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要約 

 

正常動物を用いた創薬研究への応用を行うため，アルツハイマー病(AD)治療

薬標的分子 β-site APP cleavage enzyme 1(BACE1)阻害によるアミロイドβペプチ

ド(Aβ)減少を野生型マウスで定量できる評価系の構築および幼若正常ラットを

用いた注意欠如・多動症(ADHD)に対する薬効薬理評価系の構築を試みた． 

AD 治療薬標的分子 BACE1 阻害による Aβ 減少を野生型マウスで定量できる

評価系の構築では，BACE1 阻害による Aβ 産生抑制及びその阻害に伴う分子変

化が，野生型マウスにおいて捉えられるか検討した．BACE1 はアミロイド前駆

たんぱく質(APP)から Aβ を切断する責任酵素のひとつであるため，AD 治療に

おける創薬標的となっている．通常，動物における Aβ 産生抑制評価は，主に家

族性 AD変異を有したヒト APP 遺伝子が導入され，Aβ が過剰産生するトランス

ジェニック(Tg)マウスが使用されている．一方で臨床では AD の 90％以上が家

族性AD変異型APP やAβの過剰発現を伴わない孤発性であることから，BACE1

活性阻害の生理的状況における脳内 Aβ 抑制作用や APP プロセッシングの解明

が必要であると考えられた．しかし既存のサンドイッチ酵素免疫測定法(ELISA)

ではマウス Aβ を感度良く測定するものはなかった．そこで，新規にマウス Aβ

を感度良く定量するために必要な抗体作成を行った結果，マウス Aβ のアミノ

(N)末端断端を認識する 14F1 を獲得した．14F1 を用いてサンドイッチ ELISA系

を構築し，マウス初代培養神経細胞での BACE1 阻害による Aβ 産生抑制評価，

BACE1 ノックアウト(KO)マウス及び BACE1 阻害剤投与マウスでの脳内 Aβ 産

生抑制評価が適切に実施できることを示した．さらに，BACE1 KO マウス及び

BACE1阻害剤投与マウスでの APP プロセッシング変化，即ち BACE1 阻害に伴

う APP 切断経路の変化も検出可能であることを示した．以上のように，正常動

物での BACE1 阻害による Aβ 産生抑制を評価できる系を構築するとともに，作

用点となる APP プロセッシングも評価可能であることを明らかにした．  

 幼若正常ラットを用いた ADHD に対する薬効薬理評価系の構築では，正常動

物を用いて既存 ADHD 治療薬の有効性を示せるか，さらに標的分子の作用機序

も明らかにできるか検討した．これまで ADHD 治療薬を用いた多くの非臨床研
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究が実施されてきたが，治療薬全てが一貫して有効性を示す予測妥当性を有す

る評価系はなかった．そこで，ADHD 患者で特徴的に認められる衝動的選択行

動(我慢して手に入る大きな報酬より，小さくても目先の報酬を求める行動)に注

目し，幼若正常ラットを用いて本行動を模倣した評価系の構築を目指した．本行

動を ADHD 患者と同様の評価方法である遅延価値割引課題を用いて検討した結

果，作用機序が異なる ADHD 治療薬全てにおいて，ラット衝動的選択行動の改

善が用量依存的に認められ，ADHD 症状に対して有益な効果があることを非臨

床で再現することができた．さらに，ADHD 治療薬，選択的 α2A アドレナリン

受容体アゴニスト作用を有するグアンファシンの作用機序の検討も本評価系を

用いて行った．その結果，グアンファシンのラット衝動的選択行動の改善は，

α2A アドレナリン受容体拮抗薬との併用により消失すること，さらにノルアド

レナリン神経終末が破壊されたラットを用いた評価から，後シナプスの α2A ア

ドレナリン受容体を介した作用であることが示唆された．以上のように，幼若正

常ラットを用いることで，非臨床からも作用点が異なる ADHD 治療薬に対し，

ADHD 症状に対して有益な効果があることが再現できたこと，加えて作用機序

解明においても，有益な情報が得られることを明らかにできた． 

 以上 2 つの研究から，正常動物を用いることで，効率的且つ適切な評価が実

施可能であることを明らかにした．さらに，本研究で構築された評価系は，AD

および ADHD の新たな創薬標的の妥当性検証にも活用でき，創薬研究への応用

の可能性を示した．  

 

キーワード: 正常動物，BACE1，Aβ，衝動的選択行動，α2Aアドレナリン受容体 
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緒言 

 

 動物試験は，これまで医学や科学の発展に大きな役割を果たしてきた 1．医薬

品研究開発において動物試験は新薬候補物質のヒトへの投与の前に欠かすこと

のできないものであり，ヒトでの安全性および有効性を予測するために必須で

ある 2．動物試験では，正常動物と疾患モデル動物が用いられる．一般的に，正

常動物は新薬候補化合物の薬効，薬物動態および安全性評価に，疾患モデル動物

は各種疾患の病態解明および薬効評価に特に大きな役割を果たしている． 

疾患モデル動物は，系統飼育モデルのような自然発症型，正常動物に疾患症状

を誘発する薬物あるいは特殊飼料の給餌，外科的手術などの処置，病原菌・微生

物の接種など行った人工的なもの，そして遺伝子組み換え技術の応用による遺

伝子導入や KO動物に大別される 3．疾患モデル動物を用いた試験成績は新薬候

補化合物の薬効評価，既存薬との差別化のための根拠，臨床における投与量設定

の根拠，臨床有効性試験の成功確率の推定において，大きな役割を果たしている．

しかし，課題として，疾患モデル動物の作成や維持には，高度な技術や高いコス

トが必要となる場合があり，簡便且つ迅速性に問題があることが挙げられる．ま

た疾患モデル動物には，ヒト病態や発症機構への類似性，薬効のヒトへの外挿性，

データの再現性が求められるが，精神疾患などこれらを満たすモデル作製は困

難である場合が多い．そのため創薬研究開発プロセスの状況に合わせて，疾患モ

デル動物だけでなく正常動物を用いた評価が可能であるなら，効率的な創薬プ

ロセスの向上に繋がると考えられる． 

 そこで，著者は，創薬研究プロセスで必要とされる状況に応じて，正常動物を

用いた適切な評価モデルを構築し，効率的な活用を試みた．本研究では，第１章

において，AD 治療薬標的分子 BACE1 阻害による Aβ 減少を野生型マウスで定

量できる評価系の構築，第 2 章において，幼若正常ラットを用いた ADHD に対

する薬効薬理評価系の構築を行い，正常動物を用いた創薬研究への応用を試み

た．以下に，それぞれの研究について目的を記述した． 
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第 1 章 AD 治療薬標的分子 BACE1 阻害による Aβ 減少を野生型マウスで定量

できる評価系の構築 

BACE1 は APP から AD 原因物質である Aβ を最初に切断する責任酵素であ

り，AD 治療における創薬標的となっている 4．動物における Aβ 産生抑制評価

は，主に家族性 AD 変異を有したヒト APP 遺伝子が導入され，Aβ が過剰産生す

る Tgマウスが使用されている 5．これらの Tgモデルマウスは，AD病理像の特

徴のひとつである老人斑様の Aβプラークそして認知機能障害を示すため，有

用な疾患モデル動物と言える．一方で臨床では ADの大部分が家族性変異型 APP 

や Aβ の過剰発現を伴わない孤発性 AD である 6．そのため，正確には，ヒト孤

発性ADと同様に変異や過剰発現を伴わない生理的状況下での BACE1活性阻害

による脳内 Aβ 抑制作用を検討する必要があると考えられた．しかし，これまで

生理的状況下すなわち野生型マウスやラット Aβを正確且つ感度良く測定でき

るサンドイッチ ELISA はなかった．加えて野生型動物で脳内 Aβ 抑制作用が検

討できれば，簡便迅速に，医薬品候補のスクリーニングや新規標的分子検証も可

能となる．そこで，新規にマウス Aβ を感度良く定量するために必要な抗体作成

を行い，マウス Aβ サンドイッチ ELISA系の構築，そして BACE1 阻害による検

証を行った． 

 

第 2 章 幼若正常ラットを用いた ADHD に対する薬効薬理評価系の構築 

精神疾患の動物モデルは，その根底にある発症機構の解明や非臨床における

新薬候補化合物の治療効果の予測を行う上において欠かすことができない．疾

患モデルにおいて，ヒトと動物で観察される症状の類似性を示す表面妥当性，症

状を引き起こす原因のヒトと動物の間の類似性を示す構成妥当性，そして臨床

で見られる治療効果が動物においても同様に再現できることを示す予測妥当性

の３つすべて満たすことが理想的であると言われている 7,8．しかし，多くの精

神疾患では，動物の脳内で起っている事とヒトの脳内で起っている事が等しい

という証拠を見い出せないため，適切な疾患モデルを確立することは困難であ

る．そのため，これまで表面妥当性を中心に疾患モデルが構築されてきたが，創

薬には，精神疾患に対する新薬候補化合物の臨床効果を予測する予測妥当性を

示すモデル動物が必要となる 9． 
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ADHD の動物評価に関しても，ADHD 治療薬を用いた多くの非臨床研究がこ

