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緒言 

動物は生後成熟期を迎えた後、加齢に伴い、免疫機能、認知機能、筋力およ

び運動能力などの生体機能が衰退する。近年我が国は、先進 7 ヶ国の中で最も

急速に長寿化が進行し（Tuljapurkar et al., 2000）、今や高齢化率が 21%を超える

超高齢社会に突入している。このため、健康寿命の延長や Quality of Life（QOL）

向上の観点から、加齢に伴って発症率が増加する、がん、アルツハイマー病や

パーキンソン病、脳梗塞などによる脳機能障害、骨粗鬆症などの疾病の発症機

序の解明、予防や治療法の開発などを目的とする加齢研究の必要性が増してい

る。 

加齢による機能障害への対処法に関する研究には、個体レベルはもちろんの

こと、細胞・分子レベルの研究材料としてもモデル動物の利用が不可欠である。

特に中枢神経系領域においては、その機能は複雑な神経回路ネットワークによ

って支えられているため、動物の利用が必須である。モデル動物の中でマウス

は、寿命が 2 年程度であること、全ゲノム配列決定によりヒト遺伝子との関連

が明らかになってきていること、などの理由から中心的役割を果たしている。 

老化促進マウス（Senescence-accelerated mouse ; SAM）は、京都大学結核胸部

疾患研究所病理学部門（現京都大学再生医科学研究所）で維持繁殖されていた

AKR/J より見出された白内障などの老化徴候や短寿命を指標に系統確立された

自然発症老化モデルマウスである。SAMは、早期から老化徴候を示す促進老化

を特徴とする SAMP（Senescence-accelerated mouse prone）と正常な老化を示す

SAMR（Senescence-accelerated mouse resistant）の 2群よりなる （Takeda et al., 

1997）。SAMP には系統に特徴的な促進老化を示す 9 つの系統（SAMP1～

SAMP11）があり（表 1）、50%の個体が死亡する 50%生存日数は平均で 291日（凡

そ 10ヶ月齢）である。一方 SAMR1の 50%生存日数は 568日（凡そ 19ヶ月齢）

であり、SAMPのコントロールマウスとして用いられている（Chen et al., 2007、

Miyamoto, 1994、Sanchez-Barcelo et al., 1997、Shimano, 1998）。加齢研究において、

SAMPは同じ遺伝的背景を持った SAMR1と比較して促進老化を示すため、寿命

に至るまでの加齢変化を短期間で評価することが可能であり、その原因メカニ

ズムの解析に用いられるのみならず、予防・治療法開発のための病態モデル動

物としても幅広く用いられている。 
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表 1. SAMマウスの特徴 

SAMP1 免疫機能不全、腎萎縮、聴覚障害、老年性肺過膨張 

SAMP2 免疫機能不全、腎萎縮 

SAMP3 顎関節の変形性骨関節症 

SAMP6 骨粗鬆症、大腸炎 

SAMP7 胸腺腫 

SAMP8 学習・記憶障害、免疫機能不全、概日リズムの異常、情動障害 

SAMP9 白内障 

SAMP10 脳萎縮を伴う学習・記憶障害、情動障害 

SAMP11 腎萎縮 

SAMR1 正常老化 

 

加齢に伴う中枢神経系疾患の発症メカニズムの解明などを目的とした研究に

おいて、SAMP8および SAMP10は、加齢に依存して学習記憶障害（Chen et al., 

2004、Flood & Morley, 1998、Numata et al., 2002、Okuma et al., 2000、Shimada et al., 

1993、Shimada, 1999）や情動障害（Chida et al., 2006、Miyamoto et al., 1986、

Miyamoto et al., 1992、Miyamoto, 1997）を示すモデル動物として広く用いられて

いる。SAMP6は 4ヶ月齢以降の骨量が加齢に伴って減少することから、骨粗鬆

症モデル動物として利用されている（Matsushita et al., 1986）が、老化の指標と

して用いられている S100βの発現量が、脳内で加齢に伴い増加していることが

報告され（Griffin et al., 1998）、中枢神経系領域における老化モデル動物として

の可能性が注目されている。 

中枢神経系の変化を検出するための手段の１つとして、動物の行動変化を評

価する行動解析試験があり、脳高次機能の研究において幅広く用いられている。

動物の行動試験によって得られたデータの解析を行うにあたり、混合要因を把

握しておく必要がある。例えば、記憶学習試験として汎用されている水迷路試

験の場合、本能行動である水泳能力に問題が無いこと予め確認しておくことが

必須である。このような理由から、行動を通して中枢神経系の活動を理解しよ

うとする際には、１つの行動のみを追って結論を導き出すのではなく、運動活

性、筋力、睡眠やリズム、情動、記憶、などさまざまな行動領域を解析する行

動解析試験を組み合わせて行う包括的行動解析試験を行ない、その動物の行動

特性全体を浮き彫りにした後に、詳細に行動特性を考察することが必要である。 
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 動物が示す行動変化が明らかになった後、関連メカニズムを解析する手段と

して、候補分子の発現量比較や組織内の含有量比較などの分子生物学的手法や

生化学的手法に加えて、作用点（ターゲットとなる分子）が明らかな化合物を

投与し、その化合物への感受性の違いによって行動変化に関わるメカニズムを

解析する薬理学的手法がある。 

 本研究では、SAMP6の 50%生存日数が 8ヶ月であることを考慮し、1ヶ月齢

を若齢期、4～6 ヶ月齢を成熟期、8～12 ヶ月齢を老齢期として、それぞれのラ

イフステージにおける SAMP6の包括的行動解析試験を行い、加齢に伴う行動特

性の変化を把握（第 1 章）した後、認められた行動特性に関わる分子メカニズ

ムを、生化学的手法および薬理学的手法を用いて検討（第 2 章および第 3 章）

し、考察を行った。 

 本研究で行った動物実験は全て、理化学研究所和光研究所動物実験審査委員

会で審議され、和光研究所長の承認の下に実施した。なお、本論文の大部分は

既に公表済み（Niimi et al., 2008a, Niimi et al., 2008b, Niimi et al., 2009）あるいは

印刷中（Niimi et al., 2008c）である。 
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第 1章 包括的行動解析試験を用いた SAMP6の行動特性の検討 
 

序 
 動物の行動は、複雑な神経回路の機能によって制御されているため、１つの

行動解析試験だけでは行動変化が検出できない、または誤った結論を導き出し

てしまうことがある。このため、複数の行動解析試験を組み合わせ、その動物

の行動特性の全体像を把握した後に、個々の行動特性を評価することが重要で

ある。創薬研究における候補化合物の in vivoスクリーニングやエチルニトロソ

ウレア（ENU）ミュータジェネシスにおける変異体マウスのスクリーニングに

おいて、運動活性、不安や鬱などの情動、記憶、運動協調性を評価する行動解

析試験を複数組み合わせた包括的行動解析試験が標準プロトコールとして実施

されている。本章では、SAMR1と比較して SAMP6がどのような行動特性を持

つのかを検討するため、包括的行動解析試験を行った。行動解析試験の実施順

については、強いストレスがその後の行動解析試験の結果に影響を与える可能

性を考慮して、マウスへのストレス負荷の少ない試験を前半に、試験期間が比

較的長期に渡る試験やストレス負荷の多い試験は後半に配置した。本章では、

運動活性測定のための自発運動活性計測試験およびオープンフィールド試験、

不安状態を評価する高架式十字迷路試験、明暗箱試験、およびガラス玉覆い隠

し試験、記憶を評価する Y 字迷路試験、運動機能を評価する牽引力試験、ワイ
ヤーぶら下がり試験、および回転棒試験、鬱状態を評価する尾懸垂試験の順番

で実施した。異常が認められた項目については、別群のマウスを用いて再現性

を確認した。 
 SAMP6 を含む SAMP 系統は正常な成長過程の後、被毛粗雑、脱毛、眼周囲
病変、皮膚病変などの老化特性が現れる促進老化の性質を有し（Okuma & 

Nomura, 1998、竹田, 1996）、その中でも、SAMP6は 4ヶ月齢をピークに以降骨

密度の低下を示す老年性骨粗鬆症のモデル動物である（Jilka et al., 1996、Kasai et 

al., 2004）。このことから、1ヶ月齢（若齢期）、4～6ヶ月齢（成熟期）、8～12月

齢（老齢期）の SAMP6および SAMR1を用いて加齢に伴う行動特性の変化につ

いて検討した。また、行動解析の基本構成要素である運動活性については、SAM
マウスのオリジナル系統である AKR/Jも加えて検討を行った。 
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材料と方法 
1. 動物 
日本 SLCより購入した 1～12ヶ月齢の雄の AKR/J、SAMR1および SAMP6を用

いた。導入後、マウスは 12 時間ごとの明暗周期の照明下（8:00 点灯、20:00 消

灯）で、マイクロアイソレーションケージ内で 1 週間以上個別飼育し、飼育環
境へ馴化させた後にマウス系統を伏せて実験に使用した。自発運動活性計測試

験以外の全ての行動解析実験は 10:00から 16:00の時間帯に実施した。 
 
2. 自発運動活性計測試験 
6および 12ヶ月齢の AKR/J、SAMR1および SAMP6をそれぞれ 10匹ずつ使用

した（図 1）。運動活性計測用ケージ内にマウスを入れ、運動活性計測センサー
（LOCOMO LS-5、メルクエスト、富山、日本）（図 2）を横切った回数を 30分

間ごとに積算し、比較した。計測は午後 6時 30分に開始し、72時間計測した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 図 1. 6および 12ヶ月齢の AKR/J、SAMR1、SAMP6の外観的特徴  

 

SAMR1 

SAMP6 SAMP6 

6 MO 12 MO 

SAMR1 

AKR/J AKR/J 
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    図 2. 自発運動活性測定装置 

 
3. オープンフィールド試験 
1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 12、10、10匹ずつ使用した。

マウスをオープンフィールド装置（60（幅）×60（奥行）×50（高さ） cm、Image 

OF4、小原産業、東京、日本）（図 3）の中に入れ、70 luxの照明下で 5分ごと

の総移動距離を 25分間計測した。 

 
           図 3. オープンフィールド試験装置 
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4. 高架式十字迷路試験 
1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 12、16、12匹ずつ使用した。

マウスを壁のないアーム（5（幅）×30（長さ）cm）2 本と壁のあるアーム（5

（幅）×30（長さ）×15（高さ）cm）2本が中央部のプラットフォーム（5（幅）

×5（奥行）cm）から四方向へ分岐した地上 45cmの高さの装置（図 4）内の、

壁のないアーム上に、頭を中央部のプラットフォームに向けて置き、15～20 lux

の照明下で、アームへの総進入回数、壁のないアームへの進入回数および壁の

ないアーム上での滞在時間を 10分間計測した。 

 

      図 4. 高架式十字迷路試験装置 

 

5. 明暗箱試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 11、10、10匹ずつ使用した。

マウスを暗いトンネル（7（幅）×10（奥行）×4.5（高さ）cm）によって連結

された明箱（20（幅）×15（奥行）×20（高さ）cm、100 lux）と暗箱（10（幅）

×15（奥行）×20（高さ）cm、5 lux）からなる装置（図 5）内へ入れ、箱間の

総移動回数および明箱内の滞在時間を 10分間計測した。 
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    図 5. 明暗箱試験装置 

 

6. ガラス玉覆い隠し試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 12、10、10匹ずつ使用した。

5cm の厚さにおがくずを入れ、25 個のガラス玉（直径 2.5cm）を並べた箱（30

（幅）×30（奥行）×30（高さ）cm）（図 6）の中にマウスを入れ、2/3 以上お

がくずで覆い隠されたガラス玉の数と、覆い隠し行動の時間を 25分間計測した。 

 
         図 6. ガラス玉覆い隠し試験装置 
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7. Y字迷路試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 12、9、8匹ずつ使用した。

3（幅）×40（奥行）×25（高さ）cmのアームがそれぞれ 120°の角度で連結し

た Y字型の装置（図 7）内にマウスを入れ、10分間装置内を自由に探索させた。

実験は 35luxの照明下で実施した。3本の足がアームに入った状態をアーム進入

と定義し、そのアーム進入の順序を記録した。連続して異なる 3 本のアームを

選択した回数を交替行動回数とし、交替行動回数/（総移動回数－2）×100 の計

算式により自発的交替行動率を求め、短期記憶の指標とした。 

 

         図 7. Y字迷路試験装置 

 
8. 牽引力試験 
1、4、8ヶ月齢の SAMR1をそれぞれ 10、8、8匹ずつ、1、4、8ヶ月齢の SAMP6

をそれぞれ 8匹ずつ使用した。牽引力測定器（小原産業）（図 8）にマウスを前

肢で捕まらせた後、尾を持ってゆっくりと後ろに引き、マウスが前肢を離した

時の数値を牽引力の指標とした。 
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    図 8. 牽引力試験装置 

 
9. ワイヤーぶら下がり試験 
1、4、8 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 をそれぞれ 10 匹ずつ使用した。地上

37cmの高さに張った直径 1.2mmのワイヤー（図 9）にマウスを前肢だけで捕ま

らせ、30 秒間で落下するまでの時間の計測し、マウスの行動を次のようなスコ

アで評価した。0：落下、1：両前肢でワイヤーに捕まる、2：両前肢でワイヤー

に捕まり、ワイヤーによじ上ろうとする、3：両前肢でワイヤーに捕まり、片方

もしくは両方の後脚をワイヤー近辺まで持ち上げる、4：四肢でワイヤーに捕ま

り、尾をワイヤーに巻きつける、5：四肢でワイヤーに捕まり、尾をワイヤーに

巻きつけワイヤーを伝って脱出する。 

 
           図 9. ワイヤーぶら下がり試験装置 
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10. 回転棒試験 
1、4、8 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 をそれぞれ 10 匹ずつ使用した。マウ
スを装置（Ugo Basile RotaRod Treadmills Model 7650、UGO BASILE S.R.L.、

