ ン ソ ン病 は
, 臨床的 に は振戟

, 筋 固縮
, 寡動, 姿勢反

射障害を主徴 と し
,

生 化学的 に は黒質線条体系で 神経伝達因子

である ド
ー パ ミ ン (d o p a m in e

,
D A ) お よ び そ の 代謝産物 の 3

,
4 - ジ

ヒ ドロ キ シ フ ユ ニ ル 酢酸 (3 , 4 -d i h y d r o x y p h e n yl a c e ti c a ci d .

D O P A C ) ,
お よ び ホ モ バ ニ 1) ン酸 (h o m o v a nilli c a cid ,

H V A) が

減少する こ と が 知ら れ る . ま た
, 病理 学的 に は 主に異 質, 青斑

核の神経細胞変性お よ び レ ヴ イ 小 体の 出現 に特徴づ け られ る .

1 97 9 年に メ ペ リ ジ ン 類似物 質の 慢性薬物 中毒に よ り パ ー

キ ン

ソ ン柄と 酷似 した 症状 を呈 し た症例 が 報告 さ れ
l-

,
1 9 8 3 年 にそ

の原因物質が 1 - メ チ ル ー4 - フ ェ ニ ル ー1
,
2

,
3

,
6 - テ トラ ヒ ドロ ビリ ジ

ン(1 -

m eth yl-4 -

Ph e n yl
-1

,
2

, 3 , 6 - te tr ah y d r o p y rid in e , M P T P) で あ

ると同定 され た
2】

. そ の 後, 霊長類 で M P T P に よ る 実験的 パ ー

キ ン ソ ニ ズ ム 作成 が可 能と なり
‥1】

, 同モ デ ル に お い て も黒質の

変性に加え て
, 許斑 核神経酬胞 の 変性,

レ ヴ イ小 体の 出現が 確

認され
1)

,
パ ー

キ ン ソ ン 病 と ほ ぼ 川様の 生 化学 的
, 病理

′

チ的変

化をきた すこ とが 証明 され た . ま た
,

マ ウ ス で も M 汀P の 投り･

により パ ー

キ ン ソ ニ ズ ム 類似 の 症 状 を呈 す る こ と が 証明 さ れ

た
5) 1 }

中で もC 57 B l a c k マ ウ ス が 特 に M F r P に対 する感′受性が

高くバ)

, 老齢 マ ウ ス で よ り 感受 怖 が 高 い こ と が 示 さ れ た
"

.

M P T P は
, 線条体内 グ1) ア に取 り込ま れ モ ノ ア ミ ン 酸化酵 卦B

によ り ト メ チ ル ヰ フ ユ ニ ル ー ビ リ ジ ン (1 -

m e th yl
- 4 .

p h e n yl
-

p yridi ni u m i o n , M P P
+

) に変化す る
l(乃

. さ ら に
,

M P P
十

は異質

神経 細胞 神経 終末 に取 り込 ま れ
-1)

,
ミ トコ ン ドリ ア 内 に蓄積

し
12I

, 主 に ミ ト コ ン ドリ ア 複合体Ⅰ の 阻害
l: …

に よ っ て 神経細

胞 死 を引き起 こ す と考え られ て い る
. ま た

,
M P P

†

投 引二よ り

線 条体の グル タ ミ ン酸 の 放出が 促進さ れ
15I

,
N - メ チ ル ･ D - ア ス パ

ラ ギ ン 酸 ( N -

m e th yl- D -

a S p a r t a t e
,

N M D A ) 受容 体 阻害 薬で

M P P
†

段 与･ に よ る 異質神経細胞毒性が 滅弱 さ れ る こ と
… な どか

ら
,

グ ル タ ミ ン 酸神経毒性もM P P
'~ に よ る神経細胞タヒの･-

一 国 と

考え ら れ る .

タ ク ロ リ ム ス (F K 5 0 6) は
, 免疫系に 対し て は

,
ヘ ル パ ー

T 紺

胞が イ ン タ ー ロ イ キ ンー2 (i n t e rl e u k i n -2
,
I し2) な どの サ イ トカ イ

ン を作 り臼け の を阻宮す る こ と によ り免疫応答の 進行を抑 え る

作桐 を 有す る こ と か ら
】1 )

, 悍移植 , 骨髄 移植 帖に便川 さ れ て い

る
In

.

→

)j ,
近年D a w s o n ら

1り)
に よ り F K 5 0 6 が

,
免疫抑ifiu剤 と

して の 作川以 外 に
,

グル タ ミ ン 酸 によ る 神経剤刑包死 を抑 制す る

作J‡1j をも つ こ と が 報告さ れ た . そ の 作川機けは細 胞内にffイl け

る F K5 0 6 結ハ壇汗l (F K 5 0 6 -b i n d i n g p r o t ei n , F K B P) と F K 5 0 6 と

の 複 合体が C 針 カ ル モ ジ ュ リ ン依 存性 フ ォ ス フ ァ ク ー ゼ であ る

カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵 素活性を阻害す る こ と･ によ る と さ れ る
2 ‖)

.

