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研究成果の概要（和文）：有機リン等の被爆が主原因とされるシックハウス症候群の患者単球においてNeuropathy Tar
get Esterase(以下NTE)の活性が健常者に比べて高いことを2013年に報告した。有機リンが結合したNTEが化学変化を起
こすと遅延性のOPIDN（organophosphate-induced delayed neuropathy）を引き起こすとも言われ、有機リン関連疾患
の発症機構解析と疾患モデル開発のために、NTEをコードする遺伝子PNPLA6を導入したマウスを作製し、その性状を明
らかにすると共に、NTE遺伝子導入細胞での有機リン感受性を検討した。複合体検出系も開発中である。

研究成果の概要（英文）：Sick building syndrome (SBS) is a set of several clinically recognizable symptoms 
reported by occupants of a building without a clear cause. Neuropathy target esterase (NTE) is a membrane 
bound serine esterase and its reaction with organophosphates (OPs) can lead to OP-induced delayed 
neuropathy (OPIDN) and nerve axon degeneration. We found that the enzymatic activity of NTE was 
significantly higher (P<0.0005) in SBS patients compared with controls. Thus, we constructed the 
transgenic(TG) mice with PNPLA6 gene encoding human NTE. Eight lines were established and each mouse from 
8 lines showed higher activity for NTE than that in non transgenic mouse. The activity level was 
different in each tissue and the activity became higher in the old TG mice than that in the young TG 
mice. To elucidate the effect of OP for these mice, the experiments are now on going and the preliminary 
data showed harmful effects of OP for transgenic embryos. In addition, we try to detect the NTE-OP 
complex.

研究分野：分子遺伝学・分子生物学
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１．	
 研究開始当初の背景	
 

	
 研究代表者らは有機リン等の被爆が主原因とさ

れるシックハウス症候群の患者単球において

Neuropathy Target Esterase(以下 NTE)の活性が

健常者に比べて高いことを 2013 年に報告した。

一方、NTE に有機リンが結合し、NTE との複合体

が形成された後に、そのアルキル基が離脱する

と遅延性の OPIDN （organophosphate-induced 

delayed neuropathy）を引き起こすとも言われてい

たが、まだその詳細は明らかでなかった。 

 また、通常自殺企図で農薬が摂取された場合

には、含有する有機リンにはまず、アセチルコリ

ンエステラーゼが反応すると言われていたが、

我々の鶏卵を用いた実験ではNTEもその活性を

低下させることがわかっていた。しかもニワトリ胎

児の頭頂部に出血が検出されていた。このように

急性期と思われる反応でも、まだまだ疑問が多く

存在した。 

 そこで、我々の得意とする遺伝子導入技術で

NTE 高発現マウスを作成し、NTE と有機リンとの

関わりを検定出来る系を開発することを中心に研

究を進めることとした。 

	
 

２．研究目的	
 

本研究では、有機リン関連疾患の発症機構解

析と疾患モデル開発のために、NTE をコードす

る遺伝子 PNPLA6 を導入したマウスを作製し、そ

の性状を明らかにすると共に、NTE 遺伝子導入

細胞での有機リン感受性を検討することを具体的

な目的とし、NTE-有機リン複合体を検出する系

の開発も同時に狙った。 

本研究では、シックハウス症候群や OPIDN の

発症メカニズムを遺伝子操作マウスや細胞レベ

ルの実験を駆使して探求することを目的とした、

といえる。NTE 高発現マウスと、最近確立した新

しい遺伝子変異導入技術をマウス pnpla6 遺伝子

に応用することにより変異個体を得て、pnpla6 遺

伝子の個体レベルでの機能を、神経系を中心に

明らかにするが、農薬等に良く使用されるジクロ

ルボス(DDVP)をこれらのマウスに投与し、中枢

および末梢神経系における有機リンの影響を、

NTE に対する急性および遅延性反応という観点

から解析することが本研究の将来的な最終目的

である。 

	
 

3.	
 研究の方法（倫理面への配慮を含む）	
 

 ヒト PNPLA6 遺伝子導入マウス作製とそれを

用いた実験は東海大学遺伝子組換え実験安全

委員会の審議の結果、大学より承認されている。 

我々独自の方法で、ROSA26部位に CAG プロ

モーター下にヒトPNPLA6遺伝子cDNAおよび

同時に EGFP 遺伝子を導入したマウスを作製・

使用した（図１）。Founderとの交配はCreマウス

との交配により発現を誘導し、F1 で初めて発現

マウスが得られるようにした。 

図１。Rosa26 座位に挿入された導入遺伝子。 

（右から CAG promoter(青), PNPLA6 cDNA(橙), 

IRES sequence（茶）, EGFP(緑)，FLPe マウスと

の交配によって FRT sequence で挟まれた発現

抑制領域を除いた）  

F１以降の系統化はC57BL/6との交配によった。

また、同様の遺伝子をヒト胎児腎細胞由来の

HEK293 細胞を用いて導入し、有機リン DDVP

（ジクロルボス）に対する活性の低下や増殖抑

制を検討した。さらに、DDVP を上記マウスに

腹腔内投与する実験を行った。複合体検出で

は NTE の一過性高発現細胞を用い、DDVP 複

合体を質量分析器（Shimazu LC-MS）で同定を

試みた。 

 

