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研究成果の概要（和文）：嗅球摘出 (OBX) マウスの精神関連異常行動に対する新規ジテルペノイドのスカブロ
ニンのメチルエステル体 (SG-ME) の効果及びそのメカニズムを検討した。OBXマウスの脳室内にSG-MEを投与し
た際、記憶関連行動障害の改善が認められた。SG-MEのその改善効果には、脳由来神経成長因子の増加とそれに
伴う神経細胞におけるTrkB受容体- ERK- CREB経路の活性化を介した海馬歯状回における神経新生細胞数増加が
関与する可能性を証明した。本研究からSG-MEが神経栄養因子を増加させ神経新生を促進し記憶改善効果を有す
る化合物であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to explore the effects and underlying mechanisms 
of a newly synthesized scabronine G - methylester (SG-ME) on memory impairment in olfactory 
bulbectomized (OBX) mice, experimental animal models of depression and dementia. We observed that 
the memory impairment in OBX mice was improved at 24 hours after an intracerebroventricular (i.c.v.)
 injection of SG-ME. The present study has shown that SG-ME has anti-dementia effect, and the SG-ME 
activity to improve impaired memory is accompanied by enhancement of hippocampal cell proliferation 
mediated via activation of brain-derived neurotrophic factor - extracellular signal-regulated kinase
 - cAMP-response element binding protein (BDNF-ERK-CREB) signal pathway on neuronal cells. These 
results indicate that SG-ME may become a potential leading compound for drug development for 
Alzheimer's disease.

研究分野： 中枢薬理学
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１．研究開始当初の背景 
(1) 近年の研究では、成長後も海馬歯状回顆
粒下細胞層や側脳室外壁の脳室下帯で、神経
新生が生じることが証明されている（Ming 
and Song, 2005）。三環系抗うつ薬や選択的
セロトニン再取り込み阻害薬の投与だけで
はなく、電撃痙攣や持続的な運動により、海
馬の神経新生が促進される。一方、精神疾患
で認められる睡眠の障害によって神経新生
が 抑 制され る ことも 指 摘され て い る
（Sportiche et al., 2010）。従って、精神
疾患の予防・治療には神経新生を促進する方
法や薬物の開発が急務である。 
 
(2) ヒナダシタケ目イボタケ科に属する担
子菌ケロウジから単離された新規ジテルペ
ノイドであるスカブロニン G（SG）の薬理活
性試験を行った。SG はグリア細胞における神
経成長因子(NGF)の遺伝子発現が誘導され、
NGF タンパク質の分泌を濃度依存的に促進し
た。さらに、新たに SG のメチルエステル化
した誘導体(SG-ME)を作製した結果、誘導体
の方が SG と比較し、NGF の合成、分泌作用が
２倍強いことを明らかにした。SG-ME は、グ
リア細胞においてプロテインキナーゼ
C(PKC)ζを直接活性化させ転写因子である
NF-κBを介しNGFを発現させている可能性を
報告してきた（Obara et al., 2001）。さら
に、SG-ME は神経新生に関与している脳由来
神経成長因子(BDNF)レベルを促進すること
も予試験で確認していた。 
 
(3) 認知症及びうつ病の動物モデルとして
の嗅球摘出(OBX)マウスは、吸引により嗅球
を摘出するがその摘出 2～3 週間後に記憶学
習障害やうつ様行動[尾懸垂試験(tail 
suspension test)における無動時間の延長や
sucrose preference test により無快感症
(anhedonia)等]といった異常行動を示す
（Sato et al., 2010）。さらに、OBX マウス
の海馬歯状回における神経新生の抑制がこ
のマウスの異常行動の発現に関与している
ことも報告されていた（Shioda et al., 2010）。 
 
２．研究の目的 
この様な背景をもとに、本研究では精神疾
患動物モデルであるOBXマウスの異常行動及
び海馬神経新生抑制に対する BDNF の役割及
び SG-ME の効果について行動薬理学、分子薬
理学、免疫組織学的並びに電気生理学的観点
から解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 使用動物；実験には体重 28～32g の ddY
系雄性マウスを使用した。 
 
(2) 嗅球摘出（OBX）法；ペントバルビター
ル Na の腹腔内投与によって麻酔した後、マ
ウスを脳定位装置に固定し、嗅球の真上の頭
蓋骨に歯科用ドリルで 2ヶ所穴を開け、吸引

によって嗅球の2/3以上を摘出した。その後、
止血のために摘出箇所にspongelを埋め込み、
実験に用いた。OBX 手術による影響を検討す
る為に吸引による OBX は行わず、OB に傷をつ
けないように頭蓋骨に穴を開け、spongel で
穴を塞いだだけのマウスをコントロールと
して偽手術 (Sham) 群を作製し実験に用い
た。 
 
(3) 使用薬物及び投与方法; SG-ME を
Passive avoidance test の Test trial 24
時間前に OBX 処置したマウス（術後 13日目）
の脳室内に投与した。尚、脳室内投与は、ペ
ントバルビタールNaで麻酔させ1匹当たり5
μlを投与した。 
各種阻害剤に関して、抗 BDNF 抗体は 100 倍
に希釈し、SG-ME または溶媒と同時に脳室内
投与した。BDNF が作用する TrkB 受容体拮抗
薬の ANA12 は 0.5mg/kg を腹腔内投与後、
SG-ME を脳室内投与した。Extracellular 
Signal-regulated Kinase (ERK) 阻 害 薬
U-0126は3nmol/mouseをSG-MEまたは溶媒と
同時に脳室内投与した。これら各種阻害剤の
投与は SG-ME 同様、いずれも OBX 処置から 13
日後に実施した。また、溶媒として 10% DMSO
を用いた。海馬における BDNF の生理機能を
探る目的で麻酔下において BDNF を OBX マウ
スの両側背側海馬に微量注入した。 
 
