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概 要 

 

 側坐核は，中脳腹側被蓋野を起始核とする中脳辺縁系 dopamine 神経の主た

る投射領域である。Opioid 受容体のひとつである δ 受容体には δ1，δ2 の 2 種

類の subtype が存在するが，側坐核の δ1 または δ2 受容体の選択的活性化は，

いずれも同部位の dopamine 放出を促進することが知られている。これらの δ

受容体は，側坐核では GABA 介在神経に発現している。側坐核において

GABAB 受容体は dopamine 放出を抑制的に調節するので，δ1 または δ2 受容体

の刺激による側坐核の dopamine 放出促進の一因に GABAB 受容体を介した抑

制性神経伝達の低下が想定される。したがって，δ1 または δ2 受容体 agonist

による dopamine 放出の促進はいずれも GABAB 受容体刺激で打ち消されるこ

とが考えられる。しかしながら，この仮説を支持する神経化学的な証拠はな

い。一方，側坐核において GABAB 受容体は GABAA 受容体と同様に

acetylcholine 介在神経に発現している。側坐核の acetylcholine 神経と dopamine

神経は密接な機能的相互作用を示す可能性があるが，GABAB 受容体の刺激が，

同部位の dopamine 放出に及ぼす効果は不明である。 

 そこで第 1章の研究では，δ1および δ2受容体刺激を介した側坐核の dopamine

放出に対する GABAB 受容体 agonist の baclofen の効果について，第 2 章の研

究では，baclofen が側坐核の acetylcholine および dopamine 放出に及ぼす効果

について，いずれも無麻酔非拘束ラットを用いた in vivo 脳微小透析法により

検討した。第 2 章では，比較の目的で GABAA 受容体 agonist の muscimol の効

果も解析した。 

 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

dopamine および acetylcholine は，電気化学検出器を組み合わせた高速液体ク

ロマトグラフにより分離し定量した。第 2 章の研究では，基礎 acetylcholine
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の検出のため灌流液に低濃度の physostigmine（50 nM）を添加した。使用した

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。Physostigmine を除く薬物の投与量は，灌流期間中

に投与された薬物の総量（mol）で示した。 

 その結果，第 1 章の実験では，基礎 dopamine 量に影響を与えない用量の

baclofen（2.5，5.0 nmol）は，δ1 受容体 agonist の DPDPE（5.0 nmol）が誘発し

た dopamine 放出の増大を抑制した。また baclofen（2.5，5.0 nmol）は，δ2 受

容体 agonist の deltorphin II（25.0 nmol）が誘発した dopamine 放出の促進も抑

制した。この baclofen（5.0 nmol）による DPDPE（5.0 nmol）または deltorphin 

II（25.0 nmol）が誘発した dopamine 放出に対する抑制効果は，基礎 dopamine

放 出 に 影 響 を 及 ぼ さ な い 低 用 量 の GABAB 受 容 体 antagonist の

2-hydroxysaclofen（100.0 pmol）により打ち消された。第 2 章の実験では，GABAA

受容体 agonist の muscimol（3.0，30.0 pmol）は，側坐核の細胞外 acetylcholine

放出を用量依存的に抑制した。また，GABAB 受容体 agonist の baclofen（30.0，

300.0 pmol）も側坐核の細胞外 acetylcholine 放出を用量依存的に低下させた。

基礎 acetylcholine 量に目立った影響は及ぼさない用量の GABAA 受容体

antagonist の bicuculline（60.0 pmol）は，muscimol（30.0 pmol）の誘発した基

礎 acetylcholine 量の減少を打ち消した。基礎 acetylcholine 量に著しい影響がな

い用量の GABAB 受容体 antagonist の 2-hydroxysaclofen（12.0 nmol）は，baclofen

（300.0 pmol）による基礎 acetylcholine 量の低下を打ち消した。一方，基礎

acetylcholine 量を減少させた muscimol（30.0 pmol）および baclofen（300.0 pmol）

は，基礎 dopamine 量には目立った影響を与えなかった。同様に，bicuculline

（60.0 pmol）および 2-hydroxysaclofen（12.0 nmol）も，基礎 dopamine 量に影

響を及ぼさなかった。 

 以上の第 1 章および第 2 章の実験結果から，δ1 または δ2 受容体を介した側

坐核の dopamine 放出の増大は，いずれも GABAB 受容体刺激により抑制され
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ることが示された。また，側坐核の GABA 介在神経の細胞体または神経終末

のいずれかあるいは両方に発現している δ1 および δ2 受容体の活性化は GABA

放出を減少させ，dopamine 神経終末の GABAB 受容体を介した抑制的制御を

低下させることで dopamine 放出を促進することが示唆された。さらに，側坐

核において GABAA および GABAB 受容体は acetylcholine 神経活動の調節にお

いて抑制的な役割を果たすことが示された。また，側坐核の acetylcholine 放

出を減少させる条件での GABAA または GABAB 受容体刺激は，dopamine 放出

には影響を与えないことが示された。 

 行動学実験から，側坐核の dopamine 神経活動の亢進は opioid に対する精神

依存の発現に関与すると考えられているほか，側坐核の acetylcholine 神経活

動の抑制は記憶を含む認知機能を低下させると想定されている。本研究は，

opioid を用いた疼痛制御の安全性の向上につながる GABAB受容体の機能に関

する基礎的な知見を提供するものである。 
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第 1 章 

 

側坐核の GABAB受容体刺激は同部位の δ1および δ2受容体を介した dopamine

放出を抑制する 

 

緒 言 

 

 側坐核と線条体には，それぞれ中脳腹側被蓋野と黒質を起始核とする中脳

辺縁系および黒質線条体系 dopamine 神経が投射している。これらの領域には，

GABA 受容体が発現した有棘および無棘の 2 種類の GABA 含有神経細胞が認

められる（Schwarzer et al., 2001）。この GABA 神経細胞のうち，前者は出力

神経（Chang and Kitai, 1985），後者は介在神経（Bolam et al., 1983; Kita and Kitai, 

1988）であるとされている。 

 脳内の多くの領域と同様に，側坐核には GABA 受容体 subtype の GABAA

と GABAB 受容体が分布している（Matsumoto, 1989）。行動学的実験から側坐

核の GABAB 受容体は同部位の dopamine 神経活動の制御において抑制的な役

割を果たすことが示唆されている。即ち，側坐核の dopamine 受容体の刺激に

より実験動物の移所行動は促進するが（Pijnenburg and van Rosum, 1973），側

坐核の GABAB 受容体の刺激は移所運動の抑制を起こすことが示されている

（Wong et al., 1991）。神経化学的実験からは，GABAB 受容体は cocaine が誘発

した側坐核の dopamine 放出を調節することが可能であるほか（Ashby et al., 

1999），側坐核の GABAB 受容体の遮断は同部位の dopamine 放出を促進するこ

とが示されている（Rahman and McBride, 2002）。これらの神経薬理学的研究

の結果は，側坐核の GABA 介在神経が GABAB 受容体を介して抑制的な役割

を果たすことを強く示唆している。 

 こ れ ま で の 研 究 か ら ， 側 坐 核 へ の GABAB 受 容 体 antagonist の
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2-hydroxysaclofen の灌流投与は同部位の dopamine 放出を促進するが，GABAB

