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研究成果の概要（和文）：一酸化炭素はヘムへの酸素の結合に競合し、人体に重篤な障害をもたらす猛毒であ
る。一方で、低濃度の一酸化炭素は生体内でも産生されており、臓器・細胞保護作用を示す。各種一酸化炭素発
生剤が開発されている。水溶性一酸化炭素発生剤は投与が容易であることから注目されている。水溶性一酸化炭
素発生剤であるCORM-3を高濃度（1mM）にて培養細胞に暴露すると、細胞内においてp62、細胞外においてフィブ
ロネクチンが凝集体を形成することを見出した。p62はオートファジーの、フィブロネクチンは細胞外マトリク
ス形成の、それぞれ必須分子でありこれらの過程がCORM-3を高濃度で用いた場合は阻害される可能性が示唆され
た。

研究成果の概要（英文）：Carbon monoxide is a toxic gas, due to its high affinity to heme and 
resultant inhibition of binding of oxygen  to heme. On the other side, carbon monoxide is generated 
 in human body and has protective roles against stresses. Water soluble carbon monoxide releasing 
molecules (CORMs) has been attracted much attention due to its easy use for experiments. We found 
that exposure of a high concentration of CORM-3 to cells resulted in the aggregation of p62 as well 
as fibronectin. Since these two molecules are essential to autophagy as well as formation of 
extracellular matrix, CORM-3 should impairs these processes when applied to cells at high 
concentrations.

研究分野： 法医学・分子細胞毒性学
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  １版
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研究成果の学術的意義や社会的意義
一酸化炭素は近年、その毒性よりむしろ低濃度における細胞・臓器保護作用が注目を集め、各種一酸化炭素発生
剤が開発されてきた。その中でも水溶性一酸化炭素発生剤であるCORM-A1, CORM-3はその実用性から注目を集め
ている。本研究で、CORM-3には高濃度で用いた場合にある特定のタンパク質に凝集体形成を誘導する作用がある
ことが判明し、水溶性一酸化炭素発生剤の適正な使用法への一助になったものと考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 
一酸化炭素(CO)はよく知られた毒性ガスである。ヘムへの結合において酸素と競合し、結果と
してヘムによる酸素の運搬を妨げる。また細胞内においてもヘム結合タンパク質の機能を阻害
し、ミトコンドリア呼吸鎖などの機能を低下させる。一方で、生体内においても少量の一酸化炭
素がヘムオキシゲナーゼによるヘムの分解の際に生じており、血管の弛緩・収縮の制御に関与し
ていることが知られている。このような背景から一酸化炭素はその毒性と細胞・臓器保護作用の
両面から近年注目されているが、一酸化炭素ガスは猛毒であり取り扱いに危険を伴うことから、
研究には困難が伴っていた。一酸化炭素ガスの危険を回避する方法として、一酸化炭素発生剤が
開発され実験に使用されてきたが、それらは脂溶性であり実際に人体へ応用することは困難と
考えられることから、水溶性の一酸化炭素発生剤が待望されることとなり、CORM-3, CORM-
A1 などの水溶性一酸化炭素発生剤が開発された。これらは主として一酸化炭素の細胞・臓器保
護作用を利用するために開発されたものであるが、一酸化炭素の毒性機序の研究に活用するこ
ともできる。実際、一酸化炭素ガス暴露実験の危険性から一酸化炭素の毒性機序は、教科書の記
述から大きな進展がないのが現状である。分子細胞生物学の進展に伴い、新規な細胞死経路をは
じめとし、様々な細胞障害についてその分子的な機序が次々と明らかになっている。一酸化炭素
についても、水溶性一酸化炭素発生剤という手軽に一酸化炭素を用いた実験を行える薬剤が開
発されたことから、これらを有効に用いることで一酸化炭素の毒性及び保護作用の研究に新た
な局面を見いだすことができると考えられた。しかしながら一酸化炭素そのものを用いる一酸
化炭素ガス暴露実験と異なり、一酸化炭素発生剤は一酸化炭素以外の分子を含むため、一酸化炭
素を放出した後に残る分子骨格が細胞に与える影響について検討することも重要である。実際、
CORM-3 はルテニウム原子を中心元素とする錯体型の分子であり、ルテニウムが血清アルブミ
ンなどと相互作用することが知られていた。ルテニウムは複数の酸化状態を取り得る分子であ
り、相互作用する分子に電子の授受を通じて酸化状態の変化、ひいては立体構造・活性に大きな
影響を与えることも予想される。一方で CORM-A1 は主にホウ素を用いて設計された分子であ
り、CORM-3 に比べ、一酸化炭素の発生以外の作用は比較的少ないと考えられる。水溶性一酸
化炭素発生剤を実際に人体に用いるためには、これらの点について実証実験を行いより適切な
一酸化炭素発生剤の目星をつけておく必要もあった。 
 
