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研究要旨  

思春期芳香族炭化水素受容体 (AHR)欠損ラットにおいて精巣成長関連因子の発

現に変動が見られたことから、本年度は AHR 欠損ラットの胎児期の精巣におけ

るそれら種々の因子についての解析を行った。解析の際、野生型と AHR 欠損型

の比較を行うだけでなく、妊娠母体に gestational day (GD)15 で  1 µg/kg の 
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) を経口投与し、GD20 でサンプリングを

行うことでダイオキシンによる次世代毒性についても検討を行った。その結果、

AHR 欠損により精巣や精子の形成に関わる因子である FGF (fibroblast growth 
factor) およびその受容体である FGFR (FGF receptor) に関して、思春期では 
FGF1, FGF2, FGFR1, FGFR3 は mRNA 発現量が増加、FGF9 は mRNA 発現量が

減少していた (R5 年度報告)。一方、胎児期においては、FGF1, FGF2, FGFR1, 
FGFR3 は mRNA 発現量が減少、FGF9 は mRNA 発現量が増加と逆向きの変動

が起こっていることが明らかとなった。また、胎児期の FGF 類の発現量に関し

ては TCDD による変動は見られなかった。加えて、コレステロールのミトコン

ドリアへの輸送に関与する steroid genic acute regulatory protein (StAR) やテストス

テロン合成酵素についても胎児精巣で解析を行ったところ、StAR や 3b-
hydroxysteroid dehydrogenase (3b-HSD)には TCDD により有意ではないものの抑制

傾向があった。StAR は AHR 欠損により野生型の発現レベルより低下する傾向

があり TCDD 依存性の変動はなくなった。3b-HSD については、AHR 欠損の影

響は明確ではなかった。野生型において胎児精巣 17b-HSD、CYP11A1、CYP17
は、TCDD により有意に mRNA レベルが低下した。また、AHR 欠損により、

TCDD による抑制作用が認められなくなった。従って、17b-HSD、CYP11A1、
CYP17 は、AHR 依存的な変動をしていることが明らかとなった。胎児期のテス

トステロン合成酵素の発現低下には AHR が関与し、これが TCDD 母体曝露によ

る胎児期のテストステロン低下、出生後の性未成熟に関与することが示唆され

た。 
 

 

Ａ．研究目的 

 妊娠期のダイオキシン曝露による性未

成熟等の出生児発育障害は、低用量で発現

し、影響が長期間持続するため問題である 
(1)。当教室では、最強毒性ダイオキシンで

あ る  2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD; 1 µg/kg、経口) の妊娠ラットへの

