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研究成果の概要（和文）：ラット大脳皮質線条体領域から作製したスライス培養系において、過
酸化水素はアストロサイトなどのグリア細胞において MCP-1 をはじめとした複数のサイトカイ
ン／ケモカインの産生を惹起した。また、ラジカル除去薬であるエダラボンとジメチルチオウ
レアでは、過酸化水素による細胞傷害に対しては同様に抑制作用を発揮する一方で、サイトカ
イン／ケモカイン発現上昇に対しては部分的に異なる効果を示すことを明らかにした。	 
	 
研究成果の概要（英文）：In	 rat	 corticostriatal	 slice	 cultures,	 hydrogen	 peroxide	 exposure	 
induced	 upregulation	 of	 various	 cytokines/chemokines	 such	 as	 MCP-1	 and	 IL-6	 in	 glial	 cells.	 	 
The	 effects	 of	 two	 free	 radical	 scavengers	 edaravone	 and	 dimethylthiourea	 on	 hydrogen	 
peroxide-induced	 cell	 injury	 and	 the	 production	 of	 cytokines/chemokines	 were	 examined.	 	 
Hydrogen	 peroxide -induced	 cell 	 injury 	 was 	 inhibited 	 by 	 both 	 edaravone 	 and	 
dimethylthiourea.	 	 On 	 the 	 other 	 hand, 	 dimethylthiourea 	 inhibited 	 the 	 increased	 
expression	 of	 cytokines/chemokines	 by	 hydrogen	 peroxide,	 whereas	 edaravone	 did	 not	 alter	 
the	 expression	 of	 these	 cytokines/chemokines.	 
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１．研究開始当初の背景	 
	 中枢神経系は、神経細胞の他にアストロサ
イトやミクログリアといったグリア細胞か

ら構成され、近年、これらの細胞間の情報伝
達が様々な生理的あるいは病態生理的役割
を担っていることが明らかになってきた。研
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究代表者もこれまでに、神経細胞傷害時にお
けるアストロサイト活性化に着目し、脳内細
胞構築をよく保持し細胞間相互作用の研究
に適した実験系である脳スライス培養系を
用いて、NMDA による神経細胞の特異的傷害に
より、アストロサイトにおいて MCP-1 や
CINC-1 などのケモカインが産生されること
を明らかにしてきた。これらケモカイン類は
白血球の脳実質への浸潤やグリア細胞の活
性化を介して、主として細胞傷害の増悪をも
たらす。さらに、MCP-1 による白血球の脳実
質内浸潤亢進は、MCP-1 が直接血液脳関門の
機能低下を引き起こすことがその一因であ
ることも、最近相次いで報告されている。こ
のような知見より、脳細胞傷害時に、ケモカ
イン産生などのアストロサイト活性化を制
御することは、神経保護のための極めて有用
な創薬ターゲットになると考えられた。	 
	 一方、活性酸素種の一種である過酸化水素
（H2O2）は、生理的条件下では、その生成と
分解を調節する複数の酵素群によって細胞
内外濃度が厳密に制御されているが、脳虚血
などの病態時にはそのバランスが崩れるこ
とで細胞内濃度上昇が起こり、より強力な酸
化力を有するヒドロキシラジカル（OH･）の
生成を介して、脂質の過酸化や核酸傷害など
を引き起こす。一方、H2O2 自体も、タンパク
質のシステイン残基の酸化等を介して様々
な細胞内情報伝達に関与する。病態時におけ
る濃度上昇、ならびにその安定性や膜透過性、
さらには種々のシグナル伝達に関与すると
いうこれまでの多くの知見を考え合わせる
と、脳傷害時には、神経細胞やその他の細胞
において生成された H2O2が、アストロサイト
をはじめとしたグリア細胞の活性化を誘導
する細胞間情報伝達分子として機能する可
能性が十分に考えられる。しかしながら今日
まで、特に中枢神経系においては、H2O2 によ
るシグナル伝達に関する研究の大部分が細
胞内情報伝達調節に限られたものであり、細
胞間情報伝達のメディエーターとしての役
割については、ほとんど検討がなされていな
いのが現状であった。	 
	 
