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略語一覧 
略語 英名 和名 

5-HT 
5-hydroxytryptamine / 
Serotonin 

5-ヒドロキシトリプタミン/セ
ロトニン 

ATF4 activating transcription factor 4 - 
ATF6 activating transcription factor 6 - 
Bax Bcl-2-associated X protein Bcl-2 関連 X タンパク質 
BBB Blood-brain barrier 血液脳関門 

Bcl2 
b-cell leukemia/lymphoma 2 
protein 

- 

BDNF 
brain-derived neurotrophic 
factor 

脳由来栄養因子 

BPSD 
Behavioral and psychological 
symptoms of dementia 

周辺症状 

CHOP C/EBP homologous protein - 
Control-
Exosome 

The serum exosome extracted 
from control mouse 

コントロールマウス由来の血清
エクソソーム 

CREB 
cAMP response element binding 
protein 

cAMP 応答エレメント結合タン
パク質 

DA Dopamine ドーパミン 
DAB 3,3’-diaminobenzidine 3,3'-ジアミノベンジジン 

DAVID 
The Database for Annotation, 
 Visualization, and Integrated  
Discovery 

- 

DEG differentially expressed genes 発現変動遺伝子 
DG Dentate gyrus 歯状回 

eIF2α 
Alpha Subunit Eukaryotic 
 Initiation Factor-2 

真核生物翻訳開始因子 2 

ER Endoplasmic reticulum 小胞体 
GABA Gamma-aminobutyric acid γアミノ酪酸 
GFAP Glial fibrillary acidic protein グリア線維性酸性タンパク質 

GAPDH 
Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 

グリセルアルデヒド 3 リン酸脱
水素酵素 

GO Gene Ontology 遺伝子オントロジー 
GPR78 glucose-regulating protein 78 - 
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GSK-3β Glycogen synthase kinase-3 beta 
グリコーゲンシンターゼキナー
ゼ-3β 

HE Hematoxylin and eosin ヘマトキシリンとエオシン 
HO-1 Heme oxygenase -1 ヘムオキシゲナーゼ 1 

HPA 
Hypothalamus-pituitary-adrenal 
axis 

視床下部-下垂体-副腎軸 

HPLC 
high performance liquid 
chromatography 

高速液体クロマトグラフィー 

IL-1β Interleukin-1 beta インターロイキン 1β 
IL-6 Interleukin-6 インターロイキン 6 

IRE1 
inositol-requiring 
transmembrane 
kinase/endoribonuclease 1α 

イノシトール要求性膜貫通キナ
ーゼ/エンドリボヌクレアーゼ 1
α 

JNK c-jun N-terminal kinase c-jun N 末端キナーゼ 
LPS Lipopolysaccharide リポ多糖 
MDA Malondialdehyde マロンジアルデヒド 

Nacre extract 
The extract from the nacreous 
layer of pearl oyster shells 

アコヤガイ真珠層由来の抽出物 

Nacre PS-
Exosome 

The serum exosome extracted 
from nacre sulfated 
polysaccharide-treated mouse 

真珠層硫酸多糖を投与したマウ
ス由来の血清エクソソーム 

NE Norepinephrine / Noradrenaline 
ノルエピネフリン / ノルアド
レナリン 

NF-kB 
the nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B 
cells 

核内因子κB 

NLRP3 
Nod-like receptor pyrin-
containing pyrin domain 3 

Nod 様受容体ピリン含有ピリン
ドメイン 3 

NMR Nuclear Magnetic Resonance 核磁気共鳴 

Nrf2 
Nuclear factor E2-related factor 
2 

核因子 E2 関連因子 

PAS staining Periodic acid-Schiff staining 過ヨウ素酸シッフ染色 
PCR Polymerase chain reaction ポリメラーゼ連鎖反応 
Per2 Period circadian regulator 2 - 
PERK protein kinase RNA (PKR)- タンパク質キナーゼ
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like ER kinase RNA （PKR）様 ER キナーゼ 

SAMP8 
Senescence-accelerated mouse 
P8 

老化促進マウス P8 

SAMR1 
Senescence-accelerated mouse 
R1 

老化促進マウス R1 

SDS-PAGE 
Sodium dodecyl sulfate-
polyacrylamide gel 
electrophoresis 

ドデシル硫酸塩-ポリアクリル
アミドゲル電気泳動 

SNRI 
Serotonin–norepinephrine 
reuptake inhibitor 

セロトニン・ノルアドレナリン
再取り込み阻害薬 

SOD Superoxide dismutase スーパーオキシドジスムターゼ 

SSRI 
selective serotonin reuptake 
inhibitor 

選択的セロトニン再取り込み阻
害薬 

TBA Thiobarbituric acid チオバルビツール酸 
TCA Trichloroacetic acid トリクロロ酢酸 
TFA Trifluoroacetic acid トリフルオロ酢酸 
TNFα Tumor necrosis factor α 腫瘍壊死因子α 
TPM Transcripts Per Million - 
UPR Unfolded protein response 小胞体ストレス反応 
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第1章  序論 

1.1 うつ病の社会的な影響 
うつ病は気分の落ち込みや意欲の低下を特徴とする精神疾患である。重症化すると

日常生活に深刻な支障をきたし、最悪の場合、自殺に至ってしまうことが知られている。
世界保健機関(WHO)の調査によると、2023 年時点で全世界のうつ病患者は約 2 億 8 千
万人となっており、毎年 70 万人が自殺につながっている。[1] 最近の研究によると、
COVID-19 のパンデミックによってうつ病患者が 5320 万人増加したことが示されてい
る。[2] また、日本は世界的にうつ病患者が多い国として報告されており、2017 年の
地域別統計調査では世界 1 位の中国(推計 5482 万人: 人口比 4％)に次いで、2 番目に患
者数が多かった。(推計 506 万人: 人口比 4％) [3] さらに、うつ病による経済的な負担
も大きく、自殺やうつ病による日本の経済的損失額は推計 2.7 兆円(2009 年)であった。
[4] このように、うつ病は健康と経済の面で大きな影響を与えることから、現代社会
において対処するべき課題となっている。 

 
1.2 うつ病の病理変化 

大うつ病(MDD)の症状は気分の落ち込みや意欲の低下、楽しさや喜びを感じること
ができない(アンヘドニア)といった精神症状として現れるが、合併症として不安症状を
伴うことがよく知られている。⾧年、うつ病に関する研究は広く行われているものの、
その病態は非常に複雑であるため、未だに詳しい発症原因ははっきりしていない。 

うつ病の最も大きな特徴の一つは脳内の神経伝達物質であるモノアミン(ドーパミ
ン、ノルアドレナリン、セロトニンなど)の不足であり、そのうちセロトニン( 5-HT)は
うつ病の発症において特に重要であると考えられている。[5] 1960 年代にうつ病患者
の脳内でセロトニンが欠乏していることが明らかになったことから、うつ病の原因は脳
内のセロトニン欠乏であるという「セロトニン欠乏仮説」が広まった。この仮説は多く
の研究で強く支持されており、現在使用されている主要な抗うつ薬の開発基盤となって
いる。しかし、セロトニン欠乏仮説にはうつ病のメカニズムを説明しきれていない矛盾
点が存在している。[6,7,8,9,10,11] 例えば、第一選択抗うつ薬として使用されている
選択的セロトニン再取り込み阻害剤(SSRI)などは約 30％のうつ患者に効果がみられな
いことが報告されている。さらにこれらの薬は、投与から数時間で脳内のセロトニン濃
度を増加させるにもかかわらず、症状が改善されるまでに数週間かかってしまうのが一
般的である。また、セロトニン神経をターゲットにしない抗炎症薬のような薬剤でも抗
うつ作用がみられた報告もみられる。これらの知見は、セロトニンを増やすだけではう
つ病を十分に改善できないケースがあることを示しており、セロトニン欠乏仮説と矛盾
している。そのため現在ではセロトニン欠乏に加えて、神経炎症や酸化ストレス、神経
細胞の減少など、複数の病理変化がうつ病の発症原因であると考えられている。 

近年では、うつ病の有力な発症原因として神経炎症が注目されている。グリア細胞
(ミクログリアやアストロサイト)は脳内の免疫制御の役割を担っているが、うつ病を発
症すると活性化し、炎症性サイトカインを誘導する[11]。うつ病と神経炎症の関係を示
すエビデンスは数多く報告されており、例えばうつ病患者の体内では IL-1βや TNF-
α、IL-6 などの炎症性サイトカインレベルが増加している。[12,13] また、関節リウ
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マチや HIV 感染症などの炎症を伴う疾患はうつ病の併発リスクを増加させ[14,15]、C
型肝炎患者に用いられるインターフェロン治療では副作用としてうつ病を伴ってしま
うことが報告されている[16]。さらに、神経炎症はセロトニン合成を阻害するインドー
ルアミン-2,3-ジオキシゲナーゼ（IDO）の増加や、ストレス反応を調節する HPA 軸の
活性化、神経変性など[17,18]、うつ病につながる複数の病理変化を促進させる。 

うつ病患者の脳内では酸化ストレスも起きていることが知られている。[19] 酸素
総消費量の約 20％以上は脳で利用されているが、酸素の一部は反応性が高い活性酸素
種(ROS)に変化し、神経毒性を示すようになる。[20] 通常、ROS は体内の抗酸化活性
と均衡を保っているが、そのバランスが崩れることで酸化ストレス状態になる。ROS は
炎症に関与する NF-ｋB の転写を活性化させ[21]、さらに神経変性や HPA 軸、セロト
ニン神経機能異常にも寄与することが知られている。[22] 

死後のうつ病患者では海馬および大脳皮質が委縮していることが知られている[23]。
これらの領域は記憶や感情を含めた高次脳機能を司っており、5-HT1A ヘテロ受容体は
海馬や大脳皮質に高度に分布している[24]。また、うつ病患者の脳内では BDNF が減
少しているが[25]、抗うつ薬の投与によって増加することが知られている。[26] これ
らは神経可塑性の低下がうつ病に寄与することを示唆していることから、最近では「神
経可塑性仮説」も強く支持されている。一方、心的ストレスを受けるとグルココルチコ
イドが分泌されるが、グルココルチコイドは HPA 軸を負に制御する海馬を障害するこ
とから、これによって HPA 軸の活動が亢進してしまうと考えられている。[27] 

 
1.3 真珠研究の現状 

真珠はアコヤガイをはじめとする真珠貝から作られる。アコヤガイの貝殻は稜柱層
と真珠層で構成されており、真珠と真珠層はほぼ同じ組成を示している。真珠および真
珠層の主成分は炭酸カルシウム(90 %以上)であり、残りは 5%以上の有機成分と、わず
かな微量金属となっている。有機成分としては、タンパク質や糖質、糖たんぱく質、ペ
プチド、キチン質など、多様な成分が含まれている。[28] 日本では真珠をアクセサリ
ーや化粧品素材として利用することが多いが、中国では古くから近視やてんかん、痙攣
に効果を示す生薬として親しまれてきた。[29,30,31]  真珠はその抗酸化活性やブラ
ンドイメージの良さから製品化されているが、実際はその生理活性のメカニズムが曖昧
なままになっている。 

真珠は先行研究において多様な生理活性作用を示すことが知られている。例えば細
胞レベルでは様々なモデルに対して高い抗酸化作用を示すことが知られている。 
[32,33]  組 織 レ ベ ル の 作 用 を 含 め る と 、 特 に 多 い の は 骨 形 成 の 促 進 作 用 や
[34,35,36,37,38]、皮膚再生の促進作用である。[39,40] しかし、骨や皮膚に対する生
理活性は非常に低く、抗酸化活性を含めて明らかにされている作用機序や有効成分は明
確にされていない。さらに、真珠に関する研究のほとんどが in vitro であり、in vivo の
研究例は非常に限られていることから、依然として真珠の生理活性作用についてはほと
んど理解が進んでいないのが現状である。 

一方、アコヤガイ貝殻は養殖場において年間数万トン以上、水産廃棄物として処理さ
れており、処理コストの増大や貝殻自体から発生する悪臭によって数多くの問題を抱え
ている。そのため、アコヤガイ貝殻の効果的な有効活用が望まれている[41]。 
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1.4 記憶障害に対する真珠層抽出成分の生理活性作用 
当研究室ではこれまで、アコヤガイ真珠層に含まれる有機成分を真珠層抽出成分と

して抽出し、優れた生理活性作用の探索と作用機序の解明に取り組んできた。その成果
として、真珠層抽出成分が複数の認知症モデルマウスに対して効果を示すことが明らか
になった。富士・山上らはスコポラミン誘発記憶障害モデルを用いた検討により、真珠
層抽出成分が抗酸化作用、抗炎症作用、BDNF をはじめとする栄養因子の増加を介して
記憶障害を抑制することを明らかにした。[42,43] また四ツ屋は、アミロイドβで誘
発した記憶障害に対して真珠層抽出成分が有効であることを in vivo で明らかにし、脳
内の抗酸化活性や BDNF の増加、海馬における神経保護作用を介することを報告した。
[44] これらの成果は、真珠層抽出成分が脳機能に対して優れた生理活性を示すことを
示唆している。 
 
1.5 本研究について 

上記に示したように、酸化ストレスや神経炎症、神経可塑性の低下はうつ病と関連し
ていることから、これらの病理変化に有効な生理活性物質を新たな抗うつ物質の候補と
して適応する試みが広く行われている。[45] 一方、当研究室では真珠層抽出成分が抗
酸化作用、抗炎症作用、神経保護作用を示すことをすでに報告しているため、私は真珠
層抽出成分が認知症と同じ神経変性疾患であるうつ病にも有効ではないかと着想した。
実際に記憶障害とうつ病の両方に有効である生理活性物質はいくつか存在しており、レ
スベラトロールやケルセチン、ミリセチンなどのフラボノイドはそのような物質として
報告されている。[46,47,48,49,50] また、いくつかの in vivo 研究では、SSRI などの抗
うつ薬が BDNF の増加を介して認知機能を改善する可能性が示唆されている
[51,52,53]。以上のことから、本研究では複数の不安・うつモデルマウスに対して真珠
層抽出成分が効果を示すかどうか検討した。また、真珠層に含まれる有効成分の単離・
同定も行い、それが脳に作用する経路についても検討した。 
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第2章 LPS 誘発不安・うつモデルマウスに対する真珠層抽出成分の 
抗不安・抗うつ作用 

本章ではリポポリサッカライド(LPS)を用いて不安・うつモデルマウスを作製した。
LPS はグラム陰性菌細胞壁の外膜を構成する成分であり、IL-1βや IL-6、TNFαなど
の炎症性サイトカインを強く誘導することが知られている。生体内に投与すると炎症反
応によって Sickness Behavior(自発的運動活性や食欲の低下などを示す)を引き起こし、
LPS 投与から 24 時間後にうつ症状や不安症状を引き起こす。神経炎症はうつ病の有力
な発症原因として知られており、さらにこのモデルマウスは簡単に作製できることから、
有用な不安・うつモデルとして広く用いられている。したがって、LPS をマウスの脳室
内に投与することで不安・うつモデルマウスを作製し、真珠層抽出成分が LPS で誘発
した不安・うつ症状および Sickness Behavior に効果を示すかどうか検討した。 
 
2.1 実験方法 
2.1.1 真珠層抽出液の作製 
 使用器具・試薬 
・漂白剤(DCM) 
・氷酢酸(和光純薬) 
・セルロースメンブレン 分子量：孔径 5 nm 約 12000~14000 (アズワン) 
 
