
 

 

 

 

 

 

認知機能低下予防におけるトウゲシバと 

その含有成分の機能性に関する研究 

 

 

 

 

 

 

 

 

大庭 卓也 

 

 

 

 

 



 

 

 

  



 

 

目次 

序論                                                              1頁 

第 1章 アセチルコリン受容体アンタゴニスト (スコポラミン) 誘発認知機能 

障害モデルに対するトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の作用  9頁 

第 1節 緒言 

第 2節 実験材料及び方法 

第 3節 実験成績 

第 4節 考察 

 

第 2章 酸化ストレスに対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びその含有成分 

の作用                                                    28頁 

第 1節 緒言 

第 2節 実験材料及び方法 

第 3節 実験成績 

第 4節 考察 

 

第 3章 NMDA受容体アンタゴニスト (MK-801) 誘発認知機能障害に対する 

トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine Aの作用           50頁 

第 1節 緒言 

第 2節 実験材料及び方法 

第 3節 実験成績 

第 4節 考察 

 

総括及び結論                                                      67頁 

謝辞                                                              70頁 

引用文献                                                          71頁 

略語一覧表                                                        85頁 

 



 

 

  



1 

 

序論 

認知症とは、世界保健機関 (WHO) による国際疾病分類第 10 版 (ICD-10) に

おいて、「通常，慢性あるいは進行性の脳疾患によって生じ，記憶，思考，見

当識，理解，計算，学習，言語，判断など多数の高次脳機能障害からなる症候

群」と定義されている(1)。WHOの発表によると、2018年時点で世界の認知症

患者数は約 5,000万人に上り、毎年約 1,000 万人が認知症を発症するとされて

いる (2)。わが国では、2012年時点で 65 歳以上の認知症患者数が 462万人 (高

齢者人口の約 15%) で

あることが厚生労働省

から発表された (3)。

さらに、その患者数は

2025年に 730万人 

(高齢者人口の約 20%) 

にまで増加すると推計

されている(Fig.1)。ま

た、2016年の国民生活

基礎調査によると、65

歳以上の要介護者における介護が必要になった主な原因について、認知症が最

も割合が高く、18.7% (男性 15.2%、女性 20.5%) となっている (4)。今後更なる

高齢化社会の進展が予想されるわが国において、認知症患者数の増加ととも

に、医療費、介護費のような社会的負担の増加が予想される。したがって、認

知症の患者数増加を抑制することは、認知症の社会的負担の削減にもつながる

と考えられる。 

 認知症はその原因により、いくつかの種類に分類される。現在広く知られて

Fig. 1  Changes in patients and prevalence of dementia 

社会保障審議会介護保険部会（第 78回）参考資料を基に作成 
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いる認知症は、アルツハイマー型認知症 [アルツハイマー病 (alzheimer’s 

disease: AD)]、レビー小体型認知症 (lewy body dementia: LBD)、前頭側頭型認知

症 (frontotemporal dementia: FTD)、血管性認知症 (vascular dementia: VaD) の 4

種類である (5,6)。それぞれの認知症の症状、特徴を Table1に示す。これらの

認知症のなかでも、AD は認知症の主要な原因であり、約 70%を占める (Fig. 

2)。ADでは海馬・大脳皮質の神経細胞脱落に伴う脳の萎縮がみられる。さら

に、アミロイド前駆タンパク質 (amyloid precursor protein: APP) が切断されるこ

とにより生成するアミロイド β (amyloid beta: Aβ) を主要構成成分とする老人斑

Fig. 2 Types of dementia 

社会保障審議会介護保険部会（第 78回）参考資料を基に作成 

 

Duong, Silvia et al., Canadian Pharmacists Journal., 2017 より作成 

Table. 1 Features of dementia 

Duong, Silvia et al., Canadian Pharmacists Journal., 2017 より作成 
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の形成、リン酸化されたタウタンパクが神経細胞内に蓄積する神経原線維変化

を特徴とする。AD の原因は完全には解明されていないが、これまでに下記の

ような仮説が提唱されてきた。 

 

1. コリン仮説 

AD患者の大脳皮質でアセチルコリン (acetylcholine: ACh) 合成酵素であるア

セチルコリントランスフェラーゼ (choline acetyltransferase: ChAT) や ACh 分解

酵素であるアセチルコリンエステラーゼ (acetylcholinesterase: AChE) 活性が低

下していることが発見され、AD患者の大脳皮質 ChAT 活性と認知機能スコア

が相関することが報告されている (7,8)。また、前脳基底部には大脳新皮質や海

馬に投射する ACh 作動性神経経路が存在するが、ADの前脳基底部で ACh 作

動性神経の顕著な減少が認められることが報告されている (9)。さらに、ACh

が結合するニコチン性 ACh 受容体 (nAChR) 数の減少も報告されている (10)。

AChE阻害薬は ACh の分解を抑制し、シナプス間隙の ACh を上昇させ ACh 神

経系の伝達を促進する (11)。一方、アトロピンやスコポラミンによる脳内 ACh

神経系伝達を遮断することにより、学習や記憶行動が抑制されたことから、

ADの主要な病態の 1 つとして ACh 神経系の障害があるとするコリン仮説が提

唱された (12,13)。現在 ADの治療薬として用いられているドネペジル、ガラン

タミン及びリバスチグミンはいずれもコリン仮説に基づく、AChE 阻害薬であ

る。 

 

2. グルタミン酸神経毒仮説 

グルタミン酸は脳内の主な興奮性神経伝達物質であり、その受容体の 1つに

N-methyl-D-aspartate (NMDA) 受容体がある。NMDA受容体は、大脳皮質や海
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馬に高密度に存在し、記憶に関係する長期増強や神経可塑性において中心的な

役割を担っている (14,15)。一方、過剰なグルタミン酸は興奮毒性による神経細

胞死を引き起こす。ADでは、Aβ が NMDA 受容体のグルタミン酸結合部位に

結合し、NMDA受容体を介した Ca2+流入が一酸化窒素 (nitric oxide: NO) 産生

による細胞毒性を誘発している可能性が指摘されている (16)。NMDA受容体

に対する低親和性の非競合性電位依存性アンタゴニストであるメマンチンは、

現在 AD治療薬として使用されている。メマンチンは、生理的な神経興奮によ

り生じる一過性の高濃度のグルタミン酸に対しては NMDA受容体から遊離

し、正常な神経伝達や長期増強 (long-term potentiation: LTP) に影響を与えない

が、持続的なグルタミン酸刺激に対しては、その神経興奮毒性に保護的に作用

するのではないかと考えられている (17)。 

 

Fig. 3 Amyloid hypothesis and mechanism of therapeutic drug. 
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3. アミロイド仮説 

 老人斑は神経原線維変化よりも ADに対する疾患特異性が高いこと，Aβ 沈着

はタウ蓄積に先行する ADの最初期病変であること、APP の点突然変異により

家族性 ADが発症すること、さらに，家族性 ADの原因遺伝子である APP 及び

APP の切断を担う γ-セクレターゼの構成要素であるプレセニリンの変異では、

共通して Aβ42の産生あるいは産生比率（Aβ42/Aβ40）が増加することなどが知ら

れている (18–20)。このことから、特に Aβ42の増加が AD発症の最上流かつ最

重要病変として位置づける仮説である (Fig. 3)。一方で Aβ 沈着は正常加齢によ

っても認められること、認知機能障害は大脳のアミロイド沈着量ではなく神経

原線維変化と相関することなどが指摘されていた。また、 AD における神経細

胞障害は、沈着したアミロイド線維ではなく、可溶性の Aβ オリゴマー (Aβ 単

量体が 2分子から数十分子結合した重合体) によって惹起される可能性が指摘

されていた。2008 年に報告された Aβ42に対するワクチンの効果について検討

されたところ、Aβ42ワクチンは脳の Aβ と老人斑の沈着を減少させたが、認知

機能は改善されなかった (21)。このことから、2010年頃には従来のアミロイド

仮説を修正した Aβ オリゴマー仮説が支持されるようになった。Aβ オリゴマー

仮説では、Aβ の凝集、沈着が先行し、それに続いてタウによる神経細胞障害

が出現し、結果的に脳構造の異常・記憶障害・臨床的な機能異常が順次出現す

るという病態カスケードが提唱されている (Fig. 4) (22)。この仮説に則って、

様々な Aβ 抗体の臨床試験が行われた。ほとんどの抗体新薬の開発は中止した

が、アデュカヌマブが米国、欧州、日本において、ADによる軽度認知機能障

害 (mild cognitive impairment: MCI) 及び軽度 ADを対象とする承認申請が行わ

れている。アデュカヌマブ (aducanumab, Biogen, USA) はアミロイド仮説に基

づく初めての AD治療薬として注目を集めている。 
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 上記のように AD では発症よりも早期の段階から Aβ の沈着が始まっている

と考えられる。したがって、ADの初期段階での脳の状態を把握し、神経細胞

へのダメージが少ない初期の段階から予防・治療等の介入を行うことが重要で

ある。近年、核磁気共鳴画像法（magnetic resonance imaging: MRI）や単一光子

放射断層撮影（single photon emission computed tomography: SPECT）、ポジトロ

ン断層撮影（positron emission tomography: PET）などの画像診断技術を応用し

て Aβ の状態を確認することにより ADの病変が把握できるようになった (23–

25)。認知機能が正常でありながらアミロイド PET 陽性の状態をプレクリニカ

ル AD（preclinical AD）とし、以下の 3 つのステージに分類される。ステージ 

1: 無症状でありながら脳内 Aβ の蓄積がみられる状態、ステージ 2: 神経変性

が始まっている状態、ステージ 3: ステージ 2にMCIがみられる状態である 

(26)。MCIは年間 10 ~ 30%が認知症に進行する一方で、認知機能が正常なレベ

ルに回復する人もいるという報告があることから、MCIの時点で認知機能を維

持することが、その後の認知症発症抑制、予防につながると考えられる。しか

Fig. 4 Time dependent model of pathological conditions in AD. 

文献 22 (Jack CR Jr et al. 2010. Lancet Neurol)より改変引用 
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しながら、MCIの段階で使用できる薬剤は現在存在しないため、食品やサプリ

メントなどによる認知症予防が重要と考えられる。 

 食品による認知症予防として、近年、機能性表示食品制度が注目されてい

る。2020年 12月現在、「認知機能」をキーワードとして 142件の機能性表示食

品が販売されている。その関与成分の多く

が「DHA 、EPA」「イチョウ葉フラボノイ

ド配糖体、イチョウ葉 テルペンラクトン」

であった。これらの成分以外の新たな機能

性成分による機能性食品の開発は、認知症

予防法の拡充につながると考えられる。認

知機能に対する機能性の研究を進める上

で、トウゲシバ (Huperzia serrata) という植

物に着目した (Fig. 5)。トウゲシバはヒゲノ

カズラ科に属するシダ植物で、中国の伝統

的な生薬として打撲傷、統合失調症、筋挫傷、腫れの治療に用いられてきた 

(27)。トウゲシバは中国、インドをはじめ、東南アジア、日本国内にも自生が

確認されている。森林の日陰など湿った場所に生育し、茎の周囲に葉を円柱状

に密集させる形状をとる。平成 29年における岐阜県の森林率は 81%であり、

高知県 (84%) に次ぐ国内第 2位であることから、トウゲシバも豊富に自生し

ていると推察される。トウゲシバから単離されたアルカロイドである huperzine 

A  (Fig.6) は、血液脳関門を通過し、脳内で可逆的選択的に AChE を阻害し

て、アセチルコリンの分解を抑制する (27, 28)。また、huperzine A はげっ歯類

やサルの記憶障害モデルにおいて AChE阻害を通して記憶障害を改善すること

が報告されている (29,30)。また、トウゲシバには lycodine型、lycopodine型、

Fig. 5 Huperzia serrata 
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fawcettimine 型などに分類される特徴的なアルカロイド、トリテルペノイド、

フェノール類、フラボノイドが含まれている (31)。Huperzine A 単独の作用に

関する報告は数多く存在するが、トウゲシバの機能性に関する報告は存在せ

ず、さらに、トウゲシバ中の huperzine A 以外に認知症予防に関与する成分の有

無についても不明である。 

 本論文では、トウゲシバ抽出物及びその機能性成分である huperzine A の認知

機能障害に対する作用を検討することを目的とした。第 1章では、トウゲシバ

エタノール抽出物由来アルカロイド画分 (AEF) 及び huperzine A がコリン作動

性神経の調節による認知機能障害に対する作用を検討した。第 2章では、トウ

ゲシバ水抽出物 (WHS) 及び酸化ストレスに対する作用の検討を行い、トウゲ

シバ水抽出物 (WHS) の作用に huperzine A 以外の機能性成分の関与を検討し

た。第 3章では、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A の NMDA受容

体を介した認知機能に対する作用を検討した。 

Fig. 6 Structures of huperzine A 
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第 1章 アセチルコリン受容体アンタゴニスト (スコポラミン) 誘発認知機能 

