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研究成果の概要（和文）：本研究では、ナノ粒子（人工微粒子）による神経細胞に対する生体応答、および、制
御機構の解明を試みることで、外因性微粒子がうつ病をはじめとする精神疾患の発症・悪化におよぼす影響の一
端を解明することを目的とした。その結果、モデル粒子として用いたナノ銀粒子が神経細胞の分化を抑制し得る
ことを見出し、それら発現メカニズムとして酸化ストレス応答が関与し得ることを明らかとした。今後、細胞内
における活性酸素種を産生する部位であるミトコンドリアに着目し、神経機能の維持に重要なミトコンドリアの
融合機能への影響について追究していくことで、ナノ銀粒子による神経分化抑制機序の解明を試みる。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to elucidate the biological responses of 
nanoparticles to nerve cells, and to elucidate a part of the effect of extrinsic fine particles on 
the onset and exacerbation of psychiatric disorders such as depression. As a result, silver 
nanoparticles used as model particles could suppress the differentiation of nerve cells, and the 
oxidative stress response might be involved as their mechanism. In the future, we attempted to 
investigate the effect on the fusion function of mitochondria, which is important for maintaining 
nerve function, and the following mechanism of silver nanoparticles-induced nerve differentiation 
suppression. We hope that this finding will help clarify the role of extrinsic fine particles in the
 onset and exacerbation of psychiatric disorders.

研究分野： ナノ安全科学、毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
精神疾患の発症・悪化には、各個人の複合的な原因のみならず、食事や喫煙に代表される生活習慣や化学物質曝
露といった、自身と周囲の環境から生じる様々な環境要因が関与していることは言うまでもない。さらに、近年
の疫学研究により、PM2.5といった環境中微粒子が脳・神経系にまで影響をおよぼす可能性が指摘されている。
従って、本研究成果は、外因性微粒子への曝露という観点から、精神疾患の発症・悪化におよぼす影響の一端を
明らかとした点で、外因性微粒子への曝露に起因した生体応答の理解に貢献すると共に、グローバルな健康環境
の向上に寄与することが期待され、公衆衛生学的視点からも意義深いものであると言える。

※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 

環境中の天然に存在する微粒子への曝露による健康被害は古くから認知されており、現代社
会においても大きな問題となっている。その点、近年の疫学研究により、外因性微粒子の吸入曝
露が、脳神経系にまで影響をおよぼす可能性が指摘されている。例えば、外因性微粒子濃度の増
加やその濃度が高い地域においては、大気中の微小粒子状物質に曝露したヒトの脳内において、
微小粒子状物質の蓄積・凝集が認められたことや、PM2.5 の増加と不安障害への罹患に関わる
オッズ比が有意に増加することが示されている。しかし、近年の脳機能解析研究により、うつ病
をはじめとする精神疾患の病態解明が進展しつつあるものの、外因性微粒子をはじめとした環
境因子が、どういった制御機構を介して、どのような分子病態を引き起こすのかについて、科学
的に追究した事例は皆無に等しい。 

このような背景のなかで、昨今では、製品応用を目的として工業的に生産された、人工微粒
子であるナノ粒子の利用が増加し、我々は、既存の天然の微粒子のみならず、人工のナノ粒子に
まで曝露される機会が急増している。従って、外因性微粒子への曝露という観点において、天然、
あるいは人工の微粒子曝露とうつ病をはじめとする精神疾患の発症・悪化との因果関係の追究
が求められているものの、その生体影響評価、および、制御機構の解明は進んでいない。その点
で、研究代表者はこれまでに、ナノ粒子の物性-生体・細胞内動態-生体応答の体系的な連関追究
を図り、ナノ粒子の生体応答解析、および曝露実態の解明に取り組んできた。この一連の研究の
中で、（1）マウスへの経鼻曝露後、鼻腔から近い領域のみならず、遠い領域にまでナノ銀粒子が
分布し得ること、また、（2）in vitro での検討において、神経細胞内に移行したナノ銀粒子が核・
ミトコンドリア内に局在し得ることを明らかとしてきた。従って、ナノ粒子が直接的に脳に到達
することで、脳神経系に対する生体応答を誘発する可能性を有することから、微粒子曝露に起因
した精神疾患の発症・悪化との因果関係を明らかとするうえで、重要な知見になるものと考えた。 
 
２．研究の目的 

本研究では、ナノ粒子（人工微粒子）の物性-生体内・細胞内動態-生体応答の体系的な連関追
究を推進し、ナノ粒子による神経細胞に対する生体応答、および、制御機構の解明を試みること
で、環境中に存在する外因性微粒子への曝露という観点から、外因性微粒子がうつ病をはじめと
する精神疾患の発症・悪化におよぼす影響の一端を解明することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
ナノ銀粒子 

表面がクエン酸修飾された、粒子径 10 nm のナノ銀粒子（nAg10）は nanoComposix より購入
した。ナノ銀粒子分散液を培地で希釈する際には、凝集を防ぐため、BSA（Sigma-Aldrich）と等
量混合した後に実験に供した。 
 
培養細胞 

ヒト由来神経芽細胞腫（SH-SY5Y 細胞）は ATCC より購入した。SH-SY5Y 細胞の維持培養には、
56℃、30分間の非働化処理を行った 10 %ウシ胎児血清（Biosera）、1% 抗生物質（FUJIFILM Wako 
Pure Chemical）を含む DMEM/Ham’s F-12（Wako）を用い、37℃、飽和蒸気圧、5% CO₂条件下で
培養した。 
 
