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本報告書は，平成 12年度から 14年度にかけて実施したダイオキシン類対策高度化研究「ダイオ

キシン類の体内負荷量および生体影響評価に関する研究」をとりまとめたものである。

このプロジェクトは，平成９年度から 11年度にかけて実施された特別研究「環境中の「ホルモ

ン様化学物質」の生殖・発生影響に関する研究」の成果を踏まえて企画された。この先行する特別

研究において，ラット，マウスを用いた動物実験により，ダイオキシンについて，内分泌かく乱作

用の感受性が高いこと，成熟期に比べて，胎児期・新生児期の感受性が高いことを明らかにした。

ヒトにおけるダイオキシン類のリスク評価のためには，ヒトにおける曝露量，体内負荷量がどうな

っているのか，それによってヒトにおいてどのような影響がでているのか，それをどのように評価

したらよいのか，が必要になってくる。また，ヒトの集団といっても，乳児から老人までさまざま

な人々が含まれている。中には感受性の高い集団が存在する。ヒトの集団のリスク評価においては，

感受性の異なる人々から構成されていることを念頭に置かなくてはならない。

このような背景を踏まえ，本研究では，ヒトの曝露量評価，生体負荷量評価を，特に感受性が高

いと考えられる胎児，乳児に焦点を当てて行った。

胎児環境でのダイオキシン曝露として羊水，胎脂のダイオキシン濃度を調べた。また，乳児の最

大の曝露源である母乳について，母乳中ダイオキシン濃度と母親の食事との関係について調査し

た。

生体影響指標に関する研究では，新たな指標検索の基礎的検討として，DNAマイクロアレイを

用いた新規ダイオキシン応答遺伝子の検索を行った。また，従来の血液サンプルに加えて，母乳サ

ンプルにおける生体影響指標測定の可能性について検討した。

ダイオキシンに対する感受性の決定要因に関する研究においては，ダイオキシンの影響発現を仲

介すると考えられている Ahレセプターやダイオキシンによって鋭敏に動くと考えられている薬物

代謝酵素，CYP1A1について分子レベルでの検討を行った。また，ダイオキシンの感受性要因とし

てのステロイドホルモンのシグナル伝達と，細胞周期のかかわりについて検討を行った。

ヒトのサンプルの入手の困難さ，インフォームドコンセントの問題などがあり，必ずしも十分な

サンプル数が得られなかったが，ここで得られた，ヒトに関するデータは，ダイオキシンのリスク

評価において貴重な基礎資料となるものと思われる。

おわりに，研究を進める上で研究所外の多くの方々に，ご協力とご助言をいただいた。ここに深

く感謝の意を表します。

平成 15年９月

独立行政法人　国立環境研究所

理事長　合　志　陽　一
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1.1 研究の目的

ダイオキシン類のヒトの健康への影響，ことに感受性

が高いと考えられる胎児，新生児への影響が懸念されて

いる。ヒトがダイオキシン類にどの程度曝露されており，

またそれによってどの程度影響が起きているかについて

はほとんど分かっていないのが現状である。特に胎児，

新生児への影響については，それを評価する適切なバイ

オマーカーがないことが大きな原因である。

毒性が強く，難分解性，蓄積性の高いダイオキシン類

（ジベンゾダイオキシン，ジベンゾフラン，コプラナー

PCB）への曝露の実態，体内負荷量の把握，バイオマー

カーによる生体影響評価は，緊急かつ重要な課題である。

それは我が国においてはゴミ処理の多くを焼却に頼り，

排ガス規制の緩さと相まって大気中のダイオキシン濃度

が先進諸国の中でも際だって高いこと，また，かつて水

田に大量に散布された農薬に不純物としてダイオキシン

が含まれており，土壌汚染，河川・海の汚染，底質の汚

染を通して魚介類の汚染に寄与していると考えられるこ

とから，魚食の多い日本人においては，ダイオキシン類

の摂取量が相対的に高いと考えられるからである。

1998年，WHOにおいてダイオキシンの一日耐容摂取

量 (TDI) の見直しが行われ，従来の 10 pg/kg/dayから

１～４ pg/kg/dayへと改訂された。この根拠とされた

のはアカゲザルの子宮内膜症のほか，妊娠動物への投与

による子への影響，すなわち生殖・発生影響に関する動

物実験であり，ヒトに関するデータは用いられていない。

今回の TDIの設定においては Body burden（体内負荷

量）アプローチが採用された。これはダイオキシンによ

る作用は，同じ体内負荷量では種を越えてほぼ同じとい

う考えに基づいている。しかしながら実験動物とヒトと

では影響項目によっては，その作用の起きる体内負荷量

が大きく異なるものがある。ヒトへの生殖影響がどの程

度の体内負荷量で起きるかについてはまだよく分かって

いない。ヒト（特に妊婦，胎児，新生児）がどの程度の

ダイオキシンの体内負荷量があるのか，その場合，どの

程度の反応が起きているのか，どの程度の生体影響のリ

スクがあるのかを明らかにする必要性がある。

本研究では，１）ダイオキシン類の曝露量，体内負荷

量を評価し，２）生体影響指標（バイオマーカー）の検

索・開発を行い，３）体内負荷量との関係を検討し，そ

の中で感受性の決定要因を明らかにする。これらにより，

ダイオキシン類の生体影響，特に胎児，新生児への影響

にかかわるリスク評価のための基礎資料を提供すること

を目的とする。

1.2 研究の構成

ダイオキシン類の成人，母体，胎児における曝露量，

体内負荷量と生体影響指標との関係を検討し，ダイオキ

シン類の生体影響，特に胎児，新生児への影響にかかわ

るリスクを評価する。

以下の課題に関する研究を行う。

課題 1 ダイオキシン類の曝露量，体内負荷量の評価に

関する研究

ヒトにおけるダイオキシン類の曝露量，体内負荷量を

評価するために，血液，脂肪　組織中のダイオキシン類

濃度を測定する。また，胎児，新生児への影響の観点か

ら産婦人科学的試料についても測定する。

課題 2 生体影響指標の適用可能性の検討および新規指

標の検索・開発に関する研究

ダイオキシン類の曝露によって鋭敏に動くと考えられ

る生体指標について，ヒトのサンプルでの測定法の確立

を行う。収集したサンプルについて，上記の検討に基づ

き，生体指標の測定を行う。生体影響指標と曝露量，体

内負荷量との関係からこれらの指標の適用可能性を検討

する。また，ダイオキシン類の作用メカニズムに関する

知見などに基づき新規指標の検索・開発を行う。

課題 3 ダイオキシン類に対する感受性の決定要因に関

する研究

ダイオキシン類に対する感受性種差，ヒトにおける感

受性差を決定している要因を　Ahレセプターを中心に

分子レベルで明らかにする。また，感受性要因としての

シグナル伝達と細胞周期のかかわりを明らかにする。
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１　研究の目的と経緯



