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研究成果の概要（和文）：認知機能調節におけるピロリドン誘導体に関する研究において、申請

者は次の報告を行った。 ピロリドン誘導体である nefiracetam が NMDA 受容体賦活作用ならびに

CaM キナーゼ II 活性化を介して認知機能調節を亢進する（Moriguchi et al., J. Neurochem. 

2008）、nefiracetam は神経変性疾患のモデルである嗅球摘出マウスにおいても、CaM キナーゼ II

および PKC の活性化を介して認知機能調節を亢進する（Moriguchi et al., J. Neurochem. 2009）、

nefiracetam はプレシナプスにおけるニコチン性アセチルコリン受容体を介して、グルタミン酸の遊

離を促進する（Moriguchi et al., Neuroscience 2009）およびアルツハイマー病治療薬である

galantamine は CaM キナーゼ II の活性化を介して認知機能調節を亢進する（Moriguchi et al., 

Hippocampus 2009）。 

 
研究成果の概要（英文）：In this present study, we demonstrated that nefiracetam mediates cognitive 
function through activation of CaM kinase II (Moriguchi et al., J. Neurochem. 2008), and nefiracetam 
augments the impairment of coginitive function through activation of CaM kinase II and PKC in 
olfactory bulbectomized mice (Moriguchi et al., J. Neurochem. 2009), and nefiracetam enhances 
glutamatergic system via presynaptic nicotinic acethylcholine receptors in rat cortical neurons 
(Moriguchi et al., Neuroscinece 2009), and galantamine mediates cognitive function through activation 
of CaM kinase II (Moriguchi et al., Hippocampus, 2009). 
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１．研究開始当初の背景 
 高齢化社会に伴いアルツハイマー病患者の増
加は深刻な社会問題である。最近の研究により
アルツハイマー病患者の脳内では・-amyloid の
凝集、沈着が認められ、神経変性疾患を誘発し、
認知機能の低下を引き起こすことが明らかとなっ
てきた。現在、アルツハイマー病治療薬の創薬
研究としてアルツハイマー病患者の脳内におけ
る・-amyloidの凝集阻害薬、ワクチンの開発が進
められているが臨床応用には至っていない。一
方、アルツハイマー病患者に認められる進行性
の神経変性疾患に注目した研究として、アルツ
ハイマー病患者の脳内においてアセチルコリン
神経系の機能低下に着目したアセチルコリン賦
活作用をもつ抗コリンエステラーゼ阻害薬が開
発 さ れ 、 tacrine 、 donepezil 、 rivastigmine 、
galantamine が認可された。現在、日本では
donepezil のみが認可を受けているが、欧米と比
較しても遅れを取っている状況である。しかしな
がら、これらの治療薬の効能は不十分であり悪
心、嘔吐、下痢等の副作用が認められ、アルツ
ハイマー病患者の quality of life (QOL)と症状を
長期に改善する治療薬は存在していない。 
 
 
２．研究の目的 
 申請者はこれまでピロリドン誘導体である
nefiracetam に関する研究を行い、nefiracetam が
ニコチン性アセチルコリン受容体賦活作用だけ
でなく、NMDA 受容体賦活作用を有することを
報告してきた。Nefiracetam の作用機序はアルツ
ハイマー病患者の進行性の神経変性疾患に有
用である可能性は高いが、実際は臨床試験に
おいて十分な結果を得るには至らなかった。そ
こで本研究では、新規ピロリドン誘導体を用いて、
アルツハイマー病患者により有用な治療薬の確
立を目指す。 
 
 
３．研究の方法 
(1). 新規ピロリドン誘導体のNMDA受容体活性
の検討 
 申請者はノースウエスタン大学・医学部の Prof. 
Toshio Narahashi との共同研究として新規ピロリ
ドン誘導体（DM832, DM235, HN19）の提供を受
けた。本研究では、はじめに新規ピロリドン誘導
体における NMDA 受容体グリシン結合部位を標
的とした NMDA 受容体賦活作用について電気
生理学的手法により解析する。実験にはマウス
大脳皮質並びに海馬の初代培養細胞を用いる。
この培養技術に関しては、すでに当研究室にお
いて確立しており、研究の遂行は容易である。
電気生理学的手法として Patch-clamp 法による

細胞内記録法を用いる。薬物適用法として薬物
を局所的にかつ迅速に適用できる U-tube 法に
より NMDA により惹起される電流を測定し、新規
ピロリドン誘導体の NMDA 受容体賦活作用につ
いて検討する。本研究の標的は、NMDA 受容体
グリシン結合部位であるので、NMDA 賦活作用
が認められた新規ピロリドン誘導体においては
グリシン結合部位に作用するかどうかをグリシン
との結合実験もしくは NMDA 受容体グリシン結
合部位阻害薬である 7-choloro-kynurenic acid 
(7-ClKN)を用いて検討する。以上の方法により
新規ピロリドン誘導体より NMDA 受容体グリシン
結合部位に対して賦活作用を有する誘導体を
選別する。 
 
 
(2). NMDA受容体グリシン結合部位活性を有す
る新規ピロリドン誘導体の脳スライスを用いた海
馬CA1領域における長期増強現象(LTP)の測定 

Patch-clamp法により得られたNMDA受容体グ
リシン結合部位活性を持つ新規ピロリドン誘導体
は、ラット脳スライスを用いて海馬CA1領域にお
けるLTPを測定する。LTPは記憶・学習の指標と
して確立しており、NMDA受容体に依存すること
は既に明らかとなっている。LTP測定後のスライ
ス切片は海馬CA1領域を切り出し、-80℃にて凍
結保存し、生化学的手法により解析する。 

