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略語一覧 

AMPA α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropinoic acid 

APS Ammonium persulfate 

AS antisense 

CAD Caspase-Activated DNase 

CREB cAMP Response Element Binding protein 

DAPI 4',6-diamidino-2-phenylindole 

EMEM Eagle's Modified Eagle Medium 

DTT Dithiothreitol 

FCS Fetal Calf Serum 

FITC Fluorescein 

GS Goat Serum 

LTP Long-Term Potentiation 

MAPK Mitogen-activated Protein Kinase 

MDM2 Murine Double Minute 2 

NaF Sodium Fluoride 

Na3VO4 Sodium Orthovanadate 

NES Nuclear Export Signal 

NLS Nuclear Localization Signal 

NMDA N-methyl-D-aspartate 

NoLS Nucleolus Localization Signal 

PMSF Phenylmethylsulfonyl fluoride 

PVDF Poly Vinylidene DiFluoride 

PP2A Protein phosphatase 2A 

QA Quinolinic Acid 

RA Retinoic Acid 

RT Room Temperature 

SDS Sodium Dodecyl Sulfate 

TdT Terminal Deoxynucleotidyl Transferase 

TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 

TRITC 5/6-Tetramethyl-rhodamine isothiocyanate 

TrkA Tropomyosin receptor kinase A 

TUNEL TdT-mediateddUTPnickendlabeling 
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第１章 緒言 

 

神経細胞で多く発現している NMDA 受容体は学習・記憶の形成に重要な役割を果たして

いる。一方で、NMDA 受容体の過剰刺激は、細胞内 Ca2+濃度を過剰に上昇させ、急性およ

び慢性的な神経細胞死(アポトーシス)を引き起こすことが報告されている。近年、この NMDA

受容体を介したアポトーシスが認知症の一種であるアルツハイマー病の原因の一つであると

考えられている。 

タンパク質 B23は、腫瘍細胞などの増殖細胞に多く存在しており、リボソーム生合成・中心

体複製・mRNA のプロセシング・アポトーシス制御などに関与している。また、B23 は核質と

細胞質をシャトルし、複数のリン酸化部位を有することから、B23 の局在変化やリン酸化はそ

の機能と密接に関係しているとも言われている。しかし、神経細胞のような非増殖細胞におけ

る B23 の機能についてはほとんど報告がない。そこで、本研究では NMDA 受容体を介した

アポトーシスにおける B23の役割の解明を目的とした。 

 

第 1項  アルツハイマー型認知症 

 

脳は, 私たちのほとんどあらゆる活動をコントロールしている司令塔であり，それがうまく働

かなければ, 精神活動も身体活動もスムーズに運ばなくなる。厚生労働省の定義では,「認知

症は生後いったん正常に発達した種々の精神機能が慢性的に減退・消失することで，日常

生活・社会生活を営めない状態」であるとされている 1)。認知症の病型で 1番多いのがアルツ

ハイマー型認知症で, 脳神経が変性して脳の一部が萎縮していく過程でおきる認知症である。

年齢，女性，糖尿病が認知症有病率と有意な正の関連を示すことが報告され，将来の性・年

齢階級別にみた認知症有病率が算出されている。その報告によると，各年齢層の認知症有

病率が 2012 年以降一定であると仮定した場合，推定認知症患者数は 2025 年 675 万人，

2040 年 802 万人，2060 年 850 万人であり，時代とともにその数は増加するとされてい

る。さらに、将来認知症の頻度が 2012 年から 2060 年までに 20％上昇すると仮定した場

合，将来の認知症患者数は 2025 年 730 万人，2040 年 953 万人，2060 年 1154 万

人と推定された。また，認知症の病型別にみるとアルツハイマー病の患者数は，各年齢層の

認知症有病率が一定と仮定した場合は 2025 年 466 万人，上昇すると仮定した場合は 504 

万人であるとされている。さらに，その患者数は 2040 年に約 550-650 万人，2060 年に約

600-800 万人となり、血管性認知症やその他の認知症の患者数に比べ顕著に増加すること

が報告されている 2)。 

アルツハイマーの原因においては様々な説が述べられているが，近年，カルシウムの過負

荷による神経変性や神経細胞死(アポトーシス)が原因の 1つであると考えられている 3)。これ

らの神経細胞の減少は，シナプス間隙でのグルタミン酸レベルの超過による，N-methyl-D-
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aspartate (NMDA)受容体の過剰刺激の結果，起こるとされている 4)。  

 

 

第 2項  脳における神経伝達 

 

人間の脳で記憶を司っているのは海馬である。海馬は大きく分けて歯状回（DG）・CA1・

CA2・CA3 の 4 つの部分から構成されている(Fig. 1)5)。その中でも CA1 領域は，NMDA 受

容体の発現が確認されており，学習・記憶の形成の根底にあるとされている長期増強 Long-

Term Potentiation (LTP)に深く関与しているとされている 6)。 

哺乳類の脳における神経伝達は，主にグルタミン酸がイオンチャネル型のグルタミン酸受

容体を活性化することで行われている。イオンチャネル型グルタミン酸受容体は，リガンド開

口型イオンチャネルで，薬理学的特性によってさらに，α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-

isoxazolepropinoic acid (AMPA)型，カイニン酸型，NMDA型に分類される 7)。 

 

 

第 3項  NMDA受容体 

 