F I( B P は カ ル シ ニ ュ リ ン と とも に リ ン パ 系組織で ある胸腺組織

の 10 【50 倍の 濃度で 脳組織 に存在 し て おり
ご1)22)

,
F K 5 0 6 の 神経

細胞死 抑制作用は カ ル シ ニ ュ リ ン を 介した 神経型の･
一

酸化窒素

合成酵素 (n e u r o n al nit ri c o x id e s y n th a s e
,
n

- N O S) の 活性 化を 阻

平成10 年8 月 3 日受付
,

平成1 0 年 9 月 29 日受理

A b b r e vi atio n s ‥ D A
,
d o p a m i n e; D O P A C

,
3

,
4 - dih y d r o x y p h e n y la c etic a cid ; D W

,
dis till e d w at e r; F K B P

,
F K 5 0 6 -

bin din g p r ot ein ; H P L C
,
hi gh p e rf o r m a n c e liq uid ch r o m at o g r ap h y; H m

,
h o m o v an i11ic a cid; Ⅰし2

,
in t e rle u ki n -2; M P P

+

,

1 ･ m eth y l- 4 -

p h e n y l
-

P y ridi n iu m i o n; M P T P , 1 - m e th yl - 4 -

P h e n yl -1
,
2

,
3

,
6 -t et r a h y d r o p y ridi n e; N M D A

,
N - m et h yl ･ D -

aSp art at e; N O , n it ri c o xid e; n - N O S , n e u r O n al nit ric o xid e sy n th a s e; O N O O ~
, p e r O X y n itrit e; 生食 ,

生理食塩水



3 0 4 坂

害 す る こ と に よ る と 考 え ら れ て い る
.

こ れ ら の 知 見 か ら
,

F E 5 0 6 は 免疫系 疾患 の み な らず 神経系疾患 の 治療 に も応用 さ

れ
,

脳虚血 モ デ ル 動物 にて F K 5 0 6 に よ る 脳 梗 塞 サ イ ズ の 減

少
23) 2 4)

, 海馬 ニ ュ
ー

ロ ン の 遅発 性神経細胞壊死の 抑制
2 5)

が 同様

に報告 され て い る .

幼君 マ ウ ス で M P T P 投与 に よ る 線条体 D A
,

D O P A C の 減少

を
,

F K 5 0 6 が抑制す る こ とが 示され てい る
26) こと をふ ま え

, 本

研究で は ヒ ト パ ー

キ ン ソ ン 病の 好発年齢に 近い 成 熟 マ ウ ス を用

い
,

M F Ⅳ で 誘発 さ れ る黒質神経細胞死 をF K 5 0 6 が ど の よう に

修飾するか を検討 した .

