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研究成果の概要（和文）：本研究の目的は、アルツハイマー病（AD）モデルマウスを用いて、神経ステロイドであるPR
EGSやDHEAが、学習記憶に必要な海馬歯状回の新生顆粒細胞の生存率や機能を改善するか否かを検証することである。
両薬剤をそれぞれ(20mg/kg/日)の用量で約一ヶ月間皮下投与し、投与開始から20日後から20日間にわたって、歯状回の
新生顆粒細胞の組織学的調査を行った。その結果両剤共に新生顆粒細胞の形態学的発達を大幅に改善したが、PREGSの
みが新生細胞の既存神経回路へのシナプス形成を促進して、最終生存率を高めた。PREGS投与群は学習や長期増強も大
幅に改善したので新規治療薬として有望であることが示された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to test whether the neurosteroids PREGS and DEHA improve
 the survival rate and function of newborn hippocampal granule cells in the dentate gyrus (DG), which are 
crucial for learning and memory, by using Alzheimer's disease (AD) model mice. Each mouse was given a dail
y subcutaneous injection of PREGS or DHEA at a dose of 20 mg/kg for a month, and morphological development
 of newborn granule cells in the DG was examined for 20 days from the day 20 after the first injection. Bo
th agents largely improved the morphological development of new born cells, but only PREGS facilitated the
 synaptogenesis of newborn cells to preexisting neural circuits and contributed to the final survival rate
 of newborn granule cells. It is strongly suggested that PREGS can be a promising therapeutic drug for AD.
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１．研究開始当初の背景 

AD の原因に関しては、アミロイド仮説に
先だって、脳内のコリン作動性神経の傷害が
重要であるとする考え（コリン仮説）が提唱
されてきた。その後の AD 治療薬の開発は、
この二つの仮説に主導されてきた。これまで
に、Aβ産生を担う酵素プレセニリンの阻害、
Aβ抗体などによる Aβのトラップや凝集阻
害が試みられてきたが、重篤な副作用などの
ために実用化されていない。現在我が国で認
可されているのは、コリン仮説に基づいたア
セチルコリンエステラーゼ阻害剤（アリセプ
ト、ガランタミン）と、活動依存性 NMDA
受容体阻害剤（メマリー）のみであるが、充
分な効果を示すとは言い難く、時には深刻な
副作用を引き起こす。高齢化の進む現代、安
全でより有効な AD治療薬の開発は、医学・
薬学研究者にとって緊急かつ最重要な課題
の一つである。 

2000 年代初頭に上記の二つの仮説を融合
した新仮説が登場した。Aβの一次標的はα
7nAchRであり、様々な AD症状はその下流
信号系の不全で生じるという考えである。
我々は、7 週齢ラットの側脳室に合成 Aβ
(1-40)を 14 日間連続投与して作成した急性
AD モデルラットにおいて、学習記憶の細胞
過程である海馬シナプスの長期増強（LTP）
が誘導できないことを初めて明らかにし、そ
れが海馬入力線維の終末に発現するα
7nAchRの Aβによる機能障害に起因するこ
とを示した 1)。 
一方、これとは独立に、我々は神経ステロ
イド PREGSが海馬の入力線維終末に発現す
るα7nAchRを感作して、LTP誘導や記憶学
習を促進することを発見した 2,3)。そこで AD
モデル動物の作成途上で Aβと PREGSを同
時投与したところ、Aβによる障害が抑止さ
れたことから、PREGS が AD の予防薬にな
り得る可能性を提起した（図１）4)。しかし、
この動物は長期間慢性化した AD患者のモデ
ルとしては必ずしも適切とは言えない。そこ
で、生まれつきアミロイド前駆蛋白質（APP）
とプレセニリンを高発現し、長期間にわたり
天然の Aβを蓄積した 8ヶ月齢のトランスジ
ェニックマウス（APP/PS1）を使用して、実
験を再構築すべきと考えた。このモデルは、
Aβの作用履歴、老人斑/学習障害/歯状回ニュ
ーロンの顕著な脱落から見て、慢性 ADのモ
デルとしてより適切といえる。 
本研究は基礎研究ではあるが、安全な薬剤
と簡便な方法に基づく全く新しい ADの治療
法の開発を目指す治験移行が至近の研究で
ある。またその作用機序を解明して神経ステ
ロイドの新機能を提示することは学術的に
も多大な意義がある。 
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図 1：海馬の入力線維終末に発現するα
7nAchRが Aβと PREGSの標的になってい
る様子。海馬歯状回の出力細胞である顆粒細
胞(post)にはグルタミン酸作動性の貫通線維
（pre）が終端している。その終末にはコリ
ン作動性神経核（マイネルト基底核や中隔
核）由来のシナプスがα7nAchR上に終端し、
グルタミン酸放出を調節している。Aβはα
7nAchR機能を障害し、LTP誘導を阻害する。
PREGS は Aβと拮抗してα7nAchR を保護
し、LTP 誘導能を回復する。文献 1)-4)に基
づく。 
 
