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Dopamine前駆物質LDOPAの神経伝達系機能修

飾作用の検討
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抄録 :Dopamine(DA)の前駆物質L-3,4-dihydroxyphenylalanine(LDOPA)

の神経伝達物質遊離機構に対する機能解明を目的に,iT"iuomicrodialysisを用いて

DA,serotonin(5-HT),acetylcholine(ACh)遊離に対する,細胞外 DOPA濃度依
存性効果を検討した.同時にmaximalelectroshockseizure(MES)を用いたけい

れん開催に対するLDOPAの効果も検討した.細胞外DOPA濃度が 100nM以下で

は濃度依存性にDA,5-HT,ACh遊離を克進したが,100nM以上では逆にDA,5-

HT,ACh遊離を抑制した.同様にDA,5-HT,ACh遊離克進作用を有する100nM以

下の細胞外DOPA濃度ではMESを軽度抑制し,100nM以上ではMESを克進した.

以上の結果は,LDOPAの神経伝達物質あるいは神経修飾物質様作用の存在を示唆
するものである.
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緒 看

抑制性神経伝達物質dopamine(DA)の前駆物

質し3,4-dihydroxyphenylalanine(LDOPA)の

Parkinsonisms,neurolepticmalignantsyndrome

に対する有効性は臨床的にも確認されている 16､18'

しか し,LDOPA自体は特異的な薬理活性を有さ

ないと考えられ,L-DOPAのParkinsonisms,neu-

rolepticmalignantsyndromeに対する臨床効果発

現機序は,L-DOPA投与に伴 うL-DOPAから

dopamineへの代謝,即ちdopamine合成量増加に

よるdopamine系機能の克進によるものと考えら

れている3A)18-

近年,Parkinsonisms,neurolepticmalignant

syndromeに対するdopaminereceptor(DA-R)

作動薬を用いた薬物療法が確立されたが18-,DA-R

作動薬とLDOPAの長期投与における臨床効果と

副作用の相違が認識され,必ずしもLDOPAの臨

床効果がdopamine系機能克進だけでは説明でき

るわけではない3J4'.しかも,近年,L-DOPAが神

経伝達物質に類似した遊離形式を有し,電位依存

性カルシウムチャネル (VSCC)を介した,カルシ

ウムの細胞内流入により,その遊離が規定されて

いることが示された 1い .即ち,LDOPA遊離は開

口分泌である可能性が指摘されたことになる314'11J

現在,LDOPA受容体の特異的な阻害薬が作成

されている6'.我々は,既に,LIDOPAの神経伝達

物質様遊離を確認し12',抗てんかん作用,情動安

定化作用を有するcarbamazepine(CBZ)がDA

系機能克進し,逆にL-DOPA系機能を抑制する可

能性を示した10'.本研究では,L-DOPAの中枢神

経系伝達系機能に対する効果を明らかにし,同時
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にCBZのL-DOPA機能に対する効果を検討 した.

方 法

1.1nvivomicrodialysis

体重 250-300gの雄性Wistar系ラット (Clea

Co.,Japan)の線条体 (A-0.2mm,L-3.4mm,

Ⅴ -一3.0mm relativetothebregma),海馬

(Aニ ー5.8mm,L-4.8mm,Ⅴ ニー4.0mmrel-

ativetothebregma)にmicrodialysisprobe

(0.22mmdiameter,3.0mmexposemembrane,

Eicom,Japan)をエーテル麻酔下で挿入した9'14'

ブローベ挿入24時間後に,修正リンゲル液13'を透

析液として1,LLl/minの流速で潅流を開始 した.倭

正リンゲル液の組成はNa一(145mM),K-(2.7

mM),Ca2-(1.2mM),Mg2+ (1.OmM)にTris

(1.OmM)及びリン酸緩衝液 (1.1mM)を用いて

pH7.4に調整 した.潅流液を20分間隔で回収 し,

highperfわrmanceliquidchromatographywith

electrochemicaldetector(ECD-HPLC)に注入し

細胞外 DA,DOPA,serotonin (5-HT),acetyl-

choline(ACh)濃度を測定した.

