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緒論 

 

パーキンソン病（PD）は振戦および筋肉の固縮を主要な症状とし、アルツハイマー

病に次いで世界で二番目に患者数の多い神経変性疾患である (1)。PD は中脳の黒質か

ら線条体に投射するドパミン神経細胞の変性および壊死により発症すると考えられて

いる。PD 患者の黒質のドパミン神経細胞には、Lewy 小体と呼ばれる細胞質内封入体

が観察される。人口 10 万人当たりの PD 患者数は、50～59 歳で 17.4 人、70～79 歳で

93.1 人であり、生涯における発症リスクは 1.5%と推定されている (2, 3)。PD は今後

の高齢化社会の進展に伴い増加すると考えられており、加えて治療満足度の高い医薬品

が存在しないことから新薬の開発が強く望まれている。なお、PD は基本的には孤発性

の疾患であるが、発症の引き金となる環境因子が複数見つかっている (4-6)。 

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）はヘロイン様作用を有する

合成麻薬の製造過程における副産物として1982年に米国で発見された (7-9)。上記合成

麻薬の中毒患者の一部に末期のPD患者に類似した症状が観察されたことから研究が進

められ、MPTPの摂取によりドパミン神経細胞が傷害されることが判明した (10-12)。 

ドパミン神経は記憶の形成および学習に関わる神経であり、神経伝達物質としてチロ

シンからチロシン水酸化酵素（TH）により合成されたモノアミンの一種であるドパミ

ンを用いている (1, 13, 14)。ドパミン神経細胞軸索末端より放出されたドパミンの一部

は近隣のドパミン神経細胞膜上に発現するドパミントランスポーター（DAT）を介して

細胞内に取り込まれて再利用され、また一部はドパミン神経細胞近傍のアストログリア

細胞に取り込まれてモノアミン酸化酵素（MAO）-B により分解される（Fig. 0-1） (15, 

16)。 

C57BL/6マウス等の実験動物にMPTPを投与すると、MPTPは血液-脳関門（BBB）
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を通過して中枢神経に入り、アストログリア細胞に取り込まれ、MAO-Bにより

1-methyl-4-phenylpyridinium（MPP+）に代謝される (17-23)。MPP+はDATと高い親

和性を有するためドパミン神経細胞内に入って蓄積し、酸化ストレスによりミトコンド

リアの呼吸鎖複合体Iを傷害し神経細胞死を引き起こす（Fig. 0-2） (24-33)。MAO-B

は黒質のアストロサイトだけではなく中枢神経以外の部位でも発現していることから、

血中にはMPTPだけではなく、これらMAO-BによってMPTPから代謝されたMPP+も存

在する (34, 35)。しかし、MPP+は水溶度が高くBBBを通過できないため、ドパミン神

経細胞を傷害するのは脳内でMPTPから代謝されて生じたMPP+であると考えられてい

る (36, 37)。 

MPTPによる中枢神経毒性に対する感受性については種差が大きく、ヒト、サルおよ

び一部の系統のマウスが感受性を有する一方、ラット、ハムスターおよび大部分の系統

のマウスは抵抗性である (38-43)。感受性の種差および系統差が大きい理由は解明され

ていない。MPTP投与マウスはPD治療薬の探索研究に用いられる代表的なモデル動物

であり、前述したように高い感受性を有する系統の一つであるC57BL/6マウスが多用さ

れている (44-48)。また、MPTPの投与はシヌクレイン陽性の細胞内線維性タンパク

質封入体の形成を誘導することから、このモデル動物を用いた研究はPDの発症機序解

明に有用と考えられている (49, 50)。 

PDを発症させ得る環境因子として、農薬に用いられているパラコートおよびロテノ

ンがある (4-6)。環境状況によってはこれらの因子に胎児の段階から暴露される可能性

があることから、PDのモデルについては、成獣だけでははく胎子および新生子を用い

た研究も重要であると考えられる。しかし、MPTPの中枢神経毒性研究の場合、大半が

成獣マウスを用いており、中枢神経系が未成熟な胎子および新生子マウスを用いた研究

はほとんど行われていない。これまでの研究において、妊娠6日目から15日目の雌マウ

スにMPTPを投与すると胎子の体重、出生後の運動性およびドパミン神経細胞数の減尐
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が認められた (51)。一方、妊娠17日目の雌マウスにMPTPを投与しても投与24時間後

の胎子および出生後の新生子マウスでは脳内のドパミン濃度に変化が見られなかった 

(52)。このように、胎子および新生子マウスに対するMPTPの中枢神経毒性については

研究自体が尐ないことに加えて、矛盾した結果が見受けられるなど、未解明な点が多い。 

また、近年、成獣 C57BL/6 マウスに投与された MPTP が黒質および線条体のドパミ

ン神経細胞を傷害するだけでなく、側脳室に接する領域である subventricular zone

（SVZ）の神経芽細胞に対してもアポトーシスを誘発することが明らかとなった 

(53-58)。神経芽細胞のアポトーシスは、MAO-B 阻害剤の前処理により抑制されるが、

成獣マウスの SVZ には DAT の発現が認められず DAT 阻害剤の前処理ではアポトーシ

スが抑制されないことから、MPTP による SVZ の神経芽細胞に対する毒性は、ドパミ

ン神経細胞に対する毒性とは異なる機序によると考えられている (59)。しかし、詳細

は不明であり、特に、MPP+を細胞内へ取り込む機序は未解明である。さらに、胎子お

よび新生子マウスでMPTPによるSVZの神経芽細胞に対する毒性を評価した研究は見

当たらない。 

SVZ の神経芽細胞数は若齢ほど多く、中枢神経系の傷害に際し神経細胞に分化して

傷害部位へ遊走することが知られている (60, 61)。PD はドパミン神経細胞数の減尐に

起因して発症するが、加齢に伴う SVZ 由来神経細胞の供給減尐も発症に関与している

可能性も示唆されている (62)。従って、神経芽細胞が豊富に存在する若齢動物を用い

て PD 発症の引き金となる環境因子のドパミン神経および SVZ への影響を調べること

は、PD 発症の機序の解明に非常に有用であると考えられる。 

本研究では、環境因子による PD 発症の機序を解明する一助として、胎子および新生子マ

ウスを MPTP に暴露させ中枢神経への影響について評価した。まず、妊娠マウスに MPTP

を投与し、胎子マウスの中枢神経に対する毒性を評価した。加えて、BBB が未成熟で

ある新生子マウスを用い、MPTP に加えて成獣では BBB を通過できない MPP+の投与



4 

 

も行うことで、MPTP および MPP+の胎子および新生子マウスに対する毒性発現の有無

および機序を検討した。また合わせて、MPTP および MPP+による SVZ の神経芽細胞に

対する影響についても評価した。 

まず、第一章では、MPTP および MPP+の胎子および新生子 C57BL/6 マウスの中枢

神経毒性の有無について、RT-PCR、Western blotting およびドパミン濃度測定等の生

化学的手法を用いて評価した。次に、第二章では、胎子および新生子マウスの黒質、線

条体および SVZ に対する MPTP および MPP+の毒性について、主に免疫組織化学的方

法を用いて評価した。第三章は、胎子および新生子マウスの黒質、線条体および SVZ

に対する MPTP および MPP+の毒性発現の機序について、成獣と同様に MAO-B およ

び DAT が関与しているか否かを免疫組織化学的手法により検索した。最後に、第四章

では、第一章から第三章の結果を補足する目的で、胎子マウスにおいて毒性発現に重要

な役割を果たしている胎盤について、MPTP および MPP+投与による影響を免疫組織化

学的に評価した。 
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Fig. 0-1 Schematic drawing of the function of the dopamine neuron. 
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Fig. 0-2 Schematic drawing of the toxicological mechanism of MPTP to the 

dopamine neuron. 
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第一章 胎子および新生子マウスにおける MPTP および

MPP+中枢神経毒性の生化学的評価 

 

要旨 

 

MPTP をマウスに投与するとドパミン神経細胞を傷害し、その結果 PD と類似した症

状を引き起こす。また、MPTP は SVZ の神経芽細胞に対しても毒性を有することが判

明した。成獣マウスに対する MPTP の中枢神経毒性を評価した研究は数多く実施され

ているが、胎子あるいは新生子等の中枢神経系が未成熟なマウスを対象とした研究はほ

とんど行われていない。本章では、MPTP またはその代謝産物である MPP+を胎子ある

いは新生子マウスに投与した際の脳における DAT、TH、MAO-B および MAO-A の発

現量、ドパミンとその代謝産物である 3,4-dihydroxy-phenylacetic acid（DOPAC）お

よび Homovanillic acid（HVA）の濃度の経時的変化について評価した。胎子および新

生子マウスへの MPTP あるいは MPP+の単回投与 6～12 時間後に、ドパミン、DOPAC

および HVA 濃度の減尐、DAT および TH の mRNA およびタンパク質発現量の減尐が

認められたが、これらの減尐は投与 24 時間後に概ね回復した。従って、MPTP および

MPP+は胎子マウスの胎盤および新生子マウスの BBB を通過することが明らかとなっ

た。また、MPTP および MPP+は胎子および新生子マウスに中枢神経毒性を示すものの、

これらの単回投与による影響は一時的であり、回復可能であると考えられた。なお、

MAO-B および MAO-A の mRNA およびタンパク質発現量は胎子および新生子マウス

において、MPTP および MPP+のいずれの投与でも変化しなかった。 
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序 

 

緒論で述べたように、1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）を投

与されたマウス、コモンマーモセット (42) およびカニクイザル (43) などがパーキン

ソン病（PD）モデル動物として開発され、治療薬の探索研究に用いられている。特に

C57BL/6マウスは高い感受性を有するため多用されている (44-48)。しかし、MPTPの

中枢神経毒性についての研究は、ほとんどが成獣マウスを用いたものであり、胎子およ

び新生子等、中枢神経系が未成熟なマウスに対する研究はほとんど行われていない。 

これまでの研究により、妊娠6日目から15日目にかけて雌マウスにMPTPを投与する

と胎子の体重、出生後の運動性および線条体のドパミン神経細胞数とドパミンおよびそ

の代謝産物であるHomovanillic acid（HVA）濃度が減尐する (51) こと、および妊娠

17日目の雌マウスにMPTPを投与しても投与24時間後の胎子マウスと、出生24時間後、

14日後および28日後の新生子マウスで線条体のドパミン濃度に変化が見られない (52) 

