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研究成果の概要（和文）：加齢に伴うオスマウスの行動変化を包括的に解析した。歩行や握力は6カ月齢付近か
ら障害された。一方、高度の注意が必要な陳述記憶は18カ月齢付近から急激に障害され、高度の注意が不要な陳
述記憶は緩やかに障害された。 
加齢に伴う記憶の低下はcAMP系の機能低下であると考え、cAMPを維持するシロスタゾールを用いて記憶の改善を
試みた。22カ月齢から1か月間のシロスタゾール投与は記憶を顕著に改善した。シロスタゾール投与により、脳
内グルコースの取り込み増加、脳炎症マーカーの低下が観察された。老化によるcAMP系の機能低下の阻止が認知
機能を維持あるいは向上させる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：We characterized functional aging in male C57BL/6J mice as a model of human 
aging through a multi-domain behavioral test battery. Physical function progressively declines, 
starting as early as 6 months of age in mice, while cognitive function begins to decline later, with
 considerable impairment present at 22 months of age. 
We hypothesized the impairment of cAMP function is responsible to the decline of memory. One-month 
administration of cilostazol, an inhibitor of cAMP degrading enzyme, markedly improved the impaired 
memory of 23-month-old mice associated with the upregulation of brain glucose uptake and the 
reduction of brain inflammation. cAMP pathway is a good target for the cognitive decline due to 
aging. 

研究分野： 老化神経科学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトの老化のモデルとしてマウスが用いられているが、その月齢依存的な身体機能や認知機能は検討されてこな
かった。今回、歩行機能や握力機能はかなり早い時期から低下観察されるが、認知機能は加齢がかなり進んでか
ら障害を受けることが明らかになった。このことは、マウスの身体機能がヒトと同様であることを示しており、
マウスをモデルとした結果がヒトへ外挿可能であることを示している。
さらに、この結果をもとに、加齢に伴い機能低下が観察されるcAMP系維持の介入を行い、cAMP分解酵素阻害剤が
記憶の維持だけではなく、脳の活動性上昇、脳の炎症低下をもたらすことを見出した。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



 

 

１．研究開始当初の背景 
フレイル－フレイル(Frailty、虚弱)は、高齢者において「運動不足や低栄養そして疾病などのス
トレスへの抵抗性が減少し(予備能力低下)、要介護に陥りやすい状態」である([1]―引用文献番
号)。日本では 65歳以上の 12%、80歳以上の 35%がフレイルである[2]。「ヒトは既に寿命限界に
到達している」とすれば[3]、さらなる寿命の延伸によりフレイル高齢者は顕著に増加する。認知
的(精神・心理的)、身体的、社会的の 3 種類のフレイルの中でも認知的フレイルや MCI(Mild 
Cognitive Impairment)は認知症や記憶障害につながることから、その克服は、高い QOL(Quality 
Of Life)を伴う”健康余命”延伸に重要である[2-7]。それゆえ、フレイル予防策の啓発と日常診療
でのバイオマーカーによるフレイル診断は重要課題である。フレイルは可逆性を持つことから、
早期発見された認知的フレイルは認知行動療法[8]や薬物治療[9,10]により、要介護への移行を阻
止できる。事実、フレイルへの実験的臨床介入は要介護の減少と医療費削減をもたらし、高齢者
の QOL向上に加え社会保障費削減に大きく貢献する。 
認知的フレイルとシグナル伝達系の変化―「記憶を含む認知機能が 30歳代からなぜ低下し続け
るのか」についての明確な答えはない[11]。脳機能を支える細胞内シグナル伝達系の加齢依存的
機能低下が原因の一つとして考えられるが、その詳細は不明である。加齢による認知機能低下に
ベータアミロイド(Aβ)が追い打ちをかけて認知症を引き起こす。一方で、Aβ が蓄積しても認知
機能が正常な高齢者が大部分である事が判明し[11]、ストレス抵抗性が低下したフレイル高齢者
に対してのみ Aβが毒性を発揮して認知症を発症させる可能性が考えられる。 
フレイル研究の現状―フレイル克服は健康余命延伸に重要であるにもかかわらず、フレイルは
単一の”疾病”ではないこと、さらに、フレイルの動物モデルが存在しないため[12]、その分子機
構解明は緒についたばかりである。 
 
