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研究成果の概要： 
本研究では、これまで治療標的に成り得なかった神経性ネクローシスの分子基盤に細胞膜
上のGLUTの内在化によるグルコース取り込みが減少することが一因であることを示すと
共に、核蛋白質である ProTα は、この内在化した GLUT を Gi-PLC-PKCβ を介して積極的
に表在化させることで神経性ネクローシスを抑制する事を明らかにした。さらに ProTαは
ミクログリアに働きかけ、神経栄養因子の発現増加を引き起こすことで虚血時に誘導され
るアポトーシスをも抑制することが示さた。一方、ProTα 同様、神経性ネクローシス抑制
活性を有する物質の存在が海洋微生物培養上清に見出され、未精製ではあるものの動物個
体での虚血傷害において、ネクローシスを抑制することで強力な保護効果を示したこと事
から、中枢神経系における虚血性神経傷害保護の新たな可能性を提示する研究であった。 
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１．研究開始当初の背景  
 脳卒中は、がん、心疾患と並ぶ３大疾患に

あげられ、治療法確立が急務とされている。

昨今の外科的治療法の進歩などにより、脳卒

中による死亡率は減少傾向にあるものの、重

度の後遺症が発症後の QOL の維持を困難な
ものにしている。脳卒中では、急性期に傷害

中心部位においてネクローシスが引き起こ

され、その周辺部において遅延的にアポトー

シスによる神経細胞死が引き起こされる。  
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これまでアポトーシスについては、多くの研

究がなされ、その分子基盤が明らかになって

きているが、一方のネクローシスについては

ほとんど研究が進んでいない。本申請者らは、

これまでのネクローシス研究から神経細胞

培養液中に脳卒中に有効性を示す蛋白質プ

ロサイモシン α (ProTα)を見出した（J. Cell 

Biology 2007, 176: 853-62.）。ProTαは、仮定さ
れる同一受容体を介し、ネクローシスを抑制

するとともに、アポトーシスに対しても抑制

的に働く蛋白質であった。その結果、脳虚血

モデル動物への投与によって急性期及び遅

延型細胞死の両方から保護することを明ら

かにしている。この知見は、これまで殆ど解

明されなかったネクローシス抑制を可能と

する分子の存在を示唆するものである。

ProTα によるネクローシスおよびアポトーシ
ス抑制のメカニズムは、Ａ)神経細胞に対する

直接的なネクローシス抑制作用とＢ）神経お

よびグリア細胞に対する、神経栄養因子産生

増加に起因するアポトーシス抑制効果であ

る。 
 しかしながら、蛋白質 ProTαの臨床使用を
考える際、生体内での耐性・抗体形成の問題

があり、更に大量合成の観点からも類似機能

を有する非ペプチド性低分子化合物を探索

する必要がある。申請者らはこれまでに、海

洋土壌微生物資源から有用菌体および活性

物質の候補分子を見出している。 

 
 
本研究で使用する海洋土壌微生物は、すでに

ライブラリー化されており、有用物質産生菌

体の同定システムも確立している。各クロー

ン株上清には数種類の化合物が含まれてお

り、それらはあらゆる評価系をカバーする物

質群である。しかも大量培養により、ほぼ均

一の材料を再現性よく調製できるので、新し

い治療薬シーズを求める為の有用性が高い。

従って、本研究では ProTαによるネクローシ
スおよびアポトーシス抑制機構を指標スク

リーニングする事で、新規神経保護物質の探

索とその分子機構の解明をおこなう。さらに

得られた非ペプチド性低分子化合物の性質

並びにネクローシス・アポトーシス抑制機構

を明らかにする事で、ネクローシスの分子基

盤並びにアポトーシス抑制機構の解明につ

なげていく。 
 
２．研究の目的  
重篤な疾患である脳卒中に対して、現状では

十分な治療薬開発が進んでいるとは言い難

い。その一つの理由には、脳卒中急性期に傷

害中心部位において誘導されるネクローシ

スについて、その分子基盤解明が進んでいな

いことが挙げられる。申請者らはこれまでに、

核蛋白質である ProTαが、ストレスにより細
胞外に遊離することで、想定される細胞膜受

容体に結合し、虚血ストレスによって誘導さ

れるネクローシス及び脳卒中時傷害中心の

周辺領域で観察されるアポトーシスを抑制

することを見出した。そのメカニズムについ

ても、Ａ)神経細胞に対する直接的なネクロー

シス抑制作用とＢ）神経およびグリア細胞に

対する、神経栄養因子産生増加に起因するア

ポトーシス抑制効果である事を明らかにし

た。しかしながら、蛋白質 ProTαの臨床使用

を考える際、生体内での耐性・抗体形成の問

題があり、更に大量合成の観点からも類似機

能を有する非ペプチド性低分子化合物を探

索する必要がある。そこで本研究では ProTα

によるネクローシスおよびアポトーシス抑

制機構の詳細を解明することで、新たな創薬

標的を提案していく。さらに同時に、現有す

る海洋微生物ライブラリーから非ペプチド

性低分子化合物をスクリーニングし、その性

質並びにネクローシス・アポトーシス抑制機

構を明らかにする事で、ネクローシスの分子

基盤並びにアポトーシス抑制機構の解明に

つなげていく。 
 
３．研究の方法  



 

