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要　旨：ベトナム戦争退役軍人の子どもの出生異常を解析した報告によると，2,3,7,8-tetra-

chlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）を含む枯葉剤への曝露と，その子どものニ分脊椎を代表とする

神経管閉鎖障害（NTD）のリスクとの関連が示唆され，TCDDへの曝露はNTDの発症危険因子の

1つとなる可能性があると考えられている。

そこで我々は，NTD 発症に関与する遺伝子を解析する目的で，以下の実験を行った。低用量の

TCDD（TCDD曝露群）とコーン油（対照群）を，妊娠 12.5日目のマウス各 6匹ずつに単回経口投

与し，6日後に 1匹の妊娠マウス体内より雌雄の胎仔各 1匹ずつ，各群 12匹，計 24匹の全脊椎脊

髄を個別に採取し，RNAを抽出した。そして，Real-Time PCR法にて 6種類の遺伝子（SFRP2，

S100A8，Cxcl4，Cxcl7，Cxcr2，Cxcr3）につき，TCDD曝露による胎仔脊椎脊髄内の RNAレベルで

の発現量の変化を検討した。

その結果，発現量が増加する遺伝子として，Cxcl4と Cxcl7のケモカインを初めて見出した。さら

に Cxcl4では In situ hybridization法により発現の増強を認めた。

以上の結果は，Cxcl4や Cxcl7が，TCDDの脊椎脊髄発達毒性機構に重要な役割を果たすことを

示唆するもので，ニ分脊椎を始めとするNTDの発症にも関与している可能性があると考えられる。

キーワード TCDD，ケモカイン，Cxcl4，Cxcl7，脊椎脊髄

はじめに

ベトナム戦争退役軍人の子どもの出生異常を

解析した報告で，ダイオキシン類の中で最も毒

性の強い 2, 3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（TCDD）を含む枯葉剤への曝露と，その子ど

ものニ分脊椎（spina bifida）を代表とする神

経管閉鎖障害（neural tube defects; NTD）の

リスクとの関連が示唆された 1）。その後米国科

学アカデミー（National Academy of Sciences;

NAS）は，枯葉剤曝露とベトナム戦争退役軍人

の子どもの二分脊椎のリスクとの関連につい

て，限られているが示唆的（limited/sugges-

tive）な証拠があると結論している 2）。NTDは

先天異常であり，複数のポリジーンと環境要因

の相互作用による多因子遺伝と考えられてお

り3），TCDDへの曝露はニ分脊椎を始めとする

NTD の発症危険因子の 1つとなる可能性があ

ると考えられている。

TCDDは，発癌性，免疫毒性，生殖毒性な

どヒトに種々の毒性をもつことが懸念されてい
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る 4）。また，疫学的にヒトの脳の発達や高次機

