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研究成果の概要（和文）：申請者らがウシ胎仔血清より単離した低分子量化合物であるセロフェ

ンド酸の薬理作用を検討したところ、アミロイドβタンパクによって誘発される毒性に対して

保護作用を有すること、ラット心筋梗塞モデルにおいてセロフェンド酸が有意に梗塞巣体積を

減少させることを明らかにした。また、ニコチン性アセチルコリンの神経保護メカニズムの解

析を行い、アセチルコリンエステラーゼ阻害薬のドネペジルがグルタミン酸により誘発される

細胞内カルシウム濃度上昇を抑制することが明らかにした。 

 
研究成果の概要（英文）：We examined the pharmacological effects of serofendic acid, a low 

molecular weight substances isolated from fetal bovine serum. We revealed that serofendic 

acid had a protective effect against toxicity induced by amyloid β protein and serofendic 

acid significantly reduced infarct volume in rat myocardial infarction model. In addition, 

we examined the neuroprotective mechanism of nicotinic acetylcholine. We showed that 

donepezil, an inhibitor of acetylcholinestrase, reduced the increase in the intracellular 

concentration of calcium induced by glutamate.  
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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、神経栄養因子の解析
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は世界に
先駆けて申請者が報告した (Kume et al. 

PNAS 99: 3288-3293, 2002, Akaike et al. 

Brain Res 644: 181-187, 1994)。諸種ストレ
ス環境下において生体内機構として機能し、
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ニューロンの生存を促進する低分子量化合
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。 

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(右
図： Kume et al. Biol Pharm Bull 27: 

964-967,2004)のうち、セロフェンド酸とニ
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。 

申請者はこれまで、グルタミン酸神経毒性
を制御する内在性因子に関する研究を行っ
てきた。動物細胞の培養に頻用されるウシ胎
仔血清中にグルタミン酸および NO神経毒性
を強力に抑制する保護活性成分が存在する
ことを発見し、その精製・単離に着手した結
果、新規化合物セロフェンド酸の同定に成功
した (Kume et al. PNAS 99: 3288-3293, 

2002)。セロフェンド酸はグルタミン酸や NO

の神経毒性を強力に抑制するが、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
ミトコンドリアの脱分極を抑制することに
より、その後に引き起こされる 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。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、
内在性神経毒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、胎仔
血清や胎盤のような胎仔組織中にはセロフ
ェンド酸以外にも複数の神経保護活性化合
物が含まれていることを示す知見を得てお
り、さらに新規の化合物の同定が可能と考え
る。並行して検討を進める計画であるニコチ
ン性アセチルコリンの神経保護作用機構の
解明は、従来、神経興奮に関与する神経伝達
物質の一部が神経生存にも関与する可能性
を示すとともに、種々のストレス下でのニュ
ーロンの生存を促進する内在性機構の解明
に向けた新しい知見を提供するものである。
大脳皮質ニューロンにおいて、ニコチンおよ
びアルツハイマー病治療薬として用いられ
ているアセチルコリンエステラーゼ阻害薬

の慢性処置によってニコチン受容体の発現
が上昇することを既に報告しており(Kume 

et al. EJP 527: 77-85, 2005)、本研究課題で
はこれを手掛かりの一つとして、PI3K-Akt

経路を中心とした神経保護につながるシグ
ナル系の解析等を進める計画である。また、
近年グリア細胞におけるニコチン受容体の
発現が報告されてきているが、その機能につ
いては明らかになっていないため、グリア細
胞に注目しその機能を解析する。 

 

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、諸種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して、機能しうる
生体内低分子量化合物による中枢ニューロ
ンの保護メカニズム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生体
機能分子として、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。 

本研究は、諸種難治性中枢神経疾患や脳虚
血障害時における重要な危険因子としてグ
ルタミン酸神経毒性に注目し、グルタミン酸
／ラジカルストレスによるニューロン死に
対する生体内防御機構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、ウシ胎仔血清由来神経保護活
性化合物とニコチン性アセチルコリンを代
表とする神経伝達物質を中心に研究を実施
する。 

