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緒 言

MPTP(1-methyl-4-pheny1-1, 2, 3, 6-tetra

hydropyridine)が パ ーキンソン病 をおこす こと

は, 1982年 米国でメぺ リジン(人 工ヘ ロイン)

合成の不純物MPTPを 混 入する麻薬 を使用 し

た中毒 患者にパーキンソン病が多発 した事件か

ら,全 く偶然に発見された1). MPTPは 黒質線

条体系 ドーパ ミンニューロンを選択的に変性 さ

せ,臨 床的見地か らも自然発症パーキンソン病

と区別 し難 いほ ど類似 してい る2),3),4).この 毒

物は ヒト以外にもサルやマ ウスなど数種の動物

において も,同 様な黒質線条体系 ドーパ ミンニ

ューロンの変性 をもたらし2),3),5), MPTPに よ

る研究が,パ ー キンソン病発症の機構解明に役

立つのではないか と期待 されている.

周知のごとく,パ ーキンソン病 をは じめ とす

る錐体外路系疾患における機能的障害 を惹起す

る主座 は新線条体(尾 状核 と被殼)に あるとさ

れ,と くにこの領域における種々の神経化学的

変化 と機能的障害の種類や症状の発現 との間に

密接な関連があるのではないかと考 えられてい

る6),7).最近 の組織化学技法,な かでも免疫組織

化学法の発展により,新 線条体は黒質緻密質の

ドーパ ミンニュー ロンから強力な入力線維を受

けるほか,縫 線核セロ トニ ン神経8),被 蓋 コレ

シス トキニ ン含有神経9),視 床 サブスタンスP

含有神経10),大脳 皮質 グルタ ミン酸11)あ るいは ソ

マ トスタチン含有神経12)から軸索投射を受け,

これ らの神経系によっても支配 されていること

が報告 されている.さ らに線条体 内在性要素 と

して介在性GABAニ ュー ロン13)のほ かに大型

コリンニューロン14)やソマ トスタチン含有 ニュ

ー ロン15)の存在が明 らかにされるとともに
,淡

蒼球へ投射するGABA含 有神経16)お よびエ ン

ケファ リン含有神経17),18),さ らには黒質網様質

へ投射するサ ブスタンスP19),エ ン ケフ ァ リ

ン,ダ イ ノルフイン20)あるいはGABA含 有神

経21)な どについての詳細な形態学的知見が集積

されつつ ある.こ の他に もその投射様式の詳細

はなお不明であるが,線 条体 に分布する神経細

胞体の うちの一部がソマ トスタチン22)およびニ

ュー ロ テ ンシ ン23)な どの ペ プ チ ドやNAD

 PH2-ジ ア ホラーゼ24),ア セチル コリンエステ

ラーゼ25)などの酵素 を含有することが知 られて

いる.

以 上の ような研究の成果 とともに,例 えば も

う一つの代表的錐体外路系疾患であるハンチン

トン舞踏病において,そ の主病因とされるコリ

ン神経の変性脱落現象のほかに,サ ブスタンス

P26)やGABA含 有 ニュー ロン27)の異 常が見 い

出されるようになった.し たがって,こ れ ら錐

体外 路系疾患の病理学的基礎は,決 して少数の

神経系の病態に基づ くものではな く,各 種の伝

達物質含有神経が構築す る回路網において,正

常脳 で成立 している機能的平衡が多面的に崩壊
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したためではないか と推察 される.

本 研究では, MPTPを 投 与 したパーキンソン

病モデルマウスの線条体において,非 ドーパ ミ

ン神経の うちと くにセロ トニン,エ ンケファ リ

ン, GABA, NADPH2-ジ ア ホラーゼ,ア セ

チルコリン含有神経が どの ような影響 を受ける

か を組織化学的に検索 し,パ ーキンソン病発症

機構解明の手がか りを得 ることを目的 とした.

材 料および方法

1)実 験動物

成 熟雄性ICR系 マ ウス(12～14週 齢,体 重

30～40g)計82匹 を用い,対 照群15匹, MPTP投

与群7匹, MPTP・HCl投 与群60匹 に分けた.

2)薬 物

MPTPお よ びMPTP・HClは それ ぞれAl

drich chemicals社 お よびBiochemical Re

search社 か ら購入した.

免疫組織化学に使用 した一次抗体は,岡 山大

学解剖学教室で作成 した抗エ ンケファ リン抗体

と滋賀医科大学解剖学教室の木村宏助教授か ら

供与された抗セ ロ トニン抗体 および抗GABA

抗体 を使用 した.抗 ウサギIgGお よびペルオキ

シダーゼ抗ペルオキシダーゼ抗体(PAP)複 合

物は,医 学生物学研究所社から,ビ オチン化抗

ウサギIgG,ア ビ ジンDHお よびビオチン化ペ

ルオキシダーゼHは,ベ クター社 か ら購入 した.

3)薬 物投与法

MPTPお よびMPTP・HClは 蒸留水に溶解

した後, 1N-HClでpH 6～7に 調整 し,動 物

の腹腔内にMPTPま たはMPTP・HCl 20mg/

kg(一 匹 当 り約0.25ml)を1日1回 注射 し,連

続3日 間繰 り返 した.対 照群 の動物には生理的

食塩水(一 匹当 り約0.25ml)を 同様な方法で投

与 した.こ れ らの動物 を最終注射後それぞれ3,

 7, 30, 60日 目 に以下の方法に従 って実験に供

した.

4)脳 試料作製法

ペ ン トバルビタール(50mg/kg,腹 腔 内)深

麻 酔 下 で動 物 を開 胸 し,左 心 室 か らKrebs-

Ringer液(95% O2, 5% CO2混 合 ガス飽和,

 pH 7.4, 4℃)を 灌流 して脱血したのち,引 き続

き酵素組織化学あるいは免疫組織化学用の固定

液 を灌流 した。灌流固定 した脳 をク リオスタ ッ

トで厚 さ20μmの 前額断の切片 とし,各 々の組

織化学法に従 い染色 した.そ れぞれの酵素組織

化学法および免疫組織化学法の詳細は以下の と

お りである.

