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研究要旨

ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Yに対し､小胞体ストレス誘導剤であるツニカマイシンやタ

プシガルジンで処理した所､Hela細胞の場合同様､cytochromeCoxydase(COX)等の

ミトコンドリア蛋白の発現にアンバランスが生じた｡さらに､パーキンソン病のモデ
ル薬剤であるMPP+で細胞を処理した場合も、細胞に小胞体ストレスが引き起こされ

ると共に、COXの発現に同様のアンバランスが生じることを確認した。この事は、ミ

トコンドリアに加わったストレスが小胞体に伝播し、さらにミトコンドリアに戻っ

てくると言った、ストレスの悪循環が存在する可能性を示唆している。一方、SH-SY
5Y細胞に於けるLonプロテアーゼやGRP75/mtHSP70等ミトコンドリアのATPプロテ

アーゼや分子シャペロンの発現を検討してみると､HeLa細胞の場合に比し､小胞体ス

トレスによる誘導が弱いことが判明した。この事は､特に神経系細胞において、上記

ストレスの悪循環に対する防御機構が弱くなっていることを示唆している。

また、作製したLonノックアウトマウスについての機能解析をおこなった所、I｣onホ

モ(-/-)胎児は、E9.5以降では、全く生存せず、E7.5では、著しい成長障害を認めた。

これらのことから、I｣onがE7.5と言った、比較的発生初期の段階で重要な働きをして

いることが示唆された。

のLonノックアウトマウスの機能解析も行

う。

1．序論

以前より、MPP+やrotenone等、ミトコン

ドリアの電子伝達系に障害をもたらす薬剤

が、Parkinson病によく似た病態を引き起こ

す事が言われている。また、最近になっ

て、少なくとも一部のParkinson病において

は、小胞体の機能異常が重要な役割を果た

す事(Imaieta1.,2001,Cell)、さらに上記薬
剤が、神経細胞内でミトコンドリアのみな

らず、小胞体に対してもストレスを引き起

こすことが明らかになってきている(Ryuet

a1.,2002,JNeurosci.)。一方、我々は、小胞

体のストレスはタンパク合成の低下を介し

てミトコンドリアに伝播するが、同時にミ

トコンドリアに於けるATP依存性プロテ

アーゼであるLonやYmel、さらに分子シャ

ペロンであるGRP75/mtHSP70等が誘導さ

れ、ミトコンドリア機能を維持しているこ

とを報告した(Horieta1.,2002,JCellBiol)。
本研究においては、神経芽細胞腫SH-SY5Y

等をParkinson病関連薬剤MPP+や小胞体ス

トレス誘導剤で処理した際の、ミトコンド

リア及び小胞体でのストレス及びストレス

応答の程度を評価する。また、現在作製中

2．解析方法

1）培養細胞系での解析

ヒト神経芽細胞腫SH-SY5Yを、小胞体

ストレス誘導剤ツニカマイシンやタプシ

ガルジン、さらにMPP+等Parkinson病関

連薬剤で処理し、その後の小胞体からミ

トコンドリアへのストレス伝播の状態

を、ミトコンドリア内膜上の複合体

cytochromeCoxidase(COX)の発現を指標
により検討する。次にその条件下での細
胞のストレス応答を、小胞体ストレス関

連遺伝子GRP78,GRP94,LonGRP75/

mtHSP70等の発現を指標にして検討す

る。

2)Lonノックアウトマウスの解析

現在作製中のLonノックアウトマウス

を用いて、上記ストレス下に於ける、

Lonの機能的重要性について検討する。

具体的には、Lon(-")マウスが誕生する場