 方法 
1. 次亜塩素酸処理したアコヤガイ貝殻の陵柱層を、ドライバーを用いて除去し、調製

した 10％酢酸で真珠層を脱灰させた。 
2. 脱灰後の酢酸溶液をセルロースメンブレンに入れ、脱イオン水に対して透析を行っ

た。外液の脱イオン水は 1 日 1 回交換し,１週間透析を続けた。 
3. 透析した内液を濃縮・凍結乾燥させ、得られた乾燥粉末を真珠層抽出成分として回

収した。 
4. 適量の真珠層抽出成分を超純水に懸濁させ,12,000 r.p.m で 5 分間遠心分離し、得

られた上清を真珠層抽出液として実験に使用した。 
 
2.1.2 不安・うつマウスの作製および真珠層抽出成分の投与 
 使用器具・試薬 
・4 週齢 ICR マウス(日本クレア) 
・真珠層抽出液 50mg/kg および 100mg/kg 
・超純水 
・Lipopolysaccharides from Escherichia coli O127:B8 (SIGMA) 
・注射針 (26G×1/2) 付 1 mL シリンジ (TERUMO) 
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 方法 
1. 4 週齢の ICR マウス 25～30 匹を 4 つのケージ(1 ケージ５、６匹)に分け、1 週間

順化させた。 
2. 順化後、Control 群と LPS 群には超純水、真珠投与群には真珠層抽出成分 50mg/kg

および 100mg/kg を 1～2 週間毎日腹腔内投与した。 
3. LPS を生理食塩水(PBS)で溶解し、0.5µg/µL に調製した。 
4. 各マウス群に LPS および PBS を 2µL ずつ脳室内投与した。 
5. 脳室内投与してから 24 時間の餌摂取量および水分摂取量を測定した。 
6. 脳室内投与から 24 時間後に行動薬理試験または解剖を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 第 2 章 動物実験スケジュール 

 
2.1.3 行動薬理試験 
 オープンフィールド試験 
 使用器具 
・アルミ製円筒容器(直径 35cm×高さ 40cm) 
・ビニールテープ 
・油性ペン(黒) 
・ビデオカメラ 
・照明 
 
 方法 
1. ビニールテープとマッキーペンを用いて、以下の図のように円筒の底面を区切った。 
2. 上から照明を照らし、上から撮影されるようにビデオカメラを設置した。 
3. マウスを 5 分間自由に探索させた。 
4. マウスが区画をまたいだ回数、中央部にいた時間を測定した。 
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図 2 オープンフィールド試験 
 

 強制水泳試験 
 使用器具 
・マウス用飼育ケージ(縦 20cm×横 30cm×高さ 10cm) 
・温度計 
・照明 
・ビデオカメラ 
 
 方法 
1. マウスの足が底に届かないように、マウス用ケージに 25±1℃の水を入れた。 
2. 照明を用いて上からマウス用ケージを照らし、横から撮影できるようにビデオカメ

ラを水面の高さに調節した。 
3. 5 分間マウスを自由に泳がせ、無動時間を測定した。測定後温度計で水温を測り、

25±1℃でなかったときに 25±1℃の水と入れ替えた。 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 強制水泳試験 
 尾懸垂試験 
 使用器具 
・尾懸垂試験装置(縦 35 ㎝×横 35 ㎝×高さ 60 ㎝) 
・木製の棒 
・ビニールテープ 
・ビデオカメラ 
・照明 
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 方法 
1. 照明を上から照らし、真横から撮影されるようにビデオカメラを設置した。 
2. ビニールテープを用いてマウスの尾を木製の棒に固定した。 
3. 腹部が映るように逆さの状態でマウスを 6 分間吊るし、無動時間を測定した。 
 
  
 
 
 
 
 

図 4 尾懸垂試験 
 ショ糖嗜好性試験 
 使用器具・試薬・試薬 
・1%スクロース溶液 
・給水管(iwaki) 
・マウス用飼育ケージ(縦 20cm×横 30cm×高さ 10cm) 
 
 方法 
1. 実験 1 週間前に 1%スクロース溶液をマウスに与え、味を覚えさせた。 
2. 実験前日にマウスを絶食・絶水させた。 
3. 1％スクロース溶液が入った給水管と水道水が入った給水管を用意し,重量を測定

した。 
4. マウスに 1%スクロース溶液と水道水を与え、2・4・8・12・24 時間後に両者の重

量を測定した。 
5. 3、4 の測定した重量からマウスの 1％スクロース溶液と水道水の摂取量を算出し、

以下の式からマウスのショ糖嗜好性を算出した。 
6. "ショ糖嗜好性[%] = "  "1%スクロース溶液の摂取量[g]" /"1%スクロース溶液の

摂取量[g] + 水道水の摂取量[g]"  " × 100"  
 
  
 
 
 
 
 
 

図 5 ショ糖嗜好性試験 
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 高架式十字迷路試験 
 使用器具 
・高架式十字迷路試験装置 
・ビデオカメラ 
・照明 
・段ボール(縦 10cm×横 30cm) 
 
 方法 
1. 実験装置を組み立て、クローズドアームの上部を段ボールで遮光した。 
2. 照明を上から照らし、上から撮影されるようにビデオカメラを設置した。 
3. マウスをセンターゾーンに置き、5 分間自由に探索させた。 
4. マウスがオープンアームに入った回数、クローズドアームに入った回数、オープン

アームにいた時間を測定した。また、次の式からオープンアームに入った割合を算
出した。 
オープンアームに入った割合[%] =オープンアームに入った回数/自発的運動量(オ
ープンアームに入った回数 + クローズドアームに入った回数) × 100  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 高架式十字迷路試験 
 

2.1.4 リアルタイム PCR 
 試薬・使用器具・試薬 
・RNAiso Plus (TAKARA) 
・クロロホルム 
・75％エタノール 
・イソプロパノール 
・DEPC 水 
・ホモジナイザー 
・Oligo dT primer 
・5×RT Buffer 
・True Script Ⅱ Reverse Transcriptase 
・10mM dNTP 
・サーマルサイクラー 
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・SYBR Green Master (Master Mix) 
・PCR 用チューブ(日本ジェネティクス) 
・StepOneTM (applied biosystemsTM) 
・cDNA 溶液 
・プライマー(Eurofines) 

使用したプライマーの塩基配列は以下のとおりである。 
 

Primer 配列 アニーリング温度 

GAPDH-s 
GAPDH-a 

5`-TGACCTTGCCCACAGCCTTG-3` 
5`-CATCACCATCTTCCAGGAGCG-3` 

60℃ 

βActin-s 
βActin-a 

5`-GGCTGTATTCCCCTCCATCG-3` 
5`-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT-3` 

57℃ 

IL-1β-s 
IL-1β-a 

5`-GGGCCTCAAAGGAAAGAATC-3` 
5`-TACCAGTTGGGGAACTCTGC-3` 

55℃ 

IL-6-s 
IL-6-a 

5`-AGACTTCCATCCAGTTGCCT-3` 
5`-CAGGTCTGTTGGGAGTGGTA-3` 

55℃ 

TNFα-s 
TNFα-a 

5`-ACGGCATGGATCTCAAAGAC-3` 
5`-GTGGGTGAGGAGCACGTAGC-3` 

55℃ 

GFAP-s 
GFAP-a 

5`-GAGGGACAACTTTGCACAGG-3` 
5`-TCCTCCAGCGATTCAACCTT-3` 

55℃ 

Mn-SOD-s 
Mn-SOD-a 

5`-GGCCAAGGGAGATGTTACAA-3` 
5`-GCTTGATAGCCTCCAGCAAC-3` 

55℃ 

catalase-s 
catalase-a 

5`-AGGTGTTGAACGAGGAGGAG-3` 
5`-TGCGTGTAGGTGTGAATTGC-3` 

55℃ 

Cu, Zn-SOD-s 
Cu, Zn-SOD-a 

5`-CGGATGAAGAGAGGCATGTT-3` 
5`-CACCTTTGCCCAAGTCATCT-3` 

55℃ 

HO-1-s 
HO-1-a 

5`-CACGCATATACCCGCTACCT-3` 
5`-CCAGAGTGTTCATTCGAGCA-3` 

55℃ 

5HT1a receptor-s 
5HT1a receptor-a 

5`-CCGTGAGAGGAAGACAGTGA-3` 
5`-TAACTGGGTTGAGCAGGGAG-3` 

58.4℃ 

D1 receptor-s 
D1 receptor-a 

5`-ACCCTGTCGAATGCTCTCAA-3` 
5`-TGGGGTTCAGGGAGGAATTC-3` 

55℃ 

D2 receptor-s 
D2 receptor-a 

5`-AAACCCGGACCTCCCTTAAG-3` 
5`-AGAGGACTGGTGGGATGTTG-3` 

55℃ 
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DAT-s 
DAT-a 

5`-TGTGAGCCATCTGTGTGGAT-3` 
5`-ACAACGAAGCCAGAGGAGAA-3` 

55℃ 

VMAT-s 
VMAT-a 

5`-ACTCTACTGTGTTCACGGGG-3` 
5`-CAGCCCAACTTGCACATTCT-3` 

55℃ 

BDNF-s 
BDNF-a 

5`-AGAGCTGTTGGATGAGGACCAG-3` 
5`-CAAAGGCACTTGACTACTGAGGA-3` 

58℃ 

Dnm-1-s 
Dnm-1-a 

5`-GCAACTGGAGAGGAATGCTG-3` 
5`-CACAATCTCGCTGTTCTCGG-3` 

57℃ 

COX-s 
COX-a 

5`-CCATGTCACGATGCTGTCTG-3` 
5`-CTCCCAAATCAGAACGAGCG-3` 

57℃ 

Nd1-s 
Nd1-a 

5`-TAGGTGGTGGCTTTGATGGT-3` 
5`-TGCCATCAAATCCTCCCTCT-3` 

55℃ 

SDHA-s 
SDHA-a 

5`-AAGGCAAATGCTGGAGAAGA-3` 
5`-TGGTTCTGCATCGACTTCTG-3` 

53℃ 

 
 方法 
Total RNA の抽出 
1. エッペンに入っている脳組織に RNAiso Plus をそれぞれ 500µL 加えた。 
2. 十分にホモジナイズしたのちに、1 時間振盪させた。 
3. クロロホルムを 100µL 加え、乳白色になるまでボルテックスした。 
4. 室温で 5 分間静置し、12000×g、４℃で１５分間遠心分離し、３層に分離させた。 
5. 中間の上清が入らないように、一番上の上清を新しいエッペンに移した。 
6. イソプロパノールを５００µL 加え、よく混合させた。 
7. 室温で１０分間静置させ、12000×g、4℃で 10 分間遠心分離した。 
8. 上清を除去し、-20℃で冷やした 75％エタノール 500µL を混合させた。 
9. 7500×g、4℃で 5 分間遠心分離した。 
10. 上清を除去したのちに、冷蔵庫内で１晩乾燥させた。 
11. 乾燥させた沈殿に DEPC 水 10µL を溶解させ、RNA 濃度・純度を測定した。 
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cDNA 合成 
1. 下記の通りに試薬を混合させた。 

試薬 添加量(1 サンプルあたり) 
mRNA 全量(9µL 程度) 
Oligo dT primer 1µＬ 
5×RT Buffer 4µＬ 
True Script Ⅱ Reverse Transcriptase 0.5µＬ 
10mM dNTP 2µＬ 
DEPC 水 4µＬ 

 
2. サーマルサイクラーを用いて 42℃で 90 分間反応させた。 
3. 合成したｃＤＮＡ溶液を実験に使用するまで-20℃で保存した。 
 
リアルタイム PCR(ΔΔCt 法) 
1. 2.5.2 で作製した cDNA 溶液を 25ng/µL になるように滅菌水で希釈した。 
2. 1.5ｍL エッペンチューブに以下の組成で試薬を混合した。 
 
 添加量(1 サンプルあたり) 
Master Mix 5µL 
Sense primer 0.2µL 
Anti-sense primer 0.2µL 
滅菌水 3.6µL 

 
3. 上記の混合液 9µL を PCR 用チューブに添加し、cDNA 溶液 1µL をさらに加えた。 
4. チューブのふたを閉め、StepOneTM を用いて CT 値を測定した。 
5. 以下の数式により、CT 値から相対 mRNA 発現量を算出した。本項目では LPS 群

をキャリブレータ―として利用した。 
 

相対的 mRNA 発現量＝2-ΔΔCt 
ΔΔCt = Δ𝐶𝑡 ቀサンプルቁ − ΔCt ቀキャリブレータ −ቁ 
ΔCt = Ct(ターゲット遺伝子)－Ct(内部標準遺伝子) 
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2.1.5 抗酸化活性の評価 
 実験器具・試薬 
・超純水 
・ホモジナイザー 
・採取したマウスの脳組織 
・PierceⓇBCA Protein Assay Kit(Thermo) 
・トリクロロ酢酸：TCA (WAKO) 
・チオバルビツール酸：TBA (WAKO) 
 
 方法 
脳抽出液の作製 
1. 摘出した脳部位に対して 20%懸濁液になるように超純水を加え、ダマが見えなく

なるまでホモジナイズした。 
2. 脳懸濁液を 3500r.p.m 、4℃、15 分間遠心分離し、上清を脳抽出液として使用した。 
BCA アッセイ 
作製した脳抽出液のタンパク質量を定量するために BCA アッセイを実施した。 
 
・検量線の作成 
1. 2mg/mL ウシ血清アルブミン溶液(超純水で溶解)を作製し、それぞれ 0,0.1,0.5,1,2 

mg/mL になるように希釈した。 
2. ligand A：ligand B = 100 ： 1 になるように反応溶液を調製し、新しいエッペンに

200 µL ずつ入れた。 
3. 2 の反応溶液に 1 のウシ血清アルブミン溶液を 10μL ずつ混和し、37℃で 30 分間

インキュベートした。 
4. 562 nm で吸光度を測定し、吸光度を y 、タンパク質濃度を x として検量線を作製

した。 
 

・タンパク質濃度の定量 
1. ligand A：ligand B = 100 ： 1 になるように反応溶液を調製し、新しいエッペンに

200 µL ずつ入れた。 
2. 1 の反応溶液に脳抽出液を 10 μL 混和し、37℃で 30 分インキュベートした。 
3. 562 nm で吸光度を測定し、検量線からタンパク質濃度を測定した。(単位は mg 

protein/mL) 
 
過酸化脂質量の定量 
1. 脳抽出液 50µL を新しいエッペンにとり、37℃で 60 分間インキュベートした。 
2. 50%TCA を 100µL 添加し、3000r.p.m で 10 分間遠心分離した。 
3. 上清 100µL を新しいエッペンにとり、0.67%TBA を 100µL 添加した。 
4. 100℃で 10 分間加熱した後に、10 分間氷冷した。 
5. 氷冷後、540nm で吸光度を測定した。 
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2.1.6 SDS 電気泳動 
 使用器具・試薬 
・sample 処理液 
・2-メルカプトエタノール 
・ドライサーモユニット TAH-1 (TAIYO) 
・泳動ゲル 
・10×Running Buffer 
・Upper Buffer 
・Lower Buffer 
・ガラスプレート 2 枚 
・コーム 
・パッキン 
・クリップ 
・15mL ファルコンチューブ 
・泳動槽 
・電気泳動用電源装置 MP-7552 (マリソル) 
 
