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なお、本文中および図表中で用いた略号は以下のとおりである。 

 

Aβ: Amyloid β 

ACh: Acetylcholine 

AD: Alzheimer’s disease 

APP: Amyloid precursor protein 

bFGF: Basic fibroblast growth factor 

ChAT: Choline acetyltransferase 

DMSO: Dimethyl sulfoxide 

EDTA: Ethylenediaminetetraacetic acid 

HC-3: Hemicolinium-3 

HBSS: Hanks’ balanced salt solution 

MTT: Thiazolyl blue tetrazolium bromide 

nAChR: Nicotinic acetylcholine receptor 

NMDA: N-methyl-D-aspartate 

PTBBS: Peripheral type benzodiazepine binding site 
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緒言 

 

アルツハイマー病（AD）は認知症の一つであり、潜行性に発症し緩徐に進行する神経変性疾患である 

[1, 2]。ADの罹患率は加齢とともに増加し、2010年の報告では全世界で3,500万人以上が罹患している

とされる [3]。ADにおける中核的な症状の一つは記憶障害であり、発症初期にはエピソード記憶（ある

特定の時間・空間に起こった生活や社会的出来事の記憶）が障害され、次いで意味記憶（知識に相当す

る記憶）にも徐々に障害が及ぶが、手続き記憶（意識には上らない技能の記憶）は比較的末期まで障害

を免れる[4]。AD 患者では、これらの記憶障害に続き、空間認知障害、言語障害、計算障害等の認知機

能障害が加わってくる [4]。AD に特徴的な病理所見としては神経細胞死に基づく脳組織の萎縮があり、

また組織学的な変化としては神経原線維変化や老人斑と呼ばれるアミロイドβ蛋白（Aβ）の蓄積が挙げ

られる [5]。これらの病理学的変化は内嗅皮質や海馬に始まり、側頭葉皮質や頭頂葉皮質、その後、前

頭葉皮質に広がっていくことが明らかとなっており [6]、この病変部の進展は AD の症状の変化に対応

している。 

AD の脳においては、アセチルコリン（ACh）の合成酵素であるコリンアセチルトランスフェラーゼ

（ChAT）の活性低下 [7, 8] や、ACh量の減少 [9, 10] が知られており、従来、本疾患の病態にAChの

産生不全が関わると考えられてきた（コリン仮説）。一方、グルタミン酸は、脳における主要な興奮性神

経伝達物質の一つであるが、AD においては、その受容体の一つである N-methyl-D-aspartate（NMDA）

受容体が過剰に活性化されており、病態との関わりが示唆されている（グルタミン酸仮説）。実際にAD

患者では、脳脊髄液中のグルタミン酸濃度が増加しており [11]、またAD患者の死後脳ではグルタミン

酸トランスポーターの発現が低下している [12]。さらに、Aβは、AD患者の脳において老人斑として蓄

積することから、ADの病態形成に深く関与していると考えられている（Aβ仮説）[13, 14]。この仮説を

支持する知見として、家族性AD患者においてAβの生成に関わるAβ前駆蛋白質（amyloid precursor protein, 

APP）や、γ-セクレターゼ複合体の活性中心を形成するプレセニリンの遺伝子に変異が見出されている。 

ADの治療薬は上述した 3つの仮説に基づき開発されてきた。コリン仮説に対しては、AChの分解を

抑制することによりコリン作動性神経を賦活化するコリンエステラーゼ阻害薬（ドネペジル、ガランタ

ミン、リバスチグミン）が上市され広く使用されている。また、グルタミン酸仮説を基に、グルタミン

酸の受容体の一つであるNMDA受容体遮断薬（メマンチン）が開発され、ADに適用されている。さら

に現在、ADの治癒や寛解を目指し、Aβ仮説による、Aβや関連する蛋白質を標的とした薬剤や神経細

胞保護因子の臨床開発が行われている [15]。 

これまでに、多種多様なADの動物モデルが報告されているが、完全にADの病態を反映した動物モ

デルは存在しない [16]。近年、Aβに関連した遺伝子変異の情報を基に遺伝子改変動物が作製され、動

物疾患モデルとして汎用されている [17]。しかしながら、このような遺伝子改変動物では、進行性のAβ

の蓄積やアミロイド血管症やアストロサイトの増加、グリオーシス、軽度な海馬の萎縮、および認知機

能障害は認められるものの、AD患者に見られるような顕著な神経細胞の脱落は観察されない [16]。ま
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た、これらの遺伝子改変動物はあくまで家族性ADのモデルであって、ADの90 % 以上を占める弧発

性ADを必ずしも反映しているとは言えない。さらに、遺伝子改変動物は、維持や繁殖の煩雑さを考え

ると、治療薬のスクリーニング系として多用するには限界がある。一方、古くからADの動物モデルと

して使用されてきたものとして、老化モデルと神経傷害モデルがある。老化モデルとしては、24 カ月齢

を越えたFischer344 系雄性ラットを用いるものや老化促進モデルマウスなどが知られている [18, 19]。

老化モデルはADの危険因子である老化により自然発生し加齢依存性の行動異常や神経化学的変化を示

すが、加齢自体に時間を要することや疾患特異的な変化は認められないことなどの問題点がある。神経

傷害モデルとしては、Aβやストレプトゾドシンを脳内に注入するものやコリン仮説に基づいて作製さ

れた前脳基底部破壊ラットなどが知られている [20, 21]。神経障害モデルは正常動物から作製可能で、

認知症に関連した部位の変性を惹起することができるが、逆に脳全体的に多様な病理変化を再現するこ

とは出来ない。 

動物モデルにおいて記憶とその過程である学習を評価する手法は多数報告されている [22]。モリス式

水迷路試験は、動物が円形の水槽の水面下に隠されたプラットフォームを探索し記憶する能力を評価す

る試験である [23, 24]。本評価では周囲の景色を手掛かりにした連想的および空間的な学習と記憶が評

価でき、また本評価における学習・記憶機能は海馬依存的であることが示されている [25]。一方、受動

的回避試験は、動物が電気ショックを避けるためにチャンバーの移動を回避することを学習・記憶する

試験で、海馬に依存した連想的学習・記憶機能を評価することができる [26]。これら 2つの学習・記憶

実験は、AD患者で見られる海馬に関連した学習・記憶障害を評価できると考えられることから、ADモ

デルの行動評価系として広く用いられている。実際に多くのADの動物モデルにおいて、モリス式水迷

路実験や受動的回避実験における障害が認められることが報告されている [22]。 

本研究では、現在使用されているAD治療薬が必ずしも十分満足されていないことや、その原因の一

端がADの動物モデルが必ずしも適切でないことを鑑み、新たな動物モデルの構築を試みるとともに、

既存のAD治療薬やその候補物質の評価を行った。まず第 1章では、Aβを脳内に注入することよって惹

起したラット神経傷害モデルを用い、ニコチン性ACh受容体（nAChR）作動薬であるニコチンの効果

を2つの行動試験（モリス式水迷路および受動的回避学習評価）と生化学的試験により検討し、ニコチ

ンがコリン作動性神経の機能亢進を介して学習・記憶障害を改善することを明らかにした。第 2章では、

Aβおよび興奮性アミノ酸が、in vitro および in vivo において相乗的な神経細胞傷害作用を示すことを明

らかにした上で、Aβと興奮性アミノ酸を組み合わせて惹起する新たなラット神経傷害モデルを作製し

た。さらに、このラット神経傷害モデルを用いて、既存薬であるメマンチンが神経傷害および学習・記

憶障害を改善することを確認した。第3章では、basic fibroblast growth factor（bFGF）が同様に同モデル

における神経傷害と学習・記憶障害に対して有効であることを示した。本研究で得られた知見は、Aβ

と興奮性アミノ酸の併用によって惹起する神経細胞傷害モデルの有用性を示すとともに、メマンチンに

加え、ニコチンおよびbFGFがAD治療薬としての可能性を有していることを示唆するものである。 
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第 1章Aβ誘発ラット神経傷害モデルにおけるニコチンの効果 

第 1節 緒言  

ADのコリン仮説では、ADの病因にAChの産生不全が関与すると考えられている。AChの受容体に

はイオンチャネル型と代謝調節型の 2種が存在し、各々に対してニコチンとムスカリンが作動薬として

作用することから、ニコチン受容体（nAChR）およびムスカリン受容体と呼ばれている。nAChRはイオ

ンチャネル型受容体、一方ムスカリン受容体は代謝調節型受容体であり、いずれも中枢および末梢神経

系に広く発現している。nAChRは5つのサブユニットで構成される5量体として機能し、これまでにα

（α1 – α10）、 β（β1 – β4）、γ、δ、εの17種のサブユニットが同定されている [27-30]。一方、ムスカリ

ン受容体には5種類のサブタイプ（M1-5）が存在する。 

nAChR作動薬であるニコチンはタバコの葉に含まれる天然物質である。コリン仮説に加え、ADの発

症と喫煙との間に負の相関があるとの報告に基づき [31]、古くからADを対象としたニコチンの臨床試

験が進められてきた。しかし、ニコチンがAD患者における認知機能を亢進したという報告がある一方 

[32]、ほとんど改善効果を示さなかったとする報告もあり [33]、ニコチンの AD 治療薬としての有用性

は必ずしも結論付けられていない。なお、非臨床研究においてニコチンは、種々の刺激によって誘発さ

れる神経細胞傷害に対し保護活性を示すだけでなく [34, 35]、ADの遺伝子改変動物モデル（変異型APP

を発現するトランスジェニックマウス）を用いた検討において、nAChRの発現を亢進し行動障害を改善

することなどが報告されている [36]。 

本章では、ラット神経傷害モデルにおける学習・記憶障害に対するニコチンの効果をモリス式水迷路

試験および受動的回避試験により検討した。ラット神経傷害モデルとしては、Aβ を 3 日間脳室内投与

することによりコリン作動性神経傷害や学習・記憶障害が進行的に増悪化するモデル [37]を用いた。そ

の結果、ニコチン（Aβ注入開始の 3週間後から1日1回、0.2 mg/kgの用量で9週間腹腔内投与）は、

同モデルにおける学習・記憶障害を改善し、その作用にはコリン作動性神経の機能亢進が関与している

ことが示唆された。本知見は、ニコチンがAD治療に有効であることを支持するとともに、その作用メ

カニズムの一端を提示するものである。 
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第 2節 実験材料および方法  

