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要旨 

 

2,3,7,8-四塩素化ジベンゾ-p-ダイオキシン(TCDD)がプロスタノイド合成経路

を活性化し毒性を発現させる作用が近年報告された。私の学位論文研究におい

て、プロスタノイド合成経路最上流の cPLA2α欠損マウスを用い複数種のTCDD

毒性について検討したところ、胎生致死、授乳期水腎症、体重減少の発症に

cPLA2α が関与することが明らかになった。さらに、AhR の核移行機能が欠如

したマウスではTCDD曝露によるプロスタノイド合成経路の活性化および水腎

症の発症が認められなかった。ゆえに TCDD 曝露による AhR の核移行および

プロスタノイド合成経路の活性化が授乳期水腎症の発症に必要なことが示唆さ

れた。 
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略語一覧 

 

AhR; aryl-hydrocarbon receptor 

AhRR; aryl-hydrocarbon receptor repressor 

ALT; alanine transaminase 

b.w.; body weight 

Cbp; Csk-binding protein 

COX-2; cyclooxygenase-2 

Csk; C-terminal Src kinase 

cPLA2α; cytosolic phospholipase A2α 

CYP1A1; cytochrome P450, family 1, subfamily A, polypeptide 1 

dbd; DNA binding domain 

GD; gestation day 

HSP90; heat shock protein 90 

IL-1β; interleukin-1β 

KC; keratinocyte-derived chemokine 

LOX; lipoxygenase 

MAPK; mitogen-activated protein kinase 
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MCP-1; monocyte chemoattractant protein 1 

mPGES-1; microsomal prostaglandin E synthase-1 

NF-κB; nuclear factor kappa B 

nls; nuclear localization sequence 

PGE2; prostaglandin E2 

PND; post natal day 

Src; proto-oncogene tyrosine-protein kinase 

TCDD; 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 

TEQ; toxic equivalent 

TXA2; Thromboxane A2 

TNF-α; tumor necrosis factor-α 

XAP2; X-associated protein 2 

XRE; xenobiotic responsive element 
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第１章 序論 

 

1.1. ダイオキシン類 

ダイオキシン類とは、ポリ塩素化ジベンゾパラダイオキシン (PCDDs)、ポリ

塩素化ジベンゾフラン  (PCDFs)、およびコプラナーポリ塩素化ビフェニル 

(Co-PCBs) の総称である。これらダイオキシン類の中でも、2, 3, 7, 8-四塩素化ジ

ベンゾ-p-ダイオキシン (TCDD) は最も低用量で毒性を引き起こすことで知ら

れ、ダイオキシン毒性の研究においてしばしば用いられる。ダイオキシン類の

419 種の同族体のうち 29 種類の化合物は aryl hydrocarbon receptor (AhR) を介し

て毒性反応を引き起こすことで知られ、リスク評価の対象とされている 1。環境

中に存在するダイオキシン類はこれらの異なる同族体の混合物で構成されてお

り、各々の同族体をそれぞれ個別に管理することは不可能である。そのためダイ

オキシン類は、各同族体の量に毒性の強さを示す毒性等価係数 (TEF) を乗じた

毒性等量 (TEQ) で、ダイオキシン類総体として管理されている 1。 

ダイオキシン類は廃棄物処理場での燃焼や産業過程で非意図的に産生され、

空気中、水中、土壌中などの環境中に放出される 2, 3。難分解性で半減期は土壌

中で 10 年以上とも報告されるダイオキシン類は、その高い環境残留性から環境

中に広く分布している 4。また、体内でも難代謝性であるダイオキシン類は、ヒ
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トにおける代謝半減期が 7 年から 10 年にものぼると言われており 5、このよう

に難分解性・難代謝性のダイオキシン類は生体内に蓄積されやすく、スジイルカ

では PCBs が食物連鎖により水中濃度の 1,000 万倍にも生物濃縮されていたと報

告された 6, 7。ヒトの場合、ダイオキシン類は食肉、魚類、乳製品などの食物を

介して体内に取り込まれ、253 人の日本人を対象に 2011 年から 2013 年に行われ

た環境省のモニタリング調査では、食事経由のダイオキシン類摂取量は平均 0.56 

pg-TEQ/kg body weight (b.w.)/日、血液中ダイオキシン類濃度が平均 12 pg-TEQ/g-

fat であると報告された 8。また、母から子への胎盤や母乳を介した TCDD 曝露

も報告されており、特に経母乳曝露は周産期における主要な曝露経路である 9。 

1976 年に起きたセベソ事故では農薬工場の爆発事故により TCDD が広く飛散

し、流産率の上昇や女児出生率の増加 10 に加え、TCDD の発癌性も報告された

11, 12。また、実験動物を使用した先行研究 13によって、ダイオキシン類が催奇形

性、繁殖毒性、免疫毒性、発癌性、神経毒性などの多様な毒性を引き起こすこと

が明らかになった。この中でも、げっ歯類において低用量の TCDD 曝露によっ

て発症する免疫毒性や繁殖毒性は、10 ng/kg b.w.の用量の TCDD 単回投与によっ

て発症すると報告された 5。これら多様なダイオキシン毒性の多くは、AhR を欠

損したマウスでは発症しないことが明らかになっており 14-16、AhR はダイオキ

シン毒性の発現に必須の役割を担う受容体として長年注目されている。 
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1.2. AhR の XRE を介する古典的な転写活性化経路および AhR を介さない毒

性発現経路 

AhR は basic-helix-loop-helix/PAS ファミリーに属す転写因子である 17。AhR は

非活性時、heat shock protein 90 (HSP90) や X-associated protein 2 (XAP2)、p23 な

どと結合し細胞質に留まっている 18, 19 が、リガンドと結合し活性化することで

核内に移行し 20、核内に存在する転写因子である AhR nuclear translocator (Arnt) 

とヘテロダイマーを形成する。こうして核内で形成された AhR-Arnt ヘテロダイ

マーは xenobiotic responsive element (XRE) と結合し、CYP1A1 や AhR repressor 

(AhRR) などの AhR 標的遺伝子の転写を活性化する 21 (Figure 1)。この XRE を介

する AhR の転写活性化経路は、TCDD 毒性発現に主要な役割を担うとして着目

されている。ところが近年、Arnt ノックダウンや XRE decoy によって Arnt や

XRE を介する転写活性化経路を阻害しても、TCDD 曝露により数々の遺伝子が

発現誘導され、炎症性反応が引き起こされることが報告された 22-25。この XRE

を介さない AhR による炎症性反応が、TCDD 毒性を引き起こす要因の一つであ

る可能性が考えられている 26。 
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Figure 1. TCDD による AhR の XRE を介する転写活性化および PGE2合成経路

活性化機序 

 

 

1.3. cPLA2α 

近年、TCDD 毒性の発現の際に上記 (1.2.) の XRE を介さない経路が報告され

22-26、本研究ではその中でも特に、cytosolic phospholipase A2α (cPLA2α) に焦点を

当てた。Phospholipase A2 (PLA2) はグリセロリン脂質を加水分解しリゾリン脂質

と脂肪酸を産生する酵素であり、30 種類以上の分子種が報告されている 27。中
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でも全身の様々な細胞で発現している cPLA2α は、全ての PLA2ファミリーの中

でも唯一アラキドン酸を含むリン脂質に対して基質特異性を示し、エイコサノ

イド合成経路の最上流でエイコサノイドによる多様な生理反応を調節している

27(Figure 1)。 

cPLA2α の活性化機序には、Ca2+依存性のものと Ca2+非依存性のものが存在す

る。Ca2+依存性の cPLA2α の活性化機序では、一過性の細胞内 Ca2+濃度の上昇に

より細胞質内の cPLA2α が活性化され、核膜をはじめ、小胞体膜やゴルジ体など

に移行する 28-30。活性化した cPLA2α によって産生されたアラキドン酸は、同じ

く核膜上に存在する cyclooxygenase (COX) によりプロスタノイドに、

lipoxygenase (LOX) によりロイコトリエンに変換され、産生されたエイコサノイ

ドは生体内で多様な生理作用を引き起こす 29。このような Ca シグナルを介した

cPLA2α の核膜への移行によりエイコサノイド合成経路の活性化が開始される。

Ca2+非依存性の cPLA2α 活性化機序では、mitogen-activated protein kinase (MAPK) 

によって cPLA2α の Ser505 がリン酸化される。Ser505 がリン酸化されることで

cPLA2α はより安定的に核膜と結合し、cPLA2α による核膜からのアラキドン酸の

切り出しはより活性化する。その他、cPLA2α の Ser515 や Ser727 のリン酸化に

よっても cPLA2α の酵素活性が上昇することが明らかになっている 29, 31, 32。この



 

8 

 

ような、Ca シグナルを介した cPLA2α の核膜への移行、および cPLA2α のリン酸

化という二つの機構によって cPLA2α は活性化される。 

cPLA2α 欠損マウスではエイコサノイドの産生が著しく低下しており、それに

伴う様々な表現型が認められる 27, 32。平均寿命、形態的外観、ホルモン値などは

cPLA2α 欠損マウスと野生型マウスの間で差はみられなかった 33。しかし PGE2

産生低下に起因し、cPLA2α 欠損マウスは加齢に伴い近位尿細管での水チャネル

発現量が低下し、高齢 cPLA2α欠損マウスにおいては尿濃縮障害が認められた 34。

また、cPLA2α を欠損した妊娠マウスでは、PGF2産生低下による分娩障害や、胚

形成および着床障害による産子数の低下が報告されている 35。その一方で、

cPLA2α 遺伝子が欠損することによりアレルギー性気管支喘息、腸管ポリープ形

成、関節リウマチなどの発症が軽減されるなど、cPLA2α 欠損マウスでの表現型

は多岐にわたる 27, 32。このように全身様々な臓器で多様な反応を引き起こす

cPLA2α の毒性発現への関与を明らかにすることは、多様なダイオキシン毒性の

発症機序の解明に加え、プロスタノイド合成系のかく乱によって引き起こされ

る様々な病態形成メカニズムの解明に大きく貢献すると考えられる。 
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1.4. ダイオキシン毒性発現におけるプロスタノイド合成経路の役割 

これまでの研究 36, 37により、TCDD曝露による授乳期水腎症の発症にはCOX-2

や mPGES-1 といった、PGE2 合成経路に関わる酵素が必須であることが明らか

になった。また、魚類においても COX-2 を介したプロスタノイド合成経路が

TCDD 毒性の発症に密接に関与し、ゼブラフィッシュの胚では TCDD 曝露によ

って背部中脳の局所血流量が減少するが、COX-2 をノックダウンしプロスタノ

イドの一種である Thromboxane A2 (TXA2) の合成を阻害することで、この TCDD

毒性が緩和されるという報告がある 38。このような、プロスタノイド合成経路の

活性が TCDD 毒性の発現に必要であるという報告に加え、TCDD 曝露によって

cPLA2α 活性、アラキドン酸産生量、COX-2 や cPLA2α の mRNA 発現量、PGE2

濃度などが上昇することが複数の異なる種類の細胞において確認されている 22, 

25, 39(Figure 1)。さらに、プロスタノイドのみならず、ロイコトリエンを含む数種

のエイコサノイドが TCDD 曝露により増加することが複数の臓器において認め

られた 40。 

  

1.5. AhR 遺伝子変異マウスにおける TCDD 毒性 

前述 (1.1.) のように、AhR は TCDD 毒性の発現に主要な役割を果たし、TCDD

毒性への感受性の種差には AhR の遺伝子型が大きく関与することが報告されて
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いる。マウスでは、TCDD 感受性の系統差は TCDD 高感受性の C57BL/6 系統マ

ウスが保有する b1 型 AhR (AhRb1) と低感受性の DBA/2 系統マウスが保有する

d 型 AhR (AhRd) との間で、AhR のリガンド結合能に約 10 倍の差がある 41, 42。

また、in vivo実験系においても、C57BL/6系統マウスと、AhRdを保有するC57BL/6

バックグラウンドのコンジェニックマウスを比較したところ、TCDD 曝露した

AhRdコンジェニックマウスでは CYP1A1 誘導能が低く、口蓋裂の発症率や胎仔

期水腎症の重症度も低いと報告された 43。 

また前述 (1.2.) のように、AhR はリガンドと結合し活性化すると、核内に移

行し様々な AhR 標的遺伝子の転写を活性化する 20。本研究で用いた AhRnls/nlsマ

ウスは AhR の nuclear localization sequence (nls) を遺伝子工学技術により変異さ

せており、AhR が活性化しても核内に移行しないため、リガンドとの結合があ

っても標的遺伝子の転写は活性化されない 44。先行研究 44により、この AhRnls/nls

マウスでは TCDD 曝露による肝障害や胸腺萎縮が発症しないことが明らかにな

っており、これら毒性の発症には AhR の核移行が重要な役割を果たすことが示

されている。さらに、AhR の DNA binding domain (dbd) 遺伝変異マウス 

(AhRdbd/dbdマウス) に TCDD を投与して肝肥大、胸腺萎縮、脂肪肝、口蓋裂、お

よび胎仔期水腎症を検討した実験 45では、これら TCDD 毒性の発症に AhR の転

写活性化が必須であることが明らかにされた。 
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1.6. AhR の XRE を介さない作用 

