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緒緒  言言  

 
アルコール依存症は、飲酒に対する自己コントロールが失われた状態と定義され、アルコール中毒症状のみならず、

多種多様な生活習慣病発症の深刻なリスク因子となる。アルコール依存症の直接的治療薬は存在せず、心理社会的治療

が一般的であるが再発率は非常に高く、有効な治療法の開発が切望されている。こうした治療の困難さや再発率の高さ

には精神依存の形成が関与しており、理性的な抑制が効かずに飲酒行動に『駆り立てられる』状態となる。こうした『強

迫性（Compulsivity）』は、アルコール依存症に特異的なものではなく、他の依存症や、強迫性障害、神経性過食症と

いった精神疾患に共通し、行動の反復や物事への固執を引き起こす要因となっており、共通の神経機構の存在が示唆さ

れている［1］。中でも、ドパミン神経系、特にドパミン D２受容体のシグナル異常は、上記の疾患患者に共通して報告

されている神経機能異常であるが、ドパミンシグナル異常が強迫性を引き起こすメカニズムは依然として未解明である。 
一方で、我々は活性酸素産生酵素であるNADPHオキシダーゼ1（NOX1）が様々な神経機能異常に関与することを

報告してきた。NOX1の遺伝子発現は正常状態では非常に低いものの、多くの疾患状態で発現量が著しく増加し、産生

された活性酸素種が病態の増悪に関与することを見出している。中枢神経系においても、ドパミンシグナルの異常が関

与するうつ病の病態モデル動物において、NOX1 の発現亢進が快情動の消失などのうつ病様症状の発現に寄与してい

ることを報告している［2］。こうした知見より、NOX1はドパミン神経系の以上に起因するその他の中枢神経症状に関

しても、その発現に関与することが示唆される。 
そこで本研究ではアルコール依存症をはじめ、強迫性を呈する疾患に共通するドパミン D２受容体のシグナル異常を

模した独自の強迫性モデルマウスを用いて、強迫症状の神経メカニズムおよびNOX1の関与について検討を行った［3］。 
 

方方  法法  

  
11．．動動物物実実験験  
実験には、6～24週齢の雄性C57BL/6Jマウス、および、C57BL/6JバックグラウンドのNox1欠損マウスを使用し

た。強迫性モデルマウスは、マウスにドパミンD２受容体のアゴニストであるquinpirole（QNP：1 mg/kg）を毎日腹

腔内投与することによって作製し、7～12回の投与を受けたマウスを強迫性モデルマウスとして実験に使用した。 
22．．強強迫迫様様行行動動のの評評価価  
強迫的な反復行動は、QNP 投与後のマウスを飼育ケージに戻し、投与 20～30 分後の自発的行動を観察することで

評価した。固執性の評価には、T字型迷路を使用した左右弁別学習とその逆転学習試験を行った。 
33．．電電気気生生理理学学的的検検討討  
電気生理学的検討には、QNP を 8 回投与したマウスを用い、最後のQNP 投与の翌日に、線条体や眼窩前頭皮質を

含む急性単離切片を作製してwhole-cell patch-clamp法による記録を行った。 
44．．統統計計解解析析  
統計検定はPrism8ソフトフェアを用いて行い、P値が0.05を下回る場合、統計的に有意な差があるとみなした。 
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結結果果おおよよびび考考察察  

 
11．． NNOOXX11ははDD２２受受容容体体反反復復刺刺激激にによよるる強強迫迫性性発発現現にに関関与与すするる。。  
初めに、Nox1 の欠損が強迫性モデルマウスの行動異常に与える影響を検討した。QNP 反復投与によるモデルマウ

スでは、QNP 投与初回では鎮静作用が強く表れる一方で強迫様行動は発現しないが、7 回以上の反復投与を行うこと

で鎮静作用が減弱し、代わりに反復行動や固執性といった強迫様行動が出現する［4］。Nox1 欠損マウスにQNP の反

復投与を行ったところ、初回に現れる鎮静作用は野生型のマウスと同程度であったのに対し、反復行動は有意に減少し

た（図1A）。また、野生型マウスでQNPの反復投与を行ったのち、反復行動の評価前にのみ、NOX1阻害薬（ML171：
50 mg/kg）を腹腔内投与しても、反復行動が有意に減弱することが明らかとなった（図1B）。 
また、強迫性モデルマウスが示す、もう一つの強迫様行動異常である固執性についても評価を行った。T字型迷路を

