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研究成果の概要： 
様々な脳疾患の防御に重要な生体内機能分子の役割を解明するため、研究を遂行し下記の成

果を得た。胎仔由来神経保護物質であるセロフェンド酸が作用を発現する際に重要な直接のタ

ーゲット分子の候補タンパクが見出された。また、セロフェンド酸は末梢投与においても in 

vivoにおける虚血障害に対して保護的に働くことが明らかとなった。ニコチン受容体関連では、

アストロサイトにおけるα７受容体発現にはニューロンとの接触によるシグナルが重要な役割

を果たしていることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
神経変性疾患に伴うニューロン死に関連

した機能分子の探索は、ニューロトロフィン

などの神経栄養因子によるニューロン死制

御作用の解析やアポトーシス関連遺伝子産

物をはじめとする諸種タンパク群の解析を

中心に多くの研究が進められているが、細胞

障害性に働くラジカル種や興奮性神経毒性

を制御する低分子量機能分子の解析はほと

んど進んでいない。本研究の検討課題の中心

となる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や、ニコチ

ン性アセチルコリンの神経保護作用は、申請

者の世界に先駆けた発見に基づくものであ

る(Kume et al. PNAS 99: 3288-3293, 2002, 
Akaike et al. Brain Res 644: 181-187, 1994)。
諸種ストレス環境下においてニューロンの

生存を促進する生体内機構として機能する

低分子量化合物の解析を推進することによ

り、神経変性疾患の病態の解明と治療法の探

索を目的とした研究分野で新しい概念を提

出できる可能性が高い。 
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２．研究の目的 
脳は身体の諸器官の中で最も脆弱な組織

であり、老年痴呆、パーキンソン病、筋萎

縮性側索硬化症などをはじめとする諸種難

治性神経変性疾患や脳虚血をはじめとする

様々なストレスによるニューロンの損傷に

対する保護、修復メカニズムを明らかにす

ることは、脳の機能維持の理解のうえでき

わめて重要な課題である。本研究では、こ

れらの脳疾患に対する防御機構における低

分子生体内機能分子の役割を解明すること

を目的とする。ニューロン死を制御する内

在性保護因子として、セロフェンド酸を代

表とする胎児由来低分子量化合物とニコチ

ン性アセチルコリンを中心に、その保護作

用メカニズムの解明を目指した研究を実施

する。申請者は、グルタミン酸神経毒性の

保護因子の解明によってニューロン死を標

的とした難治性神経疾患治療薬の探索に重

要な基礎的資料を提供できるとの考えに基

づき、グルタミン酸により誘発される神経

毒性を制御する内在性因子に関する研究を

行ってきた。その結果、グルタミン酸受容

体刺激による細胞内へのカルシウムイオン

の過剰流入が引き起こす細胞死の主要な要

因としてNOと活性酸素の関与するラジカル

連鎖反応に注目し、ニューロン死を制御す

る内在性保護因子の機能の解明を計画する

に至った。本研究では、これまで報告して

きた内在性神経保護因子(Kume et al. Biol 

Pharm Bull 27: 964-967,2004)のうち、胎

仔血清に由来するセロフェンド酸と神経伝

達物質であるニコチン性アセチルコリンに

注目し、脳保護機構における役割について

検討を進める。 

 
３．研究の方法 

グルタミン酸、活性酸素、NO により惹

起されるニューロン死を制御する内在性

保護因子の作用を検討する。これまでの

研究成果に基づいて、申請者らの発見し

た内在性神経保護化合物セロフェンド酸

の作用の解析、およびニコチン性アセチ

ルコリンの神経保護作用メカニズムの解

析を実施する。さらに、胎仔組織からの

新たな神経保護化合物の探索と同定にも

着手する。 

(1) セロフェンド酸の作用スペクトル

の解析 

①セロフェンド酸を担体に結合させたア

フィニティーカラムを作成し、これを用い

て脳あるいは培養ニューロン中のセロフ

ェンド酸結合タンパクを精製し、同定を行

う。 

② ラット中大脳動脈閉塞モデルを用いて、

セロフェンド酸の in vivo脳虚血障害に対

する保護作用について検討する。投与方法

としては、静脈内注射を行う。末梢投与で

も有効な神経保護作用が得られるかにつ

いて検討する。 

(2) 胎仔組織由来新規神経保護物質の探

索 

 無細胞系において caspase-3阻害活性を

指標として、ウシ胎仔血清の有機溶媒抽出

物の HPLC画分のスクリーニングを行う。2

段階以上の HPLC で分画することにより、

単一化合物を含む阻害活性の高い画分を

同定する。同様の検討を他のカスパーゼに

ついても行い、活性画分を同定する。 

 