 

本研究では、Ⅰ. ProTαによるネクローシス抑

制機構の解明、Ⅱ. ProTαによるアポトーシス

抑制機構の解明、Ⅲ. 動物個体レベルでの虚

血モデルに対する ProTαの保護機構の解明 

Ⅳ. ProTα 様のネクローシス抑制作用を有す

る活性物質を海洋微生物ライブラリーから

探索していくことで、ネクローシスの分子基

盤解明と、新たな脳卒中治療薬シーズの提案

をする。 

Ⅰ. ProTα によるネクローシス神経細胞死抑

制機能解析 
① 電子顕微鏡による微細形態変調：ネクロー
シス時に変動する神経細胞の形態変化を

電子顕微鏡による小器官及び細胞膜レベ

ルで観察し、ネクローシス保護について形

態的変動の観点から解析を進める。 

② GLUT 表在化機構の解明：ProTαの主たる

ネクローシス抑制機構と考えられるグル

コーストランスポーター(GLUT)の細胞膜
表在化機構の解明のため、阻害剤及びアン

チセンスオリゴヌクレオチドを用いた検

討により分子基盤解明を行うほか、蛍光タ

ンパク質を融合したGLUTを発現させた細

胞株において、ProTα により、虚血ストレ

スによって一旦内在化したGLUTを表在化

させ得るかを検討する。 

これらの検討は初代培養大脳皮質神経細胞

及び網膜神経細胞由来株化細胞(N18-RE105)
細胞を用いて行う。 
 
Ⅱ. アポトーシス抑制物質産生能の解析 
ProTα は、神経におけるネクローシス抑制の
みならず、ミクログリア細胞に作用して

BDNF 等の神経栄養因子を放出し、神経での
アポトーシスをも抑制する。 
① ミクログリア培養系による遺伝子発現：ミ
クログリア培養において、サイトカインや

神経栄養因子の発現上昇をリアルタイム

RT-PCR 法（装置現有）並びに免疫細胞化
学、Western blot法にて測定する。 

② 遊離物質による神経保護作用：神経細胞と
ミクログリア細胞の共培養系あるいはミク

ログリア培養上清において、ProTα で見ら
れるような、ミクログリアのみならず神経

細胞においても、神経栄養因子の発現上昇

することを免疫細胞化学法にて測定する。 
 
Ⅲ. In vivo 虚血モデル動物に対する神経保護
効果 
① マウス網膜虚血モデルに対する神経細胞
死抑制効果の解析：すでに技術習得してい

るマウス網膜虚血モデルに対して、ProTα
による神経保護効果を細胞死マーカーに

よる組織化学的解析並びに、網膜電位測定

による機能的解析を行い、有用性を明らか

にする。さらに、BDNF 等の神経栄養因子
の発現増加について、個体レベルでの解析

を行う。 
② ラット脳虚血モデルに対する神経細胞死
抑制効果の解析：すでに技術習得している

ラット一過性脳虚血モデルに対して、

ProTα による神経保護効果を細胞死マーカ
ーによる組織化学的解析並びに、運動機能

解析を行い、有用性を明らかにする。また、

一過性脳虚血だけではなく永久梗塞モデ

ル動物でも同様の検討を行う。 
③ マウス脳虚血モデルに対する神経細胞死
抑制効果の解析：すでに技術習得している

ラット脳虚血モデルに対して、ProTα によ
る神経保護効果を細胞死マーカーによる

組織化学的解析並びに、学習・記憶による

機能的解析を行い、有用性を明らかにする。 
 
Ⅳ. 海洋微生物ライブラリーからのネクロー
シス神経細胞死抑制活性物質の探索 
① 低分子ネクローシス抑制物質の単離・精
製:３クローンの培養上清を、定法に従い分
離し、PI染色によるネクローシス抑制活性
を指標に活性本体を同定する。さらに、各

