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略号一覧  
ALS amyotrophic lateral sclerosis 

筋萎縮性側索硬化症  
Ara-C cytosine arabinoside 

シトシンアラビノシド  
BA bioavailability 
 バイオアベイラビリティ  
BDNF brain-derived neurotrophic factor 

脳由来栄養因子  
GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

グリセルアルデヒド 3-リン酸脱水素酵素  
HPT axis hypothalamic–pituitary–thyroid axis 
 視床下部 -下垂体 -甲状腺軸  
PCR polymerase chain reaction 

ポリメラーゼ連鎖反応  
RMN rolling mouse Nagoya 

ローリングマウスナゴヤ  
SCA spinocerebellar ataxia 
 脊髄小脳失調症  
SCD spinocerebellar degeneration 
 脊髄小脳変性症  
TRH thyrotropin-releasing hormone 
 甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン  
TSH thyroid-stimulating hormone 
 甲状腺刺激ホルモン  
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緒言  
甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（ thyrotropin-releasing hormone; TRH）は， L-ピ

ログルタミン酸， L-ヒスチジンおよび L-プロリンアミドからなるトリペプチド

（pGlu-His-Pro-NH2）である 1),2)（Fig.1）．  

 
 

 
Fig.1 TRH，タルチレリンおよびロバチレリンの化学構造  

TRH は L-ピログルタミン酸， L-ヒスチジンおよび L-プロリンアミドからなるトリペプチド．

タルチレリンは TRH のグルタミン酸パートを修飾した TRH 誘導体．ロバチレリンは TRH
のすべてのアミノ酸パートに修飾を加えた TRH 誘導体．  

 

TRH は視床下部の室傍核で産生され，視床下部近傍の下垂体前葉で G タンパク

質共役型の TRH 受容体を介して甲状腺刺激ホルモン（ thyroid-stimulating hormone; 

TSH）の合成およびその放出を促進させる 3),4)．TSH は，甲状腺での甲状腺ホルモ

ンの合成と放出を促進する．その結果，甲状腺ホルモン分泌量の増加により，TRH

および TSH の分泌が抑制される．これらの内分泌制御機構は，視床下部 -下垂体 -甲

状腺軸（HPT axis）と呼ばれ，TRH はその中心的な役割を担っている 3),4)．HPT 

axis は細胞代謝，熱産生，血圧，体温，呼吸および食物・水分摂取などの維持調節
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に重要な役割を果たしている 5)．一方，TRH は，視床下部，下垂体以外の海馬視床，

皮質，小脳および脊髄の中枢神経系組織から，消化管，膵臓，生殖器，網膜，毛

嚢や血液成分などの末梢にまで幅広く分布し，HPT axis 以外の組織でもそれらの機

能の発揮に関与すると考えられている 6),7) ,8) ,9)．TRH の中枢神経系での機能は，気

分制御による抗うつ，抗不安作用，睡眠覚醒における覚醒促進，認知・記憶機能

向上，鎮痛作用，抗痙攣作用，神経保護および運動機能制御への関与が報告され

ている 10),11)．末梢では膵臓におけるインスリン量の調節，消化管運動の制御，胃

酸分泌調節，心機能の維持および発毛制御への関与が報告されている 10),11)．これ

ら TRH の多様な生理学的機能のうち，特に，中枢作用は神経疾患の治療ターゲッ

トとして注目を集めてきた．現在までに外傷性脳障害，脊髄傷害，てんかん，う

つ病，不安障害，脊髄小脳変性症，アルツハイマー病，ナルコレプシーおよび筋

萎縮性側索硬化症（ALS）における TRH を医薬品として利用するための開発が進

められてきた 12),13 ) ,14) ,15) ,16) ,17)．  

 

 
Fig.2 日本国内の脊髄小脳変性症の疫学（文献 19)改変）  

日本国内の疫学調査に基づく，脊髄小脳変性症のうち孤発性は 67.2%，遺伝性は 35.1%
（重複を含む）．孤発性における多系統萎縮症と皮質性小脳萎縮症の比率を示す .遺伝性に

おける常染色体優性，常染色体劣性，痙性対麻痺及びその他の比率を示す．  

 

脊髄小脳変性症（ spinocerebellar degeneration; SCD）は，小脳に加え，脊髄，脳

幹および大脳などの広い範囲に神経変性・萎縮を生じる進行性の疾患の総称であ

る．SCD の小脳失調症状は運動失調症状，つまり歩行異常，上肢・下肢の協調運

動障害，測定障害（運動が目的の場所で止められない障害），構音障害，眼振およ

び筋緊張低下を特徴とし，小脳以外での付随した障害が生じるとパーキンソン症

候群，不随意運動症状，認知機能障害，錐体路障害，感覚障害が併せて観察され

ることがある 18)．本邦における 2002 年度の厚生労働省の疫学調査では SCD の有病
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率は 10 万にあたり 18.6 人と推定され，全国では約 3 万人の患者が存在するとされ

ている．SCD は臨床学的知見および SCD 原因遺伝子のサブタイプ解析から，その

分類は多岐にわたる．それらは家族歴（遺伝性）の有無から孤発性 SCD と遺伝性

SCD に分類さる．さらに孤発性 SCD は皮質性小脳萎縮症と多系統萎縮症に，遺伝

性 SCD はさらに常染色体優性遺伝性 SCD，常染色体劣性遺伝性 SCD，痙性対麻痺

およびその他（X 染色体連鎖性等）に分類されている 18),19)．本邦では孤発性 SCD

は 67.2%，常染色体優性 SCD が 27.0％，常染色体劣性 SCD が 1.8%，痙性対麻痺が

4.7％，その他 1.5％  であることが報告されている 19),20)（Fig.2）．  

SCD の中の常染色体優性遺伝性のものは，脊髄小脳失調症（ spinocerebellar 

ataxia; SCA）と呼ばれ，特定された原因遺伝子から 40 種類を超えるサブタイプが

存在している 18),21)．SCA の原因として，特定遺伝子内あるいは非翻訳領域でグル

タミンをコードする CAG リピート配列の異常な伸長に由来するポリグルタミン鎖

が神経毒性を発揮することで発症すると考えられている．CAG 配列以外の異常な

リピート配列の伸長あるいは古典的な点変異・欠失変異および DNA 損傷修復機構

の破綻も SCA の発症への関与が示唆されている 21)．  

現在，SCD による運動失調を治癒あるいは進行を停止させる治療法は確立され

ていない．SCA での運動失調症状の進行への対処療法は，理学療法および作業療

法が中心で，SCD の病因の複雑さから有効な治療薬の開発は未だ進展していない．

その様な中で， SCD における運動失調症状に改善効果を示す薬物として，合成

TRH であるプロチレリンが本邦で初めて医薬品販売承認の認可を得た．プロチレ

リンは SCD 患者の中で，小脳に起因する症状が顕著な患者（純粋小脳型）にて運

動失調改善作用を示す 22)．しかしながら，プロチレリンは TRH の化学的な性質か

ら血漿中内での代謝安定性が低く，その血中半減期は約 4～5 分で急速に分解され

消失する．さらに脂溶性が低いことから，中枢への移行性およびバイオアベイラ

ビリティ（bioavailability; BA）も低い，そのため，臨床では筋肉内あるいは静脈内

に投与されており，本薬の投与のため，毎日の通院あるいは入院が必要となり，

患者の利便性に問題がある 23),24) ,25)．これら TRH の薬物治療の問題点を解消するた

めに，TRH のアミノ酸残基の一部に修飾を加えた様々な TRH 誘導体の開発が進め

られてきた 25),26)．モンチレリン（CG-3703），アザチレリン（YM-14678）， JTP-

2942，DN-1417 およびポサチレリン（RGH-2202）などの TRH 誘導体は，SCD だけ

でなく，  ALS，遷延性意識障害，うつ，認知機能障害およびてんかんなどの治療

適用を目指して開発が進められてきた 26)．しかしながら，それらの TRH 誘導体も，

十分な代謝安定性，脂溶性および経口吸収性を確保できず，未だ医薬品の承認に

は至っていない．一方，タルチレリンはそれらの問題点を改善して，経口摂取可

能な SCD の治療薬として，本邦で医薬品承認された唯一の TRH 誘導体となってい

る 27)．  

ロバチレリン（1-{N-[(4S,5S)-(5-メチル -2-オキソオキザソリジン -4-イル )-カルボ
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ニル ]-3-(チアゾール -4-イル )-L-アラニル}-(2R)-2-メチルピロリジン三水和物）は，

構造活性相関解析技術を用い，経口摂取可能かつ中枢移行性の高い TRH 誘導体と

して創製された 25)．ロバチレリンは，TRH の中枢作用に由来する TRH 受容体への

アゴニスト活性をマウスのレセルピン誘発低体温症の改善作用で評価された．そ

の結果，TRH よりも低体温症の回復を促進させ，かつ作用時間の長いことが示さ

れた 25)．経口投与による薬物動態試験において，ラット，イヌおよびヒトでの

TRH の BA がそれぞれ 1.5，6.0 および 2.0％  であった．ラットおよびイヌでのタル

チレリンの BA はそれぞれ 3.9 および 18.5％  であった．一方，ロバチレリンの BA

は，ラットおよびイヌで，それぞれ 7.3 および 41.3％  であった 28), 29)．ロバチレリ

ンのラット脳各所の組織への移行性は，タルチレリンのそれよりも 3.5～9.0 倍高い

ことが示されている（キッセイ薬品工業株式会社  社内資料）．加えて，ロバチレ

リンは，ラットの血漿中および脳組織ホモジネート中での安定性が高く，特に，

脳組織ホモジネート中ではタルチレリンが約 0.5 時間で代謝されるのに対し，ロバ

チレリンは 3 時間後でもほとんど代謝されなかった 29)．ロバチレリンは，現在，

SCD の治療薬として開発が進められており，健常人での臨床第Ⅰ相試験では経口

投与による良好な薬物動態と安全性が担保された．SCD 患者における臨床第Ⅱ相

および第Ⅲ相試験で，SCD 治療におけるロバチレリンの有効性と安全性が確認さ

れている 30)．そこで，本研究は，ロバチレリンの SCD 治療薬としての薬理作用を

解明するために企画された．  
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第1章 ロバチレリンの青斑核を介した中枢ノルドアドレナリン系

への作用  

1.1 序論  
ロバチレリンは，TRH よりも高い脂溶性を示す．  TRH の中枢性の作用である体

温調節機能を指標に，ラットを用いた実験から TRH のそれよりも優れた活性を示

すことが見出された 25)．同時にラット TRH 受容体への受容体結合試験でロバチレ

リンの本受容体への結合性が確認されている 25)．げっ歯類において，TRH 受容体

は 2 つのサブタイプが存在し，TRH 受容体タイプ 1（TRH1 receptor）は内分泌作用

を，TRH 受容体タイプ 2（TRH2 receptor）は中枢作用を制御していると考えられて

いる 31),32) ,33 ) ,34)．なお，ロバチレリンのラット TRH 受容体結合性試験では，

TRH1 receptor と TRH2 receptor 両方を含むラット脳組織ホモジネートを試料として

用いたので，これら受容体の選択性は確かめられていない 25)．一方，ヒト TRH 受

容体は，げっ歯類の TRH1 receptor に相同性を示すサブタイプのみとされている

34),35)．  

TRH の中枢作用は，中枢ノルアドレナリン神経系によって，その一部が制御さ

れている．青斑核はノルアドレリン作動性神経の起始核とされ，ノルアドナリン

産生に関与し，大脳，小脳，視床，海馬，および脊髄など中枢の広範囲に神経投

射する 36). TRH はその青斑核でノルアドレナリン作動性神経を直接的に賦活化する

37)．加えて，TRH は中枢での細胞外ノルアドレナリン濃度を上昇させ，ノルアド

レナリンの代謝回転を促進させることが報告されている 38),39) ,40)．さらに，TRH は

中枢作用としてマウスにおける自発運動量を増加させ，その作用はアドレナリン

α1 受容体アンタゴニストによって阻害されたことから，TRH の自発運動亢進作用

は中枢ノルアドレナリン神経系に関連することが示唆されている 41)．  

本章では，新規の TRH 誘導体ロバチレリンのヒト TRH 受容体を介した直接的な

中枢作用の有無を明らかにするため，中枢ノルアドレナリン神経系へのロバチレ

リンの効果について検討した．加えて，SCD への経口投与可能な治療薬タルチレ

リンとの中枢作用を比較することで，ロバチレリンの SCD 治療の可能性について

検討した．  
 

1.2 実験材料と試験方法  

1.2.1 実験動物  
雄性 Sprague–Dawley（SD）ラット（7～9 週齢，体重 200～300g）を日本 SLC（静

岡，日本）から購入し，マイクロダイアリシスによる細胞外ノルアドレナリン測

定，免疫染色による c-Fos 陽性細胞の観察およびラットの自発運動量測定に用いた．

Ishibashi らの文献を参考に 37)，雌性妊娠 Wistar ラットを日本 SLC から購入し，生
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後 10 日から 17 日の新生仔を電気生理学的評価に用いた．  

ラットは温度（20～26°C）および相対湿度（45～65%）で保たれた飼育室内で，

12 時間の明暗サイクル（8 時点灯，20 時消灯）にて飼養された．試験操作に使用

するまで，市販の固形飼料 CE-2（日本クレア，東京，日本）および滅菌処理され

た水道水を与え，自由摂食と自由飲水とした．マイクロダイアリシス，免疫染色

および自発運動量測定試験では，媒体および薬物投与の約 12 時間前から試験操作

終了まで，絶食下で試験実施された．  

本章の全ての動物実験は，キッセイ薬品工業および自然科学研究機構の実験動

物委員会の審査・承認を経て，我が国の動物実験のガイドライン動物の愛護及び

管理に関する法律に従って実施された．  

1.2.2 試薬  
ロバチレリン水和物およびタルチレリン水和物は塩野義製薬（大阪，日本）か

ら提供された．ロバチレリン水和物およびタルチレリン水和物は蒸留水に溶解し

て，5 mL/kg の容量で，それぞれ 10～30 mg/kg および 30～100 mg/kg の投与用量を

動物に経口投与した．アンホテリシン B，ノルアドレナリン酒石酸水素塩および

TRH は Sigma-Aldrich （ St. Louis, MO, USA ）から， [3H]-[3-methyl-His2]TRH は

PerkinElmer Inc. (Waltham，MA, USA)から，抗 c-Fos 抗体 anti-c-Fos (Ab-5) (4-17) 

Rabbit pAb（Cat No. PC38）は EMD Millipore（Billerica, MA, USA）から，クロルジ

アゼポキシドは和光純薬工業（東京，日本）から購入した．その他の化学物質は

原則  GR（特級）グレードの市販試薬を使用し，一部 EP（一級）グレードのもの

も使用した．  

1.2.3 ヒト甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン受容体への受容体結合性試験  
ヒト甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（ TRH）受容体結合性試験には，ヒト

TRH 受容体過剰発現 CHO-K1 細胞からの抽出膜画分（PerkinElmer）を用いた．ロ

バチレリン水和物，タルチレリン水和物および TRH を DMSO に溶解し，それぞれ

1×10-4 mol/L，3×10-4 mol/L および 1×10-5 mol/L に調製し，さらに 11 段階の濃度

に公比 3 で段階希釈し，被験物質溶液を調製した．被験物質溶液に [3H]-[3-methyl-

His2]TRH および抽出膜画分を混合し，25°C，60 分間インキュベートした．混合液

を GF/C ガラスマイクロフィルターに濾過し，洗浄および乾燥後に，液体シンチレ

ーショ ンカ クテ ルに 浸し て Tri-Carb 1500 液体シ ンチ レー シ ョンカ ウン ター

（PerkinElmer）にて被験物質存在下での結合放射能量（B）を測定した．同様の操

作で，1×10-5 mol/L の TRH 溶液および DMSO 溶液を用い，それぞれ非特異的結合

放射能量（N）および被験物質非存在下での総結合放射能量（B0）の測定を行った．

最終的に被験物質溶液の各濃度における受容体結合阻害率を次式にて算出した．  

 

受容体結合阻害率（%）＝100−[(B−N)/(B0−N)]×100 
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さらに，用量反応曲線を (B−N)/(B0−N)比を logit-log モデルに当てはめて作成し，

用量反応曲線から阻害率が 50% となる値： IC50 値を求めた．各被験物質の阻害定

数（Ki 値）を次式にて算出した．  

 

阻害定数（Ki 値）＝ IC50/(1+[L]/Kd) 

 

