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研究成果の概要：レチノイン酸は動物初期胚の発生に重要である。メダカにおいて、レチノイ
ン酸はダイオキシン受容体の転写を活性化し、血管形成に必要である。本研究では、ダイオキ
シン受容体が血管内皮細胞増殖因子受容体遺伝子の転写に必要なこと、及びエストロゲン受容
体がダイオキシン受容体遺伝子の転写に必要なことを明らかにした。また、エストロゲン様及
びダイオキシン類の環境ホルモンによる複合汚染はヒトを含めた動物の発生に重大な障害を引
き起こす可能性があることが示された。 
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１．研究開始当初の背景 

近年になって野生生物、特に水系に生息する

動物の奇形や孵化率の低下等が度々観察さ

れている。ヒトにおいても、精子数の減少、

子宮内膜症の増加、免疫機能障害、脳機能障

害等が報告されており、これらは環境中に存

在する化学物質によって胎児の発生や内分

泌系に悪影響を受けたことが原因ではない

かとの指摘がなされている。 

下水処理場から排出されるヒト由来の

エストロゲンやプラスチック樹脂から溶出

する種々のエストロゲン様物質、また、ゴミ

焼却施設等から排出されるダイオキシン類
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は、極微量で野生生物やヒトの発生・内分泌

系を攪乱するおそれがあり、内分泌攪乱物質

（いわゆる環境ホルモン）と呼ばれている。  

これらの物質による環境汚染は世界的に深

刻な社会問題となっている。 

これらの物質は、それぞれエストロゲン

受容体（ＥＲ）やアリルハイドロカーボン（ダ

イオキシン）受容体（ＡＨＲ）に結合した後、

標的遺伝子の転写を過剰に活性化するため

に障害を引き起こすことが培養細胞レベル

の研究から推測されている。しかし、現在で

も障害の原因となる標的遺伝子が個体レベ

ルで特定された例は極めて少ない。 

動物の初期胚は、成体に比べてエストロ

ゲン様物質やダイオキシンに対して著しく

感受性が高いことが知られている。これまで

に、申請者はこれらの化学物質の作用機構を

解明するために、メダカ受精卵を用いて以下

のことを明らかにした。 

（１）ダイオキシンはＡＨＲの活性化を介し

てチトクローム P450 の過剰発現を引き起こ

し、メダカ胚の血管・骨形成を阻害する。ま

た、ＡＨＲはメダカ胚の血管・骨形成に必須

の機能を持つ。(Zool. Sci. 19: 309-319, 

2002). 

（２）胚発生と細胞分化に普遍的に重要とさ

れるレチノイン酸受容体（ＲＡＲ）による

AHR1 遺伝子の転写活性化はメダカ胚の血

管・骨形成に必須である。(Zool. Sci. 21: 

541-551, 2004). 

（３）ＥＲαを高発現するトランスジェニッ

ク(Tg)メダカ系統を作製して解析した結果、

エストロゲンがＥＲαを介してメダカ胚の

血管形成を阻害 する。 (Zool. Sci. 19: 

1355-1361, 2002). 

（４）エストロゲンはレチノイン酸やダイオ

キシン類化合物と相乗的に血管形成を阻害

する。この原理を利用して、上記 Tg メダカ

卵を用いて下水処理水に含まれるエストロ

ゲン総量を 10 ng/literの感度で検出するバ

イオアッセイ法を開発した。(Environ. Sci. 

Technol. 40: 2051-2055, 2006). 

これらの研究は、マウス以外では初めて

ＲＡＲ、ＡＨＲ、及びＥＲが血管形成に関与

することを明らかにした例である。また、Ｒ

ＡＲとＡＨＲが転写調節カスケードを形成

していることを初めて明らかにしたこと、並

びに世界最高感度のバイオアッセイ法を開

発したことは世界的に高く評価されている。 

 
２．研究の目的 

（１）エストロゲンの過剰投与、あるいは ER

αを高発現した胚における血管形成及び

VEGFR1 の転写に与える影響を調べることで、

エストロゲン様環境ホルモンによる阻害機

構を解明する。 

（ ２ ） Ｅ Ｒ の アンタゴニストで あ る

Tamoxifen を 投 与 し た 胚 、 あ る い は

antisense-ERαを一過的に導入した胚にお

ける血管形成、並びに AHR1及び VEGFR1の転

写に与える影響を調べることで、母性エスト

ロゲンによる血管形成機構を解明する。 

（３）Antisense-AHR1を一過的に導入した胚

における血管形成、並びに VEGFR1 の転写に

与える影響を調べることで、ＡＨＲによる血

管形成機構を解明する。 

（４）エストロゲンとＡＨＲアゴニストの同

時投与による骨形成を調べることで、環境ホ

ルモンの複合汚染による胚発生障害の可能

性について検討する。 

 
３．研究の方法 

（１）ERαを高発現するメダカ胚における血

管形成への影響をマーカー遺伝子(raldh2, 

AHR1, RARα, VEGFR)の発現を指標にして

in situ ハイブリダイゼーション法あるい

は RT-PCR 法で調べる。ERαを高発現する



 

