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研究成果の概要： 
亜鉛によるアポトーシスのメカニズムを解明するために、視床下部神経細胞由来の細胞株で

ある GT1-7 細胞を用いて研究を行った。亜鉛は、濃度依存的に GT1-7細胞のアポトーシスを
引き起こす。これは、Ｌ型 Ca2+チャネルブロッカーによって抑制されることが明らかになった。

さらに、細胞内 Ca2+イメージングを行った結果、亜鉛が細胞内 Ca2+濃度の上昇を引き起こす

ことから、Ca2+ホメオスタシスの関与が示唆された。また、さらに亜鉛による神経細胞死を抑

制する物質を探索した結果、カルノシン、ヒスチジン、クエン酸などが抑制することが明らか

になった。そこで、DNA マイクロアレイアナリシスにより亜鉛による神経細胞死の過程で発
現している遺伝子群を探索した結果、MT-2、ZnT-1などの金属結合蛋白等に加えて、さまざま
な遺伝子群等の発現が増加していることが判明した。RT-PCRを用いて、これらの遺伝子の亜
鉛による発現パターン、カルノシン等の抑制物質の影響を観察した結果、小胞体ストレス関連

遺伝子群の発現が大きく関与していることが明らかになった。 
さらに、このような亜鉛のホメオスタシスに影響する因子を検討した結果、銅・亜鉛結合蛋

白であるプリオン蛋白に着目し、プリオン蛋白の神経毒性に及ぼす金属の影響を検討した結果、

亜鉛キレーターである TPEN がプリオン蛋白によるアポトーシスを増強することが明らかに
なり、プリオン病発症における金属の関与を示唆する結果が得られた。 
本研究により、虚血時の亜鉛が関与する神経細胞死に、細胞内 Ca2+ホメオスタシスの異常が

誘起する小胞体ストレスが関与することを示唆する重要な結果が得られた。 
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１．研究開始当初の背景 
必須元素である亜鉛(Zn)は、体内に豊富に

含まれており、脳内では海馬・大脳皮質など
の記憶、学習に重要な領域に高濃度で局在し
ている。脳内の亜鉛の多くはシナプス小胞内
に局在して、神経細胞の興奮時にグルタミン
酸と共に放出される。亜鉛は神経系の発達や
情報伝達に重要な役割を果たしている一方
で、アルツハイマー病などの様々な神経疾患
にも影響することが最近の研究から判明し
てきており、特に脳血管性認知症との関連が
注目されている。脳血管性認知症は、老年性
認知症の一種であり、脳虚血後に海馬・大脳
皮質などで生じる遅延性神経細胞死が原因
と考えられている。虚血時には、神経終末か
らグルタミン酸が過剰に放出され、NMDA 型グ
ルタミン酸受容体を活性化し、アポトーシス
の引き金を引くと考えられてきたが、最近の
研究から、この細胞死の過程に亜鉛が重要な
働きを示すことが判明してきた。Choi らのグ
ループは、亜鉛が虚血時に 300 μMもの高濃
度で放出され、グルタミン酸による神経細胞
死を in vitro、in vivo の両方で増強させる
ことや、変性した神経細胞に蓄積することを
報告している。 
従って、亜鉛による神経細胞死のメカニズ

ムを明らかにし、これを抑制することによっ
て、脳虚血後の遅延性神経細胞死を抑制し、
最終的には脳血管性認知症を予防・治療する
ことが可能となることが考えられる。 
これまでの研究では、NMDA 型グルタミン酸

受容体の関与とピルビン酸を基質とするエ
ネルギー産生系の関与とが報告されている。
しかしながら、これらの実験に用いられてい
るラット大脳皮質・海馬初代培養神経細胞系
では、グルタミン酸自体も神経細胞死を起こ
すため、亜鉛による神経細胞死メカニズムと
の切り分けが困難であった。 
申請者らは、亜鉛による神経細胞死メカニ