受容体 agonist の baclofen は側坐核の dopamine 放出に影響を与えないことが

示されている（Saigusa et al., 2008）。側坐核の基礎的な dopamine 量には影響

を及ぼさない低用量の baclofen は 2-hydroxysaclofen が誘発した側坐核の

dopamine 放出の促進を抑制したので，この 2-hydroxysaclofen の効果は GABAB

受容体を介したものと考えられる。これらの結果は，中脳辺縁系 dopamine 神

経系の神経終末上の GABAB 受容体の遮断はこの神経に対する抑制的な制御

を低下させることで側坐核の dopamine 放出を促進することを裏付けるもので

ある。さらに，側坐核には有効に機能しうる GABAB 受容体が分布しているこ

とと，GABAB 受容体 antagonist は効果を示したことを考え合わせると，GABAB

受容体 agonistが無効であったのはGABA性のトーヌスが高いことを反映して

いると推察される。 

 側坐核には opioid 受容体 subtype のひとつである δ受容体が分布しているこ

とが知られている（Mansour et al., 1987; Gouarderes et al., 1993; Svingos et al., 

1998）。δ 受容体は単一遺伝子によりエンコードされるが（Evans et al., 1992），

薬理学的に分類可能な δ1，δ2 の 2 種類の受容体 subtype が存在することが知ら

れている（Dietis et al., 2011）。δ1 受容体 agonist の DPDPE と δ2 受容体 agonist

の deltorphin II の側坐核への灌流投与は，いずれも同部位の dopamine 放出を

促進することがすでに報告されている（Aono et al., 2017; Fusa et al., 2005）。こ

れらの δ受容体 agonist の効果は δ1 受容体 antagonist の BNTX または δ2 受容体

antagonist の naltriben により打ち消されたことから，δ1 および δ2 受容体の選択

的な刺激を介したものと考えられる（Aono et al., 2017）。 

 ラットを用いた免疫組織学的研究から側坐核の δ 受容体は，GABA を含有

している神経細胞および神経終末の細胞膜上に発現していることが示されて

いる（Svingos et al., 1998）。この δ 受容体の局在の特徴から，これらの受容体

は前シナプス受容体として機能することが示唆されている（Svingos et al., 
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1998）。δ1 受容体 agonist の DPDPE と δ2 受容体 agonist の deltorphin II が誘発し

た側坐核の dopamine 放出の発現において GABAA 受容体が果たす役割に関す

るこれまでの研究から，GABA 介在神経の細胞体または神経終末のどちらか

一方または両方に発現している δ1ではなく δ2受容体の刺激により GABA放出

が減少し，dopamine 神経終末上に対する GABAA 受容体を介した抑制性制御

が低下して dopamine 放出が促進することが示唆されている（Aono et al., 2017）。

本研究は，この神経伝達の過程において GABAB 受容体が果たす役割に焦点を

当てた。 

 免疫組織化学的分析から側坐核において δ 受容体は同部位の抑制性神経伝

達を低下させる可能性が示されている（Svingos et al., 1998）。GABAB 受容体

は dopamine 放出を抑制する働きがあるので，δ 受容体刺激を介した側坐核の

dopamine 放出の一因に GABAB 受容体刺激の低下が考えられる。したがって，

δ 受容体の活性化による dopamine 放出は GABAB 受容体刺激により抑制され

ることが考えられる。しかしながら，神経薬理学の面からこの仮説を支持す

る直接的証拠はなかった。このため本研究では，無麻酔非拘束ラットを用い

た in vivo 脳微小透析法により，δ1 および δ2 受容体 agonist が誘発した側坐核

の dopamine 放出に対する GABAB 受容体 agonist の効果について検討した。 

 本研究では，はじめに DPDPE または deltorphin II が誘発した側坐核の

dopamine 放出に対する GABAB 受容体 agonist の baclofen の効果の用量依存性

について解析した。つぎに GABAB 受容体 antagonist の 2-hydroxysaclofen を用

い，baclofen の側坐核の dopamine 放出に対する効果の受容体特異性を検討し

た。本研究ではこれらの GABAB 受容体 ligand は，これまでの報告（Saigusa et 

al., 2008, 2012）に基づき，基礎的な細胞外 dopamine 量には影響を与えないも

のの側坐核の GABAB 受容体特異的な効果は誘発できる低用量を採用した。 
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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（6 週齢）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 isoflurane（3%）で全身麻酔を施し，脳定位固定装置に装着した。

通法（Aono et al., 2013, 2015, 2017; Saigusa et al., 2012）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。 
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透析実験 

 これまでの報告（Aono et al., 2017; Okutsu et al., 2006; Saigusa et al., 2001, 

2008, 2012）と同様の方法で下記の通り透析実験を行った。 

 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）を透

析実験に用いた。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。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

ローブへ灌流し，高速液体クロマトグラフシステム（HTEC-500; エイコム）

にテフロンチューブを接続した。 

 Dopamine は PP-ODS column（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% methanol を含有した 0.1 M リン酸緩衝液（pH 6.0）を用い，流速を

0.5 ml/min とした。Dopamine の分離に用いたカラムは 25ºC に設定した恒温槽

に収容して使用した。Dopamine 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 dopamine の検出限界は

シグナル:ノイズ比 2:1 でおよそ 0.02 pg/sample であった。透析プローブの in 

vitro の条件下での上述の amine 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 amine 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

dopamine 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%
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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

dopamine 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（Okutsu et al., 2006; Saigusa et al., 2001, 2012）。 

 試料の灌流液は 5 分毎に回収し，dopamine 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，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 dopamine 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 dopamine 量の平均とした。 

 

薬物 

 被験薬物として，DPDPE（D-[Pen2,5]-enkephalin hydrate, Sigma-Aldrich, St. 

Louis, MO, USA），deltorphin II（[D-Ala2]-deltorphin II, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA ） ， baclofen （ R(+)-baclofen hydrochloride; 

R(+)-β-(aminomethyl)-4-chlorobenzenepropanoic acid hydrochloride; 

Sigma-Aldrich, MO, USA ） ， 2-hydroxysaclofen （ 2-hydroxysaclofen; 

3-amino-2-(4-chlorophenyl)-2-hydroxypropanesulfonic acid, Sigma-Aldrich, MO, 

USA）を用いた。DPDPE，deltorphin II，baclofen，2-hydroxysaclofen はいずれ

も改良リンゲル液に溶解した。これらの薬物のうち，DPDPE，deltorphin II，

baclofen は 25 分間，2-hydroxysaclofen は 50 分間に亘り，いずれも微小透析膜

を介して側坐核へ灌流投与した。ただし，DPDPE または deltorphin II の投与

開始の 25分前に baclofen，50分前に 2-hydroxysaclofenの灌流投与を開始した。

被験薬物の投与量は，DPDPE と deltorphin II（Aono et al., 2017; Hirose et al., 

2005），baclofen（Klitenick et al., 1992; Santiago and Westerink 1992; Saigusa et al., 

2012; Smolders et al., 1995），2-hydroxysaclofen（Saigusa et al., 2012; Santiago and 

Westerink 1992）を用いた過去の報告に基づいて設定した。 
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 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（pmol または

nmol）で示した（DPDPE, 25 分間: 5.0 nmol/50 μl; deltorphin II, 25 分間: 25.0 

nmol/50 μl; baclofen, 25 分間: 2.5–5.0 nmol/50 μl; 2-hydroxysaclofen, 50 分間: 

100.0 pmol/100 μl）。 

 

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.）による深麻酔を行ない

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，基礎値を決定した。経時的なデータの

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，側坐核において透析プローブはいずれも A10.60（耳

間線から前方 10.60 mm の断面）を通過しており，その先端は耳間線から前方

10.00～10.95 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かった。本研究で

使用した 110 例のラットのうち，プローブの位置が目的の範囲外にあったも

のは 15 例であった。プローブが目的位置にあった 95 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 dopamine 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 dopamine 量は，

0.52 ± 0.04 pg （= 0.34 ± 0.02 nM）/5 min であった（mean ± S.E.M.; n = 95）。 

 

Baclofen による DPDPE 誘発側坐核 dopamine 放出の抑制効果 

 測定期間中，側坐核から得られた基礎 dopamine 量は安定していた（Fig. 2）。

低用量の baclofen の 25 分間の灌流投与（2.5，5.0 nmol）は基礎的な側坐核の

dopamine 量に影響を及ぼさなかった（Fig. 2）。側坐核へ DPDPE（5.0 nmol）

を 25 分間灌流投与したところ，同部位の細胞外 dopamine 放出は灌流後 25 か

ら 55 分にかけて増加した[Fig. 2; two-way ANOVA, treatment × time interaction: 

F (6, 63) = 2.61, P < 0.05]。側坐核へ baclofen（2.5，5.0 nmol）を 25 分間灌流投

与したところ，DPDPE（5.0 nmol）が誘発した同部位の細胞外 dopamine 放出

の増大は 60 分にわたり用量依存的に抑制された[Fig. 2; two-way ANOVA, 

interaction: F (30, 189) = 1.60, P < 0.05]。Scheffé’s test の結果，2.5 または 5.0 nmol 

baclofen と 5.0 nmol DPDPE の併用投与群と 5.0 nmol DPDPE の単独投与群の
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間にそれぞれ有意差が認められた（2.5 nmol baclofen: P < 0.05; 5.0 nmol 

baclofen: P < 0.05）。 

 

