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序章  

ストレスと健康  

 現代社会はストレス社会とも呼ばれる。厚生労働省が 5 年おきに実

施している労働者健康状況調査によると、現在の仕事や職業生活に関

してストレスを感じている労働者の割合は、近年では 6 割にのぼる事

が報告されており、またこの数値は緩やかではあるが年々増加傾向に

ある  (厚生労働省・労働者健康状況調査 (平成 9 年 -平成 24 年 )より )。

ストレスは、 Selye によって「外部環境からの刺激によって生体内で

歪みが生じることに対する非特異的応答」と定義されており  (Selye ,  

1955)、このストレスの原因はストレッサーと呼ばれている。ストレッ

サーの範囲は広く、物理的・化学的・生物学的・心理的ストレッサー

がこれまでに知られている。  

 ストレスは生物個体のみならず生体を構成する細胞レベルにおいて

も存在し、細胞レベルにおける過剰なストレスは恒常性を破壊するこ

とで様々な疾患の原因となる。このような細胞レベルのストレスの中

で、特にタンパク質、脂質や核酸の酸化の蓄積によって生じる「酸化

ストレス」は、狭心症や心筋梗塞、脳梗塞、アルツハイマー症、パー

キンソン病、糖尿病や癌など、様々な疾患の原因となることが指摘さ

れてきており、大きな注目を集めている  (Ut tara et  al . ,  2009,  Brieger  et  

al . ,  2012)。この酸化ストレスは、細胞内外における活性酸素種がスト

レッサーとなる。  

 

活性酸素種とは  

 活性酸素種  (React ive Ox ygen Species:  ROS)は、反 応 性 の 高 い 酸 素
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種 の 総 称 で 、 ス ー パ ー オ キ シ ド ア ニ オ ン ラ ジ カ ル  

( S u p e r o x i d e  A n i o n  R a d i c a l :  O 2
• -

) 、 ヒ ド ロ キ シ ル ラ ジ カ ル  

( H y d r o x y l  r a d i c a l :  H O
•
) 、 過 酸 化 水 素  ( H y d r o g e n  p e r o x i d e :  

H 2 O 2 )、一 重 項 酸 素  ( S i n g l e t  o x y g e n :  
1

O 2 )、一 酸 化 窒 素  ( Ni t r ic  

oxide:  N O
•
)、 ア ル コ キ シ ル ラ ジ カ ル  ( Alkoxyl  rad ical :  L O

•
)な ど

が 含 ま れ る  ( A p r i o k u  J S . ,  2 0 1 3 )。  

 生体内における ROS は、主にミトコンドリアから生成される。細胞

内に取り込まれた酸素は、ミトコンドリアで消費される際に、一部が

ROS として放出される  (Murphy. ,  2009)。また、電子伝達系における複

合体 Ⅰ  (NADH dehydrogenase)及び複合体Ⅲでの反応時に ROS が生成さ

れる事も明らかとなっている  (Hansford et  al . ,  1997,  Murphy. ,  2009)。

一方、この反応は積極的な ROS 生成ではなく、あくまで電子伝達系か

らの ROS の漏出であり、その産生率は非常に低い。脳、心臓、腎臓、

骨格筋では、利用された酸素の 0.1-0 .2%が ROS となり、ROS 産生率の

高い部位として知られる肝臓においても、産生率は 0.5%程度であるこ

とが報告されている  (Tahara  et  al . ,  2009)。  

 ミトコンドリア以外からも ROS は生成される。このような ROS の

積極的な生成機構には、 NADPH oxidase (NOX)が深く関与している。

NOX は RAS-related C3 botul inus toxin  subst rate 1  (Rac1)または Rac2 と

gp91- phagocyt ic oxidase (PHOX)、 p22
p h o x、 p40

p h o x、 p47
p h o x、 p67

p h o x の

6 つのサブユニットより構成され、活性化すると反応式 NADPH + 2O 2  

↔ NADP
+
 + 2O 2

• -
 + H

+により、 ROS を生成する。これまでに NOX1-5

および Dual  oxidase (Duox)の 6 種類が NOX ファミリーとして同定され

ており、それぞれが多様な発現パターンを示す。例えば、大腸では

NOX1 が、内耳では NOX3 が、神経細胞では NOX1、 NOX2 及び NOX4
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が発現している  (Laurent  et  al . ,  2008,  Paffenholz  et  al . ,  2004)。  

 

活性酸素種の生理的意義  

 体内で生成される ROS は、様々な生理作用を有している事が明らか

となっている。例えば、炎症応答において、好中球は貪食した細菌を

NOX 由来の ROS で殺菌するため、 NOX 関連遺伝子の欠損により好中

球で ROS を生産出来ない慢性肉芽腫症患者は感染症に罹患しやすい

ことが分かっている  (Segal . ,  1996,  Soler-Palacín et  al . ,  2007)。また、

好中球自身が細胞膜崩壊を伴う自発的な細胞死を引き起こし、細胞内

部の DNA やヒストンを放出して細菌を捉えることで、好中球やマク

ロ フ ァ ー ジ に 貪 食 さ れ や す く す る と い う 好 中 球 細 胞 外 ト ラ ッ プ  

(Neutrophi l  ex tracel lular  t raps:  NETs)と呼ばれる機構が発見されたが、

この NETs の作用機序にも NOX の活性化および一重項酸素が関与して

いることが明らかとなっている  (Nishinaka et  al . ,  2011)。  

 さらに、損傷部位や炎症部位における白血球遊走にも ROS が重要な

役割を果たしていることが明らかとなっている。これまでに、ROS に

よって Interleukin-8 ( IL-8)が発現誘導され、炎症組織への白血球遊走

を促進すると同時に、 In tercel lular  adhesion m olecule 1  ( ICAM-1)の発現

誘導によって白血球の組織への接着性を高めることが報告されており、

ゼブラフィッシュの尾部損傷治癒モデルにおいて、損傷部位に NOX

依存的な ROS 発生を介した好中球遊走が観察されている  (Roebuck. ,  

1999,  Niethammer e t  al . ,  2009)。  

 このように、生体内で生成される ROS は、炎症を起点とする生体防

御機構に非常に重要な役割を占めている。  
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活性酸素種の除去  

 細胞内で ROS が過剰となった場合、細胞は ROS 除去機構を稼働さ

せることで ROS 濃度を一定に保つ。このような ROS の除去は、抗酸

化酵素によって触媒される。  

 まず、代表的な抗酸化酵素としてスーパーオキシドジスムターゼ  

(Superoxide  dismutase:  SOD)が挙げられる。SOD はスーパーオキシドア

ニオンラジカルを過酸化水素と酸素へと変換する酸化還元酵素で、哺

乳類は 3 種類 SOD を所持しており、 SOD1 は細胞質に、 SOD2 はミト

コンドリア内に、 SOD3 は細胞外に存在する。また、 SOD1 及び SOD3

は銅と亜鉛を含み、 SOD3 はマンガンを活性中心の補因子として含む  

(Zelko e t  al . ,  2002)。  

 また、カタラーゼ  (Cata lase:  CAT)は、過酸化水素を酸素と水へ変換

する酵素であり、鉄とマンガンを補因子として作用する。カタラーゼ

遺伝子の欠失は無カタラーゼ症と呼ばれ生体内外で発生する過酸化水

素の代謝が出来ずに潰瘍性壊疽を生じる  (Ogata. ,  1991)。  

 グルタチオンペルオキシダーゼ  (Glutathione Peroxidase:  GPx)は、グ

ルタチオン  (Glutathione,  Glutathione -SH: GSH)とグルタチオンジスル

フィド  (Glutathione disul f ide:  GSSH)との変換を触媒することによっ

て過酸化物の還元と消去を行う酵素である  (Miyamoto et  al . ,  2003)。ヒ

トでは 8 種類のアイソザイムが確認されており、Glutathione peroxidase  

1 (GPx1)が最も豊富に存在し、ほぼ全ての哺乳類細胞における細胞質

に発現しており、 H 2 O2 を基質とする。Glutathione peroxidase 4 (GPx4)

は特に細胞膜におけるリン脂質の過酸化を還元する機能が知られてい

る  (Sneddon et  al . ,  2003)。  

 ヘムオキシゲナーゼ  (Heme ox ygenase:  HO)はヘムをビルベリジンへ



5 

 

と変換する酵素である  (Maines. ,  1988)。HO 自体は抗酸化能力を持つ

わけではないがヘムの分解にともない生成されるビルベリジン、また

ビルベリジンが還元されて生じるビリルビンには強い抗酸化能を保持

していることが明らかとなっている  (Jansen and Daiber. ,  2012)。HO に

は現在 HO-1、HO-2、HO-3 の 3 種類のアイソフォームが確認されてい

る。  

 

活性酸素種による酸化ストレス  

 一方、ROS の蓄積による細胞障害と、抗酸化酵素による ROS 除去お

よび ROS 依存的な細胞傷害回復機構の均衡が崩れ、細胞障害が発生す

る状態を酸化ストレスと呼ぶ  (Finkel  and Holbrook. ,  2000)。生体内に

おける酸化ストレスは、脂質の過酸化、タンパク質の変性に伴う酵素

機能障害、DNA の損傷や誤複製を誘発し、生体に対し様々な障害を発

生させる  (Kryston et  al . ,  2011)。  

 DNA 損傷の例として、8-hydrox y-2’-deoxyguanosine (8 -OHdG)の生成

が挙げられる。Deoxyguanos ine (dG)は DNA の ATCG4 種類の塩基の中

で最も酸化還元電位が低いことから、 ROS による酸化を受けやすい。

そのため、酸化ストレスによって dG より 8-OHdG が生成されやすく

なるが、この 8-OHdG は G→T 変異を誘発することが知られており、

この変異によって発がんリスクが上昇することが指摘されている  

(Wu et  al . ,  2004)。  

 また、脂質の過酸化の例として、低比重リポタンパク質  (Low-densi ty 

l ipoprotein:  LDL)の酸化によるアテローム性動脈硬化症のリスク上昇

が挙げられる。LDL はリポタンパク質の中でも特に低比重であり、多

くのコレステロールを含んでいる。過剰に酸化された LDL が血漿から
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血管壁の内皮下  (内膜 )に取り込まれると、マクロファージなどがこの

酸化 LDL を取り込んで泡沫細胞となって蓄積される  (Barter  et  al . ,  

2004)。また、この際に酸化 LDL は Monocyte chemotact ic  p rotein -1 

(MCP-1)の発現を上昇させることにより、血管内皮に接着した単球の

内膜への侵入を促進することで炎症反応を亢進する  (Hwang et  al . ,  

2013)。この一連の反応がアテローム性動脈硬化症の要因とする生体内

酸化 LDL 仮説が示されている。  

 このように酸化ストレスは、生体分子の変性と機能不全を引き起こ

し、最終的に様々な疾病の原因となることが明らかとなっている。  

 

脳神経系における酸化ストレス  

 脳神経系は生体組織の中でも酸素消費量が特に多く、ROS の発生量

も高いことから  (Ut tara et  al . ,  2009)、酸化ストレスに関する多くの知

見が集積されている。特に酸化ストレスによる神経細胞死や神経変性

については多くの研究がなされてきた。  

 酸化ストレスが神経細胞死や神経変性を誘導するメカニズムとして

は、B-cel l  l ymphoma 2 (Bcl -2)ファミリータンパク質の機能障害とそれ

に引き続いておこる Caspase の断片化が知られている  (Tsuj imoto. ,  

1998)。 Bcl-2 ファミリータンパク質は、ミトコンドリア内及び細胞質

内に局在し、ミトコンドリアの膜透過性を調節することによって細胞

のアポトーシスをコントロールしている。 Bcl -2 ファミリーはアポト

ーシスを誘導するグループ  (Bax、Bak、Bok 等 )と抗アポトーシス作用

を 持 つ グ ル ー プ  (Bcl -2、 Bcl-XL、 Mcl-1、 Bcl -w 等 )に 分 類 さ れ る  

(Leibowi tz  and Yu. ,  2010)。細胞が酸化ストレスに曝露されると細胞質

に存在する Bax 等が活性化、ミトコンドリア内へと移動し、ミトコン
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ドリア外膜における透過性を増強させる事で、内外膜間に存在するア

ポトーシス誘導タンパク質である Cytochrome c (Cyt  c)などをミトコン

ドリア外へと流出させる  (Finucane e t  al . ,  1999)。細胞質内へ流出した

Cyt c は Caspase-9 を活性化、これが Caspase-3 や Caspase-7 といった多

くの Caspase ファミリーを活性化させていき、最終的にアポトーシス

が誘導される  (Brentnal l  et  al . ,  2013)。 Bcl -2 はこの一連の反応におい

て、Cyt  c の細胞質への流出を阻害する働きが知られているが、この

Bcl-2 の発現自体が酸化ストレスによって抑制されることも報告され

ている  (Pugazhenthi  et  al . ,  2003)。このように神経細胞が酸化ストレス

に曝露された結果、神経細胞死および神経細胞の変性を引き起こすた

め、酸化ストレスによるダメージの蓄積は神経変性疾患を引き起こす

原因になると考えられている。  

 また、酸化ストレスは、神経変性の原因のひとつである異常タンパ

ク質の蓄積にも関与していることが明らかとなっている。例えば、マ

ウス脳組織内の細胞に蓄積した Amyloid β  (Aβ)が Amyloid β pept ide  

alcohol  dehydrogenase  (ABAD)と結合してミトコンドリア障害を引き

起こすことで、 ROS の発生を促すことが報告されており  (Yan et  al . ,  

2005)、これが AD 進行機構のひとつである可能性も考えられる。  

 さらに、Cohen らは酸化ストレスが TAR DNA-binding protein 43 kDa 

(TDP-43)のアセチル化を正に制御することを報告しており  (Cohen et  

at . ,  2015)、これが TDP-43 のリン酸化および不溶化を促進することで、

前頭側頭葉変性症  (Frontotemporal  lobar  degenerat ion:  FTLD)や筋萎縮

性側索硬化症  (Amyot rophic  lateral  sclerosi s :  ALS)の発症要因となるこ

とを考察している。また、抗酸化酵素 SOD1 変異マウスは ALS 様の病

理所見を示し、脊髄中のアストロサイトとミクログリア内のリン酸化
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TDP-43 の増加が見られることも示されている  (Cai  et  al . ,  2015)。この

ように、脳神経系における酸化ストレスは、細胞死のみならず異常タ

ンパク質の蓄積にも深く関与していることが強く示唆されている。  

 

弱酸化ストレスの有益な効果  

 これまで見てきたように、酸化ストレスの増大は組織や細胞にとっ

て負に働く場合が多い。一方、近年になって、細胞死を誘導しないレ

ベルの低強度の酸化ストレス  (以後、弱酸化ストレスと呼ぶ )が、細胞

死を引き起こすレベルの高強度の酸化ストレス  (以後、強酸化ストレ

ス と 呼 ぶ )と は 異 な る 細 胞 応 答 を 示 す 例 が 報 告 さ れ て い る  (Fig.  

In troduct ion -1)。  

 例えば、ラット副腎髄質由来褐色細胞腫 PC12 細胞において、弱酸

化ストレス前処理は、細胞のストレス耐性を上昇させ、その後の強酸

化ストレスに対する抵抗性を付与することが明らかとなっている  

(Tang et  al . ,  2005,  Ogura et  al . ,  2014)。このような弱ストレスによる前

処理の効果は、酸化ストレスに限らず、軽度の虚血処理や低酸素処理

によっても発現することが知られている  (Wojtovich et  al . ,  2012 ,  Bruer  

et  al . ,  1997)。   

 PC12 細胞における弱酸化ストレス前処理の場合、その後の強酸化ス

トレスが誘導する細胞内 ROS の上昇やミトコンドリア膜電位の消失、

Bcl-2 の発現低下を抑制することによってアポトーシスを防止するこ

とが明らかとなっている  (Tang et  al . ,  2005)。一方、弱酸化ストレスが、

細胞内にどのような変化を引き起こすことで強酸化ストレスによる細

胞死誘導を抑制するのか十分には分かっていない。  

 また、酸化ストレスが細胞機能を正に制御する例も報告されている。
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例えば、神経幹細胞では ROS が細胞増殖と神経新生を促進させること

が示されており  (Le et  al . ,  2011)、さらに NOX 抑制剤である Apocynin

の添加によって神経幹細胞の ROS 量が低下すると同時に増殖が抑制

されることも報告されている  (Yoneyama et  al . ,  2010)。しかし、これら

の酸化ストレス依存的な細胞機能亢進のメカニズムについても、これ

までにその全容は明らかになっていない。  

 

本研究の目的  

 酸化ストレスは様々な脳神経系疾患の原因と考えられているが、細

胞における酸化ストレスの効果はその強度に依存的であり、弱酸化ス

トレスの場合、細胞にとって有益な効果を示すことも明らかになって

きている。本研究では、神経系細胞における酸化ストレスの強度に依

存的な効果を総合的に検討することを目的とした。  

 

本論文の構成  

第一章  

 第一章では、マウス海馬由来神経細胞株 HT22 細胞を用いて、酸化

ストレスの強度に依存した細胞応答メカニズムの詳細な解明を行った。

その結果、酸化ストレスによる細胞応答はストレス強度依存的であり、

強酸化ストレスは細胞死を誘導するが、弱酸化ストレスは Erk1/2 の活

性化を介して細胞生存を亢進させる効果を有していることを明らかに

した。また、 HT22 細胞に酸化ストレスを引き起こすグルタミン酸  

(Glutamate)は、HT22 細胞内の二相性の Erk1/2 活性化  (短期的、持続

的 )を誘導するが、この活性化パターンは酸化ストレスの強度に依存し

ていることを見出した。さらに、Glutamate 依存的な細胞死には Erk1/2
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の持続的な活性化が重要であること、この持続的な Erk1/2 の活性化に

は 代 謝 型 グ ル タ ミ ン 酸 レ セ プ タ ー  (Metabol ic glu tamate receptor:  

mGluR)の一種である mGluR5 が関与していることを解明した。  

 

