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研究成果の概要（和文）：未だ不明な点が多い重金属の組織・細胞特異的毒性発現機構を明らかにするために、
化学物質曝露時に生体や細胞でみられる脂質プロファイルの変化を網羅的に解析するトキシコリピドミクスの手
法をさらに展開するとともに、重金属曝露により産生が惹起される過酸化脂質の生成・除去や生理活性脂質の産
生に関わる脂質代謝酵素の遺伝子欠損マウスやノックダウン細胞を用いた解析を進めた。その結果、重金属によ
る毒性発現に、毒性発現部位における長鎖アシルCoA合成酵素ACSL4およびカルシウム非依存性ホスホリパーゼ
A2gammaの発現、ならびにこれらの酵素により制御される過酸化脂質の生成が深く関与することが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In order to reveal molecular mechanisms for tissue-specific toxicity of 
heavy metals, we performed toxicolipidomics, in which we comprehensively investigated 
chemicals-induced alterations in lipid profiles, and investigated the effects of gene knockout or 
knockdown of lipid metabolizing enzymes, which are involved in generation or elimination of lipid 
peroxides and/or production of bioactive lipids, on heavy metals-induced tissue-specific toxicity. 
As the results, we found that expressions of long-chain acyl-CoA synthetase ACSL4 and 
calcium-independent phospholipase A2 gamma and the generation of lipid peroxides controlled by these
 enzymes in target tissues might be critical for tissue-specific toxicity of heavy metals.

研究分野： 環境毒性学、脂質生化学、衛生薬学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
メチル水銀やカドミウムといった重金属を過剰に摂取すると、脳や腎臓といった特異的な組織に障害がもたらさ
れるが、その組織特異的な毒性発現機構についてはほとんどわかっていない。この機構がわかれば、毒性をいか
に軽減するか、解毒するかにつながることも期待される。本研究では、組織における脂質組成や脂質代謝酵素発
現に関する解析を通じて、毒性が発現する組織での過酸化脂質の生成が重金属毒性に深く関与することを明らか
にすることができた。

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
 体内に取り込まれた重金属は、標的組織に運ば
れ、酸化ストレスを誘導したり炎症反応を惹起し
たりすることにより毒性を発現する。重金属の毒
性の多くは組織特異的であるが、必ずしも重金属
が高蓄積した組織が標的となるとは限らず、重金
属の組織特異的毒性発現機構については未だ不
明な点が多い。一方、研究代表者はこれまでに、
重金属をはじめとする化学物質の生体における
標的として脂質分子に注目し、化学物質を曝露し
た際に変化する脂質組成・生理活性脂質産生とい
った脂質プロファイルを網羅的に解析するトキ
シコリピドミクスを進めてきた 1,2)。その結果、化学物質曝露により生じる膜脂質の過酸化やプ
ロスタグランジン（PG）類などの生理活性脂質の産生には、毒性と関連し組織特異性がみられる
ことが明らかとなってきた。特に研究代表者らは、最近になり、メチル水銀の標的となるマウス
小脳では、標的とならない大脳に比べて、過酸化を受けやすいアラキドン酸やドコサヘキサエン
酸といった不飽和脂肪酸を含むグリセロリン脂質が非常に豊富に存在すること、さらに、マウス
にメチル水銀を投与すると、小脳におけるこれら不飽和脂肪酸を含むリン脂質の多くが減少す
る一方で、大脳のリン脂質の多くは逆に増加傾向を示すことを見出した。以前より、メチル水銀
の毒性には、脂質過酸化物を生じる酸化ストレスの誘導が関わることが報告されており、研究代
表者らも、ラット小脳顆粒細胞をメチル水銀に曝したときに生じる細胞死が、抗酸化剤の前処理
で抑えられることを明らかにしている 3)が、このトキシコリピドミクスの結果は、メチル水銀の
小脳特異的な毒性発現に、小脳の脂質組成（膜脂質が過酸化反応を受けやすいか否か）が強く関
連している可能性を示しており、メチル水銀のみならず、多くの重金属の組織・細胞特異的毒性
発現にも、各々の組織・細胞における脂質組成や脂質代謝が密接に関与している可能性を示唆し
ている。 
 
