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研究成果の概要（和文）：化学物質による細胞死におけるアポトーシス以外の細胞死として、近年注目を浴びて
いる分子制御型ネクローシスの関与を、様々な化学物質を用いて検討した。工業に汎用されるブタノールによる
心筋由来細胞株の細胞死は、ブタノールの曝露濃度と曝露時間が大きくなるにつれてアポトーシスから炎症促進
性のパイロトーシスと呼ばれるネクローシスに変化することを示した。これは、炎症応答を含まない「キレイ
な」細胞死であるアポトーシスから、ブタノールの濃度が高くなると、炎症応答を惹起して周辺組織にも影響を
与える「ネクローシス」へと細胞死の型が変化し、ブタノールの毒性が増す要因の一つである事が示唆された。

研究成果の概要（英文）：To evaluate possible involvement of regulated form of necrosis in 
chemical-induced cell death, we examined effects of various chemicals on a panel of cells such as 
cardiomyocytes, macrophages, and hepatoma cells. We found that 1-butanol, which is frequently used 
for industrial purposes, induces apoptosis when used around at 100 mM whilst induces necrosis such 
as pyroptosis when used at concentrations higher than 150 mM. Since apoptosis are not associated 
with immune responses whilst necrosis is associated with immune reactions, this 
concentration-dependent switching from apoptosis to necrosis should be involved in the worsening of 
butanol cytotoxicity. 

研究分野： 法医学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
化学物質による人体への悪影響は工業化された現代社会の大きな問題である。細胞死は毒性の究極の形態であ
り、アポトーシスが細胞死の形態として広く知られておりその作用機序の研究も進んでいる。しかしながらもう
一つの細胞死の形態であるネクローシスの作用機序の解析はアポトーシスと比べ大きく遅れている。化学物質に
よる毒性の一例としてブタノールによる心筋細胞死を調べることで、濃度依存的な毒性の上昇の背後にアポトー
シスからネクローシスへの細胞死モードの変化があることを突き止めた。ネクローシスはアポトーシスより重度
の障害をもたらす細胞死であり、毒性の重度化の背景にある機構の一端を明らかにすることができた。

※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、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 

薬物・毒物などの化学物質による細胞死はアポトーシスとネクローシスに大別される。ア

ポトーシスはその分子機序の研究の歴史が長く、かなりの部分が解明されていると言え

る。一方でネクローシスは、アポトーシス以外の細胞死として分類されることが多く、経

路は存在しないとも考えられていた。近年、形態的にネクローシスに分類されるが、アポ

トーシスにおけるカスパーゼ経路のような、明確な遂行機構を持つネクローシスが多数見

出された。最初に見つかったネクロトーシス(necroptosis)に加え、フェロトーシス

(ferroptosis)・メソーシス(methuosis)、パイロトーシス (pyroptosis)などが続々と報告され、

化学物質による細胞死経路についても、これらの経路の関与を調べることで定説を見直す

必要に迫られている。また、細胞死の様式を理解する事は、組織変性・臓器障害ひいては

個体の死を理解する上で重要である。細胞死には様々な形態があるにもかかわらず、主に

アポトーシスとオートファジー様細胞死についての解析・報告が主流であり、近年急速に

進歩を遂げている分子制御型ネクローシスの化学物質による細胞死への関与を検討した研

究例は極めて少ない。また、重要な事実として、これら分子制御型ネクローシスは皆、低

分子化合物により引き起こされる新たな形式の細胞死として発見され、当初は試験管内で

のみ起こすことができる特殊な細胞死と考えられたが、後に虚血などの病態にも関与して

いる事が明らかになっていることが挙げられる。即ち、試験菅内で起こる細胞死は生体内

でも起こり得ると言える。従って、様々な化学物質による細胞毒性におけるこれらの細胞

死の関与を調べることは、生体に対する毒性機序研究に新側面をもたらすことも期待され

た。 

 

