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一酸化窒素ラジカル誘導PC12細胞のアポトーシスと葉酸化合物による抑制 
 

平良淳誠 

 

一酸化窒素ラジカル（NO）の過剰発生による生体内酸化ストレスは、アポトーシスによる細胞死を誘導し、

高血圧、糖尿病などの生活習慣病や癌の要因をつくる。本研究は 4-Ethyl-2-hydroxyamino-5-nitro-3-hexenamide 

(NOR3)と Sodium nitroprusside (SNP)による NO 供与剤を添加した PC12 細胞で、アポトーシスが起こること

を MTT 法、Turnel 法および Hochest33258 蛍光染色で確認した。また、SNP が細胞内に取り込まれてカスパー

ゼ -3,7 を活性化させて細胞死を誘導したが、細胞膜外で NO 放出を特徴とする NOR3 では、同カスパーゼ活性

を介さないアポトーシス誘導であった。この NO 誘発アポトーシス系で、葉酸化合物（葉酸､ジヒドロ葉酸､

テトラヒドロ葉酸）の作用を検討した結果、SNP と NOR3 による細胞死を抑制した。また、葉酸化合物によ

る NO 誘導アポトーシスの抑制が、カスパーゼ -3,7 活性の阻害と NO のスカベンジの 2 つの機構で抑制してい

ることを明らかにした。  

 

 

１ 緒言  

 一酸化窒素ラジカル (NO)は、工場、自動車のエン

ジン、家庭でのコンロやガスストーブの燃焼の過程

で発生し、大気汚染物質の原因となる。この NO は

生体内で NO 合成酵素により、L-アルギニンを

NADPH と酸素の存在下で酸化する過程で L-シトル

リンと一緒に産生される。NO の生理作用は、血圧

調節、神経伝達、免疫調節などが明らかされており、

特に最近ではメタボリックシンドロームによる高

血圧や糖尿病発症の要因になっていることを示す

研究報告も多くなっている 1)。  

葉酸は DNA や RNA を構成している核酸の合成、 

赤血球の合成やアミノ酸（グリシン、セリン、メチ

オニン）の合成およびたんぱく質の生成を促進する

作用がある 2-3)。特にその重要な作用は、妊婦初期

におけるもので、この期間の葉酸摂取不足は、胎児

の神経管閉鎖障害を起こし脳形成に影響を及ぼし、

下肢の運動障害までも引き起こす 4-5)。厚生労働省

は 1 日あたりの葉酸摂取量を成人男女で 200µg、妊

婦においては 2 倍量の 400µg と定めている。また、

最近では葉酸による大腸癌の予防効果も示され 6-7)、

その作用機構も遺伝子レベルで解明されつつある 8)。 

最近、NO が 10.5 日のラット胚における神経管閉

鎖障害の要因であることが示された 9)。また、葉酸

はこの NOストレスで生じる胚の神経管閉鎖障害を

軽減することが示された。このように NO と葉酸の

生理作用は、メタボリックシンドロームのような複

合的に生じる病態を予防する上で、重要な研究課題

の一つと考えられる。本研究は NO ストレス細胞に

おけるアポトーシスを検討し、本系における葉酸化

合物の生理作用を明らかにすることを目的に行っ

た。  

 

２ 実験方法  

2-1 実験材料 

 3-（4,5-Dimethyl-2-thiazolyl）-2,5-diphenyl-2H-tetrazolium bromide 

（MTT）、葉酸（Folic acid, FA）は和光純薬、Sodium nitroprusside 

（SNP）、ジヒドロ葉酸（Dihyrofolic acid,、DiFA）、テトラ

ヒドロ葉酸（Tetrahydrofolic aicd、TetraFA）はSigma 、および

4-Ethyl-2-hydroxyamino-5-nitro-3-hexenamide （NOR 3）は同仁

化学で購入した。その他の試薬もすべて高純度の分析用試薬を用

いた。 

 

2-2 細胞調製 

PC12 細胞（ATCC）は 96 穴マイクロプレートの

各ウェルに 2.5 X 10 4 細胞数 /well に調製して実験

に供した。  

 

