
 

 

 

 

 

 

 

神経変性疾患病態における VGF nerve growth factor 

inducible の役割と保護作用 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
野田 泰裕 

  



  



目次 

序論                                                              1 頁 

第 1 章 ハンチントン病モデルに対する VGF の作用          4 頁 

第 1 節 緒言 

第 2 節 実験材料及び方法 

第 3 節 実験成績 

第 4 節 考察 

 

第 2 章 筋萎縮性側索硬化症モデルに対する VGF 由来ペプチドの作用   29 頁 

第 1 節 緒言 

第 2 節 実験材料及び方法 

第 3 節 実験成績 

第 4 節 考察 

 

第 3 章 ヒト脊髄における VGF 産生細胞の解明及び筋萎縮性側索硬化症 (ALS) 

病態における VGF 発現変化の検討                           42 頁 

第 1 節 緒言 

第 2 節 実験材料及び方法 

第 3 節 実験成績 

第 4 節 考察 

 

総括及び結論                           59 頁 

謝辞                               62 頁 

引用文献                             63 頁 

略語一覧表                            72 頁 

 
 



1 
 

序論 

神経変性疾患は、中枢神経の特定の神経細胞群が進行性に変性・脱落する疾

患群であり、蛋白質の構造異常や凝集などを原因として特有の神経細胞を中心

とした細胞変性及び脱落が進行性に起こることにより発症するとされている。

病変部位により臨床・解剖学的に分類されており、大脳・基底核で起こるアル

ツハイマー病や前頭側頭葉変性症、パーキンソン病、ハンチントン病や小脳で

起こる脊髄小脳変性症、多系統萎縮症、脊髄で起こる筋萎縮性側索硬化症

(Amyotrophic lateral sclerosis: ALS) や脊髄性筋萎縮症など様々な疾患が存在する

(1-6)。各疾患の真の発症メカニズムについては、いまだ不明な点が多く存在す

る。近年の分子遺伝学的研究により、原因となる遺伝子変異やリスク因子が同

定されており、分子生物学的研究によって各疾患において特定のタンパク質の

機能喪失及び獲得、構造異常や異常凝集等が生じており、多くの神経変性疾患

では異常タンパク質の蓄積が明らかにされている (7)。しかしながら、いずれの

疾患に関しても、発症までのプロセスは未だ解明されておらず、これらの疾患

の治療戦略として神経保護を目的とした研究が実施されている (8, 9)。本研究で

は、この神経保護を目的とした治療戦略として、神経栄養因子の一種である VGF 

nerve growth factor inducible (VGF) に着目した。 

VGF は、ラット副腎褐色細胞腫において神経成長因子 (Nerve growth factor: 

NGF)により発現誘導される因子として同定された (10)。VGF は、ヒトで 615 ア

ミノ酸、マウス及びラットで 617 アミノ酸より構成され、N 末端 1-22 アミノ酸

に分泌シグナル配列を有する分泌型の前駆タンパク質であり (11)、この前駆タ

ンパク質は Prohormoneconvertases1/3 及び 2 (PC1/3, PC2) 等のプロテアーゼによ

り切断を受け、種々の生理活性ペプチドが産生される (Fig. 1) (12)。 
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Figure 1.  The VGF gene and its derived peptides.  

The VGF polypeptide is the precursor of several biologically active peptides, which are released and 

play a role in intercellular communication. The gene contains a number of specific sequences, which 

are highly conserved between the species and these represent potential cleavage sites for the 

convertases of the kexin/subtilisin-likeseries proteinases family, namely prohormone convertases 

-1/3 and -2. 

代表的な生理活性ペプチドとして、Neuroendocrine regulatory peptide-1, -2 

(NERP-1, -2)、TLQP-62、TLQP-21、AQEE-30、LQEQ-19 等がある (12-14)。個々

の生理活性としては、海馬神経ニューロンの発火促進 (15)、抗うつ作用 (16,17)、

神経新生 (17) や膵臓 β 細胞におけるインスリン分泌促進 (18) 等が報告されて

いる。これらの生理活性ペプチドは中枢あるいは末梢の神経細胞や膵臓、下垂

体前葉、副腎髄質、消化管等の内分泌細胞に発現しており、臓器毎に発現量の

特異性が認められている (19, 20)。中でも中枢神経系における発現に関しての知

見が多く、脳下垂体、大脳皮質や海馬等の神経細胞、脊髄感覚神経細胞等で高

い発現がみられる (21,22)。近年の研究において、特定の病態下で VGF の発現量

に変化が認められている。例えば、ALS や統合失調症、うつ病等と VGF 発現量

との因果関係が示唆され、疾患バイオマーカーとしての役割を有する可能性が

考えられている (23-26)。また、VGF の強制発現が網膜神経節細胞の生存に対し

て促進的な効果を示したこと、VGF 発現を促進させる薬剤により、小胞体スト
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レス誘発の神経細胞死が抑制されたこと等が報告されている (27)。さらに VGF

は、脳由来神経栄養因子 (Brain derived neurotrophic factor: BDNF) や

Neurotrophin-3 等の神経栄養因子が細胞外受容体に作用することにより誘導され

る (15,28)。これらの報告より、VGF 由来ペプチドは、神経細胞の生存に重要な

役割を果たしていることが考えられる。しかし、現在神経変性疾患に対する VGF

由来ペプチドの作用を検討した報告はなく、どの様な疾患に対して適応が可能

であるのか、また数ある VGF ペプチドのうち、神経保護作用を有するものがあ

るならばその特定を行う必要がある。 

本研究では、まず第 1 章において、ハンチントン病モデルに対する VGF 発現

誘導薬及び VGF 由来ペプチドの保護作用の解析及び作用機序の解明を行った。

第 2 章では、ALS モデル細胞を使用し神経保護作用を有する VGF 由来ペプチド

の探索を実施した。第 3 章では、ヒト ALS 患者脊髄組織標本を用いて、脊髄に

おける VGF の分布及び ALS 病態下における VGF の発現変化について検討を行

った。 
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第 1 章 ハンチントン病モデルに対する VGF の作用 

第 1 節 緒言 

ハンチントン病は人体に普遍的に発現している Huntingtin タンパク質の変異

を原因とする優性遺伝性の神経変性疾患である (3)。我が国では特定疾患に認定

されており、日本人の有病率は 100 万人に 5~6 人未満である一方、海外とくに

白人 (Caucasian) の有病率が高く、10 万人に 4 人~10 人といわれている (29)。

変異遺伝子を持つ場合は 40 歳前後に高確率で発症し、10~20 年かけて進行する

(30)。Huntingtin タンパク質をコードする Huntingtin 遺伝子の第 1 エクソンには、

CAG (グルタミンをコードする) の反復配列が存在する。非病原性遺伝子では

11~34 コピーの反復配列であるのに対し、病原性遺伝子では 37~876 コピーの反

復配列が存在し、繰り返しが多いほど重篤かつ若年発症であることが知られて

いる。変異 Huntingtin (Mutant Huntingtin: mHtt) は凝集体を形成することにより

線条体の 90%を占める中型有棘神経細胞 (Medium spiny neurons: MSNs) の細胞

死を引き起こし、MSNs の脱落による運動、認知及び行動の障害を来す (31)。

また、ハンチントン病病態における神経細胞脱落の原因の一つとして、mHtt の

凝集蓄積が挙げられる。mHtt の凝集蓄積には異常タンパク質分解機構の一つで

ある小胞体関連分解 (Endoplasmic stress-associated degradation: ERAD) の障害が

示唆されているが未だ不明な点が多い (32)。現在、ハンチントン病に対する治

療法として、舞踏運動等不随意運動及び精神症状改善を目的としたドパミン受

容体遮断作用を示す抗精神病薬を用いた対症療法が行われている。また、近年

ハンチントン病に伴う舞踏運動の治療薬としてテトラベナジンが海外で使用さ

れるようになり、我が国でも 2017 年に承認された。その他、動物試験において、

クレアチン、CoQ10、リルゾール、胆汁酸誘導体、多糖体等の投与が試みられて

いるが、現在のところ有効性は明らかとなっていない。このように、ハンチン



5 
 

トン病に対する治療は対症療法に限定されており、根治が期待できる治療薬の

開発が望まれている。 

アルツハイマー病 (33)、パーキンソン病 (34)、筋萎縮性側索硬化症 

(Amyotrophic lateral sclerosis:ALS) (35) 等の代表的な神経変性疾患に加え、ハン

チントン病の病態形成メカニズムに小胞体ストレスが関与することが報告され

ている (36)。小胞体ストレスは、小胞体内腔で正常に折りたたまれなくなった

不良タンパク質の蓄積によって生じる細胞障害性のストレスである。ハンチン

トン病の発症は mHtt の蓄積に起因することからも、小胞体ストレスと関連があ

ることは容易に想像できる。しかし、小胞体ストレスを抑制あるいは改善する

医薬品は、まだ開発されていない。 

過去の報告においてにおいて、神経変性疾患に対する新規の化合物 SUN 

N8075、(2S)-1-(4-Amino-2,3,5-trimethylphenoxy)-3-{4-[4-(4-fluorobenzyl)phenyl]-1- 

piperazinyl}-2-propanol dimethanesulfonate が見い出された。SUN N8075 は抗酸化

作用と、Na+及び T 型 Ca2+チャネルの阻害作用を有する化合物である (37)。SUN 

N8075 は in vivo における一過性中大脳動脈閉塞(38)、パーキンソン病 (39)、

N-methyl-D-aspartate (NMDA) 誘発及び高眼圧誘発網膜障害(40)、ALS の各種モデ

ルに対し、抗酸化作用や (38-40) 神経成長因子 VGF nerve growth factor inducible 

(VGF) の発現上昇によって神経保護作用を示した (27)。また、SUN N8075 は神

経芽細胞種 SHSY-5Y 細胞において、ツニカマイシン添加による小胞体ストレス

誘発細胞死に対して保護作用を示した (27)。これらの知見より、ハンチントン

病の病態形成メカニズムに小胞体ストレスが深く関与することから、SUN 

N8075 は保護作用を有し、ハンチントン病に対する新規医薬品の候補化合物に

なり得ると考えられる。 

本章では VGF 及び VGF 誘導薬である SUN N8075 のハンチントン病に対する
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保護作用を検討した。具体的には、in vitro 試験系でハンチントン病モデル細胞

STHdhQ111/Q111 及びその対照である STHdhQ7/Q7 を用いて、また、in vivo 試験

系においてはハンチントン病モデルマウスである R6/2 マウス (mHtt 過剰発現マ

ウス) を用いて、各種被験薬の作用を比較検討した。 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は以下の通りである。Dulbecco’s modified Eagle’s 

medium (DMEM)、トリプシン (Trypsin)、Mouse anti-β-actin antibody、Radio 

immunoprecipitation assay (RIPA) buffer、Protease inhibitor cocktail、Phosphatase 

inhibitor cocktailⅡ、Ⅲは Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Fetal bovine serum 

(FBS) は Valeant (Costa Mesa, CA, USA)、ペニシリン (Penicillin)、ストレプトマ

イシン (Streptomycin) は Meiji Seika (Tokyo, Japan)、Hoechst 33342、Propidium 

iodide (PI) は Molecular Probes (Eugene, OR, USA)、Dimethylsulfoxide (DMSO)、

Blocking One-P は NacalaiTesque (Kyoto, Japan)、BCA protein assay kit、Peroxidase 

conjected goat anti-rabbit IgG antibody、peroxidase conjected goat anti-mouse antibody 

は Thermo Fisher Scientific Inc. (Franklin, MA, USA)、ドデシル硫酸ナトリウム 

(SDS)、2-メルカプトエタノール含有 4×sample buffer solution、10% 

SDS-polyacrylamide gel、ImmunoStar®LD は Wako (Osaka, Japan)、polyvinylidene 

difluoride membrane (Immobilon-P) は Millipore (Bedford, MA, USA)、Can Get 

Signal 1、2 は TOYOBO Co., Ltd. (Osaka, Japan)、Rabbit anti-phospho-extracellular 

signal-regulated kinase 1/2 (ERK1/2) antibody、Rabbit anti-total-ERK1/2 は Cell 

signaling technology (Danvers, MA, USA)、PrimeScript RT reagent Kit (Perfect Real 

Time)、SYBR® Premix Ex TaqTMⅡは Takara bio Inc. (Shiga, Japan)、U0126 は
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Promega Corporation (Madison, WI, USA)、SUN N8075 は Asubio Pharma Co., Ltd. 

