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研究成果の概要：内分泌撹乱物質のダイオキシン（2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, TCDD）

によるビタミン D、骨 Ca 代謝および骨形成に及ぼす影響とその毒性発現メカニズムを解明す

るために研究をおこなった。出産 1 日目に体重 kg 当たり 15µg の TCDD を経口的に投与した母

マウスの母乳を介して仔マウスにTCDDを曝露し、検体を採取して骨代謝関連因子を組織学的、

生化学的、分子生物学的に分析しその発現機構を総合的に解析した。本研究は、TCDD が活性

型ビタミン D 合成を促進させる結果、血中のビタミン D の恒常的な高濃度をもたらし、この高

ビタミンD血症が骨芽細胞の活性抑制と骨の石灰化を阻害するというダイオキシンの骨毒性発

現の本態を明らかにした。 
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１．研究開始当初の背景 
ダ イ オ キ シ ン (2,3,7,8-tetrachlorodibenzo- 
p-dioxin, TCDD）は腎臓の遠位尿細管を特異

的に障害することを我々はこれまでの一連

の研究から明らかにしてきた。この部位はミ

ネラル代謝、特にカルシュウム（Ca）の吸収

に極めて重要な役割を果たしているだけで

なく、活性型ビタミン D の合成部位でもある

ことに我々は関心を持った。この部位が

TCDDの標的部位であるならば当然TCDDに



より骨代謝が撹乱されることが想定された。

事実、骨や歯が TCDD 毒性に極めて敏感であ

ることが疫学調査や動物実験から示唆され

ていた。TCDD が骨代謝と密接な関連性があ

るビタミン D 代謝と Ca 代謝撹乱に関与する

かどうか、また関与する場合はそのメカニズ

ムを明らかにすることがこの研究の発端と

なり一連の実験を開始した。 
 
２．研究の目的 
TCDD は化学的に安定でしかも毒性が極めて

強い環境汚染物質で、内分泌撹乱化学物質と

しても知られている。その毒性は甲状腺、肝

臓、腎臓など様々な組織で、また免疫機能、

催奇性など多様な毒性を発揮する。一方、骨

はダイオキシンの標的器官であり骨の成長

抑制や強度の低下などをもたらすことが動

物実験で明らかにされている。にもかかわら

ず、その作用メカニズムはほとんど分かって

いない。TCDD による骨毒性の病態を明らか

にするためには、骨代謝に関係するビタミン

D 代謝関連酵素、Ca 代謝関連酵素、骨の細胞

（骨芽細胞、破骨細胞）の動態を解析するこ

とで全貌が明らかとなる。そのため、マウス

を用いて、それらのパラメーターの変化に関

して生化学的、分子生物学的、組織病理的、

免疫組織学的観点から総合的に解析してそ

の作用メカニズムの全貌を明らかにするこ

とを目的とした。 
 
３．研究の方法 
以下に述べる各種パラメーターの変動を骨、

腎臓、小腸、副甲状腺、血液、尿などの標的

組織において分子生物学的、免疫組織学的、

生化学的に分析した。 
遺伝子発現量の解析：ビタミンD活性化酵素

（1α-ハイドロキシラーゼ）、活性型ビタミン

D分解酵素（24-ハイドロキシラーゼ）、Ca輸
送系酵素（カルビンデイン-D28K、カルビンデ

イン-D9K、NCK、PMCA1b、TRPV5、TRPV6）、
骨代謝マーカー（アルカリフォスファターゼ、

1 型コラーゲン、RANK、RANKL）、Caおよ

び P調節遺伝子（FGF23)などの遺伝子発現を

RT-PCR法で分析した。 
免疫組織学：ザンボニー液で固定した後組織

の薄切切片を作製した。各種一次抗体（カル

ビンデイン-D28K、カルビンデイン-D9K、副甲

状腺ホルモン、1α-ハイドロキシラーゼなど）

と反応させた後、ABC法でその局在性を顕微

鏡下で観察した。 
骨組織学及び形態計測：骨塩量、骨密度、皮

質骨の厚さは二重 X 線吸収法にて測定した。

骨形態計測は 70％エタノールで固定後、メタ

アクリール樹脂に法埋した組織を薄切し、