ことが知られている。しかし、これらの研究は胎子期にMPTPに暴露された影響を出生

後の新生子マウスで評価した研究であり、胎子および新生子マウスにMPTPを投与した

直後の影響を評価した研究ではない。 

本章では、胎子および新生子マウスに対する MPTP の影響の有無を評価することを

目的とし、BBB が未成熟である胎子および新生子マウスに、MPTP だけでなく成獣で

は BBB を通過できない 1-methyl-4-phenylpyridinium（MPP+）も投与し、MPTP の

胎子および新生子マウスに対する毒性発現について検討した。すなわち、ドパミン神経

において MPTP の代謝に関連する因子であるドパミントランスポーター（DAT）、チロ

シン水酸化酵素（TH）、モノアミン酸化酵素（MAO）-B および-A の mRNA およびタ

ンパク質発現量を評価した。さらに、ドパミン神経の機能を評価するため、新生子マウ
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スの中脳および線条体で、ドパミンとその代謝産物である 3,4-dihydroxy-phenylacetic 

acid（DOPAC）および HVA を測定した。 
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材料と方法 

 

動物の飼育、被験物質の投与および組織の摘出 

日本チャールス・リバー（神奈川）より購入した妊娠 11 日目の雌 C57BL/6 マウスお

よび生後 8 日目の雌雄 C57BL/6 マウスを金属ケージで飼育した。飼育室は室温 21～

26℃、湿度 50～60%、照明 12 時間/日（8～20 時）に設定した。動物には固形飼料（MF; 

オリエンタル酵母, 東京）および水道水を自由に摂取させた。導入後 24 時間馴化した

後、マウスを 3 群に分け（各群、妊娠マウスは n=4、新生子マウスは n=6（雄 3 例お

よび雌 3 例））、それぞれ溶媒（生理食塩水）、MPTP-HCl（Sigma, St. Louis, 米国）も

しくは MPP-Iodide（Sigma）を 10 mL/kg の容量で単回腹腔内投与した。MPTP-HCl

あるいは MPP-Iodide をマウスに単回腹腔内投与したこれまでの研究では、MPTP-HCl

は 30 mg/kg 前後 (63, 64)、MPP-Iodide は 12.5-25.0 mg/kg (65, 66) の用量であった。

予備検討のため、MPTP-HCl は 50.0 mg/kg を、MPP-Iodide は 34.2 mg/kg を最高用

量として公比 2 で各々3 用量を妊娠マウスに投与した（各群 n=2）結果、最高用量群で

は全例が投与直後に死亡した。一方、最低用量群では MPTP-HCl を投与した 1 例を除

き変化が見られなかったことから、MPTP-HCl は 25.0 mg/kg を、MPP-Iodide は 17.1 

mg/kg を投与用量とした。投与 6、12 および 24 時間後にジエチルエーテルによる深麻

酔下の放血により安楽殺し、妊娠マウスからは 1 匹あたり 6 匹の胎子を、新生子マウス

からは脳を採取した。さらに、氷冷しながら胎子からは頭部を、新生子からは中脳（Fig. 

1-1c）を、線条体および線条体に隣接する脳梁および中隔（Fig. 1-1d）を採取した。な

お、本実験は東京大学大学院農学生命科学研究科 実験動物委員会の承認を得て、同委

員会の指針に従って実施した。 
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Total RNA の抽出および Reverse transcription（RT）-PCR 

Total RNA 抽出のため、妊娠マウス 1 匹あたり 3 匹の胎子の頭部、および新生子マ

ウスの右脳の中脳、線条体および線条体に隣接する脳梁および中隔を用いた。胎子マウ

スの脳、新生子マウスの中脳および線条体を ISOGEN 溶液（日本ジーン, 東京）に入

れ、Tissue-ruptor（Qiagen, Valencia, 米国）でホモジナイズした。ホモジナイズした

組織をクロロホルムで処理し、RNA をイソプロパノールで沈殿させ、75%エタノール

で洗浄した後に RNase-free 水で溶解し、-80℃で保存した。 

抽出した RNA の逆転写および cDNA 合成は、PrimeScript RT reagent kit（タカラ

バイオ, 滋賀）を用いて行った。約 2g の RNA に PrimeScript バッファー、オリゴ dT

プライマー、dNTP ミックス、PrimeScript RT 酵素および RNase-free 水を加え、50 L

とした。これらの混合物を 42℃で 50 分反応させた後、70℃にして反応を停止させた。 

RT-PCR は Ex Taq Enzyme Hot Start PCR kit（タカラバイオ）のプロトコールに

従ってサンプルを調整し、Takara PCR Thermal Cycler MP（タカラバイオ）を用いて

行った。1 g の cDNA に PCR バッファー、dNTP ミックス、EX Taq 酵素、RNase-free

水およびプライマーを加えて 50 L とし、94℃で 2 分間予熱した後、94℃ 30 秒の変

性、40 秒のアニーリングおよび 72℃ 1 分の伸長のサイクルを繰り返して DAT

（GenBank Accession No. AF109391.1）、TH（GenBank Accession No. AK139568.1）、

MAO-B（GenBank Accession No. AK054050.1）および MAO-A（GenBank Accession 

No. AK164457.1）の mRNA 発現量を定量的に評価した。プライマーの配列、反応のサ

イクル数およびアニーリングの温度を Table 1-1 に記載した。RT-PCR の後、2%アガ

ロースゲルおよびエチジウムブロマイドを用いた電気泳動を行い、内部標準である

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase（GAPDH、GenBank Accession No. 

AK140794.1）発現との比率を求めた。なお、DAT、TH、MAO-B、MAO-A および GAPDH

の PCR 産物のサイズは、それぞれ 723 (67)、637、541 (68)、646 (69)および 983 bp
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であった。 

 

Total タンパク質の抽出および Western blotting 

タンパク質抽出のため、妊娠マウス 1 匹あたり 3 匹の胎子の脳、および新生子マウス

の左脳の中脳、線条体および線条体に隣接する脳梁および中隔を用いた。胎子マウスの

脳、新生子マウスの中脳および線条体を 150 mM 塩化ナトリウム、1 mM EDTA、1% 

NP-40、10 mM フッ化ナトリウム、2 mM Na3VO4および Proteinase Inhibitor Cocktail

（Roche Applied Science, Penzberg, 独国）を含む 10 mM Tris-HCl buffer（pH 7.8）

に入れ、Tissue-ruptor（Qiagen）でホモジナイズし、4℃で 20 分間 12000 × g で遠心

分離した。上清に含まれるタンパク質の濃度を Lowry protein assay kit（Bio-Rad, 

Hercules, 米国）で測定し、-80℃で保存した。 

30 gのタンパク質を含むサンプル溶液に同量の 5%メルカプトエタノール/Laemmli 

Sapmle Buffer（Bio-Rad）を加え、10% SDS-PAGE ゲルで 30 分間電気泳動し、25V

の電圧で PVDF 膜（Bio-Rad）に転写した。PVDF 膜を 0.1% Tween-20/Tris-buffered 

saline（TBST）およびスキムミルクにより室温で 1 時間洗浄した後、スキムミルクに

溶解したウサギ抗 MAO-A 抗体（Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, 米国）、ヤギ

抗MAO-B抗体（Santa Cruz Biotechnology）、ラット抗DAT抗体（Millipore, Temecula, 

米国）、ウサギ抗 TH 抗体（Millipore）またはウサギ抗アクチン抗体（Cell Signaling 

Technology, Danvers, 米国）と 4°C で 18 時間反応させた。次いで TBST に溶解した

二次抗体と室温で 1 時間反応させた後、DAT および TH については ECL Plus Western 

Blotting Detection Reagent（Amersham, Amersham, 英国）を用いて、MAO-B およ

び MAO-A については ECL Prime Western Blotting Detection Reagent（Amersham）

を用いてタンパク質のバンドを可視化し、ChemDoc XRS-J（Bio-Rad）により検出し

た。 
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抗体反応の詳細、予熱（94℃、5 分）の有無および用いた抗体の希釈倍率は Table 1-2

に記載した。各タンパク質の発現量は、同一サンプルのアクチンタンパク質のそれと

の比率で算出した。 

 

液体クロマトグラフィー・タンデム質量分析（LC/MS/MS） 

ドパミン、DOPAC および HVA の定量のため、新生子マウスの中脳および線条体を

氷上で摘出し、重量を測定した後に速やかに-80°C で保存した。各サンプルに対し、そ

れぞれ 9 倍量（285～785 L）の 0.1%ギ酸を加え、Shakemaster（bms, 東京）を用

いてホモジナイズした。 

50 L のホモジネートを、内部標準を含む 0.1%ギ酸で 300 L に希釈した。ドパミン

測定用サンプルは Restek Ultra PFPP カラム（1.9 m, 50 × 2.1 mm）（Neta scientific, 

Hainesport, 米国）を用い、DOPAC および HVA 測定用サンプルは Waters HSS T3

カラム（1.7 m, 50 × 2.1 mm）（Waters, Milford, 米国）を用いて、60℃で Captiva 

NDlipids フィルタープレート（Varian, Palo Alto, 米国）により濾過した。 

分析用サンプルを HPLC システム（Acquity UPLC System, Waters, Milford, 米国）

に注入し、mobile phase としてドパミン測定用には 0.1%ギ酸水溶液/0.1%ギ酸アセト

ニトリル溶液を、DOPAC および HVA 測定用には 0.1%氷酢酸水溶液/0.1%氷酢酸アセ

トニトリル溶液を用いて測定した。ドパミン測定用のサンプル注入量は 5 L、DOPAC

および HVA 測定用は 5～10 L とし、移動相の詳細な勾配は Table 1-3 に記載した。 

LC/MS/MS（MDS Sciex API 4000, Applied Biosystems, Carlsbad, 米国）を用いて

液体クロマトグラフィーにより検出されたドパミン、DOPAC および HVA を定量した。

ドパミン分析は正イオンモードで、DOPAC および HVA 分析は負イオンモードでイン

ターフェースを操作し、550℃に設定した。衝突エネルギーは、ドパミン分析は 35 V、

DOPAC および HVA 分析は-15 V とし、デクラスタリングポテンシャルは、ドパミン
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分析は 40 V、DOPAC および HVA 分析は-33 V とした。 

 

統計処理 

mRNA およびタンパク質の発現量は Image J（NIH, Bethesda, 米国）を用いて計測

した。結果は平均値 ± 標準誤差（SE）で表示した。また、溶媒対照群と投与群間の統

計学的検定には F-test、Student’s t-test および Aspen-Welch test を用い、有意水準は

P < 0.05 とした。 
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結果 

 

胎子マウス 

胎子マウスの脳では、MPTP または MPP+投与の 6～24 時間後に DAT mRNA の発

現が減尐し、投与 12～24 時間後では溶媒対照群と比較して有意であった（Fig. 1-2a）

が、DAT タンパク質の発現は見られなかった（data not shown）。MPTP または MPP+

投与の 6～12時間後に TH mRNAの発現量が溶媒対照群と比較して有意に減尐し（Fig. 