5)酵 素組織化学

i)ア セチルコ リンエステラーゼ(AChE)酵 素

組織化学

灌流 固定液 は2%パ ラホル ム アル デ ヒ ド

(FA), 2%グ ル タルアルデ ヒ ド(GA)を 含 む

0.1M燐 酸 緩衝液(PB; pH 7.4, 4℃)を 用い

50mlを5分 間かけて灌流 した.固 定 した脳 を摘

出し15%し ょ糖液(0.1M PB, pH 7.4, 4℃)

に3～4時 間浸漬後,ク リオスタッ ト切片を作

製 した.こ の切片を浮遊状態で田子 ら28)の高感

度AChE組 織 化学法 によ り染色 した.す なわ

ち,切 片 を0.1Mマ レ イ ン酸緩 衝 液(MB;

 pH 6.0)で15分 間 洗浄 し50μMク エ ン酸ナ トリ

ウム, 30μM硫 酸銅, 5μMフ ェリシアン化カ リ

ウムお よび18μMヨ ウ化ア セチル チオ コリン

を含む0.1M MB中 で室温で60分 間反応させた.

反応終了後, 50mMト リス-塩 酸緩衝液(Tris-

HCl; pH 7.6)で 洗浄 し, 0.04%ジ ア ミノベ ンチ

ジン塩酸塩(DAB)お よび0.3%硫 酸 ニッケルア

ンモニ ウム(NAS)を 含 む50μM Tris-HCl

(pH 7.6)中 で5分 間反応 を行なった.最 後に過

酸化水素(0.006%)を 加 えることによ り,反 応

産物(青 紫色)の 可視化 を行 なった.

ii) NADPH2-ジ ア ホラーゼ酵素組織化学

灌流固定,固 定操作およびクリオスタットに

よる切方作成はAChE酵 素 組織化学 の場合 と

全 く同一 に行 ない,や は り切方 を浮遊状態 で

Scherer-Singlerら29)の 方法に従 って染色 した.

反 応液の組成は, 1.0mMニ コチンア ミドアデ

ニンジヌクレオチ ドナ トリウム, 0.2mMニ トロ

ブルーテ トラゾ リウムおよび1.0mMグ ル コー

ス-6リ ン酸を含む50mM Tris-HCl(pH 8.0)

で,こ の液に切片 を浸漬浮遊 し37℃ で60分 間 イ

ンキュベー トした.

6)免 疫 組織化学

以下に述べ る免疫組織化学法の基本的操作は

木村 ら30)の方 法に従 ったが,そ れぞれの 目的物

質に応 じて若干の改変 を施 した.
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i) GABAの 免疫組織化学

灌流固定液の組成は4% FA, 0.5% GAを 含

む0.1M PB(pH 7.4, 4℃)で あ り,灌 流 固定

脳を摘 出 し厚 さ5～6mmの 前 額 断に離 断 し,

さらに4% FAを 含 む0.1M PB中 で2日 間後

固定 した.次 いで,組 織塊を15%し ょ糖液に2

日間浸漬 した後,厚 さ20μmの クリオスタッ ト

切片を作製 した,直 ちにこれらの浮遊切片を0.1

M燐 酸 緩衝食塩水(PBS; pH 7.4)で 洗 浄 した

のち,抗GABA血 清(ウ サ ギ, 10,000倍 希釈)

と4℃ で3日 間,ビ オチン化抗 ウサ ギIgG(400

倍希 釈)と 室温で60分 間さらにアビジン-ビ オチ

ン複合体(ABC法31); 800倍 希 釈)と 室温で60

分 間,そ れぞれ反応させた.上 記各々の抗体 と

の反応後は,切 片をPBSで 十分に洗浄した.最

後に0.02% DAB, 0.3% NAS, 0.005% H2O2を

含む50mM Tris-HCl(pH 7.6)と 室温で10分 間

インキュベー トし呈色反応を行 なった.な お,

抗体液の希釈はPBSに よ り行なった.

ii)セ ロ トニ ン(5-HT)の 免疫組織化学

灌流固定液の組成は4% FA, 0.5% GA, 0.2

%ピ ク リン酸(PA)を 含む0.1M PB(pH 7.4,

 4℃)で あ り,摘 出脳 を厚 さ5～6mmの 前額

断組織片 としさ らに4% FAお よ び0.2% PA

を含 む0.1M PB(pH 7.4)中 で2日 間後固定 し

た.次 いで,組 織塊 を15%し ょ糖液に2日 間浸

漬 した後,ク リオスタット切片を作製 し,浮 遊

切片を0.3%ト リ トンX-100を 含 むPBS(PBS-

T)に 最 低4日 間保存 した.そ の後,抗5-HT血

清(ウ サ ギ, 10,000倍 希釈)と4℃ で3日 間,

抗 ウサギIgG(ヤ ギ, 5,000倍 希釈)と4℃ で4

～10時 間 さらにペルオキシダーゼ抗ペルオキシ

ダーゼ抗体複合物(PAP法; 5,000倍 希 釈)と 室

温で2時 間,そ れぞれ反応させた.上 記各々の

抗体 との反応後切片 をPBS-Tで 十分 に洗浄 し

た.最 後に, GABAの 免疫組織化学 と同一 の

DAB-NAS混 液 で呈色反応 を行 なった.な お,

抗体液の希釈はPBS-Tに よ り行なった.

iii)エ ンケファリン(Enk)の 免疫組織化学

5-HTの 免 疫組織化学 と全 く同一の方法で作製

したPBS-T中 の浮遊切片を0.2%ト リプシン,

 0.5mM塩 化 カルシウムを含む0.1M PBS中 で

37℃ で10分 間酵素処理 を行なった.そ の後,抗

Enk血 清(ウ サ ギ)を 用いて, 5-HTの 免疫組

織化学 と同一の手順でPAP法 に よ り免疫染色

を行なった.一 次抗体は400倍 希釈 とし, 4℃ で

7日 間反応を行 なった.

それぞれの染色の終了 した切片はゼ ラチン処

理スライ ドグラスに貼付 し,ア ルコール系列に

て脱水,キ シレンにて透徹およびエンテランに

て封入 した.完 成 した組織標本について,線 条

体における各種神経伝達関連物質の変化 を吻側

か ら尾側 にかけて光学顕微鏡 で観察を行なった.