Baclofen による deltorphin II 誘発側坐核 dopamine 放出の抑制効果 

 側坐核へ deltorphin II（25.0 nmol）を 25 分間灌流投与したところ，同部位

の細胞外 dopamine 放出は灌流後 5 から 70 分にかけて増加した[Fig. 3; two-way 

ANOVA, interaction: F (13, 161) = 4.34, P < 0.001]。側坐核へ baclofen（2.5，5.0 nmol）

を 25 分間灌流投与したところ，deltorphin II（25.0 nmol）が誘発した同部位の

細胞外 dopamine 放出の増大は 60 分にわたり用量依存的に抑制された[Fig.3; 

two-way ANOVA, interaction: F (65, 447) = 3.17, P < 0.001]。Scheffé’s test の結果，

2.5 nmol baclofen と 25.0 nmol deltorphin II の併用投与群と 25.0 nmol deltorphin 

II の単独投与群の間に有意差が認められた（P < 0.05）。また，5.0 nmol baclofen

と 25.0 nmol deltorphin II の併用投与群と 25.0 nmol deltorphin II の単独投与群

の間に有意差が認められた（P < 0.05）。さらに，2.5 nmol baclofen と 25.0 nmol 

deltorphin II の併用投与群と 5.0 nmol baclofen と 25.0 nmol deltorphin II の併用

投与群の間に有意差が認められた（P < 0.05）。 

 

Baclofen に よ る DPDPE 誘 発 側 坐 核 dopamine 放 出 の 抑 制 効 果 を

2-hydroxysaclofen は打ち消す 

 2-hydroxysaclofen の 50 分間の灌流投与（100.0 pmol）は，基礎的な側坐核

の dopamine 量に影響を及ぼさなかったが，baclofen（5.0 nmol）による DPDPE

（5.0 nmol）誘発側坐核 dopamine 放出の抑制効果をは打ち消した[Fig. 4; 

two-way ANOVA, interaction: F (30, 186) = 1.81, P < 0.001]。Scheffé’s test の結果，

50 分間の 2-hydroxysaclofen の灌流投与（100.0 pmol）は，DPDPE（5.0 nmol）

の基礎 dopamine 放出に対する効果には統計学的に有意な影響を及ぼしていな

かった。また，2-hydroxysaclofen，baclofen，DPDPE の併用投与群と baclofen
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と DPDPE の併用投与群の間に有意差が認められた（P < 0.05）。 

 

Deltorphin II 誘発側坐核 dopamine 放出の baclofen による抑制効果を

2-hydroxysaclofen は打ち消す 

 基礎的な側坐核の dopamine 量に影響を及ぼさない用量の 2-hydroxysaclofen

の 50 分間の灌流投与（100.0 pmol）は，baclofen（5.0 nmol）による deltorphin 

II（25.0 nmol）誘発側坐核 dopamine 放出の抑制効果を打ち消した[Fig. 5; 

two-way ANOVA, interaction: F (65, 412) = 3.14, P < 0.001]。Scheffé’s test の結果，

50 分間の 2-hydroxysaclofen の灌流投与（100.0 pmol）は，deltorphin II（25.0 nmol）

の基礎 dopamine 放出に対する効果には統計学的に有意な影響は及ぼさなかっ

た。また，2-hydroxysaclofen，baclofen，deltorphin II の併用投与群と baclofen

と DPDPE の併用投与群の間に有意差が認められた（P < 0.05）。 
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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 for all 95 successfully placed probes. The plane is taken from the atlas of 

Paxinos and Watson (1998) and the approximate coordinate indicated is mm anterior 

to the interaural line.
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Fig. 2. Effects of 25 min-infusions of vehicle (n = 7, closed diamonds), baclofen (2.5 

nmol, n = 7, open squares; 5.0 nmol, n = 6, open circles) and DPDPE (5.0 nmol, n = 

6, open triangles) on basal extracellular efflux of dopamine (DA) in the nucleus 

accumbens. Inhibitory effects of baclofen (2.5 and 5.0 nmol) on the DPDPE-induced 

increase in dopamine (DA) level in the nucleus accumbens (2.5 nmol, n = 5, closed 

squares; 5.0 nmol, n = 7, closed circles). Data are expressed as mean change in 5 min 

observation periods after onset of a 25-min infusion of DPDPE (5.0 nmol). Vertical 

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

infusion of baclofen (25 min). The open bar above the abscissa indicates the period 

of DPDPE perfusion (25 min).



16 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. Effects of 25 min-infusions of vehicle (n = 7, closed diamonds), baclofen (2.5 

nmol, n = 7, open squares; 5.0 nmol, n = 6, open circles) and deltorphin II (25.0 

nmol, n = 8, open triangles) on basal extracellular efflux of dopamine (DA) in the 

nucleus accumbens. Inhibitory effects of baclofen (2.5 and 5.0 nmol) on the 

deltorphin II-induced increase in dopamine (DA) level in the nucleus accumbens 

(2.5 nmol, n = 7, closed squares; 5.0 nmol, n = 6, closed circles). Data are expressed 

as mean change in 5 min observation periods after onset of a 25-min infusion of 

deltorphin II (25.0 nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The filled bar above the 

abscissa indicates the period of infusion of baclofen (25 min). The open bar above 

the abscissa indicates the period of deltorphin II perfusion (25 min). 



17 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. Effects of a 50-min infusion of 2-hydroxysaclofen (100.0 pmol, n = 6, open 

squares), a 25-min infusion of DPDPE (5.0 nmol, n = 6, open triangles), or a 25 

min-infusion of vehicle (n = 7, closed diamonds) on basal extracellular efflux of 

dopamine (DA) in the nucleus accumbens. Inhibitory effect of 2-hydroxysaclofen 

(100.0 pmol) on the baclofen-induced reduction in DPDPE-induced increase in 

dopamine (DA) level in the nucleus accumbens (n = 6, closed squares). Data are 

expressed as mean change in 5 min observation periods after onset of a 25-min 

infusion of DPDPE (5.0 nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The hatched bar above 

the abscissa indicates the period of 2-hydroxysaclofen perfusion (50 min) that 

commenced 25 min before onset of DPDPE infusion. The filled bar above the 

abscissa indicates the period of infusion of baclofen (25 min). The open bar above 

the abscissa indicates period of DPDPE perfusion (25 min). 
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Fig. 5. Effects of a 50-min infusion of 2-hydroxysaclofen (100.0 pmol, n = 6, open 

squares), a 25-min infusion of deltorphin II (25.0 nmol, n = 8, open triangles), or a 

25 min-infusion of vehicle (n = 7, closed diamonds) on basal extracellular efflux of 

dopamine (DA) in the nucleus accumbens. Inhibitory effect of 2-hydroxysaclofen 

(100.0 pmol) on the baclofen-induced reduction in deltorphin II-induced increase in 

dopamine (DA) level in the nucleus accumbens (n = 5, closed squares). Data are 

expressed as mean change in 5 min observation periods after onset of a 25-min 

infusion of deltorphin II (25.0 nmol). Vertical bars indicate S.E.M. The hatched bar 

above the abscissa indicates the period of 2-hydroxysaclofen perfusion (50 min) that 

commenced 25 min before onset of deltorphin II infusion. The filled bar above the 

abscissa indicates the period of infusion of baclofen (25 min). The open bar above 

the abscissa indicates the period of deltorphin II perfusion (25 min).
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Fig. 6. A model indicating how GABAergic interneurons and dopaminergic neurons 

(dopaminergic nerve ending) interact in GABAB and delta1- and delta2- opioid 

receptor-mediated processes in the nucleus accumbens. Glial cells that may 

contribute to regulation of extracellular neurotransmitter levels are not included. The 

arrows indicate GABA and dopamine release from the respective nerve endings. 
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考 察 

 

