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研究成果の概要：先行研究で卵巣顆粒膜細胞において FSH 刺激によるゴナドトロピン受容体発

現がダイオキシン類の存在下に抑制されることが示されたため、本研究ではその機序の解明を

試みた。ダイオキシン類のシグナル伝達に関与するタンパク群の卵巣顆粒膜細胞への遺伝子導

入を試みたが、免疫沈降実験によるタンパク質結合や共焦点顕微鏡による細胞内局在

の検討を行うのに十分な遺伝子導入は得られなかった。 
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１．研究開始当初の背景 
平成 17年版国民生活白書によると、年々
不妊に悩むカップル数は増加傾向にあ
り、不妊治療を受けている患者の総数は、
1999 年の 28 万 4800 人から 2003 年には
46 万 6900 人と、この 4 年間で 1.6 倍
に増加している。この受診率増加の背景
として、不妊治療に対する社会認識の変
化や晩婚化に伴う生殖年齢の上昇など
が考えられるが、ヒトの生殖能の低下に
起因している可能性も想定される。生殖
能低下の要因として、環境中の化学物質、
いわゆる内分泌攪乱物質の関与が注目
されている。内分泌攪乱物質が社会的に
問題視されたのは、従来の毒物学で観察

されていた急性毒性や発癌性を誘起す
る濃度より低い濃度において内分泌攪
乱作用が発揮された点や、生物における
蓄積性が高く、食物連鎖の頂点にある人
類において最もその作用が懸念された
ことによる。 
ダイオキシン類は内分泌攪乱物質の中
でも古くからその毒性が認識されてい
た。ラットへのダイオキシン類の経口投
与により排卵数の減少が起こることや、
ダイオキシン類を投与したアカゲザル
に子宮内膜症の発生頻度が増加するこ
とから、内分泌攪乱物質が疾患の発症に
関与し、不妊症の一因となりうることが
示唆されている。ヒトにおける内分泌攪



乱の可能性を懸念させる要素の一つと
して、内分泌攪乱物質が血清、卵胞液、
羊水、母乳中から検出されることが挙げ
られる。しかしながらその量は微量であ
り、内分泌環境に影響を与えているか否
かについては未だ明確な確証は得られ
ていない。 
我々は、内分泌攪乱物質の生殖能に対する影
響に関して、ラット顆粒膜細胞初代培養のモ
デルを用いて検討を行ってきた。この先行研
究において、卵巣顆粒膜細胞におけるFSH刺激
によるゴナドトロピン受容体発現が、ダイオ
キシン類の存在下に抑制されることが示され
た。 
 
２．研究の目的 
ダイオキシン類は Ah 受容体と呼ばれる
受容体に結合することによりその薬理
作用を発揮することが知られている。Ah
受容体は通常細胞質に存在しているが、
ダイオキシン類が細胞に入り込んだ際
結合し、細胞質から核内へ移動する。核
内で ARNT と呼ばれるタンパク質と複合
体を形成し、標的遺伝子の XRE 配列に結
合することにより転写活性を修飾して
いると考えられている。Ah 受容体の活性
化により CYP1A1、CYP1A2、CYP1B1、グル
タチオン-S-トランスフェラーゼなどの
薬物代謝に関与する酵素群が誘導され
ることが知られている。 
Ah 受容体の活性化が如何に FSH 刺激に
よる FSH 受容体を介するシグナル伝達系
路に影響を与えるか、今日まで明瞭な答
えは得られていない。本研究の目的は、
顆粒膜細胞におけるダイオキシン類の
シグナル伝達経路を解明し、その活性化
が如何に本来の顆粒膜細胞のシグナル
伝達経路を攪乱するか、特に LH 受容体
発現を如何に抑制するかを検討するこ
ととする。 
内分泌攪乱物質による生殖機能への影響に
関する検討は、ヒト以外の実験動物での研究
が先行している。ヒトに関しての検討は培養
細胞を用いた報告が散見される程度で、通常
体外受精の採卵の際に採取した黄体化顆粒
膜細胞を用いて実験が行われる。この場合、
患者の個体差によって実験結果に再現性が
乏しくなることや hCG投与後の黄体化顆粒膜
細胞だけしか採取できないことが問題とな
る。そのため、一定の FSH 受容体を発現して
おり、生理的に卵胞期の状態に類似したヒト
顆粒膜細胞の細胞株が望まれていた。KGN 細
胞はヒト顆粒膜細胞腫由来の細胞株であり、
若干の内因性の FSH 受容体を有しており、顆
粒膜細胞固有のシグナル伝達経路を保持し
ている細胞株と考えられている。我々は KGN
細胞に FSH受容体を一過性に発現させる方法