2-3 NO によるアポトーシス誘導細胞と葉酸化合

物の評価  

SNP（500µM）は 17 時間、また NOR3（200µM）

の場合は 3 時間インキュベーションを行い、アポ

トーシスを誘導させた。葉酸化合物（最終濃度 1%

以下の DMSO に溶解）は 1 時間プレインキュベー

ション後に、SNP あるいは NOR3 を添加した。  

 

2-4 細胞生存の測定  

細胞の生存は MTT アッセイで判定した。MTT 

（0.5 mg/ml PBS）を添加後、3 時間インキュベーシ

ョンを行い、培地をよく抜き取り、場合によっては
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PBS で洗浄を行い、DMSO （100 µl）で抽出した。

抽出液は吸光度 570 nm （対照  630 nm）をマイク

ロプレートリーダー（BIO-RAD Model 550、

BIO-RAD）で測定した。細胞死の抑制率は、正常細

胞 100％の生存に対する SNP、NOR3 あるいは葉酸

化合物を一緒に添加した時の細胞生存率で示した。 

 

2-5 カスパーゼ活性の測定  

PC12 細胞  (2.5 X 10 4 cells/well) を 96-穴マイク

ロプレートで１日培養後、SNP（500µM）と NOR3

（200µM）を添加して、各々17 時間および 1 時間

インキュベーションを行った。カスパーゼ活性は

Caspase-GloTM 3/7 assay kit (Promega)で測定した。

すなわち、基質 Z-DEVD をもつルシフェリン

(Caspase-GloTM 3/7)は、活性化カスパーゼによって

ATP と酸素下で切断された後、ルシフェラーゼで発

光する。この反応溶液 100 µl を各ウェルに加えて、

遮光状態にして室温で 2 時間 30 分反応させた。カ

スパーゼの測定は、反応液全量を発光検出器

（CLD-110、Tohoku Electronic Industrial Co. LTD）を

用いて測定した。  

 

2-6 細胞のタンパク定量  

細胞のタンパク量はBCA protein assay kit（Pierce）で測定し

た。 

 

2-7 アポトーシス細胞の形態観察  

2-7-1 TURNEL 法  

PC12 細胞（5.0 X 10 4 cells/well）を poly-L-lysine 

をコーティングしたチャンバースライド（Lab-Tek 

II Chamber slide system、Nalge Nurc International）上

で培養して、Dead EndTM Colorimetric TURNEL System kit 

(Promega）によるTURNEL法でアポトーシス細胞を検出した。

すなわち、アポトーシスを起こした細胞のヌクレオソームの断片

化DNAの遊離3’-OH末端に、フルオロセイン-dUTPをターミナ

ルトランスフェラーゼで標識後、パーオキシダーゼ標識フルオレ

セイン抗体とDAB発色基質-H2O2で検出して観察した。アポト

ーシス細胞は顕微鏡（OLYMPUS IX70、Olympus)で

観察し、撮影をした。  

 

2-7-2 蛍光色素染色によるアポトーシス細胞 

アポトーシスに伴う形態変化の特徴であるクロ

マチン凝縮を、DNA に特異的に結合する蛍光色素

ヘキスト 33258 で染色した。マイクロプレートから

回収した浮遊細胞液を遠心して上清を除去後、

100µl PBS を加えて再度、遠心して上清を除去した。

10%中性ホルマリン液で固定して、室温で 30 分間

静置した後、遠心（900 r.p.m、5 分間）で上清を除

き、細胞を 1ml の PBS に懸濁した。再度、遠心し

て上清を除き、20µl の PBS に懸濁した。4µl のヘキ

スト 33258（1mM）を加えて、蛍光顕微鏡（OLYMPUS 

DP70、Olympus)で観察した。  

 

2-8 NO2/NO3 アッセイ  

 葉酸化合物によるNO スカベンジ作用を調べるため、

NOR3（200µM）のみ、あるいは各濃度の葉酸化合物を調製し

て、室温で反応させた。NO の測定は、その酸化物の

NO2を Griess 法で測定した。96-穴マイクロプレー

トに反応液の 80µl を移し、緩衝液を 20µl 加えて全

量 100µl とした。1%sulfanilamide のリン酸溶液を

50µl 加えて 5 分間放置する。

0.1%N-1-naphtylethylenediamine dihydrochloride 水

溶液を加えて 10 分間、室温で静置後に、マイクロ

プレートリーダーで 540 nm の吸光度を測定した。  

 

