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研究成果の概要（和文）：マウス P19 細胞の神経細胞分化に際して、従来生物毒性が不明であっ

た BPA 代謝物のひとつがエピゲノム変異原性を持つこと、トランスクリプトーム異常を惹起す

ることを明らかにした。トランスクリプトーム異常の標的遺伝子群は BPA と非常に高い類似性

をもち、それらの大半が BPA 曝露胎仔終脳においても変動していたことから、この BPA 代謝物

は胎仔終脳における BPA 曝露影響の活性分子型のひとつであることが示唆された。	 

	 

研究成果の概要（英文）：It was revealed that the exposure to one of the “ non-toxic ” BPA 
metabolites could elicit both epigenetic mutations and perturbation of transcriptome in 
mouse P19 neurons. The differentially expressed genes were highly significantly enriched 
for the BPA- responsive gene set. mRNA expression of most of them was also altered in the 
fetal forebrain maternally exposed to BPA. These data suggested that the metabolite was 
one of the potent bioactive forms of BPA molecule in the BPA-exposed fetal brain. 
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１．研究開始当初の背景 
①	 内分泌攪乱化学物質は生体に内在する
ホルモン作用に干渉し得る化学物質として
定義されている。弱いエストロゲン活性を持
つ内分泌攪乱化学物質の一つであるビスフ
ェノール A (BPA)は、ポリカーボネートやエ
ポキシ樹脂製品中に含まれており、ヒトが曝
露される機会は多い。BPAは妊娠女性や胎児

の血清中で検出されているだけでなく、これ
までの多くの研究から、生殖や胎児発生に
様々な影響を引き起こし得る危険性が指摘
されてきた。2008 年 9 月には、現時点にお
ける様々な研究知見から、ヒト胎児・子供の
脳や行動に BPA が悪影響を与えるリスクを
否定できないとする報告書を米国 National 
Toxicology Program が 公 表 し て い る
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（ NTP-CERHR Monograph on the 
Potential Human Reproductive and 
Developmental Effects of Bisphenol A）。 
	 我々はこれまでに、妊娠マウスの母体が低
用量 BPA に曝露された際の胎仔脳に与える
影響を調べ、報告してきた。妊娠マウスに胎
齢 0日から連日、皮下注射によってビスフェ
ノールＡ(BPA)を投与し、胎齢 12.5日、14.5
日、16.5日の胎仔終脳において解析を行った。
その結果、胎仔への BPA 曝露は、形成期に
ある終脳に対して、胎齢早期の終脳神経細胞
の分化/移動の促進、神経発生に関わる重要遺
伝子の発現変動（胎齢早期〜中期）といった
影響を及ぼし、成熟個体に生育したのちも視
床皮質路の形成異常が残存するということ
が明らかとなった。しかし、このような影響
をもたらす分子機構は明らかでない。 
	 ところで、脳の形成過程等の発生・分化に
かかわる遺伝子の発現は一般に、細胞の分化
段階や脳の領域ごとに緻密な制御を受けて
おり、エピジェネティックな遺伝情報が重要
な役割を果たすことが近年明らかになって
きた。ゲノム中に散在し、とりわけ遺伝子転
写開始点周辺に存在する CpG 配列が集中す
る領域 (CpG island: CGI) でのシトシン残
基のメチル化修飾、これと連関するヒストン
修飾を介したクロマチン構造変換が、遺伝子
発現の on/off決定を制御するエピジェネティ
ックな機構の分子基盤になっている。とりわ
け DNA メチル化状態の異常は、遺伝子発現
制御の攪乱を介して、細胞や個体の発生・分
化、ヒトの遺伝性疾患や発ガンのメカニズム
に深く関わることも明らかになってきた。 
	 さて、先述した胎仔終脳における in vivo
実験系において、我々は約 3万種の遺伝子を
対象に胎仔終脳における発現変動を cDNA
マイクロアレイ法により検索した結果、BPA
曝露により約 2％の遺伝子種で 2倍以上の発
現変動を認めた（未発表データ）。さらに、
マウスにおける BPA 胎生期曝露が，体毛色
遺伝子の DNA メチル化状態の変化を介して
エピジェネティック変異を誘起したという
最近の報告がある。そこで我々は、胎仔終脳
で見いだされた BPA 曝露の影響を惹起する
分子機構の一つに、BPA曝露が誘起する遺伝
子発現変動があり、それら変動の一部は、遺
伝子発現調節を担う DNA メチル化パターン
の制御不全によるものではないかと考えた。
そこで先述の in vivo 実験系において、ゲノ
ム中の CpG 配列が集中する領域  (CpG 
island: CGI)のメチル化状態を RLGS法（ラ
ンドマークとしてメチル化感受性制限酵素
Not Iを用いて、切断した DNA断片を２次元
ゲル電気泳動法でサイズ分画・スポット化す
る手法）を用いて解析した。約 2,500箇所に
ついてメチル化状態の差異を比較した結果、
1) BPA 曝露が胎仔の脳・肝臓で惹起する異

