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緒緒  言言  

 
神経変性疾患は、特定の神経細胞が変性、脱落することで起こる難治性の疾患である。また、神経変性疾患において、

患者の大多数は家族的な遺伝歴を持たない孤発性である。これまでに、亜鉛、銅などの重金属と神経変性疾患との   

関わりが示唆されている［1］。孤発性神経変性疾患発症の原因は、未だ解明されていないが、生活習慣、環境、化学   

物質の曝露などの外的な要因が考えられる。したがって、何らかの環境要因が引き起こす、脳神経における金属代謝  

異常が、孤発性の神経変性疾患発症に関わっている可能性が示唆される。近年、胎生期の環境要因が生後の疾患発症の

リスクとなる「疾患胎児起源説：Developmental Origins of Health and Disease（DOHaD）説」が提唱され、注目   

されている。DOHaD による次世代影響は、胎生期に受ける環境要因によるエピゲノムプログラミング攪乱によって 

引き起こされると考えられている［2］。神経変性疾患でも、DOHaDを基盤とした胎児発生期の環境を起源とする疾患

発症の可能性が考えられる［3］。以上より、胎生期における金属代謝関連遺伝子のエピゲノム変化の異常が、成人後の

孤発性の神経変性疾患発症のリスクとなると考えられる。また、金属応答転写因子（MTF1）は、亜鉛、銅などの必須

微量金属による刺激により活性化され、生体内金属恒常性維持に働いている［4］。また、MTF1 は正常な個体発生に 

必要不可欠と考えられており［5］、以上から MTF1 による金属代謝関連遺伝子の胎生期エピゲノムプログラミング   

異常が、後天的な疾患発症のリスクとなることが予想される。本研究では、胎生期における金属応答転写因子MTF1に

注目し、神経分化への影響ならびに MTF1 の神経分化におけるエピゲノムプログラミングの役割を解明し、金属代謝

異常を基にした神経変性疾患とDOHaD仮説との関連を明らかにする。 
 

方方  法法  

 
11.. 神神経経分分化化ににおおけけるるMMTTFF11発発現現量量のの変変化化のの解解析析  
ヒト神経芽細胞腫である SH-SY5Y 細胞を用いて、レチノイン酸 10μM、および 2％ FBS を含む DMEM 培地で 

3日間分化誘導した。分化後の神経突起伸長を、Tuj1抗体による蛍光免疫染色を行い、IN CELL ANALYZER 2000を

用いて網羅的に解析を行った。また、神経分化後の MTF1 発現量を蛍光免疫染色法、ならびにウエスタンブロット法

で解析を行った。 
22.. 神神経経分分化化ににおおけけるるMMTTFF11のの役役割割ににつついいててのの検検討討  

MTF1の神経分化における役割を検討するために、SH-SY5Y細胞にMTF1の siRNAを一過性に導入し、MTF1を

ノックダウンし、3 日間神経分化誘導を行った。上記 1．と同様に、分化後の神経突起伸長を評価した。ノックダウン

効率についてはウエスタンブロットで評価した。 
33.. 亜亜鉛鉛除除去去培培地地のの作作製製  
亜鉛除去培地の作製のために、FBS を金属キレート樹脂である、Chelex100 にて一晩攪拌し、亜鉛を除去した。

Chelex100 処理後および未処理の FBS を、湿式灰化法で分解し、金属量について原子吸光度法を用いて測定した。

Chelex100処理後のFBSをDMEM培地に加え、亜鉛除去培地とした。 
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44.. 低低亜亜鉛鉛にによよるる神神経経分分化化へへのの影影響響ににつついいててのの検検討討  
亜鉛除去培地を用いて、SH-SY5Y 細胞を神経分化し、分化 3 日後の神経突起伸長と、MTF1 発現量をウエスタン 

ブロット法で解析した。 
 

結結  果果  

 
11．．神神経経分分化化ににおおけけるるMMTTFF11発発現現量量のの変変化化  
神経分化段階におけるMTF1の発現量の変化はこれまで分かっていない。そこでヒト神経芽細胞腫であるSH-SY5Y

細胞を用いて、神経分化誘導を行った。すると未分化に比較し、神経突起伸長が認められ、神経分化は上手くできて  

いることを確認した（図 1a）。蛍光免疫染色で神経分化前後の MTF1 発現量を測定したところ、経分化後に発現量の 

減少が認められ、また未分化では核内に MTF1 は局在しているが、神経分化後には細胞質に局在していることが確認

された（図 1b）。また、神経分化後の MTF1 発現量をウエスタンブロット法で測定したところ、未分化と比較し    

有意な発現量の減少が確認された（図2）。 

 
図1．SH-SY5Y細胞における神経分化とMTF1局在 

（a）SH-SY5Y細胞の神経分化前後の神経突起伸長変化（Student’s t-test、*P < 0.05）。 
（b）SH-SY5Y細胞における神経分化前後のMTF1局在変化（スケールバー：10μm）。  

