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ダイオキシン母体曝露による胎児副腎ステロイド合成系への影響と性差

九州大学大学院薬学研究院 分子衛生薬学分野

武 田 知 起，服部友紀子，藤井美彩紀，田 浦 順 樹，石 井 祐 次，山 田 英 之

The Gender-Specific Effect of Maternal Exposure to Dioxin

on Fetal Steroidogenesis in the Adrenal Gland

Tomoki TAKEDA, Yukiko HATTORI, Misaki FUJII, Junki TAURA, Yuji ISHII and Hideyuki YAMADA

Graduate School of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University

Abstract Maternal exposure to 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) causes a number of
toxic effects on development such as growth retardation and sexual immaturity in the offspring.
However, the toxic mechanism remains unknown. Our previous studies have revealed that single oral
administration of TCDD (1 µg/kg) to pregnant rats at gestational day (GD) 15 attenuates the fetal
expression of testicular steroidogenic proteins such as steroidogenic acute-regulatory protein (StAR)
and cytochrome P450 (CYP) 17 by targeting the fetal production of pituitary gonadotropins. In addition,
we provided evidence that TCDD-produced damage on the fetal pituitary-gonad axis leads to imprint
defects in sexual behaviors at adulthood. In this study, we investigated whether TCDD also affects
fetal steroidogenesis in the adrenal gland. When pregnant Wistar rats were orally treated with TCDD,
the fetal expression of CYP21, CYP11B1 and CYP11B2 mRNAs was either induced or tended to be
induced in the male adrenal gland during GD17 and GD19, while the expression of mRNAs coding for
StAR, CYP11A1 and 3�-hydroxysteroid dehydrogenase was insensitive to TCDD treatment. The
above alterations did not seem to be caused through a change in the upstream regulator, because
TCDD exhibited little ability to attenuate the expression of adrenocorticotropin, a pituitary hormone
stimulating adrenal steroidogenesis, in the male and female fetuses. In contrast to the males, TCDD
effect on the adrenal gland was not observed in the female fetuses. These results suggest that maternal
exposure to TCDD disrupts fetal steroidogenesis in adrenal as well as gonadal glands in a male specific
manner, and the mechanism underlying the effect on adrenal gland is independent of the alteration of
pituitary regulator.
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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

対して多岐にわたる毒性を引き起こす1)．中でも，

妊娠期や授乳期の母親への低用量曝露によって児

に出現する後世代毒性は，他の毒性に比較して閾

値が低いこと，ならびに世代を越えて影響が及ぶ

ことから問題が大きい2)．具体的には，TCDD曝

露母体より出生した児が成長したのちに，精子産

生能の低下，排卵低下および交尾行動障害等の性

未成熟，ならびに低体重，知能低下および社会行

動の異常等の発達障害が惹起される．近年の多く

の研究により，その障害発生機構として性ステロ

イド撹乱作用が一端を担う可能性が見出されてい

る3)~10)．例えば，性ステロイドシグナリングに

対する影響3)6)9)，受容体の発現減少4)10)，性ステ

ロイド合成/分泌抑制7)および代謝酵素の誘導5)8)
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等である．しかし，これらがどの種の障害に直結

するかは理解されていない．

当研究室では後世代毒性の発現機構解明を目指

し，ラットを用いた研究を実施している．これま

でに，妊娠（gestational day ; GD）15 日目の母体

への 1 µg/kg TCDDの経口投与により，出生前後

の児の脳下垂体において luteinizing hormone

（LH）の合成が低 下し，これを起点に精巣の

steroidogenic acute-regulatory protein（StAR）

や cytochrome P450（CYP）17 等の性ステロイド

合成系タンパク質の発現低下，ならびに成長後の

交尾行動障害が惹起されることを明らかにしてい

る11)~14)．これは，胎児期に低下する LH の補給

により，TCDD依存的な StAR や CYP17 の発現

低下11)~14)のみならず，成長後の交尾行動障害13)

