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1．研究実施の概要 

我々は、マウスやラットなどの実験動物を、妊娠時期を中心に感受性が高い期間に、低用量の

ダイオキシンに曝露し、いかなる影響が現れるかを観察し、メカニズムの解明を行うことを目指して

研究を進めている。このプロジェクトが開始されて実質２年を経て、低用量ダイオキシンの生殖機能、

脳機能・行動、免疫機能に及ぼす作用について、様々な知見が得られてきた。本年度の主な結果

の概略を記す。 

低用量ダイオキシン曝露による雄の生殖器官発達に及ぼす影響を肛門生殖突起間距離 

（AGD）の短縮、および前立腺重量の減少を指標として検討したところ、これらの影響が生じるため

には Ah 受容体（AhR）が必要であることが判明した。さらに、胚は、発育段階でダイオキシンに対す

る感受性が違うことも判明した。胎仔への作用として、糖代謝に関与する GUT3mRNA の発現の低

下が生じることが、感受性が高い Holtzman 系ラットの実験からわかり、糖尿病モデルとの類似性が

今後の検討課題となった。 

脳機能・行動に関しては、膣の形態形成に毒性を生じない用量のダイオキシンによってこれまで

の知見とは反対に、卵巣重量増加、膣開口時期、性周期開始時期がいずれも早まることが判明し

た。他方、ダイオキシンに曝露したラットから生まれた雄の仔の脳における SDN-POA のサイズが小

さくなる傾向が認められ、雄性行動の変化が認められた。ダイオキシンに曝露した C57B6 マウスの

脳において、いくつかの新規遺伝子の発現量に変化が観察された。 

免疫機能については、B 細胞と T 細胞に対する TCDD の作用で新たな知見が得られた。TCDD

が B 細胞の活性化および脾臓の胚中心における B 細胞の増殖を抑制して胚中心の形成を抑制す

る結果、血清中IgGのレベルが下がることが判明した。T細胞が増殖・分化する際に放出するサイト

カインのうち、Th２細胞由来のサイトカインの産生が抑制されることが判明した。 

リスク評価手法のため、TCDD の母親から胎仔への移行を調べた。AhR 欠損マウスと野生型に

おけるダイオキシンの蓄積傾向の違いは、胎仔においては、ダイオキシンの組織における蓄積に

AhR が関与していることが判明した。 

また、これまでの毒性影響と体内負荷量との関係をプロットして、量と影響の関係をおりまとめた。

実測値が無いものは、投与量から体内負荷量推定値（一次反応式モデルにもとづき投与量の



86％を使用）を算出したが、体内負荷量推定値は、実測値よりも約 45％低い値を示した。今後、体

内負荷量から TDI を推定をより精密に行うことができるであろう。 

2．研究実施内容 

本研究課題は、生殖機能、脳機能・行動、免疫機能という 3 つの独立したサブテーマ、ならびに

これらに共通するサブテーマとしてリスク評価の計 4 つのサブテーマから構成され、それぞれが独

立した研究グループを構成している。すなわち、対象とする生体反応は様々であるが、可能な限り、

ダイオキシンを曝露した共通の動物を共用すること、また、共通の実験技術などはグループを越え

て研究者の相互協力体制の元に遂行すること、また、研究結果については、それぞれのグループ

の独自の研究課題ごとにとりまとめると同時に、リスク評価グループを中心に総合的に研究成果の

とりまとめができるように構想されている。以下に本年度に得られた成果の一部を紹介する。 

(1) 生殖機能への影響 

①  受精卵、初期胚への影響 

これまで、ダイオキシンの胚発生と胚内における遺伝子発現への影響を解析してきた。マウス

受精卵の体外培養系で各ステージの着床前胚に対する TCDD 曝露行ったが、以前の報告と異

なり分化率に影響は無く、胚盤胞への分化は TCDD によって影響されないことを示した。そこで、

各培養胚から RNA を抽出し、各種遺伝子の発現を半定量的 RT-PCR で測定した。その結果、1

細胞期および胚盤胞においてAhRの発現は観察されるが、8細胞期においてはほとんど発現が

観察されないことがわかった。ところが、CYP1A1 の TCDD による誘導は胚盤胞ではあるものの、

1 および 8 細胞期胚ではないことがわかった。これらの結果は各ステージの着床前胚のダイオキ

シンに対する感受性が異なることを示唆している。 

②  雄性生殖細胞系列に対する影響 

ダイオキシン類が雄配偶子（精子発生）に対して直接的に影響するのか検討するため、出生

直後のICRマウス精巣を摘出し、co-PCB（0, 10, 100, 1000 nM）を含む培地で48時間器官培養

し、各細胞の増殖率および各種の遺伝子発現を解析した。まずCYP1A1 mRNAはco-PCBの用

量依存的に上昇した。生殖細胞および支持細胞のBrdUラベリングインデックスに変化はなく、ま

