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研究成果の概要（和文）： 
酸化ストレスは、精神疾患への関与が指摘されているが、動物研究でも有効な実験系が確立さ

れていない。そこで本研究では、コカインによって誘導されるラット線条体での redox 反応を

in situ で確認する系の確立を目指した。まず、慢性コカイン投与の結果、側坐核で抗酸化剤

N-acetylcysteine がシナプス関連タンパク質量を減少させることを確認した。続いて脳内主要

抗酸化物質、グルタチオンの産生能の変化を検討したところ、側坐核ではグルタチオン産生が

グリアから神経細胞にシフトすることが強く示唆された。その結果、細胞型特異的なグルタチ

オン代謝変化の検出系が必要なことがわかった。 
 
研究成果の概要（英文）： 
It is postulated that oxidative stress may be involved in the pathophysiology of some 
psychiatric disorders, however, sophisticated method to investigate redox status in 
brain is lacking even in animal studies. In this study, we aimed to confirm the 
alteration in redox status induced by repeated cocaine administration in situ in the rat 
striatum. First, we found that an anti-oxidative stress compound, N-acetylcysteine, 
reduced many synaptic proteins in the nucleus accumbens as the consequence of 
repeated cocaine administration. Second, it appeared that the production of 
glutathione, the major endogenous antioxidant, shifted from astroglias to neurons. 
These results suggest a necessity of more cell-type-specific approach to detect the 
alteration of glutathione metabolism.   
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１．研究開始当初の背景 薬物や精神的ストレスの負荷によって、脳の
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部位ごとに異なった酸化ストレス反応や、そ
れに拮抗する redox反応が起こると予想され
る。特に redox 反応の発生を in situ で経時
的に検出できれば、精神的ストレスの影響や
治療薬の効果について、分子レベルから個々
の神経細胞あるいは回路のレベルまで解析
が可能になるが、それにふさわしい技術の開
発が待たれていた。 
２．研究の目的 
酸化ストレスと、それに拮抗する redox 反応
は、動物の脳内において、分子機能レベルの
みならず、高次認知機能にも大きな影響を与
えている。Redox 反応の一つであるタンパク
質のグルタチオン化は、非可逆的なタンパク
質の酸化反応を防止するシステムであり、酸
化ストレスと異なりタンパク質への影響は
可逆的である。In vivo でグルタチオン化を
検出できれば、神経細胞のタイプや、脳部位
や回路ごとに異なる様々なストレスに対す
る脆弱性や抵抗性を評価できる。本提案は、
動物脳内での in situ グルタチオン化検出法
検出法を開発し、薬物や精神的ストレスによ
る神経活動への影響を、時間展開を追いなが
ら、細胞・回路レベルで解析・検証すること
を目指す。 
３．研究の方法 
タンパク質のグルタチオン化が可逆性であ
る性質を利用し、いったんグルタチオン化し
たアミノ酸基のみを、脱グルタチオン化の過
程で蛍光色素に標識される試薬でラベルさ
せることで、グルタチオン化されていた脳内
タンパク質の標識を目指す。平成２２年度に
は、in situ グルタチオン化検出法のセットア
ップと最適化を行う。平成２３年度には、慢
性的な精神的ストレスや、コカインなどの精
神刺激薬を急性あるいは慢性に投与し、その
結果引き起こされる redox 反応（＝グルタチ
オン化）を、ラット脳内の細胞・回路レベル
で解析する。さらに、慢性ストレスの治療薬
である SSRI や、薬物依存の治療薬候補であ
る NAC や tempol、δ作動薬などを動物に投
与し、グルタチオン化の変化を観察すること
で、ストレスや薬物が酸化あるいはグルタチ
オン化に及ぼす効果、さらに精神的ストレス
や依存性薬物の酸化ストレスあるいは redox
反応との関係を検証する 
４．研究成果 

初年度は、まず薬物依存モデル動物を用いて

、酸化ストレスあるいはそれに対応するredox

反応がコカイン依存に重要な神経核の可塑性

関連タンパク質の代謝に関与していないか検

討した。コカインを慢性自己投与したラット

では、酸化ストレスに拮抗する薬剤として知

られるN-acetylcysteine(NAC)を投与するこ

とで、薬物依存に特徴的なコカイン要求行動

が抑制され、同時に報酬系の中心核である側

坐核において、慢性コカインで障害される長

期増強現象や、長期抑制現象が正常化される

ことが知られている。これまでの研究ではNAC

の効果は細胞外グルタミン酸濃度を増加させ

ることで得られる、と考えられてきた。我々

は最初に、急性NAC投与が、行動に影響を与え

る時間帯である投与２．５時間後に側坐核の

シナプス関連タンパク質の多くを減少させる

ことを、western法にて確認した（図１）。し

かしNACによる同様の効果は、生食投与群の動

物の側坐核や、慢性コカイン投与群の背側線

条体では確認されなかった（図省略）。 

 
 

一方、NACはタンパク質合成系の各指標には影

響を与えないことを確認し、NACの効果は主に

タンパク質の分解促進によるものと考えられ

た（図２；次頁。） 

 
 

続いて最終年度に、実際に慢性コカイン投与

により、側坐核あるいは背側線条体で、グル

タチオン恒常性がどのように変化するかを古

典的な生化学的グルタチオン定量法と、in 
vivoグルタチオン化検出系を用いて検討し、

両者のデータの一致性について検証を試みた

。その結果、背側線条体では、慢性コカイン



 

 