 試薬の調製 
・Sample 処理液 
1M Tris-HCl(pH6.8)      50mL(Final 0.5M) 
20%SDS    1mL(Final 0.2%) 
グリセロール   50mL(Final 50%) 
上記を混合後、ブロモフェノールブルー(ＢＰＢ)を微量添加した。 
 
・泳動ゲル 
以下の組成で作製した。 
10％ アクリルアミド 
  Lower ゲル Upper ゲル 

アクリルアミドビズ 3.3 mL 0.5 mL 

脱イオン水 4.2 mL 2.4 mL 

Lower Buffer 2.5 mL   

Upper Buffer   1 mL 

10% APS 100 μL 36 μL 

20% SDS 50 μL 20 μL 
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15％アクリルアミド 
  Lower ゲル Upper ゲル 

アクリルアミドビズ 5 mL 0.5 mL 

脱イオン水 2.3 mL 2.4 mL 

Lower Buffer 2.5 mL   

Upper Buffer   1 mL 

10% APS 100 μL 36 μL 

20% SDS 50 μL 20 μL 

 
・アクリルアミドビズ 
アクリルアミド    150 g  
N,N’-メチレンビスアクリルアミド   4 g  
上記を超純水で 500 mL にメスアップした。 
 
・Lower Buffer 
Tris 90.75 g を超純水 400 mL に溶解し、HCl で pH を 8.8 に調節後 500 mL にメスア
ップした。 
 
・Upper Buffer 
Tris 30.25 g を超純水 400 mL に溶解し、HCl で pH を 6.8 に調節後 500 mL にメスアップ

した。 

・20% SDS 

SDS（ドデシル硫酸ナトリウム）100 g を超純水 500 mL に溶解した。 

 

・10％APS 
過硫酸アンモニウム 1.0 g を超純水 10 ml に溶解した。 

 
・10×Running Buffer 
Tris    1.21 g  

グリシン    7.5 g  

20% SDS   2.5 mL  

上記を超純水 500 mL にメスアップした。 
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 方法 
タンパク質サンプルの作製 
1. 脳抽出液と 1:1 になるように Sample 処理液を加え、混合後 2-メルカプトエタノ

ールを 2~5µL 添加した。 
2. ボルテックスし、遠心後に 100℃、10 分間でサンプルを加熱した。 
3. 電気泳動に使用する直前に、14000r.p.m、室温、15 分間で遠心分離し、上清をゲ

ルにアプライした。 
 
ゲルの作製 
1. 2 枚のガラスプレートとゴム紐をクリップで挟み, プレートの隙間に脱イオン水を

注いだ。 
2. 以下の組成でゲルを作製した。 
3. 1 で脱イオン水がプレートの隙間から漏れていないことを確認し, 脱イオン水を捨

て, Lower に TEMED を 12 µL 加え撹拌したのち, 即座にプレートに流し入れ, 上
から静かに脱イオン水を充填した。 

4. 30 分後, Lower ゲルが固まり, 層の境界がはっきりと確認できたら, 上層の脱イオ
ン水を捨てた。 

5. 5. Upper に TEMED を 10 µL 加え撹拌したのち、Lower ゲルの上に充填し, コ
ームを挿入した。 

6. 1 時間後、Upper ゲルが固まったらコームを抜き、脱イオン水でウェル内を十分
に洗浄した。 

 
電気泳動 
1. プレートを泳動槽にセットし, 10×Running buffer を 10 倍に希釈し, 泳動槽に入

れた。 
2. パワーサプライを泳動槽に繋ぎ, サンプルを well に 10-50 µL ずつアプライし, 定

電流 (C.C) 15-20 mA で泳動を行った。 
3. 電気泳動後のゲルはウェスタンブロットに使用した。 
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2.1.7 ウェスタンブロット 

 使用器具・試薬 
・Transfer buffer 
・Burridge buffer 
・Blocking buffer 
・AP (アルカリフォスファターゼ) 検出溶液 
・Nitro Bind, Transfer Membrane, Pore Size 0.45 µm (GE Osmonics)  
・ろ紙 
・電気泳動用電源装置 MP-7552 (マリソル) 
・セミドライブロッター 
・一次抗体 

使用した抗体は以下のとおりである。 
抗体 会社 抗体 会社 

β-actin antibody   biorbyt 5TH1a receptor antibody biorbyt 

IL-1α antibody biorbyt BDNF antibody biorbyt 

IL-6 antibody biorbyt Nfr2 antibody biorbyt 

TNFα antibody biorbyt   

GFAP antibody biorbyt   

・ラビット IgG 抗体 (biorbyt) 
・マウス IgG 抗体 (biorbyt) 
 
 試薬の調製 
 Transfer buffer 

Tris                              1.51 g (25 mM) 
グリシン                          7.21 g (192 mM)  
メタノール                        100 mL (20 %)  
上記を混合し, 超純水で 500 mL にメスアップした。 
 

 Burridge buffer 
Tris                              1.21 g (10 mM)  
NaCl                             2.922 g (50 mM)  
Tween-20                         0.5 mL (0.05 %)  
上記を超純水 900 mL に溶解し, HCl で pH 7.5 に調製後, 1 L にメスアップした。 
 

 Blocking buffer  
抗 Actin 抗体を使用する場合、スキムミルク 3 g を Burridge buffer 30 mL に溶解し、
作製した。その他の抗体の場合は、ウマ血清 3mL と Burridge Buffer 27mL を混合
し、作製した。 
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 反応緩衝液 
 Tris                            6 g (0.1 M)  
 NaCl                           2.92 g (0.1 M)  
 MgCl                           0.30 g (5 mM)  

 上記を超純水 400 mL に溶解し, HCl で pH 9.5 に調製後, 500 mL にメスアップした. 
 

 BCIP 溶液 
5-ブロモ-4-クロロ-3-インドリルリン酸 (BCIP) 50 mg をジメチルホルムアミド 1 
mL に溶解した。 
 

 NBT 溶液 
ニトロブルーテトラリゾウム (NBT) 50 mg を 70 % ジメチルホルムアミド 1 mL に
溶解した。 
 

 AP 検出溶液 
反応緩衝液 30mL, BCIP 溶液 99µL, NBT 溶液 48µL を混合した。 

 
 方法 
1. ニトロセルロースメンブレンとろ紙 4 枚を適当な大きさに切り, Transfer buffer で

15 分振盪した。 
2. 電気泳動後、下からろ紙 2 枚, メンブレン, 泳動のゲル, ろ紙 2 枚の順でセミドラ

イブロッターにセットした。 
3. 定電圧 (C.V) 10 V で 1 時間半転写した。 
4. 転写後, メンブレンを Blocking buffer に 1 時間振盪させた。 
5. Blocking buffer を除き, Burridge buffer で軽く 3 回洗浄した。 
6. 1 次抗体を加えた Burridge buffer にメンブレンを 2 時間以上振盪させた。 
7. 1 次抗体を除き, Burridge buffer で 10 分間振盪し, 洗浄させた。これを 3 回繰り

返した。 
8. 2 次抗体を加えた Burridge buffer にメンブレンを 2 時間以上振盪させた。 
9. 2 次抗体を除き, Burridge buffer で 10 分間振盪し, 洗浄した。これを 3 回繰り返

した。 
10. メンブレンを AP 検出溶液に浸し, 発色するまで振盪させた。 
 

  



22 

 

2.1.8 組織切片の作製 
 使用器具・試薬 
・PBS 
・4% パラホルムアルデヒド 
・エクステンションチューブ 
・鉗子 
・ピンセット 
・解剖用ハサミ 
・送液ポンプ 
 
 方法 
1. セボフルランを用いてマウスを麻酔した後、左心室から全身へ PBS を還流させた。 
2. すべての血液を排出させたのち、灌流液を 4%パラホルムアルデヒドに置換させ、

全身を固定した。 
3. 脳組織を採取したのち、パラフィン包埋し、ブレグマから-1.8~2.5 mm の領域で 3

μ厚の組織切片を作製した。 
4. 作製した組織切片の一部を用いてヘマトキシリン・エオジン(HE)染色を行い、残

りの組織切片は、免疫組織染色に利用した。 
 
2.1.9 免疫組織染色 
 試薬・器具 
・キシレン(100%) 
・タノール(100%、90%、80%、70%) 
・10mM クエン酸緩衝液(pH6.0) 
・スライドガラス 
・PBS 
・PBS-TritonX-100(0.025%) 
・0.3%過酸化水素水 
・Immunohistochemistry kit 
・一次抗体 (biorbyt) 
・ラビット IgG 抗体 (biorbyt) 
・マウス IgG 抗体 (biorbyt) 
・マリノール(武藤化学) 
・オートクレーブ(SANYO) 
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 試薬調製 
・PBS(１L) 
塩化ナトリウム       8.00g 
リン酸水素二ナトリウム   1.10g 
塩化カリウム        0.20g 
リン酸二水素カリウム    0.20g 
超純水     １L 
上記を混合した。 
 
・PBS-TritonX-100(0.025%) 
PBS500mL に対して TritonX-100 を 100μL 添加し、混合させた。 

 
・0.3%過酸化水素水 
PBS10 mL に対して、30％過酸化水素(和光純薬)を 100μL 添加し、混合させた。 

 
・一次抗体 
PBS で 50 倍に希釈してから使用した。 

 
・DAB 溶液 
DAB     25µL 
DAB Buffer or Enhance Buffer  1mL 
上記を使用する直前に混合した。 

 
・10ｍM クエン酸緩衝液(pH6.0) 
クエン酸 1 水和物 2.1g を超純水 900mL に溶解させた後に 2M 水酸化ナトリウム溶
液で pH6.0 に調製し、1000mL にメスアップした。 

 
 方法 
脱パラフィン 

1. キシレンⅠ(5 分間) 
2. キシレンⅡ(5 分間) 
3. キシレンⅢ(5 分間) 
4. 100%エタノールⅠ(5 分間) 
5. 100%エタノールⅡ(5 分間) 
6. 90%エタノール(5 分間) 
7. 80%エタノール(5 分間) 
8. 70%エタノール(5 分間) 
9. 水洗(5 分間) 
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賦活化処理 
1. スライドガラスを 10mM クエン酸緩衝液(pH6.0)に浸し、105℃で 10 分間オー

トクレーブをかけた。 
2. 脱水 
3. 75%エタノール(2 分間) 
4. 95%エタノール(2 分間) 
5. 100%エタノール(3 分間) 
6. 100％エタノール(3 分間) 
7. キシレン(5 分間) 
8. キシレン(5 分間) 

 
免疫組織染色 
1. 脱パラフィン後、賦活化処理を行った。 
2. PBS-TritonX-100(0.025%)でスライドガラスをすすいだ。 
3. RTU normal goat serum を 3-4 滴スライドガラスに乗せ、室温で 30 分間インキュ

ベートした。 
4. 一次抗体をスライドガラスに乗せ、4℃で一晩インキュベートした。 
5. PBS ですすぎ、0.3%過酸化水素水を乗せ、室温で 10 分間インキュベートした。 
6. PBS で 2、3 回すすぎ、二次抗体を 1~2 滴スライドガラスに乗せ、室温で 30 分間

(染色性が悪いときは 30 分以上)インキュベートした。 
7. スライドガラスを PBS に 2 分間浸し、3 回繰り返した。 
8. 組織全体が覆われるように DAB 溶液を添加し、2~8 分間室温でインキュベート

した。 
9. 十分に染色されたところで、滅菌水を乗せ反応を止めた。 
10. ヘマトキシリンを添加し、1~2 分間インキュベートした。 
11. 脱イオン水を容器に出しながらスライドガラスを浸し、4 分間洗浄した。 
12. 脱水を行った後に組織上にマリノールを 2 滴乗せ、その上にカバーガラスを乗せ

た。 
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2.1.10 線条体周辺領域におけるモノアミン含有量の定量(蛍光 HPLC 分析) 
 使用器具・試薬 

 HPLC 装置 
 蛍光検出器 
 ろ過瓶 
 メンブレンフィルター 
 移動相 
 内部標準溶液 
 ポジコンサンプル(セロトニン、ドーパミン塩酸塩、ノルアドレナリン) 
 HPLC サンプル 

 
 試薬調製 
 移動相 

12 mM 酢酸 pH 3.5          900 mL 
0.26 mM Na2EDTA          83.2 mg 
メタノール              100 mL 
オクタスルホン酸ナトリウム (Wako)  190 mg 
酢酸と Na2EDTA、オクタスルホン酸ナトリウムを全量 900ｍL になるように調製
し、フィルターでろ過した。ろ過したものにメタノールを混合し、10 秒間ほど超音
波をかけて脱気した。 
 

 0.1M 過塩素酸 
60 % 過塩素酸 (10.559 mol / L) 474 µL を超純水 49.526 mL で希釈した。 
 

 内部標準溶液 
dl-イソプロテレノール塩酸塩 (Wako) を 1.5 ng / mL になるように、0.1 M 過塩
素酸で調製した。 
 

 ポジコンサンプル 
セロトニン 
ドーパミン塩酸塩 (ナカライテスク株式会社) 
ノルアドレナリン 
内部標準溶液で上記の試薬をそれぞれ 1nM に調製し, フィルターに通した。 

 
 方法 
線条体サンプルの作製 
1. マウスの線条体周辺組織に対して 20%懸濁液になるように内部標準溶液を加え、

ホモジナイズした。 
2. 12000 r.p.m で 5 分間遠心後、上清をフィルターに通し、使用するまで-20℃で保

存した。 
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モノアミン濃度の定量 
1. 蛍光検出器を装備した HPLC 装置に移動相を 0.4mL/min で流し、平衡化させ

た。 
2. ポジコンサンプルおよび線条体サンプルを 40µL インジェクトし、励起波⾧

280nm、蛍光波⾧ 315nm で分析を開始した。 
3. ポジコンサンプルのピーク面積を参考に、HPLC サンプルのセロトニン、ドーパ

ミン、ノルアドレナリンの含有量を算出した。 
 
2.1.11 統計解析 

各データは 4~5 匹/群のマウスから得られ、平均値±標準偏差として算出したもので
ある。統計解析は一元配置分散分析(ANOVA)と Fisher`s exact test を用いて行い、p 値
が 0.05 未満で有意差ありと判定した。すべての統計解析はエクセル統計ソフトウェア
(BellCurve)を用いて用いて行われた。 
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2.2 実験結果 
 
2.2.1 LPS で誘発した不安・うつ行動に対する真珠層抽出成分の効果  

LPS を投与すると、24 時間後に Sickness Behavior を示すことが知られている。LPS
で誘発した Sickness Behavior に対して真珠層抽出成分が効果を示すかどうか検討する
ため、LPS の投与から 0、2、４、８、12、24 時間後の食物摂取量および水分摂取量を
測定した。(図 7) LPS を投与したマウスでは、コントロールよりも食物摂取量および
水分摂取量が有意に減少し、Sickness Behavior が認められた。しかし、真珠層抽出成分
50 mg/kg および 100mg/kg を投与することでマウスの食物摂取量が有意に増加した。
(図 6(a),(b))また、水分摂取量についても、真珠層抽出成分 50mg/kg の投与で有意な増
加がみられたが、真珠層抽出液 100mg/kg の投与では有意な変化がみられなかった。(図
6(c))  