NMDA 受容体は学習・記憶の基礎的現象であるシナプスの可塑性の発現に中心的役割

を果たしている 8)。また，グルタミン酸の結合により, non-NMDA型受容体は Na+や K+に高い

透過性を示す一方で, NMDA 型受容体は Na+や K+の他に Ca2+に対して高い透過性を示す

ことが知られている。通常の神経伝達では, 前シナプスからグルタミン酸が放出されシナプス

間隙を通って，後シナプスの AMPA受容体と NMDA受容体に結合する。AMPA受容体の応

答は速く，細胞内に素早く Na+を流入させることで神経伝達を行う。一方，NMDA受容体はチ

ャネル孔が Mg2+により遮断されており，通常の神経伝達時においてはイオンの透過性を示さ

ない 9,10)。 この Mg2+による遮断は膜電位依存的であるため, 脱分極状態ではこの遮断は解

除される 11)。つまり記憶形成時におけるNMDA受容体の活性化は，AMPA受容体の持続的

な活性化によって Na+の細胞内流入が亢進することによる脱分極が必須であると言える。 

NMDA受容体は 2つの GluN1および 2つの GluN2 もしくは GluN3から成るヘテロ 4 量

体である 12,13)。GluN1は中枢神経系に広く発現し, GluN2A・GluN2Bは成人の大脳皮質, 海

馬に，GluN2C は小脳に，GluN2D は脳幹に多く発現している 14)。Mori らによる同時発現実

験の結果によると, 機能性NMDA受容体はチャネル形成に必要不可欠なGluN1および, 少

なくとも 1種の GluN2が必要であることが報告された 15)。GluN1にはグリシン結合部位が存

在し，グルタミン酸の他にグリシンが co-agonist として働くことが，NMDA受容体活性化に必

須であるとされている 16)。 

NMDA 受容体の過剰刺激は，細胞内 Ca2+濃度を過剰に上昇させ，急性および慢性的な

神経変性を引き起こすことが報告されている 17)。NMDA 受容体を介したアポトーシスシグナ
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ル経路においては，様々な研究がされている。その中でも，システインプロテアーゼである

Calpain の増加，分裂促進因子活性化タンパク質キナーゼ  Mitogen-activated Protein 

Kinase (MAPK)の増加，がん抑制遺伝子産物 p53 の増加，システインプロテアーゼファミリ

ーである Caspaseの増加などが多く報告されている。 

NMDA 受容体のリガンドとして働く物質は，グルタミン酸の他にキノリン酸 (QA)などが存

在する。QAはハンチントン病 18)，虚血，免疫不全において脳内で高濃度に検出され，脳内の

QA はグリア細胞において高濃度の合成と放出が行われていると報告されている 19)。その他

に，NMDA 受容体のアゴニストとして働く物質として NMDA があり，これらはグルタミン酸と

非常によく似た構造を持っている(Fig. 2)。 
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第 4項  核小体タンパク B23 

 

 1973 年, Orrick らは, Novikoff腹水がん細胞やラット肝細胞から核小体を単離して核小体

タンパクを抽出し, 2 次元ポリアクリルアミドゲル電気泳動を行い, タンパクのスポットを分子

量の小さい順に A, B, Cの 3つの領域に分け, 順に番号を付け, 比較的多く存在し銀で染色

される 2 種類のタンパクを B23 (nucleophosmin: NPM, numatrin,  NO38)と C23 

(nucleolin)とした 20)。 

B23 は B 領域の 23 番目のスポットとして発見され, 現在までにラット, マウス, ヒト, ニワ

トリ, アフリカツメガエルで B23 の一次構造が報告されている 21-25)。ヒト, ラット, マウスでは

選択的スプライシングにより B23.1 と B23.2 の 2 種類のアイソフォームが存在することが明

らかとなっている 26)。 B23.1は 294残基のアミノ酸からなるタンパク質で，B23.1と B23.2は

C末端側の 35のアミノ酸を除き，同じアミノ酸配列を持っている。また，B23.1は核質や核小

体に発現していることが確認されているが，B23.2 は核質と細胞質のみで発現の確認がされ

ており，B23.1 のみに存在する C 末端側の領域が核小体局在に必要不可欠であるとされて

いる 27,28)。さらに，B23 は核質や核小体での発現のみならず，細胞周期の間で核と細胞質を

シャトルするタンパク質であることも報告されている 29)。B23の一次構造の特徴は, 分子中央

部の 120～132, 158～187残基に酸性ドメインが存在し, このような酸性ドメインは C23にも

見出されている。さらに配列解析の結果，B23 は核輸送シグナル (NES)，核局在シグナル 

(NLS)，核小体移行性シグナル (NoLS)を持つことが示された 28)。先ほども述べたように，

wild-type B23 は核小体での局在が確認されている。一方で，NES のミスセンス変異体と欠

損変異体においてほとんどが核質にて観察された。これは NES の変異による細胞質への輸

送能の欠損の結果，B23が核内に過剰に蓄積することを意味している 30)。また，NLSの変異

体では核質におけるB23の局在が消失し，細胞質と核小体において局在が確認され、NoLS

の変異体では核小体での局在は確認されなかった 31)。これらは NES，NLS，NoLS が B23

の細胞内での機能・局在に必要不可欠であることを示している。 

 

 

第 5項  B23 とリン酸化 

 

タンパク質のリン酸化と脱リン酸化は，翻訳後修飾の 1 種で，多種多様な生理学的・病理

学的プロセスの制御に関与している 32)。リン酸化が発生するアミノ酸残基はセリン，スレオニ

ン，チロシンの 3 種類で，これ以外のアミノ酸では発生しない。B23 はリボソーム生合成 33)，

中心体の複製 34)，mRNA のプロセシング 35)，アポトーシスの制御 36)などに関与する多機能

タンパク質として知られているが，リン酸化タンパク質としても知られている。現在までに 9 ヶ

所のリン酸化部位が報告されており，ヒト B23.1 では，Ser4，Ser125，Thr199，Thr219，

Thr234，Thr237の 6 ヶ所はすでにリン酸化を受けるキナーゼが特定されている 37)。 
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 当研究室向井により B23のアミノ酸配列のうち 198番目の Thrのリン酸化が脳における神

経保護作用に関与していることが明らかとなった 38)。なお、マウスとヒトでは配列が一つずれ

るためマウスでは Thr は 198 番目であるが、ヒトでは 199 番目となる。また、電離放射線に

よる DNA の損傷後の修復にユビキチンと 199 番目の Thr がリン酸化された B23 との結合

が関与しているという報告や放射線刺激により誘発されたアポトーシス細胞において B23 の

199番目の Thrのリン酸化がアポトーシス因子 p53に対し阻害的に働いているという報告が

されている 39)。 

 

 

第 6項  B23 とアポトーシス 

 

