
 

 

日本大学大学院松戸歯学研究科歯学専攻 

木 口 友 里 

（指導：清水 武彦教授，三枝 禎教授） 

側坐核のアセチルコリンおよびドパミン放出制御における

δおよび μ受容体サブタイプの関与 



 
 

 

 

 

 

 目 次  
   
概 要  ・・・・・・・ 1 

   
 第 1 章  
   

 緒 言  ・・・・・・・ 4 
 材料および方法  ・・・・・・・ 7 
 結 果  ・・・・・・・ 12 
 考 察  ・・・・・・・ 31 

   
 第 2 章  
   

 緒 言  ・・・・・・・ 36 
 材料および方法  ・・・・・・・ 39 
 結 果  ・・・・・・・ 42 
 考 察  ・・・・・・・ 49 
   
   
総 括  ・・・・・・・ 53 
   
謝 辞  ・・・・・・・ 54 
   
引用文献  ・・・・・・・ 55 
参考文献  ・・・・・・・ 66 
   



1 
 

概 要 

 

 側坐核は中脳腹側被蓋野に起始核を有する中脳辺縁系ドパミン神経の投射

領域のひとつである。側坐核には opioid 受容体の δ，μ 受容体が発現したコリ

ン性介在神経が分布している。これらの受容体は，そのアセチルコリン神経

における発現様式の特徴から側坐核のアセチルコリンの放出を前シナプス性

に調節すると考えられてきた。δ 受容体は δ1，δ2 受容体，μ 受容体は μ1，μ2

受容体の各サブタイプの存在が知られている。しかしながら，側坐核に分布

するこれらの δ および μ 受容体のサブタイプが同部位のアセチルコリン放出

の制御において果たす役割は明らかでない。一方，側坐核では GABAA 受容体

が発現している GABA 介在神経から放出された GABA が，ドパミン神経終末

に局在する GABAA 受容体を介してドパミン放出を抑制することが神経化学

実験の結果から示唆されている。δ1，δ2 受容体のアゴニストの側坐核への灌

流投与はいずれも同部位のドパミン放出をそれぞれ促進させるが，δ 受容体は

抑制性の神経伝達を低下させると想定されているため，側坐核の δ 受容体サ

ブタイプの活性化が誘発したドパミン放出の発現には，同部位のドパミン放

出を抑制的に調節する GABAA 受容体への GABA による刺激の低下が関与す

ることが考えられる。したがって δ 受容体の活性化による側坐核のドパミン

放出の増加は，同部位の GABAA 受容体の刺激で抑制される可能性がある。し

かしながら，この仮説を支持する神経薬理学的な証拠がない。 

 そこで本研究では，側坐核のアセチルコリンおよびドパミン放出制御にお

ける同部位の δ および μ 受容体サブタイプの関与の特徴について明らかにす

るためラットを用いて in vivo 脳微小透析法による検討を行った。すなわち，

第 1 章では側坐核の基礎的な細胞外アセチルコリンおよびドパミン量に δ お

よび μ 受容体系薬物が及ぼす効果を指標として，側坐核のアセチルコリンお

よびドパミン放出制御における同部位に分布する δ および μ 受容体サブタイ
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プの役割について検討した。第 2 章では δ 受容体サブタイプのアゴニストが

誘発した側坐核のドパミン放出促進に対する GABAA 受容体アゴニストの

muscimol の効果を指標として，側坐核の δ 受容体サブタイプの選択的な活性

化を介した同部位のドパミン神経活動亢進機構について GABAA 受容体への

GABA 入力低下の関与の面から検討した。 

 アセチルコリンおよびドパミン放出の測定のため，側坐核に留置した脳微

小透析プローブを介して回収した細胞外液中のアセチルコリンまたはドパミ

ンを，電気化学検出器を組み合わせた高速液体クロマトグラフにて分離定量

した。腹腔内投与した naloxonazine を除く各薬物はいずれも灌流液中に溶解

し，脳微小透析プローブを介した逆透析で側坐核に局所灌流投与した。 

 その結果，第 1 章では，δ1 受容体アゴニストの DPDPE（3, 300 pmol）およ

び δ2 受容体アゴニストの deltorphin II（0.3, 3 pmol）は，用量依存的に基礎的

なアセチルコリン量を減少させた。DPDPE（300 pmol）および deltorphin II（3 

pmol）の誘発したアセチルコリンの減少は，δ1 受容体アンタゴニストの BNTX

（0.6 pmol）および δ2 受容体アンタゴニストの naltriben（15 pmol）によりそ

れぞれ打ち消された。μ 受容体アゴニストの endomorphin-1（6, 30 nmol）およ

び endomorphin-2（6, 30 nmol）は，用量依存的に基礎アセチルコリン量を減少

させた。Endomorphin-1 および endomorphin-2（30 nmol）が誘発したアセチル

コリンの減少は μ 受容体アンタゴニストの CTOP（3 nmol）の前処置により抑

制された。一方，endomorphin-1（15 nmol）が誘発したドパミン放出の増加を

打ち消した μ1 受容体アンタゴニストの naloxonazine の前処置（15 mg/kg i.p.）

は endomorphin-1（30 nmol）および endomorphin-2（30 nmol）が誘発したアセ

チルコリンの減少には影響を与えなかった。第 2 章では，δ1 受容体アゴニス

トの DPDPE（0.5, 5 nmol）と δ2 受容体アゴニストの deltorphin II（5, 25 nmol）

は，側坐核のドパミン放出をいずれも用量依存的に増加させた。DPDPE（5 

nmol）または deltorphin II（25 nmol）が誘発した側坐核のドパミン放出の増加
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は，基礎ドパミン量に影響がない用量の δ1 受容体アンタゴニストの BNTX

（0.15 nmol）または δ2 受容体アンタゴニストの naltriben（1.5 nmol）の併用投

与で抑制された。DPDPE（5 nmol）とは異なり deltorphin II（25 nmol）が誘発

したドパミンの増大は，基礎ドパミン量に影響が認められない用量の

muscimol（0.25 nmol）の併用投与により抑制された。 

 以上の第 1 章と第 2 章の結果から，側坐核では δ1，δ2 受容体のほか，μ1 で

はなく μ2 受容体がアセチルコリン神経を抑制的に制御することを示す神経化

学的証拠が in vivo の条件で得られた。また，μ1 受容体は側坐核のドパミン神

経活動制御において促進的な役割を果たすことが示された。さらに側坐核の

GABA 介在神経に発現する δ2 受容体の活性化により，この神経からの GABA

放出が減少することでドパミン神経終末上の GABAA 受容体を介した抑制が

低下して側坐核のドパミン放出が促進されることが示唆された。 
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第 1 章 

 

μ1 受容体とは異なり δ1，δ2，μ2 受容体は無麻酔非拘束ラットの側坐核のアセ

チルコリン放出を抑制的に制御する 

 

緒 言 

 

 側坐核は中脳腹側被蓋野に起始核を有する中脳辺縁系ドパミン性ニューロ

ンの投射領域のひとつである。免疫組織化学的研究から，側坐核にはコリン

性介在神経が広く分布していることが示されている（Meredith et al., 1989）。

側坐核のアセチルコリン神経活動の増加と減少は，それぞれ実験動物の移所

運動の誘発（Matsuzaki et al., 2004; Saigusa et al., 1995）と認知機能の障害

（Laplante et al., 2011, 2012, 2013）にそれぞれ関与することが報告されている。 

 側坐核には opioid 受容体サブタイプの δ，μ，κ 受容体が分布している。ラ

ットの側坐核の神経細胞の免疫細胞化学的解析から，δ 受容体は樹状突起およ

び軸索終末に認められることが示されている（Svingos et al., 1998）。この δ 受

容体の分布様式は，側坐核においてこれらの受容体が神経伝達物質の放出を

前シナプス性に調節することを強く示唆するものである（Svingos et al., 1998）。

ほかの免疫細胞化学研究からは，ラットの側坐核の μ 受容体がアセチルコリ

ンを含む樹状突起および軸索終末の細胞膜上に局在していることも明らかに

されている。この μ 受容体の局在様式はこれらの受容体が側坐核のコリン性

神経細胞からのアセチルコリンの放出を調節することを示唆している

（Svingos et al., 2001）。上記の解剖学的な知見と一致して，ラットの脳切片を

用いた実験から δ および μ 受容体アゴニストは側坐核のアセチルコリン遊離

を減少させることが示されている（Heijna et al., 1990, 1992）。In vivo 脳微小透

析実験から δ および μ 受容体を含む opioid 受容体サブタイプを非特異的に刺
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激する morphine の全身投与は，無麻酔非拘束ラットの側坐核のアセチルコリ

