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１．研究実施の概要 
（目的） 

遅発性神経細胞死 (delayed neuronal death) とはごく短時間の脳虚血の後に海馬 CA1 錘

体細胞に発生する神経細胞の死であり、その過程にはきわめて興味深い特徴がある。短時

間の虚血（齧歯類を用いた実験モデルでは３-10 分）の後、神経細胞はほぼ完全に元の状

態に回復する。脳血流・エネルギー (ATP) 代謝・グルコース代謝などの代謝パラメータも

復旧する。形態学的に見ても、細胞死を示す所見は少なくとも虚血の 24 時間後までは認め

ない。神経細胞は正常の膜電位を保持して電気的な活動も示す。ストレス蛋白 (hsp70, 

ubiquitin) などの mRNA の発現も認める。しかし mRNA から蛋白への翻訳は強く抑制され

る。虚血から３-４日経過すると、海馬 CA1 錘体細胞の大部分は死んで消滅する。海馬 CA1

領域の神経細胞がきわめて緩やかに、かつ再現性高く細胞死に陥るので、虚血性神経細胞

死の代表的なモデル系の一つとして、世界的にこの現象を対象とする研究がなされてきて

いる。海馬遅発性神経細胞死は受動的破壊による細胞死とは異なる。その上流では神経細

胞特有の機構による細胞死の決定機構が働き、その間は神経細胞は可逆性で治療可能であ

り、最終的にアポトーシス共通の経路に達すると不可逆的に進行すると考えられる。アポ

トーシスの上流での神経細胞特有の分子機構、特に calcineurin および proteasome による細

胞死制御の分子機構を解明し、治療可能域を同定することが研究のねらいである。 

 

（実施概要） 

Ｉ．遅発性神経細胞死の分子機構の解明に関する研究 

① 神経細胞において calcineurin を高レベル発現させると種々の刺激に対して vulnerability

が増大し、通常アポトーシスをおこさないような刺激によっても容易にアポトーシスを

おこすようになることを見出した。また、calcineurin を強制発現させるとそれだけでアポ

トーシスが誘導されることが明らかになった。また、これらは FK506 および cyclosporin A

などの calcineurin 阻害剤で抑制されることも明らかになった。また、in vivo においても

海馬遅発性神経細胞死が FK506 によって抑制されることを明らかにした。 

② 神経細胞において proteasome 阻害剤を用いて proteasome 機能を阻害するとミトコンド

リア・カスパーゼ依存性のアポトーシスが誘導されることを明らかにした。また、海馬

CA1 領域において、一過性前脳虚血後の遅発性神経細胞死に先駆けて同部の free ubiquitin

が減少し conjugated ubiquitin が蓄積することを見出した。さらに、一過性前脳虚血後、前

脳全域で一過性にプロテアソーム機能（26S 機能）が低下するが、海馬 CA1 領域ではこ

れが低下したまま回復せず遅発性神経細胞死にいたることを明らかにした。また、これ

が分子レベルで 20S から 26S への再会合の障害によるものであることを明らかにした。 

③ 神経細胞において calcineurinを高発現させて誘導される神経細胞死にp53のリン酸化が

必須であることを明らかにした。 

④ マウス総頸動脈および脳底動脈を 14 分間遮断することにより遅発性神経細胞死を効率
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よく再現することに成功した。 

⑤ 神経細胞における proteasome 機能阻害によるアポトーシスにおいて p53 が必須である

ことを明らかにした。また、p53 ノックアウトマウスでは p53 野生型マウスに比して一過

性全脳虚血後の遅発性神経細胞死が有意に抑制されることを明らかにした。 

⑥（口野グループ）c-Myc により小胞体ストレスによるアポトーシスが 5～10 倍増強され、

そのためには c-Myc の N 末および C 末領域に存在する機能ドメインが必須であることを

見出した。また、その機序が c-Myc による Bax の活性化増強であることを明らかにした。

また、神経芽腫で認められる腫瘍の自然消退現象が、H-ras/PI3K を介した non-apoptotic

なプログラム細胞死によるものであることを明らかにした。 

⑦（森川グループ）グルタミン酸レセプターイプシロン１のノックアウトマウスでは野生

型あるいはグルタミン酸レセプターイプシロン２のノックアウトに比して有意に局所脳

虚血による梗塞巣が縮小することを示し、虚血による神経細胞死にグルタミン酸レセプ

ターイプシロン１が関与していることを明らかにした。また、永久局所脳虚血による梗

塞巣は虚血後７日目まで徐々に拡大するが、この拡大に S-100βタンパク質が関与してお

り、S-100βの阻害剤によって梗塞巣が有意に縮小することを明らかにした。 

⑧（渡邊グループ）胎児網膜神経細胞の発生過程に糖担体輸送分子 isoform である GLUT1

～３が重要な役割を果たしていることを明らかにした。  

 

Ⅱ．遅発性神経細胞死の治療に向けた研究 

①（濱田グループ）アデノウイルスベクターを用いて種々の細胞への遺伝子導入を試みた

ところ、in vitroでは神経細胞も含めて、様々な細胞で高い遺伝子導入効率が観察できた。

しかし、in vivo では脳への遺伝子導入効率はあまり高くなかった。また、Protein 

Transduction Domains (PTD) 融合タンパク質として TAT、VP22 を使用した融合タンパク

質とタンパク質導入試薬 BioPorterTM、ChariotTMを用いて、培養細胞へのタンパク導入効

果を検討した。TAT 融合タンパク質の導入効率は悪く、VP22 融合タンパク質は導入効率

がよかった。BioPorterTM、ChariotTMは導入効率良好であった。 

 

２．研究構想 
当初、遅発性神経細胞死の分子機序を解明して、その知見に基づいて遅発性神経細胞死

の進行をブロックして神経細胞あるいは脳を保護する方法を開発するという構想を立てた。

桐野グループはそれまでの研究成果から calcineurin、proteasome、caspase-3 の３分子を切り

口にして遅発性神経細胞死の分子機序解明を進めることとした。また、口野グループは

c-myc、ras、ER stress の３項目を切り口にして、神経細胞死の分子機序の解明を進めるこ

ととした。渡邊グループは遅発性神経細胞死と類似性を有する胎児期網膜における網膜神

経細胞死の機序解明を進めることとした。森川グループはマウスにおける遅発性神経細胞

死モデルおよび局所脳虚血による脳梗塞モデルの作製と確立をめざした。濱田グループは、
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脳の保護に向けた研究として遅発性神経細胞死から脳を保護する分子を神経内あるいは脳

内に導入する方法を開発する研究を進めることにした。 

 

３．研究実施体制  
(1) 体制 

桐野高明グループ 
東京大学大学院医学系研究科 
 
遅発性神経細胞死の分子機構（calcineurin, 
proteasome を中心に）の解析を担当 

口野嘉幸グループ 
国立がんｾﾝﾀｰ研究所生物物理部 
 
神経細胞死の分子機構（myc, ras を中心に）の

解析を担当 

濱田洋文グループ 
札幌医科大学分子医学研究部門 
 
遺伝子、タンパク質の神経細胞導入技術の開
発（アデノウイルス、VP22） 

森川栄治グループ 
埼玉医科大学総合医療ｾﾝﾀｰ脳神経外科 
 
虚血性神経細胞死の分子機構（グルタミン酸毒
性、S-100βを中心に）の解析 

渡邊卓グループ 
杏林大学臨床病理学教室 
 
網膜発生時の神経細胞死の分子機構の解析 

研究代表者 

桐 野 高 明 
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４．研究期間中の主な活動 
(1) ワークショップ・シンポジウム等 

なし 
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