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有機リンの影響について
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要旨
有機リン代謝に関与する神経障害標的エステラーゼ（Neuropathy Target Esterase：NTE）をコードす

る PNPLA6（Patatin-like phospholipase domain containing 6）cDNA を発現する HEK293細胞を作製し、
有機リンの一種で殺虫剤などにも含まれているジクロルボス（DDVP：Dimethyl 2, 2-dichlorovinyl phos-
phate）を投与した場合の細胞増殖や NTE 活性に対する影響を検討した。安定な PNPLA6 遺伝子導入高発
現細胞樹立したが、その NTE 活性はベクター DNA のみの導入細胞に比べ、細胞当りでも総タンパク質
量当りでも数十倍以上であった。DDVP10nM の条件下では、遺伝子導入の有無にかかわらず細胞増殖に
影響を与えなかったが、50nM では細胞増殖が低下もしくは遅延した。一方、10nMDDVP 下でも NTE 活
性においては高発現細胞でも活性の著しい低下がみられると同時に、特に抵抗性（耐性）を獲得するよう
には見受けられず、後に活性を回復した。活性回復は DDVP50uM の条件下でも認められた。

以前の実験も合わせると、DDVP は直接細胞増殖に悪影響を及ぼすというよりも NTE-有機リン
（DDVP）複合体を介して細胞の機能を低下させるのではないかと推察された。
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Abstact
HEK293 cells transfected with the PNPLA6 (Patatin-like phospholipase domain containing 6) gene, 

coding for Neuropathy Target Esterase (NTE), which is involved in organophosphorus metabolism, were 
established. We investigated the effects of dichlorvos (DDVP) on cell proliferation and NTE activity. In 
general, the toxicity of some organic phosphorus such as DDVP is known to be acute toxicity due to 
cholinesterase (AChE) inhibitory action, as well as delayed neurotoxicity (OPIDN: Organophosphorus-
induced Delayed Neurotoxicity). The NTE activity of the stable PNPLA6 transformant was about 20 
times higher per cell and per total protein than in cells introduced with only vector DNA. At 10 nM, 
DDVP did not affect cell proliferation regardless of the presence or absence of the PNPLA6 gene, but at 
50 nM of DDVP caused the decrease or delay of cell proliferation. On the other hand, even at a low con-
centration of 10 nM DDVP, which does not affect cell proliferation, NTE activity was significantly 
reduced even in PNPLA6 gene-introduced high-expressing cells (20 times the activity of the control), 
indicating that resistance (tolerance) was acquired. was not seen in

We established a system of cells for examining NTE activity and organophosphate sensitivity, and 
also a basis for discussing the function of the PNPLA6 gene and the effects of the NTE-organophosphate 
(DDVP) complex.

 (Jpn J Clin Ecol 32 : 18－27, 2023)

《Key words》 Neuropathy Target Esterase, PNPLA6 gene, Transformed Cells, Organophosphate, 
Dichlorvos

緒言
シックハウス症候群とは、住宅に由来する様々

な健康傷害の総称である。倦怠感・めまい・頭
痛・湿疹・のどの痛み・呼吸器疾患などの症状が
あらわれるが、ホルムアルデヒドやトルエン、キ
シレン、有機リンなどの種々の空気汚染物質に
よってもたらされる慢性疾患とされている 1 , 2 ）。
現在、新築の家屋では建材などに防虫等の目的で
使用されるホルムアルデヒドとクロルピリフォス
等13物質に指針値があるが、農薬、殺虫剤等にも
DDVP 等の有機リンは多用されている 3 ）。

遺伝子多型マーカーを用いた遺伝子相関解析に
より、我々の研究グループはシックハウス症候群
の疾患感受性遺伝子の一つとして神経障害標的エ
ス テ ラ ー ゼ（Neuropathy Target Esterase：
NTE） を コ ー ド す る PNPLA6（Patatin-like 
phospholipase domain containing 6）遺伝子を

