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略語表 

 

ABC: ATP-binding cassette 

APP: amyloid precursor protein 

APdE9: APPswe/PS1dE9 

Aβ: amyloid β 

BBB: blood brain barrier 

n-BuOH: n-butanol 

CREB: cAMP response element binding protein 

CaM: calmodulin 

CaMKII: calcium/calmodulin-dependent protein kinase type II 

Cdc42: cell division control protein 42 

DCX: doublecorin 

DMSO: dimethyl sulfoxide 

ERK: extracellular signal-regulated kinase 

ES: embryonic stem 

Et2O: diethyl ether 

EtOAc: ethyl acetate 

FBS: fetal bovine serum 

FOXG1: forkhead box protein G1 

Grb2: growth factor receptor-binding protein 2 

HS: horse serum 

iPS: induced pluripotent stem 

IP3: inositol 1,4,5-trisphosphate 

JNK: c-jun N-terminal kinase 

LC-MS: liquid chromatography-mass spectrometry 

MAP: microtubule-associated protein 

MAPK: mitogen activated protein kinase 

MeOH: methanol 

mDIA: mammalian diaphanous 

NFT:  neurofibrillary tangle 

NF-κB: nuclear factor-kappa B 

NGF: nerve growth factor 

NMR: nuclear magnetic resonance 

PBS (-): Ca2+ and Mg2+ free phosphate buffered saline 

PAK1: p21-activated protein kinase 1,  



PAX6: paired box protein 6 

PDK1: phosphoinositide-dependent kinase 1 

PI3K: phosphatidylinositol-3-kinase 

PIP3: phosphatidylinositol-3-phosphate 

PLC: phospholipase C 

PSA: polar surface area 

p75 NTR: p75 neurotrophin receptor 

Rac: ras-related C3 botulinus toxin substrate 

RPMI-1640: Roswell Park Memorial Institute media 

SIM: selected ion monitoring  

SOS: son of sevenless 

SOX2: sex determining region Y-box 2 

Src: steroid receptor coactivator 

SLC: solute carrier 

TEER: transepithelial electric resistance 

TrkA: tropomyosin receptor kinase A 

TUBB3: tubulin beta III 

WAVE: WASP family verprolin-homologous protein,  

GEF: guanine nucleotide exchange factor 
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序論 

 

我が国の認知症患者数は 2012 年に約 462 万人，65 歳以上の人口の 15.0%と推計された 1．大規模

な生活習慣病疫学調査である久山町研究では認知症有病率は年齢，性別および糖尿病の有病率に影響

されることが報告 2 されており，糖尿病有病率が増加すると仮定した場合，2025年には 730万人，65

歳以上の人口の 20.6%，2050年には 1,016万人，65歳以上の人口の 27.8%と予想されている 1 (Fig. 1)．

その後も高齢者数の増加に伴って認知症患者数は増加傾向が続くと見込まれている． 

 

 

 

 

 

認知症の種類にはアルツハイマー型認知症，脳血管性認知症およびレビー小体型認知症があり，全

体の 60−70%をアルツハイマー型認知症が占めると言われている 3．認知症の症状には神経細胞の死

滅によって直接起こる中核症状と，周囲の人との関わりのなかで起こる行動・心理症状がある．アル

ツハイマー型認知症の中核症状としては記憶障害，見当識障害および認知機能障害，また，行動・心

理症状としては幻覚，徘徊，抑うつおよび不安が挙げられる．疾患が進行すると，これらの症状が次々

と現れ日常生活を自立して送ることが困難となり介護が必要となるため，認知症患者の増加は社会問

題となっており解決が急務である． 

  

Fig. 1 我が国の認知症患者数の推移 

[令和元年 6月 20日厚生労働省老健局 

｢認知症施策の総合的な推進について (参考資料)｣を基に作成] 

糖尿病有病率が 2012 年以降も増加すると仮定して算出された認知症患者数．高齢化に

伴って認知症患者数は年々増加しており，今後も増加傾向が続くと予想されている． 
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アルツハイマー型認知症の病理学的特徴として，老人斑，神経原線維変化 (neurofibrillary tangle，

NFT) および脳萎縮がある．老人斑は神経細胞外でのアミロイド β (amyloid β，Aβ) タンパク質の沈

着，NFT は神経細胞内で異常にリン酸化したタウタンパク質がフィラメント状になって沈着したも

のを指し，老人斑やNFTによって神経細胞死が起こった結果，脳萎縮が生じると言われている．Aβ

は，アミロイド前駆体タンパク質 (amyloid precursor protein，APP) の部分断片でβセクレターゼおよ

び γセクレターゼによって切り出されて産生されるペプチドであり，タウタンパク質は微小管結合タ

ンパクのひとつで，中枢神経系および末梢神経系の神経細胞やグリア細胞に発現している 4． 

アルツハイマー型認知症の原因は完全には明らかになっていないが，発症機序の仮説としてアミロ

イド仮説やAβオリゴマー仮説 5−7 が提唱されている (Fig. 2)．アミロイド仮説とは，「Aβの脳への沈

着から始まり，沈着した Aβ がタウタンパク質の異常リン酸化による NFT 形成を惹起して最終的な

神経細胞死が出現する」という病態仮説であり，長期間アルツハイマー型認知症の中心的な仮説とさ

れてきた．しかし，Aβ の沈着は正常加齢によっても認められること，認知機能障害は神経原線維変

化と相関することなどが指摘されていたことから，2010年頃にはAβオリゴマー仮説が提唱され一般

的となった．AβオリゴマーはAβ単量体が二分子から数十分子結合した重合体のことで，Aβオリゴ

マー仮説とは「Aβオリゴマー産生に続いて神経原線維変化が出現し，Aβオリゴマーの直接的および

NFT を介した神経細胞

死によって，脳構造の異

常・記憶障害・臨床的な

機能異常が順次出現す

る」という説 6 である．

また，Aβの沈着は認知

機能障害が起こる約 20

年前から始まっており，

認知症が発症する頃に

はアミロイド蓄積はほ

ぼ飽和し，認知症が出現

する約 10年前から病的

なタウタンパク質が蓄

積するNFT が大脳に出

現し，NFT が出現する

ことによって神経細胞

死とそれに続く臨床的

な認知機能障害が出現

するという説も提唱さ

れている 7． 

 

Fig. 2 アミロイド仮説の概略図 

Aβ沈着の毒性をきっかけとしてNFT形成が起こり，神経細胞が死滅し

アルツハイマー型認知症が発症するという仮説．Aβ: amyloid β, NFT: 

neurofibrillary tangle 
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現在，アルツハイマー型認知症治療薬として，アセチルコリンエステラーゼ阻害薬であるドネペジ

ル，リバスチグミン，ガランタミンおよびN-メチル-D-アスパラギン酸 (N-methyl-D-aspartate，NMDA) 

受容体拮抗薬であるメマンチン (Fig. 3) が臨床で用いられている．ドネペジルが 1999 年に，リバス

チグミン，ガランタミンおよびメマンチンは 2011 年に承認され，以降は新たなアルツハイマー型認

知症治療薬は承認されていない．現在開発中の治療薬候補物質としては抗Aβ 抗体，β セクレターゼ

阻害薬，抗タウ抗体があるが，いずれも開発は難航している．その理由のひとつとして，Aβ アミロ

イド線維の構造が患者の脳組織内に存在するものでは右巻き，人工的に作製したものでは左巻きと大

きく異なっている 8 ためと考えられる．また，これらの候補物質はAβやタウの沈着が起きる前から

投与する必要がある 9 と考えられ，投与開始タイミングの見極めが非常に困難である． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3 臨床で用いられているアルツハイマー型認知症治療薬の化学構造 

A: ドネペジル，ガランタミン，リバスチグミン，B: メマンチン 

現在アルツハイマー型認知症治療薬として承認されている治療薬． 

  

ドネペジル 

リバスチグミン 

ガランタミン 

メマンチン 

A. アセチルコリンエステラーゼ阻害薬 

B. NMDA受容体拮抗薬 
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そこで，新たなアルツハイマー型認知症治療薬開発のアプローチとして，「成体神経新生」10 に着

目した．神経新生とは，神経幹細胞がニューロンへと分化することを言う．胎生期には脳全体で神経

新生が起こることが分かっていたが，成体では側脳室周囲の脳室下帯や海馬の歯状回の限定された部

位で起こっており，神経幹細胞が神経前駆細胞を経て未成熟神経細胞に分化し，海馬の顆粒細胞層な

どに移動して周囲の神経細胞とシナプス形成を行い，成熟神経細胞として機能していくことを成体神

経新生という 11, 12．成体神経新生は記憶の保持や学習，忘却などの高次脳機能と大きく関わっている

ことが報告されている 13−15． 

記憶形成過程において，ものごとを想起する際，一定期間内は海馬を必要とする (海馬依存的) が，

時間経過に伴い海馬が必要でなくなり，大脳皮質を使って思い出すようになる (大脳皮質依存的)．こ

のことから，記憶は時間経過に伴い海馬から大脳皮質に徐々に転送され，最終的に大脳皮質に貯蔵さ

れるという「記憶固定化の標準モデル」16 が提唱されている．海馬依存的な状態の期間はマウスやラ

ットでは 1ヶ月，ヒトでは数ヶ月から数年と言われているが，この期間は海馬の神経新生が活発にな

ることで短縮されることが明らかになっている 17．また，アルツハイマー型認知症患者の脳内では神

経新生が低下していることが報告されている 18．これらのことから，神経新生を促進することで疾患

の進行に伴って生じた神経細胞死により失われた脳機能を，正常な状態に戻せる可能性があると考え

られる． 

神経新生を促進する化合物を探索する

上で神経成長因子 (nerve growth factor，

NGF) に着目した (Fig. 4)．NGFは神経栄

養因子のひとつで，神経細胞の生存，細胞

死，増殖，分化などに作用することから，

これまでの研究により，NGF を十分量補

充することが出来れば神経変性の進行を

止められる可能性が示されている 19．NGF

は前駆体である proNGFの形で分泌され，

トランスゴルジネットワークで転換酵素

により切断されて成熟する 20．NGF はコ

リン作動性神経の生育と可塑化に必須で

あり，NGF と高親和性 (Kd=10-11) に結合

するトロポミオシン受容体キナーゼ 

(tropomyosin receptor kinase A，TrkA) と低

親和性 (Kd=10-9) に結合する p75 ニュー

ロトロフィン受容体  (p75 neurotrophin 

receptor，p75NTR) の 2種類の受容体が発現

している．TrkAに成熟NGFが結合すると

ホスファチジルイノシトール 3 キナーゼ 

Fig. 4 proNGFおよびNGFと受容体との結合と反応 

NGF 受容体である TrkA および p75NTR に NGF や

proNGFが結合すると，細胞生存，分化，シナプス可

塑化やアポトーシスが起きる．NGF: nerve growth 

factor, TrkA: tropomyosin receptor kinase A, p75 NTR: p75 

neurotrophin receptor, JNK: c-jun N-terminal kinase, PLC: 

phospholipase C, NF-κB: nuclear factor-kappa B 
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(phosphatidylinositol-3-kinase，PI3K) を介して神経細胞の生育，Rasを介して細胞分化，ホスホリパー

ゼCγ (phospholipase Cγ，PLCγ) を介してシナプス可塑化が促進される．シナプス可塑化とは，1944年

心理学者のHebbが｢神経細胞Aが神経細胞Bを発火させるのに十分近くにあり，繰り返しまたは絶

え間なくその発火が起こるとき，いくつかの成長過程または代謝変化が A か B のどちらか，または

AとBの両方の細胞に起こり，Bを発火させる細胞のひとつとしてAの効率が増加する｣と唱えた仮

説 21 (ヘブ則)である．つまり，｢ある 2つの神経細胞がシナプスを介して結合しており，上流の神経が

興奮すると下流の神経が興奮する．これが繰り返し起こるとその特定のシナプス結合が強化され，伝

達効率が増す｣という仮説で記憶の基本的な原理とされている 22．また，低親和性の p75NTRの二量体

にNGFが結合すると，核内因子B (nuclear factor-kappa B，NF-κB) を介してアポトーシス誘導が阻害

され，p75NTRと Sortilin の複合受容体に proNGF が結合すると c-jun N 末端キナーゼ (c-jun N-terminal 

kinase，JNK) を介してアポトーシスが誘導される 23 (Fig. 4)． 

健常者の脳内では，前脳基底核のコリン作動性神経は，アセチルコリン神経支配を通じて皮質や海

馬で認知機能において重要な役割を担っている．NGF はシナプス後の神経細胞から放出されて，シ

ナプス前の神経投射によってTrkA/ p75 NTR受容体を介して取り込まれる 24．NGFが結合した受容体分

子は内部移行し，細胞生存や生育，アセチルコリン放出に関与する遺伝子発現とシグナルカスケード

を開始するために前脳基底核のコリン作動性細胞へと逆行性運搬される 25． 

一方，アルツハイマー型認知症患者の脳内では，成熟NGFの減少，TrkA/ p75 NTR受容体の割合の減

少，軸索輸送とシグナル伝達の効率低下，Aβにより引き起こされるNGF受容体の異常，アセチルコ

リン放出の異常によるグリア細胞の炎症抑制作用の低下，Aβ 細胞毒性という過程を経てコリン作動

性システムが影響を受ける 26．初期のアルツハイマー型認知症では，成熟 NGF の産生の減少とクリ

アランスの促進，NGFの逆行性輸送による基底核と皮質のニューロンでのTrkA受容体レベルの減少

によるNGF成熟化の効率低下によってコリン作動性神経支配の機能低下が生じる 27．proNGFレベル

が上昇すると，アポトーシスシグナルを誘導するだけでなく，成熟 NGF の受容体結合と軸索輸送に

も影響を及ぼし，前脳基底核のコリン作動性ニューロンの逆行性萎縮が起こる 27．また，proNGF に

よって誘導されるアポトーシスシグナルはTrkAと p75 NTRの相対発現量に依存しており，アルツハイ

マー型認知症では TrkA/ p75 NTRの割合の減少，すなわち p75 NTRの相対的増加によりアポトーシス誘

導が活発に起こる 28．NGFとAβの関連については，AβがNGF成熟を妨害し，NGFはAβの産生を

減らすというクロストークを行うことが報告されており 29，APP はNGF 受容体輸送および軸索輸送

を調節することで NGF 下流シグナルに影響し，NGF は APP リン酸化レベルに影響を及ぼすことで

Aβ 産生を減少させる 30．重度のアルツハイマー型認知症では広汎なコリン作動性神経細胞の欠損が

見られるが，初期ではシナプス密度の軽度な減少に伴う細胞の機能的変化が観察された 31．これらの

コリン作動性神経細胞は NGF に対する感受性を保持しているため，皮質および海馬への NGF の補

充は，同部位のコリン作動性シグナル伝達増強させる．このことを用いて様々な研究が行われてきた

32, 33．しかし，NGF 自体を治療薬として用いるには，高分子であるため BBB 透過性が低く脳室内投

与を行う必要があり，臨床応用が困難である 34 と考えられた．そこで，本研究では，NGF 様作用も

しくはNGFの作用を促進する化合物の探索を行った． 
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一方，血液脳関門 (blood brain barrier , BBB) 透過は中枢神経用薬の開発において大きな課題である．