2.1 ダイオキシン類の曝露量，体内負荷量の評価に関

する研究

これまでの動物実験の結果や疫学調査の結果から，ダ

イオキシンへの感受性は，胎児期，乳児期が高いと考え

られている。ヒトにおいて胎児がどのくらい曝露されて

いるのかを知る目的で，大学の産婦人科の協力を得て，

羊水，胎脂（出産時に新生児の皮膚表面に付着している

脂肪分）中のダイオキシン濃度を測定した。また，乳児

が母乳からどのくらい曝露され，その母乳の濃度は食事

によってどの程度影響を受けるのかを調べる目的で，母

乳中ダイオキシン類濃度と食事との関係について検討を

行った。

2.1.1 羊水および胎脂中のダイオキシン類濃度

成人と比べ，胎児は臓器が未分化あるいは発達途中で

あるため化学物質に対し感受性が高く，妊娠期のダイオ

キシン類曝露によって胎児に不可逆的でより深刻な影響

が現れるのではないかと懸念されている。妊娠期のダイ

オキシン類曝露のリスク評価を行う際，その影響ととも

に曝露量の評価を行う必要があるが，胎児そのもののダ

イオキシン類含量の分析例は数少なく，母親の血中濃度

等から類推するしかなかった。本調査では，より正確な

胎児のダイオキシン類曝露量の評価を行うため，東京大

学医学部産科婦人科学教室の協力を得て，羊水と胎脂中

のダイオキシン類濃度を測定し，胎児のダイオキシン類

曝露の評価を試みた。

（１）羊水中ダイオキシン類濃度

妊娠期間中，胎児に由来する老廃物の一部は羊水に移

行し，胎児は羊水中の化学物質に曝露されている。すな

わち，羊水のダイオキシン類濃度は，胎児のダイオキシ

ン類曝露の実態を反映していると言える。インフォーム

ドコンセントのもと，出産時に羊水を採取し，ダイオキ

シン分析に供した。16検体について，TEF*の与えられ

ているダイオキシン（PCDDs），フラン（PCDFs）およ

びコプラナー PCBs（Co-PCBs），計 29種類の異性体を

対象とし，定法に従い試料を精製した後，高分解能

GC/MSで，内部標準法により定量を行った。羊水中の

ダイオキシン類濃度は，湿重量およびヘキサン抽出物

（脂質）あたり，それぞれ，0.016± 0.015 pg-TEQ*/wet-g，

53.1± 30.8 pg-TEQ/g-fatであった（図１）。29異性体の

うち最も濃度が高かったのは，PCB#118（2,3’,4,4’,5-五

塩化ビフェニル）であったが，TEQに占める Co-PCBs

の寄与は小さく，全体の２割余りであった。

（２）胎脂中ダイオキシン類濃度

妊娠期間中，胎児に由来する老廃物の一部は胎脂とし

て胎児に付着し，出生時に採取することができる。胎脂

は胎児由来の老廃物であり，そのダイオキシン類曝露の

実態を反映していると考えられるが，その分析例は皆無

である。インフォームドコンセントのもと，出産時に胎

脂を採取し，ダイオキシン分析に供した。18検体につ

いて，TEFの与えられているダイオキシン（PCDDs），

フラン（PCDFs）およびコプラナー PCBs（Co-PCBs），

計 29種類の異性体を対象とし，定法に従い試料を精製

した後，高分解能 GC/MSで，内部標準法により定量を

行った。胎脂中のダイオキシン類濃度は，湿重量および

ヘキサン抽出物（脂質）あたり，それぞれ，2.39± 1.14

pg-TEQ/wet-g，24.9± 10.6 pg-TEQ/g-fatであった（図

２）。29異性体のうち最も濃度が高かったのは，羊水同

様 PCB#118であった。また，TEQに占める Co-PCBs

の寄与は，羊水よりも大きく，全体の約３割余りであっ

た。

（３）まとめ

羊水中の脂質含量は 0.1％未満ときわめて少なく，ま
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２ 研究の成果

図１　羊水中ダイオキシン類の湿重量あたりの濃度
平均値をバーで示す(0.016 pg TEQ/wet-g)。n=16



た羊水では PCDFsなど多くの異性体が検出限界以下で

あったため（TEQ算出時には検出限界の 1/2を採用し

加算），羊水の脂質あたりのダイオキシン類濃度は高く

見積もられている。一概に，羊水で高く，胎脂で低いと

は言えない。Choiらは，2000年に採取したヒト脂肪組

織中のダイオキシン類濃度は，PCDDs/PCDFs が

11.9± 7.4および Co-PCBsが 15.3± 8.2 pg-TEQ/g-fat

と報告しており，今回測定した胎脂のダイオキシン類濃

度範囲とほぼ一致した。したがって，脂質あたりの濃度

では，胎児も母親と同等であると言える。しかし，ヒト

脂肪組織では，TEQへの寄与が PCDDs/PCDFsよりも

Co-PCBsの方が大きく，羊水や胎脂とは異性体組成が

異なり，体内の脂肪組織に蓄積するダイオキシン類と，

体外へ排泄されるダイオキシン類の組成が異なることが

示された。いずれにしても，妊娠期に胎児はダイオキシ

ン類曝露を受けていることが示され，今後，さらに胎児

のダイオキシン類曝露の調査を続ける必要があると考え

られる。

＊ TEF，TEQ

ダイオキシン類は，塩素の数と入る位置により多くの異

性体，同族体が存在する。それらの存在量や毒性を個別

に表すのは大変煩雑なので，アリルハイドロカーボン

（Ah）レセプターという受容体を介して，その作用をお

よぼすという共通の作用メカニズムをもつ化合物につい

ては，一番毒性の強い 2,3,7,8-四塩化ジベンゾ p-ダイオ

キシン（TCDD）を 1として，それに対する相対的な毒

性の強さ，毒性等価係数（TEF）が定められている。現

在のところ，ダイオキシン７種類，ジベンゾフラン 10

種類，コプラナー PCB12種類に TEFが付与されている。

環境中のダイオキシン類は単独の物質として存在してい

ることはまれで，多くの場合，混合物として存在してい

る。混合物としてのダイオキシン類の量は，個々の化合

物の TEF に存在量をかけたものの和，毒性等価量

（TEQ）として表される。

2.1.2 食習慣の異なる地域における母乳中ダイオキシ

ン類濃度

これまでの動物実験や，ヒトの疫学調査の結果から，

ダイオキシンに対する感受性は，胎児期，乳児期が高い

と考えられている。一方，ダイオキシン類の代謝は非常

に緩やかで，ヒトでの半減期は５年から 10年といわれ，

主に脂肪組織に蓄積し，ふん中にわずかに排泄される。

唯一の例外は母乳で，母乳は脂肪に富むことから，母乳

からは比較的多くのダイオキシン類が排泄される。母乳

中には 10～ 30 pptのダイオキシン類が含まれているた

め，乳児のダイオキシン摂取量は体重あたり成人の 30

倍近くになる。乳児は感受性が高いと考えられることも

あってその健康への影響が懸念されている。通常の人口

集団の場合，ダイオキシンの主な摂取経路は食事である。

特に日本人の場合は，そのうちの 60％程度が魚介類に

由来すると考えられている。以上のような背景を踏まえ

て，乳児のダイオキシン曝露を評価し，母乳中ダイオキ

シン濃度への魚食の影響を調べる目的で日本の沿岸の３

つの市町村で母乳の調査を行った。

対象地域は，北海道の A市，沖縄県の B町，長崎県

の C町の３地域である。インフォームドコンセントの

もと，それぞれの地域から，７，20，７名の方から母乳

の提供を受けた。また，質問紙による自記式の食事調査

を行った。対象者の平均年齢および範囲は，A，B，C

地域それぞれ，28.4歳（25～ 31歳），29.8歳（20～ 41

歳），27.6歳（21～ 35歳）であった。13種類の PCDD，

15種類の PCDF，12種類の Co-PCBを GC/MSにより

測定した。I-TEQの算出には，このうち TEFの与えら

れている７種類の PCDD，10種類の PCDF，12種類の

Co-PCBの測定結果を用いた。年間を平均した魚類，肉

類，乳製品・卵の一日あたり摂取量は，質問紙の結果に

基づき算定した。

母乳中のダイオキシン類濃度の平均と範囲は，A，B，

Cの各地域において，それぞれ 8.9（3.8～ 16.4），7.2

（5.3～ 10.0），13.1（2.1～ 29.7）pg I-TEQ/g-fatであっ

た（図３）。これは厚生労働省から報告されている日本
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図２　胎脂中ダイオキシン類の湿重量あたりの濃度
平均値をバーで示す(2.39 pg TEQ/wet-g)。n=18



人の母乳中レベルの範囲内であった。地域間の比較では，

B地域が C地域に比べて有意に低かった。Co-PCB濃

度は，年齢と相関する傾向がみられた（p=0.08）がダイ

オキシン濃度ではみられなかった。各地域ごとの魚類，

肉類，乳製品・卵の摂取量を図４に示す。摂取量は量と

頻度から指標化した。A地域は，魚類，肉類の摂取が他

の２地域に比べて少ない。A地域の肉の摂取は B地域

に比べて有意に低かった（p < 0.05）。乳製品・卵の摂取

量は各地域で差はなかった。地域間の摂取量のデータか

らは，地域間の母乳中ダイオキシン，Co-PCBの差を説

明できない。

３つの地域のデータをあわせ，魚類，肉類，乳製品・

卵の摂取の多少（摂取インデックス 200以上を「多い」，

200以下を「少ない」とした）と母乳中のダイオキシン，

Co-PCB濃度の関係を調べた（図５ A，５ B）。ダイオ

キシン，Co-PCBとも魚類の摂取の多少でのみ有意差が

認められた。さらに魚類と肉類の摂取の多少の組み合わ

せによって分類した４つのグループにおけるダイオキシ

ン，Co-PCB濃度を調べた（図６ A，６ B）。魚類，肉

類とも多く摂取しているグループが，両者とも少ないグ

ループに比べて濃度が有意に高かったが，肉の摂取の多

少にかかわらず，魚類の摂取が多いことが母乳中のダイ

オキシン，Co-PCB濃度に寄与している傾向が示され

た。

― 4 ―

図３　３つの地域における母乳中ダイオキシン類濃度(pg I-TEQ/g-fat)（平均±標準誤差）
Total PCDD/F: ダイオキシンとフランの合計，Total Co-PCB: コプラナー PCBの合計，Total DFP: PCDD/Fと Co-
PCBの合計。C地域は B地域に比べて Co-PCB，Total DFPが有意に高かった（*p < 0.05, **p < 0.01）。

図４　３つの地域における食品（魚類，肉類，乳製品・卵）の摂取量（平均±標準誤差）
摂取量は，摂取量と頻度から指標化した。肉類の摂取は B地域が A地域に比べて有意に高かった(*p < 0.05)。



2.2 生体影響指標の適用可能性の検討および新規指標

の検索・開発に関する研究

ダイオキシンの曝露量を知ると同時に，ダイオキシン

の曝露によって生体に反応や影響が出ているかどうかを

知ることはリスク評価の上で重要である。

ダイオキシンの作用の多くはアリルハイドロカーボン

レセプター（Ahレセプター）を介して発現すると考え

られている。ダイオキシン類は脂溶性のため容易に細胞

膜を透過し，細胞質で Ahレセプターにリガンドとして

結合する。リガンドを結合した Ahレセプターは，核内

に移行し，Arntと呼ばれるタンパクと結合し，二量体

を形成する。この二量体が標的遺伝子の上流にある

DREまたは XREという部位に結合して標的遺伝子の

転写を制御すると考えられている（図７）。ダイオキシ

ンの標的遺伝子としては，薬物代謝酵素 P4501A1

（CYP1A1），P450 1B1（CYP1B1），グルタチオン-S-ト

ランスフェラーゼ Ya，UDP-グルクロノシルトランス

フェラーゼなどが知られている。一方，ダイオキシンと

女性ホルモン，エストロゲンとの相互作用がよく知られ

ている。そのメカニズムとして，リガンドと結合した

Ahレセプター-Arnt複合体とエストロゲンレセプター

との相互作用が提唱されている。

ここでは，これまでのところ，ダイオキシン曝露のも

っとも鋭敏な生体影響指標と考えられている CYP1類

― 5 ―

図５ A 食品の摂取の多少と母乳中 Co-PCB濃度との関係
摂取インデックス 200 以上をその食品の摂取が多い，
200未満を少ないとした。魚類の摂取の多いものが少な
いものより有意に濃度が高かった（*p < 0.05）。

