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る研究  
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疫学分野  特任教授） 
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予算額は、間接経費を含む。 
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研究体制  

（１）ダイオキシン類曝露による継世代健康影響及び血中ダイオキシン類濃度との関連に関する研究（地方独立

行政法人福岡市立病院機構福岡市こども病院・感染センター） 

（２）ダイオキシン類の曝露量と継世代移行量の評価に関する研究（福岡県保健環境研究所） 

（３）ダイオキシン類曝露による継世代的健康影響の発症機序に関与するゲノム研究（国立大学法人  九州大

学） 

研究概要  

１．はじめに（研究背景等） 

化学物質の胎児期暴露による影響に世界的な関心が高まっている。我が国においても環境省の「子どもの健

康と環境に関する全国調査：エコチル調査」が平成22年度に始動し、化学物質曝露等が子どもの健康に与える

影響を明らかにする目的でコホート調査をすすめている。一方、高濃度の化学物質に曝露した群において次世

代への健康影響を観察することは、化学物質曝露による次世代への健康影響を明らかにするうえで重要な基礎

資料となる。 

 申請者らはpolychlorinated biphenyls(PCBs) およびダイオキシン類の曝露によるカネミ油症患者の治療法開

発および発症機序の解明に向けた研究をすすめている（九州大学油症ダイオキシン研究センター）。胎児期に油

症に曝露した例では、児の出生体重は母体血中ダイオキシン類濃度に有意な負の相関を示し、この胎児発育

抑制効果は男児に特異的であることを明らかにした。また、次世代、次々世代において男児出生率が有意に低

いことが分かった。一方、油症患者より出生した児の血中ダイオキシン類濃度は正常健常人と比して有意な差

を認めないことから、これら次世代への健康影響の発現は、高濃度のダイオキシン類の母児間移送によるものと

は異なる機序が推察される。 

 ダイオキシン類はAhRを介して諸種の作用を示すことが知られている。申請者らはAhRのプロモータ領域を明ら

かとし、この領域内の-130SNP C/T遺伝子多型によって1.5倍以上の有意なプロモータ活性の亢進を認めること

を明らかにした。一方、ラットを用いた実験では、PCBなどの化学物質曝露により次世代、次々世代の雄雌出生

率の減少をきたし、この機序にはエピジェネティクス変化が関与することが報告されている。これらの成績から、ダ

イオキシン類曝露による次世代への健康影響の発現機序には、AhRを介する細胞内シグナル伝達機構の個体

差（遺伝子多型）やエピジェネティクス変化による遺伝的感受性が関わっていることが推察される。  

 そこで、本研究では、油症患者を対象としてダイオキシン類曝露における次世代、次々世代の健康影響と遺伝

的感受性要因との関連について明らかにすることを目的とする。  
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２．研究開発目的  

本研究では、ダイオキシン類曝露が次世代の健康にどのような影響をいかに及ぼすのかという継世代的な健

康影響とその機序を明らかにすることを目的とする。この主旨に沿って、ヒトがダイオキシン類に曝露した事例で

ある油症患者を対象として、油症曝露世代、次世代、次々世代の3世代にわたる健康影響を明らかにする。つい

で、これら実態調査により明らかとなった継世代的な健康影響の機序について、血中ダイオキシン類濃度、ダイ

オキシン受容体 (Arylhydrocarbon receptor, AhR)を介する細胞内毒性シグナル伝達機構の個体差をゲノム多

様性及びエピジェネティックな遺伝子発現制御の破綻の観点から明らかにする。  

 

３．研究開発の方法  ※３．についてはサブテーマごとに記載すること。 

（１）ダイオキシン類曝露による継世代健康影響及び血中ダイオキシン類濃度との関連に関する研究  

ダイオキシン類曝露による曝露世代、次世代、次々世代にわたる継世代影響については、国際的にもわが国

においてもほとんど検討がなされていない。今回の高濃度のダイオキシン類に曝露した油症患者より出生した児

における検討では、皮膚色素沈着を発症した群では母体血中ダイオキシン類濃度が高く、母体の高濃度のダイ

オキシン類曝露による児の健康影響のひとつとして皮膚色素沈着が示された。また、母体が高濃度のダイオキ

シン類に曝露した場合には、次々世代、なかでも女系（母親）曝露においては男児出生割合が低下する可能性

が示唆された。一方、油症患者より出生した児の気管支喘息の発症頻度は一般頻度よりも高く、母体の血中ダ

イオキシン類濃度は児の気管支喘息の発症リスクに影響を及ぼさないことから、ダイオキシン類曝露による児の

気管支喘息の発症機序には曝露した量的な問題ばかりでなく、ダイオキシン類に対する感受性が関与している

可能性があることが考えられた。  

 

（２）ダイオキシン類の曝露量と継世代移行量の評価に関する研究  

妊産婦から母体及び胎児関連試料（母体血、母体脂肪、母乳、胎盤、さい帯、さい帯血 (さい帯動脈血  ( A 

血 )及びさい帯静脈血  (V血 ) )、羊水、胎脂、胎便、新生児尿の10種）の採取を行った。このうち今回は、羊水、

胎脂、胎便、新生児尿のダイオキシン類濃度を測定し、各検体間濃度を比較解析した。また、カネミ油症患者の

母親と油症発症後に生まれた子のうち血中ダイオキシン、PCB類濃度を測定した記録のある母親34人、子54人

の血中ダイオキシン、PCB濃度を母乳摂取状況と比較し解析した。 

 

（３）ダイオキシン類曝露による継世代的健康影響の発症機序に関与するゲノム研究  

九州大学病院油症ダイオキシン診療研究センターで管理・登録している油症曝露患者 1420名のなかで、油症

発症後に児を得た油症曝露世代437名とその次世代572名、次々世代346名を対象として、アンケート調査によ

る健康実態調査を行う。これら油症患者のうち九州大学病院で検診を行っている曝露世代 200名・次世代200

名・次々世代100名を対象に、ダイオキシン類血中濃度、ダイオキシンAhR関連遺伝子多型、細胞増殖・ホルモ

ン受容体関連遺伝子などに関してエピジェネティックな変化を解析し、健康影響との関連について検討する。  
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４．結果及び考察  ※４．のうち、結果についてはサブテーマごとに記載すること。  

（１）ダイオキシン類曝露による継世代健康影響及び血中ダイオキシン類濃度との関連に関する研究  

アンケート調査を施行したカネミ油症女性患者737例のうち581例 (78.8%）より回答を得、カネミ油症発生後に

妊娠・出産となった油症患者は206例であった。この206例のうち64例（117妊娠）においては母体血中ダイオキシ

ン類濃度を測定し、59例（142妊娠）においては母体ダイオキシン類受容体（AhR）遺伝子多型を解析した。また、

27例においては次々世代（49例 )の健康情報が得られた。 

①  次世代への健康影響と母体血中ダイオキシン類濃度との関連  

油症患者より出生した児（次世代）のなかで、皮膚色素沈着を発症した群では母体血中ダイオキシン類濃度

が高く、母体の高濃度のダイオキシン類曝露による児の健康影響のひとつとして皮膚色素沈着が示された。また、

母体の血中ダイオキシン類濃度は児の気管支喘息およびアトピー性皮膚炎の発症リスクに影響を及ぼさないが、

母体の血中ダイオキシン類濃度が高いと児のアレルギー性鼻炎の発症リスクは低下する傾向があることが分か

った。一方、油症患者より出生した児の気管支喘息の発症頻度は一般頻度よりも高く、母体の血中ダイオキシ

ン類濃度は児の気管支喘息の発症リスクに影響を及ぼさないことから、ダイオキシン類曝露による児の気管支

喘息の発症機序には曝露した量的な問題ばかりでなく、ダイオキシン類に対する感受性が関与している可能性

があることが考えられた。 

②  次世代への健康影響と母体AhR遺伝子多型および母体血中ダイオキシン類濃度との関連  

油症発生後の人工流産、自然流産、胎児死亡の頻度は油症発生前 10年間に妊娠した油症患者における頻

度と比較すると有意な差はなく、母体血中ダイオキシン類濃度や母体AhR遺伝子多型との間に明らかな関連は

なかった。 

③  次々世代への健康影響と母体AhR遺伝子多型および母体血中ダイオキシン類濃度との関連  

次々世代における男児出生割合は0.51と次世代の割合（0.55）より低下し、なかでも女系（母親）曝露では男

児出生割合は0.38とさらに低下したが、general populationの割合（0.514）と比較して有意な差はなかった。また、

母体AhR遺伝子多型と次世代・次々世代の男児出生割合との間においても明らかな傾向はみられなかったが、

母体の血中ダイオキシン類濃度が高い場合には男児出生割合が低下する傾向があった。  

このように高濃度のダイオキシン類に曝露した油症患者より出生した児で観察された健康影響のなかには、母

体のダイオキシン類曝露量と関連するものと関連しないものが存在すること、さらに次々世代にも影響、すなわち

継世代的な影響があるものがあることが示された。今後、ダイオキシン類の量的な問題ばかりでなく、児への健

康影響と遺伝的感受性（遺伝子多型やエピジェネティックな変化）との関連について検討することが必要であると

考えられた。 

 

（２）ダイオキシン類の曝露量と継世代移行量の評価に関する研究  

生体試料（母体血、母体脂肪、胎盤、さい帯血、胎脂、胎便）中の分析結果についてダイオキシン類濃度  

(Total TEQ) の比較を行ったところ母体血、胎盤、母体脂肪、胎脂、さい帯血、胎便の順に低くなる傾向が認め

られた。さらにこれら生体試料と母体血のダイオキシン類濃度間に良好な正の相関  ( r2 =0.8322～0.9399 ) が

認められた。母体内でのダイオキシン類の胎児への透過は、胎盤部位で一定の抑制がなされ、胎児へ移行する

毒性量は軽減されることが示唆された。  

カネミ油症患者母子間の血中PCDF、PCB濃度の明確な関連は認められなかった。しかし、母子間の血液中

PCDF濃度の関係より母乳摂取が影響する可能性がある。  

 

