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要旨

最近、二重盲検法の臨床試験では、脳血管性痴呆患者に対して釣藤散が有効であ

ることが報告された。今回、我々は両側総頚動脈を一時的に結染後再開通 (2VO)

あるいは scopola凶neを前処置したマウスにみられる学習障害に対する釣藤散及び

その構成生薬釣藤鈎の作用について検討した。釣藤散及び釣藤鈎の水エキスは2VO

またはscopolamineにより誘発した学習障害を改善した。また、両側総頚動脈を一時

的に結索後再開通により誘発した空間学習障害に対して日本市場に流通している中

国江西省産、貴州省産及び広西自治区の釣藤鈎のメタノールエキスの作用について

も検討した。江西省産の釣藤鈎には改善作用は認められなかったが、貴州省産及び、

広西自治区の釣藤鈎のメタノールエキスは空間学習障害を改善した。

Key words: 釣藤散、釣藤鈎、水エキス、メタノールエキス、 2VO、 scopolamine、

受動的回避学習障害、空間学習障害、



目的

釣藤散は『普済本事方』に記載され、石膏5g、菊花3g、釣藤鈎3g、陳皮3g、人参3g、麦門冬3g、

防風3g、夜苓3g、半夏3g、甘草旬、生萎19の11種類の生薬から構成される。肝の邪気が盛んなこと

によって生じる頭痛、めまい、肩こり、神経症などの症状の治療に用いられる。最近、二重盲検法の臨床試

験では、脳血管性痴呆患者に対して釣藤散が有効であることが報告された (1，2)。そこで、今回、 両側総

頚動脈を一時的に結染後再開通あるいはスコポラミンを前処置したマウスにみられる学習障害に対する釣藤

散及びその構成生薬釣藤鈎の作用について検討した。また、日本市場に流通している江西省産、貴州産及び

江西省の釣藤鈎の作用についても検討した。

-実験材料と方法

使用動物

実験にはICR系雄性マウス (7週齢)を日本エスエルシー(株) (静岡)より購入し、約1週間、飼育室の

飼育環境に慣らした。マウスは1ケージ当たり 9・10匹を同居させ、 12時間の明暗周期、恒温 (25::!::1 "C)恒

湿 (55::!::5%)で飼育した。

生薬の調製

釣藤散および釣藤鈎をそれぞれ10倍の蒸留水中で、 100"C、 1時間加熱抽出し、棉栓で櫨過した。鴻液は液

体窒素で凍結し、凍結乾操した。 3種類釣藤鈎のメタノールエキスはツムラ会社から提供された。

両側総頚動脈の結設と再開通 (2VO)

Urethane (1.5 g!kg、東京化成、東京)麻酔下で、マウスの頚部を切開し、切開口より左右の総頚動脈を注

意深く露出し、両動脈を同時に絹製縫合糸で結染した。また、マウスの尾部の先端より 1cmを切開し、 0.3ml

を鴻血した。結設20分後に、結設を解放して、血流を再開した。両側総頚動脈を結染後再開通したマウスを

2VO群とした。また、結繋及び潟血は行わずに同様の手術を施したマウスをshamとした。釣藤散の水エキス、

釣藤鈎の水及びメタノールエキス等は2VO処置の 1時間前に経口投与した。 2VO処置の2日後に訓練試行、

さらに1日後に保持試行を行った。

受動的回避学習課題(Step-down) 

装置 (30X25X25cm)は床グリットとその一角に設置した円形プラットホーム(直径4.5cm、高さ 4.5cm) 

