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Abstract

Maternal exposure to dioxins causes a number of developmental disorders in the offspring. Previous
studies have suggested that lactational exposure to 2,3,7,8-tetrachlorodizenzo-p-dioxin (TCDD)
reduces the pup level of thyroid hormone after weaning, leading to the damage to their development
including neural maturation. However, the specificity for age and dioxin congeners as well as dose
dependency in terms of a reduction in pup thyroid hormone remains to be clarified. To address this
issue, we investigated whether TCDD or 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran (PenCDF), one of the
dioxins which causedÆYushoÇincident, affects the status of thyroid hormone during the fetal and
neonatal periods. Treating pregnant rats at gestational day (GD)15 with 1μg/kg TCDD scarcely
affected the serum concentration of thyroxine, although a significant reduction by TCDD was detected
at limited endpoints [GD21 and postnatal day (PND)21]. In addition, maternal exposure to TCDD
(0.05-30μg/kg) or PenCDF (1-1,000μg/kg) did not have any change in the serum level of thyroxine
in GD20 fetuses even at the maximum dose. Neither the expression of pituitary thyroid-stimulating
hormone β (TSHβ) nor hypothalamic thyrotropin-releasing hormone was sensitive to TCDD
treatment. In pregnant dams, TCDD decreased the serum level of thyroxine at GD20 and 21, while the
pituitary expression of TSHβ was induced. These results suggest that a single administration of
dioxins to pregnant rats at GD15 have little effect on the level of thyroxine in the fetuses and infants,
while a reduced level of this hormone observed in the offspring at GD21 and PND21 and pregnant
dams at GD20 and 21.
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は じ め に

ダイオキシン類は，現在も環境中に広く分布す

る環境汚染物質であり，生体に対して多岐にわた

る毒性を惹起する1)．中でも，妊娠期や授乳期の

母体への曝露により出生児に出現する発育障害は，

障害発現に要する用量が小さく，成長後にまで障

害形質が残ることから問題が大きい2)．具体的に

は，妊娠ラットがダイオキシンの曝露を受けるこ

とにより，出生児に低身長・低体重3)4)，学習記憶

能力障害5)6) 並びに社会行動の低下7) などに代表

される成長遅延や，生殖器官の委縮8) および交尾

行動障害8)9) などの性未成熟が生じる．九州北部

および台湾で発生した油症事件の追跡調査により，
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被害者から出生した子供において低体重10) や認

