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ヒト未分化細胞を用いた
発達期毒性評価系の構築

国立医薬品食品衛生研究所

薬理部第二室

諫田 泰成

NIHS

平成25年8月23日
化学物質リスク事業・班会議（八重洲倶楽部）

【胚】幹細胞の分化
（H25～H26年度）

化学物質の暴露
（バルプロ酸、鉛、有機スズ等の陽性対照）

毒性に至る曝露時期、曝露量の推定

発達過程に対応した培養標本を
用いて体系的な評価法の確立

発達期の毒性発現メカニズムに基づいた
評価指標の確立、予測性の評価

発達期の毒性メカニズム

【胎児期】神経堤細胞の遊走
TAXIScan解析装置

【生後初期】ニューロン・グリア新生

神経幹/前駆細胞ヒトiPS細胞 神経

(PLoS ONE, 2012)

(Metallomics, 2013)

発達過程を反映した評価系 発達期毒性発現メカニズム

到達目標 （H27年度）

胎生・神経発達期の評価系

発達過程で化学物質への感受性が異なる

神経毒性評価の流れ

発達毒性試験

Most Chemicals Have Not Been Adequately 
Tested for Toxicity

• 80,000+ chemicals in commerce

• 2,863 produced or imported in quantities of 1 million 
pounds or more per year (High Production Volume; HPV)

• No basic toxicity information is publicly available for about 
half of HPV chemicals

• Information on developmental toxicity is publicly available 
for about 20% of HPV chemicals

EPA: Chemical Hazard Data Availability Study, 
1998

Status of Developmental Toxicity Testing
for the 2,863 Chemicals

Produced Above 1 million pounds/year

21.4%

0.4%

78.2%

No Data

On Developmental

Toxicity

12 Tested for 

Neurodevelopmental

Toxicity

According to EPA

Guidelines

Some Data

On Developmental

Toxicity

現在の発達毒性試験法の問題点

1. 時間・コストがかかりすぎる

2. 大規模なスクリーニングに向かない

3. ヒトと動物の「種差」の問題
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現在の発達毒性試験法の問題点

1. 時間・コストがかかりすぎる

2. 大規模なスクリーニングに向かない

3. ヒトと動物の「種差」の問題

ヒトのモデル細胞を用いたin vitroアッセイ系により
発達期の神経毒性を評価できないだろうか？

ヒト未分化細胞のモデル

• ヒト胎児性癌細胞株NT2/D1

• ヒトiPS細胞由来の神経幹細胞

陽性対照物質：トリブチルスズ（TBT）

ヒト未分化細胞の「エネルギー代謝」に着目し、
TBT曝露による毒性メカニズムを解析した。

そこで我々はヒトEmbryonic 

carcinoma細胞を用いて、生細胞数に
対するTBT曝露の影響を調べることに
より、TBT濃度の検証を行った。さら
に、TBTの作用点として、細胞のエネ

ルギー供給に重要な解糖系に焦点を
当てて、その第一段階である糖輸送と
の関連を検討した。

 内分泌攪乱作用をもつ環境汚染物質。

 低濃度の曝露により、神経系や免疫系など様々
な細胞毒性を引き起こす。

 TBTを投与された妊娠ラットから生まれたF1は、
行動異常を示す。

 ヒト発達期に対する影響はいまだ明らかではな
い。

* TA: tin acetate

（酢酸スズ）

低濃度TBT曝露による増殖抑制
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TBT曝露 (血清存在下、24時間) による

細胞数の変化

TBT曝露による酸素消費量の抑制

TA

TBT曝露による細胞内ATP量の低下

100nM TBTで24時間曝露

0.1% Triton-Xにて細胞を溶解

ルシフェリンとルシフェラーゼ

を添加

ルミノメーターによる発光

強度の測定
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メタボローム解析

25,000 Genes

3000 Enzymes

1400
Metabolites

Metabolome

細胞全体の働きを理解するためには、ゲノム、プロテオームに加えて、
アミノ酸など代謝物質の網羅的解析が有用。

Proteome

Genome

TBT

100 nM, 24h
メタボローム解析

細胞内エネルギー代謝

メタボローム法を利用したTBT毒性解析

NT2細胞

細胞毒性

アセチルCoA  

クエン酸オキサロ酢酸

α-ケトグルタル酸

イソクエン酸

リンゴ酸
イソクエン酸
脱水素酵素
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TCAサイクルに対するTBT曝露の影響

*

*
*

IDH3活性に対するTBT曝露の影響

細胞内局在 補酵素 反応

IDH1 細胞質 NADP+ 可逆

IDH2 ミトコンドリア NADP+ 可逆

IDH3 ミトコンドリア NAD+ 不可逆

イソクエン酸脱水素酵素

酵素活性 遺伝子発現
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細胞分画

IDH2活性に対するTBT曝露の影響

細胞内局在 補酵素 反応

IDH1 細胞質 NADP+ 可逆

IDH2 ミトコンドリア NADP+ 可逆

IDH3 ミトコンドリア NAD+ 不可逆
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in vivoにおけるTBTの作用
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Wistar rat