材料お よ び方法

Ⅰ.
パ ー

キ ン ソ ニ ズ ム ･ モ デル マ ウ ス の作 軌 薬物 投与, 線

条体の 摘出保存

パ ー

キ ン ソ ニ ズ ム ･ モ デ ル マ ウ ス 作製 の た め の M m
､

P 塩 酸

(R B I 社
,

M a s s a c h u s e tt s
,

U S A ) の 投与量 は
,

パ ー

キ ン ソ ン 病

患者で は線条体 D A 濃度が 30 % 以下 に低下 して い る こ と をもと

に
, 予備実 験 に て そ の 条件を満 た す2 0 m g / K g 体重 を選択 した

( 図 1) . F K 5 0 6 の 効 果 を 検 討 す る た め
,

1 1 週 齢 の 雄 性

C 57 B l a ck / 6 N マ ウ ス (体重20 -3 0 g) ( 日本 ク レ ア
, 東京) に 生 理

食塩水 (生 食) あ る い は F K 5 0 6 (藤沢
, 束京) 0 .2

,
1 .0

,
2 ふ 5

,

1 0 m g/ K g 体重 (各群 n = 7) を第1
,

2 日 の 7 :0 0 ( M F r P 投与12 時

間前) ,
1 8 :0 0 (M m 投与1 時間前) に腹腔内投与 し

,
第1

,
2 日

の 19 :0 0 に蒸留水あ る い は M m 2 0 m g/ E g 体重を皮下 注 し
,

第

3 日 の 7 :0 0
, 1 8 :0 0 に 生食 ある い はF K 5 0 6 を 第1

,
2 日 と 同様 に

腹腔 内投与 した
. 第9 日 に

,
ネ ン ブ タ

ー

ル ( ダイ ナ ポ ッ ト
, 大

阪) 0 .0 2 m l を被検 マ ウ ス の 腹腔 内 に投与 し て麻 酔 した 後断頭 ,

氷冷 した プ レ
ー

ト上 で 速や か に両側線条体を摘 出 し脳重 を測定

後
,

ドライ ア イス にて 急速凍結 し,

- 8 0 ℃で凍結 保存 した (図

2) ･ 摘 出 した線 条体組織 に は0 ,4 N 過塩素酸 250 〃1 (和光純薬

工 業
,

大阪) ,
0 ･1 M E D T ん2 N a (和光純薬工 業) 1 0 0 F

L l
,

0 .2 M

T Yi s ･ H Cl (p H 8 ･5) (和光純薬工 業) 40 0 Fj l
,
1 0 0 m M アス コ ル ビ ン

酸 (和光純薬 工 業) 85 〃1
,

内部標準 と して イ ソ プ レ テ レ ノ
ー

ル

( R B I 社) 10 0
-

2 00 n g を加え, 超音波 ホモ ゲ ナ イザ
ー

( ウル ト ラ

ソ ニ ッ ク ジ ェ ネ レ ー タ
ー

モ デ ル U S →3 0 0) ( 日本精 機, 東京) に

て ホ モ ジネ ー

卜 し た . その 後 , 微 量高速冷却遠心器 ( ト ミ
ー

精

工
, 東京) に より 14

,
0 0 0 r p m

,
4 ℃ で1 0 分 間遠 心 し

,
そ の 上 清

80 0 〃1 に ク ロ ロ ホ ル ム (和光純薬工 業) 30 0 〃1 を加 え1 0 分間振

逸脱服 した
. そ の 後, 4 ℃で 14

,
0 0 0 rp m

,
2 分 間遠心 し

,
上 宿を

0 ･2 2 / L m の ミ リ ポ ア フ ィ ル タ
ー

( M illi p o r e
,

M a s s a c h u s e tts
,

U S 朗 で濾過後,

-

8 0 ℃で 冷凍保存 した .

Ⅰ ･ 高 速液 体 ク ロ マ ト グラ フ ィ
ー

( h i gh p e r f o r m a n c e

li q u id c h r o m a t o g r a p h y .
H P L C) に よるI n , D O P A C

,

H Ⅵむ濃度の測 定

H P L C L C -6 A (島津
,

京都) に 電気化学検 出器 モ デ ル 50 1 1

(E S A
,

M a s s a c h u s e tt $ , U S A) ,
ガ ー

ドセ ル M O D E L 5 0 2 0 (E S A )

を組み 合わ せ て D A
,

D O P A C , H V A 濃度 の 測 定を行 っ た . 液

体 ク ロ マ トグ ラ フ ィ
ー

カ ラ ム ( エ イ コ ム パ ッ ク M A 5 0 D S) ( エ

イ コ ム
,

京都) を用い
,

移動相と して0 .1 M 酢酸 ナ トリ ウ ム (和

光純薬工 業) と 0 , 1 M ク エ ン 酸 (和光純薬工 業) を 混合 しp H 3 .5

の 横衝液を作製 し
,

E D T ん2 N a
,

1 - オク タ ン ス ル ホ ン酸 (ナ カ ラ

イ テ ス ク
, 京 都) を 加 え 0 .2 2 〃 m の ミ リ ポ ア フ ィ ル タ ー

(M illip o r e 社) で濾 過後,
メ タ ノ ー ル (和光純薬工 業) を加え30

尻

分間ガ ス 抜き した ･ 流速 は0 ･8 m l/ 分
･ 検出器庄 は D l = + 0

.4 V
,

D 2 =
-

0 ･3 V
,

ガ
ー

ドセ ル 圧 は 十 0
･4 5 V と した ･ D A

, D O P A C
,

H V A の ピ ー

ク を ク ロ マ ト グ ラ ム デ ー タ収 録 ソ フ ト ( マ ッ クラ

ブ
,

チ ャ
ー

ト V 3 ･3) ( A D I n s t ru m e n t S
,

C a s tl e h ill
,

血 str a h a) に

て測定後
,

ク ロ マ ト グ ラ ム デ
ー

タ解析 ソ フ ト ( ピ ー

ク ス Vl .3 .4)

(A D I n s t ru m e n t S) にて ピ ー

ク エ リ ア を解析 し
, 内部標準イ ソプ

レ テ レ ノ ー ル 量 × [ 検 体 D A/ 検体 イ ソ プ レ テ レ ノ ー ル] / [標

準液 D A /標 準液 イ ソ プ レ テ レ ノ ー ル] /脳 重 の 計算式か らDA

膿度 ( n g/ m g 脳 重) を 算 出 し た
･ 同様 に D O P A C

, H V A 濃度

( n g/ m g 脳 重) を測定 し た ･ ま た
, 標準 品と して D A (S i g m a

,

S t ･L o ui s
,

U S A ) ,
D O P A C (Si g m a) ,

H V A (Si g m a) をそ れぞれ

用い た .

0 1 0 2 0 3 0

D o s e o r M P T P ( m 釘k g)

Fi g ･ 1 ･ E ff e c t of M P T P tr e a t m e n t o n th e c o n t e n t of d o p am i n e

in th e s tri at u m o f C 5 7 B l a c k / 6 N m i c e . M P T P a t th e i n di c ate d

d o s e s w a s a d m i n i st e r e d to C 5 7 B l a c k / 6 N m i c e (s . c .
,
O n C e d ai1y

f o r 2 d a y s ) . N i n e d a y s aft e r th e 丘r s t a d m i ni s tr ati o n of M P r P ,

th e c o n t e n t o f d o p a m i n e w a s m e a s u r e d b y th e H P L C -E C D

S y St e m . E a c h p o i n t sh o w s r e l a ti v e 豆~ ± S E M of 3 -5 mi e e

p e r c e n t th at o f c o n t r ol m i c e ( w ith o u t M P T P a d m i ni s tr a ti o n) .

