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研究成果の概要（和文）：本研究では、小胞体ストレスに関連するシャペロンタンパク質であるvalosin 
containing protein(VCP)が、興奮毒性モデルラットの脳内で活性化したアストロサイトに強く発現することを
明らかにした。興奮毒性がグリア細胞に小胞体ストレスを引き起こす可能性が示唆された。VCPの役割を初代培
養グリア細胞を用いて検討した結果、VCPの阻害はグルタミン酸による細胞死を促進することを明らかにした
が、この細胞死において小胞体ストレスマーカーの誘導が認められなかった。これらの結果から、グリア細胞に
おいてVCPは細胞保護的に働くが、その機構には小胞体ストレスからの保護以外の関与が示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we focused on the role of valosin containing protein
(VCP) in excitotoxin-induced cell death. We elucidated that VCP was increased in reactive astrocyte 
in excitotoxin-treated rat hippocampus. In primary mixed glial cultures, Eeyarestatin I, which is an
 inhibitor of VCP, was shown to promote cell death by glutamate. These results suggest that VCP may 
act as a cytoprotective factor in glial cells. Eeyarestatin I induced ER stress marker proteins in 
glial cells, no induction of them were observed in eeyarestatin and glutamate-treated cells. Thus, 
the cytoprotective effect of VCP may not be an ER stress response.

研究分野： 生化学、神経科学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　興奮毒性は、神経細胞の過剰な興奮性シグナル伝達によって生じる。低酸素性虚血性脳症は、周産期の一過性
の低酸素と虚血による興奮毒性をきっかけに、てんかんなどの後遺症を引き起こす。興奮毒性により、どのよう
な分子が関与して脳内の環境が変化するのか、それらの分子が治療標的となり得るかを明らかにすることは、周
産期の傷害をきっかけに生じる神経学的後遺症を改善する上で重要であると考える。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 興奮毒性は、神経細胞の異常な興奮により引き起こされ、細胞死の原因となる。周産期の低酸
素性虚血性脳症（HIE: Hypoxic-ischemic encephalopathy）では、急性期の興奮毒性による傷害
が、てんかんなどの神経学的後遺症を引き起こす原因となり得る。興奮毒性による細胞死のメカ
ニズムを詳細に解析し、有効な治療標的となる分子を同定することは、HIE の早期治療のみなら
ず、その後の神経学的発達のフォローを行うために重要であると考える。 
 申請者はこれまで、興奮毒性に起因する酸化ストレスが神経細胞死に果たす役割を解明する
ことを目的として、その原因となる分子メカニズムの探索を続けてきた。興奮毒性による海馬神
経細胞死モデルラット（カイニン酸の単回腹腔内投与）では、組織学的な神経細胞死の兆候が認
められるより早期に、酸化損傷タンパク質の指標のひとつであるカルボニル化タンパク質の増
加と、小胞体の膨化が認められることを明らかにした。さらに、神経細胞死に先立って酸化損傷
されるタンパク質の１ つとして、小胞体ストレスに関連するシャペロンタンパク質である
valosin containing protein(VCP)を同定した。これらの結果から、興奮毒性による酸化ストレ
スによって VCP が酸化されてシャペロン機能を失い、小胞体ストレスを介して細胞死が生じる
という仮説を立てた。 
 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、興奮毒性による神経細胞死において、シャペロンタンパク質である VCP の役
割を明らかにすることである。VCP が興奮毒性による細胞死に影響を与えるのか、またその機能
の代償が細胞死抑制に有効であるか否かを検討し、VCP が興奮毒性による細胞死の治療標的分
子となり得るかを明らかにしたい。 
 
３．研究の方法 
 ３週齢の雄性ラットに、10mg/kg のカイニン酸を腹腔内投与し、興奮毒性による神経細胞死の
モデルを作成した。投与後３、２４、７２時間と７日後に脳をカルノア液で浸漬固定し、パラフ
ィン包埋した。6µmの薄切標本を作製し、HE染色や免疫組織化学による検討を行った。また、活
性酸素を除去するエダラボンを前投与し、カイニン酸による細胞死が抑制できるか検討した。ラ
ット胎児の大脳皮質から調整した mixed glial culture を用いて、興奮毒性による細胞死と VCP
の発現変化および小胞体ストレスマーカーの発現を解析した。また、VCP の阻害剤と興奮毒性を
共存させて、VCP の細胞死への関与を検討した。 
 
