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要旨 

発達神経が懸念されており作用が異なる３種類の化学物質

を用いてヒト未分化細胞およびヒト iPS細胞に対する作用を検

討した。その結果、遅発性神経毒性が懸念されるバルプロ酸の

曝露により増殖抑制および ATP 産生低下が認められた。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。さらに、トリブチルスズおよび有機

リン系農薬クロスピリホスの曝露によっても同様の結果が得

られた。以上の結果から、ヒト未分化細胞・ヒト iPS 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、ヒト試験系として期待は大きい。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照物質および陰性対

照物質が必要となる。研究班で共通の陽性対

照物質として、催奇形性を有するバルプロ酸

VPA、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、発達神経毒性を有する有機リン系農薬

クロルピリホス（CPF）を使用した。また、

陰性対照物質として、無機スズ（TA）を用

いた。その結果、ヒト未分化細胞の増殖や分

化、エネルギー代謝により評価できることを

見出した。今後、さらに化学物質を増やすこ

とにより、有用性、予測性などが明らかにで

きると考えられる。

2015 年より HESI Neurotox により、発達

神経毒性の国際的な検証が開始されている。

我々も HESI と共通の化学物質を評価して

おり、データなどを共有することにより新規

試験法としての発展できると期待される。将

来的には、OECD の AOD や新規試験法とし

て提案することにより、国内外の化学物質の

管理など行政に活用できるようにしたい。

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、TeSR1 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
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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

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。

8. ヒト iPS 細胞の未分化マーカーの発現

未分化マーカーとして、Oct4, Nanog を選

択 し 、 BD Pluripotent Stem Cell 
Transcription Factor Analysis Kitにより染

色し、陽性細胞数の割合を FACS で解析し

た。

9. ヒト iPS 細胞の多分化能の評価

胚様体（EB）は低接着 96well plate（コ

ーニング）を用いて形成し、bFGF 除去によ

り分化誘導を行った。

10. ヒト iPS 細胞の神経系分化

ヒト iPS 細胞は、Noggin と SB431542 に

より神経前駆細胞に分化誘導した。外胚葉へ

の誘導効率は Pax6 により評価した。 

C．研究結果 
1. バルプロ酸による細胞増殖とATP産生の

抑制作用

ヒト未分化細胞 NT2/D1 を用いて、バル

プロ酸により細胞増殖とエネルギー代謝異

常が誘導されることを見出した（図１）。

2. 細胞内代謝物質に対するトリブチルスズ

の影響

ヒト NT2/D1 細胞を用いて、細胞内代謝

物質の網羅的な解析を行い、トリブチルスズ

（TBT）の影響を検討した。その結果、TCA
回路における代謝産物や ATP 産生を抑制す

ることを見出した（図２）。従って、TBT に

よりエネルギー代謝異常が誘導されること

が示唆された。

スズの影響

NT2/D1 細胞における ATP 産生抑制の毒

性メカニズムを検討した。図３に示すように、

100nM の TBT の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を見い

だした。一方、毒性の低い酢酸スズではその

ような形態異常は観察されなかった。また、

既存の TBT の標的分子である PPARγ のア

ゴニストでもミトコンドリアの形態には異

常が認められなかった。TBT の作用はタン

パク質合成阻害剤 CHXによって影響を受け

なかったことから、ゲノム作用には関係ない

ことが示唆された。従って、nM オーダーの

TBT の曝露により、非ゲノム作用を介する

ミトコンドリアの形態異常が示唆された。

次に、ミトコンドリアの携帯制御因子の発

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４）。非常に興味深いこと

に、TBT の暴露によって Mfn1/2 のタンパク

分解が誘導されることが示唆された。ポジコ

ンとして、脱共役剤である CCCP を用いた

ところ、既報と同様に Mfn 分解が認められ

た。他の分子に関しては、RNA にもタンパ

ク質にもとくに影響を認めなかった。Mfn1, 
Mfn2 の分解はプロテアソーム阻害剤の

MG132 によって抑制された。したがって、

TBTによる ATP産生の低下はミトコンドリ

ア分裂タンパク質のユビキチンプロテアソ

ーム系による分解によって誘導されること

が示唆された。

以上の NT2/D1 細胞の結果から、トリブ

チルスズ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。 
4. ヒト iPS 細胞に対する TBT の作用

NT2/D1 細胞で観察された現象が他の未

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 細胞を用いて検討を

行った。まず、ヒト iPS 細胞のフィーダーレ

ス培養を行い、未分化維持を評価した。その

結果、iPS 細胞は Oct4 および Nanog を発現

していることを確認した（図５）。また、多

分化能を評価するため EB による分化誘導

を行ったところ、分化誘導に伴い、Nanog
の発現が低下し、外胚葉マーカーPax6、中
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胚葉マーカーBachyury、内胚葉マーカー