B23 はアポトーシスの制御において重要な役割を担っている。いくつかの増殖細胞にお

いて，B23 の発現低下が細胞のアポトーシスを増感させ，発現量の増加がアポトーシスに対

する細胞保護作用を示すことが報告されている 40-42)。 それらに関連して，B23 と相互作用

することや B23 の発現量を制御することで細胞生存に影響を与えるタンパク質がいくつか特

定されている。腫瘍抑制因子の p14ARFは B23 との相互作用によりタンパク質の分解を促進

することで細胞死を誘導する 43)。しかし，B23 が p14ARFの主要な細胞内リザーバーとして作

用していることも報告されている。細胞が刺激を受けると，B23 が p14ARFを遊離させ MDM2

との結合を可能にすることで，p53 のプロテアソーム分解を阻害する 44)。 p53 は定常状態で

は，プロテアソームによって恒常的に分解され，細胞内での発現量は非常に低く保たれてい

る。しかしDNA傷害などの細胞ストレスに応じて p53は安定化し，発現が増強する 45)。また，

p53 に特異性が高く，安定性を制御する重要なリガーゼとして MDM2 が知られている。

siRNA による B23 mRNA との結合しそのタンパク質発現が減少する結果，遊離 p14ARF量

の増加が起こり，アポトーシスが亢進することが報告されている 44)。これに反して，B23 の発

現増加は p14ARFと拮抗し，p14ARF局在を保持することがアポトーシスの抑制につながること

が示された 46)。また，その他の研究の報告では B23が MDM2 と p14ARF非依存的に直接相

互作用することが可能で，B23は p53と MDM2の複合体の形成に対して阻害作用を示すこ

とや 47)，B23が p53 と直接会合することが報告されている 48)。一方で，B23が p53 と直接相

互作用を持たないという報告もあり 43)，B23と p53の相互作用はある一定の状況でのみ起こ

る可能性が示唆された。 

内因性のアポトーシス応答において，p53 はミトコンドリアでのシトクロム C の放出を引き

起こすことが知られている。B23 の過剰発現が，p53 の核からミトコンドリアへの移行を阻止

する報告もあり，p53のミトコンドリアでの発現を減少させることによりアポトーシスから細胞を

保護する可能性が示唆された 49)。同様に，B23 が細胞質の caspase-6，caspase-8 のタン

パク質分解能を直接阻害することによってアポトーシスを抑制することが報告されており 50)， 

B23の細胞質の画分がアポトーシス経路の制御に必要であることが示唆された。 
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第 7項  MAPK カスケード 

 

MAPKカスケードは、Raf (MAPKKK)-MEK (MAPKK)-MAPK という３種類のリン酸化酵素

（キナーゼ）によって構成されるシグナル伝達モジュールであり, 出芽酵母からヒトに至る全て

の真核生物に相同な分子が存在する細胞内情報伝達の根幹をなすシステムである。ヒトを

代表とする哺乳類細胞には, 主に増殖因子によって活性化され細胞増殖や分化を制御する

ERK経路, ストレス応答 p38経路および JNK経路という３種類の MAPキナーゼカスケード

が存在する。この中でも p38および JNK経路は紫外線や放射線, 酸化, 熱ショック, 高浸透

圧などの様々な環境ストレス刺激によって活性化され, ストレスを被った細胞に細胞死（アポ

トーシス）を誘導し, 炎症性サイトカインや病原体の感染などによっても活性化され, 免疫応

答や炎症の制御に中心的な役割を果たしている。これら複数のMAPK経路が正しく制御され

ることで, 人体の恒常性が維持されており, MAPK経路に何らかの制御異常が起こってしまう

と, 癌, アレルギーや自己免疫疾患（関節リウマチ, 喘息等）, 糖尿病や神経変性疾患（アル

ツハイマー病, パーキンソン病等）などの疾病になってしまうことが知られている 51)。 

現在, 多くの製薬企業によってストレス応答 MAPK 経路の選択的阻害剤が開発され, 臨

床試験が開始されており, 関節リウマチ, 神経変性疾患や2型糖尿病などに対する新たな分

子標的治療薬としての可能性が大きく注目されている。 しかしながら, MAPK カスケードの活

性制御機構や生理機能には、未だ不明な点が数多く残されており, また疾患における制御

異常の詳細も明らかにされていない。これらの問題の解明は生物学的に極めて重要である

ばかりでなく、癌、アレルギー・自己免疫疾患、神経変性疾患や糖尿病などを始めとする様々

な難治性疾患の病因・病態の理解と, 新たな分子標的治療薬開発の観点からも必要不可欠

である。 

 

 

第 8項  p38 MAPK 

 

p38 MAPK は, サイトカインおよびストレスに対する細胞応答を制御するシグナル伝達カ

スケードに関与する。哺乳動物には, p38（MAPK14）, （MAPK11）, （MAPK12 / ERK6）

および-（MAPK13/SAPK4）の 4 つの p38 MAPK のアイソフォームが同定されている。

SAPK/JNK 経路と同様に, p38MAPK は, 浸透圧ショック, 炎症性サイトカイン、リポ多糖

（LPS）, 紫外線, 成長因子を含む様々なリガンドまたは細胞ストレスによって活性化される。

さらに, 酸化ストレスおよび GPCR 刺激は間接的に p38 を活性化する。p38MAPK は, いく

つかのキナーゼ, 転写因子およびサイトゾルタンパク質を含む下流標的を調節する。これら

のキナーゼには, MAPKAPK2, MAPKAPK3, PRAK, MSK1 および MNK1/2 が含まれる。

p38 にリン酸化されるいくつかの重要な転写因子には, 腫瘍抑制タンパク質 p53, CHOP

（C/EBP-相同タンパク質）、STAT1（転写-1 のシグナルトランスデューサーおよび活性化因
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子）, CREB（cAMP応答配列結合タンパク）および Max/Myc複合体等。p38MAPK経路は、

転写および翻訳レベルで炎症性サイトカインの生合成にとって重要な調節因子である。これ

により, この経路の異なる成分が自己免疫疾患および炎症性疾患の治療の標的となる 52)。 

 

 

第 9項  p38 とアポトーシス 

 

 紫外線などの DNA損傷によって, p53依存的に発現誘導される PP2C類似ホスファターゼ

Wip1（PPM1D）が, p38や p53 を脱リン酸化して, これらの分子の活性を阻害し, DNA損傷

後のアポトーシスを抑制することが報告されている 53)。 

 また, 低酸素などの特定のストレス刺激によって一過性に形成される細胞質内構造体であ

るストレス顆粒が, MTK1 の活性化促進分子（RACK1）を顆粒内に取り込んでその機能を阻

害し, MTK1−p38/JNK 経路を失活させて, DNA 損傷によるアポトーシスを強く抑制する事が

報告されている 54)。 

 さらに近年, p38経路の活性化が癌遺伝子の不活性化によって誘導される癌細胞特異的な

アポトーシスに最も重要であり, 癌遺伝子をターゲットとした分子標的治療において, 癌細胞

の排除に中心的な役割を果たすシグナル伝達システムであることなどが相次いで報告されて

いる 55)。 
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Fig. 1 海馬体における各領域 

 