４．研究成果 
 これまでの研究から、10mg/kg のカイニン酸を腹腔内投与したラットにおいて、タンパク質の
酸化損傷の指標であるカルボニル化が、投与３時間後に増加することを報告している。カイニン
酸投与３時間後にカルボニル化が増加するタンパク質の一つとして、VCP を同定している。本研
究では、はじめにカイニン酸を腹腔内投与したラットを用いて VCP の発現を免疫組織化学によ
り検討した。生理食塩水を投与したラットでは、
VCP の発現は海馬の錐体細胞層や周囲のグリア細
胞の細胞質に染色性が認められた。カイニン酸投
与３時間後の海馬では、生理食塩水と同様に錐体
細胞層や周囲のグリア細胞の細胞質に染色性が認
められた。カイニン酸投与２４時間後では、CA1 の
錐体細胞層を中心に神経細胞死の特徴である空胞
変性や濃縮した核が認められたが、VCP の染色性は
カイニン酸投与３時間とほぼ同じであった。カイ
ニン酸投与７２時間および７日では、VCP の染色性
は放線層や上昇層の突起を持った細胞に強く認め
られた（図１上段）。GFAP の染色を行い、VCP を発
現する細胞が活性化アストロサイトであることを
確認した（図１下段）。興奮毒性による神経細胞死
には活性酸素の関与が考えられるため、次に、活性
酸素を除去するエダラボンを前投与した後にカイ
ニン酸を投与したラットを作成し、細胞死の抑制効
果と VCP の発現を検討した。10mg/kg のエダラボン
を腹腔内投与あるいは尾静脈投与し、１時間後に
10mg/kg のカイニン酸を腹腔内投与した。カイニン
酸投与７２時間後に脳を取り出し、パラフィン切片
を作製した。エダラボンの尾静脈投与では、カイニ
ン酸による細胞死が抑制された。この時の VCP の発
現パターンは、生理食塩水投与ラットと同様に錐体
細胞層や周囲のグリア細胞の細胞質に染色性が認
められた。エダラボンの腹腔内投与では、神経細胞

図１ カイニン酸投与 72 時間後の

海馬錐体細胞層。上：VCP、下：GFAP 



死は抑制されなかった。グリア細胞は脳内で神経細胞が生存できる環境を維持するために重要
な細胞であり、グリア細胞の活性化とともに VCP の発現が増加することは興味深い結果である。
これらの結果から、グリア細胞における VCP の働きに注目した。 
 次に、培養細胞を用いて、グリア細胞での VCP の役割を検討した。ラット胎仔の大脳皮質を取
り出し、10%血清存在下で培養した mixed glial culture に、興奮毒性試薬としてグルタミン酸
を、酸化ストレスとして過酸化水素を添加して細胞生存率を検討した。グルタミン酸は 20mM か
ら生存率の低下が認められ、200mM では 10%以下の生存であった。過酸化水素は 0.3mM から生存
率の低下が認められ、0.7mM での生存率は 10%
以下であった。VCP は、生存率に関わらずほぼ
一定の発現量を示した。そこで次に、VCP の阻
害剤である Eeyarestatin I を用いてグルタミ
ン酸や過酸化水素と組み合わせることで VCP
の役割を検討した。Eeyarestatin I のみでは
細胞死が起きない濃度でグルタミン酸と組み
合わせると、グルタミン酸単独と比較して細
胞生存率の顕著な低下が認められた（図２）。
一方、過酸化水素と Eeyarestatin I を組み合
わせても細胞生存率の顕著な低下は認められ
なかった。このことから、VCP は興奮毒性から
グリア細胞を保護していると考えられる。VCP
の阻害により小胞体ストレスが増加すると考
えられることから、小胞体ストレスによって
誘導される CHOP の発現を検討した。Eeyarestatin I のみで CHOP の誘導が認められたが、
Eeyarestatin I とグルタミン酸を組み合わせた条件では、細胞死が認められるにも関わらず
CHOPの誘導は認められなかった。小胞体ストレスに関連して発現が増加するGRP78についても、
Eeyarestatin I のみで発現増加が認められたが、グルタミン酸と Eeyarestatin I の組み合わせ
では発現増加がほとんど認められなかった。これらのことから、Eeyarestatin I によって促進
されたグルタミン酸による細胞死は、小胞体ストレスが原因ではないと考えられた。 
 以上の結果から、カイニン酸投与後のラット海馬で活性化アストロサイトに VCP が強く発現
しており、興奮毒性時に VCP が何らかの役割を果たすと考えられた。VCP を阻害するとグルタミ
ン酸による細胞死が促進されており、少なくともグリア細胞においては、VCP は細胞保護的であ
ると考えられた。また、興奮毒性により引き起こされるグリア細胞死は、小胞体ストレスを介し
た経路ではない可能性が示唆された。VCP の阻害が興奮毒性による細胞死を促進するメカニズム
の詳細を解析する事は、HIE などの興奮毒性による傷害の治療標的となる分子メカニズムの解明
に繋がると考える。 
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図２ VCP 阻害剤による細胞死増強効果。 

青；対照、赤；150mM グルタミン酸 
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