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略語表 

 AD: Alzheimer's disease, アルツハイマー病 

 ALS: amyotrophic lateral sclerosis, 筋萎縮性側索硬化症 

 ARE: antioxidant responsive element, 抗酸化物質応答配列 

 BDNF: brain-derived neurotrophic factor, 脳由来神経栄養因子 

 BSA: bovine serum albmin, 牛血清アルブミン 

 BTB: the Broad complex, Tramtrack and Bric-a-Brac  

 CA: carnosic acid, カルノシン酸 

 cDNA: complementary DNA, 相補鎖 DNA 

 COSY: correlation spectroscopy, 相関分光法 

 CS: carnosol, カルノソール  

 DGR; double glycine repeat region  

 DMSO: dimethyl sulfoxide, ジメチルスルフォキシド 

 DN: dominant negative, ドミナントネガティブ 

 Egr-1: early growth response protein-1, 初期増殖応答タンパク質-1 

 ELISA: enzyme-linked immunosorbent assay, 酵素免疫測定法 

 EpRE: electrophile responsive elemen, 親電子性物質応答配列 

 Erk1/2: extracellular-signal-regulated kinase1/2, 細胞外シグナル調節キ

ナーゼ 1/2 

 FBS: fetal bovine serum, 牛胎児血清 

 GCL: γ-glutamylcystein ligase, γグルタミルシステインリガーゼ 

 GCS: γ-glutamylcystein synthetase, γグルタミルシステイン合成酵素 

 GSH: reduced glutathione, 還元型グルタチオン 

 GSSG: oxidized glutathione, 酸化型グルタチオン 

 GST: glutathione S-transferase, グルタチオン S--転移酵素 

 HA: haemagglutinin, ヘマグルチニン 

 HD: Huntington's disease, ハンチントン病 

 HPLC: high-performance liquid chromatography, 高速液体クロマトグラ

フィー 

 HS: horse serum, 馬血清 

 IP: immunoprecipitation, 免疫沈降 

 IVR: intervening region 

 Keap1: Kelch-like ECH-associated protein 1 

 Maf: musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog  

 MCAO: middle cerebral artery occlusion, 中大脳動脈閉塞術関連語 



 

 

 MEK: MAPK/Erk kinase, MAPK/Erk キナーゼ 

 miR: micro RNA, マイクロ RNA 

 NEM: N-ethylmaleimide, N-エチルマレイミド 

 NF: neurofilament, ニューロフィラメント 

 NGF: nerve growth factor, 神経成長因子 

 NMDA: N-methyl-D-aspartic acid, N-メチル-D-アスパラギン酸 

 NMR: nuclear magnetic resonance, 核磁気共鳴 

 NOE: nuclear overhauser effect, 核オーバーハウザー効果 

 NOESY: NOE correlated spectroscopy, NOE 相関分光法 

 NQO-1: NAD(P)H quinone oxidoreductase-1, NAD(P)H キノンオキシド

還元酵素-1 

 Nrf2: NF-E2-related factor 2 [NFE2L2] 

 NT: nontreatment, 未処理 

 NT3 (4/5): neurotrophine 3 (4/5), 神経栄養因子 3（4/5） 

 p62/ZIP: p62/PKC-ζ interacting protein, p62/PKC-ζ相互作用蛋白 

 PBS (-): phosphate buffered saline, Mg, Ca free, リン酸緩衝生理食塩水

（Mg, Ca 無添加） 

 PCR: polymerase chain reaction, ポリメラーゼ連鎖反応 

 PD: Perkinson's disease, パーキンソン病 

 PI3K: phosphatidylinositol 3-kinase, ホスファチジルイノシトール 3-キ

ナーゼ  

 PKC: protein kinase C, プロテインキナーゼ C 

 qPCR: quantitative PCR, 定量性 PCR 

 RT-PCR: reverse transcriptase-PCR, 逆転写 PCR 

 SDS-PAGE: sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

ドデシル硫酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル電気泳動 

 siRNA: small interfering RNA, 低分子干渉 RNA  

 sMaf: small Maf, 小 Maf  

 SQSTM1: sequestosome 1, シークエストソーム 1 

 SUL: sulforaphane, スルフォラフェン 

 Trk: tropomyosin-related kinase, トロポミオシン関連キナーゼ  

 WB: Western blotting, ウェスタンブロッティング 

 WT: wild-type, 野生型 
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－第 1 章－ 

 

緒 言 

 

 

１－１. 酸化的ストレスと神経変性疾患 

活性酸素種（reactive oxygen species: ROS; ヒドロキシルラジカル、スーパー

オキシドアニオン、一重項酸素、過酸化水素等）は生体構成成分を酸化する性

質を有しており、蛋白や遺伝子の損傷、炎症反応、生体構成成分の機能低下を

引き起こす。そのため、ROS は酸化的ストレスを生じさせ、様々な疾患さらに

は老化現象の原因となると考えられている。また、一酸化窒素等や窒素化合物

が ROS と反応して生じる活性窒素種（reactive nitrogen species: RNS）も ROS

同様に酸化的ストレスを起こす (1)。原核細胞を除けば、ほぼすべての地球上の

生命体は酸素を利用しミトコンドリアの電子伝達系（呼吸鎖）でエネルギー

（ATP）を得ているが、この時に ROS が発生することが知られている(2)。また、

銅や鉄などの重金属は必須元素でありながら、酸素と反応することにより、も

っとも強力な ROS であるヒドロキシルラジカルを発生させ、生体物質を損傷さ

せることが報告されている(3, 4)。さらには、紫外線等の電磁波が原因となり

ROS が発生することも知られている(5)。このように酸化的ストレスは、酸素を

エネルギー源として利用する地球上の生命体においては避けようの無いことで

ある。 

酸化的ストレスは神経変性疾患の発症や憎悪の要因になることが示されている

(6-10)。例えばアルツハイマー病（AD）やパーキンソン病（PD）の場合、アミ

ロイド β やタウ蛋白、α シヌクレイン等の変性・蓄積によって発症すると考えら

れているが、この時に酸化的ストレスが起こることが示唆されている。また、

神経細胞の異常な興奮により発生する ROS/RNS によって神経変性が起こるこ

とが知られており興奮毒性と呼ばれているが、様々な神経変性疾患に興奮毒性

が関与していることも示唆されている。一方、生体には酸化的ストレスに対す

る防御機構が備わっており、健常な状態では生体が作り出す抗酸化物質や解毒

酵素により恒常性が保たれている。しかしながら加齢と共にその防御能力は低

下することが示されており、それが加齢に伴い神経変性疾患はじめ様々な疾患

が増大する要因のひとつになっていると考えられている(11)。本邦では急速な高

齢化の進行にともない神経変性によって起こる疾患である認知症の罹患率が著

しく高まっており大きな社会的問題となっている。神経変性疾患の多くは難治

性であり治療法や予防法さえも確立されていないのが現状である。 
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１－２．Nrf2 生体防御機構 

最近の研究から、酸化的ストレスを起こす物質（ROS や RNS、強い親電子性物

質）に対する巧みな生体防御機構が明らかにされつつある（強力な親電子性物

質の場合、DNA や蛋白質を酸化的修飾し変性させるため毒性を発揮する） 

(12-15)。このシステムでは、転写因子 NF-E2-related Factor2（Nrf2）が重要

な役割を担っている。Nrf2 は、主に第 2 相酵素（解毒／抗酸化に関わる酵素等）

を誘導する転写因子であり、主要なものとしては、ヘムオキシゲナーゼ－１

（HO-1）、NAD(P)H キノンオキシドリダクターゼ-1（NQO-1）などがある。細

胞内を還元状態に保つために重要な役割を果たしているグルタチオンの合成酵

素：γ グルタミルシステインリガーゼ（GCL）やグルタチオン還元酵素（GR）、

更には解毒代謝に関わるグルタチオン抱合酵素（グルタチオン－S－トランスフ

ェラーゼ：GST）やグルクロン酸抱合酵素（UDP グルクロニルトランスフェラ

ーゼ：UGT）等の誘導も Nrf2 によって制御されている(16, 17)。ROS や親電子

性物質等の毒性物質に対する主要な抗酸化・解毒システムは Nrf2 を介した生体

防御機構の制御下にあるが、Nrf2 の活性は加齢と共に減少していくことが示さ

れており、Nrf2 活性低下が、酸化的ストレスに対する抵抗性が低下する要因と

なっていると考えられている(18)。従って、Nrf2 を介した生体がもつ巧みな生

体防御機構の低下を抑えるもしくは活性化することは予防医学的観点からみて

好ましいことと思われる。 

Nrf2 生体防御機構の概略を Fig. 1 に示した。Nrf2 生体防御機構においては、

Keap1 というタンパク質が、細胞内のレドックスセンサーとして働き、Nrf2 活

性を調整していることが分かっている(19)。Keap1 は、細胞質にある細胞骨格

アクチンファイバーに結合しているが、ホモダイマーとなり Nrf2 を特異的にト

ラップする性質を有している。そのため Nrf2 は細胞質に集積される。しかしな

がら Keap1 には Cullin3-Rbx E3 リガーゼ複合体 が結合し、それによって Nrf2

のユビキチン化が起こる。その結果、Nrf2 はユビキチン-プロテアソーム系によ

って分解される。Nrf2 は恒常的に発現しつづけているが、上記のシステムによ

り速やかに分解されるため、半減期は 20 分以下と非常に短く、通常の状態（非

ストレス下）では Nrf2 蛋白量は低レベルにおさえられている。しかし、いった

ん ROS などにより、Keap1 のセンサーとなるシステイン残基（チオール）が酸

化されたり、親電子性物質によって Keap1 のシステイン残基が酸化修飾された

りすると、Keap1 蛋白にコンフォーメーション変化が起こる(20,21)。その結果、

新たに作り出された Nrf2 はプロテアソームによる分解を受けなくなり、核内に

移行し electrophile responsive element（EpRE）もしくは antioxidant 
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responsive element（ARE）と呼ばれるDNA上の配列に sMaf（MafKやMafG）

とヘテロダイマーを形成して結合し解毒・抗酸化に関わる遺伝子群の発現を誘

導する。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig.1. Nrf2生体防御機構概略 
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24より抜粋（一部改変） 

Fig. 2. Keap1, Nrf2の構造及び反応機構（蝶番－閂モデル） 
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最近、山本等により、Keap1-Nrf2 の反応機構について非常に興味深いモデル

hinge and latch mechanism（蝶番と閂）が提唱された（Fig.2）(22-24)。Keap1

には N 末端側から、BTB、IVR 及び DGR と呼ばれる領域が存在している。Nrf2

の N 末端側には Neh2 と呼ばれる領域が存在している。Keap1 は BTB 領域を

介してホモダイマーを形成し、Nrf2のNeh2領域にあるETGEモチーフとDLG

モチーフの両モチーフと結合し、それによって Cullin3-Rbx ユビキチンリガー

ゼが空間的に配置されたリジンをユビキチン化する。本モデルは、DGR-ETGE

を蝶番、DGR-DLG を閂に例えている。DLG モチーフと Keap1 の相互作用は、

ETGE モチーフ-Keap1 の相互作用よりも約 2 オーダー弱く、閂部分は Keap1

の僅かなコンフォメーション変化によっても容易に解離すると予想される。こ

れにより基質となる Nrf2 リジン残基の空間配置が乱れ、Nrf2 のユビキチン化

は阻害される。新たに作られた Nrf2 は分解されなくなるため Nrf2 量が増大す

ることになる。Nrf2 量の増大だけでも転写活性化は起こるが、Nrf2 は様々なリ

ン酸化酵素（PI3K、Erk1/2、PKC、JNK、p38 等）によりリン酸化されること

も知られており、リン酸化もNrf2の制御に関わっていることが示されている(25, 

26)。上記のような解毒・抗酸化に関わる多くの遺伝子の上流域には EpRE 配列

が存在しており、リン酸化された Nrf2 は核内に移行し sMaf とヘテロダイマー

を形成して、EpRE に結合することによってこれらの遺伝子発現を誘導する(27)。 

このように、Keap1-Nrf2-EpRE 経路は、生体防御機構にとって重要な役割を果

たしている。 

 

１－３．NGF シグナル伝達と p62/ZIP 

ニューロトロフィンもまた生体防御に重要な役割を果たしている (28)。ニュー

ロトロフィンとは、神経細胞に作用して神経突起伸長を誘導したり、抗酸化酵

素誘導、アポトーシス抑制効果等を発揮するペプチドである。ニューロトロフ

ィンは神経細胞の生存維持に欠かせない因子であり、ニューロトロフィンが枯

渇すると神経変性が起こる。代表的なニューロトロフィンである神経成長因子

（NGF）は、神経細胞表面にある TrkA（高親和性 NGF 受容体）と p75NTR

（低親和性 NGF 受容体）に結合して作用する（Fig. 3）。NGF が TrkA に結合

すると、TrkA の自己リン酸化が起こり、細胞内へと移行するが、それが NGF

のシグナル伝達にとって必須であることが知られている(29, 30) 。最近、NGF

シグナル伝達に p62/ZIP/A170/SQSTM1（以下、p62/ZIP と略す）という足場

蛋白が重要な役割を果たしていることが報告された(31)。p62/ZIP は TrKA に結

合し、TrkA に TRAF6 E3 リガーゼをリクルートする。その結果、TrkA の K63
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Internalization

NGF
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ユビキチン化が起こる。これにより、TrkA の細胞内移行が引き起こされ、細胞

内へシグナルが伝達されていく。その結果、神経突起の伸長作用や抗酸化酵素

誘導、アポトーシス抑制作用が発揮され、それらが神経細胞の生存維持に寄与

している。 

p62/ZIP ノックアウトマウスは、認知症（AD 様）の症状を呈することも報告さ

れており、p62/ZIP は NGF のシグナル伝達において欠かせない因子と考えられ

る(32)。すなわち、p62/ZIP は、神経組織の生体防御機構の一端を担い、神経を

保護する役割を果たしている。また、興味深いことに p62/ZIP は、Nrf2 により

転写誘導されることも報告されている(33)。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3. p62/ZIP を介した TrkA NGF受容体の細胞内移

行機構 
NGFが、細胞膜にある NGF受容体に結合すると TrkA（高親和型 NGF受容体）のリン酸化が起こ

る。p75NTR（低親和型 NGF受容体）は、UbcH7/TRAF6 ユビキチンリガーゼと結合。TrkAに p62/ZIP

は結合し、p62/ZIPを介して UbcH7/TRAF6が結合する。UbcH7/TRAF6 は TrkAの K63ユビキチン

化を起こし、それによって小胞体が形成され、TrkAは細胞内へと移行しシグナル伝達（Erk1/2や

PI3Kのリン酸化等）が起こる。引用文献 31より抜粋（一部改変） 
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１－４. ローズマリー 

ローズマリー（学名：Rosmarinus officinalis L.、英名：rosemary、和名：マン

ネンロウ、漢名：迷迭香）は、地中海沿岸が原産といわれている常緑性の低木

で独特な芳香を放つハーブとして有名である。その葉は古くより生薬として利

用されてきた。また、食用にもスパイスとして一般的に用いられている。ロー

ズマリーには、タンニン類やフラボノイド、テルペノイドなどの多種多様なポ

リフェノールが多く含まれており、強い抗酸化作用や炎症抑制作用があること

が知られている。また、古来より記憶力を増強するといわれており、認知症改

善効果があることも示唆されている(34)。しかしながらその機構については不明

な点が多い。 

 

１－５．研究の目的 

最近、幾つかのポリフェノール等の抗酸化物質が、Nrf2生体防御機構を活性化

することが報告された(35-37) 。それらの中にはNGF作用促進効果があること

が報告されているものもある(37-39)。前述のとおりNGFは神経組織にとって生

体防御を司る因子でもあり興味深い。 

そこで、本論文では、ローズマリーに含まれるポリフェノール成分にもNrf2生

体防御機構活性化作用やNGF作用促進効果があるのか、あるとすればどのよう

なメカニズムによるのかを解明することを目的とした。 

 

本論文では、 

（１）ローズマリーに含まれるポリフェノールの主成分であるカルノシン酸

（CA）が強力に神経様細胞株の生体防御機構EpREを活性化すること［第

2章］ 

（２）CAは、酸化的ストレスによる神経変性をin vitro及び in vivoで抑制する

こと［第3章］ 

（３）CAの生体防御機構活性化作用にはKeap1-Nrf2経路が関与していること 

［第4章］ 

（４）CAがNGF様作用を発揮すること［第5章］ 

（５）CAによるNGF様作用・生体防御機構活性化作用には、Nrf2を介して誘導

されるp62/ZIPが寄与していること［第5章］ 

について述べる。 
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－第 2 章－ 

 

ローズマリーの生体防御機構活性化作用 

 

 

２－１. 序 論 

 

ローズマリーは、地中海沿岸が原産とされる常緑性の低木である。その葉から

得られる精油は独特な芳香をはなち、ハーブとして有名であるが、食用（スパ

イス）としても一般的に用いられている。効能効果としては、抗酸化作用、消

臭作用、抗ガン作用、抗菌作用、炎症抑制効果などがよく知られており(1-6) 、

古来より、食品の劣化や腐敗を抑える目的で用いられたり、欧州では主に炎症

抑制を目的としてリューマチ用の医薬としても用いられている。 

ローズマリーには非常に多種多様なポリフェノールが含まれているが、主要な

成分としてはカフェタンニン類であるロズマリン酸（rosmarinic acid）やカフ

ェ酸（caffeic acid）、アビエタン型ジテルペノイドであるカルノシン酸（carnosic 

acid）やカルノソール（carnosol）、ロスマノール（rosmanol）、フラボノイド

であるゲンクワニン（genkwanin）、ルテオリン（luteolin）、クリシン（chrycin）

及びそれらの配糖体がある（構造を Fig. 4、ローズマリーエキスの HPLC 分析

結果を Fig. 5 に示した） (7)。ローズマリーのポリフェノール成分の中で最も含

量が多いのがカルノシン酸（CA）であり、乾燥葉中に 3~5(w/w)%含まれている。

CA は、カテコール骨格を有しており強い抗酸化活性を示すため、食品の酸化劣

化を防ぐ目的で食品添加物としても利用されている。その他に CA には、抗ガ

ン作用、抗菌活性、抗炎症作用、潰瘍抑制、脂肪蓄積抑制効果、白血病抑制作

用など様々な活性があることが報告されている(8-13)。 

 