（３）ダイオキシン類曝露による継世代的健康影響の発症機序に関与するゲノム研究  

化学物質の胎児期暴露による影響に世界的な関心が高まっている。我が国においても環境省の「子どもの健

康と環境に関する全国調査：エコチル調査」が平成22年度に始動し、化学物質曝露等が子どもの健康に与える

影響を明らかにする目的でコホート調査をすすめている。一方、高濃度の化学物質に曝露した群において次世

代への健康影響を観察することは、化学物質曝露による次世代への健康影響を明らかにするうえで重要な基礎

資料となる。 

 申請者らはpolychlorinated biphenyls(PCBs) およびダイオキシン類の曝露によるカネミ油症患者の治療法開

発および発症機序の解明に向けた研究をすすめている（九州大学油症ダイオキシン研究センター）。胎児期に油

症に曝露した例では、児の出征体重は母体血中ダイオキシン類濃度の有意に負の相関を示し、この胎児発育

抑制効果は男児に特異的であることを明らかにした。また、次世代、次々世代において男児出生率が有意に低

いことが分かった。一方、油症患者より出生した児の血中ダイオキシン類濃度は正常健常人と比して有意な差

を認めないことから、これら次世代への健康影響の発現は、高濃度のダイオキシン類の母児間移送によるものと

は異なる機序が推察される。 



 5C-1251-v 

 ダイオキシン類はAhRを介して様々な機能を示すことが知られている。申請者らはAhR遺伝子内DNA多型が

AhR機能に影響を及ぼし継世代的健康影響に関与するのではないかと考えた。  

①AhR-130bp C/T SNPがプロモータ活性に及ぼす影響について  

 まずAhRプロモータ領域を決定するため、1精子受精・雄核発生全奇胎DNAを用い、様々なAhRプロモータ欠失

変異体を作成し、リシフェラーゼリポータに組み込んだ。1精子受精・雄核発生全奇胎は全ての対立遺伝子間で

ホモ結合を形成しているためSNP解析に有用である。ルシフェラーゼアッセイの結果、AhRプロモータは転写開始

点から-452hpの領域に存在することが判明した。本領域内にはマイナーアリルの頻度が高い2種類のDNA多型

が存在した（-59bpのGGGGCリピート数変化、-130bp C/T多型）。全奇胎DNAを用い予想される9種類のハプロ

タイプの頻度を調べた結果、-130bp C Xリピート数2（18.0%）、-130bp T Xリピート数2（24.0%）、-130bp C Xリピー

ト数3（52.0%）のハプロタイプが日本人には高頻度に出現することが判明した。それぞれのハプロタイプを有する

AhRプロモータをルシフェラーゼリポータに組み込み、AhRプロモータ活性を解析した。その結果、-59bp DNA多型

に関係なく-130bp C/T SNPのみがプロモータ活性の変化に関与していた。C/CよりT/Tで転写活性が1.75倍亢

進していた。 

 AhRプロモータ領域-59bp領域には転写因子SP1が結合する領域が存在し、SP1によりAhR転写が制御されて

いる。一方、-130bp近傍にはNF1転写因子結合サイトが存在する。NF1にはNF1A、NF1B、NF1C及びNF1Xのサ

ブタイプが存在する。NF1C及びNF1Xは転写抑制因子として機能する。AhR-130bp C/Cプロモータでは転写が

抑制されることから申請者らはNF1Cに着目し、-130bp C/T SNPによるAhRプロモータ活性の制御機構について

解析を進めた。 

 HeLa細胞（SNP-13bp C/C）及びTYK-nu（SNP-130T/T）からDNAを抽出し、NF1C抗体を用いたクロマチン免

疫沈降を行った。NF1Cと-130bp領域のDNAは特異的に結合し、T/TよりC/Cの方がNF1C結合親和性が高いこ

とが判明した。さらにElectrophoretic mobility shift assayを行った。-130bpCプローブはTプローブに比し複合体

形成能が高く、さらにNF1C抗体によりスーパーシフトすることからNF1Cと-130bp領域との特異的結合が証明さ

れた。3倍量のcompetitor存在下において、NF1CはTプローブに比し、Cプローブで結合能が亢進していた。さら

にHec116細胞（SNP-130bp C/T）を用いてFlag-NF1Cを遺伝子導入した。NF1C抗体を用いてクロマチン免疫沈

降し、複合体中に含まれるSNP-130bp領域をPCRにより増幅した。PCR産物をサブクローニングし、塩基配列を

決定した。その結果、複合体に含まれる-130bpDNA領域はTアリルよりもCアリルの方が有意に高率であった。こ

れらの結果から、-130bpC/CはT/Tと比較し高率にNF1Cと結合しAhRプロモータ活性が抑制されるが、T/Tは

NF1C結合親和性が低く、AhRプロモータ活性が有意に抑制されないことが判明した。 

②NF1CによるAhR発現抑制の分子機構  

 NF1Cを強制発現させるためflagをタグした安定型NF1CcDNA変異体をアデノウィルスベクターに組み込んだ。さ

らにNF1Cノックダウンの為SiRNAを用いた。HEK293細胞へ遺伝子導入しAhR ｍRNA及び蛋白発現変化をreal 

time PCR及びウェスタンブロッド法で解析した。 

NF1Cの過剰発現によりAhRプロモータ活性がいかに変化するかを解析する為、-130bpC/C及びT/T遺伝子多

型を有するAhRプロモータをルシフェラーゼ・リポータベクターに組み込み、ルシフェラーゼ活性を解析した。HeLa

細胞でNF1Cを過剰発現すると-130bpC/C遺伝子型ではAhRプロモータ活性が有意に抑制されたが、T/T遺伝

子型では抑制を認めなかった。同様にNF1CをノックダウンしAhRプロモータ活性の変化を解析した。-130bpC/C

遺伝子型ではAhRプロモータ活性の有意な亢進が示され、-130bp T/T遺伝子型では有意な変化は観察されな

かった。以上より、SNP-130bpがCアリルの場合、Tアリルの場合より強くNF1Cと結合し、AhR転写活性を負に制

御すること、及びSNP-130bpがCアリルの場合、NF1Cの強制発現はAhRプロモータ活性を抑制し、NF1Cの発現

抑制はAhRプロモータ活性を有意に上昇させることが判明した。  

③ -130bp C/T SNPの子宮内膜癌進展への関与  

-130bpC/T SNPが子宮内膜癌進展にいかに関与するかを明らかにするため、正常健常人 130例及び内膜癌患

者121例から血液を採取し、DNAを抽出した。ケース及びコントロール間で-130bp C/T SNPの遺伝子型頻度に

有意差は無かった。しかしT/T遺伝子型はC/C及びC/Tに比し、進行癌患者において有意に高頻度に出現した。

さらに子宮体癌組織では、正常子宮内膜に比しAhR発現量が有意に高く、NF1C発現は有意に抑制されていた。

AhR高発現、NF1C低発現は未分化子宮内膜癌において顕著であった。  

 AhR高発現、NF1C低発現が内膜癌の進展にいかに関与するかを解析するためHHUA及びHEC6内膜癌細胞

にSiRNAを投与しAhRをノックダウンした。親細胞ではAhR高発現に伴いNF1C発現が抑制され、ビメンチン、

SNAILなどの間葉系マーカーの高発現さらにはE-カドヘリン等の上皮系マーカーの低発現が観察された。AhRノ

ックダウンに伴い、NF1C高発現、間葉系マーカーの発現抑制、上皮系マーカーの発現誘導が観察されAhRによ

る上皮間葉系移行 (EMT)が明らかになった。EMTにより癌細胞の増殖、運動能、浸潤能も亢進していた。 

④ダイオキシン類高濃度曝露により出現する病態に関与するAhR下流シグナルの解析  

ヒト絨毛細胞の培養系を用い、TCDD非存在下におけるSNP-130 C/C及びT/T型におけるAhR mRNA及び蛋白
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発現レベルを解析した。T/T型ではC/C型と比較し、mRNA発現量が1.7倍、蛋白発現量が2倍高値であった。

ARNT発現量は両遺伝子間で変化を認めなかったが、AhR下流に存在し解毒に関与するCYP1A1発現はC/C型

に比しT/T型で有意に高値が示された。 

 ダイオキシン類曝露を原因とする病態形成に関与するAhR下流シグナルを同定するため、マイクロアレイ法に

よる大容量遺伝子発現変化解析を行った。3個体のC/C型絨毛間質細胞及び3個体のT/T型細胞を混合し

0.1%(W/V) DMSO処理及び10nM TCDD処理を行った。TCDD処理に伴い発現上昇した遺伝子群はC/C型で221

個、T/T型で211個存在した。一方、81遺伝子 (C/C型 )及び233遺伝子 (T/T型 )は有意に発現抑制した。1.5倍を

有意な発現変化の指標とした。TCDD存在下、C/C型及びT/T型の両方で共通に、発現変化した24遺伝子に注

目した。そのうち14遺伝子発現はT/T型で、9遺伝子発現はC/C型で亢進していた。マイクロアレイ法よりTCDD

応答性発現変化が示された遺伝子群のうち様々な病態形成に関与することが知られている IL24、EDNRB、

SERPINB2、FAM43A、TIPRARP、及びNPTX1についてはReal-time RT-PCRによりマイクロアレイ法で示された

発現変化の再確認を行った。TCDD処理により、これら6種類の遺伝子mRNAレベルは有意に亢進していることが

示された。さらにSERPINB2はT/T型でC/C型と比較し有意に発現の低値を示したが残り5種類の遺伝子mRNA

レベルはいずれもT/T型で、有意に高値が示された。ウェスタンブロット法を用いT/T型におけるTCDD処理に伴う

IL24の有意な発現亢進及びSELPINB2の有意な発現抑制を確認した。EDNRBは主にメラノサイトに発現し、その

増殖や分化に関与する。絨毛間質細胞での発現レベルは低く有意な変化を検出することは出来なかった。  

 ダイオキシン類高濃度被曝例として油症患者に着目した。2011年油症患者一斉検診時に採血し32例のC/C

型及び32例のT/T型について IL24血中濃度及び各種ダイオキシン類濃度の測定を行った。遺伝子解析は九州

大学倫理審査委員会の了承及び油症患者に対する説明と合意のもとに実施した。 IL24血中濃度はT/T型で

180.9±43.2pg/m/、C/C型で59.1±15.8pg/m/とT/Tで有意に高値であることが示された。PCDD、PCB、PCDF

及びTEQ濃度と IL24血中濃度には有意な正の相関は示されなかった。マイクロアレイ法の感度が低いこと及び

IL1βがIL24発現調節をしていることから、 IL1β遺伝子発現をヒト絨毛間質細胞をTCDD処理し、Real-time RT 

PCR法にて解析した。T/T型でTCDD応答性 IL1β遺伝子発現は有意に亢進していた。しかしC/C型油症患者で

の血中ダイオキシン類濃度はT/T型に比較し高値であったためT/T型油症患者における IL1β血中濃度はC/C

型と比較し有意な低値を認めた。CC型における高い血中ダイオキシン類濃度がCC型油症患者における IL1β

血中濃度の亢進に関与していると示唆された。以上の結果から、血中ダイオキシン類が高濃度ではないダイオ

キシン類曝露次世代及び次々世代に発生する健康影響はAhR-130bp SNP及びAhR下流の IL1β及び IL24シグ

ナル伝達が発症に関与することが強く示唆された。  

 

５．本研究により得られた主な成果   

 

（１） 科学的意義  

ダイオキシン類曝露による曝露世代、次世代、次々世代にわたる継世代影響については、国際的にもわが国

においてもほとんど検討がなされていない。今回の検討では、皮膚色素沈着を発症した群では母体血中ダイオ

キシン類濃度が高く、母体の高濃度のダイオキシン類曝露による児の健康影響のひとつとして皮膚色素沈着が

示された。また、母体が高濃度のダイオキシン類に曝露した場合には、次々世代、なかでも女系（母親）曝露にお

いては男児出生割合が低下する可能性が示唆された。一方、油症患者より出生した児の気管支喘息の発症頻

度は一般頻度よりも高く、母体の血中ダイオキシン類濃度は児の気管支喘息の発症リスクに影響を及ぼさない

ことから、ダイオキシン類曝露による児の気管支喘息の発症機序には曝露した量的な問題ばかりでなく、ダイオ

キシン類に対する感受性が関与している可能性があることが考えられた。  

AhR-130bpにはC/T SNPが存在する。T/T型ではC/C型と比較し1.75倍のプロモータ活性の亢進が認められ

る。AhR転写及び蛋白発現もそれぞれ1.75、2倍亢進する。T/T型ではNF1C転写抑制因子の結合サイトが消失

するためである。 

 ダイオキシン類高濃度曝露に伴い出現する健康影響に関与するAhR下流シグナルを明らかにするためヒト絨

毛間質細胞を用いTCDD存在下及び非存在下での遺伝子発現変化をC/C型、T/T型細胞別にマイクロアレイ

法による解析を行った。マイクロアレイ法によりTCDD応答性発現変化を示した IL24、EDNRB、SERPINB2、

FAM43A、TIPRARP及びNPTX1は様々な病態形成に関与することが知られているためReal-time RT-PCRにより

発現変化の再確認を行った。 

 ダイオキシン類高濃度被曝例として油症患者に着目した。2011年油症患者一斉検診時に採血した32例の

C/C型及び32例のT/T型油症患者について IL24血中濃度及び各種ダイオキシン類濃度の測定を行った。遺伝

子解析は九州大学倫理審査委員会の了承及び油症患者に対する説明と合意のもとに実施した。 IL24血中濃

度はT/T型で180.9±43.2pg/m/、C/C型で59.1±15.8pg/mとT/T型で有意に高値であることが示された。PCDD、

PCB、PCDF及びTEQ濃度とIL24血中濃度には有意な正の相関は示されなかった。マイクロアレイ法の感度が低
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いこと及び IL1βがIL24発現調節をしていることから IL1β遺伝子発現をヒト絨毛間質細胞をTCDD処理し

Real-time RT PCRにて解析した。T/T型でTCDD応答性 IL1β遺伝子発現は有意に亢進していた。しかしC/C型

油症患者での血中ダイオキシン類濃度はT/T型に比し高値であったためT/T型油症患者における IL1β血中濃

度はC/C型と比較し有意差は低値を認めた。以上の結果から、血中ダイオキシン類が高濃度ではないダイオキ

シン類曝露次世代及び次々世代に発生する健康影響はAhR-130bp C/T SNP及びAhR下流のIL1β及び IL24に

より発症が誘導されることが強く示唆された。  

 

（２） 環境政策への貢献  

高濃度のダイオキシン類に曝露した油症患者より出生した児で観察された健康影響のなかには、母体のダイ

オキシン類曝露量と関連するものと関連しないものが存在すること、さらに次々世代にも影響、すなわち継世代

的な影響があるものがあることが示された。今後さらなる調査によって、継世代健康影響と曝露評価、遺伝的感

受性との関連で十分なデータが得られれば、環境政策上意義のある結果が得られると考えられる。  

本研究によりヒトにおけるダイオキシン類への個体感受性にAhR-130bp C/T SNPが深く関与することが明ら

かとなった。AhR T/T型ではC/C型と比較しプロモータ活性は1.75倍、AhR mRNA、蛋白量はそれぞれ1.75倍、2

倍に発現亢進する。発現亢進したAhR蛋白は下流のIL1β及び IL24発現を亢進する。油症患者血清を用い、

ELIZA法で IL24血中濃度を測定した結果、T/T型油症患者では180.9±43.2pg/mlとC/C型 (59.1±15.8pg/ml)と

約3倍の高値が示された。さらにPCDD,PCB,PCDF及びTEQ濃度と IL24血中濃度には有意な正の相関がなく、

AhRによるIL1βの活性化とは異なるシグナルにより IL24発現亢進を示すことが明らかになった。これらのことから

AhR/IL24シグナルはダイオキシン類への個体感受性に深く関与しT/T型一般健常人におけるダイオキシン類摂

取量に対する安全基準の設定が必要であることを示唆する。さらにダイオキシン類曝露に伴い発生する病態の

早期予知に IL24血中濃度が有効なバイオマーカーとして活用できる可能性がある。個体別のダイオキシン類摂

取のリスク評価や摂取量の耐用量設定は日本の将来を担うこどもの安全な環境の提供に極めて重大な意義を

有し、環境政策の立案に反映されねばならないことである。  

 

＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

① AhR-130bp T/T型はC/C型と比較しダイオキシン類に対する感受性が有意に高く、病態発生の高リスク

群である。 

② AhR下流のIL24血中濃度はT/T型油症患者でC/C型と比較し有意に高値であり、油症病態の形成に深

く関与している。このため、 IL24血中濃度はダイオキシン類曝露に伴う病態を早期に予知するバイオマー

カーとして活用出来る。 

③ AhR T/T型一般健常人に配慮した個体別のダイオキシン類摂取のリスク評価や摂取量の耐用量設定

が安全な環境を創造するために不可欠である。  

④ ダイオキシン類血中濃度が高値ではないダイオキシン類次世代及び次々世代油症患者での病態発症予

知にIL24血中濃度が有効なバイオマーカーとして活用出来る。  
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5C-1251  ダイオキシン類曝露による継世代健康影響と遺伝的感受性要因との関連に関する

研究  

 

（１）ダイオキシン類曝露による継世代健康影響および血中ダイオキシン類濃度との関連に関す

る研究 
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九州大学病院油症ダイオキシン研究診療センター 准教授  内 博史 
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（うち平成26年度：1,502千円） 

     予算額は、間接経費を含む。 

 

 

［要旨］ 

ダイオキシン類曝露による次世代への健康影響を明らかにすることを目的として、カネミ油症

発症後に児を得た油症曝露世代とその後世代を対象として、ダイオキシン類曝露による世代別の

健康影響と母体血中ダイオキシン類濃度との関連について解析した。また、ダイオキシン類曝露

による世代別の健康影響と母体ダイオキシン類受容体（AhR）遺伝子多型との関連について検討し

た。カネミ油症患者より出生した児（次世代）のなかで、皮膚色素沈着を発症した群では母体血

中ダイオキシン類濃度が高く、母体の高濃度のダイオキシン類曝露による児の健康影響のひとつ

として皮膚色素沈着が示された。また、母体の血中ダイオキシン類濃度は児の気管支喘息および

アトピー性皮膚炎の発症リスクに影響を及ぼさないが、母体の血中ダイオキシン類濃度が高いと

児のアレルギー性鼻炎の発症リスクは低下する傾向があることが分かった。一方、油症患者より

出生した児の気管支喘息の発症頻度は一般頻度よりも高く、母体の血中ダイオキシン類濃度は児

の気管支喘息の発症リスクに影響を及ぼさないことから、ダイオキシン類曝露による児の気管支

喘息の発症機序には曝露した量的な問題ばかりでなく、ダイオキシン類に対する感受性が関与し

ている可能性があることが考えられた。油症発生後の人工流産、自然流産、胎児死亡の頻度は油

症発生前10年間に妊娠した油症患者における頻度と比較すると有意な差はなく、母体血中ダイオ

キシン類濃度や母体AhR遺伝子多型との間に明らかな関連はなかった。次々世代における男児出生

割合は0.51と次世代より低下し、なかでも女系（母親）曝露では男児出生割合は0.38とさらに低

下したが、general populationの割合と比較して有意な差はなかった。また、母体AhR遺伝子多型

と次世代・次々世代の男児出生割合との間においても明らかな傾向はみられなかったが、母体の
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血中ダイオキシン類濃度が高い場合には男児出生割合が低下する傾向があった。このように高濃

度のダイオキシン類に曝露した油症患者より出生した児で観察された健康影響のなかには、母体

のダイオキシン類曝露量と関連するものと関連しないものが存在すること、さらに次々世代にも

影響、すなわち継世代的な影響があるものがあることが示された。 

 

［キーワード］   

カネミ油症、ダイオキシン類、児健康影響、ダイオキシン受容体、遺伝子多型 

 

 