第二章  

 強酸化ストレスは細胞死誘導機構を活性化することが広く知られて

いるが、細胞保護誘導機構の存在については不明な点が多い。そこで、

本章では強酸化ストレスによって活性化する細胞保護機構の探索を行

った。その結果、 HT22 細胞では強酸化ストレスによって細胞保護効

果を持つことが報告されている成長因子 Progranul in (PGRN)の遺伝子

発現が上昇することを明らかにした。一方、Brain-derived neurot rophic  

factor  (BDNF)や Insul in-l ike growth factor- I ( IGF-I)など他の成長因子の

遺伝子発現は増加せず、強酸化ストレスによる PGRN 遺伝子発現上昇

は特異的現象であることがわかった。さらに HT22 細胞への PGRN 外

部添加により、Erk1/2 依存的な細胞保護効果が観察された。すなわち、

細胞死を引き起こす程度の強酸化ストレスは、 PGRN 遺伝子発現上昇

を介し、オートクラインあるいはパラクライン様式で細胞を保護して

いる可能性が考えられた。  

 

第三章  

 脳神経系における PGRN の生理作用については不明な点が多い。こ

れまで脳神経系では、主にニューロンおよびミクログリアにおける

PGRN の機能解明が進められてきた。本章では、これまでに PGRN 依

存 的 な 細 胞 応 答 に つ い て 知 見 の 少 な い 神 経 幹 / 前 駆 細 胞  (Neural  

progeni tor  cel ls :  NPCs)に着目し、 PGRN 依存的に活性化する細胞内機
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構の探索およびその生理的意義の検討を行った。これまで、 PGRN 欠

失マウス由来 NPCs (PGRN KO NPCs)は野生型 NPCs (WT NPCs)と比較

して細胞の脆弱性が高いことが知られている  (Nedachi  et  al . ,  2011)。

そこで、これらの２種類の NPCs について網羅的遺伝子発現解析によ

る比較を行ったところ、 PGRN 欠失によって様々な抗酸化酵素関連遺

伝 子 の 発 現 が 変 動 す る こ と や 細 胞 外 マ ト リ ッ ク ス  (Extracel lular  

matr ix :  ECM)である Col3a1 の発現が誘導されることが明らかとなった。

特に PGRN 依存的な Col3a1 遺伝子発現制御は、PGRN が NPCs の細胞

外環境  (ニッチ )を制御する新しい可能性を示唆していた。また、PGRN

が欠失した NPCs において Col3a1 産生増加は細胞保護に貢献している

ことが明らかとなった。すなわち、 PGRN KO NPCs では抗酸化酵素関

連遺伝子の発現変動による酸化ストレス脆弱性の増大に対して、代償

的に ECM タンパク質 Col3a1 の産生制御によって細胞保護機構を稼働

させている可能性が示された。  

 

総合討論  

 総合討論では、今回得られた研究結果を元に、脳神経系における酸

化ストレス応答について総合的な考察を行い、最後に今後の課題及び

展望について述べる。  
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Fig.  Introduction-1  酸化ストレス依存的な細胞死と弱酸化ストレスに

よる細胞保護効果の概略図  

強酸化ストレスは細胞死を誘導するが、弱酸化ストレスによる前処理

が強酸化ストレス依存的な細胞死から神経細胞を保護することが明ら

かとなってきている。  
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第一章  

酸化ストレスの強度に依存した  

細胞応答機構の解明   
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緒言  

 序章で述べたように、慢性的な酸化ストレスは神経変性疾患を誘発

する要因となり得ることが報告されており、脳神経系内において発生

する酸化ストレスについて多くの研究がなされてきた  (Andersen e t  

al . ,  2004,  Shukla et  al . ,  2011)。酸化ストレスは神経細胞に対して広範囲

の影響を及ぼすことが理解されつつある。例えば酸化ストレスが誘導

す る 神 経 細 胞 死 の 誘 導 機 構 の み を 概 観 し て も 、 Caspase や c-jun  

N-terminal  kinase (JNK)の活性化を介した所謂 death シグナルへの影響

や、 SOD や Bcl -2、GSH 等の抗酸化タンパク発現の低下など、酸化ス

トレスによって直接的あるいは間接的に影響を受ける細胞生存シグナ

ルは多岐に渡り  (Turner  et  al . ,  1998,  Lee  et  a l . ,  2001 ,  Tobaben et  al . ,  

2010,  Fukui  and Zhu. ,  2010)、その全容は未だ不明な点が多い。さらに

近年、弱酸化ストレスがその後の強酸化ストレスに対して細胞保護効

果を持つなどといった新しい酸化ストレス応答システムが発見されて

きているが、この弱酸化ストレス依存的に稼働する細胞内メカニズム

についても不明な点が多く残されている。  

 そこで本章では、神経細胞が異なる強度の酸化ストレスにどのよう

に応答しているのか、その詳細を検討することを目的とした。本章で

は酸化ストレッサーとして過酸化水素  (Hydrogen peroxide:  H 2 O2 )とグ

ルタミン酸  (Glutamate)の２種類を用いた。  

 Glutamate は神経細胞において生理的な酸化ストレスを誘発する代

表的物質である。脳神経系内において、Glutamate は神経伝達物質とし

て作用しているが、多量に放出されることで細胞毒性を発揮する。そ

のひとつのメカニズムとして、 Cyst ine /  Glutamate 交換輸送系の停止
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に よ る GSH 合 成 阻 害 等 に よ る 酸 化 ス ト レ ス 増 大 が 挙 げ ら れ る  

(Penugonda et  al . ,  2005)。神経細胞において Glutamate は、酸化ストレ

スだけでなく N-methyl -D-aspartate (NMDA)型グルタミン酸受容体を介

した興奮毒性も誘起するが、本研究で用いたマウス海馬由来神経細胞

株 HT22 細胞は、 NMDA 型グルタミン酸受容体を発現しておらず、

Glutamate 依存的な酸化ストレス研究に適した細胞である。本章では、

Glutamate 以外にも酸化ストレス応答の解析に汎用される H2 O2 の効果

も同時に観察した。一般に ROS は不安定で分解されやすいが、 H2 O2

は比較的安定性が高く、酸化ストレッサーとして多用されている。  

 本章では、マウス海馬由来神経細胞株 HT22 細胞に対して、この二

つの酸化ストレッサーを種々の濃度添加することによる細胞応答、特

に細胞生存にどのような影響を与えるのかを精査することとした。特

に比較的低強度の酸化ストレスが細胞に良好な影響を与えることを鑑

み、酸化ストレッサーの濃度については低濃度から高濃度まで幅広い

レンジを確保し、細胞応答、細胞内シグナルを詳細に解析することと

した。  
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材料と方法  

 

実験試薬  

 細胞培養試薬は特に記載がない限り、 Nacalai  Tesque Inc.  (Kyoto,  

Japan)より購入した。一般的な試薬は、Nacalai  Tesque Inc .、Wako Pure  

Chemical  Indust r ies  Ltd .  (Osaka,  Japan)、  S igma-Aldrich (St .  Louis ,  MO, 

USA)より購入した。  

 

HT22 細胞の培養  

 マウス海馬由来細胞株 HT22 細胞は、 37℃、 5% CO 2 条件下、 75 cm²  

f lask (Corning,  NY, USA) を 用 い て Passaging medium (Dulbecco’s  

modified Eagle  medium (DMEM),  10 % Fetal  Bovine Serum (FBS) (Biowest  

Inc . ,  Nuai l le ,  France) ,  1 % Penici l l in -St reptomycin Mixed Solut ion (P/S))

中で培養を行った。継代は、培養 3 日後の f lask 内の 8 割程度まで細

胞が増殖した時点で行った。  

 始 め に、培地を吸引除去し、 Dulbecco’s  Phosphate Buffer-  Sal ine 

(D-PBS(-))を 10 ml  加え細胞を洗浄した。次に PBS を取り除き、0.25% 

Trypsin -EDTA を 1 ml 加え、1 分間静置、フラスコを軽く叩いて細胞を

剥がし、Passage medium を 9 ml 加えて 15 ml チューブに回収、1000 rpm

で 5 分間遠心させた。遠心終了後、上清を除去して細胞ペレットをタ

ッピングしてほぐし、 Passage medium を 10 ml 加えて懸濁した後、細

胞数を血球計算版  (Erma Inc. ,  Tokyo,  Japan)を用いて測定し、細胞密度

が 5 × 10
5
 ce l l s /10ml / f lask となるよう 75 cm²  f l ask に細胞を播種した。 
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細胞生存試験  (MTT assay) 

 HT22 細胞を 96 wel l  cel l  cul ture pla te (Corning,  MA, USA)に 2.0-5.0 ×  

10
3
 cel l s /wel l で播種し、24 時間後に 0-1000 µM の  H2 O2 または 0-10 mM

の Glutamate で細胞を処理し、 15 時間後に MTT assay を用いて細胞生

存試験を行った。  

 3-(4,5-Dimethyl -2-thiazolyl) -2,5-diphenyl tet razol ium Bromide (MTT)は

生細胞数を測定する試薬として細胞毒性試験や細胞生存試験に用いら

れる。MTT は細胞内の脱水素酵素によって還元され、青色の不溶性ホ

ルマザンを生成する。このホルマザンは生細胞数に依存して増加する

ため、ホルマザンを有機溶媒等で溶解後に 570 nm の吸光度を測定す

ることで生細胞率を検討することが出来る。測定には MTT Cel l  Count  

Kit  (Nacalai  t esque)を使用し、プロトコールに従い行った。96 wel l  plate 

にて 2.0 × 10
3
 cel ls /wel l で播種した HT22 細胞に酸化ストレス処理を行

った後、各 well に 10 µl の MTT solu t ion を添加、3 時間後に Solubi l izat ion  

Solut ion を 100 µl 添加し、沈殿したホルマザンをピペッティングによ

って撹拌、その後プレートをテープでシールし、37℃・5% CO2 条件下

で overnight のインキュベートによってホルマザンの可溶化を行った。

ホルマザンの可溶化を確認後、Microplate reader (Bio -Rad Laboratories ,  

CA, USA)を用いて 570 nm の波長で吸光度を測定した。  

 

タンパク質解析  

タンパク質の定量  (BCA assay)  

 回収したタンパク質解析用サンプルは BCA 法を用いてタンパク定

量を行い、タンパク質濃度を一定にしてから実験に使用した。実験に

は Pierce BCA Prote in Assay Kit  (Thermo Scient i f ic ,  MA, USA)を使用し、
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プロトコールに従って行った。キット内の Albumin s tandard を用いて

96 wel l  cel l  cul ture  plate を用いて検量線を作成し、サンプルを各 well

に 10 µl /wel l で添加をした。添加したサンプルに対して Reagent  A と

Reagent  B を 50 :  1 の割合で混合した溶液を 200 µl /wel l 添加し、室温

で 10 分間反応させた後、Microplate  reader を用いて 562 nm の吸光度

を測定した。吸光度を元に作成した検量線に従ってサンプル内のタン

パク質濃度が均一になるよう調製を行った。  

 

SDS-PAGE 及び Western Blotting  

 HT22 細胞を 6 wel l  cel l  cul ture plate (Corning,  CA,  USA)に 1.0  ×  10
5  

cel ls /wel l になるように播種し、24 時間培養した。その後、H2 O2  (0 -1000 

µM)または Glutamate (0 -10 mM)を添加し、30 分後に培地を除去、Sample  

buffer  (0 .05  M Tris -HCl (pH 6.8) ,  2% Sodium Dodecyl  Sulfate  (SDS),  10% 

Glycerol ,  0 .0033% Bromophenol  Blue  (BPB) ,  1% 2-Mercaptoethanol )  200  

µl で回収した。これを超音波破砕し、 5 分間 95℃で煮沸したものを

SDS-PAGE に供した。  

 これらのサンプルを 10% SDS-ポリアクリルアミドゲルを用いて 100 

V 固定電圧で 90 分間の電気泳動を行い、タンパク質の分離を行った。

その後、分離したタンパク質を PVDF 膜  (Polyvinyl idine di f luoride ,  pore 

s ize = 0 .45  µm, MERCK Mil l ipore,  MA, USA)へ Trans  Blot  Cel l  (Bio-Rad,  

CA, USA)を用いて 45 V 固定電圧条件にて Overnight で膜へのタンパク

質の転写を行った。転写終了後、 PVDF 膜を Blocking buffer に浸し、

30 分間室温で振とうしながらブロッキングを行った。ブロッキング終

了後、PVDF 膜を各種一次抗体で室温 1 時間振とう後、4℃にて overnight

で 1 次抗体反応を行った。 1 次抗体反応の終了後、 TBS-T で 10 分間 3
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回洗浄し、次に 2 次抗体として Anti - rabbi t  IgG HRP-1 l inked 抗体  (1  :  

5 ,000 ,  Cel l  Signal ing,  MA, USA)を用いて室温で 1 時間振とうした。 2

次抗体反応後、TBS-T で同様に PVDF 膜を 3 回洗浄し、検出は ECL Prime  

Western Blot t ing Detect ion  Regent  (GE Heal thcare ,  Chal font  Saint  Gi les ,  

UK)を用いて、キットのプロトコールに従って行い、化学発光検出シ

ステム  (ChemiDoc XRS+, Bio -Rad,  CA, USA)にて露光した。その後、

Image J  (Nat ional  Inst i tutes  of  Heal th,  Bethesda,  MD, USA)を用いて検出

されたバンド強度の相対値を算出した。  

 

統計解析  

 統計解析は基本的に、 2 群の場合は Unpai red Student ’s  t - tes t を用い

た検定、 3 群以上の場合には One-way ANOVA および Tukey’s  posthoc 

tes t を用いて解析を行った。それぞれ危険率 5%未満をもって統計的に

有意な差があるとした。  
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実験結果  

高強度の酸化ストレスは細胞死を誘導するが、低強度の酸化ストレス

は細胞生存を亢進させる  

 HT22 細胞を 96 wel l  plate に播種し 24 時間後に H2 O 2  (0-1000 µM)と

Glutamate (0-10 mM)を添加し、15 時間後に MTT assay を用いた細胞生

存率の測定を行った。その結果、 H2 O2 を 500 µM の濃度で添加した場

合に細胞生存率が約 40% (Fig.  1 -1A)、Glutamate を 5 mM の濃度で添加

した場合に細胞生存率が約 40%へと減少し  (Fig.  1 -1B)、細胞生存率の

有意な低下がみられたため、酸化ストレッサーである H2 O2、Glutamate

はどちらも濃度依存的に細胞死を誘導する事が明らかとなった。  

 緒言でも述べたが、これまでに弱酸化ストレス処理は、その後の強

酸化ストレスにたいして抵抗性を付与する事が明らかになっている。

そこで、弱酸化ストレスが細胞生存に与える影響を調べるため、HT22

細胞を低濃度の H 2 O2 または Glutamate  (H2 O2  100 µM 以下、または

Glutamate 1 mM 以下 )で 15 時間処理し、MTT assay を用いて細胞生存

への影響を検討した。その結果、H2 O2  10 µM 添加時に細胞生存率が約

105% (Fig.  1 -2A)、Glutamate 0.5 mM 添加時において細胞生存率が約

115% (Fig.  1-2B)と有意な細胞生存率の上昇が見られた。このことから、

細胞死を引き起こさないレベルの低強度酸化ストレス負荷は、 HT22

細胞の細胞生存を亢進することが明らかになった。  

 これらの結果から、HT22 細胞において H2 O2  と Glutamate により誘

導される酸化ストレスは、高強度では細胞死誘導効果を、低強度では

細胞生存亢進効果を持つといった、二相性の効果を有していることが

明らかとなった。  
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弱酸化ストレス依存的な細胞生存亢進効果は Erk1/2 の活性化を介し

て作用する  

 先の実験で得られた弱酸化ストレス依存的な細胞生存亢進効果のメ

カニズムを解明するために、弱酸化ストレスが細胞内シグナル伝達系

にどのような影響を及ぼすのか検討した。まず、細胞の生死に関与し

ていることが広く知られている MAP kinase family の一種である  

Extracel lular  s ignal -regulated kinase 1/2 (Erk1/2)に着目し、弱酸化スト

レス負荷が Erk1/2 活性化にどのような影響を及ぼすかウェスタンブ

ロッティングを用いて解析した。 HT22 細胞を播種して 24 時間後に

H2 O2  (0 -10 µM)、Glutamate  (0-1 mM)を添加、30 分間曝露させて細胞を

回収し、これをサンプルとしてウェスタンブロッティングを行った。

その結果、H2 O2  10 µM 添加時に約 1.25 倍  (Fig.  1-3A)、Glutamate 0.5 mM

及び 1 mM 添加時に約 1.5 倍と  (Fig.  1-4A)、無添加時と比較して有意

な Erk1/2 のリン酸化量の増加が見られた。すなわち、HT22 細胞は弱

酸化ストレス負荷によって Erk1/2 の活性化が誘導されていることが

明らかとなった。  

 また、弱酸化ストレスによって誘導された Erk1/2 の活性化の生理的

意義を検討するため、弱酸化ストレス負荷時に Erk1/2 の上流である

MAPK/ERK kinase  1/2  (MEK1/2)の特異的阻害剤である U0126  (10  µM 

(Dimethyl  sulfoxide :  DMSO にて希釈 ))を同時添加し、MTT assay を用い

て細胞生存への影響を調べた。その結果、 U0126 を同時添加し Erk1/2

の活性化を抑制した状態では弱酸化ストレス依存的な細胞生存亢進効

果が消失した  (Fig.  1-3B,  Fig.  1 -4B)。このことから、低濃度 H2 O2 及び

Glutamate 添加による細胞生存亢進効果には Erk1/2 の活性化が関与し
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ていることが明らかとなった。  

  