からなり、グリットは電気刺激を与えるための刺激装置に接続した。

訓練試行では先ずマウスを装置のプラットホーム上に置き、最初の 3分間は慣らし時間とした。続く 5分

間を訓練試行とし、マウスが床グリットに降りる毎に、プラットホームに上がるまで連続的な電気ショック

(O.4mA)を与えた。訓練試行の24時間後に保持試行を行った。マウスをフラットホームに置き、床におり

るまでの潜時 (Step-downlatency)を記録した。

Morris water maze 

直径70cm、高さ 28cmの円形プールに高さ 13cmまで水(水温25::!::1 "C)をいれた。プールは4象限に分

けられ、直径5cmのフラットフォームは、そのうちの一つの象限の水面下1cmに固定した。 60秒の訓練試

行では、マウスを壁に向け、プールの中へ静かに投入し、プラットフォームに逃避するまでの遊泳時間(島田pe

laten句)を記録した。 1日4試行 (1Blockとした)、合計5日間行った。マウスが水迷路学習を獲得したら、



プラットフォームをプールから取り出し、マウスを再度プールに60秒程度入れ、プラットフォームの存在し

た象限における遊泳時間 (Swimmingtime in the platfonn section)を測定した。本試行開始前および終了後に、

プラットホームを見える状態(水面上1cm)に設定して偽試行 (Probetrial 1， 2)を行った。

薬物処置

釣藤散の水エキス、釣藤鈎の水及びメタノールエキスはそれぞれ 2VOの 1時間前に経口投与した。

Scopolamine hydrobromide (Sigma Chemi叫 Co.，St. Louis，米国)は訓練試行の 15分前に腹腔内投与した。Taαine

(9-sm加0・1，2ム4・tetrahydroacridineHCI; Si伊laαlemi回1Co.， St， Louis，米国)は訓練試行または2VOの60分前

に腹腔内投与した。

統計処理

受動的回避学習課題で得られた St叩品川 latencyはMann-Whitney'sU・"estで群聞の比較を行った。 Morris

water mazeで得られた島田pelatencyはTwo-wayrepeated measure ANOV Aで群聞の比較を行い、 Swimmingtime 

in the platfonn sectionはMann-Whitn巴y'sU-testで群聞の比較を行った。有意水準はP<0.05とした。

結果

1、2VO及びScopolamine誘発の受動的回避学習障害に対する釣藤散及び釣藤鈎の作用

両側総頚動脈を一時的に結設後再開通したマウスにおいてはStep-downlatencyがsham群に比べ有意に減少

した (P<O.Ol)。釣藤散 (750-6000mμ沼)を2VO処置の 1時間前に経口投与しておくと、 Step-down latency 

の減少が抑制された (Fig.1)。釣藤鈎 (75・600m凶cg)もStep-downlatencyの減少を有意に改善した (Fig.2)。

一方、 Scopolamineの投与により認められる Step-downlatencyの有意な減少は釣藤散 (750-6000 mg/kg)の前

処置により抑制された (Fig.3)。釣藤鈎 (150・600m凶cg)もScopolamine誘発したSt叩-downlatencyの減少

を改善した (Fig.4)。標準薬 (2.5mg/kg)はS∞polamine誘発したStep品wnlatencyの減少を有意に改善し
た (Fig.5)。

Z、2VO誘発の学習障害に対する釣藤散及び釣藤鈎の水エキスの作用

2VO処置したマウスにおいてはEs勾elatencyがsham群に比べ有意に増加し、逆に Swimmingtime in the 

platfonn s即lionは低値を示した。釣藤散 (750・6000mg/kg)を2VO処置の 1時間前に経口投与しておくと、

Es伺pelatencyの増加と Swimmingtime in the platfonn sectionの減少共に抑制した (Fig.6)。釣藤鈎 (75-600 

mg/kg) も&回pelaten可の増加を有意に回復し、 Swimmingtime in the platfonn sectionの減少を抑制した (Fig.

