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緒 言

脳虚血に伴う低酸素一低血糖時には､通常は細胞内に存在するグルタミン酸などの興奮性ア

ミノ酸が細胞外へ大量に流出し､その対応する受容体の過剰な活性化を介して神経細胞が異常

に興奮する結果､神経細胞障害が発生し機能障害に繋がるとする興奮毒性仮説が広く受け入れ

られている｡さらに近年､アルツハイマー病やパ-キンソン病といった難治性中枢神経変性疾

患における神経細胞死の重要な要因の一つとしても､グルタミン酸の過剰遊離による興奮性神

経毒性の関与が指摘されてきた｡

グルタミン酸受容体は､チャネルを内蔵して速いシナプス伝達を担うイオンチャネル型グル

タミン酸受容体と､Gタンパクやチロシンキナーゼによる細胞内の生化学的反応を介する代謝

型グルタミン酸受容体とに大別される｡イオンチャネル型グルタミン酸受容体はca三十に商い透

過性を示すがMg叫こよる電位依存的阻害を強く受けるN-methyl-D-aspartate(NMDA)型受容体

と､主としてNa十およびK･を透過させ速い興奮性シナプス伝達を担うnon-NMDA型受容体に

分類され､さらにnon-NMDA型受容体はその親和性の違いからカイニン酸型受容体とcc_

amilml3-hydyroxy-5-methyll4-isoxaZ01epropionicacid(AMPA)型受容体に分類されるD

病態時において細胞外へ大量に放出されたグルタミン酸はシナプス後膜上にあるnon-NMDA

型受容体に結合してシナプス後電位を起こす｡その結果､シナプス後ニューロンが脱分極して

活動電位が生じ､Mg2'によるNMDA受容体の阻害が解除され､グルタミン酸によるM DA受

容体刺激により細胞内へ大量のCa24が流入する｡シナプス後電位の発生により細胞内から

AMPA受容体の細胞膜上へのさらなる動員が起こり脱分極の増強を招くOこの結果､細胞内の

ca2･濃度が高まり種々のCa2'依存性酵素が異常に活性化され細胞機能が破綻すると想定されて

いる｡したがって､グルタミン酸受容体の過剰な活性化を抑制することは､脳虚血をはじめと

する中枢神経変性疾患に伴う神経細胞死に対する有力な治療方法の一つと推察できる｡また高

等動物の中枢神経系における重要な興奮性神経伝達物質の一つであるグルタミン酸が､病態時

などに過剰に遊離されることにより興奮毒としての側面を持つことは､生体にはこの神経伝達

物質が何らかの機序により｢誤って｣過剰に遊離された場合に対処する内因性の保護機構が備

わっていると推察されるが､その詳細についての多くは未解明のままである｡

ニューロアクティブステロイドとは中枢および末梢神経系に作用するステロイド化合物の総

称であり､その生合成の第一段階はcholesteroIC17位の側鎖の切断によるpregneno】oneの生成

である｡ニューロアクティブステロイドには､ニューロンやグリア細胞においてその生合成が

証明されているdehydroepiaJldrosterone(DHEA)やその硫酸体であるdehydroepiandrosteronesul-

fate(DHEAS)およびpregneno]Onesulfate(PREGS)といった脳内在性のステロイドホルモンで

あるニューロステロイドをはじめ､性ホルモンなどの神経系に作用する末梢臓器由来のステロ

イドホルモン､およびニューロステロイドの合成類似体なども含まれ､その脳内濃度は加齢･

性周期やストレスなどと関連して変化することが知られている｡

一般に､ステロイ ドホルモンは細胞内受容体に結合したのち棟内に移行し､タンパクのde

novo合成を介してその作用を発現し生体ホメオスタシスを制御しているが､ニューロアクティ

ブステロイドもまたゲノミックな作用を有することが知られているDCorticosteroneは遺伝子

の転写を介して電位依存性ca2+チャネルの機能を増強することでストレス性の細胞死を誘導

し､黄体ホルモンであるprogesteroneは小脳プルキンエ細胞で合成された後､ゲノミックな作

用を介して樹状突起の伸展やシナプス形成を担うことが報告されている｡ニューロアクティブ

ステロイドはこのようなゲノムを介した作用に加えて､細胞膜に存在する神経伝達物質受容体

に急性的に作用することによりその調節作用を発揮することが知られている｡Allopregnanolone
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はγ一amin。butyric　aeid（GABA）受容体チャネルの開口持続時間および開口頻度を増加させる
　　　　　　　　　ム　　　　　　　ム
ことによりその受容体機能を増強し、逆に♪REGSやDHEASは抑制的に働くことが示されて

いる。その他にはNMDA型グルタミン酸受容体、ニコチン性アセチルコリン受容体・5－HTヨ受

容体やシグマ受容体に対する急性的な制御作用も知られ、近年その結合部位の一部も明らかに

なりつつある。ニューロアクティブステロイドの高次情報中枢に対する作用は、記憶・学習に

対する増強や不安・催眠および、けいれんやうつ、統合失調症といった病態の発現に深く関連

付けられており、これらの疾患の治療薬への応用も期待されている。しかしながら、脳虚血お

よび種々の難治性中枢神経変性疾患に伴う興奮性神経毒性におけるニューロアクティブステロ

イドの役割に関してはほとんど解明されていないことから、その役割を解明することは中枢神

経変性疾患の予防・治療薬と成り得るリード化合物の創製において重要な役割を果たすと考え

られる。そこで本研究において著者は内在性物質としてニューロアクティブステロイドに着目

してその興奮毒性に対する作用について研究を進めた結果、以下の新知見を得た。

（1）Progesteroneの代謝産物である5β一pregnan－3α一〇1－20－one　sulfate（pregnanolone　sulfate；3α5βS）

は灘依存的に㎜A醗神経細胞死を抑制したが、P昭GSおよびpregnen。1。ne　hemisuccinate

（PHS）は増強した。さらに3α5βSはNMDA誘発電流およびグルタミン酸誘発細胞内Ca2＋濃度

増大応答を抑制したが、逆にPREGSおよびPHSは増強したことから、ニューロアクティブス

テロイドは急性的にNMDA受容体機能を調節することによりNMDA誘発神経細胞死に影響を

及ぼすことが明らかとなった。

（2）PREGSは濃度依存的にカイニン酸およびAMPA誘発神経細胞死を抑制した。さらにPREGS

はカイニン酸およびAMPA誘発電流を抑制し、カイニン酸誘発細胞内Ca2・濃度増大応答を抑

制したことからPREGSは急性的にn。n－NMDA受容体機能を抑制することによりカイニン酸お

よびAMPA誘発神経細胞死を減弱することが明らかとなった。

（3）Aminoglutethimide（AGT）を長期間投与することにより、ステロイド洞渇作用とは異なる作

用を介して興奮毒性が減弱された。さらにAGTは化学的虚血負荷により誘発される過剰なグ

ルタミン酸遊離を急性的な作用を介して抑制することにより虚血傷害を顕著に減弱し、AGTが

興奮毒性および虚血傷害に対して神経保護物質として働くことが明らかとなった。

これら・の研究成果について以下に三章に分けて論述する。
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　　　　　　　　　　　んル　　　　　
　　　　　　　　　　　弟一早

ニューロアクティブステロイドによる

NMDA誘発神経細胞死に対する制御

　グルタミン酸は高等脊椎動物の中枢神経系における主要な神経伝達物質であるが、脳虚血を

はじめとする病態時において過剰に遊離することで神経細胞に対して興奮毒として働くことか

ら、生理的に相反する二面性を有することはよく知られている。脳虚血に起因するグルタミン

酸の大量漏出は、グルタミン酸受容体の過剰な賦活を介して神経細胞死を惹起するが、その過

程において細胞内への大量のCa2＋の流入が重要な役割を果たすことが示されている［1，2，10，12］。

グルタミン酸受容体サブタイプのうちCa2やの透過性が非常に高いNMDA受容体は、その遮断

薬が虚血傷害を顕著に抑制することから［74］、脳虚血に伴う興奮性神経毒性において中心的な

役割を果たしていると考えられている［48］。

　ニューロアクティブステロイドとは中枢および末梢神経系に作用するステロイド化合物の総

称であり、その血中濃度は加齢・性周期やストレスなどにより変化することが知られている

【6，64，66］。Pregnenoloneは脳内に最も豊富に存在するニューロアクティブステロイドの一種で

あり、全てのステロイドホルモンの前駆体であるが、その硫酸体であるPREGSは抑制性シナ

プス伝達を担うGABA、受容体機能を減弱する一方でエ41，59］、興奮性シナプス伝達を担う

NMDA受容体機能を増強し［24，83，91］、∫ηv∫voの実験においては痙：攣誘発薬として作用するこ

とが報告されている［89】。さらにPREGSが培養海馬神経細胞におけるNMDA毒性に対して増

悪作用を示すが［86］、DHEASは減弱作用を示すことが報告されている［33］。しかしながら、

ニューロアクティブステロイドの大脳皮質における作用については未解明な点が多く、さらに

ニューロアクティブステロイドの受容体機能調節作用と興奮毒性との相関性についてもほとん

ど解明されていない。

　そこで著者はNMDA受容体の過剰刺激により誘発される神経細胞壁に対するニューロアク

ティブステロイドの作用を、切片培養系および分散培養系の大脳皮質神経細胞を用いて検討し

た。その結果、pr。gesteroneの還元体である3α5βSがNMDA誘発神経毒性を顕著に減弱する一

方でPREGSおよび、その合成類似体であるPHSが増悪することを明らかにし、さらにこれら

3種類のステロイド化合物のNMDA誘発神経細胞死に対する調節作用の機序について解析を

行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　実験方法

試薬

　本研究にて用いた試薬の購入元は、試薬名の後ろに括弧書きで記した。D，L－2－Amino－5－

phosphonopentanoic　acid（D，L－AP－5）、　Corticosterone、　cytosineβ一D－arabinofUranoside

hydrochlor童de、　DHEA、　DH：EAS、　pregnenolone、　MK－801、　forskoIin、　bisindolylmalelmide

（BIM）およびphorbol－12－mydstate－13－acetate（PMA）はSigma－Alddch　Chemicals（St・Louis・MO・

USA）より購入した。3α5βS，　PREGSおよびPHSはSteral。ids　Inc．（：Newport，　RI，　USA）より、

cycl。heximide、　dibutyryl　cyclic　AMP（db－cAMP）およびtrypa皿blueは和光純薬工業（大阪）より

購入した。R（＋）一3一（3－Hydroxyphenyi）一階propylpipeddine（3－PPP）、　r｛mcazole　dihydroclllorideは

Research　Biochemicals　Intemationa】（Natick，　MA，　USA）より、　Fura－2　acetoxymethyl　ester（Fura－2．

AM）は同人化学研究所（熊：本）より購入した・その他の記載のない試薬に関しては・すづて

ナカライテスク（京都）より購入した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　5



培養大脳皮質切片の調製及び維持
　生後：2－3日齢のWistar／STラット（日本SLC、静岡）を氷中で1－2分冷やすことにより低温

麻酔をかけ、70％エタノール処理後クリーーンベンチ内に入れた。以降の操作は滅菌環境下で

行った。ハサミで断頭した後、先曲りピンセットにて頭蓋内より全脳を取り出し、氷冷した

ハンクス液（NaCI，137　mM；K：CI，54　mM；Na2HPO4，3．4　mM；K2HPO4・0・5　mM；D－glucose・5・6

mM；HEPES，2．4　mMの溶液を、95％0，／5％CO，の混合ガスで30分以上バブリングし・1N

NaOHにてpHを7．2に調製後、孔径0．22μmのフィルターで濾過滅菌したもの）に浸けた。

約1分間氷冷した後、全脳をハンクス液で湿らせた濾紙上に置き、滅菌済みのフェザーカミ

ソリで半球に切断した。脳半球は切断面を下にしてスパーテルですくい、tissue　slice　ch。PPer

CNadshige、東京）の可動台に設置したアクリル板（25×7cm）に置き、’滅菌したキムワイプ

を用いて脳半球から余分な水分を吸収した。Tissue　slice　ch。pperにより厚さ300μmの大脳皮

質冠状断切片を作製後、約6mlの25％ウマ血清含有培地（50％Earle争s　minlmum　essential

medium／HEPES（GIBCO，　Invitrogen　Japan，東京）、25％Hanks’balanced　salt　solution

（GIBCO）、25％非働化ウマ血清（GIBCO）の割合で混合し、65　mg／ml　D－gluc。se、2mM　L－

glutamine，100　U／ml　penicinh〕Gpotassium（GIBCO）および100μg／ml　streptomycin　sulfate

（GIBCO）を添加したもの）を用いて60　mlディッシュに流し込んだ。実体顕微鏡下にて、平

語により切片を1枚ずつはがし分けた後、頭頂部大脳皮質および線条体を含む切片を選び出

し中隔野や前脳基底核などを切り落とした。あらかじめ6well　multiwell　plate（Com三ng　C。staη

東京）に1mlの25％ウマ血清含有培地を入れ、直径30　mm　Millice11－CM　lnsert　membrane（孔

径0．4μm，polytetranuoroethylene製、　Mi11ipore，　Bedford，　MA，　USA）を浸しておき34℃で30分

間以上維持しておき、そのlnembrane上にlinner　dish当たり6－7枚の切片を置き、34℃，5％

CO，環境下で静置界面培養を行った。培地交換は別の6we11　multiwell　plateにO．7　mlの25％

ウマ血清含有培地を入れ、34℃で30分間以上維持した後、inner　dishごと移すことにより行
い、’ |養切片作製の翌日から隔日で行った。このようにしてll－12日間培養した大脳皮質切

片は珈’voに類似した細胞構築を有していた。培養10－11日目より無血清培地（75％Earle’s

m重nimum　essential　medium　1　HEPES（G工BCO）、25％Hanks’balanced　sa重t　solution（GIBCO）の割

合で混合し、65mg／ml　D－gluc。se、2mM　L－glutamine，100　U／ml　penicillin　G　potassiumおよび

100F9／ml　streptomycin　sulfate（GIBCO）を添加したもの）で24時間維持した後、グルタミン酸

受容体アゴニスト投与または化学的虚血負荷の実験に用いた。

培養大脳皮質切片における薬物処置及びNMDA神経毒性の組織学的評価

　無血清培地で24時間維持した培養切片を、NMDA及び各薬物を含んだ無血清培地を用いて

24時間維持することにより薬物処置を行った。薬物の前処置は培養10－11日目より無血清培地

で維持する際に薬物を24時間培地に添加することにより行った。

　神経毒性はNissl染色により評価した。薬物処置後の培養切片を4％paraformaldehydeを用い

て一晩以上固定した。精製水により5分間の洗浄を2画行った後、0．1％t。1uidine　blue溶液

（HaユHPO4，10・949；Citdc　acid・H20，14・n　gを精製水1000　mlに溶解してから、　NaOHを用いて

pH4．0に調製後・19のtoluidine　blue（Chr。鴫Kongen，　Germ㎝y）を溶解したもの）を用いて15

分間染色した。染色終了後、精製水で2回洗浄してから、70％、96％、100％のエタノールを

用いて脱水した後・Entell訊n　Neu（Merck　K：GaA，　Darmsta戯Germany）により封入した。　Nissl染

色により明瞭な輪郭及び核が染色されるNjss1染色質性細胞を生存細胞として顕微鏡観察によ

り単位面積（80μm×90μm）当たりの細胞数を計数：することにより神経毒性を評価した。
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初代分散培養大脳皮質細胞の調製及び維持
　Wistar／STラット（妊娠17－19日齢）をネンプ西目ル注射液（ベントバルビタールナトリウム

60mg／kg　Lp．大日本製薬、大阪）で麻酔し、37℃程度に加温し’た。．1％ヒビテン液（住友製薬、

大阪）にて頭部を除く全身を消毒した。腹部にイソジン液（明治製菓、東京）を塗布した後、下

腹部を切開して子宮を摘出し、氷冷したハンクス液（NaCL　l　37　mM；KCI，5．4　mM；Na2HPO4，3．4

mM；K2HPO4，05　mM；D－glucose，5．6　mM；HEPES，2．4　mMの溶液を、95％02／5％CO2の混合ガス

で30分以上バブリングし、1NNaOHでpH　72に調製後、孔径022μmのブイルターで濾過

滅菌したもの）に浸けた。子宮をハンクス液にて氷冷した後シャーレに移し胎仔を摘出した。

胎仔を断頭し、コニカルチューブに集め氷冷下に保存し、以降の操作はクリーンベンチ内にて

滅菌環境下で行った。実体顕微鏡を用いて頭部より全脳を摘出後、子守の正中線にそって左右

の大脳半球に切り分けた。間脳および海馬を含む大脳辺縁系を切り落とした後、大脳基底核を

大脳皮質から切り離し、最後に硬膜を除去した。単離した大脳皮質をコニカルチューブに移

し、摘出操作中に混入したバクテリア等を除去する目的で10mlのハンクス液で5回洗浄した。

大脳皮質をシャーレに移し過剰なハンクス液を除去し、メスを用いて細切した後、10mlのハ

ンクス液を加え、パスツールピペットを用いてピペッティングし、細胞を懸濁させた。さらに

ステンレスメッシュ（150mesh／inch）で濾過することにより単離細胞懸濁液を得た。この細胞

懸濁液を1000rpmにて約3分間遠心し、得られた大脳皮質細胞を10％ウシ胎仔血清（JRH

Biosciences，　Lenexa，　K：S，　USA）含有イーグル液10　m1（イーグルMEM培地野末（日水製薬、東

京），94g；NaHCO3，2．O　g；L－glutamine，0．29　g；D－gluco鋤1．O　g；H巳PES，238　gを精製水（最終液量

100Qm1）に溶解した後、95％0，15％CO，混合ガスで30分以上バブリングし、孔径0．22μmの

フィルターで濾過滅菌したもの）に懸濁した。細胞懸濁液の一部を用いて、0．4％trypan　blue溶

液にて染色し、’血球計数板により懸濁液の細胞密度を決定した後、適量の10％ウシ胎仔血清

含有イーグル液を用いて1．7×106cells／mlになるように細胞懸濁液を調製した。この細胞懸濁

液を、α1％ポリエチレンイミンでコーティングしたカバースリップまたはカバーガラスを置

いたディッシュに0．4－05×106cells／cm2の密度で播種した。細胞は37℃，5％CO，条件に設定

したCOインキュベーターで維持し、培養開始翌日より隔日で培地交換を行った。ダリアの増
　　　ユ
殖を抑制するために、培養6日目にcyt。sjneβ一D一肛ab｛n。furanoside（10μM）を投与した。培養