上述 (1.5.) のように、TCDD 毒性の発現に AhR が必須であることが広く認め

られている 21。しかし、AhR 標的遺伝子の転写が誘導される TCDD 用量とリン

パ球細胞毒性などの毒性を引き起こす TCDD 用量の間に差があるなど、AhR の

XRE を介した標的遺伝子の転写活性化だけでは説明のつかない TCDD 毒性も存

在し 26、AhR の活性化から毒性発現までの分子メカニズムは完全には解明され

ていなかった。近年、AhR 活性化後の作用として AhR 標的遺伝子の XRE を介

した転写活性化以外に、AhR の proto-oncogene tyrosine-protein kinase (Src) や

nuclear factor kappa B (NF-κB) との相互作用が着目されている 46-50。 

細胞質に存在する非活性型 AhR は Src と複合体を形成しており、AhR が活性

化し核内に移行する際に AhR-Src 結合は解消され Src が活性化されることが、2

種の異なる大腸癌細胞株を用いた in vitro の実験から明らかにされた (Figure 2) 

49。さらに、TCDD 曝露による cPLA2の活性化を介して Src が活性化される経路

も報告されている 23, 26 (Figure 2)。このような AhR 活性化による Src の活性化は

他の種類の細胞でも報告されており 25, 51, 52、また、TCDD 曝露による COX-2 の

mRNA 発現誘導も Src の活性化を介していることが示された 25, 49, 53。この TCDD

曝露による COX-2 の mRNA 発現誘導は AhR 核移行機能を欠如した AhRnls/nlsマ
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ウスにおいても確認されており 22, 23、AhR の核移行や転写活性化を介さずに引

き起こされる作用として注目されている。 

また、AhR は RelA および RelB といった NF-κB ファミリータンパク質とも核

内で複合体を形成することが知られており 24, 46, 47, 54, 55、この AhR と NF-κB との

相互作用によって TNF-α や IL-1β などの NF-κB 標的遺伝子の転写が活性化され

ることが様々な種類の細胞において報告されている 54-57 (Figure 2)。さらに in vivo

実験系においても、NF-κB阻害剤を投与することで TCDD曝露によるKC、IL-1β、

COX-2 などの mRNA 発現誘導が抑制されることが明らかにされた 23。 

上述のような Src や NF-κB などが関与する作用は XRE や Arnt をノックダウ

ンしても活性化する 22, 23, 25ことが示されており、これら Src や NF-κB が介する

経路は XRE を介さずに TCDD 曝露によりプロスタノイド合成経路を活性化す

る可能性がある。 
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Figure 2. TCDD による AhR の XRE を介さない作用 

 図中の数字は本文中の引用文献番号を示す。 

 

 

1.7. 本研究の目的 

本研究ではまず、cPLA2α ノックアウトマウスにおいて異なる複数の曝露経路・

曝露時期で TCDD 毒性が発症するか否か検討し、TCDD の多様な毒性の発症に

cPLA2α が関与するかどうかを検証する。次に、上記の実験において cPLA2α の

毒性発症への関与が最も明快な TCDD 毒性を研究対象とし、TCDD 曝露により
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AhR が活性化されてから cPLA2α が活性化されるまでの機序について検討する。

これまで、TCDD 曝露による cPLA2α の活性化機序として、Ca シグナルを介す

る AhR の核外作用が注目されてきた 22, 23, 26。一方で、前述 (1.6.) の Src や NF-κB

を介するプロスタノイド合成経路の活性化は、AhR の核移行が伴う。そこで本

研究においては、AhR の核移行が TCDD による cPLA2α 活性化、さらには cPLA2α

を介して発症する毒性の発現に関与するか否かを AhR 核移行機能欠損マウス 

(AhRnls/nlsマウス) を用いて検証する。 

  



 

15 

 

第２章 方法 

 

2.1. 試薬 

TCDD (純度 99.1%) は AccuStandard (New Haven, CT, USA) より購入し、2%ま

たは 3%ノナン (Wako Pure Chemicals, Osaka, Japan) を含むコーン油 (Wako Pure 

Chemicals) に溶解した。 

腹腔マクロファージを使用した実験では、最終濃度 0.1% DMSO (Nacalai Tesque, 

Kyoto, Japan) になるように TCDD (純度 98%、Cerilliant Corporation, Round Rock, 

TX, USA) を PBS に溶解した。 

 

2.2. 動物 

cPLA2α ノックアウトマウス、AhRnls/nlsマウス、AhR ノックアウトマウスはそ

れぞれ東京大学の清水孝雄先生、Wisconsin 大学の Christopher Bradfield 先生、筑

波大学の藤井義明先生よりご供与頂いた 33, 44, 58。AhRd/d マウスは Jackson 

Laboratory (Bar Harbor, MA, USA) より購入した。cPLA2α ノックアウトマウスは

18 世代以上 C57BL/6J 系統マウスと戻し交配した。 

マウスにおいては d 型、b1 型、b2 型、b3 型の 4 つの AhR 遺伝多型が知られ

ている 59。前述 (1.5.) のように、その中でも AhRdは AhRb1よりもリガンド結合
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能が低い低感受性型 AhR である 41, 42。本研究で用いた AhRd/dマウスは、AhRdを

保有する DBA/2 マウスと、C57BL/6 マウスを 30 代以上戻し交配し、AhRd以外

の遺伝的背景を C57BL/6 マウスと同一にした AhRd コンジェニックマウスであ

る 60。この AhRd/dマウスを AhR ノックアウトホモ (AhR-/-) マウスと交配し、得

られた AhR d 型と AhR ノックアウトのヘテロマウスを AhRd/-マウスとした。 

AhR の核移行機能を欠損させるため、AhR の nuclear localization sequence (nls) 

上の 3 つのアミノ酸を置換し、nls 以外の遺伝配列を AhRdと同一にした AhR が

AhRnlsである。AhRnlsはリガンド、Arnt、さらに HSP90 や XAP2 などの分子シャ

ペロンとの結合が確認されたが、リガンドに曝露しても核移行は認められなか

った 44。私の学位論文研究では、AhRnlsを保有する AhRnls/nlsマウスを 6 世代以上

C57BL/6 マウスと戻し交配して使用した。 

先行研究 44により AhR のタンパク発現量およびリガンド結合能は、d 型 AhR

の AhRnls/nlsマウスと、片方の AhR 遺伝子を欠損させた AhRd/-マウスで同程度で

あることが明らかにされていたため、本研究では AhR のリガンド結合能などの

条件をそろえるために AhRnls/nlsマウスと AhRd/-マウスの結果を比較した。 

飲料水および固形飼料 (ラボ MR ストック, Nosan, Yokohama, Japan) を自由摂

取させ、室温 23 ± 1 °C、明暗周期 12 時間で飼育した。各遺伝子変異マウスの

遺伝子型は、ゲノム DNA を用いた PCR で判定した。PCR で用いたプライマー
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配列はそれぞれ、cPLA2α
+/+；CTCTGGTGTGATGAAGGCACTCTATGAGTC およ

び CCCTACCTACAATGTTCACCCAAAACTAGC、cPLA2α
-/-；

TCGTGCTTTACGGTATCGCCGCTCCCGATT および

CCCTACCTACAATGTTCACCCAAAACTAGC、AhRnls変異；

CAAATCCTTCTAAGGCAGGATC および CAACATTTGCACTCATGGATA、

AhRnls野生型；CAAATCCTTCTAAGCGACACAG および

CAACATTTGCACTCATGGATA、AhR+/+；CGCGGGCACCATGAGCAG および

CATTGGTTGAGACTCAGCTCCT、AhR-/-；CGCGGGCACCATGAGCAG および

CGGGCCTCTTCGCTATTAC、であった。 

TCDD 曝露したマウスの屠体は、東京大学大学院医学系研究科と契約してい

る廃棄業者に処分を依頼した。また、私の学位論文における動物実験は東京大学

の動物実験指針に従って、東京大学医学系研究科動物実験委員会の承認 (承認番

号 医-P11-055; H23.11.11 承認) を得て行った。 

 

2.2.1 胎仔期曝露実験 

複数の先行研究 14, 15, 43, 61において、口蓋裂および水腎症の両方の発症が 60%

以上であった曝露時期・曝露用量などの曝露条件で実験を行った。雌雄の

cPLA2α
+/-マウスを一晩交配し、翌朝、膣栓を確認した雌マウスを gestation day 
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(GD) 0 の妊娠マウスとした。0 または 40 µg/kg b.w.の TCDD を GD 12.5 で母マウ

スに単回強制経口投与し、GD 18.5 に母マウスを頸椎脱臼により処理したのち、

胎仔を子宮内より取り出し、氷上 PBS で洗浄した。胎仔の左腎は液体窒素で凍

結し、RNA を抽出するまで-80°C で保存し、右腎および口蓋を含む頭部は 10%

中性緩衝ホルマリン液 (Wako Pure Chemicals) で固定した。またこの際、水尿管

症および口蓋裂の発症・非発症を実体顕微鏡下で判定した (Figure 3)61。水尿管

症の診断は先行研究 61 にならい、尿管が著しく拡張している場合、水尿管症が

発症していると判定した (Figure 3C, D)。 



 

19 

 

 

Figure 3.口蓋裂発症個体の頭部および水尿管症発症個体の左右尿管 

0 または 40 µg/kg b.w.の TCDD を GD 12.5 の cPLA2α
+/-母マウスに経口投与し、

GD 18.5 で胎仔の頭部および左右腎臓・尿管を採取した。(A) 正常口蓋、(B) 口

蓋裂、(C) 正常尿管、(D) 水尿管症。矢頭は口蓋裂または水尿管症を示す。Bar = 

1.0 mm 

 

 



 

20 

 

2.2.2 経母乳曝露実験 

GD 16 で TCDD を 25 μg/kg b.w.の用量で母マウスへ単回経口投与した場合、

経母乳での母から仔の腎臓への TCDD 移行量は 1.24 ng/g 腎重量であったのに対

し、経胎盤での母から仔の腎臓への TCDD 移行量は 0.13 ng/g 腎重量に留まった

9。この結果を参考にして、授乳期曝露実験では、母マウスへの TCDD 投与量を

胎仔期曝露実験の投与量よりも低用量にして実施した。さらに、TCDD 曝露によ

る水腎症の発症、mRNA 発現誘導、PGE2産生増加が最も顕著になるように、先

行研究 36, 37, 62 の結果をもとに曝露用量・曝露時期・観察時期などの曝露条件を

決定した。 

cPLA2α ノックアウトマウスを用いた実験では雌雄の cPLA2α
+/-マウスを、

AhRnls/nlsマウスおよび AhRd/-マウスを用いた実験では雌の AhRnls/dマウスと雄の

AhRnls/-マウス、もしくは雌雄の AhRd/-マウスを交配させた。朝晩 2 回出産を確認

し、出産確認時を post natal day (PND) 0.5 とした。cPLA2α ノックアウトマウスを

用いた実験では 0 または 20 µg/kg b.w.、AhRnls/nlsマウスおよび AhRd/-マウスを用

いた実験では 0 または 300 µg/kg b.w.の用量で TCDDを PND 1 で母マウスに単回

強制経口投与し、授乳を介して仔に曝露した。PND 7 または 14 に仔を解剖し、

尿、尾、腎臓を採取した。左腎は液体窒素で凍結し、RNA を抽出するまで-80°C

で保存し、右腎は 10%中性緩衝ホルマリン液 (Wako Pure Chemicals) で固定した。 
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2.2.3 成獣期曝露実験 

TCDD曝露による肝毒性は、先行研究 63において詳細な実験がなされており、

用量反応関係や曝露後経過時間による毒性の変化が明らかになっている。この

先行研究 63の結果をもとに、肝肥大、肝臓への炎症性細胞の集積、肝細胞への脂

肪蓄積、血漿中 ALT 値の上昇等が認められる曝露条件にて実験を行った。10−12

週齢の雄の cPLA2α
+/+または cPLA2α

-/-マウスに TCDD を 0 または 50 µg/kg b.w.の

用量で腹腔内投与し、投与 0 日目から隔日で尾静脈より採血した。投与 8 また

は 10 日目に肝臓および胸腺を採取し重量を測定した。肝臓の一部は 10%中性緩

衝ホルマリン液 (Wako Pure Chemicals) で固定し、残りは液体窒素で凍結させ、

RNA を抽出するまで-80°C で保存した。 

 