能に影響することが示唆され 5），げっ歯類にお

いては脳神経系に種々の生化学的変化を惹起す

ることが確かめられている 6-12）。さらに，妊娠

ラットへの投与が胎仔脳の形態や成長後の行動

に影響することも報告されているが 13-17），この

ような脳神経毒性が惹起される分子機構は未だ

明らかでない 18）。また，TCDDは母体に影響

のない程度の低用量曝露でも，仔動物がこの曝

露に対して極めて感受性の高い臨界時期に胎盤

あるいは母乳を介して曝露されると，仔動物の

生殖器官の発育や精神運動行動に影響を与える

ことが知られている 19）。

そこで今回の研究では，TCDDによる脊椎

脊髄の発達毒性機構を明らかにするため，妊娠

マウスの TCDDへの周産期曝露が，体内の胎

仔脊椎脊髄内の遺伝子発現をどのように変化さ

せるかを検討した。また，胎仔全脊椎脊髄は頭

尾側方向に約 10 mmと非常に小さく，得られ

る RNAが少ない。そのため，2004年に共同著

者の川崎が，TCDDに周産期曝露した胎仔脳

内に増強を見出したWntシグナルの抑制因子

である Secreted Frizzled Related Protein2（SFRP2），

脳の炎症過程やアルツハイマー病ならびに脳虚

血障害において，活性化した常在ミクログリア

細胞にも発現をみる S100A820,21），2006年に共

同著者の谷口が，TCDDに周産期曝露した胎仔

脳内に増強を見出したケモカイン（chemokine）

遺伝子である Cxcl4と Cxcl7，以上 4遺伝子に関

して，Real-Time PCR法にて胎仔脊椎脊髄内の

RNAレベルでの発現量の変化を検討した。本

研究で同定した種々の TCDD応答遺伝子は，

TCDDの脊椎脊髄発達毒性発現機構の解明に

役立つだけでなく，TCDDの影響を評価する

ためのバイオマーカーとして，TCDDのリス

クアセスメントの確立にも貢献し得ると考えら

れる。

材料および方法

（A）TCDD

Cambridge Isotope Laboratories (Andover,

MA, U.S.A.) から購入した TCDD (50 µg/ml，

ノナン溶液) を，妊娠マウスに影響のない低用

量 TCDD19）とするため，含量が 0.5 µg/mlとな

るようにコーン油に溶解し，5 .0 µg/kg の

TCDDをマウス用胃ゾンデにて経口的に単回

投与した。対照には 10 ml/kgのコーン油を同

様に投与した。

（B）実験動物

実験動物は C57BL/6Nマウスを用い，日本

クレア株式会社から購入した。マウスの飼育お

よびマウスを用いた実験は，山梨大学の動物実

験専門委員会の承認を得て動物実験施設内で行

った。

低用量 TCDD 5.0 µ/kgとコーン油 10 ml/kg

を，胎仔の TCDDへの感受性が高いと考えら

れる妊娠 12.5日目 19）の C57BL/6Nマウス各 6

匹ずつに単回経口投与し，TCDD曝露群と対

照群とした。投与後 6日で 1匹の妊娠マウス体

内より雌雄の胎仔各 1匹ずつ，各群 12匹，計

24匹の全脊椎脊髄を個別に採取した。

なお，両群とも実験に使用した胎仔は，子宮

内で異性に挟まれていないものを選んだ。そし

て雌雄の判定は，各胎仔の一部から DNAを抽

出し，Forward primer: 5’-TGCATTTATGGTGT-

GGTCCC-3’, Reverse primer: 5’-GCTGCAGGT-

GCCCAGTG-3’のプライマーを用いて，Y染色

体上の Sryを PCR法で増幅し，Sryがある場合

を雄と判定した。

（C）TCDDへの曝露による胎仔脊椎脊髄内の

遺伝子発現の解析

TCDD曝露群，対照群とも，全脊椎脊髄よ

り個別に RNAを抽出した。なお，RNA抽出に

際しては，QIAGEN社製の RNeasy Lipid Tis-

sue Mini Kitを用いた。

Real-Time PCR法（TaKaRa社製 SYBER RT-

PCR Kit; Applied Biosystems社 製 7500 Real

Time PCR system）での解析において，β-actin

や glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase

(GAPDH) と同様にどの組織でも発現量に変化

のない内部コントロール遺伝子として cy -
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clophilin (Forward primer: 5’-TGGCAAAT-

GCTGGACCAAA-3’, Reverse primer: 5’-TGC-

CATCCAGCCATTCAGT-3’)22）を用い，∆∆Ct法

にて以下のように発現量を比較した。

∆Ct：目的遺伝子のサイクル数 ( C t )－ C y -

clophilinの Ct

∆∆Ct：対照群のサンプルの ∆Ct－ TCDD暴露

群のサンプルの ∆Ct

目的遺伝子における対照群と TCDD暴露群と

の発現量の比較： 2(∆Ct)