結 果

1) AChEの 組 織化学

正常マウスの線条体では, AChE陽 性線維は

主 として灰白質に分布 している.そ の線維は種

々の大きさを示 し,ほ とんど常 にバ リコシティ

ー(連 珠状構造)を 有 している.こ れ らの陽性

線維は非常 に密 なネットワー クを形成 している

ので個 々の線維形態の観察 が困難なこともしば

しばである.ま た,そ の線維網 に埋没するよ う

にして直径約15～20μmの 大型で卵円形または紡

錘形の陽性細胞 が,線 条体内 にほぼ均一 に散在

す るがその分布密度 はそれ程 高くない.一 方,

線条体内に認められる白質すなわち線維束 には,

ご く少数のAChE陽 性線維が混在するのが認め

られた.

次 にMPTP投 与 マウスについ てみ る と,投

与後の生存期間の相違 にかかわらず,正 常動物

で認められた所見と異 なる結果は認め られなか

った.例 えば図1Aと 図1Bを 比較 してみ ると,

少 なくともAChE陽 性 の神経線維や終末の分布

密度あるいはAChE陽 性 細胞の大 きさ,形 状,

分布様式 などに有意 な差 が認め られないのがわ

かる.

2) NADPH2-ジ ア ホラーゼの組織化学

正常マウスの線条体では,灰 白質のすべての

領域に染色強度は弱いもののかなり密なNA

DPH2-ジ アホラーゼ陽性の神経終末 が分布 して

いる.こ の陽性の線維網の間隙 に陽性細胞およ

びその樹状突起や軸索などが散在性 に分布 して

いた.こ れらの陽性細胞は強 いジアホラーゼ活

性 を示すため濃染 され,分 布密度はAChE陽 性

細胞 より高 く,線 条体の至 る所に認められるも
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Fig. 1 AChE histochemistry in mouse striatum from coutrol (A) and from 7
 days after MPTP treatment (B). Positive nerve fibers with various
 sizes form a dense network. Large sized, oval cell bodies are seen.
 No effect of MPTP treatment is found in the staining result.

Fig. 2 NADPH2 -diaphorase histochemistry in mouse striatum from control
 (A) and from 7 days after MPTP treatment (B). Mediun sized

 positive cells extend a few thick and long dendrites. No noticeable
 change is seen in morphology nor in number of these positive cells.

のの不規則 に存在 していた.そ の細胞 体は,三

角形,紡 錘形あるいは卵円形 であり直径約10～

15μmで あった.こ れ らの細胞体 から比較的太

くて長い数本 の樹状突起 が出てお り分枝 を出 し

ているのもしばしば認 められた.ま たバ リコシ

テ イー を有する少数の樹状突起 も認め られたが

樹状突起棘 を持つものはなかった.一 方,白 質

の線維束 には陽性の構造物 は認め られなかった.

次 にMPTP投 与 マ ウス につ いてみ ると,投

与後いずれの生存期間の例において も,正 常動

物 で認 められた所見 と異 なる結果は認め られな

かった.例 えば図2Aと 図2Bを 比 較 してみると,

少 なくともNADPH2-ジ アホラーゼ陽性の終末

の分布密度 あるいはNADPH2-ジ アホラーゼ陽

性細胞の染色強度,大 きさ,形 状,分 布様式な

どに有意な差が認 められないのがわかる.

3) GABAの 免疫組織化学

正常マウスの線条体の灰 白質はGABA様 の
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Fig. 3 GABA immunohistochemistry in mouse striatum from control (A) and
 from 7 days after MPTP treatment (B). Medium sized oval cells are
 scattered throughout the strictum. No effect of MPTP treatment is
 found in the staining result.

免疫活性 を示す非常 に微細 な顆粒様構造が密 に

分布 しているため,弱 拡大では線条体全体 が一

見 してび漫性にかつ中等度 に染色 されているよ

うに見 えた.こ のような傾向は線条体の前額断面

におけるいづれの部位でも,あ るいは吻尾側の

広 がりにおいても同様 に観察 された.こ れ らの

顆粒様構造はGABA含 有 神経 の突 起とくに神

経終末 と思 われた.こ のほか,灰 白質には比較

的濃染するGABA様 免疫陽性 の神経細胞体がほぼ

均一 に散在性 に分布 しているのが認められた.

その分布密度はNADPH2-ジ アホラーゼ陽性細

胞の分布密度 に比 して若干低 かった. GABA

陽性 細胞体 はおおむね卵円形 あるいは紡錘形 で,

そのほ とん どは直径約10～15μmの 中型であった.

これらの細胞の樹状突起 は多くの場合染色 され

ないが,ま れに比較的長い数本 の樹状突起が強

く染色 されることもあった.一 方,白 質の線維

束 にはGABA様 免 疫 活性 を有 す る構 造 は認

め られなかった.

次 にMPTP投 与 マウスについてみると,投 与

後の生存期間の相違 にかかわらず,正 常動物で

認められた所見 と異 なる結果は認 められなかっ

た.例 えば図3Aと 図3Bを 比 較 してみると,灰

白質の免疫活性 あるいは陽性細胞の染色強度,

大 きさ,形 状,分 布様式 などに有意な差が認め

られないのがわかる.

4) 5-HTの 免疫組織化学

正常マウスの線条体 においては,種 々の大 き

さのバ リコシテ ィーが珠数状 に連 なる微細 な5-

HT免 疫 反応陽性線維および終末 が密 なネ ット

ワークを形成 しているのが観察 された.

こ れらの陽性線維 には,微 小なバ リコシテ ィ

ーを有す る繊細 な線維 と比較的大 きなバ リコシ

ティー を有する太い線維の2種 が認められた.

これらの陽性線維の分布密度は線条体内の領域

によって差異が認められた.す なわち,線 条体

の吻側方ではその腹内側部 で高 く,さ らに尾側

方 に行 くに従い腹外側部で高 く観察 された.こ

のような陽性線維の分布密度の高い部位では大

きなバ リコシテ ィー を有する太 い5-HT陽 性 線

維 が密 に分布 してい るの が特 徴 的であった.