強酸化ストレスに応答した細胞死にも Erk1/2 が関与する  

 これまでに HT22 細胞の酸化ストレス応答に関して、弱酸化ストレ

スが細胞生存亢進効果を持つ事を示したが、次に強酸化ストレス依存

的な細胞死誘導について、そのメカニズムの解明を目的とし、弱酸化

ストレス依存的な細胞生存亢進効果のメカニズムとして関与が認めら

れた Erk1/2 活性化の役割を調べた。  

 高濃度 H2 O2  (0-1000 µM)あるいは Glutamate (0-10 mM)添加時に

U0126 (10 µM)を同時添加し、MTT assay により細胞生存率を調べた。

その結果、H2 O2 添加時には U0126 を添加しても細胞生存率は変化せず、

濃度依存的に細胞死が誘導されたが  (Fig.  1-5A)、一方、Glutamate 添

加時には U0126 を添加することによって、 Glutamate 濃度依存的な細

胞死誘導が阻害された  (Fig.  1-5B)。以上の結果から、 Glutamate 依存

的な細胞死は Erk1/2 を介して誘導されていることが明らかとなった。

また、H2 O2 添加による濃度依存的な細胞死誘導は Erk1/2 を介してお

らず、Glutamate 依存的な ROS 産生に Erk1/2 が関与している可能性が

示唆された。   

 

高濃度のグルタミン酸は持続的な Erk1/2 の活性化を誘導する  

 こ こ までの実験結果を概観すると、 (1)高濃度の H2 O2 あるいは

Glutamate 処理は HT22 細胞の細胞死が誘導するが、低濃度の H2 O2 あ

るいは Glutamate 処理は細胞生存を亢進する、 (2)高濃度 Glutamate 処

理による細胞死誘導および低濃度 Glutamate 処理による細胞生存亢進

は、共に Erk1/2 活性化阻害によって消失することが明らかとなった。
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このように Glutamate 依存的な細胞死誘導および細胞生存の両者とも

に Erk1/2 活性化が関与していたことから、 Glutamate 依存的な Erk1/2

の活性化の挙動をさらに詳細に検討することとした。  

 まず、細胞死を誘導する程度の高濃度 H2 O2  (300 µM)あるいは高濃

度 Glutamate (5 mM)で細胞を処理し、 0.5,  1 ,  2 ,  4 ,  8 ,  16 ,  24 時間後に細

胞を回収し、ウェスタンブロットを用いて細胞内の Erk1/2 の活性化の

経時変化を検討した。その結果、H2 O2 添加後 30 分、Glutamate 添加後

1 時間の時点で Erk1/2 が有意に活性化していることが明らかとなった  

(Fig.  1 -6AB)。また、Glutamate 添加時には、添加後 16 時間、 24 時間

の時点でも Erk1/2 の有意な活性化が見られ、タイムコースの全体を通

して Erk1/2 の活性化は基底状態以上を保っていた  (Fig.  1-6B)。一方で

H2 O2 添加時には Erk1/2 の活性化は、時間経過と共に低下し、 16 時間

や 24 時間では基底状態以下となることが分かった  (Fig.  1 -6A)。  

 

弱酸化ストレスは短期的な Erk1/2 の活性化を誘導する  

 細胞死を誘導しない弱酸化ストレスが Erk1/2 の活性化に及ぼす影

響についても同様の解析を行った。  

 細胞死を誘導しない程度の低濃度 H2 O2  (100 µM)あるいは低濃度

Glutamate (1 mM)で細胞を処理し、 0.5,  1 ,  2 ,  4 ,  8 ,  16,  24 時間後に細胞

を回収し、ウェスタンブロットを用いて細胞内の Erk1/2 の活性化を調

べた。その結果、 H2 O2、Glutamate のどちらにおいても、同様に添加

後 30 分で Erk1/2 の有意な活性化を誘導する事が分かった  (Fig.  

1-7AB)。また、どちらも高濃度 Glutamate が誘導したような持続的な

Erk1/2 の活性化は誘導せず、短期的な Erk1/2 の活性化後には基底状態

以下まで活性が低下していることが明らかとなった  (Fig.  1 -7AB)。  
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グルタミン酸依存的な持続的な Erk1/2 の活性化は、細胞死誘導機構

に関与する  

 次に、高濃度 Glutamate 添加時に特異的に見られた Erk1/2 の持続的

な活性化が、Glutamate 依存的な細胞死誘導に関与しているかを調べる

ため、Glutamate (5  mM)を添加後 0,  3 ,  6 ,  9 ,  12,  15 時間後に U0126 (10  

µM)を添加し、Glutamate 添加後 15 時間後に MTT assay を用いて細胞

生存率への影響を調べた。  

 その結果、Glutamate 添加後 6 時間以内に U0126 を添加することに

よって、Glutamate 依存的な細胞死が抑制され、細胞生存率が有意に改

善した。このことから、持続的な Erk1/2 の活性化は Glutamate 依存的

な細胞死誘導機構の少なくとも一部であることが示唆された  (Fig.  

1-8A)。  

 

mGluR5 はグルタミン酸依存的な細胞死誘導機構に関与する  

 緒言でも述べたとおり、HT22 細胞は NMDA 型グルタミン酸受容体

を保持していない。一方、代謝型グルタミン酸受容体  (mGluRs)である

mGluR1 及び mGluR5 を保持していることが報告されている。そこで、

これらの mGluRs が Glutamate 依存的な持続的な Erk1/2 活性化および

細胞死にどのような役割を果たしているか検討した。  

 まず、Glutamate  (5 mM)の添加と同時に mGluR1 の Antagonis t である  

(±) -1-Aminoindan-1 ,5-dicarboxyl ic acid (AIDA) あ る い は mGluR5 の

Antagonis t で あ る 2-Methyl -6-(phenylethynyl )pyridine hydrochloride  

(MPEP)に よ る前 処理 を 30 分 間 行い 、 Antagonis t 存在 下 、細 胞 を

Glutamate で 0,  0 .5 ,  1 ,  2 ,  4 ,  8 ,  16,  24 時間処理した。処理後、細胞を回
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収して Erk1/2 の活性化を検討した。その結果、 AIDA を添加した条件

では Glutamate 依存的な Erk1/2 活性化パターンに変化は見られなかっ

たが、MPEP を添加した条件では、 5 mM Glutamate 添加時に観察され

た Glutamate 依存的な持続的な Erk1/2 の活性化が消失することが明ら

かとなった  (Fig.  1 -6B,  Fig.  1 -9AB)。また、AIDA, MPEP の単独添加に

おいては両条件において、 Erk1/2 の短期的な活性化のみを誘導したこ

とから、AIDA と Glutamate の同時添加時における持続的な Erk1/2 の

活性化は、Glutamate 依存的な活性化が保持されたままであることも推

察された  (Fig.  1-10AB)。  

 同様に AIDA,  MPEP で 30 分間前処理した HT22 細胞に 15 時間の

Glutamate 処理を行い、細胞生存率への影響を検討した。その結果、

Glutamate 依存的な細胞死誘導に対する AIDA 前処理の効果は観察さ

れなかったものの、MPEP 前処理によって Glutamate 依存的細胞死誘導

が有意に阻害されることが明らかとなった  (Fig.  1-11)。すなわち、

mGluR5 は Glutamate 依存的な持続的な Erk1/2 の活性化を制御し、

Glutamate 依存的な細胞死誘導に関与している可能性が示唆された。  
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Fig.  1 -1  強酸化ストレス負荷が細胞生存率へ及ぼす影響  

HT22 細胞を様々な濃度の H2 O2  (0 -1000 µM) (A) 、Glutamate  (0-10 mM) 

(B)で処理し、15 時間後に MTT Assay を用いて細胞生存率を測定した。

無添加条件の細胞生存率を 100%として標準化した値の平均と標準誤

差を示した。  

A 

B 
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Fig.  1 -2  弱酸化ストレス負荷が細胞生存率へ及ぼす影響  

HT22 細胞を、H2 O2  (0-100 µM) (A) 、Glutamate  (0-2 mM) (B)  で処理し、

15 時間後に MTT Assay を用いて細胞生存率を測定した。無添加条件の

細胞生存率を 100%として標準化した値の平均と標準誤差を示した。  

 

B 

A 
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Fig.  1 -3  低濃度 H2 O 2 依存的な Erk1/2 の活性化とその生理的意義  

HT22 細胞を、H2 O 2  (0-10 µM) で処理し、 30 分後に細胞を回収、ウェ

スタンブロッティングにより Erk1/2 のリン酸化量を調べた。無添加条

件の Erk1/2 のタンパク発現量を 1 として標準化した値の平均と標準誤

差を示した  (A)。HT22 細胞を U0126 (10 µM)と H2 O2  (0-10  µM)  で同

時に処理し、 15 時間後に MTT Assay を用いて細胞生存率を測定した。

無添加条件の細胞生存率を 100% として標準化した値の平均と標準誤

差を示した  (B)。  

A 

B 
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Fig.  1 -4  低濃度 Glutamate 依存的な Er1/2 の活性化とその生理的意  

HT22 細胞を Glutamate  (0-1 mM) で処理し、 30 分後に細胞を回収、ウ

ェスタンブロッティングにより Erk1/のリン酸化量を調べた。無添加

条件の Erk1/2 のタンパク発現量を 1 として標準化した値の平均と標準

誤差を示した  (A)。HT22 細胞を U0126 (10  µM)と Glutamate で同時に

処理し、15 時間後に MTT Assay を用いて細胞生存率を測定した。無添

加条件の細胞生存率を 100%として標準化した値の平均と標準誤差を

示した  (B)。  

A 

B 
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Fig.  1 -5  強酸化ストレス依存的な細胞死誘導に対する Erk1/2 の影響  

HT22 細胞を H2 O2  (0-1000 µM) (A)、Glutamate (0-10 mM) (B)と U0126 

(10 µM)で同時に処理し、 15 時間後に MTT assay を用いて細胞生存率

を測定した。無添加条件の細胞生存率を 100%として標準化した値の

平均と標準誤差を示した。  

A 

B 

(n=4) 

*: p<0.05 (n=4) 

**: p<0.01 (n=4) 
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Fig.  1 -6  強酸化ストレス依存的な Erk1/2 の時間依存的な変化  

HT22 細胞を 300 µM H2 O2  (A)、 5 mM Glutamate (B)で処理し、 0-24 時

間後に細胞を回収、ウェスタンブロッティングにより Erk1/2 のリン酸

化量を調べた。無添加条件の Erk1/2 のタンパク発現量を 1 として標準

化した値の平均と標準誤差を示した。  

 

A 

B 
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Fig.  1 -7  弱酸化ストレス依存的な Erk1/2 の時間依存的な変化  

HT22 細胞を H2 O2  (100 µM) (A)、Glutamate (1 mM) (B)で処理し、 0-24

時間後に細胞を回収、ウェスタンブロッティングにより Erk1/2 のリン

酸化量を調べた。無添加条件の Erk1/2 のタンパク発現量を 1 として標

準化した値の平均と標準誤差を示した。  

A 

B 
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Fig.  1 -8  持続的な Erk1/2 活性化の生理的意義の検討  

HT22 細胞を Glutamate  (5  mM)で処理後、 0-15 時間後に U0126 (10  µM)

を作用させ、Glutamate 添加 15 時間後に MTT assay を用いて細胞生存

率を測定した。無添加条件の細胞生存率を 100%として標準化した値

の平均と標準誤差を示した。有意差検定は U0126 添加時間 15 時間の

サンプルと行った  (A)。  HT22 細胞への Glutamate (5  mM)処理後、0-15

時間後に U0126 (10 µM) を作用させ、Glutamate 添加 15 時間後に細胞

を回収、ウェスタンブロッティングにより Erk1/2 のリン酸化量を調べ

た  (B)。  

A 

B 

*: p<0.05 (n=5-6) 
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Fig.  1-9  mGluR アンタゴニストが Glutamate 依存的な Erk1/2 活性化

に及ぼす影響  

HT22 細胞を mGluR1 アンタゴニストである AIDA (50 µM) (A)及び

mGluR5 アンタゴニストである MPEP (200 µM) (B)で 30 分間前処理し、

5 mM のグルタミン酸を添加し 0-24 時間後に細胞を回収、ウェスタン

ブロッティングにより Erk1/2 のリン酸化量を調べた。無添加条件 

(Time -0.5 h)の Erk1/2 のタンパク発現量を 1 として標準化した値の平

均と標準誤差を示した。  

 

A B 
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Fig.  1 -10  mGluR アンタゴニストが Erk1/2 活性化に及ぼす影響  

HT22 細胞を mGluR1 アンタゴニストである AIDA (50 µM) (A)及び

mGluR5 アンタゴニストである MPEP (200 µM) (B)で処理し、0-24 時間

後に細胞を回収、ウェスタンブロッティングにより Erk1/2 のリン酸化

量を調べた。無添加条件  (Time 0  h)の Erk1/2 のタンパク発現量を 1 と

して標準化した値の平均と標準誤差を示した。  

 

 

A B 
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Fig.  1-11 mGluR アンタゴニストが Glutamate 依存的な細胞死誘導に

及ぼす影響  

HT22 細胞を U0126 (10  µM)、mGluR1 アンタゴニストである AIDA (50  

µM)及び mGluR5 アンタゴニストである MPEP (200 µM)で 30 分間前処

理し、 5 mM のグルタミン酸を添加し 15 時間後に MTT assay を用いて

細胞生存率を測定した。無添加条件の細胞生存率を 100%として標準

化した値の平均と標準誤差を示した。  
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考察  

弱酸化ストレス依存的な細胞生存亢進効果の詳細について  

 本研究では、弱酸化ストレスは細胞生存亢進効果を有していること

を明らかにした。そこで、この細胞生存亢進効果は細胞の運命決定に

おいてどの部分に作用しているのかについて考察を行いたい。細胞運

命は大きく分けて細胞生存又は細胞死、細胞増殖、細胞分化に大別さ

れる。このうち本研究で用いた MTT assay は主に細胞生存率の測定又

は細胞死率の測定、細胞増殖の測定に用いられる実験系である。一般

的に神経細胞は増殖能を持たないことから、神経細胞においては MTT 

assay の実験系は細胞毒性試験として細胞生存率又は細胞死率を測定

する手段として用いられる  (Xu et  al . ,  2011)。しかし、本実験で用いた

HT22 細胞はマウス海馬由来であり神経細胞モデルとして使用される

が、不死化されておりそれに伴い増殖能も備えている細胞系である。

そのため、MTT assay のみでは本研究の結果得られた細胞生存亢進効

果が「基底状態でわずかに起こる細胞死の抑制」によるものか「細胞

増殖の亢進により引き起こされた吸光度の増加」によるものかを判別

する事は難しいと考えられる。また、神経細胞において薬剤による細

胞保護効果を MTT assay と LDH assay で比較した所、Nifedipine 誘導

性の細胞死に関して、Cycloheximide が LDH assay の結果のみで細胞保

護効果を示し、MTT assay ではその効果を可視化出来なかったという

報告もある  (Lobner. ,  2000)。このことからも、本研究における細胞生

存亢進効果の作用機序を理解していくにあたって、 BrdU assay を用い

た細胞増殖能の検討に特化した実験方法や、 Hoechst 染色を用いた細

胞死の検出、 TUNEL assay を用いたアポトーシス特異的な検出等を行
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うことで細胞生存亢進効果のより詳細な理解をする必要があると考え

られる。  

 

弱酸化ストレス依存的な細胞生存亢進効果の作用機序について  

 本研究では、弱酸化ストレスは Erk1/2 依存的に細胞生存を亢進する

ことを示した。そこで、弱酸化ストレス依存的に稼働する既知の細胞

内機構を例示し、 Erk1/2 活性化との関連を考察してみたい。  

 PC12 細胞において、弱酸化ストレスは細胞死抑制タンパク質 Bcl-2

の発現上昇を誘導することで細胞死を抑制することが示されており

(Tang et  al . ,  2012)  、HT22 細胞においても、Bcl -2 の過剰発現によって

Glutamate 耐性が増すことが報告されている。この Bcl-2 の活性化のメ

カニズムに関して、 35%という高酸素条件下への短期間曝露によって

も細胞内に ROS が発生し、 ROS 依存的な Erk1/2 の活性化を介して

Bcl-2 の発現上昇が起きる事が報告されているが  (Cao et  al . ,  2009)、興

味深いことに、Vasoact ive  intest inal  pept ide (VIP)の処理により、Erk1/2

の活性低下および Bcl -2 の発現上昇が観察されている  (Sahin  et  al . ,  

2006)。このように Erk1/2 活性化および Bcl -2 発現の相関関係について

は、一見、細胞種によって異なるようにみえる。一方、本研究では、

HT22 細胞における弱酸化ストレス依存的な Erk1/2 活性制御は、短期

的な活性化および持続的な不活性化の両側面を持っていることを初め

て示した。今後の更なる研究が必要ではあるが、本研究結果は弱酸化

ストレスによる Erk1/2 依存的な Bcl -2 制御に統一的な見解をもたらす

可能性があると考えられる。  

 また、 Zhang らは、複数のメラノーマ細胞において、 TNF-related  

apoptosis - inducing l igand (TRAIL)が短期的な Erk1/2 活性化を引き起こ
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し、この活性化がミトコンドリアからの Second mitochondria -derived  

act ivator  of  caspases  (Smac)/ Direct  IAP-binding protein  with low p I 

(DIABLO)複合体漏出を防止することで細胞死を抑制する可能性を示

している  (Zhang et  al . ,  2003)。HT22 細胞における酸化ストレス依存的

な細胞死は主にミトコンドリア機能低下によるものであるとされてい

るため  (Pfeiffer  et  al . ,  2014 ,  Kumari  et  al . ,  2012)、 Erk1/2 依存的な

Smac/DIABLO 制御も弱酸化ストレス依存的な細胞保護機構の一部を

説明する有力な仮説である。  

 その他の弱ストレス依存的に活性化される経路として、 Heat  shock 

protein (HSP)系が挙げられる。McLaughl in らは、低強度の虚血処理に

おいて、 ROS 生成と Caspase-3 の切断が促進されるが、この際に切断

された Caspase-3 は細胞死誘導に直接繋がるのではなく、Heat  shock  

cognate protein  (HSC70)によって捕捉されることで f ree の HSC70 量が

減少し、これが引き金となって新規 HSP70 が合成誘導されることで神

経保護効果を持つという仮説を提示した  (McLaughl in et  al . ,  2003)。

HSP70 は、タンパク質のフォールディングに関与するとともに、異常

タンパク質の分解に関与するプロテアソーム活性を上昇させる。これ

らの弱ストレス依存的なタンパク質品質管理システムの亢進が、細胞

生存効果を増強する可能性もある  (Ding et  a l . ,  2003)。ヒト神経細胞株

SH-SY5Y では、Valproic acid (VPA)依存的な細胞保護作用に Erk1/2 依

存的な HSP70 の亢進が重要であることが報告されており  (Pan  et  al . ,  

2005)、弱ストレス依存的な細胞保護作用に本経路が作用している可能

性も十分に考えられる。  

 今後、HT22 細胞における Erk1/2 短期的活性化とこれらの細胞保護

作用の関連を調べることで、弱酸化ストレス依存的な細胞保護作用の
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全容が明らかになるものと期待される。  