T h e n u m b e r s o f m i c e t e s t e d w e r e 4
,
3

,
5 a n d 4 f o r c o n tr ol

m i c e
,

m i c e i nj e c te d w ith l O
,
2 0 a n d 3 0 m g/k g b o d y w ei gh t of

M P T P
,
r e S p e Cti v el y , D A

,
d o p a m i n e ; M F r P

,
1 -

m e th yl
-4 -

p h e n yl
･

1
,
2

,
3

,
6 -t e tr a h y d r o p y ri d i n e .

1 st d ay 2 n d d ay 3 rd d a y
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Fig . 2
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b ef o r e M P T P ad m i n i s tr a ti o n f o r 2 d a y s
,

a n d p o sttr e a te d wi th

F K 5 0 6 al o n e f o r l d ay ･ A t th e 9 th d a y a ft e r th e fi r st

a d mi n i s t r a ti o n o f M P T P
,

m i c e w e r e s a c ri fi c e d .
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,
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パ ー

キ ン ソ ン 病動物モ デ ル に対す る タ ク ロ リ ム ス の 効果

肌 統計学的検 定法

測定値は すべ て 平均 ± 標準誤差 す ± S E M ) で 示 した . 各群

間の 比較 には
一 元配置分散 分析法 ( o n e

-

W a y A N O V A ) を 用い
,

Fis h e r の P L S D ポ ス トホ ク法 に て 検定 した . 危 険率0 .0 5 未満の

とき有意差ありと した .

成 績

M 打P 神経細胞毒性 に対する F K 50 6 の 効 果(表1
, 図3)

線条体 D A 濃 度 は
,

正 常 対照 の D W 一 生 食 群 で 平均 1 2 . 2 ±

0 .7 n g/ m g 脳重で あり
,

D W -F K 5 0 6 1 0 m g/k g 体重群 (F K 5 0 6 単独

投与群) の 平均11 .9 ± 0 .5 n g/ m g 脳東と の 間 に有意差 は なか っ

た .
M P T P 一生食群で は3 .6 ± 0 .5 n g/ m g 脳重で あり

,
正 常対照の

29 .5 % に低下 した . こ れ に村 しM P T P - F K 5 0 6 (2 .5 m g/ K g) 群で

30 5

は5 .2 士 0 .5 n g / m g 脳重で 有意 に高値を示 した (p < 0 .0 5) . こ れ

より 高濃度 お よ び 低濃度の F E 5 0 6 投 与で は M P T P 一 生 食群 に対

し て D A 濃度 の 有意差 はな か っ た .

D O P A C 濃 度 は , 正 常 対 照 の D W 一 生 食 群 で 平均 2 . 8 7 ±

0 .1 0 n g / m g 脳 重で あり
,

D W - F K 5 0 6 1 0 m g/ k g 体重群 の 平均

2 .6 0 ± 0 .2 9 n g/ m g 脳重 と の 間に有意差 はなか っ た
. M P T P 一 生食

群で は1 .0 8 ±0 .1 1 n g/ m g 脳重で あり
,
iE 常対照の 37 .6 % に低下

した .
こ れ に対 し M P T P - F K 5 0 6 (2 .5 m g/ k g 体重) 群が1 .7 6 ±

0 .1 2 n g/ m g 脳重で 有意に 高値を示 した b < 0 .0 0 2) . こ れ より高

濃度 お よ び低濃度 の F K 5 0 6 投与で は M P T P 一 生 食群 に対 し て D A

膿度 の有意差は な か っ た .

H V A 濃 度 は
l 正 常 対 照 の D W 一 生 食 群 で 平 均 1 . 3 6 ±

0 .0 4 n g/ m g 脳垂で あり
,

D W -F K 5 0 6 1 0 m g / k g 体 重群の 1 .3 5 ±

T abl e l . E ff e c ts o f F K 5 0 6 0 n D A , D O P A C a n d H V A c o n t e n ts i n th e s t ri at u m o f M P T P -tr e at ed m i c e

T r e a t m e n t N o . of m ic e

D A D O P A C H V A

( n g/ m g b r ai n w eig h t) ( n g/ m g b r ai n w eig ht) ( n g/ m g b r ain w eig ht)