BBB は，脳に必要な物質を血液中から選択して脳へ供給し，逆に脳内で産生された不要物質を血液

中に排出する役割を担っている 35．脳毛細血管内皮細胞は密着結合を形成し，ペリサイトおよびアス

トロサイトに囲まれている (Fig. 5)． 

脳毛細血管内皮細胞には，輸送に関

わる ATP 結合カセット輸送体 (ATP-

binding cassette transporters， ABCトラン

スポーター) や溶質キャリア (solute 

carrier，SLC) トランスポーターなどの

様々なトランスポーターや受容体が発

現している．受容体はトランスサイト

ーシスによってリガンドを輸送し，ト

ランスポーターと受容体が共同的に働

くことによって血液から脳へ，脳から

血液への物質のやりとりが制御されて

いる．アストロサイトは毛細血管と神経細胞間での物質のやりとりをサポートし，ペリサイトは脳血

管内皮細胞上に発現するP糖タンパク質などのABCトランスポーターや密着結合構成タンパク質の

発現量を増加させ，脳血管内皮細胞透過性を低下させることでBBB機能を維持強化する 36． 

BBB 透過性をもつ化合物の物理化学的性質として，分子量が 450 以下であること，脂溶性を示す

オクタノール/水分配係数 (logP) の値に分子をフラグメント化し電子的相互作用を考慮し再計算し

たClogP値が 1−3であること，受動的な膜透過性と強く相関する酸素および窒素原子に占有された極

性を帯びた分子の表面積を指す極性表面積 (polar surface area，PSA) が 90Å以下であること，水素結

合供与体数が 3以下，水素結合受容体数が 7以下であることが挙げられる 37．現在臨床で用いられて

いる 4種のアルツハイマー型治療薬の性質を算出した (Table 1) ところ，ドネペジルとメマンチンは

ClogP値の条件を満たさないものの，これらの条件は一つの指標として有用であると考えられた． 

 

Table 1 アルツハイマー型認知症治療薬の性質 

  分子量 ClogP PSA (Å) 水素結合供与体数 水素結合受容体数 

ドネペジル 379.50 4.598 38.77 0 3 

ガランタミン 287.36 1.025 41.93 1 3 

リバスチグミン 250.34 2.099 32.78 0 4 

メマンチン 179.31 3.033 26.02 1 0 

 

 

アストロサイト 

ペリサイト 

脳毛細血管内皮細胞 

Fig. 5 BBBの概略構造 

脳毛細血管内皮細胞周囲をペリサイトおよびアストロサ

イトが，密着結合を介して取り囲むことにより BBB を形

成している．BBB: blood brain barrier 
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アルカロイドは窒素原子を含有する化合物の総称で，強い生物活性をもつものが多く，薬として用

いられてきた．その例として，モルヒネ，トリアゾラムなどの麻薬や睡眠薬が挙げられる．世界の医

薬品の約 70%をアルカロイドが占めると言われており，また日本の中枢神経用薬のうち 89.6％がア

ルカロイドである (2019年 11月時点)．このことから，血液脳関門透過性を前提とした化合物として

アルカロイドが有望であると考えた． 

アポルフィン型アルカロイドのひとつである magnoflorine 

(Fig. 6) は，コウボクやボウイ，シンイ，オウレンに含有されて

いる．強制水泳試験や尾懸垂試験において，抗うつ作用が確認

されているが，単体では血液脳関門を通過しないためリン脂質

による修飾が必要であった 38．うつ病の治療には現在，セロト

ニンやノルアドレナリンなどのモノアミンを増加させる選択

的セロトニン再取込み阻害薬  (selective serotonin reuptake 

inhibitor，SSRI) やセロトニン・ノルアドレナリン再取込み阻害

薬 (serotonin noradrenaline reuptake inhibitor，SNRI) などによる薬

物治療が中心に行われているが，近年 SSRI が神経新生作用を

もつことが報告された 39．このことから，うつ病の新たな治療アプローチとして神経新生が注目され

ているが，抗うつ作用が見られたものの，magnoflorine が神経新生に与える影響については検討され

ておらず，研究が不十分であると言える．なお，magnoflorineの性質については，分子量: 342.41，ClogP

値: -1.145，PSA: 58.92 Å，水素結合供与体数; 2，水素結合受容体: 3であり，脂溶性が低いため単体で

は血液脳関門を透過しなかったと推測された． 

カルバゾール型アルカロイドのひとつである P7C3 (Fig. 

7) は in vivo試験での神経新生作用やニューロン保護作用，

BBB透過性が報告されている 40．P7C3は，Pieperらが神経

新生作用をもつ化合物探索を目的に約 20 万の化合物ライ

ブラリーから化学的性質によって選んだ 1,000 種類の中の

うち，マウス脳室内投与による神経新生作用を確認した化

合物群のひとつで，腹腔内投与でも有効性が認められ，最

も作用の強かった化合物である．しかしながら，P7C3は in 

vivo試験での作用やBBB透過性は認められているものの，

化合物自身が直接神経細胞に作用するかを明らかにした in vitro試験は行われていない．なお，P7C3

の性質については，分子量: 472.20，ClogP値: 6.356，PSA: 35.50 Å，水素結合供与体数; 2，水素結合受

容体: 1であり，分子量およびClogP値は条件を満たしていない． 

これまでの研究から，以下の理由によりアポルフィン型アルカロイドを特徴成分として含む植物と

してハス，カルバゾール型アルカロイドを特徴成分として含む植物としてオオバゲッキツに着目した． 

  

Fig. 6 Magnoflorineの化学構造 

コウボクなどに含有されるアポル

フィン型アルカロイドのひとつ．抗

うつ作用や抗けいれん作用が報告

されている． 

Fig. 7 P7C3の化学構造 

神経新生作用をもつカルバゾール型

アルカロイド． 
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ハス (Nelumbo nucifera) はハス科の水生植物で，アジアやオセアニアなどに広く分布する．種子，

葉部，根茎および花部などの様々な部位が世界中で薬用または食用として供されており，根茎は「レ

ンコン」として日本で広く食されており，花部は東南アジアで茶として供されている．また薬用とし

て，葉部は肥満や脂質異常症，喀血および血尿の治療に用いられており，花部は古くから皮膚疾患や

吐血，創傷による出血および炎症などに，またインドの伝統医学であるアーユル・ヴェーダでは早期

腹部痙攣の治療に用いられてきた 41．ハス葉部にはアルカロイドとフラボノイド配糖体が豊富に含有

されていることが報告 42−44 されている．花部からも nuciferine をはじめとしたアポルフィン型アルカ

ロイドを著者の所属している研究室において単離，報告 41 している． 

オオバゲッキツ (Murraya koenigii) はミカン科の常緑低木で，インドやスリランカなどに分布し，

日本では沖縄や奄美諸島にて確認されている．葉部はインドなどで料理のスパイスとして利用され，

その芳香からカレーリーフとも呼ばれるハーブである．また，清熱作用 45，抗菌作用 46 などを目的と

して薬用にも供される．オオバゲッキツには，特徴成分としてカルバゾール型アルカロイドが含有さ

れている 47． 

このように，ハスおよびオオバゲッキツは長い間，食用として供されてきた実績のある植物で，薬

としても用いられており，特徴的なアルカロイド成分を含有している．これらのアルカロイド成分を

中枢神経系へ作用する医薬品のシード化合物探索素材として有望であると考え，第一章ではハス花部

に特徴成分として含有されるアポルフィン型アルカロイドについて，第二章ではオオバゲッキツ葉部

に含有されるカルバゾール型アルカロイドおよび誘導体について NGF 様作用または NGF の作用を

促進させる化合物の探索研究を行った． 

本研究では，主に PC-12細胞 48 (Fig. 8) を用いた神経様突起伸展促進作用を検討した．PC-12細胞

はラット副腎髄質由来褐色細胞腫で，NGF の添加によって増殖を停止し突起を伸展すること，それ

に伴いコリンアセチルトランスフェラーゼやアセチルコリンエステラーゼなどの神経伝達物質の合

成・分解に関与する酵素活性を上昇 49 させ，神経細胞に特徴的な細胞表層タンパク質の増加やタウタ

ンパク質，微小管結合タンパク質 (microtubule-associated protein，MAP) およびチューブリンタンパク

質など細胞骨格タンパク質のリン酸化誘導を起こす 50 ことが知られている．このような特徴をもつ

PC-12細胞はNGF様作用もしくはNGFの作用を促進する化合物の探索を行う際に最適であると考え

られた． 
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Fig. 8 PC-12細胞のNGF処理による形態変化 

矢印: 神経様突起伸展．A: NGF非処理の PC-12 細胞，B: NGF 1 ng/mL，72時間処理の

PC-12細胞，C: NGF 50 ng/mL，72時間処理のPC-12細胞．NGF: nerve growth factor 

NGF 1 ng/mL 

72時間処理群 

A. 

NGF 50 ng/mL 

72時間処理群 

B. 

C. 
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また，脳血管内皮細胞，ペリサイトおよびアストロサイトを共培養することで，タイトジャンクシ

ョンを形成させ BBB を再現した in vitro モデルを用いた (Fig. 9)．なお，タイトジャンクション形成

の確認として経内皮電気抵抗 (transepithelial electric resistance，TEER) を測定した．TEERとはイオン

移動の指標で，タイトジャンクション機能との相関が知られている 51．TEERが150 Ω以上で低分子

量物質の輸送の指標であるフルオレセインナトリウムの透過係数に変化がないことが報告 52 されて

いることから，各ウェルで 150 Ω以上であることを確認し，実験に供した． 

 

 

 

 

 

 

  

Fig. 9 In vitro BBBモデルを用いた実験方法の概略図 

脳血管内皮細胞，ペリサイトおよびアストロサイトを 5 日間共培養し密着結合形成を

確認後，インサート内にメタノール抽出エキスを添加し，1時間後にインサート外へと

透過した培養液についてPC-12細胞の神経様突起伸展促進作用を検討した． 



11 

 

本論 

 

第一章 ハス (Nelumbo nucifera) 花部含有アポルフィン型アルカロイドの神経様突起伸展

促進作用と血液脳関門透過性 

 

第一節 ハス花部メタノール抽出エキスの血液脳関門透過性成分の神経様突起伸展促進作用 

 

BBB透過性は，中枢神経系用薬開発において大きな課題である．本研究では，まず初めにアストロ

サイト，ペリサイトおよび脳毛細血管内皮細胞から構成された in vitro BBB モデルを用いて BBB 透

過性成分の神経様突起伸展促進作用を検討した． 

著者の所属する研究室で保有する植物エキスライブラリーの中からハス葉部メタノール (MeOH) 

抽出エキス 41 を，血管側を模したインサート内へ添加し，脳側を模したインサート外へと透過した培

養液をPC-12細胞に付し，突起伸展促進作用を検討した．細胞の直径以上の突起伸展を示した細胞を

陽性とし，その割合を陽性率 (%) として算出した．比較対照 (control) 群はNGF 1 ng/mLで 72時間

処理を行い，被験物質処理群はNGF 1 ng/mLと共に 72時間処理した．control群の陽性率 5.5%に対し

てインサート内にMeOH抽出エキス 100 μg/mL処理で陽性率 10.2% (p=0.007) と有意な突起伸展促進

作用を確認した (Table 2)．BBB 透過性を有する突起伸展促進化合物がハス花部に含有されている可

能性が考えられた．ハスにはアポルフィン型アルカロイド，フラボノイド配糖体などが含まれている

ことが明らかとなっており，これらが作用成分の候補と考えられた． 

 

Table 2 ハス花部MeOH抽出エキス中BBB透過性成分の神経様突起伸展作用 

  突起伸展を示した細胞の割合 (%) 

インサート内の濃度 (μg/mL) Control 1 10 100 

MeOH抽出エキス 
5.5 6.5 7.3 10.2* 

(23/422) (28/ 430) (31/423) (42/411) 

数値は｢神経様突起を示した細胞の割合 (%) [(突起伸展を示した細胞数/ 総細胞数)×100]｣を示して

おり，同条件で行った 4回の試験結果の合計である． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*，0.01未満の場合を**で示して

いる． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 1より一部改変して引用] 
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第二節 ハス花部メタノール抽出エキス，各種画分および含有アルカロイドの神経様突起伸展促進作

用 

 

神経様突起伸展作用成分の探索のため，MeOH 抽出エキスおよび酢酸エチル (EtOAc) 可溶性画分

および含有アルカロイドの神経様突起伸展促進作用について検討した．MeOH抽出エキスでは control

群の陽性率 4.1%に対して 10 μg/mL処理で 7.6% (p=0.010)，EtOAc可溶性画分では control群の陽性率

3.5%に対して 1 μg/mL処理で 7.0% (p=0.006)，10 μg/mL処理で 7.8% (p=0.001) と，EtOAc可溶性画分

にMeOH抽出エキスよりも強い作用を確認した．更に，ジエチルエーテル (Et2O) 可溶性アルカロイ

ド集約画分は control群の陽性率 4.5%に対して 0.1 μg/mL処理で 8.2% (p=0.010)，1 μg/m処理で 8.2% 

(p=0.007)，10 μg/mL処理で 11.4% (p<0.001) と有意な神経様突起伸展促進作用を示した (Table 3)．こ

の結果より，ハスに含有されるアルカロイド成分が主な作用成分であることが示唆された． 

 

Table 3 ハス花部MeOH抽出エキスおよび各種画分の神経様突起伸展促進作用 

  突起伸展を示した細胞の割合 (%) 

被験物質の濃度 (μg/mL) Control 0.1 1 10 

MeOH抽出エキス 
4.1 5.0 4.8 7.6** 

(23/561) (24/482) (24/503) (38/498) 

EtOAc可溶性画分 
3.5 5.0 7.0** 7.8** 

(21/596) (35/695) (40/572) (41/529) 

Et2O可溶性 

アルカロイド集約画分 

4.5 8.2** 8.2** 11.4** 

(24/535) (41/498) (48/583) (58/509) 

数値は｢神経様突起を示した細胞の割合 (%) [(突起伸展を示した細胞数/ 総細胞数)×100]｣を示し

ており，同条件で行った 4回の試験結果の合計である． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*，0.01未満の場合を**で示し

ている． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 2より一部改変して引用] 
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次に，有意な神経様突起伸展促進作用を確認したMeOH抽出エキス，EtOAc可溶性画分およびEt2O