 

酸化ストレスに応答した二相性 Erk1/2 活性化の生理的意義  

 本章の研究結果によって HT22 細胞は酸化ストレスに対して、その

強度に応じて細胞生存亢進または細胞死誘導という全く異なる細胞応

答を示す事が明らかとなった。また、この細胞運命を決定づける細胞

内シグナルとして Erk1/2 の二相性活性化をはじめて見出した。  

 Erk1/2 の活性化は、一般的なホルモン・増殖因子あるいは細胞外環

境変化によって見られ、細胞増殖・分化・死など多様な生理作用を制

御することが報告されている  (Mebratu and Tesfaigzi . ,  2009 ,  Roskoski . ,  

2012)。神経細胞における Erk1/2 の役割としては、 PC12 細胞において

Erk1/2 の活性化が 1-Methyl -4-phenylpyr idinium ion  (MPP
+
)依存的酸化

ス ト レ ス を 軽 減 す る こ と や 、 皮 質 ニ ュ ー ロ ン に お い て Pigment  

epi thel ium-derived factor  (PEDF)が Erk1/2 を活性化し、酸化ストレス依

存的な細胞障害から細胞を保護することが報告されている  (Xiao et  

al . ,  2011,  Sanchez  e t  al . ,  2012)。一方、 Erk1/2 の阻害が酸化ストレス依

存的なアポトーシスを抑制する、すなわち、 Erk1/2 の活性化が細胞生

存に不利に作用する例も報告されており  (Satoh et  al . ,  2000) 、神経細

胞の生存に対する Erk1/2 活性化の役割について、その見解は一定して

いなかった。  

 本章の研究によって、Glutamate による Erk1/2 の二相性の活性化が、

Erk1/2 の多様な生理作用制御を切り替える分子スイッチとして働いて

いることがはじめて示唆された。すなわち、少なくとも HT22 細胞内

においては Glutamate によって Erk1/2 の二相性  (短期的および持続的 )

の活性化が生じ、この中で特に持続的な Erk1/2 活性化は細胞死誘導を



41 

 

引き起こすことが明らかになった。一方、短期的な Erk1/2 活性化は弱

酸化ストレスによっても観察され、弱酸化ストレス依存的な細胞生存

亢進に重要であることも明らかとなった。以上を併せると、Glutamate

は、細胞生存を正に制御する短期的な Erk1/2 活性化、および細胞生存

を負に制御する持続的な Erk1/2 活性化メカニズムを保持しており、こ

の二相性 Erk1/2 活性化システムを通して細胞運命を決定づけている

のではないかと考えられた。  

 このような二相性 Erk1/2 の活性化に関する報告はそれほど多くは

ないが、以下のような事例が報告されている。まず、Glutamate によっ

て誘導される一過性の Erk1/2 活性化は、Glutamate 処理により誘導さ

れ る GSH 減 少 の 回 復 効 果 を 持 つ 事 が 報 告 さ れ て い る  (Luo  and 

DeFranco. ,  2006)。また、HT22 細胞において、Glutamate 依存的なオー

トファジーを伴う細胞死に持続性 Erk1/2 の活性化が関係しているこ

とが報告されている  (Kim et  al . ,  2009)。これらの報告は本章で観察さ

れた結果と一致した Erk1/2 の作用と考えられる。  

 一方、 SHSY5Y 細胞においては、 H2 O2 は HT22 と同様に短期的な

Erk1/2 の活性化を誘導するが、H2 O2 依存的な細胞死を促進する事が報

告されている  (Kim et  al . ,  2005)。また神経細胞における亜鉛毒性につ

いての研究では、亜鉛が今回の高濃度 Glutamate 添加時に見られたよ

うな 2 相性の Erk1/2 の活性化と非常に似た Erk1/2 活性化の挙動を示

すが、亜鉛毒性の場合は短期的な Erk1/2 の活性化が細胞死誘導に関与

しているとされている  (He et  al . ,  2010)。これらの報告は本章で観察さ

れた結果と異なり、一過性 Erk1/2 活性化が細胞死を誘導することを示

したものである。  

 これは細胞種の違いにより活性化される Erk1/2 の下流シグナルが
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異なる可能性や、 Erk1/2 とは異なる他シグナルとの相乗効果によって

細胞応答の動態が異なる可能性を示唆しており、今後の更なる研究が

必要である。  

 なお、本章において、高濃度 H2 O 2 処理による持続性 Erk1/2 活性化

は観察されなかったが細胞死は誘導されることがわかった。Glutamate

依存的な細胞死および H2 O2 依存的な細胞死は、異なるメカニズムに

よって制御されているのであろうか？これまでに、Glutamate 依存的な

Erk1/2 の活性化は NOX の発現上昇を介して細胞外 H2 O 2 の濃度を上昇

させることが報告されている  (Ha e t  al . ,  2010,  2013)。すなわち、

Glutamate は持続性 Erk1/2 活性化を介して細胞外 H2 O2 濃度を上昇させ、

そこで蓄積されてくる H2 O2 が酸化ストレスを引き起こして細胞死を

誘導すると考えると、本結果がうまく解釈される。  

 

グルタミン酸依存的な細胞死誘導機構には mGluR5 が関与する。  

 さらに本章では、HT22 細胞における Glutamate 依存的な持続的な

Erk1/2 の活性化を介した細胞死誘導には、代謝型グルタミン酸受容体  

(mGluRs)の中でも mGluR5 が関与していることを明らかにした  (Fig.  

1-11)。  

 グルタミン酸受容体は、イオンチャネル型グルタミン酸受容体と代

謝型グルタミン酸受容体の 2 種類に大別される。HT22 細胞は代謝型

グルタミン酸受容体の中でも Group1 mGluRs に分類される mGluR1 及

び mGluR5 を発現している事が分かっている  (Sagara  and Schubert . ,  

1998)。  

 mGluRs が Glutamate 毒性にどのように関与するかについては現在も

まだ決着はついていない。まず、mGluRs 活性化に伴い、神経細胞保
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護が促進されるとする報告が存在する。例えば Sagara らは、Group1 

mGluR antagonis t が Glutamate 毒性を強化する事を報告しているほか  

(Sagara  and Schubert . ,  1998)、Chen らによって mGluR5 agonis t である

(R,S) -2-chloro-5-hydrox yphenylglycine (C HPG)が外傷性の脳損傷から大

脳皮質を保護することを報告している  (Chen et  al . ,  2012)。一方で、

mGluRs 活性化が細胞死誘導の引き金になるとの主張も存在する。Meli

らは虚血による神経障害には mGluR1 の活性化が重要であり mGluR5

は 関 与 し な い と 報 告 し て い る ほ か 、 mGluR antagonis t の

α-Amino-5-carboxy-3-methyl -2-thiopheneacet i c  acid  (3-MATIDA)が、虚血

による神経細胞死を抑制するという報告もある  (Meli  et  al . ,  2002,  

Moroni  et  al . ,  2002)。このように mGluR の持つ生理的意義に関しては

未だ結論が出ない部分が多いが、我々の研究結果は、 HT22 細胞にお

いて mGluR1 と mGluR5 とでは異なる役割を持っていることを示し、

特に mGluR5 は Glutamate 依存的な細胞死誘導のメカニズムの一端を

担うことを支持するものである。  

 

本章のまとめ  

 本章の研究によって明らかとなった異なる酸化ストレスに応じた細

胞応答メカニズムについての作業仮説を Fig.  1-12 に示した。先にも述

べたとおり、HT22 細胞は酸化ストレスに対して、その強度に応じて

細胞生存亢進または細胞死誘導という全く異なる細胞応答を示すが、

この細胞運命を決定づける細胞内シグナルとして Erk1/2 の二相性活

性化が重要であることをはじめて示した。さらに、特に細胞死を制御

する持続性 Erk1/2 活性化については、Glutamate 依存的な mGluR5 活

性化が重要であることも示唆した。以上、 HT22 細胞は酸化ストレス
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刺激の僅かな強度差を感知し、Erk1/2 の活性化パターンを制御するこ

とで細胞運命が決定されることが初めて示された。   
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Fig.  1 -12  酸化ストレスの強度に依存した細胞応答機構  (作業仮説 )  

細胞死を引き起こさないレベルの弱酸化ストレスは Erk1/2 の活性化

を介した細胞保護効果を持つ。また、強酸化ストレスは細胞死を引き

起こすが、その作用機序は H2 O2 と Glutamate で異なり、Glutamate は

持続的な Erk1/2 の活性化を介して細胞死を誘導する。   
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第二章  

強酸化ストレス依存的な  

細胞保護効果の解明  
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緒言  

 第一章では、 HT22 細胞における酸化ストレスの効果を幅広く解析

し、少なくとも弱酸化ストレスを誘起する低濃度 Glutamate あるいは

H2 O2 については細胞生存を亢進する作用があることが明らかとなっ

た。一方、強酸化ストレスによって細胞死が誘導されるが、この細胞

死の過程で何らかの細胞保護機構が稼働するのだろうか？  

 近年、いくつかの細胞種において、ストレスに応答した細胞外分泌

因子の発現が上昇することが報告されている。PC12 細胞においては低

酸素ストレス刺激が ROS 依存的に Brain-derived growth  factor  (BDNF)

の発現を誘導することが明らかとなっている  (Wang et  al . ,  2006)。低酸

素ストレスは in  vivo の実験系においても効果を持ち、脳組織で

Vascular  endothel ial  growth factor  ( VEGF)の発現を上昇させる  (Mart i  et  

al . ,  2000)。また、アストロサイトにおいてはペルオキシナイトライト

由来の酸化ストレスが Nerve growth factor  (NGF)発現を誘導すること

も報告されている (Vargas  et  al . ,  2004)。成長因子は、標的細胞の増殖や

分化促進、細胞死抑制に多面的な作用を有するが、特に酸化ストレス

に応答した細胞死を抑制する機能を持つことも報告されている。例え

ば、ラット小脳由来神経細胞の H2 O 2 依存的な死に対し、増殖因子の

ひとつである IGF-1 は、Nuclear  factor-kappa B (NFκB)を介して保護的

な機能を果たすことが報告されている  (Heck et  al . ,  1999)。また、神経

細胞において貧栄養状態は ROS 生成を介したアポトーシスを誘導す

るが、VEGF は  ROS 生成の減弱およびミトコンドリア保護を通してア

ポトーシスを抑制する  (Hao et  al . ,  2013)。このように、種々のストレ

スによって種々の増殖因子が発現上昇すること、また、種々の増殖因
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子はストレスに対する細胞保護作用を有する例が多く報告されている。

これらを考え合わせると、細胞がストレス状態におかれると増殖因子

の発現上昇を介して自身あるいは近傍細胞をオートクライン様式ある

いはパラクライン様式で保護している可能性が考えられる。  

 そこで本章では、 HT22 細胞においても細胞が酸化ストレス状態と

なった際、増殖因子の発現誘導を介して、自身または近傍の細胞を保

護するとの仮説を立てた。まず、HT22 細胞に酸化ストレスを負荷し、

発現変動する増殖因子を探索した。この探索過程において、増殖因子

のひとつである Progranul in  (PGRN)が酸化ストレスに応答して発現上

昇することを見出したため、この酸化ストレス依存的な PGRN 発現上

昇の生理的意義についても検討を行うこととした。  
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材料と方法  

細胞培養  

 第一章で用いた方法と同様の方法で行った。   

 

遺伝子発現解析  

RNA 抽出  

 RNA の抽出は NucleoSpin RNA (TAKARA, Shiga,  Japan)を用いて行っ

た。細胞を培地ごと 15 ml チューブに全量回収し、 1000 rpm で 5 分間

遠心後に上清を破棄、 1% 2-Mercaptoethanol を添加した RA1 buffer を

250 µl 添加し細胞を溶解した。溶解液を Collect ion tube にセットした

NucleoSpin Fi l ter に加えて 11,000 x  g で 1 分間遠心し、フィルターを通

過したろ液に等量の 70%エタノールを添加して混合した。混合液を

NucleoSpin RNA column に添加し、 11,000 x  g で 30 秒間遠心した後カ

ラムを新しい Collect ion  tube にセットした。ここに、MDB 溶液を 350 

µl 添加し、 11,000 x  g で 1 分間遠心した。遠心後に rDNase 溶液 10 µl

と React ion Buffer  for  DNase 90 µl を混合したもの添加し、室温にて 15

分間インキュベートした。インキュベート後に Buffer  RA2 を 200 µl

添加し 11,000 x  g で 30 秒間遠心、カラムを新しい Collect ion Tube に移

し、 Buffer  RA3 を 700 µl 添加し 11,000 x  g で 30 秒間遠心した。ろ液

を捨てた後、再び Buffer  RA3 を 250 µl 添加し 11,000 x  g で 2 分間遠心、

カラムを新しい Collect ion Tube にセットし RNase-f ree H 2 O を 50 µl 添

加し 11,000 x  g で 1 分間遠心し RNA 溶液を回収した。RNA 溶液の RNA

濃度は分光光度計  (Beckman Coul ter,  CA, USA)を用いて測定し、算出

した。RNA 溶液は逆転写反応を行うまで -80℃にて保存した。  
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逆転写反応  

 RNA を 1 サンプルにつき 5 μl 使用し、逆転写反応を行った。初めに

RNase free H 2 O に溶かした RNA 溶液 8 μl と Master  Mix  (Rever  TraAce 

qPCR RT Master  Mix  (Toyobo,  Osaka,  Japan))  2  μl をピペッティングでよ

く混合し、37℃で 15 分間加熱後、50℃で 5 分間、98℃で 5 分間加熱し、

逆転写反応を行った。合成した cDNA はリアルタイム PCR を行うまで、

-80℃で保存した。  

 

リアルタイム PCR 

 逆転写反応によって得られた cDNA を用いて、各種遺伝子の発現を

定量した。内部標準としては、ハウスキーピング遺伝子であるグリセ

ル ア ル デ ヒ ド 3 リ ン 酸 脱 水 素 酵 素  (Glyceraldehyde -3-Phosphate 

Dehydrogenase:  GAPDH)遺伝子を用いた。 PCR に用いたプライマーセ

ットの情報は Table  2-1 に示した。  

使用した全てのプライマーは、北海道システム・サイエンス株式会社

より購入した。  

 

 

細胞毒性試験  (LDH assay) 

 HT22 細胞を 96 wel l  plate に 2.0-5.0  × 10
3
 cel ls /wel l になるように播

種し、24 時間後に 0-100 ng/ml の Mouse recombinant  Progranul in を添加

し、添加 24 時間後に 250 µM の H2 O2 で細胞を処理し、24 時間後に LDH 

assay を用いて細胞生存試験を行った。 LDH (Lactose  dehydrogenase)は

細胞の細胞質に均一に存在し、嫌気的解糖系における最終反応に関与
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して乳酸とピルビン酸の相互変換を触媒する酵素である。細胞死を引

き起こした細胞はこの LDH を培地中に放出するため、LDH assay では

培地中に乳酸、黄色テトラゾリウム塩 INT (2-［ 4-indophenyl］ -3-

［ 4-ni t rophenyl］-5 -phenyl tet razol ium chloride )、Diaphorase、NAD
+を添

加しておくことで LDH 依存的な乳酸→ピルビン酸反応の副産物とし

て生成される H
+によって INT が赤色ホルマザンに変換され、 492 nm

での吸光度を測定する事で擬似的に細胞死量を測定する事が出来る仕

組 み と な っ て い る 。 LDH 量 の 測 定 は Cytotoxici ty Detect ion  

Kit
P L U S

[LDH] (Roche,  M annheim, Germany)のプロトコールに従い行っ

た。全 LDH 量を測る well は、 Lysis  solut ion を 5 µl ずつ加え 15 分間、

37℃、 5% CO 2 の条件で静置し、細胞を溶解させた。そして Catalys t  

(Diaphorase/NAD+混合液 )  と Dye solut ion  (ヨードテトラゾリウム塩化

物  ( INT)と乳酸ナトリウムを含む溶液 )を 1 :  45 で混合した溶液を各

well に 100 µl ずつ加え、室温で 15 分間酵素反応させた。15 分後に Stop 

solut ion を 50 µl ずつ各 well に加え、反応を停止させた。その後、 492 

nm の吸光度を Microplate  reader を用いて測定した。  

 

タンパク質解析  

 第一章で用いた方法と同様の方法で行った。  

 

統計解析  

 基本的に解析には 2 群の場合、Unpaired Student ’s  t - t es t を用いた検

定を行い、3 群以上の場合には one-way ANOVA および Tukey’s  posthoc 

tes t で解析を行った。それぞれ危険率 5%未満をもって統計的に有意な

差があるとした。  
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Table 2 -1 本章で用いたプライマーセット  

Gene name Forward sequence  Reverse sequence  

GAPDH 5’-TGTGTCCGTCGTCG

ATCTGA-3’  

5’-CCTGCTTCACCACCTT

CTTGA-3’  

Grn 5’-GTGCCTATCCAAGA

ACTACACCA-3’  

5’-GCAGCAATGAATGTGA

GCCTC-3’  

Bdnf  5’-CCCATGAAAGAAGT

AAACGTCC-3’  

5’-GTCGTCAGACCTCTCG

AACC-3’  

Igf -1  5’-TCATGTCGTCTTCA

CACCTCTTCT-3’  

5’-CCACACACGAACTGAA

GAGCAT-3’  
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実験結果  

高強度の酸化ストレスは PGRN 遺伝子発現を誘導する  

 今回、ストレス依存性に発現上昇する増殖因子候補として神経細胞

に対する保護効果が認められている増殖因子群である BDNF、 PGRN、

IGF-1 に着目した。まず、HT22 細胞を 6 wel l  plate に播種し、 24 時間

後に H2 O2  (0 -250 µM)、Glutamate (0 -5  mM)を添加し、12 時間後に RNA

を回収し、リアルタイム PCR を用いて増殖因子の遺伝子発現量を測定

した。  

 その結果、HT22 細胞に 100 µM の H2 O2 を添加することで PGRN 遺伝

子発現が約 2 倍に上昇することが明らかとなった  (Fig.  2 -1A)。この

PGRN 遺伝子発現の上昇は、H2 O2 の濃度依存的に促進されていた。一

方、IGF-1 遺伝子発現量は H2 O2 の濃度依存的に減少し、100 µM、250 µM 

の H2 O2 を添加した際に約 0.2-0 .3 倍に減少する事が分かった  (Fig.  

