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「脳を守る」

平成１０年度採択研究代表者

中別府　雄作

（九州大学生体防御医学研究所　教授）

「活性酸素による脳・神経細胞の障害とその防御機構」

１．研究実施の概要

個体発生において神経前駆細胞は胎生期から出生直後にかけて分裂増殖するが、

神経細胞に分化し神経回路網を構築すると分裂能を失う。神経細胞はその個体の生

涯を通して生存し機能する必要があるが、分裂能を欠くため加齢に伴う障害により

変性脱落しても他の神経細胞の増殖によって補われることはない。そのため、神経

回路網を保持する機構が幾重にも用意されていると考えられる。

神経伝達物質の放出など神経細胞の機能を保持するために必要な大量のエネルギ

ーのほとんどは、ミトコンドリアでの酸素呼吸により供給されている。ところが、

酸素呼吸では反応性の高い活性酸素が常時発生するため、神経細胞はその活動を維

持する上で活性酸素による酸化障害の危機に常に曝されている。

我々は、これまで「DNAの酸化障害とその防御機構」について研究を進め、生物

は酸化された DNA を修復する機構とそのヌクレオチド前駆体の酸化体を分解、排

除する機構を備え、活性酸素による酸化障害の危機に対抗していることを明らかに

した。神経細胞の核 DNA は複製されないことから、その生存と機能保持には核ゲ

ノム情報の維持が必須であり、さらに神経細胞の機能保持にはミトコンドリア DNA

の維持も重要である。我々は、「DNAの酸化障害」が神経細胞の寿命を決定する主

な要因の１つであると考えている。アルツハイマー病やパーキンソン病患者の脳で

は酸化塩基「8-オキソグアニン」の蓄積が明らかにされており、「DNAの酸化障害

に対する防御機構」の異常がこのような神経変性疾患の危険因子となっている可能

性が高い。本研究では上記の作業仮説に基づき、①脳の老化障害と神経変性疾患の

発症が DNA の酸化障害に起因する可能性を、その防御機構を失った遺伝子改変マ

ウスを用いて実験的に検証することを目指している。

組織を構築する細胞が修復不能な障害を受けると新たな細胞増殖によって機能細

胞が補給され、組織の構造と機能が維持される。げっ歯類や新世界ザルでは、成獣

の大脳海馬の歯状回においてDNA複製を伴った神経細胞の供給が観察されている。

神経細胞の新たな供給は、最近ヒト大脳でも観察されている。我々は、転写因子

ΔFosBが細胞の DNA複製を活性化する機能を持ち、げっ歯類の海馬歯状回で発現
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することを見い出している。この発見に基づき、②障害を受けた脳での神経前駆細

胞の複製と分化の活性化に注目し、ΔFosB の生理機能の解明を目指す。本研究で

取り組む２つのプロジェクトは、新たな視点から「脳の保護と機能回復」に関する

研究の展開を推進するものと位置付けている。

２．研究実施内容

（１）活性酸素による脳・神経細胞の障害と神経変性疾患の発症機序の解明

本研究においては、脳・神経細胞の維持における DNA の酸化傷害の修復系の役

割を明らかにし、その分子機構を解明することを目指している。DNAの酸化傷害の

中でも複製、転写時に誤まった塩基対の形成をひき起こすため突然変異と異常タンパ

ク質の生成の原因となる８－オキソグアニンに注目し、その DNAへの取込みの抑制

や修復に関わる次の３つの遺伝子に焦点を絞り、以下に述べる研究を進めた (表１)。

アデニン DNA 

グリコシラーゼ

8-オキソグアニン

DNAグリコシラーゼ
8-oxo-dGTP 分解酵素

8-oxo-GTP

8-oxo-dGMP   +  PPi

mutT

A 8-oxoG C 8-oxoG

8-oxoGA  + C +  8-oxoG

mutY mutM

表１．活性酸素による核酸の酸化に対する生体防御機構

酵素名

酵

素

活

性

大腸菌

細胞内局在
　　　核 
ミトコンドリア

　細胞質（核）
ミトコンドリア

8-oxo-dGTP

8-oxo-GMP   +  PPi

MTH1MYH OGG1ヒト

脳組織で
の発現

最も高い 胎児脳で高い比較的高い

　　　核 
ミトコンドリア
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ａ．脳・神経細胞における各遺伝子の発現と分布の解析

