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研究成果の概要（和文）：小規模スクリーニングに適う新規発達神経毒性評価法の体系化を目的に、海馬ニューロン新
生をエンドポイントとして、ラットで各モデル物質での標的性と傷害の機序を明らかにした。同様の傷害性はマウスで
も確認され、メチル化変動遺伝子の網羅的解析により、影響が不可逆な物質と可逆的物質のそれぞれで見出された介在
ニューロン遺伝子の過メチル化の持続、可逆性を確認した。更に、発達期曝露系で見出した介在ニューロン遺伝子の過
メチル化は成熟期曝露障害時には認めなかったが、形態形成遺伝子はラットの系で不可逆な発現障害を示した。以上よ
り、メチル化変動による不可逆影響分子指標を取り入れた発達神経毒性評価法の体系化が前進した。

研究成果の概要（英文）：To construct an efficient evaluation system of developmental neurotoxicity 
applicable for small-scale screening, disruption mechanism and toxicity target of model compounds in the 
hippocampal neurogenesis were elucidated using rats. The similarity in the effect was confirmed in mice, 
and one interneuron gene revealing a sustained promoter region hypermethylation was identified with the 
compound showing irreversible effects by global genomic methylation analysis, while the compound showing 
reversible effects revealed one interneuron gene hypermethylated transiently. Moreover, hypermethylation 
of an interneuron gene identified by developmental exposure was lacked after adult-stage exposure. 
Conversely, a morphogenesis-related gene showing irreversible hypermethylation in mice also revealed 
irreversible in rats. Thus, incorporation of molecular markers for irreversibility based on genomic 
hypermethylation was found to be effective for evaluation of developmental neurotoxicity.

研究分野： 農学

キーワード： 発達神経毒性　ニューロン新生　海馬歯状回　毒性評価法　メチル化変動
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
ほ乳類の脳には発達期に活発で生後も続

くニューロン新生を行う特有な構造がある。
その内、学習・記憶の中枢である海馬歯状回
の顆粒細胞層下帯には神経幹細胞や前駆細
胞が存在し、顆粒細胞系譜の幹細胞の自己複
製をはじめ、前駆細胞の増殖、分化、成熟等
の過程の解析が可能である。更に、歯状回門
に分布する GABA 性介在ニューロンは顆粒
細胞の移動、分化を制御し、これらの分布異
常はニューロン新生異常を示唆する。よって
これらの部位の解析は化学物質によるニュ
ーロン新生傷害の評価に適うと考えられる。 
一方、エピジェネティックな遺伝子発現制

御系であるゲノムのメチル化変化は、発がん
等の種々の病的過程に加えて神経発生の過
程にも寄与する。メチル化変化は分裂後の子
孫細胞に受け継がれるため、神経幹細胞で異
常なメチル化変動が生じると、遺伝子発現プ
ログラムに変調をきたし、細胞分化異常を生
じて脳の高次機能に影響を与える可能性が
ある。特に過メチル化により下方制御される
遺伝子群は不可逆的影響の責任遺伝子とな
る可能性がある。 
発達神経毒性の標的として神経幹細胞や

前駆細胞が第一に挙げられるが、その他、ニ
ューロン新生時の神経突起やシナプスの形
成、髄鞘形成の過程は大人で誘発される神経
毒性と共通する標的となりうる。しかし、大
人が感受性を示す神経毒性物質の発達期ニ
ューロン新生標的性を証明した例は、後述す
る我々の報告したアクリルアミドやマンガ
ン(Mn)のみである。 
研究代表者らは発達神経毒性評価法の確

立を目指して、ラットやマウスを用い分子指
標を導入して海馬歯状回に着目したニュー
ロンの新生傷害検出系を構築してきた。即ち、
顆粒細胞の幹細胞と各ステージの前駆細胞
の分布を解析して標的となる細胞と共に、門
部の GABA 性介在ニューロンの分布やその
幼若性、更にはニューロン新生を制御するア
セチルコリン作動性入力受容体の変動を検
討し、ニューロン新生傷害の標的性と制御系
の反応について全容の把握に努めた。 
これまでに、ニューロンの移動異常を誘発

する発達期甲状腺機能低下、弱い抗甲状腺作
用の知られている臭素化難燃剤、大人に対し
て軸索傷害を誘発するアクリルアミド、成熟
動物でドパミン作動性ニューロンを傷害す
る Mn、コリンエステラーゼ阻害剤のクロル
ピリフォス、あるいはタバコ煙成分のニコチ
ンのラットないしマウスに対する発達期曝
露によって、海馬歯状回における顆粒細胞系
譜のニューロン新生傷害と介在ニューロン
の反応性を検出した。多くは成熟過程に入っ
た分化後期の傷害であったため、成熟神経に
対する毒性物質による発達期ニューロン新
生傷害の可能性が懸念された。一方、Mn の
マウス発達期曝露例でも分化後期に傷害性
が見られたが、CpG アイランドのメチル化増