図５ B 食品の摂取の多少と母乳中ダイオキシン濃度との関
係
摂取インデックス 200 以上をその食品の摂取が多い，
200未満を少ないとした。魚類の摂取の多いものが少な
いものより有意に濃度が高かった（*p < 0.01）。

図６ A ３つの地域のデータをあわせた魚摂取と肉摂取の多
少の組み合わせと母乳中 Co-PCB濃度との関係
魚・肉共に摂取の多いグループが，共に少ないグループ
に対して有意に濃度が高かった（*p < 0.05）。

図６ B ３つの地域のデータをあわせた魚摂取と肉摂取の多
少の組み合わせと母乳中ダイオキシン濃度との関係
魚・肉共に摂取の多いグループが，共に少ないグループ
に対して有意に濃度が高かった（*p < 0.05）。



の血液サンプルでの発現解析法を確立し，それらが曝露

の指標として利用可能かどうかについて，一般住民の血

液サンプルを用いて検討した。さらに，ダイオキシン類

濃度が高いと考えられる母乳の母乳細胞における CYP

類の測定を試みた。また，新たな生体影響指標を探る一

環として，新規のダイオキシン応答遺伝子の探索をエス

トロゲン応答遺伝子の中から探る試みをマイクロアレイ

を用いて行った。

2.2.1 PCR法による血液中CYP類発現解析法の確立

チトクロームＰ 450（CYP）はステロイドホルモンの

合成や外因性の薬物代謝を担う酵素群である。このうち

CYP1 系酵素の分子種である CYP1A1，CYP1A2，

CYP1B1は多環芳香族炭化水素やダイオキシン類によ

ってメッセンジャー RNA（mRNA）発現が誘導される

ことが動物実験あるいはヒト培養細胞を用いた実験によ

り知られている。疫学的研究においては，肺がん患者と

CYP1A1 mRNAの発現量との間に相関が認められると

いう報告もある。CYP1A1および CYP1B1 mRNAはヒ

トリンパ球でも発現が認められることから，ダイオキシ

ン類曝露による人体への影響の分子指標としての可能性

が検討されてきた。しかしながら，サンプルとして全血

を用いた場合，含まれる血球系細胞の内，CYP1A1お

よび CYP1B1 mRNAの発現が見られるのは主に単球お

よび大食球（マクロファージ）であり，これらの

mRNAは相対的に非常に微量にしか存在しない。この

ため一般的な方法であるノザンブロットや RNaseプロ

テクションアッセイ法ではこれら遺伝子を定量すること

は難しい。リアルタイム PCR法は目的遺伝子に特異的

なプライマー（合成短鎖 DNA）によってそれぞれの

cDNAのみを１サイクルごとに倍増させ，その過程で生

じるプローブの分解物からの蛍光を測定して目的遺伝子

を定量する方法であり，非常に高感度な測定が可能であ

る。本研究ではこのリアルタイム PCR法を用いること

により，１測定あたり 100分子程度の標的遺伝子の検出

を目標とした。

リアルタイム PCR法での条件検討として，プラスミ

ド DNA の増幅を行った。CYP1A1 および CYP1B1

cDNA をプラスミドにサブクローニングし，2 .24 ×

10
7copies / μlになるように希釈し（Std１），10倍の希

釈率でスタンダードサンプルを作製した（Std２～ Std

８）。ABI PRISM 7700 Sequence Detectorによる解析

は１サンプルにつき２つのウェルを使用し二重に測定し

た。検出方法は TaqMan probeによる蛍光測定を用い

た。スタンダードサンプルの他にクロスコンタミネーシ

ョンのモニターのためのネガティブコントロールとして

蒸留水を加えたウェル（no template control）を作製し

た。ABI PRISM 7700 Sequence Detectorでの増幅条件
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図７　ダイオキシンの作用の模式図
ダイオキシンは容易に細胞膜を透過し，細胞質で Ahレセプターにリガンドとして結合する。リガンドと結合
した Ahレセプターは核内に移行し Arntと呼ばれるタンパクと２量体を形成する。この２量体が標的遺伝子
の上流にある DREという部位に結合して，標的遺伝子の転写を制御すると考えられている。エストロゲンも
核内レセプターと結合し，転写制御因子として作用する。リガンドと結合した Ahレセプター－ Arnt複合体
とエストロゲンレセプターとの相互作用が提唱されている。



は，CYP1A1についてはアニ―リング/エクステンショ

ン温度条件を 58～ 66℃で変えてスタンダードの増幅曲

線をもとに至適条件を検討した。CYP1B1については

アニ―リング/エクステンション温度を 60℃で行った。

CYP1A1の増幅を行った結果（図８），アニ―リング/

エクステンションの温度条件は低温（58～ 60℃）では

Std６までしか増幅できず，増幅曲線の平衡値（プラト

ー）が低下する傾向にあることから，非特異的増幅物の

生成による基質（プライマー，dNTP）の枯渇が引き起

こされていると考えられた。アニ―リング/エクステン

ションの温度は 64℃が最も検出感度が高く，少なくと

も Std １～４については平衡値に差異が見られない。

しかしながら Std５，Std６の平衡値はこれに比して低

く，Std ７，８については増幅が検出されるサイクル

（threshold cycle）が Std ６と変わらなかった。また

Std １～７までの threshold cycle をプロットすると

Std１が若干検量線から外れる傾向にあった。さらに高

温（66℃）で検討した結果では Std８の増幅は見られ

なかったが，Std６と Std７の threshold cycleに差が

見られ，改善された（図９）。66℃での Std２～７まで

の増幅をもとに作成した検量線は直線性を示した。以上

の結果より，アニ―リング/エクステンションの条件を

66℃とした時，Std２～７までのコピー数（1.12× 10
2

～ 1.12× 10
7copies / well）については定量性があると

考えられた。実際の血液サンプルから RNAを抽出し，

測定した場合 CYP1A1 RNA の含量は 100 ～ 10000

copies / 100 ng RNA程度であることから，大部分のサ

ンプルはこの範囲に収まり，測定が可能であると考えら

れた。

CYP1B1では Std１～７まで増幅曲線は平衡化しなか

った。この理由は不明であるが，Std１～７までの増幅

をもとに検量線を作成すると直線になること，CYP1B1

は血球での含量が CYP1A1に比べて高いことから，こ

の条件で測定には十分であると考えられた（図 10）。

2.2.2 埼玉県および大阪府の住民における血液中ダイ

オキシン類濃度と CYP1A1，CYP1B1 発現との関

連

CYP1A1および CYP1B1が実際にダイオキシン類曝

露による人体への影響の分子指標になりうるかを検討す

るため，埼玉県および大阪府において集められた血液か

ら全 RNAを抽出し，先に検討したリアルタイム PCR

法によって測定を行った。

血液サンプルは採血後，直ちに凍結し郵送されたもの

を用いた。検体が集められた地域は埼玉および大阪で，

埼玉においては A 1地区 13検体，A 2地区 21検体，B
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図８　リアルタイム PCRによる CYP1A1の増幅とアニーリング/エクステンション温度との関係
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図９　リアルタイム PCRによる CYP1A1の増幅曲線および検量線
アニーリング/エクステンションの条件を 66℃とした時，Std2～ 7まで
の増幅をもとに作成した検量線は直線性を示した。

