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v，

はしがき

メチル水銀中毒症はもはや過去の案件、か。　水俣病の当事国である我が国の科学

者、いや国民の殆どが、そのように思われているに違いない。確かに、水俣市や新潟

市、あるいはその後のイラクの事例のような地域的超高濃度汚染は見られていない。

しかしながら、実は地球規模での水銀汚染は近代化と共に年々拡大し続けており、現

在でも公衆衛生上の最重要課題の1つに位置付けられる問題なのである。こうした認

識を得るに至った基礎研究、中でも1990年代以降の大規模コーホート研究も残念な

がら欧米主導で展開されており、ごくあたりまえに我々が摂食する魚介類等には驚く

程のメチル水銀が含まれていること、胎児とりわけその発生期脳に重大な影響を与え

る可能性があることが指摘されている。こうした結果を受け、欧米主要国では妊婦の

魚類等摂取に関する規制勧告基準を発表している程である。

　中毒学から神経病理学への展開。　メチル水銀をめぐる研究動向は過去10年あま

りで一転した。そもそも妊娠期間の短い醤歯類には、実験的に胎児脳病変を作ること

は出来ない、というのが定説であった。本研究代表者らは、妊娠前から低濃渡のメチ

ル水銀に曝露した雌ラットが児を宿し、その後も全妊娠期間に亘り曝露し続けた場合、

その児脳には明らかな神経細胞変性が惹起し得ること、そしてその感受性は、脳の発

生・発達時期および解剖学的部位ごとに異なっていることを見出した。投与濃度を下

げていくことにより、出生した児が一見順調に生育し得るプロトコールも作成したが、

こうした胎児期曝露は成長後の高次脳機能障害へと帰結され得ることも明らかにし

た。これらの知見や方法論は、上記疫学研究結果が出され始めた時期とも相前後した

という背景もあり、思いのほか広く認識された。もっとも、本研究者らにとって更に

興味深い事実は、実は、高濃度のメチル水銀に単回曝露した発生期脳には、上記と全

く異なったphenotypeを示す脳病変、即ち未分化細胞の移動障害が惹起される、とい

うことであった。即ち、（1）妊娠中期・後期に曝露した胎児では、大脳皮質における

神経芽細胞がとる基本的移動パターン（inside－out　pattern）カ§広範に障害されること、

（2）神経芽細胞産生初期に曝露した場合には、大脳側頭部のくも膜下腔に神経組織が

突出した奇形（LGH：Leptomeningeal　glioneuronal　heterotopia）とこれと連続した

c。rtical　dysplasiaが形成されること、（3）新生児脳においてはグリア芽細胞の移動

障害が選択的にもたらされることを明らかにした。これらモデルの持つ有用性は何

か？ヒトのMigration　Disordersは、遺伝子異常に起因するものばかりではない。例

えば、難治てんかん原性病巣におけるcortical　dysplasiaは弧発性であり発症頻度

も高いが、その実、移動障害の具体的病態メカニズムについては殆ど解っていない。

つまり、本モデルの多面的な解析は、単にメチル水銀毒性のメカニズムを知るという

に留まらない、様々な発生異常脳の基本病態を理解する上でも極めて重要な知見を提

供し得るものと思考される。そもそも本モデル以外で、LGHを惹起出来たとの報告・

あるいはグリア芽細胞の移動障害を実証した研究はこれまで全く知られていない・

　　動障害モデルの　子病態メカニズム　　本研究では、この未分化細胞の移動障害

モデルを用い、その分子病理学的背景を明らかにすることを目的とした。変動する遺

伝子群の発現プロファイリング（24，000遺伝子の同時解析）を行い、その後実際の現象

に密接に関連する可能性が想定される個々の分子について解析を行った。
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メチル水銀曝露による発生期脳内未分化細胞の移勤障害メカニズム
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研究要旨

　これまで我々は、メチル水銀が脳の発生・発達過程に及ぼす影響を明らかにする目的から、ラ

ット胎児および新生児に高濃度のメチル水銀を投与することを試み、大脳新皮質における、神経

芽細胞の移動障害さらにはグリア芽細胞の移動障害が惹起されることを明らかにしてきた。そこ

で我々は、こうした病理組織学的知見を基盤に、その分子病理学的メカニズムを知る目的から、

工学的仕様の異なる二種類のDNAチップを用いた遺伝子発現プロファイリングを行った。得られ

た膨大なデータをもとにbioinfo朋tics解析を行った。メチル水銀投与後48時聞後の組織を用

いた解析から、組織病態に密接に関連する可能性が考えられる候補分子として、細胞骨格分子と

その関連分子（修飾・架橋・蛋白結合）11種を選定した。更にメチル水銀投与後のより急性期

での遺伝子変動を知る目的から、投与12時間後の発現プロファイリングを行った。その結果、
上記候補分子類似遺伝子の発現変動が観察され、また現象論的に興味ある分子（PAF）を同定した。

