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略語一覧 

12-OH-JA 12-ヒドロキシジャスモン酸 

15d-PGJ2 15-デオキシ-Δ12,14-プロスタグランジン J2 

6-OHDA 6-hydroxydopamine 

AOC allene oxide cyclase 

AOS allene oxide synthase 

APP amyloid precursor protein 

Aβ amyloid-β 

BAFF B-cell activating factor 

CK2 casein kinase 2 

COI1 coronatine insensitive 1 

COX cyclooxygenase 

CSF cerebrospinal fluid 

DGR double glycine domain 

ERK extracellular signal-regulated kinase 

GCLC glutamate-cysteine ligase catalytic subunit 

GCLM glutamate-cysteine ligase modifier subunit 

HO-1 heme oxygenase-1 

IAR3 IAA-amino acid conjugate hydrolase IAR3 

IKK IκB-kinase 

IL-1β interleukin-1β 

IL-6 interleukin-6 

ILL6 IAA-amino acid conjugate hydrolase ILR-like 6 

iNOS inducible NO synthase   
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IκBα inhibitory subunit of NF-κB α 

JA ジャスモン酸 

JA-Ile ジャスモノイルイソロイシン 

JMT JA methyl transferase 

JNK c-Jun NH2-terminal kinase 

Keap1 kelch-like ECH-associated protein 1 

LDH lactate dehydrogenase 

LPS lipopolysaccharide 

LTβ lymphotoxin β 

MAPK mitogen-activated protein kinase 

MeJA ジャスモン酸メチル 

MPP+ 1-methyl-4-phenylpyridium ions 

MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

NC ネガティブコントロール 

Neh Nrf2-ECH homology domain 

NF-κB nuclear factor-kappa B 

NO nitric oxide 

NQO1 NADPH quinone oxidoreductase 1 

Nrf2 nuclear factor erythriod2 related factor 2 

OPC4:0 3-oxo-2-(2’-pentenyl)cyclopentane-1-butyric acid 

OPC6:0 3-oxo-2-(2’-pentenyl)cyclopentane-1-hexanoic acid 

OPC8:0 3-oxo-2-(2'-pentenyl)cyclopentane-1-octadecanoic acid 

OPDA 12-オキソ-フィトジエン酸 

OPR3 OPDA reductase 3 
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ORG OPDA特異的応答遺伝子 

PG プロスタグランジン 

SOCS suppressor of cytokine signaling 

SOCS-1 suppressor of cytokine signaling-1 

SOD1 superoxide dismutase 1 

TBS tris buffered saline 

TNF-α tumor necrosis factor-α 

Ub ユビキチン 
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第 1章 序論 

1.1 植物におけるジャスモン酸類 

植物ホルモンであるジャスモン酸（JA）に関する研究は、そのメチルエステル体である

ジャスモン酸メチル（MeJA）がジャスミンの香りの主要な成分として 1962年に発見された

ことが始まりである[1]。その後、1980年代に JAが病傷害応答に関与することが示唆され、

JA やその類縁体（図 1-1 に示すもので、本研究ではこれらをジャスモン酸類と呼ぶ）の研

究が盛んとなった。1990 年代半ば以降からは、ジャスモン酸類の生合成遺伝子の同定やジ

ャスモン酸類生合成・非感受性変異体の解析が進み、ジャスモン酸類が多様な生理活性作

用を持つことが示された[2]。2000 年代後半以降に、JA の受容体が明らかとなり、JA の情

報伝達機構に関する研究も進んだ[3]。 

現在考えられているジャスモン酸類の生合成ならびに代謝経路を図 1-1 に示した[3]。ジ

ャスモン類の生合成は、通常、葉緑体等のプラスチド膜のガラクト脂質から、プラスチド

に局在するリパーゼにより α-リノレン酸が切り出されることにより開始する[4]。リパーゼ

により切り出された α-リノレン酸は、13-lipoxygenase により 13-ヒドロペルオキシリノレン

酸へと変換される[5]。13-ヒドロペルオキシリノレン酸は 13-allene oxide synthase（AOS）に

よりアレンオキシドへと変換される。13-lipoxygenase と AOS はプラスチドに局在すると

考えられている[3]。 

AOS によって生成したアレンオキシドは非酵素的に α-ケトールや γ-ケトールとなるが、

酵素的には allene oxide cyclase（AOC）の環化反応により、12-オキソ-フィトジエン酸（OPDA）

へと変換される[3]。AOCはシロイヌナズナやトマトではプラスチドに局在することが報告

されている。OPDA は α-リノレン酸から合成されるが、ヘキサデカトリエン酸を出発物質

として同様の経路を経て dinor-OPDA が産生されることも知られており、この dinor-OPDA

も後で示す β酸化経路に提供され、ジャスモン酸類合成の前駆体になる[2]。 
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OPDA はプラスチドからペルオキシソームへ輸送され、OPDA reductase 3（OPR3）により

OPDA の 5員環の二重結合が還元され、3-oxo-2- (2’-pentenyl)cyclopentane-1-octadecanoic 

acid（OPC8:0）となる[3]。OPR3 は、ペルオキシソームに局在することが示されている。

OPC8:0は、OPC 8:0 CoA ligase 1 によってアシル基に CoAが付加され、ペルオキシソーム

におけるβ酸化経路で、アシル-CoAオキシダーゼ、4頭酵素、ケトアシル-CoAチオラーゼ

によって炭素数が 2 個ずつ減少し、3-oxo-2-(2’-pentenyl)cyclopentane-1-hexanoic acid

（OPC6:0）、3-oxo-2-(2’-pentenyl)cyclopentane-1-butyric acid（OPC4:0）、JA へと変換される。

先に示した dinor-OPDAの場合、OPC6:0に変換された後に 2回の β 酸化を受けて JA へと変

換される[2]。 

JAはさらに代謝されてアミノ酸縮合体となる。JA amino acid synthetaseをコードする JAR1

により JA とイソロイシンの縮合体であるジャスモノイルイソロイシン（JA-Ile）が生合成

されることが知られており、JAR1 は細胞質に局在する[2]。JA のメチル化は、細胞質に存

在すると考えられている JA methyl transferase（JMT）によって行われ、JAからジャスモン

酸メチル（MeJA）が生じる[2]。JA-Ileは、IAA-amino acid conjugate hydrolase ILR-like 6 (ILL6)

ならびに IAA-amino acid conjugate hydrolase IAR3 (IAR3)により、12-ヒドロキシジャスモン

酸（12-OH-JA）へと変換される[2]。このようにしてジャスモン酸類は生合成されるが（図

1-1）、これらは植物内で多様な生理作用を発揮することが知られている。 

ジャスモン酸類の植物における生理機能に関する報告はこれまでに多数なされてきた。

その中でも植物が傷害や病害を受けた際の防御応答に、ジャスモン酸類が関与することが

よく知られている[3]。植物が傷害、病害といったストレスに晒されると、JA の生合成が誘

導され、JA 受容体を介した情報伝達がなされ、JA応答遺伝子群の発現制御を介して防御応

答が生じると考えられている[2]。 

例えば、傷害応答に関しては下記の報告がある。トマトの葉に傷をつけたり、JA 処理を

行ったりすると局所的、広域的に JA 合成が誘導され、JA 応答遺伝子であるプロテアーゼイ
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ンヒビターの遺伝子ならびにタンパク質の発現が誘導される[2]。プロテアーゼインヒビタ

ーは害虫の消化酵素の働きを阻害し、害虫の成長を妨げるため、結果的に植物を害虫から

防御することにつながる。ジャスモン酸類の生合成に関わる因子の変異体や情報伝達に関

わる因子の変異体では、このような防御応答が起こらず、食虫害の被害を受けることが知

られている[2]。病害応答に関しては、病原体感染と同様な応答を引き起こすエリシターを

処理すると、JA が蓄積し、JA 応答遺伝子の発現を介してアルカロイドといった病害抵抗性

因子の蓄積が起こることが報告されている[2]。JAは病害抵抗性物質の産生を誘導すること

で、病原体に対する抵抗性を示すと考えられている。 

ジャスモン酸類はこのようにストレスに対する防御応答に関わっている他、老化の促進、

花の形成等に関与することが知られている[3]。 

更に、ジャスモン酸類の中で、OPDAならびに 12-OH-JAに関しては特徴的な活性として

下記のことが報告されている。 

Bryonia dioica の蔓の巻きつき時に OPDA の内在的な量が一時的に増加し、蔓の巻きつき

に対する活性はジャスモン酸より OPDA の方が強いことが報告されている[6]。また、病害

応答時に、OPDAがジャスモン酸とは異なる遺伝子発現制御を担い、防御応答に関与してい

ることが示唆されているが、詳細はよく分かっていない[7]。12-OH-JA は、ジャガイモにお

ける塊茎形成を誘導することが知られている。12-OH-JA はグルコシド体で塊茎形成部位ま

で輸送され、その後糖部分が切断され 12-OH-JAとなる可能性が報告されている[2]。 

JA の受容と情報伝達機構は、シロイヌナズナにおける JAへの感受性が低下した変異体の

解析から明らかにされてきた。coronatine insensitive 1（coi1）変異体は JA に対して非感受性

で、JAによる遺伝子発現応答がほとんど起こらなくなり、JA 生合成変異体と同様に雄性不

稔の表現型を示す。coi1変異体の解析から COI1は SCF型 E3 ユビキチンリガーゼ複合体の

構成因子である F-box タンパク質をコードし、JA 情報伝達の特異的な抑制因子である JAZ

タンパク質と共に JA 情報伝達に重要な役割を果たすことが明らかにされている[8]。 



4 

 

jai3変異体では JAに対する感受性が低下しており、その原因遺伝子は、ZIMドメインと

Jasドメインを持つ JAZタンパク質ファミリーの 1つの JAZ3であると報告されている[9]。

種々のストレス刺激により生体内の JA-Ile 濃度が上昇すると、JAZ タンパク質は、Jasドメ

インを介して JA-Ile 依存的に COI1 と結合し、COI1-JAZ 複合体を形成する。JAZ タンパク

質は、SCF-COI1 複合体によりユビキチン化され、26S プロテアソームによって分解される。

この時、JAZと結合していた転写因子が JAZと解離し、JA応答遺伝子の発現が制御される

ようになる[9]（図 1-2）。OPDA や JA、MeJA は COI1-JAZ 複合体形成を引き起こさないこ

とから、現在では JA-Ileが受容体に結合する活性型 JAであると考えられている[2]。 

このように植物におけるジャスモン酸類に関しては、その生合成経路、生理活性作用、

情報伝達に関して多くの研究がなされてきた。しかしながらその研究の大部分は JAやMeJA、

JA-Ileに関するものであり、その生合成中間体である OPDA に関しては研究の歴史が浅い。

そのため OPDA の生理作用の詳細は不明であり、ジャスモン酸類全体の理解を深めるうえ

で OPDAの機能の解明は重要であると考えられる。 
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図 1-1.  ジャスモン酸類の生合成・代謝経路 
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図 1-2.  ジャスモン酸情報伝達の模式図 
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1.2 哺乳類におけるジャスモン酸類 

ジャスモン酸類は植物内で生合成されるが、哺乳類の体内で生合成されるという報告は

ない。しかしながら、ヒトを始め哺乳類が食材として植物を摂取することから、哺乳類に

対するジャスモン酸やジャスモン酸メチル、あるいは化学合成によって得られたそれらの

誘導体の生理作用に関しては 2000年代からいくつかの研究がなされている[10]。 

哺乳類におけるジャスモン酸類の生理作用に関して最も研究がなされている分野は抗癌

作用である[11-13]。2002年に、JAとMeJA が、正常なヒトリンパ球に対しては変化を与え

ず、かつ、リンパ芽球性白血病のリンパ球に対しては細胞死を引き起こす抗癌作用がある

との報告がなされた[14]。この報告を初めとして、ジャスモン酸類は肺癌、前立腺癌、乳癌

といった癌細胞に対して抗癌作用を持つことが分かってきた[15]。ジャスモン酸類に認めら

れる抗癌作用メカニズムに関しては、ミトコンドリアへ障害を与えることにより引き起こ

される細胞死や、アポトーシス促進性タンパク質と活性酸素発生を誘導することによる細

胞死が関与しているのではないかと考えられている[16-18]。 

ジャスモン酸類の抗炎症作用に関しても報告がなされており、MeJAから人工的に合成さ

れた非天然のジャスモン酸誘導体である methyl 4,5-didehydrojasmonate が、マウスのマクロ

ファージ細胞において lipopolysaccharide（LPS）により惹起された nitric oxide（NO）、

interleukin-1β（IL-1β）、interleukin-6（IL-6）、tumor necrosis factor-α（TNF-α）といった炎症性

メディエーターの産生を抑制することが報告されている[19]。ジャスモン酸類に関しては、

抗癌作用や抗炎症作用の他に、抗うつ作用や鎮痛作用に関しても報告がなされている[20, 

21]。 

このように哺乳類におけるジャスモン酸類の研究はいくつかなされているものの、植物

における膨大な報告と比べ極めて少なく、様々な面からの解析が期待されている。 
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1.3 哺乳類におけるプロスタグランジン 

哺乳類ではジャスモン酸類が生合成されるとの報告はないが、ジャスモン酸類と構造が

よく似た生理活性物質であるプロスタグランジン（PG）が生合成される[22]。プロスタグラ

ンジンとしてはプロスタグランジン D2（PGD2）、プロスタグランジン E2（PGE2）、プロス

タグランジン F2a（PGF2a）、プロスタグランジン I2（PGI2）、プロスタグランジン J2（PGJ2）

等が知られている[23]。プロスタグランジンの生合成は、細胞膜のリン脂質からホスホリパ

ーゼ A2によりアラキドン酸が切り出され、アラキドン酸から cyclooxygenase (COX）によ

りプロスタグランジン H2（PGH2）が生じることから始まる（図 1-3）[23]。COXには COX-1、

COX-2 の 2 つのアイソフォームが存在する[23]。COX-1 は恒常的に全身に発現しているの

に対し、COX-2 は定常状態では主に脳と腎臓に発現している。COX-1 は刺激等でその発現

が誘導されることはないが、COX-2 は炎症時に発現が誘導され、炎症性疾患と強く関連し

ていることが知られている[23]。PGH2からは、PGD 合成酵素、PGE合成酵素、PGF合成酵

素、PGI合成酵素により、それぞれ PGD2、PGE2、PGF2a、PGI2が生じる[23]。さらに PGD2

から非酵素的反応により、PGJ2ならびに 15-デオキシ-Δ12,14
-プロスタグランジン J2（15d-PGJ2）

が生じる[24]。PGD2、PGE2、PGF2a、PGI2は、GPCR と呼ばれる Gタンパク質共役型受容体

である PGD 受容体、PGE受容体、PGF受容体，PGI受容体にそれぞれ結合し、その下流の

情報伝達を介して生理活性作用を示す [25]。 15d-PGJ2 は核内受容体 peroxisome 

proliferator-activated receptor γ のリガンドであることが報告されている[24]。 

プロスタグランジンは多様な生理活性作用を持っており、急性炎症、疼痛、発熱、喘息、

アトピー性皮膚炎、関節リウマチ、神経変性疾患、肺の線維化、炎症性腸炎、胸腺やリン

パ球の発達等に関わることが報告されている[25-35]。 

15d-PGJ2はジャスモン酸類の中でも特にOPDAとよく似た構造を持っている（図 1-1、1-3）。

15d-PGJ2に関しては、peroxisome proliferator-activated receptor γ のリガンドであること

が報告されて以降研究が進み、種々の生理作用を持つことが明らかとなってきた。例えば、
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15d-PGJ2による転写因子の nuclear factor erythriod2 related factor 2（Nrf2）（1.4節に記載）の

活性化を介した、酸化ストレス刺激誘発の細胞死に対する抑制作用に関しては複数の報告

がなされている[24, 36, 37]。また、nuclear factor-kappa B（NF-κB）シグナル経路（1.5節に

記載）の阻害作用などを介した抗炎症作用に関しても報告がなされている[38-41]。 

OPDA は 15d-PGJ2とよく似た構造を持つことから、OPDA が哺乳類細胞に対し 15d-PGJ2

のような生理作用を示す可能性も考えられる。 
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図 1-3. プロスタグランジンの生合成経路 

 

 



11 

 

1.4 抗酸化ストレス応答に関わる Nrf2/kelch-like ECH-associated protein 1（Keap1）システ

ム 

1.3 節に述べたように、15d-PGJ2 が持つ抗酸化ストレス作用のメカニズムの１つとして

Nrf2 の活性化が知られている。Nrf2/Keap1 システムは、細胞の種類を問わず普遍的に存在

し、抗酸化ストレス応答を担う遺伝子群の制御に中心的な役割を果たしている[42]。Nrf2は

bZIP 構造を持つ転写因子であり、定常状態では細胞質に存在しユビキチンリガーゼのアダ

プター分子である Keap1 によりユビキチン化を受け分解されている。一方、酸化ストレス

等の刺激下では、Nrf2 は Keap1 による制御から外れて核に蓄積し、antioxidant responsive 

element：ARE配列（コア配列：RGTGACNNNGC、R は A/G、N は A/G/C/T）に結合し[43]、

ARE 配列をプロモーター領域に持つ遺伝子群（Nrf2 標的遺伝子群）の発現を誘導すること

で、抗酸化ストレス応答を引き起こす[44]（図 1-4）。Nrf2 標的遺伝子としては heme 

oxygenase-1（HO-1）、glutamate-cysteine ligase catalytic subunit（GCLC）、NADPH quinone 

oxidoreductase（NQO1）、glutathione reductase、 glutathione peroxidase、thioredoxin などが知

られており、いずれも解毒代謝や活性酸素除去に関わっている（図 1-5）[42, 45-49]。Nrf2

ノックアウトマウスはこれらの遺伝子を活性化することができないために抗酸化ストレス

応答を誘導できず、様々な酸化ストレス疾患に対し重篤な症状を示すことが報告されてい

る[42]。以上のことから Nrf2 は生体防御機構を担う点で重要な転写因子であると考えられ

る。 

細胞内の Nrf2 制御には Keap1が重要な役割を担うことが報告されている。Nrf2と Keap1

の結合様式については以下のことが知られている。Nrf2 には種間で保存された領域

Nrf2-ECH homology domain（Neh）1-6が存在する（図 1-6）。このうち Keap1 との結合に必

須とされるのは、N 末端の Neh2 である。Neh1 はロイシンジッパー領域を持ち、DNA 結合

ならびに Nrf2 の核への移行に重要な領域であり、Neh4および Neh5 は転写活性化ドメイン

として機能する領域であることが知られている[42]。Keap1は N 末端に BTBドメインを、C
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末端に double glycine domain（DGR）ドメインを持つタンパク質であり、DGR ドメインが

Neh2 との相互作用に重要であることが示されている（図 1-6）[44]。一方 BTB ドメインは、

Keap1 の 2 量体形成に関与しており、Keap1 は 2 量体で Nrf2 と相互作用しているとの報告

がなされている[50]（図 1-4、1-6）。さらに X 線結晶構造解析や核磁気共鳴解析などから、

Neh2 内の酸性アミノ酸に富んだ DLG モチーフおよび ETGE モチーフが Keap1 との相互作

用に関わっていること、Neh2 は Keap1 の DGR ドメインによって形成される 6 面体の β プ

ロペラ構造ポケット内部に相互作用し、特に Keap1 の 380、415、483 番目の塩基性アミノ

酸であるアルギニンに相互作用していることが報告されている（図 1-4、1-6）[44]。結合強

度に関しては、ETGE モチーフと Keap1の結合の方が DLG モチーフと Keap1 の結合より強

いことが分かっている[44]。現在は Nrf2 と Keap1 の結合様式に関して、Keap1 の 2 量体の

ポケットそれぞれに Nrf2の ETGEモチーフ、DLG モチーフの 2つの結合モチーフが相互作

用し、2分子の Keap1 に対して 1分子の Nrf2 が結合するという two site recognition モデルが

提唱されている（図 1-6）[44]。 

Keap1 は定常状態では Cullin3 ユビキチンリガーゼ複合体における基質認識のアダプター

分子として働き、Nrf2 をプロテアソーム依存的に分解する[51]（図 1-4）。この際に Neh2 ド

メインのDLGモチーフと ETGEモチーフの間に連続して存在するリジンがユビキチン化さ

れる。具体的には Nrf2のアミノ酸 44、50、52、53、56、64、68番目に位置するリジンと

考えられている[52]。酸化ストレスや求電子性化合物は Keap1の立体構造を変化させ、Keap1

とNrf2との相互作用を減弱させることでKeap1によるNrf2のユビキチン化分解制御を抑制

し、Nrf2の活性化（新規に合成された Nrf2 の核内蓄積→Nrf2標的遺伝子群誘導→抗酸化ス

トレス応答）を引き起こすことが知られている[42, 45, 53-56]（図 1-4）。これまでに、Nrf2

を活性化する求電子性化合物として、tert-butyl hydroquinone、sulforaphane、dexamethasone 

mesylate、15d-PGJ2、4-hydroxy nonenal 等が知られており、それらは Keap1 の BTB と DGR

ドメインの間に位置する IVR 領域に含まれるシステインに結合し、Keap1 の構造を変化さ
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せると考えられている（表 1-1）[57]。 

