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研究成果の概要（和文）：本研究では，有機スズによる神経細胞死の前段階で低下することをわれわれが見出し
た核呼吸因子-1 (NRF-1) が，高感度神経毒性マーカーとして利用できる可能性を探った．まず，NRF-1活性を簡
便に評価できるレポーター細胞（N-Rep細胞）を作製した．次にこれを用いてさまざまな化学物質のNRF-1活性低
下と細胞死の時間関係を調べたところ，メトキシクロル、PCP、ファモキサドンの3化合物の曝露において、細胞
死が起こらない濃度からNRF-1低下が認められた。このように一部の物質では毒性が出る前段階からNRF-1低下が
認められることから，NRF-1が高感度神経毒性マーカーとして有用であると考えられた．

研究成果の概要（英文）：In this study, we explored the possibility of using nuclear respiratory 
factor-1 (NRF-1), which we found to be decreased in the prophase of organotin-induced neuronal cell 
death, as a highly sensitive marker of neurotoxicity. First, we generated reporter cells (N-Rep 
cells) that can easily evaluate NRF-1 activity. Next, we used N-Rep cells to examine the time 
relationship between the decrease in NRF-1 activity and cell death for various chemicals. We found 
that NRF-1 decreased from concentrations at which cell death did not occur when exposed to 
methoxychlor, PCP, and famoxadone. Thus, NRF-1 decrease was observed for some substances even before
 the onset of toxicity, suggesting that NRF-1 is useful as a highly sensitive marker of 
neurotoxicity.

研究分野：神経毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化学物質の神経毒性試験は、OECDなどのガイドラインに準拠した試験法により行われるが、大量の実験動物と莫
大な費用、時間、労力が必要であり、有害性が疑われるごく一部の化学物質しか行うことができない。そのた
め、動物実験を行う前に神経毒性が疑われる物質を絞りこむための神経毒性指標が必要となる。ところが、既存
の評価指標については神経毒性が発現してはじめて変化するものがほとんどであるため、早期に変動する高感度
神経毒性指標の発見が望まれている。本研究で有用であることを見出したNRF-1のような高感度神経毒性マーカ
ーは，未知化学物質の有害性早期発見に大いに役立つことが期待される．

※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。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
 
 この世の中には１億種類以上の化学物質が存在し、われわれの身のまわりに存在する化学物
質だけでも数十万種類と考えられている。化学物質の神経毒性試験は、OECD などのガイドラ
インに準拠した試験法により行われるが、大量の実験動物と莫大な費用、時間、労力が必要であ
り、有害性が疑われるごく一部の化学物質しか行うことができない。そのため、動物実験を行う
前に神経毒性が疑われる物質を絞りこむための神経毒性指標が必要となる。ところが、既存の評
価指標については神経毒性が発現してはじめて変化するものがほとんどであるため、早期に変
動する高感度神経毒性指標の発見が望まれている。 
 
環境中に存在する化学物質の神経毒性研究は数多く報告があるが、その多くは比較的高濃度
の化学物質を用いて神経細胞死などのはっきりした毒性を報告したものである。有害性が指摘
されていながら、その毒性メカニズムに未解明な点が多いメチル水銀などの化学物質について
は盛んに研究されている。一方、毒性を評価する際の評価指標についても研究は行われているも
のの、「既知の評価指標については毒性が発現してはじめて変化するものが多く、早期に変動す
る高感度毒性指標が望まれている」と総説でも述べられている。また、ヒトの疾患の多くは遺伝
的素因と環境因子の相互作用により発症すると考えられており、原因不明な神経疾患の環境因
子を解明するためにも、健康を害する可能性のある化学物質を効率的に絞り込む手段を考える
ことは重要である。 
 
このような中で申請者は、ラットより単離した大脳皮質初代培養神経細胞を用いて、神経細胞
死を惹起するよりはるかに低濃度である 20 nM トリブチルスズ (TBT) が神経細胞に特徴的に
発現する GluA2（神経細胞膜に存在する受容体のサブユニット）を持続的に発現減少させ、神
経細胞を脆弱にする（細胞死を惹起しない弱い刺激でも死にやすくなる）ことを見出した｡培養
神経細胞を用いて TBT が GluA2 を減少させるメカニズムを調べたところ、核呼吸因子-1 
(Nuclear Respiratory Factor-1, NRF-1：酸化ストレス応答転写因子であるNrf2とは無関係) と
いう転写因子の発現および活性低下によることが明らかとなった｡パーフルオロオクタンスルホ
ン酸 (PFOS) や農薬など複数の環境化学物質（調べた低濃度環境化学物質の大部分）について
も、同様のメカニズムにより低濃度で神経細胞が脆弱になることを、培養神経細胞を用いて明ら
かにしている｡このうち PFOS については、in vivo においても低用量でこの現象を確認してい
る。 

 
これらの結果から、NRF-1低下を介した GluA2減少は、有機スズに特異的なメカニズムとい
うよりはむしろ、一部の低濃度化学物質に共通する新規神経細胞脆弱化メカニズムとして一般
化できる可能性が考えられる。GluA2 を減少させる原因となる NRF-1 低下は、GluA2 減少と
比較して早期段階から変化が認められるため、指標として用いるのに有用である。 
 
２．研究の目的 
 

NRF-1 低下が一部の化学物質に共通する神経脆弱化メカニズムであることを明らかにし、高
感度神経毒性マーカーとして利用することの可能性を探りつつ，このような神経細胞死の前段
階で変化する神経脆弱化の指標を探索することが，本研究の目的である． 
 
