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研究成果の概要（和文）：培養網膜神経細胞を用いたスクリーニングにより、小胞体ストレス細

胞死を強力に抑制する SUN N8075 [(2S)-1-(4-amino-2,3,5-trimethylphenoxy)-3-(4-[4-(4- 
fluorobenzyl)phenyl]-1-piperazinyl)-2-propanol dimethanesulfonate]を見出した。その保護作

用機序の解析により、SUN N8075 の小胞体ストレス細胞死抑制作用は神経分泌タンパク質で

ある VGF nerve growth factor inducible (VGF) の発現を介していることを明らかにした。今

後、網膜疾患における VGF の関与を明らかにすることにより、病態解明ならびに新たな治療

薬の開発に繋がることが期待される。 
 
研 究 成 果 の 概 要 （ 英 文 ）： We identified a small molecule, SUN N8075 
[(2S)-1-(4-amino-2,3,5-trimethylphenoxy)-3-(4-[4-(4-fluorobenzyl)phenyl]-1-piperazinyl)-2-p
ropanol dimethanesulfonate], which has a marked protective effect on ER stress-induced 
cell death, in an in vitro cell-based screening. Its protective mechanism was mediated by an 
induction of VGF nerve growth factor inducible (VGF). Elucidating the involvements of 
VGF in retinal diseases will be expected to provide a potential target for therapeutic 
intervention in retinal diseases in future. 
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１．研究開始当初の背景 
 アルツハイマー病、パーキンソン病、筋萎
縮性側索硬化症(ALS)などに代表される神経
変性疾患において、神経細胞内に異常なタン
パク質が凝集体を形成していることが認め
られ、その神経変性と小胞体ストレスとの関
連性が注目されている。一方、アルツハイマ
ー病患者において高率に緑内障を発症して

いることが疫学調査で明らかにされた。即ち、
緑内障の発症率は健常者で 5％に対してアル
ツハイマー病患者での緑内障の発症率は
26％であった。これらの知見から、緑内障と
アルツハイマー病の間になんらかの因果関
係があることが推測される。しかしながら、
緑内障をはじめとした網膜疾患における小
胞体ストレスの関与について検討した報告
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は国内外問わずほとんどない。 
 これまで我々は、小胞体ストレスにより発
現する X-box-binding protein 1 (XBP-1)遺
伝子の下流に蛍光蛋白質 VENUS遺伝子を結合
さ せ た ト ラ ン ス ジ ェ ニ ッ ク マ ウ ス
(Endoplasmic Reticulum stress Activated 
Indicator mouse; ERAI マウス)を用いて
N-methyl-D- aspartate (NMDA)及び一過性高
眼圧負荷マウス網膜障害モデルにおいて小
胞体ストレスが惹起されることを明らかに
した。これらの検討により、(1)NMDA 硝子体
内投与または高眼圧負荷によりマウス網膜
において小胞体ストレス誘導剤である
tunicamycin 硝子体内投与と同様に XBP-1 の
スプライシングが起こること、(2)小胞体分
子シャペロンである glucose-regulated 
protein (GRP)78/BiP が誘導されること、(3)
その下流シグナルであり、プロアポトーシス
転写因子である C/EBP-homologous protein 
(CHOP)が誘導されることを見出した。さらに、
小胞体ストレスと神経細胞死の関係を網膜
神経節細胞株(RGC-5)細胞を用いて検討し、
ツニカマイシンによる小胞体ストレスの誘
導により double-stranded RNA-dependent 
protein kinase (PKR)のリン酸化が亢進する
こと、PKR阻害剤またはPKR mRNA特異的small 
interference RNA (siRNA)による PKR 蛋白質
のノックダウンにより小胞体ストレス誘発
細胞死が抑制されることを見出した。これら
の知見から、緑内障をはじめとした網膜疾患
における網膜神経節細胞死に小胞体ストレ
スを介した機構が関与していることが強く
示唆される。小胞体ストレス細胞死を抑制す
る薬剤が新規網膜疾患治療薬として期待さ
れる。 
 
２．研究の目的 
 (1)小胞体ストレス細胞死を抑制する化合
物をスクリーニングにより見出し、(2)その化
合物を用いて DNA マイクロアレイや
PT-PCR 法を用いて作用機序を解明すること
により細胞死に関与する遺伝子を見出し、(3)
その遺伝子の機能を検証することを目的と
する。 
 
３．研究の方法 
(1) 培養網膜神経節細胞における小胞体ス
トレス細胞死を抑制する化合物の in vitro
スクリーニング 
【方法】 
 ラット培養網膜神経節細胞株(RGC-5)を 96 
well plate 中に播種し、24 時間後に
tunicamycin (終濃度 2 µg/ml)を添加した。
細胞障害は tunicamycin 添加 24 時間後にレ
サズリンを培地中に添加し、その 3時間後に
細胞の代謝活性を測定することにより細胞
生存率(%)を算出した。被験化合物は

tunicamycin 添加 1時間前に添加した。ここ
で保護作用が認められた化合物について、別
途 Hoechst 33342 及び YO-PRO-1 (YO)による
核蛍光染色により死細胞率(YO 陽性細胞数
/Hoechst 陽性細胞数×100)を測定することに
より細胞保護作用を確認した。さらに、その
保護作用が網膜以外の細胞においても認め
られるか否か確認するために、ヒト由来神経
芽細胞腫(SH-SY5Y)を用いて同様の検討を実
施した。 
 
