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研究成果の概要（和文）： 

幾つかの神経疾患，例えば，パーキンソン病，虚血性脳疾患では，酸化的ストレスが引き金

となって脳神経細胞のアポトーシスが誘導されて発症する機構が提唱されている。培養グリア

(ラットグリオーマ)細胞にグルタミン酸を添加することで細胞内グルタチオン（GSH）を枯渇さ

せ細胞死を誘導する。C6 ラットグリオーマ神経系細胞を用いた本研究の実験系では，グルタミ

ン酸によって起こる酸化的ストレス誘導細胞死でプロテインキナーゼＣの機能を分子レベルで

調べそのサブタイプ種，さらにこの細胞死誘導に関与するタンパク性因子をディファレンシャ

ル二次元電気泳動法により検討した。プロテインキナーゼＣのサブタイプである分子量 75,000

の δ が 関 与 し て い た 。 数 倍 量 に 誘 導 発 現 さ れ る Glucose regulated protein-78 

(GRP-78),Galectin-1, および Annexin A5 が関与していることが明らかになった。 

 

研究成果の概要（英文）： 

We have reported that glutamate exerts cytotoxic action through inhibition of cystine uptake, which 

leads to a marked decrease in cellular glutathione (GSH) levels exposing the cells to oxidative stresses 

leading to cell death. This cell death seemed to be apoptosis accompanying with 1–2Mbp giant DNA 

fragmentation led to internucleosomal DNA fragmentation. We expand on recent studies of intracellular 

proteins by examining the cell death regulating proteins or factors by using two-dimensional differential 

in-gel electrophoresis (2D-DIGE) in the intracellular peptides from cell extracts of C6 rat glioma cells. 

We identified a protein kinase C-as one of protein kinases involved in the glutamate-induced cell 

death, and furthermore, identified 3 peptides derived from 10 proteins with LC-MS/MS in the 

glutamate-treated cells. Three peptides such as 78-kDa glucose-regulated protein (GRP78), annexin -A5 

and galectin-1 were increased in glutamate -treated glioma cells. 
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１．研究開始当初の背景 

幾つかの神経疾患，例えば，パーキンソン

病，虚血性脳疾患では，酸化的ストレスが引

き金となって脳神経細胞のアポトーシスが

誘導されて発症する機構が提唱されている。

脳梗塞では酸素供給の障害と二次的細胞障

害が一体として進行するので酸化ストレス

の脳梗塞病態での役割とその制御による臨

床治療の可能性がきわめて重要である。脳梗

塞のような虚血脳における活性酸素種の中

で発生頻度が高いのは superoxide と NO であ

り, superoxide から派生する ONOO- や OH ラ

ジカルは特に反応性（毒性）が強いとされて

いる。このような活性酸素種による損傷によ

って脳細胞は，エネルギー代謝障害に陥りは

じめ、やがて機能的障害を生じながら生存シ

グナルと死シグナルとのバランスの中で不

可逆性の細胞死に陥ってしまうと考えられ

ている。この間，細胞内では発生した活性酸

素，酸素フリーラジカルによりミトコンドリ

ア・ストレスと滑面小胞体ストレス，プロテ

アソーム・ストレスという 3 つの酸化ストレ

スに曝されながら,しだいに細胞死の方向に

向かって進んでいくことになる。神経系細胞

を用いた本研究の実験系では，グルタミン酸

によって起こる酸化的ストレスで，いわゆる

細胞内グルタチオン(GSH)の枯渇で，または

外因性の活性酸素による神経細胞死誘導下

で，細胞膜で起こるアラキドン酸代謝を介し

た脂質過酸化反応の機構では、いずれも抗酸

化剤で抑制されることから活性酸素介在の

可能性が示唆されており、細胞内活性酸素種

に基づく細胞死と考えられている。 

 

２．研究の目的 

様々な原因で誘導されるアポトーシスの過

程において caspase により直接プロテインキ

ナーゼＣが切断され，活性部位断片が細胞内

に蓄積することが報告されている。特に酸素

フリーラジカルによるアポトーシスの際に

活性化されるプロテインキナーゼの中でそ

のタイプはまだ同定されていない。また，例

えば，神経系細胞を用いた本研究の実験系で

は，グルタミン酸によって起こる酸化的スト

レス誘導細胞死でプロテインキナーゼの機

能を分子レベルで解明する為に基質タンパ

クの同定が重要である。即ち，プロテインキ

ナーゼＣ は caspase の下流で活性化し細胞

死の進行を促進している。このとき caspase

の活性化そのものも抑制されるので，プロテ

インキナーゼＣは caspase の上流においても

アポトーシスの進行を制御している可能性

が示唆されている。プロテインキナーゼＣは

細胞の生と死を分けるスイッチの可能性が

ある。それ故，プロテインキナーゼＣをはじ

め，プロテインキナーゼによりリン酸化を受

ける特定タンパク質因子の探索，およびその

因子の同定を目的とした。 

 

３．研究の方法 

培養グリア(ラットグリオーマ)細胞にグ

ルタミン酸を添加することで細胞内グルタ

チオン（GSH）を枯渇させ細胞死を誘導する。

GSH 枯渇により細胞内に発生しかつ蓄積する

活性酸素種とその活性酸素代謝関連酵素の

動態を調べる。次に，グルタミン酸による細

胞死誘導で，シグナルに関与するプロテイン

キナーゼ C（PKC）の活性化とそのサブタイプ

を明らかにし，その其質となるリン酸化タン

パク質を二次元電気泳動法を用いたプロテ

オミクス解析により同定する。次にそのリン

酸化タンパク質の cDNA クローニングをし，

リン酸化タンパク質遺伝子欠損マウスの作

製に取り掛かる。作製した遺伝子欠損ホモマ

ウスを用い，外的酸化ストレスを与え，脳組

織における病理学的変化(神経性疾患)を観

察する。更に，遺伝子欠損ホモマウス胎児神

経系組織より primary culture 細胞を調製し，

in vitro でグルタミン酸及び様式の異なる

酸化ストレスを掛け細胞死を誘導し，脂質過

酸化および染色体 DNA 損傷を引き起こす条

件下での個々の細胞死シグナル因子の動態

を調べる， 

 

４．研究成果 

培養グリア(ラットグリオーマ)細胞を用い，

グルタミン酸により細胞死を誘導させ，その

際に発現・関与するプロテインキナーゼＣ

(PKC)をはじめ，プロテインキナーゼにより

リン酸化を受ける特定タンパク性因子の探

索を目的として細胞内 PKC活性の動向を検討

した。PKC のサブタイプである PKC-δが特異

的に関与していることが明らかになった。 

さらに，蛍光色素を用いたディファレンシャ



ル二次元電気泳動法により，数倍量に誘導発

現される幾つかのタンパク質の存在が明ら

かとなった。それらは，LC-MS/MS により分

離同定した結果，Glucose regulated protein 

-78 (GRP-78),Galectin-1, および Annexin 

A5 であることが明らかになった。それらの

タンパク性因子の細胞内動態をさらに検討

している。 
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