ズム研究の過程で、GT1-7 細胞（不死化視床
下部神経細胞）が、亜鉛によって細胞死を引
き起こすことを世界で初めて報告した 
(Kawahara et al., Cell. Mol. Neurobiol. 
(2002))。しかも、GT1-7 細胞は亜鉛に対する
感受性が非常に高く、他の細胞系（海馬初代
培養神経細胞、初代培養大脳皮質神経細胞、
PC-12 細胞、B-50 細胞など）と比べて低い濃
度の亜鉛で細胞死を起こした(Konoha et al. 
J. KUHW (2004))。GT1-7 細胞は、マウス視床
下部神経細胞を株化したものであり(Mellon 
et al., Neuron, 1991)、神経特異的蛋白（ニ
ューロフィラメント、MAP2 等）やイオンチャ
ネル、伝達物質受容体（GABA、ACh 等）を発
現するなど神経細胞固有の性質を保持して
いるにも関わらず、グルタミン酸受容体は発
現しておらず、グルタミン酸は GT1-7 細胞の

細胞死を起こさない。そこで、申請者は、
GT1-7 細胞が亜鉛による細胞死メカニズムを
研究する良いモデル系になると考え、これを
用いて亜鉛による神経細胞死の性質を検討
してきた。予備的な研究結果から、亜鉛によ
る神経細胞死には、これまで知られていない、
細胞内 Ca2+ホメオスタシスが関係した未知の
メカニズムが関与している可能性が考えら
れた(Konoha et al., J. Health Sci. (2006))。 
 
２．研究の目的 
本研究では、Zn に対する感受性が高い
GT1-7 細胞をモデル系として用いて、亜鉛に
よる神経細胞死メカニズムを解明すること
を目的とする。特に、遺伝子発現、薬理学実
験、細胞内 Ca2+イメージング、細胞内 Zn2+イ
メージングなどの方法を総合的に駆使し、特
に、細胞内 Ca2+ホメオスタシスに注目して研
究を行う。 
神経細胞死のメカニズム解明においては、
毒性抑制物質が対照として有用である。申請
者らは、脳血管性認知症予防薬の探索を目的
として、GT1-7 細胞を用いる亜鉛神経毒性抑
制物質のスクリーニング系を開発し、農産物
抽出液、魚介類抽出液などのスクリーニング
を行い、その結果、マンゴー果実抽出液など
に顕著な抑制活性が存在することを見いだ
している(Sadakane et al. Trace Nutr. Res. 
(2005)) 。 こ の 過 程 で 、 カ ル ノ シ ン
（carnosine；βアラニル-ヒスチジン）が亜
鉛による神経細胞死を顕著に抑制すること
が明らかになった (Konoha et al., Trace 
Nutr. Res. (2006))。カルノシンは、水溶性
ジペプチドであり、脳内でも嗅球神経細胞お
よび脳の他の部位のグリア細胞に局在して
いる。また、グリア細胞内で生合成され、グ
ルタミン酸刺激により細胞外に放出され、し
かも亜鉛がその放出を増強することが報告
されている。カルノシンは亜鉛とキレートす
ることが広く知られているが、申請者らの予
備的実験では、その抑制メカニズムには亜鉛
とのキレートは関与しておらず、未知の抑制
メカニズムが関与している可能性が考えら
れる。従って、カルノシンは亜鉛神経細胞死
メカニズムを解明する上での良いツールと
なり得ると考えられる。さらに、嗅球は亜鉛
含量が高いにも関わらず神経細胞の脱落は
生じ難いことを考え合わせると、カルノシン
の生理的役割は未だ明らかではないが、図の
ようなフィードバック抑制により内在性の
亜鉛毒性保護物質として働いている可能性
が考えられる（図参照）。従って、カルノシ
ンをツールとして用いて、細胞死抑制メカニ
ズムを明らかにすると共に、カルノシンの生
理的役割を明らかにすることも目的とする。 
 



 

 