１．はじめに 

ダイオキシン類などの化学物質曝露が次世代の健康にどのような影響をいかに及ぼすのかとい

う継世代的な健康影響とその発現機序に世界的な関心が高まっている。わが国においても環境省

の「子どもの健康と環境に関する全国調査：エコチル調査」が平成22年度に始動し、化学物質曝

露等が子どもの健康に与える影響を明らかにする目的でコホート調査をすすめている。 

ヒトが高濃度のダイオキシン類、なかでも2,3,4,7,8-5塩化ジベンゾフラン(PeCDF)に曝露した

事例であるカネミ油症患者における観察から、油症発生から10年以内の妊娠では流産、早産、胎

児死亡の発症頻度が増加すること 1)、児の出生体重は母体血中ダイオキシン類濃度と有意に負の相

関を示すこと2)、母親が20歳未満で油症に曝露した場合、女系の2世、3世では男児の出生割合が有

意に低いこと3) が明らかとなった。このように高濃度のダイオキシン類に曝露した事例において、

ダイオキシン類曝露と児の健康影響との関連を検討することは、ダイオキシン類曝露による次世

代への健康影響とその発現機序を明らかにするうえで極めて有用な知見をもたらすと考えられる。 

一方、ダイオキシン類の母児間移行に関する観察から、母体から児へのダイオキシン類の移行は

ダイオキシン受容体(AhR)との親和性とは関係なく、ポリ塩化ジベンゾパラジオキシン（PCDDs）、

なかでも八塩化ジベンゾパラジオキシン（OCDD）が移行しやすいこと4)、カネミ油症患者ではダイ

オキシン類の児への移行量は少なく、児の血中ダイオキシン類濃度は正常健常人と比して有意な

差は認められないこと5)も明らかになった。これらの成績から、高濃度のダイオキシン類曝露によ

る児への健康影響の発現機序には、胎盤を介して児に移行したダイオキシン類の量的な問題ばか

りでなく、ダイオキシン類に対する遺伝的感受性（遺伝子多型やエピジェネティックな変化など）

が関与する可能性が考えられる。 

 

 

２．研究開発目的 

カネミ油症発症後に児を得た油症曝露世代とその後世代を対象として、ダイオキシン類曝露に

よる世代別の健康影響の発生状況と母体血中ダイオキシン類濃度との関連の観察を介して、母体

ダイオキシン類曝露による次世代への健康影響を明らかにすることを目的とした。さらに、ダイ

オキシン類曝露による世代別の健康影響と母体ダイオキシン類受容体遺伝子多型との関連の観察

を介して、次世代への健康影響と母体遺伝的感受性との関連を明らかにすることを目的とした。 
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３．研究開発方法 

九州大学病院油症ダイオキシン研究診療センターに登録されているカネミ油症女性患者737例

を対象として妊娠・分娩情報（経妊経産回数、分娩時年齢、分娩日、分娩時妊娠週数、魚介類摂

取回数）と児の健康情報（流産・胎児死亡、皮膚色素沈着[black baby]、アレルギー疾患[気管支

喘息、アトピー性皮膚炎、アトピー性鼻炎]、代謝内分泌疾患[甲状腺機能低下症、糖尿病]、生殖

機能[出生児の性別]）に関するアンケート調査を施行した。581例(78.8%）より回答を得、カネミ

油症発生後に妊娠・出産となった油症患者は206例であった。 

この206例のうち油症一斉検診時に血液を採取できた64例（117妊娠）においては、カネミ油症

患者より出生した児への健康影響（色素沈着、アレルギー疾患、代謝内分泌疾患）と母体分娩時

の血中ダイオキシン類推定濃度との関連について解析した。 

また、この206例のうち59例（142妊娠）においては、児への健康影響（流産・胎児死亡、男児

出生割合）と母体ダイオキシン類受容体（AhR）遺伝子多型との関連について解析した。 

さらに、油症発生後に妊娠・出産となった油症患者27例（31妊娠）においては、次々世代（49

例）における男児出生割合と油症患者のAhR遺伝子多型との関連について解析した。 

血中ダイオキシン類濃度の測定には、大量試料注入装置(アイスティサイエンス製LVI-S200)付

き高分解能ガスクロマトグラフ／高分解能質量分析計 (Agilent 6890／ Micromass AutoSpec 

Premier、HRGC/HRMS)を用いて、7種類のポリ塩化ジベンゾパラジオキシン(PCDDs)、10種類のポリ

塩化ジベンゾフラン(PCDFs)および4種類のnon-ortho ポリ塩化ビフェニル(non-ortho PCBs)を測

定した。ダイオキシン類受容体遺伝子多型を測定は、採取した血液からリンパ球を分離した後、

DNAを抽出し、AhRプロモータ領域(-130bp)のC/T 一塩基多型(-130bpAhR遺伝子多型)を解析した。 

分娩時の血中ダイオキシン類濃度は、検査時血中濃度×2[分娩から血液検体採取までの期間(年)/ダイオキシン類の半

減期(年)]の式を用いて推定した1)。統計学的解析には、Student t-検定、Mann-Whitney U-検定、χ2

検定、変量効果ロジスティックモデル(Random effects logistic model)を用いた。 

 

 

４．結果及び考察 

（１）次世代への健康影響と母体血中ダイオキシン類濃度との関連  

油症発生後に妊娠・出産となった油症患者64例および出生した児117例の臨床像を表(1)-1に示す。

血液採取時の母体年齢 (mean ± SD)は、53.0 ± 9.1歳（範囲；32 – 70歳）で、出産から血液採

取までの期間(mean ± SD)は、24.8 ± 9.6年（範囲；0 – 38年）であった。出産時期は油症発生

から5年以内（1968 – 1972年）が29例（24.8%）、油症発生後6-10年（1973 – 1977年）が19例（16.2%）、

油症発生後11-20年（1973 – 1977年）が32例（27.4%）、油症発生後20年以降（1988 – 2006年）

が37例（31.6%）であった。出生児117例のうち66例(56.4%)は男児で、出産時妊娠週数(mean ± SD)

は39.1 ± 1.1週、出生体重(mean ± SD)は3051 ± 376gであった。 

カネミ油症発生後に油症患者64例より出生した児117例のなかで、皮膚色素沈着は10例(8.5%)、

気管支喘息は11例(9.4%)、アトピー性皮膚炎は16例(13.7%)、アレルギー性鼻炎は11例(9.4%)、甲

状腺機能低下症は1例(0.8%)、糖尿病は1例(0.8%)に認められた。 
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表(1)-1 カネミ油症患者64例の臨床像(TSUKIMORI et al. Chemosphere 20136)より引用) 
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① 児の皮膚色素沈着  

児に皮膚色素沈着を認めた群（色素沈着群）と皮膚色素沈着を認めなかった群（非沈着群）に

おける血中ダイオキシン類の分娩時血中推定濃度を表(1)-2に示す。色素沈着群における母体分娩

時のtotal PCDDs、total PCDFs、 total coplanar PCBsおよびtotal dioxins の平均血中TEQ濃度

は各々736.5、1923.9、57.6、2719.7 TEQ pg/g lipidであった。一方、非沈着群における母体分

娩時のtotal PCDDs、total PCDFs、 total coplanar PCBsおよびtotal dioxins の平均血中TEQ濃

度は各々243.0、460.7、31.8、761.7 TEQ pg/g lipidで、これら母体分娩時血中ダイオキシン類

濃度は色素沈着群の方が非着色群に比して有意に高い値を示した。異性体毎の検討では、21種類

の異性体のうち13異性体(2,3,7,8-TetraCDD、 1,2,3,7,8-PentaCDD、 1,2,3,4,7,8-HexaCDD、

1,2,3,6,7,8-HexaCDD 、 1,2,3,7,8,9-  HexaCDD 、  1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDD 、  OctaCDD 、 

2,3,4,7,8-PentaCDF、1,2,3,4,7,8-HexaCDF、 1,2,3,6,7,8-HexaCDF、 1,2,3,4,6,7,8-HeptaCDF、

3,3',4,4',5-PentaCB(#126)、 3,3',4,4',5,5' -HexaCB(#169))が50%以上の症例で検出され、こ

れら13異性体すべてにおいて色素沈着群の方が非着色群に比して有意に高い値を示した。 

母児双方の血中ダイオキシン類濃度を測定した24例における児の皮膚色素沈着の有無と母体分

娩時の血中ダイオキシン類濃度および児の現在の血中ダイオキシン類濃度との関連を表(1)-3に

示す。母体分娩時のtotal PCDDs、total PCDFs、 total coplanar PCBsおよびtotal dioxinsの 血

中濃度は色素沈着群と非沈着群の両群間に有意な差はなかった。異性体毎の検討では、21種類の

異性体のうち13異性体が50%以上の症例で検出され、このなかで1,2,3,6,7,8-HexaCDDのみ色素沈

着群の値(50.4 TEQ pg/g lipid)が非着色群の値(21.0 TEQ pg/g lipid)に比して高い傾向(p=0.07)

を示した。 

 一方、児の現在のtotal PCDDs、total PCDFs、total coplanar PCBsおよびtotal dioxins の血

中濃度においても色素沈着群と非沈着群の両群間に有意な差はなかった。異性体毎の検討では、

21種類の異性体のうち8異性体が50%以上の症例で検出され、このなかで1,2,3,6,7,8-HexaCDDのみ

色素沈着群の値 (2.30 TEQ pg/g lipid)が非着色群の値 (1.06 TEQ pg/g lipid)に比して有意 

(p=0.04) に高値を示した。 

児の皮膚色素沈着は油症患者より出生した児に特異的に認められる症状で、胎児油症とも称さ

れている。今回の検討から皮膚色素沈着を発症した群では母体の分娩時血中ダイオキシン類濃度

が高いことが分かった。このように母体の高濃度のダイオキシン類曝露による児の健康影響のひ

とつとして皮膚色素沈着が示された。 
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表(1)-2  児の皮膚色素沈着群と非沈着群における母体の分娩時血中ダイオキシン類推定濃度

(TSUKIMORI et al. Chemosphere 20136)より引用) 
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表(1)-3  児の皮膚色素沈着の有無と母児双方の血中ダイオキシン類濃度との関連(TSUKIMORI et 

al. Chemosphere 20136)より引用) 
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② 児のアレルギー疾患 

児のアレルギー疾患（気管支喘息、アトピー性皮膚炎、アレルギー性鼻炎）の有無と母体の分

娩時血中ダイオキシン類推定濃度との関連を表(1)-4に示す。気管支喘息およびアトピー性皮膚炎

を発症した群における母体分娩時の total dioxins、 total PCDDs、 total PCDFsおよび total 

coplanar PCBsの血中濃度は非発症群の値と比較して低い値を示すが、両群間に有意な差はなかっ

た。一方、アレルギー性鼻炎を発症した群における母体分娩時のtotal PCDFsおよびtotal coplanar 

PCBs の血中濃度は非発症群の値と比較して低い傾向(各々p=0.063、p=0.089)を示した。 

 

表(1)-4 児アレルギー疾患の有無と母体の分娩時血中ダイオキシン類推定濃度の関連 

 

 

母体分娩時血中推定濃度が10倍上昇した場合の児にアレルギー疾患が発症するオッズ比を表

(1)-5に示す。母体分娩時のtotal dioxins、total PCDDs、total PCDFsおよびtotal coplanar PCBs

の血中濃度が10倍上昇した場合の気管支喘息およびアトピー性皮膚炎が発症するオッズ比は、す

べて1未満であったが統計学的に有意差はなかった。一方、アレルギー性鼻炎が発症するオッズ比

は、total dioxinsでは0.37、total PCDFsでは0.43、 total coplanar PCBsでは0.20と低い傾向(各々

p=0.080、p=0.075、p=0.073)を示した。 

 

表(1)-5  母体血中濃度が10倍上昇した場合の児アレルギー疾患の発症リスク 

 

 

一方、児の現在の血中ダイオキシン類濃度(total PCDDs、total PCDFs、 total coplanar PCBs

およびtotal dioxins) は全てアレルギー性疾患発症群と非発症群の両群間に有意な差はなかった

(表(1)-6)。 

　Total TEQ 　Total PCDDs 　Total PCDFs 　Total coplanar PCBs

Median (Range) p Median (Range) p Median (Range) p Median (Range) p

気管支喘息 あり 11 9.4%
254.1

(13.9-1367.4)
0.544

151.1

(7.4-556.6)
0.852

46.0

(3.0-1050.4)
0.262

23.2

(2.7-105.6)
0.563

なし 106
466.0

(10.6-8926.9)

162.2

(5.5-1775.5)

181.5

(2.3-7155.5)

29.1

(2.4-184.2)

アトピー性皮膚炎 あり 16 13.7%
331.1

(13.9-2886.0)
0.152

110.2

(7.4-494.5)
0.161

74.9

(3.0-2356.2)
0.152

24.2

(2.7-40.4)
0.179

なし 101
482.2

(10.6-8926.9)

169.9

(5.5-1775.5)

178.3

(2.3-7155.5)

29.8

(2.4-184.2)

アレルギー性鼻炎 あり 11 9.4%
68.4

(13.9-1293.5)
0.130

32.5

(7.4-797.0)
0.218

28.9

(3.0-1050.4)
0.063

11.2

(2.7-74.2)
0.089

なし 106
475.5

(10.6-8926.9)

162.2

(5.5-1775.5)

196.2

(2.3-7155.5)

30.1

(2.4-184.2)

Statistical comparisons of dioxin concentrations between the two groups were made with the Mann-Whitney U-test. 

症例数
有病率

(%)
アレルギー性疾患 発症

母体血中濃度(TEQ pg/g-lipid)

　Total TEQ 　Total PCDDs 　Total PCDFs 　Total coplanar PCBs

OR (95%CI) p Median (Range) p Median (Range) p Median (Range) p

気管支喘息
0.76

(0.28-2.11)
0.599

0.98

(0.32-3.05)
0.977

0.65

(0.28-1.52)
0.321

0.85

(0.17-4.14)
0.840

アトピー性皮膚炎
0.59

(0.24-1.48)
0.261

0.54

(0.19-1.49)
0.232

0.63

(0.30-1.34)
0.234

0.49

(0.12-2.00)
0.318

アレルギー性鼻炎
0.37

(0.12-1.13)
0.080

0.37

(0.11-1.27)
0.114

0.43

(0.17-1.09)
0.075

0.20

(0.04-1.16)
0.073

OR for 10-fold increase in lipid blood level (95% CI) adjusted for gestational age, maternal age at delivery, parity, smoking status

during pregnancy, gender, birth weight and infant.