図 10 リアルタイム PCRによる CYP1A1の増幅曲線および検量線
Std1～ 7までの増幅をもとに作成した検量線は直線性を示した。



地区８検体の計 42検体で，大阪においては A地区 24

検体，B地区の 12検体の計 36検体を用いた。郵送され

た血液サンプルを凍結状態のまま液体窒素中で破壊し，

この内の約１ gを使用して RNAを抽出した。この粗精

製 RNA を Isogen LS および RNeasy kit（キアゲン）

を用いて精製した。抽出した RNA は純度検定のため

１％アガロースゲルによる電気泳動で 18S，28Sリボゾ

ーム RNAの分解と，ゲノム DNAの混入の有無を確認

した。送付された全血液サンプルにおいて，抽出された

RNAから 18Sおよび 28Sリボゾーム RNAのバンドが

確認され，ゲノム DNAの混入は確認されなかった。

次に精製された RNAサンプル２μgを用いて cDNA

の合成を行った。

CYP1A1および CYP1B1遺伝子発現の定量は TaqMan

probe法を用いたリアルタイム PCRにより行った。測

定には 96穴プレートを用いて内部標準（Std２～７），

サンプル（cDNA），クロスコンタミネーションのモニ

ターのためのネガティブコントロールとして cDNAサ

ンプルの代わりに蒸留水を加えたサンプルについて各々

２穴ずつを使用し，ABI PRISM 7700を用いてリアルタ

イム PCRを行った。得られたそれぞれのサンプルの増

幅曲線より，基準蛍光強度にいたるサイクル数（thresh-

old cycle）を算出した。内部標準の標的配列のコピー数

（濃度）とサンプルの threshold cycleとの関係から検量

線を作成し，サンプルの threshold cycle から検体の

cDNA中の CYP1A1および CYP1B1 cDNA量を算出し

た。

（１）地域および地区での CYP発現量の差

CYP1A1 mRNA量（copies/ng RNA±標準誤差）は埼

玉では A1地区で 3.9± 1.7，A2地区で 4.0± 2.1，B地

区で 2.9± 1.3であり，埼玉全体では 3.8± 1.9であった。

大阪では A 地区で 6 .4 ± 5 .3，B 地区で 11 .8 ± 17 .0

copies/ng total RNAであり，大阪全体では 8.3± 11.0で

あった。

CYP1A1発現量については埼玉での地区間（A1，A2，

B）では B地区において若干低い傾向が見られたものの，

有意な差は認められなかった。大阪での地区間（A，B）

での CYP1A1発現量については有意な差は認められな

かった（図 11）。埼玉全体と大阪全体を比較すると，大

阪の検体での CYP1A1発現量は埼玉の検体に対して有

意に（p < 0.01）高い結果となった（図 11）。

CYP1B1 mRNA量は埼玉 A 1地区では 118.9± 69.8，

A2地区で 124.9± 98.6，B地区で 288.7± 127.0であり，

埼玉全体では 117.0 ± 80.8 であった。大阪 A 地区で

170.1± 98.4，B地区で 132.8± 73.5であり，大阪全体

では 157.7± 91.5であった。

CYP1B1に関しては埼玉では A 2地区がやや高く，B

地区が低い傾向にあったが有意な差ではなかった（図

12）。大阪では A地区が B地区に比べ低い傾向を示した

が有意な差ではなかった。また，埼玉全体と大阪全体と

の二地域の間に有意な差は見られなかった（図 12）。

これらの CYP1A1の測定値は，Vanden Heuvelらの報

告における，平均値 7.00 copies /ng Lymphocyte RNA

に近い値である一方，Krovatらの報告による 39 copies

/ng Lymphocyte RNAと比較すると低い。この理由とし
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図 11 埼玉３地区，大阪２地区および埼玉全体，大阪全体での CYP1A1発現量の比較
値は ng RNAあたりのコピー数（平均±標準誤差）。大阪全体は埼玉全体より有意に高かった（*p < 0.05）。



て，両者の測定方法および本研究での測定方法がそれぞ

れに異なっている点が挙げられる。リアルタイム PCR

以外の方法は電気泳動によって増幅物であるバンドを画

像解析するのが一般的であるが，PCRによる特定遺伝

子の増幅では，バンドが検出できるサイクル数において

は増幅が限界に近づいており，正確さを欠くことがある。

また，これらの報告では RNA抽出材料として分離した

リンパ球あるいは単核球を用いていることから，全血か

らの RNAに混入すると考えられる赤血球の残存リボゾ

ーム RNAについても測定値に影響を与えている可能性

も考えられた。

一方，CYP1B1 mRNAの値は Spencerらの報告 16.3

～ 491.8 copies/ng Lymphocyte RNAに近い値となった。

今回の測定では CYP1A1発現量に埼玉と大阪で有意

な差が見られた。これは大阪で得られた検体には 10

copies/ng RNA以上の非常に高い発現を示すものが 6検

体含まれていたためである。これに対して埼玉で得られ

た検体には 10 copies/ng RNA以上の発現を示すものが

含まれていなかった。しかしこれらの高発現を示す検体

が必ずしも高いダイオキシン類血中濃度（TEQ）を示

しているわけではなく，さらに今回の測定では大阪と埼

玉の検体のダイオキシン類血中濃度（TEQ）に有意な

差は見られなかったことから（表１），両地域の差の原

因がダイオキシン類血中濃度の差によるものであるとは

考えにくい。

また CYP1B1発現量には両地域の間に差は見られな

いことから，血中ダイオキシン類濃度以外の CYP1A1

発現に対する因子が存在し，それが両地域で異なってい

ると考えられる。さらにその因子は CYP1B1発現には

影響を及ぼしにくいものと考えられる。

（２）ダイオキシン類の曝露量と CYP発現量の相関

ダイオキシン類の曝露量（TEQ）と CYP1A1 mRNA

量の相関を検討した結果，埼玉全体で負の相関が認めら

れた（R2 = 0.154，p = 0.0102, 図 13）。埼玉の地区別では

曝露量との有意な相関は認められなかった（図 13）。大

阪においては地域全体あるいは地区別でも曝露量との有

意な相関は得られなかった（図 14）。CYP1B1 mRNA量

においてはいずれの地域，地区においても，曝露量との

有意な相関は得られなかった（図 15，16）。

― 10 ―

図 12 埼玉３地区，大阪２地区および埼玉全体，大阪全体での CYP1B1発現量の比較
値は ng RNAあたりのコピー数（平均±標準誤差）。

表１　埼玉と大阪の住民における血中ダイオキシン類濃度（平均±標準誤差）
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図 13 埼玉３地区と埼玉全体における血中ダイオキシン濃度と CYP1A1発現との関係
埼玉全体では弱い負の相関が認められた。

図 14 大阪２地区と大阪全体における血中ダイオキシン濃度と CYP1A1発現との関係
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図 15 埼玉３地区と埼玉全体における血中ダイオキシン濃度と CYP1B1発現との関係

図 16 大阪２地区と大阪全体における血中ダイオキシン濃度と CYP1B1発現との関係



今回の測定でダイオキシン類の血中濃度と CYP1A1，

CYP1B1の発現との間に正の相関は見られず，逆に埼玉

全体で弱い負の相関が見られた。このことは測定された

ダイオキシン類の血中濃度が CYP1A1発現に影響を及

ぼすレベルではなかったと考えられる。

（３）年齢と CYP発現量の相関

年齢と両地域における CYP1A1発現量には有意な相

関が認められなかった（図 17A，B）。一方，CYP1B1と

の間には大阪でのみ負の相関（R2 = 0.16，p = 0.0157）が

認められた（図 18A，B）。

ヒトではダイオキシン類は主に脂肪組織に蓄積され，

加齢と共に増加する傾向が知られているが，今回の測定

においては年齢との間に相関が見られなかった。この結

果からも今回の CYP1A1，CYP1B1の発現時には血中ダ

イオキシン類の曝露は影響していないものと考えられ

る。

（４）CYP発現量の性差

CYP1A1発現量における男女の比較，および CYP1B1

における男女の比較では両地域とも有意な差は認められ

なかった。しかしながら，これら二つの遺伝子において

は女性の方が個人差が大きい傾向が両地域で認められ

た。（図 19A，B）（図 20A，B）。CYP1A1および CYP1B1

mRNA発現量の性差については，リンパ球では CYP1B1

において差がないという報告があり，これは今回のデー
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図 17 埼玉における CYP1A1発現(A)，CYP1B1発現(B)と年齢との関係

図 18 大阪における CYP1A1発現(A)，CYP1B1発現(B)と年齢との関係
CYP1B1発現量と年齢の間には弱い負の相関が認められた。



タと一致するものである。また CYP1A1については全

血あるいはリンパ球由来の mRNAを用いた性差に関す

る報告はないが，肺がん患者の肺においては女性のほう

が高かったという報告がある。またエストロゲンがダイ

オキシンによる CYP1A1の誘導を修飾するという報告

もあり，これらの報告を考慮すると，今回の検討で

CYP1A1mRNA量に関して女性の方がばらつきが大きい

理由の一つに，性周期および閉経前後のエストロゲン量

の変化による影響があるのかもしれない。

（５）CYP1A1発現量と CYP1B1発現量との相関

CYP1A1発現量と CYP1B1発現量との間には埼玉で正

の相関が認められた（R2 = 0.117，p = 0.0263）（図 21）。

しかしながらそれぞれの遺伝子と血中ダイオキシン類濃

度との間に正の相関が見られなかったことから，二つの

遺伝子の転写活性化がダイオキシン類の曝露量に対応し

て起こったとは考えにくい。大阪においては正の相関の

傾向が認められたが，有意なものではなかった（図 22）。

これら二つの遺伝子の共通の転写因子，ダイオキシン類

のレセプターである Ahレセプターやその共役因子であ

る Arntには量的な個人差が存在することが報告されて

いる。むしろこのような転写因子の個人差が CYP1A1

と CYP1B1発現量との間の相関に反映している可能性

がある。

（６）まとめ

今回の検討において，埼玉および大阪両地域において

それぞれの地区別の CYP1A1と CYP1B1発現量には有

意な差が認められなかった。血中ダイオキシン類濃度に

おいても地区ごとで有意な差が認められなかった。また

個人によって血中ダイオキシン類濃度に大きな差が見ら

れたが，それらは CYP1A1および CYP1B1発現量に反

映されていなかった。

大阪と埼玉での両地域の間にダイオキシン類の血中濃
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図 19 埼玉における CYP1A1発現(A)，CYP1B1発現(B)と性差

