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研究成果の概要（和文）： 

 胎生期の環境因子が子どもやさらには成人してからの健康に与える影響が懸念されている。
胎生期にダイオキシンに曝露され生まれた実験動物では、ベンツピレンなどの変異原物質によ
る成熟後の化学発癌感受性が高まる。本研究ではマウスを用いて、変異原物質の代謝活性化を
司る酵素 CYP1A1 遺伝子における DNA メチル化などのエピジェネティックメモリーが、周産期の
ダイオキシン曝露で変化すること、およびその分子機構の一部を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Recently much attention is focused to the hypothesis that the fetal stage environments 
can influence health and disease after birth. Laboratory animals exposed to dioxin in 
the fetal stage are prone to cancer when they are administered carcinogens such as 
benzo[a]pyrene in adulthood. In the present study using mice, we demonstrated that the 
epigenetic memory including DNA methylation of the gene for CYP1A1 enzyme responsible 
for metabolic activation of carcinogens was altered by perinatal exposure to dioxin and 
revealed a part of molecular mechanism causing this alteration.  
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１．研究開始当初の背景 
 
 1997 年国際癌研究機関（IARC）はダイオキ
シン（TCDD）をグループ 1の発癌性物質に分
類することを決定した。しかし、過去の動物
実験によるダイオキシン類の発癌試験では、
なおこの物質が発癌性物質であるのかに関

して疑問を残す報告が少なくない。実際、
TCDDや他の高TEFダイオキシン類自体に変異
原性はなく、発癌プロモーション活性につい
ても、依然、研究者の間では議論が分かれて
いる。TCDD はアリールハイドロカーボン受容
体（AhR）の活性化後、酸化酵素である CYP1A1
遺伝子を強く転写誘導する。種々の変異原物
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質（ベンツピレン（BaP）やジメチルベンゾ
アントラセン（DMBA））もまた AhR に結合す
ることで CYP1A1 を誘導し、自身の誘導した
CYP1A1によってエポキシ体に変換されDNA上
でグアニンアダクトを形成する。これらの知
見から、環境中におけるダイオキシン類と変
異原物質の複合曝露では、ダイオキシン類は
変異原物質の発癌作用を増強させるはずで
あるとの予想が容易に付く。だがラットに対
する TCDD と DMBA 複合曝露実験では、明らか
に TCDD による乳腺腫瘍プロパゲーションの
抑制データがある（Holcomb and Safe, Cancer 
Let 82, 43-47, 1994）。また TCDD 長期慢性
曝露実験でも、乳腺腫瘍のみならず子宮癌、
膵臓アデノーマの自然発生を抑制する結果
が提示されている（Kociba et al., Toxicol 
Appl Pharmacol 46, 279-303, 1978）。 
 ところが一方、胎仔期に TCDD 曝露された
個体が成熟後に DMBA を曝露された場合、対
照群より高い頻度で乳癌が発生する（Brown 
et al., Carcinogenesis 19, 1623–1629, 
1998）。同様の結果は PCB126 の低用量胎仔期
曝露によって生まれた個体の DMBA 誘発発癌
実験でも再現されている（Muto et al., J 
Toxicol Pathol 14, 213-224, 2001; Wakui et 
al., Toxicol Appl Pharmacol 210, 200-211, 
2006）。これらのデータを総括すると、成熟
個体へのダイオキシン暴露は変異原物質に
よる発癌に対して抑制的に働き、逆に胎仔期
に暴露した場合は生後の発癌性物質に対す
る感受性を増大させるものと思われる。TCDD
による化学発癌感受性の上昇は、発生過程で
何らかの機構により刷り込まれた個体の変
調が原因であることを示している。 
 このような背景から研究代表者は、胎仔期
に TCDD 曝露された C57BL/6J マウスの成熟後
に再び TCDD を投与し、肝臓内の遺伝子発現
の変動を経時的に観察する実験を行った。そ
の結果、成熟後に再度 TCDD を投与すると胎
仔期曝露群の CYP1A1 誘導率のほうが高くな
り、プロモーター領域のメチル化状態を調べ
たところ胎仔期 TCDD 曝露群のほうが低メチ
ル化傾向にあることがわかった。このことか
ら、胎仔期曝露群ではエピジェネティックな
変調により CYP1A1 の誘導率変化にともない
変異原物質のエポキシ体形成さらには DNAア
ダクト形成を助長するために発癌感受性が
亢進するとの仮説を得た。 
 また研究代表者は、多系統マウスを用いた
TCDD による肝臓内誘導遺伝子の網羅的解析
で、薬物代謝酵素第 2相酵素である GST ファ
ミリーの多数が BALB マウスで特異的に上昇
することを見出した（Wu et al., J Appl 
Toxicol 28, 724-733, 2008）。第 2 相酵素は
転写調節因子 Nrf2 が新電子性化合物により
活性化して誘導され、Nrf2 ノックアウトマウ
スの研究より第 2相酵素誘導消失は BaP によ