れまで実施されてきたが，治療薬全てが一貫して有効性を示すといった、いわゆ

る予測妥当性を示すモデル動物は存在しなかった 9．そこで，ADHD 患者で特徴

的に認められる衝動的選択行動 (我慢して手に入る大きな報酬より，小さくても

目先の報酬を求める行動) 10,11 に注目し，幼若正常ラットを用いて本行動を模倣

した評価系の構築，そして予測妥当性および治療薬薬理作用の検証を行った． 

以下，これらの研究について記述した． 
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第 1 章 AD 治療薬標的分子 BACE1 阻害による Aβ 減少を野生型マウスで定量

できる評価系の構築 

 

I. 研究の背景 

 

ADは，不可逆的な進行性の神経変性疾患であり，認知機能（思考力，記憶力，

論理的推理力など）が障害される．病理学的所見として，著明な脳委縮があり，

組織学的には，神経細胞の高度の消失，残存した神経細胞内の線維束(神経原線

維変化)と多数の老人斑が特徴である 12. ADの本態は，老人斑を構成する Aβ と

呼ばれるペプチドが脳内に蓄積することであると考えられており(Aβ 仮説)，こ

れは APP から Aβが切り出されて重合し，形成することが知られている 13． 

 Aβ の産生は，APP から β-セクレターゼおよび γ-セクレターゼと呼ばれる酵素

によって段階的に，それぞれAβのNおよびカルボキシ(C)末端が切断される 13．

β-セクレターゼの本態である BACE1と呼ばれるアスパラギン酸プロテアーゼは

Aβ 産生の切断開始に寄与し，AD 病理において重要な役割を果たしていること

から 14-16，AD治療薬の創薬標的となっている 4． 

これまで，BACE1 阻害を含む Aβ 産生の抑制効果を動物で評価する際には，

上記セクレターゼ切断部位周辺で発見された家族性 AD 変異を有するヒト型

APP 遺伝子が導入され，Aβ が過剰産生する Tg マウスが使用されている．しか

しながら，臨床では ADの 90％以上が家族性 AD変異 APP や Aβ の過剰発現を

伴わない孤発性であるため，Tg マウスを用いた評価アプローチは最適ではない

可能性がある 6．特に，一般的に用いられる Tg マウスは，スウェーデン型 APP

変異(APPswe)が導入されており，この変異は野生型 APP と比較して 50 倍以上

効率的に BACE1によって切断されることが知られているため 17，孤発性 ADに

対する BACE1阻害剤の作用を正確に評価できないという課題があった．そのた

め，生理学的状況における脳内 Aβ 抑制作用や APP プロセッシングの解明が必

要であると考えられたが，これまで野生型マウスにおける Aβ 産生変化を感度良

く測定するサンドイッチ ELISA の評価系は存在しなかった．そこで，新規に野

生型マウスAβのELISA定量方法の確立を行い，BACE1 KOマウスおよびBACE1

阻害剤を用いて，野生型マウスでの生理的条件下における BACE1 活性阻害の解
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析を行った． 

  

II. 材料と方法 

 

1. マウスおよびヒト Aβ の N 末端断端を認識する抗 Aβ 抗体の作成およびその

性状解析 

 マウスおよびヒト Aβ の N末端断端を認識する抗 Aβ 抗体を獲得するため，免

疫原として，部分ペプチドである Aβ1–16(DAEFRHDSGYEVHHQK）を用いた．

本ペプチドの C 末端にシステイン残基を付加しキャリアプロテインであるウシ

チログロブリンを結合させてマウス（BALB / c，チャールズリバー）免疫（50 µg 

/マウス）を毎週行った．4-6回の免疫後，脾臓を分離し，X63Ag8 骨髄腫細胞と

融合させクローンを獲得した． 

獲得クローン抗体のエピトープとマウスおよびヒトに対する交差反応性を確

認するため，マウスおよびヒト Aβ の様々な断片がコーティングされた 96 well

プレート(Maxisorp，Nunc，Rochester，NY，USA）に対し，37℃で 30 分間，さ

らに西洋ワサビペルオキシダーゼ(HRP）結合抗マウス IgG 抗体（500 ng/mL， 

IBL社）を加えてインキュベートし，最終的に o-フェニレンジアミン二塩酸塩基

質(Sigma, St Louis, MO, USA)を用いて各クローン抗体と各種 Aβ 断片との反応性

を可視化した． 

ウエスタンブロッティング解析では，合成 Aβペプチドおよび APP 過剰発現

Tgマウスである Tg257618（Taconic，Hudson，NY，USA）の脳ホモジネートに対

する抗体の反応性を確認した．サンプルは 15％SDS–PAGE ゲルを用いて電気泳

動された後，PVDF 膜に転写された．3％スキムミルクでブロッキングした後， 

PVDF 膜を抗 Aβ抗体クローンである 14F1，82E1 および 6E10 をそれぞれ 1.5，

1.0および 1.0 µg IgG/mLの濃度でプローブし，その後 HRP 結合抗マウス IgGで

シグナルを検出した． 

免疫組織化学的解析では，Tg2576 マウス脳内に形成される老人斑様の Aβプ

ラーク 18に対する反応性を確認した．Tg2576 マウスは 4％パラホルムアルデヒ

ドを含む 10 mM リン酸緩衝生理食塩水(PBS)，pH 7.4 で灌流固定され，20％ス

クロースを含む 100 mM PBS，pH7.4で脱水した後，4 µm の厚さの脳切片を作成
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した．連続脳切片を抗 Aβ 抗体クローンである 14F1，82E1 および 6E10 をそれ

ぞれ 2.0，1.0および 2.0 µg IgG/mLの濃度で 1％ ウシ血清アルブミン(BSA)およ

び 0.05％アジ化ナトリウムを含む PBS 溶液と 4℃で一晩インキュベートし，そ

の後ビオチン化抗マウス IgG および検出キット(Vectastain ABC Kit，Vector 

Laboratories，Burlingame, CA, USA)を使用してシグナルを検出した． 

 

2. 野生型マウスの内因性 Aβ 検出のための ELISA 評価系構築 

Aβ1-40 の C 末端断端を認識するクローン 1A1019 を固相化抗体として，96 well

プレート(Maxisorp，Nunc，Rochester，NY，USA)を用い，4℃で一晩コーティン

グした．4℃で一晩ブロッキングした後，標準品（合成ペプチドであるマウス Aβ1-

40）と測定サンプルを添加し，さらに 4℃で一晩インキュベートした．HRP を結

合させたクローン 14F1 を検出抗体として，プレートをインキュベートし，TMB

基質を用いてシグナルを検出した．また，全長 Aβ1–40に対する特異性を決定す

るために，Aβ 断片である 2–40および 3–40に対するシグナル反応性や，マウス

およびヒトの交差反応性を決定するために，マウス Aβ1–40 およびヒト Aβ1–40

に対する反応性を検討した． 

 

3. 野生型マウス初代培養神経細胞を用いた研究 

マウス初代培養神経細胞は，発生 17-18 日目のマウス(ICR, Charles River)胎仔

の大脳皮質および海馬から調製された後，B-27 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)を

含む NeuroBasal 培地で培養され，培養 6 日目に検討に用いた．γ-セクレターゼ

阻害剤である DAPT (Calbiochem, San Diego, CA, USA) 20および BACE1阻害剤で

ある Inhibitor Ⅳ(Calbiochem, San Diego, CA, USA) 21は，DMSO に溶解され，最

終的に 1% DMSO となるよう培地で 100 倍希釈された．細胞と各濃度の各阻害

剤が 24時間処置された後，回収された培地中のマウス Aβ は ELISA によって測

定された．また阻害剤による細胞毒性の有無は増殖/生存(MTT)アッセイ(WST-8 

kit; Kishida Chemical, Japan)により評価された． 

 

4. BACE1 KO マウスを用いた動物評価 

野生型，ヘテロ接合型およびホモ接合型（それぞれ BACE + / +，BACE +/ –お
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よび BACE – / –）の遺伝子型を持つ BACE1 KOマウス 22の脳サンプルを，それ

ぞれ 11 週齢の雌マウス 3 匹から採取した．脳サンプルは，脳重量比で 10 倍量

の buffer (プロテアーゼ阻害剤カクテル（Sigma）を含む 250 mM sucrose，50 mM 

Tris-HCl buffer，pH7.6)でホモジナイズされた． 

Aβ ELISA 測定においては，脳ホモジネートを最終濃度が 1％となるように

CHAPS (Sigma)と混合し，100,000 g，45 分間，4℃で遠心分離し, その上清を測

定サンプルとした． 

また APP プロセッシングを解析するため，全長 APP，可溶性アミロイド前駆

タンパク α(sAPPα)並びに可溶性アミロイド前駆タンパク β(sAPPβ)の分子変化

をウエスタンブロッティング法により検討した．各分子のポジティブコントロ

ールとして，組み換えタンパク質を作成し，マウスモノクローナル抗 sAPPα 抗

体(clone 2B3, 5 µg IgG/mL，IBL)，ラビットポリクローナル抗 sAPPβ 抗体(2 µg 

IgG/mL，IBL)およびラビットポリクローナル抗 APP C 末端認識抗体(5 µg IgG/mL，

IBL)の特異性評価に用いた． 

BACE1 KOマウス脳での sAPPβ および sAPPα検出においては，脳ホモジネー

トを最終濃度が 0.4%となるようジエチルアミンと混合し，100,000 × g で 45 分

間，4℃で遠心分離した．得られた上澄み液を SDS サンプルバッファーと混合

し，15% SDS-PAGE ゲルを用いて電気泳動し，その後 PVDF 膜に転写した．非

特異的結合を軽減するため，PVDF膜を 3％スキムミルクでブロッキングした後， 

上記の抗 sAPPα 抗体あるいは抗 sAPPβ 抗体を 1 次抗体として一晩プローブし，

その後 HRP 結合 2 次抗体と室温で 2 時間インキュベートし，化学発光キット

(Pierce, Rockford, IL, USA)を用いてバンドシグナルを検出した．バンドシグナル

はデンシトメトリー分析装置（Quantity One、Bio-Rad、Hercules、CA、USA）で

解析され，統計的有意性を t 検定で判定した． 

 