2.3. 組織解析 

10%中性緩衝ホルマリン液 (Wako Pure Chemicals) で固定した組織を 20%シ

ョ糖溶液に一晩浸漬させ、O.T.C. compound (Sakura Finetek Japan, Tokyo, Japan) で

包埋した。包埋した組織を、液体窒素に沈めたアルミブロック上で凍結させた。

この凍結組織ブロックより 5 µm 厚の組織切片を作成し、腎臓および頭部はヘマ

トキシリン・エオジン染色 (Muto Pure Chemicals, Tokyo, Japan) し、肝臓はオイ

ル・レッド O 染色 (Muto Pure Chemicals) した。 
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水腎症の重症度の判定は既報の方法に従った 61。腎乳頭が発達し腎盂の空隙

がほとんどない正常な腎臓を重症度 0、腎乳頭と腎実質の間にわずかな空隙がみ

られる腎臓を重症度 1、腎乳頭が退縮し腎盂に顕著な空隙がみられる腎臓を重症

度 2、腎乳頭が著しく短く腎実質が退縮し、本来の腎実質部分に大きな空隙がみ

られる腎臓を重症度 3、腎乳頭がほとんど認められず実質が著しく菲薄化した最

も重篤な水腎症を重症度 4 とし、重症度 2 以上のものを水腎症に罹患している

と判定した (Figure 4)。 
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Figure 4. 各重症度の水腎症組織像 

0 または 40 µg/kg b.w.の用量で TCDD を GD 12.5 の cPLA2α
+/-母マウスに経口

投与し、GD 18.5 で胎仔の右腎を採取した。それぞれ (A) 重症度 0、(B) 重症度

1、(C) 重症度 2、(D) 重症度 3、(E) 重症度 4 の腎臓の代表的組織像。Bar = 1.0 

mm 

 

2.4. RNA 抽出および定量 RT-PCR 

TRIzol (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) および RNeasy Mini Kit (Quiagen, Hilden, 

Germany) を用いて total RNA を抽出し、Prime Script RT-PCR kit (Takara Bio, Otsu, 

Japan) のプロトコルに従い cDNA に逆転写した。この逆転写反応液に対し、

Thunderbird SYBR qPCR Mix (Toyobo, Osaka, Japan) を用いて PCR 反応を行い、

Light Cycler System (Roche Molecular Biochemicals, Indianapolis, IN, USA) にて測
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定した。各遺伝子の mRNA 発現量は Cyclophilin B を内在性コントロールとし、

ΔCt 法を用いて算出した。RT-PCR は 2 回以上の独立した実験を行い、再現性を

確認した。使用したプライマー配列を Table 1 に示した。 

Table 1. qPCR で用いたプライマー配列 

Target Gene Primer Sequences (5' to 3') 

AhRR Forward CAG GGC AGA CAT TGT GGT TA 

 Reverse CTC CAT TGC TCT TTC CTG CT 

Cbp Forward TAC TGA GCA GTG GGC AGA TG 

 Reverse GGA AGG CAC ATT CAT CAG GT 

COX-2 Forward TGT GAA CAA TCA AAC AAA ATG ATG 

 Reverse GCG TAA ATT CCA ACA GCC TAA GT 

cPLA2α Forward AGC ATT CAA AAG GCT TCA CG 

 Reverse GGG AAA CAG AGC AAC GAG AT 

Csk Forward ATC TAT TCC TTC GGG CGA GT 

 Reverse TGC CAG CAG TTC TTC ATC AC 

Cyclophilin B Forward GAC TTC ACC AGG GGA GAT GG 

 Reverse TGT GAG CCA TTG GTG TCT TTG 

CYP1A1 Forward GGC ACC TCT GTT CAC CCT A 

 Reverse GAA TCT CTC CCT CTG TTC TTG 

F4/80 Forward TGC ATC TAG CAA TGG ACA GC 

 Reverse GCC TTC TGG ATC CAT TTG AA 

IL-1β Forward CAA GGA GAA CCA AGC AAC GA 

 Reverse GCC GTC TTT CAT TAC ACA GGA 

KC Forward CTT GAA GGT GTT GCC CTC AG 

 Reverse TGG GGA CAC CTT TTA GCA TC 

MCP-1 Forward ACT GAA GCC AGC TCT CTC TTC CTC 

 Reverse TTC CTT CTT GGG GTC AGC ACA GAC 

mPGES-1 Forward CTC AAG CCC TGC TAC CAC A 

 Reverse GGC CTC AGA CAA GAG ACC AT 

Src Forward TGT AAG GTG GGC AGT TGA TG 

 Reverse CTG GGA TAG AGT AGG GAT GTT C 

TNF-α Forward CAC CAC CAT CAA GCA CTC AA 

  Reverse GAC AGA GGC AAC CTG ACC AC 
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2.5. ALT 測定 

尾静脈より採血した血液から血漿を分離し、生化学自動分析装置 (Dri-Chem, 

model 7000V, Fuji Film, Tokyo, Japan) を用いて ALT 値を測定した。 

 

2.6. 統計解析 

母親による影響を最小にするため、同腹の同性、同遺伝子型の仔について、腹

内で平均した値をさらに腹間で平均した。統計検定は、mRNA 発現量、臓器重

量の場合に Unpaired t-test を用い、同遺伝子型間もしくは TCDD 曝露群同士で比

較し有意差を検定した。体重および ALT 値のような繰り返しの比較の場合は、

Repeated measures ANOVA の後 Bonferroni correction で多重検定を行った。数値を

腹補正していない生存胎仔数の検定には χ2 test を用いた。産子数、水腎症の重症

度のように数値が連続していない場合や、水腎症の発症率のように腹ごとの数

値が正規分布しない場合、Mann-Whitney U-test を用いた。p 値が 0.05 未満の場

合、有意差があるとした。 
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第３章 結果 

 

3.1. 多様な TCDD 毒性の発症における cPLA2αの役割について 

ダイオキシン毒性を引き起こす要因の一つとして近年着目されつつあるもの

として、プロスタノイド合成経路がある 26。本研究ではプロスタノイド合成経路

の中でも最上流で最も主要な役割を担う cPLA2α に着目し、cPLA2α ノックアウ

トマウスを用いることで種々の TCDD 毒性発現に cPLA2α が関与するかを検証

した。 

 

3.1.1. 胎仔期曝露による TCDD 毒性 

cPLA2α
+/-の雌雄マウスを交配し、GD 12.5 の母マウスに TCDD を 40 μg/kg b.w.

の用量で単回経口投与した。GD 18.5 で母体から胎仔を摘出し、生存胎仔数、口

蓋裂発症率、水腎症発症率および重症度を検討した。 

 

3.1.1.1. 生存胎仔数 

胎仔期の TCDD 曝露による胎生致死が報告されているため 64-68、本研究では

TCDD による胎生致死に cPLA2α が関与するかを検証した。GD 12.5 で TCDD を

40 µg/kg b.w. の用量で妊娠母マウスに単回経口投与した場合、GD 18.5 の一腹あ
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たりの雄の生存胎仔数は cPLA2α
+/+マウス (1.37 ± 0.26) に比べて cPLA2α

-/-マウス 

(0.53 ± 0.20) で有意に少なかった (Table 2)。また、対照群と曝露群で比較した場

合でも、TCDD 曝露した雄の cPLA2α
-/-マウスの一腹あたり生存胎仔数 (0.53 ± 

0.20) は、TCDD 非曝露の cPLA2α
-/-マウス胎仔数 (1.13 ± 0.26) より少ない傾向に

あった。この結果より、cPLA2α が TCDD による胎生致死に関与することが示唆

された。一方で、雌では TCDD 曝露による生存胎仔数の変化はどの遺伝子型で

も確認されなかった (Table 2)。 
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Table 2. TCDD 曝露による cPLA2α遺伝子型別の生存胎仔数の変化 a 

TCDD 

dose  

(µg/kg) 

Number  

of dams 

cPLA2α  

genotype 

Male   Female 

Fetus Litter size   Fetus Litter size 

 

40  

  

 

29  

  

 +/+ 41 1.37 ± 0.26   28 0.93 ± 0.18 

 +/- 42 1.40 ± 0.27   57 1.90 ± 0.30 

 -/- 16** 0.53 ± 0.20††   28 0.93 ± 0.26 

 

0 

  

 

16  

  

 +/+ 16 1.00 ± 0.21   15 0.94 ± 0.21 

 +/- 23 1.44 ± 0.22   26 1.63 ± 0.22 

 -/- 18 1.13 ± 0.26   10 0.63 ± 0.20 

 

a: TCDD を 0 または 40 µg/kg b.w.の用量で GD 12.5 の cPLA2α
+/-母マウスに経口

投与したときの、GD 18.5 における生存胎仔数。Litter size は同腹の同性、同

遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均した (means ± 

SEM)。 

**: TCDD 曝露した雄の cPLA2α
+/+マウスと比較した際に有意差あり (χ2 test、p < 

0.01) 

††: TCDD 曝露した雄の cPLA2α
+/+マウスと比較した際に有意差あり  (Mann-

Whitney U-test、p < 0.01) 
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3.1.1.2. 催奇形性 

口蓋裂と水腎症は TCDD が引き起こす催奇形性の中でも特に代表的なもので

ある 15, 43, 69。本研究でも、胎仔期の TCDD 曝露によりいずれの性別および遺伝

子型においても、約 90%以上のマウスで口蓋裂が発症し、60%以上のマウスで水

腎症の発症が確認された (Table 3)。水腎症の重症度に関しては、TCDD 曝露し

た雌の cPLA2α
-/-マウスの重症度 (1.79 ± 0.30) が cPLA2α

+/+マウス (2.55 ± 0.29) 

より低い傾向にあった (Mann-Whitney U-test; p=0.082)。 

 

  



 

30 

 

Table 3. cPLA2αノックアウトマウスにおける TCDD 胎仔期曝露による口蓋裂

の発症率および水腎症の発症率と重症度 a 

TCDD 

dose 

(µg/kg) 

cPLA2α 

genotype 

n (fetus 

(dam)) 

Cleft palate 

incidence 

(%)  

Hydronephrosis  

Severity Incidence 

(%) 0 1 2 3 4 Average 

Male                     

  

40 
 +/+ 41 (25) 94.0 ± 5.2 4 5 15 12 5 2.21 ± 0.20 75.0 ± 8.2 

 -/- 16 (11) 100 ± 0 2 3 5 6 0 1.83 ± 0.27 65.2 ± 13.6 

0 
 +/+ 16 (11) 0 11 5 0 0 0 0.33 ± 0.14 0 

 -/- 18 (10) 0 13 4 1 0 0 0.42 ± 0.20 10.0 ± 10.0 

                        

Female                     

  

40 
 +/+ 28 (22) 89.4 ± 8.0 3 1 9 7 8 2.55 ± 0.29 81.8 ± 8.4 

 -/- 29 (16) 90.6 ± 9.1 7 3 8 10 1 1.79 ± 0.30 63.5 ± 10.7 

0 
 +/+ 14 (9) 0 11 3 0 0 0 0.22 ± 0.12 0 

 -/- 10 (7) 0 7 3 0 0 0 0.26 ± 0.14 0 

 

a: TCDD を 0 または 40 µg/kg b.w.の用量で GD 12.5 の cPLA2α
+/-母マウスに経口

投与したときの、GD 18.5 における口蓋裂および水腎症の発症率と重症度。同

腹の同性、同遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均

した (means ± SEM)。 
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また、TCDD 胎仔期曝露による水腎症では水尿管症が併発するという報告か

ら 70, 71、水尿管症についても検証した。水腎症の発症率が 63.5%から 81.8%であ

ったのに対し、水尿管症の発症率は 90%以上であり、水腎症の発症・非発症に関

わらず、ほぼ全ての TCDD 曝露マウスで cPLA2α の遺伝子型や性別に関わらず

水尿管症が発症していた (Table 4)。 

 

 

Table 4. cPLA2αノックアウトマウスにおける TCDD 曝露による水尿管症の発

症率 a 

  
TCDD dose 

(µg/kg) 
cPLA2α genotype n (fetus (dam)) 

Hydroureter 

incidence (%) 

Male    

   +/+ 27 (14) 100 

 40  +/- 28 (14) 92.9 ± 4.9 

   -/- 12 (7) 92.9 ± 7.1 

   +/+ 13 (9) 0 

 0  +/- 20 (12) 0 

   -/- 17 (9) 0 

Female    

   +/+ 15 (13) 92.3 ± 7.7 

 40  +/- 35 (14) 100 

   -/- 18 (11) 90.0 ± 10.0 

   +/+ 14 (9) 0 

 0  +/- 24 (14) 0 

     -/- 10 (7) 0 

 

a: TCDD を 0 または 40 µg/kg b.w.の用量で GD 12.5 の cPLA2α
+/-母マウスに経口

投与したときの、GD 18.5 における水尿管症の発症率。同腹の同性、同遺伝子

型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均した (means ± SEM)。 
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3.1.1.3. TCDD 胎仔期曝露したマウスの腎臓での mRNA 発現量 