Comerio、イタリア）（図 10）の静止した棒に乗せ、マウスが棒の上に乗ってい

た時間を 120秒を上限として計測した。同じ試験を 3回繰り返した。3rpmの速

度においても同様に実施した。各試験は 20分の間隔で行った。次に、3rpmから

30rpmまで一定の割合で加速する棒にマウスを乗せ、マウスが棒の上に乗ってい

た時間を 420秒を上限として計測した。同じ試験を 1日に 3回繰り返し、5日間

連続して実施した。各試験は 1時間の間隔で行った。 

 
        図 10. 回転棒試験装置 

 
11. 尾懸垂試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1をそれぞれ 9、8、8匹、1、4、8ヶ月齢の SAMP6を

それぞれ 10、8、8匹ずつ使用した。地上 21cmの高さに 4cmのフックを取り付

けた箱（15（幅）×16（奥行）×25（高さ）cm）（図 11）に、先端から 2cm の

部位に粘着テープを貼ったマウスを 8分間つり下げ、2～7分の不動化時間を計

測した。 
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図 11. 尾懸垂試験装置 

 

12. 統計学的処理 

データは平均値±標準誤差で表す。統計解析ソフトは Excel Statistics 2006 （SSRI、

東京、日本）を用いた。データは Student の t 検定もしくは one-、two-、および

three-way ANOVAで有意差検定を行い、Bonferroni補正法もしくは Tukey多重比

較法により群間の比較を行った。 
 

結果 

1. 自発運動活性計測試験 

AKR/J、SAMR1、および SAMP6の 6および 12ヶ月齢において、72時間の計測

期間全体を通じて明らかなサーカディアンリズムの乱れは認められなかった 

（図 12）。また、全ての個体群において、照明点灯時（午前 8時）および消灯時

（午後 8時）に一過性の高運動活性が認められた（図 12）。1日目および３日目

の 24時間積算カウント数において、月齢効果（F（1, 108）=105.94, P<0.001）、

日効果（F（1, 108）=63.03, P<0.001）、および系統×月齢交互作用（F（2, 108）

=25.63, P<0.001）が認められた。１日目（図 13A）および 3日目（図 13B）の両

方において、全ての系統で 6ヶ月齢の個体に比べて 12ヶ月齢の個体のカウント

数が有意に減少していた（1 日目および 3 日目ともに AKR/J; P<0.05、SAMR1; 

P<0.05、SAMP6; P<0.01、Tukey多重比較法）。また、1日目（図 13A）および 3

日目（図 13B）の両方において、6 ヶ月齢の SAMP6 は同月齢の AKR/J および

SAMR1に比べて有意にカウント数が多かった（1日目および 3日目ともにAKR/J 

versus SAMP6; P<0.05、SAMR1 versus SAMP6; P<0.05、Tukey多重比較法）。 
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図 12. 自発運動活性計測試験 

6および 12ヶ月齢の AKR/J、SAMR1および SAMP6をそれぞれ 10匹ずつ使用した。3日間の運

動活性を 30 分ごとに示す。図下の明暗の線はそれぞれ明期（8:00-20:00）および暗期間

（20:00-8:00）を表す。データは平均値±標準誤差で示した。

AKR/J 6MO

0

100

200

300

400

500

18
:30

20
:00

21:3
0

23
:00 0:3

0
2:0

0
3:3

0
5:0

0
6:3

0
8:0

0
9:30

11:0
0

12
:30

14
:00

15
:30

17
:00

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s (

30
m

in
.) Day1

Day2

Day3

AKR/J 12MO

0

100

200

300

400

500

18
:30

20
:00

21
:30

23
:00

0:3
0

2:0
0

3:3
0

5:0
0

6:3
0

8:0
0

9:3
0

11
:00

12:3
0

14:0
0

15
:30

17
:00

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s (

30
m

in
.)

Day1

Day2

Day3

SAMR1 6MO

0

100

200

300

400

500

18
:30

20
:00

21
:30

23
:00 0:3

0
2:0

0
3:3

0
5:0

0
6:3

0
8:0

0
9:3

0
11

:00
12

:30
14

:00
15

:30
17

:00

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s (

30
m

in
.)

Day1

Day2

Day3

SAMP6 6MO

0

100

200

300

400

500

18
:30

20
:00

21
:30

23:0
0

0:3
0

2:0
0

3:30 5:0
0

6:3
0

8:0
0

9:3
0

11
:00

12
:30

14
:00

15
:30

17
:00

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s (

30
m

in
.)

Day1

Day2

Day3

SAMR1 12MO

0

100

200

300

400

500

18
:30

20
:00

21
:30

23
:00 0:3

0
2:0

0
3:3

0
5:0

0
6:3

0
8:0

0
9:3

0
11

:00
12

:30
14

:00
15

:30
17

:00

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s (

30
m

in
.)

Day1

Day2

Day3

SAMP6 12MO

0

100

200

300

400

500

18
:30

20
:00

21
:30

23
:00 0:3

0
2:0

0
3:3

0
5:0

0
6:3

0
8:0

0
9:30

11
:00

12
:30

14
:00

15
:30

17
:00

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s (

30
m

in
.)

Day1

Day2

Day3



 14

A 

Day1

0

1000

2000

3000

4000

5000
A

ct
iv

ity
 c

ou
nt

s

AKR/J (6MO)
AKR/J(12MO)
SAMR1(6MO)
SAMR1(12MO)
SAMP6(6MO)
SAMP6(12MO)

* *

**

*

*

 
B 

Day3

0

1000

2000

3000

4000

5000

A
ct

iv
ity

 c
ou

nt
s

AKR/J (6MO)
AKR/J(12MO)
SAMR1(6MO)
SAMR1(12MO)
SAMP6(6MO)
SAMP6(12MO)

** *

**

*

*

 
図 13. 自発運動活性計測試験における 24時間ごとの総運動活性 

6および 12ヶ月齢の AKR/J、SAMR1および SAMP6をそれぞれ 10匹ずつ使用した。

（A）1 日目の総運動活性。（B）3 日目の総運動活性。データは平均値±標準誤差で

示した。*; P<0.05、**; P<0.01 
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2. オープンフィールド試験 

1、4、8ヶ月の全ての月齢において、25分間の計測期間を通じて SAMR1に比べ

て SAMP6の移動距離が多かった（系統効果: 1ヶ月齢: F（1, 118）=6.49, P=0.012、

4ヶ月齢: F（1, 73）=37.71, P<0.001、8ヶ月齢: F（1, 98）=16.38, P<0.001）（図 14A）。

また、SAMP6の総移動距離は 1ヶ月齢に比べて 4、および 8ヶ月齢で有意に高

かった（月齢効果: F（2, 37）=22.63, P<0.001、1ヶ月齢 versus 4ヶ月齢; P<0.05、

1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.05、Bonferroni補正法）（図 14B）。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 14. オープンフィールド試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 12、10、10匹ずつ使用した。(A) 5分ごと

の移動距離の推移。(B) 25分間の総移動距離。データは平均値±標準誤差で示した。**; P<0.01、

*; P<0.05 
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3. 高架式十字迷路試験 

1、4、8 ヶ月の全ての月齢において、SAMR1 に比べて SAMP6 のアームへの総

進入回数が有意に多かった（系統効果: 1ヶ月齢; F（1, 22）=61.44, P<0.001、4

ヶ月齢; F（1, 30）=12.65, P=0.001、8ヶ月齢; F（1, 22）=5.19, P=0.033）。また、

SAMP6のアームへの総進入回数は加齢によって減少した（月齢効果; F（2, 37）

=22.63, P<0.001）（1ヶ月齢 versus 4ヶ月齢; P<0.05、1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; 

P<0.05、Bonferroni 補正法）（図 15A）。全ての月齢において、SAMR1 に比べて

SAMP6の壁のないアームへの進入回数は有意に多かった（系統効果: 1ヶ月齢; F

（1, 22）=39.99, P<0.001、4ヶ月齢; F（1, 30）=4.19, P=0.048、8ヶ月齢; F（1, 22）

=4.40, P=0.048）（図 15A）。また、SAMP6の壁のないアームへの進入回数は加齢

によって減少した（月齢効果: F（2, 37）=8.61, P<0.001、1ヶ月齢 versus 4ヶ月齢; 

P<0.05、1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.05、Bonferroni補正法）（図 15B）。全ての

月齢において、SAMR1に比べて SAMP6の壁のないアーム上での滞在時間は有

意に長かった（系統効果: 1ヶ月齢; F（1, 22）=52.82, P<0.001、4ヶ月齢; F（1, 30）

=4.88, P=0.035、8ヶ月齢; F（1, 22）=12.44, P=0.002）（図 15C）。また、SAMP6

の壁のないアーム上での滞在時間は加齢によって減少した（月齢効果: F（2, 37）

=26.39, P=0.033、1ヶ月齢 versus 4ヶ月齢; P<0.05、 4ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; 

P<0.05、1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.05）（図 15C）。 
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図 15. 高架式十字迷路試験 

1、4、8 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 をそれぞれ 12、16、12匹ずつ使用した。（A）アーム

の総進入回数。（B）壁のないアームへの進入回数。アームの総進入回数に対する比率（%）で

示す。（C）壁のないアーム上での滞在時間。試験時間に対する比率（%）で示す。データは平

均値±標準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05 
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4. 明暗箱試験 

1、4、8 ヶ月の全ての月齢において、SAMR1 に比べて SAMP6 の箱間の移動回

数が有意に多かった（系統効果: 1ヶ月齢; F（1, 20）=26.46, P<0.001、4ヶ月齢; F

（1, 18）=8.83, P=0.008、8ヶ月齢; F（1, 18）=7.81, P=0.048）（図 16A）。また、

SAMR1および SAMP6の箱間の移動回数は加齢によって増加した（SAMR1: 月

齢効果; F（2, 28）=10.67, P<0.001、1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.05、Bonferroni

補正法）（SAMP6: 月齢効果; F（2, 28）=5.05, P=0.013、4ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; 

P<0.05、1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.05、Bonferroni補正法）（図 16A）。全ての

月齢において、SAMR1に比べて SAMP6の明箱内の滞在時間は有意に長かった

SAMR1（系統効果: 1ヶ月齢; F（1, 20）=90.49, P< 0.001、4ヶ月齢; F（1, 18）=31.41, 

P<0.001、8ヶ月齢; F（1, 18）=53.54, P<0.001）（図 16B）。 
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図 16. 明暗箱試験 

1、4、8 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 をそれぞれ 11、10、10 匹ずつ使用した。（A）箱間の

総移動回数。（B）明箱内の滞在時間。試験時間に対する比率（%）で示す。データは平均値±

標準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05 
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5. ガラス玉覆い隠し試験 

1、4、8 ヶ月の全ての月齢において、SAMR1 に比べて SAMP6 が覆い隠したガ

ラス玉の数は有意に少なかった（系統効果: 1ヶ月齢; F（1, 20）=5.24, P= 0.033、

4ヶ月齢; F（1, 18）=22.56, P<0.001、8ヶ月齢; F（1, 18）=41.28, P<0.001）（図 17A）。

また、全ての月齢において、SAMR1に比べて SAMP6のガラス玉覆い隠し行動

の時間が有意に減少していた（系統効果: 1ヶ月齢; F（1, 20）=5.08, P=0.036、4

ヶ月齢; F（1, 18）=20.53, P<0.001、8ヶ月齢; F（1, 18）=25.65, P<0.001）（図 17B）。 
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図 17. ガラス玉覆い隠し試験 

1、4、8 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 をそれぞれ 12、10、10匹ずつ使用した。（A）覆い隠

されたガラス玉数。（B）ガラス玉覆い隠し行動の時間。データは平均値±標準誤差で示した。

**; P<0.01、*; P<0.05 
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6. Y字迷路試験 

4および 8ヶ月齢の SAMP6はそれぞれ同じ月齢の SAMR1に比べて有意にアー

ムの進入回数が多かった（4ヶ月齢; F（1, 16）=5.46, P=0.033、8ヶ月齢; F（1, 14）

=35.63, P<0.001）（図 18A）。また、8ヶ月齢の SAMR1のアーム進入回数は 1お

よび 4ヶ月齢の SAMR1に比べて有意に少なかった（F（2, 52）=4.10, P=0.022、

1ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.01、4ヶ月齢 versus 8ヶ月齢; P<0.01、Bonferroni補

正法）（図 18A）。4および 8ヶ月齢の SAMP6の自発的交替行動率は、それぞれ

同じ月齢の SAMR1に比べて有意に高かった（4ヶ月齢; F（1, 16）=7.54, P=0.014、

8ヶ月齢; F（1, 14）=5.09, P=0.041）（図 18B）。どちらの系統においても、自発

的交替行動率に月齢依存的な変化は認められなかった。 
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図 18. Y字迷路試験 

1、4、8 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 をそれぞれ 12、9、8 匹ずつ使用した。（A）アームの

総進入回数。（B）自発的交替行動率。データは平均値±標準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05 
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7. 牽引力試験 

牽引力について、月齢効果（F（2, 44）=57.18, P<0.001）は認められたが、系統

効果（F（1, 44）=0.01、P=0.940）、および系統×月齢交互作用（F（2, 44）=0.46、

P=0.632）は認められなかった（図 19）。 
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図 19. 牽引力試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1をそれぞれ 10、8、8匹、1、4、8ヶ月齢の SAMP6をそれぞれ 8匹ず

つ使用した。データは平均値±標準誤差で示した。 
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8. ワイヤーぶら下がり試験 
スコアにおいて系統効果（F（1, 174）=25.53, P=0.051）、月齢効果（F（2, 174）

