
はじめに

神経細胞は、胎児期において一生働き続ける細胞が

最初に作られ、生後は分裂増殖によって補充されるこ

とはなく死んでいくばかりある。その神経細胞死のス

ピードが異常に高まった病気がいわゆる認知症であ

る。このことは神経細胞では単一の細胞が数十年の長

期間保持されるメカニズムが備わっていることを意味

している。神経細胞の長期生存に働く要因の１つに神

経成長因子が考えられている。神経成長因子の１つで

ある NGFは神経細胞の突起である軸索末端にある受

容体で受け取られ、その情報が軸索内を移動して神経

細胞体の核の遺伝子に伝えられ、神経の突起伸長や突

起新生（再生）に働いている１－５）。具体的には、NGF

によって活性化した受容体である Trkは軸索を移動し

て細胞体で情報伝達を行うMAPキナーゼ（ERK）を

活性化し、それが最終的に CREB等の転写因子を活

性化することで神経突起の伸長や再生を支配する遺伝

子が働くようになる６）。MAPキナーゼは遺伝子の活性

化のみならず２個の神経細胞を連絡するシナプスにお

いても働いており神経伝達系にも関与している。

我々は、神経細胞の長期生存に神経成長因子のみが

作用しているか、あるいは他に生存有利に働く要因は

あるかについて興味をもった。反対に生体の内外から

生存の不利や細胞死（アポトーシス）に働く因子を検
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要 約

末梢神経の活動に関与している非神経細胞は、神経の長期生存のために必要な神経因子を供給す

ることができ、さらにこれら非神経細胞によって作られた環境が軸索の再生にも働いている。感覚

神経や交感神経を非神経細胞から分離して培養すると、その長期生存には神経因子の１つである神

経成長因子（NGF）の添加が必要となる。NGFを神経細胞に作用させると神経細胞は NGF受容体

の１つである Trkをリン酸化し、続いてシグナル伝達経路の１つである Raf−MEK−ERK経路を活

性化することで神経突起の誘導や長期生存を保っている。我々は交感神経由来の PC１２細胞から

NGFには反応しないが熱ショックのような物理的刺激によって神経突起の誘導や長期生存が引き

起こされる新規の細胞株である PC１２m３－S細胞を開発した。PC１２m３－S細胞に物理的刺激を与

えると、Raf−MEK−ERK経路ではなく p３８キナーゼ経路が活性化した。これらの結果から、PC１２m

３－S細胞は物理的刺激によって p３８キナーゼ経路を介した神経再生が活発となりさらに神経の長

期生存を保っていると考えられた。
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出する必要性も感じた。このような時に我々は、いろ