可溶性アルカロイド集約画分の作用成分の解明を目的として，著者の所属する研究室で保有する化合

物ライブラリーより，ハス花部 1.0 kg より単離された 10 種のアルカロイド nuciferine (1, 298.3 mg), 

lysicamine (2, 183.3 mg), (−)-lirinidine (3, 7.2 mg), N-methylasimilobine (4, 288.6 mg), asimilobine (5, 149.0 mg), 

pronuciferine (6, 64.3 mg), nuciferine N-oxide (7, 62.8 mg), D,L-armepavine (8, 27.4 mg), dehydronuciferine (9, 

3.9 mg) およびN-nornuciferine (10, 13.5 mg) (Fig. 10) 41 の神経様突起伸展促進作用を検討した．陽性比

較対照薬としてはこれまでに神経様突起伸展促進作用の報告のあるドネペジルを用いた 53 (陽性率: 

control群 2.4%に対し 10 μM処理群 4.4%，p=0.0040)．10種のアルカロイド成分のうち，(−)-lirinidine 

(3，陽性率: control群 2.7%に対し 10 μM処理群 5.0%，p=0.049)，N-methylasimilobine (4，陽性率: control

群 4.3%に対し 10 μM処理群 7.9%，p=0.014)，asimilobine (5，陽性率: control群 2.9%に対し 10 μM処

理群 6.9%，p=0.004) および pronuciferine (6，陽性率: control群 2.9%に対し 10 μM処理群 5.8%，p=0.021) 

がドネペジル 53と同等以上の有意な神経様突起伸展促進作用を示した (Table 4)．化学構造と作用の比

較から，1位または 2位の水酸基の存在が作用発現に重要であることが示唆された． 

 

 

Fig. 10 ハス花部含有アルカロイドの化学構造 

[J. Nat. Med. (2020), Fig. 1より引用] 
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Table 4 ハス花部含有アルカロイドの神経様突起伸展促進作用 

  突起伸展を示した細胞の割合 (%) 

被験物質の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

Nuciferine (1) 
7.9 7.2 8.9 10.1 

(43/544) (38/529) (46/518) (60/594) 

Lysicamine (2) 
5.6 5.3 6.5 6.2 

(26/465) (24/451) (28/429) (26/419) 

(−)-Lirinidine (3) 
2.7 3.5 4.7 5.0* 

(13/491) (17/480) (22/464) (20/402) 

N-Methylasimilobine (4) 
4.3 4.9 7.9* 7.2* 

(23/530) (23/474) (38/483) (35/442) 

Asimilobine (5) 
2.9 3.0 4.9 6.9** 

(13/452) (17/571) (23/474) (28/404) 

Pronuciferine (6) 
2.9 3.2 4.1 5.8* 

(13/448) (16/494) (23/561) (29/499) 

Nuciferine-N-oxide (7) 
4.1 3.7 4.0 3.8 

(21/517) (18/493) (19/477) (18/477) 

D,L-Armepavine (8) 
2.6 2.6 3.3 4.0 

(12/467) (11/421) (14/421) (15/371) 

Dehydronuciferine (9) 
2.5 2.9 3.5 3.2 

(14/570) (17/583) (18/518) (16/506) 

N-Nornuciferine (10) 
2.6 2.8 2.9 3.0 

(15/583) (14/497) (17/580) (13/427) 

ドネペジル (positive control) 
2.4 2.8 4.2 4.4* 

(13/550) (14/500) (27/648) (25/563) 

数値は｢神経様突起を示した細胞の割合 (%) [(突起伸展を示した細胞数/ 総細胞数)×100]｣を示し

ており，同条件で行った 4回の試験結果の合計である． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*，0.01未満の場合を**で示し

ている． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 3より一部改変して引用] 
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第三節 ハス花部含有神経様突起伸展促進作用アルカロイドの作用様式 

 

PC-12 細胞において，NGF は細胞膜上の TrkA に結合して成長因子結合タンパク質 (growth factor 

receptor-binding protein 2，Grb2) を介してグアニンヌクレオチド交換因子 (guanine nucleotide exchange 

factor，GEF) である son of sevenless (SOS) がRasを活性化し，PI3K，Vav2/ 3，ras関連C3ボツリヌ

ストキシン物質 1 (ras-related C3 botulinus toxin substrate 1，Rac1) の活性化を通じてアクチン重合を促

進し，突起伸展を起こすことが報告 54, 55 されている (Fig. 11)．また，PI3Kの局所生成は細胞膜への

Vav の輸送に必須であり，さらに PI3K は細胞外シグナル調節キナーゼ (extracellular signal-regulated 

kinase，ERK) 活性化と NGF による神経様突起伸展

を制御し 56，ステロイド受容体共活性化因子 (steroid 

receptor coactivator，Src) を介したVav2のチロシンリ

ン酸化は細胞間接着分子のひとつであるネクチン誘

導性 Rac1 活性化と葉状仮足の形成に必須であるこ

とが報告されている 57．その他にも，PI3K からAkt

を介する経路や分裂促進因子活性化タンパク質キナ

ーゼ (mitogen activated protein kinase，MAPK) および

ERK を介する経路が突起伸展促進に関与している

ことが報告されている 58．神経突起伸展は発生段階

でのニューロンネットワーク構築および損傷時の成

体神経系の再生に不可欠である．一方で，Rac の活

性化によりカルシウム依存シグナル伝達が働くこと

からカルシウムカルモジュリン依存性タンパク質キ

ナーゼ 2 (calcium/calmodulin-dependent protein kinase 

type II，CaMKII) 活性化を介した学習への作用 59 や，

Akt を介したサイクリック AMP 応答配列結合タン

パク質 (cAMP response element binding protein，CREB) 

の活性化による長期記憶への作用 60 が推察されてい

る．TrkAはNGFの細胞膜上の受容体，Vav3はGEF

のひとつ，Rac1 は Rho ファミリーGTP アーゼであ

る．Rho ファミリーGTP アーゼである RhoA，Rac1

およびCdc42は，細胞機能の多様性におけるアクチ

ンダイナミクスを制御しており，ニューロンネット

ワークの発生期での神経の形態形成で中心的な役割

を担っている．また，Rac1とCdc42は神経突起伸展

の正の調節因子である． 

Fig. 11 NGFのシグナル伝達経路 

NGF: nerve growth factor, TrkA: neurotrophin 

tropomyosin receptor kinase, Grb2: growth factor 

receptor-binding protein 2, SOS: son of sevenless, 

PI3K: phosphatidylinositol-3-kinase, Rac: ras-

related C3 botulinus toxin substrate, MAPK: 

mitogen activated protein kinase, ERK: extraceller 

signal-regulated kinase, CaMKII: 

Calcium/calmodulin-dependent protein kinase type 

II, CREB: cAMP response element binding protein, 

Cdc42: cell division control protein 42, WAVE: 

WASP family verprolin-homologous protein, PAK1: 

p21-activated protein kinase 1, mDIA: mammalian 

diaphanous, PIP3: phosphatidylinositol-3-phosphate, 

PDK1: phosphoinositide-dependent kinase 1, IP3: 

inositol 1,4,5-trisphosphate, CaM: calmodulin 
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そこで，神経様突起伸展作用の確認された (−)-lirinidine (3)，N-methylasimilobine (4)，asimilobine (5) 

および pronuciferine (6) の作用様式の検討のため，神経突起伸展に関与していることが確認されてい

るTrkA，Vav3，Rac1メッセンジャーRNA (messenger RNA，mRNA) について発現量の変化を検討し

た． 

作用の確認された 3 の作用様式の検討のため 4 時間処理し，PC-12 細胞における各タンパク質の

mRNA発現量の変化を検討したところ，TrkAおよびRac1では 1 μM処理，Vav3では 0.1および 1 μM

処理で増加を確認した．しかし，10 μM処理では各mRNAの変化は見られなかった (Table 5, Fig. 12)． 

 

Table 5 (−)-Lirinidine (3) 4時間処理後のmRNA発現量変化 

  β-actin mRNAに対する相対発現量 

化合物 3の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

TrkA 1.00 ± 0.25 1.38 ± 0.32 2.72 ± 0.17** 0.83 ± 0.16 

Vav3 1.00 ± 0.32 3.25 ± 0.58* 5.00 ± 1.06** 1.13 ± 0.15 

Rac1 1.00 ± 0.21 2.36 ± 0.62 2.99 ± 0.19** 1.04 ± 0.22 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) を示している． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*，0.01未満の場合を**で示して

いる． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 4より一部改変して引用] 

 

 

 

 

Fig. 12 (−)-Lirinidine (3) 4時間処理後のmRNA発現量変化 

化合物 3を 4時間処理した際のTrkA，Vav3およびRac1 mRNA発現量 

  

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

Control 0.1 1 10
0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

Control 0.1 1 10

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

7.0

8.0

Control 0.1 1 10

TrkA Vav3 Rac1 

相
対
発
現
量 

相
対
発
現
量 

相
対
発
現
量 

(μM) (μM) (μM) 

** 

** 

** 
* 



17 

 

続いて，mRNA 発現への作用が継続しているのかを検討するため，3 を 48 時間処理し，各タンパ

ク質のmRNA発現量の変化を検討したところ，0.1および 1 μM処理で増加し，10 μM処理において

は変化が確認されず (Table 6A, Fig. 13A)，4時間処理時と同様の傾向が確認されたことから，作用が

48時間後にも継続していることが分かった．化合物 4を 48時間処理した場合も同様の変化傾向が見

られた (Table 6B, Fig. 13B)． 

 

Table 6 (−)-Lirinidine (3) およびN-methylasimilobine (4) 48時間処理後のmRNA発現量変化 

A. (−)-Lirinidine (3) 48時間処理 

  β-actin mRNAに対する相対発現量 

化合物 3の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

TrkA 1.00 ± 0.32 3.75 ± 0.69** 5.42 ± 0.38** 1.05 ± 0.29 

Vav3 1.00 ± 0.25 3.42 ± 0.90* 4.66 ± 0.52** 1.19 ± 0.21 

Rac1 1.00 ± 0.30 3.59 ± 1.06** 5.07 ± 0.47** 1.70 ± 0.23 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) で表している． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*，0.01未満の場合を**で示して

いる． 

 

B. N-Methylasimilobine (4) 48時間処理 

  β-actin mRNAに対する相対発現量 

化合物 4の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

TrkA 1.00 ± 0.24 2.10 ± 0.54 3.38 ± 0.40* 0.99 ± 0.20 

Vav3 1.00 ± 0.10 3.47 ± 0.66* 2.65 ± 1.08 1.14 ± 0.13 

Rac1 1.00 ± 0.24 1.91 ± 0.51 2.45 ± 0.45** 0.94 ± 0.05 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) を示している． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*，0.01未満の場合を**で示して

いる． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 4より一部改変して引用] 
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A. (−)-Lirinidine (3) 48時間処理 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

B. N-Methylasimilobine (4) 48時間処理 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13 (−)-Lirinidine (3) およびN-methylasimilobine (4) 48時間処理後のmRNA発現量変化 

A. 化合物 3を 48時間処理，B. 化合物 4を 48時間処理した際のTrkA，Vav3およびRac1 mRNA

発現量 
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また，5を 48時間処理したとき，0.1，1および 10 μM処理で変化は見られず (Table 7A, Fig. 15A)，

6処理では，TrkAおよびRac1では 1 μMおよび 10 μM処理で，Vav3では 1 μM処理でmRNA発現量

の増加傾向が確認された (Table 7B, Fig. 15B)．化合物 3および 4と傾向が異なる原因として，3およ

び 4には 6位にメチル基が結合しており，5には結合していないことから，6位のメチル基の有無が

各mRNA発現量の変化に関与していると考えられた． 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 14 化合物 3，4および 5の化学構造の比較 

 

Table 7 Asimilobine (5) および pronuciferine (6) 48時間処理後のmRNA発現量変化 

A. Asimilobine (5) 48時間処理 

  β-actin mRNAに対する相対発現量 

化合物 5の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

TrkA 1.00 ± 0.09 1.15 ± 0.13 1.40 ± 0.28 1.46 ± 0.24 

Vav3 1.10 ± 0.19 1.08 ± 0.32 0.94 ± 0.23 1.30 ± 0.35 

Rac1 1.00 ± 0.09 1.06 ± 0.17 1.34 ± 0.31 1.29 ± 0.16 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) を示している． 
 

 

B. Pronuciferine (6) 48時間処理 

  β-actin mRNAに対する相対発現量 

化合物 6の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

TrkA 1.00 ± 0.05 0.91 ± 0.12 1.39 ± 0.45 1.36 ± 0.20 

Vav3 1.00 ± 0.26 0.84 ± 0.27 2.61 ± 0.64 0.61 ± 0.13 

Rac1 1.00 ± 0.08 1.20 ± 0.32 1.75 ± 0.41 1.71 ± 0.27 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) を示している． 
 

[J. Nat. Med. (2020), Table 4より一部改変して引用] 
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A. 化合物 5 (48時間処理) 

 

 

 

 

 

B. 化合物 6 (48時間処理) 

 

 

 

Fig. 15 Asimilobine (5) および pronuciferine (6) 48時間処理後のmRNA発現量変化 

A. 化合物 5を 48時間処理，B. 化合物 6を 48時間処理した際のTrkA，Vav3およびRac1 mRNA

発現量 
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Et2O可溶性アルカロイド集約画分についても同様のmRNA発現量変化傾向が見られたため，これ

はアポルフィン型アルカロイドに共通する作用様式であると考えられた (Table 8, Fig. 16)． 

 

Table 8 Et2O可溶性アルカロイド集約画分 48時間処理後のmRNA発現量変化 

  β-actin mRNAに対する相対発現量 

Et2O可溶性画分の濃度 (μg/mL) Control 0.1 1 10 

TrkA 1.00 ± 0.20 2.13 ± 0.43* 2.62 ± 0.25** 1.06 ± 0.21 

Vav3 1.00 ± 0.42 1.24 ± 0.39 2.44 ± 0.49 1.16 ± 0.28 

Rac1 1.00 ± 0.21 1.94 ± 0.37 3.34 ± 0.43** 1.28 ± 0.26 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) を示している． 

比較対照 (control) 群と比較したときの p値が 0.01以上 0.05未満のときを*，0.01未満のときを**

で示している． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 4より一部改変して引用] 

 

 

 

 

Fig. 16 Et2O可溶性アルカロイド集約画分 48時間処理後のmRNA発現量変化 

Et2O可溶性アルカロイド集約画分を 48時間処理した際のTrkA，Vav3およびRac1 mRNA発現量 
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第四節 ハス花部含有神経様突起伸展促進作用アルカロイドの血液脳関門透過性 

 

