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研究成果の概要（和文）：申請者は、身近な有害化学物質であるアクリルアミドの毒性、特に神経毒性の発現機
序の解明を目的に本研究を行った。まず、ヒト神経芽腫細胞をアクリルアミドに曝露すると、活性酸素種(ROS)
が蓄積し、そのROSにより、数々の神経変性疾患への関与が知られている小胞体ストレス応答が起こり、アポト
ーシスを含む細胞死が誘導されることを明らかにした。続いて、ゼブラフィッシュ幼生をアクリルアミドに曝露
すると、脳で小胞体ストレス応答依存的アポトーシス因子を発現する細胞が出現すること、アポトーシス細胞死
が起こり、脳の構造が劇的に崩壊することを明らかにした。以上の研究成果は原著論文1報と4度の国内学会にて
発表した。

研究成果の概要（英文）：Acrylamide has recently been recognized as an immediate hazardous chemical 
worldwide. In this study, this applicant focused on the toxicity of acrylamide, especially on the 
mechanisms underlying expression of acrylamide-induced neurotoxicity. The applicant revealed that 
exposure of human neuroblastoma cells to acrylamide increases accumulation of reactive oxygen 
species (ROS) and these ROS evoke endoplasmic reticulum (ER) stress response followed by cell death 
including apoptosis. The applicant also showed that exposure of zebrafish larvae to acrylamide 
induces expression of the gene encoding ER stress response-dependent proapoptotic factor in the 
brain, apoptotic death of the brain cells, and dramatic disruption of the brain structure. These 
findings were reported in an original article and domestic conferences four times.

研究分野：環境毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 
環境中に放出される有害化学物質による
健康影響が、国際的な環境意識の高まりと共
に広く認知されるようになり、有害化学物質
が人体や生物に与える影響の評価法および
生命科学的手法による対処法が重要視され
るようになった。申請者の所属する東京女子
医科大学医学部衛生学公衆衛生学(一)講座
では、環境毒性学の立場から、さまざまな有
害化学物質が生体に与える影響と、その毒性
発現機序の解明を目指している。これらのう
ち、申請者は特に「小胞体ストレス応答」に
注目し、ゼブラフィッシュを用いた小胞体ス
トレス応答解析モデルの構築とその環境毒
性学への展開を目的とした研究を、平成 23
年度より、科学研究費助成金 若手研究(B)に
よる助成を受け開始した。小胞体は、小胞体
ストレス応答と呼ばれる一連の生体反応に
より、環境ストレスを感知し対処するための
装置としても機能すると考えられているが、
環境毒性学の立場から小胞体および小胞体
ストレス応答に着目した研究は、平成 23 年
の先行研究開始当初には極めて少なかった
(いまだに少ない)。また、僅かながら報告さ
れていた研究のほとんどは培養細胞を用い
たものであり、モデル動物を用いた個体レベ
ルでの小胞体ストレス応答に関する環境毒
性学的研究は、本研究の開始当初においても、
申請者らによる上述の先行研究の成果であ
る、トリブチルスズの毒性に小胞体ストレス
応答が関与することを明らかにした報告
(Komoike and Matsuoka, 2013)のみであった。
このような状況に鑑み、申請者は、環境毒性
学の立場から、ゼブラフィッシュをモデル動
物として用いる小胞体ストレス応答の研究
を継続し、さらに深化させることが重要であ
ると考えた。そこで、申請者は本課題におい
て、有害化学物質として「アクリルアミド」
に注目し、研究を進めることにした。アクリ
ルアミドモノマー(以下アクリルアミド)は、
さまざまな製品の原料や土壌改良剤などと
して広く用いられている一方、神経毒性、肝
毒性、変異原性が古くから知られている。本
国においては「毒物及び劇物取締法」上の劇
物に指定されているほか、国際的にも多くの
国で使用に関する法規、勧告などによる制限
が行われている。アクリルアミドへの曝露が
環境的、産業的に起こりうることは一部では
知られていたが、イモ類などの炭水化物を多
く含む食材を高温で調理することによりア
クリルアミドが生成される、という驚くべき
報告を契機に、「日常生活の中でも曝露され
うる身近な有害化学物質」として啓蒙され、
一般に認知され始めるようになっていた。し
かし、アクリルアミドの毒性発現機序につい
ては、その化学的性質に基づいた推定や現象
論的記述はなされていたものの、分子細胞生
物学的な詳細については明らかにされてい
なかった。 

