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ダイオキシン母体曝露が胎児ステロイド産生臓器の

性ステロイドホルモン合成系に及ぼす影響

九州大学大学院薬学研究院 分子衛生薬学分野
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The Effect of Maternal Exposure to Dioxin on Fetal

Steroidogenesis in the Steroidogenic Organs

Tomoki TAKEDA, Junki TAURA, Misaki FUJII, Takayuki KOGA, Yuji ISHII and Hideyuki YAMADA

Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University

Abstract 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) exposed to pregnant or lactational mother
impairs the reproduction and development of the pups. The defect is a serious problem, because it is
caused by TCDD at much lower doses than that needed for acute toxicity in the mother. However,
the toxic mechanism underlying the defect remains to be obscure. We have previously revealed that
maternal exposure to TCDD (1 µg/kg) causes a reduction in luteinizing hormone in the fetal pituitary,
leading to the reduced expression of testicular steroidogenic proteins such as steroidogenic
acute-regulatory protein (StAR) and cytochrome P450 (CYP) 17. In addition, we have provided
evidence that such a reduction imprints defects in sexual behaviors at adulthood. In this study, we
investigated TCDD effect on fetal steroidogenesis in the extra-gonadal tissues. Even when pregnant
Wistar rats at gestational day (GD) 15 were orally treated with TCDD (0.25, 1 or 3 µg/kg), neither
expression of StAR nor CYP17 mRNAwas affected in the adrenal gland, placenta and hypothalamus of
male fetuses (GD20). However, TCDD induced placental StAR (3 µg/kg) and adrenal CYP17 mRNAs
(0.25 µg/kg) in female fetuses. Therefore, our study suggests that while TCDD gives damage to male
fetal steroidogenesis in a testis-specific manner, the dioxin enhances the steroidogenesis of the fetal
adrenal gland and placenta in females. Thus, the mechanism whereby TCDD exerts its
endocrine-disrupting properties is considered to differ, at least partially, between male and female
fetuses.

Key words : 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), Cytochrome P450 17, Fetus ster-
oidogenesis, Steroidogenic acute-regulatory protein

は じ め に

2, 3, 7, 8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（TCDD）に代表されるダイオキシン類は，生体に

多様な障害を惹起することが知られている．これ

らは，高用量曝露により観察される毒性（消耗症，

発ガンプロモーション作用あるいは肝障害など）

と，妊娠期あるいは授乳期の母親が比較的低用量

の曝露を受けた場合に児において認められる毒性

（生殖毒性，発達毒性，催奇形成など）に大別され

る1)2)．前者は偶発的な高濃度曝露でも受けない

限り発生しにくいと思われるが，後者は発現に要

する曝露量の少なさおよび次世代へ影響を及ぼす

ゆえに問題が大きい．中でも，生殖毒性は他の毒

性と比較してより低用量の曝露により発現するこ

とから2)，機構解明や対処法の構築が望まれる．

これまでの多くの研究から，ダイオキシン類は抗

エストロゲン作用を有することが報告されており，

これが生殖毒性発現機構の一端を担うと推定され

ている3)~10)．具体的には，エストロゲンレセプ

ターシグナルに対する競合的影響3)5)8)，エストロ

ゲンレセプターの発現低下4)9)，エストロゲン合

成／分泌低下6)およびエストロゲン代謝酵素の誘

導7)10)等である．しかし，これらの機構の障害へ

の寄与はよく理解されていない．

当研究室では，生殖毒性発現機構の解明を目指
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し，ラットを用いた解析を行ってきた．これまで