2-9 トータル RNA の抽出と cDNAの合成 

 細胞は5 X 106/ml に調製して、トータルRNAを、RNase 

Mini Kits（QIAGEN）を使用して抽出した。抽出したRNAは

Agilent 2100 Bioanalyzer （Agilent Tchnologies）で純度を評価した。

RNAは、SuperScriptTM Choice System（Invitrogen）を使用して、

手順マニュアルに従いcDNAを合成した。 

 

2-10 一酸化窒素合成酵素の RT-PCR 

細胞より調製したcDNA は、一酸化窒素合成酵素（NOS）の

プライマーを用いてPCRで増幅後に、10％アクリルアミドゲル

電気泳動を行った。NOSのプライマーは、iNOS（F；CCT TGT TCA 

GCT ACG CCT TCとR；CTG AGG GCT CTG TTG AGG TC）、

eNOS（F； TCT TCG TTC AGC CAT CAC AGとR; GGT TGT CCT 

GGT GTC CAG AT)、nNOS（F；GA ATC CAG GTG GAC AGA GA

とR; TCC TTG AGC TGG TAG GTG CT）およびGAPDH

（TTGACCTCAACTACATGG）を用いて、PCRの条件は94℃；

2min、94℃；30sec、60℃；30sec、72℃；1minを r-Taqポリメラ

ーゼ（Takara）を使い30サイクルで行った。 

 

2-11 HPLCの測定 

 葉酸のNOスカベンジ反応物を調べるため、NOR3（200µM)

と各濃度の葉酸をPBSに溶解して調製した溶液は、室温で反応

させた後にHPLC測定を行った。カラムはYMC-Pack Pro C18

（250 X 4.6 mm I.D.  5µm 、YMC）を用いて、次の分析条件で

行った。 流速： 0.8ml/min、カラムオーブン温度：40℃、 UV 検

出：210nm 、注入量：20µl、また溶出条件は、アセトニトリル

溶液で5min保持:後にTFA（0.025％、pH2.6）でグラジエント（25%
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（11min）、40% （19min）を1分間保持、100%（25min））を行

い分析した。 

 

2-12 DNAマイクロアレイによる遺伝子の発現解析 

GeneChipによる遺伝子の発現解析はOne-Cycle cDNA Synthesis

法をAFFYMETRIX Gene Chip (Affymetrix)を用いて行った。トー

タルRNA(1～8µg)にT7-オリゴd Tプライマーを混合し、mRNA

を逆転写してファーストストランド cDNAを合成した

（One-Cycle Target Labeling and Control Reagents、Affymetrix）。合

成したcDNA を鋳型にしてRNaseでRNAを消化しながら

dsDNAsを合成し、スピンカラムを使い精製した。次に、dsDNAs

からビオチン標識cRNAを作成し、精製した（One-Cycle Target 

Labeling and Control Reagents、Affymetrix）。作成したビオチン標

識cRNAは、94℃で35分間反応させて断片化して（Sample 

Cleanup Module、Affymetrix）、Agilent2100 Bioanalyzer （Agilent 

Technologies）で純度を評価した。断片化cRNAはGeneチップ

（GeneChip、Affymetrix）に16時間かけてハイブリダイズさせた。

ハイブリダイズ後に洗浄とストレプトアビジン－フィコエリス

リンで蛍光染色を行い、スキャナーに取り込んで蛍光シグナル強

度を数値化した。 

 

