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研究成果の概要（和文）：本研究では、我々が見出したTBTによるGluR2発現減少のin vitroメカニズム、およびTBT摂
取によるGluR2（AMPA型グルタミン酸受容体サブユニット）発現減少に基づいたin vivo神経影響の２点に着目し、環境
に存在する濃度に近い濃度の有機スズによる神経影響の分子メカニズムの解明を試みた。その結果、TBTによるGluR2発
現減少の一因として、転写因子である核呼吸因子-1 (NRF-1) の活性および発現低下が関与していることが示唆された
。一方、TBTを経口投与したラットの大脳皮質、海馬においてGluR2や脳由来神経栄養因子 (BDNF) の発現が減少傾向に
あることが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Environmental concentration of organotins such as tributyltin is close to toxic co
ncentration. In the present study, we examined in vitro mechanism of decrease of GluR2 (an AMPA type gluta
mate receptor subunit) and its in vivo effects. We clarified that tributyltin suppresses GluR2 expression 
by decreasing nuclear respiratory factor-1 (NRF-1) activity. Whereas, in in vivo study, GluR2 and brain-de
rived neurotrophic factor (BDNF) decreased in the cerebral cortex and the hippocampus in tributyltin-treat
ed rats. BDNF is a regulating factor of GluR2 expression. Taken together, GluR2 decrease-induced neurotoxi
city might be one of unresolved toxicities.
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１．研究開始当初の背景 

 

船底塗料等に使用されてきたトリブチルス

ズ (TBT) に代表される有機スズは、環境汚染

物質として認知され、哺乳動物への影響が懸

念されている特定化学物質である。常在する

生体内濃度と毒性を惹起する濃度が非常に近

く、ヒト血液中や無処置哺乳動物の脳からも

数十 nMの濃度で検出される。有機スズのin 

vivo神経毒性に関する報告は1980年代に数十

報の報告があるものの、それらは全て実験動

物に投与して行動異常を調べた実験であり、

有機スズの神経毒性メカニズムは殆ど明らか

にされていない。一方我々は、脳に常在する

より約10倍程度高い濃度のTBT（多くの報告は

もっと高濃度で行われている）により惹起さ

れる細胞死に関連した分子メカニズムを報告

してきた。 

我々は、脳に常在する濃度付近の有機スズ

による影響を調べる過程で、20 nM TBTを大脳

皮質初代培養神経細胞に培養2日目から9日間

曝露することによりGluR2タンパク質および

mRNAが持続的に減少することを報告した。（こ

の条件では全体の9割以上の遺伝子発現が変

動していないことを確認している) GluR2は

グルタミン酸受容体の1種であるAMPA受容体

を構成するサブユニットであり、平常時に細

胞内へのカルシウム流入を阻止する役割を担

う。つまり、GluR2を含むAMPA受容体はカルシ

ウム透過性が低い一方、GluR2を含まないAMPA

受容体はカルシウム透過性が高いため、GluR2

発現減少は神経細胞を脆弱にし、細胞死が起

こりやすくなる（GluR2発現減少のみでは細胞

死は起こらないが、弱い刺激により細胞死が

起こるようになる）ことが知られている。ま

た、GluR2発現減少は虚血性神経細胞死を増悪

させることも報告されている。これらの結果

から、脳に常在する濃度付近のTBTがGluR2発

現減少により神経細胞を脆弱にし、脳虚血時

に起こる神経細胞死の危険因子となる可能性

がある。 

 

２．研究の目的 

 

以上の背景を踏まえて、TBT による GluR2 発

現減少メカニズム (in vitro)、および TBT

摂取によるGluR2発現減少に基づいた神経影

響 (in vivo) の２点に着目した。In vitro

で１の詳細なメカニズムを検討するととも

に、in vivo で２の有機スズを含む飼料から

摂取された TBT の脳内量を定量し、GluR2 発

現減少およびその及ぼす影響をメカニズム

に基づいた in vivo 神経毒性評価系を用いて

明らかにする。TBT 以外の有機スズについて

も同様のメカニズムによる神経影響を検討

し、環境に存在する濃度に近い濃度の有機ス

ズによる神経影響の分子メカニズムを解明

することが本研究の目的である。 

 

３．研究の方法 

 

３−１．GluR2 発現減少メカニズムの解明 

 