ハス花部含有アルカロイドが脳内で機能するのかを検討するため，神経様突起伸展促進作用を確認

したアルカロイド成分のうち，特に作用が強く，収率の高かったN-methylasimilobine (4)，asimilobine 

(5) および pronuciferine (6) のBBB透過性試験を in vitro BBBモデルを用いて行い，液体クロマトグ

ラフィー–質量分析法 (liquid chromatography-mass spectrometry，LC-MS) にて分析した．透過率はイン

サート内とインサート外の濃度を比較し，相対量を算出し，試行回数は各化合物 4回ずつとした． 

アルカロイドの LC-MS 測定条件はMorikawa らの報告 61 を参考に設定した．また，陽性比較対照

薬として用いた caffeine の LC-MS 測定条件設定は以下のように行った．移動相について種々検討し

たところ，カラム担体への保持が認められ，シンメトリックなピークが得られたことから 20%MeOH

に決定した．続いて，スキャン測定にて分子イオンピークを確認したところ，E+195でピークが認め

られた．選択イオン検出 (selected ion monitoring，SIM) 測定で 10 μg/mLおよび 1 μg/mLにて測定でき

ることを確認し，測定条件とした (Fig. 17)． 

結果として，4に 3.00%，5に 2.11%と十分なBBB透過性を確認したが，6は 0.81%とほとんどBBB

を透過しないことが分かった．なお，陽性比較対照薬として用いた caffeine は 5.35%の透過率であっ

た (Table 9)． 
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Fig. 17 CaffeineのSIM測定のMSクロマトグラム 

カラムCosmosil MS-II column (粒子径 5 μm，2.0 mm id × 150 mm)， 

移動相 20% methanol, 80% H2O pH 3.0 adjusted by formic acid 

 

 

Table 9 In vitro BBBモデルを用いたハス花部含有アルカロイドのBBB透過性 

被験物質 透過率 (%) 

N-Methylasimilobine (4) 3.00 ± 0.42 

Asimilobine (5) 2.11 ± 0.74 

Pronuciferine (6) 0.81 ± 0.38 

Caffeine (positive control) 5.35 ± 0.17 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4) を示している． 

  

Caffeine 10 μg/mL 

Caffeine 1 μg/mL 
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考察 

 

ハス花部含有アポルフィン型アルカロイドの (−)-lirinidine (3)，N-methylasimilobine (4)，asimilobine 

(5) および pronuciferine (6) に神経様突起伸展促進作用を明らかにし，作用の確認された化合物の作用

様式解明のために，PC-12 細胞の神経様突起伸展に関することが報告されている TrkA，Vav3 および

Rac1のmRNA発現量の変化を検討した．化合物 3を 4時間処理したとき，0.1および 1 μM処理では

各mRNA発現量の増加が見られたものの，10 μM 処理では変化が見られなかった．化合物 3および

4を 48時間作用させたときも同様の傾向であった．神経様突起伸展促進作用は 10 μM処理において

有意であったが，本研究において検討した遺伝子発現量に変化はみられなかったことから，本研究で

はタンパク量の変化を確認していないが，10 μM以上では同タンパク質が増加している可能性が考え

られた．また，推測の域を出ないが，本研究で着目したシグナルとは別のシグナルが存在しており，

アポルフィン型アルカロイドは低濃度で TrkA，Vav3 および Rac1 のシグナルを介して突起伸展が観

察されるが，高濃度でこのシグナルにネガティブフィードバックがかかり，別のシグナルが主として

働いて突起伸展作用を発現する可能性があると考えられた． 

これまでに，ウリクサ (Lindernia crustacean) に含有されるククルビタントリテルペン lindersin B62

は，TrkA/ PI3K/ ERKを介して，ヤマブシタケ (Hericium erinaceus) に含有される cyathaneジテルペン

erincine A63 は TrkA/ ERK を介して，Sarcodon scabrosus に含有される cyathane ジテルペンである

sarcodonin G誘導体 64 はTrkA/ PKCおよびERK/ CREBを介して，PC-12細胞の神経様突起伸展を促

進することが報告されている．このようにPC-12細胞の突起伸展促進作用の作用機序についての報告

のほとんどが TrkA の下流にある ERK や PKC，Akt の変化を検討しているものであるが，これらの

タンパク質は様々な細胞内変化に関与しており，神経に対する特異性が低いと考えたことから，本研

究ではTrkAとERKの間にあると考えられており，形態変化に関与している，Rac1およびVav3の変

化について検討を行った．なお，Rac1 を介して PC-12 細胞の突起伸展を促進することが報告されて

いる化合物の例として cyathane ジテルペンのひとつである cyrneine A65 が挙げられ，AP-1 (activator 

protein-1) およびNF-κBの活性化を促進することが明らかにされている．このように突起伸展に関係

する因子にはAP-1が正に作用する可能性が考えられる．一方で，AP-1はPC-12細胞の神経様突起伸

展においてTrkAの転写を負に制御する 66 という報告もある． 

また，BBB透過性については，神経突起伸展促進作用を有する化合物のうち，特に作用の強かった

3 種のアポルフィン型アルカロイドについて，BBB 透過性の検討を行い，N-methylasimilobine (4)，

asimilobine (5) に十分なBBB透過性を見出し，これらが脳内で作用する可能性が示唆された．それぞ

れのハス花部含有アルカロイドについて，分子量，ClogP 値，PSA，水素結合供与体数，水素結合受

容体数を算出し，序論に記載したBBB透過性化合物の物理化学的性質 37 との比較を行った．Table 10

に示すように，4のClogP値は少し範囲を超えていたもののほとんど上記の条件を満たしていた．こ

のように，4 および 5 は物理化学的観点からも BBB 透過性を有する可能性が高く，本研究の結果を

指示したものと考えられた．アポルフィンの構造をもたない 6は他の化合物と比較して，ClogP値が

1.837と脂溶性が低くこれがBBB透過性を示さなかったひとつの原因と考えられた． 
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Table 10. ハス花部含有アルカロイドの性質 

  分子量 ClogP PSA (Å) 水素結合供与体数 水素結合受容体数 

Nuciferine (1) 295.38 3.623 21.70 0 3 

Lysicamine (2) 291.31 3.688 47.89 0 4 

(-)-Lirinidine (3) 281.35 3.156 32.70 1 2 

N-Methylasimilobine (4) 281.35 3.156 32.70 1 2 

Asimilobine (5) 267.33 2.490 41.49 2 1 

Pronuciferine (6) 311.38 1.837 38.77 0 4 

Nuciferine-N-oxide (7) 312.39 4.067 38.69 0 3 

D,L-Armepavine (8) 313.40 3.189 41.93 1 3 

Dehydronuciferine (9) 293.37 4.600 21.70 0 3 

N-Nornuciferine (10) 281.35 2.966 30.49 1 2 
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小括 

 

第一章では，アポルフィン型アルカロイドを特徴成分として含有するハスを素材として用い，

MeOH抽出エキス，EtOAc可溶性画分，Et2O可溶性アルカロイド集約画分，および 10種の単離化合

物について神経様突起伸展促進作用，作用成分の作用様式およびBBB透過性の検討を行った． 

第一節において，予めMeOH抽出エキスを用いて神経様突起伸展促進作用を有するBBB透過性成

分の存在を明らかにし，その作用化合物の候補としてアポルフィン型アルカロイドまたはフラボノイ

ド配糖体が考えられた． 

第二節では，MeOH 抽出エキスおよび EtOAc 可溶性画分について神経様突起伸展促進作用を検討

し，EtOAc可溶性画分でより低濃度から作用が認められたため，主な作用成分はアポルフィン型アル

カロイドであると仮説を立てた．アルカロイドを集約させる目的で Et2O 可溶性アルカロイド集約画

分を作製し作用の検討を行ったところ，より高い作用を見出し，アポルフィン型アルカロイド成分が

主な作用成分である可能性が高いことを明らかにした．続いて，ハス花部に含有される 10 種のアポ

ルフィン型アルカロイドについて検討したところ，(−)-lirinidine (3)，N-methylasimilobine (4)，asimilobine 

(5) および pronuciferine (6) に陽性比較対照薬ドネペジルと同等以上の有意な神経様突起伸展促進作

用を見出した．構造と作用の比較から，1位または 2位の水酸基の存在が作用発現に重要であると考

えられた． 

神経様突起伸展促進作用を確認された化合物の作用様式を解明するため，第三節において，神経様

突起伸展に関与していることが確認されている TrkA，Vav3 および Rac1 についてmRNA 発現量の変

化を検討し，3を 4時間処理し，PC-12細胞における各タンパク質のmRNA発現量の変化を検討した

ところ，TrkAおよびRac1では 1 μM処理，Vav3では 0.1および 1 μM処理で増加を確認した．しか

し，10 μM処理では各mRNAの変化は見られなかった． 

第四節では，作用アルカロイドが脳内での機能の有無を検討するため，BBB 透過性試験を行い，

LC-MSにて分析したところ，4および 5に十分なBBB透過性を確認した． 

これらのことから，4 および 5 は，神経様突起伸展促進作用と BBB 透過性を兼ね備える化合物で

あることから，アルツハイマー型認知症の治療薬シード化合物として有望であると考えられた． 
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第二章 オオバゲッキツ (Murraya koenigii) 葉部含有カルバゾール型アルカロイドおよび

カルバゾール誘導体の神経様突起伸展促進作用と認知記憶力への作用 

 

第一節 オオバゲッキツ葉部メタノール抽出エキス，含有カルバゾール型アルカロイドおよびカルバ

ゾール誘導体の神経様突起伸展促進作用 

 

第一章第一節で用いた in vitro BBBモデルを用いて，著者の所属している研究室で保有する植物エ

キスライブラリーのうち，オオバゲッキツ葉部MeOH抽出エキス 47 中のBBB透過性成分の神経様突

起伸展作用の有無を検討した．MeOH抽出エキス 100 μg/mLをインサート内へ添加し，透過した培養

液について神経様突起伸展促進作用を検討し，control 群の陽性率 3.2%に対して被験物質処理群で

4.8% (p=0.11) と促進傾向を見出した．このことから，オオバゲッキツ葉部MeOH抽出エキス中のBBB

透過性成分が突起伸展に対して促進傾向を示すことが示唆された． 

オオバゲッキツ葉部MeOH抽出エキス中にBBB透過性の神経様突起伸展促進作用成分を見出した

ため，MeOH抽出エキス単独での神経様突起伸展促進作用の確認を行ったところ，control群の陽性率

2.8%に対して 1 μg/mL処理群で 4.2% (p=0.092) と促進傾向があることが分かった (Table 11)． 

 

Table 11 オオバゲッキツ葉部MeOH抽出エキスの神経様突起伸展促進作用 

  突起伸展を示した細胞の割合 (%) 

被験物質の濃度 (μg/mL) Control 0.1 1 10 

MeOH抽出エキス 
2.8 3.1 4.2 2.8 

(20/728) (29/616) (26/616) (25/898) 

数値は｢神経様突起を示した細胞の割合 (%) [(突起伸展を示した細胞数/ 総細胞数)×100]｣を示し

ており，同条件で行った 4回の試験結果の合計である． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 1より一部改変して引用] 

 

 

次に，神経様突起伸展に対する促進傾向を確認したオオバゲッキツ葉部 MeOH 抽出エキスの作用

成分の探索のため，著者の所属している研究室で保有する化合物ライブラリーの中から過去に単離，

同定された 9 種のカルバゾール型アルカロイド mahanimbicine (11，0.0263%)，mahanimbine (12，

0.0812%)，murrayamine-B (13，0.0032%)，O-methylmahanine (14，0.0021%)，pyrayafoline D (15，0.0012%)，

eustifoline-C (16，0.0012%)，euchrestine-B (17，0.0239%)，murrayamine-E (18，0.0016%)，koenimbine (19，

0.0013%) (Fig. 18) 45 について神経様突起伸展促進作用を検討した (Table 12)．第一章と同様に陽性対

照にはドネペジルを用いた (陽性率: control群 4.8%に対して 10 μM処理群 7.5%，p=0.028)．オオバゲ

ッキツ含有アルカロイドのうち，murrayamine-E (18) にドネペジルと同等程度の有意な突起伸展促進

作用を確認した (陽性率: control群 4.1%に対して 10 μM処理群 7.2%，p=0.021) ことから，18にプレ
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ニル基が結合しているように，窒素原子への官能基の結合が作用発現に重要であると示唆された．こ

の結果から，カルバゾール型アルカロイドが神経様突起伸展促進作用成分として有望であると考えら

れた． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 18 オオバゲッキツ葉部含有カルバゾール型アルカロイドの化学構造 

[J. Nat. Med. (2020), Fig. 1より一部改変して引用] 
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Table 12 オオバゲッキツ葉部含有アルカロイドの神経様突起伸展促進作用 

  突起伸展を示した細胞の割合 (%) 

被験物質の濃度 (μM) Control 0.1 1 10 

Mahanimbicine (11) 
3.9 2.2 3.8 4.9 

(18/464) (14/617) (21/560) (25/514) 

Mahanimbine (12) 
5.0 5.8 6.9 7.6 

(20/410) (25/428) (28/407) (32/422) 

Murrayamine-B (13) 
4.7 5.5 5.2 6.6 

(28/601) (38/695) (26/496) (38/576) 

O-Methylmahanine (14) 
4.1 4.4 4.1 4.8 

(22/542) (21/482) (23/564) (25/525) 

Pyrayafoline D (15) 
5.2 5.6 5.0 5.0 

(24/466) (37/666) (25/495) (27/536) 

Eustifoline-C (16) 
3.1 3.5 4.2 4.0 

(17/556) (19/537) (22/530) (26/650) 

Euchrestine-B (17) 
3.7 4.3 6.0 3.2 

(18/485) (21/494) (32/534) (19/593) 

Murrayamine-E (18) 
4.1 4.2 5.2 7.2* 

(22/538) (24/573) (27/519) (35/487) 

Koenimbine (19) 
3.7 3.7 4.8 5.5 

(23/615) (20/546) (26/546) (31/565) 

ドネペジル 

(Positive control) 

4.8 6.6 7.1 7.5* 

(29/604) (34/513) (42/588) (55/736) 

数値は｢神経様突起を示した細胞の割合 (%) [(突起伸展を示した細胞数/ 総細胞数)×100]｣を示して

おり，同条件で行った 4回の試験結果の合計である． 

比較対照 (control) 群と比較し p値が 0.01以上 0.05未満の場合を*で示している． 

[J. Nat. Med. (2020), Table 2より一部改変して引用] 
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続いて，Fig. 19および 20で示したスキームで合成したカルバゾール誘導体 (Fig. 21) について神経

様突起伸展促進用を検討した (Table 13)．しかし，基本骨格である carbazole (20) および 4位に水酸基

が結合した 4-hydroxycarbazole (21) は突起伸展促進作用を示さなかった．オオバゲッキツ葉部にはプ

レニル基を側鎖にもつ化合物が多く含有されていたことから，9位の窒素原子にプレニル基を導入し

た 9-(3,3-dimethylallyl)-9H-carbazole (23) および 9-(3-dimethylallyl)-9H-carbazol-4-ol (25) を合成し作用を