た細胞マーカーの発現レベルにも影響はなかったため、ダイオキシン類は新生仔精巣の細胞分

化に対する影響は少ないものと考えられた。一方、ステロイド合成酵素である P450scc mRNA レ

ベルは用量依存的に減少し、P450c17 mRNA レベルは用量依存的に上昇した。この結果はダイ

オキシン類が新生仔精巣におけるステロイド合成に影響する可能性を示唆している。 

③ 雄性生殖器官発生に及ぼす影響 

これまで、ダイオキシン類の胎仔期曝露によりもっとも顕著な変化を示すとされる雄の外部生

殖器・副生殖腺の発生影響における作用メカニズムの解明を目的に、関連する遺伝子の発現変

化と、最も影響の現れやすい投与時期を検討してきた。妊娠 15 日（GD15）のラットに TCDD を単

回経口投与による、産仔の腹側前立腺内 5α-reductase mRNA の発現上昇 androgen receptor 

mRNA は発現減少を報告した。また GD15, GD18, PND2 に TCDD 投与したところ、GD15 投与



で AGD と腹側前立腺の減少、androgen receptor mRNA の前立腺内での減少が見られたが、

GD18 と PND2 投与群では変化がなく、前立腺重量の減少は、GD15 より後の妊娠期間中におけ

る曝露では引き起こされないこと、すなわちクリティカルウィンドウの存在が示された。本年度は、

TCDD によるこの現象が AhR 遺伝子依存的であるか検討するため、AhR 遺伝子ノックアウトマウ

スを用いた。AhR(+/-)雌雄を交配し、GD13 に 10μgTCDD/kg を投与、PND14 に AGD を測定、

尿生殖器複合体内の Probasin 発現を観察した。その結果、AhR(+/+)および(+/-)の TCDD 投与

群のみに AGD の短縮が生じ、他方、Probasin の発現が見られなくなったことから、ダイオキシン

による雄性生殖器発生影響は AhR 依存的であることが判明した。 

④  胎盤・妊娠子宮機能に及ぼす影響 

本年度の研究では、先ず妊娠ラットに TCDD を投与し、胎盤への影響を、特に栄養代謝の変

化の観点から解析した。Holtzman 系ラットの GD15 に、TCDD を 0.8 μg/kg、1.6μg/kg の投与

量で単回経口投与した。妊娠後期における胎仔死亡が、対照群、0.8μg/kg および 1.6μg/kg 

投与群においてそれぞれ 0%、3.0%および 12.9%観察された。胎盤の組織レベルの解析を行った

ところ、TCDD 投与群の GD20 の胎盤において、グリコーゲン細胞数及び間質液に満たされた空

砲部の増大が観察された。胎盤のグリコーゲン濃度は、TCDD 投与群において増加傾向が見ら

れた。これら TCDD 投与群における組織変化およびグリコーゲン量の増加は、胎盤が母体血液

から取り込むグルコース量の増加に依存している可能性が考えられたため、同機能に重要な役

割を担う GLUT3 の mRNA 発現を RT-PCR により調べた。その結果、GD20 において TCDD 投

与群では対照群に比べ約 2 倍に上昇していることが明らかとなった。TCDD 曝露により胎盤グル

コース動態の変調がおきていることが示唆された。 

次に、Holtzman系ラットと比較的低感受性であるSD ラットを用い、TCDD による種や系統による

胎仔死亡の感受性の相違やそのメカニズムについて検討を行った。SDラットに0、2、5、10μg/kg、

Holtzman 系ラットに 0、0.8、1.6μg/kg の TCDD を GD15 に単回経口投与し GD20 に解剖した。

SD ラットでは高用量の 10μg/kg の TCDD 曝露によっても、胎仔死亡、ならびに胎盤のグリコー

ゲン細胞の形態変化は観察されなかった。更に、胎盤のグルコース輸送を担う GLUT3 mRNA

発現量の変化も認められなかった。以上、SD ラットでは、胎仔死亡や胎盤グルコース動態の変

化は示されず、低感受性を示した。これら胎仔死亡および胎盤糖代謝の変化の Holtzman 系と

SD 系との間の系統差について検討を行うため、両系統ラットの胎盤における CYP1A1 の発現量

を比較検討した。両系統とも対照群に比べ TCDD 曝露により CYP1A1 の誘導が認められたが、

予想に反し、各系統の TCDD 投与量の違いによって発現量に差は見られなかった。このことは

胎仔死亡および胎盤グルコース動態の変化と、胎盤のCYP1A1の発現量には相関性がないこと

を示唆している。胎仔死亡や胎盤グルコース動態の変化の系統差は、胎盤 CYP1A1 発現量以

外の他の要因に依存していると考えられた。現在、TCDD 曝露による胎盤変化のメカニズムを説

明できる分子基盤を設けることを目的として、ホルツマンラットの胎盤において TCDD 曝露により

発現量が変化するタンパク質を二次元電気泳動法により解析を行っている。 

 