Nrf2 が活性化すると、Nrf2 標的遺伝子の発現が上昇し、抗酸化作用や解毒作用が誘導さ

れる。Nrf2 標的遺伝子である glutamate-cysteine ligase catalytic subunit（GCLC）と

glutamate-cysteine ligase modifier subunit（GCLM）はグルタチオン合成の律速酵素である

γ-glutamylcysteine synthetase を構成する。GCLC は約 600アミノ酸から、GCLMは 300アミ

ノ酸から成っている。活性中心は GCLC に存在するが、活性の発現には GCLMの存在が不

可欠であると考えられている[58]。GCLC、GCLM の発現が上昇すると生体内のグルタチオ

ン合成が誘導される。グルタチオンは分子量 307 のトリペプチドから成り、細胞普遍的に

mMオーダーの濃度で存在する[59]。細胞内に存在するグルタチオンの主な役割は、細胞内

のレドックス状態を適切に保つために、グルタチオンペルオキシダーゼと協調して H2O2を

H2O に変換させることと、タンパク質のチオール基が酸化されるのを保護し機能維持に働

くこと、と考えられている[59, 60]。これらの反応が起こる過程でグルタチオンは酸化型の

グルタチオンへと変換される。酸化型グルタチオンを還元型グルタチオンへ戻す反応を担

う酵素が glutathione reductaseである[59]。Glutathione peroxidaseと glutathione reductaseもNrf2

標的遺伝子であることが報告されている[42]。グルタチオンの低下は、神経変性疾患である

アルツハイマー病（1.7 節に記載）やパーキンソン病（1.7 節に記載）の増悪化に関わる可

能性が報告されている[61]。 

HO-1 も Nrf2 標的遺伝子として広く知られている。HO-1 は heme を biliverdin、一酸化炭

素（CO）、鉄に分解する酵素である[62, 63]。hemeは大量に存在すると細胞に対して酸化ス

トレスを引き起こすため、HO-1 がそれを防御していると考えられている。biliverdin は

biliverdin reductase により bilirubin に還元される。biliverdin と bilirubin は、高い抗酸化能を

示し細胞を酸化ストレスから保護する作用を持つことや、抗炎症作用を持つことが知られ

ている[63]。また、CO も抗炎症作用に関わることが報告されている[62]。HO-1は脳におい

て、神経変性疾患の発症や進展を防いでいることが報告されている[64, 65]。 
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Nrf2 標的遺伝子としては他に、キノンの解毒化を引き起こし、細胞内の nicotinamide 

adenine dinucleotide（NAD
+）濃度を上昇させることにより抗酸化ストレス応答に関わる

NQO1[66, 67]、活性酸素の除去に関わる catalase や superoxide dismutase（SOD）、

peroxiredoxin、異物代謝に関わる glutathione transferase、細胞内レドックス制御タンパク質で

ある thioredoxin 等が知られている[42]。そのため Nrf2 を活性化することは、網羅的な抗酸

化応答を引き起こし、細胞を酸化ストレスから保護する極めて重要な生体防御につながる

と考えられる。 

酸化ストレスが病因の 1 つとされる神経変性疾患と Nrf2 との関連性については多数の報

告がなされている。[68]。Nrf2 ノックアウトマウスに対して神経変性疾患モデルを作製する

と、神経細胞死の増加といった症状が認められる。例えば、パーキンソン病（1.7節に記載）

に関しては、Nrf2 ノックアウトマウスに対し、パーキンソン病モデルとして

1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine（MPTP）や 6-hydroxydopamine（6-OHDA）

を投与すると、野生型に比べて酸化ストレスが増強し、神経細胞死が増加することが報告

されている[69]。一方で、Nrf2 の活性化が酸化ストレスによる神経細胞障害を保護するとの

報告が多数なされている[70-77]。このような知見から Nrf2 の活性化は神経変性疾患の病態

を抑制する可能性が示唆されている。 
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図 1-4. Keap1 による Nrf2 の制御 

定常状態において、Nrf2は Keap1によりユビキチン化を受け分解される。刺激下では、Keap1

のCysが修飾を受けてKeap1の構造が変化し、Nrf2はKeap1の制御から外れて核へ移行し、

ARE配列に結合して Nrf2標的遺伝子の発現を誘導する。 

Tongらの論文[78]の図 5を元に作成した。 
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図 1-5.  Nrf2 標的遺伝子群 

四角で囲んだ遺伝子群は Nrf2 により発現が誘導されることが報告されており、Nrf2が活性

化することで、抗酸化応答、解毒作用、抗炎症作用が引き起こされる。 

鈴木らの総説[79]の図 2を元に作成した。 
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図 1-6.  Nrf2 と Keap1の構造、両者の結合様式（two site recognition モデル） 

Nrf2 と Keap1 内の各ドメインの位置を示す。Neh2 ドメインの配列には DLG モチーフ（上

図赤字）と ETGE モチーフ（上図赤字）が含まれ、その間の領域にユビキチン化される連

続リジン（上図青字）が存在する。Nrf2 の ETGE モチーフと DLG モチーフが、Keap1 の

DGRドメイン内の R380、R415、R483 と相互作用することで、両者が結合する。 

鈴木らの総説[79]の図 3を元に作成した。 
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表 1-1.   Keap1のシステインを修飾する化合物とその修飾位置 
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1.5 炎症に関わる NF-κB経路 

1.3 節で述べたように、15d-PGJ2の抗炎症作用のメカニズムの 1つとして、NF-κB シグナ

ルの抑制が報告されている。また一般的に、NF-κB シグナルの活性化は炎症の惹起に中心

的な役割を果たすことが知られている。 

NF-κB は哺乳類に存在する 5 種類のタンパク質のホモまたはヘテロ二量体の転写因子の

総称であり、最も有名なものは p65と p50のヘテロ二量体である[80]。NF-κB は炎症反応を

広く引き起こし、極めて重要な役割を持つことが知られている。NF-κB は定常状態では細

胞質に存在するが、何らかの刺激で活性化されると核へ移行し、NF-κB 標的遺伝子の発現

を制御する[80]。 

NF-κB の活性化経路の代表的なものとして、古典的経路、非古典的経路、非典型経路の 3

種類が知られている（図 1-7）[80]。古典的経路では、LPS や TNF-α 等が IκB-kinase（IKK）

を活性化し、IKKが inhibitory subunit of NF-κB α（IκBα）をリン酸化することで IκBαのユビ

キチン化を引き起こし、IκBαはプロテアソーム依存的に分解される[80, 81]。その結果、p65

と p50 のヘテロダイマーから成る NF-κB が活性化され核へ移行することが知られている。

さらに p65 のリン酸化がなされるが、これは転写活性を上昇させると考えられている[80]。

非古典的経路では、lymphotoxin β（LTβ）、B-cell activating factor（BAFF）、CD40等が IKK

を活性化し、IKK が p100 の N 末端ならびに C 末端に存在するセリンをリン酸化し、p100

がユビキチン化を受けて分解され、p52と RelB のヘテロダイマーから成る NF-κB が活性化

され、細胞質から核へ移行することが知られている[80]。非典型経路では、UV等による DNA

損傷が casein kinase 2（CK2）を活性化し、IκBαの C 末端領域にあるセリンをリン酸化する

ことで IκBαのユビキチン化分解を促進し、p65と p50のヘテロダイマーから成る NF-κB が

活性化され核へ移行することが知られている[80]。 

活性化され核へ移行した NF-κB は、κB コンセンサス配列（GGGRNYYYCC、R は A/G、

Yは C/T、Nは A/G/C/T）に結合し、κBコンセンサス配列をプロモーター領域にもつ NF-κB
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標的遺伝子群の発現を誘導する[82]。NF-κB 標的遺伝子群としては、COX2、inducible NO 

synthase（iNOS）といった酵素の他、IL-1、IL-8、IL-6、TNF-α といったサイトカイン、ケ

モカインが知られており、炎症応答や免疫応答に関わる遺伝子群が多数含まれる[83, 84]。

神経変性疾患のアルツハイマー病やパーキンソン病、筋委縮性側索硬化症、脳梗塞、ハン

チントン病といった疾患では、恒常的に NF-κB 経路が活性化しており、強い炎症反応が引

き起こされることで病態の進展に寄与していると考えられている[81, 85-90]。例えばアルツ

ハイマー病（1.7節に記載）においては、患者の脳内の神経原線維やプラーク周辺等で NF-κB

の活性化が認められている[81, 91, 92]。またアルツハイマー病のモデル動物である、

amyloid-β（Aβ）の前駆体を発現させた Tg2576 トランスジェニックマウスにおいては、脳内

におけるNF-κBの活性化が報告されており、Aβの沈着に関与していると考えられている[81, 

93]。脳内では、NF-κB は神経細胞において発現が認められる他、免疫応答を担うミクログ

リア、アストロサイト、オリゴデンドロサイトといったグリア細胞（図 1-10）に発現が認

められ、特にグリア細胞における NF-κB の活性化が炎症を引き起こし、病態に関連してい

る可能性が報告されている[81]。 

このように NF-κB の活性化は、神経変性疾患をはじめとした疾患の発症や進展に関わっ

ていると考えられる。 
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図 1-7.  NF-κB シグナル伝達の活性化経路 
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1.6 炎症に関わる mitogen-activated protein kinase（MAPK）経路 

NF-κB に加え、MAPK 経路も炎症反応に関与する重要なシグナル伝達経路であることが

知られている。MAPK はセリンスレオニンプロテインキナーゼで、炎症、細胞死、増殖、

分化といった様々な生理現象の制御に関わっていることが知られている[94-96]。哺乳類に

おけるMAPKには、c-Jun NH2-terminal kinase（JNK）、p38、extracellular signal-regulated kinase

（ERK）が含まれ、それぞれにいくつかのアイソフォームが存在する[94]。MAPKシグナル

伝達経路は、3つのキナーゼから構成される。最上流に MAP3Kが、次にMAP2Kが、最下

流にMAPKが位置し、MAP3KはMAP2Kをリン酸化し、リン酸化された MAP2KはMAPK

をリン酸化する（図 1-8）。リン酸化された MAPK は c-Jun や c-Myc といった転写因子等を

リン酸化し、種々のシグナルが流れる[94]。JNKと p38シグナル伝達経路は、酸化ストレス、

遺伝毒性ストレス、浸透圧ストレスといった細胞ストレスの他に、LPS や TNF-α、IL-1β と

いった炎症性サイトカインによって活性化される[95]。JNK経路では、MAP2KとしてMKK4

とMKK7が、MAP3Kとして ASK1 と TAK1、MEKK1、MLK3 が知られている[97]。p38経

路では、MAP2Kとして MKK3とMKK6が、MAP3Kとして ASK1 と TAK1、MEKK1、MLK3

が知られている[98]。ERKシグナル伝達経路は、増殖因子等により活性化され、MAP2Kと

してはMEK1とMEK2が、MAP3Kとしては Rafが知られており、Rafは Rasにより活性化

される[94]。 

MAPK シグナル伝達経路の活性化は、炎症や細胞障害を惹起することが報告されており

[99, 100]、神経変性疾患の発症や進展において重要な役割を担っていると考えられている

[94, 101-103]。アルツハイマー病（1.7に記載）では、患者で蓄積が認められる Aβが p38を

活性化し、タウのリン酸化を引き起こすことで病態に関与することが報告されている[94, 

104]。また、アルツハイマー病モデルマウスへ p38 の活性化を抑制する抗体を投与すると、

アルツハイマー病の症状の 1 つである認知症状の改善が認められる[105]。パーキンソン病

においても、MAPK の活性化が病態に寄与しているとの報告がなされている。パーキンソ
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ン病の細胞モデルとして、MPTP や 6-OHDA を細胞へ処理すると、ERK、JNK、p38のリン

酸化が引き起こされ、ミトコンドリア機能障害や神経細胞障害が引き起こされることが報

告されている[94, 106]。 

これらの知見から MAPK シグナル伝達の活性化は神経変性疾患の病態の進展に関与して

いると考えられる。 
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図 1-8.  MAPKシグナル伝達経路 
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1.7 神経変性疾患（アルツハイマー病、パーキンソン病）における酸化ストレスと炎症 

1.4 節、1.5 節、1.6 節で述べたように、Nrf2 シグナル伝達経路は抗酸化ストレス応答に、

NF-κB や MAPK シグナル伝達経路は炎症反応に重要な役割を担い、これらのシグナル伝達

経路は神経変性疾患に密接に関わっていると考えられる。神経変性疾患として代表的なア

ルツハイマー病、パーキンソン病においては、病態で生じている酸化ストレスと炎症に関

して下記のことが知られている（図 1-9）。 

アルツハイマー病は 1907年に Alois Alzheimer氏によって報告され、記憶と認知機能障害

を特徴とした認知症を引き起こす神経変性疾患である[107]。加齢が１つの危険因子とされ

ており、60-64 歳に 1-2%、85 歳以上では 30%のリスクがあるとの報告もある[108]。また、

全体の約 2%は家族性アルツハイマーであり遺伝的に発症することが知られている。アルツ

ハイマー病では、amyloid-β（Aβ）の細胞外沈着により老人斑や拡散斑といったプラーク形

成が認められる。また、凝集したリン酸化タウタンパク質から成る神経原線維変化と呼ば

れる繊維状の凝集体が認められる[108]。アルツハイマー病に特徴的なこれら 2 つの組織学

的変化は、記憶や言語、認知機能などを司る脳の海馬や大脳皮質に認められ、アルツハイ

マー病の診断にも用いられる[109]。アルツハイマー病に寄与する Aβ は、amyloid precursor 

protein（APP）から βセクレターゼと γセクレターゼによりそれぞれ産生される、40アミノ

酸から成る Aβ40 と 42 アミノ酸から成る Aβ42 であると考えられている[107]。アルツハイ

マー病ではシナプス崩壊をはじめとする神経細胞の障害と、ミクログリアやアストロサイ

トといったグリア細胞（図 1-10）の活性化による炎症が、病態の進行に関わっていると考

えられている[107] （図 1-9）。 

脳や脊髄など神経系の細胞は、神経細胞とグリア細胞によって構成されている[110] （図

1-10）。神経細胞は、核を含む細胞体と神経細胞から情報を受け取る樹状突起、情報を受け

渡す軸索から成る。グリア細胞は、脳内の免疫や炎症反応を担うミクログリアと、軸索を

取り巻き、ミエリン髄を形成して跳躍伝導を生み出すオリゴデンドロサイト、神経細胞を
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支持し周囲の環境を恒常的に保つアストロサイトから成る[110]。 

アルツハイマー病における炎症は、Aβ や死んだ神経細胞由来の因子によるミクログリア

の過剰な活性化によって生じると考えられている[107, 111]。活性化したミクログリアは神

経障害性因子や炎症性因子を放出し、これがアルツハイマー病における神経細胞機能障害

と神経細胞死を引き起こす（図 1-9）。神経障害性因子や炎症性因子としては、COX2 により

産生される PGE2、iNOS により産生される NO、炎症性サイトカインやケモカインである

IL-1β、IL-6、TNF-α、IL-8、TGF-β、MIP-1α等があげられる。アルツハイマー病の患者や動

物モデルの脳において、これらの因子の増加が報告されている[107]。 

炎症に加えて酸化ストレスもアルツハイマー病における神経細胞障害に強く関連してい

ると考えられている[107, 112]。アルツハイマー病の患者や動物モデルの脳、特に海馬や皮

質においては、酸化ストレスマーカーとして知られている 3-nitrotyrosine、thiobarbituricacid、

acrolein、4-hydroxy-nonenal、8-hydroxy-2’-deoxyguanosine の上昇が認められる[113]。酸化ス

トレスは Aβ が原因で生じると考えられている。Aβ がミトコンドリアに作用しミトコンド

リアから発生する活性酸素や、Aβ が iNOS を活性化させ発生する NO 等が酸化ストレスの

原因になっていると考えられている[107, 114]。これらの酸化ストレスが、神経細胞への障

害を引き起こし、神経細胞死へとつながる（図 1-9）。 

このように炎症と酸化ストレスはアルツハイマー病に深く関与しているが、神経細胞と

ミクログリアが相互作用することが、病態の増悪化を引き起こしていると考えられている

[115]。Aβ等の刺激により活性化したミクログリアは神経障害性因子である炎症性サイトカ

インやケモカイン、酸化ストレスを引き起こす NO や活性酸素を発生させ、神経細胞へ障害

を与え神経細胞死を引き起こす。一方、死んだ神経細胞や障害を受けた神経細胞から生じ

る液性因子はミクログリアをさらに活性化させるという終わりのない増悪化サイクルが存

在すると考えられている（図 1-9）[107]。従って、ミクログリアの炎症と神経細胞の酸化ス

トレスを抑制することは、アルツハイマー病の発症や進展を抑制するための１つの重要な
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鍵と考えられる。同様のことは他の神経変性疾患でも示唆されている。 

パーキンソン病は震え、筋硬直、動作緩徐（動作開始と進行の遅れ）の症状を特徴とす

る神経変性疾患である[116]。発症平均年齢は 55歳で、70歳を超えると発症リスクは 5倍に

なると言われており、遺伝性の家族性パーキンソン病は全体の約 5%とされている。パーキ

ンソン病では、脳内の黒質緻密部のドーパミン作動性神経細胞の脱落が生じており、結果

として脳内の線条体におけるドーパミンの低下が認められる[117]。 

ドーパミン作動性神経細胞の脱落の原因にはいくつかの説があるが、１つにミトコンド

リアの機能障害による酸化ストレスが知られている[116]。ミトコンドリアに毒性を示す

1-methyl-4-phenylpyridium ions（MPP
+）やMPTP を服用した場合、パーキンソン病様の症状

を示すことが報告されている[116]。ミトコンドリアの機能障害は酸化ストレスを発生させ

ることが知られており、酸化ストレスがパーキンソン病に関与すると考えられる。実際に

パーキンソン病患者の脳内の黒質において、酸化ストレスマーカーである 4-hydroxy-nonenal、

8-hydroxyguanosine の蓄積が報告されている他、抗酸化ストレス作用を持つ還元型グルタチ

オンの量が減少していることが報告されている[118, 119]。パーキンソン病における酸化ス

トレスの発生要因はミトコンドリアのみならず、ドーパミン由来の酸化ストレスも関与し

ていることが知られている。細胞内でドーパミンが酸化されると、酸化ストレスの原因と

なるドーパミンキノンと H2O2が発生する[116, 120, 121]。このような酸化ストレスがドーパ

ミン作動性神経細胞へ障害を与えると考えられている（図 1-9）。 

パーキンソン病では、酸化ストレスに加えてミクログリアにおける炎症も強く関与して

いる。パーキンソン病患者の CSF や脳内の線条体では、活性化したミクログリアの増加や

炎症性サイトカインの増加が認められている[116]。パーキンソン病を引き起こす MPTP を

服用した患者の死後脳では、ミクログリアの活性化と黒質におけるドーパミン作動性神経

細胞の脱落が報告されている[122]。パーキンソン病モデル動物であるMPTP や 6-OHDA を

投与した動物においては、ミクログリアの活性化と神経細胞障害が認められている[116]。
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また、LPS投与で活性化させたミクログリアによるドーパミン作動性神経細胞に対する障害

も報告されている[123]。これらの知見から、活性化したミクログリアから放出される NO

や IL-1β、TNF-αが神経細胞へ障害を与えることでパーキンソン病につながると考えられて

いる（図 1-9）。 

このようにパーキンソン病においても酸化ストレスと炎症が強く関わっているが、上述

したアルツハイマー病と同様に、神経細胞とミクログリアが相互作用することによる増悪

化サイクルが存在すると考えられている。MPTP やドーパミンキノンから生じる酸化ストレ

スは神経細胞に障害を与え、障害を受けた神経細胞から産生される液性因子や死んだ神経

細胞は、ミクログリアを活性化させる（図 1-9）。活性化したミクログリアは炎症性サイト

カインや活性酸素等を放出し、神経細胞へ障害を与え、これがさらなるミクログリアの活

性化を生む（図 1-9）[116]。そのため、ミクログリアの炎症と神経細胞の酸化ストレスを抑

制することは、パーキンソン病の発症や進展を抑制できる可能性がある。アルツハイマー

病やパーキンソン病以外にも多発性硬化症や筋委縮性側索硬化症といった神経変性疾患に

おいても同様のストラテジーが成り立つと考えられており[124-126]、酸化ストレスならび

に炎症を抑制する分子が神経変性疾患に有効である可能性が考えられている。 
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図 1-9. 神経変性疾患を引き起こす酸化ストレスと炎症、 

ミクログリアと神経細胞の相互作用 
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図 1-10. 脳を構成する神経細胞とグリア細胞 
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1.8 本研究の目的 

本研究においては、初めに植物において、ジャスモン酸類の中で生理機能がほとんど明

らかにされていなかった OPDA に着目し、OPDA による遺伝子発現制御の詳細を明らかに

するための研究を行った。DNA マイクロアレイを用いて、OPDA による発現制御遺伝子群

と JAやMeJAによる発現制御遺伝子群に違いがあるかを比較し、OPDA 特異的応答遺伝子

群を同定した。次に OPDA 特異的応答遺伝子群と植物の傷害応答との関わりについて研究

を行った。これらの内容を第 2 章に述べる。また、植物におけるジャスモン酸類の生理機

能に関する研究が多数なされているのに対し、哺乳類における報告は少なく、特に OPDA

に関する報告はほとんどなされていなかった。しかしながら、OPDA に構造の似ている

15d-PGJ2 が哺乳類において、抗酸化ストレス応答を担う Nrf2 シグナルや炎症反応を担う

NF-κB シグナル、MAPK シグナルに作用する等、多様な生理作用を持つことから、OPDA

などのジャスモン酸類が哺乳類に対して何らかの生理作用を持つ可能性が考えられた。そ

こで、神経変性疾患に密接に関わる酸化ストレスと炎症に着目し、ジャスモン酸類がこれ

らに対して作用を持つのかを明らかにするために研究を行った。第 3 章において、神経細

胞における酸化ストレスに対するジャスモン酸類の生理作用に関して行った研究について

述べ、第 4 章において、ミクログリアにおける炎症に対するジャスモン酸類の生理作用に

関して行った研究について述べる。 
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第 2 章 植物シロイヌナズナにおける 12-オキソ-フィトジエン酸に