=8.85, P<0.001）が認められたが、系統×月齢交互作用（F（2, 174）=3.02, P=0.051）

は認められなかった。1および 8ヶ月齢で SAMR1に比べて SAMP6で有意にス

コアが低かった（1ヶ月齢; P<0.05、8ヶ月齢; P<0.01、Bonferroni補正法）（図20A）。

落下するまでの時間において、系統効果（F（1, 174）=2.52, P=0.084）は認めら

れたが、月齢効果（F（2, 174）=2.14, P=0.121）、および系統×月齢交互作用（F

（2, 174）=2.52, P=0.084）は認められなかった。1および 8ヶ月齢で SAMR1に

比べて SAMP6で有意に落下するまでの時間が短かった（1ヶ月齢; P<0.01、8ヶ
月齢; P<0.01、Bonferroni補正法）（図 20B）。 
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図 20. ワイヤーぶら下がり試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 10匹ずつ使用した。（A）スコア。（B）落

下するまでの時間。データは平均値±標準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05 
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9. 回転棒試験 

静止した棒上に乗っていた時間において、系統効果（F（1, 162）=21.18, P<0.001）、

試行効果（F（2, 162）=3.51, P=0.032）、系統×試行交互作用（F（2, 162）=8.29, 

P=0.032）、月齢×試行交互作用（F（4, 162）=4.55, P=0.002）、および系統×月齢

×試行交互作用（F（4, 162）=4.55, P=0.002）が認められた。1ヶ月齢において 1

回目の試行で、SAMP6が静止した棒上に乗っていた時間は SAMR1に比べて有

意に短かった（P<0.001、Bonferroni補正法）（図 21A）。3rpmで回転する棒上に

乗っていた時間において、系統効果（F（1, 162）=35.36, P<0.001）および月齢効

果（F（2, 162）=3.63, P=0.029）が認められた（図 21B）。3rpmから 30rpmまで

加速する棒上に乗っていた時間において、系統効果（F（1, 870）=1060.16, P<0.001）、

月齢効果（F（2, 870）=18.05, P<0.001）、日効果（F（4, 870）=18.94, P<0.001）、

系統×月齢交互作用（F（2, 870）=22.18, P<0.001）、系統×日交互作用（F（4, 870）

=13.72, P<0.001）、月齢×日交互作用（F（8, 870）=2.64, P=0.007）、系統×月齢

×日交互作用（F（8, 870）=2.71, P=0.006）が認められた（図 21C）。また、1、4、

および 8ヶ月齢の全ての試行において、SAMP6は SAMR1に比べて有意に早く

落下した（P<0.001、Bonferroni補正法）（図 21C）。 
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図 21. 回転棒試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1（□）および SAMP6（◆）をそれぞれ 10匹ずつ使用した。（A）静止

した棒上に乗っていた時間。（B）3 rpmで回転する棒上に乗っていた時間。（C）3rpmから 30rpm

に加速する棒上に乗っていた時間。データは平均値±標準誤差で示した。**; p<0.01、*; p<0.05 

 

1MO

0
20
40
60
80

100
120
140

1 2 3
Trials

SAMR1
SAMP6

**

1MO

0
20
40
60
80

100
120
140

1 2 3

Trials

1MO

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

DAY1 DAY2 DAY3 DAY4 DAY5

**
**

******

4MO

0

20

40

60

80

100

120

140

1 2 3

Trials

4MO

0
20
40
60
80

100
120
140

1 2 3

Trials

4MO

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

DAY1 DAY2 DAY3 DAY4 DAY5

**
**

****
**

8MO

0
20
40
60
80

100
120
140

1 2 3
Trials

8MO

0
20
40
60
80

100
120
140

1 2 3
Trials

8MO

0

50

100

150

200

250

300

350

400

450

DAY1 DAY2 DAY3 DAY4 DAY5

** ****
**

**

A 

B 

C 



 25

10. 尾懸垂試験 

不動化時間において、系統効果（F（1, 45）=29.78, P<0.001）および月齢効果（F

（2, 45）=6.58, P=0.003）が認められたが、系統×月齢交互作用（F（2, 45）=0.93, 

P=0.402）は認められなかった（図 22）。1および 4ヶ月齢の SAMP6の不動化時

間は SAMR1 に比べて有意に短かった（1 ヶ月齢; P<0.001、4 ヶ月齢; P<0.05、

Bonferroni補正法）（図 22）。 
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図 22. 尾懸垂試験 

1、4、8ヶ月齢の SAMR1をそれぞれ 9、8、8匹、1、4、8ヶ月齢の SAMP6をそれぞれ 10、8、

8匹ずつ使用した。データは平均値±標準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05 

 

考察 

 SAMP6の運動活性を評価するために、馴化した環境下での運動活性を計測す

る自発運動活性計測試験と、新奇環境下での運動活性を計測するオープンフィ

ールド試験を実施した。運動活性は行動解析の基本的な構成要素であり、加齢

によって変化することが知られている（Fetsko et al., 2005、Lhotellier et al., 1993）。

また、運動活性を含めて行動特性はマウス系統ごとに異なることが知られてい

る（Bolivar et al., 2000、Bothe et al., 2005、Brooks et al., 2005、Logue et al., 1997、

Owen et al., 1997、Thifault et al., 2002、Upchurch & Wehner, 1988、van Gaalen & 

Steckler, 2000、Volkar et al., 2001）。このため、SAMR1、SAMP6、およびそのオ

リジナル系統である AKR/Jを用いて、行動解析の基本となる運動活性を指標に、

それぞれの系統の特徴と加齢による変化について検討した。それぞれの系統の 6
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および 12 ヶ月齢のマウスを用いて連続して 72 時間の運動活性を計測したとこ

ろ、3日間の計測期間を通じて全ての個体群において明らかなサーカディアンリ

ズムの乱れは認められなかった。全ての個体群で、明期に比べて暗期の運動活

性が高く、これまでに報告があるように、照明点灯時および消灯時に運動活性

の増加が認められた（Crawley, 2000）。また全ての系統において、6 ヶ月齢に比

べて 12ヶ月齢の方が運動活性における明期／暗期の二相性が不明瞭になる傾向

が認められた。新奇環境内での 1 日目はマウスが環境に馴化していないと考え

られるため（Rubinstein et al., 1997）、1日目の運動活性を新奇環境下での運動活

性、3日目の運動活性を馴化した環境下での運動活性と考え、性質の異なる 1日

目と 3 日目のそれぞれの運動活性を系統ごとに比較したところ、全ての系統で

共通して 3日目の運動活性が 1日目に比べて低値を示した。1および 3日目の両

方において、6ヶ月齢の SAMP6は同月齢の AKR/Jおよび SAMR1よりも有意に

運動活性が高く、逆に 12ヶ月齢の SAMP6は同月齢の AKR/Jおよび SAMR1よ

りも運動活性が低い傾向が認められた。このことから、SAMP6 の運動活性は 6

ヶ月齢頃をピークとする促進老化パターンを示すことが示唆された。一方、計

測期間を通じて、6および 12ヶ月齢のどちらの月齢においてもオリジナル系統

である AKR/J と SAMR1 はほぼ同様の結果を示し、加齢による運動活性低下が

同程度であることから、SAMP6で認められた促進老化パターンを示す運動活性

の変化は、SAMP6系統を確立するために低骨量を指標にして行った選抜交配の

過程で、低骨量に関与する遺伝子（群）とともに固定された遺伝子（群）によ

って支配されているものと考えられた。行動解析の基本的な構成要素である自

発運動活性において AKR/J と SAMR1 に明らかな相違が認められないため、以

降の行動解析試験は SAMP系統を用いた他の多くの行動解析試験の報告（Chen 

et al., 2007、Miyamoto, 1994、Sanchez-Barcelo et al., 1997、Shimano, 1998）と同様

に、SAMR1をコントロール系統として実施した。 

 オープンフィールド試験では、1、4、8 ヶ月齢の全てにおいて SAMP6 の 25

分間の総移動距離が SAMR1 に比べて有意に長かった。また、実験に用いた 3

つの月齢のうち、4ヶ月齢に比べて 8ヶ月齢で SAMP6の運動活性が低下する傾

向が認められ、72時間の自発運動活性計測試験の結果と考え合わせると、SAMP6

の高運動活性は 1 ヶ月齢の時点で認められることから、生得的に高運動活性と

なるメカニズム異常が存在すると考えられた。その後 SAMP6の運動活性は 4～

6ヶ月齢頃にピーク値を示し、以降加齢に伴って減少するため、促進老化様行動
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特性であると考えられた。一方、1、4、8ヶ月齢全てにおいて、高架式十字迷路

試験ではアームの総進入回数が、明暗箱試験では箱間の移動回数が SAMR1に比

べて SAMP6で有意に多く、これらの試験においても SAMP6の高運動活性が確

認された。また、Y字迷路試験においても、4および 8ヶ月齢の SAMP6は SAMR1

に比べて有意にアームの進入回数が多く、SAMP6 の高運動活性が確認された。

しかしながら、Y字迷路試験では SAMP6の加齢に伴う運動活性変化は明瞭では

なく、高架式十字迷路試験および明暗箱試験では 1 ヶ月齢をピークとする加齢

依存的な運動活性の減少が認められた。これは、ホームケージ内やオープンフ

ィールドにおける運動活性とは異なり、Y 字迷路のような通常の飼育環境とは

大きく異なる環境下での探索行動であったり、高さや明るさといった恐怖要因

を含む環境下での運動活性であるため、情動変化が運動活性に大きく影響を与

えた結果、促進老化パターンを示さなかった可能性が考えられた。 

 SAMP6の不安状態を評価するために、高架式十字迷路試験、明暗箱試験、お

よびガラス玉覆い隠し行動試験を実施した。高架式十字迷路では、全ての月齢

において SAMP6 のオープンアームへの進入回数およびオープンアーム内の滞

在時間が同月齢の SAMR1に比べて有意に多く、SAMR1に比べて低不安である

ことが示された。明暗箱試験では、全ての月齢において SAMP6の明るい箱内の

滞在時間が同月齢の SAMR1よりも有意に長く、ガラス玉覆い隠し行動試験では、

全ての月齢において SAMR1に比べて SAMP6の覆い隠したガラス玉の数および

覆い隠し行動時間が有意に少なく、SAMP6の低不安が示された。しかしながら、

高架式十字迷路で認められた SAMP6の低不安が 1ヶ月齢をピークに加齢に伴っ

て減少するのに対し、明暗箱試験およびガラス玉覆い隠し行動試験で認められ

た SAMP6の低不安には明らかな加齢の影響は認められなかった。高架式十字迷

路試験は、明暗箱試験で評価される明／暗の影響を受ける探索本能に加えて、

アームの壁の有無および高さという２つの不安要素が加わったパラダイムであ

り、明暗箱試験より不安要素の強い行動試験であると考えられる（Crawley, 2000）。

このため、高架式十字迷路試験における不安行動には、明暗箱試験での不安行

動に関わるメカニズムに加えてさらに異なるメカニズムが関与している可能性

が考えられる。また、ガラス玉覆い隠し行動試験は不安行動以外にも刺激対象

物に対する防御的行動が含まれた実験系であり（Pinel & Treit, 1978, Pinel et al., 

1980）、不安状態の評価だけではなく強迫性障害の実験モデルとしても用いられ

ている（Abe et al., 1998、Ichimaru et al., 1995、Londei et al., 1998）。このことから、
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ガラス玉覆い隠し行動試験において不安状態の指標としたガラス玉を覆い隠す

行動には、不安行動に関わるメカニズムとはさらに異なるメカニズムが関与し

ている可能性も考えられた。これら 3 つの行動解析試験に共通して 1 ヶ月齢の

時点から SAMP6 の低不安が認められるため、SAMP6 には生得的に低不安とな

るメカニズム異常が存在すると考えられた。さらに、高さなどのような強い不

安要因が加わることによって加齢の影響が認められたことから、SAMP6の低不

安は加齢依存的変化を伴う行動特性であると考えられた。 

 SAMP6の記憶について評価するために、Y字迷路試験を実施した。Y字迷路
試験では、4および 8ヶ月齢の SAMP6において自発的交替行動率が SAMR1に

比べて有意に高く、SAMP6 の短期記憶増加が示唆された。一方、SAMP6 のモ

リス水迷路試験における短期記憶が SAMR1 に比べて減少しているとの報告

（Liu et al., 2006）もある。しかしながら、水迷路試験と Y字迷路試験は異なる
行動実験であるため、それぞれの結果を直接比較することはできない。Y 字迷
路試験は選択アームの交替というマウスの生得的な性質に基づいた短期記憶評

価パラダイムであるのに対して、水迷路試験は忌避行動に基づくストレス負荷

の大きい記憶評価パラダイムである（Crawley, 2000, Deacon et al., 2002）。本章で

認められた SAMP6の低不安という性質が、これらの２つの記憶評価パラダイム

において、異なる方向に影響を与えている可能性が考えられる。Y 字迷路試験
において SAMP6の低不安は、探索行動を増加させるという意味で正の影響を与

えているかもしれない。一方、水迷路試験では嫌悪刺激を記憶の強化因子とし

ているため、SAMP6の低不安は嫌悪刺激からの逃避行動に負の影響を与えた可

能性が考えられる。本章では、統計学的な有意差こそなかったものの、1ヶ月齢
の SAMP6の自発的交替行動率も SAMR1に比べて高い傾向が認められたことか

ら、SAMP6には生得的に短期記憶増加に関わるメカニズム異常が存在すると考

えられた。また SAMP6の短期記憶には明らかな加齢の影響は認められなかった

ことから、非加齢依存的行動特性であると考えられた。 

 SAMP6の運動機能について評価するため、牽引力試験、ワイヤーぶら下がり

試験、および回転棒試験を実施した。牽引力試験では、実験を行った全ての月

齢において、SAMR1と SAMP6の牽引力に明らかな違いは認められなかったこ

とから、筋力に相違がないことが示された。ワイヤーぶら下がり試験における

スコアおよび落下するまでの時間について、1および 8ヶ月齢の SAMP6は同月

齢の SAMR1に比べて有意に成績が悪かった。4ヶ月齢では有意差は認められな
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かった。回転棒試験では、1ヶ月齢の SAMP6は 0rpmの 1回目の試行で SAMR1

