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神経細胞が分泌する酸化ストレスに対する保護因子の同定

 The protection of neurons from cell death is a vulnerable strategy to prevent neurodegenerative diseases such as 
Alzheimer’s disease and Parkinson’s disease, since neuronal cell death is one of the major events in pathology of these 
diseases. PC12D cells are subspecies of PC12 cells which have been used for a variety of neuronal studies. We found that 
PC12D cells were resistant against 6-hydroxydopamine (6-OHDA) -induced cell death and that PC12D cell-cultured medium 
had abilities to decompose hydrogen peroxide (H2O2). The molecular weight of H2O2 decomposing active compounds was 
estimated at about 1,000 Da by gel chromatography analysis. The study using ion exchange resin column showed that the 
candidate compounds are not charged. The activity was not abolished by a metal ion chelater, EGTA but siginificantly 
suppressed by a polphyrin inhibitor, NaCN. These data suggest that PC12D cells secrete polphyrin-like compounds 
possessing H2O2 decomposing activities, by which cells are protected from cell death induced by 6-OHDA.
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１．緒　言

　アルツハイマー病やパーキンソン病は代表的な神経変性
疾患として知られ、その名前が示すように神経細胞が変性
し死滅することが病気の発症に深く関わっている 1, 2）。こ
れらの疾患では、認知機能や運動機能の低下が深刻である
が、加えて患者の表情は硬く乏しくなり、コスメトロジー
の観点からも問題となる。従って、神経細胞死のメカニズ
ムやそれを防止する方法の開発に関する研究は重要である。
我々は、神経細胞が特異的に産生するオキシステロールの
１種である 24S-hydroxycholesterolが、高濃度では細胞死
を 3, 4）、低濃度では神経細胞に適応反応を誘導して酸化ス
トレスに対する抵抗性を獲得させること 5）を示した。1976
年にGreenらによって樹立されたPC12 細胞は、ラット副
腎髄質クロム親和性細胞腫から樹立された細胞株である。
神経成長因子（NGF）非存在下の培養では副腎髄質クロム
親和細胞の形質を示すが、NGFを作用させることにより、
神経突起を伸長して交感神経細胞様に分化する。そのため、
PC12 細胞は、神経細胞における分化機構の解明やNGFの
作用機構解明の研究などに広く用いられている 6）。本研究
で注目するPC12D細胞はPC12 細胞の亜種であり、NGF
やスタウスポリンなどの刺激に素早く反応し神経突起を伸
長する。また、RNA合成阻害剤の存在下でも、神経突起
伸長が誘導されることが知られている細胞である 7, 8）。先
行の研究により、PC12D細胞は細胞を播種してからの時

間や細胞濃度によって、6-OHDAなどによる酸化ストレス
刺激に対する耐性が変化することが明らかにされていた

（未発表）。つまり、PC12D細胞は酸化ストレス誘導性細
胞死に対して抵抗性を示すことがわかっていた。この結果
から、PC12D細胞から培養液中に酸化ストレスから神経
細胞を保護する物質が分泌されている可能性が考えられた。
本研究は、PC12D細胞から分泌される神経細胞保護因子
の性質を明らかに、その因子を同定することを目的として
おこなった。

２．実　験

2. 1.  PC12 細胞 / PC12D細胞
　実験に用いたラットの副腎髄質由来褐色細胞腫のPC12
細胞、その亜種であるPC12D細胞は、37 ℃、5%二酸化
炭素の環境下で培養した。Dulbecco’s Modified Essential 
Medium（DMEM）、10 % 非働化 Horse Serum（GIBCO）、
5% 非 働 化 Fetal Bovine Serum（Hyclone） と 抗 生 物 質
Streptomycin 0.05 mg/ml （GIBCO）を添加して、実験に用いた。

2. 2.  培養上清の作成FM、CM作成
　DMEMに 5 % N2 サプリメント（GIBCO）と 1 % 抗生物
質 0.05 mg/mlを加えた培養液をFresh Medium（FM）とし
た。PC12D細胞を 10 cm dish に 70%コンフレントの状態
から 16 時間FMで培養後、培養液を回収して 1,000 rpm 5
分 24℃で遠心して得た上清をCultured Medium（CM）と
し、使用時まで−80℃で保存した。FMとCMは必要に応じ
て遠心濃縮機を用いて 20 倍まで濃縮し、使用時まで−80
℃で保存した。

