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【論文審査】

種々の細胞における酸化ストレスは、活性酸素種（Reactive	Oxygen	Species;	ROS）の

過剰蓄積を主因とし、様々な細胞機能に大きな影響を与えることが知られている。特に脳

神経系を構成している神経細胞における酸化ストレスの増大は、アルツハイマー症をはじ

めとする各種脳神経疾患の原因となることが指摘されてきており、酸化ストレスの発生機

序および細胞生理に及ぼす影響に関する研究が急務となっている。

神経細胞内で生成された過剰な ROS は、タンパク質・核酸等の酸化を促進し、酵素機

能障害や DNA 損傷や誤複製の誘発などを介して細胞障害を引き起こす。これら一連の変

化は、Caspase 経路の活性化を介したアポトーシスおよび神経細胞内における異常タンパ

ク質の蓄積を引き起こし、神経細胞死や神経細胞変性を引き起こす要因になっていること

が示唆されている。このように酸化ストレスは一般に神経細胞機能を負に制御する場合が

多いが、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は、細胞

機能に有益な効果を持つことも報告されている。例えば、神経細胞モデルである PC12細

胞に対する低強度酸化ストレスは細胞のストレス耐性を増加させ、その後の高強度酸化ス

トレスによる細胞死を減弱させることが示されている。さらに神経幹細胞では ROS が細

胞増殖を促進させるとの報告もある。以上の知見を併せると、神経細胞において発生した

酸化ストレスが細胞機能にどのような影響を与えるかについては、その酸化ストレスの強

度に依存していると考えられるが、その分子メカニズムについては未だに不明な点が多い。

本学位論文は、様々な強度の酸化ストレスに対する神経系細胞の応答について多面的な
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解析を行ったものである。

第一章

本章では、まず、マウス海馬由来神経細胞株 HT22細胞を種々の濃度の酸化ストレッサー

（glutamate および H2O2）で処理し、細胞応答、特に細胞生存への影響を解析している。

その結果、HT22細胞において glutamate および H2O2により誘導される酸化ストレスは、

高強度では細胞生存能低下作用を、低強度では細胞生存能亢進作用を持つという二相性の

効果を持つことを見出している。次に、この低強度酸化ストレス依存的な細胞生存能亢進

の分子メカニズムを解明するために、細胞内シグナルの解析を行い、低濃度の glutamate

あるいは H2O2依存的に活性化される Erk1/2がこれに関与していることをはじめて明らか

にした。

一方、高強度酸化ストレス依存的な細胞生存能低下の分子メカニズムについても同様の

解析を行い、高濃度 glutamate による細胞生存能低下は Erk1/2経路の阻害によって減弱

されることを明らかにしている。すなわち、低濃度 glutamate による細胞生存能亢進、高

濃度 glutamate による細胞生存能低下は共に Erk1/2活性が重要であるという一見矛盾し

た結果が観察された。そこで、glutamate 依存的な Erk1/2活性化の挙動をさらに詳細に解

析したところ、glutamate はその濃度を問わず、添加30分～１時間後に一過的な Erk1/2

活性化を誘導すること、さらに、高濃度 glutamate を添加した場合にのみ16～24時間後に

おいても持続的な Erk1/2活性化が生じていることを示した。さらにこの持続的な Erk1/2

活性化が細胞生存能低下の一因となっていることも示唆している。さらに高濃度

glutamate が誘導する持続的 Erk1/2活性化および細胞生存能低下を仲介する受容体の探索

にも取り組み、代謝型グルタミン酸受容体５（mGluR5）が重要であることも明らかにし

ている。

以上、本章では酸化ストレスの「強度」が細胞運命を正負に制御する重要な要素である

ことを明らかにするのみならず、その運命決定の分子スイッチとして、酸化ストレッサー

依存的な Erk1/2活性化の時間的挙動が重要であることを初めて証明しており、酸化スト

レス発生時における Erk1/2活性化の役割に新しい視点を導入することに成功している。

また、各種 antagonist を用いた研究により、細胞死を制御する持続的 Erk1/2活性化に代

謝型グルタミン酸受容体である mGluR5が特異的に関与していることも示しており、これ

までに不明な点が多かった代謝型グルタミン酸受容体に関する研究分野に重要な新知見を

加えたことも評価できる。

第二章

第二章では、高強度酸化ストレスによる細胞死の過程で活性化する新規細胞保護機構に
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関する研究を展開している。特に各種ストレスに応答して成長因子群の発現増加が見られ