に比べて有意に早く落下したが、2 回目以降の試行では SAMR1 と同様に 0rpm

の回転棒上に留まることができた。このことから、1ヶ月齢の SAMP6は静止し

た棒上に留まる方法を学習できたと考えられた。3rpmでは全ての月齢において

SAMR1に比べて SAMP6が回転棒上に滞在できた時間が短い傾向が認められた。

特に、1および 8ヶ月齢では 3rpmの 3回の試行を通じて SAMP6の滞在時間が

短い傾向は変化しなかったため、1および 8ヶ月齢の SAMP6は運動協調性に異

常を有し、かつ3rpmの回転棒上に留まる方法を学習できないことが示唆された。

一方、4 ヶ月齢では、3rpm の回転棒上での滞在時間の差が試行ごとに減少する

傾向が認められ、4ヶ月齢の SAMP6は SAMR1に比べて運動協調性に異常を有

するが、3rpmの回転棒上に留まる方法を学習できることが示唆された。3rpmか

ら 30rpm まで加速する棒上の滞在時間においては、全ての月齢の全ての試行に

おいて SAMP6は SAMR1に比べて有意に短かった。全ての月齢において SAMP6

は 3rpm 以上の速度で回転する棒上に滞在できる時間が SAMR1 に比べて短く、

またその方法を学習することができないと考えられた。SAMP6と SAMR1で牽

引力に相違が認められないことから、筋力および運動協調性が必要なワイヤー

ぶら下がり試験および回転棒試験（Crawley, 2000）で認められた SAMP6の行動

異常は、筋力の低下によるものではなく、神経系の異常による運動協調性の異

常であると考えられた。ワイヤーぶら下がり試験および回転棒試験における

SAMP6 の行動異常は 1 ヶ月齢の時点から認められるため、SAMP6 の運動協調

性異常には生得的なメカニズム異常が関わっていると考えられた。しかしなが

ら、SAMP6が運動協調性異常を示す中にも、ワイヤーぶら下がり試験における

スコアおよび落下するまでの時間において、4ヶ月齢の SAMP6は SAMR1と同

程度の成績を示し、また回転棒試験において 4ヶ月齢の SAMP6は 3rpmの回転
棒上に留まる方法を学習出来たことなどから、4ヶ月齢をピークとする促進老化

様行動特性であると考えられた。 
 SAMP6の鬱状態について評価するため、尾懸垂試験を実施した。尾懸垂試験

では、全ての月齢において SAMR1に比べて SAMP6の不動化時間は有意に短い

ことから、SAMP6 の抗鬱が示唆された。SAMP6 の抗鬱は 1 ヶ月齢の時点から

認められるため、生得的なメカニズム異常が存在すると考えられた。1ヶ月齢を

ピークに以降加齢に伴って SAMP6 の不動化時間が延長していることから、

SAMP6の抗鬱は加齢依存的変化を伴う行動特性であると考えられた。 
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 SAMP6系統の包括的行動解析試験によって、SAMP6の高運動活性、低不安、

短期記憶増加、運動協調性異常、および抗鬱が明らかになった。これらの SAMP6

の行動特性は 1ヶ月齢の時点から認められることから、SAMP6に生得的なメカ

ニズム異常が存在すると考えられた。また、SAMR1と相違の認められたこれら

の行動特性を、加齢の影響について次のような３つのカテゴリーに分類した（表

2）。すなわち、（1）骨密度の変化と同様に 4～6ヶ月齢でピークを迎え以降加齢

に伴って変化する、促進老化パターンを示す行動特性（促進老化様行動特性）、

（2）1 ヶ月齢をピークとして以降月齢が進むにつれてコントロールマウスとの

差が減少する、促進老化とは異なるパターンの加齢の影響を受ける行動特性（加

齢依存的変化を伴う行動特性）、（3）明らかな加齢の影響が認められない行動特

性（非加齢依存的行動特性）、の３つである。 
 
表 2 SAMP6の行動特性の加齢の影響による分類 

  
促進老化様行動特性 

加齢依存的変化を伴

う行動特性 
非加齢依存的行動特性 

高運動活性 ○     

運動協調性異常 ○     

低不安   ○   

抗鬱   ○   

短期記憶増加     ○ 
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小括 
 
 本章では、SAMP6の行動特性について明らかにするために、包括的行動解析

を行い、次のような結果を得た。 
 
1. 72 時間の運動活性計測試験、オープンフィールド試験、高架式十字迷路試

験におけるアーム進入回数、明暗箱試験における箱間の移動回数、および Y 字

迷路試験におけるアーム進入回数において、1 ヶ月齢の時点から SAMP6 は

SAMR1に比べて高運動活性を示し、運動活性に関わる生得的メカニズム異常の

存在が示唆された。また、自発運動活性計測試験およびオープンフィールド試

験で認められた SAMP6の高運動活性は、促進老化様行動特性であると考えられ

た。 
 
2. 高架式十字迷路試験、明暗箱試験、およびガラス玉覆い隠し試験において、

1ヶ月齢の時点から SAMP6は SAMR1に比べて低不安を示し、不安に関わる生

得的メカニズム異常の存在が示唆された。不安要素の多い高架式十字迷路試験

で認められた SAMP6の低不安は、加齢依存的変化を伴う行動特性であると考え

られた。 
 
3. Y 字迷路試験において、1 ヶ月齢の時点から SAMP6 は SAMR1 に比べて短

期記憶増加を示し、短期記憶に関わる生得的なメカニズム異常が示唆された。

SAMP6の短期記憶増加は非加齢依存的行動特性であると考えられた。 
 
4. 牽引力試験において SAMP6と SAMR1の筋力に明らかな相違がないことが

示された。ワイヤーぶら下がり試験および回転棒試験において、1ヶ月齢の時点

から SAMP6は SAMR1に比べて運動協調性異常を示し、運動協調性に関わる生

得的なメカニズム異常が示唆された。また両試験において、4 ヶ月齢で SAMP6

と SAMR1の運動協調性の差が減少し、8ヶ月齢で再び SAMP6の運動協調性の

悪化が認められたことから、SAMP6の運動協調性異常は、促進老化様行動特性

であると考えられた。 
 
5. 尾懸垂試験において、1 ヶ月齢の時点から SAMP6 は SAMR1 に比べて抗鬱
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の性質を示し、鬱に関わる生得的なメカニズム異常が示唆された。SAMP6の抗

鬱は、加齢依存的変化を伴う行動特性であると考えられた。 
 
6. 高架式十字迷路試験、明暗箱試験、ガラス玉覆い隠し試験などの複数の行動

解析試験を組み合わせたことにより、SAMP6の低不安の加齢依存的変化を検出

することが出来た。また、牽引力試験によって SAMP6と SAMR1の間で筋力に

相違がないことが示されたことにより、ワイヤーぶら下がり試験および回転棒

試験で認められた SAMP6の行動異常が、筋力の異常によるものではないことが

示された。複数の行動解析試験を組み合わせることは、１つの行動解析試験だ

けでは不十分または明らかにならなかった行動特性を捉えることが出来る為、

動物の行動特性を評価する上で包括的行動解析試験は必須であると考えられた。 
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第 2章 SAMP6で認められた高運動活性、低不安、短期記憶増加、運動協調性

異常、および抗鬱に関わるモノアミンシステムの検討 
 

序 

 前章では、SAMP6は同じ月齢の SAMR1に比べて、高運動活性、低不安、短

期記憶増加、運動協調性異常、および抗鬱の行動特性を有していることが明ら

かになった。本章では、SAMP6で認められたこれらの行動特性に関わるメカニ

ズムについて検討した。 

 ドーパミンやセロトニンが運動機能、情動行動、短期記憶に関与しているこ

とは良く知られている（Brozoski et al., 1979、Clarke et al., 2004、Gainetdinov et al., 

1999、Karakuyu et al., 2007、Luine et al., 1990、Rodgers et al., 1994、Sahakian et al., 

1985、Takahashi et al., 2008、Zhou & Palmiter, 1995、Zhuang et al., 1999）ため、

SAMP6でこれらのモノアミンシステムに変化が認められるかどうかを検討する

ことにした。最初に、ドーパミンの合成酵素（チロシン水酸化酵素）、セロトニ

ンの合成酵素（トリプトファン水酸化酵素）およびその活性化状態であるそれ

ぞれのリン酸化フォームの発現量を 1ヶ月齢（若齢期）の SAMP6と SAMR1で

比較し、ドーパミン量またはセロトニン量の変化が SAMP6の行動特性に関わる

生得的メカニズム異常である可能性について検討した。次に 6ヶ月齢（成熟期）

の SAMP6 を用いて、脳の部位ごとにこれらのモノアミン含有量を同月齢の

SAMR1 と比較し、SAMP6 の行動特性とこれらのモノアミン含有量との関係を

考察した。さらに、前章で認められた SAMP6の行動特性のうち、促進老化様行

動特性である高運動活性および運動協調性異常の関連メカニズムについて、運

動能力に関わることで良く知られているドーパミンに焦点を絞って検討を行っ

た。促進老化様行動特性のピーク時（成熟期）である 5ヶ月齢の SAMP6を用い

てドーパミン受容体 1（D1）、2（D2）、3（D3）、ドーパミントランスポーター

の発現量について同月齢の SAMR1と比較し、シナプス間隙に放出された後のド

ーパミンシステムの変化を検討した。また D１、D2、D3ドーパミン受容体のう

ち、運動活性調節に関わるとされる D1に着目し、6ヶ月齢（成熟期）および 12

ヶ月齢（老齢期）のマウスに D1 受容体特異的作動薬を投与し、D1 受容体の感

受性について加齢による変化を検討した。また、5ヶ月齢（成熟期）の脳のパラ

フィン切片を作成し、脳組織の構造についても SAMP6と SAMR1間で比較した。 
 



 34

材料と方法 

1. 動物 

日本 SLCより購入した 1、4～6、および 12ヶ月齢の雄の SAMR1および SAMP6

を用いた。導入後、マウスは 12時間ごとの明暗周期の照明下（8:00点灯、20:00

消灯）で、マイクロアイソレーションケージ内で 1 週間以上個別飼育し、飼育

環境へ馴化させた後に実験に使用した。行動解析実験は、マウス系統を伏せて

10:00から 16:00の時間帯に実施した。 
 

2. 化合物 

ドーパミン受容体 1（D1）作動薬 
6-chloro-7,8-dihydroxy-3-allyl-1-phenyl-2,3,4,5-tetrahydro-1-phenyl-1H-3-benzazepine 

hydrobromide （SKF82958、Sigma、St. Louis、IL、アメリカ）を滅菌水で希釈し、

0.3、1.0、および 5.0mg/kgの用量で腹腔内投与を行った。 
 

3. ウエスタンブロット解析 

1） チロシン水酸化酵素およびトリプトファン水酸化酵素の発現量比較 

1ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。マウスから線

条体、側坐核、脳幹、および肝臓を摘出し、バッファー（PRO-PREPTM Protein 

Extraction Solution、iNtRON Biotechnology, Inc.、Gyeonggi、韓国）中でホモジナ

イズした。20μg の各サンプルを 10%SDS-polyacrylamide gel で分離し、ポリフ

ッ化ビニリデン（PVDF）メンブレン（Immobilon-P、Millipore、Billerica、MA、

アメリカ）へ転写した。チロシン水酸化酵素（Chemicon Internaational Inc.、Billerica、

MA、アメリカ）、リン酸化チロシン水酸化酵素（Chemicon International Inc.）、ト

リプトファン水酸化酵素（Abcam、Cambridge、MA、アメリカ）、およびリン酸

化トリプトファン水酸化酵素（BIOMOL、Plymouth Meeting、PA、アメリカ）を

特異的に認識する抗体を用いて発現量を比較した。タンパク濃度は抗アクチン

抗体（Chemicon International Inc.）を用いて補正した。タンパク量はシグナル処

理ソフト（ImageJ、NIH、Bethesda、MD、アメリカ）を用いてシグナルの強度

を数値化し、アクチン量に対する比を求め、SAMR1と SAMP6の各タンパク量

を比較した。 

 

2） ドーパミン受容体 1、2、3、およびドーパミントランスポーターの発現量比
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較 

5ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。マウスから線

条体、側坐核、小脳、および肝臓を摘出し、protease inhibitors （Complete EDTA-free 

protease inhibitor cocktail tablets、Roche、Indianapolis、IN、アメリカ）を含むバッ

ファー（320 mM sucrose、5 mM HEPES）中でホモジナイズし、1400×gで遠心

分離後、上清をさらに 12000×gで遠心分離し、沈殿物を 5mM Tris緩衝液に懸

濁し（P2分画）、サンプルとした。40μgの各サンプルを上記と同様に泳動、分

離し、メンブレンへ転写した。D1（Chemicon Internationa Inc.）、D2（Chemicon 

International Inc.）、D3（Alpha Diagnostic International、San Antonio、TX、アメリ

カ）、および DAT（Chemicon International Inc.）を特異的に認識する抗体を用い

て発現量を比較した。タンパク量はシグナル処理ソフト（ImageJ、NIH、Bethesda、

MD、アメリカ）を用いてシグナルの強度を数値化し、アクチン量に対する比を

求め、SAMR1と SAMP6の各タンパク量を比較した。 
 

4.  モノアミンおよびその代謝物濃度の計測 

6ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。マウスから線

条体、側坐核、脳幹、および小脳を摘出し、100μM EDTA2Naおよび isoproterenol

を内部標準物質として含む 0.2M perchloric acid中でホモジナイズし、20000×g

で遠心分離し、上清を 0.45μm のメンブレンフィルターで濾過し、サンプルと

した。サンプルは微量生体試料分析システム（HTEC-500、エイコム、京都、日

本）を用いて検出し、モノアミンおよびその代謝物の濃度は解析ソフト

（PowerChrom、Bio Research Center、愛知、日本）を用いて算出した。 
 

5. ドーパミン受容体１ アゴニスト SKF82958投与後運動活性計測試験 

6、12ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ、0.3、1.0、および 5.0mg/kg

の用量の SKF82958を各系統 10匹ずつに投与し、実験に使用した。運動活性計

測センサー（LOCOMO LS-5）（図 2）を横切った回数を運動活性の指標とした。

運動活性計測用ケージ内にマウスを入れ、2時間ケージ内を自由に探索させ、環

境に馴化させた。滅菌水を腹腔内投与後 1時間後に SKF82958投与を行った。薬

剤投与したマウスを再び運動活性計測用ケージ内に戻し、運動活性を２時間計

測した。 
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6. 統計学的処理 

データは平均値±標準誤差で表す。統計解析ソフトは Excel Statistics 2006 （SSRI、

東京、日本）を用いた。データは Studentの t検定もしくは two-、および three-way 

ANOVAで有意差検定を行い、Bonferroni補正法もしくは Tukey多重比較法によ

り群間の比較を行った。 
 

7.  組織学的検査 
5ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。マウスに過剰

量の Avertin （2,2,2-tribromoethanol、Sigma-Aldrich、St.Louis、IL、アメリカ）を

投与し、生理食塩水、および 4% paraformaldehyde溶液で灌流し、脳を摘出後、

4% paraformaldehyde溶液で後固定し、パラフィンに包埋後、5μmの厚さで薄切

し、ヘマトキシリン-エオジン染色を行った。 

 

