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研究成果の概要（和文）：　本研究では、胎仔期のディーゼル排ガス（DE）曝露により神経幹細胞に生じるDNAメチル
化状態の変化と遺伝的・機能的異常の検討を行った。
　胎仔期にDEを曝露した新生仔マウスの神経幹細胞から得たゲノムDNAについてメチル化状態の解析を行った。その結
果、ゲノム全体にわたるメチル化状態の変動が認められた。また、多くの遺伝子（mRNA）の発現変動が認められ、神経
細胞への分化に対する影響が推測された。実際に神経細胞の分化マーカーの発現量に低下が認められた。以上より、胎
仔期のDE曝露が神経幹細胞のDNAメチル化状態に影響を及ぼし、mRNA発現が変動することで神経細胞への分化に影響を
及ぼすことが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present study, we analyzed the effect of prenatal diesel exhaust (DE) 
exposure on the DNA methylation of neural stem cells (NSCs). Furthermore, we also analyzed the 
relationship between altered DNA methylation profile and the function of NSCs.
Pregnant mice were exposed to DE and NSCs were obtained from brains which collected from 1-day-old 
offspring. Genome-wide DNA methylation profile of NSCs was disrupted by prenatal DE exposure. In 
addition, altered expression of mRNAs which are related to neural differentiation or maintenance of stem 
cell phenotype was detected. The mRNA expression levels of neural differentiation markers in the NSCs 
were decreased by prenatal DE exposure.
These results suggested that disrupted DNA methylation induced by prenatal DE exposure altered the 
expression level of mRNA which related to differentiation of neural cells. Furthermore, altered 
expression of mRNA was associated with deregulation of neural differentiation during development period.

研究分野： 環境衛生薬学、分子細胞生物学

キーワード： トキシコロジー　DNAメチル化　環境　衛生　エピジェネティクス

  １版
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１．研究開始当初の背景 
遺伝子のプロモーター領域に生じる DNA 

メチル化は遺伝子の発現を制御しており、ほ
乳類の発生・分化に重要な役割を果たしてい
る。最近注目を浴びている iPS 細胞の効率的
な作製・特異的な臓器への分化の制御に、
DNA メチル化などの（DNA の塩基配列に
は変化を生じない）エピジェネティックな遺
伝子発現の制御が鍵を握ると考えられてい
ることからもその重要性がうかがえる。 

 
細胞が持つDNA メチル化パターンの情報

は受精後に一度消去された後、発生の過程で
再び構築される。したがって、この期間の
様々な化学物質の曝露がDNA メチル化パタ
ーンの構築の異常を引き起こす可能性が高
い。また、基本的に一度確立された DNA メ
チル化の情報は細胞分裂後も維持されるた
め、その異常は生体にとって極めて深刻な影
響を及ぼす。実際、胎仔期に Vinclozoline（殺
菌剤として使用される化学物質）に晒された
ラットでは、産まれた仔の精巣においてDNA 
メチル化に異常が生じ、生殖機能が傷害され
ることが報告されている。極めて重要な研究
であるが検討された遺伝子は限られており、
また、この報告以後の検討はほとんどなされ
ていない。 

 
我々はディーゼル排ガス（DE）の生体影

響について、マウスを用いて胎仔期曝露の影
響を検討した。その過程で、脳血管周囲細胞
の変性、血管内皮やアストロサイトなどの細
胞への影響などを世界に先駆けて明らかに
した。加えて、脳内モノアミン濃度の変動、
記憶学習能力の低下などの機能的変化が認
められたことから、脳神経疾患との関連につ
いて注目した。これらの影響は DE 中の粒子
状成分の除去によって軽減されることから、
粒子状成分が重要であると考えられる。器官
形成段階である胎児期に受けた影響が不可
逆的な変化として表れる場合、一度受けた影
響が出生後も残り、疾病の発症につながる恐
れがある。脳神経系の発達に DNA メチル化
が重要な役割を果たしていることが数多く
報告され、その異常とアルツハイマー等の脳
神経疾患との関連が示されている。 

 
申請者は、胎仔期に DE の曝露を受けたマ

ウスのDNA メチル化状態を網羅的に解析し、
DE 胎仔機曝露によってDNA メチル化パタ
ーンの形成が大きく乱されることを明らか
とした。胎仔期は個体の形成に向けて細胞の
分化や淘汰、機能獲得といった発達が盛んに
生じる期間であることから、脳神経系の正常
な発達の要となる神経幹細胞の遺伝的・機能
的変化に注目した。神経幹細胞に生じるDNA 
メチル化異常は各種神経細胞の正常な分
化・機能獲得を撹乱し、脳神経系の組織やネ
ットワークの形成に影響を及ぼす可能性が
高いと考えられる。 

