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緒言	
 

	
 

1.	
 統合失調症による社会的損失（統合失調症研究の重要性）	
 

	
 統合失調症の生涯発症率は約 1%であり、統合失調症は common	
 disease といっても

過言ではない。また、世界保健機構によると、全世界で2400万人が統合失調症に罹患

していると推定されており(World	
 Health	
 Organization,	
 2010)、我が国では、統合失

調症による社会的損失は国民総生産の約 2	
 %に相当する(平安,	
 2006)。統合失調症の

効果的な治療法の開発は急務の課題であるが、現在もなお、その病態や原因は明らか

になっていない。	
 

	
 

2.	
 統合失調症の経過	
 

	
 統合失調症は思春期から20歳代にかけて好発する。統合失調症の発症時期は持続す

る精神病症状の出現時期とされている。しかし、最近では精神病症状出現以前に生じ

る進行性の症候学的および脳の形態学的な病的変化が多数報告されており、この精神

病症状出現前後数年間における病態進行が、統合失調症の経過を理解する上で重要で

あることがわかってきた。そのため顕在発症前の「初期統合失調症」（中安,	
 1990）、

「警告期」(安部川ら,	
 2004)やat	
 risk	
 mental	
 stateを呈する時期(McGorry	
 et	
 al.,	
 

2002)が注目され、同時期における病態進行を阻止する取り組みに関する報告がなされ

るようになった。この時期は、症候学的には、自生体験、気付き亢進、漠とした被注

察感および緊迫困惑気分という症状と硬い表情や緊迫した余裕のない態度などの表出

異常(中安,	
 1990)、もしくは短期間の間歇的な精神病状態、微弱な陽性症状と社会的

機能低下(McGorry	
 et	
 al.,	
 2002)で特徴づけられる。統合失調症と確定診断すること

はできないが、将来、顕在発症する可能性が極めて高く、この時期からの早期治療介

入が必要と考えられている。精神病症状が出現してから治療開始までの期間が長いほ

ど治療反応性が低下	
 (Lieberman	
 et	
 al.,	
 1996)する上に、寛解到達時間の延長および

寛解時の社会的機能の低下(Barnes	
 et	
 al.,	
 2008)が認められることも、この考えを支

持する所見と言える。以上から、「警告期」もしくはat	
 risk	
 mental	
 stateから顕在

発症後数年経過するまでの期間はcritical	
 periodと捉えられ、この時期における病

態進行阻止が予後を規定する(安部川ら,	
 2009)。この病態進行の背景に存在する脳の

病態変化についてはまだよくわかっていないが、少なくともドパミンD2型受容体遮断

薬に対する治療反応性の低下、脳萎縮および認知機能障害が病態進行過程で最も顕著

であることがわかってきている。	
 

	
 

3.	
 統合失調症の治療反応性	
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 抗精神病薬は統合失調症治療に欠かせない。現在市販されている全ての抗精神病薬

はドパミンD2型受容体遮断作用を有しており、それらの使用などで統合失調症患者の

約半数は比較的安定した経過をたどる。よって、臨床的に問題となるのはドパミンD2

型受容体に非反応のいわゆる薬物治療抵抗性の場合である。この薬物治療抵抗性病態

には次の2種類のタイプが存在する。一つは、発病初期からドパミンD2型受容体遮断

薬に反応しないタイプであり、もう一つは、発病初期にはドパミンD2型受容体遮断薬

に反応したが、再発や再燃を繰り返すことによりドパミンD2型受容体遮断薬に反応し

なくなるタイプである(Robinson	
 et	
 al.,	
 1999)。前者のタイプの病態にはドパミン

D2型受容体の関与が少なく、後者の病態ではドパミンD2型受容体の関わりが動的に変

化していることが推測される。	
 

	
 フェンサイクリジンに代表されるN-methyl-D-aspartic	
 acid（NMDA）受容体拮抗薬

は、統合失調症の陽性症状に類似した幻覚および妄想症状と意欲低下や無関心など陰

性症状に類似した症状を引き起こし、それらはドパミンD2型受容体遮断薬に反応しな

い(Javitt	
 and	
 Zukin,	
 1991)。そのため、治療抵抗性統合失調症の病態はNMDA受容体

機能低下すなわちグルタミン酸系神経伝達異常であると推測されている。よって、NMDA

受容体拮抗薬の単回使用は、前述した治療抵抗性統合失調症の前者のタイプを表現し

ていると考えられ、その病態解明および治療薬の開発などにNMDA受容体拮抗薬や遺伝

子変異を利用した動物モデルが使用されている(高雄ら,	
 2008)。	
 

	
 一方、ドパミンD2型受容体遮断薬への反応性が変化していく後者の治療抵抗性統合

失調症の病態を反映する動物モデルは存在しない。そこで、我々のグループは精神刺

激薬であるメタンフェタミン（METH）を用いて、ドパミンD2型受容体遮断薬に反応す

るドパミン放出亢進病態からドパミン D2型受容体遮断薬に反応しない NMDA 受容体機

能低下病態へと進行していく新たな動物モデルを提案している(Abekawa	
 et	
 al.,	
 

2008;	
 Abekawa	
 et	
 al.,	
 2010;	
 Ito	
 et	
 al.,	
 2006a；安部川ら,	
 2009)。METHなどの精

神刺激薬を用いた統合失調症の動物モデルは統合失調症のドパミン伝達過剰仮説に基

づいて構築されたモデルであり、一括して覚醒剤モデルと呼称される。ドパミン伝達

過剰仮説は、抗精神病薬の主作用がドパミンD2型受容体遮断である事実と覚醒剤乱用

で生じる精神症状が統合失調症の幻覚や妄想などの陽性症状と非常に類似しているこ

とより導き出された。精神病症状発現時には中脳辺縁系でドパミン放出が亢進してい

る(Laruelle	
 et	
 al.,	
 2005)が、覚醒剤使用時にも同様の現象が脳内で生じていること

が確認されている(Sekine	
 et	
 al.,	
 2001)。この覚醒剤モデルと統合失調症の研究につ

いては後に詳述する。	
 

	
 

4.統合失調症と脳萎縮	
 

	
 統合失調症では精神病症状発症前に既に脳萎縮が存在し(Pantelis	
 et	
 al.,	
 2003)、
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発症前後にその脳萎縮は進行する(Kasai	
 et	
 al.,	
 2003a)。横断的な画像研究では、統

合失調症患者で皮質灰白質体積の減少と脳室容積の増加が認められており(Fornito	
 

et	
 al.,	
 2009)、縦断的な画像研究では、発症後早期に灰白質体積の減少が進行するこ

とが示されている(Kasparek	
 et	
 al.,	
 2009)。また、死後脳研究では皮質神経網の減少

が指摘されており、灰白質体積減少にはこれらの神経組織学的所見が関与していると

考えられている(Lieberman	
 et	
 al.,	
 2005)。同じく死後脳研究で、グリオーシスが認

められず、Bax/Bcl-2 比が高いことなどより脳萎縮へのアポトーシスの関与が示唆さ

れている(Jarskog	
 et	
 al.,	
 2005)。この脳萎縮の成立および進行性変化のメカニズム

は不明であるが、進行性変化については、未治療期間の長さと脳萎縮の程度が相関す

ることより、精神病症状出現時の脳内変化が神経細胞障害をもたらす可能性が考えら

れている(Malla	
 et	
 al.,	
 2010)。	
 

	
 

5.	
 統合失調症と認知機能障害およびprepulse	
 inhibition障害	
 

	
 統合失調症では、幻覚や妄想などの陽性症状、無関心や意欲低下などの陰性症状の

他に、記憶障害や情報処理能力低下などの認知機能障害が認められる。認知機能障害

は統合失調症の中核的症状であり、社会機能のみでなく日常生活へ大きな影響を及ぼ

す(Stirling	
 et	
 al.,	
 2003)。認知機能障害の一つである情報処理能力低下の基盤には

原始的レベルの情報処理能障害が想定されており、その障害を測定する神経生理学的

検査の一つにprepulse	
 inhibition（PPI）測定がある。PPIとは驚愕刺激の前に微弱

な先行刺激を提示することで減弱する驚愕反応のことであり、PPI は情報処理の初期

段階の機能を反映すると考えられている(Geyer	
 et	
 al.,	
 2001)。統合失調症患者およ

びその健常近親者ではPPIが障害されることが多く、遺伝的影響の関与が示唆され、

統合失調症の中間表現型として注目されている(Swerdlow	
 et	
 al.,	
 2008)。	
 

	
 