 

参考: http://www.riken.jp/~/media/riken/pr/press/2013/20130404_1/note1.jpg 
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L-グルタミン酸 

QA：キノリン酸 

Fig. 2 NMDA受容体のリガンド・アゴニスト構造式 

NMDA 
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第2章 目的と材料と方法 

第1節 In vivoでの NMDA受容体を介した神経細胞死における B23の機能 

 

第1項 目的 

NMDA 受容体の過剰な活性化は，アルツハイマー型認知症の原因の 1 つであると考えら

れており, 海馬の中でも CA1 領域は，NMDA 受容体および B23 の発現も確認されている

56)。そのため, 本実験ではマウス海馬 CA1 領域への QA 投与によるアポトーシスに対する

B23の機能を明らかにすることを目的に実験を行った。 

 

第2項 動物・試薬 

ddY系雄性マウス(6週齢)(日本エスエルシー)を購入後，22℃±2℃，明暗 12時間(7:00～

19:00 点灯)，自由摂取で，1週間予備飼育を行った。 

イソフルラン(和光純薬)，マリノール(松浪硝子工業)，MEBSTAIN Apoptosis TUNEL Kit 

Direct(MBL)，Histo VT One(ナカライ )，GS(Equitech-Bio), DAPI(同仁化学研究所 ), 

SlowFade® Gold antifade reagent(Thermo Fisher) 

 

第3項 薬物脳内投与 

マウスへの薬物脳内投与は,脳定位固定装置を用いて，麻酔下で行った。麻酔は，イソフ

ルランを Univentor 400 Anaesthesia Unit(Univentor)で気化させることによって行った。

脳定位固定装置にマウスの頭部を両外耳道と口で固定した。その後，頭皮を切開，ドリルで

頭蓋骨に穴をあけて脳を露出させた。26G 針付きハミルトンシリンジにて海馬(-2.8 mm 

posterior from bregma, -2.7 mm from midline, 2.0 mm from the brain surface)に QA(50 

mM)を 1 µL，1 minかけて投与し，1 min維持した。その後針を抜き，頭皮を縫合して 1日通

常飼育した。 

 

第4項 切片作製 

麻酔後，胸部を切開し，左心室に翼付 26G針を挿入し，右心耳を切除した。生理食塩水を

30 mLで灌流後，4%パラホルムアルデヒド/PBS 30 mLで灌流固定した。脳を摘出し，4%パ

ラホルムアルデヒド/PBS中にて 4℃で一晩固定した。翌日，10 mL PBSに 30 min浸し，同

量の PBに交換したのち 30 min浸して洗浄した。続いて，脱水処理に移行した。70% エタノ

ールに 4℃で一晩浸した。翌日，エタノール(80%, 90%, 99%, 100%, 100%：各 1 h)に浸し

た。次にキシレンに 15 min×3浸し，透徹処理を行った。包埋カセットに脳組織を入れ，パラフ

ィンに 62℃で 45 min×2浸した。その後，包埋処理を施した。 

切片の作製はミクロトームを用いて行った。切片の厚さは 14 µmで作製し，恒温槽 42℃で

伸展させた。その後，スライドガラスに張り付け，37℃の乾燥庫内で一晩乾燥させた。 
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切片をキシレンに 5 min×3，続いてエタノールに 100%, 100%, 90%, 70%の順に各 3 min

浸し, 脱パラフィンを行った。その後，超純水にて水洗いした。 

 

第5項 Nissl染色 

脱パラフィン処理後，0.1% Cresyl violet 溶液に 15 min 染色後，95% エタノールに数秒

×3回浸し，目視にて脱色具合を確認後キシレンに浸した。その後，マリノールにて封入した。 

 

第6項 TUNEL染色 

脱パラフィン処理後，PBSを組織に乗せ，37℃で30 min反応させた。PBSを取り払い,100 

µLの proteinase K solution を組織に乗せ, 37℃で 30 min反応させた。反応終了後, 超純

水に 2 min×4回浸し, 洗浄後, 50 µLの TdT buffer Ⅱを組織に乗せ, RTで 10 min反応さ

せた。TdT buffer Ⅱを取り払い, 50 µLの TdT solution を乗せ, 37℃で 60 min反応させた。

TdT solution を取り払い, TB solution を 100 µL を組織に乗せ, RTで 15 min反応させた。

反応終了後, 超純水に 2 min×4回浸し, 洗浄した。対比染色のために, 0.5 mg/mLの DAPI

を 50 µL組織に乗せ, 4℃で 15 min反応させた。反応終了後, PBSに 5 min浸し, 洗浄した。

最後に SlowFade® Gold antifade reagent を 1 滴落とし, カバーガラスをマウントし蛍光顕

微鏡で観察した。 

 

第7項 蛍光免疫染色 

脱パラフィン処理後, Histo VT Oneに浸し 90℃で 40 min反応させた。室温除冷後, T-TBS

で 5 min×3回洗浄した。0.1% TritonX-100/TBS を添加, RTで 15 min透過処理を行った。

T-TBS で 5 min×3 回洗浄後, 2% GS/T-TBS でブロッキングを RT で 30 min 行った。2% 

GS/T-TBSを除去後, Anti-B23 polyclonal antibody(1/500)を乗せて, RTで 2 h反応させた。

T-TBSで 5 min×3回洗浄後,Anti-rabbit IgG antibody(TRITC)(1/500)を乗せて, RTで 1 h

反応させた。T-TBS で 5 min×3 回洗浄後, 核染色のため 0.5 µg/mL の DAPI をのせて 3 

min 反応させ後, T-TBS で 5 min×3 回で洗浄した。最後に SlowFade® Gold antifade 

reagentを 1滴落とし, カバーガラスをマウントし蛍光顕微鏡で観察した。 
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第2節 In vitroでの NMDA受容体を介した神経細胞死における B23の機能 

 