TCDD 胎仔期曝露による水腎症の発症に関わる分子メカニズムを明らかにす

るために、GD 12.5 から GD 18.5 まで TCDD を経胎盤曝露した胎仔の腎臓にお

ける様々な遺伝子の mRNA 発現量を測定した。まず、AhR の XRE を介した転

写活性化の代表的マーカー遺伝子であり TCDD 曝露の指標となる、CYP1A1 と

AhRR72の mRNA 発現量は、cPLA2α 遺伝子型に関わらず TCDD 曝露によって有

意に上昇していた (Figure 5A, B)。 

次に、胎仔期曝露の場合 PGE2 合成経路関連酵素の mRNA 発現量がどのよう

な挙動を示すか検証した。その理由は、これまでの研究で COX-2 や mPGES-1 と

いったプロスタノイド合成経路に関与する酵素が TCDD 経母乳曝露による水腎

症の発症に必須の役割を担うことが明らかになっているからである 36, 37。その

結果は、cPLA2α の mRNA 発現量は TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスで対照群に比べ

約 1.8 倍の上昇傾向が認められたが有意差はなかった  (Unpaired t-test; 

p=0.156)(Figure 5C)。TCDD曝露 cPLA2α
-/-マウスの cPLA2α mRNA発現量は TCDD

曝露cPLA2α
+/+マウスの約0.2倍に有意に減少しており、TCDD曝露によるcPLA2α

の mRNA 発現誘導は cPLA2α
-/-マウスで消失していた  (Unpaired t-test; 

p=0.039)(Figure 5C)。COX-2 mRNA 発現量も TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスでは対

照群に比べ約 5.0 倍の上昇傾向が認められたが有意差はなく (Unpaired t-test; 
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p=0.110)、TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスに比べ約 2.7 倍の増加傾向が認められた 

(Unpaired t-test; p=0.178)(Figure 5D)。一方 mPGES-1 の mRNA 発現量は cPLA2α 遺

伝子型に関わらず、胎仔期の TCDD 曝露による mRNA 発現量の変化は認められ

なかった (Figure 5E)。さらに、TCDD 経母乳曝露によって腎臓での炎症性サイ

トカインの mRNA 発現量が増加することが明らかになっていた 36, 37ため、本研

究では炎症性サイトカインとして IL-1β および TNF-α の発現量の変化について

検証した。IL-1β (Figure 5F) および TNF-α (Figure 5G) いずれも、TCDD 曝露

cPLA2α
+/+マウスでそれぞれ約 8.6 倍および約 2.7 倍に有意に mRNA 発現量が誘

導されたが、TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスにおいてはそれぞれ約 2.2 倍、約 1.7 倍

の発現誘導に留まり有意差は認められなかった。また、TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マ

ウスの IL-1β mRNA 発現量は TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスの約 0.5 倍に有意に減

少しており、TCDD 曝露による IL-1β の mRNA 発現誘導は cPLA2α
-/-マウスで減

弱していた (Unpaired t-test; p=0.011)(Figure 5F)。 
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Figure 5. cPLA2αノックアウトマウス胎仔の腎臓における TCDD 曝露による

mRNA 発現量の変化 

TCDD を 0 または 40 µg/kg b.w.の用量で GD 12.5 の cPLA2α
+/-母マウスに経口

投与し、GD 18.5 で採取した胎仔腎での CYP1A1 (A)、AhRR (B)、cPLA2α (C)、

COX-2 (D)、mPGES-1 (E)、IL-1β (F)、TNF-α (G) の mRNA 発現量 (means ± SEM, 

n=3)。*; p < 0.05, **; p < 0.01, 同遺伝子型間もしくは TCDD 曝露群同士で比較し

た際に有意差あり (Unpaired t-test)。白色バー；対照群、黒色バー；TCDD 曝露

群。 
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3.1.2. 経母乳曝露による TCDD 毒性 

cPLA2α
+/-の雌雄マウスを交配し、PND 1 の母マウスに TCDD を 20 μg/kg b.w.

の用量で単回経口投与した。PND 7 もしくは 14 で仔の腎臓での mRNA 発現量、

尿中 PGE2濃度、および水腎症の発症率と重症度を検討した。 

 

3.1.2.1. 授乳期水腎症発症率・重症度 

先行研究 36, 37により、COX-2 や mPGES-1 といった PGE2合成経路に関わる酵

素が授乳期水腎症の発症に必須であることが明らかになっていたことから、

PGE2合成経路においてこれら酵素のさらに上流に位置する cPLA2α が TCDD に

よる授乳期水腎症の発症に関与する可能性が考えられた。PND 14 での水腎症発

症率および重症度を調べたところ、TCDD 曝露した全ての cPLA2α
+/+マウスで水

腎症が発症していたのに対し、cPLA2α
-/-マウスでは雌雄共に 3 分の 1 でしか発症

していなかった (Table 5)。また、重症度に関しても TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウス 

(雄；3.43 ± 0.30、雌；3.92 ± 0.08) で cPLA2α
-/-マウス (雄；1.00 ± 0.44、雌；0.83 

± 0.54) より有意に高いという結果が得られた (Table 5)。コーンオイルのみ投与

した対照群では全てのマウスにおいて水腎症の発症が認められなかった (Table 

5)。 
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Table 5. cPLA2αノックアウトマウスにおける TCDD 曝露による授乳期水腎症

の発症率 a 

TCDD 

dose 

(µg/kg) 

cPLA2α 

genotype 

n (fetus 

(dam)) 

Hydronephrosis 

Severity Incidence 

(%) 0 1 2 3 4 Average 

Male                   

  

20 
 +/+ 8 (7) 0 0 1 2 5 3.43 ± 0.30 100 

 -/- 8 (7) 4 1 2 1 0 1.00 ± 0.44* 35.7 ± 18.0* 

0 
 +/+ 5 (5) 3 2 0 0 0 0.25 ± 0.25 0 

 -/- 5 (5) 4 1 0 0 0 0.20 ± 0.20 0 

                

Female                  

  

20 
 +/+ 9 (6) 0 0 1 0 8 3.92 ± 0.08 100 

 -/- 8 (6) 6 0 1 1 0 0.83 ± 0.54* 33.3 ± 21.1 

0 
 +/+ 6 (5) 4 2 0 0 0 0.30 ± 0.20 0 

 -/- 5 (4) 4 1 0 0 0 0.11 ± 0.11 0 

 

a: TCDD を 0 または 20 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の cPLA2α
+/-母マウスに経口投

与したときの、PND 14 における仔の水腎症の発症率および重症度。同腹の同

性、同遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均した 

(means ± SEM)。 

*: TCDD 曝露した同性の cPLA2α
+/+マウスと比較した際に有意差あり (Mann-

Whitney U-test、p < 0.05)。 
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3.1.2.2. TCDD を経母乳曝露したマウスの腎臓における mRNA 発現量およ

び尿中 PGE2濃度 

経母乳による TCDD 曝露マウスの腎臓の場合、CYP1A1、AhRR、cPLA2α、

COX-2、mPGES-1 などの遺伝子は PND 7 で最も顕著に TCDD によって mRNA

発現が誘導されることが既に報告されていたことから 36、同様の曝露条件でPND 

1 から PND 7 まで TCDD に曝露された仔マウスの腎臓でのこれら遺伝子の発現

量を測定した。まず、CYP1A1 や AhRR といった AhR 転写活性化マーカー遺伝

子は、cPLA2α
+/+マウスおよび cPLA2α

-/-マウスのいずれでも TCDD 曝露により有

意に発現が上昇していた (Figure 6A, B)。また、TCDD 経母乳曝露による水腎症

の発症には PGE2 合成経路が密接に関わっていることが明らかになっていたた

め 36, 37、cPLA2α、COX-2、mPGES-1 の 3 遺伝子の mRNA 発現量を測定した。

cPLA2α mRNA 発現量は TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスでは対照群に比べ約 2.4 倍

有意に発現誘導されたが、TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスでは有意な発現誘導は認

められなかった (Figure 6C)。COX-2 および mPGES-1 mRNA 発現量は TCDD 曝

露 cPLA2α
+/+マウスでは対照群のそれぞれ約 5.1 倍および約 2.4 倍、TCDD 曝露

cPLA2α
-/-マウスでそれぞれ約 1.54 倍および約 1.3 倍の発現誘導が認められたが、

いずれの遺伝子の mRNA 発現量も TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスの方が TCDD 曝

露 cPLA2α
+/+マウスより有意に低かった (Unpaired t-test; p<0.0005)(Figure 6D, E)。
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これら PGE2 合成経路に関与する遺伝子群の発現誘導の結果を受け、尿中 PGE2

濃度を測定したところ、mRNA 発現量の結果にたがわず、TCDD 曝露 cPLA2α
+/+

マウスでは尿中 PGE2濃度が対照群より約 8.7 倍上昇したのに対し、TCDD 曝露

cPLA2α
-/-マウスでは約 2.5 倍の上昇に留まり、TCDD 曝露 cPLA2α

-/-マウスの尿中

PGE2濃度は TCDD曝露 cPLA2α
+/+マウスのそれよりも有意に低かった (Unpaired 

t-test; p<0.0005)(Figure 6F)。 
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Figure 6. cPLA2αノックアウトマウスにおける mRNA 発現量および尿中 PGE2

濃度の TCDD 経母乳曝露による変化 

TCDD を 0 または 20 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の cPLA2α
+/-母マウスに経口投

与し、PND 7 で採取した仔の腎臓での CYP1A1 (A)、AhRR (B)、cPLA2α (C)、

COX-2 (D)、mPGES-1 (E) の mRNA 発現量と尿中の PGE2濃度 (F)(means ± SEM, 

n=4−6)。 *; p < 0.05, **; p < 0.01, 同遺伝子型間もしくは TCDD 曝露群同士で比

較した際に有意差あり (Unpaired t-test)。白色バー；対照群、黒色バー；TCDD 曝

露群。 
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3.1.3. 成獣期曝露による TCDD 毒性 

cPLA2α
+/+もしくは cPLA2α

-/-の 10−12 週齢の雄に TCDD を 50 μg/kg b.w.の用量

で腹腔内投与し、8 ないし 10 日後に肝毒性および胸腺萎縮を検討した。 

 

3.1.3.1. 体重・臓器重量 

体重減少、肝肥大、胸腺萎縮はどれも高用量 TCDD の成獣期曝露で認められ

る代表的な TCDD 毒性である 73, 74。成獣マウスに TCDD を 50 μg/kg b.w の用量

で投与したところ、cPLA2α
+/+マウスでのみ投与後 2 日目から 8 日目まで、投与

0 日目に比べて有意に体重が減少していた (Repeated measures ANOVA; p<0.05)

が、cPLA2α
-/-マウスでは体重減少は観察されなかった (Figure 7A)。一方で、TCDD

投与後 8 日目 (Figure 7B, C)、10 日目 (Figure 7D, E) の 2 時点において、いずれ

の cPLA2α 遺伝子型においても肝重量/体重は TCDD 曝露群で対照群より有意に

増加し、胸腺重量/体重は有意に減少していた。 
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Figure 7. cPLA2αノックアウトマウスにおける体重および臓器重量の TCDD 成

獣期曝露による変化 

TCDD を 0 または 50 µg/kg b.w.の用量で成獣雄マウスに腹腔内投与した日を 0

日目とし、隔日で体重を測定した (A)。TCDD 投与 8 日目 (B, C) または 10 日目 

(D, E) に肝臓 (B, D) および胸腺 (C, E) の重量を測定し、体重で除した (means 

± SEM, A; n=4−5, B−E; n=3−4)。A は 2 回の異なる実験で再現性を確認した。**; 

p < 0.01, 同遺伝子型間で比較した際に有意差あり (Unpaired t-test)。白色バー；

対照群、黒色バー；TCDD 曝露群。 
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3.1.3.2. 肝毒性 

cPLA2α の遺伝子型に関わらず、成獣マウスへの TCDD 曝露により投与後 6 日

目から 8 日目まで ALT 値は有意に上昇しており (Repeated measures ANOVA; 

p<0.05)、各時点での ALT 値に遺伝子型間での有意な差は認められなかった 

(Figure 8A)。また、TCDD による肝毒性として既報の脂肪肝 74 について、オイ

ル・レッド O 染色を用いて肝臓の中性脂肪を染色して検証した (Figure 8B, C, D, 

E) ところ、TCDD に曝露された cPLA2α
+/+ および cPLA2α

-/-成獣マウスの肝臓で

は中性脂肪の増加、空胞化、および炎症性細胞の集積が認められた (Figure 8B, 

C)。以上の肝毒性は ALT 値上昇の結果と同様に、cPLA2α の遺伝子型に関わらず

TCDD 曝露群の全ての個体で観察された。 
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Figure 8. TCDD 成獣期曝露した cPLA2αノックアウトマウスにおける ALT 値