6.	
 覚醒剤モデルの位置づけ	
 

	
 覚醒剤モデルはこれまで数十年にもわたって研究され、現在でも同モデルを用いた

統合失調症治療薬スクリーニングなどの薬理学的研究が盛んに行われている

(Miyamoto	
 et	
 al.,	
 2005)。ヒトにおいて、METH の単回使用は、興奮、多幸感、過覚

醒、常同行動などの急性症状を引き起こし、反復使用すると次第に音などの外界刺激

に対する過敏性、幻覚や妄想が出現し、活力低下、感情鈍麻や無関心もみられるよう

になる(佐藤と松本,	
 1999)。また、注意集中困難、作業記憶障害や判断力の低下も出

現する(Gonzalez	
 et	
 al.,	
 2004)。覚醒剤使用によって幻覚妄想などの精神病症状が生

じる病態は覚醒剤精神病と位置づけられ、これまで我が国を中心にその臨床的特徴が

検討されてきた(佐藤ら,	
 1988)。我が国では覚醒剤中止後も1か月以上にわたって症

状が持続するものを覚醒剤精神病の遷延・持続型と定義している（佐藤ら,	
 1988）が、
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欧米では同様の病態は統合失調症と診断される（American	
 Psychiatric	
 Association,	
 

2000）。これは、欧米では覚醒剤精神病を覚醒剤による直接的薬理作用による急性中毒

と捉えているのに対して、我が国では、覚醒剤の長期反復使用による慢性中毒と捉え

ている見解の違いによる。いずれにせよ、統合失調症と覚醒剤精神病の症状はかのよ

うに類似しており、しばしばその鑑別が問題となる。また、覚醒剤は反復使用により

多幸感や過覚醒に耐性が生じ、これらの反応を惹起しうる用量が徐々に増えていく一

方で、幻覚や妄想などの精神病症状はより少量の覚醒剤使用や不眠、飲酒などの非特

異的ストレスで生じるようになり、長期の休薬期間を設けても同様に精神病症状が惹

起される。これは逆耐性（感作）現象として知られており、その発現には覚醒剤反復

使用による脳内の不可逆的変化が関与していると推測される(Sato	
 et	
 al.,	
 1992)。覚

醒剤依存という観点からの研究では、中脳辺縁系および中脳皮質系のドパミン作動性

神経系が依存症状に関わっていることが明らかにされている(Cami	
 and	
 Farre,	
 2003)。

覚醒剤による線条体および側坐核でのドパミン放出増大(Robinson	
 et	
 al.,	
 1988)、逆

耐性現象の発現がドパミンD2型受容体遮断薬で阻止されること(Kuribara,	
 1995)や覚

醒剤乱用者の線条体でのドパミントランスポーター異常が指摘されていること

(Sekine	
 et	
 al.,	
 2001)などより、精神症状の逆耐性現象にもドパミン神経系が関与し

ていると考えられる(Sato	
 et	
 al.,	
 1983)。一方、統合失調症では、特にcritical	
 period

において、精神病エピソードを反復することによりストレス耐性の低下が生じ、容易

に精神病症状が再発・再燃するようになる。また、再発を繰り返すごとに、難治にな

り人格水準の低下という後遺症を残す。このことより統合失調症の脳内では

“endogenous	
 sensitization”が形成されていると推測されている(Laruelle,	
 2000)。

つまり、統合失調症での再発準備性形成および難治化への進行過程と覚醒剤精神病の

形成過程は非常に類似しており、逆耐性現象は覚醒剤精神病にとどまらず統合失調症

の病態進行・慢性化の病態をも説明しうる概念である。	
 

	
 

7.	
 本研究での動物モデルについて	
 

	
 我々のグループが構築した動物モデルでは、METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によって、統

合失調症の病態進行と類似の行動および脳内変化が形成される。本モデルでは、NMDA

受容体遮断薬に対する感受性亢進、内側前頭前野（mPFC）での terminal	
 

deoxynucleotidyl	
 transferase-mediated	
 dUTP	
 nick	
 end	
 labeling（TUNEL）陽性細胞

数の増加（すなわちアポトーシスの亢進）とPPI障害が引き起こされる(Abekawa	
 et	
 al.,	
 

2008)。本モデルでの重要な点はMETHの投与量設定である。側坐核およびmPFCにおい

て、METH	
 2.5	
 mg/kg 単回投与は細胞外グルタミン酸濃度上昇を生じるが、METH	
 1.0	
 

mg/kgでは同様の所見は認められないことが以前の検討で確認されている(Abekawa	
 et	
 

al.,	
 2008;	
 Ito	
 et	
 al.,	
 2006a)。METH は用量依存的に脳内の細胞外ドパミン濃度を
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上昇させるが、我々はMETH	
 1.0	
 mg/kgと2.5	
 mg/kgとでは細胞外ドパミン濃度上昇に

差がみられることを確認しており、細胞外ドパミン濃度上昇の差が細胞外グルタミン

酸濃度上昇に関与していると推測している(Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008;	
 Ito	
 et	
 al.,	
 2006a)。

このMETH投与後遅発性に生じる細胞外グルタミン酸濃度上昇の有無により、前述した

NMDA受容体遮断薬に対する感受性亢進、TUNEL染色陽性細胞数増加およびPPI障害の

発現が規定される（これらの３現象は、グルタミン酸濃度を上昇させる2.5	
 mg/kgで

は惹起されるが、1.0	
 mg/kgでは惹起されない）。これらの動物モデルの実験結果と統

合失調症の臨床的事象とを照らし合わせ、NMDA受容体遮断薬に対する感受性亢進がド

パミンD2型受容体遮断薬抵抗性の病態、TUNEL染色陽性細胞数増加が形態学的脳萎縮、

PPI障害が認知機能低下の基盤を表現していると考える。	
 

	
 我々のグループはこれまでに、抗てんかん薬および気分安定薬であるバルプロ酸

(Ito	
 et	
 al.,	
 2006b)、第二世代抗精神病薬であるオランザピン、リスペドン(Abekawa	
 

et	
 al.,	
 2008)とアリピプラゾール(Abekawa	
 et	
 al.,	
 2010)が、METH	
 2.5	
 mg/kg 投与

による細胞外グルタミン酸濃度上昇を抑制し、METH 反復投与により生じる NMDA 受容

体遮断薬に対する感受性亢進、TUNEL 染色陽性細胞数増加と PPI 障害の形成を阻止す

ることを報告してきた。統合失調症治療において、バルプロ酸は抗精神病薬との併用

で、オランザピン、リスペリドンおよびアリピプラゾールは単独使用で有用である。

これらの知見より我々のグループでは、統合失調症の治療抵抗性への進行、認知機能

障害の進行、脳萎縮の進行という3様態の阻止効果の有無という視点から、本動物モ

デルは統合失調症治療薬のスクリーニングに有用であると考えている。	
 

	
 

8.	
 ラモトリギンについて	
 

	
 ラモトリギン（LTG）は、本邦では2008年に発売された抗てんかん薬であるが、海

外では1991年より使用されている。てんかんに対しては幅広い適応を持ち、副作用が

少ないことが特徴である。LTG の主作用は神経細胞膜上にある電位依存性ナトリウム

チャネルの不活性状態からの回復を遅延させることであり、その結果、神経細胞膜が

安定化し、過剰なグルタミン酸遊離および神経細胞の興奮が抑制される(Wheless	
 et	
 

al.,	
 2007)。LTG はてんかんに伴う抑うつなどの精神症状に効果があることが報告さ

れており(Smith	
 et	
 al.,	
 1993)、双極性障害の治療薬としても使用されている

(Calabrese	
 et	
 al.,	
 1996;	
 Yatham	
 et	
 al.,	
 2009)。統合失調症に関しては、1999 年

にDursunらが治療抵抗性統合失調症患者に対するLTGと第二世代抗精神病薬であるク

ロザピンの併用療法の有用性を報告(Dursun	
 et	
 al.,	
 1999)して以降、治療抵抗性統合

失調症治療に対する抗精神病薬と LTG との併用療法についての報告が相次ぎ、

Tiihonenらのメタ解析により治療抵抗性統合失調症患者に対するクロザピンとLTG併

用療法の有用性は確立された(Tiihonen	
 et	
 al.,	
 2009)。しかし、LTG単剤の統合失調
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症の精神病エピソードに対する効果に関する報告はない。	
 

