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序 言

厚生労働省全国油症治療研究班・班長

九州大学病院油症ダイオキシン研究診療センター 准教授

� 学

Foreword

Gaku TSUJI

Chief of The Study Group for Yusho

(granted by The Ministry of Health, Labour and Welfare, Japan)

Associate Professor, Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital

Amass poisoning, involving at least 2300 individuals, occurred in Kyushu (Western Japan) in 1968. The

incident is called Yusho, oil disease, as it was caused by ingestion of rice bran oil that was contaminated

with Kanechlor-400, a commercial brand of Japanese polychlorinated biphenyls (PCBs). It was later found

that the rice oil had been contaminated with not only PCBs but also polychlorinated dibenzofurans (PCDFs),

polychlorinated quaterphenyls (PCQs) and others.

Yusho is, thus, recognized as a poisoning by a mixture of PCBs, dioxins and related compounds. For 50

years the patients have been suffering from various symptoms such as general malaise, headache,

acneform eruption, dark-brownish nail pigmentation, increased discharge from the eyes with swelling of

eyelids, pigmentation of oral mucosa, peripheral neuropathy, irregular menstruation in women.

A method for quantification of PCBs in the blood was developed after 1973. The blood polychlorinated

quarterphenyls (PCQs) levels were then added to the diagnostic criteria of Yusho as a relatively specific

marker. Recent technological advancement allowed us to measure dioxins levels in 5 to 10ml of human

blood samples. After the evaluation of validity, sensitivity and reproducibility of the blood levels of dioxins,

we added the blood levels of 2,3,4,7,8-penta-CDF in the new diagnostic criteria in Sep. 29th, 2004.

The clinical and basic observation and follow-up study of Yusho patients are extremely important not

only for supporting patientsʼ health but also for understanding the potential prolonged effects of high-level

exposure to dioxin-related chemicals in humans. In our follow-up study, Yusho consultants, established in

2002 and expanded in 2016, keep in touch with the patients by direct interview, by phone or by mail.

Various types of questionnaire were carried out by Yusho consultants. Statistical correlations were

analyzed between blood PeCDF levels and clinical/laboratory manifestations in addition to questionnaire

comments. Also, we have conducted a survey of the next generation of Yusho patients from 2021.

Patients with Yusho still complain various subjective and objective symptoms. Although definitive

therapy for Yusho has not been proposed yet, basic and clinical research by us and others have revealed

that some Japanese Kampo drugs such as Keishibukuryogan and Orengedokutou are potential candidates

for treatments by modulating aryl hydrocarbon receptors. Furthermore, Yusho study led to the develop-

ment of a topical agent, tapinarof, which acts on the dioxin receptor to ameliorate skin inflammation.

Finally, we very much appreciate the contribution and participation of the patients in health examinations

for follow-up of Yusho each year. I also deeply thank all the members of the study group and the Japanese

1
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Ministry of Health, Labour andWelfare for their efforts to help and support patients' health and well-being.

Acknowledgement ; This work was supported by a grant from The Ministry of Health, Labour and

Welfare, Japan.

この度，厚生労働省全国油症治療研究班の第 29 報告集を刊行することができました．令和 3年度と令

和 4年度の研究成果ならびに関連分野の情報をまとめております．油症は 1968 年（昭和 43 年）に西日本

一帯の広範囲な住民の方々が PCB（ポリ塩化ビフェニル）の混入した食用米ぬか油を摂取したことによっ

て起こった食中毒事件です．その後，研究班によって PeCDF（ポリ塩化ジベンゾフラン）などのダイオキ

シン類も混入していたことがつきとめられ，油症は PCB 類とダイオキシン類による複合中毒であったこ

とが証明されました．ダイオキシン類は血中にごくわずかにしか含まれていないために，その定量は困難

な状況でしたが，研究班内での技術改良により少ない血液量で再現性のあるダイオキシン類測定が可能と

なり，2001 年（平成 13 年）は福岡県の検診でパイロット的に測定を行い，2002 年（平成 14 年）以降は全

国の検診で測定を開始しました．これらのデータを妥当性・精度・再現性などの面から解析しました．そ

の結果，血液中 2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran（PeCDF）値を診断基準に追補することが妥当と考え

られ，油症診断基準（平成 16 年 9 月 29 日補遺）が作成されました．

患者さんの健康管理と健康相談の窓口として，2002 年（平成 14 年）から油症相談員システムを立ち上げ

ました．油症相談員は検診での直接面接，電話や手紙による問診や相談受付などを行います．油症相談員

の活躍によって，従来よりも信頼性の高いアンケート調査を行うことが可能となりました．2016 年（平成

28 年）から油症相談支援員制度として充実拡大されました．また 2021 年（令和 3年）からは，油症認定者

の次世代調査を進めております．油症に関する研究成果は油症ニュース（http://www.kyudai-derm.org/

part/yusho/index.html）にとりあげて，認定者の方々に送付しております．現時点では油症に著効する治

療薬はありませんが，我々を含めた最近の研究によって，桂枝茯苓丸や黄連解毒湯といった漢方薬にダイ

オキシンの作用を抑制する効果が期待されることが明らかになってきました．また，油症研究からタピナ

ロフというダイオキシンの受容体に作用して，皮膚の炎症を抑える外用薬が開発されました．毎年検診に

参加いただいている認定者の方々に御礼申し上げますとともに，油症検診（http://www.kyudai-derm.

org/yusho/index.html）にお力添えをいただいている班員の方々，そして各県の行政の方々，厚生労働省

担当課の皆様にも深く感謝申し上げます．

謝辞：本誌は，厚生労働行政推進調査事業費（食品の安全確保推進研究事業（カネミ油症に関する研究））

研究課題名（課題番号）：食品を介したダイオキシン類等の人体への影響の把握とその治療法の開発等に関

する研究（21KA2003）によって刊行されています．深く感謝申し上げます．
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総 説

炎症性皮膚疾患における IL-37 の役割と

芳香族炭化水素受容体による制御機構

九州大学病院油症ダイオキシン研究診療センター

� 学

はじめに

インターロイキン（IL）-37 は，炎症を抑制する働きのある抗炎症サイトカインとして同定された1)．し

かし，その役割はまだほとんど明らかにはなっていない．最近の研究では，IL-37 は炎症性皮膚疾患にお

いて新たな治療標的となりうる可能性が示唆されている2)．これまでに，ダイオキシン類の受容体である

芳香族炭化水素受容体（Aryl Hydrocarbon Receptor : AHR）が炎症性皮膚疾患の病態形成に関与すること

が示されている3)．そこで，炎症性皮膚疾患における IL-37 と AHR の関係性について，我々の研究結果

を含めて，最新の知見について紹介する．

1．IL-37 の構造とシグナル伝達機構

IL-37（IL-1F7）は，IL-1 ファミリーに属するサイトカインの 1つである．IL-37 をコードする遺伝子は，

染色体 2q12-13 に位置し，IL-1a および IL-1b遺伝子の制御領域に非常に近い．この特異的な位置は，炎

症を阻害する IL-37 の役割に重要であると考えられる4)．IL-37 のサイズは 3,617bp であり，そのmRNA

は alternative splicing を受け，a-e の 5 種類のアイソフォームを生じる．これらのアイソフォームのうち，

IL-37b はエクソンを 5つ含み，アイソフォームの中で最も完全型に近いため，多くの研究が IL-37b に焦

点を当てて行われている．IL-37c と IL-37e は IL-37 の活性維持に必須なタンパク質をコードするエクソ

ン 4を欠損しているため，機能しないと予測されている．IL-37a と IL-37d の特異的な活性はまだ不明で

あり，IL-37 の特定のアイソフォームに関する研究は限定的である2)．また，IL-37 は，マウスに相同遺伝

子が同定されておらず2)，遺伝子改変マウスを用いる実験では，ヒト IL-37 遺伝子を持つトランスジェ

ニックマウスなどを作成する必要がある．

IL-37 は細胞外および細胞内のサイトカインとして機能する．IL-37 のエクソン 1 には，Caspase-1 に

よる切断部位がある．前駆体タンパクである pro IL-37 は，Caspase-1 によって切断され，mature IL-37

となる．細胞質の pro IL-37 は細胞外に放出された場合には，様々なプロテアーゼによってmature IL-37

となる．細胞外に分泌されたmature IL-37 は IL-18R に関連する受容体に作用して抗炎症効果を発揮す

る．具体的には，IL-18 は IL-18Raと IL-18Rbからなる複合体を形成して，MyD88 の活性化を介して炎

症を誘導する．このとき，mature IL-37 は，IL-18Raおよび IL-1 受容体 8（IL-1R8）と結合して，IL-18-

IL-18Ra-IL-18Rb複合体を形成することでMyD88 の活性化を阻害し，IL-18 によるシグナル伝達を抑制

する5)．

また，細胞質に生成された pro IL-37 の一部は，Caspase-1 によって切断され，細胞質でmature IL-37

となる．IL-37 は核局在化配列を持たないため，核内に移行し，標的遺伝子の発現を制御するためには他

の因子を必要とする．Caspase-1 で切断された後，IL-37 は Smad3 と結合してIL-37-Smad3 複合体を形

3
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成する．Smad3 のリン酸化により，IL-37 の核内移行が可能となり，炎症性遺伝子の発現を抑制する6)．

核内の IL-37-Smad3 複合体はMAPK，PI3K，NF-kB，STAT3 などのチロシンリン酸化依存性シグナル

伝達経路の脱リン酸化を促進して，シグナル伝達を阻害する7)．

このように，IL-37 は細胞外および細胞内において抗炎症作用を発揮する．細胞外の IL-37 は，炎症性

の IL-18 の働きを競合的に阻害し，抗炎症効果を発揮する．細胞内の IL-37 は，Smad3 を介して，炎症に

関連する遺伝子の発現に対して負の制御を行う．

2．皮膚における IL-37 の発現と芳香族炭化水素受容体による制御機構

免疫組織染色による検討では，IL-37 のタンパク発現は，表皮細胞8)，マクロファージ9)，血管内皮細

胞10)，リンパ球10) で報告されているが，それぞれの報告で染色される部位が異なる場合があり，より慎重

な検討が必要である．表皮細胞では，IL-37 は分化によって誘導され，顆粒層に発現し，分化マーカーの一

つである Loricrin，Filaggrin，Fillagrin2，Involucrin と共存することが示されている11)．また，口腔扁平

苔癬や口腔扁平上皮癌では IL-37 は表皮全層性に発現する12)．

これまでに，表皮細胞において IL-37 の遺伝子発現を誘導する因子としては，M. lepraeによる感染症10)，

UVBの照射13)，Actinidia argutaの水溶性抽出物である PG10214)，TLRリガンド（Flagellin，LPS，PGN

Poly (I : C))5)，抗菌ペプチド（hBD-3)5)，サイトカイン（TNF-a15)，EGF5)）がある．このうち，メカニ

ズムが明らかとされているものとしては，PG102 による p38，ERK，Smad3 シグナルの活性化を介した経

路14)，hBD-3 による CCR6 を介したMAPKと NF-kB の活性化による経路5)，TNF-aによるMAPKの

活性化による経路15) がある．一方で，表皮細胞の IL-37 の発現を低下させる因子としては，IL-17A，

IL-17C，IL-17F，IL-22 があり，これらは TNF-aによる IL-37 の発現を阻害することが報告されてい

る15) が，その機序はまだ不明な点が多い．また，Th2 サイトカインである IL-4，IL-13，IL-31 を組み合わ

せて投与すると，Loricrin，Filaggrin，Fillagrin2，Involucrin の発現が低下するが，それに伴って IL-37 の

発現も低下する11)．

そこで，表皮細胞における IL-37 の発現は分化によって制御される可能性があることから，我々は表皮

細胞の分化を制御するAHR が IL-37 の発現に関与するかを検討した．AHR はダイオキシン類に対する

受容体として同定されたが，近年では，ダイオキシン類以外の外因性・内因性の作用物質が明らかにされ

ており，皮膚の恒常性や様々な炎症性皮膚疾患の病態に関与することが示されている3)．AHR に作用す

る物質として，治療用AHR調節薬（Therapeutic AHR-modulating Agent : TAMA）であるタピナロフ，

Galactomyces ferment filtrate（GFF）を用いて表皮細胞を刺激し，IL-37 の発現を解析した．その結果，タ

ピナロフ・GFFは IL-37 の mRNAとタンパクレベルを増加させた．さらに，siRNAを用いてAHRの発

現を低下させたところ，タピナロフ・GFF による IL-37 の mRNAとタンパクレベルの誘導は抑制された

（図 1）．これらのことから，表皮細胞において AHR が IL-37 の発現を直接的に調節する機序が示され

た16)17)．

3．炎症性皮膚疾患における IL-37 の役割

上記から抗炎症性サイトカインである IL-37 の低下は，炎症を誘導する方向に働き，炎症性皮膚疾患の

病態を悪化させることが予想される．以下に，IL-37 の関与が報告されている炎症性皮膚疾患について詳

説する（図 2）．

a．アトピー性皮膚炎

アトピー性皮膚炎は，強い痒みを伴う湿疹病変を生じる慢性の炎症性皮膚疾患である．現在，アトピー

性皮膚炎の病態は，Th2 サイトカインによる，2型免疫応答，皮膚バリア機能障害，掻痒が複雑に相互作用

することによって形成されると考えられている18)．

接触過敏症（Contact hypersensitivity : CHS）は，湿疹・皮膚炎を形成する重要な要因の 1つである．ヒ

� 学4
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ト IL-37 を過剰発現したマウスではハプテン塗布後の耳介の腫脹が減弱し，CHSが抑制される．この機序

として，樹状細胞における IL-37 の発現が抗原提示能・成熟を阻害し，さらに制御性T細胞を誘導するこ

とで，CHSを抑制することが示されている19)．さらに，MC903（ビタミンD誘導体）誘発のアトピー性皮

膚炎モデルでは，ヒト IL-37b の過剰発現によってアトピー性皮膚炎による耳介の腫脹，痒みの増強，炎症

性サイトカイン・ケモカインの産生が抑制された20)．この実験系においても，制御性T細胞の誘導が示さ

れている20)．また，MC903 誘発のアトピー性皮膚炎モデルにヒト IL-37b を皮下注射すると，同様に耳介

の腫脹が減弱するが，このときに好塩基球の浸潤が減少していた21)．In vitroでは，アトピー性皮膚炎の

病態で重要な TSLP によって刺激された好塩基球由来の IL-4 の産生は，ヒト IL-37b によって抑制され

る21)．このことから，ヒトIL-37b は好塩基球を介してアトピー性皮膚炎の病態を改善する可能性が指摘

されている．アトピー性皮膚炎の患者における血清中の IL-37 産生量は，皮疹の重症度と相関したという
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図 1：タピナロフとGalactomyces ferment filtrate（GFF）は IL-37 の発現を誘導し，その機序はAHRに依存する．
A, C, E,G, I, andK：qRT-PCRによる解析．IL-37 mRNA発現量（mean ± S.D. n = 3）．＊p＜ 0.05.B,D, F,
H, J, and L：ウエスタンブロットによる解析．IL-37 タンパク発現量．3回独立した実験を施行し，代表的
なものを提示した．A-D：タピナロフは時間・用量依存性に IL-37 の発現を誘導した．E-F：AHRの発現
を siRNA でノックダウンすると，タピナロフによる IL-37 の発現の増加は解除された．G-J：GFF は時
間・用量依存性に IL-37 の発現を誘導した．K-L：AHRの発現を siRNAでノックダウンすると，GFFに
よる IL-37 の発現の増加は解除された．引用文献 16 より



報告22) と，健常人に較べて低値を示したという報告があり23)，一定の見解が得られていない．その一方で，

皮疹部における IL-37 の発現は非皮疹部に較べて低下していることが示されている24)．この機序として

は，上述のTh2 サイトカインによる皮膚バリアタンパク（Loricrin，Filaggrin，Fillagrin2，Involucrin）の

低下が関与していることが考えられる．

これらのことから，アトピー性皮膚炎において，IL-37 は TypeII 免疫応答を抑制する働きがあり，

IL-37 の低下は，アトピー性皮膚炎の病態の悪化に関与していると考えられる．

b．乾癬

乾癬は鱗屑を伴う比較的境界明瞭な紅斑を生じる慢性の炎症性角化症である．乾癬による病変は，皮膚

や関節に生じるため，整容面や日常生活へ影響が大きい3)．

炎症性サイトカイン（TNF-a，IL-17A，IL-22，IL-1a，およびOncostatin-M）で刺激された表皮細胞

において，ヒト IL-37b は，乾癬の病態に重要とされるCXCL8，IL-6，S100A7 の産生を抑制する9)．表皮

特異的にVEGF-A を過剰発現させた乾癬モデルマウスでは，ヒト IL-37 を含むプラスミドの注射によっ

て皮疹が改善し，病変部での IFN-gの発現が低下した9)．これらの結果は，ヒト IL-37 が乾癬の炎症を抑

える効果がある可能性を示唆する．しかし，イミキモド外用による乾癬モデルマウスでは，ヒト IL-37b

の局所注射による皮膚炎の改善はみられていない15)．

乾癬患者の血清中の IL-37 の濃度は，健常人と較べると低値である25)．血清の IL-37 の濃度と皮疹の重

症度（PASI）には正の相関関係があることが報告されている26)．また，乾癬に JAK阻害薬であるTofa-

citinib を用いると，皮疹は改善するが，それとともに表皮細胞における IL-37 の発現は増加する27)．さら

に，乾癬患者のトランスクリプトーム解析では，健常者と比較して，乾癬の病変部で IL-37 の発現が低下

することが報告されている8)．これらのことから，IL-37 は乾癬の病態に対して防御的な働きをするもの

と考えられる．

免疫組織染色では，健常人では表皮の顆粒層に IL-37 が発現するのに対して，乾癬の病変部では消失す

る8)．このメカニズムには，上述した乾癬の主要なサイトカインである IL-17A，IL-17C，IL-17F，IL-22
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図 2：アトピー性皮膚炎・乾癬・化膿性汗腺炎における IL-37 の役割
① IL-37 はアトピー性皮膚炎・乾癬・化膿性汗腺炎の病勢を抑制する．
② IL-17，IL-22，IL-4，IL-13，IL-31 は表皮におけるバリア機能障害を生じ，IL-37 の発
現も減少する．

③ 病原体（TLR），h BD-3，紫外線は IL-37 の発現を誘導する．
④ タピナロフ・GFFは表皮におけるAHRに作用し，IL-37 の発現を誘導する．



が関与していると思われる．特に，IL-17Aと IL-22 は表皮細胞におけるFilaggrin の発現を低下させるこ

とが分かっており28)29)，これによって IL-37 の発現も低下していると推測される．

これらの知見は，IL-37 が乾癬の治療標的としての役割を果たす可能性を示唆するものである．

c．化膿性汗腺炎

化膿性汗腺炎は，思春期以降に多く発症し，疼痛を伴う慢性的な炎症性皮膚疾患である．症状として，

腋窩・鼠径部・臀部などに強い痛みを伴う炎症性の結節，膿瘍，瘻孔を形成する．重症化すると著しく日

常生活が障害される．化膿性汗腺炎の病態は不明な点が多いが，病変部における毛包の角化異常と炎症の

調節機構の異常が要因として指摘されている．特に化膿性汗腺炎の炎症性サイトカインのプロファイルは，

乾癬と重複するものが多く，病変部での IL-23，IL-17，TNF-aの発現の増加が示されている．さらに，化

膿性汗腺炎の病変部は非病変部と較べると IL-37 の発現が著しく低下している30)．

おわりに

近年，様々な炎症性皮膚疾患における IL-37 の役割が発見されている．これまで，IL-37 は新規の治療

標的として注目されてきたが，IL-37 を誘導する経路は明らかではなかった．今回，AHRが IL-37 の発現

を制御する受容体であることが明らかになった．AHRに作用する治療用AHR調節薬は，IL-37 を誘導す

ることで幅広い抗炎症作用を発揮する可能性があり，新しい治療効果が期待される．
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Role of IL-37 in Inflammatory Skin Diseases and

Its Regulatory Mechanism via Aryl Hydrocarbon Receptor

Gaku TSUJI

Research and Clinical Center for Yusho and Dioxin, Kyushu University Hospital,

Fukuoka 812-8582, Japan

Abstract

Interleukin (IL)-37 has been identified as an anti-inflammatory cytokine with the ability to suppress
inflammation. However, its role remains largely unknown. Recent studies suggest that IL-37 may be a
potential new therapeutic target in the treatment of inflammatory skin diseases. It has been shown
that the dioxin receptor, the aryl hydrocarbon receptor (AHR), is involved in the pathogenesis of
inflammatory skin diseases. In this article, we present the latest findings on the relationship between
IL-37 and AHR in inflammatory skin diseases, including our studies. IL-37 is expressed in the granular
layer of the skin, together with skin barrier function proteins such as Filaggrin, Loricrin and Involucrin.
In lesions of atopic dermatitis and psoriasis, these skin barrier proteins are reduced, consistent with
decreased expression of IL-37. We analyzed the expression of IL-37 in normal human epidermal
keratinocytes treated with an AHR modulator that promotes keratinocyte differentiation. The
therapeutic AHR- modulating agent, Tapinarof, induced IL-37 expression, which mechanism was
AHR-dependent. We have revealed that the AHR is the receptor that regulates the expression of
IL-37 in the skin. Thus, tapinarof potentially exerts a broad anti-inflammatory effect by inducing IL-37
and is expected to have novel therapeutic effects on inflammatory skin diseases.