キーワード：メチル水銀、胎児性水俣病、発生期脳、未分化細胞移動障害、DNAチップ

1研究目的
　ひと胎児が高濃度のメチル水銀に曝露された場合、死産あるいは究めて重篤な脳神経障害をき

たすことは、本邦あるいはイラクにおける胎児性メチル水銀中毒症の発症事実からも明らかであ

る。メチル水銀はひとが環境から摂取し得る物質であり、現在でも環境衛生上の最重要問題の一

っと位置付けられるものである。特に、メチル水銀に対して脆弱な、胎児脳における影響の解析

とそのメカニズムの解明は、緊急かっ重要な課題である。

　これまで我々は、メチル水銀が発生・発達期脳に及ぼす影響を明らかにする目的から、ラット

胎児・新生児に対するメチル水銀の投与時期と期間、あるいは投与量を変えた一連の研究を行っ

てきた。その結果、発生期脳に惹起される病変の組織学的表現型は、実は、こうしたメチル水銀

への曝露条件によって大きく異なってくることを明らかにしてきた1－5）。即ち、胎児が、少量の

メチル水銀に持続的に曝露した場合には、脳内の特定の部位に選択的神経細胞変性が惹起され；）、

こうした個体は成熟後に高次脳機能障害を来すことを明らかにした2）。これとは別に、多量のメ

チル水銀を経胎盤的に胎児に投与した場合には、本来神経細胞が示す厳然たる移動パターン
（inside－out　pattern）が明らかに障害されること3）、更にその障害が神経芽細胞産生初期に惹起

された場合には、神経組織がくも膜下腔に突出する脳表の奇形（lept・meningeal　gli。neuronal

heterotopia）が惹起され得ることを明らかにしてきた4）。次いで、グリア芽細胞の産生・移動が

行われる新生児期にメチル水銀を投与した場合には、これら細胞の移動もメチル水銀によって障

害されること、更に、その際の移動障害パターンは神経芽細胞におけるそれとは異なるものであ

ることを明らかにしてきた5）。

　我々は、こうした病理組織学的知見を基盤に、メチル水銀による未分化細胞（神経芽細胞・グ

リア芽細胞）の移動障害をもたらす分子病態メカニズムを知るために本研究を開始した。はじめ

に、神経芽細胞の移動期にあるラット胎児、更にはグリア芽細胞の移動期にある同新生児にメチ
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ル水銀を投与し、それぞれの終脳外套rostra1部（組織学的病変の実体3）　・5）を既に把握してい

る部位〕を対象に、投与48時聞後における遺伝子発現プロファイリングを行った。本法は、メ

チル水銀投与によって変動したmRNAプール全体を網羅的に把握するものであり、実験データの信

頼性を高めるために、工学的仕様が大きく異なる2種類のDNAチップ（①Affymetrix　Gene　Chip：

オリゴヌクレオチド搭載、約7，000の既知遺伝子を含め、計約26，200個の遺伝子プローブセット

対象。②Filgen　Gene　Chip：Stanford方式の長いcDNA搭載［平均lkb］、約5，000遺伝子対象）

を用いた解析を行った。得られた膨大なデータを対象に、Bioinfomaticsを展開し、病態と密接

な関連性を有する遺伝子を絞り込んだ。次に、メチル水銀投与後の急性期における遺伝子変動を

確認するため、投与12時間後に同様のサンプリングを行い、変動遺伝子の抽出とこれまでのデ

ータとの整合性について検討した。

II研究方法
　1王一L　メチル水銀投与と組織採取

u－1－i二彪メ宮

（1）ウィスター系ラットを用いた。9週齢の雌を対象に、膣インピーダンスチェッカー（縦一10B，

　　室町機械）を用いた検定を行い、交配適期と判定した個体と雄を一晩同居させ、翌日を胎生

　　第1N（El）とした。

（2）メチル水銀（methylmercury　chloride：捌C，ナカライ科学）を同モルのシステイン（関東科

　　学）とともに蒸留水に溶かし、E16の母体に20　mg／kg相当の水銀：溶液を一回経口投与した。

　　投与48時間後（E18）に開腹し胎児を採取した。なお、本投与法による終脳外套の病理組織学
　　的解析結果は既に報告した3）。そこでは、神経芽細胞の移動障害が広範に惹起されていた。

（3）対照として蒸留水のみを投与した母体の胎児を用いた。

（4＞実体顕微鏡下で開頭し胎児脳を取り出した。終脳外套前方部を切り出し、両側帯状回を含む

　　正中部以外の組織を採取した。つまり、将来の一次運動野および一次体性感覚野に相当する

　組織を選択的に切り出した。両皮質野は先の組織学的解析3）の際の対象部位である。

（5＞緯織採取は、5匹以上の母体から得た数十匹の胎児から行い、それらを混合・分注した。

∫τ寸〔2二廠勤E

（1）摘系新生児ラットを用いた。出生口をPlとし、　P2で20皿g／kg相当の水銀溶液をコンデンス

　　ミルクとともに一回経口投与した。投与48時間後（P4）に開頭し、一次運動野および一次体性

　　感覚i野を選択的に切り出した。同投与法によって惹起される同部位におけるグリア芽細胞の

　　移勤障害の詳細については先に報告したS）。

②対照として蒸留水のみを投与した個体を用いた。
㈹組織採取は5匹以上の母からtii生した数十匹の新生児から行い、それらを混合・分注した。

ゐrr1－3二癬Eぢよぴ縦メ惑こ投与蜜念翻のナンプ兇ング
（1）メチル水銀投与緩の急性期における遺伝子変動を知る目的から、胎児および新生児に同様に

　　メチル水銀を投与し、そのi2時間後に組織を採取しプロファイリングスタディーを行った。

　11－－2．　サンプル調整

ll－2－f　：　A」f2eyinetzrix　Sene　Chip　rv

（1）IS｛泌顧（選PPGn－gene＞を用いて、グァニジン／フェノール方によりtotal　RNAを抽出した。そ

　　の精度は、Bioafialyser　（Agilent　Technology）を用いて検定した。

（2）m離真を逆転写酵素とpoly－Tプライマーを用いてcDNAに変換した。

（3）bio鍼n一鍵Pとbietin－£TPの存在下でT7RNAポリメラーゼを用いてcDNAを増幅した。これに
　　より、各P縫から5e－　10Gコit“・一一・のビオチン標識したcR｝9Aを合成した。　c　RINAを94℃の断片