次は LPS で誘発したうつ症状について検討するため、オープンフィールド試験、強
制水泳試験、スクロース嗜好性試験を行った。(図 8) 強制水泳試験では、LPS 投与し
たマウスの不動時間がコントロール群の 3 倍近くまで増加し、LPS 投与によるうつ症
状が確認できた。しかし、真珠層抽出液を投与することで、マウスの不動時間がコント
ロール近くまで減少した。(図 8(b)) 一方、オープンフィールド試験を用いてマウスの
自発的運動活性を評価したところ、いずれのマウス群においても有意な変化がみられな
かった。(図 8(a)) これらの結果は、それぞれのマウスの運動活性に関係なく、真珠層
抽出液が LPS 投与したマウスの不動時間を減少させたことを示唆している。一方、う
つ病の主要な症状として、喜びや楽しさを感じられなくなるアンへドニアがよく知られ
ている。スクロース嗜好性試験を用いて、マウスのアンヘドニアを評価したところ、強
制水泳試験の結果と同様に、LPS 群のスクロース嗜好性が 60％近くまで減少したが、
真珠層投与によってスクロース嗜好性が有意に回復した。(図 8(c)) これらの結果から、
真珠層抽出液は LPS で誘発したうつ症状を抑制することが明らかになった。 

うつ病は、不安症状と併発することがよく知られている。マウスの不安症状を評価す
るため、オープンフィールド試験および高架式十字迷路試験を行った。(図 9) オープ
ンフィールド試験において、LPS 群ではコントロール群よりも中心部にいる時間が有
意に減少したことから、LPS 投与が不安症状を引き起こすことが示された。(図 9(a))し
かし、真珠層抽出液 100mg/kg の投与によって、中心部にいた時間が LPS 群よりも有
意に増加した。一方、高架式十字迷路試験では、LPS 群のオープンアームにいた時間が
コントロールよりも減少し、真珠層投与によって増加した。(図 9(b)) しかし、オープ
ンアームに入った回数においては、いずれのマウス群においても変化がみられなかった。
(図 9(c)) これらの結果から、真珠層抽出成分は、LPS で誘発した不安症状を抑制する
ことが示された。 
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図 7 LPS で誘発した Sickness Behavior に対する真珠層抽出液の効果 
(a)食物摂取量の経時変化は LPS 投与後 0,2,4,8,12,24 時間後に測定し、その合計を算出
した(b)。(c)水分摂取量も LPS 投与 24 時間後に測定した。 
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図 8 LPS で誘発したうつ症状に対する真珠層抽出液の効果 
(a)オープンフィールド試験ではマウスの自発的運動活性を評価した。(b)強制水泳試験
では不動時間、(c)スクロース嗜好性試験ではスクロース嗜好性を評価した。 (n=5-6) 
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図 9 LPS で誘発した不安症状に対する真珠層抽出液の効果 
オープンフィールド試験では、(a)マウスが中心部にいた時間、高架式十字迷路試験で
は、(b)オープンアームに入った回数、(c)オープンアームにいた時間を評価した (n=5-
6) 
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2.2.2 LPS で誘発した酸化ストレス・神経炎症に対する真珠層抽出成分の効果 
LPS は炎症に伴って酸化ストレスを引き起こす。そのため、LPS で誘発した酸化ス

トレスについて検討するため、マウスの皮質・海馬における過酸化脂質量を評価した。
(図 10) LPS を投与したマウスでは過酸化脂質量が有意に増加したことから、脳内の
酸化ストレスが認められた。一方、真珠層抽出液 100mg/kg の投与では有意差は見られ
なかったものの、過酸化脂質量が減少する傾向がみられた。一方、様々な抗酸化酵素の
転写因子である Nrf2 の発現量は、LPS 投与によってコントロールよりも有意に減少し
たが、真珠層抽出液を投与することで、発現量の減少が抑制された。(図 11(a)) 加え
て、リアルタイム PCR の結果から、真珠層抽出液の投与は Cu, Zn-SOD、Mn-SOD、
ヘムオキシゲナーゼ 1 (HO-1)、カタラーゼ(catalase)の mRNA 発現量を有意に増加さ
せることが明らかになった。(図 11(b-e)) これらの結果から、真珠層抽出液は Nrf2 の
発現量を増加させることで、LPS で誘発した脳内の酸化ストレスを抑制することが明
らかになった。 

Nrf2 の発現量増加は炎症を抑制することが報告されているため、真珠層抽出液が
LPS で誘発した神経炎症に対しても効果を示すかどうか、ウェスタンブロットを用い
て検討した。(図 12) 炎症性サイトカインである IL-1 および IL-6、活性化アストロサ
イトのマーカーである GFAP の発現量は、コントロール群よりも LPS 群で有意に増加
したことから、LPS 投与による神経炎症が認められた。(図 12(a-c)) しかし、真珠層
抽出液を投与することで、これらのタンパク質の発現量が有意に減少されることが分か
った。これらの結果から、真珠層抽出液は LPS で誘発した神経炎症を抑制することが
示された。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 10 各マウス群の脳内における過酸化脂質量 
過酸化脂質量の測定は、マウスの皮質・海馬を用いて評価した。(n=5-6) 
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図 10 真珠層抽出成分の抗酸化活性 
マウスの脳内における(a)Nrf2 の発現量はウェスタンブロットを用いて測定した。一方、
(b)Cu,Zn-SOD、(c)Mn-SOD、(d)Catalase、(e)HO-1 の発現量はリアルタイム PCR を
用いて測定した。(n=5-6) 
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図 12 真珠層抽出液の抗炎症作用 
脳内における(a)IL-1、(b)IL-6、(c)GFAP の発現量は、ウェスタンブロットを用いて測
定した。 
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2.2.3 真珠層抽出成分のセロトニン受容体 1A,2A の発現量変化 
セロトニン(5-HT)1A,2A,2C は、うつ症状や不安症状に関連することが知られてい

るため、真珠層抽出液がこれらの受容体の発現量に影響を与えるかどうか、リアルタイ
ム PCR を用いて検討した。(図 13) 脳内の 5-HT1A 受容体の mRNA 発現量を調べた
ところ、コントロールに比べて LPS 群で mRNA 発現量が有意に減少したが、真珠層投
与したマウス群で mRNA 発現量が濃度依存的に増加した。(図 13(a)) 対照的に、5-
HT2A 受容体ではコントロール群と比較して、LPS 投与による発現量増加と真珠層投
与による減少がみられた。(図 13(b)) 一方、5-HT2C 受容体では、LPS 投与によって
mRNA 発現量の減少がみられたが、真珠層抽出液を投与したマウスでは、mRNA 発現
量の有意な増加が見られなかった。(図 13(c))  

これらの結果をさらに確認するため、次はウェスタンブロットおよび免疫組織染色
を用いて、皮質・海馬における 5-HT1A、2A 受容体の発現量について検討を行った。
リアルタイム PCR の結果と一致して、LPS 投与によって 5-HT1A 受容体の発現量がウ
ェスタンブロットおよび免疫組織染色において有意に減少したが、いずれにおいても真
珠層抽出液を投与することで発現量がともに増加した。(図 14) 一方、5-HT2A 受容体
のウェスタンブロットでは LPS 群とコントロール群の間で有意な変化がみられなかっ
たが、真珠層抽出液を投与したマウスにおいて 5-HT2A 受容体の発現量が濃度依存的
に減少することが分かった。(図 15) これらの結果から、真珠層抽出液は 5-HT1A 受容
体の発現量増加と、5-HT2A 受容体の発現量減少を介して、LPS で誘発した不安・うつ
症状を抑制することが示された。しかしながら、マウスの線条体周辺領域におけるモノ
アミン含有量(セロトニン、ドーパミン、ノルエピネフリン)を、蛍光 HPLC を用いて調
べたところ、いずれの結果においても真珠層投与による変化がみられなかった。(図 17) 
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図 13 各マウス群の脳内におけるセロトニン(5-HT)1A,2A,2C 受容体の mRNA 発現量 
各マウス群の脳内における(a)5-HT1A、(b)5-HT2A、(c)5-HT2C 受容体の mRNA 発現
量はリアルタイム PCR を用いて測定した。(n=5-6) 
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図 14 各マウス群の脳内における 5-HT1A 受容体の発現量 
(a)抗 5-HT1A 受容体抗体を用いて、マウス脳組織切片の皮質領域について免疫組織染
色を行った。また、5-HT1A 受容体の染色面積を発現量として定量した(b)。一方、脳
組織の皮質・海馬を用いて、5-HT1A 受容体についてウェスタンブロットを行った。
(n=5-6) 
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図 15 各マウス群の脳内における 5-HT2A 受容体の発現量 
(a)抗 5-HT2A 受容体抗体を用いて、マウス脳組織切片の皮質領域について免疫組織染
色を行った。また、5-HT2A 受容体の染色面積を発現量として定量した(b)。一方、脳
組織の皮質・海馬を用いて、5-HT2A 受容体についてウェスタンブロットを行った。
(n=5-6) 
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図 16 各マウス群の線条体周辺領域におけるモノアミン含有量 
(a)セロトニン(5-HT)、(b)ドーパミン(DA)、(c)ノルエピネフリン(NE)の含有量は、蛍
光 HPLC を用いて測定した。(n=5-6) 
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2.2.4 真珠層抽出液が 5-HT1A 受容体/CREB/BDNF 経路に与える影響 
5-HT1A 受容体の活性化は、脳機能に関与する CREB のリン酸化を促進し、BDNF

の発現量を増加させることが報告されている。数多くの先行研究において、BDNF の増
加が抗うつ作用につながることが報告されているため、5-HT1A 受容体/CREB/BDNF
経路の活性化が真珠層抽出液の作用機序に関わるのかどうかを検討した。リアルタイム
PCR およびウェスタンブロットを行った結果、LPS 群の BDNF 発現量はコントロール
よりも有意に減少したが、真珠層抽出液の投与によって有意に増加することが明らかに
なった。(図 17(a,b)) 一方、CREB および p-CREB について調べたところ、LPS の投
与によって CREB のリン酸化率がコントロール群よりも減少する傾向がみられたが、
真珠層抽出液の投与によって濃度依存的に、CREB のリン酸化率が増加した。(図 17(c))
これらの結果は、真珠層抽出液が 5-HT1A 受容体を介して CREB/BDNF 経路を活性化
させたことを示唆している。 

次は真珠層抽出液の作用機序が 5-HT1A 受容体を介しているのかを確認するため、
5-HT1A 受容体アンタゴニストを用いて、抗不安・抗うつ作用が阻害されるかどうか検
討した。本研究では真珠層抽出液とともに、5-HT1A 受容体アンタゴニストである
WAY-100635 を共投与し、LPS 投与の 24 時間後にオープンフィールド試験・強制水泳
試験を用いて、それぞれマウスの不安症状とうつ症状を評価した。(図 18) これまでの
結果と同様に、LPS 群はコントロール群よりも強い不安症状とうつ症状を示したが、真
珠層抽出液を投与することで、LPS で誘発したこれら症状が抑制された。しかし、5-
HT1A 受容体アンタゴニストを重ねて投与したマウスでは、強制水泳試験およびオープ
ンフィールド試験のいずれにおいても不安症状とうつ症状が増加し、真珠層抽出液によ
る抑制作用が阻害されることが明らかになった。これらの結果から、真珠層抽出液が 5-
HT1A 受容体を介して抗不安・抗うつ作用を示すことが明らかになった。 
 
 

  



40 

 

図 17 各マウス群の脳内における BDNF の発現量および CREB のリン酸化率 
BDNF および CREB、p-CREB の発現量はリアルタイム PCR(a)およびウェスタンブロ
ット(b,c)を用いて定量した。(n=5-6) 
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図 18 真珠層抽出液と 5-HT1A 受容体アンタゴニスト(WAY-100635)を共投与した場
合の、抗不安・抗うつ作用の影響 
 (a)オープンフィールド試験では、マウスの中心部にいた時間によってマウスの不安症
状を評価した。また、(b)強制水泳試験では不動時間によってマウスのうつ症状を評価
した。 
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2.3 考察 
神経炎症はうつ病の重要な要因の一つとして認識されているため、LPS で作製した

不安・うつモデルマウスは多くの先行研究において広く利用されている。実際に多くの
うつ病患者の脳内や血液において、IL-1βや IL-6、TNFαなどの炎症マーカーが増加し
ていることが知られており、また SSRI や SNRI など、主要な抗うつ薬が神経炎症を抑
制することも報告されている。[54] 本章では、LPS を用いて不安・うつモデルマウス
を作製し、真珠層抽出成分を投与することで不安・うつ症状が抑制されることが分かっ
た。また、真珠層投与したマウスの脳内において IL-1βや IL-6、GFAP の発現量が有
意に減少したことから、真珠層抽出成分の抗炎症作用が抗不安・抗うつ作用に寄与する
ことが示唆された。 

一方、酸化ストレスは神経炎症と密接に相関し、うつ病につながることが知られてい
る。酸化ストレスは NLRP3 インフラマソームを活性化させることで pro-IL-1βを成熟
型 IL-1βへプロセシングさせ、炎症を誘導する。[55] しかし、抗酸化作用に関与する
Nrf2 の活性化は HO-1 を介して NLRP3 を減少させ、LPS で誘発したうつ症状や神経
炎症を抑制することが報告されている。[56] 本章では、真珠層抽出成分が LPS で誘
導した過酸化脂質量の増加を抑制し、抗酸化作用に関与する転写因子である Nrf2 およ
び Cu, Zn-SOD、Mn-SOD、Catalase、HO-1 を増加させることが分かった。したがっ
て Nrf2 を介した抗酸化作用・抗炎症作用は、真珠層抽出成分の抗不安・抗うつ作用に
おいて重要な役割を果たしていると考えられる。 

また、本章では真珠層抽出成分によって 5-HT1A 受容体と 5-HT2A 受容体の発現量
が制御されることが分かった。アザピロンやイブサピロンなどの 5-HT1A 受容体アゴ
ニストは抗うつ作用を示すことから、5-HT1A 受容体は抗不安・抗うつ作用において重
要な役割を果たしていると考えられている。[57,58] また、ミアンセリンやミルタザ
ピンなどの 5-HT2A 受容体アンタゴニストも抗うつ作用を示すことが報告されている。
[59,60] しかし、脳内のセロトニン量はいずれのマウス群においても有意な変化が見ら
れなかった。おそらく、真珠層抽出成分は 5-HT1A・2A 受容体の発現量を調節するこ
とでセロトニンに対する各受容体の感受性を制御し、下流のシグナル伝達の活性を制御
していると推察される。また、SSRI や三環系抗うつ薬は抗炎症作用も示すことから 
[61,62]、5-HT1A・2A 受容体の発現量制御によって抗炎症作用につながっている可能
性もある。 

本章では、真珠層抽出成分が 5-HT1A 受容体/CREB/BDNF 経路を活性化させるこ
とがわかった。BDNF はうつ病患者の大脳皮質・海馬において減少するが、抗うつ薬の
慢性投与によって増加することから、うつ病の有力な要因であると考えられている[63]。
また、クルクミン誘導体である J147 は 5-HT1A 受容体/CREB/BDNF 経路を活性化さ
せることで抗うつ作用を示すことから[64]、この経路の活性化は真珠層抽出成分の抗不
安・抗うつ作用において重要な役割を果たしていると考えられる。実際に当研究室では
以前、真珠層抽出成分が CREB のリン酸化を介して BDNF を増加させることを報告し
ており[43,44]、本研究の結果と一致している。 

