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研究成果の概要（和文）：近年、防疫用有機リン（OP）殺虫剤の直接（散布作業者）および間接的な曝露（消毒後の屋
内施設の利用者など）による健康影響についての評価研究が行われている。その中で、OP殺虫剤による精子毒性に関す
る研究が多数報告されているが、その毒性発現機序については未だ解明されていない。本研究では、OP型ケミカルプロ
ーブを用いて、OP殺虫剤が潜在的に作用し得る雄性生殖器内の標的部位として脂肪酸アミド加水分解酵素（FAAH）を同
定した。さらにFAAHのOP剤による機能阻害により、FAAHの内因性基質アナンダミドのレベルが上昇することで精子の運
動能低下や奇形率上昇が起こるという新しい仮説を提唱するに至った。

研究成果の概要（英文）：Organophosphate (OP) insecticides also act on the diverse serine hydrolase targets
, thereby revealing unexpected toxic effects including male reproductive toxicity. The present investigati
on detects a target molecule for OP-induced spermatotoxicity. The activity-based protein profiling (ABPP) 
approach with a phosphonofluoridate fluorescent probe pinpointed the OP target in the rodent testicular me
mbrane proteome, i.e., OP phosphorylates the fatty acid amide hydrolase (FAAH), which plays pivotal roles 
in spermatogenesis and sperm motility acquirement. Subsequently, rodents were treated with vehicle or OP c
ompounds (10 days or 9 weeks), and FAAH activity in testis or epididymis cauda was reduced by the treatmen
ts. ABPP analysis revealed that FAAH was selectively inhibited among the OP-treated testicular proteome. T
he FAAH substrate anandamide levels were elevated by the OP treatments. Accordingly, FAAH is a potential t
arget for OP-elicited spermatotoxicity.
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１．研究開始当初の背景 
有機リン系(OP)殺虫剤は、衛生的な環境と安