（1） 動物 

本研究における動物実験は、アスビオファーマ株式会社（その前身であるサントリー株式会社

生物医学研究所等を含む）の動物実験実施基準に従い、また、同社の動物倫理委員会において承

認を受けた上で実施した。雄性F344/DuCrjラット（試験開始時18週齢、320-360 g）はチャール

ズリバー株式会社より入手し実験に供した。動物は 12 時間毎の明暗周期（午前 7 時から午後 7

時までが明期）の下で飼育し、餌と水は常に自由に摂取させた。行動実験はすべて午前 8 時 30

分から午後4時30分の間に行った。 

（2） Aβ1-42誘発神経傷害モデルの作製 

Aβ1-42誘発神経傷害モデルはAβ1-42（ANASPEC社）を滅菌蒸留水に溶解して 1 mg/ml溶液を調

製し、雄性F344/DuCrjラットの右側脳室（ブレグマより、後方 1.2 mm、右方1.5 mm、深さ4.0 mm）

に注入することにより作製した。なお、Aβ1-42 溶液の注入は、ラットをペントバルビタール（40 

mg/kg, i.p.）麻酔下で脳定位固定装置に固定し、頭蓋骨露出後、ブレグマ－ラムダを水平にして、

上記部位にガイドカニューレを挿入し、osmotic mini-pump（Alzet 1003D, Alza社）を用いて、20 μg/ 

/bodyの用量で3日間に亘って持続的に行った。偽手術群にはガイドカニューレの挿入のみを行っ

た。 

（3） 薬物の投与 

ニコチン酒石酸塩（(S)-3-[1-Methylpyrrolidin-2-yl]pyridine, RBI社、以下ニコチン）は生理食塩水

に溶解し、Aβ1-42脳室内注入開始の 3週間後から行動試験の最終日まで、0.2 mg/kgの用量で1週

間に 5日（月~金）、1日 1回、腹腔内投与した。このニコチンの用量は、過去に実施された薬理

試験結果を参考に設定した [38]。対照群（Vehicle群）にはニコチン溶液の代わりに生理食塩水を

同様に投与した。 

 

 

（4） モリス式水迷路試験 

モリス式水迷路試験は既報 [23] に従って実施した。水迷路装置としては、直径 132 cm, 高さ
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60 cmのステンレススチール製の円筒状水槽に深さ 45 cmまでスキムミルク（0.8 kg）を溶かした

乳白色の水（温度 24 ± 2℃）を満たした上で、水槽を 4 等分したいずれかの四分円の中央の水

面下2 cmにアクリル製のプラットホーム（直径10 cm）を設置したものを用いた。水槽の周りに

は、ラットの視覚的な手がかりとなるカレンダー、ケージ、コンピューター、白黒の図形などを

配置し、実験期間を通じてこれらの位置は固定し、また、プラットホームの位置も獲得試行の間

は一定とした。水槽壁にはラットを入水させる出発点を東西南北の位置に計 4箇所設定した。 

獲得試行は、Aβ1-42注入87日後より1日4試行、連日4日間実施した。各試行では、ラットを

出発点の一つから水槽内に入水させ、ラットがプラットホームへ到達するまでの時間（逃避潜時；

escape latency）を測定した。ラットはプラットホーム上に 10秒間放置した後、ケージに戻した。

ラットが 120秒以内にプラットホームに到達できなかった場合は、その時点で試行終了とし、逃

避潜時は 120 秒とした。同日内の 4 試行は 60 秒間隔で行い、各入水の際には準無作為の順に 4

箇所すべての出発点を用いた。 

保持試行は、最終獲得試行が終了した 2時間後以降に実施し、プラットホームを除去して再度

60秒間水槽内を泳がせ、プラットホームのあった場所を横切る回数（annulus crossings）を測定し

た。 

両試行における水槽内でのラットの行動は、video tracking system（VIOS-88, Bio-medica社）を

用いて記録し、コンピューター（PC-9801, NEC）を用いて escape latencyおよび annulus crossings

解析した。 

（5） 受動的回避学習試験 

受動的回避学習試験は、Aβ1-42注入の80日後より step-through型の実験装置を用いて行った。同

装置は明室（縦20 cm、横10 cm、高さ15 cm）と暗室（縦 25 cm、横25 cm、高さ 25 cm）から構

成され、両部屋は板で仕切り、また床には電気ショックを与えるためのグリッドを設置した。 

獲得試行では、ラットを明室に配置し、その後暗室との間の仕切り板を取り外しラットが自由

に暗室に移動できるようにした。ラットが暗室に入ると、仕切り板を閉じて、グリッドに逃避不

能な0.6 mA、3秒間の電気ショック（Shockgenerator-Scrambler, Bio-medica社）を与えた。この訓

練はラットが明室に 150秒留まるまで実施し、ラットが電気ショックを受けた回数を学習能力の

指標として記録した。 

保持試行は、獲得試行の 96時間後に実施し、明室にラットを配置してからラットが暗室に入る

までの反応潜時（step-thorough latency）を計測し記憶能力の指標とした。ただし反応潜時は最大

300秒とし、300秒以内に暗室に入らない場合はその時点で試験を終了した。 

（6） 脳組織の分取 

すべての行動薬理実験が終了した後に、ラットをペントバルビタールにより安楽死させ、その

直後に前部大脳皮質、後部大脳皮質、海馬、線条体を分取して、-80℃に冷凍保存しChAT活性お

よびhemicolinium-3（HC-3）結合能の測定に供した。 
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（7） ChAT活性 

ChAT活性の測定はFonnumらの方法 [39]に従って実施した。まず、脳組織サンプルを 20倍容

量の氷冷した10 mM ethylenediaminetetraacetic acid（EDTA）緩衝液（pH 7.4, 0.5% Triton X-100を含

む）を用いてホモジナイズした。この組織ホモジネート液（蛋白量として約 70 μg）に、10 μM（以

下、濃度はすべて最終濃度） [
14

C]-acetyl coenzyme A（Acetyl CoA; 148.0 MBq/mmol, NEN社）、25 

mM sodium phosphate buffer（pH 7.4）、600 mM sodium chloride、40 mM EDTA、100 μM physostigmine、

8 mM choline bromide、200 μM acetyl CoAを加え全量を100 μlとした後、37℃で 30分インキュベ

ートした。その後、10 mgのテトラフェニルほう素を含む 2 mlのアセトニトリルおよび10 mlの

シンチレーション混合液を加えて [
14

C]-ACh を抽出した。ChAT 活性は、抽出液中の放射活性を

液体シンチレーションカウンターで測定することにより求め、nmol/mg/mg protein/hの単位に換算

した後、偽手術群との比で表示した。 

（8） HC-3結合能 

HC-3結合の測定はManakerら [40] の方法に従って実施した。脳組織サンプルを 20倍容量の

氷冷した10 mM sodium-potassium phosphate緩衝液（pH 7.4）を用いてホモジナイズした。組織ホ

モジネート液は、結合反応液（最終組成は 150 mM NaCl、2 nM [
3
H]-HC-3, ±10 μM unlabeled HC-3）

を加えて全量を200 μlとし、25°Cで30分間インキュベートした。インキュベーション後、直ち

に反応混合液を0.1% polyethylenimineに予め浸したグラスファイバーフィルター（GF/B）を用い

てろ過し、氷冷した 5 mlの上記緩衝液で3回洗浄した。[
3
H]-HC-3の結合能は、フィルターの放

射活性を液体シンチレーションカウンターで測定することにより求め、fmol/mg protein の単位に

換算した後、偽手術群との比で表示した。 

（9） 統計学的解析 

データは平均値±標準誤差で表示した。統計学的解析は、モリス式水迷路試験の獲得試行につ

いては二元配置分散分析、その他の測定については一元配置分散分析を行った後、Dunnett’s test

（SAS System Release 9.2）により行い、p < 0.05以上のデータを統計学的に有意差があると判断し

た。 
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第3節 実験結果  

第1項 ラット神経傷害モデルにおけるニコチンの効果 

（1） モリス式水迷路試験 

モリス式水迷路試験の結果をFig. 1に示す。Aβを脳室内に注入した群（●）では、偽手術群（○）

に対し、いずれの測定日においても escape latency（逃避潜時）が有意に延長し、学習障害が誘導

されたことが確認された（Fig. 1A）。ニコチン（0.2 mg/kg）をAβ注入開始の3週間後から 9週間、

1日1回、1週間に5日間腹腔内投与した群（□）では、獲得試行3日目、4日目の escape latency

の延長が有意に抑制された（Fig. 1A）。最終獲得試行終了の2時間後に行った保持試行において、

Aβを脳室内に注入した群（Vehicle群）では、偽手術群（Sham群）に対し、annulus crossing（プ

ラットフォーム位置の横切り回数）が有意に低下したことから、記憶障害が生じていることが確

認された（Fig.1 B）。ニコチンを投与した群（Nicotine群）の annulus crossingはVehicle群に対し

て高値を示し、ニコチンが本モデルにおける記憶障害を改善する可能性があることが示された

（Fig. 1B）。 
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Fig. 1 Effect of nicotine on learning and memory deficit in Morris water maze performance in rat 

cognitive dysfunction model induced by intracerebroventricular infusion of Aβ1-42   

Aβ1-42 (20 μg) was continuously infused into right ventricle for 3 days by attachment of an infusion kit to an 

osmotic mini-pump.  Nicotine (0.2 mg/kg, i.p.) was administered once a day, 5 days a week, beginning 3 

weeks after the start of Aβ1-42 infusion until the last day of behavioral assessment.  A: Acquisition trials were 

performed for 4 days on days 87–90 after the start of Aβ1-42 infusion.  B: A probe trial was conducted for 60 s 

at 2 h after the final acquisition test.  Data represents the mean ± S.E.M.  Number of rats used is indicated in 

parentheses.  ** p < 0.01 vs Sham, † p < 0.05 vs Vehicle (Dunnett’s test) 
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（2） 受動的回避学習試験 

受動的回避学習試験の結果をFig. 2に示す。Aβ注入開始の80日後に行った獲得試行において、

Aβを脳室内に注入した群（Vehicle群）と偽手術群（Sham群）の間では、電気ショックを受けた

回数の差異は認められず（Fig. 2A）、本試験ではAβ注入による学習障害惹起は確認されなかった。

また、ニコチン（0.2 mg/kg）をAβ注入開始の3週間後から 9週間、1日1回、1週間に5日間腹

腔内投与した群（Nicotine群）では、電気ショック回数に顕著な変化は認められなかった（Fig. 2A）。

84日後に行った保持試行においては、Aβを脳室内に注入した群（Vehicle群）では、偽手術群（Sham

群）と比較して、有意差は認められなかったものの、step-thorough latency（反応潜時）が短縮する

傾向が見られ（Fig. 2B, p=0.28）、軽微な記憶障害が生じていると考えられた。この step-thorough 

latency の短縮に対し、ニコチンを投与した群（Nicotine 群）では改善傾向がみられたが、統計学

的な有意差は認められなかった（Fig. 1B, p=0.11）。 

 

