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研究成果の概要： 
 有害化学物質への曝露による中毒発症の分子機構を解明するため、特にアポトーシス誘導な

どの重要な生理機能を持つ p53 に着目して解析を行った。その結果、アクリルアミド(特定化学

物質第 2類)に曝露されたヒト神経芽細胞腫由来 SH-SY5Y 細胞では、p53 の転写活性化は認めら

れたものの、細胞毒性発現への明らかな関与は見出せていない。一方で、①細胞外の熱ショッ

クタンパク質は毒性の良い指標になり、②カルボキシフラーレンは毒性を軽減させる可能性が

あることを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
（1） 有害化学物質への曝露により引き起
こされる中毒やがんなどの健康障害は、産業
医学における重要な課題である。近年、化学
物質による発がん機構に関しては分子レベ
ルで急激に解明されつつあるが、それに比べ
有害化学物質への曝露による中毒発症の分
子機構は、未だ充分に解明されているとは言
い難い。 
（2） p53 タンパク質は転写因子として働き、
損傷を受けた DNA の修復蛋白質の活性化、細
胞周期の制御、DNA が修復不可能な損傷を受

けた場合のアポトーシス誘導など多彩な生
理機能を持つ。また、p53 は少なくともその
転写活性を通してミトコンドリアの機能異
常を引き起こし、代表的神経変性性疾患の一
つである Huntington 病の発症に関わるとい
う 報 告 も な さ れ て い た (p53 mediates 
cellular dysfunction and behavioral 
abnormalities in Huntington’s disease. 
Bae, B. et al., Neuron, 47:29-41, 2005)。 
（3） p53 タンパク質の機能は、リン酸化や
ユビキチン化などにより制御されている。本
研究代表者が所属する研究室では、現在まで
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にアスベストが p53(Ser15)の特異的リン酸
化 を 促 進 す る こ と を 見 出 し て い た
(Phosphorylation of p53 protein in A549 
human pulmonary epithelial cells exposed 
to asbestos fibers. Matsuoka, M. et al., 
Env. Health Perspect., 111:509-512, 2003)。 
（4） 本研究代表者らは、ヒト神経芽細胞
腫由来 SH-SY5Y 細胞にアクリルアミド(特定
化学物質第 2 類)を曝露することにより誘導
される細胞死では、①細胞内において、p53
タンパク質と p53(Ser15)の特異的リン酸化
が増加していること、②mitogen-activated 
protein kinase (MAPK)系の extracellular 
signal-regulated protein kinase (ERK)の
リン酸化が亢進していること、③ERK のリン
酸化阻害剤である U0126 で ERK のリン酸化を
阻害すると p53(Ser15)の特異的リン酸化も
阻害されて、細胞死から一部回避されること
を見出し報告していた(Involvement of the 
extracellular signal-regulated protein 
kinase pathway in phosphoryl-ation of p53 
protein and exerting cytotoxicity in human 
neuroblastoma cells (SH-SY5Y) exposed to 
acrylamide. Okuno, T. et al., Arch. 
Toxicol., 80:146-153, 2006)。これは、ア
クリルアミドにより引き起こされる SH-SY5Y
細胞の細胞死では、MAPK 系の活性化とそれに
より引き起こされる p53の特異的リン酸化が
関与していることを示唆している。 
（5） さらに、SH-SY5Y 細胞に対するアクリ
ルアミドの細胞毒性発現には、少なくともそ
の一部には、アポトーシスが直接関与してい
ることも明らかにしている (Apoptosis 
induced by acrylamide in SH-SY5Y cells. 
Sumizawa, T. and Igisu H., Arch. Toxicol., 
81:279-282, 2007)。 
（6） 一方で、本研究代表者が所属する研
究室では、アクリルアミドを含む種々の神経
毒性物質が、動物脳内でクレアチンキナーゼ
（CK；ATP + クレアチン ⇔ ADP + P-クレ
アチン 両方向の反応に関与する）活性を阻
害 し て い る こ と を 明 ら か に し て い た
（Effects of neurotoxins on brain creatine 
kinase activity. Matsuoka, M. et al., 
Environ. Res., 61:37-42, 1993 など）。CK
は骨格筋や脳で多く発現し、細胞内での ATP
利用と維持に重要と考えられる酵素で、ミト
コンドリアにも存在している。そのため、CK
活性の低下は、アポトーシスやネクローシス
にもつながるミトコンドリアの機能異常に
関連していると考えられた。 
 