るという最近の事例に着目し、神経細胞に対する酸化ストレスが増殖因子の発現に及ぼす

影響について解析を行っている。まず、神経細胞に対する保護作用が確認されている増殖

因子の発現動態が、高強度酸化ストレスによって変化するか調べている。その結果、高強

度酸化ストレスに応答して、成長因子プログラニュリン（progranulin;	 PGRN）の遺伝子

発現が有意に増加していることを明らかとした。興味深いことに、他の成長因子（インス

リン用成長因子 I（insulin-like	 growth	 factor	 I;	 IGF-I）および脳由来成長因子（Brain-

derived	 growth	 factor）については遺伝子発現の減少あるいは変化が認められなかったこ

とから、PGRN 特異的な発現誘導であることが確認された。

さらに、発現増加した PGRN が HT22細胞に対してどのような生理的意義を持つかに

ついても解析を行っている。その結果、HT22細胞を 1ng/ml	 PGRN で24時間前処理する

ことで、H2O2依存的な細胞死誘導が抑制されることが見出された。この PGRN 依存的な

細胞保護作用についてさらに解析を進め、HT22細胞では PGRN 依存的に Erk1/2の活性

化が生じていること、さらに PGRN 依存的な細胞保護作用は Erk1/2経路を阻害する

U0126存在下で消失することも明らかとした。一連の結果は、高強度酸化ストレス存在下

で PGRN の発現上昇が生じ、これが autocrine/paracrine 様式で細胞保護を行っている可

能性を示唆している。

以上、本章の研究によって、細胞死を誘導する高強度酸化ストレスによって成長因子

PGRN の発現上昇を仲立ちとする細胞保護機構が稼働する可能性を示した。一章の結果

を踏まえると HT22細胞は酸化ストレスの強度に応じて複数の細胞保護機構を稼働させて

いることが考えられる。酸化ストレスに応答して PGRN タンパク質の分泌が見られるの

か、また高強度酸化ストレスはどのように PGRN 遺伝子発現を誘導するのかなど疑問点

は残っているものの、少なくとも HT22細胞では、酸化ストレスの強度に依存して複数の

細胞保護機構を稼働するという新しいモデルを提唱するに至っている。本モデルは更なる

検証が必要な段階ではあるが、酸化ストレスの強度に応じて稼働される複数の細胞保護機

構について、保護する範囲（単一細胞～周辺の複数細胞）が異なる可能性に言及している

点は極めて興味深く、学術的価値が高いものと考えられる。

三章

第三章では、前章で見出されたストレス応答性因子 PGRN の生理作用についての研究

を行っている。PGRN は脳の性分化および神経細胞の保護、神経前駆細胞（neural	

progenitor	 cells;	 NPCs）の増殖などに重要な役割を果たしていることが示されている成

長因子であるが、その生理作用発現機構については不明な点が多い。本章では、特に神経

新生に重要な役割を果たしている NPCs に着目し、PGRN 生理作用発現機構についての
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研究を展開している。

本章ではまず、野生型マウスあるいはPGRNノックアウトマウスより単離したNPCs（そ

れぞれ WT-NPCs、KO-NPCs）を用い、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析

を行っている。その結果については Gene	Ontology	Analysis 及び Pathway	Analysis を行い、

PGRN 欠失によって変動する可能性がある生理応答およびシグナル系予測を行っている。

さらに、定量 PCR 法を用いた遺伝子発現変動の確認を併せ、PGRN が細胞増殖や細胞保

護のみならず細胞外ニッチを調節する作用を有している可能性を初めて提示した。特に

KO-NPCs では Collagen	 type3a1（Col3a1）の発現が大きく増加していたことに着目し、

その生理的意義を調べ、KO-NPCs 内の Col3a1をノックダウンすることで細胞死が増加

することを示した。これまでに PGRN 欠失により NPCs のストレス脆弱性が増すことが

報告されていたが、KO-NPCs におけるストレス増大は同時に Col3a1発現上昇を介した

代償性細胞保護機構を稼働させている可能性を示すものである。

本章では、NPCs における PGRN 依存的な新規遺伝子発現制御を多数発見、PGRN が

細胞外マトリクスタンパク質の発現調節を行っていることを初めて示している。現在まで

に蓄積されている PGRN 生理作用発現機構に関する情報は多くはなく、本研究結果は

PGRN の研究分野に大きな貢献となりうるものである。また、PGRN 欠失あるいはスト

レス脆弱性増加が細胞外ニッチを調節する可能性を初めて示した点も高く評価できる。

【審査結果】

以上、本論文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

的な検討を行い、神経系細胞が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す

る統合的な細胞保護機構を保持していることを初めて明らかにした。これまで個々の細胞

保護機構に着目した研究は数多く存在するが、単一刺激による複数の細胞保護機構を比較

解析した例は少なく、ストレスの研究分野に貢献しうる成果であると判断される。本研究

成果の一部は、北米神経科学会（Neuroscience	 2014）において口頭発表対象に選考され

たほか、２報の査読付き論文に筆頭著者として発表しており（Sato	 et al.,	 Biosci	

Biotechnol	Biochem	78:	1495-503	（2014）,	Sato	et al.,	Biosci	Biotechnol	Biochem	in press.	

（2015））、関連分野において一定の評価を得ている。また、東洋大学大学院生命科学研究

科（生命科学専攻）の博士学位審査基準に照らしても妥当な研究成果であると認められる。

従って、所定の試験結果と論文評価に基づき、本審査委員会は全員一致をもって佐藤和典

氏の博士学位請求論文は、本学博士学位を授与するに相応しいものであると判断する。


