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序論

カイコは 約 6, 000 年位前に 中国大陸で人間に 飼い つ づけられ てきたと考えられ，

3,500年位前には カイコを 示 す甲骨文字もあった ． 中国に 約4, 600年前に 皇帝がその妃

である 西陵に 養蚕を 行わせ，製糸， 織物 の技術 を 奨 励した とい う記述が残っ ている． そ

のため ， 中国は 絹の 国と呼ば れた ． 中国の 絹は 世界の 各国から求められ ， 約2,500年も

前から外国へ輸出された ． 絹の売買とする 東西貿易路を シルクロ ー ドと名づけられ ， 東

西文化 交流に 大切な役割を 果たした ． 長い 年月をかけて ，カイコは 少しずつ ヨ ー ロッパ

や日本などの各地に 伝わり，養蚕業が広 がれた ． このた め， カイコし か食べない 桑は 世

界中に栽培され る ようになっ た （小林ら，1993; 森， 197 0).

桑はアジア 大陸の南東端及び西部，日本列島， アラビア，アフリカ西部， 南北アメリ

カ ， 南ヨ ー ロッパなどに 温帯から熱帯にかけて 広 く 分布してい る 落葉樹である． 分布の

密度が高いのは日本及ぴ中国である （杉山，19 62; Venkatesh et al, 2008) . 桑は

Axtocarpeae R. B r. , Castilleae Berg, Dorstenieae Gaudich, Ficeae Gaudich およぴ

Moreae Gaudich の 5 つの科(Tribe) に 分類され る ． 紅tocarpeae R. Br. 科には

ArtocarpusJ. R., G. Forster, BagassaAublet, BatocarpusKarsten など8属で，合

わ せ て 7 0種(Specie) 以 上が ある . Castilleae B erg科には Antiaris Lesch , 

Na ucleopsis Miquel, Perebea Aubletなどの 11属で，合わせて59種(Specie)以上

がある . Dorstenieae Gaudich科に はBrosimum Swartz, Dorstenia L.; Scyphosyce 

Baillon などの 8属で， 合わせて128種以上がある . Ficeae Gaudich科には 肝'cusL.

属で，750種以上がある . Moreae Gaudich科にはMaclura Nutt, Morus L., Sorocea 

St.Hi! などの 9属で，合わせて 93種以上がある(Zereqa et al., 2005). その 中， Morus

alba種， Morus australis種， Morus bomycis種などが広 く 研究されてい る ．

桑はカイコのエサとして 利用され ることだけではな く ， 漢方薬と健康茶として利用さ
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れている． 中国と日本で主に漢方薬として利用してきたのが桑白皮，つまり桑の根の皮

である． 利尿， 消炎， 解熱などの作用がすぐれているから， 高血圧， 動脈硬化，中風な

どの病に使われてきた． 桑描酒あるいは桑の実を煎じたお茶は滋養強壮， 利尿， 鎮咳，

去痰， 緩下作用があり， 冷え症，不眠症， 低血圧， 糖尿病， 神経衰弱， 運動麻痺， 知覚

麻痺， 性欲低下， 腎臓病， 尿最減少， 便秘， 脳出血などに効果がある． 桑の業は咳，高

血圧の予防と治療，滋養強壮，糖尿病， 中風などに効用を有する． 桑枝条は風寒湿痺，

四肢拘攣， 脇気浮腫， 高血圧に供する（大村，1983; 村上， 1998; 吉田， 2000).

伝統漢方薬として利用されてきた桑が近年科学的に着目され，生理活性についての研

究が盛んにおこ なわ れ ている． 桑葉の成分の 1·deoxynojirimycin (D NJ ; 

Yoshikuni,1988; Asano et al. , 1994), 2-arylbenzofuran derivatives (Basnet et al., 

1993)およびPolyhydroxylated alkaloidas <Asano et al., 2001)は小腸のグルコシダ

ーゼ を抑制し，二糖類の加水分解を防ぎ，プドウ糖が血管への吸収作用を阻害した結果，

血糖値の上昇を抑制し，糖尿病マウスの高血糖症を抑制する強い活性が示した． また，

DNJはすぐに消化管から完全な形態として吸収され， その後急速に体内から排泄され

る特徴を持ち( Nakagawa et al., 2007), ヒト臨床試験の研究では，0.8-1.2 g のD NJ

濃縮パウダーを単回経口投与すると，食後血糖値とインスリンの分泌の上昇を抑制する

こ と が示され， 糖尿病を予防する栄養補助食品として 使用できるようになった

ぼimura et al, 2007). 桑菓の生理活性機能は抗高血糖だけではなく，桑莱(Morusalba

L)の水抽出物はinガtroで抗炎症活性を示し(Shibata et al., 2007), 桑葉(Morus

nigra)のmethylene chloride抽出物はin vivoでCarrageenanによって引き起こしたラ

ットの著しい足浮腫を抑えて抗炎症活性を実証したこと{Padillia et al., 2010)などが

報告されている． 韓国では，桑菓から分離したMulberroside Fがメラニン生合成を抑

制する肌の美白作用因子であること が明らかになった( Lee et al., 2002). 桑根に つい

ての 研究において，例えば， 桑根の皮(Morus alba L)から分離さ れた物質のAlbanol
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A は人 の白血病細胞株 LH60に対 して アポト ー シス細胞死を 誘導し，抗ガン作用を 有

するこ と(Kikuchi et al, 2010), さらに単離された 3つフェノ ール類化合物MoracinM

(1), Steppogenin·4'·0·8· D·glucosiade (2), MullberrosideA(3)が糖尿病マウスに対 す

る 血糖降下作用を 示したこと(Zhang et al, 2009) の報告があっ た． また ， 桑根

(Morus bombycis)のエタノ ール抽出物には抗肥満効果があり(Kim et al, 2010) , 桑

根より単離された2,5·dihydroxy·4,3'·di(beta·d·glucopyranosyloxy)·trans·stilbene は

肝臓保護作用を 持つ抗酸化 物質 である(Jin et al, 2006). 桑実についても多く報告され

ている例えば， 桑実 のアントシ アニンは抗酸化作用を持ち， ショウジョウバ エの 寿命

を延長させ た(Jiang et al, 2010). また，桑実 のパウダーは高脂血症ラットに有益 な効

果を示 した(Yang et al, 2010). 桑実 の 7 0%エタノ ール抽出物について はパーキンソ

ン病モデルマウスにおける 神経保護効果を有する こと が示された ( Kim et al, 2010). 

桑実の水抽出物Worus alba L) は脂質の蓄積を 減少させ ，脂肪酸の合成及び肝臓 の脂

肪合成を 抑制 した(Ou et al., 2011; Peng et al., 2011). 一方， 桑 の幹樹皮Worus

wittiorUI11) から生理活性物質2·arylbenzofuran誘導体が単離され，抗酸化作用と抗炎

症作用を 示した(Tan et al., 2010; Tan et al., 2008). 

しかし な がら， 通常桑の枝条の大部分 は廃棄され ，さらに桑枝条につ いての報告 の数

は極めて限られている例えば， 桑(Dorstenia bartemの葉と若枝 の抽出物はマウス

モデルにおける鎮痛作用と 抗炎症作用を 有 すること，そして若枝 は葉より効果を 持つこ

とが示唆されている (Omisore et al, 2004). さらに， 桑 ( Dorstenia barte. 丘and

Doratenia convexa) の枝と葉 の抽出物が抗トリコモナスと抗酸化活性を示し， 枝 の抽

出物の方はプレニル化 フラボノイドを含み， 葉より抗酸化活性が強力 であった

(Omisore et al., 2005). 

さて，われわれ 人類は医療技術の発展と ともに寿命が延長され， 少子化により， 人口

構成は高齢化が顕著になっている ． 老化に伴って白髪， 脱毛症 ， 肌老化 などの現象が現
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れ，そして認知症( Mehta et al, 2007), 癌腫瘍 (Finkel et al, 2007), 心血管疾病

(Dominguez et al, 2007 )などの重篤な病気 の発生率も年々 に増加してい る． 生活の質

を大きく影響すると 同時 に国民医療費 の増加負担 になってい る．生活の 質 の向上と健康

寿命 の 延長 が世界的な課題 と なってい る．

このような状況下 で，近年天然物質を利用し，医薬品や化粧品 における応用研究開発

が注目され ている特に，桑実Worus alba L) の抽出物 は老化促進マウス SA M-PS

の学習記憶能力の改善 を示 した( Shihet al, 2009) . 桑(Morus lhou) の根から分離し

たアルキル化フラボノイ ドはアセチルコリンエステラ ーゼ(A ChE) と プチリルコリン

エステラ ーゼ( B ChE) を強力的に抑制する こと が明らか にされた(Kim et al, 2011). 

桑根 から分離精製した MulberrosideA がチロシナーゼ の阻害活性 を示し，肌 の美白の

原料 と して活用 できる と提案されている(Kim et al, 2010) . さらに，桑枝条より単離

された Oxyresveratrol は食品フェノ ール化 合物 で，パーキンソン病の神経変性 におい

て予防及び治療の栄養候補物質 とする潜在力 が期待されてい る( Chao et al., 2008). -

方，桑枝皮部から免疫賦活活性 を有したタンパク質ーポリサッ カライド複 合体 の存在 が

示唆され， 新しい 付加価値 が発見された(Sillapakong et al, 2011). し かし，桑枝条の

抗老化作用の機能 に関する知見 はほとんど見当たらない ．

そこ で，本研究 で は，あ おばねずみ(M. alba'Aobanezumi')枝条 を用い て ，アンチェ

イジング機能 を解析するこ と を目的 と し ，第一 章 で は老化モデル を確立するた め ，

C57 BU6Jマウス における D ·galactose による老化モデルの惹起の検討をおこなった

第二章 では老化促進マウス SA M-PS における桑枝条 のアンチェイジング機能 を探索解

析すること にした．
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第一章 D-galactose に よ り 老化モデル惹起 の解析

加齢 と ともに脳機能の 降下 ，認知症などがも っ とも 生活の 質に影響してい る． 動物実

験 を用い て 学習 ・記 憶の 効 果 を評価する方 法は 必ず使用され るの が 行動実 験法である．

よく 使われ る行動実 験に は( l ) Y 字型迷路試験，(2)ロータ ロッ ド試験，( 3) 恐怖条件付

け文 脈学習試験，( 4) 水探索試験，(5) 新奇物質探索試験，(6) 受動回避試験，(7 ) 放射

状迷路試験，(8)Morris 水迷路試験，(9) 遅延見本合わ せ ・ 非 見 本合わせ 試験な どがあ

る （田熊 ら，2007) . 行動実 験は多 種要因の 影響があるこ と か ら，一般的に2 種類以上

の 実 験方 法 を用い て 評価する必要がある ． 本 章 では文 脈学習評価の ス テッ プスル ー型受

動的回避試験(McGaugh & Land:field, 197 0) と 空 間記憶評価の モリス 水迷路試験

(Morris, 1981) を使用した ．

ア ンチエイジ ング研究 におい て ，マウス (Zhang et al, 2008), ラッ ト(Lei et al, 

2008), シ ョウジ ョウ バエ(Cui et al , 2004)などに D·galactose を慢性全身 に 曝し ，

老化 の 加速 を引き起こさ せ，老化 モデル と して 使用され てい る. D-galactoseの 慢性投

与は 動物の 自 然老化 に 似た 変 化 を誘導し (Li et al, 1995; Cui et al, 2006), 酸化 ス ト レ

ス (Kumar et al, 2010), 認知機能障害 (Wang et al, 201 0 ) ,  神経損傷(Zhang et al, 

200 5), 遺伝子転写の 変化(Lu et al, 2006), 免疫機能障害 (Yi et al, 2009 ) な ど を惹

起するこ と が報告さ れて いる. D·galactoseにより 老化 の 誘導は 老化 や 加齢に伴 う 神経

変性に関するメ カニ ズムを研究するため の 理想的な モデルとな ってい る ．

し かし な がら，報告されて いるマ ウス ヘの D-galactose の 投与量は広 範囲 とな って お

り 信頼性に欠 ける． 例えば，50 mg/kg (Lu et al, 2007; Zhong et al, 2009), 10 0 mg/kg 

(Cui et al, 20 06; Yi et al, 2009), 120 mg/kg (Zhao et al, 2008), 150 mg/kg (Zhang et 

al, 2008), 200 mg/kg (Mao et al, 2008), 500 mg/kg (Ma et al, 2009), 1250 mg/kg 

(Shen et al., 2002) 体重な どの 投与量の 報告があ り ， 慎重性が 求 めら れる ． 特に 本研究
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の ように，桑枝条の アン チエイ ジングの機能 を解析するた めには，ま ず 第一に，脳老化

