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研究成果の概要（和文）：ヒト発達期に神経毒性が懸念される化学物質があり、安全性の評価は重要である。現
在、ヒトにおける発達神経毒性は妊娠動物を用いて評価しているが、有用な評価マーカーはいまだ同定されてい
ない。そこで発達期モデルとしてヒトiPS細胞を用いて、発達神経毒性が懸念される化学物質の検討を行った。
その結果、ナノマテリアルAgNPsや抗がん剤5-FU曝露後に神経誘導すると神経分化マーカーPAX6の発現が低下す
ることを見出した。さらに、分化抑制の要因としてミトコンドリア融合蛋白Mfnの分解を介したミトコンドリア
機能異常であることを見出した。従って、Mfnは新しい安全性評価の標的として利用できることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Chemical safety assessment avoids developmental neurotoxicity (DNT) induced 
by chemical exposure at human prenatal and postnatal stage. To date, chemicals are evaluated using 
pregnant rats and useful marker for DNT has not been determined. Here we investigated the toxicities
 of nanomaterial AgNPs and anti-cancer drug 5-FU, which have concern about DNT, using human iPSCs. 
We found that both compounds suppressed the expression levels of neural differentiation marker PAX6.
 Moreover, we found that these suppressive effects of neural induction were caused by degradation of
 mitochondrial fusion protein Mfn and subsequent mitochondrial dysfunction. These data suggest that 
Mfn can be used as a novel DNT target in human.  

研究分野：神経毒性学

キーワード： 化学物質　発達神経毒性　iPS細胞　ミトコンドリア　神経分化

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
近年、子供の学習障害や自閉症などの発達障害が増加しており、その原因の一つとして発達期の環境中の化学物
質の曝露が指摘されている。本研究では、ヒトiPS細胞を用いて新たな神経毒性評価マーカーとしてミトコンド
リア機能蛋白質であるMfnを同定した。Mfn分解は異なる化学物質により共通で引き起こされるため、今後、発達
毒性が懸念される化学物質のスクリーニングへの利用が期待できる。また、これまでヒトiPS細胞の神経分化メ
カニズムは不明な点が多かったが、本研究の過程でMfnが神経分化に関与する新規分化機構も見出した。今後、
ミトコンドリアを介した分化メカニズムの解明により、幹細胞生物学に貢献できると考えられる。

※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、研究者個人に帰属します。
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１． 研究開始当初の背景 

ヒト発達期に神経毒性が懸念される化学物質があり、安全性の評価は重要である。現在、動物実

験による評価が行われているが、種差などの問題により、発達期モデルとしてヒト iPS 細胞を用

いた in vitro 評価系が期待されている。しかしながら、ヒト発達神経毒性の有用な評価マーカ

ーはいまだ同定されていない。 

 

２． 研究の目的 

我々はこれまでにヒト iPS 細胞を用いて、発達神経毒性の陽性対照物質である農薬クロルピリ

ホスがミトコンドリア形態制御因子の一つである Mfn1 を選択的に分解し、ミトコンドリア機能

障害を引き起こすことを見出した（Yamada et al., Sci. Rep., 2017）。本研究では、ヒト iPS 細胞の

自己複製や神経分化に対する Mfn1 の役割を解明し、その分子メカニズムを明らかにする。さら

に、他の種類の化合物曝露においても Mfn1 の分解が誘導されるのかどうか検討する。本研究に

より、発達期の神経毒性マーカーを見出し、ヒト iPS 細胞を用いた新たな毒性評価法の確立に資

する研究を行う。 

 

３． 研究の方法 

(1) 細胞 

ヒト iPS細胞株 253G1（Nakagawa et al., Nat. Biotechnol., 2008）は、マトリゲル（BD Biosciences）
でコートしたディッシュを用いて TeSR-E8培地（Stem Cell Technologies）にて培養した。 

(2) 神経（外胚葉）分化誘導 

外胚葉への分化は Dual smad阻害法に従い（Chambers et al., Nat. Biotechnol., 2009）、BMPシグナ

ル阻害剤 LDN193189（Wako）及び Activinシグナル阻害剤 SB431542（Wako）を用いて iPS細胞

を 2日間培養した。 

(3) qPCR 

TRIzol試薬（Life Technologies）を用いて RNAを抽出した。QuantiTect SYBR Green RT-PCR Kit

（QIAGEN）、ABI PRISM 7900HTを用いて qPCRを行った。 

(4) shRNAを用いたノックダウン 

shRNA導入はレンチウイルスを用いた。ヒト iPS細胞に moi 1でウイルスを感染させ、24時間

後にピューロマイシンを添加して感染細胞を取得した。 

 