5. BACE1 阻害剤を用いた動物評価 

 8週齢（体重 34.8 ± 1.5g）の野生型雄マウス（ICR, Charles River）をコントロ

ール群および薬物治療群で各 10 匹使用した．生理食塩水または BACE1 阻害剤

である Inhibitor Ⅳ21をブレグマから後方 0.7 mm，横 1.8 mm，深さ 2.5 mm の位

置に，マウス 1 匹あたり生理食塩水または 10 µg の Inhibitor Ⅳを含む 2 µl の
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40％DMSO 溶液を脳室内投与した．投与 4 時間後，脳採取を行い，BACE1 KO

マウスと同様の方法で Aβ ELISA 測定用およびウエスタンブロッティング解析

用サンプルをそれぞれ調製した． 

 

III. 結果 

 

1. マウスおよびヒト Aβ の N 末端断端を認識する抗 Aβ 抗体獲得とその性状解

析 

多数のクローンをスクリーニングし，マウスおよびヒト Aβ の N 末端断端を

認識する抗 Aβ 抗体として，クローン 14F1 を選抜した．様々な Aβ 断片を使用

したプレートアッセイにより，14F1 のエピトープは Aβのアミノ酸残基 1-4 

(DAEF) であることがわかった．なお，本研究で用いた Aβ抗体の一覧を表 1に

示す． 

 

 

表 1. 本研究で用いた抗 Aβ 抗体 

 
a図 1および 2を参照． b文献 19を参照． 
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次に，14F1 のマウスおよびヒト Aβ に対する交差反応性について，図 1 に示

す．14F1は，ヒトとマウスの両方の Aβ 合成ペプチドを検出するが，マウス Aβ

に強く反応した (図 1 (iii)，レーン H および M）．一方，陽性対照として用いた

N末端断端抗体である 82E1 (エピトープ：1–5）および市販されている N末端認

識抗体である 6E10（エピトープ：3–8）は，ヒトに特異的な 5番目のアミノ酸残

基(DAEFR)がそれらのエピトープ内にあるためヒト Aβ に強く反応した (図 1 (i

および ii)，レーン H および M）．これらの抗体は何れも APP 過剰発現 Tg マウ

スである Tg2576 脳ホモジネート中のヒト Aβ に対して反応性を示した (図 1，

レーン Tg）．合成 Aβ ペプチドの結果同様，14F1の Tg2576 脳サンプル中のヒト

Aβへの反応性は, 82Eおよび 6E10よりも弱かった．また 14F1 は，82E1と同様

に APP に対して反応性を示さなかった．この結果は，14F1が Aβ N末端断端抗

体であることを示している． 

 

 

 

図 1. 14F1 のマウスおよびヒト Aβ に対する交差反応性．合成ヒト(レーン H)

およびマウス(レーンM) Aβ並びに Tg2576脳ホモジネート(レーン Tg)を用いて，

APPおよび Aβに対する反応性を調べた．陽性対照抗体として，82E1および 6E10

を用いた． 
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次に，Tg2576 マウス脳内に形成される老人斑様の Aβ プラークに対する 14F1

の反応性について，図 2 に示す．14F1 は，Tg2576 マウス脳連続切片において，

82E1および 6E10 と同様に Aβ プラークに対して反応性を示した．  

 

 
図 2. 14F1 の Aβ プラークに対する反応性． Tg2576 マウスの脳連続切片を用い

て，Aβ プラーク対する反応性を調べた．陽性対照抗体として，82E1 および 6E10

を用いた．図中の線は 200 µm． 

 

2. 野生型マウス内因性 Aβ 検出のための ELISA 系構築 

次に，14F1 抗体を用いて，BACE1阻害により抑制されるマウス Aβ を感度良

く定量できるサンドイッチ ELISAの構築を行った．本研究で構築した 2つの Aβ 

ELISA，14F1 / 1A10 および 12B2 / 1A10について，表 2および図 3に示す (各抗

体の詳細は表 1 を参照)．12B2 / 1A10 で構成される ELISA は，ヒトとマウスの

Aβを同等に検出し，野生型マウスの脳ホモジネート中の内因性Aβを検出した．

しかし，12B2のエピトープ (エピトープ：17-28）は，α-セクレターゼと γ-セク

レターゼの切断部位の間に位置している．したがって，12B2 / 1A10 ELISA は，

β-セクレターゼと γ-セクレターゼで切断される Aβ に加え，α-セクレターゼと γ-

セクレターゼの切断により産生される P3と呼ばれるペプチド断片も検出する 19．

一方で，14F1 / 1A10 で構成される ELISA は，14F1のエピトープが Aβ アミノ酸

残基 1-4 の間にあり，且つ Aβ N 末端断端を認識し，1A10 が Aβの C 末端断端

(エピトープ : 35-40) を認識するため，全長 Aβ1-40を検出する．全長 Aβ1-40に

対する特異性を確認するため，Aβ 断片である Aβ2-40 および 3-40 を用いて交差

性を調べた結果，それぞれ 0.78％および 0.08％であった．またマウス Aβ1-40に
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対する 14F1 / 1A10 ELISAの測定感度は，一桁台の f mol/mL (約 1 pg/ml) であり，

マウス初代培養神経細胞の培養液および野生型マウス脳ホモジネート中の内因

性全長 Aβ1-40を検出した(図 4，5および 6)． 

 

表 2. 本研究で構築した Aβ ELISA 

 

 

 

 
図 3. ELISA に用いた各抗体エピトープと検出可能な Aβ 種の相違．Aβ アミノ

酸配列上の太字下線部で記載された 5，10 および 13番目のアミノ酸残基はヒ

ト (5 ; R，10 ; Y，13 ; H) とマウス (5 ; G，10 ; F，13 ; R)で異なっている． 
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3. マウス初代培養神経細胞を用いたセクレターゼ阻害による内因性 Aβ 変化

の検出 

マウス初代培養神経細胞を用いて，β および γ-セクレターゼ阻害剤である

Inhibitor Ⅳ21および DAPT20それぞれの Aβ産生抑制作用を検討した．各阻害剤

を処置した培養液中の Aβ は，2つの Aβ ELISA，14F1 / 1A10および 12B2 / 1A10

により測定された．その結果を図 4に示す．γ-セクレターゼ阻害剤で処置された

初代培養神経細胞では，全長 Aβ1-40（14F1 / 1A10）および P3 交差反応性 Aβx-

40（12B2 / 1A10）Aβ ELISA の両方で，同様の結果が得られた(図 4a）．BACE1 阻

害剤の場合 (図 4b），P3交差反応性 Aβx-40 ELISA（12B2 / 1A10）によって検出

された Aβ 量は，14F1 / 1A10 ELISAよって決定された全長 Aβ1-40よりも常に高

かった．処置した最高濃度の 1 µM では，全長 Aβ1-40 ELISA は Aβ 産生の完全

な阻害を示したが，P3 交差反応性 Aβx-40 ELISA は 67％の Aβ 減少のみを示し

た(図 4b，両矢印はこの相違を示す）．このとき，阻害剤全ての処置濃度における

細胞毒性は,コントロール処置細胞の 10％未満であり，阻害剤の細胞毒性自身の

影響はなかった．  
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図 4. マウス初代培養神経細胞における β および γ-セクレターゼ阻害剤の Aβ 減

少作用． 各セクレターゼ阻害剤 (a : DAPT，b : Inhibitor Ⅳ)は 24 時間処置され，

その細胞培養液中の全長 Aβ1-40 および Aβx-40 量は，それぞれ 14F1/ 1A10 (赤

線) および 12B2/1A10 (青線)の ELISAにより測定された． 
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4. BACE1 KO マウス脳内 Aβ 減少の検出 

BACE1 KOマウスの脳内 Aβ を，14F1 / 1A10 および 12B2 / 1A10 ELISAを用

いて測定した結果について，図 5に示す．全長 Aβ1-40  ELISA (14F1 / 1A10）に

おいて，BACE1 KO マウス(BACE1 –/–)脳ホモジネート中の Aβシグナルを示す

測定波長 450 nm の吸光度 (OD)(OD ＝ 0.067-0.073) は，測定系のバックグラウ

ンド値 (OD =  0.055-0.071) と変わらず，全長 Aβ1-40 は 100 %消失していた．

BACE1 ヘテロ接合型マウス(BACE1 +/–)の全長 Aβ1-40 量は，野生型マウス

(BACE1 +/+)と実質的に同じであった．一方，P3交差反応性Aβx-40（12B2 / 1A10）

Aβ ELISA において，BACE1 KO マウス(BACE1 –/–)脳ホモジネート中の Aβ 量

は，野生型マウス(BACE1 +/+)と比較して有意な減少 (p < 0.01) ではあったが，

33 %の減少のみであった． 

 