最近、様々な天然のフラボノイド(14, 15) 、ウコンの成分であるクルクミン(16)

など幾つかのポリフェノール成分や人工抗酸化剤であるtert-ブチルヒドロキノ

ン(17)がNrf2-EpRE経路を活性化することが報告された。また、プロスタグラ

ンディンJ2などのα, β-不飽和シクロペンテノンを有するプロスタグランディン 

(18, 19)や野菜等に含まれている親電子性物質であるイソチオシアネート誘導体 

(20, 21) がNrf2-EpRE経路を活性化することも報告されている。特にブロッコ

リーの芽などに多く含まれるイソチオシアネート誘導体であるスルフォラフェ

ン（Fig. 4；sulforaphane：SUL）のNrf2-EpRE活性化機構については詳細な
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研究がなされている(22, 23) 。 

そこで、本章では、ローズマリーに含まれているポリフェノールの EpRE を介

した遺伝子発現に対する効果について検討を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 4. ローズマリー(Rosmarinus officinalis L.)に含まれて

いる主なポリフェノール成分 

＊スルフォラフェン（sulforaphane）はブロッコリーに含まれている Nrf2-EpRE活性化物質であり

ポジティブコントロールとして使用した。 
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Rosemary dry leaf was extracted with 90% ethanol for 1 h at room temperature with agitation. The 

extract was analyzed with HPLC. ＜HPLC condition＞ HPLC: LC-10AVp (Shimadzu), Detector: 

photodiode array, columne: micro Bondasphere ODS (Waters), flow rate:1 mL/min, elution: 2% acetic 

acid (A), acetonitrile (B). Gradation: 10%B（0 min)→ 70%B（60 min）  

 

Fig. 5. ローズマリー抽出物（90%エタノール抽出）の

HPLCチャート 
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２－２. 実験材料及び方法 

 

■実験材料 

カフェ酸（CF）、スルフォラフェン（SUL）は Sigma-Aldrich より入手した。

ロズマリン酸（RA）、ルテオリン（LU）、クリシン（CH）、ゲンクワニン（GK）

はフナコシより購入した。カルノシン酸（CA）及びカルノソール（CS）はロー

ズマリーより分離精製した（精製方法は以下に記載した）。その他一般試薬は、

ナカライテスクもしくは和光純薬より入手した。 

 

■カルノシン酸及びカルノソールの精製 

2 kg のローズマリーの乾燥葉の粉末（高砂薬業）に 10 L の 90%エタノールを

投入し、一晩撹拌しながら浸漬抽出操作を行った。ろ過し不溶物を除去した後、

ロータリーエバポレーター（RE-10M, IWAKI）を用い約 2 L にまで濃縮後、精

製水を 2 L 添加し更にエバポレートし約 2 L にまで濃縮しエタノールの除去を

行った。一晩 4℃で放置した後、ろ過することによって水不溶物を得た。凍結乾

燥器（FreeZone6, Labconco）で水分を除去した後、水不溶物をエタノールに再

度溶解し、ドライカラム法（シリカゲル：ナカライテスク）＜展開溶媒：ヘキ

サン＋酢酸エチル＋４N 塩酸イソプロパノール（90＋9＋1）＞によって分離精

製を行った。分取したものは、HPLC（LC10Avp, Shimadzu）によってモニタ

ーリングし、CA 分画と CS 分画に分けた。CA 分画をドライアップした後（ペ

ースト状）にヘキサンを添加し析出させることにより淡黄色の結晶を得た。CS

含有分画は、ドライアップ後に酢酸エチルを少量加えることによって白色の結

晶を得た。それぞれの結晶を DMSO-d6 に溶解後、NMR（Bruker AMX-400、

解析ソフト：Avance-series）にかけ 1H-NMR、13C-NMR、CH-COSY、HH-COSY

解析を行った。また、LC-MS（M-8000，HITACHI）を用いて分子量解析を行

った。得られた NMR と MS の結果と既報データ(24)を比較することによって得

られた結晶が CA 及び CS であることを同定した。 

 

■HPLC 

HPLC は以下のシステムを用いた。HPLC システム：LC10Avp（Shimadzu）、

カラムオーブン温度 40℃、流速 1 mL/mim、検出器：フォトダイオードアレイ

UV 検出器（SPD-M20A, Shimadzu）：ODS カラム：μBondasphere（Waters）、

展開溶媒：ローズマリーのエキスの分析では 2%酢酸（A 液）＋アセトニトリル

（B 液）を使用し 10%B（0 分）から 70%B（60 分）のグラデーション条件で
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分析した。特に記載の無い限り以下の HPLC 分析は、このシステムを用いた。 

 

■細胞培養 

ラット由来神経様細胞株 PC12h は、畠中教授 (25) より提供していただいた。

ヒト肝由来細胞株 HepG2 及びマウス線維芽細胞株 L-M は、ヒューマンサイエ

ンス資源バンク（財団法人ヒューマンサイエンス振興財団）より入手した。

HepG2 細胞及び L-M 細胞は、Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM, 

Sigma-Aldrich）に 10%非働化牛胎児血清（FBS, GIBCO）及び抗生物質（100 

μg/mL ストレプトマイシン + 100 units/mL ペニシリン：GIBCO）を添加した

培地を増殖用及び試験用に用いた。PC12h 細胞の増殖用培地は、DMEM に非

働化した 8%馬血清（HS, GIBCO）、8% FBS＋抗生物質（100 μg/mL ストレプ

トマイシン + 100 units/mL ペニシリン）を添加したものを用いた。増殖時には、

いずれの細胞もプラスチックディッシュ（SUMILON）に播種し、5%CO2イン

キュベーター、37℃の条件で実施した。PC12h 細胞は、試験時には 1% FBS、

1% HS を添加した DMEM 培地（低血清培地）、I 型コラーゲンコートディッシ

ュ（IWAKI）＜NGF 添加によって分化誘導が可能な条件＞を使用した。いずれ

の細胞も 24ウェルもしくは 6ウェルプレート（IWAKI）にそれぞれ 1 X 105個、

5 X 105個ずつ播種し試験を実施した。 

 

■レポーター遺伝子アッセイ 

レポーターベクター（pGL3-SV40prom-luciferase）及びリファレンスベクター

（pSV-beta galactosidase）はPromegaより、発現用ベクターpEF6は、

Invitrogenより入手した。EpREのレポーターベクターを作成するために、

Wasserman 等の方法(26)に準じてマウスglutathione-S-transferase (GST) Ya 

遺伝子のEpREコア配列を含む領域（コア配列を下線で示した）の端にそれぞれ

制限酵素配列MluI及びBglII配列を付加したDNAのセンス鎖：5’-CGC GTT 

AGC TTG GAA ATG ACA TTG CTA ATG GTG ACA AAG CAA CTT TA -3’と

アンチセンス鎖：5’- GAT CTA AAG TTG CTT TGT CAC CAT TAG CAA TGT 

CAT TTC CAA GCT -3’を合成し（Sigma-Aldrich）、それらをTE buffer （10 mM 

Tris, 1 mM EDTA, pH8.0）中で94℃に加温してから室温に戻すことで

MluI-GSTYa EpRE-BglII 二本鎖DNAを得た。なお前後にコア領域以外が付加

されているのは、コア領域以外は遺伝子ごとに配列が異なり明確な規則性が見

出されていないものの転写活性増大に影響を与えることが報告されているため

である(26)。 



 

17 

 

次にpGL3-SV40prom-luciferaseベクターをMluIとBglII（TAKARA）で処理し

た後、電気泳動によって分離精製した。それをMluI-GSTYa EpRE-BglII二本鎖

DNAと混合しT4リガーゼ（TAKARA）でライゲーション処理を行うことで

pGL3-EpRE-luciferaseベクターを得た。トランスフェクションはTrans Fast

（Promega）もしくはLipofectamine 2000（Invitrogen）を用い、マニュアル

に従って行った。トランスフェクション操作24時間後に各種サンプルを添加し

試験を実施した。特に記載が無い限りサンプル添加した後24時間後にルシフェ

ラーゼ活性及びトランスフェクション効率確認のためのβガラクトシダーゼ活

性をキットのマニュアルに従って測定した（Luciferase assay kit/beta-GAL 

assay kit, Promega）。 

 

■RT-PCR 及びマイクロアレイアッセイ 

RT-PCRのcDNAは、次の方法によって作成した。培養方法は6ウェルプレート

を用い上記の方法によって行った。HepG2もしくはPC12h細胞にCAを添加し24 

時間培養を行った後、培地を除去し直ちにTRIzol（Invitrogen）1 mLを添加し

TRIzolのマニュアルの指示に従ってtotal RNAを得た。1 μgのtotal RNAを

Transcription First Strand cDNA Synthesis kit（Roche）を用いて逆転写し

cDNAを得た（プライマーはキット付属のpoly dTを使用した）。cDNAの増幅

は、20 μLのPCR reaction bufferに50 pmolの特異的プライマーを用いて実施し

た（サーマルサイクラーChromo4：BioRad）。以下に使用したプライマー配列

を示した。ラットGCL-重鎖（GCL-h）：5’- GTC TTC AGG TGA CAT TCC AAG 

C -3’（センス）/ 5’- TGT TCT TCA GGG GCT CCA GTC -3’（アンチセンス）、

ラッGCL-軽鎖（GCL-l）：5’- CTG CTA AAC TGT TCA TTG TAG G -3’（セン

ス）/ 5’- CTA TTG GGT TTT ACC TGT G -3’（アンチセンス）、ラットHO-1：5’- 

CAG TCG CCT CCA GAG TTT -3’（センス）/5’- TAC AAG GAG GCC ATC ACC 

AGC -3’（アンチセンス）、ラットNQO-1：5’- GTG TAC AGC ATT GGC CAC AC 

-3’（センス）/5’- AAA TGA TGG CCC ACA GAA AG -3’（アンチセンス）、ラッ

トシクロフィリンA：5’- ACA GGT CCT GGC ATC TTG TC -3’（センス）/5’- TTC 

ACC TTC CCA AAG ACC AC -3’（アンチセンス）。なお、全章を通じてPCR法

による遺伝子発現レベル測定時には、内部標準遺伝子としてハウスキーピング

遺伝子であるシクロフィリンAもしくはβアクチンを用いた。RT-PCRは、特に

記載が無い場合は、上記の方法によって行った。マイクロアレイ解析は、CA（10 

μM）で24時間処理したHepG2細胞から得たRNAをHuman1A ver.2 Oligo 

Microarray（Agilent Technologies）にかけることによって行った。コントロー
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ルサンプルとしてUniversal Human Reference RNA（STRATAGENE）を使用

した。 

 

■有意差検定 

有意差検定は、Student’s t -testによって行った。p < 0.03の場合を有意な差が

あると判断した。全章の有意差検定は、特に断りの無い限り、同様に行った。 
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２－３. 結 果 

 

■ローズマリー含有成分の EpRE 転写活性化作用 

ローズマリーには多種多様なポリフェノールが含まれていることが知られてい

るが、その主要な成分である、カルノシン酸：carnosic acid（CA）、カルノソー

ル：canosol（CS）、ルテオリン：luteolin（LU）、クリシン：chrysin（CH）、

ゲンクワニン：genkwanin（GK）、ロズマリン酸：rosmarinic acid（RA）、カ

フェ酸：caffeic acid（CF）（Fig. 4）が、EpRE の遺伝子発現活性に影響を与え

るかどうかについて検討を行った。本実験では神経様細胞株である PC12h 細胞

を使用した。第 2 相酵素の一つマウス GSTYa 遺伝子の EpRE コア領域の配列

を pGL3-SV40prom-luciferase ベクターの SV40 プロモーターの上流に導入し

たベクターをレポーター遺伝子としてトランスフェクションし、発現誘導効率

をルシフェラーゼの活性を測定することによって求めた。また、レポーター遺

伝子のトランスフェクション効率の補正のため、pSV40-βgalactosidase を同時

にトランスフェクションし、β ガラクトシダーゼ活性を測定した。陽性対照とし

ては、強い Nrf2-EpRE 活性化作用があることが報告されているスルフォラフェ

ン（sulforaphane：SUL）（Fig. 4）を用いた。基本的に培地中の被検体の最終

濃度が 10 μM になるようにして本実験は実施したが、CF と RA は 10 μM では

有意な反応が認められなかったため 50 μM での実験結果を示した。活性測定は

被検体添加 24 時間後に行った。結果を Fig. 6A に示した。SUL（10 μM）では

約 5 倍のルシフェラーゼ活性の上昇が認められた。一方、ローズマリーの各成

分全てにルシフェラーゼ活性を上昇させる作用が認められたが、特に CA に著

しく強い効果が認められ、ルシフェラーゼ活性は約 25 倍にまで増大した。CA

の類似化合物である CS の場合は約 7 倍であり、構造的に類似しているにも関わ

らずかなりの差が認められた。次に CA の濃度依存的 EpRE 活性化作用を測定

した。Fig. 6B に示したように、CA は 20 μM まで濃度依存的に EpRE レポー

ター遺伝子発現を誘導した。40 μM 以上では毒性がでたため測定できなかった。 
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■カルノシン酸の第 2 相酵素発現誘導 

CA によって EpRE-レポーター遺伝子を導入した細胞のルシフェラーゼ活性の

増大が認められた。このことは、CA が EpRE の転写活性を増大させることに

よって第 2 相酵素遺伝子の発現を高める可能性を示すものであった。そこで、

CAによって発現誘導される遺伝子群になにがあるのかをマイクロアレイ・DNA

チップを用いて測定した。本実験は、ヒト肝臓由来 HepG2 細胞株を用いて行っ

た。結果の一部を Table 1 に示した。発現が上昇したものには、グルタチオンリ

ダクターゼや γ グルタミルシステインリガーゼ重鎖（GCL-h）及びその軽鎖

（GCL-l ）、NAD(P)H キノンオキシドリダクターゼ-1（NQO-1）などの第 2 相

酵素遺伝子が多く認められた。 

 

Ingredients of rosemary, rosmarinic acid (RA), caffeic acid (CF), genkwanin (GK), chrysin (CH), 

luteolin (LU), carnosol (CS), carnosic acid (CA), and sulforaphene (SUL) as a positive control were 

subjected to EpRE reporter geen assay in PC12h cells. 10 or 50 μM of compound (CF, RA: 50 μM) 

were added to the cells transfected with EpRE-reporter gene vector and then luciferase activity was 

measured 24 later. The value of nontreatment (NT) was arbitrarily set as 1 and the relative values 

were presented (A). 0.6-20 μM of CA was added to PC12h cells transfected with GSTYa EpRE core 

region-luciferase reporter vector. After 24 h luciferase activity was measured (B). 

 

 

Fig. 6. ローズマリーの成分によるPC12h細胞のEpRE

転写活性化作用 
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次に、PC12h 細胞に CA を添加し 6、24、48 時間後に RNA を回収し RT-PCR

によって第 2 相酵素（GCL-l, GCL-h, HO-1, NQO-1）の遺伝子発現レベルをみ

たところ、測定した全ての遺伝子発現が CA 添加 6-24 時間後にかけて上昇して

いた（Fig. 7）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Gene name Accession# Increase (%)

NQO1 NM_000903 166%

thioredoxin NM_003329 167%

glutathione reductase NM_000637 175%

GST A3 NM_000847 181%

GST A5 NM_153699 196%

EGR 1 NM_001964 201%

GST A1 NM_145740 229%

thioredoxin reductase 1 NM_003330 317%

GCL-l NM_001498 355%

GCL-h NM_002061 367%

NQO1:NAD(P)H quinone oxidoreductase 1, GST: glutathione S-transferase,

EGR: early growth response, GCL: glutamate-cysteine ligase

CA: carnosic acid, NT: non-treatment, gcl-l: γ glutamyl cystein ligase-light chain, gcl-h: 

γ glutamyl cystein ligase-heavy chain, ho-1: hemeoxygenase-1, nqo-1: NAD(P)H 

quinine oxide reductase-1, cypA: cyclophilineA 

Table 1. カルノシン酸が HepG2細胞遺伝子発現に

与える影響：マイクロアレイ分析 

Fig. 7. カルノシン酸が PC12h細胞の第 2相酵素遺伝子

発現に与える影響 
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Time (h) 6 6 24 48 48
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■カルノシン酸の EpRE 転写活性化作用の細胞種による違い 

上記で示したようにCAは他の被検体に比べてPC12hのEpRE活性を著しく高

めた（Fig. 6）。しかしながら同条件で HepG2 を用いて EpRE レポーター遺伝

子アッセイを実施したところ、CA の HepG2 に対する EpRE 活性作用は、陽性

対照である SUL と比較し 1.5 倍程度の差しか認められなかった（Fig. 8）。更に

CA とその類似化合物である CS の EpRE 活性作用を HepG2 及び L-M 細胞を

用いて比較したところ、CA と CS の活性はほぼ同等であった（Fig. 8）。 

以上のように CA の EpRE 活性化作用は細胞種によって明確な違いがあり、CA

は PC12h に対してなにか特異な作用を発揮しているように思われた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

HepG2 or L-M cells were transiently co-transfected with mGSTYa-EpRE-luciferase reporter plasmid. 
The cells were treated with 10 μM of SUL, CS or CA for 24 h. Reporter activity was expressed as fold 
increase in luciferase activity, which was normalized to beta galactosidase expression used as an 
internal control.   
 