２．研究の目的 
 本研究では、以下の点を明らかとすること
を目的とし、研究を行った。 
 
(1) 妊娠マウスにディーゼル排ガス（DE）の
曝露を行い、胎仔あるいは産まれた仔マウ
スから脳を摘出して、神経幹細胞を得る。
得られた神経幹細胞のDNA メチル化状態
を網羅的に解析するとともに、DE 胎仔期
曝露により影響を受ける遺伝子（mRNA）
および microRNA を明らかにする。 

(2) (1)で得られた神経幹細胞に対し、人工的
にニューロン、グリア細胞等の各種神経系
細胞への分化を誘導し、分化のされやすさ
（各種神経系細胞の存在比）に変化が生じ
ているか検討する。また、分化した細胞に
ついて遺伝的・機能的解析を行い、その性
状の変化を明らかにする。 

(3) (1)、(2)から、DNA メチル化に影響を受
けやすい脳領域・遺伝子（群）・DNA 領域・
塩基配列を明らかにし、DE による脳機能
障害メカニズムを検討する。特に、DE 曝
露により脳組織に生じる病変部位と DNA 
メチル化・遺伝子発現異常の相関から脳機
能障害への関与を明らかにする。 

 
３．研究の方法 
(1) 実験動物及びディーゼル排ガス曝露 

実験動物としてマウスを用いた。曝露時
期は、妊娠期に実施し、新生仔（0.5 日齢）
から試料を採取した。曝露装置は東京理科
大学、環境次世代健康科学研究センター内
に設置された装備を用いて行った。 

 
(2) 神経幹細胞の培養および各種神経系細胞
への分化誘導 

ディーゼル排ガスの曝露後、新生仔（0.5
日齢）から脳を採取し、専用の培地を用い
て神経幹細胞を特異的に培養し、神経幹細
胞を得た。神経幹細胞は無血清の培地に
EGF（20 ng/mL）、basic FGF (20 ng/mL)
を添加して培養することで維持した。培地
に 10％ウシ血清を添加することで種々の
神経系細胞（ニューロン、アストロサイト
等）への分化誘導を行った。これらの神経
幹細胞への分化を誘導した後、各種神経系
細胞のマーカーに対する免疫染色を行い、
分化後の各種神経系細胞の存在比（各種神
経系細胞への分化のされやすさ）を検討し
た。 
 

(3) マイクロアレイを用いた DNA メチル化
状態の解析 

(2)で得られた神経幹細胞からゲノム
DNA を抽出・精製し、メチル化 DNA 免
疫沈降法（Weber ら Nat. Genet., 37, 
853-862, 2005）を用いて、ゲノム DNA か
ら特異的にメチル化 DNA を回収した。得
られたメチル化 DNA をアジレント社製、
Mouse CpG Island Microarray, 2×105 K



を用いて解析した。方法はアジレント社が
推奨するプロトコールにしたがって行っ
た。得られた結果から、メチル化状態に変
動が認められた DNA 領域を抽出した。 

 
(4) 神経幹細胞で発現変動する mRNA・

microRNA と DNA メチル化の関与 
神経幹細胞、各種神経系細胞から、

mRNA および microRNA を抽出し、マイ
クロアレイ解析（mRNA:アジレント社製、
SurePrint G3 mouse gene expression 8×
60 k array 、 microRNA: 東 レ 社 製 、
3D-Gene mouse miRNA oligo chip）を行
い、DE 曝露による発現パターンの変動を
解析した。神経幹細胞と神経系細胞におけ
る mRNA、microRNA の発現プロファイ
ルを比較することで、DE の曝露により生
じる各種神経系細胞への分化に対する影
響と、それに関与する microRNA、mRNA 
を検討した。 
さらに、(3)で得られた DNA メチル化パ

ターンとの相関を調べることで、上記の実
験で変動が見出された mRNA・microRNA 
のうち、DNA メチル化により発現量が制
御される RNA について検討を行った。 

 
４．研究成果 
(1) 単離した神経幹細胞の純度の確認 

 胎仔期に DE の曝露を行ったマウス（新
生仔）から神経幹細胞を単離した。単離し
た神経幹細胞に対して幹細胞マーカーで
ある Sox2 を用いて免疫染色を行い、蛍光
顕微鏡下にて Sox2 を発現している細胞の
数をカウントした。その結果、96.3%の高
い割合で神経幹細胞が得られていること
が示された。 