２．研究の目的 
本研究の最終目的は、神経ステロイドを用
いた新規な AD治療法の開発であるが、具体
的には以下の二つの課題の解決を目的とし
た。 
(1)AD モデル動物である APP/PS1 マウスを
用いて神経ステロイド、DHEA や PREGS
が AD 症状を改善するか否かを、空間学習
行動および脳スライスを用いた電気生理学
（海馬シナプス長期増強）で検証する。 

(2)海馬の学習に必要な歯状回新生神経細胞
の成熟・生存に対する DHEAや PREGSの



 

 

効果を調べ、ADモデルマウスにおける新生
神経細胞の過剰な細胞死を改善するか否か
を調べる。 
３．研究の方法 
(1) AD モデルマウスの学習およびシナプス
可塑性に対する PREGS、DHEAの効果と神
経細胞死の連関 
実験動物は 8ヶ月齢のトランスジェニック
マウス（APPswe/PS1dE9、米国ジャクソン
研究所）を用いる。この動物は予備実験で顕
著な老人斑と空間学習不全を示すことを確
認しており、慢性化した ADモデルとして適
切である。PREGS は皮下注にて、これまで
急性ADモデルで有効であった20mg/kgを中
心に約 30 日間連続投与し（新生細胞の成熟
過程に対する効果を見るために必要な日数）、
投与終了 1日後と 1ヶ月後にモリス水迷路テ
ストにより空間認知能力を調べる(A)。またテ
スト終了後に海馬スライス（400um厚）を作
成し、電気生理学的（細胞外記録）にシナプ
スの長期増強（LTP）を調べる(B)。 
 (2) 新生ニューロンの発達の組織学的調査 
APP/PS1 マウスにおける新生ニューロンの
成熟過程と PREGSの効果を追跡するために、
常法に従って BrdU（50mg/kg）を 12日間連
続投与し、投与終了後 1日目に細胞増殖マー
カー(Ki67)で 2重染色することにより、新生
ニューロンの産生数、投与後 14 日目に微小
管関連蛋白質マーカー（DCX）との 2重染色
により発達途上細胞の突起形成、投与後 28
日目にニューロン成熟核マーカー（NeuN）
およびグリア成熟マーカー（GFAP）との 3
重染色で最終残存細胞の観察と解析を行う。 

 
PREGS の投与は、前年度に決定した至適
量を、BrdU投与開始 7日前から始めてBrdU
投与後 14日目までの合計 34日間行い、新生
ニューロンの産生から成熟過程をほぼカバ
ーする。その結果を基にして、PREGS が成
熟過程のどの段階に最も効いているのかを
明らかにして、そのメカニズムを推定する。
また海馬歯状回の生存細胞数を計数して神
経細胞死と学習成績の相関を検証する。 

 
４．研究成果 
(1) ①DHEA、PREGS による AD モデルマウスの
学習行動の改善効果: 図２にモリス水迷路学
習訓練開始 5日後の標的到達時間（遅延時間）
を示す。神経ステロイド DHEA、PREGSは
野生型（コントロール）の遅延時間には殆ど
影響しなかった。これに対して、AD モデル

