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要旨 

ヒト未分化細胞およびヒト iPS 細胞を用いて、発達神経が懸

念される化学物質の影響を検討した。その結果、遅発性神経毒

性が懸念される有機スズ化合物トリブチルスズおよび有機リ

ン系農薬クロルピリホスの曝露により両細胞株の増殖抑制が

認められた。この毒性メカニズムとしてミトコンドリアの形態

異常による ATP 産生の低下を見いだした。以上の結果から、

ヒト未分化/幹細胞におけるミトコンドリア機能を指標にして、

成長期における化学物質の発達神経毒性を評価できる可能性

が示唆された 
 
 
A．研究目的 
近年、子供の学習障害や自閉症などの発達

障害が増加しているが、その原因の一つとし

て環境中の化学物質の関与が指摘されてい

る。ヒト iPS 細胞などの未分化細胞はヒト発

生過程を in vitro で模倣できることから、化

学物質の神経毒性を検出できる可能性があ

り期待は大きい。しかしながら、評価系とし

ての手法はいまだ確立されていない。 
そこで本研究では、化学物質の発達期にお

ける毒性を評価するために、複数のヒト未分

化細胞を用いて発達神経毒性を評価できる

のか検討を行った。評価系の構築には発達毒

性が懸念される陽性対象物質が必要となる。

昨年度までに、研究班で共通のバルプロ酸を

用いることにより、ヒト未分化細胞のエネル

ギー代謝が重要であることを見出した。 
そこで、本年度は、研究班共通の化学物質

として内分泌撹乱作用を有し発達神経毒性

が懸念される環境汚染物質トリブチルスズ

（TBT）を引き続き検討を行った。さらに、

発達神経神経毒性を有する化合物として有

機リン系農薬クロルピリホス（CPF）を追加

して、毒性メカニズムの検討を行った。本研

究により、ヒト未分化細胞のミトコンドリア

機能による毒性評価の有用性を検証した。 
 

B．研究方法 
1. 細胞培養 
 ヒト未分化細胞株NT2/D1は 10%FBSを含

む DMEM 培地を用いた。また、ヒト iPS 細

胞株 253G1 は、TeSR-E8 培地（Stem Cell 
Technologies）にてフィーダーフリーの条件

で培養した。 
2. ミトコンドリアの形態 
細胞を 4%FFA で固定後、ミトコンドリア

を 50 nM の MitoTracker Red CMXRos (Cell 
Signaling Technology) および DAPI により染

色し、confocal 顕微鏡（Nikon A1）で観察し

た。Dot 状のミトコンドリアが 10%未満の細

胞数を数えた。 
3. qPCR 
 TRIzol 試薬（Life Technologies）を用いて

RNA を単離した。QuantiTect SYBR Green RT-
PCR Kit (QIAGEN)、ABI PRISM 7900HT を用

いて qPCR を行った。 
4. ATP 量 

ATP 量は、ルシフェラーゼ法により計測し

た。 
5. MTT アッセイ 

MTT アッセイは CellTiter 96 AQueous One 
Solution Cell Proliferation Assay (Promega)を用

いて行った。 
6. ミトコンドリア膜電位 
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ミトコンドリア膜電位の測定は細胞を

JC10 (Life technologies)で染色したのち FACS 
ARIAII (BD Biosciences)を用いて行った。 
7. shRNA を用いたノックダウン 
 shRNA 導入はレンチウイルス(SIGMA)を
用いた。ヒト iPS 細胞にウイルスを moi 1 で