２．研究の目的	 
	 上述のような研究背景を鑑み、脳傷害時に
おける細胞間情報伝達のメディエーターと
しての H2O2 の役割を解明するとともに、H2O2
によるアストロサイトをはじめとしたグリ
ア細胞の活性化が、病態時の脳内細胞間相互
作用において果たす役割を明らかにするこ
とを最終的な目的として、平成 20 年度はア
ストロサイト活性化の指標としてケモカイ
ン MCP-1 に着目し、平成 21 年度はその他の
サイトカイン／ケモカインに着目し、以下の
検討を行った。	 
	 

(1) H2O2 による細胞傷害および MCP-1 産生に
関する検討	 

(2) H2O2 による細胞傷害および MCP-1 産生に
対するラジカル除去薬の効果に関する検
討	 

(3) H2O2 による各種サイトカイン／ケモカイ
ン産生およびそれらに対するラジカル除
去薬の効果に関する検討	 

	 
３．研究の方法	 
(1)	 脳スライス培養系の作製	 
	 生後 2-3 日齢の Wistar 系ラットから大脳
皮質線条体領域を含有する冠状断スライス
（300	 μm）を作製し、37℃、5%CO2環境下で
10-11 日間培養した。	 
(2)	 薬物処置	 
	 培養 10-11 日目に、H2O2処置（0.3-3	 μM、
3 時間）を行った。ラジカル除去薬等の併用
薬物は H2O2処置 3時間前から培地中に添加し
た。	 
(3)	 細胞傷害の検出	 
	 細胞傷害は、細胞外への LDH 遊離あるいは
propidium	 iodide（PI）の細胞内への取り込
みを指標として評価した。PI（5	 μg/ml）は
薬物処置 24 時間前から培地中に添加した。
薬物処置前および 27 時間後に、大脳皮質内
500	 μm×500	 μm の領域での蛍光強度を測
定し、薬物処置前後の蛍光強度の差を算出し
た。LDH 遊離に関しては、H2O2処置 27 時間後
における培地中の LDH 量を、市販の
Cytotoxicity	 Detection 	 Kit （ Roche	 
Diagnostics	 GmbH）を用いて測定した。	 
(4)	 培地中 MCP-1 量の定量	 
	 H2O2処置 27 時間後に培地を回収し、培地中
に含まれる MCP-1 量を、市販の ELISA キット
（Invitrogen）を用いて測定した。	 
(5)	 各種サイトカイン／ケモカイン発現量
の相対的定量	 
	 H2O2処置 6 時間後における各種サイトカイ
ン／ケモカイン mRNA の相対的定量はリアル
タイム RT-PCR 法により行った。細胞からの
total	 RNA の抽出には、ISOGEN（ニッポンジ
ーン）を用いた。DNase 処理、逆転写反応後、
SYBR	 GREENを用いたリアルタイム PCR を行っ
た。相対的定量には、GAPDH を対照遺伝子と
したΔΔCt 法を用い、データは対照群を１と
して相対的な発現量で表した。	 
(6)	 MCP-1 産生細胞の同定	 
	 MCP-1 産生細胞の同定は、抗 MCP-1 抗体と
各種マーカータンパクに対する抗体を用い
た免疫染色により行った。	 
(7)	 統計学的処理	 
	 データは平均値±標準誤差で表した。統計
処理は one-way	 ANOVA （Student ‒ Neuman ‒
Keuls’	 post	 hoc	 test）を用いた。全ての
実験において、危険率 5%	 未満の場合に統計
学的に有意な差があると判定した。	 



 

 

	 
４．研究成果	 
	 脳スライス培養系において、H2O2 による細
胞傷害を処置 27 時間後における細胞核への
PI取り込みおよび培地中へのLDH遊離により
検討した。いずれの検討方法においても、H2O2
処置（0.3-3	 mM、3 時間）は、濃度依存的に
細胞傷害を惹起し、1	 mM 以上で有意な差が認
められた。続いて、H2O2による MCP-1 産生を
培地中 MCP-1 量を測定することで検討した。
H2O2は、細胞傷害と同様、濃度依存的に MCP-1
の産生を亢進し、1	 mM 以上で有意な差が認め
られた。また、H2O2による MCP-1 産生細胞種
を同定するために、H2O2処置 9 時間後に免疫
二重染色を行ったところ、主な MCP-1 陽性細
胞は GFAP 陽性アストロサイトであった。	 
	 H2O2から生成するOH･がH2O2による細胞傷害
およびMCP-1産生に関与するか否かを明らか
にするため、高いOH･消去能を有し、脳保護薬
として臨床の場で使用されているラジカル除