本章のまとめとして、LPS 誘発不安・うつモデルマウスに対して真珠層抽出成分を
腹腔内投与することで抗不安・抗うつ作用を示すことが明らかになった。また、作用メ
カニズムとして Nrf2 を介した抗酸化作用および抗炎症作用、5-HT1A・2A 受容体の発
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現量制御、BDNF の増加が関連することが示された。これは真珠層抽出成分が複数の生
理活性作用を介して抗不安・抗うつ作用を示すことを示唆している。(図 19) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 19 第 1 章のまとめ 
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第3章  SAMP8 マウスの老化に伴う BPSD 様症状に対する真珠層抽出成分の効果 
老化が進むとうつ病になる傾向がみられ、認知症の発症リスクが増加する。アルツハ

イマー病をはじめとする認知症では記憶障害などの中核症状に伴って、不安症状やうつ
病、易怒性、徘徊行動などの行動・心理的症状(BPSD)が併発する[65,66]。認知症に関
する研究の多くが中核症状に焦点を当てているが、認知症患者の 80%以上では BPSD
が併発し、介護者の大きな負担になっている。一方、当研究室ではすでに、真珠層抽出
成分が D-ガラクトースで誘発した脳老化・皮膚老化を抑制することを、in vivo におい
て明らかにしている[67]。老化に伴う不安・うつ症状について検討するため、老化促進
マウス(SAMP8)に着目した。 

SAMP8 は通常よりも老化が早く進み、老化に伴って記憶障害や BPSD 様症状を示
すことから、認知症に酷似した病変を示す老化モデルとして広く用いる。[68,69] し
たがって、第 3 章では SAMP8 の老化に伴う不安・うつ症状に対しても真珠層抽出成分
が効果を示すかどうかを検討した。 

 

3.1 実験方法 

3.1.1 動物実験 

 使用器具・試薬 
・4 週齢 SAMP8(日本クレア) 
・SAMR1 マウス(日本クレア) 
・AIN93G 基本食 
 
 マウスのエサの作製 
1. 2.1.1 と同様に、真珠層抽出成分を作製した。 
2. 以下の組成で SAMP8 および SAMR1 のエサを作製し、給餌するまで冷蔵庫で保存

した。 
 SAMR1 

(%) 
SAMP8 

(%) 
真珠 125 

(%) 
真珠 250 

(%) 
カゼイン 20 20 20 20 
コーンスターチ 15 15 15 15 
セルロース 5 5 4.85 4.7 
ミネラル 3.5 3.5 3.5 3.5 
ビタミンミックス 1 1 1 1 
L-システイン 0.3 0.3 0.3 0.3 
酒石酸水素コリン 0.2 0.2 0.2 0.2 
大豆油 5 5 5 5 
スクロース 50 50 50 50 
真珠層抽出成分 0 0 0.15 0.3 
合計 100 100 100 100 
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 方法 
7. 4 週齢の SAMP8 マウスおよび SAMR1 マウス 25 匹を 4 つのケージ(1 ケージ５匹)

に分け、1 週間順化させた。 
8. 順化後、SAMR1 群および SAMP8 群には AIN93G 基本食、真珠投与群には真珠層

抽出成分を 125mg/kg、250mg/kg 混ぜたものを、毎日 6 か月間与えた。 
9. 6 か月後に行動薬理試験を用いてマウスの BPSD 様行動を評価し、最後に解剖を行

った。 

図 20 第 3 章の動物実験スケジュール 
 

3.1.2 行動薬理試験 

オープンフィールド試験、高架式十字迷路試験、強制水泳試験、スクロース嗜好性試
験を 2.1.3 と同じ方法で行い、マウスの不安・うつ症状を評価した。本章で行った他の
行動薬理試験については以下のとおりである。 
 
 新奇環境摂食抑制試験 
 使用器具 
・マウス用飼育ケージ(縦 20cm×横 30cm×高さ 10cm) 
・マウスの餌(オリエンタル酵母) 
・ビデオカメラ 
・照明 
 
 手順 
1. 実験の前日にマウスを絶食させた。 
2. マウス用飼育ケージの上から照明を照らし、上から撮影されるようにビデオカメ

ラを設置した。また、マウスの餌をケージの端に置いた。 
3. マウスをケージ内に入れ、餌を食べ始めるまでの時間を測定した。 

図 21 新規環境摂食抑制試験 
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 ソーシャルインタラクション試験 
 使用器具 
・アルミ製円筒容器(直径 35cm×高さ 40cm) 
・マッキーペン(黒) 
・ビデオカメラ 
・照明 
 
 手順 
1. あらかじめマウスのペアを組み、区別がつけられるように、一方のマウスにマッ

キーペンで印をつけた。 
2. 上から照明を照らし、上から撮影されるようにビデオカメラを設置した。 
3. 容器内に 1 組のマウスを入れ、5 分間自由に探索させた。 
4. マウス同士の攻撃行動をとった回数・時間、匂いを嗅いだ回数・時間、追いかけ

た回数・時間を測定した。 

図 22 ソーシャルインタラクション試験 
 
 概日リズムの評価 
 実験器具 

 回転式運動量測定装置 
 遮光用段ボール箱 
 照明 
 ビデオカメラ 

 
 手順 

1. マウスを回転式運動量測定装置に入れ、回転数を撮影し始めた。 
2. 実験開始から 12 時間後に装置を遮光し、回転数が見えるように照明を照らし

ながら回転数を撮影した。 
3. 実験開始から 24 時間後にマウスの運動量の測定を終了した。 
4. 2 時間毎のマウスの運動量を算出し、24 時間の運動量変化、明期(0~12 時間

後)の運動量、暗期(12~24 時間後)の運動量・運動量割合を算出した。また、
暗期の運動量割合は以下の式から算出した。 

暗期の運動量割合[%] = 
暗期の運動量[回]

明期の運動量[回] + 暗期の運動量[回]
 × 100 
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図 23 概日リズムの測定 

3.1.3 リアルタイム PCR 

本章のリアルタイム PCR は 2.1.4 と同様の方法で行った。また、使用したプライマー
は以下のとおりである。 

Primer seqence(5`to3`) 

IRE1-s 
F-CGTGCTTCGCATCTTCTGCA 
R-CAGCGATCTAGGTCTGGGCT 

PERK-s 
F-CTGCTGCTTCTGTTCCTGCT 
R-AGCCAAACACTGTCTCCGAC 

ATF6 
F-ATCGCTGTGCTGAGGAGACA 
R-TCTCTGACACCACCTCGTCC 

eIF2α 
F-GCATTCTTCGCCATGTTGCTG 
R-GCATCGTAGGCACCGTATCC 

CHOP 
F-CAACAGAGGTCACACGCACA 
R-TTCATGCGTTGCTTCCCAGG 

ATF4 
F-ACTGGCGAGTGTAAGGAGCT 
R-CCCTTGCCTTACGGACCTCT 

BDNF 
F-AGAGCTGTTGGATGAGGACCAG 
R-CAAAGGCACTTGACTACTGAGCA 

β-actin 
F-GGCTGTATTCCCCTCCATCG 
R-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

 
3.1.4 RNA シークエンス解析 
 使用器具・試薬 
・液体窒素(室蘭工業大学) 
・RNeasy Mini Kit (Qiagen) 
・Bioanalyzer (Agilent) 
・NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module (NEB) 
・NEBNext Ultra II RNA Library Prep Kit for Illumina (NEB) 
・Illumina NextSeq platform 
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 手順 
1. 液体窒素を用いて採取した脳組織を瞬時に凍結させ、total RNA を抽出するまで-

80℃で保存した。 
2. RNeasy Mini Kit を用いて、脳組織から Total RNA を抽出し、Bioanalyzer を用い

て Total RNA の安定性を確認した。 
3. NEBNext Poly(A) mRNA Magnetic Isolation Module および NEBNext Ultra II RNA 

Library Prep Kit for Illumina を用いて RNA-seq ライブラリを構築し、サンプルご
とに Illumina NextSeq platform を用いてシークエンスを読み取った。 

4. シークエンスファイルから TPM 値を算出し、そのうち TPM<1 の遺伝子を除外し
た。 

5. それぞれの TPM 値を log2 倍率変化に変換した後、少なくとも 1.2 倍の変化があ
り、p 値 < 0.01 の mRNA を発現変動遺伝子 (DEG) とした。 

6. 遺伝子発現パターンを比較するため、各マウス群におけるヒートマップを作製し
た。また、ToppGene Suite ( https://toppgene.cchmc.org )を用いてマウス群間に
おける遺伝子オントロジー(GO)を解析した。 

 

3.1.5 電気泳動およびウェスタンブロット 

本項目における電気泳動およびウェスタンブロットは、2.1.6 および 2.1.7 と同様の
方法で行った。また、使用した一次抗体は以下のとおりである。 

抗体 会社 抗体 会社 

β-actin antibody (Rabbit 血清)   NF-kB antibody biorbyt 

Bax antibody biorbyt IL-6 antibody biorbyt 

Bcl2 antibody biorbyt TNFα antibody biorbyt 

PERK antibody biorbyt IL-1β antibody biorbyt 

p-PERK antibody biorbyt GFAP antibody biorbyt 

GPR78 antibody biorbyt GSK-3β antibody biorbyt 

ATF4 antibody biorbyt p-GSK-3β(ser9) antibody biorbyt 

CHOP antibody biorbyt p-tau antibody biorbyt 

JNK antibody biorbyt 5-HT1A antibody biorbyt 

p-JNK antibody biorbyt NLRP3 antibody biorbyt 

 

3.1.6 統計解析 
各データは 4~5 匹/群のマウスから得られ、平均値±標準偏差として算出したものであ
る。統計解析は一元配置分散分析(ANOVA)と Fisher`s exact test を用いて行い、p 値が
0.05 未満で有意差ありと判定した。すべての統計解析はエクセル統計ソフトウェア
(BellCurve)を用いて用いて行われた。 
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3.2 実験結果 

3.2.1  SAMP8 マウスの不安・うつ行動に対する真珠層抽出成分の効果 

SAMP8 マウスは老化に伴ってうつ症状および不安症状を示すことが知られている
ため、まずは強制水泳試験およびスクロース嗜好性試験を用いてマウスのうつ症状を評
価した。強制水泳試験では、SAMP8 の不動時間が SAMR1 よりも４倍近くまで有意に
増加し、老化に伴ううつ症状が認められた。真珠層抽出成分を投与したマウスでは、
250mg/kg の濃度では有意差な変化が見られなかったものの、125mg/kg の投与したマ
ウスにおいて不動時間の有意な減少がみられた。(図 24(a)) オープンフィールド試験
ではいずれのマウス群においても自発的運動活性の変化が見られなかったことから、真
珠層抽出成分による不動時間の減少はマウスの運動活性によるものでないことが裏付
けられた。(図 24(b)) 一方、スクロース嗜好性試験では SAMP8 のスクロース嗜好性
がコントロールよりも 20％近く減少したが、真珠層抽出成分の投与によって 80％近く
まで増加した。(図 24(c)) これらの結果は、真珠層抽出成分が SAMP8 の老化に伴う
うつ症状を抑制したことを示している。 

次に高架式十字迷路試験、新奇環境摂食抑制試験を用いて、マウスの不安症状を評
価した。高架式十字迷路試験を行ったところ、SAMP8 では SAMR1 よりもオープンア
ームにいた時間および入った回数がともに減少し、老化に伴う不安症状が認められた。
しかし、真珠層抽出成分を投与することでオープンアームにいた時間および入った回数
がともに増加したことから、真珠層抽出成分が抗不安作用を示すことが明らかになった。
(図 25(a,b)) この結果をさらに確認するため新奇環境摂食抑制試験を行ったところ、
SAMP8 のエサを食べ始めるまでの時間は 20～30 秒であったが、真珠層投与マウスで
はこの時間が 10 秒近くとなり、真珠層抽出成分が SAMP8 の不安症状を抑制すること
が確認された。(図 25(c)) 
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図 24 SAMP8 マウスにおけるうつ症状に対する真珠層抽出成分の効果 
各マウス群におけるうつ症状は(a)強制水泳試験、(c)スクロース嗜好性試験を用いて評
価した。また、(b)オープンフィールド試験を用いてマウスの自発的運動活性を評価し
た。(n=5) 
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図 25  SAMP8 マウスの不安症状に対する真珠層抽出成分の効果 
マウスの不安症状を評価するため、高架式十字迷路試験および(c)新規環境摂食抑制試
験を行った。高架式十字迷路試験では、(a)オープンアームにいた時間および(b)入った
回数をそれぞれ測定した。(n=5) 
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3.2.2 SAMP8 マウスの攻撃行動・概日リズムに対する真珠層抽出成分の効果 

認知症患者の多くでは攻撃性や徘徊行動もみられる。統計調査によると、攻撃性は認
知症患者の 30~50％[70]、徘徊行動は 50~60%[71]で併発するが、介護者にとってこれ
らの症状は BPSD の中でも特に大きな負担になっている。また、SAMP8 においても攻
撃行動や、徘徊行動の要因となる概日リズムの乱れがみられることから、真珠層抽出成
分が SAMP8 マウスの攻撃行動や概日リズムにも影響を与えるかどうか検討した。 

マウスの攻撃性を評価するため、ソーシャルインタラクション試験を行った。各マウ
ス群における攻撃した回数と時間を測定したところ、SAMP8 マウスでは攻撃行動した
回数・時間がコントロールよりも増加したが、真珠層抽出成分によってコントロール近
くまで減少した。(図 26(a,b) これらの結果は、真珠層抽出成分が SAMP8 マウスの攻
撃性を抑制することを示している。 

一方、マウスの概日リズムを評価するため、24 時間の自発的運動活性を明期(9:00-
21:00)および暗期(21:00-9:00)に分けて測定した。マウスは夜行性であるため暗期に活
発になり、明期では活動しない概日リズムを示す。SAMR1 マウスでは暗期の自発的運
動活性が大部分を占め、正常な概日リズムを示したのに対し、SAMP8 マウスでは活動
期が逆転し、概日リズムが乱れていることが認められた。しかし、真珠層抽出成分を投
与することで活動期のバランスが正常に戻った。(図 26) これらの結果は、真珠層抽出
成分が SAMP8 マウスにおける概日リズムの乱れを抑制することを示している。 
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図 26 SAMP8 マウスにおける攻撃行動・概日リズムに対する真珠層抽出成分の効果 
各マウス群における攻撃行動はソーシャルインタラクション試験を用いて評価し、(a)
攻撃した時間、(b)攻撃した回数をそれぞれ測定した。また、(c)マウスの概日リズムは
24 時間の自発的運動活性を測定することで評価した。 
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3.2.3 老化に伴う神経細胞死に対する真珠層抽出成分の効果 

行動薬理試験の結果から、真珠層抽出成分は SAMP8 マウスの BPSD 様症状にも有
効であることが分かった。次は作用機序を明らかにするため、海馬領域における神経変
性について検討した。マウスの脳組織切片を用いて HE 染色を行ったところ、SAMP8
マウスでは明らかな神経変性が観察されたが、真珠層抽出成分を投与することで生細胞
数が有意に増加し、老化に伴う神経変性が抑制されることが確認された。(図 27) 

また視床下部や偏桃体も不安・うつ症状に関わるため、これらの領域についても検
討した。(図 28,29) 海馬の結果と一致して、視床下部・偏桃体においても SAMP8 マウ
スで強い神経変性が確認されたが、真珠層投与によって生細胞数が SAMR1 近くまで回
復した。 