４.研究成果	
 

 まず、当初得られた８匹（メス４匹、オス４匹）

の Founder Mouseは交配により、系統を維持す

ることができた。一部は精子保存等で系統保存

に成功している。現在の系統は Founder Mouse

で抑制していた遺伝子発現を FLPe マウスとの

交配により惹起する系としたが、得られた系統

内では、調べる限り、発現抑制細胞と発現細胞

が混在するモザイク状態があるようで、全身発

現性のCAGプロモーターを用いているせいか、
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成長遅延の個体も見られた。 

 NTE 活性を主要臓器で測定したところ、遺伝

子を導入していない通常のマウスでは調べた

５つの臓器で全て発現があり、中でも腎臓での

活性が高く、また遺伝子導入個体ではいずれ

も通常のマウスに比べすくなくとも数倍の活性

上昇があった。特に心臓では 300 倍に近い活

性上昇が認められている（図２）。 

 系統化された遺伝子導入個体に関して、有機

リンの一種で殺虫剤等にも使用されているジク

ロルボス（DDVP）を投与し、その変化を観察し

たが、成体では今のところ特に変化はない。た

だし、症例は少ないが、妊娠マウスに投与した

場合には、遺伝子導入マウスの死亡胎仔の割

合が高い。 

 
図２。遺伝子導入マウスの各臓器におけるNTE

活性。 

 一方、ヒト胎児腎臓由来の HEK293 細胞に同

様の遺伝子を一過性に導入した場合、NTE 活

性は数倍から 20 倍程度に上昇し、DDVP 投与

によって一日後には一時的に低下しているも

のの(100μM 程度まで)、さらに一日後には元

通りに回復する傾向が観察された。また、安定

形質転換細胞では特に細胞増殖の様子は変

わらないがが、DDVP 添加によって NTE 高発

現細胞に増殖の低下が観察された。 

 CRISPR （ Clustered regulatory Interspaced 

short parindromic repeat）という新しい技術は、

遺伝子の特定の配列を利用して、任意の動植

物種や細胞に変異を導入することができるとさ

れる画期的な方法で、2013 年以後爆発的な進

展を見せている。我々も今年度は他のマウス

遺伝子系で条件を検討し、90%以上の個体に変

異を入れ、かつ６個体は両方の allele に変異を

いれることに成功した。おおよその条件検討が

すんだのでマウス pnpla6 遺伝子の改変を計画

中である。 

 上記一過性の NTE 高発現細胞では、一次元

の PAGE で CBB 染色によるバンドが確認出来

るまで発現が増強している。このバンドが NTE

であることを質量分析系で確認した。現在は、

DDVP との複合体の検出を試みている。機器

の性能やペプチド断片の化学的性質から現在

苦戦中ではあるが、いくつかのアプローチを検

討中である。 

 以下、考察と展望を述べる。 

	
 我々が開発した独自の方法で、発現の約束さ

れた染色体上の位置に遺伝子を導入し、全身で

NTE の高発現を示すトランスジェニックマスの系

統化に成功したが、NTE の全身性の高発現は個

体維持にとって不味いらしい。これは今後神経系

特異的な NTE 発現マウスを開発する事でより詳

細な神経系への影響が解明出来ると考える。	
 

	
 すでに我々が行っている、シックハウス症候

群患者ヒト単核球でのNTE活性の上昇やNTE高

発現ヒト細胞レベルでの DDVP 感受性上昇は、

ヒト個体でのNTE発現と有機リン感受性の関係

を考える上で重要な知見と考える。現在,	
 

DDVP-NTE 複合体の質量分析器での検出にチャ

レンジしているが、海外では、別のエステラー

ゼとDDVPのヒト血液での検出に成功しており、

診断等の面での開発にも役立てていきたい。	
 

	
 最近、NTEをコードするPNPLA6遺伝子の変異

が ataxia 等の運動神経系の疾患に関与する事

が続々報告されているので、その関係からも

CRISPR 技術でマウスの相同遺伝子に変異を入

れることを計画している。	
 

	
 NTE 高発現マウスの系統化に成功したが、図

２に示すように発現の程度は臓器や週齢によ

って異なることが分かった。有機リン投与によ

る脳内 NTE 活性の変化を追跡中である。また、

高発現HEK293細胞は有機リンDDVPに対する感

受性が高いことが判明した。現在、ヒトで報告

される PNPLA6 遺伝子変異に相当するマウスを

CRISPR 法で作製する準備が完成し、一方で

DDVP-NTE複合体解析を進行中である。	
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