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Abstract

Maternal exposure to dioxin produces a number of developmental toxicity, such as growth
retardation and defects in sexual dimorphic behaviors in offspring. Our previous studies have found
that the toxic effects induced by 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), a highly toxic
congener of dioxins, are due to a reduction in the pituitary expression of growth hormone (GH) and
luteinizing hormone (LH) during the fetal period, via activation of the aryl hydrocarbon receptor (AHR).
In this study, we examined whether 2,3,7,8-tetrafluorodibenzo-p-dioxin (TFDD), the analog of
TCDD in which chlorine atoms are replaced with fluorine atoms, can antagonize dioxin toxicity. In
T47D cells, TCDD (0.5 nM) dramatically increased the activity and expression of cytochrome P450
1A1 (CYP1A1), a representative gene induced by AHR activation. However, TFDD co-treatment
suppressed the induction in a dose-dependentmanner. Its median effective dose (ED50) was estimated
as 45.9 nM. In contrast, although exposing 1 mg/kg TCDD to pregnant rats attenuated the expression
of LHb and GH mRNA and induced the expression of CYP1A1 mRNA in the male fetal pituitary, daily
oral administration of TFDD (1mg/kg/day) to the TCDD-exposed dams did not have any suppressive
effects. These results suggest that maternal treatment with TFDD, even at 1,000 times the dose of
TCDD, cannot block dioxin-produced developmental toxicity in fetuses.
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は じ め に

ダイオキシンは，妊娠期母体への比較的低用量

の曝露によって，出生児に成長遅延や性特異的行

動障害などの様々な発育障害を惹起する1)．カネ

ミ油症の被害者追跡調査や出生コホート研究から，

ダイオキシンがヒトこどもの発達に及ぼす影響が

懸念されており2)3)，早期の治療・予防法の確立が

求められている．

一般に，ダイオキシン毒性には，受容体型転写

因子である芳香族炭化水素受容体（aryl hydro-

carbon receptor；AHR）が重要な役割を演じるこ

とが明らかにされている4)~6)．すなわち，AHR

はダイオキシンとの結合により核内に移行し，

cytochrome P450 (CYP) 1A1等の標的遺伝子の転

写調節領域に存在する xenobiotic responsive ele-

mentへの結合を介して，これらの発現を変動さ

せる．変動遺伝子は数百種類も存在し7)~9)，これ

らが複合的に毒性に寄与すると考えられている．

当研究室では最近，AHR を標的としたダイオキ
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シン拮抗剤の創製を目指し，強毒性ダイオキシン

である 2,3,7,8-tetrachlorod ibenzo-p-d iox in

（TCDD）の塩素原子を全てフッ素原子に置換し

た 2,3,7,8-tetrafluorodibenzo-p-dioxin（TFDD）

を合成した10)．さらに，思春期ラットに高用量の

TFDDを経口投与しても，ダイオキシン様の急性

毒性を示さないことを確認した10)．そこで本研

究では，TFDDがダイオキシンによる毒性作用に

対して拮抗できるか否かを細胞および動物レベル

で検討することを目的とした．当研究室ではこれ

までに，妊娠ラットへの TCDD曝露が胎児脳下

垂体において成長ホルモン（growth hormone ;

GH）ならびに黄体形成ホルモン（luteiniz ing

hormone ; LH）の合成を低下させることで出生後

に低体重や交尾行動障害を引き起こすことを見出

している11)~13)．そこで，生体内における TFDD

の拮抗作用の検討には，上記の胎児のホルモンレ

ベルの低下を指標とした．

実 験 方 法

1．実験材料

TFDD（purity：＞ 99％）は，林純薬工業株式会

社に委託して合成したものを使用した10)．Corn

oil は，味の素株式会社の市販品を使用した．抗

ラット CYP1A1抗体は当研究室において合成さ

れたもの，および抗 b-actin抗体は Biovision社

の市販品を購入して使用した．その他の試薬は，

実験に適した純度のものを使用した．TFDDは，

100 mg TFDD/mL acetone 溶液として使用まで

-30℃に保存した．投与時に必要量 corn oil と混

和したのち，窒素ガス噴射にて acetoneを留去し

た．

2．細胞培養

ヒト乳がん細胞株である T47D細胞は，48穴

プレートに播種し，Dulbeccoʼs modified eagle

medium（10％牛胎児血清含有）中にて 37℃，5％

CO2条件下で培養した．プレート底面への細胞

の接着を確認したのち，TCDD（0.5 nM，0.5％

DMSOにて溶解）を添加した培地に置換して培

養を継続した．TCDD 処理 1 時間後，TFDD

（10-4 nM〜104 nM，0.5％DMSOに溶解）を培地

中に添加してさらに 23 時間培養を続けたのち，

細胞を回収した．なお，対照群は 0.5％DMSOの

みを処理して同様に培養した．培養後の細胞は，

50 mM Tris-HCl にて懸濁し，以下の実験に供し

た．

3．CYP1A1活性測定

T47D 細胞における CYP1A1 活性は，既報14)