曝露により、出生前後の限定された時期に

脳下垂体 luteinizing hormone (LH) が低下

し、これを起点として成長後の性未成熟が

固着することを報告している（2, 3）。更に、

別の脳下垂体ホルモンである 成長ホルモ

ンの発現も TCDD 母体暴露により胎児期

に減少させ、これと付随して低体重や低体

長が生じることも見出している (4, 5)。多
くのダイオキシン毒性発現には、aryl 

67



hydrocarbon receptor (AHR) 活性化が重要

であるが (6)、周産期における胎児/新生児

脳下垂体の LH 合成、精巣での性ホルモン

合成については、未解明な点が多い。また、

発達過程、思春期における精巣と性ホルモ

ン合成への AHR の関与については、分か

っていない。 
芳 香 族 炭 化 水 素 受 容 体  (aryl 

hydrocarbon receptor, AHR) は、細胞質に存

在するリガンド活性化型の転写因子であ

る。リガンドと結合することで活性化され

核内に移行する。核内に移行した AHR は、

AHR nuclear translocator (Arnt) とヘテロダ

イマーを形成し、 xenobiotic responsive 
element  (XRE) に結合して、標的遺伝子

の転写制御を行う (7)。  AHR は全身の組

織に発現し、この転写制御を介して、薬物

代謝経路及び毒性発現経路を仲介する。 
  これまで行われた AHR 欠損動物を用い

た研究から、AHR は脳 (8) 、肝臓 (9) 、
腸 (10) 、生殖腺 (11) 、様々な組織におい

て重要な役割を果すと考えられている。そ

の中でも、生殖腺は生殖機能の発達に重要

であり、生殖機能は動物種の繁殖、生存に

とって必要不可欠であるため、その機構の

解明は非常に重要である。AHR 欠損が生

殖腺に与える影響として、雌の卵巣の矮小

化、性周期の異常、卵胞発達の異常、排卵

数の低下など、卵巣への様々な影響が見ら

れている (12) 。その機構として、AHR 欠

損によりアロマターゼの転写が抑制され

ることが考えられている (13)。一方、雄で

は、AHR が、老齢期での精子機能の老化

に寄与することが示唆されているが (11)、
発達過程における AHR の機能に関しては、

まだ報告されていない。 
 当研究室では、AHR 欠損 (KO) ラット

を作成し、ダイオキシンによる肝毒性発現

における AHR の関与について研究を行っ

ている (14)。また、同ラットを用いて、ダ

イオキシン非投与条件下においても、

AHR 欠損による影響が解析されている。

その中で、成熟期における精巣の機能低下

や形態学的異常、さらに交尾行動における

異常が確認された (平成 27 年度分担研究

報告)。また、胎児期において、脳下垂体ホ

ルモンである LHb および、性ステロイド

合成の律速過程の中心的役割を担う 
StAR (steroidogenic acute-regulatory protein) 
の mRNA 発現が AHR 欠損により、胎生

20日 (gestational day 20, GD20)において低

下することが確認されたことから (15)、
AHR には胎児期の性ステロイド合成を介

して性成熟および生殖機能に重要な役割

があることが示唆された。これまでの当研

究室の研究成果から、AHR 欠損ラットで

は上述のように雄の生殖機能の低下が顕

著であることが示唆されている。しかし、

その機構には未だ不明な点が多く残され

ている。平成 30 年度および令和元年度の

検討により、WT と AHR ヘテロ欠損雄

胎児間で AHR の LHβ の XRE 配列へ

の結合能に有意な差は見られなかった。一

方、GD18 において脳下垂体の LH産生細

胞への分化に関与する因子、GATA2, Pitx1
および Prop1 の発現の有意な低下を認め

た。AHR は胎児期の脳下垂体に作用し LH
産生細胞への分化に重要な役割を示す可

能性が浮上した。また、令和 2 年度、AHR
欠損が PND28 において脳の雄優位の性的

二型核 (sexually dimorphic nucleus of the 
preoptic area, SDN-POA)の体積を有意に低
下させることも示唆された。思春期の生殖腺

の発達への寄与と作用機構の解明を目指

し、testosterone 低下の機構について検証す

る中で、精巣重量の低下を見出した。 
線維芽細胞成長因子  fibroblast growth 
factor (FGF) は、発生、細胞増殖、代謝調

節、創傷治癒および修復など、複数の生物

学的機能を有していることが報告されて

いる (16)。FGF は精巣での発現が確認さ

れており (16)、FGF はその受容体である

FGF 受容体 (FGFR) に作用して効果を発

揮する (17)。このため、FGF及び FGFR の
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発現への AHR-KO の影響を調べた。その

結果、精巣に発現する FGF1, FGF2, FGFR1
及び FGFR3 すべてにおいて AHR-KO ラ
ットで有意に増加することが明らかにな

った。これらのことから、精巣重量の低下

への代償的応答として、精巣の成長に関与

する FGF 及び FGFR の発現が増加するこ

とが強く示唆された。 
R3 年度は、FGF の機能に重要な HSPG 

(heparan sulfate proteoglycan)とその関連遺
伝子 glypicanおよび syndecanについて検討
したところ glypicanの一部の分子種に有意な
抑制が観察された。R4 年度は、ステロイド

ホルモンの合成に関与する酵素およびス

テロイド硫酸化の調節に重要な酵素につ

いて検討した。また、HSPG の硫酸化酵素

に着目するとともに、これらに共通な硫酸

供与体 PAPS の合成酵素 mRNA レベルに

ついても変動を明らかにした。 
これらの結果はすべて精巣における解

析であり、他の臓器でも同様の変動が起こ

るは明らかになっていない。そこで R5 年

度は、これらの AHR 欠損による影響が

他のステロイド産生臓器である副腎や上

位制御器官の視床下部でも起こりうるの

か、またその機構を明らかにすることを目

的として研究を行い、精巣特異的であるこ

とを見出した。 
R6 年度は、野生型と AHR 欠損型の胎

児期での FGF 及び FGFR の発現の比較を

行うだけでなく、TCDD による次世代毒性

についても検討を行い、GD20 胎児精巣で

のテストステロン合成系酵素の mRNA 発

現を調べた。 
 
Ｂ．研究方法 

 
1. 動物実験 
 AHR-KO ラ ッ ト は 、 XTNTM TAL 
nuclease ベクターを用いて作出した (14)。
遺伝子型の判別は、出生児の尾あるいは耳