初日から7日目までは10％ウシ胎仔血清含有イーーグル液を、培養8－13日目までは10％ウマ血

清（∫RH　Biosciences，　Lenexa，　KS，USA）含有イーグル液を用いた。実験には培養n－13日目の成

熟した細胞を用いた。

初代分散培養大脳皮質細胞における薬物処置および神経毒性の評価
　薬物処置は各薬物を含む血清不含培地中で1時間インキュベートすることにより行った。神

経毒性の評価は、薬物処置後の大脳皮質細胞を15％trypan　blue溶液で10分間染色し」0％中

性ホルマリン溶液で細胞を固定し、生理食塩水で洗浄した後、染色細胞を死亡細胞、非染色細

胞を生存細胞として計数して、その総数に対する生存細胞数の百分率を細胞の生存率とするこ

とにより評価した。

電気生理学
　ホールセル膜電流は、初代分散培養大脳皮質細胞を用いてパッチクランプ法により行った。

ガラスパッチ電極（抵抗値4－7MΩ）はmicroelectrode　puller（p87，　Sutter　instrument，　NGvato，　CA，

USA）を用いて作製し、細胞内液（145　mM　CsC1；11mM　EGTA；4mM　Mg－ArP；10mM　HEPES；

CsO｝1を用いてpH　7．2に調整）を満たして実験に使用した・細胞外液（145　mM　NaCl；5mM　KCI；

2mM　Ca　C12；10mM　HEPES；10mM　D－glucose；10mM　glycine；lNNaOHを用いてpH　7．4に調

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　7



製）は2－3mレminの流速でチャンバー内を灌流させた。薬物は細管（内径280　Fm）を7本束ね

て作製した重力を駆動力とした薬物投与システムを用いて200－300μ1／minの流速で細胞の近傍

より適用した。細胞の保持電位を一60mVとしてEPCg　pat面clamp　ampli5er（HEKA，　Lambrecht，

Ge㎜any）を用いて室温（23－25℃）で記録した。　Se貢es　resistanceの補正は行わなかった。薬物

適用の際には、薬物のみを含む溶液を10秒間前処置した後、薬物とグルタミン酸受容体アゴ

ニストを含む溶液を10秒間適用し、その後細胞外液により洗浄した。グルタミン酸受容体ア

ゴニストの適用間隔は約1分間とし、各薬物の作用は、グルタミン酸受容体アゴニスト投与直

後の電流のピーク値を、グルタミン酸受容体アゴニスト単独適用時の値に対して百分率で算出

することにより評価した。

細胞内Ca2＋濃度測定
　細胞内Ca2＋濃度測定は、蛍光Ca2・キレーターであるFura－2　AMを用いて行った。　Fura－2はそ

れ自体強い陰性電荷を有しているため細胞膜を透過できないが、5個のcarb。xyl基を

acetoxyme亡hy】ester（Fura－2　AM）にすることで脂溶性が高まり、細胞内へ容易に透過すること

が可能となる。細胞内に侵入したFura－2　AMは細胞内のエステラーゼによりエステル部分が加

水分解されることによりCa2＋キレート能を有するFura－2になる。この形態では細胞膜透過性

は無いため、長時間細胞内に留置することになる。

　実験には0．1％ポリエチレンイミンでコーーティングした直径13mmのカバーガラス（松浪硝

子工業、大阪）上に培養した大脳皮質細胞（培養11－13日目）を用いた。培養大脳皮質細胞を

5μMFura－2　AMおよび0．Ol％cremophore　EL（Sigma）を含むKrebs－Riger緩衝生理食塩水（137

mM　NaC1；5mM　KC1；1mM　MgC12；10mM，1．5㎡M　CaC12；10mM　HEPES；25　mM　D－glucose，

NaOHを用いてpH　7．4に調製）中、37℃で30分間維持した後、細胞をKrebs－Riger緩衝生理食昌

塩水で洗浄してからカバーガラスを測定用チャンバーにセットした。実験は室温（23－25℃）に

て行った。

　蛍光イメージジグには超高感度カメラ（SITカメラ）を装着したCa2＋測定用画像解析装置

ARGUS－HiSCAイメージングシステム（浜松ホトニクス、浜松）を用いた。細胞に波長340　nrn

および380nmの励起光を各々2秒間隔で与え、蛍光を500　nmの蛍光干渉フィルターを介して

測定した。Fura－2はCa2・をキレートすると、340　nmで励起される蛍光強度は増大し、380　nm

で励起される蛍光強度は減少する特性を持っており、測定データは340n㎡380　nmの蛍光強度’

比で表した。

　各薬物およびステロイド化合物の投与はグルタミン酸投与1分前に行い、細胞内Ca2＋濃度の

計測時間は予備実験においてグルタミン酸誘発神経細胞死が起こらないことが確認された10

分間とした。データはグルタミン酸投与後から測定終了までの曲線下面積（AUC）およびグル

タミン酸投与直後の細胞内Ca1膿度上昇のピーク値（Peak　amplitude）をCa2・流入量の指標とし

て算出し、グルタミン酸単独群における値を100％として示した。

統計

　データは全て、平均値±標準誤差で表した。培養大脳皮質切片の生存数を示したデータおよ

び細胞内C磨濃度測定のデータにおける統計処理はStudent－Newmann．Keロls’testを用い、初代

培養大脳皮質細胞のデータにおいてはDunnett’test（両側検定）を用いた。電気生理学的検討の

データにおいてはpaired卜testを用いた。全ての実験において危険率5％未満の際に統計学的な

有意差があると判定した。
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実験結果

NMDA誘発神経細胞死の濃度依存性

はじめに大脳皮質切片培養においてNMDAにより誘発される神経細胞死を検討した｡培養

10111日目に切片を24時間無血清培地で維持した後､NMDAを24時間投与したところ､生存

神経細胞数は濃度依存的に減少し､そのEC50値は17･5LIMであった (図 1-I,2)｡

図ト1 培養大脳皮質切片におけるNMDA誘発神経細胞死の典型例

典型例の写真は各々(A)control､(ち)NMDA(20トLM)処置群を表す｡明確な輪郭を有している

Nissl染色陽性細胞を生存細胞と同定した｡スケールバーは20umを示す｡

P
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図ト2NMDA誘発神経細胞死の濃度依存性

切片を培養10-11日目より無血清培地で24時間維持した後､NMDA(0-100pM)を24時間授与

した｡縦軸は単位面積 (80pmX90什m)当たりの顕微鏡観察下による生存細胞数を､横軸は

NMDAの処置濃度を示す｡n=ll-12.***P <0.001vscontrol(0トLMNMDA)0
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醐DA誘発神経細胞死に対するステロイド化合物の作用

　脳内に最も多く存在するニューロアクティブステロイドの一種であるpregnenolone、その代

謝産物であり加齢と共に減少することが知られているDHEA、その硫酸抱合体であるDHEAS・

糖質コルチコイドであるcorticosterone、および合成糖質コルチコイドであり臨床で広く用いら

れているpredniso1。neは24時間の前処置およびNMDAとの24時間の同時処置によっても

NMDA誘発神経細胞死に対して影響を及ぼさなかった（図1－3）。一方、　progesteroneの代謝産

物である3α5βS（300μ：M）は、NMDAにより誘発される細胞生存率の低下を顕著に抑制したが・

逆にpr6gnenoloneの硫酸抱合体であるPREGS（100江M）およびその合成類似体であるPHS（30

μM）はNMDAによる細胞生存率の低下を顕著に増悪した（図1－3）・これらのニューロアクティ

ブステ’ロイドの細胞死調節作用は24時間の前処置を行っても有意に変化することはなかった

（図三一3）。以降の実験では、NMDA誘発神経細胞死に対する調節作用の観察されたこれら3種

類のニューロアクティブステロイドの作用について検討を行った。
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図1－3醐DA誘発神経細胞死に対するニューロアクティブステロイドの作用

各ニューロアクティブステロイドはNMDA処置の24時間前から同時まで（hatched　bar）または

NMDAと同時に（cross－hatched　bar）24時間投与した。　n＝5－6．紳＊P＜0．OOI　vs　NMDA　a】one、
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3α5pS、　PREGSおよびPHSのNMDA誘発神経細胞死に対する濃度依存的調節作用

3α5βSは100－300μMの濃度範囲においてNMDA誘発神経細胞死を濃度依存的に減弱し、一

方PREGSは100－300μMの濃度範囲において、　PHSは30－100μMの濃度範囲においてNMDA

誘発神経細胞死を濃度依存的に増悪した（図1－4）。

　　　　　　　3α5βS　　　　　　　　　　　PREGS　　　　　　　　　　　PHS
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図1－4　阯闇DA誘発神経細胞死に対する3α5βS、　PREGSおよびPHSの濃度依存口細胞死調節作用

各ニューロアクティブステロイドはNMDAと同時に切片に24時間投与した。　n＝11－12．＊＊P

〈O．0工，＊＊＊Pく0．001vs　NMDA　alo皿e．

3α5βS、PREGSおよびPHSによるNMDA誘発神経細胞死調節作用機序の検討

　ステロイドホルモンの主要な生物活性は、核内ステロイド受容体に結合した後、タンパクの

虎，10り。合成を介して発揮されことが知られている［47，66，67］。そこでNMDA誘発神経細胞死

に影響を与えた3種のニューロアクティブステロイドの作用が核内受容体を介したものである

か否かを検討する目的で、タンパク合成阻害薬であるcycloheximide（0．1μg！rhl）を用いて24時

間の前処置およびNMDAとの同時処置を行ったが、これら3種のニューロアクティブステロ

イドの細胞死調節作用に有意な影響は及ぼさなかった（図1－5）。
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図1－5　3α5βS、PREGSおよびPHSの細胞死調節作用に対するタンパク合成阻害薬の作用

各ニューーロアクテイブステロイドおよびcycloheximideはNMDA処置の24時間前から投与し・

NMDAと同時においても24時間投与した。　n＝5．6．　N．S．；not　slgniHcant
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　ニューーロアクティブステロイドはGABA受容体に結合してその機能を調節する作用を有す
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　
ることが知られており［4］59］、培養大脳皮質神経細胞において、GABA、受容体アゴニストが

興奮毒性に対して保護作用を発揮することが報告されている［53，56］。またニューロアクティブ

ステロイドは神経保護活性に関与が示唆されているシグマ受容体に結合してその機能を調節す

る作用を有することも知られている〔8，46，54｝。そこで、GABA、受容体アンタゴニストである

picrot。xh1（100μM）、およびシグマ受容体アンタゴニストである百mcazole（10μM）を投与して、

これら3種のニューロアクティブステロイドに対する作用を検討したが、いずれのニューロア

クティブステロイドの作用もこれらのアンタゴニストによる影響を受けなかった（図1－6A，B）。

また、GABA受容体のアゴニストであるGABA（100μM）、およびシグマ受容体アゴニストで

ある3－PPP（100幽のはNMDA誘発神経細胞壁に対して有意な影響を与えなかった。
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図1－63α5βS・PREGSおよびPHSの細胞死調節作用に対する6ABA、受容体遮断薬および

　　　シグマ受容体遮断薬の作用　　　　　　　　　　　　　、

各ニューロアクティブステロイドおよびpicrotox㎞（A）またはrimcazole（B）はNMDAと同時に

24時間投与した。皿＝5－6。N．S．；not　signi∬cant．
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　NMDA受容体はprotein　kinase　A（PKA）またはprotein　kinase　C（PKC）などのキナーゼにより

リン酸化による調節を受けることが知られており［19，42］、一部のニューロアクティブステロイ

ドの神経伝達物質受容体に対する作用がPKAまたはPKCにより調節されることも報告されて

いる［14，20］。そこで、アデニル酸シクラーゼの活性化薬であるforskolh1（20μM）および膜透過

性cAMPアナログであるdb－cAMP（1　mM）．を用いて、これら3種のニューロアクティブステロ

イドの作用を検討したが、有意な変化は観察されなかった（図1－7A）。さらに、　PKCの活性化

薬であるPMA（100　nM）およびPKC阻害薬であるB工M（500　nM）を用いて、同様にこれら3種

のニューロアクティブステロイドの作用を検討したが、有意な影響は確認できなかった（図1．

7B）。
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図1－73α5βS、PREGSおよびPHSの細胞死調節作用に対するfors抜。　l　i　n、　db－cAMP、　BIMおよび

　　　PMAの作用
各ニューロアクティブステロイドおよびf。rskolin，　db－cAMP（A）またはBIM，　PMA（B）はNMDA

と同時に24時間投与した。n＝5－6．　N．S．；n。t　significant．
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初代分散培養大脳皮質神経細胞における3画面S、PREGSおよびPHSのグルタミン酸神経

毒性に対する濃度依存的調節作用

　以上の結果から、これら3種のステロイド化合物の作用はNMDA受容体の直接的な調節作

用によることが推測されたので、次に分散培養系の大脳皮質神経細胞を用いて電気生理学的検

討および細胞内Ca2＋濃度増大応答に関する検討を行った。分散培養系においてこれら3種のス

テロイド化合物は、切片培養系とほぼ同様の作用を示した。すなわち3〔がβS（10－100μM）はグ

ルタミン酸誘発神経細胞死を有意に抑制したが、PREGS（10－100μM）およびPHS（10－100μM）

は逆にグルタミン酸誘発神経細胞死を有意に増強した（図1二8）。
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図1－8グルタミン酸誘発神経細胞死に対する3α5βS、PREGSおよびPHSの濃度依存的細胞死

　　　調節作用　～初代分散培養大脳皮質神経細胞による検討～

各ステロイドはグルタミン酸と同時に1時間投与した。n＝5．＊＊p＜0．01　vs　glhtamate田one．
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剛DA誘発電流応答に対するニューロアクティブステロイドの調節作用

　電気生理学的検討によりNMDA受容体機能に及ぼす各ニューロアクティブステロイドの作

用を検討した。1分間隔でNMDAを投与することにより濃度依存的に内向き電流が観察され

た。NMDA誘発電流はNMDA受容体の競合的拮抗薬であるD工，AP－5（50μ翰の投与によりほ

ぼ完全に消失した（図1－9A，B）。次に各ニューロアクティブステロイドの作用をNMDA投与の

10秒前から投与することにより検討すると、3α5βSはNMDA誘発電流を58％抑制し、逆にPHS

は19％増強したが、PREGSは有意な作用を及ぼさなかったi　3α5βSおよびPHSの作用はいず

れも可逆的であった（図三一9C，D）。

ニューロアクティブステロイドによるグルタミン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇調節作用

　大脳皮質神経細胞におけるグルタミン酸誘発神経細胞死は、主にNMDA受容体を介して過

剃に流入するCa2＋が引き金となることが知られている［12，10］。そこで、グルタミン酸により

誘発される細胞内Ca2膿度増大応答に対する各ニューロアクティブステロイドの作用について

検討した・細胞内へのCa2＋流入量の指標としては細胞内Ca3・濃度の曲線下面積（AUC）および

グルタミン酸投与直後のピーク値（Peak　amplitude）の2つを用いた・グルタミン酸（100μM）誘

発細胞内C酵濃度増大応答はNMDA受容体遮断薬であるMK－801（1μM）の投与によわ顕著に

抑制されたことから、グルタミン酸により細胞内に流入するCa2・は主にNMDA受容体を介し

ていることが示された。次に各ニューロアクティブステロイ’ドの作用について検討したところ、

3α5βSはAUCおよびピーク値の両方を有意に減弱させたが、逆にPHSは有意に増強させた。

一方・大脳皮質神経細胞において有意な細胞死増強作用が観察されたPREGSは、ピーク盛典

指標とすると有意な変化は認められないものの・AUCを指標とすることにより有意な増強作

用を発現することが確認された（図1一玉0）。
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考　察

　本研究により、培養大脳皮質神経細胞において、NMDAの投与により惹起される細胞死に

対してニューロアクティブステロイドが顕著な影響を与えることが明らかとなった。検討した

8種類のステロイド化合物の中で、3α5βSが濃度依存的に細胞死抑制作用を示したのに対して、

PREGSおよびその合成類似体であるPHSは増悪作用を示した。これらの知見は、3α5βSおよ

び3α5βSの合成類似体であるpregnanolone　hemisuccinate（3α5βHS）がラット海馬神経細胞にお

いてNMDA誘発神経細胞死に対して保護効果を発揮した［84］、およびPREGSがラット海馬神

経細胞においてNMDA毒性を有意に増悪した［83，86］という報告と矛盾しない。他方、海馬神

経細胞において興奮毒性に対する保護作用が報告されているDHEAおよびDHEASは【33，341、

NMDA誘発神経細胞死に対して有意な作用は及ぼさなかった。この矛盾については明らかで

はないが、DHEAおよびDHEASの海馬神経細胞における保護作用はステロイド受容体に関連

した作用を介して発現しており【33，34］、この知見を含めて考察すると我々の用いた大脳皮質切

片培養系では、このようなステロイド受容体関連経路の活性が低かったことが要因であるのか

もしれない。

　脳内レベルの比較的高いpregnenolone［6，64］はNMDA誘発神経細胞死に対して作用を及ぼさ

なかったが、PREGSおよびPHSが顕著なNMDA誘発神経細胞死増強作用を示し、3α5βSが細

胞死抑制作用を示したという本研究結果は、ステロイド化合物のC3位の置換基の立体配置ま

たは負電荷の有無、およびC5－C6間の二重結合の有無による平面構造の相違がNMDA誘発神

経細胞死に対する調節作用の違いの要因となるという以前の報告を支持するものである［83］。

また、脳および脊髄の傷害の後にニューロアクティブステロイドの合成が増加すること［50】、

およびpregnandone（3α5β）がNMDA誘発電流および神経細胞死に影響を与えない［83，84】とい

う知見も含めて考察すると、ニューロアクティブステロイドのC3位に硫酸基を付加するsteroid

sulfotransferaseの活性またはC3位の硫酸基を除去する酵素であるsteroid　su猛ataseの活性の変化

は傷害の発現の程度を大きく左右する可能性が推察される。

　　306βS　　　　　NMDA　　　　　　　　　　　NMDA　　　　　　pREGS　　NMDA

図1－113α5βS、PREGSおよびPHSによるNMDA誘発神経細胞死に対する制御
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　ニューロアクティブステロイドの作用の発現には細胞質内ステロイド受容体への結合とタン

