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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。さらにそれら

に基づいて、低濃度内分泌かく乱物質の女性生殖系の対する作用のメカニズムを分子レ

ベルで明らかにする。 

平成15年度は、in vivoでの低濃度ダイオキシン投与による妊娠ラットの胎盤、及び

卵巣における遺伝子発現変化の全容を明らかにした。網羅的解析法であるサブトラクシ

ョンクローニング、DNAマイクロアレイおよびリアルタイムPCRをさらに改良し、昨年度

の解析で同定した遺伝子群に加え、ラット胎盤では、ダイオキシン誘導性遺伝子81種類、

抑制性遺伝子21種類を同定した。ラット卵巣では、ダイオキシン誘導性遺伝子66種類、

抑制性遺伝子88種類を同定した。また、ラット胎盤のダイオキシン誘導性遺伝子として

4種類のグルコース輸送体に加え、一連のインターフェロン誘導性遺伝子群を新たに同

定した。 

これらの遺伝子の誘導は、ダイオキシンの胎盤に対する作用の分子メカニズムを解明

する上で重要と思われる。ラット卵巣での結果は、胎盤でのそれとはまったく異なって

おり、ダイオキシンが卵巣と胎盤とで違った作用機構を通して働くことが示唆された。 

また、エストロゲン様作用を持つジエチルスチルベステロール（DES）のin vivo投与

により、卵巣顆粒膜細胞の異常増殖が引き起こされることを見出し、その際に誘導もし

くは抑制されるいくつかの遺伝子を同定した。DESによる卵巣顆粒膜細胞増殖のメカニ

ズムを解明するため、これらの中から細胞増殖に関与すると思われる転写因子MRG-

2/CITED-4などに注目し、その分子機構の解明を行っている。 

 

2.研究実施内容 

1) In vivoにおける低濃度ダイオキシン投与による遺伝子発現変化。 

昨年に引き続き、ホルツマン系ラット妊娠15日目に1600nk/kgのTCDDを投与し、妊娠



20日目に採取した胎盤及び卵巣での遺伝子発現の変化を主にDNAマイクロアレイ及び

リアルタイムPCRを用いて解析した（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）。昨年のサブトラクションクローニングを中心とした

解析とあわせ、胎盤ではダイオキシン誘導性遺伝子81種類、抑制性遺伝子21種類を

同定し、卵巣ではダイオキシン誘導性遺伝子66種類、抑制性遺伝子88種類を同定し

た。胎盤では、低酸素時に誘導される遺伝子群や転写因子HNF-4により調節される遺

伝子に加え、主要な4種類のグルコース輸送体や、インターフェロン誘導性の遺伝子

群が誘導されることを明らかにした。ダイオキシン投与ホルツマンラット胎盤では、

グリコーゲンの蓄積が観察されており（環境研・遠山、石村ら）、今回の解析結果

はその分子メカニズムの基盤となるものである。また、インターフェロン誘導性遺

伝子群の中には、IP10をはじめとしたケモカインが多くふくまれ、非常に強く誘導

されていることが明らかとなった。これらのケモカインや、またインターフェロン

自体にも血管新生を抑制する働きがあると報告されていることから、胎盤に対する

ダイオキシン作用の分子メカニズムを考える上で重要な知見が得られたものと考え

る。一方、卵巣でのダイオキシンによる遺伝子発現変化は、胎盤でのそれとはまっ

たく異なっており、ダイオキシンが卵巣と胎盤とで違った作用機構を通して働くこ

とが示唆された。ダイオキシンの卵巣遺伝子発現に対する影響は、in vitroでの卵

巣顆粒膜細胞での結果（昨年度報告）とオーバーラップする点も多く、in vivoでも

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おり、ゴナドトロピンによ

る分化誘導に抑制的に作用していることが確認された。 

2) ジエチルスチルベステロール（DES）は強力なエストロゲン様作用をもつ内分泌かく

乱物質のひとつだが、幼若ラットに腹腔内投与すると、卵巣では未分化の顆粒膜細

胞の増殖が著しく促進されることを見出した。図に示されるように、DES投与72時間

後の卵巣では顆粒膜細胞が密に詰まった大きな卵胞が出現し、増殖の指標である

BrdUの取り込みからもDESが顆粒膜細胞の増殖を著しく促進していることが明らかと

なった。この際、サブトラクションクローニング、DNAマイクロアレイ及びリアルタ

イムPCRによる遺伝子発現変化の解析より、30種類以上のDES感受性卵巣遺伝子群を

同定した。これらの中からDESによって卵巣で最も強く誘導される遺伝子であり、細

胞増殖に関与すると思われる転写因子MRG-2/CITED-4に注目し、DESによる顆粒膜細

胞増殖促進の分子メカニズムの解明を目指している。図に示すようにin situ 

hybridizationで、顆粒膜細胞が増殖を開始するDES投与後24時間以降に、MRG-

2/CITED-4は顆粒膜細胞層に強く発現してくる。MRG-2/CITED-4は、C末端にED-rich

ドメインを持つ新たに同定されたCITEDファミリーの一員であり、核内コアクチベー

ターCBP/p300と結合して転写を活性化すると考えられているがその生理的役割は不

明であった。CITEDファミリーのCITED-2は細胞の増殖と癌化に関与する転写調節因

子として報告されていることから、本研究によりMRG-2/CITED-4はDESによる卵巣顆

粒膜細胞増殖を仲介する因子であることが示唆された。 



3) 昨年度に引き続き、遺伝子データベースの整備を行っている。ヒトゲノムプロジェ

クトの完了や遺伝子アノテーションの整理が大きく進んだことにより、昨年度報告

した機能未知の遺伝子及び未知遺伝子50種類以上の大半について同定することがで

きた。その結果、本研究で得られたほとんどすべての遺伝子に関して、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が可能となった。また

発現解析用のプローブ等の用途に対しては、昨年度報告の通り単離した全クロ

ーンの配布が可能である。 

4) 生殖腺分化における内分泌かく乱物質の影響を探る上で、ステロイドホルモン産生

細胞の分化メカニズムの解明は欠かせない。本研究では、間葉系幹細胞からアンド

ロゲン産生細胞、及びグルココルチコイド産生細胞へと分化誘導させる系を初めて

確立した。これにより、ステロイドホルモン産生細胞の分化メカニズムの解析と、

それに及ぼす内分泌かく乱物質の影響を、遺伝子発現変化として解明していくこと

が可能となった。 

 

3.研究実施体制 
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① 研究分担グループ長：宮本 薫（ 福井大学 医学部、教授 ） 

② 研究項目：サブトラクションクローニングとデータベースの構築を担当 

 生殖系での低濃度内分泌かく乱物質作用の分子メカニズムの解明 

 

 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を担当 

 ゴナドトロピン受容体に対する内分泌かく乱物質作用の分子メカニズ

ムの解明 
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図の説明 

DES投与による、卵巣顆粒膜細胞増殖促進と転写調節因子MRG2/CITED4 

A） DES処理による幼若ラット卵巣での顆粒膜細胞増殖促進（HE染色及びBrdU取り込

み。Control及びDES処理96時間後の卵巣） 

B） DES処理による転写調節因子MRG2/CITED4の誘導（DES処理０、２４、４８、７２、

９６時間後の卵巣におけるMRG2/CITED4の発現、Northern blotting） 

C） DES処理による卵巣でのMRG2/CITED4の発現誘導（DES処理96時間後の卵巣 in 

situ hybridization） 

D） 卵巣におけるMRG2/CITED4の作用 （模式図） 