D W - S a山n e

D W - F K 5 0 6 1 0 m g 爪g

M P T P- S ali n e

M P T P - F K 5 0 6 0 .2 m g n ( g

M P T P - F E 5 0 6 1 m g 侭g

M P T P - F K 5 0 6 2 .5 m g 侭 g

M P T P - F K 5 06 5 m gn ( g

M P T ト F K 5 06 1 0 m g 侭 G

7

7

7

7

7

7

7

7

1 2 . 2 ± 0 .7

1 1
.9 ± 0 ,5

3 .6 ± 0 .5

3 .5 ± 0 . 2

4 .8 ± 0 . 6

5 .2 ± 0 .5 *

4 .2 ± 0 .5

4 ,5 ± 0 .5

2 .8 7 ± 0 ,1 0

2 .6 0 士0 .2 9

1 .0 8 士 0 .1 1

0 .7 8 ±0 .0 4

0 .8 0 ± 0 .0 7

1 .7 6 士0 .1 2 #

1 .4 4 土 0 .1 0

1 .3 9 ± 0 .1 3

1 .3 6 ± 0 .0 4

1 .3 5 ± 0 .0 6

0 .7(i ± 0 .0 5

0 .7 7 ± 0 .0 3

0 .7 7 士 0 .0 4

0 .8 6 ± 0 .0 5

0 .8 1 士 0 .0 6

0 .8 3 ± 0 .0 4

D a t a a r e X ± S E M ･ D W
,
di stille d w a t e r ,

D A , d o p a m in e ; D O P A C , 3 , 4 q dih y d r o x yp h e n yla c e tic a ci d; H V A
,

h o m o v a nillic a cid ; M P T P
･
l - m eth yl- 4 -

p h e n yl- 1
,
2

, 3 1 6 -

t et r a h y d r o p y ridi n e
,

*
p < CL O5

,
# p < 0 ･0 0 2 a s c o rn P a r e d wi th

M P T P -

S ali n e g r o u p u s l n g O n e - W a y A N O V A f oll o w e d b y Fi sh e r
-

s P L S D p o st h o c t e s t .

2 0

(

求
)

U
イ
h

O
白

D W D W M P T P M P T P M m M Y r P M P T P M P T P

- V

I) Ⅵ′ D W M P T P M I
y
r P M P T P M F r P M P T P b m P

S ali皿 e F E l O S aIi 耶 F E O .ヱ F X l . 0 馴K ヱ.5 F K 5 .O F K l O S 山in e F E l O S alin e F K O .ヱ F K l .O f
･

E ヱ.5 F X 5 .¢ F E lO

Fig ･ 3 ･ E 鮎 c ts o f F K 5 0 6 0 n th e c o n t e n t s of D A a n d D O P A C i n th e stri at u m of M F m t r e at e d m i c e . M i c e w e r e tr e a t e d wi th D W o r F K 5 06

(0 ･2
,
1

･0
,
2 ･5

,
5 an d l O m g/ k g b o d y w ei gh t) f oll o w e d b y ad m i n i st r a ti o n o f s ali n e o r M P T P (2 0 m g/k g b o d y w ei gh t) a c c o rdi n g t o th e

S Ch e d ul e s h o wn i n Fi g ･2
･ T h e c o n te n ts o f D A (朗 an d D O P A C (B) i n th e stri a tu m of e a c h g r o u p o f m i c e w e r e m e a s u r ed a n d e x p r e s s e d a s

r el ativ e 言 ±S E M (n = 7) p e r c e n t th a t of th e c o n tr ol g r o u p o f m i c e (画th o u t M P T P o r F K 5 0 6) . S t a ti s ti c al si g niB c a n c e s = * P < 0 .0 5
, # P < 0 .0 02

a S C O m p ar e d wi th th e M P T P p s ali n e g r o u p ･ D A
,
d o p am i n e; D O P A C

,
3

,
4 -d ih y d r o x y p h e n yl a c e ti c a cid; D W

,
d i still e d w a te r; M P T P

,
1 q

m e th yl
q

4 -

Ph e n yl - 1
, 2

,
3

,
6 -t et r a h y d r o p y ri di n e ; F K

,
F K 50 6 .
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N e u r o n al (: ell d e at h

Fi g ･ 4 ･ P r o p o s e d s c h e m a f o r an e fEb c t of F K 5 0 6 0 n S el e cti v e M P T P -i n d u c e d n e u r o to x i city ( m o d ifi e d 血
･

O m r e f .3 0) . M P T P i s c o n v e rte d to

M P P
+

,
W hi c h i s tr a n s p o r te d in t o d o p am i n e n e u r o n s a n d i n hib it s e n z y m e s i n t h e m it o c h o n d ri al el e c tr o n t r a n s p o rt c h ai n

,
r e S ulti n g in

i n c r e a s e d l e a k a g e o f O 2 r a di c al s ･ O n th e o 也 e r h a n d
,
M P P

十

i n c r e a s e s gl u t am at e i n th e st ri at u m a n d a u g m e n t s p r o d u c ti o n of nitri c o xid e

( N O) i n n itri c o xi d e s y n th a s e (N O S) n e u r o n s i n 也 e m a n n e r th a t c al ci n e u ri n ch a n g e s N O S t o it s a cti v e s t at e b y d e p h o s ph o r yl a ti o n . N O

r ad i c al a n d O 2 r a di c al th e n fo r m a p o t e n t o x id a n t
, p e r O X y n itri t e (O N O O~) . F K 5 0 6 p r o t e c ts d o p a m i n e n e u r o n s of th e s u b st a n ti a ni g r a & o m

M P T P n e u r o t o x ity i n C 57 B l a c k/ 6 N m at u r e m i c e i n th e m a n n e r th a t F K 5 06 i n hib it s gl u t a m a t e
Ti n d u c e d n e u r o t o xi ci ty th r o u gh its i n hibito ry

eff e c t o n c al ci n e u ri n a n d s u b s e q u e n tl y r e d u c e s O 2 r a di c al s ･ C a M
,

C al m o d uli n ; M A O - B
,

m O n O a m i n e o xid a s e
- B ; N M D A

,
N - m e th y-D

-

a s p a rta te ; N O
,
n itri c o x id e ; N O S

,
nit ri c o xid e s y n th a s e ; O N O O~r

, p e r O X y nitri te; P A R S
, p O ly (A D P -

rib o s e) s y n th e ta s e ; P K C
, p r O tei n ki n a s e

C .

