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NF-E2-related factor-2 (Nrf2), a basic leucine zipper transcription factor, is involved in the expression of
numerous detoxifying and antioxidant genes via the antioxidant response element (ARE). Keap1, a cytoplasmic pro-
tein, sequesters Nrf2 in the cytoplasm under normal conditions. Various stimuli, including electrophiles and oxidative
stress, liberate Nrf2 from Keap1, allowing Nrf2 to translocate into the nucleus and to bind to the ARE. Recently, there is
increasing evidence that compounds that stimulate the activation of the Nrf2-ARE pathway may become useful ther-
apeutic drugs for neurodegenerative diseases associated with oxidative stress. Apomorphine (Apo), a dopamine D1/D2

receptor agonist, is used for clinical therapy of Parkinson's disease. On the other hand, Apo is a potent radical scavenger
and has protective eŠects on oxidative stress-induced cell death. We previously reported that pretreatment of human
neuroblastoma SH-SY5Y cells with Apo enhanced the protective eŠects. In addition, we have recently demonstrated that
Apo stimulates the translocation of Nrf2 into the nucleus and the transactivation of the ARE. Our ˆndings suggest that
not only the function as a radical scavenger, but also the function as an Nrf2-ARE pathway activator may be involved in
the neuroprotective eŠects of Apo on oxidative stress-induced neuronal cell death. In this review, our recent studies on
the mechanism underlying Apo-induced neuroprotection are summarized.
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1. はじめに

高齢化社会を迎えた現代において，老化に伴いそ

の発症頻度が増すアルツハイマー病やパーキンソン

病などの神経変性疾患の原因解明と治療法の開発は

重要な課題である．酸素を利用しエネルギーを得る

生物の体内では，常に活性酸素種（reactive oxygen

species; ROS）が産生されている．ROS はその高い

反応性からタンパク質，脂質，DNA などの機能分

子を修飾することで，細胞機能の障害を引き起こ

す．細胞は ROS に対する防御機構を備えている

が，細胞の内外で過剰に産生される ROS を十分に

処理できないときに酸化ストレスが生じる．神経変

性疾患の発症や症状の進展に ROS の関与が指摘さ

れており，神経細胞の酸化ストレスに対する脆弱性

が問題となっている．しかし，薬剤などにより細胞

に本来備わっている ROS に対する防御機構を増強

させることで，酸化ストレスに対する神経細胞の脆

弱性を改善することができれば，上述の神経変性疾

患の治療につながると考えられる．

異物代謝や酸化ストレス応答において重要な転写

因子である NF-E2 related factor 2 (Nrf2）は，薬物

代謝第 2 相酵素や抗酸化タンパク質などの遺伝子の

上流に存在する抗酸化剤応答配列（antioxidant

response element; ARE）に結合することで，これ

らの遺伝子の発現を調節している．1-3) Nrf2 の活性

化は一群の抗酸化タンパク質の発現を亢進させるこ

とから，Nrf2-ARE 経路は酸化ストレスに対する生

体防御機構において中心的な役割を担っていると考

えられている．近年，筆者は，酸化ストレスにより

惹起される神経細胞障害に対して神経細胞保護作用

を有する低分子医薬品の開発を最終目標として研究
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Fig. 1. Mechanism of Activation of Keap1-Nrf2 System
ARE: antioxidant response element.
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を進めてきた．ドパミン D1/D2 受容体アゴニスト