ン遊離を減少させることも示されている（Rada et al., 1991a, b）。また側坐核の

コリン性介在神経には δ および μ 受容体が発現することを示唆する電気生理

学的研究もある（Britt and McGehee, 2008）。一方，δ 受容体は薬理学的に δ1，

δ2 受容体に（Dietis et al., 2011），μ 受容体も選択的 μ1 受容体アンタゴニストの

naloxonazine への感受性に基づき μ1，μ2 受容体にそれぞれ分類されている

（Dietis et al., 2011; Pasternak and Wood, 1986）。しかしながら，側坐核に分布

する δ および μ 受容体サブタイプが同部位のアセチルコリン放出の制御にお

いて果たす役割は明らかでない。そこで本研究では，δ および μ 受容体サブタ

イプのアゴニストが無麻酔非拘束ラットの側坐核の細胞外アセチルコリン量

に及ぼす効果について in vivo 脳微小透析法を用いて解析した。この側坐核ア

セチルコリンに対するアゴニストの効果の受容体特異性は，δ および μ 受容体

のアンタゴニストを用いて検討した。側坐核から回収した透析液中のアセチ

ルコリン量の変化を詳細に評価するため，本研究は低用量の cholinesterase 阻

害薬の physostigmine を含んだ灌流液を使用して行なった。 

 はじめに，試料中に検出されたアセチルコリンが神経発火により細胞外に

放出されたものであることを確かめるため，側坐核から得た灌流液中のアセ

チルコリン量に対する電位依存性 Na+チャネル阻害薬の tetrodotoxin の効果に

ついて検討した。つぎに δ 受容体サブタイプがアセチルコリン放出制御へ関

与する可能性を検討する目的で，異なる用量の δ1 および δ2 受容体アゴニスト

の側坐核のアセチルコリン量に対する効果を観察した。さらにこのアゴニス

トの側坐核アセチルコリンに対する効果の受容体特異性について δ1 および δ2

受容体アンタゴニストを併用投与して検討した。また μ 受容体の内因性アゴ

ニスト候補物質の endomorphin 類の側坐核への灌流投与がアセチルコリンに

及ぼす効果についても解析した。これまでの研究から，endomorphin-1 と

endomorphin-2 の側坐核への灌流投与は，異なるメカニズムで側坐核のドパミ
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ン放出を促進させることが示されている。すなわち endomorphin-1 は μ 受容体

刺激を介して，endomorphin-2 は μ 受容体を含む naloxone 感受性の opioid 受容

体刺激は介さずに，それぞれ側坐核のドパミン放出を増加させることが報告

されている（Aono et al., 2008; Okutsu et al., 2006; Saigusa et al., 2008）。このた

め側坐核のアセチルコリン神経活動の制御における μ 受容体サブタイプの関

与について検討する目的で，endomorphin 類の側坐核のアセチルコリン放出に

対する作用に対して選択的 μ 受容体アンタゴニストの併用投与が及ぼす効果

について解析した。本実験では，内因性アセチルコリンの増加を介してドパ

ミン放出に影響を与える可能性がある physostigmine が低濃度ではあるが灌流

液に添加してあるため（Di Chiara et al., 1996; Noori et al., 2012），endomorphin-1

および endomorphin-2 が誘発した側坐核のドパミン放出への作用に対する前

述の μ 受容体アンタゴニスト併用投与の効果についても検討を加えた。 
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材料および方法 

 

動物 

 実験開始時の体重が 200～220 g の Sprague-Dawley（SD）系雄性ラット（高

杉実験動物）を用いた。飼育は，恒温恒湿（23 ± 2 ºC，55 ± 5%），午前 7 時点

灯，12 時間明暗サイクルの飼育室で行い，飼育期間中ラット・マウス用 MF

固形飼料（オリエンタル酵母工業）と水道水を自由に摂取させた。 

 

手術 

ラットに Na pentobarbital（50 mg/kg i.p.; ネンブタール, 大日本製薬）で全

身麻酔を施し，脳定位固定装置に装着した。本研究室で行ってきた通法（Aono 

et al., 2013, 2015; Saigusa et al., 2012b）に従い，マニピュレータに装着した専

用のステレオ用ガイドに取り付けたガイドカニューレを，アトラス（Paxinos 

and Watson, 1998）を参考に左側の側坐核のわずかに上方（両側耳間線から

antero-posterior 10.6 mm, medio-lateral 1.5 mm, dorso-ventral 4.0 mm）に側脳室の

損傷を避けるため正中より 18º の側方傾斜を付与して植立し，接着剤（アロ

ンアルファ A; 三共）と歯科用常温重合レジンを用いて，脳を圧迫しない深さ

に植立した維持用ステンレス製ビスと共に頭蓋骨表面に堅固に固定した。被

験動物は手術後 7～10 日の回復期間をおいた後，透析実験に使用した。ガイ

ドカニューレには血液および滲出液で閉塞しないようにステンレス製のダミ

ープローブを挿入し，キャップナットで固定した。各被験動物は，1 回のみ透

析実験に使用した。 

実験は日本大学松戸歯学部動物実験委員会の承認の下，動物実験指針に従

って行い，実験動物の苦痛軽減および使用動物数の低減に努めた。 

 

透析実験 
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 透析実験には，セルロース製透析膜（長さ 2 mm，直径 0.22 mm，カットオ

フ分子量約 5 万）を先端部に有する市販の直管型の透析プローブ（A-I-6.5-02; 

エイコム）を用いた。あらかじめ挿入しておいたダミープローブを取り除き，

透析プローブをガイドカニューレの先端より透析膜のみが脳内に留置される

ように挿入し，キャップナットでラットの頭部に固定した。透析実験は被験

動物を測定用透明アクリルケージ（30 cm × 30 cm × 35 cm）内に収容し，簡易

シーベルに取り付けたテフロンチューブを透析プローブの inlet および outlet

にそれぞれ接続して行った。灌流液として用いた改良リンゲル液（NaCl: 147 

mM, KCl: 4 mM, CaCl2: 1.2 mM, MgCl2: 1.1 mM; pH 7.4）には，cholinesterase に

よる代謝を低下させることで細胞外に放出されたアセチルコリンの定量を容

易にするため，低濃度の physostigmine（50 nM; physostigmine hemisulfate, Tocris, 

Bristol, UK）を加えた。この physostigmine は，acetylcholinesterase の抑制にお

ける IC50 に近い濃度を用いた（Noori et al., 2012）。テフロンチューブは高速液

体クロマトグラフシステム（HTEC-500; エイコム）に接続し，上述の改良リ

ンゲル液を流速 1.0 μl/min で透析プローブに灌流した。 

アセチルコリンは Eicompak AC-GEL column（粒子サイズ 4 µm，カラムサイ

ズ 2.0 × 150mm; エイコム）にて分離した。移動相には炭酸水素カリウム（50 

mM），decanesulfonic acid（2.0 mM），EDTA（0.13 mM）を含有した炭酸緩衝

液（pH 8.2）を用い，流速を 150 µl/min とした。Acetylcholinesterase と choline 

oxidase を固定化した酵素リアクターを用いてアセチルコリンから産生させた

過酸化水素は，設定加電圧を+450 mV（Ag vs AgCl）とした電気化学検出器に

より定量した。本システムのアセチルコリンの検出限界はシグナル:ノイズ比

2:1 でおよそ 5 fmol（0.7 pg）/sample であった。アセチルコリンの分離に用い

たカラムと酵素リアクターはいずれも 33ºCに設定した恒温槽に収容して使用

した。試料としてオートインジェクター内に回収した灌流液には，酵素リア

クターの活性と白金電極を用いた電気化学検出器の感度を確認する目的で内
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部標準物質の isopropylhomocholine（IPHC）を三方活栓を用いて添加した。試

料中のアセチルコリン量は，標準物質のアセチルコリンと IPHC のピーク面積

値を基に算出した。 

ドパミンは Eicompak CAX column（粒子サイズ 5 μm，カラムサイズ 2.0 × 

200 mm; エイコム）にて分離した。移動相には硫酸ナトリウム（50 mM），EDTA

（0.13 mM），30% methanol を含有した 0.1 M 酢酸アンモニウム緩衝液（pH 6.0）

を用い，流速を 250 µl/min とした。ドパミンの定量には，設定加電圧を+450 mV

（Ag vs AgCl）とした電気化学検出器を用いた。ドパミンの分離に用いたカラ

ムは 35ºC に設定した恒温槽に収容して使用した。本システムのドパミンの検

出限界はシグナル:ノイズ比 2:1 でおよそ 20 pmol（0.05 pg）/sample であった。 

透析プローブの in vitro の条件下での上述のアミンの回収率は約 12%であっ

た。本報告では，この回収率に基づいた in vivo の条件下でのアミン量の補正

は行わなかった。これはこの補正が正確さを欠くとされているためである

（Benveniste et al., 1989；Lindefors et al., 1989）。本研究と同様の実験条件では，

回収されたドパミンはプローブ挿入から 16時間以降で回収量が概ね安定して

おり，70%以上が tetrodotoxin 感受性であったことから，この測定されたほと

んどのドパミンは神経活動依存性に細胞外へ放出されたものであることが示

されている（Saigusa et al., 2012a）。試料の灌流液は 15 または 20 分毎に回収

し，アセチルコリンまたはドパミンの定量を行った。クロマトグラムはパー

ソナルコンピュータに接続したインテグレータ（Power Chrom: AD Instruments, 

NSW, Australia）を用いて描出した。 

薬物はすべてプローブ挿入後 20 時間以上経過してから，腹腔内または脳微

小透析プローブを介した脳内局所への直接灌流により投与した。基礎アセチ

ルコリン量は，薬物投与直前 4 回に回収された灌流液中に含まれるアセチル

コリン量の平均とした。基礎ドパミン量は，薬物投与直前 3 回に回収された

灌流液中に含まれるドパミン量の平均とした。 
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薬物 

 被験薬物として，tetrodotoxin（Sigma-Aldrich），DPDPE（D-[Pen2,5]-enkephalin 

hydrate, Sigma-Aldrich），deltorphin II（[D-Ala2]-deltorphin II, Sigma-Aldrich），

BNTX maleate salt hydrate，naltriben methanesulfonate hydrate，endomorphin-1 

（ Tyr-Pro-Trp-Phe-NH2; ペ プ チ ド 研 究 所 ） ， endomorphin-2

（ Tyr-Pro-Phe-Phe-NH2; ペ プ チ ド 研 究 所 ） ， CTOP

（ D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Thr-Phe-Thr-NH2; Sigma-Aldrich ）， naloxonazine

