
科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１４３０１

基盤研究(B)（一般）

2015～2012

神経保護・再生機能を有する生体内低分子量化合物による脳防御機構の解明

Elucidation of brain protective mechanisms by low molecular endogenous substances 
with neuroprotective and neuroregenerative effects

８０１３５５５８研究者番号：

赤池　昭紀（Akaike, Akinori）

京都大学・薬学研究科（研究院）・教授

研究期間：

２４３９０１３９

平成 年 月 日現在２８   ６   ７

円    13,800,000

研究成果の概要（和文）：セロフェンド酸は虚血性心筋障害に対して保護作用を発現し、その保護作用メカニズムとし
て虚血－再灌流により惹起されるミトコンドリア膜電位の低下を抑制することが重要であることが示唆された。ドネペ
ジルの神経保護作用にはGSK-3βの活性調節が関与し、Tauのリン酸化を制御することでオカダ酸誘発神経細胞死を抑制
する可能性が示された。Aβの毒性コンホマーは酸化ストレスを誘導し、神経毒性発現に重要な役割を有することが示
唆された。

研究成果の概要（英文）：Serofendic acid protected cardiac myocytes against myocardial 
ischemia-reperfusion injury by preserving the functional integrity of mitochondria. Neuroprotective 
effect of donepezil was involved in the modulation of the activity of GSK-3β. Donepezil prevented 
okadaic acid-induced neuronal death by the inhibition of the phosphorylation of Tau. Aβ-mediated 
toxicity is caused by the turn that favors toxic oligomers, which increase generation of ROS.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
これまでに神経変性疾患に伴うニューロ
ン死を制御する機能分子の探索において諸
種タンパク群の解析を中心に多くの研究が
進められているが、低分子量の機能分子によ
る細胞障害の制御に関する研究はほとんど
進んでいない。本研究の検討課題で用いるセ
ロフェンド酸をはじめとするウシ胎仔血清
由来神経保護活性化合物の発見、およびニコ
チン性アセチルコリンの神経保護作用は世
界に先駆けて申請者が報告した(Kume et al. 
PNAS 99: 3288-3293, 2002, Akaike et al. 
Brain Res 644: 181-187, 1994)。また、アス
トロサイトを含むグリア細胞の活性化によ
り神経保護を達成しようという概念は古く
から存在するが、具体的な成果としてはほと
んど報告がない。本研究は、諸種ストレス環
境下において脳防御機構として機能し、ニュ
ーロンの生存・再生を促進する低分子量化合
物の解析を推進し、神経変性疾患の病態の解
明と治療法の探索を目的としている。 
 
２．研究の目的 
脳は身体の諸器官の中で最も脆弱な組織
であり、諸種難治性神経変性疾患および脳虚
血をはじめとする様々なストレスによるニ
ューロンの損傷に対する保護、修復メカニズ
ムを明らかにすることは、脳の機能維持の理
解のうえできわめて重要な課題である。本研
究では、これらの脳疾患の克服をめざし、生
体内に備わっている脳防御機構を活性化す
ることで中枢神経系の損傷を抑制し、中枢神
経機能を維持することを目的とする。その達
成に向けて、生体内低分子量化合物によるニ
ューロン保護・再生メカニズムを明らかにす
るとともに、グリア細胞での神経保護性タン
パク質の発現調節を介した脳防御機構の賦
活化の制御による神経保護を目指した研究
を行う。 
 
３．研究の方法 
本研究では、脳疾患の克服をめざし、生体
内に備わっている脳防御機構を活性化する
ことで中枢神経系の損傷を抑制し脳機能を
維持することを目的とし、生体内低分子量化
合物によるニューロン保護・再生メカニズム
を明らかにするとともに、グリア細胞での神
経保護性タンパク質の発現調節を介した脳
防御機構の賦活化の制御による神経保護を
目指した研究を行う。 
 
