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研究成果の概要（和文）：脳の各部位中では海馬と大脳皮質において 1-ブロモプロパン曝露に

よる神経伝達物質遺伝子発現への影響が大きいことがわかった。3 系統のマウスおよび Nrf2

ノックアウトマウスを用いた実験により、曝露に対する感受性には、CYPIIE1、グルタチオン

系が寄与し、酸化ストレスが毒性作用と関係していることが明らかにされた。また、蛋白中シ

ステインが分子標的の一つであることが付加物解析により明らかとなった。 

 

研究成果の概要（英文）：The present study revealed that the cerebrum and hippocampus are 

the most susceptible brain regions to 1-bromopropane exposure, regarding suppression of 

gene expression of neurotransmitter receptors. Experiments using three inbred mice and 

Nrf2-null mice showed that CYPIIE1 and glutathione pathway contribute to the 

susceptibility and oxidative stress is involved in the toxicity of 1-bromopropane. Moreover, 

study on protein adducts revealed that cysteine in the protein is one of the molecular 

targets of 1-bromopropane. 
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１．研究開始当初の背景 

1996年の先進国でのフロン生産禁止に引き続
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終了する。これに伴い、フロン代替溶剤1-ブ
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ロモプロパン(1BP)が日本、米国、韓国、イタ

リア、フランスに導入されている。私たちは1

BPの神経毒性を、ヒト症例が発生する以前に

動物実験によって発見した(Yu1998, Ichihar

a2000b)。一方、米国において1BP中毒症例が

発見された。市原はNorthCarolinaのクッショ

ン工場で働く3人の労働者の神経障害を記述

した(Ichihara2002)。さらに最近、Utah州に

おいて新しい1BPの重症例6例が報告された(M

ajersik 2004)。この症例ではSpasticな麻痺

に加えて認知機能の障害が著しく、高次中枢

神経系の障害が疑われた。認知機能の低下は、

中国1BP製造工場労働者においても観察され

ており（Ichihara2004）、1BPの高次中枢神経

系に対する障害作用を明確に示している。 

初期動物実験は毒性解明の糸口になったもの

の、そこには大きな限界があった。中枢神経

系はその修復機能、組織構築上の頑健性のた

めに病理組織学的な評価がきわめて困難な組

織である。初期の動物実験では800ppmで「大

脳」の重量が低下し(Ichihara2000b)、引き続

く研究で神経特異蛋白の「大脳」における低

下（Wang2002,3003）を観察している。これら

の研究で用いられた伝統的なサンプリング法

での「大脳」とは、神経解剖学的は大脳皮質、

扁桃核、梨状葉、海馬、Caudate-Putamen（線

条体）を含んでいた。これらの指標は確かに

中枢神経影響を定量化したという点での前進

はあったが、必ずしもヒト症候や毒性機序を

説明するものではなく、意味付けが困難であ

った。 

 

２．研究の目的 

最新のヒト症例と動物実験から得られた知見

を参考にし、中枢神経障害機序と障害局在の

特定を行うために、1BP曝露に対する感受性要

因を動物において明らかにする。同時に、1BP

により形成される蛋白付加物を明らかにする。

以上より1BPよる中枢神経影響と、曝露のバイ

オマーカーを探索する。 

 