よるジャスモン酸非依存の遺伝子群発現制御 

2.1 序 

ジャスモン酸 (JA)やジャスモン酸メチル (MeJA)は、 α-リノレン酸から過酸

化、環化、 β 酸化を経て合成され（図 1-1）、植物の傷害応答や病害応答、葯

の開裂、老化の促進など多様な生理現象に関与することが知られている [3,  7,  

127-133]。JA によりこれらの生理現象が引き起こされる際には、COI1 を介し

たシグナル情報伝達経路が使われると考えられている [8,  134]。  

2001 年に Stintzi らのグループは、 JA や MeJA の生合成前駆体である 12-

オキソ -フィトジエン酸 (OPDA)（図 1-1）も生理活性作用を持つ分子であるこ

とを報告した [7,  129]。彼らは、 JA の生合成酵素の 1 つである OPDA reductase 3

（OPR3）の変異体（OPDA は生合成できるが JAやMeJA は生合成できない変異体）を用い

て下記を報告した。opr3 変異体は葯の開裂が起こらず雄性不稔の表現型を示すが、外から

JA を添加すると雄性不稔は回復した[129]。一方、OPDA を外から添加しても雄性不稔のま

まであった[129]。このことから、葯の開裂に関して、JAが生理活性を持つのに対し、OPDA

は生理活性を持たないことが明らかとなった。opr3変異体は JAを合成できないため病害応

答を引き起こすことができず、病害に対して感受性が高まると考えられた。しかしながら

彼らが病害虫の１種である Bradysia impatientsを感染させたところ、野生型と同様の抵抗性

を示し、OPDAが病害応答を引き起こす生理活性物質として作用していることが示唆された

[7]。さらに 150 個の遺伝子が含まれるミニアレイを用いて、OPDA が傷害応答遺伝子群の

発現を制御するかどうかを調べたところ、OPDA は傷害時に COI1 依存的かつ JA によって

誘導される遺伝子群の発現を誘導していたが、傷害時に COI1 非依存的に誘導され、かつ JA

には誘導されない幾つかの遺伝子群の発現も誘導することが明らかとなった[7]。このこと

より、OPDA が JA とは異なる独自の遺伝子発現制御を担っている可能性が示唆されたが、
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OPDA による遺伝子発現制御の詳細は明らかにされていない。そこで OPDA の生理機能の

解明を目的とし、OPDAによって制御される遺伝子群に焦点をあて、研究を進めた。 

本研究において、マイクロアレイを用いたトランスクリプトーム解析からシロイヌナズ

ナにおいて、JA や MeJA には発現の制御を受けず、OPDA にのみ制御を受ける遺伝子群

（OPDA特異的応答遺伝子群）を同定した。OPDA特異的応答遺伝子群の多くは傷害処理時

に発現が変動しており、ジャスモン酸類の生合成や情報伝達に関わる遺伝子の変異体を用

いた解析から、OPDA は JA/MeJA とは異なる情報伝達経路を用いて OPDA特異的応答遺伝

子の発現を引き起こすことで、傷害応答をはじめとする生理現象に JA/MeJA とは異なるシ

グナルとして関与することが示唆された。 
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2.2 実験材料と方法 

2.2.1 植物に対する化合物処理と傷害処理 

シロイヌナズナ（Arabidopsis thaliana; Col Ws、aos、opr3、ならびに coronatine insensitive 1

（coi1-16））は 1%スクロースを含むMurashige / Skoog 液体培地を用い、22ºCで連続光の下、

旋回培養法により培養した。coi1-16変異体は John Turner博士（East Anglia大学）より

譲渡された。10日間培養したシロイヌナズナに対し、30 µMの OPDA、JA、MeJA、3-oxo-2- 

(2'-pentenyl)cyclopentane-1-octadecanoic acid （ OPC8:0 ） 、

3-oxo-2-(2'-pentenyl)cyclopentane-1-hexanoic acid（OPC6:0）、リノレン酸  ならびに 

acrolein を処理した。OPDA、OPC8:0 ならびに OPC6:0 は小林雄一博士（東京工業大学）

より譲渡された。JA、MeJA、リノレン酸、ならびに acroleinは Sigma-Aldrichより購入

した。シロイヌナズナに上記化合物処理を行い、0（未処理）、15、30、60、180および 360

分後に回収した。傷害処理においては、シロイヌナズナ （Col、Ws、aos、opr3 変異体）

は、0.8%アガロースを含むMurashige / Skoog培地を用い、22ºCで連続光の下で培養した。

aos変異体は Joon-Hyun Park博士（Arizona大学）と Kenneth A. Feldmann博士（Arizona

大学）より譲渡された。opr3変異体は John Browse博士（Washington State 大学）より

譲渡された。21 日間培養した後、全てのロゼット葉に対してピンセットにて傷害処理を行

い、0（未処理）、15、30、60、180および 360分後に回収した。 

 

2.2.2 RNA 抽出 

化合物を処理したシロイヌナズナからのノザンブロット用の RNA 抽出は phenol/ 

sodium dodecyl sulfate法に準じて行った[135]。マイクロアレイ用の RNA 抽出は RNeasy 

mini kit（Qiagen）を用いて行った。傷害処理を行ったシロイヌナズナからのノザンブロ

ット用ならびにマイクロアレイ用の RNA抽出は RNeasy mini kit（Qiagen）を用いて行っ

た。  
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2.2.3 DNAマイクロアレイ 

DNA マイクロアレイは Arabidopsis 2 oligo microarray（Agilent Technologies）と

Agilent Linear Amplification/Labeling kit（Agilent Technologies）を用いて行い、実験は

duplicateで行った。DNAマイクロアレイに用いた RNAの品質は RNA 6000 Nano Assay

（Agilent Technologies）にて確認した。500 ngの RNAに対して T7 promoterプライマー

を用いて逆転写反応を行い、cDNAを合成した。得られた cDNAを鋳型に、cyanine 3-dCTP 

（化合物もしくは傷害処理サンプル）もしくは cyanine 5-dCTP（未処理サンプル）を含む

dNTP mix存在下で、T7 RNA Polymeraseを用いて 40ºCで 2時間反応させることにより、

標識された cRNAを得た。cRNAを RNeasy mini kit（Qiagen）にて精製後、ハイブリダ

イゼーション液、Orientation marker（Deposition ControlSP300; Operon Technologies）、

ならびに Cot-1 DNA（Invitrogen）と混和し、マイクロアレイグラスと 60ºCで 17時間ハ

イブリダイズさせた。マイクロアレイグラスは洗浄後、Agilent microarray Scanner

（Agilent Technologies）にてスキャンし、データを取得した。 

 

2.2.4 マイクロアレイデータ解析 

アレイスポットのシグナル強度を Agilent Feature Extraction software で計算し、さら

にシグナルのノーマライズ処理を行い、各処理における各々の遺伝子の発現量を数値化し

た。その後化合物処理や傷害処理によって発現量が何倍変化したかを示す normalized fold 

expression（NRE）を算出した。マイクロアレイには 21,500個の遺伝子が含まれていたが、

フラグを示した遺伝子を除き、最終的に 20,095遺伝子が解析対象となった。 

 

2.2.5 ORG、JRG ならびに WRG の抽出 

マイクロアレイデータをもとに、OPDA特異的応答遺伝子（ORG）、JA かつMeJA応答
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遺伝子（JRG）、傷害応答遺伝子（WRG）の抽出を行った（Taki ら[136]）。簡単に述べる

と、初めに OPDA、JA、MeJA、傷害処理の各処理時間における NREの最大値（maxNRE）

ならびにNREの最小値（minNRE）を求めた。誘導型 ORGは、OPDA処理時のmaxNRE

が 3以上、かつ、JA ならびにMeJA処理時のmaxNREが 2以下の遺伝子群とした。抑制

型 ORG は、OPDA 処理時の minNRE が 0.33 以下、かつ、JA ならびに MeJA 処理時の

minNRE が 0.5 以上の遺伝子群とした。JRG は、JA ならびに MeJA 処理時の maxNRE

が 3以上、または、minNREが 0.33以下の遺伝子群とした。WRGは、傷害処理時のmaxNRE

が 3以上、または、minNREが 0.33以下の遺伝子群とした。 

 

2.2.6 ノザンブロット 

5 µgの RNAを 1.2% agarose/formaldehydeゲルへ電気泳動後、ナイロンメンブレンに

転写した。ノザンブロット用のプローブは AV544343（AtERF5に対応）、AV521889（ZAT10

に対応）、AV546998 （FAD-OXRに対応）、AV537643（GST6に対応）、AV544278 （TCH4

に対応）ならびに AV532124 （AtVSP2に対応） (アクセッション番号に関しては[137]に

記載 ) 由来のプラスミド DNA、または、下記プライマーセットを用いた。

5’-gtgttgttgtattgtagattgtgttg-3’と 5’-gtcttctctattgtcatatcactgtttcg-3’のプライマーセット

（DREB2Aに対応）、5’-cttaggtattgcagaccgtatgagc-3’と 5’-gtttttatccgagtttgaagaggct-3’ の

プライマーセット（ACTIN8に対応）。プローブは[α-32P]dCTPにて標識後、[138]に記載の

方法に準じて RNA が転写されたナイロンメンブレンとハイブリダイゼーションさせた。シ

グナルは Image Quant（version 5.1; Molecular Dynamics）を用いて検出した。データは

2回または 3回実施したうちの代表的な 1回分を示した。 
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2.3 結果 

2.3.1 OPDA応答遺伝子群 

シロイヌナズナにおいて、OPDA、JAならびにMeJAが遺伝子発現に及ぼす影響を網羅

的に調べるために、21,500個の遺伝子を含むマイクロアレイを用いて解析を行った。OPDA、

JAならびにMeJA処理を行った 30分後ならびに 180分後のサンプルに対して、マイクロ

アレイ解析を行い、方法 2.2.4節に記載したように、未処理に対して遺伝子発現量が何倍変

化したかという normalized fold expression（NRE）を算出した。各処理の 30分後ならび

に 180分後のNRE を用いて、スキャッタープロットにより遺伝子発現プロファイルの比較

を行った（図 2-1）。JAとMeJAの処理を比較すると、30分における相関係数が 0.64、180

分における相関係数が 0.85 であり、高い相関が認められ、JA と MeJA はよく似た遺伝子

発現制御を担っていることが示唆された（図 2-1C、F）。一方、OPDAと JAの処理を比較

すると、30分における相関係数が 0.48、180分における相関係数が 0.77であり（図 2-1A、

D）、また、OPDA と MeJA の処理を比較すると、30 分における相関係数が 0.47、180 分

における相関係数が 0.76 であり（図 2-1B、E）、その相関関係は JA と MeJA の処理の相

関係数より低かった。その理由は、図 2-1A、B、D、Eに示すように、縦軸沿いにプロット

された OPDAにのみ特異的に誘導される遺伝子群（赤いプロット）ならびに OPDAにのみ

特異的に抑制される遺伝子群（緑のプロット）が存在するためであることが分かった。こ

れら赤ならびに緑のプロットの遺伝子群を OPDA特異的応答遺伝子（ORG）として同定し

た。ORG のクライテリアに関しての方法は 2.2.5 節に記載した通りである。以上の検討よ

り、OPDAと JA/MeJAとは異なる遺伝子発現制御を担うことが示された。 
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図 2-1. OPDA、JA、MeJA応答遺伝子群の相関図 

（A）OPDA処理と JA処理 30分における遺伝子発現プロファイルの相関図 

（B）OPDA処理とMeJA処理 30分における遺伝子発現プロファイルの相関図 

（C）JA処理とMeJA 処理 30分における遺伝子発現プロファイルの相関図 

（D）OPDA処理と JA処理 180分における遺伝子発現プロファイルの相関図 

（E）OPDA処理とMeJA処理 180分における遺伝子発現プロファイルの相関図 

（F）JA処理とMeJA処理 180分における遺伝子発現プロファイルの相関図 

赤いスポットは、OPDA 処理により遺伝子発現が 3 倍以上誘導され、かつ、JA と MeJA

処理による遺伝子発現誘導が 2 倍以下の遺伝子を示す。緑のスポットは、OPDA 処理によ

り遺伝子発現が 0.33 倍以下に抑制され、かつ、JA と MeJA 処理による遺伝子発現抑制が

0.5倍以上の遺伝子を示す。 
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2.3.2 ノザンブロットによる ORGの遺伝子発現解析 

マイクロアレイ解析の結果より得られた ORG群は、誘導型（OPDA による発現誘導が 3

倍以上かつ JA/MeJA による発現誘導が 2 倍以下）が 157 遺伝子であり、抑制型（OPDA

による発現抑制が 0.33倍以下かつ JA/MeJA による発現抑制が 0.5倍以上）が 15遺伝子で

あった。 

ORGが OPDA にのみ応答し、JA/MeJAには応答しないことを確かめるために、ノザン

ブロットによる発現解析を行った。ORGの中から代表的なものとして ZAT10（At1g27730）、

AtERF5（At5g47230）、DREB2A（At5g05410）、GST6（At2g47730）、FAD-OXR

（FAD-linked oxidoreductase；At4g20860）を選んだ。図 2-2A に示すように、これらの

遺伝子は OPDA 処理によってのみ誘導され、JA ならびに MeJA 処理による変化は認めら

れなかった。マイクロアレイでは方法 2.2.5節に示したように、JAかつMeJA処理により

3倍以上発現が誘導または抑制された遺伝子群を JRG群として同定した。JRG群の代表的

な遺伝子として報告されている AtVSP2 （At5g24770）[139]に関してもノザンブロットに

よる発現解析を行ったところ、ORG群とは異なり OPDA、JA、MeJA全ての処理により発

現の誘導が認められた（図 2-2A）。ZAT10、AtERF5、DREB2A は種々の abioticストレス

応答に関わる転写因子であることが知られている[140-143]。また、GST6 と FAD-OXRに

関してもストレス応答の際に発現が誘導されることが報告されている[144, 145]。ORG の

発現プロファイルを比較すると、ZAT10 や AtERF5 といった転写因子では OPDA 処理に

より 30分以内に発現が誘導されるのに対し、GST6や FAD-OXRでは 180分といった比較

的遅い時間帯で誘導されることが分かった（図 2-2A）。 

ORGが JA/MeJAには応答せず、OPDAに特異的に応答する遺伝子であることをさらに

検証するために、OPDA から JA を生合成する際に必要な酵素である OPR3 が欠損した変

異体[7, 129]、すなわち JA ならびに MeJA が生合成されない opr3 変異体を用いて解析を

行った。野生型ならびに opr3 変異体に対して、OPDA、JA、MeJA 処理を行い、ORG の
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ZAT10 ならびに FAD-OXR の発現をノザンブロットにて解析したところ、野生型と opr3

変異体において OPDA 処理による発現誘導に差は認められなかった（図 2-2B）。AtERF5、

DREB2A、GST6 に対するノザンブロット解析でも同様の結果を示した。これらの結果は

OPDAが JA/MeJAとは異なり、独自の遺伝子発現制御を担っていることを示唆している。

一方、野生型で認められた OPDA処理による AtVSP2の誘導は、opr3変異体では消失した

（図 2-2B）。このことより、AtVSP2が JA/MeJAに特異的に応答すること、ならびに外か

ら添加した OPDAは 180分以内に OPDA から JAに変換されることが示唆された。 
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図 2-2. 野生型と opr3変異体における ORGのノザンブロットによる発現解析 

（A）10 日間培養した植物体に対し、それぞれ 30 µM の OPDA、JA、MeJA を処理し、

15、30、60、180、360 分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットで解析した。Actin8 は

ローディングコントロールとして用いた。 

（B）10日間培養した野生型と opr3変異体に対し、30 µM の OPDAを処理し、15、30、

60、180、360分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットで解析した。Actin8はローディン

グコントロールとして用いた。 
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2.3.3 ORG 群の機能的分類 

172 個の ORG 群に関して機能を調べたところ、約 70%にあたる 123 個については、

Arabidopsis Information Resourceを用いて遺伝子機能の annotation付けが可能であった。

残りの 49個に関しては、hypothetical、expressedまたは putativeであった。遺伝子機能

の annotation を参考に、誘導型 ORG 群を 6 つのグループへ、抑制型 ORG 群を 3 つのグ

ループへ分けた（表 2-1、2-2）。誘導型 ORG群の 1つめのグループには、kinaseやカルシ

ウム依存的シグナル因子、calmodulin といったシグナル伝達に関与する遺伝子が含まれて

いた。このグループに含まれる遺伝子は OPDA による誘導が 30 分以内に生じ、その誘導

が一過的であるという特徴を持っていた。誘導型 ORG 群の 2 つめのグループには、

AP2/EREB[146]、WRKY[147]、MYB[148]といった転写因子や zinc-finger タイプ[149]の

DNA 結合タンパク質が含まれた。このグループの発現プロファイルも OPDA による誘導

が早期で一過的であるという特徴を持っていた。グループ 1 とグループ 2 に含まれる遺伝

子は 40 個で ORG群全体の 26%であった。誘導型 ORG群のグループ 3には、ストレス応

答に関わる種々タンパク質が含まれていた。例えば、酸化ストレス環境下で発現が誘導さ

れる AtGPX6[150]や、環境の変化に応じて植物の形態形成調節に関わる TCH4[151]、多種

の heat shock proteinである。グループ 3の遺伝子発現プロファイルはグループ 1、2と異

なり、OPDAにより誘導される時間が 30分より遅い 180分であるものが多かった。グルー

プ 4、5、6 にはそれぞれ、二次代謝、植物ホルモン、金属やイオンの輸送に関わる遺伝子

が含まれていた。 

今回の検討では、JAかつMeJA処理により 3倍以上誘導または抑制された遺伝子を JRG

群として同定している。JRG 群は 449 個であり、誘導型が 371 個、抑制型が 78 個であっ

た（詳細は Takiら[136]の supplemental dataに記載）。JRG群の遺伝子機能に関して調べ

たところ、アスコルビン酸やグルタチオン代謝、ジャスモン酸生合成、インドールグルコ

シノレート生合成に関わる遺伝子が多く認められ、これらは JA と MeJA によって発現制
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御を受けることがすでに報告されており、今回の結果と一致していた[138, 152-154]。 
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表 2-1. 誘導型 ORG群のリスト 
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表 2-2. 抑制型 ORG群のリスト 
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2.3.4 傷害応答における ORGの機能 

OPDAの詳細な役割は不明であるが、JAの生合成前駆体であることから、同様な生理現

象に寄与している可能性が考えられる。JAやMeJAは傷害応答に重要な役割を果たすこと

が報告されている[155]。そこで、傷害応答における OPDAの役割を解明するために、シロ

イヌナズナへ傷害を与えた際の遺伝子発現を、マイクロアレイを用いて網羅的に解析した。

その結果、ORG群の 45%と JRG群の 46%が傷害処理においても発現変動を受けることが

分かった（表 2-1、2-2）。これは OPDA も傷害応答に関わるシグナル伝達分子であること

を示唆している。 

そこで植物が傷害を受けた際に、OPDA による ORG群の誘導が必要かどうかを検証する

ために、傷害処理を行った opr3 変異体と aos 変異体を用いて、ORG 群の発現解析を行っ

た。opr3変異体ではOPDAは生合成されるが、JAならびにMeJAは生合成されない[129]。

一方、aos 変異体では OPDA、JA、MeJA いずれも生合成されない[156]。野生型、aos 変

異体、opr3変異体に対して傷害処理を行い、ノザンブロットにて ORGの ZAT10、FAD-OXR、

AtERF5 の発現解析を行った。その結果、aos 変異体では野生型と比較し、傷害処理後の

ZAT10、FAD-OXR、AtERF5の発現誘導が抑制されていた（図 2-3A）。一方、opr3変異体

では傷害処理により野生型と同様のレベルでこれらの遺伝子の発現誘導が認められた（図

2-3B）。また、JRG である AtVSP2 に関してはいずれの変異体においても発現が消失して

いた。以上の結果から、OPDA は傷害応答時に ZAT10、FAD-OXR、AtERF5 の発現誘導

を引き起こし、シグナル伝達分子として機能することが示唆された。 

図 2-3Aで認められるように、aos変異体ではOPDAが生合成されていないにも関わらず、

傷害応答時に ZAT10、FAD-OXR、AtERF5の発現が弱いながらも誘導されていた。OPDA

以外にも種々のオキシリピンが遺伝子発現制御を担うシグナル伝達因子として機能するこ

とが報告されている。それらオキシリピンの多くはリノレン酸由来であることから、aos変

異体で認められた ZAT10、FAD-OXR、AtERF5の発現誘導にもリノレン酸由来のオキシリ
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ピンが関わっているのではないかと考えた。そこで野生型と aos 変異体に対してリノレン

酸を処理し、ZAT10 ならびに AtVSP2 の発現解析を行った。その結果、aos 変異体では野

生型に比べ ZAT10 の発現量が減少しており、AtVSP2 の発現は完全に消失していた（図

2-3C）。このことより、リノレン酸由来のオキシリピンが傷害処理時の ORG の発現誘導に

関わっていることが示唆された。 
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図 2-3. 野生型とジャスモン酸生合成変異体における傷害時の ORGの発現解析 

（A）野生型（実線）と aos 変異体（点線）、（B）野生型（実線）と opr3 変異体（点線）

に傷害処理を行い、15、30、60、180、360分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットによ

り解析し、未処理に対する発現変動倍率（fold expression）を求めた。グラフは 4回分のデ

ータの平均値と標準誤差を示す。（C）10 日間培養した植物体に対し、10 µM のリノレン

酸を処理し、15、30、60、180、360分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットで解析した。 
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2.3.5 COI1 非依存的経路を介した ORGの発現制御 

COI1 は JA ならびに MeJA のシグナル伝達に必須であることが報告されている[133]。

OPDA の構造は JA と類似しているため、OPDA も COI1 を介してシグナル伝達を引き起

こしている可能性が考えられる。そこで、coi1-16変異体[157]を用いて、OPDA による ORG

の発現制御に COI1 を介しているかを検討した。野生型と coi1-16 変異体に対して OPDA

または JA を処理し、ノザンブロットにより ORG である ZAT10、FAD-OXR、AtERF5、

DREB2A、GST6、TCH4の発現量を解析した。その結果、OPDA処理によるこれら ORG

の発現誘導は coi1-16 変異体においても認められた（図 2-4）。一方、JRG である AtVSP2

に関しては、coi1-16変異体において OPDAならびに JA処理による発現誘導が消失してい

た（図 2-4）。これらの結果は OPDA による ORG の制御が COI1 非依存的に引き起こされ

ていることを示唆している。 
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図 2-4. coi1-16変異体における ORGのノザンブロットによる発現解析 

10日間培養した野生型と coi1-16変異体に対し、30 µM のOPDAまたは JAを処理し、15、

30、60、180、360 分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットで解析した。Actin8 はロー

ディングコントロールとして用いた。 
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2.3.6 OPC8:0 と OPC6:0による ORG 発現誘導 

OPDAは JAの生合成前駆体であり、β酸化を受けて JAとなるため、OPDAと JAの構

造的骨格はよく似ている。しかしながら、今回のこれまでの結果では、OPDAは JAに非依

存的なシグナル分子として機能することが分かってきた。これは OPDA の JA とは異なる

何らかの構造的違いを植物が受容している可能性を示唆している。図 1-1 に示すように、

OPDAと JAの間には 2つの構造的違いが存在する。1つ目として OPDAは α、β-不飽和カ

ルボニル構造をシクロペンテノン環に持つことが上げられる。この α、β-不飽和カルボニル

を持つ種々の化合物は植物で遺伝子発現を引き起こすことが報告されており [158]、

acroleinもその１つである（図 2-5A）。そこで ORGの発現が acroleinにより制御されてい

るかどうかを検討した。その結果、図 2-5B に示すように、acrolein は ORG の発現を誘導

することが分かった。OPDA と JA の構造的違いの 2 つ目として、カルボキシル基を持つ

炭素鎖の長さの違いが上げられる。OPDAは JAと比較し、長い炭素鎖を持っている。そこ

でこの長さの違いが、JAとは異なる OPDA独自の発現誘導に関わっているのかを検討する

た め に 、 OPDA か ら JA が 生 合 成 さ れ る 際 の 中 間 体 で あ る 3-oxo-2- 

(2’-pentenyl)cyclopentane-1-octadecanoic acid （ OPC8:0 ） な ら び に

3-oxo-2-(2’-pentenyl)cyclopentane-1-hexanoic acid（OPC6:0）を用いて検討を行った。

OPC8:0とOPC6:0をそれぞれシロイヌナズナへ処理し、ORGの発現解析を行ったところ、

どちらの化合物を処理した場合でも ORGの発現誘導が認められた（図 2-5C）。この結果よ

り、JA とは異なる OPDA 独自の遺伝子発現制御には、α、β 不飽和カルボニル構造のみな

らず、JAと異なる炭素鎖の長さの違いといった 2つの構造的違いが関与していることが示

唆された。 
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図 2-5. OPDA の構造類似体を用いた ORGの発現解析 

（A）Acroleinの構造 

（B）10日間培養した植物体に対し、30 µM の acroleinを処理し、15、30、60、180、360

分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットで解析した。Actin8 はローディングコントロー

ルとして用いた。 

（C）10日間培養した植物体に対し、30 µM の OPC8:0または OPC6:0を処理し、15、30、

60、180、360分後の各遺伝子の発現量をノザンブロットで解析した。Actin8はローディン

グコントロールとして用いた。 
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2.4 考察 

2.4.1 OPDAによる JA/MeJAとは異なる独自の遺伝子発現制御 

JAやMeJAは、植物が傷害や虫害、感染といった種々の環境ストレスから防御する際に

機能する重要な生理活性物質である[131, 155]。このようなストレス環境下では、JA や

MeJA により発現が制御される遺伝子群が存在することが報告されている[159, 160]。JA

の生合成前駆体である OPDAも、遺伝子の発現制御を担うことが知られているが[7]、その

詳細については不明であった。 

本研究においては、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析手法により、OPDA、

JA、MeJA 処理により発現が変動した遺伝子群を同定し、その中からさらに JA や MeJA

処理では発現が変動せず OPDA 処理にのみ応答した遺伝子群として ORG 群の同定を行っ

た。またJAならびにMeJA処理により発現が変動した遺伝子群としてJRG群を同定した。

ORG群と JRG群は明らかに異なる特徴を有しており、ORG群ではシグナル伝達因子や転

写因子が多く含まれるのに対し、JRG 群には JA やアスコルビン酸、グルタチオン、イン

ドールグルコシノレートといった物質の代謝に関わる酵素群が多く含まれていた[138, 

152-154]。COI1は JA/MeJAを介したシグナル伝達に必須の因子であることが広く知られ

ている[133, 161]。図 2-4に示すように、JRGの発現はCOI1依存的な経路を介していたが、

ORG の発現は COI1 非依存的経路を介しており、OPDA のシグナル伝達経路は JA/MeJA

とは異なることが明らかとなった。 

以上の結果は、OPDAと JA/MeJAが異なるシグナル伝達分子として機能していることを

示唆している。そこには OPDA が JA/MeJAとは異なる構造的特徴として持ち合わせる α、

β-不飽和カルボニル構造の有無と炭素鎖の長さの違いが関わっている可能性が考えられる。

α、β-不飽和カルボニル構造を持つacroleinにはORGの発現を誘導する活性が認められた。

哺乳類では膜脂質由来の脂肪酸であるプロスタグランジンがシグナル伝達分子として機能

することが知られている。プロスタグランジンの中で OPDA に構造が類似しているものと
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して 15-デオキシ-Δ12,14
-プロスタグランジン J2（15d-PGJ2）が上げられる。15d-PGJ2は OPDA

と同様に α、β-不飽和カルボニル構造を持ち、タンパク質やグルタチオン、システインのチ

オール基とMichael付加反応を起こす生理活性物質である[162]。従って OPDAの α、β-不

飽和カルボニル構造が Michael 付加反応を起こし、何らかのタンパク質修飾を介したシグ

ナルが流れることにより OPDA による特異的な遺伝子発現制御がなされている可能性が考

えられる。また、今回の研究から OPC8:0と OPC6:0が ORG群の遺伝子発現を誘導するこ

とが初めて明らかとなった（図 2-5C）。これは JA と異なる炭素鎖の長さも OPDA 特異的

な遺伝子発現制御に関わる重要な要素である可能性を示唆している。OPDAと JAの局在性

の違いが OPDA と JAの発現制御の違いに関わっている可能性も考えられる。OPDAは葉

緑体で生合成されることや[127, 128, 163]、エステル結合したプラスチド特異的なガラクト

脂質から切り出され産生されることが報告されている[164]。OPDAはペルオキシソームで

OPR3 による反応と β 酸化を受け、JA に変換される[129, 165]。そのため、OPDA と JA

が最終的に産生される細胞内局在は異なっている。またトマトの花では OPDA と JA が異

なる組織分布を示すことが報告されている[166]。従って OPDAと JAの生合成される場所

や蓄積する場所が異なることも、両者が異なるシグナル伝達を引き起こすことに関係があ

るのかもしれない。 

 

2.4.2. 傷害応答における OPDA の機能 

JAやMeJAは防御応答に必須であり、特に傷害応答に重要な役割を果たしていることが

知られている[155]。これまでに植物が葉に傷害を受けると JA が蓄積することが多数報告

されており[131, 132, 167, 168]、これが傷害により引き起こされる遺伝子発現を制御する

シグナルになっている可能性があると考えられている[169]。実際に今回の検討では、JRG

群の約半数が傷害時に発現が変動していることが分かった。結果で述べたように、ORG群

の約半数もまた傷害時に発現が変動していた。傷害を受けた葉に OPDA が蓄積するとの報
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告もある[132]。従って OPDAも JAと同様に傷害応答時に何らかの役割を果たしている可

能性が考えられる。傷害時の ORG群の発現は、aos変異体では野生型に比べ 50%程度にま

で抑制されていたが、opr3変異体では野生型との差は認められなかった（図 2-3A、B）。こ

の結果は OPDA が JA とは異なるメカニズムで傷害応答時のシグナル伝達分子として機能

していることを示唆している。 

aos 変異体に対する傷害処理において、ORG の発現量は減少するものの、半分程度は残

っていた（図 2-3A、B）。植物においてはリノレン酸由来の種々オキシリピンが蓄積するこ

とが報告されており[170]、これらが残存した ORG の発現に関与している可能性が考えら

れる。図 2-3C に示したように、aos 変異体にリノレン酸を処理すると ORG の発現誘導が

認められ、これは AOSによる反応を介さないリノレン酸由来のオキシリピンが関与したた

めと考えられる。このようなオキシリピンとしては、JA生合成の OPDA前駆体である 13-

ヒドロペルオキシリノレン酸や、傷害応答時に蓄積するとの報告がある hydroperoxide 

lyaseや lipoxygenase由来のオキシリピン、非酵素的に生じる phytoprostane等が考えら

れる[171-174]。Phytoprostane は OPDA と構造的に似ており[175]、植物において遺伝子

発現を制御することが報告されているが、その活性は OPDA より弱いと考えられている

[176]。 

今回の検討では 74 個の ORG 群の発現が傷害時に誘導されていた。これらの ORG 群に

はシグナル伝達因子や転写因子が多く含まれており、OPDA が傷害応答時に上流のシグナ

ル伝達因子として機能していることを示唆している。傷害時には酸化ストレスを引き起こ

す活性酸素が蓄積することが報告されており[177]、乾燥や低温、塩といった環境ストレス

下においても酸化ストレスが生じることが報告されている[178-180]。今回同定された ORG

群の多くは酸化ストレスによる制御を受けるとの報告がなされている。Mitogen-activated 

protein kinase（MAPK）シグナル伝達は酸化ストレスによって活性化されるが[181-185]、

ORG 群の中には MAPK シグナル伝達に関与する OXI1（At3g25250）、protein kinase 
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family（At4g25390）、MAPKKK18 （At1g05100）、protein phosphatase 2C（At3g27140）

が含まれていた。特に OXI1はシロイヌナズナにおける酸化ストレス時のシグナル伝達に不

可欠であることが知られている[186]。酸化ストレスはシロイヌナズナにおいてカルシウム

シグナル経路を誘導することが報告されている [187, 188]。誘導型 ORG 群には

calcium-binding EF-hand family protein （At4g27280、At5g39670）、 a putative 

calcium-binding protein（At5g54490）、a calmodulinbinding protein（At5g26920）、a 

putative calmodulinrelated protein（At3g01830、At5g42380）といった多くのカルシウ

ムシグナル伝達に関わる遺伝子が含まれていた。これらのシグナル伝達に関わる ORG群の

発現プロファイルは早期で一過的であり、OPDA が植物の酸化ストレス早期応答時に重要

なシグナル分子として機能している可能性が考えられる。さらに ORG群として同定された

転写因子として ZAT10（At1g27730）、AtERF5（At5g47230）、DREB2A（At5g05410）、

MYB4（At4g38620）、ZAT12（At5g59820）があるが、これらは低温や傷害、乾燥、塩ス

トレスといった酸化ストレスが発生するような環境下において発現が誘導されることが報

告されている[140-143, 189, 190]。OPDA 処理によるこれら転写因子の発現誘導は 30分以

内に起きていた。以上のことは、傷害といった酸化ストレス下に植物が置かれた際に、OPDA

が上流のシグナルとして機能し、早期の遺伝子発現変動を介した酸化ストレス応答に関わ

っていることを示唆している。 

本研究において、マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析から JAやMeJA には発

現の制御を受けず、OPDA にのみ制御を受ける ORG 群が存在することが明らかとなった。

また ORG群の多くは傷害処理時に発現が変動しており、OPDAを生合成できない変異体に

傷害処理を行うと ORGの発現が抑制されることから、OPDAが傷害応答時に機能すること

が示唆された。また、OPDA は JA/MeJA とは異なる COI1 非存的な情報伝達経路を用いて

ORG の発現を引き起こしていた。以上のことから、OPDA は傷害応答をはじめとする生理

現象に JA/MeJA とは異なる独自のシグナルとして機能することが示唆された（図 2-6）。
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OPDA の生理的な機能はまだ不明な部分も多いが、今後 OPDA シグナルや OPDA 量に変

化が生じるような変異体を活用することで、植物におけるオキシリピンシグナルの詳細が

明らかにされていくことが期待される。 
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図 2-6. OPDA による ORGの遺伝子発現制御とシグナル情報伝達 
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第 3 章 ヒト神経細胞における酸化ストレス誘発細胞障害に対する

12-オキソ-フィトジエン酸の保護作用 

3.1 序 

ジャスモン酸類は、アラキドン酸から産生されるオキシリピンで、植物内では傷害応答、

病虫害応答、葯の開裂といった多様な生理作用を持つことが報告されている[3]。第 2 章に

おいて、ジャスモン酸類の 1 つである 12-オキソ -フィトジエン酸 (OPDA)が、植物に

おける傷害等の酸化ストレスに対して防御応答を引き起こすための生理活性物質として機

能している可能性について述べた。ジャスモン酸類は高等植物で生合成され、トマトやリ

ンゴといった食品にも含まれていることが報告されているが[191-193]、一方で、ジャスモ

ン酸類が哺乳類で生合成されるという報告はない。ジャスモン酸類の構造は哺乳類で生合

成されるプロスタグランジンとよく似ており[22]、プロスタグランジンが哺乳類において、

炎症や発熱といった多様な生理作用を引き起こすことから[26-28]、ジャスモン酸類が哺乳

類においても何らかの生理的作用を持つ可能性が考えられる。動物細胞におけるジャスモ

ン酸類の作用に関しては、ジャスモン酸（JA）やジャスモン酸メチル（MeJA）の抗癌作用

に関してはいくつかの研究がなされているものの[11-13]、その他に関してはほとんど報告が

ない。特に OPDA の動物細胞に対する作用に関しては、全くと言ってよいほど報告されて

いなかった。そこで本研究では、哺乳類におけるジャスモン酸類の酸化ストレスに対する

作用を検討することとした。 

動物細胞において酸化ストレスに対する感受性の高い組織の１つに神経細胞があり[194]、

酸化ストレスによる神経細胞の障害がアルツハイマー病やパーキンソン病をはじめとする

神経変性疾患に関与していると考えられている[107, 116, 124]。動物細胞では、酸化ストレ

スに対抗するための、酸化ストレス応答システムとして nuclear factor erythriod2 related factor 

2（Nrf2）/ kelch-like ECH-associated protein 1（Keap1）システムが存在する（図 1-4、1-5）。

Nrf2は転写因子で、通常は Keap1によりユビキチン化され不活性化しているが[42]、何らか
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の刺激で活性化すると Nrf2 が制御する抗酸化遺伝子群の発現を網羅的に誘導し[42, 45] 、

グルタチオンの蓄積や heme oxygenase-1（HO-1）、NADPH quinone oxidoreductase（NQO1）

の発現誘導といった抗酸化ストレス応答を引き起こすことが知られている[46-49]。そのた

め、Nrf2 の活性化は酸化ストレスによる神経細胞障害を保護することが報告されている

[70-74]。 

本研究において、ヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y細胞に対して、ジャスモン酸類を処理

した後、酸化ストレスとして H2O2刺激を行い、細胞生存率を測定したところ、OPDAを処

理した細胞でのみ H2O2刺激による細胞死が抑制された。また、OPDA は H2O2刺激による

ミトコンドリア膜電位の低下ならびに活性酸素の産生を抑制し、酸化ストレスに対して保

護的な作用を示した。OPDA の保護作用メカニズムを解明するために、Nrf2 との関わりを

検討したところ、OPDA処理により Nrf2の核蓄積が認められ、Nrf2標的遺伝子群の誘導が

認められた。以上のことよりOPDAは動物細胞においてNrf2経路を活性化することにより、

酸化ストレスに対する保護作用を示すことが示唆された。 
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3.2 実験材料と方法 

3.2.1 試薬 

Dulbecco'sModified EagleMedium/Nutrient Mixture F-12 (1:1 (v/v) 、 DMEM/F-12) 、

5-(and-6)-chloromethyl-2′,7′-dichlorodihydrofluorescein diacetate acetyl ester (CM-H2DCFDA)、

Lipofectamine 2000、Lipofectamine RNAiMAX、Opti-MEM I Reduced Serum Medium、pcDNA3.1 

MycHis B ベクター、pcDNA3.1(+)ベクター、pcDNA3.1-Hygro ベクターは Life Technologies か

ら購入した。Fetal bovine serumは Cell Culture Bioscience から購入した。cis-OPDA、(±)-JA、

(±)-MeJA、dinor-OPDA、15d-PGJ2はCayman Chemicalから購入した。 (-)-JA-Ile、(±)-12-OH-JA、

3-oxo-2-(2'-pentenyl)cyclopentane-1-butyric acid（OPC4:0）はOlchemIm Ltdから購入した。H2O2、

LDH Cytotoxic TestはWako Pure Chemicalsから購入した。GSH-Glo Glutathione Assay、pGL4.15

ベクター は Promega から購入した。抗 Nrf2抗体、抗 GCLM抗体は Santa Cruz Biotechnology

から購入した。抗 lamin抗体は Cell Signalingから購入した。抗 HO-1抗体は Biomolから購

入した。抗 GCLC 抗体、抗 β-actin抗体、抗 NQO1抗体、抗 glutathione reductase抗体は Abcam

から購入した。Horseradish peroxidase 標識二次抗体、ECL Prime Western Blotting Detection 

Reagentは GE Healthcareから購入した。NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent、

Micro BCA Protein Assay kit は Pierce から購入した。Mitochondria-selective dye JC-1 は 

Immunochemistry Technologies から購入した。Protease inhibitor cocktail、CMV14 ベクター、

EZ view red anti FLAG M2 affinity gel は Sigma から購入した。RNeasy Mini kit、All Stars 

Negative Control siRNAは Qiagenから購入した。ReverTra Ace、PVDF Blocking Reagent for Can 

Get Signal、Can Get Signal Solution、KOD-Plus-Mutagenesis Kitは TOYOBO から購入した。

Sample Buffer Solution with Reducing ReagentはNacalaiから購入した。Anti-HA-peroxidase high 

affinity（3F10）rat monoclonal antibody は Roche から購入した。 
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3.2.2 細胞培養 

ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞は DS Pharma Biomedicalから購入した。細胞は 10% fetal 

bovine serum を含む DMEM/F-12 培地を用い、5% CO2、37°C の下で培養した。HEK293 細

胞は JCRBから購入し、細胞は 10% fetal bovine serum を含む DMEM培地を用い、5% CO2、

37°C の下で培養した。SH-SY5Y 細胞を 8 × 10
3
 cells/ 100 µL/ウェルの細胞数で 96ウェルプ

レートに播種し（実験に応じて、24 ウェルプレート、12 ウェルプレート、6 ウェルプレー

トへのスケールアップを実施し）、ジャスモン酸類を種々の濃度、時間で処理した。コント

ロールの細胞はジャスモン酸類を含まないエタノール溶媒のみを含む培地（エタノール終

濃度 0.9%）で処理を行った。細胞に酸化ストレス処理を行う際には、ジャスモン酸類で細

胞を 24 時間処理した後、ジャスモン酸類を含まない培地に置換し、200 µMの H2O2で種々

の時間処理した。 

 

3.2.3 細胞障害性測定 

細胞が障害を受け、アポトーシスやネクローシスといった細胞死が生じると、細胞内か

ら培地へ lactate dehydrogenase（LDH）が漏出する。そこで、細胞障害性測定は、培地中の

LDH 活性を LDH Cytotoxic Test で測定することにより行った。細胞障害性 100%となるポジ

ティブコントロールは、細胞を 2%（v/v）triton X-100で溶解させ調製した。 

 

3.2.4 活性酸素測定 

活性酸素は CM-H2DCFDA プローブを用いて測定した。SH-SY5Y 細胞を遮光下で、10 μM 

の CM-H2DCFDA と 37°C で 30 分間反応させ、リン酸緩衝生理食塩水で洗浄した後、フロ

ーサイトメーターで FL1 チャネル（488 nm excitation; 525 nm emission）の蛍光を測定した。 
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3.2.5 ミトコンドリア膜電位測定 

ミトコンドリア膜電位は JC-1試薬を用いて測定した。JC-1はミトコンドリアに蓄積する

脂溶性のカチオンで、ミトコンドリア膜電位依存的に赤色から緑色へと変化する試薬であ

る。正常な細胞では、高いミトコンドリア膜電位が維持され、JC-1は FL2 チャネル（488 nm 

excitation; 590 nm emission）で認識される赤色の蛍光複合体を形成する。一方細胞が障害を

受け、ミトコンドリア膜電位が低下すると、JC-1は FL1 チャネル（488 nm excitation; 525 nm 

emission）で認識される緑色の蛍光単量体を形成する[195]。SH-SY5Y 細胞を JC-1で 15分間

染色した後、リン酸緩衝生理食塩水で洗浄し、フローサイトメーターで FL1 チャネルなら

びに FL2 チャネルで蛍光を測定した。FL1（X 軸）と FL2（Y 軸）の値をプロットした図を

作成し、領域 1、2に含まれる細胞数の割合を算出した。 

 