合は、E18の脳から神経細胞を単離し、



上記薬剤での処理を試みる。また、Lon(L

人)マウスが胎生致死を示す場合は、その
時期及び胎生期に於けるLonの発現との
関係について検討する。

Fig.2A

Fig.2B

鰯
3．解析結果
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1）培養細胞系での解析

SH-SY5Yに対し､小胞体ストレス誘導剤ツ

ニカマイシンやタプシガルジンで処理した

所、Hela細胞の場合同様、cytochromeC

oxydase(COX)等のミトコンドリア蛋白の発

現にアンバランスが生じた(Fig.1)。さらに、
パーキンソン病のモデル薬剤であるA極P+で

細胞を処理した場合も、細胞のviability

(Fig2A)、及びミトコンドリア膜電位(Fig.2B)
は時間とともに低下したが、この時、小胞体

ストレスも誘起され､COXの発現に同様のア

ンバランスが生じた(Fig.1)。この事は、ミト
コンドリアに加わったストレスが小胞体に

伝播し、さらにミトコンドリアに戻ってくる

と言った､ストレスの悪循環が存在する可能

性を示唆している。一方、この時、小胞体ス

トレスのマーカーであるGRP78やGRP94、さ

らに小胞体ストレスで誘導されるミトコン

ドリアのATPプロテアーゼや分子シャペロ

ンLonプロテアーゼやGRP75/mtHSP70の発

現を検討してみると、GRP78+GRP94は小胞

体ストレス誘導剤及びMPP+のいずれの処理

でもその発現が誘導されるのに対し、Lon/

ロテアーゼやGRP75/mtHSP70は小胞体スト

レスによる誘導が弱く､ATP+処理では､むし

ろ発現が低下することが判明した(Fig.1)。こ
の事は、特に神経系細胞において、上記スト

レスの悪循環が起こった場合､それに対する
防御機構が弱くなっていることを示唆して

も
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Fig.2A.BEifもcIsOfWP÷onceIIviabiliW(A)andmilocl1ond面al
mcmbmnepotcntial(B)mSHSYSYccIIs.

いる。

2)Lonノックアウトマウスの作製及び解析

我々は､相同組み替え法を用いて､Lonプロ

テアーゼのノックアウトマウスを作製した。

これまで、約50組以上のLonヘテロ(-HL)マウ
ス同士の交配を行ったが、Lonホモ(-"マウ

スは誕生していない｡NorthemBlottingにより

胎児期に於けるLonの発現を調べた所、E7と

言った比較的発生初期の段階からLo睡型階レ

ベルで発現していることが判明した。PCR法

を用いて胎児の遺伝子型を調べた所、Lonホ

モ(宇人)胎児は、E3.5ではほぼ予想される割合
で生存しているのに対し、E9.5以降では、全

く生存していなかった。さらに、E7.5では、

Lonホモ(-i)マウス胎児に著しい成長障害を
認めた｡これらのことから､LonがE7.5と言っ

た､比較的発生初期の段階で重要な働きをし

ていることが示唆された。

4総括

1）神経系細胞をパーキンソン病のモデ
ル薬剤であるh榧P+で細胞を処理した場

合、ミ1､コンドリアに加わったストレスが

小胞体に伝播し、さらにミトコンドリアに

戻ってくると言った､ストレスの悪循環を

引き起こす可能性が示唆された。

2)LonプロテアーゼがE7.5と言った、比

較的発生初期の段階で重要な働きをして

いることが示唆された。
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小胞体ストレス感受性でアルツハイマー病との関連が示唆されているHerpE