（naloxonazine dihydrochloride, Sigma-Aldrich）を用いた。被験薬物の投与量は，

tetrodotoxin（Okutsu et al., 2006; Saigusa et al., 2012a），DPDPE（Fusa et al., 2005）， 

BNTX（Hirose et al., 2005），deltorphin II（Fusa et al., 2005），naltriben（Hirose et 

al., 2005），endomorphin-1 および endomorphin-2（Aono et al., 2008; Okutsu et al., 

2006; Saigusa et al., 2008），CTOP（Yoshida et al., 1999; Okutsu et al., 2006），

naloxonazine（Piepponen and Ahtee, 1995; Okutsu et al., 2006）を用いた過去の報

告に基づいて設定した。Tetrodotoxin，DPDPE，deltorphin II，BNTX，naltriben，

endomorphin-1，endomorphin-2，CTOP はいずれも改良リンゲル液に溶解した。

これらの薬物は，微小透析膜を介して 180 分間（tetrodotoxin）または 30 分間

（DPDPE，deltorphin II，BNTX，naltriben，endomorphin-1，endomorphin-2，

CTOP）に亘り灌流投与した。被験薬物の投与量は，灌流期間中に投与された

薬物の総量（nmol）で示した（tetrodotoxin, 180 分間: 480 pmol/180 μl; DPDPE, 

30 分間: 3-300 pmol/30 μl; deltorphin II, 30 分間: 0.3-3 pmol/30 μl; BNTX, 30 分

間: 0.6 pmol/30 μl; naltriben, 30 分間: 15 pmol/30 μl; endomorphin-1 および

endomorphin-2, 30 分間: 6-30 nmol/30 μl; CTOP, 30 分間: 3 nmol/30 μl）。 

 本研究の投与薬物のうち，DPDPE は 300 pmol，deltorphin II は 3 pmol，BNTX

は 0.6 pmol，naltriben は 15 pmol，endomorphin-1および endomorphin-2 は 30 nmol，

CTOP は 3 nmol をそれぞれ超える用量は，クロマトグラム上でアセチルコリ
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ンおよびドパミンのいずれか一方または両方の同定の妨げとなるシグナルを

惹起したため使用しなかった。Naloxonazine は生理食塩液に溶解して

endomorphin-1 および endomorphin-2 の灌流開始の 24 時間前に腹腔内投与した。 

 

透析プローブ挿入位置の組織学的確認 

 実験終了後，過量の Na pentobarbital（80 mg/kg, i.p.）による深麻酔下で 10%

ホルマリン液を経心臓灌流した。脳を摘出して厚さ 50 μm の前額断の連続組

織標本を作製し，cresyl violet で染色を施し，透析プローブの挿入位置を組織

学的に確認した。 

 

統計処理 

 データはすべて基礎値に対する百分率で表した。分散分析を時間（time）

の因子について行い，連続して回収した 3 つのサンプル間において統計学的

に有意な差が認められなかった場合に限り，基礎値の決定を行った。経時的

なデータ（0 から 240 分）の比較では処置（treatment）と time の因子につい

て繰り返しのある二元配置分散分析法（two-way ANOVA）を用いた後，post hoc

検定として Scheffé’s test を必要に応じて行った。有意水準はいずれも P < 0.05

とした。 
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結 果 

 

透析プローブ挿入位置の組織学的確認 

組織学的検索の結果，側坐核における透析プローブはいずれも A10.6（耳間

線から前方 10.6 mm の断面）を通過し，その先端は耳間線から前方 10.0～10.9 

mm の範囲にあった（Fig. 1）。本実験で使用した透析膜（膜長 2 mm）では側

坐核の core 部と shell 部を明確には区別できないので，本実験の測定値は側坐

核全体から得られたものと考えられる。本研究で使用した 199 例のラットの

うち，プローブの位置が範囲外にあったものは 33 例であった。プローブが目

的位置にあった 166 例の結果のみを解析した。 

 

側坐核における基礎的な細胞外アセチルコリン量 

側坐核から回収されたサンプル中の薬物処理前の基礎的なアセチルコリン

濃度は，3.65 ± 0.19 pg （= 1.66 ± 0.08 nM）/15 min であった（mean ± S.E.M.; n 

= 128）。 

 

Tetrodotoxin の側坐核への灌流投与が同部位のアセチルコリン量に及ぼす効

果 

測定期間中，側坐核から得られた基礎アセチルコリン量は安定していた

（Fig. 2）。側坐核へ tetrodotoxin を 4 時間灌流投与（480 pmol）することによ

り，アセチルコリン量が約 80%減少した[Fig. 2; two-way ANOVA, treatment: F (1, 

154) = 422.9, P < 0.001]。 

 

DPDPEおよび deltorphin IIの側坐核への灌流投与が同部位のアセチルコリン

放出に及ぼす効果 

 側坐核へ DPDPE（3 または 300 pmol）を 30 分間灌流投与したところ，同部
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位の細胞外アセチルコリン放出は灌流後 240 分に亘り用量依存的に減少した

[Fig. 3A; two-way ANOVA, treatment: F (2, 263) = 27.8, P < 0.001]。Scheffé’s test の

結果，3 pmol の DPDPE 投与群と溶媒投与群の間に有意差が認められた（P < 

0.05）。Scheffé’s test の結果，300 pmol の DPDPE 投与群と，溶媒投与群，3 pmol

の DPDPE 投与群との間に有意差が認められた（P < 0.05）。 

 側坐核へ deltorphin II（0.3 または 3 pmol）を 30 分間灌流投与したところ，

同部位の細胞外アセチルコリン放出は灌流後 45 から 135 分にかけて用量依存

的に減少した[Fig. 3B; two-way ANOVA, treatment: F (2, 119) = 7.8, P < 0.01]。

Scheffé’s test の結果，3 pmol の deltorphin II 投与群と，溶媒投与群，0.3 pmol

の deltorphin II 投与群との間に有意差が認められた（P < 0.05）。 

 

BNTX または naltriben が DPDPE または deltorphin II 誘発側坐核アセチルコ

リン放出減少に及ぼす効果 

 BNTX の 60 分間の灌流投与（0.6 pmol）は基礎的な側坐核のアセチルコリ

ン量に影響を及ぼさなかったが（Fig. 3C），DPDPE（300 pmol）の誘発した側

坐核のアセチルコリン放出の抑制効果を打ち消した[Fig. 3C; two-way ANOVA, 

treatment: F (3, 383) = 54.1, P < 0.001]。また naltriben の 60 分間の灌流投与（15 

pmol）は基礎的な側坐核のアセチルコリン量に影響を及ぼさなかったが（Fig. 

3D），deltorphin II（3 pmol）の誘発した側坐核のアセチルコリン放出の抑制効

果を打ち消した[Fig. 3D; two-way ANOVA, treatment: F (3, 156) = 5.7, P < 0.01]。 

 

Endomorphin-1 および endomorphin-2 の側坐核への灌流投与が同部位のアセ

チルコリン放出に及ぼす効果 

 側坐核に endomorphin-1（6 または 30 nmol）を 30 分間灌流投与したところ，

同部位の細胞外アセチルコリン放出は灌流後 90 から 240 分にかけて用量依存

的に減少した[Fig. 4A; two-way ANOVA, interaction: F (20, 160) = 2.4, P < 0.01]。 
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 側坐核へ endomorphin-2（6 または 30 nmol）を 30 分間灌流投与したところ，

灌流後 45 から 240 分にかけて同部位の細胞外アセチルコリン放出は用量依存

的に減少した[Fig. 4B; two-way ANOVA, treatment: F (2, 233) = 12.2, P < 0.001]。

Scheffé’s test の結果，30 nmol の endomorphin-2 投与群と，溶媒投与群，6 nmol

の endomorphin-2 投与群との間にそれぞれ有意差が認められた（P < 0.05）。ま

た Scheffé’s test の結果，6 nmol の endomorphin-2 投与群と溶媒投与群の間に有

意差が認められた（P < 0.05）。 

 

CTOP が endomorphin-1 および endomorphin-2 誘発側坐核アセチルコリン放

出減少に及ぼす効果 

 CTOP の 30 分間の灌流投与（3 nmol）は，基礎的な側坐核のアセチルコリ

ン量に影響を及ぼさなかったが（Fig. 4C），endomorphin-1（30 nmol）の誘発

した側坐核のアセチルコリン放出の抑制効果を打ち消した[Fig. 4C; two-way 

ANOVA, treatment: F (3, 210) = 35.9, P < 0.001]。この CTOP の灌流投与（3 nmol）

は，endomorphin-2（30 nmol）の誘発した側坐核のアセチルコリン放出の抑制

効果も打ち消した[Fig. 4D; two-way ANOVA, treatment: F (3, 286) = 25.6, P < 

0.001]。 

 