る胃癌発生を促進する（Ramos-Gomez et al., 
Proc Natl Acad Sci USA 98, 3410-3415, 2001）。
そこで、BALB マウスと GSTs 誘導のかからな
い C3H を用い、BaP 投与による肝臓内 BaP-DNA
アダクトの形成を比較しところ、BALB マウス
のアダクト形成率が低いことを見出した（Wu 
et al., J Appl Toxicol 28, 724-733, 2008）。
すなわち、ダイオキシンならびに変異原物質
曝露後の生体反応においては、第 1相酵素の
誘導レベルと第 2相酵素の誘導レベルのバラ
ンスが、化学発癌感受性を考える上において
は重要であると思われる。 
 
２．研究の目的 
 
 本研究では、ダイオキシンと変異原物質の
複合曝露による発癌リスクに関して、主に胎
仔期ダイオキシン曝露によって感受性を高
めてしまう現象の発生学的機構をエピジェ
ネティックな解析を用いて検討した。また化
学発癌感受性修飾遺伝子の単離の目的で、変
異原物質に対する発癌感受性の異なる 2系統
マウスを用いた試験を実施した。 
 
３．研究の方法 
 
(1) C57BL/6J マウスを用いた胎仔期 TCDD 曝
露と変異原物質投与実験： 近交系マウス
C57BL/6J の妊娠 12.5 日齢にビークル（4%ノ
ナン/コーンオイル）または TCDD（3µg/kg）
を胃ゾンデを用いて単回経口投与した。妊娠
母体数は、ビークル投与群 8 腹、胎仔期 TCDD
投与群 12 腹を準備した。生まれた雌産仔、
に 60 日齢から BaP を投与した。また、未処
理雌マウスも同様に日本クレアより 8週齢で
25 匹購入し、生後 60 日から BaP 投与路開始
した。BaP はコーンオイルを溶媒としてソニ
ケーションにより溶解し、5 mg/ml として、1 
mg/body/回の用量で、週 2回合計 8 回、ディ
スポーザブル胃ゾンデを用いて生後 84 日ま
で連続経口投与した。その後 40 週齢まで飼
育し、全個体を解剖、前胃、肺、肝臓の病理
学的解析をマクロレベル、PCNA ラベリングを
用い病理組織化学レベルで観察した。また、
BaP 投与後の肝臓内 DNA アダクト形成率をポ
ストラベリング法で測定した。 
 
(2) 胎仔期 TCDD 曝露による CYP1A1 ゲノムの
エピジェネティック修飾に関する解析： 研
究代表者はすでに上記(1)と同一の TCDD投与
系で作出した雌マウスを用い、成熟後（120
日齢）に再び TCDD を投与した場合、CYP1A1
の肝臓内における誘導性に有意な差がある
こと、すなわち胎仔期曝露群の誘導のほうが
より持続するという基礎データを得ている。
また、TCDD 曝露群、非曝露群で CYP1A1 遺伝
子上流配列のメチル化ステータスを比較検



 

 

討したところ、XRE 近傍の CpG が曝露群で低
メチル化していることを見出している。そこ
でこの低メチル化 CpG が CYP1A1 の誘導性上
昇に関与しているか、メチル化シトシン合成
DNA を使用した合成レポーターコンストラク
トをヘパトーマ細胞に安定導入することに
より直接的証明を試みた。初期計画に準じて、
マウスヘパトーマ細胞（Hepa1c1c7）にメチ
ル化 CpGを持ったレポーターコンストラクト
の遺伝子導入実験を行い、非メチル化レポー
ターコンストラクトとの比較実験を実施し
た。コンストラクト作成には、シトシンメチ
ル化合成オリゴ DNA によるレポーターベクタ
ー全長 PCR 法を独自開発した（図 1A）。シト
シンメチル化合成オリゴ DNA には動物実験で
観察された CYP1A1 遺伝子プロモーターのホ
ットスポット 1 カ所メチル化したもの（SM）
およびその近傍にあるもう 1カ所をともにメ
チル化したもの（DM）、および非メチル（UM）
の計 3 種を準備し、3 種のコンストラクトを
作成した。これらを遺伝子導入後 TCDD 曝露
した。また、安定株を選択して TCDD 曝露も
行った。さらにこれらの株から DNA を採取し
て導入したコンストラクトの CpG メチル化状
態も測定した。 
 