最 も5-HT陽 性線維が密に分布するのは前交連

の後部 を含む前額断 における外包に接 す る領

域,す なわち線条体の腹外側部 であった.こ

こでは外 包を形成す る線維束が非常に細 くな

っているため,線 条体 に分布する5-HT陽 性 、

線維 と大脳皮質 に分布す るそれ とが直接会合

す る.し かし,線 条体 に分布する5-HT陽 性

線維の分布密度が大脳皮 質のそれよ りもはる

かに高いので,両 者の境界は明瞭に見分 けられ

た.一 方,白 質の線維束にはごく少数の5-HT

陽性線維 が混在 していたがやはり,そ の多 くは
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バ リコシテ ィー を有 しているのが認 められた.

次 にMPTP投 与 マ ウスについてみると,投

与後3日 の生存例では,正 常動物で認め られた

所見 と異 なる結果は観察 されなかった.し かし

なが ら,投 与後7日 の生存例では陽性線維の分

布密度が減少 している例が数多 く(MPTP投 与

7例 中3例, MPTP・HCl投 与5例 中2例)

認 め られた.こ のよ うな減少の傾向は,線 条体
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Fig. 5 Enkephalin immunohistochemistry in mouse striatum from control (A,
 C and E) and from 3 days after MPTP treatment (B, D and F). A; a
 rostral part of the rtriatum. Islands (arrows) stained intensely for
 enkephalin are irregularly distributed. Extremely dense stainings are
 seen in the ventral pallidum (lower right). B; a similar region to A .
 Enhancement enkephalin in immunoreactivity are seen in the islands

 (arrows) as well as in pass-through fibers in the white matter of the
 striatum (arrow heads). C and D; a ventromedial part of the striatum ,
 slightly caudal to A and dorsally to the commissura anterior (CA).
 Here the number of enkephalin positive pass-through fibers (arrow
 heads) are far greater in D than in C. E and F; A higher power
 magnification of the ventrolateral part of the striatum . Densities of
 positive terminals and varicose fibers are higher in F than in E. In
 addition, many cell bodies are stained intensely for enkephalin in F.

Fig. 4 5-HT immunohistochemistry in the striatum from control (A and C)
 and MPTP-treated (B and D) mice. A; distribution of 5HT never
 fibers in a lateral part of the striatum which is abjacent with the
 external capsule (EC). Fkrther laterally (left) a part of the cerebral
 cortex (Cx) is seen. Note that the ventrolateral part of the striatum
 contains the highest density of 5HT fibers. C; a higher magnification
 of the ventrolateral striatum. B; on 7 days after MPTP treatment,
 very few fibers are observed in a similar region to A. D; on 30 days
 after MPTP treatment, a higher magnification of the ventrolateral
 striatum demonstrates that 5H(E fibers are very few in the striatum

(right) but are rich in the cortex (Cx).
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の吻側 から尾側に至 るすべての レベルで観察 さ

れたが,そ の減少の程度は個々の動物 によ り異

な り,か なり大 きな個体差 が認められた.例 え

ば,減 少の程度 が比較的弱い動物の線条体では,

陽性線維の ネットワー クが正常物のそれに比べ

て平均 して若干疎 になっているのみであり,特

に分布密度の高い領域 では差が不明瞭であった.

これに対 し,減 少の程度の強い動物の線条体で

は,平 均的 な線維密度の低下が明瞭であるばか

りでな く,正 常動物 で高い線維密度 を示す腹外

側部領域でも著明 に分布密度 が減少 しているの

が認め られた.こ のような分布密度減少の原因

は,主 として小 さなバ リコシティーを有する繊

細な維維 が選択的 に減少す ることによるもの と

みなす ことができ,大 きなバ リコシテ ィーを有

する太い線維 は比較的MPTP投 与 によ る影響

を受けずに,な お豊富に残存す る傾向があった.

図4Bと4Dは 最 も著 しい減少を示 した例で,そ

の弱拡大所見(図4B)で は,線 条体 にほとん ど

5-HT陽 性線維 を見出す ことが出来ず,非 常に

少数の線維が大脳皮質 との境 界領域近 くに分布

す るのみであった.そ の強拡大所見(図4D)で

は,こ れら少数の陽性線維が比較的大 きなバ リ

コシティー を持つ ことが判 かる.こ のよ うなM-

PTP投 与 によって導かれ る5-HT陽 性 線維 の

減少は,投 与後30日 あ るいは60日 目の長時日経

過 した動物でも認め られた.

5) Enkの 免疫組織化学

正常マウスの線条体の灰白質には,か なり豊

富 かつ濃 く染まるEnk免 疫 反応陽性の神経線維

と終末 および非常に淡 く染まる細胞体 が観察 さ

れた.こ れらの陽性線維のほとんどは長 さ数十
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μm以 下 の短 かい繊細 な線維 であるが,大 別 し

てバリコシテ ィーの大 きさから2種 に区別で き,

両者 がほぼ同等の割合で混在 していた .こ れに

加え,豊 富な顆粒状 を示すEnk陽 性 構造も認め

られ,こ れらはおそらくEnk神 経終末と思わ

れた(図5E) . Enk陽 性線維や終末の分布密度

について,例 えば前交連 を含 む前額断 レベルで

みると,最 も高い部位 は線条体の腹内側部であ

る.こ こでは大 きな(約2.5μm)バ リコシテ ィ

ーを有す る太い線維が密集 して存在 し
,時 とし

てこれ らの線維が分岐す る像 も観察 された.こ

れに対 して,線 条体の背外側部におけるEnk陽

性線維 および終末の分布密度は低 く,線 維 も繊

細なものが優勢で分岐像 もめったに観察 されな

い.こ のよ うな分布密度の様式 とは別に前交連

よりも吻側 レベ ルの線条体では,陽 性線維や終

末が特異 な分布様式 を示す ことが認め られた.

す なわち,特 に濃厚 な密度 をもつEnkに 陽 性構

造が島状 に分布 し,い わゆるモザイク様分布 を

示 した.こ の傾向は吻側の線条体頭 においてよ

り明瞭 に認 められた.一 方, Enk陽 性 細胞は一

般 に淡 く染色 され,そ の数は多いと推定 され る

ものの,豊 富 かつ濃染するEnk陽 性 線維 に妨 げ

られて観察 が困難である.し かし,注 意深 くみ

るとこれ らの陽性細胞は線条体内に均一に散在

して分布 し,モ ザ イク様の分布は どの レベルに

おいても観察 されない.こ れ らの陽性細胞 は,

卵 円形 あるいは紡錘形の直径約10～15μmの 中

型細胞であ り,樹 状突起は染色 されなかった.

