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研究成果の概要（和文）：本研究では、Ⅱ型ピレスロイド系農薬であるフェンバレレートががん細胞の糖代謝と
ストレスの応答能力に及ぼす影響について解析した。ヒト肝がん由来細胞株であるHepG2細胞をフェンバレレー
トにより48時間前処理するとワールブルク効果に類した現象が認められた。グルコーズの取り込みが顕著に増加
され、ATPと乳酸の産生が有意に増強し、酸素の消費が減少した。メトホルミンによるHepG2細胞の細胞死はフェ
ンバレレートの前処理により抑制された。また、PI3K-AKTおよびAMPKシグナル伝達経路の活性化がその分子メカ
ニズムの一部分を担うことが判明した。

研究成果の概要（英文）：Fenvalerate (Fen) is a synthetic pyrethroid insecticide and a known 
environmental endocrine disruptor. Previous studies reported that pyrethroid exposure could increase
 the risk of diabetes. On the other hand, Fen is able to decrease mouse serum glucose, the 
complicate mechanism  is largely unknown. Here we found that Fen promoted ATP generation, lactate 
production, and glucose uptake, which were similar to the Warburg effect. Moreover, Fen enhanced 
insulin receptor sensitivity and endocytosis by PI3K-AKT pathway. Fen sustained the Warburg effect 
dependent on the generation of reactive oxygen species. Potent antioxidants N-acetyl Cysteine and 
ascorbic acid inhibited the Warburg effect induced by Fen. Finally, chronic Fen exposure fortified 
HepG2 cells against metformin-induced cell death. In conclusion, Fen enabled hepatoma cells to adapt
 for their ambient environment.

研究分野： 公衆衛生学

キーワード： フェンバレレート　がん　糖代謝

  ２版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ピレスロイド系農薬は家庭用あるいは果実や野菜の農業生産用に広く利用される殺虫剤である。実験動物等にお
いて神経系や生殖ホルモン系統への悪影響が報告されているが、糖代謝に及ぼす影響については不明な点が多
い。本研究は、フェンバレレートの曝露ががん細胞の糖代謝に影響を及ぼすことによりワールブルク効果に類し
た現象を引き起こし、抗がん剤における細胞死の抵抗性を誘発することを見出し、さらにその分子メカニズムの
一部を解明した。それは、ピレスロイド系農薬を使用する農業従事者の健康を守るために重要な情報を提供する
ことと考えられる。

※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 
     
ピレスロイド系農薬は家庭用あるいは果実や野菜の農業生産用に広く利用される殺虫剤である。
ピレスロイド系農薬は天然除虫菊有効成分（ピレトリン）類のⅠ型とそのシアノ基修飾類のⅡ型
がある。Ⅰ型に比べてⅡ型はより強い殺虫力と残効性を示すため農業生産者はⅡ型を良く使用
する傾向にある。哺乳類・鳥類の受容体に対する作用は弱く、比較的安全性の高い殺虫剤として
認識されていたが、実験動物等において神経系や生殖ホルモン系統への悪影響が報告されてい
る。また、ピレスロイド系農薬は農産物の収穫前日までの使用が認められており、長期間の摂取
は微量でもヒトへの生理学的・衛生学的問題が懸念されている。 
 
癌細胞は、主に嫌気的解糖系に依存してエネルギーを産生し、増殖する。酸素を利用するミトコ
ンドリア内電子伝達系やクエン酸回路に比較して解糖系はエネルギー産生効率が非常に低い。
そこで、増殖が盛んな癌細胞ではグルコースの取り込みと解糖系の活性化が非常に重要である。
環境汚染物質は体内の活性酸素増加や脂肪組織の炎症などに関与し、糖代謝のバランスに影響
することが報告されている。 
 
ピレスロイド系農薬による糖代謝異常に関する報告は非常に少ない。最近、ピレスロイド系農薬
を生産する労働者に糖代謝異常が有意に増えるという疫学的研究が散見されているがその詳細
は不明である（１）。特に、がん細胞の代謝、増殖、ストレス感受性などに及ぼすピレスロイド
系農薬の影響についてはまだ報告がない。 
 
