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序論 (はじめに) 

 脳高次機能維持には神経及びグリア細胞間の伝達物質を介した機能連関が重要であり、こ

の破綻は精神神経疾患などの発症に寄与すると考えられている。近年増加の一途にあるうつ

病などの気分障害はセロトニン・ノルアドレナリンなどを介した神経伝達の異常に起因する

と考えられており、このモノアミン仮説に基づいた薬物治療が行われている。しかしながら、

その治療成績は十分なものではなく、より画期的な治療法の確立が望まれている。このよう

な中、うつ病の発症において、酸化ストレスの負荷に起因したグリア細胞、特にアストロサ

イトの機能変化並びに亜鉛や ATPなどの情報伝達物質の脳内動態変動が中心的役割を担うこ

とが明らかとなってきた。 

 これまで著者の研究室では、アストロサイトへの一酸化窒素の産生を伴った低浸透圧スト

レス負荷が細胞内外の亜鉛動態を変動させること、またアストロサイトの異物貪食機能が

ATP 受容体の一つである P2X7受容体 (P2X7R) により制御されることを報告してきた。しか

しながら、酸化ストレスが負荷されたアストロサイトにおいてその貪食能を含めた細胞機能

が変化するか否か、またその制御機構に関する情報は未だ得られていない。そこで本研究で

は、酸化ストレスを負荷したアストロサイトにおける細胞内外の亜鉛動態変動がその細胞機

能に与える影響について精査した。 
  
第 1章 亜鉛動態の変動 

 脳神経系細胞外において認められる亜鉛は、神経興奮に伴ってシナプス前小胞から分泌さ

れるものと考えられてきた。しかしながら、酸化ストレスを生じる脳虚血などの病態時にお

ける細胞外亜鉛レベルの増大には少なくとも急性期及び慢性期の二相性プロファイルが認め

られることから、神経細胞以外の細胞からの亜鉛放出が推測される。そこで、酸化ストレス

を負荷したアストロサイトの細胞内外における亜鉛動態について検討した。アストロサイト

の細胞生存率に影響を及ぼさないことが確認された酸化ストレス負荷条件 (400 µM H2O2, 24

時間作用) において、アストロサイトの活性化の指標である細胞形態の変化及び glial fibrillary 

acidic protein の発現増大、並びに酸化ストレスの指標である 4-hydroxy-2-nonenalの発現が認

められた。このときの細胞外亜鉛レベルを ICP-MS により測定したところ、酸化ストレス負

荷後 2時間までは経時的に増大し、その後 24時間までほぼ変化しなかった。一方、酸化スト

レス負荷されたアストロサイトの細胞内亜鉛レベルをその蛍光指示薬であるZnAF-2 DAを用

いて絶対定量したところ、酸化ストレス負荷 2 時間後において約 2 µM の最大値となり、そ

の後低下したものの、その濃度は control群のそれよりも有意に高かった。これらのことから、

酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおいて、細胞外及び細胞内のいずれにおいても亜

鉛レベルが増大し、その変動プロファイルは両コンパートメントにおいて類似したものであ

ることが明らかとなった。 
 
第 2章 細胞外亜鉛クリアランスの変動 

 脳神経系細胞外において亜鉛が過剰に存在する場合、神経細胞死が誘発されるとともに、



ミクログリアの活性化を介したその増悪が引き起こされる。したがって、情報伝達物質とし

ての亜鉛の細胞外レベルは厳密に制御される必要がある。これまでに細胞外亜鉛のクリアラ

ンスは主にアストロサイトに発現する亜鉛トランスポータの一つである ZIP1 を介して行わ

れることがわかっているものの、酸化ストレス負荷条件下におけるその機能的発現変動に関

する情報はない。そこで、酸化ストレスを負荷されたアストロサイトにおける亜鉛クリアラ

ンスについて検討した。アストロサイトによる放射性トレーサーである 65Zn の取り込みは、

酸化ストレス負荷により有意に増大し、速度論的解析からそれは ZIP1の発現増大に起因する

可能性が示唆された。そこで酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおける ZIP1の発現を

ウェスタンブロット法及び免疫細胞染色法により評価したところ、その総発現量のみならず、

細胞膜における発現量も増加していた。これらのことから、アストロサイトによる ZIP1を介

した亜鉛クリアランスは酸化ストレス負荷により増大することが示され、このアストロサイ

トの機能変化は細胞外に過剰に存在する亜鉛を除去することにより脳神経系細胞傷害に対し

て保護的に機能するものであると考えられる。 
 
第 3章 細胞内亜鉛による貪食活性制御 

 アストロサイトの持つ貪食機能は P2X7Rにより制御されている。一方、これは酸化ストレ

ス負荷によって増大または低下するとの相反する報告がなされており、明確な結論は得られ

ていない。そこで、アストロサイトに対して酸化ストレスを負荷した際の P2X7Rを介したそ

の貪食機能の変化について検討した。アストロサイトの貪食活性を latex beadsの細胞内取り

込みにより評価したところ、酸化ストレス負荷群によるその亜鉛取り込みは、control 群の場

合より少なく、これはP2X7Rの活性の指標であるYO-PRO-1取り込みの低下と対応していた。

次に、P2X7Rの発現プロファイルを検討した結果、その細胞膜における発現は酸化ストレス

負荷により減少した。この P2X7Rの細胞膜における発現局在の変化は、細胞膜透過型亜鉛キ

レータである TPEN (2 µM) の前処理によって部分的に抑制され、またアストロサイトの

P2X7R活性及び貪食活性も controlレベルまで回復した。P2X7Rの活性は細胞膜において full 

length によるホモ三量体 (約 240 kDa) 形成時に最も高く、その C 末端欠損体である splice 

variantsとのヘテロ三量体の形成により低下することが報告されている。そこで、アストロサ

イトにおける P2X7Rの三量体形成に対する酸化ストレス負荷の影響を blue native PAGE法に

より評価した。まず、full lengthのみを検出する抗 P2X7R抗体を用いたところ、control群に

おいて約 240 kDa付近に検出された P2X7Rの免疫活性は酸化ストレス負荷群において減少し

ていたのに対し、full length及び splice variantsと反応する抗体を用いた場合ではその免疫活性

に変化はなかった。これらの結果から、酸化ストレス負荷されたアストロサイトの細胞内遊

離型亜鉛レベルの増大は細胞膜における P2X7Rの機能的発現を減少させ、それによりアスト

ロサイトの貪食機能を低下させることが明らかとなった。 
 
総括 (結論) 

 本研究の遂行により酸化ストレスを負荷されたアストロサイトでは細胞内外の亜鉛シグナ

リングの変動を介して細胞の機能性が変化することが明らかとなった。このことと、アスト

ロサイトから放出された亜鉛が P2X7Rの活性化を介してミクログリアを活性化し、その貪食

活性を誘導することを考え併せると、亜鉛はアストロサイト及びミクログリアの機能変化を

惹起する重要な分子であり、そのアストロサイトにおける動態制御はうつ病などに対する新

規治療法の開発につながる可能性が考えられる。
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序 論 

 
 中枢神経系は、神経活動の中心的役割を担う神経細胞と、アストロサイト、ミクログリア

及びオリゴデンドロサイトといったグリア細胞により構成され、それぞれの細胞が機能的及

び構造的に連関することで高次機能を維持している。アストロサイトは中枢において最も数

多く存在している細胞種であり、細胞間隙を埋めるように存在することで神経細胞を構造的

に支持するだけでなく、血液脳関門の形成やグルタミン酸などの情報伝達物質の放出、アミ

ノ酸の合成を介した神経細胞への栄養供給にも関与する (1, 2)。ミクログリアは脳における免

疫担当細胞であり、異物の除去及び死細胞の貪食を行うことで正常な脳内環境の維持に寄与

する (3)。さらにミクログリアは神経細胞と連関することにより、シナプスにおける神経細胞

の樹状突起の形成を制御することも報告されている (4)。また、オリゴデンドロサイトは神経

細胞軸索においてミエリンを形成し、跳躍伝導を引き起こすことにより神経活動の維持に関

与する (5)。このような神経－グリア細胞間の機能的連関は種々の情報伝達物質を介して行わ

れている。 

 現在本邦では、精神疾患の罹患率と自殺者の増大が社会的な問題となっている。代表的な

精神疾患であるうつ病の罹患率は増加の一途をたどっており、地域医療において優先的に取

り組むべき疾病とされてきた従来の 4 大疾病 (がん、脳卒中、心筋梗塞及び糖尿病) に対し、

新たに精神疾患も加えられた (6)。うつ病の発症には、情報伝達物質であるモノアミン類の不

足に起因するという古典的モノアミン仮説が提唱されており、今日の治療はそれに基づき、

セロトニンやノルアドレナリンの再取り込みを標的とした薬物治療が行われている。しかし

ながら、抗うつ効果が表れるまでに 2~3週間要することや回復期における再発などが問題と

なることから、その治療成績は十分なものとは言えず、より画期的な治療法の確立が望まれ

ている。 

 近年、うつ病の発症要因として、遺伝的要因や環境要因に加えて、中枢に対する酸化スト

レス負荷が注目されている (7, 8)。活性酸素種 (ROS; reactive oxygen species) の産生に伴って

酸化ストレスが発生し、これは神経細胞死を惹起するなど脳神経系細胞の機能を障害する。

また、うつ病の発症にはグリア細胞の機能的変化が寄与することも報告されており (9)、うつ

病患者の死後脳においても、アストロサイトの減少が認められている (10)。この所見はマウ

スを用いた研究においても再現されていることから (11)、アストロサイトの機能変化がうつ

病の発症に関与することも強く示唆され、グリア細胞が新たなうつ病の治療標的として有望

であると考えられる。 

 亜鉛は必須微量元素の一つであり、生体内のほとんどの組織においてタンパク質などの高

分子と結合して存在し、種々の重要な生理機能を果たしていることから、その恒常性維持は

正常な生体機能を発揮するうえで重要である。近年、食文化の変化や加齢に伴う亜鉛欠乏が

問題となっており、それは味覚障害や皮膚障害だけでなく、免疫システムの破綻や発達遅延

にも影響することが知られている (12)。中枢における亜鉛は、主にシナプス前終末の小胞内
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にグルタミン酸とともに蓄えられており、神経細胞の興奮に応じてシナプス間隙に放出され

ることで神経伝達物質として機能し、海馬での記憶形成などにおいて中心的な役割を果たす 

(13)。一方、亜鉛の恒常性の破綻は、その過剰や欠乏に起因した障害を引き起こす。生理的状

態の中枢において、亜鉛の細胞外濃度は厳密に保たれているものの、虚血/再灌流などにより

生じた酸化ストレスはその細胞外濃度を増大させ、神経細胞死を惹起する (14, 15)。一方、亜

鉛欠乏は亜鉛を介した情報伝達を減弱させるため、神経活動の低下を引き起こし、これはう

つ様行動の発症に寄与することが示唆されている (16)。また、亜鉛は神経伝達物質としてだ

けでなく、グリア細胞間の伝達物質としても機能しており、酸化ストレスが負荷されたアス

トロサイトは細胞外への亜鉛放出を増大させ、それは近傍のミクログリアの活性化を介して

神経細胞死を増悪させることが明らかになっている (17)。さらに、アストロサイトの細胞内

遊離型亜鉛レベルは、酸化ストレス負荷により増大し、それによりカスパーゼの活性化を介

したアストロサイトの細胞死が導かれることも報告されている (18)。 

 以上より、中枢神経系における酸化ストレスの発生は、亜鉛動態の変動を誘発し、それに

よる神経細胞の機能形態的変化が、うつ病などの発症に繋がることから、亜鉛を介したシグ

ナリングの解明は精神神経疾患治療の新たな治療戦略につながる可能性が考えられる。しか

しながら、これまでの多くの研究は、細胞致死的な酸化ストレス負荷条件下で行われており、

うつ病などの発症において、細胞に傷害を与えない程度の酸化ストレスを負荷した際のアス

トロサイトにおける亜鉛動態を評価した報告は皆無である。また、アストロサイトの細胞機

能が、亜鉛動態変化により影響されるかについての研究は認められないのが現状である。 

 そこで本稿では、細胞傷害を生じない程度の酸化ストレスを負荷されたアストロサイトに

おける亜鉛動態変動を介した細胞機能制御について詳細に検討し、得られた成績について論

述する。 
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第 1 章 亜鉛動態の変動 

 

緒 言 

 