に，妊娠ラットへの TCDD曝露により，胎児脳下

垂体において luteinizing hormone（LH）の発現が

低下し，これを起点として精巣の steroidogenic

acute-regulatory protein（StAR）等の性ステロイ

ド合成系タンパク質の発現が低下することを既に

報告している11)12)．さらに，TCDD曝露胎児に

LH を補給することで成長後の性行動障害がほぼ

改善されることから，本障害の主たる要因が胎児

期特異的な LH の低下にあることも実証してい

る13)．しかし，我々がこれまでに報告している性

ステロイド合成系への影響は，主に性腺での検討

であり，他の臓器に対する影響は詳細に検討して

いない．

性腺以外のステロイド産生臓器の一つとしては，

糖質コルチコイド，鉱質コルチコイドおよび副腎

アンドロゲンを産生する副腎がある．副腎は発生

の起源が性腺と同一であり，胎児期には性ステロ

イド合成系を発現することが知られている14)~16)．

また，胎児期の副腎は LH受容体を発現すること

から16)，胎児期における LHの低下は，副腎にお

けるステロイド合成系にも影響する可能性も考え

られる．胎児期においては，胎盤も重要なステロ

イド産生臓器と位置づけられる．ヒトの場合，妊

娠後期に主要なエストロゲン産生臓器が卵巣から

胎盤に変化し，胎盤機能が母子間の正常なステロ

イド環境の保持に重要な役割を演じている17)18)．

現在のところ，同様の機構がラットにおいても存

在するか否かは明確にされていない．しかし，

ラット胎盤も progesterone 産生能を有し19)，

StAR等のステロイド合成系タンパク質が発現し

ていることから20)21)，ラット胎盤もステロイド産

生臓器としての機能を有することが示唆されてい

る．

ステロイドホルモン制御における胎盤の役割に

は性差が存在する可能性が高い．胎児ラットの卵

巣は LHに対する応答性が微弱であり22)23)，性ス

テロイド産生能が雄に比較してはるかに低い．し

かし，胎児終期における総テストステロン量には

大きな性差は認められない24)．また，胎児末梢血

中の性ステロイドホルモンレベルは雄の方が高い

のに対し，臍帯血中においては雌雄差は殆ど認め

られず，このレベルは雌の末梢血中レベルとほぼ

同等である25)．これらの矛盾から，雌胎児では胎

盤を介して主要な性ステロイドが供給される一方，

雄胎児では胎盤により性ステロイドが代謝された

のち循環血に戻る機構が考えられる．これはヒト

で想定されている機構であるが，ラット胎盤も性

特異的な機能を通してステロイド調節に関与する

ものと推定される．

近年，脳で合成されるステロイドホルモンが脳

機能に寄与することが明らかとなりつつある．こ

れは，脳内にも StARなどのステロイド合成系タ

ンパク質の発現が認められ，成熟動物脳内ではス

テロイドレベルが末梢血中のレベルよりも数倍高

濃度で存在する等の基礎的報告に基づく26)~28)．

胎児脳内の各部位においても高濃度の性ステロイ

ドホルモンが存在し，それらの水準に性差は存在

しないとの報告もなされている29)．従来は，雌胎

児の脳分化にはステロイドホルモン刺激を受けな

いことが必要と考えられていた訳であり30)31)，学

説が変わる可能性が浮上してきている．従って，

胎児の脳分化・性分化，特に雌胎児においては脳

の局所でも多くのステロイド合成が行われる可能

性がある．

前述の通り，これまで我々は TCDD の胎児生

殖腺のステロイド合成に及ぼす影響に焦点を当て

てきた．しかし，生殖腺以外のステロイド生産組

織への影響が TCDD の障害性に寄与する可能性

は否定できない．そこで本研究では，胎児ステロ

イド産生臓器として報告されている副腎，胎盤お

よび脳（視床下部）に着目し，TCDD母体曝露に

よるステロイド合成系タンパク質の mRNA発現

変動を解析した．

実 験 方 法

１．実験材料

TCDDは，AccuStandard社（NewHaven, CT,

USA）より購入した．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は 40 µg/mL acetone溶液を調製し，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 を窒素ガスにて留去し，

TCDDが 0.125，0.5 および 1.5 µg/mLとなるよ

うに調製した．
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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（熊本市）より購

