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研究成果の概要（和文）：神経変性疾患の新規治療法の開発を目指し、神経系小胞体ストレスの

ニコチンと NGF による防御機構を分子レベルで比較することを目的とした。ニコチンは小胞

体ストレスの最初期段階で小胞体ストレスの発生を抑制したが、NGF は小胞体シャペロン

GRP78 の発現を加速上昇させて小胞体ストレスを軽減・防御した。さらに、cAMP レベルを

上昇させるフォルスコリンがニコチンと同様の機構で小胞体ストレスを防御した。従って、こ

れらの作用を共存させれば、相加・相乗効果が出ることが示唆された。 

 
研究成果の概要（英文）：We compared protective mechanisms of nicotine and NGF (nerve 

growth factor) against ER stress in PC12 cells as a model neuron. Nicotine suppressed ER 

stress at the earliest stage, but NGF protected it through enhanced expression of ER 

chaperon GRP78. In addition, forskolin which increases cAMP level protected it at the 

earliest stage as nicotine. Therefore, the treatment of cells with all three compounds (or 

factors) is considered to have an additive or cooperative protective effect against neuronal 

ER stress. 
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１．研究開始当初の背景 

(1) 近年の日本では、人口の高齢化が急速に
進み、高齢化社会への医学的な対応が急務と
なっている。特に、アルツハイマー病やパー
キンソン病などの神経変性疾患のような不
可逆的で治療法が確立されていない難病に
対する対応は急務である。これら神経変性疾
患において、脳内の一部の神経細胞が、小胞

体ストレスと呼ばれる細胞内ストレスにさ
らされることにより、アポトーシス（プログ
ラム細胞死）によって死滅することが知られ
ている。我々は、モデル神経細胞である PC12

細胞を用いて、小胞体ストレス誘導型アポト
ーシスの実行機構と、神経成長因子（NGF）
による同アポトーシス抑制機構の研究を行
って来たが、研究開始当初、ニコチンが小胞
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体ストレスそのものの発生を抑制すること
により、小胞体ストレス誘導型アポトーシス
を防御することを見出した（Sasaya, H. et al. 

(2008) Nicotine suppresses 

tunicamycin-induced, but not 

thapsigargin-induced, expression of GRP78 

during ER stress-mediated apoptosis in 

PC12 cells. Journal of Biochemistry, 144, 

251-257）。 

 

(2) 小胞体は、細胞内の蛋白質や脂質の合成
の場であり、蛋白質の品質管理の場である。
小胞体ストレスとは、小胞体の内腔に折り畳
み不良蛋白質（unfolded protein）が蓄積し、
ストレスが負荷されることであり、そのスト
レスが負荷される原因として、遺伝的要因と
環境的要因の両者が考えられている。いずれ
にしても、過度の小胞体ストレスによりアポ
トーシスが引き起こされ、細胞内分子機構を
介して神経細胞は死滅するが、酸化ストレス
や DNA 損傷などによる通常型アポトーシス
実行機構とは異なる、小胞体ストレスに特異
的なアポトーシス実行機構の存在が明らか
になっている。すなわち、通常型アポトーシ
スにおいては、負荷などを介したミトコンド
リアの機能低下の後、ミトコンドリアから
cytochrome c が放出され、dATP や Apaf-1 

と共に apoptosome を形成することによっ
て活性化された caspase-9 が、さらに下流の
caspase-3 を 活 性 化 さ せ た 後 、
caspase-3-activated DNase（CAD）によっ
て DNA の断片化が引き起こされることが
知られている。一方、小胞体ストレス誘導型
アポトーシスでは、小胞体に局在している 

caspase-12 (ヒトでは、caspase-4) が、小胞
体ストレスで特異的に活性化され、その後、
ミトコンドリアからの cytochrome c の放出
を介さずに caspase-9 が活性化され、それ以
降は、通常型アポトーシスと同様の実行機構
が伝わることで、細胞が死滅することが明ら
かになっている。最近、神経変性疾患におい
て、脳内の一部の神経細胞が、小胞体ストレ
スにさらされることにより、アポトーシスに
よって死滅することが知られて来ている。し
たがって、神経系小胞体ストレス誘導型アポ
トーシスの実行機構とその抑制機構の解析
は、神経変性疾患予防治療法開発のための基
礎研究として、非常に重要なものであると考
えられる。我々は、モデル神経細胞である
PC12 細胞を用いて、小胞体ストレス誘導型
アポトーシスの実行機構と、NGF による同
アポトーシス抑制機構の研究を行って来た。
NGF は、小胞体内分子シャペロンである 

GRP78 を上昇発現誘導し、増加した GRP78

が unfolded protein を refolding することに
より、小胞体ストレスを抑制することが明ら
かとなった。一方、研究開始当初、ニコチン

が小胞体ストレスそのものの発生を大元で
抑制することにより、小胞体ストレス誘導型
アポトーシスを防御することを発見した。 

 