アレルギー性疾患

発症リスク
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表(1)-6  児アレルギー疾患発症と児血中ダイオキシン類濃度との関連 

 

 

アレルギー疾患診断・治療ガイドライン2010（日本アレルギー学会）によれば、小児の気管支

喘息、アトピー性皮膚炎、アレルギー性鼻炎の有病率は各々5～7%、10～20%、約20%であると報告

されている。今回の検討では、油症患者より出生した児の気管支喘息の発症頻度は9.4%、アトピ

ー性皮膚炎は13.7%、アレルギー性鼻炎は9.4%に認められ、一般頻度と比較して気管支喘息の頻度

は多く、逆にアレルギー性鼻炎の頻度は少ない傾向であった。また油症患者より出生した児のア

レルギー疾患の有無と母体血中ダイオキシン類濃度との関連の観察から、母体の血中ダイオキシ

ン類濃度は児の気管支喘息およびアトピー性皮膚炎の発症リスクに影響を及ぼさないが、母体の

血中ダイオキシン類濃度が高いと児のアレルギー性鼻炎の発症リスクは低下する傾向があること

が分かった。これらの成績から母体の高濃度のダイオキシン類曝露では児のアレルギー性鼻炎の

発症を抑制する可能性があることが考えられた。一方、油症患者より出生した児の気管支喘息の

発症頻度は一般頻度よりも高く、母体の血中ダイオキシン類濃度は児の気管支喘息の発症リスク

に影響を及ぼさないことから、ダイオキシン類曝露による児の気管支喘息の発症機序には曝露し

た量的な問題ばかりでなく、ダイオキシン類に対する感受性が関与している可能性があることが

考えられた。 

 

（２）次世代への健康影響と母体-130bpAhR遺伝子多型および母体血中ダイオキシン類濃度との関連 

カネミ油症発生後の油症患者における児への健康影響としては、人工流産が15例(10.6%)、自然

流産が19例(15.0%)、胎児死亡（自然流産+死産）が22例(17.3%)に認められた（表(1)-7）。油症

発生前10年間に妊娠した油症患者50例(102妊娠)における発症頻度と比較すると、人工流産は1.89

倍、自然流産は1.94倍、胎児死亡は1.47倍増加したが、有意な差はなかった。また、油症発生か

ら10年間、発生から10-20年、発生から20年以降の3つの時期に分類し、児への健康影響について

検討すると、各時期における人工流産、自然流産、胎児死亡の発症頻度は油症発生前の頻度と比

べて有意な差はなかった。 

　Total TEQ 　Total PCDDs 　Total PCDFs 　Total coplanar PCBs

Median (Range) p Median (Range) p Median (Range) p Median (Range) p

気管支喘息 あり 6
12.3

(7.0-18.4)
0.600

5.3

(3.2-9.0)
0.382

4.2

(1.3-5.0)
0.816

2.6

(2.2-5.6)
0.861

なし 21
15.0

(2.6-30.4)

6.7

(1.5-14.3)

3.3

(0.7-18.3)

3.1

(0.4-6.9

アトピー性皮膚炎 あり 6
11.2

(7.0-20.3)
0.448

5.1

(3.2-13.0)
0.382

3.2

(1.3-5.0)
0.414

2.6

(2.2-5.6)
0.600

なし 21
15.0

(2.6-30.4)

6.7

(1.5-14.3)

3.8

(0.7-18.3)

3.1

(0.4-6.9)

アレルギー性鼻炎 あり 5
12.2

(6.7-20.3)
0.417

5.5

(3.6-13.0)
0.618

3.9

(1.4-5.0)
0.901

2.4

(0.7-3.4)
0.151

なし 22
15.1

(2.6-30.4)

6.8

(1.5-14.3)

3.5

(0.7-18.3)

3.2

(0.4-6.9)

Statistical comparisons of dioxin concentrations between the two groups were made with the Mann-Whitney U-test. 

アレルギー性疾患 症例数

児血中濃度(TEQ pg/g-lipid)

発症
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表(1)-7．油症患者における児への健康影響の発生頻度 

 

 

カネミ油症発生後に妊娠した油症患者142妊娠における-130bpAhR遺伝子多型の頻度は、C/Cが53

例(37.3%)、C/Tが71例(50.0%)、T/Tが18例(12.7%)に認められた（図(1)-1）。油症発生前の頻度

(C/C 47.1%、C/T 46.1%、T/T 6.9%)と比較して有意な差はなかった(p=0.173)。 

 

 

図(1)-1. 油症患者におけるAhR遺伝子多型の頻度（妊娠あたり） 

 

健康影響 油症発生前 油症発生後

10年間 総数 発生から10年間 発生から10-20年 発生から20年以降

人工流産 5.9%(6/102) 10.6%(15/142) 13.6%(11/81) 10.0%(4/40) 0%(0/21)

Ref 1.89(0.71-5.05) 2.51(0.89-7.12) 1.78(0.47-6.67) NA

p=0.250 p=0.122 p=0.468 p=1.000

自然流産 8.3%(8/96) 15.0%(19/127) 12.9%(9/70) 13.9%(5/36) 23.8%(5/21)

Ref 1.94(0.81-4.63) 1.62(0.59-4.44) 1.77(0.54-5.83) 3.44(0.99-11.85)

p=0.151 p=0.438 p=0.340 p=0.056

胎児死亡 12.5%(12/96) 17.3%(22/127) 15.7%(11/70) 13.9%(5/36) 28.6%(6/21)

Ref 1.47(0.69-3.14) 1.31(0.54-3.16) 1.13(0.37-3.47) 2.80(0.91-8.61)

p=0.352 p=0.651 p=0.779 p=0.091

Data are shown as %(n/N) and OR (95%CI) .
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各AhR遺伝子型における児への健康影響の発生頻度を検討すると、各々のAhR遺伝子型において

人工流産、自然流産、胎児死亡の発症頻度は油症発生前の頻度と比べて有意な差はなかった（表

(1)-8）。 

 

表(1)-8. 各遺伝子型における児への健康影響の発生頻度 

 

健康影響 AhR SNP 油症発生前 油症発生後

10年間 総数 発生から10年間 発生から10-20年 発生から20年以降

人工流産 C/C 8.3%(4/48) 11.3%(6/53) 20.0%(6/30) 0%(0/16) 0%(0/7)

Ref 1.40(0.37-5.31) 2.75(0.71-10.71) NA NA

p=0.744 p=0.171 p=0.565 p=1.000

C/T 4.3%(2/47) 12.7%(9/71) 11.1%(5/45) 19.0%(4/21) 0%(0/5)

Ref 3.27(0.67-15.85) 2.81(0.52-15.31) 5.29(0.89-31.61) NA

p=0.196 p=0.262 p=0.068 p=1.000

T/T 0%(0/7) 0%(0/18) 0%(0/6) 0%(0/3) 0%(0/9)

Ref NA NA NA NA

p=1.000 p=1.000 p=1.000 p=1.000

自然流産 C/C 6.8%(3/44) 10.6%(5/47) 4.2%(1/24) 12.5%(2/16) 28.6%(2/7)

Ref 1.63(0.37-7.25) 0.59(0.06-6.05) 1.95(0.30-12.91) 5.47(0.73-41.03)

p=0.715 p=1.000 p=0.602 p=0.133

C/T 11.1%(5/45) 19.4%(12/62) 20.0%(8/40) 17.6%(3/17) 20.0%(1/5)

Ref 1.92(0.62-5.90) 2.00(0.60-6.71) 1.71(0.36-8.12) 2.00(0.19-21.62)

p=0.294 p=0.367 p=0.673 p=0.487

T/T 0%(0/7) 11.1%(2/18) 0%(0/6) 0%(0/3) 22.2%(2/9)

Ref NA NA NA NA

p=1.000 p=1.000 p=1.000 p=0.475

胎児死亡 C/C 13.6%(6/44) 14.9%(7/47) 12.5%(3/24) 12.5%(2/16) 28.6%(2/7)

Ref 1.11(0.34-3.60) 0.90(0.21-3.99) 0.90(0.16-5.02) 2.53(0.40-16.15)

p=1.000 p=1.000 p=1.000 p=0.300

C/T 13.3%(6/45) 19.4%(12/62) 20.0%(8/40) 17.6%(3/17) 20.0%(1/5)

Ref 1.56(0.537-4.53) 1.63(0.51-5.17) 1.39(0.31-6.33) 1.63(0.15-17.10)

p=0.447 p=0.560 p=0.696 p=0.546

T/T 0%(0/7) 16.7%(3/18) 0%(0/6) 0%(0/3) 33.3%(3/9)

Ref NA NA NA NA

p=0.534 p=1.000 p=1.000 p=0.213

Data are shown as %(n/N) and OR (95%CI) .
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また、人工流産、自然流産、胎児死亡を認めた群における各遺伝子型の頻度はこれら合併症を

認めなかった群の頻度と比較して有意な差はなかった（図(1)-2）。 

 

図(1)-2. 油症患者における児への健康影響とAhR遺伝子多型の頻度 

 

このように-130bpAhR遺伝子多型と人工流産、自然流産、胎児死亡の頻度との間に明らかな傾向

はみられなかった。 

一方、これらの児の健康影響と母体分娩時血中ダイオキシン類推定濃度との関連について観察

すると、人工流産、自然流産、胎児死亡を発症した各群およびこれら合併症を発症しなかった群

（ 正 常 妊 娠 ） に お け る 母 体 分 娩 時 血 中 ダ イ オ キ シ ン 類 (2,3,4,7,8-PeCDF[PeCDF] 、

3,3',4,4',5-PeCB[PCB-126]、3,3',4,4',5,5'-HxCB[PCB-169])推定濃度を図(1)-3に示す。人工流

産群では、PeCDFおよびPCB-169の血中推定濃度は正常妊娠群の値と比して有意に高値を示した。

自然流産群および胎児死亡群におけるこれらの血中ダイオキシン類推定濃度は正常妊娠群の値と

比して有意な差はなかった。 

 

 

図(1)-3. 油症患者における児の健康影響と母体分娩時血中ダイオキシン類推定濃度(pg/g lipid)

との関連 
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今回の検討では、油症発生後に妊娠した油症患者59例(142妊娠)においては、-130AhR遺伝子多

型の頻度は油症発生前の頻度と有意な差はないこと、児への健康影響（人工流産、自然流産、胎

児死亡）の有無とAhR遺伝子多型との間に明らかな傾向はみられないことが示された。一方、人工

流産群における分娩時推定血中ダイオキシン類濃度は正常妊娠群の値と比して有意に高値を示し

た。今回、油症発生後に自然流産や胎児死亡などの児合併症の頻度の増加が観察できなかった理

由として症例数が少なかったことが要因のひとつとして考えられるので、今後さらに症例数を増

やして-130AhR遺伝子多型と児合併症の頻度との関連を検討していく必要があると考えられた。ま

た、人工流産の頻度や男児出生割合には少なくとも母体ダイオキシン類の曝露量が影響を及ぼし

ている可能性があると考えられた。 

 

（３）次々世代への健康影響と母体-130bpAhR遺伝子多型および母体血中ダイオキシン類濃度との関連 

カネミ油症発生後に油症患者から出生した児における男児出生割合は 0.55で、 general 

populationの割合0.514と比較して有意な差はなかった。油症発生から10年間、発生から10-20年、

発生から20年以降の3つの時期における男児出生割合も、general populationの割合と比較して有

意な差はなかった（表(1)-9）。次々世代における男児出生割合は0.51と次世代より低下し、なか

でも女系（母親）曝露では男児出生割合は0.38とさらに低下したが、general populationの割合

と比較して有意な差はなかった。 

 

表(1)-9. 油症次世代、次々世代における男児出生割合 

 

 

油症発生後に女児を出生した油症患者におけるPeCDFの分娩時血中推定濃度は男児を出生した

群の値と比して高い値を示したが、有意な差はなかった（図(1)-4）。一方、PeCDFの分娩時血中

推定濃度が1000 pg/g lipid以上の群では1000 pg/g lipid未満の群と比較して男児出生割合が低

値を示す傾向(p=0.057)があった（表(1)-10）。 

油症次世代 油症次々世代

総数 発生から10年間 発生から10-20年 発生から20年以降 総数 女系曝露

%(n/N) 0.55(55/100) 0.60(35/58) 0.45(13/29) 0.54(7/13) 0.51(25/49) 0.38(6/16)

OR(95%CI) 1.16(0.66-2.01) 1.44(0.69-3.00) 0.77(0.27-2.16) 1.10(0.24-5.15) 0.98(0.45-2.17) 0.57(0.14-2.32)

p value p=0.671 p=0.455 p=0.793 p=1.000 p=1.000 p=0.722

Data are shown as sex ratio (proportion of male births)  (n/N) and OR (95%CI) against an expected sex ratio of 0.514.

男児出生割合
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図(1)-4. 油症患者から出生した児の性別と母体分娩時血中ダイオキシン類推定濃度(pg/g lipid)

との関連 

 

 

表(1)-10. 母体分娩時血中ダイオキシン類推定濃度と男児出生割合との関連 

 
 

異性体
血中濃度

(pg/g lipid)

男児出生割合

(Male/Female)

 2,3,4,7,8-PeCDF

＞1000 0.447(17/21)

＜1000 0.654(34/18)

p value 0.057

 3,3',4,4',5-PeCB(#126)

＞300 0.514(18/17)

＜300 0.600(33/22)

p value 0.514

 3,3',4,4',5,5'-HxCB(#169)

＞400 0.472(17/19)

＜400 0.630(34/20)

p value 0.193
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各AhR遺伝子型における次世代および次々世代の男児出生割合を検討すると、各々のAhR遺伝子

型において男児出生割合は次世代、次々世代ともにgeneral populationの割合と比べて有意な差

はなかった（表(1)-11）。また、次世代および次々世代の性別が男児であった群における各遺伝

子型の頻度は女児であった群の頻度と比較して有意な差はなかった（図(1)-5）。 

 

表(1)-11. AhR遺伝型における男児出生割合 

 

 

 

 

 

図(1)-5. 次世代および次々世代の性別とAhR遺伝子多型の頻度 

 

次世代 油症次々世代

総数 発生から10年間 発生から10-20年 発生から20年以降 総数 女系曝露

C/C %(n/N) 0.51(20/39) 0.52(11/21) 0.46(6/13) 0.60(3/5) 0.44(12/27) 0.40(4/10)

OR(95%CI) 0.99(0.41-2.42) 1.04(0.31-3.49) 0.81(0.17-3.78) 1.42(0.12-17.37) 0.76(0.26-2.21) 0.63(0.11-3.71)

p value p=1.000 p=1.000 p=1.000 p=1.000 p=0.786 p=1.000

C/T %(n/N) 0.57(27/47) 0.65(20/31) 0.46(6/13) 0.33(1/3) 0.56(9/16) 0.40(2/5)

OR(95%CI) 1.28(0.57-2.88) 1.72(0.62-4.76) 0.81(0.17-3.78) 0.47(0.02-12.81) 1.22(0.30-4.89) 0.63(0.05-7.72)

p value p=0.679 p=0.440 p=1.000 p=0.950 p=1.000 p=0.996

T/T %(n/N) 0.57(8/14) 0.67(4/6) 0.33(1/3) 0.60(3/5) 0.67(4/6) 0(0/1)

OR(95%CI) 1.26(0.28-5.59) 1.89(0.18-19.50) 0.47(0.02-12.81) 1.42(0.12-17.37) 1.89(0.18-19.50) NA

p value p=1.000 p=0.992 p=0.950 p=1.000 p=0.992 p=0.500

Data are shown as sex ratio (proportion of male births)  (n/N) and OR (95%CI) against an expected sex ratio of 0.514.

