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第１章 序論 

 

認知症は、現代の高齢化社会において深刻度を増している医学的・社会的問題であり、

2013 年度の厚生労働省研究班調査によると、全国の認知症有病者数は約 439 万人 (平

成 22 年) と推計されている．認知症の原因となる主な疾患には、アルツハイマー病、

脳血管性認知症、レビー小体型認知症があるが、その中でも最も頻度が高いものはアル

ツハイマー病であるとされ、認知症全体の 40～60％を占めている．アルツハイマー病

の主な病理学的特徴は，神経細胞内神経原線維変化，アミロイド斑の病理像の形成と、

コリン作動性神経の神経変性とその後のセロトニン作動性神経及びノルアドレナリン

作動性神経の変性である．アセチルコリン (ACh) を神経伝達物質とするコリン作動性

神経は、中枢及び末梢神経系において重要な機能を果たし、特に、中枢神経系において

は注意、記憶、覚醒などの認知機能における中核的な機能を担っていることから、コリ

ン作動性神経の変性はアルツハイマー病の初期臨床症状 (短期記憶喪失，見当識喪失，

判断力欠如) の発現に深く関与すると考えられ (Kasa, Rakonczay, & Gulya, 1997; 

Schliebs & Arendt, 2006; Terry & Buccafusco, 2003)、臨床的には、アセチルコリンの

分解酵素 (ChE) 阻害薬など、コリン作動性神経機能を改善する物質がアルツハイマー

病患者の認知機能低下の緩和に用いられている．ChE 阻害薬は、ACh の分解を抑える

ことで、シナプスにおける ACh 濃度を高める働きをする．AD 患者において、ChE 阻
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害薬は、臨床的意味のある改善作用を示すが、その効果は限定的であり、消化器症状を

主とする副作用の発現が、長い治療期間において服薬コンプライアンスの低下につなが

っている (Terry & Buccafusco, 2003). 従って、AD 患者の治療に、より有効で、服薬

しやすい薬物治療法の開発が求められている. 

MKC-231 (INN: coluracetam, CAS:135463-81-9) は、アルツハイマー病治療薬とし

て創製されたコリン作動性神経賦活薬である．ChE 阻害薬のようにシナプス間隙で

ACh の分解を抑制するのではなく、神経終末において ACh 合成の律速段階であるトラ

ンスポーターを介した高親和性コリン取り込み（HACU: High-affinity choline uptake）

を促進し、ACh 合成能を高めることで、神経伝達時における神経終末から放出される

ACh 量を増大させることを目指した薬剤である．コリン作動性神経への傷害作用のあ

る神経毒 AF64A を脳室内処置したラットから調製した海馬シナプトソームを用いて

HACU 促進作用を指標にしたスクリーニングにより見出された．AF64A は、コリン作

動性神経に比較的選択性の高い神経毒であり、脳室内投与により長期間にわたって海馬

の HACU 及び ACh 放出を障害することが報告されており  (Fisher, Mantione, 

Abraham, & Hanin, 1982)、コリン作動性神経系の機能低下という AD のある側面を反

映したモデルとして考えられている (Hortnagl, 1994; Jarrard, Kant, Meyerhoff, & 

Levy, 1984)．MKC-231 については、これまでに、種々の学習記憶障害モデル動物 

(AF64A 処置モデル動物 (ラット、マウス)、老齢ラット、前脳基底部破壊ラットなど) で
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行動障害ならびにコリン作動性神経の神経化学的な指標 (HACU, 組織中 ACh 含量な

ど) の改善が報告されている (Bessho et al., 1996; Murai et al., 1994)．しかし、その

改善作用の詳細な機序については、HACU の調節機構そのものに未解明な部分が多く、

明確な説明はなされて来なかった．この作用機序を解明をすることは、MKC-231 の臨

床応用上の意義を考える上で重要であるばかりでなく、HACU を介したコリン作動性

神経の活性調節が如何に行われているかを解明する上でも重要であると考えられた．そ

こで、本研究では、MKC-231 の ACh 神経の賦活作用の詳細について検討するととも

に、その作用機序を解明を目指した.  
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第２章 ACh合成と ACh放出に対する作用の検討 

 

2.1 緒言 

本章においては、AF64A 処置ラットにおいて低下した ACh 合成及び ACh 放出能に

与える MKC-231 の影響を、海馬シナプトソーム、海馬スライス、in vivo でのラット

海馬を用いて検討を行った．検討に当たっては、対照薬として ChE 阻害薬の tacrine

を用い、その薬理学的な作用の相違についても検討した． 

初めに、海馬シナプトソームを用い、Ch の取り込みと、それに引き続く ACh の放

出に対する MKC-231 の作用を検討し、HACU の促進がシナプスにおける ACh 新規合

成、ACh 放出に与える影響について明らかにした．次に、AF64A 処置ラットの海馬ス

ライスを用いた検討で、脱分極刺激が繰り返されることで ACh 放出が低下することが

報告されていることから (Leventer, McKeag, Clancy, Wulfert, & Hanin, 1985; Potter 

& Nitta, 1993)、海馬スライスを繰り返し高濃度 K+脱分極刺激 (high-K+刺激) を負荷

できる実験系を考案し、灌流液に回収される ACh 量の低下に対する MKC-231 の影響

を明らかにした．最後に、in vivo の海馬 ACh 濃度に対する MKC-231 の作用を検討す

るため、覚醒下、非拘束、生理的条件下にて in vivo マイクロダイアリシスを行い、海

馬の基底状態の ACh 濃度に対する MKC-231 投与による影響を検討した．この際、ACh

の定量には、高感度での測定が可能であるラジオイムノアッセイ  (RIA) 法
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(Kawashima et al., 1994) にて行った．  
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2.2 材料および方法 

 

2.2.1 動物 

実験には Witar 系雄性ラット (日本医科学動物資材研究所(株)) を用いた。ラットは

12 時間ごとの明暗サイクルの条件下で、餌と水は自由に摂取させた．動物実験は、田

辺三菱製薬動物実験委員会の定める倫理指針に従って実施された． 

 

2.2.2 試薬 

N-(2,3-dimethyl-5,6,7,8-tetrahydro-furo[2,3-b]quinolin-4-yl)-2-(2-oxo-pyrrolidin-1-

yl)acetamide (MKC-231) 及び ethylcholine mustard aziridinium-picrate (AF64A 前

駆物質) は田辺三菱製薬(株) (大阪) にて合成されたものを用いた . [3H]-Ch 及び 

Permafluor scintillation cocktail は、PerkinElmer (Wellesley, MA, U.S.A.) より、 

[3H]-ACh は Amersham Life Science (Buckinghamshire, U.K.) より、 γ-globulin は

Miles Inc. (Kankakee, IL, U.S.A) より購入した. その他の試薬についても、市販品を

購入して用いた． 

 

2.2.3 AF64Aの調整方法 

AF64A は Fisher らの方法 (Fisher et al., 1982) に従い、その前駆物質である
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ethylcholine mustard mustard aziridinium-picrate より使用時ごとに調製した． 具体

的には、最終濃度に合わせて ethylcholine mustard mustard aziridinium-picrate の必

要量を生理的食塩水にて溶解し、その溶液を NaHCO3を用いて pH 7.4 に合わせ、1 時

間室温にて静置反応させたのち、再度 NaHCO3を用いて pH 7.4 に合わせることで調製

した．調製した薬物は、手術において使用するまで氷温にて保冷した． 

 

2.2.4 手術 

AF64A 処置動物の作製は別所らの方法 (Bessho et al., 1996) に従った．Wistar 系雄

性ラット (180 g-200 g) をペントバルビタール麻酔下 (50 mg/kg, i.p.) にて脳定位固

定装置 (SM-15, 成茂) に固定した．ラット頭皮を切開して頭蓋骨を露出させ、Paxinos 

and Watson の脳図譜 (1986) に従って側脳室にインジェクションカニューレの先端

が届くよう、bregma より尾側に 1.0 mm、外側に 1.4 mm に歯科用ドリルにて小骨窓

を開け、その骨表より腹側に 3.6 mm の位置にインジェクションカニューレの先端をセ

ットして、両側性に AF64A (3 nmol/ 3 µl per brain)を投与した．投与は、流速 0.5 µl/min

でマイクロインジェクションポンプ (CMA/100, Carnegie Medicine AB) にて行い、投

与終了後 3 分間、インジェクションカニューレを静置した後、ゆっくりと引き抜いた．

小骨窓は歯科用セメントで埋め、頭皮を縫合し、感染症の防止のためペニシリン 20,000

単位を皮下注射にて投与した．この方法で用いた AF64A の投与量は、他の神経系への
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毒性の影響が小さいということが報告されている用量である  (Chrobak, Hanin, 