	
 統合失調症治療は、精神病エピソードが治療標的である急性期治療と再発・再燃を

防止する維持治療に大きく二分される。統合失調症治療の臨床研究は急性期治療に関

する報告がほとんどであり、維持治療に関する研究は少ないが、精神病症状の再発・

再燃の予防に関しては、急性期治療で効果のあった抗精神病薬の継続使用が推奨され

ている（Buchanan	
 et	
 al.,	
 2010）。しかし、特に定型抗精神病薬の長期使用は不可逆

性の錐体外路症状を誘発し、生活の質（QOL）に多大な影響を与えるため、非定型抗精

神病薬の導入や、これらの補助あるいは代替薬が必要である。LTG は抗精神病薬との

併用で急性期治療に効果があることが示されており、てんかん患者における長期使用

に伴う不可逆的な副作用はほとんどない（Richens,	
 1994）。本邦でのてんかん患者に

おける長期使用の検討では、LTG は使用が長期になるとむしろ副作用の発現率は減少

し、QOLは向上していたため、LTGは長期使用に適した薬剤であると考えられている（八

木と村崎,	
 2009）。これらのことより、非定型抗精神病薬使用、非定型抗精神病薬と

LTG の併用あるいは LTG への代用が統合失調症の維持治療に有効で、これまでの定型

抗精神病薬継続治療に代わり得れば、遅発性の副作用が減り、統合失調症患者の QOL

向上に大きく寄与すると考えられる。しかし、これまでLTGによる統合失調症の維持

治療に関する研究は存在せず、今後の検討が必要な領域である。	
 

	
 

9.	
 本研究について	
 

	
 これまでの知見より統合失調症の病態進行の背景にグルタミン酸神経系が関与して

いることが想定される。本研究では、METH	
 2.5	
 mg/kg投与で惹起される細胞外グルタ

ミン酸濃度上昇を抑制する薬剤は統合失調症の病態進行を抑制しうるという仮説を基

に、グルタミン酸放出抑制効果を有するLTGの統合失調症治療への応用の可能性を探

る目的で、我々の開発した病態進行動物モデル(Abekawa	
 et	
 al,	
 2008,	
 2010)を用いて

LTGの効果を調べた。	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によって形成される十分な離脱期間を経た時点で確認され

る①NMDA受容体遮断薬への感受性亢進、②PPI障害と③mPFCにおけるTUNEL染色陽性

細胞数の増加に対するLTGの阻止効果の有無を検証した。また、統合失調症の病態進

行メカニズムと推測しているMETH	
 2.5mg/kg投与後の細胞外グルタミン酸濃度上昇に

対するLTGの抑制効果の有無を確認した。その結果、我々のグループの先行研究と同

様に、LTGもMETH反復投与によって惹起される①NMDA受容体遮断薬への感受性亢進、

②PPI障害の形成およびその発現と③mPFCにおけるTUNEL染色陽性細胞数の増加のい

ずれをも阻止した。また、LTG は mPFC で METH 投与後に生じる細胞外グルタミン酸濃

度上昇を抑制し、LTG 自体は細胞外グルタミン酸濃度に影響を与えなかった。これら

の結果より、LTG は細胞外グルタミン酸濃度上昇の抑制を介し、ドパミン D2型受容体
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遮断薬への抵抗性の進行、認知機能障害の進行と脳萎縮の進行を含む統合失調症の病

態進行を抑制し得ると推測された。	
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略語表	
 

本文中および図中で使用した略語は以下のとおりである。	
 

	
 

AMPA	
 	
 α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionic	
 acid	
 

GABA	
 gamma-aminobutyric	
 acid	
 

LTG	
 lamotrigine	
 

mPFC	
 	
 medial	
 prefrontal	
 cortex	
 

NMDA	
 	
 N-methyl-D-aspartic	
 acid	
 

PPI	
 	
 prepulse	
 inhibition	
 

TUNEL	
 	
 terminal	
 deoxynucleotidyl	
 transferase-mediated	
 dUTP	
 	
 

nick-end	
 labeling	
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実験方法	
 

	
 

動物	
 

	
 全ての実験において、Sprague-Dawley系雄性ラット（SLC,	
 INC.,	
 Japan）を用いた。

6:30-18:30 までを明期、18:30-6:30 までを暗期に設定し、一定の温度（24 度）およ

び湿度（50	
 %）に保たれた室内でラットを飼育した。飼育ケージはプラスチック製で、

その大きさは	
 30	
 cm	
 x	
 25	
 cm	
 x	
 18	
 cmであり、底にはおがくずが敷かれ、ステンレス

製メッシュフタでふたをした。ラットは1匹ずつ飼育した。餌および水は自由に摂取

できるようにした。実験および処置開始前に3日間ハンドリングを施行した。なお、

実験動物の扱いおよび実験においては、北海道大学動物実験に関する規程を遵守して

実施した。	
 

	
 

薬剤	
 

・METH	
 

	
 大日本住友製薬より購入した。生理食塩水に溶解し、ラットに投与する際には、1.0	
 

ml/kgの用量に調整し、投与経路は皮下を用いた。	
 

・LTG	
 

	
 GlaxoSmithKline から提供された。10	
 ml の蒸留水に10 滴の塩酸(0.1 規定)を加え

て溶解し、ラットに投与する際には、4.0	
 ml/kg の用量に調整し、投与経路は腹腔内

を用いた。	
 

・Dizocilpine（MK-801）	
 

	
 Tocris	
 Bioscienceより購入した。蒸留水に溶解し、ラットに投与する際には、1.0	
 

ml/kgの用量に調整し、投与経路は皮下を用いた。	
 

	
 

実験装置	
 

・SUPERMEX（自発運動量測定システム）	
 

	
 移所運動量測定にはSUPERMEX（室町機械，東京）を使用した。同装置では受動型赤

外線センサーを用いて動物の水平方向の運動量の測定が可能である。データの集録は

CompACT	
 AMSプログラムによって自動的に行われるが、今回の実験では10分単位でラ

ットの水平方向の運動量を測定した。	
 

・SR-LAB	
 ABS	
 system（小動物用驚愕反応測定装置）	
 

	
 PPI 測定には SR-LAB	
 ABS	
 system	
 (San	
 Diego	
 Instruments,	
 California,	
 U.S.A.)

を使用した。同装置は、マイクロ増幅器を内蔵した密封型の高感度センサーにより、

音刺激および無刺激時のラットの驚愕反応の測定が可能であり、音刺激条件設定と実
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験結果の集録は同装置に付属しているwindows用のソフトフェアを用いて行った。音

刺激の設定については後述する。	
 

	
 

実験1（METH急性投与後の移所運動量測定）	
 

	
 一連の実験で使用するLTGの用量を決定する目的で、自発運動量測定システムであ

るSUPERMEX を用いて、METH 投与後のLTG 投与による移所運動量の変化を測定した。

体重 230	
 ‒	
 250	
 g のラットを METH+Vehicle 群（n	
 =	
 8）、METH+LTG(30)群（n	
 =	
 8）、

METH+LTG(10)群（n	
 =	
 8）の3群に分けた。METH	
 2.5	
 mg/kgもしくはSaline投与120

分後にLTG	
 30	
 mg/kg、10	
 mg/kgもしくはVehicleをそれぞれ投与した。移所運動量は

METHもしくはSaline投与後210分、すなわちLTGもしくはVehicle投与後90分まで

測定した。	
 

	
 

実験2（METH反復投与後の移所運動量測定）	
 

	
 METH に対する感受性を測定する目的で、METH および LTG 反復投与後の METH	
 0.2	
 

mg/kg投与による移所運動量への影響を測定した。前処置開始時6週齢、体重160	
 ‒	
 180	
 

gのSprague-DawleyラットをSaline+Vehicle群（n	
 =	
 8）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 8）、

Saline+LTG群（n	
 =	
 7）、METH+LTG群（n	
 =	
 5）の4群に分けた。METH	
 2.5	
 mg/kgもし

くはSalineをそれぞれのラットに皮下投与し、その120分後にLTG	
 30	
 mg/kgもしく

はVehicleを投与した。同処置を隔日で5回、連日で5回の計10回施行した。移所運

動量測定前に8	
 ‒	
 9日間の休薬期間を設定した（図1）。飼育部屋から実験施行部屋に

ラットを移動し、新しい飼育ケージにそれぞれのラットを 1 匹ずつ入れた。120 分の

馴化期間後に、Saline を全てのラットに	
 1.0	
 ml/kg の用量で皮下投与した。Saline

投与90分後にMETH	
 0.2	
 mg/kgを全てのラットに投与し、90分間移所運動量を測定し

た。	
 

	
 次に、NMDA受容体遮断薬に対する感受性を測定する目的で、METH、LTG反復投与の

MK-801	
 0.15	
 mg/kg投与による移所運動量への影響を測定した。前処置開始時6週齢、

体重160	
 -	
 180gのSprague-DawleyラットをSaline+Vehicle群（n	
 =	
 8）、METH+Vehicle

群（n	
 =	
 8）、Saline+LTG群（n	
 =	
 8）、METH+LTG群（n	
 =	
 8）の4群に分けた。METH	
 2.5	
 

mg/kgもしくはSalineをそれぞれのラットに皮下投与し、その120分後にLTG	
 30	
 mg/kg

もしくはVehicleを投与した。同処置を隔日で5回、連日で5回の計10回施行した（図

1）。移所運動量測定前に30	
 ‒	
 31日間の休薬期間を設定した。飼育部屋から実験施行

部屋にラットを移動し、新しい飼育ケージにそれぞれのラットを1匹ずつ入れた。120

分の馴化期間後に、Salineを全てのラットに	
 1.0	
 ml/kgの用量で皮下投与した。Saline

投与 90 分後にMK-801	
 0.15	
 mg/kg を全てのラットに投与し、90 分間移所運動量を測

定した。	
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実験3（脳内微小透析法を用いた細胞外グルタミン酸濃度測定）	
 