１）セロフェンド酸結合タンパクの同定  
セロフェンド酸が神経保護作用を発揮す
る際のターゲットとなる細胞内分子を探索
する。セロフェンド酸を磁性ビーズに結合さ
せ、結合するタンパク質を脳あるいは培養ニ
ューロン中から分離する。分離されたタンパ
ク質を精製・単離し、同定を目指す。その後、
精製したタンパクの体内発現分布の検討や
発現細胞種を同定し、初代培養細胞にラジカ

ルストレスを適用した際のその発現変化に
ついても検討する。 
 
２）セロフェンド酸の定量法の確立 
セロフェンド酸には紫外吸収がなく、これ
までマススペクトルにより半定量的な方法
で定量を行ってきたが、生体内分布の検討や
薬物動態的な観点においても定量法の確立
は不可欠である。これまでに、新たな検出器
として蒸発型光散乱検出器を導入し定量法
の確立を進めているが、生体試料からの定量
は困難な状況である。したがって、本年度は
生体試料からの定量を目指し、セロフェンド
酸の抽出方法を検討する。また、タンパクと
の非特異的結合も考えられるため除タンパ
ク法についても合わせて検討し、セロフェン
ド酸の定量法を確立する。 
 
３）胎仔組織由来生体内抗酸化機構賦活物質
の探索 
これまでに抗酸化応答配列（ARE）をレポ
ーター遺伝子（ルシフェラーゼ遺伝子）の上
流に結合させたプラスミドを安定発現した
PC12 細胞を作製し、ARE 活性を効率的に測定
できるスクリーニング系を確立している。こ
の系を用いて胎仔組織の有機溶媒抽出物の
ARE 活性化物質の探索を行う。 
 
４）神経突起伸長作用を有する低分子量化合
物の探索 
これまでに in vitro での黒質-線条体神経
投射の再構成を目指し中脳初代培養細胞を
用いて、新規神経突起伸長作用の評価系を構
築した(Wakita et al. J. Neurosci. Methods 
192: 83, 2010)。この評価系を用いて胎仔組
織の有機溶媒抽出物中の神経突起伸長作用
を有する低分子量化合物を探索する。 
 
５）グリア細胞におけるニコチン受容体の発
現とその機能の解析 
培養アストロサイトでは、ニコチン受容体
の発現が観察されているので、ニューロンの
受容体との機能面での比較を行うため、細胞
内カルシウム測定を行う。また、これまでに
培養ニューロンではニコチン受容体の長期
刺激によってニコチン受容体のアップレギ
ュレーションが引き起こされ、神経保護作用
の感受性が上昇することを明らかにしてい
るので、アストロサイトにおけるニコチン受
容体の長期刺激によるアップレギュレーシ
ョンについて検討を進める。 
 
４．研究成果 
＜セロフェンド酸の心筋保護作用＞ 
これまで脳神経におけるセロフェンド酸
の保護作用を報告してきたが、脳神経細胞と
同様に活性酸素の産生がその細胞死に重要
な役割を果たしている心筋細胞に対するセ
ロフェンド酸の作用を検討した。ラット左冠
動脈一過性閉塞モデルにおいて、セロフェン



ド酸を虚血前と再灌流前の2回静脈内投与し
たところ、梗塞巣体積を著明に減少した。そ
こでセロフェンド酸とジアゾキシドの心筋
虚血－再灌流障害に対する保護作用を比較
したところ、その保護作用は同程度であり、
両薬物の心筋保護作用は 5-HD の投与により
完全に消失した。また、セロフェンド酸は虚
血－再灌流による TMRE の蛍光強度の減少を
抑制した。以上の結果からセロフェンド酸は
in vivo において虚血性心筋障害に対して保
護作用を発現すること、更にその保護作用メ
カニズムとして mitoKATP チャネルの開口を
介して虚血－再灌流により惹起されるミト
コンドリア膜電位の低下を抑制することが
重要であることが示唆された。 
 