障害モデルに対するトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の作用 

第1節 緒言 

 序論で述べたように、ADは記憶と認知機能の進行的な障害に特徴づけられ

る認知症の主要な原因である。なかでも、コリン仮説は ADの原因として最も

古くに提唱された仮説であり、神経伝達物質の研究が進展するなかで、AD患

者において ChATや AChEの活性が低下していることが発見された (7, 8)。さ

らに、ChATの活性レベルは、ADの神経病理学的病変の重症度と相関すること

が報告されている (32)。ChATや AChE は神経伝達物質である AChを調節する

酵素であり、ACh は新たな記憶を形成するために重要な役割を果たす (33)。

AChによって刺激を受ける基底核内のコリン作動性神経は、大脳皮質や海馬に

神経を投射し、記憶と注意機能に関与する (34)。Aβ は、急性の毒性として

ACh放出の低下、細胞の興奮性の増加などの神経伝達の調節に対する作用を有

している。さらに、Aβ の長期的な曝露はタウのリン酸化、コリン作動性神経

細胞への毒性を発揮し、ChAT活性及び AChの低下を誘導する (35)。そのた

め、ADの治療ターゲットとしてドネペジルやガランタミンなどの AChE阻害

薬が開発・上市されてきた。AChEは ACh をコリンと酢酸に分解する酵素であ

り、AChE阻害薬は脳内の ACh分解を抑制し、その濃度を上昇させることで、

コリン作動性神経の機能を調節する。 

スコポラミンはトロパンアルカロイドであり、非選択的なムスカリン性アセ

チルコリン受容体遮断薬である。スコポラミン投与により誘発される認知機能

障害は、AD及び加齢に伴う認知機能の低下がコリン作動性シグナル伝達の低

下によるものであるとするコリン仮説が提唱された後、注目を集め、AD及び

加齢に伴う認知機能障害を模倣するモデルとして広く使用されている (36)。さ
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らに、植物抽出物や機能性成分の多くで、スコポラミン誘発認知機能障害モデ

ルに対する認知機能改善作用が報告されている (37–40)。 

また、AD治療薬として我が国でも使用されているガランタミンは、もとも

とヒガンバナ科のスノードロップ (Galanthus nivalis) から発見された天然物由

来の化合物である (41)。また、リバスチグミンはマメ科のカラバルマメ 

(Physostigma venenosum) から発見されたフィゾスチグミンの類縁体であり、天

然物由来の生理活性物質が有効成分あるいはリード化合物となっている (42)。

上記の様に、植物由来の天然化合物には AChEを阻害する化合物が存在し、特

にアルカロイド類は強力な AChE阻害作用を有することから AD 治療候補物質

につながる可能性が示唆されている (43)。 

 トウゲシバから単離された化合物である huperzine Aは、AChE の活性部位の

開口部に直接結合することで AChE阻害作用を示す (27)。Huperzine A は、ス

コポラミン誘発認知機能障害のみならず、認知機能障害を有する老齢サルの認

知機能、ラットの低酸素性虚血性脳障害による認知機能障害、肥満誘発性の認

知機能障害を改善したことから、種々の認知機能障害に有用であることが示唆

されている(30,41–43)。また、トウゲシバ以外の同属植物である H. quadrifariata

及び H. reflexa は AChE 活性阻害作用を有していることが報告されており、H. 

squarrosa はスコポラミン誘発認知機能障害モデルにおいて認知機能改善作用

が報告されている(47,48)。しかしながら、トウゲシバ自体の AChE 阻害活性や

認知機能に対する作用は明らかにされていない。 

 本章では、トウゲシバエタノール抽出物由来アルカロイド画分 (AEF) の

huperzine A含有率及び AChE阻害作用を検討した。また、スコポラミン誘発認

知機能障害モデルマウスに対するトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の認知

機能改善作用についても評価した。 
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第2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 

ドネペジル塩酸塩は和光純薬工業 (Osaka, Japan)、huperzine Aは LKT 

Laboratories Inc (Sant Paul, MN, USA)、スコポラミンは Sigma Aldrich (St. Loius, 

MO, USA) より購入した。TritonX-100は Bio Rad Laboratories (Hercules, CA, 

USA)、生理食塩液は Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd. (Tokyo, Japan)、1 mM Tris-

HCl (pH 8.0)、リン酸水素二ナトリウム・12水和物 (disodium hydrogenphosphate 

12-water: Na2HPO3・12H2O)、リン酸二水素ナトリウム二水和物 (sodium 

dihydrogenphosphate dehydrate: Na2HPO3・2H2O)、塩化ナトリウム (sodium 

chloride: NaCl) は Kishida Chemical (Osaka, Japan)、ペントバルビタール 

(Pentobarbital)、dimethyl sulfoxide (DMSO) は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) より

それぞれ購入した。また、トウゲシバ及び比検試料は、岐阜薬科大学生薬学研

究室 (大山雅義教授) より供与して頂いた。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

ICR マウスは日本 SLC (Shizuoka, Japan) より購入した。マウス (雄性, 6週齢) 

は設定温度: 23°C (許容範囲: 20-26°C)、設定湿度: 55% (許容範囲: 40-70%)、明暗

各 12時間 (照明: 午前 8:00-午後 8:00) に維持された岐阜薬科大学の動物飼育舎

で飼育した。マウスはプラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ 12.5 cm) 

を用い、自由給水下に固形試料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) にて飼育し

た。行動試験はすべて午前 9:00 から午後 6:00 の間に行った。すべての実験は
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岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に承認申請を行い、許可を受けた上で

実施した。 

2-2-2 トウゲシバエタノール抽出物及びアルカロイド画分 (AEF) の調製 

試料の調製には、岐阜県山県市で採取したトウゲシバを使用した。トウゲシ

バの全草を乾燥後、室温下エタノールで 15時間抽出した。濃縮して得られた

エキスをエタノール抽出物 (EXT) とした。EXTを塩酸酸性にした精製水に懸

濁後酢酸エチルで分液した。水層を除去した後、酢酸エチル層について塩酸酸

性精製水による分液を再度行った。2回の分液操作で得られて水層に炭酸ナト

リウムを加えて塩基性 (pH 9.0) にした後、クロロホルムで分液し、得られたク

ロロホルム層を濃縮することでアルカロイド画分 (AEF) を調製した。2-2-4以

降の抽出物を用いた実験には AEF を使用した。 

 

2-2-3トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 中の Huperzine A定量分析 

定量の分析には、Shimadzu (Kyoto, Japan) 6A ポンプ、Shimadzu CTO-10Avpカ

ラムオーブン、Shimadzu SPD-10A紫外可視分光光度検出器及び SPD-M10Avp 

UV-VIS ダイオードアレイ検出器で構成された高速液体クロマトグラフ (high 

performance liquid chromatography: HPLC) 装置を使用した。Huperzine A 標準液

を 1.0 mg/m の濃度となるように調製し、1.0 ~ 8.0 µg/mLの範囲における点検量

線 (y = 16421x + 1553.2, R2 = 0.9964)。EXT と AEF は 10 mg/mL の濃度となるよ

うにメタノールに溶解し、試料溶液を調製した。分析条件は以下の通りであ

る。カラム Capcell Pak C18 (MGⅡ, 5 µm, 4.6 mm i.d. × 250 mm, Shiseido, Japan) 

流速 1.0 mL /分、カラム温度 40˚C、注入量 10 µL、検出器 UV 308 nm、溶媒 

メタノール/0.1% (v / v)トリフルオロ酢酸含有精製水（20:80, アイソクラティッ

ク）。 
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2-2-4 トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) のアセチルコリンエステラーゼ 

(AChE) 阻害に対する作用の検討 

実験には、6週齢雄性 ICR マウスを使用した。ペントバルビタール麻酔下で

マウスを断首し、全脳を摘出した。摘出した全脳は、マイクロチューブの中に

入れ、重量を測定後、液体窒素を用いて急速冷凍した。全脳はホモジナイズに

使用するまで－80°C に保存した。全脳のホモジナイズは脳重量の 4倍の 0.05 

mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) を添加した後、ホモジナイザー(Psycotron, Microte 

Microtec Co., Chiba, Japan) を用いて氷冷下で粉砕及び均一化した。その後、

3,500 rpm、4°C で 10分間遠心した。遠心分離後の上清を回収し、AChE酵素溶

液として使用した。AChE酵素溶液は使用するまで-80°C で保存した。AChE活

性測定は、AmpliteTM Colorimetric Acetylcholinesterase Assay Kit (AAT Bioquest®, 

CA, USA) を使用して行った。被験薬であるトウゲシバアルカロイド画分 

(AEF)、Huperzine A、ドネペジルは、1%DMSO 含有 phosphate bufferd saline 

(PBS) に溶解させた。50倍に希釈した AChE 酵素溶液と被験薬を 9:1 の割合で

混合し、37°C で 30分間インキュベートした。測定は製品の手順に従って行

い、405nm、412nm の吸光度をマイクロプレートリーダー (Thermo Fisher 

Scientific, MA,USA) を用いて測定した。AChE 活性の 50%阻害濃度は (IC50) 

は、以下の数式に従って算出した。 

A:50%を挟む高い濃度  

B:50%を挟む低い濃度 

C:B の濃度における阻害率   

D:Aの濃度における阻害率 
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2-2-5 トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) のブチリルコリンエステラーゼ 

(BuChE) 阻害作用の検討 

実験には 6週齢雄性 ICR マウスを使用した。マウスはペントバルビタール麻

酔下 (80 mg/kg, i.p.) で開胸し、下大静脈より採血を行った。採血後のサンプル

は、3,500 rpm、4°C の条件で、10 分間遠心した。遠心後の上清を回収し、ブチ

リルコリンエステラーゼ (butyrylcholinesterase: BuChE) 酵素溶液とした。

BuChE 酵素溶液は使用するまで－80°C で保存した。BuChE 活性測定は、コリ

ンエステラーゼワコー (Wako, Osaka, Japan) を使用して行った。それぞれの被

験薬は、1% DMSO 含有 PBS に溶解させた。5倍に希釈した BuChE 酵素溶液

と、被験薬を 9:1 の割合で混合し、37°C で 30分間インキュベートした。被験

薬、発色試液、基質液は、それぞれ 2.5、200、50 µL加えた。405 nm の吸光度

を、マイクロプレートリーダー (Thermo Fisher Scientific) を使用して測定し

た。 

 

2-2-6 Y字型迷路試験 

トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) (30 mg/kg/day) またはドネペジル (10 

mg/kg/day) を 0.5% carboxymetyl cellulose (CMC) に懸濁し、1日 1回、10 mL/kg

で経口投与を行った。薬物投与 6日目に短期記憶の評価として、Y字型迷路試

験を行った。3つのアーム (長さ 40 cm、幅 10 cm、高さ 12 cm) からなる Y字

型迷路装置を用いて、実験を行った。試験開始の 1時間前に、トウゲシバアル

カロイド画分 (AEF) またはドネペジルを投与した。薬物投与 30 分後、スコポ

ラミン (3 mg/kg) の腹腔内投与により認知機能障害を惹起した。対照群にはス

コポラミンの代わりに生理食塩液 (10 mL/kg) を腹腔内投与した。試験におい

て、マウスは 3本のアームのうち、1つのアームを選択して配置され、アーム
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交替行動の数を観察した。マウスが異なる 3つのアームに順番に侵入したと

き、交替行動を行ったとみなした。マウスの行動を 8分間ビデオカメラによっ

て記録し、以下の数式に従ってアーム交替率を算出した。 

Alteration (%) = (アーム交替行動数/総侵入回数-2) × 100 

 

 

 

2-2-7 受動回避試験 

トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) (30 mg/kg/day) またはドネペジル (10 

mg/kg/day) を、0.5% CMC に懸濁し、1日 1回、10 mL/kg で経口投与を行っ

た。薬物投与 5日目から 7日目に、学習記憶の評価として、受動回避試験を行

った。受動回避試験の装置は、明るいチャンバー (縦 15.5 × 横 9.6 × 高さ 18 

cm) と、暗いチャンバー (縦 32 × 横 32 × 高さ 27 cm) からなる。2つのチャン

Fig. 7 Behavioral test’s outline and illustration of Y-maze. 
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バーの間は、スライド式のギロチンドアで仕切られている。5日目に、マウス