検討したが，促進作用は観察されなかった．そこで，9位の窒素原子にベンジル基導入によって酸化

ストレスによる細胞障害性が低下されるという報告 67 を参考にして合成した 9-benzyl-9H-carbazol-4-

ol (28) に神経様突起伸展に対する促進傾向 (陽性率: control 群 3.1%に対して被験物質 1 μM 処理群

4.9%，p=0.079) を確認した．また，9-benzyl-9H-carbazole (26) に作用が見られなかったことから 4位

の水酸基が作用の発現に必要であることが推察された． 

 

 

 

Fig. 19 化合物 23および 25の合成スキーム 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20 化合物 26および 28の合成スキーム 

[J. Nat. Med. (2020), Fig. 2より一部改変して引用] 
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Fig. 21 作用を検討したカルバゾール誘導体の化学構造 

 

Table 13 カルバゾール誘導体の神経様突起伸展促進作用 

  突起伸展を示した細胞の割合 (%) 

被験物質の濃度 (μM) Control 0.1 1 

Carbazole (20) 
2.6 1.5 2.5 

(14/532) (9/602) (14/568) 

4-Hydroxycarbazole (21) 
3.3 3.1 2.4 

(19/582) (17/549) (13/534) 

9-(3,3-Dimethylallyl)-9H-carbazole 

(23) 

3.0 1.9 2.7 

(28/936) (17/898) (25/913) 

9-(3-Dimethylallyl)-9H- 

carbazol-4-ol (25) 

5.3 5.3 4.2 

(31/580) (33/627) (29/691) 

9-Benzyl-9H-carbazole (26) 
3.9 3 3.2 

(22/565) (14/460) (16/502) 

9-Benzyl-9H-carbazol-4-ol (28) 
3.1 3.5 4.9 

(18/584) (17/483) (25/506) 

数値は｢神経様突起を示した細胞の割合 (%) [(突起伸展を示した細胞数/ 総細胞数)×100]｣

を示しており，同条件で行った 4回の試験結果の合計である． 

 

[J. Nat. Med. (2020), Table 3より一部改変して引用] 
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第二節 カルバゾール誘導体の認知記憶力への作用 

 

前節で神経様突起伸展促進作用が確認され，合成によって量的な確保が可能であった 28 について

認知記憶力改善作用を評価するため，新奇物体認識試験およびモーリス水迷路試験を行った．試験に

は，アルツハイマー病モデルマウスの一種であるAPPswe/PS1dE9 (APdE9) マウス 68 を用いた． 

 

第一項 アルツハイマー病モデルマウスAPPswe/PS1dE9 (APdE9) 

 

家族性アルツハイマー病の原因遺伝子として，21番染色体のAPP遺伝子 69，14番染色体のプレセ

ニリン 1遺伝子 70，1番染色体のプレセニリン 2遺伝子 71，関連遺伝子としてアポリポ蛋白E遺伝子

72 がある． 

本研究で用いたAPdE9マウスは，原因遺伝子のAPPの家族性変異のひとつであるSwedish変異お

よびエキソン 9 を欠損したプレセニン 1 の遺伝子が導入されたマウスである．APP 遺伝子における

Swedish 変異はβセクレターゼ切断部位近傍で起こり，APPのβセクレターゼ 1に対する親和性を高

めることで，総Aβ産生量を上昇させると言われている．一方で，プレセニンはAPPからAβを産生

する酵素で，γ-セクレターゼの活性本体ではないかと考えられているが，APPへの直接的な影響は検

証中である．このような遺伝子変異をもつ APdE9 マウスは，加齢に伴って海馬および大脳皮質でリ

ン酸化タウタンパク質，Aβおよびその沈着が蓄積しやすい性質をもち，6ヶ月齢頃からAβの沈着お

よび認知機能障害が見られる 73 ことから，アルツハイマー型認知症モデルマウスとして用いられて

いる． 

本研究では，6−7ヶ月齢雌性の野生型およびAPdE9マウスに生理食塩水または化合物28 (10 mg/mL) 

を 30日間腹腔内投与し，新奇物体認識試験，モーリス水迷路試験の順に実施した． 
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第二項 新奇物体認識試験 

 

新奇物体認識試験 74 は，新奇性を好むというげっ歯類の特性を利用した試験で，初めに観察箱に馴

化させたマウスを一定時間後に 2個の物体を観察箱内に設置し自由に探索させる．さらに一定時間後

に片方の物体を新規の物体に変えて再度マウスを観察箱に入れて物体の探索時間を測定する (Fig. 

22)．正常なマウスでは新奇性のある物体により長い時間探索行動を示し，物体の形状の記憶を反映

していると考えられ，新奇物体認識試験は視覚的認知記憶力を評価することが出来る．本試験は，報

酬や罰などの強化因子を用いないことから情動レベルの低い条件で形成される記憶を検出できると

考えられる． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究では，マウスの物体への興味の指標として，マウスの鼻部が物体への接触回数を割合として

算出し評価した．生理食塩水処置野生型マウス (n=5) は 1 回目の試行では 49.8 ± 1.5%と二つの物体

に対して同程度の興味を示し，2回目の一方の物体を変えた試行で新しい物体へ 65.1 ± 7.2%とより高

い接触回数割合を示した．生理食塩水処置APdE9マウス (n=5) では，1回目 51.7 ± 2.3%，2回目 39.2 

± 5.9%と新奇物体への接触回数割合は上昇しなかったが，28 処置 APdE9 マウス (n=4) では 1 回目

45.5 ± 3.5%，2回目 49.8 ± 2.7%と新奇物体への接触回数割合の増加が観察された (Table 14，Fig. 23)． 

生理食塩水処置APdE9 マウス群と 28 処置APdE9 マウス群で新奇物体への接触回数割合を比較し

たところ，28処置群で上昇傾向が見られた (p=0.08) ことから，化合物 28に視覚的認知記憶力を向上

する傾向が確認された． 

  

Fig. 22 新奇物体認識試験の実験概略図 

1 回目の試行で 2 つの物体を設置したフィールド上にマウスを 10 分間自

由に探索させ，30分間の休憩後，2回目の試行では一方を新しい物体 (新

奇物体) に変えて 10 分間自由に探索させる．マウスが鼻先を物体へつけ

た回数の変化により興味の変化を検討でき，野生型マウスは 1回目の試行

では各物体へ等しく興味を示し，2回目の試行では新規物体に対してより

高い興味を示すと考えられる． 
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Table 14 化合物 28の視覚的認知記憶力への作用 

  接触回数の割合 (%) 

  既知物体 新奇物体 

生理食塩水 (野生型) 49.8 ± 1.5 65.1 ± 7.2 

生理食塩水 (APdE9) 51.7 ± 2.3 39.2 ± 5.9 

28 (APdE9) 45.5 ± 3.5 49.8 ± 2.7 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4−5) で示している． 

APdE9: APPswe/PS1dE9 
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Fig. 23 化合物 28の視覚的認知記憶力への作用 

平均値 ± 標準誤差 (n=4−5) で示している．30日間被験物質を投与し，新奇物体

認識試験を実施した．各物体への接触回数を割合で表した [既知物体または新奇

物体への接触回数/ 総接触回数 (%)] (n=4−5)．生理食塩水処置APdE9マウス群に

比較して 28処置APdE9マウス群の新奇物体への接触回数割合は増加傾向がみら

れた (p=0.08)．APdE9: APPswe/PS1dE9. 

[J. Nat. Med. (2020), Fig. 3より一部改変して引用] 
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第三項 モーリス水迷路試験 

 

モーリス水迷路試験 73 は，白濁させたプールにプラットフォーム (逃避台) を設置し，マウスを泳

がせてプールの壁面の図形を目印に逃避台の位置を記憶しているかを測定する試験で，空間認知記憶

力を評価する試験として汎用されている 76, 77 (Fig. 24)． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

はじめ 5 日間はトレーニングとして，最大 60 秒間泳がせ，設置したプラットフォームへとたどり

着くまでの時間を評価したところ，生理食塩水処置した野生型マウス (n=5)，生理食塩水処置した

APdE9 マウス (n=5) および 28 を処置した APdE9 マウス (n=4) の 3 群間で差は確認されなかった 

(Table 15A, Fig. 25A)． 

トレーニング後のプローブテストでは，プラットフォームを撤去した状態で 60 秒間泳がせ，プラ

ットフォームのあった場所を横切った回数を評価したところ，生理食塩水処置した APdE9 マウスで

は平均1.2回， 28を処置したAPdE9マウスで2.3回と成績の上昇傾向を確認した (p=0.08) (Table 15B，

Fig. 25B)．このように，28 にAPdE9マウスの空間認知記憶力を改善させる傾向を見出した．なお，

これまでの報告では生理食塩水投与APdE9マウス群で平均約1回，ドネペジル (1 mg/kg) 投与APdE9

マウス群で約 2.7 回逃避台のあった場所を横切った 78 とあり，28 投与ではドネペジルより緩徐では

あるものの記憶力改善作用が期待できた． 

新奇物体認識試験およびモーリス水迷路試験の結果から，28 はマウス脳内で作用し，認知記憶力

を向上させる可能性が考えられた． 

 

  

Fig. 24 モーリス水迷路の実験方法 

トレーニングでは，逃避台であるプラットフォームおよびプールの壁

面に目印を設置したプールにマウスを 1 分間泳がせる試行を 1 日に 4

回開始位置を変えて行い，たどり着くまでの時間を評価した．プローブ

テストでは，プラットフォームを撤去して 1分間泳がせ，プラットフォ

ームの設置していた場所を横切った回数を評価した． 
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Table 15 化合物 28の空間認知記憶力への作用 

A. トレーニング 

  プラットフォームにたどり着くまでの時間 (秒) 

  Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 

生理食塩水 (野生型) 48.8 ± 4.1 23.2 ± 4.3 34.4 ± 4.7 34.1 ± 5.3 29.6 ± 5.1 

生理食塩水 (APdE9) 58.5 ± 1.4 45.0 ± 4.2 43.6 ± 4.8 33.7 ± 5.3 37.1 ± 4.5 

28 (APdE9) 53.1 ± 3.3 48.6 ± 4.1 41.3 ± 4.7 48.3 ± 4.5 37.6 ± 5.2 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4−5) で示している． 

APdE9: APPswe/PS1dE9 

 

 

B. プローブテスト 

  プラットフォームのあった場所を横切った回数 (回) 

生理食塩水 (野生型) 2.2 ± 1.1 

生理食塩水 (APdE9) 1.2 ±1.5 

28 (APdE9) 2.3 ± 0.5 

数値は，平均値 ± 標準誤差 (n=4−5) で示している． 

APdE9: APPswe/PS1dE9 
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Fig. 25 化合物 28の空間認知記憶力への作用 

グラフは，平均値 ± 標準誤差 (n=4−5) で示している．30日間被験物質を投与し，新奇

物体認識試験後にモーリス水迷路試験を実施した．A. 1−5日目のトレーニングでは，マ

ウスを逃避台であるプラットフォームへたどり着くまで最大 60 秒間泳がせ，スタート

位置を変えながら 1日 4回試行を行い到達時間の平均値を算出した (n=4−5)．B. 6日目

のプローブテストでは，プラットフォームを撤去してマウスを 60 秒間泳がせ，プラッ

トフォームの置いてあった場所を横切った回数の平均値を算出したところ生理食塩水

処置 APdE9 マウス群と比べて 28 処置野生型マウス群で成績の向上傾向が見られた 

(p=0.08)．APdE9: APPswe/PS1dE9. 

[J. Nat. Med. (2020), Fig. 4より一部改変して引用] 
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第四項 カルバゾール誘導体のマウス海馬歯状回への影響 

 

本研究では，遺伝子的に Aβ 沈着しやすいとされるアルツハイマー病モデルマウス APdE9 マウス

を用いたことから，APdE9 マウスのAβ 沈着の確認と化合物 28 が与えた影響について検討した．な

お，細胞の核を青色 (Hoechst 33342) で，Alexa Fluor 488にて緑色でAβを染色した．結果として，生

理食塩水処置APdE9マウスでは，Aβが海馬歯状回周辺へ沈着していることを確認し (Fig. 26A)，化

合物 28 処置群でも同程度の沈着が見られた (Fig. 26B) ことから，化合物 28 は APdE9 マウスの Aβ

沈着には影響を与えないことが示唆された． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A. 生理食塩水処置APdE9マウス 

B. 化合物 28処置APdE9マウス 

Fig. 26 APdE9マウスの海馬歯状回のAβ沈着 

30日間被験物質を投与し，新奇物体認識試験およびモーリス水迷路試

験実施 1日後のA. 生理食塩水処置，B. 28処置したAPdE9マウス海

馬歯状回のAβ．青: 細胞核 (Hoechst33342)，緑: Aβ (Alexa Fluor 488)，

APdE9: APPswe/PS1dE9. 
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続いて，化合物 28の神経新生作用を検討するため，前節で in vivo試験を行ったマウスの海馬歯状

回における神経新生マーカーであるダブルコルチン (doublecortin，DCX) の発現を確認した． 

DCX は微小管結合タンパク質のひとつで，微小管の安定化，束状化および形成促進に関わってい

ることが報告 79 されており，未成熟神経マーカーとして用いられる 80．神経新生が活発に起こること

が報告されている海馬歯状回では，顆粒層と歯状回門の境界領域である顆粒細胞層下帯で増殖したニ

ューロン前駆体が新たなニューロンへと分化し，顆粒細胞層へと組み込まれる 81． 

海馬歯状回の神経新生において，ニューロンへの分化過程は形態学的特徴や発現分子の違いによっ

てType1，Type2 およびType3 に分類されており，Type1 は，アストロサイトマーカーであるグリア

線維性酸性タンパク質 (glial fibrillary acidic protein，GFAP) 陽性の放射状の突起をもつ細胞で放射状グ

リア様細胞と呼ばれており，分裂能が低く幹細胞に近い細胞で，放射状グリアのマーカーである brain 

lipid-binding protein (BLBP)，幹細胞マーカーである nestinおよび sex determining region Y-box 2 (Sox2) 

を発現している．Type2 は高い分裂能を持つ神経細胞前駆細胞であり，GFAP は陰性で，BLBP およ

びSox2を発現するが，DCXおよびポリシアル酸化神経細胞接着分子 (polysialylated form of neural cell 

adhesion molecule，PSA-NCAM) を発現し始める．Type2 は更に前期 (Type2a) と後期 (Type2b) に分

けられ，2a型は nestinを発現し，2b型は，neurogenic differentiation1 (NeuroD) および prospero homeobox 

protein 1 (Prox1) を発現する．3型細胞はゆるやかな増殖能を持ち，神経芽細胞として顆粒細胞層へと

移動し，分裂活性を失った未成熟ニューロンに移行する細胞であり，幹細胞マーカーを発現せず，ニ

ューロンマーカーであるDCX，PSA-NCAM，NeuroDおよびProx1を発現する 82 (Fig. 27)． 
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Fig. 27 ニューロンへの分化過程の概略図 