 

Fig. 2 Effect of nicotine on learning and memory deficit in passive avoidance performance in rat 

cognitive dysfunction model induced by intracerebroventricular infusion of Aβ1-42   

Aβ1-42 (20 μg) was continuously infused into right ventricle for 3 days by attachment of an infusion kit to an 

osmotic mini-pump.  Nicotine (0.2 mg/kg, i.p.) was administered once a day, 5 days a week, beginning 3 

weeks after the start of Aβ1-42 infusion until the last day of behavioral assessment.  The acquisition and 

retention trials were performed 80 days and 84 days after the start of Aβ1-42 infusion, respectively.  A: 

Number of shocks during an acquisition trial.  B: Step-through latency during a retention trial.  Each 

column represents the mean ± S.E.M.  Numbers of rats used are shown in parentheses. (Dunnett’s test) 

（3） ChAT活性 

Aβの注入開始から90日後に分取した脳組織を用いChAT活性を測定した結果をFig. 3に示す。

Aβを脳室内に注入することにより（Vehicle群）、前部大脳皮質、後部大脳皮質および海馬のChAT

活性は偽手術群（Sham群）と比較してほとんど変化しなかったが（Fig. 3A, B, C）、線条体のChAT

活性は軽微ではあるが有意に低下した（Fig. 3D）。ニコチン（0.2 mg/kg）をAβ注入開始の3週間
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後から9週間、1日1回、1週間に5日間腹腔内投与することにより（Nicotine群）、線条体のChAT

活性の低下は回復せず（Fig. 3D）、また、前部大脳皮質、後部大脳皮質および海馬のChAT活性に

も影響を及ぼさなかった（Fig. 3A, B, C）。 

 

Fig. 3 Effect of nicotine on ChAT activity in various regions of the brain in rat cognitive dysfunction 

model induced by intracerebroventricular infusion of Aβ1-42  

Aβ1-42 (20 μg) was continuously infused into right ventricle for 3 days by attachment of an infusion kit to an 

osmotic mini-pump.  Nicotine (0.2 mg/kg, i.p.) was administered once a day, 5 days a week, beginning 3 

weeks after the start of Aβ1-42 infusion until the last day of behavioral assessment.  On the day 90, after the 

learning and memory studies of water maze tasks were completed, ChAT activities in anterior cortex (A), 

posterior cortex (B), hippocampus (C) and striatum (D) were measured as described in Materials and Methods.  

The data represent the mean ± S.E.M.  ** p < 0.01 vs Sham (Dunnett’s test) 

（4） HC-3結合 

Aβの注入開始から90日後に分取した脳組織を用いHC-3結合能を測定した結果をFig. 4に示す。

Aβを脳室内に注入することにより（Vehicle群）、線条体のHC-3結合能は偽手術群（Sham群）と

比較し明確な変化を示さなかったが（Fig. 4D）、前部大脳皮質、後部大脳皮質および海馬のHC-3

結合能は有意に低下した（Fig. 4A-C）。ニコチン（0.2 mg/kg）をAβ注入開始の 3週間後から9週

間、1日 1回、1週間に 5日間腹腔内投与することにより（Nicotine群）、前部大脳皮質および海

馬のHC-3結合能の低下は有意に回復した（Fig. 4A, C）。ニコチンの効果は後部大脳皮質において

も見られたが（Fig. 4B、統計学的な有意差はなし）、線条体においてはほとんど見られなかった（Fig. 

4D）。 
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Fig. 4 Effect of nicotine on HC-3 binding in various regions of the brain in rat cognitive dysfunction model 

induced by intracerebroventricular infusion of Aβ1-42  

Aβ1-42 (20 μg) was continuously infused into right ventricle for 3 days by attachment of an infusion kit to an 

osmotic mini-pump.  Nicotine (0.2 mg/kg, i.p.) was administered once a day, 5 days per week, beginning 3 

weeks after the start of Aβ1-42 infusion until the last day of behavioral assessment.  On the day 90, after the 

learning and memory studies of water maze tasks were completed, HC-3 bindings in anterior cortex (A), posterior 

cortex (B), hippocampus (C) and striatum (D) were measured as described in Materials and Methods.  The data 

represent the mean ± S.E.M.  * p < 0.05, ** p < 0.01 vs Sham, † p < 0.05 vs Vehicle (Dunnett’s test) 
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第4節 考察  

第1章では、ラットを用いたモリス式水迷路試験において、ニコチンがAβによって誘発される学

習障害および記憶障害を改善することが示された。ニコチン（またはnAChR作動薬）が動物モデル

におけるエピソード記憶や作業記憶を改善することは他の研究者からも複数報告されている。例えば、

Aβ を 14 日間脳室内投与することにより誘発されるラット神経傷害モデルにおいて、ニコチンを 6

週間皮下投与すると、放射状水迷路試験における学習および短期記憶障害が改善することが報告され

ている [41]。さらに、Boessらは、老齢ラットを用いた試験で、α7 nAChR作動薬が水迷路試験にお

ける作業記憶障害を改善することを報告している [42]。本研究の結果を含めこれらの結果は、ニコ

チンやnAChR作動薬が、ADを含む神経変性疾患に対して有効である可能性を示唆する。 

本章の試験においては、Aβ 注入により脳内の HC-3 結合能の低下が認められ、この低下はニコチ

ン投与により後部大脳皮質および海馬で改善された。その一方で、ニコチンはAβによって誘発され

るChAT活性（コリン作動性神経終末数の指標）の低下に対しては効果を示さなかった。HC-3はコ

リン作動性神経終末におけるコリンの再取り込み部位のマーカーであり、またコリン再取り込みは

ACh の合成における律速段階であることから [40]、これらの結果は、ニコチンはコリン作動性神経

の神経終末数に影響を与えることなく、Aβによって誘発されるコリン作動性神経の機能低下を改善

することにより空間認知機能障害を改善した可能性を示唆している。 

ChATとHC-3結合部位は、いずれもコリン作動性神経に発現しているにもかかわらず、本試験で

これら2つのマーカーの変動が異なっていたことは興味深い。NG108-15細胞（マウス・ラット雑種

神経芽細胞腫）を用いた検討においてAβが、細胞傷害性を示さない μMレベル以下の濃度でHC-3

感受性のコリン再取り込み機能を阻害することが報告されていることから [43]、本章で見られた in 

vivoにおけるAβに対するChAT活性とHC-3結合能の反応性の違いは、Aβが直接的にHC-3感受性

のコリン再取り込みを阻害したことにより生じた可能性が考えられる。ChAT活性とHC-3結合能の

データに関しては、両者の発現が脳の部位で異なっていたことも興味深いが、現時点でその理由は不

明である。 

ニコチンはAβや興奮性アミノ酸によって誘発される神経細胞傷害に対して保護作用を示す。例え

ば、ラット初代培養神経細胞を用いた検討でAβによって誘発される細胞傷害に対してニコチンが保

護作用を示しその作用はα4β2 nAChR遮断薬のDhβEにより遮断されることが報告されている [44]。

また、ラット初代培養神経細胞を用いた検討でAβとグルタミン酸の組み合わせによって誘発される

細胞傷害に対してニコチンが保護作用を示し、その作用は α7 nAChR遮断薬のα-ブンガロトキシンに

より遮断されることが報告されている [45]。本章で見られたニコチンの作用には、これらの報告で

示されているようなα7やα4β2 nAChRを介したニコチンの保護作用が関与している可能性も考えら

れる。 

ニコチンの学習・記憶障害改善作用のメカニズムとしては更に、ニコチン投与による神経伝達物質

の放出の影響の可能性も考えられる。nAChR はシナプス前の神経終末に発現し、他の代謝型、イオ

ンチャネル型受容体と相互作用することにより [46, 47]、グルタミン酸、γアミノ酪酸、ドーパミン、
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ノルアドレナリン、グリシンなどの様々な神経伝達物質の放出を修飾していることが報告されており 

[48-55]、更にこれらの神経伝達物質の放出がニコチンの認知機能亢進作用に必須であることを示唆す

るデータも示されている [56, 57]。また、ニコチンは、正常ラットを用いた検討においても注意力を

促進する効果があることが報告されている [58, 59]。今回、正常ラットの記憶・学習機能に対するニ

コチンの効果は検討していないため、そのような作用が本検討で認められたニコチンの効果に関与し

ている可能性は否定できない。 

以上、第 1章では、ラットにおいて、ニコチンの反復投与により、Aβによって誘発される学習お

よび記憶障害が改善することが確認され、その作用にコリン作動性神経の賦活化が関与している可能

性が示された。ニコチンの全身投与は、末梢性の作用など副作用の懸念が指摘されており [60, 61]、

現在、ニコチン以外の nAChR作動薬の探索・開発が進められている。本章の知見は、AD治療にお

けるこれらのnAChR作動薬の有用性を示唆するものである。 
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第5節 小括  

第1章においては、Aβをラット脳室内に注入する神経傷害モデルを用い、ニコチンの効果を検討した。

その結果、下記の知見を得ることが出来た。 

 Aβをラット脳室内に注入した結果、 Aβ注入開始 87-90日後に実施したモリス式水迷路試験に

おいて学習・記憶障害が認められ、これらの障害は、ニコチン（0.2 mg/kg）をAβ注入開始の3

週間後から1日1回 9週間、腹腔内投与することにより有意に改善した。 

 同モデルにおいて、90日目の前部大脳皮質、後部大脳皮質および海馬では、コリン作動性神経

のプレシナプスのマーカーであるHC-3結合が低下し、この低下はニコチンの投与によって有意

に改善した。 

 同モデルにおいて、90日目の線条体ではコリン作動性神経細胞のマーカーであるChAT活性が

低下したが、この低下はニコチンの投与によって改善しなかった。 

 以上、ニコチンは、Aβによって誘発される学習・記憶障害を改善し、その作用にはコリン作動

性神経の機能亢進が関与していることが示唆された。 

本章の知見は、AD患者に対してニコチンなどのnAChR作動薬が、コリン作動性神経を賦活化するこ

とにより有効性を示す可能性を示すものである。  
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第 2章 Aβおよび興奮性アミノ酸によって誘発される神経傷害モデルの構築 