Key Words：Aryl hydrocarbon receptor(AHR), IL-37, inflammatory skin diseases
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Abstract

We performed congener specific analysis of dioxins using HRGC/HRMS and determined their lipid
based concentrations in blood samples collected from 175 family members living with certificated
Yusho patients and considered as Yusho patients (Family members living with Yusho patients) during
annual Yusho examinations between 2013 and 2021. When concentration of 2,3,4,7,8-pentachlor-
odibenzofuran (PeCDF) was compared in eleven Family members living with Yusho patients,
undergoing examinations among the nine years, the longitudinal concentrations in the respective
individuals hardly changed over these years. Mean concentration of 2,3,4,7,8-PeCDF in blood from
175 Family members living with Yusho patients was calculated as 25 pg/g-fat, which was higher than
the mean value of 12 pg/g-fat in blood from 409 Yusho-suspected (non-registered) persons. The rates
of persons with blood 2,3,4,7,8-PeCDF concentrations below 50 pg/g-fat in the entire Family
members living with Yusho patients occupied approx. 90 %, on the other hand, concentrations above 50
pg/g-fat, defined as high concentration in Yusho criteria, were also found in fourteen Family members
living with Yusho patients.
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は じ め に

1968 年に発生した油症の原因物質は PCB とダ

イオキシン類であることが明らかにされている．

これらの物質は脂溶性が高く体外への排泄が困難

であるため，当初の予想を超えて体内に長期残留

する傾向が認められている1)2)．油症患者の血液

中ダイオキシン類を定量する実用的方法は 2000

年頃に確立された．これは大量試料注入技術を組

み合わせた二重収束型高分解能ガスクロマトグラ

フ質量分析計（HRGC/HRMS）を用い，少量（約

5 グラム）の血液を用いて短期間で高感度にダイ

オキシン類を検出，定量できる方法である3)4)．

本方法によって 2001 年度に福岡県の油症検診受

診者を対象にパイロット的な測定が行われ，2002

年度以降は全国の検診受診者を対象にダイオキシ

ン類測定を開始するに至った．2004 年には油症

診断基準に血液中 2,3,4,7,8-pentachlorodiben-

zofuran（PeCDF）値が追補として加えられた．

この追補では，血液中の2,3,4,7,8-PeCDF 濃度

（脂肪重量当たり）30 pg/g 未満は通常，50 pg/g

以上は高い濃度と区分された．油症診断基準の追

補・改定は 1981 年以来 23 年ぶりのことで，油症

診断で大きな転機となる出来事であった．その後，

研究班は未認定者を含む油症検診受診者の血液中

ダイオキシン類測定を継続して実施し，2022 年度

までにダイオキシン類を測定した血液試料数は

6,000 件に上っている．一方，油症認定制度にお

いては 2012 年 12 月に同居家族条件による認定制

度が設立された5)．同居家族認定制度が開始され

て以降，同制度で認定された患者は 2021 年 6 月

時点で 308 名となっている．油症検診で同居家族

認定者は従来の油症診断基準で認定を受けた患者

と同様の取扱いとなり，血液中 PCB 濃度と血液

中 2,3,4,7,8-PeCDF を含むダイオキシン類濃度

の測定対象となっている．本報告では同居家族認

定制度が始まって以降の 2013〜2021 年度の油症

検診を受診した同居家族認定者 175 名を含む

1,224 名の血液中ダイオキシン類の分析結果をも

とに，従来の油症診断基準で認定を受けた患者

（検診認定者）及び未認定者と血液中濃度を比較

し，その傾向を調べた．

実 験 方 法

1．試料

2013 年度から 2021 年度までの 9 年間に，全国

油症一斉検診において採取した血液試料を対象に

ダイオキシン類の定量分析を行った．血液はヘパ

リン入り真空採血管に採血され，冷蔵状態で試験

室に搬入後，直ちに 10mL容量のガラス製ねじ口

瓶に移し，分析まで 4℃以下で冷蔵保存した．測

定の内部精度管理のため，コントロール試料とし

て日水製薬製の精度管理用凍結プール血清「L-コ

ンセーラⅡ」を使用した．

2．分析方法

既報3)4) に記載された方法に従い分析を行った．

血液約 5 g を秤量した後，凍結乾燥処理を行い，

クリーンアップスパイクを添加した．高速溶媒抽

出装置ASE-200 又は 350 型（Thermo 社製）によ

り脂肪抽出を行い，ロータリーエバポレーターで

有機溶媒を完全に留去して脂肪重量を求めた．脂

肪の全量をヘキサンで溶解し，硫酸処理を行った

後，硝酸銀シリカゲルカラム及び活性炭カラム等

で精製した．

測定装置条件の詳細は既報6)7) に記載されてい

る．測定にはすべて HRGC/HRMS（Agilent

6890/Waters Autospec Premier 等）を使用した．

厚生労働省が定めた血液中ダイオキシン類の分析

マニュアルには，1 回の分析に使用する標準的な

血液量は約 50 g とされている8)．被験者にとっ

て採血の負担が少ない血液量（5 g）から2,3,4,

7,8-PeCDF 等のダイオキシン類を安定的に検

出・定量するために， SCLV（SGE 社製），LVI

（アイスティサイエンス社製）等の大量注入技術

を順次導入し，高感度測定を継続して行った．

ダイオキシン類（21 種化合物）の定量値はすべ

て脂肪重量当たり濃度（pg/g-fat）で表記した．

これは油症診断基準で用いられる濃度表記（pg/

g-lipid）と同義である．2,3,7,8-TeCDD 毒性等

量（TEQ）の算出にはWHOによる毒性等価係数

（WHO-2005）を用い9)，定量下限値未満となった

化合物の濃度は定量下限値の 1/2 値として取り扱

い，TEQ を算出した．ダイオキシン類濃度の集

計では，9 年間に 1 度しか測定していない場合は

その濃度を，複数回測定している場合は最後に測

同居家族認定者の血液中ダイオキシン類濃度 11
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定した濃度（最新の濃度）を当該受診者の血液中

濃度とした．患者の年齢は採血時の年齢を用いた．

3．統計処理

血液中ダイオキシン類濃度の群間比較には t 検

定を行い，解析には IBM SPSS Statistics （Ver.

25）を用いた．

結果及び考察

1．同居家族認定者の血液中ダイオキシン類濃

度の推移

2013 年から 2021 年の 9 年間でダイオキシン類

濃度測定を行った同居家族認定者の血液試料数は

264 例であったが，複数回受診した認定者が存在

するため，実数は 175 名であった．これは 2020

年 6 月末現在の同居家族認定者数 308 名の 57％

に相当する人数であった．175 名の内訳は男性が

72 名，女性 103 名であり，受診時の最高年齢は男

性で 93 歳，女性で 92 歳，最低年齢は男性で 46 歳，

女性で 45 歳であった．受診回数が 3 回以上の同

居家族認定者 11 名（患者A〜K）について血液中

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度及び TEQ 濃度の合計値

（Total TEQ）の年次推移を表 1に示した．9年間

の受診回数で最多は患者 I（出生 1949 年，女性）

の 6回であった．油症認定患者の血液中ダイオキ

シン類濃度測定は原則として 4年に 1回の頻度で

行われているため測定間隔があるが，油症診断基

準の指標のひとつである血液中2,3,4,7,8-

PeCDF 濃度に顕著な変化は認められず，Total

TEQ濃度も同様であった．この傾向は 2001 年か

ら 2017 年までの検診認定者における傾向とも一

致していた10)．

2．同居家族認定者と各受診者区分の血液中ダ

イオキシン類濃度の比較

表 2に 2013 年から 2021 年度の 9年間で実施し

た血液中ダイオキシン類調査結果をまとめた．表

2（A）は同居家族認定者 175 名，（B）に検診認定

者 640 名，（C）に未認定者 409 名についてダイオ

キシン類各異性体の実測濃度と TEQ濃度を示し

た．さらに 2004 年度に福岡県内の一般住民（60

歳以上の 127 名）を対象に実施した調査結果11)

を示した．

2013〜2021 年度に血液中ダイオキシン類を測

定した未認定者 409 名の内訳は男性が 165 名，女

性 244 名であり，受診時の年齢は男性が 16〜93

歳，女性が 8〜45 歳であった．血液中のダイオキ

シン類の各異性体濃度を対照群の一般住民と比較

すると同等か低くなる傾向が認められ，油症診断

基準の指標である2,3,4,7,8-PeCDF 濃度は未認

定者で平均 12 pg/g-fat であったのに対し，一般

住民で平均 17 pg/g-fat であった．これは未認定

者の集団に若年者が多く含まれることが要因とし

て考えられた．未認定者の約半数（238 名）は 9

年間で 1 回のみの受診であったが，9 名は 9 回の

検診をすべて受診していた．複数回受診した未認

定者の血液中2,3,4,7,8-PeCDF 濃度の変動は概

して少なく，濃度変化は殆ど認められなかった．

一方，検診認定者（640 名）の血液中2,3,4,7,

8-PeCDF濃度は平均 25 pg/g-fat となり，対照群

の一般住民に対して約 4.8 倍高い値であった．検

診認定者の血液中濃度が一般住民と比べて 2倍以

上高かった化合物は 2,3,4,7,8-PeCDF の他に

1,2,3,4,7,8-HxCDF（3.5 倍），2,3,7,8-TeCDF

（2.7 倍）及び 3,3ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-HxCB（2.4 倍）の 4

化合物であった．検診認定者の血液中2,3,4,7,8-

PeCDF の濃度分布は 2.8〜1,300 pg/g-fat と広

い範囲に及び，17 名が 500 pg/g-fat を超える高

濃度であったが，検診認定者数全体の約 60％は

50 pg/g-fat 未満の濃度であった（表 3）．

表 2（A）に同居認定者（175 名）の血液中ダイ

オキシン類濃度を示した．同居認定者の血液中

2,3,4,7,8-PeCDF 濃度の平均値は 25 pg/g-fat

で認定者の 84 pg/g-fat より低く，一般住民の 17

pg/g-fat や未認定者の 12 pg/g-fat よりも高い値

を示した．Total TEQ 濃度においても同居認定

者の平均 31 pg-TEQ/g-fat に対して認定者の 55

pg-TEQ/g-fat より低く，未認定者の 22 pg-

TEQ/g-fat よりも高い値となった．血液中2,3,

4,7,8-PeCDF 濃度とTotal TEQ 濃度について同

居認定者―検診認定者間及び同居認定者―未認定

者間で t 検定を行った結果，それぞれ有意差が認

められた（p＜ 0.01）．

同居認定者の血液中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度の

分布は 2.8〜440 pg / g-fat と広範囲に及び，未認

定者における濃度分布と異なっていた（表 3）．同

居認定者全体の約 90％に相当する 161 名は 50

pg/g-fat 未満であったが，油症診断基準で「高い

堀 就 英 ほか９名12
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濃度」に区分される 50 pg/g-fat を超える患者が

14 名認められた．これらの認定者は同居家族条

件による認定制度をきっかけに初めて油症検診を

受診し，高濃度の曝露が明るみになった事例であ

る．油症では事件発生から 40 年後の 2007 年時点

での詳細な死因調査により，男性において全がん，

肺がん等の死亡率が一般人よりも高いことが示さ

れており12)，健康状態の継続的な観察が必要であ

る．

油症患者の血液中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度を男

女間で比較すると，年齢層を問わず女性が高くな

る傾向が認められている13)．同居認定者 175 名

のうち男性 72 名と女性 103 名の2,3,4,7,8-

PeCDF 濃度を比較すると，男性は平均 16 pg/g-

fat（範囲：3.4〜66 pg/g-fat）及び女性は平均 30

pg/g-fat（範囲：2.8〜440 pg/g-fat）となり，女性

で高くなっていた．これは女性の同居認定者に含

まれる高濃度の患者が平均値を押し上げたものと

考えられ，中央値を比較すると男性 14 pg/g-fat，

女性は 15 pg/g-fat となり，ほぼ同等となってい

た．

総 括

少量（約 5 グラム）の血液から2,3,4,7,8-

同居家族認定者の血液中ダイオキシン類濃度 13
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表 1 同居家族認定者 11 名の血液中 2,3,4,7,8-PeCDF濃度（pg/g-fat）と Total TEQ濃度（pg-TEQ/g-fat）の推移

患 者
（生年，性別）

検 診 年 度

2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021

A
（1946，女）

PeCDF 20 19 16 - - - 21 - -

TEQ 42 35 37 - - - 33 - -

B
（1952，女）

PeCDF - 54 - - - 39 - 31 -

TEQ - 48 - - - 37 - 32 -

C
（1955，女）

PeCDF 85 84 - - - 62 - - -

TEQ 110 117 - - - 91 - - -

D
（1963，女）

PeCDF 53 48 - - - - 45 - -

TEQ 26 23 - - - - 21 - -

E
（1957，男）

PeCDF 22 22 - - - 15 - - -

TEQ 44 40 - - - 39 - - -

F
（1951，男）

PeCDF - 20 - - - 14 14 11 -

TEQ - 27 - - - 16 17 15 -

G
（1953，男）

PeCDF 98 - - - 90 - - 66

TEQ 79 - - - 71 - - - 57

H
（1954，男）

PeCDF 13 12 - - - - 8.2 - -

TEQ 22 18 - - - - 16 - -

I
（1949，女）

PeCDF 15 15 13 - 12 12 - 12 -

TEQ 38 34 32 - 27 27 - 30 -

J
（1950，女）

PeCDF 13 13 13 13 12 - - - -

TEQ 24 26 26 25 23 - - - -

K
（1935，男）

PeCDF - - - 25 25 32 33 - -

TEQ - - - 33 35 45 43 - -

PeCDF：2,3,4,7,8-pentaCDF

TEQ：Total TEQ

-：未受診のためデータなし
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PeCDF を含むダイオキシン類を定量する技術を

維持し，継続して測定を行った．同居認定者の血

液中ダイオキシン類濃度の経年推移をみたところ，

顕著な変化は認められなかった．また血液中ダイ

オキシン類濃度について同居認定者は検診認定者

及び未認定者との間に有意差があったが，濃度に

影響する性別や年齢について補正した解析が今後

必要と考えられる．同居認定者の血液中ダイオキ

シン類の濃度分布では，同居認定者の多くは通常

の 30 pg / g-fat 未満の濃度区分に属し，ダイオキ

シン類による健康リスクは一般人と同等と考えら

れた．一方，油症診断基準で「高い濃度」に該当

する同居認定者が少数認められた．血液中2,3,4,

7,8-PeCDF 濃度が 100 pg/g-fat を超えるなど，

典型的な患者と同等の濃度事例が得られたことか

ら，これらの対象者について今後の健康状態を注

意深く観察する対策が求められる．
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表 3 血液中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度（脂肪重量当た

り）の度数分布

2,3,4,7,8-PeCDF
濃度範囲（pg/g）

検診
認定者

同居家族
認定者

未認定者

以上 未満

1,200 〜 1,300 1 - -

1,100 〜 1,200 1 - -

1,000 〜 1,100 - - -

900 〜 1,000 - - -

800 〜 900 - - -

700 〜 800 1 - -

600 〜 700 2 - -

500 〜 600 7 - -

400 〜 500 13 1 -

300 〜 400 28 1 -

200 〜 300 27 - -

100 〜 200 67 3 -

90 〜 100 11 1 -

80 〜 90 14 - -

70 〜 80 20 1 -

60 〜 70 24 4 -

50 〜 60 23 3 1

40 〜 50 38 7 6

30 〜 40 63 8 18

20 〜 30 73 27 44

10 〜 20 125 67 122

0 〜 10 102 52 218

人数計 640 175 409
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油症における末梢血 CD4 陽性 CD25 陽性 Tリンパ球に関する検討
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CD4 Positive CD25 Positive T Lymphocyte in Patients with Yusho
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2)Department of Internal Medicine, Kitakyushu Wakasugi Hospital

Abstract

To investigate chronic immune effects of polychlorinated biphenyl (PCB), CD4+ T lymphocytes and
CD4+CD25+ T lymphocytes in peripheral blood were studied in 187 subjects in 2022. There was no
correlation between the blood PCB levels and the absolute density or the percentage of the CD4+ or
CD4+CD25+ lymphocytes. The percentage of CD4+CD25+ lymphocytes was significantly increased in
patients with Yusho compared with those in control subjects. Furthermore, the percentage of CD4+

CD25+ lymphocytes was significantly increased in subjects with high PCB level compared with those
in subjects with low PCB level. We conclude that CD4+CD25+ lymphocytes increase in patients with
Yusho, and it may be associated with PCB levels in blood.

Key words : Yusho, CD4+CD25+ T lymphocyte, PCB

は じ め に

1968 年 4 月頃よりポリ塩化ビフェニル（PCB）

混入ライスオイル摂取により北部九州を中心に発

生した油症では，原因油の分析から油症の原因物

質としてポリ塩化ジベンゾフラン（PCDF）の毒

性影響が大きいと考えられる1)2)．PCDF は，狭

義のダイオキシンであるポリ塩化ジベンゾ-パラ-

ジオキシン（PCDD）およびコプラナ− PCBとと

もにダイオキシン類と総称され，これらの物質の

毒性は細胞質に存在する芳香族炭化水素受容体

（Ah受容体）を介すると考えられているが，その

機構の詳細は未だ不明である3)．油症発生以来 50

年以上が経過し種々の症状は軽快しているが，重

症例においては体内の PCB 濃度が今なお高く血

中 PCB の組成には未だに特徴的なパターンが認

められ，慢性中毒に移行していると推定され

る4)~6)．2001 年度より福岡県油症一斉検診にお

いてダイオキシン類の測定が開始され，油症患者

では未だに血中 PCDF濃度が高値であり，PCDF

の体内残留が推測される7)．

近年，PCB，ダイオキシン類が内分泌撹乱物質

として正常なホルモン作用を撹乱し，生殖機能の

阻害，悪性腫瘍の発生，免疫機能の低下等を引き

起こす可能性が指摘されている8)9)．油症におけ

る免疫機能影響については，1996 年度福岡県油症

一斉検診において血中 PCB 濃度が高値の油症患

者に抗サイログロブリン抗体の出現を高頻度に認
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め油症患者における免疫機能の障害が推測され

た10)．そして，1997 年度の福岡県油症一斉検診

において免疫グロブリン IgA，IgG，IgM のいず

れか 1分画以上の上昇を 40.0％に，自己抗体では

抗核抗体を 45.6％と高率に認め，油症において液

性免疫の障害を高頻度に認めることが報告されて

いる11)．

今回我々は，2022 年度福岡県油症一斉検診にお

いて細胞性免疫機能検査として末梢血リンパ球亜

集団の CD4 陽性細胞および CD4 陽性 CD25 陽性

細胞を測定し，油症における細胞性免疫に対する

慢性的影響について検討した．

対象および方法

2022 年度福岡県油症一斉検診における 15 歳以

上の受診者 189 例中，細胞性免疫検査にアンケー

トにて同意が得られた 187 例を対象者とした．

白血球数，末梢血液像は半導体レーザを使用し

たフローサイトメトリー法により多項目自動血球

分析装置XE-2100（シスメックス㈱）にて測定し

た．末梢血リンパ球亜集団の CD4 陽性細胞およ

び CD4 陽性 CD25 陽性細胞の測定は抗ヒトマウ

スモノクローナル抗体を用い二重染色フローサイ

トメトリー法により，CD4 陽性細胞はCD4 FITC

（Beckman Coulter）を用いて，CD25 陽性細胞は

CD25 PE（BD Biosciences）を用いてBD FACS-

Canto Ⅱフローサイトメーター（BD Bioscien-

ces）にて測定した．リンパ球亜集団は，総リンパ

球に対する比率および絶対密度で表した．

PCBの測定は福岡県保健環境研究所，福岡市保

健環境研究所，北九州市環境科学研究所および北

九州生活科学センターで行った．血中 PCB 濃度

は 2022 年度福岡県油症一斉検診において測定し

た 187 例の測定値を用いて CD4 陽性細胞および

CD4 陽性 CD25 陽性細胞との関連について検討

した．

結果は平均±標準偏差（mean ± S.D.）で表し，

平均値の比較については t検定を用いた．

結 果

2022 年度福岡県油症一斉検診における 15 歳以

上の受診者で細胞性免疫検査に同意が得られた

187 例の内訳は女性 106 例，男性 81 例で，平均年

齢は 57.8 ± 18.7（18〜93）歳であり，油症患者

91 例，油症患者（同居家族）15 例，未認定患者 78

例，観察者 3 例であった．血中 PCB 濃度と年齢

の間に有意の正の相関（r=0.624，P＜ 0.001）を

認めた．

2022 年度福岡県油症一斉検診の受診者 187 例

について血中 PCB 濃度と CD4 陽性細胞および

CD4 陽性 CD25 陽性細胞との関連について検討

した（Table 1）．血中 PCB 濃度と CD4 陽性細胞

の総リンパ球に対する比率あるいは CD4 陽性細

胞数の間に相関をみなかった．血中 PCB 濃度と

CD4 陽性 CD25 陽性細胞の比率あるいは CD4 陽

性 CD25 陽性細胞数の間に相関をみなかった．

次に，油症患者 91 例について未認定患者 78 例

を対照者として，両群間の CD4 陽性細胞および

CD4 陽性 CD25 陽性細胞について検討した

（Table 2）．対照者の平均血中 PCB 濃度は 0.25

± 0.21ppb，油症患者の平均血中 PCB 濃度は

0.98 ± 0.88ppb であった．CD4 陽性細胞の総リ

ンパ球に対する比率は対照者 46.2 ± 8.6％に比

べ油症患者では 47.7 ± 10.0％と差をみなかった．

CD4 陽性細胞数は対照者 915.2 ± 352.1/m l に対

し油症患者では 847.3 ± 310.6/m l と差をみな

かった．CD4 陽性 CD25 陽性細胞の比率は対照

者 16.9 ± 6.9％に対し油症患者では 19.2 ±

7.5％と有意の上昇を認めた（P ＜ 0.05）．CD4

陽性 CD25 陽性細胞数は対照者328.1 ± 165.5/m l

� 博・松 村 潔18
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Table 1 Correlation coefficients between T lymphocyte

subpopulation and PCB concentration in blood

r

CD4+ cell (%) 0.011

(/m l) − 0.013

CD4+CD25+ cell (%) 0.038

(/m l) 0.029



に対し油症患者では 339.7 ± 172.0/m l と差をみ

なかった．

福岡県油症一斉検診受診者 187 例について血中

PCB濃度上位 25％を PCB高濃度群，下位 25％を

PCB 低濃度群とし両群間の CD4 陽性細胞および

CD4 陽性 CD25 陽性細胞について検討した

（Table 3）．PCB 低濃度群 47 例の血中 PCB 濃度

は 0.20 ppb 以下，平均血中 PCB 濃度は 0.13 ±

0.05ppb であり，未認定患者 42 例，油症患者 3例，

油症患者（同居家族）2例であった．PCB高濃度

群 47 例の血中 PCB 濃度は 0.87 ppb 以上，平均

血中 PCB濃度は 1.62 ± 0.90ppb であり，油症患

者 39 例，油症患者（同居家族）4例，未認定患者

2例，観察者 2例であった．CD4 陽性細胞の比率

は PCB 低濃度群 46.0 ± 8.5％，PCB 高濃度群

46.6 ± 10.3％，CD4 陽性細胞数は PCB低濃度群

954.8 ± 356.5/ m l，PCB 高 濃 度群 887.5 ±

327.2/m l と両群間に差をみなかった．CD4 陽性

CD25 陽性細胞の比率は PCB 低濃度群 16.1 ±

7.5％に比べ PCB 高濃度 19.3 ± 7.7％と有意の

上昇を認めた（P＜ 0.05）．CD4 陽性 CD25 陽性

細胞数は PCB 低濃度群 328.2 ± 167.2/m l，PCB

高濃度群 370.6 ± 205.5/m l と差をみなかった．

考 察

油症における免疫機能への影響については血中

PCB 濃度が高値の油症患者に抗サイログロブリ

ン抗体の出現を高頻度に認めることが報告されて

いる．油症発生 28 年後の 1996 年度福岡県油症一

斉検診の甲状腺機能検査において，甲状腺ホルモ

ンは血中 PCB濃度 3.0 ppb 以上の PCB高濃度群

と 3.0 ppb 未満の PCB 低濃度群の間に差がみら

れなかったが，抗サイログロブリン抗体を高濃度

群の 19.5％と低濃度群の 2.5％に比べ高頻度に認

めた10)．そして，1997 年度福岡県油症一斉検診

において免疫機能検査として免疫グロブリンおよ

び自己抗体を測定し，油症患者において免疫グロ

ブリン IgA，IgG，IgM のいずれか 1 分画以上の

上昇を 40.0％に，自己抗体についてはリウマチ因

子を 8.9％に，抗核抗体を 45.6％と高率に認め，

液性免疫を中心とする免疫機能に対する慢性的影

響が示唆された11)．さらに，2007 年度福岡県油

油症におけるCD4+CD25+T リンパ球の検討 19
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Table 2 T lymphocyte subpopulations in controls and in patients with Yusho

No.
Controls
78

Yusho
91

CD4+ cell (％) 46.2 ± 8.6 47.7 ± 10.0

(/m l) 915.2 ± 352.1 847.3 ± 310.6

CD4+CD25+ cell (％) 16.9 ± 6.9 19.2 ± 7.5＊

(/m l) 328.1 ± 165.5 339.7 ± 172.0

＊P ＜ 0.05 vs. controls.

Table 3 T lymphocyte subpopulations in subjects with low PCB concentration and

with high PCB concentration

No.

PCB concentration

≦ 0.20 ppb

47

≧ 0.87 ppb

47

CD4+ cell (％) 46.0 ± 8.5 46.6 ± 10.3

(/m l) 954.8 ± 356.5 887.5 ± 327.2

CD4+CD25+ cell (％) 16.1 ± 7.5 19.3 ± 7.7＊

(/m l) 328.2 ± 167.2 370.6 ± 205.5

＊P ＜ 0.05 vs. blood PCB concentration ≦ 0.20 ppb.