第1項 目的 

B23 は増殖細胞で発現が多く見られ，アポトーシスにおける B23 の研究が数多く報告され

ている。しかし, 神経細胞などの非増殖細胞での B23 とアポトーシスの関係性の報告はほと

んどされていない。 

本実験では，In vitroでの NMDA受容体を介した神経細胞死における B23の機能につい

て検討した。実験には神経細胞モデルとして幅広く使用されているヒト神経芽細胞腫(SH-

SY5Y)を使用した。 

 

第2項 細胞・試薬 

SH-SY5Y(RIKEN Cell Bank)，EMEM(日水製薬 )，Ham’s F-12(日水製薬 ), FCS 

(Biowest)，L-Alanyl-L-Glutamine(ナカライ)，NEAA(ナカライ), Trypsin/EDTA(ナカライ)，

Skim Milk(ナカライ)，QA(Wako)，PAS, RA(Wako)，jetPRIME®(Polyplus)，SlowFade® 

Gold antifade reagent(Invitrogen) ， PVDF Blotting Membrane(GE Healthcare Life 

science)，Anti-β-Actin Rabbit pAb(MBL)，Anti-Rabbit IgG (H+L chain)-HRP(MBL)，Anti 

B23 Rabbit pAb(当研究室作製)，p38 MAPK Rabbit mAb(SIGMA)，Phospho-p38 MAPK 

(Thr180/Thr182) (D3F9)XP® Rabbit mAb(Cell Signaling Technology) ， NPM1 

Monoclonal Antibody(当研究室作製)，ECL Western Blotting Substrate(Thermo Fisher 

scientific)  

 

第3項 細胞培養 

SH-SY5Yは 15% FCS，1%非必須アミノ酸(NEAA)，2 mM L-Alanyl-L-Glutamine を含む

EMEM/Ham’s F-12中で培養，37 ℃，5%CO2インキュベーター内で維持した。 

継代操作は，細胞がセミコンフルエントの状態で行った。細胞を PBS(Table 1)で洗浄後，

Trypsin/EDTAで剥がした.細胞を遠心分離(1000 rpm，5 min，4 ℃)し，上清除去後，沈殿を

上記培地で懸濁し，100 mm dishで培養した。 

 

第4項 神経分化誘導 

6 well dish に SH-SY5Y を 1×105 cells/dish で播種した。24 時間培養後，2% FCS，1% 

NEAA，2 mM L-Alanyl-L-Glutamine, 10 µM レチノイン酸  Retinoic Acid(RA)を含む

EMEM/Ham’s F-12 に培地交換した。培地交換は 48 時間おきに行い，8 日間培養したのち

実験に使用した。 

 

第5項 QA処理 

 分化誘導後の SH-SY5Yを Mg2+ Free Locke’s buffer(Table 1)で 1回洗浄した。その後，
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Mg2+ Free Locke’s buffer中で QA は 100 µM となるよう加え，3 h反応させた。反応終了後, 

上清を除き， 1 mLの cold PBSで 3回洗浄した。Dishあたり 50 µLの Lysis buffer(Table 

1)を加え，セルスクレーパーで回収した。得られた試料を氷上で超音波処理により細胞を破

砕してタンパク抽出溶液とした。抽出液のタンパク濃度は，Bradford 法により測定した。測定

後，Sample buffer(5×)(Table 1)を加え，100℃，5 minで加熱したものをサンプルとして使用

した。 

第6項 アンチセンス法 

 アンチセンス法は jetPRIME®を用いて行った。 

6 well Dishに SH-SY5Yを 1×105 cells/dishで播種し, 24時間培養した。2 µgのアンチセン

ス RNA を jetPRIME buffer 200µLに加え,ボルテックスし,スピンダウンした。jetPRIME 4 µL

を加え, ボルテックスし,スピンダウンして,RT にて 10 min 反応させた。反応終了後, Dish あ

たり 200 µLのトランスフェクション混合液を加え, 72時間培養した。 

 

第7項 アミノ酸点変異 

B23アミノ酸配列の 199番目の Thrを Alaに変異させ, pcDNA(Fig. 3)に組み込んだ B23 

mutant in pcDNA は三重大学医学系研究科河野光雄先生の指導のもと作製した。B23 

mutant との比較のために B23 のアミノ酸配列を変異させていない B23 intact in pcDNA も

作製した(Fig. 4)。 

以下に B23のアミノ酸配列を示す(Fig. 5)。 

 

第8項 トランスフェクション 

 トランスフェクションは jetPRIME®を用いて行った。 

6 well dish に SH-SY5Y を 1×105 cells/dish で播種し, 24 時間培養した。2 µg の DNA を

jetPRIME buffer 200µLに加え,ボルテックスし,スピンダウンした。jetPRIME 4 µL を加え, ボ

ルテックスし,スピンダウンし,RTにて 10 min反応させた。反応終了後, Dishあたり 200 µLの

トランスフェクション混合液を加え, 24 時間培養した。24 時間培養後,EMEM/Ham’s F-12(2 

mM L-AQ, 1% NEAA, 100 µg/ml G418)に培地交換して, 24時間培養した。 

 

第9項 細胞分画 

分化誘導後の SH-SY5YをMg2+ Free Locke’s bufferで 1回洗浄した。その後，Mg2+ Free 

Locke’s buffer中で QA が 100 µM となるよう加え，3 h反応させた。反応終了後, 上清を除

き，1 mL の cold PBS で 3 回洗浄した。洗浄後，細胞を Trypsin/EDTA で剥がし,遠心分離 

(1000 rpm，5 min，4 ℃)した。沈殿を 40 µLの CSK buffer(Table 1)で懸濁し，ボルテックス

10 s, 5 min インキュベートを 2回繰り返した。これを遠心分離(600 rcf，5 min)し，上清画分

には Sample buffer(5×)10µL を加え，沈殿画分には CSK buffer 40 µL および Sample 

buffer(5×)10µL を加え, それぞれボルテックスし,スピンダウンして,100℃，5 min で加熱した
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ものをサンプルとして使用した 57)。 

