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キノホルムによる銅シャペロン ATOX1 の酸化を介した

ノルアドレナリン合成阻害
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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｡ キノホルムは亜鉛欠乏症で

ある腸性肢端皮膚炎の治療薬として用いられていたが､ これは亜鉛イオノフォアとしての作

用を利用していたものと考えられる｡ 一方過剰な亜鉛を含有する入れ歯安定剤の使用で銅欠

乏による脊髄多発神経障害が発生した事例が存在する｡ さらにスモンと銅欠乏による脊髄神

経障害の臨床症状・神経解剖学的病巣分布に共通点があることから､ ｢スモンは亜鉛の過剰・

銅欠乏による神経障害ではないか｣ という仮説を立て､ キノホルムが細胞内の銅・亜鉛イオ

ンの挙動に与える影響を解析した｡

｢方法｣

ヒト神経芽細胞腫 SH-SY5Y 細胞を定法により培養した｡ 細胞内の銅・亜鉛イオンの定量

は､ キットを用いた比色定量により行った｡ 蛋白のシステイン酸化は細胞抽出液を DNA マ

レイミドで標識した後､ また培地中に分泌された蛋白は遠心による限外濾過で濃縮した後､

それぞれ電気泳動・ウエスタンブロットを行うことにより検出した｡ ゲノム編集はニッカー

ゼ発現ベクターに gRNA 配列を挿入後､ 細胞に電気的に導入し､ 薬剤選択後細胞クローンを

樹立することにより行った｡

｢結果｣

キノホルムは金属応答配列に依存した転写活性化を引き起こした｡ キノホルム刺激 1 時間

で細胞内亜鉛濃度は上昇したが､ 銅濃度は刺激 24 時間後に上昇した｡ キノホルムは銅シャ

ペロンである ATOX1 のチオール基の酸化を引き起こし､ 銅依存性酵素であるドパミンβ水

酸化酵素 (DBH) およびリジルオキシダーゼの分泌を抑制し､ さらに細胞内ノルアドレナリ

ン濃度を低下させた｡ ATOX1 ノックアウト細胞では DBH の分泌が低下していた｡

｢結論｣

キノホルムが細胞内に亜鉛を流入させるとともに､ ATOX1 の酸化型への変換により銅の

代謝障害を引き起こし､ DBH の成熟阻害を介してノルアドレナリンの生合成を阻害するこ

とがわかった｡ キノホルムによるノルアドレナリンの合成阻害は､ 副交感神経系の過剰亢進

や下行性疼痛抑制系の機能障害につながる可能性があり､ 初期の猛烈な腹痛や､ 感覚異常と

いったスモンの症状への関与が示唆された｡



Ａ. 研究目的

亜急性脊髄視束神経症 (スモン) は猛烈な腹痛に引

き続き､ 特有のしびれ感が足先から下肢全体､ あるい

は腹部・胸部にまで上行する神経疾患であり､ 下肢の

痙縮や脱力をきたし､ 重症例では視力障害による失明､

さらには脳幹障害による死亡例まで存在する｡ 1960

年代に我が国で多発し､ 同時に各地で集団発生したこ

とから新たな感染症が疑われ､ 大きな社会問題となっ

た｡ 1970 年に､ 多くの患者さんに見られた緑色の舌

苔､ 緑尿､ 緑便の成分分析が行われた結果､ 整腸剤と

して多用されたキノホルム (一般名：クリオキノール)

と鉄イオンのキレート化合物であることが判明し､ キ

ノホルム製剤の使用禁止以降新たな患者の発生がストッ

プしたことから､ スモンはキノホルムによる薬害と確

定した｡ しかしキノホルムによるスモンの発症機構に

ついては分子レベルでの解明がなされないまま今日に

至っている｡

一方キノホルムは metal protein attenuating com-

pounds (MPACs) の一種であり､ 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が注目され､ その類縁

化合物をパーキンソン病や多系統萎縮症に応用しよう

とする動きがある｡ これらの化合物の臨床への再応用

に警鐘を鳴らし新たな薬害を阻止するためには､ キノ

ホルムの神経毒性の分子基盤の解明は必須である｡

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1)｡

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の前駆体・VGF の

発現を誘導することを見出した2)｡ さらにキノホルム

が転写因子 GATA-2 および GATA-3 の発現抑制を介

して､ 腸炎､ 視神経炎､ 神経因性疼痛への関与が報告

されてい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た3)｡ VGF 由来神経ペプチド

や IL-8 が腹痛等のスモンの初期症状のみならず､ 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

性が考えられる｡

キノホルムはかつて､ 腸性肢端皮膚炎 (小腸上皮細

胞に発現する亜鉛取り込み輸送体 ZIP4 の遺伝子異常

による亜鉛欠乏症) の治療薬として使用されていた｡

キノホルムが亜鉛補充による症状の改善を増強するこ

とから､ キノホルムが細胞内に亜鉛イオンを導入する

イオノフォアとしての作用を利用していたものと考え

られる4)｡ 一方胃切除術後に銅欠乏による脊髄視神経

障害が見られた事例5)や､ 過剰な亜鉛を含有する入れ

歯安定剤の使用により銅欠乏による脊髄多発神経障害

が発生した事例6)が存在する｡ さらにスモンと銅欠乏

による脊髄神経障害の臨床症状・神経解剖学的病巣分

布に共通点があることから7)､ ｢スモンは亜鉛の過剰・

銅欠乏による神経障害ではないか｣ という仮説を立て､

今回の研究を行った｡

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｡ ノルアド

レナリン (NA) 神経様細胞への分化は､ Neurobasal

培地 (抗酸化剤不含 B-27 supplement を添加) に 1

mM dibutyryl cyclic AMP (dbcAMP) を添加した培

地で 3 日間培養することにより誘導した｡ 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｡ NA 神