(2) 脳機能・行動への影響 

①  遺伝子改変マウスを用いた性ステロイド産生系への影響解析 

これまでに、胎仔期および新生仔期の脳の aromatase 活性や 5α-reductase 活性が TCDD

曝露により阻害される事を見い出している。これらの結果は、TCDD が性ステロイド産生系酵素

に影響を及ぼすことを示唆している。そこで、ステロイド産生系酵素に及ぼす影響を詳しく調べる

ため、AhR(+/-) 雌雄マウスを交配し、GD12.5 に 10μg/kg の TCDD を投与後、GD18.5 の脳及

び PND21 の脳についてステロイド産生系酵素の発現を調べることにした。 

また、同様のプロトコールで aromatase(+/-) 雌雄マウスを交配し、TCDD 曝露の影響を併せ

て検討した。交配によるマウスの準備が遅れたため、本年度は、CYP1A1 の発現量を調べた。

GD19 の AhR(+/-)では、TCDD 曝露による CYP1A1 mRNA の発現の有意な上昇が認められた

が、AhR(-/-)型では、発現の上昇は認められなかった。脳においても TCDD 曝露による

CYP1A1 の応答は AhR 依存性であることが確認できた。 

②  内分泌・生殖腺への影響 

Long-Evans 系雌ラットの性成熟に対する TCDD の周生期曝露の影響を調べた。これまでに、

1μg/kg（GD15）の TCDD 曝露により膣の形態形成に異常が見られ、その結果膣開口が遅延す

ることが報告されていた。今回は、膣の形態形成には影響が見られない低用量曝露が雌ラット性

成熟に及ぼす影響を調べた。その結果、200 または 800 ng/kg の TCDD 暴露により、卵巣重量

増加、膣開口、性周期発来（膣スメアによる）が用量依存的に早くなっていることが確認された。

800 ng/kg 曝露群では、対照群に比べて初発排卵も 7-12 日早くなっていた。さらに代償性卵巣

肥大も10日以上早い時期から観察されたことから、低用量TCDD曝露は、卵巣および外性器だ

けでなく視床下部・下垂体のエストロゲン・フィードバック機構の成熟も早めることがわかった。以

上の結果から、膣の形態形成に異常をもたらさないレベルの低用量 TCDD の周生期曝露は、雌

ラットの早熟化を引き起こすことが示され 

③  脳における性決定機構へのダイオキシンの影響とそのメカニズム解析  

妊娠 15 日目の Holtzman 系ラットに 200 または 800 ng/kg の TCDD を経口投与し、仔の脳に

おける SDN-POA の神経核の体積を測定した．その結果、雄においては対照群に比べ 200 

ng/kg の TCDD 曝露群に SDN-POA の体積の有意な減少が認められた。一方、雌においては

SDN-POA の体積に TCDD 曝露による有意な変化は認められなかった。本年度の結果は、これ

までの甘味嗜好試験における TCDD 曝露による雄性化の阻害や、新生仔期の脳 aromatase 活

性の変化などとの結果と合わせて、胎仔及び新生仔脳で estradiol の産生量が低下した結果、

SDN-POA の発達が阻害され，雄性行動に変化が生じたと考えられた。 

④  ダイオキシン類の脳の発達過程における毒性発現機構の解析（山梨医大・前田秀一郎担当） 

昨年に引き続き、C57BL/6 系マウスを用いて TCDD の周性期曝露による遺伝子発現の影響