種阻害剤を用いた薬理学的検討から、当該

物質の性質を明らかにする。 
② 動物個体レベルでの組織保護効果の検
討：マウス網膜虚血モデルに対して、培養

上清による神経保護効果を細胞死マーカ

ーによる組織化学的解析を行い、有用性を



 

 

明らかにする。 
 
４．研究成果 

本研究では、これまで創薬標的とされてこ

なかった神経性ネクローシスに着目し、ネ

クローシス抑制物質を海洋微生物ライブラ

リーより探索すると共に、そのリード分子

として見いだした核蛋白質である ProTαの
分子基盤解明を行うことを目的としている。 
Ⅰ. ProTα によるネクローシス神経細胞死抑
制機能解析に関して、初代培養神経細胞並

びに N18-RE105細胞に対する低酸素・低グ
ルコース処置により、電子顕微鏡観察での

細胞膜破綻とミトコンドリア膨潤を伴うネ

クローシス誘導を見出すと共に ProTα 処置
により、これら細胞内形態異常の改善が認め

られた。この効果は一過性の低酸素・低グル

コース処置の後、血清を含む培養液に戻し

た際に認められており、ProTα発見当初の無
血清飢餓ストレスでのネクローシスからア

ポトーシス形態への変化とは異なる結果で

あった。次にグルコース取り込みを担う

GLUT の局在変化について、同ストレス下で
検討したところ細胞膜上に局在するGLUT4
が、細胞内に内在化することが明らかにな

った。一方、ProTα処置では、GLUT4 が細
胞膜に表在化しており、この機能は

Gi/o-PLC-PKCβ2 の活性化が必須であるこ
とが明らかになった。さらに蛍光蛋白質を

融合させた GLUT4-EGFPを発現させ、リア
ルタイムで可視化可能とした N18-RE105
細胞での検討では、無血清処置により内在

化した GLUT4を 30分程度で表在化させる
ことが明らかとなり、ProTαによる積極的な
グルコース取り込み増加機構がネクローシ

ス抑制に寄与することが明らかになった。 
 
Ⅱ. アポトーシス抑制物質産生能の解析に関
して、ProTα を初代培養神経細胞に添加した
系では神経栄養因子の発現が遺伝子レベル、

蛋白質レベルで増加することは認められな

かったが、培養ミクログリア細胞に処置す

ることで、神経栄養因子の発現及びミクロ

グリアの形態変化（活性化）を見いだした。

培養ミクログリア細胞では ProTαの添加数

分後からミクログリア細胞膜の ruffling が
観察され、30分で定常状態に達し、3時間
後にはほぼ添加前の状態に戻った。一方、

神経栄養因子は数時間後に最大の発現にな

った。ProTα によるこの様な神経栄養因子
の発現上昇は、ミクログリアにおいてのみ

観察され、神経細胞及びアストロサイトで

は認められなかったが、両者をミクログリ

アと共培養すると、ミクログリアのみなら

ず神経細胞、アストロサイト両細胞でも神

経栄養因子の発現が増加することが明らか

になった。さらに ProTαを処置したミクロ
グリア培養上清を神経細胞に処置すること

でも、神経細胞でも神経栄養因子を発現増

加が観察された。(論文投稿準備中） 

Ⅲ. In vivo 虚血モデル動物に対する神経保護
効果に関して、脳卒中モデルとしてラット

中大脳動脈結紮 (1h)に対して、ProTα を再
灌流後３時間以内に全身投与することで虚

血によって誘導される脳組織傷害及び運動

機能障害を抑制することを見いだした。こ

の際、ProTα は、脳虚血で誘導されるネク
ローシス及びアポトーシスの両方を抑制す

ることが、PI染色と TUNEL染色の応用に
よって明らかになった。ProTα によるアポ
トーシスの抑制のメカニズムは内在性の

BDNF及び erythropoietinが関与している事
が吸収抗体を用いた検討によって明らかと

なった。以上の結果、脳卒中傷害に対して

ProTα は直接神経細胞に作用し、虚血によ
って減少したグルコースの取り込みを促進

することで神経ネクローシスを抑制すると

同時に、アポトーシス誘導因子である Bax
発現を増加し、アポトーシス経路を活性化

する。しかしながら、誘導したアポトーシ

スは内在的に存在する神経栄養因子の働き

を利用することで結果としてネクローシス

とアポトーシスの両方を抑制する事が示唆

された。 (Cell Death & Differentiation 14, 
1839-1842 (2007)) 
 一方、脳と同じ中枢神経である網膜神経

細胞を標的とした、網膜虚血モデル(45 分
虚血後再灌流)を用いた虚血性網膜神経細
胞死に対する ProTα の効果を検討し、虚
血・再灌流処置 24時間後の全身投与でも有