 中枢において神経及びグリオ伝達物質として機能する亜鉛は、グルタミン酸作動性神経の

前シナプス小胞にグルタミン酸とともに貯蔵されており、神経興奮に伴ってシナプス間隙へ

と放出される。そのため、これまで細胞外亜鉛の主な供給源は神経細胞であると考えられて

きた。しかしながら、中大脳または総頚動脈閉塞による脳虚血時において、強い酸化ストレ

スが生じた際の細胞外の亜鉛レベルを評価した検討では、それは酸化ストレス負荷後 15~30

分 (急性期) 及び 6~36 時間 (慢性期) に高まる二相性のプロファイルを示すことが報告され

ており (19, 20)、急性期の亜鉛増大は神経細胞からの亜鉛放出によるものであるのに対し 

(19)、慢性期での増大はアストロサイトからの亜鉛放出に起因することが示唆されている 

(20)。 

 過酸化水素により、細胞死を生じるような致死的な酸化ストレスを負荷されたアストロサ

イトは、細胞内亜鉛の増大を介して細胞死に至ることが報告されている (18)。また、一酸化

窒素の産生を伴った低浸透圧ストレス負荷は、アストロサイト細胞内遊離型亜鉛の増大に加

え、細胞外への亜鉛放出を惹起することも明らかになっている (17, 21)。一方、うつ病のよう

な精神神経疾患の発症要因の一つとして、軽度な酸化ストレスの慢性的な負荷が関与するこ

とは古くから示唆されている (22, 23)。実際、うつ病のモデル動物の作製方法として、拘束な

どの物理的刺激によるストレスや、他のマウスからの攻撃による社会的な敗北を介して負荷

される精神的ストレスがあり、これらを反復的に負荷する方法が広く用いられている (24,  

25)。また、モデル動物の脳内において脂質の過酸化や酸化ストレスマーカーの一つである

p47phoxの発現が増加することから、酸化ストレスが生じていることが示されている (26, 27)。

このような酸化ストレス負荷時において、細胞内外の亜鉛動態は変化し、それが病態に関与

することが考えられる。しかしながら、これまでに細胞傷害を生じない程度の酸化ストレス

を負荷されたアストロサイトにおいて、その亜鉛動態変動を詳細に検討した報告はない。 

 そこで、本章ではまず、アストロサイトに対する細胞傷害を引き起こさない酸化ストレス

の負荷条件を検討し、その条件下での細胞内外における亜鉛動態を評価した。 
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実験材料及び方法 

 

1. 試薬 

 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES) 、 N,N,N',N'-tetrakis  

(2-pyridylmethyl) ethylenediamine (TPEN)、ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid, calcium (II), 

disodium salt (CaEDTA) 及び n-dodecyl-β-D-maltosideは同仁化学から、papain、deoxyribonuclease 

(DNase)、sodium pyruvate及び bovine serum albumin (BSA) は Sigma-Aldrichから購入した。

ZnAF-2 DAは Chemodexから購入した。その他の試薬は和光純薬工業から購入し、いずれも

特級若しくはそれ以上の規格のものを使用した。 

 

2. マウス大脳皮質アストロサイト及びミクログリアの培養 

 実験には ddY 系マウス (日本 SLC) 出生 1-2日後の新生仔を用いた。氷冷 Hanks' balanced 

salt solution (HBSS; 136.9 mM NaCl, 5.4 mM KCl, 0.44 mM KH2PO4, 0.167 mM Na2HPO4, 5.6 mM 

D-glucose, 2.38 mM HEPES, pH 7.2) 中にて脳を摘出し、定法に従い実体顕微鏡下において大脳

皮質を単離した。単離した大脳皮質を氷冷 HBSS中にて眼科用鋏を用いて細片化し、細胞懸

濁液とした。得られた細胞懸濁液を 40 units/mL papain及び 1 mg/mL DNaseと混和し、10分間、

37°C において加温した後、25°C、1750×gの条件下で 5 分間の遠心分離を行った。上澄を除去

した後、細胞を適量の 10% fetal bovine serum (FBS) 及び 2 mM L-glutamine含有 Eagle's 

minimum essential medium (EMEM; 日水製薬) を用いて再懸濁し、単位容積当たりの細胞数を

計数した。培養液中の細胞を 6 または 24 well cell culture plate (Corning) に 6.0×104 cells/cm2の

密度で播種後、37°C、5% CO2気流下にて培養を行った。培養開始後、3 または 10日目に 10% 

FBS及び 2 mM L-glutamine含有 EMEM にて培地交換を行った。培養開始後 15日目において

培地を穏やかに振動させ、浮遊するミクログリアを回収、24 well cell culture plateに再播種後、

2 日間培養したものを実験に用いた。またアストロサイトの純粋培養系とするため、ミクロ

グリア回収後の細胞に 20 µM cytarabine (Ara-C) を作用させることで、残存するミクログリア

の増殖を抑制し、2 日後に 3% FBS及び 2 mM L-glutamine含有 EMEM に交換した。その後、7

日毎に培地交換を行い、アストロサイトは 20~40日間培養したものを実験に用いた。免疫細

胞染色により、培養アストロサイト及びミクログリアの純度を定量解析したところ、それぞ

れ 97%及び 99%以上であった (28)。なお、本実験プロトコルは、京都薬科大学動物実験委員

会により承認され、本学「動物実験に関する指針」に沿って実験を行った。 

 

3. 過酸化水素 (H2O2) 処理 

 実験緩衝液には、5% CO2を飽和させたbalanced salt solution (BSS; 134 mM NaCl, 3.1 mM KCl, 

1.2 mM CaCl2, 1.2 mM MgSO4, 0.25 mM KH2PO4, 15.7 mM, NaHCO3, 2 mM glucose, pH 7.2) を用

いた。H2O2は 0~1000 µMの濃度となるように BSSを用いて調製した。アストロサイトは BSS

中にて 10 分間プレインキュベーションした後、H2O2 を添加することにより酸化ストレス負

荷を開始した。一定時間経過後、その上澄または細胞を回収し、各実験に用いた。なお、細
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胞上澄は、95°C、5 分間で熱不活化した後、4°C、20800×g で 5 分間遠心分離し、アストロサ

イト培養上澄 (astrocytic conditioned medium (ACM)) として用いた。 

 

4. 免疫細胞染色 

 細胞を phosphate buffered saline (PBS) で洗浄した後、固定液 (4% paraformaldehyde (PFA)) 

で 4ºCにて 15 分間固定を行い、再び PBSで洗浄した。細胞形態の変化を位相差顕微鏡によ

り観察した後、70%、90%及び 100%のエタノールを用いて脱水した。ブロッキングは 0.2% 

Triton X-100及び 0.1% BSA含有 PBSを用いて室温にて 30分間行い、その後、一次抗体を 4ºC

にて一晩作用させた。PBSを用いて細胞を洗浄し、二次抗体を室温、遮光条件下にて 1 時間

反応させた後、PBSにより洗浄し、VECTASHIELD® Mounting Medium (VECTOR) を用いてス

ライドガラスに封入した。細胞の観察は共焦点レーザー顕微鏡 LSM 800 (Carl Zeiss) により

行った。なお、一次抗体は rabbit anti-glial fibrillary acidic protein (GFAP; 1:1000, catalogue number: 

G9269, Sigma-Aldrich) 及び mouse anti-4-hydroxynonenal (4-HNE; 1:250, catalogue number: 

HNE13-M, Alpha Diagnostic) 抗体、また二次抗体は Alexa Fluor 488-conjugated anti-mouse 

(1:1000, catalogue number: A11029; Invitrogen) 及び Alexa Fluor 546-conjugated anti-rabbit (1:1000, 

catalogue number: A11035; Invitrogen) 抗体を使用した。蛍光強度の定量は LSM 800のスペクト

ラム解析により行った。 

 

5. 細胞生存率の測定 

 細胞生存率は lactate dehydrogenase (LDH) 法により評価した。アストロサイトは BSS中に

て 10分間プレインキュベーションし、H2O2を 24時間処理後に、ACM を回収した。ACM に

対し、LDH buffer (500 mM KH2PO4, 500 mM K2HPO4, 28.2 µM phenol red, 2.5 mM sodium 

pyruvate, 0.38 mM NADH) を加え、マイクロプレートリーダーにて波長 380 nmにおける吸光

度を測定した。細胞外 LDH 量は、NADH の吸光度の単位時間あたりの低下率より求め、それ

らを全 LDH 量で除することにより細胞生存率を算出した。 

 

6. 亜鉛濃度の評価 

 

6-1. 細胞外亜鉛濃度 

 細胞外亜鉛濃度の測定には、誘導結合プラズマ質量分析装置 (Inductively Coupled Plasma 

Mass Spectrometer (ICP-MS; Agilent7700, Agilent Technologies) を用いた。回収した ACM に硝酸

を最終濃度 5%となるように添加し、サンプルとした。亜鉛濃度の定量は、亜鉛標準液を段階

希釈することによ作製した検量線に基づいて行った。なお、内部標準物質として 1 ppmイン

ジウム標準液を用い、サンプル及び検量線のそれぞれに添加した。 

 

6-2. 細胞内遊離型亜鉛濃度 

 細胞内遊離型亜鉛濃度は、細胞内の遊離型亜鉛に対する特異的プローブである ZnAF-2 DA

を用いて測定した (29, 30)。アストロサイトは細胞培養液を除去し BSSに置換した後、8 µM 
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ZnAF-2 DA を 30分間作用させた。その後、H2O2を処理し、一定時間経過後、蛍光顕微鏡を

用いて蛍光画像を得た。ZnAF-2蛍光画像の定量には Adobe Photoshop® を用い、得られた蛍光

強度は、アストロサイトに亜鉛イオノフォアである zinc pyrithione (ZnPT; 0-5 µM, 5分) を処

理することで作製した検量線に基づき、細胞内遊離型亜鉛濃度に換算した (31, 32)。 

 

7. ミクログリア活性化の評価 

 Control及び H2O2処理群の ACM に対し、CaEDTAを 0~100 µMとなるように添加したもの

をミクログリアに処理した。その 2 時間後に細胞を固定液 (50% acetone + 50% methanol) で

4ºCにて 15 分間処理し、位相差顕微鏡下でその細胞を撮影した。枝状突起が細長く、2 本以

上認められ、細胞体が小さいものを静止状態にあるミクログリアと定義し、その他の形態の

ミクログリアを活性化状態として、全細胞数に対する活性化ミクログリア細胞数を基に活性

化率を算出した (17, 33, 34)。 

 

8. 統計学的処理  

 得られた実験値は、平均値±標準偏差 (S.D.) にて表示した。有意差検定は Ohishiらの報告

に基づき (35)、母集団が正規分布し、母分散が等しいと仮定し、多群間比較には 2 元配置分

散分析 (Tukey's test) を適用し、得られた p値が 0.05未満 (両側) の場合を有意差ありとした。 
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実験成績 

 

1. アストロサイトに対する酸化ストレス負荷条件の確立 

 アストロサイトへの酸化ストレス負荷条件を検討するため、0~1000 µMの濃度の H2O2をア

ストロサイトに 24時間処理し、そのときの細胞生存率を評価した。400 µMまでの濃度の H2O2

を処理したアストロサイトでは、細胞外に放出された LDH は検出限界以下であった。一方、

600 µM以上の H2O2処理では、その放出が有意に増加していた (Fig. 1a)。さらに、細胞の形

態変化並びに活性化アストロサイトのマーカーである GFAP 及び酸化ストレスのマーカーで

ある 4-HNEの発現を評価した結果、400 µMの H2O2処理では仮足の伸長を伴った形態変化と

ともに、GFAP及び 4-HNEの免疫活性が増大していた。一方、600 µM以上の濃度の H2O2で

は細胞体の萎縮を伴った細胞傷害が認められた (Fig. 1b)。この結果より、以後の実験では、

アストロサイト対する細胞傷害を生じない程度の酸化ストレス負荷は、H2O2を 400 µM の濃

度にて 24時間処理することとした。 
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Fig. 1. Effect of H2O2-treatment on astrocytic viability and morphology.
After astrocytes had been treated with the indicated concentrations of H2O2 for 24 h, they were used for
following experiments. In panel a, cell viability was evaluated by the LDH assay and each column represents
the mean±S.D. (N=3). ∗p < 0.05 (vs. no H2O2 treatment). Panel b shows astrocytic morphology, and the
immunoreactivities of GFAP (red) and 4-HNE (green). Representative photomicrographs for three
independent experiments are shown. Bar = 40μm.
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2. 細胞外及び細胞内における亜鉛動態の変動 

