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研究要旨 本研究では、ダイオキシン毒性の新たな軽減策の創出を目指す取り組
みとして、2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) の 4 つの塩素原子をフッ素
原子に置換した 2,3,7,8-tetrafluorodibenzo-p-dioxin (TFDD) を合成し、その生体毒
性ならびにダイオキシンに対する拮抗作用を検討した。雄ラットに TFDD (1〜
1000 g/kg) を単回経口投与し、投与 1 日後および 7 日後において体重変化、
臓器重量およびダイオキシンにより誘導する遺伝子である cytochrome P450 
(CYP) 1A1 の酵素活性を測定した。その結果、TCDD によって起こる肝肥大、
胸腺萎縮、体重増加抑制ならびに CYP1A1 活性誘導のいずれに関しても、TFDD 
投与によっては全く観察されなかった。さらに、ヒト乳がん細胞株である T47D 
細胞に対して、TCDD (500 pM) と共に TFDD (100 fM〜10 M) を併用処理した
ところ、100 nM 以上の TFDD 併用によって TCDD 依存的な CYP1A1 発現誘
導が抑制された。これらの結果から、TFDD はラットへの単回経口投与によっ
てはダイオキシン様の急性毒性を示さないこと、ならびに細胞レベルで TCDD 
に対して拮抗作用を持つことが明らかになった。 

 

Ａ．研究目的 
 ダイオキシン類は、消耗症状、肝毒性な
らびに免疫毒性などの様々な急性毒性を
惹起する (1)。また、妊娠期母体の比較的
低用量の曝露によって、出生児に種々の発
育障害が生起する (2)。カネミ油症等の被
害者の追跡調査や疫学的研究の蓄積から、
ダイオキシンが人体に及ぼす影響の大き
さが危惧されており、早期の治療および予
防法の確立が求められている。 
 ダイオキシンによる毒性発現には、芳香
族 炭 化水 素 受容 体  (aryl hydrocarbon 
receptor; AHR) が重要な役割を担うと考
えられている (3)。すなわち、AHR はダ
イオキシンとの結合により核内へと移行
し、cytochrome P450 (CYP) 1A1 等の標的
遺伝子の転写調節領域に存在する 
xenobiotic responsive element (XRE) への
結合を介して、これらの発現を変動させる。
変動遺伝子は数百種類も存在し (4)、これ

らが複合的に毒性に寄与すると考えられ
ている。従って、ダイオキシン類の治療方
策を考える上では、AHR を標的とした戦
略が有効であることは論を待たない。この
ような背景のもと、現在までに多くの研究
が行われており、複数の食品成分が AHR 
活性化を抑制し、ダイオキシン毒性を抑制
する可能性が見出されている (5)。しかし、
バイオアベイラビリティや AHR に対す
る親和性あるいは特異性の問題等から、い
ずれも生体内において充分な軽減効果は
得られていない。 
 本研究では、AHR への親和性が最も高
いダイオキシン同族体として知られる 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 
(1) (Fig. 1) の構造上の利点に着目し、 
TCDD の塩素原子を全てフッ素原子に置
換した  2,3,7,8-tetrafluorodibenzo-p-dioxin 
(TFDD) (Fig. 1) を新規に合成した。通常、
ダイオキシン類は生体への高い蓄積性に



よって強い毒性作用を示すが、TFDD は
生体内において比較的代謝されやすいこ
とが報告されている (6)。従って、もし 
TFDD が TCDD と同様に AHR への高
い親和性や特異性を有する一方で、体内貯
留性が低いならば、より低毒性かつ選択的
なダイオキシン拮抗剤として期待される。
しかし、TFDD 自身の AHR 結合力や活性
化能力ならびに生体影響は全く不明であ
る。そこで本研究では、TFDD 自身がダ
イオキシン様の急性毒性を惹起するか否
かを検証すると共に、TCDD による AHR 
活性化に対する拮抗作用を検討した。 
 