第10項 Western Blotting 

10% ポリアクリルアミドゲルにタンパク量が 30 µg/well となるようにサンプルをアプライし

た。 電気泳動はゲル一枚につき 30 mA の定電流で行い，サンプルがゲルの端に来るまで

Running buffer (Table1)中にて行った。泳動中にゲルと同じ大きさの PVDF膜と濾紙を準備

した。PVDF 膜はメタノールにて親水処理を行った後，Blotting buffer(Table 1)中で浸透させ

た。濾紙はメタノールに浸さず，Blotting buffer中で浸透させた。泳動終了後，ウエット式転写

装置(BIO-RAD)を用い，200 mA，1.5 h で転写した。転写終了後，PVDF 膜を 1% Skim 

milk/T-TBSに浸し，RT，1 hで Blocking を行った。Blocking終了後，一次抗体反応(Anti β-

Actin，1/3000，Anti B23，1/3000，Anti p38，1/3000, Anti p-p38，1/2000)を RT，2 hで行っ

た。T-TBS(Table 1)で 10 min×3回洗浄後，二次抗体(Anti Rabbit IgG，1/3000)と RT，1 h

反応させた。T-TBSで 10 min3回洗浄後，ECL を用いて検出を行った。 

 

第11項 統計処理 

 実験データは平均値±標準誤差で表した。有意差検定は 2 群間の比較は student-t-test, 3

群間の比較は Turkey-test によって評価し，p 値が 0.05 未満であるとき有意であると評価し

た。 
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第3章 結果と考察 

 

第 1節 In vivoでの NMDA受容体を介した神経細胞死における B23の機能 

 

第 1項 海馬への QA投与による細胞死の確認 

海馬 CA1 領域への QA 投与が細胞死を誘導するのか，Nissl 染色により確認した。Nissl

染色は，神経細胞に特有であり, タンパク合成に重要な役割を果たしているニッスル小体を

染色する方法である。Nissl染色の結果，control群と比較して QA 投与群で Nissl染色陽性

細胞の減少を確認した(Fig. 6)。 

QA 投与群で Nissl 染色陽性の細胞が減少したことから, QA 投与により生細胞数が減少

したと考えられ, QAにより CA1領域において細胞死が誘導されたと判断した。 

 

第 2項 海馬への QA投与によるアポトーシスの確認 

海馬 CA1領域へのQA投与が細胞死を誘導することが確認できたため, その細胞死がア

ポトーシスによるものであるか, TUNEL 染色により確認した。TUNEL 染色は，アポトーシス

の過程で損傷した DNA を検出する方法である。TUNEL 染色の結果，control 群と比較して

QA投与群で TUNEL染色陽性細胞の増加を確認した(Fig. 7)。 

QA 投与群で TUNEL 染色陽性の細胞が増加したことから，QA により誘導される細胞死

はアポトーシスによるものであると考えられ, QA により CA1 領域においてアポトーシスが誘

導されたと判断した。 

 

第 3項 海馬への QA投与による B23の局在変化の確認 

海馬へのQA投与時の B23の局在を蛍光免疫染色により確認した。染色の結果，CA1領

域の錐体細胞層において control群では B23の核での局在を確認した。一方で，QA投与群

においては核以外の細胞質においても B23の局在が確認できた(Fig. 8)。 

B23は機能により局在変化するタンパク質として知られている。B23のアポトーシス制御機

構に関しては，いくつかの報告があるが，細胞質への移行がアポトーシス制御に関与してい

ることが報告されており 50)，今回の結果は，B23 がアポトーシスに対する抵抗性を示す可能

性を示唆する結果となった。 
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第 2節 In vitroでの NMDA受容体を介した神経細胞死における B23の機能 

 

第 1項 SH-SY5Yの RA処理における神経分化の確認 

SH-SY5Y は, 神経分化により神経突起の伸長が起きることが報告されている 58)。そのた

め, 細胞の形態観察を行った。形態観察の結果，神経細胞の特徴である神経突起の伸長が

観察できたため, 分化は正常に行われた(Fig. 9)。 

 

第 2項 SH-SY5Yの QA処理におけるアポトーシス関連タンパク質の発現量確認 

 アポトーシスのシグナル伝達経路では，様々な分子の活性化が確認されている。活性化さ

れた分子は，自身の下流に存在する分子を活性化することで，アポトーシスシグナルの伝達

に関与している。 

本実験では，アポトーシス誘導時に発現量の増加が報告されている 59)リン酸化 p38 

MAPK(p-p38)をアポトーシスの指標とし，Western blottingにて発現量の確認を行った。また，

内部標準として p38 を使用した。実験の結果，分化誘導後の SH-SY5Y に対する QA 処理

群において，control群と比較して p-p38の発現量の有意な増加を確認した(Fig. 10)。この結

果は，QA 処理が SH-SY5Y のアポトーシスを誘導することにより，アポトーシスのシグナル

経路を活性化したことによるものであると考えられる。 

  

第 3項 アンチセンス法を用いた B23発現抑制によるアポトーシス関連タンパク質の発現量

確認 

アンチセンス法とは，標的とするmRNAの塩基配列がわかっている場合，それに相補的な

DNA もしくは RNA を用いてタンパク質合成を阻害する手法のことである。 

SH-SY5Yにおいて，QA処理による p-p38の発現量増加を確認したため，次にアンチセン

ス法により B23 のタンパク質発現を抑制した SH-SY5Y への QA 処理による p-p38 の発現

量をWestern blottingにて確認した。また，内部標準としてβ-actinおよび p38 を使用した。 

  まず初めに，アンチセンス法により B23 の発現抑制を行った。実験の結果，アンチセンス

法により B23 の発現量の有意な減少を確認した(Fig. 11)。また，その時の p-p38 の発現量

の有意な増加を確認した(Fig. 12)。これらの結果から，B23 が QA 処理による p38 のリン酸

化を阻害していると考えられる。 

 

第 4項 B23のアミノ酸点変異によるアポトーシス関連タンパク質の発現量確認 

B23 の 199 番目の Thr のリン酸化は神経保護作用に関与していることが報告されており, 

199番目のThrのリン酸化がQAによるアポトーシスに抵抗性を示すか検討するために, B23

の野生型(intact)および 199番目 Thrを Alaに変異させた変異型(mutant)を SH-SY5Yにお

いて発現させ, QA処理による p-p38の発現量をWestern blottingにて確認した。また，内部

標準として p38 を使用した。 
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まず初めに，B23 の intact および mutant が発現しているか確認を行った。実験の結果，