 
 

(3). NMDA受容体グリシン結合部位活性を有す
る新規ピロリドン誘導体における生化学的検討
による細胞内情報伝達機構の解明 
  –80℃にて凍結保存したラット海馬 CA1 領域
のスライス切片は、ホモジナイズ、SDS 化後、
Western blot法により電気泳動を行う。当研究室
では LTP 誘導には細胞内に局在する CaM キナ
ーゼ II が重要であることを報告している。NMDA
受容体グリシン結合部位活性を有する新規ピロ
リドン誘導体は NMDA 受容体の下流に存在し、
記憶・学習に重要な役割を果たしている CaM キ
ナーゼ II を中心に、protein kinase C、protein 
kinase A 等の細胞内情報伝達機構について生
化学的手法により検討する。 
 
 
(4). NMDA受容体グリシン結合部位活性を有す
る新規ピロリドン誘導体における行動薬理学的
手法を用いた解析 
 行動解析として記憶・学習の行動実験法として
用いられている passive avoidance 法、novel 
object recognition 法、Y-maze 法および water 
maze 法を用いて NMDA 受容体グリシン結合部
位に対して賦活作用を有する新規化合物の効



果を in vivo 条件下において検討する。自発運
動量測定には open field 法、運動機能測定に
は rota-rod 法を用いる。 
 
 
(5). 嗅球摘出モデルマウスを用いた新規ピロリ
ドン誘導体のNMDA賦活作用の検討 

嗅球摘出モデルマウスはこれまでの報告によ
り記憶・学習の低下、海馬におけるアセチルコリ
ン神経系の機能低下が明らかとなっている。申
請者は最近の研究により嗅球摘出モデルマウス
の海馬CA1領域においてアセチルコリン神経系
に加えてNMDA受容体機能の低下、CaMキナー
ゼII活性の低下を見出した（Moriguchi et al., J. 
Neurochem. 2006）。この結果、嗅球摘出モデル
マウスはアルツハイマー病患者と脳内における
神経機能の低下が類似していることが明らかとな
った。そこで申請者は嗅球摘出モデルマウスを
神経変性疾患のモデルの一つとして、NMDA受
容体グリシン結合部位活性を有する新規ピロリド
ン誘導体の効果について解析する。また、申請
者は嗅球摘出モデルマウスの海馬CA1領域で
LTPの減弱を明らかとしており、NMDA受容体グ
リシン結合部位活性を有する新規ピロリドン誘導
体により減弱したLTPの回復が認められるかを検
討する。LTP測定後のCA1領域を含む脳スライス
切片は平成20年度と同様にwestern blot法により
CaMキナーゼIIに注目し、細胞内カルシウムシグ
ナルへの影響について解析する。嗅球摘出モデ
ルマウスではPassive avoidance 法、novel object 
recognition法、water maze 法ならびにY-maze法
による行動解析により有意な記憶・学習の低下
が認められた。新規ピロリドン誘導体のin vivoに
おける記憶・学習評価も同様に解析する。 

 
 

(6). 嗅球摘出モデルマウスを用いた新規ピロリ
ドン誘導体のシナプス応答に関する電気生理学
的解析 

嗅球摘出モデルマウスにおいて新規ピロリドン
誘導体の認知機能への効果が十分に認められ
た際、脳スライスを用いたpatch-clamp法により細
胞内のシナプス応答の解析を行う。NMDA電流
ならびにAMPA電流による細胞内情報伝達の解
析を通じて、新規ピロリドン誘導体の作用機序の
同定を行う。 

 
 

４．研究成果 
 申請者は、アルツハイマー病患者において機
能低下が報告されているグルタミン酸機能、特
に、NMDA 受容体に着目し、その賦活作用によ
り認知機能の亢進を導く治療法の解明について
追究した。その結果、既に米国でアルツハイマ
ー病治療薬として承認を受け、実際に患者に適
応されている Galantamine の新しい作用機序とし
て、細胞内でカルシウムと結合し、認知機能の

密接に関与しているカルシウム/カルモデュリン
依存性プロテインキナーゼ II（CaM キナーゼ II）
の活性化を介した NMDA 受容体賦活作用の亢
進を見出した（Moriguchi et al., Hippocampus, 
2009）。また、申請者が注目している Nootropics
では、Nefiracetam が神経変性疾患のモデルマ
ウスである嗅球摘出マウス（OBX）において機能
低下が認められている NMDA 受容体および
CaM キナーゼ II 活性に対して（Moriguchi et al., 
J. Neurochem. 2006）、有意な改善作用を有する
ことを見出した（Moriguchi et al., J. Neurochem. 
2009 ） 。 さ ら に 、 シ ナ プ ス 間 隙 に お け る
Nefiracetam によるグルタミン産遊離には、ニコチ
ン生アセチルコリン受容体のサブタイプである
・4・2 型受容体を介して促進することも同様に見
出した（Moriguchi et al., Neuroscience, 2009）。
本研究の結果により、これまで着目されてこなか
った NMDA 受容体賦活作用および CaM キナー
ゼ II 活性化による新しいアルツハイマー治療法
を提唱できたと考えている。今後、この仮説をよ
り実証するために詳細な検討を行う予定である。 
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