
1．序文

　近年、高齢化に伴い認知症の患者数が増加し、認知症患

者の夜間俳諧、迷子、事故が後を絶たず深刻な社会問題と

なっている。現在我が国の認知症患者数は推定240万人と

言われており、認知症の原因として最も多いのがアルツハ

イマー病である。アルツハイマー病の主症状は、脳内の神

経細胞が徐々に死滅し、記憶・認知機能の低下である。治

療薬としてはアセチルコリンエステラーゼ阻害薬の

donepezil、galantamine、rivastigmine、NMDA受容体拮

抗薬のmemantineがあり、donepezilが最も多く用いられ

ている。しかしこれら医薬品は症状の進行抑制を目的とす

るものであり、症状が進行してしまった記憶・認知機能を

回復する長期的な治療法はまだ開発されていない。

　アルツハイマー病は患者の脳内の神経細胞は徐々に死滅

していく疾患であり、その原因についての研究は多岐にわ

たる。中でも最も多く研究されているのは、神経細胞が死

滅する原因とされるβ-アミロイドタンパク質［ 1］やタウ

タンパク質［ 2］の発現や蓄積についてであるが、依然と

してそのメカニズムについては明らかとなっていない。一
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方、アルツハイマー病の治療法の１つとして、脳内に神経

細胞を移植する方法が検討されているが、移植手術は高齢

者に負担が大きく予後に影響を及ぼす懸念がある。

　記憶・学習機能を司る神経細胞の元となる神経幹細胞は、

胎児や乳児だけでなく成人になっても新生し続け、中枢神

経系の細胞へ分化していること［ 3］、アルツハイマー病

患者の脳内にも神経幹細胞が新生していること［ 4］が明

らかとなっている。高齢化が進み、認知症患者の増加が見

込まれる中、脳内で神経幹細胞の新生の促進、神経幹細胞

から神経細胞へ分化を促進させ、委縮した脳を少しでも回

復させることができればアルツハイマー病の根治的な治療

につながると考えられる。

　ヒト副腎髄質由来のPC12細胞は神経突起様突起を伸張

することから、神経幹細胞のモデル細胞として用いられて

いる。アルツハイマー病における神経細胞の再生に関連す

る研究で、アセチルコリンエステラーゼ阻害薬の

donepezilがPC12細胞の神経突起様突起の伸張を促進する

ことが報告された［ 5］。しかしながら、donepezilのメカ

ニズムについては未だ不明であるほか。PC12細胞は副腎

髄質由来褐色細胞腫であり、神経突起様突起を伸張するも

のの、神経幹細胞や神経細胞としての特質は示さない。そ

こで本研究では、アルツハイマー病患者における神経細胞

の再生を促進する研究の一環として、マウス由来で海馬中

の神経幹細胞と同等性が認められているマウス小脳由来神

経幹細胞の株化細胞であるC17.2細胞［ 6］を用い、神経

幹細胞から神経細胞への分化に及ぼすdonepezilの効果を

検討した。

2．方法

2-1．使用薬物・化合物
　マウス小脳神経幹細胞C17.2細胞は、DSファーマバイオ

メディカルから購入した。donepezilは塩酸塩を和光純薬

工業から、（-）-nicotineは酒石酸ナトリウム塩をSigma-

Aldrichから購入した。その他の試薬類は全て市販品を用

いた。donepezilは純水に溶解し、ポアサイズが0.2μmの

メンブレンフィルターでろ過滅菌して使用した。

2-2．C17.2細胞の培養
　C17.2細胞の培養において、継代・維持には基本培地

［DMEM－10 ％ fetal bovine serum（FBS）－100 U/mL 

penicillin－100 mg/mL streptomycin］、分化実験には分化

用培地［DMEM－ 1 ％ FBS］を用いた。培養は37℃、

5％ CO2-95％空気、湿度飽和の条件下で行った。

2-3．  C17.2細胞の増殖および生存に対するdonepezil
の影響

　C17.2細胞を基本培地に懸濁し、 2  x 103 cell/cm2となる

ように48-wellプレートに播種した。24時間後にPBSで洗浄

したのち、donepezilを 1 または 2  2Mとなるように添加し

た分化用培地を加え、培養を続けた。培養96時間後に生細

胞 数 はCellTiter-GloⓇLuminescent Cell Viability Assay

キット（Promega）を用いて、また死細胞数はCytoTox 

96ⓇNon-Radioactive Cytotoxicity Assayキ ッ ト

（Promega）を用いて評価した。いずれにおいても操作は

キットのプロトコールに従った。

2-4．データ解析