TBTを5 or 50mg/kgで経口投与

6時間後に大脳皮質を摘出

IDH3酵素活性の測定

*
*

他の化学物質の影響は？
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バルプロ酸処理によってもIDH3

の活性が抑制される傾向で
あった。

IDH3を含めたエネルギー産生

は高感度で毒性を検出できる
可能性が考えられる。

結論

Acetyl CoA

TCA cycle
IDH

TBT

α-KG

Isocitrate

Mitochondria

生細胞数の減少

本研究において、メタボロームの手法を応用することにより、
トリブチルスズの新たな毒性メカニズムを明らかにした。

今後の予定

メタボロームによるTBTの新たな毒性作用

1. 神経への分化過程に対する影響
2. より簡便なマーカーの探索
3. 有機スズ以外の化学物質の適用

発達神経毒性の新規評価法の構築
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平成26年度厚生労働科学研究費補助金 

化学物質リスク研究事業 

「個体の成長期における毒性メカニズムに基づく新規in vitro発達神経毒性評価法に

関する研究」 

班会議 議事録 

 

日時：平成 26 年 11 月 1 日（土）11 時 00 分～18 時 15 分 

場所：国立医薬品食品衛生研究所 4 号館 2 階 薬理部部長室 

     （〒158-8501 東京都世田谷区上用賀１-18-1） 

出席者：上野 晋、笛田由紀子（産業医大）、吉田祥子（豊橋技術科学大）、 

関野祐子、諫田泰成（国衛研）   （以上、敬称略、順不同） 

 

議事： 

１．はじめに （11:00～11:15） 

本年度の研究班の進め方について（諫田） 

 

2．in vitro 評価系の進捗状況（11:15～12:30） 

諫田「ヒト未分化細胞を用いた発達期毒性評価系の構築」 

 

（ランチ・休憩） 

 

3. 2 年目の研究班共通の陽性対照物質の選定（13:15～15:30） 

 

4．in vivo 評価系の進捗状況 (15:30～18:15) 

① 関野・吉田 

「生後神経回路の機能的影響評価指標に関する研究」 

② 上野・笛田 

「幼若期の神経回路機能に対する化学物質の影響評価－BMI への感受性－」 

 

 

 

以上 
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1.

2. in vitro

• NT2/D1

• iPS

TBT

TBT

TBT F1

Yamada et al, Metallomics 2013

*
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Yamada et al, Scientific Reports, 2014
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Acetyl CoA

TCA cycle
IDH

TBT

α-KG

Isocitrate

Mitochondria

83: 365-373 (2011)

TBT

Yamada et al., in preparation 

TBT

Mfn1, 2

Drp1, Fis1

•
•

IDH3
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Acetyl CoA

TCA cycle
IDH

TBT

α-KG

Isocitrate

Mitochondria

TBT iPS

TBT

Mfn ATP
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平成26年度厚生労働科学研究費補助金 

化学物質リスク研究事業 

「個体の成長期における毒性メカニズムに基づく新規in vitro発達神経毒性評価法に

関する研究」 

班会議 議事録 

 

日時：平成 26 年 12 月 3 日（土）10 時 00 分～12 時 00 分 

場所：国立医薬品食品衛生研究所 4 号館 2 階 薬理部部長室 

     （〒158-8501 東京都世田谷区上用賀１-18-1） 

出席者：諫田泰成、佐藤薫、宇佐見誠、石田誠一、関野祐子（国衛研）  

 （以上、敬称略、順不同） 

 

議事： 

１．はじめに （10:00～10:15） 

本年度の研究班の進め方について（諫田） 

 

2．in vitro 評価系の進捗状況（10:15～12:00） 

諫田   「ヒト未分化細胞を用いた発達期毒性評価系の構築」 

佐藤   「発達成長期神経系細胞新生への化学物質の影響評価」 

宇佐見 「神経堤細胞の機能解析による評価法の開発」 

 

以上 
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TBT

TBT

TBT F1

TBT-mediated signaling

• F1F0 ATP synthase
•

Genomic action Non-genomic action

• IDH3

μM

PPARγ/RXR nM

Yamada et al., Sci. Rep, 2014
83: 365-373 (2011)

TBT

Yamada et al., in preparation

NT2/D1

TBT

Mfn1, 2

Drp1, Fis1
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TBT

Mfn1, 2

Drp1, Fis1

Mfn

•
•

IDH3 αKG DMKG

IDH3

TBT iPS
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Direct differentiation protocol
253

Nature Cell Biology 16, 118–126 (2014)
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SSP Protein Name UniProt
Increased proteins
0107 Protein Pbdc1
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RGD1562502 protein

G3V6C3
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4110 NADH dehydrogenase [ubiquinone] iron-
sulfur protein 3, mitochondrial

Q9DCT2

4818
4831

Alpha-fetoprotein P02773

4832
5805

Serum albumin P02770

6001 Cofilin-1 (phosphorylated) P45592
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Analysis of cell proliferation