2. 3.  細胞死誘導とその評価
　細胞死の誘導は 100〜200 mMの 6-OHDAあるいはH2O2

を用いた。細胞生存率の測定はMTTアッセイ法を用い
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た。6-OHDAから生成するパラキノン（pQ）の生成は 360 
nmの吸光度測定により求めた。培養液中のH2O2 の濃度
はスコポレチン蛍光法を用いて測定した。スコポレチン
がH2O2 存在下で西洋ワサビペルオキシダーゼ（HRP）によ
り酸化され、蛍光物質が非蛍光物質に変化するため、この
蛍光強度（励起波長 366 nm、発光波長 460 nm）の減少から
H2O2 を測定した。

2. 4.  クロマトグラフィーを用いた分泌因子の特性解析
　ゲル濾過カラムクロマトグラフィー：PD-10 カラム（GE 
Healthcare）を用いて、分子量 5,000 以上の物質と 1,000 以
下の低分子物質とに分離した。また、分離能が高く高回収
率担体であるSuperdex 30 prep grade（GE Healthcare）
を用いて分子量 10,000 以下の分画を行った。
　イオン交換樹脂：強酸性陽イオン交換樹脂（交換基：−
SO3

−）Hi Trap SP FF（GE Healthcare）および強塩基性
陰イオン交換樹脂（交換基：−NR3

＋）Hi Trap Q FF（GE 
Healthcare）を用いて分泌因子の荷電性質を調べた。

2. 5.  阻害剤の添加効果
　鉄をキレートするためにエチレンジアミン四酢酸
EDTA（2Na, 3Na）（WAKO）を用いた。ポルフィリン阻
害剤としてNaCN（WAKO）を用いた。

３．結　果

3. 1.  PC12D細胞の培養液の細胞保護作用
　PC12Dを播種し、6-OHDA 100 mMで刺激をする２時間
前に一旦培養液をFMに交換し、その 10 %容量のCMを
添加した。24 時間後にMTTアッセイ法により細胞生存率
を測定したところ、CMを添加した細胞は添加しない細胞
と比較して生存率が高かった（図１）。次に、6-OHDA誘
導細胞死に対するCMの防御作用の容量依存性を調べた。
6-OHDA 100 mMまたは 200 mMで刺激をする２時間前に
培養液をFM 100 %、FM 50 %/CM 50 %、 CM 100 %に
交換し、24 時間後にMTTアッセイ法により細胞生存率を
測定した。6-OHDA誘導細胞死はいずれの濃度の場合も、
CMの量に依存して抑制された（図２）。

3. 2.  6-OHDA由来の細胞死誘導物質
　6-OHDAは水溶液中で速やかに分解し、パラキノン（pQ）
とスーパーオキサイド（O2

・−）を生成し、O2
・−は不均化反応

の結果H2O2 が生成する。pQやH2O2 はいずれも細胞死を
誘導する可能性があるため、6-OHDA からこれらの生成
に対するCMの影響を調べた。pQは 360 nmに吸収波長を
もつため、この波長の吸光度の経時変化を測定した。pQ
の生成はFM中とCM中で差は見られなかった（図 3）。還

図１　PC12D 細胞の生存率に対する CM の添加効果
　　　n=3，**P<0.01, Student t-test

図３　6-OHDA からの pQ 生成に対する培養液の影響
　6-OHDA の分解によって生成する pQ の吸収波長の吸光度を 
　FM，CM，そして GSH を含む FM 中で測定した。

