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研究成果の概要（和文）：老齢マウスにおける海馬依存型認知機能の低下は、富裕環境訓練によ

り改善された。その海馬では、塩基性線維芽細胞増殖因子をふくむ二十数種類のタンパク質が有

意に発現変化していた。塩基性線維芽細胞増殖因子を老齢マウス海馬内に持続注入すると、認知

機能の低下が抑制された。これらの結果は、富裕環境訓練よる海馬での繊維芽細胞成長因子シグ

ナルの活性化が、正常老化における学習記憶の減退を予防することを示唆した。 
 

研究成果の概要（英文）：The hippocampus-dependent cognitive decline in aged mice was 
improved by enriched environmental training. In the hippocampus of these trained-aged mice, 
there were significant changes in the expression level of about twenty kinds of protein 
including basic fibroblast growth factor (bFGF). When bFGF was continuously infused into 
the hippocampus of aged mice, the cognitive decline was suppressed. These results suggest 
that the activation of bFGF signal in the hippocampus via the enriched environmental 
training prevents the decline of learning and memory in normal aging. 
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１．研究開始当初の背景 
 正常老化による学習記憶減退メカニズム
の研究については、国内外を問わずほとんど
なされていない。その要因は、老化に伴う微
細な神経機能の変化を実験的に捉えること
が難しかったことにある。そこで、これまで

の研究では、この問題を解決するために、高
感度電極を利用した脳内記録法と、従来の行
動評価法との複合実験を行ってきた。その結
果、海馬機能依存型 object recognition task
（物質認知試験）における老齢（24 ヶ月齢）
齧歯動物の認知機能は、遅延時間（物質情報
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を記銘させる参照期から想起させる評価期
までの期間: 2分間〜24時間）の延長に伴っ
て徐々に低下していったが、若齢（9 ヶ月齢）
齧歯動物の認知機能は低下しなかった。また、
この行動試験中に同時に測定した老齢動物
の海馬 CA1領域における神経発火頻度は、若
齢動物と比較して、参照期ではほとんど差は
なかったが、遅延 24 時間の評価期では低下
していた。これらの知見は、ヒトの老化にお
ける認知機能低下と類似していることから、
「もの忘れ」の原因が、記憶プロセスにおけ
る保持機能の低下であることを提唱した
（Miyamoto Y, Burke SN, Barnes CA. The 
effect of aging on object recognition 
memory. 36th The Society for Neuroscience 
Annual Meeting 2006, Poster 371.8）。 
 一 方 、 近 年 、 enriched environment 
training（富裕環境訓練）により、若齢齧歯
動物の学習記憶能力が向上すること、さらに
疾患モデル動物の学習記憶障害が改善され
ることなどが報告された［Nat Rev Neurosci 
1: 191 (2000) & 7: 697 (2006)］。この訓練
は、遊具（運動具や玩具など）を設置した広
いケージにおいて、多くの齧歯動物を共に飼
育する環境訓練で、学習記憶能力の基盤とな
る海馬における神経機能の強化が引き起こ
されることも報告された。 
 
２．研究の目的 
 我が国における人口の高齢化は、世界一の
平均寿命とあいまって急速に進んでおり、総
務省の調査では、65 歳以上の高齢者人口が総
人口の 22.1％を占めるまでに至っている（平
成 20 年 10 月 1 日現在概算値）。そのため、
単に寿命を延ばすのではなく、健康寿命（健
康で自立して暮らせる期間）を延ばし、元気
に長寿を享受することが、国民的要望のひと
つとなってきている。特に、最近では「健康
な人のさらなる健康」を目指すアンチエイジ
ング（抗加齢）医療に注目が集まっている。
そこで、一般的な社会生活において軽視する
ことのできない、老化における「もの忘れ」
を標的としたアンチエイジング療法の開発
を目的に、生物学的プロセスである正常老化
による学習記憶減退メカニズムの研究を開
始することとした。 
 本研究では、object recognition task に
おける老齢齧歯動物の認知機能低下を、老化
における「もの忘れ」と位置づけ、この「も
の忘れ」を予防するための環境療法としての
enriched environment training の効果を細
胞および分子レベルで検討する。 
 
３．研究の方法 
 実験動物：C57BL/6J雄性マウス（日本 SLC）
を使用した。本実験における動物実験は、文
部科学省動物実験指針および the Guidelines 

for Proper Conduct of Animal Experiments 
Science Council of Japan, 2006に準じて行
われた。 
 Enriched environment training：老齢（18
ヶ月齢 : A）および若齢（6 ヶ月齢 : Y）マ
ウスを、富裕（遊具あり : E、図１参照）も
しくは通常（遊具なし : N）環境において３
ヶ月間（６時間/日）訓練した。 