および肝臓の組織像 

成獣雄マウスに TCDD を 0 または 50 µg/kg b.w.の用量で腹腔内投与した日を

0 日目とし、隔日で 8 日目まで尾静脈から採血した血漿中 ALT 値を測定した 

(A)(means ± SEM, n=4−5)。TCDD 投与 8 日目に採取した肝臓をオイル・レッド O

染色した。2回の異なる実験で再現性を確認した。(B) 50 µg/kg b.w.の用量のTCDD

を投与した cPLA2α
+/+マウス、(C) 50 µg/kg b.w.の用量の TCDD を投与した

cPLA2α
-/-マウス、(D) コーンオイルを投与した cPLA2α

+/+マウス、(E) コーンオイ

ルを投与した cPLA2α
-/-マウス。矢印；空胞変性、矢頭；炎症性細胞の集積。Bar 

= 100 µm 
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3.1.3.3. 成獣期肝での mRNA 発現量 

TCDD 投与 10 日後の肝臓における CYP1A1、cPLA2α、COX-2、および mPGES-1

の mRNA 発現量を測定した。CYP1A1 の mRNA 発現量は cPLA2α の遺伝子型に

関わらず TCDD 曝露により有意に上昇した (Figure 9A)。cPLA2α の mRNA 発現

量は TCDD曝露 cPLA2α
+/+マウスでは対照群の約 3.4倍誘導された。Unpaired t-test

では曝露群と対照群の間で有意差は認められなかった (p=0.060) が、数値のば

らつきが大きいためノンパラメトリック検定したところ、TCDD 曝露 cPLA2α
+/+

マウスで有意な cPLA2α mRNA 発現誘導が認められた (Mann-Whitney U-test; 

p<0.05)(Figure 9B)。cPLA2α
-/-マウスでは曝露による cPLA2α mRNA 発現量の差は

認められなかったが、TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスの方が TCDD 曝露 cPLA2α

+/+マ

ウスより低い傾向が認められた (Unpaired t-test; p=0.055)(Figure 9B)。一方、COX-2

の mRNA 発現量は、TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスでのみ対照群の約 5.4 倍、有意

な発現誘導が認められ (Unpaired t-test; p<0.01)、TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスでは

対照群の約 2.9 倍の上昇傾向に留まり、有意差は認められなかった (Unpaired t-

test; p=0.174)(Figure 9C)。また CYP1A1 同様、mPGES-1 の mRNA 発現量は cPLA2α

の遺伝子型に関わらず TCDD 曝露により対照群の約 4.2 倍 (cPLA2α
+/+) から 4.6

倍 (cPLA2α
-/-) 有意に上昇した (Figure 9D)。 
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Figure 9. cPLA2αノックアウトマウスにおける mRNA 発現量の TCDD 成獣期

曝露による変化 

TCDD を 0 または 50 µg/kg b.w.の用量で成獣雄マウスに腹腔内投与した日を 0

日目とし、投与 10 日目に採取した肝臓での CYP1A1 (A)、cPLA2α (B)、COX-2 

(C)、mPGES-1 (D) の mRNA 発現量 (means ± SEM, n=4−5)。*; p < 0.05, **; p < 

0.01, 同遺伝子型間もしくは TCDD 曝露群同士で比較した際に有意差あり 

(Unpaired t-test)。白色バー；対照群、黒色バー；TCDD 曝露群。 
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3.2. 授乳期水腎症の発症における AhR 核移行機能の役割について 

cPLA2α ノックアウトマウスを用いて検討した胎生致死・口蓋裂・水腎症・体

重減少・肝障害・胸腺萎縮といった TCDD 毒性は、いずれも AhR を介して発症

することが明らかになっている 14-16, 66。また私のこの研究において、これら多様

な TCDD 毒性の中でも胎生致死、体重減少、および授乳期水腎症の発症には

cPLA2α の有無が影響することを明らかにした。そこで AhR が活性化されてから

どのようにして cPLA2α が媒介する毒性発現経路が活性化されるのかを探るた

めに、前項 (3.1.) で発症へのプロスタノイド合成経路の関与が最も明快であっ

た授乳期水腎症をエンドポイントに設定して検証した。 

近年、cPLA2α を含むプロスタノイド合成経路は XRE や Arnt を阻害しても

TCDD 曝露により活性化することが様々な種類の細胞で報告された 22, 25, 26, 39, 75。

このような XRE や Arnt を介さないプロスタノイド合成経路の活性化は、核外に

局在する AhR が Ca シグナルを介して引き起こす反応であると考えられていた

22, 23, 26。一方で、最近になって報告された、TCDD が Src や NF-κB を介してプロ

スタノイド合成経路を活性化する経路は、AhR の核移行を要することに私は着

目した 23, 25, 49, 53。プロスタノイド合成経路の活性化機序として、これまで定説と

なってきた Ca シグナルを介する経路と、前述の Src や NF-κB を介する経路を検

討するにあたり、相違点として AhR の核移行を伴うか否かという点が挙げられ
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たため、私のこの研究では、TCDD 曝露によるプロスタノイド合成経路の活性化

および授乳期水腎症の発症に AhR の核移行が関与するか、AhR の核移行機能を

欠損している AhRnls/nlsマウスを用いて検証した。 

 

3.2.1. 授乳期水腎症発症率・重症度 

以降 (3.2.) で用いたマウスは全てAhRがd型のマウスである。d型のAhRは、

通常 C57BL/6 マウスが保有する b1 型 AhR の約 10 分の 1 のリガンド結合能の低

感受性型 AhR である 41, 42。ここまでの実験 (3.1.) で用いた cPLA2α ノックアウ

トマウスの AhR は AhRb1/b1であったのに対し、以降 (3.2.) で用いる AhR 遺伝子

変異マウスの AhR は低感受性型の AhRd/dであり、しかも片方の遺伝子を欠損さ

せたヘテロマウス (AhRd/-) であることから、水腎症発症に要する TCDD 用量は

cPLA2α ノックアウトマウスを用いた実験 (3.1.2.1) で投与した、20 μg/kg b.w.以

上になることが予想された。そこでまず、150、300、600 μg/kg b.w.の 3 つの異な

る TCDD 投与量における水腎症発症率を検討した。cPLA2α ノックアウトマウス

を使用した実験と同様に、PND 1 で母マウスに TCDD を単回経口投与し仔に経

母乳曝露し、PND 14 での水腎症発症率・重症度について検証した。TCDD を 150 

μg/kg b.w.の用量で母マウスに経口投与した場合、PND 14 の雄の仔マウスでは全

く水腎症が発症せず、雌の仔マウスでも 30%ほどの発症率であった。TCDD を
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600 μg/kg b.w.の用量で PND 1 で投与した場合、すべての AhRd/-マウスにおいて

重症度 4 の水腎症が発症していた。しかし、PND 14 までに死に至る個体も多く、

実験の実施が困難であると考えた。そこで約半数の TCDD 曝露 AhRd/-マウスで

水腎症が発症した、300 μg/kg b.w.の用量の TCDD を母マウスに経口投与する条

件にて実験を行った。 

次に AhR 欠損マウスで水腎症が発症しないことを確認し、一方、AhRd/-マウ

スで発症することを確認するために、雌雄の AhRd/-マウスを掛け合わせた仔の

AhRd/d、AhRd/-、AhR-/-マウスについてそれぞれの水腎症発症率を求めた。TCDD

を経母乳曝露した AhRd/dマウスではほぼ全ての仔 (雄；100%、雌；97%) で水腎

症の発症が認められたが、AhR-/-マウスではほとんどの仔で発症せず (雄；14.3%、

雌；12.5%)、また AhRd/-マウスでは雌雄共に 60%前後の発症率であった (Table 

6)。雌の AhRd/dマウス以外の対照群では 5%以下の発症率であり、対照群の中で

最も発症率の高かった雌のAhRd/dマウスでも 16.7%の発症率であった (Table 6)。

また、雄では TCDD曝露AhRd/-マウスの平均水腎症重症度 (1.99 ± 0.33) がAhRd/d

マウス (3.44 ± 0.29) よりも有意に低く、AhR-/-マウス (0.57 ± 0.43) よりも有意

に高かった。一方雌では、TCDD 曝露した AhRd/-マウスの重症度 (1.68 ± 0.41) は

AhRd/dマウス (3.42 ± 0.27) よりも有意に低かったが、AhR-/-マウス (0.94 ± 0.20) 

との間に有意な差は認められなかった (Table 6)。  
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Table 6. AhR ノックアウトマウスにおける TCDD 経母乳曝露による水腎症の発

症率および重症度 a 

TCDD 

dose 

(µg/kg) 

AhR 

genotype 

n (pup 

(dam)) 

Hydronephrosis 

Severity 
Incidence (%) 

0 1 2 3 4 Average 

Male                   

 

300 

d/d 12 (9) 0 0 2 1 9 3.44 ± 0.29**  100** 

d/- 45 (18) 11 5 9 5 15 1.99 ± 0.33 61.6 ± 9.7 

-/- 7 (7) 5 1 0 1 0 0.57 ± 0.43* 14.3 ± 14.3* 

          

0 

d/d 13 (8) 7 5 1 0 0 0.44 ± 0.15 4.2 ± 4.2 

d/- 18 (11) 15 2 1 0 0 0.14 ± 0.10 3.0 ± 3.0 

-/- 14 (10) 7 6 1 0 0 0.52 ± 0.18 5.0 ± 5.0 

           

Female          

 

300 

d/d 18 (11) 1 0 3 3 11 3.42 ± 0.27** 97.0 ± 3.0** 

d/- 24 (14) 11 1 7 2 3 1.68 ± 0.41 58.3 ± 12.7 

-/- 9 (8) 2 6 1 0 0 0.94 ± 0.20 12.5 ± 12.5* 

          

0 

d/d 12 (9) 4 6 2 0 0 0.83 ± 0.24 16.7 ± 11.8 

d/- 23 (13) 15 7 1 0 0 0.35 ± 0.11 2.6 ± 2.6 

-/- 7 (5) 4 3 0 0 0 0.47 ± 0.23 0 

 

a: TCDD を 0 または 300 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の AhRd/-母マウスに経口投与

したときの、PND 14 における仔の水腎症の発症率および重症度。同腹の同性、

同遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均した (means 

± SEM)。 

*: TCDD 曝露した同性の AhRd/-マウスと比較した際に有意差あり  (Mann-

Whitney U-test、p < 0.05)。 

**: TCDD 曝露した同性の AhRd/-マウスと比較した際に有意差あり  (Mann-

Whitney U-test、p < 0.01)。 
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同じ曝露条件の実験を雄の AhRnls/-マウスと雌の AhRnls/d マウスを掛け合わせ

た、AhRd/-およびAhRnls/nlsの仔で行ったところ、雌雄共に半数のTCDD曝露AhRd/-

マウス (雌雄共に 50.0%) で水腎症の発症が認められたが、AhRnls/nls マウスでは

全く発症しなかった (Table 7)。TCDD 非曝露群では、雄の AhRnls/nlsマウス 1 匹

でのみ水腎症が認められたが、それ以外の非曝露マウスでは発症しなかった。ま

た、雌の TCDD 曝露群では、水腎症重症度の平均値は AhRd/-マウス (1.78 ± 0.45) 

において AhRnls/nlsマウス (0.35 ± 0.15) よりも有意に高かった。雄では TCDD 曝

露した AhRd/-マウス (1.72 ± 0.53) と AhRnls/nlsマウス (0.30 ± 0.20) の間で有意な

差は認められなかったものの、雌とほぼ同程度の平均重症度を示した (Table 7)。

この結果から、授乳期水腎症の発症には AhR の核移行を要することが考えられ

た。 

 

  



 

51 

 

Table 7. AhRnls/nlsマウスにおける TCDD 経母乳曝露による水腎症の発症率およ

び重症度 a 

TCDD 

dose 

(µg/kg) 

AhR 

genotype 

n (pup 

(dam)) 

Hydronephrosis 

Severity Incidence 

(%) 0 1 2 3 4 Average 

Male                   

  

300 
d/- 10 (9) 3 2 2 0 3 1.72 ± 0.53 50.0 ± 16.7 

nls/nls 6 (5) 4 2 0 0 0 0.30 ± 0.20 0 

                    

0 
d/- 12 (9) 10 2 0 0 0 0.22 ± 0.15 0 

nls/nls 8 (6) 4 3 1 0 0 0.67 ± 0.21 8.3 ± 8.3 

                      

Female                   

  

300 
d/- 15 (10) 4 4 4 1 2 1.78 ± 0.45 50.0 ± 14.9 

nls/nls 12 (10) 8 4 0 0 0  0.35 ± 0.15*  0* 

                    