図２　PC12D 培養液の細胞死抑制効果
　FM100%（FM），FM50%/CM50%（FMCM），CM50%（CM） 
　で培養したときの 6-OHDA による細胞死の抑制効果
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元型グルタチオン（GSH）はpQと反応するため吸光度の増
加は著しく抑制された。この結果からCMは 6-OHDAか
らのpQの生成には影響を与えないことがわかった。
　次に、FM中とCM中で 6-OHDA から生成するH2O2 濃
度をスコポレチン法で測定したところ、CMでは有意に少
なかった。また、既知の濃度のH2O2 をFMおよびCMに
添加し、37 ℃ 15 分反応後、H2O2 濃度を測定したところ、
CMではFMより有意に減少していた（図 4）。この結果よ
り、CM中にはH2O2 を分解する物質が含まれていること
が示唆された。また、6-OHDAによるPC12D細胞の細胞
死は、カタラーゼの添加によって抑制される結果も（data 
not shown）、CM中の保護因子はH2O2 消去によって細胞
死を抑制することを示唆している。

3. 3.  神経細胞保護因子の分子量と荷電状態
　PD10 とSephadex 30 prep gradeの 2 種類のゲルクロマ
トグラフィーを用いてCMの分画をおこない、H2O2 消去
能を指標に保護因子の分子量は約 1,000 Daであることを明
らかにした（data not shown）。次に、陽イオン交換樹脂お
よび陰イオン交換樹脂を用いてクロマトグラフィーを行い、
保護因子の荷電状況に依存して吸着することによりH2O2

消去能が失われるか検討したところ、いずれのイオン樹
脂を通してもH2O2 消去能には変化がなかった（data not 
shown）。この結果から、保護因子はプラスにもマイナス
にも帯電していないことが示された。

3. 4.  H2O2 消去能に対する阻害剤の効果
　H2O2 の分解にはFeイオンが関与している可能性が考
えられたため、FeイオンをキレートするEGTA 2Na と
EGTA 3Na を CM に添加して、H2O2 分解能への影響を
調べたが、いずれも分解能を抑制しなかった（data not 
shown）。次に、保護因子がポルフィリンである可能性を

考え、ポルフィリンの阻害剤であるNaCNをCMに添加し
てH2O2 分解能を調べた。可変量のNaCNを用いて調べた
ところ、5 mM以上のNaCNによってCMのH2O2 消去活性
は抑制されることがわかった（図 5）。

４．考　察

　PC12D細胞は、6-OHDAによって誘導される細胞死に
抵抗性をもつことが先行の研究により示されていたが、本
研究により、PC12D細胞から培養液（CM）中に細胞保護
因子が分泌されていることがわかった。培養液中では、
6-OHDAからpQとH2O2 が活性種として生成することが
知られていたが、PC12D細胞の培養液（CM）はpQ生成に
影響を与えないことから、細胞死の抑制はH2O2 の分解に
よるものと考えられた。実際にCMに添加したH2O2 は速
やかに分解された。また、6-OHDAによるPC12D細胞の
細胞死は、カタラーゼの添加によって抑制されることから、
CM中の保護因子はH2O2 消去によって細胞死を抑制する
ことが示唆された。クロマトグラフィーの結果から、CM
中の保護因子の分子量は約 1,000 Daであることが突き止め
られた。H2O2 の分解にはFeやCuなどの遷移金属の関与
が推測されたが、キレート剤が抑制効果を示さないことや、
クロマトグラフィーの結果からもとめられた分子量などか
ら、ポルフィリンが候補物質として考えられた。ポルフィ
リンの活性阻害剤であるNaCNを添加すると、CMのH2O2

分解能が抑制されることから、CM中の活性物質はポルフ
ィリンもしくはポルフィリン様の化合物である可能性が高
い。ポルフィリン錯体の分子量は約 500 Daであるが、配
位している金属イオンを介して、ポルフィリン錯体ダイマ
ーを形成する。また、ポルフィリン錯体ダイマーは水溶性
でカタラーゼ活性をもち、H2O2 と反応することが報告さ
れている 10, 11）。以上より、PC12D細胞の分泌する細胞保
護因子は、ポルフィリン様物質であることが示唆された。

図 4　FM と CM の H2O2 消去能の比較
　H2O2 もしくは 6-OHDA を FM，CM に添加し，37℃ 15 分 
　後の H2O2 濃度を測定した。  n=5, **P<0.01, Student t-test

図５　ポルフィリン阻害剤による CM の H2O2 消去活性抑制
　n=10, **P<0.01, Dunnett, compared with 0 mM
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