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研究成果の概要（和文）：本研究によってグリア細胞におけるカルノシン酸による NGF遺伝子
発現の増強が、酸化ストレス応答性の転写因子であるNrf2によって直接的に制御されること、
また、カルノシン酸が炎症性サイトカインである IL-1β と協調して NGF の発現を誘導するこ
とが明らかとなった。NGF は神経栄養因子として働くほか、炎症性サイトカインとして機能
することから、Nrf2の活性化は NGFの発現制御を介して神経細胞や免疫細胞の制御に関わる
ことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：In this study, our data revealed that the oxidative stress-inducible 
transcription factor Nrf2 mediates carnosic acid-inducible NGF gene expression directly in 
glial cells. We also found that carnosic acid and IL-1β cooperatively enhances NGF gene 
expression. Since NGF functions as a neurotrophic factor and inflammatory cytokine, these 
results indicate that Nrf2 may regulate neural or immune cell function through NGF gene 
regulation. 
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１．研究開始当初の背景 
NF-E2 related factor 2 (Nrf2)は酸化ストレ
ス応答性の転写因子であり、酸化ストレス応
答や外来異物の代謝に関わっている（図１）。
Nrf2は無刺激時には Keap1と呼ばれるタン
パク質と結合することにより常にユビキチ
ン化され、プロテアソーム経路で分解されて
いる。酸化ストレスや親電子性物質による刺
激を受けると Nrf2 は Keap1 から解放され、

安定化し、核へ移行する。核移行した Nrf2
は小 Maf と呼ばれるタンパク質とヘテロ二
量体を形成し、標的遺伝子の転写制御領域に
存在する Antioxidant responsive element 
（ARE）と呼ばれるエンハンサー配列に結合
し、その転写を活性化させる。近年の解析に
より、Nrf2は酸化ストレス応答や異物代謝の
ほかに免疫応答を含む様々な生体応答に関
わっていることが明らかとなっている。以前、
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小坂らはローズマリーに含まれるジテルペ
ノイドであるカルノシン酸が T98Gグリオー
マ細胞において NGF を誘導することを見出
した。一方、佐藤らはカルノシン酸が Nrf2
の誘導剤として働くことを神経細胞におい
て確認していた。そこで、我々はカルノシン
酸によるNGF誘導におけるNrf2の関わりに
ついて検討した。その結果、カルノシン酸に
よるNGF誘導においてNrf2が関わっている
可能性が示唆されたが、その詳細なメカニズ
ムは不明のままであった。また、NGF は神
経栄養因子として働くことがよく知られて
いるが、炎症性サイトカインとしても働き、
炎症性サイトカインの誘導に関わっている
ことが明らかとなっている。しかしながらこ
の応答において Nrf2 がどう関わっているか
は不明であった。 

 
２．研究の目的 
本研究の目的は、NGF 遺伝子発現における
Nrf2 の機能とその詳細なメカニズムを解明
することにより、NGF 遺伝子発現制御にお
けるNrf2の役割を明らかにすること。また、
NGFの発現を介したNrf2の免疫系への影響
も解明することを目的とする。NGF は神経
栄養因子として機能するほか、炎症性サイト
カインとして機能し、TNFαとともにサイト
カインネットワークを形成することが示唆
されている。これまでの研究により、NGF
遺伝子の発現に Nrf2 が関わっていることを
示唆させるデータが得られてきた。NGF 遺
伝子の発現制御において重要な役割を果た
すと考えられる Nrf2 は抗酸化能・薬物代謝
の制御因子として認識されてきたが、免疫制
御にも関わることが示唆されている。しかし
ながらその制御機構は今まで不明であった。
そこで、仮説として Nrf2が NGF遺伝子発現
を制御することにより免疫応答性制御して
いるということが考えられる。免疫応答にお
けるNrf2を介したNGFの誘導メカニズムが
明らかとなれば、サイトカインネットワーク
における炎症反応メカニズムの一端が明ら
かとなり、Nrf2経路を利用した。炎症性疾患
に対する新たな予防法、治療法の開発にもつ

ながることも考えられる。また，先に述べた
ように Nrf2 は本来，酸化ストレス応答系の
転写因子であることから、免疫応答と酸化ス
トレスとの関連性も明らかになると思われ
る。さらに、NGF はアルツハイマー病など
の神経変性疾患への治療法として考えられ
ていることから、Nrf2による NGF誘導機構
の解明は神経変性疾患治療法の開発という
点においても注目されると思われる。 
 