側坐核における細胞外への基礎ドパミン放出 

側坐核から回収されたサンプル中の薬物処置前の基礎ドパミン量は，2.49 ± 

0.24 pg（= 0.81 ± 0.08 nM）/20 min（mean ± S.E.M.; n = 38）であった。 

 

CTOP が endomorphin-1 および endomorphin-2 誘発側坐核ドパミン放出増加

に及ぼす効果 

 実験期間中，基礎的なドパミン量は安定していた（Fig. 5A）。側坐核に

endomorphin-1（15 nmol）を 30 分間灌流投与したところ，灌流後 40 から 100
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分にかけて同部位の細胞外ドパミン放出は増加した。CTOP の 30 分間の灌流

投与（3 nmol）は，基礎的な側坐核のドパミン量に影響を及ぼさなかったが

（Fig. 5A），endomorphin-1（15 nmol）が誘発したドパミン放出の増加を抑制

した[Fig. 5A; two-way ANOVA, treatment: F (3, 53) = 13.4, P < 0.001]。側坐核に

endomorphin-2（30 nmol）を 30 分間灌流投与したところ，灌流後 30 から 60

分にかけて同部位の細胞外ドパミン放出は増加した。CTOP の灌流投与（3 

nmol）は，endomorphin-2（30 nmol）が誘発したドパミン放出の増加には影響

を与えなかった（Fig. 5B）。 

 

Naloxonazine が endomorphin-1 誘発側坐核ドパミン放出増加，endomorphin-1

および endomorphin-2 誘発側坐核アセチルコリン放出減少に及ぼす効果 

 Naloxonazine の腹腔内投与（15 mg/kg，endomorphin-1 の灌流投与 24 時間前）

は，基礎的な側坐核のドパミン量には影響を及ぼさなかったが[2.18 ± 0.34 pg 

（= 0.71 ± 0.11 nM）/20 min（mean ± S.E.M.; n = 6）]，endomorphin-1（15 nmol）

の誘発した側坐核のドパミン放出の増加は抑制した[Fig. 6A; two-way ANOVA, 

treatment: F (2, 233) = 12.2, P < 0.001]。この naloxonazine の腹腔内投与（15 mg/kg，

endomorphin-1 の灌流投与 24 時間前）は，基礎的な側坐核のアセチルコリン

量にも影響を及ぼさなかった[3.16 ± 0.30 pg（= 1.44 ± 0.14 nM）/15 min （mean 

± S.E.M.; n = 13）]。この naloxonazine 処置では，endomorphin-1（30 nmol: Fig. 

6B）および endomorphin-2（30 nmol: Fig. 6C）の誘発した側坐核のアセチルコ

リン放出の減少はいずれも目立った影響を受けなかった[Fig. 6A; two-way 

ANOVA, treatment: F (2, 233) = 12.2, P < 0.001]。 
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Fig. 1. Schematic illustration showing locations of the beginning (closed squares) 

and tip (open squares) of the membrane of microdialysis probes in the nucleus 

accumbens. The plane is taken from the atlas of Paxinos and Watson (1998) and an 

approximate coordinate indicated is in mm anterior to the interaural line.
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Fig. 2. Effects of 240 min-infusions of vehicle (n = 7, closed diamonds) or 

tetrodotoxin (TTX, 480 pmol; n = 6, open diamonds) into the nucleus accumbens on 

basal extracellular levels of acetylcholine (ACh) in the nucleus accumbens. Data are 

expressed as mean change in 15 min observation periods after onset of Tetrodotoxin 

perfusion. Vertical bars indicate S.E.M. The filled bar above the abscissa indicates 

the 240 min period of tetrodotoxin infusion that commenced at 0 min.
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Fig. 3A. Effects of 30 min-infusions of vehicle (n = 7, closed diamonds) or DPDPE 

(3 pmol; n = 6, closed squares, 300 pmol; n = 8, open squares) into the nucleus 

accumbens on basal extracellular efflux of acetylcholine (ACh) in the nucleus 

accumbens. Data are expressed as mean change in 15 min observation periods after 

onset of DPDPE infusion. Vertical bars indicate S.E.M. The filled bar above the 

abscissa indicates the period of infusion of vehicle or DPDPE (30 min).
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Fig. 3B. Effects of 30 min-infusions of vehicle (n = 7, closed diamonds) or 

deltorphin II (0.3 pmol; n = 9, closed triangles. 3 pmol; n = 7, open triangles) into 

the nucleus accumbens on basal extracellular efflux of acetylcholine (ACh) in the 

nucleus accumbens. Data are expressed as mean change in 15 min observation 

periods after onset of deltorphin II infusion. Vertical bars indicate S.E.M. The filled 

bar above the abscissa indicates the period of infusion of vehicle or deltorphin II (30 

min). 
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Fig. 3C. Effects of a 60 min-infusion of BNTX (0.6 pmol) on a 30 min-infusion of 

DPDPE (300 pmol)-induced decrease in acetylcholine (ACh) level in the nucleus 

accumbens (n = 8, closed circles). Data are expressed as mean change in 15 min 

observation periods after onset of a 30 min-infusion of DPDPE (300 pmol). Vertical 

bars indicate S.E.M. The open bar above the abscissa indicates the period of BNTX 

perfusion that commenced 30 min before onset of DPDPE infusion. The filled bar 

indicates the period of infusion of DPDPE (30 min).
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Fig. 3D. Effects of a 60 min-infusion of naltriben (15 pmol) on a 30min-infusion of 

deltorphin II (3 pmol)-induced decrease in acetylcholine (ACh) level in the nucleus 

accumbens (n = 7, closed circles). Data are expressed as mean change in 15 min 

observation periods after onset of a 30 min-infusion of deltorphin II (3 pmol). 

Vertical bars indicate S.E.M. The open bar above the abscissa indicates the period of 

naltriben perfusion that commenced 30 min before onset of deltorphin II infusion. 

The filled bar indicates the period of infusion of deltorphin II (30 min).
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Fig. 4A. Effects of 30 min-infusion of vehicle (n = 7, closed diamonds) or 

endomorphin-1 (EM-1; 6 nmol; n = 5; closed squares, 30 nmol; n = 7, open squares) 

into the nucleus accumbens on basal extracellular efflux of acetylcholine (ACh) in 

the nucleus accumbens. Data are expressed as mean change in 15 min observation 

periods after onset of endomorphin-1 infusion. Vertical bars indicate S.E.M. The 

filled bar above the abscissa indicates the period of infusion of vehicle or 

endomorphin-1 (30 min).
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Fig. 4B. Effects of 30 min-infusions of vehicle (n = 7, closed diamonds) or 

endomorphin-2 (EM-2; 6 nmol; n = 7, closed triangles. 30 nmol; n = 7, open 

triangles) into the nucleus accumbens on basal extracellular efflux of acetylcholine 

(ACh) in the nucleus accumbens. Data are expressed as mean change in 15 min 

observation periods after onset of endomorphin-2 infusion. Vertical bars indicate 

S.E.M. The filled bar above the abscissa indicates the period of infusion of vehicle 

or endomorphin-2 (30 min).
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Fig. 4C. Effects of a 30 min-infusion of CTOP (3 nmol) on a 30 min-infusion of 

endomorphin-1 (EM-1; 30 nmol)-induced decrease in acetylcholine (ACh) level in 

the nucleus accumbens (n = 5, closed circles). Data are expressed as mean change in 

15 min observation periods after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-1 (30 

nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The open bar above the abscissa indicates the 

period of CTOP perfusion that commenced 30 min before onset of endomorphin-1 

infusion. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-1(30 min).
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Fig. 4D. Effects of a 30 min-infusion of CTOP (3 nmol) on a 30 min-infusion of 

endomorphin-2 (EM-2; 30 nmol)-induced decrease in acetylcholine (ACh) level in 

the nucleus accumbens (n = 6, closed circles). Data are expressed as mean change in 

15 min observation periods after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-2 (30 

nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The open bar above the abscissa indicates the 

period of CTOP perfusion that commenced 30 min before onset of endomorphin-2 

infusion. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-2 (30 min).
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Fig. 5A. Effects of a 30 min-infusion of CTOP (3 nmol) on a 30 min-infusion of 

endomorphin-1 (EM-1; 15 nmol)-induced increase in dopamine (DA) level in the 

nucleus accumbens (n = 5, closed circles). Data are expressed as mean change in 20 

min observation periods after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-1 (15 

nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The open bar above the abscissa indicates the 

period of CTOP perfusion that commenced 30 min before onset of endomorphin-1 

infusion. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-1 (30 min).
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Fig. 5B. The 30 min-infusion of CTOP (3 nmol) failed to alter the 30 min-infusion of 

endomorphin-2 (EM-2; 30 nmol)-induced increase in dopamine (DA) level in the 

nucleus accumbens (n = 5, closed circles). Data are expressed as mean change in 20 

min observation periods after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-2 (30 

nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The open bar above the abscissa indicates the 

period of CTOP perfusion that commenced 30 min before onset of endomorphin-2 

infusion. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-2 (30 min).
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Fig. 6A. Effects of intraperitoneal administration of naloxonazine (15 mg/kg, 24 h 

before on set of EM-1 infusion) on a 30 min-infusion of endomorphin-1(EM-1; 15 

nmol)-induced increase in dopamine (DA) level in the nucleus accumbens (n = 6; 

closed circles). Data are expressed as mean change in 20 min observation periods 

after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-1 (15 nmol). Vertical bars indicate 