を確立した。今回この細胞を用い、ヒト顆粒
膜細胞においても同様の実験を行う。 
 
３．研究の方法 
(1)ラット卵巣顆粒膜細胞におけるダイ
オキシン類のシグナル伝達経路の解明 
①ダイオキシン類による Ah受容体-ARNT
複合体形成の確認および細胞内局在の
検討 
まずラット顆粒膜細胞に内因性の Ah 受
容体および ARNT が発現しているか確認
するため、細胞より Lysate を抽出し抗
Ah 受容体抗体、抗 ARNT 抗体を用いた
Western blot 法にてそれぞれのタンパ
ク質の発現状況を検出する。 
次にダイオキシン類が Ah 受容体に結合
し、Ah 受容体-ARNT 複合体が形成される
か否かを検討するため以下の実験を行
う。ラット顆粒膜細胞に myc エピトープ
AH 受容体（以下 myc-AhR）と FLAG エピ
トープ ARNT（以下 FLAG-ARNT）を遺伝子
導入した後、Ah 受容体リガンドである
2,3,7,8-TCDD、3-Methylcholanthrene 
(3MC)および
3,3',4,4',5-pentachlorobiphenyl 
(PCB)で刺激する。whole cell lysate
を抽出し、抗 myc 抗体を用いて cell 
lysate を免疫沈降し、沈降物を SDS-PAGE
で分離後、抗 FLAG 抗体を用い FLAG-ARNT
が検出されるか検討する。ラット顆粒膜
細胞への遺伝子導入はロッシュ社
Fugene 6 を用いる。 
Ah 受容体が核内に移行することを証明
するため、myc-AhR、FLAG-ARNT を遺伝子
導入した顆粒膜細胞を 2,3,7,8-TCDD、
3MC、PCB で刺激し、myc-AhR、FLAG-ARNT
の細胞内局在を抗 myc-FITC 抗体、抗
FLAG-TRITC 抗体を用いた共焦点顕微鏡
実験にて検出する。Ah 受容体活性化前は
Ah 受容体が細胞質に、ARNT が核内に局
在し、活性化後 Ah 受容体、ARNT はとも
に核内に局在し、両者の信号が重なって
観察されることが予想される。 
②AHR-ARNT 複合体形成後の標的遺伝子
誘導の同定 
卵巣顆粒膜細胞における Ah 受容体を介
するシグナリングで誘導される遺伝子
群として、CYP1A1、CYP1B1、
Acetyl-Coenzyme A acyltransferase 2 
(mitochondrial 3-oxoacyl-Coenzyme A 
thiolase)の 3遺伝子が同定されている。
また、肝細胞においてグルタチオン-S-
トランスフェラーゼ、NAD(P)H quinone 
oxidoreductase など遺伝子が Ah 受容体
の活性化によって誘導されることが示
されている。これらの遺伝子の転写活性
に対して Ah 受容体を介するシグナル伝



達経路が影響を及ぼすか否かを検討す
るため、それぞれのプロモーター領域の
塩基配列を導入したルシフェラーゼレ
ポーターベクターを作成し、ベクター遺
伝子を卵巣顆粒膜細胞に遺伝子導入し、
ダイオキシン類投与に伴う Ah 受容体活
性化に伴うルシフェラーゼレポーター
ベクターの転写活性の変化を観察する。 
ダイオキシン類により転写活性が変化
した遺伝子における mRNA およびタンパ
ク質の発現状況が実際に変化している
か否か観察するため、Ah 受容体シグナリ
ングを活性化させ、標的遺伝子の発現状
況を観察する。mRNA レベルでの遺伝子発
現を Northern blot 法または定量的
RT-PCR 法で、蛋白レベルでの発現を
Western blot 法で検討する。 
(2)ヒト卵巣顆粒膜細胞（KGN 細胞）にお
けるダイオキシン類のシグナル伝達経
路の解明 
KGN 細胞にヒト FSH 受容体をインビトロ
ジェン社リポフェクタミンを用いたリ
ポフェクション法にて遺伝子導入し、ヒ
ト FSH 受容体を過剰発現させる。ラット
顆粒膜細胞の実験で得られた情報を参
考にし、FSH 受容体を過剰発現させた KGN
細胞においても同様のアプローチで実
験を行う。 
(3)ダイオキシン類により誘導された遺
伝子産物による LH 受容体の発現抑制の
機序の解明 
ダイオキシン類による Ah 受容体活性化
に伴う LH 受容体 mRNA の発現抑制の機序
として、①FSH 受容体活性化から LH 受容
体遺伝子の転写までのシグナル伝達系
が阻害されること（Protein kinase A
の阻害など）、②LH 受容体遺伝子の転写
活性の抑制、③LH 受容体 mRNA の不安定
化の 3 通りの可能性が考えられる。我々
はラット顆粒膜細胞における
2,3,7,8-TCDD の LH 受容体発現抑制の機
序として LH 受容体遺伝子の転写の抑制
と LH 受容体 mRNA の不安定化の二つの機
序が同時に関与していることを報告し
た（Arch Biochem Biophys. 375(2): 
371-6）。研究 2 年目は Ah 受容体を介す
るシグナリングが、如何に LH 受容体の
転写抑制や mRNA の不安定化に関与する
かを検討する。 
まず Ah 受容体を介するシグナリングと
FSH 受容体を介するシグナリングのクロ
ストークに関与する可能性を有するタ
ンパク質（仮にＸとする）を同定する。
方法としてＸの候補となる下記のタン
パク質を遺伝子導入により過剰発現さ
せ、Ah 受容体活性化後の LH 受容体 mRNA
発現抑制が増強されるか否かを評価し、