投与により総グルタチオン量、GSG, GSSGのい

ずれも有意に低下したため、グルタチオン産

生そのものが低下したと考えられた（図３）

。 

 
一方、慢性コカイン投与は側坐核の総グルタ

チオン量（酸化型と還元型の総和; total GSH

）は変化させないものの、還元型（＝機能性

グルタチオン;GSH）に対する酸化型（＝非機

能型;GSSG）の比を有意に上昇させた（図４）

。 

 
また予想通り、背側線条体に比べ、側坐核の

方が、還元型グルタチオンに対する酸化型の

比が有意に低く、より細胞保護的な環境が整

っていることがわかった（図省略）。さらに、

これまで抗酸化ストレス作用により効果を発

現すると考えられていたNACが、側坐核、背側

線条体のいずれにおいても、当初の予想に反

して還元型グルタチオンに対する還元型の比

を有意に上昇させ、好酸化ストレス的に作用

することを初めて確認した（図省略）。しかし

ながら、in vivoグルタチオン化検出系では、

直接的なグルタチオン量（あるいはその代謝

）ではなく、タンパク質のグルタチオン化の

検出を目指していることもあって、上記の生

化学的な変化を反映した結果を得ることはで

きなかった（図省略）。 

 これらの結果より、①通常、脳内でのグル

タチオン産生は主にグリア細胞によって担わ

れているが、慢性コカイン投与によりグリア

細胞でのグルタチオン産生低下が起こること

が示唆されている（Kalivas et al, Nat Rev 

Neurosci, 2009）。にもかかわらず総グルタチ

オン量が維持されていることより、側坐核内

でのグルタチオン産生がグリア細胞から神経

細胞にシフトした、②同種の神経細胞（＝中

型有棘細胞）にもかかわらず、側坐核と背側

線条体では、慢性コカイン投与後に異なるグ

ルタチオン恒常性が誘導される、③NACによる

コカイン依存的行動の抑制作用は、抗酸化ス

トレスによるものではなく、これまでいわれ

たように、細胞外グルタミン酸濃度を増加さ

せることで得られる；以上３つの可能性が強

く示唆された。しかしながら上記生化学的デ

ータは、脳各部位をホモジナイズして得られ

たものであり、神経細胞あるいはグリア細胞

ごとの特異性については直接の検証に至らず

、推測の域をでないため、細胞種類ごとにグ

ルタチオンの合成が促進、あるいは抑制され

ることをin vivoで示す必要がある。そのため

、当初計画していた細胞内タンパク質のin 

situグルタチオン化検出系では、定性的検討

として不十分であることがわかった。そこで

、現在、脳の急性切片にグルタチオンに反応

して蛍光を発するThilTrackerViolet（

Invitrogen社）を取り込ませ、反応後に切片

を固定して各細胞種に特異的なマーカ−を免

疫組織学的に同時検出することで、神経組織

内で細胞特異的にグルタチオン代謝の変化を

検討する系を立ち上げ中である。 

 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究者に
は下線） 
 
〔学会発表〕（計 6 件） 
1. Sakurako Kosugi, Yoshio Iguchi, Yoshio 
Minabe, Shigenobu Toda. 
Glutamate-independent effects of 
N-acetylcysteine in synaptic protein 
turnover in the rat nucleus accumbens 
after repeated cocaine administration. 
The 34th annual meeting of the Japan 
neuroscience society. 
September 14-17th, パシフィコ横浜、神奈
川、2011. 
2. Sakurako Kosugi, Yoshio Iguchi, Yoshi
o Minabe and Shigenobu Toda. 
Dopamine antagonist induced-PSD protei
n reductions in the rat nucleus accumbe
ns of after repeated cocaine administrati
on. 第３２回内藤コンファレンス「こころの
機能と疾患の分子機構」第３２回内藤コンフ
ァレンス「こころの機能と疾患の分子機構」
October 18-21st, 八ヶ岳ロイヤルホテル、山
梨、2011. 
3. Kosugi, S., Iguchi, Y., Minabe, Y., & Tod
a, S. Glutamate-independent effects of N-acet
ylcysteine in synaptic protein turnover in the 
rat nucleus accumbens after repeated cocaine 
administration. Neuroscience 2011 (SfN's 41th



 

 

 annual meeting). November 12-16th, Convent
ion center, DC, USA, 2011. 
4. Sakurako Kosugi, Yoshio Iguchi,Tetsu 
Hirosawa, Yoshio Minabe, Shigenobu 
Toda. 
Differential subcellular localization of 
GluR1 and GluR2 in the nucleus 
accumbens after repeated cocaine 
adminstration; implications for the role of 
glutamatergic tone in protein turnover. 
Molecular and cellular cognitive society. 
2011.November 11th. Convention center, San 
Diego, USA. 

5. Sakurako Kosugi, Yoshio Iguchi,Tetsu 

Hirosawa, Yoshio Minabe, Shigenobu Toda 
Differential subcellular localization of 
GluR1 and GluR2 in the nucleus 
accumbens after repeated cocaine 
administration; implications for the role of 
glutamatergic tone in protein turnover. 
Neuroscience 2011 (SfN's 40th annual meetin). 
November 17th, Convention center, San Diego, 
USA. 
6. Sakurako Kosugi, Yoshio Iguchi, Yoshio 
Minabe, Shigenobu Toda.  
Subcellualr localization of GluR1 and 
GluR2and their regulatory factors in the 
nucleus accumbens of repeatedly 
cocaine-administrated rats; implications 
for the role of glutamatergic tone in 
synaptic protein degradation. 
The 33th annual meeting of the Japan 
neuroscience society. September 4th, 神
戸コンベンションセンター、兵庫、2010.  
 
 
 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

  小杉桜子（KOSUGI SAKURAKO） 

金沢大学・医学系・博士研究員 

 研究者番号：50517810 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 


