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研究要旨 我々は、妊娠ラットへの 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 曝
露により、胎児脳下垂体の黄体形成ホルモン (LH) 低下を起点とする成長後の性
未成熟が惹起することを明らかにしている。更に、TCDD は胎児視床下部にお
いて、TCA 回路の必須補酵素である -lipoic acid (LA) と共に ATP を減少させ、
TCDD 曝露母体への LA の補給によって上記の胎児 LH 低下が回復すること
も見出している。本研究では、エネルギー産生停滞と LH 低下に対する LA の
寄与をより明確にするため、他の TCA 回路補酵素である thiamine の保護効果
を検証すると共に、LA の効果や減少の機構を解析した。その結果、TCDD 曝露
母への thiamine 補給によっても、胎児の ATP および LH は有意に回復したが、
その程度は LA よりも弱かった。すなわち、TCDD による胎児エネルギー産生
撹乱と LH 抑制には、LA 低下の寄与が大きいことが確認できた。さらに、ATP 
低下と合致して、TCDD は低エネルギー状態で活性化される AMP 活性化プロ
テインキナーゼ (AMPK) の活性化を亢進し、母体への LA 補給はこれを完全に
抑制した。さらに、LH 合成の上位制御因子であるゴナドトロピン放出ホルモン 
(GnRH) の受容体の発現低下も LA 補給によって改善した。AMPK は脳下垂体
における LH 合成を抑制することから、TCDD はエネルギー減少を通した 
AMPK 活性化に基づいて GnRH 受容体ひいては LH 合成を低下させ、LA は
これに拮抗する可能性が考えられた。LA 減少の機構解析のため、胎児視床下部
における LA 合成系酵素の発現変動を解析した結果、いずれの mRNA 発現量
にも変化は観察されなかった。従って、TCDD は LA の合成に関わる酵素の発
現変動以外の作用を通して LA を減少させ、児の障害を惹起する可能性が示唆
された。 

 

Ａ．研究目的 
 ダイオキシンの妊娠期曝露は、出生児に
性未成熟等の様々な発育障害を惹起する 
(1)。これらの多くは、発現に要する用量
が小さく、成長後も影響が継続するため問
題が大きい。当教室ではこれまでに、 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD; 
1 g/kg、経口) の妊娠ラットへの曝露によ
り、胎児脳下垂体において luteinizing 
hormone (LH) が低下し、出生・成熟後に
交尾行動障害が惹起されることを明らか

にしている（2, 3）。さらに、TCDD は TCA 
回路の必須補酵素である  -lipoic acid 
(LA) を胎児脳内において減少させること、
さらには TCDD 曝露母体への LA 補給
により胎児の LH 低下が改善する事実を
見出している (4)。昨年度の研究では、LH 
低下に対する LA の保護効果の特異性を
調べるため、LA と共に TCA 回路の必須
補酵素である thiamine を用いた検討を実
施した。その結果、thiamine の補給による 
LH の発現回復は有意ではあったが充分



ではなかった (平成 26 年度分担研究報
告書)。この検討では、単一用量での自由
飲水法によって thiamine の効果を評価し
たため、この結果のみで結論づけることは
できないが、TCDD による胎児障害とこ
れに対する LA の回復には、LA 特異的
な作用の寄与が大きいことが示唆された。
本年度の研究ではまず、エネルギー産生低
下と LH 低下に対する LA の寄与をより
明確に理解するため、生体利用率と胎児移
行性の向上が期待できる尾静脈投与法に
切り替えて、thiamine による保護効果の用
量依存性を精査した。さらに、TCDD に
よる胎児障害に対する LA 特異的作用と
これの減少の機構に関しても検討を実施
した。 
 
Ｂ．研究方法   
1. 実験動物および薬物処理 
 Wistar 系雌性ラット (7-10 週齢) を、
雄性ラット (10-30 週齢) と一晩交配し、
翌日朝に膣内に精子が確認された日を妊
娠 0 日目とした。妊娠 15 日目の母ラッ
トに LA (20 mg/kg/100 L DMSO) または
thiamine 誘 導 体 で あ る  thiamine 
tetrahydrofurfuryl disulfide (以下 thiamine; 
5, 50 および 250 mg/kg/100 L DMSO) を
尾静脈内投与したのち、TCDD (1 g/kg/2 
mL コーン油) を単回経口投与した。対照
群には、それぞれの溶媒のみを投与した。
妊娠 16~20 日目に、一日一回初回と同用
量の LA あるいは thiamine を尾静脈内
投与したのち、妊娠 20 日目の雄胎児より
組織を採取した。 
2. リアルタイム RT-PCR 法 
 採取した組織より total RNA を抽出し、
PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser 
(タカラバイオ社) を用いて cDNA を合
成した (5)。これを鋳型とし、Fast SYBR 
Green Master Mix (Life Technologies  社) 
を用いて目的タンパク質の mRNA 発量
を解析した。標的遺伝子の  mRNA の 

threshold cycle (Ct) 値を -actin mRNA の 
Ct 値で補正したのち、対照群に対する割
合として解析した。 
3. イムノブロット解析 
 採取した胎児視床下部をただちにホモ
ジナイズしたのち、1,000 x g で 10 分間
遠心分離した。得られた上清を用いて、
AMP-activated protein kinase (AMPK) とそ
のリン酸化体の発現量を解析した。一次抗
体は、rabbit anti-human AMPK IgG およ
び  rabbit anti-human phospho AMPK 
(Thr172) IgG ( と も に  Cell Signaling 
Technology 社 ) を用いた。Horseradish 
peroxidase 標識二次抗体にて検出したの
ち、全  AMPK に対するリン酸化 
AMPK の割合を活性化 AMPK の割合
として算出した。 
 (倫理面への配慮) 
 本研究における動物実験は、「九州大学
動物実験規則」第 12 条第 4 号に基づき、
動物実験委員会による実験計画の承認の
もとに、動物の苦痛を可能な限り軽減して
実施した。動物実験承認番号：A25-061-0~3。 
 
