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１．研究実施の概要 

内分泌撹乱物質の女性生殖器系への影響は、一般に考えられているよりもずっと低濃度で現れ

る可能性が示唆されている。しかしながら具体的なデータが不足しているのが現状である。そこで

私どもは低濃度の内分泌かく乱物質が女性生殖腺に与える影響を遺伝子の変化としてとらえ、そ

れらの遺伝子群を同定してデータベースを構築したいと考えている。 

平成１３年度はシステムの確立をかねて卵巣顆粒膜細胞に対する低濃度のダイオキシンの影響

を解析した。卵胞の発達と成熟には卵胞内に存在する卵巣顆粒膜細胞の増殖分化が不可欠であ

る。私どもはすでに、卵巣顆粒膜細胞のFSH受容体およびLH受容体の遺伝子発現が、低濃度の

（10pM）ダイオキシン（TCDD）によって著しく抑制されることを明らかにしている。 

今回はゴナドトロピン受容体以外の遺伝子発現の変化を解析するため、上述と全く同じ条件でラ

ット卵巣顆粒膜細胞に低濃度のダイオキシン（TCDD）を加え、遺伝子発現の変化をサブトラクショ

ンクローニングにより解析した。ラット卵巣顆粒膜細胞の初代培養系に低濃度（100pM）の TCDD を

加え、サブトラクションクローニングを行い、TCDD 抑制性及び誘導性遺伝子群をそれぞれ含む別

個のライブラリーを作成した。それぞれ１４４０クローンずつを単離、PCR によりインサートのみを増

幅して DNA マイクロアレイ用サンプルの調製を行い解析した。 

その結果、ダイオキシン誘導性遺伝子７１クローン、抑制性遺伝子１１４クローンが得られ、塩基

配列解析により重複するクローンを除いた結果、ダイオキシン誘導性遺伝子２９個、抑制性遺伝子

６９個が単離された。これら全ての遺伝子について RT-PCR により 終確認を行い、誘導性遺伝子

９個、抑制性遺伝子４３個の計５２遺伝子がラット卵巣顆粒膜細胞で低濃度のダイオキシンにより実

際に影響をうける事を実証した。 

２．研究実施内容 

1）  ラット卵巣顆粒膜細胞の遺伝子発現に対する低濃度のダイオキシン（TCDD）の影響の解析。 

ラット卵巣顆粒膜細胞に低濃度のダイオキシン（TCDD）を加え、遺伝子発現の変化をサブトラク

ションクローニングにより解析した。ラット卵巣顆粒膜細胞の初代培養系に低濃度（100pM）の

TCDD を加え、サブトラクションクローニングを行い、TCDD 抑制性及び誘導性遺伝子群をそれぞ

れ含む別個のライブラリーを作成した。それぞれの cDNA ライブラリーから１４４０クローンずつを単



離し、PCR によりインサートのみを増幅して DNA マイクロアレイ用サンプルの調製を行った。DNA

マイクロアレイによる解析は、Cy3、Cy5 標識した計４種類のプローブ（独立した２回の実験を行い、

ダイオキシン処理及び未処理の細胞から得られたｍRNA を、それぞれ Cy3、Cy5 を入れ替えて標

識した）を調製して行い、全てのプローブで陽性のクローンのみを単離した。 

その結果、ダイオキシン誘導性遺伝子７１クローン、抑制性遺伝子１１４クローンが得られ、塩基

配列解析により重複するクローンを除いた結果、ダイオキシン誘導性遺伝子２９個、抑制性遺伝子

６９個が単離された。これら全ての遺伝子について RT-PCR による発現解析で 終確認を行い、

終的に誘導性遺伝子９個、抑制性遺伝子４３個の計５２遺伝子がラット卵巣顆粒膜細胞で低濃度

のダイオキシンにより実際に影響をうける事を実証した。 

それらの結果を図１に示した。ラット卵巣顆粒膜細胞では CYP1B1, quinone reductase, 

UDP-glucuronosyltransferase をはじめとする既知の遺伝子群が低濃度のダイオキシンにより誘導

されることを確認した。またミトコンドリア由来の遺伝子群の発現が上昇する事も興味深い。さらに２

種類の未知の遺伝子群が単離されている。一方、ダイオキシン抑制性の遺伝子群として、４３個の

遺伝子群が同定されたが、それらの中には細胞骨格系および接着因子関連の遺伝子群が数多く

含まれている。また８種類の未知遺伝子群が単離された。 

ラット卵巣顆粒膜細胞ではダイオキシン反応性の P450 として CYP1B1 のみが誘導されているこ

とが判明した。 

CYP1B1 はエストロゲンを酸化してカテコールエストロゲンに変換する酵素と言われている。カテ

コールエストロゲンはそれ自身強い変異源性を有することから、子宮内膜癌の発生原因の一つで

あるとする説が有力である。この結果は、卵巣において低濃度のダイオキシンによって CYP1B1 が

強く誘導されると、卵巣顆粒膜細胞で生産されたエストロゲンがカテコールエストロゲンに変換され、

卵巣及び子宮に作用してそれらの組織の腫瘍化につながる可能性を示唆している。低濃度のダイ

オキシンが卵巣ゴナドトロピン受容体遺伝子発現の抑制などの生殖機能だけでなく、卵巣および

子宮の腫瘍化にも関係する事を示す興味深い結果である。また、単離されたそのほかの遺伝子群

に関してもそれぞれ個別に生殖機能との関連を検討して行きたいと考えている。 

2）  遺伝子データベースの構築に向けての整備 

本研究の目的の一つは、遺伝子データベースを構築した後、それらの遺伝子をリクエストに応じ

て配布できるようにすることである。その一環として上述の様にして単離した遺伝子群の再クローニ

ングを行い、形質転換した大腸菌及び、プラズミド DNA を再調製し保存している。再調製した全て

のプラズミド DNA について両末端からの塩基配列解析を行い、クローンの確認をするとともにイン

サートの長さ及び領域を確定した。一方、本研究で用いたサブトラクションクローニングでは全長を

含むクローンが得られることは希であるため、未知の遺伝子に関しては全長クローンの単離も併せ

て行っている。 

本年度の研究により、生殖系での低濃度ダイオキシンの影響を遺伝子発現の変化として網羅的

にとらえることが出来た。この事により内分泌かく乱物質関連遺伝子データベースの構築の為のシ

ステムが確立された。現在、in vitro ではヒト卵巣顆粒膜細胞を用いて、また in vivo ではラット卵巣



及び胎盤を用いて、低濃度ダイオキシンによって影響を受ける遺伝子群の検索を、本年度で確立

された上述のシステムを用いて検討中である。 
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３．研究実施体制 

(1) 宮本グループ 

① 研究分担グループ長：宮本 薫 

 （福井医科大学・医学部・生化学(2)講座、教授） 

② 研究項目 

 ・ サブトラクションクローニング及びデータベースの構築 

 ・ 低濃度の内分泌攪乱物質による生殖機能関連遺伝子群のデータベースの構築 

(2) 峯岸グループ 

① 研究分担グループ長：峯岸 敬  

 （群馬大学・医学部・産婦人科学、教授） 

② 研究項目 

 ・ 生殖系細胞の採取と培養 
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