経様に分化させた SH-SY5Y 細胞に対するキノホルム

の細胞毒性は､ 未分化の細胞と同様に 20μM 以上の

濃度で観察されることを確認した (発表論文参照)｡

【細胞内の銅及び亜鉛の定量】

SH-SY5Y 細胞の細胞抽出液に 6N 塩酸を添加して

蛋白から金属イオンを解離させ､ Metallo Assay LS

kit (メタロジェニクス社) を用いて銅および亜鉛イ

オンを定量した｡

【ウエスタンブロット】

蛋白の酸化還元状態のモニタリングのため､ 細胞か
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ら抽出した総蛋白 (2μg) のシステイン残基を -Sulfo

Biotics- Protein Redox State Monitoring Kit Plus

(同仁化学) を用いてマレイミド化した｡ SDS ポリア

クリルアミド電気泳動後､ 紫外線照射によりマレイミ

ドに結合する DNA を切断した後膜転写した｡ 培地中

に分泌される蛋白は､ 細胞をキノホルム存在下で 24

時間刺激した後培地を除去し､ PBS で洗浄した後､

キノホルム存在下でさらに 8 時間､ 血清を含まない培

地で培養することにより調製した｡ 培地を回収し､ 遠

心 で 細 胞 成 分 を 除 去 し た 後 ､ 遠 心 フ ィ ル タ ー

(Amicon Ultra-4, 10 kDa cut-off､ メルク社) で濃縮

した｡ ウエスタンブロットは定法により行った｡ 検出

後 strip を行い､ b-actin の検出を行った｡

【NA の定量】

細 胞 内 の NA レ ベ ル の 定 量 は ELISA キ ッ ト

(ImmuSmol 社) を用いて行った｡

【ATOX1 のゲノム編集】

ニッカーゼ発現ベクター AIO-puro (Addgene 社)

に ATOX1 に対する gRNA 配列に相当するオリゴヌ

ク レ オ チ ド を 挿 入 し ､ 4D-Nucleofector System

(Lonza 社) を用いて SH-SY5Y 細胞に電気的に導入

した｡ ピューロマイシン存在下でシングルセルクロー

ニングを行うことにより､ ATOX1 ノックアウト細胞

を樹立した｡

Ｃ. 研究結果

【キノホルムによる亜鉛の流入】

我々が以前行った DNA チップによる遺伝子の網羅

的発現解析では､ SH-SY5Y 細胞をキノホルムで刺激

した際に､ 亜鉛などの金属イオン濃度の上昇により転

写が促進されるメタロチオネイン類の発現誘導が認め

られていた｡ そこで細胞内の亜鉛レベルを測定したと

ころ､ 50 μM のキノホルムで 1 時間刺激すると､ 細

胞内の亜鉛レベルは有意に上昇した (図 1)｡

【キノホルムによる銅の蓄積】

キノホルムが銅代謝に影響を与える可能性を考え､

細胞内の銅レベルを刺激 24 時間まで測定したところ､

50μM のキノホルムは刺激 24 時間で有意に銅レベル

を上昇させた (図 2A)｡ 濃度依存性を調べたところ､

キノホルムは 20μM 以上の濃度で刺激 24 時間後の銅

レベルを有意に上昇させた (図 2B)｡

【キノホルムによる銅シャペロン ATOX1 の酸化】

キノホルム刺激 1 時間で細胞内に流入する亜鉛とは

対照的に､ 刺激 24 時間でレベルが上昇する銅は代謝

障害により蓄積すると考えられたことから､ 銅輸送に

重要な役割を果たす銅シャペロン ATOX1 に着目した｡

ATOX1 は分子内に 3 つのシステイン残基を持ち､ そ

のうちの 2 つは銅イオンを配位する活性中心 metal

binding domain を形成している8)｡ そこでキノホルム

刺激により ATOX1 の活性中心のシステインが酸化さ

れ失活するのではないかと考え､ DNA マレイミド試

薬を用いてシステイン残基のレドックス状態のモニタ

リングを行った｡

DNA マレイミド処理を行わない場合､ ATOX1 は

約 7kDa のバンドとして検出され､ キノホルムによる

蛋白量の変動は認められなかった｡ DNA マレイミド

で処理したサンプルでは､ DNA マレイミドが 1 つ結

合した ｢酸化型｣ と考えられる 20kDa 弱のバンドと､

DNA マレイミドが 3 つ結合した ｢還元型｣ と考えら

れる約 40kDa のバンドが検出された｡ 50μM のキノ

ホルム刺激により約 40kDa のバンドは消失した｡ 経

― 158 ―

図 1 キノホルム刺激 1時間後の亜鉛レベルの上昇
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図 2 キノホルム刺激 24 時間後の銅レベルの上昇
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時変化を確認したところ､ キノホルム刺激 4 時間で約