[L]： [3H]-[3-methyl-His2]TRH の濃度，Kd： [3H]-[3-methyl-His2]TRH の解離定数 Kd

値は [3H]-[3-methyl-His2]TRH とヒト TRH 受容体の Scathard 解析から求められた．そ

の結果，Kd 値は，17.71±0.50 nmol/L であった．  

なお，被験物質溶液の各濃度における受容体結合阻害率は 1 回の試験で取得され

た 2 例の測定値を平均し，さらに独立した 3 回の試験を繰り返して，3 回の試験の

平均値および標準誤差が採用された．  

1.2.4 青斑核ノルアドレナリン作動性神経における電気生理学的解析  
ラット新生仔から，青斑核ノルアドレナリン作動性神経細胞を機械的振動単離

方法で調製した 37)．ラット新生仔の脳をペントバルビタール導入麻酔下（ 100 

mg/kg，腹腔内投与）で断頭により，素早く混合ガス（95％O2，5％CO2）でバブリ

ングした氷冷下のインキュベーション液（ 124 mmol/L NaCl, 2.5 mmol/L KCl, 1.2 

mmol/L KH2PO4, 24 mmol/L NaHCO3, 2 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L 

glucose）に移行させ，振動刃ミクロトーム（VT1000S; Leica Microsystems, Wetzlar, 

Germany）を用いて厚さ 380μm の脳スライスを作製した．この脳スライスを細胞単

離前の 1 時間，室温（21-24℃）にてインキュベーション液内でインキュベートし

た．その後，脳スライスを培養皿中の標準細胞外液（150 mmol/L NaCl, 2.5 mmol/L 

KCl, 2 mmol/L CaCl2, 1 mmol/L MgCl2, 10 mmol/L 4-(2-hydroxyethyl)-1-

piperazineethanesulfonic acid (HEPES), 10 mmol/L glucose, pH7.4）に移行した．実体

顕微鏡下で，青斑核を形態学的に同定し，ファイヤーガラスポリッシュで先端を

尖らせたガラスピペットを装着した振動デバイスを用い，機械的に細胞剥離を行

った．脳スライスを取り除き，剥離した神経細胞を少なくとも 15 分静置した後に，

形態学的にノルアドレナリン作動性神経細胞を判別し，電気生理学的測定に用い

た．なお，ノルアドレナリン作動性神経細胞は 25μm 以上の大きさで樹状突起を兼

ね備えた卵型の細胞体の形態を有することを基準として判定した．  

電気生理学測定では cell-attached パッチクランプ法またはアンホテリシン B を用

いた穿孔パッチクランプ法で測定を行った．細胞膜電位の制御および電流記録に

は，パッチクランプ増幅器 EPC-7plus（List Medical, Darmstadt-Eberstadt, Germany）

を用いた．電極内液（ 140 mmol/L potassium methanesulfonate, 10 mmol/L KCl, 1 

mmol/L MgCl2, 10 mmol/L HEPES, pH7.3）で満たしパッチピペットと，細胞外液に
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設置した参照電極との抵抗値 4～6 MΩ でパッチクランプを実施した．穿孔パッチ

クランプ法で記録を行う場合，電極内液に 200 μg/mL アンホテリシン B を加えた．

電流および電圧はオシロスコープとペンレコーダーで継続的にモニターした．膜

電流には 3kHz でフィルターをかけ， 10kHz でデジタルサンプリングした．

pCLAMP8.2 software (Axon Instruments, Foster City, CA, USA)を用い，これらデータ

記録および保存を行った．なお，薬物は Y-tube を用い，細胞外液の灌流を行うこ

とで作用させた．電流波形データ解析にも pCLAMP8.2 software が用いられた．  

1.2.5 青斑核の c-Fos 陽性細胞の免疫染色  
ラットに媒体（蒸留水）または 30 mg/kg ロバチレリンを投与後の 2 時間目に，

イソフルラン麻酔下（3％）で，脱血による安楽死を行った．生理食塩水に続いて，

4% パラホルムアルデヒド・りん酸緩衝液を心臓から全身灌流することで組織固定

し，脳を摘出した．この摘出された脳をさらに 4% パラホルムアルデヒド・りん酸

緩衝液に一晩浸漬した後，30% スクロース溶液に 4°C，24 時間浸漬した．全脳か

ら青斑核を含む部位を冠状面で切り出し，凍結組織切片作製用包埋剤 O.C.T. 

Compound（サクラファインテックジャパン，東京，日本）に包埋し，凍結させた．

凍結ブロックをクライオスタットクライオ 3D（サクラファインテックジャパン）

にて厚さ 40μm ずつで薄切し，標本切片を作製した．青斑核を含む脳切片は，組織

染色後，日本毒性病理学会認定毒性病理学専門家の助言の下，Paxinos & Watson の

脳図譜に従って選択した 42)．青斑核の c-Fos 陽性細胞の免疫染色は，過去の文献報

告 43),44)を参考に実施した．一次抗体には抗 c-Fos 抗体 anti-c-Fos (Ab-5) (4-17) Rabbit 

pAb（希釈倍率 1:6000; EMD Millipore, MA, USA）を，二次抗体には biotinylated-

secondary goat anti-rabbit IgG (希釈倍率 1:600; Vector Laboratories, Burlingame, CA, 

USA）を用いて，染色試薬には VECTASTAIN Elite ABC Kit（Vector Laboratories）

を使用し，ニッケル DAB で染色した．c-Fos 陽性細胞は，濃い紫青色の円形または

楕円形の核を有する細胞として判別した．脳図譜 42)をもとに，青斑核の領域を光

学顕微鏡（BX50WI; オリンパス，東京，日本）で特定し，CCD カメラ（DP72; オ

リンパス）で画像撮影をした．撮影された画像から画像解析ソフト WinRoof 

version 5.7.1（三谷商事，福井，日本）を用い，青斑核の関心領域 ROI の面積を統

一して，c-Fos 陽性細胞数を計測した．動物 1 個体から，2 枚の切片で左右 2 箇所

（合計 4 か所）の青斑核の c-Fos 陽性細胞を計数後，平均値し，さらに各群 7 例から

の平均値および標準誤差が採用された．  

1.2.6 In vivo マイクロダイアリシスおよびノルアドレナリン濃度測定  
覚醒下，無拘束でのラット前頭前皮質からの脳透析サンプル回収にはマイクロ

ダイアリシス法を用いた 45)．ラットに 7 週齢で外科処置手術を行って，8 週齢で in 

vivo マイクロダイアリシス試験に用いた．マイクロダイアリシスの事前操作として，

脳固定装置による透析プローブを固定するガイドカニューレ（AG-8; エイコム，
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京都，日本）の埋め込み手術を行った．ラットへペントバルビタール導入麻酔

（100 mg/kg），イソフルラン麻酔（3％）を行い，Paxinos & Watson の脳図譜 42)に基

づき，bregma（冠状縫合とや矢状縫合の交点）から前方 3.0 mm，側方 0.6 mm の頭

蓋骨の位置に小孔を作製し，硬膜から 2.0 mm の位置にガイドカニューレを留置し

た．このガイドカニューレはビスと重合レジンで固定された．カニューレの設置

術後，1 週間程度（5～9 日間）の回復期間を設けた．マイクロダイアリシス試験の

日に，ガイドカニューレにマイクロダイアリシス透析プローブ（A-I-08-2; エイコ

ム）を挿入した．プローブにはリンガー液（ 147 mmol/L NaCl, 4 mmol/L KCl, 2.3 

mmol/L CaCl2）を 1 μL/min の流速で灌流した．送液された脳透析サンプルはオート

インジェクターのサンプルループへ一時貯留され，20 分毎に高速クロマトグラフ

（HPLC, 700 シリーズあるいは 500 シリーズ ; エイコム）へ自動的に注入された．

HPLC のノルアドレナリン分析条件を Table 1 示す．  

 

Table 1 ノルアドレナリン分析条件  

 
 

ノルアドレナリンのピークの同定および定量は，ノルアドレナリン標準試料で

検量線を作成し，外部標準法で行った．薬物投与前の脳透析サンプル中のノルア

ドレナリン濃度が安定したことを確認し，ラットへ薬物を経口投与した．データ

分析は薬物投与 1 時間前（投与前 3 時点）から投与後 12 時間目（投与後 36 時点）

まで実施された．薬物投与前の 3 時点のノルアドレナリン濃度の平均値をベースラ

イン値として算出し，その値を 100% とすることで，各時点のノルアドレナリン濃

度を変化率として示した．投与後 0 時間目から 6 時間目までおよび投与後 6 時間目

から 12 時間目までのノルアドレナリン濃度の変化量を積算して，AUC（area under 

the curve）値として示した．実験操作終了後，ラットをイソフラン麻酔下（3％）

分離カラム EICOMPAK CAX (2.0 mm, I.D.×200 mm)
プレカラム PREPAKSET-CA (3.0 mm, I.D.×4 mm)

カラム温度 35°C

移動相
50 mg/L EDTA·2Naおよび0.05 mol/L硫酸ナトリウムを含む0.1 mol/L酢
酸アンモニウム緩衝液（pH 6.0）とメタノール混合液（7:3, v/v）

流速 250 μL/min

検出条件
+450 mV vs Ag/AgCl，作用電極 WE-3G（グラファイト），ガスケッ
ト GS-25，検出器 Time Constant 3.0 sec

データ処理装置 EPC-500（サンプリングレート4 points/sec）
サンプル注入量 19.5 μL
分析時間 18 min
データ解析ソフト PowerChrom (ADInstruments, New South Wales, Australia)
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で放血による安楽死させ，脳を摘出した．プローブ挿入位置を確認し，挿入位置

が Paxinos & Watson の脳図譜 42)に従って正しいことを確認した．  

1.2.7 運動量測定  
ラットの運動量は，飼育ケージ（奥行 35cm×幅 40cm×高さ 18cm）の上部に熱放

射感知式センサー（NS-AS01；ニューロサイエンス，東京，日本）を設置して測定

した．熱放射感知式センサーからのデータは，短期データ集録解析システム  (NS-

DAS-8；ニューロサイエンス )を介してカウント数へ変換され，解析ソフト  (マル

チデジタル  32 ポートカウントシステム；ニューロサイエンス )で 20 分間毎の運動

量の集積値が自動で記録された．運動量の測定は，薬物投与後 12 時間目まで行っ

た．  

1.2.8 統計学的解析  
統計解析には，SAS System Version 8.2（SAS Institute，NC，USA）およびその連

動プログラムの前臨床パッケージ Version 5.0（SAS Institute Japan，東京，日本）を

使用した．2 群間の比較検定では，F 検定の結果から群間の等分散性が確認し，等

分散であったため Student の t 検定を用いた．3 群以上の群間で多重比較検定を行う

際には，Bartlett 検定を用いて群間の等分散性を確認した．等分散が確認され，全

ての 2 群間で多重比較検定を行う場合には，Tukey 検定が用いられ，媒体対照群と

複数群間での多重比較検定を行う場合には，Dunnett 検定が用いられた．不等分散

が確認され，全ての 2 群間で多重比較検定を行う場合には，Kruskal-Wallis 検定が

用いられ，媒体対照群と複数群間での多重比較検定を行う場合には，Steel 検定が

用いられた．危険率は 5% 未満で統計学的に有意差ありとした．  
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1.3 結果  

1.3.1 ロバチレリンのヒト甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン受容体への結合性  
ヒトの TRH 受容体は，げっ歯類の TRH 受容体タイプ 1 に相同性を示すサブタイ

プのみ報告され，ヒト TRH 受容体は 1 種類のみとされる 34)．ロバチレリン，タル

チレリンおよび TRH のヒト TRH 受容体への結合性を，ヒト TRH 受容体の放射標

識リガンド [3H][3-Me-His2]TRH の競合阻害率として示す（Fig.3）．ロバチレリン，

タルチレリンおよび TRH は，いずれも用量に相関したヒト TRH 受容体への結合性

を示した．用量反応曲線から算出されたロバチレリン，タルチレリンおよび TRH

のヒト TRH 受容体への放射性リガンドの結合阻害定数 Ki 値は，それぞれ 702±24，

3880±523 および 128±11 nmol/L であった．したがって，ロバチレリンはタルチレリ

ンよりも高いヒト TRH 受容体への結合親和性を有することが認められた．  

 
Fig.3 ロバチレリン，タルチレリンおよび TRH のヒト TRH 受容体への結合性の用量

反応曲線 

各群のデータは独立した 3 回の試験からの mean±S.E.M として示す．  
 ▲：TRH，●：ロバチレリン，■：タルチレリン．  

 

1.3.2 ロバチレリンおよびタルチレリンによる青斑核ノルアドレナリン作動性神

経の自発発火への作用  
ラットの青斑核から単離されたノルアドレナリン作動性神経へのロバチレリン

およびタルチレリンの活性化作用を確かめるため，神経の自発発火への作用を

Cell-attached パッチクランプ法で検証した（Fig.4A-C）．10 nmol/L のタルチレリン

および 10 nmol/L のロバチレリンは青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火

を薬物処置前のそれらよりもそれぞれ 1.32 倍および 1.92 倍に亢進させた．ロバチ

レリンの青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火亢進作用は，等用量での
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タルチレリンよりも強力であることが示された（Fig.4C）．  

 

 

 
Fig.4 ロバチレリンおよびタルチレリン添加による青斑核ノルアドレナリン作動性神

経の自発発火への作用（Cell-attached patch 記録法）  

A：左側；薬物処置前（ control）の神経自発発火，右側；10 nmol/L タルチレリン処置後の

神経自発発火，B：左側；薬物処置前（ control）の神経自発発火，右側；10 nmol/L ロバチ

レリン処置後の神経自発発火，  C：薬物処置前（ control）からの変化を表す相対的な自発

発火頻度を 10 nmol/L ロバチレリン添加群と 10 nmol/L タルチレリン添加群の間で比較．

点線は薬物処置前（Control）のレベル．データは 5 例の mean±S.E.M として示す． *p<0.05，
タルチレリン添加群との間での Student の t 検定．  
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穿孔パッチクランプ法を用いて current clamp（電流固定）下で，ロバチレリンお

よびタルチレリンの青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火への用量反応

性を評価した（Fig.5A,B）．ロバチレリンおよびタルチレリンにて，用量に相関し

た青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火亢進作用が観察された．用量反

応曲線から得られたロバチレリンおよびタルチレリンの 50% 効果濃度 EC50 は，そ

れぞれ 30.3 および 92.9 nmol/L となった．   

現在まで TRH 受容体特異的なアンタゴニストは見つけられていない．クロルジ

アゼポキシドは， γ-アミノ酪酸 A (GABAA)受容体のモジュレーターであるベンゾジ

アゼピン系の薬物であると同時に，TRH 受容体への直接的なアンタゴニスト作用

を有することも知られている 46),47)．50 μmol/L クロルジアゼポキシドは単独では青

斑核ノルアドレナリン作動性神経の静止膜電位や自発発火頻度へ影響を与えなか

った．その一方で， 30 nmol/L ロバチレリンによる自発発火亢進作用を抑制した

（Fig.5C,D）．青斑核ノルアドレナリン作動性神経は pH7.2 から pH6.5 への酸性化で

自発発火頻度増加を示した． 2 ポアドメイン酸感受性 K+チャネルの tandem pore 

domain weak inward rectifier K+ channel-related K+ チャネル  （TASK チャネル）は青

斑核ノルアドレナリン作動性神経をはじめ様々な神経細胞の静止コンダクタンス

を制御する 37)．TASK チャネルは細胞外の塩基性条件下で活性化され，酸性化で抑

制される 37)．TRH は pH7.2 の中性化では自発発火頻度を増加させるものの，pH6.5

の酸性化では TRH による自発発火頻度の増加作用は認められなかったことなどが

示されている 37)．これらのことから，  TASK チャネルを TRH が抑制することで，

自発発火をもたらすと考えられている 37)．そこで，同様にロバチレリンの酸性条

件（pH6.5）下における青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火への作用を

検討した．pH7.2 から pH6.5 への酸性化は青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自

発発火を亢進したが，さらに 1 µmol/L のロバチレリンを添加しても自発発火頻度

を亢進させることはなかった．これらの結果から，ロバチレリンは TRH 受容体を

介して，青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火を亢進することが示され

た．その作用の制御には，TASK チャネルの関与が示唆された．  
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Fig.5 ロバチレリンおよびタルチレリン添加による青斑核ノルアドレナリン作動性神

経の自発発火への作用（穿孔 whole cell patch 記録法）  
A： 100 nmol/L ロバチレリンによる青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火への作

用．B：ロバチレリンおよびタルチレリンの青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発

火への作用における用量反応曲線．データは各ポイント 5-10 例の mean±S.E.M．として示

す．C および D：TRH 受容体アンタゴニストクロルジアゼポキシドによるロバチレリンの

自発発火亢進作用への影響．値は薬物処置前からの変化量．Control 群（30 nmol/L ロバチ

レリン）は 8 例，クロルジアゼポキシド群（50 μmol/L クロルジアゼポキシド+30 nmol/L
ロバチレリン）は 6 例の mean±S.E.M．として示す． **p<0.01，対照群との間の Student の
t 検定．E および F：酸性条件（pH6.5）下におけるロバチレリンの自発発火への応答性．

Control 群は pH7.2．データは各群 5 例の mean±S.E.M．として示す． **p<0.01，群間の

Tukey 検定 .  n.s は統計学的有意差なしを示す．  

1 µmol/L Rovatirelin 

(nmol/L) 

