
Ａ. 研究目的

我が国で亜急性脊髄視神経ニューロパチー (スモン)

という重篤な薬害をもたらしたキノホルム (一般名：

クリオキノール) は､ metal protein attenuating com-

pounds (MPACs) の一種である｡ その腸内殺菌作用

は菌体内の金属酵素の金属をキレートすることにより

発揮されると考えられていた｡ 一方キノホルムによる

スモン発症の原因についてはビタミン B12 の低下によ

るとする説があるものの､ 確固たる証拠が得られない

まま今日に至っている｡

スモン患者に見られた緑色舌苔・緑尿・緑便の成分

がキノホルムの鉄イオンキレート化合物だったことか

ら､ スモン発症の原因に関しても､ キノホルムが高い

親和性を示す銅・亜鉛・鉄イオンに対するキレート作

用を介する可能性もある｡ しかし一方､ キノホルムの

細胞毒性がこれらの金属イオンの添加で増強されるこ

とから､ キノホルムはキレート剤ではなく細胞内にイ

オンを導入するイオノフォアであるとの考え方も存在

する1)｡

MPACs であるキノホルムは金属イオンを介する蛋

白の凝集を抑制することから､ 近年海外において神経

変性疾患に対する改善効果や制がん作用が注目され､

― 249 ―

キノホルムによるインターロイキン 8の発現誘導

勝山 真人 (京都府立医科大学大学院医学研究科 中央研究室 RI センター)

矢部 千尋 (京都府立医科大学大学院医学研究科 病態分子薬理学)

研究要旨

目的：キノホルムによるスモン発症のメカニズムは未だ不明である｡ 我々は DNAチップ

を用い､ 培養神経系細胞株においてキノホルムにより発現が変動する遺伝子を網羅的に解析

した｡ これまでにキノホルムが DNA 二本鎖切断による ATM-p53 経路の活性化を引き起こ

すことや､ 転写因子 c-Fos の発現誘導を介して痛み反応に関与する神経ペプチドの前駆体・

VGFの発現を誘導することを見出した｡ 今回､ キノホルムが好中球走化因子であるインター

ロイキン 8 (IL-8) の発現誘導を引き起こすことを見出し､ そのメカニズムについて解析し

た｡

方法：ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y細胞を定法により培養した｡ RNAを単離して逆転写を