男児出生割合AhR SNP
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これまでの油症曝露による次々世代への健康影響の観察から、20歳未満で母親が油症曝露した

場合には、出生した児（次世代）の男児出生割合は0.450と低い傾向(p=0.06)を示し、さらにこの

次世代が母親となった場合の児（次々世代）の男児出生割合は0.348と一般集団(0.514)と比較し

て有意に低値を示すことが分かった 3)。今回の検討でも、女系油症曝露では次々世代における男児

出生割合は0.38と低下する傾向が示されたが、-130bpAhR遺伝子多型と男児出生割合との間に明ら

かな傾向はみられなかった。 

受精時の母体の性ホルモン状態は児の性の決定に影響を及ぼすことが報告されている 7)。すなわち、

受精時に母体の高エストロゲン状態、高アンドロゲン状態では男児が増加する。ダイオキシン類

は抗エストロゲン作用、抗アンドロゲン作用を有するとともに、卵巣のエストロゲン受容体のエ

ピジェネティックな変化をきたし、継世代的な生殖機能の障害をきたすことが報告されている 8)。

油症患者においては、PCDF濃度が高い症例では、血中エストロゲン濃度が低下していることが報

告されている9)。今回の検討では、分娩時推定血中ダイオキシン類濃度が高い場合には次世代の男

児出生割合が低下する傾向があったことから、カネミ油症患者で観察された次世代、次々世代に

おける男児出生率の低下には、ダイオキシン類の胎児期曝露によるエピジェネティックな遺伝子

発現制御の破綻がひとつの要因となっている可能性が示唆された。 

 

５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

カネミ油症患者より出生した児（次世代）のなかで、皮膚色素沈着を発症した群では母体血中

ダイオキシン類濃度が高く、母体の高濃度のダイオキシン類曝露による児の健康影響のひとつと

して皮膚色素沈着が示された。また、母体の血中ダイオキシン類濃度は児の気管支喘息およびア

トピー性皮膚炎の発症リスクに影響を及ぼさないが、母体の血中ダイオキシン類濃度が高いと児

のアレルギー性鼻炎の発症リスクは低下する傾向があることが分かった。一方、油症患者より出

生した児の気管支喘息の発症頻度は一般頻度よりも高く、母体の血中ダイオキシン類濃度は児の

気管支喘息の発症リスクに影響を及ぼさないことから、ダイオキシン類曝露による児の気管支喘

息の発症機序には曝露した量的な問題ばかりでなく、ダイオキシン類に対する感受性が関与して

いる可能性があることが考えられた。油症発生後の人工流産、自然流産、胎児死亡の頻度は油症

発生前10年間に妊娠した油症患者における頻度と比較すると有意な差はなく、母体血中ダイオキ

シン類濃度や母体AhR遺伝子多型との間に明らかな関連はなかった。次々世代における男児出生割

合は0.51と次世代より低下し、なかでも女系（母親）曝露では男児出生割合は0.38とさらに低下

したが、general populationの割合と比較して有意な差はなかった。また、母体AhR遺伝子多型と

次世代・次々世代の男児出生割合との間においても明らかな傾向はみられなかったが、母体の血

中ダイオキシン類濃度が高い場合には男児出生割合が低下する傾向があった。このように高濃度

のダイオキシン類に曝露した油症患者より出生した児で観察された健康影響のなかには、母体の

ダイオキシン類曝露量と関連するものと関連しないものが存在すること、さらに次々世代にも影

響、すなわち継世代的な影響があるものがあることが示された。今後、ダイオキシン類の量的な

問題ばかりでなく、児への健康影響と遺伝的感受性（遺伝子多型やエピジェネティックな変化）

との関連について検討することが必要であると考えられた。 
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（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

高濃度のダイオキシン類に曝露した事例において、ダイオキシン類曝露と児の健康影響との

関連を検討することは、ダイオキシン類曝露による次世代への健康影響とその発現機序を明ら

かにするうえで極めて有用な知見をもたらすと考えられた。 

 

６．国際共同研究等の状況 

特に記載すべき事項はない 
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（２） ダイオキシン類の曝露量と継世代移行量の評価に関する研究 
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［要旨］ 

母体から胎児へのダイオキシン類の移行実態を明らかにするために、平成21年10 月～23年3 月

に九州大学病院で29名の妊産婦(正常出産例19名及び胎児発育遅延例 ( FGR) 10名)の協力を得て

生体試料 (母体血、母体脂肪、母乳、胎盤、さい帯、さい帯血(さい帯動脈血及びさい帯静脈血)、

羊水、胎脂、胎便、新生児尿)の合計 217件を採取した。大容量型高速溶媒抽出装置及び大量試料

注入装置付き高分解能ガスク ロマトグラフ/高分解能質量分析計を用いて、多種類の生体試料中

のダイオキシン類を分析する方法を確立し、平成23年度までに母体血、母体脂肪、母乳、胎盤、

さい帯、さい帯血(さい帯動脈血及びさい帯静脈血)試料の測定を実施した。今回は羊水、胎脂、

胎便、新生児尿試料の合計67件のダイオキシン類濃度測定を行い各検体間の関連を解析した。ま

た、ダイオキシン類の継世代移行量を解析するためカネミ油症患者の母子の血液中ダイオキシン

類濃度を比較し解析した。その結果、胎脂試料中のダイオキシン類濃度は、平均8.0 pg-TEQ/g lipid 

(範囲; 2.5～23 pg-TEQ/g lipid ) であり、胎便試料中のダイオキシン類濃度は、平均2.8 pg-TEQ/g 

lipid (範囲; 0.34～8.2 pg-TEQ/g lipid ) であった。羊水、新生児尿試料についてはダイオキ

シン類濃度が検出下限以下であった。正常出産15名において、母体血、胎盤組織、胎脂、さい帯

血､胎便の順にダイオキシン類濃度が低下する傾向が認められ、母体から胎児側に近い試料ほどダ

イオキシン類濃度は低くなる傾向が認められた。 

 

［キーワード］   

ダイオキシン、胎脂、胎便、羊水、世代移行 

 

１．はじめに 

 ダイオキシン類は難分解性の有害化学物質であり、環境中で長期間にわたり安定して残留する

ことが知られている。近年ゴミ焼却等の発生源の対策が進み、環境基準値を上回る汚染事例はほ

とんど認められなくなった。一方、環境中に残留する微量ダイオキシン類の持続的摂取によって
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健康に影響が及ぶ可能性が指摘されている。高濃度のダイオキシン類曝露による急性毒性と同様

に、内分泌かく乱作用に代表される微量ダイオキシン類による長期間曝露のリスクを正確に評価

することが重要となっている。 

一般人のダイオキシン類の主たる摂取経路は食品である。平均的な食事を介したダイオキシン

類の摂取量が、成人に対して直ちに健康被害をもたらす量であるかは、既に一定の評価がなされ

ている。厚生労働省研究班の調査結果によると、マーケットバスケット方式で、求めたダイオキ

シン類の平均摂取量は、近年ほぼ横ばいで1～2 pg-TEQ/kg体重/日を推移している。この量は、厚

生労働省の定める耐容一日摂取量(TDI)の 4 pg-TEQ/kg体重/日を下回っている1)。ダイオキシン類

の主たる摂取源は魚介類であるが、魚介類の摂取量寄与が低下に向かう将来予測はなく、平均的

なダイオキシン類曝露量は今後も同程度のレベルで持続するものと考えられる。食事経由のダイ

オキシン類平均摂取量は、ただちに健康被害をもたらす量に達しておらず、厚生労働省は摂取リ

スクの高い食品に偏らない、バランスの良い食生活を推奨している 2)。 

環境省が実施した「ダイオキシン類の人への蓄積量調査 ( 2002-2007 )」報告書によると、全

国の一般市民450名から採取した陰膳食事試料を分析した結果、8名のダイオキシン類摂取量がTDI

を超過していた3)。このように、実際的なダイオキシン類摂取量は個人でバラツキの大きいことが

わかった。また、国内にダイオキシン類のTDIを超過する高リスクの人々が少なからず存在するこ

とが示唆されている。 

TDIによって示されるダイオキシン類の健康リスクは一般成人を対象にしており、生体防御機構の

未発達な胎児や乳児期におけるリスク、影響等は正確に評価されていない。近年、胎児の発育や

発達、さらに小児期から青年期にかけての健康は胎児期における環境要因に影響を受けるという

指摘がなされている4）。 ダイオキシン類の高濃度曝露事例である油症では、母体から胎児へのダ

イオキシン類の移行が示唆されている 5)。食事を介したダイオキシン類の持続的な摂取、さらにそ

れらの体内への蓄積に起因する健康影響の解明が必要である。とりわけ胎児期における母体を介

してのダイオキシン類曝露実態と影響を明らかにすることが重要である。 

 

２．研究開発目的 

本分担研究では、母体並びに胎児関連の様々な生体試料を採取し、当該試料中のダイオキシン

類濃度測定法を開発し、濃度を明らかにする。ダイオキシン類の母体側から胎児側への移行量や

ダイオキシン類異性体別の移行の傾向、母体-胎児聞の濃度分布等を把握する。さらに、ダイオキ

シン類高暴露事例であるカネミ油症患者の母子の血液中ダイオキシン類濃度を比較しダイオキシ

ン類の継世代移行量を解析することを目的とした。 

 

３．研究開発方法 

(1) 試料採取 

平成21年10月～23年3月に九州大学病院(福岡市)における出産事例において、インフォームドコ

ンセントを得た妊産婦から母体及び胎児関連試料の採取を行った。試料採取は主に正常出産例、

ほかに胎児発育遅延例 ( FGR ) を対象とした。試料の内訳は、母体血、母体脂肪、母乳、胎盤、

臍帯、臍帯血(臍帯動脈血 (A 血)及び臍帯静脈血 (V血) )、羊水、胎脂、胎便、新生児尿の10種

で、あった。このうち今回は、羊水、胎脂、胎便、新生児尿のダイオキシン類濃度を測定し、各
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検体間濃度を比較解析した。採取後の試料はガラス またはテフロンを材質とする清浄な密閉容器

に移し、分析を始めるまで凍結保存された。正常出産例19名 から158件、FGR 例の10名から59 件

の計217 件の生体試料を採取した。妊産婦の平均年齢は正常出 産例で3 l.8才、FGR 例で32.3 才

であった。 

(2) 使用機器 

高速溶媒抽出 (ASE ) にはダイオネクス製の大容量型装置 ASE 350を使用した。抽出セルは 3 3、

66及び99 mLの各容量3種類を用途に応じ使用した。抽出温度は150℃、抽出圧力は1500 psiで、あ

り、抽出溶媒 はアセトン/ヘキサン(1:3，v/v) を使用した。ダイオキシン類の異性体分離分析に

は大量試料注入装置(アイスティサイエンス製L VI-S200) 付き高分解能ガスクロマトグラフ/高分

解能質量分析計 (Agilent 7890A /Micromass  AutoSpec Premier、HRGC/HRMS) を使用した。キャ

ピラリーカラムは、バリアン製のVF5ms (内径0.25 mm，膜厚0.25μm，長さ30m) を使用した。 

(3) 試薬、器材等 

アセトン、ヘキサン、トルエン、ジクロロメタン、無水硫酸ナトリウムは関東化学製のダイオ

キシン分析用を使用した。ノナンはWellington Laboratories製を、硝酸銀シリカゲルは和光純薬

製のダイオキシン分析用を、濃硫酸は同社製の有害金属測定用をそれぞれ使用した。活性炭(ナカ

ライテスク製)はトルエンで、約30 時間還流洗浄し、無水硫酸ナトリウムに対してO.I%(w/w)にな

るよう混合して用いた。珪藻土粉末(抽出操 作用)はInternational Sorbent  Technology製のBULK 

ISOLUTE SORBENT HM-NをASEで洗浄して使用した。同様に硝酸銀シリカゲル、無水硫酸ナトリウム

及び珪藻土粉末は、ブランクレベルの低減を目的として、あらかじめASEで溶媒洗浄して使用した。

クリーンアップスパイク並びに、シリンジスパイク用の各内部標準溶液は Wellington 

Laboratories製を用い適宜ノナンで希釈して使用した。 

ブランクレベルの低減と維持を目的として、各種ガラス製器材(ピペット、フラスコ、スピッツ

管等)は、すべて生体試料中ダイオキシン類を分析する専用品として調達し、一般化学分析用と厳

重に区別して使用した。 

使用するガラス器材は、あらかじめ重クロム酸カリウム・硫酸混液に一夜漫潰したのち、精製

水で表面を十分にすすぎ、クリーンボックス内で乾燥させた。母体血、臍帯血の保存容器には50mL

容のテフロン製ねじ口サンプル管を、上記以外の試料には200mL容のガラス製ねじ口保存瓶をそれ

ぞれ使用した。保存容器は新品を使用し、使用する前に有機溶剤(アセトン、ヘキサン)で繰り返

し洗浄し、十分に乾燥させて使用した。 

(4) 分析方法 

冷凍保存の生体試料を自然解凍して分析に用いた。ASE・350用の抽出セル(容量33mL)の１ない

し2本を用い、胎脂は計0.5～3g、胎便は計0.5～5gを珪藻土粉末に混合してセルに充填し、凍結乾

燥機を用いて試料中の水分を除去した。各試料に定量用内部標準(クリーンアップスパイク)とし

て13Cラベル化PCDD/DFs及び13 Cラベル化PCBs標準品(ノナン溶液)を正確に添加し、セルキャップ

を装着して 抽出装置に装填し、抽出を行った。羊水、新生児尿は、1～10mlgにクリーンアップス

パイクを添加し、抽出溶媒にアセトン/ヘキサン(1:3，v/v) を用いて液-液抽出を行い、抽出液を

調製した。得られた抽出液をロータリーエパポレーターで、減圧濃縮し、風袋を量った秤量瓶に

移して乾燥させ、脂肪重量を測定した。 

脂肪重量を確定後、脂肪を少量のヘキサンで溶解させ、10 mL容のスピッツ管に移し硫酸処理を
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行った。ガラス製クロマト管に硝酸銀シリカゲル(0.5g)及び活性炭(0.5 g)を各々充填して上下に