第 1節 緒言  

AβはAD患者の脳に老人斑として蓄積する蛋白質である。Aβには複数の分子種が知られているが、

主としてC末端が短いAβ1-40と長いAβ1-42に大別され、いずれもAPPから、β-セクレターゼによる β切

断と γ-セクレターゼによる γ切断を経て産生される。Aβの病態生理学的な役割は必ずしも明確ではない

が、これまでに in vitroにおいて神経細胞傷害を惹起することや、その作用のメカニズムとして活性酸素

の産生 [62, 63] や一酸化窒素の産生 [63, 64]、細胞内カルシウムの恒常性の破綻 [63, 65, 66] が関与して

いることが示されている。さらにAβは、in vivoにおいても神経細胞傷害を誘導するとの報告があるが、

これに関しては相反する報告もある [67-69]。従って、Aβの神経細胞傷害作用に着目した in vivo神経傷

害モデルは、ADの動物モデルとして有用と考えられる半面、再現性の観点から課題が指摘されてきた。 

興奮性神経伝達物質であるグルタミン酸は、高濃度では神経細胞死を誘導することから、AD などの

神経変性疾患の発症に関わっていると考えられている。また、AD におけるグルタミン酸の関与を支持

する知見として Aβ との相互作用が挙げられる。例えば、ラット初代培養神経細胞を用いた検討におい

て、Aβがアストロサイトによるグルタミン酸の取り込み機能を低下させることや [70]、Aβがグルタミ

ン酸によって誘発される興奮細胞毒性を亢進し、この興奮細胞毒性が NMDA 受容体遮断薬によって抑

制されること  が報告されている [66, 71]。さらに in vivoにおいてAβが、グルタミン酸と同じ興奮性ア

ミノ酸であるイボテン酸の細胞傷害作用を亢進することが示されている [72, 73]。 

そこで、ADの病態に関わると考えられているAβとグルタミン酸の相互作用を想定し、両者を併用し

た評価系の構築を試みた。その結果、in vitroおよび in vivoにおいてAβと興奮性アミノ酸が相乗的に作

用し神経細胞傷害を誘導することが確認され、また、Aβ と興奮性アミノ酸の併用により誘発するラッ

ト神経傷害モデルが明確な学習・記憶障害を示すことを確認した。さらに、本神経傷害モデルを用い、

メマンチンおよびMK-801 の作用を検討した。メマンチンは NMDA 受容体に対する非競合的遮断薬で

あり、コリンエステラーゼ阻害薬（ドネペジル、ガランタミン、リバスチグミン）とともに、本邦にお

いてAD治療薬として使用されている薬剤の一つである。メマンチンは、ラット神経細胞を用いた in vitro

試験において NMDA 受容体の活性化によって生じる電流に対して膜電位依存性の阻害作用を示すが、

別のNMDA受容体遮断薬であるNK-801とは異なり、その作用の発現や消失が速やかであるという特徴

を持っている [74, 75]。メマンチンはまた、ラット海馬スライスのシナプス伝達の長期増強の形成に対

して濃度依存的な抑制作用を示すものの、NMDA受容体チャネルを阻害する濃度付近ではほとんど影響

しないことが確認されているが、MK-801はNMDA受容体チャネルを阻害する濃度付近でもシナプス伝

達の長期増強に対して抑制作用を示すことが報告されている [76]。本モデルにおいて、メマンチンは神

経細胞傷害を抑制し、学習・記憶障害を改善したが、MK-801 は神経細胞傷害を抑制したものの、同じ

用量で学習・記憶障害は改善せず、むしろ悪化させた。これらの作用の違いは、NMDA受容体チャネル

を阻害する濃度での長期増強阻害作用の有無によるものと考えられる。本モデルにおいて、既に臨床で

用いられているメマンチンの有効性が確認されたことは、AD 治療薬評価モデルとしての本モデルの有

用性を支持する結果である。 
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第 2節 実験材料および方法  

（1） 動物 

本研究における動物実験は、アスビオファーマ株式会社（その前身であるサントリー株式会社

生物医学研究所等を含む）の動物実験実施基準に従い、また、同社の動物倫理委員会において承

認を受けた上で実施した。Slc:Wistar妊娠ラットは日本エスエルシー株式会社より入手し、in vitro 

細胞培養実験に供した。また、雄性F344/DuCrjラット（試験開始時10週齢、220-250 g）はチャ

ールズリバー株式会社より入手し、in vivo試験に供した。動物は12時間毎の明暗周期（午前7時

から午後 7時までが明期）の下で飼育し、餌と水は常に自由に摂取させた。行動実験はすべて午

前8時30分から午後 4時30分の間に行った。 

（2） 神経細胞の調製 

Slc:Wistar妊娠ラットの妊娠 18日目に胎児を摘出し、大脳皮質領域を実体顕微鏡下で分取した

後、蛋白質分解酵素（papain）を用いて神経細胞を分散した。得られた神経細胞は、5% Nu-Serum、

2% B-27を含むNeurobasalに懸濁し、Poly-D-Lysine 96 wellプレートの各wellに約140細胞/mm
2

の密度で播種後、CO2インキュベーター（37℃、10% CO2）で培養した。培養 3日目に、グリア

細胞の増殖を抑制する目的で 1 μMのAraCを各wellに添加した。なお、培養 7日目に一部の培

養細胞をMAP-2 法により染色し、グリア細胞に対する神経細胞の比率が 90％以上であることを

確認し使用した。 

（3） 培養細胞における神経細胞死の評価 

上記（2）で調製した初代培養大脳皮質神経細胞の培養6-8日目に1.0 μMのAβ25-35（Peptide Institute

社、HBSS に溶解）を添加し、24、48 もしくは 72 時間培養した後、L-グルタミン酸

（2-Aminopentanedioic acid, Sigma-Aldrich社、以下グルタミン酸）10または30 μMを添加した。グ

ルタミン酸添加の24時間後に、10 μl の thiazolyl blue tetrazolium bromide（MTT）溶液（5 mg/mL）

を各wellに添加し、10分間培養した後、培養上清を除去してプレートを室温にて 24時間乾燥し

た。各wellに200 μl のdimethyl sulfoxide（DMSO）を添加して、還元されたMTTを溶解し、プ

レートリーダーを用い 570 nmにおける吸光度を測定した後、対照として同時に測定した 650 nm

における吸光度を差し引いた値を生細胞活性とした（データは Aβ もグルタミン酸も添加しない

control群に対する％で表示した）。 

（4） Aβ1-40およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルの作製 

Aβ1-40（Peptide Institute社）は2 μM HCl/salineに溶解した後、37℃で7日間インキュベートし、

4 μg/μl のAβ溶液を作製した。イボテン酸（α-Amino-3-hydroxy-5-isoxazoleacetic acid, Sigma-Aldrich

社）はリン酸緩衝生理食塩水に溶解して、0.6 μg/mlのイボテン酸溶液を作製した。 

雄性F344/DuCrjラットをペントバルビタール（50 mg/kg, i.p.）麻酔下に脳定位固定装置に固定

し、頭蓋骨露出後、ブレグマ－ラムダを水平にして、両側海馬（ブレグマより、後方 3.0 および
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4.5mm、矢状逢合より左右それぞれ側方 2.0および3.5mm、ブレグマよりそれぞれ深さ 3.0および

3.5mmの 4箇所）に、インフュージョンポンプに接続した 10 μl用マイクロシリンジ（30G注射

針付）を介してAβ溶液を0.25 μl/minの流速で4分間注入した（総量：4 μg/1μl）。シリンジはそ

の後2.5分間留置させた後、取り外し、頭皮を縫合して術創を閉じ、ケージに戻した。2日後、同

様にしてイボテン酸（0.3 μg /0.5 μl）を0.125 μl/minの流速で4分間注入し、術後、ラットをケー

ジに戻した。なお、術後の飼育は、常に餌と水を自由に摂取することができる状態で行った。 

 

 

（5） 薬物の投与 

メマンチン塩酸塩（1-Amino-3,5-dimethyladamantane hydrochloride, memantine, Merz Pharma社、以

下メマンチン）は、生理食塩水に溶解し、10または 20 mg/kg/dayの用量で、Aβ1-42海馬内注入の

24時間後から6週間、ラットの背部皮下に植え込んだosmotic mini-pump（Alzet, Model 2ML2, Alza

社）を用いて持続注入した。Osmotic mini-pump は2週間毎に入れ替えた。このメマンチンの用量

は、ヒトでの用法用量（20および30 mg/day, p.o.）で投与した後の定常状態時の血清中濃度（各々、

0.374および0.529 μM）やラットにおいて神経細胞保護作用を示す用法用量（2.0 mg/kg/day, s.c. 

infusion）における血漿中濃度（1.2 μM）に基づき設定した [77]。 

MK-801 マレイン酸水素塩（(+)-5-Methyl-10,11-dihydro-5H-debenzocyclohepten-5,10-imine maleate, 

Sigma-Aldrich社、以下MK-801）は、生理食塩水に溶解し、0.624 mg/kg/dayの用量で、Aβ1-42海馬

内注入の 24時間後から 6週間、上記と同様の方法で持続注入した。このMK-801の用法用量は、

事前に実施した薬理試験の結果、0.132 mg/kg/dayの用量では神経細胞保護作および学習・記憶改

善作用が認められなかったこと、1.248 mg/kg/dayの用量では毒性作用により 7日以内にラットが

死亡したことを参考に設定した。 

対照群（Vehicle群）には、生理食塩水を上記と同様の方法で持続注入した。 
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（6） モリス式水迷路試験 

モリス式水迷路試験は、第1章、第2節（4）に記載した方法により実施した。但し、獲得試行

は、Aβ注入35日後より実施した。 

（7） Peripheral type benzodiazepine binding site（PTBBS）結合能 

海馬における神経細胞死を評価する目的で、Demerle-Pallardy らの方法 [78] を用い、グリオー

シスのマーカーである PTBBS 結合能を測定した。まず、モリス式水迷路試験終了後、ラットを

ペントバルビタールにより安楽死させ、その直後に左側の海馬を採取して、-80℃で冷凍保存した。

採取した海馬は40倍容量の氷冷した緩衝液（50 mM Tris–HCl, 120 mM NaCl, pH7.4）を用いてホ

モジナイズした。このホモジネート液に 2 nM の[
3
H]-PK11195（(1-(2-chlorophenyl)-N-methyl-N 

-(1-methylpropyl) -3 -isoquinolinecarboxamide; 3163.5 GBq/mmol, NEN社）を加え、25℃で60分間イ