が 改 善 す る 事 実 に 基 づ く．一 方，TCDD

（１ µg/kg）母体曝露が GD20 の雌胎児卵巣の

StAR 等の性ステロイド合成系に及ぼす影響は雄

に比較すると小さく13)，また生殖腺以外の胎児ス

テロイド産生臓器である副腎，胎盤および視床下

部の StAR および CYP17 の発現は，少なくとも

GD20 胎児においては影響がないこと15)も見出し

ている．しかし，性ステロイド以外のステロイド

の合成系が周産期の児に特異的な障害を受けるか

否かについては全く明らかになっていない．

性ステロイド以外のステロイドホルモンとして

知られるのが，糖質コルチコイドおよび鉱質コル

チコイドの副腎皮質ホルモンである．これらは，

性ステロイドと同様にコレステロールを出発原料

として種々の酵素反応を経て合成されるが，

CYP21，CYP11B1 および CYP11B2 が合成を担

う酵素として重要である16)（Fig. 1）．副腎皮質ホ

ルモンは，生体のストレス応答/恒常性維持（血糖

および電解質調節）に必須のホルモンであるが，

胎児期における糖質コルチコイドの過剰状態は成

長遅滞を引き起こすことが広く知られてい

る17)~19)．一方，脳，肺，骨および膵臓等の局所

においては正常な発達に重要であるとの報告もあ

る20)~23)．従って，胎児期における副腎皮質ホル

モンの変調は児の発育と密接に関わるため，

TCDDによる影響を明確にすることは，発達障害

との関連性を論じる上で有用と考えられる．そこ

で本研究では，TCDD母体曝露が胎児副腎のステ

ロイド合成系に及ぼす影響を明らかにするため，

副腎ステロイド合成酵素群の発現変動を解析した．
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Fig. 1 The steroidogenic pathways in the adrenal and gonadal glands of rodents.
Abbreviations used : CYP, cytochrome P450 ; HSD, hydroxysteroid dehyd-
rogenase ; StAR, steroidogenic acute-regulatory protein.



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 0.5 µg/mL となるように調製した．

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（1 µg/kg/2 mL corn oil），あるいは対

照 群として corn oil（2 mL/kg）を投与した．

GD16〜20 に胎児を摘出し，脳下垂体，副腎，生殖

腺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．臓器及び

血清は，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

mRNA発現量は，リアルタイム reverse trans-

cription-polymerase chain reaction（RT-PCR）法

を用いて解析した24)．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，

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 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 ライマーは

Table 1 に示す．目的遺伝子の発現量は，�-actin

に対する相対値として解析した．
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122

ACACTTTGGGGAGATGCCTGStAR

CTGATACGCAGCACTTCTCG

CACCATGTACCCAGGCATCGC

Target

�-actin

Reverse （5' −＞ 3'）mRNA

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

NM_012538106TGCCTGGGATGTCATCTCTGCYP11B2

Forward（5' −＞ 3'）

TAGTGCAGCCACAATGCCAC

M38178

V01217

124AGATCTGGGCTATGTGCCAC3�-HSD

GAGACAGCTGATGATACTGC

GCACAATCCTGAGGTGAAGACYP17

CCCTTTCTGTCACTGAGACT

NM_012537161TTCTTACCCAAGAGCTTGAC

AGTCAAGGGCTGTTCATCTC

CYP11B1

ATCTCGGATATGACACTCC

CGTGAGTTTGGTCTTTGAGG

U76419

TTCTCGACCCATGGCATAGC

109

No.a

NM_057101

size (bp)

103

Accession

GCTGACCCAGGAATTCTGTG

Product

CYP21

aGenbank accession No. is shown.

