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研究成果の概要（和文）：　副交感神経活動の活性化による抗炎症作用の分子機序を明らかにするために、マクロファ
ージ細胞株において、内毒素刺激により惹起される炎症反応に対するドネペジル（ACh分解酵素阻害剤）の効果を検討
した。その結果、ドネペジルはLPS誘導性のNF-κB核移行を抑制することにより抗炎症作用を示すことが明らかになっ
た。AChや別種のACh分解酵素阻害剤では同様の効果が認められなかったことから、ドネペジルの抗炎症作用は本剤特異
的であることが示唆された。in vivo系においては、塩化カルシウム誘発性の腹部大動脈瘤モデルが再現性に乏しく、
ドネペジルの抗炎症作用を評価でき得るモデルの作成にまで至らなかった。

研究成果の概要（英文）： In the present study, we investigated the effect of donepezil, an acetylcholinest
erase inhibitor, on the endotoxin-induced inflammation in macrophage cells. As results, donepezil reduced 
the expression and secretion of pro-inflammatory cytokines by attenuating the LPS-induced nuclear transloc
ation of NF-kB. Neither acetylcholine nor other acetylcholinesterase inhibitors reproduced the anti-inflam
matory action of donepezil, indicating that donepezil directly affects cells via a mechanism which is inde
pendent of its pharmacological property of acetylcholinesterase inhibition.
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１．研究開始当初の背景 
現代の高齢化社会における心血管疾患の

治療法開発および予防対策は、循環器領域の
基礎・臨床研究における重要克服課題のひと
つである。申請者が所属する研究グループで
は、これまでに、迷走神経活動の活性化によ
る心不全病態改善効果を新たに見出した。後
に行われた臨床試験においても、心不全患者
に対する長期間の迷走神経刺激の安全性と
有効性が示された。しかしながら、その作用
機序は未だ明らかにされていない。 
近年、炎症性細胞からのサイトカイン産生

の制御機構として、アセチルコリン（ACh）
を介した副交感神経活動の抗炎症反応経路
（cholinergic anti-inflammatory pathwa
y）の存在が提唱された。さらには免疫関連
細胞を含む多くの非神経性細胞において、細
胞内 ACh 産生系（non-neuronal cholinergic
 system）が確認され、産生・遊離された AC
h が自己または近傍の細胞機能を変化させる
ことが明らかになった。 
これらの研究結果を受け、様々な循環器疾

患の病態、特に病因性炎症反応における副交
感神経活動の役割とその意義および作用機
序を分子レベルで明らかにし、将来的な臨床
医学への応用を見据えて、副交感神経系への
直接介入による心血管疾患に対する新規治
療法の開発が期待され、それを目標とした基
礎研究の遂行と成功が必要とされる。 
 
２．研究の目的 
大動脈瘤は、慢性炎症によって血管壁の局

所的脆弱化が進行し破裂により死に至る。本
邦における罹患率は増加傾向にあり、病因と
発症機序が未だ不明の重篤な疾患である。現
在のところ、人工血管置換やステント内挿な
どの外科的処置以外に有効な治療法はなく
予後が悪い。したがって、動脈瘤形成の予防、
瘤径拡大速度の遅延、瘤破裂リスクの低減、
および成長瘤の萎縮を目的とした、低侵襲性
あるいは非外科的な新規治療法の開発が急
務である。加えて、動脈瘤形成に関わる重要
因子の特定、その因子の分子動態と病態への
寄与など、動脈瘤発症機序の解明のために取
り組むべき課題は多い。 
本研究では、副交感神経系への直接介入に

よる大動脈瘤に対する内科的薬物治療法の
開発を達成目標に掲げ、大動脈瘤病態におけ
る ACh の炎症性細胞に対する抗炎症作用、お
よび大動脈血管の構造的・機能的リモデリン
グに対する制御機構を解明し、副交感神経活
動がもたらす心血管疾患の病態改善作用の
メカニズムを分子レベルで理解することを
目指す。 
 
３．研究の方法 
ドネペジルはコリンエステラーゼ阻害剤

であり、生体内で ACh の分解を抑制して内在
性 ACh レベルの上昇を引き起こす。本研究で
は、副交感神経活動がもたらす心血管疾患に

対する病態改善効果の分子メカニズムを ACh
の抗炎症作用として説明すること、さらには、
ドネペジルの動脈瘤に対する新規薬物治療
戦略としての可能性を探ることを目的とし
て、以下の実験を計画した。 
 