４．研究成果 

(1) 神経分化に対する化学物質の影響 

化学物質の発達神経毒性を明らかにするために、神経毒性が懸念される化学物質を用いて神経

分化に対する検討を試みた。抗菌剤成分である銀ナノ粒子（AgNPs）は、ゼブラフィッシュの脳

の形成異常などが報告されている。また、抗がん剤である 5-フルオロウラシル（5-FU）は中枢

神経毒性が報告されている。本研究では、ヒト iPS細胞を用いて神経系の形成における AgNPs

及び 5-FU曝露の影響を検討した。まずヒト iPS細胞に化学物質を曝露し、神経分化を行った。

その結果、AgNPs及び 5-FU曝露により、神経分化マーカーである PAX6の発現低下を見出し

た（図 1A）。 



次に、AgNPs及び 5-FU曝露により iPS細胞の ATP量が減少したことから、ミトコンドリアの

検討を行った（図 1B）。その結果、AgNPs及び

5-FU 曝露により、Mfn1 蛋白が減少し、ミトコ

ンドリア分裂が促進した（図 1C, D）。以上より、

ヒト iPS細胞において、AgNPs及び 5-FU曝露

により Mfn1 蛋白が減少してミトコンドリア機

能が低下し、神経分化が抑制される可能性が示

唆された。 

 

(2) 神経分化に対するMfn1の役割 

ヒト iPS 細胞の自己複製や神経分化に対する

Mfn1 の役割を明らかにするために、shRNA を

用いて Mfn1 のノックダウンを行った。その結

果、Mfn1をノックダウンした細胞では自己複製

能の低下が認められた。さらにミトコンドリア

分裂の亢進に伴い、ATP 産生能の低下やミトコ

ンドリア膜電位の脱分極も認められた。 

次に Mfn1 ノックダウンによる神経分化への影

響を検討した。その結果、Mfn1ノックダウンに

より神経分化マーカーである PAX6, FOXG1, 

NCAM1の発現低下が認められた（図 2）。 

以上の結果から、Mfn1はミトコンドリア形態の

融合を介して、iPS細胞の自己複製や神経前駆細

胞への分化を制御することが示唆された。 

 

(3) グリア炎症応答に対する化学物質の影響

我々はこれまで発達神経毒性の評価系として神

経分化を指標に検討を行ってきたが、近年、iPS

細胞からグリア細胞への分化誘導技術の発展に

伴ってグリア細胞の炎症応答に対する注目も高

まっており、ミクログリア炎症応答の発達神経毒

性指標としての有用性についても検討した。ヒト

iPS 細胞由来ミクログリアに発達神経毒性が懸

念される化学物質を曝露し、24時間後にRNAを

抽出して TNFαや IL1βなどの炎症性サイトカ

インの発現を定量的 PCRで調べた。その結果、

殺虫剤 A、樹脂原料 B、農薬 Cの曝露により TNF

αの発現上昇が認められた（図 3）。一方、IL1

βの発現変化は認められなかった。以上より、殺

虫剤 A、樹脂原料 B、農薬 C はミクログリアの炎症を引き起こすことが明らかとなり、この炎

症応答を加味することにより、発達神経毒性の統合的な評価が可能となる可能性が示唆された。 

図１ AgNPs,5-FU によるミトコンドリアの機能異常 

(A)AgNPs,5-FU による iPS 細胞の神経分化阻害 (分

化 4日目)  

(B)AgNPs,5-FU による iPS 細胞の ATP 産生阻害 

(C)AgNPs,5-FU による iPS 細胞のミトコンドリア分

裂促進 (Bar=10m) 
(D)AgNPs,5-FU による iPS 細胞の Mfn1 分解 

図 2 Mfn1 ノックダウンによる神経分化の阻害 

iPS 細胞の Mfn1 ノックダウンによる神経マーカー

PAX6(分化 4日目), FOXG1（分化 6日目）, NCAM1（分

化 8日目）の減少 

図 3 化学物質曝露によるミクログリア炎症応答 

殺虫剤 A, 樹脂原料 B, 農薬 C曝露によるミクログ

リア TNFαの発現上昇 
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