1-2b）、12 時間後に TH タンパク質の発現量が溶媒対照群と比較して有意に減尐した

（Fig. 1-3a）。MPTP または MPP+投与による MAO-A mRNA（Fig. 1-2c）およびタン

パク質（Fig. 1-3b）の発現量の変化は認めらなかった。MAO-B mRNA の発現量は、

MPTP または MPP+の投与では変化せず（Fig. 1-2d）、MAO-B タンパク質の発現量は

非常に尐量であったため、定量評価を行うことができなかった（Fig. 1-3c）。 

 

新生子マウス 

中脳では、MPTPまたはMPP+の投与 12時間後に溶媒対照群と比較してDAT mRNA

発現量の減尐傾向が見られたが、有意差は認められなかった（Fig. 1-4a）。DAT タンパ

ク質の発現量は、投与 6 時間後に溶媒対照群と比較して減尐傾向が見られ、12 時間後

に有意に減尐し、24 時間後には回復した（Fig. 1-5a）。TH mRNA 発現量は MPTP ま

たはMPP+投与6時間後に（Fig. 1-4b）、タンパク質発現量は投与12時間後に（Fig. 1-5b）、

溶媒対照群と比較して有意に減尐した。MPTP あるいは MPP+投与による MAO-A の

mRNA（Fig. 1-4d）およびタンパク質（Fig. 1-5c）発現量の変化は認められなかった。

また、MAO-B mRNA 発現量も変化しなかった（Fig. 1-4c）。なお、MAO-B タンパク

質は発現量が非常に尐なかったため、定量評価を行うことはできなかった（Fig. 1-5d）。
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なお、母体の脳では豊富な MAO-B タンパク質の発現が確認された（Fig. 1-5d）。 

MPTP 投与群の中脳では、投与 6～12 時間後にかけてドパミンおよび DOPAC 濃度

が減尐し、24 時間後に概ね回復した（Fig. 1-6a and b）。一方、MPP+投与群では、ド

パミン濃度の変化は見られなかった。DOPAC 濃度は投与 6～12 時間後に減尐したが、

24 時間後には溶媒対照群と比較して有意に増加した（Fig. 1-6a and b）。HVA 濃度に、

MPTP あるいは MPP+投与による変化は見られなかった（Fig. 1-6c）。 

線条体では、MPP+投与 6 時間後に DAT mRNA が減尐し、MPTP または MPP+投与

12 時間後には溶媒対照群と比較して有意に減尐した（Fig. 1-7a）。DAT タンパク質は

MPTP および MPP+投与 6 時間後に減尐し、さらに 12 時間後には溶媒対照群と比較し

て有意に減尐した（Fig. 1-8a）。TH mRNA は MPTP 投与 6 時間後に溶媒対照群と比

較して有意に減尐し、MPP+投与群でも投与 6～12 時間後にかけて減尐傾向が見られた

（Fig. 1-7b）。TH タンパク質発現量は MPTP または MPP+投与 12～24 時間後に減尐

傾向が見られ、MPP+投与 12 時間後には溶媒対照群と比較して有意に減尐した（Fig. 

1-8b）。MPTP あるいは MPP+投与による MAO-A の mRNA（Fig. 1-7d）およびタンパ

ク質（Fig. 1-8c）について発現量の変化は認められなかった。また、MAO-B mRNA

の発現量も変化しなかった（Fig. 1-7c）。なお、MAO-B タンパク質は発現量が非常に

尐なかったため、定量評価を行うことはできなかった（Fig. 1-8d）。一方、母体の脳で

は豊富な MAO-B の発現が確認された（Fig. 1-8d）。 

MPTP 投与群の線条体では、投与 12 時間後にドパミン濃度が溶媒対照群と比較して

有意に減尐し、24 時間後に回復した（Fig. 1-9a）。また、DOPAC 濃度は投与 6～24 時

間後にかけて溶媒対照群より有意に減尐した（Fig. 1-9b）。HVA 濃度は投与 6～12 時

間後に溶媒対照群と比較して有意に減尐したが、24 時間後に回復した（Fig. 1-9c）。こ

れに対し、MPP+投与群では、ドパミン濃度は変化しなかった（Fig. 1-9a）が、DOPAC

濃度は投与 24 時間後に溶媒対照群と比較して有意に増加した（Fig. 1-9b）。HVA 濃度
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は、MPTP 投与 6～12 時間後および MPP+投与 6 時間後に溶媒対照群と比較して有意

に減尐したが、投与 24 時間後にかけて回復傾向を示した（Fig. 1-9c）。 
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考察 

 

胎子および新生子マウスの脳では、MPTP および MPP+投与 6～12 時間後に溶媒対

照群と比較して、DAT と TH の mRNA とタンパク質発現量が減尐し、さらに新生子マ

ウスの脳ではドパミンとその代謝産物である DOPAC と HVA の濃度も減尐した。DAT

および TH タンパク質の発現量およびドパミンとその代謝産物の濃度は投与 24 時間後

には概ね回復した。従って、MPTP および MPP+は血液-胎盤関門（BPB）および新生

子マウスの BBB を通過しドパミン神経細胞に対して毒性を示すものの、この現象は一

時的であり回復可能であると推察された。一方で、MPTP の代謝に関わる MAO-B お

よび MAO-A の発現量に変化は認められなかった。 

成獣マウスに MPTP を反復投与するとドパミン神経細胞が傷害されることが知られ

ている (17-33)。また、母体に MPTP を反復投与すると新生子の TH の活性が減尐す

ることも知られている (70, 71)。さらに、妊娠マウスを用いた研究 (72) では、MPTP

投与 4 時間後に胎子マウスの脳で DOPAC および HVA 濃度が大きく減尐するが、24

時間後に概ね回復したという報告もある。この報告では、初回の MPTP 投与から 24 時

間後に再度 MPTP を投与すると DOPAC および HVA 濃度は初回投与後と同様の推移

を示したが、その濃度は初回投与後の濃度よりも低かった。また、3 日間連続で MPTP

を妊娠マウスに投与すると、最終投与 5 日後の胎子マウスの脳の DOPAC および HVA

濃度は、溶媒対照群と比較して有意に低いままであった。これらの研究成果と本章の結

果より、胎子マウスのドパミン神経は、数回までの MPTP 投与による傷害からは回復

し得るが、投与回数が多くなると回復不能な傷害を受けると考えられた。また、MPTP

に対する感受性は老齢マウスより若齢マウスの方が低いと考えられている (73, 74)。本

章において、MPTP および MPP+投与による中枢神経毒性により減尐した胎子および新
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生子マウスの DAT および TH タンパク質発現量とドパミンおよびその代謝産物濃度が

24 時間後に回復したのは、胎子および新生子マウスが老齢マウスに比べて MPTP に対

して低感受性であることに起因すると推察された。 

本章の研究では、胎子マウスの TH および新生子マウスの DAT および TH の mRNA

発現量は MPTP および MPP+投与 6～12 時間後に最も減尐したのに対し、これらのタ

ンパク質発現量は投与 12 時間後に最も減尐した。これらは、mRNA 発現量の変化がタ

ンパク質発現量の変化に先行するというセントラルドグマに矛盾しない結果と考えら

れた。 

また、新生子マウスの場合、中脳では MPTP 投与 6～12 時間後に、線条体では 12

時間後に、TH タンパク質発現量およびドパミン濃度が減尐した。ドパミンが TH によ

って合成されることから、TH タンパク質発現量の減尐はドパミン濃度の減尐に先行す

ると予想されたが、この結果は予想とは異なっていた。同様の結果はこれまでの報告 

(72, 75) でも見られ、C57BL/6 マウスに MPTP を投与すると 4～5 時間後にドパミン

およびその代謝産物である DOPAC および HVA 濃度が大きく減尐したのに対し、TH

タンパク質の発現量は投与 24 時間後まで減尐しなかった。従って、MPTP 投与後の

TH タンパク質発現量の減尐に先行する急激なドパミン、DOPAC および HVA の減尐

は、新規のドパミンおよびその代謝産物の産生が減尐したのではなく、ドパミン神経細

胞の活性低下あるいは MPTP を MPP+に代謝したことによる MAO-B 活性の減尐 (76) 

に起因するものと推察された。 

さらに、中脳および線条体におけるDOPAC濃度の減尐はMPP+投与群よりもMPTP

投与群で顕著であった。MAO-Bの活性はMPTPをMPP+に代謝することで低下する 

(77) こと、およびDOPACはドパミンがMAO-Bで代謝されて産生されることが知られ

ている。従って、MPTP投与群におけるDOPAC濃度の大きな減尐は、MAO-B活性が

MPP+投与群と比較して大きく減尐したことによるものと考えられた。 
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また、本章では、中脳および線条体においてMPTPあるいはMPP+投与24時間後に

DOPACおよびHVA濃度が溶媒対照群より有意に増加した。これまでの研究でも同様の

結果が報告されている (72) が、これはドパミン濃度減尐の代償性反応と考えられ、

DOPACをHVAに代謝するcatechol-O-methyl transferaseの活性も影響していると推

察された。 

本章の研究の結果、MPTPあるいはMPP+は成獣同様に胎子および新生子マウスにド

パミン神経毒性を示すものの、これらの単回投与による毒性は一時的なものであり、回

復可能であると推察された。 
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Table 1-1 Primers and conditions for RT-PCR. 
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Table 1-2 Antibodies and conditions for Western blot. 
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Table 1-3 Gradient program of mobile phase for LC/MS/MS. 
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Fig. 1-1 Coronal sections of mouse brain. (a and c) midbrain; and (b and d) striatum. (a 

and b) Substantia nigra and striatum in the right cerebral hemisphere are enclosed by 

green lines, respectively. (c and d) Quarried areas for total RNA or protein extraction 

are enclosed by green line. 
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Fig. 1-2 Changes of the mRNA expression in the head of MPTP- or MPP+-treated 

embryos detected by RT-PCR. (a) DAT; (b) TH; (c) MAO-A; and (d) MAO-B. (a and b) 

Both DAT and TH mRNA levels became low 6 to 24 hr after MPTP- or 

MPP+-treatment. (c and d) No significant changes were observed in the mRNA 

expression of MAO-A and MAO-B. Values are shown as the mean ± SE. *: P < 0.05 

compared to the corresponding negative control. 
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Fig. 1-3 Changes of the protein expression in the head of MPTP- or MPP+-treated 

embryos detected by Western blotting. (a) TH; (b) MAO-A; and (c) MAO-B. (a) The 

TH protein levels became low 12 hr after MPTP or MPP+-treatment, but recovered 

at 24 hr. (b) No significant change was observed in the protein expression of MAO-A. 

