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研究成果の概要（和文）：環境汚染化学物質の中枢神経系への影響を把握でき、かつその作用機
構の解明に直結する評価法の確立を試みた。本研究により、DNA 切断を定量できる測定法を開
発した。DNA 切断評価に加え、アポトーシス関連蛋白の定量を併せて行い、フタル酸ジエステ
ル、パラベン類、ステビオサイドなど、良く利用される化学物質のアポトーシス誘導能に対す
る影響評価を行った。さらに、PC12 細胞を用いて環境汚染化学物質による神経系の分化に対す
る影響評価系を確立した。加えて、金属とキレートされた金属によるアポトーシス誘導能の評
価系の構築も行った。 
 

 
研究成果の概要（英文）：We developed evaluation methods for effects of environmental 
chemicals on the central nervous systems. First of all, the method for the quantification 
of DNA damage by chemicals in tissues and cultured cells was developed. Using the method, 
we evaluated apoptotic effects of diethyl phthalate parabens and a stevioside. Secondly, 
we developed an evaluation method for effects of chemicals on cell differentiation in 
PC12 cells. In addition, the evaluation method to detect apoptosis induced by metals and 
chelated metals was developed. 
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１．研究開始当初の背景 
近年、環境汚染化学物質の影響の一つとして
内分泌撹乱作用が報告され、環境汚染化学物
質の性ホルモン様作用を介する影響につい
て多くの研究が行われてきている。しかし、

毎日５千種以上という飛躍的に増加する新
たな化学物質の種類や量、有害作用の多様性、
生体の感受性などを考慮して、化学物質の生
体影響を評価しかつ予防するためには、現在
の内分泌撹乱作用に対する対策だけでは不
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十分であり、環境汚染化学物質の多面的な生
体影響を明らかにすることが重要であると
考え、環境汚染化学物質の生体影響、特に性
ホルモン様作用以外の生体影響に関する研
究に積極的に取り組んできた。具体的には、 
(１) 神経系の機能分化、組織形成期に必須
であるアポトーシス（プログラムされた死）
に対する環境汚染化学物質の影響 
(２) 脳の記憶・学習機能の発現に密接に関
わる神経突起の伸長に対する化学物質の影
響 
など、環境汚染化学物質による生体影響、特
に中枢神経系の分化、機能発現への影響を明
らかにしてきた。ごく最近になって、世界的
にも、環境汚染化学物質の生体影響として、
中枢神経系への影響が注目されるようにな
ってきた。これらの今日までの取り組みに加
え、胎児期、乳幼児期は組織形成のために分
化が盛んに行われる形成期であり、この時期
における環境汚染化学物質のもつ潜在的な
危険性を考えるとき、環境汚染化学物質の胎
盤透過性を評価し、かつ環境汚染化学物質が
胎生期および乳幼児期における器官形成か
ら機能発現・保持に至る各過程に与える影響
を多角的に評価でき、その障害機構の解明と
予防対策に直結する評価系を構築すること
が、予防医学上最も重要な研究テーマである。 
 
２．研究の目的 
本研究では、飛躍的に増加する新たな化学物
質の種類や量、有害作用の多様性、生体の感
受性などを考慮し、環境汚染化学物質の作用
機構として、性ホルモン系に対する作用だけ
でなく新たな作用機構の解明をも包括でき
る評価法の確立を念頭に置き、環境汚染化学
物質の影響を最も受けやすい胎生期および
乳幼児期の中枢神経系を対象として、環境汚
染化学物質の中枢神経の分化・組織形成、機
能発現に対する影響を包括的に把握でき、か
つその作用機構の解明に直結する評価法の
確立をはかることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
（１）DNA 切断の定量によるアポトーシス誘
導評価法の開発とその応用 
①DNA：genomicDNA は、ラットの精巣あるい
は神経細胞のモデル細胞である PC12 細胞よ
り抽出した。アポトーシスの誘導は、培養液
中の栄養因子である Fetal Bovine Serum の
除去(FBS(-))条件での培養および化学物質
添加によった。DNA 切断の指標として、電気
泳動による DNAのラダー状の切断の観察およ
び TUNEL法を応用した定量法を開発して行っ
た。 
②アポトーシス関連蛋白の測定 
アポトーシス関連蛋白の定量には、western 
blotting 法を用いた。 

 
（２）環境汚染化学物質による神経系の分化、
組織形成に対する影響評価系の確立 
神経細胞の分化のモデル細胞として知られ
る PC12 細胞用いて、NGF 非存在下（未分化の
状態）あるいは NGF 存在下（分化過程で神経
突起の伸長開始）で PC12 細胞に環境汚染化
学物質を暴露し、その分化能への影響を測定
した。 
 