(3) CYP1A1プロモーターのヒストン修飾に関
する解析： 発見した CYP1A1 プロモーター
領域の CpG低メチル化ともにヒストンの修飾
に変化がないか検討するため ChIP アッセイ
で検討した。胎仔期 TCDD 曝露および非曝露
マウスの肝臓を生後120日齢で摘出し1%ホル
ムアルデヒドで固定した。ダウンスホモジナ
イザーでホモジナイズし、ライシス液を加え
超音波破砕を行った。7 種のヒストン修飾抗
体（抗アセチル化 H3、抗アセチル化 H4、抗
アセチル化 H3K9、抗メチル化 H3K4、抗メチ
ル化 H3K9、抗メチル化 H3K27、抗メチル化
H4K20）を用いて免疫沈降して定量 PCR で DNA
量を測定した。 
 
(4) CYP1A1 プロモーター上における DNA 低メ
チル化が起きる時期決定： 発見した CYP1A1
低メチル化 CpGが発生過程のどの時期に生じ
るのか、妊娠 12.5 日の TCDD 曝露後の胎仔、
新生仔、未成熟仔の肝臓における CpG ホット
スポットの経時的変化を観察した。 
 
(5) CYP1A1 プロモーター上の DNA 低メチル化
が起きる分子機構に関する解析： 胎仔期
TCDD 曝露による CYP1A1 低メチル化がどのよ
うな分子機構で生じるのか検討するため、生
後 1 日、2 日ならびに 3 日の肝臓サンプルを
用いて DNA メチルトランスフェラーゼ
（Dnmts）のうち Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b の
CYP1A1 プロモーターに対する結合を ChIP ア
ッセイで検討した。 

 
(6) 化学発癌感受性修飾遺伝子の単離
（BALB/c と C3H マウスを用いた TCDD-BaP 複
合曝露による発癌感受性の比較解析）： 近
交系マウス BALB/c と C3H は AhR ゲノタイプ
が同一であり、TCDD 単独曝露による CYP ファ
ミリーの誘導レベルも同一である。研究代表
者は BALB/c と C3H の TCDD 短期間曝露実験に
おいて、GST 遺伝子ファミリーの多くが C3H
では変動しないが BALB/c では用量依存的に
上昇すること、ならびに BALB/c は BaP 曝露
による肝臓内 DNA アダクトの形成が C3H より
低いこともポストラベリング法で確認した
（Wu et al., J Appl Toxicol 28, 724-733, 
2008）。この GSTs の BALB/c 特異的誘導が発
癌感受性を低下させるのではないかとの仮
説を検証するため、BALB/c と C3H を用いて、
TCDD 単独あるいは TCDD と BaP を用いた複合
曝露を行い、遺伝学的手解析により感受性遺
伝子の同定を試みる。 
 
４．研究成果 
 
(1) C57BL/6J マウスを用いた胎仔期 TCDD 曝
露と変異原物質投与実験： 妊娠マウスに
TCDD（3µg/kg）を経口投与、雌産仔が 60 日
齢に到達した時点で BaP を連続投与（2 回/
週、計 4週）した。病理解剖を実施したとこ
ろ、BaP を投与した個体すべてにおいて前胃
の過形成が認められた。これらの過形成は組
織学的に PCNA 強陽性であった。胎仔期 TCDD
処理と対照群との比較したところ、TCDD 処理
群の形成率のほうが高いことがわかった。ま
た、他の実験群で準備した個体に BaP を単回
投与して 48 時間後の前胃と肝臓の DNA と採
取し、P32 ポストラベル用による DNA アダク
ト形成率を比較したところ、TCDD 処理群の形
成率のほうが高いことがわかった。 
 