２．研究の目的 

(1) 本研究では、神経系小胞体ストレスのニ
コチンと NGF による防御機構を分子レベル
で詳細に比較する。一般に良く知られている
「喫煙者はアルツハイマー病にかかりにく
い」と言う疫学的知見を検証すると共に、そ
こで明らかにされるであろうニコチンの作
用機構および NGF の作用機構に基づき、神
経変性疾患予防治療法の開発の手がかりを
得ることを目的とする。 

 

(2) 本研究では、神経系小胞体ストレスのフ
ォルスコリンによる防御機構を分子レベル
で明らかにし、そこで明らかにされるであろ
うフォルスコリンの作用機構とニコチン、
NGF の作用機構を詳細に比較し、神経変性
疾患予防治療法の開発の手がかりを得るこ
とを目的とする。 

 

３．研究の方法 

本研究では、まず、種々の誘導剤で引き起こ
される小胞体ストレスがニコチンで抑制さ
れるか否かを調べ、また GRP78 の発現上昇が
ニコチンで抑制されるか否かを調べる。それ
により、ニコチンが効く誘導剤と効かない誘
導剤のグループ分けをし、ニコチンの作用点
を探る。そして、unfolded protein の蓄積
との相関を、直接または unfolded protein 依
存型 caspase-12 の活性化や
ubiquitin-proteasome 系の活性等を指標に
調べる。それらの過程で明らかになるニコチ
ン標的蛋白質候補を検索し、siRNA によるｋ
nock-down法により、標的蛋白質を同定する。
一方、ニコチンで誘導され、GRP78 の発現上
昇を抑制するシグナル伝達経路も明らかに
する。ニコチン性 acetylcholine 受容体 
(nAChR) のサブタイプを種々の antagonist
を用いて調べ、さらに L型電位依存性カルシ
ウムチャネル（L-VSCC）の関与をその
antagonist を用いて調べる。また、下流の経
路として、CaM kinase や PI3-Kinase/Akt 経
路の関与を特異的阻害剤を用いて調べる。一
方、本研究で明らかになったニコチン標的蛋
白質に対する結合蛋白質を免疫沈降法、アミ
ノ酸配列解析や cDNA cloning で同定し、そ
の蛋白質のドメイン構造から、
doninant-negative 変異蛋白質や構造類縁物
質等ニコチン標的蛋白質に対する阻害剤を
デザインする。また、ニコチン性 
acetylcholine 受容体 (nAChR) やその下流
のシグナル伝達蛋白質の agonist や活性化
剤を検索する。そして、ニコチンやニコチン
以外の薬剤の小胞体ストレス抑制作用を明



 

 

らかにする。一方、NGFは、小胞体内分子シ
ャペロンである GRP78 を上昇発現誘導し、
増加した GRP78 が unfolded protein を
refolding することにより、小胞体ストレス
を抑制することが明らかとなっているので、
ニコチンと NGFの作用機構を詳細に比較する
と共に、両者共存の相加・相乗効果の有無を
調べ、神経変性疾患予防治療薬の開発の手が
かりを得る。 
 
(1) ツニカマイシン tunicamycin(Tm)などの
小胞体内での糖鎖修飾阻害剤、タプシガルギ
ン thapsigargin (Tg)などの小胞体内カルシ
ウムホメオスタシス攪乱剤、brefeldin A な
どの小胞体からのタンパク質輸送阻害剤、
2-deoxy-glucose などのグルコース飢餓誘導
剤、β-mercaptoethanol (β-ME)などの還元
剤つまりジスルフィド結合形成阻害剤、など
の種々の小胞体ストレス誘導剤を PC12 細胞
に添加し、小胞体ストレスが引き起こされる
かを確認する。まず、MTT 法により細胞数減
尐を確認し、Western blotting によって分
子シャペロン GRP78 や GRP94 などの発現誘
導を経時的に調べる。そして、小胞体ストレ
ス特異的 caspase-12 の活性化を調べる。
GRP78 や GRP94 などの発現誘導が確認され
れば、それら遺伝子発現の上流のストレスセ
ンサー蛋白質である ATF6 の S1P と S2P 
による断片化や、Ire1 の活性化による XBP1 
mRNA の splicing などを調べる。以上で確
認された誘導剤に付いて、ニコチンの抑制効
果を調べる。もし、tunicamycin などの様に
ニコチンが抑制効果を持つものに付いては、
ニコチンの添加時期を変えて効果を調べる。
また、上記種々の小胞体ストレス素過程に対
するニコチンの効果を網羅的に調べる。もし、
上記誘導剤で PC12 細胞に小胞体ストレスが
惹起されない場合やニコチンの抑制効果が
見られない場合、thapsigargin の代わりに 
A23187 を使うなど、誘導剤を変えて実験を
行う。以上により、ニコチンが効く誘導剤と
効かない誘導剤のグループ分けをし、ニコチ
ンの作用点、標的蛋白質を探る。 
 