2.ECD-HPLCsystem

線条体細胞外 DA,DOPA濃度測定には,HPLC

用ポンプEP-10(Eicom),graphitecarbon電極

EC-100(Eicom)を用い,過電圧を+600mVに

設定 した.分析カラムはprospherRP-18(70mm

x4mm,particlesize5Flm,Cica-Merck)を用

い,カラム温度は25℃に,流速は 1.0ml/minに

設定 した.移動層には30/o(vol/vol)メタノール,

0.1mM EDTA-2Na,125mgn オクタンスルフォ

ン酸ナ トリウムを含んだ0.1M トリクロロ酢酸/酢

酸ナ トリウム緩衝液 (pH2.5)を用いた 14㌧

海馬細胞外 DA,5-HT濃度測定には,HPLC用

ポンプEP-300(Eicom),graphitecarbon電極

EC-100(Eicom)を用い,過電圧を+450mVに

設定 した.分析カラムは関東化学から提供を受け

たmightysilRP-18 (particlesize5〟m)を充填

した (Masislnc.,Japan,Hirosaki)分析カラム

(100mm X 1.5mm)を用い,カラム温度は25℃

に,流速は0.2ml/minに設定 した.移動層には20

% (γol/γol)メタノール,0.1mM EDTA-2Na,

900mgA オクタンスルフォン酸ナ トリウムを含ん
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だ0.1M 燐酸ナ トリウム緩衝液 (pH5.9)を周い

た 15㌧

線条体,海馬細胞外 ACh濃度測定には,HPLC

用ポンプEP-10(Eicom), 白金電極 EC-100

(Eicom)を用い,過電圧を+450mVに設定した.

分析カラムはEicompakAC-GEL (150mm X4.6

mm,Eicom)を用い,カラム温度は35℃に,流速

は0.8Tnt/minに設定 した.移動層にはtetrametyl

ammoniumchloride40mgn,150mgnデカンスル

フォン酸ナ トリウムを含んだ0.1M リン酸緩衝液

(pH7.8)を用いた 7-.

3.Maximumeleetroeonvulsivesbo(!ksei-

2:uretest

体重 25-30gの雄性 ICR系マウス (CleaCo.,

Japan)にeaトClip法を用いて,30mA (0.1秒)

の電気刺激 maximum electroconvulsiveshock

seizure(MES)testを行い,tonic相およびclonic

相の持続時間を測定 した 20'.

結 果

1.細胞外神経伝達物質濃度

L-DOPA (50,100,200mg稚g,ip)投与は,線

条体 ･海馬のDA,L-DOPA,ACh及び海馬 5-HT

の細胞外濃度を用量依存性に増加 した (Fig.1-

3).Aromaticaminoaciddecarboxylase(AADC)

阻害薬,NSD-1015(50,100mg化g,ip)は線条

体 ･海馬ACh,海馬 5-HT細胞外濃度には効果が

なかったが,線条体 ･海馬 DA細胞外濃度を軽度

ではあるが増加 し,細胞外 DOPA濃度を劇的に増

加した (Fig.1-3).NSD-1015(200mg瓜g,ip)

は線条体 ･海馬 DA,ACh,海馬 5-HT細胞外濃度

を増加 した (Fig.2,3).NSD-1015(100mg収g,

ip)によるAADC抑制環境下では,L-DOPAは

50mg稚g(ip)では細胞外 DA濃度を増加 したが,

100,200mかkg(ip)では逆に減少させた (Fig.2).

また,線条体,海馬ACh,海馬 5-HT細胞外濃度

は用量依存性に減少 した (Fig.3).

CBZ(25mg化g,ip)はL-DOPA単独投与によ

る,DA,5-HT,ACh用量依存性増加を抑制 し,

NSD-1015のDA濃度増加作用を抑制した (Fig.4,

5).AADC抑制環境下では,CBZはL-DOPA (50

mg化g,ip)の細胞外 DA濃度増加作用を抑制 し,
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Fig. 1 Dose-dependent effects of L-DOPA and NSD-1015 on striatal and hippocampal extracellular DOPA
levels.