Ｂ．研究方法 
1. 動物実験 
 TFDD は、林純薬工業株式会社に委託
して合成した。5 週齢の Wistar 系雄性ラ
ットに、TFDD (1, 10, 100 および 1,000 
g/kg)、TCDD (60 g/kg) あるいは対照群
としてコーン油を単回経口投与し、投与翌
日より 1 日 1 回体重を測定した。投与 1 
日後または 7 日後に組織を採取したのち、
肝臓は 4 倍量の 1 M Tris-HCl (pH7.4) に
てホモジナイズした。9,000 x g で 25 分
間遠心分離したのち、得られた上清 (S9) 
を以下の実験に供した。 
2. 細胞培養 
 T47D 細胞は、48 穴プレートに播種し、
DMEM (10% 牛胎児血清含有 ) 中にて 
37°C、5% CO2 下で培養した。接着を確認
したのち、TCDD (500 pM) を添加した 
DMEM に置換して継続培養した。1 時間
後、TFDD (100 fM〜10 M) を培地中に添
加してさらに 23 時間培養したのち、細胞
を回収した。細胞は、50 mM Tris-HCl に
て懸濁し、以下の実験に供した。 
3. CYP1A1 活性測定 
 肝  S9 および  T47D 細胞における 
CYP1A1 活性は、7-ethoxyresorufin の O-
脱アルキル化反応により生じる resorufin 
の蛍光測定により算出した (励起光: 544 

nm; 測定光: 590 nm) (7)。反応に用いたタ
ンパク質量および反応時間はそれぞれ以
下の通りである。肝 S9: 200 g、3 分; 
T47D 細胞: 50 g、2 時間。 
4. CYP1A1 タンパク質発現 
 T47D 細胞溶解液を用い、イムノブロッ
ト法によって CYP1A1 タンパク質発現
を解析した。さらに、標準タンパク質とし
て -actin も検出した。電気泳動に用いた
細胞溶解液のタンパク質量：5 g。 
 
(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：A28-209-0。 
 
C. 研究結果  
 まず、TFDD が AHR 活性化を通して
生体毒性を示すか否かを明らかにするた
め、ダイオキシン曝露によって起こる肝肥
大、胸腺萎縮、体重増加抑制ならびに 
CYP1A1 の活性誘導を指標として検討を
実施した。ラットに TFDD を 1〜1,000 
g/kg の用量で単回経口投与したのち、投
与 1 日後および 7 日後に組織を摘出し
て解析を行った。その結果、肝肥大、胸腺
萎縮ならびに体重増加抑制のいずれの急
性毒性も、TFDD によっては全く認めら
れなかった (Fig. 2A and 2B)。さらに、こ
れらと合致して、AHR 活性化によって誘
導される CYP1A1 の酵素活性にも変化
は観察されなかった (Fig. 2C)。 
 一方、TFDD が肝臓および胸腺以外の
臓器重量に与える影響を調べた結果、投与 
1 日後においては腎臓および心臓の萎縮
と肺の肥大化が確認された (Fig. 3)。また、
投与 7 日後においては心臓の萎縮のみは
継続して見られ、加えて脾臓の肥大が惹起
された (Fig. 3)。 
 次に、TCDD による AHR 活性化に対



する TFDD の拮抗作用を調べるため、
T47D 細胞を用いて  CYP1A1 のタンパ
ク質発現ならびに活性を指標として検討
を行った。その結果、500 pM の TCDD 処
理によって、CYP1A1 発現ならびに酵素
活性は顕著に誘導したが、どちらも 
TFDD 併用によって 100 nM 以上では用
量依存的に抑制される傾向が観察された。
本検討において、CYP1A1 活性を指標と
する TFDD の 50% 阻害濃度は、45.9 ± 
3.1 nM と算出された。一方、TFDD の単
独処理においては、CYP1A1 活性に対す
る影響は観察されなかった (Fig. 4C)。 
 