これらの結果をさらに確認するため、アポトーシスに関与する Bax および Bcl2 につ
いて免疫組織染色を行った。Bax はアポトーシスを誘導するのに対し、Bcl2 は抗アポト
ーシスタンパク質として機能する。免疫組織染色の結果、海馬 CA1、CA2、歯状回にお
いて Bax の発現量が SAMP8 で増加し、真珠層投与によって減少することが分かった。
(図 30) 一方、Bcl2 については CA2、CA3、DG 領域において真珠層投与による発現
量増加が確認された。(図 31) また、神経保護に重要な BDNF の mRNA 発現量も真
珠層抽出成分によって増加することも確認している。(図 32) これらの結果から、真珠
層抽出成分は神経保護作用によって SAMP8 マウスの老化に伴うアポトーシスを抑制
することが明らかになった。 
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図 27 海馬領域における神経変性に対する真珠層抽出成分の効果 
HE 染色を用いて、海馬領域における神経細胞を観察した。(a) 矢印は変性した神経細
胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。また、生存している神経細胞数を
CA1、CA2、CA3、歯状回(DG)に分けて測定した。 
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図 28 視床下部における神経変性に対する真珠層抽出成分の効果 
HE 染色を用いて、視床下部領域における神経細胞を観察した。(a) 矢印は変性した神
経細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。また、生存している神経細胞数
を測定した。(b) 
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図 29 偏桃体における神経変性に対する真珠層抽出成分の効果 
HE 染色を用いて、偏桃体領域における神経細胞を観察した。(a) 矢印は変性した神経
細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。また、生存している神経細胞数を
測定した。(b) 
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図 30  Bax に対する海馬領域の免疫組織染色 
矢印は陽性の神経細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。それぞれの領域
における発現量は、ImageJ を用いて定量した。 
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図 31  Bcl2 に対する海馬領域の免疫組織染色 
矢印は陽性の神経細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。それぞれの領域
における発現量は、ImageJ を用いて定量した。 
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図 32  BDNF の mRNA 発現量 
各マウス群における mRNA 発現量はリアルタイム PCR を用いて測定し、β-actin に対
して標準化した。(n=4-5) 
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3.2.4 RNA シークエンス解析を用いた SAMP8 マウスの脳内における遺伝子発
現の検討 

真珠層抽出成分の作用メカニズムさらに検討するため、マウスの脳組織を用いて
RNA シークエンス解析を行った。本研究で得られた発現変動遺伝子(DEGs)は合計で
12553 個であり、SAMR1 vs SAMP8 における GEGs は 401 個、SAMP8 vs SAMP8+真
珠では 317 個であった。(図 33) これらの DEGs のうち、両方の条件を満たす遺伝子
群を Target genes(図 33＊)とし、Target genes についてヒートマップを作製した。(図
34(a)) 

ヒートマップについて統計解析を行ったところ、発現パターンが異なる４つのクラ
スターが得られた。そのうち C4 クラスター(SAMP8 で発現量が増加し、真珠層投与に
よって減少した DEGs)に対してエンリッチメント解析を行った。(図 34(b)) 解析の結
果、上位の GO term には「protein refolding」、「cellular response to unfolded protein」、
「response to endoplasmic reticulum stress」など、タンパク質の折り畳みや ER ストレ
スに関連する生化学プロセスが示された。これは、ER ストレスやタンパク質の折り畳
みに関わる mRNA 発現量が SAMP8 マウスで増加し、真珠層投与で減少することを示
唆している。一方、C2 クラスター(SAMP8 で発現量が減少し、真珠層投与によって増
加した DEGs)についてもエンリッチメント解析を行ったが、有意な GO term は得られ
なかった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 33 RNA シークエンス解析で使用した DEGs のベン図 
青い円は SAMR1-SAMP8 の間で得られた DEGs、黄色の円は SAMP8-SAMP8+真珠の
間で得られた DEGs、Target genes は両方の条件を満たす DEGs を表している。 
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図 34 各マウス群における RNA シークエンス解析の結果 
(a)Target genes おけるヒートマップを作製し、それぞれ発現パターンが異なる C1、C2、
C3、C4 クラスターが得られた。また、DAVID ウェブツールを用いて、C4 クラスター
の GO 解析を行った。(b) 
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3.2.5 真珠層抽出成分の ER ストレス抑制作用 

小胞体はタンパク質の折り畳みや翻訳後修飾に関わるオルガネラであるが、折り畳
みに失敗した unfolded proteins が蓄積すると小胞体ストレス反応(UPR)シグナル経路
が活性し、unfolded proteins 蓄積の改善に寄与する。しかし過剰になると神経細胞死に
つながってしまう。また、ER ストレスはうつ病や認知症などの神経変性疾患に関わっ
ていることが知られている。RNA シークエンス解析の結果をさらに確認するため、リ
アルタイム PCR を用いて ER ストレスに関わる IRE1、PERK、ATF6、eIF2α、CHOP、
ATF4 の mRNA 発現量を調べた。RNA シークエンス解析の結果と一致して、SAMP8
マウスにおけるこれらの mRNA 発現量は有意に増加したが、真珠層抽出成分を投与す
ることで減少した。(図 35)  

一方、ウェスタンブロットと免疫組織染色でも同様の結果が得られた。(図 36,37) 
いずれにおいても、ER ストレス関連タンパク質の発現量が SAMP8 で有意に増加した
が、真珠層抽出成分によって減少した。これらの結果から、真珠層抽出成分は SAMP8
マウスの ER ストレスを抑制することが示された。 
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図 35 ER ストレスに関わる mRNA 発現量 
各マウス群における IRE1、PERK、ATF6、eIF2α、CHOP、ATF4 の mRNA 発現量は
リアルタイム PCR を用いて測定し、β-actin に対して標準化した。(n=4-5) 
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図 36 ER ストレスに関わるタンパク質の発現量 
各マウス群の皮質・海馬における PERK、p-PERK、GRP78、ATF4、CHOP、JNK、p-
JNK の発現量はウェスタンブロットを用いて測定した。発現量は ImageJ を用いて定量
し、β-actin に対して標準化した。(n=4-5) 
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図 37 海馬 CA1 領域における ER ストレス関連タンパク質の免疫組織染色 
矢印は陽性の神経細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。それぞれのタン
パク質の発現量は、ImageJ を用いて染色面積を定量した。  
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3.2.6 SAMP8 マウスの脳内における真珠層抽出成分の抗炎症作用 

ER ストレスは神経炎症につながることが報告されているため、炎症を誘導する NF-
kB や NLRP3 に着目した。NF-kB は炎症性サイトカインの転写因子であり、活性化す
ると IL-6 や TNFαなどの炎症性サイトカイン産生を誘導する。一方、NLRP3 は NLRP3
インフラマソーム複合体の形成に関与するが、形成過程で IL-1βなどの炎症性サイト
カインが産生される。したがってウェスタンブロットおよび免疫組織染色を用いて NF-
kB と NLRP3 について調べた。(図 38) いずれにおいても、SAMP8 で発現量がとも
に増加したが、真珠層投与によって減少した。また炎症性サイトカインである IL-6、
TNFα、IL-1βについて免疫組織染色を行ったところ、海馬 CA1 領域において真珠層
抽出成分による発現量減少がみられた。(図 39) さらにウェスタンブロットにおいて
も IL-1β、TNFα、GFAP の発現量が真珠層投与により抑制された。(図 40) これら
の結果は、真珠層抽出成分が NF-ｋB および NLRP3 を介して SAMP8 の神経炎症を抑
制することを示唆している。 

この結果をさらに確認するため、GSK-3βのリン酸化についても検討を行った。ER
ストレスは GSK-3βのリン酸化を介して NF-kB や炎症性サイトカインを増加させるこ
とが報告されている。また、GSK-3βが NLRP3 の活性化を制御することも報告されて
いる。そのため、ウェスタンブロットを用いて GSK-3βおよび p-GSK-3β(Ser9)の発
現量を調べた。不活性型である p-GSK-3β(Ser9)では、いずれのマウス群においても変
化が見られなかったが、活性型である GSK-3βでは SAMP8 で増加する傾向がみられ、
真珠層投与によって有意に減少した。(図 41) 特に真珠層抽出成分 250mg/kg の投与は
GSK-3βのリン酸化率を著しく増加させた。これらの結果から、真珠層抽出成分の ER
ストレス抑制は GSK-3βを介して SAMP8 マウスの神経炎症を抑制することが示唆さ
れた。 
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図 38 各マウス群の脳内における NLRP3 および NF-ｋB の発現量 
(a)ウェスタンブロットを用いて皮質・海馬における NLRP3 および NF-kB の発現量を
測定した。発現量は ImageJ を用いて定量し、β-actin に対して標準化した。(n=4-5)、
(b) 海馬 CA1 領域における NLRP3 および NF-B の免疫組織染色を行った。矢印は陽
性の神経細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。ImageJ を用いて染色面
積を定量することで、それぞれのタンパク質の発現量を測定した。 
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図 39 海馬 CA1 領域における炎症性サイトカインの免疫組織染色 
矢印は陽性の神経細胞を示し、スケールバーは 100μm を表している。ImageJ を用い
て染色面積を定量することで、それぞれのタンパク質の発現量を測定した。 
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図 40 IL-1β、TNFα、GFAP の発現量変化  
各マウス群の皮質・海馬における IL-1β、TNFα、GFAP の発現量はウェスタンブロ
ットを用いて測定した。発現量は ImageJ を用いて定量し、β-actin に対して標準化し
た。(n=4-5) 
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図 41 IL-1β、TNFα、GFAP の発現量変化  
各マウス群の皮質・海馬における(a)GSK-3β、(b)p-GSK-3β(ser9)の発現量はウェス
タンブロットを用いて測定した。発現量は ImageJ を用いて定量し、β-actin に対して
標準化した。(c)GSK-3βのリン酸化率は、p-GSK-3β(ser9) / GSK-3βから算出された
(n=4-5) 
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3.2.7 真珠層抽出成分によるリン酸化タウの抑制 
アルツハイマー病は、脳内でリン酸化タウが増加することが知られている。SAMP8

マウスはアルツハイマー病モデルではないが、老化に伴ってリン酸化タウが増加するこ
とから、海馬や皮質における発現量を調べた。免疫組織染色およびウェスタンブロット
を行ったところ、SAMP8 の p-タウの発現量は SAMR1 よりも増加したが、真珠層抽出
成分を投与したマウスで SAMR1 近くまで減少した。(図 42) リン酸化タウの蓄積は神
経細胞死につながることから、真珠層抽出成分による発現量の減少は神経保護作用に寄
与している可能性がある。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 42 各マウス群の脳内における p-タウの発現量 
(a)海馬 CA1 領域における p-タウの免疫組織染色を行った。矢印は陽性の神経細胞を示
し、スケールバーは 100μm を表している。ImageJ を用いて染色面積を定量すること
で発現量を測定した。(b)ウェスタンブロットを用いて皮質・海馬における p-タウの発
現量を測定した。発現量は ImageJ を用いて定量し、β-actin に対して標準化した。(n=4-
5) 
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3.2.8 SAMP8 の 5-HT1A 受容体に対する真珠層抽出成分の効果 
真珠層抽出成分は LPS 誘発モデルマウスの 5-HT1A 受容体を増加させたことから、

SAMP8 マウスに対しても同様の効果があるかどうか検討した。ウェスタンブロットを
用いて行ったところ、SAMP8 における発現量は SAMR1 の半分近くまで減少したが、
真珠層投与によって有意に増加した。(図 43) このことから、真珠層抽出成分は SAMP8
マウスの 5-HT1A 受容体の発現量も増加させることが分かった。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 43 SAMP8 マウスにおける 5-HT1A 受容体の発現量 
ウェスタンブロットを用いて皮質・海馬における 5-HT1A 受容体の発現量を測定した。
発現量は ImageJ を用いて定量し、β-actin に対して標準化した。(n=4-5) 
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3.3 考察 

本章では、真珠層抽出成分が SAMP8 マウスの脳内における ER ストレスを著しく
抑制し、最終的に老化に伴う不安・うつ症状を抑制することが示された。多くの先行研
究では、ER ストレス阻害剤が抗うつ作用を示すことが報告されており[72,73,74]、本研
究の結果と一致している。一方、真珠層抽出成分は SAMP8 マウスにおける NF-kB や
NLRP3、IL-1β、IL-6、TNFαの発現量を減少させたが、ER ストレスは UPR シグナ
ル経路を介して NF-kB や NLRP3 活性化させ、神経炎症を誘導する。[75] また、IRE1
αの活性化は GSK-3βを介して NF-kB や炎症性サイトカインを増加させることが報告
されている。[76] したがって、真珠層抽出成分の ER ストレス抑制は抗炎症作用に寄
与していると考えられる。(図 44) 

真珠層抽出成分は SAMP8 マウスにおける神経変性を抑制し、BDNF の mRNA 発現
量も増加させることが分かった。真珠層抽出成分の神経保護作用はアミロイドβ誘発記
憶障害モデルマウスや D-ガラクトース誘発モデルマウスにおいても確認されている。
[44,67] また、ER ストレスと神経炎症はともにアポトーシスにつながることから、こ
れらの抑制が神経保護に寄与していると推察された。一方、海馬、視床下部、扁桃体は
視床下部－下垂体－副腎(HPA)軸に関連しているが、HPA 軸の機能異常もうつ病の発
症原因のひとつとして考えられている。[77] そのため、これらの脳領域における真珠
層抽出成分の神経保護作用は HPA 軸にも影響を与えていると考えられる。 

LPS 誘発不安・うつモデルマウスおよび SAMP８マウスに対して真珠層抽出成分は
抗不安・抗うつ作用を示したが、直接的なターゲットは明らかになっていない。両者に
おける生理活性作用には異なる点がみられたが、これは不安・うつ症状の発症メカニズ
ムが異なるため作用に違いが生じたものと考えられる。(図 44) しかし共通して、抗炎
症作用と神経保護作用を介することが示された。5-HT1A 受容体の発現量増加も二つの
モデルマウスで確認されているが、SAMP8 マウスでの検討は十分ではないためさらに
確認する必要がある。これらのことから、少なくとも抗炎症作用と神経保護作用は抗不
安・抗うつ作用において重要な役割を果たしていると考えられる。 

当研究室は以前、真珠層抽出成分が腹腔内投与・経口投与のいずれでもスコポラミ
ンで誘発した記憶障害を抑制することを報告している。[42] 第 2 章および第３章の結
果から、真珠層抽出成分の抗不安・抗うつ作用は腹腔内投与に限らず、経口投与でも発
揮されることが分かった。これはアコヤガイ真珠層を機能性食品として日常的に摂取す
ることで、不安症状やうつ病の予防・治療に役立てることができる可能性を示唆してい
る。 

真珠層抽出成分は SAMP8 マウスの不安・うつ症状に限らず、攻撃行動や概日リズ
ム障害にも有効であることが分かった。いくつかの先行研究では、ER ストレスが時計
遺伝子を介して概日リズムを乱すことが報告されている。[78,79] RNA シークエンス
解析の結果によると、時計遺伝子である Per2 の mRNA 発現量は SAMP8 で増加する
が、真珠層投与によって減少することが確認されている(データ未掲載)。一方、一部の
5-HT1A 受容体アゴニストは攻撃性を抑制することが報告されているが [80]、本章で
は SAMP8 マウスの 5-HT1A 受容体の発現量が真珠層投与によって増加することが確
認された。これらの結果は、真珠層抽出成分が概日リズム障害や攻撃性を抑制すること
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を示唆しているが、詳しいメカニズムについてはさらに検討する必要がある。 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 44 第 2 章のまとめ 
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第4章  アコヤガイ貝殻真珠層に含まれる抗不安・抗うつ物質の単離・同定およ
び作用経路の検討 