ンキュベートした。インキュベーション後直ちに、0.1% polyethylenimineに予め浸したグラスファ

イバーフィルター（GF/B）を用いて反応液をろ過し、氷冷した 5 mlの緩衝液で 3回洗浄した。

PTBBS結合能は、フィルターの放射活性を液体シンチレーションカウンター（TRI-CARB 1900CA, 

Packard 社）を用いて測定することにより求め、特異的結合は、全結合量から、1 μM の非標識

PK11195存在下で反応させて得た非特異的結合量を差し引くことにより算出した。さらに、Smith

らの方法 [79] を用いて蛋白濃度を測定し、蛋白量あたりの放射活性を fmol/mg protein の単位に

換算した後、偽手術群との比で表示した。 

（8） 組織学的検索 

モリス式水迷路試験終了後に右側の海馬を採取して、10%ホルマリンを含む 0.1 Mのリン酸緩

衝液に24時間浸し、更にその後、20%のショ糖を含む 0.1 Mのリン酸緩衝液に 48-72時間浸した

後、凍結包埋した。包埋組織は、Aβ1-40およびイボテン酸注入部位を中心に厚さ 15 μmの冠状断

面の連続切片を作製し、Cresyl violet染色により神経細胞傷害を組織学的に解析した。 

（9） 統計学的解析 

データは平均値±標準誤差で表示した。統計学的解析は、モリス式水迷路試験の獲得試行につ

いては二元配置分散分析、その他の測定については一元配置分散分析を行った後、Turkey-Kramer

もしくはDunnett’sテストにより（EXSUS Ver. 7.5.2）により行い、p < 0.05以上のデータを統計学

的に有意差があると判断した。 
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第3節 実験結果  

第1項  Aβおよびグルタミン酸により誘起される神経細胞傷害 

ラット初代培養神経細胞を用い、Aβまたはグルタミン酸を単独で、あるいはAβとグルタミン

酸を組合せて添加することにより惹起される神経細胞傷害について検討した。Fig. 5に示すように、

ラット初代培養大脳皮質神経細胞にAβ（1 μM）、もしくはグルタミン酸（10, 30 μM）を各々単独

で添加した結果、MTT活性の低下がみられ、有意な神経細胞傷害が認められた（Fig. 5A）。また、

Aβを添加した48時間後にグルタミン酸を添加すると、Aβまたはグルタミン酸を単独で添加した

ときに比べ、より顕著な神経細胞傷害が認められた（Fig. 5A）。Aβとグルタミン酸の組合せによ

る神経細胞傷害の強さは、Aβの前処置時間の長さに応じて変化し、前処置時間が 48時間の時に

最大となった（Fig. 5B）。 

 

 

Fig. 5 Neurotoxic effects of Aβ and/or glutamate in rat primary cortical neurons  

Primary rat cortical neurons were cultured with Aβ25–35 for 48h and then glutamate was added to the culture. 

Neuronal damage was estimated by MTT assay 48h after the glutamate addition unless otherwise indicated.   

A: Neurotoxic effects of Aβ25–35 (1.0 μM) and glutamate (10, 30 μM).  B: Effects of pretreatment time with 

Aβ25–35 (1.0 μM) on the neurotoxic effect of glutamate (30 μM).  Data represent the mean ± S.E.M.  Number 

of wells used is indicated in parentheses.  * p < 0.05, ** p < 0.01 vs Control (neither Aβ nor glutamate was 

added) (Dunnett’s test) 

 

第2項  Aβおよびイボテン酸により誘起されるラット神経傷害 

（1） モリス式水迷路試験 

ラット海馬にAβまたはイボテン酸を単独で、あるいはAβとイボテン酸を組み合わせて注入す
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ることにより惹起される学習・記憶障害について検討した。Fig. 6に示すように、モリス式水迷路

試験の獲得試行において、Aβを単独で海馬に注入した群（□）、またはイボテン酸を単独で海馬

に注入した群（▲）では、偽手術群（○）に対し、有意な escape latencyの延長は認められなかっ

たが、Aβ 注入の 48 時間後にイボテン酸を注入した群（●）では、獲得試行 2 日目、3 日目、4

日目の escape latencyが有意に延長し、学習障害が生じていることが確認された（Fig. 6A）。最終

獲得試行終了の2時間後に行った保持試行において、Aβを単独で海馬に注入した群（Aβ alone群）、

またはイボテン酸を単独で海馬に注入した群（Ibotenate alone群）では、偽手術群（Sham群）に

対し、annulus crossing（プラットフォーム位置の横切り回数）の有意な低下は認められなかった

が、Aβ注入の48時間後にイボテン酸を注入した群（Aβ+Ibotenate群）では、annulus crossingが有

意に低下したことから、記憶障害が生じていることが確認された（Fig. 6B）。 

 

Fig. 6 Effects of intrahippocampal injections of Aβ and ibotenate alone and in combination on water 

maze performance in rats  

Aβ1-40 (4 μg/1 μl), ibotenate (0.3 μg/0.5 μl), or Aβ1–40 (4 μg/1 μl) plus ibotenate (0.3 μg/0.5 μl) was 

bilaterally injected into the hippocampus of rats.  A; The water maze task was performed for 4 days on 

days 35 - 38 after the injection of Aβ.  B; A probe trial was conducted for 60 s at 2 h after the final 

acquisition test.  Each symbol and column represents the mean ± S.E.M.  Number of rats used is shown 

in parentheses.  * p< 0.05 vs Sham (Dunnett's test).   
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（2） PTBBS結合能 

モリス水迷路試験終了後に採取した海馬を用い、神経細胞傷害マーカーである PTBBS 結合能

を測定した結果をFig. 7に示す。Aβ alone群、または Ibotenate alone群では、Sham群に対し、PTBBS

結合能の有意な増加は認められなかったが、Aβ+Ibotenate群では、PTBBS結合能の有意な増加が

認められ、海馬において神経細胞傷害が惹起されていることが確認された（Fig. 7）。 

 

Fig. 7 Effects of intrahippocampal injections of Aβ and ibotenate alone and in combination on 

neuronal damage in rats  

Aβ1-40 (4 μg/1 μl), ibotenate (0.3 μg/0.5 μl), or Aβ1–40 (4 μg/1 μl) plus ibotenate (0.3 μg/0.5 μl) was 

bilaterally injected into the hippocampus of rats.  Levels of the peripheral-type benzodiazepine-binding site 

in the left hippocampus weeks after the injection of Aβ1-40 were measured using [
3
H] PK11195 as a specific 

radio-ligand.  The absolute [
3
H] PK11195 binding value of sham rats was 166.6 ± 3.03 fmol/mg protein.  

Each symbol and column represents the mean ± S.E.M.  Number of rats used is shown in parentheses.  

** p < 0.01 vs Sham (Dunnett's test) 

 

  

第3項  ラット神経傷害モデルにおけるメマンチンおよびMK-801の効果 

（1） メマンチンの効果 

第 2項で構築した Aβ およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルにおけるメマンチンの効果

をモリス式水迷路試験により評価した結果、また、モリス式水迷路試験終了後に採取した左側海

馬を用い、神経細胞障害マーカーであるPTBBS結合能を測定した結果をFig.8に示す。モリス式

水迷路試験の獲得試行において、同モデルに対してVehicleを投与した群（●）では、偽手術群（○）

と比較し、獲得試行 2日目、3日目、4日目の escape latencyが有意に延長し、この escape latency
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の延長は、メマンチンを 10 mg/kg/day（△）または 20 mg/kg/day（▲）の用量で投与することによ

って抑制され（Vehicle 群と比較し、10 mg/kg/day では獲得試行の 2, 3, 4 日目において、また

20mg/kg/dayでは 3日目において有意差が認められた）、メマンチンの学習障害改善作用が確認さ

れた（Fig. 8A）。最終獲得試行終了の 2時間後に行った保持試行においては、Vehicleを投与した

群（Vehicle群）では、偽手術群（Sham群）に対し、annulus crossing（プラットフォーム位置の横

切り回数）の有意な低下が認められ、この低下は、メマンチンを10 mg/kg/dayまたは 20 mg/kg/day

の用量で投与することにより抑制され（統計学的有意差はなし）、メマンチンが本モデルにおける

記憶障害を改善する傾向があることが示された（Fig. 8B）。また、モリス式水迷路試験終了後に採

取した左側の海馬を用い、神経細胞傷害マーカーである PTBBS 結合能を測定した結果、Vehicle

群では Sham群に対し、PTBBS結合能の有意な増加が認められ、この PTBBS結合能の増加は、

メマンチンを10 mg/kg/dayまたは20 mg/kg/dayの用量で投与することによって有意に抑制され、

メマンチンが本モデルにおける神経細胞傷害を改善することが示された（Fig. 8C）。 

モリス式水迷路試験終了後に採取した右側の海馬を用い、Cresyl violet染色により組織学的解析

を行った結果をFig. 10に示す。Vehicle群では海馬CA1およびCA3領域を中心に神経細胞の顕著

な脱落が確認されたが、メマンチンを 10 mg/kg/dayまたは20 mg/kg/dayの用量で投与した群では

神経細胞脱落はほとんど観察されず、メマンチンが神経細胞傷害を改善していることが定性的に

示された（Fig. 10A）。 

 

（2） MK-801の効果 

Aβ およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルにおける MK-801 の効果をモリス式水迷路試

験により評価した結果、また、モリス式水迷路試験終了後に採取した左側海馬を用い、神経細胞

障害マーカーであるPTBBS結合能を測定した結果をFig.9に示す。獲得試行では、同モデルにお

いてVehicleを投与した群（●）では、偽手術群（○）に比較して escape latencyが延長し（Fig. 9A, 

獲得試行2日目、3日目において有意差）、この escape latencyの延長は、MK-801を0.624 mg/kg/day

（■）の用量で投与することによって抑制されず、MK-801 による学習障害改善作用は認められ

なかった（Fig. 9A）。最終獲得試行終了の 2時間後に行った保持試行において、Vehicleを投与し

た群（Vehicle群）では、偽手術群（Sham群）に比べ、annulus crossing（プラットフォーム位置の

横切り回数）の有意な低下が認められ（Fig. 9B）、この annulus crossingの低下は、MK-801を0.624 

mg/kg/day（MK-801 0.624 mg群）の用量で投与することによって抑制されず、MK-801の記憶障

害改善作用は認められなかった（Fig. 9B）。一方、神経傷害マーカーの検討では、Vehicle 群では

Sham群に対し、PTBBS 結合能の有意な増加が認められ、神経細胞傷害が惹起されていることが

確認され、この傷害に対し、MK-801を0.624 mg/kg/day（MK-801 0.624 mg群）の用量で投与する

と、有意にPTBBS結合能の増加が抑制され、MK-801が本モデルにおける神経細胞傷害を改善す

ることが示された。 

モリス式水迷路試験終了後に採取した右側の海馬を用い、Cresyl violet染色により組織学的検索
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を行った結果をFig. 10に示す。Vehicle群では海馬CA1およびCA3領域を中心に神経細胞の顕著

な脱落が確認されたが、MK-801 0.624 mg 群では神経細胞の顕著な脱落は観察されず、MK-801

が神経細胞傷害を改善していることが定性的に示された（Fig. 10B）。 
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Fig. 8 Effects of memantine on neuronal damage in rats subjected to bilateral sequential injections of 

Aβ1-40 and ibotenate into the hippocampus. 

