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はしがき

グルタミン酸は中枢神経系における主要な興奮性神経伝達物質であり、興奮性シナプ

ス後電位や長期増強などの現象に関与する O このような神経伝達物質としての機能に加

えて、脳虚血などの低酸素、低血糖下において過剰に遊離されたグルタミン酸は遅延性

ニューロン死を誘発することが報告されてきた。さらに、グルタミン酸神経毒性はパー

キンソン病、ハンチントン病、筋萎縮性側索硬化症などの難治性中枢神経変性疾患の危

険因子のーっとしても注目されている。本研究では、難治性中枢変性疾患におけるニユ

ーロン死の危険因子としてのグルタミン酸神経毒性に注目し、グルタミン酸受容体刺激

に伴うラジカルストレスにより誘発されるニューロン死を抑制する生体内活性物質の探

索を目的として、 in vitroの培養細胞系を用いた研究を行った。グルタミン酸、活性酸

素、NOにより誘発される神経毒性に対して保護作用を持つ内因性物質を探索した結果、

ウシ胎仔血清 (FCS)由来神経保護活性物質を含む種々の内在物質が細胞内の活性酸種

レベルを制御することにより神経保護作用を発現することを見出した。さらに、切片培

養法を用いて黒質線条体共培養を行い、黒質ドパミンニューロンのグルタミン酸神経毒

性に対する抵抗性の変化に活性酸素の制御系が重要な役割を果たすことを見出した。

我々は、培養線条体細胞が NMDA受容体を含むグルタミン酸受容体サブタイプおよ

び NOSを発現しているにもかかわらずグルタミン酸神経毒性に対して抵抗性を示すこ

と、さらに、グルタミン酸を負荷した培養線条体細胞条件培地が培養大脳皮質ニューロ

ンにおけるグルタミン酸神経毒性を抑制することを報告してきた。そこで、培養線条体

細胞条件培地に含まれる神経保護活性物質の単離を目指して研究を進めたところ、主た

る神経保護活性成分がエーテルにより抽出される疎水性低分子量化合物であることが明

らかになった。非蛋白性の物質の精製と構造決定には少なくとも数 10Lの単位の大量

の原料を必要とすると予想されたことから、供給の容易な原料の探索のためのパイロッ

ト実験を進めた。その結果、培養線条体細胞条件培地に 10%添加している FCSにも、

含量は少ないものの、グルタミン酸神経毒性を抑制する疎水性低分子量化合物が含まれ

ることが明らかになったoFCSは酵素を不活化した後、同量のエーテルで2回抽出し、

C18カラムを装着した逆相 HPLCを用いアセトニトリルのグラジエントにより 30分画

に分離した。 NOドナーのふnitrosocysteine(SNOC)により誘発される急J性神経毒性が

最も再現性よく神経保護活性を調べることができたことから、 1段階目の HPLC抽出に

より得られた分画を SNOC神経毒性に対する保護作用を指標に検討した。その結果、

アセトニトリルのグラジエントで 50%前後に相当する 14-----16番目のフラクションで著

明な保護活性が観察された。そこで、これらのフラクションを 2段階の田LC分離に
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供した。 2段階自ではメタノールのグラジエントにより分離し、 250nmの紫外吸収で