なお，Mann-Whitney’s U testのノンパラメ

トリック検定にて，統計的な有意差を検討し，

p < 0.05を有意と判定した。

（D）In situ hybridization法による対象遺伝子

の発現部位と発現量の解析

TCDDへの曝露により発現量が増加した遺

伝子について，cDNA由来の cRNAプローブと

脊椎脊髄切片を用いて In situ hybridization法

で，脊椎脊髄内の RNAの局在と TCDD曝露に

よる発現量の変化を調べた。

cRNAプローブは，【35S】UTPでラベルした

ものを作製した。胎仔を摘出後，直ちに胎仔の

心臓に 4％パラホルムアルデヒドを注入し，潅

流固定を行った。さらに 4˚C下で 1週間浸透固

定を行い，－20˚Cで保存。そして 20 µmの切

片を Mikron社製の凍結切片作成装置（MI-

CROM HM550）で作製し，切片をスライドグ

ラスに貼り付けて－80˚Cで保存。これを室温

に戻し，proteinase K（2 µg/ml）で 30分間・

37˚Cで処理し，アセチル化・脱水を行った後，

55˚Cで 16 時間ハイブリダイゼーションを行っ

た。ハイブリダイゼーション後，切片を RNase

Aで 30 分処理し，0.1× SSCで 60˚Cで 30 分間

洗浄した。シグナルの検出は，X線フィルムに

約 4日間曝露させて行った。

結　　果

（A）Real-Time PCR法による解析

妊娠 18.5日目の TCDD 5.0 µ/kg曝露群 6匹

と対照群 6 匹の解析結果では， SFRP2 は，

TCDD曝露群は対照群に比べて，雌雄ともに

発現量には有意差を認めなかった（雄 1.58±

0.30（mean± S.D.）；雌 1.50± 0.25）。また，

S100A8は，TCDD曝露群は対照群よりも，雌

のみに約 2倍の発現量増加を示したが，雄では
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図 1．Real-Time PCR法による SFRP2および S100A8遺伝子発現の解析
SFRP2： TCDD曝露群は対照群に比べて，雌雄ともに発現量に有意差を認めなかった。
S100A8： TCDD曝露群は対照群よりも，雌のみに約 2 倍の発現量増加を示したが，
雄では発現量に有意差を認めなかった。縦軸は，relative expressionである。