(2) 胎仔期 TCDD 曝露による CYP1A1 ゲノムの
エピジェネティック修飾に関する解析： ま
ず、一過性導入ではこの新しい人口レポータ
ーでも十分な誘導が確認できたが、メチル化
による変化は認められなかった。しかし、こ
の遺伝子導入細胞を G418でセレクションし、
安定細胞集団を得た後、再び TCDD 曝露実験
を実施したところ、UM の誘導に比べて SM お
よび DM の誘導率が低下することが確認でき
た（図 1B）。これらの細胞のゲノム DNA を回
収し、導入した遺伝子のメチル化を測定した
ところ、SM および DM のメチル化レベルが高
いことが確認できた（図 1C）。これらの結果
は、今回我々が明らかにした TCDD の胎仔期
曝露による CpGメチル化低下ホットスポット
は、そのメチル化により遺伝子の転写を抑制
的に働くことを示している。すなわち、動物
への TCDD 再投与による誘導率の上昇にこの



 

 

ホットスポットが関与することを証明でき
たと言える。さらに一過性導入では差がなか
ったが、安定導入にして初めて差が現れたの
は、このメチル化がシスエレメントとして転
写制御タンパクの結合に関与しているので
はなく、たぶんクロマチン構造の決定に関与
していることを示唆しているものと思われ
る。 
 従来、レポーターコンストラクトにメチル
基を挿入し、その転写に及ぼす効果を観察す
る方法として、解析対象のプロモーターDNA
を精製して、メチル化修飾酵素である SssI
等を作用させ、通常のルシフェラーゼ発現カ
セットにライゲーションする方法が一般的
である。しかし、今回研究対象とした CYP1A1
プロモーターは典型的 CpGアイランドを形成
しており、このような方法ではあらゆるシス
エレメントに存在する CpGをメチル化してし
まうことが想定される。ピンポイントで候補
となる CpGのみをメチル化する方法として合
成メチルシトシンプライマーを用いた PCR産
物を作り出すことに成功した。使用したポリ
メラーゼは近年 TaKaRa で開発されたハイフ
ィデリティの PrimeSCRIPT を使用した。この
ようにして作成した PCR産物でも十分なルシ
フェラーゼの発現とさらにはリガンドによ
る誘導を再現する事ができた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. CYP1A1 メチル化ホットスポットのヘパ
トーマを用いた機能解析 
 
(3) CYP1A1プロモーターのヒストン修飾に関
する解析： 胎生期に TCDD に曝露されたマ
ウスが生後 120日齢になった時点で肝臓を採

取し、ChIP assay を用いて CYP1A1 プロモー
ター領域のヒストン修飾ついて解析を行っ
た。-500 bp CpG 周辺について解析したとこ
ろ、ヒストン H3 及び H4 のアセチル化が約 2
倍に増加していた（図 2）。ヒストン H3K9 の
メチル化は 1/2 以下に減少していた。ヒスト
ン H3K4 のメチル化には差がなかった。ヒス
トン H3K9 のメチル化は全体的に減少してい
た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2. CYP1A1 ヒストン修飾の ChIP アッセイ 
 
(4) CYP1A1 プロモーター上における DNA 低メ
チル化が起きる時期の決定： 発見した
CYP1A1低メチル化CpGが発生過程のどの時期
に生じるのか、E12.5 の TCDD 曝露後の胎仔、
新生仔、未成熟仔の経時的観察を行ったとこ
ろ、肝臓における低メチル化は雌雄ともに生
後 1日目までは対照群と同じであったが、生
後 8日目で顕著な差が認められるようになる
ことから、生後数日の期間に低メチル化の臨
界期があることが示唆された。 
 
(5) CYP1A1 プロモーター上の DNA 低メチル化
が起きる分子機構に関する解析： 生後数日
の間に低メチル化の臨界期があることから、
生後 1 日、2 日ならびに 3 日の肝臓サンプル
を用いて 3種の DNA メチルトランスフェラー
ゼ（Dnmt1, Dnmt3a, Dnmt3b）の CYP1A1 プロ
モーターに対する結合を ChIP アッセイで検
討した。その結果、すべての生後ステージ、
3 種のタンパクすべてにおいて、TCDD 投与群
のほうが CYP1A1 プロモーターに対する結合
が弱まることが判明した。低メチル化は TCDD
による Dnmt ファミリーの結合減弱が原因と
推察された。 
 
(6) 化学発癌感受性修飾遺伝子の単離
（BALB/c と C3H マウスを用いた TCDD-BaP 複
合曝露による発癌感受性の比較解析）： 変
異原物質投与実験には至らなかった。 
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