候補遺伝子がシグナリングのクロスト
ークに関与するか検討する。候補遺伝子
として①2,3,7,8-TCDD により活性化す
る遺伝子群（CYP1A1、CYP1B1 など）、②
LH 受容体の転写に関与するとされる転
写因子（NGFI-A、SP-1、SP-3 など）、③
LH 受容体 mRNA の安定性に関与するとさ
れるタンパク質（LRBP-1）などが挙げら
れる。過剰発現による実験方法で LH 受
容体 mRNA 誘導に差が見られなかった場
合、RNAi を用いた遺伝子発現抑制によっ
て LH 受容体 mRNA 発現の変化を評価する。 
具体的な実験手技として以下の方法を
用いる。 
・LH 受容体 mRNA の定量は RNA probe を

用いた Northern blot 法または定量的
RT-PCR 法にて行う。 

・LH 受容体転写活性の評価として、LH
受容体プロモーター領域の塩基配列
を組み込んだルシフェラーゼレポー
ター遺伝子を顆粒膜細胞に導入する
ことによって LH 受容体の転写活性を
評価する。ルシフェラーゼアッセイで
転写活性の差を検出できない場合、
Nuclear Run-on assay によっても転
写活性の評価を行う。 

・LH 受容体 mRNA の安定性に関する評価
は、培養細胞に Actinomycin D を添加
することによって翻訳抑制を行い、そ
の後の LH受容体 mRNA発現の経時的な
変化を Northern blot 法にて観察し、
mRNA の安定性を評価する。 

 
４．研究成果 
21 日齢 Wistar ラットに 5 日間 DES 処理
し、顆粒膜細胞の初代培養を行った。こ
の培養系に myc エピトープ Ah 受容体（以
下 myc-AhR）と FLAG エピトープ 
ARNT（以下FLAG-ARNT）の遺伝子導入を
することで、細胞内シグナル伝達に関与
する蛋白の同定を試みたが、リポフェク
ション法、CaCl2法などでの複数の方法
で、いずれの方法をもっても遺伝子導入
は低く、免疫沈降実験によるタンパク質
結合や共焦点顕微鏡による細胞内局在
の検討を行うのに十分な遺伝子導入は
得られなかった。 
ヒト顆粒膜細胞株である KGN 細胞におい
ても遺伝子導入を試みたが、ラット顆粒
膜細胞と同様に導入効率が著しく低く、
免疫沈降実験や共焦点顕微鏡での検討
に必要な発現レベルに至らなかった。 
今後、遺伝子導入効率を高めるべく、遺
伝子導入の方法の再検討やエピトープ
タグの種類や挿入位置を変えたコンス
トラクトの作成することでの導入効率
の改善を検討している。 



一方、ラット卵巣顆粒膜細胞では、ダイ
オキシン反応性の P450 として CYP1B1 の
みが誘導されていることが判明した。 
CYP1B1 は、エストロゲンを酸化してカテ
コールエストロゲンに変換する酵素と
言われている。カテコールエストロゲン
はそれ自身強い変異源性を有すること
から、子宮内膜癌の発生原因の一つであ
るとする説が有力である。さらに、エス
トロゲンの代謝が進むことにより、エス
トロゲンによる FSH レセプター発現に抑
制的に作用することが予測される。この
ことは、ダイオキシンの FSH レセプター
発現抑制の間接的メカニズムを示すこ
ととなった。今後さらに、この実験結果
の詳細を検討する予定である。 
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