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研究成果の概要（和文）：抑肝散には神経栄養因子様作用があり、神経保護や神経突起（軸索）伸展・神経新生
作用を持つ可能性が示唆されていたが、変性神経に対する保護・機能改善効果の詳細は未だ不明であった。そこ
で当研究では、ニューロン・アストロサイト共培養系オータプス培養標本を用いてAβ処置による神経変性モデ
ル、Sema3A処置による軸索特異的変性モデルなどの新規神経変性モデルを構築した。次にこの神経変性モデルを
用いて神経変性や軸索伸展に対する抑肝散の効果を確認した。抑肝散には軸索変性に対して改善作用があること
が示唆された。さらにこの効果には神経栄養因子BDNF, NGFのほか軸索伸張阻害因子Sema3Aの関与も示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Yokukansan (YKS) has a neurotrophic factor-like effect, and it has been 
suggested that it may have neuroprotection, neurite extension and neurogenesis. However, the details
 of the protective effects of YKS on neurodegeneration were unknown. Therefore, we constructed a new
 neurodegenerative model such as a axon-dendrite degeneration model by Aβ treatment and an 
axon-specific degeneration model by Sema3A treatment using the neuron-astrocyte co-culture system. 
Next, using this model, the effects of YKS on neurodegeneration and axonal extension were confirmed.
 It was suggested that YKS has an improving effect on axonal degeneration rather than dendrites, and
 the neurotrophic factors BDNF, NGF and the axonal elongation inhibitor Sema3A also contribute to 
these effects. Furthermore, using the new neurodegenerative model constructed this study, it became 
possible to search for new prevention and treatment methods for neurodegenerative diseases including
 dementia.

研究分野： 神経薬理学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
漢方薬「抑肝散」は、認知症の諸症状を改善し、神経保護や神経突起（軸索）伸展・神経新生作用を持つ可能性
が示唆されたが、詳細は不明であった。そこで当研究では、脳内細胞構成を反映した新規神経変性モデルを用い
て、神経変性や軸索伸展に対する抑肝散の『神経栄養因子様作用』を検証し、抑肝散を認知症治療薬として確立
させることを目的に研究を遂行した。我々の研究で抑肝散以外にも、同様の『神経栄養因子様作用』をもつ漢方
薬が明らかとなっている。今回構築した新規神経変性モデルを用いて認知症をはじめとする神経変性疾患に対す
る新規予防・治療法の探索が可能となった。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
アルツハイマー病など神経変性、神経細胞死を病態の特徴とする神経変性疾患や、うつ病な

どの神経精神疾患の研究では、神経保護作用を有する神経栄養因子とのかかわりが注目されて
いる。神経栄養因子は神経細胞の生存や機能維持に重要な働きを担っているが、認知症やうつ
病などでは脳内の神経栄養因子（NGF、BDNF など）が減少し、神経細胞保護や神経新生の低
下、神経機能障害が生じる。神経栄養因子の脳内注入による認知機能改善等の治療効果は、あ
る程度認められているが、一方で、末梢からの神経栄養因子の投与では、脳内移行が悪いなど
臨床応用に繋げるには問題が多く、現在のところ臨床応用の目途は立っていない。そこで、神
経栄養因子様作用もしくは神経栄養因子誘導作用を持つ薬物が、経口投与が難しい神経栄養因
子の代替としてアルツハイマー病などの神経変性疾患や精神神経疾患の治療薬として期待され
ている。 

 
２．研究の目的 
超高齢社会を迎え、認知症患者の増加が大きな問題である。一方で根治的治療法は確立して

おらず、患者の ADL（日常生活動作）を低下させない新しい認知症治療薬が求められている。
その中で、ADL を低下させずに認知症の諸症状を改善する漢方薬「抑肝散」が脚光を浴びてい
る。我々は、漢方薬の認知症治療薬としての科学的背景を明らかにする事が現代医療の中で必
須と考え、薬理学的手法を用いて研究を推進してきた。抑肝散はセロトニン神経系やアセチル
コリン神経系を賦活して認知機能障害など認知症の諸症状を改善すること、これらの作用には
神経保護効果が寄与することを報告してきた。さらに、抑肝散には神経の分化・再生など神経
の機能維持に重要な神経栄養因子と類似した作用あることを見出した。 
このように抑肝散には神経栄養因子様作用があり、神経保護や神経突起（軸索）伸展・神経

