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研究成果の概要（和文）：これまでにNrf2－ARE経路活性化物質を食品から探索し、青じそに含まれるDDCを発見
した。本研究ではDDCの中枢神経系での薬理作用を解析した。DDCはラット培養中脳ドパミンニューロンに対して
保護作用を発現することを明らかにした。続いて、6-OHDA誘発PDモデルマウスの中脳ドパミンニューロン死に対
する作用を検討した。マウス黒質へDDC を24時間前投与することにより、6-OHDA により誘発される黒質ドパミ
ンニューロン数の減少および線条体ドパミン神経線維密度の低下が抑制された。以上の結果より、DDC は酸化ス
トレスによる中脳ドパミンニューロン変性に対して保護作用を示すことが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：We have previously isolated DDC from green perilla leaves as an activator of
 the Nrf2-ARE pathway. Here, we showed the neuroprotective effect of DDC on PD models in vivo and in
 vitro. In a 6-OHDA-induced Parkinson's disease mouse model, intracerebral administration of DDC 
suppressed the dopaminergic neuronal loss and behavioral dysfunction. In primary mesencephalic 
cultures, DDC showed a protective effect against 6-OHDA-induced dopaminergic neuronal death. These 
results suggest that DDC prevents dopaminergic neurons from oxidative stress.

研究分野：薬理学
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１．研究開始当初の背景 
脳疾患に伴うニューロン死を制御する、い
わゆる脳保護薬はエダラボン以降の開発例
はない。脳保護を担う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
究が精力的に進められているが、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。そのような中、
我々は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
作用を世界に先駆けて報告した(Kume et al. 
PNAS 99: 3288-3293, 2002, Akaike et al. 
Brain Res 644: 181-187, 1994)。また、神経
変性疾患は長期間にわたって症状が進行す
ることがら、薬物治療のみでの克服は極めて
困難である。したがって、予防医学的な観点
からの対応の重要性が認識されるようにな
ってきており、神経保護作用により脳機能を
保護する効果をもつ食品を補助的に用いる
ことにより、疾患予防と進行の緩徐化を図る
ことが重要になる。しかしながら、低分子化
合物を用いた疾患予防の基礎となる具体的
な研究はほとんど進んでいない。本研究にお
いて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
促進する低分子量機能分子の解析を推進し、
また食品由来化合物によるニューロン死の
予防機構を解析することにより、脳疾患の新
たな予防・治療戦略の開発において新しい概
念を提出できる。 
神経保護に基づいた神経疾患治療薬の開
発に向けたこれまでの研究の過程において
セロフェンド酸やニコチン性アセチルコリ
ンが神経保護作用を有することを明らかに
してきた。しかし、その保護作用メカニズム
の詳細については不明な点が残されており、
最近になって、これらの保護シグナルを調節
しうる分子の報告がなされてきたため、その
調節機構を解明し、新たな治療ターゲットと
なりうるかを追求することが必要であると
考えられる。また、我々は生体内抗酸化機構
の一つであるNrf2-ARE経路の活性化機能を
もった食品由来化合物を探索し、青ジソから
新規機能性成分として DDC の単離に成功し、
DDC が細胞内の抗酸化酵素の誘導を惹起す
ることで細胞保護作用を発現することを報
告した(Izumi et al. Free Radic Biol Med. 
53:669-679, 2012)。この報告を契機として、
Nrf2-ARE経路の活性化による抗酸化酵素の
誘導が予防という見地から脳疾患予防のタ
ーゲットになり得ると考えた。 
セロフェンド酸はグルタミン酸受容体や

NOラジカルとは直接反応しないこと、また、
グルタミン酸により誘発される caspase-3の
活性化を抑制することが明らかとなってい
る(Kume et al. EJP 542: 69-76, 2006)。しか
しながら、セロフェンド酸が直接作用する機
能分子は明らかとなっていない。したがって、
神経保護作用の機序に関わる細胞内シグナ

