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研究成果の概要（和文）：細胞障害性の高いスパーオキシドを消去する3種のディスムターゼのうち，細胞外で
機能するEC-SODの活性は，中枢においてアストロサイトで顕著である。アストロサイトのEC-SODに及ぼす各種の
刺激を検索したところ，3つの興味深い結果を得た。脳浮腫のモデルとして，培養液を水希釈するとEC-SOD活性
が上昇した。また，exendin-4 (GLP1 agonist)の添加によりEC-SOD発現が上昇した。一方，プリオンペプチド
（PrPc106-126）を添加するとEC-SOD活性が約1/10に減少した。これらの結果は酸化的ストレスに起因する各種
中枢疾患克服にアストロサイト研究の重要性を示唆する。

研究成果の概要（英文）：Among three types of superoxidedismutase (SOD), extracellular type (EC-SOD) 
is abundant in astrocytes in CNS. We examined several stimulations on EC-SOD in astrocytes and found
 three interesting results. When the culture medium was diluted with water, as a brain edema model, 
EC-SOD activity increased significantly. The addition of exendin-4 (an agonist for GLP-1 receptor) 
increased the expression of EC-SOD in mRNA and protein. The stimulation with a fragment of prion 
protein (PrPc106-126) decreased EC-SOD activity to about 10%. These results suggest the importance 
of the studies focused on astrocytes for conquest of various central diseases due to oxidative 
stress.

研究分野： 基礎獣医学
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患の治療戦略の基盤構築のた

めに，我々はグリア細胞機能に注⽬して，
特にミクログリアとアストロサイトの機能
変化を起こす薬剤や，刺激によって起こっ
た機能変化を押さえ込む薬剤などの検索に
注⼒してきた。本研究課題では，脳内で活
性酸素種を低減して酸化的ストレスからの
保護に重要な役割を果たしているアストロ
サイトの EC-SOD の存在や動態について
検討することとした。 
 
２．研究の⽬的 

銅イオン(Cu2+)の代謝に関連したもので
あることが予想されている正常プリオン蛋
⽩(PrPc)の機能詳細は不明である。Cu2+を
利⽤する⽣体機能分⼦の中で，最も重要な
酵素のひとつにスーパーオキシドディスム
ターゼ(SOD)があるが，中枢神経系におけ
る SOD 活性についての知⾒は少なく，そ
の局在や活性調節機序の詳細も不明な点が
多い。中枢神経活動にはニューロン/グリア
細胞の相互作⽤や，グリア細胞による構造
的/機能的⽀援が不可⽋である。中枢グリア
細胞には様々な受容体を発現していること
が知られているが，それら受容体がグリア
細胞機能をどの様に調節しているのかにつ
いて，全貌は明らかとなっていない。最近
我々はアストロサイトの EC-SOD 活性が
他の中枢細胞に⽐して著しく⾼いことを⾒
いだした。本研究の⽬的は，この⾼いアス
トロサイトの EC-SOD 活性をニューロン
細胞障害に対する重要な保護機構の⼀つと
して位置付けて，その活性がどのような要
因により変動するかについて検討を加え，
脳内における役割を明らかにすることであ
る。 
 
３．研究の⽅法 
(1)初代培養アストロサイトは胎齢20⽇齢

のWistarラット胎仔⼤脳⽪質から調製
した。CO2インキュベーター内で3週間
培養後，実験に⽤いた。 

(2)EC-SOD活性は⽣細胞培養液にWST-1
⾊素とO2‒産⽣系を直接添加し，O2‒の発
⾊反応とSODによる除去が競合的に奪
い合うことを利⽤し，WST-1発⾊阻害率
からSOD活性を算出した。 

(3)EC-SOD蛋⽩の発現量に関しては，抗
EC-SOD抗体(Enzo Life Sciences, Inc. 
(Plymouth Meeting, PA, USA)を⽤いて，
ウエスタンブロット法によりβ-actin 
を内部標準として評価した。 

(4) EC-SODmRNAの発現量に関してはリ
アルタイムPCR法によりrRNA量を内部
標準として評価した。 

(5)プリオン蛋⽩の断⽚による刺激には，
PrP106-126 (Sigma)をリン酸緩衝液 pH 
5.0 中で 2 mM に溶解して 2 ⽇間 37℃で
静置して繊維化させたものを⽤いた。 