加と遺伝子発現低下を示した遺伝子群とし
て、顆粒細胞の分化制御を担う介在ニューロ
ン性の parvalbumin の他、神経幹細胞の転写
因子である Nr2f1、神経幹細胞に発現して形
態形成に関与する midline 1 (Mid1)を見出し
た。このことは、既に神経幹細胞の段階でメ
チル化異常が生じ、後の分化段階で不可逆的
影響を誘発している可能性を示唆している。 

 
２．研究の目的 
化学物質の神経発達への影響を評価する

ラットを用いた発達神経毒性試験法は、コス
トや評価の効率性・有効性の面で課題があり、
小規模スクリーニングに適う発達期に固有
な病理発生に基づいた評価系の確立が求め
られている。発達期に活発なニューロン新生
はニューロンの分化・成熟過程を含み、成熟
神経に対する毒性物質の標的となりうる。本
研究では、学習・記憶の中枢である海馬歯状
回のニューロン新生に着目し、ラットの系で、
神経幹細胞の他、シナプス・軸索や髄鞘の形
成過程を標的とした傷害機序を解明する。更
に、マウスの系で、新生ニューロンに受け継
がれる遺伝子のメチル化変動を網羅的にス
クリーニングした後、ラットで評価可能な影
響の不可逆性指標を確立する。これにより新
概念の「発達神経毒性評価法」が体系化され
る。 

 
３．研究の方法 
(1) ニューロン新生に対する標的性の検討 
異なる神経毒性を示す種々の化学物質を

用いたラット及びマウスの発達期曝露を行
い、海馬歯状回のニューロン新生に対する標
的性の検討を行った。被験物質には神経幹細
胞や前駆細胞の増殖阻害を誘発することが
知られているメチルニトロソ尿素(MNU)、軸
索障害物質である 3,3'-イミノジプロピオニト
リル(IDPN)及びグリシドール、髄鞘形成阻害
物質であるヘキサクロルフェン(HCP)、脳内
に蓄積し神経毒性を誘発することが知られ
ている Mn 及び酢酸鉛を選択した。動物実験
は OECD テストガイドライン 426 を基に、
妊娠ラット(MNU、IDPN、HCP)あるいはマウ
ス(MNU、IDPN、HCP、グリシドール、酢酸
鉛)を用い、MNU を除き妊娠 6 日から離乳時
(生後21日目)まで母動物に対して被験物質を
混餌あるいは飲水投与により曝露した。MNU
は胎生後期に母動物に腹腔内投与した。それ
ぞれの群の児動物と全ての母動物を生後 21
日目と生後 77 日目に解剖してパラホルムア
ルデヒド液による灌流固定を行い、脳のパラ
フィン包埋切片を作製して病理組織学的解
析を実施した。児動物について、海馬歯状回
のニューロン新生傷害を検出するために、顆
粒細胞層下帯にある顆粒細胞系譜の変動と
その増殖性、アポトーシスをそれぞれ、各種
抗体を用いた免疫染色(GFAP, PAX6、TBR2、
DCX、TUC-4、NeuN、PCNA、midline 1 等)、
TUNEL アッセイにより行うとともに顆粒細



胞層に分布する神経可塑性に関わる最初期
遺伝子(ARC, FOS)の陽性細胞の定量解析を
実施した。また海馬歯状回門に分布する
GABA 性介在ニューロンの変動についても
免疫染色 (parvalbumin 、 calbindin D-28K 、
calretinin、somatostatin 等)を実施し定量解析を
行った。更に生後 21 及び 77 日目に採取した
児動物の全脳をメタカーン液で固定した後
に海馬歯状回を 1 mm 径の生検トレパンを用
いてくり抜いて採材し、抽出まで-80ºC で保
存した。メタカーン固定試料から total RNA、
genome DNA を抽出し、それぞれ遺伝子発現
解析及びメチル化変動解析に供した。 
 