真珠層抽出成分が抗不安・抗うつ作用を示すことから、LPS 誘発不安・うつモデル
マウスを用いた評価系を活用し、真珠層中の抗不安・抗うつ物質の単離・同定を行った。
また、抗不安・抗うつ物質が脳に作用する経路としてエクソソームが関与している可能
性を考慮し、その検証も行った。 

 
4.1 実験方法 
4.1.2 抗不安・抗うつ物質の分画・精製 

図 45 に示すように、真珠層抽出成分を逆相 HPLC、陰イオン交換 HPLC、ゲルろ過
HPLC により複数に分画し、オープンフィールド試験と強制水泳試験を用いてぞれぞ
れの画分の抗不安・抗うつ作用を順次評価した。本研究では逆相③、陰イオン④、高分
子量画分において生理活性が認められた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
OFT : オープンフィールド試験 
FST : 強制水泳試験 
 
図 45 抗不安・抗うつ物質の分画・精製のフローチャート 
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 使用器具・試薬 
・真珠層抽出成分 
・アセトニトリル 
・NaCl(和光純薬)  
・0.1％トリフルオロ酢酸(TFA)溶液 
・20mM Tris-HCl (pH7.5) 
・C18 逆相カラム(ODS80TS; TOSOH) 
・TSK-gel DEAE-5PW カラム(TOSOH) 
・TSK-gel G3000SW カラム(TOSOH) 
・セルロースメンブレン MWCO:6000~8000 (Spectrum Medical Industries) 
 
 方法 
逆相 HPLC 
1. 200mg/mL 真珠層抽出液を作製し、コンセントレーターを用いて凍結乾燥した。 
2. 乾燥物を 0.1%TFA 溶液 1~2mL に溶解した後、13000r.p.m で 1 分間遠心分離し、

上清を 0.45μm フィルターにかけた。 
3. 0.1%TFA 溶液で HPLC を平衡化し、流速 1mL/min で真珠層抽出液を C18 逆相カ

ラムにかけた。吸着成分はアセトニトリル(0~100%)の直線的なグラジエントで溶
出させた。 

4. ①6~30min、②30~45min、③45~60min の溶出液を採取し、コンセントレーター
を用いて溶出液を凍結乾燥した。 

5. 乾燥物を超純水に溶解させた後、目的の濃度に希釈し、以降の実験に使用した。 
 
陰イオン交換 HPLC 
1. 20mM Tris-HCl (pH7.5)で HPLC を平衡化し、逆相 HPLC をかけた画分を、0.5ｍ

L/min の条件で TSK-gel DEAE-5PW カラムにかけた。吸着成分は NaCl(0~0.5M)
のグラジエントで溶出させた。 

2. ①0~13min、②13~26min、③26~39min、④39~51min の溶出液を採取した後、セ
ルロースメンブレンに入れ、脱イオン水に対して脱塩を行った。 

3. コンセントレーターを用いて溶出液を凍結乾燥し、乾燥物を超純水に溶解させた。 
4. 目的の濃度に希釈し、以降の実験に使用した。 
 
ゲルろ過 HPLC 
1. 20mM Tris-HCl (pH7.5)で HPLC を平衡化し、陰イオン交換 HPLC をかけた画分

を、0.4ｍL/min の条件で TSK-gel G3000SW カラムにかけた。 
2. ①0~20min、②20~40min の溶出液を採取し、コンセントレーターを用いて溶出液

を凍結乾燥した。 
3. 乾燥物を超純水に溶解させた後、目的の濃度に希釈し、以降の実験に使用した。 
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4.1.3 各 HPLC 画分における抗不安・抗うつ作用の評価 
 使用器具・試薬 
・4 週齢 ICR マウス(日本クレア) 
・真珠層抽出液 50mg/kg および 100mg/kg 
・超純水 
・Lipopolysaccharides from Escherichia coli O127:B8 (SIGMA) 
・注射針 (26G×1/2) 付 1 mL シリンジ (TERUMO) 
 
 方法 
1. 4 週齢の ICR マウスをケージ(1 ケージ５、６匹)に入れ、1 週間順化させた。 
2. 順化後、Control 群と LPS 群には超純水、画分投与群には真珠層抽出成分 100mg/kg

等量の HPLC 画分を 2 週間毎日腹腔内投与した。 
3. 各マウス群に LPS 1mg/kg および PBS を腹腔内投与した。 
4. LPS 投与から 24 時間後にオープンフィールド試験および強制水泳試験を用いて各

画分の抗不安・抗うつ作用を評価した。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 46 第 4 章の動物実験スケジュール (各 HPLC 画分の活性評価) 
 
4.1.4 抗不安・抗うつ物質のタンパク質量・糖質量の定量 
 使用器具・試薬 
・PierceⓇBCA Protein Assay Kit(Thermo) 
・ウシ血清アルブミン(和光純薬) 
・グルコース(和光純薬) 
・フェノール(和光純薬) 
・濃硫酸(和光純薬) 
・分光光度計 
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抗不安・抗うつ物質の重量測定 
1. エッペンの重量を計り、単離した抗不安・抗うつ物質溶液を入れた。 
2. コンセントレーターを用いて抗不安・抗うつ物質溶液を凍結乾燥し、乾燥物が入っ

たエッペンを再度計った。 
3. 計った重量の差から抗不安・抗うつ物質の重量を算出した。 
 
BCA アッセイ 
抗不安・抗うつ物質に含まれるタンパク質量を定量するために BCA アッセイを実施し
た。 
 
・検量線の作成 
1. 2mg/mL ウシ血清アルブミン溶液(超純水で溶解)を作製し、それぞれ 0,0.1,0.5,1,2 

mg/mL になるように希釈した。 
2. ligand A：ligand B = 100 ： 1 になるように反応溶液を調製し、新しいエッペンに

200 µL ずつ入れた。 
3. 2 の反応溶液に 1 のウシ血清アルブミン溶液を 2μL ずつ混和し、37℃で 30 分イ

ンキュベートした。 
4. 562 nm で吸光度を測定し、吸光度を y、タンパク質濃度を x として検量線を作製

した。 
 

・タンパク質量の定量 
1. 抗不安・抗うつ物質に超純水 1mL を溶解させた。 
2. ligand A：ligand B = 100 ： 1 になるように反応溶液を調製し、新しいエッペンに

200 µL ずつ入れた。 
3. 1 の反応溶液に抗不安・抗うつ物質溶液を 2 μL 混和し、37℃で 30 分インキュベ

ートした。 
4. 562 nm で吸光度を測定し、検量線からタンパク質量を算出した。(単位は mg 

protein/mL) 
5. タンパク質量と抗不安・抗うつ物質の重量から、全体のタンパク質の割合を算出し

た。 
 
糖質量の測定 
抗不安・抗うつ物質に含まれる糖質量を決定するために、フェノール硫酸法を決定した。 
 
・検量線の作成 
1. 10 mg/mL グルコースを希釈して 0、0.5、1、2、5、10 mg/mL の溶液 20 µL をそ

れぞれエッペンチューブに分注する。 
2. 5 % フェノールを各濃度のグルコース溶液に 20 µL ごとに添加し混合する。 
3. 濃硫酸を 100 µL 添加し攪拌後、室内で 30 分間放置する。 
4. 分光光度計を用いて 490 nm の吸光度を測定する。 
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・糖質量の定量 
1. 抗不安・抗うつ物質に超純水 1mL を溶解させた。 
2. 抗不安・抗うつ物質溶液 20 µL に 5 % フェノールを 20 µL 添加し混合させた。 
3. 濃硫酸を 100 µL 添加し攪拌後、室内で 30 分間放置した。 
4. 分光光度計を用いて 490 nm の吸光度を測定した。 
5. 検量線の式から糖質量(mg/mL)を算出した。 
6. 糖質量と抗不安・抗うつ物質の重量から、全体の糖質量の割合を算出した。 
 
4.1.5 PAS 染色 
 使用器具・試薬 
・12.5%トリクロロ酢酸 
・１％過ヨウ素酸 
・0.5%亜硫酸水素ナトリウム 
・フクシン染色液 
 
 試薬の調製 
・12.5%トリクロロ酢酸 
12.5g トリクロロ酢酸を 100mL にメスアップした。 
 
・１％過ヨウ素酸 
1g 過ヨウ素酸を 6mL 酢酸で溶解し、3％酢酸で 200mL にメスアップした。 
 
・0.5%亜硫酸水素ナトリウム 
1g 亜流酸ナトリウムを 10mL 脱イオン水で溶解した後、10mL の 1M HCl と混合し、
200mL にメスアップした。 
 
・フクシン染色液 
塩基性フクシン 1g を 60℃で温めた脱イオン水 200mL に溶解した後、亜硫酸ナトリウ
ム 1g を加えた。その後、1M HCl20mL を加え、ろ過したものを冷暗所に保管した。 
 
 方法 
1. 抗不安・抗うつ物質を SDS 電気泳動にかけた。 
2. 電気泳動ゲルを 12.5％トリクロロ酢酸で 30 分間振盪させた。 
3. 脱イオン水で 30 ほどゲルを洗浄した。 
4. 1%過ヨウ素酸で 50 分間振盪させた。 
5. 脱イオン水でゲルを 10 分間振盪させ、5 回繰り返した。 
6. フクシン溶液にゲルを浸し、遮光させながら 50 分間振盪させた。 
7. 0.5%亜硫酸ナトリウム溶液でバンドが見えるまで浸透させた。 
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4.1.6 STAINS ALL 染色 
 使用器具・試薬 
・25％2-プロパノール溶液 
・1M Tris-HCl 
・STAINS ALL 染色液 
 
 試薬の調製 
・STAINS ALL 染色液 
STAINS ALL      2mg 
2-プロパノール     10mL 
1M Tris-HCl      0.6mL 
ホルムアミド      4mL 
超純水         40mL 
上記の試薬を混合させた。染色液は使用直前に調製した。 
 
 方法 
 抗不安・抗うつ物質を SDS 電気泳動にかけた。 
1. 電気泳動ゲルを 25% 2-プロパノール溶液で 10 分間振盪させ、これを 4 回繰り返

した。 
2. ゲルを 25% 2-プロパノール溶液で一晩放置した。 
3. 超純水で 10 分間、ゲルを振盪させ、これを 4 回繰り返した。 
4. ゲルを STAINS ALL 溶液に浸し、遮光しながら 1～3 時間ほど発色するまで染色し

た。 
 
4.1.7 銀染色 
 使用器具・試薬 
・銀染色キットワコー(和光純薬) 
・メタノール 
・酢酸 
 
 試薬の調製 
・固定液Ⅰ 
メタノール  10mL 
酢酸     2mL 
脱イオン水  ８mL 
上記の試薬を混合させた。 
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・固定液Ⅱ 
メタノール    1mL 
酢酸       1.5mL 
固定原液(キット) 4mL 
脱イオン水    13.5mL 
上記の試薬を混合させた。 
 
・増感液 
増感原液(キット) 100μL に脱イオン水を加え、混合させた。 
 
・染色液 
染色液 A(キット) 1mL と染色液 B(キット)1mL をよく混合させたのち、脱イオン水
18mL を加えてよく混合させた。 
 
・現像液 
現像原液(キット)1mL に脱イオン水 19mL を加え、混合させた。 
 
 方法 
1. 抗不安・抗うつ物質を SDS 電気泳動にかけた。 
2. 電気泳動を流している間に、固定液Ⅰ、固定液Ⅱ、増感液、染色液、現像液を調製

した。 
3. 電気泳動ゲルを固定液Ⅰに浸し、15 分間振盪させた。 
4. ゲルを固定液Ⅱに浸し、15 分間振盪させた。 
5. ゲルを脱イオン水に浸し、5 分間振盪させた。これを 3 回繰り返し、十分に洗浄さ

せた。 
6. ゲルを増感液に浸し、5~10 分間振盪させた。 
7. ゲルを脱イオン水に浸し、5 分間振盪させた。 
8. ゲルを染色液に浸し、正確に 15 分間振盪させた。 
9. ゲルを脱イオン水に浸し、3~5 分間振盪させた。これを 3 回繰り返し、十分に洗浄

させた。 
10. ゲルを現像液に浸し、バンドが見えるまで浸透させた。 
11. 現像中の溶液に酢酸を加え、2～3 分間振盪させた。加える酢酸液は、現像液の

0.1~0.5%等量にした。 
12. ゲルを脱イオン水に浸し、2 分間振盪させた。これを 3 回繰り返し、十分に洗浄さ

せた。 
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4.1.8 抗不安・抗うつ物質を投与したマウスの血清エクソソーム(Nacre PS-
Exosome)の抽出 

 使用器具・試薬 
・抗不安・抗うつ物質を投与したマウスおよびその Control マウス(4.2.1、4.2.2 参照)
の血清 
・Exosome Precipitation Solution (Serum/Plasma) (MACHEREY-NAGEL) 
 
 方法 
1. 抗不安・抗うつ物質を投与したマウス、およびその Control マウスの血清を 10000

×g で 15 分間遠心分離し、新しいエッペンに少なくとも 100μL 分注した。 
2. 血清の 0.4 倍等量の Exosome Precipitation Solution(Serum/Plasma)を加え、十分

混合した。 
※例えば血清 100μL の場合、40μL 加える。 

3. 血清混合液を 2~8℃で 30 分間インキュベートした後、500×g で 5 分間遠心分離し
た。 

4. 上清を除去し、沈殿物と RNase-free water 500μL を混合させた。 
5. 抗不安・抗うつ物質処理マウス由来の血清エクソソーム溶液を Nacre PS-Exosome、

その Control マウス由来のものを Control-Exosome として以降の実験に使用した。 
6. エクソソーム濃度は BCA アッセイを用いて測定した。 
 
4.1.9 Nacre-Exosome の抗不安・抗うつ作用の検討 
 使用器具・試薬 
・4 週齢 ICR マウス(日本クレア) 
・超純水 
・Lipopolysaccharides from Escherichia coli O127:B8 (SIGMA) 
・注射針 (26G×1/2) 付 1 mL シリンジ (TERUMO) 
・Nacre PS-Exosome および Control-Exosome 
 
 方法 
1. 4 週齢の ICR マウスをケージ(1 ケージ５匹)に入れ、1 週間順化させた。 
2. 順化後、Control 群と LPS 群には超純水、エクソソーム投与群には Control-Exosome

および Nacre PS-Exosome (500μg/kg)を 2 週間毎日腹腔内投与した。 
3. 各マウス群に LPS 1mg/kg および PBS を腹腔内投与した。 
4. LPS 投与から 24 時間後にオープンフィールド試験および強制水泳試験を用いてマ

ウスの不安・うつ行動を評価した。 
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図 47 Nacre PS-Exosome の抗不安・抗うつ作用の評価スケジュール 
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4.1.10 リアルタイム PCR 

本章のリアルタイム PCR は 2.1.4 と同様の方法で行った。また、使用したプライマー
は以下のとおりである。 

Primer seqence(5`to3`) 