ル伝達系やターゲット分子を明らかにする
ことにより、神経細胞死の制御に重要なブレ
ークスルーをもたらすことが期待される。ま
た、ニコチン性アセチルコリンの神経保護シ
グナルについても、PI3K-Akt 経路が活性化
し、抗アポトーシス因子の一つである Bcl-2
の発現上昇を引き起こすこと、さらにこの経
路とは独立して GSk-3βの不活性化を引き
起こすことを明らかにしてきた。近年になっ
て、RIC-3などの細胞内タンパク質およびカ
ルコンのような低分子量化合物がニコチン
受容体の発現ならびに機能の制御に関与す
ることが報告された（Alexander et. al., J 
Neurosci 30:10112-10126, 2010, Balsera et. 
al., Eur J Med Chem 86C: 724-739, 2014）。
したがって、本研究ではこれらのニコチン受
容体を介する神経保護シグナルへの制御因
子を介したシグナル増強が、脳疾患の治療標
的となり得るかについて追求する。可能性に
ついて検証を行う。 
 
２．研究の目的 
難治性神経変性疾患および脳虚血をはじ
めとする様々な脳疾患によって被ったニュ
ーロンの損傷は、薬物治療のみでこれらの疾
患を克服することは現状においては極めて
難しいため、神経保護に基づいた治療法の確
立および予防医学的見地からアプローチが
提唱されてきている。本研究では、脳疾患の
克服に向け低分子量機能分子による神経保
護機構の解明を用いた治療戦略の確立とと
もに、食品由来化合物をはじめとする低分子
化合物による脳内ホメオスタシス維持機構
の賦活化を利用した脳疾患予防戦略の確立
を目指す。その達成に向けて、中枢神経系細
胞に発現する神経保護性タンパク質の機能
解析を行うとともに、脳内抗酸化機構の賦活
する食品由来化合物を含めた低分子化合物
の探索とそれによる脳神経疾患治療作用の
検証を目指した研究を行う。 

 
３．研究の方法 
セロフェンド酸結合タンパクの同定 
・セロフェンド酸およびその誘導体を磁性ビ
ーズに結合させ、結合するタンパク質を脳、
心臓組織または培養ニューロン・培養心筋細
胞中から分離する。分離された細胞破砕物を
二次元電気泳動ならびにマススペクトルを
用いて精製・単離し、タンパク質の同定を行
う。 
 
In vivo における脳予防効果の検証と
Nrf2-ARE 経路の新たな活性化物質の探索 
・DDC およびその誘導体の細胞保護作用にお
いて重要な抗酸化酵素の同定ならびに情報
伝達経路（主にリン酸化によるシグナル）の
解明を進める。 
・Nrf2-ARE 経路の活性化物質の経口投与によ
る in vivo での脳保護作用について検討を行
う。具体的には、パーキンソン病モデルマウ



スを用いて脳障害への作用の検討を行う。 
・新たな Nrf2-ARE 経路活性化物質の探索の
ために、化合物ライブラリーを用いてハイス
ループットスクリーニングを行う。 
 
４．研究成果 
①低分子量機能分子による神経保護性タン
パク質の制御機構の解明 
 セロフェンド酸は我々が発見した細胞保
護作用を有する環状ジテルペノイドである
が、その薬理作用を担う直接の作用分子は明
らかになっていない。そこで、セロフェンド
酸のターゲット分子を同定するため磁性ビ
ーズを用いた探索研究を進めた。培養大脳皮
質ニューロンにおける候補タンパク質を複
数抽出することに成功した。その後、セロフ
ェンド酸結合タンパク質の同定を進めた。し

かし、見出した複数の候補タンパク質につい
て質量分析を行い、タンパク質の同定を試み
たところ、検討したタンパク質の大部分は血
清アルブミン等であり、目的とするセロフェ
ンド酸結合タンパク質の同定にはさらなる
検討が必要であり、再抽出を含め検討を進め
る予定である。 
 