 前項にて決定した条件において酸化ストレスを負荷されたアストロサイトの亜鉛動態の変

動を評価した。まず、ACM 中の亜鉛濃度を測定したところ、control群では評価したいずれの

時間においてもその濃度にほとんど変化がなかったのに対し、H2O2 処理群のそれは処理後 2

時間において約 0.2 µMまで有意に増加し、その後 24時間までその濃度はほぼ一定であった 

(Fig. 2)。 

 次に、細胞内遊離型亜鉛レベルを評価した。Control 群のアストロサイトでは、ZnAF-2 に

由来する蛍光はいずれの時間においてもほとんど検出されず、そのプロファイルは細胞膜透

過型亜鉛キレータである TPEN処理群の場合と同様であった。一方、H2O2処理群では、ZnAF-2

の蛍光は、H2O2 処理後、時間の経過とともに増大し、2 時間で最も強くなり、その後、低下

することが分かった (Fig. 3a)。これら ZnAF-2蛍光強度を、Fig. 3bに示す ZnPTを用いて作製

した検量線に基づき定量した結果、細胞内亜鉛レベルはH2O2処理2時間後に約 2 µMとなり、

その後低下するものの、24時間後においても control群の値と比較して有意に高いことが分か

った (Fig. 3c)。 

 これらの結果より、酸化ストレスを負荷されたアストロサイトはその細胞外及び細胞内の

亜鉛レベルを増大させることが明らかとなった。 
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Fig. 2. Time-dependent increase of extracellular zinc levels in H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been incubated with 400 µM H2O2 for the indicated times, extracellular zinc levels were
determined by ICP-MS. Each point represents the mean±S.D. (N=3). ∗p < 0.05 (vs.respective control).
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Fig. 3. Time-dependent increase of intracellular labile zinc levels in H2O2-treated
astrcoytes.
After astrocytes had been incubated with 400 µM H2O2 in the presence or absence of 2 µM TPEN for the
indicated times, their intracellular labile zinc levels were determined. Panel b shows standard curves
constructed with 0–5 µM ZnPT for quantification of intracellular labile zinc levels based on the fluorescence
intensity of ZnAF-2. Representative photomicrographs andquantitative results for three independent
experiments are shown in panels a and c, respectively. Each point represents the mean±S.D. (N=3).
*p<0.05 (vs. respective control). Bar = 40 µm. This figure was cited fromFig. 1 in Metallomics2017, 9,
1839-1851.
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3. ACM 処理によるミクログリアの活性化 

 酸化ストレス負荷によりアストロサイトから細胞外に放出された亜鉛が、ミクログリアの

活性化を惹起するか否かを評価した。Control群の ACM をミクログリアに添加した場合、そ

の形態に変化は認められなかったのに対し、H2O2処理群の ACM 添加はミクログリアの形態

を "ameboid" 状に変化させた (Fig. 4a)。このミクログリアの活性化が亜鉛により惹起された

ものであることを確認するために、H2O2処理群の ACM に細胞膜非透過型亜鉛キレータであ

る CaEDTAを予め添加したところ、それは 10 µM 以上の濃度にて抑制された (Fig. 4b)。 

 これらのことから、酸化ストレス負荷によりアストロサイトから放出された亜鉛は、これ

までの報告 (17) と同様に、ミクログリアを活性化させることが判明した。 

 

C
on

tr
ol

H
2O

2

0 5 10 20 50 100

CaEDTA (µM)
(a)

(b)

Control
H2O2

0 5 10 20 50 100

CaEDTA concentration (µM)

0

80

100 ∗

∗

A
ct

iv
at

ed
 m

ic
ro

gl
ia

(%
 o

f t
ot

al
 c

el
ls

)

60

40

20

 

Fig. 4. Microglial activation induced by zinc released from H2O2-treated astrocytes.
After 10 min-preincubation in BSS, astrocytes were incubated with 400 µM H2O2 for 24 h in a CO2

incubator, and then the media were collected as ACM, followed by heat‐inactivation. Thereafter, the ACM
was administered to microglial cultures, and they were incubated for 2 h in the presence or absence of the
indicated concentrations of CaEDTA. Representative photomicrographs and the quantitative results for three
independent experiments are shown in panels a and b, respectively. Each column represents the mean±S.D.
(N=3). *p<0.05 (vs. respective control). Bar = 40μm. This figure was cited from Fig. S2 inMetallomics
2017, 9, 1839-1851.
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考 察 

 
 本章では、酸化ストレスを負荷されたアストロサイトにおける亜鉛動態を精査した結果、

細胞外及び細胞内のいずれにおいても亜鉛レベルが増大し、その変動プロファイルは両コン

パートメントにおいて類似したものであることが明らかとなった。 

 これまで、アストロサイトからの亜鉛放出には亜鉛トランスポータである zinc transporters 

(ZnTs) を介した細胞外への輸送、エキソサイトーシスやヘミチャネルを介した細胞外への放

出の関与することが報告されている (17, 36)。また、アストロサイトから細胞外に放出された

亜鉛は、近傍のミクログリアを活性化させ、細胞傷害性を示す M1 型への誘導を惹起するこ

とが示されている (17, 33, 34, 37)。本章においても、酸化ストレス負荷アストロサイトから放

出された亜鉛がミクログリアを活性化させるレベルであったことを明らかにしており、これ

らのことを考え併せると、酸化ストレスが生じる病態時において、アストロサイトは亜鉛を

グリオ伝達物質として利用し、ミクログリアの活性化を制御していることが考えられる。 

 メタロチオネイン-3 (MT-3) はメタロチオネインのアイソフォームの一つであり、それは脳

特異的に、そしてアストロサイトにおいて高発現することが知られている (21, 38)。メタロチ

オネイン 1分子は、金属‐チオール基の配位結合により亜鉛 7原子と結合することができ、細

胞内に存在する亜鉛のほとんどはメタロチオネインに結合している。そして、ROSの産生を

介して酸化ストレスが生じることにより、メタロチオネインにおいてジスルフィド結合が形

成される際、金属との配位結合が切れることで亜鉛が遊離する (39, 40)。したがって、今回認

められた酸化ストレス負荷アストロサイトにおける細胞内遊離型亜鉛の供給源の一つとして

MT-3 が考えられる。また、アミロイド βの凝集が発症要因の一つと考えられているアルツハ

イマー型認知症において、そのリスクファクターである酸化ストレスにより MT からの亜鉛

遊離が増加し、アミロイド βの凝集を亢進させることも報告されている (41, 42)。このことか

らも、本章において明らかとなった酸化ストレス負荷による細胞内外の亜鉛動態の変動は、

中枢神経系の病態時における亜鉛の関与を考える上で重要な知見であると言える。 

 また、カチオンチャネルの一つである transient receptor potential cation channel, subfamily M, 

member 7 (TRPM7) は、酸化ストレス誘発性の神経細胞死に関与すると報告されており、それ

は強制発現細胞において、酸化ストレスに応答して亜鉛含有小胞から細胞質への亜鉛の放出

を介在することが明らかとなっている (43, 44)。アストロサイトにも TRPM7は発現すること

から (45)、酸化ストレス負荷アストロサイトの細胞内亜鉛の増大に対して、TRPM7が関与す

ることが考えられるが、その詳細は現在検討中である。なお、アストロサイトの細胞内にお

ける遊離型亜鉛レベル増大の生理的意義は現時点では不明であるが、これについては第 3 章

にて示す成績を踏まえて考察する。 

 病態時の中枢神経系において、アストロサイトは種々の遺伝子発現の増大を伴って活性化

状態となり、その機能が変化することが知られており、その生理的役割の一つとして傷害部

位周辺において形成されるグリア瘢痕とよばれる物理的かつ機能的なバリアがある。グリア

瘢痕は、傷害部位周辺にて GFAP の発現増大を伴った活性化アストロサイトが軸索再生の阻
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害因子を発現する一方、傷害部位を正常部位から隔離することで二次的な傷害の拡大を防ぐ

とされている (46, 47)。また、活性化アストロサイトは神経栄養因子の産生に加えて、グルタ

ミン酸の細胞外からの取り込みを増大させることにより、神経細胞を虚血傷害から守る役割

を有することも示唆されている (48, 49)。このように脳傷害発生に伴って活性化するアストロ

サイトは、脳神経系細胞保護的にも傷害的にも働きうる二面性を有していることから、その

機能制御は脳の恒常性を維持する上で重要である。 

 今回、アストロサイトへの酸化ストレス負荷に用いた 400 µMの濃度の H2O2は、その細胞

生存率を低下させることなく活性化させ、亜鉛動態を変動させた (Fig. 1)。一方、本条件を神

経細胞やミクログリアに処理した場合、それらは酸化ストレスに対して脆弱であるため、い

ずれにおいても細胞死が誘発されると推測される。そのため、今回用いた実験条件がうつ病

などの病態における脳内環境を反映するものではない可能性が考えられる。Figure 1に示すご

とく、400 µMの場合と比較して、変化の程度は小さいものの 100及び 200 µMの H2O2によっ

てもアストロサイトの形態変化、並びに GFAP及び 4-HNEの発現増大が認められ、それらは

H2O2の濃度に依存したものであった。したがって、生体環境を考慮すると 400 µM H2O2 は強

い酸化ストレスであるものの、本実験条件下において得られた知見は、うつ病などの弱い酸

化ストレス負荷状態におけるアストロサイトの機能変化を反映するものと考察される。 
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第 2 章 細胞外亜鉛クリアランスの変動 

 

緒 言 

 
 第 1 章の結果から、酸化ストレス負荷されたアストロサイトは細胞外へと亜鉛を放出する

ことが明らかとなり、それはグリオ伝達物質として機能することが判明した。一方、前述の

ごとく、ミクログリアの過剰な活性化は神経細胞傷害的に機能することから、細胞外に放出

された亜鉛は速やかに除去される必要がある。 

 グルタミン酸は亜鉛と同様に、神経及びグリオ伝達物質として脳機能の維持・発現に重要

な役割を担う (2)。グルタミン酸はグルタミン酸作動性神経のシナプス前小胞に貯蔵されてお

り、神経活動に伴ってシナプス間隙に放出され、シナプス後膜上に発現するグルタミン酸受

容体を活性化することにより情報を伝達する (50)。その後、グルタミン酸はアストロサイト

に発現するグルタミン酸トランスポータ GLAST を介して取り込まれ、グルタミンに変換後、

グルタミントランスポータを介して神経細胞に供給され、グルタミン酸として再利用される 

(50)。グルタミン酸も亜鉛と同様に、細胞外濃度が過剰となることで神経細胞に対して毒性を

示す。これに対して、アストロサイトは酸化ストレス負荷時において GLAST の発現を増大さ

せ、細胞外グルタミン酸のクリアランスを亢進させることにより、神経細胞の過剰興奮に対

して保護的に機能する (49)。これらのことと、亜鉛がグルタミン酸と共にグルタミン酸作動

性神経のシナプス前小胞から情報伝達物質として放出されることを考え併せると、細胞外亜

鉛のクリアランスにアストロサイトが重要な役割を担うことは容易に推測される。 

 実際にアストロサイトは、脳神経系細胞外の亜鉛クリアランスに関与する主要な細胞であ

り、それは亜鉛トランスポータ群を介したものであることが報告されている (28)。亜鉛トラ

ンスポータとしては Zrt-/Irt-like proteins (ZIPs) 及び ZnTsが知られており、アストロサイトに

よる亜鉛の細胞外からの取り込みは、高親和性及び低親和性コンポーネントの少なくとも 2

つのコンポーネントによって介在され、後者は ZIP1 であることが明らかにされている (51, 

52)。そのため、ZIP を介した細胞外亜鉛の制御機構を解明することは、病態時における亜鉛

の恒常性維持を考える上で重要であるものの、酸化ストレス負荷条件下においてアストロサ

イトによる亜鉛クリアランスが変動するか否かは不明である。 

 そこで本章では、酸化ストレス負荷されたアストロサイトによる亜鉛の取り込み特性につ

いて精査した。 
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実験材料及び方法 

 
1. 試薬 
 65Zn radionuclide-HCl (20 MBq/mL) は、独立行政法人理化学研究所から購入した。

bromophenol blueはナカライテスクから、O, O'-bis (2-aminoethyl) ethyleneglycol- 

N,N,N',N'-tetraacetic acid (EGTA) 及び Hoechst 33258は同仁化学から購入した。aprotinin及び

sodium orthovanadateは Sigma-Aldrichから、pepstatin及び leupeptinはペプチド研究所から購入

した。phenylmethylsulfonyl fluoride (PMSF) は Cell Signaling Technologyより購入した。その他

の試薬は和光純薬工業から購入し、第 1 章実験材料及び方法 1 項に準じていずれも特級若し

くはそれ以上の規格のものを用いた。 

 

2. マウス大脳皮質アストロサイトの培養 

 マウス大脳皮質アストロサイトの初代培養は、第 1 章実験材料及び方法 2 項と同様に行っ

た。 

 

3. H2O2処理 

 H2O2処理は第 1章実験材料及び方法 3項と同様に行った。 

 

4. 取り込み実験 

 65Zn 取り込み実験は、Ca2+-, Mg2+-free HEPES-HBSSを実験緩衝液として用いて行った。基

質取り込みは、細胞を緩衝液中にて 10 分間プレインキュベーションした後、放射性基質 50 

nM ZnCl2 (0.25 nM 65ZnCl2 + 50 nM ZnCl2) を添加することにより開始し、一定時間経過後、氷

冷 HEPES-HBSSを加えることで反応を停止し、濃度依存的 65Zn 取り込み実験の場合、細胞を

プレインキュベーションの後、指示された濃度の 65ZnCl2 (0.5 nM 65ZnCl2 + 0.5~30 µM ZnCl2) 

を 1 分間作用させた。反応停止後、細胞に水を添加し、細胞を破壊することにより測定用試

料を調製した。細胞内の 65Zn 濃度は、その放射活性をガンマカウンタ (1480 WIZARD3; 

PerkinElmer) を用いて算出し、取り込み値は各 well 毎のタンパク質濃度で補正した。 

 

5. 速度論的解析 

 亜鉛取り込みの速度論パラメータは、基質濃度依存的実験の結果を基に、非線形最小二乗

法プログラム MULTI (53) を用いて Eadie-Hofsteeの式 ① により算出した。 

v / [S] = - v / Km + Vmax / Km ① 

なお、[S] は基質濃度、Kmは Michaelis定数、v は初期取り込み速度並びに Vmaxは最大取り込

み速度をそれぞれ示す。 

 

6. Real-time polymerase chain reaction (real-time PCR) 

 培養アストロサイトの total RNA は、GeneElute™ Mammalian Total RNA Mini prep kit 
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(Sigma-Aldrich) を用いて抽出した後、PrimeScript™ reverse transcription reagent kit (TaKaRa) に

より逆転写し、cDNA を得た。得られた cDNA は SYBR® Primix EX Taq (TaKaRa) を用い、ABI 

PRISM 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems) により PCR反応を行った。各サンプ

ルの mRNA 発現量は β-actinの mRNA 発現量にて補正した。なお、ZIPs及び ZnTsの検出に

用いたプライマーの塩基配列は Table 1に示した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

7. Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) 

7-1. タンパク質抽出 

 培養細胞を PBSで 2回洗浄した後、PBS中にて CELL LIFTER (Corning) を用いて細胞を回

収し、4ºC、20800×gで 5分間の遠心分離を行った。得られた細胞塊に対して、適量の extraction 

buffer (10 mM HEPES, 1 mM dithiothreitol (DTT), 4 mM EGTA, 320 mM sucrose, 0.1 mM PMSF, 

0.5 mM diisopropyl fluorophosphate (DFP), 10 µg/mL aprotinin, 5 µg/mL pepstatin, 5 µg/mL 

This table was cited from Table 1 inLife Sci.,2016, 151, 305-312.