 本研究と同様の実験条件で行なったこれまでの報告において（Okutsu et al., 

2006; Saigusa et al., 2001, 2012），側坐核から回収した灌流液に含まれている

dopamine は 70％以上が tetrodotoxin 感受性（Di Chiara et al., 1996）であった。

したがって，本研究で検出した側坐核の細胞外 dopamine は神経発火により放

出されたものであると考えられた。 

 側坐核への δ 受容体 agonist の灌流投与は，同部位の細胞外 dopamine 量を δ

受容体を介さない機構でも増加させることが知られている（Saigusa et al., 

2017）。例えば側坐核への DPDPE の灌流投与は，同部位の細胞外 dopamine 量

を δ1 受容体のみならず μ 受容体も介して増大させる（Hirose et al., 2005）。同

様に側坐核への deltorphin II の灌流投与は，同部位の細胞外 dopamine 量を

naloxone 感受性の opioid 受容体の刺激を介さずに増加させることが示されて

いる（Murakawa et al., 2004）。しかしながら，本研究と同じ条件で DPDPE と

deltorphin II が誘発した側坐核の dopamine 放出の促進は，δ1 受容体 antagonist

の BNTX と δ2 受容体 antagonist の naltriben によりそれぞれ消失することが近

年確認されている（Aono et al., 2017）。したがって，本実験で側坐核へ灌流投

与した DPDPE と deltorphin II による dopamine 放出の促進も，同部位の δ1 ま

たは δ2 受容体の選択的な活性化が関与したものと考えられる。興味深いこと

に側坐核へ灌流投与した deltorphin II は，同部位において二相性の dopamine

放出の増加を惹き起した。この deltorphin II の dopamine 放出に対する効果が，

神経細胞内の生化学的応答を含む側坐核の δ2 受容体の機能と，deltorphin II の

薬理作用のいずれによるものか，あるいは両方によるものかについては不明

であり，今後の更なる検討が必要である。 

 本研究結果は，側坐核の GABAB 受容体刺激は δ1 または δ2 受容体刺激を介

した同部位の dopamine 放出を抑制することを示している。これは（1）GABAB
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受容体 agonistの baclofenは，δ1受容体 agonistの DPDPEまたは δ2受容体 agonist

の deltorphin II が誘発した dopamine 放出を抑制したこと，さらに（2）基礎

dopamine 放出に影響を与えない GABAB 受容体 antagonist の 2-hydroxysaclofen

の併用投与は，DPDPE または deltorphin II が誘発した dopamine 放出に対する

baclofen の抑制効果を打ち消したためである。またこれらの結果は，DPDPE

または deltorphin II による dopamine 放出の増大には GABAB受容体を介した側

坐核の dopamine 神経抑制の低下が関わることを示すものである。 

 これまでの研究から，側坐核の GABAA 受容体刺激は同部位の δ1 ではなく δ2

受容体を介した dopamine 放出の増大を抑制することが報告されている（Aono 

et al., 2017）。これらの以前の報告と本研究結果から，側坐核では GABAA とは

異なり GABAB 受容体への GABA 入力の低下が同部位の δ1 受容体を介した

dopamine 放出の促進に関与することが示された。また，側坐核の GABAA ま

たは GABAB 受容体への GABA 入力の低下が同部位の δ2 受容体を介した

dopamine 放出の促進に関与することが示された。 

 δ1 受容体 agonist と δ2 受容体 agonist は異なる効果を誘発することが示され

ているが，これらの agonist の間で逆の効果が認められることもある（Mitchell 

et al., 2014）。例えば，δ1 受容体 agonist は δ2 受容体 agonist とは異なり，側坐

核の dopamine 神経活動に依存したメカニズムでラットの回転行動を誘発する

（Matsuzaki et al., 2004）。また δ1 受容体 agonist はアルコール依存の治療薬の

候補であるが，δ2 受容体 agonist はアルコール依存を促進する可能性があるこ

とがラットを用いた行動学的研究から示唆されている（Mitchell et al., 2014）。

これに対し δ1，δ2 受容体 agonist の側坐核への灌流投与は，いずれも dopamine

放出を促進することが示されている（Aono et al., 2017）。また，この δ1 または

δ2 受容体 agonist による側坐核の dopamine 放出の促進では，GABAA 受容体の

果たす役割が異なることが指摘されている。即ち δ2 受容体 agonist は δ1 受容

体 agonist とは異なり，GABAA 受容体を介した神経機構により側坐核の
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dopamine 放出を増大させた（Aono et al., 2017）。これらの報告とは異なり，本

研究結果から δ1 と δ2 受容体の agonist はいずれも側坐核の GABAB 受容体を介

した神経機構により同部位の dopamine 放出を促進することが明らかに示され

た。 

 本研究および同様の条件で行なった最近の研究の結果は（Aono et al., 2017），

側坐核の δ1および δ2受容体が同部位の dopamine放出を異なる組合せのGABA

受容体 subtype が関わる神経機構を介して促進することを裏付ける神経薬理

学的な証拠を示すものである。即ち，δ1 受容体の活性化は GABAA ではなく

GABAB 受容体に依存した神経機構を介して側坐核の dopamine 放出を増加さ

せた。しかしながら，δ2 受容体の活性化は GABAA と GABAB の両受容体に依

存した神経機構を介して側坐核の dopamine 放出を促進した。このように

GABA 受容体 subtype の関与様式に違いが認められた原因として，側坐核の

dopamine 放出の調節に関わる GABA 介在神経上での δ 受容体 subtype の発現

が一様でないことが考えられた。例えば，δ1 受容体は，dopamine 神経終末上

の GABAA 受容体ではなく GABAB 受容体を介して dopamine 放出を調節する

GABA介在神経上に分布しているのに対して（Aono et al., 2017），δ2受容体は，

dopamine 神経終末上の GABAA 受容体だけではなく GABAB 受容体も介して

dopamine 放出を調節する GABA 介在神経上に分布していることが考えられる。

側坐核の dopamine 放出の促進に関わる可能性が想定される δ 受容体と

GABAB 受容体の相互作用を介した神経機構について，以下にさらなる考察を

行なった。 

 Fig. 6 は，側坐核において δ 受容体および GABAB 受容体を介して GABA 介

在神経と dopamine 神経終末がどの様に相互作用する可能性があるかについて

示したものである。本章の緒言に述べた通り，側坐核の GABA 介在神経には

前シナプス性に δ 受容体が発現している。免疫組織化学的研究から，側坐核

の δ 受容体の活性化は同部位の抑制性神経伝達を低下させる可能性があるこ
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とが示唆されている（Svingos et al., 1998）。側坐核の GABAB 受容体は，DPDPE

または deltorphin II が誘発した同部位の dopamine 放出促進作用の調節が可能

であることが本研究結果から示された。GABAB 受容体は，自己受容体または

ヘテロ前シナプス受容体として機能することが側坐核と（Xi et al., 2003），他

の脳の領域（Bettler et al., 2004; Davis et al., 1997; Mouginot et al., 1998）におい

てそれぞれ報告されている。しかしながら，ラットの脳で GABAB 受容体は

GABA 合成酵素の glutamic acid decarboxylase 陽性神経細胞上には発現してし

なかった（Margeta-Mitrovic et al., 1999）。この解剖学的特徴に関する報告に基

づくと，DPDPE または deltorphin II が誘発した側坐核の dopamine 放出促進作

用を調節する GABAB 受容体は GABA 介在神経ではなく dopamine 神経終末に

局在することが考えられる。介在神経として以外に側坐核の GABA 神経には，

軸索側枝を備えた出力線維，あるいは軸索側枝を欠く出力線維のほか，腹側

淡蒼球をはじめとする脳内の他の領域に起始核がある入力線維もある。これ

らの神経線維は glutamic acid decarboxylase 陽性と考えられる。したがって前

述の Margeta-Mitrovic らによる免疫組織化学的研究（1999）の結果に基づくと，

介在神経以外の側坐核の GABA 神経にも GABAB 受容体は発現していない可

能性がある。その上，これらの介在神経以外の側坐核の GABA 神経について

は，δ 受容体が発現しているか，また dopamine 神経終末からの dopamine 放出

を調節可能であるか否かについては不明である。一方，側坐核の GABA 介在

神経には前シナプス受容体として働く δ 受容体が発現していることは明らか

に示されている（Svingos et al., 1998）。 

 本研究から（１）側坐核の GABA 介在神経上に発現している δ1 または δ2

受容体の DPDPE または deltorphin II による刺激は dopamine 神経終末上の

GABAB 受容体への GABA 入力を減少させること，さらに（２）dopamine 神

経終末上に発現しこの神経を抑制しているこれらの GABAB 受容体へ baclofen

が作用する結果，側坐核の dopamine 神経の抑制的制御が増大することがそれ
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ぞれ示唆された。側坐核の δ1 および δ2 受容体の刺激前ではなく刺激後の

