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嗅球摘出マウスにおけるドネペジルによるアセチルコリン神経保護効果
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In the brain of Alzheimer's patients, the cholinergic neurons innervated the hippocampus and cerebral cortex de-
generates before accumulation of beta-amyloid protein. Donepezil, a potent acetylcholinesterase (AChE) inhibitor is
reported to rescue neurons from excitotoxic injury in culture. However, there is no evidence to conˆrm its neuroprotec-
tive eŠect on ACh neurons in vivo. Using olfactory bulbectomy (OBX) mice, we deˆned the neuroprotective mechan-
isms of donepezil on the medial septum cholinergic neurons with concomitant improvement of the impaired cognitive
function. Bilateral olfactory bulbs of DDY mouse were removed by surgery. After olfactory bulbectomized (OBX),
donepezil (1 or 3 mg/kg/day) was administered for 15 days and mouse brain was ˆxed with paraformaldehyde perfu-
sion at day 18. Then, the neuroprotective eŠect of donepezil was evaluated by counting the number of Chdine
acetyltrans-ferase (ChAT) immunoreactive neurons in the medial septum. The number of ChAT immunoreactive neu-
rons in the medial septum reduced by 40％ of that in sham-operated animals. The reduced ChAT positive neurons were
restored by donepezil treatments. Consistent with these observations, the cognitive deˆcits observed in OBX mice were
signiˆcantly improved by the donepezil treatment. Taken together, donepezil treatment rescues the cholinergic neurons
in the medial septum from the neurodegeneration by OBX. We will also discuss the mechanism underlying the donepezil-
induced neuroprotection in the medial septum cholinergic neurons.
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1. はじめに

脳を構成する細胞，すなわちニューロンやグリア

は，神経管内側の脳室下帯に存在する未分化な神経

幹細胞が分化・増殖することにより作られる．これ

までヒトやげっ歯類の神経細胞は脳発達期に産生さ

れ，成体の脳では増えることはないと考えられてい

たが，近年，哺乳類の成体の脳において盛んに神経

細胞が新生し，神経回路が再構築されている領域が

主に 2 つあることが分かってきた．1 つは海馬歯状

回顆粒細胞下層（SGZ）で，もう 1 つが側脳室下帯

（SVZ）である．1,2) SVZ において産生された新生神

経細胞は分裂しながら， rostral migratory stream

（RMS）と呼ばれる経路に沿い，嗅球へと移動し，

最終的には嗅脳顆粒細胞及び傍糸球体細胞に分化す

る．一方，SGZ において産生された新生神経細胞

の一部は，海馬歯状回顆粒細胞層へ移動する．新生

神経細胞は，実際に神経ネットワークに組み込まれ

機能している可能性が高い．海馬神経幹細胞は，学

習や豊かな環境下でその増殖頻度が上昇し，反対に

ストレス負荷，3)加齢4)によって低下することが報

告されている．また，海馬歯状回における神経前駆

細胞が痙攣発作，5,6)外傷性脳損傷7)や脳虚血811)に

よって一過性に増加することが明らかとなってい

る．しかし，これらの神経前駆細胞は短命であり，

機能的に成熟した神経細胞に分化しない．

近年，脳虚血後の内在性神経細胞新生の発生と生

存を促進するため，細胞膜チロシンキナーゼ受容体

を活性化する神経栄養因子 epidermal growth factor

(EGF), ˆbroblast growth factor-2（FGF-2）を脳室
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Fig. 1. Neuroprotective EŠect of Donepezil on the OBX-in-
duced ACh Neuronal Damage

A, representative septum region (a) stained by ChAT antiboty showing
changes in the number of cholinergic neurons. Cholinergic neurons were
identiˆed by ChAT immnostaining in sham (b), OBX (c) mice. Confocal
laser scanning images showed marked reduction of ChAT positive choliner-
gic neurons after OBX. B, quantitative analysis of ChAT positive neurons
was undertaken by counting ChAT-immunoreactive neurons. Data are ex-
pressed as percentage of values of sham-operated animals (mean±S.E.M.; n
＝6). , p＜0.05 versus sham-operated mice; ＃, p＜0.05 versus vehicle-treat-
ed mice. Veh, vehicle treatment.22)
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内へ持続的に投与する実験が行われている．12,13)し