Table 1. Specific primer sets used for real-time PCR amplification of ZIPs and ZnTs.

Gene Accession number Primer sequences Product size 

ZIP1 
 

NM_013901 Forward 
Reverse 

5'-TTGGCTACATGTCTTCTGGACCTG-3' 
5'-TGGACTGGTCTGTTCCTTGTAAGC-3' 

177 bp 

ZIP2 NM_001039676 Forward 
Reverse 

5'-TAAGGGAAATTCTTCTCGTGATGC-3' 
5'-TCCTCTTCCTGTACTGTCGATCCTC-3' 

159 bp 

ZIP3 NM_134135 Forward 
Reverse 

5'-ACCGCTCCAAGAAGGTCCTG-3' 
5'-CAGCTGCTCCACGAACACAG-3' 

201 bp 

ZIP4 NM_028064 Forward 
Reverse 

5'-TTGGAGGCTTCTACATCTTCTTCC-3' 
5'-AGAGATATTCCATGGCTGTGC-3' 

124 bp 

ZIP5 NM_001136237 Forward 
Reverse 

5'-TCCAGTGGCCTCAGCACTA-3' 
5'-AGCAGCTTCCGAAAGGATAAC-3' 

107 b bp 

ZIP6 NM_139143 Forward 
Reverse 

5'-ATGGCAACAGGGATATTCATCG-3' 
5'-ACTAGCATCATTGTGCAACATCTC-3' 

132 bp 

ZIP8 NM_001135149 Forward 
Reverse 

5'-CCATAGCGATCCTGTGTGAGG-3' 
5'-AACACGCGGAGAGGAAGTTG-3' 

115 bp 

ZIP10 NM_172653 Forward 
Reverse 

5'-TCAGTATGCCAACAACATCACA-3' 
5'-ATGATGGCGAATCCAAACAG-3' 

97 bp 

ZIP12 NM_001012305 Forward 
Reverse 

5'-AATGTGCCAGCCTCCAACA-3' 
5'-TTACTAGGCCATCTGCAAAATTGTG-3' 

100 bp 

ZIP14 NM_00135151 Forward 
Reverse 

5'-TCAACTTCCTCTCTGCCTGCTG-3' 
5'-ATAATGGAGAAGCCGGTTAGG-3' 

187 bp 

ZnT1 NM_009579 Forward 
Reverse 

5'-ACCAGGAGGAGACCAACACG-3' 
5'-TTGTCTTCCGCTTCCAGATTG-3' 

160 bp 

ZnT2 NM_001039677 Forward 
Reverse 

5'-ATTAGCCTCTTCGCCCTCTG-3' 
5'-ACATGGTGTCCCCTTTGATCTC-3' 

180 bp 

ZnT5 NM_022885 Forward 
Reverse 

5'-TCTCCTGAAGGAACACCACTCTATC-3' 
5'-AGCACGCCATAGAACAACTCC-3' 

215 bp 

ZnT6 NM_001252478 Forward 
Reverse 

5'-TCCGTTTGTTCTGATTGATCTTGC-3' 
5'-ATGGTGCCAAACGTCATCAG-3' 

133 bp 

ZnT7 NM_023214 Forward 
Reverse 

5'-AAGTCCTGGCTGGCTTTGTC-3' 
5'-AAGCAGCAGTCTCTCGTGGTG-3' 

121 bp 

ZnT8 NM_172816 Forward 
Reverse 

5'-ACAGGTCGAGCAAGCAAGC-3' 
5'-ATGTCAGCCGCTTGGAAGG-3' 

216 bp 

β-actin NM_007393 Forward 
Reverse 

5'- AGGTCATCACTATTGGCAACGA -3' 
5'-CACTTCATGATGGAATTGAATGTAGTT-3' 

171 bp 
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leupeptin, 5 mM benzamidine, 1 mM sodium orthovanadate, pH 7.4) を加え、超音波処理により細

胞を破砕し、細胞懸濁液を調製した。得られた細胞懸濁液のタンパク質濃度は coomassie 

brilliant blue (CBB) 法により測定し、タンパク質濃度が 2 mg/mLとなるように extraction buffer

で調製した。その後、同量の Laemmli sample buffer (250 mM Tris-HCl, 2% SDS, 30% glycerol, 

0.01% bromophenol blue, 10% 2-mercaptoethanol, pH 6.8) を加えることで最終タンパク質濃度

を 1 mg/mLとし、95ºC、5分間の熱変性を行ったものをサンプルとした。 

 

7-2. 細胞膜及び細胞質の分画 

 細胞分画には Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) を

用いた。培養細胞を PBSで 2 回洗浄した後、trypsin-EDTA (GIBCO) 含有 PBSを用いて細胞

を剥離し、4ºC、300×gで 5分間遠心分離した。得られた細胞塊に対し、5 mLの PBSを加え、

細胞数を計測した。細胞数 5×106 cellsに対して 3 mLの wash bufferを加え、懸濁洗浄後に再

度 4ºC、300×g で 5分間の遠心分離を行った。上澄を取り除き、再び 1.5 mL の wash bufferを

加えて 4ºC、300×gで 5 分間遠心分離し、得られた細胞塊に対して 0.75 mLの permeabilization 

bufferを加えた。その後、4ºCで 10分間振とう撹拌させ、4ºC、16000×g、15分の遠心分離を

行った。得られた細胞上澄を回収し、細胞質画分とした。残った細胞塊に対し solubilization 

bufferを 0.5 mL加え、4ºC、30分間の振とう撹拌を行い、その後 4ºC、16000×g で 15分間遠

心分離した。このとき得られた細胞上澄を回収し、細胞膜画分とした。得られた細胞膜及び

細胞質画分のタンパク質濃度を CBB 法により定量し、同量の Laemmli sample bufferを加え、

95ºC、5 分間熱変性したものをサンプルとした。 

 

7-3. 電気泳動 

 抽出したタンパク質サンプルを 7.5% polyacrylamide gelに添加し、electrophoresis buffer (25 

mM Tris, 192 mM glycine, 0.1% SDS) を用いて SDS-PAGEを行った。その後、blotting buffer (100 

mM Tris, 192 mM glycine) と methanolの混合液 (95:5) で処理した polyvinylidene difluoride 

(PVDF) 膜 (Immobilon; Millipore) に 2時間転写し、0.1% Tween-20含有 PBS (PBS-T) にて洗

浄後、0.05% sodium azide添加 5% skim milk (Difco) 中にて 60分間ブロッキングした。一次抗

体には rabbit anti-ZIP1 (1:100, catalogue number: ZIP11-A, Alpha Diagnostic), mouse anti-β-actin 

(1:1000, catalogue number: A5316, Sigma-Aldrich), rabbit anti-sodium potassium ATPase beta 1 

(ATP1B1; 1:2000, catalogue number: GTX113390, GeneTex) 抗体を用い、ブロッキング処理した

PVDF 膜と 4ºC で一晩作用させた。二次抗体は PBS により調製した anti-rabbit (1:10000, 

catalogue number: PI-1000, Vector Laboratories) または anti-mouse (1:10000, catalogue number: 

PI-2000, Vector Laboratories) IgG HRP-linked 抗体を室温にて 60分間作用させた。タンパク質

発現量の定量解析は、検出されたバンド強度を Image J software (ver. 1.45; National Institutes of 

Health) により測定し、β-actinまたは ATB1B1のバンド強度にて補正した。 

 

8. 免疫細胞染色 

 第1章実験材料及び方法4項と同様に行った。核はHoechst 33258 (2 µg/mL) にて染色した。
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なお、使用した一次抗体は mouse anti-pan cadherin (1:200, catalogue number: ab6528, Abcam) 及

び rabbit anti-ZIP1 (1:250, catalogue number: ZIP11-A)、二次抗体は Alexa Fluor 488-conjugated 

anti-rabbit (1:1000, catalogue number: A11008, Thermo Fisher Scientific) 及び Alexa Fluor 

546-conjugated anti-mouse (1:1000, catalogue number: A11030, Thermo Fisher Scientific) 抗体を用

いた。抗体の希釈には Can Get Signal® Immunostain Immunoreaction Enhancer Solution A 

(TOYOBO) を用いた。 

 

9. 統計学的処理  

 得られた実験値は、平均値±S.D. にて表示した。有意差検定は Ohishiらの報告に基づき (35)、

母集団が正規分布し、母分散が等しいと仮定し、2群間比較には Student's t-testを、多群間比

較には 2 元配置分散分析 (Tukey's test) を適用し、得られた p値が 0.05未満 (両側) の場合を

有意差ありとした。 
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実験成績 

 

1. 65Zn の取り込み特性 

 酸化ストレス負荷がアストロサイトによる亜鉛取り込みに与える影響を評価するため、
65Zn を基質とした取り込み特性を評価した。アストロサイトによる 65Zn の取り込みは、

control及び H2O2処理群のいずれにおいても時間の経過とともに増大し、約 5分で定常状態に

達した (Fig. 5a)。この取り込みを両群間で比較すると、H2O2処理されたアストロサイトの方

が反応開始後 10分まで有意に高かった。 

 65Zn 取り込みの基質濃度依存性を評価した結果を Fig. 5b に示す。アストロサイトによる
65Zn 取り込みは、5 µM 以上の基質濃度において飽和傾向を示したが、10 µM以上における
65Zn の初期取り込み速度は、H2O2 処理群の方が control 群におけるそれよりも有意に大きか

った。この結果に基づいて Eadie-Hofstee plotを作製し、それにより算出した Michaelis定数 

(Km) 及び最大初期取り込み速度 (Vmax) の推定値を Table 2に示す。65Zn 取り込みに関する高

親和性コンポーネントの Km1 及び Vmax1 は、control及び H2O2処理群でほぼ同値であった。低

親和性コンポーネントに関して、その Km2 値は、既知の ZIP1のそれ (約 6 µM) (52) とほぼ等

しく、両群間で差はなかったが、Vmax2は control群 (2848 pmol/mg protein per min) と比較し

て、H2O2処理群 (5405 pmol/mg protein per min) で有意に高かった。これらの結果より、アス

トロサイトによる亜鉛取り込みは酸化ストレス負荷により増大し、これは少なくとも一部、

ZIP1の発現増大を介したものである可能性が示唆された。 
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Fig. 5. Time- and concentration-dependent 65Zn uptake by H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been treated with 400μM H2O2 for 24 h, they were used for65Zn uptake assay. Time-
and concentration-dependent65Zn uptake are shown in panels a and b, respectively. The Eadie-Hofstee plots
for the concentration-dependent65Zn uptake are shown in the inset of panel b. Each point represents the
mean± S.D. (control: N = 6, H2O2: N = 3 in panel a; control: N = 3, H2O2: N = 4 in panel b).*p < 0.05 (vs.
respective control). This figure was cited from Fig. 2 inLife Sci.2016, 151, 305-312.
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Table 2. Kinetic constants for 65Zn uptake by H2O2-treated astrocytes.

