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研究成果の概要（和文）：クルクミン誘導体CNB-001には、経口で正常ラットの記憶力を高める効果が見出されたため
、アルツハイマー病治療薬開発のリード化合物として注目されている。
本研究では、主に海馬スライス標本を用いた電気生理学的検討により、その作用機序の解明を試みたところ、CNB-001
はMAPキナーゼやPKC経路には影響せずに、NMDA受容体ならびにCaMKⅡ依存性機構により、海馬における記憶形成の分子
過程である長期増強現象（LTP）を促進することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have recently demonstrated that oral administration of CNB-001, a synthesized 
pyrazole derivative of curcumin, enhances memory in a rat object recognition test. CNB-001 could be 
useful in the development of therapeutic drugs for senile dementia.
This study investigated mechanisms underlying the memory-enhancing effect of CNB-001, and found that 
CNB-001 promoted NMDA receptor- and CaMKII-dependent long-term potentiation (LTP) of rat hippocampal 
slices, not via the MAP kinase or PKC cascade.

研究分野： 応用薬理学
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１．研究開始当初の背景 
深刻な人口の高齢化が進んだ我が国では、

アルツハイマー病（Alzheimer’s disease）の
急増が社会問題となっており、その対策は緊
急の課題である。しかし、現在アルツハイマ
ー病に適用可能な薬物はわずかに４つ（ドネ
ペジル，ガランタミン，リバスチグミン，メ
マンチン）のみであり、その効果も十分では
ないため、確実な治療薬の開発が望まれてい
る。 
アルツハイマー病では、アミロイドβタン

パク質（Aβ）が不溶化・凝集して脳内に蓄
積することが引き金となり、神経におけるタ
ウ蛋白の過剰リン酸化および構造異常が引
き起こされ、その結果として神経の変性や脱
落が起こると考えられている。この神経変
性・脱落が、記憶形成に重要な脳部位である
海馬周辺を中心に生じるため、アルツハイマ
ー病患者の主症状として、ほぼ確実に記憶障
害を発症する。 
海馬における記憶形成のメカニズムは、長

期増強（long-term potentiation; LTP）とい
う現象によって説明される。海馬神経系にお
いて、シナプス前線維に実験的に高頻度刺激
を与えると興奮性シナプス伝達効率が数時
間以上にわたって持続的に増大する現象
（LTP）が報告されている。LTP は、記憶す
べき情報を選択･強化して、短期記憶を長期
記憶へと定着させる役割を担うと考えられ
る。 
海馬の中で最も分子機序の研究が進んで

いる CA1 領域の LTP は、シナプス後細胞に
おける NMDA 型グルタミン酸受容体の活性
化が引き金となって誘導される。NMDA 受
容 体 を 介 し た 細 胞 内 Ca2+ 流 入 は
Ca2+/calmodulin-dependent protein kinase 
Ⅱ（CaMKⅡ）などの細胞内シグナル伝達分
子を活性化し、シナプス後細胞における
AMPA 型グルタミン酸受容体の活性や受容
体数を増加させてシナプス伝達効率増大を
導く。これと並行して、細胞内シグナル伝達
分子 extracellular signal-regulated kinase
（ ERK ） や 転 写 因 子 cAMP-responsive 
element binding protein（CREB）なども活
性化され，タンパク質合成を介したスパイン
の形態変化が誘導され、さらに長期間持続す
る LTP が生じると考えられている。 
以上より、アルツハイマー病の主症状を改

善するためには、海馬における記憶の分子メ
カニズムに直接はたらきかけて、記憶形成を
促進する薬物を発見することが重要と思わ
れた。 
 
２．研究の目的 
天然のウコンに含まれるポリフェノール

の１つとして知られるクルクミンには、アル
ツハイマー病の主な原因と考えられている A
βの凝集を阻止し、Aβによる神経細胞死を
抑制するなどの薬効が報告されたことから、
アルツハイマー病の予防や病態進行の阻止

に対する有効性が注目されていた。しかし、
クルクミンには記憶向上効果が認められな
かった。 
私は、米国 Salk 研究所の David Schubert

教授と Pamela Maher 博士の協力によって
種々の新規クルクミン誘導体の提供を受け、
その薬理作用を詳細に検討したところ、ピラ
ゾール骨格を有する新規化合物 CNB-001 に
記憶向上効果を発見することに成功した。す
なわち、健常な成体ラットに CNB-001（10 
mg/kg）を単回経口投与すると、再認記憶が
有意に増大することを見出した。 