モデル を確立する必要があると 考 えられる ．

一方， 近 交 系 C57B U6J マ ウ ス は ジ ャ クソ ン ラ ボラ ト リ ー ズ 系(Jackson

Laborator i es stocks)より 繁殖し(Popesco et al, 2004), 加齢 変 化 を調査するためもっ と

も よく 使用される実験用マウス 系統である( Calhoun et al, 1998; Long et al, 1998; 

Zhao et al, 2009; ). この 系統は 加齢に 伴う 概 日リズムが 変 化し (Valenti nuzzi et al, 

1997 ), 空間学習機能が高く(Stavnezer et al, 2002), そして モ リ ス 水迷路で 年齢 依存

的に 記憶障害 を 示して いる(Magnusson et al. , 2003). 老化 研究 として 適切な 系統であ

ると考えられ る ．

また，D·galactose の 慢性 投与より 自 然老化 を誘発するの は 動物の 年齢 の影 響で，12

週齢 ， 22 週齢 から D·galactose を注射したマウス が年 齢 依存的に有意な 酸 化ス ト レス

を 示した(Xu et al, 2009 ). 

そ こで，本章で は，脳老化 を引 き 起 こす D-galactose の 投与量 を検討するた め，12

週 齢 の C57 BU6J 系 統マ ウ ス を用 いて ，D·gal(D- galactose) 200mg/kg, D-gal 

400mg/kg, D-gal 800mg/kg投与群のマウスに 対 して 行動実 験 と 病理組織観察実験 を お

こな っ た． また，D·galactose により 惹起した 病変 を判 断するた め，さらに D-gal

lOOOmg/kg, D ·gal 1500mg/kg 及び D-gal 2000mg/kgの 3つの 高投与量群 を増やし ，

D·gal 200mg/kg , D-gal 400mg/kg 及びD·gal 800mg/kg 投与群の 実験条 件 と 統一する

ように 行動実験終了日にマ ウス を屠殺し ； 病理組織学観察実験 を おこなっ た． な お，

D-galactose を 8 週 間 連続投与すること により 引 き 起 こした病変 が 自 己修復され る か

どう か を確認するた め，D-gal 1000 mg/kg 群 に 対 し て，注射終了の 時 と 注射終了 一週

後の 病理組織学観察実験 を お こな っ た．
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I . 材料及び方法

1. 実験動物

動物 は 9 週齢の C57B IJ6J 系雄マウス （体重 23-28g) を日本 SLC (株） より 購入し，

N ormal contr ol (NC), D- galactose 200mg/kg 体重l 日 (D-gal 200mg/kg) , D-galactose 

400mg/kg 体 重 ／ 日 (D- gal 400mg/kg) , D-galact ose 800mg/kg 体 重 l 日 (D- gal

800mg/kg) , D- galactose lOOOmg/kg 体 重 l日 (D-gal lOOOmg/kg) , D-galactose 

1500mg/kg 体重l 日 (D-gal 1500mg/kg) , D-galactose 2000mg/kg 体 重l 日 (D- gal

2000 mg/kg) の 7 群に分け， 1 ケージに5 頭ずつ飼 育し な がら，3 週 間 の 環境馴化 後，

実験に 供した (Fi g. 1) . 動物飼育室は室温が 23 士 2°c , 照明 時 間 が 12 時間 （朝7 時に

自 動的に照明 点灯，夜 19 時 に 自 動的 に 消灯） に保たれた ． 飼 育飼料(MEQ オリエン タ

ル酵母工業株式会社）は 滅菌され ，自 由 に食べさせ，飲水は 水道水で 自 由に飲食さ せた ．

実 験 中， 体重 を毎 日，摂食量と飲水量を隔日計測した ．

動物 の 飼 育お よぴ取り 扱い は 動物愛護法並ぴに実験動物の ケア及ぴ使用に 関するガ

イ ド ライン に従い な がら，岩手大学 動物実験委員会認可のも と で 行 った ．

2. 薬物の 調整及び投与

等張液とは細胞内の 溶液 と 浸透圧が 等しい 生 理食塩水に相当 する溶液である． 薬品 の

注射剤などは 等張液を使用してい る． そこ で 塩化ナ トリウム （和光） で 200mg, 400mg, 

800mg, 1000mg, 1500mg, 2000mg /kg体重l日の D-galactose(Sigma 会社） の 等張

溶液を調製 した． 毎 日 新 鮮な 試薬 を調整し ， 同 じ時間でマウスに8 週 間に渡り 皮 下 注 射

をお こな った ． 一方 ， 対 照 と する NC 群に生理食塩水 （扶桑 薬品 工 業） を同 じく 8 週間
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皮 下 注射した ．

3. ステ ッ プスル ー型受動的回避実験

3 . 1 装置

装置 （小原医科産 業） は 白 色光( 15W) で 照らした 明室 （上側 ； 幅 300 mm, 奥 行 98

mm, 高さ 90 mm, 下 側 ； 幅 120 mm, 奥行 42 mm, 高さ 90 mm) と ，床に通電で

きるグリッ ド(6 mm 間 隔） を設置した暗室 （幅 180 mm, 奥行 125 mm, 高さ 115

mm) に分 かれ ている . 2 室 の 間 には，上下 に 自 由 に開閉できる仕切り ドア がある(Fig .

2). 暗室内には マウス の 入室 を検知する赤外 線セン サー が 備わっ て いるまた ，暗室に

入るまで の 時 間 計測器及 ぴ電気 刺激発生 トリガー が 暗室に繋がっ ている ．

3.2 手 順

実験の前にマウス の 異常個体を選別するため に， 前獲得試行(Preacquisition trial)を

お こな った ． 前獲得試行 と は，仕切 り ドアを開けたま まマウ ス を明室に入れ，暗室に入

るまでの 時間 をス ト ップウ ォ ッチで 測定した. Step-through 型受動回避実験は，光を

避けるマウス の 負の 走 行 性 を利 用したもの であるため ，明室にお かれたマウスが 60 秒

以上明 室に留 まれ ば ，異常個体 と 判 断し，実験に使用 しな かった．

実験 1 日目 に前獲得試 行 をお こない，その 後 獲得試行 (Acquisitiontrial} をお こな

っ た． 獲得試行 と は，仕切り ドアを閉 めた状態で マウ ス を明 室に入れ，30 秒後 に仕切

り ドアを開け， マウ ス が 暗室 に 入るま での 時 間 ぽ：応潜時） を測定し た． マウスの 後 ろ

足 が 暗室に入った， または 暗室の 中 の赤外線セン サー に反応した 時点で ， 仕切 り ドア を

，

 



閉 め ， 0.2 mA の電気 シ ョ ッ ク を 4 秒間与 え た．

実験 2 日目 （獲得試行から 24 時間後） に再 生試行( Retention trial) をおこ なっ

た． 再生試行は獲得試行 と 異 な り， 電気 シ ョ ッ ク を流さな かった． それ以外の操作は，

獲得試行 と 同様にお こ なっ た． 反応潜時は最 大 300 秒として 計測した．

4 モ リス水迷路実験

4.1 装置

装置 は Fig.3に示し た円形 プー ル（直径 100cm, 深さ30cm) と マ ウスが回避できる

ための透明なプ ラ ッ ト ホ ー ム（高さ 19c m) か ら なって いる． マ ウスがプ ラ ッ ト ホ ー ム

を水面下 1cm に 見 えないように， 25 士 1°c の水（市販のポ ス タ ー カ ラ ー でプールの水

を白濁させる） をプールに深さ 20cm まで入れ た． プー ル水面上か ら 100cm 位置に白

黒 CCD カ メ ラ が設置して おり， カ メ ラ と コン ピ ュ ー タは連動し， マ ウスの水泳軌跡を

0.5 秒間 隔で 自 動記録さ れ た． 水泳軌跡の記録 と 画像分析は NIH Image をも と に作 ら

れ たソ フ ト ウ ェ ア Image WMH 2.08 ( 小原医科産業） を 使 用した ．

4.2 手順

モ リ ス水迷路実験 は 9 日間， 毎日夜 19 時からスタ ー ト し た . 1 日 目 にマ ウス を プー

ルに適応 さ せるため， 一頭に 1 回ず つ 1 分間 泳がせた ． また， こ の日のプ ラ ッ ト ホ ー ム

に高さ 10cm の目印 を設置し， マ ウ ス にプ ラ ッ ト ホ ー ムの存在を認識させ た． 実験者 は

コン ピ ュ ー タ に指示され た 地点か ら ， マ ウスを壁向 きにプー ルに入れてから速やかにマ

ウスが見 え な い位置に回避した． マ ウ ス が 60 秒以内にプ ラ ッ ト ホ ー ムに到達できたら，
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その ま ま 15 秒間放置し， その 位置 を記憶させ た． な お， マ ウスが 60 秒でも プラ ッ ト

ホ ームに到達できない 場合 は，強制的 に プラ ッ トホ ーム に 移動させ ，15 秒間放置し，

その 位置を記憶させ た ．

2~ 8日目に目 印を外し，マ ウスを コン ピ ュ ータ に 指 示された時 点から 壁向き に 1 頭 に

4 回ずつ 1分 間 泳がせ る ト レーニング を 行 った. 60 秒で 到達できない 場合 は 到達時 間

を60 秒 と 記録した ．

9日目にプロ ー ブテスト を 1 回 行 っ た ． こ の日， プラ ッ ト ホ ー ム を取り 除き， マウ ス

を一頭に 1 回ずつ 60 秒 間 泳 が せた ． プ ラ ッ ト ホ ームがある場所を横切っ た回数

(Crossing) ,  平均 水 泳速度(Swimming speed) 及び円 形プール 4分 円(Quadrant) の

滞在率を測 定 した ．

5 病理組織学的観察

5.1 スラ イ ド標本の作 製

モリス 水 迷路実験後の 各群マウ スをジ エチルエー テルの 深麻酔下で 断頭し， 速や か に

脳， 心臓，肝臓， 牌臓，肺及び腎臓を摘 出し ． 重さ を測り ， 迅速に 10%ホルマ リン 溶

液に3日間 固定した． さらに， 脳部位の 海馬 を切り 出し， 2日間に渡り 10%ホルマ リン

溶液に 再固 定した ． 固定 した海馬部位 と内臓 を流 水 で 12時 間 洗浄した後， 75%エタ ノ

ール 溶液， 85%エタノ ール 溶液，99%エタ ノ ール 溶液，100%エタノ ール 溶液 に 逐次に

12 時間脱 水 ，脱脂した ． 続い て， キ シ レン I30 分 ，キ シ レン II30分 ，キ シ レン 直 40

分 に 浸漬し， 65 °C の パラフ ィン I30分 ，パ ラフ ィン II30分， パラフ ィン m30分 に 浸

透し ， パ ラフ ィン 包埋をお こな っ た 作 製したパ ラフ ィン ブロ ック を滑走式 ミクロ トー

ム(LEICASM 2010R)で 3 pmの 厚さに薄切り， 水 の 中 に伸展し，その 後，ガラスに
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乗せ， 水分が な く な る ま でパ ラ フ ィ ン伸展板 （千代 田製作所， PS-53) 上で 24 時間乾燥