の装置への馴化試験を行った。明るいチャンバーにマウスを置き、30秒経過

後、ギロチンドアを開けた。マウスの後肢が暗いチャンバーに入った後、ギロ

チンドアを閉め、30秒間馴化させた後、マウスをチャンバーから取り出した。

馴化の 24時間後に、訓練試験を行った。この試験においては、マウスが暗い

チャンバーに侵入した後、装置のグリッドから電気刺激 (0.16 mA, 2 秒間) を与

え、恐怖記憶を形成させた。訓練試験の 24時間後、保持試行を行った。この

試行においては、ギロチンドアが開いてから、マウスが明るいチャンバーから

暗いチャンバーに侵入するまでの時間を逃走潜時 (Latency) として計測した。

最大の潜時を 600 秒まで計測した。受動回避試験において、試験開始 1時間前

にトウゲシバ抽出物またはドネペジルを投与した。薬物投与 30 分後、スコポ

Fig. 8 Behavioral test’s outline and illustration of passive avoidance test 
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ラミン (3 mg/kg) の腹腔内投与により認知機能障害を惹起した。 

 

2-2-8 オープンフィールド試験 

試験はオープンフィールド装置 (縦 30 × 横 30 × 高さ 22 cm) を用いて行っ

た。トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) (30 mg/kg/day) またはドネペジル (10 

mg/kg/day) 投与 8 日目にオープンフィールド試験を行った。マウスを 20分

間、装置の中で自由に行動させ、ビデオに記録した。映像は Etho Vision XT 

(Noldus, Wageningen, Netherland) を用いて解析を行い、総移動距離を測定し

た。試験開始 1時間前に、トウゲシバ抽出物またはドネペジルを投与し、薬物

投与 30分後、スコポラミン (3 mg/kg) の腹腔内投与を行った。 

 

2-2-9 統計学的解析 

実験成績は平均値 ± 標準誤差で示した。統計学的な比較は、JSTAT (Vector)

を用いて Student’s t-test あるいは Dunett’s test により行った。危険率が 5% 未

満を有意差ありとした。 

 

第3節 実験成績 

3-1 トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の huperzine A含有率 

 AEF の HPLC チャートから 5つのピーク (保持時間 9.034、12.679、15.950、

17.717、21.494 min) が検出された (Fig. 9)。これらのピークの内、保持時間

21.494 min の最も高いピークが huperzine A であった。Huperzine A の検量線を

作製し、AEF 中の huperzine A含有率を算出したところ、0.500 ± 0.003%であっ

た。 
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Fig .9 Quantitative Analysis of Huperzine A Content in Huperzia serrata 

(A) A standard alkaloidal enriched fraction (AEF) sample chromatogram of Huperzia 

serrata.  The huperzine A retention time was 21.494 min. 

 

3-2 トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) のアセチルコリンエステラーゼ 

(AChE) 阻害作用の評価 

トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) は AChE活性を濃度依存的に阻害し、

その作用は 1 ~ 10 µg/mL の用量において有意であった (Fig. 10A)。トウゲシバ

アルカロイド画分 (AEF) の主成分である huperzine A、陽性対照薬であるドネ

ペジルも AChEを阻害した。Huperzine A は 30、100 nM において、ドネペジル

は 10、30、100 nM において有意に AChE を阻害した (Fig. 10B, 10C)。50 %阻

害濃度 (IC50) はトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) が 5.96 µg/mL (95% C.I. 

4.05 ~ 7.88µg/mL)、huperzine Aが 87.2 nM (95% C.I. 69.4~ 105.0 nM)、ドネペジ

ルが 55.6 nM (95% C.I. 46.5 ~ 64.7 nM)であった。 
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Fig. 10 AEF of Huperzia serrata and Huperzine A showed an inhibitory effect 

against acetylcholinesterase (AChE) activity. 

Each graphs show the activity of acetylcholinesterase (AChE) after treatment with 

(A) AEF of Huperzia serrata, (B) Huperzine A, and (C) Donepezil. The AChE 

inhibitory activity of control was considered as 100 %. Values are expressed as the 

mean ± SEM (n = 3 to 5). Donepezil is positive control. ##; p < 0.01 vs. control 

(Student’s t-test). **; p < 0.01, *; p < 0.05 vs. Control (Dunnett’s test). 

 

3-3 トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) のブチリルコリンエステラーゼ 

(BuChE) 阻害作用の評価 

トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の AChE阻害作用の選択性を調べるた

めに、BuChE に対する作用を検討した。この試験においては、AChE阻害作用

の検討に用いた濃度と同様の濃度で、試験を行った。トウゲシバアルカロイド

画分 (AEF) は何れの濃度においても、BuChE 阻害作用を示さなかった (Fig. 
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11A)。同様に、huperzine A 及びドネペジルも BuChE を阻害しなかった (Fig. 

11B)。これらの結果から、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF)、huperzine A及

びドネペジルは、AChEに対して高い選択性を有することが示唆された。 

 

 

 

Fig. 11 AEF of Huperzia serrata had no effect against butyrylcholinesterase 

(BuChE) activity. 

Each graphs show the activity of butyrylcholinesterase (BuChE) after treatment with 

(A) AEF of Huperzia serrata, and (B) Huperzine A and Donepezil. The BuChE 

inhibitory activity of control was considered as 100 %. Values are expressed as the 

mean ± SEM (n = 4). 
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3-4 Y字型迷路試験におけるトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の効果 

これまでの検討でトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) に AChE 阻害作用が

認められたため、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) が認知機能障害に与え

る影響を検討した。薬物投与 6日目にスコポラミン誘発記憶障害モデルを用い

て、Y字型迷路試験を行った。Y字型迷路試験は、空間作業記憶 (短期記憶)を

評価する試験系である。スコポラミンは対照群と比較して、有意にアーム交替

率が減少した。トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) (30 mg/kg, p.o.) 及びドネペ

ジル (10 mg/kg, p.o.) は、スコポラミンによる記憶障害を有意に抑制した (Fig. 

12A)。また、8分間のアーム選択数はスコポラミンの投与により、有意に上昇

したことから認知機能の低下が抑制されたと考えられる。一方、トウゲシバア

ルカロイド画分 (AEF) 及びドネペジルの投与はアーム選択数に影響を及ぼさ

なかったことから、自発活動量の変化に AChE阻害作用は関与しないと考えら

れる (Fig. 12B)。 

Fig. 12 The effect of the AEF of Huperzia Serrata on the short-term memory in 

scopolamine-induced cognitive impairment mice using Y maze test. 

The effect of AEF of Huperzia serrata to the short-term memory against 

scopolamine-induced cognitive impairment mice. Donepezil is positive control. (A) 

Correct arm alteration, (B) Total arm entries in 8 minutes. Values are expressed as the 

mean ± SEM. (n = 9 to 10). ##; p < 0.01 vs. Control mice. *; p < 0.05 vs. vehicle mice 

(Student’s t-test). 
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3-5 受動回避試験におけるトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の効果 

認知機能の評価として、受動回避試験を行った。受動回避試験は、恐怖記憶 

(学習記憶) を評価する試験系である。受動回避試験は、薬物投与 5日目から 7

日目に行った。7日目の保持試行において、スコポラミンは、対照群と比較し

て暗いチャンバーへ侵入するまでの時間を有意に短縮させた。トウゲシバアル

カロイド画分 (AEF) (30 mg/kg, p.o.) 及びドネペジル (10 mg/kg, p.o.) は、この

侵入時間の短縮を有意に抑制し、受動回避試験において認知機能の低下を抑制

した (Fig. 13)。 

 

Fig. 13 The effect of the AEF of Huperzia Serrata on the memory in scopolamine-

induced cognitive impairment mice using passive avoidance test. 

The effect of AEF of Huperzia serrata to the leraning and memory against 

scopolamine-induced cognitive impairment mice. Donepezil is positive control. Values 

are expressed as the mean ± SEM. (n = 9 or10). ##; p < 0.01 vs. Control mice. **; p < 

0.01, *; p < 0.05 vs. vehicle mice (Student’s t-test). 
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3-6 オープンフィールド試験におけるトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の 

効果 

トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の自発活動量に及ぼす影響を検討する

ために、オープンフィールド試験を行った。スコポラミンは、対照群と比較し

て有意に自発活動量を増加させた。トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) (30 

mg/kg, p.o.) 及びドネペジル (10 mg/kg, p.o.) の投与は、スコポラミン投与によ

る自発活動量の増加に対して明らかな影響を与えなかった (Fig.14)。これらの

結果から、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の記憶改善作用に、自発活動

量に対する影響はないことが示唆された。 

 

Fig. 14 The AEF extract of Huperzia serrata did not affect to the locomotor activity 

of scopolamine administrated mice. 

Values are expressed as the mean ± SEM. (n = 9 or 10). ##; p < 0.01 vs. Control mice 

(Student’s t-test). 
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第4節 考察 

本研究では、岐阜県産トウゲシバ (Huperzia serrata) エタノール抽出物より

調整した AEF の AChEに対する作用を検討した。HuperzineAはトウゲシバの

みならず、コスギラン (Huperzia selago、Lycopodium selago) にも含まれるア

ルカロイドであり、その含有量は 0.04 ~ 0.16%程度である(49,50)。中国産トウ

ゲシバにおいてもその含有量が報告されているが、huperzine A 含有量は 0.02%

未満と報告されている一方 (27)、本研究で使用した岐阜県産トウゲシバアル

カロイド画分 (AEF) の huperzine A含有率は 0.5%であった。植物の構成成

分、成分含有量は、採集する産地、時期によって異なることから、本研究に

使用した岐阜県産トウゲシバは huperzine A に富む植物資源であると考えられ

る。 

過去の報告において、ドネペジル及び huperzine Aは濃度依存的に AChE阻

害作用を示すことが報告されている (51,52)。トウゲシバアルカロイド画分 

(AEF) も同様に濃度依存的な AChE阻害作用を示した。これらの結果は、ト

ウゲシバアルカロイド画分 (AEF) の AChE に対する作用の一部に、huperzine 

Aの効果が関わっていることが示唆された。トウゲシバアルカロイド画分 

(AEF) の AChEに対する IC50濃度 [5.96 µg/mL (95% C.I. 4.05 ~ 7.88µg/mL)] 

は、含有量から算出した huperzine A濃度に換算すると約 123nM となり、

huperzine A単独の IC50濃度 (87.17 nM) の約 1.5倍となる。Huperzine A は 2つ

の光学異性体が存在し、(-)-huperzine Aは(+)-huperzine Aよりも AChEに対す

る親和性が約 35倍と高く、より強力に AChEを阻害するという報告がある 

(53)。抽出物中の異性体の存在比率は不明であるが、抽出物中に (+)-huperzine 

Aが存在していることが、huperzine A単独との IC50の差として表れている可

能性が考えられる。 
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BuChE はコリンエステラーゼの一種で、AChEと同様アセチルコリンを分解

する。本研究において、huperzine Aとドネペジルは AChE阻害作用を示す濃度

では、BuChE を阻害しなかった。HuperzineA は AChE阻害よりもはるかに高い

濃度において BuChE を阻害することが知られている (29)。それ故に、本研究

においても huperzine A は AChE選択的に阻害作用を示した。トウゲシバアルカ

ロイド画分 (AEF) も同様に、AChE阻害作用を示した濃度では BuChE を阻害

しなかった。これらの結果から、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) は、

AChEに高い選択性を有することが示唆された。 

スコポラミン誘発認知機能障害モデルマウスは、コリン作動性神経を介した

記憶低下の観点から、認知症、ADの実験的動物モデルとして広く使用されて

いる (36)。Y字型迷路試験におけるアーム交替行動は、短期記憶や作業記憶の

指標として用いられる (54,55)。受動回避試験は、記憶の評価を行うために行わ

れ、長期記憶や学習記憶、恐怖記憶の指標とされている (56)。認知症において

は、初期の段階から短期記憶、作業記憶が失われ、症状が進行するにつれて長

期記憶、エピソード記憶が失われる。したがって、Y字型迷路試験は認知症初

期、受動回避試験は認知症進行後の認知機能を反映する試験であると考えられ

る。スコポラミンの投与は、これらの試験において正しいアーム交替行動、暗

室侵入時間の低下による記憶障害を誘発した。トウゲシバアルカロイド画分 

(AEF) 及びドネペジル は、どちらの行動試験においてもスコポラミンにより

引き起こされた記憶障害を軽減した。これらの結果は、トウゲシバアルカロイ

ド画分 (AEF) が AChE 阻害によるコリン作動性経路の活性化を通して、スコ

ポラミン誘発認知機能障害モデルマウスの記憶機能を改善することを示唆して

いる。また Y字型迷路試験においてスコポラミンは総アーム侵入数を上昇させ

たが、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 及びドネペジルは、総アーム侵入
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数に影響を及ぼさなかった。Y字型迷路試験における総アーム侵入数は自発活

