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研究成果の概要（和文）：現在、妊婦の魚介類摂取による低濃度メチル水銀(MeHg)の胎児神経発達への影響が懸
念されている。本研究では、in vitro神経分化系を用いて神経分化における低濃度MeHgの神経影響とそのエピジ
ェネティクスメカニズムを検討した。MeHgの神経突起伸長抑制にDNMT1とHDAC3および6の上昇を介したエピゲノ
ム変化が重要であることを見出した。さらに、MeHgの神経突起伸長抑制と神経活動低下に関連する標的遺伝子と
してNR4A1を見出し、NR4A1遺伝子プロモーター領域のヒストンH3アセチル化の低下、DNAメチル化の上昇と、そ
れに伴うCREBのNR4A1遺伝子プロモーターへの結合阻害を見出した。

研究成果の概要（英文）：Recently, there are concerns about the effect of low-concentration 
methylmercury (MeHg) on fetal nerve development due to the intake of fish and shellfish by pregnant 
women. In this study, we investigated the neurological effects of low-concentration MeHg on neural 
differentiation and its epigenetic mechanism using an in vitro neural differentiation system. We 
found that epigenome changes mediated by elevation of DNMT1 and HDAC3 and 6 are important for the 
suppression of neurite outgrowth in MeHg. Furthermore, we found NR4A1 as a target gene related to 
suppression of neurite extension and decreased neural spike activity by MeHg exposure, and MeHg 
decreased histone H3 acetylation in the NR4A1 gene promoter region, increased DNA methylation, and 
decreased CREB binding to the NR4A1 gene promoter. 

研究分野： 毒性学、衛生学、薬物治療学

キーワード： メチル水銀　エピジェネティクス　神経分化
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究の成果は、未だ世界レベルでは、議論の余地が残っている低濃度MeHg曝露による胎児への影響について、
新たな科学的知見を与えるものである。また、本成果で見出されたエピジェネティクスに注目した分子メカニズ
ムの知見は、今後の胎盤を通過する新たな化合物の神経分化への影響の毒性影響や分子メカニズムを予測する上
で、役立つと考える。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
 近年発達期、特に胎生期の胎内環境が成人期あるいは老人期
における疾患発症リスクに関連するという、「Developmental 
Origins of Health and Disease (DOHaD) 説」が提唱されてい
る (Silveira, et al., 2007)。DOHaD 説における影響は胎生期に
受ける環境要因によるエピジェネティクス変化によって引き起
こされることが示唆されている (Gillman, 2007)。エピジェネ
ティクスとは DNA メチル化やヒストン修飾などの DNA 配列
に変化を起こさず、細胞分裂を経て伝達される遺伝子の変化や
その仕組みである。また、胎生期のエピジェネティクス修飾は
ある程度維持され、その影響は成人期のみならず、世代を超え
て影響を及ぼす可能性がある。 

胎内環境を考える上で、環境化学物質も DOHaD 説における
リスク因子となる可能性がある。その他の胎生期曝露による後
発的影響が懸念されている環境化学物質としてメチル水銀 
(MeHg) がある。MeHg は水俣病の原因物質である。現在日本
で水俣病を引き起こすような高濃度 MeHg 汚染はないが、天然
または人為起源の MeHg は依然として存在しており、MeHg が蓄積した魚介類を妊婦が摂取す
ることによる胎児への低濃度曝露影響が示唆されている (Oken, et al., 2008)。加えてこれまで
の疫学調査によって、胎児期の MeHg 曝露が記憶及び言語能力の低下に関連することが報告さ
れている (Boucher, et al., 2014)。これまでに、培養細胞にて、すぐに細胞死を引き起こしたり、
実験動物において組織的な異常が認められる高濃度 MeHg 曝露の研究は数多く成されているが、
DOHaD 説を基盤とするような胎児期の低濃度 MeHg 曝露によるエピゲノム変化を介した次世
代影響を示す報告はほとんどない。また、MeHg だけに限らず、特に低濃度の化学物質曝露によ
る神経発達に及ぼす影響についての報告はほと
んどないのが現状である。 
 