３．研究の方法 
本研究ではカルノシン酸による NGF誘導の
メカニズムの解明のために以下の方法をも
ちいた。 
（１）T98Gグリオーマ細胞においてカルノ
シン酸による NGF遺伝子発現の上昇が転写
の上昇によるものか、mRNAの安定化による
ものか、mRNA合成阻害剤であるアクチノマ
イシン Dを用いて検討した。また、カルノシ
ン酸による NGF遺伝子発現誘導の経時的な
変化、カルノシン酸の濃度依存性について検
討した。また、U373MGアストロサイトー
マ、ヒト正常アストロサイトにおいても同様
の解析を行う。 
（２）T98Gグリオーマ細胞においてカルノ
シン酸が Nrf2を活性化するかどうか、核抽
出物のイムノブロットおよび、免疫化学染色
によって検討した。また、典型的な Nrf2の
標的遺伝子である HO-1や TXNRD1のカル
ノシン酸による誘導についても検討した。 
（３）T98Gグリオーマ細胞においてカルノ
シン酸によるNGF誘導におけるNrf2の必要
性を確認するために、siRNAによる Nrf2の
ノックダウンを行い、その効果を検証した。 
（４）T98Gグリオーマ細胞において Nrf2
の阻害因子である Keap1のノックダウンを
行い、カルノシン非存在下での NGFの発現
について検証した。 
（５）T98G細胞においてカルノシン酸によ
るNGFの誘導においてNrf2のドミナントネ
ガティブ変異体の効果について検討した。 
（６）T98G細胞において NGF遺伝子発現
におけるカルノシン酸と炎症性サイトカイ
ン IL-1β、TNFα、あるいはホルボールエス
テルである TPAとの協調作用について検討
した。 
（７）ヒト NGF遺伝子上の Nrf2応答配列を
抽出し、レポーター解析あるいは、ChIP解
析によりその機能を検証した。 
（８）RAW264.7細胞あるいは THP1細胞を
用いてカルノシン酸による NGF誘導能につ
いて検討した。 
（９）ラジカル除去剤であるエダラボンとカ
ルノシン酸の NGF誘導における協調作用に
ついて検討した。 
	
 
４．研究成果	
 



（１）T98G 細胞を用いてカルノシン酸によ
る NGF 遺伝子発現誘導のプロファイルを
RT-qPCRで解析したところ、50	
 µMのカル
ノシン酸で強く誘導され、誘導のピークは
24hであった。また、アクチノマイシン D前
処理により、NGF mRNAの安定性を見てみ
たところ、カルノシン酸は NGF mRNAの安
定性には影響を与えていないことから、カル
ノシン酸によるNGF mRNAの誘導は転写の
段階で制御されていることが示唆された。カ
ルノシン酸による NGF の誘導は T98G 細胞
だけでなく、U373MGアストロサイトーマ、
ヒト正常アストロサイトにおいても確認さ
れたことから、グリア細胞一般的なことであ
ると推定された。 
（２）T98G 細胞においてカルノシン酸が
Nrf2経路を活性化するかどうか確認した。そ
の結果、50 mM カルノシン酸処理 6 時間に
おいて、Nrf2タンパク質の核蓄積がみられる
ことがイムノブロット、免疫化学染色によっ
て明らかとなった。また、カルノシン酸処理
によって Nrf2 の典型的な標的遺伝子である
Heme oxygenase-1 (HO-1)、 Thioredoxin 
reducatase 1 (TXNRD1)などの発現誘導も
見られた。これらのことから、T98G 細胞に
おいてはカルノシン酸処理によって Nrf2 経
路が活性化していることが明らかとなった。 
（３）カルノシン酸による NGF の誘導にお
けるNrf2の必要性を探るためにNrf2に対す
る siRNAによるノックダウンを行った。Nrf2
のノックダウンの効果はイムノブロット、あ
るいは典型的な Nrf2 の標的遺伝子である
HO-1、 TXNRD1の発現により確認された。
一方、Nrf2ノックダウンを行った細胞におい
てはカルノシン酸による NGF 誘導が顕著に
減少することが確認された。また、構成的な
NGF遺伝子の発現もNrf2のノックダウンに
より減少したことから、Nrf2はカルノシン酸
により活性化された時のみではなく、NGF
遺伝子の構成的な発現においても機能して
いることが示唆された。 
（４）Nrf2はその阻害因子である Keap1に
よって無刺激時においては負に制御されて
いる。そのため、Keap1のノックダウンは刺
激無しで Nrf2 の活性化を引き起こす。そこ
で、カルノシン酸による NGFの誘導は Nrf2
単独で起こるかどうか検討するために、
siRNAによるKeap1のノックダウンを行い、
NGF 遺伝子発現に対する影響を観測した。
その結果、Keap1のノックダウンによりカル
ノシン酸を加えること無しに Nrf2 の活性化
がみられ、NGF の発現も上昇することが確
認された。さらに、Keap1 siRNA と Nrf2 
siRNA をコトランスフェクションすること
によりダブルノックダウンを行ったところ、
Keap1単独ノックダウンによる NGFの誘導
が減じたことから、Nrf2の活性化は NGF遺