動の代用評価としても使用される。トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 及び

ドネペジルは、自発活動ではなく認知機能にのみ影響を及ぼしたと考えられ

る。AChE阻害薬であるタクリンはスコポラミンによる自発活動を低下させる

が、より AChE阻害作用の強い bis(7)-タクリンは自発活動に影響しないことか

ら、自発活動に対する作用はコリン作動性神経の調節の影響は少ないと考えら

れる (57)。また、ドパミン神経系の調節により、スコポラミン投与による自発

活動が変化することから、スコポラミン誘発認知機能障害モデルの自発活動量

は、ドパミン神経系が影響を受けていると考えられる (58)。 

本研究において、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) (30 mg/kg, p.o.) 及びド

ネペジル (10 mg/kg, p.o.) はスコポラミン誘発認知機能障害モデルに対して、

同程度の認知機能改善効果を示した。トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 30 

mg/kg は huperzine A に換算すると 140 µg/kgに相当し、ラットの低酸素性虚血

性脳障害による認知機能障害及び肥満誘発性の認知機能障害を改善した投与量

と類似している (45,46)。Huperzine Aは AChE阻害作用のみならず、ノルアド

レナリン、ドパミン放出作用も有している。さらに、huperzine A はドネペジル

と比較して脳内での AChE阻害活性が約 8倍と高く、ACh放出に対する作用も

約 11 倍であることも、ドネペジルと同等の認知機能改善効果を有していると

考えられる (27)。 

スコポラミンのような抗コリン薬は、オープンフィールド試験において自発

活動量を増加させ、過活動をもたらすことが報告されている (59,60)。Y字型迷

路試験における総アーム侵入数と同様に、スコポラミンはマウスの自発活動量

を増加させ、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 及びドネペジルは自発活動

量に影響を及ぼさなかった。小脳に依存した学習記憶は、自発運動の増加とと
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もに増強されることが報告されているが (61)、トウゲシバアルカロイド画分 

(AEF) 及びドネペジルはマウスの行動に影響を及ぼすことなく記憶を改善した

ことから、作業記憶、恐怖記憶の形成には自発活動量は影響しないことが考え

られる。 

 以上、本章では岐阜県産トウゲシバに huperzine Aが含まれていることを確認

し、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) が AChE阻害作用を有していること

を初めて明らかにした。さらに、スコポラミン誘発認知機能障害モデルマウス

の認知機能を改善した。これらの結果から、トウゲシバアルカロイド画分 

(AEF) はコリン作動性神経の調節に関与し、認知症や、ADなどの記憶能力が

低下する疾患の予防に有用である可能性が示された。次章では、トウゲシバ水

抽出物 (WHS) の酸化ストレスに対する作用の検討を行い、huperzine A 以外の

機能性成分の関与についても検討した。 
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第 2章  酸化ストレスに対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びその含有成分 

の作用 

第1節 緒言 

ADは加齢とともに発症頻度が上昇するが、加齢に伴って上昇することが知

られているのが酸化ストレスである。酸化ストレスは ADのみならず、パーキ

ンソン病や筋萎縮性側索硬化症 (amyotrophic lateral sclerosis; ALS) などの他の

神経変性疾患の神経細胞死においても関与が示唆されている (62,63)。酸化スト

レスは「酸化反応により引き起こさ

れる生体にとって有害な作用」と定

義され、活性酸素種 (reactive oxygen 

species; ROS) の産生と細胞の抗酸化

能の不均衡により発生する。過剰な

ROS は糖、脂質、タンパク質などを

酸化し、酸化ストレスを誘導する 

(64)。ROS を介した酸化ストレスの

発生は ADの促進的な要因となるこ

とが示唆されている (65,66)。Aβ は

ROS 産生を増加させ、その ROS の

増加は Aβ の生成を亢進し蓄積をさらに加速させる (67–69)。実際に AD患者の

剖検脳や脳脊髄液では、核酸、タンパク質、脂質の酸化修飾産物や終末糖化産

物 (advanced glycation end products; AGEs) などの ROS との反応で生成される物

質が増加している (4)。また、このような酸化ストレスマーカーの増加は、

MCI患者でも確認されている (70,71)。ADにおいて、酸化ストレスの上昇は

Aβ の豊富な領域で観察されること、認知機能の低下よりも早期の段階から Aβ

Fig. 15 Relationships of oxidative stress and Aβ. 

文献 64 (Maes, O. C et al. 2011. Stud. Exp. Model) 

より改変引用 
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が蓄積することを踏まえると、AD発症、認知機能の低下よりもさらに早期で

酸化ストレスが上昇していることが示唆される。そのため、酸化ストレスの軽

減は Aβ の蓄積、神経細胞死、認知機能の低下を予防する重要な手段になると

考えられる。 

 抗酸化物質による酸化ストレスの抑制は、ADにおいて神経細胞死の抑制、

認知機能障害の改善に関与する。ビタミン E、クルクミン、レスベラトロール

などは、ADの培養細胞モデル、動物モデルにおいて神経保護作用、認知機能

改善作用が報告されている (72–77)。また、認知機能に関する機能性表示食品

の成分であるイチョウ葉エキスも抗酸化作用を有することが報告されている 

(78)。さらに近年、抗酸化サプリメントとして販売されている Twendee X 

(Coenzyme Q10、アミノ酸、ビタミンを構成成分とする) が認知症予防に有効で

あることが報告された (79)。この報告は抗酸化物質がヒトの疾患予防に有効で

あることを初めて示した報告であり、認知症予防の戦略として臨床的に意義が

あると考え、トウゲシバに関する本研究においても酸化ストレスに着目した。 

 トウゲシバには多くの活性を有するアルカロイドが含まれているが、トウゲ

シバの他の成分とその作用についてはほとんど知られていない。本章ではトウ

ゲシバの huperzine A 以外の成分も探索するために、1章とは異なる熱水による

トウゲシバの抽出 (トウゲシバ水抽出) を行った。トウゲシバ水抽出物 (WHS) 

を用いて、酸化ストレスに対する保護作用を検討した。さらに、認知機能障害

の改善に酸化ストレスが寄与するかについても検討した。 

 

第2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 
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ドネペジル塩酸塩、Caffeic acid、trans-Ferulic acid は Tokyo Chemical Industry 

(Tokyo, Japan)、過酸化水素 (hydrogen peroxid: H2O2)、ドデシル硫酸ナトリウム 

(Sodium dodecyl sulfate: SDS)、ブタノール、ピリジン、酢酸 (acetic acid) は

Wako Pure Chemical Industries (Osaka, Japan)、β-Amyloid Peptide (1-42) (Aβ1-42)、

チオバルビツール酸は Sigma Aldrich、Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

(DMEM) は Nacalai Tesque、TritonX-100は Bio Rad Laboratories、Huperzine Aは

LKT Laboratories Inc (MN, USA)、スコポラミンは Sigma Aldrich (MO, USA) より

購入した。TritonX-100は Bio Rad Laboratories (Hercules, CA, USA)、生理食塩液

は Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd. (Tokyo, Japan)、塩化カリウム (potassium 

chloride: KCl)、1 mM Tris-HCl (pH 8.0)、リン酸水素二ナトリウム・12水和物 

(disodium hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO3・12H2O)、リン酸二水素ナトリウ

ム二水和物 (sodium dihydrogenphosphate dehydrate: Na2HPO3・2H2O)、塩化ナト

リウム (sodium chloride: NaCl) は Kishida Chemical (Osaka, Japan)、L-glutamic 

acid、ペントバルビタール (pentobarbital)、dimethyl sulfoxide (DMSO) は Nacalai 

Tesque (Kyoto, Japan) よりそれぞれ購入した。また、トウゲシバ水抽出物 

(WHS) は、アピ株式会社 (岐阜市) より供与して頂いた。 

 Phosphate buffered saline (PBS) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O

をMilliQ に溶解し、調製した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

ICR マウスは日本 SLC (Shizuoka, Japan) より購入した。マウス (雄性, 6週齢) 

は設定温度: 23°C (許容範囲: 20 ~ 26°C)、設定湿度: 55% (許容範囲: 40 ~ 70%)、

明暗各 12時間 (照明: 午前 8:00 ~ 午後 8:00) に維持された岐阜薬科大学の動物
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飼育舎で飼育した。マウスはプラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ

12.5 cm) を用い、自由給水下に固形試料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) にて

飼育した。行動試験はすべて午前 9:00 から午後 6:00 の間に行った。すべての

実験は岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に承認申請を行い、許可を受け

た上で実施した。 

 

2-2-2 細胞培養 

マウス由来海馬細胞 HT-22細胞は岐阜大学 平田洋子教授より譲渡されたも

のを使用した。HT-22細胞は 10% fetal bovine serum (FBS) を添加した DMEM を

用いて培養した。細胞は 37°C、5% CO2条件下で培養した。また、2 ~ 3日おき

にトリプシン処理により継代培養を行った。 

 

2-2-3 トウゲシバ水抽出物 (WHS) の調製及び HPLC 分析 

  抽出物の調製には、岐阜県山県市で採取したトウゲシバを使用した。トウ

ゲシバ全草を乾燥後、熱水 (90℃) で 3時間抽出し、水抽出物を調製した。水

抽出物に 5倍量 (w/w) の超純水を加えたものを被検試料として、HPLC 分析を

行った。HPLC に使用した装置及び測定条件は下記の通りである。 

装置：ACQUITY UPLC H-Class (Waters, Milford, MA, USA)、分離カラム：

ACQUITY BEH-C18 column (2.1×100 mm)、溶出条件；流速 0.3 mL/min、カラム

温度 45℃、注入量 10 µL、検出 310 nm、移動相：溶媒 A (0.1%ギ酸含有精製

水)、溶媒 B (0.1%ギ酸含有アセトニトリル)、グラジエント (溶媒 B): 3% @ 0分 

→ 30% @ 15分 → 97% @ 18分 

 また、ピーク同定のために同様の条件で、huperzine A、caffeic acid、ferulic 

acid を分析した。 
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2-2-4 細胞死評価 

2-2-4-1 Aβ1-42誘発細胞死 

 HT-22細胞を 1.5×103 cells/well の密度で 96 well プレートに播種した。37℃で

24時間培養後、培地を Aβ1-42 (5 µM) 含有 2% FBS 培地に交換した。Aβ1-42 (5 

µM) 含有 2% FBS 培地は、DMSOに溶解させた Aβ1-42を 2% FBS 培地で希釈

し、Aβ1-42終濃度を 5 µM とした。その後 1%DMSO 含有 PBS、30-300 µg/mL ト

ウゲシバ水抽出物 (WHS)、0.1 ~ 1 µM huperzine A、1 ~ 100 µM caffeic acid また

は 1 ~ 100 µM ferulic acid を各 well に 10 µL ずつ添加し、37℃で 48時間培養し

た。細胞死は Hoechst dye 33342 (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) 及びヨウ化

プロピジウム (propidium iodide; PI, Molecular Probes) による蛍光染色法を用い

て評価した。Hoechst 33342 により全細胞を染色し、PIにより死細胞を染色し

た。 

 

2-2-4-2 過酸化水素及びグルタミン酸誘発細胞死 

  HT-22細胞を 3.0×103 cells/well の密度で 96 well プレートに播種した。37℃

で 24時間培養後、培地を 1% FBS 培地に交換した。その後 1% DMSO含有

PBS、30-300 µg/mL トウゲシバ水抽出物 (WHS)、0.1 ~ 1 µM huperzine A、1 ~ 

100 µM caffeic acid または 1 ~ 100 µM ferulic acid を各 well に 10 µL ずつ添加し

た。37℃で 1時間培養後、過酸化水素 (hydrogen peroxide: H2O2) (100 µM) また

はグルタミン酸 (2 mM) を添加し、37℃で 24時間培養した。細胞死評価は 2-

2-3-1と同様の手順で行った。画像の撮影は、倒立落射蛍光顕微鏡 (IX70; 

Olympus. Co., Tokyo, Japan) または Lionheart (BioTek Instruments, Inc, Winooski, 

VT, USA) を使用した。各細胞数の計測は画像処理ソフトウェア (Image-J, 

version 1.33f; National Institutes of Health, Bethesda, MD, USA) または Gen 5 
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(version 3.03) を使用した。 

 

2-2-5 活性酸素種産生評価 

 HT-22細胞を 2-2-4-2と同様の手順で培養後、5-(and 6)-chloromethyl-2′, 7′-

dichlorodihydrofluorescein diacetate (CMH2DCFDA) (10 µM) (励起波長 485 nm、蛍

光波長 535 nm) を添加し、Varioskan flash 2.4 マイクロプレートリーダー 

(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) を使用して、蛍光を測定した。蛍

光測定後、37℃で 1時間静置した後再度蛍光測定を行った。蛍光測定後に培地

を交換し、Hoechst 33342 を添加し、核染色を行った。 

 