さ せた．

5.2 ヘマ ト キ シ リ ン ・ エ オ ジ ン (Hematoxilin and eosin; HE) 染色

作製 し た ス ラ イ ド標本 を脱パ ラ フ ィ ン し， キ シ ロ ール 1 5 分， キ シ ロ ール II 5 分， 99%

エ タ ノ ール 1 2 分， 85%エ タ ノ ール 1 2 分， 75%エ タ ノ ール I 2 分， 水 2 分に浸漬 し た ．

続いて， マイ ヤーのヘマ ト キ シ リ ン溶液 3 分間染色 し， 3 回程度軽 く 水洗 し て ， 余分の

ヘマ ト キ シ リ ン液 を 45 分程洗っ た ． さ ら に， 75%, 85%エ タ ノ ールに各 2 分ずつ浸漬

し ， エ タ ノ ールエ オ ジ ン 1%液で 1 分間染色 し ， 99%エ タ ノ ール I , II に各 2 分ずつ浸

漬 し， キ シ レ ン I , II で透徹後 ， オイ キ ッ ド液の封入剤 を使用 し ， カ バー グ ラ ス の封入

を行っ た．

作製 し た切片 は光学式顕微鏡 (Nikon, ECLIPSE E600, レ ン ズ倍率 ： X 4, X 10, 

X 20, X 40) に接続 したデ ジ タ ルカ メ ラ (Nikon, DS-Fil) で撮影 し た ．

6 統計分析

マ ウ ス の体重， Step-through 型受動回避実験及ぴ Morris 水迷路実験において， JMpe

8 (SAS Institue Inc.) を用 い て ， 分散分析 (ANOVA) をお こ な っ た． なお， 有意差が

認め ら れた場合は Dunnett の方法で事後検定 (Post-hoc test) を お こ な っ た ．

12 



Age in Days 

Group 

Normal Control 
(NC) 

D-gal 

(200mglkg) 

D-ga1 

(400mg/kg) 

D-ga1 

(SOOmglkg) 

D-gal 

(ISOOmg,'ltg) 

D-ga1 

(2000mg/kg) 

D-gal 

( lOOOmg,kg) 

63 80 

Acclimalize 

Acclimatize 

Acclimalize 

Acclimatize 

Acclimatize 

Acclimatize 

Acclimatize 

Acclimatize 

Acclimatize 

136 139 148 

Daily subcutataneous injection of salioe (S Step- Morris water HE 
weeks) through maze teXt staining 

test 

D-gal was injected subcwalaneously in a Step- Morris water HE 
dose of 200mg /kg body weight/day (S through maze text staining 
weeks) test 

D-gal was injected subcutataneously in a Step- Morris water HE 
dose of 400mg /kg body weight/day (8 through maze text staining 
weeks) test 

D-gal was injected subcutataneously in a Step- Morris water HE 
dose of 800mg /kg body weight/day (8 through maze text staining 
weeks) test 

D-gal was injected subcutataneously in a HE 
dose of 1000mg Jkg body 'llreight/day (8 
weeks) 

12days staining 

D-gal was injected subcutataneously in a HE 
dose of 1500mg /kg body \\·eight/day (8 12 days staining 
weeks) 

D-ga1 "·as injected subcutataneously in a 12 days HE 
dose of 2000mg 1kg body weight/~• (8 staining 
weeks) 

D-gal was injected subcutataneously in a 
dose of 1000mg Jkg body weight/day (8 HE staining 
weeks) 

D-ga1 was injected subcutataneously in a 
one \\'eek dose of 1000mg 1kg body weight/day (8 HE staining 

weeks) 

Fig. 1. Experimental schedule of D·galactose· induced dementia model mice. The 

animals were divided into 9 groups: (1) NC; (2) D·gal 200 mg/kg; (3) D·gal 400 

mg/kg; (4) D·gal 800 mg/kg; (5) D·gal 1000 mg/kg; (6) D·gal 1500 mg/kg; (7) D·gal 

2000 mg/kg; (8) D·gal 1000 mg/kg (immediately sacrificed); (9) D·gal 1000 mg/kg 

(sacrificed after one week); by subcutaneous injection every day for 8 weeks. 
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Door 

Dark chambar Bright chamber 

• 000 

Fig. 2. An equipment of passive avoidance test. The apparatus consisted of 

illuminated chamber (top; 300 x 98 x 90 mm, bottom ; 120 x 42 x 90 mm) by a 

fluorescent light of 15 Wand dark chamber (180 x 125 x 115 mm) . The floor of the 

cage was made of metal rods, spaced at 6 mm. When a mouse entered the dark 

ch amber, the door between the two chambers was closed and foot shock (0.2 mA, 4 

sec) was delivered through the grill floor of the dark chamber. The presence of the 

passive avoidance was 24 h later. The mouse was placed on the illuminated 

chamber once more and the latency to enter the dark chamber was measured with 

the cutoff time of 300 sec. 
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Fig. 3. An equipment of Morris water maze. The pool was filled to depth of 20 

cm, so that the mouse could either escape over the edge of the tank nor balance 

its tail on the bottom of the task. White paint was added into the water and the 

temperature controlled at 25 ± 1°C. A video camera was mounted above the 

tank. Red rectangles indicate start location. 
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II . 結果

1. マウスの体重，飲水量及び摂食量

D·galactoseを注射する前日の体重，飲水量，摂食量を基準とし， 体重増加量 ，飲水

増加量 ，摂食増加麓の変化を検討した. D·gal 200 mg/kg, D·gal 400 mg/kg, D·gal 800 

mg/kg群のマウスの体重増加量の変化をFig. 4 Aに示した. D·gal 200 mg/kg群では

NC 群に比較すると54日目で有意な減少が認められた. D·gal 400 mg/kg 群ではNC

群に比較すると34日目で有意な減少が認められた. D·gal 800 mg/kg群ではNC 群に

比較すると32, 41, 43, 44, 45, 47, 48, 49, 51, 52, 54, 55, 56および 58日

目で有意な減少が認められた. D·gal 1000 mg/kg, D·gal 1500 mg/kg, D·gal 2000 

mg/kg 群の体重増加籠の変化を Fig. 12 Aに示した. NC 群に比較すれば4群の間に

有意な差が認められなかった．

D·gal 200 mg/kg, D·gal 400 mg/kg, D·gal 800 mg/kg群の飲水増加蛍の変化をFig.

4Bに示した. D·gal 400 mg/kg, D·gal 800 mg/kg群の飲水最がNC 群よりやや減少

した. D·gal 1000 mg/kg, D-gal 1500 mg/kg, D-gal 2000 mg/kg 群の飲水増加蛍の変

化をFig.12Bに示した. D·gal 1000 mg/kg, D·gal 1500 mg/kg, D·gal 2000 mg/kg群

の飲水量がNC群より顕著に減少した．

D·gal 200 mg/kg, D·gal 400 mg/kg, D·gal 800 mg/kg群の摂食増加量の変化をFig.4

Cに示した.NC群に比較すると，4群の間に差が示されなかった. D·gal 1000 mg/kg, 

D·gal 1500 mg/kg, D·gal 2000 mg/kg群の摂食増加量の変化をFig.12 Cに示した．

NC群に比較すると， 4群の間に差が示さなかった．

2. ステップスルー型受動的回避実験
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4群の マウスにお ける文脈課題記憶の 強度を調べるためにStep-through型受動回

避実験 を お こなった(Fig.5). ANOVAの 結果，獲得試行(Acquisition trial)及び再生

試行(Post-shocktrial) のいずれにおいても4群間に有意な差は認められなかった．

3. モリス水迷路実験

4群の マウスに お ける空間記憶能力を調べるために， Morris水迷路実験 を お こなっ

た． トレー ニング期間にお ける4 群のマウスの プラットホ ー ムまでの平均到達時間

(Fig. 6) , プロ ー プテストにおける4 群の マウスの Crossing 回数(Fig . 7A), 平均水

泳速度(Fig.7B), そして各Quadrantの滞在率(Fig. 8) を 測定した．

各群訓練1日目を基準にプラットホ ー ムヘの 平均反応潜時が短縮されるか検定した

ところ，400 mg/kg群では 5と 6日目で， 800 mg/kg群では 5と7日目で， 平均反応

潜時の 有意な短縮が認められた．

プロ ー プテストにおいて， 各群の Crossing回数 を NC群に比較すると，4群の 間に

有意な差が認められなかった． 各群のTarget quadrantの滞在率を分析したところ，

NC群の Target quadrant滞在率が他の2つのQuadrant滞在率(Quadrant 1 and 

3)より有意に高くなり， 800 mg/kg D-gal群のTarget quadrant滞在率が他の 3つの

Quadrant滞在率(Quadrant 1, 2 and 3) より有意に高くなった． また， プロ ー プテス

トの水泳速度にお いては4群の 間に有意な差が認められなかった．

4. 臓器指数の 分析

臓器の重最は薬理学や毒性学にお いて重要な観察指標である．一般的には心臓，肝臓，
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牌臓， 肺， 腎臓， 脳組織などの主要な内臓を測定する． そして， 体重による臓器 重量ヘ

の影響を避けるた め， 適時臓器指数傭！器の重量l体重）で表示する(zhang et al, 2 011) .  

D-galactoseによる マウス 臓器に対する影響を調べたところ， 各投与群の臓器指数 は

NC群 に 比較すると いずれも 有意な差が認められなかった(Figs. 9 and 13). 

5. 組織学的評価

D-galactoseによる マウス脳部位の海馬と大脳皮質，心臓， 肝臓， 牌臓， 肺， 腎臓に

対する毒性を調べるため， 各投与群のマウスの臓器 を病理組織学検査のヘマトキシリ

ン ・ エオジン(Hematoxilin and eosin; HE)染色をおこなった．

D·galactoseの 8週連続投与によって誘引される病変が自己修復されたかどうか を

確認するた め ， D-gal 1 000 mg/kg群に対して， 注射終了と その後 一週間後のマウスを

屠殺し， HE染色を行った(Figs. 16 and 17). その結果， NC群に比較すると， 脳部位

の海馬と大脳皮質， 心臓， 肝臓， 牌臓， 肺， 腎臓 に おいて いずれも 変化が認められなか

った． しかし， 各群に おいて海馬（歯状回(DG)の顆粒細胞 およぴ錐体細胞）と大脳皮質

（錐体細胞）の神経細胞の乏血性変化が確認された．

また， D-gal 2 00 mg/kg, D·gal 400 mg/kg, D·gal 800 mg/kg , D·gal 1000 mg/kg, 

D-gal 1500 mg/kg及び D-gal 2000 mg/kg群のマウス は D·galactoseを注射終了した

13 日目に屠殺し， HE染色 をおこなった. Figs. 10, 11, 14, 15 に示したように，

D·galactose ( 2 00 mg/kg体 重から 2 0 00mg/kg体重まで） を注射した群の脳部位の海馬

と大脳皮質，心臓， 肝臓， 牌臓， 肺 および腎臓において いずれもNC群と差が認められ

なかった . NC群 及び D·galactose( 2 00 mg/kg体 重から 2 000mg/kg体重まで）を注射

した群の海馬（歯状回の顆粒細胞 および錐体細胞）と大脳皮質（錐体細胞）には神経細

胞の乏血性変化が確認された ． しかし， 神経細胞の乏血性変化は， D·galactose投与量
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(200 mg/kgから 2000 mg/kgまで）の増加にも関わらず， NC 群との有意差が認められ

なかった．
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Fig. 4. Body weight, water or food intake in four group mice. (A) Body weight 
difference in four group mice. Body weight difference of D-gal 200 mg/kg group in day 
54 was significantly lower than NC group (*, P < 0.05). Body weight difference of 
D-gal 400 mg/kg group in day 30 was significantly lower than NC group (*, P< 0.05) . 
Body weight difference of D-gal 800 mg/kg group in days 32, 41, 43, 44, 45, 4 7, 48, 49 
51, 52, 54, 55, 56 and 58 were significantly lower than NC group (*, P < 0.05). (B) 
Daily water intake difference. All values are expressed as means ±SD. (C) Daily food 
intake difference. All values are expressed as means ±SD . 
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Fig. 5. Mean step-through latency. Mice were divided into four groups: (1) NC (n=lO); 

(2) D-gal 200mg/kg (n=l0); (3) D-gal 400mg/kg (n=l0); (4) D-gal 800mg/kg (n=l0). 

