
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もうひとつの神経系として

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｡
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Clioquinol の培養 astrocyte に及ぼす作用の解明③
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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｡ また平成 28 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｡ さらに平成 29 年度・平成 30 年度は､ CQ のグリア細胞に対す

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おける

Autophagy-lysosomal system の 機 能 異 常 に は CQ に よ る lysosome 酵 素 活 性 低 下 と

autophagic degradation の障害を惹起する事が深く関与しており､ 結果ミトコンドリア機能

障害､ reactive oxygen species (ROS) の産生上昇などが生じることを報告した｡ 今年度は

CQ により誘導される autophagy flux が､ 如何に autophagosome の蓄積に繋がるか､ また

autophagy flux の誘導が如何なる細胞生物学的影響をもたらすかを詳細に調べた｡

その結果､ CQ による autophagy flux の誘導自体は KT-5 細胞に対し細胞保護効果を有し

ている事が判明した｡ しかし､ 結果的に autophagic degradation の障害は新たな機序での細

胞死を誘導することが示唆された｡



Ｂ. 研究方法

マウス astrocyte 株 KT-5 細胞を用いて CQ が細胞

毒性作用を発揮するかどうかを確認するために､ さま

ざまな濃度の CQ を培地に加えトリパンブルー色素排

除試験により､ その細胞毒性を調べた｡ さらに

Autophagy-lysosome 経路の障害がその細胞毒性に関

与しているかどうかを確認した｡ また autophagy 阻

害剤である 3-methyladenine (3-MA) を使用して細胞

死, autophagy flux, ミトコンドリア膜電位に及ぼす

影響を調べた｡

Ｃ. 研究結果

3-MA 単独処理では細胞死を誘導しなかったが､ 3-

MA と CQ による共刺激は CQ 単独処理に比べ更なる

細胞死が誘導された｡ また autophagy flux の測定で

は､ CQ 単独処理で認められた autophagic vacuole の

蓄積は 3-MAと CQによる共処理の際は認められなかっ

た｡ さらに 3-MA と CQ の共処理の場合､ CQ 単独処

理と比べミトコンドリア膜障害を呈する細胞の割合が

増大した｡

Ｄ. 考察

CQ は､ 用量依存的・時間依存的に細胞死を誘導し､

autophagic degradation の障害を惹起したと考えられ

た｡ その細胞死には Annexin V assay や TUNEL

assay でも apoptosis の関与は明らかでなかった｡

autophagic degradation の障害に関しては CQ を負荷

した細胞のホモジネートでは､ 測定したすべてのライ

ソソーム水解酵素活性の低下が認められたが､ リソソー

ムの pH 自体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 のレベルが増加しており､

ミトコンドリア膜電位差の低下も認められた｡ 以上よ

り 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 酵素活性低下と autophagic degradation の障害

による autophagosome の異常蓄積を惹起する事が深

く関与しており､ 結果ミトコンドリア機能障害､ ROS

のレベル上昇などが生じることが判明した｡

さらに CQ による autophagy flux の誘導自体は､

KT-5 細胞に対し細胞保護効果を有している事が判明

した｡

Ｅ. 結論

CQ による autophagy flux の誘導自体は KT-5 細胞

に対し細胞保護効果を有している事が判明した｡ しか

し､ 結果的に CQ により惹起された autophagosome

の異常蓄積は apoptosis や necrosis とは異なる新たな

機序での細胞死を誘導することが示唆された｡ 今後は

アストロサイトのみならず他のグリア細胞でも同様の

現象が起きるか慎重に検討を重ねたい｡ 又､ 癌細胞へ

の CQ と 3-MA の併用による抗癌活性増強が起きるの

かについても検討したい｡
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囲のアスペルギルス感染症から多発脳神経麻痺を来

した 1 例 第 24 回神経感染症学会 2019.10 国内

坂野文彦, 新美芳樹, 林和孝, 加藤邦尚, 東篤宏, 長

尾龍之介, 前田利樹, 菊池洸一, 村手健一郎, 廣田

政古, 石川等真, 水谷泰彰, 島さゆり, 植田晃広,

伊藤信二, 渡辺宏久. 帯状疱疹に伴う橈骨神経単独

の運動神経障害を呈した 1 例 第 155 回日本神経学

会東海北陸地方会 2019.10 国内

長尾龍之介, 島さゆり, 林和孝, 坂野文彦, 加藤邦尚,

東篤宏, 菊池洸一, 前田利樹, 村手健一郎, 廣田政

古, 石川等真, 新美芳樹, 水谷泰彰, 植田晃広, 伊

藤信二, 渡辺宏久. 広範小腸切除後 17 年後にビタ

ミン B12 欠乏症による亜急性脊髄連合変性症をき

たした 1 例 第 155 回日本神経学会東海北陸地方会

2019.10 国内

植田晃広, 長尾龍之介, 前田利樹, 菊池洸一, 坂野文

彦, 加藤邦尚, 東篤宏, 村手健一郎, 廣田政古, 石

川等真, 新美芳樹, 水谷泰彰, 島さゆり, 伊藤信二,

武藤多津郎, 渡辺宏久. 心肺停止を伴った高度の乳

酸アシドーシスを透析療法で救命し得た MELAS の

1 例 第 37 回神経治療学会 2019.11 国内

武藤多津郎, 水谷泰彰, 新美芳樹, 植田晃広, 島さゆ

り, 村手健一郎. Clioquinol の培養 astrocyte に及

ぼす作用の解明③ 令和元年度 スモンに関する調

査研究班.研究報告会 2020.01 国内

Ｈ. 知的財産権の出願・登録状況

なし

Ｉ. 文献
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Trk autophosphorylation and neurite outgrowth in
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2 ) Fukui T et al. Histone deacetylase inhibitor at-

tenuates neurotoxicity of clioquinol in PC12 cells.
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