（１）セロフェンド酸の保護作用機構の解
明：セロフェンド酸の保護作用を媒介する標
的分子の同定、in vivo での細胞／組織保護作
用の検討を行い、治療薬としての応用の可能
性について追求する。 

（２）胎仔組織由来神経保護活性成分の探
索：カスパーゼ阻害活性および抗ラジカル活
性を指標として、胎仔血清や胎盤をはじめと
する胎仔組織に含まれる新たな神経保護活
性化合物の同定を目指す。 

（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：比較的長時間のニコチン
受容体刺激により発現する神経保護作用に
関与する機能分子を同定し、アセチルコリン
が神経伝達物質としての側面の他にニュー
ロンの生存を促進する因子として働く機構
を明らかにする。また、グリア細胞の制御を
介した間接的な神経保護効果の関与につい
ても検討を進めるため、グリア細胞に発現す
るニコチン受容体の機能について解析する。 

 本研究の中心課題の一つであるセロフェ



 

 

ンド酸は、胎仔期の脳神経細胞をグルタミン
酸やラジカルストレスなどから保護する役
割を担う新しい概念の低分子量生体内機能
分子である。タンパク性因子のカスケードに
シグナルが流れることで進行していくアポ
トーシスを、低分子量化合物であるセロフェ
ンド酸が制御しうることを報告した(Kume 

et al. EJP 542: 69-76, 2006)。また、ニコチ
ン性アセチルコリンの神経保護作用につい
ては、受容体等の機能タンパクやニューロン
生存に重要な役割を果たすことが知られて
いる MAPK,PI3K, Akt などを含むキナーゼ
群、さらにはサイトカインなどの液性因子の
発現変動の関与が考えられる。本研究は、ニ
ューロン死を制御するタンパクとラジカル
という分子量、機能が非常に異なる物質の間
をつなぐ新しいカテゴリーの機能分子の存
在と生体における役割を明らかにするもの
である。神経変性疾患の予防・治療を目的と
した薬物の創製に重要な基礎的資料を提供
することにより、高齢化社会におけるクォリ
ティー・オブ・ライフの改善を目的とした医
療に大きく貢献することが期待される。 

 

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） セロフェンド酸の保護作用機序の

解明  
① セロフェンド酸結合タンパクの同定 
・セロフェンド酸が神経保護作用を発揮する
際のターゲットとなる細胞内分子を探索す
るために、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・単離し、同定
を行う。 
・精製したタンパクの体内発現分布の検討や
発現細胞種を同定し、初代培養細胞にラジカ
ルストレスを適用した際のその発現変化に
ついても検討する。 
 
② セロフェンド酸の定量法の確立 
・セロフェンド酸には紫外吸収がなく、これ
までマススペクトルにより半定量的な方法
で定量を行ってきたが、生体内分布の検討や
薬物動態的な観点においても定量法の確立
は不可欠である。これまでに、新たな検出器
として蒸発型光散乱検出器を導入し定量法

の確立を進めているが、生体試料からの定量
は困難な状況である。したがって、本年度は
生体試料からの定量を目指し、セロフェンド
酸の抽出方法を検討する。また、タンパクと
の非特異的結合も考えられるため除タンパ
ク法についても合わせて検討し、セロフェン
ド酸の定量法を確立する。 
 
③ セロフェンド酸の細胞内ターゲット分子

の解析 
・セロフェンド酸およびセロフェンド酸結合
タンパクの細胞内局在ならびにウシおよび
ラットの生体内分布を解析する。 
・セロフェンド酸結合タンパクのタンパク質
としての機能を解析し、セロフェンド酸の生
理的役割、セロフェンド酸と同様の役割を果
たす他の物質の探索についても検討する。 
 
④ In vivo 虚血障害モデルでの作用の解析 
・中大脳動脈閉塞モデルにおけるセロフェン
ド酸とその誘導体の作用を検討する。特に、
組織化学的にグリア細胞の活性化、サイトカ
インの産生への作用を検討し、グリア細胞へ
のセロフェンド酸の作用を明らかにする。 
・心臓ならびに腎臓といった末梢組織の虚血
再灌流障害時にもフリーラジカルの関与が
示唆されているので、これらの臓器での虚血
モデルにおけるセロフェンド酸の作用を検
討する。 
 