２．研究の目的 
本研究では、これまで研究代表者が進めてきたトキシコリピドミクスの手法をさらに展開する

とともに、脂質代謝酵素のうち、重金属曝露により産生が惹起される過酸化脂質の生成・除去に
関わる、カルシウム非依存性ホスホリパーゼ A2γ（iPLA2γ）や長鎖アシル CoA合成酵素 4（ACSL4）
といった脂質代謝酵素、生理活性脂質の産生に関わる各種 PG 最終合成酵素の遺伝子欠損（KO）
マウスやノックダウン（KD）細胞を用いた解析を行うことにより、重金属の組織特異的毒性発現
機構を明らかにすることを目的とする。本研究では、重金属の組織特異的毒性発現機構の解析に
つながると考えられる組織特異的毒性を示す化学物質の毒性についても、検討を行った。 
 
３．研究の方法 
(1)リピドミクス：マウスの各組織、細胞から脂質画分を抽出し、QTRAP5500 および 6500（Sciex
社）の LC/MS を用い、MRM（multiple reaction monitoring）により、リン脂質の脂肪酸組成、
アシル CoA 含有量、生理活性脂質の産生量、リン脂質過酸化物（PE-OOH、PE-OH、TLCL-OOH 等）
量を測定した。 
(2)メチル水銀による神経毒性の誘導：メチル水銀をマウスに 10 mg/kg/日、7日間連続経口投与
し、投与開始後 8日目に後肢交叉を観察し、さらに脳組織を摘出しリピドミクスに用いた。 
(3)パラコートによる肺毒性の誘導：パラコートをマウスに 25 mg/kg 腹腔投与し、投与 3 日後
に肺組織を摘出し、組織化学的解析、リピドミクス、遺伝子発現解析に用いた。 
(4)シクロホスファミドによる膀胱炎の誘導：シクロホスファミドをマウスに 150 mg/kg 腹腔投
与し、投与 4時間後に膀胱組織を摘出し、各種解析に用いた。 
(5)アセトアミノフェンによる肝毒性の誘導：アセトアミノフェンをマウスに 200 mg/kg 腹腔投
与し、投与 3時間後に肝臓組織を摘出し、各種解析に用いた。 
(6)組換え ACSL6 タンパク質の調製と活性測定：バキュロウイルス発現系 4)により、His-tag を
付加した組換えヒト ACSL6V1 および V2タンパク質を発現させ、コバルトアフィニティカラムク
ロマトグラフィーを用い、部分精製した。この部分精製品を基質となる各種脂肪酸とインキュベ
ートし、得られるアシル CoA 量を LC/MS により測定した。 
 
４．研究成果 
(1)神経毒性を示すメチル水銀に関する解析 
メチル水銀投与後のマウス脳におけるトキシコリピドミクスをさらに展開し、リン脂質過酸化

物として、ホスファチジルコリン（PC）のヒドロペルオキシド体（PC-OOH）に加え、ホスファチ
ジルエタノールアミン（PE）のヒドロペルオキシド体（PE-OOH）やヒドロキシ体（PE-OH）が、



大脳および小脳で増加することを見出した。しかし、iPLA2γの KO マウスにおいても、この増加
は野生型マウスと同様であった。 
また、不飽和脂肪酸含有膜リン脂質の維持に関わる ACSL4 および、炎症刺激に伴う PGE2産生を

担う mPGES-1 の遺伝子欠損がメチル水銀の神経毒性に及ぼす影響についても検討した。ACSL4 欠
損はメチル水銀投与による後肢交叉を軽減する傾向を示したが、mPGES-1 欠損はメチル水銀の神
経毒性発現に影響を及ぼさなかった。 
(2)腎毒性を示すシスプラチン（白金を含む）・カドミウムに関する解析 
①ヒト膀胱癌由来 EJ細胞を用いた解析 
シスプラチンの抗がん作用の標的となる膀胱癌由来 EJ 細胞の iPLA2γを KD すると、対照細胞