The mice of D-galactose groups received subcutaneous injection of D-galactose once 

daily for 8 weeks. The mice of NC group received subcutaneous injection of 0.9% 

saline once daily for 8 weeks. Mean step-through latency was not both acquisition 

and post-shock trial significantly different among four groups by ANOVA (P> 0.05). 

All values are expressed as means ±SEM. 
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Fig. 6. Mean escape latency of Morris water maze training sess10n. Mice were 

divided in to four groups: (1) NC (n=lO); (2) D-gal 200mg/kg (n=l0) ; (3) D-gal 

400mg/kg (n= l0); (4) D-gal 800mg/kg (n=l0) . The mice of D-galactose groups 

received subcutaneous injection of D-galactose once daily for 8 weeks. The mice of 

NC group received subcutaneous injection of 0.9% saline once daily for 8 weeks . 

Mean escape lat ency of D-gal 400 mg/kg group in days 5 and 6 were significantly 

lower than D- gal 400 mg/kg group in day 1 (* , P < 0.05). Mean escape latency of 

D-gal 800 mg/kg group in days 5 and 7 were significan tly lower than D-gal 800 

mg/kg group in day 1 (#, P< 0.05). All values are expressed as means ±SEM. 
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Fig. 7. (A) Mean number of center crossing of Morris water maze probe test. Mice 

were divided into four groups: (1) NC (n=l0) ; (2) D-gal 200mg/kg (n=l0) ; (3) D-gal 

400mg/kg (n=lO); (4) D- gal 800mg/kg (n=lO). Mean number of center crossing 

was not significantly different among four groups by ANOVA (P> 0.05). (B) Mean 

swim speed of Morris water maze probe t est. Mice were divided into four groups: 

(1) NC (n=l0); (2) D-gal 200mg/kg (n=lO); (3) D-gal 400mg/kg (n=l0); (4) D-gal 

S00mg/kg (n=lO). Mean swim speed was not significantly different among four 

groups by ANOVA (p > 0.05).All values are expressed as means ±SEM. 
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Fig. 8. Mean time in zone (%) of Morris water maze probe test. Quadrant 0 was 

target quadrant (platform existed quadrant). Quadrant 1 was the left quadrant 0. 

Quadrant 2 was right quadrant 0. Quadrant 3 was existed oppositely in quadrant 0. 

Mice were divided into four groups: (1) NC (n=l0) ; (2) D-gal 200mg/kg (n=lO); (3) 

D-gal 400mg/kg (n=lO) ; (4) D-gal 800mg/kg (n=lO). Mean time in zone (%) of NC 

group in Quadrant 1 and Quadrant 3 were significantly lower than NC group in 

Quadrant 0 (*, P < 0.05) . Mean time in zone (%) of D-gal 800mg/kg group in 

Quadrant 1, Quadrant 2 and 3 were significantly lower than D-gal 800mg/kg in 

Quadrant O (*, P< 0.05; ***, P< 0.0001) . All values are expressed as means ±SEM. 
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Fig. 9. Effects of D-galactose on relative weights of main organs. Mice were 

divided into four groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal 200mg/kg (n=5); (3) D-gal 

400mg/kg (n=5); (4) D-gal 800mg/kg (n=5). The mice of D-galactose groups 

received subcutaneous injection of D-galactose once daily for 8 weeks. The mice 

of NC group received subcutaneous injection of 0.9% saline once daily for 8 

weeks. The organ index was not statistically significantly different among four 

groups by ANOVA (P> 0.05) . All values are expressed as means ±SD. 
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Fig. 10. Morphological alterations in hippocampus and cerebral cortex of D-galactose 

treated mice observed with hematoxylin and eosin (HE) staining. Mice were divided 

into four groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal 200mg/kg (n=5); (3) D-gal 400mg/kg (n=5); (4) 

D-gal 800mg/kg (n=5). A-2, B-2, C-2 and D-2 were the amplifications of "D " parts in 

A-1, B-1, C-1 and D-1 correspondingly. In NC group, the ischemic changes in granule 

cells and pyramidal neurons of hippocampus and pyramidal neurons of cerebral 

cortex. In D-gal 200 mg/kg group, the ischemic changes in granule cells and pyramidal 

neurons of hippocampus and pyramidal neurons of cerebral cortex. In D-gal 400 mg/kg 

group, the ischemic changes in granule cells and pyramidal neurons of hippocampus 

and pyramidal neurons of cerebral cortex. In D-gal 800 mg/kg group, the ischemic 

changes in granule cells and pyramidal neurons of hippocampus and pyramidal 

neurons of cerebral cortex. Arrows show ischemic changes in neurons. 
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Fig. 11. Morphological alterations in heart liver spleen lung and kidney of 

D-galactose treated mice observed with hematoxylin and eosin (HE) staining. Mice 

were divided into four groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal 200mg/kg (n=5); (3) D-gal 

400mg/kg (n=5); (4) D-gal 800mg/kg (n=5) . Morphological alterations of heart, liver, 

spleen, lung and kidney was not different among four groups. 
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Fig. 12. (A) Body weight, water or intake in four group mice. (A) Body weight 

difference was not significantly different among four groups by ANOVA (P> 0.05). 

(B) Daily water intake difference. All values are expressed as means ±SD. (C) 

Daily food intake difference. 
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Fig. 13. Effects of D-galactose on relative weights of main organs. Mice were divided 

into four groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal lO00mg/kg (n=5); (3) D-gal 1500mg/kg (n=5); 

(4) D-gal 2000mg/kg (n=5). The mice of D-galactose groups received subcutaneous 

injection of D-galactose once daily for 8 weeks. The mice of NC group received 

subcutaneous injection of 0. 9% saline once daily for 8 weeks. The organ index was not 

statistically significantly different among four groups by ANOVA (P > 0.05). All 

values are expressed as means ±SD. 
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Fig. 14. Morphological alterations in hippocampus and cerebral cortex of D·galactose 

treated mice observed with hematoxylin and eosin (HE) staining. Mice were divided 

into four groups: (1) NC (n=5); (2) D·gal lO00mg/kg (n=5); (3) D·gal 1500mg/kg 

(n=5); (4) D·gal 2000mg/kg (n=5). A-2, B-2, C-2 and D-2 were the amplifications of 

"D" parts in A·l, B-1, C-1 and D-1 correspondingly. In NC group, the ischemic 

changes in granule cells and pyrnmidal neurons of hippocampus and pyTamidal 

neurons of cerebral cortex. In D-gal 1000 mg/kg group, the ischemic changes in 

granule cells and pyramidal neurons of hippocampus and pyramidal neurons of 

cerebral cortex. In D·gal 1500 mg/kg group, the ischemic changes in granule cells 

and pyramidal neurons of hippocampus and pyramidal neurons of cerebral cortex. 

In D·gal 2000 mg/kg group, the ischemic changes in granule cells and pyramidal 

neurons of hippocampus and pyramidal neurons of cerebral cortex. Arrows show 

ischemic changes in neurons. 
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Fig. 15. Morphological alterations in heart liver spleen lung and kidney of 

D-galactose treated mice observed with hematoxylin and eosin (HE) staining. 

Mice were divided into four groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal lO0Omg/kg (n=5); (3) 

D·gal 1500mg/kg (n=5); (4) D-gal 2000mg/kg (n=5). Morphological alterations of 

heart, liver, spleen, lung and kidney were not different among four groups. 
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Fig. 16. Morphological alterations in hippocampus and cerebral cortex of D-galactose 

treated mice observed with hematoxylin and eosin (HE) staining. Mice were divided 

into four groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal lO00mg/kg (Injected for 8 weeks, 

immediately sacrificed; n=5); (3) D-gal lO00mg/kg (Injected for 8 weeks, sacrificed 

after one week; n=5). A-2, B-2 and C-2 were the amplifications of "D" parts in A-1, 

B-1 and C-1 correspondingly. In NC group, the ischemic changes in granule cells and 

pyramidal neurons of hippocampus and pyramidal neurons of cerebral cortex. In 

D-gal 1000 mg/kg group (Injected for 8 weeks, immediately sacrificed), the ischemic 

changes in granule cells and pyramidal neurons of hippocampus and pyramidal 

neurons of cerebral cortex. In D-gal 1000 mg/kg group (Injected for 8 weeks, 

sacrificed after one week), the ischemic changes in granule cells and pyramidal 

neurons of hippocampus and pyramidal neurons of cerebral cortex. Arrows show 

32 



Normal 
Control 
(NC) 

Heart 

D-gal 
(1000 
mg/kg· 

I~;diately . • ·. •· •. ·. • · 
killed) 

D-gal 
( 1000 
mg/kg; 
Killed 
after one 
week) 

Liver Spleen Lung Kidney 

Fig. 17. Morphological alterations in heart liver spleen ·lung and kidney of 

D·galactose treated mice by hematoxylin and eosin (HE) staining. Mice were 

divided into three groups: (1) NC (n=5); (2) D-gal lO00mg/kg (Injected for 8 weeks, 

immediately sacrificed; n=5); (3) D·gal lO00mg/kg (Injected for 8 weeks, sacrificed 

after one week; n=5). Morphological alterations of heart, liver, spleen, lung and 

kidney were not different among three groups. 
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m. 考察

D·galactoseがマウスの脳老化を誘導することは最初 に 中国の研究者より報告された

( Li  et al., 199 5). 2000年に入ってから ， 中国の研究者を中心としてD-galactoseより

老化 モデルを誘導し， 加齢に関する研究が盛んに行われている . D-galactoseが老化を

誘導するメカニズムについて， いくつかの仮説が提案 された． 抗酸化酵素Cu-Zn系ス

ーパー オキシドディスムタ ーゼ(Cu-Zn-superoxide dismutase, S OD) 活性が減少し，

脂質過酸化生成物マロン ジアル デヒド(M alondialdehyde, MDA)とリポフスチン

( lipo fuscin)が著しく増加したことから， D-galactose の老化 惹起が 酸化ストレス増加

に関係していることを示した(Cui et al, 2004). また， D-galactoseを投与したマウ ス

体内の糖化最終産物(Advanced glyc ation endproducts, AGE)が増加を示し， 老齢マ

ウスに似て， 老化を引き起こすメカニズムである こと を示唆した(Song et al., 1999). 