 

 

 

 

 

2. ZIPs及び ZnTsの mRNA 発現減少 

 アストロサイトによる亜鉛取り込みに関与すると考えられる亜鉛トランスポータ群の発現

が、酸化ストレス負荷により変動するか否かを検討した。本検討では、細胞膜上に発現する

と報告されている ZIP1、2、3、4、5、6、8、10、12及び 14、並びに ZnT1、2、5、6、7 及び

8 の発現量を評価した (51)。Figure 6aに示すように、アストロサイトにおいて、ZIP1の発現

が最も多く、次いで ZIP14であり、ZIP3、4、6、8、10及び 12の発現も検出され、このプロ

ファイルは過去の報告と一致したものであった (28)。一方、H2O2処理されたアストロサイト

では、ZIP1 及び 14 の発現が顕著に低下しており、他のアイソフォームの発現には変化なか

った。ZnTsに関しては、ZnT1、5、6 及び 7 の発現がアストロサイトにおいて認められたも

のの、それら発現量は control及び H2O2処理群間で差はなかった (Fig. 6b) 
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Fig. 6. Expression profiles of mRNAs for ZIPs and ZnTs in H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been treated with 400μM H2O2 for 24 h, their total RNA was obtained. mRNA
expxpression forZip and Znt are shown in panels a and b, respectively. Each column represents the
mean±S.D. (N=3). *p<0.05 (vs. respective control). This figure was cited from Fig. 3 inLife Sci.2016, 151,
305-312.

The kinetic constants were calculated on the basis of the Eadie–Hofstee equation using the data shown in Fig.
5b. Each value represents the mean± S.D. (control: N = 3, H2O2: N = 4). *p < 0.05 (vs.control). This table
was cited from Table 2 inLife Sci.,2016, 151, 305-312.

 Control H2O2 

Km1 (µM)  0.992 ± 0.434  1.27 ± 0.64 

Km2 (µM) 14.1 ± 7.8 11.3 ± 3.5 

Vmax1 (pmol/mg protein/min) 2456 ± 202  4175 ± 1079 

Vmax2 (pmol/mg protein/min) 2848 ± 297  5405 ± 724* 
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3. ZIP1タンパク質発現の増大 

 ZIP1がアストロサイトに発現する主要な ZIP アイソフォームの一つであること、並びに酸

化ストレス負荷されたアストロサイトによる ZIP1 を介した亜鉛取り込みの最大取り込み速

度 (Vmax2) が有意に増加していたことから、アストロサイトにおける ZIP1の発現が酸化スト

レス負荷により増大している可能性が考えられた。そこで、control 及び H2O2処理群の ZIP1

タンパク質発現量を比較した。 

 ZIP1の免疫活性は 34 kDa付近に認められ、細胞及び細胞膜画分のいずれにおいてもその免

疫活性は control群と比較して H2O2処理群において有意に強かった (Fig. 7a, b)。 

 このことをより明確に示すため、免疫細胞染色により、ZIP1のアストロサイトにおける発

現局在を調べた (Fig. 8)。Control及び H2O2処理群のいずれにおいても、ZIP1の免疫活性はカ

ドヘリンの免疫活性によって示される細胞膜において検出されたが、その蛍光強度は後者の

ほうが強い傾向にあった (Fig. 8a)。そこで、この蛍光強度をスペクトラム解析し (Fig. 8b)、

定量化したところ、H2O2処理群における ZIP1 の蛍光強度は control群のそれよりも約 1.5倍

高く (Fig. 8b, c)、これは Fig. 7bに示したウェスタンブロットの結果と一致するものであった。 

 これらのことから、アストロサイトの細胞膜上における ZIP1の発現は、酸化ストレス負荷

により増加することが判明した。 

 

ZIP1

ATP1B1

0

50

100

150

200

ZIP1

β-actin

0

50

100

150

200

(a) (b)

To
ta

l e
xp

re
ss

io
n

le
ve

l o
f Z

IP
1 

(%
of

co
nt

ro
l)

M
em

br
an

e
ex

pr
es

si
on

le
ve

l o
f Z

IP
1

(%
of

co
nt

ro
l)

Cell lysate Membrane fraction

Control H2O2 Control H2O2

Control H2O2 Control H2O2

∗ ∗

 

Fig. 7. Up-regulation of ZIP1 expression at plasma membrane in H2O2-treated
astrocytes.
After astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 for 24 h, cell lysate (a) and membrane fraction (b)
were obtained. The expression levels of ZIP1 were normalized as to those ofβ-actin or ATP1B1. Each
column represents the mean± S.D. (N = 4 in panel a, N = 3 in panel b).∗p < 0.05 (vs.each control). This
figure was cited from Fig. 4 inLife Sci.2016, 151, 305-312.
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Fig. 8. Cellular localization of ZIP1 in H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 for 24 h, they were subjected to
immunocytochemical analysis. The immunoreactivities of ZIP1 and cadherin were detected as green and red,
respectively. Representative photomicrographs (a) and representative fluorescence intensity-distance profiles
along the arrows in panel a (b) for three independent experiments are shown. Panel c shows the ratios of the
fluorescence intensity at the plasma membrane to that in thecontrol. A negative control (NC) was performed
by omitting the 1st antibodies to confirm specificity of the immunoreactivity. Each column represents the
mean± S.D. (N = 3 in panel c).∗p < 0.05 (vs. control). Scale bar = 20 µm. This figure was cited from Fig. 5
in Life Sci.2016, 151, 305-312.
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考 察 

 
 本章では、酸化ストレス負荷によってアストロサイトの亜鉛取り込み活性が増大し、これ

は少なくとも一部、細胞膜上における ZIP1の発現増大に起因することが示された。 

 このアストロサイトによる亜鉛クリアランスの増大は、酸化ストレス負荷によって増大し

た細胞外亜鉛による神経毒性に対して、保護的な役割を果たすと考えられる。前述のごとく、

虚血などの酸化ストレスが生じた際の脳神経系細胞外の亜鉛レベルは、二相性に上昇するが 

(19, 20)、このうち慢性期 (6~36時間) に増大する細胞外亜鉛は、ミクログリアを活性化する

ことにより、神経傷害を増悪させる (17, 33, 34, 37)。したがって、今回認められた酸化ストレ

ス負荷アストロサイトにおける ZIP1の発現増大は、慢性期における細胞外亜鉛レベルを低下

させることでミクログリアの活性化を抑制し、また、グリア瘢痕を形成することで、脳傷害

の拡大を防ぐ役割を担うと推察される。 

 脳神経系細胞は、酸化ストレスの発生を伴う虚血に対して脆弱であるが、細胞死を生じな

い程度の虚血により、その後の細胞傷害的な虚血に対する耐性を生じる。これはプレコンデ

ィショニング現象とよばれるが (54)、近年 Hirayamaらは、このプレコンディショニングにア

ストロサイトの活性化が必須であることを明らかにしたものの (55)、その詳細なメカニズム

は不明である。一方 Leeらは、細胞に傷害を与えない程度の亜鉛を大脳皮質培養切片に 24時

間暴露することで、亜鉛により惹起される神経細胞死は減少し、その大部分が細胞膜非透過

型亜鉛キレータである CaEDTAにより抑制されることを報告している (56)。このことから著

者は、亜鉛による神経細胞保護作用には神経細胞における緩やかな亜鉛の貯留が重要である

と考える。すなわち、今回明らかとなった細胞傷害を生じない程度の酸化ストレス負荷は、

アストロサイトを活性化すると共に亜鉛取り込みを増大させたが、これは細胞傷害的なスト

レスによる過度の細胞外亜鉛レベルの上昇を速やかに低下させることにより、神経細胞によ

る亜鉛取り込み量を減少させ、その細胞内亜鉛レベルの上昇を穏やかにし、細胞傷害に対す

る耐性を付与するというものである。 

 これまで活性化アストロサイトの培養には、細胞への cyclic AMP (実際にはその細胞膜透過

型である dibutyryl-cyclic AMP (db-cAMP)) の添加が広く用いられてきた (49)。そこで、今回

認められた活性化アストロサイトにおける亜鉛取り込みが普遍的なものであるか否かを検証

するために、アストロサイトを db-cAMP により活性化させ、その亜鉛取り込みを評価した。

Figure 9に示すように、db-cAMP処理によりアストロサイトはその形態を変化させると共に、

GFAP の発現が増大した活性化状態となったものの、4-HNE によって示される酸化ストレス

は伴っていなかった。このアストロサイトによる亜鉛取り込みは、control 群のそれよりも有

意に低く、酸化ストレス負荷の場合と異なっていた。この相反する機能変化の詳細は不明で

あるが、本成績は適切に病態を反映する条件下において実験を行うことの重要性を明確に指

摘するものである。 
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Fig. 9. Time-dependent 65Zn uptake by db-cAMP-treated astrocytes.
(a) After astrocytes had been treated with 0.15 mM db-cAMP for 72 h, they were subjected to
immunocytochemical analysis. Panel a shows astrocytic morphology, and the immunoreactivities of GFAP
and 4-HNE were detected as red and green, respectively. Bar =40 μm. (b) After treatment of 0.15 mM db-
cAMP for 72 h, astrocytes were used for time-dependent65Zn uptake assay. Each point represents the mean
± S.D. (control: N = 7, db-cAMP: N = 5).∗p < 0.05 (vs. respective control).

 

 酸化ストレス負荷アストロサイトにおける ZIP1タンパク質の発現増大は、mRNA レベルで

の変動を反映したものではなかった。一般的に、タンパク質発現量はその遺伝子の転写・翻

訳及び分解のバランスによって決定される。したがって、酸化ストレス負荷によるアストロ

サイトでの ZIP1タンパク質発現量の増大は、そのタンパク質の安定化が、mRNA の減少を上

回ったことによる可能性が考えられる。これまでに、ZIP1の細胞膜発現は細胞内亜鉛レベル

によって制御されることが報告されており (57)、この膜発現局在の変動には、リソソームや

ゴルジ体といった細胞内小器官への内部移行及び分解経路が関与している。また、ZIP1のア

ミノ酸残基の変異はそのタンパク質分解を抑制し、細胞膜発現を増加させることも明らかに

なっている (57, 58)。これに加え、第 1章において、酸化ストレス負荷されたアストロサイト

の細胞内亜鉛レベルは、2時間を最大として増大するものの、その後 24時間まで減少すると

いう時間の推移に伴った変動が明らかになったことを考え併せると、酸化ストレス負荷によ

るアストロサイト細胞内亜鉛動態の変動が転写・翻訳並びに分解系を変化させ、これにより

細胞膜における ZIP1の発現が増大した可能性が考えられる。 

 また、タンパク質及び mRNA レベルの相反する変動が転写と翻訳を評価する時間ポイント

の問題に起因する可能性もある。すなわち、酸化ストレス負荷に対応してアストロサイトに

おける ZIP1遺伝子の転写がその負荷後 24時間より以前に一過性に亢進し、その mRNA 発現

量が増加するが、ネガティブフィードバック機構などを介してその後低下する。一方、ZIP1

タンパク質は一過性の mRNA の増加に対応するものの、遅れて発現量が増加したために、

mRNA 量とタンパク質が対応しなかった可能性である。本章にて行った ZIP1の発現変動評価

は、mRNA 及びタンパク質レベルのいずれも酸化ストレス負荷後 24時間でのみ定量しており、

その前後の時間における変動は検討できていないため、この矛盾する結果については今後の

より詳細な検討が望まれる。 
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第 3 章 細胞内亜鉛による貪食活性制御 

 

緒 言 

 
 ATP は普遍的な細胞のエネルギー源であるが、神経及びグリア細胞間における情報伝達物

質としての役割も有することが近年明らかとなってきた (59)。ATP による細胞間情報伝達は

受容体を介しており、神経細胞の興奮伝達は、シナプス前神経細胞から放出された ATP がシ

ナプス後膜に発現するプリン受容体 (P2R) を活性化することによって行われる。また、一部

の P2Rはシナプス前神経細胞にも発現し、興奮伝達を制御する (60, 61)。P2Rの一つである

P2X7Rは ATP に対する感受性が低く、その活性化は 900 Da程度の物質輸送に関与するチャ

ネル/ポアを形成し、神経細胞でのその活性化は細胞死を惹起する (35, 62-66)。これに対して、

アストロサイトでは、オートクリン/パラクリン的に放出された ATP 刺激により、P2X7Rは

恒常的に活性化しており、それはアストロサイトの貪食活性を制御している (67-69)。 

 これまでに、うつ病患者の死後脳を用いた検討において、P2X7Rの発現増大が報告されて

おり (70)、また、うつ病を含む気分障害の発症には、P2X7R遺伝子の一塩基多型 (SNP; single 

nucleotide polymorphism) による受容体機能の低下が寄与することも示唆されている (71, 72)。

さらに、社会的敗北ストレスによるうつ病モデル動物において、そのうつ様行動の発症には

脳の細胞外 ATP の減少が関与すること、並びにこれはアストロサイトからの ATP 放出の減少

に起因することが報告されている (73)。一方、慢性的軽度ストレス負荷によるうつ病モデル

マウスにおいて、微小透析法を用いて測定した脳細胞外 ATP は増加することも明らかにされ

ている (74)。しかしながら、うつ病の発症原因の一つである酸化ストレスの負荷によって、

アストロサイトにおける P2X7Rの機能的発現が変動するか、また、それによって制御される

貪食機能が影響されるかは不明である。 

 亜鉛及び ATP どちらも中枢における重要な情報伝達物質であるものの、これまでに、細胞

内外の亜鉛動態の変動と ATPシグナリングとの連関についての研究はほとんどなされていな

い。著者の研究室では、前述した亜鉛によるミクログリアの活性化が、細胞外亜鉛の ZIP1に

よるミクログリア細胞内への取り込みに続いた ATPの細胞外への放出、そしてそれによるオ

ートクリン/パラクリン的な P2X7R の活性化を介したものであることを明らかにしている 

(28, 33, 34)。このことは、アストロサイトにおいても細胞内における亜鉛レベルの増大が ATP

－P2X7Rシグナリングを制御する可能性を示している。 

 そこで、第 3 章では酸化ストレス負荷によるアストロサイト細胞内における遊離型亜鉛レ

ベルの増大が P2X7Rの機能的発現、さらにはその貪食活性に及ぼす影響を精査した。 



 25 

実験材料及び方法 

 
1. 試薬 

 YO-PRO-1 (YP) は Invitrogenから、yellow-green carboxylate latex beads (bead) は Polysciences

