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研究成果の概要： 
硫酸プレグネノロンは中枢神経系において学習・記憶に重要な役割を果たすニューロステロ

イドである．中枢神経系の支持組織であるグリア細胞において、硫酸プレグネノロンの産生を

触媒する酵素スルフォトランスフェラーゼ（SULT）の発現調節機構を検討した．ラットC6グリ

ア細胞株を種々の興奮性アミノ酸受容体サブタイプの作動薬およびNO産生刺激条件に暴露し、

SULT2B1aアイソフォームmRNA発現をリアルタイムPCR法で測定した．培養液中のnitrite濃度を

Griess Reactionによって測定し、NO産生量とした．グルタミン酸およびAMPAは、受容体の脱感

作を予防するcyclothiazideの存在下で用量依存的にSULT2B1a発現を抑制した．グルタミン酸に

よるSULT2B1a発現の抑制は、AMPA受容体拮抗薬NBQX、神経型NO合成酵素（nNOS）阻害薬7-NIの

前処置により回復した．LPS/TNFによるサイトカイン反応でC6グリア細胞に誘導型NO合成酵素

（iNOS）を誘導するとSULT2B1a発現は抑制され、この抑制はiNOS阻害薬L-NILで部分的に回復し

た．外因性NOドナーは用量依存的にSULT2B1a発現を抑制した．グルタミン酸、外因性NOドナー、

iNOS誘導はいずれもnitrite産生量を増加させた. C6グリア細胞を静脈麻酔薬ミダゾラムに暴

露すると、SULT2B1a発現は抑制された．以上より、C6グリア細胞におけるSULT2B1a発現は興奮

性アミノ酸受容体のAMPA型サブタイプを介するNOの細胞内シグナル伝達経路により調節される

こと、ミダゾラムは臨床使用濃度の短時間暴露でSULT2B1a発現を抑制することが明らかになっ

た． 
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１．研究開始当初の背景 

近年の全身麻酔薬・鎮静薬の進歩にはめ
ざましいものがあり、既存の薬剤と同等あ

るいはそれ以上の麻酔・鎮静作用を有しな
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がらより作用発現が早く、しかも呼吸抑制、

臓器障害などの副作用が少ない薬剤が開発

されてきた．また Bispectral Index （BIS）

を代表とする脳機能モニターは麻酔薬の過

量投与を防ぎ、手術後の覚醒遅延や呼吸抑

制の頻度を減らすことに貢献している．こ

れらの進歩は確実に歯科・口腔外科手術に

おける患者の周術期クオリティ（安全性、

快適性）を向上させてきた．しかし高齢者

においては手術後の認知機能の低下がしば

しば観察され、頻度は少ないものの術中覚

醒（手術中の記憶保持）の問題は依然解決

を見ていない．また歯科・口腔外科領域で

広く用いられるミダゾラムなどのベンゾジ

アゼピン系鎮静薬による前向性健忘（投与

してから先の記憶が失われる現象）のメカ

ニズムも明らかになっていない． 

ニューロステロイドは主に中枢神経細胞

の支持組織であるグリア細胞から産生さ

れ、神経伝達物質の作用を興奮性または抑

制性に調節する物質である．硫酸プレグネ

ノロンは海馬において記憶パフォーマン

スを向上し、学習障害を改善するニューロ

ステロイドである．高齢ラットの海馬に硫

酸プレグネノロンを選択的に投与すると

記憶障害の改善と記憶の増強が見られる

こと、薬物で誘発した健忘・学習障害モデ

ルにおいて硫酸プレグネノロンが拮抗す

ることが報告されている．また最近硫酸プ

レグネノロンがラット海馬にみられるシ

ナプス発火の長期増強現象（long-term 

potentiation; LTP）を増強することが報

告された．このような硫酸プレグネノロン

による記憶増強作用は、興奮性アミノ酸受

容体のNMDA型サブタイプの活性化を介す

ることが示唆されている． 

硫酸プレグネノロンは、プレグネノロン

を基質としてステロイド代謝酵素スルフ

ォ ト ラ ン ス フ ェ ラ ー ゼ

(sulfotransferase; SULT)によって生合成

される．一方中枢神経細胞において、一酸

化窒素（nitric oxide; NO）はNMDA受容体

の活性化に引き続いて起こる神経型NO合

成酵素（nNOS）の活性化によって産生され

る．しかしながら興奮性アミノ酸受容体を

介して産生されるNOおよび各種の麻酔薬

が、スルフォトランスフェラーゼ活性に及

ぼす影響については報告されていない． 

 
 