しかしながら ， 投与量と投与期間が 広い範囲で報告され， D-galactoseにより老化モデ

ルを作製するのが困難になっていると考えている． また ， 病理組織学的病変が観察しや

すいため ， 瀕死状態の病理組織を観察する必要がある． しかし，D- galactose の半数致

死量 LD50も報告 されていないことから，最小致死投与量が確認しにくいことになって

いる． そこで， 本章ではD-galactoseの投与最を200 mg/kgから 2000 mg/kgまで検

討した．

D-galactoseの投与期間ではマウスの行動が 機敏で ， 体毛に艶が出て， 健常マウスの

N C群に比較すると， 外観の異常が認められなかった， D·galactoseは体重への影響が

D·g al 80 0 mg/kg群で確認されたが ， 800 mg/kg以上の投与 量では体重に影器を与え

なかった． 飲水量ではD-gal 1 000 mg/kg, D-gal 1 500 mg/kg, D-gal 2000 mg/kg群で

顕著に抑制されたが， D-galactoseの影蓉ではない可 能性が あると考えられる．

D-galactoseの投与呈の増加とともに，D-galactose 注射溶液の量も増やしたことから，
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飲水量が減少したと考えられる こうして， D ·galactoseは摂食量に影響を及ぼ さなか

った．

行動実験に適当な 老化モデルを探索するため，D·gal200 mg/kg, D·gal 400 mg/kg, 

D·gal 800 mg/kgの投与群を文脈学習評価のステップスル ー型受動的回避試験と空間記

憶評価の M orri s水迷路試験 をおこなった． 結果は受動的回避試験で， D·galactoseの

投与によりマウスの記憶悪化が 発生しなかった． 興味深いのは， Mor ri s 水迷路試験で

D·galactoseの投与によりマウスの空間学習・記憶が低下することなく，逆に 400 mg/kg, 

800 mg/kg D·gal投与群 の空間学習・記憶が向上したことが認められた． また， プロー

プテストの水泳速度において各群の間に有意な差が認められなかった．以上のことから，

200 mg/kg, 400 mg/kgおよび800 mg/kgの D·galactose の投与はマウ ス の記憶神経

反 応 と運動神 経反応の低下をもた ら さ なかったと考 え ら れる ． こ の結果 は

Parameshwaranら( 2010 )研究結果と 一致している． 彼らはC57BL/6J 8 週齢の雌

マウスに6週間腹腔内注射してから， ロ ー タロッド試験(Rota·Rod test), オープンフ

ィ ールド試験( O pen- field test), Y迷路試験(Y·maze test) 3つの行動実験をおこなっ

たところ， 運動神経， 空き地活動， 空間記憶の損傷が認識 されなかった． 加齢に関連し

た神経反応の徴候を引き起こすために， 慢性の短期の D· galactose注射により， 適切な

モデルを引き起こさない可能性を示唆した(Parameshwaranet al, 20 10 ) . 

細胞の老化・死滅は若い個体の組織でも観察されるが，細胞分裂によって新たな細胞

が作られ，死滅消失した細胞を補っているところが 老齢個体では細胞 の死滅消失の促

進と再生増殖力の減弱によって，臓器・組織の細胞数が実質減少し，組織・臓器の萎縮

が起こり， そしてほとんどあらゆる臓器で萎縮が認められる （梅村ら，2001 ) . そこで，

本研究では200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg, 1000 mg/kg, 1500 mg/kg, 2000 mg/kg 

体重の D·galactoseの投与群の臓器指数を検討したところ， いずれも健常マウス の N C

群と比べると有意な差が認められなかった. D·galactoseは 老齢のような臓器の老化を
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引き起こされなかったと考えられる． また， 老齢動物では各種臓器の萎縮， 機能減退に

より生命活動に不可 欠な代謝が低下する． このため 体重， 身長の減少， 知覚・ 運動能力

の低下が顕著になると言われている（梅村ら， 200 1). 体重はD·gal8 00 mg/kg群で 一 時

的に抑制されたが， 注射終了後に回復した{Fig.4 (A)}. D· galactose の投与により老齢

ほどの臓器萎縮を引き起こされなかったから， 顕著な 体重の減少，運動能力の低下が認

められないと考えられる． この結果は行動実験の結果と 一致した．

さらに， D·galactoseを投与したマウスの病理組織学銀察では， D·gal200 mg/kg, 

D-gal 400 mg/kg, D·gal 8 00 mg/kg, D·gal 1 00 0  mg/kg, D·gal 1 500 mg/kg及びD·gal

2000mg/kg群のマウスは，D·galactoseを注射終了した 1 3日目に屠殺し， 各臓器の脳

部位，心臓， 肝臓，牌臓，肺，腎臓の外観を観察したところ， 異常が認められなかった．

HE染色をおこなった結果， 健常マウスのN C群に比較すると， いずれの脳部位の海馬

と大脳皮質， 心臓， 肝臓， 牌臓， 肺， 腎臓において差が認められなかった．

D·galactose を投与したマウ スと N C群マウスにおいて， 海馬の CA3錐 体細胞と歯

状回(De ntate gyrus; DG )の顆粒細胞は核， 細胞質ともに萎縮し， 細胞の輪郭は角ば

って見え， 大脳皮質においても同じ状態の錐 体 細胞が確認された． 林ら( 2007)によ

れば， 乏血性変化の神経細胞は核， 細胞質ともに萎縮し， 細胞質のニッスル小体は消失

して好酸性を増やした結果， 細胞の輪郭は角ばってみえる． 乏血性変化は酸素 欠乏， 中

毒， 機械的圧迫， 感染 およぴ低血糖などによって起こる （林ら， 2007 ). また， 角ばっ

てみえる細胞がD·galactoseの投与量の増加とともに増加しなかった． さらに，海馬と

大脳皮質は虚血に弱い(Valentimet al, 2001; Petito et al, 19 84) .  したがって，

D·galactose と関係なく， 酸素 欠乏によって乏血性変化を引き起こしたと判断し， N C

群もD·galactoseの投与群も乏血性変化の神経細胞が観察された． また，行動実験にお

いては 12 日間経過し， 引き起こされた組織病変が自己修復されて， 病理切片の観察で

病変が見えなくなる可能性があると考えられることから， 1 000 mg/kg D·galactoseを 8
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週間投与終了してから直ちに病理組織学蜆察実験をおこなった． その結果は NC群と比

較しても差が認められなかった． 加齢とともに脳が萎縮， 重量が軽減， 皮質， 海馬およ

ぴ小脳領域にあるニュ ー ロンが収縮する (Rajiet al, 2009) . しかし， D-gal actose投与

群ではこれらの老化 特徴が確認されなかった．さらに， 脳部位の海馬の形が NC群と比

較すると， 全く崩れなく， 記憶の機能が正常に働いているではないかと考えられる． 脳

部位の病理組織学観察の結果は行動実験の結果と 一致していた．

加齢とともに内臓の変化が確認された． 心筋にリポフスチンという色素が沈着するの

は老齢に 多く認められる（板倉ら， 1998) . 12月マウスの肝臓では細胞質が緩み， 細胞

が浮腫と空胞化を示し， 24月マウ スの 肝臓では細胞が著しい浮腫と空胞化を示した

(Uddin et al, 2012). 加齢とともに免疫システムが免疫老化を示し ( Nikolich-Zugich

et al, 2005) , 牌臓のBリンパ球細胞が減少する (J ohnsonet al, 2002). また， ヘ モジ

デリンは主に赤牌髄や細動脈周囲リンパ鞘やリンパ小節及ぴ辺縁帯に沈着し， そして加

齢とともに増加を示す(Masuda et al, 1993) .  肺では加齢とともに肺泡拡張， 空域拡

大がある (J anssenset al., 1999). 加齢とともに腎小体の系球体が減少， 尿細管が萎縮，

それに直接比例し腎臓の重蛍も減少する( Glassock et al, 20 11) . 

D·ga lactose投与群のマウスでは心臓， 肝臓， 肺， 腎腎臓の病理学病変が認められな

かった． 細胞核が明瞭に青染し， NC群と差が認められなかった． 免疫器官の牌臓は細

胞核が青染し， 白牌髄と赤牌髄の限界がはっきり， 白牌髄の形が円形とか楕円形になり，

細胞減少が見られな<, NC群と差が認められなかった最近の報告 の1 つは本研究の

結果と 一致しており， D·galactose投与のマウス牌臓の超微細構造の解析で， 不規則の

Bリン パ球細胞が観察されたが， 多くの老化指標が D·galactose投与のマウス牌臓には

認められな<, D-ga lactoseで老化模擬をするのは適当かどうか疑問視されている

(Uddin et al, 2010) . 

以上のことから， 12週齢の C57BIJ6J マウスに8週間連続的に D-gal actose (200 
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mg/kg,...,..2000 mg/kg )を注射することにより脳老化を引き起こさなかったことから，

Uddinnら(2010 )の報告と共に、 本研究においても、 これまで 世界中で 200報以上

の報告があるD-g al actose投与による行動実験 モデル作製に関して、普遍性を否定する

重要な提案となる。
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IV. 摘要

老化を引き起こす適当なD-galactoseの投与量を確立するため，12週齢のC57BL/6J

系統マウスを用いて， 行動実験と病理組織観察実験をおこなった．

その結果， 200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg体重の D·galactoseを投与したマウ

スでは文脈学習記憶評価のステップスルー型受動的回避試験と空間記憶評価のMorris

水迷路試験において，記憶の低下を示さなかった．

200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kg, 1000 mg/kg, 1500 mg/kg, 2000 mg/kg 体重

のD·galactoseを投与したマウスではHE染色の病理学親察実験において老化の特徴が

認められなかった．

以上のことから，行動実験の老化モデルを作製できるD-galactoseの投与法について

は， 総合的に普逼性を否定することができる．
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第二章 桑枝条抽出物による老化促進マウスSAM-PSのアンチ

エイジング解析

第一章では C57BIJ6Jマウ スにおけるD-galactoseによる老化 モデルの 惹起の 検討を

行った． その結果，D-galactose投与量が200 mg/kg, 400 mg/kg, 800 mg/kgいずれ

も行動実験(Step- through 型受動回避実験， M orris水迷路実験）において記憶の低下

が示さなかった． また ，200 mg, 400 mg, 8 00 mg , 1 000 mg, 1 500 mg, 200 0 mg/kg 

投与量で組織学観察 実験において老化の 特徴が認められなかった．

一方近年 ， 学習と記憶の障害の 特徴を持って いる SAM系統のSAM-PSマウスは ， 老

年病学の認 知症研究において 注目された(Flood and M or ley, 199 8). 最初に ， SAM系

統はTak eda ら ( 19 8 1)に よって研究開発され， 老化 発生しやすい系列のマウ ス

(Senescence-prone series of mice)と 老化抵抗系列のマウ ス(Sen escence-r esistant

series of mice)に 分け， 老 化 発生し や す い系 列の マ ウ ス を SAM

(Se nesce nce·Acce lerated M ouse)と命名された . SAMの SAM -PS系列は認知機能障害

の 実験に 対する適切なげっ歯類の モデルであり ， 学習， 情動変化 ， 2 4時間周期リズム

の 機能障害{Miyamoto et al, 2004)および酸化 ストレス増加(Farr et al., 2003) を示

す． また ， 老化 抵抗マウ ス SAM-Rlは 対照として多くの 研究で使用されている ． そこ

で， 本研究では ， 桑枝条抽出物の 機能性を解析するために ， 老化モデルマウ スを SAM

系統のSAM-PS老化促進マウ スと S AM -Rl老化抵抗マウ スを用いて検討することにし

た．

本研究では 第一章と同じように ，文脈学習 評価の ステップスル ー型受動的回避試験 と

空間記憶評価の Morris 水迷路試験 を使用した また， 毛質の評価方法は摩擦係数およ

び走査型プロー プ顕微鏡の観察の2 種類の 方法を用いた．
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Nacetyl-L-cystein e (NAC)は血液脳関門を通過する酸化防止剤として SAM-PB マ