Fig. 8. カルノシン酸の HepG2及び L-M細胞に対する

EpRE活性化作用（CS及び SULとの比較） 
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２－４. 考 察 

 

実験に供したローズマリーの成分すべてにPC12h細胞のEpRE転写活性化作用

が認められたが、特に CA の効果は著しく強かった（Fig. 6）。本章の実験で用

いたレポーター遺伝子には EpRE のコア領域部分を挿入しており、EpRE に結

合する転写因子が Nrf2 であることから、本活性は Nrf2 に依存していると思わ

れた。 

神経細胞様の性質を有した細胞株であるPC12hに対するCAのEpRE転写活性

化作用は、強い Nrf2-EpRE 活性化作用があることが報告されている SUL と比

べても著しく強いものであった（Fig. 6）。しかしながら、興味深いことに他の

細胞株：HepG2（肝細胞株）及び L-M（線維芽細胞株）に対しては、CA と SUL、

CS の活性にそれほど大きな差は認められなかった（Fig. 8）。CA と CS は構造

が類似しており、PC12h に対する EpRE 活性化作用にこのような大きな差がで

たことは興味深い知見であった。このことから、CA は PC12 のような神経細胞

に対して何らかの特異的な作用を発揮する可能性があると思われた。第 5章（Fig. 

18）にデータを示したが、本実験条件において、CA は PC12h 細胞に対し強力

な神経突起伸長／分化誘導作用を示した。この作用は、弱いものではあったが

CS でも認められた。PC12h に対して CS は CA に比べれば弱いものの比較的強

い EpRE 活性化作用を示したことから（Fig. 6）、PC12h の分化誘導と

Nrf2-EpRE 経路の活性化の間にはなんらかの関係があるように思われた。それ

らの点については、第 5 章に記載したので本章では省略する。 

 

アルツハイマー病（AD）やパーキンソン病（PD）、筋委縮性側策硬化症（ALS）

などは、神経細胞が変性・死滅していく疾患、いわゆる神経変性疾患であり酸

化的ストレスが発症・憎悪に関与していることが示唆されている(27)。また脳梗

塞などが原因で生じる虚血再還流による神経系変性も酸化的ストレスが原因で

あることが知られている(28)。細胞は様々な抗酸化酵素や解毒酵素、グルタチオ

ンなどの抗酸化物質を作り出し酸化的ストレスから防御している。特にグルタ

チオンは細胞内に mM 単位で存在していることが知られており、酸化的ストレ

スから細胞を保護するという点において重要な因子である(29, 30)。様々な抗酸

化酵素やグルタチオン合成に関わる遺伝子の上流には EpRE が存在し、そこに

Nrf2 転写因子が作用することによって転写が制御されている。しかし細胞／生

体の抗酸化活性は、加齢と共に減少していくことが知られている(31)。また、こ

の加齢による抗酸化力低下と Nrf2 活性の低下（核内移行 Nrf2 レベルの低下）
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の間には相関性があり、加齢による抗酸化力の低下は Nrf2 活性に依存している

可能性が高い(32)。しかしながら、加齢しても、Nrf2 活性化剤により、Nrf2 を

活性化することは可能であることが示されている(32)。 

近年、長寿化に伴い AD や PD などの認知障害を併発する神経変性疾患が増大

しており、社会的にも大きな問題となっている。しかしながら、これらの疾患

には酸化的ストレスが関与していることから、酸化的ストレスを抑制すること

で少なくとも発症の予防もしくは疾患の進行を遅延できる可能性がある。従っ

て、脳に到達しうる化合物で Nrf2-EpRE 経路活性化作用を有するものは、神経

変性疾患の予防や治療に役立つと考えられる。そこで、神経系への CA の Nrf2

生体防御機構を介した細胞毒性抑制効果に焦点をあて以降の研究を進めること

とした。 
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－第 3 章－ 

 

大脳皮質初代培養細胞（in vitro）及び脳（in vivo） 

に対するカルノシン酸の神経変性抑制効果 

 

 

３－１. 序 論 

 

これまでの結果より、CA は EpRE を活性化し第 2 相酵素の遺伝子発現を促す

ことによって、生体防御機構を活性化することが示唆された。また神経様細胞

株 PC12h に対して特に強い効果を示したことから、酸化的ストレス等によって

起こる神経変性から保護する作用が期待された。神経変性疾患としては、AD や

PD、HD、ALS 及び脳血管障害（脳梗塞・脳卒中）に起因するもの等があるが、

これらの疾患には酸化的ストレスが関与していることが知られている(1)。 

本邦において死因の約 1/6 は、脳血管障害に起因しており、脳梗塞等によって神

経変性が生じると死に至らないまでも重篤な後遺症が残ることが多い。脳梗塞

の場合、梗塞が起こった部位が、いったん虚血状態におちいり、その後、再度

血流が戻った時に神経細胞内で強い酸化的ストレスが発生し神経細胞が死滅す

る。これを“興奮毒性”とよぶ (2, 3) 。最近では、AD や ALS 等他の神経変性疾

患においても興奮毒性が関与していることがわかってきている (4-8) 。興奮毒

性には、神経細胞に存在する N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）型グルタ

ミン酸受容体が関与しており、そのアゴニストであるグルタミン酸や NMDA を

神経細胞に大量に添加することで興奮毒性を細胞培養実験で再現することがで

きる。一方、第 2 相酵素群には酸化的ストレスを抑制する作用があることから、

EpRE 活性化作用を有する化合物には脳梗塞等によって起こる神経変性を抑制

する効果が期待できる。 

そこで、酸化的ストレスに起因する神経変性疾患を抑制しうるかどうかを検討

するために、初代培養神経細胞及び脳虚血再還流モデルを用い、CA の効果につ

いて実験を行った。 
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３－２. 実験材料及び方法 

 

■試薬 

グルタミン酸、N-メチル-D-アスパラギン酸（NMDA）、ロテノン、Hoechst 33,258、  

2, 3, 5- triphenyltetrazolium chloride（TTC）は、Sigma-Aldrich もしくは和

光純薬から入手した。 

 

■大脳皮質細胞初代培養 

妊娠17日目のSDラット（charles river）の胎仔（E17）より大脳皮質を回収し

た。細胞を分散するため0.01% DNase I（Sigma-Aldrich）、papain（9 units/mL, 

Sigma-Aldrich）、37℃、15分間酵素処理した。700 rpm、5分間遠心操作し得

られた細胞のペレットを5%新生仔ウシ血清、5% HSを含むDF培地（GIBCO）

に分散し培養皿に播種して培養を行った。  

培養2日目（DIV2）もしくは21日目（DIV21）に培養用培地へCAを添加し、ア

ポトーシスを誘導するため、その1時間後にNMDA、グルタミン酸もしくはロテ

ノンを含むEarle’s balanced salt solution［グリシン（5 μM）、塩化カルシウ

ム（1.8 mM）添加］に交換し15分間培養した。その後、再びCAを添加した培

養用培地に交換し20時間培養した。神経細胞がアポトーシスを起こしているか

どうかの確認は、神経細胞特異的マーカーを抗NeuN抗体（神経細胞核マーカー）

及び抗MAP-2抗体（神経細突起マーカー）を用いて染色することによって行っ

た。 

 

■細胞蛍光染色 

培養細胞の固定は 3%パラホルムアルデヒド溶液で 20 分間行った。3 回 PBS(-)

でリンスした後、抗体の浸透性を上げるため 0.2% TritonX100 で 5 分間処理し

た。次に一次抗体を添加し 4℃で一晩放置した。0.2% Tween20 - PBS(-)で 3 回

洗浄した後、2 次抗体を加え室温で一時間反応させた。核染色（DNA 染色）は

Hoechst 33,258（5 μg/mL）を用い室温 5 分間処理することによって行った。

一次抗体は、抗 NeuN 抗体、抗 MAP2 抗体を使用した。それらの一次抗体対す

る 2 次抗体は、ローダミン標識抗マウス IgG 抗体（SantaCruz）を用いて染色

を行った。撮影は、顕微鏡下（Eclipse TE-2000E, NIKON）で行った。 
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■組織中のカルノシン酸量の測定 

CA が経口投与で脳内にまで到達するかどうかを確認するために以下の実験を

行った。7 週齢雄性 C67BL/6 マウス（charles river）を室温 23 ± 3 ℃、12 時間

おきに照明の点灯／消灯を繰り返す環境にて飼育した。餌は通常飼育用餌 MF

（オリエンタル酵母）、水は水道水を与え、それぞれ自由摂取できるようにした。

環境に馴化させるため上記条件で一週間予備飼育した後、18 時間絶食を実施し

た。オリーブオイルに CA を溶解したもの（10 mg/mL）を CA 100 mg/kg 体重

になるようにゾンデを用いて経口投与した。コントロール群には、オリーブオ

イルのみを投与した。CA 投与 1 もしくは 3 時間後にエーテル麻酔下で心臓より

全採血を行い、その直後に脳及び肝臓を取り出した。取り出した脳及び肝臓に

アセトニトリル＋エタノール（9 + 1）を添加し、ポリトロン処理により破砕抽

出を行った。遠心操作し得た上清を窒素気流下で濃縮し 200 μL のエタノールに

再溶解させたものを HPLC 用のサンプルとした。血液は血清を調製し、その血

清に等量のアセトニトリルを加えることによって蛋白を変性させ、遠心処理に

より除蛋白し得られた上清を HPLC 用サンプルとした。 

 

■HPLC 

HPLC：LC10Avp（Shimadzu）、ODS カラム：μBondasphere（Waters）、検

出器：フォトダイオードアレイ UV 検出器（Shimadzu）、展開溶媒： 0.1%トリ

フルオロ酢酸（A）＋アセトニトリル（B）55%B イソクラチック、流速：1 mL/min、

カラムオーブン温度：40℃、の条件で CA の測定を行った。 

 

■CA 投与マウスの脳内グルタチオン及び第 2 相酵素 

CA を 0.03(w/w)%含有させた餌（MF、オリエンタル酵母）を作成し、8 週齢雄

性 C57BL/6 マウス（Charles river）に一週間にわたり自由摂取させた。一日の

餌摂取量は約 2.5～3.0 g／匹であり、CAを含有していない餌を食べさせた群（コ

ントロール群）と CA 混餌を食べさせた群の間に差はなかった。その後、エー

テル麻酔下にて心臓から全採血することにより脱血し、脳を摘出した。摘出し

た脳は左右に小分けし、片方には RNA 抽出精製試薬（TRIzol, Invitrogen）を

加えてホモジナイズし凍結保存した（遺伝子発現レベル測定用サンプルとして

使用）。グルタチオンの定量にはグルタチオン測定キット（Dojin）を用い、マ

ニュアルに従ってサンプル調製しグルタチオン量を測定した。グルタチオン測

定用のサンプル調製は以下のように行った。グルタチオンの酸化を避けるため、

小分けした組織に直ちに 10 mM 塩酸、5% 5-スルフォサリチル酸溶液を添加し
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ポリトロンで破砕抽出操作を行い、直ちに液体窒素で凍結し-80℃で一時保管し

た。融解後、遠心操作を行い得られた上清をグルタチオン測定用サンプルとし

た。 

第 2 相酵素の遺伝子発現レベルを確認するため、RNA 抽出用試薬 TRIzol

（Invitrogen）のマニュアルに従い RNA を抽出した。得られた RNA から cDNA

を調製し、PCR 法により遺伝子発現レベルを確認した。PCR は第 2 章と同様な

方法により実施した。使用したプライマー：マウス GCL-h：5’- AGG CTC TCT 

GCA CCA TCA CT -3’（センス）/5’- TGG CAC ATT GAT GAC AAC CT -3’（ア

ンチセンス）、マウス HO-1：5’- TAC ACA TCC AAG CCG AGA AT -3’（セン

ス）/ 5’- GTT CCT CTG TCA GCA TCA CC -3’（アンチセンス）、マウス β アク

チン：5’- AGC CAT GTA CGT AGC CAT CC -3’（センス）/ 5’- CTC TCA GCT 

GTG GTG GTG AA -3’（アンチセンス）。 

 

■脳梗塞モデル 

実験の18時間前から絶食させたC57BL/6マウス（8 週齢、雄性、charles river）

に10% DMSO-PBS(-)に溶解したCAを腹腔内投与した（CA 1 mg/kg体重）。コ

ントロール群には溶媒のみを投与した。中大脳動脈閉塞（MCAO）／再還流

（reperfusion）は、以下のように行った。イソフルラン＋70%亜酸化窒素によ

る麻酔下、マウスの右側のMCAOを外科的手術により実施した。MCAO処理は2

時間実施した。血流量（rCBF）を確認するため、レーザードロップ血流計

（Perimed）によるモニターリングを行った。その間の右脳側血流量は、MCAO

前の25%以下にまで低下した。その後MCAOを解き再還流したところ2時間以内

に血流量は50%以上に回復した。再還流24時間後、麻酔下にて屠殺し直ちに脳

を取り出し、1 mm厚のスライスを作成した。脳スライスは、2.5% TTC溶液に

10分間浸け染色した後、保存するため4%ホルムアルデヒドで固定操作を行った。

TTC染色された部分の面積の測定はNIHイメージ（version 1.62; Bethesda）に

よって行った。 
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３－３. 結 果 

 

■初代培養神経細胞に対するカルノシン酸の酸化ストレス抑制効果 

大脳皮質初代培養細胞を用い、NMDA、グルタミン酸及びロテノンンの細胞毒

性に対するCAの影響をみた。高濃度のグルタミン酸やNMDAを神経細胞に与え

るとアポトーシスが誘導されるが、これには興奮毒性に起因するものとそうで

はないものがあることが知られている。すなわち、機能的なNMDA型グルタミ

ン酸受容体が十分に発現している場合には、興奮毒性に起因する酸化的ストレ

スが神経細胞死の主原因になる (2-8)。一方、NMDA型グルタミン酸受容体の発

現レベルが不十分な場合には、細胞内グルタチオンが枯渇することによって結

果的に酸化的ストレスによる細胞死が誘発されることが知られている(9-12)。 

NMDA型グルタミン酸受容体の発現レベルは、胎仔大脳皮質細胞を培養した日

数（day in vitro: DIV）に依存して異なり、培養日数が短くまだ未成熟な状態で

は機能的な受容体が十分には発現していないため、過剰なグルタミン酸添加に

よって起こる細胞死は興奮毒性によるものではないことが示されている (10, 

12)。本実験では、これらの知見に従って、妊娠17日目のSDラットの胎仔（E17）

より大脳皮質を回収し、培養2日目（E17, DIV2）の機能的受容体が十分発現し

ていない初代培養神経細胞を用いたときのグルタミン酸／NMDAによる毒性を

“興奮非依存毒性”とした。培養21日目には、神経細胞（E17, DIV21）に機能的

なNMDA型グルタミン酸受容体が十分に発現するため、DIV21を用いた場合を

“興奮毒性”とした。ロテノンは、ミトコンドリアの電子伝達系複合体Iを阻害す

ることによってROSを発生させる薬剤であり、酸化的ストレス誘発剤として用

いた。 

 

本系では 10 μM 以上の CA で処理した場合、わずかに毒性が認められたため、

毒性が認められなかった 3 μM で実験を行った。Fig. 9 に染色細胞の結果を示し

た。DIV2 をグルタミン酸（2 mM）及びロテノン（0.3 μM）で処理した場合、

MAP-2/NeuN 陽性の生細胞数は著しく減少し、強い神経細胞毒性が誘発される

ことが示された。この毒性は、CA を添加することによって著しく軽減された。

グルタミン酸もしくはロテノンで処理した場合、MAP2/NeuN 陽性細胞数は、

コントロール（未処理群）に対して、それぞれ 30.8 ± 2.5%（グルタミン酸） 及

び 25.8 ± 1.9%（ロテノン）まで減少していたが、グルタミン酸／ロテノン＋CA

で処理した群は、それぞれ 73.8 ± 3.7% 及び 80.4 ± 3.4%であった。これらの結
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果は、CA には中枢神経系の細胞を酸化的ストレスから保護する働きがあること

を示唆していた（Fig. 9A, B）。 

次に、成熟した NMDA 型グルタミン酸受容体を十分に発現している初代培養細

胞（DIV21）を用い、NMDA による興奮毒性に対する CA の効果を検証した。

NMDAによって生細胞数（MAP-2/NeuN陽性）は 15 ± 1.6%にまで減少したが、

CA 添加した場合は 36 ± 2.3% となり、細胞死は有意に抑制された（Fig. 9C）。 

以上の結果より、グルタミン酸／ロテノンによる興奮非依存型の毒性及び

NMDA型グルタミン酸受容体を介した興奮毒性によって起こる酸化的ストレス、

いずれに対しても CA は抑制作用を発揮することが示された。更に、大脳皮質

初代培養細胞のEpRE転写活性がCA 3 μMで有意に活性化されることが確認さ

れた（Fig. 9D）。このことから第 2 相酵素の発現誘導が上記の毒性の抑制に寄

与していることが示唆された。 
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CA (3 μM) or vehicle was added to cerebrocortical cultures (E17, DIV2) 1 h prior to exposure to glutamate 

or rotenone. The cultures were then incubated for 20 h and stained with antibodies for MAP-2/NeuN 

neuronal markers (red) as well as with Hoechst DNA dye (blue) (A and B). CA (3 μM) or vehicle was added 

to cerebrocortical cultures (E17, DIV21) 1 h prior to exposure to NMDA. The cultures were then incubated 

for 20 h and subsequently stained (C). Cortical cultures (E17, DIV21) were transfected with 

EpRE-luciferase reporter vector DNA. CA (3 µM) or vehicle (control) was then added to the cultures. After 

a 24-h incubation, cell lysates were used for luciferase reporter gene assays (D). Values are mean ± SEM; 

*p < 0.01 by ANOVA.  

