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研究成果の概要（和文）：ベトナム・ダナン旧米軍基地周辺地区に居住する小児コホートの頬粘膜を採取し、ク
ロックジーンのRNAを測定した。健診参加者135名中、BMAL1が発現した児は男17名、女15名のみであった。しか
し、女児ではTCDDやTEQ-PCDD/Fsの増加に伴い、BMAL1も増加。それと共に、夜の睡眠や昼寝も含めた全睡眠で時
間が減少。また、BMAL1の増加に従い、男児ではCLDQの言語指標が、女児では多動・衝動性の指標が増加した。
Per1の発現が認められた男56名、女36名についての解析では、女児でPer1は、TEQ-PCDD/Fsとは負の相関、
C-SHARPの言語的攻撃性や敵意の指標と正の相関を認めた。

研究成果の概要（英文）：To investigate effects of perinatal dioxin exposure on circadian rhythm, 
clock gene RNA expression of buccal mucosa swaps was examined in 9-year-olds from Da Nang birth 
cohort recruited in 2007-8 living around former Da Nang U.S. airbase. A total 135 children were 
participated to the survey, BMAL1 RNA expression was detected in 17 boys and 15 girls. In girls with
 detected BMAL1, increased BMAL1 copy number was associated with increasing TCDD and TEQ-PCDD/Fs. 
Also, inverse correlations were found between BMAL1 copy number and sleep hours at night and total 
sleep hours including nap time in girls. Increased CLDQ language score in boys and hyperactivity 
impulsiveness score in girls were also significantly correlated with increased BMAL1 copy number.
When we performed similar analysis in 56 boys and 36 girls whose Per 1 RNA gene expression were 
detected and found that Per1 copy number decreased with increasing TEQ-PCDD/Fs and increased with 
increasing verbal aggression and hostility scores.

研究分野：環境保健

キーワード： ダイオキシン　クロックジーン　睡眠時間　攻撃性　ADHD　学習障害　周産期曝露
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、高TCDD曝露によるADHD症状、特に多動・衝動性の増加がクロックジーン、特にBMAL1の日中での発
現と関連していることを報告した。このことは、周産期ダイオキシン曝露による発達障害増加の分子生物学的メ
カニズムの一端を示すことができたと考えられる。また、BMAL1は日内リズムに関与しているだけでなく、老化
やアルツハイマー病やパーキンソン病などの神経疾患発症においても重要な役割を果たしていることが報告され
ている。
近年、ベトナム戦争に従軍したアメリカ人退役軍人の調査でも、枯葉剤曝露によるアルツハイマー病の発症リス
ク増加が示唆されており、BMAL1が有用な健康指標となる可能性がある。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
  我々はベトナムの高濃度ダイオキシン汚染地域の一つであるダナン市の旧米軍基地周辺の 
地域病院で出生した新生児 250名からなるコホート集団の脳神経発達について、Bayley発達尺 
度を用いて追跡調査し、4ヶ月時に微細運動能力の低下を、1歳時にはコミュニケーション発達 
の遅れを、3歳時には全般の発達の遅れが、特に男児の高ダイオキシン暴露群で認められること 
を報告してきた。また、3歳では ASRS自閉症尺度も用い、高 TCDD曝露群に自閉症様症状を 
示す児が男女共に多いことを示してきた。 
  このため、8歳時には注意欠陥多動症候群（ADHD）についても ADHD-RS尺度を用いて 
調査し、学習障害（LD）についても Colorado learning difficulties questionnaire (CLDQ) 
とベトナム語読み書き調査を行って、周産期ダイオキシン曝露との関連性を調査した。その 
結果、男児では、TCDD高暴露の CLDQの言語学習困難度が高く、ベトナム語の筆記試験 
でも低暴露群に比べ得点が低かった。読み方試験でも間違いが多く、ダイオキシン暴露量が多く 
なるほど学習能力が低下していた。しかし、ADHDのいずれの下位尺度のスコアと周産期曝露 
との関連性は認められなかった。一方女児では高 TCDD群の多動・衝動性スコアが低暴露群に 
比べ有意に高かったが、CLDQのスコアはダイオキシン曝露の影響は認められなった。さらに、 
発達障害児の不適合症状の一つである攻撃性に関する調査を 5つの下位尺度（言語的攻撃、い 
じめ、非顕在的攻撃性、敵意、身体的攻撃）からなる C-SHARPを用いて行ったところ、非顕在 
的攻撃性が高スコアとなるオッズ比は、男児では TCDD3 (pg/g lipid) 以上群で、女児では 1.8  
(pg/g lipid) 以上群で、1.8 未満群に比べ有意に高かった。 
  また、トビー視線検出装置を用いた子供の注視機能検や EEGによるミラーニューロン系活 
動の測定を行い、認知機能や脳神経活動に与えるダイオキシンの影響についても明らかにした。 
 