0 
d/- 12 (9) 8 4 0 0 0 0.28 ± 0.12 0 

nls/nls 11 (8) 8 3 0 0 0 0.15 ± 0.10 0 

 

a: TCDD を 0 または 300 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の AhRnls/d母マウスに経口投

与したときの、PND 14 における仔の水腎症の発症率および重症度。同腹の同

性、同遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均した 

(means ± SEM)。 

*: TCDD 曝露した同性の AhRd/-マウスと比較した際に有意差あり  (Mann-

Whitney U-test、p < 0.05)。 
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3.2.2. TCDD 経母乳曝露マウスの腎臓での mRNA 発現量および尿中 PGE2濃

度 

以上、3.1.2 および 3.2.1 までで、TCDD による授乳期水腎症の発症に PGE2合

成経路が関与すること、ならびに AhR の核移行が関与することを明らかにした。

そこで次に、AhR の核移行から PGE2 合成経路の活性化までをつなぐために、

AhR の核移行機能を欠損させることによる PGE2 合成経路への影響を調べた。

CYP1A1 および AhRR の mRNA 発現量はいずれも TCDD 曝露 AhRd/-マウスでは

有意に発現誘導されていたが、TCDD 曝露 AhRnls/nls マウスでは全く誘導されな

かった (Figure 10A, B)。さらに、TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウスの CYP1A1 および

AhRR の mRNA 発現量はいずれも、TCDD 曝露 AhRd/-マウスよりも有意に低か

ったことから、AhRnls/nlsマウスにおいて AhR の XRE を介した転写活性化機能が

欠如していることを確認できた。cPLA2α の mRNA 発現量も同様に、TCDD 曝露

AhRd/-マウスで対照群に比べ約 1.5 倍程度の有意な mRNA 発現増加が認められ

たが、TCDD曝露AhRnls/nlsマウスでは発現誘導が認められなかった (Figure 10C)。

TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウスの cPLA2α mRNA 発現量は TCDD 曝露 AhRd/-マウス

の約 0.7 倍に有意に減少しており、TCDD 曝露による cPLA2α の mRNA 発現誘導

は AhRnls/nls マウスで消失していた (Unpaired t-test; p<0.01)(Figure 10C)。また、

COX-2 も TCDD 曝露 AhRd/-マウスでのみ対照群に比べ約 1.9 倍程度の有意な発
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現誘導がみられたが、TCDD 曝露 AhRnls/nls マウスでは有意な発現誘導は認めら

れなかった (Figure 10D)。COX-2 mRNA 発現量は TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウスの

方が TCDD 曝露 AhRd/-マウスより低い傾向があった  (Unpaired t-test; 

p=0.054)(Figure 10C)。一方で、mPGES-1 は AhR の遺伝子型に関わらず TCDD 曝

露による mRNA 発現誘導は無く (Figure 10E)、TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスでの

み対照群の約 2.4 倍程度の発現誘導が認められた cPLA2α ノックアウトマウスの

実験とは異なる結果が得られた (Figure 6E)。このように、PGE2合成酵素である

mPGES-1 の mRNA 発現量はいずれの AhR 遺伝子型マウスの腎臓でも TCDD 曝

露によって変化しなかったが、尿中の PGE2濃度は TCDD 曝露 AhRd/-マウスで対

照群の約 4.0 倍程度有意に上昇し、一方で AhRnls/nlsマウスでは有意な変化が認め

られなかった (Figure 10F)。また、TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウスの尿中 PGE2濃度

は TCDD 曝露 AhRd/-マウスの約 0.4 倍に有意に減少しており、TCDD 曝露による

PGE2 合成の促進は AhRnls/nls マウスで消失していた   (Unpaired t-test; 

p<0.005)(Figure 10F)。cPLA2α、COX-2 の mRNA 発現量および尿中 PGE2濃度が

AhRd/-マウスでは TCDD 曝露により上昇したのに対し、AhRnls/nlsマウスでは有意

な変化がなかった (Figure 10C, D, F) ことから、AhR の核移行機能が欠損するこ

とで、cPLA2α を欠損させた場合と同様、TCDD 曝露されても PGE2 合成が亢進

しなくなることが示唆された。 
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Figure 10. AhRnls/nlsマウスにおける mRNA 発現量および尿中 PGE2濃度の

TCDD 経母乳曝露による変化 

TCDD を 0 または 300 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の AhRnls/d母マウスに経口投

与し、PND 7 で採取した仔の腎臓での CYP1A1 (A)、AhRR (B)、cPLA2α (C)、

COX-2 (D)、mPGES-1 (E) の mRNA 発現量と尿中の PGE2濃度 (F)。同腹の同性、

同遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平均した (means ± 

SEM, n=3)。*; p < 0.05, **; p < 0.01, 同遺伝子型間もしくは TCDD 曝露群同士で

比較した際に有意差あり (Unpaired t-test)。白色バー；対照群、黒色バー；TCDD

曝露群。 
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3.2.3. TCDD経母乳曝露マウスの腎臓での炎症性サイトカイン mRNA発現量 

上記 (3.2.2.) において、TCDD 曝露 AhRd/-マウスでみられた cPLA2α および

COX-2 の mRNA 発現誘導や PGE2産生の上昇が AhRnls/nlsマウスでは認められな

かった原因を探るために、IL-1β および TNF-α の mRNA 発現量を測定した。先

行研究 76によると、IL-1β および TNF-α はいずれも COX-2 や cPLA2α の mRNA

発現を誘導し、PGE2 産生を上昇させる。本研究の結果では、TCDD 曝露 AhRd/-

マウスでは対照群に比べて IL-1β は 3.3 倍 (Figure 11A)、TNF-α は 3.0 倍 (Figure 

11B) の有意な mRNA 発現誘導が認められた。他方、AhR の核移行機能が欠損

している AhRnls/nlsマウスでは、いずれの 2 遺伝子の mRNA 発現量も TCDD 曝露

群と対照群で差は認められず、TCDD 曝露 AhRnls/nls マウスの方が TCDD 曝露

AhRd/-マウスより有意に低かった (Figure 11A, B)。 

さらに、C57BL/6 マウスの腎臓において TCDD 曝露による mRNA の発現誘導

が報告されている 77、KC および MCP-1 の mRNA 発現量を測定した。その結果、

TCDD 曝露 AhRd/-マウスでは対照群に比べて KC は 1.7 倍 (Figure 11C)、MCP-1

は 7.5 倍 (Figure 11D) 程、有意な mRNA の発現誘導が認められた。一方 AhRnls/nls

マウスでは、KC の mRNA 発現量は TCDD 曝露群と対照群で差が認められなか

った (Figure 11C)。MCP-1 の mRNA 発現量は、TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウスで発

現増加する傾向が認められた (Unpaired t-test; p=0.090) が、TCDD 曝露 AhRnls/nls
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マウスの方が TCDD 曝露 AhRd/-マウスより有意に mRNA 発現量が低かった 

(Figure 11D)。 

また、このようにマクロファージの遊走を誘導する MCP-1 の mRNA 発現量が

TCDD 曝露により有意に上昇していたことに加え、先行研究 77, 78において TCDD

曝露による mRNA 発現誘導が報告されていたことから、マクロファージおよび

単球マーカーである F4/8079の mRNA 発現量を測定した。MCP-1 の mRNA 発現

量の結果に沿い、F4/80 も TCDD 曝露 AhRd/-マウスで約 2.9 倍有意に mRNA 発現

誘導されていたのに対し、TCDD 曝露 AhRnls/nls マウスでは発現量の変化が認め

られなかった (Figure 11E)。また、TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウスの F4/80 mRNA 発

現量は TCDD 曝露 AhRd/-マウスより有意に減少しており、TCDD 曝露による

F4/80 mRNA 発現誘導は AhRnls/nlsマウスで消失していた (Figure 11E)。 
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Figure 11. AhRnls/nlsマウスにおける mRNA 発現量の TCDD 経母乳曝露による変

化 

TCDD を 0 または 300 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の AhRnls/d母マウスに経口投

与し、PND 7 で採取した仔の腎臓での IL-1β (A)、TNF-α (B)、KC (C)、MCP-1 (D)、

F4/80 (E) の mRNA 発現量。同腹の同性、同遺伝子型の仔について、腹内で平均

した値をさらに腹間で平均した (means ± SEM, n=3)。*; p < 0.05, **; p < 0.01, 同

遺伝子型間もしくは TCDD 曝露群同士で比較した際に有意差あり (Unpaired 

t-test)。白色バー；対照群、黒色バー；TCDD 曝露群。 
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3.2.4. TCDD 経母乳曝露マウスの腎臓での Src およびその活性調節に関わる

遺伝子の mRNA 発現量 

次に、AhR の核移行を伴い、かつ XRE を介さないプロスタノイド合成経路の

活性化機序として、Src を介する経路 25, 49, 53を検討した。先行研究 36, 37により、

授乳期 TCDD 曝露により Src の腎臓での mRNA 発現量が誘導されることが報告

されている。さらに、マウス乳腺の間質線維芽細胞を用いた実験 52では、Src の

活性制御に関与する Cbp の mRNA 発現量が AhR を介して調節されていること

が明らかになった。そこで TCDD 曝露に伴う Src (Figure 12A)、ならびに Src の

活性調節に関わる Csk (Figure 12B) および Cbp (Figure 12C) の mRNA 発現量を

測定したところ、AhR の遺伝子型に関わらずいずれの mRNA の発現誘導も認め

られなかった。このとき、Csk の mRNA 発現量のみ、TCDD 曝露 AhRnls/nlsマウ

スの方が TCDD 曝露 AhRd/-マウスより有意に低かった (Unpaired t-test; 

p=0.035)(Figure 12B)。 
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Figure 12. AhRnls/nlsマウスにおける mRNA 発現量の TCDD 経母乳曝露による変

化 

TCDD を 0 または 300 µg/kg b.w.の用量で PND 1 の AhRnls/d母マウスに経口投

与し、PND 7 で採取した仔の腎臓での Src (A)、Csk (B)、Cbp (C)の mRNA 発現

量。同腹の同性、同遺伝子型の仔について、腹内で平均した値をさらに腹間で平

均した (means ± SEM, n=3)。*; p < 0.05, **; p < 0.01, 同遺伝子型間もしくは TCDD

曝露群同士で比較した際に有意差あり (Unpaired t-test)。白色バー；対照群、黒色

バー；TCDD 曝露群 
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第４章 考察 

私の学位論文研究では、AhR の核移行に主眼を置き、TCDD 毒性発現機序お

よび TCDD 曝露によるプロスタノイド合成経路の活性化機序を研究した。 

 

 

4.1. TCDD 胎仔期曝露による胎生致死には cPLA2αが関与する 

本研究では、胎仔期に曝露された場合の代表的な TCDD 毒性である胎生致死、

口蓋裂、および水腎症の発症に cPLA2α が関与するかを検証した。その結果、雄

の胎生致死に cPLA2α の有無が影響することが示唆された (Table 2)。他方、口蓋

裂、水腎症、および胎仔期水腎症に併発する水尿管症 70, 71の発症には cPLA2α は

影響を及ぼさないことが明らかになった (Table 3, 4)。 

cPLA2α は妊娠や分娩に重要な役割を担っており 80、cPLA2α ノックアウト母マ

ウスにおいて分娩障害や産子数の低下等が報告されている 32, 81。このように母

マウスの cPLA2α 遺伝子型により産子数に差が生じるが、本研究のように遺伝子

型が同じ母マウスを用いた場合、TCDD 非曝露では仔の cPLA2α 遺伝子型が生存

胎仔数に影響しないことが確認された (Table 2)。 

また、妊娠期の TCDD 曝露が胎生致死を引き起こすことがマウスやラットで

報告されている 64-68 が、本研究の TCDD 用量・曝露時期などの実験条件では、
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cPLA2α
+/+マウスにおいて TCDD 曝露・非曝露間で生存胎仔数に差が認められな

かった (Table 2)。ところが雄の TCDD 曝露 cPLA2α
-/-マウスにおいては、TCDD

曝露 cPLA2α
+/+マウスに比べ有意に生存胎仔数が減少していたことから、この用

量・曝露時期の TCDD 曝露の場合、TCDD 曝露および cPLA2α 遺伝子欠損の両者

がそろって初めて胎生致死に至る可能性が高く、どちらか一方の要因だけでは

発症しにくいことが考えられる。雌の TCDD 曝露した cPLA2α
-/-マウスでは生存

胎仔数が減少しなかったことから、性ホルモンなどの雌雄差のある因子が TCDD

曝露による胎生致死の発症に関与する可能性が考えられ、今後のさらなる研究

が必要である。 

 