小片よりゲノム DNA を抽出し、AhR 遺

伝子をコードするプライマーを用いた 
PCR によって行った。 
1-1. 児の AHR 遺伝子型間での比較 
 雌雄の AHR-Het ラットを一晩交配し、

翌朝膣内に精子が確認された場合、その日

を妊娠 0 日目とした。出生後の成熟に対

する影響を調べるため、母ラットを自然に

出産させたのち、生後 21目において離乳

させた。遺伝子型を判別したのち、継続飼

育を行い、AHR-Het ラットを交配して、系

統維持を行った。  
 
1.2 ダイオキシン次世代影響 
雌雄の AHR-Het ラットを一晩交配し、翌

朝膣内に精子が確認された場合、その日を

妊娠 0 日目とした。妊娠 15日目に 1 µg/kg 
の TCDD を経口投与し、GD20 でサンプ

リングを行った。遺伝子型の判別は胎児の

尾よりゲノム DNA を採取し、AHR 遺伝
子をコードするプライマーを用いた PCR 
によって行った。これらにより、野生型と

AHR 欠損型の比較を行うだけでなく、ダ

イオキシンによる次世代毒性についても

検討を行った。胎児より肝臓、視床下部、

下垂体、精巣および血液を採取した。 
 
2. リアルタイム RT-PCR 法 
 組織より total RNA を抽出したのち、

PrimeScript RT reagent kit with gDNA Eraser 
(タカラバイオ社) を用いて cDNA を合

成した (18)。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 発現

変動を解析した。解析は、ターゲット 
mRNA の threshold cycle (Ct) 値を b-actin 
mRNA の Ct 値で補正した。 
 
 
(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
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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：A22-068及
び A24-137-0。遺伝子組換え実験は、「九州

大学遺伝子組換え実験安全管理規則」第 
10 条第 2 項の規定に基づき、委員会の承

認を得て行った (承認番号: 1-9及び 6-7)。 
 
C. 研究結果  
 
AHR 欠損により精巣や精子の形成に関わ

る 因 子 で あ る  FGF (fibroblast growth 
factor) およびその受容体である  FGFR 
(FGF receptor) に関して、思春期では 
FGF1,FGF2,FGFR1,FGFR3 は mRNA 発現