症一斉検診において，血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃

度と免疫グロブリン IgA およびリウマチ因子と

の間に正の相関を，抗核抗体を血中2,3,4,7,8-

PeCDF 低濃度群に比べ高濃度群に高頻度に認め，

油症における免疫グロブリン IgA およびリウマ

チ因子の上昇，抗核抗体の出現に2,3,4,7,8-

PeCDF が関与している可能性が考えられ，液性

免疫に対する 2,3,4,7,8-PeCDF の慢性的影響が

示唆された12)．

油症における細胞性免疫への影響については

2008 年度福岡県油症一斉検診を受診した油症患

者について末梢血リンパ球亜集団を測定し，血中

PCB 濃度および血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と

の関連について報告されている13)．血中 PCB 濃

度と末梢血リンパ球数，helper/inducer T 細胞を

示すCD4 陽性細胞数，suppressor/cytotoxic T 細

胞を示す CD8 陽性細胞数の間に相関はみられな

かったが，血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度と末梢血

リンパ球数，CD4 陽性細胞数の間に相関が認めら

れた．そして血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度が高値

の油症患者では低値の患者に比べ末梢血リンパ球

数，CD4 陽性細胞数の上昇が認められた．油症患

者における末梢血リンパ球数，CD4 陽性細胞数の

上昇に 2,3,4,7,8-PeCDFの関与が示唆された．

2022 年度福岡県油症一斉検診を受診した油症

患者について未認定患者を対照者として CD4 陽

性細胞および CD4 陽性 CD25 陽性細胞を検討し，

CD4 陽性細胞は油症患者と対照者に差をみな

かったが，油症患者では対照者に比べ CD4 陽性

CD25 陽性細胞の比率の上昇を認めた．そして，

2022 年度福岡県油症一斉検診の受診者について

PCB 高濃度群では PCB 低濃度群に比べ CD4 陽

性 CD25 陽性細胞の比率の上昇を認めた．油症患

者に CD4 陽性 CD25 陽性細胞の上昇を認め，油

症における CD4 陽性 CD25 陽性細胞の上昇に血

中 PCB濃度の関与が示唆される．

Sakaguchi ら14) は T 細胞が欠損するヌードマ

ウスに CD4 陽性 CD25 陽性 T細胞を除去した T

細胞を移入することにより自己免疫疾患が発症し，

CD4 陽性 CD25 陽性 T 細胞の移入により自己免

疫疾患の発症が阻止されることより，自己免疫疾

患の発症を阻止する CD4 陽性 CD25 陽性 T細胞

を CD4 陽性 CD25 陽性制御性 T細胞として報告

した．CD4 陽性 CD25 陽性制御性 T 細胞は免疫

自己寛容により自己免疫疾患の発症抑制に関与す

るほか，抗腫瘍免疫の抑制，移植免疫寛容の誘導

に関与することが報告されている15)16)．今回の

検討では油症において CD4 陽性 CD25 陽性細胞

の上昇が認められたが，CD4 陽性 CD25 陽性細胞

に含まれる CD4 陽性 CD25 陽性制御性 T細胞に

対する慢性的影響については不明である．油症に

おいて自己免疫疾患の発症抑制に関連する CD4

陽性 CD25 陽性制御性 T 細胞について検討が必

要と考えられる．

2022 年度福岡県油症一斉検診において対照者

に比べ油症患者に CD4 陽性 CD25 陽性細胞の上

昇を認め，PCB 高濃度群では PCB 低濃度群に比

べ CD4 陽性 CD25 陽性細胞の比率の上昇を認め

ることより油症における CD4 陽性 CD25 陽性細

胞に対する慢性的影響に PCB の関与が示唆され

る．今後，油症における CD4 陽性 CD25 陽性細

胞の上昇に対する血中 2,3,4,7,8-PeCDF 濃度の

関連について検討が必要と考えられる．

総 括

油症発生 54 年後の 2022 年度福岡県油症一斉検

診受診者 187 例について末梢血リンパ球亜集団を

測定し，血中 PCB 濃度との関連について検討し

た．血中 PCB濃度と CD4 陽性細胞の総リンパ球

に対する比率あるいは CD4 陽性細胞数の間に相

関をみなかった．血中 PCB 濃度と CD4 陽性

CD25 陽性細胞の比率あるいは CD4 陽性 CD25

陽性細胞数の間に相関をみなかった．油症患者

91 例では対照者 78 例に比較し CD4 陽性細胞の

比率あるいは絶対密度に差をみなかったが，CD4

陽性 CD25 陽性細胞の比率は対照者に比べ油症患

者では有意の上昇を認めた．CD4 陽性 CD25 陽

性細胞の絶対密度には差をみなかった．そして，

血中 PCB 高濃度群では PCB 低濃度群に比べ

CD4 陽性 CD25 陽性細胞の比率の上昇を認めた．

油症における CD4 陽性 CD25 陽性細胞に対する

慢性的影響に PCBの関与が示唆された．
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坐骨神経および脊髄神経のタンパク質発現に基づく

ベンゾ[a]ピレン投与ラットに対するシナモンの効果
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Effect of Cinnamon on Benzo[a]pyrene-Treated Rats

Based on Sciatic and Spinal Nerve Protein Expression
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Abstract

This study investigated the effects of cinnamon on benzo[a]pyrene- administered rats within the
peripheral and central nerves using behavioral and molecular biological methods. As a result, the
benzo[a]pyrene-administered group (Ben-DW) showed a significant decrease in locomotor activity at
night compared to the corn oil-administered group (Corn-DW), but this decrease was significantly
suppressed in the cinnamon-administered rat groups (Ben-3 mg CNM and Ben-10 mg CNM). In the
study of sensory threshold changes using 2000 Hz electrical stimulation, the Ben+DW group showed
increased sensory threshold compared with that in the Corn-DW group. However, the administration
of cinnamon suppressed this increase in the threshold. In addition, the Ben-DW group experienced
more oxidative stress than did the Corn-DW group, and cinnamon administration improved the
oxidative stress. To investigate the relationship between behavioral and oxidative stress level changes
in rats induced by administrating benzo[a]pyrene and cinnamon and assess changes in the peripheral
and central nerves , cytochrome P450 (P450) 1A1 (CYP1A1), myelin-associated glycoprotein (MAG),
and myelin basic protein (MBP) proteins were analyzed on the sciatic nerve fibers and spinal cord.
Regarding the Aryl hydrocarbon receptor (AHR) target gene CYP1A1, the Ben-DW group had
significantly increased CYP1A1 protein expression in both the sciatic and spinal nerves, when
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compared with that in the Corn-DW group. However, cinnamon administration on both nerves
significantly suppressed that increase. For MAG protein, the Ben-DW group had significantly
decreased protein expression, in comparison with that in the Corn-DW group, in the sciatic nerve
fibers, and its suppression decreased in the cinnamon-treated group. However, there was no
significant difference between the groups in the spinal cord. As for MBP protein, there was a slight
change between the groups in both sciatic and spinal nerves, but there was no significant difference.
According to these results, we can conclude that exposure to benzo[a]pyrene may cause paresthesia
due to its toxicity to both the peripheral and central nerves. However, it is hypothesized that the
peripheral nerves are more likely to be affected than the central nerves. In addition, herbs and herbal
ingredients such as cinnamon, which have antioxidant and AHR activity inhibitory effects, may be
effective in benzo[a]pyrene exposure. However, further studies are needed to clarify the action of
dioxins, such as benzo[a]pyrene, on the central nervous system.

Key words：benzo[a]pyrene, cinnamon, sciatic nerve, spinal nerve

は じ め に

ダイオキシン類化合物による複合中毒であるカ

ネミ油症事件は，発生からおおよそ 50 年の年月

が経過した現在においても様々な後遺症が多く報

告されている1)2)．特に，一部の患者では末梢の

感覚鈍麻やしびれ感，自律神経失調症等の末梢神

経障害および中枢神経障害等が報告されているが，

その理由については不明な部分が多い2)~4)．油

症の急性期には，全身倦怠感，食欲不振，体重減

少，頭重感といった全身症状が見られることが報

告されている．特に全身倦怠感，頭痛，手足のし

びれといった自覚症状は，未だに 50％の患者さん

に認められ，これらの症状はダイオキシン類が末

梢神経系に限らず中枢神経系にも何らかの影響を

与える可能性を示唆している5)6)．ダイオキシン

類は，芳香族炭化水素受容体（Arylhydrocarbon

receptor，以下AHR）を介してその毒性を発揮さ

せることと様々な植物成分や生薬がAHRの活性

を抑制させることが Uchi ら7) により報告されて

いる．特に，生薬の一つであるケイヒは，抗酸化

作用とAHR活性化の阻害作用があり，ダイオキ

シン類の中毒症状を改善させる可能性が報告され

ている7)．近年，私たちが行ったダイオキシン類

似化合物の一つであるベンゾピレンを用いた動物

実験で，ベンゾピレンに曝露されたラットの末梢

のしびれ感等に関係が有るとされるAb神経線維

の伝導速度が低下していることが確認された5)6)．

これらの行動学的・電気生理学的動物実験による

結果は，ダイオキシン類が末梢神経系に明らかに

影響を与えることを示したものの，中枢神経系に

与える影響については未だ明らかでないのが現状

である．従って，本研究では，24 時間行動評価が

できる自発運動量計と小動物用感覚閾値測定装置

を用いた行動学的評価法と分子生物学的手法を用

いた坐骨神経と脊髄神経内の変化を検討すること

でベンゾピレンとケイヒの投与がラットの末梢及

び中枢神経に及ぼす影響を明らかにすることを目

的とした．

実 験 方 法

1．実験動物

5 週齢のWistar 系雄性ラット（SLC ㈱，静岡）

を用いて，コーンオイル 2週間連続投与後蒸留水

投与（Corn-DW）群，ベンゾピレン 2週間連続投

与後蒸留水投与（Ben-DW）群，ベンゾピレン 2

週間連続投与後ケイヒ投与（Ben-3 mg CNM と

Ben-10 mg CNM）群に分けた．ラットは市販の

飼料（CE-2, 日本クレア）および水を自由に摂取

させ，動物舎の照明は 12 時間ごとに明暗のコン

トロールをし，室温 25.0℃，湿度 55 ± 5％の条件

下で飼育した．

（倫理面への配慮）

動物の飼育および実験に関しては，熊本保健科

学大学動物倫理委員会の許可（登録番号，動

18-10）を得て行った．3種混合麻酔薬の全身深麻

酔下で心臓から採血後，左右の坐骨神経と脊髄神

経を採集し，その後，心臓・大血管を切開して失

血死させたため痛みなどの侵襲は殆ど無い．

2．試薬の投与

ベンゾピレン（Benzo[a]pyrene）は富士フイル

末梢と中枢神経に対するベンゾピレンとケイヒの影響 23
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ム和光純薬㈱から購入した．ケイヒはスリランカ

産のオーガニックシナモンを使用した．コーンオ

イル投与群にはコーンオイルを，ベンゾピレン投

与群には 30 mg/kg ベンゾピレンをコーンオイル

に溶かして経口投与器にてそれぞれのラットに 2

週間，一回 500 m l ずつ胃に直接投与した．2週間

のベンゾピレン投与後からコーンオイル投与群と

ベンゾピレン投与群には蒸留水，ケイヒ投与群に

は蒸留水に溶かした 3 mg/kg と 10 mg/kg のケ

イヒをそれぞれ経口投与器で 500 m l ずつ，4週間

胃に直接投与した．

3．ナノタグの装着と自発運動量の計測

ラットの自発運動量の計測のために小型運動量

計であるナノタグ（キッセイコムテック株式会社，

nano tag）を使用した．背中側にナノタグを装着

するため，ラット等小動物実験用簡易吸入麻酔装

置を用いて，3％イソフルランを使用し深麻酔下

で背部を剃毛した後に，ヨード液を用いて皮膚の

消毒を行った．滅菌済みの手術道具を用いて除毛

部位の皮膚を一部切開し，皮膚と筋肉の間にナノ

タグを挿入した後，手術用の糸を用いて筋肉に固

定した．切開した皮膚は手術用の糸にて縫合し，

ヨード液で傷部位の消毒を行った．自発運動量の

計測については，手術 1週間後から毎週 1回，20

時から 24 時間計測した．

4．感覚閾値の測定

時間的経過による感覚の変化は小動物用電気刺

激装置（STG2000 バイオリサーチセンター）を用

いて電気刺激による感覚閾値を測定した．ラット

を拘束装置に入れ，一定時間放置し，ラットが環

境に慣れた頃合いをみて開始した．周波数は，末

梢のしびれ感と関係するAb線維の刺激が可能で

ある 2,000 Hz の正弦波電機刺激のみを利用し覚

醒下のラット右後肢足底部に与え，刺激を与えて

からラットの逃避反応が観察された時点までの時

間を計測し，p-clamp ソフトウエア（Axon In-

strument 社製）で，刺激時間から刺激強度（mA）

を換算した．

5．酸化ストレス・抗酸化力測定と CYP1A1，

MBP，MAGタンパク質の測定

最終日の行動実験実施後，直ちに 3種混合麻酔

薬を用いてラットを麻酔し，心臓から採血後，坐

骨神経と L1〜L5 の脊髄標本を採集し，-80℃に

凍結した．血液試料は遠心分離し，取り出した血

清を用いて，採血後 72 時間以内に酸化ストレス

と抗酸化力の測定を行った .測定機器はフリーラ

ジカル解析装置 FREE CARRIO DUO（WIS-

MERLL 杜）を用いた．測定キットは，酸化スト

レスの測定に d-ROMs テスト（正常範囲：200 か

ら 300 U. CARR）（Diacron 社製)，抗酸化力の測

定に BAP テスト（最適値：2200 mM/L 以上）

（Diacron 社製)を使用した. d-ROMs テストでは，

pH4.8 の酢酸緩衝液キュベットを 37℃まで加温

し，保温したキュベットに血清 20 m1 を入れた後，

呈色液クロモゲン（N，Nジエチエルパラフェニ

レンジアミン）を 20 m1 入れ混合し，光度計に入

れて活性酸素・フリーラジカルによる代謝物であ

るヒドロペルオキシドの量を測定した．単位は

U. CARRが用いられ，1U. CARR＝ 0.08 mg/100

mlH2O2 になる．BAPテストは，チオシアン酸塩

誘導体を含む試薬入りのキュベットを 37℃まで

加温する．次に三価鉄塩を含む試薬を 50 m l 滴下，

混合し赤く呈色させる．その後光度計で三価鉄イ

オン濃度を測定後，三価鉄イオンが呈色している

試薬に血清を 10 m l 入れて混合すると血清中の抗

酸化物質の作用で二価鉄イオンに還元され，脱色

される．その色の変化を光度計で計測し，血清の

還元力を評価した．

凍結したラットの坐骨神経と脊髄神経は解凍後，

T-PER Tissue Protein Extraction Reagent

（Thermo Fisher Scientific）を用いてタンパク質

を抽出した．得られたタンパク質抽出液は

cytochrome P450 (P450) 1A1 (CYP1A1, Santa

Cruz Biotechnology), myelin basic protein (MBP,

Cosmo Bio), myelin-associated glycoprotein

(MAG, Cosmo Bio), 2ʼ3ʼ-cyclic nucleotide 3ʼ-phos-

phodiesterase (CNPase, GENETEX)，b -Actin

（Cell Signaling Technology）の抗体を用いてタン

パク質自動分析装置，WES（Protein simple）によ

り分離し分析を実施した．

6．統計処理

自発運動量と感覚閾値の結果は，標準偏差（S.

D.）で，酸化ストレス・抗酸化力と CYP1A1，

MBP，MAGタンパク質測定結果は平均±標準誤
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差（S.E.）でそれぞれ算出した．各群間差は，一元

配置分散分析し事後検定として Scheffe 検定を用

いた多重比較を行った．なお有意水準は 5％（p

＜ 0.05）とした．

結 果

1．時間的経過による自発運動量の変化

ベンゾピレンとケイヒ投与がラットの自発運動

量変化に及ぼす影響を，ナノタグを用いてベンゾ

ピレンの投与前，投与 2週間後，その後の蒸留水

又はケイヒの連続 4週間投与まで 1週間毎に測定

を行った．その結果，コーンオイル 2週間投与後

蒸留水投与群（Corn-DW，23337.1 ± 1263.3）に

対し，ベンゾピレン投与後蒸留水投与群（Ben-

DW，19205.4 ± 1140.2，p ＜ 0.001）で有意な夜

の自発運動量の低下がみられた．また，ベンゾピ

レンを 2 週間投与後からケイヒを投与した群

（Ben-3 mg CNM（21810.1±1336.4，p ＜ 0.05)

と Ben-10 mg CNM（22080.6±1032.8，p ＜

0.01））については自発運動量の低下の抑制が認

められた．しかし，昼の自発運動量については各

群間で有意な変化は認められなかった（Fig. 1）．

2．ベンゾピレンとケイヒの投与による感覚閾

値の経時的変化

ベンゾピレンとケイヒの投与がラットの感覚閾

値変化に及ぼす影響を，小動物用電気刺激装置を

用いて評価で測定した．植田ら8) は，5Hz の刺激

により C 線維，250Hz の刺激により Ad線維，

2,000 Hz の刺激により Ab線維を選択的に刺激

することが出来ると報告している．本研究では末

梢のしびれ感と関係するAb線維の刺激が可能で

ある 2,000 Hz の正弦波電機刺激のみを利用し覚

醒下で閾値を測定した．その結果，2,000 Hz の電

気刺激周波数による感覚閾値変化において，Corn

＋DW群（475.2 ± 89.2）に対し，Ben + DW群

（587.7 ± 98.3，p ＜ 0.05）で感覚閾値の有意な

上昇がみられ，ケイヒ投与群（Ben-3 mg CNM

（500.2 ± 89.1，p ＜ 0.05)と Ben-10 mg CNM

（481.2 ± 96，p＜ 0.05））で，その感覚閾値上昇

の抑制がみられた（Fig. 2）．

3．酸化ストレス・抗酸化力に対するベンゾピ

レンとケイヒの影響

自発運動量の変化と酸化ストレスの関係を明ら

かにするために，酸化ストレス度に対する影響を

検討した．その結果，Corn-DW群（320 ± 21.1）

に対し，Ben-DW群（374.1 ± 23.4, p ＜ 0.05）で

酸化ストレスの有意な上昇がみられ，その上昇は

Ben-3 mg CNM（350.6 ± 20.6)と Ben-10 mg

CNM群（340.6 ± 18.6)で抑制傾向がみられたも

のの，有意差は認められなかった（Fig. 3A）．抗

酸化力に関しては，Corn-DW 群（3678.3 ±

203.8）に対し，Ben-DW群（2905.2 ± 196.6，p

＜ 0.001）で抗酸化力の有意な低下がみられたが，

Ben-3 mg CNM（3231.3 ± 210.1）と Ben-10 mg

CNM群（3401.2 ± 138.5，p ＜ 0.05）では，Ben

群に対し，抗酸化力の上昇傾向又は有意な上昇が

認められた（Fig. 3B）．これらの結果から酸化ス

トレス度を計算した結果が Fig. 3C である．

BAP/d-ROMs ≦ 12.5 の場合を酸化ストレス状

態とみなす．酸化ストレス度については，Ben-

DW群（7.8 ± 0.8，p ＜ 0.001）で Corn-DW群

（11.5 ± 0.7）に対し，酸化ストレス状態であり，

Ben-3 mg CNM（9.2 ± 0.9）と Ben-10 mg CNM

（10.0 ± 0.6，p ＜ 0.01）群では Ben-DW群に対

し，有意な酸化ストレス状態の改善が見られた．

4．ベンゾピレンとケイヒの投与による

CYP1A1，MBP，MAGタンパク質の変化

ベンゾピレンとケイヒの投与によるラットの行

動変化や酸化ストレス度の変化と末梢及び中枢神

経内の変化の関連性を検討するために坐骨神経と

脊髄の L1〜L5 を取り出し，AHR の活性を測定

するためにCYP1A1 タンパク質（Fig. 4A），中枢

神経内の脱髄と自発運動量変化の関係を検討する

ためにMAG（Fig. 4B），MBP（Fig. 4C）タンパク

質を測定した．AHR の標的遺伝子である

CYP1A1 に関しては，Ben-DW 群（坐骨神経，

5.0 ± 0.2，p ＜ 0.001 と脊髄神経，4.6 ± 0.1，p

＜ 0.001）で Corn-DW群（坐骨神経，2.9 ± 0.2

と脊髄神経，3.2 ± 0.2）に対し坐骨神経，脊髄神

経共に CYP1A1 タンパク質の有意な発現増加が

みられたが，ケイヒを投与した Ben-3 mg CNM

（坐骨神経，3.9 ± 0.3，p ＜ 0.001 と脊髄神経，

3.7 ± 0.4，p ＜ 0.001）と Ben-10 mg CNM 群
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（坐骨神経，3.6 ± 0.5 と脊髄神経，3.3 ± 0.3）で

は，いずれの神経においても発現増加の有意な抑

制がみられた．MAGタンパク質においては，坐

骨神経で Corn-DW 群（0.79 ± 0.02）に対し

Ben-DW群（0.67 ± 0.03，p ＜ 0.001）で有意な

発現低下がみられ，Ben-10 mg CNM群（0.75 ±

0.02，p ＜ 0.05）ではその発現低下の抑制がみら

れた．しかし，脊髄神経では各群有意な変化はみ

られなかった．MBP タンパク質については，い

ずれの神経においても若干の発現変化がみられた

ものの，有意差はなかった．

考 察

本実験では，ダイオキシン類似化合物の一つで

あるベンゾピレンを投与したラットに対するケイ

ヒの効果を，自発運動量計と小動物用感覚閾値測

定装置を用いた行動学的評価法と坐骨神経と脊髄

神経を用いた分子生物学的手法で比較検討し，動

物の行動変化と末梢神経，中枢神経内の変化の関

連性について検討を行った．自発運動量計を用い

た行動学的評価法では，ベンゾピレン投与

（Ben-DW）群でコーンオイル投与（Corn-DW）

群に対し，夜間の自発運動量の有意な低下がみら

れたが，ケイヒ投与群でその低下が抑制された．

古谷ら9) によるとカネミ油症患者で感覚鈍麻や神

経のしびれ感などの末梢神経障害および中枢神経

障害が多いことが明らかになっている．末梢のし

びれ感は，末梢神経の中でもAb線維の伝導速度

緩徐化が関係していると考えられており，近年私

たちのベンゾピレンを用いた研究の結果でもベン

ゾピレンの毒性によるAb神経線維の伝導速度低

下が確認されている5)6)．また，本実験のベンゾ

ピレンを投与したラットでの閾値の測定結果でも，

先行研究と同様に 2,000Hz の電気刺激で閾値の

上昇がみられたことから，夜の自発運動量低下は，

ダイオキシン類の毒性がAb線維の神経に作用し，

神経異常を起こした結果，感覚異常の発生に至っ

た可能性が考えられる．しかし，油症の急性期に

は，全身倦怠感，食欲不振，体重減少，頭重感と

いった全身症状がみられることが報告されており，

特に全身倦怠感，頭痛，手足のしびれといった自

覚症状は，50％の患者さんに認められている2)~4)．

これらの症状はダイオキシン類が末梢神経系に限

らず中枢神経系にも何らかの影響を与える可能性

を示唆している．従って，坐骨神経と L1〜L5 ま

での脊髄を取り出し分子生物学的手法を用いて自

発運動量の変化や感覚閾値の上昇とAHRの活性

化や脱ミエリンとの関係について末梢神経と中枢

神経を用いて検討した．その結果，ベンゾピレン

投与により末梢神経と中枢神経内の CYP1A1 タ

ンパク質の発現増加がみられ，その増加はケイヒ

投与群で抑制されたことが確認された．MAGタ

ンパク質については，ベンゾピレン投与群の坐骨

神経内のみMAGタンパク質の発現低下がみられ，

ケイヒ投与によりその発現低下が抑制されたが，

脊髄神経内のMAGタンパク質と坐骨神経や脊髄

神経内のMBP タンパク質においては，タンパク

質発現の若干の変化はみられたものの，有意差が

無かった．中枢神経系の神経回路の多くは，神経

軸索の周囲が髄鞘に覆われ，跳躍伝導を行う有髄

神経回路である．また，髄鞘は内部の軸索に対し

て栄養供給をする働きもあることから10)，髄鞘は

神経機能の恒常性維持に重要な役割を担う構造物

と認識されている．種々の中枢神経疾患で病巣周

囲に髄鞘の脱落が検出され，脱髄は症状の発症や

悪化をもたらす現象と認識されている11)~13)．

従って，油症でみられる全身倦怠感，頭痛，手足

のしびれといった自覚症状は，ベンゾピレンに

よって引き起こされるAb神経線維の脱髄と同様

に，ダイオキシン類によって中枢神経の脱髄が引

き起こされた影響である可能性も考えられる．一

方で末梢神経の脱髄疾患は，神経を覆っているミ

エリンが脱ミエリン化し，神経信号がうまく伝達

できなくなるため，四肢のしびれなど様々の神経

症状が出る疾患とされており，いずれの脱髄疾患

も原因不明の疾患である10)~14)．本研究では，ベ

ンゾピレンの毒性作用を CYP1A1 タンパク質で

測定した結果，末梢と中枢神経の両側でその作用

がみられ，末梢神経ではその毒性によって脱髄が

引き起こされたことで神経の伝導速度が低下し，

感覚閾値が上昇した可能性が考えられたが，中枢

神経の脱髄に関する検討では各群間に差がみられ

なかったことから中枢神経よりも末梢神経の方が

ベンゾピレンによる影響を受けやすいと考えられ

る．今回のナノタグを用いた行動実験では，ベン

ゾピレンの毒性による神経作用が自発運動量低下

に影響を与えた可能性が考えられるが，その作用

は中枢神経よりも末梢神経の異常による感覚障害
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Fig. 1 Effects of benzo [a] pyrene and cinnamon administration in rat
locomotor activities.
A, The changes in the locomotor activity. B, Typical actograms

of Corn-DW, Ben-DW, and 3mg・10mg Ben-CNM groups. a, b, c, d
are the respective statistical data and typical actograms after 4
weeks of administration of distilled water or cinnamon. Corn,
Corn-oil. DW, Distilled water. Ben, benzo[a]pyrene. CNM, cinna-
mon. *, P ＜ 0.05. **，P ＜ 0.01. ***，P ＜ 0.001. Mean ± S.D. n=6.
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Fig. 2 Effects of benzo[a]pyrene and cinnamon administration on
sensory thresholds in rats.
Corn, Corn-oil. DW, Distilled water. Ben, benzo[a]pyrene.
CNM, cinnamon. *, P ＜ 0.05. Mean ± S.D. n=6.