　得られた結果は平均値±標準誤差で表示した。統計学的

有意差はStudent’s t-testで検定し、p＜0.05、p＜0.01で有

意差ありと判定した。

3．結果及び考察

3-1．C17.2細胞の生存に対するdonepezilの影響
　まず最初に、donepezilがC17.2細胞の生存に及ぼす影響

に つ い て 検 討 し た。C17.2細 胞 を 1、 2、 5μMの

donepezilで96時間処理した後、生細胞数と死細胞数を評

価した。その結果をFigure 1 に示した。donepezil処理の

生細胞数は無処理と比較して統計学的な有意差は無いもの

の、 1 - 5 μMの範囲で濃度依存的に低くなる傾向が見ら

れた（Figure 1A）。死細胞数でも同様に、donepezil処理

では無処理と比較して低くなる傾向が見られた（Figure 

1B）。検討した濃度範囲でdonepezilは細胞死を惹起するこ

とは無く、増殖を抑制する可能性があることから、以下の

検討においてはdonepezil濃度は 2μM以下とすることに

定めた。

3-2．C17.2細胞の分化に対するdonepezilの効果
　上記の結果に基づき、C17.2細胞を 1または 2μMの

donepezilで処理し、全細胞数に対するdC17.2細胞の割合

を算出した。その結果をFigure 2 に示した。Figure 1Aに

は無処理のC17.2細胞と 1μM donepezilで処理した顕微鏡

画像を示した。矢印は伸張した神経突起を示しており、

donepezil処理により神経突起の伸張が促進されている。

　Figure 2Bには無処理およびdonepezil処理における全細
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胞数に対するdC17.2細胞数の割合（％）を示した。dC17.2

細胞の割合は、無処理では約 3％であったが、 1μM処理

では約 9 ％、 2μM処理では約18％であった。donepezil

による濃度依存的な伸張突起伸張の促進が観察され、

donepezilはC17.2細胞において神経細胞への分化を促進す

ることが明らかになった。

　Figure 1Aではdonepezil処理により生細胞数が減少する

傾向が見られた。神経細胞は細胞分裂せず増殖しない。神

経突起を伸張したC17.2細胞の分裂能についてはまだ知見

がないが、神経細胞への分化が進行するに従い分裂能が低

下することは十分考えられる。donepezil処理により神経

細胞への分化が促進された結果、細胞の増殖が低下したも

のと考えられ、Figure1AとFigure 2Bの結果は良く整合す

るものと考えられた。

　Figure 1Bに示したように、統計学的な有意差はないも

のの、donepezil処理により細胞死が減少する、言い換え

ると、生存率が向上する傾向が見られた。 2μM 

donepezil処理における生細胞数は無処理の約85％（Figure 

1A）である一方、死細胞割合は無処理の約60％（Figure 

1B）まで低下しており、donepezilはC17.2細胞の非分化細

胞／分化細胞に対して細胞死保護作用を示す可能性がある。

　ラット大脳皮質においてグルタミン酸で惹起される神経

細胞障害に対して、donepezilはアセチルコリン受容体へ

の作用を介して保護作用を示すことが報告されている

［ 7］。本研究においても、解析途上であるがC17.2細胞で

アセチルコリン受容体が発現しているとの結果が得られて

いる。本研究で観察されたdonepezilの分化促進作用や細

胞死保護作用とアセチルコリン受容体の関連を明らかにす

ることが重要と考えられる。
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Figure 1．  C17.2細胞の増殖および生存に及ぼすdonepezil

の効果

（A）  無処理およびdonepezil処理した場合の細胞数（相対

値）

（B）  無処理およびdonepezil処理した場合の総細胞数に対

する死細胞数の割合  

平均値±SE（n＝ 4）

Figure 2．  C17.2細胞の神経突起伸張に及ぼすdonepezil

の効果

（A）  無処理およびdonepezil処理した細胞の顕微鏡画像 

黄色矢印は神経突起を伸張した細胞．

（B）  無処理およびdonepezil処理した場合のdC17.2細胞の

割合  

平均値±SE（n＝ 4）、＊：P＜0.05、＊＊：P＜0.01
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