（１）In vitro 実験：マクロファージに対す
るドネペジルの効果 
①マクロファージ細胞株（Raw 264.7）を 37
 °Cにて培養する。②ACh またはドネペジル
処理後、内毒素（lipopolysaccharide, LPS）
による炎症刺激を行い、培養上清と細胞のサ
ンプリングを行う。③培養上清または細胞に
おける各種サイトカインの定量解析を行う。
④ニコチン性またはムスカリン性ACh受容体
拮抗薬存在下で、ACh およびドネペジルの抗
炎症作用を評価する。 
 
（２）In vivo 実験：マウス腹部大動脈瘤モ
デルに対するドネペジルの効果 
①麻酔下のマウスに対して塩化カルシウム
誘発性の腹部大動脈瘤作成処置を行う。②閉
腹後、ドネペジル投与群と非投与群に分ける。
③以下の点について実験群間で比較する。
１）ドネペジルの血行動態に及ぼす影響の有
無、２）一定期間経過後の大動脈外径、内径、
および瘤壁厚、３）瘤壁における炎症反応の
程度および浸潤細胞組成、４）各種サイトカ
インの発現量 
 
４．研究成果 
（１）マクロファージに対するドネペジルの
効果 
①ドネペジル（donepezil, DPZ）は LPS 誘発
性の tumor necrosis factor-α（TNF-α）と
interleukin-1β（IL-1β）の発現量増加を
有意に抑制した（図 1）。 
 
図 1. Western blotによるサイトカイン発現
量の解析 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
②ドネペジルはLPS誘発性の炎症性サイトカ
イン（IL-6、cyclooxygenase-2 （COX-2）、I
L-18、IL-15、および IL-2）の mRNA 発現量増
加を有意に抑制した（図 2）。 
 



 
図 2. RT-PCRによるサイトカイン発現量の解
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③ドネペジルは LPS 誘発性の nuclear facto
r-kappa B（NF-κB）の核移行を抑制した（図
3a）。LPS 刺激群においては 90％の細胞で NF
-κBの核移行が見られたのに対し、ドネペジ
ル処理群ではNF-κBの核移行は10%の細胞に
見られるにとどまった。 
 
図 3. 蛍光抗体法による NF-κB分布の解析 
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④ドネペジルによる NF-κB の核移行抑制作
用は ACh では引き起こされなかった（NF-κB
核移行細胞の割合、ACh/LPS: 88%, DPZ/ACh/
LPS: 29%, 図 4a）。さらには、LPS 誘発性の T
NF-α の合成・分泌はドネペジル処理により

抑制されたが、ACh 処理では抑制されなかっ
た（図 4b）。 
 
図 4. 蛍光抗体法による NF-κB 分布の解析
（a）と Western blot による TNF-α 合成・
分泌量の解析（b） 
 
a. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
b. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
⑤各種コリンエステラーゼ阻害剤の影響を
検討した結果、LPS誘発性のNF-κB核移行（図
5a）、および TNF-αの合成・分泌（図 5b）は
ドネペジル処理とタクリン（Tac）処理によ
り抑制されたが、ガランタミン（Gal）やフ
ィゾスチグミン（Phy）では抑制されなかっ
た。 
 
図 5. 蛍光抗体法による NF-κB 分布の解析
（a）と Western blot による TNF-α 合成・
分泌量の解析（b） 
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（２）マウス腹部大動脈瘤モデルに対するド
ネペジルの効果 
①マウス腹部大動脈瘤モデルに対するドネ
ペジルの効果 
マウス腹部大動脈瘤モデルに対するドネ

ペジルの効果の短期的・長期的評価を計画し
たが、塩化カルシウム誘発性の腹部大動脈瘤
モデルが再現性に乏しく、ドネペジルの効果
を評価でき得るモデルの作成にまで至らな
かった。 
②マウス敗血症モデルに対するドネペジル
の効果 
盲腸結紮穿孔によるマウス敗血症モデル

に対するドネペジルの効果を検討した。その
結果、ドネペジル投与群と非投与群において、
敗血症モデルマウスの生存率に有意な差は
認められなかった。ドネペジルの抗炎症作用
は生存率にまで影響を及ぼすほど強力なも
のではないためと考察される。モデルにおけ
る炎症の程度を軽度に調整し、血中の炎症性
サイトカイン濃度や腹腔内のマクロファー
ジ数など、ドネペジルの抗炎症作用に対する
適切な評価法の検討が必要である。 
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