同定することができた 4 , 5 ）。ヒト PNPLA6 遺伝
子は染色体19p13.2に存在し、コードされる NTE
は有機リン代謝にも関与するリゾホスホリパーゼ
である 6 - 8 ）。一般的に、有機リンの毒性としては
コリンエステラーゼ（AChE）の阻害作用が有名
であるが、そのほかに遅れて症状が出る遅発性神
経 毒（OPIDN：Organophosphate-induced de-
layed neuropathy）があり、これが NTE の阻害
によるものであるといわれている 9 ）。実際、有機
リンの多くは NTE の酵素活性中心である Ser 残
基に共有結合し、その活性を失わせるが、ジクロ
ルボス（DDVP：Dichlorvos）を代表とする一部
の有機リンは NTE に共有結合したまま、自らの
aryl 基が加水分解によって離脱することにより、
OPIDN を発症すると考えられている10-12）。

我々はいままでに PNPLA6 遺伝子産物である
NTE がシックハウス症候群の患者群で活性が高
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い傾向にあること、そして線虫や鶏卵などを用い
た動物実験から NTE 活性が有機リン暴露により
生物学的影響を受けることについて報告してき
た13）。

本研究では、NTE に対する有機リンの影響を
更に理解するために、細胞レベルでの有機リンの
影響を調べることを目的として、元々生体での発
現が少ない PNPLA6 を導入した細胞を作成した。
これにより生体への DDVP の影響をより明確に
検討することが出来るようになるとともに、質量
分析などで有機リン結合 NTE 複合体の測定も可
能になると考える。

さらに本報告では一過性遺伝子導入細胞での実
験に加え、NTE を安定発現する PNPLA6 導入細
胞を用い、ジクロルボス（DDVP）を投与したと
きの細胞増殖阻害効果とそのときの NTE 活性の
推移を検討した。

なお NTE 活性測定にはエステラーゼ阻害剤
mipafox が必要であるが、商業ベースでは入手困
難となったため、残念ながら活性測定実験を複数
回行うことができず、単回の実験となったことを
お断りしておく。

材料と方法
PNPLA6 遺伝子発現ベクターの作成について

は、東海大学遺伝子組換え実験安全委員会の承認
を得た（承認番号：10-040-15）。
1 ）PNPLA6 遺伝子導入293細胞の作成

ヒト胎児腎細胞をアデノウィルス E1 遺伝子に

よる形質転換を通じて樹立された細胞株 HEK293
細胞を用いた（細胞倍加時間約20時間）。導入遺
伝子は、ウサギ b-アクチンプロモーターにサイ
トメガロウイルスエンハンサーが挿入された高発
現を期待できるプロモーター領域（CAG）の下
流に PNPLA6 遺伝子 cDNA が挿入され、さらに
遺伝子導入株のセレクションのためには zeocin
耐性遺伝子発現カセットを挿入したミニジーンを
作 製 し（ 図 1 ）、HEK293細 胞 に episomal ved-
tor14）を利用して導入した。なお PNPLA6 cDNA
部分には N 末または C 末に His-Tag を付加した
2 種類の融合 cDNA ベクターも準備した（図 1 ）。

一過性の発現による実験は常法によって行い、
トランスフェクション後、時間経過を追って細胞
を回収した。安定的発現を示す細胞株の取得に
は、導入後 zeocin（最終濃度400 ng/ml, Sigma 
Co. Ltd. USA）によるセレクション操作を行な
い、いくつかの細胞コロニーを採取し、別途培養
した。個々の細胞コロニーより DNA を抽出し、
PCR 法により導入遺伝子の確認を行なった。さ
らに本研究により様々な条件で NTE 活性を検討
した。
2 ）NTE 酵素活性の測定 8 ）

エステラーゼ活性としては、phenyl valerate
（Acca Star Co. Ltd. USA）を基質として、バッ
ファー（50mM Tris-HCl, pH8.0, 20mM EDTA）
中での加水分解活性を測定した（5.3mM phenyl 
valerate, 0.063% DMFA, 0.028% TritonX-100 in 
buffer）。活性測定には基質加水分解により発色