 
図 5. 遺伝的 BACE1 阻害によるマウス脳内 Aβ 減少の作用. 野生型(+/+)，ヘテロ

接合型(+/-)およびホモ接合型(-/-)マウス脳ホモジネート中の全長 Aβ1-40 および

Aβx-40量は，それぞれ 14F1/ 1A10および 12B2/1A10 の ELISA により測定され

た．***p < 0.001，**p < 0.01を示す(野生型マウス群との比較) 
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5. BACE1 阻害剤による野生型マウス脳内 Aβ 減少の検出 

BACE1 阻害剤である Inhibitor Ⅳを脳室内に投与した野生型マウスの脳内 Aβ

を，14F1 / 1A10および 12B2 / 1A10 ELISA を用いて測定した結果について，図 6

に示す．全長 Aβ1-40  ELISA (14F1 / 1A10）では，BACE1 阻害剤投与群の全長

Aβ1-40 量は，コントロール投与群と比較して，30%の有意な減少 (p < 0.01) が

認められた．一方，P3交差反応性 Aβx-40（12B2 / 1A10）Aβ ELISA では，BACE1

阻害剤投与によって，有意な Aβ 減少作用は認められなかった (13%の減少)．な

お Inhibitor Ⅳは脳内移行性が不十分なため，100 mg/kg皮下投与時においても脳

内 Aβ 減少は認められなかった． 

 

 

 

 

図 6. BACE1 阻害剤によるマウス脳内 Aβ 減少の作用. Inhibitor Ⅳを脳室内投与

した野生型マウスの脳ホモジネート中の全長 Aβ1-40 および Aβx-40 量は，それ

ぞれ 14F1/ 1A10および 12B2/1A10 の ELISA により測定された．**p < 0.01を示

す(Vehicle投与群との比較) 
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6. BACE1 KO マウスおよび BACE1 阻害剤による野生型マウスでの APP プロ

セッシング変化 

BACE1阻害による APP プロセッシングの変化が，野生型マウスにおいて検出

できるか，sAPPα および sAPPβ に特異的な抗体を用いて，ウエスタンブロッテ

ィングにより検討した．その結果を図 7 に示す．最初に，sAPPα および sAPPβ

抗体の特異性を，sAPPα，sAPPβ および APP の組み換えタンパクを用いて検証

した結果，sAPPαおよび sAPPβ特異的抗体は,互いに交差反応せず，未切断の APP

に反応性を示さなかった(図 7a)．次に，BACE1 KOマウスおよび BACE1阻害剤

が投与された野生型マウスでの APP プロセッシング変化を検討した (図 7b)．

BACE1 KOマウス(BACE1 –/–)の sAPPβ は，タンパク質バンドが検出できず，完

全に消失していた．一方，sAPPα は，野生型マウスと比較して 250 ％増加し，

この増加は有意であった (p < 0.001) (図 7b)．また BACE1阻害剤である Inhibitor 

Ⅳの脳室内投与によっても，有意な sAPPβ 減少と sAPPα増加が認められ，それ

ぞれ 59 %の減少 (p < 0.01) および 60%の増加 (p < 0.05)であった． 
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図 7. BACE1阻害による APP プロセッシングの変化．(a) 組み換え sAPPα，sAPPβ

および APP を用いた sAPPαおよび sAPPβ 抗体の特異性評価．(b) BACE1 KOマ

ウス(n = 2)および BACE1 阻害剤，Inhibitor Ⅳを脳室内投与した野生型マウス(n 

= 2)の脳ホモジネート中の sAPPαおよび sAPPβ の変化． 
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IV. 考察 

 

β-および γ-セクレターゼは ADの有望な治療標的であり，一般的に変異型ヒト

APP を過剰発現する Tg マウスを用いて，これら阻害剤の評価が行われている．

しかし，遺伝子変異により Aβ の産生が増加する早期発症型 AD の症例は，AD

全体のわずか 5 ％以下であり 6，また APP 発現が孤発性の AD 症例で増加して

いる明確な証拠はない．従って，生理学的に適切な条件下で，すなわち生理学的

APP 発現を有するマウスで治療薬候補を評価することが重要となる．著者らは，

以前の研究で，Aβ N 末端断端抗体であるクローン 82E1 を作成し，C 末端抗体

と組み合わせて全長 Aβ を検出する ELISA を開発した 19．しかし，82E1 はエピ

トープ内にヒト固有の 5 番目のアミノ酸残基を含み，野生型マウス脳内の内因

性 Aβ を検出するのに十分な感度がなかった．また，6E10を含む多くの Aβ N末

端抗体に関しても同様であった．本研究では，Aβ ペプチドのアミノ酸残基 1-4

内にエピトープを持つ N 末端断端抗体であるクローン 14F1 を作成した．Aβ の

アミノ酸残基 1-4 はヒトとマウスで同一にもかかわらず， 14F1 はマウス Aβ に

強く反応した．この結果は，ヒトとマウスの全長 Aβ のコンフォメーションの違

いにより，14F1 の反応性の相違が生じたと考えられる．この 14F1 と Aβ40 C 末

端断端抗体である 1A10 で構成される ELISA (14F1/1A10)は，野生型マウス脳ホ

モジネート中の内因性全長 Aβ1-40を検出することに成功した．本結果は，野生

型マウスの全長 Aβ の変化を検出できる ELISAの初めての報告となる． 

また BACE1 阻害に対する正確な評価を行う上での有用性が本研究で示され

た．γ-セクレターゼ阻害剤である DAPT20は，マウス初代培養神経細胞で用量依

存的に Aβ 産生を減少させ，1 µM で Aβ 産生を完全に抑制させた．全長および

P3交差反応性 ELISA（それぞれ 14F1 / 1A10 および 12B2 / 1A10）は，γ-セクレ

ターゼ阻害剤（DAPT）を用いた実験で同様の結果を示した．一方で，BACE1 阻

害剤は，用量依存的に全長 Aβ を有意に減少させたが，P3交差反応性 x-40 ELISA

では，動物実験での BACE1 阻害による APP プロセッシング変化で観察された

ように，代償的な α-セクレターゼ切断の増加による P3生成増加が原因で，完全

な Aβ 減少は認められなかった．これと同様の結果が，BACE1 KO マウスおよび

BACE1 阻害剤による野生型マウスの内因性 Aβ 検出でも認められた．過去の報
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告でも，α-セクレターゼと β-セクレターゼが APP 基質切断において競合するこ

とから 23，特に BACE1 阻害の評価をする場合，全長 Aβ のみの測定を行うべき

と言える． 

APP 切断には，主に 2つのカスケードがあり，3つのセクレターゼが関与して

いる．β-セクレターゼは，APP を切断して sAPPβ と C99 断片を生成し，次に γ-

セクレターゼは C99 を切断して Aβ を生成する．もうひとつの主なカスケード

は，α-セクレターゼが APP を切断し，sAPPα と C83 フラグメントを生成し，次

に γ-セクレターゼは C83 を切断して P3を生成する．さらに，これらの主な切断

部位に加えて，異なる部位での切断が知られている．BACE1 を過剰発現する細

胞では，Aβ の N末端部位の切断だけでなく，Aβ ドメイン内のアミノ酸残基 10

と 11番目の間で切断が起きる 15,24,25．本研究で用いた 12B2 / 1A10 ELISA は，野

生型マウス脳ホモジネート中の内因性 Aβを検出できたが，ただし，P3 断片

(Aβ17-40)と交差反応する．別の市販されているマウス交差反応性 Aβ ELISA26に

は，Aβ のアミノ酸残基 11-16 内にエピトープを持つ BNT7727 が含まるが，本

ELISAは P3と交差反応しないものの，Aβ11-40断片を検出する．野生型マウス

全長 Aβ1-40以外の断片も検出することは，Aβ 低下治療戦略，特に BACE1 阻害

に対する正確な評価を行う上では望ましくない．この事から，新しく開発された

14F1 / 1A10 ELISA は，利用価値が高く，Aβ 低下治療戦略を評価する上で，正確

で有用な結果を提供することができると考えられる． 

 治療標的としての BACE1 に対する有用な情報も本研究で示された．BACE1

の酵素活性或いはタンパク質発現が孤発性 AD 脳で上昇していることから 28-30，

BACE1は標的分子として，精力的に治療薬開発がされている．本研究で，BACE1 

KOマウスの内因性全長 Aβ が完全に消失していることから，BACE1 が Aβ 産生

に主に関与していることを再確認した．一方，完全な BACE1 遺伝子欠失(BACE1 

–/–)とは違い，ヘテロ接合型 BACE1 KO (BACE +/–)では，Aβ 産生変化はなかっ

た．この結果は以前の報告と異なっており，ヘテロ接合型 BACE KO マウスを

APPswe 変異過剰発現 Tg マウスと交配し，Aβ 量が検討された報告では，Aβ プ

ラーク出現前の段階で，Aβ 量はわずかに減少していた(〜20％）31．また siRNA

を用いた海馬内注射による一過性のBACE1遺伝子発現抑制の検討では，APPswe 

Tgマウスの Aβ 量を減少させた 32,33．このように，過剰な基質(APP）の条件下で
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は，BACE1は抑制作用に対してより敏感となり，Aβ 産生抑制作用への影響は誇

張される可能性がある．γ-セクレターゼ阻害の場合においても，基質の量が Aβ

産生減少作用に影響を及ぼすことが知られている．γ-セクレターゼ阻害剤である

BMS-299897は，生理学的な APP 発現を伴うモルモット 34,35や APP-YAC マウス
36と比較して，APP 過剰発現 Tgマウスで高い有効性を示した．これは，APP を

