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研究成果の概要（和文）：脳梗塞時に神経終末から多量に放出される亜鉛が神経細胞死を引き起こすことから、亜鉛は
虚血性脳障害の増悪因子の一つと考えられている。本研究では、亜鉛誘導性の神経細胞死の分子機構の解明に取り組み
、亜鉛がアポトーシス促進因子Bimの選択的スプライシングを変化させることによりその発現を調節していることを明
らかにした。また、亜鉛誘導性の神経細胞死を抑制する低分子化合物を見出し、その作用機序を解明した。

研究成果の概要（英文）：There is increasing evidence that excessive zinc release from presynaptic terminal
s following cerebral ischemia induces neuronal cell death. It was reported that the blockade of free zinc 
by zinc chelators abolishes the neurodegeneration induced by cerebral ischemia. These findings support the
 concept that zinc is one of mediators of ischemic neuronal cell death. However, the mechanism is not full
y understood. In this study, we addressed molecular mechanisms of zinc-induced neurotoxicity. We demonstra
ted here that zinc-induced apoptosis might be regulated, at least in part, through alterations in splicing
 pattern of pro-apoptotic factor Bim. To our knowledge, this is first report showing a novel function of z
inc as a splicing regulator. In addition, we provided evidence that apomorphine, a dopamine receptor agoni
st, protects against zinc-induced neurotoxicity independently of dopamine receptors.
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１．研究開始当初の背景 
脳血管疾患は日本の死亡原因上位の疾患

であり、そのうち、脳梗塞による死亡者数は、
脳血管疾患の約 6 割を占める。脳梗塞の死亡
者数は減少傾向にあるが、脳梗塞患者では脳
組織障害が大きく、一命を取り留めたとして
も重篤な後遺症が残る可能性が高いため、患
者の QOL や医療費増加の観点から大きな社
会的問題となっている。超高齢化社会が進行
する日本において、今後も脳梗塞の総患者数、
脳梗塞の後遺症による要介護者数は増加す
ると推察される。現在、本疾患の急性期の治
療に血栓溶解薬組織プラスミノゲン活性化
因子（t-PA）投与の治療効果が期待される反
面、その使用は限定的であり頭蓋内出血の危
険性も伴う。現在でも有効な治療薬は少なく、
脳梗塞に対する十分な治療が提供されてい
るとはいえない。それゆえ、脳梗塞の治療に
有効な医薬品の開発が望まれている。 
近年、脳内に豊富に存在する亜鉛が脳梗塞

により惹起される虚血性神経細胞障害に関
与していることが報告されたが、その詳細な
メカニズムには不明な点が多い。亜鉛は脳内
に豊富にする金属であり、通常はグルタミン
酸作動神経の神経終末の小胞中に局在して
いるが、神経活動により神経終末に放出され、
神経機能を調節している。しかし、脳梗塞の
動物モデルにおいて、脳梗塞後に脳内におい
て遊離亜鉛が増加すること、亜鉛キレーター
が虚血性脳血管障害時の神経細胞死を抑制
することなどから、脳内の亜鉛恒常性の破綻
が脳組織障害の悪化と密接に関連している
と推察される。それゆえ、亜鉛による神経細
胞障害の分子機構を理解することは、本疾患
の治療薬を開発する上で極めて重要である
と考えられている。 
 
２．研究の目的 
脳梗塞時に神経終末から多量に放出され

る亜鉛が神経細胞死を引き起こすことから、
亜鉛は虚血性脳血管障害の増悪因子の一つ
と考えられている。これまでに、亜鉛がミト
コンドリアや解糖系などを阻害することか
ら、亜鉛による神経細胞死の機序としてエネ
ルギー産生障害が挙げられている。 
一方で、亜鉛による神経細胞死がアポトー

シスにより引き起こされることも報告され
ている。しかし、亜鉛により惹起されるどの
ようなシグナルが神経細胞のアポトーシス
を導くのかは十分に理解されていない。そこ
で、我々は、アポトーシス促進因子 BH3-only
タンパク質（PUMA、Bim など）に着目し、
亜鉛によるこれら分子の発現調節機構に焦

点を当て解析を行ってきた。その結果、亜鉛
によるPUMAの発現がp53に調節されている
こと、亜鉛により Bim の選択的スプライシン
グが変化し、最もアポトーシス活性の強いバ
リアント BimS の産生が亢進することを明ら
かにした。しかし、亜鉛が Bim の選択的スプ
ライシングのパターンを変化させる機序に
ついては不明である。これまでに、亜鉛が選
択的スプライシングを制御するという報告
はなく、本現象は亜鉛の新規作用と考えられ
る。そこで、我々は、亜鉛が Bim のスプライ
シングを調節する分子機構について解析を
行った。 
また、本研究では、脳梗塞の治療薬の開発