パク合成誘導が関与することも示唆されているが［47，66，67］、cycloheximideがニューロアクティ

ブステロイドの作用に有意な変化を及ぼさなかったことから、これらの作用にタンパクの虎

120vo合成は関与していないことが示唆された。また、ニューロアクティブステロイドはGABA
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ム
受容体機能を抑制することによりウサギ腎近位尿細管細胞をミトコンドリア障害および低酸素

により惹起される細胞癌から保護することが報告されており［82］、さらに最近、DHEASがシ

グマ受容体の調節を介した作用により培養ラット海馬神経細胞死を減弱することが示された

［40］。しかしながら、本研究においてはGA：BA、受容体やシグマ受容体を遮断する薬物によっ

てもニューロアクティブステロイドの調節作用は有意な影響を受けなかった。これらの結果か

ら検討した3種のニューーロアクティプステロイドのNMDA誘発神経細胞死に対する調節作用

は、GABA受容体やシグマ受容体を介したシグナル機構を調節することにより発揮されてい
　　　　　　
る可能性は低いことが示された。

　NMDA受容体の活性はPKAやPKCおよびSrc型チロシンキナーゼにより増強され［94］、そ

のリン酸化レベルはシナプス伝達の可塑性に関与することが示唆されている［45］。また、各種

キナーゼによるリン酸化部位は細胞内に存在し、ニューロアクティブステロイドのNMDA受

容体結合部位は細胞外に存在すると示唆されているが［28，60］、17β一estradio1のカイニン酸誘発

電流増強作用がPKA阻害薬で抑制されること［20］、およびaU。pregnanol。neのGABA誘発IPSCs

に対する増強作用がPKC阻害薬で抑制されること口4］が報告されている。したがって、細胞

内の受容体リン酸化レベルにより受容体タンパク自体の構造変化が起こり、ニューロアクティ

ブステ［］イドの受容体への結合が調節されることにより、受容体機能調節作用が左右される可

能性が考えられた。しかし、PKAやPK：Cの活性を制御する諸種の薬物はNMDA誘発神経細胞

死や電流応答に対する3種のニューロアクティブステロイドの作用に影響を与えなかった。以

上の結果から、これら3種のニューロアクティブステロイドによるNMDA誘発神経細胞死調

節作用は、NMDA受容体タンパクにおける細胞質内標的部位のリン酸化レベルには影響され

ないことが示唆された。

　電気生理学的検討において、NMDAにより誘発される電流に対するニューロアクティブス

テロイドの作用を検噛したところ、3α5βSはNMDA誘発電流を抑制し、逆にPHSは増強した

が、PREGSは有章な作用を及ぼさなかった。また、グルタミン酸の投与により誘発される細

胞内Caユ・濃度増大応答は、3α5βSの前処置によりAUCおよびピーク値の両方において有意に

減弱されたが、逆にP：HSによりAUCおよびピーク値のどちらも有意に増強された。これらの

結果は、海馬神経細胞において3α5βSおよびPHSが本研究溢血と同様にNMDA応答を調節し

たという以前の報告を支持するものである［25］。一方、大脳皮質神経細胞において有意な細胞

死増強作用が観察されたPREGSは、　NMDA誘発電流応答に対して有意な増強作用は及ぼさな

かった。この結果はPREGSが細胞内Ca2湿度上昇のピーク値を顕著に増強するという以前の

報告125｝と一致しない。しかし、YaghoubiらはPREGSの受容体機能増強作用の程度は発現し

ているNMDA受容体のサブユニット構成により異なり、アフリカツメガエルの卵母細胞を用

いた再構成系においてNR1サブユニットと同時にNR2Aを発現させた場合に比べてNR2Bサ

ブユニットを同時に発現させた場合ではPREGSの作用が減弱されること［93］を、　Ceggonらは

PR：EGSがNMDA受容体に対してアゴニストの解離を減少さ直るように働くこと、およびn　ative

の大脳皮質神経細胞ではPREGSのNMDA誘発電流増強作用が観察されにくいこと［9］を報告

している。さらにMalayevらは、　NR　I　INR2A受容体またはNR　1！NR2B受容体を発現している細

胞においてはPREGSがNMDA誘発電流応答に対して増強作用を示し、　NRIINR2C受容体また

はNR11NR2D受容体を発現している細胞において｝吐逆にPREGSが抑制作用を示すこと［44］を

報告している。PREGSが細胞内Ca2＋濃度測定実験においてピーク値を指標とすると有意な作
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用は発揮しなかったが、AUCを指標とすると有意な増強作用を発揮したという本研究におけ

る結果は、電気生理学的検討結果と合わせて考えると、著者の用いている大脳皮質神経細胞標

本はP鰯Sのピーク値に対する作用が観察されにくいサブユニット構成の㎜A受容体を発

現していることを示唆している。

　本研究では比較的高濃度（10－300μM）のニューロアクティブステロイドの作用を検：討した。

ラットやヒトの脳に存在するこれらステロイド化合物の通常生理的濃度はnM　orderのレベル

であることが報告されているが［6，87］、progesteroneやそのA環が還元された代謝物は妊娠時な

どに血漿中レベルが通常状態の10－1000倍という高レベルに達することが報告されており［61］、

神経細胞やダリア細胞によって局所的に生合成されるニューロステロイドが［22，35，96］1脳虚

血やけいれん・うつなどの病態時に、脳内の微小環境においてμMorderのレベルに達する可

能性も十分に考えられる。

　結論として、NMDA受容体の過剰刺激により惹起される神経細胞死においてニューロアク

ティブステロイドは急性的にNMDA受容体機能を調節し、細胞外からのCa2・流入を増強また

は抑制することにより、NMDA誘発神経細胞死に対して影響を及ぼすことが明らかとなった。
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　　　　　　　　　　　　　　　　　んル　ユ　　　　　　　　　　　　　　　　　弟＿早

　　　　　　ニューロアクティブステロイドによる

カイニン酸およびAMPA誘発神経細胞死に対する制御

　グルタミン酸受容体の過剰刺激により惹起される神経細胞障害は興奮毒性と呼ばれており、

脳虚血および種々の中枢神経変性疾患に深く関与することがよく知られている［L48］。グルタ

ミン酸受容体サブタイプのうちCa2・の透過性が非常に高いNMDA受容体は、グルタミン酸神

経毒性において中心的な役割を果たしていると考えられているが、カイニン酸またはAMPAに

より活性化されるnon．NMDA型受容体は、一部の病態条件下においては興奮性神経細胞死に

重要な役割を果たすことが知られている［32，37，88］。Sheardownらはnon－NMDA受容体遮断薬

である2，3．dihydroxy－6．ni駐。一7－sulfa互noyl－benzo田quiロ。xaline（NBQX）が翻歯類の虚血モデルにお

いて顕著な神経保護作用を示す一方で、NMDA受容体の選択的遮断薬であるMK－801が有意

な保護作用を示さないことを報告しており口1，72】、このことはnon－NMDA受容体の過剰な活

性化もまた興奮性神経細胞死を惹起し得ることを示唆する。Non－NMDA受容体を介した興奮

性神経毒性はこの他にも低酸素、低グルコース、けいれん、外傷、筋萎縮性側索硬化症、ハン

テントン病およびアルツハイマー病などの広範囲な病態に伴う神経障害を媒介することが提唱

されている165，80，88］。したがって丑。n－NMDA受容体を介した興奮毒性から神経細胞を保護す

ることはこれらの疾患における予防または治療戦略の一つとなる可能性がある。

　中枢神経系において生合成され、その作用を発揮するニューロステロイドをはじめとする

ニューロアクティブステロイドは、中枢および末梢神経系において様々な生理学的および薬理

学的作用を及ぼすことが知られている［18，49，661。しかしながら、PREGSをはじめとする

ニューロアクティブステロイドの皿。n－NMDA受容体を介した興奮性神経細胞死に対する作用

についてはほとんど解明されていない。そこで著者は皿oかNMDA受容体の過剰刺激により惹

起される神経細胞死に対するニューロアクティブステロイドの作用を切片培養系および分散培

養系の大脳皮質神経細胞を用いて検討した。その結果、代表的なニューロアクティブステロイ

ドのうちでPREGSおよび代表的な女性ホルモンである17β一estradiolがカイニン酸またはAMPA

誘発神経細胞死を減弱することを見出した。本章においては、新規知見であるPREGSの作用

について研究を進め、第一節においてはカイニン酸誘発神経細胞死に対する保護作用機序につ

いて、第二節においてはAMPA誘発神経細胞死に対する保護作用機序について解析を行った。

　　　　　　　　　　　　　　　　　実験方法

試薬
　本研究にて用いた試薬の購入元は、試薬名の後ろに括弧書きで記した。6－Cyano－7－

nitroqロinoxaline－2，3－dione　disodium　s訓t（CNQX　disodium　salt）・cyclothiazide・17β一estradlol・

estrone－3－0－suIfamate（EMATE）、　Y・D－9］utamylaminomethyl　sulfonic　acid（GAMS）、　GYKI52466・

H－89hydr。chl。hde、1¶aphthylacety】spe㎜ine（NAS）・NBQX・picr。toxin、　pr。gesteroneおよび

11β一14－dimethylamino］phenyl一17β一hydroxy－17一［1－propynyllestra－4・9－dien－3－one（mifepristone；RU－

486）はSigma－AI面ch　Chemicals（SしLouis，　MO，　USA）より購入した。（Rの一AMPAはTocds

Cookson（B亘stol，　UK）より・pr。pidium　iodide（PI）は和光純薬工業（大阪）より購入した。第一

章にて使用した試薬に関しては省略した。その他の記載のない試薬に関しては、すべてナカ

ライテスク（京都〉より購入した。
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培養大脳皮質切片の調製及び維持

　第一章実験方法と同様の方法で行った。

培養大脳皮質切片における薬物処置及びカイニン酸またはAMPA神経毒性の評価

　無血清培地で24時間維持した培養切片を、カイニン酸またはAMPへ及び各薬物を含んだ無

血清培地を用いて24時間維持することにより薬物処置を行った。薬物の前処置は培養10－11日

目より無血清培地で維持する際に薬物を24時間培地に添加することにより行った。

　神経毒性はNissl染色、　PIの取り込みおよびlactate　dehydrogenase（LDH）release　assayを指標

として評価した。Nissl染色は第一章実験方法と同様の方法で行った。

　PIは形質膜が破綻した細胞内へ取り込まれ、　DNAに挿入されることにより蛍光を発するこ

とが知られており、後期アポトーシス細胞またはネクローシス細胞を検出する試薬として広く

用いられている。PI（5μg／ml）は無血清培地を用いて、カイニン酸神経毒性における検討の際

はカイニン酸処置後に4時間負荷し、AMPA神経毒性における検討の際はAMPA処置と同時に

24時間負荷した。負荷終了後、rh。damine魚erを装着した倒立蛍光顕微鏡を用いて各切片の蛍

光強度を測定した。蛍光イメージ画像はモノクロームCCDカメラ（C5985；浜松ホトニクス、浜

松）を用いて取得し、各切片の蛍光イメージ画像よりN田image　1．62を用いて頭頂部大脳皮質

における単位面積（180Fm×180μm）当たりの平均蛍光強度を算出した。　NMDA（200μM）の

24時間処置によりほぼ全ての神経細胞が変性または脱落したと想定される切片における傷害

をstandard　injuryとして、各薬物を処置した切片の蛍光強度をstandard両uryの蛍光強度に対

する百分率（％。f　standard　lnjury（PI））で表すことにより神経毒性を評価した。

　乳酸脱水素酵素（lactate　dehydr。genase；LDH）は生体内において糖がエネルギ・一代謝される

際に働く酵素群の一つであるが、細胞が傷害を受けた際に細胞外へ漏出することから、その遊
離量は細胞の傷害の程度に相即することが知られている。Cytotoxicity　Detecti。n　LDH　kit（極東

製薬、東京）を用いてカイニン酸またはAMPAを24時間処置した後の培養上清におけるLDH

遊離レベルを測定した。Kitに標準装備されている基質発色試薬溶液（乳酸およびニトロブルー

テトラゾリウムを含む）を10mM　phosphate　buffered　saline（P：BS）にて3倍希釈したものを基準

溶液として作製した。この基準溶液75μ1と培養上清25μ1を96weU　plateを用いて混合し室

温にて1時間反応させた。100μ1の1N塩酸により反応を停止させた後、マイクロプレートリー

ダーを用いて570nmの吸光度を測定した。　NMDA（200μM）24時間処置群の切片における傷

害をstandard　i可uryとして、各薬物を処置した切片の上清から得られた吸光度をstandard　lnjury

の切片から得られた吸光度に対する百分率（％of　standard　injury（LDH））で表すことにより神経

毒性を評価した。

初代分散培養大脳皮質細胞の調製及び維持

　第一章実験方法と同様の方法で行った。
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電気生理学
　カイニン酸誘発電流に対するニューロアクティブステロイドの検討は第一章と同様の方法で

行った。AMPA誘発電流における検討はAxoGra画4、6を備えたpersonal　computerにAx。patch

200A　amp茄er（Axo口Instru茎nents，　Un圭on　Cl以CA，　USA）を接続して、ガラスパッチ電極（抵抗値

3－5MΩ）を使用して第一章と同様の方法で行った。

細胞内Ca2＋濃度測定
　カイニン酸または各薬物は1mV！ninの流速による灌流システムを用いて初代分散培養大脳

皮質細胞に投与した。カイニン酸の投与時闘は約1分間、投与間隔は約7分間とし、各薬物の

適用は各薬物のみを含む緩衝液を細分問適用した後、カイニン酸および各薬物を含む緩衝液

を投与することにより行った。薬物のカイニン酸誘発細胞内Ca2膿度上昇に対する作用は、薬

物適用時のカイニン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇のピーク値を、薬物適用の直前および直後のカ

イニン酸単独投与時のピーク値の平均に対して百分率で算出することにより評価した。細胞に

与える波長340鮎mおよび380nmの励起光は各々5秒間隔とし、他の実験方法は第一章実験方

法と同様の方法で行った。

統計

　データは全て、平均値±標準誤差で表した。培養大脳皮質切片の生存数を示したデータに嶺

ける統計処理はStuden［一New鞘＆nn－Keu至s7　testを用い、初代培養大脳皮質細胞における電気生理

学的検討および細胞内Ca三・濃度測定のデータにおいてはp註ired∫一testを用いた。全ての実験に

おいて危険率5％未満の時に統計学的な有意差があると判定した。
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実験結果

第一節　　カイニン酸誘発神経細胞死に対するニューロアクティブステロ

　　　　　イドの作用

カイニン酸誘発神経細胞死の濃度依存性

　大脳皮質切片培養においてカイニン酸により惹起される神経細胞死について検討した。培養

10－11日目に切片を24時間無血清培地で維持した後、カイニン酸を24時間投与し、4日間の

postincubation後に神経毒性を評価したところ、著明な神経細胞死が観察され、そのEC5。値は

37．3脾Mであった（図2－1，2）。

A B

図2－1　培養大脳皮質切片におけるカイニン酸誘発神経細胞死の典型例

典型例の写真は各々（A）contro1、（B）カイニン酸（40μM）処置群を表す。明確な輪郭を有して

いるNiss1染色陽性細胞を生存細胞と同定した。カイニン酸は24時間投与し、その後4日間の

postincubationを行った。スケールバーは20　Fmを示す。
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図2－2　カイニン酸誘発神経細胞死の濃度依存性

切片は培養10－11日目より無血清培地で24時間維持した後、カイニン酸（0－300戸M）を24時間

投与し、その後4日間のpostincubationを行った。縦軸は単位面積（80随×90ドm）当たりの

顕微鏡観察による生存細胞数を、横軸はカイニン酸の処置濃度を示す。n＝11．12．＊＊＊P＜0．001

vs　contro1（0μM　kainate）。
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カイニン酸誘発神経細胞死に対する各種阻害薬の作用
　次にカイニン酸誘発神経細胞死に対する各種受容体阻害薬の作用について検討した・カイニ