感染させた。さらに 24 時間後にピューロマ

イシンを添加して感染細胞のセレクション

を行った。 
 
C．研究結果 
1. ヒト iPS 細胞に対する TBT の作用 

前年度にヒト未分化株細胞を用いて、TBT
によりエネルギー代謝異常が誘導されるこ

とを見出した。本年度は他の未分化細胞にお

いても同様であるのか明らかにするために、

ヒト iPS細胞を用いてその毒性メカニズムを

検討した。図 1A, B に示すように、TBT 曝露

により濃度依存的に増殖の低下が認められ

た。一方、毒性の低い酢酸スズ（TA）では影

響は認められなかった。また 50nM TBT 曝露

では未分化状態に影響はなかったが、ATP 量

の低下が認められた（図 1C, D）。 
ATP 量が低下したので、ミトコンドリア機

能に着目した。まず主要な機能であるミトコ

ンドリア膜電位について調べた結果、TBT 曝

露により膜電位の低下が認められた  (図
2A）。さらにミトコンドリアの形態異常が引

き起こされることも見出した (図 2B, C）。一

方、TA ではこうした影響は認められなかっ

た。したがって TBT によりミトコンドリア

機能低下が引き起こされることが示唆され

た。 
次に、ミトコンドリアの形態制御因子の発

現について検討した。qPCR により、分裂因

子（Drp1, Fis1）および融合因子（Mfn1, Mfn2, 
Opa1）の遺伝子発現には影響が認められな

かった（図 3A）。非常に興味深いことに、TBT
の暴露によって Mfn1 のタンパク分解が誘導

されることが示唆された（図 3B, C）。さらに

Mfn1 の関与を調べるため shRNA を用いて

ノックダウンを行った結果、ミトコンドリア

形態異常が観察された (図 3D, E, F）。したが

って、TBT によるミトコンドリア機能の低下

はミトコンドリア融合タンパク質の分解に

よって誘導されることが示唆された。 
Mfn1 を特異的に分解するユビキチンリガ

ーゼとして MARCH5 が報告されている

（Park et al., Cell Death Dis., 2014）。そこで、

TBT のミトコンドリアに対する作用が

MARCH5 を介しているのか検討するために

ノックダウンを行った（図 4A）。その結果、

TBT の Mfn1 分解は阻害された（図 4B, C）。
したがって、TBT のミトコンドリアに対する

作用は MARCH5 を介することが示唆された。 
以上の iPS 細胞の結果から、TBT の曝露に

よりミトコンドリアの形態異常が起きて

ATP 産生が低下し、その結果、細胞増殖が抑

制されることが示唆された。 
 

2. ヒト NT2/D1 細胞に対する CPF の作用 
TBT 曝露により観察された現象が他の化

学物質でも引き起こされるのか明らかにす

るために、発達神経毒性が懸念されるクロル

ピリホス（CPF）を用いて NT2/D1 細胞で検

討を行った。図 5 に示すように、CPF 曝露に

より濃度依存的に増殖の低下が認められた。

また ATP 量についても濃度依存的な低下が

認められた（図 6）。さらにミトコンドリアを

観察した結果、30µM CPF 曝露によりミトコ

ンドリアの形態異常が引き起こされること

も見出した (図 7）。既報では、CPF 曝露した

ラット皮質ニューロンにおいて、ミトコンド

リア軸索輸送の阻害や膜電位の低下が引き

起こされる一方で、ATP 産生量へは影響しな

いという報告がある（Middlemore-Risher et al., 
J. Pharmacol. Exp. Ther., 2011）。本研究では既

報と同程度の濃度で、ミトコンドリアの分裂

促進に伴いATP量の低下が認められたため、

既報と異なる結果となった。この違いは、未

分化細胞の方が成熟神経細胞よりも化学物

質に対する感受性が高いことが要因にある

と考えられる。 
以上の結果から、NT2/D1 細胞において

TBT と同様に、CPF はミトコンドリア機能

異常を介した細胞毒性を引き起こすことが

明らかになった。また、未分化株細胞で ATP
量やミトコンドリア形態といった指標を用

いることにより、発達神経毒性を評価できる

可能性が示唆された。 
 
D．考察 
本研究において、ヒト未分化株細胞および

ヒト iPS 細胞を用いて、前年度の研究で見出

した指標により発達神経が懸念される化学

物質の影響を評価できることを明らかにし
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た。特に、ヒト iPS 細胞で使用した TBT は