３．研究の方法 
 
３－１．NRF-1活性を簡便に評価できるレポーター細胞（N-Rep細胞）の作製 
 

Luc2遺伝子の下流に自己切断ペプチド P2Aと蛍光タンパク質 EGFPを連結してプロメガ社
の pGL4.23ベクターに組み込み、ルシフェラーゼの発光と EGFPの蛍光の両方でプロモーター
活性を検出できる N-Rep細胞（安定発現系と一過性発現系の２種類）を作製した．ネガティブ
コントロール細胞として，NRF-1 のドミナントネガティブ変異体を発現した細胞を別途作製し
た． 

 
３－２．N-Rep細胞を用いた各種化学物質によるNRF-1活性と細胞死の時間関係評価 

 
さまざまな化学物質を用いてNRF-1活性低下と細胞死が起こる時間関係を調べるため，一過
性発現させたN-Rep細胞に各種化学物質を曝露した．核染色剤であるHoechst 33342と死細胞
染色色素である Propidium Iodide（PI）の共染色を併用し、NRF-1活性（蛍光活性）と PI陽
性率の同時測定を行った。NRF-1活性を低下させる既知化合物としてトリブチルスズ (TBT) を
用いた． 



 
３－３．NRF-1活性低下と神経突起伸長のアッセイ自動化に関する検討 
 
 分化誘導剤を添加した N-Rep 細胞を実験に用いた．NRF-1 活性をレポーターの EGFP 緑色
で（96ウェルプレートの 6ウェルの平均をコントロール群の平均で割って活性を算出），Thermo
社 のNeurite Outgrowth Staining Kitを使用し，生細胞をカルセインの青色で，神経突起を赤
色で染色し，High Content Screening装置 Opera Phenix（Perkin Elmer）を用いて神経突起
長などを計測することによるアッセイの自動化を試みた．実験条件を確立するためのモデル化
合物としてトリブチルスズを用いた． 
 
３－４．3種類の化学物質で共通する発現変動遺伝子の探索 
 
 Slc:Wistar/ST胎生 18日齢ラット大脳皮質より調製した神経細胞に播種後 1日目から 100 nM
メチル水銀，10 nMトリブチルスズ，30 µMアクリルアミドを曝露し、培養 10日目に回収し
たmRNAを用いて RNA-Seqを行った。 

 
４．研究成果 
 
４－１．NRF-1活性を簡便に評価できるレポーター細胞（N-Rep細胞）の作製と活性評価系構
築 
 
 安定発現させたN-Rep細胞と一過性発現発現させたN-Rep細胞を比較したところ，安定発現
株には内部標準遺伝子として導入したウミシイタケルシフェラーゼの発現量が多すぎるなどの
問題があったため、一過性発現系を用いてNRF-1活性評価系を構築することにした。24ウェル
プレートで培養したマウス神経芽細胞腫 Neuro2a細胞に、作製したレポータープラスミドを用
いて野生型NRF-1またはドミナントネガティブNRF-1を発現させた。その結果、NRF-1の活
性に応じて、ホタルルシフェラーゼ由来の発光や EGFP 由来の蛍光が変化することが明らかと
なっ 
た． 
 
４－２．N-Rep細胞を用いた各種化学物質によるNRF-1活性と細胞死の時間関係評価 
 
構築したプラスミドでは EGFP の蛍光をレポーターとして NRF-1 活性をモニターできるた
め、他の蛍光との同時検出も可能である。そこで、核染色剤と死細胞染色色素により今日染色を
行い、NRF-1活性（蛍光活性）と PI陽性率の同時測定を行った。既知のNRF-1阻害物質であ
る TBTを曝露しNRF-1活性（蛍光活性）と PI陽性率の用量反応曲線を作成した。その結果本
評価系においても、これまでにわれわれが報告しているのと同様に、TBT 曝露で細胞死が起こ
らない濃度からNRF-1活性低下が確認された。  
 さまざまな化学物質の NRF-1 活性低下と細胞死の時間関係を調べるため、High Content 
Screening装置である Opera Phenix（Perkin Elmer）を用いて実験を行った．Opera Phenix
用に最適化された条件を用いて、われわれが見出したラット初代神経細胞において GluA2発現
減少を引き起こす化学物質の中からNRF-1活性低下物質を探索した。その結果、メトキシクロ
ル、PCP、ファモキサドンの 3化合物の曝露において、細胞死が起こらない濃度からNRF-1活
性低下が確認された。一方、PFOSのようにNRF-1活性低下が細胞死と同時に起きる物質も認
められた。 
 
４－３．NRF-1活性低下と神経突起伸長のアッセイ自動化に関する検討 
 

Neuro2A の分化誘導条件の検討などに手間取り，神経突起の自動認識も困難を極めたため，
NRF-1, 生細胞，神経突起３者の自動定量化には至らなかった．今後も検討を重ねていく予定で
ある． 
 
４－４．3種類の化学物質で共通する発現変動遺伝子の探索 
 
 NRF-1 のような神経細胞死の前段階で変化する新たな毒性指標を探索するため，100 nM メ
チル水銀，10 nMトリブチルスズ，30 µMアクリルアミドの 3種類に共通して変動する遺伝子
の探索を試みた．これら 3 種類の刺激は神経細胞死が起こり始める濃度の少し手前で，同程度
の刺激であることを確認した．現在 RNA-Seqデータを解析中であるが，共通して発現変動して
いる遺伝子として数十種類が候補になっている．今後これらを精査して，NRF-1 に続く新たな
毒性指標の候補が見出されることが期待される． 
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