過剰発現する Tgマウスでセクレターゼ阻害の評価を行うと，誤った有効性予測

が得られる可能性があることを示唆している．特にスウェーデン型の突然変異

APPswe は，非常に効率的な BACE1 基質（野生型と比較して 50 倍以上）であ

り 17，結果の解釈に注意する必要がある．従って，APP 過剰発現 Tg マウスは, 

病理学的あるいは行動学的観点からの評価に不可欠であるが，化合物評価の結

果に対する APP 過剰発現や変異の影響を慎重に考慮する必要がある． 

本研究では，14F1 / 1A10 ELISA を用いることで，BACE1 KO マウスおよび

BACE1 阻害剤による野生型マウスの内因性 Aβ 量低下を正確に評価することが

できた．本結果は，タンパク質発現阻害および酵素阻害と両方のアプローチが治

療的価値を持つ可能性があることを示唆している．ヘテロ接合遺伝子の欠失は

内因性 Aβ 量を低下させなかったため，実質的な Aβ 減少には 50%を超える

BACE1 タンパク質量低下がおそらく必要と考えられる．酵素阻害剤である

Inhibitor Ⅳ（マウス初代培養神経細胞の 50%阻害濃度(IC50)は 6 nM）は，有意で

はあるが，30％減少のみの有効性にとどまった．AD 臨床効果にどれだけの Aβ

減少が必要であるか現時点では不明だが，目標値に対して正確に評価できる系

が，化合物探索には望まれ，本研究で開発した 14F1 / 1A10 ELISA を用いた野生

型動物を用いた評価は，有用であると考えられる．また BACE1 阻害は，野生型

マウスで sAPPα 量を増加させた．sAPPα は，神経栄養性および神経保護作用を

有することが報告されている 37-39．つまり，BACE1 阻害は有害な Aβ を減少さ

せるだけでなく，結果として生じる代償的な sAPPα 増加によっても好ましい効

果をもたらすことが示唆される． 

 以上，本研究により，生理学的 APP 発現を伴う野生型マウスを使用した Aβ 低

下戦略に必要な評価が可能となった．また APP 過剰発現 Tg マウス評価で生じ

る，BACE1 阻害を始めとする Aβ 低下戦略の治療効果を誇張する可能性を回避

できるため，野生型動物での評価が不可欠である可能性を示した．マウスとラッ
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ト Aβ アミノ酸配列は同一であるため，14F1/1A10 ELISAは，創薬研究で一般的

に使用されるラットに対しても適用可能である．これらは，Tg マウス作成，維

持或いは使用に伴う時間やコストを大幅に削減でき，容易且つ正確に候補化合

物を評価できる利点をもたらす．野生型動物は，病理学的および行動学的な特徴

を示さないが，初期評価として最適と考えられ,今後の治療薬開発は，野生型動

物とモデル動物を利用目的に合わせて共に活用し，効率的な創薬実施に繋がる

と期待される．  
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第 2 章 幼若正常ラットを用いた ADHD に対する薬効薬理評価系の構築 

 

I. 研究の背景 

 

 ADHD は，不注意および/または，多動・衝動性を顕著に示す行動パターンが

複数の環境において持続的に見られ，それが日常生活，学習，社交，職業機能の

著しい妨げとなっている病態である 40．小児の約半数が，成人においても持続

し，成人にも認められる症状でもある 41-43．治療薬には，アンフェタミン，メチ

ルフェニデート，アトモキセチンおよびグアンファシンがある．これら治療薬は，

臨床で偶然にも有効性が発見された．アンフェタミン、メチルフェニデートおよ

びアトモキセチンは，ドパミン(DA) および/または ノルアドレナリン(NA)トラ

ンスポーターを阻害することで，DA および NA 作動性神経伝達を増強する 44．

選択的 α2A アドレナリン受容体アゴニストであるグアンファシンは，上記薬剤

とは異なり，DAまたは NAトランスポーターに対して親和性を示さない 45,46． 

治療薬の薬理作用あるいはヒトと動物研究から 47-49，病態への DAや NAの関

与が示唆されるが，ADHD 発症の原因は完全には解明されていない．そのため,

治療薬すべて一致して有効性を示す，すなわち臨床予測妥当性がある in vivo 評

価系はこれまで確立されておらず，新規治療標的の開発も進んでいない 9．そこ

で，ADHD 患者で特徴的に認められる衝動的選択行動 (我慢して手に入る大き

な報酬より，小さくても目先の報酬を求める行動) に注目し，幼若正常ラットを

用いて，本行動を模倣した評価系の確立を目指した．本行動は ADHD 患者と同

様の方法となる遅延価値割引課題により評価された．実際にメチルフェニデー

トが，ヒト 50,51 と動物 52-55 で遅延価値割引課題における衝動的選択行動の改善

を示すことが報告されており，本課題を用いた評価は，ヒトと動物の橋渡し確度

が高いと考えられた．本研究では，最初に予測妥当性，すなわち作用機序が異な

るグアンファシンを含む既存 ADHD 薬で効果を示すかどうか検証し，さらに本

評価系を用いて作用機序解析が可能であるか，選択的 α2A アドレナリン受容体

アゴニストであるグアンファシンを用いて検討を行った． 
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II. 材料と方法 

 

1. 使用動物 

 幼若雄性Wistar ラットは，14日齢で Charles River Laboratories Japan から入手

し，21日齢で離乳，25日齢で馴化，その後 29日齢までトレーニングされ，32～

36日齢で薬剤投与された．ラットは，制御された環境条件下（23 ± 1 ℃ ; 12：

12 時間の明暗サイクル）でケージごとに 2-3 匹飼育された．またラットは，パ

フォーマンスを確保するため以前の研究 52,53に従って Charles River Laboratories 

Japan の成長曲線に基づいて，自由摂食体重の約 80％の体重を維持するため, 給

餌制限された．体重の減少にもかかわらず，ラットは健康であり，正常な行動を

示した．本実験は実験動物ケア評価認証協会(AAALAC)認証施設で，塩野義動物

実験適正委員会承認の下，実験動物倫理規則に従い実施された．薬物治療と対照

群は，体重および大報酬の選択数によりランダムに割り当てられた． 

 

2. 測定装置 

 T 字型迷路は，以前の研究 52,53で用いられたものを少し改変して構築された．

T字型迷路装置の概略について，図 8に示す．2つの透明なプラスチックボック

ス（スタートと選択領域;長さ 10 cm × 幅 10 cm × 高さ 10 cm），2つの長方形の

黒いプラスチック製ゴールボックス（長さ 18 cm × 幅 30 cm × 高さ 10 cm），灰

色のプラスチックチューブ（内径 7.5 cm）で作られた 3本のアーム，このうちス

タートアーム（長さ 30 cm）はスタートボックスから選択ボックスを繋ぎ，2つ

のゴールアーム（長さ 35 cm）は，それぞれが選択ボックスとゴールボックスを

繋いでいる．遅延価値割引課題中に報酬へのアクセスを遅延させるために使用

された取り外し可能な灰色のプラスチックギロチンドアは，ゴールアームの両

端に配置された (図 8 の B および C)．またスタートアームの入り口にもドアが

設置された (図 8 の A)．各試行の前に，小さな報酬が右または左のゴールボッ

クスのフードウェル内に配置され，大きな報酬がもう一方のゴールボックスに

配置された．小さな報酬と大きな報酬は、それぞれ 1 つと 5 つのフードペレッ

ト(20 mg, Dustless Precision Pellets® Rodent, Purified, BioServ, Frenchtown, NJ, USA) 

を用いた. 
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図 8. T字型迷路を用いた遅延価値割引課題の実験装置の概略図．A，Bおよび C

はそれぞれギロチンドアの位置を示す． 

 

3. T 字型迷路を用いた遅延価値割引課題の手順 

 実験手順は，以前に実施された方法 52,53,56とほぼ同様であるが，5日間連続し

て薬物評価を行うため，いくつかの変更を加えた．実験スケジュールについて，

図 9に示す．実験は，以下 3つのフェーズで構成される． 

1). 馴化フェーズ 

ラットを同じ日に 3回，毎回 5分間迷路に慣れさせた．ラットは，スタートボ

ックスに個別に置かれ，スタートアームに入ると，ドア A が閉じられ，ラット

は T 字迷路を自由に探索し，両方のゴールボックスのフードウェルでフードペ

レットを食べることができる． 

2). トレーニングフェーズ 

ラットは，馴化日の直後の 4 日間連続して，小さな報酬と大きな報酬のどち

らかを選択するように訓練された．各ラットは，ドア C が両方閉じられた状態

でスタートボックスに入れられた．ラットが選択ボックスから 2 つのアームの

片側に入ると，ドア B が閉じられ，ドア C がすぐに開かれた．ラットが完全に

ゴールボックスに入った瞬間，ドア C は再び閉じられた．ラットがペレットを

食べ終わった後（通常 1分未満），ゴールボックスから静かに取り出した．その

後，ラットを 1-2 分の試行間隔でホームケージに戻した.  各ラットは，10 回の
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試行を含む 1 日 1 回のセッションを受けた．4 日目のセッションで 90%以上大