ン酸神経毒性に対してNMDA受容体遮断薬であるMK－801（10μ⑩および電位依存性Ca2＋チャ

ネル遮断薬であるnicardiplne（20μM）は有意な作用を及ぼさなかった（図2－3A）・このことか

らこれらの受容体の二次的な活性化がカイニン酸誘発神経細胞死に対して関与している可能性

は小さいことが示唆された。一方、non．NMDA受容体阻害薬であるCNQX（20　FM）および

NBQX（20ゆのはカイニン酸誘発神経細胞死をほぼ完全に抑制し・AMPA型グルタミン酸受容

体選択的阻害薬であるGYKI52466（30ドM）｛58］は有意ではあるが部分的にカイニン酸空発神

経細胞死に対して減弱作用を示した（図2－3B）。この作用はPIを用いた検討においても再現さ

れた（図2．3C）。このことからカイニン酸誘発神経細胞死はn。n－NMDA受容体を介しており・

カイ；ン酸受容体のみならず一部AMPA受容体も介していることが示唆された［57］・
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図2－3　カイニン酸誘発神経細胞死に対する各種阻害薬の作用

薬物はカイニン酸と同時に24時間投与した。切片はカイニン酸処置後4日間のposthlcubation

を行ってからNissl染色を施した。　PI観察による評価はカイニン酸処置終了後にPIを4時間適

用してから行った。（A，B）Nissl染色による評価、（C）P工観察による評価。　n＝10－12。＊＊＊P’く0．001

vs　kainate　alone．

カイニン酸誘発神経細胞死に対するニューロアクティブステロイドの作用

　代表的な10種類のニューロアクティブステロイドの作用について検討したところ、preg－

nen。10ne（100μ：M）、PHS（100μM）・progesterone（20μM）・3硯5βS（100μM）・DH：EA（30μM）・

DHEAS（100μM）、　co面costerone（100μM）およびprednisolone（100μM）はカイニン酸との24時

問の同時処置によってもカイニン酸誘発神経細胞死に対して有意な影響を及ぼさなかった。さ

らに、この結果はPI観察および：LDH　rdease　assayによる検討においても再現された（図2．4）。

50μM以上の濃度めDHEAおよび30μM以上の濃度のpr。gester。neは24時間の処置により切

片培養系において単独毒性を示したためその作用を検討することはできなかった（data皿ot

sh。wn）。一方、　PREGS（100ゆのおよび17β一estradiol（100レM）は、カイニン酸誘発神経細胞死

を顕著に抑制した（図2－4）。17β一esOadi。1のカイニン酸誘発神経細胞死に対する保護作用に関

しては既に報告がなされており［4］・以降の実験においては新規知見であっだPREGSのカイニ

ン酸神経毒性に対する保護作用に着目して検討を行った。
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図2-4 カイニン酸誘発神偉細胞死に対する10種類のニi一口アクティブステロイ ドの作用

薬物はカイニン酸と同時に24時間投与したC切片はカイニン酸処置後4日間のpostincubatio71

を行ってからNissl染色を施した｡LDHreleaseassayは24時間のカイニン酸処置終了後に行い､

pI観察による評価はカイニン酸処置終了後にpIを4時間適用してから行った｡(A)Nissl染色

による評価､n=10-12,(B)PI観察による評価､n=ll-12,(C)LDHreleaseassayによる評価､n

=5.*P<0.05,***P<0.001vskainatealone.
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園2-5 PREGSのカイニン酸誘発神経細胞死に対する濃度依存的保護作用

pREGSはカイニン酸と同時に24時間投与した｡切片はカイニン酸処置後4日間のpostincubation

を行ってからNissl染色を施した｡n=13-141*P<0.05,***P <0.001vskainatealone.
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カイニン酸誘発神経細胞死に対するPREGSの濃度依存的保護作用

　PREGSのカイニン酸神経毒性に対する保護作用について検討したところ、　PREGSは30μM

から300μMの濃度範囲においてカイニン酸誘発神経細胞死を濃度依存的かつ顕著に抑制した

（図2－5）。次にPREGSの濃度を100μMに固定して、カイニン酸（〇一100μM）に対する作用に

ついて検討した。その結果、PREGSはカイニン酸誘発神経細胞死の用量反応曲線を右方向ヘ

シフトさせ・EC5。値を375μM（95％信頼区間333－42．2μM）から465μM（95％信頼区間43．8－

494μM）へと増加させた（図2－6）。PREGSによるカイニン酸誘発神経細胞死に対する保護作

用は30μMから50戸Mの濃度範囲において観察されたが、100μMのカイニン酸により惹起

される神経細胞死に対しては有意な作用は及ぼさなかった（図2－6）。
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図2－6　カイニン酸（O－100μM）誘発神経細胞死に対するPRE6S（100μM）の保護作用

PREGSはカイニン酸と同時に24時間投与した。切片はカイニン酸処置後4日間のpostincubati。n

を行ってからNissl染色を施した。　n＝11－14。＊＊＊、Pく0．001　vs　kainate組one，　respective取

PREGSによるカイニン毒性保護作用におけるステロイドサルファターゼ阻害薬の作用

　脳組織内にはステロイドの硫酸基を除去する酵素であるステロイドサルファターゼが広く分

布しており［26，70，77］、また顕著な保護作用を示すPREGSの脱硫酸体であるpregnenoloneがカ

イニン酸誘発神鋒細胞死に対して有意な作用を及ぼさないことから、外来的に培養切片に投与

したPREGSがステロイドサルファターゼによりpregnenoloneへと変換されることにより不活

化されている可能性が考えられた。そこで、ステロイドサルファターゼの不可逆的阻害薬であ

るEMArE［92］をPREGsと同時に適用して、カイニン酸誘発神経細胞死に対する作用につ鱒

て検討した。その結果EMArE単独適用ではカイニン酸神経毒性および細胞生存率に影響を与

えなかったが、EMATEをPREGSと同時に添加することによりPREGSの保護作用が、より低

濃度である10μMより観察された（図2－7）。このことは内因性のステロイドサルファターゼ

活性がPREGSの作用に影響を与えていることを示すものであり、さらにPREGSめC3位の合

成類似体であるPHSがカイニン酸誘発神経細胞死に対して有意な作用を示さなかった結果も

含めて考え合わせると、PREGSの保護作用の発現にはステロイドC3位の置換基の負電荷の有

無および炭素鎖数を含めた立体構造が重要であることが示唆された。
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国2-7 PREG甲)カイニン酸誘発神程細胞死に対する保護作用におけるステロイ ドサルファター

ゼ阻害薬の増強件用

pRBGSおよびステロイドサルファタ-ゼ不可逆的阻害薬であるEMATEはカイニン酸と同時に

24時間授与した｡切片はカイニン酸処置後4日間のpostincubationを行ってからNissl染色を施

したcn=10-13.辛P<0.05,***P<0.001vskainatealone,群群P<0.001vskainatewithEMATE,

PREGSによるカイニン酸神経毒性保護作用機序の検討

ニューロアクティブステロイドの活性発現には､一般的なステロイドホルモンと同様に楼内

受容体を介する経路も存在することが知られている[47,66,67]｡そこでPREGSと同時に核内

progesterone受容体遮断薬であるRU-486(10トIM)または､タンパク合成阻害薬であるcyclohex-

imide(0.1ug/mi)を添加してカイニン酸誘発神経細胞死に対する作用について検討したが有意

な作用は観察されなかった (図2-8A)OこのことからpREGSのカイニン酸神経毒性に対する

保護作用の発現は核内受容体を介した経路には依存しないことが示唆されたo

さらにp虻GSはGABAA受容体機能を顕著に抑制することから[41,59]､GABAA受容体アン

タゴニストであるpicroto血】(100iiM)存在下におけるPREGSの保護作用について検討したが､

Picrotoxinは有意な影響を与えなかった (図2-BB).この結果より､カイニン酸誘発神経細胞死

に対するPREGSの保護作用に糾 1て､GABAA受容体が関与している可能性を排除できること
が示された｡

カイニン酸受容体はやEAやpKCなどのキナーゼによりリン酸化による調節を受けることが

知られており【13ラ63].一部のニューロアクティブステロイドの神経伝達物質受容体に対する作

用がpKAまたはPKCにより調節されることが報告されている【14,201.そこで､アデニル酸シ

クラーゼの活性化薬であるforskolin(20pM)およびpKA阻害薬であるH-89(1uM)存在下に

おけるPR王GSの保護作用について検討したが,有意な変化は観察されなかった (図2-8B).さ

らに,PKCの活性化薬であるPMA(100nM)およびpKC阻害薬であるBIM(500nM)を用い

て､同様に検討したが,有意な影響は確認できなかった (図2_8B)0
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図2-8 PREGSのカイニン酸毒性に対する保護作用における核内受容体､GABAA受容体および

proteinkinaseの関与の検討

(A)CycloheximideおよびRU-486はカイニン酸処置の24時間前から同時までPREGSと共に投

与した (cross-hatchedbar)｡(B)Picrotoxin､forskolin､H-B9､PMAおよびBn4はカイニン酸お

よびpREGSと同時に24時間授与した (hatchedbar)an=ll-14.**P<0.01,***P<0.001vs

kail1atealone.
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カイニン酸誘発電流応答に対するPREGSの抑制作用

　カイニン酸受容体機能に及ぼすPREGSおよびその類縁体の作用をホールセルパッチクラン

プ法により検討した。カイニン酸（10－1000μM）を1分間隔で投与することにより濃度依存的

に内向き電流が観察された（図2－9A，B）。以降の実験においてはカイニン酸の使用濃度は200

具Mとした。カイニン酸誘発電流はnon－NMDA受容体遮断薬であるcNQx（20罫M）の投与によ．

りほぼ完全に消失したが　（図2，9C）、　NMDA受容体遮断薬であるMK：一801（10艮M）の投与の

影響は受けなかった。次にカイニン酸投与の10秒前からPREGSを投与することにより、PREGS

のカイニン酸誘発電流に対する作用について検討すると、PREGS（30－300μM）はカイニン酸誘

発電流を濃度依存的に抑制した（図2－9D，E）。このPREGSによる抑制作用は細胞外液の灌流に

よりwash　outされたことから可逆的であることが示された。一方、　PREGSのステロイドC3位

の置換基だけが異なるpregnenoloneおよびPHSはカイニン酸誘発電流に対して有意な作用は及

ぼさなかった（図2－9D，E）。これらの結果より、PREGSは特異的にカイニン酸受容体機能を抑

制することが明らかとなった。
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図2－9　カイニン酸誘発電流応答に対するPREGSの特異的な受容体機能抑制作用

言イニン酸誘発電流応答の典型例（A）、濃度依存性（B）およびCNQXによる拮抗（C）。　PREGS、

pregnen。loneおよびPHSによるカイニン酸誘発電流応答に薄する作用の典型例（D）および

PREGSによる特異的な受容体機能抑制作用（E）。各薬物は10秒間の前投与を行った後、カイ

ニン酸と同時に10秒間投与した。（B）n＝5，（E）n＝12．＊P＜0．05，＊＊Pく0．Ol　vs　kainate　a】one．
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カイニン酸誘癸細胞内Ca2・濃度上昇におけるPREGSの抑制作用

PREGSのカイニン酸受容体機能に薄する直接的な抑制作用についてさらに解析するため・カ

イニン酸により誘発される細胞内Ca2・濃度増大応答に対するPREGSの作用について検討した・

カイニン酸（200μM）を1分間灌流適用することにより一過性の細胞内Ca2＋濃度上昇が誘発さ

れた、この細胞内Ca2・濃度上昇は少なくとも30分間は安定レて測定されるものの・そのピー

ク値はやや減衰する傾向が認められることから、薬物の作用を評価する際には薬物適用の前後

に得られるカイニン酸単独投与時のピーク値の平均を用いた。

　カイニン酸誘発細胞内Ca2・濃度上昇に対してNMDA受容体遮断薬であるM：K－801（10μM）お

よび電位依存性Ca2・チャネル遮断薬である並icardipine（20μM）は有意な作用を及ぼさなかった

ことから、これらの受容体の二次的な活性化を介して細胞内へ流入するCa2市がカイニン酸誘発

細胞内Ca2・濃度上昇に寄与している可能性は小さいことが示された。一方、　non－NMDA受容体

阻害薬であるCNQX（20匡M）はカイニン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇をほぼ完全に抑制したこ

とから（図2－10A，B）、　non．NMDA受容体の活性化がカイニン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇に大

きく寄与していることが示された。

　次’にPR：EGSおよびその類似体の作用について検討したところ、　PREGS（100μM）はカイニ

ン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇を有意に抑制したのに対して、ステロイドC3位の置換基のみが

異なるpregnenoloneおよびPHSはカイニン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇に対して有意な作用は及

ぼさなかった（図2．10A，B）。以上の結果はこれらのニューロアクティブステロイドのカイニン

酸神経毒性に対する結果と一致しており、PREGSはカイニン酸誘発細胞内Ca2＋濃度上昇を抑

制することによりカイニン酸誘発神経細胞死を減弱することが明らかとなった。
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第二節　AMPA誘発神経細胞死に対するニューロアクティブステロイドの

　　　　　作用

AMPA誘発神経細胞死の濃度依存性

　Non－NMDA受容体のもう一種類のサブタイプであるAMPへにより惹起される神経細胞死に

ついて大脳皮質切片培養を用いて検討した。培養10－11日目から無血清培地で維持した後、

AMPAを24時間投与したところ、著明な神経細胞死が観察され、そのEC5。値は23．叩Mであっ

た（図2－11，12）。

A B

図2－11　培養大脳皮質切片におけるAMPA誘発神経細胞死の典型例

典型例の写真は各々（A）contro1、（B）AMPA（40μM）処置群を表す。明確な輪郭を有している

Nissl染色陽性細胞を生存細胞と同定した。　AMPAを24時間投与した後Niss1染色を行った。ス

ケールバーは20μmを示す。
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図2－12　AMPA誘発神経細胞死の濃度依存性

切片は培養10－11日目より無血清培地で24時間維持した後、AMPA（0－100μM）を24時間投与

した。縦軸は単位面積（80Fm×90　Fm）当たりの顕微鏡観察による生存細胞数を、横軸はAMPA

の処置濃度を示す。n＝11－12．＊＊＊P＜0．001　vs　contro1（0μM　AMR勺。
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AMPA誘発神経細胞死に対する各種阻害薬の作用

　AMPA誘発神経細胞死に対する各種受容体またはイオンチャネル阻害薬の作用についてNissl

染色およびPIの取り込みを指標にして検討した・Non－NMDA．受容体阻害薬であるNB　QX（20

μM）およびAMPA受容体選択的阻害薬であるGYKI52466（100μM）［58ユはAMPA誘発神経細

胞死をほぼ完全に抑制した（図2－13A，C）。一方、カイニン酸受容体に比較的選択性の高い拮抗

薬であるGAMS（100μM）［95］、　NMDA受容体遮断薬であるMK－801（10ゆの、電位依存性Ca2・

チャネル遮断薬であるnicardipine（20μM）およびCa2・透過性AMPA受容体選択的拮抗薬である

NAS（100μM）［38］は有意な作用を及ぼさなかったことから（図2－13B，D）、これらの受容体ま

たはイオンチャネルの二次的な活性化がAMPA神経毒性に関与している可能性は小さいことが

示唆された・AMPA受容体の脱感作阻害薬であるcyclothiazide（30山のはAMPA誘発神経細胞

死を有意に増強した。これらの作用はLDH　release　assayを指標にした検討においても再現され

た・以上の結果からAMPA誘発神経細胞死は主にnon－NMDA受容体、特にCa2・非透過性のAMPA

受容体を介して惹起されていることが示された。　　’
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図2－13　AMPA誘発神経細胞死に対する各種阻害薬の作用（前頁）

切片はAMPA処置後にPI観察を行ってからNissl染色を施した。（A，C）Nissl染色による評価

（：B，D）PI観察による評価。　n＝10－12，＊＊＊P＜0．⑪01　v5AMPA　alone・

AMPA誘発神経細胞死に対するニューロアクティブステロイドの作用

　代表的な9種類のニューロアクティブステロイドのAMPA誘発神経細胞死に対する作用につ

いて検討したところ、pregnenolone（100μM）、　PHS（ユ00μM）・progesterone（20ドM）・progester－

one（20巨M）、3α5pS（100μM）、　DHEA（30μM）、　DHEASσ00卿Dおよびco丘icosterone（100μM）

はAMPAとの24時間の同時処置を行ってもAMPA誘発神経細胞死に対して有意な影響を及ぼ

さなゆった（図2－14A）。50μM以上の濃度のDHEAおよび30μM以上の濃度のprogesteroneは

24時間の処置により切片培養系において単独毒性を示したためその作用を検討することはでき

なかった。一方、PREGS（100四）および17β一estradi。ユ（100μM）は、　AMPA誘発神経細胞死を

顕著に抑制した（図244A）。これらのニューロアクティブステロイドの作用はPIの取り込み

（図2－14B）およびLD亘release　a3say（図2．14C）を指標にした検討においても再現された。以

降の実験においてはカイニン酸誘発神経細胞死における検討と同様に新規の知見であるPREGS

のAMRA神経毒性に対する保護作用に着目して検討を行った。
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図2－14AMPA誘発神経細胞死に対する9種類のニューロアクティブステロイドの作用

薬物はAMPAと同時に24時間投与した。切片はAMPA処置後：にPI観察を行ってからNissl染

色を施した。LDH　release＆ssayはAMPA処置後の培養上清を用・いて行った。（A）Niss1染色によ

る評価、n＝12，（B）PI観察による評価、　n＝10－12，（C）LD｝I　release　assayによる評価、　n＝3．＊P

〈0．05，＊＊＊P＜0．001vs　AMPA　alone．
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AMPA誘発神経細胞死に対するPREGSの濃度依存的保護作用
　PREGSのAMPA神経毒性に対する保護作用についてきらに検討’したところ・Nissl染色（A）