であるアポモルフィン（Apo）は酸化ストレスに対

する細胞保護作用を有していることが報告されてい

るが，46)最近，筆者らは，Apo のこの保護作用に

Nrf2-ARE 経路が関与していることを明らかにし

た．7)本稿では Nrf2-ARE 経路を介した酸化ストレ

スに対する神経細胞保護作用について，筆者らの研

究成果を中心に紹介する．

2. Keap1-Nrf2 システム

Nrf2 は，NAD(P)H：キノンオキシドレダク

ターゼ 1（NQO1）などの薬物代謝第 2 相酵素やヘ

ムオキシゲナーゼ 1（HO-1）などの抗酸化タンパ

ク質の誘導に関与する塩基性ロイシンジッパー型の

転写因子である．13) Nrf2 は刺激のない状態では細

胞質に存在するシステインに富むタンパク質 Keap1

と結合し細胞質内に局在している．しかし，Keap1

に内在するシステイン残基が親電子性物質や ROS

などにより酸化的修飾を受けたとき，Keap1 のコン

フォメーション変化が起こり，Nrf2 は Keap1 から

解離し，核内に移行する．8,9)また，近年，Nrf2 の

活性化機構にユビキチンプロテアソームによるタ

ンパク質分解系が関与していることも明らかとなっ

た．10) Keap1 はユビキチン化に関与するユビキチン

リガーゼ Cullin3 と結合しており，定常状態で Cul-

lin3 は Nrf2 をユビキチン化し，Nrf2 の分解を促進

している．しかし，親電子性物質などの刺激により

Keap1 と Nrf2 が解離することで，Nrf2 の分解は抑

制され，Nrf2 の核への移行・蓄積が促進される．

核内に移行した Nrf2 は，小 Maf 因子とヘテロダイ

マーを形成し ARE に結合することで，NQO1，グ

ルタチオン -S- トランスフェラーゼ，HO-1 などの

抗酸化タンパク質の発現を亢進させる（Fig. 1）．

ARE は TGACNNNGCA というコンセンサス配列

であることが報告されている．11)

3. tert- ブチルヒドロキノン（tBHQ）の神経細

胞保護作用

Nrf2 は抗酸化タンパク質の発現調節において重

要な役割を担っていることから，Nrf2-ARE 経路を

活性化する薬物は，酸化ストレスに対する神経細胞

の適応性を亢進させることで，酸化ストレスによる

神経細胞障害を抑制できるのではないかと考えられ

ている．tBHQ は，海外において抗酸化剤として使

用されている食品添加物であり，また，薬物代謝第

2 相酵素や HO-1 の誘導剤としても知られている．

tBHQ によるこれらの酵素の発現には Nrf2 を介し

た ARE の活性化が関与していることも報告されて

いる．12,13)そこで，筆者らは，tBHQ をモデル化合

物として，Nrf2-ARE 経路を活性化する薬剤が酸化

ストレスによる細胞障害を抑制するかどうかをヒト

神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を用いて検討した．14)

細胞に酸化ストレスを惹起させる試薬として，パー

キンソン病のモデル動物の作成に用いられる 6- ヒ

ドロキシドパミン（6-OHDA）を使用した．6-OH-

DA を SH-SY5Y 細胞に曝露させると，濃度依存的

に SH-SY5Y 細胞の細胞障害が惹起されるが，

tBHQ で細胞を 24 時間前処置することにより，6-

OHDA による細胞障害は tBHQ 濃度依存的に抑制

された．6-OHDA による細胞障害はグルタチオン

や N- アセチルシステイン（NAC）などの抗酸化剤

により抑制されることから，6-OHDA による神経

細胞障害には ROS が関与していることが示唆され

ている．しかし，tBHQ で前処置した細胞では 6-

OHDA による ROS の産生が抑制された．これらの

結果は，tBHQ の前処置は 6-OHDA により生じる

酸化ストレスを抑制することで，tBHQ の神経細胞

保護作用が発現していることを示している．

4. tBHQ による Nrf2-ARE 経路の活性化は細胞

の抗酸化能を亢進させる

次に，tBHQ 前処置による保護作用は SH-SY5Y

細胞の抗酸化能が亢進した結果ではないかと考え，

NQO1 や HO-1 の発現量や細胞内の抗酸化物質で

あるグルタチオン量を測定した．その結果，tBHQ
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Fig. 2. Apo Protects against 6-OHDA-induced Cell Death
A: SH-SY5Y cells were exposed to various concentrations of 6-OHDA for 24 h in the presence or the absence of Apo. p＜0.05, p＜0.01 (vs. cells treated

with 6-OHDA alone). B: SH-SY5Y cells were pretreated with and without Apo for 24 h. After the medium was removed, the cells were exposed to 6-OHDA or vehi-
cle for 24 h in the presence or the absence of Apo. p＜0.01 (vs. cells treated with 6-OHDA alone) and ††p＜0.01.