50nM で血中に存在しうる濃度であり、本ア

ッセイ系は非常に好感度であると考えられ

た。 
今回、ヒト iPS 細胞を用いて TBT の毒性

作用点として、MARCH5-Mfn1 分解を介した

ミトコンドリアの分裂による ATP 産生の低

下を見出した。現在、ATP は Tox21 でも肝臓

細胞を用いてミトコンドリア毒性の大規模

なバリデーション試験が進行中である。今後、

神経などの前駆細胞をもちいて、他の化学物

質の曝露によってミトコンドリアの機能異

常が認められるのか検討を加えることによ

り、化学物質の毒性評価に幅広く応用できる

のか明らかになると期待される。 
また、本研究では、ヒト NT2/D1 細胞を用

いて発達神経毒性が懸念される化学物質で

あるCPFの毒性発現機構についても調べた。

その結果、TBT と同様にミトコンドリア毒性

を示すことが明らかとなった。したがって、

発達神経毒性を示す化学物質の毒性評価に

おいてミトコンドリアの機能異常は有効で

あり幅広く応用できる可能性が期待される。

最近、メチル水銀の毒性をヒト iPS/ES 細胞

で評価できる試みが報告されているが（He et 
al., Toxicol Lett, 2012）、どこまで動物実験の

代替できるのか、ヒトにおける毒性を予測で

きるのかはほとんど明らかになっていない。

今後も被験物質を増やし iPS細胞をはじめと

した未分化細胞を用いることで、ミトコンド

リアを指標とした毒性マーカーの探索や評

価法の検討を行う。特にスループット性の高

い手法を開発し、簡便で再現性のある評価法

の確立を目指したい。 
 

E. 結論 
ヒト未分化細胞およびヒト iPS細胞のミト

コンドリア機能を指標とすることにより、成

長期における化学物質の発達神経毒性を評

価できる可能性が示唆された。 
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図 1 トリブチルスズによるヒト iPS 細胞の毒性作用 
A) iPS 細胞に異なる濃度の有機スズ TBT を曝露させ、72 時間後に位相差画像を取得した。 
B)A)において MTT assay を行った。濃度依存的な増殖の低下が認められた。一方、無機スズ

TA は効果がなかった。 
C)iPS 細胞に 50nM の TBT を曝露させ、72 時間後に RNA を回収した。Nanog, Oct3/4 の

qPCR を行った。 
D) iPS 細胞に 50nM の TBT を曝露させ、72 時間後に ATP を測定した。TBT および脱共役剤

CCCP で ATP が低下した。TA は効果がなかった。 
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図２ トリブチルスズによるミトコンドリア機能阻害 
A) iPS 細胞に 50nM の TBT を曝露させ、1 時間後にミトコンドリア膜電位を測定した。TBT
で膜電位が低下した。TA は効果がなかった。 
B) iPS 細胞に 50nM の TBT を曝露させ、72 時間後にミトコンドリア形態を共焦点顕微鏡で

観察した。 
C)B)の結果を定量的に評価した。TBT でミトコンドリア分裂低下が認められた。TA は変化

がなかった。 
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図３ トリブチルスズによる Mfn の分解 
A) iPS 細胞に 50nM の TBT を曝露させ、72 時間後に RNA を回収した。Mfn1, Mfn2, Opa1, 
Drp1, Fis1 の qPCR を行った。 

B) iPS 細胞に 50nM の TBT を曝露させ、72 時間後に蛋白質を回収した。Mfn1, Mfn2, Opa1, 
Drp1, Fis1 のウェスタンブロットを行った。 
C)B)の結果を定量的に評価した。TBT で Mfn1 が分解した。 
D)レンチウイルスを用いて iPS 細胞に Mfn1 shRNA を導入した後、RNA を回収した。Mfn1
ノックダウン効率を qPCR にて調べた。 
E) Mfn1 ノックダウン細胞のミトコンドリア形態を共焦点顕微鏡で観察した。 
F)E)の結果を定量的に評価した。Mfn1 ノックダウンによりミトコンドリア分裂低下が認め

られた。 
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図４ トリブチルスズの Mfn1 分解における MARCH5 の関与 
A) iPS 細胞に MARCH5 siRNA を導入した後、RNA を回収した。MARCH5 ノックダウン効

率を qPCR にて調べた。 
B) MARCH5 ノックダウン細胞に 50nM の TBT を曝露させ、72 時間後に蛋白質を回収した。

Mfn1, Mfn2 のウェスタンブロットを行った。 
C)B)の結果を定量的に評価した。MARCH5 ノックダウンにより TBT の Mfn1 分解が阻害さ

れた。 
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図５ クロルピリホスによる NT2/D1 細胞の増殖抑制 
NT2/D1 細胞において、クロルピリホスの暴露による濃度依存的な増殖低下が認められた。 
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図６ クロルピリホスによる NT2/D1 細胞の ATP 産生抑制 
NT2/D1 細胞において、クロルピリホスの暴露による濃度依存的な ATP 産生抑制が認められ

た。 
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図７ クロルピリホスによるミトコンドリア分裂促進 
NT2/D1 細胞において、30µM クロルピリホスの暴露によりミトコンドリア分裂促進が認め

られた。 
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