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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 を高発現する細胞を PC12 細胞より作成 (PCtrk 細胞) し､ この PCtrk 細胞に inter-

nucleosomal 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｡ さらに､ 3) 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｡ また一昨年度は CQ 投与により神経細胞において autophagy が進

行することを報告した｡ さらに昨年度は､ グリア細胞に対する作用について培養 astrocyte

の系を用いて解析し､ CQ による細胞毒性発現機構に autophagy-lysosomal system の機能異

常が関与している可能性を報告したが､ 今年度はさらに reactive oxygen species (ROS) 産

生やミトコンドリア機能に及ぼす影響を調べた｡

その結果､ CQ は用量依存的・時間依存的に細胞死および autophagy のシグナルである

LC3-II, p62 の発現増加を誘導したが､ p62 蛋白のその後の減少は観察されず autolysosome

形成不全を惹起したと考えられた｡ CQ を負荷した細胞のホモジネートでは測定したすべて

の lysosome 水解酵素活性の低下が認められたが lysosome の pH には影響を及ぼさなかった｡

さらに CQ を負荷した細胞では ROS の産生が増加しており､ ミトコンドリア膜電位差の低

下も認められた｡ 以上から､ CQ による細胞毒性発現機構における autophagy-lysosomal sys-

tem の機能異常には CQ による lysosome 酵素活性の低下などその機能低下と引き続きミトコ

ンドリア機能障害を招来させて､ 結果 ROS の産生上昇が引き起こされることが示唆された｡



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｡ これまで

我々は培養神経系細胞を用いた解析を進めてきた｡ 一

方で近年神経系を構成するグリア細胞が種々の疾患に

関 与 す る 可 能 性 が non-cell autonomous neuronal

death 機序として注目を集めている｡ 今年度も昨年度

に引き続き､ CQ のグリア細胞に対する作用を調べる

目的で培養 astrocyte の系を用いて解析を進めた｡

Ｂ. 研究方法

昨年度の報告後､ CQ の負荷条件に関して培養液中

のウシ胎児血清を 1％にすることで autophagy 系の変

化が起こることが判明したため今年度の検討は培養液

中のウシ胎児血清は 10％とした｡ その条件下でマウ

ス astrocyte 株 KT-5 細胞を用い､ CQ による細胞死の

誘導の有無や Western blot 法による autophagy シグ

ナル (LC3-II, p62 など) を中心とした細胞死に関す

る分子メカニズムを調べた｡ 同時に CQ を負荷した細

胞の lysosome 機能への作用を調べるため､ CQ で処

理した細胞のホモジネートを作成し lysosome 酵素活

性を測定した (Cathepsin B; α-galactosidase, α-Gal;

β-galactosidase, β-Gal; β-glucocerebrosidase, β-Gl

u; β -hexosaminidase, β -Hex)｡ さらに CQ による

lysosome の pH の変化の有無､ ROS 産生やミトコン

ドリア膜電位の変化についても調べた｡

Ｃ. 研究結果

CQ は用量依存的・時間依存的に細胞死および

autophagy のシグナルである LC3-II, p62 の発現増加

を誘導したが､ p62 蛋白のその後の減少は観察されな

かった｡ またこれまで神経系培養細胞である PCtrk

細胞で観察してきた activated caspase 3 の増加は検出

されず､ Annexin V assay でも apoptotic cell death の

増加は明らかでなかった｡ CQ を負荷した細胞のホモ

ジネートでは測定したすべての lysosome 水解酵素活

性の低下が認められた｡ さらに CQ を負荷した細胞で

は ROS の産生が増加しており､ ミトコンドリア膜電

位差の低下も認められた｡

Ｄ. 考察

CQ は用量依存的・時間依存的に細胞死および

autophagy のシグナルである LC3-II, p62 の発現増加

を誘導したが､ p62 蛋白のその後の減少は観察されず

autolysosome 形成不全を惹起したと考えられた｡ さ

らに CQ によるグリア細胞の細胞死ではこれまで神経

系 培 養 細 胞 で あ る PCtrk 細 胞 で 観 察 さ れ て き た

apoptotic cell death の機序は明らかでなく､ auto-

phagy に関連した細胞死の機序が想定された｡ CQ を

負荷した細胞のホモジネートでは測定したすべての

lysosome 水解酵素活性の低下が認められ､ さらに CQ

を負荷した細胞では ROS の産生が増加しており､ ミ

トコンドリア膜電位差の低下も認められた｡ 以上から､

CQ による細胞毒性発現機構における autophagy-

lysosomal system の機能異常には CQ による lyso-

some 酵素活性の低下などその機能低下と引き続きミ

トコンドリア機能障害を招来させて､ 結果 ROS の産

生上昇が引き起こされることが示唆された｡

Ｅ. 結論

CQ による細胞毒性発現機構における autophagy-

lysosomal system の機能異常には CQ による lyso-

some 酵素活性の低下が autolysosome の形成不全をも

たらすことが深く関与しており､ 結果 ROS の産生上

昇などが起こることが示唆された｡ 今後はこれらの細

胞毒性発現への治療的アプローチを進めたい｡
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