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研究成果の概要（和文）：不死化口腔上皮細胞を用いて，小胞体ストレスを伴うフッ化ナトリウムで誘導される細胞死
に関与する遺伝子や遺伝子ネットワークを明らかにした．マウスを用いた動物実験において，ネオニコチノイド系殺虫
剤クロチアニジンの行動または生殖に対する毒性作用は環境ストレスを負荷したときにより深刻化した．この成績は，
複合汚染の中で生きる我々の社会の実情を映し出しているのかもしれない．今回得られた成績は，哺乳動物において環
境化学物質の複合影響の分子メカニズムを理解するための基礎データになると考えられる．

研究成果の概要（英文）：Using immortalized oral epithelial cells, we have identified genes and gene 
networks involved in sodium fluoride-elicited cell death accompanying endoplasmic reticulum stress. In a 
mouse experimental model, the behavioral and reproductive effects of clothianidine, a neonicotinoid 
pesticide, became serious in combination with environmental stress, which may reflect our actual 
situation of multiple exposure. These findings obtained here will provide a basis for understanding the 
molecular mechanisms of combined influences by exposures to multiple environmental chemicals in mammals.

研究分野： 細胞生理学

キーワード： 内分泌かく乱物質

  ２版



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
(1) 現在，地球環境中には多種多様の環境化
学物質が排泄され，ヒトを含む地球上の生物
に多大な影響をおよぼしている．従って，環
境化学物質の生体への影響を評価するには，
化学物質の単独の作用ではなく，複数の作用
（複合影響）を評価する必要がある． 
 
(2) 環境化学物質の生体への影響を考えると，
明らかに毒性がある物質と毒性試験で問題
とならないような低濃度で生殖器，内分泌，
免疫等に影響を与える内分泌かく乱物質と
に分けられる．前者は，臓器や組織といった
受容体以外の標的に作用し機能異常等を引
き起こす．後者は，受容体に作用しシグナル
異常を誘導する．外界からの様々なストレス
に対して，細胞はストレス保護システムを備
えている．構造異常のタンパク質の監視セン
サーである小胞体 (ER) ストレス，また，細
胞内大規模分解とリサイクルシステムであ
るオートファジーは，互いに密接に連携し，
ストレス保護システムの中で非常に重要な
役割を担っている．このシステムが正常に機
能すると細胞の生存，システムの異常は細胞
死を誘導し，生体の恒常性維持に必要不可欠
である． 
 
(3) 環境化学物質の複合影響は，ターゲット
が同じであれば，相加，相乗と相殺作用にな
ると考えられる．しかしながら，ターゲット
が異なる複数の環境化学物質をどのような
方法で評価するのが良いのか，結論には至っ
ていない．そこで，今回，研究代表者らは環
境化学物質の複合影響評価にこのストレス
保護システムが有用であるという仮説を立
てた．さらに，非常に興味深いことに，この
ストレス保護システム異常が糖尿病，肥満，
骨疾患等の疾患に関与することが報告され
ている (Meijer & Codogno: Crit Rev Clin 
Lab Sci 46, 210-, 2009; Hotamisligil: Cell 
140, 900-, 2010; Fujitani et al.: Am J 
Physiol Cell Physiol 299, C1-, 2010; 
Tohmonda et al.: EMBO Rep 12, 451-, 2011, 
他)． 
 
２．研究の目的 
本研究では，このストレス保護システムに

注目し，環境化学物質の複合影響をストレス
応答として包括的に捉え，ER ストレスやオ
ートファジーが環境化学物質の複合影響の
有用なバイオマーカーとなるか否かを細胞
レベルで精査する．さらに，正常動物やスト
レス保護システムの異常が関与する病体モ
デルでその複合影響を検証する． 

 
３．研究の方法 
(1) 細胞培養系 種々の株化された培養細胞
を用いた．  
 
(2) 網羅的遺伝子発現解析 トータル RNA

を用いて，アフィメトリクス社のジーンチッ
プシステムにより，発現する遺伝子を検出し
た．得られたデータは，バイオインフォマテ
ィクスに関連するソフトウエアを用いて解
析した． 
 
(3) 動物を用いた実験 C57BL/6N マウスを
用いた．ダイオキシン (TCDD) はゴマ油に
溶解し，妊娠マウスに経口投与した．ネオニ
コチノイド系農薬クロチアニジン (CTD) は
経口補水ゲルに添加してマウスに与えた．慢
性予測不能ストレス負荷は，以下のストレス
を無作為に 4 週間負荷した．① 強制水泳（常
温，5 分間/日），② 孤立（24 時間），③ 明暗
周期の変更（24 時間），④ ケージの振盪（30
分/日），⑤ 群れの変更（24 時間），⑥ 床敷
きを濡らす（24 時間）．新規の細胞モデルを
構築する時，温度感受性 SV40 大型 T 抗原遺
伝子導入トランスジェニックラットを用い
た． 
 
４．研究成果 
(1) 口腔上皮細胞に対するフッ化ナトリウム
の作用 フッ化ナトリウム (NaF) やフッ素
化合物は虫歯予防，工業材料等，幅広く使用
されているが毒性作用もある．最初に，温度
感受性 SV40 大型 T抗原遺伝子導入トランス
ジェニックラットを用いて，口腔上皮細胞モ
デルの構築を試みた．その結果，サイトケラ
チン 4 (Krt4) や Krt13 を発現する不死化非
角化重層扁平上皮細胞モデル ROE2 の構築
に成功した．このモデルは口腔上皮の生理学，
薬理学，毒性学等の研究に有用であると考え
られる (雑誌論文番号⑨)．ROE2 細胞モデル
において，比較的高濃度の NaF (2-4 mM) は
濃度依存的に細胞生存率や細胞のタンパク
質含有量を低下させ，ミトコンドリアの膜電