 

Fig. 9. カルノシン酸の大脳皮質初代培養細胞に対する酸化

ストレス及び興奮毒性抑制効果と EpRE転写活性化作用 
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■カルノシン酸の末梢投与による脳内移行 

以上の実験結果から、CA は酸化的ストレスによって起こる大脳皮質初代培養神

経細胞の変性を抑制することが示された。しかしながら体内へ投与する場合、

様々な代謝をうけたり、中枢神経組織の血管には特殊なバリア：血液-脳関門

（blood-brain barrier：BBB）があるため、末梢から投与しても中枢にまで到

達するかどうか疑問が残った。そこで次に末梢より投与した CA が脳内にまで

到達するかどうかを in vivo 試験によって検討した。CA を経口投与し、1 時間

及び 3 時間後にエーテル麻酔下にて心臓より全採血することによって血液をほ

ぼ完全に除去し、脳を取り出し、回収した血液と脳それぞれの組織中の CA 含

量を測定した。その結果、投与 1 時間後には、血液、脳それぞれから 44.3 ± 4.8、

4.8 ± 1.8 μmol/kg 組織重量（平均値 ± 標準誤差）の CA が検出され、経口投与

によって CA が脳にまで到達することが確認された（Fig. 10）。また、Fig. 9D

の結果より CA 3 μM によって EpRE 活性化が起こることから、これらの濃度は

第 2 相酵素の発現を誘導するには十分な濃度であると考えられた。3 時間後には、

脳内の CA 量は約半分に減少していた。  
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■脳内のグルタチオン及び第 2 相酵素遺伝子発現に与えるカルノシン酸の影響 

次に、CA を末梢から投与することによって、脳内のグルタチオン量及び酸化還

元比に変動が起こるかどうか、及び第 2 相酵素が誘導されるかどうかについて

検討を行った。グルタチオンは、細胞内を還元状態に保つために重要な役割を

果たしており、第 2 相酵素であるグルタチオン合成酵素（GCL）やグルタチオ

ンリダクターゼによって調整されている。CA を 0.03 (w/w)%混合した餌をマウ

スに一週間にわたり自由摂取させ、Fig. 10 の実験同様に全採血することによっ

て血液を除去した後、脳を取り出し二つに小分けし、グルタチオン測定用と第 2

相酵素発現レベル測定用に供した。結果を Fig. 11 に示した。CA を与えたマウ

スとコントロール群（CA 未投与群）の脳内総グルタチオン量［還元型グルタチ

オン（GSH）＋酸化型グルタチオン（GSSG）］を比較したところ、僅かではあ

るが有意に上昇していた。一方、GSH／GSSG の比率は、CA 投与によって顕

著に上昇していた。なお、測定した組織中の総グルタチオンに対する GSSG の

比率の結果は 0.34-0.65 ％であった。通常、細胞内 GSH/GSSG 比は 0.1-1.0%

であることから、サンプル調製時に著しい酸化は受けていないと思われた。更

に、CA を与えたマウスの脳の第 2 相酵素（HO-1 及び GCL）の遺伝子発現レベ

ルを RT-PCR 法によってみたところ、上昇していることが確認された。以上の

結果は、CA 末梢投与により、脳組織の生体防御機構が誘導されたことを示唆し

ていた。 

 

■脳虚血再還流による神経変性に対するカルノシン酸の抑制効果 

次に虚血再還流によって起こる神経変性を CA が抑制できるかどうかの検討を

実施した。本実験では、CA もしくは vehicle（10%DMSO-PBS(-)）を腹腔内投

与し、その 1 時間後に MCAO / reperfusion（虚血再還流）を実施した。24 時

間後に脳を摘出しスライスを作成した後に、細胞損傷の確認をするために TTC

染色を実施した（赤く染色されなかったところが、損傷が起こっている部位）。

結果を Fig. 12 に示した。Vehicle 投与群の損傷量は、51.2 ± 2.4%であった（左

脳側［虚血していない側］を 100%としたときの右脳側［虚血した側］の損傷量

の割合）。それに対し、CA を投与したマウスの損傷は 34.5 ± 3.6%と有意に少な

く、虚血再還流によって起こる脳組織の損傷は CA 投与によって抑制できるこ

とが示された。  
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Mice were fed 0.03% CA for 1 week and then blood was almost completely removed from their hearts. Then 

their brains were lysed and subjected to quantification of glutathione (A). Total RNA was extracted from the 

brains and subjected to RT-PCR using the indicated primers in the methods (B).  

 

Fig. 11. カルノシン酸経口投与による生体防御機構活性化作用 

ho-1

gcl-h

β-actin

Control CA

0

20

40

60

80

100

120

140

Control CA

*
G

SH
+G

SS
G

 (
%

)

0

20

40

60

80

100

120

140
160

180

200

Control CA

*

G
SH

/G
SS

G
 (

%
)

A

B



 

39 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Vehicle 

CA 

A: Representative TTC staining of brain sections after stroke in CA- versus vehicle-treated mice.  

CA (1 mg/kg body weight) was administrated intraperitoneally in vehicle solution (10% DMSO in 

PBS) 1 h prior to MCAO. After 24-h reperfusion, coronal sections, 1 mm in thickness, were 

prepared and stained with TTC. B: Quantification of infarct volume by TTC staining. CA decreased 

infarct volume compared to vehicle-treated mice. Data represent mean ± SEM (vehicle-treated, N = 

9; CA-treated, n = 9; 
*
p < 0.05 by ANOVA).  

Fig. 12. 脳虚血再還流（脳梗塞モデル）に対するカルノ

シン酸の神経変性抑制効果 
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３－４. 考 察 

 

第 2 章の結果から、CA は、神経様細胞株 PC12h において EpRE を介した生体

防御機構を強力に活性化することが示され、神経変性疾患に対する有効性が期

待された。神経変性疾患には様々なタイプがあるが、脳梗塞のみならず AD、

ALS や HD 等の発症・憎悪にも興奮毒性による酸化的ストレスが関与している

ことが示唆されている(2-8, 13)。そこで、本章では初代培養神経細胞及び in vivo

興奮毒性モデル（脳梗塞モデル）を用いて CA の効果を検討することとした。 

まず、生体への直接投与の前に大脳皮質の初代培養細胞を用い、興奮非依存毒

性及び興奮毒性によって起こる酸化的ストレスに対して抑制効果を発揮するか

どうかについて検討を行った。実験は NMDA 型グルタミン酸受容体が十分に発

現していないと考えられる細胞と十分に成熟した受容体が発現していると考え

られる細胞とを用いることで、興奮非依存毒性及び興奮毒性に対する効果を検

証したが、いずれにおいても CA は毒性を軽減した（Fig. 9A-C）。更に CA は、

大脳皮質初代培養細胞に対しても EpRE レポーター遺伝子の転写活性を誘導す

ることが確認された（Fig. 9D）。従って、生体防御機構の活性化が酸化的ストレ

スの低減に寄与し、神経変性を抑制したものと考えられた。CA 自身ラジカルス

カベンジャーでもあるため (14)、この酸化的ストレス抑制効果には、[１] CA

による直接的なラジカルスカベンジ効果、及び[２] 生体防御機構を活性化し第 2

相酵素を誘導したことによる酸化的ストレス抑制効果、これら二つの効果が寄

与していると考えられた。 

薬物が生体で有効性を発揮するためには、代謝による失活や、薬物が生体バリ

アを通過できるかどうかなど幾つかの課題をクリアーしなければならない。特

に脳をはじめとする中枢神経系の血管には血液-脳関門（blood-brain barrier: 

BBB）が存在するため、投与しても脳内にまで到達することができない可能性

も高い。しかし、CA の場合、経口投与によって脳にまで移行することが確認さ

れた（Fig.10）。さらに、CA 投与によって脳内の総グルタチオン量（GSH+GSSG）

及びその還元型の比率（GSH/GSSG 比）が増大していることも確認された（Fig. 

11A）。EpRE を介して発現が誘導される酵素には、グルタチオンの合成や還元

に関わる酵素があり、Fig. 11A の結果は第 2 相酵素の発現誘導に起因している

と思われた。事実、CA を投与したマウスの脳組織では代表的な第 2 相酵素であ

り抗酸化作用を発揮するHO-1及びグルタチオン合成の律速酵素であるGCLの

遺伝子発現が増大していた（Fig. 11B）。これらの結果は、CA は末梢投与によ

って脳にまで到達し生体防御機構を誘導することを示していた。更に in vivo 脳
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梗塞モデル脳虚血再還流実験においても CA は脳組織の壊死を有意に抑制した

（Fig. 12）。以上の結果は、CA が神経変性疾患に対する有効な薬剤もしくはそ

のリード化合物になりうることを示唆していた。 

そこで、次に CA の神経変性抑制効果の機構について、分子生物学的なアプロ

ーチによる検討を行うこととした。 
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－第 4 章－ 

 

カルノシン酸の生体防御機構活性化のメカニズム 

（その１） 

－Keap1-Nrf2-EpRE 経路の活性化－ 

 

 

４－１. 序 論 

 

ここまでの検討より、CA は神経細胞の EpRE 転写活性を上昇させ、生体防御

機構を活性化し、酸化的ストレス抑制作用を発揮することが示された。そこで、

本章では、CA の生体防御機構活性化のメカニズムの解明を目的として、EpRE

に結合する転写因子である Nrf2 とその調節因子である Keap1 に着目し、特に

Keap1 に対する CA の反応に焦点をあてて研究を進めた。 

 

第 1 章に記載したように Keap1 は、細胞質に局在化しており、Nrf2 と結合しユ

ビキチン化することにより分解を促しNrf2の核内移行を抑制している蛋白であ

る。しかし、Keap1 のセンサーとなるシステインが修飾されると、Nrf2 分解作

用は抑制され、結果的に Nrf2 量は増大し、核内に移行することにより EpRE の

活性化が起こる。すなわち Keap1 は Nrf2-EpRE 経路の活性化の鍵を握ってい

る因子といえる。Keap1 にはシステインが、マウスやラットでは 25 個、ヒトで

は 27 個存在している。これらのシステイン残基が、通常の生理的条件下（非ス

トレス下）においてフリーのチオールとして存在しているのか、ジスルフィド

結合を形成しているのか、立体的にどのような配置で存在しているのか等につ

いてはまだ不明な点が多い。しかしながらセンサーとしての役割を主に果たし

ているのは、反応性が高いBTB領域にあるC151と IVR領域にあるC273，C288

であり、幾つかの親電子性物質が、チオール基のアクセプターとしてマイケル

付加反応し、Keap1 システイン残基を酸化的修飾することによって Nrf2-EpRE

を活性化することが報告されている(1, 2)。 

CA 自体は親電子性物質ではないが、酸化されカテコール構造がキノン化した

CA は α, β-不飽和ケトンの構造をとるため(3)、親電子性物質として Keap1 シス

テイン残基とマイケル付加反応を起こし、それが Nrf2 経路の活性化を引き起こ

している可能性が考えられた。 
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４－２. 実験材料及び方法 

 

■試薬 

Fr.V 牛血清アルブミン（BSA）は Sigma-Aldrich より購入した。 グルタチオ

ン、 N-エチルマレイミド （NEM）は和光純薬より入手した。抗 Nrf2 抗体及

び抗 Keap1 抗体は伊東教授（弘前大医）より供与していただいた。その他の抗

体は、Calbiochem もしくは SantaCruz より購入した。2 次抗体は、FITC 標識

抗マウス IgG 抗体もしくは HRP 標識抗 IgG 抗体を用いた（Sigma-Aldrich）。

その他汎用試薬は Sigma-Aldrich もしくは和光純薬より購入した。 

 

■細胞培養 

COS-7 は、細胞バンクヒューマンサイエンス資源バンク（財団法人ヒューマン

サイエンス振興財団）より入手した。培養は、DMEM（Sigma-Aldrich）に

10%FBS 及び抗生物質（100 μg/mL ストレプトマイシン、100 units/mL ペニシ

リン：GIBCO）を添加した培地を増殖用及び試験用に用いた。その他の細胞培

養は、第 2 章に記載の方法のとおりに実施した。 

 

■レポーター遺伝子アッセイ 

第2章と同様な方法で行った。 

 

■ベクター 

Nrf2（wild-type: ドミナントネガティブと区別するためNrf2WTと略す）及び

Nrf2ドミナントネガティブ（Nrf2DNと略す）の発現ベクターの作成は、Alam

等の方法(4)に従って行った。Nrf2WT用のインサートDNAは以下のプライマー

を使用しPCRによって得た。マウスNrf2WT：5’ - GCC ATG ATG GAC TTG 

GAG TTG CCA CCG CCA -3’（センス）/ 5’- GTT TTT CTT TGT ATC 

TGG CTT CTT GCT TTT -3’（アンチセンス）。Nrf2DNは、Fig. 13に

示した様にNrf2のN末側にある転写活性化に関わる領域を全て欠損させ、C末端

側にある核内移行シグナルとDNA結合に関わる領域のみを残したものを用いた。

Nrf2DN用のセンス用プライマーは、5’- GCC ATG GGT GAA TCC CAA TGT 

GAA AAT ACA -3’を用い、アンチセンス用プライマーはNrf2WTと同じものを

用いて作成した。Keap1発現用のpEF-Keap1ベクターの作成には以下のプライ

マーを用いインサートDNAを作成した：5’-ACC ATG CAG CCC GAA CCC 

AAG CTT AGC GGG -3’（センス）/ 5’-AAG CAA ATT GAT CAA CAA AAC TGT 
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ACC TGC -3’（アンチセンス）。得られたインサートDNAは、pEF6-TOPO V5/His

（Invitrogen）へマニュアルに従って挿入し、それぞれの発現ベクター

（pEF-Nrf2WT、pEF-Nrf2DN、pEF-Keap1）を得た。コントロール用発現ベ

クターには何も挿入されていないpEF6 empty vector（pEF-EV）を用いた。ヘ

マグルチニン（HA）標識Keap1発現ベクター（pcDNA-HA-Keap1WT）及び

HA標識欠損変異Keap1発現ベクター（pcDNA-HA-ΔBTB-Keap1, 

pcDNA-HA-ΔIVR-Keap1, pcDNA-HA-ΔIVR- Keap1）は、小林聡先生（東北大

学）より供与していただいた（Fig. 15）。 

 

■ビオチン標識カルノシン酸の合成 

CA（90 mg）をアセトニトリル（2 mL）に溶解し、ジシクロヘキシルカルボジ

イミド（67 mg）（東京化成工業）を添加し 3 分間氷上で反応させた。直ちに 80%

アセトニトリルに溶解した 5-（ビオチンアミド）ペンチルアミン（41 mg）（Pierce）

を加え、更に氷上で 10 分間反応させた。得られた反応物を中圧カラム液体クロ

マトグラフィー（ODS column consisting of ODS-S-50c; Yamazen）にかけ、

UV280 nm でモニターリングしながらビオチン標識 CA 分画を得た。展開溶媒

には、アセトニトリル＋1 mM 塩酸（2 + 8）を用いた。分取したものを凍結乾

燥器にかけてビオチン標識 CA を得た。得られたサンプルは、NMR（第 2 章に

記載の方法による）にかけることによってビオチン標識 CA であることを確認

した。 

 

■システイン残基との結合実験 

システインのチオール残基と結合するかどうかを確認するため、[１] システイ

ンを含むトリペプチドであるグルタチオン、[２] システインの還元型チオール

残基を一つ有している蛋白質である牛血清アルブミン（BSA）との結合実験の 2

種類で検討した。 

[１]：還元型グルタチオン（GSH，18 mM）と CA（6 mM）をエタノール＋PBS(-) 

pH7.4（１＋１）に溶解させた。エタノール混合 PBS(-)を使用したのは CA が

PBS(-)には溶けにくいためである。37℃にてインキュベートしながらタイムコ

ースをおってサンプリングし、HPLC にて確認した（HPLC の条件は、溶離液

が 30%B isocratic であることを除き第 3 章と同じ）。HPLC で検出された未知

なピークを得るため、中圧分離カラム（ODS column ODS-S-50c; Yamazen）

にかけ分取した。分取したものをロータリーエバポレーターで濃縮し、更に完

全に乾燥させるために凍結乾燥した。得られた白色粉末を第 2 章記載の方法で
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MS 分析及び NMR 分析（1H-NMR、13C-NMR、CH-COSY、HH-COSY、NOESY）

にかけ構造解析を行った。 

[２]：ビオチン標識 CA（1-100 μM）及び N-エチルマレイミド（NEM: 10-1000 

μM）と BSA（1 mg/mL）を 23℃で 5 時間インキュベートし、SDS-PAGE にか

けた。ビオチン標識 CA の検出は 2 次抗体の代わりに西洋ワサビペルオキシダ

ーゼ標識ストレプトアビジンを用いた以外はウェスタンブロッティングに記載

の方法と同様な方法で行った。また、同サンプルを同様な方法で SDS-PAGE か

けた後、クマシーブリリアントブルー染色を行うことで BSA 蛋白の確認を行っ

た。 

 

■PCR 

第2章及び3章と同様な方法で行った。 

 

■免疫沈降 

ビオチン標識 CA もしくは vehicle で処理した細胞を PBS(-)でリンスした後、

RIPA 緩衝液[150 mM NaCl, 50 mM Tris-HCl, pH 7.4, 0.25% deoxycholic acid, 

1 mM EDTA, 1% Nonidet P-40, 50 mM NaF, 1 mM Na3VO4, 50 µM MG132

（Calbiochem）, protease inhibitors（Complete, Roch Diagnosis）]を添加し

た。そのライセートを超音波処理し 15000 rpm, 4℃, 10 分間遠心操作した。そ

のライセート上清にストレプトアビジン標識アガロースビーズを添加し4℃で1

時間インキュベートした。続いてリンスバッファー [150 mM NaCl, 50 mM 

Tris-HCl (pH 7.5), 0.1% Nonidet P-40, 1 mM EDTA, 0.02% NaN3] で洗ったも

のをウェスタンブロッティングのサンプルとして用いた。 

 