3.2.6 イムノブロッティング 

細胞からの核タンパク質の抽出は 1% protease inhibitor cocktail を含むNE-PER Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction Reagent を用いて行った。細胞からの全タンパク質の抽出は 1% 

protease inhibitor cocktail を含む RIPA bufferを用いて行った。タンパク質濃度は Micro BCA 

Protein Assay kit を用いて測定した。3.5-5 µg のタンパク質を Sample Buffer Solution with 

Reducing Reagentと混ぜ 95°C で 10分間反応させた後、ポリアクリルアミドゲルの電気泳動

に供し、polyvinylidene difluoride メンブレンに転写した。メンブレンを PVDF Blocking 

Reagent for Can Get Signalを用いて室温で1時間反応させることによりブロッキングした後、

1次抗体と 4°C で一昼夜反応させた。1次抗体は、Nrf2、lamin、GCLM、GCLC、HO-1、NQO1、

glutathione reductase、β-actinに対する抗体を用いた。1次抗体と反応させたメンブレンを 0.1%

（v/v）tween-20を含む tris buffered saline（TBS）で洗浄し、horseradish peroxidase標識 2次

抗体と室温で 1 時間反応させた。Anti-HA-peroxidase high affinity（3F10）rat monoclonal 

antibody を用いる場合の反応は、室温で 1時間とした。抗体は全て Can Get Signal Solution
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を用いて希釈した。Peroxidase標識抗体と反応させたメンブレンに対して ECL PrimeWestern 

Blotting Detection Reagentを添加し、得られた発光シグナルを Image Quant LAS 3000 CCD 

camera system（Fujifilm）を用いて検出した。イムノブロットは 2または 3回実施したうち

の代表的な 1回分のデータを示した。 

 

3.2.7 定量 PCR 

細胞からの RNA の抽出は RNeasy Mini kitを用いて行い、DNase 処理過程を含むプロト

コルで実施した。RNA を鋳型として、ランダムヘキサマープライマーを用いて、ReverTra Ace 

reverse transcriptaseによる逆転写反応を行い、cDNA を調製した。定量 PCR反応は約 500 ng

の cDNAをテンプレートとして、7500HT Fast Real-Time PCR system（Applied Biosystems）

を用いて行った。各々の遺伝子を測定するために用いたプライマーならびに蛍光標識プロ

ーブ（5′ - 3′）は下記の通りである。データは GAPDH の発現量でノーマライズさせること

により算出した。 

Nrf2 プライマー：Nrf2 forward（fwd）、TACTCCCAGGTTGCCCACA；Nrf2 reverse（rev）、

CATCTACAAACGGGAATGTCTGC ； Nrf2 プ ロ ー ブ （ FAM-TAMRA ） 、

TCAGATGCTTTGTACTTTGATGACTGCATGC。 

HO-1 プ ラ イ マ ー ： HO-1 fwd 、 CTTCTTCACCTTCCCCAACATT ； HO-1 rev 、

GCAGTCTTGGCCTCTTCTATCAC; HO-1プローブ、AGATGACTCCCGCAGTCAGGCA。 

NQO1 プ ラ イ マ ー ： NQO1 fwd 、 CCTGGAAGGATGGAAGAAACG ； NQO1 rev 、

AGAATCCTGCCTGGAAGTTTAGG ；  NQO1 probe 、

ACACCACTGTATTTTGCTCCAAGCAGCC。 

GCLC プライマー：GCLC fwd、TCTCTAATAAAGAGATGAGCAACATGC；GCLC rev、

TTGACGATAGATAAAGAGATCTACGAA ； GCLC プ ロ ー ブ 、 

CAGGAGATGATCAATGCCTTCCTGCAAC。 
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GCLM プライマー： GCLM fwd 、 GTTCAGTCCTTGGAGTTGCACA ； GCLM rev 、

CCCAGTAAGGCTGTAAATGCTC；GCLMプローブ、GCTGGATTCTGTGATCATTGCTTCACC。 

Glutathione reductase プ ラ イ マ ー ： glutathione reductase fwd 、

AGTGATCCCAAGCCCACAATAG ； glutathionereductase rev 、

CCATCGCTGGTTATTCCTAAGC ； glutathione reductase プ ロ ー ブ 、

AAAAAGTACACCGCCCCACACATCCT。 

 

3.2.8 細胞内グルタチオン量測定 

細胞内のグルタチオン量は GSH-Glo Glutathione Assayを用いて測定し、Micro BCA Protein 

Assay kitにより求めた細胞の総タンパク質量でノーマライズさせることにより算出した。 

 

3.2.9 ARE レポーターアッセイ 

Hygromycin 耐性遺伝子を持つ pGL4.15ベクターのルシフェラーゼ配列上流のマルチクロ

ーニングサイトに thymidine kinase minimal promoterとARE（TTTCTGCTGCGTCATGTTTG）

配列を 3 個連結させたものを組込み、pGL4-3 × ARE レポータープラスミドを構築した。

SH-SY5Y細胞に Lipofectamine 2000を用いて pGL4-3 × AREレポータープラスミドを導入し、

75 μg/mL hygromycin による選抜後、限界希釈法によってクローン化し、ARE レポーター安

定発現細胞を得た。レポーター活性を測定する際には、Bright-Glo Luciferase Assay Systemを

用いた。 

 

3.2.10 siRNA による Nrf2 ノックダウン  

SH-SY5Y 細 胞 に お い て Nrf2 を ノ ッ ク ダ ウ ン す る た め に 、 Nrf2 siRNA

（5′-CCCATTGATGTTTCTGATCTA-3′）を用い、コントロールとしては All Stars Negative 

Control siRNAを用いた。96ウェルプレートの 1ウェルあたり、20 µL の Opti-MEM I Reduced 
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Serum Medium、0.2 µLの Lipofectamine RNAiMAX、3 pmolの siRNA、細胞 8 × 10
3
 cells（100 

µLに懸濁）を混ぜて播種し、各アッセイへ用いた。 

 

3.2.11 ユビキチン化アッセイ 

ユビキチン（Ub）の N 末に HA タグを付加させた配列を 8 個タンデムにつなげた配列で

ある(HA-Ub)8 を pcDNA3.1 MycHis B ベクターへ組込み、HA-Ub 発現プラスミドである

pcDNA3.1-MHB-(HA-Ub)8 の 構 築 を 行 っ た 。 (HA-Ub)8 の 配 列 を 下 記 に 示 す 。

ATGGCCAGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTCTCGTGGTATGCAGATCTT

CGTGAAGACTCTGACTGGTAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCCAGTGACACCATCG

AGAATGTCAAGGCAAAGATCCAAGATAAGGAAGGCATCCCTCCTGACCAGCAGAGGCTG

ATCTTTGCTGGAAAACAGCTGGAAGATGGGCGCACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAA

AGAGTCCACCCTGCACCTGGTGCTCCGTCTCAGAGGTGGGATGGCCAGTTACCCTTATGA

TGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTCTCGTGGTATGCAGATCTTCGTGAAGACTCTGACTGGT

AAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCCAGTGACACCATCGAGAATGTCAAGGCAAAGAT

CCAAGATAAGGAAGGCATCCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGAAAACAGC

TGGAAGATGGGCGCACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCCACCCTGCACCTG

GTGCTCCGTCTCAGAGGTGGGATGGCCAGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCC

TTTCTCGTGGTATGCAGATCTTCGTGAAGACTCTGACTGGTAAGACCATCACCCTCGAGG

TTGAGCCCAGTGACACCATCGAGAATGTCAAGGCAAAGATCCAAGATAAGGAAGGCATC

CCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGAAAACAGCTGGAAGATGGGCGCACCCT

GTCTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCCACCCTGCACCTGGTGCTCCGTCTCAGAGGTG

GGATGGCCAGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTCTCGTGGTATGCAGAT

CTTCGTGAAGACTCTGACTGGTAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCCAGTGACACCA

TCGAGAATGTCAAGGCAAAGATCCAAGATAAGGAAGGCATCCCTCCTGACCAGCAGAGG
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CTGATCTTTGCTGGAAAACAGCTGGAAGATGGGCGCACCCTGTCTGACTACAACATCCA

GAAAGAGTCCACCCTGCACCTGGTGCTCCGTCTCAGAGGTGGGATGGCCAGTTACCCTT

ATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTCTCGTGGTATGCAGATCTTCGTGAAGACTCTGAC

TGGTAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCCAGTGACACCATCGAGAATGTCAAGGCAA

AGATCCAAGATAAGGAAGGCATCCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGAAAA

CAGCTGGAAGATGGGCGCACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCCACCCTGCA

CCTGGTGCTCCGTCTCAGAGGTGGGATGGCCAGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCC

TCCCTTTCTCGTGGTATGCAGATCTTCGTGAAGACTCTGACTGGTAAGACCATCACCCTC

GAGGTTGAGCCCAGTGACACCATCGAGAATGTCAAGGCAAAGATCCAAGATAAGGAAG

GCATCCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTGGAAAACAGCTGGAAGATGGGCGC

ACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCCACCCTGCACCTGGTGCTCCGTCTCAG

AGGTGGGATGGCCAGTTACCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTCTCGTGGTATG

CAGATCTTCGTGAAGACTCTGACTGGTAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCCAGTGA

CACCATCGAGAATGTCAAGGCAAAGATCCAAGATAAGGAAGGCATCCCTCCTGACCAGC

AGAGGCTGATCTTTGCTGGAAAACAGCTGGAAGATGGGCGCACCCTGTCTGACTACAAC

ATCCAGAAAGAGTCCACCCTGCACCTGGTGCTCCGTCTCAGAGGTGGGATGGCCAGTTA

CCCTTATGATGTGCCGGATTATGCCTCCCTTTCTCGTGGTATGCAGATCTTCGTGAAGACT

CTGACTGGTAAGACCATCACCCTCGAGGTTGAGCCCAGTGACACCATCGAGAATGTCAA

GGCAAAGATCCAAGATAAGGAAGGCATCCCTCCTGACCAGCAGAGGCTGATCTTTGCTG

GAAAACAGCTGGAAGATGGGCGCACCCTGTCTGACTACAACATCCAGAAAGAGTCCACC

CTGCACCTGGTGCTCCGTCTCAGAGGTGGGTGA。 

ヒト Nrf2の Neh2ドメイン発現プラスミドとして、CMV14 ベクターにヒト Nrf2（アクセ

ッション番号：NM_006164）のコーディング領域 1 番目から 113 番目までのアミノ酸を組

込んだ CMV14-Neh2 プラスミドを構築した。CMV14 に組込むことにより、Neh2 の C 末端
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側に Flagタグが付加して発現するようになる。CMV14-Neh2 に対し、KOD-Plus-Mutagenesis 

Kitを用いることにより、Neh2 内でユビキチン化を受けるとの報告がなされているリジン残

基 7 箇所（アミノ酸の 44、50、52、53、56、64、68 番目の位置)をアルギニンに置換し、

CMV14-Neh2（K7R）の構築を行った。ヒト Keap1 の発現プラスミドとして、pcDNA3.1(+)

へヒト Keap1（アクセッション番号：NM_203500）のコーディング領域を組込んだ

pcDNA3.1-Keap1 プラスミドを構築した。 HEK293 細胞に、 CMV14-Neh2 または

CMV14-Neh2(K7R)、pcDNA3.1-Keap1、pcDNA3.1-MycHis-(HA-Ub)8 を導入した。導入試薬

としては lipofectamine LTXを用いた。プラスミド導入 48時間後に、OPDAを 8時間処理し、

細胞溶解液（20 mM Tris-HCl（pH7.5）、120 mM NaCl、5 mM EDTA、10% glycerol、1% tritonX-100、

1% protease inhibitor）にて細胞を溶解し、細胞溶解液を調製した。細胞溶解液に Sample Buffer 

Solution with Reducing Reagentを加え、95°Cで 10分処理したものを total lysateサンプルとし

てイムノブロットに供した。細胞溶解液に対して EZ view red anti FLAG M2 affinity gel を添

加し、4°C で一昼夜反応させて Flagタグに対する免疫沈降を行い、洗浄液（20 mM Tris-HCl 

(pH7.5)、100 mM NaCl、10% glycerol、1% tritonX-100、0.1% NP-40）にて洗浄後、Sample Buffer 

Solution with Reducing Reagentを加え、95°C で 10分間処理し溶出させたものを免疫沈降サ

ンプルとしてイムノブロットに供した。 

 

3.2.12 統計解析 

対照群と被検物質処理群 1 濃度の 2群間比較には Student の t 検定を、対照群と 2 濃度以

上の被検物質処理群の比較は Williams の多重比較検定を用いて統計解析を行った。統計解

析ソフト Pharmaco Analystを使用し、p値が 0.05 未満の場合に有意差ありと判断した。 
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3.3 結果 

3.3.1 H2O2誘発細胞障害の OPDAによる抑制 

初めに、SH-SY5Y細胞におけるH2O2誘発細胞障害に対して、ジャスモン酸類であるOPDA、

JA、MeJA、ジャスモノイルイソロイシン（JA-Ile）、12-ヒドロキシジャスモン酸（12-OH-JA）

の作用を見た。SH-SY5Y 細胞に対して、OPDA、JA、MeJA、JA-Ile、12-OH-JA を 24 時間

処理した後、H2O2を 24 時間処理し、細胞障害性として LDH 活性を測定した。その結果、

H2O2により上昇した LDH 活性は OPDA を前処理した場合のみ、抑制されることが分かっ

た（図 3-1A）。一方、他のジャスモン酸類による変化は認められなかった（図 3-1A）。また

OPDA による H2O2誘発の細胞障害に対する抑制効果は濃度依存的であった（図 3-1B）。こ

れらの結果は、ジャスモン酸類の中で、OPDAのみが酸化ストレスに対する保護作用を示す

特性を持つことを示している。 
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図 3-1. H2O2誘発細胞障害の OPDA による抑制 

SH-SY5Y細胞を（A）30 µMの OPDA、JA、MeJA、JA-Ile、12-OH-JA、（B）7.5、15、30 µM

の OPDAにより 24 時間処理し、培地交換後に 200 µMの H2O2で 24時間処理し、LDH活性

により細胞障害性を測定した。データは 3回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差

で示した（##
p < 0.01対コントロール、*

 p < 0.05；**
 p < 0.01対 H2O2処理）。 
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3.3.2 H2O2誘発ミトコンドリア膜電位低下に対する OPDAの保護作用 

酸化ストレスとミトコンドリアは密接な関わりを持つことが知られているため、ミトコ

ンドリアの機能に H2O2と OPDAがどのような影響を与えるかを調べることにした。細胞が

障害を受けるとミトコンドリア膜電位の低下がおこることが知られている。そこで、ミト

コンドリア膜電位を測定する JC-1試薬を用いて、H2O2誘発細胞障害時のミトコンドリア膜

電位とそれに対する OPDA の作用を見ることとした。JC-1 は正常で膜電位が高く保たれて

いる細胞においては赤蛍光を発するが、障害を受け膜電位が低下した細胞においては緑蛍

光を発する。SH-SY5Y 細胞に対して、OPDA を 24 時間処理した後 H2O2を 24 時間処理し、

JC-1 試薬で染色し、膜電位を測定した。その結果、コントロールの細胞では高い膜電位を

持つ細胞が 94%であるのに対し、H2O2を処理した細胞では高い膜電位を持つ細胞が 32%に

まで減少しており、逆に H2O2を処理することにより低い膜電位を持つ細胞が 4%から 68%

にまで増加していた（図 3-2、A1、C1、A2、C2領域、）。OPDA単独処理においては、コン

トロールと比較し膜電位に変化は認められなかった（図 3-2、B1、B2領域）。OPDA を処理

した後に H2O2を処理した細胞では、H2O2のみを処理した場合と比べて膜電位の低い細胞の

数は著しく減少し、膜電位の高い細胞の数が増加していた（図 3-2、D1、D2領域）。以上の

ことより、OPDAは H2O2によるミトコンドリア膜電位の低下から保護する作用を持つこと

が示された。 
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図 3-2. H2O2誘発ミトコンドリア膜電位低下に対する OPDA の保護作用 

SH-SY5Y細胞において、30 µMの OPDAを 24時間処理し、培地交換後に 200 µMの H2O2

で 24 時間処理し、JC-1 試薬にて染色を行った。その後 JC-1 で染色した細胞が発する蛍光

を解析し、ミトコンドリア膜電位を測定した。ドットプロットは X 軸を緑蛍光の強度、Y

軸を赤蛍光の強度とした時の細胞の分布を示している。 
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3.3.3 H2O2誘発活性酸素産生に対する OPDA の抑制効果 

OPDA が H2O2誘発細胞死を抑制する際に、細胞内の活性酸素量にどのような変化が生じ

ているのかを調べた。SH-SY5Y細胞に OPDA を 24時間処理し、H2O2を 2 時間処理した後、

細胞内活性酸素を CM-H2DCFDA で染色し、活性酸素量を測定した。その結果、H2O2を処

理した場合は、細胞内活性酸素の増加が認められたが、OPDA を 24時間前処理した場合は、

細胞内活性酸素の増加が抑制されることが分かった（図 3-3）。以上のことより、OPDA の

前処理は細胞内の抗酸化ストレス応答を誘導している可能性が示唆された。 
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図 3-3. H2O2誘発活性酸素産生に対する OPDAの抑制効果 

SH-SY5Y細胞において、30 µMの OPDAを 24時間処理し、培地交換後に 200 µMの H2O2

で 2 時間処理し、活性酸素量を測定した。データは 3 回の独立した実験から得られた未処

理の細胞に対する変化率の平均値±標準誤差で示した（##
p < 0.01 対コントロール、*

 p < 

0.05；**
 p < 0.01対 H2O2処理）。 
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3.3.4 Nrf2シグナル経路の OPDAによる活性化 

Nrf2 シグナル経路が活性化されると、プロモーター領域に ARE配列を持つ遺伝子群の発

現が誘導され、抗酸化ストレス応答が引き起こすことが知られている[42]。そこで、OPDA

が Nrf2 シグナル経路を活性化させることにより、細胞を酸化ストレスから保護したかどう

かを調べることとした。初めに AREレポーターアッセイによりジャスモン酸類が Nrf2 シグ

ナル経路を活性化するかどうかを検討した。Nrf2が結合する ARE 配列をルシフェラーゼの

上流に組込んだ発現ベクターを SH-SY5Y 細胞へ安定発現させ、OPDA、JA、MeJA、JA-Ile、

12-OH-JA を 24 時間処理し、ルシフェラーゼの発光量を測定した。その結果、JA、MeJA、

JA-Ile、12-OH-JA処理ではシグナルの上昇は認められなかったが、OPDAを処理した場合の

み ARE レポーターシグナルが上昇し、Nrf2 が活性化していることが分かった（図 3-4A）。

次に OPDAが Nrf2の核蓄積を引き起こしているかどうかを見るために、OPDA を 1、2、3、

6 時間処理した細胞の核タンパク質を抽出し、抗 Nrf2 抗体を用いたイムノブロッティング

を実施した。その結果、OPDA 処理後 1 時間という早い時間帯から Nrf2 が核に蓄積してい

ることが分かった（図 3-4B）。これらの結果は OPDA が Nrf2 シグナル経路を迅速に活性化

させていることを示唆している。 

活性酸素や求電子化合物は Nrf2 の負の制御因子である Keap1のシステイン残基を修飾し

Keap1 の構造を変化させることにより、Nrf2 シグナルを活性化させることが報告されてい

る[42, 45, 53, 54]。そこで OPDA が Nrf2を活性化させるメカニズムに活性酸素が関与してい

るどうかを調べるために、OPDA処理後の細胞内活性酸素量を測定した。その結果、OPDA

は処理後 1～3 時間の間に一過的に活性酸素量を増大させることが分かった（図 3-4C）。従

って Nrf2 シグナル伝達経路の活性化に活性酸素が寄与している可能性が考えられた。 
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図 3-4. Nrf2シグナル経路の OPDA による活性化 

（A）SH-SY5Y細胞を親株としたAREレポーター細胞に対して、15もしくは 30 µMのOPDA、

JA、MeJA、JA-Ile、12-OH-JA を 24 時間処理し、ルシフェラーゼ活性を測定した。データ

は 3回の独立した実験から得られた未処理の細胞に対する変化率の平均値±標準誤差で示し

た（**
p < 0.01 対コントロール）。 

（B）SH-SY5Y 細胞に対して 30 µM の OPDA を 1、2、3、6 時間処理し、核における Nrf2

タンパク質の発現量をイムノブロッティングにて解析した。Lamin はローディングコントロ

ールとして用いた。 
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図 3-4.（C）SH-SY5Y細胞に対して 30 µMの OPDAを 1、3、6時間処理し、活性酸素量を

測定した。データは 3 回の独立した実験から得られた未処理の細胞に対する変化率の平均

値±標準誤差で示した（*
 p < 0.05；**

 p < 0.01対コントロール）。 
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3.3.5 OPDAによる抗酸化酵素群の発現誘導 