2-1B)。また、 BDNF 遺伝子発現量は 250 µM の H2 O2 添加によって約

0.8 倍まで低下したが、その他の添加濃度では遺伝子発現量に有意な

変化は見られなかった  (Fig.  2-1C)。  

 Glutamate 添加によってもほぼ同様の傾向が観察された。すなわち、

PGRN 遺伝子発現量は Glutamate の濃度依存的に増加する様子が観察

され、 2.5  mM Glutamate 添加時には約 1.5 倍の発現上昇が観察された  

(Fig.  2 -2A)。一方で IGF-1 遺伝子発現量は、Glutamate 濃度依存的に減

少し、 5 mM Glutamate 添加によってその遺伝子発現量は約 0.5 倍とな

ることがわかった  (Fig.  2 -2B)。また、 BDNF 遺伝子発現については

H2 O2 の有意な効果は見られなかった  (Fig.  2-2C)。  

 以上の結果から、高濃度 H2 O2 あるいは Glutamate が誘導する強酸化
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ストレスは PGRN 遺伝子発現量の増加を促進することがわかった。ま

た、この強酸化ストレスは IGF 遺伝子発現に対しては減少、 BDNF 遺

伝子発現については強い効果を持たなかったことから、強酸化ストレ

ス依存的な増殖因子誘導は、細胞のストレス増大にともなう非特異的

な制御ではなく、特定の増殖因子をターゲットとした特異的な発現調

節であると考えられた。  

 

PGRN は酸化ストレスから細胞を保護する  

 次に、強酸化ストレスによって発現誘導された PGRN の生理的意義

を解明するために、以下の実験を行った。  

 まず HT22 細胞を 96 wel l  plate に播種し、24 時間後に 0-100 ng/ml の

Mouse recombinant  PGRN で 24 時間前処理した。培地を交換後、細胞

毒性が観察される 250 µM H 2 O2  で 15 時間処理し、 LDH assay による

細胞毒性試験を行った。その結果、 PGRN で前処理しなかった場合、

250 µM H 2 O2 は HT22 細胞に対して有意な細胞死を誘導するが、1 ng/ml  

の PGRN で前処理することで、H2 O2 依存的な細胞死誘導が抑制される

ことが分かった  (Fig.  2-3)。一方、PGRN による細胞保護効果は PGRN

の濃度依存的ではなく、 10-100 ng/ml PGRN で前処理を行っても H2 O2

依存的な細胞死を抑制する効果は得られなかった。さらに、 PGRN は

単独添加時において 100 ng/ml では逆に細胞死を誘導してしまうこと

も明らかとなった  (Fig.  2-3)。これらの結果から、PGRN は細胞保護作

用を持つが、この作用は特定の濃度範囲においてのみ観察されること

がわかった。  

  

 



55 

 

PGRN 依存的な細胞保護効果は Erk1/2 の活性化に依存する  

 さらに、先の実験で得られた PGRN 依存的な細胞保護効果のメカニ

ズム解明を試みた。HT22 細胞を 6 wel l  plate に播種して 24 時間後に

種々の濃度の PGRN で 30 分間処理し、ウェスタンブロッティングに

よる細胞内シグナルの解析を行った。大脳皮質ニューロンでは、これ

までに PGRN 依存的に Erk1/2 および Akt の活性化が生じることが報告

されているため  (Xu et  al . ,  2011)、まずこの二つのシグナル経路を解析

した。その結果、 1 ng/ml あるいは 10 ng/ml  PGRN 添加時に Erk1/2 リ

ン酸化量が約 1.4 倍に上昇していることが明らかとなった  (Fig.  2-4A)。

一方、 PGRN 依存的な Akt リン酸化量の増加は見られなかった  (Fig.  

2-4B)。このことから、HT22 細胞において PGRN は Erk1/2 の活性化を

誘導することが明らかとなった。  

 また、PGRN によって誘導された Erk1/2 の活性化の生理的意義を検

討するため、MEK1/2 の特異的阻害剤である U0126 の存在下あるいは

非存在下で 1 ng/ml  PGRN による前処理を行い、その後の 250 µM H 2 O2

依存的な細胞死を LDH assay を用いて評価した。その結果、 PGRN と

U0126 の同時添加条件においては、PGRN 単独添加時に見られた H2 O2

依存的な細胞死に対する細胞保護効果が見られなくなった  (Fig.  2 -5)。

これらの結果から、HT22 細胞における PGRN 依存的な細胞保護効果

には PGRN 依存的な Erk1/2 の活性化が関与していることが明らかとな

った。  
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Fig.  2 -1  高濃度 H 2 O 2 依存的な栄養因子の遺伝子発現変動  

HT22 細胞を H2 O2  (0-250  µM)で処理し、 12 時間後に RNA を回収、リ

アルタイム PCR を用いて PGRN (A)、 IGF-1 (B)、BDNF (C)の遺伝子発

現解析を行った。未添加条件での各遺伝子の発現量 1 とし、標準化し

た値と標準誤差を示した。  

B C 

A 
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Fig.  2 -2  高濃度 Glutamate 依存的な栄養因子の遺伝子発現変動  

HT22 細胞を Glutamate  (0-5 mM)で処理し、 12 時間後に RNA を回収、

リアルタイム PCR を用いて PGRN (A)、 IGF-1 (B)、BDNF (C)の遺伝子

発現解析を行った。未添加条件での各遺伝子の発現量 1 とし、標準化

した値と標準誤差を示した。  

 

 

 

Fig.  2 -2  高濃度 Glutamate 依存的な栄養因子の遺伝子発現変動  

HT22 細胞を Glutamate  (0-5 mM)で処理し、 12 時間後に RNA を回収、

リアルタイム PCR を用いて PGRN (A)、 IGF-1 (B)、BDNF (C)の遺伝子

発現解析を行った。未添加条件での各遺伝子の発現量 1 とし、標準化

した値と標準誤差を示した。  

B C 

A 
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Fig.  2 -3 H 2 O 2 依存的な細胞死誘導に対する PGRN の影響  

HT22 細胞に PGRN (0-100 ng/ml)による前処理を行った後、 24 時間後

に H2 O2  (250 µM)に曝露させ 15 時間後に LDH assay を用いて細胞毒性

試験を行った。未添加条件での LDH 放出量 1 とし、標準化した値と標

準誤差を示した。  

 

 

* 

 

 

* 
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Fig.  2 -4 PGRN が各種シグナル伝達分子に及ぼす影響  

HT22 細胞を PGRN (0-100 ng/ml)で処理し、 30 分後に細胞を回収、ウ

ェスタンブロッティングにより Erk1/2 (A)、Akt (B)のリン酸化及び発

現量の測定を行った。未添加条件での各タンパク質の発現量を 1 とし、

標準化した値と標準誤差を示した。  

 

B 

A 
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Fig.  2 -5 PGRN 依存的な細胞保護効果に対する Erk1/2 の影響  

HT22 細胞を PGRN (0-100 ng/ml)と U0126 (10 µM)で処理し、24 時間後

に H2 O2  (250 µM)による処理を行った。 15 時間後に LDH assay を用い

て細胞毒性試験を行った。未添加条件での LDH 放出量 1 とし、標準化

した値と標準誤差を示した。  

**P<0.01 (n=3-6) 
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考察  

HT22 細胞は強酸化ストレス曝露時に PGRN の発現が特異的に誘導さ

れる。  

 本章では、HT22 細胞では細胞死を引き起こすレベルの強酸化スト

レスによって PGRN の遺伝子発現が上昇することを明らかにした。ま

た、今回の実験においては BDNF と IGF-1 においては PGRN とは遺伝

子発現量変化の動態が異なり強酸化ストレス依存的な発現上昇が見ら

れなかったことから、強酸化ストレス依存的な増殖因子の発現上昇は

全ての増殖因子において非特異的に誘導されるものではなく、 HT22

細胞においては PGRN に特異的に起きる現象であることも明らかとな

った。  

 このような特定の増殖因子発現はどの細胞種でも同様に観察される

のだろうか？最近 Ogura らは、 PC12 細胞において酸化ストレスが

PGRN の遺伝子発現を低下させ、同時に BDNF の遺伝子発現を特異的

に上昇させることが報告しており、このようにして発現上昇した

BDNF が細胞保護に作用している可能性を示している  (Ogura  et  al . ,  

2014)。また、Yuan らが報告したシュワン細胞におけるエタノール依

存的な酸化ストレスによる成長因子誘導では、NGF、BDNF、GDNF の

タンパク質発現が上昇したものの、遺伝子発現量は NGF しか上昇せず、

エタノールがこれらの転写翻訳に与える影響は一定ではないことが示

唆しされている  (Yuan et  al . ,  2013)。従って、本章の結果で見られた強

酸化ストレス依存的な増殖因子発現上昇による細胞保護のメカニズム

は他細胞でも観察されるが、どのような増殖因子系を稼働するかは細

胞種に依存していると考えられる。しかし、何故このような細胞種に
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特異的な増殖因子の発現誘導が起こるのかについては明らかになって

おらず、これは今後の研究課題として残されている。  

 

酸化ストレス依存的に発現誘導された PGRN は特定濃度において神

経保護効果を持つ  

 さらに、発現誘導された PGRN の生理的意義を検討した結果、HT22

細胞において PGRN は細胞保護効果を有している事が明らかとなった。

これまでにも PGRN が神経保護作用を持つことは多数報告されている。

例えば、初代培養大脳皮質ニューロンにおいて、 PGRN は高濃度

Glutamate と MPP
+によって誘導される細胞死を抑制することが知られ

ている  (Xu et  al . ,  2011)。また、ヒト運動ニューロン様 NSC-34 細胞株

において、 PGRN 遺伝子を過剰発現させると無血清培地中の細胞生存

率が向上するとの報告もある  (Ryan et  al . ,  2009)。さらに Tao らは、

PGRN を過剰発現させたトランスジェニックマウスにおいて、虚血障

害が軽減されることを見出した  (Tao  et  al . ,  2012)。他の報告もあわせ

ると、 PGRN は一般に神経細胞に対する保護効果を保持していると考

えられる。これらの結果を踏まえると、 HT22 細胞は高強度の酸化ス

トレスに曝露された際、 PGRN の発現を上昇させることで自身または

周囲の細胞に対してオートクライン /パラクライン様式で細胞を保護

するメカニズムを備えている可能性が示された。  

 また、本章では、 PGRN 依存的な細胞保護作用には Erk1/2 の活性化

が関与していることが明らかとなった。これまでに大脳皮質ニューロ

ンにおいては PGRN 依存的な細胞保護効果が Erk1/2 を介する事が明ら

かとなっている他  (Xu et  al . ,  2011)、PGRN 外部添加による Erk1/2 の活

性化が PGRN 欠失に伴う神経突起減衰を回復させることも明らかとな
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っており  (Gass  et  al . ,  2011)、PGRN 依存的なシグナルに Erk1/2 は深く

関与していると考えられた。本研究の結果も PGRN 依存的な生理作用

が Erk1/2 を介して作用する事を示すものである。  

 一方、 PGRN 依存的な細胞保護効果は、単純な濃度依存性を示さな

かった。すなわち、PGRN 前処理による H2 O2 依存的な細胞死抑制作用

は、 1 ng/ml  PGRN 添加時に観察されたものの、 10-100 ng/ml PGRN 添

加時には観察されなかった。 Nedachi らは PGRN がマウス神経前駆細

胞の増殖を促進する作用を有することを示唆したが、この細胞増殖促

進効果についても PGRN の至適濃度が存在していた  (Nedachi  et  al . ,  

2011)。しかし、なぜ PGRN の濃度が高くなるとその生理作用が消失す

るのかについては明らかになっておらず、今後の研究課題として残さ

れた。このように生理作用の発現において至摘濃度を持つ物質として、

フラボノイドがある。フラボノイドはマウス大脳皮質ニューロンにお

いてベル型曲線を描く形で神経保護効果を持つが、この効果は Akt の

活性化を介したものであり、フラボノイド依存的な Akt の活性化もま

たベル型曲線を描く事が明らかになっている  (Vauzour  et  al . ,  2007)。

しかし、本研究において PGRN の神経保護効果に関与すると考えられ

た Erk1/2 の活性化はベル型曲線をとっておらず、PGRN 濃度依存的に

活性化が進行していると思われた。このことから、 PGRN 依存的な神

経保護効果が指摘濃度を持つ点に関しては、その作用機序を単独の因

子によって説明する事は困難であり、例えば PGRN が高濃度では

Erk1/2 以外のシグナルとして、細胞死誘導を促進する因子も活性化す

る可能性等を考慮する必要があると考えられた。  

 

本章のまとめ  
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 本章では、HT22 細胞が強酸化ストレスに曝露された際、何らかの

細胞保護機構が稼働するか探索を行った。その結果、 HT22 細胞が強

酸化ストレスを受けると PGRN の発現が上昇し、Erk1/2 の活性化を介

して神経細胞を保護している機構が存在することをはじめて見出した  

(Fig .  2 -6)。  

 第一章の結果とあわせると、 HT22 細胞では、酸化ストレスの強度

に応じて複数の細胞保護機構が稼働することが示唆された。一方、弱

酸化ストレスおよび強酸化ストレスによる独立した細胞保護機構は大

きく異なっていた。すなわち、弱酸化ストレスは細胞内シグナル機構

を稼働して細胞のストレス耐性を高めるのに対して、強酸化ストレス

では増殖因子の発現誘導を介してオートクライン／パラクライン様式

で細胞保護を行っていると考えられる。  
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Fig.  2 -6 強酸化ストレス依存的な細胞保護効果  (作業仮説 )  

強酸化ストレスは細胞死を誘導するが、同時に PGRN の発現量を上昇

させた。発現上昇が見られた PGRN は Erk1/2 の活性化を介して細胞保

護効果を持つ事で、細胞自身又は周囲の細胞に対して強酸化ストレス

に対する抵抗性を得ようとしている可能性が示唆された。  
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第三章  

神経幹 /前駆細胞におけるプログラニュ

リン依存的な細胞保護効果の理解と制御  
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緒言  

 第二章では、 HT22 細胞において、酸化ストレス依存的に発現が誘

導される増殖因子として PGRN を同定し、PGRN は Erk1/2 活性化を介

して細胞を保護する役割があることを示した。  

 PGRN は 12 個のシステイン残基からなるグラニュリンモチーフと

呼ばれる特徴的な配列の 7 回半のタンデムリピート構造を有してお

り、分泌後はエラスターゼのようなタンパク質切断酵素によってグラ

ニュリン A-G に切断されることが知られている  (Suh et  al . ,  2012)。ま

た、分泌型白血球ペプチダーゼ阻害物質  (Secretory leukocyte  protease 

inhibi tor:  SLPI)によって切断が阻害されることも明らかとなっている  

(Ghidoni  et  al . ,  2014)。 PGRN の発現は脳、肺、腎臓、生殖器をはじめ

広範囲な組織、臓器で見られる。特に脳においては、皮質表層の神経

細胞、海馬の錐体細胞および顆粒細胞、小脳のプルキンエ細胞におけ

る発現が報告されている  (Matsuwaki  et  al . ,  2011)。  

 PGRN は性ホルモンの一種であるエストロゲンによって神経細胞で

発現が誘導され、これが新生仔おける脳の性分化に関与するとして発

見された成長因子の一種であるが  (Suzuki  et  al . ,  2001)、その後、神経

変性疾患の一種である前頭側頭葉変性症 FTLD において、ユビキチン

陽性タウ陰性封入体が出現するタイプに分類される FTLD-U、その一

部である家族性 FTLD-U と、ヒト 17p21-22 染色体に存在する PGRN 遺

伝子の変異による PGRN 産出量の減少が関連していることが報告され

た こ と か ら 神 経 変 性 疾 患 の 原 因 物 質 と し て 大 き く 注 目 を 浴 び た  

(Spina et  al . ,  2007)。  

 PGRN の生理作用としては神経細胞などに対する細胞保護作用が代
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表的なものである。例えば脳損傷に伴う神経細胞死を外因性の PGRN