NM_139326104TCACCACGGAAAGCAACCTGACTH

M22615146

M31681

TCAAAGCCAGCATCAAGGAG

135

CYP11A1

AGCCACCAATCCACACAGAG



４．Enzyme immunoassay（EIA)

血清 adrenocorticotropin（ACTH）濃度は，市

販のACTH EIA kit（Phoenix Pharmaceuticals 社，

Burlingame，CA，USA）を用いて，添付説明書に

従って測定した．血清は測定時に滅菌水にて 2倍

希釈して使用した．

結 果

TCDD 母体曝露が胎児の副腎ステロイド合成

系に及ぼす影響を解析する前に，陽性対照として

TCDD の母体曝露が胎児生殖腺の性ステロイド

合成系に及ぼす影響とその出現時期を検討した．

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る

StAR25)および性ステロイド合成に必須の酵素で

ある CYP1726)の mRNA 発現変動を解析した結

果，雄胎児精巣においてはTCDD依存的に StAR

および CYP17 の発現が GD17〜20 にかけて低下

した（Fig. 2A）．一方，TCDD は雌胎児卵巣の

StAR および CYP17 の発現に対しては影響を及

ぼさなかった（Fig. 2B）．これらの結果は，既

報13)15)と同様の傾向を示し，TCDD が胎児生殖

腺に及ぼす影響は雄に特異性が高いことが再確認

された．

TCDD 母体曝露による胎児副腎のステロイド

合成酵素のmRNA発現変動を解析した結果，雄

胎児では副腎皮質ホルモンの合成酵素である

CYP21，CYP11B1 および CYP11B2 の発現が

GD17〜19 にかけて上昇ないし上昇傾向を示した

（Fig. 3）．一 方，StAR，CYP11A1 お よ び

3�-hydroxysteroid dehydrogenase（3�-HSD）に

関しては，検討期間内における有意な変動は観察

されなかった（Fig. 3)．雌胎児においては，いず

れも変化は認められなかった（Fig. 4）．また，副

腎ステロイド合成の上位制御因子である脳下垂体

の脳下垂体の ACTH の発現変動を解析した結果，

mRNA および血清中濃度ともに，TCDD による

変動は観察されなかった（Fig. 5）．

考 察

本研究では，TCDD母体曝露（1 µg/kg，経口）

が胎児副腎のステロイド合成系に及ぼす影響を明

らかにするため，副腎皮質ホルモン合成関連タン

パク質の発現変動を解析した．その結果，StAR，

CYP11A1 および 3�-HSD は無影響であったもの

の，副腎皮質ホルモン合成に必須である CYP21，

CYP11B1 および CYP11B2 の発現が雄胎児特異

的に誘導され，TCDDによる胎児ステロイド合成

攪乱作用は精巣に限定されないことが見出された．

さらに，TCDDは胎児脳下垂体のACTHの合成

／分泌に対しては影響を及ぼさず，上位制御因子

の変動では説明できないことが示唆された．本研

究では，雄胎児特異的な変動の機構は明らかにで

き な か っ た が，CYP21，CYP11B1 お よ び

CYP11B2 のみで誘導が起こる事実から，副腎の

部位特異的な障害を介する可能性が考えられる．

副腎皮質は，外側より球状帯，束状帯および網状

帯の 3 層から成り，球状帯は鉱質コルチコイド，

束状帯は糖質コルチコイド，網状帯は性ステロイ

ドを合成／分泌する16)．すなわち，各層間で酵素

の発現水準が異なり，例えば CYP11B2 は球状帯

のみで発現し，CYP11B1 は束状帯に最も多

い27)28)．従って，誘導の分子種特異性を踏まえる

と，TCDDは球状帯および束状帯に対して選択的

に作用することで CYP11B1 や CYP11B2 の発現

を誘導する一方，網状帯に多く発現する StAR，

CYP11A1 および 3�-HSD には影響が起こり得な

かった可能性がある．球状帯は，GD17〜19 の間

にレニン-アンギオテンシン系の刺激による分化

が起こることが示唆されている28)．これは，本研

究で見出した CYP11B2 の発現誘導の時期と一致

する．TCDD の周産期曝露は雄児マウスのアン

ギオテンシン II に対する感受性を高めることか

ら29)，雄胎児ラットにおいても同様の現象が起こ

ることにより，分化が促進された可能性が考えら

れる．一方，TCDD が ACTH 以外の刺激物質あ

るいは副腎内での直接的な影響を介して雄胎児の

副腎ステロイド合成系を選択的に誘導する可能性

も否定はできない．事実，ラットへの TCDD 曝

露により血中の ACTH 量は変動しないが，糖質

コルチコイド量が雄のみで上昇傾向を示すことが

報告されている30)．ACTH 以外の発現促進因子