２．研究の目的 

本研究計画では各種薬物・毒物を用いて 

①化学物質による細胞死における分子制御型ネクローシスの関与の検討 

②新規分子制御型ネクローシス経路の検索 

を行い、新規毒性機序の発見を目指した。特に①の、アポトーシスと従来言われていた化学

物質による細胞死に分子制御型ネクローシスが関与していることはないのか？を主に検証

することを目的とした。具体的には、既にアポトーシスと知られている実験系、即ちブタノ

ールによる心筋細胞し、アセトアミノフェンによる肝細胞死、ヒ素による神経細胞死、硫化

水素による肺上皮細胞死などにパイロトーシス 、ネクロトーシス、フェロトーシス、メソ

ーシスなどが関与している可能性を検証することを目的とした。 

 

３．研究の方法 

細胞材料として H9c2 ラット心筋由来細胞、A549 ヒト肺胞上皮由来細胞、Neuro2A ヒト神経芽細

胞、Huh7 ヒト肝がん由来細胞などを用いた。H9c2 にはブタノールを 100、150，200mM の終濃度

で 1-6 時間添加し、A549 細胞には緩徐型硫化水素発生剤である GYY4137 もしくは瞬時放出型硫

化水素発生剤である硫化水素ナトリウムを 1-6mM で数時間または数日間、Huh7 細胞にはアセト

アミノフェンもしくは三酸化二ヒ素を数 mM で数日間、Neuro2A 細胞には三酸化二ヒ素を数十〜

数百マイクロ Mにて数時間暴露した。細胞障害を MTT 法、細胞死を LDH 放出により評価した。細

胞死の様式がアポトーシスであるかネクローシスであるか、またネクローシスであった場合は

パイロトーシス 、ネクロトーシス、フェロトーシス、メソーシスのいずれであるのか、な



どはそれぞれのマーカータンパク質・マーカー遺伝子の状態で評価した。具体的には、アポトー

シスの評価にはカスパーゼ 3、パイロトーシス の評価にはガスダーミン D とガスダーミン E の

切断活性化を、ネクロトーシスの評価には RIP1/3 のリン酸化による活性化をウエスタンブロッ

トで、フェロトーシスの評価に過酸化脂質の除去酵素であるグルタチオンペルオキシダーゼ 4と

グルタチオンの前駆体であるシステインを細胞内へ運び込むトランスポーターである SLC7A11

の発現をリアルタイム PCR で、で評価した。さらにこれらの細胞死の阻害剤の効果も検討した。

具体的にはネクロトーシスの阻害剤である nec-1s、フェロトーシスの阻害剤である fer-1 およ

びビタミン Dとデフェロキサミンなどの効果も検討した。 

 

４．研究成果 

工業に汎用されるブタノールによる心筋由来細胞株 H9c2 の細胞死は、ブタノールの曝露濃度と

曝露時間が大きくなるにつれてアポトーシスから炎症促進性のパイロトーシスと呼ばれるネク

ローシスに変化することを示した。これは、炎症応答を含まない「キレイな」細胞死であるアポ

トーシスから、ブタノールの濃度が高くなると、炎症応答を惹起して周辺組織にも影響を与える

「ネクローシス」へと細胞死の型が変化し、ブタノールの毒性が増す要因の一つである事が示唆

された。GYY4137 により長期間一定レベルの硫化水素に暴露した場合、A549 細胞はアポトーシス

を起こすことがわかった。注目すべきことに、この際にアポトーシスに至らなかった細胞は上皮

間葉転換を起こしており、これによってアポトーシス抵抗性を獲得していることが想像された。

また、三酸化二ヒ素を Nuro2A 神経芽細胞に暴露した場合も、濃度依存的なアポトーシスからパ

イロトーシスへの変換が起きており、この変換はある程度不変的な現象であると想像された。以

上から、研究計画当初の予想通り、化学物質による細胞死は従来言われていたように単純なもの

ではなく、アポトーシス以外の細胞死実行様式が起こり得るものであり、それが起こるか否かは

濃度や暴露時間に依存することが想像された。 
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