３．研究の方法 
(1) 亜鉛によるアポトーシスの初期過程の
変化を観察する系統的な方法の確立（木葉） 
 GT1-7 細胞やラット海馬初代培養神経細胞
の培養系を確立しており、これを用いて亜鉛
投与後の細胞生存率を WST-1 法あるいは LDH
法により定量解析を行い、亜鉛投与後短時間
で生じるアポトーシスの初期過程の変化を
観察する系統的な方法を確立した。また、神
経細胞死に重要な働きを示すフリーラジカ
ル産生、細胞の形態変化についても、蛍光染
色、免疫抗体染色などにより観察を行った。 
(2) 薬理学的実験（木葉） 
ER からの Ca2+放出を抑制する thapsigargin、
様々なタイプの Ca2+チャネルブロッカーなど
を投与して、Ca2+ホメオスタシスとの関連に
ついて検討した。さらに様々な caspase の阻
害剤を前投与することによって、アポトーシ
スの経路を明らかにした。 
(3) 細胞内 Ca2+イメージング（木葉、川原） 
 既に、fura-2 を用いる細胞内 Ca2+イメージ
ングシステムは確立しており、これを用いて、
亜鉛が投与 5～10 分後に顕著な細胞内 Ca2+濃
度の増加を GT1-7 細胞、ラット海馬初代培養
神経細胞において引き起こすことを見出し
た。そこで、亜鉛による細胞内 Ca2+濃度上昇
について、その濃度依存性、時間経過につい
て詳細に検討した。さらに、様々な Ca2+チャ
ネルブロッカーや thapsigargin、毒性抑制物
質などを投与し、亜鉛による細胞内 Ca2+濃度
増加のメカニズムについて検討した。 
(4) 亜鉛による細胞死の過程での遺伝子発
現の変化（定金） 
 亜鉛投与前後の遺伝子発現について、DNA
マイクロアレイおよび RT-PCR 法を用いて検
討した。 
 
４．研究成果 
(1) 亜鉛によるアポトーシスメカニズムの
検討 
 視床下部神経細胞由来の細胞株である
GT1-7 細胞を用いて、亜鉛によるアポトーシ
スのメカニズムを検討した。亜鉛は、濃度依
存的にGT1-7細胞のアポトーシスを引き起こ
し、これは、Ｌ型 Ca2+チャネルブロッカーに
よって抑制されることが明らかになった。さ
らに、細胞内 Ca2+イメージングを行った結果、
亜鉛が細胞内 Ca2+濃度の上昇を引き起こすこ
とや、亜鉛神経毒性を抑制する Al3+によって
亜鉛による細胞内 Ca2+流入が阻害されること
などから、Ca2+ホメオスタシスの関与が示唆
さ れ た (Kawahara, Biomed.Res.Trace 
Elem.(2007))。さらに亜鉛による神経細胞死
を抑制する物質を探索した結果、カルノシン、
ヒスチジン、クエン酸などが抑制することが
明らかになった(Sadakane et al. Trace Nut 
Res(2007), (2008))。そこで、脳内カルノシ

ンの定量解析等を行った。 
(2) 亜鉛による遺伝子発現 
亜鉛による神経細胞死の過程で変動する遺
伝子を DNA マイクロアレイ解析の結果、亜鉛
結合能を持つメタロチオネイン、亜鉛トラン
スポーターZnT-1、アミロイド前駆体蛋白
(APP)、記憶・学習に重要な働きを持ち、Ca2+

流入によって発現が促進されるArcなど数十
種の遺伝子発現が増加あるいは減少してい
ることを見出した。Real-time PCR 法を用い
て、これらの遺伝子の亜鉛による発現パター
ン、カルノシン等の抑制物質の影響を観察し
た結果、小胞体ストレス関連遺伝子群
（GADD34、p8 等）の発現が大きく関与してい
ることが明らかになった。小胞体ストレスは、
虚血性神経細胞死のみならずアルツハイマ
ー病を初め多くの神経疾患で変化すること
が報告されており、本研究により、これらの
抑制物質が他の神経疾患の予防につながる
可能性も示唆された。 
 さらに、このような亜鉛のホメオスタシス
に影響する因子を検討した結果、銅・亜鉛結
合蛋白であるプリオン蛋白に着目し、プリオ
ン蛋白の神経毒性に及ぼす金属の影響を検
討した。その結果、銅や亜鉛が細胞毒性を限
弱させることが判明した(Kawahara et al., 
Neuroscience2008, Soc. Neurosci. Abst. 
179,2008)。また、これらの金属がプリオン
蛋白のcionformation変化に関与することも
明らかになった。これらの結果は、脳内での
金属のホメオスタシスと神経疾患との関連
について新たな手がかりとなりうる。 
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