から、ATP 及び oxidized ATP (oxATP) は Sigma-Aldrichから購入した。A438079は Tocrisから、

CBB G-250 はナカライテスクから、trypan blue及び ethylenediamine-N,N,N',N'-tetraacetic acid 

(EDTA) は同仁化学から購入した。その他の試薬は和光純薬工業から購入し、第 1 章実験材

料及び方法 1 項に準じていずれも特級若しくはそれ以上の規格のものを用いた。 

 

2. マウス大脳皮質アストロサイトの培養 

 マウス大脳皮質アストロサイトの初代培養は、第 1 章実験材料及び方法 2 項と同様に行っ

た。 

 

3. HEK293T細胞の培養 

 HEK293T 細胞 (大阪大学 片山泰一教授から恵与) は 10% FBS 含有 Dulbecco's modified 

eagle medium (DMEM; 日水製薬) を用いて、37°C、5% CO2気流下にて培養し、以下に示すよ

うに継代した。なお、DMEM は高圧蒸気滅菌 (121°C, 20分) を行った後、L-glutamine、NaHCO3

及び非動化処理済み (56°C, 20分) FBSを最終濃度がそれぞれ 0.584 g/L、0.06%及び 10%にな

るように加えた。細胞を PBSで洗浄した後、trypsin-EDTA含有 PBSを添加し、細胞を回収し

た。細胞懸濁液に 10% FBS含有 DMEM を添加することにより trypsin-EDTAの反応を停止さ

せ、4°C、1750×g、5 分間の遠心分離を行った。回収した細胞は適量の 10% FBS含有 DMEM

により再懸濁し、生細胞数を trypan blue色素排除試験により計数した (75)。その後、細胞は

6.4×104 cells/cm2の密度で polyethleneimine (PEI; Sigma-Aldrich) コーティングした 24 well cell 

culture plateに播種し、1-2日後に実験に用いた。 

 

4. HEK293T/ mP2X7R細胞の培養 

 マウスP2X7R full lengthの安定発現細胞は、ダナフォーム社から購入したmP2X7/pBluescript 

KS (+) を鋳型とし、QIAGEN® Plasmid Maxi Kit (QIAGEN) を用いて抽出した pcDNA3.1/Zeo 

(+) /mP2X7R を lipofection 法により遺伝子導入することにより作製した (35)。DNA (1.6 

µg/cm2) を Lipofectamine™ 2000 (1 µL/cm2; Invitrogen) を含む OPTI-MEM (50 µL/cm2; GIBCO) 

に希釈し 20 分間室温にて静置した。DNA-liposome複合体を形成させた後、80%コンフルエ

ントとなった HEK293T細胞に 6時間作用させた。その後、培地を 400 µg/mL zeocin (Invitrogen) 

を含む 10% FBS-DMEMに置き換え、37ºC、5% CO2気流下で培養した。培養継続後、形成さ

れた細胞コロニーを採取し、400 µg/mL zeocinを含む 10% FBS-DMEM中にて再び培養するこ

とでセレクションを繰り返した。得られた安定発現細胞については 200 µg/mL zeocinを含む

10% FBS-DMEM中で継代培養を行った。これ以後は、マウス P2X7Rを安定発現した HEK293T

細胞を HEK293T/ mP2X7R細胞と表記する。 
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5. mP2X7R splice variant-3及び-4 cDNAの導入 

 プラスミド DNA (pcDNA3.1/P2X7R splice variant-3 (P2X7R-v3)、pcDNA3.1/HA-tagged P2X7R 

splice variant-3 (HA-v3), pcDNA3.1/HA-tagged P2X7R splice variant-4 (HA-v4) 及び pcDNA3.1 

(mock)) は QIAGEN® Plasmid Maxi Kit (QIAGEN) を用いて抽出し (76)、HEK293T細胞に対す

る遺伝子導入には lipofection 法を用いた (35)。方法は安定発現細胞の作製と同様に行い、

DNA-liposome複合体の細胞への添加 6 時間経過後に penicillin/streptomycin (GIBCO) を含む

10% FBS-DMEMに置き換えた。その後、48時間の培養を行い、各実験に用いた。 

 

6. H2O2処理 

 H2O2処理は第 1章実験材料及び方法 3項と同様に行った。 

 

7. P2X7Rのチャネル/ポア活性の評価 

 P2X7R活性は蛍光色素 YPの細胞内取り込みにより評価した。指示された条件で H2O2処理

されたアストロサイトに対し、1 µMの YP を一定時間反応させ、BSSを添加することによっ

て反応を停止させた。YP の取り込みの評価は、蛍光顕微鏡を用いて撮影したデジタル画像の

蛍光強度を Adpbe Photoshop®を用いて定量することにより行った (67)。 

 

8. アストロサイトの貪食活性の評価 

 アストロサイトの貪食活性は、beadの細胞内への取り込みにより評価した (68)。指示条件

で H2O2処理されたアストロサイトに対し、1 µL/wellの beadを作用させ、一定時間経過した

後、BSSにて細胞を洗浄することにより反応を停止し、4% PFA (4ºC, 15分間) で固定した。

核は 5 µM propidium iodide (PI) により染色した。Beadの取り込みは共焦点レーザー顕微鏡 

LSM 800により得た画像を基に、視野中の beadを計数することによって行った。 

 

9. Real-time PCR 

 P2X7R及びその splice variantsの mRNA 発現は、第 2 章実験材料及び方法 6 項と同様に行

った。P2X7R-v1、-v2、-v3 及び-v4 において、各 3' 末端に存在する特異的な塩基配列の違い

によりそれらを検出した。その際、使用したプライマーの塩基配列は Table 3に示す (76)。 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. Specific primer sets used for real-time PCR amplification of P2X7R and its
splice variants.

 

Gene Accession number Primer sequences Product size 

P2X7 (P2X7R-v1) NM_011027 Forward 

Reverse 

5'- ACACCGTGCTTACAGGTGCTATG -3' 

5'- GCAACAGCTGGGCAGAATG -3' 

82 bp 

P2X7R-v2 NM_001038845 Forward 

Reverse 

5'- TCAAAGGCCAAGAAGTTCCAGTA -3' 

5'- TAGATCCGACCCCTTCCTTCTG -3' 

94 bp 

P2X7R-v3 NM_01038839 Forward 

Reverse 

5'- AAGTCTGCAAGTTGTCAAAGG -3' 

5'- TAGAGTCAGTCAAAGCATCTC -3' 

99 bp 

P2X7R-v4 NM_01038887 Forward 

Reverse 

5'- TTCCAACCTCCAGGAGAGTA -3' 

5'- AAGCCTTCTTCCTTCTTGGC -3' 

75 bp 
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10. 免疫細胞染色 

 免疫細胞染色は第 1 章実験材料及び方法 4 項と同様に行った。一次抗体として rabbit 

anti-P2X7R C-terminal (1:200, catalogue number: APR-004, Alomone Labs) 及 び mouse 

anti-cadherin (1:200, catalogue number: ab6528)、二次抗体は Alexa Fluor 488-conjugated anti-rabbit 

(1:1000, catalogue number: A11008) 及び Alexa Fluor 546-conjugated anti-mouse (1:1000, catalogue 

number: A11030) 抗体を使用した。抗体の希釈には Can Get Signal® Immunostain Immunoreaction 

Enhancer Solution B (TOYOBO) を用いた。 

 

11. SDS-PAGE 

11-1. タンパク質抽出 

 タンパク質抽出は第 2 章実験材料及び方法 7 項と同様に行った。 

 

11-2. 細胞膜及び細胞質画分抽出 

 細胞画分の抽出には Mem-PER™ Plus Membrane Protein Extraction Kitを用い、第 2 章実験材

料及び方法 7 項と同様に行った。 

 

11-3. ウェスタンブロット 

 ウェスタンブロットは第 2 章実験材料及び方法 7 項と同様に行った。一次抗体は rabbit 

anti-P2X7R C-terminal (1:1000, catalogue number: APR-004)、 mouse anti-GAPDH (1:1000, 

catalogue number: 016-25523, Wako)、mouse anti-cadherin (1:1000, catalogue number: ab6528)、

mouse anti-HA (1:1000, catalogue number: MMS-101R, Covance) 及び rabbit anti-ATP1B1 (1:2000, 

catalogue number: GTX109639)、二次抗体は anti-rabbit (1:10000, catalogue number: PI-1000) 及び

anti-mouse (1:10000, catalogue number: PI-2000) IgG HRP-linked抗体を用い、その希釈には PBS

または Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution (TOYOBO) を使用した。目的タンパ

ク質の発現量は、検出されたバンド強度を Image J softwareにより定量解析し、GAPDH及び

ATB1B1 のバンド強度にて補正した。 

 

12. Blue native-PAGE (BN-PAGE) 

12-1. タンパク質抽出 

 培養細胞を PBSで 2 回洗浄した後、trypsin-EDTAを用いて細胞を剥離し、4ºC、1750×g で

5 分間の遠心分離を行った。得られた細胞塊に対し、PBSを 1 mL添加した後、4ºC、20800×g

で 5分間遠心分離した。残渣に cOmplete™, Mini, EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail (Roche) 

含有 BN-PAGE用 extraction buffer (20 mM Tris, 10 mM KCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, pH 7.5) 

を適量加え、ダウンス型ホモジナイザー (Wheaton) を用いて氷上で穏やかに細胞を破砕した。

界面活性剤として、HEK293T 細胞の場合には digitonin を、アストロサイトの場合には

n-dodecyl-β-D-maltosideを細胞懸濁液に添加し、最終濃度 1%にて 4ºCで一晩処理した。その

後、細胞懸濁液を 4ºC、20800×g で 15分間遠心分離し、上澄を回収した。界面活性剤を含む

上澄は BCA 法によりタンパク質濃度を定量し、その濃度を 1 mg/mLに調製した後、同量の
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BN-PAGE用 sample buffer (20% glycerol, 0.4% CBB G-250, 100 mM Bis-Tris, pH 7.0) を加えるこ

とで未変性タンパク質を抽出した。 

 

12-2. 電気泳動 

 12-1にて抽出したタンパク質サンプルを Super Sep™ Ace 5-12% gradient gel (Wako) に添加

し、陰極側に cathode buffer (0.02% CBB G-250, 50 mM Tricine, 15 mM Bis-Tris, pH 7.0)、陽極側

にanode buffer (50 mM Bis-Tris, pH 7.0) を用いて2時間の泳動 (100 V, 15 mA) を行った。なお、

この泳動の最後の 5 分は 250 V、15 mAで行った。その後、blotting buffer と methanolの混合

液 (95:5) で処理した PVDF膜を用いて、2 時間転写した。転写終了後、PVDF膜を methanol

で 2回洗浄し、膜上の CBB G-250を除去した。以後の操作は、SDS-PAGEの場合と同様に行

った。一次抗体には rabbit anti-P2X7R C-terminal (1:1000, catalogue number: APR-004) または

rabbit anti-P2X7R extracellular domain (1:1000, catalogue number: APR-008, Alomone Labs) 抗体

を用い、ブロッキング処理した PVDF 膜と 4ºC で一晩作用させた。二次抗体は anti-rabbit 

(1:10000, catalogue number: PI-1000) IgG HRP-linked抗体を室温にて 60分間作用させた。抗体

は Can Get Signal® Immunoreaction Enhancer Solution (TOYOBO) を用いて調製し、またマーカ

ーとして NativeMark™ Unstained Protein Standard (Invitrogen) を用いて分子サイズを評価し、

その発色には 2D-Silver Stain Reagent II (Cosmo Bio) による銀染色を行った。 

 

13. 細胞外 ATP 濃度の測定 

 アストロサイトは 10分間のプレインキュベーション後、400 µM H2O2を含む反応溶液中に

て 2時間インキュベートした。その後、細胞外液を ACM として回収し、熱処理 (95°C, 5分) 

後、ATP Bioluminescence Assay kit CLS Ⅱ (Roche) を用いて ACM 中の ATP 濃度を測定した。

蛍光強度の測定は LUMINESCENCE READER BLR-201 (Aloka) を用い、ATP濃度は検量線に

基づいて算出し、その ATP 濃度は CBB 法により定量した各 well 毎のタンパク質濃度で補正

した (67)。 

 