常 DNA メチル化は、特定遺伝子群を臓器特
異的に標的とし、なかでも、発生段階特異的
にメチル化が変動する遺伝子群を高率に標
的とすること、2) 従来報告されていた低メチ
ル化のみならず高メチル化をも惹起すると
いう新知見を得た。さらに、3)終脳での変動
個所の 9割が転写開始点周囲に位置し、メチ
ル化変動が発現と対応している遺伝子も見
いだした。以上の結果から、胎生期の BPA
曝露は DNA メチル化状態の攪乱を通じて、
トランスクリプトームに変動をもたらすこ
とが示唆された。グリア細胞がまだ出現して
いない胎齢 14.5 日までの終脳との比較にお
いて、既にグリア細胞が出現している胎齢
16.5 日の終脳で特異的なメチル化変動を示
す遺伝子座も多く存在したことから、終脳を
構成する細胞種ごとにメチル化特異性が異
なるかもしれないことが予想された [Yaoi T 
et al, Biochem Biophys Res Commun, 2008., 
Yaoi T et al.(manuscript in preparation)]。 
 
２．研究の目的 
特定の細胞種を対象に、その分化過程に留意
して、メチル化変動と遺伝子発現を関連付け
ながら解析を行うことは、組織を材料とする
場合、極めて困難である。また、先述のごと
く、これまでに我々が報告してきた BPA 曝
露の影響は、神経前駆細胞から神経細胞への
分化・成熟の時期に強く現われた。そこで、
神経前駆細胞が神経細胞へと分化・成熟して
いく際に内分泌攪乱化学物質 BPA が及ぼす
影響を、培養細胞系を用いてエピジェネティ
ックスの視点から明らかにする本研究を企
図した。 
	 具体的には、P19細胞をモデルとする実験
系において、内分泌攪乱化学物質 BPA が及
ぼす影響を、神経前駆細胞が神経細胞へと分
化する過程のどの時期に BPA へ曝露される
ことが最も高い感受性を示すかを以下の４
つの点に着目して明らかにする：①BPAが惹
起する遺伝子プロモーターの異常（脱）メチ
ル化、②遺伝子プロモーターの異常（脱）メ
チル化によって遺伝子発現状態が攪乱され
る分子ネットワーク・分子相互作用、③それ
らパスウェイの変化がもたらす最終分化し
た神経細胞の機能、④最終分化した神経細胞
における異常（脱）メチル化パターンの確立
時期とその安定性。 
	 P19 細胞をモデルとした本研究を通じて、
神経前駆細胞が神経細胞へと分化・成熟して
いく際に内分泌攪乱化学物質 BPA が及ぼす
影響を、エピジェネティックスの視点からみ
た分子レベルの問題に還元し神経系への
BPA の作用メカニズム解明に貢献すること
を目指す。 
 
３．研究の方法 



 

 

(1) 培養細胞 
	 動物組織より単離した神経幹細胞に比べ、
未分化細胞の大部分を神経細胞へと容易に
分化させることができる P19 細胞を用いた。
以降の全ての実験を、相異なる 4つの条件下
で P19細胞を培養・分化させて得た神経細胞
群を対象に実施 
する（下図）。 
 