(Kobe, Japan) (現第一三共株式会社) より恵与されたものを使用した。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 細胞培養 

STHdhQ7/Q7 及び STHdhQ111/Q111 細胞は、Coriell institute for Medical Research 

(Camden, NJ, USA) より購入した。本細胞はマウス線条体前駆細胞を起源とする

細胞で、STHdhQ7/Q7 及び STHdhQ111/Q111 はそれぞれ 7 または 111 個のグルタ

ミンリピートを有するヒト Huntingtin タンパク質を発現している。 

STHdhQ7/Q7 及び Q111/Q111 細胞は、10% FBS、100 U/ml ペニシリン及び 100 

µg/ml ストレプトマイシンを添加した DMEM を用いて、33ºC、5% CO2 中にて培

養した。また 3 日毎にトリプシン処理により継代を行った。 

 

2-2-2 細胞死の評価 

STHdhQ7/Q7 及び STHdhQ111/Q111 細胞を 5,000 cells/well で 96 well プレート

に播種し、5% CO2、33°C で 24 時間培養した。その後、培地を FBS 不含の DMEM

もしくは 3% FBS 含有の DMEM に交換した。この時、SUN N8075 は DMSO に

溶解し、1% DMSO 含有 Phosphate buffered saline (PBS) で終濃度 0.1、0.3、1、3 µM

となるように希釈して添加した。また、MEK 阻害薬 U0126 を用いた実験では、

U0126はDMSOに溶解させ、1% DMSO PBSで終濃度 10 µMとなるよう調製し、

SUN N8075 と同時に培地に添加した。VGF ペプチドを用いた実験では、AQEE-30、

TLQP-21 は PBS に溶解させて培地に添加した。試薬添加 12 時間後、培養細胞に

対しHoechst33342 (終濃度 8 µM) と PI (終濃度 1.5 µM) を添加することにより核

染色を行った。核の形態は蛍光顕微鏡 (Olympus, Tokyo, Japan) を用いて観察し
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た。死細胞率は、撮影した写真より、PI 陽性細胞数 (死細胞) 及び Hoechst 33342

陽性細胞数 (生細胞+死細胞) を計測し、Hoechst33342 陽性細胞に対する PI 陽性

細胞の比として値を算出した。平均値を各群で求め、それぞれの死細胞率を比

較した。 

 

2-2-3 ウェスタンブロット解析 

2-2-3-1 試料採取 

 STHdhQ7/Q7及びSTHdhQ111/Q111細胞を 24 wellプレートに 2.5 ×104 cells/well

で播種した。培養 24 時間後、培地を FBS 不含または 3% FBS 含有の DMEM と

交換し、2-2-3-2 と同様に SUN N8075 を希釈し、終濃度 3 µM となるように添加

して 6 時間インキュベートした。その後、PBS で洗浄を行った後 RIPA buffer (50 

mM Tris 溶液 pH 8.0、150 mM NaCl、1.0% Igepal CA-630、0.5%デオキシコール

酸ナトリウム、0.1% SDS 含有) 1 ml に対し Protease inhibitor cocktail、Phosphatase 

inhibitor cocktail Ⅱ及びⅢをそれぞれ10 µMずつ混合した試薬を25 µl加えて溶解

し、マイクロチューブに回収した。その後 30 分間氷上に静置し、4°C、10,000 ×g

で 10 分間遠心してから-80°C で保存した。 

 

2-2-3-2 タンパク質定量 

 タンパク質定量は、BCA protein assay kit を用いて行った。検量線作成のため

に 0、12.5、25、50、125、250、500、750、1,000、1,500 及び 2,000 µg/ml の濃度

に調製した Bovine serum albumin を用いた。それぞれのタンパク質抽出液は、

RIPA buffer で 2 倍に希釈して用いた。BCA protein assay kit の A 液と B 液を製品

プロトコールに従って混合した Working reagent をサンプルに添加し、37°C のイ

ンキュベーター中で 30 分間反応させ、その後 532 nm の吸光度を Varioskan Flash 
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(Thermo Scientific, MA, USA) を用いて測定した。タンパク質濃度は Sample 

Buffer Solution 及び RIPA buffer を用いて調整し、-80°C に保存した。 

 

2-2-3-3 電気泳動及び転写 

 タンパク質濃度を調整したサンプルを-80°C から取り出し、氷上で融解させた

後、100°C で 5 分間煮沸処理し室温にて軽くスピンダウンした。1 well あたりの

添加量は分子量マーカー 5 µl、各サンプル 15 µl とした。サンプル添加後、ゲ

ル 1 枚あたり 20 mA で 90 分間電気泳動した。泳動後、ゲルを Cathode buffer (25 

mM Tris、40 mM 6-Amino hexanoic acid) に 15 分間浸漬した。転写膜はメタノー

ルに 30 秒間浸漬し、超純水に 15 分間浸漬した。その後、Anode buffer 2 (25 mM 

Tris) に 15分間浸漬した。陽極側から、Anode buffer 1 (0.3 M Tris) に浸したろ紙、

Anode buffer 2 に浸したろ紙、転写膜、ゲル、2 枚の Cathode buffer に浸したろ

紙の順に重ね、膜 1 枚当たり 100 mA で 45 分間転写した。 

 

2-2-3-4 ウェスタンブロッティング 

転写後、0.05% Tween 20 含有 50 mM TBS (T-TBS: 10 mM tris、40 mM Tris 

hydrochloride、15 mM NaCl) で洗浄し、Block One-P または T-TBS で 10 倍希釈

したブロックエースに浸して、それぞれ 30 分または 1 時間ブロッキングした。

その後 T-TBS で 15 分間、3 回洗浄し、Can get signal solution 1 または T-TBS で

10 倍希釈したブロックエースで希釈した一次抗体に浸し、それぞれ低温で一晩

振とうした。その後再び T-TBS で 15 分間、3 回洗浄し Can get signal solution 2 ま

たは T-TBS で 10 倍希釈したブロックエースで希釈した二次抗体に浸し、室温で

1 時間振とうした。T-TBS で 15 分間、3 回洗浄した後、ImmunoStar®LD に 5 分

浸した。その後、Luminescent image analyzer LAS-4000 UV mini (Fujifilm, Tokyo, 
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Japan) 及び Multi Gauge Ver. 3.0 (Fujifilm) を用いて検出、解析を行った。 

一次抗体には、Rabbit anti-phospho-ERK1/2 (1/1,000)、Rabbit anti-total-ERK1/2 (1/ 

1,000)、Mouse anti-β-actin (1/2,000) を、二次抗体には、Peroxidase conjected goat 

anti-rabbit IgG (1:1,000)、Peroxidase conjected goat anti-mouse (1/1,000) を用いた。 

 

2-2-4 定量的 RT-PCR 法 

2-2-4-1 試料採取及び RNA 抽出 

2-2-3-1 と同様に細胞の播種、培地交換、試薬添加を行った。また、U0126 を

用いた実験では、U0126 は DMSO に溶解させ、1% DMSO PBS で終濃度 10 µM

となるよう調製し、SUN N8075 と同時に培地に添加した。RNA の抽出は

NucleoSpin®RNAⅡ(Takara bio Inc., Shiga, Japan) を用いて RNA 抽出を行った。 

 

2-2-4-2 逆転写反応 

 抽出した RNA の濃度は、260 nm の波長で分光測定し求めた。第 1 鎖 cDNA

は PrimeScript RT reagent Kit (Perfect Real Time) を用い 10 µl 合成した。 

 

2-2-4-3 リアルタイム PCR 

 リアルタイム PCR は、Thermal Cycler Dice Real Time System TP800 (Takara bio 

Inc., Shiga, Japan) を用いて行った。PCR 反応液は SYBR® Premix Ex TaqTMⅡ10 

µl、各 primer 0.08 µl、サンプル 1 µl、滅菌蒸留水 8.84 µl の計 20 µl になるように

調製した。PCR 反応は初期変性を 95°C で 30 秒間行った後、95°C で 5 秒間、60°C

で 30 秒間を 1 サイクルとして 40 サイクル行った。PCR 反応に用いた primer の

配列を以下に示す。 

VGF mRNA; 5’-GGCTGTTCTATTTAATCGTCTGAAG-3’ (forward) 
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5’-GGGTAAGTTCACAGCAATTTGGA-3’ (reverse) 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) mRNA; 

5’-TGTGTCCGTCGTGGATCTGA-3’ (forward) 

5’-TTGCTGTTGAAGTCGCAGGAG-3’ (reverse) 

なお、GAPDH は内部標準として用いた。 

 

2-2-5 蛍光免疫染色 

STHdh 細胞を Lab-Tek II Chamber Slide system を用いて 24 時間培養し、培地交

換の際に SUN N8075、AQEE-30をそれぞれ終濃度 3 µMとなるように添加した。

試料添加から 12 時間後、PBS で洗浄し、4% Paraformaldehyde を用いて室温で

15 分間固定を行った。PBS で希釈した 0.2% Triton X-100 を用いて 10 分間の透過

処理を行った後、3% Normal goat serum 含有の PBS で 30 分間ブロッキングを行

った。Can Get Signal®Immunostain solution A で希釈した一次抗体に浸し、低温で

一晩振とうした。その後、T-TBS で 3 回洗浄を行い、T-TBS で希釈した二次抗体

に浸して遮光しながら室温で 1 時間振とうした。T-TBS で 3 回洗浄した後、

Hoechst/PBS (0.12 µg/ml) を添加し、遮光しながら室温で 5 分間インキュベート

した。PBS で 5 回洗浄を行い、スライドガラス上にフルオロマウントを用いて

封入を行った。 

一次抗体には、Anti-huntingtin Monoclonal antibody, clone 4A4. 2 (1/400) を、二

次抗体には、Alexa Fluor 488 rabbit anti-mouse antibody (1/1000) を用いた。 

 

2-2-6 In vivo 評価系 

2-2-6-1 実験動物 

雄性及び雌性の R6/2 (B6CBA-TgN[HDexon1]62Gpb) マウスは Jackson 
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Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) より購入した。R6/2 マウスはハンチントン病

様症状を示し、13~14 週齢で死亡する系統である (41)。すべてのマウスは設定

温度 24°C (許容範囲: 22-26°C)、設定湿度: 55% (許容範囲: 40-70%)、明暗各 12 時

間 (照明: 午前 8:00-午後 8:00) に維持された岐阜薬科大学の動物飼育舎で飼育

した。マウスはプラスチック製のケージ (縦 24.5 × 横 17.5 × 高さ 12.5 cm) を用

い、自由給水下にて固形飼料 (CE-2; CLEA Japan, Tokyo, Japan) により飼育した。

試験はすべて午前 10:00 から午後 6:00 の間に行った。すべての実験は岐阜薬科

大学動物飼育・動物実験委員会に動物実験承認申請を行い、許可を受けたうえ

で実施した。また、遺伝子組換え動物は、岐阜薬科大学バイオセーフティー委

員会に遺伝子組換え実験申請を行い、許可を得て使用した。 

 

2-2-6-2 薬物投与 

SUN N8075 は 6% Captisol solution に溶解させ、生後 4 週から死亡するまで 30 

mg/kg/day で皮下投与を行った。Control 群には 6% Captisol solution を 10 ml/kg で

皮下投与した。なお、本薬剤は過去の検討において 3-30 mg/kg で反復投与が行

われており、有効性及び忍容性が確認されている (27, 38-40)。 

 

2-2-6-3 発症と生存期間 

30 秒間正向反射が認められなかった時点を死亡とみなし、死亡までの日数を

記録した。また、Clasping response (抱擁反射) を発症の指標として用いた。

Clasping responseはマウスを地面から30 cmの高さで1分間尾懸垂して観察した。 

 

2-2-6-4 ローターロッド試験 

本試験は小動物用ローターロッド装置 (Bio Medica Ltd., Osaka, Japan) を用い
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て、直径 3cm の回転式ロッド上を繰り返し歩行させ、運動機能保持能力を評価

する方法である。21 日齢から 1 週間、5 rpm で回転させたロッド上を 5 分間歩行

させた (訓練試行)。測定試行は、5 rpm で回転させたロッド上を歩行させ、マウ

スが落下するまでの滞在時間を測定した (最大 10 分間)。一回の試行につき 3 回

行い、最も長い滞在時間を記録した。測定は週に 1 回実施した。 

 

2-2-6-5 線条体凍結組織切片作製 

生後 10 週目の R6/2 マウスをペントバルビタールナトリウム (80 mg/kg, i.p.) 

