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研究成果の概要（和文）：本研究により親電子性物質アクリルアミドは一過性にオートファジー関連分子の発現
を誘導するとともに、神経炎症、ミクログリア活性化を誘導していることが明らかとなった。今回観察されたオ
ートファジー関連タンパクの発現は一過性であることから、そのバイオマーカーとしての活用は困難であると考
えられた。一方、研究の進展の中で明らかとなった炎症関連タンパク、ミクログリア特異タンパクは持続的な発
現が観察されており、中枢神経毒性の可視化に有用であることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The present study demonstrated that exposure to acrylamide, an electrophile,
 induced neuroinflammation and microglial activation as well as inducing expression of 
autophagy-related protein. The expression of autophagy-related protein was temporary, suggesting the
 difficulty in use of this protein as a biomarker to visualize the toxicity of acrylamide to the 
central nervous system. On the other hand, the study showed that the inflammation-related or 
microglia-specific proteins are promising for visualization of the toxicity to the central nervous 
system as they are expressed persistently.

研究分野： 環境労働衛生学

キーワード： 神経毒性　オートファジー　炎症

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
フロン代替物質、食品中にも含まれるアクリルアミドなどの環境化学物質が引き起こす中枢神経障害、認知機能
障害において炎症が果たす役割を明らかにするとともに、炎症を制御するオートファジー関連分子の動態を明ら
かにした。本研究は炎症関連タンパクが中枢神経毒性を予測するバイオマーカーとして見込みのあるタンパクで
あることを示した。本研究成果は、環境化学物質だけでなく医薬品の副作用の予測、環境要因による認知機能障
害を予防するために有用である。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
オゾン層破壊・地球温暖化作用を有する特定フロン類および代替フロン（HCFC 等）の先進国に
おける生産禁止のための国際合意が実行された。1-ブロモプロパン(1BP)が新しいフロン代替物
質として産業現場に導入され、電子部品の洗浄剤、ドライクリーニングの溶剤として用いられ
ている。一方、市原らは、親電子性物質 1BP に曝露された労働者の認知機能障害、振動覚障害
を明らかにした（Samukawa, Ichihara 2012）。疫学研究では 1BP への低濃度長期曝露によって
も同様の変化が見られることを明らかにしている（Li, Ichihara 2010）が、そのメカニズムは
十分に明らかにされていない。市原らは動物実験で 1BP 曝露が前頭皮質のノルアドレナリン神
経線維数（Mohideen, Ichihara 2011）、ノルアドレナリンレベルを減少させる一方、ドーパミ
ンレベルを上昇させ、ニューロン新生を抑制すること(Zhang, Ichihara 2013)、さらにミクロ
グリアの活性化を引き起こすことを明らかにしている（Subramanian, Ichihara 2012）。 
1BP 開発過程の動物実験で、その神経毒性が見逃され、実用化後、米国、日本、台湾で多くの
神経中毒の犠牲者が生み出された。これは動物実験における神経毒性検出が他臓器毒性の検出
に比べて困難であることを示している。その原因としては、二足歩行のヒトと四足歩行のげっ
歯類における神経障害の表現型の違い、主観症状として記述される感覚神経の障害の検出がげ
っ歯類では困難であること以外に、病理組織学的検査における中枢神経組織の形態学的頑健性
が挙げられる。すなわち、肝臓などに代表される多くの臓器においては化学物質曝露による影
響は細胞の壊死、アポトーシスなどの可視的な影響としてとらえられるが、中枢神経系におい
ては、機能的障害が生じるレベルの化学物質の曝露によっても同様の変化が観察されることは
まれである。この形態学的頑健性の本態は未解明であるが、それを説明する一つの可能性とし
て、我々はオートファジー現象および神経炎症に着目した。近年、細胞の保護メカニズムとし
てのオートファジーの意義が解明されつつある(Mizushima 2010)。損傷し、活性酸素を発生す
るミトコンドリア等を二重膜で隔離、処理することによって細胞を保護するというものである。
オートファジーは炎症の制御において重要な役割を果たし、その制御不全が炎症促進、細胞障
害につながることが指摘されている。また、神経炎症は成獣ニューロン新生に対して悪影響を
及ぼすことも指摘されている。 
 
