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研究成果の概要（和文）：トリブチルスズ (TBT) が転写因子である核呼吸因子-1 (NRF-1) を抑制することを詳
細に明らかにし、NRF-1発現低下の原因がNRF-1遺伝子転写調節領域の高メチル化であることを突きとめた。ま
た、NRF-1をノックダウンするとリソソーム関連タンパク質の発現が上昇し、これはリソソーム機能が低下する
ことにより代償的に誘導された可能性が考えられる。

研究成果の概要（英文）：We revealed details about Nuclear Respiratory Factor-1 (NRF-1) inhibition by
 tributyltin, and clarified that suppressed NRF-1 expression is caused by hypermethylation of the 
NRF-1 promoter region. NRF-1 knockdown causes compensatory induction of lysosomal proteins, probably
 via suppression of lysosomal functions.

研究分野： 神経毒性学

キーワード： 有機スズ　核呼吸因子-1

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
有機スズの神経毒性メカニズムは以前から報告されていたものの、そのメカニズムはほとんど明らかになってい
なかった。今回低濃度有機スズの毒性メカニズムの一端に、NRF-1という転写因子の低下が関与すること、また
なぜNRF-1が低下するのかを明らかにしたことは、環境中に広く存在する化学物質の毒性を明らかにし、その毒
性を抑制する方法を考える上で興味深い知見である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
船底塗料として使用されてきたトリブチルスズ (TBT) に代表される有機スズ化合物は、環境

汚染物質として認知され、哺乳動物への影響が懸念されている特定化学物質である。常在する
生体内濃度と毒性を惹起する濃度が非常に近く、ヒト血液中や無処置哺乳動物の脳からも数〜
数十 nMの濃度で検出されている。有機スズの in vivo 神経毒性に関する報告は 1980～90 年代
に数報の報告があるものの、それらは全て実験動物に投与して単に行動異常を調べた実験であ
り、有機スズ神経毒性の分子メカニズムは殆ど明らかにされていない。 
核呼吸因子-1 (NRF-1) はミトコンドリア呼吸鎖を構成する一部のタンパク質発現に関与す

るリガンド非依存的な転写因子として発見された。神経変性疾患における発現低下は報告され
ているものの、NRF-1 欠損マウスは胎生致死であり、NRF-1 の機能解明は困難であった。GluR2
発現減少のみでは神経細胞死を惹起しないため、TBT の NRF-1 減少依存的な神経毒性には GluR2
も重要であるが、GluR2 以外の寄与も大きいことが予想される。 
NRF-1 は GluR2 発現を正に制御する転写因子の１つとして報告されていることから、TBT によ

る GluR2 発現減少に関与している可能性が考えられるが、詳細は不明である。また、GluR2 現
象も含めた有機スズの神経毒性が NRF-1 活性低下により説明できる可能性が考えられる。脳は
最もエネルギーを必要とする臓器であり、ミトコンドリアエネルギー産生系の阻害や異常は神
経毒性を示す例が多くあるため、有機スズによる NRF-1 低下が神経毒性につながることは充分
に考えられる。 
 
２．研究の目的 
TBT による GluR2 減少の原因が NRF-1 低下によることを突きとめ、低濃度有機スズ神経毒性

の鍵を握ると考えられる NRF-1 低下が何故惹起されるかを神経細胞レベルで解明する。一方、
機能に未解明な点の残る NRF-1 について、NRF-1 低下が細胞機能にどのような影響を及ぼすの
かを調べる。また、in vivo においてもこれらのメカニズムが関与しているかを明らかにする。 
 
３．研究の方法 
１）胎生18日齢ラット(Slc:Wistar/ST) より大脳皮質初代培養神経細胞を調製し、培養6 日目に
Ara-C を添加しグリア細胞を死滅させ、培養11日目で各実験に使用した。20 nM TBTを各時間曝
露後、GluR2発現を調節する転写因子の活性を評価した。タンパク質発現量は、各種抗体を用い
たウエスタンブロット法および免疫蛍光染色法により評価した。mRNA発現量はリアルタイムPCR
法により評価した。 
 
２）ヒト神経芽細胞種 SH-SY5Y に 100 nM および 300 nM TBT を曝露し、WST-1 法を用いて細胞
生存率を調べたところ、300 nM TBT 曝露 72 時間後において細胞生存率の低下が認められた。
このときに、NRF-1 タンパク質および mRNA は共に有意に減少していた。そこで、この発現減少
に TBT によるエピジェネティックな影響が関与している可能性を考え、バイサルファイトシー
クエンス法を用いて NRF-1 プロモーター部位のメチル化状態を調べた。 
 
３)NRF-1 の過剰発現プラスミドを構築し、HEK293 細胞および SH-SY5Y 細胞にトランスフェクシ
ョンを行い経時的に細胞を観察し、生存率その他を調べた。また、NRF-1 が制御していると報
告されているシトクロム c、COX6、TFAM、TFB1M、eIF2αなどの下流遺伝子発現を調べた。 
 