GFAP: glial fibrillary acidic protein, BLBP: brain lipid-binding protein, Sox2: sry-

related HMG box transcription factor 2, PSA-NCAM: polysialylated form of neural 

cell adhesion molecule, Prox1: prospero homeobox protein 1, DCX: doublecortin 

 

 

 

本研究では，分化段階である Type2 から未成熟ニューロンに至るまでの期間で陽性となることか

ら，新生のマーカーとして汎用されているDCXの発現を検討した．なお，細胞の核をHoechst 33342 

(青色) で， DCXをAlexa Fluor 488で標識した抗体 (緑色) で染色した． 

生理食塩水処置群APdE9マウス (Fig. 28A) に比較して化合物 28処置群では，より多くのDCX陽

性細胞が観察された (Fig. 28B)．このことから，化合物 28は海馬歯状回において神経幹細胞からニュ

ーロンへの分化および成熟を促進した可能性がある． 
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20 μm 

A. 生理食塩水処置APdE9マウス 

B. 化合物 28処置APdE9マウス 

20 μm 

Fig. 28 APdE9マウスの海馬歯状回のDCX陽性細胞 

30日間被験物質を投与し，新奇物体認識試験およびモーリス水迷路試験実施

1日後A. 生理食塩水処置，B. 28処置したAPdE9マウス海馬歯状回のDCX．

青: 細胞核 (Hoechst33342)，緑: DCX (Alexa Fluor 488) 

APdE9: APPswe/PS1dE9. 
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第三節 カルバゾール誘導体のヒト iPS細胞由来神経細胞に対する成熟促進作用 

 

ヒト人工多能性幹 (induced pluripotent stem，iPS) 細胞は，2007年に作製された様々な組織や臓器の

細胞に分化する能力と無限に増殖する能力をもつ細胞である 83．iPS 細胞は再生医療および新薬開発

などに活用できると考えられており，また，iPS 細胞は体細胞から作製できることから，胚盤胞から

作製される胚性幹 (embryonic stem，ES) 細胞と比べて，倫理的問題を解決できるという点で利用しや

すく，世界中で盛んに研究が行われている． 

本研究では，過去の報告を参考にしてヒト iPS細胞を大脳皮質神経細胞へと分化 84 させ，その過程

で 28を作用させ，神経成熟に及ぼす影響を検討した． 

分化能を有する iPS細胞から神経細胞へと分化させる過程において，神経細胞になる運命が決定し

た神経幹細胞ではSOX2陽性になる 85．未成熟神経細胞ではDCXおよびチューブリン β III (tubulin β 

III，TUBB3) 86 が陽性となり，成熟するとDCXは陰性となり，MAP287 が陽性となる (Fig. 29)． 

iPS細胞を大脳皮質の神経細胞へと分化させる過程では，paired box protein 6 (PAX6) や forkhead box 

protein G1 (FOXG1) が陽性となることが報告されている (Fig. 29)．発生過程において外胚葉から神経

板が形成され，内側に陥入し左右が癒着することで神経管が形成される．神経管の前方で三カ所が膨

らみ，前脳胞，中脳胞，菱脳胞とそれに続く神経管が構成された後，前脳胞は終脳と間脳胞へ，菱脳

胞は後脳胞と髄脳胞へ分かれ，神経管は脊髄になる 88．胚形成の際，最終的に大脳を形成する終脳で

PAX6陽性となり，FOXG1は終脳前駆細胞で高頻度陽性となる 84． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 29 iPS細胞から大脳皮質神経への分化・成熟における発現マーカー 

iPS細胞: induced pluripotent stem cell, SOX2: sex determining region Y-box 2, DCX: 

doublecortin, TUBB3: tubulin β III, MAP2: microtubule associated protein 2, PAX6: paired 

box protein 6, FOXG1: forkhead box protein G1 

 

 Fig. 28 APdE9マウスの海馬歯状回のDCX陽性細胞 30日間被験物質を投与し，新奇物体認識試験およびモーリス水迷路試験実施1日後A. 生理食塩水処置，B. 28処置したAPdE9マウス海馬歯状回のDCX．青: 細胞核 (Hoechst33342)，緑: DCX (Alexa Fluor 488) 
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陽性比較対照 (positive control，P/C) は 10 μM N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine-t-

butylester (DAPT)，5 μM SU5402および1 μM PD035901とともに培養し，陰性比較対照 (negative control，

N/C) は培養液のみで培養した．未成熟神経細胞で発現する TUBBとDCXのmRNA発現量の変化を

検討したところ，28は各mRNA発現量を増加させる傾向が観察された (Table 16, Fig. 30B)．この結果

は，試行回数が 1回であるが，28は神経成熟促進作用をもつ可能性が考えられた． 

 

Table 16 化合物 28のヒト iPS細胞由来大脳皮質神経細胞に対する各mRNA発現量への影響 

  GAPDH mRNAに対する相対発現量 

  N/C P/C 0.1 μM 1 μM 10 μM 

TUBB3 1.00 1.68 0.89 1.07 1.43 

DCX 1.02 1.52 0.72 1.24 1.68 

n=1 
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Fig. 30 化合物 28のヒト iPS細胞由来大脳皮質神経細胞に対する各mRNA発現量への影響 

P/C (positive control) は 10 μM N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine-t-butylester 

(DAPT)，5 μM SU5402および 1 μM PD035901とともに培養，N/C (negative control) は培養液の

みで培養．TUBB3: tubulin beta III, DCX: doublecortin 

[J. Nat. Med. (2020), Fig. S1より一部改変して引用] 
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考察 

 

まず初めに in vitro BBBモデルを用いてMeOH抽出エキスにBBB透過性を有する神経様突起伸展

促進作用をもつ成分が含有されることを確認した．各単離化合物について検討を行ったところ，

murrayamine-E (18) に有意な神経様突起伸展促進作用を見出し，複素環の窒素原子へ官能基が結合し

ていることが作用発現と関係している可能性が考えられた．次に，4種のカルバゾール誘導体を合成

し神経様突起伸展促進作用の検討を行ったところ，9-benzyl-9H-carbazole (26) に作用が見られず，9-

benzyl-9H-carbazol-4-ol (28) に促進傾向を確認したことから，4位の水酸基が作用発現に重要であるこ

とが示唆された． 

 加えて，野生型およびAPdE9マウスを用いて新奇物体探索試験およびモーリス水迷路試験を行い，

28 の認知記憶力改善作用を検討した．げっ歯類が新奇性の高い物体を好む性質を利用し，視覚的認

知記憶力を評価する新奇物体探索試験では，28 処置群は生理食塩水処置群に比べて新奇物体への興

味の増加傾向が観察された．空間認知記憶力を評価できるモーリス水迷路試験では，5日間のトレー

ニングではプール内に設置したプラットフォームへ到達するまでの時間を 1 日に 1 匹あたり 4 回ず

つ測定し，各群での平均値を算出し，空間学習能力を評価した．トレーニングにおいてプラットフォ

ームへの到達時間は日を追う毎に短縮したが，Day 2において生理食塩水処置野生型群で短縮が見ら

れたものの，Day 5では各群間で統計学的有意な差は見られなかった．6日目のプローブテストでは，

プラットフォームを撤去しマウスを泳がせ 60 秒間のうちにプラットフォームの置かれていた場所を

横切った回数の平均値を各群で算出し，空間記憶能力を評価した．プローブテストでは，28処置群で

生理食塩水処置群と比較して回数の増加が見られたことから，28 が空間記憶能力の向上させる傾向

をもつことが示唆された 89． 

マウス脳海馬歯状回の新生神経マーカーDCX について組織免疫染色法を用いて検討したところ，

DCX陽性細胞が 28処置群で増加している個体では確認された． 

物事を記憶する際，はじめは海馬に蓄えられ，神経新生の働きにより大脳皮質へと送られることで

次々と新しいことを覚えることができると報告されている 90．このように，神経新生の促進は記憶力

の改善へ繋がる可能性がある．したがって，28 の投与により視覚的認知記憶力および空間認知記憶

力の改善傾向および海馬歯状回でのDCX陽性細胞の増加を見出したことから，神経新生を促進する

ことによる認知記憶力改善作用をもつ可能性が示唆された． 

よりヒトの生体に近い条件での検討を行うため，ヒト iPS細胞を用いて大脳皮質神経へと分化誘導

を行い，神経様突起伸展促進作用を見出した化合物が神経成熟に与える影響を検討した．化合物 28

は，神経細胞への成熟過程のうち神経前駆細胞から未成熟神経となる際に陽性となる TUBB3 および

DCX mRNA発現量の増加傾向をもつことを確認した． 

 カルバゾールの一部構造であるインドリン誘導体 (Fig. 31) は，ニューロス

フェアの形成作用および BBB 透過性をもつことが報告されている 91．これ

は本研究の結果と一部一致しており，BBB透過にはインドリン構造が必要で

あると考えられた． 

Fig. 31 インドリンの

化学構造 
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本研究では，海馬歯状回における神経新生促進作用および大脳皮質由来神経細胞における神経成熟

促進作用を検討したが，海馬歯状回では脱成熟が起こることが報告 92 されている．脱成熟とは成熟顆

粒細胞の表現型が未成熟状態に変化することで，すなわちシナプスの幼若化であり，抗うつ薬投与な

どによって起こる．抗うつ薬の慢性投与によって成体神経新生が促進されることが報告 93 されてお

り，抗うつ作用の細胞基盤に関する有力な仮説とされていたが，ヒト歯状回の神経新生を起こす細胞

は全体の約 0.1%で，抗うつ薬投与により約 0.2%と2倍になる程度 94 で，これがヒトの機能へと影響

を及ぼす可能性は不明であった．そこで，SSRI のひとつであるフルオキセチン投与によって脱成熟

が起こることが報告されたことから，抗うつ薬の作用機序に関する新仮説として海馬歯状回における

脱成熟が提唱された．また，脱成熟と神経新生は歯状回で同時に起こっており，両者に相関があるこ

とが報告 95 されている． 

エピソード記憶の想起の際にも同様の現象が観察されており，初期には想起に海馬が必要だが，次

第に大脳皮質の前頭前皮質へと移っていく．この時，海馬の記憶を担うエングラム細胞は時間の経過

に従って脱成熟し，前頭前皮質のエングラム細胞は成熟する． 

このようにものごとを覚える際には，海馬における神経新生と大脳皮質における神経成熟を促進す

る必要がある．本研究で見出した神経様突起促進作用をもち，神経新生促進作用および神経成熟促進

作用を有し，認知機能を改善する 28 は，アルツハイマー型認知症治療薬のシード化合物として有望

であると考えられる． 
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小括 

 

第二章では，カルバゾール型アルカロイドを特徴成分として含有するオオバゲッキツ葉部およびカ

ルバゾール誘導体について，神経様突起伸展促進作用の検討を行った． 

第一節では，MeOH抽出エキスにはBBB透過性を有し神経様突起伸展に対する促進傾向を示す成

分が含有されることを確認した後，含有カルバゾール型アルカロイドと本研究室にて合成したカルバ

ゾール誘導体について神経様突起伸展促進作用を検討した．オオバゲッキツに含有される

murrayamine-E (18) に有意な神経様突起伸展促進作用，カルバゾール誘導体である 9-benzyl-9H-

carbazol-4-ol (28) に促進傾向を見出した． 

第二節では，前節で神経様突起伸展促進作用の確認された化合物の認知記憶力改善作用を評価する

ため，合成によって量的な確保が可能であった 28 について野生型およびアルツハイマー型認知症モ

デルAPdE9マウスを用いて，新奇物体認識試験およびモーリス水迷路試験を行った．化合物 28処置

APdE9マウス群は生理食塩水処置APdE9マウス群と比較して認知記憶力の改善傾向を示した．マウ

ス脳薄切切片を作製し，組織免疫染色法を用いて脳内での 28 の作用を検討したところ，28 処置は

APdE9 マウス脳内の Aβ 沈着には影響を及ぼさなかったが，DCX 陽性細胞数を増加させる可能性が

あると考えられた． 

 第三節において，28がヒト iPS細胞由来神経細胞の成熟促進に与える作用について検討した．ヒト

iPS細胞を大脳皮質神経へと分化誘導し，その過程に28が与える作用について検討したところ，未成

熟神経マーカーである DCX および TUBB3 の mRNA 発現量が増加傾向にあったことから 28 には神

経成熟を促進する可能性が示唆された． 
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結論 

 

本研究は，高齢化に伴い患者数の増加しているアルツハイマー型認知症に対して，神経新生促進と

いう新たな作用機序をもつ新たな治療薬のシード化合物探索を目的として研究を行った．中枢神経系

用薬として有望であると考えられるアルカロイドに着目し，特にアポルフィン型アルカロイドおよび

カルバゾール型アルカロイドについて，ハス花部，オオバゲッキツ葉部含有アルカロイドおよびその

誘導体の神経様突起伸展促進作用を検討した． 

第一章では，ハス花部より単離されたアポルフィン型アルカロイドである N-methylasimilobine (4) 

および asimilobine (5) に神経様突起伸展促進作用および血液脳関門透過性を見出した． 

第二章では，合成したカルバゾール誘導体 9-benzyl-9H-carbazol-4-ol (28) に神経様突起伸展促進作

用および認知記憶力の改善傾向を見出し，これらの化合物をアルツハイマー型認知症治療薬シード化

合物として提案することができた． 

本研究では，中枢神経系用薬の大きな課題である血液脳関門透過性について予め検討した後に神経

様突起伸展促進作用を明らかにし，詳細な研究を行うことで，従来の研究の課題であった脳への移行

性と作用の観点から有望な物質を見出した． 
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実験の部 

 

 LC-MSについて，高速液体クロマトグラフはNexera UHPCシステムを，トリプル四重極型質量分

析計はShimadzu LCMS-8040を用いて測定した．Nexera UHPCシステムについて，システムコントロ

ーラーはShimadzu CBM-20Aを，ポンプはShimadzu LC-20Aを，紫外可視分光光度計検出器 (UV) は

Shimadzu SPD-20Aを，オートサンプラーはShimadzu SIL-20ACを，カラムヒーターはShimadzu CTO-

20ACを，デガッサーはShimadzu SGU-20A3Rを用いた． 

トリプル四重極型質量分析計Shimadzu LCMS-8040，Nexera UHPCシステムのシステムコントロー

ラーShimadzu CBM-20A，ポンプShimadzu LC-20A，紫外可視分光光度計検出器 (UV) Shimadzu SPD-

20A，オートサンプラーShimadzu SIL-20AC，カラムヒーターShimadzu CTO-20ACおよびデガッサー

Shimadzu SGU-20A3Rは株式会社 島津製作所 (京都) より購入した． 

水素核磁気共鳴スペクトル (1H Nuclear Magnetic Resonance，1H NMR)，炭素核磁気共鳴スペクトル 

(13C Nuclear Magnetic Resonance，13C NMR) は，JEOL JNM-ECS400 (400 MHz)  (日本電子株式会社，

東京) を用いて測定した． 

カラムクロマトグラフィーの吸着剤は，順相系はシリカゲル Silica Gel BW-200 (Fuji Silysia Chemical, 

150-350 mesh) を用いた． 

薄層クロマトグラフィーには，silica gel 60F254 (Merck KGaA，Darmstdt，Germany，順相) を使用し，

スポットの検出はUV (254，365 nm)，ニンヒドリンスプレーおよび 1% Ce(SO4)2/ 10% H2SO4水溶液，

N, N-dimethyl-1,4-phenylenediammonium dichlorideを噴射し，加熱時の呈色により行った． 

 