かし，タンパク質である神経栄養因子の脳室内投与

による臨床への応用は困難である．一方，アルツハ

イマー病治療薬のドネペジル投与によって海馬の神

経新生が亢進されることが報告されている．1416)ド

ネペジルは，アセチルコリンエステラーゼ（AChE）

の阻害作用によりアルツハイマー型認知症の治療薬

として用いられている．しかし，in vivo における

神経保護作用とそのメカニズムついては不明な点が

多い．本論文では，ドネペジル末梢投与による中隔

野アセチルコリン神経保護効果について，嗅球摘出

マウスを用いて明らかにする．アルツハイマー病や

パーキンソン病などの神経変性疾患によって生じる

脳障害に対する神経再生療法としての有用性につい

て，神経新生を促進する薬物についても考察する．

2. 嗅球摘出マウスにおけるドネペジルによる中

隔野におけるアセチルコリン神経保護効果と認知機

能改善

ドネペジルが，グルタミン酸，Ab による神経細

胞死に対して保護作用を示すことが報告されてい

る．この神経保護作用には，ニコチン性アセチルコ

リン a4, a7 受容体の活性化が関与しており，PI3K-

Akt 経路を賦活化し Bcl-2 発現を増加することが示

唆されている．17)また，プロテインキナーゼ B

(Akt）の下流分子として glycogen synthesis kinase-

3b（GSK-3b）や低酸素誘導因子 hypoxia inducible

factor-1a（HIF-1a）がある．Akt の活性化は GSK-

3b の活性を低下させ，その下流の b-catenin のリン

酸化を抑制する．脱リン酸化型の b-catenin は核内

に移行し，転写調節因子 lymphoid enhancer-bind-

ing factor-1（Lef-1）を介して neurotrophin-3（NT-3）

等を発現誘導し，18)神経保護作用を発現することも

考えられる．

私達はドネペジルを用いて，嗅球摘出（OBX）

後の中隔野におけるアセチルコリン神経保護効果に

ついて検討した．さらに，ドネペジルによる認知機

能の回復を評価するために行動解析を行った．中隔

野から嗅球へはアセチルコリン神経の投射があり，

嗅球を除去すると中隔野のアセチルコリン神経が逆

行性に変性する．私達は中隔野からの大脳皮質，海

馬へのアセチルコリン神経が変性するため，認知機

能障害が起こると考えている．実際にアセチルコリ

ン作動性薬物投与により OBX マウスの認知機能障

害が改善すること，19,20) Ab の脳内濃度も上昇する

ことから，21)アルツハイマー病のモデルマウスとし

て有用である．私達は DDY マウスの嗅球を摘出し

た．直後に起きる炎症性の反応の影響を除去するた

め，摘出後 3 日目からドネペジル（1 あるいは 3

mg/kg，腹腔内投与）を 15 日間投与し，18 日目に

灌流固定を行い，中隔野でのアセチルコリン神経の

回復をコリンアセチルトランスフェラーゼ（ChAT）

の抗体を用いた免疫染色法にて検討した．Sham 群

に比較し，OBX マウス群では著しくアセチルコリ

ン作動性神経の数が低下した（Fig. 1）．ドネペジ
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Table 1. Drugs Stimulating Hippocampal Neurogenesis 23)

Antidepressant Tricyclic antidepressants
SSRI

Santareli L. et al., Sciences, 200324)

Malberg J. E. et al., Neurosci., 200025)

Mood stabilizer Lithium

Valproic acid

Longo F. M. et al., Curr. Alz. Res., 200626)

Cognitive enhancers Galantamine

Memantine

Donepezil

Jin K. et al., Brain Res., 200614)

Kaneko N. et al., Gene Cells, 200615)

Kotani S. et al., Neurosci., 200616)

Anesthetics Ketamine KeilhoŠ G. et al., Biol. Psychiatry, 200427)

Steroids Estradiol
Dehydroepiandrosterone (DHEA)

Allopregnanolone

Longo F. M. et al., Curr. Alz. Res., 200626)

Wolkowitz O. M. et al., Neurology, 200328)

Brinton & Wang, Curr. Alz. Res., 200629)

Other Rolipram

Statines

Sildenaˆl

Longo F. M. et al., Curr. Alz. Res., 200626)
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ル腹腔内投与により，有意かつ用量依存性にアセチ