 
(2) CpG アイランドマイクロアレイを用いた

DNA メチル化パターンの網羅的解析 
 Mouse CpG islands 2×105 K マイクロ
アレイ（12569 個の遺伝子についてのプロ
ーブが搭載されている）を用いて神経幹細
胞の DNA メチル化パターンを網羅的に解
析した。Control 群のみにメチル化が検出
された遺伝子、DE 曝露群のみにメチル化
が検出された遺伝子をそれぞれ DE 胎仔期
曝露によって DNA メチル化が減少した遺
伝子、増加した遺伝子とし、それぞれの遺
伝子の数をグラフに示した（図 1）。解析の
結果、全ての染色体においてメチル化され
ている DNA 領域が検出された（図 1）。ま
た、雌雄共通して DNA メチル化パターン
が変動した遺伝子のなかで、DE 胎仔期曝
露によって DNA メチル化が減少した遺伝
子は 282 個、増加した遺伝子は 562 個検出
された（図 1）。以上の結果から、DE 胎仔
期曝露による DNA メチル化パターンの変
動は、神経幹細胞が神経系細胞へと分化す
る前の段階で既に引き起こされており、分
化後の細胞の DNA メチル化にも影響を及

ぼしている可能性が示された。メチル化パ
ターンが変動していた遺伝子の数では、
DNA メチル化が増加した遺伝子が減少し
た遺伝子と比較して多かった。DNA メチ
ル化は遺伝子の転写を抑制する役割を果
たしていることから、神経幹細胞において
多くの遺伝子の転写が抑制され、神経幹細
胞の増殖や分化に影響を及ぼしている可
能性が考えられた。 

 
図 1  DE 胎仔期曝露により Contol 群と比較し
て DNA メチル化が変動していた遺伝子の数 

：メチル化が減少した遺伝子の数 
       ：メチル化が増加した遺伝子の数 

横軸 ：染色体番号 
 
 
(3) マイクロアレイを用いた網羅的遺伝子発
現解析 
 SurePrint G3 Mouse Gene Expression 
8×60 K array を用いて遺伝子の発現変動
を網羅的に解析した。DE 曝露群の神経幹
細胞において遺伝子の発現亢進が見られ
た遺伝子は、雄で 81 個、雌で 40 個検出さ
れ、発現低下が見られた遺伝子は雄で 279
個、雌で 216 個検出された。このうち、雌
雄共通で発現亢進が見られた遺伝子は 25
個検出され、発現低下が見られた遺伝子は
140 個検出された。雌雄共通して発現変動
が見られた遺伝子に関して GO term を用
いた機能グループ解析を行った結果、発現
変動遺伝子が細胞分化や神経系の発達と
いったカテゴリーに有意に濃縮されてい
ることが示された（表 1）。雌雄に共通して
発現変動が見られた 165 個の遺伝子の中
でも、神経幹細胞の分化・増殖に関わる遺
伝子に注目したところ、アストロサイトマ
ーカーである Gfap、オリゴデンドロサイ
トマーカーである Mbp、神経栄養因子であ
る Cntf、神経の発達に関与する Gadd45g
などの発現低下が認められた。 
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表1 発現変動したmRNAが有意に濃縮されてい
た GO term および濃縮率 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Enrichment factor (濃縮係数) = (nf/n)/(Nf/N) 、
nf : GO の各カテゴリーの中で遺伝子発現が変動
した遺伝子の数、Nf : GO の各カテゴリーに含ま
れる遺伝子の数、n : マイクロアレイ解析において
遺伝子発現が変動した遺伝子の数、N:マイクロア
レイで解析した遺伝子の総数 
 
 
(4) 定量的 RT-PCR 法を用いた遺伝子発現解
析 
 新生仔の神経幹細胞における Gfap、
Cntf、Gadd45g の mRNA 発現量を定量的
RT-PCR 法で詳細に解析したところ、いず
れも Control 群と比較して DE 曝露群にお
いて低下する傾向が見られた。 
 この結果から、新生仔の時点において、
DE 胎仔期曝露によって、神経幹細胞の増
殖能・分化能の低下が引き起こされ、神経
系細胞への分化や神経幹細胞の自己増殖
が抑制されている可能性が示された。CpG
アイランドマイクロアレイ解析の結果を
踏まえると、ゲノム全体の DNA メチル化
の増加が mRNA 発現の低下に寄与してい
る可能性が考えられた。実際に、Gadd45g
の DNA メチル化パターンを解析した結果、
雌雄いずれにおいても DE 曝露群において
のみ遺伝子内あるいはプロモーター領域
の DNA メチル化が検出された。今回用い
た CpG アイランドマイクロアレイ解析に
おいては、使用したプローブに Gfap や
Cntf のプロモーター領域は含まれていな
かったため、これらの遺伝子の DNA メチ
ル化と mRNA 発現との関連は示すことが
できなかった。 