CNB-001 は、アルツハイマー病治療薬開
発のリード化合物として注目されたが、その
作用機序については殆ど分かっていなかっ
た。そこで本研究では、主に電気生理学・生
化学的手法を用いて、CNB-001 の記憶向上
効果を担う分子メカニズムを解明すること
を目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) 大脳皮質神経細胞の培養 
 妊娠 18 日目のラットより胎児の大脳皮質
を摘出し、酵素処理とピペッティング操作に
より細胞を分散させた後、培養シャーレまた
は培養プレートに細胞を播種した。3 日おき
に培地交換を行いながら、約 1 週間 10%ウシ
胎児血清を含有した基本培地中で神経細胞
を育てると、細胞間でシナプスを形成した成
熟神経細胞が得られた。 
(2) 海馬スライス標本 
 5～7 週齢の Wistar 系雄性ラットより大脳
を摘出し、マイクロスライサーを用いて厚さ
400 μm の急性脳スライスを作製した後、ピ
ンセットおよびメスを用いて海馬のみを切
り出した。このようにして得た海馬スライス
標本は、95%O2-5%CO2で通気し、30℃に温
めた人工脳脊髄液（ACSF）中で 1 時間以上
維持してから実験に供した。 
(3) in vitro における LTP の解析 
 海馬 CA1 領域への入力線維である
Schaffer 側枝に双極性刺激電極を刺入して
テスト刺激（100 μs の単一矩形波）を与え、
CA1 放線層において誘発される興奮性シナ
プス後電位（fEPSP）を細胞外記録した。安
定した fEPSP が記録されたら、Schaffer 側
枝に弱いテタヌス刺激（100 Hz で 15 発）を
適用した。対照群のスライスに弱いテタヌス
刺激を与えると、一過性の fEPSP の増強が
認められるが、30 分以内にベースラインに戻
ったため、薬物による LTP 形成促進効果の有
無を解析できた。薬物は ACSF に溶解して海
馬スライスに直接潅流適用した。 
(4) 細胞内シグナル伝達分子の解析 
 培養細胞または海馬スライスに薬物を処
置した後、細胞溶解液を回収した。サンプル
中に含まれるタンパク質を SDS-PAGE によ
り分離し、抗リン酸化 CaMKⅡ抗体および抗
total CaMKⅡ抗体を用いたウエスタンブロ
ットを行い、薬物処置によってリン酸化



CaMKⅡおよび total CaMKⅡがどう変化す
るか検討した。 
 また、市販のキット（プロメガの The 
SignaTECT® CaMKⅡ Assay System）を用
いてサンプルの CaMKⅡ活性の変化を測定
した。 
 
４．研究成果 
(1) 研究初年度（平成 24 年度）は、主に大
脳皮質の培養神経細胞ならびに海馬の急性
スライス標本を用いた生化学的検討を行い、
記憶形成に重要と考えられる細胞内シグナ
ル伝達分子（CaMKⅡ、cAMP など）に対す
る CNB-001 の効果を解析した。 
大脳皮質の神経細胞または海馬スライス

に CNB-001（1 μM）を処置し、ウエスタ
ンブロットにより、リン酸化 CaMKⅡおよび
total CaMK Ⅱ 量 を 定 量 し た と こ ろ 、
CNB-001 は神経における CaMKⅡのリン酸
化を促進することが明らかとなった。また、
市販のキットで CaMKⅡの活性を測定した
ところ、CNB-001 は CaMKⅡ活性を増強す
ることも確認された。これに対し、海馬スラ
イスに CNB-001（1 μM）を適用しても、
cAMP の濃度の増減は認められなかった。よ
って、CNB-001 は cAMP 経路には影響せず
に CaMKⅡのシグナル伝達経路を活性化す
ることにより、海馬の記憶形成を促す可能性
が示唆された。 
(2) 前年度の結果を受けて、平成 25 年度お
よび 26 年度は、主に海馬スライス標本を用
いた電気生理学的検討により、記憶形成の基
礎過程 LTP を測定して、CNB-001 の記憶向
上効果の分子メカニズム解明にアプローチ
した。 
 まず、通常のシナプス伝達に対する
CNB-001 の効果をチェックした。CNB-001
（1 μM) を潅流液に溶解して海馬スライス
に適用すると、fEPSP に変化は認められなか
った。次に、LTP 形成に対する CNB-001 の
効果について検討した。対照群のスライスの
Schaffer 側枝に弱いテタヌス刺激（100 Hz
で 15 発）を与えると、テタヌス刺激後に一
過性の fEPSP 増強が認められたが、その後
30 分以内にベースラインに戻った。すなわち、
対照群のスライスでは LTP は誘導されなか
った。これに対し、CNB-001（1 μM) 共存
下において、標本に弱いテタヌス刺激を適用
したところ、テタヌス刺激後に著しい fEPSP
増大が認められ、さらにこの増大が 1 時間以
上持続することが確認された。したがって、
CNB-001 は海馬 LTP を促進することが確認
された。 
(3) LTP の誘導や維持に重要と考えられる受
容体やシグナル分子の遮断薬もしくは阻害
薬を用いた薬理実験により、CNB-001 の
LTP 促進効果の作用機序解明にアプローチ
した。 

NMDA 受容体の選択的遮断薬である
2-amino-5-phosphonovalerate（APV, 50 μ

M）共存下で CNB-001（1 μM )を海馬スラ
イスに適用し、弱いテタヌス刺激を与えたと
ころ、CNB-001 の LTP 促進効果は観察され
なかった。さらに、CaMKⅡの阻害薬である
KN-93（10 μM）をスライスに共存させて
も、CNB-001 による LTP 促進は完全に抑制
された。 

LTP の誘導・維持には、mitogen-activated 
protein（MAP）キナーゼ、protein kinase C
（PKC）などの分子も重要な役割を担ってい
ることが明らかとなっているので、これらの
関与についても検討した。MAP キナーゼキ
ナーゼの阻害薬である U0126（20 μM）を
標本に共存させても、CNB-001 による LTP
促進は抑制されなかった。同様に、PKC 阻害
薬 Ro 31-8220（10 µM）共存によっても
CNB-001 の効果は影響を受けなかった。 
以上より、CNB-001 は PKC 経路や MAP

キナーゼ経路には影響を及ぼさずに、NMDA
受容体および CaMKⅡ依存性機構により、海
馬 LTP を促進することが明らかとなった。 
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