METH	
 2.5	
 mg/kg急性投与後遅発性に生じる細胞外グルタミン酸濃度上昇に対する

LTGの影響を検討する目的で行った。体重230	
 -	
 250gのラットをSaline+Vehicle群（n	
 =	
 

4）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 8）、Saline+LTG群（n	
 =	
 8）、METH+LTG群（n	
 =	
 7）の4群に

分けた。Pentobarbital	
 30	
 mg/kgでラットに麻酔をかけた後に脳定位術を施行した。

G-4	
 guide	
 cannula（Eicom,	
 Japan）をmPFCの表面（Bregmaから前方3.0	
 mm,	
 左側方0.8	
 

mm,	
 深さ1.8	
 mm）まで挿入し、透析プローブ（BDP-IV-03,	
 Eicom,	
 Japan）をguide	
 cannula

を通してその先から組織内に更に3	
 mm挿入した。手術翌日に透析プローブを介してラ

ットのmPFCに人工脳脊髄液を2	
 µl/分で環流した。90分間環流した後、20分毎に環流液

を回収した。その間、ラットはケージ内で自由に動き回れる状態においていた。環流

開始150分後にラットにMETH	
 2.5	
 mg/kgもしくはSalineを皮下投与し、その120分後に

LTG	
 30	
 mg/kgもしくはVehicleを腹腔内投与した。METH	
 2.5	
 mg/kg投与後260分間環流

し、人工脳脊髄液を回収した（図2）。回収した人工脳脊髄液は液体クロマトグラフィ

ーを用いて解析し、同液中のグルタミン酸濃度を測定した。	
 

	
 

実験4（驚愕反応測定装置を用いたPPI測定）	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるPPI障害の形成過程と発現過程に対するLTG	
 30	
 mg/kg

の影響を検討する目的で行った。SR-LABシステムを用いて音に対するラットの驚愕反

応を測定した。65 デシベルの白色雑音を背景ノイズとし、その装置内に 10 分間ラッ

トを置き、その後に40ミリ秒、120デシベルの音刺激で驚愕刺激を5回行い装置内環

境および驚愕刺激に馴化させた。驚愕刺激には 40 ミリ秒、120 デシベルの音刺激を、

先行刺激には、それぞれ20ミリ秒の0、68、71、77デシベルの音刺激を用いた。刺激

なし（no	
 stimuli）、驚愕刺激のみ（120デシベル）、4種類の先行刺激（0、68、71、

77デシベル）とその100ミリ秒後の驚愕刺激（120デシベル）の6種類のセッション

を行い、それぞれのセッションの間隔は	
 10	
 -	
 20秒とした。各セッションはランダム

に装置内で生じるようプログラムし、全部で45セッションを各ラットに行った。驚愕

刺激後100ミリ秒間のラットの反応を1ミリ秒毎に記録し、それぞれの刺激の間隔は

10	
 -	
 20 秒とした。先行刺激に対する反応は以下の計算式で計算し、その平均を各群

で比較した。	
 

計算式：%PPI	
 =	
 100	
 ‒（先行刺激ありの驚愕反応/驚愕刺激なしの驚愕反応）x	
 100。	
 

	
 

1）METH反復投与によるPPI障害の形成過程に対してLTGが及ぼす影響	
 

	
 前処置開始時6週齢、体重160	
 -	
 180gのSprague-DawleyラットをSaline+Vehicle

群（n	
 =	
 11）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 11）、Saline+LTG群（n	
 =	
 11）、METH+LTG群（n	
 =	
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12）の 4群に分けた。METH	
 2.5	
 mg/kg もしくはSaline をそれぞれのラットに皮下投

与し、その120分後にLTG	
 30	
 mg/kgもしくはVehicleを投与した。同処置を隔日で5

回、連日で5回の計10回施行した。休薬期間を11	
 -	
 13日間おいた後、PPIを測定し

た（図1）。	
 

	
 

2）METH反復投与によるPPI障害の発現過程に対してLTGが及ぼす影響	
 

	
 前処置開始時6週齢、体重160	
 -	
 180gのSprague-DawleyラットをSaline群、METH

群の2群に分けた。SalineまたはMETH	
 2.5	
 mg/kgの皮下投与をそれぞれのラットに1

日1回、隔日で5回、連日で5回の計10回施行した。休薬期間を11	
 -	
 13日間おいた

後、Saline前処置群およびMETH前処置群にそれぞれVehicleもしくはLTG	
 30	
 mg/kg

を急性投与し、その20分後にPPIを測定した。最終的にラットはSaline/Vehicle群

（n	
 =	
 13）、METH/Vehicle群（n	
 =	
 14）、Saline/LTG群（n	
 =	
 13）、METH/LTG群（n	
 =	
 13）

の4群に分けられた。	
 

	
 

実験5（TUNEL染色を用いたアポトーシス陽性細胞数測定）	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与で惹起されるTUNEL染色陽性細胞数の増加に対するLTG	
 30	
 

mg/kgの影響を検討する目的で行った。	
 

	
 前処置開始時6週齢、体重160	
 ‒	
 180	
 gのSprague-DawleyラットをSaline+Vehicle

群（n	
 =	
 6）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 6）、Saline+LTG群（n	
 =	
 6）、METH+LTG群（n	
 =	
 6）

の4群に分けた。METH	
 2.5	
 mg/kgもしくはSalineをそれぞれのラットに皮下投与し、

その120分後にLTG	
 30	
 mg/kgもしくはVehicleを投与した。連日21回の反復処置後、

休薬期間を7日間設けた。ラットは過量のpentobarbital	
 （0.5	
 -	
 0.8	
 ml）を投与し

た後、経心臓的にリン酸緩衝液（PBS,	
 0.1	
 M	
 phosphate	
 containing	
 0.9	
 %	
 sodium	
 

chloride;	
 pH	
 7.4）を脳に環流させ、4	
 %パラホルムアルデヒド(in	
 0.1	
 M	
 PBS)で固定

した。固定した脳を取り出し、4	
 %パラホルムアルデヒド液中に4度で一晩浸した後、

30	
 %蔗糖液中に4度で保存した。凍結ミクロトームでmPFC を含む30	
 µm	
 の連続冠状

切片を作製し、TUNEL 染色を行った。それぞれの標本切片をPBS で 1回洗浄し、ブロ

ッキング溶液（メタノール中0.3	
 %	
 H2O2）で30分間インキュベートした。PBSで1回

洗浄した後、浸透化溶液（0.1	
 %クエン酸ナトリウム中 0.1	
 %,TrionX-100）中で、氷

上（4度）で2分間インキュベートし、PBSで2回洗浄した。固定、浸透化細胞を、DNase	
 

Iで10分間インキュベートした後にPBSで1回洗浄し、陽性コントロールを作成した。

標本切片にTUNEL 反応液50	
 µl を均一に振りかけ、37度で60分間インキュベートし

た。この際に、TUNEL 反応液の代わりに 50	
 µl の標識溶液でインキュベートした標本

切片を陰性コントロールとした。PBS で 3 回洗浄した後に 50	
 µl のコンバーターPOD

溶液を標本切片に均一に振りかけ、37度で30分間インキュベートし、PBSで3回洗浄



14 

後に50	
 µl の DAB 溶質液を加えて、5分間インキュベートした。PBS で 3 回洗浄後に

70	
 %エタノールに2分間、100	
 %エタノールに2分間、キシレンに1分間浸した後にガ

ラスカバー下にマウントし、光学顕微鏡下で観察した。各切片標本は検鏡する前にコ

ード化して盲検化および無作為化を行った。Paxinos	
 and	
 Watson	
 (1997)の解剖図に従

い、Bregma から前方に2.9	
 -	
 3.2	
 mm に位置するmPFC を検鏡した。左右のmPFC 部位

をそれぞれ格子で500	
 ×	
 500	
 µm2の 6つのフィールドに分割し、TUNEL染色陽性細胞

数を顕微鏡接眼レンズを用いて計測した（図3）。計測した細胞数は1平方ミリメート

ルあたりの細胞数で表した。	
 

	
 