に向けて亜鉛による神経細胞死を抑制する
化合物の探索とその作用機序の解明にも取
り組んだ。 
 
３．研究の方法 
（1）細胞培養：ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y
細胞、ラット大脳皮質から調製した初代培養
神経細胞、ラットミクログリア細胞株 HAPI 
細胞を使用した。 
（2）mRNA の測定：細胞から総 RNA を抽出
した後、cDNA を作製した。この cDNA を鋳
型として各遺伝子に特異的なプライマーを
用い PCR を行った。 
（3）Bim ミニ遺伝子の構築：ヒトゲノム DNA
を鋳型とし、Bim 遺伝子のエクソン 2 からエ
クソン 4 の 3’末端側に隣接したイントロンの
一部の領域およびエクソン 5 の 5’末端側に隣
接したイントロンの一部からエクソン 5 の領
域の DNA を PCR 法により増幅した。各 DNA
断片を結合させた後、pEGFP-N1 ベクターに
サブクローニングし、Bim-EGFP ミニ遺伝子
を構築した。また、このミニ遺伝子を基に
種々の変異体を作製した。 
（4）RNA 結合実験：核抽出物とビオチン標
識 RNA プローブを氷上で 30 分放置した後、
氷上で反応混合物に UV を照射した。その後、
RNA-タンパク質複合体を 12% SDS-PAGE で
分離した後、PVDF 膜に転写した。この膜を
アビジン標識ペルオキシダーゼと反応させ
た後、化学発光法により RNA-タンパク質複
合体を検出した。 
（5）ウエスタンブロット：細胞を可溶化し
た後、12％ SDS-PAGE にて分離した。その後、
PVDF 膜に転写し、一次抗体、ぺルオキシダ
ーゼ標識二次抗体を用いてウエスタンブロ
ットを行った。検出は化学発光により行った。 
（6）NAD+測定: 24 穴プレートに培養した神
経細胞に亜鉛を 1 時間曝露させた後、さらに
1.5 時間培養した。その後、NAD+を抽出し測



定した。 
（7）亜鉛イメージング: 3.5 cm ディッシュに
培養した神経細胞に亜鉛蛍光プローブ
FluoZin-3,AM を取り込ませた後、亜鉛を 1 時
間曝露させた。その後、培地を交換し、共焦
点レーザー顕微鏡を用いて亜鉛を検出した。 
 
４．研究成果 
（1）亜鉛による Bim スプライシングの調節
機構 
①亜鉛による Bim スプライシング調節領域
の同定：最もアポトーシス活性の強い Bim の
スプライシングバリアント BimS の産生が亜
鉛により優先的に亢進する。BimS ではエク
ソン 4 が Bim mRNA 前駆体から排除される
ことから、エクソン 4 およびその近傍のイン
トロンにエクソン 4 の認識に関わるエクソン
あるいはイントロンスプライシングエンハ
ンサー（ESE あるいは ISE）が存在すると考
えられる。そこで、BimS のスプライシング
を調節する ESE/ISE を同定するために、Bim
ミニ遺伝子の欠失変異体を作製し検討した。
その結果、エクソン 4 に隣接したイントロン
の一部を欠損させたとき、BimS-EGFP（ミニ
遺伝子由来の転写物）の産生が亢進したこと
から、この領域にエクソン 4 の認識に関与す
る ISE が存在すると推察された。そこで、ESE 
finder によりこの領域を解析したところ、
RNA 結合タンパク質である SR タンパク質
SRSF6 の推定結合配列が多数認められた。 
 
②亜鉛による SRSF6 機能制御：推定された
ISE と SRSF6 の関連性を明らかにするために、
ISE 内の塩基を置換したミニ遺伝子の変異体
を作製し、Bim スプライシングに対する影響
を解析した。その結果、この変異体ではエク
ソン 4 の排除（BimS-EGFP の産生）が促進さ
れること、亜鉛による Bim-EGFP の産生亢進
が認められないことが判明した。そこで、実
際にSRSF6がこの ISEに結合するかどうかを
確かめるために、この ISE に相当する合成
RNA を作製し、細胞から調製した核画分を用
いて結合実験を行ったところ、SRSF6 がこの
配列に結合することが明らかとなった。また、
亜鉛を曝露した細胞から調製した核画分を
用いたとき、SRSF6 とこの合成 RNA の結合
は抑制された。このとき、リン酸化タンパク
質である SRSF6 が高リン酸化されている状
態であることも判明した。 
以上より、亜鉛による BimS の優先的な産

