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研究成果の概要（和文）： 
 本研究ではダイオキシン類の代謝・排泄メカニズムについて、甲状腺ホルモンをキー化合
物として解明することを目的としている。甲状腺ホルモンを野生型マウスに投与すると、
肝臓中のダイオキシン類の蓄積が減少し、尿中への排泄が促進された。一方で甲状腺ホル
モンによる糞中へのダイオキシン排泄促進作用は認められなかった。また甲状腺ホルモン
受容体（TR）欠損マウスを用いた検討により、甲状腺ホルモンは TRβ を介してダイオキ
シン類の排泄を促進していることも明らかとなった。さらに甲状腺ホルモンにより尿中へ
の排泄が促進されたダイオキシン類は大部分が未変化体であった。これらの結果は、ダイ
オキシン類は代謝を受けずにそのまま尿中に排泄されることを示唆している。 
 
研究成果の概要（英文）： 
     Polyhalogenated aromatic hydrocarbons (PHAHs) which include polychlorinated 
dibenzo-p-dioxins (PCDDs) and dibenzofurans (PCDFs) are environmental contaminants found in 
emissions resulting from combustion of fossil fuels; incineration of municipal, hazardous, and 
hospital wastes; and production of bleached paper. Human exposure to these compounds usually 
involves complex mixtures in the diet, particularly milk and other dairy products, fish and meat. 
These compounds elicit a variety of biological and toxic responses; induction of xenobiotics 
metabolizing enzymes, behavioral abnormalities, teratogenicity, immunotoxicity, thymus atrophy, 
reproductive disorders, epithelial disorders, wasting syndrome, hepato-toxicity and cancer. PHAHs 
tend to accumulate in liver and adipose tissue because of its high lipophilicity. In experimental 
animals, fecal excretion is the major route of excretion of 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD), which is the prototype and the most potent isomer of the PHAHs, following intratracheal 
instillation, oral gavage, intraperitoneal or intravenous administration. Although TCDD is so hardly 
metabolized that tend to remain in the body for a long time, previous studies have provided 
evidences that TCDD is metabolized both in vivo and in vitro to more polarmetabolites. However, 
in mammals, it remains unclear how to metabolite TCDD and excrete its polarmetabolites in urine. 
Here we used 3H-TCDD to search for metabolites in urine of mice.  
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１．研究開始当初の背景 
 ダイオキシン類の中でも特に難分解性の
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin
（ TCDD ） や coplanar polychlorinated 
biphenyl（coPCB）などについては、その毒
性に関する報告は多数存在するものの、その
生体内運命に関する情報は非常に乏しい。こ
れまでに TCDDの代謝排泄については、ラッ
ト の 肝 ミ ク ロ ソ ー ム [Nature, 
281:706-7(1979)]や肝初代培養細胞[BBRC, 
105:341-46(1982)]とのインキュベーション
で代謝物の存在を示唆するデータが報告さ
れてきた。しかしながら、その後様々な代謝
酵素のリコンビナント蛋白質を用いて精力
的な検討がなされてきたが、TCDDの代謝酵
素は同定されておらず、未だに詳細な代謝排
泄経路の解明には至っていない。一方で、
CYP1A2 欠損マウスではダイオキシン類に
ばく露した際の尿中へのダイオキシン類の
排泄が、野生型マウスに比べて増加するとい
う 報 告 が あ る [Toxicol Appl Pharmcol, 
159:52-64(1999)]。この論文では、肝臓中の
CYP1A2にトラップされるはずの TCDDが、
当該分子が存在しないためにトラップされ
ず、その分排泄量が増えると論じられている
が、これらの実験は単に RI ラベルの TCDD
を投与してその後の RI 活性をトレースした
に過ぎず、排泄された TCDDが未変化体なの
か代謝物であるのかなどに関する検討まで
は行われていない。このようにダイオキシン
類の生体内運命については、代謝物の存在が
示唆されて以降、30年経った今もなお不明な
ままである。 
 