(2) メチル化変動による不可逆的影響指標の
探索 
マウスを用いた IDPN、HCP、MNU の曝露

で得られた海馬歯状回の DNA サンプルを用
いて、次世代シークエンシング法による網羅
的メチル化遺伝子解析を行った。得られた過
メチル化遺伝子候補に関して、定量的リアル
タイムRT-PCR法によるmRNA発現量解析を
行い、遺伝子発現低下の有無を確認した。ま
た、プロモーター領域の CpG アイランドまた
は CpG サイトのメチル化状態の解析をメチ
ル化特異的 PCR 法またはパイロシークエン
ス法を用いて行った。更にメチル化配列の特
定ができた遺伝子は免疫組織化学的解析を
行い、分子発現の分布変動を確認した。 
 
(3) 成熟動物及びラットにおける過メチル化
遺伝子の反応 

Mn 曝露による成熟マウスにおけるニュー
ロン新生に対する標的性の検討を行うため、
28 日間の経口及び静脈内投与、56 日間の経
口投与を実施した。投与 28 及び 56 日後に脳
を採材し、病理組織学的検索、遺伝子発現解
析及びメチル化変動解析を実施した。 
 甲状腺機能低下症モデルを用いて、過メチ
ル化遺伝子の影響について検討した。メチマ
ゾールを妊娠ラット（発達期曝露）及び成熟
ラット（成熟期曝露）に曝露し、脳を採材し
て病理組織学的検索を実施した。 
 
４．研究成果 
(1) ニューロン新生に対する標的性の検討 
① IDPN 
マウスの発達期曝露では、離乳時に有糸分

裂後ニューロンの増加、グルタミン酸受容体
遺伝子の発現減少がみられた。成熟後に神経
幹細胞、神経前駆細胞及び有糸分裂後ニュー
ロン、神経可塑性に関与する最初期遺伝子陽
性細胞の減少、幹細胞制御遺伝子の発現変動
を認めたが、GABA 性介在ニューロン数の変
動は確認されなかった。一方、ラットでは、
離乳時に GABA 性介在ニューロンサブポピ
ュレーション数の減少、顆粒細胞層の神経可
塑性に関与する最初期遺伝子陽性細胞の増
加、GABA 性介在ニューロンに影響を及ぼす
遺伝子の発現減少が認められた。しかし成熟

後では、顆粒細胞系譜及び歯状回門における
介在ニューロン数に変動はみられず、遺伝子
発現変動も認めなかった。以上より、マウス
では顆粒細胞系譜を標的とした遅発的な影
響を検出したのに対し、ラットでは GABA 性
介在ニューロンを標的とした可逆的な変化
が確認された。  
② HCP 
マウスの発達期曝露実験では、離乳時に神

経幹細胞及び神経前駆細胞が減少したが、成
熟時には変化が消失し、影響の可逆性が示唆
された（図１）。一方、ラットでは離乳時の
みで神経前駆細胞の減少およびアポトーシ
スの増加を確認した。GABA 性介在ニューロ
ンに関しては、マウス及びラットで分布の変
動はなかったが、海馬歯状回のニューロン新
生を制御しているコリン作動性入力のアセ
チルコリン受容体遺伝子の発現減少がマウ
ス及びラットで離乳時に共に見出された。以
上より、HCP の発達期曝露は、ラットとマウ
ス共に可逆的なニューロン新生障害を誘発
する可能性が示唆された。 

図1.  HCPのマウス発達期曝露による顆粒細
胞層下帯における指標分子発現変動 
 
③ MNU 
マウス及びラットの発達期曝露実験共に、

離乳時にニューロン新生過程後期の前駆細
胞の減少と、それに伴う介在ニューロンサブ
ポピュレーションの分布変化が認められた
ものの、成熟後には回復した。以上より、MNU
の発達期曝露では、ニューロン新生への可逆
的な影響を誘発する可能性が示唆された。  
④ 酢酸鉛 
マウスの発達期曝露では、離乳時に神経前

駆細胞及び細胞増殖マーカー陽性細胞の減
少、GABA 性介在ニューロンサブポピュレー
ション数の増加が観察され、顆粒細胞系譜関
連遺伝子、グルタミン酸受容体及びコリン作
動性受容体関連遺伝子の発現変動が認めら



れた。成熟時では神経前駆細胞及び GABA 性
介在ニューロンの増加がみられ、顆粒細胞系
譜関連遺伝子及びグルタミン酸受容体関連
遺伝子の発現変動が認められた。以上より、
酢酸鉛の発達期曝露は、ニューロン新生の分
化中期の傷害性とそれに対する歯状回門の
GABA 性介在ニューロンの持続的な増加を
誘発することが確認された。  
⑤ グリシドール 
マウスの発達期曝露では、離乳時には、顆