(c) Representative photograph of MAO-B protein expression at 6 to 24 hr in 

saline-treated control embryos. A very low level of the MAO-B protein was detected 

in the head of the saline-treated embryos, therefore a quantitative evaluation was 

impossible. Values are shown as the mean ± SE. *: P < 0.05 compared to the 

corresponding negative control. 
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Fig. 1-4 Changes of the mRNA expression levels in the midbrain of MPTP or 

MPP+-treated newborn mice by RT-PCR. (a) DAT; (b) TH; (c) MAO-A; and (d) 

MAO-B. (a and b) Both the DAT and TH mRNA expression became low 12 and 6 hr 

after MPTP- or MPP+-treatment, respectively. (c and d) No significant changes 

were observed in the mRNA expression of MAO-A and MAO-B. Values are shown 

as the mean ± SE. *: P < 0.05 compared to the corresponding negative control. 
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Fig. 1-5 Changes of the protein levels in the midbrain of MPTP or MPP+-treated 

newborn mice detected by Western blotting. (a) DAT; (b) TH; (c) MAO-A; and (d) 

MAO-B. (a and b) The DAT and TH protein levels became low 6 to 12 hr after MPTP 

or MPP+-treatment, but had recovered at 24 hr. (c) No significant change was 

observed in the protein expression of MAO-A. (d) Representative photograph of the 

MAO-B protein expression at 6 to 24 hr in saline-treated newborn mice. A very low 

expression of the MAO-B protein was detected in the midbrain of saline-, MPTP- 

and MPP+-treated newborns, a quantitative evaluation was impossible. In contrast, 

abundant MAO-B protein expression was observed in the midbrain of maternal 

mice. M: maternal mice; C: saline-treated control newborn mice. Values are shown 

as the mean ± SE. *: P < 0.05 compared to the corresponding negative control. 
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Fig. 1-6 The levels of dopamine and its metabolites in the midbrain of MPTP- or 

MPP+-treated newborn mice. (a) Dopamine; (b) DOPAC; and (c) HVA. (a) A decrease 

in the level of dopamine was observed 6 to 12 hr after MPTP-treatment, but the 

level recovered at 24 hr. In contrast, no significant change in dopamine levels was 

observed in MPP+-treated mice. (b) The DOPAC level was decreased 6 to 24 hr after 

MPTP-treatment. However, the DOPAC level was slightly decreased 6 to 12 hr after 

treatment and increased at 24 hr in MPP+-treated mice. (c) The HVA level was not 

changed by MPTP- or MPP+-treatment. Values are shown as the mean ± SE. *: P < 

0.05 compared to the corresponding negative control. 
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Fig. 1-7 Changes of the mRNA expression in the striatum of MPTP- or 

MPP+-treated newborn mice detected by RT-PCR. (a) DAT; (b) TH; (c) MAO-A; and 

(d) MAO-B. (a and b) DAT and TH mRNA levels became low 12 and 6 hr after 

MPTP-treatment, respectively. The DAT and TH mRNA levels were low at 6 to 12 hr 

in MPP+-treated newborn mice. (c and d) No significant changes were observed in 

the mRNA expression of MAO-A and MAO-B. Values are shown as the mean ± SE. *: 

P < 0.05 compared to the corresponding negative control. 
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Fig. 1-8 Changes of the protein expression in the striatum of MPTP or MPP+-treated 

newborn mice detected by Western blotting. (a) DAT; (b) TH; (c) MAO-A; and (d) 

MAO-B. (a) The DAT protein expression became low 6 to 24 hr after 

MPTP-treatment. The DAT protein expression was low at 6 to 12 hr in the 

MPP+-treated mice. (b) The TH protein expression was low 12 to 24 hr after MPTP- 

or MPP+-treatment. (c) No significant change was observed in the protein 

expression of MAO-A. (d) Representative photograph of the MAO-B protein 

expression oat 6 to 24 hr in saline-treated newborn mice. A very low expression of 

the MAO-B protein was detected in the striatum of saline-, MPTP- and 

MPP+-treated newborns, therefore, a quantitative evaluation was impossible. 

Abundant MAO-B protein expression was observed in the striatum of maternal 

mice. M: maternal mice; C: saline-treated control newborn mice. Values are shown 

as the mean ± SE. *: P < 0.05 compared to the corresponding negative control. 
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Fig. 1-9 Levels of dopamine and its metabolites in the striatum of MPTP or 

MPP+-treated newborn mice. (a) Dopamine; (b) DOPAC; and (c) HVA. (a) A decrease 

in the dopamine level was observed 12 hr after MPTP-treatment, but the level had 

recovered at 24 hr. However, no significant change in dopamine levels was observed 

in the MPP+-treated mice. (b) The DOPAC level was decreased 6 to 24 hr after 

MPTP-treatment. However, the DOPAC level was increased 24 hr after treatment 

in MPP+-treated mice. (c) A decrease in the HVA level was observed 6 to 12 hr after 

MPTP- or MPP+-treatment, and the level recovered at 24 hr. Values are shown as 

the mean ± SE. *: P < 0.05 compared to the corresponding negative control.
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第二章 胎子および新生子マウスにおける MPTP および

MPP+中枢神経毒性の病理組織学的評価 

 

要旨 

 

本章では、胎子および新生子マウスに MPTP あるいは MPP+を投与した際の黒質、

線条体および SVZ の病理学的変化について、組織化学的に評価した。MPTP あるいは

MPP+を投与すると、胎子および新生子マウスで、ドパミン神経細胞のマーカーである

TH 陽性細胞の減尐が、さらに新生子マウスでは黒質および線条体でアポトーシス細胞

の増加が認められた。また、胎子および新生子マウスで SVZ のアポトーシス細胞が極

めて顕著に増加した。以上の結果から、MPTP は成獣と同様に胎子および新生子マウ

スのドパミン神経細胞および SVZ の神経芽細胞に対して毒性を有することが明らかと

なった。また、MPTP 投与によるアポトーシス細胞数は、黒質および線条体に比べて

SVZ で極めて顕著に増加したことから、MPTP および MPP+による SVZ への毒性発現

機序は、ドパミン神経細胞に対する機序とは異なると推察された。 
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序 

 

これまで述べたように、MPTPは腹腔内投与されると、速やかに血中に移行し、BBB

を通過して中枢神経のアストロサイトに取り込まれ、MAO-BによりMPP+へと代謝さ

れる (17-23)。MPP+はDATと高い親和性を有するため、これを有するドパミン神経細

胞に取り込まれ蓄積し、酸化ストレスによりミトコンドリアの呼吸鎖複合体Iを傷害す

ることで神経細胞死を引き起こす (24-33)。なお、MAO-Bは黒質のアストロサイトだ

けではなく肝臓および血管内皮でも発現している (78, 79) ことから、MPTP投与動物

の血中にはMPTPだけではなくMPP+も存在する。しかし、MPP+はBBBを通過できな

い (36, 37) ため、ドパミン神経細胞を傷害するのは脳内でMPTPから代謝されたMPP+

であると考えられている。さらに近年、成獣C57BL/6マウスにおいて、MPTPが黒質お

よび線条体のドパミン神経細胞だけでなく、subventricular zone（SVZ）の神経芽細胞

に対してアポトーシスを誘発する (53-58) ことが明らかとなった。 

しかし、こうしたMPTPの中枢神経毒性の研究は、ほとんどが成獣マウスを用いたも

のであり、胎子および新生子等、中枢神経系が未成熟なマウスに対する研究はほとんど

行われていない。これまで、妊娠6日目から15日目の雌マウスにMPTPを投与すると胎

子の体重、出生後の運動性および線条体のドパミン神経細胞数とドパミンおよびその代

謝産物濃度の減尐が認められ (51)、出生後も投与を続けることによりこれらの毒性が

増強されることが報告されている (80)。一方、妊娠17日目の雌マウスにMPTPを投与

しても投与24時間後の胎子、および出生24時間後、14日後および28日後の新生子マウ

スで線条体のドパミン濃度に変化が見られない (52) など、相反する報告もある。 

本章では、胎子および新生子マウスにMPTPあるいはMPP+を投与した際の黒質、線

条体およびSVZの病理組織学的変化について、免疫組織化学的に評価することを目的と



35 

 

した。なお、前章において、胎子および新生子マウスへMPTPあるいはMPP+を投与し

た12時間後に最も大きな変化が見られたことから、本章では、投与12時間後における

胎子および新生子マウスの脳を評価に用いた。 
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材料と方法 

 

動物の飼育、被験物質の投与および病理組織標本の作製 

日本チャールス・リバーより購入した妊娠 11 日目の雌 C57BL/6 マウスおよび生後 8

日目の雌雄 C57BL/6 マウスを金属ケージで飼育した。飼育室は室温 21～26℃、湿度

50～60%、照明 12 時間/日（8～20 時）に設定した。動物には固形飼料（MF; オリエ

ンタル酵母）および水道水を自由に摂取させた。導入後 24 時間馴化した後、マウスを

3 群に分け（各群、妊娠マウスは n=4、新生子マウスは n=6（雄 3 例および雌 3 例））、

それぞれ溶媒（生理食塩水）、25.0mg/kg MPTP-HCl（Sigma）もしくは 17.1 mg/kg 

MPP-Iodide（Sigma）を 10 mL/kg の容量で単回腹腔内投与した。投与 12 時間後にジ

エチルエーテルによる深麻酔下の放血により安楽殺し、妊娠マウスからは 1 匹あたり 2

匹の胎子を、新生子マウスからは脳を採取し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した後、

常法に従いパラフィン包埋した。胎子および新生子脳の黒質-線条体および SVZ を含む

領域の冠状面の連続切片を作製した。なお、本実験は東京大学大学院農学生命科学研究

科 実験動物委員会の承認を得て、同委員会の指針に従って実施した。 

 

免疫染色および TUNEL 染色 

ドパミン神経細胞のマーカーである TH に対する抗体を用いた免疫染色を実施した。

常法に従って脱パラフィンした切片を 10 mM のクエン酸バッファーに浸して 120℃で

15 分間オートクレーブ処理し、1%過酸化水素/メタノール溶液と 8%スキムミルクによ

り室温で各々30分間処理して非特異反応をブロッキングした。ウサギ抗TH抗体（1:500, 

Millipore）を 4℃で 18 時間反応させた。二次抗体（LSAB キット、Dako, Carpinteria, 

米国）を 37℃で 1 時間反応させた後、0.05% 3-3’-diaminobenzidine（DAB）/0.03%過
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酸化水素水で発色させ、メチルグリーンによる対比染色を施した。 