図 20 大阪における CYP1A1発現(A)，CYP1B1発現(B)と性差



度に差が無かったが，CYP1A1の発現量は大阪が埼玉に

比べ有意に高かった。これは大阪には CYP1A1 mRNA

発現量の高い検体が含まれていたことが考えられる。ま

たこれらの検体が必ずしも高い血中ダイオキシン類濃度

を示しているわけでもなかった。

以上のことから，今回の検討におけるダイオキシン類

の血中濃度は CYP1A1, CYP1B1の発現に影響を及ぼす

レベルではなかったと考えられる。また，今回の検討に

おける CYP1A1および CYP1B1発現量の個人差にはダ

イオキシン類以外の要因が関与していると考えられる。

大阪の CYP1A1 mRNA発現量が高い検体については，

転写因子群を含めた遺伝的な個人差と，食物や喫煙等の

生活習慣による個人差に起因している可能性も考えられ

た。

2.2.3 母乳細胞を用いたCYP類発現解析法の確立

ダイオキシン類への曝露は，そのほとんどが食事由来

と考えられている。母乳には通常の食物より高い濃度の

ダイオキシン類が含まれており，器官発達・成長期であ

る乳児に対する影響が懸念されている。また母体の側で

も脂肪が合成，貯蓄されている乳腺では，他の組織に比

べてダイオキシン類の曝露量が相対的に高くなっている

ことが予想される。ヒト母乳中には乳腺より剥離した細

胞（以下母乳細胞）が含まれている。この細胞がダイオ

キシン類に反応し，ダイオキシン類の鋭敏な指標となる

CYP系酵素の発現が見られれば，ダイオキシン類に対

する人体への影響を評価できる材料になりうる可能性が

ある。そこで母乳細胞の単離法の確立，ダイオキシン関

連遺伝子の発現および培養条件下での TCDD曝露によ

る反応性について CYP系酵素の発現により検討した。

母乳中に含まれる細胞はごく微量であり遠心操作なし

には回収することが不可能であったが，遠心を行うこと

により乳脂肪が上層でフタ状に固化し，細胞の回収およ

び RNAの抽出が困難になる。そのためふるい状のホル

ダーが挿入された遠心管を用いて，脂質と母乳細胞の分

離を行なった。単離された母乳細胞は油滴を含んだ浮遊

性の球状細胞が主であり，少量の上皮性角化細胞と思わ

れる付着性の細胞が混ざっていた（写真１）。母乳細胞

から全 RNA抽出後，ダイオキシンの遺伝子転写に対す

る反応に不可欠である AhRと Arntの mRNAの発現を

RT-PCRによって解析したところ両遺伝子とも発現が確

認された。次にダイオキシンで誘導される遺伝子である，

CYP1A1および CYP1B1の発現についてリアルタイム

PCR法で定量した。これらの遺伝子の発現はリンパ球
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図 21 埼玉における CYP1A1発現と CYP1B1発現との関係
弱い正の相関が認められた。

図 22 大阪における CYP1A1発現と CYP1B1発現との関係

写真１　培養条件下での母乳細胞
母乳細胞は油滴を含んだ浮遊性の球状細胞が主であり，
少量の上皮性角化細胞と思われる付着性の細胞が混在し
ている。



では CYP1B1の発現が CYP1A1にくらべて高いのに対

して，母乳細胞では CYP1A1の発現が高く，CYP1B1の

発現が低いことが分かった（表２）。CYP1A1は CYP1B1

に比べて TCDDへの反応性が高いため，この結果から

母乳細胞は血球系の細胞よりも曝露影響を調べる上でよ

り適した材料であると考えられた。

次に母乳細胞の TCDDに対する反応性を調べる目的

で，単離した母乳細胞を DMEM/F12，10 % FBSで培養

し，TCDD を４時間曝露した後，全 RNA を抽出し

CYP1A1および CYP1B1の発現を検討した。その結果，

CYP1A1は 100 pMより誘導がかかり，10 nMでコント

ロールの３倍以上の mRNAが検出されたが，これに対

し CYP1B1は 10 nMでも誘導されなかった（図 23）。

実際の母乳中に含まれるダイオキシン類の量は数 10

pg/g fat（TEQ）であり，母乳中の脂肪が５～ 10%であ

ることを考えると数 ng，およそ 10 pmol程度であると

考えられる。このことから，培養条件下での母乳細胞に

おいて通常の母乳中のダイオキシン類濃度では CYP1A1

の誘導を引き起こすとは考えにくい。しかしながら実際

の母乳細胞のダイオキシン類曝露量および曝露形態が

CYP1A1を誘導し得るものかどうかは依然不明である。

また，出産後の母乳の採取時期でも母乳細胞の量やダイ

オキシン反応性が異なることも予想されるため，母乳細

胞の生体指標材料の可能性についてはさらなる検討が必

要とされる。

2.2.4 ダイオキシン応答遺伝子の探索

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）は生体に

様々な影響をおよぼすことが報告されている非常に毒性

の高い化合物である。その作用機構の一部は TCDDに

よる遺伝子発現の変化を介していると思われるが，詳細

については不明である。

そこで，新たな TCDD応答遺伝子を探索するために，

DNAマイクロアレイを用いた検討を行った。効率良く

TCDD応答遺伝子をみつけるために，TCDDがその作

用に影響することが知られているエストロゲンに着目
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表２　母乳細胞における CYP1A1，CYP1B1発現の測定例
値は 100ng RNAあたりのコピー数（平均±標準偏差）

図 23 培養母乳細胞の CYP発現に対する TCDDの影響



し，エストロゲン応答遺伝子がスポットしてあるマイク

ロアレイを用いた。

（１）エストロゲン応答遺伝子をスポットしたマイクロ

アレイを利用した TCDD応答遺伝子の探索

新規 TCDD応答遺伝子を探索するために，マイクロ

アレイ法を行った。現在，様々な種類のマイクロアレイ

が販売されており，いずれを用いるかが重要な点となっ

ている。今回我々は，TCDDの内分泌撹乱作用に着目

し，TCDDとエストロゲンの共通標的遺伝子が複数存

在することを想定することによって，estrogen-respon-

sive genes-spotted microarray（Infogenes, Co., Ltd.）（図

24）を利用した。

MCF-7（ヒト乳がん細胞）あるいは RL95-2（ヒト子

宮内膜がん細胞）に 0.1，１，10 nM TCDDあるいはコ

ントロールとして 0.1 % DMSOを 24時間曝露した後，

m R N A を抽出しマイクロアレイ法に利用した。各

TCDD濃度について２～３回行った。

TCDD曝露によりMCF-7で 74遺伝子，RL95-2で 67

遺伝子の蛍光レベルが変化した。但し，TCDD-respon-

sive geneとしてスポットしてあった既知の TCDD応答

遺伝子を含む。

（２）Quantitative real-time PCRを利用した TCDD応答

性の確認

マイクロアレイは再現性を得にくいというのが欠点の

１つである。そこで，（１）の実験で得られた遺伝子の

発現が実際に細胞中で TCDD曝露により変化するかど

うかを確認するために，Quantitative real-time PCRを行

った。それに先立ち，統計処理を行い，マイクロアレイ

解析結果にばらつきのあった遺伝子を除外し，遺伝子を

31個に絞った。それらすべてについて，MCF-7および

RL95-2から抽出した total RNAを用い，real-time PCRを

行い，TCDD曝露による遺伝子発現の変化を確認した

（図 25）。

TCDD曝露により発現が増加することが報告されてい

る CYP1A1は TCDDの濃度依存的に増加した。Gene-10

は TCDD曝露により発現が抑制され，10nM TCDDでは
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図 25 MCF-7細胞において TCDDがエストロゲン応答遺伝子，gene-10，gene-27に及ぼす影響（Quantitative real-time PCR）
CYP1A1は陽性対照。

図 24 エストロゲン応答遺伝子をスポットしたマイクロアレイの概要
エストロゲン応答遺伝子 165遺伝子，TCDD応答遺伝子 10遺伝子，内在性対照遺伝子 28遺伝
子，計 203遺伝子がスポットしてある。



DMSO曝露時の 1/10以下であった。Gene-27は TCDD

曝露により発現が誘導された。real-time PCRを行ったす

べての遺伝子について，PCR産物のシークエンスを行い，

目的の遺伝子が増幅されていることを確認した。

TCDD曝露により real-time PCRで遺伝子発現変化の

確認された遺伝子の数に着目すると，両細胞ともに，

TCDDの濃度依存的に TCDD応答遺伝子の数が増加し

たが，１ nMと 10 nMでは差がないか，ほとんど同じ

であった（図 26 a, b）。

また，MCF-7と RL95-2では 12遺伝子が共通だった

が，そのうち２遺伝子は細胞により逆の反応を示した。

また，TCDDに対する反応も細胞間で強弱がみられた。

（３）マウス胎児組織における TCDD応答性の確認

（２）の実験で得られた遺伝子の発現が生体中で

TCDDの影響を受けるかどうかを確認するために，マ

ウス胎児を用いて TCDDに対する応答性を調べた。

TCDD曝露により，マウス組織で発現量の変化する

遺伝子が確認された（図 27）。同じ遺伝子でも，組織に

よって変化のパターンが異なっていた。また，雌雄で同

じ動きをする遺伝子もあれば，雄あるいは雌のいずれか

のみで発現の変化する遺伝子もあった。

マイクロアレイ法および real-time PCR法の利用によ

り，新規の TCDD応答遺伝子を複数同定した。これら

の遺伝子には様々な機能のものが含まれていた（表３）。

また，今回確認したいくつかの遺伝子は，マウス胎児組
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図 27 マウス胎児組織において TCDDが遺伝子発現に及ぼす影響（Quantitative real-time PCR）
C：対照，T： TCDD投与。（*p < 0.05，**p < 0.01，対照に比べ有意な発現変化）