マウス(APP/PS1)では、著しい遅延時間の延
長が見られ、それは PREGSによって顕著に
短縮した。 

図 2 AD モデルマウスのモリス水迷路学習に
対する神経ステロイド DHEA/PREGS の効果。
学習開始から 5 日後におけるコントロール
（野生型、左カラム群)と ADモデルマウス（右
カラム群）の遅延時間と DHEA, PREGS の効果。
DHEA、PREGS は野生型に対しては効果がない
が、AD モデルマウスでは PREGS のみが有為に
遅延時間を短縮した。 
② DHEA、PREGS による AD モデルマウスの海
馬におけるシナプス長期増強の改善効果: 
 学習実験終了後直ちに海馬スライス標本
を作製し、海馬歯状回と CA1 領域でテタヌ
ス刺激（100パルス/100ヘルツ）に対する長
期増強（LTP）を記録したが、AD モデルマウ
スでは、安定したLTPは誘導できなかった（図
3B）。DHEA は効果はなかったが（図 3C）、PREGS
は歯状回（図 3D）、CA1 のいずれにおいても、
LTP をほぼ野生型と同等なレベルに回復し、
先の行動実験と対応する結果が得られた。 



 

 

 

 
図 3 海馬歯状回におけるテタヌス刺激誘導
性長期増強（LTP）。 A,コントロール（野生
型）；B,AD モデルマウス；AD モデルマウスに
対する、C,DHEA、および、D,PREGS の効果。
DHEA は殆ど効果が見られないが、PREGS はほ
ぼコントロールレベルに改善している。 
 
 (2) 新生ニューロンの発達の組織学的調査 
APP/PS1 マウスにおける新生ニューロンの
成熟過程と DHEA と PREGS の効果を追跡
するために、BrdU（50mg/kg）を 12日間連
続投与し、投与終了後 1日目に細胞増殖マー
カー(Ki67)で 2重染色することにより、新生
ニューロンの産生数、投与後 14 日目に微小
管関連蛋白質マーカー（DCX）との 2重染色
により発達途上細胞の突起形成、投与後 28
日目にニューロン成熟核マーカー（NeuN）
およびグリア成熟マーカー（GFAP）との 3
重染色で最終残存細胞の観察と解析を行っ
た。その結果、AD モデルマウスの新生細胞
数は野生型よりも有為に多かったが、いずれ
の薬物も産生数には影響がなかった。一方突
起形成は ADモデルマウスは野生型に比べて
不全であったが、両薬剤ともにこの不全をほ
ぼ正常レベルに回復した。ところが、AD モ
デ 
ルマウスで著しく減少した最終的な成熟し
た新生細胞の生存数（図 4右カラム 1列目）
は、PREGS によってのみほぼ正常レベルに
回復した。グリア細胞についてはいずれの薬

剤も影響はなかった。 
 

図 4 野生型（コントロール）および AD モデ
ルマウスの海馬歯状回における成熟顆粒細
胞の生存数（新生後 28 日目）に対する DHEA
および PREGS の効果。DHEA は殆ど効果が見ら
れないが、PREGS は大幅な改善効果を示した。 
 
＜結論＞ 
神経ステロイド DHEA と PREGS は ADモデル
マウスにおける新生神経細胞の発育（突起形
成）不全を著しく改善したが、PREGS のみが
最終的な生存細胞数の改善に効果があった。
この結果は、PREGS のみが AD モデルマウスに
おける学習不全とLTP誘導不全を回復したと
いう結果と良い一致を示し、PREGS が有望な
AD 治療薬となる可能性が示された。 
＜今後の課題＞ 
我々はすでに、健常マウスを用いて、PREGS
が新生ニューロンの生存率を高め、それには
PREGS による既成熟細胞に終端するシナプス
前終末のα7nAchR の感作とその成熟細胞の
シグマ 1（σ-1）受容体の同時活性化が必要
であることを示している。さらに、σ-1受容
体の活性化が、[NMDA 受容体-細胞内 Ca2+上
昇-nNOS]経路による NO 分泌を介して新生ニ
ューロンのシナプスを維持することを見出
している（Yang et al. Neuropharmacol, 
60(2-3):529-41 ,2011)。また、σ-1 受容体
の活性化は健常動物の[PI3K-Akt-mTOR]シグ
ナル系を賦活して細胞の生存率向上に寄与
す る こ と も 示 し て い る (Li et al, 
Neuropharmacol, 59(4-5):323-33, 2010)。生化
学・薬理学実験により、これらの仕組みが
APP/PS1 マウスに対する PREGS 効果において
も重要か否かを調べ、PREGS 効果の包括的理
解を目指すことが今後の重要課題である。 
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