 
 

 

すなわち、ⅰ）BPAを含まない溶媒のみに曝
露した細胞（コントロール群）、ⅱ）未分化
時にのみ BPA 曝露を受けた細胞（未分化時
曝露群）、ⅲ）レチノイン酸による分化誘導
時(aggregation culture)にのみ BPA 曝露を
受けた細胞（分化誘導時曝露群）、ⅳ）未分
化時期から神経細胞への分化後まで BPA に
常時曝露された細胞（常時曝露群）。 
	 しかし、申請後、生物毒性の報告が無い
BPA代謝物のひとつ(以下、代謝物 X)が生物
活性を持つ可能性に気づいたことから、曝露
化合物を代謝物 Xに変更し、研究方針・計画
の概略を維持して研究を実施した。 
(2)	 化合物の曝露用量の検討  
	 マウス胎仔終脳における BPA 曝露影響の
知見に基づき、未分化 P19細胞の細胞増殖能
に影響せず、細胞死も引き起こさない最大の
培地添加濃度を曝露用量とするために、細胞
増殖リアルタイムモニタリング装置を用い
て種々の代謝物X濃度下における細胞増殖曲
線を取得し、ED50値を算出した。細胞死は、
TUNEL染色によるFACS解析により評価し
た。 
(3)発現変動遺伝子の解析 
①網羅的解析 
最終分化した神経細胞のトランスクリプト
ームに代謝物X曝露が与える影響を異なる曝
露条件間で比較する。コントロール群に対す
る比較において、各代謝物 X曝露条件群の発
現変動遺伝子をオリゴヌクレオチド・アレイ
により解析する。取得データをもとに、Gene 
set enrichment解析、パスウェイ解析、文献
マイニング解析等のインフォマティック解
析を実施し、変動遺伝子群を特徴づけるネッ
トワーク・分子相互作用を抽出する。抽出さ
れたパスウェイにおいて「鍵となる遺伝子」
群を主とする変動遺伝子群の発現を定量
RT-PCR法によって確認する。なお、ここで
言う「鍵となる遺伝子」とは、パスウェイ全
体の中で小さなパスウェイ同士をつなぐ、あ
るいは多くの遺伝子と相互作用をもつよう
な「ハブ」として位置づけられる遺伝子、パ

スウェイ全体を構成する個々の小さなパス
ウェイ中の重要遺伝子を指す。 
②個別遺伝子の発現定量 
定量 RT-PCR 法により曝露による発現変動
を定量する。 
(4) DNAメチル化状態の解析 
	 転写開始点近傍（±４kb）に CpG islands
を持つ遺伝子を対象に、曝露条件の異なる各
群の最終分化した神経細胞における CpG 
islands中のCpGメチル化状態を比較解析す
る。ゲノム DNA を bisulfite処理後、対象配
列領域を PCR により増幅した産物を
MS-PCR法、HRM法やBisulfite sequencing
法により解析する。 
なお、Bisulfite sequencing法で得た結果は、
オンライン・ソフトウェア QUMA により統
計学的に評価する。 
４．研究成果	 
①低用量 BPA 代謝物Ｘの曝露による細胞増殖
抑制作用	 
	 培地添加濃度を１nM〜10μMの範囲内で 10
倍おきに設定し、各濃度での BPA もしくその
代謝物Ｘ存在下における未分化 P19 細胞増殖
曲線を得た。両化合物ともに用量依存性にダ
ブリングタイムの増加を示す一方、明らかな
増殖阻害には至らなかった。ダブリングタイ
ムの変化を指標に ED50 を算出したところ、
代謝物Ｘでは BPA よりも約 1/10 の値(0.8μ
M)を示した。さらに、TUNEL染色陽性細胞
の FACS 解析の結果からは、何れの濃度にお
いても細胞死を認めなかった。そこで、今回
調べた濃度で、倍加時間の延長を惹起しない
最大濃度(100	 nM；ED50 の 1/8)の代謝物Ｘを
以後の実験での添加濃度とした。未分化な細
胞を神経細胞へと分化させる培養系では、代
謝物Ｘの添加時期が異なる 3群（未分化時の
み、分化誘導時のみ、全培養期間）と無添加
群（対照群）を設定した。	 
	 