報酬選択しない場合は，その基準を超えるまで同じ日に追加のトレーニングを

実施した．  

3). テストフェーズ 

トレーニングフェーズ後，ラットはランダムに対照群と薬物投与群に分類され

た．テストフェーズでは，それぞれ 10回の試行を含む 5回の連続した毎日のセ

ッションが実施された．毎日のセッションでは，大報酬へのアクセスを許可する

前に遅延が導入された．ドア C を両アームとも閉じた状態で，ラットをスター

トボックスに静かに置き，ラットが選択ボックスから小報酬側のアームに入る

と，ドア B を閉じ，ドア C をすぐに開いた．ラットが大報酬側のアームを選択

したとき，ゴールボックスへのアクセスを許可する前に，15 秒の遅延時間を導

入した．ラットは，毎日の各セッションの前に，生理食塩水（NaCl 0.9％）また

は薬物のどちらかが投与された．また，薬物が方向感覚の喪失や報酬の識別障害

等の他の効果を発現しないかどうかを検討するため，すぐに得られる大報酬を

選択し続けるか連続 5日間評価した．  

 

 

図 9. T字型迷路を用いた遅延価値割引課題の実験スケジュールの概略図．Day 1

から Day 5 までのそれぞれ各日で，薬物投与され遅延大報酬選択数が評価され

た．灰色で囲まれた日程は，実験しない日を示す． 

 

4. 薬物処置 

T 字型迷路を用いたラット遅延価値割引課題の予測的妥当性を確認するため，

異なる作用機序を持つ 3 種類の ADHD 治療薬を使用した．メチルフェニデート

は，中枢神経刺激薬に分類され，DAおよび NAトランスポーターの阻害を介し

て，DAおよび NA 作動性神経を間接的に活性化させる 44．アトモキセチンとグ

アンファシンはどちらも非中枢神経刺激薬であるが，作用機序に相違がある．ア
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トモキセチンは，選択的 NAトランスポーター阻害剤であり，前頭前皮質の細胞

外 DAおよび NA量を増加させ，NA作動性および DA作動性神経を間接的に活

性化させる 57．グアンファシンは，選択的 α2A アドレナリン受容体アゴニスト

であり，後シナプス α2A アドレナリン受容体シグナルを直接増加させると考え

られている 58．  

衝動的な選択に対するグアンファシンの効果が，α2A アドレナリン受容体を

介しているか検討するため，α2A アドレナリン受容体アンタゴニストである

BRL44408 を用いた．本化合物は，α2A アドレナリン受容体に高い親和性(Ki = 

8.5 nM）と他分子に対し 50倍以上の選択的性を持つことが報告されている 59．

実際，BRL44408 の全身投与は，マウス 60およびラット 61,62の α2A アドレナリ

ン受容体を遮断することが報告されている． 

本研究では、グアンファシンの効果が，後シナプスまたは前シナプスどちらの

α2Aアドレナリン受容体を介しているかを検討するため，選択的前シナプス NA

神経毒である DSP-4 を用いた．DSP-4 は，血液脳関門を通過し，大脳皮質や海

馬などのラット脳のさまざまな領域で NA 作動性神経の軸索終末を破壊するこ

とが報告されている 63．DSP-4 の腹腔内投与は，前シナプス α2A アドレナリン

受容体の数を減らし 64，大脳皮質および海馬において，前シナプス α2アドレナ

リン受容体が調節する細胞外 NA放出を弱めることが報告されている 65．  

グアンファシン塩酸塩，メチルフェニデート塩酸塩，BRL44408 および DSP-4

は，Sigma–Aldrich (St. Louis, MO, USA) から，アトモキセチン塩酸塩は，東京化

成から購入した．これらの薬物は，生理食塩水に溶解し用いた．メチルフェニデ

ート，グアンファシンおよびアトモキセチンは，各テストセッションの 30分前

に 5日間連続して腹腔内（i.p.）投与された．BRL44408 は，グアンファシン投与

の 20 分前に i.p.投与された. DSP-4 は，ラット出生後 21 日目に i.p.投与された．

BRL44408 を除く薬物投与は，2 ml/kg 体重で，BRL44408 は，5 ml/kg 体重で行

われた．すべての薬物の投与量又は投与時間は，以前の研究方法に従って決定さ

れた 53,62． 

 

5. 前頭前皮質および海馬中の NA 量の測定 

 行動評価の最初の日である 1 日目，または最終日である 5 日目のコントロー
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ルおよび DSP-4 投与ラットを断頭により，安楽死させた．前頭前皮質および海

馬サンプル（定位座標第 6 版 66のラット脳の図 7–14 の前縁皮質領域と図 68–85

の海馬）は、氷上にてブレードを用いて，4 mm 厚の冠状切片を作製し得られた．

脳組織は，0.5 gあたり 1 ml の 4 mM 二亜硫酸ナトリウムと 1 mM エチレンジア

ミン四酢酸を含む 0.01 M 塩酸バッファーでホモジネートされ，その上清を NA 

ELISA (NoradrenalineResearchELISA™; Labor Diagnostika Nord GmbH and Co. KG，

Nordhorn，Germany) により測定した．ELISA 反応後，マイクロプレートリーダ

ー (ARVO MX-3, Parkin Elmer, Waltham, MA, USA) を用いて，各サンプルの吸光

度 450 nm および 620 nm を測定した．サンプルの NA 濃度は，標準検量線を用

いて決定した． 

 

6. 統計解析 

すべての結果は，平均±標準誤差 (SEM) として記載した．ベースライン時点

での遅延大報酬の選択数は，一元配置分散分析(one-way ANOVA) を用いて解析

した．薬物投与各日のベースライン値からの遅延大報酬選択数変化は，経時反復

測定値の混合効果モデル (MMRM) および Dunnett の多重比較検定法を用いた．

遅延大報酬選択数の 5日間の総和は Dunnett の多重比較検定法を，グアンファシ

ン投与群と BRL44408 併用投与群との比較は Tukey の多重比較検定法を，脳内

NA含量は Student の t 検定法を用いて解析を行った．すべての統計分析は，SAS

ソフトウェアバージョン 9.2（SAS Institute, Cary, NC, USA)を用いて実行した．p 

< 0.05の値を統計的に有意とした． 

 

III. 結果 

1. ラット遅延価値割引課題に対するメチルフェニデート，アトモキセチンおよ

びグアンファシンの効果 

ADHD 治療薬であるメチルフェニデート，アトモキセチンおよびグアンファ

シンのラット衝動的選択行動に対する作用を，T字型迷路を用いた遅延価値割引

課題により検討した．これらの結果を図 10，11および 12に示す．生理食塩水を

投与した対照投与群は，試験 1日目のセッション (10回試行) 前半で，ほぼ大報

酬を選択する傾向を示した．これは，ラットに対し，トレーニングフェーズでの
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90 %以上大報酬を選択する訓練を反映した．しかし，セッション後半では，15秒

間の遅延に対する嫌悪のため，遅延なしの小報酬を選択する回数が増加した．試

験２日目以降，対照投与群ラットの報酬選択行動は安定した．対照投与群のこれ

らのデータと比較して，メチルフェニデート,アトモキセチンおよびグアンファ

シンの反復投与が，遅延大報酬の選択頻度に及ぼす影響を調べた．ベースライン

の大報酬選択回数に関して，各投与群間の相違は，いずれの薬物投与評価時でも

見られなかった (すべての薬物で p > 0.05)． 

対照投与群と比較して，メチルフェニデート投与群 (1，3および 6 mg/kg) は，

各日の遅延大報酬選択数を有意に増加させた (6 mg / kg，1 日目と 5 日目，p < 

0.05，2-4日目，p < 0.01 ; 3 mg/kg，2-3日目，p < 0.05）（図 10A）．また図 10Bに

示すように，5日間すべての遅延大報酬選択数の総和を対照群と比較したところ，

メチルフェニデート投与群は，用量依存的な遅延大報酬選択数の増加を示した 

(対照群：8.50 ± 0.89，n = 6，メチルフェニデート投与群 3 mg/kg：21.67 ± 2.39，

n = 9，p < 0.001および 6 mg/kg：29.11 ± 2.13，n = 9，p < 0.001）． 

 
図 10. ラット遅延価値割引課題に対するメチルフェニデート(MPH，mg/kg，i.p.