図１　導入遺伝子の構造
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するpotassinm hexaayano-ferrate（III）（SIGMA 
Co. Ltd. USA）を用いた（ 4 mg/ml）。バッファー
中に Paraoxon を添加し（終濃度0.8mM paraox-
on, SIGMA）、他のエステラーゼ活性を阻害させ
るとともに、さらに NTE 活性自身も阻害する
Mipafox（ 終 濃 度0.2mM mipafox, Poly Carbon 
Industries Inc.）をバッファー中に添加して酵素
活性を測定し、失った活性量を NTE 活性とした。
一連のエステラーゼ活性の反応停止には終濃度
0.25mg/ml 4-aminoanitipyrine（SIGMA Co. 
Ltd. USA）、36mg/ml SDS を 用 い た。 ま た
DDVPとしてはDDVP Standard（ジクロルボス：
C4H7Cl2O4P）（Wako Chemicals, Japan）を用
いた。
3 ）細胞培養条件と細胞増殖試験

4.5 g/LD-Glucose, L-Glutamine,Sodium Py-
ruvate 入 り の DMEM 培 地（Dulbecco’s Modi-
fred Eagle Medium）（Gibco Co. Ltd. USA） に
終濃度10%FBS を加え、さらに Penicillin-Strep-
tomycin Solution（Gibco Co. Ltd. USA）を添加
して培養用培地とした。6-well dish に細胞を
9.6×104播種、 1 サンプル当たり 3 well 使用した。
24時間後の増殖が対数期に各濃度の DDVP を投
与 し、 0 時 間、24時 間、48時 間 後 の 細 胞 数 を
Trypan blue で死細胞を染色した後、血球計算盤
を使用し測定した。NTE 活性は培養細胞を回収
後、測定した。

結果
1 ． 一過性 PNPLA6 遺伝子発現細胞での DDVP

による NTE 活性阻害効果
今回、我々は細胞レベルでの NTE 活性に対す

る DDVP の影響について検討した。まず前段階
として、一過性に PNPLA6 遺伝子を発現させた
HEK293細胞の粗抽出液を用いて DDVP による
エステラーゼ活性の阻害効果について解析を進め
た（図 2 ）。図 2 に示すように、実験では 4 種類
の細胞群に分け、HEK293細胞にベクターのみを
導入した Mock 感染群を対照群（Mock）とし、
PNPLA6 遺伝子を導入した細胞（PNPLA6）、N
末端または C 末端に His-Tag がコードされた
PNPLA6 融合遺伝子（Tag-PNPLA6, PNPLA6-
Tag）を導入した細胞も用意した。トランスフェ
クション後の各細胞粗抽出液の NTE 活性を比較
するとともに、DDVP を 2 種の濃度で添加し、
活性の低下の程度を比較検討した。発現量は
PNPLA6 遺伝子単独導入細胞のタンパク質量当
りで NTE 活性を比較したところ、約1.7umol/
min/g だった。一方、N 末に Tag をつけた場合、
PNPLA6 遺伝子単独導入細胞と比べ1/3程度に、
C 末に Tag を付けた場合は2/3程度の NTE 活性
となっていた。

次に、この細胞粗抽出液への DDVP の影響を
調べるため200ng/ml , 500ng/ml の DDVP を投
与すると、200ng/ml では PNPLA6 cDNA 単独

図２　�遺伝子導入 HEK293細胞抽出液の NTE活性と DDVPに
よる活性低下
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ベクターの細胞抽出液で NTE 酵素活性は24％に
減少し、N 末に Tag をつけた場合32％に活性は
減少、C 末に Tag を付けた場合33％に活性は減
少した。この結果から NTE 酵素活性が高いから
と言って DDVP 阻害効果が弱まるわけではなく、
むしろ NTE 酵素活性が高いほど DDVP に高感
受性傾向の結果が得られた。また DDVP の影響
は、どの導入遺伝子タイプでも濃度依存的に認め
られ、500ng/ml 濃度で DDVP を添加した際に
は全ての細胞で NTE 酵素活性は検出限界程度ま
で落ちていた。