Nrf2 シグナル経路の活性化は細胞内の抗酸化応答に重要な遺伝子群の発現を誘導するこ

とが知られている[42]。これらの遺伝子群の 1 つにグルタチオン合成酵素である GCL があ

げられる。GCLはモジュレートサブユニットの GCLMと触媒サブユニットの GCLC から成

る。SH-SY5Y 細胞において OPDA を処理した際に GCLM と GCLC の発現レベルに変化が

あるのかどうかを調べたところ、GCLM に関しては、mRNA とタンパク質のいずれの発現

量も上昇していた（図 3-5A、B）。一方 GCLC に関しては mRNA の発現量の上昇が認めら

れた（図 3-5A）。OPDAが GCLMの mRNAならびにタンパク質の発現量を増加させたため、

細胞内のグルタチオン量に変化があるかどうかを見たところ、OPDA処理 24時間後に濃度

依存的なグルタチオンの蓄積が認められた（図 3-5C）。グルタチオン合成酵素に加えて、他

の抗酸化や解毒化に関わる酵素群である HO-1 や NQO1、glutathione reductaseの発現解析を

行った。その結果、いずれの遺伝子においても OPDA を処理することで mRNA ならびにタ

ンパク質の発現量が増加することが分かった（図 3-5D、E）。以上の結果より OPDAは Nrf2

シグナル伝達経路を活性化させ、抗酸化応答を引き起こしていることが示唆された。 
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図 3-5. OPDAによる抗酸化酵素の発現誘導 

（A）SH-SY5Y 細胞に対し、15、30 µMの OPDA を 6 または 24時間処理し、定量 PCR に

より GCLMと GCLC の mRNA発現量を解析した。3回の独立した実験から得られた未処理

の細胞に対する変化率の平均値±標準誤差で示した（*
 p < 0.05；**

 p < 0.01対コントロール）。

（B）SH-SY5Y 細胞に対し、15、30 µMの OPDAを 6または 24時間処理し、イムノブロッ

ティングにて細胞全体における GCLMと GCLC のタンパク質発現量を解析した。β-actinは

ローディングコントロールとして用いた。 
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図 3-5.（C）SH-SY5Y細胞に対し、15、30 µMの OPDA を 24時間処理し、総グルタチオン

量を測定した。3 回の独立した実験から得られた未処理の細胞に対する変化率の平均値±標

準誤差で示した（*
 p < 0.05；**

 p < 0.01 対コントロール）。 

（D）SH-SY5Y 細胞に対し、15、30 µMの OPDA を 6 または 24時間処理し、定量 PCR に

より HO-1、NQO1、glutathione reductase の mRNA 発現量を解析した。3 回の独立した実験

から得られた未処理の細胞に対する変化率の平均値±標準誤差で示した（*
 p < 0.05；**

 p < 

0.01対コントロール）。 
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図 3-5.（E）SH-SY5Y細胞に対し、15、30 µMの OPDA を 6または 24時間処理し、イムノ

ブロッティングにて細胞全体における HO-1、NQO1、glutathione reductase のタンパク質発現

量を解析した。β-actin はローディングコントロールとして用いた。 
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3.3.6 Nrf2シグナル経路を介した OPDA の細胞保護効果 

OPDAによるH2O2誘発細胞障害の抑制にNrf2がどの程度寄与しているかを検証するため

に、SH-SY5Y細胞へ Nrf2の siRNA を導入し、Nrf2や Nrf2 標的遺伝子群の発現、H2O2誘発

細胞障害へ与える影響を調べた。Nrf2 の siRNA 導入は OPDA による Nrf2 の核蓄積を抑制

し、OPDA による GCLM、HO-1、NQO1、glutathione reductase の発現誘導も抑制した（図

3-6A、B）。この時の H2O2誘発細胞障害を調べたところ、OPDA による H2O2誘発細胞傷害

抑制はNrf2を siRNAでノックダウンすることにより阻害されることが分かった（図3-6C）。

以上の結果は Nrf2 の活性化による Nrf2 下流の抗酸化遺伝子群の発現誘導が、OPDA の酸化

ストレスに対する保護作用に関与していることを示している。一方、siRNA による Nrf2 の

核蓄積の抑制に比べ、H2O2誘発細胞障害抑制の阻害が弱いことから Nrf2以外の経路の存在

も示唆される。 
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図 3-6. Nrf2を介した OPDA の細胞保護作用 

（A）SH-SY5Y 細胞へネガティブコントロール（NC）または Nrf2 の siRNA を導入し、24

時間後に OPDAを 6時間処理した。核における Nrf2 タンパク質の発現量をイムノブロッテ

ィングにて解析した。Laminはローディングコントロールとして用いた。 

（B）SH-SY5Y 細胞へ NC または Nrf2 の siRNA を導入し、24 時間後に OPDA を 6 または

24 時間処理した。イムノブロッティングにて細胞全体における GCLM、HO-1、NQO1、

glutathione reductaseのタンパク質発現量を解析した。β-actinはローディングコントロールと

して用いた。 
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図 3-6.（C）SH-SY5Y細胞へネガティブコントロール（NC）または Nrf2 の siRNA を導入し、

24時間後にOPDAを 24時間処理した。培地交換後に 200 µMのH2O2で 24時間処理し、LDH

活性により細胞障害性を測定した。データは 3回の独立した実験から得られた平均値±標準

誤差で示した（*
 p < 0.05対コントロール）。 
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3.3.7 Nrf2ユビキチン化の OPDAによる抑制 

Nrf2 は定常状態ではユビキチンリガーゼのアダプター分子である Keap1 によりユビキチ

ン化を受け分解されているが（図 3-7A）、Keap1による制御から外れるとユビキチン化が抑

制され、核内へ移行し Nrf2 シグナルを活性化させることが分かっている。そこで OPDA処

理により Nrf2 のユビキチン化状態に変化があるのかを調べた。初めに HEK293 細胞に

Neh2-Flag（Neh2はNrf2のN末端領域でユビキチン化を受けることが報告されている領域）、

Keap1 および HA-Ub 発現プラスミドをそれぞれ図 3-7B に示すような組み合わせで導入し、

Flag タグに対する免疫沈降を行った。得られた免疫沈降サンプルを用いて、イムノブロッ

トを行い抗 HA 抗体により検出した（図 3-7B）。Neh2-Flag、Keap1 および HA-Ub の 3 種を

発現させたサンプルでは、ラダー状のバンドが認められ（矢印）、Neh2がユビキチン化され

ていることが示唆された。ラダーバンドが、Neh2 のユビキチン化によるものであるかを検

証するために、Neh2 内のユビキチン化サイトと報告されている[52]リジン 7 箇所をアルギ

ニンに置換させた Neh2-Flag（K7R）発現プラスミドを用いて同様の検討を行った。その結

果、ラダーバンド（矢印）は野生型導入サンプルでのみ認められた（図 3-7C）。従って、

Neh2-Flag、Keap1、HA-Ubを発現させた際に認められるラダーバンドは Neh2 のユビキチン

化を検出していることが分かった。次に、Neh2のユビキチン化が OPDA処理により変化す

るかについて検討した。HEK293 細胞に、Neh2-Flag、Keap1、HA-Ub を発現させ、30 µM

の OPDA を 8 時間処理し、Flag タグに対する免疫沈降を行った。得られた免疫沈降サンプ

ルを用いて、イムノブロットを行い抗 HA 抗体により検出した（図 3-7D）。その結果、OPDA

処理サンプルではラダーバンドが減少しておりNeh2のユビキチン化が減少していることが

示唆された。以上の検討から、OPDA は Neh2 のユビキチン化を抑制し、Nrf2 シグナル経路

を活性化させていることが示唆された。 
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図 3-7. Neh2ユビキチン化の OPDA による抑制 

（A）Nrf2のユビキチン化機構を示す。Nrf2はユビキチンリガーゼのアダプターであるKeap1

によりユビキチン化を受け、分解される。Nrf2 の N 末端領域の Neh2 domain 内に位置する

アミノ酸の 44、50、52、53、56、64、68番目のリジン残基がユビキチン化を受ける。これ

ら 7ヵ所のリジン残基をアルギニン置換した変異体を K7R 変異体と名付けた。 
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図 3-7.（B）HEK293 細胞へ Neh2-Flag、Keap1、HA-Ub 発現プラスミドを導入し、抗 Flag

抗体で免疫沈降を行い、抗 HA抗体でイムノブロッティングを行った際の結果を示す。 

（C）HEK293 細胞へ Neh2-Flag（WTならびに K7R 変異体）、Keap1、HA-Ub発現プラスミ

ドを導入し、抗 Flag 抗体で免疫沈降を行い、抗 HA 抗体でイムノブロッティングを行った

際の結果を示す。免疫沈降に用いた総タンパク質量のコントロールとして total lysateにおけ

る β-actinの発現量を示す。 

 



92 

 

 

図 3-7.（D）HEK293 細胞へ Neh2-Flag、Keap1、HA-Ub発現プラスミドを導入し、30 µMの

OPDA を 8 時間処理し、抗 Flag 抗体で免疫沈降を行い、抗 HA 抗体でイムノブロッティン

グを行った際の結果を示す。免疫沈降に用いた総タンパク質量のコントロールとして total 

lysateにおける β-actin の発現量を示す。 
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3.3.8 OPDA構造類縁化合物の ARE レポーター活性と細胞保護作用 

OPDAと構造が類似している化合物として、α、β-不飽和カルボニル構造を持つdinor-OPDA

（図 1-1）や 15-デオキシ-Δ12,14-プロスタグランジン J2（15d-PGJ2）（図 1-3）、α、β-不飽和

カルボニル構造を持たない OPC4:0（図 1-1）があげられる。dinor-OPDA と OPC4:0 は植物

で生合成され、15d-PGJ2 は哺乳類で生合成されるオキシリピンである。これらの化合物が

Nrf2シグナルや H2O2誘発細胞障害に対してどのように作用するのかを調べた。AREレポー

ターアッセイにおいて、dinor-OPDA、OPC4:0、15d-PGJ2 を 24 時間処理したところ、

dinor-OPDAならびに 15d-PGJ2を処理した細胞ではAREレポーター活性の上昇が認められ、

Nrf2シグナル伝達経路を活性化していることが示唆された（図 3-8A、E）。一方で、OPC4:0

を処理した細胞では AREレポーター活性に変化は認められなかった（図 3-8C）。dinor-OPDA、

OPC4:0、15d-PGJ2を 24時間処理した後、H2O2を処理して細胞障害性を調べたところ、ARE

レポーター活性が上昇した dinor-OPDA ならびに 15d-PGJ2を処理した細胞では H2O2による

細胞障害の抑制が認められたが、OPC4:0 を処理した細胞では細胞障害に変化は認められな

かった（図 3-8B、D、F）。以上のことより、α、β-不飽和カルボニル構造を持つ OPDA 構造

類似化合物は、OPDA と同様に Nrf2 を活性化し、酸化ストレスに対する細胞障害に対して

保護作用を示すことが示唆された。 
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図 3-8. OPDA構造類縁化合物の AREレポーター活性と細胞保護作用 

（A、C、E）SH-SY5Y 細胞を親株とした ARE レポーター細胞に対して、（A）dinor-OPDA、

（C）OPC4:0、（E）15d-PGJ2を 24時間処理し、ルシフェラーゼ活性を測定した。データは

3 回の独立した実験から得られた未処理の細胞に対する変化率の平均値±標準誤差で示した

（**
p < 0.01対コントロール）。（B、D、F）SH-SY5Y細胞に対し（B）dinor-OPDA、（D）OPC4:0、

（F）15d-PGJ2を 24 時間処理し、培地交換後に 200 µM の H2O2で 24 時間処理し、LDH 活

性により細胞障害性を測定した。データは 3回の独立した実験から得られた平均値±標準誤

差で示した（##
p < 0.01 対コントロール、*

 p < 0.05；**
 p < 0.01対 H2O2処理）。 
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3.4 考察 

今回の検討から植物由来オキシリピンである OPDA は SH-SY5Y 細胞において Nrf2 シグ

ナル経路を活性化させることにより、抗酸化ストレス作用ならびに細胞保護作用を示すこ

とが明らかとなった。検討したジャスモン酸類の中で、OPDAと dinor-OPDA のみがこのよ

うな Nrf2 シグナル経路の活性化ならびに細胞保護作用を示した。これまでの報告では、化

合物処理や刺激により Nrf2 の活性化が生じる際には、化合物の求電子的効果や活性酸素に

よりKeap1のシステインが翻訳後修飾を受け、その結果としてKeap1の構造変化が起こり、

Keap1 による Nrf2 のユビキチン化分解制御が抑制され、Nrf2 の活性化につながっていると

の報告が多い[45, 55]。求電子的構造を持ち、哺乳類で生合成される 15d-PGJ2、緑茶等に含

まれるポリフェノールである epigallocatechin-3-gallate、ブロッコリーの新芽等に豊富に含ま

れる sulforaphaneは、Keap1のシステインに直接結合し、Keap1による Nrf2の分解制御を抑

制することで Nrf2 経路を活性化し、酸化ストレスに対して保護作用を示すことが報告され

ている[196-198]。活性酸素に関しては、H2O2処理による活性酸素の産生が Keap1 のシステ

インに作用しKeap1の構造を変化させることでKeap1によるNrf2の分解制御を抑制し、Nrf2

シグナル伝達経路の活性化を引き起こしているとの報告がなされている[56]。OPDAは構造

的に α、β-不飽和カルボニル構造による求電子的効果を持つ化合物であり、また図 3-4C に

示したような一過的な活性酸素の産生を引き起こすことから、OPDAの求電子的効果ならび

に一過的に増大した活性酸素の両者が Keap1 のシステインに対する翻訳後修飾に関与し、

Nrf2 シグナルの活性化を引き起こしている可能性が考えられる。但し、図 3-4B、C で示し

たように、Nrf2 の活性化は OPDA による活性酸素の一過的な産生が終了した後も継続して

生じていることから、OPDA の α、β-不飽和カルボニル構造による求電子的効果が、Keap1

の翻訳後修飾に伴うNrf2の活性化により強く関与している可能性も考えられる。実際に α、

β-不飽和カルボニル構造を持たない JAやMeJAといったジャスモン酸類ではNrf2の活性化

は認められず、一方で α、β-不飽和カルボニル構造を持つ dinor-OPDAや 15d-PGJ2では Nrf2
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の活性化ならびに H2O2 誘発細胞障害に対する保護作用が認められた。OPDA による Nrf2

活性化の正確なメカニズムに関して不明な部分はあるが、図 3-6Cに示したように SH-SY5Y

神経細胞におけるOPDAによるNrf2の活性化が酸化ストレスからの細胞保護作用へ寄与し

ていることが明らかとなった。 

 Nrf2 の活性化による神経細胞の保護に関しては、in vivo においても複数の報告がなされ

ている[75-77]。パーキンソン病モデル動物である、1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine

（MPTP）を投与したマウスにおいて、Nrf2 を活性化させる化合物である triterpenoids を投

与すると神経細胞障害を抑制するとの報告がある[75]。また、脳梗塞モデルである MCAO

モデルマウスにおいて、Nrf2 活性化化合物の epicatechin を投与すると梗塞体積の減少が認

められることが知られている [77]。Nrf2 活性化化合物の neurite outgrowth-promoting 

prostaglandinも、MCAOモデルマウスにおいて、梗塞体積の減少ならびに神経細胞への保護

を示すことが報告されている[71]。このように in vivoにおいても Nrf2 の活性化は、神経変

性疾患をはじめとした病態に関連する酸化ストレスから神経細胞を保護すると考えられる。 

図 3-5に示したように、OPDAは抗酸化酵素の HO-1、NQO1、glutathione reductase の発現

を誘導し、細胞内の抗酸化物質であるグルタチオン量の蓄積を引き起こした。グルタチオ

ンは哺乳類細胞において最も豊富に存在する非タンパク質性のチオールであり、細胞内の

レドックス状態を適切に保つために還元剤として機能している[60]。アルツハイマー病やパ

ーキンソン病といった神経変性疾患ではグルタチオン量の低下が認められる[61]。また、パ

ーキンソン病の患者においては、病気の進行度合いが進むほどグルタチオン量が低下する

ことや、グルタチオン投与の臨床試験で症状が改善したことが報告されている[61]。従って

グルタチオンは神経変性疾患からの保護に重要であると考えられる[199]。還元型のグルタ

チオンは glutathione peroxidase を介して、H2O2を還元し H2O へと変換させ、活性酸素を除

去する[60]。この反応により還元型のグルタチオンはジスルヒド結合により 2分子が結合し

た酸化型グルタチオンとなる。酸化型グルタチオンは glutathione reductase により還元型グ
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ルタチオンへと還元される[59, 60]。従って glutathione reductaseはグルタチオンによる細胞

内レドックス状態の恒常性の制御に重要な役割を担っていると考えられる。HO-1も抗酸化

ストレス応答に重要であることが知られている。HO-1 は毒性を持つ heme を CO、鉄、

biliverdin へと変換させることにより、酸化ストレスに対して保護的に機能する酵素である

[63]。biliverdinは biliverdin reductaseにより bilirubin へと変換されるが、bilirubin は抗酸化作

用を持つ抗酸化物質であることが知られている[63]。HO-1 の活性や発現を上昇させる化合

物を脳内へ投与したマウスや、アデノウイルスを介して脳内へ HO-1を強制発現させたマウ

スでは、パーキンソン病といった神経変性疾患モデルや脳梗塞モデル動物における細胞障

害に対して保護作用を示すことが報告されている[200, 201]。NQO1 はキノンの還元を担う

酵素で、キノンによる活性酸素の発生を防ぐ抗酸化タンパク質である[66]。また、NQO1 は

還元型 nicotinamide adenine dinucleotide （NADH）を酸化型 nicotinamide adenine dinucleotide

（NAD
+）に変換させるため、細胞内の NAD

+量を増加させ、NADH オキシダーゼ由来のフ

リーラジカル産生やミトコンドリア障害を介した酸化ストレスから細胞を保護している

[67]。このような性質を持つため、NQO1は、神経細胞におけるパーキンソン病関連因子の

酸化ストレスによる細胞死からの保護を担うなど、神経変性疾患に対して保護的に作用す

ることが報告されている[202, 203]。 

今回の検討では、OPDAを 24時間前処理することで、H2O2誘発の細胞障害に対して保護

作用を示したが、前処理 6時間では保護作用が認められなかった。このことから、OPDA を

長時間処理することにより抗酸化タンパク質の蓄積が充分に起こることが、保護作用を発

揮するには必要であると考えられる。実際にグルタチオンの蓄積は OPDA の処理時間が 6

時間の時には認められず、24 時間が必要であった。今回の検討より、OPDA はヒト神経細

胞において、Nrf2を活性させることにより、抗酸化応答に関わる Nrf2標的遺伝子の発現を

上昇させ、抗酸化応答を引き起こすことが示された。Nrf2 の標的である抗酸化応答に関わ

る遺伝子群はパーキンソン病やアルツハイマー病といった神経変性疾患に対して保護的に
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機能することから、OPDA もこれらの疾患に対して有効である可能性が考えられる。 

OPDA は Nrf2 を介した抗酸化応答を引き起こすことが分かったが、これが図 3-3 で示し

た H2O2による活性酸素産生の抑制に寄与している可能性が考えられる。細胞内の活性酸素

はミトコンドリア膜電位の低下を引き起こし、神経変性疾患で認められるミトコンドリア

機能障害へつながると考えられている[204-206]。実際に N-acetyl cysteine といった抗酸化物

質は、酸化ストレスによるミトコンドリア膜電位の低下を抑制することが報告されている

[207]。今回の検討から OPDA は H2O2誘発のミトコンドリア膜電位の低下を抑制することが

分かったが（図 3-2）、これは OPDAが H2O2による活性酸素産生を抑制したからかもしれな

い。加えて OPDA によるミトコンドリア機能に対する保護作用が OPDAによる H2O2誘発細

胞障害の抑制に繋がっている可能性も考えられる。 

第 2 章で述べたように、植物シロイヌナズナの傷害応答において、OPDA は JA や MeJA

とは独立したシグナル伝達物質として機能することが分かった。今回の検討から、哺乳類

細胞においてジャスモン酸類の中でOPDAのみがNrf2の活性化による細胞保護作用を示す

ことが分かった。OPDAが神経細胞以外でも同様の作用を示すかどうかは検討が必要である

が、OPDAが植物と同様に動物細胞においても独自の機能を持つことが示されたことは興味

深い。これまでに赤ブドウに含まれる resverarotol、ローズマリーに含まれる carnosic acid、

グレープフルーツに含まれる naringenin、ブロッコリーに含まれる sulforaphaneといった種々

の植物由来の天然物が SH-SY5Yや PC12細胞といった神経系の細胞においてNrf2を誘導さ

せることにより、H2O2や 6-hydroxydopamine といった酸化ストレスによる神経細胞障害に対

して保護作用を示すことが報告されており[208-213]、これらの天然物が神経変性疾患にお

いて予防や治療効果をもたらすかどうかが議論されている[214]。OPDA はシロイヌナズナ、

トマト、豆といった食品として用いられる高等植物に広く存在することが分かっている[7, 

191, 215, 216]。OPDA の体内での吸収や代謝、血液脳関門に対する透過性等に関する検討は

必要であるが、OPDAを含む天然由来の食品を摂取することは、神経変性疾患をはじめとす
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る酸化ストレス関連疾患に対して予防や治療効果をもたらす可能性がある。これまでにジ