30 nmol/L 

50 µmol/L 

A 
100 nmol/L 

**   

**   n.s   

1 µmol/L Rovatirelin   
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1.3.3 ロバチレリンの経口投与によるラット青斑核における c-Fos 免疫応答  
神経組織における c-Fos タンパク発現は，薬物投与などを含む様々な刺激で，急

速かつ一過性に観察され，神経の活性化の指標とされる 48),49)．ロバチレリンのラ

ットへの経口投与による青斑核神経の活性化を評価するため，青斑核における c-

Fos 発現陽性細胞を免疫組織化学染色によって検出した（Fig.6）．  

 

 
Fig.6 ロバチレリンの単回経口投与によるラット青斑核における c-Fos 発現への作用  

A：媒体（蒸留水）投与における青斑核領域周辺の c-Fos 陽性細胞免疫染色像の代表例，

B：A の四角で囲まれた領域の拡大図，C：30 mg/kg ロバチレリン投与における青斑核領

域周辺の c-Fos 陽性細胞免疫染色像の代表例，D：C の四角で囲まれた領域の拡大図．濃

紫色のドットが c-Fos 陽性細胞を示している．LC は青斑核，4V は第 4 脳室，Me5 は三

叉神経中脳路核を表す．E：媒体および 30 mg/kg ロバチレリン投与 2 時間後における青

斑核の c-Fos 陽性細胞数．データは 7 例の mean±S.E.M.として示す． **p<0.01，媒体群

との間の Student の t 検定．  

A 

C 

B 

D 
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ラットへ媒体およびロバチレリンを単回経口投与後 2 時間目の c-Fos 発現細胞数

を計測した結果，媒体投与では青斑核での c-Fos 陽性細胞は 16.0±3.1counts であり，

30 mg/kg ロバチレリン投与では 56.8±6.3counts に増加した．  

1.3.4 ロバチレリンの経口投与によるラット前頭前皮質の細胞外ノルアドレナリ

ン量への作用  
ロバチレリンおよびタルチレリンの覚醒下無拘束ラットへの単回経口投与によ

る細胞外ノルアドレナリン量に及ぼす効果について評価した．媒体，ロバチレリ

ン（10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（30 および 100 mg/kg）の投与前に細

胞外ノルアドレナリン濃度のベースライン値を測定した．各投与群のベースライ

ン値は 1.02±0.05 から 1.32±0.10 nmol/L の範囲にあった．これらの値に差異はなか

った．  

ロバチレリンおよびタルチレリン投与後の前頭前皮質での細胞外ノルアドレナ

リン量への経時的な作用を Fig.7A に示す．10 および 30 mg/kg のロバチレリン投与

群では用量依存的に細胞外ノルアドレナリン量を増加させ，10 および 30 mg/kg 群

の最大反応はそれぞれ 160.0±5.2% および 193.0±8.9% であった． 30 および 100 

mg/kg のタルチレリン投与群も用量依存的に細胞外ノルアドレナリン量を増加させ，

それぞれの最大反応は 167.1±4.1% および 186.0±14.4% であった．10 mg/kg のロバ

チレリン投与群と 30 mg/kg のタルチレリン投与群のノルアドレナリン上昇の度合

いが同程度であり，30 mg/kg のロバチレリン投与群と 100 mg/kg のタルチレリン投

与群でのノルアドレナリン上昇の度合いも同程度となった．  

一方，ロバチレリン投与群のノルアドレナリン量増加作用は，タルチレリン投

与群のそれよりも持続的であった．100 mg/kg のタルチレリン投与によるノルアド

レナリン量の増加作用は投与後 6 時間目には媒体投与と同様のレベルに戻ったのに

対し，30 mg/kg のロバチレリン投与によるノルアドレナリン増加の作用は投与後

12 時間目でも高いレベル（175.6±21.9%）で維持されていた．投与後 6 時間目およ

び投与後 6 時間目から 12 時間目までのノルアドレナリン量増加作用の総変化量を

示した AUC0-6hr および AUC6-12hr をそれぞれ Fig.7B および C に示す．10 および

30 mg/kg ロバチレリン投与群ならびに 30 および 100 mg/kg タルチレリン投与群の

それぞれの AUC0-6hr は，媒体投与群のそれよりも増大した．30 mg/kg ロバチレリン

投与群および 100 mg/kg タルチレリン投与群における AUC0-6hr 値はほぼ同等であっ

た．一方，30 mg/kg ロバチレリン投与群での AUC6-12hr のみが，媒体投与群のそれ

よりも増大した．ロバチレリンはタルチレリンよりも強力かつ持続的な前頭前皮

質のノルアドレナリン量増加作用を発揮することが示された．  
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Fig.7 ロバチレリンおよびタルチレリンの覚醒下無拘束のラットへの単回経口投与に

よる前頭前皮質の細胞外ノルアドレナリン量への作用  
A：ロバチレリン（ 10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（30 および 10 mg/kg）の前

頭前皮質の細胞外ノルアドレナリン量への経時的作用．投与前の 3 時点（ -40， -20 および

0 分）の平均値を 100％  として，各時点の変化率を示した．矢印で示した時点で投与を行

った．データは各ポイント 5 例の mean で示す．  B：ロバチレリン，タルチレリンおよび

媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目までノルアドレナリン量増加作用の総変化量（AUC0- 6 hr）．

C：ロバチレリン，タルチレリンおよび媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目から投与後 12 時

間目までノルアドレナリン量増加作用の総変化量（AUC6- 12 hr）．データは各群 5 例の mean
±S.E.M として示す． *p<0.05， **p<0.01，媒体群との間の Dunnett 検定．  
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1.3.5 ロバチレリンの経口投与によるラット運動量への作用  
ロバチレリン（10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（30 mg/kg および 100 

mg/kg）のラットへの単回経口投与による運動量に及ぼす効果について評価した．

ロバチレリンおよびタルチレリン投与後の運動量の経時的な作用を Fig.8A に示す．

媒体投与は投与直後に一過性の運動量増大が確認された．これは経口投与自体の

刺激によるものと考えられた．この一過性の運動量増大は過去に報告されている

知見 50)と一致した．対照的に，10 および 30 mg/kg のロバチレリン投与群では，投

与後 3 時間目まで高いレベルの運動量が持続した．10 および 30 mg/kg のロバチレ

リン投与群の運動量増加作用は，それぞれ投与後 120 分および 60 分でピーク値

401.3±43.7 および 536.4±25.4 counts/20min を示した．10 mg/kg のロバチレリン投与

群の運動量は，投与後 6 時間目には媒体投与群のそれと同様のレベルに戻った．そ

の一方で，30 mg/kg のロバチレリン投与群の運動量は，投与後 12 時間目において

も媒体投与群のそれよりも高値を示した（30 mg/kg ロバチレリン投与群  vs 媒体

投与群 ; 199.9±30.4 vs 126.3±20.2 counts/20 min）．30 および 100 mg/kg のタルチレリ

ン投与群でも，運動量の増加が観察された．100 mg/kg タルチレリン投与群での運

動量増加作用は投与後 100 分目で 429.4±28.3 counts/20 min のピーク値を示した．そ

の一方，30 mg/kg タルチレリン投与群では投与直後に 391.0±42.3 counts/20 min の最

大値となった．30 および 100 mg/kg タルチレリン投与群での運動量増加作用は，そ

れぞれ投与後 4 時間目および 8 時間目に媒体投与群のそれと同レベルに戻った．  

ロバチレリン，タルチレリンおよび媒体投与後 6 時間目までの運動量の積算値

（総運動量）と，投与後 6 時間目から 12 時間目までの運動量の積算値（総運動量）

を Fig.8B および C に示す．ロバチレリンおよびタルチレリン投与群とも，薬物投

与後 6 時間目までの総運動量に用量依存的な増加作用が観察された．一方，投与後

6 時間目から 12 時間目までの総運動量では，10 および 30 mg/kg のロバチレリン投

与群で増加作用が認められたのに対して，タルチレリン投与群では 100 mg/kg での

み増加作用が観察された．10 mg/kg ロバチレリン投与群では投与後 6 時間目までの

運動量の総運動量と投与後 6 時間目から 12 時間目までの総運動量が，100 mg/kg タ

ルチレリン投与群のそれと同レベルになった．  
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Fig.8 ロバチレリンおよびタルチレリンのラットへの単回経口投与による運動量への

作用  

A：ロバチレリン（ 10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（30 および 100 mg/kg）の運

動量への経時的作用．データは各群 10 例の mean で示す．B：ロバチレリン，タルチレリ

ンおよび媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目までの運動量の積算値（総運動量）．C：ロバチ

レリン，タルチレリンおよび媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目から投与後 12 時間目まで

運動量の積算値（総運動量）．データは各群 10 例の mean±S.E.M.で示す． *p<0.05，
**p<0.01，媒体群との間の Dunnett 検定．  
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1.4 考察  
新規の TRH 誘導体であるロバチレリンの中枢ノルアドレナリン神経系への電気

生理学的および薬理学的作用を検証した．ロバチレリンはヒト TRH 受容体結合し

た．ロバチレリンは、ラットの前頭前皮質を含む大脳および小脳など中枢の広範

囲に投射する青斑核のノルアドレナリン作動性神経を活性化した．さらに，ロバ

チレリンは前頭前皮質のノルアドレナリン量を増加させ，かつ運動を亢進させた．

ロバチレリンのそれら作用は，TRH よりも強力な中枢作用が報告されているタル

チレリン 51),52 )よりも，さらに強力かつ作用持続性を有することが示された．  

受容体結合試験で，ロバチレリンはタルチレリンよりもヒト TRH 受容体への高

い親和性が確認された（Fig.3）．一方，ロバチレリンは TRH よりもヒト受容体への

親和性が低かった（Fig.3）．これに一致して，タルチレリンも TRH よりもヒト受容

体への親和性が低かった（Fig.3）．タルチレリンの TSH 内分泌作用は，TRH のそれ

よりも低いことが報告されている 53),54)．タルチレリンは TRH よりも TRH 受容体へ

の親和性が低いが，タルチレリンと TRH では，TRH 受容体への結合様式の違いが

存在し，その結合様式は TRH 受容体下流に存在する複数のシグナル伝達方式に違

いともたらすことで，高い中枢作用を発揮する可能性が報告されている 53),54 )．し

たがって，ロバチレリンは TRH 受容体よりも親和性が低いものの，TRH よりも高

い中枢作用を発揮すること可能性がある．予備的な試験では，ロバチレリンの TSH

内分泌作用は，タルチレリンのそれと同等であることも確認されている（キッセ

イ薬品工業株式会社  社内資料）．  

青斑核ノルアドレナリン作動性神経における電気生理学的試験では，ロバチレ

リンはタルチレリンよりも神経の自発発火の頻度をより増加させた（Fig.4）．ロバ

チレリンによる青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火亢進作用は，TRH

受容体アンタゴニストのクロルジアゼポキシドによって阻害された（Fig.5）．これ

までに，げっ歯類では 2 つのサブタイプの TRH 受容体，TRH1 receptor および

TRH2 receptor の存在が確認されている 34),55)．加えて，ラットの青斑核で，TRH 受

容体の分布が確認され，TRH 含有神経の青斑核への投射がラットとヒトで確認さ

れている 56),57) ,58)．その一方で，ヒトでの TRH 受容体は 1 種類のみである 34),35)．

ヒト TRH 受容体の塩基配列は，ラットの TRH1 receptor のそれと 89.2% の相同性を

示すが，ラットの TRH2 receptor のそれと相同性を示さない 34)．加えて，TRH およ

びタルチレリンは，ヒト TRH 受容体のアゴニストである 53),48)．したがって，本試

験から，ロバチレリンはヒト青斑核の TRH 受容体刺激を介してノルアドレナリン

作動性神経を活性化させることが示唆された．  

TRH はラット青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火頻度を増加させる．

しかしながら，酸性条件下で TRH を併用しても，神経の自発発火がさらに亢進さ

れなかったと報告されている 37)．これらの知見から，TRH の自発発火作用は酸性

化による TASK チャネルの機能調節の機構を介していることが示唆された 37)．ロバ
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チレリンも同様の酸性条件下で，さらなる自発発火の亢進は認められなかった．

一方，TRH のラット TRH 受容体への結合性は酸性条件下で低下することおよび pH

低下が青斑核ノルアドレナリン作動性神経に対して電気生理学的および生理学的

に様々な反応を引き起こすことが知られていることから 37)，ロバチレリンの青斑

核ノルアドレナリン作動性神経活性化作用のメカニズム解明には更なる研究が必

要である．  

本章では， in vitro 電気生理学的試験はロバチレリンがラットの青斑核ノルアド

レナリン作動性神経を直接的に活性化させる作用を持つことを示した．さらに in 

vivo 試験におけるロバチレリンの中枢ノルアドレナリン神経系への作用について検

討した．ロバチレリンの単回経口投与は，ラット青斑核での c-Fos 陽性細胞数を増

加させた（Fig.6）．神経組織における c-Fos タンパク発現は神経の活性化の指標と

され，薬物投与などを含む様々な刺激で，急速かつ一過性に観察される 48),49 )．し

たがって，ロバチレリンの投与による c-Fos 発現陽性細胞数の増加は，ロバチレリ

ンが in vivo 条件下でも青斑核ノルアドレナリン作動性神経を活性化することが示

された．  

各種の薬物（例えば，カルバコール，N-methyl-D-aspartic acid，カイニン酸，ク

ロザピンおよびオランザピンなど）や電気刺激で活性化した青斑核ノルアドレナ

リ ン 作 動 性 神 経 は ， 前 頭 前 皮 質 の 細 胞 外 ノ ル ア ド レ ナ リ ン 量 を 増 加 さ せ る

60),61) ,62) ,63 )．本研究で，ロバチレリンは覚醒下無拘束ラットの前頭前皮質での細胞

外ノルアドレナリン量を増加させた（Fig.7）．細胞外ノルアドレナリン量の増加作

用では，10 mg/kg のロバチレリンは 30 mg/kg のタルチレリンとほぼ同レベルのノ

ルアドレナリン量の最大値および AUC0-6hr 値を示し，投与用量ベースで，ロバチレ

リンのノルアドレナリン増加作用はタルチレリンの約 3 倍となることが示された．

ロバチレリンとタルチレリンの青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自発発火増

強作用の EC50 値でも 3 倍の差が認められたことから，ノルアドレナリン増加作用

のロバチレリンとタルチレリンの差は，青斑核ノルアドレナリン作動性神経の自

発発火増強作用を反映していると考えられた．一方，ノルアドレナリン増加作用

の持続性では，ロバチレリンがタルチレリンよりも長い持続性を発揮した．これ

らの結果に相関して，ラットへのロバチレリンの経口投与は，タルチレリンのそ

れよりも，強力かつ持続性的に運動量を増加させた（Fig.8）．TRH 投与によるげっ

歯類の運動量亢進には中枢ノルアドレナリン神経系の関与が報告されている 41)．

加えて，タルチレリンは TRH よりも優れた代謝安定性とバイオアベイラビリティ

で，TRH よりも強力かつ持続的な運動亢進作用を発揮することが報告されている

51)．脳組織ホモジネート中に，ロバチレリンは，タルチレリンよりも優れた代謝安

定性を示している 29)．したがって，ロバチレリンの運動亢進作用の一部には，タ

ルチレリンとの代謝安定性の差異が関与すると推察された．   

タルチレリンの SCD 患者を対象とした臨床開発試験では，タルチレリンは SCD
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の進行を鈍化させることあるいは運動機能を改善することが示されている 52),64)．

本研究で，ロバチレリンの経口投与は，タルチレリンよりも強力かつ持続的な中

枢ノルアドレナリン神経系の亢進作用および運動量増加作用を示した．以前の

SCD 患者および SCD 動物モデルにおいて，小脳，脊髄，大脳や脳脊髄液でのノル

アドレナリン神経系およびノルアドレナリン代謝物の異常が報告されている 65), 

66) ,67) ,68)．これらのことから，ロバチレリンは，青斑核を介した中枢ノルアドレナ

リン神経系に対する作用を示し，SCD の治療薬として，高い治療効果を有する可

能性が示された．  

 

1.5 小括  
本研究において，新規 TRH 誘導体ロバチレリンは，ヒト TRH 受容体への結合親

和性を示し，青斑核ノルアドレナリン神経系を賦活化した．ロバチレリンは，前

頭前皮質の細胞外ノルアドレナリン量を増加させ，自発運動を亢進した．ロバチ

レリンのこれらの中枢性の作用は，タルチレリンのそれらよりも強力かつ持続的

であることが示された．したがって，ロバチレリンが SCD への有用な治療薬とな

る可能性が示された．  
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第2章 ロバチレリンの遺伝性脊髄小脳変性症モデルローリングマ