が抑制する事が報告されている  (Li  et  al . ,  2015)。また、 PGRN は抗炎

症作用も保持しており、マウスにおいて脳損傷時にはミクログリアの

過剰な活性化を抑制し、炎症反応を軽減させることで脳神経系を保護

している可能性が示唆されている  (Tanaka et  al . ,  2013)。さらに、神経

前駆細胞  (NPCs)において、 PGRN が GSK3β のリン酸化を介して細胞

増殖を促進することが明らかになっている  (Nedachi  et  al . ,  2011)。こ

のように、 PGRN は脳神経系内において総合的なストレス防護作用を

保持していることが示唆されているが、その詳細な生理作用発現機構

については未だ不明な状態である。また、 PGRN の細胞保護効果につ

いて、脳神経系において神経新生を制御する NPCs においては PGRN

遺伝子欠失マウスから得られた NPCs (PGRN KO NPCs)が、野生型 NPCs 

(WT NPCs)と比較してストレス感受性  (脆弱性 )が増大していることも

明らかになっているものの、その作用機序については解明されていな

い  (Nedachi  et  al . ,  2011)。  

 そこで、本章では、特に神経新生を制御する NPCs の脆弱性が PGRN

の有無によって大きく変動する事実に着目し、 NPCs における PGRN

の生理作用発現機構を探索することとした。  
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材料と方法  

実験動物  

 実験には C57BL/6J 系統の WT マウス及び Kayasuga らによって作製

された PGRN KO マウスを使用した (Kayasuga et  al . ,  2007)。飼育条件は

12 時間照明  (7:00-19:00)で室温  (23±1℃ )、湿度  (55±10%)条件下、自

由摂食、自由飲水にて行った。  

 

細胞培養  

NPCs の培養  

培養試薬  

 細胞培養に用いた試薬は Nacalai  Tesque Inc.にて購入した。ただし、 

B-27 Supplement は Thermo Fisher  Scient i f ic  Inc.より、Epidermal  Growth  

Factor  (EGF)、Heparin  (Heparin sodium sal t ,  f rom porcine  intenst inal  

mucosa)は Sigma-Aldrige より、 basic Fibroblast  growth factor  (b FGF)は

PeproTech Inc.より購入した。まず、Basal  Medium Stock (DMEM :  Ham’s 

F-12 medium = 7 :  3  + 1% P/S)を作製しておき、この Stock 溶液に 2% 

B-27 Supplement、 200 ng/ml  EGF、 50 ng/ml  Heparin、 200 ng/ml  FGF と

なるよう添加したものを Passage Medium として NPCs の培養に用いた。 

 

NPCs の採取  

 NPCs の採取方法を以下に示す。まず、E16.5 の妊娠マウスに対して

キシラジン 0.8  mg/ml、抱水クロラール 30 mg/ml を含む麻酔で処理し

た。麻酔の効果を確認した後に開腹、子宮を取り出し、 70%エタノー

ルで洗浄した後、クリーンベンチ内の D-PBS(-)上で子宮より胎仔を取
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り出し、断頭後に Leibovi tz’s  L-15 medium を入れた 100 mm 径シャー

レに置いた。実体顕微鏡下で胎仔頭部より、先鋭ピンセットを用いて

脳を分離し、別の Leibovi tz’s  L-15 medium を入れた 100mm 径シャーレ

に置いた。次に、実体顕微鏡下で髄膜を取り除いた後、脳より海馬領

域を採取、一腹分の胎仔脳由来海馬領域をまとめて一つの 35mm 径ガ

ラスシャーレに回収した。これをサージカルブレードおよびマイクロ

ピペットにて裁断し、 Passage medium 5 ml を加えて 25cm
2
 f l ask に播

種した。培養は 37℃、 5% CO2 条件下で行い、採取した直後の細胞を

P1 とし、実験には P3-4 のニューロスフィアを用いた。  

 

NPCs の継代  

 NPCs はニューロスフィアと呼ばれる浮遊球状構造をとりながら増

殖する。培養 3 日目の  P1 の NPCs を培地ごと 15ml チューブに回収、

890 x  g で 5 分間遠心分離した。上清を除去した後、0.05% Trypsin /EDTA 

1ml を添加、ピペッティングにより球状塊をほぐし、さらに 2 ml の

0.05% Trypsin/EDTA を添加して 37℃で 5 分間反応させた。反応後に 3 

ml の Trypsin inhibi tor を添加し反応を停止させ、890 x  g で 5 分間の遠

心分離を行った。上清を除去し、1 ml の Passage medium を添加し 5 回

軽くピペッティング後に全量を 10 ml にし、 25cm
2
 f l ask  2 枚に 5 ml ず

つ播種した。P2 以降の NPCs は 3 日ごとに培地交換を行い 7 日目に継

代を行った。培地交換はフラスコを傾けて 1 分間静置し、上清 3 ml

を破棄後に球状塊をほぐし、新たに 3 ml の Passage medium を添加し

た。  

 

遺伝子発現解析  
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RNA 抽出  

 RNA の抽出は NucleoSpin RNA (TAKARA, Shiga,  Japan)を用いて行っ

た。細胞を培地ごと 15 ml チューブに全量回収し、 890 x  g で 5 分間遠

心後に上清を除去した後、第二章と同様の方法で抽出を行った。  

 

マイクロアレイ解析  

 抽出した RNA を用いてマイクロアレイを用いた網羅的な遺伝子発

現解析を行った。使用したアレイは SurePrint  G3 Mouse GE array 

(Agilent  Technologies ,  CA, USA)、データの測定は北海道システム・サ

イエンス株式会社に委託し、データ解析には GeneSpring GX12 (Agilent  

Technologies)を使用した。解析時の各種パラメータは以下の設定で行

った。  

・Normalizat ion:  75 percent i le  shif t  

・Base l ine t ransformation:  Basel ine to  median of  al l  samples  

・ Fil ter  probesets  by expression:  Percent i le ,  upper  100%, lower 20%  

・ Fil ter  probesets  by Error :  Coefficient  of  varia t ion < 50% 

・ Fold change:  > 2.0 or  0 .5  <   P < 0 .05  

 

GeneOntology 解析  

 マイクロアレイ解析の結果、発現に有意な変動が見られた遺伝子に

ついて GeneOntology (GO)解析を行った。 Gene Ontology Consort ium 

(ht tp: / /www.geneontology.org/ )にて提示されている各種遺伝子の持つ

GO から、マイクロアレイ解析によって有意な発現変動が認められた

全遺伝子群、発現量が 2 倍以上に増加した遺伝子群、 1/2 以下に減少

した遺伝子群の 3 条件を用いて、最も大きな GO Term である Biological  
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Process、Cellular  Component、Molecular  Funct ion の 3 種類で各遺伝子

の持つ GO をピックアップした。  

 

Pathway 解析  

 マイクロアレイ解析の結果、発現に有意な変動が見られた遺伝子につ

いて Pathway 解析を行った。こちらはマイクロアレイ解析によって有

意な発現変動が見られた全遺伝子群のうち、発現量が 2 倍以上に増加

した遺伝子群、 1/2 以下に減少した遺伝子群の 2 条件を用いて、Wiki  

pathway (h t tp: / /www.wik ipathways .org/ )にて提示されている各種パスウ

ェイとの関連性について検討を行った。  

 

逆転写反応およびリアルタイム PCR 反応  

 第二章で用いた方法と同様の方法で行った。PCR に用いたプライマ

ーセットの情報は Table3-2 に示した。  

 

遺伝子ノックダウン処理  

 NPCs を 6 wel l  plate に 4×10
5
 cel l /wel l の細胞密度で播種し Small  

inter fering RNA (s iRNA)及び Scramble  s iRNA (scRNA)を用いた遺伝子

ノックダウンを行った。遺伝子ノックダウン処理は Lipofectamin  ® 

RNAiMAX Transfect ion Reagent  ( Invi t rogen ,  Karls ruhe,  Germany)のプロ

トコールに従って行った。まず、Opti -MEM (250 µl )と Lipofectamin (5  

µl)を混和したもの、Opti -MEM (250 µl)と s iRNA 又は scRNA を添加後

の最終濃度が 100 nM になるよう混和したものを用意し、これらを混

和し室温にて 10 分静置後に培地に添加した。 72 時間後にリアルタイ

ム PCR を用いた遺伝子発現量の検討及び LDH assay を用いた細胞毒性
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試験を行った。  

 

細胞毒性試験  (LDH assay)  

 NPCs を 96 wel l  plate に 2×10
4  

cel ls /wel l の細胞密度で播種し、 24 時

間後に H2 O2 を最終濃度 0-1000 µM になるよう添加、さらに 24 時間後

に LDH assay による死細胞率を測定した。LDH 量の測定は Cytotoxici ty 

Detect ion  Kit  PLUS [LDH] (Roche,  Mannheim, Germany)を用いて行い、

手法はプロトコールに従い行った。  

 

統計解析  

 基本的に解析には 2 群の場合、Unpaired Student ’s  t - t es t を用いた検

定を行い、3 群以上の場合には one-way ANOVA および Tukey’s  posthoc 

tes t で解析を行った。それぞれ危険率 5%未満をもって統計的に有意な

差があるとした。  
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Table 3 -1 本章で用いたプライマーセット  

Gene name Forward sequence  Reverse sequence  

GAPDH 5’-TGTGTCCGTCGTCG

ATCTGA-3’  

5’-CCTGCTTCACCACCTT

CTTGA-3’  

Ren1 5’-ACATGACCAGGCTC

AGTGCTGA-3’  

5’-TACCGATGCCAATCTC

GCCGTA-3’  

Fam171a2  5’-CAGGACATTGGCAC

CTACCACA-3’  

5’-GTTGTCTAGGCTTCAA

GCAGCG-3’  

Stac2  5’-GCAAAGTCAGCGTT

CACCTCTG-3’  

5’-GGACTCCTTGTTCATG

GCACAG-3’  

Arl4d  5’-CGGACAGATGGACT

GGTGTTTG-3’  

5’-TGGTTGTCGGAAGCCT

TGCTGA-3’  

Unc5b  5’-GGACAGTTACCACA

ACCTACGC-3’  

5’-CTGCCATTCCAGACGT

GGTAGA-3’  

Adam11 5’-CAGTGGTCCTCACC

AGCAACTT-3’  

5’-GTCTCCAGTAGGTCAT

CCTGCA-3’  

Rsad1  5’-AGCAGGAGTGAAC

AGGTTGTCC-3’  

5’-ACCGACACTCTGCCAG

GGAAAA-3’  

Gem 5’-ATGGACAGCGACTG

TGAGGTCT-3’  

5’-TGCAGTGGTCATGGAG

CCATTC-3’  

Cdkn2b  5’-ATCCCAACGCCCTG

AACCGCT-3’  

5’-AGTTGGGTTCTGCTCC

GTGGAG-3’  

Atr  5’-GAAAGAGGCTCCTA

CCAACGAG-3’  

5’-CAACTGTCACCTGGAG

ACTTGC-3’  



75 

 

Fgf  5’-ACCGAGAGGTTCAA

CCTGCC-3’  

5’-GCCATAGTGAGTCCGA

GGACC-3’  

Hsd11b1  5’-GGCCAGCAAAGGG

ATTGGAAG-3’  

5’-TTTTCCCAGCCAAGGA

GGAGA-3’  

Ngfr  5’-CTGTGTGGAGGCAG

ACGATG-3’  

5’-GAATGAGGTTGTCAGC

GGTG-3’  

Nrn1 5’-CGCTCCCTCTCTTT

CTCTCC-3’  

5’-CTTCTGGCAATCCGTA

AGA-3’  

Ntsr2  5’-ATCAGGCCACCTCG

AGACAGAGATG-3’  

5’-GCACGAAGTAATAGCC

ACGACAGCC-3’  

Sst  5’-TCTGCATCGTCCTG

GCTTT-3’  

5’-CTTGGCCAGTTCCTGT

TTCC-3’  

Vegfa  5’-CGATGAAGCCCTGG

AGTG-3’  

5’-ATGATGGCGTGGTGGT

GA-3’  

Col3a1  5’-GTCCACCAGGTGAC

AAAGGT-3’  

5’-GATGCCCACTTGTTCA

TCT-3’  
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実験結果  

PGRN KO NPCs において細胞保護関連遺伝子の有意な発現変動が見

られた。  

 まず、 PGRN KO NPCs の細胞脆弱性のメカニズム解明のため、WT 

NPCs 及び PGRN KO NPCs より回収した RNA を用いてマイクロアレ

イ解析を用いた網羅的遺伝子解析を行った。その結果、WT NPCs と比

較して PGRN KO NPCs で発現量が 2 倍以上に上昇した遺伝子が 19、

発現量が 1/2 以下に低下した遺伝子が 32 見出され、合計で 51 個の遺

伝子に発現変動が見られることが分かった。 PGRN KO NPCs で発現量

が上昇した遺伝子として Col3a1,  Ren1,  Ripply1 ,  LOC432958,  Polq,  Mina,  

Frmd7,  Cst10,  Mbnl3,  Ki f17,  Cyp2b13,  Ms4a18,  Cyp2b13,  M s4a18,  Palb2,  

LOC100045653,  Zfyve28,  Pnma1,  Hspb3,  Zfp420,  Adamts12 が検出され、

発現量が低下した遺伝子として Grn,  Fam171a2,  Stac2,  Cyp2d22,  Kctd8,  

Wfdc6a,  LOC100505008,  Amy2a5,  Vmn2r43,  Arl4d ,  Unc5b,  Fbxo8,  Hapln4,  

Adam11,  1810053B23Rik,  Myrip,  1700007B14Rik ,  Rsad1,  C030014O09R ik ,  

Ol fr611,  A630001G21Rik ,  Tt l l9 ,  Slc22a20,  Zranb3,  4930511M11Rik,  Gem,  

Chrng,  Nkpd1,  Amy1,  Cdkn2b,  Atr,  Foxf1a が検出された  (Table .  3-2)。  

 

 また得られた遺伝子リストを用いて、 Gene Ontology (以下 GO と記

載 )  解析を行った。GO 解析とは、異なる生物種のデータベース間や、

異なる機関によって作成されたデータベース間での横断比較や統合を

目的とし、遺伝子に対して付与された予め定められた用語でタグ付け

し、解析を行った全遺伝子群の GO の割合に対して、発現変動が見ら

れた遺伝子群の GO の割合を計測することで、二群間で異なる生理応
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答を予測する方法である。解析の結果、WT NPCs と比較して PGRN KO 

NPCs では Death や Extracel lular  region に関連する遺伝子群の発現が上

昇している可能性が示された。逆に、 Developmental  process、 Cel l  

prol i ferat ion、 Synapse、 Synapse part に関連する GO を持った遺伝子群

の発現は PGRN KO NPCs で減少していることが示唆された  (Fig.  

3-1~3-9)。さらに同データを用いて Pathway 解析も行った。Pathway と

は複数の生体分子間の相互作用により構成される生物学的な連続した

経路を意 味し 、 Pathway 解 析で は 二群間で 変動 す る可能性 のあ る

Pathway を予測するものである。解析の結果、 PGRN KO NPCs では  

Focal  Adhesion、ACE inhibi tor、Endochondral  Ossif icat ion、Senescence and  

Autophagy、 Inflammatory Response Pathway に含まれる遺伝子発現が上

昇しており、逆に G1 to  S cel l  cycle  control、Cell  cycle Pathway につい

ては遺伝子発現が減少しているという結果が得られた  (Table.  3 -3)。  

 

PGRN KO NPCs において Col3a1 遺伝子の有意な発現変動が見られた  

 WT NPCs と PGRN KO NPCs の網羅的遺伝子発現解析の結果、複数

の遺伝子発現が変動することが明らかとなったが、この遺伝子群の中

でも特に脳神経系細胞の生存、分化、増殖等に関与する遺伝子、酸化

ストレスに関連する報告のある遺伝子及び、その他いくつかの酸化ス

トレス関連遺伝子の発現について、より精度の高いリアルタイム PCR

法を用いて各種遺伝子発現量の再調査を行った。その結果、多くの酸

化ストレス関連遺伝子において、マイクロアレイ解析と相関した発現

量の低下が観察されたが、ほとんどの遺伝子発現について有意な差は

見られなかった。一方、Arl4D、Hsd11b1、Col3a1 の 3 遺伝子について

は、WT NPCs と PGRN KO NPCs 間で統計的に有意な発現量の変動が
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見られた  (Fig.  3-10)。  

 

Col3a1 は PGRN  KO NPCs に対して細胞保護効果を持つ  

 マイクロアレイ解析及びリアルタイム PCR による遺伝子発現解析

の結果、 PGRN KO NPCs において有意な発現上昇が確認された遺伝子

の中で、唯一発現量の増加が認められた因子として Col3a1 に着目し、

その生理的意義を調べた。NPCs を 6 wel l  p late に播種し、同時に SiRNA

を用いた Col3a1 遺伝子発現のノックダウン  (Knockdown:  KD)を行っ

た。Col3a1 s iRNA (Sense  sequence:  5 ’ -  GUAAAGGGUGAACGUGGUATT 

-3’ ,  Ant isense  sequence:  5 ’ -  UACCACGUUCACCCUUUACTT -3’)を用い

た KD 処理 72 時間後に細胞を回収し、RNA を抽出、リアルタイム PCR

を用いて遺伝子発現量を調べた。また、コントロールとしては scramble  

(sc)  RNA を用いた。その結果、 siRNA 処理により約 50%まで Col3a1

の遺伝子発現量を低下させることに成功した  (Fig.  3 -11)。また、 KD

処理した細胞を再回収し、96 wel l  pla te に播種、24 時間後に LDH assay

を用いた細胞毒性試験を行った。その結果、 PGRN KO NPCs において

Col3a1 を KD することにより基底状態での細胞生存率が低下し、

scRNA で処理した NPCs と比べて基底状態での細胞死率が約 1.3 倍に

上昇する事が明らかとなった  (Fig.  3 -12 B)。一方で、WT NPCs におい

ては Col3a1 KD によって有意な細胞生存率の変動は見られなかった  

(Fig.  3 -12A)。これらの結果から、Col3a1 の発現上昇は PGRN KO NPCs

において細胞保護に作用していることが明らかとなった。  
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酸化ストレスは Col3a1 の遺伝子発現を誘導する  

 PGRN KO NPCs において発現上昇が確認された Col3a1 に関して、そ

の発現制御についての検討を行った。 PGRN KO NPCs においては多く

の酸化ストレス関連遺伝子の発現低下が見られていたことから、細胞

内外の酸化ストレスが増大しているという仮説を立て、細胞に酸化ス

トレス負荷を行い、 Col3a1 の遺伝子発現制御について検討を行った。

WT NPCs 及び PGRN KO NPCs を 6 wel l  plate に播種し、 24 時間後に

H2 O2  (0 -1000 µM)を添加、24 時間後に細胞を回収し RNA を抽出、リア

ルタイム PCR を用いて Col3a1 の遺伝子発現量を調べた。その結果、

PGRN KO NPCs においては H2 O2 を 1000 µM で添加した時に無添加時

と比較して約 3 倍の Col3a1 の有意な発現上昇が認められた (Fig.  