で麻酔後、2%パラホルムアルデヒド溶液で灌流し、摘出した全脳は同液中に 24

時間浸漬した。続いて 25%スクロースに 4°Cで 24時間浸漬した。O.C.T. compound

にて全脳を包埋し、速やかに液体窒素で凍結させ、薄切するまで-80°C で保存し

た。Bregma + 0.14 mm の薄切切片を線条体切片とした。 

 

2-2-6-6 Cresyl violet 染色 

凍結切片を-80°C より取り出し-20℃で 1 時間放置した後、室温で 1 時間乾燥

させた。0.01 M PBS (pH 7.4) に浸漬して O.C.T. compound を洗浄した。その後、

0.1% Crecyl violet溶液に 10分間浸して染色後、蒸留水で 2分間 2回洗浄し、70%、

95%、99%、無水エタノールの順に 3 分間ずつ浸漬し脱水した。キシレンに 5 分

間 2 回浸漬し透徹した後、EUKITT にて封入した。 

 

2-2-7 統計学的解析 

統計学的解析は Student’s t-test、Dunnett’s test (JSTAT for windows; Vector, Tokyo, 

Japan) 及び log-rank test (StatView-J 5.0 for windows; SAS institute inc., NC, USA) 

を用いた。実験結果は平均値 ± 標準誤差で表し、危険率 5 %以下を有意とした。 
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第 3 節 実験成績 

3-1  STHdh 細胞に対する SUN N8075 の保護作用 

ハンチントン病では酸化ストレス (42)、小胞体ストレス (43) 等の種々のスト

レスが関与することが知られており、本研究ではより広範なストレスを惹起す

る血清除去を用いて in vitro の実験を行った。はじめに、mHtt により誘発され

る細胞死に対する SUN N8075 の保護作用について検討した。蛍光顕微鏡写真を

Fig. 2A に、全細胞数に対する PI 陽性細胞数を Fig. 2B に示した。STHdhQ7/Q7

及び STHdhQ111/Q111 細胞の両方で Control 群に対して Vehicle 群では有意に細

胞死が増加していた (Fig. 2B)。SUN N8075 は 0.3 µM より有意に細胞死を抑制

し、その保護作用は濃度依存的に増大した (Fig. 2B)。 
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Figure 2.  The effects of SUN N8075 on STHdh cell survival.  

(A) Representative fluorescence microscopic image of Hoechst33342 and propidium iodide (PI) 

staining. Scale bar represents 100 µm. (B) The number of cells exhibiting PI fluorescence was 

counted, and positive cells were expressed as the percentage of PI-positive to Hoechst33342-positive 

cells. SUN N8075 treatment significantly decreased PI positive cells. Values are mean ± SEM (n = 

5). **P < 0.01 vs. Vehicle group in STHdhQ111 (Dunnett’s test), ##P < 0.01 vs. Vehicle group in 

STHdhQ7 (Student’s t-test), ††P < 0.01 vs. Control group in STHdhQ7 (Student’s t-test), $$P < 0.01 

vs. Control group in STHdhQ111 (Student’s t-test). 
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3-2  SUN N8075 添加による ERK1/2 リン酸化レベルの変化 

 SUN N8075 の作用機序を明らかにするために、細胞生存に関与する ERK1/2

のリン酸化についてウェスタンブロット法を用いて検討した。Fig. 3A に実験プ

ロトコールを示した。SUN N8075 単独処置 1 時間後において、ERK1/2 のリン酸

化レベルが上昇した (Fig. 3B)。続いて、血清除去条件において SUN N8075 の

ERK1/2 リン酸化に及ぼす影響を検討した。Fig. 3C に典型例を、定量結果を Fig. 

3D に示した。STHdhQ111/Q111 細胞において、血清除去 1 時間後の ERK1/2 リ

ン酸化レベルは低下しており (Fig. 3D)、SUN N8075 の添加により ERK1/2 のリ

ン酸化レベルは有意に上昇した (Fig. 3D)。 
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Figure 2. The effects of SUN N8075 on phosphorylation of extracellular signal-regulated 

kinase1/2 (ERK1/2).  

SUN N8075 treatment increased phosphorylated ERK1/2 (p-ERK1/2) in STHdh cells. (A) 

Schematic depiction of the experiment in Fig. 2A. (B) Time-dependent change in p-ERK1/2 

expression level was assessed by western blotting. Treatment with SUN N8075 (3 µM) upregulated 

the phosphorylation of ERK1/2 1 h after treatment. *P < 0.05 versus 1 h control group in 

STHdhQ111 (Student’s t-test). (C) Membranes showing the immunoreactive bands of ERK1/2. (D) 

p-ERK1/2 expression was significantly increased 1 h after treatment with SUN N8075 (3µM) under 

the starvation stress condition. Values are mean ± SEM (n = 4). ##P < 0.01 versus control group in 

STHdhQ111 (Student’s t-test), **P < 0.01 versus vehicle group in STHdhQ111 (Student’s t-test). 

ERK1/2, extracellular signal-regulated kinase 1/2. 
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3-3 STHdh 細胞に対する VGF ペプチドの作用 

当研究室において、ALS 病態における運動神経障害に対して、SUN N8075 は

分泌ポリペプチドである VGF の発現上昇を介して神経保護作用を示すことを報

告した (27)。そこで、ハンチントン病病態における VGF ペプチドの保護作用を

検討した。Fig. 3A では STHdh 細胞における SUN N8075 の VGF 誘導作用につい

て RT-PCR 法を用いて検討した。STHdhQ111/Q111 細胞の Control 群と比較して、

血清除去 6 時間後の Vehicle 群において VGF mRNA 量は有意に低下した (Fig. 

4A)。また、Vehicle 群に対し、SUN N8075 添加群では VGF mRNA 量が有意に上

昇した (Fig. 4A)。VGF は酵素により切断されて種々のペプチドとして作用する

ことが知られているため、代表的な VGF 由来ペプチドである AQEE-30 及び

TLQP-21 について核染色を用いて細胞保護作用を検討した。全長 Rat VGF の略

図を Fig. 4B に、核染色の定量結果を Fig. 4C、4D に示した。VGF の C 末端ペプ

チドである AQEE-30 は、STHdhQ111/Q111 細胞において濃度依存的な細胞保護

作用を示した (Fig. 4C)。しかし、同じく VGF 由来ペプチドである TLQP-21 は

STHdhQ111/Q111 細胞において細胞死を抑制しなかった (Fig. 4D)。 
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Figure 4.  The effects of SUN N8075 on Vgf mRNA expression and neuroprotective effects of 

VGF peptides. 

(A) Schematic depiction of the rat VGF precursor protein and peptides. (B) The graph shows the 

relative quantity of Vgf mRNA (folds to control of STHdhQ7 cells). The Vgf mRNA level in 

STHdhQ111 cells was significantly increased 6 h after treatment with SUN N8075 (3 µM). Values 

are mean ± SEM (n = 4). ##P < 0.01 vs. Control group in STHdhQ111 (Student’s t-test), **P < 0.01 vs. 

Vehicle group in STHdhQ111 (Student’s t-test). (C) The number of cells exhibiting PI fluorescence 

was counted, and positive cells were expressed as the percentage of PI-positive to Hoechst 

33342-positive cells. Treatment with AQEE-30 significantly decreased the number of PI-positive 

cells. SUN, 3 µM SUN N8075. Values are mean ± SEM (n = 6). *P < 0.05 vs. Vehicle group 

(Dunnett’s test), **P < 0.01 vs. Vehicle group (Dunnett’s test), ##P < 0.01 vs. Vehicle group (Student’s 

t-test), $$P < 0.01 vs. Control group (Student’s t-test). (D) The number of cells exhibiting PI 

fluorescence was counted, and positive cells were expressed as the percentage of PI-positive to 

Hoechst33342-positive cells. TLQP-21 exerted no effects on cell death of STHdhQ111 cells. Values 

are mean ± SEM (n = 4). $$P < 0.01 vs. Control group (Student’s t-test), **P < 0.01 vs. Vehicle group 

(Student’s t-test).  
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3-5 VGF ペプチドと SUN N8075 の変異 Huntingtin 凝集抑制作用 

 ハンチントン病病における線条体細胞死の原因として、mHtt の凝集が知られ

ている。そこで、mHtt の凝集に対する SUN N8075 と VGF 由来ペプチド AQEE-30

の作用について、蛍光免疫染色を用いて検討した。STHdhQ111/Q111 細胞の染色

の典型例を Fig. 5A に、全細胞中の凝集体を含む細胞数を測定し、定量したもの

を Fig. 5B に示した。Control 群と比較して、血清除去を行った Vehicle 群では凝

集体形成の増加が認められ、SUN N8075 及び AQEE-30 の処置により有意に凝集

体形成は抑制された (Fig. 5B)。 

 

 

 

Figure 5.  SUN N8075 and AQEE-30 inhibited the aggregation of mutant huntingtin. 

(A) Images of confocal microscopy are shown. (B) The percentage of cells that include the 

aggregates to whole cells. Serum deprivation increased aggregation of mHtt in STHdhQ111 cells. In 

contrast, 3 µM SUN N8075 and 3 µM AQEE-30 inhibited the aggregation of mHtt. Scale bar = 50 

μm. Values are mean ± SEM (n = 3 or 4). $$P < 0.01 vs. Control group (Student’s t-test), **P < 0.01 

vs. Vehicle group (Student’s t-test), #P < 0.05 vs. Vehicle group (Student’s t-test). 
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3-6 SUN N8075 の細胞保護作用に及ぼす MEK 阻害薬の影響 

これまでの検討により、SUN N8075 はハンチントン病モデル細胞において細

胞保護効果を示すことが確認された。また、VGF の発現量は MEK/ERK シグナ

ル経路を介して制御されることが知られている (44)。そこで、MEK 阻害薬であ

る U0126 と SUN N8075 を同時に処置した際の VGF 発現誘導作用及び細胞保護

作用に及ぼす影響を検討した。VGF mRNA 量を Fig. 6A に示した。

STHdhQ111/Q111 細胞において、U0126 の添加は SUN N8075 による VGF mRNA

の発現上昇を抑制した。また、U0126 の単独添加によって VGF mRNA の発現量

は変化しなかった (Fig. 6A)。続いて、全細胞数に対する PI 陽性細胞数を Fig. 6B

に示した。U0126 の添加により、SUN N8075 の添加で減少した死細胞率が増加

した (Fig. 6B)。また、U0126 の単独添加によって死細胞率は変化しなかった 

(Fig.6B)。U0126 は SUN N8075 による VGF の発現上昇を Vehicle 群と同等程度ま

で抑える一方、細胞死抑制効果に対しては完全には抑制してなかった。以上の

知見は、SUN N8075 の細胞死抑制メカニズムの一部に、VGF の発現上昇が関与

していることを示唆している。 
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Figure 6.  MEK inhibition suppressed the upregulation of Vgf mRNA and neuroprotective 

effects which are induced by SUN N8075.  