行い､ 定量 PCRによりキノホルムによる IL-8mRNA量の変化を測定した｡ 培地中に放出さ

れる IL-8 量は ELISA キットを用いて定量した｡ ヒト IL-8 遺伝子のプロモーター領域を単離

し､ ルシフェラーゼベクターに挿入し､ SH-SY5Y細胞に導入して転写活性を測定した｡

結果：SH-SY5Y細胞において､ 50μM､ 24 時間のキノホルム刺激で IL-8mRNA量および

IL-8 分泌量は有意に増加した｡ ヒト IL-8 遺伝子の転写開始点の上流約 -1.5 kb までを含むプ

ロモーター領域で､ キノホルムに応答して転写活性を示す配列は､ 転写開始点の上流 -152 塩

基から -144 塩基の間に存在した｡ 詳細な検討の結果､ -152/-147 の GATA結合配列と､ -126/

-120 の AP-1 サイトがキノホルムによる転写活性化に重要であることが判明した｡

結論：キノホルムが IL-8 の発現誘導を引き起こすことが明らかとなった｡ IL-8 は好中球

の遊走による炎症惹起や痛み反応に関わることで､ キノホルムの神経毒性の一端を担う可能

性が示唆された｡



医薬品としての価値が見直されている｡ オーストラリ

アの製薬企業がキノホルムを基に開発した PBT2 はア

ルツハイマー病とハンチントン病に対して第 2相試験

が行われるまでに至ったが､ 一定の症状改善効果が認

められたとする同社の報告に対して､ 結果の解釈に懐

疑的な意見も存在する｡ また同社はパーキンソン病・

運動障害､ および脳腫瘍に対する類縁化合物も開発し

ており､ それぞれ前臨床試験中と報じている｡

このようにキノホルム類縁化合物の医薬品としての

価値が見直されている昨今､ キノホルムの神経毒性の

分子基盤の解明は､ 臨床への再応用に警鐘を鳴らし新

たな薬害を阻止するためにも必須である｡

我々は DNAチップを用いて培養神経系細胞株にお

いてキノホルムにより発現が変動する遺伝子を網羅的

に解析し､ キノホルムの細胞毒性には､ DNA 二本鎖

切断による ATMの活性化と､ それに伴う癌抑制性転

写因子 p53 の活性化が関与することを明らかにした2)｡

またキノホルムが転写因子 c-Fos の発現誘導を介して､

痛み反応に関与する神経ペプチド前駆体 VGF の発現

を誘導することを見出した3)｡ さらにキノホルムが低

酸素応答を引き起こすこと､ 神経細胞特異的に発現す

る転写因子 Phox2b の発現を抑制すること､ グリア系

細胞に高発現する転写因子 SOX9 の発現を誘導するこ

とも見出している｡

網羅的解析において､ 無刺激時には検出限界以下で

あった好中球走化因子・インターロイキン 8 (IL-8)

の発現が､ キノホルム刺激により顕著に誘導されるこ

とを見出した｡ 本研究ではその発現誘導のメカニズム

について解析した｡

Ｂ. 研究方法

【細胞培養】

ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞はハム F12：

EMEM (アール塩含有) (1：1) (1％非必須アミノ酸

と 15％ウシ胎仔血清を添加) で培養した｡ キノホル

ムはジメチルスルホキシド (DMSO) に溶解し､ 培地

中に 1000 倍希釈となるよう添加し､ 刺激 24 時間にお

ける濃度依存性と､ 50μM における時間経過を測定

した｡ 対照のサンプルには DMSOを添加した｡

【定量 PCR】

キノホルム存在下で培養した細胞とコントロールの

細胞から､ QIAGEN 社の RNeasy Plus Mini Kit を用

いて total RNAを抽出した｡ TOYOBO社の ReverTra

Ace qPCR RT Master Mix と KOD SYBR qPCR Mix

を用いて逆転写と PCR 反応を行った｡ 反応と解析は

サーモサイエンティフィック社の StepOnePlus を用

いて行った｡ 段階希釈したプラスミドを対照に絶対定

量を行い､ ヒポキサンチンホスホリボシルトランスフェ

ラーゼ (HPRT) の発現量を指標に補正を行った｡

【IL-8 分泌量の測定】

SH-SY5Y細胞 (1x 105cells/well) を 24ウェルプレー

トで 24 時間培養した後､ DMSOまたは 50μMのキノ

ホルムを含有した 500μl の新たな培地でさらに 24 時

間培養した｡ 培養上清中に分泌される IL-8 量を

Quantikine ELISA Human IL-8/CXCL8 Immunoa-

ssay kit (R&D Systems 社) を用いて定量した｡

【転写活性の測定】

SH-SY5Y 細胞から IL-8 遺伝子のプロモーター領域

を PCR により単離し､ ルシフェラーゼベクター pNL

1.2 (プロメガ社) に組み込んだ｡ 24 ウェルプレート

で 培 養 し た SH-SY5Y 細 胞 に TransIT-LT1 試 薬

(Mirus 社) を用いてベクターと導入効率補正用ベク

ター pGL4.54 (プロメガ社) を導入し､ 24 時間後に

キノホルムを添加してさらに 24 時間培養した｡

Nano-Glo Dual-Luciferase Reporter Assay System

(プロメガ社) を用い､ 細胞抽出液の転写活性を発光

測定器 (Centro LB960､ ベルトールド社) で測定し

た｡ GATA結合配列および AP-1 サイトへの変異を導

入したレポーター遺伝子の作製は､ 変異を入れた

PCR プライマー (GATA 結合配列は 5'-TGATAA-3'