Aβ1-40 (4 μg/1 μl) was bilaterally injected into the hippocampus of rats, and subsequently ibotenate (0.3 μg/0.5 

μl) was injected into the same sites 48 h after the Aβ1-40 treatment.  Memantine (10, 20 mg/kg/day) or saline 

was subcutaneously infused for 6 weeks starting 24 h after the Aβ1-40 injection.  A; The water maze task was 

performed for 4 days on days 35–38 after the injection of Aβ1-40.  B; A probe trial was conducted for 60 s at 2 h 

after final the acquisition test. C; Levels of the peripheral-type benzodiazepine-binding site in the left 

hippocampus 6 weeks after the injection of Aβ1-40 were measured using [
3
H] PK11195 as a specific radio-ligand.  

Each symbol and column represents the mean ± S.E.M.  Number of rats used is shown in parentheses.  * p < 

0.05 vs Sham, † p < 0.05 vs Vehicle (Tukey–Kramer's test) 
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Fig. 9 Effects of MK-801 on water maze performance in rats subjected to bilateral sequential injections 

of Aβ1-40 and ibotenate into the hippocampus. 

Aβ1-40 (4 μg/1 μl) was bilaterally injected into the hippocampus of rats, and subsequently ibotenate (0.3 μg/0.5 

μl) was injected into the same sites 48 h after the Aβ1-40 treatment.  MK-801 (0.624 mg/kg/day) or saline was 

subcutaneously infused for 6 weeks starting 24 h after the Aβ1-40 injection.  A; The water maze task was 

performed for 4 days on days 35–38 after the injection of Aβ1-40.  B; A probe trial was conducted for 60 s at 2 h 

after final the acquisition test.  C; Levels of the peripheral-type benzodiazepine-binding site in the left 

hippocampus 6 weeks after the injection of Aβ1-40 were measured using [
3
H]-PK11195 as a specific radio-ligand.  

MK-801 (0.624 mg/kg/day) was administered by subcutaneous infusion for 6 weeks starting 24 h before the 

Aβ1-40 injection.  Each symbol and column represents the mean ± S.E.M.  Number of rats used is shown in 

parentheses.  * p < 0.05 vs Sham, † p < 0.05 vs Vehicle (Tukey–Kramer's test) 
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Fig. 10 Effects of memantine and MK-801 on neuronal damage in the right hippocampus in rats 

subjected to bilateral sequential injections of Aβ1-40 and ibotenate into the hippocampus (Cresyl violet 

staining). 

Aβ1-40 (4 μg/1 μl) was bilaterally injected into the hippocampus of rats, and subsequently ibotenate (0.3 μg/0.5 

μl) was injected into the same sites 48 h after the Aβ1-40 treatment.  Memantine (10, 20 mg/kg/day), MK-801 

(0.624 mg/kg/day) or saline was administered by subcutaneous infusion for 6 weeks starting 24 h before the 

Aβ1-40 injection.  Scale bar: 1 mm. 
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第4節 考察  

第2章では、まず in vitroおよび in vivoにおいてAβと興奮性アミノ酸の組み合わせにより惹起さ

れる神経細胞傷害を解析した。In vitro の検討では、初代培養大脳皮質神経細胞に興奮性アミノ酸で

あるグルタミン酸を添加する 48時間前にAβを添加すると、Aβまたはグルタミン酸を単独で添加し

たときに比べ、より顕著な神経細胞傷害が認められ、Aβの前処置がグルタミン酸に対する神経細胞

の感受性を亢進することが示された。このようなAβとグルタミン酸の相乗効果は、これまでにもい

くつか報告されており、そのメカニズムとして、Aβ処置による細胞内へのカルシウム流入の亢進に

基づく神経細胞の脆弱性亢進が示唆されている [66]。すなわち、Aβ凝集体は、細胞膜表面において

活性酸素を生成させ、細胞膜の脂質過酸化反応を亢進することにより、イオン輸送性ATPaseならび

にグルコースやグルタミン酸のトランスポーター機能を阻害する aldehyde 4-hydroxynonenalを産生さ

せ [80, 81]、その結果、細胞膜の脱分極やカルシウムの流入、および細胞エネルギーの枯渇を誘発す

ると考えられている [82]。また、別の考え方として、Aβ自体が細胞膜上にporeを形成することによ

り、細胞内カルシウムの恒常性を破綻させる可能性も指摘されている [83]。 

In vivoの検討では、グリア細胞によるグルタミン酸トランスポーターの影響を回避するため、興奮

性アミノ酸としてイボテン酸を用いた。ラット海馬にAβまたは興奮性アミノ酸であるイボテン酸を

単独で注入した場合、神経細胞傷害およびモリス式水迷路における学習・記憶障害は認められなかっ

たが、イボテン酸注入の 48時間前にAβを注入することにより、神経細胞傷害およびモリス式水迷

路試験における顕著な学習・記憶障害が認められた。Aβによる神経細胞傷害作用はこれまでにも in 

vitroおよび in vivoの系で報告されているが [84, 85]、in vivoにおけるAβの神経細胞傷害作用に関す

る報告は必ずしも一致しておらず [67-69]、Aβ投与によって惹起する学習・記憶障害モデルは再現性

の点で課題があると考えられてきた。一方、これまでに、in vivoにおいてAβがイボテン酸の細胞傷

害を亢進することが報告されていたことから [72, 73]、本研究ではこれらの報告に基づき、Aβ を注

入してから 48時間後にイボテン酸を注入することによって、より顕著な学習・記憶障害が誘発され

ることを想定し実験を行った。その結果、期待通り顕著な学習・記憶障害が誘導されるモデルを構築

することが出来た。 

次に、上記の in vivoの検討で構築した、ラット海馬にAβおよびイボテン酸を組み合わせて注入す

ることにより惹起される学習・記憶障害モデルを用い、メマンチンおよびMK-801の作用を検討した。

その結果、メマンチンが神経細胞傷害（PTBBS結合能の上昇および組織学的変化）を抑制し、学習・

記憶障害を改善することが示された。本試験におけるメマンチンの投与後の定常状態での血清濃度は、

10および20 mg/kg/day投与群で、各 5々2-64 ng/ml（0.32±0.012 μM）および150-199 ng/ml（1.01±0.061 

μM）であった。これらの血清中濃度は、in vitroにおける神経細胞保護作用を有する濃度（0.3 μM）

に近く、また臨床での本剤の投与量における血清中濃度に近い値である [77]。一方、MK-801は、神

経細胞傷害を抑制したものの、同じ用量で学習・記憶障害を改善せず、むしろ悪化させた。メマンチ

ンは、MK-801 とは異なり、NMDA 受容体阻害作用が膜電位依存的であり、またその作用の消失が

速やかであることが報告されている [74, 75]。今回の試験における両者の効果の違いはこの作用に関
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係しているものと考えられる。 

MK-801が学習・記憶機能を悪化させるメカニズムとしてはMK-801によるシナプスの可塑性阻害

が考えられる。例えば、MK-801はNMDA受容体を阻害する用量で長期増強の形成を抑制し [76]、

またキノリン酸を用いた内嗅皮質破壊により惹起される 8 方向放射迷路試験における空間参照記憶

を悪化させることが報告されている [86]。これらの結果は、MK-801が神経細胞保護作用を示す用量

でシナプス可塑性を阻害し学習・記憶障害を誘発することを示唆する。また、今回データは示してい

ないが、正常ラットを用いた検討で、メマンチン（20 mg/kg/day）は正常ラットのモリス式水迷路試

験における獲得試行および探査試行の結果に影響を与えなかったが、MK-801（0.624 mg/kg/day）は

獲得試行における escape latencyを有意に悪化し、探査試行における annulus crossingを有意に減少さ

せた。すなわち、メマンチンは生理的な学習・記憶機能には影響することなく神経細胞保護作用を示

すことにより学習・記憶障害を改善するが、MK-801 は神経細胞保護作用を示す用量で生理的な学

習・記憶機能を障害すると考えられる。 

以上、本章では、in vitroおよび in vivoにおける検討で、Aβと興奮性アミノ酸が相乗的に作用し神

経細胞傷害を誘導することが確認された。また、Aβとイボテン酸の組み合せによって誘発されるラ

ット神経傷害モデルを用いてメマンチンの効果を検討し、メマンチンが本モデルにおける神経細胞傷

害、および学習・記憶障害を改善することが示された。既に臨床で用いられているメマンチンの学習・

記憶障害改善効果が確認されたことは、AD治療薬評価モデルとしての本モデルの有用性を示すもの

である。 
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第5節 小括  

第2章においては、ラット初代培養神経細胞にAβまたはグルタミン酸を単独で、あるいはAβとグル

タミン酸を組み合わせて添加することにより惹起される神経細胞傷害や、ラット海馬にAβまたはイボ

テン酸を単独で、あるいはAβとイボテン酸を組み合わせて注入することにより惹起される神経細胞傷

害および学習・記憶障害を検討し、下記の知見を得ることが出来た。 

 Aβ（1 μM）およびグルタミン酸（10, 30 μM）は各々、ラット初代培養神経細胞に対し有意な神

経細胞傷害を惹起した。また、Aβ処置の 48時間後にさらにグルタミン酸を作用させたところ、

Aβまたはグルタミン酸単独の場合に比べ、より顕著な神経細胞傷害が認められた。 

 Aβ（4 μg/1 μl）、またはイボテン酸（0.3 μg/0.5 μl）をラット海馬に注入した結果、神経細胞傷害マ

ーカーであるPTBBS結合能の上昇や、モリス式水迷路試験における学習・記憶障害は、ほとん

ど見られないかまたは軽度であった。一方、Aβおよびイボテン酸を組み合せて注入したところ、

PTBBS結合能の有意な上昇およびモリス式水迷路試験における顕著な学習・記憶障害が観察され

た。 

 メマンチン（10, 20 mg/kg）は、ラットの海馬にAβを注入しその48時間後にイボテン酸を同様

に注入する神経傷害モデルにおいて、神経細胞傷害（PTBBSの上昇および組織学的変化）を抑

制し、またモリス式水迷路試験における学習・記憶障害を改善した。 

 同モデルにおいて、メマンチンと同じNMDA受容体拮抗剤であるMK-801は、メマンチンと同

様、神経細胞傷害を抑制したものの、モリス式水迷路試験における学習・記憶障害は抑制しな

かった。 

以上の知見は、Aβと興奮性アミノ酸が相乗的に作用し神経細胞傷害や学習・記憶障害を誘導するこ

とを示しており、Aβとイボテン酸の組み合せによって誘発される神経傷害モデルにおいて、既存のAD

治療薬であるメマンチンの学習障害改善効果が確認されたことは、本モデルのAD治療薬評価モデルと

しての有用性を支持するものである。 
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第 3章 Aβ/興奮性アミノ酸誘発ラット神経傷害モデルにおける bFGFの効果  