dopamine 放出に対する baclofen の効果は，同部位の dopamine 神経終末上の

GABAB 受容体を介して発現していた可能性がある。この baclofen の効果につ

いては，側坐核の dopamine 神経終末に発現している GABAB 受容体へ作用可

能な内因性 agonist の GABA 量の変化によるものと考えられよう。即ち作用可

能な内因性 agonist の GABA 量は，δ 受容体 subtype の刺激前には多いが，δ1

または δ2 受容体刺激後には減少したことが考えられる。このため受容体上で

の内因性 GABA との競合の低下に伴って，外因性 agonist の baclofen が δ 受容

体の刺激前ではなく刺激後に側坐核の dopamine 神経終末上に分布している

GABAB 受容体と選択的に相互作用したと推察される。この点に関し，上記の

メカニズムに基づくと側坐核の dopamine 神経終末上の GABAB 受容体の遮断

は δ1 または δ2 受容体を介した同部位の dopamine 放出を促進することが予想

される。しかしながら 2-hydroxysaclofen は，DPDPE または deltrophin II の誘

発した側坐核の dopamine 放出には影響を及ぼさなかった。この原因について

は，側坐核の dopamine 神経終末上に分布している GABAB 受容体に作用可能

な内因性 GABA 量の減少の面から説明できる。即ち，GABA 介在神経上の δ1

または δ2 受容体の選択的刺激は，GABAB 受容体の遮断で dopamine 放出のさ

らなる脱抑制を誘発できないレベルまで内因性の GABA を減少させたことが

考えられる。 

 本研究から，δ1または δ2受容体を介した側坐核の dopamine放出の増大には，

同部位の dopamine 神経の GABAB 受容体を介した抑制の低下が関わることが

示された。また本研究から，側坐核の GABA 介在神経の細胞体または神経終

末のいずれかあるいは両方に発現している δ1 および δ2 受容体の活性化は

GABA 放出を減少させ，同部位の GABAB 受容体を介した dopamine 神経終末

の抑制的制御を低下させることで dopamine 放出を促進することが示された。 
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第 2 章 

 

側坐核の GABAA および GABAB 受容体は同部位の dopamine 放出には影響を

与えずに acetylcholine 放出を抑制する 

 

緒 言 

 

 側坐核は，中脳腹側被蓋野に起始核がある中脳辺縁系 dopamine 神経の投射

を受ける領域のひとつである。免疫組織化学的研究から側坐核全体には

acetylcholine 介在神経が分布していることが示されている（Bolam et al., 1984; 

Meredith et al., 1989; Phelps et al., 1985）。また，側坐核の acetylcholine 神経活動

の促進または抑制は，それぞれ移所運動（Akiyama et al., 2000; Saigusa et al., 

1995）と認知機能障害（Laplante et al., 2011, 2012, 2013）を実験動物に惹き起

すことが知られている。 

 側坐核の acetylcholine 介在神経は，GABA 性出力神経（Meredith and Chang, 

1994）と中脳腹側被蓋野を含む他の脳領域からの GABA 性入力神経（Brown et 

al., 2012）とシナプスを形成していることが示されている。また，側坐核の

acetylcholine 介在神経には，GABA 性の制御を誘発するのに必要な GABAA 受

容体が発現していることも知られている（ Gonzales and Smith, 2015; 

Rodríguez-Pallares et al., 2000）。ラットの脳切片を用いた研究では，当初 GABA

は側坐核の acetylcholine遊離には影響を与えないと考えられていたが（Stoof et 

al., 1979），その後，GABAA 受容体 agonist の muscimol は線条体の自発的な

acetylcholine 放出を促進し（Login et al., 1998; Scatton and Bartholini 1980; 

Supavilai and Karobath 1984），カリウム負荷が誘発した線条体の acetylcholine

放出は抑制することが示された（Supavilai and Karobath, 1985）。また無麻酔非

拘束ラットでは，GABAA 受容体 ligand は側坐核の細胞外 acetylcholine 量に影
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響を与えることが明らかになった。即ち，GABAA 受容体 agonist の muscimol

または GABAA 受容体 antagonist の bicuculline の側坐核への灌流投与は，同部

位の acetylcholine をそれぞれ減少または増加させた（Rada et al., 1993）。 

 以上のことは，acetylcholine 神経発火を抑制する GABAA 受容体と GABAA

受容体 ligand が相互作用する可能性を一見示唆するかのようである。しかし

ながら muscimol と bicuculline の併用実験の結果は，muscimol が GABAA 受容

体の活性化を介して側坐核の acetylcholine 放出を減少させたことを必ずしも

示していない。なぜならばこの muscimol による側坐核の acetylcholine 放出の

減少効果は，基礎 acetylcholine 放出を増加させる高い用量の bicuculline を併

用したときにのみ消失することが示されているためである（Rada et al., 1993）。

つまり，側坐核において muscimol が誘発した acetylcholine 神経活動の低下に

同部位の GABAA 受容体が関与することを示す神経薬理学的証拠は in vivo の

条件下では依然として得られていない。実際に側坐核に投与された muscimol

は，側坐核の acetylcholine 神経依存性のラットの回転行動を GABAA 受容体

antagonist の bicuculline 非感受性の機構で減少させることも薬理行動学的研究

から示されている。また muscimol は，bicuculline 非感受性の機構と関連する

可能性がある GABA 取込み部位と相互作用をすることも示唆されている

（Johnston, 1971, 2014）。そこで本研究では基礎 acetylcholine 量に影響を与え

ない低用量の bicuculline が，無麻酔非拘束ラットで muscimol が誘発した側坐

核の acetylcholine 放出の減少に及ぼす効果について分析した。 

 側坐核には GABAA のみならず GABAB 受容体も分布し（Matsumoto et al., 

1989），同部位の acetylcholine 介在神経には GABAB 受容体が発現することが

知られている（Yung et al., 1999）。GABAB 受容体 agonist の baclofen は側坐核

の acetylcholine 神経活動に影響を与えることが示されている。例えばラット

の脳切片を用いた電気生理学的研究からは，高周波刺激が誘発した側坐核の

acetylcholine 介在神経の自発発火の抑制には GABAA ではなく GABAB 受容体
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が関与することが示されている（Xie et al., 2014）。In vivo 脳微小透析法による

研究からは，無麻酔非拘束ラットの側坐核の GABAB 受容体は同部位の細胞外

acetylcholine 量の制御において抑制的な役割を果たすことが示唆されてきた

（Rada et al., 1993）。また行動薬理学的研究からは，側坐核の GABAB 受容体

刺激は側坐核の acetylcholine 神経に依存したラットの回転行動を抑制するこ

とが示されている（Akiyama et al., 2004）。このため，比較の目的で，自由運

動下のラットの側坐核の基礎 acetylcholine 放出へ GABAB 受容体 agonist の

baclofen が及ぼす効果についても検討を加えた。この baclofen が acetylcholine

放出を減少させる作用に対して，基礎 acetylcholine 量に影響を与えない用量

の GABAB 受容体 antagonist の 2-hydroxysaclofen が及ぼす効果について解析し

た。 

 本研究ではさらに，GABAA および GABAB 受容体 ligand が基礎 dopamine 放

出に及ぼす効果についても検討を加えた。これは脳微小透析実験により

acetylcholine 放出を検出する上で灌流液に添加する低濃度の cholinesterase 阻

害薬の physostigmine が（Noori et al., 2012），GABAA および GABAB 受容体に

よる側坐核の dopamine 神経活動の調節（Aono et al., 2008; Saigusa et al., 2008）

に影響を与える可能性が考えられるためである。側坐核の dopamine 放出に対

する GABA 受容体 ligand の効果を分析するもうひとつの理由は，側坐核では

acetylcholine 神経と dopamine 神経は密接な相互作用を示すことが報告されて

いるためである。例えば側坐核を含む線条体領域では，acetylcholine 神経活動

の変化は dopamine 神経活動に影響を及ぼすことが示されているほか（Exley et 

al., 2008; Exley and Cragg, 2008; Threlfell et al., 2012），acetylcholine 神経活動は

dopamine 神経活動の変化の影響を受けることも示されている（Wedzony et al., 

1988; Consolo et al., 1999）。したがって，これらの acetylcholine 神経と dopamine

神経の相互作用は GABA 性の抑制の影響を受ける可能性が推測される。 
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材料および方法 