(2) unfolded protein の蓄積を、小胞体に
存在する蛋白質嚢胞性線維症の原因蛋白質
である CFTR (cystic fibrosis transmembrane 
conduntance regulator)の点変異体 CFTRΔ
508の蓄積で調べる（Xu, Y. et al. (2006) 
Functional genomic responses to cystic 
fibrosis transmembrane conductance 
regulator (CFTR) and CFTR(delta508) in the 
lung. J. Biol. Chem. 281, 11279-11291）。
また、unfolded protein の蓄積との相関を、
unfolded protein 依存型 caspase-12 の活性
化、unfolded protein の小胞体からの排出
に関わる p97/VCP （Kobayashi, T.  et al. 

(2002) Functional ATPase activity of 
p97/valosin-containing protein (VCP) is 
required for the quality control of 
endoplasmic reticulum in neuronally 
differentiated mammalian PC12 cells. J. 
Biol. Chem. 277, 47358-47365）の活性、
ubiquitin-proteasome 系の活性等を指標に
調べる。上記１の過程で明らかになったニコ
チン標的蛋白質候補を検索し、siRNA による
knock-down 法によりニコチン作用が欠如す
るかを調べ、標的蛋白質を同定する。その蛋
白質の抗体を作成し、免疫染色にて、細胞内
局在を調べる。さらに、標的蛋白質と結合す
る蛋白質を免疫沈降法で検索し、部分アミノ
酸配列を決定する。それら配列に対応する部
分 cDNA をプローブとして、マウスまたはラ
ット脳等の cDNA ライブラリーより全長 
cDNA を得て、全長の塩基配列とコードする
アミノ酸配列を決定する。新規小胞体局在蛋
白質であれば、データベース検索から、相同
性の高い蛋白質群を調べ、ドメイン構造を明
らかにする。また、小胞体局在シグナル、結
合ドメインにも注目する。また、新規小胞体
局在蛋白質であれは、各組織発現解析を行い、
遺伝子解析から knock-out マウスを作製し、
その表現型を解析する。 
 
(3) ニコチンで誘導され、GRP78 の発現上昇
を抑制するシグナル伝達経路を、種々の
antagonist や阻害剤を用いて解析する。ニ
コチン性 acetylcholine 受容体 (nAChR) 
のサブタイプを種々の antagonist を用いて
調べ、さらに L型電位依存性カルシウムチャ
ネル（L-VSCC）の関与をその antagonist を
用いて調べる。また、細胞内カルシウム濃度
の測定を行う。さらに、下流の経路として、
CaM kinase や PI3-Kinase/Akt 経路の関与を
特異的阻害剤を用いて調べる。こうして明ら
かになったニコチン由来のシグナル伝達機
構の下流のシグナル伝達蛋白質候補と、上記
２のニコチン標的蛋白質との結合を免疫沈
降法等で調べる。それらが酵素と基質の関係
なら、試験管内で活性を確認する。 
 
(4) ニコチン標的蛋白質に対する結合蛋白
質を免疫沈降法、アミノ酸配列解析や cDNA 
cloning で同定するが、その蛋白質のドメイ
ン構造から、doninant-negative 変異蛋白質
や構造類縁物質等ニコチン標的蛋白質に対
する阻害剤をデザインする。また、ニコチン
性 acetylcholine 受容体 (nAChR) やその
下流のシグナル伝達蛋白質の agonistや活性
化剤を検索する。それらの活性官能基を、構
造類縁体作成等により同定する。そして、生
体内での安定性、生体への効果、副作用の有
無を調べて、不都合であれば、より良い構造
類縁体を作成する。以上から、ニコチン以外



 

 

の神経変性疾患予防治療薬の開発の手がか
りを得る。一方、NGFは、小胞体内分子シャ
ペロンである GRP78 を上昇発現誘導し、増
加した GRP78が unfolded protein を
refolding することにより、小胞体ストレス
を抑制することが明らかとなっているので、
ニコチンやニコチン以外の薬剤と NGFの作用
機構を詳細に比較すると共に、両者共存の相
加・相乗効果の有無を調べ、神経変性疾患予
防治療薬の開発の手がかりを得る。 
 