S.E.M. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-1 (30 min).
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Fig. 6B. Intraperitoneal administration of naloxonazine (15 mg/kg, 24 h before on 

set of EM-1 infusion) failed to alter the 30 min-infusion of endomorphin-1(EM-1; 30 

nmol)-induced decrease in acetylcholine (ACh) level in the nucleus accumbens (n = 

6, closed circles). Data are expressed as mean change in 20 min observation periods 

after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-1 (30 nmol). Vertical bars indicate 

S.E.M. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-1 (30 min).
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Fig. 6C. Intraperitoneal administration of naloxonazine (15 mg/kg, 24 h before on 

set of EM-2 infusion) failed to alter the 30 min-infusion of endomorphin-2 (EM-2; 

30 nmol)-induced decrease in acetylcholine (ACh) level in the nucleus accumbens (n 

= 7, closed squares). Data are expressed as mean change in 20 min observation 

periods after onset of a 30 min-infusion of endomorphin-2 (30 nmol). Vertical bars 

indicate S.E.M. The filled bar indicates the period of infusion of endomorphin-2 (30 

min).  
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考 察 

 

 In vivo 脳微小透析法実験によるアセチルコリン放出の測定では，細胞外ア

セチルコリンの酵素的不活性化を低下させる目的で cholinesterase 阻害薬を灌

流液に添加する（Noori et al., 2012）。本研究では，灌流液に低濃度の

physostigmine を添加した。これは physostigmine は neostigmine に比べ低濃度

でも細胞外アセチルコリン濃度への効果が強いことが示唆されているからで

ある（Noori et al., 2012）。本実験条件下で得られた側坐核のアセチルコリンの

基礎的な量のうち，80％以上は tetrodotoxin 灌流投与で消失した（Di Chiara et 

al., 1996）。したがって本研究で検出した側坐核のアセチルコリンは，神経発

火により放出されたものであることが示された。 

 δ1 受容体アゴニストの DPDPE または δ2 受容体アゴニストの deltorphin II の

無麻酔非拘束ラットの側坐核への灌流投与は，同部位のアセチルコリン放出

を減少させた。この DPDPE および deltorphin II が誘発したアセチルコリン放

出の減少は，それぞれ δ1 受容体アンタゴニストの BNTX または δ2 受容体アン

タゴニストの naltriben の併用投与により抑制されたため，これらアゴニスト

の効果は δ1，δ2 受容体の活性化を介して発現したものと考えられた。これら

の結果は側坐核の δ1，δ2 受容体はそれぞれ同部位のアセチルコリン神経活動

を抑制的に制御することを明らかに示している。この結果は，（1）神経終末

からのアセチルコリン放出を調節する δ 受容体が側坐核には分布していると

する組織化学的研究に基づく指摘（Svingos et al., 1998），（2）δ 受容体アゴニ

ストは，線条体の脳切片からのアセチルコリン放出には影響を与えないが

（Lapchak et al., 1989），側坐核の脳切片からのアセチルコリン放出は減少させ

るとの報告（Heijna et al., 1990, 1992），さらに，（3）神経終末からのアセチル

コリン放出を抑制しうる δ 受容体を備えたコリン性介在神経が側坐核には分

布しているとする電気生理学的研究に基づく指摘（Britt and McGehee, 2008）
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をそれぞれ支持するものであった。 

 本研究より，μ 受容体の内因性アゴニスト候補物質である endomorphin-1 お

よび endomorphin-2（Zadina et al., 1997）の側坐核への投与はそれぞれ無麻酔

非拘束ラットの側坐核のアセチルコリン放出を減少させることが明らかにな

った。これらの endomorphin 類の効果は選択的 μ 受容体アンタゴニストの

CTOP の併用で打ち消された。これらの結果から側坐核へ局所灌流された

endomorphin類が μ受容体刺激を介して同部位のコリン性神経活動を抑制する

ことが明らかに示された。本研究の結果は，神経終末からのアセチルコリン

放出を抑制しうる μ 受容体を備えたコリン性介在神経が側坐核には分布して

いるとする電気生理学的研究に基づく指摘（Britt and McGehee, 2008）と一致

するものである。また本研究の結果は，（1）μ 受容体アゴニストは，側坐核

を含む脳切片からのアセチルコリン放出は減少させるとする神経薬理学的研

究（Heijna et al., 1990, 1992）および（2）μ 受容体を含む opioid 受容体サブタ

イプを非特異的に刺激するモルヒネの全身投与は，無麻酔非拘束ラットの側

坐核のアセチルコリン遊離を減少させるとする in vivo 脳微小透析実験の結果

（Rada et al., 1991a, b）をそれぞれ支持するものであった。 

 興味深いことに DPDPE，endomorphin-1，endomorphin-2 は，deltorphin II よ

りも長時間にわたる側坐核のアセチルコリン量の減少を誘発した。これらの

作用時間の違いが，細胞内の生化学的応答を含む opioid 受容体サブタイプの

機能と，実験に使用した δ または µ 受容体アゴニストの効力のいずれか一方

あるいは両方の違いにより起きたものかについては，さらなる検討が必要で

ある。 

 Endomorphin-1 とは異なり endomorphin-2 の側坐核への投与は μ 受容体を含

む opioid 受容体の刺激を介さない機構で同部位のドパミンを増加させること

はすでに報告されている（Aono et al., 2008; Okutsu et al., 2006; Saigusa et al., 

2008 ）。すでに述べた通り，本研究結果から，側坐核へ投与された
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endomorphin-1 と endomorphin-2 はいずれも同部位のアセチルコリンを μ 受容

体刺激を介して減少させることが示された。In vivo 脳微小透析実験では，

cholinesterase 阻害薬のひとつである neostigmine の灌流液の濃度は，ドパミン

系薬物の線条体のアセチルコリン放出に対する効果に影響を与えることが知

られている（Di Chiara et al., 1996）。本研究では低濃度の physostigmine を添加

している灌流液を使用したが，μ 受容体アンタゴニストの CTOP の側坐核へ

の灌流投与は，同部位の endomorphin-1 誘発ドパミン放出を抑制したものの，

endomorphin-2 誘発ドパミン放出は抑制できなかった。これらの結果は，

endomorphin-1 とは異なり endomorphin-2 の側坐核への投与は μ 受容体を含む

opioid 受容体を介さない機構で同部位のドパミンを増加させるとする以前の

報告（Okutsu et al., 2006）をさらに支持するものであった。この endomorphin-2

の側坐核への局所投与は神経発火に依存した側坐核のドパミン放出を増やす

が，同部位の opioid 受容体の刺激と GABA 神経の抑制は関与しない可能性が

示されている（Aono et al., 2008; Saigusa et al., 2008）。Endomorphin-2 の局所投

与がどのようにしてドパミン放出を促進するのかについて，詳細なメカニズ

ムを解明するためにはさらなる研究が必要である。 

 μ 受容体は μ1 受容体選択的アンタゴニストの naloxonazine への感受性に基

づき μ1，μ2 受容体に分類されている。以前の実験結果（Okutsu et al., 2006）

と同様に，naloxonazine は本実験条件下で側坐核への endomorphin-1 の灌流投

与が誘発したドパミン放出を抑制できることが明らかとなった。これらの結

果は，endomorphin-1 誘発側坐核ドパミン放出には側坐核の μ1 受容体刺激が関

与するとするこれまでの報告（Okutsu et al., 2006）を支持するものである。本

実験とこれまでの研究の結果（Okutsu et al., 2006）は，側坐核では μ2 ではな

く μ1 受容体が同部位のドパミン神経活動を促進的に制御することを示してい

る。これに対して本研究では，endomorphin-1 と endomorphin-2 が誘発したア

セチルコリン放出の減少はいずれも μ1 受容体アンタゴニストの naloxonazine
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の影響を受けなかった。これらの結果は endomorphin-1 と endomorphin-2 の側