ルコリン作動性神経細胞数が回復した．さらに，新

奇物体認知試験の行動解析により，ドネペジルの慢

性投与により認知機能低下を改善することを確認し

た．以上の結果より，ドネペジルによる認知機能改

善作用はアセチルコリン作動性神経保護作用と相関

することを確認した．

次に，ドネペジルによる神経細胞保護効果のメカ

ニズムを明らかにする目的で，中隔野を摘出し，

Akt と extracellular signal regulated kinase（ERK）

の活性に関与する，酵素のリン酸化反応について調

べた．Akt と ERK のリン酸化反応は sham マウス

に比べて OBX マウス中隔野で各々 50％と 60％に

低下した．ドネペジルの 1.0 及び 3.0 mg/kg 投与は

Akt と ERK のリン酸化反応の低下をほぼ完全に抑

制した．これまでの私達の仮説通りに，ドネペジル

は Akt と ERK を活性化して神経保護効果を発揮す

ると考えられる．さらに，中隔野アセチルコリン神

経膜上に a7 受容体の発現も確認した．

私達は最近，海馬においてアセチルコリン放出を

高める ZSET1446 化合物が海馬での Ca2＋/カルモ

デュリン依存性プロテインキナーゼⅡ（CaMKⅡ）

を活性化することにより，OBX マウスの認知機能

を改善することを報告した．22) ZSET1446 は OBX

で低下する中隔野でのアセチルコリン神経の数には

影響しないことから，ドネペジルとは異なるメカニ

ズムで認知機能を改善すると考えられる．

3. 海馬における神経新生を亢進させる薬物とそ

の標的

神経栄養因子以外で，海馬の神経新生を促進する

薬物として，抗うつ薬の選択的セロトニン再取り込

み阻害薬（SSRI）や，バルプロ酸ナトリウム，炭

酸リチウムなどの気分安定薬，及び，ニューロステ

ロイドの dehydroepiandrosterone（DHEA）が知ら

れている（Table 1）．23) SSRI は，brain-derived neu-

rotrophic factor（BDNF）の発現を増強することが

知られている．30) SSRI のフロキセチンは，BDNF

ヘテロ欠損マウスにおいて神経新生増強作用の減弱

が報告されている．30)さらに，セロトニン 5-HT1A

受容体の欠損マウス及び 5-HT1A 受容体阻害剤の

WAY 100635 によってフロキセチンの神経新生促

進作用が抑制されることから，SSRI による神経新

生促進作用は 5-HT1A 受容体を介していると考えら

れる．30)一方，バルプロ酸ナトリウムは ERK 経路

を活性化し cAMP-response element-binding protein

（CREB）を介して抗アポトーシス因子である Bcl-2

の発現を高め，成体ラットの海馬 SGZ での神経新

生を促進するという報告がある．31)炭酸リチウムも

同様に Bcl-2 の誘導が報告されている．32)また，

CREB のドミナントネガティブ変異マウスでは，

脳虚血による海馬歯状回の神経新生が抑制されるこ

とから，33) Bcl-2 だけでなく， BDNF 等の他の

CREB 下流遺伝子も神経新生に関与する可能性が

考えられる．このように ERK 経路は Bcl-2, BDNF

の発現を介して神経新生を促進する．また，ニュー
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Fig. 2. Possible Mechanisms Underlying Neurogenesis En-
hancement by Psychotic Stimulants, Neurosteroids and Al-
zheimer's Drugs Including Donepezil

RTK; Receptor tyrosine kinases, EPO; erythropoietin.
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ロステロイドである dehydroepiandrosterone（DHEA）

は，細胞の生存シグナルである Akt を活性化する

ことにより，神経新生において重要な役割を担って

いる．培養神経前駆細胞に DHEA で刺激すると，

Akt の活性を上昇し，神経前駆細胞の増殖を促進す

る．さらにこの活性上昇は， PI3K 阻害薬の

LY294002 によって抑制される．24)上述したよう

に，神経新生を促進するためには，Akt と ERK 経

路の活性化による神経新生因子と分化因子誘導が鍵

となる（Fig. 2）．

4. おわりに

本研究では，ドネペジルの末梢投与による嗅球摘

出後の中隔野でのアセチルコリン神経の保護作用に

ついて明らかにした．ドネペジルは Akt と ERK 経

路を活性化することによって神経保護作用を示すと

考えられる．さらにドネペジルは，嗅球摘出により

低下した認知機能を改善することから，ドネペジル

はアセチルコリン分解を抑制して認知機能を高める

ことに加えて，Akt と ERK 経路を介して神経保護

効果を発揮することにより認知機能改善薬として薬

効を発現すると考えられる．
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