(3)ニコチン性アセチルコリンの神経保護

メカニズムの解析 

 培養アストロサイトにおけるニコチン

受容体の発現を確認する。発現しているこ

とが確認できた細胞を用いて、ニューロン

の受容体との機能面での比較を行う。また、

活性化グリアからの炎症性サイトカイン

の遊離調節におけるニコチンの作用につ

いても検討する。 
 

４．研究成果 

(1)セロフェンド酸の作用スペクトルの解

析 

 セロフェンド酸は、申請者らがウシ胎仔

血清のエーテル抽出物中より発見した分子

量 382のユニークな構造をもつ環状ジテルペ

ノイドである。 

①セロフェンド酸が神経保護作用を発現

する際に重要な直接のターゲット分子につ

いて検討を行った。PC12 細胞、培養大脳皮質

細胞、心筋細胞のホモジネートを用いてセロ

フェンド酸に特異的に結合するタンパクを

プルダウン法にて検討したところ、複数のタ

ンパクがセロフェンド酸結合タンパクの候

補として見出された。 

②セロフェンド酸の定量法の確立を目指

し、蒸発型光散乱検出器（ELSD)を用いて検

討したところ、比較的高感度にセロフェンド

酸の検出が可能となった。 

③in vivo におけるラット中大脳動脈閉塞

モデルを用いた検討において、セロフェンド

酸は尾静脈からの末梢投与においても虚血

障害に対して保護的に働くことが明らかと

なった。 

 

(2)胎仔組織由来新規神経保護物質の探索 



 

 

 胎仔組織にはセロフェンド酸のみなら

ず胎仔期特有の化合物が存在すると推定さ

れるので、未同定の神経保護活性化合物の探

索を行ったところ、ウシ胎盤のエーテル抽出

物に caspase-3 阻害活性を見出した。さらに

逆相 HPLC を用いて分画を行い、活性測定を

行ったところ、いくつかのフラクションに強

い活性をもった画分が得られた。 

 

(3)ニコチン性アセチルコリンの神経保護メ

カニズムの解析 

①ニコチン受容体刺激のニューロン保護

効果の詳細な機序について解析したところ、

ニコチン受容体刺激によるα７ニコチン受

容体アップレギュレーションおよび神経保

護作用の増強作用には nAChR-PI3K-Akt 系の

シグナル伝達が重要な役割を果たすことが

明らかとなった。 

②アストロサイトにおけるα７受容体発

現にはニューロンとの接触によるシグナル

が重要な役割を果たしていることを見出し

た。神経型ニコチン性アセチルコリン受容体

がグリア細胞にも発現していることが近年

報告されている。グリア細胞における長期間

刺激による受容体の機能変化を解析するた

めに、アストロサイトにおけるα７受容体の

発現調節機構について検討した。培養アスト

ロサイトを用いた検討において、ニコチンを

48 時間処置することによりα７受容体の発

現量が増加する傾向がみられた。培養アスト

ロサイトにおけるα７受容体の発現調節機

構を検討する目的で、培養ニューロン、アス

トロサイトに発現するα７受容体を検討し

たところ、両培養系においてほぼ全ての細胞

においてα７受容体の発現していた。一方、

培養ニューロンと共存するアストロサイト

においてはα７受容体の発現は見られなか

った。ニューロンとアストロサイトが接触す

る条件においては、アストロサイトのα７受

容体の発現が観察されないが、接触がない条

件においては、α７受容体の発現抑制は観察

されなかった。以上の結果により、グリア細

胞の１つであるアストロサイトにおけるα

７受容体の発現は、ニューロンとの接触によ

り抑制的な制御を受けることが示唆された。 
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