ウスナゴヤの運動失調改善作用  

2.1 序論  
第 1 章では，ロバチレリンの中枢ノルアドレナリン神経系への作用およびノルア

ドレナリン神経系を介した運動亢進作用を示した．ロバチレリンは脊髄小脳変性

症（SCD）治療を目的としていることから，SCD での運動機能障害の改善作用につ

いても検討する必要がある．  

SCD は，その多様な症状および病因のタイプにもとづいて，細分化されている．

特に常染色体優性遺伝性の SCD である脊髄小脳失調症（SCA）は，病因遺伝子が

特定され，現在では 40 種類以上のサブタイプがある．それらの病因理解および治

療法開発のため，実験動物を用いた様々な病態モデルが創出されている．  

近年，トランスジェニックマウス作製技術の向上により，SCA の原因遺伝子上

に，CAG 繰り返し配列を挿入したマウスモデルが多く作製され，CAG 繰り返し配

列から翻訳されたポリグルタミンによる疾患の発症機序解析が進められている 69)．

最終的に，SCA は神経細胞の変性に至る．SCA の神経細胞変性に至る過程は，タ

ンパク質の凝集（タンパク質毒性），RNA の gain of function による神経毒性発現，

転写調節異常，オートファジー障害，ミトコンドリア機能不全・酸化ストレスお

よびチャネル障害と多岐にわたる（Fig. 9）．  

 
Fig.9 SCA の病因と種類（文献 69)より抜粋）  

SCA は 40 種類以上の分類がされている．SCA の疾患発症機序は，タンパク質の凝集，

RNA の gain-of-function による神経毒性，転写異常，オートファジー障害，ミトコンドリ

ア障害，酸化ストレスおよびチャネロパシーなど多岐にわたる．  
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ポリグルタミンに関連した凝集タンパク質あるいは蓄積タンパク質が神経細胞

への直接的な有害作用を発揮するのか，あるいは神経細胞への保護作用として働

いているのかは未だ解明されていない．SCA の病理像として認められるタンパク

質の特徴と細胞死の関連についても，明らかにされておらず，SCA での治療標的

の特定は困難な状態が続いている 21),  69)．  

自然発症の遺伝性運動失調モデルは，SCD の病態・病状をよく再現し，SCD 治

療法や治療薬開発に用いられている．ローリングマウスナゴヤ  （Rolling mouse 

Nagoya; RMN）は，電位依存性 P/Q 型  Ca2+ チャネルの α1 サブユニット遺伝子

Cacna1a に点突然変異を持ち，重度の運動失調症状を認め，歩行時に転倒を繰り返

すことを特徴とする遺伝性運動失調マウスである．Cacna1a 遺伝子は，ヒトの脊髄

小脳失調症 6 型（SCA6）の病因遺伝子であり，RMN は遺伝性 SCD モデルのひとつ

と考えられている．RMN は小脳の萎縮とともに，小脳の顆粒細胞，バスケット細

胞および星状細胞の減少，プルキンエ細胞の樹状突起スパインの減少が病理所見

となっている．電気生理学的な解析から，RMN では，頭部の位置や加速度の変化

に対応して，頸部および体幹の筋緊張を制御することで安定した姿勢を維持させ

る前庭脊髄反射の時間間隔（潜時）が延長し，小脳プルキンエ細胞の異常な神経

発火だけでなく，シナプス機能障害も確認されている．その他にも，小脳，脊髄，

間脳および大脳において，種々の神経伝達物質や神経アミノ酸の機能異常が示さ

れている．これら全ての素因の運動失調症状発現への因果関係については未だに

明らかにはされていない 70),71) ,72) ,73 )．しかしながら，明確な運動失調症状を示すこ

とから， RMN はこれまでに運動失調改善治療薬の開発研究に用いられてきた

74),75) ,76)．  

そこで，本章では，遺伝性運動失調モデルマウス RMN を用いて，ロバチレリン

の SCD における運動失調症状の改善効果について検討した．   

 

2.2 実験材料と試験方法  

2.2.1 実験動物  
名古屋大学で作出されたローリングマウスナゴヤ（RMN; CH3/He-Tg(rol)）を日

本チャールスリバーで繁殖させ，本実験に供した．行動観察実験およびオートラ

ジオグラフィ試験で，雌雄の RMN および野生型の CH3/He マウスを用いた．ロバ

チレリンのマウスにおける血漿中濃度測定には，日本 SLC から購入した雄性 ICR

マウスを使用した．マウスは温度（20～26°C）および相対湿度（30～70%）で保た

れた室内で 12 時間の明暗サイクル（8 時点灯，20 時消灯）にて飼養され，試験操

作に使用するまでは市販の固形飼料 CE-2（日本クレア）と滅菌処理された水道水

で，自由摂食と自由飲水とした．  

本章の全ての動物実験は，キッセイ薬品工業の実験動物委員会の審査・承認を
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経て，我が国の動物実験のガイドライン動物の愛護および管理に関する法律に従

って実施された．  

 

2.2.2 試薬  
ロバチレリン水和物およびタルチレリン水和物は塩野義製薬から提供された．

ロバチレリン水和物およびタルチレリン水和物は蒸留水を媒体として，10 mL/kg の

容量で，それぞれ 1～30 mg/kg および 3～100 mg/kg の投与用量を動物に経口投与し

た． [1−14C] 2-deoxy-D-glucose (100 μCi/mL)は PerkinElmer から購入した．生化学検

査用キットラボアッセイ™グルコースは富士フイルム和光純薬（大阪，日本）から

購入した．その他の化学物質は GR（特級）あるいは EP（一級）グレードの市販品

を使用した．  

2.2.3 ロバチレリンのマウス血中濃度測定  
Kobayashi らの報告 29)から，動物の血漿中濃度は投与用量の増加に伴って，線形

性の増加を示す． ICR マウス（8 週齢）に，推定されたマウス薬効用量域の 3 mg/kg

のロバチレリンを経口投与してマウスの血漿中濃度測定をおこなった．投与後 0.25，

0.5，1，2，4，6 および 8 時間目に，ヘパリン添加したシリンジを用いて採血を行

った（n=3，投与後 6 時間のみ n=2)．遠心分離（2000×g，3 分間，4°C）を行って血

漿を分離した．ロバチレリンの血漿中濃度測定は Kobayashi らの以前の文献 29)を参

考にした．血漿試料中（ 50μL）のロバチレリンを OASIS HLB μElution プレート

（日本ウォーターズ，東京，日本）を用いて抽出し，最終媒体を蒸留水 /アセトニト

リル（70:30，v/v）として測定資料とした．血漿中のロバチレリン濃度は，液体ク

ロマトグラフィ（ LC-vp series；島津製作所，京都，日本）および質量分析装置

（API 3000 Triple-Quad；エービー・サイエックス，東京，日本）を用いて，ポジテ

ィブイオンモードでエレクトロスプレーイオン化を行う液体クロマトグラフィ・

タンデム質量分析法により測定した． HPLC による分離は， 30°C に保温した

Develosil C30-UG-5 カラム（長さ 150 × 内径 2 mmol/L，  粒子径 5-μm；野村化学，

瀬戸，日本）を用いて行った．移動相として， 0.1%（ v/v）酢酸 /アセトニトリル

（ 65:35， v/v）を用いて， 0.2 mL/min の流速で溶出した．多重反応モニタリング

（MRM）により，ロバチレリンの質量電荷比（m/z 367→254）および内標準（ロバ

チレリン -d10)の質量電荷比（m/z 377→254）の遷移をモニターし，ロバチレリン濃

度として算出した．  

2.2.4 行動観察試験  
雌雄の RMN（10～11 週齢）に，媒体，ロバチレリン（1，3，10 および 30 mg/kg）

およびタルチレリン（3，10，30 および 100 mg/kg）を 2 週間反復経口投与した．

行動観察試験を，投与前（pre），投与初日（投与 1 日目）および最終投与日（投与
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14 日目）に実施した．なお，薬物投与後の行動観察は，マウス血中濃度推移を考

慮して，投与 2 時間後に実施された．加えて，休薬期間となる最終投与日から 1 週

間後および 2 週間後にも，同様に行動観察を実施した．  

過去の報告 77),78 )を参考にし，傾斜型式アンブロメータ（ACTY-303；バイオメデ

ィカ，大阪，日本）にプラスチックケージ（直径 20 cm，高さ 20 cm）をセットし

て自発運動量を測定した．転倒数は，目視で手持ちの数取器を用いて計測した．

転倒状態を示す代表例を Fig.10 に示す．RMN は静止時の姿勢は前肢および後肢を

広げて，体全体を支える姿勢を示し（Fig.10A,B），姿勢を維持できないため移動時

には体幹をねじりながら，体側面を床へ打ち付けるように転倒を頻繁に繰り返し

た（Fig.10C,D）．自発運動量と転倒数は，飼育ケージからプラスチックケージに動

物を移した直後から 10 分間の計測を行った．運動機能改善の主要評価項目である

転倒指数は，転倒数を自発運動量で除することで算出した．  

 
Fig.10 RMN の静止時および転倒時の姿勢  

A，B：RMN の静止時の姿勢．C，D：転倒時の姿勢．  

 

薬物投与前の行動観察において，運動失調症状の明確な RMN 個体を選択するた

め，転倒指数が 0.5 以上かつ自発運動量が 10 以上となる個体を選抜した．条件を

満たした個体を対象として，SAS System Version 8.2（SAS Institute）およびその連

動プログラムの前臨床パッケージ Version 5.0（SAS Institute Japan）を用い，転倒指

数および自発運動量を変数とする「多変数によるブロック化割付け」を行い，転

倒指数および自発運動量の平均値が近似するように 9 つの試験群（媒体投与群，ロ

バチレリン（1，3，10 および 30 mg/kg）投与群およびタルチレリン（3，10，30 お

よび 100 mg/kg）投与群に割り付けた．なお，一度に得られる個体の数が限られる

ため，群分け操作は複数回に分けて行われ，本試験で設定した例数（n=12/group）

に達するまで試験は繰り返された．一度の試験で得られた個体数が少数であり

「多変数によるブロック化割付け」が行えない場合は，その時点における各群の転
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倒指数の平均値を指標として，各試験群に割付けを行った．最終的に，設定した

例数に達した段階で，Tukey 検定を行って，自発運動量，転倒数および転倒指数に

各群間の測定値に統計学的な差異がないことを確認した．この群分け操作に続い

て，薬物投与および運動機能の改善評価が行動観察で実施された．  

2.2.5 オートラジオグラフィ試験（局所脳中グルコース取り込み量測定）  
雌雄の RMN（11 週齢）および野生型の CH3/He マウス（11 週齢）を 5 つ試験群

（正常動物群（n=6），RMN 媒体投与群（n=7），RMN ロバチレリン投与群（10 およ

び 30 mg/kg，n=7/group）および RMN タルチレリン投与群（100 mg/kg，n=6/group））

に割り付けた．約 18 時間絶食させた後，媒体，ロバチレリンおよびタルチレリン

を単回経口投与した．投与 1 時間 30 分後に，20 μCi/mL の [1-14C]2-deoxy-D-glucose

（PerkinElmer）を 5 mL/kg の容量で尾静脈投与した． [1-14C]2-deoxy-D-glucose 投与

30 分後にイソフルラン麻酔下で，開腹して腹部大静脈よりを採血した．採血によ

り安楽死後，速やかに頭骨から脳を摘出した．摘出した脳を凍結切片作成用包埋

剤 M1 エンベディング（サーモフィッシャーサイエンス，東京，日本）に包埋し，

ドライアイス上で凍結した．凍結包埋した組織を，クリオスタット（CM-1800；

Leica Biosystems，Wetzlar，Germany）を用いて，冠状面で切片厚 20 µm ごとに薄切

した．薄切切片をスライドガラスに貼り付け，マウスの脳図 79)で位置を特定した

後，60℃ のホットプレート上で乾燥させた．切片を貼り付けたスライドグラスと

14C ス タ ン ダ ー ド ガ ラ ス ス ラ イ ド （ Carbon-14 Standards for autoradiography ；

American Radiolabeled Chemicals，St. Louis，  MO，USA）をオートラジオグラフィ

用カセット（Hypercasett；GE ヘルスケア・ジャパン，東京，日本）内で，Kodak 

BioMax MR フィルム（Eastman Kodak Company，New York，USA）を 4℃にて，1 週

間 露 光 さ せ た ． 暗 室 に て フ ィ ル ム を 現 像 液 （ Kodak GBX Developer and 

Replenisher ； Eastman Kodak Company ） お よ び 定 着 液 （ Kodak GBX Fixer and 

Replenisher；Eastman Kodak Company）を用いて現像した．  

続いて，GS-800 Calibrated Densitometer（Bio-Rad Laboratories，CA，USA）でフ

ィルムの感光面をスキャニングした．数値定量化には 1 次元画像分析ソフトウェア

Quantity One（Bio-Rad Laboratories）を用いた． 14C スタンダードガラススライドの

放射能量とフィルムのフィルム黒化度からに検量線を作成した．脳の各部位ごと

に関心領域（ROI）を指定して，検量線から脳の各部位の放射線量を算出した．

ROI の同定には，マウスの脳図 79)を用いた．  

脳の各部位の放射能量から，脳の各部位のグルコース取り込み量を次の計算式

から算出した．  

 

グルコース取込み量＝脳組織中放射能量×血漿中グルコース濃度÷血漿中放射能量  
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血漿中グルコース濃度測定には，安楽死時に採取した血液サンプルを用いた．

血液サンプルをフッ化ナトリウム /EDTA-2Na コートチューブ（日本ベクトン・デッ

キソン，東京，日本）に回収して，遠心分離（2000×g，3 分間）し，血漿サンプル

を得た．血漿中グルコース濃度の測定には生化学検査用キットラボアッセイ™  グ

ルコース（富士フイルム和光純薬，大阪，日本）を用いた．血漿中放射性濃度は

液体シンチレーションカウンター（Tri-Carb 3100TR；PerkinElmer）を用い，測定

した．  

2.2.6 リアルタイム PCR 
行動観察試験とは別に用意された雌雄の RMN（ 10～ 11 週齢）および野生型の

CH3/He マウス（10～11 週齢）を 4 つ試験群（正常動物群（n=6），RMN 媒体投与群

（n=8），RMN ロバチレリン投与群（30 mg/kg，n=8/group）および RMN タルチレリ

ン投与群（100 mg/kg，n=6/group））に割り付けた．動物へ 2 週間反復投与後，安楽

死させ，小脳を採取した．各個体の小脳を RNeasy Lipid Tissue Mini Kit（キアゲン，

東京，日本 )を用いて RNA を抽出して，RNase-free DNase set（キアゲン）を用いて

ゲノム DNA を分解処理した．PrimeScript™ RT reagent Kit（タカラバイオ，滋賀，

日本）を用いて，オリゴ dT プライマーおよびランダヘキサマーをプライマーとし

て RNA を鋳型に逆転写反応を行い，cDNA を合成した．リアルタイム PCR（Real-

time Polymerase Chain Reaction）には，7500 Fast リアルタイム PCR システム（アプ

ライドバイオシステムズジャパン，東京，日本）と SYBR Premix Ex Taq（タカラバ

イオ）を用いた．脳由来栄養因子（ BDNF； brain-derived neurotrophic factor）の

mRNA 定 量 に は ， グ リ セ ル ア ル デ ヒ ド 3- リ ン 酸 脱 水 素 酵 素 （ GAPDH ；

glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase）をリファレンス遺伝子として，比較定量

ΔΔCt 法を用いた． BDNF のプライマーの設計および合成は，タカラバイオの

Perfect Real Time サポートシステムで行った．  

マウス BDNF Forward プライマー：5'-TCAAGTTGGAAGCCTGAATGAATG-3' 

マウス BDNF Reverse プライマー：5'-CTGATGCTCAGGAACCCAGGA-3' 

マウス GAPDH Forward プライマー：5'-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3' 

マウス GAPDH Reverse プライマー：5'-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3' 

2.2.7 統計学的解析  
統計解析には，SAS System Version 8.2（SAS Institute）およびその連動プログラ

ムの前臨床パッケージ Version 5.0（SAS Institute Japan），あるいは EXSUS（CAC

クロア，東京，日本）を使用した．2 群間の比較検定においては，F 検定の結果を

行い，等分散性であった場合は Student の t 検定を，不等分散であった場合は Aspin-

Welch の t 検定あるいは Mann-Whitney U 検定を用いた．3 群以上の群間で多重比較

検定を行う際には，Bartlett 検定を用いて群間の等分散性を確認した．等分散が確

認され，媒体対照群と複数群間での多重比較検定を行う場合には，Dunnett 検定が，



   
 

29 

全ての 2 群間で多重比較検定を行う場合には，Tukey 検定が用いられた．なお，

EXSUS では，例数がアンバランスな場合，それを考慮して，Tukey-Kramer 検定の

近似計算が可能である．不等分散が確認され，全ての 2 群間で多重比較検定を行う

場合には，Wilcoxon の順位和検定が用いられ，媒体対照群と複数群間での多重比

較検定を行う場合には，Steel 検定が用いられた．危険率は 5% 未満で統計学的に

有意差ありとした．  
  



   
 