いろな薬剤や物理的・化学的刺激に過敏に反応して迅

速に神経突起の伸長や再生を行う培養神経細胞をラッ

ト副腎髄質褐色細胞腫由来 PC１２細胞から単離し PC１２

m３細胞と命名した７）。PC１２m３細胞の培養を数年続

けている時、神経成長因子や薬剤には反応せず、熱

ショック、高浸透圧、電気、紫外線等の物理的刺激に

よってのみ神経突起の伸長や再生を行う細胞が出現し

たのでクローニングを行い PC１２m３－S細胞と名付

けた。この細胞は物理的刺激を与えない状態では丸い

形態をしており癌細胞としてどんどん増殖するのみで

ある。この細胞の少数を２５cm２のシャーレに蒔いて物

理的刺激を与え１～２週間培養すると神経細胞に分化

する。この神経細胞に分化した PC１２m３－S細胞は

その後数ヶ月間培養シャーレの中で単一の神経細胞と

して生き続けることがわかった。そこで本研究では、

PC１２m３－S細胞を用いて神経細胞の長期生存のメカ

ニズムや長期生存に働く要因についての検討を行う。

方 法

１．細胞と培養

実験に使用した PC１２細胞は、グリーンらによって

ラット副腎髄質褐色細胞腫から単離された神経分化能

を有する細胞である８）。この細胞は、米国 Rockville, ME

の American type culture collectionより購入した。

細胞は、１０％ウマ血清と５％牛胎児血清それに８０µg

/mlのカナマイシンを含む高グルコース型 DME培地

を用いて継代し維持した。細胞の培養は、炭酸ガス培

養器を用い、５％CO２で３７℃で行ない、培地交換は３

日おきに行なった。継代は、細胞が培養シャーレ一杯

になるとピペッテングし、１～３x１０４cells/cm２で新し

いシャーレに蒔きなおすという方法により行なった。

細胞は常時マイコプラズマ感染の有無を Hoechst

３３２５８で染色して調べ、感染のないことを確認して実

験を行なった。

２．細胞への物理的刺激処理

細胞への物理的刺激としては高浸透圧と熱を試み

た。高浸透圧処理は培地に４Mの NaCl溶液を最終濃

度が１．４２％になるように加えることで行った。４M

の NaCl溶液は水に溶解しニトロセルロースフィル

ター（ポアサイズ２µm）で濾過することによって作

製した。熱処理は恒温槽を用い４４℃で１０分、２０分、３０

分加温することで行った。物理的刺激を施した細胞は

毎週位相差顕微鏡下に写真撮影を行い、長期培養を続

けた。

３．p３８MAPキナーゼと Aktの検出

活性化した p３８MAPキナーゼと Aktの検出は免疫

ブロット方によって行った。方法は、各種 PC１２の細

胞１００万個を２５cm２のフラスコに蒔き、５日間培養後無

血清下で NGF処理または熱処理を行い酵素活性の計

測を行った。測定は細胞から全蛋白質を抽出し１０％ポ

リアクリルアミドゲル電気泳動で分画後ポリビニール

メンブレンにブロットして行った。ブロットした蛋白

質はホスホ p３８抗体またはホスホ Akt抗体を作用させ

て、リン酸化した p３８MAPキナーゼまたは Aktの検

出を行った。

結 果

１．物理的刺激によって長期生存する神経細胞の出現

PC１２m３の細胞１００万個を２５cm２のフラスコに蒔き、

精製された NGF１µlと高浸透圧あるいは熱ショック

処理を行い１週間培養すると非常に高い神経突起の形