連結し、カラムの最上端より硫酸層と分離した試料溶液を負荷後、ヘキサン15 mLで溶出した。硝

酸銀シリカゲルカラムを取り外し、活性炭カラムの上端から10% (v/v) ジクロロメタン/ヘキサン

を注ぎ、non-ortho PCBsを除く大部分の PCBsを溶出させた。次いでトルエン25mLを注ぎ入れ、PCDDs、

PCDFs及びnon-ortho PCBsを溶出させた。得られたトルエン画分を減圧濃縮してヘキサンに転容し、

窒素ガス気流による濃縮を経てl.5 mL容の濃縮 パイアルに移し、シリンジスパイクを添加して最

終検液量を40-50μLとしたものを測定試料とした。調製した測定試料のうち20μLを大量試料注入

装置付きHRGC/HRMSに注入し、測定した。得られたSIMクロマトグラムを解析し、2，3，7，8位に

置換塩素を持つ4～8塩素化のPCDD/Fs17種類、ダイオキシン様PCBsのnon-ortho PCBs4 種の計21種

同族体を同定・定量した。 

ダイオキシン類濃度( pg/g)の 2，3，7，8-TCDD 毒性当量( TEQ)への換算には、2，3 ，7，8-TCDD

毒性等価係数(WHO-TEF( 2005 ))を用いた。なお、本報告におけるダイオキシン類の濃度値は特に

注釈のない限り、脂肪重量あたりの濃度(lipid weight basis)で表記するものとする。 

（５）カネミ油症患者母子間のダイオキシン類移行の解析 

 調査対象 

月森らが行ったアンケート調査5）に応じた、油症患者(母)の回答に基づき、母親と油症発症後に生まれた

子の血中ダイオキシン等の濃度を比較検討した。なお、使用したデータは、1986年～2012年の油症一斉検

診ダイオキシン類測定結果を使用した、また、2,3,4,7,8-PeCDF濃度（以下、PCDF濃度と略）は、2001～2012

年のデータを使用した。 

 解析方法 

① 母子間で血液中PCB、PCDF濃度の関連の検討。 

   PCB、PCDF濃度は、最大値を選択（複数回測定の場合）  

   ここで、アンケート回答者の内、油症発生後に出産した者で、油症検診時にPCB、PCDFを測定してい

る者は、親34人、子54人であった。母子共に出産後相当の期間が経過しており、出産時の血液検査

は行われていないことに留意する必要がある。 

 ② 小児科検診、内科検診を受けたもので、ミルクのみで育てられた子と、母乳又はミルクで育てられた子

の群にわけ、検診結果や血液中PCB、PCDF濃度に違いがあるかを検討。 

    なお、小児科検診ではPCB濃度しか測っていない。また、各データは、一番古い(若い頃に受けた)も

のを使用した。 

ここで、比較の方法は、同一項目の群間比較とし、量的データの比較においては、2群の比較の場

合のｔ検定（対応なし）で計算した。また、質的データに対しては、2群・二値の場合の、χ2検定(ｸﾗｰﾒ

ﾙの係数の検定)で計算した。 

 

４．結果及び考察 

(1) 胎脂、胎便、羊水及び新生児尿中のダイオキシン類濃度 

16件(正常例15件及びFGRl件)の胎脂試料中のダイオキシン類濃度は、平均8.0pg-TEQ/g lipid 

(範囲; 2.5～23 pg-TEQ/g lipid )であり、18件(正常例15件及びFGR3件)の胎便試料中のダイオキ

シン類濃度は、平均2.8 pg-TEQ/g lipid (範囲; 0.34～8.2 pg-TEQ/g lipid ) であった。胎脂は

母胎内で胎児の皮膚を保護する役割を果たし、また胎便は胎内で胎児が 取り込んだ主に羊水に由
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来している。胎脂のダイオキシン類には、母体脂肪組織に含まれるダイオキシン類の組成や濃度

が、ほぼそのまま反映されることが分かった。一方、胎便から検出されたダイオキシン類濃度は

今回測定した生体試料中で最も低い濃度であった。さらに、羊水、新生児尿試料については液-液

抽出による脂肪の抽出を試みたが、検体量(1～10ml)及び脂肪含量が共に少なく脂肪が抽出されず、

ダイオキシン類の測定を試みたが検出下限以下であった。 

 

 (2) 母体血、胎脂、胎便等生体試料のダイオキシン類濃度の比較 

これまでに得られた生体試料（母体血、母体脂肪、胎盤、さい帯血、胎脂、胎便）中の分析結

果より、正常出産例19名のうち14名についてダイオキシン類濃度 (Total TEQ) の比較を行ったと

ころ母体血、胎盤、母体脂肪、胎脂、臍帯血、胎便の順に低くなる傾向が認められた。さらにこ

れら生体試料と母体血のダイオキシン類濃度間に良好な正の相関 ( r2 =0.8322-0.9399 ) が認め

られた(図(2)-1)。 
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図(2)-1 
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以上のように、母体内でのダイオキシン類の胎児への透過は、胎盤部位で一定の抑制がなされ、

胎児へ 移行する毒性量は軽減されることが示唆された。比較的毒性が高くTEF値の大きい低塩素

化物は胎盤で 保持されやすいが、毒性の低い化合物は保持されにくく、胎児側へ移行しやすいこ

とが示され た。このことは胎盤組織に存在するAhレセプターへの各化合物の結合性(親和性)の強

弱によって説明できると考えられる。 

（3）カネミ油症患者母子間のダイオキシン類移行の解析 

 上記で解析した母体血、胎脂、胎便に加えて母乳も11件で解析しており、母体血のダイオキシ

ン類濃度間に正の相関 ( r2 =0.5266 ) を認めた(図(2)-2) 。この結果は出生後も母乳を介して子

がダイオキシン類に暴露し続け得ることを意味する。そこで母子間の血液中のダイオキシン類の

濃度に関連があるか検討を行った。 
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図(2)-2 
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① 母子間で血液中PCB、PCDF濃度の関連の検討結果 

解析の結果、母子の血中PCB濃度の関係は見られなかった。 

次に、母と子の血中PCDF濃度を比較したが、PCB濃度と同じく関係は見られなかった。 

 次に、母親のPCDF濃度区分別に、子のPCB、及びPCDF濃度を調べた。 

 ここで、血液2,3,4,7,8-pentachlorodibenzofuran（PeCDF）の濃度の異常として以下のとおり区分した。 

1) 50pg/g lipids以上：高い濃度  

2) 30pg/g lipids以上、50pg/g lipids未満：やや高い濃度  

3) 30pg/g lipids未満：通常みられる濃度  

 この基準で母親を分け、子の濃度を比較した。その結果、母のPCDF濃度が低い方が、子のPCB濃度の

平均値が高い傾向を認めた。 

 次に、母のPCDF濃度と子のPCDF濃度関係を見ると母のPCDF濃度が高い方が、子のPCDF濃度の平

均値が高い傾向を認めた。 

 次に子に与えた栄養別（母乳、ミルク、混合（栄養））に分け、子のPCB濃度及びPCDF濃度を検討した。

その結果、栄養別によって子のPCB濃度に差を認めなかった。子のPCDF濃度に関しては、「混合」群、「ミ

ルク」群、「母乳」群の順に子のPCB濃度分布幅が大きくなったが有意差は得られなかった。 

最後に母のPCDF濃度群と子のPCDF濃度の関連（子に与えた栄養別）を子に与えた栄養、子の性別と

伴に検討した。子の性別別に親のPCDF濃度と子のPCDF濃度の関連を調べると、子が女性の場合、親の

PCDF濃度が高いと子のPCDF濃度も高くなる傾向を認めた。さらに子に与えた栄養との関連で見ると、「母

乳」の場合で、親のPCDF濃度が高いと、子のPCDF濃度も高くなる傾向を認めた。しかし、今回の調査は

「母乳」を摂取した子供たちは、検査までに何年も期間が過ぎていること、今回の調査はあくまでPCDF濃度

が高い検体で比較していることに留意する必要がある。残念なことに出産前の母親の血液、出産後の血液、

生まれた新生児の血液データは必ずしも採られていない。そのためこの解析はあくまで傾向を見ることに重

きを置いているものである。そもそも、栄養別に与えたというアンケートでも「母乳だけ」、「ミルクだけ」の回答

は、ある程度信頼性があるかもしれない。しかし、「混合」の場合はどれだけ母乳を与えたか分からないでい

る。そこで、次に②の解析を試みた。 

 ② 子に与えた栄養別健診結果の比較  

小児科検診、内科検診を受けたもので、「ミルクのみ」で育てられた子と、「母乳又は混合(以下母乳群)」

で育てられた子の群にわけ、検診結果や血液中PCB、PCDF濃度に違いがあるかを検討した。 

ここで、データベースからの抽出は①の解析の１年後であり、抽出にあたり、子たちが一番若いときのデー

タを選んでいる。また、①の調査後、一部名寄せを行っていること、小児科検診では、PCB濃度しか測って

いないことにも注意が必要である。そのため、小児科群と内科検診群に分け解析した。 

小児科検診群に関しては、統計的に差が認められるものは、「母親の流・早産」の項目がカイ二乗検定

において、p値が0.035であり、Cramerの係数Vが0.592と有意差が認められた。また、「クレチニン」が、t検定

でp値0.017、「ALT」が、p値0.0003であり差が認められたが、「PCB濃度」の差は認められなかった。 

ここで、小児科検診群では、最初の検診時の年齢が「母乳」群で平均11.0歳、「ミルク」群は、12.2歳であ

るため与えられた栄養の違いが、その後の食生活による違いが加算され見分けがつかなくなっている可能

性がある。 

一方、内科検診群では、「関節痛」がカイ二乗検定で、p値0.002、Cramerの係数Vが0.563であり、「月経異

常」が、p値0.031、Cramerの係数Vが0.680と差が認められた。また、「PCB濃度」は小児科検診での差が見
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られなかったが、内科検診では、p値が0.070と傾向が見て取れた。しかしこの原因はよくわからなかった。さ

らに、小児科検診ほど明確ではないが「ALT」に関してもp値が0.062と、傾向が見て取れた。一方、ダイオキ

シン類の差は見られなかった。これも検診時の年齢の平均が「母乳」群で31.4歳で有り、「ミルク」群では、

34.1歳と小児科検診時から年月をさらに重ねていることが原因だと考えられる。 

 

５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

 各種生体試料中の微量ダイオキシン類を高精度かっ迅速に分析できる手法を確立した。抽出 

工程に高速溶媒抽出法を採用し、抽出条件を最適化した。本研究で確立した方法を用いれば、

安定的に高い抽出効率を得ることができ、分析精度の向上に寄与することとなる。本法を用い

た場合の抽出脂肪量(含量%)は従来法とほぼ一致することを確認した。このことは本法と従来法

とで得られたデータの相互比較が可能であることを意味する。 

確立した試験法を用いて、母体から胎児へのダイオキシン類の移行について実態を明らかに

した。各種生体試料からダイオキシン類を同定・定量した結果、ダイオキシン類濃度は過去の

分析事例と比較して同等もしくは低くなる傾向が認められ、これは近年の環境汚染レベルの低

下が 一因と考えられる。また、母体中のダイオキシン類は胎盤部位で胎児側へ透過が抑制され

ること、母体から胎児への移行性には異性体問で差のあることが明らかとなった。胎盤を介し

たダイオキシン類の胎児への移行は 一 定の抑制がなされる (毒性量が軽減される) 一 方、過

去に調査事例が無かった胎脂、胎便の分析データは、主に食事を介して母体に取り込まれたダ

イオキシン類が、胎児の成育環境や胎児体内に確実に到達していることを裏付けていた。 

油症患者の母子間の解析では、散布図で見る限り、母子間の血中PCB濃度やPCDF濃度に関係は

見られなかった。また、母親の血中PCDF濃度をランク分けし、子の性別ごとに分類すると、母

のPCDF濃度が高いと、子が女性の場合はPCDF濃度が高い傾向が示唆された。 

最後に、子を「母乳及び混合」群と「ミルク」群に分け、小児科検診、内科検診で差がある

か調べたが、小児科検診では、２群間にPCB濃度の差が出なかった。内科検診では、２群間にPCB

濃度の差がある傾向が示唆されたが、PCDF濃度に関しては差が見られなかった。 

 

（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

本調査研究では、種々のヒト生体試料中のダイオキシン類分析に対応するために、分析法の

構築・開発を行った。確立した分析方法は、国内外における本分野の研究進展に寄与し、環境

政策に役立つ科学データの蓄積が図られることになる。また調査手順の全般(試料採取方法や

試料保管方法など)で得られた知見や課題は、今後想定される大規模な調査プロジェクトにお

いて、調査手法の設計・立案に役立つと考えられる 
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（３） ダイオキシン類曝露による継世代健康影響の発症機序に関与するゲノム研究 
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（うち、平成26年度予算額：18,919千円） 

           予算額は、間接経費を含む。 

 

［要旨］ 

AhR-130bpにはC/T SNPが存在する。T/T型ではC/C型と比較し1.75倍のプロモータ活性の亢進が

認められる。AhR転写及び蛋白発現もそれぞれ1.7、2倍亢進する。T/T型ではNF1C転写抑制因子の

結合サイトが消失するためである。 

 ダイオキシン類高濃度曝露に伴い出現する健康影響に関与するAhR下流シグナルを明らかに

するためヒト絨毛間質細胞を用いTCDD存在下及び非存在下での遺伝子発現変化をC/C型、T/T型細

胞別にマイクロアレイ法による解析を行った。マイクロアレイ法によりTCDD応答性発現変化を示

したIL24、EDNRB、SERPINB2、FAM43A、TIPRARP及びNPTX1は様々な病態形成に関与することが知ら

れているためReal-time RT-PCRにより発現変化の再確認を行った。 

 ダイオキシン類高濃度被曝例として油症患者に着目した。2011年油症患者一斉検診時に採血

した32例のC/C型及び32例のT/T型油症患者についてIL24血中濃度及び各種ダイオキシン類濃度の

測定を行った。遺伝子解析は九州大学倫理審査委員会の了承及び油症患者に対する説明と合意の

もとに実施した。IL24血中濃度はT/T型で180.9±43.2pg/m/、C/C型で59.1±15.8pg/mとT/T型で有

意に高値であることが示された。PCDD、PCB、PCDF及びTEQ濃度とIL24血中濃度には有意な正の相

関は示されなかった。マイクロアレイ法の感度が低いこと及びIL1βがIL24発現調節をしているこ

とからIL1β遺伝子発現をヒト絨毛間質細胞をTCDD処理しReal-time RT PCRにて解析した。T/T型

でTCDD応答性IL1β遺伝子発現は有意に亢進していた。しかしC/C型油症患者での血中ダイオキシ

ン類濃度はT/T型に比し高値であったためT/T型油症患者におけるIL1β血中濃度はC/C型と比較し

有意な低値を認めた。以上の結果から、血中ダイオキシン類が高濃度ではないダイオキシン類曝

露次世代及び次々世代に発生する健康影響はAhR-130bp C/T SNP及びAhR下流のIL1β及びIL24によ

り発症が誘導されることが強く示唆された。 

 

［キーワード］ 

ダイオキシン類、AhR-130bp C/T SNP、NF1C、IL1β、IL24、油症 
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１．はじめに 