統計	
 

	
 METH急性投与および反復投与後の移所運動量測定結果の比較には、投与薬剤と時間

を独立因子として、2元配置反復測定分散分析を用い、その結果が有意であった場合、

個々の有意差はBonferroniの多重比較検定を用いて調べた。細胞外グルタミン酸濃度

の測定結果の比較には、投与薬剤（METHもしくはSaline、LTGもしくはVehicle）と

時間を独立因子として、3 元配置反復測定分散分析を用い、その結果が有意であった

場合、個々の有意差はBonferroniの多重比較検定を用いて調べた。PPI測定結果の比

較には、投与薬剤（METHもしくはSaline、LTGもしくはVehicle）と先行刺激（68デ

シベル、71デシベル、77デシベル）を独立因子として3元配置反復測定分散分析を用

い、その結果が有意であった場合、個々の有意差はBonferroniの多重比較検定を用い

て調べた。TUNEL染色陽性細胞数測定結果の比較には、投与薬剤（METHもしくはSaline、

LTGもしくはVehicle）を独立因子として2元配置分散分析を用い、その結果が有意で

あった場合、個々の有意差はBonferroniの多重比較検定を用いて調べた。	
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図1.移所運動量測定およびPPI測定前処置スケジュール	
 

	
 

	
 

図2.脳内微小透析実施スケジュール	
 

	
 
	
 

図3.TUNEL染色前処置スケジュール	
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実験結果	
 

	
 

実験1	
 METH急性投与後の移所運動量測定	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg投与120分後のLTG	
 10	
 mg/kgおよび30	
 mg/kg投与は移所運動量に

影響を与えなかった（図4）。この結果より、一連の実験において使用するLTGの投与

量は30	
 mg/kgに設定した。なお、LTG	
 10	
 mg/kgおよび30	
 mg/kgの単独投与も移所運

動量に影響を与えなかった（データは示していない）。	
 

	
 

実験2	
 METH反復投与後の移所運動量測定	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与処置は、METH	
 0.2	
 mg/kg投与による移所運動量の増加を増

強した。LTG	
 30	
 mg/kg 反復併用投与は、この METH	
 0.2	
 mg/kg 投与による移所運動量

の増加の増強を抑制しなかったが、METH	
 0.2	
 mg/kg投与40分後ではMETH+Vehicle群

に比べてむしろ増強した。LTG	
 30	
 mg/kg反復単独投与は対照群（Saline+Vehicle群）

と比較してMETH	
 0.2	
 mg/kgによる移所運動量に影響を与えなかった（図5）。	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与処置は、MK-801	
 0.15	
 mg/kg投与による移所運動量の増加

を増強した。LTG	
 30	
 mg/kg反復併用投与は、このMK-801	
 0.15	
 mg/kg投与による移所

運動量の増加の増強を阻止した。LTG	
 30	
 mg/kg反復単独投与は対照群（Saline+Vehicle

群）と比較してMK-801	
 0.15	
 mg/kg投与による移所運動量に変化を生じさせなかった

（図6）。	
 

	
 

実験3	
 脳内微小透析法を用いた細胞外グルタミン酸濃度測定	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg 投与は mPFC において遅発性の細胞外グルタミン酸濃度上昇を惹起

した。METH	
 2.5	
 mg/kg投与120分後のLTG	
 30	
 mg/kg投与は、同部位でのMETH	
 2.5	
 mg/kg

投与による遅発性の細胞外グルタミン酸濃度上昇を抑制した。LTG	
 30	
 mg/kg単独投与

は対照群（Saline+Vehicle群）と比較して細胞外グルタミン酸濃度に変化を生じさせ

なかった（図7）。	
 

	
 

実験4	
 驚愕反応測定装置を用いたPPI測定	
 

１）PPI障害の形成過程	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与処置は、反復処置離脱時点で、68デシベルの先行刺激セッ

ションにおいてPPI障害を惹起した。LTG	
 30	
 mg/kg反復併用投与は、68デシベルの先

行刺激セッションにおけるMETH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるPPI障害の形成を阻止した。

LTG	
 30	
 mg/kg反復単独投与は対照群（Saline+Vehicle群）と比較してPPI障害の形成

に影響を与えなかった（図8上）。	
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２）PPI障害の発現過程	
 

METH	
 2.5	
 mg/kg 反復投与処置ラットにおいて、反復処置離脱後の LTG	
 30	
 mg/kg の単

回投与は、PPI障害の発現を抑制した。LTG	
 30	
 mg/kg単回投与は対照群（Saline+Vehicle

群）と比較してPPI障害の発現に影響を与えなかった（図9上）。	
 

	
 

実験5	
 TUNEL染色を用いたアポトーシスの測定	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg 反復投与処置は、ラットのmPFC においてTUNEL 染色陽性細胞数を

増加させた。LTG	
 30	
 mg/kg反復併用投与はmPFCにおけるMETH	
 2.5	
 mg/kg反復投与に

よる TUNEL 染色陽性細胞数の増加を阻止した。LTG	
 30	
 mg/kg 反復単独投与は対照群

（Saline+Vehicle群）と比較してTUNEL染色陽性細胞数を変化させなかった（図10）。	
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図4.	
 METH	
 2.5	
 mg/kg急性投与による移所運動量の経時的変化	
 

	
 
METH/Vehicle 群（n	
 =	
 8）、METH/LTG(30)群（n	
 =	
 8）、METH/LTG(10)群（n	
 =	
 8）の 3

群間で比較した。METH投与開始から投与210分後までの移所運動量の変化およびMETH

投与 120 分後（2nd	
 injection 時）から 210 分後までの移所運動量の変化における 2

元配置反復測定分散分析の結果では、いずれも時間の有意な主効果が示された（［F(21,	
 

441)	
 =	
 110.96,	
 p	
 <	
 0.01］および［F(9,	
 189)	
 =	
 30.32,	
 p	
 <	
 0.01］）が薬剤の主効果

は有意ではなく（［F(2,	
 21)	
 =	
 0.39,	
 p	
 >	
 0.05］および［F(2,	
 21)	
 =	
 2.05,	
 p	
 >	
 0.05］）、

薬剤と時間との間の交互作用も有意ではなかった（［F(42,	
 441)	
 =	
 0.41,	
 p	
 >	
 0.05］

および［F(18,	
 189)	
 =	
 1.52,	
 p	
 >	
 0.05］）。	
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図5.	
 METH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 30	
 mg/kgの反復併用投与終了8	
 －	
 9日後のMETH	
 0.2	
 	
 

	
 mg/kgによる移所運動量の経時的変化	
 

	
 

Saline+Vehicle群（n	
 =	
 8）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 8）、Saline+LTG群（n	
 =	
 7）、METH+LTG

群（n	
 =	
 5）の4群間で比較した。2元配置反復測定分散分析の結果では、薬剤［F(3,	
 

23)	
 =	
 3.95,	
 p	
 <	
 0.05］および時間による有意な主効果が示され［F(9,	
 207)	
 =	
 54.03,	
 

p	
 <	
 0.01］、薬剤と時間との交互作用も有意であった［F(27,	
 207)	
 =	
 3.49,	
 p	
 <	
 0.01］。

事後検定（Bonferroniの多重比較検定）では、投与20分後のMETH+LTG群とSaline+LTG

群（p	
 <	
 0.01）、投与30分後のMETH+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）およびMETH+LTG群（p	
 <	
 

0.01）とSaline+Vehicle群、METH+LTG群とSaline+LTG群（p	
 <	
 0.01）、投与開始40

分後のMETH+LTG 群と Saline+Vehicle 群（p	
 <	
 0.01）、METH+Vehicle 群（p	
 <	
 0.01）

およびSaline+LTG群（p	
 <	
 0.01）との間で有意差を認めた。	
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図6.	
 METH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 30	
 mg/kgの反復併用投与終了30	
 -	
 31日後のMK-801	
 	
 

	
 0.2	
 mg/kgによる移所運動量の経時的変化	
 

	
 

Saline+Vehicle群（n	
 =	
 8）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 8）、Saline+LTG群（n	
 =	
 8）、METH+LTG

群（n	
 =	
 8）の4群間で比較した。2元配置反復測定分散分析の結果では、薬剤［F(3,	
 

28)	
 =	
 4.55,	
 p	
 <	
 0.05］および時間［F(9,	
 252)	
 =	
 35.24,	
 p	
 <	
 0.01］による有意な主