Fig. 3 Effects of benzo[a]pyrene and cinnamon administration on antioxidant and oxidative stress
in rats.
The mean levels of serum d-ROMs (A), BAP (B), and Oxidant/antioxidant balance (C).

Corn, Corn-oil. DW, Distilled water. Ben, benzo [a] pyrene. CNM, cinnamon. d-ROMs,
Diacron reactive oxygen metabolites. BAP, Biological antioxidant potential. NS, no
significant. ＊, P ＜ 0.05. ＊＊, P ＜ 0.01. ＊＊＊, P ＜ 0.001. Mean ± S.E. n=6.



が影響を与えた可能性が考えられた．また，本研

究では，ベンゾピレン投与ラットに対する 3mg・

10 mg/kg ケイヒの効果を検討した．その結果，

自発運動量低下改善，感覚閾値の上昇抑制，酸化

ストレス度の改善，CYP1A1 の発現増加抑制，末

梢神経内のMAGタンパク質の発現低下抑制傾向

がみられた．ケイヒの主な成分であるシンナムア

ルデヒドは AHR の標的遺伝子である CYP1A1

タンパク質の発現を阻害するとともに抗酸化スト

レス作用が強いことが明らかになっている7)．前

回の私たちの実験の結果でも，3mg/kg のケイヒ

の摂取はベンゾピレンの毒性による症状に改善効

果があることが確認されたことから，AHR の活

性化抑制と抗酸化ストレス作用を持つケイヒは，

ベンゾピレン投与により発生するAHRの活性化

や酸化ストレスを抑制させることで，ベンゾピレ
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Fig. 4 Effects of benzo [a]pyrene and cinnamon administration on CYP1A1, MBP and MAG protein
expression in rat sciatic and spinal nerves.
The mean levels of CYP1A1 (A), MAG (B), and MBP (C) protein expression. Corn, Corn-oil. DW,

Distilled water. Ben, benzo[a]pyrene. CNM, cinnamon. CYP1A1, cytochrome P450 (P450) 1A1.
MBP, myelin basic protein. MAG, myelin-associated glycoprotein. NS, no significant. ＊, P ＜
0.05. ＊＊＊, P ＜ 0.001. Mean ± S.E. n=6.



ンの毒性による脱髄を抑制させ，神経異常を改善

させる可能性があると考えられる．

結 論

本研究の結果から，ベンゾピレンの曝露による

中毒は，末梢及び中枢神経の双方でその毒性によ

り感覚異常を引き起こす可能性（CYP1A1 の検討

結果）が示唆された．しかし，その影響は中枢神

経よりも末梢神経が受けやすいこと（MAGタン

パク質の検討結果）が考えられた．また，抗酸化

作用とAHR活性阻害作用を持つケイヒ等の植物

成分や生薬はダイオキシン類の曝露に効果的であ

る可能性が示唆された．しかし，今回の研究でも

中枢神経でのベンゾピレン等のダイオキシン類の

作用を明確に調べることができなかったため，今

後は脳神経内での感覚と関連する部位までの分析

を通して中枢神経での影響まで検討する必要があ

ると考えられる．
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Abstract

The in vitro metabolism of 2,2ʼ,5,5ʼ-tetrachlorobiphenyl (TCB) (CB52), 2,3ʼ,4ʼ,5-TCB (CB70) and
3,3ʼ,4,4ʼ-TCB (CB77) with liver microsomes of Chinese (CH) hamsters was studied and compared
with those of Golden Syrian (GS) hamsters. It has been revealed that GS hamster liver microsomes
produces two hydroxy (OH)-metabolites each from three TCB isomers and that phenobarbital (PB)
pretreatment mainly increased 3-OH-metabolite of CB52 and CB70, whereas 3-methylcholanthrene
pretreatment preferentially increased 4-OH-metabolite of CB52, CB70 and CB77. In this study, CH
hamster liver microsomes produced only 4-OH-metabolite from both CB52 and CB70 and their
metabolic activities were increased to about 4-fold of untreated microsomes by PB pretreatment.
However, CH hamster liver microsomes had no activity for CB77. In addition, coumarin 7-hydroxylase
activity, a characteristic activity of CYP2A enzymes, was also markedly induced by PB pretreatment.
As with the report of Fukuhara and others, immunoblot analysis of CH hamster liver microsomes
using anti-CYP2A14 antiserum confirmed that CYP2A14 was constitutive and PB-inducible. From
these results, it was suggested that CH hamster is a unique animal different from GS hamster in terms
of the mode of TCB metabolism and that CYP2A14 plays a major role as a 4-hydroxylase for CB52 and
CB70 in CH hamster liver.
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は じ め に

Polychlorinated biphenyls（PCBs）は，カネミ

油症の原因物質であるとともに，世界的環境汚染

物質としても知られているが，脂溶性が極めて高

いことから，経口摂取されると，その大部分は小

腸から吸収される．その後，肝臓に移行し，ここ

で主に薬物代謝酵素のチトクロム P450（CYP）に

より一酸素原子が添加され，水酸化（OH）体に変

換される．生成された OH 体の多くは胆汁を介

して糞中へと排泄される1)．一方，置換塩素数が

6〜7 個以上の PCBs は CYP による代謝を受けに

くくなり，血液，脂肪組織および肝臓などに高濃

度で残留することになる．

ところで，PCBs の水酸化には，現在，3つのサ

ブファミリーに属する CYP 分子種が関与してい

ることが明らかになっている2)．まず，CYP1A

酵素は，主に coplanar PCB，すなわち3,3ʼ,4,4ʼ-

tetrachlorobiphenyl（TCB）（CB77)3)，3,3ʼ,5,

5ʼ-TCB（CB80)4)，2,3ʼ,4ʼ,5-TCB（CB70)5)，な

どの para位の水酸化を触媒する．次に，CYP2B

酵素は，ortho位に塩素原子が 1〜4 個置換した

PCB，す な わ ち 2,2ʼ,5,5ʼ-TCB（CB52)3)6)，

CB705)， 2,2ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-hexachlorobiphenyl

（hexaCB）（CB153)7)，2,2ʼ,4,4ʼ,6,6ʼ-hexaCB

（CB155)8)，などのmeta（3，5，3ʼ あるいは 5ʼ）位

の水酸化を触媒する．さらに，CYP2A 酵素は，

meta-para位に隣接する 2つの水素原子が置換し

ている PCB，すなわち CB529)10)，CB705)，2,

2ʼ,4,5,5ʼ-pentachlorobiphenyl（CB101)11)，2,

2ʼ,3,4ʼ,5ʼ,6-hexaCB（CB149)12)，などの para（4

あるいは 4ʼ）位の水酸化を特異的に触媒する．

Chinese（CH）ハムスターの卵巣細胞は，バイ

オ医薬品（ワクチン，抗体などのタンパク質の医

薬品）の製造の際の宿主細胞として，非常に有名

である13)14)．特に，抗体医薬品を製造する場合，

約 80％の品目で本細胞が使用されている．これ

以外にも，遺伝学，栄養学，毒性スクリーニング

および遺伝子や組換えタンパク質の発現などの研

究においても，広く用いられている．しかしなが

ら，ラットやマウスに比べ，CHハムスターの薬

物代謝酵素に関する報告はほとんど見当たらない．

Fukuhara らは，Golden Syrian（GS）ハムスター

および CH ハムスターの肝薬物代謝酵素につき，

系統差を調べている過程で，phenobarbital（PB）

や 3-methylcholanthrene（MC）などのCYP誘導

剤に対する反応性が，両ハムスターで大きく異な

ることを見出した15)~20)．すなわち，発がん物質

aflatoxin B1の代謝活性化や 7-ethoxycoumarin

O-脱エチル化活性を調べると，GS ハムスターで

はMC前処理により顕著に促進されるのに対し，

CH ハムスターでは PB 前処理により促進される

ことを報告した．その後，彼らは CHハムスター

肝から，主要な PB 誘導性の CYP 分子種を精製

し，本酵素（CYP2A14 と命名）がCYP2A酵素の

特徴である coumarin 7-水酸化活性21) を有する

こと，また，前述の aflatoxin B1の代謝活性化や

7-ethoxycoumarin O-脱エチル化活性に強く関与

することを明らかにした22)．

我々はこれまでに，TCB 異性体，すなわち

CB52，CB70，CB77，CB80 につき，GS ハムス

ター肝ミクロゾーム（Ms）による代謝を調べ，
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Fig. 1 Chemical structures of CB52, CB70 and CB77 used in this study.



CB52 および CB70 は，PB 誘導性の CYP2B 酵素

により 3-OH 体へ，CB70, CB77 および CB80 は，

MC誘導性の CYP1A2 および CYP2A8 によって

4-OH 体へと代謝されることを報告した6)9)23)．

そこで本研究では，CB52，CB70 および CB77 に

つき，CH ハムスター肝 Ms による代謝を調べ，

既報の GS ハムスターと比較した（Fig. 1）．CH

ハムスター肝Ms として，未処理Ms とともに，

PBおよびMCで前処理した肝Msを用いた．

実 験 方 法

1．実験材料

⑴ TCBおよび代謝物

CB52 と CB70 は Hutzinger らの方法24) に従い，

また，4-OH-CB52 は既報23) に従い合成した．

3-OH-CB52 は吉村らの方法25)，すなわち，CB52

（200 mg/kg）をラットに単回腹腔内投与した後，

ラット糞から精製した．3-OH-CB70 と4-OH-

CB70 の合成は既報26) に従い行った．CB77 は

Nakatsu らの方法27) により，5-OH-CB77 および

4-OH-3,5,3ʼ,4ʼ-TCB（CB78）は，既報28) に従い，

合成した．

⑵ その他の試薬

PB（Na 塩）およびMCは和光純薬㈱（大阪）か

ら購入した．Glucose-6-phosphate（G-6-P）およ

びNADP+はオリエンタル酵母㈱（東京）より，ま

た，7-ethoxyresorufin（7-ER），resorufin，

coumarin，7-hydroxycoumarin および，G-6-P 脱

水素酵素は Sigma Chemical Co.（St. Louis，USA）

より購入した．トリメチルシリル（TMS）化剤の

N,O-Bis（trimethylsilyl）trifluoroacetamide は

ジーエルサイエンス㈱より購入した．その他の試

薬は最も高い純度のものを用いた．

⑶ 抗体

抗 CYP2A14 抗血清は，福原守男博士（国立健

康・栄養研究所）から供与された．抗ラット

CYP2A2 抗血清は，第一化学薬品（東京）から購

入した．また，抗ラットCYP1A1 抗血清は既報4)

に従い，調製した．

⑷ 実験動物の薬物処理

雄性のCHハムスター（体重約 20 g）を，それ

ぞれ未処理群，PB 前処理群およびMC前処理群

の 3群に分け，1群 3匹とした．PB-Na 塩は生理

食塩水に溶解し 80 mg/kg/day の用量で，一方，

MCはコーン油に溶解し 20 mg/kg/day の用量で，

いずれも 2日間腹腔内に投与した．最終投与日の

翌日に CH ハムスターを屠殺して，肝を摘出し，

常法により肝Ms を調製した．なお，これらの動

物実験は中村学園大学の動物実験研究倫理審査委

員会の承認を得た上で，「中村学園大学（含む短期

大学部）における実験動物のための指針」を遵守

し実施した．

2．肝Msによる TCB代謝

CH ハムスター肝 Ms による TCB の代謝は既

報5)に準じて行った．すなわち，40 mM TCB を

NADPH生成系（0.33 mM NADP，5 mM G-6-P，

G-6-P 脱水素酵素 1.0 unit），6 mMMgCl2および

ハムスター肝 Ms（1 mg protein）を 100 mM

HEPES 緩衝液（pH 7.4）とともに合計 1mLとし

て，37℃で 20 min インキュベートした．その後，

代謝物を chloroform-methanol（2 : 1）1mLおよ

び n-hexane 3 mL で 3 回ずつ抽出した．抽出液

は TMS 化後，GC-ECD に付した．各 TCB 代謝

物の TMS 誘導体の保持時間は次の通りである．

3-OH-CB52（8.27 min），4-OH-CB52（8.67 min），

3-OH-CB70（8.78 min），4-OH-CB70（9.08 min），

5-OH-CB77（11.37 min），4-OH-CB78（12.26

min）．なお，代謝物の定量は，各TCB の検量線

を用いて行った．

GC-ECD の条件は次の通りである．分析機器，

電子捕獲型検出器付きガスクロマトグラフ

HP5890 Series II（Hewlett-Packard 製）； カラム，

DB-1 フューズドシリカキャピラリーカラム（15

m × 0.25 mm i.d.，0.33 mm 膜厚，J&W Scien-

tific 製）；キャリアーガス，N2（1mL/min）；カラ

ム温度，200℃；注入口温度，250℃；検出器温度，

250℃．

3．その他

肝 Ms のタンパク質の定量は，Lowry らの方

法29) に従い行った．なお，標準タンパク質とし

てウシ血清アルブミンを用いた．また，総 CYP

含量，7-ER O-脱エチル化活性および coumarin

7-水酸化活性は，それぞれ Omura and Sato30),

Prough ら31) および Yamazaki ら32) の方法で測

定した．肝Ms の SDS-アクリルアミドゲル電気

泳動およびウエスタンブロッティングは，
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Guengerich らの方法33) で行った．CYP タンパ

クの免疫染色に用いたコニカイムノステインキッ

トはコニカ㈱から購入した．

実 験 結 果

1．肝薬物代謝酵素に対する CYP誘導剤の影響

Table 1 には，CH および GS ハムスター肝Ms

中の総 CYP 含量，7-ER O-脱エチル化活性およ

び coumarin 7-水酸化活性に対する CYP 誘導剤

の影響を示した．まず総CYP含量は，GSハムス

ターでは，PB 前処理で未処理 Ms の 1.5 倍に，

MC 前処理で 1.9 倍に増加したが，CH ハムス

ターでは，PB およびMCのいずれによっても未

処理の約 3倍と有意に増加した．次に，MCで誘

導される CYP1A1 の特徴的な活性である 7-ER

O-脱エチル化活性を比較すると，GS ハムスター

ではMC前処理により未処理Ms の 16 倍に増加

したが，CH ハムスターでも同様に，MC によっ

て未処理Ms の 9.1 倍に顕著に増加した．さらに，

CYP2A 酵素の特徴的な活性である coumarin 7-

水酸化活性は，GS ハムスターでは PB 前処理で

未処理の 1.3 倍であったが，CHハムスターでは

PB により未処理の 4.6 倍に増加した．しかし，

両ハムスターともに，MC前処理により，それぞ

れ未処理の 21％および 52％と激減した．

2．CHハムスター肝 Msによる CB52，CB70

および CB77 の代謝

CH ハムスター肝Ms による TCB 代謝を調べ，

GS ハムスターの結果と比較した．Fig. 2 には，

CH ハムスター肝Ms による CB52 代謝物のGC-

ECD クロマトグラムを示した．その結果，未処

理，PB 前処理および MC 前処理の CH ハムス

ター肝Ms において，1 本の代謝物ピークがいず

れも保持時間 8.67 min に検出された．このピー

クは PB前処理により顕著に増加した．標準品と

の比較から，3-OH体（保持時間 8.27 min）では

なく，4-OH 体の TMS 誘導体と保持時間が一致

した．同様に，TMS 誘導体として，CB70 の3-

OH 体と 4-OH 体は保持時間 8.78 min と 9.08

min に，CB77 の 5-OH体と 4-OH体は 11.37 min

と 12.26 min に検出された．以下，各ピーク面積
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Table 1 Effect of CYP inducers on liver microsomal monooxygenases in CH and GS hamsters

CYP inducer
Total CYP content
(nmol/mg protein)

7-ER O-deethylase
(nmol/min/mg protein)

Coumarin 7-hydroxylase
(nmol/min/mg protein)

CH hamstera)

None
0.486 ± 0.027

(1.00)
0.063 ± 0.009

(1.00)
0.385 ± 0.047

(1.00)

PB
1.459 ± 0.339＊

(3.00)
0.124 ± 0.024＊

(1.99)
1.753 ± 0.480＊

(4.55)

MC
1.435 ± 0.153＊

(2.95)
0.572 ± 0.185＊

(9.13)
0.081 ± 0.012＊

(0.21)

GS hamsterb)

None
1.025
(1.00)

0.179
(1.00)

0.255
(1.00)

PB
1.502
(1.47)

0.114
(0.64)

0.341
(1.34)

MC
1.917
(1.87)

2.865
(16.00)

0.132
(0.52)

＊Significantly different from the control, p＜ 0.05.
a）Each value represents the mean ± S.D. of three CH hamsters and those in parentheses are the relative ratio

to the control.
b）The data were cited from our previous report23) and each value represents mean of duplicate determinations

of pooled microsomes from ten GS hamsters. Coumarin 7-hydroxylase activity represents mean of duplicate

determination of pooled microsomes from three GS hamsters.
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Table 2 Effects of CYP inducers on the metabolism of CB52, CB70 and CB77 by CH and GS hamster liver microsomes

CYP inducer

Metabolite formed (pmol/min/mg protein)

CB52 CB70 CB77

3-OH 4-OH 3-OH 4-OH 5-OH 4-OH

CH hamstera)

None N.D.
20.1 ± 3.3
(1.00)

N.D.
22.3 ± 4.2
(1.00)

N.D. N.D.

PB N.D.
68.0 ± 15.0＊

(3.38)
N.D.

83.0 ± 25.1＊

(3.73)
N.D. N.D.

MC N.D.
25.1 ± 2.8
(1.25)

N.D.
18.2 ± 0.4
(0.82)

N.D. N.D.

GS hamsterb)

None
6.3 ± 0.5
(1.00)

5.6 ± 0.3
(1.00)

5.9 ± 1.4
(1.00)

46.8 ± 2.1
(1.00)

N.D. N.D.

PB
20.1 ± 0.2＊

(3.19)
11.1 ± 0.3＊

(1.98)
40.7 ± 2.1＊

(6.90)
59.0 ± 2.3
(1.26)

0.9 ± 0.7 N.D.

MC
3.6 ± 0.4＊

(0.57)
15.2 ± 0.6＊

(2.71)
N.D.

96.4 ± 9.6＊

(2.06)
0.4 ± 0.1 3.6 ± 0.7

＊Significantly different from the control, p＜ 0.05. N.D., not detected.
a）Each value represents the mean ± S.D. of three CH hamsters and those in parentheses are the relative ratio to the control.
b）The data were cited from our previous reports5)23) and each value represents the mean of triplicate determinations of

pooled microsomes from ten GS hamsters.

Fig. 2 GC-ECD chromatograms of the trimethylsilylated derivatives of CB52
metabolite by liver microsomes from untreated (A), PB-treated (B) and
MC-treated (C) CH hamsters.



から生成量を算出した．

Table 2 に各 TCB 代謝物の定量結果を示した．

その結果，CB52 および CB70 は非常によく似た

代謝パターンを示した．すなわち，未処理，PB

前処理および MC 前処理のすべての CH ハムス

ター肝Ms では 4-OH 体のみを生成した．また，

この生成は PB 前処理により，CB52 で未処理の

3.4 倍，CB70 で未処理の 3.7 倍に顕著に増加し

た．一方，CB77 は，CH ハムスター肝Ms では，

全く代謝物は生成されなかった．これらの結果か

ら，CHハムスター肝Msによる代謝は，GSハム

スターと大きく異なり，CB52 と CB70 に対して

3-水酸化ではなく，4-水酸化を触媒すること，こ

れらの TCB 代謝活性は PB 誘導性酵素によって

触媒されること，CB77 に対しては代謝活性を示

さないことが明らかになった．

3．CHハムスター肝Msの免疫染色

CH ハムスター CYP2A14，ラット CYP2A2 お

よびラット CYP1A1 に対する抗血清を用いて，

CH ハムスター肝Ms 中の CYP2A14 タンパクの

検出を試みた．Fig. 3A に示すように，すべての

CH ハムスター肝Ms において，抗 CYP2A14 抗

血清と交差反応するバンドが 1本検出され，さら

に，このバンドは PB 前処理Ms で顕著に増加し

ていた．また，抗ラット CYP2A2 抗血清を用い

た場合にも同様に，PB 前処理Ms で濃いバンド

として検出された（Fig. 3B）．なお，抗ラット

CYP1A1 抗血清を用いた場合には，MC 前処理

Msでのみ，1本のバンドが検出された（Fig. 3C）．

これらの結果から，CYP2A14 は CH ハムスター

肝Ms において，構成的で PB 誘導性の CYP で

あることが確認された．

考 察

従来，PBは，ラット，マウス，GSハムスター，

モルモットおよびヒトなど，多くの動物肝におい

て，CYP2B 酵素を顕著に誘導する代表的な

CYP2B 誘導剤として知られている．これに対し，

Fukuhara らは，GS ハムスターと全く異なり，

CH ハムスター肝では，PB 前処理により，

CYP2B 酵素が全く誘導されず，その代わり

CYP2A 酵素が顕著に誘導されることを報告し

た18)20)．本研究において，CH ハムスターを PB

で前処理した際，最初の投与から 24 時間後も睡

眠作用が継続していた．この事実は，Fukuhara

らの報告と同様に，PB の代謝酵素（CYP2B 酵

素）が誘導されていない，あるいは極めて少ない

ことを示唆していると思われる．

今回，CH ハムスター肝 Ms による 3 種類の

TCBの代謝を調べたところ，CB52 と CB70 に対

し，4-OH 体のみを生成し，3-OH 体は全く生成

されなかった．また，この活性は PB前処理によ

り，4倍に増加した．さらに，このTCB代謝の誘

導パターンは，CYP2A 酵素の特徴的な活性であ

る coumarin 7-水酸化活性の誘導パターンとよく

一致していた．これらの結果から，CB52 と

CB70 の 4-水酸化酵素として，CYP2A 酵素の関

与が示唆された．さらに，抗 CYP2A14 抗血清を

用いた免疫染色の結果，PB 前処理により，

CYP2A14 タンパクが顕著に増加することが確認

された．Fig. 4 に，CHハムスターおよびGSハム
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Fig. 3 Immunoblot analysis of liver microsomes from CYP inducers-treated CH hamsters with
antiserum against CYP2A14 (A), rat CYP2A2 (B) and rat CYP1A1 (C). Lanes Con, PB and MC
contain liver microsomes (10 m g protein each) from untreated, PB-treated and MC-treated CH
hamsters, respectively.



