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研究要旨

我々はこれまで､ Clioquinol (CQ) の神経毒性の分子的基盤を求めて研究を進めてきた｡

その結果､ 1) CQ は､ 神経細胞の生存・分化に必須の役割を果たす神経成長因子 (nerve

growth factor：NGF) による高親和性 NGF受容体である Trkの自己リン酸化反応を抑制し､

Trk 発現細胞である PC12 細胞に internucleosomal DNA fragmentation を起こし apoptotic

cell death を惹起させること1)､ 2) CQ は､ histone のアセチル化を阻害すること､ この

histone の脱アセチル化を阻害する tricostatin A (TSA) などのヒストン脱アセチル化阻害

薬で細胞を処理しておくと CQ による細胞死がほぼ完全に阻害されることを見出した2)｡ さ

らに､ TSA は､ CQ による Trk の NGF に対する自己リン酸化反応抑制にほぼ完全に拮抗し

た2)｡ CQ による Apoptosis へのシグナル伝達系には､ caspase 9 から caspase 3 の活性化の経

路が使用されていることを明らかにした｡ しかし､ この経路の上流に位置するミトコンドリ

アからの cytochrome C (Cyt C) の細胞質への遊離が確かに起こっているのかは不明であっ

た｡ そこで､ 今年度はこの点について解析を加えるとともに､ CQ により神経系培養細胞で

autophagy が起きるのか？ もし起きる場合この反応が細胞生存に対して有利に働くのか？

あるいは不利に働くのかについてもその解明を目指した｡

その結果､ CQ 投与により PC12 細胞では投与 1 時間後には明らかな Cyt C の細胞質への

遊離が観察される事｡ したがって､ mitochondria からの Cyt C の遊離―Caspase 9 活性化―

Caspase 3 活性化経路を通じて apoptotic cell death が起きていることを示している｡ 又､

autophagosome 形成に必要な LC3-II は､ Bell 型の発現パターンを CQ は惹起させたが､

maturation に関与する p62 蛋白の発現は CQ処理により明らかに増大したが､ その発現の持

続は長くは続かず､ 処理 4 時間ではほとんど消失してしまうという不思議な反応を示した｡

一方､ TSA 処理した細胞では､ CQ による p62 蛋白発現反応は一切起きなかった｡ 以上の結

果は､ CQ による細胞刺激は､ 一方では apoptotic cell death を惹起させるとともに他方では

不完全な autophagy 反応が惹起され､ autophagic cell death を来しているのではないかと推

察された｡



Ａ. 研究目的

SMON が CQ によりもたらされる薬害であること

が確立されてから多くの月日が流れたにも関わらず､

その詳細な分子メカニズムは不明であった｡ 神経系培

養細胞における CQ によりもたらされる neurotoxi-

city の分子機序を明らかにすることを目的とした｡

Ｂ. 研究方法

高親和性 NGF 受容体 Trk を通常より 10 倍程度強

発現する rat trk cDNA の stable transfectant である

PC12 cells (PCT) cells の培養系を用いすべての実験

を行った｡ Cyt C のミトコンドリアからの遊離は､ 定

法に従い細胞分画を行いミトコンドリア画分､ 細胞質

画分について抗-Cyt C 抗体､ 抗-COX 4 抗体を用いた

Western blot (WB) 法で量的比較を行った｡ 又､

caspase 9 の活性化は､ 活性測定キットを用い CQ 1

μMの濃度での時間経過を測定した｡

一方､ CQ による autophagy が起きるか否かの検討

は､ CQ の各濃度及び各反応時間を変化させて処理し

た細胞から､ 各々LC3-I､ LC3-II､ p62 蛋白の発現をそ

れぞれの特異的抗体を用いてその発現量を WB 法で

調べた｡

Ｃ. 研究結果

PCT 細胞に CQ を加えると､ caspase 9 の活性化が

認められ､ 続いて caspase 3 の活性化が認められた｡

尚､ caspase 8 と caspase 12 の活性化は認められなかっ

た｡ TSA添加により､ CQによる caspase 9 と caspase

3 の活性化を抑制した｡ 更に､ CQ は上記 caspases の

活性化の Peak に達する前からミトコンドリアからの

Cyt C の遊出を促進すると共に LC3-II 及び p62 の発

現増加を誘導した｡ LC3-II の発現誘導は Bell 型反応

を呈し､ TSA の存在如何に関わらずその発現増加は

見られたが､ p62 蛋白の発現増加は TSA 非存在下で

のみ見られ､ 細胞死が抑制される TSA 存在下では見

られなかった｡

Ｄ. 考察

CQ は､ PCT 細胞に対して Apoptosis を引き起こす

が､ この際 caspase 9 活性化－caspase 3 の活性化が惹

起されミトコンドリアからの Cyt C の細胞質への遊

出を促進し､ アポトーシスへのシグナル伝達が行われ

ている事を確認した｡ 一方､ CQ は同細胞内に LC3-II

の発現を誘導し､ autophagy を惹起させる可能性が想

定されたが､ autophagosome の maturation を促進す

る p62 蛋白の誘導は一定時間を経ると急に減少し

lysosome との融合反応が正常に起きていない可能性

を想定された｡ この autophagy を巡る異常な反応が

細胞の生存に有利に働いているのか､ あるいは細胞死

に繋がっているのかは現在不明で､ 今後の更なる検討

が必要と考えられた｡ 只､ TSA で処理し CQ による

細胞死が抑制された条件下では p62 の発現増加は観察

されなかったことから考察するとこのような異常な

autophagy に関連する反応も細胞死へとつながるシグ

ナル伝達系をなしている可能性も示唆しており､ 今後

の研究でこうした点についても検討が必要と考えられ

た｡

Ｅ. 結論

CQ は､ PCT 細胞に対しデスリガンドや ER-ストレ

スに起因する Apoptosis の経路を活性化するのではな

く､ ミトコンドリア経由の Apoptosis 経路を活性化し

て細胞死を惹起している事が確認された｡ CQ は､ 一

方で同細胞内に LC3-II の発現を誘導し､ autophagy

を惹起させる可能性が想定されたが､ autophagosome

の maturation を促進する p62 蛋白の誘導は一定時間

を経ると急に減少し lysosome との融合反応が正常に

起きていない可能性を想定された｡ いわゆる auto-

phagic cell death の機序の関与も疑わせる結果で､ 今

後更なる研究が必要と思われた｡
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