■ウェスタンブロッティング（WB） 

細胞のライセートに SDS-PAGE サンプルバッファー（Pierce）を添加し、

SDS-PAGE にかけた。電気泳動後、Hybond-P PVDF メンブラン （Amersham 

Pharmacia）へ iBlot system （Invitrogen）を用いて転写した。続いて、転写

されたメンブランを BlockAce（1X）（大日本住友製薬）で室温 1 時間ブロッキ

ング処理を行った。0.1%Tween20 PBS(-)（PBS-T）でリンスした後、各種抗体

を加え、室温 1 時間もしくは 4℃一晩処理した。リンスした後、西洋ワサビペル

オキシダーゼ標識 2 次抗体で室温 1 時間処理し、ECL Western Blotting 

Detection Reagent（Amersham Pharmacia）を用いて検出を行った。 
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■細胞蛍光染色 

第 3 章と基本的に同操作で行った。ただし、CA を 24 時間暴露した後、固定処

理時に MG132（50 μM）を添加した。核染色には DAPI（4’, 6-ジアミノ-2-フェ

ニルインドール）を用いた。Nrf2 の検出には抗 Nrf2 抗体及び FITC 標識抗マ

ウス IgG 抗体を用いた。 
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４－３. 結 果 

 

■Nrf2 ドミナントネガティブ及び Keap1 の影響 

まず、CA の EpRE 転写活性化作用に Keap1-Nrf2 の経路が関与しているのかど

うかを確かめるため、EpRE-ルシフェラーゼレポーター遺伝子と共に Nrf2DN

もしくは Keap1 の発現ベクターを細胞に導入し、CA 誘導 EpRE 活性化作用に

与える影響について検討を行った。Nrf2DN 及び Keap1 発現ベクター

（pEF-Nrf2DN、pEF-Keap1）の対照には何も挿入していないベクター

（pEF-EV）を用いた。その結果、CA による EpRE 転写活性化作用は、Nrf2DN

もしくはKeap1 を過剰発現させることによって著しく抑制された。このことは、

CA による EpRE 活性化作用に Nrf2 及び Keap1 が関与していることを示して

いた（Fig. 13）。 
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PC12h cells were co-transfected with [EpRE reporter vector] and [enmpty vector (EV), Nrf2DN,or Keap1 

expression vector]. After 24h 10 μM of CA was added to the cells. The luciferase activities were measured 24 

later. The value of NT/EV was set as 1 and the relative values were presented. N=3, mean ± SD, *; p < 0.03  

Neh2: Keap1 binding domain, Transactivation domain: 

the essential domain for transactivation, NLS: nuclear 

localization signal, bZIP: DNA binding domain. 

*The domains of Keap1 are shown in Fig. 2. 

Transactivation 

Fig. 13. カルノシン酸誘導EpRE活性化作用に対するNrf2DN

及び Keap1過剰発現の影響  
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■カルノシン酸のシステインチオール結合作用 

牛血清アルブミン（BSA）には還元型のチオール基（システイン残基）が一つ

あることが知られており、Nrf2 活性化作用を有する親電子性物質が BSA と結

合することが報告されている (5)。そこで BSA のチオール基と CA が結合する

かどうかを確認するため、以下の実験を行った。まず、CA のカルボキシル基に

ビオチンを結合させたビオチン標識 CA を合成し、それを BSA と混合しインキ

ュベートした。その後、ウェスタンブロッティング法によってビオチン標識 CA

と BSA の結合体を検出した。また、チオール基の強力なアルキル化剤である N 

-エチルマレイミド（NEM）を添加することで反応が抑制される（ブロックされ

る）かどうかの検討を実施した。その結果、ビオチン標識 CA と BSA を混合し

たものは、クマシーブリリアントブルーで検出された BSA と同じ位置にアビジ

ンと反応するバンドが検出された。また、NEM 濃度依存的にそのバンドは消失

した（Fig. 14 A）。これらの結果は、CA が蛋白質のシステイン残基に結合する

ことを示唆していた。 

 

次に、CA が実際にシステイン残基と結合するのか、するとすればどのような形

で結合するのかを確認するために、構造が単純なシステイン含有ペプチド（GSH）

を用いて検討を行った。反応は、比較的細胞内の環境に近い条件、すなわち GSH

濃度 mM オーダー、pH7.4、37℃の条件で行った。CA と GSH を上記条件で反

応させ、タイムコースを追ってサンプリングし HPLC で追跡したところ、徐々

に生成される未知なピークが出現した（Fig. 14B）。18 時間後、添加した CA の

うち 17.5 mol %変換されていた。このピークを分離精製し、構造解析を実施し

た。その結果、[１] CA の 1H-NMR で検出される 6.332 ppm のピーク（C(14)

に結合している水素）が消失していた。その他の CA に帰属する水素は全て検

出された。[２] 13C-NMR で CA の C(14)に帰属するピークが 119.3 ppm から

147.1 ppm へと大きく低磁場にシフトしていた。他の CA 由来のピークに大き

な変化は認められなかった。また、[３] 反応物を NOESY 解析したところ、C(15)

－C(21)、C(15)－C(22)、C(17)－C(21)、C(17)－C(22)の水素の間で NOE シグ

ナルが検出されたことより、立体構造上、これらの炭素に結合している水素が

近接していることが示された。また、分子量は GSH と CA が共有結合した場合

と同じ 637.8 であった。以上の結果とその他の 2D-NMR の分析結果は、CA と

GSH を生理的な条件に近い状況で反応させて得られた反応産物が、CA の C(14)

とシステインチオール基が共有結合した化合物であることを示していた（構造

を Fig. 14B に示した） 
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BSA (1 μg/lane) was incubated with various concentrations of binotinyl CA for 5 h at room temperature (r.t.). 

The obtained samples were subjected to WB (upper panel). BSA was preincubated with NEM for 30 min at 

r.t. Vehicle (lane 1) or biotinyl CA (lanes 2-7) was then added, and the samples were incubated for 5 h prior 

to WB (lower panel). A duplicate gel was stained with Coomassie brilliant blue (A). GSH and CA were 

incubated and slowly mixed in 50% ethanol-PBS(-), pH 7.4, at 37℃. GS-CA formation was then quantified 

by HPLC. The chemical structure of the GS-CA adduct was confirmed by 
1
H-NMR, 

13
C-NMR, and nuclear 

overhauser effect (NOE) analysis. NOE signals were indicated by arrows (B)  

 

 

Fig. 14. カルノシン酸のシステイン－SH残基に対する

アルキル化作用 
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■カルノシン酸の Keap1 への結合 

少なくとも、システインのチオール基と CA は試験管実験では結合することが

示された。では、実際に CA は Keap1 と細胞内で結合しうるのであろうか。こ

の疑問を解決するために、CA を追跡できるようビオチン標識 CA を用いて検討

を行った。 

本実験系では、Keap1 の検出感度が悪かったため、Keap1 発現ベクター

（pEF-Keap1）をトランスフェクションし Keap1 を大量発現させた PC12h 細

胞を用いることにした。Keap1 発現ベクタートランスフェクション 24 時間後に

ビオチン標識 CA を細胞に添加した。更に 24 時間培養した後に細胞のライセー

トを調製し、免疫沈降法（IP）によってアビジンと結合するもの、すなわちビ

オチン標識化合物を回収し、それをウェスタンブロッティング法によって分析

した。検出には抗 Keap1 抗体を使用した。その結果、ビオチン標識 CA を添加

した細胞の場合のみ抗 Keap1 抗体によって明瞭なバンドが検出された（Fig. 

15A）。この結果は、CAが細胞内でKeap1に結合することを強く示唆していた。 

 

次に、CA の Keap1 結合領域の特定をすることを目的として実験を行った。マ

ウスやラットの Keap1 には 25 個のシステイン（ヒトでは 27 個）があることが

知られているが、N 末端領域、C 末端領域の間にその特徴から BTB、IVR、DGR

と呼ばれる 3 つの領域がある（Fig. 15B）。そのうち BTB と IVR 領域にあるシ

ステインのチオール基（BTB：C151、IVR：C273、C288［Fig. 15B 赤字で表

示］）がレドックスセンサーとして重要な役割を果たしており、それらが酸化修

飾されることでコンフォーメーション変化が起こりNrf2の分解が抑制されるこ

とが報告されている (6)。そこで、BTB、IVR、DGR 領域それぞれを欠損させ

たヘマグルチニン（HA）標識 Keap1 発現ベクター（Fig. 15B）を用い、結合領

域の特定を試みた（Fig. 15C）。細胞にそれぞれのベクターを導入した後、ビオ

チン標識 CA で処理し、その細胞のライセートを調製、アビジン標識ビーズを

用いて IP（免疫沈降法）を行った。そのサンプルをウェスタンブロッティング

にかけ、抗 HA 抗体で検出した。その結果、HA-Keap1WT 発現ベクターを導入

した細胞では明瞭なバンドが検出されたのに対し、BTB 欠損 Keap1 発現ベクタ

ー導入細胞ではバンドがほぼ消失していた。IVR 欠損 Keap1 発現ベクター導入

細胞でも僅かながら減少がみとめられた。DGR 欠損 Keap1 発現ベクター導入

細胞では減少は認められなかった。 

CA がシステインペプチドのチオール基に結合したこと（Fig. 14B）、及び CA

は Keap1WT に結合したが、その結合能は BTB 領域を欠損することによって著
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しく減弱したこと（Fig. 15C）、これらの結果は、CA が BTB 領域のシステイン

に選択的に結合することを示唆していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Biotinyl CA was added to PC12h cells. After 24 h the cells were harvested and then the lysates were subjected 

to IP with strept avidin beads. The streptavidin-binding IP samples were subjected to WB using anti-Keap1 

antibody. CAB: byotinyl CA, INPUT: no IP treatment (A). The structure of mouse Keap1 wild Type and deletion 

mutant Keap1 with HA Tag (B). Biotinyl CA was added to COS-7 cells transfected with wild type or deletion 

mutant Keap1 expression vector. The cells were lysed 24h later and then the lysates were subjected to IP with 

streptavidin beads and WB using anti-HA antibody. IP: immunoprecipitation, INPUT: no IP treatment, Lane 1, 

6: empty vector, Lane2, 7: HA-Keap1WT, Lane3, 8: HA- ΔBTB Keap1, Lane 4, 9: HA-ΔIVR Keap1, Lane 5, 10: 

HA-ΔDGR Keap1 (C) 

 

Fig. 15. カルノシン酸の Keap1－BTB領域への選択的結合 
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■カルノシン酸の Nrf2 核内移行作用 

Keap1 は細胞質にあるアクチンファイバーに結合しているため、Nrf2 は通常の

状態では Keap1 にトラップされ細胞質に局在化する (7)。しかし、ROS や親電

子性物質により Keap1 が修飾されると、Nrf2 は Keap1 による分解をうけなく

なり、核内に移行集積するようになる。そこで、CA 処理によって Nrf2 が核内

に移行するかどうかを確かめるため試験を行った。Nrf2 の分布を確認するため、

固定した細胞を抗 Nrf2 抗体で処理した後、蛍光標識 2 次抗体（緑）及び DAPI

（核染色：青）を用いて細胞染色をした（Fig. 16）。未処理の場合、緑の蛍光は

細胞質に局在していたが、CA 処理により核内に集積されることが確認された。

以上の結果は、CA は Keap1 のシステインを修飾することによって Nrf2 の核内

移行を誘導し、Nrf2-EpREの経路の活性化を介して第 2相酵素群の発現を促進、

生体防御機構を誘導することを示していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

COS-7 cells were either not treated (NT) 

or treated with CA for 24 h and then 

stained with anti-Nrf2 antibody (green) 

and 4’, 6-diamino-2-phenyliode (blue) 

 

Fig. 16. カルノシン酸の

Nrf2核内移行集積効果 
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４－４. 考 察 

 

Keap1及びNrf2DNの過剰発現によって CAの EpRE活性化作用が抑制された

ことから Keap1-Nrf2-EpRE 経路を CA は活性化していることが示唆された

（Fig. 13）。更に［１］CA はシステイン残基と共有結合する作用を有していた

（Fig. 14）。［２］Keap1 には BTB, IVR, DGR それぞれの領域にシステインが

存在するが（Fig. 2, 15）、BTB 及び IVR 領域（主に BTB 領域）に選択的に結

合することが欠損変異 Keap1 を用いた実験の結果から示唆された（Fig. 15B,C）。

これらの結果から、CA は Keap1-BTB システイン残基のチオールを修飾するこ

とにより、Keap1-Nrf2-EpRE 経路の活性化を引き起こすと考えられた。 

これまでに親電子性物質による Nrf2 活性化は、主に Keap1 の C151（BTB 領

域）を修飾することによって起こることが示されている(8-11)。これらの知見と

今回得られた結果をあわせて鑑みれば、CA も他の親電子性物質同様に

Keap1-C151 を修飾すると思われる。しかしながら、それを明確にするために

は、例えば Keap1 の C151 をセリンに変えた変異体を用いての実験などでの検

証が必要である。 

 

CA とチオール基が共有結合する機構については、以下のように考えられる：ま

ず、CA が酸化されキノンになると（CA キノン）、α, β-不飽和ケトンの形をとる

ため親電子性物質となる。CA キノンは、マイケル付加反応のアクセプターとし

て働き、CA キノンの C(14)（＊）がチオール基の求核攻撃をうけシステインと

共有結合する（Fig. 17）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 17. カルノシン酸とシステイン－SHとの反応機構（推定） 
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以上のことから、以下の仮説が考えられた：[１] 酸化的ストレスが高い状態に

あるとき、CA は直接酸化されることによって ROS をスカベンジし、酸化的ス

トレスを軽減する。この時 CA はキノン化される。[２] 次に、Keap1 の特に BTB

領域のチオール基（C151）が、キノン化した CA にアタックし Keap1-CA 付加

体が形成される。CA が付加することによって Keap1 ホモダイマーのコンフォ

ーメーション変化が生じ、Kepa1 の Nrf2 をトラップする能力が失われ、Keap1

を介したユビキチン－プロテアソーム分解経路から Nrf2 は逃れる。Nrf2 は恒

常的に発現しているため、結果的に Nrf2 量の増大が起こる。Nrf2 はリン酸化

をうけ核内へ移行、続いて第 2 相酵素の遺伝子発現誘導が起こる。第 2 相酵素

は、酸化的ストレス軽減など生体防御の働きを果たす。つまり、CA は[１] と[２] 

の 2 段階の仕組みによって細胞を酸化的なストレスから守っている可能性があ

る。[１] は速やかに起こり、[２] の遺伝子発現を伴う酵素的な反応は少し遅れ

るが持続的に起こると考えられる。事実、培養条件下では培地中の CA は 24 時

間以内に消失したが、酵素誘導は 24 時間以上持続していた（Fig. 7）。酸化的ス

トレスが高い場所ほど CA はキノン化し親電子性物質になりやすいと考えられ

るため、酸化的ストレスをうけやすい病巣部において、CA はより強く

Keap1-Nrf2-EpRE 経路を活性化し持続的な生体防御機構を発揮しうるのかも

しれない。 

 

ROS による Nrf2-EpRE の活性化作用は、通常、親電子性物質よりも弱いこと

が示唆されている(12)。また、非常に強い親電子性物質、例えば NEM の場合、

Keap1 に結合しながら、むしろ Nrf2 活性を抑制することがあることも知られて

いる。その要因として、選択性が低くく、Nrf2 のシステイン残基を修飾するこ

とによって不活性化してしまうことが示されている(13, 14)。細胞は

Keap1-Nrf2-EpRE を介した生体防御機構によって細胞内部を高い還元状態に

保ち、常に酸化的ストレスに備えている。しかし、大量の ROS や強力な親電子

性物質に晒された場合、活性が非常に高いがゆえに選択性が低くあらゆるもの

を酸化修飾してしまうため毒性が出やすく、Nrf2 の活性化が起こりにくいのか

もしれない。 

一方、CA はローズマリーに最も多く含まれているポリフェノールである。ロー

ズマリーは古くからスパイスとして用いられてきたハーブであり、長い食経験

があることから、CA の毒性は低いと思われる。実際 CA を投与したマウスに毒

性は認められていない。従って、CA のようなポリフェノールの場合、おそらく

酸化されて親電子性物質になってもその親電子性はそれほど強くでないため、
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感受性の高いセンサーとして働くシステイン残基（Keap1-C151 等）に対して

選択的に結合し、毒性が出にくいのかもしれない。また、Nrf2 によって誘導さ

れる解毒酵素（例えばキノンリダクターゼ等）が毒性軽減に寄与している可能

性も考えられるが、更なる検討が必要である。 

 

PC12h 細胞に対し、CA は他のポリフェノールや親電子性物質に比して極めて

強い EpRE 転写活性化作用を示した。しかし、他の細胞に対しては、それほど

強い EpRE 活性化作用は示さなかった（Fig. 6, 8）。このことから、おそらく

CA／CA キノンは、PC12h 細胞に対しては Keap1 以外にも作用することによ

って、Nrf2-EpRE の活性化を誘導している可能性があると思われた。この機構

を解明することができれば、有効性の高い薬剤の開発につながるかもしれない。 
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－第 5 章－ 

 

カルノシン酸の神経分化誘導効果と 

生体防御機構活性化のメカニズム 

（その２） 

－Nrf2 及びキナーゼ活性化を介した神経分化誘導と生体防御機構の活性化－ 

 

 

５－１. 序 論 

 