②代謝物Ｘ曝露が神経系細胞の分化に与え
る影響	 
本モデル系では無血清培養期間をグリア細
胞(アスロサイト)が出現してこない 2日間で
終了している。定量 RT-PCR 法または免疫細
胞化学によるアスロサイトマーカーの発現
はいずれの群においても認められなかった
ため、恐らく代謝物Ｘ曝露はグリア細胞分化
開始期を早める効果はないと考えられる。	 
	 また、神経細胞サブタイプマーカーの変化
を調べたところ曝露時期による影響の違い
が認められた。まず「全培養期間」群のみコ
リン作動性神経細胞マーカーの発現を認め
た。「分化誘導時のみ」、「全培養期間」両群
においてドーパミン作動性神経細胞マーカ
ーの減少とセロトニン作動性マーカーの増
加を認めた。グルタミン酸作動性マーカーは
「分化誘導時のみ」群において増加していた。	 



 

 

	 代謝物Ｘ曝露は P19 細胞の神経細胞サブタ
イプの分化方向の決定に影響を与え得るこ
とが示唆された。	 
	 
③散在型反復配列 IAP に与える代謝物Ｘの曝
露影響	 
	 Dolinoy	 DC らが BPA 曝露マウスで体毛色遺
伝子近傍に位置する散在型反復配列 IAP の
5'UTR において CpG 配列の低 DNA メチル化異
常を惹起することを既に報告している。そこ
で本培養系において、散在型反復配列 IAP 全
コピーを対象に 5'UTR における CpG 配列のメ
チル化状態をバイサルファイトシークエン
シング法で調べた。「未分化時のみ」「分化誘
導時のみ」両群で 5'UTR 領域の低メチル化傾
向が有意に認められ、とりわけ、「分化誘導
時のみ」群においては個々の CpG 単位で有為
な低下を示す部位が存在した。また、曝露全
群において IAP	 mRNA の発現が低下していた
が、プロモーターである 5'UTR 領域の低メチ
ル化傾向との有意な相関は見られなかった。	 
	 また、Dolinoy	 DC らは先述の BPA 曝露マウ
スにおいて 5'UTR のアンチセンスプロモータ
ー活性が 5'UTR 領域の低メチル化傾向と相関
することを報告した。そこで、マウスの異な
る strain 間でゲノム上の位置が保存されて
いる IAP アンチセンスプロモーター由来転写
物 28種の発現を本培養系において定量した。
その半数で発現変動を検出した。各々、異な
る曝露時期応答性を示した。MS-PCR法によ
る 5'UTR のメチル化度と発現変動の相関は必
ずしも全てにおいて認められなかった。最近、
IAP	 mRNA の発現制御に Setdb1 というクロマ
チン関連因子が関与することが報告されて
おり、DNA メチル化のみならず複雑なエピジ
ェネティック制御系に代謝物Ｘが作用して
いる可能性がある。また、28 種のうち７種が、
胎生期 BPA 曝露により DNA メチル化異常が惹
起されると先に報告した胎仔終脳において
も[Yaoi	 T.,2008]、発現変動していたことか
ら、BPA 代謝物Ｘが個体レベルの BPA 曝露影
響に関与する可能性が示された。	 
	 
④P19 細胞由来神経細胞における低用量 BPA
代謝物Ｘ曝露のトランスクリプトームへ与
える影響	 
	 最終分化した神経細胞おいて代謝物Ｘ曝
露が惹起した発現変動遺伝子群を DNA マイク
ロアレイ法により検出し、変動遺伝子群を特
徴づけるネットワーク・分子相互作用をイン
フォマティック解析により抽出した。さらに
“鍵”となる遺伝子群を含む発現変動遺伝子
候補約 200 個について定量 RT-PCR	 法で変動
を評価し、DNA マイクロアレイ法の結果が全
般に妥当なものであることが確認された。	 
	 添加時期の異なる各群と対照群間での比
較から発現変動遺伝子を抽出した。変動遺伝