D. 考察 
 本研究では、ラットへの TCDD の単回
経口投与によって起こる体重増加抑制や 
CYP1A1 発現誘導の 50% 効果量が、10 
g/kg 前後であるとの知見 (8) に基づき、
同様な TFDD 処理によっても急性毒性
が惹起するか否かを検討した。その結果、
1 mg/kg までの用量の TFDD の単回経口
投与によっては、肝肥大、胸腺萎縮、体重
増加抑制および CYP1A1 活性の誘導の
いずれも観察されず、TFDD は生体内に
おいてダイオキシン様の急性毒性を示さ
ないことが示唆された。本研究では、組織
中の TFDD レベルは測定しておらず、投
与した TFDD が充分ではなかった可能
性は否定できない。事実、マウス腹腔内に 
TFDD を投与した場合、24 時間後には肝
臓中レベルが投与量の 1~2 % 程度にま
で減少することが報告されている (9)。し
かし、毒性が充分に認められる TCDD 量
の 100 倍量の TFDD を与えても全く影
響が見られなかったことを踏まえると、一
過的な TFDD 処理によっては、ダイオキ
シン様の急性毒性作用を有さないか、ある
いは非常に弱いと考えるのが妥当と思わ
れる。新たなダイオキシン拮抗剤としての 
TFDD の有用性を提示するため、引き続
き組織中の TFDD レベルを正確に把握

すると共に、長期的または継続的な処理に
よる影響の有無についても精査していく
ことが必要であろう。 
 本研究では、AHR を発現するヒト乳腺
がん細胞株である T47D 細胞を用いて、
TCDD による  AHR 活性化に対する 
TFDD の拮抗作用を検討した。その結果、
TFDD は  TCDD 依存的な  CYP1A1 の
誘導を用量依存的に抑制することが明ら
かになった。また、500 pM TCDD による 
CYP1A1 誘導に対する  TFDD の  50% 
阻害濃度は 45.9 nM であったことから、
TFDD は TCDD の約 100 倍高い濃度を
処理することで拮抗作用を示すことも確
認された。一方、10 M までの TFDD 単
独処理では、CYP1A1 の誘導は全く観察
されなかった。従って、TFDD 自身は 
AHR 活性化を起こさず、ダイオキシンに
よる AHR 活性化に対して拮抗作用を持
つことが示唆された。先述の通り、本研究
では  TCDD が毒性を惹起する用量の 
100 倍量の TFDD をラットに与えても
ダイオキシン様の急性毒性が見られなか
った事実を合わせて考えると、TFDD は
生体に対して毒性を示さずに、ダイオキシ
ン毒性を軽減しうることが期待される。今
後、阻害効果を示す用量関係を踏まえ、生
体毒性に対する拮抗作用について検証を
進めていきたい。 
 本研究においては、TFDD が腎臓、心
臓、肺および脾臓の萎縮あるいは肥大化を
惹起することを確認した。しかし、その殆
どが軽微な重量変化であった。ただし、心
臓の萎縮のみは、投与 1 日後に止まらず、
投与 7 日後にまで継続して見られたため、
この点については注視すべきであるかも
しれない。関連して、フッ素化炭化水素は、
心臓の機能を障害することが報告されて
おり (10)、フッ素化合物の中には心臓に
おいて酸化的ストレスを亢進させ、ミトコ
ンドリア機能障害を惹起するものもある
と言う (11)。従って、TFDD も同様の機



構によって心臓に影響を及ぼす可能性は
否定できない。これらの組織への影響の実
態を明確にしていくことも、ダイオキシン
毒性軽減剤としての有用性を担保する上
で重要と思われる。 
 
E. 結論 
 TFDD の単回経口投与は、1 mg/kg まで
の用量では AHR 活性化作用を示す可能
性は低く、典型的なダイオキシン様急性毒
性を示さないことが確認された。さらに、
細胞レベルにおいては、TFDD は TCDD 
依存的な AHR 活性化に対して抑制作用
を持つことが明らかになった。 
 
F. 研究発表 
特になし。 
 
G. 知的財産権の出願・登録状況 
特になし。 
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