また,淡 蒼球 の腹側部 の現われるレベルでは,

線条体の腹内側部 において,そ れらに投射 して

いるものと思 われる白質の線維束の中にEnk免

疫反応陽性 の産物 が密 に分布 しているのが認 め

られた(図5A).し か しながら,背 側部やその

他の レベルの線維束には陽性構造は観察 されな

かった.

次 にMPTP投 与 マ ウスにつ いてみ ると,投

与3日 後の動物で明 らかな変化 が認め られた.

す なわち,線 条体の最吻側部 においてEnk陽 性

終末や線維の染色強度が明 らかに増大 し,こ の

傾向はとくに島状 により濃密 に分布する部位 に

おいて著明であり,こ のためモザイク様の分布

が弱拡 大写真 でも容易に認 めることができる(図

5B).よ り尾側 に至 り,淡 蒼球の腹側部が現 わ

れるレベルでは,線 条体の腹内側部 に分布する

Enk陽 性 神経線維の染色性が非常に増強 し,灰

白質に分布する連珠状線維の分布密度が高 くな

ってみえるばかりでな く,淡 蒼球の外側および

腹側に投射すると考えられる通過型のEnk陽 性

線維が線条体の白質すなわち線維東内に明瞭 に

観察 された.こ のようなEnk免 疫陽性反応の増

強は, Enk含 有細胞 につ いても認め られ,無 処

置の動物の場合に比 してより鮮 明な形態の観察

が可能 となった.し かし,こ れ らの陽性細胞の

染色強度の程度は一様でなく,線 条体内の部位

に応 じて差異 があった.す なわち,線 条体の背

外側部では主 として比較的染色強度の弱い細胞

がかなりの密度 をもって認められるのに対 し,

腹 内側部では非常に濃染 された細胞 がよ り高い

密度 をもって分布 していた.こ れらの濃染され

た細胞 について詳細 に観察す ると,細 胞体 から

数本の樹状突起が放射状に伸びはげしく分岐す

るのが認められた.こ れ ら非常 に濃染す るEnk

陽 性細胞の分布密度が最高 となるのは淡蒼球主

部 が出現するレベルであって,こ れよ りもさら

に尾側 に向か うにつれ,次 第に染色強度の弱い

細胞の占める割合が増 えることが認められた.

以 上の ようなEnk免 疫 染色の増強所見は,投

与後3日 目のよ うな動物 において最 も顕著で投

与後の日数 とともに回復の傾向が認められたが,

 30日 目の動物 においてもなお有意な変化 が認め

られた.す なわち,投 与後7日 の生存例では,

線条体吻側部のモザイク様分布の密 なEnk陽 性

線維 および終末は, MPTP投 与 後3日 目の例 に

比べ てやや染色強度 が低下 した.

淡 蒼球腹側部の出現す るレベルでは線条体の

背側部におけるEnk陽 性 細胞の数が減少 し,ま

た線条体腹側部 における濃染 された細胞の占め

る割合も低 くなった.こ れよりも尾側 の線条体

では,い ずれのレベ ルにおいても線条体の白質

すなわち線維束内に認 め られる通過 型のEnk

陽 性投射神経の染色性 がやは り低下 した.

投与後30日 目の動物 においては,線 条体吻側

部のモザイク様分布の様式は正常例の場合 とほ

とんど差 がな くなった.よ り尾側の線条体 にお

いては,そ の背側部に認められるEnk陽 性細胞
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の数が減少す るばかりでな く,線 条体腹側部 に

おけ るEnk陽 性細胞の分布密度も7日 目の例 に

比べて低下 した.ま たEnk陽 性 の投射線維の数

も線条体のいずれの部位 においてもさらに減少

していた.

投 与後60日 目の動物においては,い ずれのE

nk陽 性構造の分布様式 においても,無 処置動

物 におけ るそれとほぼ同等の所見が認め られた.

以上の ようにMPTP処 置 マウスにおいては,

 Enk免 疫 染色の結果は一過性 に増強 しその後漸

次減退 してい く傾向が認められた.し かし,こ

のような経過は決 してすべての動物 において一

様 とい う訳ではな くかなりの個体差 が認め られ

た.

考 察

ドーパ ミンの神経毒MPTPの 投 与 によ り,

マ ウス線条体 における5-HT含 有神経 およびE

nk含 有 神経 に著明な変化 が生 じることが,形 態

学的に立証 された.し か し,同 様 に組識化学的

技法 を用いてAChE, NADPH2-ジ アホ ラーゼ

あるいはGABA含 有神経 を検索 したところ,少

な くとも光学顕微鏡 レベルでは有意 な変化 が認

め られなかった.こ の毒物 により惹起 される線

条体の5-HT神 経 の形態学的変動の特徴は,そ

の求心性神経線維および終末の染色性 が著明に

減弱するため,み かけ上の分布密度が減少す る

ことにある.こ れに対 し,線 条体のEnk含 有神

経は,そ の大部分 が線条体 に内在す る細胞体お

よびそれらの神経突起や終末の染色性が, MP

TP投 与 によって増強 され るのが特徴である.

以上の結果 から,パ ーキンソン病の動物モデ

ルとされるMPTP投 与マウスの線条体において,

ドーパ ミン神経 が退行性変化 をうけるのみなら

ず, 5-HT含 有神経が退行性の,そ してEnkに 含

有神経 が代償反応性の変化 を受けることが推察

される.

本研究で立証 されたMPTP投 与 による5-HT

陽性 線維 の減 少は,投 与後少 なくとも7日 目か

ら認 められ,個 体によっては30日 あるいは60日

目でも認 められる持続的 な変化である.こ れに

対 して, Pilebladら32)よ びHallmanら33)は

MPTP投 与 によってマ ウス線条体の5-HT含 有

量は変化 しないと報告 している.し かし, Pil

ebladら はMPTP(投 与 量; 50mg/kg, 1回)を

皮下に注射 し,し かも投与後120分 とい う非常

に短時間後の変化 を調べたにす ぎない.ま た,

 Hallmanら は一匹あた り総量20mg/kgを 投与 し

た動物 について検索 してお り,本 研究で用いた

投与総量の1/3と 少ため, 5-HT含 有量 の変化

を惹起す るには不十分であった と思われる.