また、断片化 DNA を含むアポトーシス細胞を検出するため、常法に従って脱パラフ

ィンした切片を用いて Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP nick-end 

labeling（TUNEL）染色を実施した。染色は ApopTag Peroxidase in situ Apoptosis 

Detection kit（Millipore）のプロトコールに従って実施し、メチルグリーンによる対

比染色を施した。 

 

細胞数の計測および統計処理 

胎子および新生子マウス脳の黒質、線条体および SVZ について、TH 陽性細胞数お

よび TUNEL 陽性細胞数を計測した。なお、新生子マウス線条体では TH に陽性を示

すドパミン神経細胞の軸索が縦横に走行しているため、Image J（NIH）を用いて TH

陽性細胞数ではなく TH 陽性領域の面積を計測した。結果は平均値 ± SE で表示した。

また、溶媒対照群と投与群間の統計学的検定には F-test および Student’s t-test を用い、

有意水準は P < 0.05 とした。 



38 

 

 

結果 

 

胎子マウス 

MPTP あるいは MPP+の単回腹腔内投与 12 時間後、投与群では溶媒対照群に比べて

黒質 TH 陽性細胞の有意な減尐が認められ（Fig. 2-1a to d）、特に吻側で顕著（Fig. 2-1e）

であった。線条体では、MPTP あるいは MPP+投与により溶媒対照群と比較して TH 陽

性領域の減尐傾向が見られたが、有意差は認められなかった（Fig. 2-2a to d）。 

アポトーシス細胞数は、SVZ および SVZ に隣接する Lamina terminalis（LT）では

MPTP あるいは MPP+投与により極めて顕著に増加した（Fig. 2-3a to g）が、黒質お

よび線条体では溶媒対照群と同様ほとんど認められなかった（data not shown）。 

 

新生子マウス 

MPTP あるいは MPP+の単回腹腔内投与 12 時間後、投与群では溶媒対照群に比べて

黒質 TH 陽性細胞の有意な減尐が認められた（Fig. 2-4a to d）。線条体では、MPTP あ

るいは MPP+投与により溶媒対照群と比較して TH 陽性領域の減尐傾向が見られたが、

有意差は認められなかった（Fig. 2-4e to h）。 

アポトーシス細胞数は、線条体では MPTP あるいは MPP+投与により顕著に増加し

た（Fig. 2-5a to d）が、黒質では溶媒対照群と比較して顕著な変化は認められなかった

（Fig. 2-5d）。SVZ では、MPTP あるいは MPP+投与により極めて顕著に増加した（Fig. 

2-6a to d）。 
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考察 

 

第一章および本章の研究において、MPTPおよびMPP+の投与12時間後に、胎子およ

び新生子マウスの黒質および線条体においてTHタンパク質発現量の減尐が、胎子マウ

スのSVZおよびLTと新生子マウスのSVZにおいてアポトーシス細胞の増加がそれぞれ

見られた。従って、MPTPおよびMPP+は胎子および新生子マウスに対し、成獣と同様

に黒質、線条体およびSVZを標的として中枢神経毒性を引き起こすと考えられた。 

免疫染色により、胎生12日目の胎子マウスでは黒質に比較的多数のTH陽性細胞が、

線条体に若干のTH陽性領域が認められたことから、この時期の胎子マウスの黒質には

既にドパミン神経細胞が存在し、線条体へ投射しつつあると考えられた。以前の報告に

より、ラットでは胎生13日目から黒質にドパミン神経細胞が認められ、胎生16日目に

かけて線条体へ投射される (81-86) ことが知られている。ラットの胎生13日目から16

日目はマウスの胎生11日目から14日目に相当する (87-89) ことから、胎子マウスでの

所見は、ラットの所見と矛盾しないと考えられた。加えて、生後9日目の新生子マウス

では、広範なTH陽性領域が黒質および線条体で認められた。 

MPTP投与胎子マウスの脳を形態的に評価した報告は尐ない。生化学的には、妊娠マ

ウスにMPTPを投与すると4時間後以降に胎子の脳からMPTPおよびMPP+が検出され

る (71) こと、および妊娠マーモセットへのMPTPの慢性的投与により出生1日後の新

生子の脳のドパミン濃度が低下する (90) ことが報告されている。本章で行った免疫染

色の結果は、これら生化学的な評価結果と一致し、また、MPTPが胎子および新生子マ

ウスに対して中枢神経毒性を有することを形態学的に示したものであると考えられる。 

また、MPTPおよびMPP+がBPBおよび胎子と新生子のBBBを通過することが示され

た (44, 70, 71, 90) が、本研究の結果のみでは、MPTPを投与した胎子および新生子マ
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ウスで、MPTPあるいはMPP+のいずれの形態でこれらの関門を通過したのかは不明で

あった。化学物質のBBB通過性は、その物質の脂溶性によって決定される (37) が、

MPP+は水溶性が高いため、成獣で腹腔内あるいは皮下投与した場合、BBBを通過しな

い (37) と考えられている。しかし、げっ歯類では出生後しばらくはBBBがほとんど機

能しないこと (91-93)、およびマウスでは生後数週間まではトリパンブルー等の高分子

化合物が脳へ通過する (93-96) ことが知られている。アルカリフォスファターゼは脳

の血管内皮に発現 (97) し、BBBの機能に必要な酵素であるが、マウス脳では出生12

～24日後に、ラット脳では出生数週間後に発現し始める (93, 98-100) ことから、出生9

日後の新生子マウス脳では、BBBはまだ機能していないと考えられる。 

MPTPあるいはMPP+の投与により、新生子マウスの黒質および線条体ではTHタンパ

ク質発現量の減尐およびアポトーシス細胞の増加が見られたのに対し、胎子ではTHタ

ンパク質発現量が減尐したのみであったことから、胎子マウスのドパミン神経細胞は新

生子マウスのドパミン神経細胞と比べて、アポトーシスに対する抵抗性が高いと推察さ

れた。一方、SVZでは、MPTPあるいはMPP+の投与により胎子および新生子マウスで

アポトーシス細胞が極めて顕著に増加した。成獣C57BL/6マウスを用いたこれまでの研

究において、MPTPの腹腔内投与 (53, 59) およびMPTPあるいはMPP+の側脳室内投与 

(56-58) によりSVZでアポトーシス細胞が増加した。これらの結果および本章の結果よ

り、尐なくとも胎生12日以降のSVZの神経芽細胞はMPTPおよびMPP+により傷害を受

けると考えられた。さらに、MPTPあるいはMPP+投与によるSVZのアポトーシス細胞

の増加は、黒質および線条体よりも顕著であった。従って、ドパミン神経細胞と神経芽

細胞ではMPTPあるいはMPP+の細胞毒性の機序もしくはこれらに対する感受性が大き

く異なると考えられ、その原因としてそれぞれの細胞におけるMAO-BあるいはDATタ

ンパク質の発現量および活性の相違が推察された。 

なお、前章および本章において、MPP+投与群よりも MPTP 投与群で TH の mRNA とタ
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ンパク質の発現量、ドパミンとその代謝産物の濃度が重度に減尐し、アポトーシス細胞が

増加した。この現象の原因の一つとして、MPTP および MPP+の投与用量設定が考えられ、

本試験で用いた用量よりやや高用量の MPP+を投与することで、MPTP 投与群と同程度の

変化が見られた可能性があると推察された。 

本章の結果をまとめると、妊娠マウスの腹腔内に投与したMPTPおよびMPP+は、胎

子および新生子マウスのドパミン神経細胞およびSVZの神経芽細胞に毒性を示すこと

が明らかとなった。また、ドパミン神経細胞と神経芽細胞ではMPTPあるいはMPP+の

細胞毒性の機序もしくはこれらに対する感受性が大きく異なると推察された。 
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Fig. 2-1 TH-positive cells were significantly decreased in the fetal SN of MPTP- or 

MPP+-treated mice. a: Control; b: MPTP ; c: MPP+. d: The number of TH-positive 

cells in the total area of SN was decreased in MPTP- or MPP+-treated mice. e: 

Distribution of TH-positive cells from rostral to caudal SN. Significant decreases of 

TH-positive cells were seen on the rostral side. Values are shown as the mean ± SE. 

*, P < 0.05; significantly different from control. Scale bars = 50 m.  
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Fig. 2-2 TH-positive cells tended to be decreased in the fetal striatum of MPTP- or 

MPP+-treated mice. a: Control; b: MPTP; c: MPP+. d: Total number of TH-positive 

cells was decreased in MPTP or MPP+-treated mice, although the difference was not 

significant. Values are shown as the mean ± SE. Scale bars = 50 m. 
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Fig. 2-3 TUNEL-positive cells were significantly increased in the fetal SVZ and LT 

of MPTP- or MPP+-treated mice. a-c: SVZ; d-f: LT. a and d: Control; b and e: MPTP; c 

and f: MPP+. g: Total number of TUNEL-positive cells in the SVZ and LT of MPTP or 

MPP+-treated mice. Values are shown as the mean ± SE. *, P < 0.05; significantly 

different from control. Scale bars = 50 m. 
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Fig. 2-4 TH-positive cells were decreased in the newborn SN and striatum of MPTP- 

or MPP+-treated mice. a and e: Control; b and f: MPTP; c and g: MPP+.  White 

dotted circle in a-c: TH positive cells in SN pars compacta. d: Average number of 

TH-positive cells was significantly decreased in the newborn SN of MPTP- or 

MPP+-treated mice. Values are shown as the mean ± SE. *, P < 0.05; significantly 

different from control. h: TH expression level was mildly decreased in MPTP- or 

MPP+-treated mice, although the difference was not significant.  a-c: scale bars = 

100 m, e-g: scale bars = 1 mm. 

 



46 

 

 

 

Fig. 2-5 TUNEL-positive cells were increased in the newborn SN and striatum of 

MPTP- or MPP+-treated mice. a-c: striatum; a: Control; b: MPTP; c: MPP+. d: Total 

number of TUNEL-positive cells in the newborn SN and striatum. Values are shown 

as the mean ± SE. *, P < 0.05; significantly different from control. Scale bars = 50 

m. 
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Fig. 2-6 TUNEL-positive cells were significantly increased in the newborn SVZ of 

MPTP- or MPP+-treated mice. a-c: SVZ; a: Control; b: MPTP; c: MPP+. d: Total 

number of TUNEL-positive cells was significantly increased in the newborn SVZ. 

Values are shown as the mean ± SE. *, P < 0.05; significantly different from control. 