 
(5) 神経幹細胞における miRNA 発現変動の
解析 
 マイクロアレイを用いて DE 胎仔期曝露
による microRNA の発現変動を解析した。
その結果、様々な microRNA に発現変動が
認められたが、雌雄のマウスに共通して発
現変動する microRNA が 1 個見いだされ
た。この microRNA について標的候補とな
る mRNA の解析を行ったところ、DNA メ
チル化を司る酵素が標的となる可能性が

示唆された。このことから、DE の胎仔期
曝露により生じたこの microRNA の発現
変動が DNA メチル化異常の原因の一部に
関与している可能性が示唆された。 
 

(6) 各種神経系細胞への分化 
神経幹細胞に対してウシ血清を用いて

分化を誘導し、DE 曝露の有無による分化
能への影響について検討を行った。その結
果、曝露の有無によって分化能に大きな変
化は見いだされなかった。しかし、DE 非
曝露群においても十分な分化が誘導でき
ていないため、分化誘導の条件が不十分で
ある可能性が否定できず、今後の更なる検
討が必要である。 
 

(7) 今後の展望 
 神経幹細胞は、ニューロン、アストロサ
イト、オリゴデンドロサイトへの多分化能
と自己複製能を有する細胞であり、中枢神
経系の構築や機能維持に重要な役割を果
たしている。発達過程の脳内では神経幹細
胞が活発に分化・増殖を行うことで中枢神
経系を構築している。そのため、神経幹細
胞に生じる影響は胎児期における脳の正
常な構築を妨げるとともに、出生後の産児
の記憶学習能力の低下や神経変性疾患な
どにつながることが報告されている。神経
幹細胞の分化は細胞内在性プログラムで
あるエピジェネティクスと細胞外因子の
協調作用によって厳密に制御されること
が知られている。特に、DNA メチル化は
神経幹細胞の増殖能・分化能の制御に重要
な役割を果たすことが多数報告されてお
り、神経系の正常な発達に極めて重要であ
ると考えられる。 
先行研究において、化学物質の曝露が神

経幹細胞の性質に影響を及ぼすことが報
告されているが、DE 胎仔期曝露によって
神経幹細胞の DNA メチル化パターンや
mRNA 発現に及ぼす影響は国内外含め不
明であった。近年、PM2.5 などの浮遊粒子
状物質による健康影響が懸念されている
が、次世代への健康影響に関する報告は多
くはなく、未解明な部分が多く残されてい
る。本研究で得られた成果は、大気中に存
在する浮遊粒子状物質が発達段階の仔の
神経幹細胞に影響を及ぼし、脳機能の正常
な発達に影響を及ぼす可能性を示唆して
いる。また、一度構築された DNA メチル
化パターンは基本的に細胞分裂を経ても
維持されるため、この段階で表現型として
影響が表れない場合でも、異常が潜在的に
残り、成長後の脳機能に影響を及ぼす可能
性が否定できない。 
今後は、神経幹細胞に生じたメチル化異

常および mRNA、microRNA の発現異常
が、成長後の脳機能にどのような影響を及
ぼすか検討を行う必要があると考えられ
る。また、工業的に様々な粒子（特に 100 

GO P value Enrichment
factor

extracellular region <0.01 3.05
extracellular space <0.01 3.43
catalytic activity <0.01 2.79
signal transduction 0.02 2.01
multicellular organismal development 0.02 2.21
cell differentiation <0.01 2.79
integral to plasma membrane <0.01 4.09
cell adhesion 0.05 2.31
transcription factor binding 0.01 3.16
nervous system development <0.01 3.39
positive regulation of apoptotic process 0.03 2.83
receptor activity <0.01 5.41



nm 以下のいわゆるナノ粒子）を用いた産
業が急速に発展しており、この産業の健全
な発達のために、様々な粒子について同様
の検討を行い、健康影響が生じるメカニズ
ムについて検討を進める必要があると考
えられる。 
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