次いで HEK293細胞にトランスフェクション
後24時間で培養液中に50nM の DDVP を添加し、
添加 7 時間後・26時間後の NTE 酵素活性量を測
定した（図 3 ）。C 末に Tag が付いた PNPLA6

融合遺伝子（PNPLA6-Tag）をトランスフェク
ションした場合、添加後 7 時間後または26時間後
では、通常の培養条件においてはタンパク質量当
たりの NTE 活性は約3.5で安定していた。一方、
トランスフェクション後24時間後に DDVP を
50nM 添加した細胞の NTE 活性は、DDVP 未処
理細胞と比較して 7 時間後では1/4まで減少した
が、DDVP 投与後26時間では NTE 活性が80％ま
で回復していた（図 3 ）。

2 ． PNPLA6 遺伝子を安定発現する HEK293細
胞での NTE 活性と DDVP による影響

一過性 PNPLA6 遺伝子発現では、 6 － 7 日間
程度でその発現が消失してしまうため、我々が最
終的に検討したい遅発性の DDVP 効果など長期
間の観察する実験系には不適である。そこで安定
的に PNPLA6 遺伝子発現を示す HEK293細胞を
樹立した（材料と方法の項参照）。ただし、今回
使用したものは、HEK293細胞株、episomal ベ
クターのみを導入した Control 細胞株、PNPLA6

遺伝子導入細胞株、N 末端に Tag 配列を挿入し
た Tag-PNPLA6 融合遺伝子を導入した細胞株の
4 種類である。

これらの細胞を使用し細胞増殖の変化、NTE
酵素活性量、DDVP への感受性などを検討した

（図 4 、 5 ）。各々の細胞を24時間培養後、DDVP
を培養液に添加し、その後の増殖曲線と NTE 酵
素活性を測定した。増殖曲線は、細胞を trypan 
blue により死細胞を青色染色し、生細胞だけを
血球計算盤上で測定している。

細胞増殖について HEK293細胞株と比較検討
したところ、ベクターのみを導入した Control 細
胞 株、PNPLA6 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 の 場 合、
HEK293細胞株と細胞増殖能に大差はなく、Tag-
PNPLA6 融合遺伝子導入細胞株ではそれらの 2

図３　�一過性遺伝子導入 HEK293細胞における DDVP添加によ
る NTE活性変化
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倍程度であった（図 4 ）。DDVP 存在下での増殖
では、10nM DDVP では Tag-PNPLA6 融合遺伝
子導入細胞株の場合にやや増殖低下が見られたも
のの増殖曲線に顕著な阻害効果は認められず、
50nM、の DDVP 存在下では24時間後には細胞増
殖の遅延、または停止が全ての株で確認された
が、48時間後にはほぼ全ての細胞株で増殖能を回
復した（図 4 ）。

次に NTE 酵素活性は、タンパク質量もしくは
細胞数当たりの活性量でみると HEK293細胞株
と Control 細胞株には差は見られず、PNPLA6

導入細胞株は Control 細胞株と比べ120倍の活性
が得られた。また Tag-PNPLA6 融合遺伝子導入
細胞株では Control 細胞株と比べ60倍の NTE 活
性を示した（図 5 ）。しかしながら、DDPV 投与
による NTE 酵素活性の影響を検討したところ、