知発達の遅延11) 等が示唆されている．さらに，

ごく最近の健常者を対象とした疫学研究によって，

ダイオキシン類による子供の発育への影響は，母

親の食事由来の微量なダイオキシン類により引き

起こされる可能性が懸念されている12)13)．この

ように，ダイオキシンによる発育障害の機構解明

とそれに基づく解決策の構築は，ヒト次世代の健

康を衛る上で今なお重要な課題である．

これまでの研究により，最強毒性のダイオキシ

ンである 2,3,7,8-tetrachlorodizenzo-p-dioxin

（TCDD）を妊娠（gestational day ; GD）15 日目の

ラットに投与することにより，離乳児において血

中甲状腺ホルモン濃度が低下することが明らかと

されている14)15)．さらに最近，妊娠期および授乳

期の継続的な TCDD 処理によって母体の甲状腺

ホルモンが低下し，これと付随して児のレベルも

減少することが見い出されている16)．これらと

関連して，ヒト疫学調査においても，母体の血中

ダイオキシン類濃度と胎盤あるいは新生児血中の

甲状腺ホルモン濃度には負の相関があることが報

告されている17)18)．甲状腺ホルモンは，神経の発

達や骨格形成に重要であることから19)20)，ダイオ

キシンは発達期の本ホルモン低下を起点として発

育障害を惹起するとの学説が提唱されてい

る14)~16)21)．しかし，上記の実験動物を用いた既

存研究の殆どは離乳後の児を対象として行われて

おり，ダイオキシンが胎児や乳児のどの時期から

甲状腺ホルモンを抑制するのかは十分に解析され

ていない．さらに，TCDD以外のダイオキシンに

よる障害性も検討されていない．これらを明らか

にすることは，障害機構における甲状腺ホルモン

減少の寄与を明らかにする上で重要と思慮される．

そこで本研究では，妊娠ラットへの TCDD 単回

経口投与が児の血中甲状腺ホルモンに及ぼす影響

の出現時期を明らかにすると共に，2,3,4,7,8-

Pentachlorodibenzofuran（PenCDF）が胎児の血

中甲状腺ホルモンに影響を及ぼすか否かを解析し

た．

実 験 方 法

1．実験材料

TCDDは，AccuStandard 社（NewHaven, CT,

USA）より購入した．PenCDFは，我々の過去の

報告22) に基づいて合成した．Corn oil は，味の素

株式会社の市販品を購入した．その他の試薬は，

実験に適した純度のものを使用した．

2．動物実験

TCDD（99％＞ purity）および PenCDF（99％

＞ purity)22) は，40μg TCDD/mL acetone あるい

は 130μg PenCDF/mL acetone 溶液として使用ま

で-30℃に保存した．用時に必要量 corn oil と混

和したのち，acetone を窒素ガスで留去して調製

した．

Wistar 系雌性ラット（7週齢）および雄性ラッ

ト（10 週齢）は，九動株式会社（佐賀県鳥栖市）

より購入した．雌雄ラットを一晩交配し，翌日膣

内に精子が確認された日を GD0 とした．GD15

に，TCDD（0.05-30μg/kg）および PenCDF（1-

1,000μg/kg）溶液または，コントロールとして

corn oil 油を単回経口投与した．GD17〜21 およ

び生後（postnatal day ; PND）0，4，7，10，14，21

および 28 日目の児より視床下部，脳下垂体およ

び血液を採取した．また，GD16〜21 の母体より

脳下垂体および血液を採取した．採取した血液は，

室温にて 2 時間程度放置したのち，4℃，3,000

rpm にて 15 分間遠心分離を行い血清とした．臓

器および血清は，使用まで-80℃に保存した．

3．リアルタイム reverse transcription-poly-

merase chain reaction (RT-PCR)

mRNA発現量は，リアルタイム RT-PCR 法を

用いて解析した23)．摘出した臓器より，RNeasy

Mini Kit (QIAGEN GmbH, Hilden, Germany) を用

いて total RNA を抽出した．Total RNA は，

PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser

（タカラバイオ株式会社，滋賀県大津市）を用いて，

添付説明書に従って cDNA を合成した．リアル

タイム PCRには，Fast SYBR Green Master Mix

（Life Technologies 社，Carlsbad, CA, USA）を使

用し，反応条件は［95℃，20 秒-40 サイクル（95

℃，3秒-60℃，30 秒）］とした．この反応ののち，

増幅産物の特異性を確認するために融解曲線［95

℃，15 秒-60℃，1分-60 to 95℃（0.3℃ずつ上昇，

各 15 秒）］を作製した．使用したプライマー配列

は Table 1 に示す．目的遺伝子の発現量は，β

-actin に対する相対値として解析した．
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4．Enzyme-linked immunosorbent assay (EL-

ISA)

血 清 free-thyroxine（T4）濃 度 は，市 販 の

free-Thyroxine ELISAMicrowells（Monobind社，

Lake Forest, CA, USA）を用いて，添付説明書に

従って測定した．胎児血清は測定時に滅菌水にて

3倍希釈して使用した．

結 果

GD15 の妊娠ラットへの TCDD 単回経口投与

が胎児および出生児の血中甲状腺ホルモン濃度に

与える影響とその出現時期を明らかにするため，

胎児から出生後にかけて児の血中 T4 濃度を測定

した．その結果，TCDDは胎児期や授乳期におけ

る児の血中 T4 濃度には殆ど影響を与えず，出生

直前（GD21）および離乳時期（PND21）における

一過性の減少を惹起するに止まった（Fig. 1)．さ

らに，TCDD および PenCDF 母体曝露が GD20

胎児の T4 レベルに与える影響とその濃度依存性

を解析した結果，両ダイオキシン共にいずれの濃

度においても影響は認められなかった（Fig. 2)．

これらの結果から，GD15 の妊娠ラットへのダイ

オキシン単回処理による甲状腺ホルモン減少は，

少なくとも GD20 までは生じないこと，並びに授

乳期においても影響は生じないことが明らかと

なった．しかし，本検討においても 1μg/kg

TCDD母体曝露により離乳児のT4 レベルの減少

が確認され，既報14)15) と一致した結果が得られ

た．

T4 低下の機構解析のため，胎児および出生児
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Table 1 The primer sequences used for real-time PCR