Schmechel, & Walsh, 1988; Gower et al., 1989)．ラットは 10 日間程度の回復期間を置

いたのち、実験に供した．In vivo マイクロダイアリシスの実験では、さらに海馬にマ

イクロダイアリシスプローブを埋め込む手術を行った．方法は Kawashima らの方法に

準じた (Kawashima et al., 1994)．具体的には、ラットを脳定位固定装置 (SM-15/S, 成

茂) に固定して骨表を露出し、CMA/12 マイクロダイアリシスプローブ (膜長 3.0 mm, 

外形0.5 mm, Carnegie Medicine AB) を左側海馬に対して垂直より10度の傾きで刺入

させ、プローブの先端の座標が、bregma より尾側に 5.2 mm、外側に 4.0 mm、腹側に

8.0 mm の位置になるように固定した．このプローブを、骨表に打ったアンカー用のス

クリューねじとともに、歯科用セメントにて固定した．手術後 2 日間、個別ケージにて

回復期間を置いたのち、実験に供した． 

  

2.2.5 海馬シナプトソームを用いた作用の検討 

ラットを断頭後、脳を速やかに摘出して、氷冷したステージ上にて海馬を切り出した．

切り出した海馬は、速やかに氷冷した 10 倍容の 0.32 M sucrose 溶液でガラス-テフロ

ンホモジナイザーによってホモジナイズし、冷却遠心分離 (4 °C, 1000 X g, 10 分間) 

の後上清をとり、さらに冷却遠心分離 (4 °C, 20,000 X g, 15 分間) した．得られた沈渣 

(P2フラクション) を1匹の両側海馬あたり4.2 mlの20 mM Tris-phosphate buffer (組
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成 (mM): NaCl, 118.5; KCl, 4.5; MgCl2, 1.2; CaCl2, 1.27; dextrose, 10.0, pH 7.4)にて

再懸濁し、海馬シナプトソームとして用いた． 

海馬シナプトソーム  0.2 ml を 1.6 ml の被験薬又は溶媒を加えた 20 mM 

Tris-phosphate buffer に加え 37 °C にて 30 分間、プレインキュベーションした. その

直後に 0.2 ml の[3H]-Ch 溶液 (5 Ci/mmol, 1 µM) を加え、さらに 10 分間のインキュ

ベーションを行い、シナプトソームへ[3H]-Ch の取り込みを行わせた．[3H]-Ch の取り

込みは氷冷により停止し、冷却遠心分離 (4 °C, 20,000 X g, 5 min) にてシナプトソー

ムを沈渣に回収した．沈渣を 0.5 µM の eserine を含む 20 mM Tris-phosphate buffer

にて 2 回洗浄し、蛋白濃度が 0.4 mg/ml になるように再懸濁した. HACU は、[3H]-Ch

を取り込ませた海馬シナプトソーム100 µlをACS-2 シンチレーションカクテルに直接

溶解して得られた放射能の測定値から、非特異的取り込み (低親和性取り込みを含む) 

として、20 mM Tris-phosphate buffer の組成で NaCl を sucrose (237 mM) に置き換

えた Na-free buffer を用い、10 µM hemicholinium-3 (HC-3) 存在下での[3H]-Ch 取り

込みを行わせた海馬シナプトソームでの放射能の測定値を引くことから算出した． 

ACh 放出の実験では、 [3H]-Ch を取り込ませた海馬シナプトソーム 100 µl を、

eserine 0.5 µM を含有させた 900 µl の 20 mM Tris-phosphate buffer に加え 5 分間

37 °C でインキュベーションを行った．このとき、20 mM Tris-phosphate buffer はカ

リウムイオン濃度について、正常 (4.5 mM) と高カリウムイオン (high-K＋) 刺激用 
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(35 mM) を用いた．High-K＋刺激用のバッファーの組成 (mM) は以下の通りに調製し

た; NaCl, 88.0; KCl, 35; MgCl2, 1.2; CaCl2, 1.27; dextrose, 10.0; Tris-PO4, 20, pH 7.4．

インキュベーション終了後、直ちにアッセイチューブを冷却遠心分離 (4 °C, 20,000 X g, 

5 min) し、上清 200 µl に対して 50 µl の 50 mM Glycylglycine buffer  (12.5 mM 

MgCl2, 10 mM ATP, 0.01 unit/ml choline kinase含有, pH 8.5) を加えて 37 °Cにて15 

分間のインキュベーションを行って、Ch を phosphocholin とした．反応終了後、

tetraphenilborate sodium salt (10 mg/ml) を含有した 300 µl の butyronitrile 及び

500 µl シンチレーションカクテル (3.8 %の Permafluor scintillation cocktail のトル

エン溶液) を加え、激しく混和した後、冷却遠心分離 (4 °C, 15,000 X g, 2 分間) にて、

トルエン層と水層を分離し、トルエン層に回収された [3H]-ACh の放射能をシンチレ

ーションカウンターにて測定した．サンプルの蛋白量は、DC Protein Assay reagents 

(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA)を用いた方法で測定した．MKC-231 は、

dimethylsulfoxide (DMSO) にて、DMSO 終濃度が 0.01 µM になるように目的とする

濃度に溶解し、assay buffer で希釈調製して用いた．本実験では、MKC-231 は、前処

置又は high-K＋刺激のタイミングでアッセイバッファーに溶解して処置した． 

[3H]-ACh 放出に対する MKC-231 の作用は二つのプロトコールで検討され、最初のプ

ロトコールでは MKC-231 は [3H]-Ch 取り込みの前処置と取り込み時にシナプトソー

ムに作用させ、二つ目のプロトコールでは high-K＋刺激時のみにシナプトソームに作用
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させた．後者のプロトコールでは、シナプトソームへの[3H]-Ch 取り込みの条件を被験

薬物濃度間で揃える必要があったので、[3H]-Ch 取り込みをセットごとにまとめて行っ

た． 

 

2.2.6 ラット海馬スライスを用いた作用の検討 

ラットを断頭後、脳を速やかに摘出して、氷冷したステージ上にて海馬を切り出した．

これを、McIlwain tissue chopper  (The Mickle Laboratory Engineering Co., 

Gomstall, U.K.) にて、厚さ 300 µm のスライスを調製した．海馬スライスの湿重量を

測定したのち、スライスは O2/CO2 (95 %/5 %) の混合ガスを通気させた人工脳脊髄液 

(ACSF, 組成 (mM): NaCl 139, KCl 3.4, NaH2PO4 0.6, NaHCO3 21.0, CaCl2 1.26, 

MgCl2 1.15, glucose 10) にて 37 °C 、30 分間のインキュベーションを行った．次に、

スライスを非可逆的 ChE 阻害薬である paraoxson を 10 µM 含む ACSF に移して、

37 °C 、30 分間インキュベーション行い、内在性の ChE 活性を消失させた．反応終了

は、スライスの遠心分離操作により行い、反応液を反応チューブから除いた後、ACSF

で 2 回、洗浄を行った．1 セットの実験を行うにあたって、およそ 100 mg の海馬スラ

イスを、マイクロチューブポンプ (東京理科機械) にシリコンチューブ (内径 1.5 mm) 

でつながった容量 1 ml の灌流チャンバーにセットした．灌流液は、チャンバーの上部

から下部に向かって流れるように接続され、流速は 0.2 ml/min とした．灌流液及び灌
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流チャンバーは、実験を通して 37 °C に保った．また、灌流液には choline (10 µM) を

添加した．High-K＋刺激は、灌流液を通常の ACSF から high-K＋刺激用 ACSF (組成: 

112.4 mM NaCl, 30.0 mM KCl, 0.6 mM NaH2PO4, 21.0 mM NaHCO3, 1.26 mM 

CaCl2, 1.15 mM MgCl2 and 10 mM glucose) に交替させることでスライスに負荷した．

20 分間の平衡化のための灌流を行った後、海馬スライスを normal-K+-及び high-K＋

-ACSF で交互に灌流した. AF64A 処置ラットより調製した海馬スライスを ACSF で灌

流し、灌流液を 8 分毎に回収した．High-K＋刺激用 ACSF に灌流液を交換したフラク

ションから続いて 3 フラクションの灌流液の ACh 含量を、high-K＋刺激により誘発さ

れた ACh 放出を反映するものとして測定した．最初の high-K＋刺激のセッションで測

定された ACh 含量を S0 として測定し、次に薬物又は溶媒を灌流液に添加し high-K＋

刺激を連続負荷して回収されたサンプルを S1-S4 として、灌流液に回収された ACh 量

を S1 から S4 の S0 に対する割合として算出した．ACh の測定は、灌流液を 0.45 µm 

disk filter (Millipore, Billerica, MA, U.S.A.) にて濾過後、EicomPak AC column 

(AC-GEL, エイコム ) と、酵素カラム  (AC-Enzymepak, エイコム ) を用いた

HPLC-ECD システムによって測定した．移動相には 0.89 mM 1-decanesulfonic acid 

sodium salt と 0.59 mM tetramethylammonium chloride を含有する 0.1 M 

phosphate buffer (pH 8.5) を用い、流速は 1 ml/min とした．酵素カラムの通過時に、

ACh がカラム内に固定された ChE 及び choline oxidase による反応を受け産生される
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過酸化水素を白金電極 (電位を+450mV にセット) により検出した．内標物質として

Ethylhomocholine を用いた． 

 

