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研究成果の概要（和文）：本研究は、抗パーキンソン病作用を持つとされるcaffeineに類似した化合物8種のオートフ
ァジー調節効果に着目し、パーキンソン病予防・治療薬としての可能性を検討した。
まず、8種の化合物の中で3種に強いオートファジー阻害作用を見出し、MPP+誘導性神経細胞死に対する抑制効果を確認
した。さらに同オートファジー抑制作用がmTOR非依存的経路の中で、cAMP調節を介することを解明した。また同化合物
の細胞死への影響を評価したところ、内一つが強いアポトーシス誘導効果を示すことを確認した。同作用は由来の異な
る腫瘍細胞によって異なることを確認でき、将来的に抗腫瘍薬としての応用の可能性が考えられた。

研究成果の概要（英文）：Considering caffeine preventive effects on Parkinson's disease, we examined effect
s of caffeine analogues on PD cellular models via autophagic regulation using cellular models.  
HeLa cells treated with a caffeine analogue have shown characteristics of autophagic inhibition via mTOR i
ndependent pathway, especially via cAMP. Also, one of them induced cell death in some cell lines but not i
n others. Taken together, some caffeine analogues might be potential candidates for anti-cancer agents. 
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１．研究開始当初の背景 
 研究開始時の 2010 年当時もパーキンソン
病（以下 PD）は進行性の黒質神経細胞死を
特徴とする疾患で、現在でも発症機序は完全
には解明されておらず、治療法も対症療法に
留まり、2014 年時点でも未曾有の高齢化が
進行する我が国において、患者人口の増大す
る PD の根本的治療が希求され、特に神経保
護作用による症状進行抑制・予防薬の開発は
保健医療・介護福祉の点からもその必要性が
重要視されている。本研究の目的は、研究代
表者らが PD モデル細胞において autophagy
調節・細胞死抑制効果を証明済みの、新規
adenosine 2A receptor（以下 A2A-R）拮抗
薬を用い、近年明らかになりつつある mTOR
非依存性 autophagy 調節機構をさらに解明
するとともに、臨床応用への可能性を検証す
る。 
 
２．研究の目的 
 Caffeine 誘導体である新規 adenosine 2A
受容体拮抗薬によるオートファジー制御機
構を利用して、パーキンソン病に対する病態
に基く根本的な治療薬としての可能性を検
証することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
1) CA のオートファジーへの調節効果証明 
①HeLa 細胞に 24 時間、8 種類の A2A 受容体
拮抗薬（CA1-8 と命名する）を添加後、細胞
から蛋白を RIPA Buffer にて抽出し、ウェス
タンブロッティング法により LC3, actin, 
p62 量を測定し、autophagy への影響を定量
化した。 
②GFP-LC3 安定発現 HeLa 細胞に 24 時間、濃
度を5、25、50Mに振った各化合物を投与し、
細胞から蛋白を RIPA buffer にて抽出し、ウ
ェスタンブロッティング法により LC3、actin、
p62 量を測定し、さらに蛍光顕微鏡を用いて
GFP-LC3 顆粒数をカウントし、autophagy へ
の影響を定量した。 
③autophagic fluxの定量: HeLa細胞にCA1-8
の 各 化 合 物 に 加 え 、 E64d (10 g/ml) 
+pepstatinA (10 g/ml)を投与し、autophagy
への影響を、ウェスタンブロッティングによ
る上記方法で評価した。 
④autophagy 調節効果の検証： Atg7-/-細胞
および Atg7+/+細胞に、オートファジー抑制
効果が最も強かった CA8 を添加し、24 時間後
に LC3、actin をウェスタンブロッティング
にて評価した。 
 
2) CA のパーキンソン病モデル細胞への薬効
評価 
MPP+を投与し、24時間経過したPC12D細胞に、
CA1-8 を 3 種の濃度で投与し、細胞死抑制効
果をトリパンブルーexclusion テストで評価
し、カウントした。 
 
3) CA のオートファジー調節の分子作用機序

検証 
①HeLa 細胞に CA8 を 50mM で添加し、24 時間
後に細胞内の cAMP 濃度を ELISA 法を用いて
評価した。 
②HeLa 細胞に CA8 を 50mM にて添加し、24 時
間後にウェスタンブロッティング法にて
EPAC1/2 、 S6K/pS6K 、 p70S6K/p-p70S6K 、
4E-BP1/p-4E-BP1 を評価した 
③HeLa 細胞に CA8 を 50mM で添加し、同時に
cAMP のアナログ 8-CPT-2Me-cAMP を添加し、
ウェスタンブロッティング法にてLC3および
actin 量を評価した。 
 
４．研究成果 
1) CA のオートファジー調節効果 
①ウェスタンブロッティング法による評価 

上図表説明 
CA1-8 の各構造を示す。LC3/actin のウェス
タンブロッティングデータでは、LC3-II レベ
ルが、No.4/7/8 投与にて著明に上昇している
ことを示す。 
 
②蛍光顆粒数による評価 

 
上図表説明 
CA1-8 を 0-50 M 投与すると、明らかな
GFP-LC3 顆 粒 の 増 加 を 認 め る 。 特 に
No.4/5/7/8では低濃度でも明瞭なGFP-LC3顆
粒の増加が観察できる。これらは adenosine2
受容体への affinity と相関があるため、同
レセプターを介する作用と理解できる。 
 
 
 
 
 



 
 
 
③ 

上図表説明 
Atg7-/-細胞においては、LC3-II/actin 比の
CA8 投与による増加は認めない。 
 
2) CA の細胞死抑制効果の評価 

 
上図表説明 
CA1-8各濃度におけるMPP+によって誘導され
た 細 胞 死 へ の 抑 制 効 果 を 示 す 。
Dose-dependent に No.4/5/8 にて細胞死抑制
効果を認める。 
 
3)  
①cAMP 量の評価 

 
上図表説明 
各細胞数における、細胞内 cAMP 濃度の変化
を示す。CA8 添加により著明な cAMP 濃度の低
下を生じる。 
 
②mTOR 経路との関連 
右図表説明 
CA8 (50 M)添加後、mTOR の下流の kinase の
発現レベルを示す。示すように p70S6K/S6K
のリン酸化は大きな変化を示しておらず、
CA8 によるオートファジー誘導効果を説明で
きない。 

 
 

 
④mTOR 非依存性経路との関連 

 
上図表説明 
CA8 投与により、容量依存的に EPAC1 の発現
レベルが増加している。また CA8 投与による
LC3-II/actin 比 の 増 大 効 果 は 、
8CPT-2Me-cAMP の添加により、それが著明に
抑制されている。 
 
結論 
 CA7、8 は強いオートファジー阻害効果をす
ことにより、MPP+投与型パーキンソン病モデ
ル細胞において著明な細胞死抑制効果を示
した。同化合物のオートファジー抑制効果は
mTOR 非依存性経路における cAMP 抑制作用を
中心に発現し、以下 EPAC 以下の下流シグナ
ル経路を抑制することによりオートファジ
ー阻害効果を示すことが確認された。
Autophagic flux 抑制作用を持ち、かつ形態
学的には LC3 陽性顆粒の貯留を認めるため、
オートファゴソーム・リソソーム融合阻害作
用を併せ持つことも示唆された。 
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