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研究成果の概要（和文）：本研究では、慢性的なベンゾジアゼピン系薬剤の使用によって認知機能が低下するメ
カニズムを探るため、ジアゼパム（DZP）長期投与マウスを用いて研究を行った。行動評価解析結果から、想起
能力の低下がDZP長期投与した老齢マウスにおいて認められた。また、DZPを長期投与した老齢マウスでは、想起
能力の低下や、CA1およびCA3領域におけるスパインの密度の減少が認められた。一方、海馬CA1領域におけるLTP
やアポトーシス、細胞新生に対するDZP長期投与の影響は認められなかった。老齢マウスでは、DZP長期投与によ
りCA3領域のスパインが減少することで想起能力が低下する可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In this study, to investigate the effect of chronic benzodiazepine (BZD) on 
cognitive dysfunction, memory behavior, spine density of hippocampal neuron, and LTP of hippocampus 
were examined in chronic diazepam (DZP, aBZD) treated young and mice. The behavior test indicated 
that chronic DZP treatment impaired retrieval of aged mice. In DZP-treated groups, the spine density
 of hippocampal pyramidal neurons was reduced in CA1 and CA3 of aged mice and CA1 of young mice. The
 CA1 LTP was reduced by chronic DZP treatment in young mice but not in aged mice. These results 
suggested that chronic DZP treatment might decrease spine density of CA3 neuron in hippocampus, and 
thus impaired retrieval performance in aged mice.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究結果から、ベンゾジゼピン系薬剤であるジアゼパム（DZP）の長期使用は老齢マウスの海馬神経細胞のス
パインを減少させ、認知機能を低下させる可能性が示唆された。一方、若齢マウスではDZP長期投与による海馬
LTPやスパイン密度への影響は認められたものの、認知機能行動には有為な低下は認められなかった。これらの
結果は、DZP長期投与の認知機能への影響は加齢に伴って変遷することを示すものであり、学術的にも興味深
い。今後、本研究結果をもとにDZP長期投与による認知機能低下の予防法や治療法の開発へ発展させることで、
社会的に貢献することができると考えられる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
ガンマアミノ酪酸（GABA）は脳内神経回路において抑制性に作用する神経伝達物質であり、

認知、学習、情動などの高次脳機能に大きく関与している。GABA による抑制性情報伝達に障
害が生じると、てんかん・不安症・うつ病・統合失調症・自閉症などの精神疾患が発症すると
考えられている。これらの精神疾患治療薬として使用されるベンゾジアゼピン（BZD）は鎮静、
睡眠誘導、抗不安、抗けいれんなどの効果を示す一方、BZD 長期投与により認知症発症のリス
クが増加するという臨床報告が急増している。申請者は、BZD に長期暴露したマウス脳の大脳
皮質、海馬、扁桃体の全領域において、lipocalin2（Lcn2）の有為な発現増加が認められるこ
とを見出した。しかしながら、中枢神経系の長期的な BZD 暴露により発現が増加する Lcn2 が
どのような神経機能障害を起こし認知機能を低下させるのかは未解明である。 

 
２．研究の目的 
 Lcn2 は鉄結合タンパク質や炎症性タンパク質として知られ、中枢神経系における神経変性
症の病態形成やミクログリア細胞の活性化、シナプス機能障害、細胞増殖との関与が報告され
ている。本研究では神経回路機能障害に関わるシナプス構造のスパイン、ミクログリア活性化
状態や細胞増殖を解析し、BZD 長期暴露が中枢神経系に及ぼす影響を明らかにすることを目的
とした。 
 
３．研究の方法 
 マウスは８～10 週齢（若齢）および 54 週齢（老
齢）のマウスを用いた。BZD の長期投与は、BZD
系薬剤であるジアゼパム（DZP）を注入した浸透
圧ポンプをマウス腹腔内に留置することにより行
った。投与開始から 14 日後、行動評価および組
織学的・生理学的解析を行った。行動評価はモリ
ス水迷路を用いて空間記憶能力を評価し、さらに
10 日後に想起能力を評価した。興奮性シナプス構
造であるスパインは、４％パラフォルムアルデヒ
ドで固定したマウス脳組織切片を作成後、海馬神
経細胞にルシファーイエローを注入して可視化し、
レーザー共焦点顕微鏡により観察を行った。神経回
路機能の評価として海馬 LTP の測定を行った。ミク
ログリア細胞の活性化は、マウス由来のミクログリ
ア細胞株（BV-2）を用いて解析を行った。細胞死は
TUNEL 染色法を用いて行い、細胞増殖は EdU を腹
腔内に投与したマウスを用いて免疫組織学的に評価
した。 
 
４．研究成果 
 8～10週齢のDZP慢性投与マウスの認知機能をモ
リス水迷路試験により評価した。空間学習直後
（Short-term）および 14 日後(Long-term)において
想起能力を解析した結果、有為な認知機能の低下は
認められなかった（Fig.1 左）。BZD 系薬剤の慢性使
用による認知機能の低下は高齢者において顕著であ
ることから、老齢マウスを用いて同様の行動を行っ
たところ、BZD 慢性投与による有為な認知機能の低
下が認められた（Fig.1 右）。 
 海馬 CA1 領域および CA3 領域において、興奮性シ
ナプス構造のスパインを解析した結果、若齢マウスで
は CA3 領域において、老齢マウスでは CA1、CA3 両
領域において DZP 長期投与によるスパイン密度の減
少が認められた（Fig.2）。 
 DZP 長期投与の生理的機能への影響を評価するた
め、海馬 CA1 領域における LTP を記録した。その結
果、DZP 長期投与による LTP への影響は若齢マウス
では認められたが、老齢マウスでは認められなかった
（Fig.3）。また、DZP 非投与群における海馬 LTP は若
齢マウスと比べ老齢マウスの方が弱いことがわかった。 
 免疫組織学的解析法により、DZP 長期投与老齢マウ
ス海馬領域におけるアポトーシスおよび細胞新生を解
析した結果、TUNEL 陽性細胞の増加は認められず、



新生細胞数は DZP 非投与群においてもほとんど認められなかった。また、BV-2 細胞の培養液
に DZP を 3 日間投与して形態を観察したが、DZP による影響は認められなかった。 
 本研究により、DZP の長期投与は老齢マウスにおいて海馬 CA3 領域のスパイン密度を減弱
させ、認知機能（想起する能力）を低下させることが示唆された。DZP 非投与群の老齢マウス
では、若齢 DZP 非投与群よりもスパイン密度や LTP が減少・減弱していたことから、加齢に
伴う神経回路の機能的・組織的変遷が、DZP 長期投与による影響に違いを生じさせた可能性が
考えられる。今後、DZP の長期投与により生じた組織的・機能的変化に対して、Lcn2 や GABAA

受容体などの分子がどのように関係するかについて、分子レベルで検討していく必要がある。 
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