坐核への投与は μ2 受容体刺激を介して同部位のアセチルコリンを減少させた

ことを示している。またこの結果は，側坐核では μ1 ではなく μ2 受容体が同部

位のアセチルコリン神経活動を抑制的に制御することも示唆するものである。 

 本研究からは，側坐核において endomorphin-1 が誘発したドパミン放出の増

加には μ1 受容体，アセチルコリン放出の減少には μ2 受容体が関与することが

示された。これらの本研究結果は endomorphin-1 が μ1，μ2 両受容体を刺激し

うるとするこれまでの報告と一致するものであった。すなわち in vitro の条件

下の研究から，endomorphin-1 が誘発した CHO 細胞におけるカルシウム応答

（Fichna et al., 2007），脊髄標本での多シナプス性反射（Tao et al., 2005），結腸

の運動（Yu et al., 2007）にいずれも μ1 受容体刺激が関与することが示されて

いる。マウスを用いた in vivo の研究からも，endomorphin-1 が誘発した抗侵害

作用（Goldberg et al., 1998; Kamei et al., 2000）と抗アロディニア効果（Huang et 

al., 2004），プレパルス抑制の改善（Ukai and Okuda, 2003），受動回避学習の阻

害（Ukai and Lin, 2002），スコポラミンが誘発した短期記憶の阻害の改善（Ukai 

et al., 2001）はそれぞれ μ1 受容体を介していることが示されている。また in 

vitro 実験から，endomorphin-1 の誘発した線条体ドパミン遊離（Bagosi et al., 

2009）および脊髄レベルでの抗侵害作用（Jinsmaa et al., 2006）に μ2 受容体が

関与することが示されている。 

 本研究からは，endomorphin-2 が誘発した側坐核のアセチルコリン放出の減

少には μ2 受容体が関与することも示唆された。このことは，endomorphin-2

は μ2 受容体刺激を介してマウスの鎮咳効果を誘発するという指摘（Kamei et 

al., 2003）と一致するものであった。本研究結果とこれまでの報告（Aono et al., 

2008; Saigusa et al., 2008）を合わせると，側坐核のドパミン放出を抑制的に制

御する同部位の GABA 神経上に発現している μ1 受容体を endomorphin-1 が刺

激したことが示唆された。また endomorphin-1 と endomorphin-2 は，側坐核の
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アセチルコリン性神経上に発現するアセチルコリン放出を抑制的に制御する

μ2 受容体を刺激したことが示唆された。 

 興味深いことにラットの側坐核のアセチルコリン性介在神経の減少は，認

知障害を誘発することが示されている（Laplante et al., 2011, 2012, 2013）。認知

障害は opioid 鎮痛薬の副作用のひとつとしても知られているので，今後は記

憶を含む認知機能への側坐核の δ および μ 受容体の関与に関して行動薬理学

的解析を行なう必要があると考えられた。また，側坐核のドパミン放出を促

進する δ および μ 受容体サブタイプの間には密接な相互作用が存在すること

が示されている（Hirose et al., 2005）。側坐核のアセチルコリン放出を制御す

る δ および μ 受容体サブタイプの間に同様の相互作用が存在するか更なる研

究が必要である。 

 本研究から側坐核では δ1，δ2 受容体のほか，μ1 ではなく μ2 受容体がアセチ

ルコリン神経を抑制的に制御することを示す神経化学的証拠が in vivo の条件

で得られた。さらに本研究から μ1 受容体は側坐核のドパミン神経活動制御に

おいて促進的な役割を果たすのに対して，μ2 受容体は側坐核のアセチルコリ

ン神経活動制御において抑制的な役割を果たすことが示唆された。 
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第 2 章 

 

δ 受容体刺激が誘発した無麻酔非拘束ラットの側坐核のドパミン放出に対す

る muscimol の効果 

 

緒 言 

 

 側坐核には，GABA 受容体が発現している有棘 GABA 神経細胞と無棘

GABA 神経細胞の 2 種類の GABA 含有細胞がある（Schwarzer et al., 2001）。

このうち，有棘 GABA 神経細胞は出力神経であり（Chang and Kitai, 1985），

無棘 GABA神経細胞は介在神経であることがそれぞれ示されている（Bolam et 

al., 1983; Kita and Kitai, 1988）。側坐核には GABAAと GABAB の 2 種類の GABA

受容体サブタイプが分布している（Matsumoto, 1989）。側坐核では GABAA 受

容体が発現している GABA 介在神経から放出された GABA が，ドパミン神経

終末に局在する GABAA 受容体を介してドパミン放出を抑制することが神経

化学実験の結果から示唆されている（Aono et al., 2008）。 

 麻薬性鎮痛薬が示す精神依存の発現には，これらの薬物の opioid 受容体へ

の刺激による中脳辺縁系ドパミン神経の賦活化が関与すると想定されている。

このため，opioid 受容体を介した中脳辺縁系ドパミン神経の促進機構に焦点

を当てた薬物依存発現のメカニズムに関する神経薬理学的な研究が行われて

きた。 

 側坐核には opioid 受容体サブタイプのひとつである μ 受容体が分布してい

る。内因性 μ 受容体アゴニスト候補物質の endomorphin-1（Zadina et al., 1997）

を側坐核へ灌流投与すると，μ 受容体の活性化により同部位のドパミン放出

が増加することがこれまでの研究から示されてきた（Aono et al., 2008; Okutsu 

et al., 2006; Saigusa et al., 2008）。ラットの側坐核において μ 受容体は，GABA
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神経を含む神経細胞の細胞膜と神経終末に局在することが免疫組織学的研究

から明らかにされている（Svingos et al., 1997）。また，opioid 受容体の活性化

は中脳辺縁系ドパミン神経への GABA 神経の基礎的な抑制性の入力を低下さ

せ，このドパミン神経の脱抑制を起こすことが電気生理学的研究から示され

ている（Gysling and Wang, 1983; Matthews and German, 1984）。さらに，ラット

の側坐核の μ受容体の活性化を介したドパミン放出の増加は，同部位のGABA

介在神経の脱抑制により惹起されることが示唆されている（Aono et al., 2008; 

Saigusa et al., 2008）。実際に GABAA 受容体アゴニストの muscimol は，μ 受容

体と GABAA 受容体を備えた側坐核のドパミン放出を抑制的に調節する

GABA 介在神経を抑制することで側坐核への endomorphin-1 の灌流投与が誘

発したドパミン放出を促進させる（Aono et al., 2008）。 

 側坐核には，μ 受容体のほかに δ 受容体も分布している（Svingos et al., 1997; 

Mansour et al., 1987; Gouarderes et al., 1993）。δ 受容体は単一の遺伝子でエンコ

ードされているが（Evans et al., 1992），第 1 章に述べた通り薬理学的には δ1，

δ2 受容体の少なくとも 2 種類に分類されており（Dietis et al., 2011），δ1，δ2 受

容体のアゴニストの側坐核への灌流投与はいずれも同部位のドパミン放出を

それぞれ促進させることが示されている（Fusa et al., 2005）。δ 受容体は側坐

核において抑制性の神経伝達を低下させることが免疫組織化学的研究の結果

から示唆されている（Svingos et al., 1997）。このため側坐核の δ 受容体の活性

化が誘発したドパミン放出の発現には，同部位のドパミン放出を抑制的に調

節する GABAA 受容体への刺激の低下が関与した可能性が考えられる。つまり

δ受容体の活性化による GABAA 受容体を介した側坐核のドパミン放出の抑制

的な制御の低下は，側坐核の GABAA 受容体の刺激で抑制される可能性がある。

しかしながら，この仮説を支持する神経薬理学的な証拠がない。そこで本研

究では，δ1 および δ2 受容体アゴニストが誘発した側坐核のドパミン放出に対

する GABAA 受容体アゴニストの muscimol の効果について in vivo 脳微小透析
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法を用いて解析した。 

 はじめに δ1 受容体アゴニストの DPDPE が誘発した側坐核のドパミン放出

の促進作用の発現における同部位の δ1 受容体の役割を，δ1 受容体アンタゴニ

ストの併用実験により確認した。また DPDPE が誘発した側坐核のドパミン放

出に対する効果の発現における μ 受容体の関与についてもこの受容体のアン

タゴニストを用いて検討した。これは，側坐核への DPDPE の灌流投与は δ1

受容体のみならず μ 受容体刺激も介して同部位のドパミン放出を促進させる

ことが報告されているためである（Hirose et al., 2005）。つぎに δ2 受容体アゴ

ニストの deltorphin II が誘発した側坐核のドパミン放出促進作用の発現にお

ける同部位の δ2 受容体の関与について δ2 受容体アンタゴニストの併用実験を

行って検討した。これは deltorphin II の側坐核への灌流投与は，naloxone に感

受性を示す opioid 受容体の活性化を介さずにドパミン放出を促進することが

指摘されているためである（Murakawa et al., 2004）。最後に DPDPE および

deltorphin II が誘発した側坐核のドパミン放出の増加に対する GABAA 受容体

アゴニストの muscimol の効果について検討した。さらに比較のため

endomorphin-1 の灌流投与が誘発した側坐核のドパミン放出の増加に対する

muscimol の効果についても検討を加えた。 



39 
 

材料および方法 

 

動物 

第 1 章と同じ条件で飼養した動物を用いた。 

 

手術 

全身麻酔に isoflurane（3%; 動物用イソフルラン, マイラン製薬株式会社）

を用いた以外，第 1 章の記載と同様に行った。 

 

透析実験 

透析実験はこれまでの研究で採用されてきた方法（Aono et al., 2008; Okutsu 

et al., 2006; Saigusa et al., 2001, 2008, 2012）に従って行った。 

第 1 章と同じ透析プローブに接続したテフロンチューブは高速液体クロマ

トグラフシステム（HTEC-500; エイコム）につなぎ，改良リンゲル液（NaCl: 