 
２．研究の目的 
 先述の背景のもと、申請者は 3H-TCDDを
用いて TCDD の排泄を促進する化合物の検
索を行ってきた。その結果、トリヨードチロ
ニン（T3）やチロキシン（T4）などの甲状腺
ホルモンが、3H-TCDD の肝臓中の蓄積量を
減少させ、尿中への排泄を促進することを見
出した。これらの結果は、マウスの肝臓に
TCDDの尿中排泄を促進するような分子（代
謝酵素等）が存在し、甲状腺ホルモンやアナ
トー色素によってその分子が誘導される可
能性を示唆している。特に甲状腺ホルモンは、
核内受容体である甲状腺ホルモン受容体
（TR）のアゴニストとして作用することで
TR 応答遺伝子を誘導することから、TCDD
の排泄促進機構は TR を介してその引き金が

引かれていると考えられる。申請者は、この
TRを介した TCDDの排泄促進機構を解明す
ることで、ダイオキシン類の代謝排泄メカニ
ズムを解明できるのではないかと考えた。本
研究では、甲状腺ホルモンをキー化合物とし、
哺乳動物において未だ明らかになっていな
い TCDDの代謝・排泄に関わる分子をマウス
において同定し、その具体的な代謝排泄経路
の全容を解明する。 
 
 
３．研究の方法 
（１）実験動物、飼料 
 雄性 ddYマウス、C57BL/6マウス、TRα欠
損マウスまたは TRβ欠損マウス（8~11週令）
を用いた。また餌料による影響を排除するた
めに、試験期間中は精製飼料である AIN-93M
を与えた。 
 
（２）ダイオキシン類の体内動態実験 
 Day0に 3H-TCDD 6 ng（0.6µCi）/mouseま
たは PCB126 40 n（0.6µCi）/mouseを各マウ
スに腹腔内投与し、２日おきに糞と尿を回収
した。Day16に糞と尿を回収した後に、マウ
スを解剖し、採血および各臓器を回収した。
回収した尿、血液および臓器は、組織溶解液
で溶解し、脱色後、液体シンチレーションカ
クテルを加え、RI活性を測定した。また糞は
ホモジナイズした後に、前述と同様の処置を
して放射活性を測定した。T3または T4は、
Day8から実験終了時まで毎日皮下投与を行
った。活性炭は、精製試料に対して２％の割
合で混餌し、Day8より実験終了時まで自由摂
取させた。 
 
（３）TCDD代謝物の同定 
 Bligh&Dyer法により 3H-TCDDを投与した
尿及びホモジナイズした肝臓検体から脂溶
性画分の抽出を行った。この抽出物について、
逆相カラムを用いてHPLCによる分画を行っ
た後に、各画分について放射活性を測定した。 
 
（４）ダイオキシン類の排泄に関わる分子に
関する定量 RT-PCR 
 Day0に TCDD 6 ngをマウスの腹腔内に投
与し、さらに Day8から Day16まで T3を毎日
皮下投与した。Day16にマウスから肝臓を回
収し、Total RNAを抽出した。得られた Total 
RNAについて定量 RT-PCRを行った。 
 
 



４．研究成果 
（１）甲状腺ホルモンによるダイオキシン類
の排泄促進作用 
 3H-TCDDは、投与後１日目から主に脂肪と
肝臓に蓄積し始め、投与４~８日目でその蓄
積がほぼ一定となる。また血中 3H-TCDD 濃
度は、投与後すぐに減少し始め、Day8以降で
血中濃度がほぼ一定となることから、
3H-TCDD は投与後１週間程度で各臓器への
分布が安定すると考えられる。そこでまず
3H-TCDDばく露したマウスに対する T3およ
びT4の排泄促進効果を検討した。その結果、
T3および T4投与により尿中の放射活性の有
意な増加と、肝臓中の放射活性の有意な減少
が認められた。またこの作用は、ddYマウス
でも C57BL/6 マウスでも認められたことか
ら、マウスの系統差はないものと考えられた。 
 次に肝臓からの 3H-TCDD の消失と尿中へ
の 3H-TCDD の排泄の因果関係を追求するた
めに、活性炭の併用投与による排泄促進効果
について検討を行った。活性炭は胆汁排泄さ
れた TCDD が腸管から再吸収されるのを阻
止し、そのまま糞中へ排泄させる作用を有す
る。したがって甲状腺ホルモンにより胆汁中
への TCDD排泄が促進したのであれば、活性
炭との併用により、糞中への排泄量が増加す
ると考えられる。しかし T3 と活性炭との併
用投与時と活性炭単独投与時の糞中 TCDD
排泄量に違いは認められなかったことから、
甲状腺ホルモンは肝臓に蓄積した TCDD を
積極的に尿中に排泄している可能性が考え
られた。 
 また 3H-TCDD の代わりに 3H-PCB126をマ
ウスにばく露して同様の検討を行ったとこ
ろ、甲状腺ホルモン投与により肝臓中の放射
活性を有意な減少、尿中の放射活性の有意な
増加が認められた。このことから甲状腺ホル
モンは、TCDD のみならず PCB126 など他の
ダイオキシン類についても、尿中への排泄を
促進する作用を有する可能性が示唆された。 
 