Scattonら34)は パ ーキ ンソン病患者脳 を生化

学的に調べ,線 条体5-HT含 有量 が対照例 に比

し,有 意に低下す ることを認 めている.本 研究

結果 と併せて判断すると,ヒ トおよびマウスの

両者 において黒質線条体 ドーパ ミン神経の変性

と平行 して5-HT神 経 も退行性変化 を受けるも

のと推察される.こ の現象を説明する機構として,

二通りの可能性が考えられる.そ の一つは,何 らか

の原因でまず ドーパ ミン神経に変性が起 り,そ れ

が原因 となって二次的 に5-HT神 経 に退行性変

化が起こるとする考えである.他 の一つは,現

在なお未知であるパーキ ンソン病発症の素因あ

るいはMPTP投 与 による毒性原因物質 とされ

る1-methyl-4-phenyl-pyridium(MPP+)が,ド

ーパ ミン神経のみならず5-HT神 経 に対 しても

同時進行的に毒性作用 を及ぼす とす る考 えであ

る.但 し,後 者の場合,毒 性作用は ドーパ ミン

神経 に対 して非常 に強 く, 5-HT神 経 に対 して

は弱いもの と推定で き,従 って神経変性の指標

もドーパ ミン神経よ りも5-HT神 経 の方が遅れ

て発現するもの と思われる.マ ウスにMPTP

を投 与することによ り惹起 される線条体 ドーパ

ミン含有量の低下は,最 終投与後3日 目に最 も

顕著 となるとい う(Heikkilaら5)).と ころが,

本 研究におけるMPTP投 与 後3日 目の動物で

は線条体5-HT陽 性線維には変化が認められず

投与後7日 目以降の例でその分布密度の低下が

認め られた.こ の結果 からだけでは,上 述 の2

つの可能性 を吟味す ることは出来ないが,少 な

くとも5-HT神 経 における変動は遅延性 かつ遷

延性の ものであることが確め られる.今 後の課

題は,こ の ような5-HT神 経 の変化 が ドーパ ミ

ン神経 におけるそれ と同様非可逆性であるか否

かをより長期間の慢性実験 をも含めて検討 し,

上述の機構の うちいつれが重要であ るか決定す
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る ことにある.

本研究で用いた免疫組織化学法 により, 5-HT

陽 性線維には微小 なバ リコシテ ィーを有する繊

細 な線維 と比較的大 きなバ リコシテ ィー を有す

る太い線維の2種 あることが確 められた.こ の

うち,繊 細 な線維の方 がMPTP投 与の影響 を

より強 く受け著明に減少する傾向 がある.こ れ

は,単 に細 い線維 に含有 される5-HT量 が太い

ものよ り少ないため,検 出限界以下に低下す る

ことによるのかも知れない.

しか し,形 態学的に詳細 に観察すると,太 い

5-HT線 維 は多く線条体 の神経細胞体に密着 し,

おそらく軸索細胞体 シナプスを形成するのに対し,

細 い線維 はニューロピルに豊富 に存在するという

異なった形態学的特徴 を示す.従 って, 5-HT

神経 のなかでもそれぞれの機能分担 を反映 して,

 MPTP投 与 に対 し,異 なる反応性 を示 したとも

考 えられる.

Hallmanら35)は マウス線条体の トリプ トフア

ン水酸化酵素(TH)を 免疫組織化学的に観察

し, TH疫 陽性神経終 末 の分布密度 がMPTP

投与 により顕著に減少 することを認めた.一 方,

 Guptaら36)は 本 研究で用いた と同様な5-HT免

疫 組織化学法 を用いて,マ ウス縫線核 を観察 し,

 5-HT陽 性細胞数はMPTP投 与 によって影 響

を受けないと結論づけた.こ れらの報告 と本研

究の結果とは矛盾 しないばか りでなく, MPTP

投与 による5-HT神 経 の退行性変化は線条体5-

HT神 経終末 に主 として起 こり,特 にそれら5-

HT神 経 に存在するTHの 含有量 が低 下するこ

とに基づ くことを示 している.こ の酵素蛋白T

Hの 量的変化とTH活 性の強弱は必ず しも相関す

るものではないので, 5-HT含 有量の減 少を直

ちにTHの 量的変化 と結 びつけることは出来 な

い.し か し,い ずれにしてもTHの 蛋白量およ

び5-HT含 有 量 が共に低下 していることから,

線 条体5-HT神 経 が機能低 下に陥っていること

は想像 に難 くない。

パーキ ンソン病患者の 線条 体Enk含 有 量 を

測定 した報告では,正 常人のそれと比べ て有意

な変動 がない こ とが知 られている(Taquetら

37)
, Llorens-cortesら38)).本 研究で もMPTP

投 与60日 目においては正常群の場合 とほぼ同等

の結果が得 られてお り,し たがって線条体Enk

神 経 におけ る変動は,こ の疾患の早期 に一過

性 に認め られ る現象 とみ なされ る.こ のEnk

神 経 に認められる変動の うち,神 経終末におけ

るEnk陽 性 反応 の増 強は特に線 条体 吻側部 に

多数分布 するより濃密なEnk終 末 からなる島

状の領域 において著明であった.最 近 この島状

に分布する領域は,他 の神経伝達関連物質や投

射路の面 から眺めても特異的な性格 を持つこと

が示 されている(Gerfen39)).な か でも本研究

と関連 して興味 がもたれるのは,こ の島状構築

に一致 してオピエー ト受容体 が密 に分布す ると

い う事実である(Pertら40), Herkenhamら41)).