 

動物 

 第 1 章と同じ条件で使用した動物を用いた。 

 

手術 

 第 1 章の記載と同様に行なった。 

 

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., 2017; Kiguchi 

et al., 2016）に従って行なった。 

 第 1 章と同じ透析プローブをラットの頭部に固定したのち，テフロンチュ

ーブを接続した。本研究で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 acetylcholine 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

に近い濃度を採用した（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。 

 Acetylcholine は Eicompak AC-GEL column（粒子サイズ 4 µm，カラムサイズ

2.0 × 150 mm; 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（AC-ENZYM II; Eicom, Kyoto, Japan）を
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用いて acetylcholine 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 acetylcholine

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。Acetylcholine 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 acetylcholine 量は，標準物質の

acetylcholine と IPHC のピーク面積値を基に算出した。 

 第 2 章の研究で dopamine 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。Dopamine 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。

Dopamine 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 dopamine 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。 

 本研究と同様の実験条件では，回収された acetylcholine と dopamine 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， 80%以上が

tetrodotoxin 感受性であったことから，測定されたほとんどの acetylcholine と

dopamine 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（acetylcholine: Kiguchi et al., 2016，dopamine: Saigusa et al., 2012）。

Acetylcholine の定量に用いた試料は 15 分毎に，dopamine の定量に用いた試料

は 20 分毎にそれぞれ回収した。第 1 章と同じく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，脳微小透析プロー
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ブを介した脳内局所への直接灌流により投与した。基礎 dopamine 量は，薬物

投与直前 3 回に回収した試料に含まれる dopamine 量の平均とし，基礎

acetylcholine 量は，薬物投与直前 4 回に回収した試料に含まれる acetylcholine

量の平均とした。これらの基礎値の決定の際には， ANOVA を行った（統計

処理参照）。 

 

薬物 

 被験薬物として，muscimol（5-aminomethyl-3-hydroxyisoxazole; Sigma-Aldrich, 

St. Louis, MO, USA ）， bicuculline （ 1(S),9(R)-(-)-bicuculline methobromide; 

[R-(R*,S*)]-5-(6,8-dihydro-8-oxofuro[3,4-e]-1,3-benzodioxol-6-yl)-5,6,7,8-tetrahyd

ro-6,6-dimethyl-1,3-dioxolo[4,5-g]isoquindinium bromide, Sigma-Aldrich, St. Louis, 

MO, USA ） ， baclofen （ R(+)-baclofen hydrochloride; 

R(+)-β-(aminomethyl)-4-chlorobenzenepropanoic acid hydrochloride; 

Sigma-Aldrich, MO, USA) ，  2-hydroxysaclofen (2-hydroxysaclofen; 

3-amino-2-(4-chlorophenyl)-2-hydroxypropanesulfonic acid, Sigma-Aldrich, MO, 

USA）を用いた。muscimol，bicuculline，baclofen，2-hydroxysaclofen はいずれ

も改良リンゲル液に溶解した。これらの薬物のうち，muscimol，baclofen は

30 分間，bicuculline，2-hydroxysaclofen は 60 分間に亘り，いずれも微小透析

膜を介して側坐核へ灌流投与した。ただし，muscimol または baclofen の投与

開始の 30 分前に bicuculline または 2-hydroxysaclofen の灌流投与を開始した。

被験薬物の投与量は，muscimol（Aono et al., 2008, 2017; Ferraro et al., 1996; Yan, 

1999; Yoshida et al., 1997），baclofen（Klitenick et al., 1992; Santiago and Westerink 

1992; Smolders et al., 1995, Watanabe et al., 2018），bicuculline（Aono et al., 2008, 

2017; Rahman and McBride, 2002; Yan, 1999），2-hydroxysaclofen（Santiago and 

Westerink 1992, Watanabe et al., 2018）を用いた過去の報告に基づいて設定した。 

 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（pmol または
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nmol）で示した（muscimol, 30 分間: 3-30 pmol/30 μl; baclofen, 30 分間: 30-300 

nmol/30 μl; bicuculline, 60 分間: 60 pmol/60 μl; 2-hydroxysaclofen, 60 分間: 12 

nmol/60 μl）。 

 

透析プローブ挿入位置の組織学的確認 

 第 1 章と同様に行なった。 

 

統計処理 

 第 1 章と同様にデータはすべて基礎値に対する百分率で表した。第 2 章で

は，薬物処置直前に回収した 4 試料に含まれる acetylcholine 量の平均，3 試料

に含まれる dopamine 量の平均をそれぞれ基礎値として採用した（透析実験参

照）。これらの基礎値の決定の際には，連続して回収した試料中の acetylcholine

または dopamine の量の間に統計学的に有意な差がなく，安定していることを

time の因子について繰り返しのある ANOVA を行って確認した。 

 経時的なデータの比較では，第 1 章と同じく処置（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，側坐核において透析プローブはいずれも A10.60（耳

間線から前方 10.60 mm の断面）を通過しており，その先端は耳間線から前方

10.00～10.95 mm の範囲にあった（Fig. 7）。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かった。本研究で

使用した 102 例のラットのうち，プローブの位置が目的の範囲外にあったも

のは 15 例であった。プローブが目的位置にあった 87 例（acetylcholine 定量の

57 例，dopamine 定量の 34 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 acetylcholine 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 acetylcholine 量

は，3.23 ± 0.26 pg/15 min（= 1.47 ± 0.12 nM）であった（mean ± S.E.M.; n = 53）。 

 

Muscimolまたは baclofenの側坐核への灌流投与は同部位の acetylcholine放出

を抑制する 

 測定期間中，側坐核から得られた基礎 acetylcholine 量は安定していた（Fig. 

8）。側坐核へ muscimol（3.0，30.0 pmol）を 30 分間灌流投与したところ，同

部位の細胞外 acetylcholine 放出は 60 分にわたり用量依存的に抑制された[Fig. 

8; two-way ANOVA, interaction: F (6, 39) = 4.57, P < 0.01]。Scheffé’s test の結果，

3.0 pmol muscimol 投与群と vehicle 投与群の間，30.0 pmol muscimol 投与群と

vehicle 投与群の間，30.0 pmol muscimol 投与群と 3 pmol muscimol 投与群の間

にそれぞれ有意差が認められた（P < 0.05）。側坐核へ baclofen（30.0，300.0 

pmol）を 30 分間灌流投与したところ，同部位の細胞外 acetylcholine 放出は 45
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分にわたり用量依存的に抑制された[Fig. 9; two-way ANOVA, treatment: F (2, 28) 

= 14.46, P < 0.001]。Scheffé’s test の結果，30.0 pmol baclofen 投与群と vehicle

投与群の間，300.0 pmol baclofen 投与群と vehicle 投与群の間，300.0 pmol 

baclofen 投与群と 30.0 pmol baclofen 投与群の間にそれぞれ有意差が認められ

た（P < 0.05）。 

 

Muscimol の側坐核 acetylcholine 放出抑制効果を bicuculline は打ち消す 

 Bicuculline の 60 分間の灌流投与（ 60.0 pmol）は基礎的な側坐核の

acetylcholine 放出に明らかな影響を及ぼさなかったが，muscimol（30.0 pmol）

の誘発した側坐核の acetylcholine 放出の抑制効果を打ち消した [Fig. 10; 

two-way ANOVA, interaction: F (9, 57) = 7.52, P < 0.001]。 

 