去薬エダラボンの効果を検討した。その結果、
エダラボン（100	 μM）は、H2O2による細胞傷
害を完全に抑制した（図１Ａ）。しかしながら、
一方で、H2O2によるMCP-1産生に対してはエダ
ラボンは抑制効果を示さなかった（図１Ｂ）。
このことから、H2O2による細胞傷害がOH･の生
成を介した作用であるのに対し、MCP-1産生は
OH･生成を介さずにH2O2自体の直接的な作用に
よって誘導されている可能性が考えられた。
そこで次に、他のラジカル除去薬あるいはラ
ジカル生成抑制薬でも同様の結果が得られる
か否かを、ラジカル除去薬ジメチルチオウレ
ア（ DMTU ）および Fe2+ キレート薬 2,2’
-dipyridylを用いて検討した。その結果、エ
ダラボンとは異なり、DMTUはH2O2による細胞傷
害およびMCP-1産生の両方を濃度依存的に抑
制し、その抑制効果はほぼ同程度であった（図
２）。また、OH･生成抑制を目的として、H2O2

図１ H2O2 誘発細胞傷害および MCP-1
産生に対するエダラボンの効果 
（A）H2O2処置（1	 mM、3 時間）27 時間後に
おける PI 取り込みに対するエダラボンの
効果。*

．

P	 <	 0.05	 vs	 control,	 #P	 <	 0.05	 vs	 
H2O2	 alone	 
（B）H2O2処置（1	 mM、3 時間）27 時間後に
おける培地中 MCP-1 量に対するエダラボン
の効果。*
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図２ H2O2 誘発細胞傷害および MCP-1
産生に対する DMTU の効果 
（A）H2O2処置（1	 mM、3 時間）27 時間後に
おける PI 取り込みに対する DMTU の効果。	 
***
．．．

P	 <	 0.001	 vs	 control,	 #P	 <	 0.05,	 ###P	 <	 
0.001	 vs	 H2O2	 alone	 
（B）H2O2処置（1	 mM、3 時間）27 時間後に
おける培地中 MCP-1 量に対する DMTU の効
果。***
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P	 <	 0.001	 vs	 control,	 ##P	 <	 0.01,	 
###P	 <	 0.001	 vs	 H2O2	 alone	 
	 
	 

A 

*** 

 

 

＊ 

＊ 

B 

*** 

 

 

＊ 

＊ 

### 

 

 

＊ 

＊ 

# 

 

＊ 

＊ 

# 

 

 

＊ 

＊ 

### 

 

 

＊ 

＊ 

## 

 

＊ 

＊ 



 

 

からのフェントン反応を介したOH･生成に必
須であるFe2+のキレート薬2,2’-dipyridylに
ついても同様に検討したところ、2,2’
-dipyridylもH2O2による細胞傷害およびMCP-1
産生の両方をほぼ完全に抑制した（図３）。以
上のDMTUおよび2,2’-dipyridylを用いた実験
結果から、細胞傷害だけでなくMCP-1産生に関
しても、OH･の生成を介したものであることが
示唆された。	 
	 	 DMTU や 2,2’-dipyridyl と異なり、エダ
ラボンがH2O2による細胞傷害を抑制する一方
で MCP-1 産生に影響を与えない理由は、現在
のところ明らかではない。ラジカルを捕捉し
たエダラボンは、エダラボンラジカルやその
過酸化体などの反応中間体を経て、最終的に
2-oxo-3-(phenylhydrazono)-butanoic	 acid
にまで代謝される。H2O2による MCP-1 産生が
エダラボンで抑制されない可能性の１つと
して、これらの代謝物のいずれかが MCP-1 産