神経細胞は、神経突起を伸長させ、その神経突起の先端部分でシナプスを形成

し、細胞間で情報伝達を行っている。これによって記憶形成や筋肉を動かす等

の重要な神経機能が発揮される(1)。近年、神経機能や神経系の生体防御機構に

とって重要な役割を果たす因子「ニューロトロフィン」が見出された (2)。ニュ

ーロトロフィンは、神経成長因子（NGF）関連遺伝子ファミリーの総称であり、

NGF、BDNF、NT-3、NT-4/5 が知られている。神経細胞の生存維持、分化およ

び機能発現にとってニューロトロフィンは必須の因子であり、神経細胞に対し

て神経突起伸長誘導作用や抗酸化酵素誘導作用、アポトーシス抑制作用等を発

揮する。また、神経変性に対して抑制作用を発揮することから、神経変性疾患

の治療への応用が期待されている。しかしながら、ニューロトロフィンはペプ

チドであり末梢投与では血液-脳関門を通過することができないため、末梢投与

によって脳内に到達しニューロトロフィン様作用を発揮する薬剤の開発が望ま

れている。 

 

ニューロトロフィンは神経細胞表面にあるニューロトロフィン受容体（TrkA、

B、C 等）に結合して作用する。NGF の場合、TrkA に結合し、TrkA の自己リ

ン酸化をひき起こし、更に Erk1/2 や PI3K など様々なキナーゼの活性化を促す

(3)。TrkA は、NGF が結合すると細胞内へと移行しシグナル伝達を起こす。NGF

は p62/ZIP という足場蛋白の発現を誘導することが知られていたが(4)、最近、

神経系細胞株 PC12 及び HiB5 において、p62/ZIP 量と NGF 作用との間に相関

性があることが報告され(5-8)、p62/ZIP が TrkA の細胞内への移行のトリッガー

として重要な役割を果たしていることが見出された（Fig. 3）(9, 10)。また、ニ

ューロトロフィンが枯渇すると神経変性が起こることが知られているが、

p62/ZIP ノックアウトマウスは、AD 様の症状を示すことが報告されている(11)。 
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一方、Nrf2 によって p62/ZIP の発現が誘導されることが、マクロファージ細胞

株 RAW264.7 を用いた実験で報告されていたものの(12)、神経系細胞において

p62/ZIP の発現が Nrf2 の制御下にあるかどうかは不明であった。 

 

PC12 系の細胞は、TrkA を発現しており NGF に応答して神経突起を伸長する

という特性を有した細胞であるため、NGF/TrkA の作用機構に関する研究にし

ばしば用いられる。興味深いことに Nrf2 活性化作用を有するポリフェノールや

親電子性物質の中には、“微量の NGF 存在下”、PC12 の神経突起伸長を促進さ

せる作用、すなわち NGF 様作用があることが報告されているものがある 

(13-16)。しかしながら、Nrf2 と NGF 作用との関連性に関する報告は存在して

いなかった。そこで、CA にも NGF 様作用はあるのか、あるとすれば Nrf2 や

p62/ZIP が関わっているのではないかという仮説をたて、PC12h を用いて研究

をすすめた。 
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５－２. 実験材料及び方法 

 

■試薬 

NGFβ は R&D systems より購入した。LY294002、U0126、K252a 及び MG132

は Calbiochem より入手した。その他の主な試薬は Sigma-Aldrich より入手し

た。 

 

■分化・神経突起伸長細胞の観察及び突起伸長細胞の割合の測定 

PC12h 細胞は、第 2 章と同様な方法で培養した。細胞播種 48 時間後に CA も

しくは NGF-β を培地に添加し、記載の時間培養した後、最低 200 個の細胞の状

態を観察した。細胞体の直径（不定形の場合は短い方）よりも長い神経突起を

一本以上出している場合は、神経突起が伸長している細胞（neurite-bearing cell）

と判別しカウントした。細胞の撮影は位相差顕微鏡（Eclipse TE-2000E NIKON）

により行った。トランスフェクションをする場合は、細胞播種 24 時間後にトラ

ンスフェクション操作を実施し、その 24 時間後に被検体を添加して観察を行っ

た。 

 

■プラスミド及び安定発現株樹立 

pGL-hNQO-1 promoter-luciferase プラスミドベクターの作成を以下の方法に

より得た。人の NQO-1 構造遺伝子上流プロモーター領域のうち EpRE までの

部分を PCR により増幅した。PCR では以下のプライマーを使用した： 5’-GGA 

CGC GTG CAG TCA CAG TGA CTC AGC AGA -3’ （wild type 用 センスプラ

イマー）、5’- GGA CGC GTG CAG TCA aAG TGc CTa AGC AGA ATC -3’ 

（mutant EpRE用センスプライマー［小文字は変異を入れた部分を示す］）(17)、

5’- GGA AGC TTT TTA TAT ATC CTG TCC GGC CCG -3’（アンチセンス)（共

通）。本 PCR プロダクトにはそれぞれ MluI 及び HindIII（下線で示した）制限

酵素サイトを含んでおり、マニュアルに従い、pGL3-basic vector （プロメガ）

のマルチクローニングサイトに挿入し pGL3-hNQO-1 promoter-luciferase

（wild type もしくは mutant）を得た。 

PC12h細胞の cDNAから p62/ZIP発現ベクターを作成するために p62/ZIPの構

造遺伝子部分を以下のプライマーを用いて得た。5’- CCG CCA TGG CTT CGC 

TCA CGG TGA AG -3’（センス）/5’ - CAA TGG TGG AGG GTG CTT TGA ATA 

C -3’（アンチセンス）。PCR により増幅した DNA をマニュアルに従い

pEF6-V5-His TOPO ベクター（Invitrogen）に挿入し、pEF-p62/ZIP（p62/ZIP
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発現ベクター）を得た。 

p62/ZIP 特異的ノックダウン用 micro RNA 発現ベクター（pcDNA-p62miR）

を得るため、BLOCK-iT Pol II RNAi Expression Vector kit, Gate Way System

（Invitrogen）を使用した。以下の一本鎖 DNA：5’- TGC TGA TAA TTC TTG 

GTC TGT AGG AGG TTT TGG CCA CTG ACT GAC CTC CTA CAC CAA 

GAA TTA T -3’（ZIPmiR 用 top strand）及び 5’- CCT GAT AAT TCT TGG TGT 

AGG AGG TCA GTC AGT GGC CAA AAC CTC CTA CAG ACC AAG AAT 

TAT C -3’ （ZIPmiR 用 bottom strand）（太字は本キット Gate Way（GW）シ

ステムの突出末端）をアニーリングし dsDNA とした後、マニュアルに従って

pcDNA6.2-GW-miRベクターに挿入しクローニングを行った。得られたZIPmiR

発現ベクターは Lipofectamine 2000（Invitrogen）を用いてトランスフェクシ

ョンし、ブラストシジン（30 μg/mL）に 2 週間暴露（2 日おきに培地交換）す

ることによって ZIPmiR 安定発現株を樹立した。 

Lipofectamine 2000 を用い第 4 章記載の pEF-Nrf2WT、pEF-Nrf2DN、

pEF-Keap1 ベクターを PC12h 細胞へトランスフェクションし、8% FBS + 8% 

HS DMEM にブラストシジン 30 μg/mL を添加した培地で 2 週間培養を続け（2

日おきに培地交換）、それぞれ Nrf2WT、Nrf2DN、Keap1 の安定発現株

PC12Nrf2WT、PC12Nrf2DN、PC12Keap1 細胞を樹立した。 

 

■ルシフェラーゼアッセイ 

本章の実験では、レポーター遺伝子を pGL3-hNQO-1 promoter-luciferase 

（wild type もしくは mutant）を用いたこと以外は、第 2 章と同じ方法によっ

て行った。 

 

■Small interfering RNA（siRNA） 

Stealth siRNA を Invitrogen に合成依頼することによって以下配列のラット

Nrf2 特異的 siRNA を得た：5’- GGG CUG UGA UCU GUC CCU GUG UAA A 

-3’。非特異的コントロール stealth siRNA（ネガティブコントロール：NC）は

Invitrogen より購入したものを用いた。siRNA のトランスフェクションは、

Lipofectamine2000 を用いマニュアルに従って実施した。 

 

■定量性 PCR（q-PCR） 

cDNA の調製は、第 2 章記載の方法と同様な方法で行った。得られた cDNA に

50 pmol のプライマーを添加し最終量が 20 μL になるよう RT-PCR 用バッファ
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ー（SYBR Premix EX Taq, TAKARA［Taq、SYBRGreen を含む］）を添加し

た。プライマーには以下のものを用いた：ラットニューロフィラメント-M

（NF-M）： 5’-AGG AGA AAG GGG TGG TCA CT -3’（センス）/ 5’- CCT CAA 

AGG TCT CCT CAT GC -3’ （アンチセンス）、ラット Egr-1： 5’- CCT GTG 

ACA TTT GTG GGA GA -3’（センス） / 5’- GTG CAG GAG ACG GGT AGG TA 

-3’（アンチセンス）、ラット MafK： 5’- AAG TGA GTT TTC TGT CTT GTT -3’

（センス）/5’- CAA AGA TAC AAA AGC AGT CAC GG -3’（アンチセンス）、

ラット p62/ZIP：5’- TTG GCC ACC TCT CTG ATA GC -3’（センス）/ 5’- GGT 

TTG CTG ACT TCC GAA G -3’（アンチセンス）、ラットシクロフィリン A：5’- 

ACA GGT CCT GGC ATC TTG TC -3’（センス）/5’- TTC ACC TTC CCA AAG 

ACC AC -3’ （アンチセンス）、ラット β-アクチン：5’- GTC GTA CCA CTG GCA 

TTG TG -3’（センス）/5’- CTC TCA GCT GTG GTG GTG AA-3’（アンチセン

ス）。測定機器は、Chromo 4 Real Time-PCR analysis system（Bio-Rad）を

用いた。PCR 条件は、94°C（1 分間）、続いて [94°C（15 秒間）、60°C（1 分

間）、72°C（1 分間）]を 40 サイクル行った。それぞれの遺伝子発現レベルは、

2 回ずつ測定し、その平均値でデータは示した。インターナルスタンダードには

シクロフィリン A を用い発現レベルの補正をした。 

 

■NGF の RT-PCR 

PC12h 細胞は、第 2 章記載の方法と同じ方法で培養した。PC12h 細胞に CA を

添加し、24 時間培養した後、TRIzol（Invitrogen）を用いて RNA を回収、先

に記載の方法で cDNA を作成し、RT-PCR を実施した。陽性対照としてラット

（8 週齢、雄）の脳をホモジナイズした後、TRIzol により抽出した RNA を用い

た。プライマーは以下のものを使用した：ラット ngf：5’ - CAA CAG GAC TCA 

CAG GAG CA - 3’（センス）/5’- CAC ACA CGC AGG CTG TAT CT -3’（アン

チセンス）。ラット β-アクチン：5’- GAT CAT TGC TCC TCC TGA GC -3’（セ

ンス）/ 5’- CAC CTT CAC CGT TCC AGT TT -3’（アンチセンス）。T98G 細胞

は、96 ウェルプレートに 2 X 104個ずつ播種した。培地は、Eagle’s minimum 

essential medium（MEM）に FBS（10%）, ピルビン酸ナトリウム（1 X）及

び非必須アミノ酸（1 X）（GIBCO）を添加したものを用いた。3 日間培養した

後、Opti-MEM 培地（GIBCO）（BSA 5 mg/mL 含有）に交換し 6 日間培養した。

培地交換は 3 日置きに行った。その後 CA を添加し 24 時間培養した後、上記の

方法で RNA を回収し RT-PCR を行った。プライマーは以下のものを用いた：

ヒト NGF 用のプライマーは Promega 社より購入した。ヒト β-アクチン: 5’- 
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GAT CAT TGC TCC TCC TGA GC -3’（センス）/ 5’- CAC CTT CAC CGT TCC 

AGT TT -3’（アンチセンス）。 

 

■細胞毒性試験 

PC12h、PC12Nrf2WT もしくは P12Nrf2DN を 96 ウェルコラーゲンコーティ

ングプレート（IWAKI）に播種し（培地：1%FBS + 1%HS 配合 DMEM 培地）、

24 時間培養した後にグルタミン酸 1-5 mM を添加した。20 時間後に細胞のバイ

アビリティを MTT アッセイキット（Roche Diagnosis）によって測定した。 
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５－３. 結果及び考察 

 

■カルノシン酸による神経突起伸長誘導効果 

PC12h 細胞に CA を添加し培養したところ、NGF 無添加の条件で、濃度依存的

に神経突起の伸長が誘導された（Fig. 18）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC12h cells were seeded onto 24-well collagen- coated plates at a density of 10
5
 cells per well in DMEM 

supplemented with 1% FBS and 1% HS (low-sera medium) and cultured for 2 days. Then cells were 

treated with CA, CS or rat NGF-b for 24 h at the indicated concentrations, followed by observation of the 

cell morphologies by microscopy. Scale bar, 25 μm (A). The cells that have neurites after treatments are 

counted and the means of three independent experiments are shown with SEM (B).  

Fig. 18. カルノシン酸の PC12h細胞神経突起伸長効果 

NGF

CACS

NT

A

B
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濃度依存的な突起伸長作用をみたところ、NGF の場合、3 ng/mL でその効果は

プラトーに達したのに対し、CA の場合 15 μM でほぼ同レベルの神経突起伸長

誘導効果を発揮した。CA 15 μM までは細胞の生存率に影響は認められなかった

が、20 μM では僅かながら毒性が認められたため、本章の実験は、断りが無い

限り CA 15μM で実施した。神経突起の伸長は、ローズマリーの成分であるカル

ノソール（CS）でも認められたが、その効果は CA に比して明らかに弱いもの

であった。 

 

■カルノシン酸の Nrf2 を介した NGF 様作用 

第 2-4章の実験ではマウスのGSTYa遺伝子のEpREコア領域を用いたレポータ

ー遺伝子アッセイを用いて実験してきたが、本章では、ヒト NQO-1 のプロモー

ター領域（EpRE を含む）及びその EpRE 配列に変異を入れたものを用いて再

検証を行った。またNGFがNrf2-EpRE系に作用するという報告は無いが、NGF

も同時に検討を行ってみた。その結果、CA は濃度依存的に NQO-1 プロモータ

ー活性を強く誘導した（Fig. 19A）。この活性は、NQO-1 の EpRE に変異を入

れたレポーター遺伝子（mutanat）では認められなかったことから EpRE 依存

的であることが示された（Fig. 19B）。これらの活性はほぼ GSTYa の EpRE コ

ア領域を用いた結果と同等であった（Fig. 6、第 2 章）。興味深いことに、CA よ

りは低いものの、NGF も濃度依存的に EpRE を強力に活性化することを見出し

た（Fig. 19A）。 

 

PC12系の細胞（PC12hはPC12細胞の亜株のひとつ）は、NGFに依存して遺伝

子発現を起こし分化するという特性を有していることから、NGFシグナル機構

の解析にしばしば用いられる。NGF添加によって神経突起を伸長させるという

特性をもち、この細胞株の神経突起の伸長と神経分化マーカー発現の間には強

い相関性があることが知られている(18-20)。実際、Fig. 19 C, Dに示したように、

NGF及びCAで処理したPC12h細胞では、神経分化マーカーであるNF-M及び

NF-Hの蛋白レベルが時間依存的に増大し、特にNF-Mの変動が顕著であった。

神経分化マーカー増大には、量・時間共にCAとNGFの間で大きな差は認められ

なかった。一方、CA及びNGFで処理した細胞でNrf2蛋白レベルが上昇したが、

この効果は、NGFに比べCAほうが顕著に高かった。 
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Cells were treated with CA or NGF at the indicated concentrations for 24 h and then performed luciferase 

assay (A). CA (15 μM) or NGF (10 ng/ml) was added to the PC12h cells transfected with wild-type NQO-1 

promoter-luciferase or mutant EpRE promoter-luciferase construct (B). Cells were treated with CA or NGF 

for 24 h prior to luciferase assay. (C and D) PC12h cells were treated with 15 μM of CA (C) or 10 ng/ml of 

NGF (D) for 0.5-24 h, and total cell lysates were then prepared. The lysates were subjected to WB 

analysis using anti-Nrf2, anti-NF-H, anti-NF-M or anti-b-actin. NT: non-treatment. *p<0.03.  

 

Fig. 19. カルノシン酸／NGFによる PC12hの Nrf2-EpRE

活性化作用及び分化誘導作用 
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CA によって NF-M 及び Nrf2 蛋白が誘導される時間を比較すると、Nrf2 レベ

ル増大のほうが数時間早かったが、タイムコースに相関性があるように思われ

た（Fig. 19C）。そこで、PC12h 神経分化に Nrf2 が関与しているのではないか

という仮説をたて実験をすすめることとした。 

まず、Nrf2 を siRNA によりノックダウンすることによって、CA 及び NGF に

より誘導される PC12h 細胞の分化に影響がでるかどうか試験した。その結果、

CA の場合も NGF の場合も、神経突起の伸長（Fig. 20A）及び神経分化マーカ

ー発現（NF-M, NF-H, MAP2）（Fig. 20B）は、Nrf2 ノックダウンによって抑

制された。本結果は、Nrf2 が神経分化に重要な役割を果たしていることを示し

ていた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC12h cells were transfected with Nrf2 siRNA (Nrf2si) or negative control siRNA (NCsi) and then cells were 

treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF. After 6 h cell morphologies were observed under microscopy; 

scale bar: 25 μm (A), and the whole cell lysates were subjected to WB analysis with anti-Nrf2, anti-NF-H, 

anti-NF-M, anti-MAP2 or anti-b-actin antibody (B).  

