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研究成果の概要（和文）： 
柑橘類の果皮に特徴的に含まれ中枢神経系への作用がこれまで明らかにされていなかった、ク
マリンの一種である auraptene（ AUR）と、ポリメトキシフラボンの一種である
3,5,6,7,8,3’,4’-heptamethoxyflavone (HMF)の評価の為に、全脳虚血モデル、LPS 誘発炎症
モデル、MK-801 誘発健忘症モデルの各種病態モデルマウスを用いて作用の検討を行ったところ、
AUR と HMF には、脳内において抗炎症作用や脳由来神経栄養因子産生促進作用を含めた様々な
生理活性を持つ可能性が示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
Functional effect of citrus compounds, auraptene (AUR) and 
3,5,6,7,8,3’,4’-heptamethoxyflavone (HMF), on the central nervous system were 
investigated using with the global ischemia, LPS-induced inflammation and 
MK-801-induced dementia models. AUR and HMF showed anti-inflammatory effect and 
enhancing effect of BDNF production in the brain hippocampus. 
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１．研究開始当初の背景 

近年、健康増進を図る上で食品のもつ生体

調節機能が重要であると認識されるように

なってきた。柑橘類についても、発がん抑制

作用や抗アレルギー作用などの末梢作用を

もつ成分が次々と見出され報告されてきた

が、脳機能に作用する成分についてはほとん

ど研究されていなかった。しかし最近になり、

柑橘由来成分でフラボノイド配糖体のヘス

ペリジンが脳内へ移行する可能性も報告さ

れている。また、生薬の陳皮(熟したみかん

の皮を干したもの)に含まれるノビレチンに

抗認知症作用があることが明らかにされた

ことは、柑橘類にその他の脳機能活性化物質

が存在する可能性を示唆している。そこで申

請者らは柑橘成分には脂溶性低分子の化合

物が多く、中枢神経組織に移行し直接神経細

胞などに作用する可能性が高いと考え、愛媛

県特産柑橘の果皮を材料として、培養神経細

胞において基幹シグナル伝達分子であり、脳

神経細胞の機能を高め、記憶・学習や認知機
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能など幅広い高次脳機能に不可欠の分子と

解 明 さ れ つ つ あ る extracellular 

signal-regulated kinase 1/2(ERK1/2)活性

化を指標とする in vitro スクリーニングを

実施した結果、複数の候補物質を見出すこと

ができた（論文 5）。 

 
２．研究の目的 
In vitroスクリーニングで効果があった化

合物の中でも、愛媛県特産柑橘の河内晩柑に
多く含まれていたフラボノイドの一種であ
る 3,5,6,7,8,3’,4’-heptamethoxyflavone 
(HMF)と auraptene (AUR)には、これまで中枢
神経系における効果が報告されていなかっ
たことから、これら両化合物に注目しin vivo
実験を進めた。 
本研究の目的は、中枢神経系の病態モデル

として、マウスを用いた全脳虚血モデル、LPS
誘発炎症モデル、MK-801 誘発健忘症モデル、
MK-801 誘発統合失調症様モデルを作製、これ
らの化合物が脳機能保護作用に及ぼす効果
を行動薬理学的、生化学的、組織化学的手法
を用いて検討し、脳内における作用メカニズ
ムを明らかにすることである。 
 
３．研究の方法 
(1) 中枢神経系病態モデルの作製 
① 全脳虚血モデル 
全脳虚血モデルは、イソフルラン麻酔下で

C57BL/6マウスの総頸動脈流を12分間一時的
に止め、再灌流することで作製した。HMF や
AUR の血中濃度を一定に保つために、サンプ
ルを入れた Alzet浸透圧ポンプを背中皮下に
埋め込むことで、除放的な一週間の連続投与
を行った。投与量は 10、25、50mg/kg/day と
なるように調製した。 
 
② LPS 誘発炎症モデル 

 脳内における炎症の誘発は、グラム陰性菌
のエンドトキシンであるリポポリサッカラ
イド(LPS)を、C57BL/6 マウスの側脳室や海馬
に微量注入することで作製した。 HMF 
50mg/kg/day を一週間連続で投与した後に
LPS を注入し、その後解析を行った。 
 