C. 研究結果  
 TCDD 依存的な胎児脳内の ATP 減少
に対する thiamine および LA 補給の効
果を比較検討した結果、 50 mg/kg の 
thiamine 併用によって有意な回復が見ら
れたが、LA に比較してその程度は小さか
った (Fig. 1A)。また、thiamine 補給は脳
下垂体の LH 発現低下を有意に改善し
たが、LA とは異なり正常レベルにまでの
回復は見られなかった (Fig. 1B)。 
 LA による保護効果の機構解析のため、
低エネルギー状態によって活性化され、
LH 合成を抑制するエネルギーセンサー
タンパク質である AMPK (6-8) に着目し、
これの活性化に及ぼす影響を検討した。そ
の結果、TCDD 母体曝露によって脳内の 
AMPK のリン酸化 (活性化) が亢進し、
これは LA の共処理により抑制されるこ



とが明らかになった (Fig. 2)。これと関連
して、LH 合成の上位制御因子である 
gonadotropin-releasing hormone (GnRH) の
受容体の TCDD 依存的な減少に対して、
LA は正常レベルにまで改善させた (Fig. 
3)。視床下部における GnRH および LH 
合 成 抑 制 因 子 で あ る  
gonadotropin-inhibitory hormone の mRNA 
水準に対しては、TCDD ならびに LA と
もに影響を与えなかった (Fig. 3)。 
 LA 減少の機構解析の一環として、胎児
視床下部における LA 合成系酵素群の発
現変動を解析した。その結果、本検討で対
象とした 4 種の酵素の発現水準 (mRNA
水準) に対しても、TCDD による影響は
見られなかった (Fig. 4)。 
 
D. 考察 
本年度の研究では第一に、胎児脳におけ
るエネルギー減少と LH 合成低下に対す
る LA の寄与を明確にするため、LA と
共に  TCA 回路の必須補酵素である 
thiamine の保護効果を検討した。本検討に
当たっては、マウスへの thiamine の尾静
脈投与における半数致死量が  100~125 
mg/kg であることに基づき (9)、効果が期
待できる用量である 50 mg/kg を中心と
して用量依存性を評価した。その結果、
TCDD 曝露母体への thiamine の補給に
より、50 mg/kg の用量においては胎児脳
内の ATP ならびに LH の発現は有意
に回復したが、LA に比較して効果の程度
は明らかに小さかった。一方、最高用量で
ある 250 mg/kg では thiamine の効果は
消失したが、これは過量投与によって毒性
が生じたためと思われる。関連して、胎生
致死や生存児の低体重も同条件下で観察
された (データ未掲載)。以上の結果から、
TCDD による胎児脳内エネルギー低下な
らびに LH 抑制は、LA 低下の寄与が大
きいと考えられた。 
 LA は TCA 回路の必須補酵素として

の役割に加えて、AMPK の活性抑制作用
を有する (7)。AMPK は、低エネルギー
状態に応答してリン酸化 (活性化) され、
GnRH 依存的あるいは脳下垂体への直接
的な作用を通して LH 合成・分泌を抑制
することが知られている (8, 9)。本研究に
より、1) TCDD 母体曝露による胎児脳内  
AMPK のリン酸化の亢進、ならびに 2) 
LA 補給によるその消失の 2 点が確認さ
れた。このことから、TCDD 依存的な LH 
抑制に対する LA の保護効果の機構の一
つには、TCDD 依存的なエネルギー産生
停滞を通した AMPK 活性化の抑制が寄
与する可能性が考えられる。現在のところ、
AMPK 活性化によって LH 合成が抑制
される詳細メカニズムは理解されていな
いため、今後の研究が望まれる。しかし、
本研究において LA 補給が GnRH の受
容体の発現低下を正常水準にまで回復さ
せたことから、TCDD 依存的な AMPK 
活性化が GnRH 受容体の発現低下に基
づいて LH 合成を低下させ、LA はこれ
を抑制することで効果を示すという一連
の機構が推定される。今後、この検証を通
して  TCDD による  LH 抑制に対する 
LA 効果の機構を明らかにしていくこと
が重要と考えられる。 
 TCDD は胎児脳内の LA 合成系酵素群
の発現自体には影響を与えなった。また、
昨年度の検討では、LA の分解酵素や利用
に関わる酵素の mRNA 水準も検討して
いるが、これらも TCDD による影響は確
認されていない (平成 26 年度分担研究
報告書)。以上のことから、TCDD は、合
成や分解・利用に関わる酵素の発現水準へ
の影響以外の機構によって胎児脳内の 
LA を減少させ、LH を低下させると考え
られる。LA 合成は、SH 供与体の存在下
でオクタン酸を原料として LA 合成酵素
によって触媒されるが (10, 11)、未だ本反
応の制御機構に関しては不明な点が多い。
現在、TCDD が SH 供与体や LA 合成酵



素の活性中心である鉄-硫黄クラスターに
対して影響を及ぼすことで LA 合成を抑
制する可能性に着目した取り組みを実施
している。 
 
E. 結論 
 TCDD による胎児エネルギー産生撹乱
と LH 抑制は、本ダイオキシン依存的な
LA 抑制の寄与が大きいことが明らかに
なった。この回復機構の一つには、AMPK 
活性化と GnRH 受容体の発現低下に対
する拮抗作用が寄与する可能性が示唆さ
れた。 
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