を解析した。昨年ディファレンシャル・ディスプレイ法で見出した差異のある cDNA クローン、

SFRP2 及び c-MYC の発現について、別の GD 18.5 日目の 2 匹の仔の脳から RNA 標本を調

製し、ノーザンブロッティング法で調べた。いずれも非投与群に比べ、投与群においては、



mRNA 量が2倍程増加をしていることを確認した。また、胎仔脳及び頭部から抽出した mRNAを、

マイクロアレイ法で解析した結果、唾液腺で発現している uncoupling protein 1 (UCP-1)、 

demilune cell-specific protein や salivary alpha-amylase の変動を新たに見出した。これら新知

見をもとに今後、TCDD の脳及び唾液腺におよぼす影響の分子機構を明らかにする予定であ

る。 

(3) 免疫機能への影響 

今年度は、免疫したマウスの成獣に TCDD を直接曝露した時の、免疫系への影響のメカニズム、

およびアレルギー反応への影響について以下の結果を得た。またこれらの知見を踏まえて、現在

マウスにおける経胎盤、授乳曝露の影響について検討中である。また、T 細胞特異的に活性型

AhR を発現させたトランスジェニックマウスを作成中である。 

①  抗体産生反応における B 細胞の増殖、分化に対する TCDD の影響 

TCDD は、主要な感染防御機構である抗体産生を抑制することが知られている。外来異物に

反応して活性化された B 細胞は、増殖して胚中心を形成し長寿命抗体産生細胞に分化した後、

異物に対して抗体を産生する。この一連の反応に及ぼす TCDD の影響について検討を行った。

C57BL/6 系マウスを卵白アルブミン(OVA)で免疫すると同時に、0 および 20μg/kg の TCDD を

単回経口投与し、血中の OVA 特異的 IgG1 値、脾臓のリンパ球亜集団の変動および胚中心形

成について解析した。その結果 TCDD 投与群において血中の抗 OVA IgG1 量が減少し、胚中

心形成が抑制されることが明らかとなった。さらに胚中心内で B 細胞の増殖が抑制されることが

認められた。また、活性化マーカーを発現する B 細胞の割合が TCDD 投与群で減少することが

わかった。以上の結果より TCDD が B 細胞の活性化および胚中心における B 細胞の増殖を抑

制して胚中心形成を抑制し、その結果血中の抗 OVA IgG1 量が減少することが示唆された。 

②  抗体産生反応における Th2 細胞由来サイトカイン産生に対する TCDD の影響 

抗体産生反応において、抗原と反応した B 細胞が活性化し抗体産生細胞に分化するために

は、同じく抗原を認識した T 細胞から分化した Th2 細胞との相互作用や、Th2 細胞が分泌する

サイトカインの働きが不可欠である。本研究では、TCDDがTh2細胞におけるサイトカイン産生に

及ぼす影響について、OVA 免疫した C57Bl/6 マウスの一次免疫反応において検討した。その

結果、TCDD（20μg/kg）は Th2 細胞由来の IL-4、IL-5、IL-6 の産生を抑制し、特に IL-5 につ

いてはその反応の初期からほぼ完全に産生を抑制することが明らかとなった。この IL-5 産生量

を指標として抑制の用量依存性を調べたところ、1 µg/kgと低濃度から抑制効果が見られた。さら

に in vitro 再構成実験から、TCDD は抗原提示細胞ではなく主に T 細胞に影響を及ぼしている