２．研究の目的 
本研究では環境中親電子性物質による中枢神経障害におけるオートファジーと神経炎症関連分
子の発現、挙動を調べ、それらの中枢神経毒性を可視化するバイオマーカーとしての有効性を
検討する。 

 
３．研究の方法 
（親電子性物質が誘導するオートファジー関連分子発現に関する研究）C57BL/6J マウスにアク
リルアミド 20㎎/㎏を腹腔投与し、1時間後、3時間後、6時間後に左心室から 4％パラフォル
ムアルデヒド緩衝液を用いて灌流固定を行った。灌流終了 1時間経過後、脳を剖出し、24時間、
4％パラフォルムアルデヒド緩衝液にて後固定を行った後、10、20、30 パーセントスクロース
に順次置換し、凍結ブロックを作成した。凍結標本を用いて LC3B 抗体で免疫染色を行った。 
（親電子性物質曝露による中枢神経系ノルアドレナリン濃度、ノルアドレナリン神経軸索密度
に対する影響）Wistar ラットに 20㎎/㎏のアクリルアミドを 1日 1回、週 7日、5週間連日投
与した。脳各部位のホモジェネートから酸による除タンパクを行い、モノアミンレベルを高速
液体クロマトグラフィーによって定量した。さらにドーパミンベータハイドロキシラーゼおよ
びセロトニントランスポーターに対する抗体を用いた免疫組織化学を行い、ドーパミンベータ
ハイドロキシラーゼ陽性の神経軸索密度を計測した。 
（親電子性物質による脳海馬歯状回ニューロン新生に対する影響）アクリルアミドが成獣のニ
ューロン新生に与える影響を明らかにした。ラットにアクリルアミドを 1 日 1 回、週 7 日、5
週間強制経口投与したラットを麻酔下で左心室より潅流固定を行った。脳を剖出後、一晩４％
パラフォルムアルデヒド緩衝液に入れて後固定を行った後、30％スクロースによって置換し、
凍結ブロックを作成した。ブロックからクライオスタットを用いて凍結切片を作成し、抗 BrdU
抗体を用いた免疫組織化学により、海馬歯状回における BrdU 陽性細胞を同定した。 
（親電子性物質が引き起こす神経炎症に関する In Vivo 研究）アクリルアミド 0.2、2、2.0 ㎎
/kg 体重を 1 日 1 回、週 7 日、5 週間、Wistar ラットに強制経口投与した。ラットを断頭し、
剖出した脳をすみやかに凍結保存した。脳を冷却しながら粉砕し、カラム法を用いてＲＮＡを
抽出した。定量リアルタイムＰＣＲ法で炎症促進性サイトカインの発現を調べた。 
（親電子性物質が引き起こす神経炎症に関する In Vitro 研究）ミクログリア BV2 を用いた実験
では、MTS アッセイ、定量リアルタイム PCR 法による IL-1β、IL-18、iNOS の mRNA 定量を行っ
た。 
（ミクログリア共培養によるアクリルアミド神経毒性の変化についての研究）マウスノルアド
レナリン神経由来 CATH.a 細胞およびマウスミクログリア由来 BV2 細胞を用いて、アクリルアミ
ド曝露により、ミクログリアがノルアドレナリン神経変性に果たす役割を検討した。単培養ニ
ューロン CATH.a 細胞およびミクログリア BV2 細胞に 0 , 0.1, 0.5, 1, 2 mM のアクリルアミド
を 24 時間曝露した。MTS assay（細胞生存率）、LDH assay（乳酸脱水素酵素（LDH）の漏出量）、
カスパーゼ 3および 7（3/7） assay、TdT-mediated dUTP nick end labeling（TUNEL）法で細