図 26 エストロゲン応答遺伝子発現変化に及ぼす TCDD濃度および細胞種の影響
a）MCF-7細胞における TCDD濃度と発現変化した遺伝子数。b）RL95-2細胞における TCDD濃度と発現変化した遺伝子数。
c）発現変化した遺伝子数の細胞による違い。

表３　MCF-7および RL95-2細胞において見いだされた新規 TCDD応答遺伝子



織中でも TCDDの影響を受けていた。

以上の結果から，TCDDの曝露が，これまで報告さ

れているよりも多くのエストロゲン応答遺伝子の発現に

影響を及ぼし，さらに，生体においても影響を及ぼす可

能性が示唆された。

本実験は，新規の TCDD応答遺伝子の同定と同時に，

生体で重要な働きをするエストロゲンとの共通の標的遺

伝子を同定しており，生体に及ぼす TCDDの影響，さ

らにはその作用機序解明の手がかりになると期待され

る。

2.3 ダイオキシン類に対する感受性の決定要因に関す

る研究

ダイオキシン類の毒性は，種や系統によって感受性が

大きく異なることが特徴である。感受性を規定する要因

として，Ahレセプターのリガンド結合部位，CYP1A1

の多型に注目して分子レベルでの検討を行った。また，

ダイオキシンの毒性の修飾因子としてのエストロゲンレ

セプター，エストロゲンシグナル伝達の関与について細

胞レベルでの検討を行った。

2.3.1 多型検出法の確立

ダイオキシン類に対する毒性には動物種および系統間

で感受性差が存在することが知られている。ヒトにおい

てダイオキシン類の感受性に対する遺伝的な要因が存在

しているかどうかは不明である。仮に何らかの遺伝的多

型に起因した感受性差が存在した場合には，リスクアセ

スメントにおける重要な因子の一つとなり得るだろう。

特にごく低用量の曝露でも生体影響を引き起こすような

高感受性を示す人が存在する場合には，最小無毒性量の

概念にも影響することになると予測される。感受性差の

原因として最も大きな割合を占めると考えられるのは

Ahレセプター（AhR）の機能である。アミノ酸置換あ

るいは欠失によってダイオキシン（2,3,7,8-TCDD）に対

する親和性に差があることが知られている。しかしなが

らヒトにおいては AhRタンパクに機能的な差を生じる

ような多型は日本人集団中には見いだされていない。し

かし構造遺伝子の多型ばかりでなく AhR遺伝子の転写

調節領域に発現量を決定する多型が存在する場合にはダ

イオキシン類への感受性に差異が生じる可能性がある。

このような多型の存在の有無を調べるため，AhRの遺

伝子座（アレル）ごとの発現量を比較する実験系を構築

した。一方，CYP1A1はベンツピレンなどの発がん前駆

物質を代謝して発がん性を発生させることから，ダイオ

キシンの毒性発現における感受性を本遺伝子の発現が決

定している可能性がある。日本人の集団においてはこの

CYP1A1遺伝子に数箇所の多型が知られ，発癌との関連

が分子疫学研究により示唆されていることから，

CYP1A1遺伝子多型の検出を試みた。

ヒト血液サンプルからのゲノム DNA抽出には有核細

胞（リンパ球）の分離が不可欠であるため，凍結全血を

まず低張液で溶血させ，遠心してリンパ球を得た。次に

細胞を界面活性剤で溶解した後，タンパク成分を塩析除

去しイソプロパノール沈殿によってゲノム DNA を得

た。

日本人集団での CYP1A1遺伝子の高頻度多型は Msp I

多型および Ile462Val多型である。Msp I多型の検出には

polyAシグナルの下流 130～ 469番を PCR法にて増幅

した 340bのフラグメントを制限酵素 Msp Iで切断した。

Msp I消化後，電気泳動により Msp Iサイトを持たない

アレルからの増幅物は 340b，Msp Iサイトを持つ遺伝子

座からの増幅物は 140bと 200bに分離して検出された

（図 28）。

Ile462Val多型については 3’末端を一塩基置換部位に

デザインしたプライマーを各アレルごとに作り，ゲノム

DNAからの増幅物の有無を電気泳動で確認した（アレ

ル特異的 PCR法）（図 29）。本方法には耐熱酵素の性質

により 3’末端ミスマッチでも増幅が起こるため，数種

の耐熱 polymeraseを検討したところ，改変 Taq poly-

merase（GeneTaq）が最も信頼性が高かった。
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図 28 PCR-RFLP法による CYP1A1 MspI多型の検出
Mspサイトを持たないアレルからの増幅物は 340b，Msp

サイトを持つ遺伝子座からの増幅物は，140bと 200bに分
離して検出された。



アレル間の発現差については，蛍光ジヌクレオチドを

用いたプライマー伸長法によるを検出を試みた。まず

AhRの高頻度多型である R554Kをそれぞれの 3’特異的

プライマーによるアレル特異的 PCR法で検出して多型

を同定した。次に多型周辺 300bを PCRで増幅し，各

アレルそれぞれをプラスミドにサブクローニングした。

各プラスミドの比を変えて混合してスタンダードを作成

した。これらスタンダードから上述のプライマーで多型

周囲 300bを増幅し，増幅物を精製してプライマー伸長

のテンプレートとした。プライマー伸長法は多型の 5b

上流を 3’端にデザインしたプライマーと dATP，dCTP，

dTTPおよび蛍光 ddTTPを用いて pfu polymeraseによ

り伸長反応させた（図 30）。伸長反応後，12 %アクリル

アミド-尿素ゲルで電気泳動し，蛍光イメージアナライ

ザーで分離されたフラグメントを分析した（図 31）。結

果として，それぞれのアレル由来の PCR産物は分離し

たバンドとして検出され，各バンドの強度の比は混合比

とパラレルであることが示された。本方法により，

cDNAサンプルをテンプレートに用いることで各アレル

の発現比を求めることが可能であると考えられた。アレ

ル間の発現差は転写調節領域の多型以外にも 3’非翻訳

領域やイントロンでの多型にも起因すると考えられ，本

方法は構造遺伝子以外の多型の発見に有効な手段となる

と考えられる。

2.3.2 AhRのリガンド結合にかかわる領域の同定

ダイオキシン類の毒性のほとんどはレセプター型転写

因子である AhRによって引き起こされることがノック

アウトマウスの実験で明らかとなった。また，マウス系

統間において AhR の TCDD に対する親和性の差が

TCDD感受性の差に関与していることが示されている。

一方，AhRはダイオキシン類の他にもベンツピレン

やメチルコランスレンといった多環芳香族炭化水素やフ

ラボン，キノンなど様々な分子がリガンドとなりうる。

さらに AhRは結合するリガンドによって活性化する遣

伝子とそれに伴って発現する酵素の種類が異なるという

性質が示されている。これは多種の分子の共通のレセプ

ターである AhRが，どんな分子であってもリガンド結

合後には全く同一の反応をしているわけではなく，リガ

ンドによって異なる挙動をしていることを示唆してい

る。すなわちリガンドの AhRへの親和性の他に，リガ

ンド結合後の AhRと転写共役因子等の関連タンパクを

含めた反応によりその分子の毒性が決定されることが考

えられる。

AhRの TCDD結合には PAS Bと呼ばれる領域の前後

200～ 300残基が必要であることが示されているが，リ

ガンドとなる多種の分子全てが共通のドメインに結合し
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図 29 アレル特異的 PCR法による CYP1A1 Ile462Val多型
の検出

図 30 異なるアレル由来のmRNA発現の解析方法

図 31 プライマー伸長法による異なるアレル由来の mRNA
の分離
それぞれのアレル由来の PCR産物は分離したバンドとし
て検出され，各バンドの強度比は混合比とパラレルであ
った。