図４　�遺伝子導入 HEK293細胞株における細胞増殖性と DDVP
の影響（各細胞株を３種の DDVP 濃度下で培養した。）

図５　�遺伝子導入 HEK293細胞株における DDVP存在下の NTE
活性変化（３種の DDVP 濃度下で測定。上段挿入図では
縦軸を拡大。）
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PNPLA6 遺伝子導入により顕著に上昇していた
NTE 活性は、10nM の条件下でも 6 時間で急激
に低下することが観測された（図 5 ）。HEK293
細胞株およびベクター単独導入株のコントロール
では24時間後に活性を回復することはなかった
が、NTE を発現しうる PNPLA6 導入細胞株およ
び Tag-PNPLA6 融 合 遺 伝 子 導 入 細 胞 株 で は
50nMDDVP 添加条件でも24時間後には活性を部
分的に回復することがわかった。ただし100nM
の条件下では酵素活性の回復は認められない（図
5 ）。

以上のことから NTE 酵素は高発現していても
本条件下では有機リン耐性を獲得出来るものでは
なく、一方、元々の活性の低い HEK293細胞や
Control 細胞であっても、10nM DDVP の添加に
より 6 時間で検出限界以下まで NTE 活性が激減
するが、24時間の NTE 活性は幾分回復する傾向
があり、細胞増殖は回復傾向にあった。以上の結
果から、NTE 活性はごく微量でも存在すれば、
細胞活動が正常に営まれるのではないかと推測さ
れる。

残念ながら、試薬の mipafox が枯渇し、入手
が不可能となったことからこれ以上の NTE 酵素
活性に関する解析はできなかった。しかしなが
ら、本研究により、安定的に NTE を高発現する
HEK293細胞を樹立することができた。

考察
本論文では NTE をコードする PNPAL6 遺伝

子を導入した HEK293細胞を用い、高発現の細
胞を作成し、これを用いて DDVP に対する感受
性を検討した。

NTE 高発現細胞は、DDVP を添加した場合、
もとの HEK293細胞あるいはコントロールベク
ターの導入細胞と同様の挙動を示し、DDVP に
耐性を獲得する訳ではなかった。しかも、どの細
胞でも低濃度の10nM では増殖にほとんど影響が
なかったものの、NTE 活性は高発現細胞では 6
時間ですでに10分の 1 以下に激減しており、25時
間程度立たないと回復はみられなかった。した
がって、10nM といった低濃度の曝露では、NTE

活性が一旦激減するが、そののち、おそらくは遺
伝子発現の回復と共に活性を回復するものと思わ
れた。なお、50nM、100nM でも同様であった。

Winrow 達は pnpla6 遺伝子ノックアウトマウ
スを作成し、胎生期 9 日目ぐらいで胎児は死亡す
るとしている15）。これはその後に胎盤の血管形成
の影響と判明したが16）、それでもこの PNPLA6

（pnpla6）遺伝子が生物種を超えて植物やバクテ
リアに至るまでその活性中心付近の構造が類似し
ていることを考えると、単にセリン残基を活性中
心とするエステラーゼの活性以外に何らかの生命
に共通の必須機能を持つタンパク質と考えられ
る 9 ）。

そのことからすると一見、今回の結果は矛盾す
るようにも見えるが、そもそも293細胞やベク
ターだけを導入したコントロール細胞は NTE 活
性 が 検 出 限 界（PNPLA6 cDNA 導 入 細 胞 の
1/100）近くの数値を示し、また PNPLA6 cDNA
導入細胞あるいは tag-PNPLA6 cDNA 導入細胞
も DDVP 投与後の数値は激減しているとはいえ、
上記 2 細胞を上回っており、生存に十分量の
NTE は存在すると思われる。10nM の場合だけ
でなく50nM 程度であっても後に増殖を回復して
来ることが上記 2 細胞でも観察されることから
DDVP のこの範囲の濃度での投与は細胞を死に
至らしめるものではなく、遺伝子発現が回復すれ
ば細胞増殖可能な状態を引き起こすものと考えら
れる。

PNPLA6 cDNA が NTE タンパク質そのもの
を産生するのに対し、tag-PNPLA6 cDNA の場
合は NTE タンパク質の N 末にタンパク質定量に
有用な His tag を付加した遺伝子産物が産生され
る。活性は tag-PNPLA6 cDNA でも十分に高く