細胞培養は，MCO-18AIC (パナソニック株式会社，大阪) CO2インキュベーターを使用し，37℃，

5%CO2存在下で行った． 

 

ウシ胎児血清 (fetal bovine serum，FBS)，ウマ血清 (horse serum，HS)，Pure Link TM RNA Mini Kit，

Essential 8 medium，Neurobasal medium，Glasgow minimum essential medium，B27 minus vitamin A，

GlutaMAX，15% knockout serum replacement，Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG抗体，6-well multiplate，

12-well multiplate，48-well multiplateはThermo Fisher Scientific (Waltham, MA, USA) から購入した． 

Y27632，LDN193189，XAV939，N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-alanyl]-S-phenylglycine-t-butylester 

(DAPT)，SU5402，PD035901は，Selleck Chemicals (Houston, TX, USA) より購入した． 

Rever Tra AceⓇ qPCR RT KitおよびTHUNDERBIRDTM SYBRⓇ qPCR Mixは東洋紡 (大阪) より購入

した． 

Collagen type-I-coated 6および 24 well multiplateはAGC 株式会社 (静岡) より購入した． 

0.45 μmコスモナイスフィルター，Cosmosil πNAP column，Cosmosil MS-II columnおよびパラホルム

アルデヒドは，ナカライテスク株式会社 (京都) より購入した． 

その他の試薬は富士フイルム和光純薬株式会社 (大阪) より購入した． 
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第一章の実験 

 

第一節および第二節の実験 

 

植物抽出エキス，各種画分および単離化合物 

本研究に使用した抽出エキスおよび各種画分は，著者の所属している研究室で保有している植物エ

キスライブラリーの中から，単離化合物は化合物ライブラリー41 の中から用いた． 

すなわち，ハス (Nelumbo nucifera) の乾燥花 (1.0 kg) をMeOHで熱時 (80℃) 抽出後，溶媒を減圧

留去し，MeOH抽出エキス (155.0 g，収率 15.5%) を得た．得られたMeOH抽出エキスのうち 145.0 g

を，EtOAc と H2O で分配抽出後，H2O 可溶性画分を n-ブタノール (n-butanol，n-BuOH) で分配抽出

し，EtOAc可溶性画分 (31.2 g，3.1%)，n-BuOH可溶性画分 (41.0 g，4.1%)，およびH2O可溶性画分 

(72.8g，7.3%) を得た．得られたEtOAc可溶性画分 (31.2 g) および n-BuOH可溶性画分 (40.0 g) を順

相シリカゲルカラムクロマトグラフィー，逆相 ODS カラムクロマトグラフィーおよび高速液体クロ

マトグラフィー (high performance liquid chromatography，HPLC) を用いて繰り返し分離精製すること

により，既知アポルフィン型アルカロイドを単離し，同定した 41． 

 

 

細胞培養 

ラット副腎髄質褐色細胞腫PC-12 (JCRB0733) は JCRB細胞バンクより分譲された．10%FBS，5%HS，

4 mM L-グルタミン，100 units/mL ペニシリン，100 μg/mL ストレプトマイシン含有 Roswell Park 

Memorial Institute media (RPMI-1640) 培地 (Merck KGaA) で培養 (5% CO2，37℃) した． 

 

 

PC-12細胞の神経様突起伸展促進作用 

 PC-12細胞 1.0×105 cells/400 μL/wellをCollagen Type I coated Microplate 24 wellに播種し，24時間培

養後，被験物質およびNGF (Rat beta-NGF Mab，終濃度 1 ng/mL，50 ng/mL) (R&D SYSTEMS, Inc.， 

Minneapolis，MN，USA) を添加した．48時間培養後，写真撮影を行い (オリンパス株式会社，東京)，

全細胞数および細胞の直径以上の突起伸展を認めた細胞を陽性と判断し，その数をカウントし，割合

を陽性率として算出した．なお，同様の操作を 4回行い，その合計を算出した．比較対照 (control) 群

は毎回試験を行った． 

 

陽性率 (%) = (突起伸展を示した細胞数 / 全細胞数) ×100 

 

被験物質はジメチルスルホキシド (dimethyl sulfoxide，DMSO，東京化成工業株式会社，東京) に溶

解し，培養液に添加した (DMSO 終濃度 0.1%)．陽性比較対照物質としてドネペジル (東京化成工業

株式会社) を用いた．  
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In vitro BBBモデルを用いたBBB透過性成分の神経様突起伸展促進作用 

BBB kit TM (RBT-24H, ファーマコセル株式会社，長崎) を in vitro BBBモデルとして用い，手順書通

りに実験を行った．すなわち，加温した専用培養液を解凍したキットに入れ，37℃，5% CO2存在下

で培養し，1 時間後および 1 日後に同じように培養液を交換した．4 日間培養後，PC-12 細胞の培養

液を入れた 24 wellプレート内へインサートを移動し，被験物質を添加した．1時間培養後，プレート

のウェル内へと透過した培養液を採取し，24 時間 PC-12 細胞を培養したプレートに NGF (終濃度 1 

ng/mL，50 ng/mL) とともに付して神経様突起伸展促進作用を検討した．被験物質はDMSOに溶解し，

培養液に添加した (DMSO終濃度 0.1%)．  
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第三節の実験 

 

mRNA発現量 

PC-12細胞 5.0×105 cells/2 mL/wellをCollagen Type I coated Microplate 6 wellに播種し，24時間培養

後，被験物質およびNGF (Rat beta-NGF Mab，終濃度1 ng/mL，50 ng/mL) 添加した．48時間培養後，

Pure Link TM RNA Mini Kitを用いて全RNAを抽出した．その後，50 ngの全RNAからRever Tea AceⓇ

を用いて cDNA を合成した．各プライマーおよび THUNDERBIRDTM SYBRⓇ qPCR Mix を添加し，

LightCyclerⓇ Nano (ロシュ・ダイアグノティクス株式会社，東京) を用いてPCR反応を行った．変性 

(95℃，2分) の後，変性 (95℃，30秒)，アニーリング (58℃，30秒)，伸長を40サイクル行った． 

各遺伝子産物量はβ-actin mRNAを基準とし，比較Ct法によって相対量で評価を行った．すなわち，

β-actin mRNA の Ct とターゲット遺伝子 TrkA，Vav3 および Rac1 までの Ct との差を求め，この値を

ΔCt とし，比較対照 (control) 群とサンプル処理群のΔCt 値の差 ΔΔCt 値から相対発現量を 2ΔΔCtとし

て算出した． 

 

各プライマーの配列 

TrkA Forward 5′-GTCTGGTGGGTCAGGGACTA-3′  

Reverse 5′-GGGTTGCTTTCCATAGGTGA-3′ 

Vav3 Forward 5′-CAACCTGAGACCCCAGATGT-3′ 

Reverse 5′-TCGGGATAGGCGAGATAATG-3′ 

Rac1 Forward 5′-TCATCCTAGTGGGGACGAAG-3′ 

Reverse 5′-CAGCAGGCATTTTCTCTTCC-3′ 

β-actin Forward 5′-GGGAAATCGTGCGTGACAT-3′ 

Reverse 5′-CAGGAGGAGCAATGATCTC-3′ 
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第四節の実験 

 

BBB透過性試験 

In vitro BBBモデルであるBBB kit TM (RBT-24H) を用いて，手順書に従って行った．すなわち，加

温した専用培養液を解凍したキットに入れ，37℃，5% CO2存在下で培養し，1 時間後および 1 日後

に同じように培養液を交換した．4日間培養後，培養液を入れた 24 wellプレート内へインサートを移

動し，被験物質を添加した．1 時間培養後，プレートのウェル内へと透過した培養液を採取し，LC-

MSにて分析を行った．培養液には 1% HEPES，0.45% D-グルコース含有リンゲル液を用いた． 

 

 

サンプル調整 

被験物質 

透過前の 50 μLおよび透過液 1 mLをエバポレーターにて減圧留去し，アセトニトリル 2 mLに溶

解した後，0.45 μmコスモナイスフィルターを用いて濾過して調整した． 

 

陽性比較対照 (カフェイン) 

透過前の溶液 50 μLをエバポレーターにて減圧留去し，MeOH 1 mLに溶解した．透過液 0.8 mLを

エバポレーターにて減圧留去し，MeOH 0.2 mLに溶解した．その後，0.45 μmコスモナイスフィルタ

ーを用いて濾過して調整した． 

  



54 

 

分析条件 

被験物質 

LCはNexera UHPLCを用いた． 

カラム   Cosmosil πNAP column (粒子径 5 μm，2.0 mm id × 150 mm) 

カラム温度  40℃ 

移動相   Acetonitrile (A), 0.2% acetic acid含有H2O (B) 

    0 min   5% A, 95% B 

    20 min  18% A, 82% B 

    50 min  50% A, 50% B 

流速   0.2 mL/min 

波長   260 nm 

注入量   2.0 μL 

 

MSはLCMS-8040にて選択イオンモニタリングを行った． 

m/z   282, 268, 312 [M+H]＋ 

ネブライザー流速  3 L/min 

乾燥ガス流速  15 L/min 

脱溶媒和ライン温度 250℃ 

ヒートブロック温度 400℃ 

 

陽性比較対照薬 (カフェイン) 

LCはNexera UHPLCを用いた． 

カラム   Cosmosil MS-II column (粒子径 5 μm，2.0 mm id × 150 mm) 

カラム温度  40℃ 

移動相   20% methanol, 80% H2O pH 3.0 adjusted by formic acid 

流速   0.2 mL/min 

波長   278 nm 

注入量   2.0 μL 

 

MSはLCMS-8040にて選択イオン検出を行った． 

m/z   195 [M+H]＋ 

ネブライザー流速  3 L/min 

乾燥ガス流速  15 L/min 

脱溶媒和ライン温度 250℃ 

ヒートブロック温度 400℃ 
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第一節から第四節の統計処理 

 

PC-12細胞の神経様突起伸展促進作用の統計学的解析はKruskal-Wallis検定を用い，検定にはFisher

の正確確率検定を用いて比較対照 (control) 群と被験物質処理群での比較を行った．P 値が 0.05 以下

を統計学的に有意であると判定した． 

 mRNA発現量の統計学的解析は一元配置分散分析法を用い，検定にはDunnett検定を用いて比較対

照 (control) 群と被験物質処置群での比較を行った．P 値が 0.05 以下を統計学的に有意であると判定

した(n=4)． 
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第二章の実験 

 

第一節の実験 

 

植物抽出エキス，各種画分および単離化合物 

本研究に使用した抽出エキスおよび各種画分は，著者の所属している研究室で保有している植物エ

キスライブラリーの中から，単離化合物は化合物ライブラリー47 の中から用いた． 

 すなわち，オオバゲッキツ (Murraya koenigii) の乾燥葉 (3.0 kg)をMeOHで熱時抽出後，溶媒を減

圧留去し，MeOH抽出エキス (290.6 g, 収率 9.7 %) を得た．得られたMeOH抽出エキスのうち 269.3 

g を，EtOAc と H2O で分配抽出後，H2O 可溶性画分を n-BuOH で分配抽出し，EtOAc 可溶性画分 

(174.0 g, 6.3 %)，n-BuOH可溶性画分 (20.1 g, 0.7 %)，H2O可溶性画分 (79.6 g, 2.7 %) を得た．得られ

たEtOAc可溶性画分 (153.6 g) を順相シリカゲル，逆相ODS カラムクロマトグラフィーおよびHPLC

を用いて繰り返し分離精製し，既知カルバゾール型アルカロイドを単離，同定した．既知カルバゾー

ル型アルカロイドについては，MSおよびNMRなどのスペクトルデータおよび旋光度を標品のデー

タと直接または文献値と比較することにより同定した．但し，これらの単離成分の収率はオオバゲッ

キツ葉部 (乾燥品) からの単離収率である 47． 

 

 

PC-12細胞の神経様突起伸展促進作用 

 PC-12細胞 1.0×105 cells/400 μL/wellをCollagen Type I coated Microplate 24 wellに播種し，24時間培

養後，被験物質およびNGF (Rat beta-NGF Mab，終濃度 2 ng/mL，50 ng/mL) を添加した．48時間培養

後，写真撮影を行い，全細胞数および細胞の直径以上の突起伸展を認めた細胞を陽性と判断し，その

数をカウントし，割合を陽性率として算出した．なお，同様の操作を 4回行い，その合計を算出した．

比較対照 (control) 群は毎回試験を行った． 

 

陽性率 (%) = (突起伸展を示した細胞数 / 全細胞数) ×100 

 

被験物質はDMSOに溶解し，培養液に添加した (DMSO終濃度 0.1%)．比較対照物質としてドネペ

ジルを用いた． 
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In vitro BBBモデルを用いたBBB透過性成分の神経様突起伸展促進作用 

BBB kit TM (RBT-24H) を in vitro BBBモデルとして用い，手順書通りに実験を行った．すなわち，

加温した専用培養液を解凍したキットに入れ，37℃，5% CO2存在下で培養し，1 時間後および 1 日

後に同じように培養液を交換した．4日間培養後，PC-12細胞の培養液を入れた 24 wellプレート内へ

インサートを移動し，被験物質を添加した．1時間培養後，プレートのウェル内へと透過した培養液

を採取し，24時間PC-12細胞を培養したプレートにNGF (終濃度 1 ng/mL，50 ng/mL) とともに付し

て神経様突起伸展促進作用を検討した．被験物質はDMSO に溶解し，培養液に添加した (DMSO 終

濃度 0.1%)． 

 

 

化合物 23および 25の合成 

既報 94 に従い合成した．すなわち，carbazole (20, 167 mg, 1 mmol) のDMSO溶液に，水酸化カリウ

ム (KOH, 112 mg, 2 mmol) を加え，室温で 20分間撹拌した．次に，1-bromo-3-methylbut-2-ene (0.23 mL, 

2 mmol) を本溶液に加え，超音波で 30 分間反応させた．その後，反応物に水 (25 mL) を加えた後，

酢酸エチルを用いて抽出した． 酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウム (Na2SO4) で乾燥し減圧下溶媒