4.2. TCDD 曝露時期・経路によって水腎症の発症機序が異なる 

胎仔期水腎症、水尿管症、および口蓋裂は胎仔期の TCDD 曝露により多くの

胎仔で発症が認められたが、cPLA2α 遺伝子型間での差が見られなかった (Table 

3, 4)。このことは、これらの胎仔期 TCDD 毒性が cPLA2α 遺伝子の有無と関わり

なく現れることを示している。一方、授乳期水腎症は cPLA2α
+/+マウスでのみ全

ての個体で発症が認められ、cPLA2α
-/-マウスではその発症率や重症度が有意に低

下していた (Table 5)。すなわち、胎仔期水腎症の発症には cPLA2α が関与しない

のに対し、授乳期水腎症では cPLA2α が主要な役割を果たしていることが明らか
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になった。このことから、本研究によって TCDD の曝露時期や曝露経路によっ

て cPLA2α が水腎症の発症に関与するか否かが異なることを見出した。 

このような授乳期および胎仔期水腎症の発症機序の違いはどのようにして生

じたのだろうか？授乳期水腎症と胎仔期水腎症との相違点としてまず挙げられ

るのが、PGE2合成経路に関わる酵素の mRNA 発現量の挙動の違いである。胎仔

期に TCDD に曝露したマウスの腎臓では、cPLA2α および COX-2 の mRNA 発現

量は増加傾向があったものの有意差は認められず、mPGES-1 は mRNA 発現誘導

が認められなかった (Figure 5C, D, E)。これに対し授乳期に TCDD 曝露した腎臓

では、cPLA2α
+/+マウスで認められたこれら 3 遺伝子の曝露による有意な mRNA

発現誘導は、cPLA2α
-/-マウスにおいては減弱していた (Figure 6C, D, E)。さらに、

上記 3 遺伝子の中でも特に COX-2 は胎仔期と授乳期で腎臓発達に及ぼす影響が

大きく異なり、COX-2 欠損マウスの腎臓が出生直後は正常であるのに対し PND 

10 ごろから腎皮質の異常な菲薄化が見られるなど、授乳期で腎臓発達において

より重要な役割を果たすことが報告されている 82。腎臓の発達段階において

COX-2 の生理的役割の違いがあることが、胎仔期水腎症ではなく授乳期水腎症

の発症にのみプロスタノイド合成経路が関与する要因の一つである可能性が考

えられる。また、水尿管症併発の有無も、胎仔期および授乳期水腎症の発症機序

の違いに関与する可能性が考えられる。これまでの研究 36, 83 により、TCDD 曝
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露による授乳期水腎症においては尿管閉塞が見られないことが報告されている。

一方、本研究の結果によると、ほぼ全ての TCDD 胎仔期曝露マウスにおいて水

尿管症の発症が確認された (Table 4)。さらに先行研究 70, 71でも、胎仔期の TCDD

曝露が尿管の上皮過形成による尿管内腔の閉塞を引き起こすことが報告されて

いる。 

以上のように、TCDD 経母乳曝露でのみ PGE2合成経路に関わる酵素の mRNA

発現が誘導されたことや、COX-2 が授乳期の腎臓の発達に重要な役割を担うこ

と、そして胎仔期水腎症でのみ水尿管症のような尿管の物理的な閉塞が伴うこ

となどが、胎仔期および授乳期の水腎症発症機序の違いを生む要因になってい

る可能性が考えられる。 

 

4.3. TCDD 成獣期曝露による体重減少に cPLA2αが関与する 

私のこの研究において、高用量TCDDの成獣期曝露でみられる典型的なTCDD

毒性の中でも、cPLA2α 遺伝子型の違いにより毒性の発現に差が認められた表現

型は、体重減少のみであった。上記の結果 (3.1.3.1.) より、cPLA2α
+/+マウスでは

TCDD 投与後 2 日目から体重が減少していたのに対し、cPLA2α
-/-マウスでは有意

な変化が認められなかった (Figure 7A)。このように TCDD 曝露による体重減少

に cPLA2α が関与する要因の一つとして、Src の存在が挙げられる。 
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Src 欠損マウスに TCDD を単回腹腔内投与しても体重は減少しない 84, 85 こと

から、TCDD 曝露による体重減少の発症には Src を要することが明らかにされて

いる。さらに、cPLA2α の活性化によるアラキドン酸放出量の増加を介する Src

の活性化が報告されており 26、乳腺上皮細胞株の MCF10A 細胞を用いた先行研

究 25では、cPLA2α を阻害することで TCDD 曝露による Src の活性化が消失する

ことが明らかにされている。以上のことから cPLA2α
-/-マウスでは、TCDD 曝露

によるアラキドン酸放出量の増加が消失し、それに伴い Src も活性化しなかった

ため、cPLA2α
-/-マウスでは Src 欠損マウス同様に、TCDD 曝露による体重減少が

認められなかった可能性が考えられる。一方、先行研究 84, 85 で体重減少が観察

されたのは、115 μg/kg b.w.という極めて高い用量の TCDD を投与したことによ

る可能性が考えられる。TCDD 曝露による体重減少に Src や cPLA2α が関与する

か否か、より詳細な検討が必要である。 

 

4.4. TCDD成獣期曝露による肝毒性および胸腺萎縮には cPLA2αは関与しない 

成獣マウスに TCDD を曝露した際に見られる肝毒性および胸腺萎縮は

cPLA2α
+/+および cPLA2α

-/-マウスで同様に発現したことから (Figure 7, 8)、これら

TCDD 毒性の発現に cPLA2α が関与しないことが示唆された。TCDD 曝露による

肝障害は COX-2 阻害剤である NS398 の投与により軽減されることが報告され
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ている 78 ため、肝毒性の発現にプロスタノイド合成経路が関与することが考え

られた。私のこの研究では、TCDD 曝露 cPLA2α
+/+マウスにおける COX-2 mRNA

発現誘導は有意ではなかったものの、COX-2 および mPGES-1 mRNA の発現誘

導はいずれの cPLA2α 遺伝子型のマウスでも認められた (Figure 9C, D)。COX-2

やmPGES-1といった cPLA2αよりも下流のプロスタノイド合成に関わる酵素が、

cPLA2α
+/+および cPLA2α

-/-のいずれの遺伝子型のマウスでも TCDD 曝露により同

様の挙動を示したため、発現した肝毒性にも cPLA2α 遺伝子型による差が出なか

ったと考えられる。 

また、TCDD による肝毒性は AhR ノックアウトマウスでは発症せず、AhR を

介して発症することが明らかになっている 16。Angrish らの報告 86 によると、

TCDD は AhR を介し脂肪酸合成に関わる酵素の転写調節を乱し、肝臓の脂質代

謝異常を引き起こすことで脂肪肝を発症させる。この報告 86 では、脂肪酸合成

に関わる酵素の一つである Scd1 のプロモーター領域に、XRE を含まないながら

も AhR と DNA の結合が頻繁に認められる箇所が 2 か所存在することを見出し

た。さらに、AhR の XRE との結合能を欠損させた 87A78D-AhR 遺伝子変異マウ

スにおいて、野生型 AhR マウスと同様の脂質合成やコレステロール生合成の

TCDD 曝露による異常が認められた 88, 89。以上より、TCDD による脂肪肝の発症

には AhR を要するが、AhR の XRE との結合は介さないと考えられた。しかし、
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AhR の DNA binding domain を遺伝子工学技術により変異させ、AhR の転写活性

化機能を欠損させた AhRdbd/dbdマウスを用いた先行研究 45では、TCDD に曝露し

た野生型 AhR マウスで認められた肝肥大、胸腺萎縮、脂肪肝のいずれも、

AhRdbd/dbd マウスでは発症しないという結果が報告された。A78D-AhR マウス 87

もしくは AhRdbd/dbdマウス 45を用いた研究で、AhR と XRE の結合は確認されて

いるものの、XRE 以外の DNA と AhR との結合は検証されていない。上述のよ

うに AhR が XRE を介さず転写を活性化することで TCDD 毒性を引き起こす場

合、A78D-AhR マウスおよび AhRdbd/dbdマウスで XRE を介さない AhR の転写活

性化を検証することが、TCDD による肝毒性発症機序を解明する糸口になるの

ではないかと考える。 

 

4.5. TCDD 経母乳曝露による水腎症の発症には AhR の核移行が必要である 

上述 (4.2.) のように、TCDD 経母乳曝露による水腎症の発症率は cPLA2α が欠

損することで大きく低下することを本研究によって明らかにした。さらに、先行

研究 36, 37 により TCDD 経母乳曝露による水腎症の発症には COX-2 および

mPGES-1 が必須の役割を果たすことが示されている。以上より授乳期水腎症の

発症には PGE2合成経路が関わっていることが明らかになったため、本研究では

授乳期水腎症をエンドポイントにすえ、同じ TCDD 曝露時期・曝露経路の実験
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を AhRnls/nls マウスを用いて行うことで、AhR の核移行がプロスタノイド合成経

路の活性化および授乳期水腎症の発症に関与するか検討した。その結果、対照群

の AhRd/-マウスで 50%発症していた水腎症が AhRnls/nls マウスでは全く発症しな

かった (Table 7)。このことから、授乳期水腎症の発症には AhR の核移行が必要

であると考えられた。 

 

4.6. TCDD 曝露による PGE2合成経路の活性化には AhR の核移行を要する 

次に、AhRnls/nls マウスを用いることで AhR の核移行がプロスタノイド合成経

路の活性化に関与するかを検証した (3.2.2.)。TCDD 経母乳曝露した AhRnls/nlsマ

ウスの腎臓においては、cPLA2α (Figure 10C)、COX-2 (Figure 10D)、mPGES-1 

(Figure 10E) といった PGE2合成関連遺伝子の有意なmRNA発現誘導が認められ

ず、尿中PGE2濃度もTCDD曝露によって変化が認められなかった (Figure 10F)。

以上より、TCDD 曝露による PGE2 合成経路の活性化には AhR の核移行が関与

することが示唆された。しかしながら、AhRnls/nlsマウスを使用した先行研究 22で

は、AhR の核移行機能が欠損した場合でも腎臓での COX-2 の mRNA 発現量は

TCDD により誘導されていた。本研究では TCDD を授乳期に経母乳曝露したの

に対し、先行研究では成獣期に腹腔内投与により曝露していたことから、TCDD
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の曝露経路や曝露時期の違いがこのような研究結果の違いを導いた可能性が考

えられる。 

 

4.7. TCDD 曝露による AhR の活性化からプロスタノイド合成経路の活性化に

至る機序 

AhR ノックアウトマウスでは TCDD による COX-2 の mRNA 発現誘導や尿中

PGE2の増加が見られないという報告がある 22, 36。さらに、腎臓緻密斑細胞株で

あるMMDD1細胞を使った in vitro研究 22によって、AhRアンタゴニストのMNF

と TCDD の共曝露では COX-2 の mRNA 発現誘導やアラキドン酸放出量の増加

が認められないことが明らかになった。また乳腺上皮細胞株の MCF10A 細胞を

用いた実験では、同じく MNF を用いて AhR を阻害することで TCDD による

cPLA2α 活性化が見られなくなることが報告された 25。以上より、TCDD 曝露に

よるプロスタノイド合成経路の活性化には AhR の存在が必須であり、TCDD に

よる AhR の活性化がプロスタノイド合成経路の活性化に先立つと考えられる。

ところが、MMDD1 細胞 22 や MCF10A 細胞 25, 75 等の複数種類の細胞において、

DNA decoy や siRNA を用いて XRE や Arnt をノックダウンすることで Arnt や

XRE を介した AhR の転写活性化機能を欠損させても、TCDD 曝露による COX-2

の mRNA 発現誘導やアラキドン酸放出量の上昇が確認された。これより、AhR
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が Arnt とヘテロダイマーをつくり XRE に結合する AhR の Arnt や XRE を介し

た転写活性化経路ではプロスタノイド合成経路が活性化されないと考えられた 

(Figure 13E)。 

さらに本研究の結果 (3.1.2.2.) においても、授乳期に TCDD を経母乳曝露した

cPLA2α
-/-マウスで cPLA2α (Figure 6C)、COX-2 (Figure 6D)、mPGES-1 (Figure 6E) 

といったプロスタノイド合成関連遺伝子の TCDD曝露によるmRNA発現誘導が

減弱していた一方で、CYP1A1 (Figure 6A) や AhRR (Figure 6B) といった AhR の

標的遺伝子は cPLA2α
-/-マウスにおいても有意に発現誘導されていたことから、

XRE や Arnt を介する AhR の転写活性化はプロスタノイド合成経路を介さない

ことが示された (Figure 13E)。さらに、cPLA2α
-/-マウスにおいて AhR の標的遺伝

子の転写活性化が cPLA2α
+/+マウスと同様に認められたにも関わらず、授乳期水

腎症の発症が有意に抑制されていた (Table 5) ことから、AhR の XRE を介する

転写活性化経路が授乳期水腎症の発症に関与しないことが示唆された。加えて、

本研究 (3.2.) によりプロスタノイド合成経路の活性化や授乳期水腎症の発症に

AhR の核移行を要することを示したことから、TCDD 曝露によるプロスタノイ

ド合成経路の活性化には、これまで定説となってきた Ca シグナルを介する経路 

(Figure 13A) 以外の、AhR の核移行を伴う新たな経路が必須であることを明らか

にした。 



 

70 

 

そこで、AhR が活性化された後 XRE や Arnt、さらにはこれまで TCDD 曝露

によるプロスタノイド合成経路の主な活性化機序として考えられてきたCaシグ

ナルを介さない、AhR の核移行を伴うメカニズムでいかにしてプロスタノイド

合成経路を活性化したのかを検討した。TCDD による PGE2合成経路の活性化機

序として、第一に AhR による PGE2合成経路の関連遺伝子の転写活性化 (Figure 

13C)、次に Src の活性化による PGE2合成経路の活性化 (Figure 13B)、第三に AhR

と NF-κB の相互作用による PGE2 合成経路の関連遺伝子の転写活性化 (Figure 

13D)、の 3 つの可能性が考えられた。 
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Figure 13. AhR を介した TCDD 曝露による PGE2合成経路活性化機序 

(A) Ca シグナルを介する cPLA2α の活性化；これまでプロスタノイド合成経路

の活性化は、核外に局在する AhR が Ca シグナルを介して引き起こす反応であ

ると考えられてきた 22, 23, 26。 

(B) Src の活性化による PGE2合成経路の活性化；AhR が核移行することで AhR-

Src ダイマーが分断され、遊離された Src が活性化する 49。Src の活性化によって

cPLA2α の活性化 27, 29や COX-2 の転写活性化が引き起こされる 49, 90。(結果 3.2.4.