2-2-6 トウゲシバ抽出物のアセチルコリンエステラーゼ (AChE) 阻害に対する 

検討 

 第 1章 2-2-4の手順に従って行った。 

 

2-2-7 Y字型迷路試験 

トウゲシバ水抽出物 (WHS) (50, 100 mg/kg/day) またはドネペジル (5 

mg/kg/day) を蒸留水に溶解し、1日 1回、10 mL/kg で経口投与を行った。薬物

投与 14日目に短期記憶の評価として、Y字型迷路試験を行った。手順は第 1

章 2-2-6に従った。 

 

2-2-8 受動回避試験 

トウゲシバ水抽出物 (WHS) (50, 100 mg/kg/day) またはドネペジル (5 

mg/kg/day) を蒸留水に溶解し、1日 1回、10 mL/kg で経口投与を行った。薬物

投与 13日目から 15日目に、学習記憶の評価として、受動回避試験を行った。
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手順は第 1章 2-2-7 に従った。 

 

2-2-9 脂質過酸化試験 

 受動回避試験終了後、マウスを断頭し、脳を摘出した。摘出した脳は、マイ

クロチューブの中に入れ、重量を測定後、液体窒素を用いて急速冷凍した。脳

はホモジナイズに使用するまで－80°C に保存した。脳のホモジナイズは脳重量

の 10倍の 1.15% KCl 溶液を添加した後、ホモジナイザーを用いて氷冷下で粉

砕及び均一化した。その後、3,000 rpm、4°C で 10分間遠心した。遠心分離後の

上清を回収し、試験溶液とした。試験溶液 200 µL、酢酸緩衝液 (pH 3.6) 200 

µL、0.8% チオバルビツール酸 200µL、8.1% SDS 40 µL を混合し、100℃で 1

時間反応させた。反応後、氷冷下でブタノール/ピリジン (15:1) 混合溶液 400 

µLを加え、転倒混和し 4,000 rpm、室温で 10分間遠心した。遠心分離後の上清

の 532 nm における吸光度を測定した。 

 

2-2-10 統計学的解析 

実験成績は平均値 ± 標準誤差で示した。統計学的な比較は、SPSS (IBM, 

Armonk, NY, USA) を用いて Student’s t-testあるいは Dunett’s test により行っ

た。危険率が 5% 未満を有意差ありとした。 

 

第3節 実験成績 

3-1 トウゲシバ水抽出物 (WHS) HPLC 分析及び評価成分の決定 

 トウゲシバ水抽出物 (WHS) の HPLC クロマトグラムを示す (Fig. 13)。天然

物標品とトウゲシバ水抽出物 (WHS) を重ね打ちすることにより含有成分の同

定を試み、ピーク 1 (保持時間 5.27 min) を huperzine A、ピーク 2 (保持時間 5.90 
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min) を caffeic acid、ピーク 3 (保持時間 8.91 min) を ferulic acid と同定した。

尚、検量線から huperzine A の含有率は 0.065%であることが判った。以降この

3成分を含有成分として評価した。 

Fig. 13 Huperzia serrata and its components 

HPLC chromatogram of Huperzia serrata extract samples at 310 nm.  Peaks: 1, 

huperzine A; 2, caffeic acid; 3, ferulic acid. 

 

3-2 Aβ 誘発細胞死に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び含有成分の作用 

 ADにおいて Aβ は神経細胞の脱落に深く関与している。そこで HT-22細胞

を用いて、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びその含有成分の Aβ 誘発細胞障害

に対する作用を検討した。Aβ（5 µM）の処置は、PI陽性死細胞の比率を大幅

に増加させた。トウゲシバ抽出物 (30 ~ 300 µg/mL)、huperzine A (1 µM)、caffeic 

acid (100 µM)、ferulic acid (100 µM) は、Aβ 誘発細胞死を有意に抑制した (Fig. 

14)。 
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Fig. 14 Water extract of Huperzia serrata and its components protect HT22 cells 

against Aβ-induced cell death. 

The number of Hoechst 33342- or propidium iodide- (PI) positive cells were counted, 

and the cell death rate was expressed as the percentage of PI-positive cells to Hoechst 

33342-positive cells.  HT22 cells were treated with vehicle, with or without water 

extract of Huperzia serrata and its components, followed by treatment with Aβ1-42 (5 

μM) or vehicle for 48 h. (A), (C), (E) Representative fluorescence micrographs of 

Hoechst33342 (blue) and propidium iodide (PI: red) staining of HT22 cells. (B) Water 

extract of Huperzia serrata and huperzine A, (D) caffeic acid, and (F) ferulic acid.  ##, 

p < 0.01 vs Control (Student’s t-test).  *, p < 0.05; **, p < 0.01 vs Vehicle (Dunnett’s 

test).  Each column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 5). 

 

3-3 過酸化水素及びグルタミン酸誘発細胞死に対するトウゲシバ水抽出物 

(WHS) 及び含有成分の作用 

 H2O2やグルタミン酸は酸化ストレスにより細胞死を誘導するため、これらの

薬剤を用いて、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び含有成分の酸化的障害に対す

る効果を検討した。H2O2 (100 µM) 添加により誘導された細胞死に対して、ト

ウゲシバ水抽出物 (WHS) (30 ~ 300 µg/mL)、caffeic acid (10, 100 µM) は有意に

細胞死率の上昇を抑制した。一方、huperzine A、ferulic acid は H2O2誘発細胞死

に対して作用を示さなかった (Fig. 15 A ~ F)。同様に、グルタミン酸 (2 mM) 

添加により誘導された細胞死に対しても、トウゲシバ水抽出物 (WHS) (30 ~ 

300 µg/mL)、caffeic acid (100 µM) は有意に細胞死率の上昇を抑制した。しかし

ながら、huperzine A、ferulic acid は H2O2誘発細胞死に対して作用を示さなかっ

た (Fig. 15 G ~ L)。 
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Fig. 15 Effects of water extract of Huperzia serrata and its components on HT22 

cells against H2O2- and glutamate-induced cell death. 

The number of Hoechst 33342- or propidium iodide- (PI) positive cells were counted, 

and the cell death rate was expressed as the percentage of PI-positive cells to Hoechst 

33342-positive cells.  HT22 cells were treated with vehicle, with or without water 

extract of Huperzia serrata and its components, followed by treatment with H2O2 (100 

μM), glutamate (2 mM), or vehicle for 24 h.  (A), (C), (E), (G), (I), (K) Representative 

fluorescence micrographs of Hoechst33342 (blue) and propidium iodide (PI: red) 

staining of HT22 cells.  (B), (H) Water extract of Huperzia serrata and huperzine A; 

(D), (J) caffeic acid or (F), (L) ferulic acid.  ##, p < 0.01 vs Control (Student’s t-test).  

*, p < 0.05; **, p < 0.01 vs Vehicle (Dunnett’s test).  Each column and bar represent 

the mean ± S.E.M. (n = 5 or 6). 

 

3-4 活性酸素種産生に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び含有成分の作用 

 ROS の産生は酸化ストレスによる細胞死の直接的な原因となるため、CM-

H2DCFDAを用いた細胞内 ROS の評価を行った。トウゲシバ水抽出物 (WHS) 

(30 ~ 300 µg/mL)、caffeic acid (10, 100 µM)、ferulic acid (100 µM) は、H2O2 (100 

µM) 添加による細胞内 ROS 量の上昇を有意に抑制した (Fig. 16 A ~ C)。同様

に、トウゲシバ水抽出物 (WHS) (300 µg/mL)、caffeic acid (10, 100 µM)、ferulic 

acid (100 µM) は、グルタミン酸 (2 mM) 添加により上昇した細胞内 ROS 量を

有意に減少させた (Fig. 16 D ~ G)。一方で、huperzine Aはいずれの濃度におい

ても細胞内 ROS 量に影響を及ぼさなかった。 
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Fig. 16 Effects of water extract of Huperzia serrata and its components on ROS 

production in HT22 cells during oxidative stress. 

ROS production was measured by CM-H2DCFDA kit assay at 24 h.  HT22 cells were 

treated with vehicle, with or without water extract of Huperzia serrata and its 

components, followed by treatment with H2O2 (100 μM), glutamate (2 mM), or vehicle 

for 24 h.  (A), (D) Water extract of Huperzia serrata (A), (E) huperzine A (B), (F) 

caffeic acid, (C), (G) ferulic acid.  ##, p < 0.01 vs Control (Student’s t-test).  *, p < 

0.05; **, p < 0.01 vs Vehicle (Dunnett’s test).  Each column and bar represent the mean 

± S.E.M. (n = 6). 

 

3-5 AChE活性に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び含有成分の作用 

 1章 3-2でトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 及び huperzine A が濃度依存

的に AChE活性を阻害することを明らかにした。本章で着目した huperzine A以

外の含有成分における AChE活性への影響を検討した。トウゲシバ水抽出物 

(WHS) (10, 100 µg/mL) 及び huperzine A (30, 300 nM) は濃度依存的な AChE 活性

阻害作用を示した (Fig. 17 A, B)。一方、caffeic acid、ferulic acid は AChE活性

阻害作用を示さなかった (Fig. 17 C, D)。対照薬として使用したドネペジルは、

いずれの試験においても AChE活性阻害作用を示した。 
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Fig. 17 Effects of water extract of Huperzia serrata and its components on the 

inhibition of acetylcholinesterase (AChE) activity. 

Each graph shows AChE activity after treatment with (A) Water extract of Huperzia 

serrata, (B) huperzine A, (C) caffeic acid, and (D) ferulic acid.  AChE activity 

observed in the control was considered 100% .  ##, p < 0.01 versus control (Student’s t-

test).  *, p < 0.05; **, P < 0.01 vs Control (Dunnett’s test).  Each column and bar 

represent the mean ± S.E.M. (n = 4). 
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3-6 認知機能障害に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) の作用 

 酸化ストレスと認知機能障害の関連を検討するため、1章と同様にスコポラ

ミン誘発認知機能障害モデルマウスに対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) の作

用を検討した。スコポラミンは抗コリン作用のみならず、グルタチオンの低下

により酸化ストレスを誘導する薬剤であることが知られている (80)。スコポラ

ミン (3 mg/kg, i.p.) は作業記憶を評価する Y字型迷路試験において、マウスの

交替行動率を有意に減少させ、総アーム侵入数を有意に増加させた。トウゲシ

バ水抽出物 (WHS) (100 mg/kg, p.o.) 及びドネペジル (5 mg/kg, p.o.) の投与によ

り、マウスの交替行動率は有意に改善された。一方、それらの薬剤は総アーム

侵入数には影響を及ぼさなかった (Fig. 18 A, B)。恐怖記憶を評価する受動回避

試験において、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びドネペジルはスコポラミンに

より低下した暗室への侵入時間を有意に上昇させた (Fig. 18 C)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



44 

 

 

Fig. 18 Effects of water extract of Huperzia Serrata on cognitive function in 

scopolamine-induced cognitive-impaired mice using Y-maze and passive avoidance 

tests. 

Water extract of Huperzia serrata (50, 100 mg/kg/day) or donepezil (5 mg/kg/day) was 

administered orally once a day for 15 days.  On day 14, the Y-maze test was 

performed.  On days 13 to 15, the passive avoidance test was performed.  Effects of 

water extract of Huperzia serrata on (A) short-term and (B) fear-learning memory in 

scopolamine-induced cognitive-impaired mice.  ##, p < 0.01 vs Control; $, p < 0.05; $$, 

p < 0.01 vs Vehicle (Student’s t-test); *, p < 0.05 versus Vehicle (Dunnett's test).  Each 

column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 10-16). 
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3-7 脂質過酸化に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) の作用 

 脳の脂質過酸化は、脳内における酸化ストレスの発生と関連付けられるた

め、トウゲシバ水抽出物 (WHS) の脂質過酸化に対する作用を検討した。スコ

ポラミン (3 mg/kg, i.p.) の処置を受けたマウスは、脳の脂質過酸化度 (TBARS) 

が有意に上昇した。トウゲシバ水抽出物 (WHS) (50, 100 mg/kg, p.o.) 及びドネ

ペジル (5 mg/kg, p.o.) の投与により、TBARS の上昇が有意に抑制された (Fig. 

19)。 

 

Fig. 19 The effect of water extract of Huperzia serrata on lipid peroxidation in 

murine brains. 