30 

2.3 結果  

2.3.1 マウスへのロバチレリン経口投与によるロバチレリンの血中濃度推移  
マウスへのロバチレリン単回経口投与後のロバチレリンの血漿中の濃度推移を

Fig.11 に示し，薬物動態パラメータを Table2 に示した．非絶食下での Cmax および

AUC0-∞は，非絶食下の Cma x の 92.1% および AUCinf の 72.3% であった．3 mg/kg ロ

バチレリン投与 2 時間目のロバチレリン血漿中濃度は絶食下で 35.60ng/mL，非絶食

下で 11.67ng/mL であった．  

 

 
Fig.11 絶食下および非絶食下でのマウスへのロバチレリン単回経口投与後のロバチ

レリンの血漿中濃度推移  
各時点 2-3 例の mean で示す．投与後 0.25 時間から 8 時間目の血中濃度推移を示す．  

 

Table2 絶食下および非絶食下でのマウスへのロバチレリン単回経口投与時の薬物動

態パラメータ  

 
2-3 例の mean として示す．Cmax：最高血漿中濃度，Tmax：最高血漿中濃度到達時間，

AUC0- ∞：血漿中濃度－時間曲線下面積  
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2.3.2 ローリングマウスナゴヤへのロバチレリン投与による運動機能改善評価の

ための行動観察  
ローリングマウスナゴヤ（RMN）（n=12/group）に，媒体，ロバチレリン（1，3，

10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3，10，30 および 100 mg/kg）を 2 週間

反復経口投与して，運動機能改善に及ぼす効果を評価した．  

薬物投与前の行動観察において，108 例の RMN の自発運動量の平均値は 32.4 ± 

1.4 counts/10min であり，17 例の正常マウスにおける自発運動量の平均値 57.0 ± 

6.5/10 min よりも低値となった．薬物投与前の RMN の転倒数の平均値は 33.6 ± 

1.5/10 min であったのに対し，正常マウスでは一切転倒が認められなかった．  

次に，投与初日（投与 1 日目），最終投与日（投与 14 日目），最終投与日から 1

週間後および最終投与日から 2 週間後における各薬物の RMN の自発運動量に及ぼ

す効果を Fig.12 に，転倒数に及ぼす効果を Fig.13 に，転倒指数への改善作用を

Fig.14 に示す．1，3 および 10 mg/kg のロバチレリン投与群の自発運動量は，投与

初日で，媒体投与群のそれよりも増加した．3 mg/kg ロバチレリン投与群は最終投

与日でも自発運動量の増加が観察された．一方，タルチレリン投与群は，自発運

動量の増加傾向を認めたものの有意な差はなかった．  30 mg/kg ロバチレリン投与

群の転倒数は投与初日（投与 1 日目）および最終投与日（投与 14 日目）に，媒体

投与群のそれよりも減少した．100 mg/kg タルチレリン投与群では転倒数が低下す

る傾向にあった（p=0.0638）．運動機能改善評価の主要評価項目である転倒指数は，

投与初日（投与 1 日目）に 3，10 および 30 mg/kg ロバチレリン投与群ならびに 30

および 100 mg/kg タルチレリン投与群で，媒体投与群のそれよりも低下した．最終

投与日（投与 14 日目）でも，ロバチレリンおよびタルチレリンの両薬物の転倒指

数に及ぼす効果は，投与初日のそれと同様の値となり，これら薬物の運動機能改

善作用の減弱は認められなかった．さらに，休薬後 1 週間目および 2 週間目におけ

るロバチレリンおよびタルチレリンの運動機能改善効果の持続性を評価した．そ

の結果，ロバチレリンは休薬後 1 週間目では 3 mg/kg 以上の投与群で，休薬後 2 週

間後目では 10 mg/kg 以上で転倒指数が減少しており，運動機能改善効果の持続が

認められた．その一方，タルチレリンは休薬後 1 週間目では 100 mg/kg でのみ転倒

指数が減少したが，休薬後 2 週間目にはいずれの投与群でも転倒指数の減少は観察

されなかった．   
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Fig.12 ロバチレリンおよびタルチレリンの経口投与による RMN の運動機能（自発運

動量）への作用  

RMN に媒体（蒸留水），ロバチレリン（1， 3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン

（3，10，30 および 100 mg/kg）を 2 週間反復経口投与して，2 週間の休薬期間を設けた．

A：初日投与後 2 時間目，B：最終投与後 2 時間目，C：最終投与後の 1 週目および D：

最終投与後の 2 週目の各時点の行動観察による自発運動量の測定結果を示した．データ

は各群 12 例の mean±S.E.M.として示す． *p<0.05，媒体群との間の Dunnett 検定．  
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Fig.13 ロバチレリンおよびタルチレリンの経口投与による RMN の運動機能（転倒数）

への作用  
RMN に媒体（蒸留水），ロバチレリン（1， 3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン

（3，10，30 および 100 mg/kg）を 2 週間反復経口投与して，2 週間の休薬期間を設けた．

A：初日投与後 2 時間目，B：最終投与後 2 時間目，C：最終投与後の 1 週目および D：

最終投与後の 2 週目の各時点の行動観察による転倒数の測定結果を示した．データは各

群 12 例の mean±S.E.M.として示す． *p<0.05，媒体群との間の Dunnett 検定．  
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Fig.14 ロバチレリンおよびタルチレリンの経口投与による RMN の運動機能（転倒指

数）への作用  
RMN に媒体（蒸留水），ロバチレリン（1， 3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン

（3，10，30 および 100 mg/kg）を 2 週間反復経口投与して，2 週間の休薬期間を設けた．

A：初日投与後 2 時間目，B：最終投与後 2 時間目，C：最終投与後の 1 週目および D：

最終投与後の 2 週目の各時点の行動観察による転倒指数の評価結果を示した．データは

各群 12 例の mean±S.E.M.として示す． *p<0.05， **p<0.01，媒体群との間の Dunnett 検

定．  
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2.3.3 ローリングマウスナゴヤへのロバチレリン投与による脳中局所グルコース

への作用  
正常マウスおよびローリングマウスナゴヤ（RMN）（n=6～7/group）に，媒体，

ロバチレリン（10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（100 mg/kg）を単回経口

投与の脳中局所グルコース取り込みに及ぼす効果を評価するため，オートラジオ

グラフィを行った（Table3）．  

正常群と媒体（蒸留水）投与群の間で，脳内局所グルコース取り込み量を比較

した結果，脳内の各領域において，グルコース取り込み量に差はなかった．一方，

RMN では，視蓋前域前核，腹側被蓋野，黒質緻密部，小脳中位核，前庭神経内側

核，小脳第 4/5 小葉，小脳第 3 小葉において，グルコースの取り込み量が低下傾向

にあった．   

一方，RMN の媒体（蒸留水）投与群と，ロバチレリンの 30 mg/kg 投与群の脳内

局所グルコース取込み量を比較した結果，前頭前皮質，側坐核シェル，側坐核コ

ア，線条体，前帯状皮質，二次運動野，視蓋前域前核，腹側被蓋野，黒質緻密部，

青斑核，小脳中位核，前庭神経内側核，第 4/5 小葉および第 3 小葉で，ロバチレリ

ン投与によるグルコース取込み量の増加が認められた．媒体（蒸留水）投与群の

グルコース取り込み量とロバチレリンの 10 mg/kg 投与群のそれとの比較では，脳

全体において，ロバチレリン投与群でグルコース取込み量の増加傾向が認められ

た．  

RMN の媒体（蒸留水）投与群のグルコース取り込み量と，タルチレリンの 100 

mg/kg 投与群のそれを比較した．その結果，タルチレリン投与群での前頭前皮質，

側坐核シェル，側坐核コア，線条体，前帯状皮質，二次運動野，視蓋前域前核，

腹側被蓋野，一次視覚野，黒質緻密部，黒質網様部および青斑核でグルコース取

込み量が促進された．30 mg/kg ロバチレリン投与群と 100 mg/kg タルチレリン投与

群の比較では，30 mg/kg ロバチレリン投与群において，より多くのグルコース取込

み量が認められた．RMN の小脳におけるグルコース取込み量の増加は 30 mg/kg ロ

バチレリン投与群でのみ観察された．  
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Table3 正常マウスおよび RMN における局所脳中グルコース取り込み量  

データは各群 6～7 例の mean±S.E.M.として示す．Wt：正常マウス，RMN：ローリングマウスナゴ

ヤ．18 時間の絶食後に，媒体（蒸留水），ロバチレリン（10 または 30 mg/kg）およびタルチレリ

ン（100 mg/kg）を経口投与して，1 時間半後に [1–14C]2-deoxy-D-glucose (100 μCi/kg)を尾静脈投与

した．さらに， 30 分後に下大静脈から採血を行って，脳を取り出して，オートラジオグラフィ―
に供した． ap<0.05， bp<0.01，媒体群とロバチレリンの間の Steel 検定． cp<0.05， dp<0.01，媒体群

とタルチレリンの間の Student の t 検定． ep<0.01，媒体群とタルチレリンの間の Wilcoxson の順位

和検定．  

 

2.3.4 ローリングマウスナゴヤの小脳の脳由来栄養因子遺伝子へのロバチレリン

およびタルチレリンの作用  
正常マウスおよびローリングマウスナゴヤ（RMN）（n=6～8/group）に，媒体，

ロバチレリン 30 mg/kg およびタルチレリン 100 mg/kg を 2 週間反復経口投与した

後，リアルタイム PCR を用いて小脳の BDNF 遺伝子発現に及ぼす効果を評価した

（Fig.15）．  

RMN の BDNF mRNA 発現レベルは，正常マウスのそれよりも低下した．ロバチ

レリン 30 mg/kg およびタルチレリン 100 mg/kg の 2 週間反復経口投与は，媒体投与

群の BDNF mRNA 発現レベルよりも，その発現レベルを上昇させた．  

 

Wt
Vehicle Vehicle Rovatirelin Rovatirelin Taltirelin

10 mg/kg 30 mg/kg 100 mg/kg
n = 6 n = 7 n = 7 n = 7 n = 6

Prefrontal cortex 8.17 ± 1.02 7.76 ± 0.72 8.62 ± 0.87 19.12 ± 3.59b 16.25 ± 2.74e

Nucleus accumbens, Shell 9.41 ± 0.86 9.45 ± 0.96 11.30 ± 1.46 24.61 ± 4.64b 18.55 ± 2.05d

Nucleus accumbens, Core 8.16 ± 0.75 8.98 ± 0.88 9.05 ± 0.82 19.73 ± 4.26a 18.09 ± 2.98e

Striatum 12.10 ± 1.15 14.83 ± 1.92 14.94 ± 1.83 27.52 ± 5.40a 29.41 ± 2.80d

Corpus callosum 2.90 ± 0.19 3.09 ± 0.29 3.43 ± 0.30 4.64 ± 0.93 3.99 ± 0.33
Anterior cingulate cortex 9.12 ± 0.86 8.85 ± 0.87 9.95 ± 1.77 19.14 ± 4.79a 17.92 ± 2.35e

Supplementary motor area 9.52 ± 0.85 10.45 ± 0.80 11.18 ± 1.43 22.22 ± 5.58a 21.31 ± 2.11d

Pretectal region 14.48 ± 1.32 12.12 ± 21.04 13.64 ± 1.90 28.79 ± 5.92b 28.01 ± 2.99e

Ventral tegmental area 10.51 ± 0.97 9.22 ± 0.93 9.29 ± 0.91 18.45 ± 3.85a 16.76 ± 2.28d

Primary visual area 13.20 ± 1.66 12.65 ± 1.36 12.17 ± 1.33 25.11 ± 5.32 23.10 ± 1.86d

Substantia nigra compacta 8.89 ± 0.89 7.50 ± 0.48 7.17 ± 1.00 14.99 ± 3.60a 12.76 ± 0.96d

Substantia nigra reticulata 6.39 ± 0.59 6.03 ± 0.35 5.91 ± 0.65 11.16 ± 2.51 9.53 ± 1.01e

Locus ceruleus 8.36 ± 0.71 8.33 ± 0.93 10.20 ± 1.84 17.81 ± 4.27a 14.54 ± 2.36c

Inferior colliculus 20.54 ± 2.19 24.19 ± 1.76 19.33 ± 2.19 36.69 ± 5.77 31.31 ± 4.19
Nucleus interpositus 12.17 ± 1.67 10.31 ± 0.49 10.67 ± 0.82 16.59 ± 2.58a 14.07 ± 2.32
Medial vestibular nucleus 17.54 ± 1.89 14.90 ± 1.07 15.41 ± 1.12 26.67 ± 5.09a 21.27 ± 3.31
4th and 5th cerebellar lobules 10.11 ± 1.38 7.70 ± 0.66 9.48 ± 0.84 15.69 ± 2.88a 11.42 ± 2.06
3rd cerebellar lobules 10.13 ± 1.31 8.01 ± 0.81 9.20 ± 0.78 14.86 ± 2.84a 11.05 ± 2.27

Structure

RMN
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Fig.15 RMN へロバチレリンおよびタルチレリン反復投与による小脳の BDNF 遺伝子

の発現への作用．  
正常マウスおよび RMN に媒体（蒸留水），ロバチレリン 30 mg/kg およびタルチレリン

100 mg/kg を 2 週間反復投与後，小脳を採取して，BDNF の遺伝子発現をリアルタイム

PCR で解析した．データは各群 6～8 例の mean±S.E.M.として示す． **p<0.01，各群の間

の Tukey 検定．  

 

2.4 考察  
遺伝性 SCD モデルマウス RMN の運動失調症状へのロバチレリンの運動機能改善

作用について検討した．ロバチレリンの反復経口投与は，RMN の転倒指数を減少

させ，その運動機能を改善した．加えて，RMN におけるオートラジオグラフィの

結果から，小脳を含めた脳内の様々な部位のグルコース取り込み量を増加させ，

中枢神経を賦活化することが示された．反復投与により，小脳の BDNF 遺伝子の発

現を亢進させることも示された．  

RMN はモデル動物であり，P/Q 型カルシウムチャネル（α1A Cav2.1)をコードす

る Cacna1a 遺伝子の突然変異により運動失調を発症する 70),72) ,80 )．P/Q 型カルシウ

ムチャネルの変異は，ヒトの神経変性疾患の SCA6，片麻痺型片頭痛および反復発

作性運動失調症 2 型の発症に関与する 81),82)．一方，Oda らは RMN（ tgro l マウス）

が痙攣発作は示さないことを報告した 72)．本試験においても RMN で痙攣は観察さ

れなかった．本実験で RMN マウスは，後肢の異常による転倒が全ての個体で観察

されていることから，本試験に用いた RMN は，ヒトの SCA6 への適切なモデル動

物になると考えられた．  

げっ歯類の運動機能の協調性および平衡感覚の評価には，通常，ロータロッド

試験が用いられる 83)．しかしながら，本試験では，RMN が転倒を主症状とするこ

とから，ロータロッド装置の回転運動での評価に RMN は適性を欠くこととなる．
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そのため，本試験では行動観察の転倒指数を指標にして薬物の効果を評価した．