3-13B)。また、WT NPCs においては 100 µM H 2 O2 添加時に約 3 倍、1000  

µM 添加時には約 6 倍の Col3a1 の有意な発現上昇が見られた (Fig.  

3-13A)。これらの結果から、Col3a1 は酸化ストレスによって発現が誘

導されることが明らかとなった。  
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Table.  3 -2  マイクロアレイ解析を用いた WT NPCs と PGRN KO NPCs

との遺伝子発現量の差異  

 

 

WT NPCs および PGRN KO NPCs から RNA を回収、マイクロアレイ解

析を用いて遺伝子発現解析を行った。  
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Fig.  3-1  PGRN 欠失依存的に発現変動が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Biological  process)  

マイクロアレイ解析の結果を用いて、WT NPCs と PGRN KO NPCs で

遺伝子発現量が 2 倍以上に変動した遺伝子の持つ Gene ontology の解

析を行った（以下、 Fig.  3 -9 まで同様の解析を示す）。  
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Fig.  3-2  PGRN 欠失依存的に発現上昇が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Biological  process)  
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Fig.  3-3  PGRN 欠失依存的に発現低下が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Biological  process)  
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Fig.  3-4  PGRN 欠失依存的に発現変動が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Cel lular component)  
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Fig.  3-5  PGRN 欠失依存的に発現上昇が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Cel lular component)  
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Fig.  3-6  PGRN 欠失依存的に発現低下が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Cel lular component)  
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Fig.  3-7  PGRN 欠失依存的に発現変動が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Molecular function)  
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Fig.  3-8  PGRN 欠失依存的に発現上昇が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Molecular funct ion)  
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Fig.  3-9  PGRN 欠失依存的に発現低下が確認された遺伝子群の Gene 

ontology 解析結果  (Molecular function)  
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Table.  3-3  マイクロアレイ解析結果を用いた PGRN KO NPCs におけ

る Pathway analysi s の解析結果  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

マイクロアレイ解析の結果を用いて、WT NPCs と PGRN KO NPCs で

遺伝子発現量が 2 倍または 1/2 以下に変動した遺伝子の関与する

Pathway の解析を行った。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FC>2.0

Mm_Focal_Adhesion_WP85_41365

Mm_ACE_Inhibitor_Pathway_WP396_48253

Mm_Endochondral_Ossification_WP1270_41292

Mm_Senescence_and_Autophagy_WP1267_48388

Mm_Inflammatory_Response_Pathway_WP458_41294

FC<-2

Mm_G1_to_S_cell_cycle_control_WP413_41269

Mm_Cell_cycle_WP190_41247
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Fig.  3 -10  リアルタイム PCR を用いた WT NPCs と PGRN KO NPCs と

の遺伝子発現量の差異  

WT NPCs と PGRN KO NPCs から RNA を回収、リアルタイム PCR を用

いて遺伝子発現解析を行った。各遺伝子の WT NPCs での遺伝子発現

量の平均を 1 とし、標準化した値と標準誤差を求めた。  
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Fig.  3 -11 s iRNA を用いた Col3a1 のノックダウン  

WT NPCs (A)と PGRN KO NPCs (B)を 6 wel l  plate に播種、同時に scRNA

又は s iRNA で処理を行い、 48 時間後に細胞から RNA を回収、リアル

タイム PCR を用いて遺伝子発現解析を行った。 sc 条件での Col3a1 遺

伝子発現量を 1 として、標準化した値と標準誤差を示した。  

 

A 

B 
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Fig.  3 -12  Col3a1 KD が NPCs の細胞生存率に及ぼす影響  

KD 後の WT NPCs (A)と PGRN KO NPCs (B)を 96  wel l  p l a te に再播種、 

24 時間後に LDH assay を用いて細胞毒性試験を行った。 sc 条件での

LDH 放出量を 1 として、標準化した値と標準誤差を示した。  

A 

B 
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Fig.  3 -13  酸化ストレス依存的な Col3a1 の遺伝子発現変化  

WT NPCs (A)と PGRN KO NPCs (B)を 96 wel l  plate に播種、 24 時間後

に H2 O2  (0-1000 µM)を添加し、 24 時間後に細胞から RNA を回収、リ

アルタイム PCR を用いて遺伝子発現解析を行った。未添加条件での

Col3a1 遺伝子発現量を１として、標準化した値と標準誤差を示した。 

A 

B 
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考察  

GO 解析および Pathway 解析は、 PGRN 依存的な生理作用の探索に有

用である  

 WT NPCs と PGRN KO NPCs における基底状態での遺伝子発現の差

異についてマイクロアレイ解析を行った結果、多くの遺伝子について

発現変動が認められ、それらのデータをもとに行った Gene ontology

解析の結果、 PGRN KO NPCs は Death や Extracel lular  region の GO を

持つ遺伝子群が発現上昇し、Developmental  process、Cell  prol i ferat ion、

Synapse、 Synapse  par t の GO を持つ遺伝子群が発現低下していること

が明らかになった。また、 Pathway 解析の結果では、 PGRN KO NPCs

は Focal  Adhesion、ACE inhibi tor、Endochondral  Ossif icat ion、Senescence 

and Autophagy、 Inf lammatory Response Pathway 関連遺伝子群が発現上

昇し、G1 to  S cel l  cycle cont rol、Cell  cycle 関連遺伝子群が発現低下し

ていることが明らかになった。GO 解析や Pathway 解析で見出された

PGRN 依存的な遺伝子発現調節について、先行研究の結果を踏まえた

議論を行っていきたい。  

 

PGRN と細胞死  

 まず、GO 解析によって PGRN KO NPCs では細胞死に関連する遺伝

子発現が上昇していることが明らかとなった。この結果は PGRN が細

胞生存に正の効果を持つ報告と一致している。これまでに PGRN ノッ

クアウトマウス由来の神経細胞において H2 O2 や NMDA 依存的な細胞

死誘導が強化されたことや  (Guo et  a l . ,  2010)、マウス神経細胞におい

て PGRN が MEK/Erk/90-kDa r ibosomal  protein  S6 kinase ( p90RSK)シグ
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ナルや Phosphoinos i t ide 3 -kinase  (P I3K)/Akt シグナルを介して MPP
+毒

性から細胞を保護する事があきらかとなっている他  (Xu et  al . ,  2011)、

PGRN を過剰発現させた NSC-34 細胞では血清枯渇による細胞死誘導

からも細胞を保護したことが報告されており、 PGRN は様々な要因に

よる神経細胞死誘導から細胞を保護する事が示唆されている  (Ryan et  

al . ,  2009)。  

 

PGRN と細胞増殖  

 また、GO 解析および Pathway 解析の結果、 PGRN KO NPCs では細

胞増殖や細胞周期制御遺伝子の発現が低下していた。先にも述べたが

PGRN は NPC において GSK3β を介して細胞増殖に関与することが報

告されている  (Nedachi  et  al . ,  2011)。さらに、神経以外の細胞におけ

る PGRN の増殖作用として、胆管細胞では PGRN が Sort i l in -1 を介し

た Forkhead box protein  O1 ( FOXO1)の活性化を促し、細胞増殖を促進

させることが報告されている  (Frampton et  al . ,  2012)。さらに、過剰に

発現した PGRN は子宮頚がん細胞において Akt 依存的な細胞増殖を促

進する事が明らかとなっているほか、乳がん細胞においても PGRN 過

剰発現と細胞増殖との関連性が認められており、 PGRN の過剰発現は

生体レベルでは悪影響を及ぼす可能性も示唆されている  (Lu et  al  . ,  

2014,  Abrhale et  al . ,2011)。これらの報告は、 PGRN が細胞増殖を正に

制御するという GO 解析および Pathway 解析の結果を支持するもので

あった。  

 

PGRN と発生・分化  

 さらに、GO 解析において PGRN KO NPCs では Developmental  process
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および Synapse、Synapse part に関する遺伝子発現が抑制されているこ

とが示唆された。これまでに SHSY5Y 細胞において PGRN が GSK3β

を介した神経突起伸長効果と神経分化誘導効果を持つ事が報告されて

いる他  (Gao et  al . ,  2010)、神経細胞への PGRN 外部添加によってシナ

プス密度が上昇し、シナプス小胞数が減少すること  (Petoukhov et  al . ,  

2013)、PGRN をノックダウンすることでニューロンの樹状突起長の減

少、シナプス密度の低下が誘発され、逆にシナプス小胞数は増大する

ことなどが報告されている  (Tapia et  al . ,  2011)。  

 

PGRN と Extracel lu lar  mat r ix  (ECM)との相互作用  

 GO 解析および Pathway 解析の結果によって、Extracel lular  region  お

よび Focal  Adhesion に関連する遺伝子発現が  PGRN によって制御され

る可能性が示された。Qin らは PGRN が胚盤胞の接着及び伸展に関与

することを示唆している  (Qin et  al . ,  2005)。また、 PGRN は血管内皮

細胞において、血管細胞接着分 -1 (Vascular  cel l  adhesion molecule -1:  

VCAM-1) と 細 胞 間 接 着 分 子 -1 ( Intercel lular  adhesion molecule -1 :  

ICAM-1)の発現を低下させ、血管系への単球の付着をブロックするこ

とが報告されている  (Hwang et  al . ,  2013)。  

 

PGRN と炎症応答  

 Pathway 解析によって PGRN KO NPCs では炎症応答経路が活性化し

やすい状態になっていることが示唆される。これまでに PGRN 欠損マ

ウスは脳障害後にミクログリアを介した過剰な炎症応答を引き起こす

事が報告されており、 PGRN はミクログリアにおける過剰な炎症を抑

制する事で神経細胞死を抑制している可能性が示唆された  (Tanaka et  
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al . ,  2013)。また、 PGRN を過剰発現させたマウスでは虚血傷害による

神経細胞死が抑制されたが、この作用機序として PGRN 過剰発現マウ

スより単離したグリア細胞において LPS 刺激による炎症誘発性  サイ

トカイン IL-1β、 IL-6、 Tumor Necros is  Factor α (TNF-α)の発現上昇

が抑制された事が報告されている  (Tao et  at . ,  2012)。さらに、先に引

用した Hwang らの PGRN 依存的な VCAM-1 及び ICAM-1 の発現制御に

関する報告で、 PGRN は Akt/Endothel ial  ni t r ic  oxide synthase (eNOS) 

pathway の  活性化  と NFκB の減衰を介してアテローム性動脈硬化症

の発症要因である炎症応答を予防することが報告されている  (Hwang 

et  al . ,  2013)。このように、例えば PGRN はアテローム性動脈硬化症に

おいて細胞接着分子の発現抑制と炎症応答といった複数の効果でその

発症予防効果を発揮するといったように、複数の作用機序を介して生

体に対して生理作用を発揮していることが予測された。  

 

PGRN とその他の生理応答  

 ACE 阻害剤  (Angiotensin convert ing enzyme inhibi tor :  ACE inhibi tor )

は、Angiotensin  1 を Angiotensin 2 に変換する Angiotensin 変換酵素  

(Angiotensin conver t ing enzyme:  ACE)を阻害する薬剤である。一般的に

Angiotensin 2 は血圧上昇効果があり、ACE 阻害剤はこの生成を抑制す

ることで血圧降下作用を持つため、高血圧患者への治療薬として使用

されている。また、糸球体内圧の降下による腎機能保護も認められて

いる。これまでに PGRN と ACE との直接的な関係についての報告はな

いが、 Jochemsen らが ACE 阻害剤を添加することで Aβ の発生リスク

が高まり、アルツハイマー病発症のリスクを増大させる可能性を報告

しており  (Jochemsen et  al . ,  2014)、この機構に PGRN が関与している
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可能性が考えられる。  

 ま た、軟骨内骨化に関しては、 Zhao らによって PGRN が Bone 

morphogenet ic prote in 2 ( BMP-2)と TNF/TNFR シグナリングを介して骨

修復に関与することを報告されており、さらに、 PGRN 欠失マウスに

おいて異常な骨形成と骨吸収の促進がおき椎間板ヘルニアのリスクが

高まることを報告している  (Zhao et  al . ,  2013,  2015)。  

 

 このように、本研究において得られたマイクロアレイ解析結果に関

しては多くの先行研究とその関連性が認められたことから、本マイク

ロアレイ解析結果をもとにした PGRN の新しい生理作用探索など、将

来的な PGRN 研究に対する有効性が示されたと考えられる。  

 一方、マイクロアレイ解析の多くの結果はリアルタイム PCR を用い

た解析によって再現されなかったが、この理由としては、 PGRN KO 

NPCs だけでなく、WT NPCs において既に多くの遺伝子発現量に個体

差が存在する事から、マウス胎仔間の個体差に由来されるものが考え

られた。そのため、今後追加実験によって n 数を増やすことにより、

本実験において見られた PGRN KO NPCs における各種抗酸化酵素関連

遺伝子の発現低下を確定できる可能性が考えられた。また、本実験で

有 意 な 遺 伝 子 発 現 量 の 減 少 が み ら れ た 遺 伝 子 と し て Arl4D 及 び

Hsd11b1 が特定された。Arl4D は GTP 結合タンパクで、ADP-ribosylat ion  

factor  family の一員である。これまでに N1E-115 神経芽腫細胞におい

て Valproic acid (VPA)が神経分化促進効果を及ぼす際に、神経突起伸

長に関与する事が報告されている  (Yamauchi  et  al . ,  2009)。また、

Hsd11b1 はグルココルチコイドの一種であるコルチゾールとコルチゾ

ンの代謝変換を制御する遺伝子であり、血中コルチゾール量と海馬の
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委縮には関連性があることが認められている  (Starkman et  al . ,  1999)。

これらの遺伝子発現量の変動が、 PGRN 欠失依存的な細胞脆弱性の増

大において重要な役割を果たしている可能性も考えられる。一方で、

PGRN 欠失は特定の遺伝子発現に対してクリティカルに影響するもの

ではなく、多くの酸化ストレス関連遺伝子に微弱に作用することによ

って、結果としての総合的な酸化ストレス応答能の低下が誘発されて

いると考えることもできる。実際、 PGRN KO マウスでの致死的な表

現型が観察されず  (Kayasuga et  al . ,  2007 ,  Yin  et  al . ,  2010 ,  Petkau  et  al . ,  

2012)、また PGRN 遺伝子変異を持ったヒトについても明白な表現型が

現われないが、 PGRN 変異が一部の若年性認知症の発症と関連する事

実は、本仮説を支持している  (Spina et  al . ,  2007 )。  

 

Col3a1 は PGRN KO NPCs を保護している  

これまで PGRN は細胞外環境関連因子の発現を増強させることが報告

されていたが  (Hwang et  al . ,  2013)、興味深いことに、細胞外環境関連

因子のひとつである Col3a1 は PGRN KO NPCs において有意な発現上

昇を示した。そこで、PGRN 依存的に発現制御される Col3a1 に着目し

て、その生理的意義を検討した。  

 コラーゲンタンパク質は、グリシンが 3 残基ごとに繰り返す一次構

造を有するアミノ酸配列によりペプチド鎖を構成し、 3 本集まって右

巻きの螺旋構造をとっている  (Shoulders  and  Raines . ,  2009)。分子量は

一般的に 100 kDa 程度である。現在までにコラーゲンは 28 種類同定さ

れており、最も一般的なコラーゲンは骨や真皮に多く存在するⅠ型コ

ラーゲンで、弾力性を持たせるために存在していると考えられている  

(Gelse et  al . ,  2003)。脳神経系にとって最も関連性が高いコラーゲンは
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Ⅳ型コラーゲンで、これは非繊維製のコラーゲンである。基底膜構成

の主成分であり、同じく細胞外マトリックスの成分であるラミニン、

プ ロ テ オ グ リ カ ン 等 と 網 目 状 構 造 を 形 成 す る 事 が 知 ら れ て い る  

(Pöschl  e t  al . ,  2004)。一方、本研究にて着目した Col3a1 は 3 型コラー

ゲンのプロ α 鎖をコードする遺伝子である。主に皮膚、肺、血管系等

の伸張可能な結合組織に多く分布する原繊維コラーゲンであり、創傷

治癒等に関与していることが明らかとなっている  (Volk et  a l . ,  2011)。

Col3a1 遺伝子の突然変異は皮膚の異常な伸展性・脆弱性、血管脆弱性

に伴う易出血性、靱帯や関節の異常な可動性亢進等が見られる 3 型   

(Hypermobil i t y t ype)及び 4 型  (Vascular  t ype)のエーラス・ダンロス症

候群の発症要因となることが知られている。しかし、脳神経系への関

与としては、脳内では全体的に薄く発現はしているが、その生理作用

に関しての報告はまだない。  

 本章では、 PGRN KO NPCs において Col3a1 をノックダウンすると、

基底状態での細胞死率が上昇する事と明らかとした  (Fig.  3 -14)。すな

わち、Col3a1 発現上昇は NPCs の細胞生存において正の作用を持つこ

とが初めて明らかとなった。一方、 PGRN KO NPCs は既に基底状態で

細胞死率が上昇していることから  (Nedachi  et  al . ,  20 11)、 Col3a1 発現

上昇は PGRN KO NPCs における細胞脆弱性増大の代償的な保護機構と

して働いている可能性が示唆された。酸化ストレスが Col3a1 の発現上

昇を促進することを考え合わせると  (Fig.  3 -15)、 PGRN KO NPCs では

ストレス脆弱性が増すと同時に Col3a1 発現上昇を促進して代償性細

胞保護機構を稼働している可能性が考えられる。  

 

