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研究成果の概要（和文）：シックハウス症候群は、ホルムアルデヒドや有機リン等によって引き起こされる健康
障害である。発症メカニズム追究を目的として、有機リン代謝関連ヒト神経障害エステラーゼ(NTE)の遺伝子導
入マウスを作製し、１）ヒト型NTE発現皮膚への変化、２）ホルマリン暴露による海馬錐体細胞・小脳Purkinje
細胞の萎縮を認め、また３）当該遺伝子欠損マウス個体の作製にも成功した。４）鶏卵への有機リンの影響では
頭頂部に出血傾向を認め、５）有機リン中毒ヒト死亡個体ではNTE発現の低下、小脳顆粒細胞層での神経細胞の
変性・凝集を認めた。６）大腸菌、および動物培養細胞での高発現細胞を取得し、質量分析によりNTEを同定し
た。

研究成果の概要（英文）：Sick Building Syndrome(SBS) is caused by volatile organic compounds and 
organophosphorus(OP). However, despite the presence of SBS symptoms in patients the actual 
pathogenesis has not yet been developed. 
 Since OP covalently bind Neuropathy Target Esterase (NTE)  we construct the transgenic mice 
carrying human PNPLA6 cDNA which codes human NTE. The skin of the mice could digest the ester bond 
specific for human NTE and showed the atrophy of pyramidal cells in hippocampus and the Purkinje 
cells in cerebellum after exposure for high dose formalin. We also developed the new mutant mice of 
pnpla6 gene using CRISPR/ Cas9 system. Exposure of OP to chick embryos cause hemorrhage at the top 
of the brain. The NTE expression in a human brain died by drinking OP decreased and paralysis and 
aggregation of granular cells in the cerebellum occurred. 
 Using human PNPLA6 cDNA, we made the part of NTE which contain active site in E.coli cells and 
human cells and partial purification was completed
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１．研究開始当初の背景 

  我々は有機リン等の曝露が原因とされ

るシックハウス症候群患者単核球におい

て、Neuropathy Target Esterase (以下NTE)

の活性が健常者に比べて高いことを 2013

年に報告したが、NTE は有機リン複合体形

成により神経病変を引き起こす可能性が

ある。そのため、まずは NTE 高発現遺伝子

導入マウスを作成中であった。また、近年

NTEをコードする遺伝子PNPLA6に変異を伴

う運動失調等の疾患報告が散見されてい

た。ケ 

  一方、NTE 有機リン複合体の質量分析に

よる解析を目指し、NTE 高発現系を立ち上

げる段階であった。また有機リン中毒患者

の脳凍結標本解析を新潟大学から分与し

ていただけるように、倫理申請を双方の大

学で進め、承認が得られた。 

 