スターの CYP 分子種による TCB 異性体の推定

代謝経路を示したが，CH ハムスターにおける

CB52 と CB70 の 4-水酸化は，CYP2A14 によっ

て主に触媒されていることが示唆された．なお，

CYP2A14 は coplanar PCB の CB77 に対しては

代謝活性を有していなかった．

ヒト血中には，PCB異性体だけではなく，それ

らの PCB 代謝物である 4-OH 体も，高濃度で検

出されている34)．4-OH 体のうち最も多いのは，

4-OH-2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ,6-heptachlorobiphenyl

（CB187）で，次いで 4-OH-2,2ʼ,3,4ʼ,5,5ʼ-hexa-

chlorobiphenyl（CB146）や4-OH-2,3,3ʼ,4ʼ,5-

pentachlorobiphenyl（CB107）が多い．これらの

構造は，4位水酸基の両隣（3および 5位）に塩素

が置換されているのが特徴であるが，現在のとこ

ろ，これらの生成に関与するヒト CYP 分子種は

特定されていない．前述のように，PCBの 4位水

酸化を触媒できる CYP としては，ラット

CYP1A1，ラット CYP1A2 および GSハムスター

CYP2A8 が挙げられるが，CYP1A 酵素は主に

coplanar PCB を基質にしていることから，ヒト

CYP2A 酵素が最有力であろう．最後に，現在，

入手困難ではあるものの，このユニークな CHハ

ムスターを用いた検討により，今後，5 個以上の

塩素が置換された高残留性 PCB 異性体の代謝研

究がさらに進展することが期待される．

総 括

1．3 種類のTCB（CB52，CB70 および CB77）に

つき，CHハムスター肝Msによる代謝を調べ，

GS ハムスターと比較した．CB52 と CB70 の

代謝について，GS ハムスター肝Ms では，両

PCB から 3-および 4-OH 体が生成されたが，

CH ハムスター肝Ms では，両 PCB のいずれ

からも 4-OH 体のみが生成された．また，こ

の代謝活性は GS ハムスターではMC 前処理

で増加したが，CHハムスターでは PB前処理

により著しく増加した．一方，coplanar PCB

の CB77 は，CHハムスター肝Msにより全く

代謝されなかった．
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Fig. 4 Postulated metabolic pathways of CB52, CB70 and CB77 by CYP isoforms in CH
and GS hamsters. N/A, not applicable.



2．CH ハムスター肝Ms が有する CB52 と CB70

に対する 4-水酸化活性の CYP 誘導剤による

誘導パターンは，coumarin 7-水酸化活性のそ

れとよく一致していた．

3．抗 CYP2A14 抗体および抗ラット CYP2A2 抗

体を用いた免疫染色の結果，CHハムスター肝

Ms 中の CYP2A14 タンパクは，CB52 および

CB70 の 4-水酸化活性と一致して，PB前処理

により顕著に増加した．

以上の結果から，Fukuhara らにより報告され

た PB 誘導性の CH ハムスター CYP2A14 は，

CB52 および CB70 の 4-水酸化反応を特異的に触

媒することが示唆された．
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Abstract

The in vitro metabolism of 2,2ʼ,3,4ʼ,5ʼ,6-hexachlorobiphenyl (CB149) was examined using liver
microsomes of rats, hamsters, guinea pigs and humans. Three metabolites (M1, M2 and M3) were
produced common to animals and humans and M1 was a major metabolite in all microsomes used in
this study. Pretreatment of phenobarbital (PB) resulted in the marked increase of M1, M2 and M3 in all
animals. In PB-treated animals, M1 production increased 253-, 11- and 2.4-fold of untreated in rats,
hamsters and guinea pigs, respectively. Moreover, the order of M1 production was rats ＞＞ hamsters
＞ guinea pigs (46 : 5 : 1). In 3-methylcholanthrene-treated animals, M1 production was the same or
less than that of untreated animals. GC-MS determined M1, M2 and M3 to be 5-hydroxy (OH)-, 4-OH-
and 4,5-diOH-CB149, respectively. Human liver microsomes prepared individually from fifteen
Caucasians exhibited quite similar metabolic patterns. However, there was about 6-fold inter-indi-
vidual variation in the amounts of total metabolites. When the correlation coefficients between the
amount of CB149 metabolites generated and the enzymatic activities of CYP isoforms were
determined, the production of 5-OH- and 4,5-diOH-CB149 was significantly correlated with both
activities of CYP2B6 and CYP3A4, and the production of 4-OH-CB149 was significantly correlated
with CYP2A6 activity. So, when we actually investigated the metabolic activity using twelve CYP
isoforms, CYP2B6 and CYP2A6 catalyzed the formation of 5-OH- and 4-OH-CB149, respectively.
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However, CYP3A4 showed no activity. From these findings, it was suggested that CYP2B and CYP2A
enzymes play an important role in CB149 metabolism in animals and humans.

Key words：CB149, metabolism, cytochrome P450, rat, hamster, human

は じ め に

Polychlorinated biphenyls（PCBs）は，カネミ

油症の原因物質であるとともに，世界的環境汚染

物質としても知られているが，脂溶性が極めて高

いことから，ヒトの血液，脂肪組織および肝臓な

どから，高濃度で検出される．PCB異性体の中で

も，置換塩素数が 6個以上で，2,4,5-三塩素置換

ベンゼンあるいは 2,3,4,5-四塩素置換ベンゼン

を有するもの，すなわち 2,2ʼ,4,4ʼ,5,5ʼ-hexachlo-

robiphenyl（hexaCB)（CB153)，2,2ʼ,3,4,4ʼ,5ʼ-

hexaCB（CB138)，2,2ʼ,3,4,4ʼ,5,5ʼ-heptachloro-

biphenyl（heptaCB）（CB180)，2,2ʼ,3,3ʼ,4,4ʼ,

5-heptaCB（CB170）および2,3,3ʼ,4,4ʼ,5-hex-

aCB（CB156）などは，ほとんど代謝されないため，

ヒト血液中で特に高濃度で検出されている1)~3)．

Todaka らは，日本人の健常者と油症患者の血中

PCB異性体濃度を調べ，日本人健常者でも上記と

全く同様の PCB 異性体が検出されること，さら

には油症患者では健常者の 3〜4 倍多く残留して

いることを報告した4)．

一方，PCB異性体のうち，置換塩素数が 4個以

下のもの，または置換塩素数が 5 個以上でもビ

フェニル骨格の meta-para位に隣接する水素が

置換されたものは，肝小胞体に局在するチトクロ

ム P450（CYP）により，比較的容易に水酸化され，

胆汁を介して糞中へと排泄される5)．最近，我々

は 2,4,6-三塩素置換ベンゼンを有する PCB 異性

体が，前述の難代謝性 PCB異性体と比べ，置換塩

素数にかかわらず，meta（3，3ʼ，5 あるいは 5ʼ）

位の水酸化を非常に受けやすいことを新たに見出

している6)~8)．

本研究の 2,2ʼ,3,4ʼ,5ʼ,6-hexaCB（CB149）は六

塩素化 PCBであるが，meta-para（5,4）位に隣接

する水素を有することから，代謝されやすく，そ

のため残留性は低いと考えられる．事実，三村ら

は油症原因油中の CB149 濃度が総 PCB の0.5〜

0.7％であるのに対し，油症患者の血液中および

母乳中の CB149 濃度が 0.01〜0.05 ppb と非常に

低いことを報告している9)10)．また，前出の

Todaka らは油症患者および健常者の血液中に，

CB149 は全く検出されないと報告している4)．こ

れらの事実は，CB149 がヒトにおいて，容易に代

謝され，排泄されることを示唆している．一方，

我々は PCB混合物のカネクロール 500 をラット，

ハムスターおよびモルモットに腹腔内投与し，投

与後 5 日目の肝臓および血液中の CB149 代謝物

を調べたところ，ハムスター血液中に，カテコー

ル体の 4,5-dihydroxy（diOH)-CB149 が高濃度検

出されること，また，モルモット肝臓では特に，

CB149 のメチルスルホン体が高濃度検出される

ことを報告した11)12)．これらの代謝物は，まず

CYP により一酸素原子が添加された後，さらに

連続して水酸化されたり，あるいはグルタチオン

抱合を受けたりして，最終的に生成されると考え

られる．

PCB 代謝に関与する CYP 分子種として 3種類

のサブファミリ−に属するものが報告されてい

る13)．CYP1A酵素（ラットCYP1A114)）は，コ

プラナー PCBの para（4あるいは 4ʼ）位の水酸化

を，CYP2B 酵素（ラットCYP2B115)，ハムスター

CYP2B16)，モ ル モ ッ ト CYP2B1817)，ヒ ト

CYP2B618)~20)）はmeta（3，3ʼ，5 あるいは 5ʼ）位

の水酸化を，さらに CYP2A 酵素（ハムスター

CYP2A821)，ヒト CYP2A620)22)23) は para（4 あ

るいは 4ʼ）位の水酸化を触媒する．一方，CB149

の代謝酵素に関する報告はほとんどない．

そこで本研究では，ラット，ハムスター，モル

モットおよびヒト肝ミクロゾーム（Ms）を用いて，

CB149 代謝，特にカテコール体の生成機構につい

て検討を加えた．動物肝Ms として，未処理Ms

とともに，代表的な CYP 誘導剤として知られて

いる phenobarbital（PB）および 3-methylcho-

lanthrene（MC）で前処理した動物肝Ms を用い

た．また，ヒト CYP 分子種についても検討した．
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実 験 方 法

1．実験材料

⑴ CB149 の合成

CB149 は Cadogan の方法24) で合成した．すな

わち，2,4,5-trichloroaniline 1.0 g および1,2,

4-trichlorobenznene 3.0 g を tetrachloroethylene

10 mL で溶解し，さらに isopentyl nitrite 0.5 mL

を加えて，110℃で 24 時間反応させた．反応物は

アルミナカラム（100 g，Merck）およびシリカゲ

ルカラム（80 g，Merck）で部分精製した後，

HPLC にて精製した．HPLC 条件は次の通りであ

る．分取用カラム，ODSカラム（250 × 20 mm i.

d.，5 mm，YMC製）；プレカラム，ODSプレカラ

ム（50 × 20 mm i.d.，YMC 製）；移動相，aceto-

nitrile；流速，4mL/min；検出波長，254 nm．な

お，CB149 の化学構造はGC-MSにより決定した．

得られたCB149 の純度は，97.8％であった．

CB149：MS（EI) m/z（relative intensity, %)：

358（100）［M+]，360（181）［M++ 2]，362（155）

［M++ 4]，364（73）［M++ 6]，366（15）［M++ 8]，

323（33）［M+-Cl]，288（85）［M+-Cl2].

⑵ 代謝物の合成

5-Methoxy（MeO)-CB149 は Cadogan の方

法24) で合成した．すなわち，2,4,5-trichloroani-

line 1.0 g を，2,4,5-trichloroanisole（東京化成）

2.0 g とともに，tetrachloroethylene 10 mL で溶

解し，さらに isopentyl nitrite 0.5 mL を加えて，

110℃で 24 時間反応させた．その後，chloroform

にて抽出した．抽出物はアルミナカラム（100 g，

Merck）およびシリカゲルカラム（80 g，Merck）

で部分精製した後，分取用 HPLC を行い，5-

MeO-CB149 を精製した．次に，5-OH-CB149 は，

5-MeO-CB149 を脱メチル化して得た．5-MeO-

CB149 を dichloromethane で溶解し，17％三臭化

ホウ素（和光純薬）を加えて密封し，室温で 5時

間撹拌した．その後，GC-MS により脱メチル化

の確認を行った．

一方，4-OH-CB149 の合成はHutzinger らの方

法25) で行った．すなわち，2,4,5-trichloroani-

line 1.0 g を濃塩酸で塩酸塩とした後，亜硝酸ナ

トリウム飽和水溶液を滴下し，これに acetonit-

rile に溶解した 2,3,5-trichlorophenol（東京化成）

2.0 g を加えて，110℃，2 時間反応させた．その

後，chloroform にて抽出し，次に 2M水酸化ナト

リウムで逆抽出を行い，濃塩酸で弱酸性とした後，

再び chloroform で抽出した．抽出物はアルミナ

カラム（100 g，Merck）で部分精製した後，上記

と同様な条件で HPLC を行って 4-OH-CB149 を

分離精製した．また，GC-MS 用標準品4-MeO-

CB149 は，4-OH-CB149 を diazomethane でメチ

ル化して得た．

5-MeO-CB149：MS（EI）m/z（relative in-

tensity)：388（100）［M+]，390（191）［M++ 2]，

392（158）［M++ 4]，394（47）［M++ 6]，396（16）

［M+ + 8]，373（7）［M+ -CH3]，345（26）［M
+

-COCH3]，338（15）［M
+-CH3Cl]，275（43）［M

+

-COCH3Cl2］．

4-MeO-CB149：MS（EI）m/z（relative in-

tensity）388（100）［M+]，390（188）［M++ 2]，

392（149）［M++ 4]，394（68）［M++ 6]，396（16）

［M+ + 8]，373（4）［M+ -CH3]，345（28）［M
+

-COCH3]，275（36）［M
+-COCH3Cl2］．

4,5-diMeO-CB149 の合成は，Haraguchi らの

方法11) に準じて行った．すなわち，4-aminover-

atrole を，isopentyl nitrite を用いて1,2,4-trich-

lorobenzene とジアゾカップリングした．次に，

veratrole 側のベンゼン環の 2,3,6 位を塩素化す

るため，得られた三塩素化 PCB veratrole 体の混

合物を，さらに塩酸下で塩素酸ナトリウムを用い

て塩素化した．最終的に，上記の分取カラムによ

り分離精製した．

合成標品および代謝物の分子量は，GC-MS

2000（島津製作所）を用いて，EI モードで測定し

た．分析条件は次の通りである．カラム，DB-1

フューズドシリカキャピラリーカラム（30 m ×

0.25 mm i. d.，0.25 mm 膜厚，J&W Scientific

製）；オーブン温度，70℃（1.5 min) - 20℃/min -

230℃（0.5 min) - 4℃/min - 280℃（5min）；注入

口温度，250℃；キャリアーガス，He（1mL/min)．

⑶ 実験動物の薬物処理

雄性のWistar 系ラット（体重約 260 g），Hart-

ley 系モルモット（体重約 280 g），およびGolden

Syrian 系ハムスター（体重約 90 g）を，それぞれ

未処理群，PB 前処理群およびMC 前処理群の 3

群に分け，1群 4匹とした．PB-Na 塩は生理食塩

水に溶解し 80mg/kg/day の用量で，一方，MCは

コーン油に溶解し 20 mg/kg/day の用量で，いず

太 田 千 穂 ほか５名42

（ 42 ）



れも 3日間腹腔内に投与した．最終投与日の翌日

に実験動物を屠殺して，肝を摘出し，常法により

肝Ms を調製した．なお，これらの動物実験は中

村学園大学の動物実験研究倫理審査委員会の承認

を得た上で，「中村学園大学（含む短期大学部）に

おける実験動物のための指針」を遵守し実施した．

⑷ ヒト肝MsおよびヒトCYP分子種

ヒト肝 Ms は，白人男性 9 名（HG32，HG74，

HH74，HH81，HG64，HG18，HH37，HH715，

HH741）および白人女性 6 名（HH77，HH91，

HH101，HK37，HG3，HG43)から個人別に調製さ

れたものをBDGentest 社（Woburn，MA，USA)

より購入した．相関係数を算出するのに必要なヒ

ト肝Ms 中の各 CYP 分子種の酵素活性は，添付

書類のデータを使用した．また，ヒトリンパ芽球

様細胞発現系の CYP 分子種 10 種類（CYP1A1，

CYP1A2，CYP2A6，CYP2B6，CYP2C8，CYP2

C9，CYP2C19，CYP2D6，CYP2E1，CYP3A4）お

よび昆虫バキュロウイルス系の CYP1B1 とCYP3

A5 は BD Gentest 社（Woburn，MA，USA）から

購入した．

2．肝Msによる代謝

動物肝 Ms による CB149 の代謝は既報6) に準

じて行った．すなわち，40 mMCB149 を NADPH

生成系（0.33 mM NADP，5 mM glucose-6-pho-

sphate，glucose-6-phosphate dehydrogenase 1.0

unit)，6 mM MgCl2および動物肝 Ms（1 mg

protein）を 100 mM HEPES 緩衝液（pH 7.4）と

ともに合計 1mLとして，37℃で 20 分間インキュ

ベート後，代謝物を chloroform-methanol（2：1）

1 mLおよび n-hexane 3 mL で 3 回ずつ抽出した．

ヒト肝Msの場合には，スケールをすべて半量と

して，またインキュベーション時間を 30 分間と

して，同様に行った．抽出液は diazomethane で

メチル化後，GC-ECD またはGC-MS に付した．

代謝物の定量は，CB149 の検量線を用いて行った．

GC-ECD の条件は次の通りである．分析機器，

ECD 付 HP5890 Series Ⅱガスクロマトグラフ

（Hewlett-Packard 製）；カラム，DB-1 フューズ

ドシリカキャピラリーカラム（30m× 0.25 mm i.

d.，0.25 mm膜厚，J&W Scientific 製）；オーブン

温度，230℃；注入口温度，250℃；検出器温度，

250℃；キャリアーガス，N2（1 mL/min)．

3．ヒト CYP分子種による代謝

40 mM CB149，NADPH 生 成系（0.33 mM

NADP，5 mM glucose-6-phosphate，glucose-6-

phosphate dehydrogenase 1.0 unit），6mMMgCl2
およびヒトCYP分子種（0.5 mg protein）を 100

mMTris-塩酸緩衝液（pH 7.4）とともに合計 0.5

mLとして，37℃で 60 min インキュベート後，代

謝物を chloroform-methanol（2：1）0.5 mLおよ

び n-hexane 1.5 mL で 3 回ずつ抽出した．抽出

液は diazomethane でメチル化後，GC-ECDまた

は GC-MSに付した．代謝物の定量は，CB149 の

検量線を用いて行った．

4．その他

肝 Ms のタンパク質の定量は，Lowry らの方

法26) に従い行った．なお，標準タンパク質とし

てウシ血清アルブミンを用いた．

実 験 結 果

1．ラット肝Msによる代謝と代謝物の化学構造

Fig. 1 には，3 種類のラット肝Ms により生成

されたCB149 代謝物（メチル誘導体）のGC-ECD

クロマトグラムを示す．未処理ラット肝Msでは，

保持時間 17.18 min に代謝物M1が 1種類のみ検

出された．PB前処理Msでは，3種類の代謝物が

生成された．特に M1 と M3（保持時間 19.58

min）は顕著に増加し，さらに､M1 につづき､M2

が微量であるが､保持時間 18.18 min に検出され

た．MC前処理Ms ではM1 とM3 が検出された．

次に，CB149 代謝物の化学構造を決定するため，

PB 前処理ラット肝Ms で生成された代謝物（メ

チル誘導体）をGC-MSに供した．その結果，M1

および M2 のメチル誘導体は，いずれも分子量

388 を有することから，両者ともOH体であるこ

と，また，M3 のメチル誘導体は分子量 418 を有

することから，diOH 体であることが示唆された

（Table 1）．別途合成した予想代謝物と比較した

ところ，分子量，マスフラグメンテーションおよ

び保持時間から，M1，M2およびM3のメチル誘

導体はそれぞれ，5-MeO-CB149，4-MeO-CB149

および4,5-diMeO-CB149 とほぼ完全に一致した．

以上の結果から，M1は 5-OH体，M2は 4-OH体，

M3 は 4,5-diOH 体であることが明らかになった．
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2．肝Msによる CB149 代謝の動物種差

ラット，ハムスターおよびモルモット肝Msに

よる CB149 代謝を比較した（Table 2）．代謝物の

定量は CB149 の検量線を用いて行った．その結

果，未処理肝Msでは，すべての動物で 5-OH 体

の低い生成活性しか示さなかった（6〜15 pmol/

min/mg protein）．次に，PB 前処理肝 Ms では，

ラットの場合，5-OH 体の生成活性は未処理Ms

の 253 倍に顕著に増加した．また，ハムスターで

は 11 倍に，モルモットでは 2.4 倍に増加した．

さらに，すべての動物で新たに 4-OH 体および

4,5-diOH 体の生成活性も見られ，活性の強さは

ラット≫ハムスター＞モルモットの順であった．

特に，ラットでの 4,5-diOH 体の生成活性は 452

pmol/min/mg protein と高かった．一方，MC前

処理肝Msでは，いずれの動物でも 5-OH 体が生

成されたが，その活性は未処理Ms と同程度か，

あるいは減少した．また，ハムスターでは弱いな

がらも 4-OH体が生成された．

このように，すべての動物において，PB 前処

理により，CB149 代謝が強く促進されたが，次に，

一次代謝物の 5-OH-CB149 および4-OH-CB149

を基質として用い，これらから4,5-diOH-CB149

への生成を比較した（Table 3）．酵素源として

ラット肝 Ms を用いた．未処理 Ms では5-OH-

CB149 からのみ，低いながらも4,5-diOH-CB149
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Fig. 1 GC-ECD chromatograms of the methylated derivatives of CB149 metabolites formed
by liver microsomes of untreated (A), PB-treated (B) and MC-treated (C) rats.

Table 1 GC-MS data and retention times of the methylated derivatives of three CB149 metabolites and their

synthetic compounds

Compound
Molecular

weight

Mass spectral data (Relative abundance, %) Retention

time (min)

in GC-MS[M+] [M+-15] [M+-35] [M+-43] [M+-50] [M+-70]

CB149 358 100 - 32 - - 74 11.95

M1 388 100 6 - 30 17 - 14.89

M2 388 100 2 - 33 - - 15.13

M3 418 100 29 - 22 - - 15.61

5-MeO-CB149 388 100 6 - 30 16 - 14.89

4-MeO-CB149 388 100 4 - 37 - - 15.13

4,5-diMeO-CB149 418 100 28 - 18 - - 15.61

-, not detected.



の生成活性が観察された．次に，PB 前処理 Ms

では，5-OH-および 4-OH-CB149 を基質にした

場合，それぞれ 2,236 および 1,125 pmol/min/

mg protein の高い活性を示し，CB149 を基質にし

た場合に比べ，それぞれ 4.9 倍および 2.5 倍で

あった．以上の結果より，4,5-diOH-CB149 生成

における基質特異性は､5-OH-CB149 ＞4-OH-

CB149 ＞ CB149 の順となった．なお，MC 前処

理Ms ではいずれのOH体からも 4,5-diOH 体は

生成されなかった．

3．ヒト肝Msによる代謝

白人男性 9名と白人女性 6名の肝Ms を用いて，

CB149 の代謝を個人別に調べた．反応は 37℃，

60 分間行った．CB149 の検量線から，各代謝物

を定量した．その結果，Fig. 2 に示すように，す

CB149 代謝の動物種差 45

（ 45 ）

Table 2 In vitro metabolism of CB149 by liver microsomes of rats, hamsters and guinea pigs and the

effects of CYP inducers on CB149 metabolism

Treatment
Metabolite formed (pmol/min/mg protein)

5-OH (M1) 4-OH (M2) 4,5-diOH (M3)

Rat

Untreated 6.3 ± 2.6 (1.0) N.D. N.D.

PB-treated 1596 ± 116＊(253) 36.3 ± 2.9＊ 452 ± 166＊

MC-treated 10.3 ± 4.2 (1.6) N.D. N.D.

Hamster

Untreated 14.6 ± 1.4（1.0) N.D. N.D.

PB-treated 158 ± 23.1＊(10.9) 11.4 ± 2.9＊ 13.3 ± 4.0＊

MC-treated 9.8 ± 4.8（0.7) 3.3 ± 1.3＊ N.D.

Guinea pig

Untreated 14.5 ± 4.6（1.0) N.D. N.D.

PB-treated 34.6 ± 4.5＊(2.4) 1.3 ± 1.1 2.8 ± 1.4＊

MC-treated 6.1 ± 1.6＊(0.4) N.D. N.D.

N.D., not detected.

Each value represents the mean ± S.D. of four animals and those in parentheses are the relative ratio of

untreated animals.
＊Significantly different from untreated animals ( p＜ 0.05).

Table 3 Production of 4,5-diOH-CB149 from 5-OH- and 4-OH-CB149

by rat liver microsomes

Treatment
4,5-diOH-CB149 formed (pmol/min/mg protein)

from 5-OH-CB149 from 4-OH-CB149

Untreated 45.5 ± 11.7（ 1.0) N.D.

PB-treated 2236 ± 216＊ (49.1) 1125 ± 242＊

MC-treated N.D. N.D.

N.D., not detected.

Each value represents the mean ± S. D. of four rats and those in

parentheses are the relative ratio of untreated rats.
＊Significantly different from untreated rats ( p＜ 0.05).