＜ニコチン受容体を介した神経保護作用
機序の解析＞ 
我々はこれまでに神経細胞におけるニコ
チン受容体刺激が神経細胞保護作用を示す
こと、また、アセチルコリンエステラーゼ阻
害薬であり、アルツハイマー病治療薬として
臨床応用されているドネペジルがニコチン
受容体を介して、グルタミン酸誘発神経細胞
死に対して保護作用を示すこと、その機序と
して PI3K-Akt 経路が関与することを報告し
てきた。そこで本研究ではドネペジルの神経
保護作用の詳細なメカニズムを解明するた
め、glycogen synthase kinase-3β (GSK-3
β)の活性へのドネペジルの影響を検討した。
ドネペジルは GSK-3βの 9 位のセリン残基の
リン酸化を亢進し、GSK-3βを不活性化した。
GSK-3β阻害薬はグルタミン酸神経毒性に対
して保護作用を示した。ドネペジルはグルタ
ミン酸により誘発される GSK-3βの 216 位の
チロシン残基のリン酸化を抑制し、その活性
を抑えた。これによりドネペジルの神経保護
作用には GSK-3βの活性調節が関与すること
が示唆された。 
続いて、ニコチン受容体の脳防御機構にお
ける役割を解明するために、ラット培養大脳
皮質ニューロンを用いて GSK-3βを介した神
経細胞死機序に関する検討を行った。GSK-3
βによるリン酸化が神経細胞死への関与が
示唆されているTauのリン酸化について注目
した。PP2A 阻害薬であるオカダ酸の投与によ
って大脳皮質ニューロンにおいてTauのリン
酸化が亢進した。また、オカダ酸投与により
神経細胞死が誘発された。ドネペジルはオカ
ダ酸により誘発される神経細胞死を抑制し
た。以上の結果より、ドネペジルは Tau のリ
ン酸化を制御することでオカダ酸誘発神経
細胞死を抑制する可能性が示された。 
更に Tauのリン酸化と神経細胞死の関連を
検討する目的で、まずグルタミン酸、Aβ誘
発神経細胞死の過程においてTauのリン酸化
が関与するか否かについて検討を行った。グ
ルタミン酸処置においてはTauのリン酸化の
顕著な亢進は観察されなかった。Aβ処置に
よっては、神経細胞死が誘発されず、また Tau

のリン酸化も検出されなかった。また、低酸
素処置、低温処置によって Tau のリン酸化が
亢進することが報告されているので、これら
の処置による培養大脳皮質ニューロンでの
Tau のリン酸化について検討を行った。低酸
素処置においては、Tau のリン酸化はむしろ
減少した。また、低温処置においては、Tau
のリン酸化の上昇傾向が観察された。今後、
低温処置によるTauのリン酸化上昇に対する
ドネペジルの作用を検討する予定である。 
 
＜Aβ神経毒性発現機序の解析＞ 
アルツハイマー病（AD）の病態形成に重要
である Aβ42は、様々な立体構造を有するこ
とが知られている。我々はこれまでに、Aβ
42 の 22-23 位においてターン構造を有する
「毒性コンホマー」を同定した。さらに毒性
コンホマーが AD 患者の剖検脳においてその
存在が確認され、AD の病態に関与する可能性
が示唆されている。本年度は、Aβ42 誘発神
経毒性における、毒性コンホマーと酸化スト
レスの関係について検討した。ターン構造を
取りやすい E22P-Aβ42 は、Wt-Aβ42 と比較
して細胞内ラジカルレベルの上昇を示した
のに対した。ラジカル除去薬である trolox
は、Wt-Aβ42 ならびに E22P-Aβ42 誘発神経
毒性を抑制した。以上により、Aβ42 の毒性
コンホマーは酸化ストレスを誘導し、神経毒
性発現に重要な役割を有することが示唆さ
れた。 
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