③ MK-801 誘発健忘症モデル 

 C57BL/6 マウスに対し、Alzet 浸透圧ポン
プで HMF 50mg/kg/day を一週間連続で投与し
た後に、MK-801(0.05mg/kg)を投与し健忘症
を誘発した。 
 
④ MK-801 誘発統合失調症様モデル 
C57BL/6 マウスに対し HMF 50mg/kg/day を

一 週 間 連 続 で 投 与 し た 後 に 、
MK-801(0.2mg/kg)を投与し統合失調症様陽
性症状を誘発した。 

 
(2) 行動科学的解析 

行動試験による病態解析では、様々な試験を
組 み 合 わ せ て 実 施 し 、 解 析 ソ フ ト で あ る
ANY-maze を用いて、移動距離、軌跡、不動時
間など様々なパラメーターについて調べた。主
にオープンフィールドテスト、Y-maze テスト、モリ
ス水迷路試験を行った。 
 
(3) 脳組織を用いた生化学的解析 
解剖により脳組織を取り出し、海馬や線条

体を中心に解析を進めた。生化学解析では細
胞内シグナル伝達に及ぼす作用として、
ERK1/2、その下流シグナルである cAMP 
response element-binding protein(CREB)の
リン酸化レベルをウエスタンブロット法で
調べた。また TNF-α、IL-1β、iNOS、COX-2
など様々な炎症マーカーや、脳由来神経栄養
因子(brain-derived neurotrophic factor: 
BDNF)など脳内栄養因子の遺伝子発現の変動
については、RT-PCR 法を用いて測定を行った。 
 
(4) 脳組織を用いた組織学的解析 

特異的抗体を用いアストロサイトやミク

ログリア、神経細胞の形態変化について免疫

組織化学染色法で解析を行った。同時にそれ

らの細胞と BDNF、COX-2 などのマーカーとの

関連についても同様の方法で解析を行った。

さらに新規産生神経細胞の発現についても

調べた。 
 

４．研究成果 

(1) AUR の全脳虚血モデルに対する効果 
(post-administration：治療効果) 

 虚血手術直後に浸透圧ポンプによる AURの
投与を開始したところ、虚血(2VO)群では 7
日目における生存率が 50%だったのに対し、
2VO+AUR25(25mg/kg/day投与)群では 89%であ
った。虚血脳では炎症がおこることが知られ
ている。全脳虚血に対し脳の海馬は非常に脆
弱であることから、海馬でのミクログリア
（脳における免疫担当細胞）の様子を調べた
ところ、2VO 群ではミクログリアの数が有意
に増えていたが、2VO+AUR25 ではその増加を
有意に抑制していた（図 2）。また海馬では、
炎症や酸化ストレス、細胞毒性などの影響で
神経細胞死がおこるが、虚血手術 7 日後の海
馬各領域(CA1, CA2, CA3)の生存神経細胞数
を調べたところ、2VO+AUR25 群では 2VO より
も各領域で有意に高い生存率であった（図 1）。
このことから、AUR が虚血障害に対し抗炎症、
神経細胞死抑制に働くことが示唆された（論
文 1）。 
 
 
 



 

 

図 1 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(2) AUR の全脳虚血モデルに対する効果 

(pre-administration：予防効果) 
 AUR(25mg/kg/day)をいれた浸透圧ポンプ
を皮下に埋め込み、投与開始 5日目に全脳虚
血手術を行った。その 3 日後 Y-maze テスト
を用いて、短期作業記憶について調べたとこ
ろ、2VO 群でみられた記憶障害が 2VO+AUR25
群では改善される傾向が見られた。(1)の実
験同様、2VO+AUR25 では海馬におけるミクロ
グリアの活性化を有意に抑制し、炎症マーカ
ーの一つである COX-2の発現も有意に抑制し
ていた（図 3）。炎症に関連のあるシグナル因
子 NFkB p65 の発現量も、2VO 群で有意に高か
ったが、2VO+AUR25 群では上昇を有意に抑制
していた。また、記憶に重要な海馬 CA1 領域
の神経細胞死も(1)の実験同様に、2VO+AUR25
では有意に抑制していた。このことから、本
実験スケジュールにおいても、AUR による抗
炎症、神経細胞死抑制効果が観察できた。 
 