入した．雌と雄ラットを一晩交配し，翌日膣内に

精子が確認された場合，妊娠０日目とした．妊娠

15日目に，TCDD（0.25，1あるいは 3 µg/kg/2

mL corn oil）を経口投与した．TCDDの投与量は，

当研究室のこれまでの成果から胎児精巣において

StAR等の低下が確認されている 1 µg/kgを基準

として設定した．また，対照群には corn oil（2

mL/kg）を投与した．妊娠 20日目に胎児を摘出

し，性腺，副腎，胎盤および視床下部を採取した．

臓器は，液体窒素にて急速凍結し，使用まで-80℃

に保存した．

３．リアルタイム RT-PCR

目的タンパク質の mRNA発現量は，リアルタ

イ ム reverse transcription-polymerase chain

reaction（RT-PCR）法を用いて解析した32)．摘

出臓器より，RNeasy Mini Kit（QIAGEN GmbH,

Hilden, Germany）を用いて，total RNAを抽出し

た．Total RNA は，DNase I処理（Life Techno-

logies, Carlsbad, CA, USA）を行いゲノム DNAを

除去したのち，PrimeScript RT reagent kit（タカ

ラバイオ株式会社，滋賀市）を用いて cDNAを合

成した．リアルタイム PCR は，Fast SYBR

Green Master Mix（Life Technologies）を使用し，

反応条件は［95℃, 20 sec. - 40 cycle（95℃, 3 sec．

- 60℃, 30 sec.）］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 melting curve

［95℃，15 sec. - 60℃, 1 min. - 60 to 95℃（0.3℃

ずつ上昇，各 15 sec.）］を作製した．使用したプ

ライマーは Table 1 に示す．解析には compara-

tive threshold cycle method（ΔΔCT法）を用いた．

すなわち，β-actin を内標準物質とし，目的遺伝

子の threshold cycle（Ct）値をβ-actinのCt値か

ら差し引いてΔCT を算出し，さらに各群のΔCT

と対照群のΔCTの差（ΔΔCT）を求めたのち対照

群に対する相対値として比較した．

結 果

まず，母体に処理した TCDDが胎児に移行し

ていることを確認するために，ダイオキシン曝露

により鋭敏に誘導されることが知られている遺伝

子である CYP1A1 の mRNA 発現を解析した．

その結果，いずれの臓器においても用量依存的な

発現誘導が認められ，母体処理した TCDDは胎

児の観察対象組織に移行することが確認された

（データ未掲載）．そこで，性ステロイド合成系に

対する影響を検討するために，各臓器における

StARおよび CYP17 のmRNA発現変動を解析し

た．StAR は，ステロイドホルモンの原料である

コレステロールをミトコンドリア内へ輸送するタ

ンパク質であり，ステロイドホルモン合成の律速

過程として知られている33)．また CYP17は，性

ステロイドホルモンの合成に必要な酵素であ

る34)．確認のため，TCDD（1 µg/kg）母体曝露に

よる胎児精巣 StARおよび CYP17 の発現変動も

併せて解析した．その結果，既報と同様，1

µg/kg TCDD の母体処理は胎児精巣の両 mRNA

発現を有意に低下させた（Fig. 1）．

TCDD母体曝露後に副腎，胎盤および視床下部

の StAR mRNAの発現変動を検討した結果，雄

胎児では 0.25, 1 および 3 µg/kg のいずれの用量

においても有意な変動は認められなかった（Fig.

2）．一方，雌胎児でも，副腎と視床下部では３種

の用量で有意な変動は観察されなかったが，胎盤
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NM_012540CYP1A1

U76419

No.a
AccessionTarget

StAR

mRNA

aGenbank accession No. is shown.

Table 1 The design of primer sequence for real-time PCR

Product

V01217

M31681CYP17

122

135

99

109

size (bp)

CACCATGTACCCAGGCATCGC

CTGATACGCAGCACTTCTCG

GCACAATCCTGAGGTGAAGA

ATGACCTTCTCACTCAGGTG

CCATGACCAGGAACTATGGG

CGTGAGTTTGGTCTTTGAGG

ACACTTTGGGGAGATGCCTG

Reverse (5′−> 3′)

Forward (5′−> 3′)

AGCCACCAATCCACACAGAG

β-actin



では 3 µg/kg処理により２倍程度の誘導が認め

られた（Fig. 3）．CYP17 mRNAの発現変動に関

しても同様に解析を行ったところ，雄胎児ではい

ずれの臓器においても影響が認められなかった

（Fig. 4）．しかし，雌胎児の副腎では最低用量の

0.25 µg/kgでのみ誘導が観察された（Fig. 5）．胎

盤および視床下部においては影響は認められな

かった（Fig. 5）．
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Fig. 3 Effect of TCDD on the expression of StAR mRNA in
the non-gonadal steroidogenic tissues of female
fetuses. Each bar represents the mean± S.E.M. of
3-6 fetuses which were removed from 3-6 different
dams. Significantly different from control : *p < 0.05.
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Fig. 4 Absence of the TCDD effect on the expression of
CYP17 mRNA in the non-gonadal steroidogenic
tissues of male fetuses. Each bar represents the
mean± S.E.M. of 3-6 fetuses which were removed
from 3-6 different dams.