ャスモン酸類の中で JAやMeJAに関してはすでに抗癌剤としての開発が期待されている[12, 

13, 217]。将来的には JA や MeJA に加えて OPDA も植物由来のオキシリピンとして、健康

食品や薬としての応用が期待できる可能性がある。 

本研究より、神経細胞において OPDAは Nrf2 シグナル経路を活性化し、グルタチオンの

蓄積や、抗酸化酵素である HO-1や NQO1 の発現を誘導することにより、酸化ストレス刺激

による細胞障害を抑制することが明らかとなった。OPDA は酸化ストレスに対する保護作用

を持つことにより、神経変性疾患の発症や進展を抑制する可能性が考えられる（図 3-9）。 
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図 3-9. 神経細胞における OPDAの酸化ストレスに対する保護作用 
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第 4章 マウスミクログリア細胞における lipopolysaccharide誘発炎

症に対する 12-オキソ-フィトジエン酸の保護作用 

4.1 序 

ジャスモン酸類の植物における生理活性作用に関する報告は多数存在するのに対し、動

物細胞における生理活性作用に関しての報告はほとんどない。第 3 章では、ジャスモン酸

類の 12-オキソ -フィトジエン酸（OPDA）が神経細胞において酸化ストレスに対して

保護的に作用する生理活性を持つことを述べた。酸化ストレスによる細胞障害は疾患と密

接に関連しており、神経細胞に対する酸化ストレスはアルツハイマー病やパーキンソン病

といった神経変性疾患に関与するとの報告がなされている[112]。神経変性疾患においては、

酸化ストレスに加え、炎症が疾患の発症や進展につながるもう 1 つの鍵と考えられている

[107, 116, 124]（図 1-9）。神経変性疾患における炎症は、脳内の免疫や炎症を制御するミク

ログリア細胞の過剰な活性化により引き起こされると考えられている[116, 124]（図 1-10）。

ミクログリアを lipopolysaccharide（LPS）等の刺激で活性化させると、炎症反応として炎症

性サイトカインや神経障害性因子である interleukin-1β（IL-1β）、interleukin-6（IL-6）、tumor 

necrosis factor-α（TNF-α）、nitric oxide（NO）等の産生が生じるが、これらはアルツハイマー

病やパーキンソン病の患者やモデル動物の脳において増加が認められている[116, 124]。こ

れらの報告より、ミクログリアの活性化によって引き起こされる炎症を抑制することは、

神経変性疾患の抑制に寄与する可能性が考えられる。 

Nuclear factor-kappa B（NF-κB）は炎症反応において種々の遺伝子発現を制御する重要な

転写因子である[80]（図 1-7）。NF-κB は通常は細胞質に存在し、inhibitory subunit of NF-κB α

（IκBα）によって負の制御を受けているが、何らかの刺激により IκBα の制御から外れると

核へ移行し、NF-κB 標的遺伝子群の発現を誘導する。NF-κB 標的遺伝子群には IL-1β、IL-6、

TNF-αの他、NOを産生させる inducible NO synthase（iNOS）等が含まれる[80, 84]。 

LPS 刺激等による mitogen-activated protein kinase（MAPK）シグナル経路の活性化も炎症
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反応の惹起に強く関与しており、炎症性サイトカインや神経障害性因子の産生を引き起こ

すことが報告されている[99, 100]（図 1-8）。代表的な MAPKとして ERK、JNK、p38が知ら

れているが、その中でも p38 の活性化は、下流に位置する転写因子を介してサイトカイン

mRNAの誘導を引き起こしたり[218]、サイトカイン mRNA の安定化を引き起こしたりする

ことで[219]、炎症反応に密接に関与していることが報告されている。 

Suppressor of cytokine signaling（SOCS）ファミリーは炎症性サイトカインの産生やそのシ

グナル経路を負に制御する内在性因子であることが知られており、過剰な炎症状態を正常

な状態に戻す役割があると考えられている[220, 221]。 

第 3章で述べた転写因子 nuclear factor erythriod2 related factor 2（Nrf2）は、Nrf2 標的遺伝

子の発現を誘導することで抗酸化ストレス応答の他に抗炎症反応にも関与することが報告

されている[222]。 

ジャスモン酸類の中で OPDAが特異的にNrf2の活性化を引き起こすことを第 3章で述べ

た。また、ジャスモン酸類は動物のプロスタグランジンと構造が類似しており、プロスタ

グランジンの 1 つである 15-デオキシ-Δ12,14-プロスタグランジン J2（15d-PGJ2）に関して

は抗炎症作用を持つとの報告がなされている[41]。そこで、ジャスモン酸類、特に OPDAが

ミクログリア細胞において抗炎症作用を持つかどうかを検討することとした。 

本研究において、マウスミクログリア MG5 細胞に対してジャスモン酸類を処理し、LPS

誘導性の炎症サイトカインや神経障害性因子の産生に対する作用を見たところ、OPDAのみ

これらの産生を抑制することが分かった。また、OPDA は LPS誘導性の NF-κB 活性化の抑

制、p38 リン酸化の抑制を引き起こし、SOCS-1 発現誘導を引き起こすことが分かった。以

上のことより OPDA はミクログリア細胞において NF-κB、p38、SOCS-1 といった因子に複

合的に作用することで抗炎症作用を持つことが示唆された。 
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4.2 実験材料と方法 

4.2.1 試薬 

Dulbecco's Modified Eagle Medium（DMEM）と Lipofectamine RNAiMAXは Life Technologies

から購入した。Fetal bovine serumは Cell Culture Bioscience から購入した。cis-OPDA、(±)-JA、

(±)-MeJA、15d-PGJ2はCayman Chemicalから購入した。 (-)-JA-Ile、(±)-12-OH-JAはOlchemIm 

Ltd から購入した。抗 Nrf2 抗体は Santa Cruz Biotechnology から購入した。抗 HO-1 抗体は

Biomolから購入した。抗 lamin抗体、抗 phospho p65 抗体、抗 p65抗体、抗 IκBα 抗体、抗

phospho JNK抗体、抗 JNK抗体、抗 phospho p38、抗 p38抗体は Cell Signalingから購入した。

Horseradish peroxidase 標識二次抗体、ECL Prime Western Blotting Detection Reagent は GE 

Healthcareから購入した。NE-PER Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent、Micro BCA 

Protein Assay kitは Pierceから購入した。Chemi-Lumi One SuperはNacalaiから購入した。LPS、

protease inhibitor cocktail、phosphatase inhibitor cocktail は Sigma から購入した。All Stars 

Negative Control siRNA は Qiagenから購入した。Maxwell 16 RNA purification kitは Promega

から購入した。ReverTra Ace、PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal、Can Get Signal 

Solutionは TOYOBOから購入した。Nitric oxide assay kit、Mouse IL-6 Quantikine ELISA kit、

Mouse TNF-α Quantikine ELISA kit、Mouse IL-1β Quantikine ELISA kit は R&D systems から購

入した。 

 

4.2.2 細胞培養 

マウスミクログリア MG5 細胞ならびにマウスアストロサイト A1 細胞は JCRB から購入

した。A1細胞は 10% fetal bovine serum を含む DMEMを用いて 5% CO2、37°C の下で培養

した。MG5 細胞は 10% fetal bovine serum を含む DMEMと A1細胞の培養上清を 1：1で混

ぜた培地を用いて 5% CO2、37°C の下で培養した。MG5細胞は 2.5 × 10
4
 cells/ 100 µL/ウェ

ルを 96 ウェルプレートに播種し（実験に応じて、24ウェルプレート、12 ウェルプレート、
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6 ウェルプレートへのスケールアップを実施し）、ジャスモン酸類を種々の濃度、時間で処

理した。コントロールの細胞はジャスモン酸類を含まないエタノール溶媒のみを含む培地

（終濃度 0.9%）で処理を行った。細胞に LPS 処理を行う際には、ジャスモン酸類で細胞を

24時間処理した後、ジャスモン酸類を含まない培地に置換し、1 µg/mLの LPS で種々の時

間処理した。 

 

4.2.3 イムノブロッティング 

細胞からの核タンパク質の抽出は 1% protease inhibitor cocktail を含むNE-PER Nuclear and 

Cytoplasmic Extraction Reagent を用いて行った。細胞からの全タンパク質の抽出は 1% 

protease inhibitor cocktail ならびに 1% phosphatase inhibitor cocktailを含む RIPA bufferを用い

て行った。タンパク質濃度は Micro BCA Protein Assay kit を用いて測定した。3.5-5 µg のタン

パク質を Sample Buffer Solution with Reducing Reagentと混ぜ 95°C で 10分反応させた後、ポ

リアクリルアミドゲルの電気泳動に供し、polyvinylidene difluoride メンブレンに転写した。

メンブレンを PVDF Blocking Reagent for Can Get Signal を用いて室温で 1時間反応させるこ

とによりブロッキングした後、1次抗体と 4°Cで一昼夜反応させた。1次抗体は、Nrf2、lamin、

HO-1、phospho p65、p65、IκBα、phospho JNK、JNK、phospho p38、p38、β-actinに対する抗

体を用いた。1 次抗体と反応させたメンブレンを 0.1% （v/v）tween-20 を含む tris buffered 

saline（TBS）で洗浄し、horseradish peroxidase 標識 2次抗体と室温で 1時間反応させた。抗

体は全て Can Get Signal Solution を用いて希釈した。Peroxidase標識抗体と反応させたメンブ

レンに対して ECL PrimeWestern Blotting Detection Reagent を添加し、得られた発光シグナル

を Image Quant LAS 3000 CCD camera system（Fujifilm）を用いて検出した。イムノブロット

は 2または 3回実施したうちの代表的な 1回分のデータを示した。 
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4.2.4 定量 PCR 

細胞からの RNA の抽出はMaxwell 16 RNA purification kitを用いて行い、DNase 処理過程

を含むプロトコルで実施した。RNA を鋳型として、ランダムヘキサマープライマーを用い

て、ReverTra Ace reverse transcriptaseによる逆転写反応を行い、cDNA を調製した。定量 PCR

反応は約 500 ngの cDNAをテンプレートとして、7500HT Fast Real-Time PCR system（Applied 

Biosystems）を用いて行った。IL-6、TNF-α、iNOS、SOCS-1遺伝子の測定には Taqman Gene 

Expression Assays kits である IL-6（Mm00446190）、TNF-α（Mm00443260）、IL-1β（Mm00434228）、

iNOS（Mm00440502）、SOCS-1（Mm00782550）を用いた。GAPDH の遺伝子を測定するた

めに用いたプライマーならびに蛍光標識プローブ（5 - 3′）は下記の通りである。GAPDH プ

ライマー： GAPDH forward 、 CAAATTCAACGGCACAGTCAAG ； GAPDH reverse 、

CCTCACCCCATTTGATGTTAGTG ； GAPDH プ ロ ー ブ （ FAM-TAMRA ）、

CCATCACCATCTTCCAGGAGCGAGAC。データは GAPDH の発現量でノーマライズさせる

ことにより算出した。 

 

4.2.5 サイトカインならびに NO の測定 

MG5細胞を 1.25 × 10
5
 cells/ 500 µL/ウェルの細胞数で 24ウェルプレートに播種し、OPDA

を 24 時間処理した。培地を交換した後 1 µg/mLの LPS で 24時間処理し、培養上清をサイ

トカイン（IL-6、TNF-α、IL-1β）ならびに NO の測定に用いた。サイトカインの測定には

Mouse IL-6 Quantikine ELISA kit、Mouse TNF-α Quantikine ELISA kit、Mouse IL-1β Quantikine 

ELISA kit を用いた。NOの測定は、NOの安定した代謝産物である nitrite を Nitric oxide assay 

kitを用いて検出することにより行った。 

 

4.2.6 siRNAによる Nrf2のノックダウン 

MG5 細 胞 に お い て Nrf2 を ノ ッ ク ダ ウ ン す る た め に 、 Nrf2 siRNA （ 5′- 
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AACTCTCAAGTTAATTTCTTA -3′）を用い、コントロールとしては All Stars Negative Control 

siRNAを用いた。24ウェルプレートの 1ウェルあたり、100 µL の Opti-MEM I Reduced Serum 

Medium、1.25 µLの Lipofectamine RNAiMAX、10 pmolの siRNA、細胞 6 × 10
4
 cells（500 µL

に懸濁）を混ぜて播種し、各アッセイへ用いた。 

 

4.2.7 統計解析 

対照群と被検物質処理群 1 濃度の 2群間比較には Student の t 検定を、対照群と 2 濃度以

上の被検物質処理群の比較は Williams の多重比較検定を用いて統計解析を行った。統計解

析ソフト Pharmaco Analystを使用し、p値が 0.05 未満の場合に有意差ありと判断した。 
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4.3 結果 

4.3.1 OPDAによる LPS誘発炎症性サイトカイン産生の抑制 

MG5細胞に対して、ジャスモン酸類の OPDA、ジャスモン酸（JA）、ジャスモン酸メチル

（MeJA）、ジャスモノイルイソロイシン（JA-Ile）、12-ヒドロキシジャスモン酸（12-OH-JA）

を 30 µM で 24時間処理した後 LPSで 3時間処理し、炎症性サイトカインである IL-1β、IL-6、

TNF-α の mRNA 量を測定した。LPS 処理により IL-1β、IL-6、TNF-α の mRNA 発現量は顕

著に誘導されたが、OPDA を前処理することにより抑制されることが分かった（図 4-1）。

一方、他のジャスモン酸類による変化は認められなかった（図 4-1）。これらの結果は、MG5

細胞においてジャスモン酸類の中で OPDA のみが LPS 誘導性の炎症反応に対して保護する

独自の機能を持つことを示唆している。次に、IL-1β、IL-6、TNF-α のタンパク質分泌量に

対する OPDAの作用を検討した。MG5細胞に対して OPDAを 24時間処理した後 LPSで 24

時間処理し、培地中に分泌された IL-1β、IL-6、TNF-αのタンパク質量を測定した（図 4-2）。

LPS 処理により IL-1β、IL-6、TNF-α の分泌量は顕著に増加したが、OPDA を前処理するこ

とにより濃度依存的な抑制が認められた（図 4-2）。以上のことから OPDA はミクログリア

において、LPS 誘導性の IL-1β、IL-6、TNF-α といった炎症性サイトカインの産生を抑制す

ることが明らかとなった。 
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図 4-1. LPS 誘発炎症性サイトカイン mRNA発現に対する OPDA の抑制作用 

MG5細胞を 30 µMの OPDA、JA、MeJA、JA-Ile、12-OH-JA、により 24時間処理し、培地

交換後に 1 µg/mLの LPSで 3時間処理し、IL-1β（A）、IL-6（B）、TNF-α（C）の mRNA量

を測定した。データは 3回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差で示した（##
p < 0.01

対コントロール、*
 p < 0.05；**

 p < 0.01 対 LPS 処理）。 
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図 4-2. LPS 誘発炎症性サイトカインタンパク質分泌に対する OPDA の抑制作用 

MG5細胞を 7.5、15、30 µMの OPDA により 24時間処理し、培地交換後に 1 µg/mLの LPS

で 24時間処理し、培地中に分泌された IL-1β（A）、IL-6（A）、TNF-α（B）タンパク質の量

を測定した。データは 3回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差で示した（##
p < 0.01

対コントロール、**
 p < 0.01 対 LPS 処理）。 
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4.3.2 OPDAによる LPS誘発 NO 産生の抑制 

活性化したミクログリアから産生される神経障害性因子の 1 つに NO が上げられる。図

4-1と 4-2に示したようにOPDAが LPS誘発炎症性サイトカイン産生に対して抑制作用を示

したため、NOに対しても作用を示すかどうかを検討した。 

MG5細胞に対して、ジャスモン酸類の OPDA、JA、MeJA、JA-Ile、12-OH-JAを 30 µM で

24 時間処理した後 LPS で 3 時間処理し、NO の産生酵素である iNOS の mRNA 量を測定し

た。LPS 処理により iNOS の mRNA 発現量は顕著に誘導されたが、OPDA を前処理するこ

とにより抑制されることが分かった（図 4-3A）。次に NOの産生量に対する OPDA の作用を

検討した。MG5 細胞に対して OPDAを 24時間処理した後 LPSで 24時間処理し、培地中に

分泌されたNO量を測定した（図 4-3B）。LPS処理により NOの産生量は顕著に増加したが、

OPDA を前処理することにより濃度依存的な抑制が認められた（図 4-3B）。以上のことから

OPDA はミクログリアにおいて、LPS誘導性の神経障害性因子である NO の産生を抑制する

ことが明らかとなった。 

図 4-1、4-2ならび 4-3より、OPDA はミクログリアにおいて、LPS誘導性の IL-1β、IL-6、

TNF-α、NO といった炎症性サイトカインならびに神経障害性因子の産生を抑制し、抗炎症

作用を持つことが明らかとなった。 
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図 4-3. LPS 誘発 iNOS mRNA発現ならびに NO産生に対する OPDAの抑制作用 

（A）MG5細胞を 30 µMの OPDA、JA、MeJA、JA-Ile、12-OH-JA、により 24時間処理し、

培地交換後に 1 µg/mLの LPS で 3時間処理し、iNOS の mRNA量を測定した。 

（B）MG5 細胞を 7.5、15、30 µMの OPDA により 24時間処理し、培地交換後に 1 µg/mL

の LPSで 24時間処理し、培地中に分泌された NOの産生量を測定した。データは 3回の独

立した実験から得られた平均値±標準誤差で示した（##
p < 0.01対コントロール、**

 p < 0.01

対 LPS 処理）。 
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4.3.3 OPDAの抗炎症作用メカニズム解析－NF-κB シグナル経路の抑制 

上述したように OPDA は MG5 細胞において抗炎症作用を持つことが明らかとなった。

そこで次に、OPDAの抗炎症作用のメカニズムについて解析を行うこととした。 

初めに NF-κB 経路に着目した。NF-κB は、p65 と p50 のヘテロダイマーから成る転写因

子であり、IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOS といった炎症性因子ならびに神経障害性因子の発現

誘導を担う炎症反応において重要な転写因子であることが知られている（図 4-4A）。OPDA

は LPS による IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOS の mRNA 誘導を抑制したため、OPDA が NF-κB

シグナル経路に関与しているかどうかを調べた。NF-κB シグナルの活性化に重要な過程は

NF-κB の負の制御因子である IκBα の分解である（図 4-4A）。そこでMG5細胞に OPDAを

24時間処理し、LPSで 30分刺激した際の IκBα のタンパク質発現量を解析した。図 4-4Bに

示すように、IκBα は LPS 刺激 30 分後に顕著に減少したが、その減少は OPDA 処理により

阻害されることが分かった。p65 のリン酸化も NF-κB の転写活性の上昇に関わっていると

の報告がなされており、NF-κB シグナルの活性化において重要である（図 4-4A）。p65 の

リン酸化状態をイムノブロッティングで解析したところ、LPS 刺激により生じた p65のリン

酸化が OPDAにより抑制された（図 4-4B）。これらのことより、OPDAは LPS によって活

性化された NF-κB シグナルを抑制することが分かった。以上のことから、OPDA による LPS

誘導性 IL-1β、IL-6、TNF-α、iNOSの発現上昇の抑制に、OPDAによる NF-κB シグナル経路

の抑制が関わっていることが示唆された。  
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図 4-4. OPDAによる NF-κB シグナル経路抑制 

（A）LPSによる NF-κB 経路活性化メカニズム 

（B）MG5 細胞を 15、30 µMの OPDAにより 24時間処理し、培地交換後に 1 µg/mLの LPS

で 30分処理し、IκBα とリン酸化 p65のタンパク質発現量を解析した。β-actinならびに p65

はローディングコントロールとして用いた。  
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4.3.4 OPDAの抗炎症作用メカニズム解析－p38リン酸化の抑制 

これまでに免疫細胞における LPS 刺激誘発性の炎症反応に、ERK、JNK、p38 といった

MAPK シグナルの活性化が関与することが報告されており、OPDA の抗炎症作用メカニズ

ムとして、NF-κB シグナル経路に加えて MAPK シグナルも寄与している可能性が考えられ

る。MG5細胞をOPDAで 24時間処理し、LPS刺激30分後の c-Jun NH2-terminal kinase（JNK）、

p38 のリン酸化の状態を解析した。その結果、LPS 刺激により JNK ならびに p38 のリン酸

化が生じることが分かった（図 4-5）。OPDA を処理することにより JNKならびに p38のリ

ン酸化状態に変化があるかを検討したところ、p38のリン酸化は OPDA 処理により抑制され

ることが分かった（図 4-5）。一方、JNKのリン酸化に関して変化は認められなかった（図

4-5）。以上のことから、OPDA による抗炎症作用に p38 リン酸化に対する抑制作用が関与

している可能性が示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 



115 

 

 

図 4-5. OPDAによる p38リン酸化抑制 

MG5細胞を 15、30 µMの OPDA により 24時間処理し、培地交換後に 1 µg/mLの LPS で 30

分処理し、リン酸化 JNKならびにリン酸化 p38 のタンパク質発現量を解析した。JNKなら

びに p38はローディングコントロールとして用いた。 
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4.3.5 OPDAの抗炎症作用メカニズム解析－SOCS-1発現誘導 

SOCS ファミリーは炎症性サイトカイン分泌を負に制御する重要な制御因子であること

が知られており、その中でも SOCS-1 はマクロファージにおいて LPS 刺激後の IL-6 ならび

に TNF-αの産生を抑制することが報告されている[221]。そこで OPDA が SOCS-1の発現量

に変化を与えるかどうかを検討した。MG5 細胞へ OPDA を 24 時間処理した際の SOCS-1

の mRNA 発現量を解析したところ、SOCS-1 mRNAの誘導が認められた（図 4-6）。よって、

OPDA による SOCS-1の発現誘導が、LPS 刺激後のサイトカイン産生の抑制に関与している

可能性が考えられる。 

以上のことから、MG5 細胞における OPDAの抗炎症作用には、NF-κB シグナル経路の抑

制、p38リン酸化の抑制、SOCS-1発現誘導が関わっていることが示唆された。 
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図 4-6. OPDAによる SOCS-1発現誘導 

MG5細胞を 30 µMの OPDA で 24時間処理し、SOCS-1の mRNA量を測定した。データは

3回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差で示した（**
 p < 0.01対コントロール）。 
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4.3.6 OPDAの抗炎症作用メカニズム解析－Nrf2シグナル経路の寄与 

Nrf2 シグナルの活性化が細胞内の抗炎症作用に関わっていることが報告されていること

から、OPDAの抗炎症作用に Nrf2 シグナルが関与しているのかについて検討した。初めに、

MG5細胞においてOPDAを処理することによりNrf2シグナルが活性化するかどうかを調べ

た。ネガティブコントロールの siRNA を導入した MG5 細胞へ OPDA を 6 時間処理した際

に、核におけるNrf2タンパク質の発現量を見たところ、発現量の増加が認められた（図 4-7A）。

また、OPDAを 24時間処理した際の細胞全体における Nrf2 標的遺伝子の heme oxygenase-1

（HO-1）のタンパク質の発現量を見たところ上昇が認められた（図 4-7B）。以上のことか

ら、OPDA が MG5 細胞において Nrf2 の核蓄積を引き起こし、Nrf2 シグナルを活性化する

ことが分かった。Nrf2 シグナルの活性化が OPDA の抗炎症作用に関与しているかどうかを

調べるために、Nrf2 の siRNA 導入実験を行った。MG5 細胞へ Nrf2 の siRNA を導入した際

に、OPDA による Nrf2 の核蓄積ならびに HO-1 発現誘導が抑制されていることを確認した

（図 4-7A、B）。その後、LPS 刺激を行った際の IL-6、TNF-α、iNOS 発現量を解析した。

その結果、Nrf2 をノックダウンした細胞においても、LPS 刺激による IL-6、TNF-α、iNOS

の発現誘導に対する OPDA の抑制作用が認められた（図 4-7C）。以上のことから、OPDA

の抗炎症作用メカニズムにおける Nrf2 シグナル活性化の寄与度は少ないことが示唆された。 
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図 4-7. Nrf2をノックダウンした際の OPDA の抗炎症作用 

（A）MG5細胞へネガティブコントロール（NC）または Nrf2の siRNAを導入し、48時間

後に30 µMのOPDAで6時間処理し、核におけるNrf2タンパク質の発現量を解析した。Lamin

はローディングコントロールとして用いた。 

（B）MG5細胞へ NCまたは Nrf2の siRNA を導入し、48時間後に 30 µM の OPDA で 24時

間処理し、細胞における HO-1 タンパク質の発現量を解析した。β-actinはローディングコン

トロールとして用いた。 
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図 4-7.（C）MG5 細胞へ NC または Nrf2 の siRNA を導入し、48 時間後に 30 µM の OPDA

で 24時間処理し、培地交換後に 1 µg/mLの LPSで 3時間処理し、IL-6、TNF-α、iNOS mRNA

量を測定した。データは 3 回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差で示した（n.s.