Baclofen の側坐核 acetylcholine 放出抑制効果を 2-hydroxysaclofen は打ち消す 

 2-Hydroxysaclofen の 60 分間の灌流投与（12.0 nmol）は基礎的な側坐核の

acetylcholine 放出に目立った影響を及ぼさなかったが，baclofen（300.0 pmol）

の誘発した側坐核の acetylcholine 放出の抑制効果を打ち消した [Fig. 11; 

two-way ANOVA, treatment: F (3, 40) = 14.97, P < 0.001]。 

 

側坐核における基礎的な細胞外 dopamine 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 dopamine 量は，

2.35 ± 0.15 pg/20 min（= 0.77 ± 0.05 nM）であった（mean ± S.E.M.; n = 34）。 

 

側坐核の dopamine 放出は同部位への muscimol，baclofen，bicuculline，

2-hydroxysacolfen の灌流投与の影響を受けない 

 30 分間に亘る muscimol（30.0 pmol）または baclofen（300.0 pmol）の灌流

投与は基礎的な側坐核の dopamine 放出には明らかな影響は及ぼさなかった
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（Fig. 12; muscimol: n = 8; baclofen: n = 7）。また，muscimol が誘発した

acetylcholine 放出の抑制を打ち消した 60 分間に亘る bicuculline（60.0 pmol）

の灌流投与は，基礎的な側坐核の dopamine 放出には著しい影響は及ぼさなか

った（Fig. 13; n = 5）。さらに，baclofen が誘発した acetylcholine 放出の抑制を

打ち消した 60 分間に亘る 2-hydroxysaclofen（12.0 nmol）の灌流投与は，基礎

的な側坐核の dopamine 放出には目立った影響を与えなかった（Fig. 13; n = 6）。 
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Fig. 7. Schematic illustration showing locations of the beginning (closed squares) 

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

accumbens for all 87 successfully placed probes. The plane is taken from the atlas of 

Paxinos and Watson (1998) and the approximate coordinate indicated is mm anterior 

to the interaural line.
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Fig. 8. Effects of 30-min infusions of vehicle (n = 6, closed diamonds) or muscimol 

(3.0 pmol, n = 5, open triangles; 30.0 pmol, n = 5, open circles) 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 muscimol infusion. Vertical bars indicate S.E.M. The filled bar above the 

abscissa indicates the periods of infusion of vehicle or muscimol (30 min). 
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Fig. 9. Effects of 30-min infusions of vehicle (n = 6, closed diamonds) or baclofen 

(30.0 pmol, n = 5, open triangles; 300.0 pmol, n = 6, open circles) 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 baclofen infusion. Vertical bars indicate S.E.M. The filled bar above the 

abscissa indicates the periods of infusion of vehicle or baclofen (30 min).  
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Fig. 10. Effects of infusions of vehicle (n = 6, closed diamonds), bicuculline (60.0 

pmol, n = 7, open triangles) and muscimol (30.0 pmol, n = 5, open circles) on basal 

extracellular efflux of acetylcholine (ACh) in the nucleus accumbens. Bicuculline 

(60.0 pmol) inhibits the muscimol-induced reduction in basal acetylcholine (ACh) 

efflux 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 muscimol 

(30.0 pmol). Vertical bars indicate S.E.M. The filled bar above the abscissa indicates 

the period of bicuculline perfusion that commenced 30 min before onset of muscimol 

infusion. The open bar indicates the period of infusion of muscimol (30 min).  
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Fig. 11. Effects of infusions of vehicle (n = 6, closed diamonds), 2-hydroxysaclofen 

(12.0 nmol, n = 5, open triangles) and baclofen (300.0 pmol, n = 6, open circles) on 

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

2-Hydroxysaclofen (12.0 nmol) inhibits the baclofen-induced reduction in basal 

acetylcholine (ACh) efflux 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 baclofen (300.0 pmol). Vertical bars indicate S.E.M. The open bar above 

the abscissa indicates the period of 2-hydroxysaclofen perfusion that commenced 30 

min before onset of baclofen infusion. The filled bar indicates the period of infusion 

of baclofen (30 min).  
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Fig. 12. Effects of 30 min-infusions of vehicle (n = 5, closed diamonds), muscimol 

(30.0 pmol, n = 8, open circles) and baclofen (300.0 pmol, n = 7, open triangles) on 

basal extracellular efflux of dopamine (DA) in the nucleus accumbens. Data are 

expressed as mean change in 20 min observation periods after onset of a 30-min 

infusion of muscimol (30.0 pmol) and baclofen (300.0 pmol). Vertical bars indicate 

S.E.M. The open bar indicates the periods of infusion of vehicle, muscimol or 

baclofen (30 min).  
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Fig. 13. Effects of 60 min-infusions of vehicle (n = 5, closed diamonds), bicuculline 

(60.0 pmol n = 5, open circles) and 2-hydroxysaclofen (12.0 nmol n = 6, open 

triangles) on basal extracellular efflux of dopamine (DA) in the nucleus accumbens. 

Data are expressed as mean change in 20 min observation periods after onset of a 

60-min infusion of bicuculline (60.0 pmol) and 2-hydroxysaclofen (12.0 nmol). 

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

of infusion of vehicle, bicuculline or 2-hydroxysaclofen (60 min). 
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Fig. 14. A model indicating how endogenous GABA appears to interact with 

cholinergic neurons (cholinergic nerve endings) and dopaminergic neurons 

(dopaminergic nerve endings) through GABAA and GABAB receptors in the nucleus 

accumbens. Glial cells that may contribute to regulation of extracellular 

neurotransmitter levels are not shown. The filled arrows indicate strength of tonic 

GABAergic activity required to activate GABAA or GABAB receptors on cholinergic 

and dopaminergic nerve endings in the nucleus accumbens. The open arrows indicate 

acetylcholine and dopamine release from the respective nerve endings in the nucleus 

accumbens. 
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考 察 

 

 Acetylcholinesterase 阻害薬は，in vivo 脳微小透析法により回収された灌流液

中の acetylcholineを検出するため細胞外 acetylcholineの酵素的代謝を低下させ

る目的で灌流液に添加される（Noori et al., 2012）。本研究では，neostigmine

に比べて低濃度でも acetylcholine 神経へ強力に作用することが知られている

physostigmine を含有した灌流液を使用した（Noori et al., 2012）。本研究と同じ

実験条件で実施した以前の報告（Kiguchi et al., 2016）において，電位依存性

Na+チャネル阻害薬の TTX（Di Chiara et al., 1996）により側坐核の基礎的な

acetylcholine は 80％以上が消失することが示されている。このため本研究で

検出した基礎的な acetylcholine 放出は，神経発火により誘発されたものであ

ると考えられた。灌流液への physostigmine の添加を除き同じ実験条件で実施

した以前の研究（Aono et al., 2015）と本研究の結果を比較すると，灌流液中

の physostigmine により基礎 dopamine 量が受けた影響はごくわずかであった。 

 本研究から GABAA 受容体 agonist の muscimol の側坐核への灌流投与は，無

麻酔非拘束ラットの側坐核の acetylcholine 放出を用量依存的に抑制すること

が示された。これらの知見は muscimol が実験動物の線条体切片からの自発的

な acetylcholine 遊離を促進するという報告（Login et al., 1998; Scatton and 

Bartholini 1980; Supavilai and Karobath 1985）とは異なるが，側坐核に灌流投与

された muscimol が無麻酔ラットの側坐核の基礎的な細胞外 acetylcholine 量を

減少させることを示す神経薬理学的研究の結果（Rada et al., 1993）とは一致

するものであった。側坐核に投与された muscimol は，同部位の acetylcholine

神経活動依存性の移所行動を GABAA 受容体の活性化に依存しない機構を介

して抑制できることが行動薬理学的研究から示されている。即ち muscimol の

側坐核への投与は，側坐核の acetylcholine 神経活動に依存したラットの回転

行動を抑制するが，この muscimol の効果は GABAA 受容体 antagonist の
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bicuculline の影響は受けなかった（Akiyama et al., 2004）。実際に muscimol は，