0 .0 6 n g/ m g 脳重 と の 間に 有意差は な か っ た . M P r P 一 生 魚群 で は

0 .7 6 ± 0 .0 5 n g/ m g 脳重 で あり
,

正 常対照 の 56 .3 % に 低~~F し た .

こ れ に 対 し M P T P - F K 5 0 6 評 は ど の 濃 度 の F K 5 0 6 投 与 で も

M P T P 一 生食 群に 対 して m 濃度の 有意な 差は な か っ た .

考 察

M P T P の 黒 質神経細胞 に対 する神経毒性 の 機序 に 関 して
, 主

体 は ミ ト コ ン ドリ ア 複合体 Ⅰの 阻害
Ⅰ3)1d )

によ る
,

0 2 ラ ジ カ ル の

産生 に よ る とされ て い る
27)

. 加え て
,

M P P
l

投 与 に よ り線条体

の グ ル タ ミ ン 酸の 放出が 促進さ れ る こ と
15)

,
N M D A 受容体 阻害

薬 で M P P
ト

投与 に よ る 異質神経細胞 毒性が 減弱 さ れ る こ と
1 桐

,

M P T P 投与 に より ア ス トロ サ イ トの 胞体 内へ の グル タ ミ ン 酸 の

取り込み が 減少する こ と
28)

な どか ら
, グ ル タ ミ ン 酸過剰 に よ る

神経細胞死 もM m の 神経毒性 の
一

因と され て い る . すな わち,

神経細 胞 は
,

グ ル タ ミ ン酸 過剰 の 状 態 で は
,

グ ル タ ミ ン 酸が

N M D A 受 容体 に 結 合 し カ ル シ ウ ム の 過剰 流入 が お こ る結 軋

カ ル モ ジ ュ リ ン と カ ル シ ニ ュ リ ン が 結合 し
,

カ ル シ ニ ュ リ ン が

フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ と し ての 機能を獲得 して
,

不活 性型の リ ン 酸

化 n
- N O S を 脱 リ ン 酸化 し活性 型 に 導 き, 大量 の 一 酸 化 窒素

(n itri c o x id e
,

N O) が 生じ る
1れ

. ま た
,

M P T P 投与 に より ミト コ

ン ドリ ア複 合体Ⅰ の 阻害に より増加 した0 2 ラ ジ カ ル と N O ラ ジ

J カ ル と が 反 応 し て 細 胞 傷 害 性 の 強 い ペ ル オ キ シ 亜 硝 酸

(p e r o x y mi trit e
,

O N O O ) を形 成 し ヒ ドロ キ シ ラ ジカ ル を産生

する
2g)

. n
- N O S 阻害薬で ある7 - = ト ロ イ ン ダゾ

ー

ル は M P T P の

神経 毒性 を 阻止 す る作 用 を有 し
胴 1)

,
ま た

,
ス

ー パ ー

オ キシド

ジ ス ム ク ー ゼ 活性 を増加 させ た遺伝 子操 作 マ ウ ス
脚
やⅧ - N O S活

性を 欠い た遺伝 子操作 マ ウ ス は
,

M F r P に抵抗性を獲得すると

い わ れ る
==)

. こ れ ら か ら
,

現 在, M P T P の 神 経毒件 の i三体は .

N O ラ ジ カ ル が 0 2 ラ ジ カ ル と 反応 した O N O O に よる と 考えら

れて い る( 図4) .

こ の よ う な グ ル タ ミ ン 酸神経毒性 に対 して
,

D a w s o n
J)

1丁■

は

F K 5 06 は F K B P と 結合 し カ ル シ ウ ム ー カ ル モ ジ ュ リ ン依存性フ ォ

ス フ ァ タ ー ゼ で ある カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵素活性 を阻害する作問

があり,
こ の 作 用が n - N O S の 活性 化を 防ぎ N O 産/

上 を抑制して ,

細胞 障害 を軽減 する と 報告 した
. S h a r k e y ら

2:～)
は

,
ラ ッ ト脳梗

塞 モ デ ル にお い て脳神経細 胞壊 死 が F K5 0 6 で抑 制さゴt
,

ラバ マ

イ シ ン の 前投与 で F K 5 0 6 の 効 果が 阻止 さ れ る こ と を報許した ･

ラ バ マ イ シ ン は 免疫抑制剤 の 1 種 で
,

F K B P と結 合 して カ ルシ

ニ ュ リ ン を介 さず に
,
Ⅰし2 に よ る T 細胞 の 増殖を抑制する働き

が ある
:川

が
,

F K B P と競 合結合す る こ と に より
,

F K 5 0 6 による

カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵素 活 性 阻害 効 果 を 減 弱す る と 考えられ

る
3 5)

. こ れ ら の 結 果か ら
,

脳虚血 モ デ ル に お ける F K5 0 6 の効果

は
,

カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵素活性を 阻害 し て神経細胞死を抑制す

る こと に よ る と い う こ とが 示唆 さ れ る .