ナノ銀粒子によるレチノイン酸誘導性の神経分化への影響評価 

神経分化への影響評価には、SH-SY5Y 細胞をプレートに播種し、終濃度 10 µM に調製したレ
チノイン酸（Wako）、および、nAg10（2.5 μg/mL）を加え、6日間培養した。神経突起の伸長は
顕微鏡で観察、写真撮影後、ImageJ により定量的に解析した。脳由来神経栄養因子（BDNF）、お
よび、ドパミンの産生量の解析には、SH-SY5Y 細胞にレチノイン酸（10 µM）、および、ナノ銀粒
子（2.5 μg/mL）を加え、72 時間培養した。BDNF の発現量は real-time RT-PCR により、上清中
ドパミン量は ELISA により解析した。酸化ストレス応答との連関解析には、レチノイン酸（10 
µM）、nAg10（2.5 μg/mL）に加え、抗酸化剤である N-アセチルシステイン（NAC, Sigma-Aldrich）
を共処置し、BDNF の発現量を指標に解析した。 
 
４．研究成果 
ナノ銀粒子が突起伸長におよぼす影響評価 

本研究では、高い消臭・抗菌効果を有することから、衣類や消臭剤など生活に身近な物に使
用されているナノ銀粒子を用いた。まず、SH-SY5Y 細胞に対し、レチノイン酸と nAg10、および
nAg10 が極めてイオン化しやすいことから、対照群として銀イオンを処置した。なお、銀ナノ粒
子の添加濃度は、細胞毒性の強い銀イオンが細胞障害性を示さない最大濃度である 2.5μg/mL を
基準として、各群の添加濃度を設定している。処置後、Real time RT-PCR、および ELISA を実施
し、脳由来神経栄養因子（BDNF）の発現量と分泌量を評価した。なお、BDNF は神経回路の機能発



達に重要であり、神経分化の促進、神経突起の伸長やドパミン作動性神経細胞への分化を誘導す
ることが報告されている。解析の結果、レチノイン酸による分化によって発現が上昇した BDNF
は、銀処置によりその発現量、分泌量が減少することが明らかとなった。BDNF の減少から、神
経突起の伸長に影響をおよぼすことが考えられたため、細胞形態を観察した。神経分化時には神
経突起が伸長することから、神経分化における神経突起の長さは、分化の進行を判断する有効な
指標とされている。そこで撮影した写真から、神経突起を認識し、長さを定量的に比較解析した
ところ、レチノイン酸単独群において伸長した神経突起は、銀処置によりその伸長が抑制される
ことが示された。 

次に、BDNF の発現減少により、ドパミン作動性神経細胞への分化が抑制されている可能性を
考え、ドパミンの分泌量、合成酵素であるチロシンヒドロキシラーゼ（TH）、トランスポーター
であるドパミントランスポーター（DAT）の発現量を評価した。結果として、ドパミン分泌量が
有意に減少すること、および、TH、DAT の発現量が減少する傾向が示された。これらのことから、
nAg10 の処置により、ドパミン作動性神経細胞への分化が抑制されることが示唆された。ドパミ
ン作動系の異常は神経発達障害の発症につながることが報告されていることから、nAg10 がドパ
ミン作動系に影響をおよぼすという本知見は、微粒子曝露に起因した精神疾患の発症・悪化との
因果関係を明らかとするうえで、重要な知見になり得ると考えている。 
 
nAg10 による神経分化抑制における酸化ストレスの関与 

統合失調症や自閉症などの神経発達障害患者において、酸化ストレス応答の異常が認められ
ることが知られている。加えて、酸化ストレス条件下において増加し、細胞に障害を与える活性
酸素種（ROS）は、神経細胞における BDNF の発現量を低下させ、情動認知機能異常を引き起こす
ことや、神経分化を阻害することが報告されている。以上のことから、nAg10 による神経分化の
抑制に対する酸化ストレス応答の関与を追究するため、nAg10 による BDNF の発現減少と酸化ス
トレス応答との連関について評価した。まず、ROS 存在下において緑色の蛍光を発するプローブ
である CM-H₂DCFDA を供し、nAg10 曝露 24h、48h、72h 後の ROS 産生量を評価したところ、nAg10
曝露により経時的に ROS が増加することが示された。さらに、nAg10 による ROS の誘導が BDNF
の発現減少におよぼす影響を評価するため、抗酸化剤であり、ROS の産生を抑制することが知ら
れる NAC を用いて、nAg10 と NAC 共処置時における BDNF の発現変動を解析した。その結果、NAC
処置濃度依存的に、nAg10 による BDNF の発現減少が抑制されることが明らかとなった。従って、
nAg10 が酸化ストレス経路を介して、BDNF の発現を抑制することが示唆された。 

研究代表者のこれまでの検討において、神経細胞内に移行したナノ銀粒子が核・ミトコンド
リア内に局在し得ること、また、細胞内において、ROS は、主にミトコンドリアから産生される
ことを踏まえると、nAg10 曝露によりミトコンドリア機能に影響をおよぼし得ることが考えられ
る。例えば、ミトコンドリアの融合機能は、異常を生じたミトコンドリアの機能を正常に戻すう
えで重要であり、障害を生じると、呼吸不全や電子伝達系に異常をきたすことで、ATP 産生が抑
制されたミトコンドリアでは ROS の産生が増加することが報告されている。実際に、神経機能の
維持にもミトコンドリアの融合機能が重要な働きを示すことから、nAg10 曝露が、ミトコンドリ
アの電子伝達系や ATP 産生能、形態などにおよぼす影響を精査することで、nAg10 による神経分
化抑制機序の解明につながるものと期待される。さらに今後、in vivo での神経分化・成熟、お
よび、情動認知機能への影響評価を進めることで、外因性微粒子曝露と神経疾患の発症・悪化と
の連関について、重要な知見の提示に貢献できることを期待する。 
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