２．研究の目的 
 有害化学物質への曝露により引き起こさ
れる中毒発症の分子機構を解明するため、本
研究では、特に p53 に着目し、有害化学物質
による p53を介した細胞毒性発現機構の解明

を目指す。今回は現在までに明らかにした知
見に基づき構築した、『化学物質への曝露 → 
MAPK 系の活性化（ERK のリン酸化） → p53
の特異的なリン酸化 → ミトコンドリアの
機能障害 → アポトーシス誘導／細胞傷害』
という細胞応答経路のモデルの検証を行う
ため、有害化学物質への曝露による p53（の
特異的リン酸化）とその転写活性、ミトコン
ドリアの機能障害及びアポトーシスとの関
連について明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、野生型 p53 を有するヒト神経
芽細胞腫由来 SH-SY5Y細胞をアクリルアミド
に曝露して解析を行った。 
（1） 細胞毒性は、ミトコンドリア機能を
利用して測定する MTTアッセイの変法（WST-8
アッセイ）や、乳酸脱水素酵素（LDH）の細
胞外漏出を指標にして測定した。 
（2） アポトーシス誘導の指標としては、
Promega社のCaspase-Glo 3/7 Assayキットを
用いたcaspase-3 活性測定による、caspase-3
の活性化の検出と、propidium iodide染色し
た細胞核のフローサイトメトリー法での解
析によるsub-G1 細胞集団の検出を用いた。 
（3） タンパク質の発現レベルの解析は、
total cell lysate、培養上清、または細胞
分画により核画分、細胞質画分、あるいはミ
トコンドリア画分を調製後、イムノブロッ 
ティング法により行った。 
（4） タンパク質濃度の測定は、Bradford
法により行った。 
（5） 電気泳動後に Coomassie Brililiant 
Blue 染色されたゲル中の、バンドに含まれる
タンパク質の同定は、㈱日立ハイテクノロ 
ジーへの外注により、ペプチド・マス・フィ
ンガープリンティング法で行われた。 
（6） 細胞内 GSH 濃度の測定は、Dojindo 
Molecular Technologies 社 の Total 
Glutathione Quantification Kit を用いて 
行った。 
（7） 細胞内へのアクリルアミドの取り込
みは、［14C］標識アクリルアミドを利用し、
液体シンチレーションカウンターを用いて
測定した。 
（8） 過酸化脂質の測定は、OxisResearch
社のBIOXYTECH MDA-586 キットを用いて行っ
た。 
（9） p53 ノックダウン細胞株の樹立には、
IMGENEX 社の GeneSuppressor System (For 
Knockdown of Human p53)を使用した。 
（10） Puma 特異的な siRNA は、Invitrogen
社の STEALTH SELECT RNA を用いた。 
（11） p53 による転写活性化を調べるため
のレポータージーンアッセイは、Promega 社
の Dual-Luciferase Reporter Assay System
を用いて測定した。 



 
４．研究成果 
（1） アクリルアミド曝露による SH-SY5Y
細胞からの熱ショックタンパク質（Hsp）の
放出 
 ① アクリルアミドによるアポトーシス
誘導を、ミトコンドリアから細胞質への
cytochrome c の放出により検出するため、ア
クリルアミドに曝露された SH-SY5Y細胞から、
細胞分画によりミトコンドリア画分と細胞
質画分を調製し、それぞれをイムノブロッ 
ティング法により解析した。その結果、ミト
コンドリア画分ではアクリルアミドの用量
依存的に明らかな cytochrome c レベルの低
下が認められたが、細胞質画分においては、
cytochrome cレベルの有意な増加が見られな
いばかりでなく、むしろ低下していた。 
 ② アクリルアミド曝露により SH-SY5Y細
胞では、用量依存的に培養液中の総タンパク
質濃度が増加し、電気泳動後の銀染色により
多くのバンドの出現・増加が見られた。目 
立ったバンドの一つをペプチド・マス・フィ
ンガープリンティング法により同定したと
ころ、Hsp90 であった。そこで、培養液中の
Hsp90、Hsp70 及び Hsp27 をイムノブロッティ
ング法により検出すると、何れも用量依存性
に増加していた。 
 ③ 一方、細胞内ではアクリルアミド曝露
により Hsp70 の発現だけが誘導されていた。 
 ④ アクリルアミドによる細胞死から部
分的に回避させることができる U0126 は、ア
クリルアミドにより引き起こされる培養液
中の Hsp の増加も抑制した。しかし、細胞内
Hsp70 の発現誘導は抑制できなかった。 
 ⑤ cytochrome c も、アクリルアミド曝露
により培養液中で検出されるようになって
いた。 
以上より、SH-SY5Y 細胞のアクリルアミド

