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研究成果の概要（和文）： 

近年、虚血時に過剰放出される亜鉛(Zn)と脳血管性認知症との関連が注目されている。そこ
で、本研究では、亜鉛による神経細胞死メカニズムについて研究を行った結果、小胞体(ER)ス
トレス関連遺伝子の発現が増加していることが明らかになった。これらの結果は、亜鉛による
神経細胞死メカニズムには細胞内 Ca2+ホメオスタシスおよび小胞体ストレスが関与している
ことを示唆する新しい知見であり、脳血管性認知症予防薬探索に有用である。 
 
研究成果の概要（英文）： 

Zinc (Zn) is neurotoxic and causes neurodegeneration following transient global ischemia 
and plays a crucial role in the pathogenesis of vascular-type dementia. We investigated the 
molecular mechanisms of Zn-induced neurotoxicity in vitro. The analysis of upregulated 
genes during Zn-induced neuronal death revealed that the significance of ER stress. These 
new results indicate that the disruption of Ca2+ homeostasis and ER stress in the molecular 
mechanism of Zn-induced neurotoxicity, and are useful for the search for protective 
substances for vasucular dementia. 
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１．研究開始当初の背景 
日本は現在総人口の 1 割が 75 歳以上とい

う世界でもまれに見る超高齢化社会に突入
している。その結果、老年性認知症患者数は
年々増加しており、2025 年には 300 万人を超
すことが予想されている。その発症を 2 年間
送らせることが出来れば、治療・介護費用併
せて日本全体で 5600 億円が削減出来ると試

算されており、その予防・治療法開発は急務
である。 

脳血管性認知症は、老年性認知症の約 3 分
の 1 を占め、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
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金を引くと考えられてきたが、最近の研究か
ら、虚血後の神経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。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、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が報告されてい
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。 
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。 

 
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、これまでの予備的な研
究から判明している細胞内 Ca2+ホメオスタ
シスと小胞体ストレスの関与に注目し、遺伝
子発現、薬理学実験、細胞内 Ca2+イメージン
グなどの方法を総合的に駆使して研究を行
う。 
我々は、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
グを行ってきた。その結果、マンゴー果実、

ウナギ、ウルメイワシなどに顕著な抑制活性
が存在することを見いだし、活性成分の単離
精製ならびに構造解析を行ってきた。この過
程で、クエン酸、カルノシン（carnosine；β
アラニル-ヒスチジン）、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
らかになっている  (Kawahara et al., Recent 
Patents on CNS Drug Discovery. (2007))。そこ
で、これらの毒性阻害物質をツールとして用
いて、発症メカニズムの解明を行った。 
また、我々は亜鉛がアルツハイマー病・β

アミロイド蛋白質の神経毒性に影響するこ
とを報告している(Kawahara et al., Biophycs J., 
(1994))。微量金属が神経疾患の発症に関与し
ているという報告は数多く、銅のホメオスタ
シス異常がプリオン病の発症に影響してい
る可能性が示唆されているが、亜鉛など他の
金属の影響については未だ明らかではない。
そこで、本研究では、亜鉛と他の神経疾患と
の関連に注目し、プリオン病発症に重要な役
割を持つプリオン蛋白の毒性および高次構
造変化に及ぼす亜鉛とカルノシンの作用に
ついて研究を行った。 

 
３．研究の方法 
(1) 薬理学的実験 

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。さらに様々な物質を前投与
することによって、亜鉛による神経細胞死抑
制物質を探索した。 
(3) 細胞内 Ca2+イメージング 
 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細胞において引き起こすこ
とを予備的に見いだしている。そこで、亜鉛
による細胞内 Ca2+濃度上昇について、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 
 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。さらに、(2)で判明した毒性阻害物質
が遺伝子発現に及ぼす影響について検討し
た。 
(5)プリオン蛋白断片ペプチドの高次構造と
神経毒性 
 プリオン蛋白断片ペプチド PrP106-126 を
合成し、そのコンフォメーション変化を CD
スペクトルにより解析した。さらに、ラット
海馬初代培養神経細胞に対する神経毒性を
LDH 法により解析した。 
４．研究成果 
(1) 亜鉛による神経細胞死抑制物質の探索 