図 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(3) HMF の全脳虚血モデルに対する効果 

(pre-administration：予防効果) 
HMF(50mg/kg/day)をいれた浸透圧ポンプ

を皮下に埋め込み、投与開始 5日目に全脳虚
血手術を行った。その 3日後に海馬の変化に
ついて調べた。これまで培養神経細胞でみら
れた HMF による ERK1/2 と CREB の活性化が、
2VO+HMF50 群の海馬においても見られた。こ
れらの細胞内シグナル因子が活性化（＝リン
酸化）すると、BDNF の合成を促進させるメカ
ニズムが活性化される可能性があるが、
2VO+HMF50 群では 2VO に対し、有意な BDNF 産
生増加が観察された（図 4）。また、BDNF の
産生は、新規産生神経細胞の発現を促進する
ことが知られているが、2VO+HMF50 群では海
馬歯状回(SGZ)と側脳室下帯(SVZ)でその様
子が観察された（図 5）。これらのことから、
虚血後の脳内で HMF は、神経栄養因子産生に
よる脳保護作用を持つ可能性が示唆された
（論文 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
  

 



 

 

図 4 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(4) HMF の LPS 側脳室投与に対する効果 
 LPS を側脳室に投与すると脳の広範囲に炎
症が広がることから、側脳室の近傍に位置す
る線条体と海馬を中心に解析を行った。
HMF(50mg/kg/day)の一週間皮下投与後、
LPS(5µg)を脳室に投与し、次の日にオープン
フィールドテストを行ったところ、LPS 投与
群で有意に低下した行動量が、LPS+HMF50 群
では改善する傾向が見られた（図 6）。LPS に

よ り 両 領 域 で 炎 症 が 誘 発 さ れ た が 、
LPS+HMF50 群ではミクログリアの活性化、
COX-2 産生の両面で抑制効果、すなわち抗炎
症作用が認められた。 
 
図 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
(5) HMF の LPS 海馬投与に対する効果 
HMF(50mg/kg/day)の一週間皮下投与後、

LPS(30µg)を海馬に投与し二日後に脳の解析
を行った。LPS 群では LPS 投与前に比べて体
重が有意に減少したが、LPS+HMF50群では LPS
群と比較し、体重減少を有意に抑制していた。
(5)の実験同様に、海馬におけるミクログリ
アの活性化、COX-2 の産生は HMF 投与によっ
て有意に抑制されていた。 
 
(6) HMF の MK-801 健忘症モデルに対する効果 
 HMF(50mg/kg/day)をいれた浸透圧ポンプ
を皮下に埋め込み、投与開始 3日目からモリ
ス水迷路試験を行った。プールの中にある避
難場所を覚えさせるトレーニングを、１日 5
回 4日間行った。健忘症を誘発させるための
MK-801(0.05mg/kg)投与は、毎トレーニング
開始 30 分前に行った。トレーニング開始 4
日目、MK-801 群では避難場所に到達するまで
の時間が有意に長かったが、MK-801+HMF50 投
与群では MK-801 群に比べ有意に短かった（図
7、論文 5）。 
 
図 7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 



 

 

(7) HMF の MK-801 統合失調症様モデルに対す
る効果 

 HMF(50mg/kg/day)の一週間皮下投与後、
MK-801(0.2mg/kg)を投与し、統合失調症様陽
性症状を誘発した。MK-801 群では行動量が有
意に増加したのに対し、MK-801+HMF50 投与群
ではそれを有意に抑制した（図 8）。 
 
図 8 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（8）結論 
 以上のように、様々な中枢神経系病態モデ
ルに対する、柑橘由来成分 AUR と HMF の効果
を評価してきたところ、抗炎症作用と脳由来
神経栄養因子産生促進作用を中心とする、脳
保護効果が期待できることが示唆された。 
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