用いた左右弁別学習とその逆転学習において、QNP 投与を行っていない、無処置の Nox1 欠損マウスは、同じく無処

置の野生型マウスと同程度の試験成績を示したことから、Nox1 欠損自体は学習や固執性の発現に影響しないことが示

唆された（図1C）。一方で、QNP反復投与を行った野生型マウスでは、逆転学習時の正答率の上昇が遅延するが、Nox1
欠損マウスでは、野生型マウスと比較して有意に逆転学習時の正答率が改善された（図1D）。 
こうした結果より、NOX1はD2受容体の反復刺激に起因する強迫様行動に関与することが示唆された。 
 

 

 

図1．強迫様行動へのNOX1の関与 
A） 野生型（WT）および Nox1 欠損マウス（KO）における反復行動。N＝4～9、     

***P＜0.001 vs. WT 強迫性モデル（one-way ANOVA 及び Tukey’s multiple 
comparison test）。 

B） NOX1阻害薬（ML171）腹腔内投与の反復行動への影響。N＝5、**P＜0.005（unpaired 
t-test with Welch’s correction）。 

C、D）  野生型（WT）およびNox1欠損マウス（KO）における逆転学習試験。N＝4～7； 
*P＜0.05、**P＜0.01（two-way repeated measures ANOVA及びBonferroni post- 
test）。 

 
22．． DD22受受容容体体反反復復刺刺激激にによよりり線線条条体体中中央央部部ののNNooxx11遺遺伝伝子子発発現現がが亢亢進進すするる。。  
依存症患者などの脳画像研究より、強迫性への関与が示唆される脳領域が明らかとされつつある。そこで、こうした
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脳領域のうち、NOX1の関与が強い脳領域を検討するため、Nox1遺伝子発現量の検討を行った。強迫性への関与が示

唆される脳領域（眼窩前頭皮質（OFC）、背側線条体（DS）、線条体中央部（CS）、視床、海馬、腹側被蓋野）のうち、

Nox1の発現はDSとCSで有意に高く、その他の領域と比較して10～70倍高い発現量を示した（図2A）。こうした、

領域間での明らかな発現量の偏りは、同じ活性酸素産生酵素であるNOX2やNOX4では認められなかった。 
Nox1 は様々な疾患状態において、発現誘導が起こることがこれまでの検討より示唆されているため、QNP 反復投

与による強迫性モデルマウスのDSやCSにおいてNox1遺伝子が発現誘導されるか否かに関しても検討を行った。す

ると、DSにおいては、野生型とモデルマウスとの間で有意なNox1遺伝子の発現変動は見られなかった一方で、CSで

は、モデルマウスにおいて、有意にNox1遺伝子の発現誘導が起こっていることが明らかとなった（図2B、C）。 
以上の結果より、D2受容体の反復刺激は、CSにおいてNox1遺伝子の発現を更新させることで強迫様の行動異常の

発現に寄与していることが示唆された。 
 

 

図2．強迫性に関連する脳領域におけるNox1遺伝子発現量  
A） 各脳領域のNox1遺伝子発現量。（OFC：眼窩前頭皮質、DS：背側線条体、CS：

線条体中央部、TH：視床、Hippo：海馬、VTA：腹側被蓋野）値はOFCを1と

した時の相対値。N＝3、**P＜0.01 vs. OFC（one-way ANOVA 及び Tukey’s 
multiple comparison test）。 

B、C） 強迫性モデルマウスのDSおよびCSにおけるNox1遺伝子発現量。N＝7～9、 
*P＜0.05（Student’s t-test（B）及びunpaired t-test with Welch’s correction（C））。 