２．研究の目的 
cAMPに着目して認知的フレイルの本態に迫る本研究目的は以下の通りである； 
1)認知的フレイルモデルを確立し「cAMP系が認知的フレイルに関与する」という仮説を検証す
る。 
2)脳の健康余命延伸を目指した「認知的フレイルの予防・改善」の方策を見いだす。 
 加齢や疾病に伴い様々なシグナル伝達系の機能は低下する[13-17]。シグナル伝達系の中でも
cAMP系は種を越えてよく保存され、多様な生理機能を有する重要なシグナル伝達系であり[18-
22]、記憶の各過程にも不可欠なシグナル伝達系であることを申請者らは明らかにしてきた
[19,20]。これまで cAMP系の”遺伝子欠損(KO)マウス”により機能”喪失”の影響が明らかにされた
が、”喪失”は加齢で観察される生理的な機能”低下”とは異なる。そこで、正常加齢マウスを用い
て cAMP 系を基盤とした介入方法を検討した。記憶維持に有効とされる”運動”療法は運動器に
障害を持つ多くの高齢者(65 歳以上の約 7 割)には適用できない。本研究で試みる薬物を用いた
介入は高齢者に広く適用可能である。 
 
３．研究の方法 
1) 老齢マウスの包括的生理・認知機能評価系の確立 
 老齢マウスは、行動量の減少、運動能力の低下、不安の増加など若齢マウスとは異なる行動を
示す[23]。また、モリス水迷路課題において老齢マウスは記憶が劣る[23]。モリス水迷路課題に
加えバーンズ迷路、恐怖条件付けなどについて老齢マウスに適した記憶課題を申請者らの既報
を参考に検討した[19,20, 23-25]。記憶に加えて、記憶に影響を与える諸要因(感覚受容試験(音、
電流と熱)、活動量、概日リズム、不安様行動)について、6-22カ月齢のオスマウスの行動を包括
的に解析した。 
 
2) cAMP系強化薬による記憶維持・改善の試み 
 我々が認知機能改善薬として同定した、cAMP系強化薬シロスタゾール[23-25]が認知的フレイ
ル症状の改善に及ぼす効果を検討した。 
1) 正常加齢マウス(22カ月齢)に 1 ヶ月間シロスタゾールを混餌投与した。 
2) マウスの生理機能・記憶を包括的に解析した。 
3) 海馬などにおける、炎症や酸化ストレスに関与する分子群を解析した。 
4) 脳の活動性を、FDG-PETを用いて評価した。 
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４．研究成果 

1) 老齢マウスの包括的生理・認知機能評価 
 個体の生理機能が、いつからどのように低下していくのかは、その機能低下に対する介入の時
期を決める上で極めて重要である。また、個々の生理機能は、表現系としてどのように低下して
いくのかに関する解析や研究は、極めて手間がかかることもあり、若齢と高齢を比較して報告す
る論文が大部分であった。また、高齢マウスでは、行動が大きく変化するため、再現性よく評価
することは難しかった。そのため、加齢期間全体における生理機能変化を俯瞰して、介入時期な
どを決定するには不十分な研究が大部分であった。 
 そこで、我々は、5つ(3、6、12、18、22カ月齢)の月齢を選んで、各月齢のマウスについて 2
か月間に及ぶ包括的行動解析を行ない、その変化を追跡した(Figure 1-3; 詳細は Yanai and Endo, 
2021を参照)。各種の身体機能、認知機能は月齢依存して直線的に衰えるわけではないこと、そ
れぞれの身体機能ごとに衰え方が異なることが明らかになった(Figure 2, 3)。握力などはかかり
早い段階で衰えるが、各種認知機能の基盤となっている記憶は、ヒトと同様に通常老化ではかな
り高齢まで維持されていた。 

 
Figure 1. Schematic diagram 
of the experimental design for 
the behavioral test battery 
group. Mice were handled for 
3 days, then they were 
subjected to a series of tests: 
wire hanging test, open field 
test, marble burying test, rotor 
rod test, Barnes maze, Morris 
water maze, Pavlovian fear 

conditioning task, hotplate test, electrical footshock sensitivity test, and home-cage activity assessment. 
Approximately 2 months were required to complete the whole test battery. Therefore, 3- and 22-month-old 
mice at the beginning of the experiment were about 5 and 24 months old, respectively, when they completed 
the experiment. 
 

Figure 2. Pattern of functional aging 
differs depending on behavioral trait. 
Estimated age-related patterns of 
representative performance for each trait 
plotted as a function of age. Least squares 
method was used to determine age-related 
patterns from representative data of 
behavioral test battery (Table 2). With the 
exception of body weight and trait anxiety, 
behavioral traits across age cohorts had 
different rates and patterns of decline. 
Survival rate of the mouse is adapted and 
modified from Goto (2015). 

