
はじめに

UVC照射が、複雑な構造ではなく、細胞内の数個

の分子を通して DNAにダメージを与え、細胞の応答

を誘導するという報告が多数ある１，２）。その例として

は、成長因子・MAPK、そしていくつかの転写因子が

あげられる２，３，４）。それらの中で、UVCの分子での反

応であるMAPKの活性は、特定の上流の分子である

MAPKKのチロシンとセレオニンの二重リン酸化に

よって起こる。MAPKはシグナルカスケードの中核

要素であり、それは UVCの誘導により、細胞内シグ

ナルで核の反応を引き起こし、細胞の反応として

DNAの変更遺伝子にダメージを与え、細胞の宿命を

決定する結果となる２，５）。

哺乳類の細胞では、３つのMAPKカスケードが明

確にされている；ERK（細胞外シグナル調整キナー

ゼ；p４２と p４４がよく知られている）と JNK（c-Junア
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要 旨

今回の研究では、UVC照射による PC１２細胞の変異細胞で薬物に高感受性を示す PC１２m３細胞

のダメージと分化について調査した。PC１２m３細胞は、神経成長因子（NGF）存在下の UVC照射

により、急速に神経突起形成率を高めた。NGF添加のみのコントロール群に対する、神経突起成

長率は４０J／m２の UVC照射刺激が最も高く、コントロール比で約２５倍の神経突起成長率を促した。

我々はまた、UVC刺激による PC１２m３細胞における神経突起成長の作用が p３８MAPKの活性によ

るものかどうかの調査も行った。結果は、４０J／m２の UVC照射刺激で p３８MAPKは強い活性を示し

た。さらに PC１２m３細胞において、UVC刺激により CRE（cyclic AMP response element；環状

AMP応答因子）の結合タンパクである CREB（CRE-binding protein）の強い活性を見た。この

CREBは、MAPKをターゲットとした転写因子である。これらのことより、PC１２m３細胞におい

ての UVC刺激による神経突起成長の作用は、p３８MAPKおよび CREB経路により、ひき起こされ

ることが示唆された。
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ミノ－終端 キナーゼ）と p３８MAPK（p３８ ミトゲ

ン－活性化 キナーゼ）である。ERKは、成長因子、

サイトカイン、などによって最も活性させられ、特に

増殖シグナルを巻き込む働きがあり、また、細胞死に

逆らって保護作用にも働く６）。JNKと p３８MAPKもま

た、成長因子に敏感に反応するが、大きな働きとして

はストレス感受性経路があげられる７）。

先の研究により、ERKと JNK間の活性のバランス

が、人骨芽細胞での増殖や分化の調節８）、HeLe細胞

でのアポトーシスの要因の鍵となることが論証されて

いる９）。加えてマツダらは、これら二つの経路のバラ

ンスがノーマルな人繊維芽様細胞においては、UVC

照射でアポトーシスに働くこと論証している８）。さら

に、イナバらは、Jurket T細胞において、p３８MAPK

ではなく JNKが UVCの照射の誘導により持続的に活

性し、アポトーシスに働くこと論証している１０）。

我々は、UVC照射による PC１２m３細胞（薬物高感

受性 PC１２変異細胞）に起こる細胞のダメージと分化

について調査した。

PC１２細胞は、ラットのクロム親和性細胞腫由来の

細胞である。NGFに高親和力を示し、NGFの応答

に、分裂を停止し、長いニューロン突起を伸ばし、潜

在的な効果を維持することができる。PC１２細胞は組

織培養ではニューロンモデル細胞として支持され使用

されている。PC１２細胞の変異細胞である PC１２m３細

胞は、NGFの応答に低い神経突起の成長しか示さな

い。しかし、NGF添加時において、サイクリック

AMPやカルシマイシンそれにヒートショックなどの

様々な刺激に応答し、高い神経突起の成長を示す。さ

らに、様々な刺激に反応し、ERKの高い誘導を維持

している１１，１２）。

今回の研究で、４０J／m２の UVC照射において高い神

経突起の誘導が起こった。さらに、UVCにさらされ

た PC１２m３細胞において、p３８MAPKおよび CREB

の活性がす早くまた強く出現した。

方 法

１．細胞の培養

実験に使用した細胞は、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 PC１２細胞（米国 Rockvill,MEの American type cul-

