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研究成果の概要（和文）：生体内防御機構である Nrf2-ARE経路は抗酸化酵素を誘導することで

酸 化 ス ト レ ス を 抑 制 す る 。 青 ジ ソ 由 来 Nrf2-ARE 経 路 活 性 化 物 質

2',3'-dihydroxy-4',6'-dimethoxychalcone (DDC)は、中脳初代培養細胞においてアストロサイ

トで抗酸化酵素を誘導した。DDC はドパミンニューロンでは抗酸化酵素を誘導しなかったが、

ドパミンニューロンはアストロサイトから抗酸化物質の供給を受けることで酸化ストレスから

の抵抗性を獲得した。 

研究成果の概要（英文）：The Nrf2-ARE pathway is a cellular defense system against 

oxidative stress. Activation of this pathway increases expression of antioxidant enzymes. In 

mesencephalic cultures, 2′,3′-dihydroxy-4′,6′-dimethoxychalcone (DDC), a green 

perilla-derived activator of the pathway, elevated expression of antioxidant enzymes in 

astrocytes. Although DDC failed to induce the expression of antioxidant enzymes in 

dopaminergic neurons, dopaminergic neurons gained resistance to oxidative stress by 

receiving the supply of antioxidants from astrocytes. 
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１．研究開始当初の背景 
 パーキンソン病は中脳黒質ドパミンニュ
ーロンの選択的脱落を特徴とする神経変性
疾患である。酸化ストレスはパーキンソン病
の病態と密接に関わっており、酸化ストレス
の防御は有望な治療法として期待される。酸
化ストレスに対する生体応答において重要
な機能を担っているのが、Nuclear erythroid 
2 p45-related factor 2 (Nrf2)- antioxidant 
response element (ARE)経路である。細胞が
酸化ストレスにさらされると、通常細胞質に
留められている転写因子 Nrf2が核へ移行し、
抗酸化応答配列(ARE)に結合して抗酸化遺伝
子の発現を誘導する。近年、パーキンソン病

剖検脳において残存するドパミンニューロ
ンで Nrf2 の核内移行が起こっているという
報告がなされており(J. Neuropathol. Exp. 
Neurol. 66:75-85, 2007)、その病態形成に
おける Nrf2-ARE経路の関与が示唆される。 
 
２．研究の目的 

Nrf2-ARE 経路活性化による神経保護作用
を追求した過去の研究では、in vivo におい
てアストロサイトに Nrf2 を過剰発現させる
ことで MPTP や 6-hydroxydopamine 誘発パー
キンソン病モデル動物に対する有効性が報
告されている (Brain Res. 1144:192-201, 
2007; Proc Natl Acad Sci U S A. 106:2933-8, 
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2009)。本研究では、Nrf2-ARE 経路の活性化
物質がニューロン―グリア混合培養系であ
る中脳初代培養細胞においてどのようなメ
カニズムでドパミン神経保護作用を示すの
かを明らかにすることで Nrf2-ARE 経路の活
性化によるパーキンソン病の薬物治療法確
立のための基礎的知見を提供することを目
指した。 
 
３．研究の方法 

胎生 16日齢のラット胎仔から中脳腹側部
を単離し、中脳初代培養細胞を作製した。抗
チロシンヒドロキシラーゼ抗体を用いた免
疫染色によりドパミンニューロンを同定し
計数することで、その生存率を算出した。一
部の実験では、ラット副腎髄質褐色細胞腫由
来 PC12細胞を用いた。その生存率の評価に
は MTTアッセイおよび LDH放出アッセイを用
いた。 
 
４．研究成果 
（１）我々は以前に、青ジソのジエチルエー
テル抽出物から Nrf2-ARE 経路活性化成分と
し て 2',3'-dihydroxy-4',6'-dimethoxy 
chalcone (DDC)を単離・同定した。PC12細胞
に DDC を処置するとγ-glutamylcysteine 
synthetase ( γ -GCS) 、 NAD(P)H:quinone 
oxidoreductase-1 (NQO1)や hemeoxygenase-1 
(HO-1）の発現量および細胞内グルタチオン
量が上昇した。Nrf2-ARE経路の活性化にはキ
ナーゼによるリン酸化が重要な役割を果た
している。DDCにより p38 MAPK および Aktの
リン酸化が惹起され、 p38 MAPK および
PI3K-Akt経路の阻害は DDCによる ARE活性化
を相加的に抑制した。DDC の処置により増大
したγ-GCSおよび NQO1は p38 MAPK経路の阻
害により抑制されたが、HO-1 の増大は p38 
MAPK および PI3K-Akt の両経路の阻害によっ
てのみ抑制された。DDC を前処置することで
6-hydroxydopamine (6-OHDA)による細胞死は
抑制されたが、この細胞保護作用は p38 MAPK
経路の阻害により抑制された。以上の結果よ
り、PC12細胞における DDC による細胞保護作
用には、γ-GCSおよび NQO1の関与が大きく、
HO-1の関与は小さいことが示唆された。 
（２）一方、中脳初代培養細胞への DDCの処
置により、HO-1の発現量が上昇したが、細胞
内グルタチオン量に変化はなかった。HO-1発
現量の増加は、主にアストロサイト、一部は
ミクログリアにおいて観察され、ドパミンニ
ューロンを含めニューロンでの発現はほと
んどなかった。6-OHDAによる中脳由来ドパミ
ンニューロン死は DDCの前処置により抑制さ
れ、それは HO-1 阻害薬により消失した。以
上の結果より、中脳初代培養細胞における
DDC によるドパミンニューロン保護作用に、
アストロサイトで発現増大した HO-1 の寄与

が大きいことが示唆された。 
本研究により、我々が青ジソより同定した

DDC は Nrf2-ARE 経路活性化物質としてドパ
ミンニューロン保護に有用であることが明
らかとなり、その保護作用メカニズムに関し
ては PC12 細胞とは異なる抗酸化酵素が関与
することが示唆された。ニューロン―グリア
混合培養系である中脳初代培養細胞におい
て、通常条件では、アストロサイトで優先的
に Nrf2-ARE 経路が活性化し、抗酸化物質を
遊離するためドパミンニューロンでの
Nrf2-ARE 経路活性化は必要ではなかったと
考えられる。したがって、パーキンソン病剖
検脳で観察されたドパミンニューロンにお
ける Nrf2 の核内移行は、アストロサイトに
よる補償機構が失われた病的な環境を反映
しているものと考えられる。 
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