曝露による細胞死では、Hsp を含む種々タン
パク質の細胞外への放出を伴うことが明ら
かとなった。そのため、細胞内発現量が高い
Hsp の細胞外への放出は、アクリルアミドに
よる細胞毒性の良い指標になると考えられ
た。 
（2） アクリルアミド曝露による SH-SY5Y
細胞におけるアポトーシス誘導 
 ① ERKの特異的活性化阻害剤である
U0126 は、SH-SY5Y細胞において、アクリルア
ミド曝露によるcaspase-3 の活性化とsub-G1
細胞集団の増加を抑制し、LDHの細胞外漏出
を抑制した。 
 ② フラーレンの水溶性誘導体の一つで
あるカルボキシフラーレンは、WST-8 ならび
にLDH漏出を指標として評価したSH-SY5Y細
胞におけるアクリルアミドによる細胞毒性
を、いずれも有意に軽減させた。しかし、LDH
漏出を指標とした場合には 300μMまで用量

依存性に細胞生存を回復させたのに対し、
WST-8を指標とした場合には 30-60μMで最も
強く細胞生存回復効果を示し、より高濃度で
の効果は、30-60μMの場合より低かった。60
μMのカルボキシフラーレンによる前処理は、
SH-SY5Y細胞において、アクリルアミド曝露
によるcaspase-3 の活性化とsub-G1細胞集団
の増加を抑制していた。カルボキシフラーレ
ンは、細胞内へのアクリルアミドの取り込み
を阻害してはおらず、それどころか逆に亢進
させていた。 
 ③ アクリルアミドにより、SH-SY5Y細胞
では細胞内のグルタチオン（GSH）濃度が、
用量依存的に著しく低下していた。60μMの
カルボキシフラーレンによる前処理は、この
細胞内GSH濃度の低下を、ほぼ完全に抑制し
た。そこで、L-buthionine sulfoximine(BSO)
を用いて細胞内でのGSH合成を阻害した後に
カルボキシフラーレン処理したところ、カル
ボキシフラーレンによるアクリルアミドの
細胞毒性からの保護効果は、全く認められな
くなった。 
 ④ 細胞培養液中に、5 mMのグルタチオン
モノエチルエステル(GSHest)、GSHまたはN-
アセチルシステイン（NAC）を添加し、SH-SY5Y
細胞内のGSH濃度を上昇させた後にアクリル
アミドに曝露したところ、何れも 3 mMアクリ
ルアミドにより誘導されるcaspase-3 の活性
化とsub-G1細胞集団の増加を抑制し、細胞外
へのHsp90 及びHsp70 の放出も抑制した。
（GSHest、GSH及びNACは、何れも還元能を有
するため、酸化還元反応に基づくWST-8 とLDH
漏出を指標にした細胞毒性評価は利用でき
なかった。）GSHest、GSH及びNACは、何れも
細胞内へのアクリルアミドの取り込みを低
下させてはおらず、GSHestは逆に有意に増加
させていた。 
 ⑤ SH-SY5Y 細胞では、アクリルアミドへ
の曝露により、有意な過酸化脂質の増加は検
出できなかった。 