(A) The graph shows the relative quantity of Vgf mRNA (folds to control of STHdhQ7 cells). U0126 

(10 µM) suppressed the upregulation of Vgf mRNA expression induced by SUN N8075 6 h after 

treatment. Values are mean ± SEM (n = 4). #P < 0.05 vs. Control group for STHdhQ111 cells 

(Student’s t-test), **P < 0.01 vs. Vehicle group in STHdhQ111 (Student’s t-test), $$P < 0.01 vs. SUN 

N8075-treated group in STHdhQ111 (Student’s t-test), ††P < 0.01 vs. U0126-treated group which 

was not serum free in STHdhQ111 cells (Student’s t-test). (B) The number of cells exhibiting PI 

fluorescence was counted, and positive cells were expressed as the percentage of PI-positive to 

Hoechst33342-positive cells. U0126 suppressed the neuroprotective effects of SUN N8075. Values 

are mean ± SEM (n = 4). ##P < 0.01 vs. Control group in STHdhQ111 (Student’s t-test), **P < 0.01 vs. 

Vehicle group in STHdhQ111 (Student’s t-test), $$P < 0.01 vs. SUN N8075-treated group in 

STHdhQ111 cells (Student’s t-test). 
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3-7 R6/2 ハンチントン病モデルマウスに対する SUN N8075 の作用 

In vitro の実験より SUN N8075 は、ハンチントン病モデル細胞に対して保護作

用を示した。そこで、ハンチントン病モデルマウスである R6/2 マウスを用いて

検討を行った。R6/2 マウスへの SUN N8075 投与は、生後 4 週から開始した。Fig. 

7A に R6/2 マウスの経時的な生存率を、Fig. 7B に体重変化を、Fig. 7C にハンチ

ントン病発症の指標となる Clasping response の典型写真を、Fig. 7D にハンチン

トン病の発症時期を、Fig. 7E にローターロッド試験を用いた運動機能の経時変

化を示した。SUN N8075 の投与 (30 mg/kg/day, s.c.) は R6/2 マウスの平均寿命を

25.0%延長させた (P = 0.014) (Fig. 7A) が、体重には影響を及ぼさなかった (Fig. 

7B)。また、Clasping 反応の観察を行い、発症時期を検証したところ、SUN N8075

の投与により発症時期が有意に遅延したが (P = 0.039) (Fig. 7D)、ローターロッ

ド試験による運動機能の評価では明らかな差は認められなかった (Fig. 7E)。 
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Figure 7.  In vivo experiments to investigate the effects of SUN N8075 in R6/2 mice.  

(A) The effects of SUN N8075 at 30 mg/kg/day, s.c., on survival in R6/2 mice. The mean survival of 

vehicle-treated and the SUN N8075-treated mice were 109.3 ± 8.7 (n = 16) and 137.2 ± 6.5 (n = 18), 

respectively. (B) The body mass curves from R6/2 mice during treatment with SUN N8075 did not 

differ from those of the vehicle-treated mice. Values are means ± SEM (vehicle group, n = 16; SUN 

N8075 group, n = 18). (C) R6/2 miceat apresymptomaticage (age 8 weeks) and at the time of 

symptom onset (age 11 weeks). (D) Percentage of mice clasping in the vehicle-treated and SUN 

N8075-treated groups. Treatment with SUN N8075 significantly reduced the clasping phenotype in 

R6/2 mice. Values are means ± SEM (vehicle group, n = 11; SUN N8075 group, n = 8). (E) The 

effects of SUN N8075 at 30 mg/kg/day, s.c., on motor performance of R6/2 mice in the rotarod test. 

There were no significant differences between the vehicle-treated and SUN N8075-treated mice. 

Values are means ± SEM (vehicle group, n = 16; SUN N8075 group, n = 18).  
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3-8 R6/2 マウスの線条体細胞死に対する SUN N8075 の作用 

10 週齢の R6/2 マウスにおいて、線条体神経細胞の脱落に対する SUN N8075

の作用を検討した。Fig. 8A-F にマウス脳の Cresyl violet 染色典型例を、Fig. 8G

に線条体細胞数の定量結果を示した。SUN N8075 の投与により線条体における

神経細胞死の減少が認められた。 

 
Figure 8.  The effects of SUN N8075 on the decreasing numbers of striatal neurons in R6/2 

mice. 

(A-F) Cresyl violet staining performed in coronal sections through the striatum of R6/2 mice; (A, D) 

wild-type (WT), (B, E) vehicle-treated mice, and (C, F) SUN N8075-treated mice. Scale bar = 50 

μm. (G) The numbers of neurons in the striatum were significantly increased in SUN N8075-treated 

mice. Values are means ± SEM (WT, n = 3; Vehicle group, n = 3; SUN N8075 group, n = 3). ##P < 

0.01 vs. WT mice (Student’s t-test), *P < 0.05 vs. Vehicle-treated mice (Student’s t-test). 
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第 4 節 考察 

本研究において、ハンチントン病モデル細胞である STHdhQ111/Q111 細胞に

対して、VGF 及び VGF 誘導薬である SUNN8075 が保護作用を示すことを明ら

かにした。この細胞保護作用は、ERK1/2 のリン酸化を介した VGF の発現上昇

に起因すると考えられる。また、SUNN8075 投与により R6/2 ハンチントン病モ

デルマウスの線条体における神経細胞障害の抑制、発症時期の遅延並びに寿命

の延長が認められた。 

VGF は中枢あるいは末梢の神経細胞や膵臓、下垂体前葉、副腎髄質、消化管

等の内分泌細胞に発現している分泌ポリペプチドである (19,45)。VGF は

Prohormone convertases1/3 及び 2 (PC1/3, PC2) により切断を受け、生成された

種々のペプチドが生理活性を有する (12)。これまでに VGF は摂食行動やエネル

ギー恒常性の維持に関与することが報告されている (45)。また、神経保護作用

を有するため、うつ病の改善や海馬シナプスの可塑性増進及び海馬歯状回の神

経新生に関与することが知られている (15)。 

本研究では、CAG リピートを有する STHdhQ111 細胞において、SUN N8075

は mHtt 誘発細胞死を抑制し (Fig.2)、血清除去ストレス条件下で減少した VGF 

mRNA の発現量を上昇させた (Fig. 4)。また、VGF ペプチドの一つである

AQEE-30 は血清除去ストレス条件下で STHdhQ111 細胞の細胞死を抑制したが、

同じく VGF ペプチドである TLQP-21 には細胞保護作用は認められなかった 

(Fig. 4)。さらに、SUN N8075 及び AQEE-30 は、mHtt の凝集を抑制した。これ

らの結果から、ハンチントン病病態では VGF の発現量が低下しており、SUN 

N8075 は VGF の発現量上昇を介して細胞保護作用を発揮することが示唆された。

ハンチントン病病態に BDNF の減少が関与していることから、ハンチントン病

と栄養因子には密接な関連が考えられている (46)。本検討により栄養因子の一
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つである VGF も BDNF と同様に病態発症との関連が十分に考えられる。しかし、

この仮説の立証には、臨床サンプルを用いた VGF の発現減少を確認する必要が

あり、今後更なる検討が必要である。 

 Vgf 遺伝子は BDNF 応答性の遺伝子であり (25)、BDNF、MEK、ERK1/2 等を

介して活性化される。当研究室において、SUN N8075 は MEK/ERK シグナル経

路の活性化による VGF の発現上昇を介して、小胞体ストレス誘発神経細胞死を

抑制することを明らかにした (27)。さらに、mHtt の凝集に誘発される神経細胞

死には ERK1/2 を不活性化させる MKP1 (Mitogen activated protein kinase 

phosphatase 1) 等のチロシン残基脱リン酸化酵素の発現上昇が関与している

(47,48)。本研究では、STHdhQ111/Q111 細胞においてストレス条件下の ERK1/2

のリン酸化減少を確認しているが、その減少を SUN N8075 は顕著に抑制した 

(Fig. 3)。また MEK 阻害薬 U0126 は、SUN N8075 による VGF mRNA の発現上昇

を抑制した (Fig. 6)。さらに、ERK1/2 のリン酸化は SUN N8075 添加 1 時間後に、

VGF mRNA の発現上昇は添加 6 時間後に認められた (Figs. 3, 4)。これらの結果

より、SUN N8075 は ERK1/2 の活性化を介して、VGF の発現量を上昇させてい

ることが示唆された。最後に、MEK 阻害薬を処理することによって SUN N8075

による細胞保護作用が一部抑制されたことから、SUN N8075 は ERK1/2 の活性

化を介して細胞保護作用を示したことが考えられる (Fig. 6)。 

本実験の結果より、SUN N8075 は ERK1/2 の活性化を介して VGF の発現量を

上昇させることが示唆されたが、SUN N8075 が MEK/ERK シグナル経路を活性

化させる機序は不明である。当研究室の過去の報告より、SUN N8075 は BDNF、

Glial cell derived neurotrophic factor (GDNF) 及び Neuropeptide Y (NPY) 等の神経

栄養因子の発現に影響を及ぼさない (27)。今後、SUN N8075 のより詳細な作用

メカニズムを明らかにするためには、MEK/ERK シグナル経路のさらに上流に存
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在する因子についての検討を行っていく必要がある。 

In vivo の検討において、SUN N8075 の投与により、R6/2 マウスの平均寿命は

25.0%延長された。リルゾール、ミノサイクリン及びシスタミン等の種々薬物が

R6/2 マウスに対して検討されており、それぞれ 10.2%、14.0%、19.5%の平均寿

命延長効果が報告されている (49-51)。これらの知見より、SUN N8075 の治療効

果は、過去に検討された種々の化合物と比較してより強力であった。さらに、

R6/2 マウスに SUN N8075 を処置することにより、発症の遅延 (Fig. 7D) 及び線

条体神経細胞死の抑制が認められた (Fig. 8)。一方、体重及び運動機能に対して、

SUN N8075 は作用を示さなかった。これらの結果から、SUN N8075 は神経細胞

死の抑制を介して発症時期を遅延させることが示唆され、今後の検討において

治療条件の改善や他の治療法との併用によってハンチントン病治療に供し得る

可能性がある。 

R6/2 マウスにおける SUN N8075 の作用機序解明並びに VGF とハンチントン

病病態の関係性については更なる検討が必要であるが、本章の検討より、ハン

チントン病の発症に VGF 発現の関与が示唆された。さらに、VGF 誘導薬 SUN 

N8075 がその治療薬の候補化合物になり得ることを明らかにした。第 2 章では、

ハンチントン病と同様の神経変性疾患の一つである筋萎縮性側索硬化症におけ

る VGF の役割について検討した。 
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第 2 章 筋萎縮性側索硬化症モデルに対する VGF 由来ペプチドの作用 