ているかはいまだ明らかとなっていない。そこでアラニ

ンスキャニング法で AhRのリガンド結合に関わるアミ

ノ酸を同定し，多分子認識機構およびリガンド特異的遺

伝子発現のメカニズムを解明しようと試みた。

AhRの PAS Bドメイン前後 250アミノ酸から５個所

の芳香族アミノ酸（Pheおよび Tyr）を選び，それぞれ

Alaに変えた変異体を作成した。これら AhR変異体の転

写誘導活性を HeLa細胞に Arntおよび XRE依存性ルシ

フェレースレポーター遺伝子と共に導入し，転写活性化

をスクリーニングした。するとこのうち一つの変異体が

誘導活性を示さず，さらにこのアミノ酸について Ala以

外に変えた変異体をいくつか作って誘導活性を調べてみ

たところ，Tyr，Trpといった芳香族アミノ酸に替えた

ものでは wild typeと同様の活性が 3-メチルコランスレ

ン，β-ナフトフラボン曝露で見られた。TCDDについて

は Phe以外の芳香族アミノ酸ではほとんど活性が戻ら

なかった。しかし Leuに変えたものでは，3-メチルコラ

ンスレンでは誘導されたが，β-ナフトフラボンおよび

TCDDでは誘導が見られなかった（図 32）。これらのこ

とから，このアミノ酸がリガンド特異的結合に関与して

いると考えられた。

2.3.3 感受性要因としてのステロイドホルモンのシグ

ナル伝達と細胞周期

TCDDの生体影響には，サルにおける子宮内膜症の

増悪，ラット長期曝露実験におけるメス肝臓の発がんの

ように，エストロゲンホルモンの関与が示唆されるデー

タが報告されている。前特別研究，「環境中の「ホルモ

ン様化学物質」の生殖・発生影響に関する研究」におい

てエストロゲン受容体の応答性の有無が TCDD応答遺

伝子 CYP1A1の発現に関与していることが示唆された。

そこで，本研究では，更に TCDDに対する感受性の決

定要因としてどのようにエストロゲン受容体およびエス

トロゲンシグナル伝達が関わっているかを検討した。

（１）ホルモン受容体の発現レベルが異なる細胞間での

TCDD応答性の違い

乳腺上皮細胞がん由来株（MCF-7），子宮内膜がん由

来株（RL95-2）前立腺がん由来株（LNCaP）の３種を用

いて，TCDD 曝露による CYP1A1 の発現応答を比較

した。３種の細胞とも TCDDの曝露によって CYP1A1

mRNA の発現及び EROD（ 7 -e thoxyresoruf in  O-

deethylase）活性が誘導されたが，最も応答の低かった

LNCaPと比べMCF-7及び RL95-2の活性誘導は，それ

ぞれ 15倍及び 10倍であった（図 33）。一方，Ahレセ

プター（AhR），Arntの定常状態の発現を mRNAレベ

ルで調べたところ３種の細胞株間では顕著な差は認めら

れなかった。

さらに，TCDDで誘導されることが知られている他の

遺伝子２種，CYP1B1と plasminogen activator inhibitor-

2（PAI-2）の発現誘導を調べたところ，MCF-7 では，

定常状態における CYP1B1発現が高く，TCDD曝露に

よる発現誘導が認められなかった（図 34）。しかし，

RL95-2 では，CYP1B1 の誘導が認められた。LNCaP

― 21 ―

図 32 アミノ酸を置換した変異体 AhRの転写活性化とリガンド特異性
CT：コントロール，3MC： 3-メチルコランスレン，BNF：β-ナフトフラボン，TCDD。



ではどちらの遺伝子も TCDDに対する応答は認められ

なかった。CYP1B1は CYP1A1と同様にエストロゲン

の代謝酵素でもあり，正常な卵巣においては，性周期に

依存した発現を示す。また，ヒトの乳がん組織で発現が

高いことが知られており，このことは今回の実験で

MCF-7で定常時においてすでに高かった知見と一致し

ている。PAI-2は，乳がん，子宮内膜がん及び皮膚がん

などのがんの進展及び浸潤に関与するマーカー遺伝子と

して有用であるとの議論がさかんな分子である。MCF-

7と RL95-2のようなエストロゲンシグナルに応答する

組織においては，TCDD曝露による CYP1B1もしくは

PAI-2の応答が見られるが，前立腺のように通常アンド

ロゲン応答が優位な組織では認められないものと考えら

れた。

そこで，これら３種株における各種ステロイドホルモ

ン受容体（エストロゲン受容体（ER-α，ER-β），アン

ドロゲン受容体（AR），プロゲストロン受容体（PR））

の mRNA発現レベルを調べた（図 35）。ER-αの発現

は３種の細胞とも認められたがMCF-7が最も高く，他

の２種のレベルは同様であった。ER-βは，MCF-7の

み発現が認められた。ARは，MCF-7と LNCaPで発現

が認められた。PRの発現は MCF-7，RL95-2，LNCaP

の順であった。しかしながら，TCDD曝露によってこ

れらステロイドホルモン受容体の発現には変化が認めら

れなかった。ここで用いた３種の細胞間での TCDD曝

露による応答遺伝子の発現誘導の違いは，部分的にはこ

れら受容体の発現レベルの違いが反映していると考えら

れた。すなわち，図 33で示した EROD活性のオーダー

と ER-αのレベルの差とは一致しておらず，RL95-2と

LNCaP は ER-αレベルは同じであるが，LNCaP は

EROD活性及び PAI-2の発現はかなり低い。このことは，

ホルモン受容体だけでは説明がつかず，他の因子の
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図 33 CYP1A1 mRNA発現及び EROD活性に対する TCDD
の影響
A) CYP1A1 mRNA 発現，B) EROD 活性。細胞を 0.1%
DMSO 及び 10 nM TCDDで 24時間処理後，発現の測定
のため全 RNAを抽出，RT-PCR法により mRNA量を調べ
た。EROD活性は，細胞租抽出液を用いて Poul & Founts
の方法により比色法で調べた。

図 34 CYP1B1 mRNA 及び PAI-2 mRNA の発現に対する
TCDDの影響
細胞の処理及び RT-PCRは図 33と同様に行った。各遺伝
子の PCR産物は，CYP1B1 mRNAが 213，PAI-2 mRNA
が 792 bpであった。

図 35 各種ホルモン受容体レベルと TCDD応答性
ER-α(438 bp)，ER-β(220 bp)，AR (203 bp)，PR (193 bp)
のｍ RNAレベルを RT-PCR法により調べた。C:コントロ
ール，T: TCDD。



関与が考えられる。また，CYP1B1の発現は，MCF-7

で定常状態のレベルですでに高い。これはMCF-7にお

いて ERが高いことと関係があるかもしれない。

以上の実験結果は，曝露される側のホルモン受容体発

現レベルや応答能の感受性の違いによって TCDDの応

答性も変化する可能性があることを示唆している。

（２）細胞回転速度の異なる細胞間での TCDD応答の

違い

女性生殖器における子宮内膜細胞，卵巣上皮細胞や胎

盤絨毛細胞等は，他の体細胞と違い，性周期や妊娠期間

中に細胞増殖を繰り返す。この細胞増殖には，エストロ

ゲンが強く関与している。そこで，次に，細胞回転速度

の異なる２種のヒトがん細胞株，胎盤絨毛がん細胞由来

の BeWo及び RL95-2を用いて，TCDD応答能の違いを

検討した。細胞の発生，老化や腫瘍化には，細胞回転の

制御が鍵と考えられている。その鍵分子のひとつテロメ

レースの発現応答に着目した。

テロメレースはテロメア DNAの修復を行う酵素であ

る。テロメア DNAは，真核生物の染色体末端領域に存

在する繰り返し配列（哺乳類の TTAGGGなど）をもつ

領域を指し，その機能構造体をテロメアと呼んでいる

（図 36）。通常，体細胞はテロメラーゼの活性がかなり

低いため，テロメアの反復配列は完全には複製できず，

細胞分裂のたびに短くなり，限界まで短縮すると分裂停

止のシグナルが出て細胞は増殖できなくなると考えられ

ている。これに対して，がん化した細胞では染色体異常

にともなってこの遺伝子が活性化されるために，短いテ

ロメアがテロメラーゼによって細胞分裂のたびに修復さ

れる。このため，がん細胞が無限に増殖できると考えら

れている。ヒトテロメレースのサブユニット hTERTの

誘導は，がん細胞の増殖におけるテロメレースの活性化

に起因するものである。このことから hTERTのプロモ

ーター領域にMycタンパクが直接結合し，転写を促す

との報告がある。テロメレースはまた，エストロゲンに

よっても活性化されることが示されている。このことか

ら，TCDDもエストロゲンと同様にテロメレースの活

性化に影響を及ぼして腫瘍の増殖や抑制に影響を及ぼす

可能性が考えられる。

そこで，最初に BeWo及び RL95-2におけるテロメレ

ース活性をストレッチ PCR法を用いて調べた。その結

果をそれぞれ図 37及び図 38に示した。興味深いこと

に，BeWo及び RL95-2では，細胞の倍化速度が異なり，

BeWoは 27時間で，RL95-2の 20時間より遅い速度で

増殖する。このことを反映して恒常状態の BeWoでは、

ラダーバンドが多く，テロメレース活性が高い。1 nM

エストロゲン（E 2）でさらに活性化され，逆に 10 nM

E2では，コントロールレベルよりやや高いレベルであ

った。TCDD曝露では 1 nM及び 10 nMとも顕著な活

性上昇が認められ，E2との共曝露では，逆に低下して

いた。一方，RL95-2では，恒常状態の活性が低く，E2

の 1 nM及び 10 nMと濃度依存的に活性が上昇してい

た。TCDD曝露では影響が認められず，E2との共曝露

で活性の促進が認められた。このことを確かめるために，

テロメレースの触媒サブユニットである hTERT の

mRNA発現をリアルタイム RT-PCR法によって定量し

た（図 39）。

BeWo細胞においては，濃度依存性に多少の違いがあ

るもののテロメレース活性を調べたときと同様に

hTERTの発現が，E 2及び TCDD曝露で対照とくらべ
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図 36 染色体，テロメア及びテロメラーゼの機能構造体の模式図