　　化バッファー－Ptでインキュベートし、35就から2eentのcRM断片を調整した。
（4）DNAチップ（R磁U3塾，　Y34B，　U34C）にハイブリダイズしたeハイブリダイズしたビオチン標

　識cRrsiAをStreptavidln－Phycoerythrind（SP）で染色し洗浄した。

（5）goat　IgGとビオチン化抗streptavidin抗体でチップ上のシグナルを増幅し、再度SPで染色

　　後洗浄した。

（6）共焦点レーザースキャナでチップをスキャンした。画像処理はAffymetrix　Microarray　Suite
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　　5・0を用い、シグナル値の定量は同ソフトウェアによる統計アルゴリズムに従った。

（7）既知遺伝子が多く乗せられているU34A　chipについては3回の反復検定を行った。
∫1－2－2ニノ7ilgen　Gene　Chipノ習「

（1）上記の方法でtotal　Rl　TAを抽出し、精度検定（O．　D．260／0．　D．280＞1．7）を行った。

（2）RLNTAを逆転写反応を行い、　Cy3またはCy5で標識されたcDNAを作製、両cDNAを混合し、　DI　A

　　chipにハイブリダイズした。蛍光強度をスキャナーで読みとり、画像を解析ソフトにより数

　　値化した。

　II－3．　　Bioirlfomatics

（1）機能ゲノミクス研究で生じる複雑な遺伝学的情報を解析するためのソフトウェァ、
　　GeneSpring　7．2（Silicon　Genetics）を使った。

（2）AffymetrixDataについては、3種類のnormalization補正を行った。①Data　transformation
　　補正：生物学的に意味のない負の値を0．01に引き上げた。②Per　chip　normalizati。n補iE　：

　　チップ間のバラツキを揃えるために実施。アレイごとの中央値（median）で補正した。③Per

　　gene　normalization補正：発…現パターンから生物学的意味を抽出するのを助ける目的で行っ

　　た。各遺伝子について全サンプルのノーマライズ値の中央値で補正した。

（3）Filgen　Dataのnormalizationについては、　per　spot　and　chip　normalization補正として

　　raw／contro1値からLowess補正を行った。

II－4　未分化細胞の移動動態の　察

　これまでの病理組織学的研究からメチル水銀により未分化細胞の移動障害が惹起されること

　は明らかである。また、これまでのプロファイリング結果から、未分化細胞内のmicro加bules

　をそのassemblyに障害をきたしている可能性が考えられる。即ち、メチル水銀曝露により、

移動中の未分化細胞にはpathological　behaviorが観察されうるものと想定される。そこで、

　その実際の生きた細胞の動きを長時間に亘り観察し、その動態異常を明らかにすることを試

　みる。方法論としては、我々が独自に開発したレトuウィルスベクター（緑色蛍光蛋白：green

　fluorescent　proteinのcDNAをencodeしたベクター：pMT－GFP）と微弱な蛍光シグナルを
　捉えデジタルムー一ピーに変換するTime－lapse　microscope　systemを用いる。予備実験として、

　新生児ラット（P1）、児の前脳片側subventricular　zone内に、油圧Micro－－manipulaterを用

　い、GFP－retrovirus含有液1plをstereotacticにmicroinjectionした。P3に達した時点で、

　Tissue　Chopperを用いて250　pm厚の生鮮前脳冠状断スライスを作製し、スライスごと組織

　培養を行った。倒立型蛍光顕微鏡とこれに装着したCCDカメラを用い、緑色蛍光でラベルさ

　れた未分化細胞を長時間Time－1apseで観察した。画像は、画像取得解析システム
　（MetaMorph）でデジタル画像として取り込んだ。

（倫理面への配慮）

（1）実験動物の飼育は、新潟大学脳研究所特殊動物実験室で行い、24時間の温度・湿度管理をも

　　って行った。

（2）成獣へのメチル水銀投与に際しては、専用の胃ゾンデ先端にキシロカインゼリーを塗布し、

　　粘膜刺激を軽減した。新生児への投与に際しては、コンデンスミルクとともに経口投与し、

　　自発的嚥下運動を誘発することで行った。
（3＞組織採取に当たっては、成獣に対するネンブタール筋中麻酔およびエーテル吸入麻酔を併用

　　し、深麻酔に達して後、開腹手術を行った。新生児からの組織採取は、個体が低温麻酔下に

　　達して後、開頭術を行った。

（4）本実験計画については、既に新潟大学動物委員会に実験承認申請を行い、同委員会における

　　倫理面等にっいての審議を経て、承認を得ている（平成14年2月28日、新潟大学長、新大

　研9号）。

工II研究結果
　III－1．　メチル水銀投与48時間後の遺伝子変動
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　神経芽細胞の移動期である胎児のサンプルにおいて、対照群と比較しメチル水銀投与群で優位な変
動を示した遺伝子は、1．5倍以上up－regulated：1，388　genes／total　26，　261（5．　3％）（図1A）、1．5