Target
mRNA

Forward（5′−＞ 3′)
Reverse （5′−＞ 3′)

Product
size (bp)

Accession
No.a

TRH TTGTGGAAAGACCTCCAGCG 127 NM_013046

CTCCCCTCTCTTCAGCTTCA

TSHβ CAGAACGGTGGAAATACCGG 157 NM_013116

GAATGTCTGTGGCTTGGTGC

β-actin CACCATGTACCCAGGCATCGC 122 V01217

AGCCACCAATCCACACAGAG
aGenbank accession No. is shown.

S
er

um
 c

on
ce

nt
ra

tio
n 

(n
g/

m
L)

0

0.5

1

1.5

2

2.5

3

3.5

4

18 0 4 14 21 287 1020

GD PND

Control
TCDD

*

*

Fig. 1 Effect of maternal exposure to TCDD (1μg/kg at GD15) on the serum
concentration of thyroxine in male pup.
Pregnant rats (GD15) were orally treated with TCDD (1μg/kg). Each plot
represents the mean ± S.E.M. of 3-4 pups which were removed (born)
from different dams. Significantly different from control : *p＜ 0.05.



において T4合成の上位制御因子である視床下部

の甲状腺刺激ホルモン放出ホルモン（thyrotro-

pin-releasing hormone ; TRH）並びに脳下垂体の

甲状腺刺激ホルモン（thyroid-stimulating hor-

moneβ ; TSHβ）の遺伝子発現に対する影響を解

析した．その結果，両ホルモン発現に対する影響

はいずれの時期においても観察されなかった

（Fig. 3)．一方，TCDD が母体の血中 T4 濃度に

及ぼす影響を解析した結果，GD20 および GD21

において有意に低下することが明らかとなった
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Fig. 2 Absence of the effect of maternal exposure to TCDD (0.05-30μg/kg)
or PenCDF (1-1,000μg/kg) on the serum level of thyroxine in male
fetuses at GD20.
Pregnant rats (GD15) were orally treated with TCDD (0.05-30μg/kg)
or PenCDF (1-1,000μg/kg). Each bar represents the mean ± S.E.M. of
3-4 fetuses which were removed from different dams.
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Fig. 3 Absence of the effect of maternal exposure to TCDD on the
hypothalamic expression of TRH (A) and pituitary expression of TSHβ
(B) in male pups.
The expression of target mRNAs was normalized by β-actin mRNA.
Each plot represents the mean ± S.E.M. of 4-10 pups which were
removed (born) from different dams.



（Fig. 4A)．母体脳下垂体におけるTSHβ mRNA

発現は同時期に TCDD により逆に増加し（Fig.