 

Fig. 20. カルノシン酸／NGFの分化誘導作用に対するNrf2

ノックダウンの影響 
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■カルノシン酸の Erk1/2 及び PI3K を介した分化誘導作用 

NGFは Erk1/2や PI3K-Akt系などのキナーゼのリン酸化（キナーゼの活性化）

を誘導することが知られており NGF の生理的作用（例えば神経分化促進作用）

等においてこれらのリン酸化の過程が重要な役割を果たしていることが知られ

ている。そこで、CA がこれらのキナーゼを活性化するかどうかについて検討し

た。結果を Fig. 21 に示した。CA は Erk1/2 及び Akt（PI3K のターゲットとな

るキナーゼ）のリン酸化（Erk1/2-P、Akt-P）を誘導した。CA によるこれらの

リン酸化作用は NGF に比べれば弱く、リン酸化を引き起こす時間は NGF より

も数時間遅れていた（Fig. 21A）。 

CA 及び NGF による神経分化マーカーNF-M の誘導は、PI3K 及び Erk1/2 のリ

ン酸化を阻害する薬剤（LY294002 及び U0126：U0126 は Erk1/2 の上流の

MEK1/2 阻害剤）によって抑制された（Fig. 22A）。このことは、Erk1/2 及び

PI3K が CA による PC12h 分化誘導に寄与していることを示唆していた。 

 

次に、CA がどのようにしてこれらのキナーゼのリン酸化を起こすのかを検討し

た。TrkA の阻害剤として知られている K252a で細胞を処理したところ、NGF

による NF-M、Erk1/2-P、Akt-P の誘導は顕著に抑制された。CA の場合も NF-M

の誘導は、K252a によって抑制された（Fig. 21B）。このことは CA による神

経分化誘導作用において TrkA 活性が必要であることが示唆していた。 

しかしながら、CA による Erk1/2-P 誘導は K252a ではほとんど阻害を受けてい

なかった。一方、NGF による Erk1/2-P の誘導は完全に阻害されていた。この

ことから、CA による Erk1/2-P の誘導には、TrkA はあまり関与しておらず、

別の未知のパスウェイの寄与が大きいと考えられた。CA による Akt のリン酸化

はK252aで部分的ながら阻害されていたことより Akt-P誘導には TrkAが部分

的ではあるが寄与していることが示唆された。 

 

Nrf2siRNA を用いて Nrf2 をノックダウンし、Erk1/2-P 及び Akt-P の誘導に与

える影響をみた（Fig. 21B）。NGF 処理した細胞では、Akt-P 誘導は部分的に

抑制されていたが、Erk1/2-P 誘導には影響が認められなかった。CA 処理した

細胞でもほぼ同様な結果であり、Erk1/2 のリン酸化は、影響をうけていないよ

うであったが、Akt-P は減少していた。これらの結果は、CA による Erk1/2-P

誘導は TrkA 及び Nrf2 とは異なる系によるものであるが、PI3K-Akt 系のリン

酸化は、部分的に Nrf2 及び TrkA の経路に依存しているものであることを示し

ていた。 
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PC12h cells were treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF for 0.5-24 h, and whole cell lysates were 

prepared. The lysates were subjected to WB analysis using anti-phosphorylated Akt (P-Akt), anti-total 

Akt (t-Akt), anti-phosphorylated Erk1/2 (P-Erk1/2) or anti-total Erk1/2 (t-Erk1/2) antibodies (A). PC12h 

cells were treated with 150 nM of K252a for 1 h (left panel) or Nrf2 siRNA for 24 h (right panel). 

Subsequently, the cells were treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF for 6 h and the lysates were 

analyzed by WB analysis (B).  

 

Fig. 21. カルノシン酸によるPI3K及びErk1/2活性化作用 
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CA による Erk1/2-P 誘導のメカニズムは不明であるが、最近、様々な蛋白にお

いて、システイン残基の酸化的修飾がシグナル伝達機構に重要な役割を果たし

ていることがわかってきている(21)。例えば、Ras には、センサーとして働くシ

ステイン残基があり、NGF による Erk1/2 活性化は、Ras の酸化的修飾に起因

することが示唆されている(22)。従って、CA も Ras のシステインを修飾するこ

とによって Erk1/2-P の誘導を起こすのかもしれない。 

また、TrkA-P は PTP1B と呼ばれるフォスファターゼによって脱リン酸化され

るが、最近、イソチオシアネート誘導体が PTP-1B のシステイン残基を修飾す

ることによってフォスファターゼ活性を阻害し、結果的に NGF によって誘導さ

れるTrkA-Pのレベルをあげ、Erk1/2-Pレベルを高めることが報告された(23)。

CA にも同様な作用があるかもしれない。ただし、CA によって誘導される

Erk1/2-P は TrkA 阻害剤（K252a）の影響をほとんどうけなかったことから、

あったとしても僅かなものと思われる。 

 

■カルノシン酸による Nrf2 蓄積作用と Erk1/2 及び PI3K の関係 

興味深いことにCAによるNrf2の蓄積促進とErk1/2-P、Akt-P誘導のタイムコー

スはほぼ一致していた（Fig. 19C, 21A）。これまでに幾つかの親電子性物質が

Erk1/2やPI3K-Aktの経路を活性化することが報告されている(24, 25)。そこで、

CAによるNrf2の蓄積に対するキナーゼ阻害剤の効果について検討を行った。そ

の結果、Fig. 22Aに示したように、CAによるNF-Mの誘導及びNrf2蓄積はPI3K 

及びMEK1/2阻害剤（LY294002及びU0126）によって抑制された。NF-M誘導

はいずれの阻害剤も阻害したが特にU0126によって強く阻害された。一方、Nrf2

蓄積は特にLY294002によって強く阻害された。同様にCAによるEpRE転写活性

化作用も両方のキナーゼ阻害剤によって抑制されたが、LY294002によって顕著

に抑制され、U0126による阻害は部分的なものでしかなかった（Fig. 22B）。 
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PC12h cells were treated with 30 μM of LY294002 (left panel) or 10 μM of U0126 (right panel) for 1 h and 

then the cells were untreated (NT) or treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF for 6 h. The whole cell 

lysates were analyzed by WB analysis using anti-NF-M, anti-Nrf2 or anti-b-actin antibodies (A). hNQO1 

promoter-luciferase construct were transfected into PC12h cells. After 24 h LY294002 (30 μM) or U0126 (10 

μM) were added to the cells 1 h prior to addition of CA. Cells were treated with 15 μM of CA for 24 h and 

then luciferase assay was performed. *p<0.03 (B).  

 

Fig. 22. カルノシン酸による PI3K・Erk1/2を介した

Nrf2-EpRE活性化及び分化誘導作用 

A

B

NGFCANTNGFCANT

- + - + - +LY

NF-M

Nrf2

β-Actin

- + - + - +

NF-M

Nrf2

β-Actin

U0126



 

74 

 

以上結果をまとめると、CA による PC12h 分化誘導機構には少なくとも 

[１] Nrf2 依存で PI3K-Akt 活性に部分的に依存している系 

[２] Nrf2 非依存的、Erk1/2・PI3K 活性（特に Erk1/2）依存系 

が存在していると考えられた。[１] は Nrf2si による分化誘導抑制（Fig. 20）、 

Nrf2si による Akt-P 誘導抑制（Fig. 21B）、PI3K 阻害剤による NF-M 誘導の

抑制（Fig. 21A）の結果から想定された。[２] は Nrf2 ノックダウンした場合、

CA 処理・NGF 処理共に Erk1/2-P の増加はほぼ変動しなかった（Fig. 21B、

Akt-P 誘導は部分的に減少 → [１] の系）にも関わらず MEK1/2 阻害剤・PI3K

阻害剤のどちらで処理した場合も CA による NF-M 誘導は減少したこと（Fig. 

21A）から推察された。 

Erk1/2 と PI3K は、CA による分化誘導作用と EpRE 活性化作用の両方に寄与

しているが、CA 誘導 NF-M は Erk1/2 阻害剤のほうが強く抑制したので、分化

誘導作用に対しては Erk1/2 のほうがドミナントに働き、一方、CA による EpRE

活性化は PI3K 阻害剤のほうがより強く抑制したので、EpRE 活性化作用に対し

ては PI3K のほうがドミナントに働いていると考えられた。 

 

■カルノシン酸と NGF の分化に関わる遺伝子発現の誘導作用の違い 

神経分化に関わる遺伝子の発現にあたえる影響にCAとNGFの間でどのような

違いがあるのかを確認するため以下の実験を行った。NGFは様々な遺伝子発現

を誘導するが(26)、分化誘導に関係しているegr-1, p62/zip, mafKと分化マーカ

ーであるnf-Mについてq-PCRでタイムコースをおって検討した。MafK及び

p62/ZIPは最近NGFによる分化誘導に必須であることがPC12細胞において報告

された蛋白である(4, 7, 27)。p62/ZIPの発現はNrf2によって制御されていること

がマクロファージ様細胞株RAW264.7細胞で示されている(12)。結果をFig. 23

に示した。試験した4つの遺伝子の発現は、CA及びNGFによって全て増大した。

CA及びNGFによりnf-Mの遺伝子発現は24時間で12-14倍ほど上昇し、CAと

NGFに大きな差は認められなかった。また、この結果は、Fig. 19C, Dに示した

NF-M蛋白レベルのタイムコースの結果とほぼ一致していた。一方、egr-1の遺

伝子発現誘導効果はNGFのほうが顕著に高かった。それに対し、mafK及び

p62/zipの発現誘導効果はCAのほうが顕著に高かった。これらの結果は、CAに

よる分化誘導機構はNGFと類似している部分はあるものの、明確に異なること

を示していた。 
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■カルノシン酸による分化誘導に対する p62/ZIP の関与 

NGF よりも CA によってより強く遺伝子発現が誘導された p62/ZIP 及び MafK

は神経分化／突起伸長促進を促すことが既に報告されていたことから、CA によ

るPC12hの分化誘導機構には、これら両方の因子が寄与していると考えられた。

MafK は Nrf2 とヘテロダイマーを形成し EpRE に結合し EpRE 転写活性を誘

導する蛋白であるため、MafK の分化促進作用には、Nrf2-EpRE 経路の活性化

が寄与しているのかもしれない。一方、p62/ZIP は Trk シグナルに関与してい

る蛋白であるが（Fig. 3）、本研究においては p62/ZIP の役割に焦点をあて研究

を進めることとした。Fig. 24A に示したように、PC12h 細胞を Nrf2 特異的

15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF was added to the cells and then RNA was extracted at the times 

indicated. The mRNA levels of neurofilament-M (nf-M) (A), egr-1 (B), mafK (C) and p62/zip (D) were 

examined using quantitative PCR. The value of NT at 0.5 h was arbitrarily set as 1 and the relative values 

were presented.  

 

Fig. 23. カルノシン酸及び NGFによる神経分化誘導関連遺
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siRNAで処理するとCA及びNGFによるp62/ZIPの発現が顕著に抑制された。

この結果は、PC12h 細胞において、p62/ZIP の発現が Nrf2 依存的であること

を示していた。次に、CA による分化誘導及び神経突起伸長誘導効果に対する

p62/ZIP の影響をみるため、p62/ZIP 特異的 microRNA （ZIPmiR）の安定発

現 PC12h細胞株（p62/ZIP ノックダウン PC12 細胞）を樹立して検討を行った。

予想した通り、p62/ZIP ノックダウンによって CA による NF-M の誘導は減少

し、細胞の形態も突起伸長が促されず丸いままであった（Fig. 24 B, C）。これ

らの知見は、CA による分化誘導に p62/ZIP が重要な役割を果たしていることを

示していた. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

PC12h cells were transfected with Nrf2 siRNA (Nrf2si) or negative control siRNA (NCsi) and then cells were 

treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF for 6 h. The lysates were subjected to WB analysis with 

anti-p62/ZIP or anti-β-actin antibody (A). ZIPmiR or empty vector (EV) stable transformant of PC12h cells 

were treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF for 6 h and then the morphologies were observed under 

microscopy. Scale bar, 25 μm. p62/ZIP and NF-M protein levels were examined by WB analysis (B, C).  

 

Fig. 24. カルノシン酸の p62/ZIP誘導を介した神経分化誘

導作用 
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■Nrf2 と p62/ZIP を介したポジティブフィードバックループの形成 

本研究過程において、p62/ZIP を PC12h 細胞に強制発現させると EpRE 転写活

性が誘導されることを見出した（Fig. 25A）。Nrf2 によって p62/ZIP の発現が

誘導されることから（Fig. 24A）、この発見は、p62/ZIP-Nrf2 の間でポジティ

ブフィードバックループ(i) が形成されることを示唆するものであった。また、

CA 及び NGF による EpRE 転写活性化作用は、p62/ZIP ノックダウンによって

抑制されたことから（Fig. 25B）、CA/NGF 誘導 EpRE 活性化に p62/ZIP が寄

与していることが示された。 

更に p62/ZIP による EpRE 転写活性化作用は、LY294002 によって強く抑制さ

れたことから PI3K-Akt 依存的であることが示唆された（Fig. 25C）。NGF は

TrkA 受容体を介して作用するため、NGF 誘導 EpRE 転写活性化作用は TrkA

に依存していると考えられる。事実NGFによるEpRE転写活性化作用はK252a

によって消失したことから、本実験系において K252a は完全に TrkA のシグナ

ルを遮断していることが示唆された（Fig. 25D: NGF vs K252a + NGF）。一方、

p62/ZIPによる EpREの活性化は、K252aでは阻害されなかった（Fig. 25D: ZIP 

vs K252a + ZIP）。以上の結果から、p62/ZIP-Nrf2 ポジティブフィードバック

ループ(i) は TrkA 非依存的に起こると考えられた。 

上記のポジティブフィードバックループ(i) は、TrkA 非依存的に p62/ZIP によ

って起こりうることであるが、CA 処理の場合には、更にもう一つのポジティブ

フィードバックループ(ii)の形成が起こっている可能性が考えられた。なぜなら： 

Geetha 等は、TrkA シグナル伝達には p62/ZIP が必須であることを報告してい

る(10)。本研究過程において、NGF によって EpRE 活性化が誘導されることを

発見したが、これは TrkA シグナルが EpRE を活性化していることを示唆して

いた。一方、CA による EpRE 転写活性化作用も、K252a によって部分的では

あったが、有意に阻害されたことから（Fig. 25D: CA vs K252a + CA）、CA に

よる EpRE 転写誘導に TrkA が寄与していることが示唆された。これらのデー

タより、CA 処理した PC12h 細胞では、TrkA 依存的な p62/ZIP-Nrf2 ポジティ

ブフィードバックループ(ii) も形成されていると考えられた。 
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hNQO1 promoter-luciferase construct (wild-type or ARE mutant) and the expression vectors (pEF-p62/ZIP 

or pEF-EV) were co-transfected into PC12h cells. Luciferase assay was performed 24 h later (A). 

hNQO1promoter-luciferase vector and the knockdown vector (pcDNA-ZIPmiR or pcDNA-EV) were 

co-transfected. After 24 h cells were treated with 15 μM of CA or 10 ng/ml of NGF for 24 h and then 

luciferase assay was performed (B). hNQO1promoter-luciferase vector and the expression vector 

(pEF-p62/ZIP or pEF-EV) were co-transfected into the cells. After 24 h, the cells were treated with 15 μM of 

CA or 10 ng/ml of NGF in the presence or absence of 30 μM LY294002 or 150 nM K252a for 24 h and then 

luciferase assay was performed (C, D). ZIP: ZIP expression vector, ZIPmiR: ZIP knock down vector, EV: 

empty vector, NS: not significant. *p<0.03.  

 

Fig. 25. カルノシン酸による EpRE活性化作用に対する

p62/ZIPの役割 
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■カルノシン酸の NGF 産生促進効果 

上記の実験結果より、CA の PC12h 細胞に対する作用には TrkA に依存してい

る部分があることが示唆された。NGF は TrkA のリガンドであることから、

PC12h に NGF 中和抗体を添加して培養してみたところ、CA ありなしに関わら

ず細胞が死滅してしまった。このことは、本実験条件では PC12h の生存に NGF

が必須であり、培地中に NGF が存在していることを示していた。培地中の NGF

が添加した血清由来であるのか、PC12h が分泌したものなのかは不明だが、CA

は PC12h の NGF 発現を誘導するのではないかという仮説のもと実験をすすめ

た。本仮説を検証すべくCAで処理したPC12h細胞のngf遺伝子発現をRT-PCR

で確認した。結果を Fig. 26A に示した。コントロール（vehicle）では、PCR 35

サイクルで僅かに ngf の発現を確認することができたのに対し、CA で処理した

PC12h 細胞では明らかに ngf 発現が上昇していた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

bromide. cDNA obtained from rat brain was used as a positive control (A). T98G human glioblastoma 

cells were treated for 24 h with vehicle or 50 µM CA and then were examined by RT-PCR. PCR 

products were detected with ethidium bromide. PCR: 25 cycles (B). T98G cells were treated with 50 

µM of CA or CS and then NGF content in the cultured supernatant was measured by ELISA. The value 

of no treatment (NT) was set as 1 and the relative values were presented (C). 

 

PC12h 

 

T98G 

Fig. 26. カルノシン酸による

PC12h神経様細胞及びT98Gグ

リア細胞の NGF発現誘導効果 
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神経組織を形成する細胞は、神経細胞（ニューロン）とそれ以外の細胞（グリ

ア）に分けられる。神経組織中では NGF の産生は主にグリア細胞が担っている

と考えられている。そこで、ヒトグリア細胞株である T98G 細胞の NGF 発現に

ついても検討を行ってみた。その結果、PC12h では 35 サイクル必要であった

のに対し（Fig. 26A, vehicle）、T98G 細胞では 25 サイクルで NGF を検出する

ことができた（Fig. 26B, vehicle）。このことは、T98G 細胞は PC12h 細胞に比

して強く NGF を発現していることを示していた。逆にいえば PC12h 細胞が分

泌している NGF 量はごく僅かな量であることを示すものであった。また、T98G

細胞においても CA で処理した細胞では著しく NGF 発現が上昇していた（Fig. 