投与）の効果．（A）各日の遅延大報酬選択数に対するメチルフェニデート (1，

3および 6 mg/kg)の効果．（B）5日間の遅延大報酬選択数の総和に対するメチル

フェニデート (1，3および 6 mg/kg)の効果．ベースラインは，遅延がなかった最

後のトレーニングセッションを示す．すべてのデータは，平均 ± SEM で記載．

薬物投与群は n = 9，対照投与群は n = 6のラットを用いた．** p < 0.01，*** p < 

0.001 を示す(対照投与群との比較)．  
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アトモキセチン投与群 (0.1，0.3，1および 3 mg/kg)もまた，対照投与群と比較

して，各日の遅延大報酬選択数を有意に増加させた (3 mg/kg，4 日目，p < 0.01，

5日目，p < 0.001; 1 mg/kg，5日目，p < 0.05) (図 11A）．5日間すべての遅延大報

酬選択数の総和についても，アトモキセチン投与群は，用量依存的な遅延大報酬

選択数の増加を示した(対照群：8.06 ± 0.75，n = 16，アトモキセチン投与群 1 

mg/kg：14.00 ± 1.57，n = 16，p < 0.01および 3 mg/kg：15.63 ± 1.40，n = 16，p < 

0.001) (図 11B)． 

 

 

 
図 11. ラット遅延価値割引課題に対するアトモキセチン (ATX，mg/kg，i.p.投与）

の効果．（A）各日の遅延大報酬選択数に対するアトモキセチン (0.1，0.3，1 お

よび 3 mg/kg)の効果．（B）5日間の遅延大報酬選択数の総和に対するアトモキセ

チン (0.1，0.3，1および 3 mg/kg)の効果．ベースラインは，遅延がなかった最後

のトレーニングセッションを示す．すべてのデータは，平均 ± SEM で記載．1

群あたり n = 16 (0.1 mg/kg投与のみ n = 15)のラットを用いた．*p < 0.05, **p < 

0.01, ***p < 0.001を示す(対照投与群との比較). 
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グアンファシン投与群 (0.1，0.3，1および 3 mg/kg)もまた，対照投与群と比較

して，各日の遅延大報酬選択数を有意に増加させた (3 mg/kg，2-5 日目，p < 0.001 ; 

1 mg/kg，3日目，p < 0.05，4日目，p< 0.001，5日目，p< 0.01) (図 12A）．5日間

すべての遅延大報酬選択数の総和についても，対照群と比較してグアンファシ

ン投与群は，用量依存的な遅延大報酬選択数の増加を示した(対照群：8.94 ± 1.16，

n = 16，グアンファシン投与群 1 mg/kg：17.94 ± 1.62，n = 16，p < 0.001および 3 

mg/kg：24.44 ± 2.06，n = 16，p < 0.001）(図 12B)． 

 

 

 
図 12. ラット遅延価値割引課題に対するグアンファシン (GFA，mg/kg，i.p.投与）

の効果．（A）各日の遅延大報酬選択数に対するグアンファシン (0.1，0.3，1 お

よび 3 mg/kg)の効果．（B）5日間の遅延大報酬選択数の総和に対するグアンファ

シン (0.1，0.3，1および 3 mg/kg)の効果．ベースラインは，遅延がなかった最後

のトレーニングセッションを示す．すべてのデータは，平均 ± SEM で記載．1

群あたり n = 16 のラットを用いた．*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001 を示す(対

照投与群との比較)． 
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メチルフェニデート，アトモキセチンまたはグアンファシンが，方向感覚の喪

失や報酬の識別障害等の他の効果を発現しないかどうかを検討するため，遅延

なしの大報酬選択数に対する影響を調べた．メチルフェニデート，アトモキセチ

ンおよびグアンファシンは，最高用量で大報酬選択数に有意な影響を与えなか

った(表 3）．また，薬物投与ラットが，T 字型迷路の 2つのアームのうちの 1つ

を選択できなかった試験は観察されなかった．このことから，方向感覚の喪失や

報酬の識別障害等の他の要因が，本研究の結果に影響を与える可能性は低いと

判断した． 

 

表 3. 遅延のない条件下での大報酬選択数総和に及ぼす薬物の影響 

 

 

2. グアンファシンの効果における α2A アドレナリン受容体の関与 

α2A アドレナリン受容体の活性化が，遅延価値割引課題で観察されたグアン

ファシンの効果に関与しているかを調べるために，グアンファシン投与前に α2A

アドレナリン受容体アンタゴニスト BRL44408 を投与し，その影響を調べた．そ

の結果を図 13に示す．ベースラインの大報酬選択回数に関して，各投与群間の

相違はなかった (p > 0.05)．グアンファシン (3 mg/kg) は，上記結果と同様に各

日の遅延大報酬選択数 (3 mg/kg，1日目，p < 0.05，2-5日目，p < 0.001）だけで

なく，5日間の遅延大報酬選択数の総和 (対照+対照：5.30 ± 0.94，対照 + グア

ンファシン：21.60 ± 1.86，各群 n = 10，p < 0.001) を有意に増加させた．BRL44408 

(10 mg/kg) を前投与することで，グアンファシンの各日の遅延大報酬選択数 (3 

mg/kg，2-3日目，p < 0.05，4-5日目，p < 0.001）および 5日間の遅延大報酬選択



- 34 - 
 

数の総和 (BRL44408 + グアンファシン：9.90 ± 1.86，n = 10，p < 0.001)の効果は，

大幅に減少した．対照投与群と比較して，BRL44408 投与群(10 mg/kg) 単独では，

各日の遅延大報酬選択数または遅延大報酬選択数の総和に影響を与えなかった 

(BRL44408 + 対照：7.30 ± 1.33，n = 10）． 

 

 

 

図 13.  BRL44408 (BRL，mg/kg，i.p.投与）前投与ラットを用いた遅延価値割引

課題に対するグアンファシン (GFA) の効果．（A）グアンファシン (3 mg/kg) の

各日の遅延大報酬選択数増加に対する BRL44408 (10 mg/kg) の効果． (B）グア

ンファシン  (3 mg/kg) の 5 日間の遅延大報酬選択数の総和増加に対する

BRL44408 (10 mg/kg) の効果．ベースラインは，遅延がなかった最後のトレーニ

ングセッションを示す．すべてのデータは，平均 ± SEM で記載．1群あたり n = 

10のラットを用いた．* p < 0.05，*** p < 0.001を示す (対照+対照群との比較）．
#p < 0.05，### p < 0.001を示す (対照 + グアンファシン群との比較)． 
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3. DSP-4 処置ラットでの遅延価値割引課題に対するグアンファシンとアトモ

キセチンの効果 

前シナプスまたは後シナプス，どちらの α2A アドレナリン受容体が，グアン

ファシンのラット遅延価値割引課題に対する効果を介するのか，NA神経毒DSP-

4（40 mg/kg）で前処置したラットを用いて調べた．その結果を表 4および図 14

に示す．対照投与群と比較して，DSP-4投与群は，テストフェーズの 1日目と 5

日目において，前頭前皮質および海馬のNA量をそれぞれ 40-50％および 75-90％

有意に減少させた(表 4)．DSP-4 投与そのものは，トレーニングや，遅延なしの

大報酬選択数に影響しなかった．次に，DSP-4処置ラットでの遅延価値割引課題

に対するグアンファシンとアトモキセチンの効果を調べた．ベースラインの大

報酬選択回数に関して，各投与群間の相違はなかった (p > 0.05)．グアンファシ

ン (3 mg/kg) は，各日の遅延大報酬選択数 (3 mg/kg，1日目，p < 0.05，2-5日目，

p < 0.001）と 5日間の遅延大報酬選択数の総和 (対照：7.00 ± 0.86，n = 13，グア

ンファシン：25.07 ± 2.08，n = 14，p < 0.001) を有意に増加させた．一方，アト

モキセチンは，各日の遅延大報酬選択数 と 5 日間の遅延大報酬選択数の総和 

(対照：7.00 ± 0.86，n = 13，アトモキセチン：10.75 ± 1.21，n = 12，p < 0.001)の

いずれも有意な増加を示さなかった． 

 

表 4. 前頭前皮質および海馬 NA量に対する DSP-4の効果． 

 

 



- 36 - 
 

 

図 14. DSP-4 処置ラットでの遅延価値割引課題に対するグアンファシン(GFA)と

アトモキセチン(ATX)の効果．(A) DSP-4 (40 mg/kg）処置ラットでの各日の遅延

大報酬選択数に対するグアンファシン  (3 mg/kg) またはアトモキセチン  (3 

mg/kg)の効果．(B) DSP-4 (40 mg/kg）処置ラットでの 5日間の遅延大報酬選択数

の総和 5 日間に対するグアンファシン (3 mg/kg) またはアトモキセチン (3 

mg/kg)の効果．ベースラインは，遅延がなかった最後のトレーニングセッション

を示す．すべてのデータは，平均 ± SEM で記載．1群あたり対照群 n = 13，グ

アンファシン投与群 n = 14，アトモキセチン投与群 n = 12 のラットを用いた．* 

p < 0.05，*** p < 0.001 を示す(対照投与群との比較)． 
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IV. 考察 

 

衝動性は，先見の明のない行動として広く定義されており，ADHD 症状と関

連している 67.  衝動的選択は通常，遅延価値割引課題を用いて評価され，一般

的に，ヒトまたは動物は，すぐに得られる小さな報酬と，長い遅延の後に得られ

る大報酬のどちらかを選択するように求められる．遅延大報酬あるいは即時小

報酬のどちらが魅力的な選択であるかは，報酬量と遅延時間に応じて決まる．将

来の大きな報酬を待てずに即時の報酬を好むという衝動的選択行動の変化は，

ADHD10,11 や物質使用障害 68,69 などの精神疾患に関与することが知られている．

本研究では，幼若正常ラットを用いた遅延価値割引課題において，ADHD 治療

薬であるメチルフェニデート，アトモキセチンおよびグアンファシンの衝動的

選択行動の改善を示すことができた．グアンファシンのラット衝動的選択行動

の改善は，本研究が初めての報告となる．さらに作用機序の解析から，グアンフ

ァシンの本効果は，後シナプス α2Aアドレナリン受容体を介することを示した． 

NAおよびDA遊離量を増加させるメチルフェニデートおよびアトモキセチン
57,70,71のラット衝動的選択行動の改善結果は，以前に報告された研究結果と一致

しており 52-55，メチルフェニデート(1-5 mg/kg)とアトモキセチン (1-3 mg/kg) の

効果用量範囲も同等であった．興味深いことに，アトモキセチンの効果は評価期

間中に徐々に増加したが (顕著な効果は 3日目に最初に観察され，5日目まで持

続），メチルフェニデートは即効性があった (1-2 日目)．アトモキセチンの遅延

効果の正確な作用機序は不明であるが，青年期のラットにアトモキセチンを繰

り返し投与すると，眼窩前頭皮質のシナプス可塑性マーカー調節を介して，成人

期の衝動的選択行動が改善する報告がある 72．本報告からアトモキセチンの遅

延効果は，反復投与による可塑性調節と関連があるかもしれない．またメチルフ

ェニデートとアトモキセチンの効果作用発現の相違は，臨床でも観察されてい

る 73．各薬剤の作用機序が効果作用発現の相違を生み出しているかどうかにつ

いては，今後の研究が必要である．これらの結果は，5日間の薬剤投与スケジュ

ールを用いたラット遅延価値割引課題は，衝動的選択行動に対する薬効評価系

として適切であることを示している． 

本研究の目的のひとつは，本研究で確立された評価系が，上記薬剤と異なる作
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用機序をもつグアンファシンに対してもラット衝動的選択行動の改善を示し，