B23 in pcDNAのトランスフェクションによる B23の発現量の有意な増加を確認した(Fig. 13)。

また，B23 mutantを発現させた群に対し, B23 intact を発現させた群において QA処理によ

る p-p38の発現量が減少傾向を示した(Fig. 14)。これらの結果から，B23の 199番目の Thr

のリン酸化はアポトーシスに対して抵抗性を示す可能性が示唆された。 

 

第 5項 SH-SY5Yの QA処理による B23の局在変化の確認 

B23 は核質，細胞質をシャトルするタンパク質であり，その機能に応じて局在変化が起こる

ことが報告されている 60)。本実験では，QA によるアポトーシス誘導時の B23 の局在変化を

Western blotting にて確認した。また，内部標準としてβ-actin を使用した。実験の結果，QA

処理群において，control群と比較して B23 の発現量が細胞質では有意に増加し、核質では

有意に減少した(Fig. 15)。この結果から, QA 処理によるアポトーシスが誘発した際, B23 は

核質から細胞質に局在変化すると考えられる。 

第 3 章,第 1 節,第 3 項でも述べたように B23 の核質から細胞質への移行がアポトーシス

制御に関与していることが報告されており 50)，今回の結果は，B23 がアポトーシスに対する

抵抗性を示す可能性を示唆する結果となった。 
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Fig. 3 pcDNA Vector 
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Fig. 4 B23 in pcDNA  

(a: intact b: mutant) 

 

a b 
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Fig. 5 B23のアミノ酸配列  

(上: 変異前の配列 下: 変異後の配列) 

MEDSMDMDMSPLRPQNYLFGCELKADKDYHFKVDNDENEHQLSLRTV

SLGAGAKDELHIVEAEAMNYEGSPIKVTLATLKMSVQPTVSLGGFEITPP

VVLRKCGSGPVHISGQHLVAVEEDAESEDEDEEDVKLLGMSGKRSAP

GGGNKVPQKKVKLDEDDDEDDEDDEDDEDDDDDDFDEEETEEKVPV

KKSVRDTPAKNAQKSNQNGKDLKPSTPRSKGQESFKKQEKTPKTPKGPSS

VEDIKAKMQASIEKGGSLPKVEAKFINYVKNCFRMTDQEAIQDLWQWRKSL 

MEDSMDMDMSPLRPQNYLFGCELKADKDYHFKVDNDENEHQLSLRTV

SLGAGAKDELHIVEAEAMNYEGSPIKVTLATLKMSVQPTVSLGGFEITPP

VVLRKCGSGPVHISGQHLVAVEEDAESEDEDEEDVKLLGMSGKRSAP

GGGNKVPQKKVKLDEDDDEDDEDDEDDEDDDDDDFDEEETEEKVPV

KKSVRDAPAKNAQKSNQNGKDLKPSTPRSKGQESFKKQEKTPKTPKGPSS

VEDIKAKMQASIEKGGSLPKVEAKFINYVKNCFRMTDQEAIQDLWQWRKSL 
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Table 1. 試薬組成 

PBS 138 mM NaCl 

2.7 mM KCl 

8.1 mM Na2HPO4・12H2O 

1.47 mM KH2PO4 

Mg2+ Free Locke’s buffer (pH7.4) 154 mM NaCl 

5.6 mM KCl 

3.6 mM NaHCO3 

2.3 mM CaCl2 

5.6 mM glucose 

10 mM HEPES 

10 µM glycine 

Lysis buffer 50 mM Tris-HCl (pH7.4) 

150 mM NaCl 

0.1% TritonX-100 

0.1% Deoxycholic Acid  

0.1% SDS 

1 mM EDTA 

10 µg/mL aprotinin 

10 µg/mL leupeptin 

1 mM PMSF 

10 mM NaF 

50 mM Na3VO4 

CSK buffer 10 mM PIPES (pH6.8) 

100 mM NaCl 

3 mM MgCl2 

1 mM EGTA 

0.5% TritonX-100 

0.3 M sucrose 

10 µg/mL aprotinin 

10 µg/mL leupeptin 

1 mM PMSF 

10 mM NaF 

50 mM Na3VO4 

Sample buffer (5×) 312.5 mM Tris-HCl (pH6.8) 

42.3% Glycerol 

12.5% SDS 

0.05% Bromophenol blue 

250 mM DTT 

Running buffer 25 mM Tris 

192 mM Glycine 

0.1% SDS 

Blotting buffer 25 mM Tris 

192 mM Glycine 

10% Methanol 

TBS (pH7.4) 20 mM Tris 

138 mM NaCl 

T-TBS (pH7.4) 0.05% Tween20/TBS 
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第4章 総合考察 

 

 本実験では，NMDA 受容体を介した神経細胞死 (アポトーシス)に対する B23 の役割を In 

vivo試験および In vitro試験にて評価した。 

 

 In vivo試験では，マウス海馬 CA1領域への QA投与によるアポトーシスに対する B23の

役割を検討するため実験を行った。 

 初めに，海馬 CA1 領域への QA 投与が細胞死を誘導するのか，Nissl 染色により確認し

た。Nissl染色の結果，control群と比較して QA投与群で Nissl染色陽性細胞の減少を確認

した。QA投与群で Nissl染色陽性の細胞が減少したことから, QA投与により生細胞数が減

少したと考えられる。次に, 海馬 CA1 領域への QA 投与がアポトーシスを誘導するのか，

TUNEL 染色により確認した。TUNEL 染色の結果，control 群と比較して QA 投与群で

TUNEL染色陽性細胞の増加を確認した。QA投与群で TUNEL染色陽性の細胞が増加した

ことから，QA により誘導される細胞死はアポトーシスによるものであると考えられる。これら

のことから QAにより CA1領域においてアポトーシスが誘導されたと判断した。 

 CA1 領域への QA の投与がアポトーシスを誘導することを確認できたため，QA 投与時の

B23 の局在を免疫蛍光染色にて確認した。染色の結果，control 群では B23 の核での局在

を確認した。一方で，QA 投与群においては核以外の細胞質においても B23 の局在が確認

できた。B23 のアポトーシス制御機構に関しては，核質から細胞質への移行がアポトーシス

制御に関与していることが報告されている。今回の結果においても B23 は QA によるアポト

ーシスを誘導した際, 核質から細胞質に局在変化することでアポトーシスに対して抵抗性を

示したと考えられる。 

 

