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研究成果の概要（和文）：抗不安薬として高齢者に処方されるジアゼパム（ベンゾジアゼピン系薬剤）を長期的
に使用することによる認知機能低下が問題となっている。そこで本研究では、ジアゼパムを長期投与した老齢マ
ウスを用いて、記憶学習能力に関わる海馬領域の神経細胞の細胞死や神経新生、神経細胞の形態変化、神経回路
機能などを解析した。その結果、細胞死や神経新生にはジアゼパム長期投与による変動はなかったが、老齢マウ
スでは加齢による神経機能が減弱すると共に、ジアゼパム投与により神経細胞の形態変化および神経回路機能の
減弱が認められた。さらに、それらのジアゼパムによる影響は、長期的な運動の負荷によって予防できることが
わかった。

研究成果の概要（英文）：It has been reported that long-term benzodiazepine administration induces 
cognitive decline in older adults, which provides evidence for toxicity. In this study, we 
investigated the mechanism of cognitive decline due to long-term use of diazepam, a benzodiazepine, 
and the preventive effect of exercise for the adverse effect of diazepam. In hippocampal region of 
chronically diazepam administered middle-aged mice, we analyzed apoptosis, neurogenesis, 
morphological changes in pyramidal neurons and neural circuit function. There were no effects of 
chronic diazepam on cell death or neurogenesis, but spine density of pyramidal neurons was decreased
 and long-term potentiation of CA1 and CA3 were attenuated by both diazepam administration and 
aging. Furthermore, it was found that the adverse effects of diazepam can be prevented by long-term 
exercise by force-running wheel.

研究分野：神経生理学

キーワード： ベンゾジアゼピン　ジアゼパム　認知機能　海馬LTP　運動
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果は、長期的なジアゼパム使用によって生じる認知機能低下が海馬領域における神経細胞の新生や細胞
死ではなく、形態的特徴の変化による機能的減退によって引き起こされることを示唆するものであり、ジアゼパ
ムの中枢神経系における詳細な分子的作用機序解明への発展が期待できる。運動による認知機能向上は以前から
注目されており、近年、末梢血中の運動由来分子が同定され、詳細な研究が期待されている。本研究成果は、運
動由来分子の中枢における機能的特性の解明に貢献できると考えられる。運動由来分子の機能的特性が明らかに
なれば、ジアゼパム等による認知機能減退の予防法や治療法への発展が期待できる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
中枢神経回路における抑制性神経伝達物質であるガンマアミノ酪酸 (GABA) は、認知、学習、
情動などの高次脳機能に強く関わることが知られている。GABA による抑制性情報伝達に障害
が生じると、てんかん・不安症・うつ病・統合失調症・自閉症などの精神疾患が発症すると考え
られている。これらの精神疾患治療薬として使用されるベンゾジアゼピン (BZ)系薬剤は、
GABAA受容体に結合し、GABA による抑制性神経伝達を亢進させることで、鎮静、睡眠誘導、
抗不安、抗痙攣などの効果を示す。一方で、高齢者における BZ系薬剤の長期的な使用は、薬剤
耐性や依存症、離脱症、認知症発症リスクの増加などの弊害をもたらすことが報告されており、
深刻な問題となっている。しかしながら、中枢神経系の長期的な BZ 暴露により認知機能が低下
するメカニズムはほとんど解明されておらず、細胞レベルおよび組織レベルにおける基礎的な
研究が期待されている。申請者はこれまでに、ベンゾジアゼピン (BZ)系薬剤であるジアゼパム
（DZP）を慢性的に投与したマウスを用いてモリス水迷路を用いた認知機能行動評価を行い、
DZP 長期投与した老齢マウスにおいて認知機能が低下することを確認した。そして、記憶に関
わる海馬領域において、神経活動性の制御に関わる興奮性シナプスが存在する棘状の構造（スパ
イン）の密度を解析するともに、スパイン密度と密接に関与する海馬 CA1領域の長期増強 (LTP: 
long term potentiation) の解析を行った。その結果、DZP慢性投与によりスパイン密度は老齢・
若齢ともに減少し、LTP は若齢マウスにおいてのみ減少していた。さらに、老齢および若齢マ
ウスのコントロール群（DZP非投与群）におけるスパイン密度および LTPを比較した結果、い
ずれも加齢に伴って減少・減弱していた。これらの結果は、中枢神経回路における生理的機能や
組織的構造は加齢に伴って変遷し、老齢マウスの中枢神経系は認知機能の低下が行動に現れや
すい状態となっている可能性を示唆している。さらに、申請者はマイクロアレイ法を用いて DZP
慢性投与マウス脳組織における転写産物の発現量を網羅的に解析し、Lcn2 が増加していること
を見出して報告している。Lcn2は神経細胞の活動に対して抑制性に作用し、スパインを減少さ
せ、神経細胞新生を抑制することが報告されるとともに(Mucha et al., 2011; Ferreira et al., 
2017)、神経傷害性を示すタンパク質として注目されている (Naude et al., 2012; Kim et al., 
2016) 。 
 