 
２．研究の目的 

本研究計画は、学習・記憶パフォーマンス

を向上するニューロステロイド、硫酸プレ
グネノロンの産生を触媒する酵素スルフォ
トランスフェラーゼのNOを介する調節機構
を明らかにすることを目的とした．これに
より、手術後の認知機能低下のメカニズム
の一端を示唆する可能性がある． 

 
 
 
３．研究の方法 

ラット脳由来 RNA および C6 グリア細胞か
ら抽出した RNA を用いて cDNA を合成した．
それぞれの cDNA を鋳型として、SULT2A1, 
2B1a, 2B1bの各アイソフォームに特異的なプ
ライマーを用いて PCR を行い、これらアイソ
フォームのラット脳、肝臓、皮膚および C6
における発現を検討した． 

SULT2B1aと-actinを標的遺伝子として、遺

伝子解析ソフトウェアによって設計したプラ

イマー対を20組程度作成した．C6グリア細胞

のcDNAを鋳型としてリアルタイムPCRを行い、

最も適切な解離曲線が描けるプライマー対を

選択した． 

ラット脳の cDNA を鋳型とし、SULT2B1a に
特異的なプライマーを用いて PCR を行った．
TOPOベクターに組み込んだPCR生成物を大腸
菌中にトランスフォームし、これを増殖・抽
出してリアルタイム PCR用スタンダードプラ
スミドを作成した． 

C6 グリア細胞を、興奮性アミノ酸受容体の
①NMDA 型サブタイプの作動薬 NMDA (100～
1000M)、②AMPA 型サブタイプの作動薬 AMPA 
(30～300M)、③カイニン酸型サブタイプの
作動薬カイニン酸 (100～1000M)、および④
すべてのサブタイプに結合する作動薬グル
タミン酸 (100～1000M) に８時間暴露した．
反応終了後細胞から RNA を採取し cDNA を作
成した．これを鋳型としてリアルタイム PCR
を行い、SULT2B1a mRNA 発現に対する用量反
応曲線を作成した． 

ラット C6 グリア細胞を NO 産生刺激条件
（外因性 NO ドナー投与, LPS/TNFを用いた
サイトカイン反応による誘導型 NO 合成酵素
(iNOS)誘導）に暴露し、SULT2B1a アイソフォ
ームの mRNA 発現をリアルタイム PCR 法で測
定した．また培養液中の nitrite 濃度を
Griess Reaction によって測定し、NO産生量
とした． 

ラット C6 グリア細胞をミダゾラム（1～
100M）に 2時間、4時間暴露した．反応終了
後細胞から RNA を採取し cDNA を作成した．
これを鋳型としてリアルタイム PCR を行い、
SULT2B1a mRNA 発現に対する用量反応曲線を
作成した． 

 
 
 



 

 

４．研究成果 

SULT2B1aはラット脳およびC6グリア細胞に

発現し、SULT2B1bはラット脳のみに発現した

．SULT2A1はラット脳にもC6グリア細胞にも発

現しなかった．このことから、C6グリア細胞

において硫酸プレグネノロンの産生を触媒す

るアイソフォームはSULT2B1aであることが明

らかになった． 

 SULT2B1aと-actinを標的遺伝子として遺

伝子解析ソフトウェアによって設計したプラ

イマー対20組程度から、C6グリア細胞のcDNA

を鋳型としてリアルタイムPCRを行い最も適

切な解離曲線が描けるプライマー対１組を選

択し、これを用いて以後のリアルタイムPCR

を行った． 

グルタミン酸および AMPA は、受容体の脱感
作を予防する cyclothiazide (100M)の存在
下で、用量依存的に SULT2B1a 発現を抑制した．
グルタミン酸による SULT2B1a 発現の抑制は、
AMPA 受容体の拮抗薬 NBQX により回復した．
NMDA およびカイニン酸は SULT2B1a 発現に影
響しなかった． 

LPS/TNFによるサイトカイン反応で C6 グ
リア細胞に iNOS を誘導すると SULT2B1a 発現
は抑制され、この抑制は iNOS 阻害薬 L-NIL
で部分的に回復した．外因性 NO ドナー
(sodium nitroprusside; SNP, 
S-nitroso-N-acetylpenicillamine; SNAP)は
用量依存的に SULT2B1a 発現を抑制した．グ
ルタミン酸、外因性 NO ドナー、iNOS 誘導は
いずれも nitrite 産生量を増加させた． 

ミダゾラムは 2 時間群、4 時間群とも
SULT2B1a mRNA 発現を 1M から濃度依存的に
抑制した． 

以上より C6 グリア細胞における SULT2B1a
発現は、興奮性アミノ酸受容体の AMPA サブ
タイプを介する NO の細胞内シグナル伝達経
路により調節されること、ミダゾラムは臨床
使用濃度の短時間暴露で SULT2B1a 発現を抑
制することが明らかになった． 
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