ture collectionより購入）の変異細胞である。正常な

PC１２細胞に神経成長因子（nerve growth factor；

NGF）を作用させると、MAPKが持続して活性化し、

その結果細胞分化と神経突起の成長が誘導される。し

かし、この PC１２変異細胞は NGF刺激によって正常

な持続したMAPK活性を示すにもかかわらず神経突

起の形成がほとんど生じないが、NGFと同時に

cAMP・カルシウムノホア・FK５０６などの薬剤を投与

すると、高い神経突起の形成を生じるという特性を持

つ１１，１２）。

細胞は、０．３５％のグルコースを含む DMEM（Doul-

bco’s modifid Eagle’s medium）に１０％馬血清と５％

牛胎児血清を加え、さらに８０µg／mlのカナマイシンを

加えた培地を用いて継代した。全ての細胞は、３７℃・

５％CO２含有の状態の炭酸ガス培養器の中において培

養した。また、細胞は常時マイコプラズム感染の有無

を Hoechst３３２５８で染色して調べ、感染のないことを

確認して実験をおこなった。

２．紫外線ランプと、計測器

紫外線ランプは、ピーク時に２４５nmを放出する東

芝製殺菌ランプ GL１０を使用。また、UVCの計測は、

MK科学の UVC－２５４センサーにて計測した。

３．神経突起成長の決定

インキュベーション５～７日後、神経様突起の発生

は神経の長さと数を計測することで決定した。細胞の

持つ一つあるいは数個の神経突起は、細胞の直径の

１．５倍以上の長さのものをカウントした。

４．p３８MAPKおよびCREBの検出

活性化した p３８MAPKの検出は、免疫ブロッテング

法を用いて行った。まず、PC１２m３細胞１００万個を２５

cm２のフラスコに蒔き、５日間炭酸ガス培養器で培養

を行い、無血清下で UVC照射刺激を与え、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％ポリアクリドアミノゲル電気誘導で分画後ポリビ

ニールメンブレンにブロットした。ブロットした蛋白

質は、ホスホ p３８抗体およびホスホ CREB抗体を作用
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させてリン酸化した p３８MAPKおよび CREBの検出

を行った。

結 果

１．UVC照射刺激による PC１２m３細胞の神経突起の

誘導

PC１２m３細胞に、UVC刺激１３～８０J／m２刺激を与え、

その感受性をテストした。顕微鏡写真の図１．は

NGFを加えたのみの PC１２m３細胞と、NGF存在下

で４０J／m２及び８０J／m２の UVC照射刺激を与えた PC１２

m３細胞の写真である。NGF存在下で４０J／m２UVC照

射刺激を与えた PC１２m３細胞群の神経突起成長率は、

コントロール群に比べ約２５倍と高率の神経突起形成率

を見た（図２）。

２．PC１２m３細胞における、４０J／m２UVC照射刺激に

おける p３８MAPKおよびCREBの活性

我々の研究において、p３８MAPKの活性化は、PC１２

m３細胞のニューロンの分化を促す重要な役割を担っ

ている事がわかっており、今回、UVC照射刺激によ

る p３８MAPKの活性の影響の結果、PC１２m３細胞の

神経突起成長が誘導されるのかどうかの研究を行っ

た。PC１２m３細 胞 の p３８MAPKと CREBの 活 性 は

NGF存在下で４０J／m２UVC照射刺激を与えたものと、

コントロールをそれぞれ、免疫ブロッテング法にてみ

た（図３）。結果は、４０J／m２UVC照射刺激により、p

３８MAPKと CREBの強い活性を見た。したがって、

PC１２m３においては、UVC照射刺激により、神経突

起成長が促される p３８MAPKと CREBシグナリング

経路があることが示唆された。

考 察

アルツハイマー病の早期の間には、様々な成長因子

やマイトジェニック（mitogen；分裂促進剤）化合物

が亢進する１３）。それらの因子の影響を最も受け細胞の

図１ UVC照射刺激による PC１２m３細胞の神経突起形成の促進
control群・４０J／m２の UVC照射刺激群・８０J／m２の UVC照射刺激群いずれにも１µl の NGF
を添加し、１週間培養した後位相差顕微鏡で写真撮影を行った。（×２００）

図２ UVC照射刺激により PC１２m３細胞の神経突起形
成率

１３～８０J／m２の UVC照射後に NGFを１µl 添加し、１週間培養し
た後に、神経突起の計測を行った。
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MAPKの活性化が引き出され、それはさらに、APP