べてのヒトでよく似た代謝パターンを示した．す

なわち，主代謝物は 5-OH 体であり，次いで

4-OH 体および 4,5-diOH 体と続いた．ただし，

総代謝物量は個人差が大きく，一番低い HH715

（男性）と一番高い HH741（男性）では 5.9 倍の

差があった．さらに，男女別に平均したところ，

5-OH 体の生成活性は，男女ともに 2 pmol/

min/mg protein 前後であり，前述の未処理動物

の 3分の 1以下と低かった．また，未処理動物で

は 4-OH体および 4,5-diOH 体が生成されなかっ

たのに対し，ヒトでは両代謝物も生成され，それ

ぞれ 0.6 および 0.2 pmol/min/mg protein と算出

された．なお，3 種類の代謝物の生成活性はいず

れも男女とも同程度で有意差はなかった．

次に，3 種類の CB149 代謝物の生成活性と

CYP 分子種の酵素活性との相関係数を算出した

（Table 4）．その結果，5-OH体と 4,5-diOH体の

生成活性が CYP2B6 および CYP3A4 の両活性と

有意な正の相関を示すこと，また 4-OH体の生成

活性が，CYP2A6 活性と有意な正の相関を示すこ

とが明らかになった．なお，その他の CYP 分子

種では有意な相関は全く認められなかった．

4．ヒト CYP分子種による代謝

ヒト肝Msを用いた検討から，CB149 代謝には，

CYP2B6，CYP2A6 および CYP3A4 の関与が強

く示唆された．そこで，12 種類のヒト CYP 分子

種を用いて，CB149 代謝を調べた．反応を 37℃

で 60 分間行った結果，Fig. 3 に示すように，

CYP2B6 が 5-OH 体の高い生成活性を示した（5

pmol/hr/pmol CYP）．また，CYP2A6 は弱いな

がらも，4-OH 体の生成活性を示した．しかしな

がら，CYP2B6 による 4,5-diOH 体の生成は見ら

れなかった．また，期待された CYP3A4 をはじ

め，その他の CYP 分子種では代謝物の生成は全

く見られなかった．

考 察

低残留性 PCB である CB149 の in vitro代謝に

ついて，ラット，モルモット，ハムスターおよび

ヒト肝 Ms を用いて比較検討した．また，ヒト

CYP 分子種を用いて検討した．その結果，すべ

ての動物において，未処理肝Msでは主代謝物と

して 5-OH-CB149 のみが同程度生成された．ま

た，PB前処理Msでは，5-OH体の顕著な増加に

続き，新たに 4,5-diOH-CB149 と 4-OH-CB149

が生成された．特に，5-OH 体の生成はラットで

未処理Msの 253 倍，ハムスターでは 11 倍，さら

にモルモットでは 2倍に促進された．このときの

生成活性を比較すると，ラット（1,596 pmol/min/

mg protein)，ハムスター（158 pmol），モルモット

（35 pmol)の順であった．これらの結果は，3種類
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Fig. 2 Metabolism of CB149 by human liver microsomes prepared from fifteen individuals (nine
males and six females)



の CB149 代謝物生成のすべてに，PB 誘導性の

CYP2B 酵素が関与していることを示唆している．

MC前処理Ms では，ハムスターでのみ，新た

な 4-OH-CB149 の生成が見られた．これまでに，

我々はMC前処理ハムスター肝から，MC誘導性

の CYP2A8 を精製し，これが 2,2ʼ,5,5ʼ-および

2,3ʼ,4ʼ,5-tetrachlorobiphenyl（CB52 および

CB70）の 4-水酸化反応を特異的に触媒すること

を報告している15)21)．本研究の結果は，CB149

代謝における 4-OH 体の生成にも，ハムスター

CYP2A8 が関与していることを示唆している．

本研究では，15 名のヒト肝から個人別に調製さ

れたMsを用い，CB149 代謝物 3種類の生成活性

につき，肝 CYP 活性との相関を調べた．その結

果，5-OH 体と 4,5-diOH 体の生成活性がCYP2

B6 活性（（S)-mephenytoinN-demethylase 活性）

および CYP3A4 活性（testosterone 6b-hydroxy-

lase 活性）と，一方，4-OH 体の生成活性が

CYP2A6 活性（coumarin 7-hydroxylase 活性）と

有意な正の相関を示すことが明らかになった．こ
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Table 4 Correlation coefficient between human liver microsomal CYP activities

and three CB149 metabolites produced by human liver microsomes of

fifteen individuals

Isoform
M1

(5-OH)

M2

(4-OH)

M3

(4,5-diOH)

Total P450 0.672＊ 0.270 0.659

CYP1A2 -0.007 -0.093 0.119

CYP2A6 0.577 0.856＊＊ 0.531

CYP2B6 0.803＊＊ 0.475 0.776＊＊

CYP2C8 0.570 0.483 0.568

CYP2C9 0.489 0.406 0.318

CYP2C19 -0.115 -0.175 0.059

CYP2D6 -0.066 -0.063 -0.108

CYP2E1 0.397 0.309 0.166

CYP3A4 0.714＊ 0.593 0.841＊＊

CYP4A11 0.017 0.086 -0.088

＊p＜ 0.01，＊＊p＜ 0.001．

Fig. 3 Metabolism of CB149 by human CYP isoforms



れらの結果は，ヒト肝での CB149 代謝に，CYP2

B6，CYP2A6 および CYP3A4 が関与しているこ

とを示唆している．また，ヒト肝 CYP 含量につ

いては，CYP3A（3A4 および 3A5 を含む）が総

CYP含量の約 40％，CYP1A2 が約 18％，CYP2C

（2C8，2C9，その他を含む）が約 25％を占めてい

ること，さらにその他の CYP 分子種は 5％以下

であることが報告されている27)28)．そこで，12

種類のヒト CYP 分子種を用いて検討を加えたと

ころ，CYP2B6 による 5-OH体の生成活性と，弱

いながらも CYP2A6 による 4-OH 体の生成活性

を確認することができた．しかしながら，ヒト肝

において CYP 含量が最も多い CYP3A4 では

CB149 代謝物が全く生成されなかった．また，

CYP2B6 による 4,5-diOH 体の生成も見られな

かった．これらの点について，その理由は現在不

明である．Fig. 4 に，ヒト肝におけるCB149 の推

定代謝経路を示した．

15 名のヒト肝ドナーのうち，高い CB149 代謝

活性を示した男性 3名（HG64，HH74，HH741）に

ついて，提供者の情報を調べたところ，HG64 は，

死因が頭蓋内出血で，生前に warfarin を使用し

ていたこと，HH74 と HH741 は高血圧症で，生前

にアンギオテンシンⅡ受容体拮抗薬 cozaar およ

び抗うつ薬 prozac を使用していたことがわかっ

た．さらに，この 3名の肝Msの CYP2B6 活性が，

他より 2〜13 倍高いことも明らかになった．これ

らの事実から，服薬により誘導された CYP2B6

が，CB149 代謝を促進したものと考えられる．

我々は，これまでに meta-para位に隣接する

水素を持つ 2,2ʼ,4,5,5ʼ-pentachlorobiphenyl

（CB101）について，ラット，ハムスターおよびモル

モット肝Ms による代謝を報告している29)．その

結果，いずれの動物でも CB101 の主代謝物は

3ʼ-OH 体であり，PB前処理により顕著に増加する

こと，また 3ʼ-OH 体の生成活性がラット≫ハムス

ター＞モルモットの順である点は，本研究の

CB149 代謝とよく共通していた．一方，CB101 代

謝において，4ʼ-OH体の生成活性がすべての動物の

未処理肝Msで見られること，また，MC前処理で

数倍に増加する点は，CB149代謝と全く異なった．

さらに，PB前処理Ms で生成された代謝物の総量

を比較すると，CB101 より置換塩素数が 1つ多い

CB149の方が，ラットでは7倍，ハムスターでは6

倍，モルモットでは2倍といずれの動物でも代謝さ

れやすいことが判明した．この理由は現在のとこ

ろ不明であるが，両 PCB の化学構造をみると，

CB101 は 2,5-二塩素置換のdi-ortho型 PCB であ

るのに対し，CB149 は 2,3,6- 三塩素置換の

tri-ortho型PCB で，ortho位への塩素置換が1つ

多い．結果として，CB149 における 2位の塩素置

換がビフェニル環の安定化をもたらし，CYP2B 酵

素によるmeta-para位の水酸化が促進されたのか

もしれない．

総 括

1．ラット，ハムスターおよびモルモット肝 Ms

による CB149 の代謝を調べたところ，すべて

の動物において，主代謝物は 5-OH-CB149 で

あること，次いで 4,5-diOH-CB149 および
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4-OH-CB149 が生成されること，PB前処理に

よりこれら 3 種類の代謝物の生成が顕著に促

進されること，さらに，それらの生成活性の強

さは，ラット≫ハムスター＞モルモットの順

であることが明らかになった．MC 前処理で

は，いずれの動物肝Ms でも 5-OH-CB149 の

生成は減少したが，ハムスター肝 Ms では，

4-OH-CB149 が新たに増加した．

2．5-OH-CB149 および 4-OH-CB149 を基質と

して用い，ラット肝 Ms による4,5-diOH-

CB149 の生成を調べた．その結果，基質特異

性は，5-OH体（2,236 pmol/min/mg protein)

＞ 4-OH体（1,125 pmol)＞ CB149（452 pmol）

の順であった．

3．ヒト肝Ms（男性 9名，女性 6名）につき，個

人別に CB149 代謝を比較したところ，いずれ

もよく似た代謝パターンを示した．主代謝物

として 5-OH-CB149 が生成され，次いで4,5-

diOH-CB149 と 4-OH-CB149 の生成が続いた．

また，総代謝物量において，5.9 倍の個人差が

あったが，各代謝物の生成活性において性差

は認められなかった．

4．前述のヒト肝Ms につき，CB149 代謝物の生

成活性と CYP 分子種に特徴的な酵素活性と

の相関を調べたところ，5-OH 体および4,5-

diOH 体の生成活性は，CYP2B6 および

CYP3A4 の両活性と有意に正の相関を示した．

また，4-OH体の生成活性は，CYP2A6 活性と

有意に正の相関を示した．

5．12 種類のヒト CYP 分子種による CB149 代謝

を検討したところ，CYP2B6 は 5-OH-CB149

の高い生成活性を，また，CYP2A6 は4-OH-

CB149 の生成活性を有していた．なお，

CYP3A4 を含め，その他のCYPは全く代謝活

性を示さなかった．

以上の結果から，CB149 代謝において，ヒトを

含むいずれの動物でも，PB 誘導性の CYP2B 酵

素が最も重要な代謝酵素であることが示唆された．
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原 著

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin母体暴露による

胎児期成長ホルモン発現低下：胎児期の成長ホルモン

補給による成長後の骨代謝改善
1)九州大学大学院薬学研究院 分子衛生薬学分野
2)九州大学大学院薬学研究院 細胞生物薬学分野

服 部 友紀子1)，武 田 知 起1)，山 田 英 之1)，石 井 祐 次1)2)

Maternal Exposure to 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin
Results in Offspring Growth Retardation : Fetal Growth

Hormone Supplementation Can Restore Bone
Metabolism in Adulthood

Yukiko HATTORI1), Tomoki TAKEDA1), Hideyuki YAMADA1) and Yuji ISHII1)2)

1)Laboratory of Molecular Life Sciences, Graduate School of Pharmaceutical Sciences,

Kyushu University
2)Division of Pharmaceutical Cell Biology, Graduate School of Pharmaceutical Sciences,

Kyushu University

Abstract

The direct supplementation of growth hormone (GH) to the fetus was previously shown to restore
GH attenuations that result from maternal exposure to 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD).
Furthermore, it also stimulates the expression of insulin-like growth factor-1, which is a major growth
factor that promotes systemic development, including body weight, body length, and learning memory.
In this study, a metabolomic analysis of serum in TCDD-exposed offspring reaching maturity was
conducted. Elevated levels of activated vitamin D3 were identified, and these were reduced to control
levels with GH supplementation on gestational day 20. Inorganic phosphorus in the blood was similarly
affected, but there was no change in calcium levels. The mRNA levels of cytochrome P450 (CYP)
isoforms, CYP27B1 and CYP24A1 which are involved in activated vitamin D3 production and
inactivation, were not significantly changed. The results suggest that the TCDD-dependent elevation
of 1a, 25- (OH)2 vitamin D3 (1,25- (OH)2D3) in adulthood is due to factors other than the altered
expression of synthetic and metabolic enzymes in the kidney. Bone-derived alkaline phosphatase
(ALP) mRNA and serum ALP activity were significantly reduced by maternal TCDD exposure. Serum
ALP was significantly improved by GH supplementation. The decrease in mononucleate cells around
the osteoclasts in the tibia of male offspring after reaching maturity supported the results, and this
tended to improve with fetal GH supplementation. TCDD was thus found to trigger a decrease in fetal
GH levels and there were exceptionally high 1,25-(OH)2D3 levels when reaching maturity, which
decreases the number of osteoblasts and suppresses bone formation.
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は じ め に

妊娠期母体が，比較的低用量のダイオキシンに

暴露することによって，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

からも，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2)3)，早期の治療・予防法の確立

が待たれている．そのためにも，この毒性発現機

構の解明が必要である．

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

element 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)~10)，

これらが複合的に毒性に寄与すると考えられてい

る．

妊娠動物がダイオキシンの暴露を受けることに

より，出生児に低身長・低体重1)3)4)，学習記憶能

力の低下3)11) などの成長遅延や，生殖器官の萎

縮12) および交尾行動障害12)13) などの性未成熟が

生じることが報告されている．これらの毒性の多

くは，成熟個体へのダイオキシン暴露によっては

発現しない，あるいはかなりの高用量を要する14)．

一方，母体が暴露したダイオキシンの約0.01-

0.1％が胎盤を経由して胎児に移行するに過ぎな

いが15)16)，多種多様な毒性が生起する．さらに深

刻なことに，胎児期の暴露であっても障害が成長

後にまで継続し，不可逆的な場合もある．これら

の事実から，高感受性である胎児期に特異的な影

響が引き金となって成長過程で様々な発育障害が

定着することが推定される．我が国におけるヒト

への暴露被害の事例として，九州北部一帯で発生

したカネミ油症事件が知られている．油症患者お

よびその子供を対象とした追跡調査により，母体

の血中ダイオキシン類濃度と出生児の体重が負の

相関を示すなど，児の成長への悪影響との関連性

が報告されている2)17)．さらに，近年の出生コ

ホート調査からも，子供の低体重や知的能力の低

下は，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示唆されてい

る18)~20)．従って，ダイオキシン類による出生児

発育障害の機構解明とそれに基づく解決策の構築

は，未来のこどもの健康を確保する上で喫緊の課

題である．しかし，これらの次世代障害に関して

は，実態さえも正確に把握されていないのが現状

である．

ダイオキシン類による次世代影響は低用量で発

現し，一生涯にわたって影響が定着するため問題

である．筆者らはこれまでの一連の研究によって，

2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD ; 1

mg/kg，経口）の妊娠ラットへの暴露が，出生前後

の児の luteinizing hormone（LH）の合成を低下さ

せ，これを起点として成長後に交尾行動が障害さ

れることを実証している21)22)．また，胎児期後期

と新生児期に当たる臨界期の LHの低下と同時期

に，成長ホルモンの合成も低下することが明らか

になった23)24)．

すなわち，妊娠 15 日目のラットへのTCDD暴

露により，胎児脳下垂体において GH mRNA な

らびに血中 GH レベルが用量依存的に低下す

る23)．この GH 低下により insulin-like growth

factor-1（IGF-1）発現が低下することが明らかと

なった24)．低下する GH を胎児に直接補給した

結果，胎児期GD20 に低下した IGF-1 が正常レベ

ルまで回復し，新生児の低体重が改善傾向，低身

長が正常レベルにまで改善，成長後の学習記憶能

力障害も改善傾向を示した24)．TCDD 母体暴露

は，雌雄胎児脳下垂体において GH産生細胞数を

選択的に減少させることが明らかとなった．また，

この影響は，雄児により顕著に認められた24)．

TCDD は母体および雄児において一過的にコル

チコステロンレベルを低下させGH低下に寄与す

る，これは，母体へのコルチコステロン補給によ

り改善した25)．また，DNAマイクロアレイ解析

により，GH低下を規定しうる雌雄に共通した遺
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伝 子 と し て death associated protein-like 1

（DAPL1）が推定された24)．DAPL1 発現抑制に

合致して，GH発現低下のみならず，細胞周期関

連遺伝子である cyclin D2 および cyclin E2 の発

現が胎児期特異的に低下した24)．以上の成果か

ら，TCDDは胎児脳下垂体においてDAPL1 発現

低下によって細胞周期タンパク質の発現を抑制し，

GH産生細胞数および GH合成を低下させるとい

う一連の新規毒性機構が見出された24)．

脳下垂体より分泌された GHは，直接的に組織

成熟を促すと共に，肝臓に作用して主要な成長因

子である IGF-1 の発現を刺激し，骨や神経をはじ

めとする全身の発育を促進する26)27)．従って，

TCDD依存的な発達期の GH発現低下は，IGF-1

レベルの低下を通して成長後にまで定着する様々

な成長障害を惹起する可能性が示唆される．また，

上述のように，雄胎児におけるコルチコステロン

低下，雌雄胎児におけるDAPL1 低下の重要性が

分かった24)25)．TCDD 母体暴露による GH 低下

の機構と，胎児期の GH補給による改善作用は分

かってきたものの，GH の作用は多岐に亘る．

TCDDによる胎児期のGH発現の抑制が出生・成

長過程で生じるどのような障害形質に寄与するか

については，未だ十分に明らかになったとは言え

ない．そこで，本研究では，上記の課題解決を目

的として，TCDD 暴露胎児に直接 GHを補給し，

成熟期にメタボロミクスによる解析を行った．さ

らに，その結果を受け，成熟期の骨代謝への影響

と，低下するGHを胎児に直接補給した場合の成

熟期の骨代謝の改善作用について検討した．

実 験 方 法

1．動物実験

本研究における動物実験は，九州大学動物実験

委員会および遺伝子組換え実験安全委員会による

実験計画の承認を受けた上で実施した．雌雄の

Wistar 系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 0 日目とした．

妊娠 15 日目に，TCDD（1 mg/kg/2 mL コーン油）

を単回経口投与した．対照群には，コーン油のみ

を投与した．また，GHの補給による影響も調べ

た．GHの胎児への補給は GD20 に既報の通り行

い，自然に分娩させた24)．出生 28 日（PND28）

および 13 週齢に成長した動物について，肝臓，血

液，脛骨を採取して検討を行った．血液からは血

清を分離した．既報にて24)，同条件で得られた凍

結保存サンプルを本研究での解析対象とした．な

お，用いた動物ではGH併用により，TCDD母体

暴露で低下した血中 IGF-1 レベルは正常レベル

まで回復し，学習記憶能力も回復傾向があった24)．

2．メタボロミクス解析

血清より水およびメタノールによって極性成分

を抽出したのち，ultra-performance liquid chro-

matography coupled to time-of-flight mass spec-

trometry（UPLC-TOF-MS）装置（Waters）に付

してメタボローム解析を行った．試料の調製およ

び解析は既報に従った28)．データ解析には , 主

成分分析法（principal component analysis ; PCA）

および直交型部分的最小二乗法（orthogonal par-

tial least squares ; OPLS）を用いた．

3．血中脂質濃度，血清アルカリホスファター

ゼ（ALP）活性および無機リン，カルシウム

濃度の測定

血清ALP活性：TRACP&ALPAssay Kit（タ

カラバイオ）を用いて測定した．血清はMilliQ 水

により 50 倍希釈した．

血清カルシウム濃度：カルシウム E-テストワ

コー（和光純薬工業）を用いた．血清は原液のま

ま使用した．

血清無機リン濃度：富士ドライケムスライド

IP-P（富士フイルム）を用いて測定した．血清は

MilliQ 水により 10 倍希釈した．これを IP-P ス

ライドに添加したのち，富士ドライケム生化学分

析装置（富士フイルム）を使用し，650 nmの吸光

度を測定した．

4．mRNAレベルの測定

リアルタイム RT-PCR は，既報に従って行っ

た22)．

用いた primer の配列はTable 1 に示す．

反応は，StepOnePlus ™ Real Time PCR Sys-

tem (Thermo-Fisher Scientific, Inc.) を用いて，96

Wells, Quantitation-Comparative CT (bb CT),

Fast mode にて行った．
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5．脛骨の病理組織学的解析

13 週齢の雄ラットの脛骨を採取し，parafor-

maldehyde（4％ in 0.1 M PBS）溶液にて浸潤固定

した．カルキトックス液にて，4℃で 5 日間脱灰

処理を行ったのち，5％硫酸ナトリウム水溶液に

て 4℃で 1 晩中和した．組織のパラフィン包埋，

薄切および hematoxylin-eosin 染色は，九州大学

生体防御医学研究所 技術室に委託した．染色し

た組織を光学顕微鏡を用いて形態観察を行った

（倍率：× 100 および× 400)．

結 果

1．胎児期の GH発現低下によって生じる成長

後の障害に繋がる因子の探索：メタボローム

解析を通した極性成分の解析

水およびメタノールにより抽出した血清の極性

成分をUPLC-TOF-MS 装置に付してメタボロー

ム解析を行った．データ解析には，主成分分析法

（principal component analysis ; PCA）および直交

型部分的最小二乗法（orthogonal partial least

squares ; OPLS）を用いた．Score plot に示す通

り，3 群間でプロットが乖離する傾向が観察され

（Fig. 1A and B），胎児期の TCDD および GH 処

理により，成長後にまで顕著なメタボローム変動

が継続することが明らかになった．さらに，S-

plot（Fig. 1C-F）において相関係数 0.8 以上を有

意な増加，-0.8 以下を有意な減少イオンとして抽

出し，Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

および Human Metabolome Database を用いた

データベース解析に付して変動化合物の推定を

行った．その結果，TCDD母体暴露および胎児期

の GH補給により，アミノ酸，ビタミンならびに

ホルモン代謝物を中心にそれぞれ 66 成分（増加：

25，減少：41）および 61 成分（増加：19，減少：

42）もの変動が示唆された．これらのうち，

TCDD 依存的な変動が GH 補給により改善する

ことが推定された成分をTable 2 に示す．記憶や

運動機能に関わる acetylcarnitine29)30) が TCDD

により減少したが，GH 補給により改善した

（Table 2）．従って，TCDD は胎児期の GH 合成

低下を起点として成長後に acetylcarnitine レベ

ルを低下させ，学習記憶等の神経活動に影響を与

える可能性が浮上した．また，1a，25-dihydro-

xycholecalciferol（1,25-(OH)2D3）がTCDD依存

的に増加し，胎児期の GH 補給により改善した

（Table 2）．1,25-(OH)2D3 は，リンおよびカルシ

ウム濃度の調節や，骨の形成・維持に重要であり，

これの過剰状態は高カルシウム，リン血症，およ

び骨形成異常へと繋がる31)~33)．これと関連して，

TCDD 依存的に増加が認められた骨質低下のバ

イオマーカーである pentosidine34)35) は，GH 補

給により改善した（Table 2）．これらの結果から，

TCDDは胎児期のGH発現低下を介して，成長後

に高 1,25-(OH)2D3 体質を惹起し，骨形成を障害

するとの新たな毒性機構が想定された．
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Table 1 Primers used for real-time RT-PCR.

Targets
Forward primer (5ʼ-＞ 3ʼ)
Reverse primer (5ʼ-＞ 3ʼ)

Primer
region

Size of
product (bp)

Accession
No. a

BALP CTGCAAGGACATCGCCTATC 752-771 82 NM_013059

GTACATGTACTTCCGGCCAC 814-833

b-actin CACCATGTACCCAGGCATCGC 2791-2811 246 V01217

AGCCACCAATCCACACAGAG 3017-3036

CYP27B1 GTCCAGAGCGCTGTAGTTTC 313-332 101 NM_053763

GAGCCTCTGCCATTCTTCAC 394-413

CYP24A1 AAAGCCTATCGCGACCACAG 748-767 115 NM_201635

TGATCTCCACGGGCTTCATG 843-862

a The GenBank accession number is shown.