４）HEK293T 細胞のゲノム DNA に NRF-1 に対する shRNA をレンチウイルスベクターにより組
み込み、ピューロマイシンで導入細胞を選択後、ノックダウン効率の高い細胞を選別し、
Doxycycline (Dox) 誘導性 NRF-1 ノックダウン細胞株を作製した。この細胞を用いてマイクロ
アレイを行い、NRF-1 をノックダウンした際に発現変動する遺伝子を調べた。 
 
５）NRF-1 ノックダウン細胞を用いて、細胞内タンパク質を[14C]-バリン含有培地でラベルした
後、non-RI バリン含有培地に置換し、培地中に放出された[14C]-バリン量と細胞内に残存する
[14C]-Valine 量を液体シンチレーションカウンタにより測定した。両者の比をタンパク質分解
率として算出し、リソソーム活性の指標とした。 
 
６)in vivo において TBT により NRF-1 低下およびそれにより惹起される影響が起きるかどうか
を調べるため、C57BL マウスに TBT を混餌投与した。マウス通常食に 10 ppm および 25 ppm TBT
を混合した餌を用意し、の親に妊娠前から出産前まで餌を摂取させた生後 20 日齢のマウスと、
生後すぐから親マウスを TBT 混合餌で飼育したマウスの、脳における各種タンパク質発現をウ
エスタンブロットおよび免疫染色により調べた。 
 
 
４．研究の成果 
１）NRF-1 に加えて、Sp1、および RE1-silencing transcription factor (REST) はいずれも
GluR2 遺伝子発現調節に関与する転写因子として報告されている。そこで、各転写因子活性を
評価したところ、TBT 曝露により NRF-1 結合活性が特異的に低下した。また、NRF-1 二量体形成



量を評価したところ、TBT 曝露により NRF-1 二量体形成の阻害が認められた。TBT による NRF-1
発現への影響を調べたところ、NRF-1 活性低下にともなって NRF-1 発現も低下していた。これ
らの結果より、TBT は NRF-1 の転写活性を阻害することにより、GluR2 発現低下を引き起こす
ことが示唆された。 
 
２）NRF-1 遺伝子の転写調節領域は TBT により高メチル化されていた。また、DNA 
methyltransferase (DNMT) や DNA 脱メチル化酵素である ten-eleven translocation (TET) の
mRNA はともに変動していた。メチル化シトシン結合タンパク質のひとつである methyl-CpG 
binding protein 2 (MeCP2) 結合量の変化をクロマチン免疫沈降法により調べたところ、結合
量は有意に増加していた。以上の結果より、TBT は NRF-1 プロモーター領域に対してエピジェ
ネティックな変化を与え、これにより NRF-1 発現を減少させることが示唆される。TBT による
エピジェネティックな影響は、PPARγ など肥満に対する影響のみしか報告されておらず、TBT
の新たな作用解明が期待される。 
 
３）HEK293T 細胞および SH-SY5Y 細胞に NRF-1 を過剰発現させたところ、NRF-1 mRNA およびタ
ンパク質は過剰量発現していたにもかかわらず、予想に反して下流遺伝子の発現は抑制され、
細胞死が認められた。NRF-1 発現量が過剰でも細胞に悪影響を及ぼす可能性が考えられる。 
 
４）Dox 誘導性 NRF-1ノックダウン細胞株を取得し、NRF-1発現量を解析したとこ ろ、100 ng/ml 
Dox 添加後 120 h において最も高いノックダウン効率を示した。NRF-1 ノックダウンによる細
胞影響を評価するためにオ ルガネラの形態を観察したところ、リソソーム 特異的プローブで
あるLysoTrackerを用いた観察で、NRF-1ノックダウンによりリソソーム数の増加が認められ、
また、リソソーム膜タンパク質 LAMP1 の発現上昇も認められた。 さらにリソソーム関連遺伝子
の mRNA 発現量は上昇していた。 
 
５）NRF-1 低下によりリソソーム関連遺伝子の発現上昇が認められたこと から、NRF-1 がリソ
ソームの機能に何らかの影響を与えていると考えた。 リソソームは生体高分子のバルク分解に
関わるオルガネラであり、長命 タンパク質の分解に関与している。そこでタンパク質の分解率
を評価し たところ、NRF-1 ノックダウンにより長命タンパク質の分解率低下が認められた。以
上の結果から、リソソームの活性低下が NRF-1 ノックダウンにより引き起こされることが示唆
された。NRF-1 ノックダウンによるリソソーム遺伝子発現上昇は、リソソーム活性低下に応答
したホメオスタシス機構であると考えられる。 
 
６）ウエスタンブロットの結果、25 ppm TBT を妊娠期に摂取したマウスの大脳皮質および海馬
において、NRF-1 低下により惹起されると考えられる GluR2 発現低下が認められた。この現象
は、抗 GluR2 抗体を用いた免疫染色においても認められた。核における NRF-1 発現低下や転写
活性低下に関するはっきりしたデータは得られなかったものの、NRF-1 低下により惹起される
GluR2 低下が神経細胞脆弱化につながる可能性が考えられる。 
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