（PNPLA6 cDNA 導入細胞の1/2ではあるが、コ
ントロール細胞の60倍の活性を持つ）、一過性の
発現においてもその活性は PNPLA6 cDNA の場
合と変わらず、in vitro の細胞粗抽出液の NTE
活性の DDVP 感受性も同等であった（data not 
shown）。今回の安定的発現細胞でも PNPLA6 
cDNA 導入細胞と tag-PNPLA6 cDNA 導入細胞
はほぼ同様の結果を示したため、His-tag の影響
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は少ないと考えられる。
ま た、 一 過 性 の 発 現 で も 高 発 現 の 細 胞 は

DDVP 投与により NTE タンパク質当りの活性は
一時的に下がるが、その後は遺伝子発現再開の影
響か、再び活性を回復しており、安定的発現細胞
を用いた際の結果でも再現されていると考える。

ちなみに他の生物種ではショウジョウバエでは
PNPLA6 相同遺伝子欠損はグリアの神経への
hyperwrapping、進行性神経変性を招き、フォ
スファチジルコリンが上昇するが17）、酵母では
PC 合成の調節に関与するものの正常18）、とあま
り遺伝子欠損が影響を受けない生物種もある。
NTE は2003年にリゾホスホリパーゼであること
が判明するが 8 ）、これは膜合成に関与すると予想
されるが、Cre-loxP 系を用いてマウス脳でのみ
遺伝子を欠損させた例が2004年に報告されてお
り、海馬、プルキニエ細胞等の神経細胞消失と空
胞変性、またそれらに伴う行動異常も報告されて
いる19）。

一方、今回のような過剰産生例や遺伝子欠損例
は細胞レベルで報告されているが、細胞増殖など
に及ぼす影響は細胞腫により異なるようであ
る20,21）。今後の曝露実験の結果が待たれるが、
ショウジョウバエのケースと同様、マウスでも
NTE は細胞内で適量発現されることが重要と考
えられる22）。

Winrow 達はヘテロノックアウトマウスと正常
マウスに有機リンを投与した結果から、pnpla6

遺伝子の発現低下つまり NTE 発現の低下が多動
性などの神経症状を引き起こすと結論していた
が、これに対しては主に毒性学の研究者から有機
リン投与の場合、発現低下が問題ではなく、
NTE の活性中心での有機リンとの共有結合後、
有機リンのアルキル基が欠落するいわゆる Aged 
Esterase の産物が OPIDN 様の症状を引き起こ
している可能性が高いとの指摘があった23）。我々
は NTE と有機リンの複合化合物が種々の神経症
状を引き起こす可能性があると考えており、
OPIDN について言えば、後者の可能性が高いと
考える。以前に我々はシックハウス症候群患者で
は単球の NTE 活性の高い傾向があることを報告

しているが 5 ）、鶏卵に DDVP を投与した結果、
発生期のニワトリ胚で調べた濃度範囲（0.5-
150mg/Kg）では、活性低下が回復してくるにも
かかわらず、ほぼ全例脳内出血を起こすことを報
告している13）。これは DDVP が活性低下が細胞
増殖に影響するというよりは DDVP と NTE の
複合体が何らかの別の細胞機能に悪影響を及ぼし
ているという考えを導くものであり、今回の実験
結果を支持する。

この問題をさらに明らかにするには分子的には
まず、その複合化合物や Aged Esterase を確実
に定量する系が必要であり、今回の安定発現細胞
の利用が期待される。

NTE 活性測定に必須の mipafox は現在は残念
ながら入手不能な試薬となってしまっているが、
PNPLA6 変異を保持する疾患が次々報告されて
いることから、シックハウス症候群のみならず、
PNPLA6 に変異を持つ運動ニューロン疾患をは
じめとする多くの神経疾患解析24-26）に本研究報告
が役立つことを期待する。
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