（２）胎仔組織由来新規神経保護物質の探索 
①カスパーゼ阻害活性を指標とした新規化
合物の探索 
・無細胞系において caspase-3阻害活性を指
標として、胎仔組織（ウシ胎盤、ウシ胎仔血
清など）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。 
 
②生体内抗酸化機構賦活物質の探索 
・申請者は、抗酸化応答配列（ARE）をレポ
ーター遺伝子（ルシフェラーゼ遺伝子）の上
流に結合させたプラスミドを安定発現した
細胞を作製し、ARE 活性を効率的に測定でき
るスクリーニング系を確立している。この系
を用いて胎仔組織の有機溶媒抽出物の ARE活
性化物質の探索を行う。 
 
③カスパーゼ阻害活性物質および生体内抗
酸化機構賦活物質の同定 
・構造決定に必要なサンプル量を確保するた
めに、large-scale での抽出・分離を行い、
得られた検体をマススペクトル解析あるい
は核磁気共鳴スペクトル解析に供して化学



 

 

構造を決定する。同定した活性化合物につい
て化学合成品を調製し、その細胞保護作用に
ついて培養ニューロンを用いて確認する。カ
スパーゼ阻害活性の有無についても無細胞
系および培養細胞にて検討する。さらに、グ
ルタミン酸受容体やラジカルとの相互作用
の有無についても検討する。 
 
（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 
① AChE阻害薬による細胞内カルシウム濃度

制御 
・予備的な検討により、AChE 阻害薬のドネペ
ジルがグルタミン酸により誘発される細胞
内カルシウム濃度上昇を抑制しているので、
培養ニューロンを用いて細胞外へのカルシ
ウム排出経路（NCX,Ca2+-ATPase）に対する
AChE阻害薬の作用について検討する。 
・ドネペジルによる細胞内カルシウム濃度上
昇抑制作用における構造活性相関を明らか
にするため、ドネペジル誘導体を用いて検討
する。 
②グリア細胞におけるニコチン受容体の発
現とその機能の解析 
・培養アストロサイト、ミクログリアにおけ
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
ため、細胞内カルシウム測定やパッチクラン
プを用いて機能の解析を行う。また、活性化
グリア（特にミクログリア）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。 
 
② In vivo におけるニコチン受容体の発現

変化について 
・病態時におけるニコチン受容体の変化につ
いて、グリア細胞を含めた検討はなされてい
ない。APPトランスジェニックマウス、中大
脳動脈閉塞モデルなどの病態モデル動物で
のニューロンおよびグリア細胞におけるニ
コチン受容体の変化について解析を行う。 
 
③ 培養脳組織切片での作用の検討 
・培養ニューロンに比べ、細胞構築が維持さ
れている培養脳組織切片を用いることによ
り、ニューロンとグリア細胞の相互作用がよ
り in vivoの状態に近い状態での実験が可能
になる。この実験系を用いて、リポ多糖など
によるグリア細胞の活性化に伴うニューロ
ン死に対するニコチンおよび関連化合物の
作用を検討する。 
 