およびPI観察（B）を指標とした評価では30μMから300　FMの濃度範囲において・：LDH　re－

1ease　assay（C）による評価では100μMから300μMの濃度範囲において・PREGSはAMPA誘

発神経細胞死を濃度依存的かっ顕著に抑制した（図245）・
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図2－15　AMPA誘発神経細胞死に対するPRE6Sの濃度依存的保護作用

PREGSはAMPAと同時に24時間投与した。切片はAM2A処置後にPI観察を行ってからNiss1

染色を施した。LDH　release　assayはAMPA処置後の培養上清を用いて行った。（A）Mssl染色に

よる評価、n＝玉2，（B）PI観察による評価・n＝10－12，，（C）：LDH　relea8e路sayによる評価、　n＝7，耕

Pく0．01，・・＊P＜0．001vs　AMPA国6ne．
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PREGSによる酬PA毒性保護作用におけるステロイドサルファターゼ阻害薬の増強作用

　次にカイニン酸神経毒性における検討の際と同様に、PREGSの保護作用におけるステロイ

ドサルファターゼ不可逆的阻害薬であるEMArE［92］の作用について検討した。その結果、

EMATEをPREGSと同時に添加することによりAMPA誘発神経細胞死に対するPREGSの保護

作用が、より低濃度である10レMより観察された（図2－16）。この結果は、内因性のステロイ

ドサルファターゼ活性がPREGSを保護作用の観察されないpregnenoloneに変換することによ

，り、AMPA誘発神経細胞死に対するPREGSの保護作用に影響を与えていることを示すもので

ある。
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図2－16　PREGSのAMPA神経毒性保護作用に．おけるステロイドサルファターゼ阻害薬の作用

PREGSおよびステロイドサルファターゼの不可逆的阻害薬であるEMATEはAMPA・と同時に

24時間投与した。切片はAMPA処置後に固定してからNiss1染色を施した。　n＝11－12．＊Pく0．05，

＊＊＊P＜O』01vs　AMPA謡one，＃＃Pく0．OI，棚P＜0．001　vs　AMPA　with　EMArE．

PREGSによるAMPA神経毒性保護作用機序の検討
　ステロイドホルモンと同様に、ニューロアクティブステロイドもまた、その活性発現を古典

的な核内受容体を介する経路に依存することが知られている147，66，67］。そこでPREGSと同時

に核内pr。gester。pe受容体遮断薬であるRU－486（10μM）またはタンパク合成阻害薬であるcy－

cl。heximide（0．1μglml）を投与してAMPA誘発神経細胞死に対する作用について検討したが、

PREGSの保護作用に有意な影響は観察されなかった（図2－17A）。このことからPREGSのAMBへ

神経毒性に対する保護作用の発現機序に核内受容体を介した経路が関与する可能性は低いこと

が示唆された。

39



P館GSはG佃A。受容体機能を躇1こ欄すること【4159〕・およびニューロアクティブステ

ロイドがGABA受容体機能を調節することにより細胞死を抑制することが示されている［82】・
　　　　　　　　そこでGABA、受容体アンタゴニストであるpicrotoxin（100μM）存在下におけるPREGSの保護

作用について検討したが、picrotoxinは有意な影響を与えなかった（図2－17B）・さらにニュー

ロアクティブステロイドは、神経保護活性に関与が示唆されているシグマ受容体に対する調節

作用を有することが報告されていることから［8，4654］、シグマ受容体阻害薬であるdmcazole

（10μM）を投与してPREGSの保護作用について検討したが有意な変化は観察されなかった（図

247B）。これらの結果より、　AMPA誘発神経細胞死に対するPREGSの保護作用において・

GABA受容体およびシグマ受容体の関与の可能性は排除できることが示唆された・
　　　A
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図2－17PREGSの保護作用における核内ステロイド受容体、　GABAA受容体およびシグマ受容体

　　　　の関与の検討

（A）CycloheximideおよびRU－486はAMPA処置の24時間前から同時までPREGSと共に投与し

た（cross－hatched　bar）。（B）Picr。toxh1およびdmcaz。leはAMPAおよびPREGSと同時に24時間

投与した（hatched　bar）。　n＝10－12．＊林Pく0．001　vs　AMPA　aione，　N．S．；not　signt伍cant．

AMPA誘発電流応答に対するPREGSの抑制作用

　PREGSのAMPA受容体機能に対する直接的な作用について解析するため、ホールセルパッ

チクランプ法を用いてAMPA誘発電流応答に対するPREGSおよびその類縁体の作用について

検討した。AMRA（100μM）を1分間隔で連続投与することにより連続的に内向き電流が観察さ

れた。AMpA誘発電流はnon－NMDA受容体遮断薬であるNBQX（20μM）の投与によりほぼ完

全に消失した。次にPREGSをAMPA投与の10秒前から投与することで、　PREGSのAMPA誘

発電流応答に対する作用について検討した・その結果、PREGS（100叫のはA㎜誘発電流を

28％抑制し、この抑制作用はPREGSのwash　outにより消失したことから可逆的であることが

示された（図2－18A，B）・一方・PREGSのステロイドC3位の置換基だけが異なるpregneno1。ne

およびPHSはAMPA誘発電流に対して有意な作用は及ぼさなかった（図2．18A，B）。これらの

結果はAMPA誘発神経細胞死におけるPREGSおよびその類似体の作用と一致したことから、

PREGSはAMPA受容体機能を抑制することによりAMPA誘発神経細胞死を減弱することが示

された。
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図2一18AMPA誘発電流応答に対するPREGSの特異的な受容体機能抑制作用

PREGS、　pregnenoloneおよびPHSによるAMPA誘発電流応答に対する作用の典型例（A）およ

びPREGSによる特異的な受容体機能抑制作用（B）。各薬物は10秒間の前投与を行った後、

AMPAと同時に10秒間投与した。　n＝7．＊＊Pく0．OI　vs　AMPへabne，
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考　察

　本研究により、培養大脳皮質神経細胞において脳内に最も豊富に存在するニューロアクティ

ブステロイドの一種であるPREGSが、カイニン酸またはAMPAによるnon－NMDA受容体の過

剰な活性化を介して惹起される細胞死に対して顕著かつ特異的な神経保護作用を示すことが明

らかとなった。PREGSの作用が特異的であるという点は次の二点により立証される。第一に、

PREGSとC3位の置換基だけが異なる類似体であるpregnenoloneおよびPHSはカイニン酸およ

びAMPA誘発神経細胞死に対して有意な作用は示さないということである。第二の点として

は、著者および他の研究者らが報告しているように［73，83］、PREGSは他の神経毒であるNMDA

により惹起される神経細胞死に対しては顕著な増悪作用を示すということである。

　PREGSがNMDA受容体およびnon－NMDA受容体を介した神経細胞死に対して反対の作用を

示したことから、このニューロアクティブステロイドは興奮毒性に対してどのような作用を及

ぼすかという疑問が考えられる。この点に関して、以前我々は初代培養大脳皮質細胞において

PREGSがグルタミン酸神経毒性を増悪することを報告している［73】。この結果は高濃度グル

タミン酸の曝露により惹起される急性の’ηv∫∫π，神経細胞死において、PREGSのnon－NMDA受

容体抑制作用よりもむしろNMDA受容体に対する増強作用のほうが優位であることを示して

いる。しかしながら実際non－NMDA受容体サブタイプは、ある病態条件下において主要な役

割を果たしていることが報告されている［88】。例えば、カイニン酸受容体の選択的拮抗薬であ

るLY377770はラット全脳および局所虚血傷害を顕著に抑制し、その作用はNMDA受容体遮断

薬であるMK－801の作用よりも強いことが報告されている【57】。さらにラットの反復虚血モデ

ルにおいて惹起される海馬CA　I神経細胞のアポトーシスおよび記憶障害に対してAMPA受容

体選択的拮抗薬であるYM90Kが遅延性の投与によっても顕著な減弱作用を示すのに対して、

MK－801は抗アポトーシス作用も空間記憶の改善作用も示さないことが報告されている【27】。

●

賂el摘δ議
　繊耐　磁昏

図2－19PREGSによるカイニン酸およびAMPA誘発神経細胞死に対する制御
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NoロードMDA受容体は筋萎縮性側索硬化症における脊髄神経細胞の変性に関与することが強く

示唆されており[80]､この他にもnonJNMDA受容体を介した興奮性神経毒性は低酸素､低グル

コース､けいれん､ハンチントン病およびアルツハイマー病などの広範囲な病態に伴う神経障

害への関与が示唆されている[88]｡以上の知見を踏まえると､これらの疾患においてPREGS

が神経保護作用を発揮するか否かについては興味深い課題であると言えようB

海馬神経細胞においてカイニン酸およびAMFA神経毒性に対する保護作用が報告されている

D托EAおよびDH王ASは[331,本研究ではカイニン酸およびAMFA誘発神経細胞死に対して有

意な作用を示さなかった｡この矛盾については明らかではないが､DHEAおよびDHEASの海

馬神経細胞における保護作用はステロイド受容体に関連した作用を介して発現していることが

報告されており[34】､この知見を含めて考察すると､我々の用いた培養大脳皮質切片ではこの

ようなステロイド受容体関連経路の活性が低かったことが本研究における矛盾点の要因となっ

ているのかもしれないBさらに最近i'"'voにおいてpregnenoIoneおよびDHEAがカイニン酸

により惹起される海馬神経細胞死を用量依存的に減弱することが報告された【81].しかしなが

らこの報告では､授与したpregneno】oneおよびDHEAがaromataBeによりestrad主olに変換されこ

そのestradiolが保護作用を発揮するという過程が示されている｡このようにニューロアクティ

ブステロイドの興奮毒性に対する調節作用は各実験条件下における複雑な基礎環境に基づくと

推察できる｡

Non-NMDA受容体を介した興奮性神経細胞死に対してPREGSが顕著な保護作用を示したの

に対してPREGSの脱硫酸体であるpregTlenOloneが有意な作用を及ぼさなかったことから､ス

テロイ ドC3位の硫酸化がこのステロイド化合物の保護作用の発現に必須であることが示され

た｡ また脳内ではステロイ ドサルファタ-ゼの活性が広範囲かつ高レベルに観察され

f26,70,77]､そのステロイドサルファタ-ゼの不可逆的阻害薬であるEMATEl92]の添加が

pREGSの保護作用を増強した｡これらの結果よりステロイドサルファタ-ゼおよびスルフォ

トランスフェラーゼによるpregnenoloneとPREGSの変換が､中枢神経系におけるnon-NMDA
受容体を介した興奮性神経細胞死の調節に重要な役割を果たしていることが示唆されるD

カイニン酸受容体およびAMPA受容体はサブユニットタンパクのリン酸化により､その受

容体機能が調節されることが知られており､pKAにより正の[631､PKCにより負の【13]制御

を受ける｡またこれらのproteinkinaseはニューロアクティブステロイドの生理学的作用に関

連することが示唆されている｡例えば､海馬神経細胞において報告されている17p-estradiolに

よるカイニン酸誘発電流増強作用はpKAの特異的阻害薬により阻害されることが示されてい

る[2恥 さらに､視床下部巨大神経細胞においてGABAA受容体を介した抑制性シナプス伝達

がallopregnanoloneにより増強することが報告されているが､この調節作用はpKAおよびpKC
阻害薬により減弱することが示されている[14]Dしかしながら本研究においてcljMPレベルの

操作やpKAまたはpKCの活性レベルの調節は､pREGSのカイニン酸受容体に対する抑制作用

に対して有意な影響を与えることはなかった｡これらの結果はpREGSの保護作用はカイニン

酸受容体のリン酸化レベルには影響を受けないことを示唆するものである｡

ニューロアクティブステロイドは多様な作用により細胞死を抑制することが知られている｡

脳虚血傷害時にミトコンドリアにCa2十が過負荷することにより膜電位の低下が引き起こされア

ポトーシス性の細胞死が惹起されることが知られているが､DHEAおよびpregnenoloneはこの

caユ十の過負荷を抑制することにより小脳頼粒細胞死を減弱することが報告されているf291.し

かし､DHEAおよびpregnenoloneの硫酸体であるDHEASおよびpREGSはこのようなミトコン

ドリアに対する作用は有しないと報告されていることから[29Lカイニン酸およびAMPA神経

毒性におけるPREGSの保護作用機序にミトコンドリアの機能維持作用が関与する可能性は考

えにくい｡
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さらにKim.nidesらは､DHEAおよびDHEASが興奮性アミノ酸の投与により惹起される海

馬神経細胞死を減弱し､その作用は前処置時に顕著に境察されることから､グルタミン酸受容

体機能に対する直接的な抑制作用よりもむしろ遺伝子の転写を介した作用による寄与が大きい

ことを報告している[33,34Lそこでタンパク合成阻害薬であるcycloheximideおよび核内受容

体遮断薬であるRU_486の添加によりpREGSのカイニン酸およびAMPA神経毒性における保

護作用について検討したが有意な作用は及ぼさなかった｡このことからpREGSの保護作用に

おいてゲノミックな作用が寄与している可能性は低いと考えられる｡

pREGSをはじめとするニューロアクティブステロイドはGABAA受容体機能を抑制すること

によりウサギ腎近位尿細管細胞をミトコンドリア障害および低酸素により惹起される細胞死か

ら保護することが報告されている[82]pこのことからカイニン酸およびAMFA神経毒性に対す

るPREGSの保護作用機序にGABA A受容体機能抑制が関与している可能性が挙げられたoLか

LGABAA受容体遮断薬であるPicrotoxin存在下においてもpREGSの保護作用に有意な影響は

観察されなかったことから､GABAA受容体の関与の可能性は排除できると考えられる｡
最近､DHEASが培養ラット海馬神経細胞死に対して減弱作用を有することが示された[4恥

このDHEASの保護作用はrimcaヱ0leの投与により括抗されることから､その保護作用機序の少

なくとも一部にシグマ受容体の調節を介した作用が関与することが示唆されたBPREGSも

DHEASと同様にシグマ受容体に対してアゴニスト活性を有することから【7,46,54】､カイニン

酸およびAMFA神経毒性に対するPREGSの保護作用機序にシグマ受容体の活性化を介した作

用が関与する可能性が挙げられた｡しかしrimcazoleを添加した切片においてもpREGSは鍍著

にカイニン酸およびAMm神経毒性から大脳皮質神経細胞を保護した｡このことから､PREGS

の神経保護作用におけるシグマ受容体機能調節の関与は小さいと推察されるo

代表的な女性ホルモンである17β-estradiolは興奮毒性に対して保護作用を示し[75】､その作

用は核内受容体を介するノンゲノミックな経路や123]､ステロイドA環が主要な役割を果たす

抗酸化作用[44]などにより発揮されることが報告されている｡さらに17β-estradiolはNMDA受

容体機能に対する直接的な抑制作用を介してNMI)A誘発神経細胞死を減弱することが示され

ており【85]､また最近spivakら.紘,AMPA受容体におけるニューロアクティブステロイドの結

合部位が細胞外のSIS2ドメインに存在することを報告していることから[761､PREGSがnon-
NMDA受容体機能に対して直接的に抑制作用を発揮している可能性が推測された｡そこでカ

イニン酸およびAMFAにより誘発される電流応答に対するPREGSの作用をホールセルパッチ

クランプ法により検討するとともに､カイニン酸誘発細胞内ca2･濃度上昇応答に対する作用を

細胞内カルシウムイメ-ジング法により検討した｡その結果､pREGSはカイニン酸および

AMfh誘発電流応答を部分的ではあるが有意に抑制し､カイニン酸誘発細胞内ca三･濃度上昇応

答も同様に抑制したOこれらはpREGSが培養脊髄神経細胞においてカイニン酸誘発電流応答

を非競合的に抑制した[90]､およびアフリカツメガエルの卵母細胞を用いた再構成系において

カイニン酸またはAMPA誘発電流応答を抑制した[93]という以前の報告を支持するものであ

る｡一方,pREGSのC3位の置換基のみが異なる類似体であるpregnenoloneおよびpHSはカイ

ニン酸およびAMPA誘発電流応答に対して何ら有意な作用は及ぼさなかった｡以上の結果は､

カイニン酸およびAMPA誘発神経細胞死におけるPREGSおよびその類縁体の作用と一致するO

これらをまとめると,本研究に長川1て観察されたpREGSのカイニン酸およびAMPA誘発神経

細胞死に対する保護作用は､non-NMDA受容体機能に対するPREGSの直接的な抑制作用に基

づくと推察することができる｡

奉研究においてカイニン酸およびAMFA誘発神経細胞死を減弱すすのに必要なpREqSの濃

度持0-300紳酎 ま号ラット脳内[6･H】や､ヒト脳内[87]およびヒト血渠中【611において報告さ

れている生壁的な濃度よりも比較的高いものであった｡しかしながらニューロアクティブステ
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ロイ ドの生合成および遊離は､脳虚血､けいれん､うつなどの様々な病態条件下において増強