新生作用を持つ可能性が示唆されたが、変性神経に対する保護・機能改善効果の詳細は未だ不
明である。そこで当研究では、脳内細胞構成を反映した新規神経変性モデルを用いて、神経変
性や軸索伸展に対する抑肝散の『神経栄養因子様作用』を検証し、抑肝散を新たな認知症治療
薬として確立させることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
オータプス培養標本を用いて神経機能低下や神経形態変化等の神経変性過程の各状態を反映

した新規神経変性モデルを構築し、漢方薬・抑肝散の神経変性に対する改善効果を検証した。 
 

（１）オータプス培養細胞系を用いた新規神経変性モデルの開発 
シナプス数減少などの神経機能低下や軸索退縮などの神経形態変化を反映するニューロン・

アストロサイト共培養系オータプス培養標本を確立した。さらに構築したそれぞれのモデル細
胞の神経学的特性を、ニューロン形態変化（軸索退縮など）や、シナプスの形成およびシナプ
ス密度についてイメージング法で解析した。ニューロンの樹状突起を MAP2 抗体、軸索を Tau 抗
体、シナプスを VGlut1 抗体、アストロサイトを GFAP 抗体で免疫染色し、共焦点顕微鏡を用い
て蛍光観察した。Sholl analysis 法により、ニューロンに投射するシナプスの形成部位、シナ
プスのサイズ、樹状突起と軸索の伸展程度を定量化した。 
 
（２）神経変性モデルを用いた抑肝散の神経変性改善効果の検証 
（１）において開発したモデルを用いて神経変性に対して抑肝散の神経栄養因子様作用が改

善効果を示すか、ニューロン形態を免疫染色法で検討した。ニューロン形態・機能変化を示し
た神経変性モデルに、抑肝散（ならびにその構成生薬）を処置し、ニューロン形態や機能に対
する影響を検討した。さらに、神経栄養因子（BDNF, NGF など）や Sema3A 等ニューロン形態関
連因子の挙動も併せて解析し（RT-PCR 法）、認知症をはじめとする神経変性疾患に対する新規
予防・治療法に繋げる。 
 
４．研究成果 
（１）オータプス培養細胞系を用いた新規神経変性モデルの開発 
はじめに、シナプス数減少などの神経機能低下や軸索退縮などの神経形態変化を反映するニ

ューロン・アストロサイト共培養系オータプス培養標本の構築を行った。通常のニューロン分
散培養では、ニューロン同士が複雑に軸索や樹状突起を伸展して互いにシナプスを形成するた
め、一つのニューロンに着目した軸索やシナプス解析が難しい。そこで、ガラス基板上にドッ
ト状にアストロサイトを培養してニューロン接着領域を区分化し、そのアストロサイト層上に
単一ニューロンを独立して培養した。複雑な神経回路を簡素化して解析することが可能となっ
た。また、ニューロンやアストロサイトの種類や混成比を制御することもできるようになった。 
さらに、この培養標本に各処置を施し、軸索退縮やシナプス機能低下などの神経変性を反映

させたモデルの構築を行った（図１）。 



まず神経伸長阻害作用をもつセマフォリン 3A（Sema3A）を用いて神経障害モデルを作成した。
Sema3A は、セマフォリンファミリーに属する軸索の伸長を制御する因子の一つで、特に強い神
経伸長阻害作用をもつ反発性ガイダンス因子である。成体の中枢神経系においても強く発現し、
中枢神経の再生にも寄与が考えられ、損傷した軸索の再生治療のターゲットとしても注目され
ている。 
Sema3A 処置群では、軸索の起始部にあたる内側において、著しい交差数の減少が認められ、