 
33．． DD２２受受容容体体反反復復刺刺激激にによよりり線線条条体体中中央央部部ででNNOOXX11依依存存的的にに興興奮奮性性シシナナププスス増増強強がが引引きき起起ここさされれるる。。  
臨床、基礎研究の両面において、OFC‐線条体経路は強迫性に関与する神経経路として知られている。そこで、強迫

性モデルマウスのCSにおける神経機能異常とそれに対するNOX1の関与について、電気生理学的な検討を行った。 
以前の検討より、強迫性モデルマウスではCS の iMSN において測定中にQNP によるD２受容体の追加刺激を行っ

た際に、興奮性入力の指標であるAMPA／NMDA比が有意に増大し、興奮性シナプスが増強することを見出している。

そこで、このD２受容体の追加刺激によるシナプス増強におけるNOX1 の関与を検討した。追加刺激前は、QNP 反復

投与の有無や遺伝子型による AMPA／NMDA 比の有意な差は認められなかった。一方、追加刺激後では、QNP 無処

置のマウス由来の iMSNのAMPA／NMDA比は、野生型、Nox1欠損マウスともに変動しなかったのに対し、野生型

の強迫性モデルマウス由来の iMSNではAMPA／NMDA比の有意な増大が認められた。Nox1欠損の強迫性モデルマ

ウス由来の iMSNでは、AMPA／NMDA比の有意な変動は認められなかった（図3A、B）。また、野生型のモデルマ

ウス由来の iMSN でも、NOX1 阻害薬 ML171 を添加した状態では、追加刺激による AMPA／NMDA 比の上昇が認

められなくなった。一方で、CS に存在するもう 1 つの中型有棘細胞である dMSN においては、QNP 添加による 

AMPA／NMDA 比の変動もすべての群で認められなかった（図 3C）。以上の結果より、強迫性モデルマウス由来の

iMSNでは、D２受容体シグナルを介した興奮性シナプス増強が起こっており、その誘導にはNOX1が必要であること

が示唆された。 
D２受容体は、Gi/o共役型のGPCRであり、多くの神経細胞においてそのシグナルは神経活動を抑制することが知ら

3



 

れている。無処置の野生型マウス由来の iMSN で AMPA／NMDA 比の上昇が認められなかった点と合わせて考える

と、Gi/o タンパク質由来の細胞内シグナルを介して、モデルマウス由来の iMSN で認められた AMPA／NMDA 比の

上昇が起こったとは考えにくい。そこで、GPCRの内在化と、Gタンパク質とは別種の細胞内シグナルの誘導に関与す

ることが知られている、βアレスチンを介したシグナルの関与について検討を行った。この検討では、D２受容体のアゴ

ニストとして機能するが、Gタンパク質のシグナルを流しにくく、βアレスチンを介したシグナルが流れやすいといっ

た特性を持つ、バイアスドアゴニスト（UNC9994）を QNP の代わりに測定液に添加して先ほどと同様の検討を行っ

た。その結果、QNPによる追加刺激と同様に、野生型の強迫性モデルマウス由来の iMSNではUNC9994の処置によ

りAMPA／NMDA比の有意な増大が認められた。一方で、Nox1欠損の強迫性モデルマウス由来の iMSNでは、測定

液にUNC9994を添加しても、AMPA／NMDA比の有意な変動は認められなかった。 
以上の結果より、強迫性モデルマウス由来の iMSN では、D２受容体刺激時にβアレスチンシグナルを介した興奮性

シナプス増強が起こっており、その誘導にはNOX1が必要であることが示唆された。 
 

 

図3．D２受容体刺激時のCS神経細胞におけるAMPA／NMDA比の変動 
A） CSの iMSNにおけるAMPA/NMDA比記録の代表例。 

B、C） CS における iMSN（B）および dMSN（C）のAMPA/NMDA 比の変動。N＝10～13、
*P＜0.05（three-way repeated measures ANOVA及びSidak’s multiple comparisons 
test）。 

 
44．． NNOOXX11ははDD22受受容容体体反反復復刺刺激激にによよるる活活性性化化型型SSrrccキキナナーーゼゼのの集集積積がが必必要要ででああるる。。  
先述の通り、βアレスチンシグナルには、Src キナーゼ活性が必要である。Src キナーゼの活性化には、チロシン残