胞への影響を調べた。加えて二種細胞の共培養での影響も観察した。 
 
４．研究成果 
（親電子性物質が誘導するオートファジー関連分子発現に関する研究）小脳プルキンエ細胞に
おける LC3B タンパクの発現はアクリルアミド投与後 1時間が最も高く、次いで 3時間後に見ら
れ、6 時間後には消失していた。本研究は、ソフトな親電子性物質アクリルアミドが小脳プル
キンエ細胞においてオートファゴゾームを一過性に形成することが明らかとなった。 
（親電子性物質曝露による中枢神経系ノルアドレナリン濃度、ノルアドレナリン神経軸索密度
に対する影響）ノルアドレナリンレベルが減少しているものの、セロトニンレベルには変化が
ないことが明らかとなった。さらにドーパミンベータハイドロキシラーゼおよびセロトニント
ランスポーターに対する抗体を用いた免疫組織化学では、ドーパミンベータハイドロキシラー
ゼ陽性の神経軸索密度のみが減少し、アクリルアミド曝露によるノルアドレナリン神経特異的
な影響が観察された。 
（親電子性物質による脳海馬歯状回ニューロン新生に対する影響）アクリルアミド曝露によっ
て BrdU 陽性細胞は有意に減少することが明らかとなった。 
（親電子性物質が引き起こす神経炎症に関する In Vivo 研究）定量リアルタイムＰＣＲ法で炎
症促進性サイトカインの発現を調べたところ、IL-1β、IL-6,IL-18 の発現上昇が確認された。
ミクログリアに特異的に発現する CD11b、CD40 の発現も上昇していた。また、NLRP3、ASC、
Caspase1 の発現が増加していた。 
（親電子性物質が引き起こす神経炎症に関する In Vitro 研究）ミクログリア BV2 を用いた実験
では、MTS アッセイで 1mM 以下では細胞活性の低下は見られなかった。アクリルアミド曝露は
ミクログリア BV2 における IL-1β、IL-18、iNOS の発現を増加させた。上記より、アクリルア
ミド曝露が炎症促進性サイトカインを上昇させることがわかった。 
（ミクログリア共培養によるアクリルアミド神経毒性の変化についての研究）ニューロン
CATH.a 細胞は、アクリルアミド 2 mM 曝露により、コントロール群と比べて細胞生存率が有意
に低下したが、LDH の漏出量、CASP3/7 量に有意な上昇は見られなかった。一方、ミクログリア
BV2 細胞では、アクリルアミド 2 mM 曝露により、コントロール群と比べて細胞生存率が顕著に
低下し、LDH の漏出量、カスパーゼ 3/7 量は共に顕著に上昇した。TUNEL 法は陽性だった。続い
て、ニューロンCATH.a細胞とミクログリアBV2細胞に共培養下でアクリルアミドを曝露すると、
アクリルアミド 1 mM 曝露群は、コントロール群と比べて細胞生存率が有意に低下、LDH の漏出
量が有意に増加した。2 mM 以下のアクリルアミド曝露により、ニューロン CATH.a 細胞では細
胞死が起こらなかったが、ミクログリア BV2 細胞ではアポトーシスが起こることを示した。ニ
ューロン CATH.a 細胞とミクログリア由来 BV2 細胞とが相互作用することで、より低い濃度のア
クリルアミド曝露により、ニューロン CATH.a 細胞またはミクログリア BV2 細胞の細胞死を引き
起こすことを示した。 
（研究成果のまとめ）本研究により親電子性物質アクリルアミドは一過性にオートファジー関
連分子を誘導するとともに、神経炎症を引き起こすことが明らかとなった。観察された神経炎
症にはミクログリア活性化が関与していることも明らかとなった。In vivo、In vitro 研究を
通じて、現実的な濃度でのアポトーシスは観察されておらず、これが中枢神経の形態学的頑健
性と関連している可能性も示唆した。今回観察されたオートファジー関連タンパクの発現は一
過性であることから、そのバイオマーカーとしての活用は困難であると考えられた。一方、研
究の進展の中で明らかとなった炎症関連タンパク、ミクログリア特異タンパクは持続的な発現
が観察されており、中枢神経毒性の可視化に有用であることが示唆された。 
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