ro
l=

1.
0) *

 (C
on

t 3.0

f m
R

N
A

2.0

e 
le

ve
l o

1.0

R
el

at
iv

0
0 10.25 0 10.253 3

Adrenal(♀) Placenta (♀)

0 10.25 3

Hypothalamus (♀)

TCDD (μg/kg):

Fig. 5 Effect of TCDD on the expression of CYP17 mRNA
in the non-gonadal steroidogenic tissues of female
fetuses. Each bar represents the mean± S.E.M. of
3-5 fetuses which were removed from 3-5 different
dams. Significantly different from control : *p < 0.05.

ol
=1

.0
)

A 
(C

on
tr

1.0

of
 m

R
N

0 5 ***

*

e 
le

ve
l 

.

R
el

at
iv

0
Con. TCDD

CYP17
Con. TCDD

StAR 

Fig. 1 Reduction in the testicular
expression of StAR and
CYP17 mRNAs in fetal rats
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胎児の StARと CYP17 mRNAの基礎発現水準

を今回解析対象とした３臓器間で比較した結果を

Table 2に示す．副腎では雌雄ともに StAR は他

の臓器に比較して高いものの，CYP17 の発現は

非常に低く，胎児期においても性ステロイド産生

能は低いことが推定された．一方で，胎盤におい

ては両遺伝子ともに精巣の５〜10% 程度の発現

が認められ，特に雌では，胎盤における発現量が

他の臓器に比較すると高値を示した．

考 察

本研究では，性腺以外のステロイド生産臓器で

ある副腎，胎盤および視床下部に着目して，

TCDD母体曝露による胎児ステロイド合成系タ

ンパク質の発現変動を解析した．その結果，雄胎

児ではいずれの臓器に関しても精巣において観察

される StARおよびCYP17 mRNAの発現低下は

認められなかった（Figs. 1, 2 and 4）．却って，胎

盤の StAR は誘導傾向が認められた（Fig. 2）．こ

のことから，TCDD母体曝露による雄胎児ステロ

イドホルモン合成系低下は，精巣特異的な現象で

あることが示唆された．一方，雌胎児に関しては，

0.25 µg/kg において副腎 CYP17，3 µg/kg にお

いて胎盤 StAR の有意な発現誘導が観察された

（Figs. 3 and 5）．このことから，ステロイド合成

系に対する TCDD の影響に関しては性差が存在

するものと考えられた．副腎における CYP17 の

誘導因子としては，副腎皮質刺激ホルモン

（ACTH），アンギオテンシン II，あるいは corti-

cotropin-releasing hormone（CRH）の直接作用な

どが報告されている35)~37)．副腎の初代培養系に

おいては，低濃度の TCDD（0.1 pM）により

ACTHの合成／分泌量が増大し38)，また TCDD

の周産期曝露は児のアンギオテンシン II に対す

る応答性を高めることが報告されている39)．さ

らに，サルではTCDD曝露により CRHの発現が

誘導されると言う40)．これらのうち，ACTHと

アンギオテンシン II に関しては，StAR発現刺激

因子としても重要であることが知られているため，

これらを CYP17特異的な変動の要因とするのは

適切ではないかもしれない．しかし，CRHに関

しては CYP17特異的影響を説明する因子の可能

性があり，今後，詳細な検討を行う必要性がある．

胎盤の StARの発現制御に関しては刺激因子等に

未だ不明な点が多く，従って，TCDDによる胎盤

StARの増加もその機構は不明である．ステロイ

ド合成系の発現を制御する転写因子の種類や働き

は臓器間で異なることが報告されており36)41)，こ

れに関する基礎的機構の理解を含めて今後の課題

と考えられる．ダイオキシン類は細胞質画分に存

在する芳香族炭化水素受容体（AhR）に結合し，

多くの遺伝子上流に存在するコンセンサス配列

［xenobiotic responsive element（XRE）］への結合

を介してそれらの遺伝子発現変動を引き起こ

す42)．StARおよび CYP17 の遺伝子上流 10,000

base pair に 関 し て XRE の コ ア 配 列

（5'-CACGC-3'）を検索したところ，StARは３ヶ

