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1.研究実施の概要 

低濃度の内分泌かく乱物質が女性生殖器系に対しても影響を与える可能性が示唆され

ているが、それを示す具体的なデータが不足しているのが現状である。私どもは、低濃度

の内分泌かく乱物質が女性生殖器系に及ぼす影響を遺伝子発現の変化として捕らえ、それ

らの遺伝子を同定してデータベースを構築することを目指している。 

平成１４年度は、昨年度に引き続き低濃度のダイオキシンの遺伝子発現に対する影響

をサブトラクションクローニングとDNAマイクロアレイを併用して解析した。 In vitro

では、FSHによって分化誘導したラット卵巣顆粒膜細胞に対する低濃度ダイオキシンの影

響を、サブトラクションクローニングを中心に解析した。その結果、分化誘導の際に

100pM TCDDによって抑制される遺伝子２７種類、誘導される遺伝子１０種類を同定した。 

In vivoでの解析は、環境研・遠山グループとの共同研究で、妊娠ラットに1600ng/kgの

TCDDを投与したときの胎盤および卵巣を用いて、サブトラクションクローニングとDNAマ

イクロアレイを併用して行った。スクリーニングに供したクローンは延べ約９０００クロ

ーン、最終的な発現の確認にはReal-time PCRを用いた。その結果、妊娠ラット胎盤でダ

イオキシンにより誘導された遺伝子４２種類、抑制された遺伝子４種類を同定した。胎盤

でのダイオキシン誘導性遺伝子群には低酸素時に誘導される遺伝子や、転写因子HNF-4に

よって調節を受ける遺伝子群が多く含まれ、卵巣でのダイオキシンの影響とは極めて異な

るパターンを示した。また妊娠ラット卵巣では、ダイオキシンによって誘導される遺伝子

３９種類、抑制される遺伝子５６種類を同定した。これらの中には、データベースには登

録されているものの機能の明らかでない遺伝子２９種類、データベースにも登録されてい

ない未知遺伝子１９種類が含まれていた。 

 

2.研究実施内容 

１）FSHによるラット卵巣顆粒膜細胞の分化誘導に対するダイオキシンの影響 

卵巣顆粒膜細胞では、FSH刺激によりLH受容体をはじめ卵胞成熟に必要とされる様々な

遺伝子が発現し黄体化細胞へと分化する。このFSHの作用（卵巣顆粒膜細胞の分化誘導）

に対する低濃度のダイオキシンの影響を解析した。ラット卵巣顆粒膜細胞初代培養系に30 



ng/mlのFSHを加え分化誘導を行うとともに100 pM TCDDを同時に加え２４時間後にｍRNAを

回収し、サブトラクションクローニング、DNAマイクロアレイ、配列解析、RT-PCRの順で

解析を行った。その結果、分化誘導の際にTCDDにより誘導される遺伝子１０種類、抑制さ

れる遺伝子２７種類を同定した。内訳は、機能がすでに明らかとなっている遺伝子２３種

類、データベースには登録されているものの機能の明らかでない遺伝子５種類、データベ

ースにも登録されていない未知遺伝子９種類であった。これらの中には、私どもがはじめ

て低濃度ダイオキシンの生殖系遺伝子発現に対する影響として報告したLH受容体をはじめ

として、SR-BI、P450sccなどステロイドホルモン合成に関わる遺伝子群の一部も抑制性遺

伝子として同定された。これは、低濃度ダイオキシンが卵巣顆粒膜細胞の分化に対して抑

制的に作用することを示唆している。 面白いことに、ステロイド合成に関わる様々な遺

伝子のなかで一部の遺伝子だけがダイオキシンにより抑制を受けており、ほかの関連する

遺伝子はあまり影響を受けていなに事が判明した。 

２）ラット胎盤遺伝子発現に対するダイオキシンin vivo投与の影響 

ホルツマン系ラット妊娠１５日目に1600ng/kgのTCDDを投与し、妊娠２０日目に胎盤を

採取（サンプルは共同研究により、環境研・遠山先生から提供されたものである）解析を

行った。 前述と同様、サブトラクションクローニングを中心として解析を行ったが、既

知遺伝子に関しては、市販のマイクロアレイを用いサブトラクションライブラリーをプロ

ーブとして一次スクリーニングを行った。未知遺伝子に関しては、サブトラクションライ

ブラリーからそれぞれ任意に３００クローンずつをピックアップし、配列解析・相同性検

索により未知遺伝子のみを選択して、発現解析に供した。発現解析にはReal-time PCRを

用い、発現量の差が２倍以上（0.5以下）であった遺伝子をダイオキシン誘導性あるいは

抑制性と同定した。その結果、ダイオキシン誘導性遺伝子４２種類、抑制性遺伝子４種類

を同定した。内訳は、機能がすでに明らかとなっている遺伝子３２種類、データベースに

は登録されているものの機能の明らかでない遺伝子７種類、データベースにも登録されて

いない未知遺伝子７種類であった。胎盤で発現誘導される遺伝子群は、卵巣などから得ら

れた結果とは大きく異なり、低酸素時に誘導される遺伝子や、転写因子HNF-4によって調

節を受ける遺伝子群が多く含まれていた。また、グルコース輸送たんぱく質のひとつであ

るGlut-2がダイオキシンにより胎盤で誘導されていることをはじめて見出した。 

３）ラット卵巣遺伝子発現に対するダイオキシンin vivo投与の影響 

上記実験で同時に採取した卵巣（同様にサンプルは共同研究により、環境研・遠山先

生から提供）を用いて解析を行った。その結果、ダイオキシン誘導性遺伝子３９種類、抑

制性遺伝子５６種類を同定した。内訳は、機能がすでに明らかとなっている遺伝子６１種

類、データベースには登録されているものの機能の明らかでない遺伝子２２種類、データ

ベースにも登録されていない未知遺伝子１２種類であった。In vivoでのダイオキシンの

卵巣遺伝子発現に対する影響は、卵巣顆粒膜細胞での結果とオーバーラップする点も多く、

in vivoでもin vitroと同様、低濃度のダイオキシンが実際の卵巣機能に影響を与えてい

ることが確認された。 



このほかに、ヒト子宮内膜間質細胞やヒト卵巣顆粒膜細胞株に対するダイオキシンの

影響を同様に解析したが、ダイオキシンに対する感受性が極めて低く、ヒト卵巣顆粒膜細

胞株では150nMという高濃度のダイオキシンを用いても遺伝子発現に対する影響は軽微で

あった。Real-time PCRで検討してみると、ヒト卵巣顆粒膜細胞株ではAh受容体がほとん

ど発現しておらず、そのためダイオキシンに対する感受性がほとんどなくなってしまった

ものと思われる。 

４）遺伝子データベースの構築に向けての準備 

昨年度に引き続き、単離した遺伝子の再クローニングを行い、形質転換大腸菌及びプ

ラズミドDNAを保存している。 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、既知もしくはホモログが既知である遺伝

子についてはデータベース構築及び公開の一環として、全長を含むクローンを所有・配布

しているデータベースへのリンクで対応したいと考えている。また発現解析用のプローブ

等の用途に対しては、単離した全クローンの配布が可能である。 

 

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、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、教授） 

②研究項目： 

・生殖系細胞の採取と培養 
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