2.2.7 In vivo マイクロダイアリシスを用いた作用の検討 

ラット脳にマイクロダイアリシスプローブを埋め込んで 3 日後に、ラットを

2-channel swivel (エイコム) につなぎ、Ringer’s solution (組成(mM)：NaCl 147, KCl 

4.0, CaCl2 2.3) をダイアリシス用シリンジポンプ (エイコム) を用いて 2 µL /min の流

速で灌流した．マイクロチューブ接続後、１時間の予備的な灌流を行った後、灌流液を

30 分ごと、フラクションコレクターにセットしたサンプルチューブに 4 °C の条件で回

収した．回収された ACh が分解されることを抑えるためチューブにはあらかじめ 35 µl

の 0.01 N 酢酸を添加した．被験薬の投与は経口にて行い、MKC-231 の溶媒には 0.5 % 

Tween 80 を用いた．tacrine は蒸留水に溶解して用いた． 

回収した灌流液サンプル中に含まれる ACh の総量の測定は、Kawashima らの方法

(Kawashima et al., 1994) に従い Radio Immuno Assay (RIA) にて行った．RIA には、

choline hemiglutarate-bovine serum albumin conjugates を抗原に取られたウサギの

抗血清と、 [3H]-ACh (2.85 TBq/mmol) を用いた．この RIA は ACh の検出特異性が高

く Ch, phosphatidylcholine, phosphorylcholine に対する交差性はいずれも 0.012 %

以下であり、また ACh の測定感度も 3 pg/tube (約 20 fmol/tube) まであることが川島
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らによって報告されている．30分間の各フラクションで集められた灌流液に、100 µl の

0.15M Tris-HCl buffer に希釈された[3H]-ACh chloride溶液 (約7000 dpm)、100 µl の

0.4 % γ-globulin に希釈された抗血清 (1:1200)、100 µl の 0.15 M Tris-HCl buffer, pH 

7.4) を加え、4 °C で一晩反応させた．翌日、硫安法による塩析を行い、抗体に結合し

た[3H]-ACh を分離し、[3H]-ACh 量を液体シンチレーションカウンターによる放射能測

定より算出した．測定時のブランクとして、灌流サンプルと同量の灌流液を用いた．各

ラットの各時点での ACh 量は、薬物を投与した時点 (time 0) に対する 割合として%

で表示した． 

 

2.2.8 データ解析 

統計的解析については、海馬シナプトソームを用いた実験では、HACU 及び ACh 放

出について分散分析を two-way ANOVA (sample X dose) で行い有意であった場合に 

Dunnett’s multiple comparison test (vehicle vs. drug treated groups) にて有意差を

検討した. 海馬スライスを用いた実験では、薬物処置後の ACh 量について分散分析を

行い有意であった場合に Dunnett’s two-tailed test にて有意差を検討した．In vivo マ

イクロダイアリシスの実験ではデータを薬物投与直前のタイミング (time 0) での

ACh 量の値を 100 %とした標準化を行い、薬物投与による ACh 量に対する影響につい

て分散分析を行い有意であった場合に Dunnett’s test を実施した．いずれの検定におい
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ても、有意水準は P<0.05 とした． 
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2.3 結果 

 

2.3.1 海馬シナプトソームを用いた作用の検討 

AF64A 処置ラットの海馬 HACU は正常動物に比較して低下が確認された．AF64A

処置ラットより調製した海馬シナプトソームに、被験薬を前処置及び[3H]-Ch 取り込み

時において作用させた結果、MKC-231 (10-8 and 10-7 M) は海馬 HACU を有意に増加

させた (Fig. 1a)．Tacrine (10-9‐10-7 M) には HACU に対する作用は見られなかった 

(Fig. 1c)．正常動物より調製した海馬シナプトソームにおいては、MKC-231 も tacrine 

も HACU に対する作用は見られなかった (Fig. 1b, d)．これらのシナプトソームを用い

た normal K+ (4.5 mM) 及び high-K＋刺激 (35 mM) 時の[3H]-ACh 放出量は、AF64A

処置により低下が観察され、その低下は high-K＋刺激時において顕著であった．

MKC-231 (10-9‐10-7 M) は、normal K+での[3H]-ACh 放出には影響を与えなかったが 

(Fig. 2a, left)、10-8 及び 10-7 M において high-K＋刺激時の[3H]-ACh 放出を有意に増

加させた (Fig. 2a, right). Tacrine は、normal K+ (4.5 mM) 及び high-K＋刺激 (35 

mM)のいずれにおいても[3H]-ACh 放出に対する有意な作用は見られなかった (Fig. 2b, 

d).海馬シナプトソームに対して被験薬を[3H]-ACh放出の刺激時にのみ作用させた場合

には、MKC-231 (10-9‐10-7 M) も tacrine (10-9‐10-7 M) も、正常及び AF64A 処置ラ

ットいずれから調製した海馬シナプトソームの[3H]-ACh 放出に対しても有意な作用は
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見られなかった (Fig. 3 a-d)． 
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Fig.1 Effect of MKC-231 on HACU in hippocampal synaptosomes of normal 

and AF64A-treated rats. Hippocampal synaptosomes were incubated in the 

absence (vehicle) or presence of the drugs (varying concentrations from 10-9M to 

10-7M) during the pretreatment period (30 min at 37 °C) and [3H]-choline uptake 

period (10 min at 37 °C). HACU was calculated by subtracting the uptake counted 

in the sodium-free buffer with 10 µM HC-3 from total uptake. Values are shown as 

mean±S.E.M. (n=9).  *; p<0.05, vs vehicle (Dunnett’s test) 
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Fig.2 Effect of MKC-231 and tacrine on ACh release in hippocampal 

synaptosomes of normal and AF64A-treated rats. Hippocampal synaptosomes 

were incubated in the absence (vehicle) or presence of the drugs (varying 

concentrations from 10-9M to 10-7M) during the pretreatment period (30 min at 

37 °C) and [3H]-choline uptake period (10 min at 37 °C). Basal release (4.5 mM of 

[K+]) and high-K+ (35 mM of [K+]) induced [3H]-ACh release was measured. Values 

are shown as mean±S.E.M. (n=9).  *; p<0.05, vs vehicle (Dunnett’s test) 
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Fig.3 Effect of MKC-231 and tacrine on ACh release in hippocampal 

synaptosomes of normal and AF64A-treated rats. Hippocampal synaptosomes 

were incubated in the absence of the drugs during the pretreatment period (30 min 

at 37 °C) and [3H]-choline uptake period (10 min at 37 °C) after which basal (4.5mM 

of [K+]) and high-K+ (35 mM of [K+]) induced [3H]-ACh release was measured in the 

absence (Vehicle) or presence of MKC-231 (varying concentrations from 10-11M to 

10-6M). Values are shown as mean±S.E.M. (n=8). 
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2.3.2 海馬スライスを用いた作用の検討 

AF64A 処置ラットより調製した海馬スライスにおいて、high-K＋刺激による ACh 放

出は、繰り返し刺激 (Fig. 4a) の回数に従って低下した．この低下に対して、灌流液中

にMKC-231 (10-8 及び 10-7 M ) を添加し作用させることで Vehicleに対して有意な改

善作用が見られた (Fig. 4b)．S1 から S4 において回収された ACh 量の平均値において

比較した場合においても、MKC-231 (10-8 及び 10-7 M ) は Vehicle に対して有意な改

善作用を示した (Fig. 5a)．一方、tacrine (10-9‐10-7 M) には、この ACh 量の低下にお

いて Vehicle に対して有意な作用は見られず (Fig. 4c)、 S1 から S4 において回収され

た ACh 量の平均値においても同様に有意な作用は見られなかった (Fig. 5b)． 
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Fig.4 Effect of MKC-231 and tacrine on ACh release in hippocampal slices 

of AF64A-treated rats. Fig.4a shows resting and stimulating procedure with 

alternating normal and high-K+ ACSF.  The perfusate was collected every 8 min 

(0.2 ml/min) and the content of ACh in the perfusate of the successive three 

fractions after applying high K+ stimulations measured and summed as S0 to S4. 

The addition of drugs to the perfusate was started 24 min before the S1 fraction.  

ACh release induced by the high-K+ stimulation was expressed as a % of S0 in S1 to 

S4 under incubation with MKC-231 (Fig. 4b) or tacrine (Fig. 4c). Values are shown 

as mean±S.E.M. (n=9 in MKC-231, n=8 in tacrine).  *; p<0.05, **; p<0.01 vs vehicle 

(Dunnett’s two-tailed test) 
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Fig.5 Effect of MKC-231 and tacrine on ACh release in hippocampal slices 

of AF64A-treated rats. ACh release induced by high K+ stimulation was expressed 

as the mean of S1 to S4 under incubation with MKC-231 (Fig. 5a) or tacrine (Fig. 