（２）ダイオキシン類の尿中排泄に関与する
甲状腺ホルモン受容体の同定 
 甲状腺ホルモンは核内受容体である TR の
アゴニストとして作用することで一連のホ
ルモン作用を誘導するが、TR には TRα と
TRβの２つのサブタイプが存在する。そこで
TCDDの尿中排泄促進作用にどちらのサブタ
イプが関わるのかを検討するために、TRαお
よび TRβ欠損マウスを用いて 3H-TCDD の体
内動態実験を行った。各マウスに 3H-TCDD
をばく露した後に T3 を投与したところ、TR
α欠損マウスでは野生型マウスと同様に肝
臓での蓄積量の低下と尿中への排泄促進作
用が認められたが、TRβ 欠損マウスでは T3
の影響が全く認められなくなった。また TRβ
欠損マウスでは、甲状腺ホルモンを投与しな

い場合においても、3H-TCDDばく露時の尿中
排泄量が野生型マウスに比べて有意に減少
していた。これらの結果から、甲状腺ホルモ
ンによる TCDD 排泄促進は TRβ を介して引
き金が引かれていることが明らかとなった。 
 
（３）排泄された TCDDの化学型 
 3H-TCDD にばく露した野生型マウスから
排泄された尿中の TCDD の化学型について
HPLC による解析を行ったところ、ほとんど
がリテンションタイム 31~34 分である未変
化体として検出されたが、21 分のあたりに
Cl 基が水酸基に置換したものと考えられる
代謝物の存在も確認された。次に 3H-TCDD
にばく露した野生型マウスに T3 を投与した
際の尿中 TCDD について検討を行ったとこ
ろ、予想に反して代謝物ではなく未変化体の
ピークが著しく上昇していた。またこの結果
を反映して、3H-TCDD にばく露した TRβ欠
損マウスに T3 を投与した場合では、野生型
マウスと比較して代謝物ではなく未変化体
の排泄量が減少していた。 
 これらの結果を in vitro 系においても再現
するために、雄性マウスの肝臓ミクロソーム
画分と TCDD をインキュベートして得られ
たものについて同様の分析を行ったところ、
未変化体のみが検出され、代謝物は検出限界
以下であった。これは TCDDの尿中排泄には
肝臓中の肝臓ミクロソーム画分は関与して
いないと考えられ、動物実験の結果を反映し
たものとなった。 
 
（４）ダイオキシン類の排泄に関わる分子の
同定 
 T3 によってダイオキシン類の尿中への排
泄が促進するが、その排泄促進に関わる分子
の探索を試みた。その結果、野生型マウスに
T3 を投与すると肝臓中の CYP1A2 の発現が
低下することが明らかとなった。また TRα
欠損マウスでは野生型マウスと同様に T3 投
与により CYP1A2 の発現低下が見られたが、
TRβ欠損マウスでは見られなかった。さらに
野生型、TRα欠損および TRβ欠損マウスか
ら得られた初代培養肝細胞に、TCDDおよび
T3を添加して CYP1A2の mRNA 発現を検討
したところ、マウスに T3 を投与した際と同
様に野生型細胞とTRα欠損細胞ではCYP1A2
の発現が低下していたが、TRβ欠損細胞では
発現が変動しなかった。CYP1A2は TCDDの
結合蛋白質であり、TCDDの肝臓蓄積に関わ
る分子として知られていることから、T3投与
時に起こるTCDDの肝臓からの消失にはTRβ
を介したCYP1A2の発現低下が関わると考え
られた。 
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