４．研究成果 
(1) ニコチンは小胞体ストレスの最初期段
階で、つまり小胞体ストレスセンサー蛋白質
の活性化以前の段階で、小胞体ストレスその
ものの発生を抑制することにより、小胞体ス
トレス誘導型アポトーシスを防御すること
を見出した。細胞内シグナルの解析により、
ツニカマイシン（Tm）誘導型アポトーシスの
ニコチンによる抑制時、ニコチンは、小胞体
シャペロン GRP78の発現上昇を濃度依存的に
抑制した。しかし、タプシガルギン（Tg）誘
導型アポトーシスにおいて、GRP78 発現上昇
のニコチンによる抑制は見られなかった。こ
のことから、ニコチンによる Tm 誘導型アポ
トーシス抑制には、GRP78 より上流の分子機
構が関与していることが示唆された。つまり、
Tm 誘導型アポトーシスを抑制するニコチン
は、早い段階で小胞体ストレス誘導型アポト
ーシスを抑制していることを示した。さらに、
小胞体特異的なアポトーシスであるかを解
析するために、小胞体特異的な caspase-12
の活性化の有無を調べた。その結果、GRP78
の結果同様、Tm による caspase-12 の活性化
をニコチンは抑制した。さらに、effector 
caspase である caspase-3 においても、ニコ
チンが Tm による活性化を抑制した。一方、
GRP78 の発現上昇の上流には、センサー蛋白
質である IRE1(α、β)、ATF6 (α、β)、PERK
の 3種の小胞体膜貫通型蛋白質の活性化が存
在する。まず第 1 に、IRE1-XBP1 経路に関し
て、ニコチンは、Tm で誘導される XBP1 のス
プライシングを抑制したが、Tgで誘導される
スプライシングは抑制しなかった。第 2 に、
ATF6経路の ATF6 切断においても、Tmよって
誘導される切断だけをニコチンは抑制した。
さらに、PERK-eIF2α-CHOP経路に関して同様
に、ニコチンによって、Tmで誘導される CHOP
の発現上昇のみ抑制がみられた。以上から、
ニコチンは、誘導剤特異的に、小胞体ストレ
スを最上流で抑制することが示された。一方、
NGF は、小胞体ストレスに対する応答機構は
抑制できず、むしろ小胞体シャペロン GRP78
の発現を加速上昇させ、生じた GRP78 が折り
畳み不良蛋白質を refolding することによっ
て、小胞体ストレスを軽減させることがわか
った。以上のことから、ニコチンと NGF は、

神経細胞における小胞体ストレスを抑制・防
御する機構が異なることが判明した。 
 
(2) さらに、ニコチンによるシグナル伝達経
路の解明のため、ニコチンの受容体である、
ニコチン性アセチルコリン受容体（nAChR）
やムスカリン性アセチルコリン受容体や
L-VSCC（L 型電位依存性カルシウムチャネル）
の関与を解析した。α-bungarotoxin (α7 型
nAChR antagonist)、d-tubocuravine  (非特
異 的 nAChR antagonist) 、 nifedipine 、
diltiazem (L-VSCC antagonist)、calbachol 
(ニコチン性アセチルコリン受容体、ムスカ
リン性アセチルコリン受容体の agonist)、
muscarine（ムスカリン性アセチルコリン受
容体の agonist）などを用いて解析を行った。
その結果、ニコチンによる、Tm 誘導型小胞体
ストレスの抑制作用は、α7nAChR と L-VSCC
経路が関与していることが示された。 
 
(3) NGF による小胞体ストレス軽減・防御作
用において、小胞体シャペロン GRP78 の発現
を加速上昇させる機構を詳細に解析した。
GRP78 遺伝子のプロモーターの欠失変異体解
析から、ERSE1-3 配列が小胞体ストレス応答
のみならず、NGF 応答に関わっていることが
判明した。 ERSE 内の NF-Y 結合配列と
ATF6/XBPI 結合配列の両方とスペーサー配列
が NGF応答に重要であることも分かった。 
 
(4) NGF、ニコチン以外に、細胞内 cAMP レベ
ルを上昇させるフォルスコリンが小胞体ス
トレスを防御することを明らかにした。その
機構は、NGF の様に GRP78 の発現を加速上昇
させるのではなく、ニコチンの様に GRP78 の
発現を抑制するものであった。以上のことか
ら、フォルスコリンによる神経細胞における
小胞体ストレス抑制・防御機構が、NGF によ
る機構とは全く異なり、ニコチンと同様に小
胞体ストレスの最初期段階で小胞体ストレ
スの発生を抑制することが判明した。従って、
２者または３者の作用を共存させれば、相
加・相乗効果が出ることが示唆された。 
 
(5) 以上から、NGF とニコチン、フォルスコ
リンが、異なる作用機構で、神経系の小胞体
ストレスを防御することを明らかにした。２
者または３者共存の相加・相乗効果が示唆さ
れ、神経変性疾患予防治療薬の開発の手がか
りを得ることが出来た。 
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