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研究成果の概要（和文）：本研究では、アクリルアミドによる神経毒性発現メカニズムの解明と、ビタミンB1に
よる神経毒性に対する治療法の探索を試みた。プロテオーム解析で同定したタンパク質のうち、ウエスタンブロ
ット法にて確認された5種類のタンパク質の発現をPC12細胞にて確認した。PC12細胞は神経伸長因子により伸長
させ、アクリルアミドは0mMから10mMまでの濃度を検討した。その結果、動物実験とは異なり、5種類のタンパク
質に有意な変化はなかった。一方、細胞内ATP濃度を測定したところ曝露30分後においてATP量の減少がみられ
た。ビタミンB1による同時投与を試みたが、ATP量の回復は見られなかった。

研究成果の概要（英文）：In this study, we attempted to elucidate the mechanism of acrylamide-induced
 neurotoxicity and to search for a therapeutic effect for neurotoxicity by vitamin B1.  The 
expression of five proteins confirmed by Western blotting was performed in PC12 cells. PC12 cells 
were elongated by nerve growth factor and acrylamide was exposed at concentrations from 0mM to 10mM.
 As a result of this study, there were no significant changes in the expression of five proteins, 
unlike the animal experiments. However, concentration of intracellular ATP was significantly reduced
 at 30 minutes after exposure. We administered vitamin B1 after exposure to acrylamide, there was no
 significant recovery thorough the amount of ATP.
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研究成果の学術的意義や社会的意義
acrylamideは疫学研究において、長期曝露により感覚障害や歩行障害といいた末梢神経のみならず、記憶障害や
言語障害、抑うつ症状といった中枢神経障害を引き起こすことが知られているが、その毒性発現メカニズムは十
分に解明されていない。本研究結果では、acrylamide曝露時の影響マーカーを探索し、エネルギー産生量につい
て検討することで、神経毒性発現メカニズムの一端を明らかにした。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
本邦における acrylamide は、紙質増強剤、土壌凝固剤、塗料、接着剤の原料等といった産業
現場での用途のみならず、核酸やタンパク質を電気泳動する際の支持体として多くの研究者が
使用している。井戸水に流出した高濃度 acrylamide を飲水した慢性中毒、自殺企図による亜
急性中毒といった事例も報告されている。一方、近年では食品中にも存在することが明らかと
なった。2002 年 4 月、スウェーデン国立食品局は、高温調理されたデンプンを含む食品中に
acrylamideが高濃度に検出されたことを発表し、その後、世界各国で食品中の acrylamide含
有量を低減させる働きが活発になった。我が国においても、厚生労働省より積極的な情報提供
及び情報収集が行われている。 
acrylamideは疫学研究において、長期曝露によって感覚障害や歩行障害といった末梢神経障害
のみならず、記憶障害や言語障害、抑うつ症状といった中枢神経障害を引き起こすことが知ら
れているが、その毒性発現メカニズムは十分に解明されておらず、治療法も確立していない。 
 
２．研究の目的 
本研究では以下の三点を通じて、acrylamide曝露時における神経毒性発現メカニズムの解明お
よび治療法の確率を試みた。 
(1) プロテオーム解析を行い、中枢神経毒性発現時の影響マーカーを探索する。 
(2) acrylamide曝露によるミトコンドリアの器質的障害の有無を確認し、エネルギー産生能と
の関係を明らかにする。 
(3) ビタミン B1の投与により、エネルギー産生能との関係及び、先行研究における発現変化の
あった諸酵素群との関係を明らかにし、薬理学的に有用性を検討する。 
 
３．研究の方法 
（実験 1） 
〇プロテオーム解析 
9-10週齢のWistarラットにアクリルアミド 0、2.0、20mg/kg、1週間または 0、0.2、2、20mg/kg、
5 週間の強制経口投与を行った。曝露実験終了後、断頭にて海馬を剖出、凍結保存を行った。
海馬よりタンパク質を摘出し、プロテオーム解析に供した。その結果、アクリルアミド曝露に
おいて有意な発現量の変化が見られたタンパク質のうち、1 週間曝露では 2 個、5 週間曝露で
は 22個のタンパク質を同定した。その後、5種類のタンパク質を選定し、ウエスタンブロット
法を用いて定量することでプロテオーム解析の裏付けを図った。 
 
（実験 2） 
〇ミトコンドリア機能とエネルギー産生障害が及ぼす神経障害の解明  
ラット副腎褐色細胞腫（PC12 細胞）を用いて、エネルギー産生能について検討した。PC12
細胞は神経伸長因子により神経突起を伸長させ実験に供した。細胞実験を行うにあたり、まず、
曝露濃度および曝露時間を決定するための実験を行った。その後、形態学的観察およびエネル
ギー産生量を定量した。エネルギー産生量は Adenosine triphosphate(ATP)を測定することで
評価した。また、タンパク質を抽出し、ウエスタンブロット法を用いてタンパク質の発現量を
定量した。 
 
（実験 3） 
〇acrylamide神経毒性に対するビタミン B1の効果及び、エネルギー産生能との関係の解明  
曝露濃度および、曝露時間が決定した後、ビタミン B1 を同時投与し、エネルギー産生量とタ
ンパク質の変化から治療効果の有用性を検討した。 
 
４．研究成果 
（実験 1） 
プロテオーム解析の結果から、1 週間曝露群では 2 種類のタンパク質の発現量が増加した。5
週間曝露群では計 22 種類のタンパク質に変化があり、そのうち 9 種類のタンパク質の発現量
が増加し、13 種類のタンパク質の発現量が減少した。また、ウエスタンブロットの結果から、
5 種類のタンパク質はプロテオーム解析と同様な発現量の変化を示し、プロテオーム解析の結
果を裏付け、本実験により同定されたタンパク質は影響マーカーとしての可能性を見出した。 
 
（実験 2） 
PC12細胞の生存率は acrylamideの曝露により、濃度依存的・時間依存的に減少を認めた。曝
露後 24時間において、acrylamide濃度は 1.25mM以下では、生存率に影響がないことが確認
された。曝露後の ATP量を測定した結果、曝露 30分後での 0.1mM、1mMにおいて有意な減
少が見られ、短時間でエネルギー産生量に変化を示すことが明らかとなった。形態学的には神
経突起の伸長が抑制傾向にあるが、有意な変化は見られなかった。実験 1で確認した 5種類の
タンパク質の発現量を PC12細胞にて確認したが、発現量に有意な変化は見られなかった。ミ
トコンドリアの器質的障害については走査型電子顕微鏡を用いて現在確認中である。 
 



（実験 3） 
PC12細胞を用いた実験において、acrylamideの曝露濃度および曝露時間は決定し、ビタミン
B1の同時投与を試みたが、acrylamide単独曝露時と同様に ATP量に有意な変化は見られたな
かった。また、影響マーカーとしての有用性が示唆されたタンパク質についても、動物実験と
同様な結果にはならなかった。 
以上より、本研究結果は動物実験と細胞実験ではコンデションが異なるものの、acrylamide
曝露後、早期にエネルギー産生量の低下を示し、毒性発現への関与が示唆された。一方、ビタ
ミン B1 によるエネルギー産生量の回復は見られず、治療法としての確立には更なる検討が必
要である。 
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