生誘導能を有している可能性が考えられる。

図３ H2O2 誘発細胞傷害および MCP-1
産生に対する 2,2’-dipyridyl の効果 
（A）H2O2処置（1	 mM、3 時間）27 時間後に
おける PI 取り込みに対する 2,2 ’
-dipyridyl の 効 果 。 *
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P	 < 	 0.001 	 vs 	 
control,	 ###P	 <	 0.001	 vs	 H2O2	 alone	 
（B）H2O2処置（1	 mM、3 時間）27 時間後に
おける培地中 MCP-1 量に対する 2,2’
-dipyridyl の 効 果 。 *

．
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P	 < 	 0.001 	 vs 	 
control,	 ###P	 <	 0.001	 vs	 H2O2	 alone	 
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図４ H2O2 誘発サイトカイン／ケモカイン
産生に対するラジカル除去薬／ラジカル
生成抑制薬の効果 
H2O2処置（1	 mM、3 時間）による IL-6（A）、
LIF（B）、CINC-1（C）それぞれの mRNA 発
現上昇に対するエダラボン（100	 μM）、
DMTU（30	 mM）、2,2’-dipyridyl（100	 μM）
の効果。Total	 RNA は、H2O2処置 6 時間後
に回収し、リアルタイム RT-PCR 解析に用
いた。*
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P	 <	 0.001	 vs	 control,	 
#P	 <	 0.05,##P	 <	 0.01,###P	 <	 0.001	 vs	 H2O2	 
alone	 
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OH･の生成と細胞傷害ならびに MCP-1 産生の
関係をより詳細に検討するために、今後、他
の酸化ストレス誘導剤による細胞傷害なら
びに MCP-1 産生についても検討する必要があ
る。	 
	 これまでの検討から、エダラボンは、H2O2
による細胞傷害を抑制する一方で、脳内炎症
に関わるケモカインの１つである MCP-1 の産
生を抑制しないことが示された。そこで、
MCP-1 以外のいくつかのサイトカイン／ケモ
カインについてもH2O2による産生誘導の有無
ならびにそれらに対するラジカル除去薬の
効果の差異をリアルタイム RT-PCR により検
討した。検討の結果、H2O2処置により、CINC-1、
IL-6、LIF などの mRNA 発現の一過性の上昇が
認められた。そこで、これら 3種のサイトカ
イン／ケモカインに着目し、その発現上昇に
対するラジカル除去薬の効果を検討した。エ
ダラボンは、MCP-1 同様、IL-6 および LIF の
mRNA 発現上昇には影響を与えなかったが、	 
CINC-1	 mRNA 発現上昇に関しては有意に抑制
した（図４）。また、ジメチルチオウレアお
よび 2,2’-dipyridyl は、MCP-1 と同様に、
H2O2による IL-6、LIF、CINC-1 いずれの mRNA
発現上昇に対しても有意な抑制作用を示し
た（図４）。これらの結果から、H2O2 による
酸化ストレスは、MCP-1 以外にも多くのサイ
トカイン／ケモカインの産生を誘導し、また
その産生は OH･の生成を介したものであるこ
とが示唆された。	 
	 H2O2による IL-6 や LIF の発現亢進は、DMTU
によっては有意に抑制されたのに対し、エダ
ラボンでは抑制されなかった。IL-6 や LIF は
脳細胞傷害に対して保護的に働くとの報告
が多数なされている。ラジカル除去による直
接的な細胞傷害抑制効果に加え、これら保護
的に働くサイトカインの産生を抑制しない
ことが、エダラボンと DMTU などの他のラジ
カル除去薬との間で認められる薬理作用の
差異の一端を担っているのかもしれない。	 
	 ラット脳スライス培養系を用いた本研究
において、H2O2 はアストロサイトなどのグリ
ア細胞において MCP-1 をはじめとした複数の
サイトカイン／ケモカインの産生を惹起す
ることを明らかにした。また、エダラボンと
DMTU などの他のラジカル除去薬が、H2O2によ
る細胞傷害に対しては同様に抑制効果を示
す一方で、H2O2 によるサイトカイン／ケモカ
イン発現上昇に対しては、部分的に異なる効
果を示すことを明らかにした。本研究で明ら
かとなったこれらの研究成果は、酸化ストレ
スを標的とした薬物治療ならびに新たな治
療薬の創製のための基礎的知見の提供につ
ながるものと期待される。	 
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