 
Figure 3. Assessment of functional aging 
in humans and mice. Age-related patterns 
were determined based on representative 
data (Table 2), and then superimposed 
onto survival rate. (A) Body weight, (B) 
locomotor activity, (C) gait velocity, (D) 
grip strength, (E) trait anxiety, (F) 
memory requiring low attention level, 
and (G) memory requiring high attention 
level. Survival rate is adapted and 
modified from Goto (2015). Original 
drawing is provided here courtesy of 
Goto (2015). 



 

 

2) cAMP系強化薬による記憶維持・改善の試み 
 1)の結果において、記憶維持・改善に対して介入をどこで開始するかを明らかにすることがで
きた。すなわち、若齢(3カ月齢、6カ月齢)と比較して、22カ月齢のオスマウスが特に高度の注意
が必要なタスクにおいて有意に記憶が劣ることを明らかにした (Yanai and Endo, 2021)。そこで、
22カ月齢から1ヶ月間、cAMPを分解する酵素の阻害剤であるシロスタゾールを混餌投与してそ
の記憶改善効果について検討した(Figure 4-7; Yanai et al, 2022)。シロスタゾールは抗血小板薬と
して臨床的にも用いられている薬物である。 
 Figure 4, 5に示す通り、高度な注意が必要なタスクである、新奇物体探索課題およびモリス水迷
路課題のプローブテストにおいて、1.5%シロスタゾール投与群の記憶が有意に改善されること
を見出した。 
 

Figure 4. Cilostazol improves novel 
recognition memory in aged mice. (A) 
Schematic diagram of object recognition 
task and apparatus. After the mouse 
habituated in the empty arena (Trial 1) and 
became familiar with the three objects (F1, 
F2, D) placed in the arena (Trials 2–4), it 
was consecutively tested first on the object 
location test (Trial 5), in which one of the 
familiar objects (D) was displaced, and then 
on the novel object test (Trial 6), in which a 
familiar object (F2) was replaced by a novel 
(N) one. Statistical differences among 
groups were determined by two-way 
ANOVA. (B) Scatter dot 
plot representing number of contacts in the 
spatial change test (Trial5). Among the 
three groups of aged mice, only the 1.5% 
cilostazol group made more contacts with 
the displaced object than with the familiar 
objects, showing a significant preference 
toward the displaced object (p < 0.01). (C) 
Scatter dot plot representing number of 
contacts in the object change test (Trial 6). 
Mice of the three dose groups intensively 
explored the novel object (p < 0.001). 

However, there were no significant differences among the three groups. For panels B and C, 0, 0.3, and 1.5 
represent the concentration (percentage) of orally administered cilostazol. Performance of 3-month-old 
young mice (Young) is shown as a reference but not included in statistical analyses. ***p < 0.001, ** p < 
0.01. Horizontal bars indicate mean values. 
 

Figure 5. Cilostazol improves 
spatial memory and cued learning of 
aged mice in the Morris water maze. 
(A) Mean escape latency and (B) 
mean swim distance to the 
submerged platform decreased at a 
similar rate during acquisition 
training. Two-way ANOVA showed 
that performance over 12 days of 
acquisition training was similar for 
the three dosage groups of aged mice. 
(C) Scatter dot plot representing 
number of platform crossings 
(annulus crossings) during the probe 
test, which was conducted 1 day 
after the completion of spatial 

acquisition training. The 1.5% dosage group made significantly greater number of swimming traverses over 
the previous platform position than that of the control (0%) mice (p < 0.05). (D)Scatter dot plot of time 
spent in the training quadrant during the probe test. Mean time spent swimming in the training quadrant 
during the probe was similar among the different cilostazol dosage groups. (E) Mean escape latency and 
(F) mean swim distance to the visible platform during the visual cued training in the Morris water maze. 
The 1.5% cilostazol group had significantly faster escape latency than control (0% cilostazol) aged mice (p 
< 0.01). The 1.5% dosage group also had shorter swim distances, however, this difference was marginally 
significant (p = 0.103). (G) Scatter dot plot representing swim speed during acquisition training, probe test, 
and cued training. The swimming speed was equivalent among the three dosage groups throughout the task. 
For (A–G), 0%, 0.3%, and 1.5% represent the concentration of orally administered cilostazol. Performance 
of 3-month- old young mice (Young) is shown as a reference but not included in statistical analyses. * p < 
0.05 compared with the control mice. Error bars in (A,B,E,F) indicate S.E.M. Horizontal bars in (C,D,G) 
indicate mean values. 
 