Scale bars = 50 m.
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第三章 胎子および新生子マウスにおける MPTP 中枢神経

毒性への MAO-B の関与 

 

要旨 

 

第一章および第二章の結果より、MPTP および MPP+は成獣マウスだけではなく胎子

および新生子マウスのドパミン神経細胞および SVZ の神経芽細胞に対しても毒性を有

することが明らかとなったが、その機序は不明のままであった。本章では、胎子および

新生子マウスにおける MPTP の中枢神経毒性機序について、MPTP 代謝における

MAO-B の関与、および神経細胞への MPP+の取り込みにおける DAT の関与が成獣と

同様であるか否かを評価した。免疫染色および二重免疫蛍光染色の結果より、MPTP

を投与した場合にのみ胎子および新生子マウスのグリア細胞で MAO-B 発現量の増加

が見られた。これは、MAO-B の基質が増加したことによる反応性の変化であると推察

された。従って、胎子および新生子マウスでは成獣と同様 MPTP の代謝に MAO-B が

関与していると考えられた。一方、DAT の発現は新生子マウスのドパミン神経細胞の

みで認められ、胎子マウスおよび新生子マウスの SVZ では認められなかった。従って、

胎子および新生子マウスでは、成獣と同様 MPTP の代謝に MAO-B が関与していると

考えられた。 
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序 

 

成獣 C57BL/6 マウスにおいて、MPTP は黒質から線条体へ投射するドパミン神経細

胞だけでなく、nestin 陽性の SVZ 神経芽細胞にもアポトーシスを誘発する (53-55)。

ドパミン神経細胞および神経芽細胞のアポトーシスは、MAO-B 選択的阻害剤であるデ

ィプレニルの前処理により抑制されることから、MAO-B は脳内で MPTP から MPP+

への代謝に関与していると考えられる (54-55)。しかし、神経芽細胞のアポトーシスは、

DAT 阻害剤の前処理では抑制されず、ドパミンと同じくモノアミン神経伝達物質であ

るセロトニンおよびノルアドレナリンのトランスポーター阻害剤の前処理でも抑制さ

れない (59) ことから、MPP+は未知の機序により細胞内へ取り込まれると考えられる。

MPTP の SVZ 神経芽細胞に対する毒性は、ドパミン神経細胞に対する毒性とは異なる

機序に起因すると考えられているが詳細は不明であり、特に、MPP+を細胞内へ取り込

む機序は未解明である。さらに、MPTP による胎子および新生子マウスの SVZ の神経

芽細胞に対する毒性を評価した研究も見当たらない。 

第一章および第二章において、MPTP および MPP+は胎子および新生子マウスでもド

パミン神経細胞および神経芽細胞に対して毒性を示すことが明らかとなった  (101, 

102)。本章では、胎子および新生子マウスのドパミン神経細胞および神経芽細胞に対す

る MPTP および MPP+による毒性発現に成獣と同様に MAO-B および DAT が関与して

いるか否かを評価した。 
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材料と方法 

 

動物の飼育、被験物質の投与および病理組織標本の作製 

日本チャールス・リバーより購入した妊娠 11 日目の雌 C57BL/6 マウスおよび生後 8

日目の雌雄 C57BL/6 マウスを金属ケージで飼育した。飼育室は室温 21～26℃、湿度

50～60%、照明 12 時間/日（8～20 時）に設定した。動物には固形飼料（MF; オリエ

ンタル酵母）および水道水を自由に摂取させた。導入後 24 時間馴化した後、マウスを

3 群に分け（各群、妊娠マウスは n=4、新生子マウスは n=6（雄 3 例および雌 3 例））、

それぞれ溶媒（生理食塩水）、25.0mg/kg MPTP-HCl（Sigma）もしくは 17.1 mg/kg 

MPP-Iodide（Sigma）を 10 mL/kg の容量で単回腹腔内投与した。投与 12 時間後にジ

エチルエーテルによる深麻酔下の放血により安楽殺し、妊娠マウスからは 1 匹あたり 2

匹の胎子を、新生子マウスからは脳を採取し、10%中性緩衝ホルマリンで固定した後、

常法に従いパラフィン包埋した。胎子および新生子脳の黒質、線条体および SVZ を含

む領域の冠状面の連続切片を作製した。なお、本実験は東京大学大学院農学生命科学研

究科 実験動物委員会の承認を得て、同委員会の指針に従って実施した。 

 

免疫染色 

抗 MAO-B 抗体、抗 DAT 抗体および抗 TH 抗体を用いた免疫染色を実施した。常法

に従って脱パラフィンした切片を 10m M のクエン酸バッファーに浸して 120℃で 15

分間オートクレーブ処理し、1%過酸化水素/メタノール溶液と 8%スキムミルクで各々

30 分間処理して非特異反応をブロッキングした後、ウサギ抗 MAO-B 抗体（1:25, 

Proteintech Group, Chicago, 米国）、ラット抗 DAT 抗体（1:50, Santa Cruz 

Biotechnology）、およびウサギ抗 TH 抗体（1:500, Millipore）を 4℃で 18 時間反応さ
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せた。二次抗体（LSAB キット、Dako）を 37℃で 1 時間反応させた後、0.05% DAB/0.03%

過酸化水素水で発色させ、メチルグリーンによる対比染色を施した。 

 

MAO-B 陽性領域の測定および統計処理 

胎子マウスおよび新生子マウスの脳では、MAO-B は細胞質に微細顆粒状に発現して

いたため、Image J（NIH）を用いて MAO-B 陽性領域の面積を計測した。結果は平均

値 ± SE で表示した。また、溶媒対照群と投与群間の統計学的検定には F-test、Student’s 

t-test および Aspen-Welch test を用い、有意水準は P < 0.05 とした。 

 

二重免疫蛍光染色 

MAO-B について、成獣と同様にグリア細胞で発現しているか否かを確認するため、

抗 MAO-B 抗体と神経細胞マーカーもしくはグリア細胞マーカーを用いた二重免疫蛍

光染色を実施した。なお、胎子マウスについては側脳室に接する LT 領域で、新生子マ

ウスについては黒質および SVZ で評価した。 

常法に従って脱パラフィンした胎子マウス脳の切片について、未熟神経細胞のマーカ

ーであるヤギ抗 doublecortin（DCX）抗体（1:60, Santa Cruz Biotechnology）もしく

は未熟グリア細胞のマーカーであるウサギ抗 nestin 抗体（1:4, 免疫生物研究所, 群馬）

を 37℃で 1 時間反応させた。新生子マウスの切片については、上記の抗 DCX 抗体、抗

nestin 抗体、成熟神経細胞のマーカーであるラット抗 neurofilament（NF）抗体（1:1, 

Dako）もしくは成熟グリア細胞のマーカーであるウサギ抗 glial fibrillary acidic 

protein（GFAP）抗体（1:40, Dako）を 37℃で 1 時間反応させた。その後、Alexa Fluor 

594 標識二次抗体（Invitrogen, Carlsbad, 米国）を 37℃で 1 時間反応させた。 

次いで、胎子の切片にはヤギ抗 MAO-B 抗体（1:5, Santa Cruz Biotechnology）を、

新生子の切片には上記の抗 MAO-B 抗体またはウサギ抗 MAO-B 抗体（1:10, 
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Proteintech Group）をそれぞれ 4℃で 18 時間反応させた。Alexa Fluor 488 標識二次

抗体（Invitrogen）を 37℃で 1 時間反応させた後、Vectashiels hard set with DAPI

（Vector Laboratories, Burlingame, 米国）で封入した。 
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結果 

 

胎子マウス 

MAO-B タンパク質の発現は、側脳室に接する LT 領域で見られた（Fig. 3-1a to c）。

MPTP 投与 12 時間後に溶媒対照群と比較して発現量の増加傾向が認められたが、有意

差は認められなかった（Fig. 3-1d and e）。LT での MAO-B の発現は nestin 陽性の未

成熟グリア細胞で認められ（Fig. 3-2a）、DCX 陽性の未成熟神経細胞では認められなか

った（Fig. 3-2b）。また、黒質および線条体では MAO-B タンパク質の発現は認められ

なかった（data not shown）。脳以外では、肝臓（Fig. 3-3a）、鼻腔上皮（Fig. 3-3b）

神経管（Fig. 3-3c）および皮膚（Fig. 3-3d）で MAO-B の発現が認められた。 

DAT タンパク質の発現は、溶媒対照群、MPTP 投与群および MPP+投与群のいずれ

でも全ての臓器で認められなかった（data not shown）。 

 

新生子マウス 

MAO-B タンパク質の発現は黒質で見られ（Fig. 3-4a to c）、MPTP 投与 12 時間後に

溶媒対照群と比較して有意に発現量が増加した（Fig. 3-4d and e）。また、線条体でも

発現が見られた（Fig. 3-5a to c）が、MPTP 投与による発現量の変化は認められなか

った（Fig. 3-5d and e）。なお、黒質では、MAO-B の発現は GFAP 陽性の成熟グリア

細胞で認められ（Fig. 3-6a）、NF 陽性の成熟神経細胞では認められなかった（Fig. 3-6b）。 

また、MAO-B タンパク質の発現は、SVZ でも見られ（Fig. 3-7a to c）、MPTP 投与

12 時間後に溶媒対照群と比較して発現量の増加傾向が認められたが、有意差は認めら

れなかった（Fig. 3-7d and e）。なお、SVZ では、MAO-B の発現は nestin 陽性の未成

熟グリア細胞で認められ（Fig. 3-8a）、DCX 陽性の未成熟神経細胞では認められなかっ
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た（Fig. 3-8b）。 

DAT タンパク質の発現は、黒質（Fig. 3-9a）、線条体（Fig. 3-9b）および橋（data not 

shown）で認められたが、SVZ では認められなかった（Fig. 3-9b）。なお、DAT 陽性領

域は、TH 陽性領域とほぼ同じであった（Fig. 3-9a to d）。 
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考察 

 

本章の結果より、胎子および新生子マウスの脳では、基質の一つである MPTP を投

与した場合のみ MAO-B タンパク質発現量の増加傾向が認められたことから、胎子およ

び新生子マウスでも MAO-B が MPTP から MPP+への代謝に関与すると推察された。

MPP+を神経細胞内へと取り込む DAT は、新生子マウスの黒質および線条体のみで発

現が認められたことから、成熟ドパミン神経細胞でのみ MPP+の取り込みに関与すると

考えられた。 

成獣マウス (33, 103)、ネコ (104) およびヒト (105) では、MAO-B はグリア細胞に

発現することが知られている。本章の結果から、MAO-B タンパク質は、胎子マウスで

は脳の LT、肝臓、鼻腔上皮、神経管および皮膚で、新生子マウスでは黒質、線条体、

海馬および視床下部のグリア細胞で発現することが確認された。これらの結果は、胎子 

(103, 106) および新生子マウス (107, 108) におけるこれまでの研究結果と一致した。 

MAO-B は、胎子マウスでは LT の nestin 陽性未成熟グリア細胞に、新生子マウスで

は黒質および線条体のGFAP陽性成熟グリア細胞とSVZのnestin陽性未成熟グリア細

胞で発現が認められた。従って、哺乳類では MAO-B タンパク質は年齢にかかわらずグ

リア細胞で発現していると考えられた。 

また、本章では、MPTP を投与した場合にのみ MAO-B タンパク質発現量の増加傾

向が見られた。基質となる物質の増加による代謝酵素の誘導は生体内でよく見られる反

応である (109) ことから、胎子および新生子マウスの脳では投与された MPTP が何ら

かの受容体との結合を介して MAO-B 発現量の増加を誘導する可能性が組織化学的に

推察された。なお、新生子マウスの線条体では、MPTP 投与による MAO-B タンパク

質発現量の変化は見られなかった。第二章においても新生子の黒質では MPTP あるい
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は MPP+投与により TH タンパク質発現量が顕著に減尐したのに対し、線条体では顕著