7)。

3、2VO誘発の学習障害に対する釣藤鈎メタノールエキスの作用

2VO処置したマウスにおいてはB句 elatencyがsham群に比べ有意に増加し、逆にSwimmingtime in the 

platforrn sectionは低値を示した。 S":τ'ypeの釣藤鈎のメタノールエキス (60mg/kg)及びSR-'乃peの釣藤鈎のメ

タノールエキス (60mglkg)はEsω.pelatencyの増加とSwimmingtime in the plaぜ'orrnsectionの減少を共に抑制

した (Fig.8， 9) 0 R-Typeの釣藤鈎のメタノールエキスの改善作用が認められなかった (Fig.10)。標準薬

(2.5 mg!kg)は2VO誘発したEs回Ipelatencyの増加と Swimmingtime in the platfonn s巴clionの減少を有意に改

善した (Fig.11)。



考察

偽試行1、2においては、マウスがプラットホームに上るまでの潜時においては、各群の間では、有意な

差は認められなかったため、虚血一再開通手術または薬の前処置はマウスの自発運動に影響を及ぼさないと

考えられた。 Block1においては、プラットホームを水面下lcmに設定し、偽試行1のプラットホームが見え

る状態と比較すると、マウスはプラットホームに上るまでの潜時が有意に延長したため、プラットホームが

完全に見えないと考えられた。

本実験では、虚血マウスにみられる学習障害に対する釣藤散の効果を検討した。虚血により、訓練試行に

おいては、プラットホームに上る潜時が有意に増加された。 6日目においては、プラットホームを設けた象限

で水泳時聞が減少された。釣藤散は虚血一再開通手術の 1時間前に経口投与しておくと、これらの障害を有

意に抑制し、釣藤散及釣藤鈎水エキスが予防作用を有することが認められた。

一時的な脳虚血異常状態になると、酸素とグルコースの供給が絶たれるためエネルギー枯渇に陥った結果、

脳機能は一時的あるいは永久的に障害を受け (3・5)、学習障害をおこす。虚血性脳血管障害では、赤血球集

合能冗進、赤血球変形能低下、白血球変形能低下などが観察され、釣藤散の投与することにより、これらの

現象が抑制され、血流速度や血流量が増加し、虚血性脳血管障害を改善すると考えられる (6)。一過性脳虚

血の処置により、マウス脳内のアセチルコリンの含量は低下することが報告されており (7)、2VOマウスの

学習行動障害に対する予防作用にはコリン神経系の役割が大きいと推測される。一方、中枢神経系において

は、グルタミン酸は重要な神経伝達物質として学習記憶に重要な役割を果たしているが、一過性脳虚血の状

態では、細胞外グルタミン酸濃度が著しく上昇し、シナフス後膜ニューロンでは、グルタミン作動性のイオ

ンチャネルや膜電位依存性イオンチャネルが開口し、細胞外から Ca2の流入と細胞内の小胞体から Ca2の流出

が起こり、遅発性神経死に至ることが知られている (8，9，10)。乙のグルタミン酸誘導神経細胞死に対して、

釣藤散は抑制する傾向がみられた。釣藤散の構成生薬のうち、釣藤鈎のみ、グルタミン酸によるカルシウム

の細胞内への流入を有意に阻害し、乙の細胞死に対する保護作用が認められた (11)。また、釣藤鈎は抗酸

化作用ならびにフリーラジカル除去作用を持ち (12)、学習障害を改善すると推測される。

日本市場で鈎藤 (Uncariarhynchophylla)、華鈎藤 (u，sinensis)、大葉鈎藤(以macrophylla)3種類の釣藤

鈎が流通しており、その薬効は含まれるアルカロイド成分の違いに関与していると報告された。これらの釣

藤鈎は含有する成分を統計的に3種類のケモタイフ (S.:乃pe，SR-Type R-Type)に分類された (13，14，15)。

そこで、一過性脳虚血による学習障害に対するこの3種類釣藤鈎のメタノールエキス(トータルアルカロイ

ド)の効果について検討した。 S-Type，SR':乃pe釣藤鈎のメタノールエキスには、一過性脳虚血による学習

障害に対する釣藤散および、釣藤鈎水エキスと同様に改善作用が認められたが、 R-Typeのメタノールエキスに

は、改善効果は見られなかった。今後、 一過性虚血による学習障害に対する S-Type，SR-Typeの釣藤鈎に含

まれるインドール型叉はオキシインドール型アルカロイドの効果についての検討、作用機序の解明が必要と

考えられる。
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