結果 

1.  ウエスタンブロット解析 

1） チロシン水酸化酵素およびトリプトファン水酸化酵素の発現量比較 

線条体および側坐核において、SAMR1に比べて SAMP6のチロシン水酸化酵素

およびそのリン酸化フォーム（セリン 40）の発現量が有意に多かった（全て

P<0.001、t検定）（図 23A、23C）。また、脳幹において、SAMR1に比べて SAMP6

のトリプトファン水酸化酵素およびそのリン酸化フォーム（セリン 58）の発現

量が有意に多かった（ともに P<0.01、t検定）（図 23B、23C）。 
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図 23. チロシン水酸化酵素（TH）およびトリプトファン水酸化酵素（TPH）のウエスタンブ

ロット解析 

1ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。（A）線条体および側坐核にお

ける TH およびそのリン酸化フォーム（セリン 40）の発現。アクチンは泳動タンパク量の指標

とした。肝臓は陰性コントロールとした。（B）脳幹における TPHおよびそのリン酸化フォーム

（セリン 58）の発現 アクチンは泳動タンパク量の指標とした。肝臓は陰性コントロールとし

た。（C）タンパク発現量の定量。アクチンタンパク量に対する比で示す。データは平均値±標

準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05  Str : 線条体、NAc : 側坐核、BS : 脳幹、Liv : 肝臓 

 

2） ドーパミン受容体 1、2、3、およびドーパミントランスポーターの発現量比

較 

線条体において D1（P<0.01、t 検定）および DAT（P<0.001、t 検定）の発現量

が、側坐核において D3（P<0.01、t検定）の発現量が、小脳において D1（P<0.01、
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t検定）および D3（P<0.01、t検定）の発現量が、それぞれ SAMR1に比べて SAMP6

で有意に多かった（図 24A、24B）。 
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図 24. ドーパミン受容体 1（D1）、2（D2）、3（D3）、およびドーパミントランスポーター（DAT）

のウエスタンブロット解析 

5ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。（A）線条体、側坐核、および

小脳における D1、D2、D3、および DATの発現。アクチンは泳動タンパク量の指標とした。（B）

タンパク発現量の定量。アクチンタンパク量に対する比で示す。データは平均値±標準誤差で

示した。**; P<0.01 NAc : 側坐核 
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D3 
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Striatum NAc Cerebellum 
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2.  モノアミンおよびその代謝物濃度の計測 

SAMR1に比べて SAMP6の大脳皮質で、ドーパミン（P<0.05、t検定）およびそ

の代謝物である homovanillic acid （HVA）（P<0.05、t検定）の有意な増加、セロ

トニン（P<0.05、t 検定）およびその代謝物である 5-hydroxy indole acetic acid 
（5-HIAA）の有意な増加（P<0.01、t検定）が認められた。海馬では 5-HIAAの

有意な増加（P<0.01、t検定）が認められた。線条体では HVA（P<0.01、t検定）

および 5-HIAA（P<0.05、t検定）の有意な増加が、側坐核ではドーパミン（P<0.01、

t検定）、HVA（P<0.01、t検定）、3-methoxy tyramine（3-MT）（P<0.05、t検定）、

セロトニン（P<0.05、t検定）の有意な増加が、小脳ではドーパミン（P<0.01、t

検定）、HVA（P<0.01、t検定）、セロトニン（P<0.01、t検定）、5-HIAA（P<0.01、

t 検定）の有意な増加が、脳幹では HVA（P<0.01、t 検定）、5-HIAA（P<0.01、t

検定）の有意な減少が認められた（表 3）。 

 
表 3. モノアミンおよびその代謝物濃度 

6ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。データは平均値±標準誤差で

示した。**; P<0.01、*; P<0.05 

 

3. SKF82958投与後運動活性計測試験 

滅菌水投与後 60分間の運動活性は、全ての個体群において滅菌水投与前の運動

活性と同様であった（データ示さず）。SKF82958 投与後 2 時間の運動活性を図

25に示した。系統効果（F（1, 144）=82.26, P<0.001）、月齢効果（F（1, 144）=93.00, 

P<0.001）、用量効果（F（3, 144）=134.73, P<0.001）、系統×月齢交互作用（F（1, 

Region SAMR1 SAMP6 SAMR1 SAMP6 SAMR1 SAMP6

cortex 78.94±13.04 189.70±38.22* 34.51±2.97 36.16±7.40 49.03±3.49 78.16±10.77*
hippocampus 9.71±3.05 8.99±1.19 9.78±2.32 11.02±0.68 9.74±2.16 10.81±1.30
striatum 2970.74±206.82 2672.13±264.84 677.58±54.96 551.19±38.93 252.55±10.90 353.50±26.24**
Nucleus Accumbens 339.23±90.00 772.49±58.90** 3.69±1.57 4.06±0.99 58.31±9.42 136.9±2.35**
brain stem 54.75±5.00 62.02±10.37 27.86±2.71 29.39±3.17 52.09±3.77 33.53±2.14**
cerebellum 1.38±0.12 2.64±0.20** 0.74±0.09 0.91±0.18 3.28±0.35 8.12±0.89**

Region SAMR1 SAMP6 SAMR1 SAMP6 SAMR1 SAMP6

cortex 77.39±11.57 68.69±14.78 249.11±17.64 337.98±23.00* 428.121±32.016 634.85±42.97**
hippocampus 4.43±1.18 3.26±0.70 193.30±18.85 220.03±18.68 777.90±46.55 1090.00±64.74**
striatum 507.46±42.51 582.66±77.35 325.12±19.14 329.93±38.28 738.92±55.83 1099.21±100.69*
Nucleus Accumbens 47.33±17.77 167.14±33.19* 285.94±35.44 440.91±32.19* 1194.36±68.35 1284.98±161.26
brain stem 27.90±2.64 33.98±3.59 481.84±40.00 451.00±16.12 1423.29±95.18 922.33±39.30**
cerebellum 1.22±0.19 1.35±0.31 33.11±1.03 46.39±3.04** 83.23±5.66 196.83±12.27**

3-MT (ng/g tissue) 5-HT (ng/g tissue) 5-HIAA (ng/g tissue)

dopamine (ng/g tissue) DOPAC (ng/g tissue) HVA (ng/g tissue)
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144）=48.04, P<0.001）、系統×用量交互作用（F（3, 144）=8.33, P<0.001）、月齢

×用量交互作用（F（3, 144）=7.53, P<0.001）および系統×月齢×用量交互作用

（F（3, 144）=8.25, P<0.001）が認められた。Vehicle投与以外の全ての用量にお

いて、6ヶ月齢の SAMP6の運動活性は同月齢の SAMR1に比べて有意に高かっ

た（vehicle投与以外の全ての用量で P<0.01、Tukey多重比較法）（図 25）Vehicle

投与群において、6ヶ月齢の SAMP6の運動活性は同月齢の SAMR1に比べて高

い傾向が認められたが、有意ではなかった（図 25）。一方、12ヶ月齢の SAMR1

と SAMP6 では、全ての用量において運動活性の有意な差は認められなかった。

また、SAMR1 ではいずれの用量においても 6 ヶ月齢と 12 ヶ月齢で有意差は認

められなかったが、SAMP6では vehicle投与以外の全ての用量において 12ヶ月

齢の方が 6 ヶ月齢に比べて有意に運動活性が低かった（vehicle 投与以外の全て

の用量で P<0.01、Tukey多重比較法）（図 25）。 
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図 25. SKF82958投与後運動活性計測試験 

6、12ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ、0.3、1.0、および 5.0mg/kgの用量の SKF82958

をそれぞれ 10 匹ずつに投与し、実験に使用した。120 分間の総運動活性を示す。データは平均

値±標準誤差で示した。 
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4.  組織学的所見 
光学顕微鏡下では、脳の全体的な構造において SAMR1と SAMP6で違いは認め

られなかった（図 26）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 26. 組織学的所見 

5ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。スケールバーは 5mmを表す。 
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SAMP
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考察 

 ドーパミン合成の律速酵素であるチロシン水酸化酵素は、40 番目のセリンが

リン酸化されることによって活性化状態となり、その結果ドーパミン合成が促

進されることが知られている（Harada et al., 1996）。また、セロトニン合成の律

速酵素であるトリプトファン水酸化酵素も、58 番目のセリンがリン酸化される

ことにより活性化され、セロトニン合成が促進することが知られている（Kuhn et 

al., 1997）。SAMP6および SAMR1の両律速酵素およびそれぞれのリン酸化フォ

ームの発現量を比較したところ、SAMP6の線条体および側坐核でチロシン水酸

化酵素およびそのリン酸化フォームが SAMR1に比べて増加していたことから、

1 ヶ月齢の SAMP6 ではドーパミン量が増加していることが示唆された。また、

SAMP6 の脳幹で、トリプトファン水酸化酵素およびそのリン酸化フォームが

SAMR1 に比べて増加しており、1 ヶ月齢の SAMP6 でセロトニン量が増加して

いることが示唆された。このことから、SAMP6のドーパミンまたはセロトニン

量増加が、前章で示唆された若齢期から認められる SAMP6の高運動活性、低不

安、短期記憶増加、運動協調性異常、および抗鬱という行動特性に関わる生得

的なメカニズム異常の１つである可能性が考えられた。 

 次に成熟期である 6ヶ月齢のSAMP6を用いて脳の各部位におけるドーパミン

およびセロトニンの含有量を同月齢の SAMR1と比較したところ、SAMP6の大

脳皮質、側坐核、小脳でドーパミンおよびセロトニンの有意な増加が認められ

た。短期記憶に関わるとされる前頭前野（Brozoski et al., 1979、Clarke et al., 2004、 

Karakuyu et al., 2007、Luine et al., 1990、Sahakian et al., 1985）を含む大脳皮質、

不安や鬱、意欲などの情動行動や運動活性に関わるとされる側坐核（Breese et al., 

1987、Carvalho et al., 2005、De La Garza & Mahoney, 2004、Jackson et al., 1975、

Lammers et al., 2000、Pijnenburg et al., 1976、Schwarting et al., 1998）、運動協調性

に関わるとされる小脳（Apps & Garwicz, 2005、Thach et al., 1992、Thach, 1998、

Walter et al., 2006）において両モノアミンの有意な増加が認められたことで、前

章で明らかになった SAMP6の高運動活性、低不安、短期記憶増加、運動協調性

異常、および抗鬱という行動特性とこれらのモノアミン量増加が関係している

可能性が示唆された。 

 運動活性調節には、側坐核のドーパミンシステムが関わっていることが報告

されている（Breese et al., 1987、Jackson et al., 1975、Pijnenburg et al., 1976）ため、

成熟期の SAMP6 で認められた側坐核のドーパミン含有量増加が、成熟期の
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SAMP6の高運動活性に関わるメカニズムの１つである可能性が考えられた。 

 不安増加が認められるラットの側坐核のセロトニン量が減少していたとの報

告（Carvalho et al., 2005、De La Garza & Mahoney, 2004、Schwarting et al., 1998）

などから、側坐核のセロトニン量が不安の程度に関わっていることが推察され

る。また、不安行動を示すラットの前頭前野のセロトニン量が減少していたと

の報告（Carvalho et al., 2005、De La Garza & Mahoney, 2004）もあり、前頭前野

のセロトニン量もまた不安行動に関与している可能性が考えられる。これらの

ことから、成熟期の SAMP6の大脳皮質および側坐核で認められたセロトニン含

有量増加が、成熟期の SAMP6の低不安に関わるメカニズムの１つである可能性

が考えられた。 

 また、前脳のドーパミン量減少が短期記憶低下を誘起すること（Brozoski et al., 

1979、Luine et al., 1990）、大脳皮質のドーパミン量が増加すると T字迷路試験に

おけるエラーの頻度が低下すること（Sahakian et al., 1985）などの報告があるこ

とから、成熟期の SAMP6の大脳皮質で認められたドーパミン含有量増加が成熟

期の SAMP6 の短期記憶増加に関わるメカニズムの１つである可能性が考えら

れた。また、前頭前野のセロトニン量減少により短期記憶が低下すること（Clarke 

et al., 2004）、短期記憶を必要とする行動実験中に前頭前野のセロトニン放出量

が増加すること（Karakuyu et al., 2007）などの報告があることから、成熟期の

SAMP6 の大脳皮質におけるセロトニン含有量増加もまた、成熟期の SAMP6 の

短期記憶増加に関わるメカニズムの１つである可能性が考えられた。 

 一方若齢期で、ドーパミン合成酵素であるチロシン水酸化酵素の発現量増加

が明らかになった SAMP6の線条体および、セロトニン合成酵素であるトリプト

ファン水酸化酵素の発現量増加が示された SAMP6の脳幹において、成熟期では

どちらのモノアミン含有量においても SAMR1と比べて有意差は認められず、幾

つかの代謝物含有量にのみ有意差が認められた。このことから、成熟期の SAMP6

では、線条体におけるドーパミン合成量および脳幹におけるセロトニン合成量

が SAMR1と同程度まで減少したか、もしくは合成、放出された後の代謝経路が

SAMR1に比べて活性化しているかのどちらかの可能性が考えられた。 

 これらのモノアミンのうち、ドーパミンは運動活性を含め多様な行動様式を

コントロールする主要な調節分子として良く知られているため（Zhou & Palmiter, 

1995）、ドーパミンのシグナルカスケードに注目し、シナプス間隙に放出された

ドーパミンを再取り込みする DAT、および放出されたドーパミンを受け取る側
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であるドーパミン受容体の発現量について検討することにした。前章で認めら