２．研究の目的 
 
本研究では、ピレスロイド系農薬の曝露が誘発する糖代謝の異常及びがん細胞のストレス応答
に及ぼす影響について調べる。具体的には、ピレスロイド系農薬の使用量の４分の１を占めるフ
ェンバレレート（Ⅱ型）を用いて、インスリンシグナル伝達系とがん細胞死感受性の変化を解析
し、その分子メカニズムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
1. 細胞培養と処理 
ヒト肝がん由来細胞株 HepG2 細胞は，理化学研究所バイオリソース研究センター細胞材料開発
室より供与されたものを用いた。10% fetal calf serum(FCS, Wako 社製) Dulbecco's Modified 
Eagle Medium(DMEM，Wako 社製)により培養した。フェンバレレートは Sigma-Aldrich Corp.,MO, 
USA から購入した。細胞に最終濃度が 1-10M になるようにフェンバレレートを添加し,一定期間
の培養後各指標を検討した。 
2. 細胞毒性試験 
細胞毒性試験は Cell Counting Kit-8 (CCK-8) (Dojindo Laboratories, Kumamoto, Japan)を
用いて，同社のプロトコールに従って行った。細胞を 96 well-plate(Becton， Dickinson 
社製)に播種し，薬剤処理 24時間後波長 450 nm (Filter Max F5, Molecular Devices, San 
Jose, CA, USA)で吸光度を計測した。 
3. グルコース取り込みとアデノシン三リン酸の量  
細胞のグルコース取り込みとアデノシン三リン酸（ATP）の量はそれぞれ Glucose (GO) assay 
kit (Sigma-Aldrich Corp., MO, USA)と ATP assay kit (Toyo Ink Inc., Tokyo, Japan)を用い
て解析を行った。 
4. 乳酸生成と酸素消費量の評価 
細胞の乳酸生成と酸素消費量の解析には、それぞれglycolysis assay kit and an extracellular 
oxygen consumption assay kit (Abcam, Cambridge, MA, USA)と extracellular oxygen 
consumption assay kit (Abcam, Cambridge, MA, USA)を用いた。 
5. ミトコンドリア膜電位の低下と細胞内活性酸素の生成 
ミトコンドリア膜電位の低下と細胞内活性酸素の生成は Tetramethylrhodamine, Methyl 
Ester, Perchlorate (TMRM)、 dihydroethidium (DHE)、2,7-dichlorodihydrofluorescein 
diacetate (DCFH) (Molecular Probes, Eugene, OR, USA)を用いて、細胞を 37℃15 分間染色し、
フローサイトメトリー法により計測した。 
6. タンパク質の発現変化 
インスリンシグナル伝達系に関連するタンパク質の発現変化は、ウェスタンブロット法により
検討した。インスリン受容体β(IR)とリン酸化 IR-(p-IR)の一次抗体は Santa Cruz 
Biotechnology,Inc.CA, USA から購入し、その他の抗体は Cell Signaling Technology, Inc. 
Beverly, MA, USA から購入した。 
7. 統計学的処理 
得られた実験値は One-way あるいは two-way ANOVA と Dunnett’s test により統計学的処理を
行い、p<0.05 を有意差とした。 
 



４．研究成果 
 
1. グルコースの取り込み、ATP 及び乳酸産生の促進 
 
解糖系に偏ったエネルギー代謝はがん細胞の特徴の一つであり、解糖系の活性化はがん細胞の
生存に極めて重要である。HepG2 細胞を 1-20M のフェンバレレートにより処理し 24 時間培養し
て細胞生存率を測定した結果、20M で 20%の生存率の抑制が認められた。次に、フェンバレレー
トの曝露によるがん細胞の糖代謝変化を詳しく解析するため、HepG2 細胞を 1-10M のフェンバ
レレートにより処理し、細胞の ATP、乳酸の生成、グルコースの取り込みと酸素の消費量を測定
した。その結果、フェンバレレートは細胞のグルコース取り込みと ATP の産生を顕著に増加させ
た。一方、酸素の消費量は減少し、乳酸の生成量は増加した。以上の結果により、フェンバレレ
ートの処理が HepG2 細胞の解糖系を促進することが示唆された。 
 
2. PI3K-AKT 経路の活性化 
次は、グルコース代謝に及ぼすフェンバレレートの影響の分子メカニズムを解明するために、ウ
エスタンブロットによりインスリンシグナル伝達経路の変化を調べた。HepG2 細胞をフェンバレ
レートにより 24 時間前処理した後、100nM のインスリンを用いて 10 分間刺激した。その結果、
IRと AKT のリン酸化が、用量依存的に顕著に増加した。AMP 活性化プロテインキナーゼのリン
酸化も、用量依存的に増強された。 これらの結果により、フェンバレレートは PI3K-AKT 経路を
介してグルコースの代謝を促進することが示唆された。 
 
3. 活性酸素生成の増加 
活性酸素は生体内の様々な生理病理的なシグナル伝達系に関与する。ピレスロイド系農薬が活
性酸素を誘導することが報告されており、フェンバレレートによる活性酸素の生成とミトコン
ドリアの機能変化を検討した。その結果、フェンバレレートの前処理は HepG2 細胞の活性酸素の
生成とミトコンドリアの膜電位が低下した細胞の割合を増加させた。また、抗酸化剤 N-acetyl 
cysteine、アスコルビン酸との併用処理によって、フェンバレレートによるグルコースの取り込
み、ATP の生成、乳酸産生の増強効果が抑制された。活性酸素の生成がワールブルグ効果の誘導
と持続に関与することが報告されており、フェンバレレートが産生する活性酸素がワールブル
グ効果を誘発する可能性が示唆された。 
 
4. メトホルミン誘発細胞死に対する抵抗性 
メトホルミンは、糖尿病患者の肝細胞癌のリスクを低下させる。また優れた抗がん剤としてもそ
の研究が注目されている。フェンバレレートが誘発するがん細胞の糖代謝異常ががん治療成績
に及ぼす影響を調べるため、フェンバレレートの前処理後メトホルミンにより細胞死を誘導し
た。その結果、1µMのフェンバレレートにより、メトホルミンが誘発する細胞死は有意に抑制さ
れた。 
 
解糖系では 2 分子の ATP しか産生されない。36 分子の ATP が産生されるミトコンドリアの電子
伝達系に比べて効率は低いが、ATP の合成速度は解糖系の方が 100 倍ほど速い。また、グルコー
ス 6-リン酸やフルクトース 6-リン酸は解糖系の中間代謝産物として産生され、急速に増殖する
がん細胞に核酸やアミノ酸，脂肪酸などのバイオマスの合成に寄与する。フェンバレレートはが
ん細胞内でグルコースの提供量、ATP の産生を上げ、解糖系を促進し、抗がん剤に対するがん細
胞死に抵抗性をもたらす可能性が示唆された。今後担がん小動物モデルを用いてその詳細をさ
らに詳しく検討する予定である。これらの知見はピレスロイド系農薬使用者の健康を守るため
に重要な情報を提供することと考えられる。 
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