線条 体に分布 しているオピエー ト受容体の一部

は ドーパ ミン神経終末の膜上 に存在すること(Po

llardら42), Pollardら43)),ま たEnkは ドーミン

神経終末に作用 して ドーパ ミンの合成および放

出を促進することが知 られている(Urwylerら

44))
.従 って, MPTP投 与 によ り線条体 ドーパ

ミン含有量が低下す るの に対 しEnkが 代償的に

含有量 を増加 させて,ド ーパミンの合成および放

出に促進的に働 くものと思 われる.こ のよ うな

Enk神 経 に認め られる変動 は,吻 側の島状分 布

領域 のみならずよ り尾側では線条体腹内側部の

灰白質および線条体白質に混在する通過型の線

維 にも認 められ,や はりEnk免 疫 陽性反応が

増強す る.こ のよ うなEnk神 経 線維および終

末における変動 と符合 してEnk含 有神経細 胞

も同様に免疫陽性反応が増強する.こ のEnk陽

性細胞体 における変化は特 に線条体腹内側部 に

おいて著 しく,そ こでは濃染 された細胞が密集

して存在する.上 記のよ うなEnk免 疫 反応 が

著 しく増強 した神経細胞体や軸索の分布からみ

て,線 条体出力系のなかで も特に 「線条体腹内

側部一淡蒼球路」におけるEnk神 経 がMPTP

投与 により増強するものと考えられる.事 実,

線 条体Enk神 経 が淡蒼球 に投射すること(Co

rreaら17), Del Fiaccoら18)),線 条 体腹内側部

から淡蒼球腹内側部 に神経投射 があること(Br

annら45))は す でに報告がある.従 って,こ の

投射路におけるEnk神 経 の変動は,前 述の線

条体吻側部におけるよ うな ドーパ ミン終末に対

す る調節機能とは全 く異なる機構 による可能性
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が大 である.現 在の ところ,こ の 後者 のEnk

神経 路 におけ る変動の意義 を明らかにす ること

はで きない.し か し,「線条体一淡蒼球路」 が,

い わゆる錐体外路系の運動機能を調節 している

ことは周知の事実 であり,こ の経路 におけるE

nk神 経 の役割を緊急に解明す ることは重要な課

題 である.興 味あることは, MPTP投 与により

惹起 されるEnk神 経 の変動は投与後3日 目に

最大となることであり,従 ってこの機構解明のた

め に格好の動物モデルが提供 された と云えよう.

線 条体は脳 内で最もAChE活 性 の高い部位で

あ り,こ のAChE活 性 は主 として線条体内に散

在性に分布す るコリン作動性神経の細胞体や樹

状突起 に局在するが(Woolfら14)),こ の他にも

一部 のAChE活 性 は黒 質線 条体 ドーパ ミン投

射路の神経終末に含有 されるとい う(Lehmann

ら46)). MPTP投 与 よりマウス線条体 ドーパ ミン

神経が変性 を受けることは既に報告があり,ま

た今回の研究 を含めた一連の実験 でも同種のマ

ウス線条体 ドーパ ミン神経終末 がMPTP投 与

により変性 を受 けることは確 かめ られ てい る

(Itagakiら47)).従 って,線 条体のAChE活 性

の うち黒質 ドーパ ミン神経 に由来するものは神

経 変性 の結果減少す るものと予想 された.し か

しながら今回の実験結果では,対 照群とMPT

P投 与 群のマウス線 条 体 において, AChE含

有神経の染色強度 あるいは分布様式 に差異 を認

め ることが出来なかった.こ の事実か ら2つ の

可能性 が考 えられる.一 つは,黒 質 ドーパ ミン

神経 に対するMPTPの 毒 性作用は神経伝達物

質であるドーパ ミンの合成 を特異的に障害す る

が,細 胞脱落 を伴 うことなくAChE活 性 などは

正常 に保たれている場合である.も う一つは,

黒 質線条体 ドーパ ミン神経の変性 は確 かにMP・

TPO投 与 によって惹起 され,こ の投射路に含有

されていたAChE活 性 も大幅に減少するが 線条

体 に内在するコリン作動性神経に含有されるA

ChE活 性 が代償的に増強 したため,対 照群 とほ

ぼ同等のAChE活 性 が保持 されている可能性 で

ある.本 実験 で用いられたAChE酵 素 組織 化

学法は,最 近 開発 された最 も鋭敏な染色法であ

り,線 条体のAChE含 有神経の微細な形態 を把

えることが出来 る.し かし,な おこの方法 をも

ってしても,線 条体 に分布するAChE含 有神経

線維の うち,い ずれが線条体 に内在性 かあるい

は求心性であるかを鑑別す ることは極めて困難

である.従 つて,上 記の2つ の可能性 を追求す

るためには,黒 質におけるAChE染 色 を実施す

るなど,さ らなる研究が必要 と考えられる.

パ ーキ ンソン病患者の剖検脳 についてそれ ら

線条体 におけるAChE活 性 あるいはコリンアセ

チル基転移酵素(CAT)活 性 を生化学的に測定 し

た報告が幾つかあるが,そ の成績は必ず しも一

致 した ものではない. Lloydら48)お よびReisi

neら49)はCAT活 性 が低下す ると報告 し, Rin

neら50)はAChE活 性 が低下すると報告 して い

る.こ れに対 して, McGeerら6)はCAT活 性

には異常 が認め られないと報告 している.薬 物

を投与 して作製 したモデル動物における成績と

ヒ トの剖検脳での成績 を同一次元で論ず ること

は出来ない.し かし,両 者 とも脳内に共通の病

態機序が働 いていると仮定 した場合,黒 質線条

体 ドーパ ミン神経路 に含有 されるAChE活 性 の

動態 について,パ ーキ ンソン病 のヒ ト患者脳 お

よびモデル動物の両面から,詳 細 に検討 を加 え

ることは有意義 と考 えられる.

線条体に分布するNADPH2-ジ アホラーゼ含

有神経 に関しては, Vincentら24)が,こ の神経

細胞体 にソマ トスタチ ンおよびAvian Pancre

atic Polypeptideが 共存 することを見 い出 して

いる.こ のことか ら, NADPH2-ジ アホラーゼ

は,線 条体 に分布す るソマ トスタチ ン含有神経

を同定す る一つの指標 となっている.従 って本

研究結果から,マ ウス線条体のソマ トスタチン

含有神経 もおそらくMPTP投 与 によ り形 態的

に把握 しうるような変化がないと推察 される.

この推察はFlint Bealら151の 実験 結果 とも符

号すると思 われる.す なわち彼 らは, 6-ヒ ドロ

キシ ドーパ ミンを黒質内 に注入す ることによ り,

ドーパ ミン神経 を破壊 した動物 において,線 条

体 ソマ トスタチン含有量が変動 しないことを示

した.さ らに,パ ーキ ンソン病患者脳において

も,線 条体ソマ トス タチ ン含有量は正常 ヒ ト脳

のそれと比べほとん ど変動 しないことも知 られ

ている(Epelbaumら51).上 記 の事実を総合す

ると線条体におけるNADPH2-ジ アホラーゼお
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よび ソマ トス タチ ン含有神経は,黒 質線条体 ド

ーパ ミン神経の変性 によってほとん ど影響 を受

けない もの と考 えられ る.