(2) 小胞体ストレス細胞死を抑制する化合
物を用いて変動する遺伝子発現の差を DNAマ
イクロアレイによる解析 
【方法】 
 SH-SY5Y を 100 mm dish に播種し、24 時間
後に tunicamycin (終濃度 2 µg/ml)を添加し
た。SUN N8075 または溶媒は tunicamycin 添
加 1時間前に加える。Tunicamycin 添加後、
経時的(2, 6, 12, 24 時間)に total RNA を抽
出し、DNA マイクロアレイに供した。
Tunicamycin 処置で変動し、かつ化合物添加
により抑制または増強される遺伝子をスク
リーニングした。見出した候補遺伝子の発現
を real-time RT-PCR により検証した。 
 
(3) 網膜細胞死に関与することが予想され
る遺伝子の機能を検証する。 
【方法】 
 候補遺伝子の機能を遺伝子特異的 siRNAを
用いた発現抑制または候補遺伝子を組み込
んだ plasmid遺伝子を導入することにより検
証した。即ち、tunicamycin による刺激 24 ま
たは 48 時間前に候補となる遺伝子に特異的
な siRNA をリポフェクタミン 2000 と共に添
加することによりターゲット遺伝子の発現
を抑制した。遺伝子導入は候補遺伝子 cDNA
を組み込んだプラスミド DNAをトランスフェ
クトする。遺伝子または蛋白質発現は
real-time RT-PCR 及び Western blotting 法
によりそれぞれ確認する。Tunicamycin によ
る細胞死の評価は上記(2)の方法に準じた。 
 
４．研究成果 
(1) 培養網膜神経節細胞における小胞体ス
トレス細胞死を抑制する化合物の in vitro
スクリーニング 
 ラット培養網膜神経節細胞株(RGC-5)を用
いてツニカマイシン誘発小胞体ストレス細
胞死に対するスクリーニングを実施した。ス
クリーニングには本学で所有している天然
物由来の化合物、市販試薬および医薬品とし
て開発中の候補化合物等を入手して検討し
た。そのスクリーニングから小胞体ストレス
細胞死を抑制するいくつかの天然成分およ
び化合物を見出した。そのなかで、抗酸化作
用およびカルシウムチャネル遮断作用を有



 

 

する SUN N8075 [(2S)-1-(4-amino-2,3,5- 
trimethylphenoxy)-3-(4-[4-(4-fluorobenz
yl)phenyl]-1-piperazinyl)-2-propanol 
dimethanesulfonate]が強力にその細胞死を
抑制することが明らかになった(図 1)。一方、

他の抗酸化剤およびカルシウムチャネル遮
断薬には明らかな保護作用は認められなか
った。また、SUN N8075 はツニカマイシンに
より誘導される GRP78/BiP および CHOP 蛋白
質の発現に対して明らかな作用を示さなか
ったことから、本剤は小胞体ストレスの発現
自体には作用していないと考えられる(図 2)。

また、SUN N8075 は血清除去および酸化スト
レスによる細胞死に対しても強い細胞保護
作用を示した。さらに、SUN N8075 の保護作
用が網膜以外の細胞においても認められる
か否か確認するために、ヒト由来神経芽細胞
腫(SH-SY5Y)を用いて同様の検討を実施した。
その結果、SUN N8075 は SH-SY5Y 細胞におい
ても同様にツニカマイシンによる細胞死お
よび caspase-3 の活性化を抑制した。以上の
結果から、SUN N8075 の小胞体ストレス細胞
死抑制作用は新規な機序を介していること
が示唆された。 
 
(2) DNA マイクロアレイによる SUN N8075 の
網羅的遺伝子発現解析 
 SUN N8075 の保護作用機序を DNA マイクロ
アレイにより解析した(図 3)。アレイ上の

41,000 遺伝子のうち 26,000 以上の遺伝子を
検出することができた。SUN N8075 3 µM 処置
により、2倍以上増加した遺伝子が 563 個、2

倍以上低下した遺伝子が 590 個検出された。
そのなかで候補遺伝子として神経分泌タン
パク質である VGF nerve growth factor 
inducible (VGF)を見出した。さらに、その
発現増加はリアルタイム RT-PCR 解析におい
ても確認された(図 4)。VGF はエネルギーバ
ランスの維持および海馬シナプスの可塑性
への関与が報告されている神経分泌タンパ
ク質で、神経栄養因子である Nerve growth 
factor (NGF) お よ び Brain-derived 
neurotrophic factor (BDNF)により誘導され
ることが知られている。一方、SUN N8075 は
NGFおよびBDNFの発現には明らかな作用を示
さなかった。 

(3) 網膜細胞死に関与することが予想され
る遺伝子の機能を検証する。 
 SUN N8075 の保護作用が VGF を介している
か否かを VGF siRNA により VGF の発現を抑制
することに検討した。VGF siRNA を細胞に導
入することにより、VGF mRNA の発現を約 40%
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図 1. 小胞体ストレス細胞死に対する SUN 
N8075 の作用  
Tm: tunicamycin, SUN: SUN N8075 
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抑制した。この条件において tunicamycin に
よる細胞死に対する SUN N8075 の保護作用は
完全に消失した。さらに、VGF を細胞内に導
入することにより小胞体ストレス細胞死を
抑制できることを確認した。これらの結果か
ら、SUN N8075 の小胞体ストレス細胞死抑制
作用は VGFの発現を介していることが明らか
になった。 
 今後、網膜疾患における VGF の関与を明ら
かにすることにより、病態解明ならびに新た
な治療薬の開発に繋がることが期待される。 
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