有意に上昇した。E2による発現上昇には濃度依存性が

認められたが，TCDDでは認められなかった。活性を

調べたときの結果と考え合わせると，10 nMでは E2も

TCDDも活性上昇は飽和状態に達しているものと考え

られた。また，E2と TCDDの共曝露による発現上昇は，

TCDD単独のときよりも低かった。BeWoにおいては，

E2と TCDDは互いに拮抗する関係にあるものと示唆さ

れた。RL95-2では，E2による発現上昇が認められたも

のの TCDD単独曝露ではまったく影響が認められなか

った。E 2と TCDDの共曝露では，E 2単独より発現の

上昇が認められた。RL95 -2 では，BeWo と異なり，

TCDDは E2の作用を促進する可能性が考えられた。こ

の TCDDの応答が何によって規定されるのかを追及す

るため，BeWo及び RL95-2における細胞周期の分画を

調べた（図 40）。

細胞周期の分画に関する実験は，融合状態が 80 %と

なった細胞を採取し，細胞を浮遊状態化させた後に

FACS (Becton Dicknson) に注入して解析した。解析に

はModFit LT (Becton Dicknson) を用いた。BeWoにお

いては，hTERTの発現を調べたときの結果を反映する

ように E 2及び TCDD曝露ともそれぞれＳ期細胞を増

加させた。E2と TCDDの共曝露ではそれぞれの単独曝

露のときよりＳ期細胞の増加は小さかった。一方，

RL95-2では，10 nM TCDDの単独曝露及び E 2との共

曝露のときに G0/ G1期細胞の増加に伴う S期細胞の減

少が見られた。
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図 37 Bewo細胞におけるテロメラーゼ活性に対するエストロゲン及び TCDDの影響
細胞を各薬剤で 24時間処理後，細胞を融解し，これを材料としてストレッチ PCR法
によりテロメラーゼ活性を調べた。陽性対照にはMCF-7細胞融解液を用いた。

図 38 RL95-2細胞におけるテロメラーゼ活性に対するエストロゲン及び TCDDの影響
細胞を各薬剤で 24時間処理後，細胞を融解し，これを材料としてストレッチ PCR法に
よりテロメラーゼ活性を調べた。



さらに，細胞周期に対する影響を確かめるために S期

細胞で活性化されることが知られている c-myc mRNAの

発現を調べた。BeWo細胞では，細胞周期の解析結果と

同様に E2及び TCDDの単独曝露，E2と TCDDの共曝

露ともそれぞれ c-myc mRNAの発現は上昇していた（図

41）。RL95-2では，細胞周期の解析では S期細胞の増加

は認められなかったにもかかわらず，c-myc mRNAの発

現が各単独曝露群で顕著な上昇を示しており，共曝露で

は，TCDD単独曝露群より低かった（図 42）。

以上の結果より，細胞の回転速度によって，TCDD

の影響が異なることがわかった。特に，FACSを用いた

細胞分画の存在比に関する実験結果から，BeWo細胞は

G1/S期の移行時に TCDDに対する感受性が高いことが

示唆された。

2.4 まとめ

ヒトがどのくらいダイオキシンに曝露され，体内にど

のくらい蓄積し，それがどのような生体反応を起こして

いるのか，どのような影響の可能性があるのかについて

はよくわかっていないのが現状である。ダイオキシンの

作用としては，近年，内分泌かく乱作用が注目されてい

る。内分泌かく乱作用に対して感受性が高いと考えられ

る胎児期，新生児期の影響が懸念されている。

胎児期の曝露を知る目的で，羊水，胎脂中のダイオキ

シン類濃度を測定した。脂質あたりに換算すると，それ

ぞれ成人の血清，脂肪と同等のレベルであり，胎児はダ

イオキシン曝露を受けていることが明らかとなった。ま

た，羊水，胎脂の異性体組成は，脂肪組織のそれと異な

り，体内に蓄積するダイオキシン類と，体外に排泄され

るダイオキシン類の組成が異なることが示されたことは

興味深い。

新生児の曝露を評価する目的で母乳中のダイオキシン

類濃度の測定と，母乳中濃度に与える食事の影響を日本

の３つの地域で調べた。３地域の母乳中のダイオキシン

類濃度は，平均で 7.2～ 13.1 pg I-TEQ/g-fatでこれまで

報告されている日本人の母乳中レベルの範囲内であっ

た。食事との関係では，魚摂取の多いところが必ずしも

ダイオキシン類濃度が高いわけではなかった。しかし，
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図 39 hTERT ｍ RNAの発現に及ぼすエストロゲン及び
TCDDの影響
細胞を各薬剤で 24時間処理後，全 RNAを抽出，リア
ルタイム RT-PCR法により各サンプルの発現レベルを
定量した。A) Bewo細胞，B) RL95-2細胞　値は３～
４例の平均±標準偏差。DMSOからの有意差を *P <
0.05で示す。

図 40 細胞周期分画に及ぼすエストロゲン及び TCDDの影響
細胞を各薬剤で 24時間処理後，細胞を固定した後，フローサ
イトメーターによって DNA含量及び細胞周期分画を解析し
た。A) Bewo細胞，B) RL95-2細胞　値は３～４例の平均±標
準偏差。DMSOからの有意差を *P < 0.05で示す。
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図 41 Bewo細胞における c-Myc mRNAの発現に及ぼすエストロゲン及び TCDDの影響
細胞を各薬剤で 24時間処理後，全 RNAを抽出，RT-PCR法により各サンプルの発現レベルを
定量した。A) アガロース電気泳動で観察した発現の代表例，B) 電気泳動で観察されたバンド
を画像解析装置で読み取った値をグラフ化したもの。
値は３～４例の平均±標準偏差。DMSOからの有意差を *P < 0.05で示す。

図 42 RL95-2細胞における c-Myc mRNAの発現に及ぼすエストロゲン及び TCDDの影響
細胞を各薬剤で 24時間処理後，全 RNAを抽出，RT-PCR法により各サンプルの発現レベルを
定量した。A) アガロース電気泳動で観察した発現の代表例，B) 電気泳動で観察されたバンド
を画像解析装置で読み取った値をグラフ化したもの。
値は３～４例の平均±標準偏差。DMSOからの有意差を *P < 0.05で示す。



３つの地域をあわせて解析すると，魚類の摂取が多いこ

とが母乳中のダイオキシン，Co-PCB濃度に寄与してい

る傾向が示された。

ダイオキシン類の曝露が生体にどのような反応を引き

起こしているかを知る目的で，ダイオキシン曝露の鋭敏

な生体影響指標と考えられている薬物代謝酵素

CYP1A1，CYP1B1の発現をヒト血液サンプルで調べた。

まず，リアルタイム PCRにより CYP1A1，CYP1B1の

発現を高感度に検出する系を確立した。この方法を用い

て，埼玉と大阪の住民の血液サンプルについて，

CYP1A1，CYP1B1の発現を測定し，血中ダイオキシン

類濃度との関連を検討した。血中ダイオキシン類濃度は，

埼玉，大阪でそれぞれ平均 25.1，27.8 pg I-TEQ/g-fatで，

両地域で差はなかった。CYP1A1の発現と血中ダイオキ

シン濃度との間に正の相関はみられず，埼玉では弱い負

の相関が認められた。このことは，今回測定された血中

ダイオキシン濃度は，CYP1A1発現に影響を与えるレベ

ルではないと考えられた。血液中の CYP1A1の発現は，

バックグラウンドレベルの曝露の生体影響指標とはなり

にくいようである。

CYP1A1はダイオキシンにより誘導されるもっとも鋭

敏な酵素であるが，血液中のリンパ細胞においては発現

は CYP1B1より低い。一方，母乳は血液に比べてダイ

オキシン類濃度も高く，母乳に含まれる細胞においては

CYP1A1 の発現は CYP1B1 よりも高い。CYP1A1 は

CYP1B1よりもダイオキシンに対する反応性が高いた

め，母乳細胞は血球系の細胞よりも曝露影響を調べる上

で有利な試料かもしれない。そこで，母乳細胞からの

CYP1A1，CYP1B1発現の解析法を確立した。今後，母

乳細胞の生体影響指標の試料としての可能性について検

討を行う予定である。

新たな生体影響指標を探る一環として，新規のダイオ

キシン応答遺伝子の探索をエストロゲン応答遺伝子の中

から，マイクロアレイを用いて行った。TCDD曝露によ

り，MCF-7細胞で 74遺伝子，RL95-2細胞で 67遺伝子

の発現が変化した。この中から実際の細胞での TCDD

への応答性を real-time PCRで確認し，31の遺伝子の発

現変化を見いだした。エストロゲン応答遺伝子をスポッ

トしたマイクロアレイを用いることにより，効率よく新

規のダイオキシン応答遺伝子を同定することができた。

これらの遺伝子にはさまざまな機能のものが含まれ，い

くつかのものについては胎児組織で TCDDへの応答性

を確認している。これらの結果は，新規指標の開発，生

体に及ぼすダイオキシンの影響，その作用機序の解明に

役立つものと期待される。

ダイオキシン類の毒性には，動物種や系統によって感

受性差が存在することが知られている。感受性要因を明

らかにすることは，リスク評価にとって重要である。こ

のような観点から感受性を規定する要因として，Ahレ

セプターのリガンド結合部位，CYP1A1の多型に注目し

て分子レベルでの検討を行った。また，ダイオキシンの

毒性にエストロゲン，エストロゲンシグナル伝達が関与

していることを細胞を用いた実験で示した。また，細胞

が細胞周期のどの位置にあるかで TCDDに対する感受

性が異なることを示した。

今後は，以上の成果を踏まえ，感受性の高い胎児期，

乳児期のリスクを評価するための生体影響指標，リスク

評価手法の開発に関する研究が必要とされる。
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