Thiobarbituric acid reactive substance (TBARS) ratio is shown as an indicator of lipid 

peroxidation.  Water extract of Huperzia serrata administration decreased lipid 

peroxidation induced by scopolamine administration.  The TBARS ratio observed in 

the control was considered 100%.  ##, p < 0.01 versus control; $, p < 0.05 versus 

vehicle (Student’s t-test); *, p < 0.05, **, p < 0.01 vs Vehicle (Dunnett's test).  Each 

column and bar represent the mean ± S.E.M. (n = 10-12). 
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第4節 考察 

本章では、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びその含有成分の Aβ または酸化

ストレスによる細胞障害に対する作用を検討した。本章で用いたトウゲシバ抽

出物は、熱水を用いて抽出したものを使用した。エタノール抽出物から調製し

たアルカロイド画分においては、huperzine A の含有率は約 0.5%であったが、

熱水抽出物では多くの成分が混在するため huperzine A含有率は約 0.07%に下が

った。トウゲシバには多くのアルカロイドが含まれていることは分かっている

が、他の含有成分とその作用に関する知見はほとんどない。本章ではトウゲシ

バの huperzine A以外の成分も探索するために、第 1章とは異なる水抽出物を用

いて検討を行った。その結果、トウゲシバ水抽出物 (WHS) には caffeic acid 及

び ferulic acid を含有することが明らかになった。Aβ はオリゴマー化すること

で、細胞毒性を獲得し、HT-22細胞に対しても細胞死を誘発する (81)。Aβ の

凝集を抑制する化合物、例えばクルクミンは Aβ 凝集抑制作用を介して、神経

細胞障害を減弱する(82)。含有成分として検討した huperzine A、caffeic acid 及

び ferulic acid は、Aβ 凝集抑制作用を有することが報告されている (83–85) た

め、この作用により細胞死の誘導を抑制したと考えられる。Huperzine A の含有

量は約 0.07%であるため、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 300 µg/ mL は huperzine 

A 約 1 µM に相当する。Caffeic acid 及び ferulic acid は定性のみ行ったため、正

確な含有量は不明である。トウゲシバと同様、シダ植物であるヒカゲノカズラ 

(Lycopodium clavatum) は ferulic acid 含有量が約 0.5 %であったという報告があ

り (86)、トウゲシバにも同程度の ferulic acid が含有されていると仮定すると、

トウゲシバ水抽出物 (WHS) 300 µg/ mLは ferulic acid 約 10 µM に相当すると考

えられる。Caffeic acid 及び ferulic acid のピークの大きさが類似していることか

ら、caffeic acid 及び ferulic acid の含有量も同程度であると考えられる。トウゲ
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シバ水抽出物 (WHS) は含有成分単独よりも強力に細胞死を抑制しており、含

有成分が相加的に作用していると考えられる。 

 Aβ の凝集による毒性の発現には、ROS 産生も関与し、抗酸化剤により Aβ の

細胞毒性は軽減される (87,88)。細胞内での ROS の増加・蓄積は酸化ストレス

による細胞死を誘導する。そこで、酸化ストレスにより細胞死を誘導する H2O2

及びグルタミン酸を使用して、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びその含有成分

の細胞死抑制作用を検討した。HT-22細胞に対する過剰なグルタミン酸の負荷

は、シスチン/グルタミン酸トランスポーターの機能を抑制して細胞内のシスチ

ン欠乏、グルタミン酸の蓄積を誘導する (89)。シスチンの欠乏により、内在性

抗酸化物質であるグルタチオンが減少し、ROS の除去能力が低下することで細

胞死が誘導される。H2O2はヒドロキシルラジカルなどの他の ROS に変換さ

れ、酸化ストレスによる細胞死を誘導する (90)。トウゲシバ水抽出物 (WHS) 

は H2O2及びグルタミン酸により誘導された細胞死及び ROS 産生の上昇を抑制

した。さらに含有成分として検討した huperzine A、caffeic acid、ferulic acid の

内、caffeic acid のみが H2O2及びグルタミン酸による細胞死、ROS 産生を抑制

した。この結果から、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 中の caffeic acid が酸化スト

レスによる細胞死に対して主要な作用を示していることが示唆された。一方、

ferulic acid は H2O2及びグルタミン酸による細胞死に影響せず、ROS 産生のみ

抑制した。Ferulic acid は H2O2による細胞障害に対して、抑制作用が弱いこと

が報告されている (91)。また、抗酸化活性の強さは caffeic acid の方が ferulic 

acid よりも強いことから (92)、ferulic acid (100 µM) は細胞死を抑制できるほど

の抗酸化活性に到達していない可能性が考えられる。Ferulic acid は、

formononetin や calycosin と相加的にラジカル補足能力、細胞保護作用を上昇さ

せる (91) ことから、抽出物中の他の成分と相加的に作用することで、酸化ス
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トレスによる細胞死を抑制した可能性が考えられる。 

 前章でトウゲシバアルカロイド画分 (AEF) と huperzine Aは濃度依存的に

AChE活性を抑制することを明らかにした。また、ポリフェノール、フラボノ

イドのような抗酸化物質においても AChE 活性を抑制することが報告されてい

る (93–95)。そのためトウゲシバ水抽出物 (WHS)、huperzine A に加え、caffeic 

acid 及び ferulic acid の AChE活性を測定した。AChE活性阻害作用はトウゲシ

バ水抽出物 (WHS)、huperzine Aにのみ認められ、caffeic acid 及び ferulic acid に

は認められなかった。Caffeic acid 及び ferulic acid は、AChE 阻害作用を有する

ことが報告されている (96–98)。しかしながら、これらの報告ではモデルマウ

スに薬剤を作用させた場合の結果であり、AChEと直接作用することは確認さ

れていない。今回用いた手法では、薬剤と AChEが直接作用することを確認で

きる。今回の結果から、huperzine Aは AChE に直接作用するが、caffeic acid 及

び ferulic acid は AChE に直接作用しないことが明らかとなった。 

 スコポラミン誘発認知機能障害モデルは、AD患者で観察される記憶障害を

模するモデルの一つとして使用されている。AChによる神経伝達はニコチン性

ACh受容体、ムスカリン受容体に大別されるが、どちらの受容体も学習、記憶

に関与する受容体であることが知られている (99)。スコポラミンはムスカリン

受容体を遮断することで、アセチルコリン神経伝達異常による認知機能障害を

誘発するが、近年スコポラミンが脳内で抗酸化酵素 (グルタチオン、SOD) を

低下させ、酸化ストレスを誘導することが報告されている (80,100,101)。さら

に、アスコルビン酸などの抗酸化物質はスコポラミン誘発認知機能障害モデル

の認知機能を部分的に改善する (102–104)。これらのことから、スコポラミン

による認知機能障害のメカニズムの一部に酸化ストレスの関与が考えられる。 

 脂質過酸化は酸化ストレスの一種であり、ROS の連鎖反応を引き起こす。脂
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質は細胞膜の構成成分として、細胞膜の完全性を維持する作用があり、脂質の

酸化は細胞膜の組成、構造、流動性を変化させる (105)。トウゲシバ水抽出物 

(WHS) 及びドネペジルは、前章と同様に Y字型迷路試験、受動回避試験にお

けるマウスの認知機能を改善した。さらに、スコポラミンは脳内における脂質

過酸化を誘導した。一方、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びドネペジルは脂質

過酸化の上昇を抑制した。ACh受容体の一つである α-7ニコチン性 ACh 受容体 

(α7nAChR) は受容体の活性化を介して、抗酸化経路の 1つである Nrf2経路を

活性化し、抗酸化酵素 HO-1を誘導することが知られている (106,107)。そのた

め、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びドネペジルは、α7nAChR を刺激し抗酸化

酵素を誘導し、脂質過酸化を抑制している可能性が考えられる。 

 以上第二章では、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及びその含有成分は酸化スト

レスによる細胞障害に対しても有効であり、認知機能障害の抑制メカニズムの

一つとして酸化ストレスの軽減が関与することが明らかとなった。Huperzine A

は AChE 阻害作用に加えて NMDA受容体阻害作用も有することから、次章で

は、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A の NMDA受容体を介した認

知機能に対する作用について検討した。 

  



50 

 

第 3章  NMDA受容体アンタゴニスト (MK-801) 誘発認知機能障害に対する 

トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine Aの作用 

第1節 緒言 

 第 1章及び第 2 章において、トウゲシバエタノール及び水抽出物のコリン作

動性神経調節を介した認知機能障害改善作用を明らかにした。一方、NMDA受

容体阻害薬であるメマンチンが AD治療薬として使用されているように、AD

病態ではグルタミン酸シグナル伝達の異常も関与している。グルタミン酸は、

中枢神経系の中で最も豊富なアミノ酸の一種であり、神経伝達物質として学

習、記憶の形成に重要な役割を果たす。しかしながら、過剰なグルタミン酸の

存在下では興奮毒性による神経毒性作用を示すことも報告されている (108)。

グルタミン酸は、イオンチャネル型グルタミン酸受容体を介して興奮性シナプ

ス神経伝達を行い、イオンチャネル型グルタミン酸受容体には NMDA受容

体、α-アミノ-3-ヒドロキシ-5-メチル-4-イソキサゾール (AMPA) 受容体、カイ

ニン酸受容体の 3 種類が存在する (109)。過剰なグルタミン酸の存在下で引き

起こされるシナプス機能障害、認知機能障害、興奮毒性は、Ca2+への応答性が

変化することが原因であると考えられている (110,111)。また、イオンチャネル

型グルタミン酸受容体の中でも、NMDA受容体は Ca2+の透過性が高いため、過

剰なグルタミン酸による障害は主に NMDA 受容体を介していると考えられる 

(112)。 

 NMDA受容体は、Ca2+の透過性の高さに加え Mg2 +遮断の除去による電位依

存性活性化、遅いリガンド依存性動態などの特徴を有し、シナプスの機能と可

塑性に必要な役割を果たす (113)。シナプス可塑性は長期増強 (long-term 

potentiation; LTP)、長期抑圧 (long-term depression; LTD) によるシナプス伝達効

率の変化に起因し、これらの現象は、恐怖条件付け、匂い学習などの学習と相
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関することが報告されている (114,115)。また、LTP は NMDA受容体の発現を

上昇させる一方、NMDA受容体サブユニットの欠損マウスの LTP、学記記憶は

低下することから (116,117)、NMDA受容体は認知機能を調節する役割を有し

ていると考えられる。 

 臨床的認知症尺度（clinical dementia rating：CDR）において、MCIに相当す

る CDR0.5 の時点から脳脊髄液中グルタミン酸濃度が上昇していることが報告

されている(118)。さらに、NMDAによる神経伝達の障害や、NMDA受容体サ

ブユニットの減少が AD患者において報告されている (119,120)。そのため、認

知症予防においては、グルタミン酸シグナル伝達により認知機能に影響する

NMDA受容体に対するアプローチも有効であると考えられる。 

 MK-801 (dizocilpine) は非競合的 NMDA受容体阻害薬であり、NMDA受容体

に高い親和性を有している。MK-801により誘発される行動の変化は、認知症

及び統合失調症に関連する認知機能障害のモデル動物として使用されている 

(121)。MK-801などの高親和性 NMDA受容体阻害薬は、神経細胞の保護作用を

示す一方、グルタミン酸神経活動を過剰に抑制して LTP 及びシナプス可塑性を

障害し、学習記憶形成を阻害することが知られている (122)。また、NMDA受

容体阻害による、グルタミン酸放出増強作用を有しており (123,124)、MK-801

はグルタミン酸シグナル伝達を乱すことで認知機能障害を誘発すると考えられ

ている。 

 第 1章ではトウゲシバアルカロイド画分 (AEF)、huperzine A の AChE 阻害作

用に着目したが、huperzine Aは AChE阻害作用に加え、NMDA受容体阻害作用

を併せ持つことが報告されている (125,126)。Huperzine Aはペンチレンテトラ

ゾール、NMDA誘発のてんかん発作、カイニン酸誘発のてんかん発作、認知機

能障害を改善した報告 (127–129) はあるが、NMDA受容体を介した認知機能
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改善作用は報告されていない。また、第 2章での検討から、抗酸化作用を有す

る化合物をより含有しているトウゲシバ水抽出物 (WHS) が、機能性素材とし

て有用であると考えた。そこで、本章ではトウゲシバ水抽出物 (WHS) とその

構成成分である huperzine A のMK-801誘発認知機能障害に対する作用及び

MK-801によるグルタミン酸シグナル経路の変化に対する作用を検討すること

を目的とした。 

 

第2節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本実験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。 

Huperzine Aは Tokyo Chemical Industry (Tokyo, Japan)、Sample Buffer Solution 

(2ME+) (x4)、イムノスター®LD、デオキシコール酸ナトリウム (sodium 

deoxycholate)、ドデシル硫酸ナトリウム (sodium dodecyl sulfate: SDS)、ドデシ

ル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル [SDS polyacrylamide gel] Wako Pure 

Chemical Industries (Osaka, Japan)、Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) 