ことが明らかとなった。以上の結果から、TCDD は T 細胞に影響を及ぼしてその機能を低下させ、

抗体産生を抑制することが示唆された。 

③  T 細胞特異的活性化型 AhR トランスジェニックマウスの作成 

TCDD による抗体産生の抑制や胸腺の萎縮は、Ah レセプター（AhR）を介していると考えられ

ている。しかし、その AhR の活性化がどの細胞において誘導されることが免疫系への影響をもた

らしているのかは証明されていない。そこで我々は、T 細胞における AhR の活性化が免疫系に



いかなる影響を及ぼすかを明らかにするために、活性化型 AhR（TCDD の有無に関わらず活性

化している変異体）を、ヒトCD2プロモーター（T細胞特異的に発現する）の下流につないだ遺伝

子を構築し、これを用いてトランスジェニックマウスの作成を試みた。現在までに、1 系統が樹立

され、さらに多くの系統を作成中である。 

④  アトピー性皮膚炎自然発症マウスにおけるアレルギー反応に及ぼす影響 

これまでに、抗原 OVA 感作した NC/Nga マウスへの TCDD 投与は抗原特異的 IgE 産生を抑

制し、同時に Th2 タイプのサイトカイン産生も顕著に抑制することを明らかにした。また、TCDD

投与によるアトピー性皮膚炎様症状の発症は認められなかった。そこで、リンパ球幼若化反応に

よるサイトカイン産生への TCDD 曝露の影響を調べた。その結果、LPS と PHA 刺激による IL-4

産生では TCDD の投与、1 週、4 週、8 週後のいずれにおいても抑制はみられなかった。しかし

ながら、LPS 刺激による IFN-γ産生では顕著な増加がみられ、B 細胞への TCDD 曝露による影

響が示唆された。 

(4) 内分泌攪乱作用に基づいたダイオキシンのリスク評価手法の提示 

①  TCDD の母親から仔への移行および体内分布における Ah 受容体(AhR)の関与 

TCDD の母親から仔への移行および体内分布における Ah 受容体(AhR)の関与を明らかにす

る目的で、AhR(+/-)マウス同士を交配し、妊娠 12.5 日のマウスに 10µg/kg-体重の TCDD を経

口投与した。妊娠 18.5 日目に解剖し、親の臓器ならびに、胎盤、胎仔を、また、生後 21 日目の

仔を解剖し、脂肪組織、肝臓および腎臓を採取し、GC/MS を用いて、その TCDD 含量を測定し

た。一方、生後 21 日目の仔の肝臓について、CYP1A2mRNA の発現を RT-PCR 法により解析し

た。 

その結果、胎盤中のTCDD濃度は、遺伝型による差は認められなかったが、胎仔のTCDD 濃

度は、AhR(-/-)では AhR(+/-)や AhR(+/+)に比べ有意に低かった。 

離乳時(PND21)には、AhR(+/-)型の肝臓中には、AhR(-/-)型のものに比べ、14.3 倍も高い濃

度の TCDD が存在していた。一方、AhR(-/-)型の脂肪組織と腎臓中には、AhR(+/-)型に比べ、

それぞれ 2.5、1.8 倍高い TCDD 濃度が検出された。PND21 の出生仔肝臓中 CYP1A2mRNA の

発現は、TCDD 曝露群では AhR(+/-)型のみ、その発現量が有意に増加していた。 

遺伝型による母親から胎仔への TCDD の移行の違いには、TCDD と AhR との結合が関与し

ていると考えられた。PND21 の仔における TCDD の体内分布は遺伝型により大きく異なり、