生亢進は、以下の機序により引き起こされる
と考えられた。すなわち、亜鉛により SRSF6
の高リン酸化が亢進し、エクソン4近傍の ISE

に SRSF6 が結合できなくなる。その結果、エ
クソン 4 の認識ができなくなり、エクソン 4
の排除が促進されることにより BimS の産生
亢進が引き起こされると考えられた（図 1）。 

 
（2）亜鉛による神経細胞毒性を抑制する化
合物の探索 
初代培養した神経細胞に亜鉛を曝露させ

たとき、神経細胞死が引き起こされる。以前、
我々は、このような亜鉛誘導性の神経細胞死
を抑制する化合物の探索を行い、ドパミン受
容体アゴニストのアポモルフィン（Apo）が
亜鉛誘導性の神経細胞死を抑制することを
見出した。そこで今回、Apo の神経保護作用
の分子機構について検討した。亜鉛による神
経細胞死は、Apo の前処理により Apo 濃度お
よび処理時間依存的に抑制された。亜鉛曝露
時に生じる神経細胞内 NAD+量や ATP 産生の
低下も Apo の前処理により回復した。Apo の
神経細胞毒性に対する保護作用はドパミン
受容体アンタゴニスト存在下においても影
響を受けなかった。 
一方、Apo は自己酸化により活性酸素種

（ROS）やキノン体を生成することが報告さ
れているため、これら分子が Apo の保護作用
に及ぼす影響について検討したところ、N-ア
セチルシステインが部分的に Apo の保護作
用を阻害した。これらのことから、Apo の亜
鉛神経細胞毒性に対する保護作用はドパミ
ン受容体を介した作用ではなく、Apo の自己
酸化により生成する Apo のキノン体などが
保護作用発現に関与している可能性が示唆
された。 
また、亜鉛曝露により生じる神経細胞内亜

鉛蓄積を Apo は抑制した。Apo は神経細胞に
おいて、細胞内亜鉛の恒常性に関与するメタ
ロチオネインや亜鉛トランスポーターZnT1
の発現を亢進したことから、Apo は神経細胞
における亜鉛恒常性を是正することにより
保護作用を制御している可能性が示唆され
た。 
 
（3）ミクログリアの活性化を抑制する化合
物の探索 
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図 1 亜鉛による惹起される BimS の優先的な
産生亢進の分子機構 



ミクログリアは脳内の免疫担当細胞であ
り、定常状態では神経機能の維持に関与して
いる。しかし、脳梗塞や神経変性疾患などの
病巣ではミクログリアの活性化が認められ
ること、活性化ミクログリアが神経細胞障害
を悪化させていることなどが報告されてい
る。我々も、活性化ミクログリアから産生さ
れる一酸化窒素（NO）誘導体パーオキシナイ
トライト（ONOO－）が神経細胞死を引き起
こすことを明らかにしている。それゆえ、
我々は脳梗塞による神経障害の抑制には、活
性化ミクログリアにおいて亢進する誘導型
NO 合成酵素（iNOS）の発現を抑制すること
が重要と考え、リポ多糖（LPS）により誘導
される iNOS の発現を抑制する化合物の探索
を行ってきた。以前、岐阜県産の赤かぶ由来
のカルコンが抑制作用を示すことを明らか
にしており、今回は、この構造を基に 10 種
類の誘導体を作製し、構造活性相関を解析し
た。その結果、IC50値が数M の強い iNOS 誘
導阻害作用を有する化合物を得ることがで
きた。また、その分子機構の解明にも取り組
み、この化合物は LPS により活性化される
STAT シグナルを阻害することにより iNOS
誘導抑制作用を発揮することを明らかにし
た。 
 
（4）まとめ 
 BimS は Bim のバリアントの中で最もアポ
トーシス活性が強いことから、亜鉛による
BimS の優先的な産生亢進が、亜鉛による神
経細胞死を制御している可能性が示唆され
た。また、亜鉛誘導性の神経細胞死を抑制す
る化合物や活性化ミクログリアを抑制する
化合物を見出すことができた。これらの成果
は、亜鉛をターゲットとした脳梗塞の治療薬
を開発する上で重要な知見になると考える。 
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