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 要 旨   
目的：神経堤細胞（NCC）は多能性前駆細胞に属し、アルコールに対して感受性が高く、胎児性ア

ルコールスペクトラム障害（FASD）に関係している。スルフォラファン（SFN）が、エタノール（EtOH）

で生じる NCC のアポトーシス（Apot）を抑えることが示されている。EtOH による NCC の Apot には、

Bcl2 ファミリーなどの多様な情報経路が関与している。しかし、EtOH による NCC Apot での Apot タ
ンパク質阻害因子（IAP）の役割は明らかでない。IAP 遺伝子プロモーターの DNA メチル化と IAP
遺伝子発現との関連が示されており、一方、DNA のメチル化には DNMT1 や DNMT3a などの

DNA メチル基転移酵素（DNMT）が関与している。また、SFN が DNMT 活性を阻害して遺伝子発

現を調節することが報告されている。本研究は、EtOH 曝露によるヒト NCC（hNCC）の Apot の誘導

に、抗 Apot 遺伝子（NAIP、XIAP）発現のエピジェネティックな抑制が関与するかどうか、そして、

SFN が抗 Apot 遺伝子発現を回復し、hNCC での EtOH による Apot を阻止するかどうか検討した。 
 
方法：hNCC はヒト胚性幹細胞 H9 株から分化させて調製した。EtOH 処置は 50 mM、24 時間行

い、また、SFN 処置は 1 mM、24 時間行い、その後、EtOH と共に 24 時間曝露した。DNMT 活性

は、hNCC から核抽出液を調製して、EpiQuik DNA メチル基転移酵素アッセイキット（Epigentek）を
用いて測定した。NAIP とXIAPのプロモーターCpGアイランドのメチル化は、メチル化特異的 PCR
法で解析した。細胞生存率は MTS アッセイで、Apot はカスパーゼ 3 開裂解析と FICT アネキシン

V 検出キットで測定した。タンパク質はウエスタンブロット法で、mRNA は RT-PCR 法で測定した。 
 
結果：hNCCの EtOH曝露でDNMT3a発現とDNMT活性が増加し、SFN前処置はこれらの EtOH
による変化を抑制した。また、EtOH 曝露は NAIP と XIAP のプロモーター領域での過剰なメチル

化を誘導し、これは SFN の共処置で阻止された。さらに、SFN 処置は、hNCC での EtOH による

NAIP と XIAP の発現低下を抑制した。RNA 干渉による hNCC の DNMT3a 欠損は、EtOH による

NAIP と XIAP の発現抑制と Apot に対する SFN の抑制効果を増強した。 
 
結論：本研究の結果は、EtOH による DNMT3 の発現増加、NAIP と XIAP のプロモーター領域で

の過剰メチル化、それに続く NAIP と XIAP の発現低下が、EtOH による hNCC の Apot に関与し

ていることを示している。SFN は EtOH による IAP タンパク質コード遺伝子プロモーター領域の過

剰メチル化と NAIP と XIAP の発現低下を、DNMT3a 発現と DNMT 活性の調節を介して抑制して

hNCC の EtOH 誘導性 Apot を防いでいる。SFN は EtOH による Apot と FASD を防御する効果的

な物質であると考えられる。  