1201No. 8

濃度依存的に NQO1 や HO-1 の発現が誘導される

こと，tBHQ 濃度依存的に細胞内グルタチオン量が

増加することが明らかとなった．また，SH-SY5Y

細胞においても tBHQ により Nrf2-ARE 経路が活

性化されているかどうかを NQO1 遺伝子の ARE

領域を組み込んだレポーター遺伝子を用いて検討し

た．その結果，tBHQ は濃度依存的に ARE を活性

化することが示された．以上のことから，tBHQ に

より Nrf2 を介して抗酸化遺伝子の発現が誘導さ

れ，酸化ストレスに対する適応性が亢進した結果，

SH-SY5Y 細胞の酸化ストレスに対する脆弱性が改

善されたと考えられる．また，過酸化水素による神

経細胞障害も tBHQ の前処置により抑制されるこ

とが他の研究グループから報告されている．15,16)以

上の結果から，Nrf2-ARE 経路を活性化する化合物

は，酸化ストレスによる神経細胞障害を抑制するこ

とから新規な神経保護薬になり得るのではないかと

考えられた．

5. Apo の神経保護作用の分子機構

5-1. 酸化ストレスに対する Apo の神経保護作

用 ドパミン D1/D2 受容体アゴニストである

Apo は，進行期パーキンソン病における運動症状

の改善に有効であることが報告され，17,18)欧米では

パーキンソン病の治療薬として用いられている．一

方で，Apo はラジカル消去作用を有していること

が知られており，酸化ストレスに対する Apo の細

胞保護効果が検討されてきた．筆者らも，Apo が

6-OHDA により惹起される酸化ストレスによる神

経細胞死を抑制するかどうかを検討し，Apo 存在

下で 6-OHDA を SH-SY5Y 細胞に曝露させたとき，

Apo 濃度依存的に 6-OHDA による細胞障害が抑制

されること（Fig. 2(A)），6-OHDA による細胞内

ROS の産生が Apo 存在下で抑制されることなどを

明らかにしている．6) Apo は過酸化水素による神経
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Fig. 3. Preconditioning EŠect of Apo on 6-OHDA-induced Cell Death
A: SH-SY5Y cells were pretreated with various concentrations of Apo. After the medium containing Apo was completely removed, the pretreated cells were ex-

posed to 6-OHDA for 24 h in the absence of Apo. p＜0.05, p＜0.01 (vs. cells treated with 6-OHDA alone). B: EŠect of dopamine receptor antagonists on neu-
roprotection by Apo. SH-SY5Y cells were pretreated for 30 min with either SCH23390 (SCH: 10 mM) or sulpiride (Sul: 10 mM), and then Apo was added. Twenty-
four hours later, the medium containing the reagents was completely removed, and the cells were exposed to 6-OHDA for 24 h in the absence of Apo. p＜0.05, p
＜0.01 (vs. cells treated with 6-OHDA alone). NS: not signiˆcant.
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細胞障害も抑制することが報告されているが，この

