
    

様式様式様式様式 CCCC----19191919    

科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書科学研究費補助金研究成果報告書    

 

平成２１年６月３日現在 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

研究成果の概要： 

3-methylcholanthrene (3MC) などのアリル炭化水素受容体を活性化する化合物 (アゴニスト) 

がマウスの精子産生機能に影響を及ぼすか、研究を行った。その結果、3MC によるマウスの
精子産生機能障害は観察されなかったが、培養細胞において 3MCによる遺伝子転写の活性化
を男性ホルモン 5α-dihydrotestosterone (DHT) が抑制することを明らかにした。以上の結果か
ら、本研究条件下、DHT は 3MCの作用に対し防御的に働く可能性が考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 

外因性の化学物質でヒトや動物の内分泌
機能に影響を与える内分泌撹乱化学物質が
重要な環境問題になっている。ごく最近、血
液‐精巣関門が精子産生のある段階で一時
的に消失することが明らかになり、外因性化
合物が雄性生殖機能に及ぼす影響を分子レ
ベルで解明することが益々重要になった。ダ
イオキシンや多環芳香族炭化水素 (PAH) な
どのアリル炭化水素受容体 (AhR) アゴニス
トによる内分泌撹乱作用が注目される中、従
来の研究のほとんどは女性ホルモンに関す
るものであり、男性ホルモンの作用に及ぼす

研究はほとんどなかったが、我々は、培養細
胞において AhR アゴニストが男性ホルモン
依存性遺伝子の転写活性化を阻害する (抗男
性ホルモン作用) ことを世界に先駆けて見出
した。AhRと男性ホルモン受容体 (AR) はい
ずれもリガンド依存性転写制御因子であり、
AhR は PAH が、AR には DHT が結合すると
活性化され、標的遺伝子の上流にあるシスエ
レメント (AhRは XRE、ARは ARE) に特異
的に結合することにより下流の遺伝子の発
現を制御する。AhRアゴニストの抗男性ホル
モン作用にはAhRとARのシグナル伝達経路
間クロストークの関与が示唆されているが、
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雄性生殖機能に及ぼす影響とその作用機構
を in vivo で評価・解析する研究はいまだ行わ
れていない。 

 

２．研究の目的 

 我々はこれまでに、生きたマウスの精巣の
精細管内に試験化合物を直接マイクロイン
ジェクションした後に精子数を計測し、外因
性化合物の精子産性機能に及ぼす影響を評
価する in vivo アッセイ法を開発した。このア
ッセイ法では、精子数の計測はセルトリ細胞
と精子細胞を顕微鏡下において観察して行
うので、試験化合物が細胞毒性を示す場合は
測定時に検知できる。そこで我々は、in vitro

で抗男性ホルモン作用を示した AhR アゴニ
スト (3-methylcholanthrene; 3MC) が in vivo

で精子産生機能阻害作用を示すか否か、示す
とすればAhRとARのシグナル伝達経路間ク
ロストークが関与するかなど、AhRの作用機
構を明らかにすることを目的とし、本研究を
行った。 

 

３．研究の方法 

(1) 試験化合物 

 本研究では、PAH として 3MC を、男性ホ
ルモンとして5α-dihydrotestosterone (DHT) を、
抗男性ホルモンとして vinclozolinを使用した。 

(2) 精子産生機能の測定 

試験化合物をマウス精巣の精細管内に直
接注入し、3、4または 5 週間処置した後、顕
微鏡を用いて精子細胞とセルトリ細胞を観
察し、精子数を計測した。試験化合物をマウ
ス精細管内に注入する前に、抗がん剤ブスル
ファンを腹腔内投与し 8週間処置した。 

(3) 免疫組織染色 

精巣の摘出、エタノール固定、パラフィン
包埋を経て作製した組織切片を、抗マウス
CYP1A1 抗体及び Alexa Fluor555蛍光標識抗
マウス IgG 抗体を用いて免疫染色を行った。 

(4) Real-time PCR 

 ヒト前立腺がん由来培養細胞 LNCaP から
cDNAを調製し、シトクロム P450 (CYP) 1A1、
CYP1A2遺伝子または内部標準RPLP0遺伝子
に特異的なプライマーを用いて real-time PCR

を行った。 

(5) レポーターアッセイ 

 LNCaP 細胞にホタルルシフェラーゼ発現
プラスミド pGL3-XRE×3 及びウミシイタケ
ルシフェラーゼ発現プラスミド pRL-SV40 を
Lipofectamine を用いて導入し、デュアルルシ
フェラーゼ・レポーターアッセイを行った。 

(6) 共免疫沈降法 

 LNCaP 細胞から抽出した核抽出液につい
て、プロテイン G結合セファロースビーズ及

び抗ヒト AhR 抗体を用いて免疫沈降を行っ
た。得られた沈降物について、抗ヒト AR 抗
体を用いたウエスタンブロットを行った。 

 

４．研究成果 

本研究によって得られた結果は以下の通
りである。 

(1) PAH の精子産生機能に及ぼす影響 

 In vitro で AhR に作用し抗男性ホルモン作
用を示す化合物 (3MC) が in vivoにおいて精
子産生機能を阻害するか否か、野生型雄性
ddYマウスを用いて検討した。その結果、3MC