第 2 節 緒言 

筋萎縮性側索硬化症 (Amyotrophic lateral sclerosis: ALS) は上位及び下位運動

ニューロンが選択的かつ進行性に変性・脱落し、筋肉の萎縮や筋力低下、脱力

を呈する進行性の神経変性疾患である (6)。平成 28 年度の推計によると、本邦

における患者数は約 9,600 人とされており、年々増加傾向を示している。本疾患

が中年以降に発症頻度が増加し、60~70 歳でピークを迎えることから、高齢化社

会では更なる罹患数の増加が予想される。患者の約半数は発症後 3~5 年以内に

死亡または人工呼吸器が必要な状態になり、意識が鮮明なまま運動機能が衰え

ていくため、その精神的苦痛は大きい。患者の約 90%が原因不明の孤発性であ

り、残りの 10%程度が特定の遺伝子変異が背景となって発症する家族性 ALS で

ある (52)。孤発性 ALS の病因は未だ十分に解明されていないが、グルタミン酸

毒性及びその受容体異常、酸化ストレス、小胞体ストレス、TDP-43 のユビキチ

ン化された凝集体の蓄積等様々な病態仮説が提唱されている (6)。多くの家族性

ALS の原因遺伝子が報告されており、ALS に関する研究に遺伝子改変動物が汎

用されている。中でも家族性 ALS の約 20%を占めているのが、1993 年に同定さ

れた Cu/Zn superoxide dismutase (SOD1) 遺伝子の変異である。SOD1 酵素は酸化

ストレスを減少させる働きがあり、SOD1 酵素の抗酸化機能不全及び SOD1 タン

パク質の変異による毒性がALS病態形成の要因の一つとされている (52)。近年、

ALS 病態で変異 SOD1 のタンパク質凝集体形成が生じていることからも (53)、

ALS に小胞体ストレスが深く関与していることが考えられる。 

SOD1 変異には G93A を初めとして、G37R、G85R (54)、その他 H46R (55) 等

が同定されている。これまで ALS 研究のために、ALS 様症状を呈する動物モデ

ルの開発が行なわれてきた。実際、SOD1H46R変異を導入したマウスは下肢の麻
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痺を生じた後、四肢の筋萎縮を来し、やがて死に至る (56)。SOD1G93A変異を導

入したマウスは、運動ニューロンが進行性に脱落する等 ALS 様症状を認め、か

つ SOD1H46R変異導入マウスよりも発症が早く、より効率的な実験が可能である

(56)。また、SOD1G93A 変異マウスにおいて、変異 SOD1 タンパク質が細胞内で

ミスフォールディング (タンパク質が正しく折りたたまれないで、正しい機能を

示さないこと) を生じ小胞体に蓄積することにより小胞体ストレスを惹起する

ことが知られている。これらの既報は、SOD1G93A変異マウスが ALS に対する小

胞体ストレスの関与を研究するのに適した動物モデルであることを示している。

また、in vitro 実験系ではマウス脊髄ニューロン由来細胞株を用いて SOD1G93A変

異を容易に導入でき、細胞死のメカニズムを検証することが可能である。 

現在臨床において使用可能な治療薬は、グルタミン酸 N-methyl-D-aspartic acid 

(NMDA) 型受容体拮抗薬のリルゾール (リルテック®) 及びラジカルスカベンジ

ャーであるエダラボン (ラジカット®) である。リルゾールは約 3 ケ月の生存期

間延長効果、エダラボンは ALS の症状を遅らせる効果があり一定の有効性が確

認されているが、共に対症療法に過ぎず、依然として治療に対する満足度は低

い (57-61)。そのため、ALS は新規治療法開発に繋がる病態解明及び効果的な治

療法の開発が切望されている疾患である。第 1 章の検討により、VGF 誘導薬及

び VGF 由来ペプチドである AQEE-30 は、ハンチントン病モデル細胞に対して

保護作用を有することを明らかした。本章では VGF の保護作用が更に広範の神

経変性に対する有効性を検証すること及び小胞体ストレスが関与する ALS に対

して VGF 由来ペプチドが有効か否かについて、SOD1G93A変異に起因する in vitro

実験モデルを用いて検証した。さらに、VGF 前駆タンパク質から産生される多

数の VGF ペプチドの内、神経保護作用を有するペプチドの探索及びその最小化

を試みた。今回使用した VGF ペプチドは TLQP-21、AQEE-30、AQEE-11、LQEQ-19、
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QEEL-16、LENY-13 及び HVLL-7 である (Fig. 9)。 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9 Schematic depiction of the rat and mouse VGF precursor peptides, and their derived 

peptides, used in this study. 

 

第 2 節 実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。コンピテントセル 

(ECOS™ Competent E. coli DH5α) は Nippon gene (Tokyo, Japan)、Pure YieldTM 

Plasmid Midiprep System、Rabbit anti Halo-Tag polyclonal antibody (#G2981, Lot: 

5301) は Promega (Madison, WI, USA)、アンピシリン (Ampicillin)、Lysogeny broth 

(LB) 培地、2-プロパノール (2-Propanol)、エタノール (Ethanol)、塩酸 (Hydrogen 

chloride;HCl)、デオキシコール酸ナトリウム (Sodium deoxycholate)、ドデシル硫

酸ナトリウムポリアクリルアミドゲル [Sodium dodecyl sulfate (SDS) 

polyacrylamide gel]、ドデシル硫酸ナトリウム (SDS)、2-メルカプトエタノール含

有 4×sample buffer solution、ImmunoStar® LD、メタノール (Methanol)は Wako 

(Osaka, Japan)、Lipofectamine 2000 Reagent、Opti-MEM I Reduced-Serum Medium 

(Opti-MEM)、Propidium iodide (PI; #P3566, Lot: 1126449)、Hoechst 33342 (#H3570, 

Lot: 35598A)は Invitrogen (Carlsbad, CA, USA)、ウシ胎仔血清 (Fetal bovine serum:  
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FBS) は Valeant (Costa Mesa, CA, USA)、ペニシリン (Penicillin)、ストレプトマイ

シン (Streptomycin) は Meiji Seika (Tokyo, Japan)、Dulbeco’s modified Eagles’s 

medium (DMEM) high glucose、トリプシン (Trypsin)、Tris-HCl (pH 8.0)、Protease 

inhibitor cocktail (#P8340)、Phosphatase inhibitor cocktail II (#P2850)、Phosphatase 

inhibitor cocktail III (#P5726)、は Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)、Blocking 

One-P、グリシン (glycine)、Can Get Signal1、Can Get Signal 2 は Toyobo (Osaka, 

Japan)、Tween 20 Solution (Tween)、トリス (Tris) は (Hercules, CA, USA)、マウ

ス脊髄ニューロン由来細胞株 (NSC-34 細胞) は Cellutions (Tront, ON, Canada) 

よりそれぞれ購入した。PBS (Phosphate buffered saline) は、KCl、KH2PO4、NaCl、

Na2HPO4・12H2O を超純水 (MiliQ) に溶解し、調製した。Myc または Enhanced 

green fluorescent protein (EGFP) 標識プラスミド (Mock) 及び変異 SOD1G93A発現

プラスミドは、名古屋大学医学部大学院医学系研究科神経内科学 祖父江元教

授より恵与されたものを使用した (62)。 

 

2-2 実験方法 

2-2-1 細胞培養及び遺伝子導入 

NSC-34 細胞は、10% FBS、100 U/ml ペニシリン及び 100 µg/ml ストレプトマ

イシンを添加した DMEM high glucose を用いて 37ºC、5% CO2 中にて培養した。

また、3~4 日毎にトリプシン処理による継代を行った。NSC-34 細胞は 96 穴プレ

ート中に 7,000 細胞/well、24 穴プレート中に 35,000 細胞/well になるように抗生

物質不含有の培地を用いて播種し、37ºC、5% CO2 の条件下で一晩培養した。翌

日各穴 50 μl の Opti-MEM、0.2 µg の Mock または SOD1G93A 発現プラスミド及び

0.5 µl の Lipofectamine 2000 Reagent を混合・添加し、遺伝子導入を行った。遺伝

子導入 6 時間後に抗生物質含有培地に交換した後、各時間において細胞を回収
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し試験に用いた。なお、24 穴プレートを用いた場合の細胞、DNA 及び各試薬の

量は、それぞれ 96 穴プレートの 5 倍量とした。遺伝子導入 6 時間後に抗生物質

含有培地に交換し、さらに 42 時間後に 1%血清培地または無血清培地を用いて

培地交換を行い、各種 VGF 由来ペプチドを終濃度 0.1-3 µM となるように添加し

た。各染色は 1 章 2-2-2 に準じて実施した。 

 

2-2-2 ウェスタンブロッティング解析 

本試験は、第 1 章 2-2-3 の方法に準じて行った。一次抗体は、Rabbit anti-ERK1/2 

polyclonal antibody (1/1,000)、Rabbit anti-p-ERK1/2 monoclonal antibody (1/1,000)、

Rabbit anti-Akt polyclonal antibody (1/1,000)、Rabbit anti-p-Akt monoclonal antibody 

(1/1,000)及び Rabbit anti-β-actin polyclonal antibody (1/1,000)を使用した。 

 

2-2-3 統計学的解析 

統計学的解析は Student’s t-test、Dunnett’s test 及び Tukey’s test (JSTAT for 

windows) を用いた。実験結果は平均値 ± 標準誤差で表し、危険率 5 %以下を有

意とした。 
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第 3 節 実験成績 

3-1  In vitro ALS モデルに対する AQEE-30 の保護作用 

In vitro ALS モデルに対する AQEE-30 及び LQEQ-19 の細胞保護作用を検討し

た。Hoechst 33342 及び PI 核染色による蛍光染色像の典型例を Fig. 10A に、全細

胞数に対する PI 陽性細胞数を Fig. 10B, C に示した。Control 群に対して Vehicle

群では有意に死細胞率が増加した (Fig. 10B, C)。AQEE-30 は 0.3 µM より、

LQEQ-19 は 1µM より有意に細胞死を抑制し、その保護作用は濃度依存的に増大

した。 

 
Figure 10.Effects of AQEE-30 and LQEQ-19 on the survival of NSC34 cells with mutated 

SOD1. 

(A) Representative fluorescence microscopic images of nuclear staining. The scale bar represents 50 

µm. (B, C) The numbers of propidium iodide-positive cells were counted and the results are 

expressed as percentages of Hoechst 33342-positive cells. AQEE-30 and LQEQ-19 were added at 

0.1–3 µM. Values are means ± SEM (n = 5). *P < 0.05 and **P < 0.01 vs. the vehicle group 

(Dunnett’s test). ##P < 0.01 vs. the control group (Student’s t-test).  
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3-2  In vitro ALS モデルに対する TLQP-21 及び AQEE-11 の保護作用 

AQEE-30のN末端に位置する生理活性ペプチドであるTLQP-21及びAQEE-30

の N 末端側 11 アミノ酸からなる AQEE-11 の細胞保護作用を検討した。全細胞

数に対する PI 陽性細胞数を Fig. 11A, B に示した。Control 群に対して Vehicle 群

では有意に死細胞率が増加していた (Fig. 11B)。TLQP-21 及び AQEE-11 を添加

しても細胞死は抑制されず、細胞保護作用を示さなかった (Fig. 11B)。Fig. 10 の

結果も踏まえ、VGF 由来ペプチドの保護作用は LQEQ-19 に由来するものである

ことが示唆された。 

 
 

Figure 11.TLQP-21, AQEE-11 arenot neuroprotective of NSC34 cells with mutated SOD1.  

(A, B) The numbers of propidium iodide-positive NSC34cells were counted and the results are 

expressed as percentages of Hoechst 33342-positive cells. The peptides were added at 0.1 to 3 µM. 

Values are means ± SEM (n = 5). ##P < 0.01 vs. the control group (Student’s t-test). 
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3-3 In vitro ALS モデルに対する QEEL-16、LENY-13 及び HVLL-7 の保護作用 

神経細胞保護作用を有する最小の生理活性ペプチドを特定するため、

LQEQ-19 の N 末端アミノ酸を短縮させたポリペプチドを作製し、神経保護作用

の有無を検討した。使用したペプチドは QEEL-16、LENY-13 及び HVLL-7 であ

り、それぞれ LQEQ-19 の C 末端ペプチドである。全細胞数に対する PI 陽性細

胞数を Fig. 12A-C に示した。検討したいずれのペプチドも細胞死を抑制せず、

細胞保護作用を示さなかった (Fig. 12A-C)。

 
Figure 12. Shorter peptides derived from LQEQ-19 are not neuroprotective of NSC34 cells 

with mutated SOD1. 