本章のまとめ  
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 本章で得られた結果を総合的に考察すると、 PGRN は NPCs におい

て恒常的に発現し、多くの酸化ストレス関連遺伝子の発現を制御する

ことにより総合的に NPCs を酸化ストレスより保護していることが示

唆された。また、本研究では PGRN 依存的に Col3a1 遺伝子発現が制御

されていることを初めて見出すとともに、 PGRN 欠損に伴う脆弱性増

大に対して抵抗性を獲得するためのメカニズムとして機能している可

能性を示した  (Fig.  3-16)。  
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Fig.  3 -16 PGRN KO NPCs における細胞脆弱性のメカニズムと酸化ス

トレス応答  (作業仮説 )  

PGRN KO NPCs は様々な遺伝子発現の変動を介して細胞脆弱性が増大

している可能性が示唆された。また、細胞内で Col3a1 の遺伝子発現が

増大しており、これは PGRN 欠損に伴う脆弱性増大の代償的機構であ

る可能性が示唆された。  
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総合討論  

本研究のまとめ  

 ここまで述べてきたように、本研究では神経系細胞における酸化ス

トレスの強度に依存的な効果について総合的に検討した。  

 まず、HT22 細胞における強度の異なる酸化ストレス応答機構を詳

細に検討した。その結果、弱酸化ストレスは Erk1/2 の活性化を介して

細胞生存亢進効果を有していることが明らかとなった。また、強酸化

ストレスは細胞死を誘導するが、この強酸化ストレス依存的な細胞死

誘導機構において、特にグルタミン酸依存的な細胞死誘導に mGluR5

を介した持続的な Erk1/2 の活性化が関与していることを明らかにし

た。  

 また、強酸化ストレス依存的な細胞応答を解析した結果、 HT22 細

胞が強酸化ストレスに曝露されると PGRN の発現誘導が生じ、産生さ

れた PGRN が Erk1/2 の活性化を介して細胞保護機構を稼働しているこ

とが示唆した。さらに、この強酸化ストレスによって誘導される PGRN

に着目し、これまでに知見が少ない NPCs に与える影響を検討した結

果、 PGRN KO NPCs で多くの酸化ストレス関連遺伝子の発現変動を確

認するとともに、Col3a1 遺伝子の発現上昇が PGRN 欠損に伴う脆弱性

回復のための代償的機構として働いている可能性を初めて示した。  

 本章では、今回得られた研究結果を元に、脳神経系における酸化ス

トレス応答と PGRN の生理的意義についての総合的な考察を行い、最

後に今後の課題及び展望について述べる。  
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強弱酸化ストレスに対する細胞応答機構  

弱ストレスに対する生体応答とホルミシス効果  

 今回見られた弱酸化ストレス依存的な細胞生存亢進効果は酸化スト

レスにのみ特異的に起きる細胞応答機構なのであろうか。現在、低強

度ストレス負荷については様々な研究が展開されており、そのストレ

スの種類も虚血や低酸素、熱、運動等、多岐に渡っている  (Wojtovich  

et  al . ,  2012,  Bruer e t  al . ,  1997,  Yeh et  al . ,  2004,  Chang et  al . ,  2014 )。  

 例えば、ラットにおいて一日 30 分、3 週間のトレッドミルを用いた

運動が、Erk1/2 の活性化と HSP70 の発現上昇を介して虚血による神経

細胞死 を有 意に 抑制す る事 が明 らかと なっ てい る  (Liebel t  et  al . ,  

2010)。また、この運動依存的な保護効果は、運動誘発性の TNF-α が

Erk1/2 の活性化を介して Matrix  meta l loproteinase -9  (MMP-9)の発現低

下を誘導することにより脳血液関門を保護し、脳卒中により発生する

梗塞領域の減少にも効果を有している  (Guo et  al . ,  2008)。  

 また、低強度の物理的なストレスが Erk1/2 活性化を介して細胞生理

に正の影響を与えることも知られている。 Carbon nanotube (CNT)は、

細胞内蓄積による小胞体ストレスや、細胞への物理的ストレスを引き

起こすことが予想されているが、 PC12 細胞を低濃度 CNT で刺激する

と、Erk1/2 活性化を介して神経突起が伸長することが報告されている  

(Matsumoto et  al . ,  2010)。さらにマウス脳への低濃度 CNT を直接曝露

すると、脳障害時における神経細胞死を減弱させることが明らかとな

っている  (Lee et  a l . ,  2011)。また、 Cadmium (Cd)は細胞毒性を持つこ

とが知られているが、Caco-2 細胞において低濃度 Cd は Erk1/2 活性化

を介して MTT 活性を上昇させることも知られている  (Mantha and  

Jumarie. ,  2010)。他に、硫化水素  (H2 S)は Cytochrome c oxidase の阻害
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による細胞毒性が知られているが、H 2 S は生体内でも生成されており、

低濃度では Erk1/2 の活性化を介した HSP90 の発現上昇によって神経

保護効果を持つ  (Tay et  al . ,  2010)。またこの効果は神経保護だけでな

く、ラット心臓部においては H2 S による前処理が虚血にともなう心筋

梗塞領域の減少効果を持つ事が明らかとなっているが、この心臓保護

効果にも Erk1/2 の関与が認められている  (Hu et  al . ,  2008)。  

 このように、高濃度で用いられると有害である物質が、低濃度ある

いは微量に作用すると逆に有益に作用するといった用量反応相関を意

味する概念は「ホルミシス効果」と呼ばれている  (Calabrese. ,  2002,  

Gems et  al . ,  2008 ,  Radak et  al . ,  2008)。ここまで見てきたように、本論

文の研究成果以外にも、多くの種類のストレスで低強度ストレス負荷

が細胞に対して正の影響を及ぼすことが観察されており、この仕組み

は細胞にとって非常に根源的なメカニズムであると考えられた。  

 

強ストレスによって生じる細胞—細胞間相互作用  

 一方で、強酸化ストレス依存的な成長因子の産出といった細胞応答

機構の特異性についてはどうだろうか。特定の細胞で発生した強スト

レスが他細胞に影響を与える例としては、他に代償性増殖と呼ばれる

ものがある。代償性増殖とは、死細胞が近傍細胞へ積極的に働きかけ

ることで増殖促進を促す一連のプロセスを指し、発生中のショウジョ

ウバエ幼虫に X 線を照射し細胞の約半分を死滅させても、その後、正

常 に 発 生 が 進 行 す る こ と か ら 考 え ら れ た 概 念 で あ る  (Haynie and  

Bryant . ,  1997)。この代償性増殖は、ヒト生体組織においても観察され

る。例えば、肝細胞においては死につつある細胞が放出した ROS に反

応して IL-11 が分泌され、他の細胞に作用することで細胞増殖が促進
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されることが明らかとなっている  (Nishina et  al . ,  2012)。その他の例と

して、バイスタンダー効果と呼ばれるものも存在する。これは、

Nagasawa と Lit t le によって、細胞集団の中の 1 細胞に対して放射線を

照射すると、その後、放射線が当たっていなかった近傍の細胞におい

ても遺伝子損傷が起きるという現象の報告に始まり  (Nagasawa and  

Li t t l e . ,  1992)、放射線の影響を受けた細胞が周囲の細胞  (バイスタンダ

ー細胞 )に対して影響を及ぼす作用がバイスタンダー効果と呼ばれる

ようになった。この効果の詳細について統一した見解は得られていな

いが、細胞同士の接合部におけるギャップジャンクションを介した反

応であるとする説や  (Cusato et  al . ,  2003)、放射線を照射された細胞が

放出する ROS や成長因子によって仲介される反応であるとする説な

どが挙げられている  (Kato et  al . ,  1997,  Wang et  a l . ,  2015 ) 。以上、細

胞が強いストレスを受けた際に自身のみならず近傍の細胞運命を制御

するという知見が蓄積されつつあり、このような細胞—細胞間相互作

用は、多細胞生物における統合的なホメオスタシス制御機構として存

在している可能性が考えられた。  

 

 このように、本研究によって HT22 細胞は強弱酸化ストレスに応答

し、異なる作用機序によって細胞生存、細胞保護のためのメカニズム

を作動させていることが明らかとなったが、これらは共に細胞にとっ

て非常に根源的なメカニズムである考えられた。  
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脳神経系における酸化ストレス依存的な PGRN

発現制御の役割  

強酸化ストレス依存的な PGRN 産出機構について  

 本研究では、 HT22 細胞に強酸化ストレスが発生すると、細胞死が

誘導されるだけでなく、 PGRN 遺伝子発現が上昇することを初めて明

らかにした。すなわち、強酸化ストレスは細胞死を誘導するだけでは

なく、増殖因子の発現制御メカニズムを稼働させ、自身または近傍の

細胞を保護するための機構を稼働する可能性が示された。この強酸化

ストレス依存的な PGRN 発現はどのようにして誘導されるのだろうか。 

 これまで、 PGRN の発現誘導機構に関して複数の報告がなされてい

る。まず、神経芽細胞腫において低酸素ストレス依存的な Erk1/2 の活

性化が PGRN を誘導する事が報告されている  (Piscopo et  al . ,  2010)。本

研究によっても、強酸化ストレスによる持続的な Erk1/2 活性化が観察

されており、同様のメカニズムで PGRN 発現が制御されている可能性

がある。また、強酸化ストレスは、炎症性サイトカインの発現を介し

て、間接的に PGRN 発現を上昇させている可能性もある。これまでに

神経系細胞を含む多くの細胞種において、低酸素処理や酸化ストレス

が Interleukin-6 ( IL-6)の発現を誘導することが示されている  (Maeda et  

al . ,  1994,  Yoshida e t  al . ,  1999,  Frossi  et  al . ,  2003)。例えば、胆管がん細

胞では IL-6 の高発現を起点とし、Erk1/2、Ribosomal  protein S6 k inase -1 

(Rsk1)、CCAAT-enhancer-binding protein  β (C/EBPβ)といった一連のシ

グナル伝達経路を介して PGRN の発現が誘導されていることが明らか

となっている  (Frampton et  al . ,  2012)。これらの報告を考え合わせると、

HT22 細胞において ROS 依存的な IL-6 などの炎症性サイトカインの発

現上昇が生じ、産生された炎症性サイトカインが PGRN 発現を誘導す
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るという仮説も考えられる。  

 一方、 PGRN 産生制御は多くの細胞で異なっている可能性があるた

め、脳神経系が強酸化ストレスに曝された場合、各種神経系細胞がど

のような応答を示すかについては細胞種ごとに個別に解析する必要が

ある。例えば、ミクログリアでは、 Toll - l ike receptor のリガンドであ

る Lipopolysaccharide (LPS)や Polyinosinic -polycyt idyl ic  acid (Poly IC)

によって PGRN 発現が抑制され、Th2 サイトカインに分類される IL-4

や IL-13 の添加によっては PGRN が発現誘導されるが、アストロサイ

トでは Poly IC が PGRN 発現を上昇させる事が明らかになっている  

(Suh et  al . ,  2012)。すなわち、炎症にともなうストレス増加によって、

アストロサイトでは PGRN 発現が誘導されるが、ミクログリアでは

PGRN 発現が抑制される。このように強酸化ストレスが脳内全体の

PGRN 発現をどのように制御するかについては更なる慎重な解析が必

要である。  

 今後、さらに詳細な PGRN 発現制御機構および PGRN 依存的な細胞

応答の理解が進めば、脳内 PGRN 量や PGRN 生理作用発現を制御する

シグナル分子を標的とした薬剤を開発、これにより脳虚血や外傷等に

よる急性傷害からの脳神経系の保護や、慢性的な酸化ストレス傷害に

より誘導されると考えられる神経変性疾患の発症予防等に有効活用で

きると考えられる。  

 

脳神経系における PGRN の生理的意義  

 細胞が強酸化ストレスを受けることによって発現上昇する PGRN は

脳神経系でどのような作用を保持しているのだろうか。これまでに

PGRN は、成熟ニューロンに対して細胞保護効果を有していること   
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(Xu et  al . ,  2011)、NPCs の細胞増殖効果を保持すること  (Nedachi  et  al . ,  

2011)、ミクログリアにおいては過剰な炎症反応を抑制する事  (Tanaka 

et  al . ,  2013)が明らかとなっている。また、本研究では NPCs において

PGRN が多くの酸化ストレス関連遺伝子の発現を制御していることを

明らかにした。これらを総合的に考えると、脳神経系は酸化ストレス

を受けた際、 PGRN 産生を制御することで、成熟ニューロン死を抑制

し、ミクログリアを介した脳傷害時の炎症反応を軽減すると同時に、

NPCs の増殖および酸化ストレス耐性を制御することで、総合的に脳

神経系を保護するという作業仮説が考えられる。  

 先にも述べたように pgrn 遺伝子変異は、FTLD などの神経変性疾患

と関連することが報告されている  (Spina et  al . ,  2007)。FTLD の発症メ

カニズムに関しては不明な点が多いが、 PGRN 遺伝子に変異が生じる

ことによって脳内 PGRN 量が減少し、 PGRN 依存的な脳神経系保護メ

カニズムが損なわれることが一つの要因として考えられている。本研

究により HT22 細胞では強酸化ストレスによって PGRN の遺伝子発現

が上昇することが明らかとなったことから、恒常的な PGRN 発現量が

低下することだけが原因ではなく、強酸化ストレス発生時に活性化す

る PGRN 発現誘導機構が喪失あるいは減弱し、これによって神経細胞

死や神経変性が広い範囲に誘発されるのではないかという新しい可能

性が考えられた。  

  また、今回の研究では、 Col3a1 の生理作用として、 PGRN 欠損に

対する代償的な細胞保護効果を見出すに至ったが、コラーゲンの持つ

生理作用は細胞保護だけでなく、細胞の足場となることで細胞増殖や

細胞分化を促進する事も広く知られており、例えば NPCs をコラーゲ

ン基盤上で培養することにより細胞増殖が促進される事  (Wang et  al . ,  
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2011)、コラーゲンゲルを用いた３次元培養は間葉系幹細胞を神経幹細

胞へと分化誘導する事が明らかになっている  (Lee  et  a l . ,  2011)。つま

り、PGRN 欠失に伴う Col3a1 の発現上昇は、脳神経系のストレス脆弱

性の増大に対して、NPC の増殖や分化を介した形で脳神経系の保護に

貢献する可能性も考えられた。  

 また、生体内において幹細胞は生涯未分化を維持するが、この幹細

胞の機能維持には幹細胞ニッチが非常に重要であると考えられている。

神経幹細胞ニッチにおいては、例えばマウスの脳室下帯において、EGF

受容体を介したシグナル伝達は神経幹細胞の増殖を促進し、同時に

Notch シグナルを抑制することで Notch シグナル依存的な神経幹細胞

の増殖を抑制することで神経幹細胞と神経前駆細胞のバランスを維持

していることが明らかとなっている  (Aguir re  et  al . ,  2010)。また、神経

幹細胞は非対称分裂時に Delta- l ike1 (Dll1)というタンパク質が発現し、

これが分裂後の娘細胞の表面に発現することで隣接する親細胞を休眠

状態へと戻す事も報告されている  (Kawaguchi  et  al . ,  2013)。さらに、

この幹細胞ニッチは、周囲の細胞や自身の細胞による増殖因子の分泌

や細胞外マトリックスとの接触が大きな要因を占めているとも考えら

れている  (Gat tazzo  et  al . ,  2014 )。これまで PGRN の持つ細胞保護機構

については、 Erk や Akt の活性化といった細胞内シグナル伝達系への

影響については多く検討されてきたが  (Xu et  a l . ,  2009)、PGRN の持つ

生理作用をニッチの観点から検討している報告はまだ無い。本研究で

は PGRN 依存的な Col3a1 の発現変動を見出したが、これは、PGRN が

神経幹細胞ニッチを制御する可能性を初めて示すものである。  
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総括  

 本研究では、脳神経系細胞における酸化ストレスの強度と種類に応

じた細胞応答機構を解明する事を目的とし、 HT22 細胞における酸化

ストレス依存的な細胞応答機構について検討を行った。その結果、強

酸化ストレスは細胞死を引き起こすものの、弱酸化ストレスは細胞生

存亢進効果を持つことを明らかにし、さらに、これら強度の異なる酸

化ストレスが細胞の生死を決定づける上で、 Erk1/2 の時間的制御が重

要であることを初めて明らかにした  (Fig.  4-1)。また、強酸化ストレ

スは細胞死を誘導するが、同時に成長因子 PGRN の発現を介した細胞

保護メカニズムを作動させている事が明らかとなった。さらに、PGRN

が NPCs において酸化ストレス関連因子の多くの発現を制御している

ことを明らかにし、PGRN 欠失時には Col3a1 の発現上昇を介した細胞

保護機構を作動させることも初めて示した  (Fig.  4 -2)。  

 以上、本研究によって、脳神経系細胞は酸化ストレスの強弱に応じ

て複数の細胞生存シグナルを制御し、酸化ストレスによる細胞死から

統合的に細胞を保護する仕組みを保持していることが明らかとなった。 
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Fig.  4 -1 HT22 細胞における酸化ストレス依存的な細胞応答機構   

HT22 細胞において、強酸化ストレスは細胞死を誘導するが、弱酸化

ストレスは細胞生存亢進効果を持つことが明らかにした。また、これ

らの強度の異なる酸化ストレスが細胞の生死を決定づける上で、

Erk1/2 の時間的制御が重要であることを明らかにした。  
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Fig.  4 -2  脳神経系細胞における PGRN の細胞保護機構  

強酸化ストレスは成長因子 PGRN の発現を介した細胞保護メカニズム

を作動させている事が明らかとなった。さらに、 PGRN が NPCs にお

いて酸化ストレス関連因子の多くの発現を制御していることを明らか

にし、PGRN 欠失時には Col3a1 の発現上昇を介した細胞保護機構を作

動させることも初めて示した。  
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