倍以」二d剛一regulated：895（3．　4％）（図1B）であった。今回の実験系を基にした解析の目的は、胎児

期および新生児期にメチル水銀を投与した場合に共通してup一あるいはdo㎜一regulateしている遺伝

子を絞り込むことにある。しかしながら、遺伝子の発現変動に対する胎児と新生児のサンプル間の影

響は大きく（図1C）、水銀投与群と対照群との間で発現に差のある遺伝子を正確に抽出するためには、

この点も考慮する必要があると考えた。

　そこで、因子1（胎児vs新生児）、因子2（水銀投与群vs対照群）、およびこれら二つの因子の
組み合わせにより生まれる効果（交互作用）を同時に考慮に入れた二元配置の分散解析（2way－ANOVA）

を実施した。それぞれの因子に起因する統計学的優位な（P＜0．05）発現変動遺伝子を抽出し、クラ

スター解析を行った（図2）。因子1による優位な変動遺伝子は1，927個（7．3％）（図2A）、因子2に

よる優位な変動遺伝子は214個（O．　8％）（図2B）、両因子の交互作用により優位に変動した発現遺伝子

は164（0．6％）（図2C）であった。

　胎児’新生児ごとに、水銀投与群と対照群との間で発現に優位差のある遺伝子群を抽出すると（図
3）、胎児でup－regulated：127個，　down－regulated：99、新生児でup－regulated：111，　down－regulated：

112であった。胎児および新生児で共通して、1．5倍以上up－regulatedしていた遺伝子は40個（図

3A）、　L　5倍以上d。wn－regulatedしていた遺伝子は44個（図3B）であった。

　III－1－2．　Fll　en　Data　“4　5
　胎児サンプルにおいて、水銀投与群のノーマライズ値が1．5以上を示した遺伝子は309個（6．1％）（図

4A）、0．667以下の遺伝子は326個（6．5％）（図4B）、であづた。新生児サンプルでは、1．5以上が561

個（1L2％）（図4C）、0．667以下が621個（12．3％）（図4D）であった。胎児・新生児で共通して1．5

以上を示した遺伝子は160個（3．2％）（図5A）、0．667以下が231個（4．6％）（図5B）であった。

III－1－3．　プラ・トフォームの　なるアレイ日のデータ比　　（表1）

　AffymetrixおよびFilgen両mi　croarrayに搭載されている遺伝子について、GenBank　ACCNからLocus

Link　ID，　UniGeneIDを検索し、同等の遺伝子と認められるものをリスト化した。その上で、メチル水

銀に曝露した胎児または新生児において変動の認められた遺伝子yストを作成した俵1）。両アレイ
で共通して変動している遺伝子は極めて少なく、down－regulateしているものにっいては、胎児期で1
5genes（collagen　type　l　alpha　1，　similar　to　testis－specific　gene，　UI－R－AO－bf－f－07－O・－Ui．　sl，

PCTAIRE－l　protein　kinase，　similar　to　beta－galactosidase　alpha　peptide，　similar　to　beta　lactamase

IRT－4，　similar　to　kinesin　fatuily　protein　KIFla，　selenoprotein　W，　LOC362673，　similar　to

interferon　regulatory　factor　3，　similar　to　lactose　operone　repressor，　similar　to　glycy1－tRNA

synthetase，　lymphocyte　antigen　68，　similar　to　RIKEN　cDNA　583e446MO3，　similar　to　TRH3）、新生

児期で3genes（myosin　IE，　a工bumin，　alpha－fetoprotein）であった。

　III・－1－・4．’　子の　能による　　　（’6

　LocusLink　ID，　GO　categ。riesなどからキーワード検索を行い、遺伝子の既知の機能（計21

種類）にっいて発現変動を解析した（図6）。メチル水銀曝露により、細胞骨格蛋白・細胞周期・

転写因子・代謝関連蛋白・細胞外基質など、胎児脳・新生児脳では、実にさまざまな分子種が変

動しているおり、その増減の傾向も両プラットフォーム聞で異なっていた。

III・－1－5．神細胞の動に る　知　子の data　not　shown）

　主にマウスやラットあるいはDrosophilaを用いた研究から、これまで神経芽細胞の移動に関与

するとされる様々な分子が知られてきた。また、いわゆるヒトのneuronal　migration　disorders

6・7）のうち、遺伝性の病態の幾つかについてはその原因遺伝子が同定されている。それらのラッ

トhom。109について解析したところ、以下の分子種については有意な発現変動は認められなかっ
た。（1）ree　l　in　cascade：reeiin，　AρoE，　ZLPLI？，　LPLI？，（2）tangential　migration：？Wkx2．　i，　Mash1，

（3）　cell　s　i　gnaling：Ugf．　BDma，　Trne．　PZ31，　Shh．　（4）　cell　gu　i　dance：　Sema3，　Nrpi／／2，　SPF－1，