２．研究の目的 
 
これら水溶性一酸化炭素発生剤を用いて、一酸化炭素の毒性機序および保護作用の機序につい
ても検討した。そもそも、細胞内で一酸化炭素が結合する分子はヘム以外には未だ知られていな
い。しかしながら一酸化炭素には抗アポトーシス作用、抗炎症作用など様々な作用が報告されて
いる。一酸化炭素がミトコンドリアの呼吸を抑制することは周知だが、それだけで抗炎症作用や
細胞保護作用を説明できるのかも不明である。それらを明らかにするためには、まず培養細胞を
用いて実験を行う必要がある。その際に、先にも述べた一酸化炭素発生剤の一酸化炭素発生以外
の作用には十分な考慮をする必要があった。分子骨格の全く異なる CORM-A1、CORM-3 二種
を用いることにより、この問題をクリアすることとした。しなしながら予想した通り、CORM-
A1、CORM-3 は大きく異なる作用を示し、CORM-3 には高濃度で用いた場合、その中心元素で
あるルテニウムに由来する作用が無視できないほど大きく、CORM-3 による細胞毒性の主要な
部分を占めることがわかった。水溶性一酸化炭素発生剤を用いた一酸化炭素の作用機序研究の
ためには、この CORM-3 の一酸化炭素発生以外の作用について詳細を知っておく必要があると
考え、以後はその機序の研究を中心とした。 
 
３．研究の方法 
 
各種臓器由来の培養細胞を用い水溶性一酸化炭素を最大 1mM にて暴露し、誘起される細胞死の
機序とそれに付随して起きる細胞内情報伝達経路の変動などを調べた。細胞としてはマウス胎
児由来線維芽細胞（mouse embryonic fibroblasts, MEF）、ラット心筋由来細胞（H9c2）、ヒト肺ガ
ン由来肺胞上皮細胞（A549）の三種類を用い、動物種と細胞種によらない普遍的な作用を探索す
ることとした。水溶性一酸化炭素発生剤としてはルテニウム錯体である CORM-3 とホウ素化合
物である CORM-A1 の二種を用いた。細胞内外のタンパク質の変動はウエスタンブロット法で
検討した。また、遺伝子発現変動は SYBRGreen法による定量リアルタイム PCRにより測定し、
細胞死は MTT 法と LDH の細胞外放出率の両方で評価した。また、オートファジーの関与を調
べるためにオートファジーの必須遺伝子である Atg5 を欠損した MEF 細胞も用い、野生型 MEF
細胞と比較することでオートファジーの関与も検討した。 
 
４．研究成果 
 
MEF 細胞に 0, 0.1, 1mM の CORM-3 を暴露したところ、〜72 時間後にアポトーシスによる細胞
死を認めた。細胞内タンパク質を回収し CBB 染色を施したところ 250kDa 付近に CORM-3 暴露



により存在量が著減するバンドを見出した。バンドを切り出し MALDI-TOF-MS で解析したとこ
ろ、フィブロネクチンであることが判明した。フィブロネクチンは細胞外マトリクスの構成成分
で細胞外に存在するタンパク質であるが、細胞表面に結合したフィブロネクチンが CORM-3 に
より結合が外れることがわかった。更に、CORM-3 はフィブロネクチンを凝集させ、凝集体とな
ったフィブロネクチンは細胞に結合できないこともわかった。このフィブロネクチンの凝集は
CORM-3 のみならずルテニウム単独でも観察され、一酸化炭素発生剤の一酸化炭素によらない
作用であることがわかった。実際に、この凝集体形成は CORM-A1 では観察されなかった。多
くの実験において、CORM-3 は 200-400 マイクロ M 程度で保護作用を発揮している。しかしな
がら 1mM まで濃度をあげるとこのような予期せぬ作用がありかえって細胞にダメージを与えて
しまうことを示すことができた。また、CORM-3 より CORM-A1 の方が一酸化炭素発生剤とし
てベターな選択であるとも考えられる。引き続き細胞内タンパク質の変動を調べたところ、オー
トファジーに必須のタンパク質である p62 も凝集体を形成していることがわかった。この凝集
体はオートファジーにより分解・処理されており、オートファジー欠損細胞（Atg5-/-MEF）で
は野生型に比べてより蓄積されていた。p62 の凝集体形成は H9c2、A549 細胞でも観察され、
各種細胞に普遍的な現象であると予想された。p62 の凝集体形成もフィブロネクチンと同じよう
にルテニウムでも見られる一方 CORM-A１では見られず、以上のことから、CORM-3 には中心
原子であるルテニウムの作用として細胞内外のいくつかのタンパク質を凝集させてしまうこと
がわかった。一酸化炭素発生剤は治療目的で将来有望な薬剤として期待されているが、このよう
な作用があることから、より毒性の少ない水溶性一酸化炭素発生剤の開発が必要であると考え
られた。 
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