３ 実験結果  

3-1 NO によるアポトーシス誘導細胞死と葉酸化

合物の効果  

3-1-1 SNP によるアポトーシスと葉酸化合物の効

果  

各濃度の SNP 添加による細胞死を検討した。図

には示さないが、細胞は濃度依存で死滅した。

500µM 濃度の SNP 処理では細胞生存率が 40%であ

った（図１）。本研究における SNP の濃度は、全て

の実験系において 500µM で行った。この細胞死が

アポトーシスであることを、TURNEL 法で確認した

（図２）。図２に示されるように、無処理のコント

ロール細胞に対して、SNP 処理した細胞ではヌクレ

オソームの断片化した細胞が染色されたアポトー

シス細胞が検出された。また、図３に示されるよう

に、蛍光色素ヘキスト 33258 による染色では、矢印

で示した細胞のようにクロマチンの凝縮した形態

が観察された。  

次に、この SNP 処理、すなわち NO による細胞死

に対する葉酸化合物（葉酸､ジヒドロ葉酸､テトラヒ

ドロ葉酸）の効果を検討した。本系での評価の前に、

使用した葉酸化合物の濃度に細胞毒性のないこと

を確認した。図 1 に示されるように、何れの葉酸化

合物も、SNP による細胞死を 10µM の低濃度で有意

に抑制した。テトラヒドロ葉酸は、処理した濃度に

依存して細胞死の抑制が観察された。葉酸処理した

細胞では、SNP 処理によって起こるアポトーシスの

細胞数が減少していたことを、顕微鏡で観察した

（図２）。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図1 SNPによるNO誘導細胞死と葉酸化合物による抑制 
 FA; 葉酸、DiFA; ジヒドロ葉酸、TetraFA; テトラヒドロ葉酸 

p *<0.05, **<0.01 
 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
図 2 SNPによる NO誘導アポトーシス細胞と

葉酸による抑制  
 

 
 
 
 
 
 
 

図 3 SNP による NO 誘導アポトーシス細胞の
ヘキスト 33258 による染色  
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3-1-2 NOR3 によるアポトーシスと葉酸化合物の

効果  

各濃度（50-1000µM）の NOR3 を、1 および 3 時

間処理した時の細胞死を図４A に示した。細胞死は

NOR3 の処理時間と濃度に依存していた。また、

NOR3 による細胞死がアポトーシスによることを

TURNEL 法で観察した。SNP 同様にヌクレオソーム

の断片化したアポトーシス細胞が染色された（図４

B、矢印で示した細胞）。  

                          

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
図 4 NOR3 による NO 誘導細胞死とアポトーシス  
A: NO 誘導細胞死 *p<0.01、 B:アポトーシス細胞の検出  
FA; 葉酸、DiFA; ジヒドロ葉酸、TetraFA; テトラヒドロ葉酸  
→ ;アポトーシス細胞  

 

次に 200µM の NOR3 から放出された NO による

細胞死に対する葉酸化合物（葉酸､デヒドロ葉酸､テ

トラヒドロ葉酸）の効果を調べた（図５）。SNP 処

理の場合と同様に葉酸化合物が細胞死を 10µMの低

濃度で有意に抑制した。ジヒドロ葉酸とテトラヒド

ロ葉酸は、処理した 100µM の範囲で濃度に依存し

て細胞死を抑制した。  

 

3-2 DNAマイクロアレイによる遺伝子の発現解析 

 DNAマイクロアレイの結果から、SNPと NOR3ともFASの

アダプターであるFADDに結合しているカスパーゼ-8前駆体を

抑制しているFLIP（caspase-8-inhibitory protein）の発現の低下を

認めた。従って、両NO供与剤も活性化カスパーゼ-8誘導して

いることが推察された。またNOR3は、カスパーゼ非依存のア

ポトーシス経路の小胞体ストレス経路にあるBidの発現や

endnuclease Gを活性化して、アポトーシスの誘導やDNAの分解

を起こしていることが示唆された。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図5 NOR3によるNO誘導細胞死と葉酸化合物の抑制 
FA; 葉酸、DiFA; ジヒドロ葉酸、TetraFA; テトラヒドロ葉酸  
p * <0.01 

 