ヒト各種臓器における発現をノーザンブロットと RT-PCRにより解析し、OGG1

および MYH が成人および胎児の大脳で高い発現レベルを示すことを明らかにした。

また、MTH1も低いレベルながら胎児脳での発現が確認された（図１）。

ｂ．各遺伝子産物の機能および細胞内分布とその制御機構

ヒト細胞における MTH1 遺伝子の発現を解析し、MTH1 遺伝子は択一的スプラ

イシングにより７つの mRNA を産生し、少なくとも３つのポリペプチドをコード

することを明らかにした。この３つのMTH1ポリペプチドの１つは、細胞質とミト

コンドリアに局在する。さらに、MTH1タンパク質の基質特異性を解析した結果、

8-oxodGTP以外に 8-oxoGTP、8-oxo-dATP、2-hydroxy-dATPを効率良く分解する

ことを見い出した。中でも 2-hydroxy-dATP が最も低い Km 値を示し、8-oxoG 以

外の塩基やヌクレオチドの酸化体も生物にとって有害である可能性が示唆された。

OGG1 遺伝子は択一的スプライシングにより７つの以上の mRNA を産生し、そ

の中の少なくとも２つがそれぞれ核型 OGG1 タンパク質とミトコンドリア型

OGG1タンパク質をコードすることを明らかにした（図２）。ミトコンドリア内で

は、MTH1 タンパク質はマトリックスに可溶性のタンパク質として存在し、一方

OGG1タンパク質はミトコンドリア内膜に弱く結合した状態で存在する。

MYH 遺伝子産物については、cDNA をもとに特異的な抗体を作製し、ヒト細胞

図１．MTH1 , MYH, OGG1遺伝子のヒト臓器における発現

MTH1

18S rRNA

A
dre

nal
 g

la
nd

K
id

ne
y

Sm
al

l i
nte

st
in

e

Ske
le

ta
l m

usc
le

Te
st

is
O

va
ry

M
am

m
ar

y 
gla

nd

Fet
al

 li
ve

r

Fet
al

 b
ra

in

P
la

ce
nt

a

Pan
cre

as

Lung

C
ere

bru
m

Thym
us

H
ea

rt

Liv
er

Sal
iv

ary
 g

la
nd

H
eL

a

Sple
en

Ju
rk

at
 

MYH

OGG1



－ 740 －

で発現するMYHタンパク質の検出に成功した。この MYHも核とミトコンドリア

に存在するようである。

ｃ．３つの遺伝子の欠損マウスの作成と解析

MTH1、OGG1、MYH遺伝子の単独欠損マウスを樹立した。現在、それぞれの変

異マウスの遺伝的背景を均一にするために、バッククロスを進め、さらに二重遺伝

子欠損、三重遺伝子欠損マウスの樹立を試みている。

ｄ．脳・神経細胞の生存に於けるMTH1遺伝子産物の役割の解明

MTH1 タンパク質に対する特異的抗体を用いた免疫染色法およびウエスタンブ

ロットによりパーキンソン病患者の中脳黒質のドーパミンニューロンに MTH1 タ

ンパク質が特異的に発現していることを見い出した。コントロールの患者の中脳黒

質のドーパミンニューロンには全く発現は見い出せなかった。パーキンソン病患者

の中脳黒質のドーパミンニューロンでは 8-oxoG も高度に蓄積しており、酸化スト

レスとパーキンソン病の関連が強く示唆され、MTH1タンパク質の発現誘導が、ド

ーパミンニューロンの生存維持に寄与している可能性が示唆された。

A

B

C

Anti-HA MitoTracker Merged

OGG1-1a:HA

Vector control

OGG1-2a:HA

図２．OGG1蛋白質は核とミトコンドリアに局在する

（核型）

（ミトコンドリア型）
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（２）ΔFosBによる神経前駆細胞の複製の活性化と神経分化の制御