れた SAMP6の行動特性のうち、促進老化様行動特性である高運動活性および運

動協調性異常に焦点を絞り、促進老化様行動特性のピーク時（成熟期）である 5

ヶ月齢の SAMP6 を用いて運動活性および運動協調性に関わる線条体、側坐核、

および小脳（Apps & Garwicz, 2005、Ikemoto & Panksepp, 1999、Missale et al., 1998、

Thach et al., 1992、Thach, 1998、Viggiano et al., 2003、Walter et al., 2006）における、

ドーパミン受容体および DATの発現量を比較した。ドーパミン受容体は Gタン

パク結合型受容体ファミリーに属する受容体であり、５つのサブタイプを有し、

それぞれによってマウスの行動様式が調節されている（Hiroi et al., 2002）。これ

ら５つのサブタイプのうち、本研究では運動機能に関わるとされる D1、D2 、

および D3受容体（Bishop & Walker, 2003、Breese et al., 1987、Jackson et al., 1975、

Kamei & Saitoh, 1996、Kolasiewicz & Maj, 2001、McNamara et al., 2006、Pijnenburg 

et al., 1976、Schwarz et al., 1995、Shapovalova & Kamkina, 2008）について検討し

た。 

 成熟期の SAMP6の線条体では D1受容体が、側坐核では D3受容体が、小脳

では D1 および D3 受容体の発現量が、SAMR1 に比べて有意に多いことが明ら

かになった。D2受容体の発現量は、本研究で用いた組織においては違いは認め

られなかった。また、SAMP6 の線条体において DAT の発現量増加が認められ

た。このことから、SAMP6の線条体のドーパミン含有量に増加が認められなか

ったのは、DAT 発現量増加によってドーパミンの再取り込みおよび代謝が促進

されたために、見かけ上ドーパミン含有量に変化が認められなかった可能性が

考えられた。 

 線条体の D1 受容体が運動活性に重要な役割を果たすことが、D1 受容体特異

的作動薬（Bishop & Walker, 2003）や D1受容体特異的阻害剤（Shapavovalova et al., 

2008）を用いた実験で報告されている。このことから、成熟期の SAMP6の線条

体で認められた D1受容体発現量増加が、成熟期の SAMP6の高運動活性に関わ

るメカニズムの１つである可能性が示唆された。また、D2/D3 受容体作動薬を

側坐核へ微量注入することで運動活性が増加したとの報告（Barik & Beaurepaire, 

2005）から、側坐核の D3受容体が運動活性に関わっている可能性も考えられる

が、逆に、側坐核の D3受容体の運動抑制作用についての報告（Kamei & Saitoh, 

1996、McNamara et al., 2006、Schwartz et al., 1995）もあり、この受容体の運動活

性に関わる役割は完全に明らかにはなっていない。このため、本章で認められ
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た成熟期の SAMP6 の側坐核における D3 受容体発現量増加が成熟期の SAMP6

の高運動活性に関与しているかどうかは不明である。過剰量のドーパミンが側

坐核の D3受容体発現増加を誘起すること（Fauchey et al., 2000、Levant, 1997）

や、ドーパミン活性を調節するオートレセプターとしての D3 受容体の役割

（Levant, 1997、Zapata & Shippenberg, 2002）などの報告もあり、本章で認められ

た成熟期の SAMP6 の側坐核における D3 受容体発現量増加は、SAMP6 の大脳

皮質、側坐核、小脳におけるドーパミン含有量増加に対する代償機構の可能性

も考えられる。 

 中脳辺縁系がドーパミン刺激を受けると側坐核の D3 受容体発現量が増加し、

それによって抗鬱作用が認められることが知られている（Lammers et al., 2000）。

このことから、成熟期の SAMP6の側坐核における D3受容体発現量増加が、前

章で認められた成熟期の SAMP6 の抗鬱に関わるメカニズムの１つである可能

性が考えられた。 

 小脳皮質のうち、D2 受容体が存在せず、D3 受容体の分布が認められる第９

および第 10小葉（Barili et al., 2000）へ D2/D3受容体作動薬を注入することによ

って回転棒試験における運動協調性が低下したとの報告がある（Kolasiewicz & 

Maj, 2001）。このことから、成熟期の SAMP6の小脳における D3受容体発現量

増加が、成熟期の SAMP6の運動協調性異常に関わるメカニズムの１つである可

能性が考えられる。げっ歯類の小脳にはドーパミン受容体の 5 つのサブタイプ

全てが発現している（Barili et al., 2000、Bouthenet et al., 1991、Boyson et al., 1986、

D’Souza et al., 1997）が、それぞれが運動機能について果たす役割については詳

らかにされていない。このため、成熟期の SAMP6の小脳で認められた D1受容

体の発現量増加が成熟期の SAMP6 の行動にどのような影響を及ぼしているか

は、今後検討が必要である。 

 成熟期の SAMP6で発現量増加が認められたドーパミン受容体のうち、運動活

性への関与が良く知られている D1受容体（Desai et al., 2005、Mori et al., 1997、

Ralph & Caine, 2005、Smith et al., 1998、Tran et al., 2005）に焦点を当て、促進老

化パターンを示す SAMP6 の高運動活性との関連を検討した。D1 受容体特異的

作動薬である SKF82958投与による運動活性変化を指標に、成熟期および老齢期

の SAMP6を用いて、加齢による D1受容体の感受性の変化を SAMR1と比較し

た。Vehicle 投与以外の全ての用量において、成熟期の SAMP6 の運動活性が同

月齢の SAMR1 に比べて有意に高かったことから、成熟期の SAMP6 における
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D1 受容体感受性の増加もまた、成熟期の SAMP6 の高運動活性に関わるメカニ

ズムの１つであることが示唆された。また、SAMR1では何れの用量においても

成熟期と老齢期で運動活性に有意差は認められなかったが、SAMP6では vehicle

投与以外の全ての用量において老齢期の運動活性が成熟期に比べて有意に低か

ったことから、加齢に伴い SAMP6の D1受容体感受性が低下し、この加齢に伴

う D1受容体感受性の低下が老齢期の SAMP6で認められる運動活性低下に関わ

るメカニズムの１つであることが示唆された。 

 成熟期の SAMP6および SAMR1の脳組織のパラフィン切片を作成し、全体的

な構造を比較したが、光学顕微鏡下では明らかな違いは認められなかった。 

 以上、SAMP6の高運動活性に関わる生得的なメカニズム異常として、SAMP6

の線条体および側坐核におけるドーパミン合成酵素の増加、成熟期の高運動活

性に関わるメカニズムとして、側坐核におけるドーパミン含有量の増加、線条

体における D1受容体発現量増加、および D1受容体の感受性増加が関わってい

る可能性が示唆された。また、SAMP6で認められた促進老化パターンを示す運

動活性の変化は、D1受容体の感受性の変化によるものである可能性が示唆され

た。SAMP6 の低不安に関わる生得的なメカニズム異常として、SAMP6 の脳幹

におけるセロトニン合成酵素の増加、成熟期の低不安に関わるメカニズムとし

て、大脳皮質および側坐核におけるセロトニン含有量増加が示唆された。SAMP6

の短期記憶増加に関わる生得的なメカニズム異常として、SAMP6の線条体およ

び側坐核におけるドーパミン合成酵素の増加、脳幹におけるセロトニン合成酵

素の増加、成熟期の短期記憶増加に関わるメカニズムとして、大脳皮質におけ

るドーパミンおよびセロトニン含有量増加が示唆された。成熟期の SAMP6の運

動協調性異常に関わるメカニズムとして、小脳における D3受容体発現量増加が

示唆された。成熟期における SAMP6の抗鬱に関わるメカニズムとして、側坐核

における D3受容体の発現量増加が示唆された。 
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小括 
 
 本章では、SAMP6の行動特性に関わるメカニズムについて明らかにするため

に、ウエスタンブロット解析、高速液体クロマトグラフィーを用いたモノアミ

ン量の計測、薬物投与実験、および組織学的解析を行い、次のような結果を得

た。 
 
1. SAMP6 の高運動活性に関わる生得的なメカニズム異常として、若齢期で認

められた線条体および側坐核におけるドーパミン合成酵素の増加、成熟期の高

運動活性に関わるメカニズムとして、線条体における D1受容体発現量増加、側

坐核におけるドーパミン含有量の増加および D1 受容体の感受性増加が関わっ

ている可能性が示唆された。また、SAMP6で認められた促進老化パターンを示

す運動活性の変化は、D1受容体の感受性の変化によるものである可能性が示唆

された。 
 
2. SAMP6 の低不安に関わる生得的なメカニズム異常として、若齢期で認めら

れた脳幹におけるセロトニン合成酵素の増加、成熟期の低不安に関わるメカニ

ズムとして、大脳皮質および側坐核におけるセロトニン含有量増加が示唆され

た。 
 

3. SAMP6 の短期記憶増加に関わる生得的なメカニズム異常として、若齢期で

認められた線条体および側坐核におけるドーパミン合成酵素の増加、脳幹にお

けるセロトニン合成酵素の増加、成熟期の短期記憶増加に関わるメカニズムと

して、大脳皮質におけるドーパミンおよびセロトニン含有量増加が示唆された。 

 

4. SAMP6 の成熟期の運動協調性異常に関わるメカニズムとして、小脳におけ

る D3受容体発現量増加が示唆された。 

 

5. SAMP6 の成熟期の抗鬱に関わるメカニズムとして、側坐核における D3 受

容体の発現量増加が示唆された。 

 

6. 光学顕微鏡下では、脳の全体的な構造において成熟期の SAMP6 と SAMR1
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で明らかな違いは認められなかった。 
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第 3 章 SAMP6 で認められた短期記憶増加に関わる NMDA型グルタミン酸受

容体シグナルカスケードの検討 
 

序 

 第 1 章で認められた Y 字迷路試験における SAMP6 の短期記憶増加に、第 2

章で明らかとなった若齢期のドーパミン、セロトニンの合成酵素発現量増加お

よび成熟期の大脳皮質におけるドーパミンおよびセロトニン含有量増加が関与

している可能性が考えられた。しかしながら、ドーパミンおよびセロトニンは

加齢によって減少することが知られている（Goicoechea et al., 1997、Morgan et al., 

1987）が、SAMP6で認められた短期記憶増加には加齢に伴う明らかな変化は認

められなかった。従って、SAMP6の短期記憶増加にはこれらの分子とは異なる

別のメカニズムも関与している可能性が考えられた。記憶に関わる分子として

良く知られる N-methyl-D-aspartate（NMDA）型グルタミン酸受容体（Tang et al., 

1999、Tsien, 2000）は、短期記憶を評価する実験においても関与が報告されてい

るため（Cao et al., 2007、Lima et al., 2005、Niewoehner et al., 2007、Parada-Turska 

& Turski, 1990、Rampon et al., 2000）、この NMDA型グルタミン酸受容体に着目

することにした。NMDA 型グルタミン酸受容体を構成するサブユニットには、

NR1、NR2A、NR2B、NR2C、NR2D、NR3A、および NR3B の 7 種類があり、

NMDA型グルタミン酸受容体は NR1と NR2サブユニットもしくは NR3サブユ

ニットの何れか１つとヘテロダイマーを形成する（Dingledine et al., 1991）。これ

らのサブユニットのうち、NR1、NR2A、および NR2Bサブユニットは前脳に強

い発現が認められ、記憶に関与することで良く知られている（Berberich et al., 

2005、Liu et al., 2004、Massey et al., 2004、Niewoehner et al., 2007、Rampon et al., 

2000、Weitlauf et al., 2005、Zhao et al., 2005）。 

 本章では、SAMP6 の短期記憶増加に NMDA 型グルタミン酸受容体が関与し

ているかどうかを検討するため、NR2 サブユニットのグルタミン酸結合部位に

競合的に結合し、NMDA 型グルタミン酸受容体全体の働きを阻害する薬剤であ

る(±)-3-(2-carboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-phosphonic acid（CPP）（Lehmann et al., 

1987、Yoneda & Ogita, 1991）を用いて、Y字迷路試験および新奇物体認識試験

における SAMP6 の短期記憶への影響を評価した。また、NR1、NR2A、および

NR2B サブユニットの前脳における発現量を SAMP6 と SAMR1 で比較した。

SAMP6で認められる短期記憶増加は、明らかな加齢による影響は認められない
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非加齢依存的行動特性であることから、全ての実験は 4 ヶ月齢（成熟期）のマ

ウスを用いて実施した。 
 

材料と方法 

1. 動物 

日本SLCより購入した4ヶ月齢の雄のSAMR1およびSAMP6を用いた。導入後、

マウスは 12 時間ごとの明暗周期の照明下（8:00 点灯、20:00 消灯）で、マイク

ロアイソレーションケージ内で 1 週間以上個別飼育し、飼育環境へ馴化させた
後に実験に使用した。全ての行動解析実験は、マウス系統を伏せて、10:00から

16:00の時間帯に実施した。 
 

2. 化合物 

NMDA型グルタミン酸受容体拮抗薬 

(±)-3-(2-carboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-phosphonic acid （CPP、Sigma-Aldrich、