伝子発現誘導において十分であることが明
らかとなった。 
（５）カルノシン酸による NGF 誘導におい
て Nrf2 がどのように関わっているか検討す
る為にカルノシン酸による NGF 誘導におけ
る Nrf2 のドミナントネガティブ変異体の効
果を検討した。その結果、Nrf2ドミナントネ
ガティブ変異体の強制発現により、カルノシ
ン酸によるHO-1の誘導は減弱されたものの、
NGF の誘導は影響を受けなかった。このこ
とはNrf2によるNGF遺伝子発現制御様式は
通常の Nrf2 による遺伝子発現制御機構とは
異なることを示唆している。 
（６）これまで、IL-1βや TNFαのような炎
症性サイトカイン、あるいはホルボールエス
テルであるTPAなどがNGF遺伝子発現を増
強することが知られている。これらの刺激と
カルノシン酸が協調的に NGF 遺伝子発現を
増強するかどうか検討した。その結果、TNFa
と TPA はカルノシン酸と相加的に働き、
NGF遺伝子発現を増強したが、IL-1βはカル
ノシン酸と相乗的に働き、強く NGF を誘導
することが判明した。このことは IL-1β刺激
による NGF 誘導経路とカルノシン酸による
NGF誘導経路、すなわち Nrf2経路との間に
機能的なクロストークが存在することが示
唆される。 
以上、（１）から（６）の内容については酸
化ストレス学会、The 12th meeting of 
Hirosaki International Forum of Medical 
Science において発表を行い、Journal of 
Biochemistryに投稿した。 
（７）酸化ストレスなどで活性化された Nrf2
は小 Maf タンパク質とヘテロ二量体を形成
し、標的遺伝子の転写制御領域に存在する
ARE と呼ばれる応答配列へ結合することに
より遺伝子発現を増強する。ヒト NGF 遺伝
子上の ARE 配列を同定するために、ヒト
NGF 遺伝子の 5'上流領域 16 kbまでの部分
をルシフェラーゼレポーター遺伝子につな
いだレポーターコンストラクトを用いてカ
ルノシン酸あるいは Nrf2 に対する応答性を
検討した。その結果、この-16 kbまでの領域
においては Nrf2 の応答性が見られないこと
分かった。そこで、ゲノム情報のデータベー
スである UCSC Genome Browser上で公開
されているヒト NGF 遺伝子上のヒストン
H3の K27のアセチル化が強く起こっている
領域を中心に塩基配列上の ARE 配列を抽出
し、他の哺乳動物の NGF 遺伝子の DNA 塩
基配列と比較することにより NGF 遺伝子上
の Nrf2 応答領域の候補を抽出した。その結
果、-88 kb上流の領域に存在する ARE配列
を候補の一つとして抽出された。この領域を
ルシフェラーゼ遺伝子の上流に導入したレ
ポーター遺伝子は Nrf2 の強制発現により強
く活性化されたことから、この領域が Nrf2



を介した NGF 遺伝子発現に必要であると考
えられた。また、クロマチン免疫沈降法（ChIP
法）においてもカルノシン酸処理によりこの
領域に Nrf2 が蓄積することが判明した。以
上のことから、カルノシン酸は NGF 遺伝子
の-88 kb上流に存在するAREを介してNGF
遺伝子の転写を活性化することが示唆され
た。 
（１）から（６）の内容に（７）の結果を加
えて分子生物学会年会において発表を行っ
た。 
（８）免疫系細胞でのカルノシン酸による
NGF 誘導能を検証するために、マクロファ
ージ系の培養細胞である RAW264.7 細胞あ
るいは THP1 細胞をカルノシン酸で刺激し、
NGF 誘導能について調べた。その結果、こ
れらの細胞系ではグリオーマとは異なり、カ
ルノシン酸による NGF の誘導を見ることが
できなかった。この原因についてはまだ不明
のままである。 
（９）以前の研究から、ラジカル除去剤であ
るエダラボンが NGF を誘導することが吉田
らによって見出されていた。そこで、カルノ
シン酸とエダラボンが協調的に NGF の誘導
を行うかどうか検討した。その結果、
U373MG アストロサイトーマにおいて、エ
ダラボンとカルノシン酸が協調的に NGF 遺
伝子発現を増強することが見出された。また、
このNGF遺伝子発現増強はNrf2に依存する
ことが判明した。 
（９）の内容については Neuroscience 
Researchに投稿した。 
 

以上のことから、カルノシン酸による NGF
遺伝子の発現誘導において Nrf2 が深く関わ
っていることが明らかとなった（図２）。NGF
は神経栄養因子として機能する他、炎症性サ
イトカインとしても機能し、神経細胞や免疫
細胞の機能を制御すると考えられている。こ
のことから、Nrf2経路の活性化は NGFの誘
導を介して神経細胞の生存や増殖の他、免疫
応答に影響を与えることが示唆された。また、
Nrf2 が酸化ストレスによって誘導されるこ

とから、酸化ストレスが、NGF の産生に影
響を与えることが考えられる。また、Nrf2
はスルフォラファンやイソチオシアネート
のような親電子性物質により、容易に活性化
できることから、今回得られた結果により、
新規な神経変性疾患や免疫疾患に対する予
防法や治療法の開発に繋がると考えられる。	
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