(A-C) The numbers of propidium iodide-positive NSC34 cells were counted and the results are 

expressed as percentages of Hoechst 33342-positive cells. The peptides were added at 0.1 to 3 µM. 

Values are means ± SEM (n = 5). ##P < 0.01 vs. the control group (Student’s t-test).  
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3-4 LQEQ-19 の生存シグナルに対する作用 

LQEQ-19 は細胞保護作用を有する最小の生理活性ペプチドであることが示唆

された。次はこれらの作用機序の検討を行った。生存シグナル関連分子である

Akt 及び ERK1/2 のリン酸化レベルについて、ウェスタンブロット法を用いて検

討した。Akt のリン酸化レベルは、LQEQ-19 を単独で処置した 1 時間後に有意

に上昇し、ERK1/2 のリン酸化レベルは LQEQ-19 を単独で処置した 5 分後に有

意に上昇した (Fig. 13A, B)。LQEQ-19 の細胞保護作用が Akt 経路及び ERK 経路

を介していることを裏付けるため、Phosphoinositide 3-kinase (PI3K)阻害薬

LY294002 及び Mitogen-activated protein kinase (MEK) 阻害薬 U0126 を用いて

LQEQ-19 の細胞保護作用が阻害されるかを検討した。細胞数に対する PI 陽性細

胞数を Fig. 13C に示した。LQEQ-19 による細胞保護作用は、PI3K 阻害薬 (20 µM)

及び MEK 阻害薬 (0.1 µM) の前処置で阻害された (Fig. 13C)。 
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Figure 13. LQEQ-19 activates Akt and extracellular signal-regulated kinase (ERK) 1/2 

resulting in neuroprotection. 

Changes in phospho (p)-Akt and p-ERK1/2 expression levels in NSC34 cells were assessed by 

western blotting. (A) Typical images showing immunoreactive bands of Akt, ERK1/2, and β-actin. 

(B) Quantitative analysis of p-Akt and p-ERK1/2. Each column represents the mean ± SEM (n = 3). 
*P < 0.05 and **P < 0.01 versus the control group (Student’s t-test). (C) Evaluation of the effect of a 

phosphoinositide 3-kinase inhibitor (LY294002) and a MEK/ERK inhibitor (U0126) at final 

concentrations 20, 0.1 µM each other on the neuroprotection induced by 3 µM LQEQ-19. The 

numbers of PI-positive NSC34 cells were counted and are expressed as percentages of Hoechst 

33342-positive cells. Values are means ± SEM (n = 5). ##P < 0.01 vs. control (Student’s t-test), **P < 

0.01 vs. SOD1G93A NSC34 cells treated with LQEQ-19 (Tukey’s test). 
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第 4 節 考察 

本研究により、VGF 由来ペプチドである AQEE-30 及び LQEQ-19 は、濃度依

存的に ALS 様細胞モデルに対して細胞保護作用を示すことを明らかにした。一

方、その他の VGF ペプチド (QEEL-16、LENY-13、HVLL-7) は細胞保護作用を

示さなかった (Figs. 10-13)。また、LQEQ-19 の細胞保護作用は、ERK 及び Akt

経路の活性化を介していることが示唆された。 

既報において、ALS 患者及びモデルマウスの脳脊髄液、また血清及び線維芽

細胞において VGF の発現量が減少していることが明らかにされている (23,26)。

さらに、VGF 誘導薬 SUN N8075 は SOD1G93Aトランスジェニックマウスの運動

機能の低下を抑制し、生存期間を延長させることを明らかにしている (27)。こ

れらの結果は、VGFの発現がALS病態形成に関与していることを示唆している。

しかし、VGF そのものが ALS 病態に対して、直接的な細胞保護効果を有するか

否かについては不明であった。本検討により、VGF 由来ペプチドである AQEE-30

及び LQEQ-19 は、直接的な細胞保護作用を有することを明らかにした。 

第 1 章の結果より、VGF 前駆体タンパク質の C 末端側のペプチドである

AQEE-30 は、ハンチントン病モデル細胞に対して細胞保護作用を示すが、VGF

前駆体タンパク質の C 末端側を含まない TLQP-21 は細胞保護作用を示さなった。

本章で示した様に、ALS モデルに対する検討においても同様の結果が得られ、

これらのペプチドは共通の作用を介して神経保護作用を示したことが示唆され

た。さらに、AQEE-30 の C 末端側ペプチドである LQEQ-19 についても細胞保護

作用が認められた。このことより、VGF の C 末端ペプチドは細胞保護効果の発

現に重要であることを示唆している。しかし、LQEQ-19 に関しては、生理活性

に関する報告が少なく今後さらなる検討が必要である。 

ラット脳より抽出した C 末端 VGF ペプチドには LQEQ-19 とともに、+1 残基
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のペプチド(RLQE-20)、-2 残基のペプチド (EQEE-17) 及び 3 残基のペプチド 

(QEEL-16) が存在することが報告されている (12)。これらのペプチドについて、

能動的に生成されているのか、活性を有しているのか等は未だ不明であり、

LQEQ-19 よりも短い 2 ペプチドについてはエキソペプチダーゼにより LQEQ-19

が分解されて生じたものであると予想される。 

LQEQ-19 の生理活性としては、感覚神経への作用による熱痛覚過敏が報告さ

れており (63)、この作用は AQEE-30 にも共通している。しかしながら、AQEE-30

と LQEQ-19 の活性はほぼ同等であるが、作用発現及び持続時間に差があり、

LQEQ-19 は作用発現が早く、作用の消失も早いことから (63)、LQEQ-19 は速や

かに分解を受け活性を失う可能性が考えられる。以上より、EQEE-17 や QEEL-16

が仮に生理活性を有していたとしても、素早く代謝されてしまい、表現型とし

て認められなかった可能性がある。 

さらに、LQEQ-19 の細胞保護作用に関してその作用機序についても検討を行

った。TLQP-62 は生存シグナル関連因子である Akt と ERK1/2 の活性化に関与す

ること、また LQEQ-19 は p-38 の活性化を制御することが報告されており、VGF

ペプチドは MAP キナーゼの活性化に関与することが示唆されていた (63)。本検

討では、LQEQ-19 の単独処置により生存シグナル関連分子である Akt のリン酸

化レベルが試薬添加の 1 時間後に上昇し、ERK1/2 のリン酸化レベルが試薬添加

の 5 分後に上昇した。さらに、PI3K 阻害薬及び MEK 阻害薬の添加により

LQEQ-19 の細胞保護作用が阻害されたことから、LQEQ-19 の細胞保護作用は

Akt 経路及び MEK/ERK 経路を介していることが示唆された。 

VGF 由来ペプチドの作用点に関しては、TLQP-21 の受容体が報告されており、

TLQP-21 は補体受容体 C3aR1 等との結合を介して、Phospholipase Cγ (PLCγ) 及

び Phospholipase A2 の脱リン酸化を誘導する (64)。さらに、TLQP -21 による受
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容体の活性化は、Ca2+を小胞体から細胞内に放出させる (64)。VGF 由来ペプチ

ドの神経保護作用は、これらの作用機序を介している可能性が考えられる。一

方、LQEQ-19 が作用する受容体等については明らかになっていない。LQEQ-19

を ALS の治療に応用するためには、今後、ALS の病態における VGF の関与を

明らかにし、作用点について更なる検討を行う必要がある。 
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第 3 章 ヒト脊髄における VGF 産生細胞の解明及び筋萎縮性側索硬化症 (ALS)

病態における VGF 発現変化の検討 

第 1 節 緒言 

第 2 章において、VGF 由来ペプチドが in vitro ALS モデル細胞に対して保護作

用を示すことを明らかにした。Brancia らは、孤発性 ALS の患者及び家族性 ALS

モデル (変異 SOD1G93A) マウスの脳脊髄液において、VGF 由来ペプチドの発現

が減少していることを報告した(23)。また、この変異 SOD1G93Aマウスの脊髄組

織おける VGF タンパク質の発現は、運動機能の低下が検出される生後 90 日よ

り早期の 75 日齢において低下している (26)。したがって、VGF の発現低下が発

症に先行して低下し、それにより病態進行を促進させている可能性が考えられ

る。しかし、序論でも述べたように、ヒト VGF は 615 アミノ酸より構成され、

N 末端 1-22 アミノ酸 に分泌シグナル配列を有する分泌型の前駆タンパク質で

あり (11)、この前駆タンパク質は Prohormoneconvertases 1/3 及び 2 (PC1/3, PC2) 

等のプロテアーゼにより切断を受け、C 末端側の VGF 由来ペプチドである

TLQP-62、TLQP-21、AQEE-30、LQEQ-19 を含む種々の生理活性ペプチドが産生

される。したがって、C 末端 VGF 配列を認識する抗 VGF ペプチド抗体等を用い

た免疫染色では、細胞外に分泌して広範に局在している VGF も検出してしまう

ことから、発現細胞を特定することは難しい。また、ALS 患者の脊髄前角にお

ける VGF の局在について、詳細に検討した報告は存在しない。したがって、ヒ

トALS患者脊髄におけるVGF発現変化及びその局在について明らかにする必要

がある。 

本章では、ALS 患者及び対照非神経変性疾患患者由来の脊髄サンプルを用い

て、脊髄における VGF mRNA 及び VGF タンパク質の局在、さらに ALS 病態下

における発現変化を in situ hybridization 法及び免疫染色法を用いて検討した。 
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第 2 節実験材料及び方法 

2-1 実験材料 

本試験に用いた薬物及び試薬は、以下の通りである。エタノール (Ethanol)、

キシレン (Xylene)、塩化カリウム (Potassium chloride; KCl)、塩化ナトリウム 

(Sodium chloride; NaCl) は Kishida Chemical (Osaka, Japan)、リン酸二水素カリウ

ム (Potassium dihydrogenphosphate; KH2PO4)、リン酸水素二ナトリウム・十二水 

(Sodium hydrogenphosphate 12-water; Na2HPO4・12H2O) は NacalaiTesque (Kyoto, 

Japan)、Horse serum (#S-2000, Lot: ZA0414) は Vector Laboratories (Burlingame, CA, 

USA)、RNAscope® 2.5 HD Detection Kit、human VGF Probe (RNAscope® Probe- 

Hs-VGF; Cat # 466111)、Negative control probe (RNAscope® Negative Control 

Probe-DapB; Cat #310043) は Bio-techne (MN, USA)、Alexa Fluor 546-conjugated 

goat anti-mouseIgG antibody (#A11030, Lot: 1736960, RRID AB_2534089)、Alexa 

Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouse IgG antibody (#A21204, Lot: 1366500, RRID 

AB_1500750)、Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (#A11008, 

Lot: 1672238, RRID AB_143165) は Thermo Fisher Scientificinc. (Waltham, MA, 

USA)、Mouse anti-neurofilament H non-phosphorylated monoclonal antibody (SMI-32) 

(#NE1023, Lot: D00168792, RRID AB_2043449) は Millipore Corporation (Bedford, 

MA, USA)、Rabbit anti-VGF polyclonal antibody (Cat #ab69989, Lot GR130693-3) は

Abcam (Cambridge, UK)、DAPI (#40043, Lot: 10D1005-69115) は Biotium (Hayward, 

CA, USA)、フルオロマウント (fluoromount) は Diagnostic BioSystems (Pleasanton, 

CA, USA) よりそれぞれ購入した。PBS (Phosphate buffered saline) は、KCl、

KH2PO4、NaCl、Na2HPO4・12H2O を超純水 (MilliQ) に溶解し、調製した。 
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2-2 実験方法 