としては，上述のアンギオテンシン II31)のほか，

束状帯に作用して糖質コルチコイドを増加させる

corticotropin releasing hormone（CRH)32)および

interleukin（IL）633)等が TCDDの標的候補とし

て挙げられる．TCDD はサルやマウスにおいて

CRH および IL6 の発現を誘導することから34)35)，
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concentration of ACTH in male (Ａ) and female (Ｂ) fetuses. Each plot represents the
mean ± S.E.M. of 3-6 fetuses which were removed from different dams.
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雄胎児ラットにおいてこれらの変動が起こるか否

かについても注視する必要がある．また，ダイオ

キシン類は細胞質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 ele-

ment（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36)．CYP21，CYP11B1 お

よび CYP11B2 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，いずれも一ヶ所以上に存在が確認さ

れた．AhR は，胎児後期において副腎と肝臓に

最も高発現するとの報告もあることから37)，

TCDDが AhR 依存的にこれらの遺伝子発現を誘

導する可能性も無視できない．

本研究においては，TCDDによる胎児生殖腺ス

テロイド合成系への影響の出現時期についても詳

細に検討した．その結果，胎児精巣における

StARおよび CYP17 の発現低下は，GD17 より起

こることが判明した．さらに，胎児卵巣において

は影響が観察されず，雄胎児精巣に感受性が高い

ことが再確認された．胎児精巣に対する障害性は

上位制御因子である脳下垂体の LH低下に起因す

ることは緒論で述べた通りである11)~14)．しかし，

LH 低下は GD19 以前には認められないことか

ら14)，GD17〜19 における影響は LH 低下以外の

機構で惹起されることが想定される．その機構と

して，副腎皮質ホルモン合成系への影響との関連

性が考えられる．糖質コルチコイドは精巣におけ

る性ステロイド合成を負に制御する38)~40)．つま

り，GD17〜19 において副腎のステロイド合成が

亢進する結果，精巣の性ステロイド合成低下が惹

起された可能性が考えられる．この推定は，

GD17〜19 の雄胎児において精巣の StAR および

CYP17 は低下するのに対し，副腎ステロイド合

成系は誘導するという本研究結果と符合する．ま

た，精巣の分化抑制に起因する可能性もある．生

殖腺および副腎は，同一の始原生殖細胞を起点と

して steroidogenic factor-1（SF1），dosage-sen-

sitive sex reversal-adrenal hypoplasia congenita

critical region on the X-chromosome，gene-1

（DAX1）および wingless-type MMTV integra-

tion site family，member 4（Wnt4）等の転写因子

の発現に伴って選択的に分化する41)~43)．我々は

過去に，TCDD母体曝露により胎児精巣において

SF1 の発現が低下すること11)，ならびに胎児卵巣

ではいずれも変動しないことを確認している（未

発表データ)．従って，SF1 低下を介して精巣特

異的に分化が抑制され，StAR 等の低発現に繋

がった可能性も考えられる．これが事実ならば，

雄胎児では精巣の分化減少に伴って過剰な副腎へ

の分化が起こりうる一方で，雌胎児では卵巣分化

が正常に起こるために副腎には影響が生じない，

すなわち副腎への影響の性差が説明できる可能性

がある．TCDD が両組織のステロイド合成系に

及ぼす影響の機構を明らかするため，副腎ステロ

イド量や生殖腺／副腎の分化への影響に着目した

解析が今後必要であろう．

結 論

TCDD母体曝露は，雄胎児特異的に副腎のステ

ロイド合成系を誘導することが明らかになった．

誘導を受ける酵素の分子種特異性から，TCDDは

副腎皮質の球状帯や束状帯に対して選択的に影響

する可能性が推定される．一方，脳下垂体

ACTH の変動は観察されず，上記の影響は上位

制御因子の変動では説明できないことが示唆され

た．
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