5b). Values are shown as mean±S.E.M. (n=9 in MKC-231, n=8 in tacrine).  *; 

p<0.05, **; p<0.01 vs vehicle (Dunnett’s two-tailed test) 
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2.3.3  In vivo マイクロダイアリシスを用いた作用の検討 

AF64A 処置ラットの基底状態に灌流液に回収された ACh 量は、time 0 hr において 

Vehicle 群で 62.9 ± 17.0 fmol /30 min (MKC-231 投与試験, Fig. 6a) 及び 71.6 ± 13.3 

fmol/30 min (tacrine 投与試験, Fig. 6b) であった．MKC-231 (1‐10 mg/kg, p.o.) の投

与により、灌流液に回収された ACh 量は増加し、10 mg/kg, p.o. においては被験薬投

与後の最初のフラクションにおいて基底状態の 263 %に達し、その作用は有意であった．

さらに、MKC-231 10 mg/kg, p.o. は、投与後の 2.5 時間にわたり灌流液に回収された

ACh 量において Vehicle 投与群に対して高値を示した (Fig. 6a)．Tacrine は 1 mg/kg, 

p.o.では、Vehicle 群に比較して灌流液に回収された ACh 量に有意な作用は見られなか

ったが、3 mg/kg, p.o. においては投与後 1 時間後に基底状態の 345 % にまで増加し、

投与 3 時間後まで、Vehicle 群に対して有意な増加作用を示した (Fig. 6b)． 
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Fig.6 Effect of MKC-231 (a) and tacrine (b) on the ACh content in the 

perfusate from the hippocampus of conscious, freely moving AF64A-treated 

rats. Values are shown as mean±S.E.M. (n=8 in MKC-231, n=6 in tacrine).  *; 

p<0.05, **; p<0.01 vs vehicle (Dunnett’s two-tailed test) 

 

  



31 

 

2.4 考察 

これまでに、MKC-231 はコリン作動性神経機能の低下したモデル動物において学習

記憶障害改善作用を有するコリン作動性神経活性化薬として作用が報告されてきたが、

その詳細な作用機序については不明のままであった (Bessho et al., 1996; Murai et al., 

1994)． このMKC-231の pro-cholinergicな作用のメカニズムを明らかにする目的で、

まず MKC-231 の ACh 合成と ACh 放出に対する作用を詳細に検討した． 

最初に、AF64A 処置ラットから調製した海馬シナプトソームを用いた検討を行い、

MKC-231 が HACU を促進し、神経終末内での ACh 合成を高める作用を持つことを示

した．新たに合成された ACh は [3H]-ACh として測定されるが、high-K+による脱分極

刺激によって放出されたことから、神経終末内において刺激に応答する ACh の放出顆

粒に蓄えられていることが明らかになった．また、MKC-231 は、high-K＋刺激用バッ

ファーにのみ処置された場合には、[3H]-ACh 放出には作用を示さなかったことから、

ACh 放出のプロセスそのものに対しては影響していないことが示唆された．これらの

実験結果から、MKC-231 の動物モデルにおける学習記憶障害改善作用の背景には、

HACU の促進作用を介して神経終末内で ACh 合成を高め、神経伝達の活性化に伴う

ACh放出量を増大させることが、その機序として存在することが示唆された．Murai ら

の検討 (Murai et al., 1994) では、慢性投与により、AF64A 傷害マウス脳組織での ACh

含量の増加が報告されており、この ACh 合成促進作用は蓄積するものと考えられる．
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可逆的な AChE 阻害剤である tacrine には、HACU や high-K＋刺激によって放出され

る ACh 量について有意な影響は見られず、神経終末内での ACh の新規合成や ACh 放

出量を増やす作用はなく、コリン作動性神経系に対する作用について MKC-231 との相

違点が明確になった． 

次に、AF64A 傷害ラットより調製した海馬スライスを用いた検討では、MKC-231

は、繰り返し負荷された脱分極刺激による ACh 放出量の低下に対して、有意な改善作

用を示した． Tacrine にはこのような作用は見られなかった．この実験においては、

シナプス間隙に放出された ACh の分解を抑えるため、海馬スライスはあらかじめ、非

可逆的な ChE 阻害剤である paraoxson によって処理され、灌流液中には海馬スライス

における新規な ACh 合成のために十分な濃度の choline を含ませ、新規の ACh 合成

の基質とした．この実験条件で、灌流液にて測定される ACh 量は、海馬スライスにお

ける ACh 合成能を反映するものであると考えられ、海馬シナプトソームにおける実験

でも示したように、MKC-231 は ACh 合成を高め、脱分極刺激による ACh 放出量を増

やしたものと考えられた．Ch が欠乏した状態における、新規の ACh 合成は 

phospholipid の分解による Ch の供給よって維持され、シナプス膜における

phosphatidylcholine も分解を受けることが報告されており、このような膜の機能を損

なうような自己分解は、細胞の生存や機能にも大きな影響を与える  (Buyukuysal, 

Holmes, & Wurtman, 1991; Ulus, Wurtman, Mauron, & Blusztajn, 1989). MKC-231
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により神経終末で細胞外の Ch の利用率を高めることができれば、シナプス膜の

phospholipid の分解を防ぎ、細胞保護に働くことが期待できるものと考えられる． 

最後に、AF64A 処置ラットの海馬での覚醒下非拘束条件のマイクロダイアリシスに

おいて、MKC-231 の作用を検討した．シナプス間隙において ChE は非常に効率的に

ACh を分解するため、ACh を測定する in vivo マイクロダイアリシスにおいては ChE 

阻害薬をその灌流液中に含ませることが多い．しかし、灌流液への ChE 阻害薬の添加

は、artificial なコリン作動性神経の活性化を引き起こし、その条件下での薬物の作用

検討を困難にする (de Boer, Westerink, & Horn, 1990; Kawashima et al., 1991)．その

ため、この実験においては、高感度の RIA を ACh の分析に用いることで、ChE 阻害

薬を灌流液中に添加することなく、マイクロダイアリシスを行った．灌流液に回収され

る ACh 量は、海馬内に刺入されたプローブ膜の近傍の細胞外濃度を反映しているもの

と考えられる．この手法で測定される基底状態の ACh 量は、Kawashima ら 

(Kawashima et al., 1994) により正常ラットで 103.1 ± 3.6 fmol/30 min と報告されて

いる．我々の実験では、 AF64A 処置ラットにおいて、62.9 ± 17.0 fmol/30 min 

(MKC-231 の検討での vehicle 群) 及び 71.6 ± 13.3 fmol/30 min (tacrine の検討での

vehicle 群) であり、正常ラットで報告されている値から 30-40 %低い値となった．

MKC-231 の経口投与により、投与直後から 30 分間で灌流液中に回収される ACh 量が

用量依存的に増加し、その作用は 10 mg/kg, p.o.投与では有意であった．MKC-231 の
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作用は短時間のピークを伴ったものであるが、その後 10 mg/kg, p.o.投与群では、基底

状態の ACh 量においてやや増加したレベルを維持した．Tacrine は、灌流液中回収さ

れる ACh 量に関し、MKC-231 に比較してより強く、持続的な作用を示し、3 mg/kg, p.o.

の投与においてその作用は有意であった．今回の検討より、tacrine の ACh 量に対す

る作用は明確であるが、tacrine は AF64A 処置ラットの水迷路学習障害に対して改善

作用を示さず (Bessho et al., 1996)、AF64A 処置マウスにおいても、迷路学習におけ

る障害に対して改善作用を示さなかったことが報告されている (Murai et al., 1994)．

また、ChE 阻害薬は、AF64A によって誘発されたコリン作動性神経の機能低下モデル

においては効果が弱いとの報告もある (Smith, 1988).  

本章における検討結果から、MKC-231 は、AF64A 処置ラットの神経終末において

プレシナプスからの神経活動のインパルスの流れを強める作用があるものと考えられ

た．一方で、ChE 阻害薬では、AF64A 処置ラットの神経終末において、ChE の阻害

によって基底状態の ACh 量を過剰に高めていることが考えられた．AF64A 処置動物に

おいては、プレシナプスの傷害が顕著であるとされており、このモデルにおける障害の

改善にはプレシナプスの活性化がより適した方法である可能性が考えられた． 
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2.5 要約 

MKC-231 が ACh 代謝回転に及ぼす影響を明らかにする目的で、AF64A 処置ラット

を用いて、ACh 合成と ACh 放出に対する MKC-231 の作用を検討した．海馬シナプト

ソーム、海馬スライス、in vivo マイクロダイアリシスによる実験から、MKC-231 は神

経終末の HACU の促進を介して、ACh の新規合成を高め、神経刺激に応答する ACh

放出量の低下を改善する作用を示すことが明らかとなった．対照薬として評価した

AChE阻害剤である tacrineは、シナプス間隙のACh濃度を高める作用があるものの、

神経終末においてACh合成を高める作用や刺激に応じて放出されるACh量を増大させ

る作用は無く、このことが、このモデルを用いた行動薬理試験での MKC-231 と tacrine

の記憶学習障害改善作用の相違の一つの原因である可能性が考えられた． 
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第３章 HACU 促進作用のメカニズムの解析 

 