効果が示され、薬剤と時間との交互作用も有意であった［F(27,	
 252)	
 =	
 2.47,	
 p	
 <	
 0.01］。

事後検定（Bonferroni の多重比較検定）では、MK-801 投与開始 60 分後と 70 分後の

METH+Vehicle群とSaline+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）の間で、投与開始70分後、80分後

および90分後のMETH+LTG 群とMETH+Vehicle 群（いずれもp	
 <	
 0.01）の間で有意差

を認めた。	
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図7.	
 METH	
 2.5	
 mg/kg投与による細胞外グルタミン酸濃度上昇に対するLTG	
 30	
 	
 

	
 mg/kg投与の影響	
 

	
 

Saline+Vehicle群（n	
 =	
 4）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 8）、Saline+LTG群（n	
 =	
 8）、METH+LTG

群（n	
 =	
 7）の4群間で比較した。3元配置反復測定分散分析の結果では、METH	
 2.5	
 mg/kg

による有意な主効果［F(1,	
 23)	
 =	
 6.91,	
 p	
 <	
 0.05］とLTG	
 30	
 mg/kgによる有意な主

効果［F(1,	
 23)	
 =	
 4.82,	
 p	
 <	
 0.05］が示された。METH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 30	
 mg/kgと

の交互作用［F(1,	
 23)	
 =	
 17.24,	
 p	
 <	
 0.01］、METH	
 2.5	
 mg/kgと時間との交互作用［F(16,	
 

368)	
 =	
 2.66,	
 p	
 <	
 0.05］およびMETH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 30	
 mg/kgと時間との交互作用

［F(16,	
 368)	
 =	
 3.17,	
 p	
 <	
 0.05］も有意であった。事後検定（Bonferroni の多重比

較検定）では、METH	
 2.5	
 mg/kg急性投与後220分、240分、260分、300分および320

分で、METH+Vehicle 群と Saline+Vehicle 群（p	
 <	
 0.01）および METH+LTG 群と

METH+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）の間で有意差を認めた。
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図8.	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるPPI障害の形成過程に対するLTG	
 30	
 mg/kg	
 

	
 反復併用投与の影響	
 

	
 

Saline+Vehicle 群（n	
 =	
 11）、METH+Vehicle 群（n	
 =	
 11）、Saline+LTG 群（n	
 =	
 11）、

METH+LTG群（n	
 =	
 12）の4群間で比較した。驚愕反応（図下）における3元配置反復

測定分散分析の結果では、先行刺激による有意な主効果が示されたが、METH	
 2.5	
 mg/kg、

LTG	
 30	
 mg/kgによる主効果および3要因による交互作用は有意ではなかった。PPI（図

上）における3元配置反復測定分散分析の結果では、METH	
 2.5	
 mg/kg［F(1,	
 41)	
 =	
 6.77,	
 

p	
 <	
 0.05］と先行刺激［F(2,	
 82)	
 =	
 250.16,	
 p	
 <	
 0.01］の有意な主効果が示された。

METH	
 2.5	
 mg/kgと先行刺激［F(2,	
 82)	
 =	
 3.84,	
 p	
 <	
 0.05］、METH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 30	
 

mg/kgと先行刺激［F(2,	
 82)	
 =	
 6.37,	
 p	
 <	
 0.05］との交互作用も有意であった。事後

検定（Bonferroniの多重比較検定）では、先行刺激68デシベルで、METH+Vehicle群

とSaline+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）およびMETH+LTG群とMETH+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）

の間に有意差を認めた。	
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図9.	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるPPI障害の発現過程に対するLTG	
 30	
 mg/kg	
 

	
 投与の影響	
 

	
 

Saline/Vehicle 群（n	
 =	
 13）、METH/Vehicle 群（n	
 =	
 14）、Saline/LTG 群（n	
 =	
 13）、

METH/LTG群（n	
 =	
 13）の4群間で比較した。驚愕反応（図下）における3元配置反復

測定分散分析の結果では、先行刺激による有意な主効果が示されたが、METH	
 2.5	
 mg/kg、

LTG	
 30	
 mg/kgによる主効果および3要因による交互作用は有意ではなかった。PPI（図

上）における3元配置反復測定分散分析の結果では、LTG	
 30	
 mg/kgによる有意な主効

果［F(1,	
 49)	
 =	
 9.49,	
 p	
 <	
 0.01］および先行刺激による有意な主効果［F(2,	
 98)	
 =	
 238.53,	
 

p	
 <	
 0.01］が示された。METH	
 2.5	
 mg/kg と先行刺激［F(2,	
 98)	
 =	
 4.18,	
 p	
 <	
 0.05］

およびMETH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 30	
 mg/kgと先行刺激［F(2,	
 98)	
 =	
 4.23,	
 p	
 <	
 0.05］と

の交互作用も有意であった。事後検定（Bonferroniの多重比較検定）では、先行刺激

68 デシベルで、METH+Vehicle 群と Saline+Vehicle 群（p	
 <	
 0.01）および METH+LTG

群とMETH+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）の間に有意差を認めた。	
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図10.	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるmPFCでのTUNEL染色陽性細胞数の増	
 

	
 加に対するLTG	
 30	
 mg/kg反復併用投与の影響	
 

	
 

Saline+Vehicle群（n	
 =	
 6）、METH+Vehicle群（n	
 =	
 6）、Saline+LTG群（n	
 =	
 6）、METH+LTG

群（n	
 =	
 6）の4群間で比較した。2元配置反復測定分散分析の結果では、METH	
 2.5	
 mg/kg

による有意な主効果が示された［F(1,	
 20)	
 =	
 9.23,	
 p	
 <	
 0.01］。METH	
 2.5	
 mg/kgとLTG	
 

30	
 mg/kg との交互作用も有意であった［F(1,	
 20)	
 =	
 29.24,	
 p	
 <	
 0.01］。事後検定

（Bonferroniの多重比較検定）では、METH+Vehicle群とSaline+Vehicle群の間（p	
 <	
 

0.01）、およびMETH+LTG群とMETH+Vehicle群（p	
 <	
 0.01）の間に有意差を認めた。	
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考	
 察	
 

	
 

	
 本研究では、mPFC での細胞外グルタミン酸濃度を増加させうる量である METH	
 2.5	
 

mg/kgの反復投与は、MK-801に対する感受性の増加、PPI障害ならびにmPFCにおける

TUNEL染色陽性細胞数の増加の３現象を惹起した。LTG	
 30	
 mg/kgの反復併用投与はこ

れらMETH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によって生じた行動異常ならびに神経組織学的異常の形

成を阻止した。また、METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によって生じたPPI障害の発現をLTG	
 30	
 

mg/kgは回復した。脳内微小透析実験では、METH	
 2.5	
 mg/kgはmPFCにおいて遅発性の

細胞外グルタミン酸濃度上昇を惹起したが、LTG	
 30	
 mg/kg併用投与はこれを抑制した。

これらの結果は、LTG が細胞外グルタミン酸濃度上昇の抑制を介して、統合失調症の

病態進行の基盤現象を阻止する可能性を示している。	
 

	
 

1.METH急性投与後の移所運動量に対する影響	
 

	
 LTG	
 30	
 mg/kgとLTG	
 10	
 mg/kgは、METH	
 2.5	
 mg/kg投与120分後に投与しても単独

で投与しても移所運動量に影響を与えなかった。METH急性投与による移所運動量増加

は、常同行動が出現しない程度のMETH投与量であれば、METH投与30分後あたりがピ

ークとなり、その後は徐々に減少していく。LTG の前投与は D-amphetamine による移

所運動量増加を抑制することが報告されている(Arban	
 et	
 al.,	
 2005)が、本研究では、

METH 投与による移運動量増加がほぼ終了したMETH 投与120 分後にLTGを投与してい

る。同時期にはMETH による移所運動量への影響はほとんど認めず、LTG は METH 誘発

性の移所運動量に影響を与えなかったと考えられる。	
 

	
 