Mn-SOD 
F- GGCCAAGGGAGATGTTACAA 
R- GCTTGATAGCCTCCAGCAAC 

BDNF 
F-AGAGCTGTTGGATGAGGACCAG 
R-CAAAGGCACTTGACTACTGAGCA 

TNFα 
F- ACGGCATGGATCTCAAAGAC 
R- GTGGGTGAGGAGCACGTAGC 

GFAP 
F- GAGGGACAACTTTGCACAGG 
R- TCCTCCAGCGATTCAACCTT 

GRP78 
F-CCTGCGTCGGTGTGTTCAAG 
R-CGTGAGTTGGTTCTTGGCCG 

β-actin 
F-GGCTGTATTCCCCTCCATCG 
R-CCAGTTGGTAACAATGCCATGT 

 

4.1.11 電気泳動およびウェスタンブロット 

本項目における電気泳動およびウェスタンブロットは、2.1.6 および 2.1.7 と同様の
方法で行った。また、使用した一次抗体は以下のとおりである。 

抗体 会社 

β-actin antibody (Rabbit 二次抗体) proteintech 

TNFα antibody biorbyt 

GFAP antibody biorbyt 

GRP78 antibody biorbyt 

 
4.1.12 統計解析 

各データは 4~5 匹/群のマウスから得られ、平均値±標準偏差として算出したもので
ある。統計解析は一元配置分散分析(ANOVA)と Fisher`s exact test を用いて行い、p 値
が 0.05 未満で有意差ありと判定した。すべての統計解析はエクセル統計ソフトウェア
(BellCurve)を用いて用いて行われた。 
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4.2 実験結果 
4.2.1 真珠層抽出成分に含まれる抗不安・抗うつ物質の単離・同定 

真珠層抽出成分を逆相 HPLC、陰イオン交換 HPLC、ゲルろ過 HPLC の順に分画
し、それぞれの画分についてオープンフィールド試験、強制水泳試験を用いて活性を評
価した。(図 48) 本章では逆相③→陰イオン交換④→高分子量画分の順に目的物質の
単離が進み、一貫して抗不安・抗うつ作用が確認された。(図 49) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 48 HPLC 分画のピーク波形 
(a)逆相 HPLC 分画、(b)陰イオン交換 HPLC 分画、(c)ゲルろ過 HPLC 分画 
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図 49 各 HPLC 画分の抗不安・抗うつ作用 
それぞれの画分についてオープンフィールド試験、強制水泳試験を行った結果を示し
ており、(a),(b)は逆相分画、(c),(d)は陰イオン交換分画、(e),(f)はゲルろ過分画した
画分の結果を表している。 
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4.2.2 抗不安・抗うつ物質の同定 
抗不安・抗うつ物質のタンパク質量および糖質量を、それぞれ BCA アッセイとフェ

ノール硫酸法を用いて定量した。糖質濃度は 0.1085 mg/mL であったが、タンパク質が
検出されなかったため、得られた生理活性物質は糖類であることが分かった。 

銀染色はタンパク質を高感度に検出する染色法として広く用いられている。また、
STAINS-ALL は様々な有機成分を、その特性によってそれぞれ異なる色に染色するこ
とができる。例えば硫酸多糖やリン脂質、核酸などの負電荷をもつ酸性分子は青色、カ
ルシウム結合タンパク質は紫色、酸性ではない糖タンパク質や中性糖は赤に染色される
[81,82,83]。そこで抗不安・抗うつ物質について銀染色および STAINS ALL 染色を行っ
たところ、銀染色ではバンドがみられなかったのに対し、STAINS ALL 染色では 180kDa
以上で青いスメアが検出された。(図 50) これらの結果から、この物質は 180kDa 以上
の酸性多糖類であることが分かった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 50 抗不安・抗うつ物質の STAINS ALL 染色・銀染色 
(a)STAINS ALL 染色の結果を示しており、矢印は抗不安・抗うつ物質のバンドを示し
ている。(b)銀染色の結果を示している。 
 
当研究室の山上以前、今回と同じ画分において記憶改善物質である真珠層硫酸多糖を単
離・同定している。[46] この研究では真珠層硫酸多糖がガラクトースやマンノース、
D-グルコースなど様々な単糖から成り、ウロン酸や硫酸基を含むことが示されている。
(図 51) また、ゲルろ過クロマトグラフィー分析により分子量が約 750kDa であるこ
とが明らかにされている。これらは本章の結果と一致するため、真珠層硫酸多糖は記憶
改善作用だけでなく、抗不安・抗うつ作用も示すことが示唆された。 
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図 51 真珠層硫酸多糖の単糖組成分析([43]より参照) 

 

4.2.3 真珠層硫酸多糖のエクソソームを介した経路の検討 
真珠層硫酸多糖の特徴から、この物質はおそらく脳に直接作用しないと考えられる。

そこで本章では真珠層硫酸多糖が脳に作用する経路としてエクソソームが関わってい
る仮定し、真珠層硫酸多糖で処理したマウス由来の血清エクソソーム(Nacre PS-
Exosome)が LPS 誘発モデルマウスに対して抗不安・抗うつ作用を示すかどうか検討し
た。(図 52) 高架式十字迷路試験ではいずれのマウスにおいても変化が見られなかっ
たが、オープンフィールド試験では Nacre PS-Exosome によって中央部にいた時間が有
意に増加した。(図 52(a),(b)) 一方、強制水泳試験では Nacre PS-Exosome 投与による
不動時間の減少は見られなかったが、尾懸垂試験では Nacre PS-Exosome によって不動
時間が有意に減少した。(図 52(c),(d)) これらの結果をさらに確認するためマウスの
脳を用いてリアルタイム PCR を行ったところ、Mn-SOD や BDNF の mRNA 発現量が
LPS によって減少したが、Nacre PS-Exosome 投与によって増加することが分かった。
(図 53(a),(b)) また、ウェスタンブロットを行ったところ、TNFα や GFAP、GRP78
の発現量も Nacre PS-Exosome を投与することで減少した。(図 53(c-e)) これらの結果
はこれまでの真珠層抽出成分の結果と一致しているため、エクソソームを介して脳に作
用している可能性がわずかに示された。しかし、まだはっきりしていない結果もあるた
め、本当に真珠層硫酸多糖がエクソソームを介して抗不安・抗うつ作用を示しているか
についてはさらに検討する必要がある。 
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図 52 Nacre PS-Exosome の抗不安・抗うつ作用 
マウスの不安症状を評価するため、それぞれ(a)高架式十字迷路試験と(b)オープンフィ
ールド試験を行った。また、うつ症状を評価するため、(c)強制水泳試験と(d)尾懸垂試
験を行った。(n=5) 
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図 53 Nacre PS-Exosome の脳内における生理活性作用 
各マウス群における (a)Mn-SOD、(b)BDNF の mRNA 発現量はリアルタイム
PCR を用いて測定し、β-Actin に対して標準化した。(n=5) また、(c)TNFα、
(d)GFAP、(e)GRP78 の発現量はウェスタンブロットを用いて測定し、同様にβ
-actin に対して標準化した。(n=5) 
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4.3 考察 
本章では逆相分画、陰イオン交換分画、ゲルろ過分画によって真珠層中の抗不安・

抗うつ物質の分画・精製を行った。ゲルろ過 HPLC 画分について強制水泳試験をおこ
なった結果では control マウスの不動時間は 100 秒以上になったが、おそらくマウス同
士の喧嘩によるストレスでうつ症状が出てしまったものと推察される。しかし、逆相③・
陰イオン交換④と同様に、高分子画分の投与によって不動時間が 50 秒近くまで有意に
減少したことから、高分子画分は抗うつ作用を示すと判断した。 

また、真珠層硫酸多糖が脳に作用する経路について検討した。薬物動態の観点から、
真珠層硫酸多糖が直接脳に作用する可能性は低いと考えられる。血液脳関門（BBB）は
血管と脳内を隔てており、脳内に入る物質を制限する役割を担っている。基本的に低分
子量の脂溶性物質しか通過することができないため、硫酸多糖のような高分子量の水溶
性物質は通過できないと考えられる。また、体内に投与した薬剤は体内の ADME 系に
よってほとんど脳に到達しないことが知られている。体内に入った薬剤は通常、吸収
(Absorption)、分布(Distribution)、代謝(Metabolism)、排泄(Excretion)のプロセスを経
て体内を移動する。[84] 経口投与の場合は腸管から吸収され、肝臓による様々な代謝・
化学修飾を受け、腎臓を介して排出される。(図 54) この過程で腸管に吸収されないも
のはそのまま排出され、吸収されたとしても肝臓で様々な代謝・化学修飾を受けるため、
ほとんどの薬剤は脳に到達する前にすぐに排出されてしまう。肝臓を通過した薬剤の一
部は血液を介して全身へ輸送されるが、硫酸多糖は血液脳関門を通過できないため再度
肝臓に戻り、排出されると考えられる。そのため本研究では脳に作用する別の経路とし
てエクソソームを介した経路について検討した。 

エクソソームは mRNA やタンパク質、miRNA など様々な成分を内包する細胞外小
胞であり、組織間および細胞間でこれらの物質を輸送する。また、様々な細胞から分泌
されることや血液脳関門を通過できることから、新たな細胞間コミュニケーションツー
ルとして注目されている。実際に、ヒト幹細胞由来のエクソソームが神経炎症およびア
ミロイドβ沈着を抑制し、記憶障害を抑制することが報告されている。[85] また、真
珠層硫酸多糖は経口投与でも効果を示すことから、薬物代謝を制御する腸管または肝臓
に作用することで、それらの細胞から生理活性を示すエクソソームが分泌され、抗不安・
抗うつ作用につながるタンパク質や miRNA が脳に輸送されるという仮説を立てた。(図
55) 

しかし、Nacre PS-Exosome の生理活性について検討したところ、オープンフィー
ルド試験や尾懸垂試験では抗不安・抗うつ作用がみられたものの、高架式十字迷路試験
や強制水泳試験では Nacre PS-Exosome の効果が確認されなかった。また脳内における
生理活性作用については一部の活性が示されたが、検討が十分でないため、真珠層硫酸
多糖のエクソソームを介した作用が本当に抗不安・抗うつ作用につながっているのかは
はっきりとしていない。一方、真珠層中の他の画分においても様々な生理活性が確認さ
れている。例えば当研究室の張恒は、真珠層抽出成分→逆相③→陰イオン①の画分が抗
糖尿病作用を示すことを確認しており、膵臓に対する抗炎症作用を介していることがわ
かっている。また当研究室の柴田は、真珠層抽出成分→陰イオン④で老化に伴う外見変
化や不安を抑制することを見出したが、真珠層中の 10kDa 以下の画分(真珠層抽出成分
には含まれていない)で同様の結果が得られている。したがって、抗不安・抗うつ作用
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には真珠層中の他の成分も関与している可能性が高いと考えられる。 
また可能性は低いが、真珠層硫酸多糖の代謝産物が脳に作用している可能性も否定

できない。天然物由来の硫酸多糖は複数の生理活性作用を示すことが知られている。例
えば海藻に含まれるフコイダンは記憶障害改善作用の他に抗うつ作用、抗凝固作用も有
し、豚の腸粘膜に含まれるヘパリンは抗凝固作用や抗腫瘍作用、抗炎症作用を示すこと
が報告されている[86,87]。一方、硫酸多糖の生理活性は硫酸基によって調節されてい
ることが知られている。中国の研究チームは、海ブドウ由来の硫酸多糖を 4 つに分画
し、そのうち硫酸基を最も多く含む画分で最も抗炎症活性を示したことを報告している
[88]。また硫酸基を持たないヒアルロン酸やキトサンは、化学的に硫酸基を付加するこ
とで抗腫瘍活性や抗凝固活性を示すようになることも報告されている[89,90]。これら
のことから、真珠層硫酸多糖の構造(特に硫酸基付加部位)を決定し、他の硫酸多糖と比
較することで、生理活性作用や活性部位を明らかにすることができる可能性がある。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 54 体内動態の概念図 
 
 
 
 
 
 

図 55 真珠層硫酸多糖がエクソソームを介して脳に作用する経路の仮説 
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第5章  総括・実用化に向けた今後の課題 
本研究では、真珠層抽出成分が LPS 誘発モデルマウスおよび SAMP8 マウスに対

して抗不安・抗うつ作用を示すことが明らかになり、脳内では抗酸化作用や抗炎症作用、
神経保護作用、ER ストレスの抑制が関連していることが示唆された。二つのモデルマ
ウスに対する生理活性作用に違いはみられるものの、共通して抗炎症作用と神経保護作
用が確認されたことから、これらの生理活性は抗不安・抗うつ作用において重要である
と考えられる。また本研究では LPS 誘発モデルを用い、約 750kDa の硫酸多糖が抗不
安・抗うつ作用に寄与していることを明らかにした。当研究室は以前にも、この物質が
スコポラミン誘発記憶障害に対して効果を示すことを報告しているため、真珠層硫酸多
糖は記憶障害だけでなく、不安・うつ病にも有効であることが示された。本研究は、真
珠が不安やうつ病に有効であることを初めて示す報告となった。(図 56) 

一方、真珠層硫酸多糖が脳に作用する経路としてエクソソームを介する可能性が示
唆されたが、相乗効果などにより他の成分が関与している可能性も考えられた。さらに、
代謝産物が脳に作用している可能性も否定できない。したがって、脳に作用する経路に
ついては今後の研究課題となる。(図 56) また、他の不安・うつモデルにおいても再現
性がみられるか検証する必要があると考えられる。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 56 本研究の総括 
 

本章では実用化に向けて、真珠の副作用や臨床試験についても論述する。既存の抗う
つ薬はうつ病患者に大きな負担を強いてしまうことが知られている。SSRI や SNRI な
どの合成薬剤は第一選択抗うつ薬として最初に処方されることが多いが、副作用として
吐き気、嘔吐、睡眠障害、性機能障害などが生じることがある。[91,92] さらに抗うつ
薬が効かないケースもあるため、その場合は薬剤の用量調整や別の抗うつ薬への切り替
え、他の薬剤との併用などの対策が講じられる。しかし、これによって副作用が増大す
るリスクがあるため、患者へのさらなる負担につながってしまう。一方、真珠は先行研
究においてその安全性が示されている。急性毒性や⾧期毒性、遺伝子変異など様々な観
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点から真珠の毒性試験が行われているが、いずれの研究でも明らかな毒性は報告されて
いない。[93,94,95,96,97] また、真珠は 1000 年以上にわたって食されてきた生薬とし
ても親しまれている。一方、当研究室の山本は SAMP8 マウスに真珠層抽出成分を食餌
させ続け、その寿命を調べたところ、真珠層投与によって SAMP8 マウスの寿命が 33％
延⾧することをすでに報告している。[98] しかし、肝臓でわずかな毒性がみられたこ
とから、真珠層抽出成分の副作用に関してはさらに検討を重ねる必要があると考えられ
る。 

一方、中国の研究グループの統計調査によると、真珠に関する臨床研究は 34 件ほ
ど行われているが、他の薬剤と組み合わせて使用されることが多く、真珠だけを用いた
臨床研究は限られている。[99] 真珠だけを用いたものでは婦人科系疾患や床ずれに対
する効果が報告されている。[100,101,102] また、台湾の研究グループは被験者に真珠
粉末を投与することで、血液中の抗酸化活性を増加させることを報告している。[103] 
しかし、真珠だけを用いた臨床試験で、記憶障害やうつ病について調べた報告はないこ
とから、真珠層抽出成分のみで臨床試験を実施することで、真珠の機能性食品としての
有効性をさらに確立できる可能性があると考えられる。 
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