な変化は見られなかった。この点については、ドパミン神経細胞は黒質に存在するニュ

ーロンの軸索が線条体へ伸長することから、MPTP あるいは MPP+に対する変化の主体

は黒質であり、線条体は黒質と比べ反応性が低いためであると推察された。 

本章の結果から、母体に投与された MPTP は胎子に移行し、胎子の様々な部位で

MAO-B によって MPTP から MPP+に代謝されると考えられたが、胎子の神経細胞に

DAT タンパク質発現は認められなかった。これまでの研究においても、マウス胎子で

DATタンパク質発現が認められるのは胎生 14日以降であり (110, 111) 胎生 12日では

DAT mRNA 発現のみしか認められない (112) ことから、マウス胎子のドパミン神経お

よび SVZ の未成熟神経細胞に MPP+が取り込まれる機序は依然不明のままであった。

これに対し、新生子マウスでは、MPTP によるドパミン神経細胞への毒性は、成獣と

ほぼ同様で、脳内のMAO-BによるMPTPのMPP+への代謝およびDATを介したMPP+

の神経細胞内への取り込みによって引き起こされると考えられた。しかし、SVZ では

DAT の発現が認められなかったことから、SVZ の未成熟神経細胞に MPP+が取り込ま

れる機序は、新生子でも不明のままであった。 

胎子マウスの中枢神経 (113) および出生後のマウスのSVZ (105, 114) には多数の未

成熟神経細胞が存在することが知られている。また、本研究においても、免疫蛍光二重

染色の結果、胎子マウスの黒質、線条体、SVZ および新生子マウスの SVZ の神経細胞

は nestin 陽性の未成熟神経細胞であることが示された。しかし、これらの細胞は DAT

を発現していないため、未成熟神経細胞には DAT を介さない未知の MPP+取り込み機

構が存在する可能性が推察された。 

MAO-Bタンパク質発現量の増加は、第一章の生化学的評価では検出できなかったが、

本章の病理学的評価では検出できた。その原因として、病理学的評価法では黒質、線条

体および SVZ の該当する領域のみでタンパク質発現量を評価できた一方で、生化学的
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評価法では、実体顕微鏡下で該当部を含む広い部分を採取しホモジネートして評価に供

したためと考えられた。 
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Fig. 3-1 MAO-B protein expression was increased in the LT of MPTP-treated 

embryos. (a) Control; (b) MPTP; (c) MPP+. (d) Mean ± SE of the MAO-B expression 

level. Values in the parenthesis. (e) MAO-B expression level was increased in 

MPTP-treated mice, although the difference was not significant. Values are shown 

as the mean ± SE. Scale bars = 50 m. 
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Fig. 3-2 MAO-B protein expression in immature glial cells in the LT of 

MPTP-treated embryos. Green fluorescence indicates MAO-B expression, and red 

fluorescence does nestin (a) or DCX (b). MAO-B was expressed in nestin-positive 

immature glial cells (a), not in Dcx-positive neuroblasts (b). Scale bars = 20 m. 
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Fig. 3-3 MAO-B protein expressions in mouse embryonic tissues other than the 

brain. MAO-B expression in the liver (a), nasal epithelium (b), neural tube (c) and 

epidermis (d). Scale bars = 50 m. 
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Fig. 3-4 MAO-B protein expression was significantly increased in the SN of 

MPTP-treated newborn mice. (a) Control; (b) MPTP; (c) MPP+. (d) Mean ± SE of the 

MAO-B expression level. Values in the parenthesis. (e) MAO-B expression level was 

significantly (P < 0.05) increased in the SN of MPTP-treated mice. Values are shown 

as the mean ± SE. Scale bars = 100 m. 
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Fig. 3-5 MAO-B protein expression was not changed among the striatum of control, 

MPTP- and MPP+-treated newborn mice. (a) Control; (b) MPTP; (c) MPP+. (d) Mean 

± SE of the MAO-B expression level. Values in the parenthesis. (e) No change of 

MAO-B expression level was seen in the striatum by MPTP or MPP+ treatment. 

Values are shown as the mean ± SE. Scale bars = 50 m. 
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Fig. 3-6 MAO-B protein expression in mature glial cells in the SN of MPTP-treated 

newborn mice. Green fluorescence indicates MAO-B expression, and red 

fluorescence does GFAP (a) or NF (b). MAO-B was expressed in GFAP-positive 

mature glial cells (a, arrowheads), not in NF-positive neuroblasts (b). Scale bars = 

20 m. 
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Fig. 3-7 MAO-B protein expression was increased in the SVZ of MPTP-treated 

newborn mice. (a) Control; (b) MPTP; (c) MPP+. (d) Mean ± SE of the MAO-B 

expression level. Values in the parenthesis. (e) MAO-B expression level was 

increased in MPTP-treated mice, although the difference was not significant. Values 

are shown as the mean ± SE. Scale bars = 50 m. 
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Fig. 3-8 MAO-B protein expression in immature glial cells in the SVZ of newborn 

mice. Green fluorescence indicates MAO-B expression, and red fluorescence does 

nestin (a) or DCX (b). MAO-B was expressed in nestin-positive immature glial cells 

(a, arrowheads), not in Dcx-positive neuroblasts (b). Scale bars = 20 m. 
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Fig. 3-9 DAT protein was expressed in the SN and striatum of newborn mice, and 

co-localized with TH. (a and c) SN; (b and d) striatum and SVZ; (a and b) DAT 

expression; (c and d) TH expression. DAT was expressed in the SN and striatum, 

but not in the SVZ. Scale bars = 100 m. 
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第四章 MPTP 投与によるマウス胎盤の MAO-B タンパク

質発現の変化 

 

要旨 

 

第一章および第二章において、妊娠マウスに MPTP あるいは MPP+を投与すると胎

子マウスで中枢神経が傷害されることが示された。その機序を解明する一助として、本

章では胎盤に対する MPTPおよび MPP+の影響を評価した。その結果、胎盤では、MPTP

もしくは MPP+投与による形態変化およびアポトーシス細胞の増加は認められず、

MAO-B タンパク質の発現量が変化したのみであった。従って、MPTP および MPP+

を単回投与した場合、胎盤に対しほとんど毒性を示さないと考えられた。また、MPTP

または MPP+を投与すると胎盤基底層の MAO-B タンパク質発現量が減尐したが、これ

は細胞活性の減尐に起因すると推察された。一方、迷路層では MPTP を投与した場合

のみ MAO-B タンパク質発現量が増加したことから、胎盤においても MAO-B により

MPTP が MPP+へ代謝されると考えられた。本章の結果から、胎盤は MPTP および

MPP+による影響をほとんど受けないものの、MPTP から MPP+への代謝に関与してい

る可能性が考えられた。 
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序 

 

第一章および第二章の研究で、妊娠 12 日目の雌マウスに MPTP あるいは MPP+を単

回投与すると、胎子マウスの中枢神経系でアポトーシス細胞の増加および TH 陽性細胞

の減尐が誘発されることが示された (103)。母体に投与された MPTP および MPP+は

胎盤を通過して胎子に移行したと考えられるが、MPTP および MPP+の胎盤への影響を

評価した研究はこれまでほとんど見当たらない。 

胎盤のうち胎子に由来する部位である迷路層では、母体血と胎子血が混ざらないよう

絨毛細胞層で分離されており (115, 116)、酸素、栄養分および老廃物等の様々な物質は、

この層を介して母体血と胎子血で交換される (115)。絨毛細胞層は合胞体栄養細胞、栄

養膜細胞、結合組織および胎子血管内皮から構成されており (117, 118)、この層におけ

る母体から胎子への物質の移行制限を BPB という (116, 117)。低分子量の物質は受動

輸送により、高分子量の物質は上述細胞の貪食作用もしくは受容体を介した貪食作用に

より、胎子の血液に取り込まれる (118)。 

本章では、第一章および第二章で示された妊娠マウスに投与した MPTP もしくは

MPP+の胎子マウスでの中枢神経毒性機序を解明する一助として、胎盤に対する MPTP

および MPP+の影響を評価した。また、胎盤における MPTP の代謝を明らかにするた

め、MAO-B に加えて MAO-A タンパク質の発現についても調べた。 
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材料と方法 

 

動物の飼育、被験物質の投与および病理組織標本の作製 

日本チャールス・リバーより購入した妊娠 11 日目の雌 C57BL/6 マウスを金属ケージ

で飼育した。飼育室は室温 21～26℃、湿度 50～60%、照明 12 時間/日（8～20 時）に

設定した。動物には固形飼料（MF; オリエンタル酵母）および水道水を自由に摂取さ

せた。導入後 24 時間馴化した後、マウスを 3 群に分け（n=4）、それぞれ溶媒（生理食

塩水）、25.0mg/kg MPTP-HCl（Sigma）もしくは 17.1 mg/kg MPP-Iodide（Sigma）

を 10 mL/kg の容量で単回腹腔内投与した。投与 12 時間後にジエチルエーテルによる

深麻酔下の放血により安楽殺し、胎盤を採取し 10%中性緩衝ホルマリンで固定した後、

常法に従いパラフィン包埋し、切片を作製した。なお、本実験は東京大学大学院農学生

命科学研究科 実験動物委員会の承認を得て、同委員会の指針に従って実施した。 

 

免疫組織化学的染色および TUNEL 染色 

MPTP 代謝に関与する MAO-B、MAO-A およびアポトーシスに関与する Cleaved 

Caspase-3 の免疫染色を実施した。常法に従って脱パラフィンした切片を 10m M のク

エン酸バッファーに浸して 120℃で 15 分間オートクレーブ処理し、1%過酸化水素/メ

タノール溶液と 8%スキムミルクにより室温で各々30 分間処理して非特異反応をブロ

ッキングした後、ウサギ抗 MAO-B 抗体（1:30, Proteintech Group）、ウサギ抗 MAO-A

抗体（1:300, Proteintech Group）もしくはウサギ抗 Cleaved Caspase-3 抗体（1:200, 

Cell Signaling Technology）を 4℃で 18 時間反応させた。二次抗体（LSAB キット、

Dako）を 37℃で 1 時間反応させた後、0.05% DAB/0.03%過酸化水素水で発色させ、

メチルグリーンによる対比染色を施した。 
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また、断片化 DNA を含むアポトーシス細胞を検出するため、常法に従って脱パラフ

ィンした切片を用いて TUNEL 染色を実施した。染色は ApopTag Peroxidase in situ 

Apoptosis Detection kit（Millipore）のプロトコールに従って実施し、メチルグリーン

による対比染色を施した。 

 

MAO-B および MAO-A 陽性領域の測定および統計処理 

胎盤の MAO-B および MAO-A 陽性領域は Image J（NIH）を用いて計測した。結果

は平均値 ± SE で表示した。また、溶媒対照群と投与群間の統計学的検定には F-test、

Student’s t-test および Aspen-Welch test を用い、有意水準は P < 0.05 とした。 
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結果 

 

MPTP もしくは MPP+投与 12 時間後の胎盤に形態的な変化は見られなかった（Fig. 