 

 

3) シロスタゾールによる記憶改善効果を支える細胞機構、分子機構の解析 
 2)において、シロスタゾールが記憶、特に、高度な注意が必要な記憶を改善することを見出し
た。そこで、この記憶改善に伴い細胞機構、分子機構の変化があるのかを、高齢動物に観察され
る脳の炎症(neuroinflammation)を組織化学的に解析し、また、脳全体の活動性の改善について
[F18]FDGの取り込みをPETにより解析した。 
 海馬(CA1, CA3, DG)および大脳においては、若齢(3カ月齢)に比較しての炎症マーカーとされ
る、Iba1およびGFAP陽性細胞数が高齢マウスにおいて有意に増加していた。シロスタゾール投
与高齢動物では、Iba1およびGFAP陽性細胞数が有意に減少していた(Figure 6)。シロスタゾール
が脳の炎症を抑制することで脳の状態を改善した可能性を示唆している。 
 さらに、シロスタゾールが脳の活動性を改善した可能性を考えて、[F18]FDG-PETによる解析を
行い、脳全体でFDGの取り込みがシロスタゾールの投与により増加する、すなわち、脳活動が有
意に亢進することを見出した(Figure 7)。 
 

Figure 6. Cilostazol reverses neuroinflammation 
in aged mice. Mouse brains were processed for 
immunohistochemical analysis and photo- 
documentation of Iba1-and GFAP-positive cells in 
the hippocampus and cerebral cortex after 
completing the context-dependent fear memory 
test. (A) Light photomicrograph of a Nissl-stained 
coronal section from an aged mouse showing the 
analysis area (box) in the brains for quantitation in 
cerebral cortex and hippocampus. Scale bar is 1 
mm. (B) Higher magnification photomicrograph 
of analysis areas in hippocampus (CA1, CA3, DG) 
and cerebral cortex. Scale bar is 400 μm. (C,D) 
Representative high-magnification images of 
Iba1-positive (C) and GFAP-positive (D) cells in 
the indicated brain regions of an aged mouse 
receiving the indicated dosage of cilostazol. Scale 
bars are 100 μm for all images. (E) Scatter dot plot 
representing Iba1-positive cells in subregions of 
hippocampus and in cerebral cortex. Quantitative 
analysis using one-way ANOVA showed that 1 
month of cilostazol administration significantly 
reduced the number of Iba1-positive cells in all 
subregions of the hippocampus (CA1, p < 0.01; 
CA3, p < 0.001; DG, p < 0.001) and the cerebral 

cortex (p < 0.001). (F) Scatter dot plot of GFAP-positive cells. Due to major differences between the cortex 
and other hippocampal region, data for cerebral cortex is shown in an independent panel. One-way ANOVA 
showed that the mean number of GFAP- positive cells in aged mice receiving cilostazol was significantly 
lower than that of the control aged mice (CA1, p < 0.01; CA3, p < 0.001; DG, p < 0.001; cerebral cortex, p 
< 0.05). For (C–F), 0%, 0.3%, and 1.5% represent the concentration of orally administered cilostazol. Data 
from 3-month-old young mice (Young) are shown as a reference but not included in statistical analyses. 
***p < 0.001, **p < 0.01, *p < 0.05 compared with the control aged mice. Horizontal bars in panel E and 
F indicate mean values. 
 

 

Figure 7. Cilostazol enhances cerebral glucose metabolism 
in aged 

mice. Cilostazol was administered to seven control (0%) 
and nine (1.5% cilostazol) 22-month-old mice for 1 month, 
and then the uptake of [18F]FDG was assessed using PET. 
(A) Scatter dot plot representing the uptake of [18F]FDG 
(SUV) in hippocampus and whole brain (Whole). Student’s 
t-test revealed that mice administered 1.5% cilostazol 
showed significantly greater [18F]FDG uptake in the 
hippocampus (p < 0.05) and whole brain (p < 0.05). *p < 
0.05. Horizontal bars indicate mean values.(B) 
Representative T1-weighted magnetic resonance images 
(MRI) and superimposed PET-MRI image of mouse brains 
acquired after intravenous injection of [18F]FDG (summed 
frames from 40 min to 52 min). Schematic illustrations of 
coronal and sagittal sections (Paxinos and Franklin, 2001) 
corresponding to superimposed PET-MRI images are also 
shown. For (A,B) 0%, or 1.5% represent the concentration 
of orally administered cilostazol. Blue-to-red colors 
represent arbitrary unit for lower-to-higher amounts of 
[18F]FDG. 
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