
Ａ. 研究目的

Clioquinol (キノホルム､ CQ) は SMON の原因物

質と考えられているが､ 詳細な神経障害機序は現在も

不明な点が多い｡ 我々は､ これまで CQ の神経系への

影響について主に神経細胞を中心に検討を進めてきた

が､ グリア系細胞への作用については不明であった｡

これまでの班会議での報告で 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 水 解 酵 素 活 性 低 下 と

autolysosome の形成不全を惹起する事が深く関与し

ており､ 結果 reactive oxygen species (ROS) レベル

の上昇などが起こることを報告した｡ 今年度は

autophagy の阻害剤である chloroquine および促進剤

である rapamycin を併用した場合､ CQ による細胞毒

性作用がどのように変化するのか､ さらにその際に

CQ による autophagy のシグナル・細胞内 ATP レベ

ル・ROS レベルに如何なる影響がもたらされるかを

調べた｡
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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 internu-

cleosomal 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 に対するチ

ロシン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・令和元年度は､ 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 autopha-

gosome の細胞内蓄積を認め､ autophagic degradation の障害を惹起する事が深く関与して

おり､ 結果 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 ROS 産生の阻害剤の併用によって CQ による細胞毒性作用がどのように変化するのか､

さらにその際に細胞内 ROS 産生にいかなる影響がもたらされるかを詳細に調べた.

その結果､ ROS 産生阻害である NAC により､ 細胞死も ROS 産生も有意に抑制され CQ に

よる細胞毒性が軽減された｡



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 MTT アッセイにより､

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 ROS 産 生 の 阻 害 剤 で あ る N-acetyl

cysteine (NAC) を併用して細胞死､ 細胞内 ROS レ

ベルに及ぼす影響を調べた.

Ｃ. 研究結果

CQ 20uM 単独処理で誘発される細胞死を NAC と

の共処理で細胞死は有意に抑制された｡ 更に､ この際

CQ により産生される細胞内 ROS は､ NAC との共処

理で CQ 単独に比し有意にその産生が抑制された｡ 又､

chloroquine の併存で､ CQ による細胞死は亢進し､

rapamycin では細胞死は抑制された｡

Ｄ. 考察

CQ は､ MTT assay においても用量依存的・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｡ Annexin V assay や

TUNEL assay でも apoptosis の機序は明らかでなかっ

た CQ による細胞毒性発現機構には､ Autophagy-

lysosomal system の機能異常により細胞内 autopha-

gosome 蓄積を来し､ Autophagy 異常に関連した細胞

死が深く関与している可能性を示唆している｡ さらに､

この細胞障害機構に ROS 産生が強く関連していると

推論された｡

Ｅ. 結論

CQ による Autophagy-lysosomal system の機能異

常を介した細胞毒性の発現機構について､ ROS 産生

の阻害剤を併用することで細胞毒性が軽減し､ ROS

産生レベルも低減した｡ 以上のデータは､ CQ による

細胞死惹起機構に於ける ROS 産生が重要な役割を果

たしている事を示唆するものであり､ 今後の治療標的

に ROS 産生抑制がなり得る可能性を示唆しているも

のと考えられた｡
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