は Nacalai Tesque、MK-801、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor 

cocktail II、 phosphatase inhibitor cocktail III、Igepal CA-630は Sigma Aldrich 

(MO, USA) より購入した。Can get signal solution 1、Can get signal solution 2 は東

洋紡 (Osaka, Japan)、Tween 20 Solution は Bio-Rad Laboratories (Hercules, CA, 

USA)、生理食塩液は Otsuka Pharmaceutical Co. Ltd. (Tokyo, Japan)、塩化カリウ

ム (potassium chloride: KCl)、1 mM Tris-HCl (pH 8.0)、リン酸水素二ナトリウ

ム・12水和物 (disodium hydrogenphosphate 12-water: Na2HPO3・12H2O)、リン酸

二水素ナトリウム二水和物 (sodium dihydrogenphosphate dehydrate: Na2HPO3・

2H2O)、塩化ナトリウム (sodium chloride: NaCl) は Kishida Chemical (Osaka, 
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Japan)、L-glutamic acid は Nacalai Tesque (Kyoto, Japan) よりそれぞれ購入した。

また、トウゲシバ水抽出物 (WHS) は、アピ株式会社より頂いた。 

 Phosphate buffered saline (PBS) は、KCl、KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O

をMilliQ に溶解し、調製した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 実験動物 

ICR マウスは日本 SLC (Shizuoka, Japan) より購入した。マウス (雄性, 6週

齢) は設定温度: 23°C (許容範囲: 20 ~ 26°C)、設定湿度: 55% (許容範囲: 40 ~ 

70%)、明暗各 12 時間 (照明: 午前 8:00 ~ 午後 8:00) に維持された岐阜薬科大

学の動物飼育舎で飼育した。マウスはプラスチック製ケージ (縦 24.5 × 横

17.5 × 高さ 12.5 cm) を用い、自由給水下に固形試料 (CE-2; CLEA Japan, 

Tokyo, Japan) にて飼育した。行動試験はすべて午前 9:00 から午後 6:00 の間に

行った。すべての実験は岐阜薬科大学動物飼育・動物実験委員会に承認申請

を行い、許可を受けた上で実施した。 

 

 

2-2-2 ウエスタンブロット解析 

2-2-2-1 試料採取 

マウスを断頭し、脳を摘出した。摘出した脳は、氷冷したガラスシャーレの

上に置き、大脳皮質を切り分けた。組織は、マイクロチューブに入れ、液体窒

素を用いて急速冷凍した。サンプルはタンパク質抽出時まで－80°C に保存し

た。タンパク質抽出液には、RIPA buffer [50 mM Tris HCl (pH 8.0)、150 mM 

NaCl、0.5% デオキシコール酸ナトリウム、0.1% SDS、1% Igepal CA-630] 1 mL
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に対し、protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail II 及び III をそれ

ぞれ 10 μl ずつ混合して用いた。組織は上記のタンパク質抽出液を入れ、ホモ

ジナイザー (Physcotron, Microtec Co., Chiba, Japan) を用いて 30 秒間ホモジナイ

ズした。その後、30分間氷中に静置させ、10,000 rpm、4°C、20 分間遠心分離

した。遠心分離した上清を回収し、タンパク質抽出液とした。 

 

2-2-2-2  タンパク質定量 

タンパク質定量は BCA protein assay kit を用いて行った。標準曲線の作製のた

めのサンプルとして、0、12.5、25、50、125、250、500、750、1,000、1,500及

び 2,000 μg/ mLの濃度に調製した bovine serum albumin (BSA) を用いた。

Working reagent を添加後、サンプルを 37°C のインキュベーター中で 30分間反

応させ、その後 Varioskan Flash (Thermo Scientific) を用いて 532 nm の吸光度で

測定した。タンパク質濃度は、Sample Buffer Solution 及び RIPA buffer を用いて

調製し、調製後のサンプルは－80°C に保存した。 

 

2-2-2-3 ウエスタンブロット 

タンパク質濃度を調製したサンプルを－80°C から取り出し、氷上で融解させ

た後 100°C で 5分間煮沸処理し、室温にて軽くスピンダウンした。SDS ポリア

クリルアミドゲルを泳動装置にセットし、容器に泳動用緩衝液 (25 mM Tris、

190 mM Glycine、3.5 mM SDS) を入れ、ゲルを取り付けた泳動装置に浸した。

泳動装置の中にも泳動用緩衝液を入れた。1ウェル当たりの添加量は、分子量

マーカーを 3 μl、各サンプルを 10 µL (5 μg) とした。サンプルを添加後、ゲル 1

枚当たり 20 mAにて泳動した。泳動後、ゲルを cathode buffer (25 mM Tris、40 

mM 6-aminohexanoic acid、20% methanol) に 15分間浸した。転写膜はメタノー
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ルに 30秒間浸し、超純水に浸した。その後、anode buffer 2 (25 mM Tris、20% 

methanol) に浸した。陽極側から、anode buffer 1 (0.3 M Tris、20% methanol) に

浸したろ紙、anode buffer 2に浸したろ紙、転写膜、ゲル、2枚の cathode buffer

に浸したろ紙の順に重ね、膜 1枚当たり 100 mAで 45分間転写した。転写後、

0.05% Tween 20 含有 0.01 M TBS (0.05% Tween TBS) で洗浄し、Blocking -One P

に浸して、それぞれ室温で 30分ブロッキングした。その後再び 0.05% Tween 

TBS で洗浄し、Can get signal solution 1 で希釈した一次抗体に浸し、4°C で一晩

静置させた。その後、転写膜は 0.05% Tween TBS で洗浄し、Can get signal 

solution 2 で希釈した二次抗体に浸し、室温で 1時間静置させた。0.05% Tween 

TBS で洗浄した後、イムノスター® LDに 2分間浸した。その後、L Amersham 

Imager 680 (Cytiva, Tokyo, Japan)を用いて検出した。 

一次抗体には、rabbit anti-NR2A antibody [1: 1000 dilution; upstate (Dallas, Texas, 

USA)]、rabbit anti-GluR1 antibody [1: 1000 Sigma Aldrich]、mouse anti-PKCα 

antibody [1: 1000 dilution; abcam (Dallas, Texas, USA)]、rabbit anti- Phospho-p44/42 

MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) antibody [1: 1000 Cell signaling technology]、

rabbit anti- p44/42 MAPK (Erk1/2) antibody [1: 1000 Cell signaling technology]、

mouse anti-β-actin antibody (1: 5,000 dilution; Sigma-Aldrich) を用いた。二次抗体

には、HRP-conjugated goat anti-mouse IgG antibody (1: 1,000 dilution; Thermo 

Scientific)、HRP-conjugated goat anti-rabbit IgG (1: 1000 dilution; Thermo 

Scientific) を用いた。 

 

2-2-3 Y字型迷路試験 

メマンチン (5 mg/kg/day)、トウゲシバ水抽出物 (WHS) (300, 1000 mg/kg/day) 

または huperzine A (0.2, 0.7 mg/kg/day) を蒸留水に溶解し、1日 1 回、10 mL/kg
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で経口投与を行った。薬物投与 7日目に短期記憶の評価として、Y字型迷路試

験を行った。手順は第 1章 2-2-6に従った。また、認知機能障害誘発は MK-801 

(0.2 mg/kg, i.p.) の投与により行った。 

 

2-2-4 統計学的解析 

実験成績は平均値 ± 標準誤差で示した。統計学的な比較は、SPSS (IBM, 

Armonk, NY, USA) を用いて Student’s t-testあるいは Dunett’s test により行っ

た。危険率が 5% 未満を有意差ありとした。 

 

第3節 実験成績 

3-1 MK-801誘発認知機能障害に対するメマンチンの作用 

 AD治療薬として使用されているメマンチンは、MK-801と同様に NMDA受

容体阻害剤であるが、正常なグルタミン酸神経伝達には作用せず過剰なグルタ

ミン酸による認知機能低下を改善することが示唆されている。そこで、初めに

MK-801誘発認知機能障害に対するメマンチンの作用を検討した。MK-801 (0.2 

mg/kg, i.p.) は、短期記憶及び作業記憶を評価する Y字型迷路試験において、マ

ウスの交替行動率を有意に減少させ、総アーム侵入数を有意に増加させた。メ

マンチン (5 mg/kg, p.o.) の投与により、マウスの交替行動率及び総アーム侵入

数は有意に改善された。 
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Fig. 20 The effect of memantine on the short-term memory in MK-801 induced 

cognitive dysfunction mice using Y maze test. 

Memantine (5 mg/kg/day) was administered orally once a day for 7 days.  The effect 

of memantine to the short-term memory against MK-801-induced cognitive impairment 

mice.  On day 7, the Y-maze test was performed.  (A) Correct arm alteration, (B) 

Total arm entries in 8 minutes.  ##; p < 0.01 vs Control. $; p < 0.05 vs Vehicle 

(Student’s t-test). Each column and bar represent the mean ± S.E.M. (n =7-11). 

 

3-2 MK-801誘発認知機能障害に対するトウゲシバ水抽出及び huperzine A の作

用 

 メマンチンによる MK-801誘発認知機能障害の改善が認められたため、トウ

ゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A の NMDA受容体阻害作用による認知

機能障害改善作用を検討した。Fig. 20と同様に、MK-801 は、短期記憶及び作

業記憶を評価する Y字型迷路試験において、マウスの交代行動率を有意に減少

させ、総アーム侵入数を有意に増加させた。トウゲシバ水抽出物 (WHS) (1000 

mg/kg, p.o.) 及び huperzine A (0.7 mg/kg, p.o.) はマウスの交替行動率及び総アー

ム侵入数を有意に改善した (Fig. 21)。 
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Fig. 21 The effect of water extract of Huperzia Serrata on the short-term memory 

in MK-801 induced cognitive dysfunction mice using Y maze test. 

Water extract of Huperzia serrata (300, 1000 mg/kg/day) or huperzine A (0.2, 0.7 

mg/kg/day) was administered orally once a day for 7 days.  The effect of water extract 

of Huperzia Serrata and huperzine A to the short-term memory against MK-801-

induced cognitive impairment mice.  On day 7, the Y-maze test was performed.  (A) 

Correct arm alteration, (B) Total arm entries in 8 minutes.  ##; p < 0.01 vs. Control. *, p 

< 0.05; **, p < 0.01 vs Vehicle (Dunnett's test).  Each column and bar represent the 

mean ± S.E.M. (n = 8-12). 
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3-3グルタミン酸受容体に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A

の作用 

 トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A の NMDA受容体阻害作用を介

した認知機能障害改善作用は、グルタミン酸シグナル伝達経路の調節により認

められたと考え、グルタミン酸シグナルに関するタンパク発現量を検討した。

NMDA受容体のサブユニットである NR2A の発現量は、MK-801 によりわずか

な減少傾向が見られた。トウゲシバ水抽出物 (WHS) (1000 mg/kg, p.o.) 及び

huperzine A (0.7 mg/kg, p.o.) は、MK-801投与マウスの NR2A発現量を有意に上

昇させた (Fig. 22 A, B)。一方、AMPA受容体のサブユニットである GluR1 の発

現量には影響を及ぼさなかった (Fig. 22C, D)。 
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Fig. 22.  The effects of water extract of Huperzina serrata and huperzine A on 

expression levels of glutaminergic receptors. 

(A), (C) The expression levels of NR2A, GluR1 and β-actin were evaluated in the 

western blot analysis of mice cortex after behavioral test.  The expression levels of (B) 

NR2A and (D) GluR 1 were expressed by normalizing against β-actin.   *, p < 0.05; 

**, p < 0.01 vs Vehicle (Dunnett’s test).  Each column and bar represent the mean ± 

S.E.M. (n = 4 - 6).  
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3-3グルタミン酸シグナル伝達に対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び

huperzine Aの作用 

 グルタミン酸は Ca2+の流入を介して細胞内シグナルを活性化させることによ

り、シナプス可塑性を調節する。Ca2+により活性化される経路の 1つとして、

プロテインキナーゼ C (Protein kinase C; PKC) – MAPK 経路が存在し、認知機能

障害改善のメカニズムとして PKC-MAPK 経路に関するタンパク発現量を検討

した。PKC ファミリーの 1種である PKCαの発現量及びMAPK に属する

Extracellular Signal-regulated Kinase1/2 (ERK1/2) のリン酸化は、MK-801により

有意に減少した。トウゲシバ水抽出物 (WHS) (1000 mg/kg, p.o.) 及び huperzine 

A (0.7 mg/kg, p.o.) は、PKCαの発現量及び ERK1/2 リン酸化のタンパク質の発

現減少を抑制した (Fig. 23)。 
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Fig. 23. The effects of water extract of Huperzia serrata and huperzine A on 

expression levels of glutaminergic signaling. 