 

メダカ胚は、野生型に比べてエストロゲン

に対する感受性が 2000 倍高くなっている 

(Zool. Sci. 19: 1355-1361, 2002)。ＥＲ

αを介して転写調節が起こっているか調

べるために、ERα高発現胚及び野生型胚を

用いて転写調節を調べる。通常の発生過程

におけるマーカー遺伝子の発現時期及び

発現する組織については、すでに明らかに

し て い る  (Zool. Sci. 19: 309-319, 

2002；Zool. Sci. 21: 541-551, 2004; 一

部、未発表)。同様の方法で、上述の条件

における転写調節を調べる。  

（２）antisense ERαを一過的に導入した胚

における血管形成への影響をマーカー遺

伝子(AHR1, VEGFR1)の発現を指標にして in 

situ ハイブリダイゼーション法あるいは

RT-PCR 法で調べる。プラスミド：β-アク

チンプロモーターの下流に GFP（緑色蛍光

タンパク）を、あるいは ERαcDNA を sense

あるいは antisense 方向に挿入したプラス

ミド pOL21、pOL22、及び pOL23 (Zool. Sci. 

19: 1355-1361, 2002)。プラスミド DNA の

一過的導入法は以下の通り：プラスミド

DNA (pOL21 と pOL23)をそれぞれ 0.5(μg/

μl)の濃度で含む 10倍濃度(10x)のメダカ

生理食塩水 40μlをシャーレに置き、これ

に１～４細胞期の受精卵を 10～15 個入れ

る。Antisense ERαによる特異的反応であ

ることを確認するために、上記溶液に

pOL22(sense ERα)をさらに加えたものに

ついても同様に準備する。実体顕微鏡下で

縫い針を用いて受精卵外膜に穴を開け、浸

透圧により DNA を含む溶液を卵に入れる。

その後、シャーレに 1x 生理食塩水 20 ml

を加える。エレクトロポレーションでプラ

スミド DNAを注入する。プラスミド DNAを

注入した卵を 1x 生理食塩水 30 ml にて２

日間インキュベートした後、GFP 蛍光を発

する卵を選別する。 

（３）Antisense-AHR1を一過的に導入した胚

における血管形成、並びに VEGFR1 の転写に

与える影響を上述と同様の方法で調べる。 

（４）孵化後 5日目の胚を固定後、アリザリ

ンＳで骨染色した (Zool. Sci. 19: 309-319, 

2002)。 

 
４．研究成果 

（１）エストロゲンの過剰投与、あるいは ER

αを高発現した胚では、血管形成が阻害され

VEGFR1 の発現も阻害された。この結果より、

エストロゲン様環境ホルモンはＥＲを介し

て VEGFR1 遺伝子の転写を阻害することで血

管形成を阻害することが明らかになった。こ

れはエストロゲン様環境ホルモンによる初

期胚の発生阻害機構を初めて分子レベルで

明らかにしたものである。 

（２）Tamoxifen を投与した胚、あるいは

Antisense-ERαを一過的に導入した胚では、

血管形成が阻害され、VEGFR1 及び AHR1の発

現が阻害された。この結果より、母性エスト

ロゲンはＥＲに結合して AHR1 の転写、それ

に続く VEGFR1 の転写を活性化することで血

管形成に必須の役割を持つことが明らかに

なった。これは母性エストロゲンが胚発生に

重要であることを初めて報告したものであ

る。 

（３）Antisense-AHR1を一過的に導入した胚

では、血管形成が阻害され、VEGFR1の発現が

阻害された。この結果より、AHR1 は VEGFR1

の転写を活性化することで血管形成に必須

の役割を持つことが明らかになった。これは

ＡＨＲがマウス以外の胚発生においても重

要であることを初めて報告したものである。 

（４）エストロゲンとＡＨＲアゴニストを環

境ホルモンレベルで同時投与すると、相乗的

に骨形成が阻害された。この結果より、エス

トロゲン様及びダイオキシン類の環境ホル



 

 

モンは密接に関連した作用経路で骨形成を

阻害すること、及びこれらの化合物による複

合汚染はヒトを含めた動物の発生に重大な

障害を引き起こす可能性があることが示さ

れた。 
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