ではみられないミトコンドリア膜電位の低下及びミトコンドリアにおける過酸化脂質産生の増
加が観察された。また、iPLA2γの KD細胞では、シスプラチン処理により、カルジオリピンの１
つ、テトラリノレオイルカルジオリピンの過酸化物（TLCL-OOH）の生成が増加することも明らか
となった。 
②ヒト腎近位尿細管由来胞 HK2 細胞を用いた解析 
HK2 細胞において、ACSL4 を KD すると、ドコサヘキサエン酸やアラキドン酸等の高度不飽和脂

肪酸含有リン脂質が減少した。しかし、カドミウム、シスプラチン（白金を含む）、亜ヒ酸処理
により HK2 細胞の活性酸素産生は上昇したが、これらの重金属に対する感受性に変化はみられ
なかった。また、プログラム細胞死の各種阻害剤で前処理したところ、カドミウムによる細胞死
はいずれの阻害剤の影響もみられなかったが、亜ヒ酸による細胞死は、アポトーシスやフェロト
ーシスの阻害剤により一部抑えられた。一方、iPLA2γの KD は本細胞の生存率を著しく低下させ
ることもわかった。 
(3)組織特異的毒性を示す化学物質に関する解析：重金属における解析の前に、肺毒性、膀胱毒
性、肝毒性を示す化学物質としてよく知られているパラコート、シクロホスファミド、アセトア
ミノフェンについてトキシコリドミクスを進めた。 
①パラコートによる肺毒性に関する解析 
 野生型マウスにパラコートを 25 mg/kg 腹腔投与すると、投与 1週間後には約 80％のマウスが
死に至るが、ACSL4 欠損はこの死亡を有意に抑制した。投与 3日後で比較すると、ACSL4 欠損マ
ウスでは、野生型マウスでみられる IL-1βや IL-6 といった炎症性サイトカイン、CXCL1 や CXCL2
といったケモカインの発現誘導、肺組織への好中球の浸潤、肺の線維化が抑えられていた。ACSL4
欠損マウスの肺では高度不飽和脂肪酸含有リン脂質が減少しており、パラコートの毒性発現に
は膜リン脂質の過酸化が大きく寄与すると考えられた。 
②シクロホスファミドによる膀胱毒性に関する解析 
シクロホスファミドによる出血性膀胱炎は、プロスタサイクリン（PGI2）合成酵素（PGIS）欠損

や PGI2受容体遮断薬の前投与により抑制されることがわかった。一方、mPGES-1 欠損はシクロホ
スファミドによる膀胱炎の発症・進展に影響を及ぼさなかった。PGIS の欠損は膀胱組織におけ
る血管透過性亢進ならびに好中球の浸潤を抑制することで、出血性膀胱炎を抑えることも明ら
かになった。さらに、PGIS の欠損は膀胱炎に伴う侵害受容応答も抑制することがわかった。 
③アセトアミノフェンによる肝毒性に関する解析 
 アセトアミノフェン投与により肝臓ではアラキドン酸等の n-6 系高度不飽和脂肪酸の酸化が
亢進するが、この際引き起こされる肝障害は、ACSL4 欠損やフェロトーシスの阻害剤フェロスタ
チン-1の前投与により有意に抑制された。 
(4)精巣や脳に特異的に発現する長鎖アシル CoA 合成酵素 ACSL6 の基質特異性の解析 
精巣や脳において高発現し、各組織におけるリン脂質組成の制御を介し、組織特異的毒性発現

に関与すると予想されるACSL6の基質特異性について解析した。その結果、ACSL6分子種のうち、
ACSL6v1 がリノレン酸を良い基質にするのに対し、精巣や脳に高発現する ACSL6v2 はドコサヘキ
サエン酸を良い基質とすることが見出された。 
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