fosB遺伝子は、スプライシングの違いにより２つのタンパク質、FosBとΔFosB

をコ－ドする。ΔFosB は転写活性化ドメインを含む FosB のカルボキシ末端領域

（101アミノ酸残基）を欠く最も小さい Fosファミリ－タンパク質（237アミノ酸

残基）で、FosBあるいは c-Fosと Junによる転写活性化を抑制する（図４）。

　　　　　　　　　図４。FosB とΔFosB タンパク質

fosB 遺伝子は脳組織の中で神経前駆細胞が存在する海馬歯状回での発現が顕著

であり、さらに種々の神経刺激や脳虚血でその発現が大きく変動する。我々は以下

に述べる培養細胞を用いた解析から fosB遺伝子が増殖、分化、細胞死を制御するこ

とを明らかにしつつある。最終的には、個体レベルで fosB遺伝子の脳・神経機能の

制御における役割を解明することを目指している。

ａ．細胞増殖と細胞死における FosBとΔFosBの役割

FosB、ΔFosBともに構成的に発現させると Rat1A細胞をトランスフォームする。

また、ΔFosBを休止期の Rat1A細胞で発現させると、細胞は同調的に増殖サイク

ルへ移行し、少なくとも１回の DNA 複製、核分裂そして細胞分裂を進行させる。

この過程では、サイクリン Eと CDK2のmRNAが安定化されることをすでに明ら

かにしている。

平成１０年度はこの研究をさらに進め、ΔFosBが細胞増殖を促進的に制御するだ

けでなく、２回目の G1 期以降に遅延型の細胞死を誘発することを明らかにした。

この細胞死は、CDK2、CDC2、そして p53 タンパク質発現のいずれかによって制

御されている可能性が示唆されたので、現在その細胞死のメカニズムの解析を進め

ている。

FosB

² FosB

fosB mRNA

∆fosB mRNA

gly pro leu ala glu val arg asp leu-----ala ser leu phe thr his ser glu val gln val 
GGC CCG CUG GCC GAG GUG AGA GAU UUG-----GCU UCU CUC UUU ACA CAC AGU GAA GUU CAA GUC  
 
 
 
 
　　　　　　　　　　　　GGC CCG CUG GCC GAG UGA  AGU UCA AGUC 
　　　　　　　　　　　　gly pro leu ala glu stop                      

1 338

1 237

Basic Region Leu Zipper

N-TA C-TA

N-TA

140b

Basic Region Leu Zipper
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ｂ．細胞分化における FosBとΔFosBの役割

FosBあるいはΔFosBの発現により分化をひき起こす細胞株をスクリーニングし、

Rat3Y1細胞株が、FosBとΔFosBいずれの単独発現でも増殖を停止し、形態的に

変化することを見い出した。この形態的に変化した細胞は長期間生存することから

細胞分化に伴う形態変化を FosBとΔFosBが誘導したと考えられる。現在、その分

化形質を特定中である。

ｃ． fosB遺伝子の脳・神経系での発現と機能

我々は、FosBとΔFosBタンパク質特異的な抗体を用いた神経組織の免疫染色と

イムノブロッティングより６-ハイドロキシドーパミン投与ラットの線条体－黒質

ニューロンの中で D2ドーパミンレセプターを持つニューロンに Fosファミリータ

ンパク質の中でΔFosB タンパク質のみが選択的に長期発現することを報告してい

る。一方、このパーキンソン病モデルラットは、D1 アゴニストの投与により線条

体ニューロンの中の D1 ドーパミンレセプターを発現するニューロンを興奮させる

と運動機能の異常（旋回運動）を引き起こす。この時最初に L-ドーパあるいはアポ

モルフィンなどの D1 と D２の両レセプターに作用するアゴニストを投与しておく

とその効果が増強され、この現象はプライミングと呼ばれる。

平成１０年度は、このプライミング時にも fosB遺伝子の発現が線条体ニューロン

で特異的に増強されることを明らかにし、その機能的な重要性を解析した。このプ

ライミングの過程では、c-Jun や c-Fos、Zif268 など他の転写因子の発現も増強す

るので、fosB遺伝子発現の意義を明らかにする目的で fosB mRNAのアンチセンス

オリゴヌクレオチドをラットの線条体に注入し、その発現を抑制した。fosB mRNA

のアンチセンスオリゴヌクレオチドを注入したラット線条体では、fosB遺伝子のみ

の発現が一過性に抑制されたが、c-Jun や c-Fos、Zif268 など他の転写因子の発現

は変化しなかった。このラットにおいては、プライミングによる運動機能の異常（旋

回運動）の亢進が有意に抑制されていた。この結果は、初めて fosB遺伝子が神経機

能の制御に重要な役割を持つことを個体レベルで示唆したものである。

ｄ．fosB遺伝子機能の個体レベルでの解析

現在、fosB遺伝子完全欠損 ES細胞、FosBタンパク質欠損 ES細胞、ΔFosBタ

ンパク質欠損 ES 細胞の樹立を進めており、今後はこれら ES 細胞から遺伝子改変

マウス個体を樹立し、脳・神経細胞の機能制御における fosB遺伝子の役割を解明す

ることを目指している。

（３）共同研究者の研究成果

ａ．Ａグループ

種々のヒト脳神経変性疾患患者の脳標本の採取とライブラリー化を進めた。
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ｂ．Ｂグループ

ヒトプレセニリンとヒトタウタンパク質の野性型および変異型遺伝子を発現する

トランスジェニックマウスの樹立を進めた。
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