やタウタンパクの発現の調節や翻訳後の修飾（modifi-

cation；分子の科学的・構造的改変）にも影響を与え

る。そして、MAPKのファミリーの一員である JNK

は、神経変性疾患に重要であることが明らかにされて

いる１８，１９）。アルツハイマー病は最も代表的な神経変性

疾患であり、日本においては認知症の約半数がこの疾

患であるといわれている。別の最近の研究によると、

APPの重要な機能として、JNK／c-Junシグナル経路と

JNK依存のアポトーシスの調節に関与しているとい

うことが報告されている１３）。Ferrer I１４）らは、神経原

繊維変化のニューロンの約５０～７０％に、また多量のタ

ウタンパクに強リン酸化 p－３８免疫反応が示されたこ

とを報告している。さらに Ferrer Iらは、アルツハイ

マー病のタウの沈着とMAPKの特異な修飾の関係を

繊維芽繊維を用いて証明している。そして、特定の

p３８MAPKが、特にアルツハイマー病の疾病初期の段

階において活性化することを報告している。また

Morooka T１３）たちは、PC１２細胞を用いて p３８MAPK

がニューロンの成長円錐の保持や、神経突起成長、細

胞の分離作用の調節・生存に関与していると報告して

いる。これらのことから、初期のアルツハイマー病の

脳内において、p３８MAPKが ニューロンの再生や保

護の働く重要な役割を果たしていることが伺われる。

高照度光療法（Bright light therapy；BLT）は、季

節性感情障害（winter seasonal affective disorder；

SAD）の治療に推奨されている１５）。また、BLTは

SAD以外のうつ病の治療や、サーカディアンリズム

の低下している認知症の治療にも有効であるという報

告がなされている１６）。最近の報告においては、とりわ

け早期のアルツハイマー病において、BLTによる

サーカディアンリズムの改善が、認知機能や睡眠時間

の改善につながることを報告している１７，１８）。これは、

視交叉上核（suprachiasmatic nucleus；SCN；サーカ

ディアンリズムの中枢）が上手く保護されている為だ

と考えられる１８）。

BLTの治療には高照度のエネルギーランプが用い

られる。このランプには、紫外線をブロックするスク

リーンが張られているが、この光源には本当にごくわ

ずかではあるが UVCが含まれている。最近の研究に

おいて、光療法に含まれる紫外線が、SAD患者の定

型及び非定型の症状に特異的な効果がある可能性を報

告している１５）。他の報告において、UVAは光療法の

効果的な一因ではないということを報告している１９）。

さらに他の報告によれば、太陽光や BLTがアルツハ

イマー病患者の認知機能の改善につながるという報告

をしている２０）。我々の今回の研究において、UVC照

射刺激が PC１２m３細胞において突起成長に働くこと

が明らかになった。これらの結果から、わずかな

UVCを含む BLTや太陽光が、アルツハイマー病の

ニューロンの生き残り，又は活性化に有効に働くこと

が推測される。

これらをまとめると、PC１２m３細胞において UVC

刺激が p３８MAPK・CREB経路で突起形成に働くこと

から、UVCによる p３８MAPKの活性によりアルツハ

イマー病の進行が改善されることが推測された。

Abstract

We investigated damage to and differentiation of

drug-hypersensitive PC１２ mutant（PC１２m３）cells

caused by UVC irradiation. When PC１２m３ cells were

exposed to UVC irradiation, the frequency of neurite

outgrowth rapidly increased in a dose-dependent man-

ner in the presence of NGF. The frequency of neurite

outgrowth was maximized at４０ J／m２ of UVC irradia-

tion, and this dose of UVC irradiation induced approxi-

mately２５-fold greater neurite outgrowth than that in-

図３ PC１２m３細胞における１３J／m２と４０J／m２UVC照射
刺激による p３８MAPKと CREBの活性

PC１２m３細胞において control群および１３J／m２と４０J／m２UVC照
射刺激群の p３８MAPKと CREBの活性をウエスタンブロッティ
ング法にて検出。
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duced by NGF alone. We also investigated whether

the ability of UVC irradiation stimulus to induce neu-

rite outgrowth of PC１２m３ cells is a reflection of its

effect on p３８MAPK activity. The results showed that

p３８MAPK is strongly activated in PC１２m３ cells ex-

posed to UVC irradiation of ４０J／m２. Furthermore,

UVC irradiation rapidly and strongly activated cyclic-

AMP response element（CRE）-binding protein

（CREB）in PC１２m３ cells. CREB is a transcription

factor that is the target of MAPK. These findings sug-

gest that UVC irradiation induced neurite outgrowth

through p３８MAPK and CREB pathways in PC１２m３

cells.
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