14. 統計学的処理  

 得られた実験値は、平均値±S.D. にて表示した。有意差検定は Ohishiらの報告に基づき (35)、

母集団が正規分布し、母分散が等しいと仮定し、2群間比較には Student's t-testを、多群間比

較には 2 元配置分散分析 (Tukey's test) を適用し、得られた p値が 0.05未満 (両側) の場合を

有意差ありとした。 
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実験成績 

 

1. アストロサイトの貪食活性及び P2X7Rチャネル/ポア活性の低下 

 まず、アストロサイトの貪食活性が酸化ストレス負荷によって変化するか否かを評価する

ため、beadの細胞内取り込みを検討した。Beadの細胞内取り込みは、control及び H2O2処理

群のいずれにおいても時間依存的に増加したが、後者の取り込みは前者のそれよりも有意に

低かった (Fig. 10a, b)。 

 P2X7Rのチャネル/ポア活性を YP取り込みにより調べた。両群のアストロサイトによる YP

取り込みは時間依存的に増大し、90分までほぼ直線的に上昇した (Fig. 10c, d)。Control群の

場合と比較して、H2O2処理群における YP 取り込みは、評価したいずれの時間においても有

意に少なかった。これらのことから、酸化ストレス負荷されたアストロサイトは、その貪食

活性及び P2X7Rのチャネル/ポア活性を低下させることが判明した。 
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Fig. 10. Decrease of engulfing and P2X7R channel/pore activity in H2O2-treated
astrocytes.
After astrocytes had been treated with 400μM H2O2 for 24 h, their bead and YP uptake were evaluated. The
representative photomicrographs and quantitative results for three or four independent experiments are
shown in panels a and b for bead uptake, and c and d for YP uptake, respectively. Relative YP uptake was
determined taking the uptake in the control group at 15 min as100%. Each point represents the mean±S.D.
(N=3-4). *p<0.05 (vs. respective control). Bar = 20μm. This figure was cited from Fig. 2 inMetallomics
2017, 9, 1839-1851.



 30 

2. P2X7Rの発現局在の変動 

 酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおいて、P2X7Rのチャネル/ポア活性が低下して

いたことから、次にその発現プロファイルを調べた。カドヘリンの免疫活性が示す細胞膜に

おいて認められた P2X7Rの免疫活性は、H2O2処理後 4 時間までは変化しなかったが、6 時間

以後において減弱する傾向を示し、12 及び 24 時間後では、主に細胞質において検出された 

(Fig. 11a)。この P2X7R の細胞内局在変化は P2X7R アンタゴニストの一つであり、細胞膜

P2X7R の発現を細胞内部へと移行させると報告のある oxATP (77) 処理による変化と同様で

あった (Fig. 11b)。 

 さらに、酸化ストレス負荷がアストロサイトにおける P2X7Rのタンパク質発現量に与える

影響を評価した。アストロサイトにおける P2X7Rの総発現量は、H2O2処理により有意に減少

することに加え (Fig. 11c)、その細胞膜及び細胞質画分における発現は、それぞれ減少及び増

大することが分かった (Fig. 11d)。 

 以上のことから、アストロサイトにおける P2X7Rの発現は、酸化ストレス負荷により減少

すると共に、その細胞内局在は、細胞膜から細胞質へと変化することが明らかとなった。 

 

3. P2X7Rの機能的発現低下に対する細胞内遊離型亜鉛増大の寄与 

 酸化ストレス負荷による細胞内遊離型亜鉛の増大が、P2X7Rの機能的発現変動に与える影

響を評価した。H2O2処理によって惹起された P2X7Rの免疫活性の細胞膜から細胞質への移行

は、細胞膜透過型亜鉛キレータである TPENにより、部分的ではあるが抑制され、また抗酸

化剤である Trolox 処理ではほぼ完全に抑制された (Fig. 12a)。これらの免疫活性の細胞内局在

変化をスペクトラム解析した結果 (Fig. 12b)、control群において細胞膜を示すカドヘリンの赤

のシグナルと共局在した P2X7Rの緑のシグナルは、H2O2処理により、Hoechst33258の青のシ

グナルが示す核の周辺において認められ、この局在変化は、TPEN及び Trolox によって、そ

れぞれ一部及びほぼ完全に消失した。これらの結果は、Fig. 11に示したウェスタンブロット

のそれと対応するものであった。 

 次に、酸化ストレス負荷による細胞内亜鉛の増大がアストロサイトの P2X7Rの機能に及ぼ

す影響を調べた。H2O2の 2時間処理により細胞内亜鉛レベルは増大し、このときの bead及び

YP 取り込みは有意に減少した。この H2O2処理による bead及び YP 取り込みの減少は、TPEN

または Trolox の前処理によって細胞内遊離型亜鉛の増大を抑制したところ、ほぼ完全に消失

したことから (Fig. 13a-c)、酸化ストレス負荷によるアストロサイト細胞内における遊離型亜

鉛レベルの上昇は、その P2X7Rの機能的発現を低下させることが分かった。 
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Fig. 11. Translocation of astrocytic P2X7R from plasma membrane to cytosol by H2O2-
treatment.
Astrocytes were subjected to immunocytochemical analysis, after they had been incubated with 400 µM
H2O2 for the indicated times (a) or incubated with 400 µM H2O2, 300 µM oxATP (positive control) or 30 µM
KN-62 (negative control) for 24 h (b).The immunoreactivities of P2X7R, cadherin and Hoechst 33258 were
detected as green, red and blue, respectively. Representative photomicrographs for three independent
experiments were shown in panels a and b. Bar = 20 µm. After astrocytes had been incubated with 400 µM
H2O2 for 24 h, expression levels of P2X7R in the cell lysates (c), and membrane and cytosol fractions (d)
were evaluated. In panel d, ATP1B1 and GAPDH are the markers for the membrane and cytosol fractions,
respectively. Each column represents the mean±S.D. (N = 3–4). *p<0.05 (vs. respective control). These
figures were cited from Figs. 3 and 4 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.
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Fig. 12. Involvement of increased intracellular labile zinc in translocation of P2X7R in
H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been incubated with or without 400μM H2O2 in the presence or absence of 2μM TPEN
or 400μM Trolox for 24 h, they were subjected to immunocytochemicalanalysis. The immunoreactivities of
P2X7R, cadherin and Hoechst33258 were detected as green, red and blue, respectively. A negative control
(NC) was performed by omitting the 1st antibodies to confirm specificity of the immunoreactivity.
Representative photomicrographs (a) and representative fluorescence intensity-distance profiles along the
arrows in panel a (b) for three independent experiments are shown. Bar = 20μm. This figure was cited from
Fig. 5 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.  
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Fig. 13. Involvement of increased intracellular labile zinc in regulation of engulfing and
P2X7R channel/pore activity in H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 or 50μM ZnCl2 in the presence or absence of 400
μM Trolox or 50μM TPEN for 2 h, their intracellular zinc levels (a), bead uptake (b) and YP uptake (c) were
examined. Relative intracellular zinc levels and YP uptakewere normalized as to the level in the control
(none of the reagents were added). Each column represents the mean±S.D. (N = 3–8). *p<0.05 (vs. control
(none of the reagents were added)). †p<0.05 (vs. H2O2 alone). ¶p<0.05 (vs. ZnCl2 alone). This figure was
cited from Fig. 6 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.
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4. P2X7Rの機能的発現低下に対する細胞外亜鉛及び ATPの関与 

 第 1 章において、アストロサイトの酸化ストレスへの暴露は、細胞外への亜鉛の放出を誘

導したことから、その P2X7Rの機能的発現への影響を調べた (Fig. 14a, b)。まず、細胞外に

400 µM H2O2処理と同程度に細胞内亜鉛レベルを増大させる 50 µM ZnCl2を添加したところ、

YP 取り込みは減少し、これらの変化は、細胞膜非透過型亜鉛キレータである CaEDTA (50 µM) 

及び ZIP1阻害剤である NiCl2 (5 µM) により消失した。H2O2処理したアストロサイトにおい

ても、細胞内遊離型亜鉛レベルの上昇及び YP 取り込みの減少が認められたが、CaEDTA及び

NiCl2によっていずれも影響されなかった。さらに、P2X7Rの細胞内発現局在について評価し

たところ (Fig. 15a)、H2O2処理によって細胞膜から細胞質画分に発現局在が変動した P2X7R

は、細胞膜透過型亜鉛キレータである TPENの場合とは異なり、細胞膜非透過型亜鉛キレー

タである CaEDTAによって影響を受けなかった。 

 低浸透圧ストレス負荷は、アストロサイトからの ATP放出を惹起することが報告されてい

る (17)。そこでまず、酸化ストレス負荷されたアストロサイトからの ATP放出の有無を検討

した結果、H2O2処理群における細胞外 ATP レベルは control群のそれと比較して有意に高か

った (Fig. 15b)。そこで、細胞外 ATP レベルの増大が酸化ストレス負荷による P2X7Rの発現

局在変化に対する影響を検討した。H2O2処理により細胞質に移行した P2X7Rの発現は、P2R

アンタゴニストである suramin及び KN-62 のいずれによっても影響されなかった (Fig. 15a)。 

 これらのことから、酸化ストレス負荷による細胞外の亜鉛及び ATP の増大は、P2X7Rの発

現局在の変化に寄与しないことが示された。 
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Fig. 14. Involvement of increased extracellular zinc in P2X7R channel/pore activity in
H2O2-treated astrocytes.
After astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 or 50μM ZnCl2 in the presence or absence of 50μM
CaEDTA or 5μM NiCl 2 for 2 h, their intracellular zinc levels (a) and YP uptake (b)were examined. Relative
intracellular zinc levels and YP uptake were normalized as to the level in the control (none of the reagents
were added). Each column represents the mean±S.D. (N = 3–8). *p<0.05 (vs. control (none of the reagents
were added)). †p<0.05 (vs. H2O2 alone). ¶p<0.05 (vs. ZnCl2 alone).
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Fig. 15. Involvement of extracellular zinc and ATP in the translocation of P2X7R in
H2O2-treated astrocytes.
(a) After astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 in the presence and absence of 2μM TPEN, 50
μM CaEDTA or ZnEDTA (a negative control for CaEDTA), 50μM suramin, or 10μM KN-62 for 24 h in a
CO2 incubator, they were subjected to immunocytochemical analysis. The immunoreactivities for P2X7R,
cadherin and Hoechst33258 were detected as green, red, and blue, respectively. A negative control for
immunostaining, which was performed by omitting the 1st antibodies, did not give any signals.
Representative photomicrographs for three independent experiments are shown. Bar = 40μm. (b) After
astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 for 2 h, extracellular ATP levels in ACM were measured.
Each column represents the mean±S.D. (N=5). *p<0.05 (vs. control). These figures were cited from Figs. S2
and S3 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.
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5. P2X7Rの発現及び P2X7R三量体の構成に対する影響 

 P2X7Rは細胞膜において三量体を形成することで機能する。これまでに P2X7Rの活性は、

P2X7R full lengthのみで構成されるホモ三量体が最も高いのに対し、それに C末端を欠損す

るsplice variantが加わったヘテロ三量体では、低下することが明らかになっている (Scheme 1) 

(76, 78)。そこで、酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおける P2X7R full length及びそ

の splice variantsの mRNA レベルの発現量を評価した。H2O2処理群における P2X7R full length

の発現は、control 群のそれと比べて有意に少なかったものの、その P2X7R-v2、-v3 及び-v4

の発現に変化はなかった (Fig. 16a)。さらに、酸化ストレス負荷による P2X7R full lengthの発

現変化の時間推移を調べたところ、それは H2O2 処理 6 時間以後において減少することが分

かった (Fig. 16b)。このことは、酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおいて、P2X7R full 

lengthとその splice variantsの発現割合が変化すること、すなわち、P2X7Rの三量体の構成に

変化が生じる可能性を示唆している。 
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Fig. 16. Expression profiles of mRNAs for P2X7R and its splice variants in H2O2-
treated astrocytes.
After astrocytes had been incubated with 400μM H2O2 for 24 h (a) or the indicated times (b), mRNA
expression levels of P2X7R and its splice variants were determined. Relative expression levels were
determined taking the expression level of P2X7R full lengthin the control (a) or in the control at the
corresponding time point (b) as 100%. Each column represents the mean±S.D. (N=3). *p<0.05 (vs.
respective control). This figure was cited from Fig. 7 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.