２．研究の目的 

 中枢および末梢神経系における有機リン

の影響を、NTE に対する急性および遅延性

反応という観点から解析することは、究極

の目的の一つであるが、近年この酵素をコ

ードする遺伝子に変異を伴う運動失調等

の疾患が見つかってきたことや、ヌル変異

のホモ型マウスは胎生致死であることな

どからこの遺伝子の機能は単に酵素とし

ての役割だけではないと推測され、遺伝子

導入マウスや遺伝子欠損マウス、また暴露

実験なども含め、特に神経機能を中心とし

て、その遺伝子機能を明らかにすることを

一つの目的とした。また、NTE 有機リン複

合体の解析を目指し、NTE 高発現系を立ち

上げることを目標の一つとした 

３．研究の方法 

 大腸菌における NTE の大量産生では

pET49 ベクターを用い N 末に相当する部分に

His-tag を、C末に相当する部分に V5-tag さ

らにその外側に Strept-tag を配置した。な

お、NTE は全体で 1350a.a.分子量 125KDa 程

度であるが、すでに大腸菌に発現させる系で

C 末側の 60KDa 程度のペプチドで酵素活性は

ほぼ 100%存在することが証明されているた

め、その部分の cDNA を用いた。有機リンの

代表として今年度は DDVP（ジクロルボス、和

光純薬）を用い、活性の低下などを検討した。 

CRISPR/Cas9 システムについては通常の方

法を用いたが、Cas9 は RNA でなく IDT 社のタ

ンパク質を用いた。注入はマウス受精卵細胞

質と核の双方もしくは細胞質のみに行って

いる。 

 農薬中毒者の凍結死後脳標本については

新潟大学脳研究所生命科学リソース研究セ

ンター脳疾患標本資源解析学の柿田明美教

授より他の疾患で死亡した数例の凍結標本

とともに分与いただいた。 

なお、本研究の実施にあたっては遺伝子組

換え実験計画、動物実験計画を提出し、大学

承認を得て実施した。またヒト死後試料を研

究材料に用いることについては新潟大学お

よび東海大学の倫理委員会の承認を受けて

いる。本研究における利益相反はない。 

 

４．研究成果 

 （１） 有機リンの一種、DDVP を投与した

ところ妊娠マウスに投与した場合には、遺伝

子導入マウスの死亡胎仔の割合が高いとい

う以前の初期結果を追認した。なお成体マウ

スはホルマリンや DDVP への耐性度がヒトに

比して高い。NTE 高発現マウスでは皮膚にお

いて発現が数倍以上上昇するとともに、フタ

ル酸エステルの２箇所の分解位置のうち、ヒ

ト型に近い分解パターンを示した。このこと

はヒト型皮膚を持つマウスの出現を意味す

る。また、高濃度ホルマリン暴露では海馬の

錐体細胞や小脳 Purkinje 細胞での萎縮が顕

著に見られた。 

（２）ついで、有機リン投与による NTE との

複合体解析のためのツール作りに専念した。 



大腸菌、ヒト胎児腎臓由来２９３細胞、再び

大腸菌と３回の大量発現方法を試み、最終的

には NTE 活性として総タンパク量の 20%程度

にまで精製することができた。しかしながら、

N 末端側に接続した His タグを先に切断処理

しようが、C末端側に接続した V5 タグを先に

切断処理しようが、タグのないサイズのバン

ドがゲル電気泳動では単一とはならず、２本

のバンドとして検出された。ただ、どちらも

活性は十分にあるようである。 

（３） マウス受精卵に CRISPR/Cas9 システ

ムで変異マウスを作成する計画では、結果的

に複数の変異マウスを得ることができた。し

かしながら目的の点突然変異マウスは得ら

れていない。現在交配中であるが、今のとこ

ろ、ホモ型の個体は生まれない。 

（４）有機リン含有農薬により自殺死亡した

方の脳凍結サンプルと病理標本１例を解析

したところ。急性腹部痛死後脳、多発性神経

障害死後脳と比較して、Western Blot では発

現が半分程度に低下していた。また病理切片

の観察では有機リン中毒患者脳では、顆粒細

胞層の神経細胞が変性、凝集し、正常形態の

神経細胞では NTE が核を含めて均一に局在

するのに対し、NTE 局在が顆粒状に見え 

プルキンエ細胞周辺での NTE 発現が見られ

なかった。 

 

考察 

（１）遺伝子導入マウスの有機リン暴露後

の眼球運動解析については、飼育場所の移動

等があり、かつ暴露量がかなり高濃度である

ため工夫が必要との判断をしている。また、

当初鳥類も実験動物の候補と考えたが、眼球

運動が複雑で適さないことが判明した。 

一方、NTE の大量生産は進み、100μgオー

ダーでの精製ができたことから、有機リンと

の複合体の分析を今後予定している。しかし

ながら、精製の過程で tag の切断の順序を変

えても分子量の異なる２つの分子になって

しまい、これは原因不明であるが、２本とも

酵素活性はあるものと推測される。 

 （２）NTE 変異マウスの作製に関しては、

変異マウスという点では取得に成功した。が、

本当にヒト疾患に対応する変異を持つ点突

然変異マウスは得られていない。とはいうも

のの、ホモ型もしくはコンパウンドヘテロ型

のマウスは生まれてこないため、やはりこの

タンパク質としての重要な機能を示唆する

結果となっている。今後、ヘテロ型マウスで

の行動解析などを予定している。 

（３）有機リン中毒死亡個体での解析は、な

かなか試料は得られにくいが、柿田教授の

ご好意により解析することができた。今後、

年齢による発現変化を解析するとともに、

症例報告として投稿準備中である。 
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