２．研究の目的 
 
申請者の研究の目的は、ゼブラフィッシュ
をモデル動物として用いて、環境毒性学の立
場から、アクリルアミドの毒性発現機序にお
ける個体レベルでの小胞体ストレス応答の
役割を明らかにすることであり、3 年間の本
研究の期間内には、特に以下の 3つの項目に
ついて明らかにすることを目的とした。 
(1)ゼブラフィッシュ個体でアクリルアミド
曝露により小胞体ストレス応答が惹起さ
れるか?：ゼブラフィッシュ個体において、
小胞体ストレス応答の PERK-EIF2A 経路、
IRE1-XBP1 経路、ATF6 経路のそれぞれが、
アクリルアミド曝露により活性化される
か、その活性化に器官特異性があるかを明
らかにする。この際に曝露条件(開始時期、
継続時間、濃度)の検討を行い、至適条件
を決定する。また、小胞体ストレス応答の
アウトプットとして、小胞体シャペロンお
よびアポトーシス誘導因子の発現亢進が
みられるかを明らかにする。 
(2)ゼブラフィッシュ個体でアクリルアミド
曝露によりどのような異常が生じるか?：
上記の至適曝露条件下において、ゼブラフ
ィッシュ個体に生じる異常を、形態、器官、
細胞の各レベルで、特に、(1)で小胞体ス
トレス応答が検出された器官に注目して
明らかにする。 
(3)アクリルアミドの毒性発現機序における
小胞体ストレス応答の役割はなにか?：小
胞体ストレス応答において、アウトプット
となる遺伝子の発現を制御する働きを担
っているATF4およびXBP1の役割について
遺伝学的手法を用いて解析する。形態、器
官、細胞の各レベルでそれらの役割を検討
し、アクリルアミドの毒性発現機序におけ
る小胞体ストレス応答の役割を明らかに
する。 
 
３．研究の方法 
 
前述のように、本研究では、アクリルアミ
ドの毒性発現機序における小胞体ストレス
応答の役割を、ゼブラフィッシュを用いて解
明するという目的で、特に 3つの項目に集中
して解析を進めた。各項目における研究の方
法は以下のように計画した。まず、「ゼブラ
フィッシュ個体でアクリルアミド曝露によ
り小胞体ストレス応答が惹起されるか?」に
ついては、アクリルアミド曝露による小胞体
ストレス応答の各経路の活性化、小胞体シャ
ペロンおよびアポトーシス誘導因子の発現
を、免疫染色法により解析することとした。
次に「ゼブラフィッシュ個体でアクリルアミ
ド曝露によりどのような異常が生じるか?」
については、アクリルアミド曝露により生じ
る異常を、形態観察および切片標本に対する
各種染色を用いて、形態、器官、細胞の各レ
ベルで解析することとした。最後に「アクリ



ルアミドの毒性発現機序における小胞体ス
トレス応答の役割はなにか?」については、
ATF4 および XBP1 のノックアウトゼブラフィ
ッシュを作成し、アクリルアミド曝露により
生じる異常が、野生型と比較して軽減あるい
は亢進するかを、形態、器官、細胞の各レベ
ルで解析することとした。また、これらの研
究を効率的に進めるために、培養細胞と生化
学的手法を用いた予備的実験を先行させて
行うこととした。 
 
４．研究成果 
 
本研究を効率的に進めるために、まず培養
細胞を用いて、アクリルアミドの曝露により
小胞体ストレス応答が惹起されるかについ
て検証するための予備的実験を実施した。 
アクリルアミドの毒性としては、神経毒性が
最もよく知られていることから、ヒト神経芽
腫細胞株 SH-SY5Y 細胞を用いた。この予備的
実験に、当初の予想を大きく上回る進展が見
られたため、充分な成果を得るまで発展的に
継続した。アクリルアミドに SH-SY5Y 細胞を
曝露すると、活性酸素種（ROS）の蓄積が亢
進し、その ROS により小胞体ストレス応答経
路のうち PARK-eIF2α経路が活性化された。
一方、IRE1-XBP1 経路の活性化は見られなか
った。また、PARK-eIF2α経路の下流因子で
ある小胞体ストレス応答依存的アポトーシ
ス因子 CHOP の著しい発現亢進が観察された
が、細胞保護的に働く小胞体シャペロンの発
現亢進は検出されなかった。さらに、ROS の
蓄積とそれに続く小胞体ストレス応答を介
して、アポトーシスを含む細胞死が誘導され
ることが明らかになった。 
次に、ゼブラフィッシュ幼生を用いた解析
を行った。まず、生存限界に近い濃度と継続
時間の条件下でアクリルアミドに曝露した
ゼブラフィッシュ幼生でのアポトーシスを
観察したところ、嗅神経、脳などの神経系の
器官に顕著で、それらの他には鰓や鰭などの
限られた、毒物特異性が低いとされる器官の
みでしかアポトーシス細胞は観察されなか
った。このことと、上記の SH-SY5Y 細胞を用
いた実験の結果を勘案し、ゼブラフィッシュ
においてもアクリルアミドの神経毒性に注
目することとした。また、当初の計画に含ま
れていた PARK-eIF2α経路以外の小胞体スト
レス応答経路、および小胞体シャペロンに関
する解析は除外することとした。脳の基本的
構造が完成している受精後6日目のゼブラフ
ィッシュ幼生をアクリルアミドに曝露し、中
枢神経系組織の染色、アポトーシス細胞の検
出、PARK-eIF2α経路下流で働く小胞体スト
レス依存的アポトーシス因子 chop の発現解
析を行った。その結果、アクリルアミド曝露
により、ゼブラフィッシュ幼生の脳において
chop を発現する細胞が出現すること、アポト
ーシス細胞死が起こり、脳の構造が劇的に崩
壊することが明らかとなった。 
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