粒細胞系譜及び GABA 性介在ニューロンの
細胞数に変動は認められなかった。成熟時で
は、顆粒細胞系譜に変動は認められなかった
が、GABA 性介在ニューロンサブポピュレー
ション数の減少が認められた。以上より、グ
リシドールの遅発的な GABA 性介在ニュー
ロンへの影響を見出した。 
 
(2) メチル化変動による不可逆的影響指標の
探索 
① IDPN 
次世代シークエンシング法による網羅的

解析により、IDPN の発達期曝露によってプ
ロモーター領域で過メチル化を示す 24 遺伝
子を抽出した。このうち、3 遺伝子（Kiss1、
Edc4、Mrpl38）でメチル化配列を特定し（図
２）、RNA 発現量の減少を確認した。Mrpl38
では成熟時においても過メチル化が持続し
た。MRPL38 はミトコンドリアの構造および
機能維持に関与する分子であり、免疫染色に
より、歯状回門の GABA 性介在ニューロンに
おける発現細胞数が不可逆的に減少してい
た（図３）。このことから IDPN の発達期曝露
によるエピジェネティックな機序を介した
ニューロン新生障害が示唆された。 

図２. IDPN 発達期曝露により過メチル化配
列が確認された遺伝子 

図３. IDPN発達期曝露によるMRPL38の海馬
歯状回での発現細胞分布の変化 
 
② HCP 
次世代シークエンス解析による網羅的解

析により、HCP の発達期曝露によってプロモ
ーター領域で過メチル化を示す 19 遺伝子を
抽出した。このうち、3 遺伝子（Dlx4、Plcb4、
Dmrt1）でメチル化配列を特定し、RNA 発現
量の減少を確認した。Dlx4 では成熟時におい
ても過メチル化が持続した。Dlx4 は、GABA
性介在ニューロンの分化・成熟に関与する分
子であり、免疫染色を行った結果、離乳時に
歯状回門で発現細胞の有意な減少が確認さ
れたが、成熟時では発現分布変動はなく可逆
的であった。以上より、HCP の発達期曝露に
よりエピジェネティックな機序を介してニ
ューロン新生が障害された可能性が示唆さ
れたが、発現分布変動は可逆的であった。  
③ MNU 
次世代シークエンス解析によるメチル化

変動遺伝子の網羅的解析及び定量的遺伝子
発現解析を行った結果、プロモーター領域の
過メチル化と共に遺伝子発現低下が確認さ
れた遺伝子は見出されなかった。 

 
(3) 成熟動物及びラットにおける過メチル化
遺伝子の反応 
①Mn 
成熟マウスを用いた 56 日間曝露により

type-2 神経前駆細胞～未熟神経細胞を標的と
した傷害性が見出された。同時に parvalbumin
発現細胞の分布減少及び mRNA 発現低下も
確認された。しかし、先の実験で得られた
Pvalb 遺伝子のプロモーター領域のメチル化
は確認されなかった。以上より、発達期曝露
で見出された Pvalb 遺伝子の過メチル化によ
る制御破綻は、成熟期曝露では生じない可能
性が示唆された。  
②メチマゾール 
ラットの発達期曝露では、離乳時及び成熟

時において顆粒細胞系譜での midline 1 の様
性細胞数の減少が確認された。また、成熟期
曝露においても同様に midline 1 の発現減少
が確認された。midline 1 は、先のマウスの
Mn 発達期曝露実験で遺伝子プロモーター領
域のメチル化による遺伝子発現低下を確認



している分子であることから、Mid1 遺伝子の
過メチル化による影響は、マウス及びラット
で共通である可能性が示唆された。また、成
熟期曝露においても検出できる可能性が示
唆された。 
以上より、海馬ニューロン新生をエンドポ

イントとして、ラットとマウスを用いて各モ
デル物質での標的性と傷害の機序を明らか
にした。マウスでのメチル化変動遺伝子の網
羅的解析により、不可逆的なニューロン新生
傷害遺伝子指標の探索を実施した結果、過メ
チル化による遺伝子発現低下を介してニュ
ーロン新生傷害を誘発する可能性のある
Mrpl38 及び Dlx4 を見出した。MRPL38 に関
しては、不可逆的な発現減少が確認できたこ
とから、不可逆的なニューロン新生傷害の指
標となる可能性が示唆された。更に、Mn の
発達期曝露系で見出した介在ニューロン遺
伝子である Pvalb の過メチル化は成熟期曝露
障害時には認めなかったが、形態形成遺伝子
Mid1 はラットの系で不可逆な発現障害を示
した。これらの一連の成果により、海馬歯状
回のニューロン新生に着目した発達神経毒
性評価法の体系化に向けた試みが前進した。 
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