CICR4，　（5）　transcription：　Ngniンig，　（6）　human　causative　genes：　doublecortin，　filamゴnV。
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　II工一1－6．　重要　子の選定　　表2）

　メチル水銀曝露による神経芽細胞およびグリア芽細胞の移動障害に密接に関連した分子を想定

した際・up－regulateしている分子は全て除外し、更に、　down－regulateしている分子の中から

ap。ptosis関連分子やonc。gene，　heat　sh。ck分子などを除き、分子を絞り込んだ。その結果、

cytoskeletal　associated　meleculesなかでもmicrotubulesとその修飾分子群でdowrregulate
しているものが含まれていることに気付いた。統計上、必ずしも優位なd。wn－regulateとは判定

されなかったものも含め・表2にあげた11分子を、現象関連重要分子の候補として選定した。

　III－2．　メチル水銀投与12時間後の遺伝子変動

　ESTが多数配されたU34B・U34Cのchipを用いた解析は現実的ではないとの判断から、U34A　chip

を用いた反復解析を行った。メチル水銀を投与した胎児サンプルにおいて2倍以上の
up－regulati。nを示したものは155遺伝子であり、dowm－regulatienを示したものは132遺伝子で
あった。

　メチル水銀を投与した胎児サンプルにおいて2倍以上のup－regulationを示したものは491遺

伝子、down－regulationを示したものは395遺伝子であった。一方、メチル水銀を投与した新生

児サンプルにおいて2倍以上のup・－regulationを示したものは245遺伝子、　down－regulationを

示したものは339遺伝子であった（図8）。胎児および新生児で共通してup－regulationを示した

ものは50、down－regulatienは166遺伝子であった（図9）。

　III－3．　メチル水銀投与12時間後および48時間後の変動遺伝子の比較（表3）

　Affymetrix，　Filgen両DNA　chipとも、12時聞後における変動遺伝子数は48時間後のそれ
と比較し明らかに少なく、また両者で共通した挙動を示した分子の数もかなり少ないことが解っ

た。また、両プラットフォーム間で変動分子数を比較すると、ここでも共通遺伝子数は極端に少

ないことが解った。しかしながら、詳細にこれらのリストを検索すると、48時間後で
down－regulateしていた幾つかの分子（c・11agen　type　l　alpha　1，　myosin　IE，　albumin，

alpha－fetopr。teinなど）は12時間後の解析でもdown－regulateしており、両者で共通した分子

の動きが確認されると共に、方法論的妥当性を示唆するデータと考えられた。48時間後のサン

プルから抽出した候補分子のうち、12時間後のサンプルでもdynein－similar　molecllleの
d。wm－regulationが観察されるなど一部は共通した挙動を示す可能性が示された。一方、48時

間後のサンプルからは抽出されなかったものの、12時間後のサンプルで有意なdown－regulation

を示す分子のうち、platelet－activating　factor，1－alpha（PAF）など、現象論的に極めて興味深

い分子種の変動が認められた。

IV考察
　本研究で行ったメチル水銀投与法は、神経芽細胞およびグリア芽細胞の移動障害を惹起するも

のである3・4）。その病態は、イラクで発生した胎児性メチル水銀中毒症の剖検例が示すそれ8）と

も明らかな共通性があり、発生期脳におけるメチル水銀毒性の病態機序を知る上でも重要な実験

モデルと考えられる。
　こうした背景から、本研究では、メチル水銀投与後の胎児・新生児脳における遺伝子発現プロ

ファイリングを行い、現象に密接に関連した（二次的変動ではない）重要分子種の選定を行った。

これまでの同方法による実験結果から、DNA　chipの工学的構造特性に依存したデータが抽出され

るものであることを踏まえ、仕様の異なる2種類のDNA　chipを複数回行うことにより、データの

再現性・信頼性を高めようと試みた。そのため、得られた実験粗データは膨大であり、特定の統

計解析アルゴリズムでは解析できず、複数の機能ゲノミクス解析ソフトによるbi。infomaticsを

行った。また、メチル水銀投与12時間後の急性期における遺伝子発現プロファイリングを行い

解析を進めた。どの分子が重要かを見極める作業が、本研究計画全体を通じて、極めて大事な要

素となると判断したためである。

　両DNA　chipのデー一タからも、多数の分子種の発現変動が計測された。本研究では、既に捉えて

いる組織病理学的知見を基盤にしており、胎児および新生児で共通した分子病態メカニズムが存
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　在する・との作業仮説のもとに解析を進めた。即ち、神経芽細胞の移動障害とグリア芽細胞の移

動障害をもたらす分子病態メカニズムには共通の側面があると見なした訳である。そこで、メチ

ル水銀投与後にup－regulateした分子は二次的変動（反応性）を示すものと判断し、今回の9的

からは標的分子とはならないと判断した。D。wn－regulateした分子のうち、　apopt。sis関連分子や

oncogene、あるいはstress　resp。nse　moleculeやhormone　peptideなどの分子も除外視した。

　両DAN　chipから得られたデータの検定条件を、1．5倍以上あるいはn・rma！ize値が0．667以下

とする条件では、胎児・新生児で共通してdown－regulateしている候補分子は特定できなかったe

しかしながら・有意とみなす条件を緩和し遺伝子リストを詳細に再検討すると、細胞骨格分子と

その関連分子（修飾・架橋・蛋白結合）のdown－regulationが見られることに気付いた。

　未分化細胞が移動する際には、先導突起を移動方向に伸長し核がその方向に引き上げられる現
象が必須であり9）、その際、microtubulesは高度の極性アセンブリーを構築しpositive　endを伸