化学物質の胎児期暴露による影響に世界的な関心が高まっている。我が国においても環境省の

「子どもの健康と環境に関する全国調査：エコチル調査」が平成22年度に始動し、化学物質曝露

等が子どもの健康に与える影響を明らかにする目的でコホート調査をすすめている。一方、高濃

度の化学物質に曝露した群において次世代への健康影響を観察することは、化学物質曝露による

次世代への健康影響を明らかにするうえで重要な基礎資料となる。 

 申請者らはpolychlorinated biphenyls(PCBs) およびダイオキシン類の曝露によるカネミ油症

患者の治療法開発および発症機序の解明に向けた研究をすすめている（九州大学油症ダイオキシ

ン研究センター）。胎児期に油症に曝露した例では、児の出征体重は母体血中ダイオキシン類濃

度の有意に負の相関を示し、この胎児発育抑制効果は男児に特異的であることを明らかにした。

また、次世代、次々世代において男児出生率が有意に低いことが分かった。一方、油症患者より

出生した児の血中ダイオキシン類濃度は正常健常人と比して有意な差を認めないことから、これ

ら次世代への健康影響の発現は、高濃度のダイオキシン類の母児間移送によるものとは異なる機

序が推察される。（図3-1） 

 申請者たちは、AhRを介する細胞内シグナル伝達機構の個体差が健康影響の出現に関与している

と考えた。このため、AhRプロモータ領域に存在するDNA多型に着目した。AhRプロモータ領域を明

らかにするため、転写開始点から-237bp、-1417bp、-452bp、-122bp及び-59bpのDNA断片を作成し、

ルシフェレースリポーターに組み込み、プロモータ活性を測定した。その結果、転写開始点から

-452bpまでのDNA断片にはプロモータ活性が存在するが、転写開始点から-122bpのDNA断片ではそ

の活性が消失した。その結果、AhRプロモータ領域は転写開始点から-452bpであることが判明した。

この領域には図3-3に示す様々なDNA多型が存在するが、出現頻度の高い遺伝子型は-59bp領域の1

×ggggc、2×ggggc、3×ggggc、4×ggggc、5×ggggc DNA多型及び-130bp領域のC/T SNPであった。

このため、-59bp領域の異なるリピート数のDNA多型と-130 C/T SNPを有するDNA断片を作成し、ル

シフェレースリポーターに組み込み、プロモータ活性の変化を解析した。その結果、リピート数

の変化はプロモータ活性に全く変化を与えず、-130bp C/T SNPがプロモータ活性に大きく影響を

与えることが判明した。-130bp T/TはC/C及びC/Tに比較し約1.75倍の活性亢進が観察された。一

方、ラットを用いた実験では、PCBなどの化学物質曝露により次世代、次々世代の雄雌出生率の減

少をきたし、この機序にはエピジェネティクス変化が関与することが報告されている。これらの

成績から、ダイオキシン類曝露による次世代への健康影響の発現機序には、AhRを介する細胞内シ

グナル伝達機構の個体差(遺伝子多型)やエピジェネティクス変化による遺伝的感受性が関わって

いることが推察される。 

 そこで、本研究では、油症患者を対象としてダイオキシン類曝露における次世代、次々世代の

健康影響と遺伝的感受性要因との関連について明らかにすることを目的とする。 
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図(3)-1 
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２．研究開発目的 

本研究では、ダイオキシン類曝露が次世代の健康にどのような影響をいかに及ぼすのかという

継世代的な健康影響とその機序を明らかにすることを目的とする。この主旨に沿って、ヒトがダ

イオキシン類に曝露した事例である油症患者を対象として、油症曝露世代、次世代、次々世代の3

世代にわたる健康影響を明らかにする。ついで、これら実態調査により明らかとなった継世代的

な健康影響の機序について、血中ダイオキシン類濃度、ダイオキシン受容体(Arylhydrocarbon 

receptor, AhR)を介する細胞内毒性シグナル伝達機構の個体差をゲノム多様性及びエピジェネテ

ィックな遺伝子発現制御の破綻の観点から明らかにする。 

 

３．研究開発方法 

ダイオキシン類はAhRに結合し、ARNTとヘテロダイマーを形成することにより細胞内へシグナルを

伝達する。これにより下流のCYP1A1などの遺伝子発現を制御する。本研究ではヒトAhRプロモータ

領域の一塩基多型(SNP : Single Nucleotide Polymorphism)および転写因子結合サイトの検索を

行い、AhRプロモータ領域のSP1及びNF１転写因子の結合解析を行う。次に既存の細胞株を使いダ

イオキシン存在下、非存在下におけるAhR下流シグナル（CYP1A1など）伝達の活性化解析を行い、

ダイオキシン類の細胞シグナル伝達におけるゲノム多様性の関与を証明する。 

油症患者血液よりリンパ球を分離しDNAを抽出する。PCRにより標的領域の遺伝子増幅を行う。さ

らに増幅領域の直接塩基配列の決定及び制限酵素切断多型を用いて、AhRプロモータ領域の SNP遺

伝子型決定を行う。健康影響、ダイオキシン類の血中濃度およびAhR遺伝子多型間の比較分析を行

いダイオキシン類の細胞内毒性シグナルのゲノム多様性が油症の健康被害に与える影響を明らか

にする。 

 

４．結果及び考察 

化学物質の胎児期暴露による影響に世界的な関心が高まっている。我が国においても環境省の

「子どもの健康と環境に関する全国調査：エコチル調査」が平成22年度に始動し、化学物質曝露

等が子どもの健康に与える影響を明らかにする目的でコホート調査をすすめている。一方、高濃

度の化学物質に曝露した群において次世代への健康影響を観察することは、化学物質曝露による

次世代への健康影響を明らかにするうえで重要な基礎資料となる。 

 申請者らはpolychlorinated biphenyls(PCBs) およびダイオキシン類の曝露によるカネミ油症

患者の治療法開発および発症機序の解明に向けた研究をすすめている（九州大学油症ダイオキシ

ン研究センター）。胎児期にダイオキシン類に曝露した例では、児の出征体重は母体血中ダイオ

キシン類濃度の有意に負の相関を示し、この胎児発育抑制効果は男児に特異的であることを明ら

かにした。また、次世代、次々世代において男児出生率が有意に低いことが分かった。一方、油

症患者より出生した児の血中ダイオキシン類濃度は正常健常人と比して有意な差を認めないこと

から、これら次世代への健康影響の発現は、高濃度のダイオキシン類の母児間移送によるものと

は異なる機序が推察される。 

 ダイオキシン類はAhRを介して様々な機能を示すことが知られている。申請者らはAhR遺伝子内

DNA多型がAhR機能に影響を及ぼし継世代的健康影響に関与するのではないかと考えた。 
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① AhR-130bp C/T SNPがプロモータ活性に及ぼす影響について 

 まずAhRプロモータ領域を決定するため、1精子受精・雄核発生全奇胎DNAを用い、様々なAhRプ

ロモータ欠失変異体を作成し、リシフェラーゼリポータに組み込んだ。1精子受精・雄核発生全奇

胎は全ての対立遺伝子間でホモ接合を形成しているためSNP解析に有用である。ルシフェラーゼア

ッセイの結果、AhRプロモータは転写開始点から-452hpの領域に存在することが判明した。（図3-2）

本領域内にはマイナーアリルの頻度が高い2種類のDNA多型が存在した（-59bpのGGGGCリピート数

変化、-130bp C/T多型）。全奇胎DNAを用い予想される9種類のハプロタイプの頻度を調べた結果、

-130bp C リピート数2（18.0%）、-130bp T リピート数2（24.0%）、-130bp Cリピート数3（52.0%）

のハプロタイプが日本人には高頻度に出現することが判明した。それぞれのハプロタイプを有す

るAhRプロモータをルシフェラーゼリポータに組み込み、AhRプロモータ活性を解析した。その結

果、-59bp DNA多型に関係なく-130bp C/T SNPのみがプロモータ活性の変化に関与していた。C/C

よりT/Tで転写活性が1.75倍亢進していた。（図3-3） 
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図(3)-2 
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図(3)-3 
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図(3)-4 
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AhRプロモータ領域-59bp領域には転写因子SP1が結合する領域が存在し、SP1によりAhR転写が制

御されている。一方、-130bp近傍にはNF1転写因子結合サイトが存在する。NF1にはNF1A、NF1B、

NF1C及びNF1Xのサブタイプが存在する。NF1C及びNF1Xは転写抑制因子として機能する。AhR-130bp 

C/Cプロモータでは転写が抑制されることから申請者らはNF1Cに着目し、-130bp C/T SNPによるAhR

プロモータ活性の制御機構について解析を進めた。 

NF1CによるAhR-130bp C/T領域への特異的結合を証明するため、HeLa細胞(C/C)、TK-nu細胞

(T/T)及びHec116細胞(C/T)を用い、NF1C抗体によるクロマチン免疫沈降を行った。図3-5に示す

如く、NF1CはHeLa細胞DNAと強く結合し、TYK-nu細胞DNAとの結合は顕著に抑制されていた。

Hec-116細胞DNAと結合はHeLa細胞と比較すると減弱していた。この結果、NF1CはAhRプロモータ

-130bp Cアリルと効率よく結合することが判明した。さらに図3-5-Cに示す如くNF1CはAhRプロ

モータ-130bp領域（NF1C結合サイト）中のCアリルに特異的に結合することがクロマチン免疫沈

降により確認された。T/T型のTyR-nu細胞と比較しC/C型のHeLa細胞では、NF1Cの結合サイトへ

の結合が有意に亢進していた。さらに、FlagをタッグしたNF1CをHec116細胞に強制発現し、

AhR-130bp C/Tアリルへの結合を解析するとCアリルとの結合がTアリルと比較し、有意に亢進し

ていた。以上から、NF1Cと-130bp領域（NF1C結合サイト）との結合は特異性が存在し、Tアリル

よりCアリルの方が結合親和性が有意に亢進していることが判明した。
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図（3）-5 

 

さらにElectrophoretic mobility shift assayを行った。-130bpCプローブはTプローブに比し

複合体形成能が高く、さらにNF1C抗体によりスーパーシフトすることからNF1Cと-130bp領域との

特異的結合が証明された。3倍量のcompetitor存在下において、NF1CはTプローブに比し、Cプロー

ブで結合能が亢進していた。さらにHec116細胞（SNP-130bp C/T）を用いてFlag-NF1Cを遺伝子導

入した。PCR産物をサブクローニングし、塩基配列を決定した。その結果、複合体に含まれる

-130bpDNA領域はTアリルよりもCアリルの方が有意に高率であった。これらの結果から、-130bpC/C
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はT/Tと比較し高率にNF1Cと結合しAhRプロモータ活性が抑制されるが、T/TはNF1C結合親和性が低

く、AhRプロモータ活性が有意に抑制されないことが判明した。（図3-6） 

 

図(3)-6 
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② NF1C による AhR 発現抑制の分子機構 

 NF1Cを強制発現させるためflagをタグした安定型NF1CcDNA変異体をアデノウィルスベクターに

組み込み、HEC293細胞に遺伝子導入した。さらにNF1Cノックダウンの為SiRNAを用いた。AhR ｍRNA

及び蛋白発現変化をreal time PCR及びウェスタンブロッド法で解析した。 

NF1Cの過剰発現によりAhRプロモータ活性がいかに変化するかを解析する為、-130bpC/C及びT/T遺

伝子多型を有するAhRプロモータをルシフェラーゼ・リポータベクターに組み込み、ルシフェラー

ゼ活性を解析した。NF1Cを過剰発現すると-130bpC/C遺伝子型ではAhRプロモータ活性が有意に抑

制されたが、T/T遺伝子型では抑制を認めなかった。同様にNF1CをノックダウンしAhRプロモータ

活性の変化を解析した。-130bpC/C遺伝子型ではAhRプロモータ活性の有意な亢進が示され、-130bp 

T/T遺伝子型では有意な変化は観察されなかった。以上より、SNP-130bpがCアリルの場合、Tアリ

ルの場合より強くNF1Cと結合し、AhR転写活性を負に制御すること、及びSNP-130bpがCアリルの場

合、NF1Cの強制発現はAhRプロモータ活性を抑制し、NF1Cの発現抑制はAhRプロモータ活性を有意

に上昇させることが判明した。（図3-7）さらに、Flag NF1Cを強制発現したHEK293細胞を用い、

NF1C強制発現に伴うAhR発現レベルの変化を解析した。NF1C強制発現によりAhR発現は有意に抑制

された。Si RNAを用い、Hec293細胞でのNF1C発現を抑制すると、AhR発現レベルは有意に亢進した。

（図3-8）以上からNF1Cは、NF1C結合サイトに特異的に結合し、AhR-130bp Cアリルを特異的にAhR

発現を抑制することが明らかになった。 
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図(3)-7 
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図(3)-8 
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③ -130bp C/T SNPの子宮内膜癌進展への関与 

-130bpC/T SNPが子宮内膜癌進展にいかに関与するかを明らかにするため、正常健常人130例及

び内膜癌患者121例から血液を採取し、DNAを抽出した。ケース及びコントロール間で-130bp C/T 

SNPの遺伝子型頻度に有意差は無かった。しかしT/T遺伝子型はC/C及びC/Tに比し、進行癌患者に

おいて有意に高頻度に出現した。さらに正常子宮内膜組織と子宮体癌組織での発現を解析すると、

子宮体癌組織では、正常子宮内膜に比しAhR発現量が有意に高く、NF1C発現は有意に抑制されてい

た。（図3-8）AhR高発現、NF1C低発現は未分化子宮内膜癌において顕著であった。（図3-10） 

 AhR高発現、NF1C低発現が子宮内膜癌の進展にいかに関与するかを解析するためHHUA、HEC6子宮

内膜癌細胞及び、ヒト子宮内膜不死化細胞hEMに野生型NF1C及び活性型NF1C(NF1CS)を強制発現し

た。HHU及びHEC6子宮内膜細胞では、顕著な細胞増殖の抑制が観察されたが、ヒト子宮内膜不死化

細胞hEMでは、細胞増殖の抑制を認めなかった。（図3-10,b）次に、浸潤能及び運動能の解析を

Boydenchamberを用いて行った。NF1Cを強制発現すると、HHUA、HEC6子宮内膜癌細胞能の浸潤は有

意に抑制され、ヒト子宮内膜不死化細胞hEMの浸潤能は抑制されなかった。（図3-10,c）同様にNF1C

強制発現によりHHUA及びHEC6子宮内膜癌細胞の運動能は顕著に抑制されるが、ヒト子宮内膜不死

化細胞の運動能は抑制をうけなかった。これらのことから、NF1Cは子宮内膜癌細胞特異的に、そ

の増殖、浸潤、運動能を抑制することが明らかとなった。いかなるメカニズムにより、NF1Cによ

る癌細胞特異的な増殖、浸潤、運動能を抑制するのかを解析した。この目的のため、HHUA及びHEC6

子宮内膜癌細胞にNF1Cを強制発現した。NF1C強制発現により、AhR発現は有意に低下し、ビメンチ

ン、SNAIL1などの間葉系マーカーの発現抑制さらにはEカドヘリンなどの上皮系マーカーの高発現

が観察された。（図3-10）さらに、SiRNAによりNF1Cノックダウンを行った。NF1Cノックダウンに

より、HHUA、HEC6及びhEM細胞でのAhR発現レベルは亢進した。AhR高発現は、AhR SiRNAにより消

失した。HHUA、HEC6及びhEM細胞の増殖は、NF1C SiRNAにより亢進し、NF1C SiRNA+、AhR SiRNAに

より抑制された。NF1C SiRNAはコントロールSictnと比較し、これらの細胞増殖を亢進した。（図

3-11ｂ）NF1C SiRNAは、HHUA、HEC6及びhEM細胞の浸潤能を亢進させ、NF1C SiRNA+、AhR SiRNAは

浸潤能の亢進を消去した。同様にHHUA、HEC6及びhEM細胞の運動能についても、NF1C SiRNAは亢進

を誘導し、NF1C SiRNA+、AhR SiRNAはその亢進を消去した。（図3-11 c-d）さらに、NF1C SiRNA

はビメンチン及びSNAIL1などの間葉系マーカーの発現を導き、Eカドヘリンなどの上皮系マーカー

の発現を抑制した。NF1C SiRNA+、AhR SiRNAはNF1C SiRNAによるこれらの効果を完全に消去した。

（図3-11 a）以上の結果から、子宮内膜癌でのAhR高発現、NF1C低発現は癌細胞に上皮一間葉系以

降（Epithelial Mesenchymal Transition EMT）を導き、進行癌や、未分化癌への進展に関与する

と示唆された。 
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図(3)-9 
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図(3)-10 
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図(3)-11 
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④ ダイオキシン類高濃度曝露により出現する病態に関与するAhR下流シグナルの解析 