 

Scheme 1. Membrane topology of P2X7R and its splice variants.
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 そこで次に、P2X7R三量体中におけるその full length発現量の変化の有無を、BN-PAGEに

より解析した。ここでは、P2X7R の C 末端部位を認識する抗体を用いることで P2X7R full 

lengthのみを、また細胞外領域を認識する抗体により P2X7R full lengthに加え P2X7R-v2及び

-v3 を含む三量体を検出した  (Scheme 1)。P2X7R full length の安定発現細胞である

HEK293T/mP2X7R細胞から作製した未変性サンプルでは、P2X7R の三量体に対応する 240 

kDa の位置に免疫活性が検出され、また、一部または完全に変性させたサンプルではそれぞ

れ 150または 75 kDaの位置に免疫活性が認められ、これらはそれぞれ二量体及び単量体と考

えられた。したがって、本 BN-PAGE の実験系が成立していることが確認された。そこで、

P2X7Rの C 末端を認識する抗体を用いてアストロサイトにおける P2X7Rの三量体を検出し

たところ、H2O2処理群における 240 kDa付近の P2X7R三量体に対応する免疫活性は、control

群と比較して有意に減少していたのに対し (Fig. 17a)、細胞外領域を認識する抗体により検出

した場合の H2O2処理群におけるその免疫活性は control群とほぼ同等であった (Fig. 17b)。こ

のことから、アストロサイトにおける P2X7R full lengthによって構成されるホモ三量体の発

現量は、酸化ストレス負荷により減少する一方で、その splice variantsとのヘテロ三量体の発

現は増大することが示された。 

 さらに、P2X7R splice variantsの発現増大が P2X7R三量体中の full lengthの発現量に与える

影響を精査するため、HEK293T/mP2X7R細胞に対して P2X7R-v3 を過剰発現させたときの

P2X7R full lengthホモ三量体の発現量を評価した。P2X7Rの C 末端を認識する抗体により検

出した P2X7R三量体に対応する免疫活性は、P2X7R-v3を過剰発現させることにより有意に

減少したものの (Fig. 17c)、細胞外領域を認識する抗体により検出したその免疫活性に変化は

なかった (Fig. 17d)。これらの結果は、P2X7R splice variantsの発現増大が、その full lengthの

発現を減少させることを示唆している。 
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Fig. 17. Alteration of P2X7R trimer conformation in H2O2-treated astrocytes and
P2X7R-v3-expressed HEK293T/mP2X7R cells.
Astrocytes incubated with 400μM H2O2 for 24 h and HEK293T/mP2X7R cells introduced with cDNA for
P2X7R-v3 were collected. Thereafter, the native samples ofastrocytes and HEK293T/mP2X7R cells were
analyzed by BN-PAGE. Representative images and the quantitative results are shown in panels a and b for
astrocytes, and c, d and e for HEK293T/mP2X7R cells, respectively. The image shown in panel e was
obtained at the longer exposure time (10 min) from the same membrane used in panel d, of which the
exposure time was 5 sec, to confirm successful expression ofP2X7R-v3 in HEK293T/mP2X7R cells. White
diamonds, and black and white arrowheads indicate the trimer of P2X7R, and the monomer of full length of
P2X7R and P2X7R-v3, respectively. Each column represents the mean±S.D. (N=3). *p<0.05 (vs. respective
control). This figure was cited from Fig. 8 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.
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6. 細胞膜における P2X7R full length発現に対するその splice variantsの影響 

 P2X7R splice variantsの発現増大がその full lengthの発現プロファイルに与える影響をより

詳細に評価するため、HEK293T/mP2X7R細胞に対し P2X7R-v3または-v4 を過剰発現させた

際のその full lengthの発現局在を評価した。HEK293T/mP2X7R細胞に P2X7R-v3または-v4を

発現させることにより、細胞膜における P2X7R full lengthの免疫活性は減少した (Fig. 18a)。

さらにウェスタンブロットにより定量的に解析したところ、P2X7R-v3または-v4 を発現させ

ることによって P2X7R full lengthの総発現量に変化はなかったものの (Fig. 18b, e)、細胞膜に

おけるその発現は有意に減少し、細胞質におけるそれは有意に増加していた (Fig. 18c, d, f, g)。

したがって、P2X7R splice variantsの発現増大が細胞膜におけるその full lengthの発現を減少

させることが明らかとなった。 
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Fig. 18. Translocation of P2X7R from plasma membrane to cytosol by expression of
P2X7R-v3 or -v4.
After HEK293T/mP2X7R cells had been introduced with cDNA for HA-v3 or -v4, their expression levels of
P2X7R were determined by immunocytochemistry (a) and western blotting (b, c, e, f). As a positive control
for expression of P2X7R-v3 and -v4, HEK293T cells introduced with cDNAs for P2X7R and HA-v3 or -v4,
respectively (transient). In panels b and e, and c and f, western blotting was performed using cell lysates, and
membrane and cytosol fractions, respectively. In panels c and f, cadherin and GAPDH are loading controls
for the membrane and cytosol fractions, respectively. Representative photomicrographs (a) and western blots
(b, c, e, f) for three independent experiments are shown, thequantitative results for panels c and f being given
in panels d and g, respectively. Each column represents the mean±S.D. (N=3). *p<0.05 (vs. respective
mock). Bar = 20μm. This figure was cited from Fig. S4 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.
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考 察 

 

 本章では、細胞傷害を生じないレベルの酸化ストレスを負荷されたアストロサイトではそ

の貪食活性が低下しており、これは少なくとも一部、細胞内遊離型亜鉛の増大により惹起さ

れた細胞膜における P2X7Rの機能的発現の減少に起因することを明らかにした。 

 脳内免疫担当細胞であるミクログリアは、異物の貪食・消化を行うことで中枢神経系にお

ける生体防御の中心的役割を担っており、病態時における細胞外亜鉛の増大によってその貪

食活性が増大する (3)。一方、アストロサイトもアミロイド βや死細胞片を貪食し (46, 79, 80)、

神経細胞保護的に働くなど中枢神経系の環境を正常に保つ免疫システムとしての役割を担う 

(81)。これまで、アストロサイトの貪食活性の制御機構は不明であったが、今回、酸化ストレ

ス負荷による細胞内遊離型亜鉛の増大がその活性を低下させることが分かった。これらのこ

とから、生理的状態において貪食能を示すアストロサイトは、酸化ストレス負荷によりその

貪食活性を低下させる一方で、ミクログリアが貪食能を発現するスイッチングが生じており、

これを制御する因子が亜鉛であることが示された。 

 また、細胞内遊離型亜鉛によるアストロサイトの貪食活性の制御は、P2X7Rの機能的発現

変動を介したものであった。この P2X7R の機能的発現の低下は、その full length と splice 

variantsの発現割合の変化に伴った P2X7R full lengthホモ三量体の減少に起因することが分か

った。この発現プロファイルの変化は、亜鉛が P2X7Rの遺伝子発現におけるスプライシング

に影響を及ぼした可能性が考えられるが、その詳細は不明である。また、P2X7R full lengthの

細胞膜から細胞質への局在変化は、P2X7R full lengthの細胞膜への輸送が splice variantsによ

り障害された可能性や、splice variantsによって full lengthが細胞質に誘導された可能性などが

推察される。このことについて、明確に結論付けることはできないものの、P2X7R安定発現

細胞を用いた実験では、その splice variantsの発現により full lengthの発現が核周辺に移行し

ていたことから、後者の可能性が高いと著者は考える。 

 P2X7Rの SNPは、そのチャネル/ポア活性を低下させることが報告されており (71, 82)、ま

た、気分障害といった精神疾患の発症に寄与することも明らかになっている (72, 83, 84)。さ

らに、マウスを用いた検討においても、アストロサイトにおける P2X7R splice variantsの発現

プロファイルの差異が、気分障害の発症に寄与することが示唆されている (76)。これらのこ

とからも、酸化ストレス負荷による P2X7R splice variantsの機能的発現の変化は、うつ病など

の精神神経疾患に関与する可能性が推察される。 

 近年、Hirayamaらは中大脳動脈閉塞を施したマウスのアストロサイトでは P2X7Rの発現が

増加することを報告している (55)。これに対して著者は、酸化ストレス負荷によりアストロ

サイトにおける P2X7Rの発現は減少するという相反する結果を得た。この矛盾した結果につ

いての説明根拠を得るために、脳虚血後の酸化ストレス負荷を反映する in vitro 実験系として

汎用される oxygen glucose deprivation (OGD) (85) を適用し、アストロサイトにおける P2X7R

の発現を評価した。その結果、ポジティブコントロールとして用いた PC12細胞では P2X7R

の発現が増大したのに対し、OGD処理されたアストロサイトではその発現に変化はなかった 
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(Fig. 19)。このことは、病態を想定した in vitro 実験系における酸化ストレス負荷条件下では、

アストロサイトの P2X7Rの機能的発現減少が検出できないレベルであることを示している。

したがって、著者の結果と Hirayamaらの結果との相違は、Hirayamaらが green fluorescent 

protein (GFP) 付加した P2X7Rを発現するマウスを用いて得た結果であることに加え、直接的

及び間接的なストレス負荷の違いや他の細胞種との相互作用など、実験条件の差異に起因す

ると考えられる。 
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Fig. 19. Expression profiles of P2X7R in OGD-treated astrocytes.
After cells had been incubated under hypoxic conditions at 37°C for 2 h in a multi-gas incubator, they were
cultured in 5.6 mM glucose-containing EBSS with oxygen for 24 h. Thereafter, the expression levels of
P2X7R in cell lysates were determined. Representative images and the quantitative results for three
independent experiments are shown. Each column representsthe mean±S.D. (N=3). *p<0.05 (vs. respective
control). This figure was cited from Fig. S5 inMetallomics2017, 9, 1839-1851.
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総 括 

 

 本研究では、酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおける亜鉛動態変動が、その細胞

機能に及ぼす影響を明らかにすることを目的として実験を行い、以下の成績を得た。 

 第 1章において、400 µM H2O2処理による酸化ストレスの負荷は、アストロサイトの細胞生

存率を低下させることなく細胞の活性化を惹起すると共に、細胞外及び細胞内亜鉛レベルを

増大させることが判明した。 

 第 2 章では、酸化ストレス負荷されたアストロサイトにおいて、細胞外亜鉛の取り込み活

性が増大し、これは少なくとも一部、細胞膜における ZIP1の発現増大に起因することが示さ

れた。 

 第 3 章において、酸化ストレス負荷アストロサイトは、細胞内亜鉛の増大を介して細胞膜

における P2X7Rの機能的発現を低下させ、それにより自身の貪食活性を低下させることが明

らかとなった。 

 以上の成績に基づき、著者は、酸化ストレスの発生を伴った病態時のアストロサイトにお

いて動態が変化する亜鉛は、アストロサイトの細胞外亜鉛クリアランスを亢進させると共に、

自身の貪食活性を低下させる一方で、ミクログリアを活性化することによりその貪食能を誘

導させるという 2種類のグリア細胞の機能変化、すなわち modal shiftを制御する重要な分子

であることを提唱する (Scheme 2)。 

 さらに、酸化ストレス負荷されたアストロサイトの亜鉛クリアランスの亢進は、細胞外亜

鉛レベルを低下させるが、これが繰り返し生じた場合、シナプス前神経細胞による亜鉛取り

込みの減少、すなわちシナプス前小胞における亜鉛の欠乏を引き起こす可能性が示唆される。

また、アストロサイトの P2X7Rの機能的発現減少を介したその貪食活性の低下が、繰り返し

の酸化ストレス負荷により不可逆的になることも推察でき、このようなアストロサイトの細

胞機能が持続的に変化することが、うつ病の発症に繋がる可能性も十分に考えられる。その

ため今後、アストロサイトに対する繰り返しの酸化ストレス負荷が亜鉛クリアランス並びに

P2X7Rの機能的発現に与える影響を精査することは、うつ病の発症機構を解明する上で重要

であり、これについては当研究室にて現在検討が進められている。 

 近年、うつ病の治療に用いられている paroxetineなどの抗うつ薬はモノアミン類の再取り込

み以外にも、アストロサイトに発現する ATP受容体への作用もその抗うつ効果の発現に関与

すること (86, 87)、ATPや亜鉛の補充がそのうつ様行動を改善することも報告されている (73, 

88)。したがって、本研究で得られた成績は、酸化ストレス負荷がその発症要因の一つとされ

ているうつ病などの精神神経疾患に対する新たな治療法を開発する上で、亜鉛に着目したグ

リア細胞機能制御がその標的となりうることを示す有益な基礎的情報であると考えられる。 

 

 

 

 



 42 

Zn

Zn Zn
Zn

Zn
Zn

Zn

Intracellular labile zinc

Extracellular zinc

ZIP1

P2X7R full length

P2X7R splice variants

Phagocytic activtiy

Oxidative stress
Astrocytes

Activated
astrocytes

Activated
microglia

Microglia

Extracellular zinc
clearance

Engulfing activity

 

Scheme 2. Schematic diagram for zinc-induced modal shift of astrocytes and microglia.
Under oxidative stress-loaded astrocytes, both extracellular and intracellular zinc levels are increased. By the
former, microglia M1 activation is induced, while to prevent extensive microglial activation, astrocytic zinc
clearance mediated by ZIP1 is up-regulated. By the latter, astrocytic functional expression of P2X7R is
down-regulated, and the engulfing activity is decreased. Therefore, it is suggested that astrocytic zinc might
be a key molecule for the induction of the modal shift of astrocytes and microglia under pathological
conditions with oxidative stress.
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