を 3、4 または 5 週間処置したいずれのマウ
スにおいても、対照群のマウスと同程度の精
子産生機能が観察された。また、精細管内の
セルトリ細胞および精子細胞における
CYP1A1 タンパク質発現を組織免疫染色によ
って検討したところ、3MCを処置したマウス
と対照群のマウスのいずれにおいても、同程
度のCYP1A1タンパク質の発現が観察された。
以上の結果から、本研究の投与条件において
3MCは精子産生機能を阻害せず、CYP1A1 タ
ンパク質の発現を誘導しないことが示唆さ
れた。 

また、 3MC と同様に抗男性ホルモン
vinclozolin をマウスに投与し、精子産生機能
障害を起こすか検討したところ、vinclozolin

を処置したマウスではいずれの処置日数に
おいても、対照群に比べ著名な精子産生阻害
が観察された。 

(2) PAH による精子産生機能障害における
AhRの必要性 

 野生型マウス及び AhR ノックアウトマウ
スにおいて、3MCの精子産生機能に対する影
響を検討したところ、野生型マウス及び AhR

ノックアウトマウスのいずれにおいても、同
程度の精子産生機能を示した。また、精細管
内のセルトリ細胞および精子細胞における
CYP1A1 タンパク質発現を組織免疫染色によ
って検討したところ、野生型マウス及び AhR

ノックアウトマウスのいずれにおいても、対
照群と 3MC 処置群の CYP1A1 タンパク質の
発現は同程度であった。以上の結果から、本
研究の投与条件では、3MCは精子産生機能阻
害及びCYP1A1タンパク質発現の誘導を示さ
ないことが示唆され、3MCによる精子産生機
能障害に AhR が関与しているか否かは明ら
かにならなかった。 

(3) PAH による精子産生機能障害における
AhRと ARのシグナル伝達経路間クロス
トークの役割 

① 3MC により活性化された遺伝子発現に
対する DHT の効果 

代表的な AhR 標的遺伝子に薬物代謝酵素
である CYP1A1 や CYP1A2 がある。3MC に



 

 

よって誘導されるこれら遺伝子の発現が
DHT による影響を受けるか否かを検討する
ため、LNCaP細胞を 3MCで単独、または 3MC

と DHT で共処置し、CYP1A1 または CYP1A2 

mRNAについて real-time PCRを行った。その
結果、 3MC 処置により CYP1A1 および
CYP1A2 mRNA発現の誘導が観察され、この
誘導は DHT との共処置により有意に減弱し
た。 

また、ホタルルシフェラーゼ遺伝子の上流
に AhR 結合 DNA 配列 XRE を挿入した 3MC

応 答 ル シ フ ェ ラ ー ゼ 発 現 プ ラ ス ミ ド
pGL3-XRE×3 を LNCaP 細胞に導入し、3MC

によって誘導されるルシフェラーゼ活性に
対する DHT の影響をレポーターアッセイに
より検討した。その結果、3MCによってルシ
フェラーゼ活性の上昇が観察され、この上昇
は DHT との共処置によって減弱された。以
上の結果から、3MCによって活性化された遺
伝子の転写を DHT が抑制することが示唆さ
れた。 

② DHT の抑制効果における ARの必要性 

 DHT は AR のアゴニストであることから、
DHTによる抑制効果にARが関与している可
能性が考えられる。そこで、siRNA による
ARのノックダウンがDHTの抑制効果に及ぼ
す影響について検討した。その結果、siRNA

を処置し十分な AR タンパク質のノックダウ
ンが観察された LNCaP 細胞において、3MC

処置により CYP1A1 mRNA 発現の誘導が観
察された。また、この誘導は DHT の共処置
によって減弱されなかった。以上の結果から、
DHTの抑制効果にARが重要な役割を果たす
ことが示唆された。 

③ AhRと ARの複合体形成 

 DHT による抑制効果に AhR と AR の複合
体形成が関与しているか否かを検討するた
め、LNCaP 細胞の核抽出液について抗 AhR

抗体を用いた免疫沈降を行った。その結果、
3MC単独、または 3MCと DHT を共処置した
細胞の核抽出液から抗 AhR 抗体を用いて分
取した免疫沈降物中に AR が検出され、その
検出された AR量は、3MC単独処置の細胞に
比べ 3MCと DHTを共処置した細胞の方がよ
り大きかった。以上の結果から、3MC処置に
より AhR と AR の複合体が形成されるが、
DHT との共処置によってさらに複合体形成
が促進されることが示唆された。 

以上の結果から、本研究の条件（PAH や飼
育日数など）では、3MCは精子産生機能障害
を示さないことが明らかになった。そのため
研究当初に計画していた gene tip 法は行わな
かった。3MCが精子産生機能障害を発現しな
い原因として、DHT が 3MC によって誘導さ
れたCYP1A1やCYP1A2遺伝子の発現を抑制
することから、DHT が AhR シグナル伝達経

路を抑制していることが考えられる。この
DHT による抑制作用において、AhRと ARの
複合体形成が重要な役割を果たしているこ
とは、今までにない新しい知見である。しか
しながら、組織免疫染色により 3MC が
CYP1A1 タンパク質の発現を誘導しないこと
が示されたことから、本研究の投与条件では、
マウスに投与した 3MCが AhRを活性化して
いない可能性も考えられる。近年、ヒトの精
子産生機能障害や精子の質の低下が提唱さ
れているなど、環境汚染物質による精子産生
機能障害の可能性はまだ十分に考えられる
ことから、実験の条件を再検討し、再度、環
境汚染物質による精子産生機能障害を検証
する必要があると考えられる。 
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