は有意差なしを示す）。 
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4.3.7 15d-PGJ2による LPS 誘導性炎症反応の抑制 

OPDA と構造的に類似している哺乳類のプロスタグランジンである 15d-PGJ2には抗炎症

作用があることが知られているものの、MG5 細胞における報告はこれまでになされていな

い。そこでMG5 細胞における 15d-PGJ2の作用を調べた。15d-PGJ2を 24時間処理した後 LPS

で 3 時間処理し、炎症性サイトカインである IL-1β、IL-6、TNF-α の mRNA 量ならびに NO

の産生酵素である iNOSの mRNA 量を測定した。LPS 処理により誘導された IL-1β、IL-6、

TNF-α、iNOSの発現量は 15d-PGJ2を前処理することにより濃度依存的に抑制された（図 4-8）。

従って 15d-PGJ2も OPDAと同様にMG5細胞において抗炎症作用を持つことが分かった。 
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図 4-8. 15d-PGJ2による LPS 誘導性炎症反応の抑制 

MG5細胞を 2、3.75、7.5 µMの 15d-PGJ2により 24時間処理し、培地交換後に 1 µg/mLの

LPS で 3時間処理し、IL-1β（A）、IL-6（B）、TNF-α（C）、iNOS（D） mRNA 量を測定した。

データは 3回の独立した実験から得られた平均値±標準誤差で示した（##
p < 0.01対コントロ

ール、*
 p < 0.05；**

 p < 0.01 対 LPS処理）。 
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4.4 考察 

脳内炎症は酸化ストレスと同様に、アルツハイマー病、パーキンソン病といった神経変

性疾患における重要な因子である[124]。これらの神経変性疾患においては、ミクログリア

が活性化し、活性化したミクログリアから種々の炎症性ならびに神経障害性因子が放出さ

れ、神経障害に関与することが示されている[124, 223]。従って、脳内炎症が関わる疾患に

関しては、ミクログリアにおける炎症性ならびに神経障害性因子の産生を阻害することが

治療に役立つと考えられる。 

IL-1β、IL-6、TNF-α は活性化したミクログリアから放出され、脳内炎症におけるサイト

カインシグナルの引き金になっていることが報告されている[224]。今回の検討において、

OPDAはLPSにより活性化したミクログリアMG5細胞から産生されるこれらの炎症性サイ

トカインを抑制することが分かった。また、脳内において、NOはミクログリアにおける iNOS

の発現上昇により産生され、酸化ストレスとして神経細胞に対して障害を与えることが報

告されている[225]。OPDAは LPS により活性化したミクログリアにおいて、iNOSの発現を

抑制し、NOの産生を抑制することが示された。今回の検討から OPDA は活性化したミクロ

グリアにおける炎症性サイトカインならびに NO の産生を抑制することが明らかとなった。

そこで、次に OPDA による抗炎症作用のメカニズムに関して調べた。 

初めに NF-κB シグナルとの関連性を調べた。NF-κB シグナルの活性化過程においては、

IκB-kinase（IKK）による IκBα のリン酸化が生じ、これが IκBα の分解を引き起こす。そし

て IκBαによる負の制御から外れた p65と p50のヘテロダイマーから成る転写因子NF-κBが

核内へ移行し、IL-1β、IL-6、TNFα、iNOS といった遺伝子群の転写が誘導される[80, 84]。

今回の検討からOPDAは LPS刺激によるNF-κBシグナルの活性化を抑制することが分かっ

た。OPDA の構造は哺乳類のプロスタグランジンである 15d-PGJ2と類似している（図 1-1、

1-2）。OPDA と 15d-PGJ2 はいずれも求電子性の炭素を持つシクロペンテノン構造を有して

おり、15d-PGJ2に関しては Michael付加反応によって細胞内タンパク質のシステインに共有
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結合するとの報告がなされている[226]。15d-PGJ2は IKKならびに NF-κB の DNA結合ドメ

インのシステインに結合することで、NF-κB シグナルを抑制することが報告されている

[226]。今回の検討において、15d-PGJ2は LPS 刺激により誘導された NF-κB 依存の IL-1β、

IL-6、TNF-α、iNOS といった遺伝子の発現を抑制した（図 4-8）。OPDA は 15d-PGJ2と同様

の求電子性のシクロペンテノン構造を持つことから、OPDA も 15-PGJ2 と同様の機構で

NF-κB シグナルを抑制している可能性が考えられる。このことは求電子性を持たない他の

ジャスモン酸類がNF-κB 依存の遺伝子発現に変化を与えなかったこととも一致する。また、

MeJAのアナログである非天然性の methyl 4,5-didehydrojasmonate は、OPDAや 15d-PGJ2と

同様のシクロペンテノン構造を持ち、LPS により活性化したマクロファージから産生される

NO や、IL-6と TNF-αといった炎症性サイトカインの分泌を抑制することが報告されている

[227]。以上のことから、OPDA の求電子性のシクロペンテノン構造が抗炎症作用に重要で

あると考えらえる。 

OPDA は LPS による p38 の活性化（リン酸化）を抑制した。MAPK の活性化は脳におけ

る炎症性因子の産生を制御する重要な機能を担っていることが分かっており[99]、MAPKの

中でも p38は特に脳内炎症との関連性が高いとの報告がある[228, 229]。p38のノックアウト

マウス由来のミクログリアでは LPS 誘導性の炎症が抑制されることが報告されている[228]。

また、神経変性疾患モデルマウスにおいて、p38 の阻害剤が脳における炎症サイトカインの

産生を抑制し、神経障害に対して保護することが示されている[229]。OPDA が p38 の活性

化を阻害するメカニズムは不明であるが、p38 の活性化を抑制することが MG5 細胞におけ

る OPDAの抗炎症作用に関わっていると考えられる。 

OPDA は SOCS-1 の遺伝子発現を誘導した。SOCS-1 のノックアウトマウス由来のマクロ

ファージでは LPS刺激を行った際の IL-6ならびに TNF-αの産生量が野生型に比べて増大し、

LPS に対する感受性が高いことが報告されている[221]。また、SOCS-1を過剰発現させたマ

クロファージでは、JAK-STAT 経路を阻害することにより LPS 刺激による IL-6 の産生が抑
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制されることが知られている[230]。従って、OPDAによる SOCS-1の誘導は抗炎症作用に関

与している可能性が考えられる。 

今回の検討では、MG5ミクログリア細胞において 15d-PGJ2が、OPDA と同様に LPS刺激

により誘導される IL-1β、IL-6、TNFα、iNOS といった遺伝子の発現を抑制する作用を持つ

ことが示された。これまでに 15d-PGJ2 は活性化したラットミクログリア細胞からの炎症性

因子やサイトカインの産生を抑制することが報告されている[41]。また、15d-PGJ2はミクロ

グリア細胞において、p38活性化の抑制と SOCS-1の発現誘導を引き起こすことが報告され

ている[231, 232]。さらに、15d-PGJ2 は脳梗塞や多発性硬化症、脊髄損傷といった神経変性

疾患モデル動物において、ミクログリアの炎症を抑制することにより症状を改善すること

が知られており、神経変性疾患を抑制する可能性が示唆されている[233, 234]。OPDA と

15d-PGJ2 は、構造的な面かつミクログリア細胞系において認められる抗炎症作用が似てい

ることから、OPDA も神経変性疾患に有効である可能性が考えられる。 

今回の研究において、OPDA がミクログリアMG5細胞において、LPS誘導性 NF-κB、p38

シグナル経路の活性化の抑制と SOCS-1 発現誘導により抗炎症作用を示すことが初めて明

らかとなった（図 4-4、4-5、4-6）。第 3 章で述べたように、OPDA は Nrf2 シグナルを活性

化することにより抗酸化ストレス応答を誘導し、神経細胞において酸化ストレスによる細

胞障害から保護する作用を持つ。神経変性疾患においてはミクログリアと神経細胞間に次

のような相互作用が生じることが知られている。活性化したミクログリアから放出され、

酸化ストレスの原因となる NO 等の活性酸素や、炎症性因子である TNF-α といった炎症性

サイトカインは、神経細胞に障害を引き起こす。障害を受けた神経細胞から放出される因

子はさらなるミクログリアの活性化を引き起こし、神経細胞にさらに障害を与える。この

ようにしてミクログリアと神経細胞において炎症と酸化ストレスの増悪化サイクルが生じ、

神経変性疾患の発症や進展につながると考えられている[107, 116, 124]（図 1-9）。従って抗

酸化作用と抗炎症作用を併せ持つ OPDA は神経変性疾患のような酸化ストレスと炎症が関
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わる疾患に対して、有効な化合物であることが期待できる（図 4-9）。 
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図 4-9. ミクログリアにおける OPDAによる抗炎症作用 
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第 5章 結語 

植物で生合成されるジャスモン酸類は多様な生理活性作用を持つ植物ホルモンであるこ

とが知られてきたが、その研究は主にジャスモン酸（JA）、ジャスモン酸メチル（MeJA）、

ジャスモノイルイソロイシン（JA-Ile）に関してなされてきた。そのため 12-オキソ-フィト

ジエン酸（OPDA）に関しては、植物においても詳細な生理機能の解明はなされておらず、

さらに動物細胞に対する生理作用を見た報告はこれまでにほとんど存在しなかった。 

本研究では植物ならびに動物細胞に対する OPDA の生理機能の解析を行った。第 2 章の

植物における機能解析では、初めにマイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発現解析から JA

やMeJA には応答せず、OPDAにのみ応答する OPDA 特異的応答遺伝子群（ORG 群）を同

定した。ORG 群の多くは傷害処理時に早期に発現が誘導されており、OPDA を生合成でき

ない aos変異体では発現の誘導が抑制されることから、OPDA が傷害応答時に上流のシグナ

ル伝達因子として機能していることが示唆された。また、OPDA は JA とは異なる COI1 非

依存的な情報伝達経路を用いて、ORG の発現を引き起こしていた。以上のことから OPDA

は植物において傷害応答をはじめとする生理現象に、JA とは異なる独自のシグナルとして

機能することが示唆された。 

その後、他の研究グループからも OPDAが JA とは異なる独自の生理活性作用を持つこと

を支持する様々な報告がなされている。Dave らは、OPDA が種子の発芽の抑制に関与して

いることを報告しており、ジャスモン酸類生合成変異体を用いて、OPDAが JAや JA-Ileよ

り発芽抑制活性を強く持ち、その作用は COI1 非依存的であることを示している[235]。

Muellerらは、OPDAが転写因子 TGA によって制御される遺伝子群の発現を制御しているこ

とを報告した[236]。Muellerらはマイクロアレイを用いて、OPDA と植物内に酸化ストレス

等で非酵素的に合成されるプロスタグランジン様の phytoprostane により発現が制御される

遺伝子群を同定し、それらの多くが JA による制御は受けないことと、転写因子 TGA の機

能を失った tga2-5-6 変異体では OPDA と phytoprostane による発現制御が抑制されることを
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示している[236]。Park らは、OPDAが葉緑体内で cyclophilin 20-3タンパク質に JAの約 100

倍の強さで結合し、システイン合成酵素複合体を形成させ、システイン並びにグルタチオ

ンの合成を誘導することで細胞内のレドックス恒常性の維持に寄与していることを報告し

た[237]。Ohkama-Ohtsuらは、OPDAが glutathione transferase 6によりグルタチオンと結合し、

液胞内で代謝される経路が存在することを明らかにし、OPDAの生体内の量を調節している

可能性を示唆した[238]。上記のいずれの報告においても OPDA と JA の活性の違いが何に

由来するのかについて詳細な検討はしていないが、Dave らは、OPDAと JAの生合成される

細胞内の部位や組織の違いが影響している可能性を考察しており、また Ohkama-Ohtsuらは

OPDA が α、β-不飽和カルボニル構造を持つことゆえの活性である可能性を述べている。 

このようにジャスモン酸類の中で生合成前駆体として位置づけられてきた OPDA が独自

の機能を有していることは興味深い。今後、OPDAのシグナル伝達の変異体の解析等が進む

ことにより OPDAの受容体やさらなる OPDA の生理機能の解明が進むことが期待できる。 

OPDA の動物細胞に対する作用に関する報告はこれまでにほとんどなされておらず、

OPDA の抗酸化ならびに抗炎症作用に関しては本研究が初めの報告である。第 3章に述べた

ように、OPDA は神経細胞において nuclear factor erythriod2 related factor 2（Nrf2）経路を活

性化し、グルタチオンの蓄積や、抗酸化酵素である heme oxygenase-1（HO-1）や NADPH 

quinone oxidoreductase（NQO1）の発現誘導といった抗酸化ストレス応答を引き起こすこと

により、酸化ストレス刺激に対するミトコンドリア障害や細胞障害から保護する作用を持

つことが分かった。また、第 4章に述べたように、OPDA はミクログリア細胞においては、

lipopolysaccharide（LPS）誘発性の炎症に対し、nuclear factor-kappa B（NF-κB）シグナル経

路の抑制、p38シグナル経路の抑制、suppressor of cytokine signaling-1（SOCS-1）発現誘導を

引き起こし、炎症性サイトカインである interleukin-1β（IL-1β）、interleukin-6（IL-6）、tumor 

necrosis factor-α（TNF-α）や神経障害性因子である nitric oxide（NO）の産生を抑制し、抗炎

症作用を示すことが明らかとなった。 
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動物細胞において、酸化ストレスと炎症は種々の疾患の発症や進展につながると考えら

れている。特に神経変性疾患においては、神経細胞とミクログリアにおける酸化ストレス

と炎症がそれぞれ作用しあうことで、神経細胞の障害とミクログリアにおける炎症が増悪

化し、疾患の発症や進展に関与していることが知られている[124]（図 1-9）。従って、抗酸

化ストレス作用ならびに抗炎症作用を併せ持つ OPDA は神経変性疾患に有効である可能性

が考えられる（図 5-1）。 

2013年に Biogen Idec 社の BG-12（商品名 Tecfidera）は、神経変性疾患の多発性硬化症に

対する承認をアメリカ食品医薬品局（FDA）から受け、米国にて上市された[239]。BG-12

は抗酸化ストレスと抗炎症作用を併せ持つ神経を保護する薬剤で、その薬効メカニズムに

Nrf2 活性化作用と NF-κB シグナル経路に対する抑制作用が含まれることが分かっている

[240]。またBG-12は α、β-不飽和カルボニル構造を持っており、これがNrf2の活性化とNF-κB

経路抑制作用を生み出しているのではないかと考えられている。SH-SY5Y 細胞において

BG-12を評価した論文では、4 µMの BG-12を 8時間処理すると、Nrf2 活性化により HO-1、

NQO1、glutamate-cysteine ligase catalytic subunit（GCLC）、glutamate-cysteine ligase modifier 

subunit（GCLM）の mRNA が誘導されるが、その誘導の度合いは未処理に対して 1.5倍から

3倍程度であり[241]、第 3章で報告したOPDAの誘導活性と比べると大きくは変わらない。

また、ミクログリア BV2細胞において BG-12 の抗炎症作用を評価した論文では、LPS 刺激

により炎症を誘発した際の NO の産生量に関して、20 µMの BG-12が NO 産生量を約 50%

に抑制することが報告されており[242]、第4章で報告したOPDAの活性とほぼ同等である。

従って OPDA は上市されている BG-12 とよく似た生理活性作用を持ち合わせており、ヒト

に対する有用性が示唆される。 

BG-12が人工的に合成される薬剤であるのに対し、OPDA は高等植物に広く存在する天然

物であることが魅力とも考えられる。それは OPDA が、我々が普段食べる野菜等にも含ま

れており、健康食品としての応用につながる可能性が考えられるためである。食品の OPDA
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の含有量に関する詳細な報告は非常に少ないが、トマトの果実とシロイヌナズナの葉に関

する報告によると、OPDA はグラム当たり数 nmol含まれている[7, 191]。これは単純に水溶

液の濃度に換算すると数 µM となり、OPDA の体内での吸収や代謝安定性等に依存するが、

OPDAを含む食品を摂取した際にNrf2活性化やNF-κB抑制作用が発揮される可能性が考え

られる。今後、種々の野菜や果実における OPDA の含有量の測定から、より多くの OPDA

を含む食品が見出されることが期待される。また、OPDA は傷害時に蓄積量が増加すること

が報告されていることから[7]、栽培上の条件を工夫することで、OPDA の含有量を増やせ

る可能性も考えられる。 

近年、健康食品として広く知られるようになったブロッコリーのスプラウトは

sulforaphane を成分として持つ。Sulforaphane は、OPDA 同様に、Nrf2 活性化による抗酸化

作用と NF-κB 抑制による抗炎症作用を併せ持つ[243, 244]。Sulforaphaneは α、β-不飽和カル

ボニル構造は持たないが、イソチオシアネート基を有しており、これが求電子作用を持つ

ことが、上記の生理活性を引き起こしていると考えられている[245]。Sulforaphaneは皮膚が

んを適応疾患とした第一相臨床試験が実施されており、また自閉症を適応疾患とした前臨

床試験も実施中である。従って健康食品という位置づけのみならず、医療の現場にも介入

してくる可能性がある。 

OPDA も sulforaphane と同様に機能性食品として有用である可能性があるが、そのために

は、種々の野菜や果実でOPDAの含有量を網羅的に探索する研究が必要であると思われる。

また、今後 OPDA の体内における吸収や組織分布、代謝安定性、毒性試験、各種疾患動物

モデルにおける評価などを行うことで、医薬品への応用の道も開かれていく可能性が考え

られる。ジャスモン酸類の毒性試験においては、MeJAをマウス腹腔内へ投与した場合、投

与量が 100 から 500 mg/Kg の範囲においては、急性毒性を示したり死亡に至ったりする個

体は出現せず、また、MeJA の誘導体である methyl dihydrojasmonate に関しては、ラット経

口投与における LD50（半数致死量）は>5g/Kg であるとの報告がなされている[21]。従って
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ジャスモン酸類の毒性は今のところ懸念はされていない。また体内の組織移行性に関して

は、MeJAの抗うつ作用を研究した報告において、マウスへの腹腔内投与でも中枢組織への

作用を示すことから[20]、一般的に低分子の通過が困難とされる血液脳関門を通過して脳内

へ移行している可能性が示唆されている。今後 OPDA に関してもこのような研究を通して

その特性が明らかにされていくことが期待される。 

本研究においては、ジャスモン酸類の OPDA に注目し、植物ならびに動物細胞における

機能解析を行った。しかしジャスモン酸類に関しては、植物においても動物細胞において

も未だに生理作用やシグナル伝達に関しては明らかにされていない部分も多く、今後も発

展が続く分野であると思われる。 
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図 5-1. OPDAの抗酸化ならび抗炎症作用により期待される神経変性疾患の抑制機構 
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