２．研究の目的 
  本研究では、最初に ADHD児や自閉症児に認められることの多い睡眠障害と、その背景に 
ある体内時計の攪乱状態にダイオキシン周産期曝露が関与しているか否かを明らかにすること 
を目的とする。 
  そのために睡眠時間に関する調査を行うと共に、頬粘膜のクロックジーンであるBMAL1や 
PER2の RNAの CT値を測定し、ダイオキシン暴露がクロックジーンの発現に及ぼす影響を明 
らかにする。次に、ADHDや LDなどの発達障害の症状とクロックジーンの発現との関連性に 
ついて検討し、ダイオキシンによる発達障害の発症に関与している遺伝子を明らかにする。さら 
に発達障害の症状に性差が認められ、ダイオキシンが内分泌攪乱因子であることから、唾液中の 
テストステロンとクロックジーンの発現との関連性についても検討し、神経内分泌学的な側面
についても明らかにする。 
３．研究の方法 
  ベトナム・ダナン市ダイオキシン汚染地域であるテンケーおよびサンチャー地区で 2007-8 
年に立ち上げた出生コホートを 9歳まで追跡調査を行い、昼寝を含む平日の睡眠時間に関する 
聞き取り調査を保護者に行った。また、頬粘膜検体を 135 名（男児 79 名、女児 56 名）から RNA 
採取キットを用いて採取・保存し、日本に持ち帰って分析を行った。保存検体から RNA を抽出し 
BMAL1（夜間発現）、PER1、PER2、CRY1, CRY2（日中発現）の RNA 発現量を RT-PCR で測定した。 
各遺伝子発現量はβ-アクチンをリファレンスとして補正した CT 値とし、さらに対数変換して 
統計解析に用いた。なお解析にはβアクチンと 1種類以上のクロックジーンが検出できた 98 名 
（男児 61名、女児 37 名）を用いた。周産期曝露の指標としては、児が生後 1か月時に採取した 
母乳中ダイオキシン濃度および TEQ 値を用いた。 
  さらに唾液は採取キットを用いて採取し、冷凍保存。テストステロンの分析に際しては解凍 
後遠心分離して得た上清を ELIZA キットにて測定した。 
  また、発達障害の指標としては 8歳時に実施した ADHD の尺度である注意力と多動・衝動性 
C-SHARP の 5つの尺度（言語的攻撃、いじめ、非顕在的攻撃性、敵意、身体的攻撃）の各点数と 
クロックジーンの発現との関連性について解析した。 
 
４．研究成果 
  何れかのクロックジーンの発現が特定できた 98名の内、BMAL1 の発現が認められた児は 32 
名（男児 17名、女児 15 名）と少なかった。しかし、女児では BMAL1 が認められた児は、認めら 
れなかった児に比べ TCDD や TEQ-PCDD/Fs レベルが有意に高かった。 
  また、BMAL1 が発現した児の中で全ての遺伝子のコピーナンバーとダイオキシン暴露指標と 
の相関性をスペアマンのローを用いて解析した結果、女児ではBMAL1と TCDDおよびTEQ-PCDD/Fs 
との間に有意な正の相関が、PER1 と TEQ-PCDFs との間には負の相関が認められた。また、BMAL1 
は、夜の睡眠時間と昼寝も含めた全睡眠時間との間に有意な負の相関を女児のみで示した。さら 
に CRY1 は夜の睡眠時間と負の相関を、CRY2 は昼寝時間と正の相関を示した。 
  8 歳時に検査した発達障害の指標と各遺伝子のコピーナンバーとの相関についても検討し



たところ、男児では BMAL1 は CLDQ の言語指標と、Per1 は CLDQ の数学指標と正の相関を示した。 
女児では BMAL1 と多動・衝動性の指標は正の相関を、Per1 は負の相関を示した。これらのこと 
から、男児では学習障害の指標、女児では ADHD の指標が、特に BMAL1 の発現と関連しているこ 
とが示唆された。 
  次に Per1 の発現が認められた男児 56名、女児 36 名について上記と同様な解析を行ったと 
ころ、女児では Per1 は TEQ-PCDD/Fs との間に負の相関が認められ、TCDD 以外のダイオキシンの 
増加により、遺伝子発現が低下する可能性が示唆された。一方、Per1 は睡眠や ADHD の指標とは 
有意な関連を認めなかったが、言語的攻撃や敵意の指標との間に有意な正の相関を女児で認め 
Per1 の発現の増加に伴い攻撃性のみが高まる可能性が示唆された。なお、いずれの遺伝子も唾 
液中テストステロン濃度とは関連を認めず、内分泌攪乱作用の関与は明らかにできなかった。 
  以上のことから、周産期ダイオキシン暴露は特に女児でクロックジーンの発現に影響を与 
え、夜間発現する BMAL1 が昼中でも発現することで睡眠時間の短縮や ADHD 症状が生じ、日中発 
現する Per1 が増加することで、攻撃的な行動が増加する可能性が示唆された。 
  これまでに我々はダイオキシンの脳神経発達に与える影響を心理行動学的な指標を用いて 
明らかにしてきたが、本研究により、ダイオキシンの神経毒性の分子生物学的なターゲットの 
1 つを明らかにできたと考えている。特に、BMAL1 は加齢にも重要な役割を果たしており、成人、 
特に高齢者の脳神経疾患との関連性についても、今後研究を広げて行く予定である。 
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