本研究での行動観察評価は，脊髄小脳変性症治療薬タルチレリンの腹腔内投与に

よる RMN の運動機能改善作用が示された報告 75)と同様の方法がとられていること

から，運動機能の評価としては信頼性があると判断された．本試験では，臨床利

用における薬物投与経路を想定して，RMN へのロバチレリンおよびタルチレリン

で反復経口投与の運動機能改善作用を評価した．その結果，マウスへの 3 mg/kg ロ

バチレリンの経口投与における Cmax 付近での血漿中濃度は 373 nmol/L（ 136.7 

ng/mL），投与 2 時間後では 97 nmol/L（35.5 ng/mL）であった．ヒト TRH 受容体へ

の TRH 放射性同位体に対するロバチレリンの阻害定数 Ki 値は 702 nmol/L である

84)．ヒト臨床における有効投与用量 2.4 mg における Cmax は 8.4～10.5 ng/mL である

（キッセイ薬品工業株式会社  社内資料）．Kobayashi らの報告ではロバチレリンは投

与用量に応じて血漿中濃度が線形性を示し 29)，行動観察において設定されたロバ

チレリンの投与用量１～30 mg/kg は，投与 2 時間目において，ヒトにおける薬効を

発揮する血漿中濃度に達し，運動機能への有効な血中濃度が確保されると推察さ

れた．ロバチレリンおよびタルチレリンは 2 週間の反復投与の投与初日から，用量

依存的に RMN の転倒指数を減少させた．その作用は，中枢の TRH 受容体の活性化

を介したノルアドレナリンなどの神経伝達物質の放出による中枢神経系の賦活化

によって生じると考えられた．実際，第 1 章では，ロバチレリン投与群での青斑核

ノルアドレナリン神経の活性化および前頭前皮質でのノルアドレナリン放出亢進

を確認した 84)．投与初日において，ロバチレリンは 3 mg/kg 以上，タルチレリンは

30 mg/kg 以上の投与で転倒指数を減少させた．その一方，3 mg/kg のロバチレリン

および 30 mg/kg のタルチレリン投与群の転倒指数を減少させる作用は同等であっ

た．同じ薬物投与用量で比較した結果，30 mg/kg ロバチレリン投与群の転倒指数は，

30 mg/kg タルチレリン投与群のそれよりも低かったことから，ロバチレリンはタル

チレリンよりも強力な運動機能改善作用を発揮することが示された．このロバチ

レリンの強力な運動機能改善作用は，タルチレリンよりも高い TRH 受容体への親

和性 84)および薬物動態指標の脳内での代謝安定性とバイオアベイラビリティの関

与が考えられた 29)．さらに，ロバチレリンの 2 週間反復投与後でも，運動機能改善

効果が減弱しなかったことから，ロバチレリンは長期間投与でも薬物耐性を示さ

ず，かつ長期間にわたって有効性が維持される薬物となる可能性が示された．  

本試験で，注目すべきことは，ロバチレリンの運動機能改善作用が，2 週間反復

経口投与終了後の休薬期間の 2 週間を通じて維持されていたことである．同様に，

タルチレリンもまた休薬後の運動機能改善効果が一部確認された．このタルチレ

リンの効果は Kinoshita らによっても腹腔内投与による休薬後に同様の効果の維持

が報告されている 75),76 )．Kobayashi らのロバチレリンの薬物動態解析（キッセイ薬

品工業株式会社  社内資料）では，げっ歯類への 0.3 mg/kg から 10 mg/kg のロバチ

レリン経口投与時の血中半減期は 0.5 時間から 7.7 時間であり，10 mg/kg ロバチレ
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リン投与でも投与 48 時間目にはロバチレリンが血中からほぼ消失した．したがっ

て，休薬期間に観察された運動機能改善効果は，ロバチレリンの脳組織に移行し

た薬物の組織内濃度が維持されることで発揮されるのではないと考えられた．TRH

誘導体は，動物への虚血や外傷による中枢神経系損傷に対して神経保護作用を発

揮することに加え 85),86 ) ,87)，SCA6 患者由来の iPS 細胞では TRH が神経保護作用を

示すことが報告されている 88)．これらの知見から，ロバチレリンの持続的な運動

機能改善作用は，ロバチレリンの神経保護作用が関与すると推察された．  

グルコースの放射性標識同位体を用いたオートラジオグラフィは中枢神経系活

動の度合いを評価する方法である 89)．本試験では，RMN の脳中グルコース取り込

み量を測定することで中枢神経活動レベルを評価した．正常マウスと RMN の脳中

グルコース取り込み量を比較した結果，視蓋前域前核，腹側被蓋野，黒質緻密部，

小脳中位核，前庭神経内側核，小脳第 4/5 小葉，小脳第 3 小葉において，グルコー

スの取り込み量が低下傾向にあった．これら領域はノルアドレナリン，ドパミン

およびアセチルコリン等の神経伝達物質の産生を担う部位，あるいは RMN で特徴

的な神経変性が文献的に観察される部位 70),71) ,72) ,73)であり，グルコース取り込み量

の減少傾向は RMN の病態の反映によると考えられた．しかしながら，正常マウス

と RMN の脳中グルコース取り込み量で，統計学的に有意な差はなかった．  

Nakayama & Nagai は，正常マウスと RMN の脳中グルコース取り込み量を比較し，

RMN の間脳，脳幹，小脳の領域でグルコース取り込み能の低下を報告した 90)．  

Nakayama & Nagai と本試験での試験系の検出感度の違いが想定され，本試験でも小

脳領域では RMN は正常マウスよりもグルコース取り込み量の低値傾向を認めるこ

とから，グルコース取り込み量の変化と病態の関連の一端をとらえていることが

推察された．30 mg/kg のロバチレリン投与群は，青斑核，前頭皮質，前帯状皮質，

二次運動野および小脳の中核など様々な中枢組織の領域を活性化することが示さ

れた．これら結果から，ロバチレリンは，神経伝達物質産生を担う部位および

RMN で特徴的な神経変性が知られる小脳部位を中心に，脳組織全体のグルコース

の取り込み量増加を介して，中枢神経を活性化し，RMN の運動失調症状を改善さ

せると推察された．一方，10 mg/kg のロバチレリン投与群では，RMN の行動観察

評価において，運動機能の改善作用が観察されるにもかかわらず，グルコース取

り込み量で，増加傾向にとどまったことは，正常マウスと RMN の比較と同様に，

本試験系の検出感度に起因することが想定された．あるいは，30 mg/kg のロバチレ

リン投与群でのグルコース取り込み能の亢進は，薬物による過剰な薬理作用の一

面を反映していることも推察された．しかしながら，本評価では，ロバチレリン

が中枢神経系に作用する領域の詳細を明らかとする点で有用と考えられた．第 1 章

において，ロバチレリンによってノルアドレナリン作動性神経が活性化される部

位として青斑核を，ノルアドレナリン量の増加する部位として前頭皮質を示した．

それらの脳領域のオートラジオグラフィの評価において，これらはロバチレリン



   
 

40 

によるグルコース取り込み能の亢進，つまり神経の活動亢進が観察された部位で

あった．ロバチレリンは，タルチレリンよりも中枢移行性が高く，投与後に大脳

皮質，線条体，小脳，脳幹およびその他脳領域へ速やかに移行する 29)．したがっ

て，ロバチレリンが移行した中枢組織の領域で，神経系の活性化をもたらしたと

考えられた．ロバチレリンは，小脳中核，小脳第 4/5 小葉，小脳第 3 小葉および前

庭神経内側核のグルコース取り込み能も亢進させた．SCD は小脳を中心とした神

経障害であり，SCD のタイプによっては付随して脊髄，脳幹および大脳などにも

神経障害をもたらす．ロバチレリンは小脳，ならびに運動機能制御やノルアドレ

ナリン，アセチルコリンおよびドパミンなどの神経伝達物質亢進に関わる大脳・

脳幹領域に至る広範囲の中枢組織の領域で神経活性化をもたらし，SCD での主要

な神経変性部位である小脳領域の機能を直接的に亢進するとともに，中枢で運動

制御に関わる様々な領域の機能を亢進することで小脳の機能を代償的にも制御し

て，SCD の運動機能を改善することが推察され，臨床利用において有益な効果を

もたらすと考えられた．  

中枢神経系に広く分布する分泌タンパクの BDNF は，神経細胞の発生，生育およ

び修復などの中枢組織で重要な役割を担っている．本試験において，RMN の小脳

での BDNF mRNA 発現レベルは，正常マウスのそれより低下した．その RMN への

2 週間のロバチレリン反復投与は，小脳の BDNF mRNA レベルを上昇させた．SCA6

患者の小脳において，BDNF mRNA 発現レベルの低下が報告されている 91)．ロバチ

レリンが小脳の BDNF を増加させるメカニズムは未だに不明であるが，オートラジ

オグラフィの結果と併せて，ロバチレリンの BDNF mRNA 発現レベルの上昇作用は

小脳の神経活動活性化に関与する可能性が示された．SCA6 は遺伝的な病因からポ

リグルタミン病に分類される．ポリグルタミン病のひとつであるハンチントン病

のモデルマウスにおいて，BDNF の過剰発現は神経変性症状を抑制することが報告

されている 92)．したがって，ロバチレリンが RMN の小脳で神経変性を抑制してい

ることが示唆された．一方，RMN へのタルチレリンの投与でも，ロバチレリンと

同様に BDNF mRNA の上昇が認めらたが，オートラジオグラフィにおいてタルチレ

リンの投与により小脳でのグルコース取り込み能の亢進の程度が異なっており，

本研究では，この原因について明らかにできなかった．その可能性の一つとして，

小脳へ神経投射するノルアドレナリン作動性神経の起始核である青斑核の活性化

への作用の違いが，グルコース取り込み能の亢進の差異に関与すると推察された．

持続的な運動がマウスの中枢組織で BDNF の増加をもたらすことから，ロバチレリ

ンおよびタルチレリンの BDNF mRNA 増加作用には，それらの反復投与による持続

的な中枢神経機能の活性化を介した運動機能改善が関与した可能性もある 93)．本

章で見いだされた RMN でのロバチレリンの BDNF mRNA 増加作用は，ロバチレリ

ンの運動機能改善作用の新規メカニズムであり，薬物投与後の運動機能改善作用

を持続させる一因と考えられた．   
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SCD 治療において，SCA の病因メカニズムの解析研究は SCD 治療戦略の発展に

大きく寄与すると期待される  94 ) ,95)．本試験において，SCA モデル動物で既存の治

療薬タルチレリンよりもロバチレリンがより高い治療効果を示したことは，ロバ

チレリンが SCA 治療における臨床利用に有用であることを提示した．   

2.5 小括  
TRH 誘導体ロバチレリンの投与は，SCA6 患者の運動失調モデル動物 RMN で運

動機能を改善した．ロバチレリンの運動機能の改善作用は，既存の SCD 治療薬タ

ルチレリンのそれよりも強力かつ持続性があり，ロバチレリンの臨床利用での有

用性が示めされた．ロバチレリンの作用機序として，RMN において，ロバチレリ

ンの投与が，小脳，大脳および脳幹のさまざまな領域でグルコース取り込み能を

亢進することで中枢神経系を賦活化し，小脳では BDNF mRNA の発現量を増加させ

ることで神経保護作用を発揮することを示唆した．したがって，ロバチレリンは，

SCD の患者で，主要な神経変性部位の小脳への神経活性化と神経保護作用を直接

的に発揮するとともに，大脳および脳幹での運動制御に関わる領域の神経活性化

を介して，小脳機能を代償的にも制御することが考えられた．  
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第3章 ロバチレリンの孤発性脊髄小脳変性症モデル cytosine 
arabinoside 誘発運動失調モデルラットにおける運動失調改善作

用  

3.1 序論  
脊髄小脳変性症（SCD）は病因から孤発性と遺伝性のタイプに大別され，本邦に

おける疫学調査では，SCD 全体で 67.2% が孤発性 SCD であることが知られている

19),20)．Cytosine arabinoside（Ara-C）は，急性白血病や膀胱腫瘍治療薬として臨床

利用されている一方で，その副作用として高用量で小脳毒性が知られる 96)。げっ

歯類の胎児で，小脳形成期に高曝露されると，小脳の萎縮，顆粒細胞脱落および

小脳プルキンエ細胞の配列異常などヒト SCD 患者と共通する小脳の病理学的組織

像を示し，小脳失調症状も認められる 96)。この Ara-C 誘発運動失調モデル動物は，

しばしば SCD 治療薬の開発に汎用され，遺伝性ではない孤発性 SCD モデルとして

97),98)用いられている。本章では，この病態モデルを用い，ロバチレリンの運動機

能改善作用を検証し，さらに既存薬タルチレリンとの治療効果の比較検証も行っ

た．本章では，ロバチレリンの運動機能改善作用のメカニズムをさらに検証した．

第 2 章では RMN の運動機能の制御に関わる中枢領域の前頭前皮質，線条体および

側坐核で脳内グルコース取り込み量の亢進が認められた。そこで、これら領域で

の細胞外の神経伝達物質アセチルコリンおよびドパミン量に及ぼす薬物投与の効

果について検討した．  

 

3.2 実験材料と方法  

3.2.1 実験動物  
雄性 SD ラット（6 週齢）と妊娠雌性 SD ラット（10 週齢，交配後 14 日）を日本

SLC から購入した．雄性ラットは 7 週齢で外科処置手術を行って，8 週齢で in vivo

マイクロダイアリシス試験に用いた．妊娠雌性ラットから，新生仔を得て，

cytosine arabinoside（Ara-C）誘発運動失調モデルラットの作製に用いた．Ara-C を

投与された動物は 6 週齢以降で，行動観察試験に用いた．動物は温度（20～26°C）

および相対湿度（30～70%）で保たれた飼育室内で 12 時間の明暗サイクル（8 時点

灯， 20 時消灯）にて飼養され，試験操作に使用するまでは市販の固形飼料 CE-2

（日本クレア）と滅菌処理された水道水を与え，自由摂食と自由飲水とした．  

本章の全ての動物実験は，キッセイ薬品工業の実験動物委員会の審査・承認を

経て，我が国の動物実験のガイドライン動物の愛護および管理に関する法律に従

って実施された．  

3.2.2 試薬  
ロバチレリン水和物およびタルチレリン水和物は塩野義製薬から提供された．
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ロバチレリン水和物およびタルチレリン水和物は蒸留水を媒体として，5 mL/kg の

容量で，それぞれ 1～30 mg/kg および 3～100 mg/kg の投与用量を動物に経口投与し

た．Cytosine arabinoside（Ara-C，キロサイド注®）は日本新薬（京都，日本）から

購入した．その他の化学物質は GR（特級）あるいは EP（一級）グレードの市販品

を使用した．  

3.2.3 運動失調モデルラット作製と行動観察試験  
新生仔ラットに 65 mg/kg の Ara-C を生後 2 日および 3 日目に 1 日 1 回皮下投与

した．Ara-C 投与ラットは 6 週齢まで飼養後，行動観察試験を薬物投与前後に実施

した．  

移動数（自発運動量）および転倒数の測定には，円形オープンフィールド試験

装置（直径：75 cm，高さ：40 cm，区画：25 区画；室町機械，東京，日本）を用

い，3 分間目視で計測した．運動機能改善の主要評価項目である転倒指数は，転倒

数を自発運動量にて除することで算出した．自発運動量はオープンフィールド装

置の区画を跨いだ回数を，転倒数の転倒状態の判定は第 2 章の RMN の行動観察と

同様に 3 分間計測した 99)．  

薬物投与前の行動観察において，運動失調症状の明確な個体を選択するため，

転倒指数が 0.5 以上かつ自発運動量が 10 以上となる Ara-C 誘発運動失調モデル個体

を選抜した．条件を満たした個体を対象として， SAS System Version 8.2（ SAS 

Institute）およびその連動プログラムの前臨床パッケージ Version 5.0（SAS Institute 

Japan）を用い，転倒指数および自発運動量を変数とする「多変数によるブロック

化割付け」を行い，転倒指数および自発運動量の平均値が近似するように 9 つの試

験群（媒体投与群，ロバチレリン（1，3，10 および 30 mg/kg）投与群およびタル

チレリン（3，10，30 および 100 mg/kg）投与群）に割り付けた．なお，一度に得

られる個体の数が限られるため，群分け操作は複数回に分けて行われ，本試験で

設定した例数に達するまで試験は繰り返された．一度の試験で得られた個体数が

少数であり「多変数によるブロック化割付け」が行えない場合は，その時点にお

ける各群の転倒指数の平均値を指標として各試験群に割付けを行った．最終的に，

設定した例数に達した段階で，Tukey 検定を行って，自発運動量，転倒数および転

倒指数に各群間で有意な差がないことを確認した．  

群分け操作に続いて，薬物投与を単回あるいは 2 週間反復投与した後，運動機能

改善評価を行動観察にて実施した．行動観察は単回投与後 2 時間目，あるいは 2 週

間反復投与後 2 時間目の時点で行った．  

単回投与試験では，各群雄 20 例あるいは雌 20 例を評価した．反復投与試験では，

反復投与期間中の病態悪化に伴う途中死亡例の発生に伴い，各群雌雄合算で 8～9

例を評価した．  
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3.2.4 In vivo マイクロダイアリシス，アセチルコリンおよびドパミン濃度測定  
覚醒下，無拘束での正常ラットにおける前頭前皮質，背側線条体および側坐核

の脳透析サンプルの細胞外アセチルコリンおよびドパミンの回収には，第 1 章と同

様にマイクロダイアリシス法を用いた．事前準備として，脳定位固定手術を 7 週齢

でラットに施し，8 週齢にマイクロダイアリシスを行った．  

ラットの透析プローブ固定のためのガイドカニューレ（AG-8; エイコム，京都，

日本）の埋め込みを麻酔下で第 1 章同様に行った．Paxinos & Watson の脳図譜 42)に

基づき，前頭前皮質へは bregma から前方 3.0 mmol/L，側方 0.6 mmol/L，硬膜から

2.0 mmol/L の位置に，背側線条体へは bregma から前方 0.2 mmol/L，側方 3.0 mmol/L，

硬膜から 3.5 mmol/L の位置に，側坐核へは bregma から前方 2.2 mmol/L，側方 1.5 

mmol/L，硬膜から 4.9 mmol/L の位置に，ガイドカニューレを埋め込んだ．カニュ

ーレ手術後，1 週間程度（5~9 日間）の回復期間を設けた．  

マイクロダイアリシス試験の日に，ガイドカニューレにマイクロダイアリシス

透析プローブ（A-I-08-2 または A-I-08-3; エイコム）を挿入した．プローブ内にリ

ンガー液（147 mmol/L NaCl, 4 mmol/L KCl, 2.3 mmol/L CaCl2）を 1 μL/min の流速で

灌流した．前頭前皮質のアセチルコリン測定では，内標準物質としてイソプロピ

ルホモコリン（ IPHC）をリンガー液と混合して送液した．送液された脳透析サン

プルはオートインジェクターのサンプルループへ一時貯留され，20 分毎に高速ク

ロマトグラフ（HPLC, 700 シリーズ ; エイコム）へ自動的に注入された．HPLC で

のアセチルコリンおよびドパミンの分析条件を Table 4 および Table 5 に示す．  

アセチルコリンピークの同定と定量は IPHC を添加したアセチルコリンの標準試

料で検量線を作成して，内部標準法により実施した．ドパミンのピークの同定と

定量はドパミンの標準試料で検量線を作成して，外部標準法により行った．  

 

