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【背景 】アル ツハ イマー病 や脳梗塞等 に よってお こる神経 変性疾患 の発症 ・憎 悪には活

性 酸 素 が 関 与 して い る こ とが 示 され て い る。 一 方 、細 胞 に は核 内 転 写 因 子Nrf2

（NFE2L2） を介 した、抗 酸化酵素／解 毒酵 素発現機構 （生体防御機構） があ るこ とが

知 られてい る。Nrf2は 主 にKeap1に よ り制御 されてお り、Keap1の セ ンサ ー とな るシ

ステイ ンのSH基 が修飾 される こ とによって活性化 され る。また、神経 の生体防御機 構

には神 経成長因子 （NGF） 等 のニ ュー ロ トロフィンが、重要 な役割 を果 た してお り、神

経 変性 抑制作用 を発揮 す るこ とが知 られ てい る。NGFは 抗酸 化酵素 を誘導す る ことか

ら、NGFの 機 構 にはNrf2が 関与 してい る可能性 も考え られた。 しか しなが ら、Nrf2活

性 は、加齢 と共 に低 下 してい くこ とが報告 され てお り、Nrf2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 る。

【目的 】最 近、幾っ かのポ リフェノールや親電子性物質 が、Nrf2生 体防御機構 を活性化

す る ことが報告 された。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。ロー ズマ リーには多種 多様 なポ リフェノール が含 まれてお り、様 々な生理

活 性を発揮 す るが、従来 か ら抗酸化 作用や記憶力 を維持 ・増 強す るこ とが示唆 され てい

た。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 に生体防御機構

活性化 作用 を発 揮す るものがあるのか、ある とすれ ば どのよ うな メカニズ ムによるのか

を明 らかにす るこ とを 目的 とした。

【結果 】1．PC12h細 胞 を用 い、ローズマ リーの成 分のNrf2活 性 化作用 に対す る効果

を検討 した ところ、カル ノシン酸 （CA） が強い効果 を示す ことを見出 した。 大脳皮質

初 代培養神経細胞 お よび虚血再還流モデル を用 いた実験 よ り、CAは 酸化ス トレスによ

る神経変性 を抑 制す るこ とを明 らか に した。2． 次 にPC12h細 胞 を用いCAの 神経細

胞保護 のメカニズムについて検討 を行 った。Keap1はNrf2を 分解 す るネガテ ィブ レギ

ュー レー ターであるが、Keap1のBTB領 域 の システイ ンが酸化 的修飾 され るこ とによ

りNrf2分 解 作用 は抑制 され 、Nrf2の 活性化 がお こる。検討 の結果、CAが システイ ン

に結合す るこ とお よびBTB領 域 に結合す る ことを見出 した。3．CAをPC12hに 添加

す る とNGF様 作用がお こる こ とを見出 した。この作用 は、Nrf2ノ ックダ ウンによって

抑 制 され、NGF様 作用 にNrf2が 寄与 してい る ことが示 され た。更 にNGF受 容体TrkA

補助 因子で あるp62／ZlPがNrf2制 御 下にあ るこ と、CAの 作用 はp62／ZlPノ ックダ ウ

ンで抑 制 され る ことを見 出 した。

以 上の結果 よ り、CAは 、Nrf2生 体 防御機 構 を活性化 し、更 にP62／ZlP発 現 を介 して

NGF様 作用 を発 揮す る ことに よ り、神 経変性 を抑制す るこ とが明 らか とな り、CAの 神

経 変性疾 患等の予防 ・治療へ の応用 が期待 され る。
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神経 変性 疾患 の発症 ・憎 悪 には酸化的 ス トレスが関与 してい るこ とが示 され てい る。

細胞 には核 内転写因子Nrf2（NFE2L2） を介 した酸化 ス トレスに対す る生体防御機 構が

ある。 生理 的条件下で は、Nrf2は 、Keap1と 会合体 を形成 してお り、 この会合体の形

状 でユ ビキチ ン化 され、速やか に分解 され る。活性 酸素種が存在す る と、Keap1のBTB

やIVR領 域 のシステイ ンのSH残 基が酸化 され 、そ の結果Nrf2がKeap1か ら解 離 し、

核 内に移行 してDNA上 の親電子性物質応答 配列 （EpRE）に結合す る ことに よ り、抗酸化

機 能 を発 揮 す る こ とが知 られ てい る。 また 、Nrf2活 性 は加齢 に よ り低 下す るた め、

Nrf2－EpRE経 路の活性 化剤 には、神経 変性疾患 の予防 ・治療効果が期待 され てい る。 ロ

ー ズマ リーには、抗酸化作用 のある こ とが知 られてお り、また認 知症 の改善 に も効果 の

ある ことが示唆 されてい るが、その作用機 構 はよ く理解 され てい なか った。本論 文で は、

ロー ズマ リー中の薬 効成分 をカル ノシ ン酸 （CA） であ る と同定 し、CAの 作用 に関 して

以 下に示す結果 を得 た。

1．CAのNrf2活 性化作用 お よび神経 変性抑制作用

ロー ズマ リーの成 分 を分離精製 し検討 した結果、CAに 強いNrf2活 性 化作用が ある こ

とを見 出 した。更 に、CAがNrf2活 性 化 を介 して、酸 化ス トレスに よる神経 変性 に対 し

抑 制作用 を発揮す る こ とをinvitro及 びinviVO試 験で見 出 した。

2．CAのKeap1に 対す る作用

CAのNrf2活 性 化はKeap1依 存的 であった ことか ら、CAはKeap1に 作用 す るこ と

によってNrf2の 活性 化 を引き起 こした と考え られ た。 実際、CAが システイ ンーSH基

と結合す る こと、お よびKeap1のBTB領 域 に選択的 に結合 す るこ とを見 出 してい る。

CAは カテ コール骨格 を有 してい るこ とか ら、CAは 活性酸素種 に よ りキ ノン化す るこ

とによって親電 子性物 質 とな り、SH基 がマイケル付加反応 をお こす と考 え られた。 そ

の結 果、CAを 結合 したKeap1か らNrf2が 解離 し、EpREを 介 した経路 が活性 化 され

る と結 論 した。

3．CAのNGF様 作用

最近 、NGFの シ グナル伝達 において、P62／ZIP蛋 白が必須 であ るこ とが報 告 された。

興味深 い こ とに、本論 文で は、CAがNGF様 作用 を発揮 す るこ と、お よびその作用がNrf2

活性 化 によるこ と、Nrf2活 性化 に よ りP62／ZIPが 誘導 され るこ とを見 出 してい る。 従 っ

て、CAに よるNGF様 作用 はp62／ZlPに よる もの と考 え られ た。

以 上の よ うに本論文 は、CAがKeap1の システイ ンのSH基 へ の修飾 を介 し、Nrf2を 活

性化 し、生体防御機 構活性化 を もた らす こ と及びCAがNGF様 作用 を発揮す るこ とを示

した もので あ り、生化学的 、分子生物学 的 に重要 な成 果で あ る。 さらに、本研 究 に よ

り得 られた知見 は、SH基 に作用す るこ とに よ り神経保護 作用 を発揮す る薬物 の開発 に

貢献す るもので あ り、実 際、CAを 含 有す るサ プ リメン トが市販 されてい る。これ らは、

学術的研 究 として高 く評 価 で き、物質科 学の発展 に寄与 してい る と認 め られ る。 よっ

て 、審査員 一同 は本論文 が博 士 （理 学） の学位 論文 として価値 あ るもの と認 めた。