4-1）。TUNEL陽性もしくはCleaved Caspase-3陽性のアポトーシス細胞が溶媒対照群、

MPTP 投与群および MPP+投与群の迷路層でわずかに認められたが、その数に群間差は

認められなかった（data not shown）。 

MAO-B タンパク質の発現は、迷路層では栄養膜細胞および血管内皮で（Fig. 4-2a to 

c）、基底層では海綿状栄養膜細胞および栄養膜細胞で（Fig. 4-2d to f）認められた。迷

路層では、MPTP 投与により MAO-B タンパク質発現量が増加した（Fig. 4-2g）が、

基底層では、MPTP もしくは MPP+投与により発現量が減尐した（Fig. 4-2h）。これに

対し、MAO-A タンパク質の発現は迷路層の栄養膜細胞および血管内皮で認められ（Fig. 

4-3a to c）、MPTP もしくは MPP+投与により発現量が減尐した（Fig. 4-3d）。一方、基

底層で MAO-A タンパク質の発現は認められなかった（data not shown）。 
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考察 

 

妊娠マウスに MPTP あるいは MPP+を投与しても胎盤の形態的変化は見られず、ア

ポトーシス細胞数も変化しなかったことから、MPTP および MPP+の単回投与は、胎盤

に対して重篤な毒性を示さないと考えられた。 

MAO-B 陽性細胞が迷路層および基底層で見られたこと (119)、および MAO-A 陽性

細胞が迷路層のみで見られ基底層では見られなかったこと (120, 121) はこれまでの研

究結果と一致しており、本研究に用いた抗体が評価に耐え得ることが確認された。 

基底層の MAO-B タンパク質および迷路層の MAO-A タンパク質は MPTP および

MPP+投与により発現量が減尐した。これは、MPTP および MPP+の海綿状栄養膜細胞

および栄養膜細胞への毒性によると推察された。一方、迷路層では、MAO-B タンパク

質発現量が MPTP 投与 12 時間後に溶媒対照群と比較して有意に増加した。これは、第

三章で得られた結果と同様、MAO-B の基質となる物質が増加したことによる反応性の

変化であると考えられた。従って、胎盤においても MAO-B による MPTP から MPP+

への代謝が行われていることが確認された。 

MPTP および MPP+の分子量はそれぞれ 173.3 および 170.3 であるが、分子量が概ね

600 以下の物質は BPB によらず母体から胎子へと輸送される (122, 123) ことが知ら

れている。第一章および第二章において、妊娠マウスに投与された MPTP あるいは

MPP+および母体で MPTP から代謝された MPP+は速やかに胎盤を通過し、胎子マウス

へ移行すると考えられた。 
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Fig. 4-1 Histopathology of the placenta. The boxes in the placenta (a) indicate the 

sites shown in (b) to (g). No morphological changes were observed in the placentas of 

mice treated with either MPTP or MPP+. Control (b and e), MPTP-treated (c and f) 

and MPP+-treated (d and g) mice. Labyrinth zone (b, c and d) and basal zone (e, f 

and g). Scale bars = 1 mm (a) and 100 m (b-g). HE stain. 
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Fig. 4-2 Changes of MAO-B protein expression in the labyrinth zone and basal zone 

of mice treated with MPTP or MPP+. MAO-B was expressed in the trophoblasts and 

capillary endothelium in the labyrinth zone and in the spongiotrophoblast and 

trophoblastic giant cells of the basal zone. Control (a and d), MPTP-treated (b and e) 

and MPP+-treated (c and f) mice. Labyrinth zone (a, b and c) and basal zone (d, e 

and f). MAO-B expression was significantly increased in the labyrinth zone of MPTP 

treated mice (g), but was significantly decreased in the basal zone of the mice 

treated with MPTP or MPP+ (h). Scale bars = 100 m (a-f). Values are mean ± SE (g 

and h). *P < 0.05. 
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Fig. 4-3 Changes of MAO-A protein expression in the labyrinth zone of mice 

treated with MPTP or MPP+. MAO-A was expressed in the trophoblasts and 

capillary endothelium of the labyrinth zone. Control (a), MPTP-treated (b) and 

MPP+-treated (c) mice. MAO-A expression was significantly decreased in the 

labyrinth zone of MPTP- or MPP+-treated mice (d). Scale bars = 100 m (a-c). 

Values are mean ± SE (d). *P < 0.05 (d). 
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総括 

 

本研究では、MPTP および MPP+の胎子および新生子マウス中枢神経系への影響につ

いて評価し、以下の結果を得た。 

第一章では、胎子および新生子マウスに対するMPTPおよびMPP+の影響の有無を生

化学的に評価した。その結果、胎子および新生子マウスの脳では、MPTPおよびMPP+

投与6～12時間後にDATとTHのmRNAとタンパク質発現量が減尐し、さらに新生子マ

ウスの脳ではドパミンとその代謝産物であるDOPACとHVAの濃度が減尐したことか

ら、MPTPおよびMPP+が胎盤のBPBおよび新生子マウスのBBBを通過し、胎子および

新生子マウスに中枢神経毒性を示すことが明らかとなった。また、DATおよびTHタン

パク質の発現量およびドパミンとその代謝産物の濃度は投与24時間後には概ね回復し

たことから、MPTPおよびMPP+の胎子および新生子マウスに対する中枢神経毒性は一

過性であり、かつ回復可能であると考えられた。 

次いで、第二章では、MPTPおよびMPP+の胎子および新生子マウスの中枢神経に対

する毒性標的部位を明らかにするため、その影響を病理組織学的に評価した。その結果、

MPTPおよびMPP+は胎子および新生子マウスのドパミン神経細胞およびSVZの神経芽

細胞を傷害することが明らかとなった。さらに、MPTPあるいはMPP+投与によるアポ

トーシス細胞の増加は黒質および線条体よりもSVZで顕著であったことから、ドパミン

神経細胞と神経芽細胞では細胞毒性の発現に異なる要因が関与すると推察された。 

第三章では、胎子および新生子マウスに対する MPTP の中枢神経毒性の発現に成獣

と同様に MAO-B による MPTP の代謝が関与するか否かを調べた。その結果、MAO-B

タンパク質は胎子および新生子マウスでもグリア細胞に発現しており、MPTP から

MPP+への代謝に関与することが推察された。MPP+を神経細胞内へと取り込む DAT は、
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新生子マウスの黒質および線条体のみで発現が認められたことから、DAT が MPP+の

取り込みに関与するのは成熟したドパミン神経細胞のみで、DAT を発現していない未

成熟神経細胞では未知の MPP+取り込み機構が存在する可能性が示唆された。 

第四章では、妊娠マウスに MPTP および MPP+を投与した際の胎子マウスの中枢神

経毒性を解明する一助として、胎盤に対する MPTP および MPP+の影響を評価した。

その結果、MPTP および MPP+の単回投与はマウス胎盤に対してほとんど毒性を示さな

いこと、および胎盤で発現する MAO-B が MPTP から MPP+への代謝に関与すること

が示唆された。 

本研究の結果から推察される MPTP および MPP+の胎子マウスにおける中枢神経毒

性機序を Fig. 5-1a に示した。妊娠マウスに投与された MPTP の一部は母体内および胎

盤で MAO-B によって MPP+に代謝される。MPTP および MPP+はいずれも分子量が約

170 程度の低分子であるため、受動輸送により胎盤を通過する (122, 123)。胎子の脳に

達したMPTPの一部はMAO-Bを発現する lamina terminalis（LT）などの組織でMPP+

へと代謝され、ドパミン神経および SVZ の未成熟な神経細胞に DAT 以外のトランスポ

ーターを介した未知の機序により取り込まれると考えられた。 

同様に、MPTP および MPP+の新生子マウスに対する中枢神経毒性機序を Fig. 5-1b

に示した。新生子マウスでは BBB が未完成なので投与された MPTP および体内で代謝

された MPP+の両方が脳へ移行し、MPTP はグリア細胞で MPP+に代謝されると考えら

れた。黒質および線条体では、MPP+は成獣マウスと同様に DAT を介した機序により

ドパミン神経細胞内へ取り込まれると考えられたが、SVZ では DAT の発現が認められ

なかったことから、その取り込み経路は不明であった。 

中枢神経系が傷害を受けた場合、SVZ の神経芽細胞が神経細胞に分化し、傷害部位

へと遊走して、神経細胞の減尐を補っている (60, 61)。また、PD の発症機序としては

ドパミン神経細胞の直接的な傷害および加齢に伴う MAO-B タンパク質発現量の増加
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ばかりではなく、このような SVZ の傷害によるドパミン神経細胞の供給低下も考察さ

れていれる (62)。胎児期または新生児期に SVZ に対する中枢神経毒性を有する物質に

暴露されることで、ドパミン神経傷害に加えて神経細胞の補完不全が生じ、成年期以降

に PD を発症する可能性も考えられる。従って、本研究で用いた胎子および新生子マウ

スに MPTP を投与して PD を誘発する実験系は、今後の PD 発症機序の解明に関する

研究にとって有用な実験系であると考えられた。 
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Fig. 5-1 MPTP and MPP+ toxicity in the nigrostriatal zone and SVZ of embryo (a) 

and newborn (b) mice. (a) MPTP is metabolized to MPP+ by MAO-B in the 

maternal body, placenta and embryonic organs including LT, and injures the 

embryonic CNS. (b) MPTP and MPP+ pass thorough the immature BBB, are 

metabolized to MPP+ by MAO-B in mature and immature glial cells either in the 

nigrostriatal zone or SVZ, and injures the newborn CNS. 
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