 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、nimodipine、
ωconotoxin などの Ca2+チャネルブロッカーに
よって抑制された。一方、ER への Ca2+流入
を抑制する thapsigargin などの細胞内 Ca2+濃
度を増加させる薬物は亜鉛による細胞死を
増強した（図 1）。 
さらに、細胞内 Ca2+イメージングを行った

結果、亜鉛は投与 5～30 分間にかけて細胞内
Ca2+濃度の上昇を引き起こした。この細胞内
Ca2+濃度上昇は、亜鉛神経毒性を抑制する
Al3+によって阻害された。従って、細胞内 Ca2+

ホメオスタシスが亜鉛による神経細胞死に
関与していることが示唆された（図 2） 
(Koyama et al., J. Clin Toxic (2012)。 

図 1 亜鉛による GT1-7 細胞の細胞死に及ぼ
す Ca 関連薬物の影響 
 

図 2 亜鉛による細胞内 Ca2+流入に及ぼす
Al3+前処理の影響 
 
 
(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

遺伝子について DNA マイクロアレイ解析を
行った結果、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。さらに、
海馬初代培養神経細胞とGT1-7細胞において
比較を行った結果、GT1-7 細胞では小胞体ス
トレス関連遺伝子群（GADD34、p8 等）の発
現が顕著に増加していることが判明した。
GT1-7 細胞は、海馬初代培養神経細胞や他の
神経系由来の細胞系と比較しても、亜鉛に対
する感受性が高く、低濃度の亜鉛によって神
経細胞死を起こすことを考えると、小胞体ス
トレスが亜鉛による神経細胞死に対する
GT1-7 細胞の特異性に関与している可能性が
考えられる。 
そこで、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
シン等の影響を観察した。その結果、カルノ
シン、Al3+、クエン酸などの亜鉛毒性阻害物
質は、メタロチオネイン、亜鉛トランスポー
ターなどの金属関連遺伝子の発現にはほと
んど影響しないが、GADD34、p8、Arc の発
現を顕著に抑制す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。 
これらの結果を基に、亜鉛による神経細胞

死のメカニズムとして、図 3 のようなスキー
ムを提唱している。 

 
図 3 亜鉛による神経細胞死メカニズム仮説 
 
 今後、さらにこのメカニズムの詳細につい
て研究する予定である。 
(3) プリオン病に対する亜鉛の効果 
 プリオン蛋白断片ペプチド PrP106-126 は、
溶液状態で数日間振倒することによってコ
ンフォメーションを変化させ β シート構造を
取ると共に、海馬初代培養神経細胞の細胞死
を引き起こす。 
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 亜鉛および銅によって、PrP106-126 のコン
フォメーション変化は顕著に抑制されるこ
とが、CD スペクトル解析および thioflavinT
蛍光法により明らかとなった。さらに、神経
毒性も減弱した(Kawahara et al., Metallomics 
(2011))。 
(4) カルノシンの生理機能 
 カルノシンは、筋肉や脳内では嗅球に多く
含まれている。抗酸化活性、pH バランス作
用など様々な作用を持つが、その生理的役割
は不明である（図 4）。 
 我々は、カルノシンが亜鉛による神経細胞
死を抑制することから、脳血管性認知症の治
療薬となりうるのではないかと考え、特許を
出願している。さらに、カルノシンは蛋白質
のクロスリンクによるコンフォメーション
変化を阻害する作用を持っており、アルツハ
イマー病モデルマウスにおけるアミロイド
の蓄積を抑制することが報告されている
(Corona C et al. PLoS One (2011))。また、我々
はカルノシンが PrP106-126 のコンフォメー
ション変化と細胞毒性との両方を抑制する
ことを見いだしている (Kawahara et al., 
Metallomics (2011))。 
 従って、カルノシンは脳血管性認知症に留
まらず、様々な神経疾患に対しても有効であ
る可能性が示唆される。 

図 4 カルノシンの様々な生理作用 
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