パ ー

キ ン ソ ン 病動物モ デ ル に対す る タ ク ロ リ ム ス の 効果

今回の 実験 は
,

パ ー

キ ン ソ ン ニ ズ ム ･ モ デ ル で ある M PT P 投

与マ ウ ス にお い て
,

幼若 マ ウ ス
2t～)

の み で なく成熟 マ ウ ス の 場 合

でも 一 定の 葦過渡度 の F K 5 0 6 前投与 に より
,

M m
､

P に よ る線 条

体の D A お よ びそ の 代謝 産物 D O P A C の 濃度 の 減少が 抑制 さ れ

るこ と を示 した . 線条体 の D A 濃度 は黒 質神経細胞か ら投射 す

る神経終末中の D A 濃度 を反映 して お り, F K 5 0 6 は M P T P に よ

る黒質神経細胞 へ の 神経毒性 に対 し神経保護作用 があ る と推察

される .

こ れまで に
,

K it a m u r a ら
2(～)

は
, 幼 若 マ ウ ス (C 5 7 B l a c k / 6 N マ

ウ ス
,
5 過齢雄) に 対 し

,
F K 5 0 6 ま た は サ イ ク ロ フ ィ リ ン と 複

合体を形成 しF K 5 0 6 と 同様 に カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵素活性を阻害

するサ イ ク ロ ス ボ リ ン A
2り)

を投 与 し, 両者 と も M P T P 投 与に よ

る線条体 D A 濃度 の 減少を抑 制す る こ と を示 し て い る .

一

方 ,

H a gi h a r a ら
:i6)

は
,

成熟 マ ウ ス ( C5 7 B l a c k / 6 マ ウ ス
, 3 0 週齢雄)

に対し
,

サ イク ロ ス ボ リ ン A の 投与が 逆 に M P r P 投与 によ る 線

条体D A 濃度の 減少を助 長する と 報告 し て い る . M P T P を投 与

した場合, 幼 君 マ ウ ス と 成熟 マ ウ ス に対 して F K 5 0 6 と 類似の 作

用をも つ サ イク ロ ス ボ リ ン A が 異 なる 効果 を 示す こ と に 閲 し
,

Kita m u r a ら
26)

は
,

ダリ ア の 性 質が幼若 マ ウ ス と 成熟 マ ウ ス で 異

なる こと が 原因の
一

つ で は ない か と推 察 して い る が
,

サ イ ク ロ

スボリ ン A の 投与量
, 投与時期 の 遠 い が 結 果に影響 を与えた と

も考えられ る . す なわ ち
,

K ta m u r a ら
26)

が M F r P 投与1 時間前

5 日間お よ び投 与終 了後5 日 間 に わ たり 高容量 の サ イ ク ロ ス ポ

]
) ン A を投与 した の に対 し

,
H a gi h a r a ら

こ")
は低容量 の サ イ ク ロ

ス ボリ ン A を M P T P と 同時 に8 日 間投与 しM P T P 投与終了後 に

は投与 して い な い . 今 回の 実験 は
, 氾ta m u r a ら

抑
の 用い た幼君

マ ウ ス (5 過 齢) の み で なく成熟 マ ウス (11 適齢) で もF K5 0 6 の

神経保護効果が あ る こ とを 示 して い る
. M F r P 投 与1 時間前と

投与終了後 に 高容量 の F K 5 0 6 を1 日 2 回投 与 し た こ と に よ り

F K5 06 の 神経保護効果が も た ら され た もの と 考え ら れ る
.

5 あ る い は 10 m g/ K g 体 重の 高濃度 の F K 5 0 6 を投 与 し て も

M PT P によ る線条体 D A , D O P A C 濃度の 減 少を 有意に抑制で き

なか っ た こ と に関 して は
, 高濃度の F K 5 0 6 が

,
カ ル シ ニ ュ リ ン

の酵素活性 を阻害 して n - N O S の 配 り ン醸化を 肌冨す る作川以 外

に
, 神経細胞の 前,

また は 後 シナ プ ス な ど種 々 の 部位 に作= し

たり
, あ る い は グリ ア 細胞 を 介して 神経 細胞≠適 作川 を減弱さ

せた可 能性が 考え られ る . 例 えば
,

F K 5 0 (うには
, 細胞l勺カ ル シ

ウム の 放出を 調節 す る り ア ノ ジ ン ′

受容体や イ ノ シ ト
ー

ル 3 リ ン

酸受容体 に 附-1J し て小胞 体 内カ ル シ ウ ム の 故 山 を 促進 す る 作

用
=汀】

, 脱分極時の 線条体の シ ナ ブ ト ゾ ー ム か ら の グル タ ミ ン 酸

の放出を促進 する 作用㌣ ラ ッ トの 大脳ノ友質 にj■うい て 4- ア ミ ノ

ビリ ジン によ り ひ きお こ さ れ る 哉位 依〟竹明 カ ル シ ウ ム の 流 人

と グル タ ミ ン 酸の 肘I ほ 促 進す る 作川
こi 一

)

,
カ ル シ ニ ュ リ ン の

N M D A チ ャ ン ネ ル に 対す る ネ ガ テ ィ ブ フ ィ
ー

ドバ ッ ク をl;ft 害

する作用 抑

な どが あ り
,

そ の 結果, 高濃度 の F K 5 0 6 投
′

ゴ･ に よ り

M F r P によ る神経毒性 の 抑制効果が 滅弱 した ‖J
●

能性が あ る .