を留去した．得られた粗生成物を，シリカゲルカラムクロマトグラフィー (1-hexane : EtOAc = 20 : 1) 

にて精製し，目的化合物 9-(3,3-dimethylallyl)carbazole97 (23, 145 mg, 62%) へと導いた． 

 

化合物 22 (100 mg, 0.34 mmol) の THF (テトラヒドロフラン) 溶液 (3 mL) に，水素化ナトリウム 

(NaH 60% oil, 20 mg, 0.51 mmol) を加え，窒素気流下，0 ℃にて 30分間撹拌した．次に，1-bromo-3-

methylbut-2-ene (0.10 mL, 0.51 mmol) を本溶液に加え，室温で 1時間反応させた．その後，反応物に飽

和塩化ナトリウム水溶液を加えた後，酢酸エチルを用いて抽出した．得られた酢酸エチル層を，さら

に水を用いて洗浄した．次に，酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウム (Na2SO4) で乾燥し減圧下溶媒を

留去した．得られた粗生成物を，シリカゲルカラムクロマトグラフィー (1-hexane : EtOAc = 30 : 1) に

て精製し，化合物 24 (49 mg, 40%) を得た．得られた24 (49 mg, 0.13 mmol) のTHF 溶液 (3 mL) に，

テトラブチルアンモニウムフルオライド (TBAF in 1mol/L in THF, 0.5 mL, 0.5 mmol) を加え，窒素気流

下，室温にて 30分間撹拌した．その後，反応物に水 (20 mL) を加えた後，酢酸エチルを用いて抽出

した． 酢酸エチル層を無水硫酸ナトリウム (Na2SO4) で乾燥し減圧下溶媒を留去した．得られた粗生

成物を，シリカゲルカラムクロマトグラフィー (n-hexane : EtOAc = 10 : 1) にて精製し，目的化合物 9-

(3-methyl-2-buten-1-yl)-9H-carbazol-4-ol98 (25, 33 mg, 100%) へと導いた． 
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化合物 26および 28の合成 

4-hydroxycarbazole (21, 200 mg, 1.09 mmol) のDMF (N,N-dimethylformamide, 5.0 mL) 溶液に imidazole 

(187 mg, 2.75 mmol) およびTBSCl (tert-butyldimethylchlorosilane, 414 mg, 2.75 mmol) を加え，12時間室

温にて窒素気流下で撹拌した．反応混合物に水を加え，酢酸エチルで 3回分液操作を行った．得られ

た酢酸エチル層を硫酸ナトリウム (Na2SO4) を用いて乾燥させた．次にその溶液を濾過し，溶媒を減

圧下留去した．残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー [n-hexane-EtOAc (5:1, v/v)] を用いて

精製し，4-[(tert-butyldimethylsilyl)-oxy]-9H-carbazole (22, 325 mg, quant.) を得た．次に，22 (100 mg, 0.34 

mmol) をTHF (4.0 mL) に溶解させ，水素化ナトリウム (60% oil，20 mg, 0.51 mmol) を加え，0℃にて

窒素気流下 30分間撹拌した．その後，benzyl bromide (0.06 mL, 0.51 mmol) を反応溶液に加え，さらに

2 時間室温にて撹拌した．氷冷下，反応混合物に水を加え，4 回酢酸エチルにて分液操作を行った． 

Na2SO4を用いて酢酸エチル層を乾燥させた．次にその溶液を濾過し，溶媒を減圧下留去した．残留物

をシリカゲルカラムクロマトグラフィー [n-hexane-EtOAc (30:1, v/v)] を用いて精製し，9-benzyl-4-

[(tert-butyldimethylsilyl)-oxy]-9H-carbazole (27, 111 mg, 85%) を得た．次に 27 (30 mg, 0.077 mmol) をTHF 

(1.0 mL) に溶解させ，Tetra-n-butylammonium fluoride (TBAF，ca. 1 mol/L in THF, 0.31 mL, 0.31mmol) を

加え，0℃で窒素気流下 30分間撹拌した．反応混合物を水に加え，酢酸エチルで 3回分液操作を行っ

た．酢酸エチル層を Na2SO4を用いて乾燥させた．次にその溶液を濾過し，溶媒を減圧下留去した．

残留物をシリカゲルカラムクロマトグラフィー [n-hexane-EtOAc (10:1, v/v)] を用いて精製し，9-

benzyl-9H-carbazol-4-ol (28, 20 mg, 94%) を得た．9-benzyl-9H-carbazole (26, 277 mg, 90%) は carbazole (20, 

200 mg, 1.20 mmol) より 28の合成と同様の手法で合成した．化合物 26および28は，文献値 99, 100 と

の物性データ (1H-NMR, 13C-NMRおよびMS) の比較により同定した． 
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第二節の実験 

 

動物実験 

実験に用いたマウスは全て京都薬科大学バイオサイエンスリサーチセンターから供給された．なお，

本動物実験計画は京都薬科大学動物実験委員会により承認された (計画書番号: PCOG-18-036)． 

6−7 ヶ月齢の雌性アルツハイマー型認知症モデル (APdE9) マウスに，生理食塩水に溶かした 25 

mg/mL カルボキシメチルセルロースナトリウムに懸濁した 9-benzyl-9H-carbazol-4-ol (28，10 

mg/10mL/kg，n=4) または生理食塩水 (10 mL/kg，n=5) を 30日間一日一回腹腔内投与した．マウスは

12時間毎の明暗周期，気温 22 ± 1℃条件で飼料と水は自由に摂れる環境下にて飼育された．投与期間

中，マウスの体重に 10%以上の減少は見られなかった．比較対照群として，同月齢の遺伝子組換でな

い同腹仔 (野生型) に生理食塩水 (10 mL/kg，n=5) を 30日間一日一回の腹腔内投与を行った． 

 

 

新奇物体認識試験 

30 日の投与後に新奇物体認識試験を実施した．1 匹のマウスを照度 20 ルクスの条件下でオープン

フィールド (長さ 40×幅 40×高さ 40 cm) に 10分間入れ，環境に馴化させた．30分後，2つの物体 

(AとB) をアリーナに設置し，10分間マウスの行動を観察した．その 30分後，一方の物体 (B) を新

しいもの (C) に変え，10 分間マウスの行動を観察した．マウスの行動は，ビデオ行動解析システム

Etho Vision XT 11.5 (Noldus Information Technology，Wageningen，Netherlands) によって解析した．視覚

的記憶力の評価 (Object preference index) として，各 10 分間の間にA およびB (既知物体) またはC 

(新奇物体) へとマウスが鼻部を触れた回数をカウントし，その割合を算出した． 

 

Object preference index (%)=B/A+B×100またはC/A+C×100 
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モーリス水迷路 

新奇物体認識試験の後にモーリス水迷路を実施した．円形プールは直径 100 cm，高さ 30 cm で白

く塗装されているものを用い，透明の直径 10 cmのプラットフォームが水面下 1 cmになるように 23 

± 1℃の水を張った．なお，水は無毒性の顔料で白濁させた．目印として異なる 4 種類の図形の絵を

プール側面に設置した．ビデオカメラはプールの中央上部に設置し，EthoVision XT 11.5 (Noldus 

Information Technology) にてプラットフォームにたどり着くまでに泳いだ距離および時間を記録した． 

はじめの 5日間は，1日 4回のトレーニングを行った．マウスにプール壁面側を向かせ，ランダムに

選んだスタート地点から開始させた．各試行はプラットフォームにたどり着くまで最大 60秒間続け，

マウスがプラットフォームへ 60 秒以内にたどり着けなかった場合，プラットフォームまで連れて行

き 15 秒間プラットフォーム上で過ごさせた．4 回の試行終了後，マウスを乾燥して元のケージへ戻

した．6 日目にはプローブテストとして，プラットフォームを撤去した状態でマウスを 60 秒間泳が

せた．マウスをプール壁面へ向かせ，プラットフォームの置いてあった場所の反対側のスタート地点

から開始させ，プラットフォームの置いてあった場所を横切った回数を解析し，空間認知記憶力の評

価を行った． 

 

 

マウスの脳摘出および薄切切片の作製 

モーリス水迷路試験終了後，マウスに三種混合麻酔 [塩酸メデトミジン 0.3 mg/kg  (ZENOAQ，福

島)，酒石酸ブトルファール 5 mg/kg  (ZENOAQ，福島)，ミダゾラム 4 mg/kg] を腹腔内投与した後，

深麻酔下で開胸し，左心室に翼状針を挿入し，PBS (phosphate buffer solution) (-) にて灌流した．灌流

後すみやかに脳を摘出し，4%パラホルムアルデヒド含有 PBS (-) 固定液中にて浸潤固定を行った．

30%スクロース含有 PBS (-) にて脱水し，脳が PBS (-) 中に沈むまでクライオプロテクションを行っ

た．脱水後，凍結組織切片作製用包埋剤 (サクラファインテックジャパン株式会社，東京) にて組織

を凍結包埋し，-20℃で凍結させた後，クライオスタットミクロトーム (大和光機工業株式会社，埼玉) 

を用いて 20 μmの凍結切片を作製した．切片は 0.1%Triton Xおよび 0.1%アジ化ナトリウム含有PBS 

(-) 中で 4℃にて保存した． 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



61 

 

免疫組織染色 

脳の組織切片を 5%ロバ血清 (Abcam, Cambridge, UK) および 0.1%Triton X含有PBS (-) に室温にて

10分間作用させてブロッキングを行った．その後，一次抗体として anti-human amyloid-β (1: 1000; 株

式会社免疫生物研究所，群馬) およびDoublecortin 抗体 (E-6) (1: 1000; Santa Cruz Biotechnology，Dallas，

TX，USA) を室温にて 4℃で一晩反応させた．次いで，Alexa Fluor 488 標識抗マウス IgG抗体 (1: 500) 

を室温，遮光にて 1時間作用させた．核染色にはHoechst33342 (1: 500，株式会社 同仁化学研究所，

熊本) を用い，室温，遮光にて 10 分間作用させた．それぞれの工程の間で脳切片を 0.1%Triton X 含

有 PBS (-) にて 3 回洗浄した．その後，スライドガラス (松浪硝子工業株式会社，大阪) に封入し，

共焦点レーザー顕微鏡LSM800 (Carl Zeiss，Oberkochen，Germany) を用いて蛍光染色の組織画像を取

得した．  
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第三節の実験 

 

ヒト iPS細胞 

ヒト iPS細胞は 1231A3 (XX，継代数 19) 101 を 0.48% iMatrix-511 silk (Nippi，東京) でコートしたウ

ェル上でEssential 8 mediumにて培養し，継代時は 6-well multiplateに 1.5×104 cellsで再播種した．再播

種後初めの 24時間は培養液にY27632を 10 μM で添加した．なお，ヒト iPS細胞の使用にあたって

は本学倫理委員会の承認を得ている (承認番号: 19-18-26)． 

 

大脳皮質神経前駆細胞の誘導 

大脳皮質神経前駆体への誘導はこれまでの報告 84 と同様に行った．未分化の iPS 細胞を 0.48% 

iMatrix-511 silkでコートした 12-well multiplateに 2×106 cellsで再播種した．Day 0から，15% knockout 

serum replacement，0.1 mM 非必須アミノ酸，1 mM ピルビン酸ナトリウム，0.1 mM 2-メルカプトエ

タノール，200 nM LDN193189, 500 nM A83-01 および 2 μM XAV939 を含有した Glasgow minimum 

essential medium にて培養し，Day 7 からは A83-01 を取り除いた．培養液は 7 日目から徐々に B27 

minus vitamin Aおよび 2 mM GlutaMAX含有Neurobasal mediumへと変更した． 

 

mRNA発現量への影響 

ヒト iPS細胞 5 × 105 cells/500 μL/wellを 0.48% iMatrix-511 silkでコートした 48-well multiplateに播種

し，被験物質を 4 日間付して培養した．陽性比較対照として，10 μM N-[N-(3,5-difluorophenacetyl)-L-

alanyl]-S-phenylglycine-t-butylester (DAPT)，5 μM SU5402および 1 μM PD035901を用いた．Pure Link TM 

RNA Mini Kit を用いて全 RNA を抽出した．その後，50 ng の全 RNA から Rever Tea AceⓇを用いて

cDNAを合成した．各プライマーおよびTHUNDERBIRDTM SYBRⓇ qPCR Mixを添加し，LightCycler

Ⓡ Nano を用いて PCR 反応を行った．変性 (95℃，2 分) の後，変性 (95℃，30 秒)，アニーリング 

(58℃，30 秒)，伸長を 40 サイクル行った．各遺伝子産物量は第一章第三節と同様にGAPDH mRNA

を基準として，比較Ct法によって相対量で評価を行った． 

 

各プライマーの配列 

TUBB3 Forward 5'- CATTCTGGTGGACCTGGAAC -3' 

Reverse 5'- ATACTCCTCACGCACCTTGC -3' 

DCX Forward 5'- GCTTAGCCTCGTCGATGAAC -3' 

Reverse 5'- GGCAGGTACAGGTCCTTGTGCT -3' 

GAPDH Forward 5'- TTGAGGTCAATGAAGGGGTC -3' 

Reverse 5'- GAAGGTGAAGGTCGGAGTCA -3' 
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第一節から第三節の統計処理 

 

PC-12細胞の神経様突起伸展促進作用の統計学的解析はKruskal-Wallis検定を用い，検定にはFisher

の正確確率検定を用いて control 群と被験物質処理群での比較を行った．P 値が 0.05 以下を統計学的

に有意であると判定した． 

新奇物体認識試験モーリス水迷路試験の統計学的解析は一元配置分散分析法を用い，片側 t検定を

用いて control群と被験物質処置群での比較を行った． 
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Supplemental data 

 

インサート内 (透過前) 

 

 

インサート外 (透過後) 

 

Fig. S1 N-Methylasimilobine (4) の透過前後のMSクロマトグラムの比較 
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インサート内 (透過前) 

 

インサート外 (透過後) 

 

Fig. S2 Asimilobine (5) の透過前後のMSクロマトグラムの比較 
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インサート内 (透過前) 

 

インサート外 (透過後) 

 

Fig. S3 Pronuciferine (6) の透過前後のMSクロマトグラムの比較 
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インサート内 (透過前) 

 

インサート外 (透過後) 

 

Fig. S4 caffeineの透過前後のMSクロマトグラムの比較 
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Fig. S5 9-(3,3-dimethylallyl)-9H-carbazole (23) の 1H-NMRスペクトル (Measured in CDCl3) 
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Fig. S6 9-benzyl-9H-carbazole (26) の 1H-NMRスペクトル (Measured in CDCl3) 
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Fig. S7 9-benzyl-9H-carbazol-4-ol (28) の 1H-NMRスペクトル (Measured in CDCl3) 

 



80 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. S8 9-benzyl-9H-carbazol-4-ol (28) の 13C-NMRスペクトル (Measured in CDCl3) 

 

 