保護作用は Apo の光学異性体で薬理活性を有して

いない S 体を用いたときにも同様の効果があった

ことから，Apo のこの保護作用はドパミン受容体

を介したものではないと考えられている．5)また，

神経細胞以外の細胞でも Apo の保護作用は検討さ

れており，ラット心臓を用いた実験で虚血再還流に

よる心筋細胞障害が Apo の投与より抑制されるこ

とが報告されている．19)これらの結果は Apo 自身

の強い抗酸化作用による効果と考えられることから，

Apo のこの作用は酸化ストレスに対する細胞保護

作用の発現にとって重要である．

5-2. Apo によるプレコンディショニング効果

In vivo の実験から心臓や脳に対して致死的となら

ないストレス（軽い虚血など）を負荷させることで，

その後の強いストレス（虚血，酸化ストレスなど）

による細胞障害が軽減されることが報告されてい

る．20)このような現象はプレコンディショニング

（preconditioning, PC）として知られており，軽い

虚血などにより細胞のストレスに対する抵抗性が亢

進したためではないかと考えられているが，PC 作

用発現のメカニズムは現在でもまだ完全には解明さ

れていない．また，薬剤により細胞を処置すること

で，虚血性 PC と同様の保護効果が認められること

も報告されている．21,22)それゆえ，酸化ストレスに

対する抵抗性を亢進させるような PC 作用を有する

化合物は，酸化ストレスが関与する神経変性疾患の

予防薬や治療薬となる可能性がある．

筆者らは，6-OHDA を曝露させる前に Apo で

SH-SY5Y 細胞を 24 時間前処置したのち，Apo 存

在下で 6-OHDA を細胞に曝露させたとき，Apo で

24 時間前処置した細胞では，前処置しない細胞に

比べ，Apo の細胞保護作用が亢進していることを

明らかにしている（Fig. 2(B)）．この結果は，Apo

で SH-SY5Y 細胞を前処置することにより細胞が酸

化ストレスに対する抵抗性を獲得したことを示して

おり，Apo の前処置により PC 効果が発現してい

る可能性が考えられた．そこで，Apo で細胞を前

処置するだけでも Apo が 6-OHDA による細胞障害

に対して保護作用を示すかどうかを検討した．Apo

で SH-SY5Y 細胞を 24 時間前処置したのち，Apo

を完全に培地から除き，続いて 6-OHDA を細胞に

曝露させた．その結果，Fig. 3(A)に示すように，

Apo は濃度依存的に 6-OHDA による SH-SY5Y 細

胞障害を抑制することが明らかとなり，Apo が PC

作用を有する化合物であることが示された．

次に，Apo はドパミン D1/D2 受容体アゴニスト

であることから，Apo の PC 作用発現にドパミン

受容体が関与しているかどうかをドパミン D1 受容

体アンタゴニストである SCH23390 とドパミン D2
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Fig. 4. Activation of Nrf2-ARE Pathway by Apo
A: Translocation of Nrf2 into the nucleus. Nuclear extracts were prepared from SH-SY5Y cells treated with Apo (30 mM) and tBHQ (50 mM) for 3.5 h. Western

blot analysis was performed using anti-Nrf2 and anti-actin antibodies. p＜0.05 (vs. control). B: Involvement of ROS in the activation of the ARE by Apo. SH-
SY5Y cells were transiently transfected with the ARE-reporter plasmid, then treated with Apo (30 mM) for 4.5 h in the presence or the absence of NAC (2 mM). p
＜0.01. C: Involvement of ROS in the induction of HO-1 mRNA by Apo. SH-SY5Y cells were treated with Apo (30 mM) for 24 h in the presence or the absence of
NAC (1 mM). p＜0.01. D: Production of ROS by Apo. Serum-starved SH-SY5Y cells were treated with Apo for 2 h. The cells were analyzed for DHE ‰uores-
cence by a FACScan.