所（-2,615，-3,260 および -6,295），CYP17 には

-813 に１ヶ所の存在が確認された．従って，

TCDDはこれらの配列を介して発現を誘導した

可能性も考えられる．雌特異的な変動の原因に関

しては不明であるが，ヒト等においては胎盤にお

ける雌雄の遺伝子発現状況ならびに役割には違い

があることはすでに理解されており43)，性差の面

からもアプローチが必要である．

本研究では，StARおよびCYP17 の基礎発現量
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0.093± 0.023

0.098± 0.028

CYP17

Placenta

[Female]

[Male]

mRNA

*Each level of mRNA was normalized by β-actin mRNA, and expressed as the relative value to that of the testis (target mRNA/β-actin = 1.00).
**Testis (male) and ovary (female) were analyzed.
Each value represents the mean± S.E.M. of 3-6 fetal rats removed from untreated different dams (gestational day 20).

CYP17

StAR

Table 2 Sex and organ differences in the expression of StAR and CYP17 mRNAs in the steroidogenic tissues of fetal rats.

0.0049± 0.0011

0.049± 0.015

0.000015± 0.000007

0.0022± 0.0008

Hypothalamus

0.046± 0.01213.8± 3.93

0.000018± 0.000005

0.00054± 0.00021

23.8± 4.85

Adrenal

0.0079± 0.0007

1.00± 0.14

1.00± 0.09

Gonad**

Relative level of mRNAs*

0.00027± 0.000190.0017± 0.0004

StAR



の臓器間比較も行った（Table 2）．副腎では，

StARの発現は高いものの性ステロイド合成に関

わる CYP17 の発現は遥かに低値であり，ラット

胎児終期でも副腎は糖質／鉱質コルチコイド生産

に比重を置く機能を担うものと推定された．一方，

胎盤では両遺伝子とも比較的に高い水準で発現し

ており，雄では精巣の 10%，雌では５ %程度が発

現していた．ごく最近，胎児視床下部が性ステロ

イド産生臓器として重要な役割を演じるとの研究

が発表されている29)．しかし，視床下部での

StARと CYP17 mRNAの発現は精巣の 0.2%以

下であり，特に後者の発現は痕跡程度である

（Table 2）．こ の よ う に，胎 盤 に お け る

StAR/CYP17 の発現は副腎や視床下部と比較し

て明らかに高く，これは胎盤が生殖腺と共に重要

な性ステロイド産生臓器であることを支持する．

胎盤においては，TCDDによる StARの発現誘導

が観察され［雄では増加傾向；雌では有意な誘導

（3 µg/kg）］，精巣 StAR とは変化の方向が逆で

あった．これと関連し，最近当教室では TCDD

母体曝露が胎児のテストステロン水準に及ぼす影

響を解析した．その結果，胎児精巣のテストステ

ロン含量は TCDD によって対照の５％程度にま

で顕著に低下するが，血液中の水準は対照の 60%

程度までにしか低下しなかった（未発表データ）．

これの理由として，上記の精巣−胎盤間の TCDD

作用の違いが関与する可能性がある．つまり，精

巣のテストステロン生産能低下が胎盤での産生増

加で一部相補されるためとも考えられる．ただ，

精巣の性ステロイド合成系は TCDD 1 µg/kgで

障害されるのに，胎盤合成系の誘導にはより高用

量（雌胎児のデータ）を有する結果となっており，

上記推定の確認のためにはより詳細な解析を要す

る．

結 論

TCDD母体曝露による雄胎児ステロイド合成

系障害は，精巣特異的に生じることが明らかと

なった．一方，胎児の副腎や胎盤においても

TCDDの影響（発現増加ないしその傾向）が観察

されたことから，障害やその機構は臓器によって

異なる可能性が示唆された．また，胎児ステロイ

ド合成系への TCDD作用には性差があることも

示唆された．
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