ウスの認知機能と酸化ストレス を改善する(Farr et al., 200 3). そこで， 本研究のポジ

テイ プコントロールとして NACを用いることにした．

本章では， 桑枝条抽出物(MTE)を老化促進マウス SAM -PB に経口投与し， 記憶改

善効果評価の行動実験， さらにアンチェイジング機能解析として 毛質改善効果の摩擦係

数解析実験および走査型プロ ー プ顕微鏡の観察実験 をおこなった．
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I . 材料と方法

1. 実験動物

動物は10週齢のSAM系統のSAM-PB(体重2 3·29g)とSAM·Rl (体重 27· 32g)雄マ

ウスを用いた． マウスは日本SLC (株）より購入し， Normal control (NC; SAM·Rl), 

Aging control (AC; SA M-PB), ポジティブコントロ ール(NAC;SAM·P8), Mulberr y 

twig extract 5mg/kg (5mg/kg MTE ; SAM·PB) , Mulberr y twig extract 

25mg/kg(25mg/kgMTE; SAM·P8)の5群 に分け， 1ケ ー ジに1頭ずつ飼育し， 15週

齢か ら実験を行った ． 動物飼育室は室温が2 3士 2 °c, 照明時間が1 2時間（朝7時に自

動的に照明点灯，夜19時に自動的に消灯）に保たれた． 飼育飼料(MFオリエンタル酵

母工業株）とソフトチップ（日本 SLC株）は滅菌したものを使用した． 飲水は水道水

で自由に飲食させた．実験中，体重を毎 日，摂食量と飲水量を隔日計測した(Fig s.19, 20, 

21). 

動物の飼育およぴ取り扱いは動物愛護法並びに実験動物のケア及び使用に関するガ

イドラインに従いながら， 岩手大学動物実験委員会認可のもとで行った．

2. 供試試料

供試試料はトヨタマ健康食品（株）より提供された桑枝条エキスである． 桑枝条は岩

手県のあおばねずみ(M alba'Aobanezumi')の先端か ら1~1.5mの新鮮な枝を使用した ．

枝は 2~ 3cmサイズに切断し， 乾燥させた． 乾燥チップは50士5 °Cの50%エタノ ー

ルに浸漬し， 2時間， 3回の抽出を行った. 3回の抽出物を合わせ， 桑枝条エキスとし

て真空濃縮を行った． 本実験では提供された500gの桑枝条エキスを凍結乾燥し， 得ら
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れた147.6 g のパウダー をー20 °C冷凍庫に保存し， 実験に使用した．

3. 供試試料の投与

15週齢から5mg/kg MTE 群および 25 mg /kg MTE 群に滅菌水で溶解した桑枝抽

出物をそれぞれ5 mg /kg 体重l日及ぴ25 mg/kg体重l日の投与量で12週間に渡って経

口投与した ポジティブコントロ ール群に滅菌水で溶解したN acety l-L -cysteine溶液

lOOmg/kg 体重l日の投与量で12週 間に渡って経口投与した． 一方， NC群とAC群に

生理食塩水（扶桑薬品工業）を0.1ml/10g 体重l日の投与量で12週間に 渡って経口投

与した．

4. ステップスルー型受動的回避実験

実験装置と手順は第一章のステップスルー型受動的回避実験と同じである．

5. モリス水迷路実験

実験装置と手順は第一 章のモリス水迷路実験と同じである．

6. 摩擦係数測定

毛の表皮は損傷すればするほど摩擦係数が大きいと考えることができる(B hushan

et al, 2005). 桑枝条50%エタノ ール抽出物が毛質への作用を調べるために， 山本ら

(2011)によって使用された携帯機器摩擦計（株トリニティ ーラボ製， ハンディラプテ
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ス タ ーTL7 0 1) を通して ， マウスの体毛の摩擦係数を測定した． こ の摩擦計は 内館 らに

よって 研究 開 発されたものであり ， 髪の束や顔面の肌な どの部位 を測定できる 機器であ

る (U chidateet al, 2008 ) .  摩擦計は 指紋パ タ ーンを模した 指先接 触子 （指先接 触子と

は 指先に 見合った 硬度と 一 面に 指紋パ タ ーンを 模したものである） を利用して 触覚を

測定する ．

そこで， ジ エチル エ ーテルでマウス を麻酔している間におよ そ 0.5N 荷重でマウスの

頭頸部 を滑走接触し ， 測定した ．

7 .  走査型プロー プ顕微鏡( scanningpr ob e  micr oscop e, SPM) の観察

試料 （体 毛） はマウス の頭頸部の体 毛をマウス 用ハサ ミで根元か ら切 断し ， 採取し ，

タ ッ ピン グ モ ー ド 走査 型プロ ー ブ顕微 鏡 走 査 型 プロ ー ブ顕微鏡(SPA400 , SIi 

N ano-Te chnology)を使用し ， 観察した ． 体毛は 両面テ ープで観察 プレートに 固 定し，

SPM の試料台に 載せ，微細 な探針と体毛根元の表面を微小な 力で接 触さ せて ， 水 平(X ,

Y) に走査することで， 表面形状を 画像化し た

8 .  統計分析

マウスの体 重な ど，Step一t hr ough 型 受動回避実験， M orr is水 迷路実験及ぴ摩擦係数

測定実験にお いて ， JMP® 8( S AS I ns titue I nc.) を 用いて ， 分散分析 (AN OVA) をおこ

なった ． なお ， 有意差が認め られた 場合はDunn ett の 方法で事後検定( P ost· hoc tes t) 

をお こ なっ た．
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n .  結果

1 .  マウス の体重， 飲水量 及び摂食量

1 05 ~ 20 1 日齢での 体重(Fig. 19) ,  飲水 量(Fi g.20 ), 摂食量(Fig.2 1 ) の推移を調

べ た ． 分散分析 (AN O VN の結果， 5 群 間に 有意な差は認められなかった．

2 .  ス テップスル ー 型受動回避実験

5 群のマウスにおける文脈課題記憶 の強度を 調 べるために Step- thro u gh 型受動回

避実験 をおこなった(Fig.22 ). AN O VA の結果， 獲得試行 (Acquisi tion trial} では 5

群 間に有意な差は認められな かった ． 再生試行(Post-shock trial} ではN ACと 5mg /kg

MTE 群 の反応潜時がN C群より低く有意な 差は認められた ．

3. モリス水迷路実験

5 群 のマウスにおける 空間 記憶 能 力を調 べるために , M orri s 水 迷路実験 をおこなっ

た． トレ ーニン グ期間に おける 5 群のマ ウ スのプ ラッ ト ホ ームまで の 平均到達時間

(Fi g. 23), プ ロ ー プテストにおける 5 群のマウスの Crossing 回 数(Fig.24), 平均水

泳速度(Fig. 25), そして各 Q u adr a ntの 滞在率(Fi g. 26)を測定した．

各群 訓練 1 日 目 を 基準にプ ラ ッ トホ ーム ヘの退避の反応 潜時が 短 縮されるか検定し

たところ，N C群において 3,4, 5 ,  6と 7 日 目で有意な 短縮が 認められた(* P< 0 .05 ). 

プロー プテストにおいて，各群 のCrossing回数が N C群に比較して 顕著に低かった．

各群のTarget q u adrantの 滞在率を 分析したところ ， N C群の Target quadra nt滞在

45 



率が他の 2 つ の Q u adr ant 滞在率 ( Q u adr an t 1 a n d  3) よ り 有意 に 高く な り ， ポジテ

イ プコ ン ト ロ ール群の T ar get q u adr a n t 滞在率がQ u ad ra n t 2 滞在率 より有意 に低く

な った． また ， プロ ー プテス トの水 泳速度においては各 群の 速度がNC群 に比較して有

意に低かった ．

4 .  体毛の摩擦係数の測定

Fi g . 27 に示した よ う に ， A C 群の平均摩擦係数はほかの群と 比較して有意に高く

( ** P< 0 .0 01), NC群よ り も 31%高 かった． ポジテ ィブ コ ン ト ロ ール群と 5 , 2 5  m g/kg 

MTE 群の平均摩擦係数がN C 群の近い レベル に 回復した． こ の結果， 桑枝条抽出物の

経 口 摂取によ り SA M-PS マウスの体毛の摩擦係数が顕著に改良でき る こ と を示した．

5. 走査型 プ ロ ー プ顕微鏡( s c a n n i ng p robe m i c rosc ope, SPM) の観察

8PMに よ る体毛 の形状測定結果 はFig. 28 に示した よ う に， 左側( a)及び( c)が 三次元

的な 形状（走査サイズ ： XxY= 20x80µm2, Z( 厚 さ）= 6µm ぐ らい）であ り ， 右側(b)及び( d)

は( a)及び( c)か らそ れ ぞ れ 抜 き出した 二次元的な断面図である． 老化 マウス の AC群で

は体毛 の表面はいくつかのキ ュ ー ティ ク ルの剥離領域を示し {Fig.2 8 A C( a) an d ( c)}, キ

ュ ーテ ィ ク ルの階段状 は明確ではな かった {Fig.28 A C  ( b) a n d ( d)} . また ， 健常マウス

のNC群では体毛 の表面 が規則的な 形 を示 すが{F ig .2 8 NC ( a) a n d ( c)},  キュ ー ティ ク

ルの階段状は 不鮮明であった{F i g.28 AC( b) an d ( d)}. 

驚く べ きこ とは桑枝 抽出物を12 週 に 渡って経 口投与 された マウスは体毛の 損傷が修

復 さ れた ． 特に， 25 mg/kgMTE 群で典型的な階段状の特徴がはっ き り 示 された{Fi g.28

25m g/Kg MTE (b) and ( d)}. また ， 5m g/k gMTE 群では キ ュ ー ティ ク ルはやや不規則
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で ， 段差が A C 群及ぴ N C 群 より やや高 く 見 え る {F i g.2825mg /K g MTE (b) an d ( d)}. 

さ らに， 体毛 の修復作用 はポジティ ブ コ ン ト ロ ール群で も観察され た ． 体毛の表面が規

則的で{F ig.28 N A C ( a) an d (c)}, キ ュ ー ティ ク ルの階段状は鮮明で あ った{F ig .28 N A C 

(b) an d ( d)} . こ れ ら の結果は， 摩擦係数の結果 と 一致で し た．
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Fig. 18. Experimental schedule of mulberry twig extract treatment on behavior test, 

hair friction measurement and SPM observation in the senescence-accelerated 

mice. 
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Fig. 19. Body weights in senescence-accelerated mice from 105 to 201 days of 

ages . SAM-PS mice (15 weeks old; male) were divided into four groups. The aging 

control group (AC) was orally given 0.9% saline (n=l0) ; the positive control group 

were J\T..acetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day 

(n=l0); other two groups were mulberry twig extract (MTE) orally at doses of 5 or 

25 mg/kg body weight/day (n=lO) . SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were 

normal control group (NC). The NC group were 0.9% saline orally at doses of 

0.1ml/10g body weight/day (n=lO). Body Weight was not significantly different 

among five groups by AN OVA (p > 0.05). 
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Fig. 20. Drink intakes in senescence-accelerated mice from 105 to 201 days of ages. 

