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研究成果の概要（和文）：NRF2だけを活性化するD3とNRF2とHSF-1を活性化する低分子プローブD1を創製した。D1はD3
よりもチオールへの結合性が高かったので、NRF2やHSF-1の活性化が決まることを証明した。すなわちD1はNRF2とHSF-1
の両方を活性化し、D3はNRF2のみを活性化した。網膜細胞においてD1は酸化ストレスと小胞体ストレスによる細胞死を
抑制したが、D3は酸化ストレスによる細胞死だけを抑制した。D1は光刺激による盲目の細胞死を有意に抑制したが、D3
は全く抑制しなかった。光刺激は酸化ストレスと小胞体ストレスが複合的に発生するため、D1だけが保護作用を有する
ことができると考えられた。　

研究成果の概要（英文）：Keap1/Nrf2 and HSP90/HSF-1 pathways play a central role in combatting cellular 
oxidative damage and related endoplasmic reticulum stress. Electrophilic compounds have been shown to be 
activators of these transcription-mediated responses. We hypothesized that the para-hydroquinone moiety 
was critical for this activation because it enhanced transcription of these neuroprotective pathways to a 
greater degree than that of the corresponding ortho-hydroquinone isomer. This notion was based on the 
differential oxidation potentials of the isomers for the transformation of the hydroquinone to the 
active, electrophilic quinone species. Here, to further test this hypothesis, we synthesized a pair of 
para- and ortho-hydroquinone-based proelectrophilic compounds and measured their redox potentials using 
analytical cyclic voltammetry. The redox potential was then compared with functional biological activity, 
and the para-hydroquinones demonstrated a superior neuroprotective profile.

研究分野： 神経科学
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１．研究開始当初の背景 

網膜細胞は常に強い酸化ストレスに暴露さ
れているが、転写因子の活性化を介したスト
レス応答によって耐性が誘導されることに
よって生存が維持される。特に酸化ストレス
と小胞体ストレスは統一的に転写を調節す
る“マスター転写因子”が存在し、それぞれ
NRF2 及び HSF-1 と呼ばれる。これらのマスタ
ー転写因子は抗酸化酵素群及び熱ショック
蛋白質を誘導して網膜細胞に耐性を与える。
注目すべきは、細胞にストレスを与えずにマ
スター転写因子を活性化する一群の化合物
（親電子性物質）が存在することである。研
究代表者はローズマリー由来のカルノシン
酸をはじめとした、親電子性物質の脳保護作
用を研究してきた。熱ショック蛋白質は熱シ
ョックで誘導される蛋白質として古くから
知られていたが、ここ 20 年程の研究で蛋白
質の高次構造を維持することが主な役割で
あることが明らかになった。一方ハンチント
ン舞踏病やアルツハイマー病などの中枢神
経系の疾患において、蛋白質の高次構造が壊
れた変性蛋白質の蓄積が最も基本的な病因
であることがわかった。従って熱ショック蛋
白質の誘導によって脳や網膜を保護すると
いう仮説は多くの研究者から提出された。し
かし直接的な証明はまだない。この仮説を証
明 す る た め 代 表 者 と Stuart A 
Lipton(Sanford-Burnham Medical Research 
Institute)のグループは、網膜細胞に熱ショ
ック蛋白質を誘導して、網膜細胞を酸化スト
レスと小胞体ストレスから保護する分子 D1
を創製した（Satoh et al., J Neurochem 2011）。
この分子が親電子性物質であり、NRF2 及び
HSF-1 を活性化して、抗酸化酵素群と熱ショ
ック蛋白質を誘導することは 2011 年度
Journal of Neurochemistry に Full paper で
報告した。この論文は親電子性物質である D1
が NRF2 及び HSF-1 をともに活性化して、網
膜細胞を保護するという点で画期的である。
本研究は” NRF2 及び HSF-1 をともに活性
化”することの分子機構を、化合物のシステ
イン残基への結合性という観点から明らか
にすることを主な目標におく。 
 