Table 4 アセチルコリン分析条件 

 
 

分離カラム AC-Gel（2.0 mm, I.D. × 150 mm）
酵素カラム AC-Enzympak II（3.0 mm）

プレカラム PC-03 CH-GEL（3.0 mm, I.D. × 40 mm）

カラム温度 33°C

移動相 300 mg/L 1-デカンスルホン酸ナトリウムおよび50 mg/L EDTA･2Naを
含む50 mmol/Lol/L炭酸水素カリウム溶液

流速 150 μL/min

検出条件 +450 mV vs Ag/AgCl，作用電極WE-PT（白金電極），ガスケット GS-
25P，検出器 Time Constant 3.0 sec

データ処理装置 EPC-500（サンプリングレート4 points/sec）
サンプル注入量 24.375 μL
分析時間 16 min
データ解析ソフト PowerChrom (ADInstruments, New South Wales, Australia)
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Table 5 ドパミン分析条件 

 
 

薬物投与前の脳透析サンプル中のアセチルコリンおよびドパミン濃度が安定し

たことを確認し，ラットへ薬物を経口投与した．データ分析は，薬物投与 1 時間前

（投与前 3 時点）から投与後 6 時間目（投与後 18 時点）まで実施した．薬物投与前

の 3 時点のアセチルコリンあるいはドパミン濃度の平均値をベースライン値として

算出し，その値を 100% として，各時点でのアセチルコリンおよびドパミン濃度の

変化率を示した．投与後 0 時間目から 6 時間目までのアセチルコリンおよびドパミ

ン濃度の変化量を積算し，AUC（ area under the curve）値として示した．実験操作

終了後，ラットをイソフラン麻酔下（3％）で放血による安楽死させ，脳を摘出し

た．プローブ挿入位置を確認し，挿入位置が Paxinos & Watson の脳図譜 42)に従って

正しいことを確認した．  

3.2.5 統計学的解析  
統計解析には，SAS System Version 8.2（SAS Institute）およびその連動プログラ

ムの前臨床パッケージ Version 5.0（SAS Institute Japan），あるいは EXSUS（CAC

クロア）を使用した．多重比較検定を行う際には，Bartlett 検定を用いて群間の等

分散性を確認した．等分散が確認されて，全ての 2 群間で多重比較検定を行う場合

には，Tukey 検定が用いられ，媒体対照群と複数群間での多重比較検定を行う場合

には，Dunnett 検定が用いられた．不等分散が確認され，媒体対照群と複数群間で

の多重比較検定を行う場合には，Steel 検定が用いられた．行動観察評価における

雌雄間での比較では，「性別」と「用量」を要因とした二元配置分散分析を用い

た．危険率は 5% 未満で統計学的に有意差ありとした．  
  

分離カラム EICOMPAK CAX（2.0 mm, I.D. × 200 mm）

プレカラム PREPAKSET-CA（3.0 mm, I.D. × 4 mm）

カラム温度 35°C

移動相 50 mg/L EDTA·2Naおよび0.05 mol/L硫酸ナトリウムを含む0.1 mol/L酢
酸アンモニウム緩衝液（pH 6.0）–メタノール（7:3, v/v）

流速 250 μL/min

検出条件 +450 mV vs Ag/AgCl，作用電極 WE-3G（グラファイト），ガスケット

GS-25，検出器 Time Constant 3.0 sec
データ処理装置 EPC-500（サンプリングレート4 points/sec）
サンプル注入量 19.5 μL
分析時間 15 min
データ解析ソフト PowerChrom (ADInstruments, New South Wales, Australia)
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3.3 結果  

3.3.1 Ara-C 誘発運動失調モデルラットへのロバチレリンの経口投与による運動機

能改善評価のための行動観察  
媒体，ロバチレリン（1，3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3，10，

30 および 100 mg/kg）を単回経口投与時の雌雄の Ara-C 誘発運動失調モデルラット

で，性差が運動機能改善作用に及ぼす差異について検討した（Fig. 16）．  

 
Fig. 16 ロバチレリンおよびタルチレリンの単回経口投与による雌雄の cytosine 

arabinoside（Ara-C）誘発運動失調モデルラットへの運動機能改善作用  

Ara-C 誘発運動失調モデルラットに媒体（蒸留水），ロバチレリン（1， 3，10 および 30 
mg/kg）およびタルチレリン（3， 10， 30 および 100 mg/kg）を単回経口投与し，投与 2
時間後に行動観察評価した．A：転倒指数，B：自発運動量，C：転倒数の評価結果を

示した．データは各群雌雄それぞれ 20 例の mean±S.E.M.として示す． *p<0.05，
**p<0.01，媒体群との間の Dunnett 検定． #p<0.05， ##p<0.01，媒体群との間の Steel 検

定．  
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ロバチレリンは Ara-C 誘発運動失調モデルの雄性ラットで 1 mg/kg 以上，雌性ラ

ットで 3 mg/kg 以上で，運動機能改善作用の主要評価項目転倒指数を用量依存的に

減少させた（Fig. 16A）．ロバチレリンは雄性ラットで 10 mg/kg 以上，雌性ラット

で 3 mg/kg 以上で自発運動量を亢進したが，転倒数に影響を及ぼさなかった（Fig. 

16B，C）．ロバチレリンの転倒指数低下作用と自発運動量増加作用では，効果を示

したロバチレリンの最小用量に違いを認めたが，「性別」と「用量」を要因とした

二元配置分散分析の結果には，「性別」および「性別」と「用量」の交互作用に統

計学的な差はなく，雌雄差は認められなかった．同様に，SCD の既存薬であるタ

ルチレリンも，雌雄の Ara-C 誘発運動失調モデルでそれぞれ 10 mg/kg 以上で用量

依存的に転倒指数を減少させ，雌雄差は認められなかった（Fig. 16A）．したがっ

て，ロバチレリンおよびタルチレリンの Ara-C 誘発運動失調モデルラットへの運動

機能改善作用に，性差による影響は無いことが示唆された．  

ロバチレリンとタルチレリンの間で，運動機能改善作用を比較検討した．ロバ

チレリンは 1 あるいは 10 mg/kg 以上で，タルチレリンは 30 mg/kg 以上で転倒指数

の低下を示した．一方，ロバチレリンの 10 mg/kg 投与群の転倒指数は，雄 0.60 ± 

0.05，雌 0.62 ± 0.05 に対して，タルチレリンの 100 mg/kg 投与群の転倒指数は，雄

0.69 ± 0.07 雌：0.62 ± 0.08）であった．  

次に，ロバチレリンの Ara-C 誘発運動失調モデルラットへの運動機能改善作用に

及ぼす反復経口投与の効果について検討した（Fig. 17）．2 週間のロバチレリン反復

経口投与の結果，10 mg/kg/日のロバチレリン投与群は転倒指数を減少させた．（Fig. 

17A）10 mg/kg/日のロバチレリン投与群は，自発運動量を亢進したが，転倒数に影

響を及ぼさなかった（Fig. 17B,C）．1 mg/kg/日および 10 mg/kg/日のロバチレリン 2

週間反復投与後の転倒指数はそれぞれ 0.89 ± 0.13 および 0.59 ± 0.11 であった（Fig. 

17A）．また，1 mg/kg および 10 mg/kg のロバチレリン単回経口投与時の転倒指数

は，それぞれ 0.79 ± 0.04 および 0.61 ± 0.03 であり，2 週間反復投与時の転倒指数と

同等であった．したがって，Ara-C 誘発運動失調モデルラットの病態進行やロバチ

レリン反復投与による TRH 受容体の脱感作は想定されず，2 週間反復投与によって

もロバチレリンの運動機能改善作用が減弱されることはないことが示された．  
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Fig. 17 ロバチレリンの反復経口投与による Ara-C 誘発運動失調モデルラットへの運

動機能改善作用  

Ara-C 誘発運動失調モデルラットに媒体（蒸留水），ロバチレリン（1， 3，10 および 30 
mg/kg）およびタルチレリン（3， 10， 30 および 100 mg/kg）を 2 週間反復経口投与し，

最終投与 2 時間後に行動観察評価を行った．A：転倒指数，B：自発運動量および C：

転倒数の評価結果を示した．データは雌雄合算で各群 9～ 10 例の mean±S.E.M.として

示す． *p<0.05，媒体群との間の Dunnett 検定．  
 

3.3.2 ロバチレリンの経口投与によるラット前頭前皮質の細胞外アセチルコリン

量への作用  
覚醒下無拘束ラットへのロバチレリンおよびタルチレリンの単回経口投与によ

る前頭前皮質の細胞外アセチルコリン量に及ぼす効果を評価した．媒体，ロバチ

レリン（1，3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3，10，30 および 100 

mg/kg）の投与前に細胞外アセチルコリン濃度のベースライン値を測定した．ロバ

チレリンおよびタルチレリン投与による前頭前皮質の細胞外アセチルコリン量へ

の経時的な変化を Fig.18A に示す．なお，各投与群のベースライン値は 25.6 ± 9.9

から 38.9 ± 4.4 fmol/20 min の範囲にあった．これらの値に差異は検出されなかった．  
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Fig. 18 ロバチレリンおよびタルチレリンの覚醒下無拘束ラットへの単回経口投与に

よる前頭前皮質の細胞外アセチルコリン量への作用  

A：ロバチレリン（ 1， 3， 10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3， 10， 30 および

10 mg/kg）の前頭前皮質の細胞外アセチルコリン量への経時的作用．投与前の 3 時点

（ -40， -20 および 0 分）の平均値を 100％  として，各時点の変化率を示した．矢印で示

した時点で投与を行った．データは各ポイント 8 例の mean で示す．B：ロバチレリン，

タルチレリンおよび媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目までアセチルコリン量増加作用

の総変化量（AUC0- 6 hr）．データは各群 8 例の mean±S.E.M.として示す． **p<0.01，媒

体群との間の Dunnett 検定．  
 

媒体投与は投与前のベースライン値を 100% とすると，最大 147.35 ± 16.04% ま

で細胞外アセチルコリン量が増加した．本試験は，1 日 1 回測定系のバリデーショ

ン後，各個体でのアセチルコリン量が安定したところで，19 時過ぎに投与が実施

された．媒体投与によるアセチルコリンの増加は，投与が 19 時過ぎに行われて測

定室の 20 時に消灯され，消灯直後で増加が認められたことから，照度の変化ある
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いはサーカディアンリズムによる影響が考えられた．ロバチレリンは 3，10 および

30 mg/kg の投与後，用量依存的にアセチルコリンを増加させて，それぞれのアセチ

ルコリンレベルの最大値は 202.06 ± 24.35%，234.63 ± 9.77% および 265.24 ± 12.94% 

であった．さらに，3，10 および 30 mg/kg のロバチレリンは，投与後 6 時間目の時

点で，細胞外アセチルコリンレベルが媒体群のそれよりも高い状態にあった

（Fig.18A）．一方，1 mg/kg ロバチレリン投与群のアセチルコリンレベルは，媒体投

与群のそれと同様の値となった．タルチレリン 3，10，30 および 100 mg/kg 投与群

でも，タルチレリン投与量の用量依存的にアセチルコリンを増加させた．それぞ

れのアセチルコリンレベルの最大値は 181.15 ± 12.24%，196.88 ± 14.01%，215.12 ± 

11.81% および 231.95 ± 15.53% であった．しかしながら，投与後 6 時間目の時点で

は，いずれのタルチレリン投与群でも，アセチルコリンレベルは，媒体群のそれ

と同等であった（Fig.18A）．  

媒体，ロバチレリンおよびタルチレリンを投与後 6 時間目までのアセチルコリン

量増加作用の総変化量を AUC0-6hr を Fig.18B に示す．3，10 および 30 mg/kg ロバチ

レリン投与群の AUC0-6hr は，媒体投与群のそれよりも増大した．一方，タルチレリ

ン投与群では，100 mg/kg 投与群でのみ AUC0-6hr が増大した．3 mg/kg ロバチレリン

投与群の AUC0-6hr と 100 mg/kg タルチレリン投与群のそれとはほぼ同等であった

（Fig.18B）．これらの結果から，ロバチレリンはタルチレリンよりもラットで強力

かつ持続的な前頭前皮質のアセチルコリン量増加作用を発揮することが示唆され

た．  

ロバチレリンの経口投与によるラット背側線条体の細胞外ドパミン量への作用  

覚醒下無拘束ラットへのロバチレリンおよびタルチレリンの単回経口投与によ

る背側線条体の細胞外ドパミン量に及ぼす効果について評価した．媒体，ロバチ

レリン（1，3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3，10，30 および 100 

mg/kg）の投与前に背側線条体の細胞外ドパミン濃度のベースライン値を測定した．

ロバチレリンおよびタルチレリン投与後の背側線条体での細胞外ドパミン量の経

時的な変化を Fig.19A に示す．なお，各投与群のベースライン値は 89.5 ± 10.2 から

130.2 ± 21.0 fmol/20 min の範囲にあり，これらの値に差異は認められなかった．  

媒体投与群では，背側線条体の細胞外ドパミン量に変化は観察されなかった．

10 mg/kg および 30 mg/kg ロバチレリン投与群では，それぞれ最大 131.48 ± 8.29% 

および 125.55 ± 3.32% に背側線条体の細胞外ドパミンレベルが増加した．加えて，

10 mg/kg および 30 mg/kg ロバチレリン投与群のドパミン増加作用は，投与後 6 時

間目でも媒体投与群のそれより高いレベルにあった．一方，1 mg/kg および 3 mg/kg

ロバチレリン投与群のドパミンレベルは媒体投与群のそれと同等となった．

（Fig.19A）．10，30 および 100 mg/kg タルチレリン投与群では，一過性のドパミン

レベル上昇となり，それぞれの最大値は 111.75 ± 3.78%， 109.85 ± 4.88% および

121.27 ± 5.64% であった（Fig.19A）．  
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Fig. 19 ロバチレリンおよびタルチレリンの覚醒下無拘束ラットへの単回経口投与に

よる線条体の細胞外ドパミン量への作用  
A：ロバチレリン（ 1， 3， 10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3， 10， 30 および

10 mg/kg）の線条体の細胞外ドパミン量への経時的作用．投与前の 3 時点（ -40， -20 お

よび 0 分）の平均値を 100％  として，各時点の変化率を示した．矢印で示した時点で

投与を行った．データは各ポイント 6 例の mean で示す．B：ロバチレリン，タルチレ

リンおよび媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目までドパミン量増加作用の総変化量

（AUC0- 6hr）．データは各群 6 例の mean±S.E.M.として示す． **p<0.01， *p<0.05，媒体群

との間の Dunnett 検定．  

媒体，ロバチレリンおよびタルチレリン投与後 6 時間目までの背側線条体のドパ

ミン量増加作用の総変化量 AUC0-6hr を Fig.19B に示す．10 および 30 mg/kg ロバチ

レリン投与群の AUC0-6hr は，媒体投与群のそれよりも増大した．一方，タルチレリ

ン投与群の AUC0-6hr は，いずれの投与量でも媒体投与群のそれと同等となった．10 
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mg/kg ロバチレリン投与群の AUC0-6hr と 100 mg/kg タルチレリン投与群のそれはほ

ぼ同等であった（Fig.19B）．これらの結果から，ロバチレリンはタルチレリンより

もラットで強力かつ持続的な背側線条体のドパミン量増加作用を発揮することが

示唆された．  

 

3.3.3 ロバチレリンの経口投与によるラット側坐核の細胞外ドパミン量への作用  
覚醒下無拘束ラットへのロバチレリンおよびタルチレリンの単回経口投与によ

る側坐核の細胞外ドパミン量に及ぼす効果について評価した．媒体，ロバチレリ

ン（1，3，10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3，10，30 および 100 mg/kg）