に従い，7-ethoxyresorufin の O-脱アルキル化反

応により生じる resorufin の蛍光強度を測定する

ことにより算出した（励起光：544 nm；測定光：

590 nm）．細胞溶解液のタンパク質濃度は，Low-

ry法15)にて定量した．反応に用いたタンパク質

量および反応時間は，あらかじめ条件検討によっ

て決定し，50 mgおよび 2時間とした．

4．CYP1A1 タンパク質発現

T47D細胞溶解液中のCYP1A1 の発現量は，イ

ムノブロット法によって解析した12)．また，

loading control としてb-actin のタンパク質を同

時に検出した．電気泳動に用いた細胞溶解液のタ

ンパク質量は，5 mg/lane とした．

5．動物実験

本研究における動物実験は，九州大学動物実験

委員会による実験計画の承認を受けた上で実施し

た．Wistar系ラットは，九動株式会社より購入

した．雌雄のラットを一晩交配し，翌朝膣内に精

子が確認された場合，その日を妊娠（gestational

day ; GD）0日目とした．GD15 に，TCDD（1 m

g/kg/2 mL Corn oil）を単回経口投与した．対照

群には，Corn oil のみを投与した．GD16 から

GD19 の母体に対して，一日一回 TFDD（1 mg/

kg/day/2 mL Corn oil）あるいは Corn oilを経口

投与したのち，GD20 の雄胎児より脳下垂体を採

取した．

6．リアルタイム RT-PCR法

RNeasy kit（QIAGEN社）にて胎児脳下垂体よ

り total RNA を抽出したのち，PrimeScript RT

reagent kit with gDNA Eraser（タカラバイオ社）

を用いて cDNAを合成した16)．これを鋳型とし，

Fast SYBR Green Master Mix（Thermo-Fisher

Scientific 社）を用いて目的タンパク質の mRNA

発現変動を解析した．ターゲット mRNAの相対

的発現量は，それぞれの遺伝子の threshold cycle
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（Ct）値を b-actinmRNAのCt値で補正したのち，