Sox17 の発現が亢進した。したがって、ヒト

iPS 細胞は問題なく培養できていることを

確認した。そこで、ヒト iPS 細胞に対する

TBT の影響を調べたところ、図６に示すよ

うに増殖抑制、ATP 産生低下がおきている

ことを見いだした。さらに、神経細胞への分

化誘導を行って、TBT の影響を調べた。予

備的な結果であるが、100nM の TBT は神経

系への分化をほぼ完全に抑制することが示

唆された。一方、バルプロ酸によっては分化

の亢進が認められた。従って、ヒト iPS 細胞

により TBT の毒性作用が検出できる可能性

が示唆された。

5. ヒト iPS 細胞のミトコンドリア機能に対

する TBT の作用 
ヒト NT2/D1 細胞と同様に、ヒト iPS 細

胞に対しても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７A）。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７B, 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 によりヒト iPS 細胞のミトコン

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８A）。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８

B, 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
８D, 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９A）。その結果、

TBT の Mfn1 分解は阻害された（図９B, 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

によりヒト iPS 細胞の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

VPA、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１０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１１）。さらに

ミトコンドリアを観察した結果、30 MCP  F

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１２）。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、新たな作用と考えられる。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。以上の結果から、

NT2/D1 細胞において TBT やバルプロ酸は

ミトコンドリア毒性をもたらすことが明ら

かになった（図 8）。また、ヒト未分化 iPS
細胞の利用により増殖や分化などを指標に

することにより、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、ヒト未分化細胞およびヒ
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ト iPS 細胞を用いて、発達神経が懸念される

化学物質の影響を評価できることを明らか

にした。特に、使用した TBT は 100nM 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、NT2/D1 細胞を用いて TBT の毒性

作用点として、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、未分化あるいは神経前駆

細胞などをもちいて、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。

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。  また、ヒト iPS 細胞の増殖や神経

分化が TBT により抑制され、逆に VPA では

亢進することを新たに見出した。今後、増殖

分化のメカニズムを明らかにすることは他

の化学物質への応用を進める上でも非常に

重要である。

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ヒト

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す。

2015 年より HESI Neurotox により、発達

神経毒性の国際的な検証が開始されている。

我々も HESI と共通の化学物質を評価して

おり、データなどを共有することにより新規

試験法としての発展できると期待される。将

来的には、OECD の AOD や新規試験法とし

て提案することにより「究極のヒト代替法試

験」への道を開き、国内外の化学物質の管理

など行政に活用できるようにしたい。

E. 結論 
ヒト未分化細胞およびヒト iPS 細胞の増

殖や分化、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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A 

B 

図１ NT2/D1 細胞におけるバルプロ酸による ATP 産生と増殖の抑制 
A) NT2/D1 細胞において、バルプロ酸の暴露によって濃度依存的な ATP 産生低下が認められ

た。

B) バルプロ酸の暴露によって濃度依存的な増殖の抑制が認められた。
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図２ NT2/D1 細胞における代謝物質に対する TBT 曝露の影響 

NT2/D1 細胞を 100nM の有機スズ（TBT）あるいは無機スズ（TA）で 24 時間曝露し、CE-TOFMS

で TCA 回路の代謝物質量を測定した。（*p<0.05, n=3） 
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図３ トリブチルスズによるミトコンドリアの分裂亢進

A) 有機スズ TBT（100nM）により、ミトコンドリアの分裂が誘導された。一方、無機スズ

TA によっては誘導されなかった。CCCP は脱共役剤でポジコンとして用いた。また、TBT の

作用はタンパク質合成阻害剤 CHX によって影響を受けず、PPARγのアゴニストによって分

裂は誘導されなかたことから、非ゲノム作用による可能性が考えられた

B) A)の結果を定量的に評価した。 
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図４ トリブチルスズによる Mfn の分解 
A) NT2/D1 細胞に 100nM の TBT を曝露させ、24 時間後に RNA を回収した。Drp1、Fis1、Mfn1、
Mfn2、Opa1 の qPCR を行った。 
B) 100nM の TBT を曝露した NT2/D1 細胞から cell lysate を作成し、分裂因子の発現をウエス

タン法によって調べた。

C) Mfn1, Mfn2 の分解はプロテアソーム阻害剤の MG132 によって抑制された。
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A 

B 

図５ ヒト iPS 細胞の未分化状態と多分能の評価 
A）フィーダーフリーで継代した iPS 細胞（253G1 株）を用いて、Oct4 あるいは Nanag を
発現している細胞の割合を FACS で検討した。ほぼすべての細胞が Oct4、Nanog が陽性で
あった。
B) EB 形成法による多分化能を検討した。分化誘導に伴い、Nanog の発現が低下し、外胚葉
マーカーPax6、中胚葉マーカーBachyury、内胚葉マーカーSox17 の発現が亢進した。 

Nanog

94.7％99.0％

Oct3/4
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図６ ヒト iPS 細胞の増殖・分化に対するトリブチルスズの影響 
A) 未分化 iPS 細胞を 96 well plate に播種して、TBT を曝露した。24 時間後に細胞数を MTT
法により調べた。

B) 未分化 iPS 細胞を TBT 曝露し、24 時間後に ATP 量をルシフェラーゼ法により調べた。

C) iPS 細胞を外胚葉に分化誘導した。100nM TBT により、神経系への分化が抑制された。

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。 

Ｄ
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図７ 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８ 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９ 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１０ 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１１ 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１２ 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。

10 µm 10 µm 
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