第 1節 緒言  

bFGF（別名 FGF-2）は 154個のアミノ酸から成る分子量約 18kDaの分泌型蛋白質であり、FGFファ

ミリーに属する [87]。哺乳類においてFGFファミリーメンバーは、これまでに23種類（FGF1 – FGF23）

が報告されており、またFGFの受容体は4種類（FGFR1 – FGFR4）が同定されている。bFGFの高親和

性受容体である FGFR1 は、内皮細胞や血管平滑筋細胞、神経細胞、グリア細胞など多種の細胞に発現

しており、bFGF はこれらの細胞の生存や増殖、分化に重要な役割を果たしていると考えられている。

bFGFは、FGFR1受容体に結合した後、その受容体の二量体化やそれによる受容体分子内チロシンキナ

ーゼの活性化、およびそれに続く phospholipase Cγ（PLCγ）やMAPキナーゼ（mitogen-activated protein 

kinases）経路の活性化を介してその生物活性を発揮すると考えられている [87]。bFGF はまた、受容体

と複合体を形成した後、エンドサイトーシスにより細胞内に入り、細胞質や核内で機能することも知ら

れている。 

bFGF は多様な生物活性を有していることから、古くからその医薬品への応用が考えられ検討されて

きた。例えば、遺伝子組み換え型 bFGFは既に、線維芽細胞や血管内皮細胞に対する増殖作用を作用メ

カニズムとした褥瘡治療薬（スプレー剤）として使用されている。bFGF はまた神経細胞に対して細胞

保護作用 [88] や神経突起伸展作用 [89] を有することが示されており、in vivoにおいても一過性および

永久脳虚血モデル [90, 91] や脳外傷モデル [92] において有効性を示すことが報告されている。さらに、

これらの結果を基に脳梗塞を対象とした臨床試験も実施されている[93]。 

本章では、bFGFのAD治療薬としての可能性を検討する目的で、第2章で構築したAβおよび興奮性

アミノ酸によって惹起される神経傷害モデルを用いbFGFの効果を検討した。その結果、bFGFはAβお

よび興奮性アミノ酸によって惹起される in vitro の神経細胞傷害を改善するだけでなく、両者の併用で

誘導される in vivo における神経傷害および学習・記憶障害を改善することが示された。本章の知見は、

bFGFが神経細胞保護作用によりAD患者において有益な効果を示す可能性を示唆するものである。 
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第 2節 実験材料および方法  

（1） 動物 

本研究における動物実験は、アスビオファーマ株式会社（その前身であるサントリー株式会社

生物医学研究所等を含む）の動物実験実施基準に従い、また、同社の動物倫理委員会において承

認を受けた上で実施した。Slc:Wistar妊娠ラットは日本エスエルシー株式会社より入手し、in vitro 

細胞培養実験に供した。また、雄性F344/DuCrjラット（試験開始時 10週齢、220-250 g）はチャ

ールズリバー株式会社より入手し、in vivo試験に供した。動物は 12時間毎の明暗周期（午前7時

から午後 7時までが明期）の下で飼育し、餌と水は常に自由に摂取させた。行動実験はすべて午

前8時30分から午後 4時30分の間に行った。 

（2） 神経細胞の調製 

神経細胞の調製は、第 2章、第2節（2）に記載した方法により実施した。 

（3） 培養細胞における神経細胞死の評価 

培養細胞における神経細胞死の評価は、第 2章、第 2節（3）に記載した方法により実施した。

遺伝子組み換え型ヒト bFGF（BD Biosciences社）は0.3-3 ng/mlの濃度でグルタミン酸添加の 24

時間前に、またMK-801（Sigma-Aldrich社）は、1-30 nMの濃度でグルタミン酸と同時に添加し

た。 

（4） Aβ1-40およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルの作製 

Aβ1-40およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルの作製は、第2章、第2節（4）に記載した

方法により実施した。 

（5） 薬物の投与 

Aβ1-40およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルにおいて、Aβを注入し1日間通常飼育を行

った後、Aβの注入と同様の方法により、bFGF溶液（25 ng/1 μl）を海馬内4箇所に注入した。対

照群（Vehicle群）には、bFGF溶液の代わりに生理食塩水を同様の方法により注入した。 

（6） モリス式水迷路試験 

モリス式水迷路試験は、第1章、第2節（4）に記載した方法により実施した。但し、獲得試行

は、Aβ注入14日後より実施した。 

（7） PTBBS結合能 

PTBBS結合能の測定は、第2章、第2節（7）に記載した方法により実施した。 

（8） ChAT活性 

ChAT活性の測定は、第 1章、第2節（7）に記載した方法により実施した。 

（9） HC-3結合能 
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HC-3結合の測定は、第 1章、第2節（8）に記載した方法により実施した。 

（10） 統計学的解析 

データは平均値±標準誤差で表示した。統計学的解析は、モリス式水迷路試験の獲得試行につ

いては二元配置分散分析、その他の測定については一元配置分散分析を行った後、Dunnett’s test

（SAS System Release 9.2）により行い、p < 0.05以上のデータを統計学的に有意差があると判断し

た。 
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第3節 実験結果  

第1項  In vitro試験 

第2章で構築したin vitroにおけるAβおよびグルタミン酸誘発神経細胞傷害モデルを用いbFGF

の効果を評価した。Fig. 11に示すように、ラット初代培養大脳皮質神経細胞にAβ（1 μM）およ

びグルタミン酸（20 μM）を添加することにより顕著な神経細胞傷害が認められた（Fig. 11A, B）。

この傷害に対し、bFGF（0.3-3 ng/ml）をグルタミン酸添加の 24時間前に添加した結果、濃度依存

的な細胞傷害改善作用が認められた（Fig. 14A）。同様に、MK-801（1-30 nM）をグルタミン酸添

加と同時に添加することによっても、濃度依存的な細胞傷害改善作用が認められた（Fig. 11B）。 

 

 

 

Fig. 11 Effects of bFGF and MK-801 on neurotoxicity induced by Aβ and glutamate in rat primary 

cortical neurons  

Primary rat cortical neurons were cultured in the presence of Aβ25–35 (1.0 μM) for 48 h, and then glutamate (20 

μM) was added to the culture.  bFGF (0.3 - 3 ng/ml) (A) was added to the culture 24 h before the addition of 

glutamate, and MK-801 (1 - 30nM) (B) was added to the culture simultaneously with glutamate.  Neuronal 

damage was estimated by MTT assay 48h after the glutamate treatment.  In control, the cells were cultured 

without Aβ25–35/glutamate, and neither MK-801 nor bFGF was added to the culture.  Data represents the mean 

± S.E.M.  ** p < 0.01 vs Control, †† p < 0.05 vs Aβ/glutamate (Dunnett’s test) 
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第2項 ラット神経傷害モデルにおける bFGFの効果 

（1） モリス式水迷路試験 

第 2章で構築した Aβ およびイボテン酸誘発ラット神経傷害モデルにおける bFGFの効果をモ

リス式水迷路試験により評価した。Fig. 12に示すように、獲得試行において、同モデルに対して

Vehicleを投与した群（●）では、偽手術群（○）と比較し、獲得試行 2日目、3日目、4日目の

escape latencyが有意に延長し、この escape latencyの延長は、bFGFを25 ng/1 μlの用量で投与（□）

することによって、抑制される傾向が認められ（4日目においてp = 0.09, vs Vehicle群）、bFGFが

本モデルにおける学習障害を改善する可能性が示唆された（Fig. 12A）。 

最終獲得試行終了の 2時間後に行った保持試行においては、Vehicleを投与した群（Vehicle群）

では、偽手術群（Sham群）に対し、annulus crossing（プラットフォーム位置の横切り回数）の有

意な低下が認められ、この低下は、bFGFを 25 ng/1 μlの用量で投与することにより（bFGF群）、

有意差はないものの高値を示し（抑制率は51%）、bFGFが本モデルにおける記憶障害を改善する

可能性があることが示唆された（Fig. 12B） 
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Fig. 12 Effect of bFGF on water maze performance in rats subjected to bilateral sequential injections of 

Aβ1-40 and ibotenate into the hippocampus. 

Aβ1-40 (4 μg/1 μl) was bilaterally injected into the hippocampus of rats, and subsequently ibotenate (0.3 μg/0.5 

μl) was injected into the same sites 48 h after the Aβ1-40 treatment.  bFGF solution (25 ng/1 μl) or saline (1 μl) 

was injected into the same site 24 h after the Ab1-40 injection.  A: Acquisition trials were performed for 4 days 

on the days 14 - 17 after the injection of Aβ.  B: A probe trial was conducted for 60 s at 2 h after the final 

acquisition test.  Data represent the mean ± S.E.M.  Number of rats used is indicated in parentheses.  * p < 

0.05, ** p < 0.01vs Sham (Dunnett’s test) 
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（2） 生化学的試験 

行動試験終了後に採取した海馬を用い、PTBBS結合能（神経細胞傷害マーカー）、ChAT活性（コ

リン作動性神経終末マーカー）、およびHC-3結合能（コリン作動性神経終末におけるコリン再取

り込み部位マーカー）を測定した。Fig. 13に示すように、Vehicle群ではSham群に対し、PTBBS

結合能の有意な増加が認められ、このPTBBS結合能の増加は、bFGFを 25 ng/1 µlの用量で海馬

内注入（bFGF群）することによって有意に抑制された（Fig. 13A）。一方、ChAT活性およびHC-3

結合能は、Vehicle群ではSham群に対し有意な低下が認められたが（Fig. 13B, C）、これらの低下

に対し、bFGFは有意な改善効果を示さなかった（Fig. 13B, C）。 

 

Fig. 13 Effect of bFGF on neuronal damage in rats subjected to bilateral sequential injections of Aβ1-40 

and ibotenate into the hippocampus. 