Maximal changes in striatal (A) and hippocampal (B) extracellular DOPA levels after administra­
tion of L-DOPA (closed circles: 50, 100 and 200 mglkg, ip), NSD-1015 (opened circles: 50, 100 and
200 mglkg, ip) or co-administration (closed squares) of NSD-1015 (100 mglkg, ip) plus L-DOPA
(50, 100 or 200 mglkg,ip) from 0 to 120 min were compared with the corresponding control values.
The ordinate indicates extracellular DOPA level. The data are expressed as percentage (mean ±
S.E.M : N = 6) of control which are the mean values of the extracellular DOPA levels for 60 min
(pre-drug period). The mean values obtained before and after administration of L-DOPA or NSD­
1015 were compared using one-way ANOVA with Tukey's multiple comparison test (* : P < 0.05, ** :
P < 0.011.
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Fig.2 Dose-dependent effects of L-DOPA and NSD-1015 on striatal and hippocampal extracellular DA levels.
Maximal changes in striatal (A) and hippocampal (B) extracellular DA levels after administra­

tion of L-DOPA (closed circles: 50, 100 and 200 mglkg, ip), NSD-1015 (opened circles: 50, 100 and
200 mglkg, ip) or co-administration (closed squares) of NSD-1015 (100 mglkg, ip) plus L-DOPA
(50, 100 or 200 mglkg,ip) from 0 to 120 min were compared with the corresponding control values.
The ordinate indicates the extracellular DA level. The data are expressed as percentage (mean ±
S.E.M : N = 6) of control which are the mean values of the extracellular DA levels for 60 min (pre­
drug period). The mean values obtained before and after administration of L-DOPA or NSD-1015
were compared using one-way ANOVA with Tukey's multiple comparison test (* : P < 0.05, ** : P <
0.01).
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Fig.3 Dose-dependent effects of L-DOPA and NSD-1015 on striatal and hippocampal extracellular 5-HT and
ACh levels,

Maximal changes in extracellular levels of striatal (A), hippocampal (B) ACh and hippocampal 5­
HT (C) after administration of L-DOPA (closed circles: 50, 100 and 200 mg/kg, ip), NSD-1015
(opened circles: 50, 100 and 200 mg/kg, ip) or co-administration (closed squares) of NSD-1015
(100 mg/kg, ip) plus L-DOPA (50, 100 or 200 mg/kg, ip) from 0 to 120 min were compared with the
corresponding control values. The ordinate indicates the extracellular levels of ACh and 5-HT. The
data are expressed as percentage (mean ± S.E.M : N = 6) of control which are the mean values of
the extracellular ACh or 5-HT levels for 60 min (pre-drug period). The mean values obtained before
and after administration of L-DOPA or NSD-1015 were compared using one-way ANOVA with
Tukey's multiple comparison test (. : P < 0.05, •• : P < 0.01).
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Fig.4 Interaction CBZ with L-DOPA and NSD-1015 on striatal and hippocampal extracellular DA levels.
Maximal changes in extracellular levels of striatal (A) and hippocampal (B) DA after adminis­

tration of L-DOPA (closed circles: 200 mg/kg, ip), NSD-1015 (closed triangles: 200 mg/kg, ip) or
co-administration (closed squares) of NSD-1015 (100 mg/kg, ip) plus L-DOPA (200 mg/kg, ip)
from 0 to 120 min were compared with the corresponding control values. The ordinate indicates the
extracellular DA levels. The data are expressed as percentage (mean ± S.E.M : N = 6) of control
which is the mean values of the extracellular DA level for 60 min (pre-drug period). The mean val­
ues obtained administration with and without CBZ (25 mg/kg, ip) were compared using student T­
test (.: P < 0.05, •• : P < 0.01).
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Fig.5 Interaction CBZ with L-DOPA and NSD-1015 on striatal and hippocampal extracellular ACh and 5­
HT levels.

Maximal changes in extracellular levels of striatal (A) and hippocampal (B) ACh and hippocam­
pa15-HT (C) after administration of L-DOPA (closed circles: 200 mg/kg, ip), NSD-1015 (closed tri­
angles: 200 mg/kg, ip) or co-administration (closed squares) ofNSD-1015 (100 mg/kg, ip) plus L­
DOPA (200 mg/kg, ip) from 0 to 120 min were compared with the corresponding control values. The
ordinate indicates the extracellular levels of ACh and 5-HT. The data are expressed as percentage
(mean ± S.E.M : N = 6) of control which are the mean values ofthe extracellular levels of ACh and
5-HT for 60 min (pre-drug period). The mean values obtained administration with and without CBZ
(25mg/kg, ip) were compared using student T-test (.: P < 0.05, •• : P < 0.01).
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Fig.6 Dose-dependent effects of L-DOPA and NSD-1015 on maximum electroshock convulsions.
The changes in duration of tonic (A) and clonic (B) convulsion induced by maximum electroshock