２．研究の目的 
本課題では、DZP によって発現増加し分泌された Lcn2 が神経細胞新生の抑制やスパイン密
度の減少を引き起こすことで老齢マウスにおける認知機能低下が起こると仮説を立て、これを
立証することを目的とする。また、DZPによる Lcn2発現の調節機構や、近年注目されつつある
運動による認知機能改善効果に着目し、DZP 長期投与による海馬神経機能の減弱を緩和できる
か検討する。 
 
３．研究の方法 
マウスは 8～10週齢（若齢）および 54～58週齢（老齢）のマウスを用いた。BZDの長期投
与は、BZD系薬剤である DZPを注入した浸透圧ポンプ（DURECT Corporation, Cupertino, CA, 
United States）をマウス腹腔内に留置することにより行った。DZP投与開始から４週間後にお
いて組織学的・生理学的解析を行った。興奮性シナプス構造であるスパインは、４％パラフォル
ムアルデヒドで固定したマウス脳組織切片を作成後に海馬 CA1 および CA3 領域の錐体細胞に
ルシファーイエローを注入して可視化し、レーザー共焦点顕微鏡により観察を行った。神経回路
機能の評価として多電極記録装置を用いて海馬 CA1領域および CA3領域の LTPを解析した。
海馬における細胞死および細胞新生の評価は、TUNEL染
色および新生神経細胞のマーカーであるNeuroD1を免疫
組織学的に染色して評価した。運動負荷は DZP投与前の
12 週間、強制回転カゴ (FWS-1505; Melquest Ltd., 
Toyama, Japan)を用いて行った。DZPによる Lcn2の発
現調節機構を調べるため、レポータージーンアッセイを行
った。 
 
４．研究成果 
 まず DZP長期投与マウスの海馬における細胞死および
神経新生について、組織学的解析を行った。その結果、DZP
投与老齢マウスにおいても細胞死は検出されなかったこ
とから、加齢や DZP長期投与が細胞死を著しく増加させ
るわけではないことがわかった。また、NeuroD1 陽性細
胞は加齢に伴う減少が認められたが、長期 DZP投与によ
る影響は認められず、神経新生への DZPの影響も少ない
ことが示唆された（Fig.1）。 Fig.1 DZP長期投与モデルマウスの 

海馬歯状回における新生神経の密度 



DZP慢性投与マウスの海馬
CA1 および CA3 における
LTP を解析することにより、
認知機能に関わる海馬の神経
回路機能を評価した。若齢マ
ウスにおいては CA1 および
CA3 領域において DZP 長期
投与によるLTPの減弱が認め
られた。老齢マウスにおいて
も DZP 長期投与によって減
弱傾向を示したが、CA3にの
み DZP による有意な減弱が
認められた（Fig.2）。また、加
齢に伴うLTPの有意な減弱も
認められた。これらの結果か
ら、加齢および DZP長期投与
いずれも海馬LTPを減弱させ
ることが示唆された。海馬
CA1 領域および CA3 領域に
おいて、興奮性シナプス構造
のスパインを解析した結果、
若齢マウスでは CA3 領域に
おいて、老齢マウスではCA1、
CA3 両領域において DZP 長
期投与によるスパイン密度の
減少が認められた（Fig.3）。ま
た、CA1領域においては、加
齢に伴うスパイン密度の有意
な減少が認められた。これら
の結果から、CA1領域では加
齢および DZP によってスパ
イン密度が減少し、CA3領域
では老齢マウスの方が DZP
の影響を受けやすいことが
示唆された。 
次に、海馬 LTPおよびスパ
イン密度の減弱・減少が、強
制運動負荷によって緩和され
るか検討した。12週間の強制
運動を負荷させたマウスに
は、DZP の長期投与による
LTPの減弱やスパイン密度の
減少が認められなかった
（Fig.4, 5）。この結果から、
運動負荷により、DZPに由来
する神経機能の減退を予防で
きることがわかった。 
DZP 投与によって増加する
Lcn2の発現調節について、レポータージーンアッセイを行った結果、Pax2、Atoh1、Neurog1
の３つが調節因子である可能性が示唆された。さらに、これらの DZP応答配列が Lcn2転写を
亢進させることを、GABA受容体が発現していない培養細胞系を用いて確認した。 
 これらの成果から、DZP の長期投与は海馬神経のスパイン密度を減少させ海馬神経回路機能
を減弱させることで認知機能が低下すると考えられる。しかしながら、これらの現象を引き起こ
す分子的なメカニズムや、DZP が発現増加させる Lcn2 の機能性についてはさらなる研究が必
要である。また、運動負荷が DZPの影響を軽減させたことから、DZP投与前の長期的な運動は、
DZP 由来の認知機能低下を予防する効果があると考えられる。近年、認知機能に関わる運動由
来分子がいくつか同定され、その有用性が注目されつつある。今後は、運動由来分子が認知機能
を向上させる詳細なメカニズムについて追及していきたい。 
 
 

Fig.3 DZP 長期投与による海馬錐体
神経スパインの密度減少 

Fig.4 強制運動負荷マウスにおける 
長期 DZP投与の LTPへの影響 

Fig.2 DZP 長期投与の海馬 LTP への影響 

Fig.5 強制運動負荷マウスにおける 
長期 DZP投与の LTPへの影響 
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