St. Louis、IL、アメリカ）を生理食塩水で希釈し、vehicleのみ、5.0、および 10.0mg/kg

の用量で行動実験の 30分前に腹腔内投与を行った。 
 

3. NMDA型グルタミン酸受容体アンタゴニスト CPP投与後運動活性計測試験 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ（SAMR1を 6匹、SAMP6を 9

匹）5.0mg/kg（SAMR1を 5匹、SAMP6を 7匹）および 10.0mg/kg（SAMR1を 5

匹、SAMP6を 7匹）の用量の CPPを投与し、実験に使用した。運動活性計測用

ケージ内にマウスを入れ、運動活性計測センサー（LOCOMO LS-5）（図 2）を横

切った回数を 10分間計測した。 
 
4. Y字迷路試験 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ（SAMR1を 9匹、SAMP6を 6

匹）、5.0mg/kg（SAMR1を 9匹、SAMP6を 10匹）、および 10.0mg/kg（SAMR1

を 7匹、SAMP6を 6匹）の用量の CPPを投与し、実験に使用した。3（幅）×

40（奥行）×25（高さ）cmのアームがそれぞれ 120°の角度で連結した Y字型

の装置（図 7）内にマウスを入れ、10 分間装置内を自由に探索させた。実験は

35lux の照明下で実施した。3 本の足がアームに入った状態をアーム進入と定義

し、そのアーム進入の順序を記録した。連続して異なる 3 本のアームを選択し
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た回数を交替行動回数とし、交替行動回数/（総移動回数－2）×100 の計算式に

より自発的交替行動率を求め、短期記憶の指標とした。 
 
5. 新奇物体認識試験 
4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ（SAMR1を 5匹、SAMP6を 6

匹）および 10.0mg/kg（SAMR1を 5匹、SAMP6を 5匹）の用量の CPPを投与し、

実験に使用した。10-25lux の照明下で、35（幅）×35（奥行）×35（高さ）cm

の装置（図 27）内にマウスを入れ、装置内の対称的な一に設置した２つの物体

への探索行動時間を 10分間計測し、その比率を比較した。物体から 1cm以内の

距離に鼻吻部が入っている状態を探索行動時間とした。試験は馴化期、習得期、

および保持期（習得期の 2時間後）からなる。馴化期では、物体は設置せず 15

分間装置内を探索させた。馴化期終了後に CPP投与を行い、その 30分後を習得

期とし、２つの同じ物体を設置し 10分間探索させた。習得期終了後 2時間後を

保持期とし、習得期に使用した物体のうち片方を新しい物体に変え、10 分間探

索させた。習得期では 2 つの同じ物体のうちの片方の物体へ、保持期では新し

い物体への探索行動時間が全体の探索行動時間に占める割合を求め、短期記憶

の指標とした。 
 

 

       図 27. 新奇物体認識試験装置 
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6. ウエスタンブロット解析による NMDA型グルタミン酸受容体の発現量比較 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。マウスから前

脳（大脳皮質＋海馬）および肝臓を摘出し、上記と同様にタンパクを抽出後、

泳動および PVDFメンブレンへの転写を行った。NMDA型グルタミン酸受容体

1サブユニット（NR1）（BD Bioscience PharMingen、Franklin Lakes、NJ、アメリ

カ）、NMDA型グルタミン酸受容体 2Aサブユニット（NR2A）（PhosphoSolutions、

Aurora、CO、アメリカ）、および NMDA 型グルタミン酸受容体 2B サブユニッ

ト（NR2B）（Upstate Biotechnology、Billerica、MA、アメリカ）を特異的に認識

する抗体を用いて発現量を比較した。タンパク量はシグナル処理ソフト（ImageJ、

NIH、Bethesda、MD、アメリカ）を用いてシグナルの強度を数値化し、アクチ

ン量に対する比を求め、SAMR1と SAMP6の各タンパク量を比較した。 
 

7. 統計学的処理 

データは平均値±標準誤差で表す。統計解析ソフトは Excel Statistics 2006（SSRI、

東京、日本）を用いた。データは Studentの t検定もしくは two-、および three-way 

ANOVAで有意差検定を行い、Bonferroni補正法もしくは Tukey多重比較法によ

り群間の比較を行った。 
 

結果 

1. CPP投与後運動活性計測試験 

CPP投与による運動活性への影響を検討するために、CPP投与後の SAMR1およ

び SAMP6の運動活性を計測した。用量効果および用量×系統交互作用は認めら

れなかったことから（用量効果：F（2, 33）=2.45, P=0.102、用量×系統交互作用：

F（1, 33）=10.88, P=0.002）、SAMR1および SAMP6の両系統ともに、CPPによ

って運動活性に影響を受けないことが示された（図 28）。 
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図 28. CPP投与後運動活性計測試験 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ（SAMR1を 6匹、SAMP6を 9匹）、5.0mg/kg

（SAMR1を 5匹、SAMP6を 7匹）および 10.0mg/kg（SAMR1を 5匹、SAMP6を 7匹）の用量

の CPPを投与し、実験に使用した。データは平均値±標準誤差で示した。*; P<0.05 

 

2.  Y字迷路試験 

全ての用量において、SAMP6は SAMR1に比べてアームの進入回数が多かった

（vehicleのみ: F（1, 13）=5.57, P=0.035、5.0mg/kg: F（1, 17）=8.83, P=0.009、

10.0mg/kg: F（1, 11）=6.81, P=0.024）（図 29A）。また、CPP用量と系統間に交互

作用は認められなかった（F（2, 41）=0.48, P=0.625）。全ての用量において、SAMP6

の自発的交替行動率は SAMR1 よりも高かった（vehicle のみ: F（1, 13）=5.02, 

P=0.043、5.0mg/kg: F（1, 17）=7.85, P=0.012、10.0mg/kg: F（1, 11）=5.88, P=0.034）

（図 29B）。SAMR1 では、vehicle 投与に比べて 10.0mg/kg の用量で有意に短期

記憶が阻害された（F（1, 14）=4.73, P=0.047）（図 29B）。一方、SAMP6では有

意差は認められなかった（F（1, 10）=0.28, P=0.759）（図 29B）。 
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図 29. Y字迷路試験 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6へ vehicleのみ（SAMR1を 9匹、SAMP6を 6匹）、5.0mg/kg

（SAMR1を 9匹、SAMP6を 10匹）、および 10.0mg/kg（SAMR1を 7匹、SAMP6を 6匹）の用

量の CPPを投与し、実験に使用した。（A）アームの総進入回数。（B）自発的交替行動率。デー

タは平均値±標準誤差で示した。**; P<0.01、*; P<0.05  
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3. 新奇物体認識試験 

習得期において、vehicle投与群および 10.0mg/kg投与群ともに SAMR1と SAMP6

で探索行動時間比に有意差は認められなかった（図 30）。このことから、いずれ

の系統も 2 つの物体のうちの片方へ偏った探索行動を行っていないこと、およ

び CPP 投与が物体の選択に影響を与えていないことが示された。さらに、2 つ

の物体への総探索行動時間は、vehicle投与 SAMR1で 16.63±2.97秒、10.0mg/kg

投与 SAMR1で 14.30±1.07秒、vehicle投与 SAMP6で 22.80±1.29秒、10.0mg/kg

投与 SAMP6で 21.64±3.02秒であり、用量効果および CPP用量と系統間の交互

作用は認められなかった（用量効果：F（1, 17）=0.63, P=0.439, CPP用量×系統

交互作用：F（1, 17）=0.07, P=0.793）。このことから CPPが習得期における探索

行動自体には影響を与えていないことが示された。保持期において、SAMP6は

SAMR1に比べて両方の用量で、新奇物体への探索行動時間比が有意に高かった

（vehicleのみ：F（1, 9）=5.16, P=0.049、10.0mg/kg：F（1, 8）=12.72, P=0.007）

（図 30）。このことから、SAMP6の短期記憶増加が示唆された。また、10.0mg/kg

の用量で CPP を投与された SAMP6 では短期記憶阻害が有意ではなかったのに

対して、同じ用量を投与された SAMR1では有意な阻害が認められた（図 30）。 
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図 30. 新奇物体認識試験 

4 ヶ月齢の SAMR1 および SAMP6 へ vehicle のみ（SAMR1 を 5 匹、SAMP6 を 6 匹）および

10.0mg/kg（SAMR1を 5匹、SAMP6を 5匹）の用量の CPPを投与し、実験に使用した。総探索

行動時間に対する片方の物体への探索時間を比（%）で示す。データは平均値±標準誤差で示し

た。**; P<0.01、*; P<0.05 
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4.  ウエスタンブロット解析による NMDA型グルタミン酸受容体の発現量比較 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6の前脳を用いたウエスタンブロット解析によ

り、SAMP6の NR2B発現量が SAMR1に比べて有意に増加していることが示さ

れた（P<0.001、t検定）（図 31A、31B）。一方、NR1および NR2Aの発現量にお

いて SAMR1と SAMP6で明らかな違いは認められなかった（図 31A、31B）。 
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図 31. NMDA型グルタミン酸受容体（NR1、NR2A、および NR2B）のウエスタンブロット解

析 

4ヶ月齢の SAMR1および SAMP6をそれぞれ 5匹ずつ使用した。（A）前脳におけるNR1、NR2A、

および NR2B の発現。アクチンは泳動タンパク量の指標とした。（B）タンパク発現量の定量。

アクチンタンパク量に対する比で示す。データは平均値±標準誤差で示した。**; P<0.01 
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考察 

 CPP投与後運動活性計測試験において、SAMR1および SAMP6の両系統とも

に、CPPによって運動活性に影響を受けないことが示された。 

 CPP投与を行ったマウスを用いた Y字迷路試験では、SAMP6のアーム進入回

数は、投与を実施した全ての用量（vehicle のみ、5.0、および 10.0mg/kg）にお

いて、SAMR1 よりも多かった。また、SAMP6 の自発的交替行動率は、投与を

実施した全ての用量（vehicle のみ、5.0、および 10.0mg/kg）において、SAMR1

よりも高かった。10.0mg/kgの用量の CPPは vehicle投与に比べて有意に SAMR1

の自発的交替行動率を阻害した。一方、SAMP6では 10.0mg/kgの用量で若干の

自発的交替行動率の低下が認められたが有意ではなかった。このことから、

SAMP6 で NMDA 型グルタミン酸受容体シグナルカスケードが亢進している可

能性が示唆された。 

 次に、CPP 投与を行ったマウスを用いて、短期記憶を評価する別の行動試験

である新奇物体認識試験を行った。Y字迷路試験において SAMR1の短期記憶を

有意に阻害した用量が 10.0mg/kg であるため、この試験では CPP 投与量は 10.0 

mg/kg で行った。まず習得期において、両系統ともに CPP 投与の有無に関わら

ず、同じ 2 つの物体のうちの片方への偏った探索行動は認められず、CPP 投与

が物体の選択に影響を与えていないことが示された。CPP 投与後運動活性計測

試験で得られた結果とも一致して、両系統ともに 2 つの物体への総探索行動時

間は CPP 投与の有無によって変化しないことから、総探索行動時間の長短によ

って保持期の成績が影響を受けた訳ではないことが示された。保持期では、

SAMP6は SAMR1に比べて両方の用量で新奇物体への探索行動時間比が有意に

高く、SAMP6の短期記憶増加が示唆された。また、10.0mg/kgの用量で CPPを

投与された SAMP6では短期記憶阻害が有意ではなかったのに対して、同じ用量

を投与された SAMR1では有意な阻害が認められた。このことから、新奇物体認

識試験においても、SAMP6 の短期記憶増加に NMDA 型グルタミン酸受容体シ

グナルカスケードの亢進が関わっている可能性が示唆された。 

 NMDA型グルタミン酸受容体シグナルカスケード亢進の原因として、NMDA

型グルタミン酸受容体の発現量自体の増加とNMDA型グルタミン酸受容体の感

受性増加の可能性が考えられる。そこで、ウエスタンブロット解析により NMDA

型グルタミン酸受容体の発現量を比較することにした。海馬歯状回の顆粒細胞

特異的にNR1を破壊したノックアウトマウスで three-from-six放射状迷路試験に
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おいて短期記憶が低下したという報告（Niewoehner et al., 2007）や、前脳特異的