長方向に向けたダイナミクスを示すことが知られている。本研究で選定した11分子はこうした

移動細胞の細胞内プロセスにも関連する可能性も考えられることから、重要候補分子として抽出

した・また・メチル水銀投与12時間後のサンプルで有意にdown－regulat，する分子としてPAF

などが抽出された。PAFは、ヒトmigration　disordersの代表的疾患であるlissencephalyの原

因遺伝子LfSlの翻訳蛋白との相同性が極めて高く、細胞移動に必須な分子であることが知られて

いる。またPAFは、　aspergillus　nidulansの核移動に関与する蛋白nudFとの相同性も高く、発
生期脳における未分化細胞の移動に際して、核の移動を制御している可能性が指摘されている。

メチル水銀曝露により、こうした重要分子が時間依存性に障害を受ける可能性も考えられ、その

メッセージおよび蛋白発現の検定は、病態を理解する上で極めて重要と考えられる。

V　結論

　メチル水銀投与による未分化細胞の移動障害メカニズムを知る目的から、2種類のDNAチップ
を用いた遺伝子発現プロファイリングを行い、その膨大なデータをもとにbioinfomati．、解析を

行った。その結果、組織病理学的知見に密接に関連する可能性が想定される重要分子として、細

胞骨格分子とその関連分子（修飾・架橋・蛋白結合）を選定した。

本研究を遂行する上での研究基盤・業績

　これまで我々は、微量のメチル水銀を慢性的にラット胎児および新生児に投与することにより、
脳病変を惹起し得る方法を確立した。その結果、メチル水銀に対する神経細胞の脆弱性は脳の発
達時期や部位により大きく異なること（文献1－－5）、更には胎児期に曝露した児は、成長後には
高次脳機能障害をきたすこと（6）を明らかにした。一方、高濃度のメチル水銀を胎児脳に投与
した場合には神経芽細胞の移動障害が（7）、新生児期に投与した場合にはグリア芽細胞の移動障
害が惹起されることを明らかにした（8）。神経芽細胞産生初期の投与によって、脳の特定部位に
脳表の奇形とこれと連続した皮質異形成が出来ることを明らかにした（9）。このように本研究は、

議叢竺き捻三毅薯晋聾瞥繋麟芒監ごc諸親鶉鷺蒜認諸皇蓬纏
的手法（10）、レトロウィルスやTime－lapse　digital　monitoring　system，　slice　cultureを用

いた細胞生物学的手法（11，　　　　　　　　　　　　　　12）を組み合わせて行ったものである。
1．

2．

3．

4．

5．

6．

Kakita　A，　Wakabaya5hi　K，　S　u　M，　et　al．　Distinct　pattern　of　neuronal　degeneration　in　the　fetal　rat　brain

i－nduced　by　consecutive　transplacental　administrati　on　of　methylmercuilSf．　B　rain　Res　2000；859：233－239．

Sakarn・t・M・Wakabayashi・K・Kakita・A，　e趾欄espre蜘e皿・nal　d・g・n・・ati・n　in・atS・f・11・wing

・・翻mi蹴ati・n・撫血ylm…ury　during　the　P・stnatal・d・v・1・ping　phase：am・de1・f　fetal・typ・

minamata　disease．　Brain　Res　1998；784：351－354．

Wakabayashi　K　Kakita　A，　Sakamoto　M，　et　a1．　Variability　ofbrai皿lesions　in　ratS　administered

！鵬thylmercury　at　various　pOstnatal　deveiopment　phases．　Brain　Res　I　995；705：267－272．

Sakamoto　M，　Kakita　A，　Wakabayashi　K．　et　al．　Eva　luation　of　methylmercury　intoxication　on　the

developing　brain：a　stUdy　with　censecutive　and　low－dose　exposure　throughout　gestation　and　lactation

periods．　Brajn　Res　2002；949：51・59．

Sakamoto　M，　Kak三ta　A，　OI三ve三ra　RB，　et　aL　Dose－dependent　effectS　ofmethylmercury　administered

du血tg　neonata1　brain　spurt　in　ratS．　Dev　Brain　Res　2004；152：171－176．

K蜘A・Wakabaya・hi・K・・Su・M，　et・al・lntrauterin・・m・血yln・・cu・y・int・xicati・n；c・n・equence・紬・

inherent　brain　lesions　and　cognitive　dysfumction　in　matufity．　BTain　Res　2000；877：322－330．
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12．

Kakita　A・Inenaga　C　Sakamoto　M・et　aL　Neuronal　migration　disturbance　and　consequent

cytoarchitecture　in　the　cerebral　co「tex　foliowing　transplacental　administration　of　methylmercury．　A　cta

Neuropathol　2002；104：409－471・
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abnomal　pattem　of　glial　distribution　in　the　cerebrum　fbllowing　administration　of　methylmercury．　j