147 mM, KCl: 4 mM, CaCl2: 1.2 mM, MgCl2: 1.1 mM; pH 7.4）を流速 2.0 μl/min

で透析プローブに灌流した。ドパミンは Eicompak PP-ODS II（粒子サイズ 2 

μm, カラムサイズ  4.6 × 30 mm; エイコム）にて分離した。移動相には

decanesulfonic acid（2.0 mM），EDTA（0.13 mM），1% metahnol を含有した pH 

6.0 の 0.1 M リン酸緩衝液を用い，流速を 0.5 ml/min とした。ドパミンの定量

には，設定加電圧を+400 mV（Ag vs AgCl）とした電気化学検出器を用いた。

本システムのドパミン検出限界はシグナル:ノイズ比 2:1で 0.02 pg/sampleであ

った。灌流液は 5 分毎に回収し，ドパミンの定量を行った。薬物はすべてプ

ローブ挿入後 20 時間以上経過してから，脳微小透析プローブを介して脳内に

直接灌流投与した。基礎ドパミン量は，薬物投与直前 12 回に回収された灌流

液中に含まれるドパミン量の平均とした。薬物の脳内局所灌流投与が誘発し

たドパミンの増加率の最大値（%）を各薬物の効果の指標とした。 
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薬物 

被験薬物として，第 1 章で採用した DPDPE，deltorphin II，BNTX，naltriben，

CTOP， endomorphin-1 のほか muscimol（5-aminomethyl-3-hydroxyisoxazole; 

Sigma-Aldrich）を用いた。DPDPE，deltorphin II，BNTX，naltriben，muscimol

および endomorphin-1 はいずれも改良リンゲル液に溶解した。Deltorphin II，

DPDPE および endomorphin-1 は透析膜を介して 25 分に亘り灌流投与した。

Muscimol は 25 分間，naltriben，BNTX は 50 分間灌流投与（いずれも DPDPE，

deltorphin II および endomorphin-1 の投与 25 分前に灌流開始）した。 

被験薬物の投与量は，DPDPE および deltorphin II（Hirose et al., 2005），

naltriben および BNTX（Hirose et al., 2005），CTOP（Okutsu et al., 2006；Yoshida 

et al., 1999），muscimol（Aono et al., 2008；Ferraro et al., 1996；Yan, 1999；Yoshida 

et al., 1997），endomorphin-1（Okutsu et al., 2006）を用いた過去の報告に基づ

いて設定した。側坐核への灌流投与時間は被験薬物により異なり，各薬物の

投与量は灌流期間中に投与された薬物の総量（nmol）で示した（DPDPE, 25

分間: 0.5-5 nmol/50 μl; deltorphin II, 25 分間: 5-25 nmol/50 μl; BNTX, 50 分間: 

0.15 nmol/100 μl; naltriben, 50 分間: 1.5 nmol/100 μl; CTOP, 50 分間: 3 nmol/100 

μl; muscimol, 25 分間: 0.25 nmol/50 μl; endomorphin-1, 50 分間: 25 nmol/100 μl）。 

 

透析プローブ挿入位置の組織学的確認 

第 1 章の記載と同様に行った。 

 

統計処理 

データはすべて基礎ドパミン量に対する百分率で表した。各群間のドパミ

ンの増加率の最大値の有意差の検定は，一元配置分散分析法（one-way 

ANOVA）を用いた後，post hoc 検定として Scheffé’s test を必要に応じて行っ
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た。有意水準はいずれも P < 0.05 とした。 
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結 果 

 

透析プローブ挿入位置の組織学的確認 

組織学的検索の結果，側坐核における透析プローブの先端はいずれも両側

耳間線から 10.0～10.9 mm の範囲に認められた。プローブが目的位置にあっ

た 88 例の結果のみを解析した。 

 

側坐核における細胞外への基礎ドパミン放出 

側坐核から回収されたサンプル中の薬物処置前の基礎ドパミン量は，0.6 ± 

0.03 pg/5 min（mean ± S.E.M; n = 88）であった。 

 

DPDPE および deltorphin II による側坐核の細胞外へのドパミン放出促進効

果 

データは示していないが，基礎ドパミン量は測定期間中安定していた。側

坐核に DPDPE を灌流投与（0.5 または 5 nmol）することにより，側坐核ドパ

ミン放出は用量依存的に有意に増大した（Fig. 7A; F (2, 16) = 9.06, P < 0.005）。

Scheffé’s test の結果，溶媒灌流群と高用量（5 nmol）の DPDPE 投与群と，低

用量（0.5 nmol）の DPDPE 投与群と高用量（5 nmol）の DPDPE 投与群の間に

有意差が認められた（P < 0.05）。側坐核に deltorphin II を灌流投与（5 または

25 nmol）することにより，側坐核のドパミン放出は用量依存的に有意に増大

した（Fig. 7B; F (2, 16) = 23.8, P < 0.001）。Scheffé’s test の結果，溶媒灌流群と高

用量（25 nmol）の deltorphin II 投与群と，低用量（5 nmol）の deltorphin II 投

与群と高用量（25 nmol）の deltorphin II 投与群の間に有意差が認められた（P 

< 0.05）。 

 

BNTX による DPDPE 誘発側坐核ドパミン放出の抑制効果 
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側坐核の基礎ドパミン放出に影響が認められない量（0.15 nmol）の BNTX

を併用投与することにより，DPDPE の灌流投与で誘発された側坐核のドパミ

ン放出は抑制された（Fig. 8A; F (3, 22) = 7.80, P < 0.001）。Scheffé’s test の結果，

DPDPE（5 nmol）単独群と，BNTX（0.15 nmol）と DPDPE（5 nmol）併用群

との間に有意差が認められた（P < 0.05）。データは示していないが，側坐核

の基礎ドパミン放出に影響が認められない量（3 nmol: n = 6）の CTOP の併用

投与は，DPDPE（5 nmol: n = 7）誘発側坐核ドパミン放出には影響を与えなか

った。 

 

Naltriben による deltorphin II 誘発側坐核ドパミン放出の抑制効果 

側坐核の基礎ドパミン放出に影響が認められない量（1.5 nmol）の naltriben

を併用投与することにより，deltorphin II の灌流投与で誘発された側坐核のド

パミン放出は抑制された（Fig. 8B; F (3, 23) = 32.1, P < 0.001）。Scheffé’s test の結

果，deltorphin II（25 nmol）単独群と，naltriben（1.5 nmol）と deltorphin II（25 

nmol）併用群との間に有意差が認められた（P < 0.05）。 

 

Muscimol の DPDPE 誘発側坐核ドパミン放出促進に及ぼす効果 

側坐核の基礎ドパミン放出に影響が認められない量（0.25 nmol: n = 6）の

muscimol の併用投与は，DPDPE（5 nmol: n = 7）誘発側坐核ドパミン放出に影

響を与えなかった（Fig. 9A）。 

 

Muscimol による deltorphin II 誘発側坐核ドパミン放出の抑制効果 

Deltorphin II（25 nmol）誘発側坐核ドパミン放出は，側坐核の基礎ドパミン

放出に影響が認められない量（0.25 nmol）の muscimol の併用投与により有意

に抑制された（Fig. 9B; F (3, 22) = 35.4, P < 0.001）。Scheffé’s test の結果，deltorphin 

II（25 nmol）単独群と，muscimol（0.25 nmol）と deltorphin II（25 nmol）併用
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群との間に有意差が認められた（P < 0.05）。 

 

Muscimol による endomorphin-1 誘発側坐核ドパミン放出の促進効果 

 側坐核に endomorphin-1 を灌流投与（25 nmol）することにより，側坐核の

ドパミン放出は有意に増大した。Endomorphin-1（25 nmol）誘発側坐核ドパミ

ン放出は，側坐核の基礎ドパミン放出に影響が認められない量の muscimol の

併用投与（0.25 nmol）により有意に促進された（Fig. 10; F (3, 23) = 6.33, P < 

0.001）。Scheffé’s test の結果，endomorphin-1 単独群（25 nmol）と，muscimol

（0.25 nmol）と endomorphin-1（25 nmol）併用群の間に有意差が認められた

（P < 0.05）。 
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Fig. 7  

A: DPDPE の灌流投与がドパミン（DA）放出に及ぼす効果，B: Deltorphin II

の灌流投与がドパミン（DA）放出に及ぼす効果 

データは mean ± S.E.M で示した（* P < 0.05）。 
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Fig. 8  

A: DPDPE 誘発ドパミン（DA）放出に BNTX が及ぼす効果，B: Deltorphin II

誘発ドパミン（DA）放出に naltriben が及ぼす効果 

データは mean ± S.E.M で示した（* P < 0.05）。 
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Fig. 9  

A: DPDPE 誘発ドパミン（DA）放出に muscimol が及ぼす効果，B: Deltorphin II

誘発ドパミン（DA）放出に muscimol が及ぼす効果 

データは mean ± S.E.M で示した（* P < 0.05）。 
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Fig. 10 

Muscimol が endomorphin-1 誘発ドパミン（DA）放出に及ぼす効果 

データは mean ± S.E.M で示した（* P < 0.05）。 
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考 察 

 