３．研究の方法 

（実験１）1BP による神経伝達物質受容体発

現への影響を調べることにより、中枢神経影

響マーカー探索、マイクロアレイ解析に適し

た高感受性部位を調べた。36 匹の F344 ラッ

トを 9 匹ずつの 4 群に分け、0、400、800、

1000ppm の 1BP に一日 8 時間、週 7 日、4 週

間吸入曝露を行った。曝露終了時に、ラット

を断頭し、脳を剖出、分割し、急速凍結した。

脳各部位の神経伝達物質受容体ｍRNA 発現量

を定量リアルタイム PCR法にて定量するとと

もに、ウェスタンブロット法にて蛋白レベル

での発現も確認した。 

（実験２）1BP 曝露に対する 3 つの近交系マ

ウス C57BL/6J, DBA/2J, BALB/cA の感受性

を比較した。各系統マウスを 6匹ずつ 4群に

分け、0、50、110、250ppmの 1BPに一日 8時

間週 7日 4週間吸入曝露をおこなった。  

（実験 3）1BP の肝臓毒性における作用機序

を明らかにするために、転写因子 Nrf２ノッ

クアウトマウス（KOマウス）を用いて実験を

行い、酸化ストレスの関与を明らかにした。

Nrf2- KO マウスおよび野生型 C57BL/6J マウ

スを 1BPに 0、100、300ppm、一日 8時間週 7

日 4週間吸入曝露を行った後、断頭採血し肝

臓を剖出、凍結保存を行った。 

（実験 4）ラット尿中 N-アセチルプロピルシ

ステイン（AcPrCys）とグロビン、ニューロ

フィラメント蛋白の S-プロピルシステイン

（PrCys）付加物の定量法を確立し、１BP 曝

露レベルと曝露期間依存性を明らかにした。 

AcPrCysは LC/MS/MSおよび GC/MSにて測定し、

PrCys付加物は LC/MS/MSにて測定した。 

（実験５）1BP毒性の可逆性をラットで調べた。

ラットを24匹ずつ3群に分け、0、400、1000ppm

の1BPに一日8時間、週7日、6週間曝露し、8



 

 

匹ずつ、曝露終了時、曝露終了4週間後、14

週間後に断頭した。 

 

４．研究成果 

（実験１）海馬では 5HTr2a、D2R 、GABAa1

の mRNA 発現量は量依存的に減少し、大脳皮

質では 5HTr1a, 5HTr2a, D1R および GABAa1

のｍRNA発現量が800ppmで有意に減少してい

た。海馬の D2R 受容体、橋/延髄の 5HTr1a、

5HTr3a受容体ｍRNA遺伝子発現が最も敏感な

指標であった。 

（実験２）肝臓の壊死領域は BALB/cA > 

C57BL/6J > DBA/2J の順に大きかった。

BALB/cAは DBA/2Jに比して CYP２E1蛋白量が

高く、総グルタチオンおよびグルタチオン S-

トランスフェラーゼ(GST)レベルは低かった。

３系統中、BALB/cA が 1BP 肝臓毒性に関し最

も感受性が高く、CYP２E1、グルタチオンお

よび GST量が感受性に寄与していることが示

唆された。50ppm の 1BP によって精巣上体精

子数、運動率が減少し、頭部形態異常精子率

が、どの系統でも有意に増加しており、以前

のラット実験と比べると、マウスがラットよ

りも雄性生殖毒性、肝臓毒性に関し感受性が

高いことも明らかとなった。 

（実験３）KOマウスは、野生型マウスに比べ、

同じ曝露濃度で、有意に肝臓壊死領域が大き

かった。 また、KOマウスでは脂質過酸化の

指標であるマロンジアルデヒド、GSSG/GSH比

が高く、総グルタチオン量が低かった。 GST

の元々のレベルそして、増加率が、KOマウス

で野生型に比べて低かった。 KOマウスで抗

酸化酵素の発現が低く、MDA が高かっことか

ら、1BP 肝臓毒性への酸化ストレスの関与が

明らかになった。 

（実験４）ラットにおいて PrCys付加物と尿

中 AcPrCysは、曝露レベルに対して直線的な

量依存的関係にあった。１BP曝露労働者では、

非曝露労働者に比べてグロビン PrCys付加物

が有意に増加し、尿中 AcPrCysは曝露量に依

存して増加していた。本研究は、1BPが Invivo

で蛋白を共有結合によって修飾することを

示し、尿中 AcPrCysおよびグロビン PrCysが

ヒトにおける 1BP曝露のバイオマーカーとし

て有用であることを示した。 

（実験５）6 週間曝露後、1000ppm 曝露群で

は、精巣、精巣上体、前立腺、精嚢の重量、

精子数、精子運動率は低下し、形態異常精子

は増加し、精巣で精子形成細胞のびまん性変

性を起こしていた。対照群レベルに回復した

前立腺および精嚢重量を除くと、上記変化は、

曝露終了後 14週においても回復しなかった。

400ppm で増加していた遅延精子細胞は曝露

終了後 4週で正常化した。これまで、１BPの

精巣における作用は、精祖細胞を標的とする

2-ブロモプロパン（２BP）とは違うと考えら

れてきた。しかし本研究により、１BPの精子

形成に対する影響は量依存的であり、低濃度

では精子放出障害、ホルモン依存性臓器重量

を減少させるものの、これらの変化は一過性

であること、高濃度 1000ppmでは１BPは精子

形成細胞を枯渇させ、２BPの作用と似てくる

ことが明らかとなった。 
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