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研究成果の概要：神経系細胞株 PC12 を BSO で処理すると、①細胞内グルタチオンの枯渇、

②小胞体内での酸化ストレス発生、そして③細胞死が誘導された。この時、細胞を小胞体スト

レス誘導剤ツニカマイシンで処理すると細胞死は増加し、逆に小胞体ストレス制御物質で処理

すると減少した。マウスパーキンソン病(PD)モデルにおいても、①細胞内グルタチオンの低下、

②小胞体ストレスの増加、③神経細胞死が認められた事から、グルタチオン枯渇により誘導さ

れる小胞体ストレス由来神経細胞死の重要性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年の研究から、脳梗塞などの虚血性神経

疾患、さらにはアルツハイマー病・パーキン
ソン病等の神経変性疾患の病態形成に、細胞
内ストレスの増加が深く関与している事が
明らかになって来た。ATP 産生の場であるミ
トコンドリアの機能障害は、酸化ストレスの
発生を伴い神経細胞死を引き起こすが、分泌
系蛋白の生合成の場である小胞体の障害も、

いわゆる小胞体ストレス（unfold な蛋白の小
胞体内蓄積）の他、小胞体内のレドックス（酸
化還元）異常や酸化ストレスの増加を引き起
こし、最終的に細胞死を誘導する。実際、脳
虚血や糖尿病を含む複数の病態で、小胞体内
のレドックス異常が指摘されている。 
小胞体内の環境は、分泌系蛋白にジスルフ

ィド結合(-SS-)を付加するため、細胞内では
例外的に酸化的状態となっている。小胞体内
の還元型グルタチオン(GSH)は、小胞体で発
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生する reactive oxygen species:ROS を消去
することにより細胞を保護していると考え
られるが、その 作用メカニズムについては
未だ不明な点が多い。また GSH の生合成は、
小胞体ストレスに対する防御システムであ
る unfolded protein response (UPR)により
促進されるが、GSH 量の変化が小胞体ストレ
スに与える影響についても明らかにされて
いない。 
 
 
２．研究の目的 
 

本研究においては、GSH, UPR 標的遺伝子, 
そして上記小胞体ストレス制御化合物を解
析ツールとして用い、「神経細胞における小
胞体内レドックス制御の重要性」を明らかす
ると共に、小胞体環境の改善という新たな切
り口で、神経保護薬の開発を目指した。具体
的には、特に以下の 3 つの課題について明ら
かにした。 

 
a)小胞体におけるレドックス異常と細胞内

ストレスの増大 
 
b)マウスパーキンソン病モデルにおける小

胞体内レドックス異常と神経細胞死 
 
c)小胞体ストレス制御物質による小胞体内

レドックスの制御と神経細胞保護  
 
 
３．研究の方法 
 
a)小胞体におけるレドックス異常と細胞内ス
トレスの増大 
 
神経系細胞株 PC12 及び SH-SY5Y を

BSO(DL-butionine-SR sulfoximine)で処理
することにより、細胞内 GSH を枯渇させた
（細胞内 GSH 量を測定し、GSH の枯渇を確
認した）。酸化ストレス及び小胞体ストレス
の増加は、それぞれ、蛍光トレーサー
H2DCFDA (dichlorodihydrofluoroscence 
diacetate)を用いた顕微鏡下での観察、及び
ノーザンブロットやウエスタンブロットを
用いた UPR 標的遺伝子(GRP78 や CHOP)
の発現量の変化で行った。GSH 枯渇が種々
のストレス由来神経細胞死に与える影響に
ついて、MTT アッセイを用いて検討した。
小胞体ストレス誘導剤としてツニカマイシ
ン（小胞体において糖鎖の結合を阻害する化
合物）を、酸化ストレス誘導剤としては過酸
化 水 素 や パ ー キ ン ソ ン 病 モ デ ル 薬 剤
6-OHDA(6-hydroxydopamine)を用いた。 
 
b)マウスパーキンソン病モデルにおける小胞

体内レドックス異常と神経細胞死 
  
 我々は、すでに MPTP を用いたマウスパー
キンソン病モデルにおいて、酸化ストレスの
みならず小胞体ストレスが誘導されること
を報告していた。本研究においては、同モデ
ルにおいて、脳内 GSH の低下、小胞体内レ
ドックスの変化、神経細胞死の関連性につい
て主に形態学的に検討した。 
 
c)小胞体ストレス制御物質による小胞体内レ
ドックスの制御と神経細胞保護  
 
我々が同定した小胞体ストレス制御物質

メトキシフラボンとジベンゾイルメタン
(DBM)、カルバゾール誘導体による神経保護
作用と小胞体内レドックス制御の関連性に
ついて、培養細胞及びマウスを用いて検討し
た。 
 
 
４．研究成果 
 
a)小胞体レドックス異常と細胞内ストレス
の増大 
 
PC12 細胞を BSO(DL-butionine-SR 

sulfoximine)で処理して細胞内 GSHを枯渇さ
せた所、約６時間で細胞内 GSH は対照群の 1%
程度まで低下し、その後、細胞内酸化ストレ
スが上昇した（H2DCFDA 
(dichlorodihydrofluoroscence diacetate)
の蛍光強度変化を用いて測定）。その際、特
に、小胞体内蛋白の酸化的修飾（カルボニル
化）を顕著に認め、小胞体内分子シャペロン
GRP78 の発現も経度上昇していた。更に、BSO
投与後 24 時間以降に細胞死が起こり始め、
48時間の段階で viability が 60%程度まで低
下した。この BSO 由来の細胞死は、小胞体ス
トレス誘導剤であるツニカマイシン(Tm)に
より増強し、逆に小胞体ストレス制御物質メ
トキシフラボンやジベンゾイルメタン
(DBM) 、カルバゾール誘導体 16-14 により顕
著に軽減した。DBM は小胞体に於ける酸化ス
トレスを軽減させる作用があることから、
GSH 枯渇により引き起こされる細胞死に小胞
体に於けるレドックス異常が深く関与して
いる可能性が示唆された。また、16-14 は小
胞体に於ける Ca 恒常性の維持に貢献してい
る事から、小胞体における Ca 恒常性の破綻
も関与している可能性が示唆された。 
 

b)マウスパーキンソン病モデルにおける小
胞体内レドックス異常と神経細胞死 
 
パーキンソン病関連神経毒 MPTP をマウス

に投与すると、投与直後に GSH の低下及び酸



 

 

化ストレスの上昇を認め、その後、小胞体ス
トレス関連蛋白の発現上昇を認め、最終的に
神経細胞死が誘導された。このことから、上
記培養細胞において認められた小胞体内レ
ドックス異常が、マウスパーキンソン病にお
いても認められる可能性が示唆された。 
 
c)小胞体ストレス制御物質による小胞体内レ
ドックスの制御と神経細胞保護  
 

我々が同定した小胞体ストレス制御物質
メトキシフラボンとジベンゾイルメタン
(DBM)は、共に MPTP 及び 6-OHDA を用い
たマウスパーキンソン病モデルにおいて神
経保護効果を認めた。更に、メトキシフラボ
ンは、よりヒトのパーキンソン病 の病態に
近いと考えられる MPTP 慢性投与モデルに
おいても神経保護効果を認めた。 
 
今後、パーキンソン病以外の神経変性疾患モ
デルにおいても小胞体内レドックス異常が
重要な役割を果たしているか否か検討して
いきたい。 
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