子の統計解析から曝露時期の違いでトラン
スクリプトームへの影響の大きさが異なる
ことが明らかとなった。その大きさは、「分
化誘導時のみ」、「全培養期間」、「未分化時の
み」の順に小さくなった。この結果は、細胞
分化過程の一時的な曝露であっても、その影
響は最終分化した神経細胞のトランスクリ
プトーム異常として残ることを示している。
また、未分化時のみの曝露群では変動遺伝子
数がとりわけ少ないことに鑑みると、神経細
胞分化過程が曝露影響の critical	 time	 
widow であることが推察された。	 
	 変動遺伝子とその発現変動幅を処理群間
で比較したところ、興味深い特徴があった。
すなわち「全培養期間」群の変動遺伝子の多
くは「分化誘導時のみ」群のそれと共通して
おり、その多くが変動の増減方向は一致する
ものの変動幅は「全培養期間」群において、
より小さくなるか変わらないという傾向が
あった。このことは、神経細胞分化誘導過程
が曝露影響の critical	 time	 widow であると
ともに、その影響が最終分化した細胞のトラ
ンスクリプトーム異常として残るかどうか
は、個々の標的遺伝子や曝露の様式によって
異なることを示唆している。	 
	 Gene set enrichment解析等のインフォマ
ティック解析から変動遺伝子群には顕著な
特徴を見出した。「分化誘導時のみ」群、「全
培養期間」群共に、発現上昇する遺伝子群は
エネルギー代謝系・核酸代謝系などの代謝と
それらの制御に関わるパスウェイが主たる
ものであった。一方、発現減少・抑制された
遺伝子群には、脳神経系を含む細胞分化・組
織形成に関わる遺伝子群が主たるものとし
て見出され、そこには転写調節因子やクロマ
チン制御等のエピジェネティックな遺伝子
発現制御を担うものやそれらの標的遺伝子
が多く含まれていた。そして、これらの中に、
先述の神経細胞サブタイプの分化に関与す
るパスウェイも含まれていた。これらの発現
変動遺伝子群の大半は、胎生期 BPA 曝露によ
り DNA メチル化異常が惹起されると先に報告
した胎仔終脳においても[Yaoi	 T.,2008]発現
変動していることを見出した。	 
	 「分化誘導時のみ」、「全培養期間」両群の
発現変動遺伝子において、転写開始点周囲に
CpG アイランドを持つ遺伝子が占める比率は、
遺伝子総数における同様の比率よりも高い
ことが判った。そして、先の IAP のみならず、
メチル化変動が惹起されている単一遺伝子
が存在することが判明した。現在もこれら遺
伝子の CpG アイランドのメチル化変動の確認
を個別の CpG のレベルで進めており、発現変
動との相関の全貌を明らかにしていくこと
は今後の課題として残った。	 
	 見出された発現変動遺伝子セットと類似
する応答遺伝子セットを持つ化合物群をイ



 

 

ンフォマティック解析の手法により検索し
た。その結果、非常に顕著な統計的有意性を
持って BPA が第１位でヒットし、ついで
genistein等、これまでも BPA類似の作用を
持つとされ比較対照されることの多かった
環境化学物質が有意性を持ってヒットした。	  
 
	 以上の解析で得られた知見に鑑みると、こ
れまでに生物活性もしくは毒性の報告が無
い BPA代謝物 Xは、BPA曝露胎仔終脳にお
ける活性分子型のひとつである可能性があ
り、非常に興味深い。	 
	 本研究では、当初計画した BPA からその代
謝物 Xに対象化合物を変更することによって、
神経前駆細胞が神経細胞へと分化・成熟して
いく際に BPA が及ぼす影響の分子メカニズ
ムを、エピジェネティクスの視座から解明す
るための、新たな手がかりを得ることができ
たと考える。 
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