２．研究の目的 
本研究では、①神経突起伸長などの表現型とエ

ピゲノム変化との因果関係、②エピゲノム変化に
よって調節される表現型変化を引き起こす標的
遺伝子群の探索、③低濃度 MeHg の直接的な標的
分子の探索が必要である (図 2)。本研究では、こ
れらの 3 つの研究項目について重点的に、これま
でに低濃度 MeHg 曝露影響を見出したヒト in 
vitro 神経分化系を用いて、詳細なエピゲノムメカ
ニズム解析を行った。 
 
３．研究の方法 
研究項目(1). 低濃度 MeHg 曝露による毒性表現型とエピゲノム変化との因果関係の証明と変動
分子の探索 
 これまでに低濃度 MeHg 曝露により、ヒストンアセチル化低下と、DNA メチル化上昇が認めら
れていることから、HDAC 阻害剤ならびに DNA メチル化転移酵素 (DNMTs) 阻害剤を用い、これま
でに見出している毒性表現型が回復するかを検討した。この曝露条件は、ヒト胎児脳由来不死化
細胞 (LUHMES 細胞) に対し、8日間神経分化誘導し、MeHg 1 nM を 6日間曝露し、各種解析を行
った。 
研究項目(2). 低濃度 MeHg 曝露エピゲノム変化により調節される毒性表現型に関する標的遺伝
子の探索 
 (1)の MeHg 曝露したヒト細胞および胎仔マウス脳サンプルについて、網羅的遺伝子発現解析 
(マイクロアレイ)を行い、変動した遺伝子については qRT-PCR、ChIP assay、Bisulfite 
sequencing で変動を確認した。 
研究項目(3). 低濃度 MeHg の直接的な作用点および標的分子の同定 
 低濃度 MeHg 曝露による DNMT1、HDAC6 と HDAC3 の上昇を確認している。MeHg のような親電子
物質はタンパクのシステイン残基に結合し、その構造や機能を変化させる (Unoki et al., 
2016)。DNMT1、HDAC6 と HDAC3 の上昇のメカニズムに注目し、その中で、DNMT1 安定化に関する、
メチル化酵素である、SET7、SET8 および脱メチル化酵素である LSD1 の mRNA およびタンパクレ
ベルでの発現変化を解析した。 
 
４．研究成果 



研究項目(1). 低濃度 MeHg 曝露による毒性表現型とエピゲノム変化との因果関係の証明と変
動分子の探索については、MeHg の神経突起伸長抑制に DNMT1 と HDAC3 および 6 の上昇を介した
エピゲノム変化が重要であることを見出し、学術雑誌の Archives of Toxicology に報告した。 
研究項目(2). 低濃度 MeHg 曝露エピゲノム変化により調節される毒性表現型に関する標的遺

伝子の探索について、MeHg の神経突起伸長抑制と神経活動低下に関連する標的遺伝子として
NR4A1 を見出し、NR4A1 遺伝子プロモーター領域のヒストン H3アセチル化の低下、DNA メチル化
の上昇と、それに伴う CREB の NR4A1 遺伝子プロモーターへの結合阻害を見出した (論文投稿
中)。 
研究項目(3). 低濃度 MeHg の直接的な作用点および標的分子の同定については、DNMT1 の MeHg

上昇が転写レベルではないことを見出し、DNMT1 の安定性に注目した。DNMT1 はメチル化を受け
ると分解が促進することから、メチル化酵素である SET7 および SET8、脱メチル化酵素である
LSD1 の発現を解析したところ、MeHg により SET7 発現の減少、ならびに LSD1 発現の上昇をタン
パクレベルで確認した。 
以上の結果から、低濃度 MeHg における神経分化に及ぼす影響に関する新たなエピジェネティ

クスメカニズムの一端を提示することができた。本成果は、未だ世界レベルでは、議論の余地が
残っている低濃度 MeHg 曝露による胎児への影響について、新たな科学的知見を与えるものであ
る。また、本成果で見出されたエピジェネティクスに注目した分子メカニズムの知見は、今後の
胎盤を通過する新たな化合物の神経分化への影響の毒性影響や分子メカニズムを予測する上で、
役立つと考える。 
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