26B）。実際、CA で処理した T98G の培地中の NGF の蛋白量を酵素免疫測定法

（ELISA）によって測定したところ著しい増加が認められた（Fig. 26C）。 

最近、マウスに CA を鼻腔から投与することで脳内の NGF 発現が上昇すること

が報告された(28)。また、三村等は、T98G 細胞を用いた実験で CA による NGF

発現が Nrf2 依存的に起こることを報告している(29)。従って、CA を投与した

場合、CA は神経細胞に直接働きかけ Nrf2 生体防御機構を活性化すると共にグ

リア細胞にも作用することで、グリア細胞からの NGF 発現を誘導し、それによ

っても神経保護作用を発揮するものと思われる。 

NGF が TrkA 受容体に作用すると、TrkA は自己リン酸化を起こし、リン酸化

TrkA（TrkA-P）が誘導される。PC12h 細胞において、CA が NGF 発現を誘導

することが認められたことから（Fig. 26A）、CA によって TrkA-P が誘導され

る可能性が考えられた。そこで、ウェスタンブロッティングによって確認を試

みたが、TrkA-P のバンドを検出することはできなかった。これは、CA によっ

て誘導される NGF がほんの僅かな量であり、誘導される TrkA-P が検出限界に

達していなかったためではないかと推察している。事実、NGF 誘導 Erk1/2-P

が K252a で消失したのに対し、CA 誘導 Erk1/2-P は、ほとんど減少しなかった

（Fig. 21B）。すなわち、仮に PC12h 細胞の NGF 発現が誘導されることによ

って TrkA-P 誘導が起こり、それが TrkA シグナルパスウェイの活性化に寄与し

ていたとしても、Erk1/2-P を十分に誘導できないほど僅かにしか起こっていな

いことになる。しかしながら、それを証明するためには更なる検証が必要であ

る。 
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■Nrf2 高発現 PC12h 株の神経突起伸長作用 

PC12 細胞の分化誘導に Erk1/2 や PI3K などのキナーゼが関与していることは

既知なことであったが、Nrf2 が関与していることは新規な知見であった。ここ

で、Nrf2 の活性化のみでも PC12h の分化／突起伸長は誘導されるのであろう

か？という疑問が残った。そこで、pEF-Nrf2WT、pEF-Nrf2DN ベクターを

PC12h 細胞へトランスフェクションし、トランスフェクションが成功している

細胞をブラストシジン添加によって選択、Nrf2、Nrf2DN 強制発現ステーブル

トランスフォーマント細胞（PC12Nrf2WT、PC12Nrf2DN）を樹立し実験に供

した。 

これらの樹立した細胞を増殖培地（8%FBS＋8%HS-DMEM）で培養しても形

態的に特筆するような差は認められなかった。しかしながら、PC12Nrf2WT は

低血清培地（1%FBS＋1%HS-DMEM、コラーゲンコーティングプレート：NGF

や CA で分化誘導が可能な条件）で培養を続けてみたところ、培養 24 時間後で

は特に変化は認められなかったが、培地交換無しで 72 時間培養を継続すること

で明らかな神経突起伸長が認められるようになった（Fig. 27A）。それに対して、

PC12Nrf2DN は、同条件で培養しても 72 時間後も丸い形態のままであった。

形態観察後、細胞を回収し、Fig. 26A の時と同条件の RT-PCR により NGF の

遺伝子発現レベルを確認したところ、PC12Nrf2WT は PC12h に比べて ngf 発

現が上昇していることが確認された（Fig. 27B）。逆に PC12Nrf2DN では ngf

発現は減少していた。この結果は、PC12h 細胞は、Nrf2 の活性化により NGF

発現が増大し、その結果分化誘導が起こることを示唆していた。なお、これら

の安定株のグルタミン酸毒性（酸化的ストレス）に対する抵抗性をみたところ、

予想通り、PC12Nrf2WT は強い耐性を示し、逆に PC12Nrf2DN は、PC12h に

比べ有意に耐性が低下していた（Fig. 27C）。 

しかし、CA や NGF の場合、新鮮な培地に交換し CA/NGF を添加して 6 時間

後には明確な突起伸長が観察できたのに対して（Fig. 20A）、PC12Nrf2WT 細

胞は 72 時間培養しないと明確な突起伸長が認められなかったことから、細胞が

培地中に分泌する NGF 等のサイトカイン濃度がある程度上昇することが必要

なのかもしれない。 

 

 

 

 

 



 

82 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Nrf2WT, Nrf2DN - stable transformant cells (PC12Nrf2WT, PC12Nrf2DN) or PC12h cells were cultured onto 

6 well collagen-coating plates in 1%FCS+1%HS DMEM medium for 72 h. (A) The shape of cells were 

confirmed with microscope (phase-contrast) and then (B) the cells were subjected to RT-PCR. Lane 1: 

PC12h, Lane 2: PC12Nrf2WT, Lane 3: PC12Nrf2DN. (C) Cells were treated with glutamate (1-5 mM) for 20 

h and then the each cell survivals were quantified by the MTT assay. *; p < 0.01  

 

Fig. 27. PC12h 細胞の神経突起伸長及び NGF発現に対する

Nrf2の影響 
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本論文では、Nrf2 の活性化によって PC12h 細胞の分化が誘導されることを示

した（Fig. 27）。ROS も Nrf2 の活性化を誘導する。しかしながら、PC12 に

ROS を添加しても NGF 様作用（分化誘導や突起伸長促進）は起こらず、アポ

トーシスが誘導されることが多数報告されている(30)。Nrf2 は ROS によって崩

れる細胞内レドックスバランスを修復し維持するために重要な役割を果たして

いるが、細胞は過剰な ROS に晒された場合にはむしろ Nrf2 の活性化を抑制し

アポトーシスを誘導するようにプログラミングされていることが Villeneuve 等

の研究によって示唆されている(31)。一方、親電子性物質の Nrf2 活性化作用は

ROS に比べてかなり高いことが示されている(32)。従って、ROS によって NGF

様作用が起こらないのは、ROS によって誘導可能な Nrf2 のレベルが CA に比

べてかなり低いためと思われる。 

興味深いことに、NGF は酸化的ストレスに対し抑制作用を発揮することが知ら

れているが、一方で、NGF を PC12 細胞に添加するとミトコンドリアで過酸化

水素が発生し、その過酸化水素が突起伸長促進に必要であることが報告されて

いる(22)。おそらく、この場合の過酸化水素は、NGF シグナル制御下、局所（ミ

トコンドリア）で、且つあるタイミングで僅かな量発生するものであり、シグ

ナル伝達物質として誘導されるものと考えられ（Ras 活性化に関与しているこ

とが示唆されている）、Nrf2 の活性化にはあまり寄与していないと思われる。 

 

■カルノシン酸の Nrf2-EpRE 活性化・分化誘導作用の推定機構 

以上の結果に基づき、想定される CA による PC12h 細胞分化誘導促進及び強い

EpRE 活性化作用の機構を Fig. 28 に示した。簡単にまとめると、CA は、（a）

Keap1 に結合することによって Nrf2 の活性化を引き起こす。（b）Nrf2 依存的

／非依存的にキナーゼ（少なくとも Erk1/2 及び PI3K-Akt）を活性化する。（c）

Nrf2 の活性化によって p62/ZIP を誘導し、Nrf2-p62/ZIP-TrkA の間でポジティ

ブフィードバックループを形成する。これらが相乗的に作用することによって

強力な EpRE 転写活性及び神経突起伸長作用が引き起こされると考えられた。 

CA による分化誘導活性は、Erk1/2 の活性を阻害することで強く抑制されたの

に対し、PI3K 阻害剤による抑制は部分的なものであった（Fig. 22A）。一方、

CA による EpRE 活性化作用は、PI3K 阻害剤で強力に抑制されたのに対し、

Erk1/2 阻害剤では部分的にしか阻害されなかった（Fig. 22B）。また、p62/ZIP

による EpRE 活性化作用も PI3K に強く依存していた（Fig. 25C）。従って、お

そらく、分化誘導作用に対しては Erk1/2 の活性化がドミナントに、EpRE 活性
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化作用に対しては、Nrf2-p62/ZIP-TrkA（PI3K を含む）を介したポジティブフ

ィードバックループがドミナントに働いていると思われた。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

CA activates Nrf2 via the direct modification of Keap1. CA also activates Erk1/2 and PI3K by yet 

unidentified mechanisms. The activation of theses kinases leads to the enhanced Nrf2 accumulation. 

Activated Nrf2 induce p62/ZIP that enhances TrkA signaling and facilitates neural differentiation. p62/ZIP in 

turn activates Nrf2 pathway, establishing the positive feed-back loop in TrkA-independent (i) or -dependent 

manner (ii). NGF also activates Nrf2 via TrkA in an Erk1/2- and PI3K-dependent manner. CA promotes 

NGF synthesis, but it is not clear whether CA-induced NGF contribute to EpRE transactivation and 

differentiation in PC12h cells. See also RESULTS and DISCUSSION section (Chapter 5).  

 

Fig. 28. カルノシン酸による PC12h細胞の EpRE転写活性

化作用及び神経突起伸長/分化誘導作用の推定メカニズム 
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CA の PC12h に対する EpRE 活性作用は、調べた他の成分に比べて著しく強か

った（Fig. 6）。この要因としては、CA によって誘導される NGF（Fig. 26）の

寄与が大きいと思われる。 

なぜなら、［１］PC12h は TrkA を発現しており、実験に供した他の細胞とは異

なり、その活性化（TrkA リン酸化）により分化が誘導されるという特性を有し

た神経系細胞株であること。TrkA を活性化する因子である NGF によって

PC12h の EpRE 活性化が誘導されたこと（Fig. 19）。CA の EpRE 活性化作用

は、TrkA 阻害剤によって抑制されたこと（Fig. 25D）。これらのことは、PC12h

の場合、EpRE 活性化に少なからず TrkA 活性が寄与していることを示していた

（Nrf2-p62/ZIP-TrkA ポジティブフィードバックループ）。次に［２］CA と CS

は構造的に類似した化合物であり（Fig. 4）、PC12h 以外の細胞に対しては CA

と CS の EpRE 活性化作用に大きな違いは認められなかった（Fig. 8）。このこ

とから、おそらく CA と CS の親電子性物質としての特性は似ており、CA と

CS の Keap1 を介した Nrf2-EpRE 活性化作用はほぼ同等であると思われた。し

かし、PC12h 細胞の場合に限り、CA は CS に比べ著しく強い EpRE 活性化作

用を示した（Fig. 6）。［３］NGF 発現は Nrf2 活性に依存して起こる。しかし、

T98G グリア細胞において、CA による NGF 発現は CS よりも著しく強かった

（Fig. 26C）。このことは、上記［２］の推論と合わせて考えると、CA による

NGF 発現には Keap1-Nrf2 以外の未知な機構が関与していることを示唆してい

た。 

これらのことから、他の化合物に比べて、CA の場合、NGF 誘導活性が強いた

め、Nrf2-p62/ZIP-TrkA ポジティブフィードバックループがより強く活性化さ

れ（TrkA を介した本ポジティブフィードバックループの活性化には、ある程度

の TrkA-P が必要であり、微量の NGF がブースター的に働く）、その結果、強

力な Nrf2-EpRE の活性化及び分化誘導が起こるという仮説が考えられた。Nrf2

を活性化するポリフェノールや親電子性物質が PC12 の神経突起伸長促進作用

を示すことが報告されているが(13-16)、いずれも、分化を起こさない程度の微

量な NGF の添加を必要とする。このことからも本仮説は支持されると思われる。

しかしながら、本仮説を立証するには更なる検証が必要である。 
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カルノシン酸（CA） 

－第 6 章－ 

 

結 語 

 

 

アルツハイマー病やパーキンソン病、脳梗塞等によって起こる神経変性の発

症・憎悪には酸化ストレスが関与していることが示唆されている。そのため過

剰な活性酸素の発生を抑制することが予防医学的に重要であると考えられてい

る。一方、細胞には核内転写因子 Nrf2（NFE2L2）を介して抗酸化酵素や解毒

酵素（第 2 相酵素）の発現を促進する機構「生体防御機構」があることが知ら

れている。Nrf2 は DNA 上の親電子性物質応答配列（EpRE）に結合すること

によって、数多くの生体防御に関わる遺伝子の転写活性化を誘導する。しかし

ながら、Nrf2 活性は、加齢と共に低下していくことが知られており、Nrf2-EpRE

経路の活性化剤には神経変性疾患等の予防・治療効果が期待されている。そこ

で、Nrf2-EpRE を活性化し、神経変性疾患を抑制しうる化合物を見出すことを

目的として実験を行った。 

 

１．CA の Nrf2 を介した虚血再還流神経変性に対する抑制効果 

まず、神経系細胞株 PC12h を用い、種々の成分を

EpRE を用いたレポーター遺伝子アッセイにかけ、

ローズマリー（Rosmarinus officinalis L.）の成分で

あるカルノシン酸（carnosic acid：CA）が EpRE の

下流遺伝子の転写を強く誘導することを見出した。 

脳梗塞などにより虚血再還流が起こると、酸化的ス

トレスによって神経変性が起こる（興奮毒性）。この毒性機構には NMDA 型グ

ルタミン酸受容体経路の活性化が関与していることが知られているため、初代

培養大脳皮質神経細胞に対し、CA がグルタミン酸による毒性を抑制しうるか

どうかの検討を行った。その結果、グルタミン酸による毒性を CA は有意に抑

制した。また、CA は初代培養神経細胞においても EpRE の転写活性化を起こ

した。 

CA をマウスに経口投与し、マウスの脳内 CA 量を測定したところ、Nrf2-EpRE

経路を活性化しうる濃度の CA が検出された。また CA を投与したマウスの脳

内グルタチオン量は増大していた。加えて、グルタチオン合成の律速酵素であ

OHO

OH

HO

H 
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るγグルタミルシステインリガーゼを含む第 2相酵素の脳内遺伝子発現レベル

が上昇していた。更にマウス脳虚血再還流実験を実施した結果、CA を投与し

たマウスの脳細胞の変性は有意に抑制された。以上の結果は、CA は、末梢投

与によって脳内に到達し Nrf2-EpRE 経路を活性化することを示唆していた。 

 

２．カルノシン酸の Nrf2 活性化機構  

活性酸素のセンサーとして Keap1 という蛋白質が重要な役割を果たしている

ことが知られている。Keap1 は Nrf2 の分解を誘導する蛋白質であるが、Keap1

にあるセンサーとして働くシステイン残基が修飾されると Nrf2 の安定化及び

活性化が起こり、その結果第 2相酵素の遺伝子発現が誘導される。実験の結果、

[１] CA は生理的条件下でシステインのチオール基と共有結合した。[２] CA は

Keap1 には結合したが、Keap1 のセンサーを含む領域を除いた mutant Keap1

には結合しなかった。[３] Keap1 及び Nrf2 ドミナントネガティブを過剰発現

させることによって EpRE レポーター遺伝子の発現は著しく低下した。[４] 酸

化的ストレスにより PC12h 細胞のバイアビリティは著しく低下したが、CA は

それを抑制した。その抑制効果は、Nrf2 ドミナントネガティブを過剰発現させ

ることによって低下した。これらの結果は、CA が Keap1 のシステイン残基と

反応することによって Nrf2-EpRE 経路を活性化することを示唆していた。 

 

３．カルノシン酸の神経分化／突起伸長誘導効果 

ニューロトロフィンの一つである神経成長因子（NGF）は、神経細胞の増殖、

分化、突起伸長、生存維持等の作用を発揮する。すなわち神経組織の機能発現

および生体防御機構にとって欠かすことのできない因子である。PC12h 細胞は

NGF によって分化誘導・神経突起伸長が起こるという特性をもった細胞株であ

るが、本研究過程で CA が PC12h 細胞の分化を促し神経突起の伸長を誘導する

作用、すなわち NGF 様作用を有していることを見出した。更に NGF もまた

Nrf2-EpRE 経路を活性化することを発見した。そこで、PC12h 細胞の Nrf2 を

ノックダウンしてみたところ、CA 及び NGF による神経突起伸長誘導作用が抑

制された。更に検討を重ねた結果、CAはNrf2非依存的にErk1/2及びPI3K-Akt

経路の活性化を誘導し、これらのキナーゼの活性化が Nrf2 活性化及び神経分化

に寄与していることが示唆された。 

CAはNGFシグナル伝達に重要な役割を果たす p62/ZIP（TrkA［NGF受容体］

補助因子）の発現を著しく増強させることを見出した。この反応は Nrf2 依存的
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であった。更に p62/ZIP によって EpRE 活性化が誘導されることを発見した。

また、CA による EpRE 活性化は p62/ZIP ノックダウン及び TrkA 阻害によっ

て抑制された。これら結果は Nrf2-p62/ZIP-TrkA の間でポジティブフィードバ

ックループが形成されることを示唆していた。 

CAのNGF様作用もまた p62/ZIPノックダウン及び TrkA阻害により抑制され

た。これらの結果は、CA による PC12h 細胞の分化／神経突起伸長において上

記ポジティブフィードバックループが重要な役割を果たしていることを示唆し

ていた。一方で CA は Nrf2 非依存的に分化誘導に必要なキナーゼの活性化を起

こすことから、CA の NGF 様作用は Nrf2 とキナーゼ活性化の二つの作用の結

果と考えられた。CA によって Nrf2-EpRE の著しい活性増強作用が認められた

のは、上記ポジティブフィードバックループの形成やキナーゼ活性化等の作用

が相乗的に働いたためと思われた。以上の結果より、CA は Nrf2 を介した第 2

相酵素誘導による解毒作用や酸化的ストレス低減作用のみでなく、NGF 様作用

（神経細胞分化／神経突起伸長／生存維持作用等）によって、神経変性疾患に

対して予防／治療効果を発揮しうる可能性があると考えられた。 
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