Neuropathol　Exp］Neurol　2003；621835・847．

Kakita　A・Wakabayashi　K・Su　M　et　aL　Experimentally　induced　leptomeningeal　glioneuronal

heterotopia　and　underlying　cortical　dysplaLsia　ofthe　lateral　limbic　area　in　rats　treated　transplacentally

with　methylmercury．　J　Neuropathol　Exp　Neurol　200　1；60：768－777．

Fut鋤ura　T・　Kakita　A・Tohmi　M・　et　al．　Ne。na白l　pe血rbation　of　neurotrophic　sigrsaling　results　in

abnomal　sensorimotor　gating　and　social　interaction　in　adults：implication　fbr　epidermal　growth　factor

in　cognitive　development．　Molecular　Psychiatry　2003；8：19－29．

Kakita　A，　Goldman∫E・Pattems　and　dynamics　of　SVZ　ce｝l　migration　in　the　postnatal　gorebTain：

monitoring　living　progenitors　in　slice　preparations．　Neuron　l　999；23：461472．

Kakita　A，　Zerlin　M，　Takahashi　H，　et　aL　Some　glial　progenitors　in　the　neonatal　subventricular　zone

migrate　through　the　corpus　callosum　to　the　contralateral　cerebral　hemisphere．　J　Comp　Neuro1

2003；458：381－388．
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Molecular　expression　profiles　of　the　developing　cerebral　mantle

following　fetal　or　neonatal　administration　of　methylmercury：an

approach　for　understanding　mechanisms　underlying　progenitor
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　migration　distUrbance

　　　　Chun－Feng　Tana，　Yasuko　Tbyosh㎞aa，　Misato　Yamazakda，　Masae　Ryufttku”，

　　　　　　　　　　Mineshi　S　akamoto°，　Hitoshi　Takal　Lashi”，　Akiyoshi　Kakitaab

aD・pa・tm・nt…fPath・1・gy　and　bPat励gy　N・脚・ci・n・e，・B・ain・R・…rch・ln・titut・・　Uni・ersity・・f

　　　　　　　　　　　　　　　　　ハTiigata，∫　Asahimachi，ハ「i’9ata　95占8585。　Japan

CDepa「tmen「OfEρide励iology，」Vationa”ns「「tute／br　Mina励ata　Diseロse，ルtinamata「867－000＆Japan

κのrwortis：　Methylmercury；Fe田1－type　Mina㎜ata　disease；Brain　development；Mii声on　abnomali取；DNP　tip

Abstract

　　　　　　　　Tb　understand　the　effects　of　methylInercury（MeHg）on　neuronal　and　glial　progenitor

migration　in　the　developing　cerebral　cortex，　we　examined　profile　alterations　in　gene　expression　in　the

telencephalic　mantle　follovving　fetal　or　neonatal　administration　of　MeHg，　where　an　apparent

disruption　of　the　progenitor　migration　had　been　elucidated　histopathologically．　We　applied　eXtracted

mnRNA　samples　to　two　kinds　of　DNA　microarrays，　whioh　had　been　made　u血der　different

biotech皿010gical　concepts．　Then，　we　perforrned　analysis　of　the　plenty　of　data　according　to　the

bioinformatics　methodologies．　We　selected　11　moiecules，　which　could　be　regarded　as剛didates　of

specific　molecular　cues　closely　asseciated　with　the　migration　disturbance　underlyi皿g　MeHg

　　　　　　ロ　　　ロneurotOXIClry・
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図1メチル水銀投与後4

8時間後の遺伝子変動．

Affymetrix　Gene　Chip　Data　1．

全26，261遺伝子セットのうち、

メチル水銀投与後の胎児脳で

1、5倍以上up－regulateした遺

伝子（A：1388個）および

dewn・regulateした遺伝子

（B：895個）のイメージ。（C）胎

児・新生児間における遺伝子の

発現変動。

図2メチル水銀投与後4

8時間後の遺伝子変動．

Affymetrix　Gene　Chip　Data　2，

（A）因子1（胎児vs新生児）

におけるクラスター解析。（B）

因子2（メチル水銀投与群vs

対照群）におけるクラスター解

析。（C）因子1および2の交互

作用により有意に変動する発現

遺伝子のクラスター解析。

図3メチル水銀投与後4

8時間後の遺伝子変動．

AffymetriX　Gene　Chip　Data　3．

胎児および新生児の双方で、メ

チル水銀投与群で1．5倍以上

up－regUlate　（A）または

down’regulate（B）している遺伝

子群のイメージ。
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図4メチル水銀投与後4

8時間後の遺伝子変動．

Filgen　Gene　Chip　Data　1．

メチル水銀投与群で変動した遺

伝子群のイメージe（A，　B）胎児、

（C、　D）新生児。（A，C）ノーマラ

イズ値が1．5以上を示したもの。

（B，　D）ノーマライズ値がO．667

以下を示したもの。

1・：：：i’：．二＝．】＿、＝－T．．T．，　一．一．，
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ii
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図5メチル水銀投与後4