以上より、SH-SY5Y細胞ではアクリルアミド

によるアポトーシス誘導に、MAPK系のERK経路

と細胞内GSHレベルが密接に関与していると

考えられた。また、カルボキシフラーレン  

は、アクリルアミドによる細胞内GSHの低下を

抑制することにより、少なくともアポトーシ

スの誘導を阻害して、アクリルアミドの細胞

毒性に対する細胞保護効果を発揮していると

考えられた。この結果は、カルボキシフラー

レンが、アクリルアミドの神経毒性を軽減さ

せることが出来る可能性を、初めて明瞭に示

したものである。一方、現在までのところ、

アクリルアミドが活性酸素種の産生を伴う酸

化ストレスを引き起こしているという証拠は

得られていない。 

（3） アクリルアミドによる SH-SY5Y 細胞



における p53 の転写活性化 
 ① アクリルアミドに曝露された SH-SY5Y
細胞から、細胞分画によりミトコンドリア画
分と核画分を調製し、それぞれをイムノブ 
ロッティング法により p53のレベルを調べた。
その結果、何れの画分においてもアクリルア
ミドの用量依存的に明らかな p53の蓄積が認
められた。 
 ② 野生型 p53 を有する SH-SY5Y 細胞を用
いて、p53 の転写活性化による代表的な標的
遺伝子の一つである p21のプロモータ領域を
利用したルシフェラーゼアッセイ系を確立
した。この系を用いて、アクリルアミド曝露
による p53の転写活性化の有無を検討した結
果、有意な p53 の転写活性化が認められた。 
 ③ SH-SY5Y 細胞をアクリルアミドに曝露
した際の、アポトーシスの促進に働く p53 標
的遺伝子である Bax、Noxa、Puma の発現誘導
を、イムノブロッティング法により検出した。
その結果、Puma に関しては、アクリルアミド
の用量依存的に明らかな発現の増加が認め
られた。 
 ④ p53 依存的転写の特異的阻害剤である
pifithrin-αや cyclic-pifithrin-αによる
前処理で、アクリルアミドによる p53 の転写
活性化を完全に阻害しても、アクリルアミド
の SH-SY5Y細胞における細胞毒性発現を抑制
することは全く出来なかった。 
以上より、SH-SY5Y細胞ではアクリルアミド

曝露によりp53の転写活性化が起こることが

明らかとなった。しかし、アクリルアミドに

よる細胞毒性発現が、少なくともp53の転写活

性化だけで説明出来る訳ではないと考えられ

た。 

（4） p53 ノックダウン細胞株の樹立とその
解析 
 ① SH-SY5Y 細胞を用いて、ショートヘア
ピン型 RNAを恒常的に発現させることによる
RNA 干渉で、恒常的に p53 タンパク質の発現
を半分以下にまで低下させた細胞株を樹立
した。これらの細胞株をアクリルアミドに曝
露すると、やはり p53 タンパク質の蓄積は起
こるものの、p53 の発現を低下させていない
コントロールの細胞株の、アクリルアミド非
曝露時の p53発現レベル程度までしか増加し
なかった。これらの細胞株のアクリルアミド
に対する感受性をコントロール細胞株と比
較したところ、WST-8 を指標にした細胞毒性
評価では両者に差を認めなかった。 
従って、SH-SY5Y細胞におけるアクリルアミ

ドによる細胞毒性発現では、残存するp53のレ

ベルで充分であるか、p53は関与していない、

あるいは、p53だけで細胞毒性が発現している

訳ではないと考えられた。 

（5） SH-SY5Y 細胞におけるアクリルアミ
ドによる Puma の発現誘導 

 ① pifithrin-αによる前処理でアクリル

アミドによるp53の転写活性化を阻害しても、

SH-SY5Y細胞におけるPumaの発現誘導を阻害

することは、全く出来なかった。 

 ② Pumaの発現誘導がアクリルアミドによ

る細胞毒性の発現に必須であるかを、Puma特

異的なsiRNAを利用してPumaの発現を低下さ

せて調べた。その結果、Pumaの発現誘導を抑

制しても、アクリルアミドの感受性には影響

を与えなかった。 

従って、SH-SY5Y細胞においては、アクリル

アミドによるPumaの発現誘導はp53非依存的

であると考えられた。また、少なくともPuma

単独でアクリルアミドによる細胞毒性を発現

している訳ではないと考えられた。 

（6） SH-SY5Y 細胞におけるアクリルアミ
ドによるオートファジー誘導 

 ① オートファジー誘導の指標となるLC3

の細胞質型から膜型への変換を、イムノブ 

ロッティング法により検出したところ、

SH-SY5Y細胞ではアクリルアミドの用量依

存的に膜型LC3が増加していた。 

 ② 同時に細胞内の COX IV などのミトコ
ンドリアのタンパク質をイムノブロッティ
ング法により検出したところ、ミトコンドリ
アタンパク質の特異的な減少は見られなか
った。 
従って、SH-SY5Y細胞においては、アクリル

アミドによりオートファジーが誘導されるこ

とが明らかとなった。しかし、誘導される  

オートファジーは、ミトコンドリア特異的な

オートファジー（マイトファジー）ではない

と考えられた。 
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