Villanueva‘s Goldner 染色して解析した。 
 
４．研究成果 
腎臓の病理組織所見を図 1A に示した。TCDD 

図 1、TCDD による腎組織及び腎機能の変化 
 
が特に遠位尿細管（矢印）を障害することが 
明瞭に認められた。尿分析の結果 TCDD は多

尿、Ca および P の排泄増加をもたらすことが

分かった（図１B）。 
ところが、血中 Ca 濃度は対照群との間に差

はなかった(図 2A)。Ca 代謝と密接な関連性

がある副甲状腺の機能と形態に及ぼす TCDD
の影響を調べた。副甲状腺ホルモンの発現お

よび組織学的にもダイオキシンによる影響

は認められなかった（図 2C-F）。 

図 2、Ca と P の血清レベルと副甲状腺機能
の TCDD による影響 
 
次にビタミン D 活性化酵素の発現、血中ビタ



ミン D 濃度、ビタミン D 活性化酵素の腎臓組

織内局在性を投与群と対照群で比較検討し

た。その結果、実験群でビタミン D 合成活性

が著明に亢進することが遺伝子レベルと蛋 
白レベルで明らかとなった（図 2G-J）。 

図 3、TCDD による腎中 Ca 輸送に関する影
響 
Ca の吸収に係っている腎臓内 Ca 吸収関連遺

伝子に及ぼす TCDD の影響を遺伝子レベル

と蛋白レベルで比較した。TCDD は腎臓にお

いて Ca の吸収阻害をもたらした(図 3A,B)。
一方、小腸においては代償的促進をもたらし、

この代償作用により血中 Ca の恒常性を維持

していることが示唆された(図 4A,B)。 

図 4、TCDD による小腸の Ca 吸収に関する
遺伝子発現量および蛋白量の変化 

図 5、TCDD による骨形成への影響 
 
次に TCDD の骨への影響を生化学的、分子生

物学的、形態的に解析した。骨塩量、骨密度、

皮質骨の幅のいずれもが TCDD により減少

していた(図 5A-C)。Villanueva‘s Goldner 染色

を行ったところ TCDD による海綿骨及び皮

質骨において類骨の著しい拡大が認められ

た(図 5B-E)。骨の形態計測から破骨細胞数を

図 6、TCDD の破骨細胞関連遺伝子への影響



含め破骨細胞への影響は見られなかった(図

と一致した結

R ともに影響は

見られなかった(図 6B,C)。 

7、TCDD の骨芽細胞関連遺伝子への影響 

病態

の骨毒性の本態であると

結論を導いた。 

者、研究分担者及び連携研究者に
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① 

5-C)。 
また破骨細胞のマーカー蛋白の遺伝子発現 
に対する TCDD の影響を調べたところ

RANK、RANKL、OPG のいずれのマーカー 
の発現に対して TCDD による影響は認めら

れず形態計測的分析データー

果が得られた(図 6A)。 
FGF23 はビタミンＤ濃度の調節遺伝子とし

て知られている遺伝子である。その発現を比

較検討したところ、TCDD がその発現を有意

に誘導することが明らかとなった（図）。さ

らにビタミン D 受容体発現に及ぼす TCDD
の影響を調べたが VDR、RX

図

 
以上の実験結果は TCDD の骨毒性は破骨細

胞の活性促進によるものではなく骨形成の

活性を阻害することにより発現することを

強く示唆するものであった。そこで骨芽細胞

活性を調べるためにその代表的なマーカー 
であるオステオカルシン、アルカリフォスフ

ァターゼ、1 型コラーゲンの発現に対する

TCDD の影響を分析した。その結果、TCDD
によりいずれのマーカー蛋白の発現が抑制

されることが明らかとなった(図 7A,B)。以上

の実験結果から我々は TCDD による骨

の発現機構を次のように結論づけた。 
すなわち、TCDD はまず初めに腎臓において

ビタミン D 活性化酵素を著名に誘導する。こ

の遺伝子の活性化が異常な高ビタミン D 血

症を惹起する。この結果、骨芽細胞の活性化

を著しく阻害する。による骨の石灰化を阻害

することが TCDD
の
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