4B)，これは T4 減少による脳下垂体へのフィー

ドバックのためと考えられた．

考 察

本研究では，ダイオキシン母体曝露が胎児およ

び出生児の血中 T4 濃度に及ぼす影響を解析した．

その結果，GD15 母体へのダイオキシン曝露は，

GD20 までの胎児および乳児の血中 T4 濃度には

全く影響を及ぼさず，出生直前および離乳期の限

定された時期においてのみ T4 レベルを低下させ

ることが明らかになった．さらに，GD20 胎児の

T4 レベルは TCDD および PenCDF 共に高用量

曝露によっても影響を受けないことが確認された．

これらの結果から，本検討におけるダイオキシン

曝露条件下においては，胎児および新生児の甲状

腺ホルモンレベルに対する影響は小さいことが明

らかとなった．我々はこれまでに，本研究で用い

たダイオキシン処理条件である GD15 母体への 1

μg/kg の TCDD 処理により，GD20 以前より胎

児において luteinizing hormone（LH）および

growth hormone（GH）が減少し，出生児の発育

が障害されること24)~31)，並びにTCDDと同様に

PenCDF によっても用量依存的に胎児 LH/GHの

減少が起こることを突き止めている29)．従って，

胎児および新生児の T4 への影響はこれらへの影

響と比較して小さく，妊娠後期のダイオキシン単

回処理に基づく胎児や新生児の発育障害に対して

は甲状腺ホルモン減少の寄与は少ないことが強く

示唆された．一方，離乳後においては LH や GH

の低下は観察されないことから27)28)，離乳期であ

る PND21 の T4 低下は無視できないかもしれな

い．しかし，PND28 には T4 減少が消失する事実

から，これの一過性の減少が発育障害にどの程度

寄与するかはさらなる検討を要する．

TCDD は胎児期および出生後の視床下部 TRH

および下垂体TSHβ発現には影響を及ぼさず，妊

娠期のダイオキシン曝露は児の甲状腺ホルモン合

成制御系に影響を及ぼさないこと，並びに一過性

の血中 T4 濃度の低下はこれらの変動では説明で

きないことが示唆された．胎生期のラット甲状腺

は未熟であり，出生後から生後 3週齢の間にホル

モン分泌が高まる20)．すなわち，胎児期において

は胎盤を介して移行する母体由来のホルモンが胎

児での恒常性を維持し，発育に重要な役割を果た

すことが知られている32)．本結果もこれをよく

支持しており，胎児期の T4 レベルは母体と同程

度であるが，出生直後に顕著に減少し，GD20 お

よび GD21 の母体での T4 低下と共に出生直前に

胎児でも低下した．さらにこれと関連して，GD1

から離乳期に至るまでの持続的な TCDD 曝露に
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Fig. 4 Effect of TCDD (1μg/kg at GD15) on the serum concentration of
thyroxine (A) and the pituitary expression of TSHβ (B) in dam rats.
Each plot represents the mean ± S.E.M. of 4 rats. Significantly
different from control : *p＜ 0.05 and ***p＜ 0.001.



よって，GD16 より出産後まで継続して母体の甲

状腺ホルモンが低下し，これと付随して児のホル

モンレベルが減少することが示されている16)．

本検討とは曝露量や時期が異なるが，より早い段

階での曝露によって妊娠母体に影響が生じた場合

には，胎児や新生児の甲状腺ホルモン減少を介し

た発育への影響に注意が必要と思われる．ヒトの

場合，母親が日常的に食事から微量のダイオキシ

ンを摂取し続ける問題から，妊娠期の持続的な低

用量曝露による母子の甲状腺ホルモンへの影響の

有無を明確にすることがヒト次世代へのリスクを

考える上で重要である．

TCDD が離乳児の甲状腺ホルモンを減少させる

機構には，代謝酵素である UDP-glucuronosyl-

transferase（UGT）の誘導が寄与する可能性が見

い出されている14)15)．我々は，妊娠後期の母体肝

臓においても UGT発現が増加することを確認し

ており30)，離乳児のみならず母体の T4 低下も，

UGT による代謝の亢進が一つの要因であると考

えられる．さらに本検討では，離乳児で認められ

る T4 の減少が PND28 には既に消失することも

見い出した．一般に，授乳を介して児に移行する

ダイオキシン量は，胎盤から移行する量の約 150

倍にものぼるため33)，乳児期の進行に従ってダイ

オキシン濃度は増加し，離乳以降は急激に減少す

る34)．従って，PND21 においては，ダイオキシ

ン濃度が高いために肝臓での UGT発現が誘導さ

れ T4 が低下するが，以降はダイオキシン濃度の

低下により影響が消失したと考えられる．ダイオ

キシンによって高感度に誘導される遺伝子である

CYP1A1 の TCDD 依存的な発現上昇が，PND14

の出生児視床下部では劇的に生じるが，PND28

においては数倍程度に止まる事実も28)，上記の推

定をよく支持する．

結 論

GD15 の妊娠ラットへのダイオキシン曝露は，

GD20 までの胎児並びに乳児の甲状腺ホルモンレ

ベルには影響を及ぼさず，本処理条件下において

は甲状腺ホルモンへの影響は小さいことが明らか

になった．
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