GABAA 受容体以外に GABA 取込み部位とも相互作用することが知られてい

る（Jonston, 1971, 2014）。しかしながら本研究で認められた muscimol の側坐

核の acetylcholine 放出に対する効果の発現には，同部位の GABAA 受容体刺激

が関与している可能性が高い。これは muscimol の誘発した側坐核の

acetylcholine 放出の減少は，GABAA 受容体 antagonist の bicuculline で打ち消さ

れたためである。高用量の bicuculline の側坐核への灌流投与は同部位の

acetylcholine 放出を増大させる（Rada et al., 1993）。これらの結果は，側坐核

の GABAA受容体は同部位の acetylcholine神経活動制御において抑制的な役割

を果たすことを示している。 

 本研究から，側坐核への GABAB 受容体 agonist の baclofen の灌流投与は，

無麻酔非拘束ラットの側坐核の acetylcholine 放出を減少させることが示され

た。この baclofen の効果は GABAB 受容体 antagonist の 2-hydroxysaclofen の併

用投与により消失したことから，baclofen の作用は側坐核の GABAB 受容体の

活性化を介したものであると考えられた。これらの結果は，側坐核の GABAB

受容体が同部位の acetylcholine 神経活動の制御において抑制的な役割を果た

すことを示している。即ち，本研究結果はこれまでの報告のうち，（１）側坐

核の acetylcholine 介在神経には，神経終末からの acetylcholine 放出を制御する

GABAB 受容体が発現しているとする免疫組織化学的研究（Yung et al., 1999），

（２）側坐核の acetylcholine 介在神経の自発的な神経発火の高周波刺激によ

る抑制は GABAB 受容体を介しているとする電気生理学的研究（Xie et al., 

2014），（３）GABAB 受容体 agonist の baclofen は側坐核の acetylcholine 放出を

抑制するが，この効果は antagonist の 2-hydrosysaclofen で打ち消されるとする

神経薬理学的研究の結果（Rada et al., 1993）をいずれも支持するものであっ

た。 

 興味深いことに，灌流開始から acetylcholine の最大減少が起こるまでの所
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要時間は，muscimol では 45 分だったのに対し，baclofen では 30 分であった。

この時間の違いが，（１）各薬物の脂溶性をはじめとする透析プローブ周囲の

薬物動態の相違，（２）agonist としての効力と最大有効性の相違，（３）細胞

内の生化学的応答を含むシグナル伝達機構の相違のいずれにより起きたもの

かについては，さらなる検討が必要である。 

 本研究結果は，GABAA または GABAB 受容体の活性化を介して acetylcholine

放出を低下させることができる低用量の muscimol（30.0 pmol）または baclofen

（300.0 pmol）の側坐核への灌流投与は，同部位の dopamine 放出には影響を

与えないことを示している。これらの結果は，GABAA または GABAB 受容体

の側坐核の基礎的な dopamine 放出における調節的な役割を検討するため

physostigmine を含有しない灌流液で行った in vivo 脳微小透析実験による研究

の成果と一致するものであった（Aono et al., 2008; Saigusa et al, 2008）。これま

でも報告されてきたように，本研究結果は（１）低用量ではなく高用量にお

いてのみ muscimol は基礎的な側坐核の dopamine 放出に影響を与えることが

できたこと（Aono et al., 2008），（２）baclofen は基礎的な側坐核の dopamine

放出には影響を与えなかったこと（Saigusa et al., 2008）と一致した。側坐核

を含む線条体領域では，acetylcholine 神経入力の減少が dopamine 神経活動に

影響を与えることが知られている。例えば，ニコチン性 acetylcholine 受容体

を介した acetylcholine 神経伝達の選択的抑制は，線条体における一過性の

dopamine 放出の増加を抑制するほか（Lim et al., 2014），側坐核の持続的

dopamine 放出は促進する（Exley et al., 2008; Rice and Cragg, 2004）。また条件

付けが誘発した側坐核の dopamine 放出を，ムスカリンおよびニコチン性

acetylcholine 受容体 antagonist はそれぞれ抑制または促進できる（Collims et al., 

2016）。これらの報告とは異なり，本研究は muscimol または baclofen が誘発

した側坐核の acetylcholine 放出の減少は，同部位の dopamine 量の目立った変

化を伴っていなかった。つまり，本研究は muscimol と baclofen は側坐核の
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dopamine 放出に影響を与えずに acetylcholine 放出を低下させることができる

ことを示している。 

 Fig. 14 は，側坐核の acetylcholine および dopamine 神経と同部位の内因性

GABA がどの様に相互作用を示すかを表した模式図である。Muscimol と

baclofen はそれぞれ側坐核において dopamine 量には影響を与えずに

acetylcholine 量を減らしたという本研究結果は，acetylcholine 神経活動と

dopamine 神経活動を抑制する GABA 受容体 subtype を介した GABA 性のトー

ヌスの違いを示唆している可能性がある。つまり，dopamine 神経活動を抑制

する GABAA および GABAB 受容体に比べ，acetylcholine 神経活動を抑制する

GABAA および GABAB 受容体を刺激する内因性 GABA 量が少ないことが考え

られる。換言すると acetylcholine 介在神経に発現する GABAA および GABAB

受容体よりも dopamine 神経終末に発現している GABAA および GABAB 受容

体のトーヌスが高い可能性がある。 

 以上の結果から，側坐核において GABAA および GABAB 受容体は同部位の

acetylcholine 神経活動の調節において抑制的な役割を果たすことが示された。

また本研究から，側坐核の GABAA および GABAB 受容体の刺激が無麻酔非拘

束ラットの側坐核の dopamine 放出に影響を与えることなく acetylcholine の放

出を減少させることを示す証拠を，in vivo の神経化学的実験に基づいて提供

することができた。これらの側坐核の GABAA および GABAB 受容体が，移所

行動（Akiyama et al., 2004; Saigusa et al., 1995）や学習・記憶を含む認知機能

（Laplante et al., 2011, 2012, 2013）といった脳内の複数の神経系に影響を及ぼ

すことが知られている acetylcholine の作用とどの様に関係するかについては

今後のさらなる検討が必要である。 
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総 括 

 

 側坐核は中脳腹側被蓋野を起始核とする中脳辺縁系 dopamine 神経の主たる

投射領域である。本研究は，側坐核の δ 受容体 subtype を介した dopamine 放

出の発現および基礎 acetylcholine 放出調節の神経機構を明らかにするため，

側坐核に分布する GABAB 受容体の役割に焦点を当ててラットを用いた in 

vivo 脳微小透析法による検討を行った。第 1 章では，δ1 または δ2 受容体の刺

激による側坐核の dopamine 放出促進の一因として同部位の GABAB 受容体を

介した抑制性神経伝達の低下を想定し，δ1 または δ2 受容体 agonist による側坐

核の dopamine 放出の促進を GABAB 受容体 agonist の baclofen が打ち消すか否

かについて検討した。第 2 章では，GABAB 受容体 agonist の baclofen が側坐

核の基礎的な acetylcholine および dopamine 放出に及ぼす効果について解析し

た。 

 これらの研究から，δ1 または δ2 受容体を介した側坐核の dopamine 放出の増

大は，いずれも同部位 GABAB 受容体刺激により抑制されることが示された。

また，側坐核の GABA 介在神経に発現する δ1 および δ2 受容体の活性化は

GABA 放出を減少させ，同部位の dopamine 神経の GABAB 受容体を介した抑

制的制御を低下させることで dopamine 放出を促進することが示唆された。さ

らに，側坐核の acetylcholine 放出を低下させる GABAB 受容体刺激は，同部位

の dopamine 放出には影響を与えないことが示された。 

 本研究より側坐核の GABAB 受容体は，同部位の δ1 または δ2 受容体刺激を

介した dopamine 放出促進の発現に関与すること，さらに，基礎 dopamine 放

出には影響を与えずに基礎 acetylcholine 放出を抑制することが示された。 

 行動学実験から，側坐核の dopamine 神経活動の亢進は opioid に対する精神

依存の発現に関与すると考えられているほか，側坐核の acetylcholine 神経活

動の抑制は記憶を含む認知機能を低下させると想定されている。本研究は，
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opioid を用いた疼痛制御の安全性の向上につながる GABAB受容体の機能に関

する基礎的な知見を提供するものである。 
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