3-3 NO によるカスパーゼ活性と葉酸化合物によ

る抑制  

 SNPと NOR3によるアポトーシス誘導がカスパー

ゼ活性化を伴うかを検討するため、アポトーシスシ

グナルの下流にあるカスパーゼ -3,7活性を測定した

（図６）。SNP 添加の細胞で、コントロールに対し

て 4 倍のカスパーゼ -3,7 の活性を認めた。しかしな

がら、NOR3 を処理した細胞ではカスパーゼ -3,7 の

誘導は認められなかった。SNP 処理により誘導され

るカスパーゼ-3,7 活性が、葉酸化合物（葉酸､ジヒ

ドロ葉酸､テトラヒドロ葉酸 )により抑制されるか

を調べた。その結果、葉酸化合物でカスパーゼ -3,7

活性を低下させた。この結果は、図２に示した葉酸

化合物による細胞死抑制の結果と一致した。この結

果から SNP によるアポトーシスがカスパーゼ -3,7

を活性化させて誘導していること、葉酸化合物は、

その酵素活性を阻害することで抑制していること

が明らかとなった。  

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6 NO 誘導によるカスパーゼ-3,7 活性と葉
酸化合物による抑制  
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3-4 葉酸化合物による NO スカベンジ  

 NO に対する葉酸化合物の抑制作用を検討した。

反応系は NOR3から放出される NOの葉酸化合物に

よるスカベンジを、NO2生成の増減で調べた。図７

に示されるように、NOR3 から放出された NO を葉

酸およびその誘導体のジヒドロ葉酸とテトラヒド

ロ葉酸は、濃度依存にスカベンジした。NO 誘発細

胞死が葉酸化合物で抑制される図３の結果を支持

した。葉酸が NO と直接反応していることを確認す

るため、反応溶液を HPLC で分析した。NO と反応

したため、葉酸のピークは減衰し、一方で、葉酸と

NO の反応物と思われる２つのピーク、FA-NO1 と

FA-NO2 が生成した（図８）。従って、葉酸化合物に

は NOをスカベンジする作用があることが明らかと

なった。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 葉酸化合物による NO スカベンジ作用  

 

図 8 葉酸の NO スカベンジと反応物  
FA; 葉酸、FA と NO の反応物 ; FA-NO1、FA-NO2 

  
3-5 葉酸化合物による NOS 発現への影響  

 葉酸化合物による NOS 発現に及ぼす影響を調べ

た。図９に PC12 細胞での NOS 発現の RT-PCR の電

気泳動の結果を示した。PC12 細胞は正常な状態で、

nNOS が発現していた。葉酸化合物で処理した PC12

細胞でも、nNOS が正常細胞と変らぬ発現で、iNOS 

と eNOS の何においても、発現は認められなかった。

従って、葉酸化合物は、NOS 発現に影響を及ぼさな

いことが明らかとなった  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 9 葉酸化合物と NOSs 発現  
 

４ 考察 

 これまでに一酸化窒素ラジカル（NO）の生理作

用として、血圧調節、神経伝達、免疫調節などが明

らかされた。最近では NO がメタボリックシンドロ

ームによる高血圧や糖尿病の発症要因になってい

ることも明らかにされている 1)。  

アポトーシスは生命の基本をなす生理作用（細胞

死）で、個体発生には必要なプロセスである。一方

でメタボリックシンドロームにおける疾患や発癌

においてもアポトーシスは避けられないプロセス

でもある。  

本研究は、PC12 細胞を用いて SNP と NOR3 のタ

イプの違う NO 供与剤による細胞死を観察した（図

１、４）。この細胞死が、ヌクレオソームの断片化、

クロマチンの凝縮をおこすアポトーシス特有であ

ることを示した（図２、３、４）。DNA マイクロア

レイの結果では、両 NO 供与剤とも、FADDに結合し

ているカスパーゼ-8前駆体を抑制しているFLIP

（caspase-8-inhibitory protein）の発現抑制を認めた。即ち、アポト

ーシス誘導シグナルの開始がカスパーゼ-8の活性化に伴うこと

を示唆した。カスパーゼ-8の活性化によってカスパーゼ-3,7が実

行されてアポトーシスシグナル伝達は進む。事実、カスパーゼ-3,7

の活性が、SNPで処理した細胞で認められた。しかしながら、

NOR3の場合には活性が認められなかった（図６）。NOR3処理

１日後にも、カスパーゼ-3,7の活性は認められないことから、

NOR3のアポトーシスには、SNPとは異なるシグナル伝達経路

が作用しているものと考えられる。DNA マイクロアレイの

遺伝子発現では、NOR3処理によるPC12細胞では小胞体ス

トレスによるアポトーシスシグナル経路にあるBadの発現が認
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められていることから、カスパーゼに依存しない経路によるアポ