(4) Passive avoidance test; Passive 
avoidance 装置の明室にギロチンドアに背を
向ける形で入れると、マウスはドアを通過し
て暗室へ移動する。移動したマウスの四肢が
完全に金属グリッドに乗っているのを確認
したうえで電気刺激 (1mA、500msec) を負荷
し、これを学習試行 (Learning trial) とし
た。その後、OBX 処置を行った。嗅球摘出後
14 日目に Learning trial 同様、OBX マウス
を明室に入れ、暗室に入るまでの時間 (反応
潜時時間；Latency time) を測定し、これを
試験試行 (Test trial) とした。Learning 
trial 及び test trial の cut-off time は
300sec とした。 
 
(5) ウエスタンブロティング；SG-ME 脳室内
投与 24 時間後にマウスを断頭にて屠殺後、
摘出した脳をブレインスライサーにより海
馬を切り出し、CelLytic MT Lysis Reagent
中で十分にホモジナイズした。遠心分離後、
上清を取り出し、タンパク質量を一定にし、
サンプルバッファーを加え、加熱処理後、サ
ンプルとした。10～15% SDS-PAGE 後、PVDF
膜に転写し、1 次抗体と反応させた。タンパ
ク質の発現レベルは ECL Plus Western 
blotting detection system により化学発光
を増強することで解析した。 
 
(6) 免疫染色；マウスに麻酔を施し、灌流脱
血直後、4% paraformaldehyde により組織固
定を行った。背側海馬を含む脳切片はクリオ



スタットにより40μmの凍結切片を作製した。
二抗体法による免疫組織化学的染色を行い、
得られたサンプルは共焦点レーザー顕微鏡
によって海馬の神経新生を測定した。 
 
４．研究成果 
脳内の神経細胞の生存や成長、シナプス発

達、海馬の神経新生の促進などに関与する
BDNFをOBXマウスの両側背側海馬へ微量注入
することにより OBX マウスの異常行動（記憶
関連行動障害やうつ様行動）が改善すること
を行動薬理学的に証明した。さらに、OBX マ
ウスは、コントロール群と比較し、神経新生
細胞数が海馬歯状回において顕著に抑制さ
れていた。BDNF の海馬微量注入は、OBX 群で
認められた海馬歯状回での神経新生細胞数
の減少を改善させた。さらに、その BDNF 微
量注入による神経新生促進作用は ERK /cAMP 
response element binding protein (CREB)
シグナル経路を活性化していることをウエ
スタンブロット法により明らかにした。従っ
て、BDNF 投与による OBX マウスの神経新生促
進には ERK/CREB シグナル経路が関与してい
ることが示唆されたため、BDNF の生合成・分
泌促進効果のある SG-ME を用いて OBXマウス
の精神関連異常行動及び神経新生に対する
効果を検討した。 
 

OBX マウスの脳室内に SG-ME を 20μ
g/mouse 投与した際、投与直後ではなく投与
24 時間後に記憶関連行動障害の改善が認め
られた（図 1）。さらに、OBX マウスのうつ様 

図 1 OBX 誘発性記憶関連行動障害に対する SG-ME の効果 

 
行動もSG-ME投与により改善した。そのSG-ME
の記憶関連行動改善効果は、BDNF 抗体、BDNF
の受容体である TrkB 受容体アンタゴニスト
ANA12、TrkB 受容体下流の ERK1/2 阻害薬であ
る U-0126 をそれぞれ SG-ME と前処理又は同
時投与することによりSG-MEによる記憶関連
行動改善効果が抑制された。さらに、共焦点
レーザー顕微鏡を使用し、海馬歯状回におけ
る新生細胞の変化を観察したところ、OBX マ
ウスでは著しい新生細胞の減少が認められ
たが、SG-ME を脳室内投与した OBX マウスの
新生細胞は増加した（図 2）。 
ウエスタンブロット法によりOBXマウスの海
馬では BDNF 量及び CREB 活性化の低下を認め、 

図 2 OBX マウス海馬歯状回における神経新生抑制に対す

る SG-ME の効果 

 
これらの低下はSG-ME脳室内投与により改善
した。SG-ME 投与時のその CREB の活性化は神
経細胞でのみ認められることを共焦点レー
ザー顕微鏡で確認した。さらに、SG-ME 投与
後の海馬スライスを用いシナプス伝達効率
の上昇現象である長期増強作用を示すこと
を電気生理学的手法により証明した。 
これらの行動薬理学的、分子薬理学的、免

疫組織学的並びに電気生理学的結果から、
OBX の記憶関連行動障害に対する SG-ME の改
善作用は、BDNF を遊離し、その BDNF が TrkB
受容体に結合し ERK1/2 を介して海馬の歯状
回で神経新生を促進している可能性を示唆
した。 
本研究から SG のリード化合物が神経栄養

因子を増加させ神経新生を促進し記憶改善
効果や抗うつ効果が in vivo で認められたこ
とから、今後、神経変性に基因した認知障害
やうつ病患者を対象とした臨床応用に大き
な一歩を踏み出した。 
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