(A), (C) The expression levels of PKCα, pErk1/2, tErk1/2, and β-actin were evaluated in 

the western blot analysis of mice cortex after behavioral test.  The expression levels of 

(B) PKCα were expressed by normalizing against β-actin . The phosphorylation levels 

of (D) ERK1/2, are also shown.  #, p < 0.05; ##, p < 0.01 vs Control (Student’s t-test). *, 

p < 0.05; **, p < 0.01 vs vehicle (Dunnett’s test).  Each column and bar represent the 

mean ± S.E.M. (n = 4 - 6).  
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第4節 考察 

 本章では、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine Aの NMDA受容体を

介した認知機能障害抑制作用を検討した。メマンチン及びMK-801 はともに非

競合的 NMDA受容体阻害薬であり、どちらの薬剤も虚血や酸化ストレスに対

する神経保護作用が報告されている (130,131)。一方、正常なラットにそれぞれ

の薬剤を投与した場合、メマンチンは認知機能に影響を及ぼさないのに対し、

MK-801は認知機能障害を誘発する (132)。さらに、MK-801がグルタミン酸放

出増強作用を有しているため、ADにおけるグルタミン酸過剰状態を反映した

モデルとして、MK-801 誘発認知機能障害モデルを本章では使用した。MK-801

による認知機能障害は、AD治療薬であるメマンチンの投与により改善され

た。メマンチンは MK-801による NMDA受容体電流を回復させる (133) こと

から、メマンチンの認知機能障害抑制機構に Ca2+の流入及びグルタミン酸シグ

ナル伝達の正常化が寄与すると考えられる。また、グルタミン酸及びドパミン

の過剰放出は活動量を増加させることが知られており (134,135)、MK-801は Y

字型迷路試験におけるマウスの総アーム侵入数を増加させた。メマンチンと

MK-801は NMDA受容体の結合部位が同一であることから、メマンチンは

MK-801による過剰グルタミン酸放出を抑制し、総アーム侵入数を減少させた

と考えられる。これらの結果から、MK-801 はメマンチンなどの NMDA受容体

阻害薬による認知機能改善作用を検討する上で有用な動物モデルであると言え

る。 

 トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A は、Y字型迷路試験において、

共にMK-801誘発認知機能障害モデルマウスの認知機能を改善した。本章で用

いたトウゲシバ水抽出物 (WHS) は、第 2章で使用した抽出物と同様であり、

抽出物中の huperzine A 含有率は約 0.07%である。そのためトウゲシバ水抽出物 
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(WHS) 1000 mg/kg 中の huperzine Aは約 0.7 mg/kg に相当する。トウゲシバ水抽

出物 (WHS) (1000 mg/kg) 及び huperzine A (0.7 mg/kg) が同様に認知機能障害を

改善したことから、トウゲシバ水抽出物 (WHS) の認知機能改善作用は主に

huperzine Aの作用によるものであると考えられる。また、メマンチンの結果と

同様に、認知機能改善作用が認められたトウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び

huperzine Aの投与量において、総アーム侵入数の減少が認められたことから、

トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A のMK-801誘発認知機能障害モデ

ルに対する作用は NMDA受容体阻害作用が関与していると推察できる。

Huperzine Aは、AChE に対しては(-)-huperzine Aの方が強力な活性阻害作用を

示すが、NMDA受容体に対する阻害活性は両異性体間でほぼ同等であることが

報告されている (125)。したがって、MK-801 誘発認知機能障害に対する(-)-

huperzine Aと(+)-huperzine A の改善作用に差はないと考えられる。さらに、抗

酸化剤である N-acetylcysteine (NAC) は、老齢ラットの NMDA受容体の機能低

下改善作用及びMK-801 繰り返し投与による酸化ストレス及び細胞死抑制作用

が報告されている (136,137)。本章ではMK-801を単回投与しているため、認知

機能障害は主に NMDA受容体の機能低下によるものであると考えられる。ト

ウゲシバ水抽出物 (WHS) の caffeic acid 及び ferulic acid も、NAC と同様に

NMDA受容体の機能低下改善による MK-801 誘発認知機能障害抑制作用に関与

している可能性がある。一方、トウゲシバ水抽出物 (WHS) (300 mg/kg, p.o.) 及

び huperzine A (0.2 mg/kg, p.o.) は、認知機能を改善しなかったが、総アーム侵

入数の減少が確認された。これは huperzine A の GABA受容体に対する作用が

関与している可能性が考えられる。quercetin は GABA作動性神経伝達を減少さ

せ、神経の興奮-抑制バランスを調節することで、MK-801により誘発される過

活動を低下させることが報告されている (138)。Huperzine Aでは、GABA受容
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体阻害薬であるペンチレンテトラゾール誘発のけいれんを抑制する報告がある 

(128) ことから、huperzine Aが GABA作動性神経伝達の調節により、MK-801

誘発の過活動を減少させた可能性が考えられる。 

 NMDA受容体を介したグルタミン酸神経伝達は、神経栄養因子などを介して

神経可塑性を調節し、学習、記憶形成に関与する (125)。NMDA 受容体には

NR1サブユニット、NR2 サブユニットが存在し、NR2サブユニットにはさらに

NR2A、NR2B、NR2C、NR2Dサブユニットに分類される。NR2A 欠損マウス

は NMDA刺激による細胞内 Ca2+流入が減少し、NMDA受容体の機能が低下す

ることが示唆されている (139)。トウゲシバ水抽出物 (WHS) (1000 mg/kg, p.o.) 

及び huperzine A (0.7 mg/kg, p.o.) はMK-801 投与マウスの NR2A 発現量を上昇

させたため、NMDA 受容体の機能を上昇させ、 細胞内 Ca2+流入を改善した可

能性が考えられる。また、MK-801投与は NR2Aの発現量に影響を及ぼさなか

った。より高濃度 (1.0 mg/kg) のMK-801 では NR2Aの発現量低下は報告され

ているが (140)、MK-801 (0.2 mg/kg) は NMDA受容体サブユニットの発現量に

影響せず、NMDA受容体の機能を調節している可能性が考えられる。一方、

AMPA型受容体サブユニットの 1つである GluR1 の発現量は変化しなかった。

AMPA受容体も Ca2+を透過するが、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine 

Aは NMDA受容体を介した Ca2+流入、シグナル伝達に関与していると考えら

れる。 

 グルタミン酸の NMDA受容体への結合により、NMDA受容体が開口し、細

胞内への Ca2+流入が誘導される。細胞内に流入した Ca2はセカンドメッセンジ

ーとして働き、学習、記憶形成に重要な LTP を誘導する (141)。LTP 誘導の際

に Erk1/2がリン酸化され、Erk1/2 のリン酸化を抑制すると LTP の誘導が阻害さ

れる (142)。また、Erk 阻害剤により学習記憶の形成が阻害されることから 
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(143)、Erkのリン酸化はグルタミン酸シグナル伝達によるシナプス可塑性、認

知機能に関与していると考えられる。PKC はタンパク質リン酸化酵素の 1種で

あり、Ca2+により活性化される。海馬において、PKC は Ras/Raf/MEK/Erk 経路

を介した Erkのリン酸化を調節することが知られている (144)。さらに、Erkと

同様に PKC 阻害剤は LTP の誘導を阻害することから (145)、PKC-Erk経路がグ

ルタミン酸シグナル伝達による認知機能を調節していると考えられる。MK-

801投与により PKCαの発現量及び Erk1/2 のリン酸化が減少したことから、

MK-801誘発認知機能障害は PKC-Erk経路の活性化が低下したことで誘導され

たと考えられる。トウゲシバ水抽出物 (WHS) (1000 mg/kg, p.o.) 及び huperzine 

A (0.7 mg/kg, p.o.) は、MK-801投与マウスの PKCα発現量及び Erk1/2のリン酸

化を上昇させたことから、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A は

NMDA受容体の機能を上昇させ、細胞内 Ca2+流入を改善した結果、PKC-Erk経

路の活性化を改善し、認知機能障害を抑制したと考えられる。 

 以上、第三章では、トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A が NMDA

受容体を介したグルタミン酸シグナル伝達経路を調節することによって、MK-

801誘発認知機能障害を抑制することを明らかにした。 
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総括及び結論 

トウゲシバはヒゲノカズラ科に属するシダ植物であり、トウゲシバの含有成

分の 1つである huperzine A は認知機能に対する研究が数多く行われてきた。し

かし、トウゲシバの機能性については不明であった。そこで、認知機能障害に対

するトウゲシバの機能性を明らかにすることを目的として、アセチルコリン受

容体アンタゴニスト (スコポラミン) 誘発認知機能障害モデルに対する作用を

検討した。さらに、huperzine A 以外の機能性成分の関与を明らかにすることを

目的として、酸化ストレスに対する各種成分の作用について調べた。また、トウ

ゲシバ及び huperzine A の NMDA 受容体を介した認知機能に対する作用を明ら

かにするために、NMDA 受容体アンタゴニスト (MK-801) 誘発認知機能障害モ

デルを用いて検討した。 

 

第 1章では、トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) を用いて、スコポラミン誘

発認知機能障害モデルに対する作用を検討した。 

1) トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 及び huperzine A は、AChE 活性阻害

作用を示した。 

2) トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) 及び huperzine Aは、BuChE活性を阻

害しなかった。 

3) トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) は、スコポラミン誘発認知機能障害

モデルの作業記憶及び恐怖記憶悪化を抑制した。 

4) トウゲシバアルカロイド画分 (AEF) は、スコポラミン誘発の活動量増加

に対して影響を及ぼさなかった。 
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 第 2 章では、huperzine A 以外の機能性成分の関与を検討するために、トウゲ

シバ水抽出物 (WHS) を用いて酸化ストレスに対する検討を行った。 

1) トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び各成分 huperzine A、caffeic acid、ferulic 

acid は、Aβ 誘発細胞死を抑制した。 

2) トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び caffeic acid は、酸化ストレス誘発細胞

死を抑制した。 

3) トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A は、AChE活性阻害作用を

示した。 

4) トウゲシバ水抽出物 (WHS) は、スコポラミン誘発認知機能障害モデルの

作業記憶及び恐怖記憶悪化を抑制した。 

5) トウゲシバ水抽出物 (WHS) は、スコポラミンによる脂質過酸化を抑制し

た。 

 

 第 3章では、huperzine A で明らかとなっていた NMDA受容体阻害作用に着

目して、MK-801誘発認知機能障害モデルに対するトウゲシバ水抽出物 (WHS) 

及び huperzine Aの作用を検討した。 

1) トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A は、MK-801 誘発認知機能

障害モデルの作業記憶悪化を抑制した。 

2) トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A は、NMDA受容体サブユニ

ット NR2Aの発現量を増加させた。 

3) トウゲシバ水抽出物 (WHS) 及び huperzine A は、グルタミン酸シグナル

伝達に関与するタンパク発現量の変化を抑制した。 
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本研究において、トウゲシバがコリン作動性神経に作用して認知機能障害を

改善する可能性が示唆された。また、トウゲシバの認知機能改善作用に酸化ス

トレスの抑制が関与することが明らかとなった。さらに、トウゲシバが NMDA

受容体の機能を調節してグルタミン酸神経伝達及び認知機能障害を抑制する可

能性が示唆された。 

  以上、トウゲシバは、既存の AD治療薬ドネペジル及びメマンチンの有す

る作用機序である、AChE活性阻害作用及び NMDA受容体阻害作用両方の作用

機序を有することを明らかにした。このことから、トウゲシバは認知症の予防

治療に有効な機能性表示食品としての可能性を有しているのかもしれない。 
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略語一覧表 

Aβ : amyloid beta 

ACh : acetylcholine 

AChE : acetylcholinesterase 

AD : alzheimer’s disease 

AGEs : advanced glycation end products 

APP : amyloid precursor protein 

BuChE : butyrylcholinesterase 

CDR : clinical dementia rating 

ChAT : choline acetyltransferase 

CMC : carboxymetyl cellulose 

CMH2DCFDA : 
5-(and 6)-chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate 

ERK1/2 : extracellular signal-regulated kinase1/2 

FBS : fetal bovine serum 

FTD : frontotemporal dementia 

H2O2 : hydrogen peroxide 

HPLC : high performance liquid chromatography 

LBD : lewy body dementia 

LTD : long-term depression 

LTP : long-term potentiation 

MCI : mild cognitive impairment 

MRI : magnetic resonance imaging 

NAC : n-acetylcysteine 

NMDA : n-methyl-D-aspartate 

NO : nitric oxide 

PBS : phosphate bufferd saline 

PET : positron emission tomography 

PKC : protein kinase C 

PI : propidium iodide 

SPECT : single photon emission computed tomography: 

ROS : reactive oxygen species 

VaD : vascular dementia 

 

 