2．成長後の血中 1,25-(OH)2D3，無機リンお

よびカルシウム濃度への影響

前述のメタボローム解析（Fig. 1）によって見

出された 1,25-(OH)2D3 の増加に着目し，骨への

影響との関連性について検討した．まず，メタボ

ローム解析の妥当性を検証するため，成長後の児

（13 週齢）の血中 1,25-(OH)2D3 濃度を定量した．

その結果，胎児期の TCDD 暴露により，1,25-

(OH)2D3 濃度は有意に増加したが，GH補給によ

り正常レベルにまで改善し（Fig. 2），メタボロー

ム解析を支持する結果が得られた．そこで，

1,25-(OH)2D3 により恒常性が維持される無機リ

ンおよびカルシウムレベルへの影響を検証した．

その結果，1,25-(OH)2D3 の変動と合致して，

TCDD依存的な無機リン濃度の増加は，GH補給

により正常水準に回復した（Fig. 3A）．一方，血
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Fig. 1 Principal component analysis for a change in serum metabolome of male adult rats (13
week-old) caused by exposing TCDD and GH at the fetal stage. The sera of male offspring
born from dams treated with TCDD at GD15 were collected at 13 week-old. The
metabolomic profile of the serum was analyzed using an UPLC-TOF-MS system. (A and
B) Score plot among control, TCDD and TCDD + GH (T + GH). (C and D) S-plot between
control and TCDD. (E and F) S-plot between TCDD and T + GH. The plots show the
results analyzed by a positive ion mode (A, C and E) and a negative ion mode (B, D and F).



中カルシウム濃度への TCDD および GH 処理の

影響は認められなかった（Fig. 3B)．

また，TCDDによる血中 1,25-(OH)2D3 増加の

機構解析のため，その合成および代謝に関わる酵

素の mRNA 発現変動を解析した．1,25-(OH)2
D3 は，腎臓に発現するCYP27B1 により前駆体で

ある 25-hydroxycholecalciferol の 1 位の炭素が

水酸化されて生成し，24 位水酸化酵素である

CYP24A1 により生理活性の低い 1a-hydroxy-

23-carboxy-24,25,26,27-tetranorvitamin D3 に

代謝される．本検討では，メタボローム解析を

行った 13 週齢と同様にTCDD依存的な高リン血

症が認められた PND28（Fig. 4A）の児の腎臓を

用いて，CYP27B1 および CYP24A1 の mRNA発

現を解析した．その結果，いずれにおいても

TCDD 暴露および GH 補給の影響は認められな

かった（Fig. 4B）．従って，TCDD依存的な成長

後の高 1,25-(OH)2D3 体質は，腎臓における合成

および代謝酵素の発現変動以外の要因で出現する

ことが示唆された．

3．成長後の骨形成マーカーへの影響

過剰な 1,25-(OH)2D3 は，骨芽細胞への影響に

よって骨形成を低下させる36)37)．そこで，骨芽細

胞で合成される骨形成マーカーである bone alka-

line phosphatase（BALP）を指標とし，骨形成へ

の影響を検討した．成長後の児の脛骨における

BALP mRNA 発現を解析した結果，胎児期の
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Table 2 Representative serum components in the male offspring reaching maturity the levels of which were altered

by maternal exposure to TCDD and direct supplementation of GH to fetuses.

Groups
Increased Decreased

by ＞ 10 times byC10 times to ＜ 1/10 level toB1/10 level

Control vs.

TCDD

Pentosidine

Riboflavin

b-Carotene

Tyrosine

2-Oxoadipate

L-Kynurenine

10-Formyl-THF

Cytidine

4-Pyridoxate

6-Keto-prosta-

glandin F1a

11-Dehydro-

thromboxane B2

1a,25-Dihydroxy-

cholecalciferol

Histidine

Ubiquinol

Acetylcarnitine

3a,17b-Dihydro-

xyandrostane

N-Formyl-

kynurenine

17a-Hydroxy-

pregnenolone

TCDD vs.

TCDD + GH

Acetylcarnitine

17a-Hydroxy-

pregnenolone

3a,17b-Dihydro-

xyandrostane

N-Formyl-

kynurenine

Pentosidine

b-Carotene

Tyrosine

Histidine

2-Oxoadipate

L-Kynurenine

10-Formyl-THF

Cytidine

4-Pyridoxate

6-Keto-prosta-

glandin F1a

11-Dehydro-

thromboxane B2

1a,25-Dihydroxy-

cholecalciferol

Riboflavin

Ubiquinol

The components shown as red characters represent the potential markers for the dioxin-produced low-growth of

offspring. THF ; tetrahydrofolate.
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Fig. 2 Recovery by GH supplementation during the fetal period
from TCDD-induced increase on serum levels of 1,25-
(OH)2D3 in the male offspring after reaching maturity (13
week-old).
The serum concentration of 1,25- (OH)2 D3 was mea-
sured by ELISA. The bars represent the means ± S.E.M. of
11-13 rats. Significantly different between the pair
indicated : ＊p ＜ 0.05, ＊＊p ＜ 0.01. 1,25-(OH)2D3 ; 1a,
25-dihydroxycholecalciferol.

Fig. 3 Effect of maternal exposure to TCDD and direct supplementation of GH to
fetuses on the serum levels of inorganic phosphorus (A) and calcium (B) in
the male offspring after reaching maturity (13 week-old). The concentra-
tion of inorganic phosphorus and calcium in serum were measured by
commercial kits. The bars represent the means ± S.E.M. of 6-10 rats.
Significantly different between the pair indicated : ＊p ＜ 0.05, ＊＊p ＜
0.01.
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Fig. 4 Effect of maternal exposure to TCDD and direct supplementation of GH to fetuses on
the serum levels of inorganic phosphorus (A) and the renal expression of mRNAs
coding for CYP27B1 and CYP24A1 (B) in the male offspring at PND28. (A) The
concentration of inorganic phosphorus in serum was measured by commercial kits. (B)
The renal expression of mRNAs coding for CYP27B1 and CYP24A1 were determined
by real-time RT-PCR, and normalized by b-actin mRNA. The bars represent the
means ± S.E.M. of 4-11 rats. Significantly different between the pair indicated : ＊p ＜
0.05.

Fig. 5 Effect of maternal exposure to TCDD and direct supplementation of GH to
fetuses on the tibial expression of BALP mRNA (A) and serum activity of
ALP (B) in the male offspring after reaching maturity (13 week-old). (A)
The relative level of BALP mRNA was determined by real-time RT-PCR,
and normalized by glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)
mRNA. (B) The serum activity of ALP was measured using a commercial
kit. The bars represent the means ± S.E.M. of 5-15 rats. Significantly
different between the pair indicated : ＊p ＜ 0.05, ＊＊p ＜ 0.01. BALP ;
bone alkaline phosphatase.



TCDD暴露により有意に減少したが，GH補給に

より改善する傾向を示した（Fig. 5A)．これと符

合して，TCDD依存的な血清ALP 活性の低下は，

胎児期のGH補給により正常レベルにまで改善し

た（Fig. 5B)．さらに，骨組織への影響を検証す

るため，hematoxylin eosin 染色法による頸骨の病

理組織学的解析を行った．骨の成長部位では，単

核細胞である骨芽細胞による骨形成と多核細胞で

ある破骨細胞による骨吸収の両者が活発に行われ

る．そこで，破骨細胞の周辺部位について，

TCDD 母体暴露および胎児期の GH 補給の影響

を観察した．なお，骨組織における単核細胞には，
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Fig. 6 Effect of maternal exposure to TCDD and direct supplementation of GH to fetuses on the
tibia in the male offspring after reaching maturity (13 week-old). The section of the tibia
fixed by 4% paraformaldehyde was stained by the solutions of hematoxylin and eosin, and
was analyzed using an optical microscope (× 100 and 400). Asterisks and black arrows
indicate the multinucleate cells (osteoclasts) and mononucleate cells (osteoblasts/osteoc-
ytes), respectively.



未成熟の破骨細胞と骨芽細胞，成熟した骨芽細胞

および骨細胞が含まれる．そこで，各群，任意に

5 つの破骨細胞を選択し，その周囲 400 mmに存

在する単核細胞の数を計測した．その結果，胎児

期の TCDD 暴露により，単核細胞数が有意に減

少したが，GH補給により改善する傾向が認めら

れた（Figs. 6 and 7)．以上の結果から，TCDDは

胎児期の GHレベルの低下を引き金として，成長

過程で高 1,25-(OH)2D3 体質を固着し，骨芽細胞

の減少ひいては骨形成を抑制するとの一連の可能

性が見出された．

考 察

妊娠期のTCDD暴露（1 mg/kg，GD15）による

出生児発育障害が，出生前後に一過的なGH/

IGF-1 レベルの低下を起点として生起するとの仮

説を検証するため，TCDDによって低下する GH

を胎児に直接補給し，障害に対する効果を検討し

た．その結果，胎児期の GH補給により，TCDD

による IGF-1 発現低下のみならず，低体重・低身

長が出生後早期においては完全に回復し，成長後

に生じる学習記憶障害に対しても改善傾向が認め

られた．さらに，出生児の血清メタボローム解析

によって，TCDDは胎児期のGH発現低下を介し

て成長後に高 1,25-(OH)2D3 体質を定着させる

ことが明らかとなった．高濃度の 1,25-(OH)2D3

は，直接的に骨芽細胞に作用することで骨形成を

抑制し37)，過剰な 1,25-(OH)2D3 を処理したマウ

スにおいては，骨の発達が障害される32)．本研究

結果は，このことを支持しており，TCDD暴露出

生児の成長後において，骨組織における単核細胞

の減少および骨芽細胞マーカーであるALP レベ

ルの低下が認められ，胎児期のGH補給によって

いずれも改善ないし改善傾向を示した．以上の成

果から，TCDD母体暴露による出生前後の一過的

な GH 発現低下とそれに基づく IGF-1 レベルの

低下が，出生・成長後の発育障害の一端を担うこ

とが実証された．上記の通り，本研究では胎児期

の GHレベルの低下が引き金となって成長後にま

で 1,25-(OH)2D3 レベルの増加が継続し，骨形成

抑制へと繋がるという一連の毒性機構を見出すこ

とができた．しかし，GHは骨形成以外にも筋肉

の発達や神経の成熟など多彩な成長促進作用を有

するため，本ホルモンの低下は上記以外の様々な

生体影響に繋がる可能性が高い．引き続き，得ら

れたメタボロームの変化に注視した解析を推進し

ていくことが，より広範囲の障害メカニズムや標

的因子を明らかにするために必要であろう．

胎児期の GH発現低下が，成長後において血中

1,25-(OH)2D3 レベルの上昇を定着させる機構は

不明である．授乳期における比較的高用量の

TCDD暴露（15 mg/kg，PND1）により，離乳後
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Fig. 7 Effect of maternal exposure to TCDD and direct supplementa-
tion of GH to fetuses on the number of mononucleate cells
around osteoclast in the tibia of male offspring after reaching
maturity (13 week-old). The number of mononucleate cells
present at 400 mm around the osteoclast was measured. The
bars represent the means ± S.E.M. of 5 osteoclasts. Significantly
different between the pair indicated : ＊p ＜ 0.05.



の児の腎臓において合成酵素である CYP27B1 の

発現が増加し，血中 1,25-(OH)2D3 濃度が上昇す

ることが報告されている38)．しかし，本研究の暴

露条件においては，CYP27B1 および代謝酵素で

あるCYP24A1 の mRNAに対するTCDD暴露お

よび GH補給の影響は認められず，少なくとも上

記とは異なる機構で惹起されると考えられる．血

中の 1,25-(OH)2D3 レベルは，腎臓の vitamin D

receptor（VDR）を介したフィードバック作用に

より恒常性が維持されており39)，VDR 欠損マウ

スは高 1,25-(OH)2D3 体質を呈する
40)．一方，胎

児腎臓の発達には，GHおよび IGF-1 の受容体発

現の一過的な増加による両ホルモンの刺激が重要

であり41)42)，IGF-1 受容体欠失マウスにおいては，

出生後に腎組織の萎縮や機能異常が認められ

る43)．また，GH は VDR の発現を上昇させるこ

とも報告されている44)．従って，胎児期における

GH/IGF-1 系の低下は腎臓における VDR の発現

抑制へと繋がり，成長後の高 1,25-(OH)2D3 体質

の要因となる可能性が考えられる．胎児期特異的

な GH発現低下が，腎臓の発達とこれに基づく成

長後の障害にどのように繋がるのかを検討するこ

とは，ダイオキシン毒性のみならず，胎児期の

GHの意義を理解する上で重要と思われる．

本研究におけるメタボローム解析では，acety-

lcholine の前駆体である acetylcarnitine が TCDD

母体暴露によって減少し，GHの補給により改善

することも示唆された．コリン作動性神経におい

て acetylcarnitine から生成される acetylcholine

は，記憶の形成や維持に重要な神経伝達物質であ

る45)．さらに，acetylcholine はニコチン性受容体

を介して，同じく記憶形成に必須の g-amino-

butyric acid の 放出を高める30)46)．従って，

TCDD は胎児期の GH レベルの低下を介してコ

リン作動性神経に影響を及ぼし，成長後に学習記

憶能力の低下を惹起する可能性が考えられる．

GH欠損動物はコリン作動性神経の減少によって

低 acetylcholine 体質となる事実47) も，上記の機

構を支持する．従って，TCDDがコリン作動性神

経に及ぼす影響に着目した解析は，ダイオキシン

による脳機能障害の新たな機構解明へと繋がるこ

とが期待できる．

結 論

本研究では，TCDDによる胎児期のGH発現の

抑制が出生・成長過程で生じるどのような障害形

質に寄与するか検討する目的で，TCDD暴露胎児

に直接 GHを補給し，障害に対する効果を検証し

た．TCDD妊娠期暴露し出生後，成熟期まで成長

した児のメタボロミクス解析を行い，カルシウム

の吸収および骨の形成に関係する活性型ビタミン

Dレベルが上昇していることが分かった．

また GD20 における GHの補給が，これを対照

レベルまで低下させることも分かった．血液中の

無機リンも同様の影響を受けたが，カルシウム濃

度には変動はなかった．また，活性化ビタミンD

生成および代謝に関与する CYP 分子種の発現に

ついても検討を行ったが，有意な変動は認められ

なかった．

これらのことから，TCDD依存的な成長後の高

1,25-(OH)2D3 体質は，腎臓における合成および

代謝酵素の発現変動以外の要因で出現することが

示唆された．骨由来の BALP および血清ALP の

発現レベルは，有意に低下し，血清ALPは GD20

における GH補給により有意に改善，BALP にも

改善傾向があった．また，脛骨の破骨細胞の周辺

部位の単核細胞数が有意に減少し，GH補給によ

り改善する傾向が認められた．

TCDD は胎児期の GH レベルの低下を引き金

として，成長過程で高 1,25-(OH)2D3 体質を固着

し，骨芽細胞の減少ひいては骨形成を抑制すると

の一連の可能性が見出された．
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ダイオキシン低用量暴露母体の肝薬物代謝第二相酵素活性の変動と

ポリメトキシフラボノイドの in vitro阻害効果

1)九州大学薬学部臨床薬学科細胞生物薬学分野
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In Vitro Inhibitory Effects of Polymethoxyflavonoids Nobiletin
and Tangeretin on the Activity of Hepatic Phase-II Drug-
Metabolizing Enzymes in Dams Exposed to Low-Dose

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

Ryoya INATSUGI1), Kanoko IKEDA1), Hiroe SANO2), Ryota TSUTSUMI2), Chiho OHTA3),
Nobuyuki KOGA3), Yoshitaka TANAKA2) and Yuji ISHII2)

1)Division of Pharmaceutical Cell Biology, Faculty of Pharmaceutical Sciences, Kyushu University
2)Division of Pharmaceutical Cell Biology, Graduate School of Pharmaceutical Sciences,

Kyushu University
3)Faculty of Nutritional Sciences, Nakamura Gakuen University

Abstract

The present study investigated the effects of polymethoxyflavonoids nobiletin and tangeretin on
uridine diphosphate-glucuronosyltransferase (UGT) activity in the livers of dams exposed to
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD). Pregnant Wistar rats received TCDD (1 mg/kg, p.o.) on
gestational day (GD) 15, and the hepatic UGT activity and its inducibility using TCDDwere assessed at
GD20. UGT activity against p-nitrophenol, 4-methylumbelliferone, and SN-38 was significantly
induced in hepatic S9 of TCDD-treated rats. Therefore, UGT isoforms involved in the glucuronidation
of these substrates are considered TCDD-inducible in pregnant rats. Kinetic analyses were performed
for pooled S9 of rats maternally exposed to TCDD and for control rats for SN-38 glucuronidation. Their
Km values were comparable, but the Vmax value in TCDD group was greater than that in the control
group. Considering the Km value, SN-38 concentration was fixed at 10 mM, and the inhibitory effects of
nobiletin and tangeretin were studied. Nobiletin and tangeretin significantly inhibited SN-38
glucuronidation in pooled hepatic S9 in the control rats at 10 mM. Tangeretin also inhibited SN-38
glucuronidation in the TCDD-treated dams at 10 mM, whereas Nobiletin was inclined to inhibit it. At
100 mM, nobiletin and tangeretin inhibited SN-38 glucuronidation in TCDD and control groups.
Although their inhibitory properties were similar, tangeretin was slightly stronger than nobiletin.
Thus, UGTs are involved in hormone homeostasis. Further analysis is required to determine whether
nobiletin and tangeretin reduce the adverse effects of maternal exposure to TCDD via their
modulation of TCDD-induced UGT activity.
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は じ め に

ダイオキシン類は生体に対して多様な毒性を引

き起こす環境汚染物質である．1968 年に西日本

で発生したカネミ油症は，ライスオイルの加熱脱

臭時の熱媒体として用いられた polychlorinated

biphenyl（PCB）およびその加熱により生じたダ

イオキシン類が原因物質であると考えられており，

全身倦怠感や塩素ざ瘡，色素沈着などの中毒症状

がみられた1)．

ダイオキシン類の影響の中でも妊娠期や授乳期

の実験動物母体への暴露によって，出生児に対し

て低身長・低体重2)，学習記憶障害3)，社会行動の

低下4) といった成長遅延，ならびに生殖器官の萎

縮5)，交尾行動障害6) などの性未成熟といった影

響が生じる．さらに，ヒトにおいても母親の食事

由来の微量なダイオキシン類の摂取が次世代の発

育に対して影響を及ぼすことも示唆されている7)．

ダイオキシン類の多様な毒性の多くは，転写因子

である芳香族炭化水素受容体（aryl hydrocarbon

receptor, AhR）に結合して核内因子 AhR nuc-

lear translocator とヘテロダイマーを形成し，標

的遺伝子の転写を活性化することによって生じ

る8)9)．ダイオキシン類は化学的安定性，脂溶性

が高く，また難分解性でありヒトにおける半減期

が 10 数年となっている10)11) ことから，生体に対

して長期的な影響を及ぼすと考えられる．これら

のことから，ダイオキシン類の慢性的な低用量暴

露による影響への対策を講じることは，油症患者

の症状緩和の方法構築とともに重要であると考え

られる．

2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）

（Fig. 1）は最強毒性を有するダイオキシンで，極

めて微量で皮膚障害，肝障害，生殖障害，がんや

奇形などの原因となることが知られている1)．ダ

イオキシン類の多様な毒性のなかには薬物代謝酵

素の誘導に起因するものがあると考えられ，AhR

を介した cytochrome P450 1A1（CYP1A1）の誘

導性の強さは，ダイオキシン毒性の鋭敏な指標と

して広く用いられている8)12)．ダイオキシン類の

ようなAhR リガンドが誘導する遺伝子は多岐に

亘り，薬物代謝第一相酵素の P450 だけでなく，

第二相酵素にも影響を及ぼし，グルクロン酸抱合

を司るUDP-glucuronosyltransferase（UGT）も

誘導することが分かっている13)．ヒトにおいて

は，human UGT1A6 およびUGT1A9 が，ラット

においては，rat UGT1A6 および UGT1A7 が

TCDDにより誘導されると報告されている12)~14)．

当研究室では，TCDD次世代毒性の解析を目的と

し，妊娠母ラットへの TCDD (1 mg/kg, p.o., ges-

tational day（GD）15）投与による検討を行ってい

る15)~18)．また，他研究室のこれまでの研究によ

り，妊娠母ラットへの TCDD 単回経口投与に

よって出生直前および離乳時期において児の血中

甲状腺ホルモン濃度低下19)20) が見られ，また妊

娠期，授乳期の継続的な TCDD 処理による母体

甲状腺ホルモン低下とそれに伴う児の血中レベル

の低下が報告されている．TCDD による児の甲

状腺ホルモンレベル低下の機構には TCDD によ

る UGTの誘導が寄与する可能性が示唆されてお
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Fig. 1 Structure of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), Nobiletin and Tangeretin.



り19)20)，これは TCDD 妊娠期暴露による発育障

害の一因と考えられる．しかし，TCDD処理した

妊娠母体を対象とする第Ⅱ相薬物代謝酵素の変動

については，当研究室の先行研究で GD18 および

GD19 における妊娠母体肝臓UGT mRNAレベル

が調べられているものの，実際の活性に対する影

響など，未だ詳しい研究が行われていない21)．そ

こで本研究では GD15 の母ラットへ TCDD（1 m

g/kg）経口投与し，GD20 における母体肝臓での

UGT活性の変動を解析することでTCDDによる

次世代毒性へのグルクロン酸抱合の関与について

考察し，次いで UGT 発現誘導に対する改善策の

構築を目的とする．ラット妊娠母体に TCDD 低

用量暴露させた際の肝臓での UGTの活性の変動

とそれらの変動に対する防御策の検討を行った．

先行研究により，ラットの UGT 分子種が多様

な薬物を代謝することが分かっており，4-methy-

lumbelliferone（4-MU）を基質とする分子種とし

て，多環芳香族炭化水素により AhR を介して誘

導される UGT1A6，UGT1A7 が知られている13)．

また，フェノバルビタール誘導性のUGT2B122)，

モノテルペノイドに特異性を示す UGT2B1223)

も 4-MUを基質にする．4-MUは UGTに対する

普遍的な基質であり，上述の分子種だけでなく，

ラットにおいてUGT1A1，1A2，1A3 なども含む

広範な UGT 分子種が基質とする24)．また，

HPLC による測定法も確立されている25)．p-

Nitrophenol（p-NP）はアルカリ性で黄色を呈し，

また抱合により脱色することを利用した消失法が，

測定の容易さから汎用されてきた26)．p-NP の抱

合活性が多環芳香族炭化水素誘導性であることが

よく知られており27)，この活性を指標に酵素が精

製され，cDNA クローン化されたのが rat

UGT1A6 である26)．UGT2B12 にも p-NP 抱合活

性があることが分かっている23)．p-NP は，有機

リン系農薬であるパラチオン，メチルパラチオン

の微生物分解によって生じ，水質汚濁の指標に用

いられる物質であり29)，ラットにおいては

UGT1A6 に活性が高いことが知られている26)，

また，p-NP についても，HPLC による測定法が

確立されている25)．抗がん剤であるイリノテカ

ンの活性代謝物である SN-38 はラットで主に rat

UGT1A1，1A7，1A8 によりグルクロン酸抱合を

受け，また，ヒトにおいては human UGT1A1，

1A7，1A9，1A8 で抱合される30) ことが知られて

いる．これらの基質に対する UGT 活性が，

TCDD 低用量暴露母体の肝臓でどのように変動

するのかは未だ検討された例はなく，本研究では

これを研究対象とした．

ダイオキシン毒性に対して，レスベラトロール，

クルクミンなどのポリフェノール類31)32) や多く

のフラボノイド類がその毒性軽減に有効であると

報告されている33)~37)．柑橘類に含まれるヘスペ

リジン33)34) や，リンゴなどに含まれるケルセチ

ン35)36)，ケンフェロール37) などがその例である．

本研究では，TCDD毒性に対する防御策として期

待されるノビレチン（NBL，3ʼ,4ʼ,5,6,7,8-hex-

amethoxyflavone）およびタンゲレチン（TNG，

4ʼ,5,6,7,8-pentamethoxyflavone）を in vitro に

おける検討に用いた（Fig. 1）．ノビレチンは柑橘

系植物，特にシークワーサーに多く含まれるポリ

メトキシフラボノイドの一種であり，抗炎症作

用38)39)，抗認知症作用40)，抗がん作用41)42) 及び

抗肥満作用43) などの多様な作用を示すことが知

られている．TCDD 毒性に関する報告では，

U937 ヒトマクロファージでTCDDによって誘導

された human CYP1A1 を mRNA レベルで発現

抑制すること44)，また当研究室では Luciferin 誘

導体をマーカー基質とした rat CYP1A1，1A2，

2C6 および 3Aに対する活性の阻害作用を報告し

ている18) が，UGTの活性に及ぼす影響に関する

情報は筆者の知る限り乏しい．タンゲレチンも同

様に ,柑橘系植物，特にタンジェリンに多く含ま

れるポリメトキシフラボノイドであり，抗炎症作

用45) や抗糖尿病作用46)，抗がん作用47) などが報

告されている．タンゲレチンはヒト大腸腺がん株

を対象とした in vitro実験で，human CYP1A2 に

対し阻害を示すこと48)，また TCDD 毒性に関し

ては Caco-2 細胞で TCDD によって誘導された

human CYP1A1，CYP1A2 をmRNAレベルで発

現抑制することが報告されている49) が，UGT活

性への影響に関する報告は筆者の知る限り未だな

されていない．よって本研究では，妊娠母体に対

する TCDD 低用量暴露による母体肝臓の UGT

活性の誘導作用を調べ，UGT 活性変動に対する

ノビレチンおよびタンゲレチン添加効果を解析す

ることで，TCDD次世代毒性に対するこれらポリ

メトキシフラボノイドの有効性を検討した．
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実 験 方 法