40kDa のバンドは消失した (図 3)｡

【キノホルムによる銅依存性酵素の分泌阻害】

銅の代謝障害により､ ドパミンβ水酸化酵素

(DBH) やリジルオキシダーゼ (LOX) といった銅依

存性分泌酵素の成熟・分泌が阻害されると考えられる

ため､ これらの酵素の培地中への分泌をウエスタンブ

ロット法により解析した｡ 50μM のキノホルム刺激

により､ 細胞中の LOX 前駆体蛋白量は有意に増加し

た｡ DMSO を添加した場合に培地中に検出された

DBH や成熟型 LOX は､ 50μM のキノホルムで刺激

した場合には検出されなくなった (発表論文参照)｡

DBH の培地中への分泌は､ 20μM 以上の濃度のキノ

ホルムにより有意に抑制された (図 4)｡

【キノホルムによる細胞内 NA レベルの低下】

DBH はドパミンを NA に変換する酵素である｡ キ

ノホルムによる DBH の成熟・分泌阻害により NA 合

成が阻害されるものと考え､ 細胞内の NA レベルを

ELISA 法により測定した｡ 未分化の SH-SY5Y 細胞お

よび dbcAMP で NA 神経様に分化させた細胞のどち

らにおいても､ 20μM 以上の濃度のキノホルムによ

り細胞内の NA レベルは有意に低下した (図 5)｡

【ATOX1 のゲノム編集による DBH の分泌抑制】

ATOX1 の酸化による活性低下が DBH の成熟・分

泌阻害に関わることを証明するため､ ゲノム編集によ

り ATOX1 ノックアウト細胞を樹立した｡ ATOX1 ノッ

クアウト細胞では mock 細胞に比して DBH の分泌が

抑制されていた (図 6)｡

Ｄ. 考察

キノホルムは亜鉛の流入と ATOX1 の酸化による銅

の代謝障害を引き起こし､ DBH などの銅依存性酵素

の成熟・分泌を阻害することにより､ NA の生合成を

阻害することが明らかとなった｡ キノホルムは亜鉛の

流入による ER ストレスや銅の蓄積による酸化ストレ

スの亢進といった神経細胞死の原因となる現象ととも
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図 3 キノホルムによるATOX1 の酸化

図 4 キノホルムによるDBHの分泌阻害
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図 5 キノホルムによる細胞内NA量の減少
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図 6 ATOX1 のノックアウトによるDBHの分泌抑制
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に､ NA 合成の阻害といった神経の機能障害を引き起

こすことが示唆された (図 7)｡

キノホルムは銅・亜鉛イオノフォアとして知られて

いるが､ 短時間での銅の流入は観察されなかった (図

2)｡ 血清を含む培地中の銅の 95％程度はセルロプラ

スミンに結合しており､ 遊離している銅の濃度は亜鉛

濃度の 1/10 程度であることが理由と考えられる｡ ヒ

トの血中においても同様であり､ キノホルムは人体に

対しても亜鉛イオノフォアとして機能するものと考え

られる｡

キノホルムが ATOX1 を酸化するメカニズム､ およ

び亜鉛の流入が ATOX1 の活性に与える影響は現在の

ところ不明であるが､ 亜鉛が銅と競合して ATOX1 か

ら ATP7A への銅輸送を阻害する可能性が考えられ

る9)｡

DBH の成熟・分泌阻害による NA 合成の阻害は､

交感神経系や､ 青斑核から脊髄後角への下行性疼痛抑

制系の機能障害につながる可能性がある｡ スモンの初

期症状である猛烈な腹痛は､ 副交感神経系の過剰亢進

による腸管収縮に由来していた可能性が考えられる｡

また下行性疼痛抑制系の機能障害がスモンにおける感

覚異常の一因であった可能性も考えられる｡ 一方

LOX はコラーゲンとエラスチンの架橋形成を担う酵

素であるが､ 神経系では筋萎縮性側索硬化症患者の脊

髄で発現が亢進していること10)､ また LOX のプロペ

プチドの過剰発現でプルキンエ細胞の樹状突起の分枝

が抑制されることが報告されている11)｡ キノホルムに

よる LOX 前駆体の発現誘導と成熟・分泌阻害がスモ

ンの発症に関与するかについては､ さらなる検討が必

要である｡

Ｅ. 結論

キノホルムは亜鉛の流入と ATOX1 の酸化による銅

の代謝障害を引き起こし､ DBH などの銅依存性酵素

の成熟・分泌を阻害することにより､ NA の生合成を

阻害することが明らかとなった｡ この経路がキノホル

ムの神経毒性の一端を担っているものと考えられた｡
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