120 min after administration of L-DOPA (closed circles: 50, 100 and 200 mg/kg, ip), NSD-1015
(opened circles: 50, 100 and 200 mg/kg, ip) or co-administration (closed squares) ofNSD-1015 (100
mg/kg, ip) plus L-DOPA (50, 100 or 200 mg/kg, ip) were compared with corresponding control val­
ues. The ordinate indicates the duration of convulsions (sec.). The mean values obtained before and
after administration of L-DOPA or NSD-1015 were compared using one-way ANOVA with Tukey's
multiple comparison test (.: P < 0.05, •• : P < O.OU.
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L-DOPA (100,200mがkg,ip)の細胞外DA濃度

減少作岡を抑制した.NSD-1015によるAADC活

性抑制環境下での,L-DOPAの海馬 ･線条体ACh,

海馬5-HT細胞外濃度に対する用量依存性減少作用

をCBZ(25mがkg,ip)は抑制した (Fig.4,5).

2.Maximllmelectroconvulsiveshocksei-

zuretest

L-DOPA (50,100,200mがkg,ip)はtonic相を

用量依存性に短縮,一方,clonic相もL-DOPA用

量依存性に短縮した (Fig.6).NSD-1015(50,

100,200mがkg,ip)はtonic,clonic両相に効果は

なかった (Fig.6).NSD-1015(100mg瓜g,ip)

によるAADC活性抑制環境下では,LDOPA (50,

100,200mがkg,ip)は用量依存性にtonic,clonic

両相を用量依存性に延長した (Fig.6).

考 察

1.神経伝達物質遊離に対するL-DOPAの作用

LDOPA腹腔内投与による,細胞外DOPA,DA

濃度の用量依存性増加は従来の知見と一致するもの

である.しかし,DA-R作動薬,特にD2受容体の

作動薬は細胞外ACh,5-HT濃度の減少をもたらす

にも関わらず 17▲,LDOPAは用量依存性にACh,

5-HT細胞外濃度を増加したことから,L-DOPAは

少なくともDA合成量増加によるDA系機能克進

だけではなく,L-DOPA自体の薬理活性を有する

可能性が示唆される.一方,NSD-1015はL-

DOPAからDAへの代謝を司るAADC活性を阻害

し,細胞内DOPA濃度を用量依存性に増加し,逮

に細胞内DA濃度を用量依存性に減少する9).しか

し,細胞外濃度に対しては,DOPAのみならずDA

濃度をも用量依存性に増加した.またAADCは5-

HTPから5-HTへの代謝をも司り,細胞内5-HTP

濃度を増加し,細胞内5-HT濃度を減少するが8',

200mがkg(ip)NSD-1015は細胞外5lHT濃度も

増加 し,同時にACh濃度も増加 していた.即ち

NSD-1015はDA,5-HT合成系機能を抑制するに

も関わらず,DA,5-HT遊離を克進する可能性が示

唆される.LDOPA (ip)とNSD-1015(ip)は

DA合成系機能に対しては逆の効果を有するにも関

わらず,DA,5-HT,ACh遊離に対しては共に克進

作用を示した,本実験結果は,細胞外 LDOPA濃
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度の増加が線条体 ･海馬のDA,5-HT,ACh遊離機

構機能を克進している可能性を示唆するものであ

る.

DOPA遊離は神経伝達物質遊離形式に類似して

おり,tetrodotoxin感受性 4･,Ca2.依存性11-,K-

感受性遊離 11■はすでに確認され,しかもLDOPA

受容体の存在も報告され (Misueta1.,1997),L

DOPA自体が神経伝達物質,あるいは神経修飾物

質である可能性が高い.本研究結果は,これらの可

能性を支持し,少なくとも線条体と海馬の両領域で

は興奮性効果を有する可能性をも示唆する.

NSD-1015(100mg化g,ip)によるAADC抑制

環境下では,L-DOPAはDA,5-HT,ACh遊離を抑

制した.単独投与ではLDOPA,NSD-1015共に

DA,5-HT,ACh遊離を克進するにもかかわらず,

LDOPA,NSD-1015の同時投与では逆に遊離を抑

制する実験結果から,細胞外DOPA濃度が100nM

以上では,逆にDA,5-HT,AChの遊離は抑制され

る可能性がある.即ちLDOPAは濃度依存性の二

相性効果 (100nM以下では濃度依存性にDA,5-

HT,ACh遊離克進作用,逆に100nM以上では濃

度依存性に遊離抑制作用)を有する.