および考察 4.9.) 

(C) AhR による XRE を介さない PGE2 合成経路の関連遺伝子の転写活性化；

cPLA2α と COX-2 の遺伝子のそれぞれ、second イントロン 91, 92 とプロモーター

領域 93に AhR binding site が存在する。(考察 4.8.) 

(D) AhR と NF-κBの相互作用による PGE2合成経路の関連遺伝子の転写活性化；

AhR と NF-κB が核内で複合体を形成し、NF-κB 標的遺伝子の転写を活性化する
24, 46, 47, 54-57。(結果 3.2.3.および考察 4.10.) 

(E) Arnt や XRE を介した転写活性化；AhR と Arnt が核内で複合体を形成し、

XRE に結合して AhR 標的遺伝子の転写を活性化する 21。(結果 3.1.2.2.) 

図中の上付き数字は本文中の引用文献番号を示す。 



 

72 

 

4.8. XRE を介さない AhR による PGE2合成経路の関連遺伝子の転写活性化 

第一の AhR による PGE2合成経路の関連遺伝子の転写活性化 (Figure 13C) で

は、cPLA2α と COX-2 の遺伝子のそれぞれ、second イントロン 91, 92 とプロモー

ター領域 93に AhR binding site が存在することで知られていることから、TCDD

曝露による AhR の転写活性化によって PGE2 合成経路関連遺伝子が誘導される

と考えられる。中でも cPLA2α の second イントロンではその配列に XRE を保有

しないながらも AhR と DNA の結合が確認されており、AhR の核移行が PGE2合

成経路の活性化に必要であるという本研究結果 (3.2.2.) と、XRE や Arnt がノッ

クダウンされてもプロスタノイド合成経路が活性化されるという先行研究の結

果 22, 75と一致する。 

 

4.9. AhR による Src の活性化による PGE2合成経路の活性化 

近年、Src 活性化を介した TCDD による COX-2 mRNA 発現誘導が報告された

49(Figure 13B)。AhR は非活性時には細胞質内で Src とヘテロダイマーを形成して

いるが、TCDD 曝露による AhR の核移行で AhR-Src ダイマーは分断され遊離さ

れた Src が活性化する。Src の活性化によって、MAPK を介して cPLA2α の Ser505

がリン酸化されたり 27, 29、COX-2 の転写が活性化される 49, 90(Figure 13B)。この

ような AhR リガンド曝露による Src の活性化は他の様々な種類の細胞でも報告
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されいる 25, 51, 94。私のこの研究 (3.2.2.) においては、TCDD 曝露による細胞質内

での AhR-Src ダイマーの解離が AhRnls/nlsマウスで起こらなかったため、PGE2合

成経路が活性化しなかった可能性が考えられた。 

そこで本研究 (3.2.4.) では、TCDD 曝露による Src の活性化の有無を検討し

た。Src は活性化すると Cbp に結合し、この際 Csk も Cbp にリクルートされる。

Cbp 上の活性型 Src は、Csk によって Tyr527 がリン酸化されることで不活性化

する。このように、Src は負の調節機構にて活性が制御されている 95。この研究

では、Src ならびにその活性調節に関わる Csk および Cbp について mRNA 発現

量を測定したところ、AhRd/-と AhRnls/nls のいずれのマウスでも TCDD 曝露によ

る発現量の変化は認められなかった (Figure 12)。このように TCDD 曝露により

Src の活性化に関わる遺伝子の mRNA 発現量が変化しなかったにも関わらず、

AhRd/-マウスにおいてプロスタノイド合成経路の活性化および授乳期水腎症の

発症が認められたことから、TCDD 曝露によるプロスタノイド合成経路の活性

化は Src を介さない可能性が考えられる。 
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4.10. AhRと NF-κB の相互作用による PGE2合成経路の関連遺伝子の転写活性

化 

本研究において AhR の核移行機能を欠損させたことで核内での AhR と他タ

ンパク質との相互作用が欠損したことも、AhRnls/nlsマウスで TCDD による PGE2

合成経路の活性化が見られなかった一因として考えられる。核内で AhR と相互

作用する主なタンパク質として挙げられるのが、Arnt や NF-κB である。複数種

類の細胞を用いた先行研究 26において、Arnt をノックダウンしても TCDD によ

る PGE2合成経路の活性化が確認されたことから、本研究では NF-κB が PGE2合

成経路の活性化に関与している可能性を検討した。 

TCDD曝露によるNF-κB の活性化 55, 57や、NF-κBを介したmPGES-1やCOX-2

などの転写活性化 96、さらに、NF-κB 標的遺伝子である IL-1β97や TNF-α98, 99に

よる cPLA2α や COX-2 の発現誘導および PGE2 産生亢進 76 が報告されており、

核移行後の AhR と NF-κB との相互作用が TCDD 曝露によるプロスタノイド合

成経路に関与する可能性が考えられた (Figure 13D)。また、水腎症発症に重要な

役割を果たすマクロファージの浸潤 100 に、同じく NF-κB の標的遺伝子である

MCP-1101, 102が密接に関与するという報告がある。さらに、IL-1β、TNF-α、KC、

MCP-1 といった NF-κB 標的遺伝子に加え、COX-2 や cPLA2などの mRNA 発現

量の TCDD 曝露による発現誘導は、NF-κB 阻害剤で抑制されることが、in vitro
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および in vivo 実験系にて明らかにされている 23。上述の結果 (3.2.3.) より、こ

れら 4 つの NF-κB の標的遺伝子および COX-2 や cPLA2α が、いずれも TCDD 曝

露 AhRd/-マウスでは mRNA 発現誘導されていたのに対し、TCDD 曝露 AhRnls/nls

マウスではその誘導が見られなかった (Figure 10, 11) ことから、AhR の核移行

機能欠損によって NF-κB 経路が活性化されなかったため、プロスタノイド合成

経路の活性化や授乳期水腎症の発症が起こらなかった可能性が考えられた。 

 

4.11. TCDD曝露によりAhRの核移行を介して腎臓にマクロファージが誘導さ

れる 

水腎症で認められる過剰なアラキドン酸産生とプロスタノイド産生にはマク

ロファージの集積が重要な役割を担うことが報告されている 100。尿管を閉塞さ

せた腎臓では、無処置の腎臓に比べてプロスタノイドの産生量が増加するが 103、

このうち特に顕著な産生増加が認められる PGE2や TXA2は、マクロファージの

浸潤を阻害することで尿路閉塞による産生増加が抑制されると報告された 100。

この先行研究 100により、尿管が閉塞することで腎臓にマクロファージが集積し、

浸潤したマクロファージと腎臓の間質細胞が相互に作用し合うことで PGE2 お

よび TXA2 の産生を促進させることが明らかになった。こうして産生された
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PGE2 および TXA2 は、それぞれ尿量の増加および血管収縮を引き起こし、水腎

症発症の原因となることが考えられる。 

私のこの実験 (3.2.3.) では、マクロファージの遊走を誘導する MCP-1 の

mRNA 発現量が TCDD 曝露 AhRd/-マウスでは有意に増加していたのに対し、

TCDD曝露AhRnls/nlsマウスではその発現増加が有意に減弱していた (Figure 11D)。

さらに、直接マクロファージ数を反映するものではないが、マクロファージおよ

び単球マーカーである F4/8079の mRNA 発現量も、TCDD 曝露 AhRd/-マウスで発

現誘導されていたのに対し AhRnls/nlsマウスでは変化が認められなかった (Figure 

11E)。このことから、TCDD 曝露によるマクロファージの集積には AhR の核移

行を要することが推察され、このように誘導されたマクロファージと腎臓間質

細胞の相互作用により PGE2が過剰に産生され、水腎症の発症に至った可能性が

考えられた。 

 

4.12. TCDD 毒性発現に関与しうるサイトカインの発現誘導は AhR の核移行

を要する 

前述 (3.2.3.および 4.10.) のように、TCDD 曝露 AhRd/-マウスにおいて IL-1β、

TNF-α、MCP-1、KC などのサイトカインの mRNA 発現量は、有意に誘導されて

いた (Figure 11)。IL-1α, β および TNF-α, β の受容体欠損マウスを使用した先行研
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究 104では、ダイオキシン曝露による ALT 値の上昇や肝臓における炎症性細胞の

浸潤、および肝細胞のアポトーシスなどの TCDD 毒性の発症に IL-1 や TNF な

どの炎症性サイトカインを要することが明らかになった。さらに前述 (4.11.) の

ように、MCP-1 が水腎症の発症に関与することが報告されている 105, 106。これら

TCDD毒性の発現に関与するサイトカインのmRNA発現量が、TCDD曝露AhRd/-

マウスでは誘導されたのに対し AhRnls/nls マウスでは変化が認められなかった 

(Figure 11) ことから、AhR の核移行を介して誘導されたサイトカインが、水腎

症をはじめとする TCDD 毒性の発症に関与する可能性が考えられた。 

 

4.13. 今後の課題 

本研究 (3.1.2.) およびこれまでの先行研究 36, 37 により、TCDD 曝露による授

乳期水腎症の発症には PGE2 合成経路が密接に関与することが明らかになった。

さらに、AhRnls/nls マウスを用いることで、AhR は TCDD による活性化後、核内

に移行することでプロスタノイド合成経路の活性化および授乳期水腎症の発症

に関与する可能性を提示した (3.2.)。しかしながら、AhR が核移行後のどのよう

な作用で PGE2合成経路を活性化するのかは明らかにできておらず、今後は上述 

(4.7. ~ 4.10.) の、AhR による PGE2 合成経路の関連遺伝子の転写活性化 (Figure 

13C)、Src の活性化による PGE2合成経路の活性化 (Figure 13B)、AhR と NF-κB



 

78 

 

の相互作用による PGE2合成経路の関連遺伝子の転写活性化 (Figure 13D)、など

の可能性を検討していく必要がある。 

 

4.14. 結論 

本研究では、数ある TCDD 毒性の中でも、口蓋裂、水腎症、胎生致死、体重

減少、肝障害、胸腺萎縮に着目し、cPLA2α の有無が授乳期水腎症、体重減少お

よび胎生致死の毒性発現に影響を及ぼすことを明らかにした。中でも、特に

cPLA2α の毒性発症への関与が明快な授乳期水腎症を cPLA2α を介して発症する

典型的疾患として位置づけ、同条件の実験を AhRnls/nls マウスを用いて行うこと

で、TCDD 曝露による AhR 活性化から PGE2 合成経路の活性化までの未知の毒

性発現機序を検討した。その結果、TCDD 曝露による PGE2合成経路の活性化お

よび授乳期水腎症の発症には AhR の核移行を要するということが示唆された。

これにより、TCDD 曝露による PGE2 合成経路の活性化機序として、既報の Ca

シグナルを介する AhR の核外作用とは別の新たな可能性として、NF-κB が関与

する PGE2合成経路の活性化を提示した。このように PGE2合成経路の活性化お

よび TCDD 毒性の発現に AhR 核移行を要するという事実は、TCDD の多様な毒

性の発現機序を解明していく上で、重要な手がかりとなることが期待される。 
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