される可能性が挙げられている[21,35,50]｡さらにpREGSは負電荷を有することから容易には

細胞内へ取り込まれないと想定されることから､脳内の神経細胞やグリアにおいて生合成およ

び遊離されたニューロアクティブステロイドが､神経細胞の周囲の微小空間において局所的に

高濃度に達する可能性は十分考えられる｡また､筋萎縮性側索硬化症などの慢性的に進行性に

経過する神経変性疾患において､神経細胞の生存または変性に至る過程は外因子によるわずか

な調節作用に依存していることが報告されている[65]｡そのような状況においては､本研究で

保護作用が観察された濃度よりもさらに低い濃度のPREGSによっても興奮毒性が減弱される

可能性が考えられる｡さらにwelトEngererらは､アルツハイマー病患者の剖検脳におけるタウ

タンパクの異常なリン酸化はPREGSおよびDHEASの脳内レベルの低下と密接に関連して高

ることから､pREGSおよびDIiEASがアルツハイマー病において内因性の保護因子として作用

する可能性を報告している[87]O

結論として､TIOn-NMDA受容体の刺激により惹起される神経細胞死において､PREGSは急

性的にnon-NMDA受容体機能を抑制し､細胞外からのカチオンの流入を抑制することにより､

カイニン酸またはAMPA誘発神経細胞死に対して保護作用を示すことが明らかとなった｡この

ことはpREGSが内在性の興奮毒性調節因子として働いていることを示唆するものである｡
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興奮毒性および虚血傷害に対する

aminoglutethimideの保護作用

中枢神経系は従来末梢器官により生合成および分泌されるステロイドホルモンの標的器官と

位置づけちれてきたが､近年の研究により脳内においても独自に生合成されるニューロステロ

イ ドが様々な生理的作用を担っていることが明らかになりつつある[18,43,49,78]｡PREGSは

NMDA受容体機能を増強して神経の伝達効率を変化させることにより記憶 ･学習の増強作用

を有することが知られているが[15]､近年海馬切片においてNMDA受容体刺激によりpREGS
の産生が惹起されることが報告され[35]､ニュ-ロステロイドによる海馬LTPに対する正の

フィードバック機構が存在することが示唆されている｡さらにprogesteroneは小脳プルキンエ

細胞で生合成され､小脳皮質の新生期においてプルキンエ細胞の樹状突起を伸長させ､棟シナ

プスの形成を誘導することが報告されている[68].本論文､第一章および第二章において､標

的神経細胞における外因性のニューロアクティブステロイドの興奮毒性調節作用を解明してき

たが､このような知見を考慮すると､標的神経細胞において内因性に合成されて存在する

ニューロアクティブステロイドが興奮毒性に対する神経細胞の脆弱性に影響を与えている可能

性が挙げられる｡しかしながら､大脳皮質を含めた全脳で神経細胞死に対してニューロステロ

イ ド､特に広義のニューロアクティブステロイドがどのように関与しているかについてはほと

んど解明されていない｡

Aminoglutethimide(ACT)はcholesterolをpregnenoloneに変換する酵素であるcytochromep450

sidechaincleavageenzym e(P450scc)およびestrogenの産生を担うaromataseの阻害薬として知

られており[16,691､本邦では未承認であるが米国では前立腺癌や乳癌などのホルモン依存性悪

性腫疫の治療に広く用いられている[3,55].そこで著者は､AGTを慢性的に授与することによ

り内在性のステロイ ド産生を抑制した培養大脳皮質細胞において､興奮毒性および虚血傷害に

対する脆弱性の変化について検討した｡その結果､AGTを慢性的に授与することにより興奮

毒性に対する感受性が顕著に減弱される一方で､虚血傷害に対する抵抗性がAGTの急性的な

投与によっても獲得されることを見出した｡本章の第-節においてはAGTによる興奮毒性に

対する保護作用機序について,第二節においては虚血傷害に対する保護作用機序について解析

を行った｡
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図3-1 ステロイドホルモン合成酵素阻害薬であるaminoglutethimide(AGT)の作用点
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実験方法

試薬

本研究にて用いた試薬の購入元は､試薬名の後ろに括弧書きで記した｡AGT､estdol､

estrone､ionomycinおよびketoconazoleはsigma-AlddchChemicals(St,Louis,MO,USA)より

購入した｡LY294002､PD98059､SB203580およびstaurosporineはCalbiochem(SanDiego,

cA,USA)より､KT5720は和光純薬工業 〔大阪)より購入した｡2,4-Dichlor0-6-nitrophenoI

PCNP)はAcrosOrganics(MorrisPIains,NJ,USA)より､trilDStaneはsteraloidsIn°.即ewport,

RI,USA)より､exemestaneはLKTlaboratories,Inc.(St.Paul,MN,USA)より購入した0第一章

にて使用した試薬に関しては省略した｡その他の記載のない試薬に関しては､すべてナカラ

イテスク(京都)より購入した｡

初代分散培養大脳皮質細胞の調製及び維持

分散培養細胞は､1.7×106ceHs/mlの濃度に設定した細胞懸濁液を0.1%ポリエチレンイミ

ンでコーティングした48weIIplateに1we11あたり200け1ずつ (培養開始密度;0.45×106ceIIs/

cmユ)分注することにより調製した｡その他は第-章実験方法に準じて行った｡

初代分散培養大脳皮質細胞 における薬物処置および神経毒性の評価

グルタミン酸処置は培養11-13日日の成熟した細胞を各薬物を含む10%ウマ血清含有イーグ

ル液中で24時間維持することにより行った｡薬物は､特に記述の無い限りは､グルタミン酸

処置の24時間前から､グルタミン酸処置と同時まで投与した｡AGTおよび各種ステロイド化

合物は指示された期間投与した｡神経毒性は以下の2通りの方法にて評価した｡

LDHTeEeaseassay

グルタミン酸処置後の培養上清15plと､基質発色試薬溶液を3倍に希釈して得られた基準

溶液75LLlを96wellplateを用いて混合し室温にて1時間反応させた｡100ulの1N塩酸により

反応を停止させた後､マイクロプレートリーダーを用いて570mmの吸光度を測定した｡グル

タミン酸 (10mM)24時間処置群の培養細胞における傷害をstandardilかryとして､各薬物を

処置した培養細胞の吸光度をstarldardinjuryの吸光度に対する百分率(%ofstandardhjury牡DH))

で表すことにより神経毒性を評価した｡その他は第二章実験方法に準じて行った0

3-(4,5-Dimethyl･2･thiaroZyE)-2,5-diphelZylteb･LZZOh'umbromide(MTT)assay

MTTは細胞内のミトコンドリア脱水素酵素の基質として認識され､生存能の高い細胞にお

いて還元されることから､その結果生じた暗紫色のホルマザン量が生存細胞数と相関する｡そ

こで､生存細胞を検出する目的でMTTassayを行った｡グルタミン酸処置後の培養細胞をMTT

(0.5mg/ml)含有イーグル液にて2時間37℃にて維持したDIsopropanol(200ul)で可溶化し､マ

イクロプレートリーダーを用いて595nmの吸光度を測定した｡グルタミン酸 (10mM)24時

間処置群の培養細胞から得られた吸光度を0%､control群から得られた吸光度を100%として､

各薬物を処置した培養細胞の吸光度を百分率 (Viability(%ofcontrol))で表すことにより神経

毒性を評価した｡
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細胞内Ca2十濃度測定

AGTの処置は培養2日目より､Fora_2の負荷中を除いて､グルタミン酸投与と同時まで継続

的に行ったBデータはグルタミン酸投与直後の細胞内Ca2億 度上昇のピーク値 (peakamplitude)

およびグルタミン酸投与9分後の細胞内caユ十湊度上昇値 (Amplitudeat9min)をca2'流入量の

指標として算出し､グルタミン酸単独群における値を100%として示した｡細胞に与える波長

340nmおよび380nmの励起光は各々3_4秒間隔とし､他の実験方法は第-章実験方法と同様

の方法で行った｡

培養 大脳 皮質切 片の調製及び維持

策一章実験方法と同様の方法で行った｡

化学 的虚血負荷

培養 10-11日目より無血清培地で24時間維持した切片を､a-glucose(10mM)を添加した

Ringer'S緩衝液 (124mMNaCl;4.9mMKCl;2mM CaC12;1･2mM;K2tU04;25･6IllMNaHCOヨ;1,3

mM;MgSO4;NaOHを用いてpH7･4に調製後､孔径o･22Llmのフィルターで渡過滅菌したもの)

を用いて1時間のpreincubationを行った｡次に切片をD-glucose不告でアジ化ナトリウム(3mM)

および2-deoxy-D-glucose(10mM)を含むRinger'S緩衝液を用いて30-60分間､34℃,5%COつ帯

境下で維持することにより化学的虚血を負荷した｡control処置群はD一glucose(10TTIM)を添加

したRinger'S緩衝液を用いて維持した｡負荷終了後､pI(5p.g/ml)を含む無血清培地で24時間

のpostincubationを行った[31]｡

培養切 片における薬物投与 および神経毒性の評価

各細胞毒の処置は無血清培地を用いて24時間維持することにより行った｡化学的虚血負荷

による神経毒性はpIの取り込みを指標として算出した｡その他の細胞毒による細胞死の評価

はNissl染色､pIの取り込みおよびLDHreleaseassayを指標として行ったolonomycinおよび

staurosporineを適用した切片では､NMDAなどのグルタミン酸受容体アゴニストを適用した切

片に比して標本内に率いて不均一な細胞死が惹起される傾向にあり､かつ切片の剥離が高頻度

で発生するためNissl染色による生存細胞の同定を行うことはできなかった｡その他は第二章

実験方法に準じて同様の方法により評価した｡

グル タ ミン酸遊離量の測定

化学的虚血負荷中のRinger'S緩衝液を回収し､グルタミン酸定量キット(Am piexRedGlutamic

acid/G】utamateOxidaseAssayKit;MolecularProbeslnc.,Eugene,OR,USA)を用いて遊離グルタ

ミン酸量を測定したo各6wellplateにおける化学的虚血単独負荷時の遊離グルタミン酸量を

100%として各薬物処置群の割合を算出した[171｡

統計

データは全て､平均値±標準誤差で表した｡培養大脳皮質切片における細胞毒性を示した

チ-夕および細胞内ca三十濃度測定のデータにおける統計処理はstudent_Newmann_Keuls,testを

用い･初代培養大脳皮質神経細胞のデータにおいてはDunnett,test(両側検定)を用いた｡培養

切片における化学的虚血負荷時のグルタミン酸遊離量の測定におけるデータはpairedi-testを

用いた｡全ての実験に別 ､て危険率5%未満の時に統計学的な有意差があると判定した｡
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実験結果

第一節 興奮毒性に対するaminog恒ethimideの作用

初代分散培養大脳皮質神経細胞におけるグルタミン酸誘発神経毒性の検討

はじめに初代培養大脳皮質細胞を用いてグルタミン酸により惹起される神経細胞死について

検討した｡培華 1ト12日目にグルタミン酸(300LlM)を24時間授与したところ顕著な神経細胞

死が観察され､これはNMDA受容体遮断薬であるMK-801(10仰 の投与によりほぼ完全に抑

制され non-NMDA受容体遮断薬であるNBQX(40pM)の投与により有意に括抗された (図3-

2A)｡さらにタンパク合成阻害薬であるcycloheximide(1.0l上g/ml)およびRNA合成阻害薬であ

るactinomycinD(1.0ド.g/ml)を投与することにより部分的ではあるが有意に神経細胞死が減弱

された (図3-2B)｡次にグルタミン酸 (300叶M)の24時間投与により惹起される神経毒性にお

けるphosphatidylinosito13kinase(PI3K)経路およびmitogen-activatedproteinkinase(MAPK)経路

の関与について検討したところ､PI3Ⅹ阻害薬であるⅠ∬ 294002(1叫 M)はグルタミン酸誘発

神経細胞死に対して有意な作用を与えなかったのに対して､MAPKkinase(M KK)阻害薬で

あるPD98059(50LLM)およびp38MAPK阻害薬であるS13203580(30uM)を投与することによ

りグルタミン酸誘発神経細胞死は有意に減弱された (図3-2B)｡これらの結果から､初代培養

大脳皮質細胞におけるグルタミン酸 (300叶M)の24時間投与により誘導される神経毒性は､

NMDA受容体およびnon-… A受容体を介して惹起され､その毒性発現機序の少なくとも一

部にはタンパクのdeflOVO合成を必要とする経路が関与し､さらにp38MAPKおよびMAPKK

の活性化を介していることが示された｡
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図3-2 グルタミン酸誘発神経細胞死に対する各種阻害薬の作用

グルタミン酸は培養11-12日日に24時間投与し､その後培養上清を用いてLDHreleas°assayを

行った｡各薬物はグルタミン酸投与の24時間前から同時まで投与した.n=6.**P<0.01vs

glutarnatealone.
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グルタミン酸神経毒性に対するAGTの濃度依存的保護作用

次にステロイドホルモン合成酵素阻害薬であるAGTを慢性的に投与した際のグルタミン酸

神経毒性に対する大脳皮質神経細胞の感受性について検討した.ACT(3-1000LLM)を培養2日

目(daysinvitro2;DIV2)から慢性的に投与することにより､グルタミン酸神経毒性に対して

10LIMの濃度から頗著な保護作用が観察され､この保護作用は死細胞の定量方法であるLDH

releaseassay(図3-3A)､および生存細胞の定畠方法であるMTT assay(図3-3B)の両方の指

標において確認された｡さらにAGTをグルタミン酸投与の24時間前から同時まで投与した大

脳皮質細胞においても有意な保護作用が観察されたが､その保護作用の程度は培養2日目から

AGTを投与した標本のほうが顕著であった (図3-3C,D)｡これらの結果より､AGTは初代分

散培養大脳皮質細胞のグルタミン酸神経毒性に対する感受性を減弱し､その作用は慢性投与に

より増強されることが示された｡
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図3-3 グルタミン酸誘発神経細胞死に対するAGTの濃度依存的保護作用

グルタミン酸は培養11-12日目に24時間投与し､その後培養上清を用いてLDHreleaseaSSayを､

培養組織を用いてMTrassayを行った｡AGTは培養2日目より慢性的に(A,B)､またはグルタ

ミン酸投与の24時間前から投与し(C,D)､グルタミン酸投与時も添加したO(A,C)LDHrelease

assayによる評価,凪D)MTr assayによる評価｡n-6･辛P'0105,**P'0･01vsglutamatealone･
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グルタミン酸神経毒性に対するAGTの保護作用におけるp｢egne[olone添加の影響

ステロイドホルモン合成酵素阻害薬であるAGTが顕著な保護作用を示すこと､およびその

保護作1削ま濃度依存的かつ投与期間依存的であることから､AGTの保護作用は標本内のステ

ロイドホルモン量の減少に起因することが想定された.そこでAGTが阻害活性を示すことが

知られているP450sccの代謝産物であり､全てのステロイ ドホルモンの前駆体である

pregnenoloneをAGTと同時に培養2日員より授与してその作用について検討したが､AGTの

保護作用に有意な影響は観察されなかった (図3-4A)｡さらにAGTを培養6日目より投与し

た初代分散培養細胞においてもグルタミン酸神経毒性に対する顕著な保護作用は観察された

が､pregnenoloneの添加は有意な作用は及ぼさなかった (図3-4B)Oこれらの結果より､ACT

の保護作用はステロイドホルモン前駆体の補充には影響されない経路を介して誘導されている

ことが京唆された｡
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図3-4 グルタミン酸神経毒性に対するAGTの保護作用におけるpregneno]one添加の影響

グルタミン酸は培養11-12日目に24時間授与し､その後培養上清を用いてLDHreleaseassayを

行った｡AGTおよびpregnenoloneは培養2日日(A)より､または培養6日目(B)より添加し､

グルタミン酸投与時も添加した｡n=6.**P<0,01vsglutamatealone,N.S.;notsignificant･
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培養大脳皮質切片における興奮毒性に対するAGTの保護作用

著者が調製した初代分散培養大脳皮質細胞は､以前の報告において90%以上が神経細胞で

あることが示されている【3910-万脳組織内においてニューロアクティブステロイドを含むス

テロイドホルモンは､神経細胞のみならず脳内に豊富に存在するグリア細胞においても産生さ

れることが知られている[11,96]Oそこで､初代分散培養大脳皮質細胞よりも細胞構築がilmivo

に近い状態で保持されている培養大脳皮質切片を用いて興奮毒性に対するAGTの作用につい

て更なる検討を行った｡

培養大脳皮質切片においてNMDA(20LLM)の24時間投与により惹起される神経細胞死に対

して､ACT(1恥 100叫 M)を培養初日(DIVl)から慢性的に投与することにより､濃度依存的

な神経細胞死減弱作用が観察された (図3-5)｡この神経保護作用はNissl染即 こよる生存細胞

数の計数 (図3-5A)iPIの取り込み量の測定による死亡細胞の定量 (図3-5B)､および死亡細

胞から漏出するLDHの遊離量による定量 (図3-5C)のいずれの指標においても確認された｡

グルタミン酸神経毒性にはnDn-NMDA受容体の活性化を介した経路も関与することから､

non-NMDA受容体のアゴニストであるカイニン酸またはAMPAにより惹起される興奮毒性に

対するAGTの作用について検討した.ACT(100-100叫 M)を培養初日から慢性的に授与する

ことにより､カイニン酸 (40uM)またはAMPA(40pM)誘発神経細胞死が濃度依存的に減弱

され (図316,7)､このAGTの保護作用はNissl染色 (図3-6A,7A)､PI取り込み (図3-6B,7B)､

およびLDHreleaseassay(図3-6C,7C)のいずれの指標においても観察された｡しかしながらこ

ca2+ionophoreであるionomyciTl(6uM)または各種proteinkinaseの強力な阻害薬である

staurosporine(6けM)の24時間の処置により惹起される細胞死に対しては有意な作用は及ぼさ

なかった (図3-8A,B)D以上より､大脳皮質神経細胞においてイオンチャネル型グルタミン醍

受容体の過剰な活性化を介した興奮毒性に対して慢性投与したAGTが保護作用を示すことが

明らかとなった｡
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図3-5NMDA誘発神経細胞死に対するAGT
の濃度依存的保護作用