 

図2．SH-SY5Y細胞における神経分化によるMTF1発現量変化 
SH-SY5Y細胞の神経分化前後のMTF1発現量変化（Student’s t-test、*P < 0.05）。  

  
22．．神神経経分分化化ににおおけけるるMMTTFF11のの役役割割のの検検討討  
神経分化におけるMTF1の役割は全く分かっていない。そこで、MTF1の siRNAを用いてSH-SY5Y細胞に一過性

に MTF1 をノックダウンし、神経分化誘導を行った。MTF1 のノックダウンは 24 時間後において、上手く行われて  

いることを確認した（図3a）。このMTF1ノックダウン後に神経分化誘導を行ったところ、NC群と比較し siMTF1群

において、有意な神経突起伸長の抑制が認められた（図3b）。 

2



上原記念生命科学財団研究報告集, 34（2020） 
 

  
図3．神経分化におけるMTF1ノックダウンの影響 

(a) SH-SY5Y細胞のMTF1 siRNA導入後のMTF1発現量変化（Student’s t-test、*P < 0.05）。 
(b) MTF1ノックダウンによる神経突起伸長への影響（Student’s t-test、*P < 0.05）。 

NC：Negative control。 
 
33..  低低亜亜鉛鉛にによよるる神神経経分分化化へへのの影影響響ととMMTTFF11のの関関与与  
低亜鉛による神経分化への影響を検討するために、金属キレート樹脂である Chlex100 を用いて FBS 中の亜鉛を 

除去し、亜鉛除去培地を作製した。この亜鉛除去培地を用いて、SH-SY5Y細胞を用いて神経分化誘導を行ったところ、

低亜鉛条件において、神経突起伸長の減少が認められた（図 4b）。また、その際の MTF1 発現量を測定したところ、 

低亜鉛条件下においてその発現量は減少していた（図4a）。 

  
図4．低亜鉛の神経分化への影響とMTF1発現量の変化 

（a）低亜鉛による神経分化におけるMTF1発現量変化（Student’s t-test、*P < 0.05）。 
（b）低亜鉛の神経突起伸長への影響（Student’s t-test、*P < 0.05）。 
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考考  察察  

 
これまでに、発達期の低亜鉛環境がエピジェネティクス変化の攪乱を介して、出生後の疾患発症に影響を及ぼす可能

性が示唆されている。また、亜鉛などの恒常性維持に必要な、亜鉛トランスポーターや、亜鉛結合タンパクである   

メタロチオネインを制御している、主要な転写因子として MTF1 が報告されている［4］。MTF1 は発生に不可欠で  

あることが分かっているが［5］、その神経分化における役割はほとんど分かっていない。本研究では、胎生期における

金属応答転写因子MTF1に注目し、神経分化への影響ならびにMTF1の神経分化におけるエピゲノムプログラミング

の役割を解明し、金属代謝異常を基にした神経変性疾患と DOHaD 仮説との関連を明らかにする。この仮説の検証の

ために、まずは MTF1 の神経分化における役割と、低亜鉛による神経分化の影響、ならびに MTF1 の関与について  

検討を行った。SH-SY5Y 細胞を用いて、神経分化誘導したところ、未分化に比べて、神経分化後の MTF1 発現量が 

減少した。このことから、MTF1 の役割として 2 つの可能性が考えられた。1 つ目は未分化状態の維持に必要、     

2 つ目は神経分化において何らかの役割を持っているということである。前者については、未分化において MTF1 は

核内に局在し、分化後には細胞質へと局在が変化していたこともあり、未分化性を保つ遺伝子群の制御に、何らかの  

役割を果たしている可能性が考えられる。しかしながら、今回は後者の MTF1 の神経分化における役割を検証する  

こととした。 
siRNAでMTF1をノックダウンしたSH-SY5Y細胞を神経分化し、神経突起伸長を測定したところ、有意な減少が

認められた。したがって、神経分化によって MTF1 発現量は、減少はするものの、神経分化自体には必要であること

が示唆された。さらに、神経発達期の亜鉛の影響を検討するために、亜鉛除去培地を作製し、この培地を用いて      
SH-SY5Y 細胞の神経分化誘導を行った。その結果、低亜鉛によって神経突起伸長は有意に抑制された。加えて、    

低亜鉛による神経突起伸長抑制時の MTF1 発現量は対照群と比較して、有意な低下を示した。このことより、神経   

分化には亜鉛が必要であり、その維持にはMTF1が関与する可能性が考えられる。 
今後は、MTF1の神経発達時のエピジェネティクスプログラミングへの関与、または低亜鉛による神経分化への影響

におけるエピジェネティクスメカニズムと MTF1 の関与の検討が必要と考えられる。また、さらに神経変性疾患に  

関連する遺伝子群について、胎生期亜鉛環境異常による、MTF1を介したエピジェネティクスな攪乱が引き起こされて

いるかの検証も課題である。 
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