AhR(-/-)の肝臓中濃度は、AhR(+/-)の 1/10 以下であった。AhR(-/-)では、TCDD と結合する

肝 CYP1A2 の誘導増加が起きないこと、さらに AhR(-/-)では、血管系の発達不全により、肝血

流量が少ないこと、これらが肝臓中の TCDD 濃度を低くしている要因と考えられた。以上より、

TCDD の親から仔への移行、仔の体内分布には AhR が大きく関与していることが示された。 

②  TCDD の血清 T4 および肝レチノイド低下における AhR の関与 

TCDD の血清 T4 および肝レチノイド低下における AhR の関与を明らかにする目的で、

AhR(+/-)マウス同士を交配し、妊娠 12.5 日の雌マウスに TCDD 10µg/kg-体重 を経口投与した。

生後 21 日目に雌雄仔マウス( AhR+/- と AhR-/-)を解剖し、血清甲状腺ホルモン（Total T4；



TT4、Free T4；FT4、Total T3；TT3、TSH）の定量、肝臓レチノイドの定量、肝臓 TCDD 誘導遺

伝子（UDP-glucuronosyltransferase-1A6；UGT1A6、cytochrome P4501A1；CYP1A1、CYP1A2）

の解析を行った。その結果、TCDD 曝露の生後 21 日目の AhR+/-雌雄マウスでは、対照マウス

と比べて血清 TT4 および FT4 レベルの有意な低下、肝臓中レチノイド量の有意な減少、肝臓

UGT1A6、CYP1A1 および CYP1A2 mRNA の有意な誘導が認められた。しかしながら AhR-/- 

マウスでは甲状腺ホルモンレベルや肝臓レチノイド、肝臓代謝酵素系遺伝子の誘導は認められ

なかった。以上の結果から TCDD 曝露による甲状腺機能障害およびレチノイド代謝異常に AhR

が関与していることが明らかとなった。 

③  実験動物における TCDD の体内負荷量と各種エンドポイントとの関係 

用量−反応関係の解析において、実験動物とヒトとではダイオキシン類の半減期が大きく異なる

ため、どのような用量尺度を用いるかが問題となる。1998 年の WHO におけるダイオキシン類の

耐容一日摂取量(TDI)の見直しにおいて、体内負荷量の概念が導入され、TDI が算出された。

この際、ダイオキシン類の体内動態を一次反応式で類推し、ダイオキシンが体内に均一に分布

しているとの前提で、体内負荷量推定値が用いられた。従って、実測値と推定値との比較検討、

ならびに、より適切な用量尺度の検討が必要とされる。そこで、体内負荷量を測定もしくは推定し

て、この用量尺度とこれまでラット、マウスの実験から得られた各種エンドポイントとの関係を求め

た。用量尺度として、妊娠ラットの投与一日後の脂肪組織中 TCDD 濃度を GC/MS で測定し、

体内負荷量の代替用量(surrogate dose)として用いた。ダイオキシン濃度が実測できなかった実

験については、投与量から体内負荷量推定値（一次反応式モデルにもとづき投与量の 86％を

使用）を算出した。体内負荷量推定値は、実測値よりも約 45％低い値を示した。今後さらにデー

タを蓄積し、血清濃度と各組織中濃度との関係、標的組織の濃度とエンドポイントとの関係を検

討し、LOAEL や LOEL をもっともよく反映する用量尺度を決めることが必要である。 
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