2-2-1 生命倫理 

本試験は、ヘルシンキ宣言 (http://www.wma.net/en/30publications/10policies/b3/)

を遵守して実施した。本研究は新潟大学脳研究所で「病理解剖並びに病理検体

保存とその使用に関する承諾」が得られている症例を用い、新潟大学医学部倫

理委員会の承認 (承認番号: 2523) 及び岐阜薬科大学生命倫理委員会の承認 

(承認番号: 岐阜市薬会第 334 号) を得た上で行った。患者に本試験の目的を説

明し、書面による同意 (インフォームドコンセント) を得た。患者自身が同意

することができない場合は、家族または親族からの同意を得た。本検討で使用

したのは、全て剖検サンプルである。脊髄組織を摘出及び切片の作製は新潟大

学脳研究所において行った。 

 

2-2-2 ALS 患者及び対照患者の脊髄パラフィン組織切片作製 

対照非神経変性疾患患者 9 名 (年齢：69.8 ± 4.6 歳)、改訂版 El Escorial 診断基

準 (65) を満たした孤発性 ALS 患者 9 名 (年齢：70.9 ± 2.7 歳) 及び長期生存孤

発性 ALS 患者 3 名 (年齢：76.3 ± 2.3 歳) について検討を行った (Table 1)。死後

6 時間以内に脊髄を摘出し、約 4 週間、20%緩衝ホルマリンに浸した。腰髄、胸

髄、頸髄に切断した上でパラフィン包埋処理を行い、切片作製までの間、新潟

大学脳研究所において保管した。新潟大学脳研究所で、厚さ 4 μm の冠状断面切

片を作製し、MAS コーティング (親水性剥離防止コーティング) されたスライ

ドグラス (Matsunami Glass Ind. Ltd., Osaka, Japan) に載せた。作製した切片は、

新潟大学脳研究所から岐阜薬科大学薬効解析学研究室に輸送した後、in situ 

hybridization 及び免疫染色を行った。 
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Table 1. Spinal cords from patients with sporadic ALS or other diseases. 

Characteristic Control ALS patients 
Long term survival 

ALS patients 

Patients (n) 9 9 3 

Male (n) 6 8 3 

Female (n) 3 1 0 

Age (years) 69.8 ± 4.6 70.9 ± 2.7 76.3 ± 2.3 

Age data are presented as mean ± S.E.M. Spinal cord samples were acquired from nine patients with 

sporadic ALS, three ALS patients with long-term survival, and nine patients with other diseases. 

 

2-2-3 In situ hybridization 

RNAscope® 2.5 HD Detection Kit の製品プロトコールに従って実施した。パラ

フィン切片を 60°C で 1 時間乾燥させ、キシレン (5 分、2 回)、100%エタノール 

(2 分、1 回)、に浸し脱パラフィンを行った後 5 分間風乾させた。各切片に過酸

化水素水を十分に浸漬するよう滴下し、室温で 10 分反応させた後、蒸留水で 2

回洗浄した。100°Cに加熱した 1×Target Retrieval solutionにスライドを 15分浸し、

蒸留水で 2 回、100%エタノールで 1 回洗浄した後風乾させた。各切片に Protease 

Plus を十分に浸漬するよう滴下し、40°C で 30 分インキュベートした後、蒸留水

で 2 回洗浄した。RNA プローブとして Human VGF Probe または Negative control 

siRNA を使用した。各プローブを組織に滴下後、湿潤条件下で 40°C で 2 時間イ

ンキュベートし、1×Wash Buffer を用いて洗浄した (2 分、2 回)。続いて湿潤条

件下でシグナル増強試薬 Amp1 (40°C、30 分)、Amp2 (40°C、15 分)、Amp3 (40°C、

30 分)、Amp4 (40°C、15 分)、Amp5 (室温、30 分)、Amp6 (室温、15 分) を順に

反応させ、各インキュベーションの後には 1×Wash Buffer を用いて洗浄を行った 

(2 分、2 回)。発色基質の RED solution (RED-A:RED-B = 60:1) を使用直前に調製

し、各切片に滴下して室温で 10 分インキュベートした後蒸留水で 3 回洗浄した。

DAPI を滅菌蒸留水で 1,000 倍希釈した後、室温で 10 分インキュベートし、核染
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色を行った。PBS で洗浄 (5 分、3 回) した後、フルオロマウントで封入した。

撮影はレーザー共焦点顕微鏡 (FV10i; Olympus) を用いて行った。 

 

2-2-4 免疫染色 

パラフィン切片をキシレン (15 分、3 回)、無水エタノール (10 秒、2 回)、99% 

エタノール (10 秒、2 回)、90%エタノール (10 秒、1 回)、70%エタノール (10

秒、1 回)、蒸留水 (10 秒) の順に浸漬し、脱パラフィンを行った。抗原賦活化

処理として、切片を pH 6.2 のクエン酸緩衝液 (クエン酸及びクエン酸ナトリウ

ムを超純水に溶かして作製) に浸漬し、120°C で 15 分オートクレーブを実施し

た。室温に戻し、PBS で洗浄 (5 分、2 回) した後、10% Horse serum PBS (室温、

1 時間) を用いてブロッキングを行った。NFH 及び VGF の 2 重免疫染色の際に

は、PBS で洗浄 (5 分、2 回) した後、一次抗体として Anti-neurofilament H 

non-phosphorylated (1/1,000、4°C、一晩)及び Anti-VGF polyclonal antibody (1/500、

4°C、一晩)を使用した。PBS で洗浄 (5 分、2 回) した後、二次抗体として Alexa 

Fluor 546-conjugated rabbit anti-mouse IgG antibody (1/1,000、室温、1 時間) 及び

Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG antibody (1/1,000、室温、1 時間) を

反応させた。同一切片で in situ hybridizationと免疫染色を同時に実施した際には、

2-2-3 の方法に従って RED solution の反応及び洗浄までを行い、ブロッキング以

降の操作を行った。一次抗体として Anti-VGF polyclonal antibody (1/500、4°C、

一晩) を、二次抗体として Alexa Fluor 488-conjugated rabbit anti-mouseIgG antibody 

(1/1,000、室温、1 時間) を反応させた。いずれのプロトコールにおいても、二

次抗体反応後に PBS で洗浄 (5 分、3 回) し、DAPI を滅菌蒸留水で 1,000 倍希釈

した後、室温で 10 分インキュベートし、核染色を行った。PBS で洗浄 (5 分、3

回) した後、フルオロマウントで封入した。撮影はレーザー共焦点顕微鏡 
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(FV10i; Olympus) を用いて行った。 

 

2-2-6 観察方法 

ALS 患者及び対照疾患患者の腰髄、胸髄、頸髄 (Fig. 14A) それぞれにおいて、

Fig. 14B の赤い四角で示した部位について撮影を行った。Figs. 15、16 及び 18 に

おいて、解析ソフト Image J (http://rsbweb.nih.gov/ij/) を用いて、盲検下で全細胞

数に対する VGF 陽性細胞数を測定した。 

 

 
 

Figure 14.  The schematic image of human spinal cord. 

(A) Upper is an illustration of the spinal cord. We evaluated the lumbar, thoracic, and cervical spinal 

cord. (B) Lower is a sectional view, and red squares show the analyzed regions. Anterior horn of the 

gray matter and the white matter were mainly evaluated. 

 

2-2-6 統計学的解析 

実験成績は、平均値±標準誤差で示した。統計学的な比較は、Student’s t-test

により行った。危険率が 5%未満の場合を有意差有りとした。 

  

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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第 3 節 実験成績 

3-1 ALS 患者頸髄における VGF mRNA の局在 

 正常脊髄における VGF 産生部位及び ALS 病態下における VGF の発現変化に

ついて検討するため、対照非神経変性疾患患者及び孤発性 ALS 患者脊髄サンプ

ルを用いて in situ hybridization を実施した (Fig 15)。正常頸髄において、VGF 

mRNA は脊髄前角、側角及び後角に局在していた (Fig. 15A, B)。また、白質へ

の分布はほとんど認められなかった (Fig. 15A, B)。一方、ALS 患者脊髄前角に

おいて、対照群と比較して VGF mRNA のシグナルが低下し、陽性細胞数は有意

に減少していた (Fig. 15C)。 
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Figure 15. The localization of VGF mRNA in the human cervical spinal cord. 

Representative images of in situ hybridization using RNA probe of human VGF. The upper images 

(A) represent the results of control patients and the lower images (B) represent the results of sporadic 

ALS patients for gray matter of the anterior horn and white matter in the cervical spinal cord. Scale 

bars in normal and high magnified images represent 100 or 10 µm, respectively. (C) VGF 

mRNA-positive neuron in anterior and posterior horns, which localized in motor neuron and sensor 

neuron, respectively, were quantified.  
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3-2 ALS 患者腰髄における VGF mRNA の局在 

In situ hybridization を用いて、腰髄における VGF mRNA の発現を検討した (Fig. 

16)。頸髄の結果と同様に、VGF mRNA は脊髄前角及び脊髄後角に局在していた

(Figs. 16A, B)。ALS 患者脊髄前角において、対照群と比較して mRNA のシグナ

ルが低下し、陽性細胞数は有意に減少していた (Fig. 16C)。同様の傾向が胸髄の

観察でも見られたが、運動神経細胞が集中している頸髄及び腰髄と比較して運

動神経細胞が少なく、細胞体も小さいため、以降の検討では頸髄及び腰髄につ

いて検討を行うこととした。  
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Figure 16. The localization of VGF mRNA in the human lumbar spinal cord. 

Representative images of in situ hybridization using RNA probe of human VGF. The upper images 

(A) represent the results of control patients and the lower images (B) represent the results of sporadic 

ALS patients for gray matter of the anterior horn and white matter in the lumbar spinal cord. Scale 

bars in normal and high magnified images represent 100 or 10 µm, respectively. (C) VGF 

mRNA-positive neuron in anterior and posterior horns, which localized in motor neuron and sensor 

neuron, respectively, were quantified.  



52 
 

3-3 脊髄前角及び後角における VGF mRNA の局在 

高いシグナルが観察された頸髄及び腰髄について、感覚神経が分布する脊髄

後角及び運動神経が分布する脊髄前角におけるVGF mRNAの局在を位相差像と

対比してより詳細に観察した。脊髄後角において VGF mRNA は、頸髄及び腰髄

ともに正常対照と ALS 患者間に明らかな発現量の差は認められなかった。また、

脊髄前角において ALS 患者では VGF mRNA の発現量が低下していた。脊髄前

角では、一つ一つのシグナルが大きく、比較的大きな細胞である運動神経細胞

に局在していた (Fig. 17)。 

 
Figure 17. The localization of VGF mRNA in the human spinal cord. 

Representative images of in situ hybridization using RNA probe of human VGF in the gray matter of 

the anterior horn. The upper images (A) represent the results of the cervical spinal cord and the 

lower images (B) represent the results of the lumbar cord. In this figure, we show overlaid 

fluorescence and phase contrast images to observe the localization of VGF mRNA in detail. Scale 

bar = 100 µm.  
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3-4 VGF 産生細胞の同定及び ALS 病態における発現変化 

 Fig.17 の結果より、VGF 産生細胞が運動神経細胞であることが示唆された。

そこで、運動神経細胞マーカーである抗 Neurofilament heavy (NFH) 抗体を用い

た免疫染色と in situ hybridization を同時に行い、VGF mRNA の局在を確認した

(Fig. 18A, C)。NFH 陽性かつ VGF mRNA 陽性細胞数を計測した結果、ALS 患者

の頸髄及び腰髄前角においてで VGF 発現細胞が減少していた (Fig. 18B, D)。 

 
Figure 18. VGF mRNA was localized in motor neurons. 