2.最大電気けいれんに対するLDOPAの作用

従来,けいれん間借に村するDA系機能の効果

を検討する際にLDOPAが投与されてきたが,一

致した見解はなかった.NSD-1015はMESに効果

がなかったにもかかわらず,LDOPAはMESを

用量依存性に抑制した.この両剤のMESに対する

効果の差違は細胞外 DOPA濃度とDA,5-HT細胞

外濃度のバランスにより生ずると考えられる.

NSD-1015(100mがkg,ip)によるAADC抑制環

境下でのLDOPAは用量依存性にMESを克進し

たことは,この仮説を支持するものと考えられる.

3.L･DOPAの二相性神経伝達物質遊離瓦進作用

100nM以上の細胞外DOPA濃度はDA,5-HT,

ACh遊離を抑制するにもかかわらず,100-300/JM

のLDOPAは濃度依存性にglutamate遊離を克進

することから1',100nM以上のDOPA濃度は,

DA,5-HT等の抑制性神経伝達系機能の抑制,glu-

tamate等の興奮性神経伝達系機能の克進をもたら

し,結果的にけいれん閥値を低下させるものと考え

られる.また,この高濃度 DOPAによるDA,5-
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HT,ACh遊離抑制作用は,DOPAの神経毒性を示

唆するものと考えられる1)2'19'

4.L･DOPAの神経伝達物質遊離元進作用に対す

るCarbama2:ePineの効果

我々はすでに,CBZがL-DOPAの興奮性効果を

抑制する可能性を示唆 している (Okada,1997).

本実験結果も,細胞外 DOPA濃度増加に伴うDA,

5-HT,ACh遊離克進を治療濃度のCBZが抑制 し

た.逆に100nM以上の細胞外 DOPA濃度のDA,

5-HT,ACh遊離抑制効果をもCBZは抑制 してい

た.

DOPAは線条体 glutamate遊離を濃度依存性に

克進するが,治療濃度のCBZは脱分極性 gluta一

mate遊離を抑制する12'.同様にCBZはLIDOPA

のDA,5-HT,ACh遊離克進作用をも抑制 している

ことから,これらのCBZの抑制効果は,神経細胞

の過活動抑制作用 による可能性が高い.即ち,

CBZはDA,5-HT等の抑制性神経伝達系機能を克

進し,逆にglutamate,DOPA等の興奮性神経伝達

系機能を抑制することで,抗てんかん作用を発現

する可能性がある.また,情動障害,不安障害に

深 く関与すると考えられているDA,5-HT遊離を

L-DOPAが濃度依存性に二相性効果を有 している

ことから,LDOPA系機能が,両疾患の機序に関

与するばか りでなく,CBZの情動安定化作用,抗

不安作用発現機序に関与する可能性もある.
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ABSTRACT

Effectsofdopamineprecursor,LIDOPA,onnechanisnsofneurotransnitterrelease

MotohiroOkada',TakuyaMurakami',GangZhu～,AkihisaKamata',YukoKawata,TsuyoshiRondo
andSunaoKaneko*

'DepartmentofNeuropsychiatry,SchoolofMedicine,UniversityofHirosaki,Zaifuchol5,HirosakiO361
8562,Japan.

Toclarifythemechanismsofactionofmetabolicprecursorofdopamine(DA),Ll3,4ldihydrox-

yphenylalanine(L-DOPA)inthecentralneⅣoussystem (CNS),thepresentstudydeterminedthe

effectsofLIDOPAontheextracellularlevelsofDA,serotonin(5-HT),acetylcholine(ACh)andthe

seizureactivitiesuslngLnUiuomicrodialysISandmaximumelectroshockseizurestest,respectively.Up

to100nMofextracellularDOPAlevel,DOPAincreasedtheextracellularlevelsofDA,5-HTandACh,
aswellasreducedtheseizureactivities,lnaCOnCentrationdependentmanner.However,morethan

100nMoftheextracellularDOPAlevel,DOPAdecreasedextracellularlevelsorDA,5-HTandACh,as

wellasstimulatedseizureactivities,lnaCOnCentrationdependentmanner.mepresentresultssug-

gestthatL-DOPAmaypossessneuromodulator-likefunctioninCNS.

(An n.Rep.WelfideMedicinalRes.Found.2000,32:228-235)