（３）銅単独およびキレート銅による神経細
胞死の評価機構の構築 
①細胞は、神経細胞のモデル細胞である PC12
細胞を用いた。銅、生姜科ウコン由来のポリ
フェノールおよび銅—ポリフェノール（1：1）
を最終濃度 0から 100mM 添加し、２４時間培
養後、細胞を採取し試料とした。 
②細胞死の測定 
ネクローシスの測定 
ネクローシスは、サイトゾール中に放出され
る乳酸脱水素酵素(LDH)活性により測定した。 
アポトーシスは、DNA 断片化の測定キットを
用いて測定した。 
③アポトーシス関連蛋白の測定 
アポトーシス関連蛋白の定量には、western 
blotting 法を用いた。 
④銅濃度の測定 
細胞中の銅濃度は、誘導結合プラズマ質量分
析装置を用いて測定した。 
 
４．研究成果 
（１）DNA 切断の定量によるアポトーシス評
価法の開発とその応用 
①TUNEL 法による DNA 切断の定量法の開発 
従来の TUNEL 法は、組織染色で使用され、主
に定性に使用されてきた。本研究により、制
限酵素による DNA切断量を用いて検量線を引
くことにより、DNA 切断を定量できる測定法
を開発した。さらに、96 穴のプレートを用い
ることにより、同時多検体の定量が可能とな
った。本研究法と電気泳動によるラダー状の
DNA 切断を組み合わせることにより、アポト
ーシスによる DNA切断を評価する系の構築が
可能となった。 
②種々の化学物質による PC12 細胞のアポト
ーシス誘導への影響評価 
上述の DNA 切断の評価に加え、アポトーシス
関連蛋白の定量を併せて行い、可塑剤として
使用されるフタル酸ジエステル、化粧品の防
腐剤として使用されるパラベン類、甘味料と
して使用されるステビオサイドなど、良く利
用される化学物質のアポトーシス誘導能に
対する影響評価を行った。 
ⅰ）可塑剤として使用されるフタル酸ジエス
テルは、単独で、PC12 細胞にアポトーシスを
誘導しないが、FBS(-)により誘起されたアポ
トーシスを増強することが明らかになった。



その機序として、ミトコンドリアからのチト
クローム cのリリースを介したキャスペース
-3 の活性化が示唆された。 
ⅱ）化粧品の防腐剤として使用されるパラベ
ン類は、アポトーシスの誘導能および FBS(-)
により誘起されるアポトーシスに対する影
響は弱いが、メチルパラベンは、誘起された
アポトーシスに対して若干の増強作用があ
ることが明らかになった。 
ⅲ）甘味料として使用されるステビオサイド
は、単独で、PC12 細胞にアポトーシスを誘導
しないが、FBS(-)により誘起されたアポトー
シスを増強することが明らかになった。その
機序と関連して、アポトーシス促進因子であ
る Bax の上昇とミトコンドリアからのチトク
ローム c のリリースが検出された。 
 
（２）環境汚染化学物質による神経系の分化、
組織形成に対する影響評価系の確立 
 内分泌撹乱作用があり、中枢神経系への影
響が懸念されている Bisphenol-A が中枢神経
系に及ぼす影響を検出するために、PC12 細胞
の分化（神経突起の伸長）に及ぼす影響を検
討した。その結果、Bisphenol-A は、神経突
起伸長を抑制することが明らかとなった。さ
らに、その作用機構を明らかにするために、
シグナル伝達の変動を検討した結果、
Bisphenol-A による、神経突起伸長の抑制は、
ERKとCREBのリン酸化の阻害により引き起さ
れることが明らかになった。これらの知見よ
り、中枢神経系の分化、組織形成に対する化
学物質の影響評価は、PC12 細胞を用いて、神
経突起の伸長の計測と、MAPK、JNK、ERK など
のシグナル伝達系の変動を詳細に検討する
ことで可能となることが強く示唆された。 
 
（３）銅単独およびキレート銅による神経細
胞のアポトーシス誘導の評価系の開発 
我々はごく最近の研究により、PC12 細胞にお
いて、銅とポリフェノールのキレートにより、
銅単独と比較してより強くアポトーシスを
誘導すること、さらにアポトーシス誘導経路
が異なっていることを明らかにした。すなわ
ち、銅単独添加で誘導されるアポトーシスに
は、主にミトコンドリアからのチトクローム
c の放出を介したキャスパーゼの活性化経路
が関与し、銅結合ポリフェノールによるアポ
トーシス誘導機構は、細胞内に取込まれた銅
と銅結合蛋白である CCS および XIAP の相互
作用により、最終的にアポトーシス阻止に重
要な XIAP 蛋白の分解を誘導する経路による
ことが示された。これらの知見は、金属単独
およびキレートされた金属によるアポトー
シス誘導に関与する蛋白を用いた作用機序
に直結する評価系の構築に極めて有効であ
り、さらなる進展が期待できる。 
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