 下流シグナルの同定に関与する遺伝子群を同定するため、至適TCDD濃度の決定を行った。CYP1A1

発現レベルの変化を指標とした。その結果、TCDD10nMでCYP1A1発現の4亢進が観察されたため、以

降の解析にはTCDD10nMを用いた（図3-12） 

ヒト絨毛間質細胞の培養系を用い、TCDD非存在下におけるSNP-130 C/C及びT/T型におけるAhR 

mRNA及び蛋白発現レベルを解析した。T/T型ではC/C型と比較し、mRNA発現量が1.7倍、蛋白発現量

が2倍高値であった。ARNT発現量は両遺伝子間で変化を認めなかったが、AhR下流に存在し解毒に

関与するCYP1A1発現はC/C型に比しT/T型で有意に高値が示された。 

 ダイオキシン類曝露を原因とする病態形成に関与するAhR下流シグナルを同定するため、マイク

ロアレイ法による大容量遺伝子発現変化解析を行った。3個体のC/C型絨毛間質細胞及び3個体の

T/T型細胞を混合し0.1%(V/V) DMSO処理及び10nM TCDD処理を行った。TCDD処理に伴い発現上昇し

た遺伝子群はC/C型で221個、T/T型で211個存在した。一方、81遺伝子(C/C型)及び233遺伝子(T/T

型)は有意に発現抑制した。（図3-13）1.5倍を有意な発現変化の指標とした。TCDD存在下、C/C型

及びT/T型の両方で共通に、発現変化した24遺伝子に注目した。そのうち14遺伝子発現はT/T型で、

9遺伝子発現はC/C型で亢進していた。（図3-14）マイクロアレイ法よりTCDD応答性発現変化が示

された遺伝子群のうち様々な病態形成に関与することが知られているIL24、EDNRB、SERPINB2、

FAM43A、TIPRARP、及びNPTX1についてはReal-time RT-PCRによりマイクロアレイ法で示された発

現変化の再確認を行った。TCDD処理により、これら6種類の遺伝子mRNAレベルは有意に亢進してい

ることが示された。さらにSERPINB2はT/T型でC/C型と比較し有意に発現の低値を示したが残り5種

類の遺伝子mRNAレベルはいずれもT/T型で有意に高値が示された。（図3-15） 

 TCDDにより、AhR依存性発現亢進、及びC/C型に比較し、T/T型で有意な発現亢進を示すIL24及び

IL1βに着目した。IL24及びIL1βは様々な疾患の発症に関与する。このため、ダイオキシン類高

濃度被曝例として油症患者に着目した。2011年油症患者一斉検診時に採血し32例のC/C型及び32例

のT/T型についてIL24血中濃度及び各種ダイオキシン類濃度の測定を行った。遺伝子解析は九州大

学倫理審査委員会の了承及び油症患者に対する説明と合意のもとに実施した。 

 T/T型32名及びC/C型32名の油症患者背景を表11に示す。油症患者の性差、ダイオキシン類曝露

時の年齢、曝露から採血時までのインターバル、曝露からサイトカイン測定までのインターバル、

喫煙、魚介類摂取量などについて、C/C型及びT/T型の間で統計学的有意差を認めなかった。 

 IL24血中濃度はT/T型で180.9±43.2pg/m、C/C型59.1±15.8pg/m/とTT型で有意に高値であるこ

とが示された。しかしPCDD、PCB、PCDF及びTEQ濃度とIL24血中濃度の間には有意な正の相関は示

されなかった。（図3-19）一方、IL1β血中濃度はT/T型で61.5±68.0pg/m/、C/C型で171.5±

188.9pg/m/とC/C型で有意な高値が示された。（図3-17） 

マイクロアレイ法の感度が低いこと及びIL1βがIL24発現調節をしていることから、IL1β遺伝

子発現とヒト絨毛間質細胞をTCDD処理し、Real-time PCR法にて解析した。TCDD非存在下のIL1β

発現はC/C型に比しT/T型で有意に高値であった。さらにT/T型におけるTCDD応答性IL1β遺伝子発

現も有意に亢進し、発現増大はT/T型とC/C型の間で有意差を認めなかった。IL1β遺伝子発現がC/C

型で有意に高値である原因を明らかにするため、C/C型32例及びT/T型32例の油症患者血中ダイオ

キシン類濃度を測定した。その結果、Total PCDD濃度はC/C型とT/T型の間で有意差はなく、total 

PCDF及びtotal TEQはT/T型に比し、C/C型で高値であることが示された。加えて、total coplanar 
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PCB濃度はT/T型に比しC/C型で有意に高値であった。（図3-18） 

以上の結果から、C/C型におけるIL1β血中濃度は、血中ダイオキシン類濃度高値を原因として

いると示唆された。T/T型油症患者におけるIL24血中濃度が有意に高値であることから、血中ダイ

オキシン類が高濃度ではないダイオキシン類曝露次世代及び次々世代に発症する健康影響は、

AhR-130bp C/T SNP及びAhR下流のIL24シグナルが発症に関与すると強く示唆された。 

IL24には抗腫瘍効果があり、悪性腫瘍の治療への応用が試みられている。このため油症患者218

名のAhR遺伝子型を決定した結果、C/C型、C/T型188名、T/T型30名であった。既往歴から悪性腫瘍

発症の有無を調べた結果、12/188(C/C型及びC/T型)、0/30(T/T型)であった。統計学的有意差はな

いが、T/T型に悪性腫瘍の発生が低率である傾向が示された。一方、C/C型32名、T/T型32名の油症

患者における炎症性疾患罹患の既往を調査した。症例数が少なく、統計学的有意差を得ることは

出来なかったが、花粉症C/C型7/32例（21.9％）、T/T型13/32例（40.6％）、喘息C/C型3/32例（9.4％）

T/T型5/32例（15.6％）とT/T型に多発する傾向が認められた。（図3-21） 
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表(3)-1. 油症患者背景 

患者特性  Number (%) p value 
d
 

CC 型  TT 型 

患者  32  32   

性別    0.217 

男性  14 (43.8%)  19 (59.4%)   

女性  18 (56.4%)  13 (40.6%)   

採血時年齢(年)    0.672 

40-50  3 (9.4%)  1 (3.1%)   

50-60  2 (6.3%)  9 (28.1%)   

60-70  9 (28.1%)  4 (12.5%)   

70-80  9 (28.1%)  8 (25%)   

80-90  9 (28.1%)  10 (31.3%)   

曝露からの年数(年)    0.656 

   0-10  5 (15.6%)  8 (25%)   

   10-20  5 (15.6%)  3 (9.4%)   

   20-30  10 (31.3%)  9 (28.1%)   

   30-45  12 (37.5%)  12 (37.5%)   

曝露から採血までの年数(年)  42.3 ± 0.9 
a
 42.2 ±1.3

 a
    0.826 

曝露からサイトカイ測定までの年数(年)  1.0 ± 0.7 
a
 1.3 ±1.0 

a
 0.087 

喫煙状況    0.172 

  喫煙  2 (6.3%)  6 (18.8%)   

  喫煙なし  23 (71.9%)  21 (65.6%)   

  その他 
b
  7 (21.9%)  5 (15.6%)   

魚介類の摂収    0.596 

  毎日  2 (6.3%)  8 (25%)   

  3-4 回/週  15 (46.9%)  9 (28.1%)   

  1-2回/週  11 (34.4%)  10 (31.3%)   

  その他c
 4 (12.5%)  5 (15.6%)   

a  
平均値 ± 標準偏差  

b  喫煙を止めた患者  

c 
月に1回又は2回で魚介類を摂収する患者  

d  スチューデントのt検定 
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ダイオキシン類曝露次世代、次々世代のほとんどは油症として認定されておらない。このため、

油症一斉検診の受診率が低く、十分な症例数を解析することが出来なかった。このため、エコチ

ル調査委にエントリーした新生児2740人についてAhR-130C/T SNPの遺伝子を決定した。C/C型1194

例、C/T型1291例、T/T型255例で、これまで我々が解析した一般集団における遺伝子型頻度と有意

な差を認めなかった。今後これらの例について、前方視的に健康調査を行い、様々な炎症性疾患

の発生頻度を調べ、血中ダイオキシン類濃度の測定及びIL24及びIL1β血中濃度の解析を行い、AhR

遺伝子型の炎症性疾患発症への関与及びIL24、IL1βの炎症性疾患発症を予知するバイオマーカー

としての有効性について検証する予定である。 

 

５．本研究により得られた成果 

（１）科学的意義 

AhR-130bpにはC/T SNPが存在する。T/T型ではC/C型と比較し1.75倍のプロモータ活性の亢進が

認められる。AhR転写及び蛋白発現もそれぞれ1.75、2倍亢進する。T/T型ではNF1C転写抑制因子の

結合サイトが消失するためである。 

 ダイオキシン類高濃度曝露に伴い出現する健康影響に関与するAhR下流シグナルを明らかにす

るためヒト絨毛間質細胞を用いTCDD存在下及び非存在下での遺伝子発現変化をC/C型、T/T型細胞

別にマイクロアレイ法による解析を行った。マイクロアレイ法によりTCDD応答性発現変化を示し

たIL24、EDNRB、SERPINB2、FAM43A、TIPRARP及びNPTX1は様々な病態形成に関与することが知られ

ているためReal-time RT-PCRにより発現変化の再確認を行った。 

 ダイオキシン類高濃度被曝例として油症患者に着目した。2011年油症患者一斉検診時に採血し

た32例のC/C型及び32例のT/T型油症患者についてIL24血中濃度及び各種ダイオキシン類濃度の測

定を行った。遺伝子解析は九州大学倫理審査委員会の了承及び油症患者に対する説明と合意のも

とに実施した。IL24血中濃度はT/T型で180.9±43.2pg/m/、C/C型で59.1±15.8pg/mとT/T型で有意

に高値であることが示された。PCDD、PCB、PCDF及びTEQ濃度とIL24血中濃度には有意な正の相関

は示されなかった。マイクロアレイ法の感度が低いこと及びIL1βがIL24発現調節をしていること

からIL1β遺伝子発現をヒト絨毛間質細胞をTCDD処理しReal-time RT PCRにて解析した。T/T型で

TCDD応答性IL1β遺伝子発現は有意に亢進していた。しかしC/C型油症患者での血中ダイオキシン

類濃度はT/T型に比し高値であったためT/T型油症患者におけるIL1β血中濃度はC/C型と比較し有

意な低値を認めた。以上の結果から、血中ダイオキシン類が高濃度ではないダイオキシン類曝露

次世代及び次々世代に発生する健康影響はAhR-130bp C/T SNP及びAhR下流のIL1β及びIL24により

発症が誘導されることが強く示唆された。 

 

（２）環境政策への貢献 

＜行政が既に活用した成果＞ 

特に記載すべき事項はない 

 

＜行政が活用することが見込まれる成果＞ 

本研究によりヒトにおけるダイオキシン類への個体感受性にAhR-130bp C/T SNPが深く関与する

ことが明らかとなった。AhR T/T型ではC/C型と比較しプロモータ活性は1.75倍、AhR mRNA、蛋白
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量はそれぞれ1.75倍、2倍に発現亢進する。発現亢進したAhR蛋白は下流のIL1β及びIL24発現を亢

進する。油症患者血清を用い、ELIZA法でIL24血中濃度を測定した結果、T/T型油症患者では180.9

±43.2pg/mlとC/C型(59.1±15.8pg/ml)と約3倍の高値が示された。さらにPCDD,PCB,PCDF及びTEQ

濃度とIL24血中濃度には有意な正の相関がなく、AhRによるIL1βの活性化とは異なるシグナルに

よりIL24発現亢進を示すことが明らかになった。これらのことからAhR/IL24シグナルはダイオキ

シン類への個体感受性に深く関与しT/T型一般健常人におけるダイオキシン類摂取量に対する安

全基準の設定が必要であることを示唆する。さらにダイオキシン類曝露に伴い発生する病態の早

期予知にIL24血中濃度が有効なバイオマーカーとして活用できる可能性がある。個体別のダイオ

キシン類摂取のリスク評価や摂取量の耐用量設定は日本の将来を担うこどもの安全な環境の提供

に極めて重大な意義を有し、環境政策の立案に反映されねばならないことである。 
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[Abstract] 
 

Key Words:  Genome diversity, Endometrial cancer, AhR -130bp C/T SNP, AhR 

transcription, serum IL24 concentration, 

 

Transcriptional regulation by AhR -130 C/T SNP 

AhR -130 T/T genotype expressed 1.7 folds and 2.0 folds higher mRNA and 

protein levels compared to that in C/C genotype, respectively. AhR -130 T/T genotype is 

associated with human endometrial cancer progression through eliciting the Epithelial – 

Mesenchymal Transition(EMT). 

 The microarray analysis identified IL24 gene and others of which expression were 

upregulated in response to TCDD. Additionally expression levels of IL24 in the absence 

of TCDD were significantly higher in AhR -130 T/T genotype than that in AhR -130 C/C 

genotype, implicating the TCDD – independent and AhR dependent transcriptional 

regulation of AhR. 

 We focused yusho patients as examples exposed to high levels of dioxins. We 

measured the serum levels of IL24 in 64 yusho patients including each 32 T/T genotypes 

and 32 C/C genotypes. The serum IL-24 level for T/T genotypes (180.9± 43.2 pg/ml) 

was significantly higher (P=0.01) than that for the C/C genotype (59.1±15.8pg/ml) 

However there was no positive correlation between serum dioxins concentration and 

serum IL24 levels in yusho patients with either genotype.  

 These findings implicate the availability of AhR -130 C/T SNP and serum IL24 

concentration to biomarkers that are able to predict pathological outcomes by dioxins 

exposure in humans. 
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