 

 

意な保護効果を示すこと見出した。また、

この保護機構は光に対する網膜の電気応答

を検出す Electroretinogram 法においても改
善がみられ、機能的にも保護していること

が示唆された。一方で、これまで考えてい

た内因的な神経栄養因子に依存した ProTα
誘導性のアポトーシス抑制機構に関して、

ProTα の処置により、虚血負荷依存的に
BDNF及び erythropoietinの発現が増加するこ
とが見出された。この結果は、先に記載した

培養細胞での詳細な解析に繋がる成果であ

った。従って動物個体での ProTαによる虚血
傷害保護機構には、直接的な神経ネクロー

シスの抑制と神経細胞及びグリア細胞から

のBDNF等の神経栄養医因子の発現上昇に
よる間接的なアポトーシス抑制機構がある

こ と が 明 ら か に な っ た 。 (Death & 
Differentiation 16, 349-358 (2009)) 
Ⅳ. 海洋微生物ライブラリーからのネクロー
シス神経細胞死抑制活性物質の探索に関し

て、これまでに確立した初代培養神経細胞

に対する無血清飢餓ストレスの負荷によっ

てネクローシスを誘導する系を用いて、保

有する海洋微生物ライブラリーよりネクロ

ーシス抑制活性を有する培養上清のスクリ

ーニングを行った。これまでのスクリーニ

ングで有効性を見出していた十数種類の海

洋微生物の培養上清の中から特に活性の強

かった培養上清 8種類を用いて、初代培養
神経細胞に対する無血清ストレスによって

誘導されるネクローシスをヨウ化プロピジ

ウム (PI) 染色によるネクローシス評価法
により検証し、４種類の極めて強い活性を

有する上清を産生する微生物クローンを見

出した。さらに、この培養上清を網膜虚血

処置したマウスの硝子体内に 1%の濃度で
投与したところ、網膜虚血によって誘導さ

れる外顆粒層、内顆粒層及び視神経細胞の

PI 染色によって評価されるネクローシス
を有意に抑制する事も見いだした。 
以上の結果から本研究の遂行により、これ

まで治療標的に成り得なかった神経性ネク

ローシスの分子基盤に細胞膜上のGLUTが
内在化し、細胞へのグルコース取り込みが

減少することが一因であることが示され、

さらに ProTαはこの内在化した GLUTを
Gi-PLC-PKCβを介して積極的に表在化さ
せることで神経性ネクローシスを抑制する

事を見いだした。さらに ProTαはミクログ
リアに働きかけ、神経栄養因子の発現増加

を引き起こすことで虚血時に誘導されるア

ポトーシスをも抑制する活性を有すること

が示され、その創薬標的としての可能性を

見出された。また、ProTα同様、神経性ネ
クローシス抑制活性を有する物質の存在が

海洋微生物培養上清に見出され、未精製で

はあるものの動物個体での虚血傷害におい

て、ネクローシスを抑制することで強力な

保護効果を示したこと事から、中枢神経系

における虚血性神経傷害保護の新たな可能

性を提示する研究であった。 

 
 
 
５．主な発表論文等 
（研究代表者、研究分担者及び連携研究
者には下線） 
 
〔雑誌論文〕（計２件）  
1. Fujita R., Ueda M., Fujiwara K. & 

Ueda H., Prothymosin-alpha plays a 
defensive role in retinal ischemia through 
necrosis and apoptosis inhibition. Cell 
Death & Differentiation 16, 349-358 
(2009) 査読有り 

2. Fujita R. & Ueda H., 
Prothymosin-alpha1 prevents necrosis and 
apoptosis following stroke. Cell Death & 
Differentiation 14, 1839-1842 (2007) 査読
有り 

 
〔学会発表〕（計１７件）  
1. 藤村一輝、畠山有理、藤田亮介、植田弘

師、神経細胞における Prothymosin α
による PKCβを介した GLUT4 膜移行
促進機構の解明、第 31回日本分子生物
学会年会・第 81 回日本生化学会大会 
合同大会（BMB2008）12/9-12 2008, 神
戸ポートアイランド 

2. 植村朋香、藤田亮介、植田弘師、

Prothymosin α による PKCβを介した
初代培養ミクログリアの活性化、第 31
回日本分子生物学会年会・第 81回日本
生化学会大会 合同大会（BMB2008）
12/9-12 2008, 神戸ポートアイランド 

3. 山崎達朗、藤田亮介、植田弘師、新規脳

保護分子 Prothymosin α によるラット



 

 