著明なピークが認められた分画について SNOC神経毒性に対する作用を検討したとこ

ろ、メタノールのグラジエントで 40田50%に相当する分画に著明な保護活性が認められ

た。この分画を集めて LC-MSによる解析を行った結果、 ESI(+)の条件下で、rn/z383の

隣接した 2つのピークが観察された。そこで、rn/z383のピークを指標にさらに精製を

行った結果、保護活性を示すフラクションの主要な成分として分子量 382の2つの化合

物が含まれることが明らかになった。この2種類の化合物について MS爪1S解析および

精密、 MS解析を行った結果、両者ともにお1(+)条件下に分子量250前後の非常に安定し

たフラグメントイオンを発生し、スルホキシドを含み、分子式が C21H3404Sからなる化

合物であることが示された。本化合物の単離に成功した当初は MS/MS解析結果よりス

テロイド骨格を持つと予測して化学構造の解析を進めたが、予測された構造をもとに合

成した化合物が天然物とは異なる化学的性質を示し、神経保護活性も示さなかったこと

から、基本骨格がほ乳類由来化合物としては全く新規なものであると推定された。

未知の基本骨格を持つ化合物の構造決定には 13CNJ¥伎による解析が不可欠であるが、

13C NJ¥伎を実施するためには精製化合物として 1mg前後の試料を必要とする O 本化合

物について 13CNJ¥底解析を行うには、 FCS中の含量から計算して200---300Lを必要と

すると推定された。このような大量の抽出は我々の研究室では不可能であったことから、

エーザ、イ株式会社筑波研究所の杉本八郎博士らの協力により 250Lの血清から本化合物

を精製し、 2種類の化合物についてそれぞれ1.7mgおよび 1.4mgの純品を得ることに

成功した。純品について lHNMRおよび 13CNMR解析を行った結果、両化合物ともに

同一の平面化学構造を持つこと、基本骨格は atisaneと呼ばれる環状ジテルペンである

こと、化学構造は 15-hydroxy田17-methylsulfinylatisan-19-oic acidであることが明らかにな

った。立体構造解析により 2種類の化合物はスルホキシドの酸素の向きが異なるエピマ

ーであると判明した。データベース解析の結果、本化合物の化学構造はこれまでに全く

報告のない新規な化合物であることが分かつた。推定構造をもとに合成を行い、 2種類

の化合物の薬理活性を調べたところ、両化合物ともに SNOC神経毒性、グルタミン酸

神経毒性の両者を強力に抑制した。特にグルタミン酸神経毒性に対しては l時間の前投

与により lドM以下の低濃度で著明な保護作用を示したoESR解析の結果、本化合物は・

OH消去能を持つことが明らかになった。本化合物に関する研究成果は原著論文として

公表すべく準備を進めている O

このようなウシ胎仔血清由来神経保護活性物質の精製と化学構造決定に関する研究の

ほかに、ニューロトロフイン、ニコチン性アセチルコリン、エストロゲン、ビタミンD、

ブラジキニンなどの内在性生理活性物質の神経保護作用とその機序に関する研究を行っ

た。
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黒質ドパミンニューロンの投射先である線条体は、細胞間の直接の接触あるいは栄養