SAM-PS mice (15 weeks old; male) were divided into four groups. The aging 

control group (AC) was orally given 0.9% saline (n=lO); the positive control group 

were Nacetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day 

(n=lO); another two groups were mulberry twig extract (MTE) orally at doses of 5 

or 25 mg/kg body weight/day (n=lO). SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were 

normal control group (NC). The NC group were 0.9% saline orally at doses of 

0.1ml/10g body weight/day (n=lO). Drink intake was not significantly different 

among five groups by ANOVA (p > 0.05). 
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Fig. 21. Food intakes in senescence-accelerated mice from 105 to 201 days of ages. 

SAM-PS mice (15 weeks old; male) were divided into four groups. The aging 

control group (AC) was orally given 0.9% saline (n=lO); the positive control group 

was Nacetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day 

(n=l0); other two groups were mulberry twig extract (MTE) orally at doses of 5 or 

25 mg/kg body weight/day (n=l0). SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were normal 

control group (NC). The NC group were 0.9% saline orally at doses of 0.1ml/10g 

body weight/day (n=l0). Food intake was not significantly different among five 

groups by ANOVA (p > 0.05). 
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Fig. 22. Effect of mulberry twig extract in a passive avoidance task of 

senescence-accelerated mice SAM-PS mice (15 weeks old; male) were divided into 

four groups. The aging control group (AC) was orally given 0.9% saline (n=lO); the 

positive control group was N-acetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg 

body weight/day (n=lO); other two groups were mulberry twig extract (MTE) 

orally at doses of 5 or 25 mg/kg body weight/day (n=lO). SAMRl mice (15 weeks 

old; male) were normal control group (NC). The NC group were 0.9% saline orally 

at doses of 0.1ml/10g body weight/day (n=l0). Mean step-through latency of 

acquisition was not significantly different among five groups by ANOVA (P> 0.05). 

Mean step-through latency of post-shock trial was significantly lower in NAC and 

5 mg/kg MTE group than in NC group(* P< 0.05; *** P< 0.0001). All values are 

expressed as means ±SEM. 
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Fig. 23. Mean escape latency of Morris water maze training session. SA1VI-P8 mice 

(15 weeks old; male) were divided into four groups. The aging control group (AC) 

was orally given 0.9% saline (n=l0); the positive control group was 

Nacetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day (n=l0); 

other two groups were mulberry twig extract (MTE) orally at doses of 5 or 25 

mg/kg body weight/day (n= l0). SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were normal 

control group (NC). The NC group was 0.9% saline orally at doses of 0.1ml/10g 

body weight/day (n=l0). Mean escape latency of NC group in day 3, 4, 5, 6 and 7 

were significantly lower than the NC in day 1 (* P< 0.05, ** P< 0.001) . All values 

are expressed as means ± SEM. 
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Fig.24. Mean number of center crossing of Morris water maze probe test. SAM-PS 

mice (15 weeks old; male) were divided into four groups. The aging control group 

(AC) was orally given 0.9% saline (n=lO); the positive control group was 

Nacetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day (n=lO); 

other two groups were mulberry twig extract (MTE) orally a t doses of 5 or 25 

mg/kg body weight/day (n=lO). SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were normal 

control group (NC). The NC group was 0.9% saline orally at doses of 0.1ml/10g 

body weight/day (n=lO). Mean numbers of center crossing of AC, NAC, 5mg/kg 

MTE and 25mg/kg MTE group were significantly lower than the NC group(* P< 

0.05; *** P< 0.0001). All values are expressed as means ±SEM. 
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Fig. 25. Mean swim speed of Morris water maze probe test. SAM-PS mice (15 

weeks old; male) were divided into four groups. The aging control group (AC) was 

orally given 0.9% saline (n=lO); the positive control group was 

Nacetyl-L-cysteine (NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day (n=lO); 

other two groups were mulberry twig extract (MTE) orally at doses of 5 or 25 

mg/kg body weight/day (n=l0). SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were normal 

control group (NC). The NC group was 0.9% saline orally at doses of 0.1ml/10g 

body weight/day (n=lO). Mean swim speed of AC, NAC, 5mg/kg MTE and 

25mg/kg MTE group were significantly lower than the NC group(*** P< 0.0001). 

All values are expressed as means ±SEM. 
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Fig. 26. Mean time in zone (%) of Morris water maze probe test. Quadrant O was target 

quadrant (platform existed quadrant) . Quadrant 1 was t he left quadrant 0. Quadrant 

2 was r ight quadrant 0. Quadrant 3 was existed oppositely in quadrant 0. SAM-PS 

mice (15 weeks old; male) were divided into four groups. The aging control group (AC) 

was orally given 0.9% saline (n= lO); the positive control group was Nacetyl-L-cyst eine 

(NAC) orally at doses of 100 mg/kg body weight/day (n=lO); oth er two groups were 

mulberry twig extract (MTE) orally at doses of 5 or 25 mg/kg body weight/day (n=lO) . 

SAM-Rl mice (15 weeks old; male) were normal control group (NC). The NC group 

was 0.9% saline orally at doses of 0.1ml/10g body weight/day (n=lO). Mean time in 

zone (%) of NC in Quadrant 1 and Quadrant 3 were significantly lower than NC in 

Quadrant O (* P < 0.05). Mean times in zone (%) of NAC in Quadrant 2 was 

significantly higher than NAC in Quadrant O (* P< 0.05). All values are expressed as 

means±SEM. 
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Fig. 27. Effect of mulberry twig extract (MTE) on coefficient of friction of mouse 

hairs . NC, normal control (n = 5); AC, aging control (n = 5); NAC, positive control (n 

= 5); MTE at 5 mg/kg (n = 5) and 25 mg/kg (n = 5). Coefficient of friction of AC group 

was significantly higher than that of the other four groups by ANOVA followed by 

Dunnett's test for multiple comparisons (** P < 0.001). All values are m eans ± 

SEM. 
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Fig. 28. Effect of mulberry twig extract on hair quality observed by SPM. The left side 

column denoted as (a) and (c), shows the areal surface topographies. The right side 

column denoted as (b) and (d) is the cross-sectional topographies extracted from (a) 

and (c), respectively. 
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m. 考察

認知症(Alzheimer's disease, AD)は高齢者の死亡の原因の 一つで根本的な治療薬

が開発されていな い，そして承認されている治療薬がわずかな治療効果と副作用をもっ

ている． し たがって，望ましくない副作用がない効果的な予防と治療薬を開発するため

に天然物質を使用する可能性はかなりの注目を集め ている例えば，銀杏の葉は 神経保

護剤，酸化防止剤とし て初期段階のアルツハイマ ー病， 血管性認知症を治療， P-アミロ

イドの沈着を阻害する(Sierpina et al., 2003). ウコンの主要成分のクルクミンは脂質過

酸化を抑制し，抗酸化ストレスと抗炎症薬理作用 で，認知症の予防と緩和に注目されて

いる(Butterfield et al, 2 00 2 ). カシュウ (Polygonum mult. 辺'orum)のエタノ ール抽

出物は脳の病理学的変化を軽減し， 学習，記憶力を促進することを示唆している(Chan

et al, 20 02) . 臨床試験ではヤクヨウサルビア(Salガa officinalis)の抽出物はAD軽度か

ら中等度の治療に有効であることが明らかになった(Akhondzadehet al, 2003) . 

最近，桑の実の抽出物は老化促進SAM-PSマウスの学習記憶能力の改善 (Shihetal, 

2 010) を示し， 桑根の抽出物からアセチルコリンエステラ ーゼ(AChE)とブチリルコ

リンエステラ ーゼ(BChE) の阻害剤が単離され， アルツハイマ ー病の有望な治療薬と

して期待されている(Kim et al, 2011 ). また， 桑葉のエキスはアミロイドAP42の凝

集抑制作用を示し た (Sugimoto et al., 2010) . さらに， 桑枝か ら抽出単離した

Oxyresveratrol (OXY)は酸化ストレスを軽減するために細胞内抗酸化物質として神経

細胞保護作用の可能性が示唆されている(Chao et al, 200 8). 桑科の 一種Dorstenia

barteriの葉と小枝には抗炎症と鎮痛作用が確認され， 小枝抽出物は葉抽出物より活性

が高いとされている(Omisore et al, 2 00 4 ). 桑の 一種Morus macrouraの樹幹樹皮の

エタノ ール抽出物からは優れた抗酸化Diels-Alder型付加体新規化合物が同定され

(Dai et al, 200 4 ), もう1 つの桑の一種Morusyunanensis Koidzの樹幹樹皮のエタノ
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ール抽出物には抗酸化と強力な抗炎症Diels·Alder型付加体のフラボノイドが同定され

ている(Cuiet al ,  2008 ) .  

以上のことから， エタノールで抽出した物質には抗炎症，抗酸化物質が豊富に含まれ

おり，認知症の予防と治療に効く可能性があると考えられる． 一方， エタノ ール抽出物

の場合難溶性であり， 経口投与の実験では動物にダメ ー ジの少ない溶媒の選択に難点

がある． しかし， 食品用として利用されている50 %エタノ ール抽出物はエタノ ール抽

出に類似し， 多糖類， ポリフェノ ール， アルカロイド， アミノ酸， ビタミン類などの多

様な生理活性物質の抽出が可能であると考えられる． そこで， SAM-PS老化促進マウス

に桑枝条50 %エタノ ール抽出物を経口投与し， 認知症状を改善するかどうかについて

調べた． その結果は文脈学習記憶と空間記憶の改善が認められなかった． 高齢動物では

空間学習， 運動協調， 水泳効率が低下を示している(Gag e et al, 1984). 本研究では

SAM-PS老化促進マウスの空間学習， 運動協調及び水泳効率が SAM-Rl正常老化マウ

ス より低下することを示し， 行動実験の時点のSAM-PSマウスがすでに老化している

ことを明らかにした． 一方， 桑実の7 0%抽出物は15 日間500 mg/kg投与量でパー キン

ソン病モデルマウスのド ー パミン作動性ニュ ーロンを保護することが示されている

ぼ血etal. ,  201 0) .  本研究では人への投与濃度を考慮して，SAM-PSマウスに5 mg/kg

と 25 mg/kg投与量で1 2週間投与してみたところ，神経保護作用が認められなかった．

従って， 投与の濃度と日数が再検討する必要があると考えられる．

一方，老化とともに記憶が低下するのみではなく ， 動物の全身に老化が発生している

と考えられる． 毛の品質劣化， 脱毛症， 白髪は老化と密接に相関する(Trueb et al, 

2009 ). 哺乳類の体毛は毛球と毛幹からできる． 毛幹は外層のキューティクル， 内層の

コレテックス， 中心部のメデュラの 3 層から構成されている（伊藤ら., 2001 ). 加齢や

酸化ストレスや物理・化学ダメ ー ジにより毛球の炎症反応や生理的に変性が引き起こさ

れ， 毛幹外層のキューティクルが剥離し， 内層のコレテックスの水分が保持できず脱毛
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や髪の質が損なわれることになる(Kiso et al., 2009). 酸化ストレスに よりメラニン細