F K 50 6 に は カ ル シ ニ ュ リ ン の 酵素活性 の 阻害 の 他に
, 試験管

内実験で 神経成長 因子の 存在十 で P C 1 2 細胞 や 後根神経節細胞

の軸索の 伸長を助 長する こ と
11)

, ま た ラ ッ トの 止 坐彼の 坐 骨神

経の 軸索 再 生を 促 進 す る こ と
42)

が 知 ら れ て い る
.

′ さ ら に
,

F E 5 0 6 に は ラ ジ カ ル ス カ ベ ン ジ ャ
ー

と して の 作 用
ポり

が 知 ら れ

る
･ また

, 脱分極時の 線条体 シ ナ プ ト ゾ
ー

ム か らの ド
ー パ ミ ン

の放出 を促進 する作 周 珊
や

,
カ ル シ ウ ム 流 入 に よ っ て 引き起 こ

される分子量32 K D a の ド
ー パ ミ ン と cA M P に制御 さ れ た 1) ン

3 0 7

脂 質(d o p a m i n e a n d c A M P - r e g ul at e d p h o s ph o p r ot ei n -3 2) の 脱1)

ン酸化 を抑制 し
, 線条体の ド ー パ ミ ン受容体をも つ 神経細胞 に

対 し ド
ー パ ミ ン様作 用をお よぼ す可 能性 が 指摘 さ れ て い る

川
.

F K 50 6 は
,

こ の よう な種 々 の 作用 を有 し パ ー

キ ン ソ ン病 治療 の

候補 と な るが , 効果が 軽度 で効果発現 に は高容量 を要 し
,

また

副作用が 出 現す る可 能性 が あり
,

こ の ままで は臨床応用 は 困難

と 思わ れ る . ま た
, 5

-

1 0 m g/ k g と い う高専量で は逆 に効果が

減弱す る こ と か ら
,

至過客量 の レ ン ジの 広い 類似物質の 開発が

必要と 考えら れ た . 近年,
F K 5 0 6 の 副作用と して の 免疫抑制作

用を持 た な い 類似化合物 が 開発 さ れ
,

P C 1 2 細胞の 軸索伸長作

用
4 5)

,
生 体内で 黒質神経細胞の 保護作用

4 う̀)

を有す る こ とが 示 さ

れ た . 本研 究は成熟 マ ウス にお い て もこ の ようなF K 5 0 6 類似化

合物 に神経 保護作用 を期待で きる こと を示し
, 今後,

さ ら なる

薬剤 の 修飾, 同効薬 の 開発 に よ り パ ー

キ ン ソ ン病 の 発症予防,

進行を抑制 でき る可 能性 を示唆 して い る .

結 論

1 . C 5 7 B l a c k / 6 N 成熟 マ ウ ス に1 日 1 回2 日 間 M P T P を皮下

投与 し,
パ ー キ ン ソ ン 病モ デ ル マ ウ ス を 作製 した . H P L C で 測

定 した 線条体 D A 濃度 は M P T P 2 0 m g/ K g 投与 で正 常 マ ウ ス の

29 .5 % に減少 した .

2 ･ タ ク ロ リ ム ス (F K 5 0 6) 単独投 与 マ ウ ス (10 m g /k g 体重)

の 線条体 D A
,

お よ び そ の 代 謝物 濃度は 正常 マ ウ ス と 有意差 が

なか っ た .

3 . M P T P 投与 マ ウ ス 線条体 の D A 濃度 の 減 少を タ ク ロ リ ム

ス2 .5 m g/ E g 腹腔 内前投与 に より抑制す る こ と が で きた . 同様

に D O P A C 濃度減 少を タ ク ロ リ ム ス 2 .5 m g/ K g 腹腔内 前投与 に

よ り抑 制する こ と が できた
.

4 ･ タ ク ロ リ ム ス 5 岬10 m g/ k g と い う投与量で は2 .5 m g/ k g

よ り効 果が 減じ る こ とを見 い 出し た .

5 . タ ク ロ リ ム ス は全 通濃度で M F r P によ る 異質神経細胞毒

性 を抑 制する 作用を 有す る . その 機序 は
,

F K 5 0 6 が カ ル シ ニ ュ

リ ン の 酵鼻汁件を肌苫す る こ と によ り
,

M F r P に よ る ダ ル ク ミ

ン慨 神経 毒件 を減弱さ せ た もの と推察 した .
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