量が増加、FGF9 は mRNA 発現量が減少

していた (R5 年度報告)。一方、R6 年で検

討した胎児期においては、AHR 欠損によ

り精巣の FGF1, FGF2,FGFR1,FGFR3 は
mRNA 発現量が減少、FGF9 は  mRNA 
発現量が増加と逆向きの変動が起こって

いることが明らかとなった (Figs. 1, 2)。ま
た、胎児期の 精巣 FGF 類の mRNA 発現

レベルに関しては TCDD による変動は

見られなかった。加えて、テストステロン

合成酵素 mRNA レベルについても胎児精

巣で解析を行ったところ、StAR や 3b-HSD
には TCDD により有意ではないものの抑

制傾向があった。StAR は AHR 欠損によ

り野生型の発現レベルより低下する傾向

があり TCDD 依存性の変動はなくなった 
(Fig. 3)。3b-HSD については、AHR 欠損の

影響は明確ではなかった。野生型において

胎児精巣 17b-HSD、CYP11A1、CYP17 は、

TCDD により有意に mRNA レベルが低下

した。また、AHR 欠損により、TCDD に

よる抑制作用が認められなくなった (Fig. 
3)。従って、17b-HSD、CYP11A1、CYP17
は、AHR 依存的な変動をしていることが

明らかとなった。  
 
D. 考察 

精巣や精子の形成に関わる因子である 

FGF (fibroblast growth factor) およびその

受容体である FGFR (FGF receptor) に関

し て 、 AHR 欠 損 に よ り 、

FGF1,FGF2,FGFR1,FGFR3 は胎児期では

減少 (Fig. xx)、思春期では増加 (R5 年度

報告)、老齢期では有意差がない(R5 年度

報告)という結果になった。思春期におい

て AHR 欠損による精巣重量の減少や精子

数の減少が当研究室の先行研究で明らか

になっていることから、胎児期及び出生前

後で FGF1,FGF2,FGFR1,FGFR3 の発現量

が減少し、そのフィードバックとして思春

期にこれらの発現量が増加した可能性が

考えられる。今後は出生後から思春期にか

けての FGF 類の解析を行う必要があるだ

ろう。 
また、TCDD 低用量母体曝露による胎児

精巣での St A R や CYP17 の GD20 での発

現低下は、先行研究で明らかになっており、

AHR 依存性についても検証されており 
(15)、その影響を支持した。本研究でも、

StAR については、AHR 欠損により構成的

な発現レベルが低下する傾向があった 
(Fig. 3)。以前の検討で AHR 欠損により構

成的 LH の mRNA レベルが有意に半分程

度まで低下することが分かっており、これ

が、性未成熟につながることを明らかにし

ている (15)。従って、本研究で観察された

AHR 欠損による胎児期精巣 StAR mRNA
発現への影響 は先行研究における下垂体

LHbの mRNA 発現変動と合致する。 
また、胎児精巣の CYP17 だけでなく、

CYP11A1, 3b-HSD の mRNA 発現が TCDD
依存的に有意に抑制され、AHR 欠損では

この抑制作用が認められなかったことか

ら、これらの構成的な発現には AHR は影

響しないと推定され、TCDD 依存的な抑制

に AHR が関与することが強く示唆された。

ラット胎児精巣におけるテストステロン

合成系酵素のうち、CYP11A1, 3b-HSD の

発現に AHR が関与することを示したのは、

筆者の知る限り本研究が初めてである。 
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E. 結論 

1) AHR 欠損により胎児期においては、

FGF1, FGF2, FGFR1, FGFR3 は mRNA 発
現量が減少、FGF9 は mRNA 発現量が増

加していることが明らかとなった。 
2) 胎児期の FGF 類の発現量に関しては 
TCDD による変動は見られなかった。 
3) コレステロールのミトコンドリアへの

輸送に関与する StAR やテストステロン

合成酵素についても胎児精巣で解析を行

ったところ、StAR や 3b-HSD には TCDD
により有意ではないものの抑制傾向があ

った。StAR は AHR 欠損により野生型の

発現レベルより低下する傾向があり

TCDD 依存性の変動はなくなった。 
4) 野生型において胎児精巣 17b-HSD、

CYP11A1、CYP17 は、TCDD により有意

に mRNA レベルが低下した。また、AHR
欠損により、TCDD による抑制作用が認め

られなくなった。従って、17b-HSD、

CYP11A1、CYP17 は、AHR 依存的な変動

をしていることが明らかとなった。 
AHR は、TCDD により活性化され、そ

の次世代毒性に関与するが、そのような影

響が現れるのは、AHR が構成的条件下に、

性成熟において重要な役割を担っている

ためだと考えられる。TCDD非依存的な胎

児期の FGF や FGFR への AHR 欠損の影

響がこれに当たると考えられ、精巣の働き

や精子形成への FGF 類の重要性とも合致

する。また、胎児期のテストステロン合成

系への影響のように、TCDD 依存的かつ

AHR 依存的なものもあることも分かった。

当研究室の先行研究で観察された影響、す

なわち AHR 欠損させた場合に、ダイオキ

シン低用量暴露と類似の性未成熟作用が

現れることから、ダイオキシンが AHR の

構成的働きを撹乱させることを示唆して

いるのであろう。 
 

F. 研究発表 

1.  第 41 回日本薬学会九州山口支部大

会 (2024 年 11月 23日, 熊本). 
 

G. 知的財産権の出願・登録状況 

特になし。 
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Fig. 1 The testicular expression levels of the FGF mRNA level in AHR deficient rat fetuses. Each bar 
represents the means ± S.E.M. of 4-5 rats. Significantly different from the control:*p<0.05.
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Fig. 2 The testicular expression levels of the FGF-receptor mRNA in AHR deficient rat fetuses. Each bar 
represents the means ± S.E.M. of 4-5 rats. Significantly different from the control:**p<0.01.
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Fig. 3 The testicular expression levels of the mRNA for enzymes involved in testosterone production in 
AHR-deficient rat fetuses. Each bar represents the means ± S.E.M. of 4-5 rats. Significantly different from the 
control:*p<0.05, **p<0.01.
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