②食品由来化合物によるNrf2－ARE経路活性
化物質の探索とその機能解析 
本研究により、DDC はラット培養大脳皮質
ニューロンおよび培養中脳ドパミンニュー
ロンに対して保護作用を発現することを明
らかにした。また、その保護作用メカニズム
に関与する抗酸化酵素として、大脳皮質ニュ
ーロンにおいては、-GCS が、中脳細胞にお
いては HO-1 が重要な役割を果たすことを明
らかにした。続いて、DDC の in vivo での作
用を検討する目的で、6-OHDA 誘発 PD モデル
マウスの中脳ドパミンニューロン死に対す
る作用を検討した。マウス黒質へ DDC を 24
時間前投与することにより、6-OHDA により
誘発される黒質ドパミンニューロン数の減
少および線条体ドパミン神経線維密度の低
下が抑制された（図 1A-C）。行動学的障害も
また DDC の用量依存的に改善された（図１
D-E）。以上の結果より、DDC は酸化ストレス
による中脳ドパミンニューロン変性に対し
て保護作用を示すことが明らかとなった。 
つづいて、新たな Nrf2-ARE 経路活性化物

Fig. 1 Effect of DDC on dopaminergic neurotoxicity and behavioral 
dysfunction in 6-OHDA-induced PD model mice. (A) Representative 
micrographs of TH-immunoreactivity in the ventral midbrain and striatum. 
6-OHDA (3 µg) was injected into the right SN of mice. DDC (1 nmol) was 
pre-administered into the right SN 24 h before the 6-OHDA lesion. The left 
images show the ventral midbrain, including the SN, and the right images 
show the striatum. Scale bar = 1 mm. (B) Effect of DDC on the 
6-OHDA-induced dopaminergic neuronal loss in the SN. (C) Effect of DDC 
on the 6-OHDA-induced loss of dopaminergic nerve fibers in the striatum. 
D–E: Effect of DDC on the 6-OHDA-induced asymmetrical behavior in the 
methamphetamine-induced rotation test (D) and corner-turn test (E). n = 
11–12. ***P < 0.001 vs. the vehicle; #P < 0.05, ##P < 0.01, ###P < 0.001 vs. 
6-OHDA alone. （発表論文⑤より転載） 

Fig. 2 Identification of Nrf2-ARE activators from a chemical library. (A) 
Scatter plot of ARE activity of compounds from a chemical library. n = 1. 
The fold increase in luminescence, indicative of ARE activity, is plotted 
against each well of the library. Dotted line shows an active cutoff level (top 
10 hits). (B) Concentration-dependent effects of the top 10 active compounds 
on ARE activity. n = 3. PC12 reporter cells were treated with compounds 
(10 µM) for 9 h. （発表論文①より転載） 



質を探索する目的で、PC12 細胞を用いたレポ
ーターアッセイにより化合物ライブラリー
由来の化合物の活性を検討した。4,776 化合
物をアッセイすることにより、ARE 活性化作
用の強い上位10種の化合物を得た（図２A）。
酸化ストレスの誘導によるヒット化合物を
除 去 す る た め 、 抗 酸 化 薬 で あ る
N-acetyl-L-cysteine (NAC) を共処置し、ARE
活性化作用が消失しない化合物に絞り込ん
だ。これらの化合物による濃度依存性を検討
した結果、複数の化合物が有効性を示した
（図２B）。in vitro において更なる検討を行
ったところ、毒性のない濃度で最も高い活性
を持つ薬物として TPNA10168 を見出した。こ
の薬物は PC12 細胞において、6-OHDA による
細胞毒性を濃度依存的に有意に抑制した。そ
の細胞保護作用機序を検討したところ、
TPNA10168 によって NQO1 活性が上昇し、その
活性が細胞保護に寄与していることを見出
した。さらに、初代培養中脳細胞を用いた検
討においては、アストロサイトにおける HO-1
の発現上昇を惹起し、HO-1 の活性に依存した
CO の産生、さらに cGMP の増加がドパミンニ
ューロン毒性に保護作用発現することを見
出した。 
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