1．試薬

4-Methylumbelliferon (4-MU) : Sigma-Aldrich

(東京)

p-Nitrophenol (p-NP), 4-MU-glucuronide,

p-nitrophenyl-b-D-glucuronide, UDP-glucuronic

acid (UDPGA, trisodium salt), Brij-58 : ナカライ

テスク（京都）

ノビレチン：INDOFINE Chemical Company の

ものをフナコシ㈱より購入した．

タンゲレチン：富士フイルムWako（東京）．

SN-38，SN-38-glucuronide：株式会社ヤクルト

本社より供与された．

2．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．雌雄のWistar 系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 0日

目とした．妊娠 15 日目に，TCDD（1 mg/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．胎生 20 日目（GD20）

の胎児は母体から摘出し，次世代毒性の解析に供

した50)．また，母体の肝臓を摘出し，液体窒素に

て凍結したのち，使用まで-80℃にて凍結保存し

た．

3．S9 サンプル調製

GD20 母体 1 匹分当たり 1 g を 0.25 M スク

ロース 3 mL でホモジナイズした．そののち，

9,000 × g，4℃で 20 分間遠心分離した．得られ

た上清（S9）を分注し，使用するまで-80℃にて保

存した．タンパク質定量は，Lowry らの方法に基

づいて行った．なお，標準タンパク質として

bovine serum albumin（BSA）を用い，吸光度測

定には HITACHI U-1800 Spectrophotometer を

用いた．

4．UGT活性測定

基質として 4-MU，SN-38，p-NP を用い，UGT

の活性測定を行った．有機溶媒の終濃度は全て

1％以下になるよう調節した．S9 サンプルとBrij-

58（0.25 mg/mg of protein）と混合後，30 分間氷

上で処理したのちに活性測定に供した．UDPGA

を含む buffer を加えた後，37℃，10 分プレイン

キュベーションし，酵素反応は S9 の添加により

開始し，37℃，60 分インキュベーションした．反

応はいずれの基質に対しても 1 M TCA 溶液を

100 mL 添加することで停止させた．30 分間氷冷

後，13,000 rpm，4℃，10 分遠心し，上清をHPLC

解析に供した .生成物であるグルクロニドの定量

は，いずれの基質においても各々のグルクロニド

を標品とした絶対検量線法にて行った．HPLC条

件は以下に示す通りで，移動相および測定条件は

4-MU25)，SN-3851)，p-NP 25)，それぞれの基質に

対し先行研究にて適用された条件を参考に設定し

た．

HPLC条件

装置：HITACHI Chromaster 5110 Pump, 5210

Auto sampler, 5440 FL Detector, 5420 UV-VIS

Detector, 5310 Column Oven

Column : Nova-Pak® C18 cartridge（4 mm，8×

100 nm：Waters）を RCM 8 × 10 Module（Wa-

ters）に充填したものを，Nova-Pak®C18 Guard

Column（60Å，4 mm，3.9 nm× 20 mm）に連結

して使用した．

5．データ解析

データ解析にはGraphpad Prism®8.02（Graph-

pad Software Inc., San Diego, CA）で行った．全

ての 2群間の比較については，Studentʼs t test を

用いて解析した．有意水準は p ＜ 0.05 とした．

また，kinetics の結果はMichaelis-Menten 式に

非線形解析を行い，各パラメーターを算出した．

酵素阻害における IC50（half maximum inhibi-

tory concentration）の算出は以下の式に当てはめ

て行った．

Y=Bottom ＋
(Top − Bottom)

(1 + 10((log(IC50)− log(X))*Hillslope))

この数式において，酵素活性(Y)は阻害剤の濃

度(X)と 4 つのパラメータにより表現される．

Top は阻害剤濃度Y=0 のときの酵素活性を表し，

Bottom は阻害剤濃度が無限大の時の活性を示し

ている．また，Hillslope の値が大きいほど IC50
付近のグラフの傾きは急になる．
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実 験 結 果

1．TCDD低用量暴露母体肝での UGT酵素活

性変動

4-MU，p-NP，SN-38 を基質とし，活性測定を

実施した．S9 のタンパク量を，4-MU，SN-38 で

は 50 mg /100 mL，p-NP に対しては 200 mg/100

mL として解析を行った．基質濃度はいずれの基

質に対しても低濃度側，高濃度側の 2点で測定を

実施し，先行研究のKm値を参考に，4-MUは終

濃度 50 mM・200 mM25)52)，p-NP は終濃度 100 m

M・1000 mM25)，SN-38 は終濃度 30 mM・100 m

M53) に設定した．その結果，Control 群と比較し

て TCDD 群ではいずれの基質に対しても，低濃

度・高濃度双方でグルクロン酸抱合活性が有意に

増加した（Fig. 2）．SN-38 はどちらも Control 群

より高い活性を示したが，低濃度・高濃度での酵

素活性に差がみられないことから，本条件におい

てラット肝 S9 の SN-38 の Km 値は 30 mMより

も低濃度側にあることが示唆された．

2．ノビレチン，タンゲレチンによる in vitro

での UGT活性に対する阻害効果

次に，SN-38 を基質としてノビレチン及びタン

ゲレチンの UGT に対する阻害効果を検討した．

SN-38 の終濃度は，算出されたキネティックスパ

ラメーター（Km，Vmax）（Table 1）を基に 10

mMに設定した．阻害剤として添加したノビレチ

ンおよびタンゲレチンは SN-38 と同じく DMSO

に溶解し，終濃度 1〜100 mMの範囲で反応させ

た．酵素源として，5 匹の母ラット肝臓のサンプ

ルを等量混和したプールド S9 サンプルを用い，

酵素を添加することで反応を開始させた．算出さ

れた IC50値はいずれも本条件の最高濃度である

100 mM より大きな値となった．本結果を基に，

ノビレチンおよびタンゲレチン濃度 10 mM，100

mMにおける阻害効果を検討した．ノビレチンお

よびタンゲレチンの代わりに DMSO を同量添加

し反応させた対照と比較した．ダイオキシンを投

与していない母体の肝臓由来のプールした Con-

trol の S9 に，ノビレチンおよびタンゲレチンは

10 mMで有意な阻害効果を示し，また高濃度側の

100 mM においても同様に阻害作用を示した

（Fig. 3）．また，Control の S9 に対してノビレチ

ンには，低濃度より高濃度で阻害作用が強くなる

傾向があったが，タンゲレチンでは低濃度と高濃

度間で同程度の阻害作用を示した．一方，TCDD

妊娠期暴露した母体の肝臓由来のプールした S9

において，タンゲレチンは 10 mMで有意な阻害

作用を示したが，ノビレチン 10 mMではUGT活

性の減少傾向にとどまった．また，高濃度側にお

いては，ノビレチンおよびタンゲレチンは，ほぼ

同様の阻害作用を示した．ノビレチンおよびタン

ゲレチンいずれにおいても，低濃度に比べて高濃

度では阻害効果が有意に強くなっていた．このよ

うに，ラット肝 S9 分画を用いた in vitroでの検討

ではノビレチンおよびタンゲレチンによる UGT

阻害効果が確認された．これらの阻害作用は類似

していたものの，タンゲレチンの方がノビレチン

よりも僅かに，阻害効果が強い結果となった．

考 察

本研究では，TCDD 妊娠期低用量暴露した母

ラットの肝臓の UGT 活性を測定し，さらにSN-

38 を基質とした UGT活性に対するノビレチン・

タンゲレチンの影響について検討した．高濃度お
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Table 1 The kinetic parameters for UGT activity in rat liver S9 toward SN-38.

Enzyme source (S9) Km (mM) Vmax (pmol/min/mg protein)

Control 8.69 ± 2.62 6.52 ± 0.51

TCDD 9.42 ± 2.64 11.8 ± 0.9

S9 samples were prepared from the liver homogenate of pregnant rats (GD20) orally

treated with TCDD (1 m g/kg) or vehicle (corn oil). S9 samples of 5 rats were pooled and

subjected to the assay. Pooled S9 sample (50 m g protein) was used for each assay. SN-38

concentrations were varied ranging from 1 to 100 mM. UDPGA concentration was fixed

at 2 mM. Each value represents the mean ± S.E.M. of triplicate assay.
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Fig. 2 Effect of maternal exposure to TCDD (1 m g/kg at GD15) on the
hepatic glucuronidation activity in dams at GD20 toward 4-MU,
p-nitrophenol and SN-38.
Control group was treated with corn oil at GD15. S9 was prepared
from dam liver at GD20. Glucuronidation activities toward 4-MU,
p-nitrophenol and SN-38 were assayed at indicated concentrations.
UDPGA concentration was fixed at 2 mM. Each bar represents the
mean ± S.E.M. of 5 rats. Significantly different from Control : ＊p ＜
0.05, ＊＊p ＜ 0.01, ＊＊＊p ＜ 0.001.



よび低濃度の基質濃度 2 点を対象とした 4-MU，

p-NP および SN-38 に対する UGT 活性測定の結

果，いずれの基質に対しても TCDD 処理群の方

が活性が高かったことから（Fig. 2），TCDD母体

暴露によりこれらの基質の抱合に関与する UGT

分子種が誘導されたと考えられる．TCDD によ

る rat UGT1A6，1A7 の誘導については広く知ら

れており12)~14)，AhR活性化を介したメカニズム

についても考察がなされている12)~14)．また，先

行研究において TCDD 低用量暴露による肝臓で

の rat UGT1A6/7 の mRNAレベルの解析が行わ

れており，胎児においては増加傾向，母体におい

ては顕著な誘導がみられている21)．筆者が知る

限り現在までに検証した報告はないため，

rUGT1A7 が p-NP 抱合活性を示す可能性は否定

できないが，p-NP 抱合活性を有する rUGT1A6

は AhR を介して誘導される（なお，当時は命名

法が定まっていなかったため，多環芳香族炭化水
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Fig. 3 Effect of nobiletin (NBL) and tangeretin (TNG) in vitro on the
glucuronidation activity in hepatic S9 of pregnant rats (GD20)
exposed to TCDD (1 m g/kg at GD15).
Control group was treated with corn oil at GD15. S9 samples of 5
rats of control group or TCDD-group were pooled and subjected to
the assay. NBL and TNG were added at indicated concentration.
For S9 without NBL and TNG, DMSO was added as a vehicle. Each
value represents the mean ± S.D. of triplicate assays. Significantly
different from S9 without NBL or TNG : ＊＊p ＜ 0.01, ＊＊＊p ＜
0.001. Significantly different between the pair indicated : †† p＜
0.01, ††† p＜ 0.001.



素により誘導される UGT 分子種を CYP1A1 に

倣って，UGT1A1 と記述されていることに留意

する必要がある)54)，よって，p-NP に対する抱合

活性が TCDD 妊娠期暴露により有意に上昇した

ことは，少なくとも UGT1A6 が誘導されたこと

によると考えられる．また，SN-38 抱合活性を有

するラットの UGT 分子種のうち TCDD 誘導性

が分かっているのは rUGT1A7 である30)．従っ

て，SN-38 に対する抱合活性が TCDD 低用量暴

露により有意に上昇したことは，rUGT1A7 が誘

導されたことによると考えられ，同用量で GD18

および GD19 にて実施された先行研究21) を支持

する結果となった．4-MU は多くの UGT 分子種

に抱合を受けると考えられるが，冒頭でも記述し

たようにダイオキシン誘導性の rUGT1A6 および

rUGT1A7 でも代謝を受けることが知られてい

る13)．このことから，TCDD 母体暴露により誘

導されたこれら分子種により 4-MU に対する抱

合活性が有意に上昇したためと考えられる．

TCDD により誘導された rUGT1A7 は甲状腺ホ

ルモンであるチロキシン（T4）の抱合に関与する

ことが報告されており14)，これが母体における甲

状腺ホルモンレベルの減少に関与していると考え

られている．本研究の結果から TCDD 妊娠期低

用量暴露によって母体肝における rUGT1A7 の誘

導が示唆されたことから，母体において甲状腺ホ

ルモンレベルも同様の機構で低下し，これが間接

的に児の甲状腺ホルモンレベルへ影響する可能性

がある．

次いで，TCDD低用量暴露した妊娠母体肝にお

いて誘導されたと考えられる rUGT1A7 の触媒す

る活性として SN-38 抱合活性を指標とし，プー

ルした S9 に対する 2 種のポリメトキシフラボノ

イドの阻害活性を評価した（Fig. 3）．結果，ノビ

レチン及びタンゲレチンはダイオキシン処理して

いない対照群の母体肝臓のプールした S9 におい

て基質濃度と同濃度である 10 mM で UGT 活性

を有意に阻害した．また，ノビレチンには 100

mMにおいて阻害作用が僅かに強くなる傾向が

あったが，タンゲレチン 100 mMでは，10 mMの

時と阻害効果はほぼ同じであり，高濃度にするこ

とによる影響は小さかった．ノビレチンの高濃度

における阻害作用は，タンゲレチンと遜色なかっ

た．ラット肝に発現している UGT分子種のうち，

SN-38 の抱合速度はUGT1A7，1A8，1A1 の順に

高い30) との報告があるものの，UGT1A7 および

1A8 は恒常的な発現量が低く，mRNA レベルで

は UGT1A1 と比べ 1/10 に満たない55) 程度であ

る．そのため，それぞれその恒常的な発現量を考

慮すると構成的条件下では，SN-38 の主要抱合酵

素は rUGT1A1 である．ダイオキシン暴露してい

ない母体肝臓の S9 においては，ノビレチン及び

タンゲレチンは主に恒常的に発現している

rUGT1A1 に対して阻害効果を示し，ノビレチン

よりタンゲレチンの方がやや rUGT1A1 に対する

阻害効果が高いことが示唆された．また，高濃度

ではいずれも同程度 rUGT1A1 活性を低下させる

と考えられた．ヒト肝癌細胞由来である HepG2

細胞でポリメトキシフラボノイドによる

hUGT1A1 発現量の変動を ELISA 法を用いて検

討した研究が行われており，その結果ノビレチン

では hUGT1A1 発現量に影響を及ぼさなかった

ものの，タンゲレチンでは hUGT1A1 発現量を上

昇させたとの報告がある56) ．本研究では，cell-

free の実験系を用い in vitroでの添加効果を調べ

ている．代謝物による影響が一部ある可能性は否

定できないものの，基本的に UGT に対するポリ

メトキシフラボノイドの直接の影響を見たものと

考えて良いだろう．そのため，酵素活性を測定す

る際にタンパク質レベルが変動することは考えづ

らい．一方，先行研究56) では，ELISA 法を用い

て調べており，活性を測定したのではなく

hUGT1A1 のタンパク質としての発現量を定量し

ていることになる．従って，細胞に添加したタン

ゲレチンが実際に UGT1A1 による抱合活性にど

のように影響したのかが調べられているわけでは

ない．また，細胞にポリメトキシフラボノイドを

添加しているため，代謝の影響が無視できない上

に，遺伝子発現を変動させる転写調節因子にも影

響を与える可能性がある．本研究はラット肝臓

S9 を用いたものであり，この先行研究はヒト由

来細胞を用いているという違いもあるが，タンゲ

レチンがラット UGT1A1 を阻害するだけでなく

ヒト UGT1A1 にも類似の影響を及ぼす可能性は

否定できない．このように，本研究から，タンゲ

レチンがラットUGT1A1 による SN-38 抱合活性

を低下させる作用があることが分かった．

また TCDD 母体暴露した母ラット肝臓 S9 に
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よる SN-38 抱合活性に対しては，低濃度のタン

ゲレチンでは有意な活性低下作用が見られたが，

低濃度ノビレチンでは減少傾向にとどまった．ま

た高濃度ではどちらも有意な活性低下作用があり，

遜色なかった．TCDD 暴露した母ラット肝臓に

は UGT1A7 が誘導されていると考えられ，ここ

で検討した 2 種のポリメトキシフラボノイドの

SN-38 抱合活性の低下作用は類似しているもの

の，タンゲレチンの方がノビレチンよりも僅かに

強いことが分かった．このことは，濃度増大によ

る阻害効果の増強の度合いがノビレチンの方に顕

著だったことからも支持される．TCDD 母体暴

露した母ラット肝臓 S9 には rUGT1A1 が含まれ

ているだけでなく，TCDD により誘導された

rUGT1A7 も含まれており，後者の SN-38 抱合へ

の寄与が大きいと考えられる．従って，阻害効果

も，構成的発現をしている rUGT1A1 と TCDD

により誘導された rUGT1A7 の両方に対するもの

であると言えよう．ポリメトキシフラボノイドが

ダイオキシンによる rUGT1A7 の誘導作用を阻害

するか否かは今後の課題であるが，ダイオキシン

で誘導された rUGT1A7 が触媒する抱合活性を適

度に阻害することは期待される．

次に，これら 2種類のポリメトキシフラボノイ

ドによる阻害効果の差に関して考察する .ノビレ

チン及びタンゲレチンはともに CYP による酸化

を受けることが知られている．本研究において用

いた TCDD 妊娠期暴露した母ラット肝臓 S9 サ

ンプルでは，UGT のみならず CYP も TCDD に

よる誘導を受けていると考えられる17)．本研究

で S9 に添加した補酵素は UDPGA のみであるが，

内在性の補酵素も一部残存していると考えられる．

ラット肝においてノビレチンは CYP による脱メ

チル化反応を受け，4ʼ-OH，7-OH，6-OH，3ʼ,

4ʼ-diOH，6,7-diOH に代謝され57)，中でも 4ʼ-OH

体の生成は CYP2C11，次いで rCYP1A1 の寄与

が最も大きく，7-OH 体の生成には CYP2C11 の

影響が突出して大きく，次いで CYP3A1 及び

CYP3A2 が関与している．6-OH 体の生成には

CYP2C11，CYP2D1，CYP3A1 および CYP3A2

がほぼ同程度で関与している．ラットでは 4ʼ-OH

体が主要代謝物であるが，その生成に主に関与す

る CYP2C11 は雄に特異的な分子種であり58)，こ

の代わりに雌では CYP2C6 による代謝が起こる

ことが推測されている18)．マーカーとなる酵素

活性を基にすると，TCDD低用量暴露母体の肝臓

において CYP2C6 および rCYP1A1 のマーカー

活性が誘導される18) ことから，TCDD 暴露群母

ラットからのプールした S9 では誘導された CYP

による代謝を一部は受け，主に 4ʼ-OH，7-OH，

6-OH の形でノビレチン代謝産物が生成されたと

推定される．ノビレチン及びタンゲレチンが直接

UGT を阻害する可能性もあるが，これら代謝物

が UGTに対する阻害効果を示した可能性もある．

一方タンゲレチンはラット肝において CYP によ

る脱メチル化反応や水酸化反応を受け，4ʼ-OH，

3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,6-diOH に代謝される59)60) ことが

報告されている．どの CYP 分子種が代謝に寄与

するかの報告は乏しいが，CYP1A が 3ʼ の水酸化

反応に，その他の CYP が脱メチル化反応に関与

することが報告されている59)．ヒト肝を対象と

した検討ではタンゲレチンの代謝物としては

4ʼ-OH，5,6-diOH，3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,7-diOH，4ʼ,

6-diOH があり61)，4ʼ-OH 体への代謝は CYP1A2

の関与が最も大きく，ついで CYP3A4 となって

いる．3ʼ,4ʼ-diOH は CYP1A2，CYP3A4 が同程度

に関与することが確認されており61)，ラットにお

いて CYP1Aが脱メチル化に関与する点で類似性

がみられる．ラットにおいて知られている上述の

3つの代謝物のうち 4ʼ-OH体が主要代謝物であり，

次いで 3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,6-diOH とされている59)60)．

これらのことから，ノビレチン同様にタンゲレチ

ンも TCDD 低用量暴露母体肝臓において誘導さ

れた CYP 分子種で酵素的脱メチル化反応や水酸

化反応を受け，4ʼ-OH，3ʼ,4ʼ-diOH，4ʼ,6-diOHと

なると推測される．先行研究において母体に対す

る TCDD 低用量暴露により rCYP1A2 活性に増

加傾向がみられる18) ことも，本推測を支持する．

今回用いた 2種のポリメトキシフラボノイドの阻

害効果の差において，CYPにより代謝を受け，脱

メチル化ないし水酸化され生成された代謝物の構

造に着目すると，タンゲレチンにおいて主要代謝

物の水酸基数がノビレチンのそれよりも多いこと

がわかる．阻害作用には構造的な特性が最も重要

と考えるものの，二つの化合物の予想代謝物は極

めて類似した構造であり，水酸基数に違いがある．

グルクロン酸抱合反応は対象化合物の水酸基に対

して UDPGA よりグルクロン酸を転移する反応
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であることから，主要代謝物の水酸基数の差に

よって，ノビレチンよりもタンゲレチンの方が強

い阻害効果を示した可能性はある．

本研究で実施した阻害実験の濃度範囲では 2種

の阻害剤の IC50 を算出するには至らなかったが，

いずれのポリメトキシフラボノイドも母体におけ

る TCDD 低用量暴露により誘導された UGT に

対し，基質濃度と同濃度で阻害効果を示した．

TCDD により誘導された rUGT1A7 は甲状腺ホ

ルモンであるT4の主要抱合酵素として働く
14) こ

とが報告されている．TCDD による児の発育障

害には，児の成長ホルモンの低下62) や母親のプ

ロラクチンの低下による低育児63) が重要である

が，冒頭にも述べたように，児の甲状腺ホルモン

レベルの低下も一因とされており19)20)，出生後は

児における影響が主と思われるが，胎児期におい

ては母体における甲状腺ホルモンレベル減少に伴

う児での甲状腺ホルモン減少が関与していると考

えられている64)．本研究により in vitroでノビレ

チン及びタンゲレチンが母体肝臓 S9 における

TCDD 誘導性の rUGT1A7 の SN-38 抱合活性を

低下させることが示された．これらの食事由来ポ

リメトキシフラボノイドの摂取が in vivoにおい

てもダイオキシン誘導性 UGT1A7 阻害するか否

かは今後の課題である．ノビレチンやタンゲレチ

ンの摂取が，UGT1A7の適度な阻害を通じた甲状

腺ホルモンの過剰な抱合の抑制，ならびに児にお

ける発育障害の抑制につながることが期待される．

結 論

比較的低用量のTCDD（1 mg/kg，p.o.）を妊娠

ラット GD15 に暴露することより GD20 の母体肝

臓において，4-MU，p-NP および SN-38 のグル

クロン酸抱合活性が有意に上昇したことから，

rUGT1A6 および rUGT1A7 の誘導が起こったと

推察された．

ノビレチン及びタンゲレチンは in vitroでダイ

オキシンで誘導された SN-38 抱合活性を有意に

阻害した．

SN-38 抱合活性を rUGT1A7 が触媒する T4 抱

合活性測定の代替と考え，これらのポリメトキシ

フラボノイドが甲状腺ホルモンの過剰な抱合を抑

制し得る食事由来成分として期待された．

これらの食餌由来ポリメトキシフラボノイドの

摂取が in vivo においてもダイオキシン誘導性

rUGT1A7 阻害するか否かは今後の課題である．
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