４．研究成果 
（１）セロフェンド酸の保護作用機序の解明 
・セロフェンド酸の細胞保護作用機序の詳細
なメカニズムの解明のために、セロフェンド

酸が直接相互作用するセロフェンド酸結合
タンパク質の探索を進めた。セロフェンド酸
を磁性ビーズに結合させたセロフェンド酸
ビーズを作製し、細胞溶解液と混合すること
により、いくつかの特異的結合を有するタン
パクが得られた。 
・ セロフェンド酸の定量法の確立を目指す
ため、セロフェンド酸の抽出方法について検
討を進めた。有機溶媒抽出やタンパク分解酵
素との反応により除タンパクを行い、セロフ
ェンド酸の定量を行ったが検出感度の上昇
は見込めなかった。 
・セロフェンド酸がアミロイドβタンパク質
毒性に対して保護作用を有するか検討を行
った。セロフェンド酸は 24 時間前投与する
ことによりアミロイドβタンパク質の毒性
を有意に抑制した。 
・心臓におけるセロフェンド酸の作用を in 
vivoで検討する目的で、ラット心筋梗塞モデ
ルを用いてセロフェンド酸の作用を検討し
た。セロフェンド酸は虚血開始 15 分前と虚
血開始 5分後に投与することにより有意に梗
塞巣体積を減少させた。これらの結果より、
グルタミン酸神経毒性が大きく関わる脳梗
塞のみでなく、アルツハイマー病や虚血性心
疾患においてもセロフェンド酸の臨床応用
の可能性が示唆される重要な基礎的知見を
明らかにした。 
・これまでにアミロイドβタンパク質の細胞
毒性に対する検討を行う目的で、アミロイド
βタンパク質の変異体を用いた系を確立し
た。アミロイドβタンパク質の変異体のうち
２２番目のグルタミン酸と２３番目のアス
パラギン酸においてターン構造を取る毒性
コンフォマーの存在がその毒性に重要な役
割を果たすことを明らかにした。また、その
毒性発現にはアミロイドβタンパク質の凝
集とラジカルの産生が重要であることを見
出した。さらに、この神経毒性に対するセロ
フェンド酸の保護作用の検討を行った。野生
型と同様にセロフェンド酸は 24 時間の前投
与によって、有意な保護作用を発現した。 
 
（２）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 
・培養大脳皮質ニューロンにおけるグルタミ
ン酸や脱分極刺激による細胞内へのカルシ
ウム濃度上昇に対するニコチン性アセチル
コリン関連化合物の作用を検討した。その結
果、アセチルコリンエステラーゼ阻害薬のド
ネペジルがグルタミン酸により誘発される
細胞内カルシウム濃度上昇を抑制すること
が明らかとなった。その作用機序を検討した
ところ、細胞内へのカルシウムの取り込み経
路ではなく、細胞外への排出経路の促進作用
が関与することが示唆された。 
・グリア細胞におけるニコチン受容体の存在



 

 

について検討した。RT-PCRおよびウエスタン
ブロットにより、培養アストロサイト、ミク
ログリアにおいて mRNA およびタンパクレベ
ルでのニコチン受容体の発現が確認された。 
・ドネペジルによる細胞内カルシウム濃度上
昇抑制作用における構造活性相関を明らか
にするため、ドネペジル誘導体を用いて検討
したところ、いくつかの誘導体においてドネ
ペジルよりも強力な作用を有するものを見
出した。培養大脳皮質ニューロンにおけるグ
ルタミン酸刺激による細胞内へのカルシウ
ム濃度上昇に対するニコチン性アセチルコ
リン関連化合物の作用を検討した。その結果、
アセチルコリンエステラーゼ阻害薬のドネ
ペジルがグルタミン酸により誘発される細
胞内カルシウム濃度上昇を抑制することが
明らかとなった。その作用機序を検討したと
ころ、細胞外への排出経路の促進作用が関与
することが示唆された。さらに、薬理学的検
討を行った結果、その経路として Na+-Ca2+
交換体の関与が示唆された。 
・これまでに培養ニューロンにおけるアセチ
ルコリンエステラーゼ阻害薬のカルシウム
排出機構促進作用機序について薬理学的検
討を行った結果、その経路としてナトリウム
-カルシウム交換体の関与が示唆された。そ
こで、ナトリウム-カルシウム交換体を強制
発現させた細胞株を用いて、アセチルコリン
エステラーゼ阻害薬であるドネペジルの作
用を検討した。灌流液のカルシウム濃度を変
化させることによりナトリウム-カルシウム
交換体を活性化した。ドネペジルの投与によ
りナトリウム-カルシウム交換体の活性は変
化しなかった。したがった、本実験条件にお
いてドネペジルはナトリウム-カルシウム交
換体の活性化を引き起こさないことが示唆
された。 
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