トーシスだと推察された。今後、両供与剤によるカスパーゼ-8

の活性を測定することで、明らかになるものと思われる。 

葉酸は DNA や RNA を構成している核酸の合成、 

赤血球の合成やアミノ酸の合成などに関与してい

る 2-3)。特にその重要な作用は、妊婦初期における

もので、この期間の葉酸摂取不足は、胎児の神経管

閉鎖障害を起こし脳形成に影響を及ぼす 4-5)。最近

の研究報告で、NO が 10.5 日のラット胚における神

経管閉鎖障害の要因であることが示された 9)。また、

葉酸はこの NOストレスで生じる胚の神経管閉鎖障

害を軽減した。本報では、過剰な NO ストレスでア

ポトーシス誘導した PC12 細胞における葉酸化合物

の作用を検討した。その結果、葉酸化合物が SNP

および NOR3 による細胞死を、軽減させていること

を明かにした（図 1、２、４）。本アポトーシス誘導

系においては、葉酸化合物のみでは NOS の発現に

変動がないので、NOS 由来の NO の産生、あるいは

NOS そのものが系に及ぼす影響はないものと判断

できる（図９）。  

一方、葉酸化合物は、アポトーシスシグナル伝達

に関与するカスパーゼ-3,7の活性の阻害をした（図６）。従っ

て、図１０のスキームに示したように、葉酸化合物はカスパーゼ

-3,7前駆体が活性化カスパーゼ-3,7になる過程か、その上流の活

性化カスパーゼ-8を阻害することでBidによるミトコンドリア

からのチトクロームCの放出促進、それに続くApaf1の活性化

を抑制しているものと推察される。あるいは、Apaf1によるカス

パーゼ-9の活性化を制御しているBcl-2を抑制していることも考

えられる。従って、今後の研究課題として、カスパーゼ-8およ

び9の活性測定は機構解明に必要になる。またBcl-2タンパク発

現の確認もすることで、SNPによるアポトーシス誘導シグナル

経路と葉酸化合物による抑制機構も明確になるものと思われる。 

NOR3はその分子内の50％のNOを30分で自発的に放出する

NO供与剤である。NOR3から放出したNOによる細胞膜の攻撃

で、アポトーシス誘導はかなり早い時間で起こっていた（図４）。

このNOR3からのNO放出による細胞死の抑制には、葉酸化合

物分子自体にNOスカベンジ作用を有していることが推察され

た。結果は、予想していたように、葉酸化合物によるNOスカベ

ンジ作用が示された（図７）。また、葉酸化合物がNOを直接捕

捉している反応物も確認できた（図８）。この結果は葉酸化合物

のNO誘導アポトーシスの抑制には、カスパーゼ阻害の他に、

NOのスカベンジ作用が機能していることを示唆している。 

上述したように多様な生理作用を有する葉酸は、現在でもその

新たな生理作用や機構解明の研究が進められている。本研究にお

いても、葉酸およびその代謝体のデヒドロ葉酸とテトラヒ

ドロ葉酸に NO誘導アポトーシスの抑制作用を初め

て明らかにした。  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図10 NO誘導PC12アポトーシス細胞と葉酸化合物によ
る抑制機構 

 

本研究で明らかにされた葉酸化合物の機能性は、

生体内における過剰な NOのアポトーシス誘導に対

して、カスパーゼの阻害と NO スカベンジの 2 つの

機構で調節しているものと推察される（図１０）。   

また、本報での結果は、葉酸の１日あたりの摂取

量を増加させる必要性を支持する基礎的なデータ

にもなった。  

 

５ まとめ  

本研究は、NO 誘導 PC12 細胞死が、カスパーゼ

-3,7を介したアポトーシスであることを明らかにし

た。葉酸化合物（葉酸､ジヒドロ葉酸､テトラヒドロ

葉酸）が、この NO 誘導アポトーシスを、カスパー

ゼ -3,7 活性阻害と NO スカベンジの両方の機構で抑

制していることを明らかにした。  
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