AGTは培養初 日より添加し､NMDA投与時

も添加した｡切片はNMDA処置後にpI観

察を行ってか らNissl染色を施した｡LDH

re】easeassayはNMDA処置後の培養上清を

用いて行った｡(A)Nissl染色による評価､n

=6-7,(B)PI観察による評価､n=5-7,(C)

LDHreleaseassayによる評価､n=4.*P<

0.05,**P<0.01,***P<0.00lVSNMDA

alone.
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図3-6 カイニン酸誘発神経細胞死に対す

るAGTの濃度依存的保護作用

AGTは培養初日より添加し､カイニン酸投

与時も添加した｡切片はカイニン酸処置後

にPI観察を行ってからNissl染色を施した｡

LDHreleasea5Sayはカイニン酸処置後の培

養上清を用いて行ったo(A)Nissl染色によ

る評価､n=4-6,(B)PI観察による評価､n

=4-6,(C)LDHreleaseassayによる評価､∩

=3.*P<0.05,**P<0.01,***P <0.001vs

kainatealone.
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図3-7 州PA誘発神経細胞死に対するAGTの濃度依存的保護作用

AGTは培養初日より添加し∴A加【PA投与時も添加した｡切片はAMPA処置後にPI観察を行っ

てからNissl染色を施した.LDHreleaseassayはAMPA処置後の培養上清を用いて行った｡(A)

Nissl染色による評価､n=6,(B)PI観察による評価､n=4-6,(C)LDHreleaseassayによる評価､

n-3,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001vsAMPAalone.
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図3-8 10nomycinおよびstaurosporl'ne誘発細胞死に対するAGTの作用

AGTは墳墓初日より添加し､各細胞毒処置時においても同時に授与した｡切片は各細胞毒処

置後にPI観察を行った｡AGTはionomycin誘発細胞死(A)､およびstaurosporine誘発細胞死(B)

に対しては有意な作用を示さなかった｡n=5-6.
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AGTによる興奮毒性減弱作用の投与期間依存性

AGTの保護作用における投与期間の影響について検討を行った｡培養初日よりAGTを慢性

的に授与した切片では顕著な保護作用が観察されるのに対して､NMDA と同時もしくは

NMDA処置の24時間前から同時までAGTの投与を行った切片においては有意な保護作用は観

察されなかった｡一方､NMDA処置の5日前からAGTを投与した切片では､培養初日から投

与した切片と同様に保護作用が観察されたのに対して､培養初日から5日間AGTを投与した

後に5日間投与を中止した切片においては､有意な保護作用は観察されなかった (図3-9)｡以

上の結果より､NMDA処置の数日間前から投与することが､AGTの保護作用の発現に必要で

あることが明らかとなった｡
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図3-9 日MDA神経毒性に対するAGTによる保護作用の投与期間依存悼

培養切片はNMbA処置後にPI観察を行ってからNissl染色を施した｡AGTは指示された培養

期間に投与した｡DIV1-12;培養初日よりNMDAとの同時投与まで､DⅣ 1-6;培養初日より培

養6E]目まで,DIV6-121,培養6日目よりNMDAとの同時投与まで∴DIV10-12;NMDA処置

の24時間前から同時投与まで､DIVll112:NMDAとの同時投与のみ.(A)Nissl染色による評

価､(B)PI観察による評価｡n=4-6.***P<0.001vsNMDAalone.

各種ステロイ ドホルモン合成酵素阻害薬の慢性投与によるNMDA神経毒性に対する影響

次にAGT以外のステロイ ドホルモン合成酵素阻害薬を切片に慢性投与した際の興奮毒性に

対する脆弱性の変化について検討した｡sulfotransfbraseはpregnenoloneからpREGSを､DHEA

からDHEASを合成する酵素であり[62]､3p-hydroxysteroiddehydrogenase(叩-HSD)は

pregnenoloneをprogesteroneへ､DI正Aをandrostenedioneへと変換する酵素である【70]｡また

aromataseはAGTが強い阻害活性を示すことで知られており､estrone､estradiolおよびestri01と

いったエス トロゲ ンの生合成において最終段階の反応 を担 う酵素である.そ こで

sulfotransferaseの阻害薬であるDCNP(1-10uM)､叩-HSDの阻害薬である[rilostane(3130pM)

およびaromataseの選択的阻害薬であるexemestane(1-10卜M)を培養初日からm4DAとの同時

投与まで､それぞれ慢性的に投与する■ことにより下流のステロイドホルモンの生合成を阻害し

た際のNMDA神経毒性に対する影響について検討したが､有意な変化は観察されなかった(図

3-10)｡
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抗真菌薬であるketocona210leは､DHEA等の生合成を担う17α-hydroxylase/17,20Iyase(P450

cl7)を強く阻害することが知られているが､p450sccを含む他のP450酵素群に対しても阻害

括性を示すことが報告されている[301｡そこで､AGT以外の薬物によりp450sccを薬理学的

に阻害した際の影響を検討するためketoconazole(10-30pM)を培養初日より慢性的に投与して

m 4DA神経毒性に対する作用について検討したが有意な影響は観察されなかった.なお､50

叫4以上の濃度のketoconazoleは培養切片において単独毒性を示したためその作用を検討する

ことはできなかった｡
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園3-10 各種ステロイ ドホルモン合成酵素阻害薬の慢性投与のNMDA神経毒性に対する作用

sulfotransferaseの阻害薬であるDCNP(A,B)､3p-HSI)阻害薬であるtrilostane(C,D)および

aromatase阻害薬であるexemestane(E,F)は培養初日より血 4DAとの同時短与まで添加した｡切

片は打MDA処置後にPI観察を行ってからNiss腰 色を施した｡(A,C,E)Nissl染色による評価､

n=5-6,(B,D,F)PI観察による評価､n=4-6.
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Bastidaらは､副腎皮質刺激ホルモンまたはヒト繊毛性ゴナドトロピンの投与によりステロイ

ド産生組織において誘導されるornithinedecarboxylaseがAGTにより抑制されること､その作

用は既知のP450sccまたはaromataseに対する阻害作用ではなく､pKAに対する阻害作用に依

存するととを明らかにした[5]｡そこでPKA選択的阻害薬であるKT5720(0.111PM)を培養初

日から授与することにより切片内のPKAを慢性的に抑制した際の神経細胞の生存率および興

奮毒性に対する感受性の両方について検討したが､有意な影響は観察されなかった｡

本実験系で通常用いている培地中に25%存在するウマ血清には､cho】esterolをはじめ

estradiol､Progesteroneおよびtestosteroneといったステロイドホルモンが含まれており､これら

のステロイド化合物がAGTの興奮毒性減弱作用に影響を及ぼしている可能性は否定できないo

そこで､外来性のステロイドホルモンの影響を無視できるよう､無血清培地下においてAGT

のNMDA誘発神経細胞死に対する作用を評価した｡培養大脳皮質切片を培養6日目より無血

清培地を用いて培養を行ったが､神経細胞の生存率に有意な影響は観察されなかった (図3-

11)｡そこで培養6日員よりAGTを添加してその作用について検討したところ､NMDAの過剰

曝露により惹起される神経細胞死に対して窮著な減弱作用を発揮し､この作用は血清含有通常

培地および無血清培地のどちらを用いても同程度に認められた (図3-ll).
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図3-11血清含有通常培地または無血清培地の慢性使用時におけるAGTの保護作用

切片は培養6日日までは25%ウマ血清阿S)含有培地を用いて維持し､培養6日日より血清含

有または不含培地を用いて維持した｡培養 10日目からは両群ともに無血清培地で維持した｡

AGTは培養6日日よりm Aとの同時投与まで添加した.切片はNMDA処置後にPI観察を

行ってからNissl染色を施した｡(A)Nissl染色による評価､(B)PI観察による評価.n=6,***

P<0.001,村中P<0.001vsNMDAalone,respectively.
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AGTの保護作用における各種ステロイ ドホルモン添加の影響

AGTの慢性投与により観察される保護作用は切片内のステロイドホルモン含有量の減少に

起因することが想定された｡そこでAGTが阻害活性を示す酵素であるaromataseおよびp450

sccの代謝産物であるestrone(1叫 M)､17匹estraiiol(10LiM)､estri01(1叫 M)およびpregnenolone

(1-10pM)を無血清培地条件下でAGTと同時に慢性的に添加した際のNMDA神経毒性に対す

る脆弱性の変化について換討した.さらにNMDA神経毒性に影響を与えない低濃度(1-10p.M)

のPREGSを添加した際の影響についても検討したが､いずれのステロイド化合物の添加に

よっても有意な変化は観察されなかった (図3-12)o
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図3-12AGTの興奮毒性減弱作用における各種ステロイドホルモン添加の影響

切片は培養6日目蓋では25%ウマ血清田S)含有培地を用いて推持し､培養6日日より血清不

含培地を用いて維持した｡AGTおよび各種ステロイドホルモンは培養6日日よりNMDAとの

同時投与まで添加した.切片はNMDA処置後にPI観察を行ってからNissl染色を施した｡(A)

Nissl染色による評価､(B)PI観察による評価.n=5-6.**P<0.01,***P<0.001vsNMDAal｡ne.

AGT慢性投与のグルタミン酸誘発細胞内Ca2+濃度増大応答に対する影響

AGT慢性投与による保護作用は､細胞膜に存在するNMDA受容体の過剰な活性化を介して

惹起される興奮毒性に対しては保護作用を示したのに対して､柵砲膜上の受容体を介さずに毒

性を発現するionomycinおよびstaurosporineにより誘発される細胞死に対しては発揮されなかっ

た.このことからIAGTの憤牲投与により細胞膜の流動性等が変化した結果､受容体応答が

変化している可能性が挙げられた｡そこで､AGTの慢性投与を行った初代分散培養大脳皮質

細胞において,グルタミン酸により誘発きれる細胞内ca三十濃度増大応答が変化するか否かにつ

いて第一章と同様の方法で検討した｡グルタミン酸誘発細胞内caユ丁流入量の指標としては､グ

ルタミン酸投与直後の最大ピーク値およびグルタミン敢投与9分後のピーク値の2つを用いた｡

培養11-12日目に,細胞死の検討に用いた際と同濃度のグルタミン酸 (30叫 M)を投与するこ

とにより誘発される細胞内ca2+濃度増大応答は (図3-13A)･培養2El目よりAGT(10-100_0LLM)

を慢性的に授与した大脳皮質神経細胞においてもほぼ同様に観察された (図3-13B_D)｡この

グルタミン敢誘発細胞内C㌔傾度増大応答はグルタミン酸投与直後の最大ピーク値およびグル

タミン酸投与9分径のピ-ク値の両方の指掛 こおいても､グルタミン酸 (300iLM)単独投与群

と比べて,若干の抑制傾向は認められるものの､有意な変化は観察されなかった (図3_13E,F).
これらの結果より,AGTを慢性的に授与した大脳皮質神経細胞に別 1て観察される著明な神

経毒性減車作用は･受容体機能の強い抑制に依存する現象ではないこ七が示された.
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図3-13 グルタミン酸誘発細胞内Ca2十濃度上昇応答へのAGT慢性投与による影響

グルタミン酸は測定開始 1分後から投与した(blackbar).AGTは培養2日巨より慢性投与し､

細胞内ca之･濃度測定中もグルタミン酸と同時に投与した｡(A)グルタミン酸(300LL叩)単独投

与群における応答の典型例､(B-D)AGT慢性投与群におけるグルタミン酸応答の典型例｡ACT

(10-100叫 M)を慢性的に投与してもゲルタミ1ン酸応答に有意な変化は観察されなかった｡グル

タミン酸投与直後のピーク値(E)およびグルタミン酸投与9分後のピーク値肝)をグルタミン

酸単独投与群を100%として算出し､細胞内へのCa2+流入量の指標とした｡n=5-9._
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第二節 虚血傷害に対するaminoglutethimideの作用

培養大脳皮質切片における化学的虚血誘軍細胞障害の検討

臨床における脳血管疾患では､一過性の脳虚血後に再び血流が再開する塞栓性脳虚血の病態

が多く､その細胞障害は虚血中に細胞外へ異常に漏出するグルタミン酸により惹起されること

が知られている[1,48]｡そこでinvivoの脳虚血モデルで誘導される低酸素一低血糖およびその

後の再潅流状態をi,"itTO実験系に反映させた系として培養大脳皮質切片における化学的虚血

負荷モデルを再現した｡虚血負荷には､酸化的リン酸化を阻害するアジ化ナトリウム(3mM)

および解糖系の阻害薬である2-deoxy-D-glucose(10mM)を含んだRinger'S緩衝液を用い､化

学的虚血負荷後に24時間のpost主ncubadonを行うことにより再潅流状態を再現したⅠ311｡培養

10-11日目の大脳皮質切片を無血清培地で24時間維持した後､30-60分の化学的虚血を負荷す

ると､虚血負荷直後には観察されなかった細胞障害が24時間のpostincubationを行うことによ

り負荷時間依存的に惹起された (図3-14A)｡さらに虚血負荷中のRiTlger'S緩衝液に漏出するグ

ルタミン酸の濃度を測定したところ､細胞障害の程度と相関して､負荷時間依存的に遊離量が

増大した (図3-14B)｡
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図3-14 化学的虚血負荷に伴う処置時間依存的な細胞障害およびグJL,乍ミン酸漏出

切片はD-g加 osE(10mM)を含むRinger'S緩衝液にて1時間維持してから,アジ化ナトリウム

(377iM)および2-deoXy-D-glucose(10mM)を含むRinger'S緩衝液を用いて30-60分間インキュ

ぺ- トしたD(A)化学的虚血負荷後､pI(5LLg/ml)を含む無血清培地を用いて24時間の

postincubationを行い,PIの蛍光強度を観察することにより神経細胞死を評価したBn=6.(追)
グルタミン酸の遊離量は化学的虚血負荷中のRinger'S緩衝液を用いて定量kitにより測定したc

ri=4,*P<8.05,孝幸P<0.01,車軸P<0,00lvscontrol.
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化学的虚血誘発細胞障害に対するAGTの作用

虚血時において細胞外へ過剰に漏出するグルタミン酸の細胞障害発生への寄与を確認するた

め､NMDA受容体遮断薬であるMK-801およびnon-NMDA受容体遮断薬であるNBQXの作用

について検討した｡45分間の化学的虚血負荷により惹起される細胞障害に対して.MK-801(1

LLM)はほぼ完全に抑制したが､NBQX(20pM)は有意な影響を及ぼさなかった｡このことから

化学的虚血誘発細胞障害においてNMDA受容体の活性化が大きく関与している一方で､non_

NMDA受容体の関与は小さいことが京唆された.

次にAGTを慢性的に投与した切片における虚血傷害の発生について検討したD培養大脳皮

質切片に45分間の化学的虚血を負荷した際に惹起される細胞障害は､培養初日よりAGT(10-

1000LLM)を慢性投与することにより濃度依存的かつ顕著に減弱され AGT(1000叶M)投与群

における虚血傷害はほぼ完全に抑制された (図3-15A)0 AGTの投与による虚血傷害減弱作用

は培養6日目より慢性的に投与した切片においても同様に観察された (図3-15B)｡さらに化

学的虚血負荷の1時間前よりAGTを急性的に授与した切片においても､慢性投与を行った切

片と同様に虚血傷害が濃度依存的かつ顕著に減弱された (図3-15C)｡
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図3-15 化学的虚血誘発細胞障害に対するAGTの濃度依存的保護作用

AGTは培地あるいはRi咽er'S緩衝液に添加して培養初日より(A)､培養6日目より(B)､また

は化学的虚血負荷 1時間前より(C)､虚血負荷後の24時間のpostincubation終了時まで継続的

に切片に投与した｡虚血負荷後に24時間適用したpIの蛍光強度を測定することにより細胞障

害を算出した｡n=6128,*P<0.05,**P<0.01,***P<0.001vschemicalischemiaalone.
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AGTによる虚血傷害減弱作用の投与期間依存性

AGTのNMDA誘発神纏細胞死に対する作用が投与期間に依存的であったことから､NMDA

受容体の関与が大きい虚血傷害に対するAGTの作用についても同様の検討を行ったD培養初

日よりAGTを慢性的に投与した切片ではほぼ完全に虚血傷害が減弱され､さらに虚血負荷1時

間前より負荷24時間後のpostincubation終了時までAGTの投与を行った切片においても顕著な

保護作用が観察された (図3_16)D一方､虚血負荷の5日前からAGTを投与した切片では･培

養初日から授与した切片と同様に保護作用が観察されたのに対して､培養初日から5日間AGT

を投与した後に5日間投与を中止した切片に率いては,有意ではあるものの部分的な保護作用
しか観察されなかった (図3_ユ6)B以上の結果より､AGTの虚血傷害減弱作用の発現には､慢

性的に投与することよりもむしろ虚血負荷時に緩衝液中に存在することのほうが重要であるこ

とが明らかとなり､NMDA誘発神経細胞死に対する保護作用とは異なる機序を介しているこ

とが京唆された｡
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図3-16 虚血傷害に対するAG†による保護作用の投与期間依存性

AGTは培地あるいはFinger'S緩衝液に添加して指示された期間に投与した｡DIV1-Post;培養

初日より虚血負荷後のpostincubation終了時まで､DⅣ1-6;培養初日より培養6日日まで､DIY

6-Post;培養6日目より虚血負荷後のpostincubation終了時まで､Pre-Post;虚血負荷1時間前よ

り負荷24時間後のpostincubation終了時までo虚血負荷後に24時間適用したpIの蛍光強度を

測定することにより細胞障害を算出した｡n=6-18.***P<0,001vschemiCalischemiaalone.