In vitro試験では，SH-SY5YをRAで分化誘導することにより，神経細胞モデルとして使用

した。分化誘導後の SH-SY5Y を用いて QA 処理によるアポトーシス関連タンパク質の発現

量を Western blotting により確認した。今回着目したタンパク質はリン酸化 p38 MAPK (p-

p38)であり，これは NMDA受容体の刺激によるアポトーシスを誘導させた際、発現量が増加

することが報告されている 59)。QA 処理の結果， p-p38 の発現量の有意な増加を確認した。

これは，QAが SH-SY5Yにおいてもアポトーシスを誘導することを示唆している。 

QA 処理により SH-SY5Y でのアポトーシス関連タンパク質の発現量が増加したことから，

アンチセンス法による B23 のタンパク質発現量の低下が QA 処理によるアポトーシスに対し

てどのような影響を示すかを Western blotting により確認した。まず，アンチセンス法により

B23 の発現量が減少するかの確認を行った。実験の結果， B23 の発現量の有意な減少を

確認できたことから, アンチセンス法により B23 の発現を抑制できたと判断した。次に，その

時の p-p38 の発現量を確認したところ, 有意に増加するという結果が得られた。これらの結
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果から，B23 の発現を抑制することで p-p38 の発現量が増加したと考えられ, B23 が QA 処

理によるアポトーシスに対して抵抗性を示すことが示唆された。 

B23 の 199 番目の Thr のリン酸化は神経保護作用に関与していることが報告されており, 

B23 がアポトーシスに対し抵抗性を示す結果が得られたため，B23 の 199 番目の Thr のリ

ン酸化が QAによるアポトーシスに抵抗性を示すか検討するために, B23の野生型(intact)お

よび 199 番目 Thr を Ala に変異させた変異型(mutant)を SH-SY5Yにおいて発現させ, QA

処理による p-p38の発現量をWestern blottingにて確認した。まず初めに，B23の intactお

よび mutantが発現しているか確認を行った。実験の結果，B23 in pcDNAのトランスフェクシ

ョンによる B23 の発現量の有意な増加を確認できたことから, B23 in pcDNA がトランスフェ

クションできたと判断した。次に，その時の p-p38 の発現量を確認したところ, control 群と比

較して B23 intact を発現させた群において有意に減少するという結果が得られた。これらの

結果から，B23 の 199 番目の Thr のリン酸化は p38 のリン酸化を抑制していると考えられ, 

199 番目の Thr のリン酸化が QA 処理によるアポトーシスと何らかの関係性をもつことが示

唆された。 

B23 は核質，細胞質をシャトルするタンパク質であり，その機能に応じて局在変化が起こる

ことが報告されている。本実験では，QA によるアポトーシス誘導時の B23 の局在変化を

Western blottingにて確認した。実験の結果，QA処理群において，control群と比較してB23

の発現量が細胞質では有意に増加し、核質では有意に減少した。この結果から, QA 処理に

よるアポトーシスが誘発した際, B23は核質から細胞質に局在変化すると考えられる。この結

果は，B23 がアポトーシスに対して何らかの応答を示すことを示唆しており，上述のアポトー

シス制御機構においても，B23 の細胞質での局在が確認されているため，B23 がアポトーシ

スに対する抵抗性を示すことを強く示唆する結果となった。さらにこの結果は， In vivo 試験

の結果を支持するものとなった。 

 

B23 は，第 1 章で述べたように p14ARF/MDM2/p53 経路への相互作用によりアポトーシス

の制御に関与していることが報告されている 64)。それ以外に，B23が核内のPI(3,4,5)P3との

相互作用が，DNAの断片化などに関与するCADの阻害効果を示す報告 65)や，B23が細胞

質の caspase-6，caspase-8のタンパク質分解能を阻害する報告 50)などがある。 

その中で, 今回の結果を支持する報告として B23が PP2Aおよび p38 と複合体を形成し, 

p38 のリン酸化を阻害することで, アポトーシスに対して抵抗性を示すというものがある 66)。

その報告をもとに本研究におけるB23のアポトーシス抵抗メカニズムを考察した(Fig. 16)。通

常時, 199 番目の Thrがリン酸化された B23 は PP2A および p38 と複合体を形成しており, 

p38 は脱リン酸化されているため下流にシグナル伝達を行うことはない。ここに酸化ストレス

が加わった際, PP2Aが活性化され B23の 199番目の Thrを脱リン酸化させる。これに伴い, 

複合体が解離し, 単独の p38 がリン酸化されることで下流にシグナル伝達し, アポトーシス

が誘発される。 
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本研究において, QA を用いて NMDA受容体を刺激した際も同様に, 活性化 PP2Aが

B23の 199番目の Thrを脱リン酸化し, B23/PP2A/p38複合体の解離によりフリーになった

p38がリン酸化されることでアポトーシスが誘発したと考えられる。 

さらに, 核質に存在する B23の 199番目の Thrがリン酸化され、B23のコンフォメーショ

ンが変化し, 核局在に必要なドメインである NESや NLSが折りたたみ構造の内側へ閉じ込

められるため, 細胞質へ局在変化したと考えられる。そして, 細胞質に局在する 199番目の

Thrがリン酸化された B23は PP2A,p-p38 と複合体を形成し,この際に p-p38は脱リン酸化

され MAPキナーゼカスケードが停止するため, アポトーシスが抑制されたと考えられる。 

 

以上のことから, 神経細胞において NMDA受容体を介したアポトーシスを誘発させた際, 

核小体タンパクである B23は 199番目の Thrがリン酸化され, 核質から細胞質に局在変化

することでアポトーシスに対して抵抗性を示すと考えられる。 
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Fig. 10  QA処理による p38のリン酸化 
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Fig. 11  アンチセンス法による B23の発現抑制 

アンチセンス-B23 mRNA を 2 µg入れて B23発現量を検討 
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Fig. 12  B23発現抑制による p38のリン酸化度合の変化 

アンチセンス-B23 mRNA を 2 µg入れて B23発現量を検討 
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Fig. 13  B23変異体の pcDNAによる B23の発現量変化 

B23および 199Ala B23を発現させ B23発現量を検討 
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Fig. 14  B23発現量変化に伴う p38リン酸化度合の変化 
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Fig. 15  QA処理による B23の局在変化 
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