を 5'-TctTAA-3' に､ AP-1 サイトは 5'-TGACTCA-3' を

5'-TGACTtg-3' に) を用いて行った｡

Ｃ. 研究結果

【キノホルムによる IL-8 mRNAの発現誘導】

網羅的解析によってキノホルムによる顕著な発現誘

導が認められた IL-8 について､ 定量 PCR により発現
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変化の確認を行った｡ 刺激 24 時間で用量依存性を調

べたところ､ 10μM 以下の濃度では検出限界以下で

あったが､ 50μMで有意な IL-8mRNA 量の増加を認

めた｡ また 50μMのキノホルムで経時変化を調べた

ところ､ 刺激 8時間までは検出限界以下であったが､

24時間で顕著な IL-8mRNA量の増加を認めた (図 1)｡

【キノホルムによる IL-8 分泌量の増加】

キノホルム刺激により培養上清中に分泌される IL-

8 量を ELISA 法により測定した｡ 刺激 24 時間で用量

依存性を調べたところ､ 50μM で有意な分泌量の増

加を認めた｡ また 50μMのキノホルムで経時変化を

調べたところ､ 刺激 24 時間で顕著な分泌量の増加を

認めた (図 2)｡

【キノホルムによる IL-8 遺伝子の転写活性化】

ヒト IL-8 遺伝子のプロモーター領域約 1.5kb を単

離して SH-SY5Y 細胞における転写活性を測定した｡

キノホルムによる転写活性化に関与する領域は､ 転写

開始点の上流 -152 から -144 の間に存在した (図 3)｡

-152/-147 に存在する GATA結合配列､ また -126/-120

に存在する AP-1 サイトに変異を導入したところ､ キ

ノホルムによる転写活性化はほぼ認められなくなった

(図 4)｡

Ｄ. 考察

キノホルムが IL-8 の発現を転写レベルで誘導する

ことが明らかとなった｡

過去に述べたように､ 本研究で用いたキノホルムの

濃度 (50μM) はスモン患者における血中濃度と乖離

するものではない4, 5)｡

IL-8 は好中球走化因子であり､ 好中球の炎症部位

への集積に中心的役割を果たすケモカインである｡ 腸

炎において IL-8 が粘膜下層神経から分泌されること

が報告されている6)｡ また急性前部虚血性視神経症の

患者において血中 IL-8 レベルが上昇していること7)､

さらに抗がん剤パクリタキセルの副作用である末梢神

経障害に IL-8 が関与することが報告されている8)｡ こ

れらの報告は､ キノホルムによる IL-8 の発現誘導が､

腹痛・下痢といったスモンの初期症状に加え､ 引き続

いて起こる感覚異常や視神経炎にも関与する可能性を

示唆している｡
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図 1 キノホルムによるインターロイキン 8mRNAの発現誘導

HPRT: hypoxanthine phosphoribosyl transferase

図 2 キノホルムによるインターロイキン 8 の培養上清中への分泌

図 3 キノホルムによる IL-8遺伝子の転写活性化

図 4 GATA結合配列､ AP-1 サイトへの変異導入による
IL-8遺伝子のキノホルム応答性転写活性化の消失



今回の検討で､ IL-8 遺伝子のプロモーター領域に

存在する GATA 結合配列および AP-1 サイトが､ キ

ノホルムによる IL-8 の発現誘導に重要であることが

明らかとなった｡ 我々はキノホルムが AP-1 転写因子

である c-Jun と c-Fos の発現を誘導することを報告し

ている3)｡ 一方 6種類存在する GATA転写因子のうち､

GATA-2､ GATA-3､ GATA-4 の 3 種類が SH-SY5Y

細胞に発現することが報告されている9)｡ これらの転

写因子のうちのどれが IL-8 の発現誘導に関与するの

か､ 今後明らかにしていく予定である｡

Ｅ. 結論

キノホルムが IL-8 の発現誘導を引き起こすことが

明らかとなった｡ IL-8 は好中球の遊走による炎症惹

起や痛み反応に関わることで､ キノホルムの神経毒性

の一端を担う可能性が示唆された｡
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