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研究成果の概要（和文）： 
ペプスタチン、リソセンサー等を用いてＨｅＬａ細胞のリソソームの可視化を行った。ネクロ
ーシス性細胞傷害により、リソソームの消失が観察され、細胞傷害によるリソソームの破綻が
明らかになった。また、塩素イオン除去または塩素イオンチャネル阻害剤投与によりリソソー
ムのシグナルが保持されることが明らかとなった。これらのことから、塩素イオンチャネル阻
害はリソソームの安定化を介して細胞保護を行うことが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
We visualized the lysosome of HeLa cells using pepstatine or lysosensor. The lysosomal 
signal disappeared by the necrotic cell damage. The replacement of Cl- by other anion 
or the application of Cl- channel blocker protected the lysosomal signal against the 
necrotic cell damage. These results indicate that the inhibition of Cl- fluxes has the 
cytoprotective effect via the stabilization of lysosome. 
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１．研究開始当初の背景 
細胞が機械的損傷を受け、ネクローシスに
陥る時、細胞外からの塩素イオンの流入に
よる細胞内塩素イオン濃度上昇が起こると
考えられる。これは、細胞内 ATP 枯渇に起
因するナトリウムポンプの機能低下による
細胞内ナトリウムイオン蓄積と細胞膜透過
性の亢進による脱分極に応じて、塩素イオ

ンの細胞内外の分布が変化することに起因
する。一方、臓器移植の時に用いられる臓
器保存液の組成として、塩素イオンを他の
有機アニオンに置き換えたものが実際に使
用されるなど、細胞外塩素イオン除去が組
織損傷を軽減させることが経験的に知られ
ている。しかし、「何故、塩素イオンが細胞
障害に結びつくか？」という問題は、は未
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だ解決されていない。申請者は、平成 17
年度－18 年度の科学研究費・基盤研究（C)
の研究で、血管内皮細胞における細胞障害
と塩素イオンとの関係を調べてきた。その
過程で、細胞膜透過性を亢進させるような
物理的ダメージを細胞に加えたことによっ
て起こるネクローシスについても細胞外塩
素イオンの除去や塩素イオンチャネル阻害
によりネクローシスが軽減できることを明
らかにした。 
 
２．研究の目的 
この研究の過程で、細胞内塩素イオン濃度
の増加が細胞内ベジクル（リソソーム）の
過剰な酸性化と破綻を引き起こすことを示
唆する予備的データが得られ、「細胞内塩素
イオンの増加がリソソーム膜を不安定にし
てリソソームの破綻を引き起こし、リソソ
ーム酵素が細胞膜に障害を与えることがネ
クローシス性細胞死を引き起こす」という
仮説を得た。本研究は、この仮説を検証す
ることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
ネクローシスを引き起こすような細胞障害
を加えた場合、実際にどの程度塩素イオン濃
度が上昇するか、塩素イオン感受性蛍光色素
（SPQ)を用いて定量する。細胞障害を与える
方法については、細胞膜透過性を亢進させる
ようなイオノフォア（amphotericin-B)を細
胞に投与することで、物理的な細胞障害を模
擬することにする。さらに、通常は細胞膜を
通過しないような蛍光色素（PI）を用いて、
どのような時間経過で細胞膜の透過性が亢
進していくかを細胞内塩素イオン濃度変化
と比較しながら明らかにする。細胞障害を加
えた場合のリソソームの破綻について、リソ
ソームのマーカータンパクを指標として、単
一細胞レベルで可視化する。具体的には、カ
テプシンと結合するペプスタチンに蛍光ラ
ベルしたもの用いる。また、塩素イオンを
種々の陰イオンで置換し、リソソーム破綻と
陰イオンの関係を調べる。また、塩素イオン
チャネル阻害剤（DIDS, Phloretin, 
arachidonate など）を与えることによりリソ
ソームの破綻を防げることを明らかにする。 
４．研究成果 
リソソーム安定化によるネクローシス性細
胞死防御という研究課題の下に研究をスタ
ートした。これまでの研究で、細胞外塩素イ
オン条件がネクローシス性細胞死を抑制す
るという機序は明らかになってきたが、細胞
内における塩素イオンの役割については、明
らかでなかった。作業仮説としては、細胞内
のリソソーム破綻がネクローシス性細胞死
を促進させ、細胞外低塩素イオン条件では。
細胞内リソソームが安定化するために、細胞

死が遅延するということである。リソソーム
の可視化を行うために、リソソームに取り込
まれるペプスタチン、リソソームを蛍光ラベ
ルするリソセンサー、リソトラッカーを用い
てＨｅＬａ細胞のリソソームのラベルを試
み、成功した。amphotericin-B を用いて細胞
膜の透過性を亢進させるとラベルされたリ
ソソームの消失が観察され、細胞傷害による
リソソームの破綻が明らかになった。また、
細胞外低塩素イオン条件にて同様の細胞傷
害実験を行うと、リソソームのシグナルが保
持され、塩素イオンチャネル阻害剤を用いる
ことで、やはりリソソームのシグナルが保持
されることが明らかとなった。これらのこと
から、塩素イオンチャネル阻害はリソソーム
の安定化を介してまた、このようなリソソー
ムを安定化されるることが明らかとなり、上
記の仮説が正しいことが示唆された。 
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