2.METH反復投与により惹起される少量のMETHあるいはMK-801チャレンジ投与時の移

所運動量増強に対するLTG反復併用投与の影響	
 

	
 LTG	
 30	
 mg/kg 反復併用投与は METH	
 2.5	
 mg/kg 反復投与処置後、十分な離脱後の時

点での METH	
 0.2	
 mg/kg による移所運動量増加の増強の形成は阻止しなかったが、

MK-801	
 0.15	
 mg/kg に対する移所運動量増加の増強の形成は阻止した。生理食塩水と

LTG	
 30	
 mg/kg の反復投与はMETH	
 0.2	
 mg/kg およびMK-801	
 0.15	
 mg/kg に対する移所

運動量に変化を生じさせなかった。	
 

	
 METHの反復投与は、ドパミン神経終末からのドパミン放出増加を介して、行動感作

を引き起こす(Ujike	
 et	
 al.,	
 1989)。METHが誘発する行動異常はドパミンD2型受容体

遮断薬反応性の統合失調症モデルとされている(Sato	
 et	
 al.,	
 1983)が、この行動異常

発現は側坐核でのドパミン神経伝達の増強と関連しており(Pierce	
 and	
 Kalivas,	
 

1997)、ドパミン D2型受容体遮断薬によってこの行動異常は抑制される。一方、NMDA
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受容体遮断薬であるフェンサイクリジンや MK-801 によって生じる行動異常も統合失

調症のモデルとされるが、この行動異常はドパミンD2型受容体遮断薬では抑制されな

い(Bakshi	
 et	
 al.,	
 1994;	
 Corbett,	
 1995)。	
 

	
 METHの反復投与はMETHだけでなくNMDA受容体遮断薬に対しても行動感作を引き起

こしたが、このことはMETH反復投与によってNMDA受容体機能に変化が生じている可

能性を示している。以前に、Xue らは 5.0	
 mg/kg の amphetamine が側坐核において遅

発性にグルタミン酸濃度の上昇を生じることを報告した(Xue	
 et	
 al.,	
 1996)が、我々

のグループも側坐核と mPFC において、METH	
 2.5	
 mg/kg が遅発性にグルタミン酸濃度

の上昇を生じることを確認している(Ito	
 et	
 al.,	
 2006a;	
 Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008,	
 2010)。

METHの反復投与は、海馬でNMDA受容体のサブユニットであるNR1のmRNAの発現を減

少させる(Simoes	
 et	
 al.,	
 2007)。また、線条体ではNMDA受容体のサブユニットであ

るNR1およびNR2の免疫活性を低下させ、NMDA受容体刺激によるドパミン放出を減少

させる(Yamamoto	
 et	
 al.,	
 1999)。一方、持続的なNMDA受容体刺激は同受容体の脱感

作を引き起こす(Nahum-Levy	
 et	
 al.,	
 2001;	
 Krupp	
 et	
 al.,	
 2002)。これらのことより、

METH の反復投与による NMDA 受容体遮断薬への行動感作形成には、グルタミン酸によ

る反復的なNMDA受容体刺激がNMDA受容体の脱感作および機能低下を引き起こすこと

が関与していると推測される。しかし、本研究では、METH 反復投与による NMDA 受容

体への影響を直接的に検討していないため、今後の研究でMETH反復投与のNMDA受容

体への影響を確認する必要がある。	
 

	
 LTG	
 30	
 mg/kgの反復併用投与はMETH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるMK-801に対する行

動感作形成を阻止したが、METHに対する行動感作形成は阻止しなかった。LTGの投与

時期がMETH 投与120 分後であったため、LTGは METH 投与後比較的速やかに生じるド

パミン放出亢進に影響を与えず、METHに対する行動感作形成を抑制することはできな

かったと考えられる。むしろ LTG の反復併用投与は METH	
 2.5	
 mg/kg 反復投与による

METHに対する行動感作に対して一部増強する効果を示したが、この機序については不

明である。一方、METH投与後のグルタミン酸濃度上昇は遅発性（METH投与120分以降）

に生じており、LTG はそのグルタミン酸濃度上昇を抑制した。その結果、グルタミン

酸濃度上昇による持続的な NMDA 受容体刺激が抑制され、NMDA 受容体の脱感作および

機能低下が生じず、NMDA受容体遮断薬に対する行動感作が形成されなかったと推測さ

れる。	
 

	
 

3.細胞外グルタミン酸濃度に対する影響	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg は mPFC で細胞外グルタミン酸濃度を上昇させたが、これは以前の

我々の研究結果と一致するものであった(Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008,	
 2010)。さらに、METH	
 

2.5	
 mg/kg投与120分後のLTG	
 30	
 mg/kg投与は、METHが誘発する細胞外グルタミン酸
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濃度上昇を阻害した。	
 

	
 Ahmad らは、ラットの海馬で、veratridine 刺激によるグルタミン酸の放出が LTG

で抑制されることを報告している(Ahmad	
 et	
 al.,	
 2004)。Veratridine はナトリウム

チャネル賦活剤であるが、LTG はナトリウムチャネルを阻害することにより

veratridine によるグルタミン酸放出を抑制すると考えられている(Lees	
 and	
 Leach,	
 

1993;	
 Xie	
 et	
 al.,	
 2001)。我々の結果と一致してナトリウムチャネル阻害剤である

lubeluzole が veratridine による細胞外グルタミン酸濃度増加とMETH による細胞外

グルタミン酸濃度増加を阻害すると報告されている(Wallace	
 et	
 al.,	
 2001)。このこ

とからもLTGがナトリウムチャネルブロッカーとしてMETHが惹起する細胞外グルタミ

ン酸濃度上昇を抑制していることが示唆される。だが、METHが誘発する細胞外グルタ

ミン酸濃度上昇に対するLTGの抑制機序についての詳細な検討は行っていないため、

METH 投与後の細胞外グルタミン酸濃度上昇を LTG がどのような機序で抑制したのか、

今後検討する必要がある。	
 

	
 

4.PPI測定に対する影響	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与はPPI障害を誘発したが、LTG	
 30	
 mg/kg反復併用投与はそ

のPPI 障害の形成を阻止した。また、LTG	
 30	
 mg/kg 単回投与はMETH	
 2.5	
 mg/kg 反復

投与によって一旦形成されたPPI障害の発現を回復した。	
 

	
 LTG はグルタミン酸の過剰な放出を抑制し、その結果、神経伝達物質の開口分泌を

減少させると考えられている(Lees	
 and	
 Leach,	
 1993;	
 Xie	
 et	
 al.,	
 2001)。PPI には

ドパミン、グルタミン酸、セロトニン、gamma-aminobutyric	
 acid	
 (GABA)や神経ペプ

チドなどの神経伝達物質が関与している(Geyer	
 et	
 al.,	
 2001)。数々の研究によりPPI

に関わっている神経回路の理解が進んでおり(Swerdlow	
 et	
 al.,	
 2001)、その回路には、

扁桃体、海馬やmPFCが含まれる(Bakshi	
 and	
 Geyer,	
 1998)が、中でもmPFCはPPIの

調節に中心的役割を果たしている(Schwabe	
 and	
 Koch,	
 2004)。	
 

	
 我々のグループは、METH	
 2.5	
 mg/kgはmPFC	
 (Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008,	
 2010)や側坐

核(Ito	
 et	
 al.,	
 2006a,	
 2006b)で細胞外グルタミン酸濃度を上昇させることに加えて、

非定型抗精神病薬であるolanzapine や risperidone および aripiprazole が mPFC で

METH	
 2.5	
 mg/kg投与後の細胞外グルタミン酸濃度上昇を抑え、同薬剤の反復併用投与

がMETH	
 2.5	
 mg/kg反復投与によるPPI障害の形成を阻止することを報告した(Abekawa	
 

et	
 al.,	
 2008,	
 2010)。このことより、mPFC や側坐核を含む神経回路で生じる反復す

る細胞外グルタミン酸濃度上昇が、METHによるPPI障害の形成に関与していることが

示唆される。LTG の主な薬理作用がグルタミン酸放出の抑制である(Cunningham	
 and	
 

Jones,	
 2000)ことを考慮すると、LTG は mPFC を含む神経回路でのMETH 投与後の細胞

外グルタミン酸濃度上昇を抑制することで、METH反復投与によるPPI障害の形成を阻
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止したことが推測される。本研究では、PPI は処置薬物反復投与後 11	
 -	
 13 日間の休