に NR2B が過剰発現するトランスジェニックマウスで T 字迷路試験における短

期記憶が増加したという報告（Cao et al., 2007）、また、海馬 CA1領域特異的 NR1

ノックアウトマウスを用いた新奇物体認識試験で短期記憶の低下が認められた

という報告（Rampon et al., 2000）などから、前脳の NMDA型グルタミン酸受容

体が短期記憶に重要であると考えられた。そこで本研究では、SAMP6 および

SAMR1 より前脳を採取し、ウエスタンブロット解析により、NR1、NR2A、お

よび NR2Bサブユニットの発現量を比較した。その結果、SAMP6の前脳におけ

る NR2Bサブユニットの発現量が SAMR1に比べて多いことが明らかになった。

一方、NR1および NR2Aサブユニットの発現量については、SAMP6と SAMR1

で違いは認められなかった。このことから、NR2B の発現量増加が、SAMP6 で

認められた短期記憶の増加に関わるメカニズムの 1 つである可能性が示唆され

た。 
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小括 

 
本章では、第 1 章において Y 字迷路試験で認められた SAMP6 の短期記憶増加

に関わるメカニズムとして、第 2 章で明らかとなった大脳皮質におけるセロト

ニン、ドーパミン含有量増加以外に、NMDA 型グルタミン酸受容体が関与して

いるかどうかを検討し、次のような結果を得た。 
 
1. CPP投与後運動活性計測試験では、SAMR1および SAMP6の両系統ともに、

CPPによって運動活性に影響を受けないことが示された。 

 
2. CPP 投与を行ったマウスを用いた Y 字迷路試験では、CPP の用量に関わら

ず SAMP6の高運動活性が認められた。また、CPPの用量に関わらず SAMR1に

比べて SAMP6の短期記憶増加が認められた。10.0mg/kgの用量の CPPは有意に

SAMR1 の短期記憶を阻害したが、SAMP6 では有意な阻害は認められなかった

ことから、SAMP6 の NMDA 型グルタミン酸受容体シグナルカスケード亢進が

示唆された。 
 
3. CPP 投与を行ったマウスを用いた新奇物体認識試験では、習得期において

CPP 投与の有無に関わらず、両系統ともに同じ２つの物体のうちの片方への偏

った探索行動は認められなかった。また、保持期において SAMP6は SAMR1に

比べて全ての用量で新奇物体への探索行動時間比が有意に高く、新奇物体認識

試験においても SAMP6の短期記憶増加が示された。また、10.0mg/kgの用量の

CPPは有意に SAMR1の短期記憶を阻害したが、SAMP6では有意な阻害は認め

られなかったことから、SAMP6 の NMDA 型グルタミン酸受容体シグナルカス

ケード亢進が示唆された。 
 
4. SAMP6の前脳においてNR2Bサブユニットの発現量増加が認められた。NR1

および NR2Aサブユニットの発現量は、SAMP6と SAMR1で違いは認められな

かったことから、前脳の NR2B発現量増加が SAMP6の短期記憶増加に関わるメ

カニズムの 1つである可能性が示唆された。 
 



 60

総括 

 SAMP6の骨密度は 4ヶ月齢でピーク値を示し、加齢に伴ってコントロールマ

ウスよりも急速に骨密度が減少することから、促進老化を示す骨粗鬆症のモデ

ル動物とされてきた。近年、老化の指標とされる脳内 S100βの蓄積が SAMP6

で加齢に伴って増加していることが報告され、中枢神経系領域における老化モ

デル動物としての可能性が注目されているが、その検討はあまり進んでいない。

そこで本研究では、1ヶ月齢（若齢期）、4～6ヶ月齢（成熟期）、8～12ヶ月齢（老

齢期）のライフステージごとに包括的行動解析試験を行い、SAMP6の加齢に伴

う行動特性の変化とそのメカニズムを検討した。 

包括的行動解析試験により、対照の SAMR1マウスに比べて SAMP6は生得的

な高運動活性、低不安、短期記憶増加、運動協調性異常および抗鬱という行動

特性を有していることが明らかとなった。SAMP6は若齢期から成熟期までは高

運動活性を示すが老齢期では SAMR1よりも低運動活性を示すことから、SAMP6

の運動活性は、骨密度の変化と同様に成熟期をピークとする促進老化パターン

を示すと考えられた。SAMP6の運動協調性については、若齢期および老齢期で

は SAMR1 に比べて著しい異常が認められるが成熟期では部分的に回復するこ

とから、SAMP6は生得的な運動協調性異常を示し、さらに成熟期をピークとす

る促進老化パターンを示すと考えられた。一方、低不安や抗鬱については、若

齢期をピークとして加齢に伴って SAMR1との差が減少したことから、促進老化

とは異なるパターンで加齢の影響を受ける行動特性であると考えられた。また、

短期記憶増加については明らかな加齢の影響は認められなかった。これらの結

果から、SAMP6の行動様式を対照である SAMR1と比較して加齢の影響につい

て分類すると、促進老化パターンを示す行動特性（促進老化様行動特性）とし

て高運動活性および運動協調性異常、促進老化とは異なるパターンの加齢の影

響が認められる行動特性（加齢依存的変化を伴う行動特性）として低不安およ

び抗鬱、明らかな加齢の影響が認められない行動特性（非加齢依存的行動特性）

として短期記憶増加、の 3つに分類することが出来た。 

 SAMP6の促進老化様行動特性のうちの高運動活性について、運動機能に関わ

る分子としてよく知られているドーパミンシステムに着目し、そのメカニズム

を生化学的手法および薬理学的手法により検討した。若齢期の SAMP6の線条体

および側坐核で、ドーパミン合成の律速酵素であるチロシン水酸化酵素および

そのリン酸化フォームの発現量が増加していることから、SAMP6の脳内ドーパ
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ミン量増加が示唆され、SAMP6の高運動活性に関わる生得的な異常の 1つであ

ると考えられた。また、成熟期の SAMP6 の線条体で D1 受容体の発現量増加、

D1受容体のシグナルカスケード亢進および側坐核のドーパミン含有量増加が認

められ、これらが成熟期の SAMP6の高運動活性に関わるメカニズムである可能

性が示唆された。老齢期の SAMP6で、成熟期に比べて顕著に D1受容体の感受

性が低下し、この加齢に伴う D1受容体の感受性低下が老齢期の SAMP6で認め

られる運動活性の低下に関わるメカニズムの 1 つであることが示唆された。こ

れらの結果から、SAMP6で認められた運動活性の促進老化様変化に関わるメカ

ニズムとして D1受容体の感受性の変化が示唆された。ヒトの老齢期に発症する

パーキンソン病の原因の 1つにD1受容体シグナルカスケード活性の低下が報告

されている（Palacios et al., 1988、Cortes et al., 1989、Ossowska, 1993、）。本研究に

おいて、SAMP6 においても老齢期で D1 受容体感受性が低下することにより運

動活性低下が認められたことから、パーキンソン病の予防法や新たな治療薬の

開発のために、SAMP6が重要なツールとなることが期待される。また、成熟期

の SAMP6で認められた小脳における D3受容体発現量増加が SAMP6の運動協

調性異常に関わるメカニズムの 1つであると考えられたが、これが SAMP6の運

動協調性の促進老化様変化に関わるかどうか判断するためには、若齢期および

老齢期における小脳の D3受容体発現量を調べて、その変化の有無を検討する必

要がある。 

 次に、加齢依存的変化を伴う行動特性である SAMP6の低不安および抗鬱に関

わるメカニズムについて、不安や鬱などの情動に関わる分子として良く知られ

ているセロトニンシステムに着目し、検討した。若齢期の SAMP6の脳幹で、セ

ロトニン合成の律速酵素であるトリプトファン水酸化酵素およびそのリン酸化

フォームの発現量が増加していることから、SAMP6の脳内セロトニン量増加が

示唆され、SAMP6の低不安および抗鬱に関わる生得的な異常の 1つであると考

えられた。また、成熟期の SAMP6で大脳皮質および側坐核のセロトニン含有量

が増加していることから、これが成熟期の SAMP6の低不安および抗鬱に関わる

メカニズムである可能性が示唆された。これらが SAMP6の不安および鬱状態の

加齢依存的変化に関わるかどうかについては、若齢期および老齢期のマウスを

用いてセロトニン含有量を計測し、その変化の有無を検討する必要がある。 

 最後に、非加齢依存的行動特性である SAMP6の短期記憶増加に関わるメカニ

ズムについて、短期記憶に関わることが良く知られているドーパミン、セロト
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ニン、およびNMDA型グルタミン酸受容体に着目し、検討した。若齢期の SAMP6

の線条体および側坐核ではドーパミン合成の律速酵素であるチロシン水酸化酵

素およびそのリン酸化フォームの発現量が増加し、脳幹ではセロトニン合成の

律速酵素であるトリプトファン水酸化酵素およびそのリン酸化フォームの発現

量が増加していることから、SAMP6の脳内ドーパミン量およびセロトニン量増

加が SAMP6の短期記憶増加に関わる生得的な異常の 1つであることが示唆され

た。また、成熟期の前脳で NMDA受容体の NR2Bサブユニットの発現量が増加

していることから、NMDA 受容体シグナルカスケード亢進もまた成熟期の

SAMP6の短期記憶増加に関わるメカニズムの一つであると思われる。老齢期の

SAMP6でこれらのメカニズムが変化しているかどうかは今後検討する必要があ

る。 

 本研究より、SAMP6が加齢に伴って様々な病態を示すことが包括的行動解析

試験により明らかとなり、生化学的および薬理学的研究手法を用いることによ

り、その病態メカニズムには複数の因子が関与していることが示唆された。こ

のマウスを用いて研究することで、加齢による脳高次機能の変化とそのメカニ

ズムが明らかになり、さらに脳高次機能を活性化させるシグナルカスケードに

作用する化合物を探索できれば、健康寿命の延長や QOL向上に貢献すると思わ

れる。 
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Summary 

 

The senescence-accelerated mouse (SAM) was developed through selective 

breeding of the AKR/J strain based on a graded score for senescence, life span, and 

pathological phenotypes. There are nine senescence-prone (SAMP) strains and three 

senescence-resistant (SAMR) strains. SAMP strains have a shortened life span and 

show early manifestations of senescence, such as various skin lesions and increased 

lordokyphosis, after a period of normal development. Among SAMR strains, SAMR1 is 

long-lived, showing resistance to early senescence, and is used as a control. Among 

SAMP strains, SAMP6 is considered to be a model of senile osteoporosis with slow 

bone loss after 4 months of age. Recently, it was reported that SAMP6 exhibited 

increased expression of S100β in the brain compared to SAMR1, suggesting that 

SAMP6 is also useful as a model of age-related diseases related to central nervous 

system alterations. I performed a battery of behavioral analyses using 1- (juvenile stage), 

4–6- (adult stage), and 8–12-month-old (old stage) SAMP6 and age-matched SAMR1 to 

investigate the age-related changes in behavioral features and the mechanisms involved. 

The battery of behavioral analyses revealed innate behavioral alterations in 

SAMP6, including higher motor activity, lower anxiety, increased short-term memory, a 

motor coordination deficit, and antidepressant activity. The higher motor activity of 

SAMP6 was observed until the adult stage, and then the motor activity began to decline, 

and lower motor activity was observed at the old stage, indicating that the motor activity 

of SAMP6 exhibited the same pattern of age-related changes as seen in the bone mass 

of SAMP6. The marked motor coordination deficit of SAMP6 was observed at the 

juvenile and old stages, whereas amelioration in the motor coordination deficit was seen 

in the adult stage, suggesting that the motor coordination of SAMP6 exhibited a pattern 
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of age-related changes similar to that of the bone mass of SAMP6. On the other hand, 

the differences in anxiety and antidepressant activity between SAMP6 and SAMR1 

decreased gradually with age, indicating that the lower anxiety and antidepressant 

activity of SAMP6 showed another pattern of age-related change. No apparent 

age-related change was observed in the increased short-term memory of SAMP6. 

Accordingly, the behavioral features of SAMP6 were divided into three categories 

based on the pattern of age-related changes: (1) accelerated-senescence-like behaviors; 

(2) behaviors with age-related changes; and (3) behaviors with no age-related changes. 

The expression of tyrosine hydroxylase, an enzyme involved in the biosynthesis 

of dopamine, and its phosphorylated form was increased in the striatum and nucleus 

accumbens (NAc) of juvenile SAMP6, suggesting an increase in the concentration of 

dopamine in the juvenile SAMP6 brain. This was thought to be one of the innate 

alterations related to the higher motor activity of SAMP6. Increased expression of D1 in 

the striatum, an over-activated D1 signal cascade, and an increased dopamine 

concentration in the NAc were seen in adult SAMP6, which seemed to explain the 

higher activity of adult SAMP6. An apparent decrease in the sensitivity of D1 of old 

SAMP6 compared to adult SAMP6 was observed, which was thought to be involved in 

the decreased motor activity of old SAMP6. These results suggest that an age-related 

alteration in the D1 sensitivity of SAMP6 is one of the mechanisms altering motor 

activity, one of the accelerated-senescence-like behaviors observed in this strain. On the 

other hand, the increased D3 expression in the cerebellum of adult SAMP6 was thought 

to be one of the mechanisms related to the motor coordination deficit, another 

accelerated-senescence-like behavior observed in this strain. However, further 

examinations of the D3 expression levels in juvenile and old SAMP6 cerebellum are 

needed to evaluate whether the altered D3 expression is involved in the 

accelerated-senescence-like alteration of this behavior. 

The serotonin system was studied to examine the mechanism of the lower 

anxiety and antidepressant activity, behaviors with age-related changes, of SAMP6. The 

expression of tryptophan hydroxylase, a serotonin biosynthesis enzyme, and its 

phosphorylated form were increased in the brainstem of juvenile SAMP6, suggesting an 

increase in the serotonin concentration in the juvenile SAMP6 brain. This was thought 

to be one of the innate mechanisms related to the lower anxiety and antidepressant 

activity of SAMP6. Serotonin concentrations were increased the cortex and NAc of 
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adult SAMP6, which likely explained these behavioral patterns in adult SAMP6. 

However, further examination of the serotonin concentration of juvenile and old 

SAMP6 brains is needed to evaluate whether the altered serotonin concentration is 

involved in the age-related change of these behaviors. 

The dopamine and serotonin systems and N-methyl-D-aspartate (NMDA) 

receptors were studied to examine the mechanisms for increased short-term memory, a 

behavior with no age-related changes, of SAMP6. As mentioned above, the increased 

dopamine and serotonin concentrations in the juvenile SAMP6 brain were also thought 

to be one of the innate changes related to the increased short-term memory of SAMP6. 

In addition, expression of the NMDA receptor subunit 2B (NR2B) was increased in the 

forebrain of adult SAMP6, and this appeared to be involved in the increased short-term 

memory of adult SAMP6. Further examination of the mechanisms involved in this 

behavioral property of old SAMP6 is needed. 

      In this study, a battery of behavioral analyses using animals at three 
different ages showed various behavioral alterations with aging. In addition, 
biochemical and pharmacological approaches revealed the involvement of 
several different mechanisms in the behavioral alterations. These results 
suggest that the higher brain functions are controlled by variable thresholds 
of the respective neurons and complex neuronal networks. Studies using 
SAMP6 might elucidate the influences of aging on higher brain functions and 
related mechanisms, resulting in the specification of the signal cascades that 
activate higher brain function and the development of new drugs that act on 
these cascades. These could increase the healthy longevity and quality of life 
of humans. 