The upper images represent the results of in situ hybridization and immunohistochemistry in the 

cervical and lumber spinal cord. The lower graphs represent VGF-positive cell number of 

NFH-positive motor neurons. Values are given as mean ± S.E.M. (n = 9). *P < 0.05, **P < 0.01 

versus control group (Student t-test). Scale bar = 50 µm.  
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3-5 ALS 患者脊髄における VGF タンパク質の局在 

 これまでの検討により、VGF は脊髄後角及び前角の運動神経細胞で産生され、

ALS病態においてVGF mRNA陽性の運動神経細胞が減少していた。そこで、VGF 

mRNA の発現変化がタンパク質レベルで反映されているか、また VGF タンパク

質がどのような局在を示すのかを免疫染色法を用いて検討した。対照群では、

ほぼすべての運動神経が VGF 陽性であり、VGF mRNA とほぼ同じ局在を示した。

また、運動神経の周囲においても全体的に高い発現が認められた。一方、ALS

患者頸髄においては VGF 陰性の運動神経細胞が認められ、特に運動神経周囲に

おいて VGF 発現量が低下していた。さらに、ALS 長期生存例では残存運動神経

において VGF の高い発現が認められた。また、通常の ALS 患者と比較して、運

動神経の周囲に発現する VGF が多い傾向にあった。一方、脊髄後角及び白質に

おいて、対照群、ALS 患者及び長期生存例間で VGF の発現に明らかな違いは認

められなかった (Fig. 19)。 
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Figure 19. VGF protein localized in motor neurons and decreased in spinal cords of ALS 

patients. 

The images represent the results of double immunostaining using VGF and NFH antibodies. We 

observed VGF expression in the anterior and dorsal horns in gray matter and white matter using 

controls, sporadic ALS patients, and long-term survival sporadic ALS patients. Scale bar = 50 µm. 

Arrows and arrow heads represent intracellular and extracellular areas of motor neurons, respectively. 

The dotted line represents the profile line of motor neurons. Arrow heads and arrows show 

intracellular and extracellular areas, respectively. 
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第 4 節 考察 

本研究の結果より、VGF は脊髄前角の主に運動神経細胞で産生されているこ

とが明らかになった。さらに、VGF 陽性細胞内及び細胞外の VGF は、ALS 患者

脊髄前角において減少していることを明らかにした。ALS 患者及びモデルマウ

スの脳脊髄液 (Cerebrospinal fluid: CSF) 及び血清で VGF が減少すること並びに

SOD1G93Aトランスジェニックマウスでは加齢とともに VGF の発現量が低下す

ることが報告されている(23,26)。さらに、VGF 過剰発現により SOD1G93Aマウス

由来の初代培養運動神経は、NMDA や α-amino-3-hydroxy-5-methyl-4- 

isoxazolepropionic acid (AMPA) 誘発の毒性に対して耐性を獲得する (26)。これら

の知見より、VGF と ALS の進行には密接な関係が示唆されていたが、脊髄組織

または CSF における VGF の供給源及び ALS 病態で VGF が減少する原因は不明

であった。過去の質量分析法を用いた検討において、全長 VGF 及び C 末端側ペ

プチド NAPP-129 (VGF485-615) がマウス頸髄組織に高発現している (23)。切断を

受けていないまたは比較的高分子量の VGF 由来ペプチドが存在することから、

CSF 中に存在する VGF は異所性に分泌されたものではなく、脊髄より分泌され

たものであることが考えられる。脊髄における VGF の産生については、感覚神

経についてのみ詳細な検討が行われており、Spared nerve injury (SNI) モデルにお

いて、脊髄後根の感覚神経 C 線維で VGF の発現量が増加する (66)。 

本研究において、ALS 患者脊髄後角では VGF の発現量は、コントロールとし

て用いた対照非神経変性疾患患者と明らかな差が認められないことから、ALS

病態下での VGF の減少に対して感覚神経における VGF 産生の変化は寄与しな

いことが示唆された。運動神経細胞含む脊髄前角において、VGF mRNA は運動

神経細胞マーカーである NFH 陽性細胞と共局在していた。これらのことより、

脊髄前角において VGF は主に運動神経細胞で産生されていることが考えられる。
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また、ALS 患者では VGF mRNA 陽性運動神経細胞数が減少していた。しかしな

がら、ALS 患者における VGF mRNA 陽性運動神経細胞の減少は比較的軽度であ

り、VGF タンパク質陽性運動神経細胞についても同様の傾向が見られた。一方

で、運動神経細胞周囲における VGF タンパク質の免疫反応性は、ALS 患者にお

いて著明に減少していた。これに対して、長期生存 ALS 患者の脊髄において、

運動神経細胞外の VGF 発現量は低下しておらず、対照非神経変性疾患患者とほ

ぼ同程度であった。VGF は小胞形成を補助し、神経伝達物質等の分泌を制御す

る Chromogranin B (CgB) と相互作用することが明らかにされおり、ALS 病態で

は CgB の発現量が減少し、局在異常が起こることが報告されている (67, 68)。

これらのことより、ALS 病態下では運動神経細胞からの VGF 分泌が低下し、こ

れによりCSF及び脊髄組織におけるVGFの発現量が減少していることが示唆さ

れた。 

1 章及び 2 章の検討結果より、細胞外より作用させた VGF 由来ペプチドが神

経保護作用を示すことを明らかにした。これより、細胞外 VGF の減少している

ALS 病態下では VGF の神経保護作用は正常に発揮されず、その結果として病態

が進行する可能性が考えられる。過去の検討において、VGF の発現量を増加さ

せる薬物が複数同定されており、治療応用の可能性が考えられている (27)。し

かしながら、本検討の結果より、VGF の発現量を増加させたとしても、細胞外

への分泌が正常に起こらなければ十分な効果が得られない可能性がある。この

問題を解決するために、神経保護作用を有する VGF ペプチドを CSF 中に補充す

ることが考えられるが、ペプチドの半減期や主たる病巣である脊髄前角までの

送達という障害があるため、最終的には受容体等の VGF ペプチドの作用点を明

らかにし、その作用点を標的とした低分子化合物などの創出を行う必要がある

と考える。 
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以上、本章において VGF が主にヒト脊髄運動神経細胞から産生され、ALS 患

者においてその発現が減少していることを明らかにした。これらの結果は、VGF

が ALS の新規治療ターゲットとなりうることを示唆している。 
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総括及び結論 

神経変性疾患は、中枢神経の特定の神経細胞群が進行性に変性・脱落する疾

患群であり、Huntingtin の変異により線条体神経細胞が脱落するハンチントン病

や、上位及び下位運動神経細胞が障害される筋萎縮性側索硬化症 (ALS) 等から

なる。神経変性疾患は、特定のタンパク質の機能喪失及び獲得、構造異常や異

常蓄積等が生じることが知られているが、いずれの疾患も根本的な原因や進行

過程等に不明な点が多く、根治には至っていない。ALS 患者において、分泌ポ

リペプチド VGF の発現が変化することに加えて、VGF が切断されて生じるペプ

チドの中には軸索の伸長作用や細胞死の抑制作用を有するものが存在すること

が報告されている。 

本研究では、代表的な神経変性疾患であるハンチントン病及び ALS 病態にお

ける VGF の関与並びにその神経保護作用を明らかにすることを目的として研究

を実施した。 

 

第 1 章では、VGF 及び VGF 誘導薬及び VGF ペプチドのハンチントン病に対す

る保護作用を検討した。 

1. mHtt 誘発細胞死に対して、VGF 誘導作用を有する SUN N8075 は保護作用を

示し、VGF の発現量を上昇させた。 

2. SUN N8075 はハンチントン病モデル細胞において、生存シグナル関連因子で

ある ERK1/2 の活性化を誘導し、同因子の阻害は SUN N8075 の細胞保護作用

を減弱させた。 

3. VGF 由来ペプチド AQEE-30 は、mHtt 誘発細胞死に対して保護作用を示した。 

4. SUN N8075 及び AQEE-30 は、mHtt の凝集を抑制した。 

5. SUN N8075 はハンチントン病モデルマウスの発症を遅延させ、線条体神経細
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胞死を抑制した。 

 

第 2 章では、運動神経様細胞株である NSC-34 に家族性 ALS の原因遺伝子の一

つである変異 SOD1G93Aを導入した in vitro ALS モデルを用いて VGF ペプチドの

神経保護作用を検討し、創薬への可能性を考慮して当該ペプチドの最小化を試

みた。 

1. SOD1G93A誘発 NSC-34 細胞死に対して、VGF 由来ペプチド AQEE-30 及び

LQEQ-19 は濃度依存的な保護作用を示した。 

2. TLQP-21、AQEE-11 等の LQEQ-19 より N 末端側のペプチド及び QEEL-16、

LENY-13、HVLL-7 等の LQEQ-19 の N 末端側が短縮されたペプチドは細胞保

護作用を示さなかった。 

3. LQEQ-19 は Akt 及び ERK1/2 の活性化を引き起こし、PI3K 阻害薬及び MEK

阻害薬はそれぞれ LQEQ-19 の細胞保護作用を抑制した。 

 

第 3 章では、孤発性 ALS 患者及び対照非神経変性疾患患者由来の脊髄サンプル

を用いて、脊髄における VGF の局在及び病態下での発現変化を検討した。 

1. ヒト頸髄及び腰髄において VGF mRNA は脊髄前角及び後角に発現し、ALS

病態において運動神経が局在する前角で発現量が減少した。 

2. ヒト脊髄前角において、VGF mRNA は運動神経に発現しており、ALS 病態に

おいては VGF 陰性の運動神経が増加した。 

3. ALS 病態において、脊髄前角の VGF タンパク質の発現は減少傾向にあるが、

長期生存 ALS 患者においては VGF の発現が維持されていた。 

 

本研究より、VGF 由来ペプチドはハンチントン病や ALS 等の発症原因や障害
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される細胞種の異なる神経変性疾患に対して、保護作用を有していた。また、

この細胞保護作用を有する VGF 由来ペプチドとして AQEE-30 及び LQEQ-19 を

同定し、この細胞保護作用が ERK1/2 経路及び Akt 経路の活性化を介したもので

あった。SOD1G93A誘発の細胞障害に対して神経保護作用を有する VGF ペプチド

としては、LQEQ-19 が最小であった。さらに、ALS の主たる病変部位である脊

髄前角において、VGF は主に運動神経において産生され、ALS 病態ではその発

現量が減少することを明らかにした。 

 以上の結果より、VGF 由来ペプチドは、ハンチントン病や ALS をはじめとす

る神経変性疾患の治療に応用できる可能性が示唆された。 
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略語一覧表 

ALS Amyotrophic lateral sclerosis 

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

BDNF Brain derived neurotrophic factor 

CgB Chromogranin B 

CSF Cerebrospinal fluid 

DMEM Dulbecco’s modified Eagle’s medium 

DMSO Dimethylsulfoxide 

EGFP Enhanced green fluorescent protein 

ERAD Endoplasmic stress-associated degradation 

ERK Extracellular signal-regulated kinase 

FBS Fetal bovine serum 

GAPDH Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 

GDNF Glial cell derived neurotrophic factor 

MAPK Mitogen-activated protein kinase  

mHtt Mutant Huntingtin 

MKP1 Mitogen activated protein kinase phosphatase 1 

MSNs Medium spiny neurons 

NERP Neuroendocrine regulatory peptide 

NGF Nerve growth factor 

NMDA N-methyl-D-aspartate 

NPY Neuropeptide Y 

PBS Phosphate buffered saline 

PC Prohormone convertases 

PI Propidium iodide 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

RIPA Radio immunoprecipitation assay 

SDS Sodium dodecyl sulfate 

SOD Superoxide dismutase 

VGF VGF nerve growth factor inducible 
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