成が観察される。この PC１２m３系列の細胞の培養を

数年続けている時、神経成長因子や薬剤には反応せ

ず、熱ショック、高浸透圧、電気、紫外線等の物理的

刺激によってのみ神経突起の伸長や再生を行う細胞が

出現してきた。そこでクローニングを行なったところ

１つの細胞株を単離することに成功し、PC１２m３－S

細胞と名付けた。この細胞は物理的刺激を与えない状

態では丸い形態をしており癌細胞としてどんどん増殖

するのみである（図１Ａ）。この細胞の少数を２５cm２の

フラスコに蒔いて物理的刺激を与え１～２週間培養す

ると神経細胞に分化する。図１Ｂは２ヶ月経過した時

の細胞であるが、この細胞の近くには他の細胞はな

く、シャーレ全体でも数個～数十個しかない状態で長

期間生存する。図１Ｃは図１Ｂの細胞をさらに７日間

培養したものであるが、わずか７日の間に神経突起の

短縮と新たな伸長を繰り返していることが判明した。

神経維持因子の解析

９８



この培養系では、物理的刺激は与えたものの神経成長

因子の存在しない状態で神経細胞の形態を保ち、さら

に近くに他の細胞のない単一の状況下で生存し活動し

ている。

グリア細胞を用いたマイクロアイランド法でラット

海馬神経細胞を少数播くくと、マイクロアイランド上

に１個のニューロンのみ生存する状態で培養すること

ができる９）。この時軸索は自分自身の細胞体や樹状突

起の上に自己回帰性のシナプスであるオータプスをつ

くる。PC１２m３－S細胞では物理的刺激を与えると神

経細胞に分化するが、この時オータプスが頻繁に見ら

れた（図１Ｂ、Ｃ）。

２．神経細胞の長期生存に関与する因子

物理的刺激による PC１２m３細胞の分化や生存の維

持に p３８MAPキナーゼの活性化か関与していること

が判明している。そこで PC１２m３－S細胞に物理的

刺激を与え p３８MAPキナーゼの活性を調べたところ

長期生存できない親細胞に比べ優位に高い活性が観察

された（図２）。また長期生存にはアポトーシスの抑

制が必要であるが、Akt酵素はアポトーシス因子であ

る Bcl－２を阻害することで生存に働いている１０）。し

かし PC１２m３－S細胞では Akt酵素活性が低いこと

から（図３）、p３８キナーゼ経路を介した他の経路でア

ポトーシスの抑制がなされると考えられた。

図１．物理的刺激による神経細胞の長期生存
神経突起形成変異細胞である PC１２m３－S細胞に何の処理も行わなかった対照（Ａ）、Ａに物理的処理を与え２ヶ月間培
養したもの（Ｂ）、Ｂをさらに７日間培養したもの（Ｃ）を位相差顕微鏡で写真撮影を行った（x２００）。神経突起の伸長と
短縮を繰り返し、さらにオータプスも観察される。

図２．NGF刺激による p３８ MAPKの活性化
神経突起形成変異細胞である PC１２m３－S細胞
とその親細胞である PC１２細胞に０．５％血清下で
NGF処理を行い、免疫ブロット法により活性化
した p３８ MAPKの検出を行った。

図３．NGF刺激による Akt酵素の活性化
神経突起形成変異細胞である PC１２m３－S細胞
とその親細胞である PC１２m３細胞に０．５％血清下
で NGF処理を行い、免疫ブロット法により活性
化した Akt酵素の検出を行った。
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討 論