基のリン酸化が必要であるため、NOX1によるPTPの抑制は、結果として活性型Srcキナーゼ量に影響を与える可能

性がある。そこで、ウエスタンブロッティング法により、活性型Srcキナーゼ量を評価した。野生型およびNox1ノッ

クアウトの強迫性モデルマウスにQNP および溶媒を投与し、回収したCS サンプル中の活性型Src キナーゼ／総Src
キナーゼの割合を比較したところ、野生型においては、溶媒投与群と比較してQNP投与群では活性型Srcキナーゼが

有意に増加していることが明らかとなった。一方で、Nox1ノックアウトマウス由来のサンプルでは、溶媒投与群とQNP
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投与群との間に有意な差は認められなかった（図4）。こうした結果より、野生型の強迫性モデルマウスでは、NOX1由

来の活性酸素によるPTP抑制が起こっており、D２受容体の刺激時に活性型のSrcキナーゼが集積しやすくなっている

ことが示唆され、その結果、βアレスチンを介したシグナルが増強されていると考えられる。 
 

 

 

図4．D２受容体刺激時のCSにおける活性化型Srcキナーゼの集積 
A）ウエスタンブロッティング像の代表例。 

B、C）CS のリン酸化型Src キナーゼ（pSrc：B）及び総Src キナーゼ（Src：C）量の変動。

各サンプルは溶媒または QNP の投与 5 分後に回収した。各値は各遺伝子型の無処置

群の値を 100％とした値である。N＝7～9、*P＜0.05（two-way ANOVA 及び

Bonferroni post-test）。 
 

55．． 線線条条体体ののNNOOXX11ががDD２２受受容容体体反反復復刺刺激激にによよるる強強迫迫様様行行動動のの発発現現にに関関与与すするる。。  
最後に、線条体の NOX1 がモデルマウスの強迫様行動の発現に寄与しているか否かを検討した。強迫性モデルマウス

の線条体へ薬物局所投与用のインジェクションカニューレを留置し、反復行動試験の直前にβアレスチン阻害薬

（barbadin）やNOX1/4阻害薬（setanaxib）を局所投与したところ、反復行動は有意に減少した。また、NOX1に対す

る miRNA を神経細胞選択的に発現させるアデノウイルスベクターを線条体内に投与した強迫性モデルマウスにおいて、

反復行動の評価を行ったところ、コントロールmiRNAを発現させた群と比較して、反復行動に費やす時間が有意に減少

した（図5A）。同じく、線条体の神経細胞選択的にNox1をノックダウンした強迫性モデルマウスにおいて、逆転学習試

験の正答率を比較したところ、こちらも、Nox1 ノックダウン群において有意な正答率の改善が認められた（図 5B）。以

上の結果より、線条体のNOX1がD2受容体の反復刺激時の強迫様行動に関与することが明らかとなった。 
 

 

 

図5．線条体神経選択的Nox1欠損による強迫様行動の改善  
A） 線条体神経選択的Nox1欠損による反復行動の改善。N＝6、*P＜0.05（Student’s t-test）。 
B） 線条体神経選択的 Nox1 ノックダウンによる逆転学習試験の正答率の改善。N＝6～9； 

*P＜0.05、**P＜0.01（two-way repeated measures ANOVA及びBonferroni post-test）。 
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以上、本研究結果より、D２受容体が繰り返し刺激されることで、CSにおけるD２受容体刺激時のシグナルがGタン

パク質を介したものからβアレスチンを介したシグナルへと変動していることが明らかとなった。こうしたシグナルの

変動にはCSにおけるNOX1の発現亢進とNOX1由来活性酸素によるPTPの抑制、それに伴う、D２受容体刺激時の

活性化型Srcキナーゼの集積が関与していることが示唆される。また、強迫性モデルマウスの作製後であってもNOX1
阻害薬の単回投与や処置によって、強迫様行動や iMSN におけるシナプス増強が改善したことから、NOX1 阻害は依

存症における強迫性における新規の創薬ターゲットとなることが示唆される。 
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