8時間後の遺伝子変動．

Filgen　Gene　Chip　Data　2．

胎児および新生児で共通し

てup－regulateした遺伝子群

ωまたはdown・regulateし

た遺伝子群（B）のイメージ。

A酌met血のみ 両者共通 FUgeロのみ

胎児upでe即1ated

ﾙ児d。w宜regUlated

V生児UPTeg蝕ated

V生児d。岨丁9四1a岳d

1345

W80

P08

P09

43

P5

R3

384

S76

P60

S58

表1　メチル水銀投与後4

8時間後の遺伝子変動．プ

ラットフォームの異なるア

レイ間のデータ比較。
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図6変動遺伝子の機能による分類。
APO：apoptOsiS・relat6d　proteins，　CSR：cell　surfae白r合e白ptOrs「牌皿adhesien

molecul白，　CYC：e白ll・qyele・related　proteins，　DEV：　orga皿develop皿ont岨d

clitferentiatio皿，　DNA：DNA　synthesis　a皿d　modi丘eations，　ECP：intaree皿Ular

signaling　and　ECM・related　molecul白s，　GFR：growth血ieurotrophic　factors

and　their　receptOrs，　GU二glia－related　proteins，　HOR：hormonesip白ptides

an己thetぼeo6ptors，　KIN：㎞a58s，　NEU：n白皿r岨・spe品・m・le加1e8、㎜：

neuuotransmitter　synthesis　and　r白凸eptOrs，　OCN：encogenes，　PHO：

pho5ph血s白s，　RNA：　RNA　bindingttra皿slation　protei皿s，　SKE：

cyteskeletalhnotOr　proteins，　STD：signal　transducerstG　preteins，　STS：

stress　r白司ponse’ubiqUitinationlheat　shodk　proteins，　TRF：tra】aseription

factx）rs，　ms：transportersldhaime］s

G6nB田止 Mo1㎝11已D白5面P垣岨 Pu1冶面ΨθRb16　D95既ip駈識

L27421 丘eq準血 N白㎜・n」丑α舳um　s凱B。r，　radio19岨輌

AA892299 FERM・dom　ai工rconta□血玉9　P1翼》加蝕1 Strud画P曲i叫白m醐bor　of吐据ERM　p臨i皿

AA875659 illteme】幽」　8Jpha q声kd白ton　o暗蹴認白垣on

AA892303
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　七
р凾獅? C』k己d直1f㎞ndjon凪pr凸t畠i皿

X68199 myosi直Ib N白ural　d怖dlopmロnt

］M81687 笥md㏄眼2
qyto5k｛止日七白1　P】忙此白in　bin己㎞9

AIO70512 neure血2 N8晒n垣田U】『U。nm。1白四16

AI227608 Ini喧Totubu1白・asso旺iat岨d　protghl　t旺u q恒h己臼圃mo1㏄ub

AI　145444 且白u胆bi皿1 Bindi皿g　b　ad垣五1且m白nts，輪五keleton

X66366 9日phy血 P］［ot白jn・q昨OEkg1白tal　in㎞郎垣on

AA963234 加由面血叫eps皿on　1 qytoskdleton，5P血増a

表2　　Selected　inter白sting　molecUles　for　further　analysiS
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図7メチル水銀投与後12時間後の遺伝子変動．AffymetriX　Gene　Chip　Data　4．　A：全遺伝子の

ノーマライゼー＊’7ヨ｝シ化後の解析図。B：胎児サンプルでメチル水銀投与群で2倍以上のup・regulatio画・を

示した155遺伝子のイメrジ。C：同様陪down・regUlationを示した132遣伝子のイメージ。
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図8メチル水銀投与後12時間後の遺伝子変動．Filgen　Gene　Chip　Data　3．

A・C：胎児サンプルの発現解析図。A：ノーマライゼーション化後の解析図。　B：メチル水銀投与群で2倍以

上のup・regulationを示した491遺伝子のイメージe　C：同様にd。wn・regUlationを示した395遺伝子のイ

メージ。D・F：新生児サンプルの発現解析図。　D：ノーマライゼーション化後の解析図。　E：メチル水銀投与

群で2倍以上のup・regUlati。nを示した245遺伝子のイメージ。　F：同様にdown・regulati。nを示した339

遺伝子のイメージ。
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図9メチル水銀投与後12時間後の遣伝子変動．Filgen　Gene　Chip　Data　4．

メチル水銀投与後の胎児および新生児で共に2倍以上のup・regulati。nωを示した50遺伝子、あるいは

d。wn・regUlati。n（B）を示した166遺伝子の解析図e

Hg投与12時

ﾔ後の変動遺

@伝子数

Hg投与48時

ﾔ後の変動遺

@伝子数

共通遣伝子数

＜Aff泣met血Gene（丑亘p＞

胎児up噛gulated
155 1388 2

胎児d。wnTe即1ated
132 895 1

＜Figen　Gene　Chip＞

胎児up・regulated
491 309 48

胎児d。wrregulated
395 326 11

新生児upでe鯉1ated
245 561 41

新生児downτeg司ated
339 621 11

胎児＆新生児upでegulated
50 160 0

胎児＆新生児dow汀regulated
166 231 1

〈胎児データのプラットフォーム間比較〉

A⑩e垣xおよびF且gen両者でup・regulated
6 43 0

A的me垣xのみup・regulated
149 1345 2

Fjlgenのみupwgula妬d
318 384 17

塒metrixおよびF皿gen両者でdowrregulated
6 15 0

A鞠met㎡xのみdown・爬gulated
126 880 1

Fコgenのみdown酒gulated
306 476 14

表3　メチル水銀投与12時間後および48時間後における変動遺伝子数の比較。
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