control に対する割合として解析した．

結 果

TFDD が細胞レベルでダイオキシン依存的な

AHR 活性化に対して拮抗作用を示すか否かを検

討するため，代表的な AHR 標的遺伝子である

CYP1A1 のタンパク質発現ならびに酵素活性を

指標として検討を行った．検討の結果，T47D細

胞への 0.5 nMの TCDD処理による CYP1A1タ

ンパク質発現ならびに酵素活性の誘導は，TFDD

併用によって 100 nM以上では用量依存的に抑制

される傾向が観察された（Fig. 1A and B）．本検

討により，TCDD依存的な CYP1A1活性誘導に

対する TFDD の 50％阻害濃度は，45.9 ± 3.1

nM と算出された．一方，TFDD 単独処理では

CYP1A1 の基礎的活性に影響は与えなかった

（Fig. 1C）．

妊娠期の TCDD曝露による胎児のホルモン水

準の低下に対する TFDDの効果を検証した．そ

の結果，GD15 の妊娠ラットへの TCDD単回経口

投与によって雄胎児脳下垂体の GH ならびに

LHb mRNA発現は低下ないし低下傾向を示した

が，これらに対して TFDD併用による抑制効果

は観察されなかった（Fig. 2）．さらに，TFDDの

併用は TCDD 依存的な CYP1A1 mRNA 発現誘

導に対しても影響を示さなかった（Fig. 2）．加え

て，本検討では TCDD曝露が生存胎児数を有意

に減少させることを確認したが，TFDDの併用は

これに対しても影響しなかった（Table 1）．なお，

TCDDおよび TFDDは，胎児体重，胎盤重量な

らびに性比には有意な影響を与えなかった

（Table 1）．

考 察

本研究では第一に，AHR を発現しダイオキシ

ン応答性を示す細胞株である T47D 細胞を用い

て，TFDDのダイオキシンに対する拮抗作用を検

討した．その結果，TFDDは処理濃度依存的に

TCDD依存的な CYP1A1レベルの誘導を抑制す

ることが明らかになった．さらに，その 50％効果

量は 45.9 nMであり，TCDDのおよそ 90倍高用

量を要することが確認された．TFDDは，マウス

腹腔内への投与によって 24時間後に肝臓中レベ

ルが投与量の 1〜2％程度にまで減少するが17)，

TCDDは投与量の 10％程度が肝臓に貯留する18)．

これらの知見を踏まえ，本研究では妊娠母体への

TCDD投与量の 1,000倍高用量の TFDD を一日

一回反復経口投与し，TCDDの次世代毒性に対す

る拮抗作用を検討した．その結果，本研究で用い

た投与条件下においては，胎児の GH/LH b

mRNA 発現低下ならびに CYP1A1 mRNA 発現
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Fig. 1 Effect of TFDD on the TCDD-produced induction of the expression (A) and activity
(B) of CYP1A1 protein and the constitutive activity of CYP1A1 (C) in T47D cells. (A)
The level of CYP1A1 protein was determined by immunoblotting. (B and C) The CYP1A1
activity was analyzed by an ethoxyresorufin-O-deethylase assay. Bars are the means ±
S.E.M. of 4 cultures.
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誘導のいずれに対しても TFDDは拮抗すること

ができなかった．胎児脳下垂体は，AHR mRNA

基礎発現が胎児脳組織の中でも比較的高い水準で

発現しており，LHb mRNA の発現低下は AHR

依存的に起こる19)．従って，本研究における細胞

での検討で 100倍量の TFDDによって拮抗作用

が見られた事実を合わせて考えると，母体に投与

された TFDD が，胎児組織中で拮抗作用を示す

レベルに達していないために効果が見られなかっ

た可能性が考えられる．母体に投与された

TCDDは，投与量の 0.01〜0.1％が胎児に移行す

ることが報告されているが20)，TFDDの胎盤透

過性および胎児移行性に関する知見は筆者の知る

限り存在しない．TFDDは，生体内において比較

的代謝されやすいことが報告されており17)21)，母

体における易代謝性によって胎児への移行量が予
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Fig. 2 Effect of maternal exposure to TCDD and TFDD on the pituitary
expression of mRNAs coding for GH, LH d, and CYP1A1 in male
fetuses at gestational day (GD) 20. Pregnant rats at GD15 were orally
treated with 1 m g/kg TCDD or corn oil and treated with TFDD (1
mg/kg/day) during GD16 and GD19. Bars are the means ± S.E.M. of 3
pooled fetal pituitaries, which were removed from different dams.
Significant difference between the pair indicated : *p＜ 0.05.
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Table 1 Effects of maternal exposure to TCDD and TFDD on the litter size, sex ratio, and body and placentalweight of

fetuses.

Treatment Sex
Litter Size Sex ratio

(% male)

Body weight (g) Placental weight

(mg)

% of BW

Control 13.7± 0.9 48.6± 7.0

Male 6.7± 1.2 3.83± 0.11 488± 3 12.8± 0.3

Female 7.0± 1.0 3.62± 0.14 453± 2 12.6± 0.4

TCDD 11.3± 1.2* 52.8± 7.4

Male 6.0± 1.2 3.74± 0.10 510± 18 13.7± 0.7

Female 5.3± 1.2 3.45± 0.07 487± 58 14.1± 1.6

TCDD + TFDD 11.7± 1.3* 57.6± 4.2

Male 6.7± 1.2 3.75± 0.22 528± 15 14.2± 0.5

Female 5.0± 0.3 3.57± 0.14 471± 44 13.2± 0.8

Each value represents the mean± S.E.M. of 3 dams. *Significantly different from the control (p＜ 0.05).



想以上に小さかった可能性がある．TFDDの生

体内での効果の有無を結論づけるため，胎児組織

中の TFDD レベルを正確に定量することが今後

必要である．

結 論

TCDD 曝露を受けた妊娠ラットに対して，

1,000倍量の TFDD を一日一回経口投与しても，

TCDD依存的な胎児 GH/LH mRNA 発現低下に

対して拮抗できないことが確認された．
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