伝子を欠損させたマウスF9細胞を用いたスクリーニング系を開発した。この
細胞は、安定且つ取扱いが容易であり、虚血、アルツハイマー病やパーキン

ソン病治療薬等の小胞体ストレスによる細胞死を抑制する薬剤のスクリーニ

ング系に利用できる。

caspaSeの活性を検討することにより、被験
物質の小胞体ストレス由来細胞死抑制効果

を判定する。

5にて効果を認めた化合物については、それ

がどの様なメカニズムで働いているか検討

する(Hrp機能に直接関わるのか、小胞体
ストレス全体に関わるのか等）。

6また、④にて効果を認めた化合物について

は、⑤の結果をふまえた上で、より疾患に

関連するモデル（神経細胞初代培養系やin

vivoモデル）での効果を検討する。

A.研究目的

近年、小胞体ストレス由来細胞死は、虚血性

神経疾患やアルツハイマー病、パーキンソン

病などの神経変性疾患に深く関わっているこ

とが明らかにされてきた。従って、小胞体ス

トレス由来細胞死を克服することは、上記疾

患に対し、新たな治療法を提供することにな

ると考えられる。我々 が作製した、Herp遺伝
子欠損F9細胞は、小胞体ストレスに極めて脆

弱になる。我々は、この細胞株を用いる事に

より、小胞体ストレス由来細胞死を抑制する

薬剤のスクリーニング系の開発を試みた。

（倫理面への配慮）

動物、又は、動物から単離した培養細胞を用

いる実験にあたっては、金沢大学宝町地区動

物実験指針を遵守し、行う。

B.研究方法

ここでは、Herp遺伝子欠損F9細胞の作製、及
び同細胞の小胞体ストレス下に於ける脆弱性

については省略し(GenestoCells,2004,inpress
参照)、同細胞を用いた、化合物スクリーニン

グ系に関する方法のみ記述する。

196穴、或いは24穴カルチャープレートをゼ

ラチンコートした後、Herp欠損F9細胞、及
びコントロールとして野生型F9細胞を播種

する。

22日間、或いは細胞が培養面積の50-60％を

占めるまで培養を行う。

3上記細胞に、小胞体ストレス付加条件下

（例えばツニカマイシンlmgmlで細胞処
理）で、被験物質を加えて24-48時間培養

する。

4細胞生存、及び細胞死をMTTassay及び

LIVE/DEADassayにより測定し、さらには

C.研究結果

グラフ1は、実際の測定例(MTTassay)を示
す。小胞体からのCaイオン流出を阻害する

Dantroleneにより、Hrp(SUP)欠損F9細胞にお
ける小胞体ストレス由来細胞死が抑制されて

いることが分かる。このほか、cycloheximide

（図1),caspaseinhibitors，JNKinhibitor等
にもHerp遺伝子欠損F9細胞における小胞体ス
トレス由来細胞死を抑制する効果を認めてい

る。

D.考察

小胞体ストレス由来細胞死を抑制するような



LIVE DEAD

薬剤の開発については、スクリーニングに用

いる細胞に技術的な問題点が多く（神経細胞

初代培養や変異蛋白を過剰発現させた細胞株

を用いた場合、増殖能が低く、長期間の維持

が困難である）、一度に多くの化合物をスク

リーニングすることが難しかった。一方、

我々は、低酸素暴露したアストログリアよ

り、小胞体ストレス関連遺伝子Herp
(J.Biol.Chem.2000,275;32846-53)をクローニン

グし、さらに、マウス胎児性癌細胞であるF9

細胞を用いて、相同組み替え法によりHerpg
伝子欠損細胞を作製した。Herpは若年性ア
ルツハイマー病の責任遺伝子の一つであるプ

レセニリンと結合し、アミロイドの産生を増

加させるとも報告されている(J.Biol.Chem.

2002,277う12915-20)。これまでの検討か

ら、Herp欠損F9細胞は、ツニカマイシン等に
よる小胞体ストレスに対し、再現性よくアポ

トーシスを引き起こすことが認められた。ま

た、この細胞株は、神経系の細胞や変異タン

パク質を過剰発現させた様な細胞株とは異な

り、安定的に長期維持され、増殖効率も高

く、取り扱いも簡便であることが確認され

た。今回、我々 はこのHerp欠損F9細胞を用い
た、小胞体ストレス由来細胞死抑制物質のス

クリーニング系を開発した。

これまで、既存の薬剤約10種類を用いて検

討した所、N-アセチルシステイン(NAC)等の
抗酸化剤にはあまり細胞死抑制効果を認め

ず、小胞体からのCaイオン流出を阻害する

Dantroleneに細胞死抑制効果を認めた。さら

に、このDantroleneの効果は、小胞体ストレス

負荷後、中期（8-20時間）に起こる細胞内変

化に関連していることが明らかになってい

る。

今後、この評価系を用いて、実際に未知の

化合物のスクリーニングに着手したいと考え
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ている。

E.結論

Hem遺伝子を欠損させたマウスF9細胞を用
いた小胞体ストレス由来細胞死抑制物質のス

クリーニング系を開発した。
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