ADHD 治療薬すべてで効果を示す，つまり臨床予測妥当性があるのか調べるこ

とであった．グアンファシン(1および 3 mg/kg) は，方向感覚の喪失や報酬の識

別障害といったラット行動に影響を与えることなく,  遅延大報酬選択数を有意

に増加させ，衝動的選択行動を改善した．本結果は，遅延価値割引課題とは異な

る評価パラダイムではあるものの，グアンファシンが ADHD 動物モデルの衝動

性を改善するという以前の報告と一致した 74．著者が知る限り，グアンファシン

がラット衝動的選択行動を改善させることを示した報告は，本研究が初めてと

なる． 

これまで作業記憶に対するα2Aアドレナリン受容体の関与は，多数報告され

ているが 75,76，衝動的な選択行動における本受容体の役割は明らかではない．本

研究では，α2Aアドレナリン受容体アンタゴニストである BRL44408 が，グアン

ファシンの効果を消失させた．同じ用量の BRL44408 が，ADHD のラットモデ

ルにおける注意力/認知能力に対するグアンファシン(1 mg/kg，i.p.投与）の効果

を消失させており 62，in vivo で α2A アドレナリン受容体を遮断するには適切な

用量であると考えられた．これらの結果は，α2Aアドレナリン受容体の刺激が，

遅延価値割引課題における衝動的な選択行動の改善に関与していることを示唆

している． 

 α2Aアドレナリン受容体は，前シナプス前と後シナプスの両方で発現する．前

頭前皮質の後シナプス α2A アドレナリン受容体が空間作業記憶を含む認知機能

の改善に関与していることが報告されている 58,62 が，衝動的な選択行動におけ

る前シナプスおよび後シナプス α2A アドレナリン受容体の役割は明らかではな

い．本研究では，選択的 NA 作動性神経毒である DSP-4 による前処置により，

ラット前頭前皮質で NA 含有量が 40-50％，海馬で 75-90％有意に減少した．ト

レーニングフェーズとテストフェーズでのパフォーマンスに関して，対照投与

ラットと DSP-4投与ラットの間に相違はなかった．DSP-4は，NA トランスポー

ターを介して青斑核から生じる大脳皮質および海馬の NA 作動性前シナプス終

末を破壊する 64,77．さらに，DSP-4処置によって，大脳皮質と海馬の前シナプス

α2A アドレナリン受容体の数が減少することが報告されている 65．そのため，

DSP-4 処置ラットでグアンファシンの効果が維持されたという結果は，大脳皮
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質や海馬において，前シナプスよりも後シナプスの α2A アドレナリン受容体が

衝動的選択行動に寄与していることが示唆される． 

一方，DSP-4処置ラットでアトモキセチンの効果は減弱した．アトモキセチン

は，前頭前皮質の前シナプス NAトランスポーターの阻害を介して，細胞外 DA

および NA遊離量を増加させる 57．DSP-4処置は，NA作動性前シナプス終末を

破壊し 64，アトモキセチンの作用である細胞外 NA 遊離量の増加を阻害するた

め 78，NA作動性神経伝達の効果を薬理学的に減弱させると考えられる．これら

の結果は，グアンファシンおよびアトモキセチンが異なる作用機序であり，それ

ぞれ直接的および間接的に NA作動性神経を刺激することを示唆している．  

衝動的な選択行動に関与する脳部位のひとつとして，前頭前皮質である可能

性が示された．海馬では，α2Aアドレナリン受容体は主に前シナプス終末に位置

しており 79-81,前頭前皮質では，受容体は前シナプスと後シナプスの両方に局在

している 82．そのため，グアンファシンが前頭前皮質内の後シナプス α2A アド

レナリン受容体を介して効果を発揮することが示唆される．これらの知見は，前

頭前皮質機能の不活性化が,ラット遅延価値割引における遅延大報酬選択数を低

下させる報告と一致していた 83．またサルの前頭前皮質内の α2A アドレナリン

受容体が衝動制御に関与するという報告とも一致する 84,85．臨床においても，

ADHD 患者の前頭前皮質は，その発達や機能活動が不十分であることが報告さ

れている 86．さらなる研究が必要であるが，本研究でのグアンファシンの作用機

序は，ADHDの神経生物学に関与している可能性がある． 

以上，幼若正常ラットを用いることで，臨床での有効性同様に，作用機序が異

なる ADHD治療薬に対し，ADHDに特徴的である衝動的選択行動に対して有益

な効果があることを再現できた．また作用機序解明においても，有益な情報が得

られることを明らかにできた．本評価系は，ADHD 患者と同様の評価パラダイ

ムで実施されること，また既存 ADHD 治療薬全ての薬効を捉えることに成功し

ていること，関与する脳部位が ADHDと関連があることから，in vivo評価とし

て高い妥当性を有していると言える．このため ADHD に対する新規治療薬探索

のための確度の高い in vivo評価アセットとなり得る可能性があり，新規 ADHD

治療薬の創薬への応用が期待できると考えられる． 
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第 3 章 総括 

 

新規治療薬を創製するためには，標的分子の理解とその候補物質の作用機序

および薬理作用の検証が必要となる．この様な理由から，モデル動物にはヒトの

病態や発症機構への類似性，薬効のヒトへの外挿性，データの再現性が求められ

る．しかしながら，疾患により，これらを満たすモデル作製は困難で，また高い

コストや高度な技術が必要となる場合も多く，簡便且つ迅速性に課題があるこ

とが多い．本研究では，第 1 章において，AD 治療薬標的分子 BACE1 阻害によ

る Aβ 減少を野生型マウスで定量できる評価系の構築，第 2章において，幼若正

常ラットを用いた ADHDに対する薬効薬理評価系の構築を試みた． 

 第 1章では，マウス Aβの N末端断端を認識する 14F1抗 Aβ抗体を獲得した．

この 14F1を用いて構築した Aβ ELISA系により，マウス初代培養神経細胞での

BACE1 阻害による正確な Aβ 産生抑制，BACE1 KO マウスおよび BACE1 阻害

剤投与マウスでの正確な脳内 Aβ 産生抑制を評価できた．さらに BACE1 KO マ

ウスおよびBACE1阻害剤投与マウスでのAPPプロセッシング変化，即ちBACE1

阻害に伴う APP 切断経路の変化も検出可能であることも明らかできた． 

以上のように，正常動物での BACE1 阻害による Aβ 産生抑制を正確に評価で

きる系を構築するとともに，薬理作用を示す APP プロセッシング変化も評価可

能であることを明らかにした．加えて，本研究で構築した薬効評価系は疾患モデ

ル動物を用いることなく，簡便迅速に Aβ 産生抑制能およびその薬理作用の検証

ができる点で，新薬候補のスクリーニングや新規標的分子検証に応用可能であ

ると考えられた． 

第 2章では，ADHD 患者で特徴的に認められる衝動的選択行動に注目し，T字

型迷路を活用した幼若正常ラットでの遅延価値割引課題の構築を目指した．実

験スケジュールは，5 日間毎日薬物投与と評価を行う工夫を行った．その結果，

作用機序が異なる ADHD 治療薬すべてでラット衝動的選択行動の改善が用量依

存的に認められ，臨床と同様に ADHD 症状に対して有益な効果があることを非

臨床評価で再現することができた．このうち，グアンファシンのラット衝動的選

択行動の改善は，本研究が初めての報告となる．さらに，本評価系を用いた作用

機序解析から，グアンファシンは後シナプスの α2A アドレナリン受容体を介し
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て衝動的選択行動に寄与していることを明らかにした． 

以上より，幼若正常ラットを用いることで， ADHD症状に対して予測妥当性

を示す薬効評価系を構築するとともに，作用機序解明においても，有益な情報が

得られることを明らかにした．本評価系は，ADHD に対する新規治療薬探索の

ための確度の高い in vivo評価アセットとなり得る可能性があり，新規 ADHD治

療薬の創薬に応用可能であると考えられた． 

以上 2 つの研究から，正常動物を用いることで，効率的且つ適切な評価が実

施可能であることを明らかにした．さらに，本研究で構築された評価系は，AD

および ADHD の新たな創薬標的の妥当性検証にも活用でき，創薬研究への応用

の可能性を示した．このように状況に応じた正常動物の薬効評価は，今後の医薬

品等の研究開発に貢献できるものと期待される． 
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