3.1 緒言 

本章においては、第 2 章において確認された MKC-231 の HACU 促進作用のメカニ

ズムについて、複数の手法を用いた検討、考察を行った． 

初めに、高親和性コリントランスポーターの特異リガンドである[3H]-HC-3 を用いた

放射性リガンド結合試験を行った．HC-3 はシナプトソームの表面上にあるコリントラ

ンスポーターに結合する．そこで、MKC-231 を処置したシナプトソームを用いて

[3H]-HC-3 結合試験を行いその作用を検討するとともに、Scatchard plot により Kd 値

及び Bmax 値を算出し、結合親和性、結合サイト数の観点からその作用様式を検討し

た．  

HC-3 に感受性のある高親和性コリントラスポーターとして、CHT1 が同定されてい

る (Okuda et al., 2000)．そこで次に、MKC-231 が CHT1 に対して直接的な結合親和

性を持つ可能性について、CHT1 を発現した COS7 細胞膜を用いて、[3H]-MKC-231 結

合試験及び、Biacore 法を用いた結合親和性試験を行った． 
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3.2 材料および方法 

 

3.2.1 動物 

実験には Witar 系雄性ラット (日本医科学動物資材研究所(株)) を用いた。ラットは

12 時間ごとの明暗サイクルの条件下で、餌と水は自由に摂取させた．動物実験は、田

辺三菱製薬動物実験委員会の定める倫理指針に従って実施された． 

 

3.2.2 試薬 

MKC-231, M-MKC-231 (MKC-231 のラセミ体主代謝物; N-(2,3-Dimethyl-5,6,7,8- 

tetrahydro-furo[2,3-b]quinolin-4-yl)-2-(2-hydroxy-5-oxo-pyrrolidin-1-yl)acetamide),  

ethylcholine mustard aziridinium-picrate (AF64A の前駆物質) は、田辺三菱製薬にて

合成されたものを用いた．MKC-231 及び M-MKC-231 の構造式を Fig.7 に示した． 

[3H]-MKC-231 は、第一化学薬品にて合成したものを用いた．[3H]-Ch, [3H]- HC-3 は

PerkinElmer (Wellesley, MA) より、HC-3, Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) は、  Sigma-Aldrich (St.Louis, MO)より、Fetal bovine serum (FBS), 

pcDNA3.1 (+) は、Invitrogen (Carlsbad, CA) より、 The Rat Brain Stem-Spinal 

Cord Lambda cDNA Library は、Stratagene (La Jolla, CA) より、 TransIT-LT1 は、 

Mirus Bio Corporation (Madison, WI) より、ラットポリクローナル抗 CHT1 抗体
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(AB5966) は Chemicon International, Inc. (Temecula, CA) より、ECL western 

blotting detection reagent は Amersham Pharmacia biotech (New Jersey, USA) よ

り購入した．その他の試薬についても、市販品を購入して用いた． 

 

 

 

Fig.7  Chemical structure of MKC-231 (a) and M-MKC-231 (b) 

 

3.2.3 AF64Aの調整方法 

AF64A の調製は、2.2.3 に示した方法により行った． 

 

3.2.4 手術 

ラットに対する AF64A の脳室内投与手術は、2.2.4 に示した方法により行った． 
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3.2.5  M-MKC-231の HACUへの作用の検討 

HACU の測定は、Simon and Kuhar の方法 (Simon & Kuhar, 1975) に準じて行っ

た. ラットを断頭後、脳を速やかに摘出して、氷冷したステージ上にて海馬を切り出し

た．ラット 1 匹分の海馬を 2.0 ml の氷冷した 0.32 M sucrose 溶液で、ガラス-テフロン

ホモジナイザーによってホモジナイズし、冷却遠心分離 (4 °C, 1000 X g, 10 分間) の

後上清をとり、さらに冷却遠心分離 (4 °C, 20,000 X g, 20 分間) し得られた沈渣 (P2

フラクション) を 1.5 ml の氷冷した 0.32 M sucrose 溶液で再懸濁したものを海馬シナ

プトソームとして以下の実験に用いた．HACU の測定には、100 µl の海馬シナプトソ

ームを 800 µl の 15.8 mM Na+-K+ phosphate buffer (pH 7.4; 組成 (mM): NaCl, 126; 

KCl, 4.75; MgCl2, 1.42; CaCl2, 1.27; dextrose, 11.1) に添加し、30 分間、37 °Cのプレ

インキュベーションを行った後、100 µl の [3H]- Ch 溶液を反応液中の最終濃度が 0.1 

µM になるように添加し、37 °C で 10 分間 [3H]- Ch 取り込みを行わせた．反応は、

氷冷にすることで停止させ、さらに 2 ml の氷冷した 15.8 mM Na+-K+ phosphate 

buffer を反応液に加えた．このサンプルをセルハーベスター  (BRANDEL, 

Gaithersburg, MD) を用いて、GF/B filters (Whatman International Ltd., Maidstone, 

KY) 上に濾取して、4 ml の氷冷した生理食塩水にて 2 回洗浄し、フィルター上の放射

能を液体シンチレーションカウンターにて測定した．HACU は、こうして得られた

[3H]-Ch の取り込み量から、10 µM HC-3 を添加した sodium-free buffer での [3H]-Ch
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取り込み量を引くことで算出した．Sodium-free buffer は、15.8 mM Na+-K+ 

phosphate buffer の組成から、NaCl と  Na2HPO4 を  sucrose (252 mM) と

Tris-phosphate  (15.8 mM) に置き換えたものである．M-MKC-231 は DMSO にて溶

解し、アッセイバッファー中に DMSO の最終濃度が 0.01 µM になるように添加した．

サンプルの蛋白質定量は、DC Protein Assay reagents (Bio-Rad Laboratories, 

Hercules, CA) を用いた方法で行った．  

 

3.2.6 [3H]-HC-3 結合試験による検討 

[3H]- HC-3 結合試験は、 Quirion の方法(Quirion, 1987) に準じて行った．4 匹のラ

ットから摘出した海馬を8.0 mlの氷冷した0.32 M sucrose溶液でガラス-テフロンホモ

ジナイザーによってホモジナイズし、冷却遠心分離 (4 °C, 1000 X g, 10 分間)の後上清

をとり、さらに冷却遠心分離 (4 °C, 48,300 X g, 20 分間) し得られた沈渣 (P2 フラク

ション) を 9.0 ml の氷冷した 15.8 mM Na+-K+ Phosphate buffer (pH 7.4) に再懸濁し

たものを海馬シナプトソームとして以下の実験に用いた．海馬シナプトソームを 37 °C

で 10 分間、プレインキュベーションしたのち、15.8 mM Na+-K+ Phosphate buffer (pH 

7.4) に溶解した MKC-231 又は溶媒を試験濃度に合わせて添加し、さらに 30 分間、

37 °C でインキュベーションした後、冷却遠心分離 (4 °C，48,300 X g, 20 分間) によ

り反応を停止させた．得られた沈渣を 300 mM NaCl を含有する 50 mM Tris-HCl 
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buffer (pH 7.4) にて１回洗浄したのち、再懸濁を行い再度、海馬シナプトソームを得

た．[3H]-HC-3 結合試験では、300 mM NaCl を含有する 50 mM Tris-HCl buffer (pH 

7.4)をアッセイバッファーとして、250 µl の海馬シナプトソームに 200 µl のアッセイ

バッファーと 50 µl の[3H]-HC-3 溶液を加えて 500 µl として反応を行なった. [3H]- 

HC-3 濃度を 1.0 nM から 32.0 nM に振って結合特性を検討し、8 nM で、MKC-231 

(10-12‐10-6 M)の影響を検討した．インキュベーションは 4 °C で一晩行い、翌日、セル

ハーベスターを用いて、 0.1 % polyethyleneimine に浸した GF/B filters 上にサンプ

ルを濾取して、4 ml の氷冷したアッセイバッファーにて 4 回洗浄した.フィルター上の

放射能は液体シンチレーションカウンターにて測定し、[3H]-HC-3 の特異結合は、10 

µM の非標識 HC-3 存在下での結合を非特異結合として総結合より引くことにより算

出した．[3H]-HC-3 の Kd 値、Bmax値は、Scatchard plot analysis によって求めた． 

 

3.2.7 CHT1発現 COS7 細胞の調製  

高親和性コリントランスポーター (CHT1)の cDNA を rat brain stem-spinal cord 

lambda cDNA library より単離し、トランスフェクション用の発現ベクターである

pcDNA3.1 (+)-CHT1 を調製した．COS7 細胞は、Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) に 10 % FBS を加えた培地で、poly-L-lysine コートした 100 mm のプラス

ティックディッシュにて培養した. COS7 細胞に Trans IT-LT1 を用いて pcDNA3.1 



42 

 