位の低下を伴うアポトーシスを誘導した (図
1)． 
網羅的な遺伝子発現解析技術を用いて，この
アポトーシス誘導に関連する遺伝子を調べ
た結果，Hspa5 (heat shock protein 5) や
Ddit3 (DNA damage inducible transcript 3) 
等の ER ストレスに関連する数多くの遺伝子

 
図 1 フッ化ナトリウム (NaF) によるア
ポトーシス誘導 



の発現が上昇することを見出した．さらに，
NaF の細胞死に関与する Hspa5 または
Ddit3 を含む遺伝子ネットワークを明らかに
した．Hspa5 または Ddit3 をノックダウンし
た時，NaF による細胞生存率の低下が各々増
加または減少したので，Hspa5 は保護的に，
反対にDdit3は促進的に本化合物による細胞
死に関与していると結論できた (雑誌論文番
号④)． 
 
(2) 培養細胞における環境化学物質の複合影
響 我々は，これまでに合成樹脂の原料とし
て使用されているビスフェノール A (BPA) 
が細胞内のCa2+濃度をかく乱しERストレス
を誘導することを報告している(Tabuchi et 
al.: Biochem Biophys Res Commun 345, 
1044-, 2006, 他)．口腔上皮細胞モデルにおい
て，NaF と BPA は各々単独で ER ストレス
を伴う細胞死を誘導した．ミトコンドリアの
脱水素酵素活性を用いた細胞死や Hspa5 と
Ddit3 の発現を指標にして，これらの化合物
の複合影響を観察したところ，相乗的な作用
ではなく，少なくとも相加的な影響であるこ
とが示された（投稿準備中）．次に，ER スト
レスに関連する転写因子ATF6 の応答配列を
含むルシフェラーゼ遺伝子を細胞に導入し，
より高感度な ER ストレス評価系を構築した．
既知の典型的な ER ストレス誘導薬であるツ
ニカマイシンやサプシガルギンは，このアッ
セイ系で鋭敏に応答することを確認した．一
方，予想に反して，NAF や BPA のこの系に
よる応答は低レベルであった．他の ER スト
レスに関与する遺伝子の応答配列を利用し
て，今後，環境化学物質の鋭敏な ER ストレ
ス評価系を構築したいと考えている． 
 
(3) 動物モデルに対する環境化学物質の作
用 廃棄物の焼却の処理の過程等で発生す
るダイオキシン類は生物に様々な悪影響を
及ぼす．その中でも効果が強いダイオキシン
TCDDの妊娠マウスへの投与は，高用量5000 
ng/kg で胎児マウスの歯状回の神経細胞数を
有意に減少させた．さらに，低用量 20 ng/kg
から海馬の細胞増殖活性を低下させること
が判った (雑誌論文番号①)．また，200 ng/kg

の TCDD 投与により胎児マウス脳のドーパ
ミン生合成に関与するチロシン水酸化酵素
の発現量をダイオキシンのアリルカーボン
受容体 AhR を介して上昇させることを明ら
かにした (雑誌論文番号⑧)． 
ネオニコチノイド系殺虫剤クロチアニジ

ン (CTD) は近年使用量が増加し，環境への
影響が懸念されている (雑誌論文番号⑤)．マ
ウスへの CTD (10-250 mg/kg/day) の投与 
は，不安様行動を有意に増加させた．また，
動物へ慢性予測不能ストレスの負荷により，
明らかにマウスの不安様行動が亢進した．こ
のストレス負荷と CTD との併用は，さらに
不安様行動を亢進させることが示された (図
2)．精巣の組織化学的な解析から，ストレス
負荷マウスにおいて，精巣細胞の減数分裂異
常が観察された．また，本化合物の併用によ
り，精巣上皮の空胞化，抗酸化酵素の減少が
認められた．これらの成績は，複合汚染の中
で生きる我々の社会の実情を映し出してい
るのかもしれない (雑誌論文番号②)．今回得
られた成績は，哺乳動物において環境化学物
質の複合影響の分子メカニズムを理解する
ための基礎データになると考えられる．また，
様々な複合影響を動物モデルで評価するこ
とが今後の課題である． 
 
(4) 本課題に関連する研究成果 細胞に熱を
負荷すると ER ストレスが誘導されて，細胞
死が抑制される．4 種類のヒト繊維芽細胞を
用いて，熱によって誘導される ER ストレス
に関連する遺伝子を明らかにした (雑誌論文
番号⑩)．ポリ塩化ビフェニル PCB は絶縁体
など様々な分野で用いられているが非常に
毒性が強い．淡水魚の金魚において，PCB 
(118) が破骨細胞を活性化し骨の吸収を促進
することを明らかにした (雑誌論文番号⑦)．
海水魚のメジナのウロコにおいて，メチル水
銀と無機水銀は，ともに骨芽細胞と破骨細胞
に毒性作用があり，メチル水銀の方がその作
用が強く，また，短時間の培養で骨芽細胞よ
りも破骨細胞に影響を与えることが判った 
(雑誌論文番号⑥)．海洋生物ウニにおいて，
水酸化多環芳香族炭化水素がウニ胚の骨片
形成を抑制することを明らかにした (雑誌論
文番号③)． 
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