 本研究と同様の実験条件下で側坐核から回収した透析試料中で検出された

基礎的なドパミンは，その 70％以上が tetrodotoxin 感受性であった（Okutsu et 

al., 2006; Saigusa et al., 2001）。したがって本研究で検出された側坐核の基礎的

なドパミン放出は，神経発火に依存して細胞外へと放出されたとものと考え

られた（Di Chiara et al., 1996）。 

 麻薬性鎮痛薬が起こす精神依存には opioid 受容体の刺激による中脳辺縁系

ドパミン神経の活性化が関与すると考えられている。このため opioid 受容体

を介した中脳辺縁系ドパミン神経の促進機構の解明を目指した基礎研究が行

われてきた。Opioid 受容体アゴニストは，GABA 神経の抑制によりドパミン

神経を促進することが示唆されている。本研究では中脳辺縁系ドパミン神経

の主たる投射領域の側坐核に分布する δ 受容体サブタイプに着目し，これら

の受容体の選択的活性化が惹起した同部位のドパミン放出の促進メカニズム

について，GABAA 受容体の関与の面から検討を行った。 

 これまでの研究から DPDPE 50 nmol の側坐核への灌流投与は δ1 受容体刺激

のみならず，μ 受容体機能の賦活化も介してドパミン放出を促進することが

知られている（Hirose et al., 2005）。本研究で DPDPE 5 nmol の側坐核への灌流

投与が誘発したドパミン放出は δ1 受容体アンタゴニストの BNTX で抑制され

たが，μ 受容体アンタゴニストの CTOP の影響は受けなかった。したがって，

DPDPE 5 nmol の側坐核への灌流投与のドパミン放出に対する促進効果の発

現には，δ1 受容体とは異なり μ 受容体は関与しないことが示された。一方，

deltorphin II 50 nmol の側坐核への灌流投与は，naloxone 感受性 opioid 受容体

の刺激は介さずにドパミン放出を促進する（Murakawa et al., 2004）。しかしな

がら，本研究における 25 nmol の deltorphin II のドパミン放出に対する効果は，

δ2 受容体アンタゴニストの naltriben でほぼ消失した。したがってこの
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deltorphin II の効果の発現には δ2 受容体刺激が関与することが示された。これ

らの結果は，無麻酔非拘束ラットの側坐核への DPDPE 5 nmolまたは deltorphin 

II 25 nmol の灌流投与は，それぞれ同部位の δ1 および δ2 受容体の選択的活性

化を介してドパミン放出を増加させたことを示している。 

 δ1 受容体を介した側坐核のドパミン放出の発現には，同部位に分布する

GABA 介在神経上とドパミン神経終末上のいずれか一方または両方に発現し

ている GABAA 受容体への入力低下は関与していないことが考えられた。これ

は本研究で muscimol は DPDPE 誘発ドパミン放出には影響を与えなかったた

めである。DPDPE には GABAA 受容体の刺激により影響を受ける効果がある

ことがこれまでの研究から示されている（Suh et al., 1995; Yajima et al., 2000）。

これに対して本研究結果は，δ1 受容体アゴニストの KNT-127 の全身投与が誘

発した側坐核のドパミン放出の増加に対して muscimol の側坐核への灌流投与

は影響を与えないとする報告と一致するものであった（Tanahashi et al., 2012）。 

 本研究から側坐核の GABAA 受容体刺激は，δ2 受容体を介した同部位のドパ

ミン放出の増加を抑制することが示唆された。これは選択的 GABAA 受容体ア

ゴニストの muscimol が deltorphin II 誘発側坐核ドパミン放出を抑制したため

である。また本研究結果は deltorphin II の示したドパミン放出の促進作用の発

現には，側坐核の GABAA 受容体への GABA 入力の減少が必要であることを

示唆している。側坐核において，GABAA 受容体は同部位のドパミン神経活動

の制御において抑制的な役割を果たしており（Aono et al., 2008），δ 受容体は

同部位の抑制性神経伝達を低下させることが免疫組織化学的研究から示唆さ

れている（Svingos et al., 1998）。したがって deltorphin II は，側坐核で GABA

介在神経に発現している δ2受容体刺激により GABA のドパミン神経終末上に

分布する GABAA 受容体への刺激を低下させることで同部位のドパミン放出

を促進させたことが考えられた。 

 δ1 および δ2 受容体リガンドは行動学的に正反対の効果を誘発することが知
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られている（Mitchell et al., 2014）。たとえば δ1 受容体とは異なり δ2 受容体ア

ゴニストは，側坐核のドパミン神経活動に依存した機構を介してラットの移

所行動のひとつである旋回行動を誘発する（Matsuzaki et al., 2004）。δ1 受容体

アゴニストはアルコール依存の治療薬として有望だが，δ2 受容体アゴニスト

はアルコール依存を促進する可能性がラットを用いた行動学研究から示唆さ

れている（Mitchell et al., 2014）。これらに対して本研究は，側坐核に灌流投与

した δ1 および δ2 受容体アゴニストはいずれも同部位のドパミン放出を促進し

たが，同部位の GABAA 受容体の役割が各アゴニストの誘発したドパミン放出

において異なることを示している。すなわち本研究から，δ1 受容体とは異な

り δ2 受容体のアゴニストは側坐核の GABAA 受容体への GABA 刺激の低下を

介した神経機構によりドパミン放出を増加させることが考えられた。 

 側坐核の μ 受容体の刺激は，同部位のドパミン放出を増加させることが示

されてきた（Aono et al., 2008; Okutsu et al., 2006; Saigusa et al., 2008）。これら

の報告と同じく，本実験条件下でも endomorphin-1 は試料中のドパミン量を増

大させた。興味深いことに本研究で deltorphin II が誘発したドパミン量の増加

を抑制した側坐核への muscimol の灌流投与は，endomorphin-1 が誘発したド

パミン量の増加を促進した。このことは，本研究と類似の実験条件で行った

神経化学的研究の結果（Aono et al., 2008）と一致した。つまり muscimol は，

δ2 受容体を介したドパミン放出は抑制するが μ 受容体を介したドパミン放出

は促進するという正反対の効果を示した。すでに緒言で述べた通り，側坐核

において GABAA 受容体は，ドパミン神経とシナプス結合する GABA 介在神

経上と，GABA 介在神経からの GABA 入力を受けるドパミン神経終末上に分

布すると考えられる。δ 受容体（Svingos et al., 1998）および μ 受容体（Svingos 

et al., 1997）は側坐核の GABA 介在神経の細胞体または神経終末上のいずれ

かまたは両方に発現する。本研究結果は，これらのことを支持するものであ

る。すなわち，これまでの研究（Aono et al., 2008）から示唆されているよう
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に，（1）endomorphin-1 による側坐核の GABA 介在神経上の μ 受容体刺激によ

りドパミン神経終末上の GABAA 受容体への GABA 入力は強く低下して一種

の床効果が起きていたが，（2）このドパミン神経を抑制的に制御している

GABA 介在神経上の GABAA 受容体を muscimol は刺激することでドパミン神

経の脱抑制を起こした。これに対して本研究では（1）deltorphin II による側

坐核の GABA 介在神経上の δ2 受容体刺激はドパミン神経終末上の GABAA 受

容体への GABA 入力を低下させるが，（2）このドパミン神経を抑制的に制御

しているドパミン神経終末上の GABAA 受容体を muscimol は刺激し，ドパミ

ン神経に対する抑制を高めたことが考えられた。本研究で観察された

muscimol の効果が GABAA 受容体を介したものであることを確認するために

は，選択的な GABAA 受容体アンタゴニストの併用実験を行う必要がある

（Rahman and McBride, 2002）。 

 本研究の結果から，側坐核の GABA 介在神経の細胞体と神経終末のいずれ

かまたは両方に発現している δ1 ではなく δ2 受容体の活性化により，この神経

からの GABA 放出が減少することで，この GABA によるドパミン神経終末上

の GABAA 受容体を介した抑制が低下して側坐核のドパミン放出が促進され

る可能性が示された。 
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総 括 

 

 側坐核は中脳腹側被蓋野に起始核を有する中脳辺縁系ドパミン神経の主た

る投射領域である。本研究では，側坐核のアセチルコリンおよびドパミン放

出制御における同部位の δ および μ 受容体サブタイプの関与の特徴について

明らかにするためラットを用いて in vivo 脳微小透析法による検討を行った。

すなわち，第 1 章では側坐核の基礎的な細胞外アセチルコリンおよびドパミ

ン量に δ および μ 受容体系薬物が及ぼす効果を指標として，側坐核のアセチ

ルコリンおよびドパミン放出制御における同部位に分布する δ および μ 受容

体サブタイプの役割について解析した。第 2 章では δ 受容体サブタイプのア

ゴニストが誘発した側坐核のドパミン放出促進に対する GABAA 受容体アゴ

ニストの muscimol の効果を指標として，側坐核の δ 受容体サブタイプの選択

的な活性化を介した同部位のドパミン神経活動亢進機構について GABAA 受

容体への GABA 入力低下の関与の面から検討した。 

 これらの研究から，側坐核では δ1，δ2 受容体のほか，μ1 ではなく μ2 受容体

がアセチルコリン神経を抑制的に制御することを示す神経化学的な証拠が in 

vivo の条件下で得られた。また，μ1 受容体は側坐核のドパミン神経活動制御

において促進的な役割を果たすことが示された。さらに，側坐核の GABA 介

在神経に発現する δ1 ではなく δ2 受容体の活性化により，この神経からの

GABA 放出が減少することでドパミン神経終末上の GABAA 受容体を介した

抑制が低下して側坐核のドパミン放出が促進されることが示唆された。 

 本研究により，側坐核のアセチルコリンおよびドパミン神経活動に対して δ

および μ 受容体サブタイプが果たす役割が明らかとなった。側坐核は麻薬性

鎮痛薬の有害事象の認知機能障害や精神依存への関与が指摘されており，本

研究の成果は，今後の疼痛治療における麻薬性鎮痛薬の安全な使用方法を解

明するのに有用である。 
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