(+)-CHT1 のトランスフェクションを行い、2 日間培養の後、セミコンフレントの状態

になったところで、PBS により細胞表面をリンスし、–80 °C にてディッシュごとアッ

セイまで保存した．このとき、トランスフェクションを行わない COS7 細胞も同時に

用意して以下の実験のコントロールとして用いた．COS7 細胞における CHT1 の発現

は、抗 CHT1 抗体である AB5966 を用いたウェスタンブロットと [3H]HC-3 binding 

assay により確認した．ウェスタンブロットでは、細胞のホモジネートを Laemmli 

sample buffer (1 % SDS, 31.3 mM Tris, pH 6.8, 5 % glycerol, 200 mM 

2-mercaptoethanol) にて 37 °C，15 分間の条件で蛋白変性させ、常法により

SDS-PAGE にて展開後 polyvinylidene difluoride (PVDF) 膜上にブロットした．得ら

れた PVDF 膜は、5 % スキムミルク, 0.5 % Tween-20 を含む TBS-T にてブロッキン

グを行い、1 次抗体 AB5966 は 0.5 % スキムミルク, 0.5 % Tween-20 を含む TBS-T に

て 800 倍希釈して処置し、一晩反応させた. 1 次抗体の検出には、2 次抗体 (2500 倍希

釈の horseradish peroxidase-conjugated) を用いた. PVDF 膜を TBS-T にて洗浄後、

ECL kitを用いて免疫反応性を示したバンドをデンシトメーターであるLAS1000 (Fuji 

Photo Film, Tokyo, Japan) で検出し、Science Lab 2001 Image Gauge software 

(Version 4.0; Fuji Photo Film) にて解析した．CHT1 の発現の確認については、3.2.6

に準じた [3H]- HC-3 結合試験によっても行った． 

  



43 

 

3.2.8 CHT1 発現細胞膜における [3H]-MKC-231 結合試験 

 [3H]-MKC-231 結合試験では、アッセイバッファーとして、300 mM NaCl を含有

する 50 mM Tris-HCl buffer (pH 7.4) を用いた．凍結保存した CHT-1 発現細胞の培養

皿に 500 µl のアッセイバッファーを加え、セルスクレイパーで細胞をかき集めて、5

皿分をまとめて、グラス-テフロンホモジナザーにて 10 回、ゆっくりとホモジナイズし

た．この細胞破砕液を Tris buffer で希釈して 3.2ml とし CHT1 発現膜標品とした．

CHT1 発現膜 250 µl をアッセイバッファーで希釈して、濃度範囲を振った

[3H]-MKC-231 添加し、500 µl となるようにした．反応は 4 °C で一晩行ない、0.1 % 

polyethyleneimine溶液にあらかじめ浸したGF/B filter上に濾取することで 反応を停

止し、フィルターは 4 ml の氷冷したアッセイバッファーにて 3 回洗浄した．フィルタ

ー上の放射能は液体シンチレーションカウンターにて測定した．特異結合は、総結合か

ら、非標識の 10 µM MKC-231 存在下での結合を引くことで求めた．Scatchard plot 

analysis により、Kd 値 及び Bmax 値を算出した．  

 

3.2.9 Biacore法を用いた結合親和性試験 

セミコンフレントに培養された CHT1 発現 COS7 細胞を、培養皿あたり 2 ml の 30 

mM HEPES buffered saline (150 mM NaCl, pH 7.4, 4 °C; HBS)、 10 µl の 200 mM 

phenylmethylsulfonylfluoride (PMSF) 溶液を添加して、セルスクレイパーで掻き集め
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た．4 皿分の細胞をまとめてガラス-テフロンホモジナザーにて 10 回、ゆっくりとホモ

ジナイズして細胞破砕液を調製し CHT1 発現膜標品とした．CHT1 発現膜標品は実験

に使用するまで–80 °C にて保存した．被験薬である MKC-231, M-MKC-231 及び HC-3

は HEPES-Buffered-Saline (HBS) にて溶解し、HC-3 を陽性対照薬として用いた．

Biacore assay は、 Cooper らの方法(Cooper, Hansson, Lofas, & Williams, 2000)に準

じて行った．BIACORE X (Biacore AB, Neuchâtel, Switzerland) に Sensor Chip L1 

(L1-chip) を装着し、surface plasmon resonance (SPR) response を測定した．L1-chip 

は膜蛋白の結合試験用に開発されたセンサーチップで、細胞の破砕液をセンサー上に脂

質二重膜として再構成、固定することができる． HBS を移動相として 2 µl/min の流

速で流し、細胞膜の固定においても細胞破砕液を 2 µl/min で流して固定した．L1-chip 

には、サーファクタントとして 40 µl の 20 mM octyl glucoside (OG) を用いて処理し

た後、80 µl の CHT1 発現細胞破砕液を注入して、L1-chip 上に脂質二重膜からなる

L1-chip (CHT1 sensor) を形成した．トランスフェクションを行わない COS7 細胞か

ら調製した細胞破砕液を実験のコントロールとして用い、別の L1-sensor chip 上に同

様に固定した (Reference sensor). SPR の反応が安定したところで、被験薬を含む溶液

を CHT1 sensor 及び Reference sensor に対して注入した．SPR の反応について、

L1-chip に対する被験薬の結合曲線、解離曲線と、被験薬の注入前後での SPR の反応

の差 (∆RU) を計測した． 
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3.2.10 データ解析 

Scatchard plot による解析により、[3H]-HC-3 結合、[3H]-MKC-231 結合の Kd 値及

び Bmax 値を算出し、[3H]-HC-3 結合については、Km 値及び Vmax 値における統計

的有意差を t-test (Normal vs. vehicle)  及び、分散分析で有意であった場合に

Dunnett’s multiple comparison test (vehicle vs. MKC-231 treated groups) にて検討

した．[3H]-HC-3 結合において MKC-231 の作用を検討した試験では、統計的有意差を

t-test (Normal vs. vehicle) 及び sample X dose two-way ANOVA で有意な場合 

Dunnett’s multiple comparison test (vehicle vs. drug treated groups) で検討した.  

Biacore 法による分析では、個々の実験で得られた被験薬物の SPR の結合曲線から ka 

値及び kd 値を BIAevaluation 3.0 (Biacore AB, Neuchâtel, Switzerland) を用いて

simultaneous curve fitting 法で算出した．解析はこの手法の感度の限界を考慮して、

∆RU が 10 RU 以上である場合においてのみ行った．被験薬とセンサーの親和性は、

Kd 値として以下の数式により算出される: Kd=kd/ka．結合曲線のフィッティングにお

いて得られる相関係数である Chi-square は、シグナルノイズの平均値を示しており、

フィッティングの当てはまりの良さを示す指標である．製造元の作製したハンドブック

に拠ると、Chi-square が 10 以下であることがよい実験条件であるとされることが記

載されており、今回の試験においても Chi-square が 10 以下で得られた実験結果を意

味があると考えた．  
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3.3 結果 

 

3.3.1 HACUの測定 

AF64A処置ラット海馬シナプトソームにおけるHACUに対するMKC-231のラセミ

体主代謝物である M-MKC-231 の作用を検討した (n=6)．AF64A 処置により、HACU

は 50%以下に低下したが、M-MKC-231 (10-12‐10-5 M) は、いずれの用量においても

作用を示さなかった (data not shown)． 

 

3.3.2 [3H]-HC-3 結合試験による検討  

ラット海馬における[3H]-HC-3 結合における MKC-231 の作用を検討した (Fig. 8)． 

HC-3 は選択性の高い高親和性コリントランスポーターの阻害薬とされる化合物であ

る．正常動物では、MKC-231 (10-12-10-6 M) は[3H]-HC-3 結合に対して有意な作用を示

さなかった (Fig. 8a)．AF64A 処置動物においては、[3H]-HC-3 結合は正常動物の 50 % 

程度有意に低下し、MKC-231 (10-12-10-6 M) は、この低下に対して正常動物の 70 % 程

度までの回復を示し、その作用は 10-10-10-6 M において有意であった(Fig. 8b)．Table 1 

に Scatchard analysis の結果を示した．海馬シナプトソームにおいて AF64A 処置によ

り、 Bmax が有意な低下を示すのに対して、Kd 値には影響は見られなかった． 

MKC-231 (10-8 及び 10-6 M) は Bmax 値を有意に増加させる作用を示し、そのとき、
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Kd 値は有意ではないが値が大きくなる影響が見られた． 

 

 

 

 

Fig.8 Effect of MKC-231 on hemicholinium-3 binding in hippocampal 

synaptosomes of normal (a) and AF64A-treated rats (b). Rat hippocampal 

crude synaptic synaptosomes were incubated (37 °C, 30 min) in the absence 

(vehicle) or presence of MKC-231 (varying the concentration from 1 pM to 1µM). 

The aliquot of the synaptosomes was washed once and [3H]-HC-3 binding assay was 

conducted at 8nM of [3H]-HC-3. Specific binding was calculated as the difference in 

radioactivity bound in the presence and absence of 10 µM unlabeled HC-3. Results 

are shown as mean±S.E.M. (n=6 for normal rats and n=9 for AF64A-treated rats). 

 #; p<0.05, vs vehicle (t-test), *; p<0.05, **; p<0.01, vs vehicle (Dunnett's test) 
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Table 1 Effect of MKC-231 on [3H]-HC-3 binding in AF64A-treated rat 

hippocampal synaptosomes 

 

Rat hippocampal crude synaptic membrane preparations were incubated (37 °C, 30 

min) in the absence (vehicle) or presence of MKC-231 (1.0 µM and 0.01 µM). The 

aliquot of the membrane preparations was washed once and a [3H]-HC-3 binding 

assay was conducted with varying [3H]-HC-3 concentrations from 1.0 nM to 32.0 nM. 