の投与前に側坐核の細胞外ドパミン濃度のベースライン値を測定した．ロバチレ

リンおよびタルチレリン投与後の側坐核での細胞外ドパミン量への経時的な変化

を Fig.20A に示す．なお，各投与群のベースライン値は 41.1 ± 4.9 から 70.0 ± 

15.1 fmol/20 min の範囲にあり，これらの値に差異は認められなかった．  

媒体投与群では，側坐核の細胞外ドパミン量の変化は観察されなかった． 1， 3，

10 mg/kg および 30 mg/kg ロバチレリン投与群では，それぞれ最大 118.99 ± 3.75%，

118.95 ± 5.83%，125.93 ± 3.57% および 126.18 ± 2.50% まで側坐核の細胞外ドパミ

ンレベルが用量依存的に上昇した．加えて，3，10 mg/kg および 30 mg/kg ロバチレ

リン投与群でのドパミン増加作用は，投与後 6 時間目でも媒体投与群のそれよりも

高いレベルが維持されていた（Fig.20A）．30 および 100 mg/kg タルチレリン投与群

では，用量依存的にドパミンレベルが一過性に上昇し，それぞれの最大値は 124.31 

± 4.18% および 132.04 ± 7.38% であった（Fig.20A）．  

媒体，ロバチレリンおよびタルチレリン投与後 6 時間目までの側坐核のドパミン

総変化量 AUC0-6hr を Fig.20B に示す．3，10 および 30 mg/kg ロバチレリン投与群で

は，媒体投与群のそれよりも AUC0-6hr が増大した．一方，タルチレリン投与群の

AUC0-6hr では，いずれの投与量でも媒体群のそれと同等となった．3 mg/kg ロバチ

レリン投与群と 30 mg/kg タルチレリン投与群の AUC0-6hr 値は，ほぼ同等になった

（Fig.20B）．これらの結果から，ロバチレリンはラットでタルチレリンよりも強力

かつ持続的な側坐核のドパミン量増加作用を発揮することが示唆された．  
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Fig. 20 ロバチレリンおよびタルチレリンの覚醒下無拘束ラットへの単回経口投与に

よる側坐核の細胞外ドパミン量への作用  

A：ロバチレリン（ 1， 3， 10 および 30 mg/kg）およびタルチレリン（3， 10， 30 および

10 mg/kg）の側坐核の細胞外ドパミン量への経時的作用．投与前の 3 時点（ -40， -20 お

よび 0 分）の平均値を 100％  として，各時点の変化率を示した．矢印で示した時点で

投与を行った．データは各ポイント 6 例の mean で示す．B：ロバチレリン，タルチレ

リンおよび媒体（蒸留水）の投与後 6 時間目までドパミン量増加作用の総変化量

（AUC0- 6hr）．データは各群 6 例の mean±S.E.M.として示す． **p<0.01， *p<0.05，媒体群

との間の Dunnett 検定．  
 

3.4 考察  
孤発性 SCD モデルとしての Ara-C 誘発運動失調ラットの運動失調症状に及ぼす

ロバチレリンの運動機能改善効果について検証した．ロバチレリンの経口投与は，

Ara-C 誘発運動失調ラットの自発運動量を促進することで，転倒指数を減少させ，

その運動機能を改善した．このロバチレリンの運動機能改善作用は，SCD の既存
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薬タルチレリンよりも有効であることが示唆された．さらに，ロバチレリンは前

頭前皮質のアセチルコリン，背側線条体および側坐核のドパミンを増加させるこ

とで，運動機能を改善する可能性も示された．  

SCD は進行性の小脳運動失調症状を特徴とする神経変性疾患の総称である 100)．

本邦における 2002 年度の疫学調査では，SCD 患者のうち 68.2% が孤発性 SCD で

あると報告されていることから 19),20)，本試験では，孤発性 SCD モデルの Ara-C 誘

発運動失調ラットにおけるロバチレリンの運動機能改善効果について検証した．

Ara-C を投与された運動失調症状のラットでは，小脳の萎縮，小脳顆粒細胞の脱落

およびプルキンエ細胞層の不整列などの所見が関されている．これら所見はヒト

での孤発性 SCD の病状を反映している 102),103),104)．ロバチレリンの単回経口投与は

転倒指数を減少させた．これは，自発運動を促進して，転倒数には影響せず，ロ

バチレリンの経口投与が孤発性 SCD の治療に有益であることを示唆した．ロバチ

レリンの運動機能改善作用は，用量ベースでタルチレリンのそれよりも強力であ

ることも示した．さらに，ロバチレリンの運動機能改善作用は 2 週間にわたる反復

投与でも，減弱は認められなかったことから，ロバチレリンの反復投与が TRH 受

容体の脱感作あるいは薬物耐性を生じることなく，運動機能に及ぼす効果が維持

されることを示した．同様に，第 2 章において，遺伝性 SCD モデル RMN にもロバ

チレリンは運動機能改善作用を単回および 2 週間の反復経口投与で，タルチレリン

投与よりも低用量で効果が発揮されることを示した．したがって，ロバチレリン

は，様々な SCD の病態に治療効果をもたらす可能性が提示された．  

ロバチレリンが青斑核のノルアドレナリン作動性神経を活性化し，前頭前皮質

のノルアドレナリン量を増加させることを第 1 章で示した．一方，前頭前皮質のコ

リン作動性（アセチルコリン）神経，線条体および側坐核でのドパミン作動性神

経は，運動制御に直接的あるいは間接的に関与する．第 2 章では，ロバチレリンが

RMN の運動機能改善する際に，前頭前皮質，線条体および側坐核の脳内グルコー

ス取り込み能を亢進することを示した．そこで，SCD でのロバチレリンの運動機

能改善のメカニズムを明らかにするため，本章では，ロバチレリンの Ara-C 誘発運

動失調ラット前頭前皮質でのアセチルコリン量ならびに背側線条体および側坐核

でのドパミン量に及ぼす効果について検証した．タルチレリンの腹腔内投与は，

海馬のアセチルコリン量を増加させ，かつアセチルコリン代謝を亢進させると報

告されている 105)．しかしながら，海馬は記憶・学習に関わる中枢領域であり，運

動機能制御への直接的な役割は不明確である 106)．注目すべきことに，本研究では，

ロバチレリンおよびタルチレリン投与が，前頭前皮質のアセチルコリン量を増加

させた．前頭前皮質は，神経線維の求心性・遠心性の投射を介して，大脳皮質お

よび皮質下の脳領域と接続して，運動，不安，認知，情動および社会性などの行

動機能を制御する 107)．前頭前皮質は，運動機能障害を特徴とするパーキンソン病

での治療ターゲットと考えられている視床下核と密接に相互作用の関係を構築し
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ている．視床下核の高周波脳深部刺激療法は，パーキンソン病患者において運動

や認知機能改善効果をもたらす．その際，視床下核の神経活動が前頭前皮質の神

経活動と同調して働いていることが示されている 107),108)．加えて，ラットの前頭前

皮質におけるアセチルコリン量の経時的プロファイルを 24 時間にわたって測定し

た結果，自発運動量とアセチルコリン量の間に正の相関があることも示されてい

る 109)．したがって，ロバチレリンの前頭前皮質アセチルコリン増加作用は，運動

機能改善作用に一部関与していると推察された．  

背側線条体は不随意運動の制御を行っており，線条体のドパミン濃度の低下に

伴う機能障害はパーキンソン病の誘因となる 110),111)．遺伝性 SCD 患者 SCA1，SCA2，

SCA3，SCA6 および SCA17 の遺伝性 SCD 患者の一部では，パーキンソン病様症状

を有することが知られている．これら患者では，ドパミン作動性神経やドパミン

トランスポーターの機能が低下していることも報告されている 112),113)．SCA6 の患

者で，パーキンソン病様症状を発症する患者だけではなく，発症していない患者

でもドパミン作動性神経の機能低下が起きているとの報告もある 114)．加えて，タ

ルチレリンはパーキンソンモデルラットで，持続的にドパミン作動性神経を活性

化することで運動機能を改善することが示唆されている 115)．これらの知見から，

ロバチレリン投与後の背側線条体でのドパミン量増加作用は，運動失調モデル動

物における不随意運動の改善に寄与することが示唆された．  

側坐核は腹側被蓋野からドパミン作動性神経投射を受け，ドパミン濃度に依存

して情動行動および自発運動量を制御する中枢領域である 116),117)．脊髄損傷後のサ

ルの運動機能回復の早期に側坐核のドパミン作動性神経を刺激すると，運動機能

をつかさどる大脳皮質運動野の活動が活性化され，運動機能の回復を促進させる

効果（リハビリによる回復効果を高める作用）について報告されている 118)．した

がって，これらの知見は，ロバチレリンの側坐核におけるドパミン増加作用が，

運動失調モデル動物の運動機能改善作用に関連する可能性を示すと考えられた．  

ロバチレリンの背側線条体および側坐核へのドパミン増加作用が直接的あるい

は間接的作用かは本研究では明らかとされていない。しかしながら，TRH 類縁体

の側坐核への直接的投与は運動機能を亢進させることが示されており，TRH 類縁

体は側坐核および線条体のスライス組織においてもドパミン放出および代謝亢進

を促進することが知られる 119)。さらに，ラットの側坐核への TRH の注入投与は，

側坐核のドパミン放出を促進する 119)。したがって，ロバチレリンは，直接的に背

側線条体および側坐核でのドパミン増加作用をもたらすことが推察される。一方，

第 2 章の脳中グルコース取り込み能の亢進作用では，線条体および側坐核へ投射す

るドパミン作動性神経の起始核である黒質や腹側被害野への作用も認められたこ

とから，直接的だけではなく，間接的にも背側線条体および側坐核でのドパミン

増加作用を制御することが推察された。  

本章では，ロバチレリンとタルチレリンの SCD モデル動物への運動機能改善効
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果の差異を示した．両薬物の差異は前頭前皮質のアセチルコリンならびに背側線

条体および側坐核のドパミンの増加作用の違いによる可能性も提示することがで

きた．Kobayashi らは，ロバチレリンの経口吸収性や脳透過性，脳代謝安定性がタ

ルチレリンよりも優れていることを示した 29)．さらに，1 章においてロバチレリン

のヒト TRH 受容体への親和性がタルチレリンの約 5 倍であることを示している 84)．

したがって，これらロバチレリンとタルチレリンの運動機能改善作用の差異は，

上記の薬物の化学的・構造的な特徴および TRH 受容体への親和性の差異の複合的

な要因により生じたと推察された．  

以上，ロバチレリンは孤発性 SCD モデル Ara-C 誘発運動失調ラットの運動機能

を改善し，それらの有益な作用はロバチレリンの前頭前皮質のアセチルコリン増

加作用ならびに背側線条体および側坐核のドパミン増加作用によってもたらされ

る可能性が示された．  

3.5 小括  
TRH 誘導体ロバチレリンの投与は，ヒトの孤発性 SCD を模した運動失調モデル

動物 Ara-C 誘発運動失調ラットの運動機能を改善した．ロバチレリンは前頭前皮質

の細胞外アセチルコリン量ならびに背側線条体および側坐核の細胞外ドパミン量

を増加させ，これらの増加作用はタルチレリンよりも強力かつ持続性があること

が示された．この運動機能への作用は，既存の SCD 治療薬タルチレリンよりも強

力であることも示された．  
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総括  
本研究では，ロバチレリンの SCD 治療薬への可能性について検討するため，ロ

バチレリンの中枢作用メカニズムの解析および SCD モデル動物への運動機能改善

作用を評価した．  

第 1 章では， in vitro 実験系にてロバチレリンのヒト TRH 受容体への結合親和性

を評価するとともに，正常ラットを用いて中枢ノルアドレナリン神経系を介した

運動機能亢進作用について検討した．ロバチレリンはヒト TRH 受容体への高い親

和性を示し，その親和性はタルチレリンのそれの約 5 倍高かった．ロバチレリンは

ラット脳から単離された青斑核のノルアドレナリン作動性神経を電気生理学的に

活性化した．このノルアドレナリン作動性神経の賦活化作用もタルチレリンのよ

りも強力であった．加えて，ラットへのロバチレリンの経口投与は青斑核での

c-Fos 陽性発現細胞を増加させたことから，青斑核を活性化することも示された．

ラットへのロバチレリンの経口投与は，青斑核からのノルアドレナリン作動性神

経投射先である前頭前皮質において細胞外ノルアドレナリン量を増加させた．こ

れは，ノルアドレナリン作動性神経細胞からのノルアドレナリン遊離を促進させ

たことによると考えられた．ロバチレリンによるノルアドレナリン増加作用は，

タルチレリンのそれよりも強力かつ持続性も見出した．さらに，ラットへのロバ

チレリンの経口投与は，タルチレリンの経口投与よりも強力かつ持続的に自発運

動量を増加させた．これらの結果からロバチレリンは TRH 受容体を介した強力か

つ持続的な中枢ノルアドレナリン作動性神経の賦活作用を介して，SCD での運動

機能を改善させることが示唆された．  

第 2 章では，遺伝性 SCD のモデル動物である RMN にロバチレリンを単回および

反復経口投与し，運動機能改善作用に及ぼす効果を評価した．さらに，ロバチレ

リンの運動機能改善作用のメカニズムを探索する局所脳内グルコース代謝および

脳由来神経栄養因子 BDNF 遺伝子発現に及ぼすロバチレリンの効果について検討し

た．RMN へのロバチレリンの単回経口投与は，転倒指数を低下させたことから，

運動失調を改善することが示された．加えて，2 週間の反復経口投与後でも運動機

能の改善作用が減弱しなかったことから，薬物への耐性は生じないことが示され

た．さらに，その後の休薬期間においても持続的な運動機能の改善作用も認めら

れた．ロバチレリンの経口投与後には，RMN の青斑核，前頭皮質，前帯状皮質，

二次運動野および小脳中核をはじめとした様々な脳領域が賦活化された．RMN へ

の反復経口投与により，小脳の BDNF 遺伝子の発現レベルが上昇することも確認し

た．これらの結果から，遺伝性 SCD モデル動物において，ロバチレリンはタルチ

レリンよりも強力な運動機能改善作用を示し，その作用発現メカニズムとして，

SCD の病因の中心である小脳を含めた様々な脳領域を活性化するとともに，神経

変性の保護作用をもつ BDNF を増加させることが考えられた．したがって，ロバチ

レリンは，タルチレリンよりも経口投与可能な遺伝性 SCD の治療薬となる可能性
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が示された．  

第 3 章では，ロバチレリンを孤発性 SCD のモデル動物の Ara-C 誘発運動失調ラ

ットに単回および反復経口投与し，行動観察による運動機能改善作用を評価した．

さらに，第 2 章でロバチレリンにより活性化される前頭前皮質，背側線条体および

側坐核における細胞外アセチルコリンおよびドパミン量に及ぼす効果について検

討した．Ara-C 誘発運動失調ラットへのロバチレリンの経口投与により，転倒指数

を減少させたことから，運動機能の改善されることが示された．ロバチレリンの

Ara-C 誘発運動失調ラットへの運動機能改善作用は，RMN を用いた第 2 章の結果と

同様に，反復投与による運動機能改善効果の減弱は認められなかった．ラットへ

のロバチレリンの経口投与は，前頭前皮質における細胞外アセチルコリン量なら

びに背側線条体および側坐核の細胞外ドパミンを持続的に増加させた．これらの

結果から，ロバチレリンは，経口投与可能な孤発性 SCD 治療薬となる可能性が示

された．  

本研究では，新規 TRH 誘導体ロバチレリンの SCD 治療薬としての可能性につい

て検討した．ロバチレリンの運動機能改善作用に関する作用メカニズムとして，

TRH 受容体刺激を介して，中枢の様々な領域のノルアドレナリン，アセチルコリ

ンおよびドパミン作動性神経の活動を活性化することを示した（ Fig.21）．ロバチ

レリンは SCD での主要な神経変性部位である小脳領域およびそれ以外の中枢領域

で運動制御に関わる様々な領域の機能を亢進することで，小脳の機能を直接的あ

るいは代償的に制御して，SCD の運動機能を改善すると考えられた（Fig.21）．ロ

バチレリン反復投与は，神経保護作用因子 BDNF を増加させることも示し，ロバチ

レリンのこれら指標に対する効果は，既存の SCD 治療薬タルチレリンのそれらよ

りも強力であることを示した．本研究では，新規 TRH 誘導体ロバチレリンが孤発

性および遺伝性の SCD 治療薬として有用性を提示することができた．   
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Fig. 21 ロバチレリンの薬効薬理作用メカニズム  
ロバチレリンは，TRH 受容体に親和性を示し，TRH 受容体を介して，ノルアドレナリ

ン作動性神経を賦活化する．ロバチレリンは，小脳および運動機能の制御に関与する

中枢領域の脳内グルコース取り込み能を亢進する．ノルアドレナリン作動性神経，コ

リン作動性（アセチルコリン）神経およびドパミン作動性神経の賦活化により，前頭

前皮質のノルアドレナリンおよびアセチルコリン量，ならびに線条体および側坐核の

ドパミン量を増加させる．小脳では，神経保護作用をもつ BDNF 遺伝子の発現を上昇

させる．ロバチレリンはこれらの薬理作用メカニズムによって，正常ラットでの運動

量増加作用および SCD モデル動物（RMN および Ara-C 誘発運動失調ラット）の運動機

能の改善作用を発揮する．  
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