 図 1. Enriched environment 
 
 Novel object recognition task：連続し
た 2日間、マウスをアクリル製の箱（30×30
×35 cm）に 1 日 30 分間入れた。3 日目に箱
内に 2つの物体を置きマウスを入れ、各物体
にマウスがアプローチした時間を 10 分間測
定した（Training）。24 時間後に、箱内の片
方を新規物体に変えて同様にマウスを入れ、
各物体にマウスがアプローチした時間を 10
分間測定した（Retention）。 
 電気生理学実験：急性マウス海馬スライス
（350 µm）を作成し、高感度多電極細胞外電
位記録システム（アルファメド MED-64）を
用いて、海馬 CA3領域から海馬 CA1 錐体細胞
に入力している Shaffer側枝を短期連続およ
び高頻度刺激した。その際に海馬 CA1領域で
観察される興奮性シナプス後電位を、短期増
強および長期増強（LTP）として測定した。 
 抗体アレイ法：マウス海馬 CA1領域を採取
し、RIPA buffer で溶解、遠心分離後、全タ
ンパク質を抽出した。その抽出液を蛍光色素
で標識した後、各種カテゴリーの抗体アレイ
チップ（Clontech: 全 1002 種類）と反応さ
せて蛍光強度を測定した。 
 ウエスタン・ブロット法：常法にしたがっ
て、マウス海馬 CA1 領域の全タンパク質抽出
液を SDS-PAGE法にて分離し PVDF膜に転写し
た。その PVDF 膜を特異的認識抗体と反応さ
せた後、化学発光検出法を用いて発光強度を
測定した。 
統計処理：実験結果は、平均値±標準誤差で
示した。有意差検定は、分散分析の後、
Student-Newmann-Keuls testを用いて行った。
２群間比較には、Student’s t-test を用い
て検定した。 
 



 

 

４．研究成果 
 ま ず 初 め に 、 老 齢 マ ウ ス を 用 い て 
enriched environment training による学習
記憶能力低下の改善を評価した。すなわち、
老齢（18ヶ月齢：A）および若齢（6 ヶ月齢：
Y）マウスを、富裕（遊具あり：E）もしくは
通常（遊具なし：N）の飼育環境において３
ヶ月間訓練したのち、object recognition 
task（遅延 24 時間後）にて物質認知機能を
検討した。その結果、A-E 群の認知能力は、
A-N 群と比較して有意に向上しており、Y-N 
群と同等レベルにまで改善された。 
 また、上記とは別の A-E 群と A-N 群を用
いて、急性海馬スライスにおける電気生理学
的実験を行った。その結果、A-E 群の海馬 
CA1 領域におけるシナプス伝達効率に変化
は見られなかったものの、シナプス可塑性
（LTP）は、A-N 群のそれと比較して、増強
傾向が観察された。 
 次に、これらマウスの脳組織における各種
タンパク質の発現量の変化を評価した。すな
わち、認知機能低下の改善された老齢マウス
（A-E 群）、改善されなかった老齢マウス
（A-N 群）および若齢マウス（Y-N 群）の海
馬 CA1 領域における 1002 種類のタンパク
質発現量について、抗体アレイ法を用いて検
討した。その結果、A-E 群において、A-N 群
と比較して有意に増加したものが 29、減少
したものが 15 の合計 44 種類の変動タン
パク質が観察された。そのうち、A-E 群と 
Y-N 群との間に差がないものは 26 種類で
あった。さらに、この 26 種類のタンパク質
については、ウエスタン・ブロット法による
再評価においても、同様の発現変化が観察さ
れることを確認した。 
 そこで、A-N 群と比較して、A-E 群におい
て、２倍以上の発現増加を示したタンパク質
のひとつである basic Fibroblast Growth 
Factor (bFGF: 塩基性繊維芽細胞成長因子)
に着目した。老齢マウスを用いて enriched 
environment training を行う代わりに、浸
透圧ミニポンプにより bFGF を脳室内に２
週間持続注入したのち、 object recognition 
task にて認知機能の変化を評価した。その
結果、対照群と比較して、bFGF 注入群では、
富裕環境訓練と同様に有意な認知機能低下
の改善が観察された。また、これらの動物群
における急性海馬スライスを用いて、電気生
理学的実験を試みたが、興奮性後シナプス電
位を安定して検出することができず、シナプ
ス可塑性の変化について検討することがで
きなかった。 
 同様の海馬組織におけるシナプス可塑性
関連タンパク質の発現レベルについて検討
した結果、AMPA受容体 GluR2 サブユニットお
よびグルタミン酸トランスポーターGlut の
発現量が増加していた。さらに、NMDA 受容体

NR2B サブユニットのリン酸化レベルが有意
に増加していた。 
 以上のことから、enriched environment 
training が、老化における認知機能低下に
対して個体および細胞レベルでの改善効果
を持つことが明らかとなった。さらに、正常
老化における認知機能低下は、脳内 bFGF を
介したシナプス可塑性関連タンパク質の機
能的変化により改善されることも明らかと
なった。つまり、bFGF シグナルが老化にお
ける「もの忘れ」を予防するための新たな標
的分子経路となることが示唆された。 
 一方、富裕環境訓練後に顕著な発現変化が
観察された他のタンパク質（例：nNOS, NGF, 
GDNF, MAGE-D1）については、他機関との共
同研究により中枢神経系の機能制御におけ
る新たな役割を見出した。nNOSは、老年期神
経変性疾患であるパーキンソン病に対して
神経保護作用を示すニコチン・シグナルを増
強した。bFGF と同様の成長因子である NGF
および GDNF は、視神経障害に対して保護作
用を示した。また、MAGE-D1 は、セロトニン
取り込み機能に影響を与え、うつ様行動を制
御することが明らかとなった。 
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