Specific binding was calculated as the difference in radioactivity bound in the 

presence and absence of 10µM unlabeled HC-3. Values of Kd and Bmax of [3H]-HC-3 

binding were determined using the Scatchard plot analysis. Results are shown as 

mean±S.E.M. (n=4). #; p<0.05 vs vehicle-AF64A (t-test) and *; p<0.05 vs 

vehicle-AF64A (Dunnett’s test) 

 

3.3.3 [3H]-MKC-231結合試験 

CHT1 発現 COS7 細胞の細胞膜における[3H]-MKC-231 結合を検討した．CHT1 の細

胞での発現を、抗 CHT1 抗体を用いた免疫染色にて確認した (Fig. 9). CHT1 の染色バ

ンドは 45 kDa 付近に見られ、それよりやや高い位置に見られるバンドも糖鎖修飾され

た CHT1 のバンドであると考えられた (Ferguson et al., 2003). [3H]-HC-3 結合におい

ても CHT1 発現細胞において 24.2 fmol/mg of protein の特異結合が見られ、CHT1 を

                                         

Treatment of  Drugs   Kd   Bmax 

  animals    (nM)     (fmol/mg of protein) 

                                                                                  

Normal   Vehicle   7.2 ± 1.1   37.1 ± 6.9  # 

AF64A  Vehicle   8.3 ± 1.9   18.2 ± 2.8 

AF64A  MKC-231 1.0 µM  12.0 ± 3.5  30.3 ± 5.9  * 

AF64A  MKC-231 0.01 µM  12.5 ± 3.5  28.3 ± 3.1  * 
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発現させていないコントロールの細胞では 2.4 fmol/mg of protein であった．

[3H]-MKC-231 は、CHT1 発現細胞において 150 nM  [3H]-MKC-231 を用いた結合試

験で 56.6 % の特異結合を示し、 Scatchard analysis によって算出された Kd 値 及び 

Bmax 値はそれぞれ、4.7×10-7 M 及び 134.9 fmol/mg of protein (n=3, correlation 

coefficient r= –0.825 to –0.881) であった． [3H]-MKC-231 は、コントロールにおい

た CHT1 非発現細胞においては、特異結合は見られなかった (Fig. 10)． 

 

 

 

Fig.9 The anti-CHT1 polyclonal antibody (AB5966) recognized CHT1 protein 

in the lysate of CHT1-transfected COS7 cells but not in non-transfected 

control cells. Western blot analysis indicates the level of CHT1 expression in 

transfected COS7 cells (18.75 µg/lane). CHT1-IR Bands were shown in a duplicated 

manner and might reflect glycosylation of CHT1, as reported by Ferguson et. al. 

(2003). 
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Fig.10 Scatchard plot analysis of the binding of [3H]-MKC-231 on cell lysates 

obtained from CHT1 (+) and CHT1 (-) COS7 cells. The Graph shows a 

representative experiment conducted with sister cultured cells. [3H]-HC-3 binding 

was 24.2 fmol/mg of protein in CHT1 (+) cells and 2.4 fmol/mg of protein in CHT1 (-) 

cells. [3H]-MKC-231 showed specific binding only to the CHT1 (+) cell lysates. 

Scatchard analysis revealed Kd and Bmax were 4.7×10-7 M and 129.1 fmol/mg of 

protein (correlation coefficient r= –0.88). 

 

 

3.3.4 Biacore法を用いた結合親和性試験 

MKC-231 が CHT1 に結合することを、CHT-1 発現 COS7 細胞の細胞膜を用い、

Biacore assay によって確認した．実験に用いた CHT1 発現細胞及び非発現細胞の

[3H]-HC-3 結合は、 8 nM [3H]-HC-3 の条件でそれぞれ 57.0 ± 8.4 fmol/mg protein 及

び 1.7 ± 1.3 fmol/mg protein であった．L1-chip によって Biacore assay にて測定さ

れる SPR response の time course を Fig.11 に示した．  
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Fig.11 Representative processes of SPR response in L1-sensor chips in 

Biacore assay. HBS running buffer was replaced by each drug solution at Time 0 

and returned to the running buffer at the time indicated by the arrows. Response of 

CHT1 transfected cell membranes and non-transfected control cell membranes were 

recorded. KD values were calculated using the simultaneous curve fitting of 

association and dissociation process of SPR response for each experiment. 

 

MKC-231, HC-3 及び  M-MKC-231 の CHT1 に対する特異結合の Kd 値を

simultaneous curve fitting 法にて算出し、Table 2 に示した．この手法での HC-3 の

Kd 値は約 10-9 M オーダーであると計算され、これは、[3H]-HC-3 結合試験において算

出される Kd と同程度であった．MKC-231 及び M-MKC-231 の Kd 値は約 10-9 M、

10-5 M 及び 10-6 M とそれぞれ算出された． 
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Table 2  Estimation of KD of compounds for CHT1 transfected cell 

membranes. 

 

CHT1 transfected COS7 cell lysates were immobilized on the Biacore L1-chip and 

nontransfected sister culture cells were used as the control. The SPR response curve 

during association (ka) and dissociation (kd) of the drug with the L1-chip and 

residual SPR response (∆RU) observed after treatment with the drug solution were 

measured. MKC-231, HC-3 and M-MKC-231 were estimated for their affinity 

(KD=ka/kd) to the CHT1 protein from curve fitting calculations using the 

BIAevaluation 3.0 (Biacore AB). Results are shown for each experiment in which 

different doses of the test drugs were employed. 

  

                                                                                  

Compounds  [M]  ∆RU  KD (M)  Chi
2
 

                                                                                    

MKC-231      1.00 X 10
-8

  43.6  1.84 X 10
-9

 3.61 

       1.00 X 10
-10

  48.1  4.40 X 10
-9

 0.36 

       2.00 X 10
-12

  42.1  4.01 X 10
-9

 0.78 

       3.00 X 10
-12 

 45.2  2.01 X 10
-9

 2.04 

                                                                                

HC-3            1.00 X 10
-8

  94.1  5.61 X 10
-8

 2.33 

       1.00 X 10
-9 

 18.8  1.52 X 10
-8

 0.24 

       5.00 X 10
-9 

 24.6  7.71 X 10
-8

 0.33 

       1.00 X 10
-10

  13.3  1.77 X 10
-8

 0.11 

                                                                                

M-MKC-231      1.00 X 10
-5

  15.7  9.32 X 10
-5

 0.16 

       1.00 X 10
-6 

 53.0  1.65 X 10
-5

 0.19 

       1.00 X 10
-8 

 17.4  1.04 X 10
-6

 0.27 

                                                                                



53 

 

3.4 考察 

MKC-231のプレシナプスにおけるコリン作動性神経賦活作用の詳細な機序解析を目

的に実験を行い、今回、2 つの重要な知見を見出した．  

一つ目は、in vitro での処置により MKC-231 は神経終末上で働く高親和性コリント

ランスポーター (CHT1) の数を増やす作用を有することを明らかにした．AF64A 処置

ラット海馬シナプトソームを用いた [3H]-HC-3 結合試験ではトランスポーターの数の

変化を示唆するBmax値の有意な増加が見られた一方で、Kd値の変化は有意ではなく、

親和性の変化ではないことが示された．正常動物の海馬シナプトソームでは、MKC-231

はこれらの指標に対して有意な作用は見られなかった．これまでの報告から、HACU

においてトランスポーターの増加による機能の増強や、神経毒などの傷害からの回復は、

余剰に蓄えられたトランスポーターを細胞質から細胞膜に引き出すことによって行わ

れていることが示唆されてきた(Ivy, Newkirk, Karim, Mtshali, & Townsel, 2001; 

Rylett, Davis, & Walters, 1993)．CH1 が同定された後、HACU には、CHT1 のベシク

ル輸送を介した調節機構が存在し、CHT1 は ACh を含有する放出顆粒上に存在して開

口放出の仕組みでシナプス膜上に組み込まれることが明らかにされ、CHT1 のシナプス

膜上での数の増加には、ACh 放出の増加を伴うことが示唆されている (Ferguson & 

Blakely, 2004; Ferguson et al., 2003; Ribeiro et al., 2003)．また、CHT1 のエンドサイ

トーシスのプロセスには clathrin に関連した分子機構が働いており、CHT1 の細胞膜
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上での存在に制限を加えていることも示唆されている (Ribeiro et al., 2005; Ribeiro et 

al., 2006). この特徴的な調節機構は、これまでにコリン作動性神経の調節機構について

見出されてきた事実、例えば、神経終末におけるコリントランスポーターの機敏な増加

／減少や、コリントランスポートとアセチルコリン神経活性の密接な相関などを矛盾な

く説明できる (Ferguson & Blakely, 2004; Ferguson et al., 2003; Ribeiro et al., 2003; 