Sema3A が軸索の伸展・分岐を特異的に阻害した。一方で、樹状突起には影響を及ぼさなかった。
このように Sema3A 処置によって軸索伸展が特異的に阻害される神経変性単一ニューロンモデ
ルが構築できた。 
アルツハイマー病（AD）患者の脳内では、βアミロイド（Aβ）の蓄積により樹状突起・軸索

の変性、シナプスの現象が引き起こされ、認知機能障害を発症すると考えられている。そこで
Aβ暴露による神経突起退縮やシナプス機能低下などの神経変性を反映させたモデルの構築を
行った。今回用いる共培養系においては、ニューロン播種後約２週間で神経機能が成熟するた
め、ニューロン播種４日後(DIV4)を形成期、14 日後(DIV14)を成熟期としてそれぞれの時期に
おける Aβ暴露の影響を検討した。 
DIV4 において Aβ１µM以上の暴露で、濃度依存的に樹状突起・軸索共に有意な障害が見られ

た。なお、形成期(DIV4)においては、神経突起が伸長する時期であり、シナプスは未成熟であ
る。一方、DIV14 においても、Aβ１µM以上の暴露で、濃度依存的に樹状突起に有意な障害が見
られた。また、vGLUT1 陽性シナプスも、濃度依存的に有意な減少が見られた。このようにニュ
ーロン形成期ならびに成熟期に Aβを暴露することによって神経突起、シナプスいずれも障害
する神経変性モデルが構築できた。 
神経変性モデルでは、Sema3A は、樹状突起には影響を与えず軸索のみに障害をもたらした。

一方 Aβ暴露による神経変性モデルでは、軸索のみならず樹状突起やシナプス形成も障害され
た。神経変性疾患治療候補薬についてこの２つのモデル培養系を用いて評価が可能となった（投
稿準備中）。 
 

（２）神経変性モデルを用いた抑肝散の神経変性改善効果の検証 
Aβや Sema3A 処置による神経変性モデルにそれぞれ漢方薬である抑肝散を処置し、ニューロ

ン形態変化（軸索退縮など）や、シナプスの形成およびシナプス密度に対する影響を解析した。 
Sema3A 暴露軸索変性モデ

ルに対して、ニューロン播種
１日後に Sema3A と共に抑肝
散を処置し、同様の方法で樹
状突起ならびに軸索を解析
した。Sema3A は、樹状突起
に影響を与えなかったが、抑
肝散も同様に影響を与えな
かった。一方で、Sema3A に
よる軸索の障害を抑肝散に
よって改善する傾向が示さ
れた（図２）。 
また、Aβ暴露による神経

変性モデルに対しても同様
に抑肝散を処置し、形態学的
検討を行ったところ、軸索障
害が改善する傾向が認めら
れた。今後も検討を継続し、

図１ 本研究で構築した新規神経変性モデル培養標本 

図 2 Sema3A 暴露軸索変性モデルに対する抑肝散の効果 



効果を確定する予定である。以上の結果、いずれのモデルにおいても、神経変性に対する抑肝
散の改善効果の傾向が認められた。 
 さらに、神経栄養因子（BDNF, NGF）や Sema3A 等ニューロン形態関連因子に対する抑肝散の
効果をウエスタンブロット法や RT-PCR 法によって検討した。その結果、抑肝散には神経栄養因
子受容体 Trk の直接アゴニスト作用はないが、神経栄養因子と同様なシグナル経路の活性化作
用があり、初代培養アストロサイトにおいて、抑肝散の BDNF や NGF の発現誘導作用が認められ
た（投稿準備中）。 
我々の研究室では、抑肝散以外にも認知症や向精神作用を目的に臨床で適応されている漢方

薬についても研究を実施している。その漢方薬の中に、抑肝散と同様に神経障害を改善する効
果を示すものがあることも明らかにしている。この漢方薬についても投稿を予定している。抑
肝散や、これらの漢方薬に含まれる構成生薬や有効成分に着目することで、神経障害の改善機
序の詳細や、新たな漢方由来治療薬の提案につながるものと期待している。 
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