薬期間を経た後に測定しているため、METH急性投与のPPIに対する影響は除外されて

いる。	
 

	
 今回の研究でさらに興味深い点は、METH 反復投与で形成された PPI 障害の発現が、

LTG急性投与で回復した点である。METHの反復投与はNMDA受容体のサブユニットであ

るNR1のmRNAの発現を減少させ、ワーキングメモリの障害を引き起こす(Simoes	
 et	
 al.,	
 

2007)。これらの神経認知や神経化学的な変化は長い休薬期間をおいても持続する。

METHによって誘発された本研究での持続性のPPI障害においても、NMDA受容体の機能

低下がその背景にあるかもしれない。NMDA 受容体機能低下を引き起こす NMDA 受容体

遮断薬の急性投与によってもPPI 障害は生じ(Bakshi	
 et	
 al.,	
 1994)、LTG は NMDA 受

容体遮断薬である ketamine 急性投与による PPI 障害を回復させる(Brody	
 et	
 al.,	
 

2003)。グルタミン酸はNMDA受容体を介してGABA神経伝達を刺激する(Krystal	
 et	
 al.,	
 

2003)ため、NMDA受容体機能低下はGABA神経伝達機能低下を惹起する。パッチクラン

プを用いた検討で LTG が GABA 放出を促進することが示されており(Cunningham	
 and	
 

Jones,	
 2000)、LTG は NMDA 受容体の機能低下が引き起こすPPI障害をGABA 神経伝達

の強化で回復させているかもしれない。	
 

	
 認知機能障害の進行(Pukrop	
 et	
 al.,	
 2006)は統合失調症の慢性化や治療抵抗性への

進行の基盤とされており(Lieberman	
 et	
 al.,	
 1996,	
 1998)、NMDA受容体遮断薬による

PPI 障害は統合失調症の認知機能障害モデルの１つと考えられている(Brody	
 et	
 al.,	
 

2003)。統合失調症患者ではPPI障害と生活機能障害との関連が認められる(Swerdlow	
 

et	
 al.,	
 2006)ことより、幻覚や妄想などの陽性症状に対する治療に加えて、認知機能

障害に対する治療が重要である。LTGがMETHによるPPI障害の形成を阻害および発現

を回復した本研究の結果は、統合失調症の認知機能障害進行の阻害およびその回復に

LTGが有用である可能性を示唆したものである。	
 

	
 

5.アポトーシスに対する影響	
 

	
 METH	
 2.5	
 mg/kg反復投与は、mPFCにおいてTUNEL染色陽性細胞数の増加を惹起し、

LTG の反復併用投与はそれを阻止した。生理食塩水とLTG の反復投与はTUNEL 染色陽

性細胞数に影響を与えなかった。	
 

	
 METH はアポトーシスもしくはネクローシスを介して細胞死を生じさせる(Gold	
 et	
 

al.,	
 2009)。本研究においては、METH の反復投与は mPFC でアポトーシスを生じさせ

たが、METH がアポトーシスを生じさせるメカニズムは明らかになっていない。METH

はドパミンおよびグルタミン酸の放出を介して、酸化物、活性酸素や一酸化窒素ラジ

カルを生じさせるが、それらの物質がMETHによるアポトーシスに関与しているかもし

れない(Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008;	
 Cadet	
 and	
 Krasnova,	
 2009)。	
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 METH	
 2.5	
 mg/kgではmPFCで細胞外グルタミン酸濃度の上昇が生じるが、1.0	
 mg/kg

では生じない。これと並行して、METH	
 2.5	
 mg/kgの反復投与で誘発されるアポトーシ

スは、1.0	
 mg/kg の反復投与では誘発されない(Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008)。このことよ

り、細胞外グルタミン酸濃度の上昇とMETHが引き起こすアポトーシスとは関連してい

ることが推測される(Abekawa	
 et	
 al.,	
 2008;	
 Gold	
 et	
 al.,	
 2009)。METH により増加

したグルタミン酸がα-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazoleproprionic	
 acid

（AMPA）受容体やNMDA受容体を介して、神経毒性やアポトーシスを生じる可能性があ

る(Gold	
 et	
 al.,	
 2009;	
 Ohmori	
 et	
 al.,	
 1996)。今後はMETHによるアポトーシスに対

するNMDA受容体遮断薬とAMPA受容体遮断薬の影響およびmPFCにおける細胞死を反映

する遅延行動課題などを用いた行動変化についての検討が必要である。	
 

	
 LTG	
 30	
 mg/kgの反復併用投与はMETH	
 2.5	
 mg/kgに誘発されるmPFCでのTUNEL染色

陽性細胞の増加の惹起、すなわち、アポトーシス誘導を阻止した。LTG は roteonine

または1-methyl-4-phenylpyridiniumによって生じるミトコンドリア障害を抑制し、

その結果、caspase-3の活性化、酸化ストレスの増加と細胞死を抑制する(Kim	
 et	
 al.,	
 

2007)。また、LTGは一酸化窒素の発生および放出も阻害する(Bashkatova	
 et	
 al.,	
 2003;	
 

Lizasoain	
 et	
 al.,	
 1995)。したがって、LTGのグルタミン酸放出抑制作用の他に、前

述したようなLTGの作用がmPFCにおけるアポトーシス誘導の阻止に関与している可能

性も考えられ、今後の検討が必要である。	
 

	
 

6.まとめ	
 

	
 統合失調症の精神病エピソードの顕在化には、脳萎縮等の進行性の病態生理が関与

していると考えられている(Kasai	
 et	
 al.,	
 2003b;	
 Thompson	
 et	
 al.,	
 2009)が、その

進行性の病態変化メカニズムについては明らかにされていない。統合失調症の精神病

エピソード発現と覚醒剤精神病エピソード発現の様態の類似性と、これらの基盤にあ

るドパミン放出増加という脳内現象の共通性とから、統合失調症の進行性病態変化の

基盤はMETHが誘発する行動的変化や神経組織学的変化に共通していると考えられる。

本研究では、METHが惹起する行動的および神経組織学的変化の形成をLTGが阻止する

ことを示した。このことから、LTG は統合失調症の病態進行阻止に対して有効な薬剤

であるかもしれない。	
 

	
 我々のグループは、LTGに限らず、実験動物でMETH反復投与によって誘発される行

動的もしくは神経組織学的な変化を阻止しうる薬物は統合失調症の病態進行を阻止す

るのではないかと推測している。加えて、統合失調症の病態進行を表現する本研究で

用いた我々の開発した動物モデルは、今後の統合失調症治療薬開発において、重要な

知見を提供し得ると考えている。	
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総括および結論	
 

① 本研究全体から得られた新知見	
 
 LTGの反復併用投与は、統合失調症の病態進行を反映するMETH	
 2.5	
 mg/kg反
復投与動物モデルが示す MK-801 への行動感作形成、PPI 障害の形成および

mPFCにおけるTUNEL染色陽性細胞数の増加を阻止した。	
 

 LTGの併用投与は、METH	
 2.5	
 mg/kg投与によって惹起されるmPFCにおける細
胞外グルタミン酸濃度増加を抑制した。	
 

 LTG の単回投与は、METH	
 2.5	
 mg/kg 反復投与によって惹起されるPPI 障害の
発現を回復させた。	
 

② 新知見の意義	
 
	
 統合失調症で生じるドパミンD2型受容体遮断薬反応性から同薬抵抗性への病態進行、

脳萎縮および認知機能障害の進行を阻止することは臨床上重要であるが、有効な治療

法は未だ確立されていない。また、統合失調症では再燃・再発防止目的でドパミンD2

型受容体遮断薬を長期使用することは少なくないが、同薬剤の長期使用は不可逆性の

副作用を惹起するため、新たな統合失調症治療薬の開発が急務の課題となっている。

今回示した新知見は、LTG が、統合失調症の病態進行の基盤と類推される行動学的お

よび神経組織学的３様態、すなわち、MK-801に対する行動感作形成が示すドパミンD2

型受容体遮断薬抵抗性への進行、PPI 障害の形成が示す認知機能障害の進行およびア

ポトーシス増加が示す脳萎縮の進行からなる病態進行を阻止しうることを示した点に

意義がある。	
 

③ 新知見から展開されうる今後の研究	
 
	
 LTG は第二世代抗精神病薬との併用で治療抵抗性統合失調症の急性期治療に有用で

あることが示されている。LTG 単剤による統合失調症治療への治療効果は検討されて

いないが、ドパミンD2型受容体遮断作用を有しないLTGは統合失調症の急性期治療に

は有用でないと推測される。しかし、急性期症状改善後の統合失調症の維持治療にお

いてはその限りではない。本研究の結果から、LTG は統合失調症の病態進行の阻止に

有用であることが示唆されるため、今後、統合失調症の維持治療においてLTGの有用

性が示されることが期待される。LTG は長期使用に伴う副作用が少ないため、統合失

調症の維持治療でのLTGの使用は統合失調症患者のQOL向上に貢献しうる。	
 

④ 今後の課題	
 
	
 本研究では、統合失調症の病態進行の背景に細胞外グルタミン酸濃度増加が関与し

ている可能性が示唆された。しかし、METHによる細胞外グルタミン酸濃度増加とアポ

トーシスの誘導、PPI障害の形成およびMK-801に対する行動感作の形成における詳細

な分子メカニズムは確認されておらず、同メカニズムの解明は今後の研究課題である。	
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