因子等を介してドパミンニューロンの突起伸展および生存維持に影響を与えることが報

告されている O 我々は、中脳線条体切片共培養系において、線条体共培養下では中脳単

独培養下と比較してグルタミン酸神経毒性に対して抵抗性を獲得することを見出した。

そこで、線条体による中脳ドパミンニューロンの保護機序を明らかにする目的で、

NMDA受容体を介するグルタミン酸神経毒性の発現調節に関わる機構について検討を

行った。

ラット新生仔から摘出した中脳切片と線条体切片を共培養することにより、中脳切片

から線条体切片へのドパミンニューロン軸索の投射形成が生じ、さらに、投射したドパ

ミンニューロンは線条体領域において網状に多数分岐することが確認された。 NMDA

投与により中脳ドパミンニューロン数は著明に減少したが、減少の程度は中脳単独培養

の方が中脳線条体共培養より顕著で、あった。 NOドナーの NOC-18および ONOO・ドナ

ーの SIN-lによってもドパミンニューロンに対する著明な神経毒性が観察され、これら

の神経毒性も中脳単独培養の方が顕著であった。 NMDA受容体刺激により産生された

NOはスーパーオキシドと反応して ONOO・を生成し、神経毒性を発現すると推定され

ている o ONOO-自体を測定することは困難で、あるが、 ONOO・は種々の蛋白のチロシン

残基のニトロ化を引き起こすことからチロシンニトロ化を指標に ONOO-の生成量を推

定することが可能で、ある。そこで、中脳腹側部ではドパミンニューロンに特異的に発現

する蜜白質であるチロシン水酸化酵素 (TH)のチロシン残基のニトロ化レベルを調べ

たところ、 Sham処置群において線条体共培養の中脳と比較して中脳単独培養で高いチ

ロシンニトロ化が観察され、 N恥1DA処置後のチロシンニトロ化の程度も中脳単独培養

において高レベルであった。このとからの ONOO-の生成量は中脳単独培養群の方が中

脳線条体共培養の中脳よりも多いことが示唆された。 ONOO白の生成量の違いが NOS陽

性細胞数の差によるものか否かを検討する目的で NOSおよび THの二重染色を行った

ところ、中脳単独培養および中脳線条体共培養の両者において NOS陽性細胞は上丘と

黒質周辺部に同程度に観察され、再培養群において NOS陽性細胞の分布、数に差は認

められなかった。

黒質線条体切片のドパミンニューロンが NMDA神経毒性に対して抵抗性を示すよう

になる原因が NO産生の差によるものではないことが示唆されたので 次いで、スーパ

ーオキシドの主要な消去機構の一つである SODの関与について検討した。 Sham処置

群において、中脳線条体共培養後の中脳の SOD活性は中脳単独培養と比較して高い傾

向を示した。さらに、 NMDA投与により両培養群の中脳の SOD活性は増加し、特に中

脳線条体共培養群において著明な増加が観察された。そこで、 Cu/Zn-SODと地トSOD

の蛋白量をイムノブロット解析により定量したところ、 CU/ZIトSODの蛋白量について

(3) 



線条イ本共培養後の中脳において中脳単独培養と比較して有意な増加が観察された。陥四

SODの蛋白量については雨培養群聞に差は認められなかった。

CujZn-SODを過剰発現させるとドパミンニューロンの生存が促進されるとの報告が

あることから、線条体共培養による中脳切片での SOD活性の増加は中脳切片中のドパ

ミンニューロンの生存に寄与することが考えられる o NMDA受容体刺激のようなスト

レス負荷による SOD活性増加の機序は不明であるが、細胞生存を促進する機構のーっ

としてラジカル神経毒性を消去するために働いていると推定される O さらに、線条体と

の共培養により NMDA神経毒性と NO神経毒性に対するドパミンニューロンの抵抗性

が増大する要因のーっとして、共培養下での CujZn-SOD発現増加に伴う SOD活性増大

が重要な役割を果たすと考えられる O

以上のような内在性神経保護機構の解明を目指した研究の一環として、グルタミン酸

/ラジカル系により誘発される神経毒性に対する保護因子に関する研究を、大脳皮質ニ

ューロン(英文原著5報)、中脳黒質ドパミンニューロン(英文原著7報)、脊髄運動ニ

ューロン(英文原著2報)、網膜ニューロン(英文原著4報)について行った。さらに、

アフリカツメガエル卵母細胞翻訳系を用いたカルシウムチャネル機能の解析(英文原著

3報)、脳虚血の分子機構に関する研究(英文原著 2報)、炎症における NOの役割の解

析(英文原著 1報)を実施することにより、中枢神経系におけるニューロン死制御機構

に関する重要な知見を得た。

アルツハイマー病、パーキンソン病なとキの難治性神経疾患の特徴は症状の進行に伴っ

て脳・脊髄の特定の部位の特定の神経細胞群が脱落することであり、疾患特異的な進行

性の選択的細胞死の原因については不明の点が多いが、そのニューロン死の危険因子の

ーっとしてグルタミン酸神経毒性の関与することが指摘されている O グルタミン酸神経

毒性に限らず多くの神経細胞死誘発因子の細胞毒性にはラジカルの細胞毒性が関与する

と考えられており、グルタミン酸神経毒性については NOとスーパーオキシドが重要な

役割を果たすことが知られている。 NO自体は比較的安定で細胞毒性の少ないラジカル

種であるが、酸性条件下でスーパーオキシドと反応すると ONOO・を生じて強い細胞毒

性を示すようになる O したがって、スーパーオキシドは NOを介するグルタミン酸神経

毒性のキー・ファクターでとして働き、ニューロトロフインなどの栄養因子もラジカル

制御作用によりグルタミン酸神経毒性に対する保護作用を発現することが示唆されてい

る。本研究の知見もこの考え方を支持するものであり、グルタミン酸/ラジカル・スト

レス下でのニューロンの生存にはスーパーオキシドを含む活性酸素の生成を制御する機

構が重要な役割を果たすと考えられる。今後のさらなる検討が必要なことは言うまでも

ないが、本研究の知見は、疾患特異的なニューロン死の制御による症状の進行の阻止・

遅延を目的とした予防・治療の実現に大きく寄与するものと期待される。
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