定した食糧生産の維持のために汎用されている。

OP殺虫剤は生体内においてCYP450による酸化

的脱硫反応を経て、活性型リン酸エステル体とな

る。その結果、活性型OPが神経シナプスのアセ

チルコリンエステラーゼの活性中心にあるセリン

水酸基をリン酸化修飾し、共有結合を形成するこ

とにより本酵素機能を非可逆的に阻害し、コリン

作動性の神経中毒症状を引き起こす。一方、

アセチルコリンエステラーゼ以外にOP化合物に

よりブロックされる２次ターゲットの存在が注目さ

れており、その候補として多様なセリン加水分解

酵素群が挙げられる。特に、OPの主な作用域は

神経系であることから、マウス脳における２次ター

ゲットが探索され、特に２種類の内因性カンナビ

ノイドアゴニスト脂質（2-arachidonoylglycerolおよ

びanandamide ）の代謝酵素（monoacylglycerol 

lipase, MAGLおよびfatty acid amide hydrolase, 

FAAH）機能がOP化合物により阻害されることで、

これらのカンナビノイド濃度が上昇し、カンナビノ

イド受容体１型が活性化され続け、マウスにカタ

レプシーを誘起すると報告された。 

生殖は脂質と非常に関連が深い。例えば、雄

性生殖器の脂質組成は全身臓器の中でも特に

高度不飽和脂肪酸がリッチであり、精子の膜はド

コサヘキサエン酸やドコサペンタエン酸等に富

み、これらが精子の膜の流動性を高め、精子鞭

毛に活発な運動性を与える。精子形成→成熟→

活性化→受精の一連のプロセスでそれぞれに特

有な脂質代謝酵素が関与し、どのステップに異

常が生じても受精に至らない。最近、精巣で作ら

れた精子は、２種の分泌性ホスホリパーゼ分子

種により精巣上体での機能的成熟と雌性生殖器

内での活性化の２段階の制御を受け、卵子との

受精が可能になるとの報告がなされた。他方、

我々は、殺虫剤散布作業者に有意な精子運動

性の低下が見られること、またOP剤を投与したラ

ットでも、精子運動性の低下や精子奇形率の上

昇が見られることを報告している。以上のことを総

合すると、OP殺虫剤曝露による精子毒性は、OP

活性体が雄生殖器内の特異的なリパーゼ類（ま

たは複数のターゲット）をブロックし、脂質代謝系

を攪乱させることで起こるという仮説が成り立つ。 

したがって、OP 殺虫剤による雄生殖器内脂質

代謝系のケミカルノックアウト法により、OP 殺虫

剤を散布する作業者の生殖影響を予測し、精子

毒性予防に適切な提言ができ、さらに得られた

知見は精子無力症や無精子症等の男性不妊の

疾患メカニズム解明と治療薬開発に繋がる可能

性がある。 

 
２．研究の目的 
衛生害虫駆除と作物保護に汎用される有機リ

ン（OP）殺虫剤は、代謝活性化され、神経系の

アセチルコリンエステラーゼの活性中心にあるセ

リン水酸基をリン酸化修飾することで酵素機能を

阻害し、コリン作動性の神経中毒症状を誘起す

る。他方、OP 活性体が作用する２次標的として、

リパーゼを含む多様なセリン加水分解酵素群が

挙げられる。我々は、OP 剤投与ラットでは精子

運動性低下や精子奇形率上昇が見られることを

報告している。一般に生殖は脂質と関連が深い

ことから、我々は、OP 剤による精子毒性が生殖

器内脂質代謝系の攪乱によるものとの仮説を立

てた。そこで本研究では、OPケミカルプローブと

反応しうる雄生殖器のセリン加水分解酵素プロ

テオームから精子毒性に関わる未知の標的を同

定し、会合する脂質メタボロームの増減を網羅

的に解析することで、精子毒性メカニズムを解明

したい。 
 
３．研究の方法 
本研究は以下の３つの主要ステップで遂行さ

れた。第一に、マウス雄生殖器プロテオームと反

応可能な活性型の各種OP剤を FP-TAMRAプ

ローブとの拮抗作用を利用して in vitro でスクリ

ーニングした。第二に、雄マウスにOP殺虫剤（ク

ロルピリフォスおよびフェニトロチオン）を 10日間

経口投与し、その後摘出した精巣および精巣上

体尾部由来のプロテオームを調製して



FP-TAMRA プローブと反応させた。OP 剤投与

群と非投与群プロテオームの FP-TAMRA 標識

パターンの比較から特異的ターゲットを絞り込ん

だ。そして絞り込んだ標的タンパク質の活性を測

定して阻害の有無を確認した。第三に、OP 剤

（フェニトロチオン）をラットに９週間投与し、摘出

した雄生殖器から精子を得、精子の奇形率や運

動能を測定した。さらに精巣の脂質メタボローム

を抽出し、網羅的 LC/MS 解析により、標的酵素

の基質と生産物の増減を中心に脂質メタボロー

ムを解析した。 

４．研究成果 

（１）精巣内の OP 化合物が作用し得る潜在

的ターゲットの同定。FP-TAMRA プローブによ

る精巣由来プロテオームの標識化を行い、こ

の実験系に阻害剤として数種の OP 殺虫剤の

活性体を入れて競合させ、OP 剤が特異的に作

用したタンパク質を見出した。図は代表的な

OP 化合物であるクロルピリフォスおよびフェニト

ロチオンのオキソン体の結果を示している（図１、

2）。 

 

 

 

 

 

両 OP化合物共に 63ｋDaのタンパク質である

FAAH が特異的に作用しており、さらにクロル

ピリフォスオキソンでは、FAAH に加え、35ｋDa

の MAGL にも作用することがわかった。また、こ

れらのタンパク質は、ウエスタンブロットにより、そ

れぞれFAAHとMAGLであると確認した。そこで、

精巣由来 FAAH と MAGL の酵素活性アッセイ

系へのOP化合物のインビトロ阻害実験を行い、

両者への OP 化合物の阻害効力を評価した（表

１）。 

 IC50±SD, M (n=3)  

OP compound FAAH MAGL 

chlorpyrifos oxon 

fenitrothion oxon 

dichlorvos 

paraoxon 

diazinon oxon 

0.22±0.02 

5.6±0.3 

4.1±0.7 

5.3±0.8 

40±4.1 

0.12±0.01 

65±13 

51±17 

21±4.4 

110±8.1 

これらの結果から、OP化合物は FAAHに親

和性が高いことがわかった。 

（２）OP 殺虫剤の亜急性投与による雄性生

殖器内の FAAH活性の変化。代表的 OP殺虫

剤としてクロルピリフォス（35-50mg/kg/day）お

よびフェニトロチオン(50-100mg/kg/day)（表を１

０日間４週齢マウスに投与し、精巣内ならびに精

巣上体尾部のFAAHおよびMAGL活性を測定

した（表３，４）。 

 



上述の表に示した通り、精巣および精巣上体

尾部では FAAH 活性が有意に低下、クロルピリ

フォス投与では MAGL 活性の低下もみられた。

また、同時に両 OP 剤投与による精巣プロテ

オームへの影響を検討したところ、やはり

FAAH が OP 剤投与により影響を受けているこ

とがわかった（図３、４）。 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 

（３）最後に、安全性の高い OP 殺虫剤フェニ

トロチオンを雄ラットに5および10mg/kg/day（週

に 4 日間投与）で９週間にわたり曝露し、精巣上

体尾部から得た精子の運動性や形態観察など

を行った（図５）。 

その結果、薬剤の用量依存的に精子奇形率が

上昇し、運動能は低下するなどの有意な変化

が認められた。さらに精巣内の FAAH 活性も

有意に低下し、FAAH の内因性基質であるアナ

ンダミドのレベルも薬剤の用量依存的に上

昇傾向にあった（図６）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

また、精巣プロテオームへの影響も検討した

ところ、FAAH が選択的に阻害されていること

がわかった（図７）。 

 

 

 

 

 

 

 

さらに、OP 剤投与により変化した FAAH の活

性と各種精子のパラメーターとが一定の相

関関係にあることを認めた（図８）。 

 



 したがって、OP 殺虫剤のよる精子毒性発現

メカニズムとして、OP 剤が雄性生殖にならび

に精子の内因性カンナビノイド加水分解酵

素の一つである FAAH をリン酸化阻害し、こ

れによりその基質であるアナンダミドのレ

ベルが上昇するという新しい仮説を提唱し

た（図９）。 
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