1203No. 8

受容体アンタゴニストであるスルピリドを用いて検

討した．Figure 3(B)に示すように，どちらのアン

タゴニスト存在下においても Apo の 6-OHDA 細胞

障害に対する保護作用は影響を受けなかった．この

結果から，Apo の PC 作用はドパミン受容体を介

したものではないことが示唆された．

5-3. Apo は Nrf2-ARE 経路を活性化する 上

述したように，SH-SY5Y 細胞が tBHQ 前処置によ

り酸化ストレスに対する適応性を獲得する上で，

Nrf2-ARE 経路は重要な役割を担っている．また，

興味深いことに，カテコールが ARE を活性化する

ことも報告されている．8)それゆえ，筆者らは，カ

テコール骨格を有する Apo の PC 作用発現にも

Nrf2-ARE 経路を介したメカニズムが関与している

のではないかと考え，Apo が Nrf2-ARE 経路を活

性化するかどうかを検討した．ARE の活性化には，

Nrf2 の核移行が重要なステップとなることから，

Apo により Nrf2 の核移行が促進されるかどうかを

ウエスタンブロット法を用いて検討したところ，

Apo による Nrf2 の核内への移行が確認できた

（Fig. 4(A)）．また，Nrf2 の活性化を ARE のレ

ポーター遺伝子を用いたレポーターアッセイにより

検討したところ，Apo 濃度依存的にレポーター活

性が上昇した．これらの結果から，Apo が Nrf2-

ARE 経路を活性化することが示された．また，こ

の経路の活性化は HO-1 などの抗酸化タンパク質の

発現を誘導することから，Apo が HO-1 の発現を

誘導するかどうかを検討したところ，Apo により

濃度依存的に HO-1 の発現は亢進した．以上のこと

から，Apo で SH-SY5Y 細胞を前処置することによ

り Nrf2-ARE 経路が活性化された結果，細胞の酸

化ストレスに対する抵抗性が亢進したことで Apo
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の PC 作用が発現していると考えられた．近年，モ

ノアミンオキシダーゼ阻害剤であるデプレニル，23)

プロスタサイクリンの誘導体である NEPP11，24)

オーストラリア産の植物から単離されたトリテルペ

ノイド25)などの多くの化合物に Nrf2-ARE 経路を

介した細胞保護作用があることが報告されている．

5-4. Apo による Nrf2-ARE 経路の活性化におけ

る ROS の関与 次に，Apo がどのような機構に

より Nrf2-ARE 経路を活性化しているかを検討し

た．ROS により Nrf2-ARE 経路が活性化されるこ

と，12)高濃度の Apo の曝露により生じる ROS が細

胞死を誘発すること26)などから，Apo による Nrf2-

ARE 経路の活性化に ROS が関与しているのではな

いかと考えられた．そこで，Apo による ARE の活

性化や HO-1 の発現誘導に ROS が関与しているか

どうかを抗酸化剤 NAC を用いて検討した．その結

果，Figs. 4(B) , (C)に示すように，Apo による

ARE の活性化や HO-1 の発現誘導が，NAC 存在下

で抑制されることが示された．次に，Apo により

SH-SY5Y 細胞内で実際に ROS が産生されている

かどうかをフローサイトメトリーにより検討した．

Apo で SH-SY5Y 細胞を 2 時間処置したのち，ROS

感受性蛍光プローブを用いて ROS の産生を測定し

た．Figure 4(D)に示すように，Apo の処置により

細胞内の蛍光強度が増加したことから，Apo によ

り細胞内に ROS が産生されていることが示され

た．以上の結果から，Apo による Nrf2-ARE 経路

の活性化には，ROS が重要なシグナル分子として

作用していることが明らかとなった．また，最近，

虚血再還流による細胞障害に対する虚血性 PC の細

胞保護作用に Nrf2-ARE 経路が関与しているこ

と，この経路の活性化に ROS が重要な因子として

作用していることが報告された．27)これらの事実か

ら，細胞の防御機構の発現において ROS は重要な

シグナル伝達分子として作用すること，細胞障害を

生じさせない程度の弱い酸化ストレスは細胞にとっ

て保護的に作用していることが示唆された．

6. おわりに

パーキンソン治療薬の中には本来の薬理作用と異

なる機序により神経保護作用を示す医薬品がいくつ

か報告されている．本研究で筆者らは，パーキンソ

ン治療薬の Apo の酸化ストレスに対する神経細胞

保護作用の発現には，Apo 自身のラジカル消去作

用に加え，Nrf2-ARE 経路の活性化剤としての作用

が重要な役割を担っていることを明らかにした．以

上のことから，Apo のように Keap1-Nrf2-ARE シ

ステムを活性化する薬剤や PC 作用を有する薬剤

は，神経変性疾患や虚血性脳血管障害の予防や病態

の改善の有効な治療薬になることが期待される．
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