発現量には有意差を認めなかった（雄 1.36±

0.37；雌 2.07± 0.30, p < 0.01）（図 1）。一方，

Cxcl4は，TCDD曝露群は対照群よりも，雌雄

ともに約 2倍の発現量増加（雄 1.90± 0.49, p <

0.01；雌 2.01± 0.52, p < 0.01）を，また Cxcl7

も，雌雄ともに約 7倍以上の発現量増加（雄

7.10± 1.80, p < 0.01；雌 8.74± 1.74, p < 0.01）

を示した（図 2）。なお，TCDDに用量依存性

に増加することが知られている Cyp1b1につい

ても，約 3.6倍の発現量増加（雄 3.56± 0.47, p

< 0.01；雌 3.62± 0.93, p < 0.01）を認めた。

そこで，TCDDへの周産期曝露により胎仔

脊椎脊髄内で，雌雄ともに発現量に増強を認め

たケモカイン遺伝子である Cxcl4と Cxcl7のレ

セプターについて，Real-Time PCR法にて胎仔

脊椎脊髄内での発現の差異を検討した。妊娠

18.5日目の TCDD 5.0 µ/kg曝露群 6匹と対照群

6匹からの解析結果では，Cxcl7のレセプター

である Cxcr2は，TCDD曝露群は対照群に比べ

て，雌雄ともに発現量には有意差を認めなかっ

た（雄 1.22± 0.13；雌 0.96± 0.32）。また，

Cxcl4のレセプターである Cxcr3も，雌雄とも

に発現量には有意差を認めなかった（雄

0.76± 0.13；雌 0.90± 0.18）（図 3）。

（B）In situ hybridization法による解析

Real-Time PCR法にて，TCDDへの周産期曝

露により胎仔脊椎脊髄内で，雌雄ともに発現量

に有意な増強を認めた Cxcl4と Cxcl7について，

TCDD曝露群と対照群の胎仔マウスの矢状断

での脊椎脊髄切片を作製し，その発現部位を

In situ hybridization法で解析した。TCDD曝露

群では，脊髄の最表層または軟膜，椎体，椎弓，

黄色靭帯に，対照群と比して Cxcl4の発現の増

強を認めた（図 4）。Sense Probeでは radioac-

tivitiyを検出しなかった。

なお， Real-Time PCR法による解析で，

TCDD曝露群は対照群よりも約 7倍以上の発現

量増加をみる Cxcl7では，両群とも Cxcl7の

RNAの量が少なく，In situ hybridization 法で

は解析できなかった。

考　　察

ケモカインは，特定の白血球サブセットの遊
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図 2．Real-Time PCR法による Cxcl4および Cxcl7遺伝子発現の解析
Cxcl4： TCDD曝露群は対照群よりも，雌雄ともに約 2 倍の発現量増加を示した。
Cxcl7： TCDD曝露群は対照群よりも，雌雄ともに約 7 倍以上の発現量増加を示した。
縦軸は，relative expressionである。
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図 3．Real-Time PCR法による Cxcr2および Cxcr3遺伝子発現の解析
Cxcl7のレセプターである Cxcr2： TCDD曝露群は対照群に比べて，雌雄ともに発現
量に有意差を認めなかった。Cxcl4のレセプターである Cxcr3： TCDD曝露群は対照
群に比べて，雌雄ともに発現量に有意差を認めなかった。縦軸は，relative expression
である。

図 4．脊椎脊髄切片を用いた In situ hybridization法による Cxcl4の発現部位と発現量の解析
Cxcl4の cRNAプローブを用いて In situ hybridizationを施行した。矢状断で作製された脊椎脊髄切
片上に Cxcl4が強く発現しており，脊髄の最表層または軟膜，椎体，椎弓，黄色靭帯に，対照群と
比して TCDD曝露群では発現量が増強している。