Ribeiro et al., 2006)．今回の検討で、MKC-231 はシナプス膜上のトランスポーターの

数を増やして HACU を促進していることが示されたが、この作用は、CHT1 のベシク

ル輸送システムに対する調整作用から説明が可能であると考えられた．AF64A 処置ラ

ットでは、第 2 章の検討で、MKC-231 は放出刺激を加えるときに作用させても ACh

の放出を増やすことが無かったことから(Takashina, Bessho, Mori, Eguchi, & Saito, 

2008)、MKC-231 は CHT1 がシナプス膜表面上から取り込まれる過程を阻害する可能

性が考えられる．MKC-231 のラットでの代謝半減期は 1 時間以下であるが、AF64A

処置ラットへの亜慢性の投与によって、薬物がすでに血中や脳中から消失した以降、例

えば最終投与の 48 時間後においても、作用を持続的に示すことが報告されている 

(Bessho, Takashina, Eguchi, Komatsu, & Saito, 2008).  AF64A 処置マウスにおいて

も、亜慢性の投与により長期間にわたる認知機能の改善作用と、海馬 ACh の低下に対

する改善作用が最終投与の 20-24 時間後において見られている (Murai et al., 1994)．

これらの持越し効果は、MKC-231のACh合成の促進と蓄積からも説明できるが、CHT1
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のシナプス膜上の数の持続的増加という点からも説明できる作用であると考えられた． 

二つ目の知見は、MKC-231 が CHT1 に対して直接的な結合親和性を持つことが、

[3H]-MKC-231 結合と Biacore 法による分析で明らかになったことである．Biacore 法

による分析においては、センサーチップとして、L1-chip を選択した．L1-chip はその

表面上に配置されたデキストラン主鎖とアルキル側鎖によって脂質二重膜を捉え固定

できるセンサーであり、細胞破砕液などを再構成した脂質二重膜として固定することが

可能である．これまでに、種々の薬物について、脂質膜との結合解析がこのセンサーチ

ップによって行われている (Abdiche & Myszka, 2004)．今回の実験では、L1-chip に

よるセンサーを、CHT1 の発現、非発現細胞の破砕液を膜として流して固定することで

個々の実験ごとに調製したため、∆RU は用いた細胞のコンディションや個々のアッセ

イにおける膜のセンサーへの固定過程の影響を受けて異なる値を示した．しかし、∆RU

は、被験薬の Kd 値の算出には影響を与えず HC-3 の Kd 値は、Biacore 法による分析

と[3H]-HC-3 結合試験とでほぼ同等の値を示した．従って、Biacore 法による分析は、

妥当な予測値を示すものと考えられた．[3H]-MKC-231 結合より得られた MKC-231 の

Kd 値は約 10-7M であり、Biacore 法による分析から推定された MKC-231 の Kd 値は

約 10-9 M である．二つの値の差は、一部には、実験手法の違いを反映したものと考え

られた．一つの可能性として Biacore 法による分析ではあらかじめサーファクタント

である octyl glucoside を処置して膜に埋め込まれた CHT1の構造が膜表面に出やすく
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していることが挙げられ、このことによりアナライトである薬物が CHT1 に結合しや

すくなった可能性が考えられた．別の可能性としては、Biacore のセンサーチップ上に

膜が固定されることで、薬物は膜の内外の両方の CHT1 の構造に容易に結合が可能に

なり、特に、膜の内側に MKC-231 の結合サイトが存在した場合には、Biacore 法の方

が薬物の結合には有利になった可能性が考えられる．MKC-231 の主代謝物 (ラセミ体) 

である M-MKC-231 の検討も Biacore 法にて行った．M-MKC-231 は溶液中で容易に

構造の転換が起きる化合物である．M-MKC-231の CHT1に対するKd 値は、10-5‐10-6 

M と算出され、CHT1 への結合は MKC-231 未変化体に比べて 1000 倍程度弱かった．

M-MKC-231 (10-12‐ 10-5 M) については、AF64A 処置ラット海馬シナプトソームにお

ける HACU についても検討を行ったが、有意な作用は見られなかった．以上の結果か

ら、M-MKC-231 についてはラセミ体のどちらのフォームにおいても CHT1 への結合

親和性は持たず、MKC-231 と CHT1 の直接的な結合は、その薬理学的作用を示す上で

重要な役割を担っていることが示唆された． 

第 2 章の検討において、MKC-231 の HACU の促進作用や高親和性コリントランス

ポーターの増加は AF64A 処置ラット海馬においてのみ見られ、正常ラットにおいては

見られなかった．このことは、これまでの MKC-231 のコリン作動性神経系への作用に

関する報告と一致する (Bessho et al., 1996; Murai et al., 1994)．このことを説明する

一つの可能性として、シナプスにおける ACh 量の相違がその原因と考えることができ
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る．HACU は ACh 合成の律速段階であるため、この ACh 量が HACU を実質的に調節

して、シナプスにける ACh 濃度を適切に保っているという報告がある (Jenden, Jope, 

& Weiler, 1976)．AF64A の脳室内投与は、長期間にわたり、神経終末の ACh 量を減

少させるため、十分な ACh が神経終末に蓄えられている正常動物に比べて、AF64A 処

置動物では、薬理学的操作によって比較的容易にその活性を高めることができる可能性

が考えられた．また、別の可能性として、MKC-231 が、シナプス膜上の CHT1 発現を

抑制性に調節している、細胞質にある CHT1 のアンカー蛋白に影響している可能性が

考えられる．そのようなアンカー蛋白として、prostate apoptosis response 4 (PAR-4) 

の報告があり、この蛋白は神経変性のモデル動物、AD や PD などの神経変性疾患にお

いてその増加が報告されている (Guo et al., 1998; Xie & Guo, 2004)．CHT1 の C 末部

分の配列はHACUの調節に重要であることが示され、PAR4やSEC14L1 (Ribeiro et al., 

2007) などの細胞質蛋白が相互作用を持ち、CHT1 のシナプス膜上に発現を調整してい

ることが報告されている． 

以上の結果を踏まえて、MKC-231 の作用機序の可能性について模式図を Fig.12 に示

した． 
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Fig.12 Hypothesis of the molecular target of MKC-231 in enhancement of 

HACU 

 

MKC-231 の CHT1 活性調節における作用点の可能性としては、1) 細胞内に貯蔵さ

れた CHT1 のアンカー蛋白からの遊離、2）ACh 放出顆粒のシナプス膜への融合の促進、

3) シナプス膜からの細胞内への再取り込過程の阻害の 3 点が考えられた． 
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3.5 要約 

MKC-231 の HACU 促進作用のメカニズムについて、複数の手法を用いて詳細な検

討及び考察を行った．海馬シナプトソームに対する[3H]-HC-3 を用いた放射性リガンド

結合試験から算出した Kd 値及び Bmax 値から、MKC-231 の HACU 促進作用は、シ

ナプス膜上の高親和性コリントランスポーターの数を増やす作用に基づくことが示唆

された．また、高親和性コリントラスポーター (CHT1) を発現させた COS7 細胞より

調製した膜サンプルを用いて、 [3H]-MKC-231 結合試験及び、Biacore 法を用いた結

合親和性試験を行い、MKC-231 が CHT1 に対して直接結合することが示され、その結

合は薬理学的な作用の発現に重要な役割を持つ可能性が示唆された．CHT1 には、ベシ

クル輸送を介した調節機構が存在することが報告されており、MKC-231 はこのシステ

ムに対する調節作用により、HACU 促進を介するコリン作動性神経活性の賦活作用を

示している可能性が考えられた． 
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第４章 結論 

AD 患者脳においては、顕著なシナプスの減少とシナプス機能の低下が報告されてい

る(Coleman & Yao, 2003; Scheff & Price, 2003)．コリン作動性神経系のプレシナプス

の傷害は認知機能の障害と非常に強い関連性が示唆されており (Collerton, 1986; 

Rylett, Ball, & Colhoun, 1983; Sims et al., 1983)、コリン取り込みの速度はコリン作

動性神経の活性と相関することは複数報告されている  (Kuhar & Murrin, 1978; 

Simon, Atweh, & Kuhar, 1976; Yamamura & Snyder, 1973)．また、今回検討した

HACU 及び  [3H]-HC-3 結合は、AD 患者脳においても低下が報告されている 

(Kristofikova, Fales, Majer, & Klaschka, 1995; Rodriguez-Puertas, Pazos, Zarranz, 

& Pascual, 1994; Rylett et al., 1983). 今回の研究から、明らかになった MKC-231 の

コリン作動性神経賦活作用とその作用機序は、ChE 阻害薬や他のコリン作動性神経の

受容体刺激薬とは全く異なるものであり、AD 患者脳において得られている上記のよう

な知見からも、その臨床効果を期待され、新しい治療手段を提供する可能性が考えられ

る． HACU を担う CHT1 の調節機構には、いまだ未解明の点が多く、今後の研究が進

む中で MKC-231 の作用機序についても新たな説明が可能になるかも知れない．また、

逆に CHT1 に直接的に作用し、HACU を調節する低分子化合物の報告は多くないこと

から、MKC-231 での知見がその解明に役立てることを期待している． 
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