MPTP投 与 マウスの線条体GABA神 経 系 に

関 して,最 近Wallaceら52)は 生化学的に測定 し

たGABA含 有量 が,投 与後7日 目に一過性 に

有意 な上昇(7%)を 示 す と報告 した.ま たラ

ットを用い, 6-ヒ ドロキ シドーパ ミンを線条体

に注入す ることによ り,ド ーパ ミン神経終末 を

変性 させ ると線条体GABA含 有量 が増加(33%)

するという(Perryら53)).さ らにパーキンソン病患

者脳でもGABA含 有量が増加(28%)し ているこ

とが報告されている.し かしながら,本 研究におけ

るGABAの 免疫組織化学的検索では,上 記の報

告と合致する結果が得 られなかった.こ の不一致

の理由は現在明らかでないが おそらくは検出方

法の相違によるのかも知れない.一 般 に,免 疫組

織化学的検索では,そ の詳細な形態学的知見が容

易に得 られるものの,上 記のような僅少の生化学

的変化を検出することは困難 な場合が多い.さ ら

にGABA免 疫組織化学法の検出原理からみても,

細 胞内結合性のGABAを 染色す るこ とは で き

ても非結合 あるいは遊離型のGABAは 把 握 し

難いことは容易に想像 される.こ れ らの理由に

もかかわらず,本 法はなおこの研究課題 の追求

にとって有用であると考 えられる.何 故なら,

も し線条体 における ドーパ ミン神経終 末の変性

とGABAの 変 動 が関連 す るならば, GABA神

経 のより機能的 な変動は伝達物質の作用す る部

位すなわちシナプスにおいて も起っていると考

えられるからである.今 後, GABA免 疫 組 織

化学法 によりGABA神 経 終 末 およ びその シナ

プスを同定 し,電 顕 レベルで ドーパ ミンとGA

BAの 相 関 を追求す ることが重要 と考えられる.

本 研究 で検索 した物質や酵素の他 に,線 条体

にはさらに多 くの神経伝達関連物 質を含有する

神経 が存在 し,そ れらが複雑 な回路網 を形成 し

ている.従 ってパーキ ンソン病の病因解明には,

これら各種の伝達物質含有神経 について,よ り

詳細 な形態学的,神 経化学的および神経生理学

的知見 を集積 し多面的に検討 を加えることが重

要 と考 える.

結 論

MPTP投 与 パーキンソン病モ デ ルマ ウスの

線条体 における数種の非 ドーパ ミン神経の変化

を明らかにす るため,組 織化学的に検討 し,次

の結果を得た.

1) 5-HT免 疫 染色 の結果は正常動物の線条体

ではバ リコシテ ィーを有す る陽性線維 が密 なネ

ッ トワークを形成するのに対 し, MPTP投 与

マウスでは少 なくとも投与後7日 目の例 で陽性

線維の減少が認 められた.こ の減少は投与後30

日あるいは60日 目の例でも認め られ ることか ら,

 5-HT神 経 におけるこの変動は遅延性かつ遷延

性の もの と推察 される.

2) Enk免 疫 染色 の結 果は正常動物 の線条体

では陽性線維 や終末 がモザイク様に分布 し,さ

らに通過型の線維束 および非常に淡 く染 まる散

在性の陽性細胞が認め られた.一 方, MPTP投

与 マ ウスでは投 与後3日 目の例でそれ らEnk

陽 性構造の染色強度の増大が認 められ,特 に淡

蒼球腹内側部 が現われるレベルで顕著であった

この陽性反応の増強は一過性の現象であり,そ

の後日時の経過 とともに減弱する傾向 を示した.

3) AChE染 色 の結果は正常動物およびMPT

P投 与 マウスとも線条体には密 な線維網および

散在性の大型陽性細胞 が認め られ両者の間に有

意 な差は認め られなかった.

4) NADPH2-ジ アホラーゼ染色の結果 は正常

動物およびMPTP投 与マウスとも線条体 には密

な神経終末,線 維網 および濃染する中型細胞 が

認められ両者の間に有意な差は認められなかった.

5) GABA免 疫染色の結果は正常動物およびM

PTP投 与マ ウスとも線条体 には密 に分 布す る

非常に微細な陽性終末および散在性の中型細胞

が認め られ両者の間に有意な差は認められなか

った.
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The hitochemical changes of non-dopaminergic neurons of the mouse striatum induced by 

l-methyl-4-phenyl-1 , 2, 3, 6-tetrahydropyridine (MPTP), a nigrostriatal dopaminergic neur

otoxin used for a model of Parkinson's disease.
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The effects of MPTP on non-dopaminergic neurons were studied in the striatum of 

ICR mice, by means of enzyme histochemistry for neurons containing acetylcholinesterase 

(AChE) or NADPH2-diaphorase and of immunohistochemistry for neurons containing 
GABA, serotonin or enkephalin.

The most prominent changes were observed in immunohistochemical staining for 

enkephalin, 3 days after the treatment with MPTP. Enkephalinimmunoreactive nerve 

fibers and terminals were increased both in number and in intensity, particularly at 

enkephalin-rich islands seen in the rostral striatum. In addition, enkephalin-positivepass

-through fibers and cell bodies were also increased throughout the striatum. The highest 

density of these cell bodies was found in the caudal striatum. These changes in enkephalin 

immunoreactivity became less evident day by day, and 60 days later the staining result 

appeared almost the same as that in control mice. In contrast, serotonin-immunoreactive 

nerve fibers became sparse, particularly in ventrolateral parts of the striatum, from 7 days 

after the treatment with MPTP. Such a change was obsesved for as long as 60 days, so 

that it was suggested that the MPTP treatment caused irreversible degenerative changes 

in serotonin nerve terminals of the striatum.

On the other hand, no significant change was recognized jn other striatal nerons 

containing AChE, NADPH2-diaphorase or GABA.

The present study indicates that some non-dopaminergic neurons, either intrinsic or 

extrinsic to the striatum, are affected by the MPTP treatment and therefore an important 

to the understanding of the etiology of Parkinson's disease.