交感神経細胞や感覚細胞それに分化した PC１２細胞

では NGFを除去すると、JNKとカスパーゼが活性化

して細胞死がおきることが報告されている。NGFは

MAPキナーゼや p３８キナーゼを活性化することで生

存保持にはたらいているのであるが１１）、PC１２m３－S

細胞では物理的刺激で p３８キナーゼが活性化して神経

細胞に分化して生存している。PC１２m３－S細胞は軸

索末端が自分自身の神経突起にシナプスを作るいわゆ

るオータプスを形成する。強固なシナプスを形成する

細胞ほど生存に有利と言われているので、PC１２m３－

S細胞における p３８キナーゼの活性化によるオータプ

ス形成も PC１２m３－S神経細胞の長期生存の要因の

１つと考えられる。

PC１２m３－S細胞の親細胞である PC１２m３細胞は

NGFによるMAPキナーゼ活性は正常であるにもかか

わらず NGFによる神経突起の形成はほとんどない。

しかしカルシウム導入剤や免疫抑制剤等の薬剤を作用

させるとMAPキナーゼの活性化と神経突起の誘導が

起きる１２、１３）。このことは PC１２m３細胞はMAPキナー

ゼカスケード系の遺伝子のどこかに突然変異があるこ

とを示唆している。また PC１２m３細胞は、熱ショッ

クにより神経突起が誘導され、この時はMAPキナー

ゼの活性はなく、そのかわり p３８キナーゼが異常に高

い活性をもつことがわかった１４）。PC１２m３細胞の熱

ショックによる神経突起の形成は p３８キナーゼの阻害

剤で大きく抑制されることから、p３８キナーゼ活性が

神経突起の形成に不可欠であることが解った。さらに

p３８キナーゼの阻害剤は過度の熱ショックによる細胞

死を促進することから、p３８キナーゼは熱ショックに

よる細胞死から細胞を守って生存有利に働いているこ

とが判明した１４）。このことから p３８キナーゼ活性の亢

進は神経細胞の長期生存に働く因子の１つであること

が示唆される。さらに PC１２m３－S細胞でも p３８キ

ナーゼ活性が亢進しているので（図２）、PC１２m３－

S細胞も p３８キナーゼ遺伝子を検討する必要がある。

PC１２m３－S細胞で p３８キナーゼ活性が異常に亢進

している理由として５つの可能性が考えられる。１，

p３８キナーゼ蛋白質が高い酵素活性を持つように変異

している。２，p３８キナーゼ遺伝子のプロモータ部に

変異があり m−RNAが多く作られる。３，p３８キナー

ゼを活性化する ASKやアダプター蛋白質に変異があ

り p３８キナーゼを亢進している。４，p３８キナーゼの

脱リン酸化に働く p３８フォスファターゼに変異がある

ため p３８キナーゼ活性が亢進する。５，p３８キナーゼ

の活性を抑制する Aktに変異があり Akt酵素活性が低

下している。以上５系列についてどこに遺伝子突然変

異があるかを決定する必要がある。現在のところ５の

Akt酵素は PC１２m３－S細胞で活性が低下しているの

で（図３）Aktの変異が有力である。また PC１２m３細

胞の p３８キナーゼ遺伝子については５２８塩基目の T

（チミン）が C（シトシン）に変異していることが確

認できたが、この変異はアミノ酸配列（アスパラギン

酸）には変異がないことが判明している。現在 PC１２

m３－S細胞における遺伝子突然変異の検出を行って

いる。

体はいろいろな外部環境によるストレスを受けてい

るが、体を構成している細胞も常に体の外部あるいは

内部のいろいろな刺激を受けて活動したり防御した

り、あるいは細胞死に陥ったりしている。体の外部か

らの刺激としては主として細胞にも有害に働くいろい

ろなストレスである放射線、紫外線、高浸透圧、熱

ショック、過酸化水素、細菌、ウイルスなどがあり、

反対に主として体にも細胞にも有益に働く長寿食品、

スポーツ、音楽、温泉そしてリハビリテーションなど

がある。体の内部から細胞に与えられる刺激としては

成長因子、ホルモン、ミネラル、酵素、サイトカイン

などがあり、これらは細胞の働きを調節している。

これら有害または有益に働く外部刺激、あるいは内

部刺激も細胞にとっては共通の ERKや p３８MAPK等

の“細胞内情報伝達経路”を介することで細胞に働き

かけている１５）。細胞はこれらさまざまな内外の刺激に

うまく反応して活動したり恒常性を保ったりしてい

る。このことから刺激を上手に使ってやれば、神経細

胞を元気にさせ長生きさせ、つまりは認知症の予防に

もつながることになると考えている。

Abstract

Peripheral non−neuronal cells can provide trophic

support for long−term neuronal survival, and the
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microenvironment provided by these cells is important for

the success of axonal regeneration. When peripheral

sensory or sympathetic neurons are cultured in isolation

from non−neuronal cells, their long−term survival is

dependent upon an exogenous supply of the trophic agent,

nerve growth factor (NGF). Exposure of neurons to NGF

results in phosphorylation of Trk, which is a component of

the NGF receptor, and subsequent activation of the Raf−

MEK−ERK signaling pathway, which has been shown to

play an important role in induction neurite outgrowth and

long−term survival. We developed a neuronal cell line from

PC12 cells, PC12m3−S, in which NGF−induced neurite

outgrowth is impaired and that show neurite outgrowth and

long−term survival in response to physical stimuli instead

of NGF. When cultures of the PC1m3−S cells were

exposed to physical stimuli, activity of p38 MAPK

increased without activation of the Raf−MEK−ERK

pathway. These finding suggest that physical stimuli−

induced activation of p38 MAPK signaling pathway is

responsible for axonal regeneration and long−term survival

of PC12m3−S cells.
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