Aβ1-40 (4 μg/1 μl) was bilaterally injected into the hippocampus of rats, and subsequently ibotenate (0.3 μg/0.5 

μl) was injected into the same sites 48 h after the Aβ1-40 injection.  bFGF solution (25 ng/1 µl) or saline (1 µl) 

was injected into the same site 24 h after the Aβ1-40 injection.  On the day 17, after the learning and memory 

tasks were completed, PTBBS (A), ChAT (B) and HC-3 binding (C) in the left hippocampus were measured.  

The data represent the mean ± S.E.M.  * p < 0.05, ** p < 0.01 vs Sham, † p < 0.05 vs Vehicle (Dunnett’s test) 
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第4節 考察  

第 3章では、第 2章で構築した Aβおよび興奮性アミノ酸を組み合わせにより惹起される in vitro

神経傷害モデルおよびラット学習・記憶障害モデルを用い bFGFの効果を検討した。その結果、bFGF

は両モデルにおいて神経細胞傷害を抑制し、また in vivo における学習・記憶障害を改善することが

示された。bFGFの認知機能改善効果についてはこれまでに、ラット外傷性脳損傷モデルを用いた実

験で報告されているが [92]、本研究はAβおよび興奮性アミノ酸により惹起される認知機能障害モデ

ルに対してbFGFが有効であることを示した初めての報告である。ADにおいては、神経細胞毒性を

示す Aβ の蓄積 [94] や興奮性アミノ酸受容体の過剰活性化 [66] が神経細胞死に関与していること

が報告されていることや既にADの治療に使われているメマンチンが同じ in vivoモデルに効果を示

すこと（第2章）を考えると、本章で得られた結果は、bFGFのAD治療薬としての有用性を示唆す

るものである。 

bFGFが細胞死を抑制することは、神経細胞のみならず、上皮細胞、内皮細胞、平滑筋細胞など様々

な細胞で報告されており [95]、このようなbFGFの細胞保護作用には細胞内カルシウム濃度の恒常性

維持作用が関与していると考えられている [95]。さらに、この bFGFの細胞内カルシウム濃度の恒常

性維持作用には、カルシウム結合蛋白質であるCalbindin-D 28kの発現誘導が関与していることが報

告されている [96, 97]。実際、今回データは示していないが、著者が実施した大脳皮質由来神経細胞

を用いた予試験において、bFGFがCalbindin-D 28kの発現を亢進し、さらにAβおよびグルタミン酸

によって誘発される細胞内カルシウム濃度の上昇を抑制することを確認している。 

bFGFの細胞保護作用には、Calbindin-D 28kに加え、抗酸化酵素や抗アポトーシス蛋白が関与して

いる可能性も考えられる [96]。例えば、bFGFは、抗酸化酵素であるカタラーゼの産生を亢進するこ

とが報告されている [98]。また、bFGFは神経細胞において、Bcl-2やBaxの発現量の調節を介して、

一酸化窒素によって誘発されるアポトーシス抑制することが報告されている [99]。なお、このbFGF

によるBcl-2の発現亢進作用は、ヒトB細胞白血病細胞株 [100] やNIH-3T3（マウス胎仔由来線維芽

細胞株）[101]を用いた検討でも報告されている。 

ラットを用いた in vivo試験では、bFGFはAβおよびイボテン酸により惹起される学習・記憶障害

を抑制した。一方、これまでに、正常ラットに bFGFを行動実験の訓練の 15分前に皮下投与するこ

とにより長期記憶が亢進することや [102]、正常ラットにbFGFを2週間脳室内注入することにより、

海馬歯状回での神経細胞新生が亢進すること [103]が報告されている。これらの知見は、bFGF が神

経機能障害ラットと同様、正常ラットの学習・記憶機能を亢進する可能性を示している。本研究にお

いて、正常ラットにおける bFGFの作用を検討していないため、本モデルにおける正常ラットに対す

るbFGFの効果は不明であり、そのような作用がAβおよびイボテン酸により惹起される学習・記憶

障害に対するbFGFの効果に寄与している可能性は否定できない。 

bFGFはまた、in vivo試験において、Aβおよびイボテン酸によって惹起されるPTBBS結合能の増

加を抑制した。PTBBS 結合能は一般に脳傷害後に顕著に増加する。またグリオーシス（神経膠症）

を反映するといわれており、信頼性の高い脳傷害のマーカーと考えられる。末梢性ベンゾジアゼピン
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結合部位であるPTBBSは、ミクログリアに比較的多くが存在しており [104]、したがって、bFGFに

よる PTBBS 結合能の増加抑制は、bFGF が神経細胞保護作用を示した結果、脱落した神経細胞の排

除のために集積するミクログリアが減少したことを反映していると考えることができる。しかしなが

ら、bFGFが、AD病態の発症や進行に関与していると考えられているミクログリアの活性化 [81, 105] 

自体に対し作用した可能性も否定は出来ない。 

本試験において、コリン作動性神経系マーカー（ChAT, HC-3）に対するbFGFの効果は確認されな

かったが、その理由の一つとして、試験に用いたモデルにおけるコリン神経の傷害が軽度であった可

能性が考えられる。大脳基底核（内側中隔核、ブローカ対角帯核、マイネルト基底核等）から前脳皮

質、海馬に投射するコリン作動性神経は、人や実験動物における学習・記憶に重要と考えられており 

[106]、実際、コリン作動性神経傷害が学習機能に及ぼす影響が迷路試験などを用いて報告されてい

る [107, 108]。本試験において、Aβ およびイボテン酸は、コリン作動性神経核が存在する内側中隔

核ではなく、内側中隔核からコリン作動性神経が投射する海馬に注入したため、コリン作動性神経は

十分な傷害を受けず傷害が軽度であったため、bFGFの作用が検出されなかったのかも知れない。ま

た、別の理由として、今回用いた bFGFの用量が不十分であった可能性が考えられる。In vitroにおけ

る検討では、bFGFは3 ng/mlの濃度で完全な神経細胞保護作用を示したため、in vivoにおける検討

では、5 ng/1 μl（= 5,000 ng/ml）の用量は適切であると考えた。しかしながら、SrivastavaらがbFGF

の学習・記憶改善効果やコリン作動性神経傷害改善効果を確認した試験では、bFGFは 500 ng/2 μlの

用量で海馬歯状回に注入されており [109]、本試験の用量よりもかなり高い。In vivoにおけるコリン

作動性神経に対するbFGFの効果に関してはさらなる解析が必要である。 

本研究では、Aβおよびイボテン酸によって誘発される神経細胞傷害に対する bFGFの神経細胞保

護作用に注目した。近年、Aβが、神経細胞傷害を惹起しない条件下で学習・記憶に関与する長期増

強 [110] やシナプス形成 [111] を阻害することが示されている。一方、bFGFは、海馬神経細胞の神

経突起伸展や分岐形成を促進するのみならず [112, 113]、長期増強を促進することが報告されている

[114]。これらの知見を考え合わせると、bFGFによる学習・記憶機能の改善に神経細胞保護作用以外

の作用メカニズムが関与している可能性も考えられる。 

以上、本章ではAβおよび興奮性アミノ酸によって惹起される神経細胞傷害モデルを用い bFGFの

効果を検討した。その結果、bFGFは、Aβおよび興奮性アミノ酸によって惹起される in vitro の神経

細胞傷害を改善するだけでなく、両者の併用で誘導される in vivo における神経傷害および学習障害

を改善することが示された。本章の知見は、bFGFが神経細胞保護作用によりAD患者において有益

な効果を示す可能性を示唆するものである。 
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第５節 小括  

第3章においては、Aβおよび興奮性アミノ酸を組み合わせにより惹起される神経細胞傷害モデル（in 

vitroおよび in vivo）を用い、bFGFの作用を検討し、下記の知見を得ることが出来た。 

 bFGFは、Aβ添加の 48時間後にグルタミン酸（30 μM）を添加する in vitro 神経細胞傷害評価

系において、グルタミン酸処置の 24時間前に添加することにより、0.3～3.0 ng/mLの範囲で濃

度依存的な抑制効果を示し、3.0 ng/mLにおいて、ほぼ完全な阻害作用を示した。 

 bFGF（25 μg/1 ml）は、Aβおよびイボテン酸を48時間間隔でラット海馬に注入するモデルにお

いて、神経細胞傷害マーカーであるPTBBSの上昇を有意に抑制し、モリス式水迷路における学

習・記憶障害に対し改善傾向を示した。 

以上の結果は、bFGFがAD患者において有益な効果を示す可能性を示唆するものである。 
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総括 

本研究ではまず、Aβによって惹起されるラット神経傷害モデルを用い、nAChR作動薬であるニコチ

ンの効果を行動試験および生化学的試験により検討した。その結果、ニコチンはコリン作動性神経の機

能亢進を介して学習・記憶障害を改善することが判明した。 

次に、Aβおよび興奮性アミノ酸が、in vitro および in vivo において、相乗的な神経細胞傷害作用を示

すことを検証した上で、Aβと興奮性アミノ酸を組み合わせて惹起する in vitro神経細胞傷害モデルおよ

びラット学習・記憶障害モデルを構築した。そして、Aβと興奮性アミノ酸によって誘発されるラット

神経傷害モデルを用いメマンチンが神経傷害および学習障害を改善することを確認するとともに、bFGF

が、Aβおよび興奮性アミノ酸によって惹起される in vitro の神経細胞傷害を改善するだけでなく、両者

の併用で誘導される in vivo における神経傷害および学習・記憶障害を改善することを示した。 

本研究の知見は、Aβと興奮性アミノ酸の併用によって惹起される神経細胞傷害モデルの有用性を示

すとともに、メマンチンに加え、ニコチンおよびbFGFがAD治療薬としてのポテンシャルを有してい

ることを示唆するものである。 
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