GluR2 遺伝子の上流には転写促進因子として

Sp-1、核呼吸因子-1 (Nuclear Respiratory 

Factor-1, NRF-1) が、転写抑制因子として

REST が結合することが報告されている。そこ

で、これらの転写因子が有機スズによる

GluR2 発現減少に関与するか否かを、ゲルシ

フトアッセイおよびクロマチン免疫沈降法

を用いて検討を行った。 

 

３−２．In vivo 影響評価 

 

GluR2 発現減少が惹起する in vivo 神経影響

を調べる目的で、ラットに 5 mg/kg および 10 

mg/kg TBT を経口投与した。24 時間後に脳を

摘出し、部位分けして大脳皮質、海馬、小脳

の各部位を以下の実験に用いた。スズ、マン

ガン、銅、亜鉛の微量元素 4 種類を ICP-MS

により測定し、定量を行った。また、GluR2

関連タンパク質の発現を主としてウエスタ

ンブロットにより、また、その mRNA 発現を

リアルタイム PCR によりそれぞれ定量した。 

 

３−３. GluR2 発現簡便評価系の開発 

 

GluR2 を指標物質とした in vitro スクリーニ

ング試験を構築する目的で、ELISA をより簡

便化した手法であるAlphaLISA®を利用した新

規 GluR2 発現簡便評価系の構築を行った。ラ

ット胎仔大脳皮質初代神経細胞にTNE buffer

を添加し、細胞可溶化液を調製しアッセイに

用いた。各種条件検討後、既存の GluR2 発現

測定法であるウエスタンブロットとの比較

検討を行った。 



 

３−４．GluR2 発現減少物質の探索 

 

構築された GluR2 簡便評価系を用いて、環境

化学物質の中からGluR2発現減少物質の探索

を行った。 

 

４．研究成果 

 

４−１．GluR2 発現減少メカニズムの解明 

 

20 nM TBT 曝露による GluR2 プロモーターへ

の、核呼吸因子-1 (NRF-1) の結合について

クロマチン免疫沈降により検討を行ったと

ころ、TBT を曝露した細胞では曝露 3 時間後

から GluR2 プロモーターの NRF-1 結合領域へ

のNRF-1の結合量が減少していることが明ら

かとなった。 このことから、GluR2 プロモー

ターへのNRF-1の結合が減少することにより

GluR2 発現が減少していることが示唆された。 

 

４−２．In vivo 影響評価 

 

TBT を投与したラットの各脳部位においてス

ズが同程度認められたことから、TBT が脳の

各部位に同程度移行していることが明らか

となった。マンガン、銅、亜鉛量については

いずれの脳部位においてもTBT投与群とコン

トロール群で差は認められなかった。GluR2

および関連タンパク質とその mRNA 発現につ

いて検討したところ、TBT 投与群において

GluR2 の減少傾向が認められ、また、GluR2

発現を正に制御しているという報告のある

脳由来神経栄養因子 (BDNF) のタンパク質

および mRNA 発現が有意に減少していた。 

 

４−３．GluR2 発現簡便評価系の開発 

 

アッセイに適用可能な 6種の市販抗 GluR2 抗

体を検討した結果、ビオチン化した

Anti-GluR2 monoclonal Antibody (MILLIPORE 

Corp., MAB397) と脱塩処理した GluR2 

(Y873) polyclonal antibody (Bioworld 

Technology Inc., BS3658) をアッセイに用

いることとした。②アッセイに必要な複合体

形成を確認することができた。抗体の選択や

可溶化条件など最適条件を検討した後、WB と

同サンプルで GluR2 発現を測定し、比較検討

したところ正の相関（R2＝0.73）が得られた。

本測定系を用いることにより、短時間で 96

サンプルの化学物質評価が可能となり、

GluR2 発現減少を介した神経毒性を有する環

境化学物質をより簡便かつ大規模に探索で

きる。 

 

４−４．GluR2 発現減少物質の探索 

 

GluR2 発現減少物質を探索したところ、無機

鉛、有機リン系農薬フェンチオン、ネオニコ

チノイド系農薬アセタミプリドなど一部の

環境化学物質においてGluR2発現減少が認め

られた。 

 

以上の結果より、有機スズが GluR2 発現を減

少させるメカニズムの一部が解明された。有

機スズによる GluR2 発現減少が惹起する in 

vivo 影響評価については解明途中であるも

のの、GluR2 簡便測定系が構築され、有機ス

ズ以外のGluR2減少物質も複数見出されたこ

とから、本研究が、有機スズをはじめとする

GluR2 発現減少物質による神経毒性の糸口と

なることが期待される。 
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