２．研究の目的 
網膜細胞は、光刺激を直接受けるため、酸化
ストレスに常に暴露されている。その機能を
保護するため、転写を介した「ストレス応答」
を備えている。NRF2 を介した抗酸化酵素群の
誘導（酸化ストレス）と HSF-1 を介した熱シ
ョック蛋白質の誘導（小胞体ストレス）であ
る。NRF2 は明らかになりつつあるのに対して、
HSF-1 は不明のままである。この状況にブレ
イクスルーを創るためには、網膜細胞に
HSF-1 を活性化する分子プローブが必要であ
る。研究代表者らは最近、二つの経路を活性
化して網膜を保護する親電子性物質を発見
した。その過程で、NRF2 だけを活性化する分
子群と NRF2 と HSF-1 をともに活性化する分

子群があることを発見した。この二つの分子
群を分ける、最も基本的な性質は、特異的な
システイン残基への結合性にあると考える。
この仮説を化学的な観点と生物学的な観点
の両面から検証し、加齢黄斑変性の治療薬の
開発への道を開くことを目的とした。 
 
（１） 化 学 的 な 観 点 と は 、 Cyclic 

Voltanographyを用いて測定した化合物
の酸化還元電位が、cell-free の系で測
定したKeap1やHSP90の特異的なシステ
イン残基への結合性と相関することを
証明することである。 

（２） 生物学的な観点とは、NRF2 や HSF-1
が調節する転写調節領域（ARE や HSE）
の活性化と、抗酸化酵素や熱ショック蛋
白質の誘導がこれらの分子群の化学的
な性質と完全に相関していることを証
明することである。さらに、網膜変性の
病態モデルにおいて D1 が有効な保護分
子であることを証明することである。 

 
３．研究の方法 
NRF2 だけを活性化する分子群（D3:オルソ異
性体）と NRF2 と HSF-1 をともに活性化する
分子群（D1:パラ異性体）を分ける、最も基
本的な性質が、特異的なシステイン残基への
結合性にあることを、化学的な観点と生物学
的な観点の両面から検証した。 
 
（１）創製分子が NRF2 と HSF-1 を活性化す
るメカニズムを明らかにすること：D1 と D3
のストレス応答の活性化の差異は転写因子
NRF2と HSF-1の調節蛋白質KEAP1と HSP90へ
の結合性（すなわち特異的なシステイン残基
への S-アルキル化）の相違が大きな理由のひ
とつである。D1 と D3 は KEAP1 の 151 番目の
システインに結合するが、D1 のみが HSP90 の
420 番目のシステインに結合する。これを
LC-MS/MS を用いて証明する。すなわち KEAP1
及び HSP90の当該システインを含むペプチド
を合成し、その結合性を LC-MS/MS を用いて
定量的に測定する。さらに KEAP1 及び HSP90
蛋白質を用いて結合性の差異を証明した。こ
の結合性の差異は親電子性（すなわち電子の
奪われやすさ）ことに由来する。Cyclic 
Voltanography を用いて化合物の酸化還元電
位が ARE や H SE の活性化と相関しているこ
とを証明した。 
 
（２）細胞レベルの実験：ヒト網膜由来の
ARPE-19 細胞を用いて、網膜細胞において D1
及び D3が NRF2 及び HSF-1 を活性化して酸化
ストレスから保護することを証明した。 
○1 ARPE-19 細胞を用いて、細胞死の抑制作用
及び細胞毒性を測定した。 
○2 RT-PCR 解析によって発現される遺伝子セ
ットを同定する。これにより化合物が
KEAP1/NRF2経路及びHSP90/HSF-1経路を主に
活性化することを証明した。 



○3 細胞死の抑制作用の細胞内カスケードを
同定する。転写エレメント ARE および HSE の
活性化、抗酸化酵素群および熱ショック蛋白
質の発現、グルタチオンの増加に注目して解
析を行った。 
○4 薬理学的にグルタチオンの増加を介して
細胞死抑制を誘導すること証明した。 
 