 
４．研究成果 

平成 27 年度に得られた興味深い結果の
ひとつは，低浸透圧刺激によりアストロサ
イトの細胞膜表⾯の EC-SOD 活性が上昇
したことである。脳浮腫は肝性脳症や外傷
を始めとするいくつかの中枢疾患の病態要
因となるが，アストロサイトはそのような
状況下で中枢細胞の機能破綻を防御する機
能を担うとされている。アストロサイトは
⾃らの細胞浮腫を助⻑して，中枢間質の低
浸透圧化を軽減することにより，ニューロ
ンの浮腫による破綻を防御している可能性
が指摘されており，我々の経験でも培養ア
ストロサイトはニューロンやミクログリア
に⽐して低浸透圧に対する抵抗性は⾮常に
⾼い。 

アストロサイトの培養液に⽔を 5〜40％
vol 加えた状態で 24 時間培養すると，⽔添
加量依存的に EC-SOD 活性が 2 倍程度に上
昇した。このとき⽣細胞数はほとんど変化
しなかったが，100 ng/ml LPS 刺激による
NO 産⽣量は減少した。低浸透圧の状況下
でアストロサイトの細胞膜表⾯ SOD 活性
が上昇することは，上記の脳浮腫に対する
ニューロン防御機構に加えて抗酸化作⽤の
増強による保護があることが⽰唆される。 

平成 28 年度にはエクセンディン 4 (Ex-4)
に EC-SOD 発現増強効果を⾒出したこと
である。Ex-4 はアメリカドクトカゲの唾液
由来のペプチド(39 a.a.)で glucagon-like 
peptide-1 (GLP-1)の類似体である。GLP-1
は脳において延髄の孤束核ニューロンでも
産⽣されており，GLP-1 受容体がニューロ
ンやグリア細胞にも広く発現し神経保護的
に働くことが報告されている。アミロイド



β による酸化ストレスを介したニューロン
死を抑制することや，グルタミン酸の興奮
毒性に対して保護的に作⽤すること，ある
いは活性化アストロサイトの炎症性サイト
カイン産⽣を低下させるという報告があり，
アルツハイマー病やパーキンソン病のモデ
ルマウスでも神経保護効果が報告されてい
る。 

興味深い結果は，Ex-4 により刺激された
培 養 ア ス ト ロ サ イ ト で は EC-SOD の
mRNA と蛋⽩質発現が濃度依存的に増加し，
それは GLP-1 受容体阻害薬により抑制さ
れることから GLP-1 受容体を介した反応
であることが⽰唆される。しかしながら
EC-SOD 活性の増加は観察できなかった。
翻訳後修飾や培養液中へ遊離についても更
なる検討が必要であるが，神経保護作⽤を
⽰す Ex-4 の作⽤機序として新に提唱でき
る可能性が⾼い。 

平成 29 年度に得られた興味深い結果は，
プリオン蛋⽩断⽚(PrP106-126)のアストロサ
イト EC-SOD 活性に与える影響である。プ
リオン病の原因とされる異常化プリオン蛋
⽩ の 異 常 化 す る 前 の正 常 プ リ オ ン 蛋⽩
(PrPc)の⽣理機能の詳細は未だ不明である
が，その構造には Cu2+と結合する部位があ
り，Cu2+を細胞内に取り込む働きをしてい
る と す る 仮 説 が 成 り ⽴ つ 。 SOD1 と
SOD3(=EC-SOD)は Cu2+を補助因⼦とし
て必要とするので，PrPc が EC-SOD 活性
に何らかの影響を与えている可能性がある。 

アストロサイトを PrP106-126 で 4 ⽇間刺激
すると EC-SOD 活性が約 10％までに減少
するという結果を得た。今後 3 種類の SOD
の mRNA と蛋⽩レベルの変化や細胞内
Cu2+の定量などを合わせて論⽂報告したい。 

細胞外での PrPc の蓄積は SOD 活性を抑
制し，酸化的ストレスに脆弱となった結果，
進⾏性のニューロン脱落に⾄る可能性があ
る。家族性 ALS も SOD の異常が原因とな
っていることが知られているおり，PrPc と
SOD の関連が明らかになればプリオン病
や ALS をはじめとする中枢神経疾患の病態
解明に新しい展開が導かれる可能性がある。 
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