胞が機能低下及び減少を示し，毛幹のコレテックスにメラニン色素の含量が顕著に減少

し， 白髪が現れる(Triieb et al., 2006). また，摩擦係数 は髪の外層のキュ ーティクルの

状態を示し， キュ ーティクルの損傷が大きいほど， 摩擦係数が大きいと考え ることがで

き る (Bhushan et al., 2005). そして， 毛髪表面の粗さは年齢とともに有意に増加する

(Jeong et al., 2010). そこで， マウス体毛表面のキュ ー ティクルの状態を調べるため，

摩擦係数の測定と走査型プロ ー ブ顕微鏡の観察をおこなった． その結果はAC群の摩

擦係数 は顕著に高く， ポジテイプコントロ ール群と5, 25 mg/kg MTE群の摩擦係数は

大よそNC群の近いレベルに回復した走査型顕微鏡の観察結果は摩擦係数の結果と

見事に一致した. AC群の体毛表面はキュ ーティクルが剥離し， 波状を示した． 同じよ

うな現象はヒト高齢者の毛髪でも原子間力顕微鏡(AFM)で観察された.AFMの画像が

荒れ果てた構造不明確なキュ ーティクルを明らかにし，表面が波状を示した(Jeong et 

al., 2010 ). 本研究で明らかになった重要な点は， 桑枝条抽出物の経口摂取により

SAM-PBマウスの体毛の質が改良されたことであり， これは初めての知見となる．

酸化ストレスは毛髪の老化に主要な役割を果たしているという仮説がある． そして，

抗酸化物質は髪の色と質が改善できる(Triiebet al., 2009 ). 最近の報告により桑枝条工

タノ ール抽出物にはmaclurin, ルチン(rutin),イソクエルシトリン(isoquerci trin), レ

スベラトロ ール(resvera trol)及ぴモリン(morin)が含有し， 天然抗酸化物質のチロシナ

ー ゼの抑制剤となっている (Chang et al., 2010). 桑の一種Morusnigraの根と枝条の

エタノ ール抽出物には擾れた抗酸化作用 のOXYとmulberroside Aが含有されている

(Zheng et al, 2010). 本研究成果であるマウスの体毛の質を改善メカニズムとして桑枝

条抽出物に含有される一連の抗酸化物質の作用と考えられる． 今後は， 桑枝条50%エ

タノ ール抽出物に含まれる生理活性物質の単離精製およぴ体毛質を向上させる機構を

さらに解析する必要があると考えられる．
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IV. 摘要

桑枝条の 50 %エタノ ール 抽出物におけるアンチェイジング機能を解析するために，

SAM-PB老化促進マウスに1 2週間経口投与し， 記憶改善効果のための行動実験と， 毛

質改善効果のための摩擦係数およぴ走査型プロ ー プ顕微鏡による観察実験をおこなっ

た．

その結果， ステップスルー型受動回避の文脈学習記憶とモリス水迷路による空間記憶

を改善する効果が認められなかっ たが， 毛質改善効果が明 らかになっ た． 老化マウス

AC群の摩擦係数はほかの群より有意に高く， ポジテイプコントロ ー ル 群と 5 , 2 5  

mg/kgMTE群の摩擦係数はほぽNC群の近いレベルまでに回復した． 走査型顕微鏡に

よる観察結果は摩擦係数の結果と 一 致した． 老化 マウスAC群の体毛 は キュ ーティク

ルが極めて 不鮮明で， いくつかの剥離領域が観察された． しかし，桑枝条抽出物を経ロ

投与したSAM-PBマウスの体毛の質は修復され，表面は典型的な階段状の特徴を示し，

鮮明なキュ ーティクルが観察された， 以上のことから，桑枝条抽出物の経口摂取によっ

て SAM-PB マウスの体毛の質の改善が誘導されることを初めて 明らかにすることがで

きた
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総合考察

平均寿命の増加とともに人口高齢化が世界的な現象となっている．米国国勢調査局に

より2000年から 2030年の間 に65歳以上の高齢者の割合は ア ジ アで6%から 12% まで，

北 アメリカで 1 2 .6%から2 0.3%まで ・ ヨ ーロッパで15.5%から 24.3%まで， 世界中で

6.9%から 1 2 .0% まで増加し ， すなわち2 000年の4 20万人から 203 0年までに約1 0億

人に増加 すると予測されている ．加齢とともに発生率の逐年増加の病気には心脳血管疾

病，認知症，癌などがある(Akushevichet al , 201 2). 世界中の認知症高齢者数は 2000

年の 2500万人から 2030年の 6300万人へと， さらに 2050年の 1億14 00万人への増

加が推定され， 認知高齢者大半は発展途上国であると考えられている (Wimo et al, 

2003). 認知症の分類は主にアルツハイマ ー病 (Liuet al, 2 01 2), 血管性痴呆(Leeetal , 

2011) , 前頭側頭型認知症(Burrell et al, 2011), パーキンソン病認知症(B arciaet al, 

2011) の4種類がある ．この中にはアルツハイマ ー病が認知症の最も 一般的な形式であ

る． 今後数十年で認知症の完治は世界的な公共医療における目標となっている．

今まで， 予防と治療薬の開発は動物実験， 臨床実験の順番で行われている ． マ ウス，

ラ ットを用いて学習・記憶を評価 するため，行動実験が不可欠となっている． 受動的回

避反応では若い動物と比較して高齢動物の記憶が減少している(Drag o et al. ,  199 0; 

Pitsikas et al. ,  2005). 受動回避実験は動物の文脈学習記憶を調べ る方法で， 脳の海馬

と深く関わっている（田熊ら， 2 007). そこで本研究では， ステップスル ー型受動的回

避実験を実施した また， 加齢とともに空間学習と記憶能力が損なわれる(Gag e et al, 

19 84; Aitken et al., 19 89; Nabeshima et al., 1993). そこで本研究では学習・記憶能力

を分析するモリス水迷路実験を使用した． 空間的学習記憶は海馬(Klur et al, 2 009 )に

関与しているまた， 海馬の歯状回 (DG) 顆粒細胞は文脈 学習の具体的な機能を制御

しているぽheirbek et al, 2 013 ). 一方， 大脳皮質は知覚， 運動， 認知などの機能を
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制御している(Momjian et al., 2003 ). 従って本研究では ， 記憶と深く関わる大脳の海

馬と皮質について， 病理組織学観察実験 も並行して行った．

近年， D·galactoseの投与による認知症 モデル の作製が中国を中心として2 00報以上

報告されている． しかし， D·galactose の投与皇が広範囲過ぎる． 本研究では認知モデ

ルを作製するためにD·galactose の投与量について詳細検討したが，モデルを惹起する

D·galactose の投与堡を明らかにすることができなかった．

本研究と異なる報告として， D·galactose50 mg/kg 投与且で海馬 のC 2錐体細胞は損

偏 されている(Zhong et al., 200 9). D·galactose 150 mg/kg 投与量で の海馬 の錐体細

胞が細胞質猿縮あるいは 消失を示 されている(Zhang et al., 2008 ). D·galactose 150 

mg/kg投与呈により海馬 の歯状回顆粒細胞と錐体細胞の数が減少したこと，モリス水迷

路 のトレ ー ニングではプラ ットホ ームヘの退避時間が長いことが報告されている

(Tian et al., 20 11 ). しかし， これらの報告に使ったマウスは ICR系統あるいは中国の

Kunmingマウスであり，本研究で使用したC57BL/6J系雄マウスとは異なることから，

系統による違いも考慮する必要があるかもしれない． また， D·galactoseで酸化ストレ

スを惹起する報告も多い例えば， D·galactoseを投与した Kunmingマウスの脳， 肝

臓， 腎臓のス ーパ ーオキシドディスムタ ー ゼ(SOD), グルタチオンペルオキシタ ーゼ

(GSH·Px )活性が顕著に低下し，脂質過酸化産物のマロンジアルデヒド (MDA)が多量

に蓄積し(Liu et al., 2009 ), 酸化型グルタチオンとカタラ ーゼが激減した(Kumar et 

al., 200 9). D·galactose の投与で 酸化ストレスの初 老化を引き起こ し， 記憶の損傷と細

胞死までを誘導していないと考えられる． 本研究で使用した C57BU6J系統マウスへ

の D·galactose による老化惹起の報告数が僅かで， 韓国の報告の 一つで 20 週齢 の

C57BU6Jマウスに対してD·galactose100 mg/kgを 10週間投与した結果， 空間記憶

が損傷 されている(Yoo et al., 201 2). しかし， 本研究に使用したC57BL/6Jマウスは

1 2週齢で， 若い週齢 で空間記憶が損傷されなかった1つ の原因になるかもしれないと
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考えられるまた， 200mg/kgから 2 000mg/kgまでのD·galactoseの 投与においても，

記憶に関わる海馬 と大脳皮質の神経細胞の損傷が確認されなかった． 以上のことから，

落葉樹クワ科クワ属由来の桑枝条抽出物における機能を解析する上で， D·galactoseに

よる認知モデルを作製の普遍性を確認することができなかったことから， マウス 系統，

週齢などの総合的な視点から再検討 する必要がある と考えられる．

一方， SAM -PB マウスはアミロイド — Bの過剰産生， ニ ュ ーロンの損失 ， グリオ ー シ

ス， コリン欠損， 学習と記憶障害 ， 概日リズム障害， 酸化的損傷などの特徴を持ち， ス

ペイン， アメリ カ， 日本， 中国など各国に認められた選抜淘汰されて老化 促進マウ スで

ある(M orley et al., 201 2; Fernandez-Gomez et al, 2008; Gang et al., 2011 ; Tsuduki 

et al., 2011). 天然素材を利用した SAM -PBマウスの加齢を防ぐ報告が 多くなされてい

る． ホウノキ(Magnolia obovata)の樹皮である厚朴に由来する マグノロ ールとホ オノ

キオ ー ルが加齢に伴う学習と記憶の障害を改善する ことが示唆されている(Matsui et 

al., 2 009). 柿由来のオリゴマ ープロアントシアニ ‘‘‘
r 、ノン(Persimmon o 1gomenc 

proanthocyanidins)は寿命延長を誘導し， 抗老化剤 としての有望な天然素材であるこ

とを示唆している(Y okozawaet al., 2009). スピルリナー(Spirulina)は抗酸化物質と

してAPタンパク質の蓄積と酸化損傷を軽減する(Hwang et al., 2011). このよう に， 樹

木を含めた多く の植物起源の抗酸化物質は抗加齢機能を示しており， 抗酸化物質を豊富

に含む桑の未利用部分である枝条には強力なアンチェイジングン機能が期待できた．

また， In vitro実験とin vivo実験は異なり， In vitroで抗認知活性を確認されても，

必ずしもin vivoで活性が反映される訳ではない． 経口摂取を介し， 消化 酵素系および

血液循環 系のバリア ーを経て， さらに血液脳関門を通過することで機能性を発現するか

どうかについては 多くの課題が残っている． 従っ て， 本研究は桑枝条抽出物について経

ロ摂取で抗老化機能について検討した．

桑枝条50%エタノ ール抽出物をSAM-PSマウスに経口投与した結果においては記憶
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の 改善効果 が認め ら れなかった が， 体毛の 摩擦係数の解析か ら， 体毛 質の改善効果 が 明

らかと な り ， 走査型 プ ロ ー プ顕微鏡の観察結果も一 致し た ． 桑枝条抽 出物に は経口摂取

で 体毛 質の 保護機能 性 が認められ， 経口的な ケア用の 化粧品の 開発が期待される ． しか

し， 粗抽出物か らの機能 性本体の 単離 同 定は今後の 課題である ．

以上の ような 研究アプ ロ ーチに より， 落葉樹のクワ科 ク ワ属を含 む農業生物資源由来

か ら ヒ トの QO L 向上を 目 指し た機能性素材の開発 は， 大いに期待で き る ものと 考えら

れ る 特に 日 本にお ける 超高齢化 社会の 到来により ， 国 民医療費の 増 大 は切迫し た 課題

で あり ， こ れに対して農業生物資源を素材と し た研究 開発が 大きな ポテン シ ャ ルを有し

ており ， 本研究 に よ る アプ ロ ー チとその 成果 が さ ら に展開す るこ と で 一 部応えることが

で き る と考 え る ．
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