（３）LC-MS を用いたカルノシン酸の眼球内
移行の測定（この実験は進行中であり、いま
だ完了していない） 
化合物が高濃度であれば、HPLC で検出可能

であるが、生理的な濃度の化合物を検出する
ため、LC-MS を用いて行った。既に研究代表
者らは、カルノシン酸の脳内移行を HPLC で
測定し、２％程度の化合物が脳内に移行する
ことを証明しているが、この解析では一度に
数 mg 程度の化合物をマウスに負荷する必要
があり、最近では化合物の検出方法を LC-MS
に変えた。化合物の負荷を数十分の一程度に
減らしても、HPLC と同様な脳内移行の検出に
成功した。従って今回は、最適化合物の LC-MS
を用いた脳内移行の証明を目指す。さらに眼
球の網膜で薬理作用を発揮するために必要
な体内での動態を明らかにする。 
 
（４）光誘導性網膜変性(LIRD)の抑制の証明
（この実験は進行中であり、いまだ完了して
いない） 
化合物がAMDの動物モデルである光誘導性網
膜変性（LIRD）を顕著に抑制することを証明
する。さらに眼球内特に網膜の色素細胞及び
ニューロンで抗酸化酵素群が誘導されるこ
とを示すことによって、化合物が確実に眼球
内で作用していることを生物学的に証明す
る。さらに抗酸化酵素群や熱ショック蛋白質
が有意に誘導されていることを証明し、眼球
内で化合物が HSF-１及び NRF2 を活性化する
ことを介して網膜を保護していることを実
験的に証明する。 
 
４．研究成果 
網膜細胞は光刺激を直接的に恒常的に受け
るため、酸化ストレスに常に暴露されている。
網膜細胞はその機能を保持するため、転写因
子 NRF2 や HSF-1 を介した「ストレス応答」
を備えている。すなわち、NRF2 を介した抗酸
化酵素群の誘導とHSF-1を介した熱ショック
タンパク質の誘導である。NRF2 を介したスト
レス応答は最近かなり明らかにされている
が、HSF-1 を介した機構は不明のままである。
この状況にブレイクスルーを創るためには、
網膜細胞においてHSF-1を活性化する低分子
プローブが必要である。研究代表者らはこの
二つの経路を共に活性化する新規プローブ
D1 の作用メカニズムの解析を行った。NRF2
だけを活性化する D3（オルソ異性体）と NRF2
と HSF-1を活性化する低分子プローブを創製
した。平成 25-26 年度においてその分子機構
を明らかにして ASN Neuro(IF=4.436)に Full 

Paper を発表した。研究代表者らは D1 が D3
よりも酸化還元電位がはるかに高いことを
見いだしたが、この性質によってチオールへ
の結合性が制御されていることを証明した。
すなわち D1は D3よりもチオールへの結合性
が高かった。このチオールへの結合性の違い
によって、NRF2 や HSF-1 の活性化が決まるこ
とを証明した。すなわち D1 は NRF2 と HSF-1
の両方を活性化し、D3 は NRF2 のみを活性化
した。またヒトの網膜細胞において D1 は酸
化ストレスと小胞体ストレスによる細胞死
を抑制したが、D3 は酸化ストレスによる細胞
死だけを抑制した。D1 と D3 の構造は、火度
ロキノン部分がパラ型であるか、オルソ型で
あるかの相違だけであるから、この構造の差
が生み出すチオールへの結合性の差が生理
活性の差を生み出していると考えられた。27
年度において個体レベルでの網膜の保護作
用を検証するため、ラットの光刺激による網
膜保護作用を検討した。D1は光刺激による盲
目の細胞死を有意に抑制したが、D3 は全く抑
制しなかった。しかし眼球内への移行性は有
意に差がなかった。このことはラットにおけ
る光刺激は酸化ストレスと小胞体ストレス
が複合的に発生するため、この両方のストレ
スに対して耐性を与える D1 だけが保護作用
を有することができると考えられた。  
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