化学的虚血誘発グルタミン酸遊離に対するAGTの作用

虚血時における細胞障害の発生は細胞外へ過剰に遊離するグルタミン酸により惹起されるこ

とが広く知られている｡そこで化学的虚血負荷時にRinger'S緩衝液中において顕著に上昇する

グルタミン酸濃度に対するAGTの作用について検討したL.45分間の化学的虚血負荷により誘

発されるグルタミン酸遊離量の増大に対して､培養初日よりAGT(10-1000pM)を慢性投与す

ると濃度依存的かつ顕著な減弱作用が観察され AGT(100叫 M)投与群ではグルタミン酸遊

離量の増大はほぼ完全に抑制された (図3-17A)｡AGTのグルタミン酸遊離抑制作用は､化学

的虚血負荷の1時間前よりAGTを急性的に投与した切片においても,培養初日より慢性投与

を行った切片とほぼ同様に濃度依存的かつ顕著に観察された (図3_17B)0
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図3-17化学的虚血誘発グルタミン酸遊離量増大に対するAGTの濃度依存的抑制作用

AGTは培地あるいはRinger'S緩衝液に添加して培養初日より(A)､または化学的虚血負荷1時

間前より(B)､虚血負荷後の24時間のpostincubation終了時まで継続的に切片に投与したCグ

ルタミン酸遊離量は化学的虚血負荷中のRinger'S緩衝液を用いて定量kitにより測定した｡n=

5-13.*P <0,05,**P<0.01,***P <0.001vschemicalischemiaalone.

AGTのグルタミン酸遊離抑制作用の投与期間依存性

最後に､AGTのグルタミン酸遊離抑制作用における投与期間依存性について検討を行った｡

その結果､虚血負荷1時間前より負荷24時間後のpostincubation終了時までAGTの投与を行っ

た切片においては､慢性的な (培養初日からまたは培養6日目から)AGT投与の有無にかかわ

らず顕著なグルタミン酸遊離抑制作用が認められた (図3-18).培養初日から5日間AdTを投

与した後に5日間投与を中止した切片においては､有意ではあるものの部分的なグルタミン酸

遊離抑制作用しか観察されなかった｡以上の結果より､化学的虚血誘発グルタミン酸遊離に対

するAGTの抑制作用は､培養切片への急性的な作用に基づいて発現することが示唆された｡
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図3-18AGTによるグ ルタミン酸遊離抑制作用の投与期間依存性

AGTは培地またはRinger'S接衝棟に添加して､指示された期間に授与した｡DⅣ 1-Post.,培養

初日より化学的虚血負荷後の24時間のpostincubatiom終了時まで､DⅣ ト6;培養初日より培養

6日目まで､DIV6lPost;培養6日日よりpostincubation終了時まで､Pre-Post;化学的虚血負荷

1時間前よりpostiTICubation終了時まで｡グルタミン酸遊離量は化学的虚血負荷中のRinger'S緩

衝液を用いて定量kitにより測定した｡n=7.**P<0.01,軸*P<0.001vschemiCalischemiaalone.
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考 察

本研究により､AGTの慢性投与が大脳皮質神経細胞の興奮毒性に対する感受性を顕著に減

弱させる一方で､AGTが急性的にも作用してグルタミン酸の過剰遊離を阻害し､虚血傷害を

顕著に抑制すること､およびこれらの作用はステロイドホルモンの生合成抑制作用には依存し

ないことが明らかとなった｡AGTを前処置することにより興奮毒性に対して保護作用が観察

される現象は､網膜において報告されている[21]｡しかしながら､網膜におけるAGTの保護

作用に関しては,p450sccの阻害によるPREGSの新規合成の抑制に基づくことが示されてい

る｡AGTがステロイドホルモン合成阻害作用には依存しない機序によって､興奮毒性または

虚血傷害に対して著明な保護作用を発揮するという本研究の報告は､AGTの保護作用に関し

て新規作用機序を提唱するものである｡

AGTは当初､鎮静作用を有するglufeth血ide誘導体として開発され､1958年米国にて抗けい

れん薬として臨床使用の認可を受けた｡しかしながら､重篤な副作用として副腎不全が多数報

告され､1966年販売中止に至るという経緯を有する[16]｡その後の研究によりAGTはcholesterol

をpregnFnOloneに変換する酵素であるP450sccおよびestrogenの産生を担うaromataseに対して
強い阻害活性を有することが明らかとなり[16,69]､そのaromatase阻害活性が認められ1982年

tamoxifTen抵抗性乳癌の治療薬として臨床使用が再開されたcAGTは全てのステロイドホルモ

ンに対してその生合成を抑制するため､投与時にはCortisolの補充が必要であるが､現在にお

いても米国では前立腺盾や乳癌などのホルモン依存性悪性腫癌の二次的治療薬として広く用い

られているt5L551｡これらの臨床実績より､AGTの薬効を他の疾患に適用拡大することは決

して不可能な試みではないと推測される｡

興奮毒性に対するAGTの保護作用は慢性投与を行うことで､より顕著に観察された｡さら

に培養大脳皮質切片を用いた検討においてはNMDAとの同時処置または24時間の前処置およ

びm Aとの同時処置によっては有意な作用は観察されなかったが,AGTを5日間以上投与

することにより蛮著な保護作用が誘導された｡これらの結果はAGTの保護作用がNMDA受容

体に対する急性的な遮断作用を介しているわけではないことを示している｡

グルタミン酸受容体アゴニストであるNMDA､カイニン酸およびAMPAなどの神経毒によ

り惹起される傷害においては､AGTは顕著かつ濃度依存的な保護作用を発揮したのに比べて､

非特異的な細胞毒であるionomycinまたはstaurosporine'により惹起される細胞死に対しては有

意な作用は及ぼさなかった｡さらに､AGTの保護作用はNMDA処置の5日前からAGTを投与

した切片では顕著に観察されたのに対して､培養初日から5日間AGTを投与した後に5日間

の回復期問をおいた切片においては観察されなかった｡これらの結果は､神経細胞死の発現過

程において特異的に活性化される何らかの経路をAGTが可逆的に調節している可能性を示唆

している｡

AGTの作用点としては､全てのステロイ ドホルモンの前駆体であるpregnenoloTleを生成する

酵素であるP450sccに対する阻害,およびエストロゲンの生合成において最終段階の反応を担

う酵素であるaromataseに対する阻害が主に知られている｡そこでP450sccを阻害するAGT以

外の薬物として抗真菌薬であるketoconaZOIeを用い､その慢性投与の興奮毒性に対する影響旦

検討したが有意な影響は与えなかった｡しかし本研究ではAGTを慢性的に投与した際の保護

作用は100TLM以上より競察されているのに対して､5叫 M以上の濃度のketoconaヱ0leは頗著

な単独毒性を示すため,3叫 M までの濃度のketoconaヱOleLか投与することができなかった｡

一方､ketoconazoleのP450sccに対する阻害は比鼓的弱くAGTよりも高濃度を必要とすること

が示されていることからf弘 ketoconazokによるP450sccの活性に対する阻害は不完全であっ
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た可能性が高い｡このことからAGTの保護作用がp450sccに対する阻害作用を介している可

能性は排除できないと推察される｡

エストロゲン産生を抑制するaromatase選択的阻害薬は乳癌の治療薬として用いられること

から､p450sc占とは異なり選択的な阻害薬が数多く開発されている｡そこでステロイド型非可

逆的aromatase阻害薬として近年臨床使用が開始されたexemestaneを培養大脳皮質切片に慢性

的に投与することによりaromatasEを選択的に阻害した際の興奮毒性に対する感受性について

検討したところ､有意な影響は観察されなかったOこのことから､AGTの興奮毒性に対する

保護作用がaromatase阻害を介して発揮されている可敵性は排除できもことが明らかとなった｡

AGTは全てのステロイドホルモンの生合成を抑制することから､AGTの保護作用が大脳皮

質で生合成されるいずれかのステロイドホルモン量の減少､言い換えるとそのステロイドホル

モンが及ぼす何らかの生理的作用の減弱に起因することは当然想定される｡そこでAGT以外

のステロイドホルモン合成酵素阻害薬としてsulfotransferaseの阻害薬であるDCNP､3p-HSDの

阻害薬であるtrilostaneおよびaromataseの選択的阻害薬であるexemestaneを慢性投与した際の

興奮毒性に対する脆弱性の変化について検討したが､有意な作用は観察されなかった｡また

AGTが阻害活性を示す酵素であるaromataseおよびp450sccの代謝産物であるestrone､estradiol､

estri01およびpregnenoloneを無血清培地条件下において慢性的に添加した際のAGTの保護作用

について検討したが有意な変化は観察されなかった｡これらの結果は､AGTによる奥奮毒性

減弱作用がステロイドホルモン潤渇作用とは異なる作用を介していることを示唆している｡し

かしながら､神経細胞が変性 ･脱落に至る過程のうち､より下流においてAGTの保護作用が

発揮されていると仮定すると､ステロイドホルモン潤渇作用が興奮毒性に対して与える影響が

AGTの顕著な保護作用によりマスクされていたという推測は否定できない｡言い換えれば､

AGTの慢性投与により切片内のステロイドホルモン含有量が減少した結果､興奮毒性が増悪

または減弱といった何らかの調節を垂けていたとしても､AGTが新規の経路を介して興奮毒

性の発現を強く減弱していた場合､ステロイドホルモン減少に起因する何らかの作用が観察さ

れなくなっていたという可能性を完全に排除することはできない｡そのため興奮毒性に対する

内在性のステロイドホルモンの役割を追求するにはAGTの慢性投与以外の手法の導入が必要

であると考えられる｡

培養大脳皮質切片における化学的虚血誘発神経細胞死に対してAGTを投与することにより

顕著な減弱作用が観察され､その作用はNMDA誘発神経細胞死に対する作用とは異なり､虚

血負荷の1時間前からの短時間投与によっても顕著であった｡さらに虚血負荷中のRingerls緩

衝液に漏出するグルタミン酸遊離量を測定したところ､AGTの短時間投与によっても顕著な

遊離量抑制作用が観察された｡このようにAGTが急性的な作用を示すことは､AGTによる虚

血傷害減弱作用においてステロイドホルモン滴渇作用がほとんど関与しないことを示すもので

あり､さらにAGTが阻害作用を示すp450sccまたはaromataseがステロイドホルモン産生以外

の未知の酵素活性を発揮することにより興奮毒性および虚血傷害を増悪しているとは考えにく

いこと､AGTが阻害する新規の標的酵素として報告されたpKAの慢性阻害を行っても興奮毒

性は何ら調節を受けないこと､および虚血傷害を惹起するグルタミン酸の過剰遊離に対して

AGTが急性的に抑制作用を示すという結果を重ね合わせると､AGTには新規の標的分子また

は標的酵素が存在し､AGTにより誘導される保護作用はそのような経路を介して発揮されて

いると考えるのが妥当である｡

グルタミン酸は病態時に過剰遊離されることにより神経毒性を惹起するが､生理的条件下で

はむしろ興奮性神経伝達を担う重要なアミノ酸として働くことが広く認められている｡また

NMDA受容体遮断薬は加 vivoラットモデルにおける虚血傷害を顕著に減弱する一方で､慢性

投与されることにより精神異常や記憶 ･学習障害を誘発することが報告されている[36,52]C
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本研究において培養大脳皮質神経細胞に慢性的に10-1000pMのAGTを添加した際のグルタミ

ン酸応答について細胞内ca2･イメージング法を用いて検討したが､グルタミン酸単独投与群に

比べて若干の抑制傾向は観察されるものの有意な変化は認められず,MK-801投与時に観察さ

れるような顕著な抑制作用は認められなかった｡これらの結果は大脳皮質神経細胞におけるグ

ルタミン酸受容体を介した生物学的反応はAGTの慢性投与によってもほぼ保持されているこ

とを示唆するものであり､NMDA受容体遮断薬の慢性投与時に報告されているような副作用

が誘発される可能性は小さいということが示唆される｡このことは､臨床においてAGTの継

続投与を受けている患者において鎮静作用は高頻度に認められるものの､精神異常や記憶･学

習障害などの副作用はほとんど観零されていないという所見からも立証される[5恥 さらに慢

性的に101100叫 MのAGTを負荷した神経細胞においてもグルタミン酸誘発細胞内ca2+濃度上

昇は鹿著に観察されたことから､グルタミン酸受容体の過剰刺激から神経細胞死へと至る経路

のうち､AGTは細胞内への過剰量のCが十流入過程以降のいずれかの経路を抑制することによ

り保護作用を発現するということが明らかとなった.

臨床実績のある薬物のiT"ifTlDモデルにおける作用を検討した研究においては､しばしばそ

の有効濃度域が問題になることがある｡AGTの1日の通常服用量は250-1000mgと規定されて

おり､1日500mgの服用を行った男性健常人の血中濃度は5.9ug/mi(=25..4PrM)[55]､さらに

ホルモン依存性悪性腫癌の患者に対して1日1000mgの服用を行った際の血中濃度は9,0LLg/

ml(-38.7pM)と報告されている[51]｡AGTの脳移行性については未解明な点が多いが､Unger

らはラットにおいで 4C標識AGTを末梢から投与すると容易に脳内へ取り込まれることを報告

している[791｡さらにAGTが開発当初は抗けいれん薬として使用されていた経緯も踏まえる

と､AGTはヒト体内においても脳移行性が高い薬物であると推定され､本研究において興奮

毒性および虚血傷害に有意な保護作用を発揮したAGTの濃度である10-3叫LMに達する可能性

は十分に考えられる.

結論として､AGTは慢性投与することによりステロイドホルモン洞掲作用とは異なる作用

を介して濃度依存的な興奮毒性減弱作用を示し､さらに急性的な作用により化学的虚血負荷に

より誘発される過剰なグルタミン酸遊離を抑制して虚血傷害を濃度依存的に減弱することが明

らかになり､AGTが興奮毒性および虚血傷害に対する有力な神経保護物質として働くことが

示された｡
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総括および結論

本研究において著者は､その脳内における生合成が近年証明されつつあるニューロアクティ

ブステロイドの興奮毒性に対する役割を解明することは中枢神経変性疾患の予防･治療薬と成

り得るリード化合物の創製に重要な役割を果たすと考え､培養大脳皮質神経細胞を用いて興奮

毒性に対するニューロアクティブステロイドの制御作用について解析した結果､以下の新知見

を得た｡

1.NMDA受容体の過剰刺激により惹起される神経細胞死に対して､代表的なニューロアク

ティブステロイ ドの中で3α叩Sが抑制作用を示す一方で､PREGSおよびその合成類似体の

pHSは増悪することを見出した｡さらにこれらニューロアクティブステロイドの作用はタンパ

ク合成阻害薬であるcyclohexi血deやGABA A受容体遮断薬であるpicrotoxinの投与によっても

影響を受けなかった｡ホールセルパッチクランプ法により検討したところ､3α5PSはNMDA

誘発電流応答を顕著に抑制し､逆にpHSは増強したが､pREGSは有意な作用を示さなかった｡

細胞内ca三十濃度測定法を用いて検討を行うと､3α印Sはグルタミン酸により誘発される細胞内

ca2+濃度増大応答を顔著に抑制し､逆にPHSは増強した｡pREGSは細胞内ca2+濃度増大応答

のピーク値に対しては影響を及ぼさなかったが､ピーク後の減衰を顕著に遅延した｡以上の結

果より､ニューロアクティブステロイ ドが急性的にNMDA受容体機能を調節することにより

NMDA誘発神経細胞死に影響を及ぼすことが明らかとなった｡

2.カイニン酸誘発神経細胞死に対して.代表的なニューロアクティブステロイ下のうちで

pREGSが顧著な保護作用を示すことを見出した｡pREGSの神経保護作用はcycloheximideやグ

ルココルチコイド受容体遮断薬であるRU-486､およびPicrotoxinの投与によっても影響を受け

なかった｡ホールセルパッチクランプ法および細胞内ca三十濃度測定法を用いて検討したとこ

ろ､PREGSはカイニン酸により誘発される電流および細胞内ca2+濃度の増大を抑制したo

AMFAの投与により惹起される神経細胞死においても同様に､PREGSはAMPA受容体応答を

減弱することにより神経細胞に対する保護作用を示した｡以上の結果から､pREGSは急性的

にnon-NMDA受容体機能を抑制してカチオン流入量を減少させることにより､カイニン酸お

よびAMPA誘発神経細胞死を減弱することが明らかとなった｡

3.ステロイドホルモン合成阻害作用を有するAGTの慢性投与により､初代培養大脳皮質細胞

におけるグルタミン酸神経毒性は減弱され､その保護作用はAGTを培養翌日より慢性投与し

た際に特に顔著に観察された｡培養大脳皮質切片を用いた検討においてもAGTの細胞死保護

作用が観察されたが､各種ステロイドホルモンの添加はその保護作用に影響を与えなかった｡

一方､培養大脳皮質切片に化学的虚血を負荷した際に誘導されるグルタミン酸遊離量の増大お

よび細胞障害はAGTにより減弱したOこれらの結果から､AGTの長期間投与によりニューロ

アクティブステロイド滑渇作用とは異なる作用を介して､大脳皮質神経細胞の興奮毒性に対す

る感受性が減弱され 虚血傷害に対する抵抗性が痩得されることが明らかとなった｡

本研究の成果は､ニューロアクティブステロイドが大脳皮質における興奮性神経毒性の制御

系として働くこと､およびホルモン依存性悪性腫疲治療薬であるAGTが興奮毒性および虚血

傷害に対して神経保護活性を有することを明■らかにしたものであり､脳虚血および種々の難治

性中枢神経変性疾患の予防･治療薬の開発において有用な基礎的資料を提供するものである｡
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