18 h Removal of neural tube

517



13-cis-Retinoic acid (µM)
0 (control) 6 200

50

100
****

N
eu

ra
l c

re
st

 c
el

l m
ig

ra
tio

n
(%

 o
f c

on
tro

l) **

Salicylate (mM)
0 (control) 1 30

50

100

N
eu

ra
l c

re
st

 c
el

l m
ig

ra
tio

n
(%

 o
f c

on
tro

l) *

Ibuprofen (mM)
0 (control) 1 20

50

100
N

eu
ra

l c
re

st
 c

el
l m

ig
ra

tio
n

(%
 o

f c
on

tro
l)

****

0 (control) 75 1500

50

100

Selenate (µM)

***

N
eu

ra
l c

re
st

 c
el

l m
ig

ra
tio

n
(%

 o
f c

on
tro

l)

0 (control) 3 100

50

100

Lead  (µM)

N
eu

ra
l c

re
st

 c
el

l m
ig

ra
tio

n
(%

 o
f c

on
tro

l) ***

****

0 (control) 30 1000

50

100

Tributyltin (nM)

N
eu

ra
l c

re
st

 c
el

l m
ig

ra
tio

n
(%

 o
f c

on
tro

l)

Lead  (µM)
0 (control) 1 0 (control) 10

50

100

N
eu

ra
l c

re
st

 c
el

l m
ig

ra
tio

n
(%

 o
f c

on
tro

l) ** ***

Cranial   Trunk  

Control Salicylate
(3 mM)

Selenate
(150 µM)

0

50

100

Test chemical

C
el

l P
ro

life
ra

tio
n

(%
 o

f c
on

tro
l)

** ***

Control Lead
(1 µM)

Ibuprofen
(2 mM)

0

50

100

Test chemical

C
el

l P
ro

life
ra

tio
n

(%
 o

f c
on

tro
l)

**

13- -

  siRNA
 

   
   

   
   

518



26 141203

Wang and Bordey, Progress in
Neurobiology, 86(4), 342-, 2008

SVZ

26 141203
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23 111130

NIT-eGFP retrovirus
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平成26年度厚生労働科学研究費補助金 

化学物質リスク研究事業 

「個体の成長期における毒性メカニズムに基づく新規in vitro 

発達神経毒性評価法に関する研究」 

班会議 議事次第 

 

日時：平成 27年 1月 31日（土）9時 00分～17時 00分 

場所：国立医薬品食品衛生研究所 4号館 2階 薬理部部長室 

     （〒158-8501 東京都世田谷区上用賀１-18-1） 

出席者：上野 晋、笛田由紀子（産業医大）、吉田祥子（豊橋技術科学大）、 

関野祐子、諫田泰成（国衛研） 

（以上、敬称略、順不同） 

 

議 事 

１．はじめに（9:00～10:00） 

諫田：「中間報告書について」 

 

2．in vivo評価系の進捗状況①（10:00～11:45） 

関野・吉田：「有機スズ胎生期単回投与ラットの授乳期における行動観察と小

脳発達・機能の検討～第１報」 

 

【ランチ】 

 

3．in vivo評価系の進捗状況②（13:00～14:45） 

上野・笛田：「有機スズ胎生期単回投与ラットの授乳期における海馬 CA1領野

の局所神経回路機能の検討～第１報」 

 

【休憩】 

 

4．in vitro評価系の進捗状況（15:00～16:00) 

諫田：「ヒト未分化細胞を用いた有機スズの毒性に関する知見」 

 

5．総合討論・まとめ（16:00～17:00） 

 

以上 
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However, aberrant KCC2 regulation results in increased neuronal Cl and 
contributes toward the pathophysiology of numerous neurological disorders 
including epilepsy, autism, and neuropathic pain   (Coull et al., 2005; Kahle et 
al., 2008; Tyzio et al., 2014; Woo et al., 2002). 

Native KCC2 exists in a 
macromolecular complex that 
contains kainate receptors 
(KARS) 

 
Deletion of GluK1/2 KARs 
reduces KCC2 oligomerization 
and surface expression 
 
Acute silencing and genetic 
deletion of KARs decreases 
KCC2-mediated Cl− extrusion 
 
An ionotropic glutamate 
receptor can positively 
regulate the function of KCC2 
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平成27年度厚生労働科学研究費補助金 

化学物質リスク研究事業 

「個体の成長期における毒性メカニズムに基づく新規in vitro発達神経毒性評価法に

関する研究」 

班会議 議事録 

 

日時：平成 27 年 9 月 12 日（土） 15 時 00 分～19 時 00 分 

場所：ソニックシティビル ７階 ７０３会議室 

     （〒330-8669 埼玉県さいたま市大宮区桜木町１-７-５） 

出席者: 上野 晋、笛田由紀子（産業医大）、吉田祥子（豊橋技術科学大）、 

諫田泰成（国衛研） 

 

※関野祐子（国衛研）：当会議に出席できないため事前打合せを行い、 

議事内容について了承済み。 

 

（以上、敬称略、順不同） 

 

議事： 

１． 今年度に評価する化学物質候補の選定、およびその予備評価のための研究計画

に関する討議 

（15:00～16：25） 

 

（休憩） 

 

２． in vivo 評価系の結果のまとめと学術論文作成に向けた発表内容の構成に関する

討議 

（16:35～19:00） 

 

以上 
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