一過性脳卒中傷害の改善、第 31回日本
分子生物学会年会・第 81回日本生化学
会大会 合同大会（BMB2008）12/9-12 
2008, 神戸ポートアイランド 

4. 米窪沙織、藤田亮介、植田弘師、

Prothymosin α による虚血依存的なミ
クログリア活性化、第 31回日本分子生
物学会年会・第 81回日本生化学会大会 
合同大会（BMB2008）12/9-12 2008, 神
戸ポートアイランド 

5. 神崎めぐみ、高濱和弘、藤田亮介、植田

弘 師 、 脳 卒 中 治 療 薬 と し て の

Prothymosin αの可能性、第 31回日本
分子生物学会年会・第 81回日本生化学
会大会 合同大会（BMB2008）12/9-12 
2008, 神戸ポートアイランド 

6. 藤田亮介、水間広、和田康弘、渡辺恭良、
植 田 弘 師 、 PET 解 析 を 用 い た
Prothymosin-α による PKCβ活性化を介
したグルコース取込み促進、第 31 回日
本分子生物学会年会・第 81 回日本生化
学会大会 合同大会（BMB2008）12/9-12 
2008, 神戸ポートアイランド 

7. 藤田亮介、植田弘師：Identification of 
prothymosin-alpha, the necrosis-apoptosis 
switch molecule in the cortical neuron 
culture. 第８１回日本薬理学会年会、
2008 年 3 月 17 日、パシフィコ横浜（横
浜市） 

8. 米窪沙織、藤田亮介、植田弘師：
Prothymosin α prevents necrosis and 
apoptosis following stroke. 第８１回日本
薬理学会年会、2008 年 3 月 17 日、パシ
フィコ横浜（横浜市） 

9. 藤田亮介、植田弘師：神経ネクローシス
保護分子プロサイモシンα、第 60 回日
本薬理学会西南部会、2007 年 11 月 22
日、シーガイア（宮崎市） 

10. 高濱和弘、藤田亮介、植田弘師：マウス
一過性中大脳動脈閉塞再灌流モデルに
おけるプロサイモシン αの脳保護効果、
第 60回日本薬理学会西南部会、2007 年
11 月 22 日、シーガイア（宮崎市） 

11. 早田知永、高濱和弘、藤田亮介、植田弘
師：虚血脳に対するプロサイモシン α
のネクローシス保護機構、第 60 回日本
薬理学会西南部会、2007 年 11月 22日、
シーガイア（宮崎市） 

12. Ueda H., Fujita R., Matsunaga H., Yoshida 
A. and Ueda M., Identification of 
prothymosin-alpha1, the necrosis-apoptosis 
switch molecule under the in vitro ischemia 
condition. Neuroscience 2007, 2007 年 11
月 3 日サンディエゴ（米国） 

13. Fujita R. and Ueda H., Prothymosin-alpha1 
prevents neuronal necrosis by reversing the 

decreased membrane localization of GLUT. 
Neuroscience 2007, 2007年11月3日サン
ディエゴ（米国） 

14. Takahama K., Fujita R. and Ueda H., 
Prothymosin-alpha1 switches from an 
uncontrollable necrosis to a controllable 
apoptosis. Neuroscience 2007, 2007 年 11
月 3 日サンディエゴ（米国） 

15. 藤田亮介、植田弘師：Prothymosin-alpha1 
prevents neuronal necrosis by reversing the 
decreased membrane localization of GLUT、
Neuro 2007、2007 年 9 月 12 日、パシフ
ィコ横浜（横浜市） 

16. 高濱和弘、藤田亮介、植田弘師：
Prothymosin-alpha1 switches from an 
uncontrollable necrosis to a controllable 
apoptosis、Neuro 2007、2007 年 9 月 12
日、パシフィコ横浜（横浜市） 

17. Ueda H., Fujita R., Matsunaga H., Yoshida 
A. and Ueda M., Identification of 
prothymosin-alpha1, the necrosis-apoptosis 
switch molecule under the in vitro ischemia 
condition. 第 5 回国際受容体シンポジウ
ム（IRS2007）, 2007 年 5 月 10 日、静岡
コンベンションアーツセンター（静岡
市） 

 
〔図書〕（計０件） 
 
〔産業財産権〕 
○出願状況（計０件） 
 
○取得状況（計０件） 
 
〔その他〕 
 
 
 
６．研究組織 
(1)研究代表者 

藤田 亮介（FUJITA RYOUSUKE） 

長崎大学・大学院医歯薬学総合研究科・助教 

研究者番号：７０３８０８５５ 

 

(2)研究分担者 
 
該当なし 
 

 (3)連携研究者 

 

該当なし 

 