走作用・活性化を支配する一連のサイトカイン

として発見されたものの総称である。主に好中

球や単球に作用し，急性や慢性炎症における白

血球浸潤を誘導する因子として研究されてき

た。近年，リンパ球や樹状細胞を主な標的細胞

とするケモカイン群の存在が明らかになり 23），

リンパ球や樹状細胞の体内での移動や局在の制

御に関して分子レベルで解明されつつある 24）。

さらに，ケモカインは炎症や免疫応答での細胞

遊走のみではなく，発生，自然免疫，癌，ウイ

ルス感染などのさまざまな分野でも重要な役割

を果たしていると考えられるようになってき

た25-27）。

ケモカインは分子内に保存されたシステイン

残基（Cys）をもち，この分子構造上の位置よ

り CXC, CC, C, CX3Cの 4つの subfamilyに分

類されている。ヒトのケモカインとしては

CXC familyが 15種類（CXCL1～ 14,16），CC

familyが 24種類（CCL1～ 5,7, 8, 11, 13～ 28），

C familyが 2種類（XCL1, 2），CX3C familyが

1種類（CX3CL1）の計 42種類が知られている

（The National Center for Biotechnology Infor-

mation（NCBI）のデーターベース）。また，

マウスのケモカインは Cxc familyが 13種類

（Cxcl1, 2, 4, 5, 7, 9～ 16），Cc familyが 22種類

（Ccl1～ 9, 11, 12, 16, 17, 19～ 22, 24～ 28），C

familyが 1種類（Xcl1），Cx3c familyが 1種類

（C x3c l1）の計 37 種類が見出されている

（NCBIのデーターベース）。

近年，ケモカインの中枢神経系でのさまざま

な役割について報告されている。それによれば，

Cxc familyは脳における炎症や脳脊髄関門の破

壊に対する消炎作用を有すること 28 ,29）や，

Cxcl12と Cxcr4が海馬正常形成に重要な役割

を果たすこと 30-32）や，Cxcl10や Ccl5などが中

枢神経においてシナプス形成にかかわるこ

と 33,34）などが報告され，ケモカインは脳脊髄

神経の可塑性と神経炎症や神経変性への防御に

関与が強調されている 35）。さらに，単球走化

性・活性化因子で，MCP-1（Monocyte chemoat-

tractant protein-1）として知られる Ccl2は，ニ

分脊椎を始めとするNTD の発症に関与してい

るとの報告もある 36）。

今回，TCDDへの周産期曝露により胎仔脊

椎脊髄内で Cxcl4，Cxcl7の発現量が増強される

ことを初めて見出した。Cxcl4は Platelet fac-

tor-4（PF-4）として知られており，生体内での

機能は明らかにされていないものの，Intercel-

lular adhesion molecule-1の働きを阻害して血

管内血栓形成に関与することが報告されてい

る 37）。また，Cxcl4欠損マウスでは出血傾向を

示すことはなく，成長過程においても問題なく

成獣となることや，また，プロタミン硫酸塩が

存在すると Cxcl4欠損マウスでは血栓形成が改

善するが，逆に Cxcl4を過剰に発現するトラン

スジェニックマウスでは血栓形成が不良になる

との報告があり，血栓形成における Cxcl4の役

割は詳細に解明されつつある 38 ,39）。一方，

Cxcl4欠損マウスにおいて中枢神経系の異常に

関する報告はなく，Cxcl4の脊椎脊髄内におけ

る機能は不明である。しかし，Cxcl4のレセプ

ターである Cxcr3に関連する報告 40-42）として，

マウス脊髄損傷において Cxcr3のリガンドの 1

つである Cxcl10の発現の増強を認め，その抑

制がマウス脊髄損傷の機能回復に関与している

との報告もあり 43），この報告と本実験結果を

合わせ考えると，Cxcl4が脊髄機能に関与する

可能性が示唆されたといえる。

Cxcl7は Neutrophil activating peptide-2

（NAP-2）として知られており，微少血管内皮

細胞に作用して血管新生作用などを示すが，脊

椎脊髄内における機能は不明である。しかし，

Cxcl7のレセプターである Cxcr2に関連する報

告 44,45）として，胎生期の脊髄腹側に存在する

希突起膠細胞前駆細胞（oligodendrocyte pre-

cursor cell; OPC）に発現している Cxcr2に，

そのリガンドの 1つである Cxcl1が結合する

と，OPCの白質での遊走が一時的に抑制され，

OPCが増殖して希突起膠細胞へ分化し，髄鞘

形成に関わることが知られている。さらに，

Cxcr2欠損マウスでは白質でのOPCの減少・髄

鞘形成障害を認めるとの報告もあり46,47），Cxcl7
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が脊髄発生におけるOPCの遊走抑制や髄鞘形

成に関わる可能性を示唆すると考えられる。

ダイオキシン類への周産期曝露により仔に行

動異常や学習障害が生じること，神経形成に関

与しているケモカインが存在すること，Cxcl4

のレセプターである Cxcr3のリガンドの 1つで

ある Cxcl10の抑制がマウス脊髄損傷の機能回

復に関与していること，Cxcl7のレセプターで

ある Cxcr2の欠損マウスでは脊髄白質での

OPCの減少・髄鞘形成障害を認めることから，

ダイオキシン類による脊椎脊髄の発達毒性に

Cxcl4と Cxcl7のケモカインが関与していること

が示唆された。

本来，二分脊椎は，背側正中部における椎骨

の異常，特に椎弓の分離を意味しているが，臨

床的には脊髄・脊椎の先天異常を広く包括し，

脊髄における神経管の閉鎖障害による奇形全般

を含む概念として用いられている。これは，二

分脊椎が脊髄の異常に伴って二次的に生じる

か，あるいはそれを合併する場合が多いためで

ある。また，神経管と脊椎の形成から考えてみ

ると，胎生期に表皮下で神経外胚葉の管状構造，

すなわち神経管が形成され，その閉鎖障害が起

こると，頭部では無脳症や脳瘤など，尾部では

脊髄裂に代表される NTDが生じる。一方，体

節から分かれた椎板細胞が遊走して神経管の左

右の側面で椎弓の原基となり，背側へ広がって

脊髄を取り囲むように左右の椎弓が形成され，

その形成もしくは左右の椎弓の癒合がうまく行

われないと二分脊椎が生じる。二分脊椎は脊髄

が正常でも起こりうるが，多くの場合は，脊髄

裂，脊髄髄膜瘤，髄膜瘤など NTDのために椎

弓の形成が障害されることによって起こる。ダ

イオキシン類による脊椎脊髄の発達毒性に

Cxcl4と Cxcl7の発現上昇が関与していることが

示唆されたため，ニ分脊椎を始めとする NTD

の発症にも Cxcl4や Cxcl7のケモカインが関与

している可能性がある。

また，In situ hybridization法において，胎仔

脊椎脊髄内での TCDD周産期曝露による Cxcl4

の発現増強が明らかになった。2006年に共同

著者の谷口が，胎仔脳皮質最表層または軟膜で

の TCDD周産期曝露による Cxcl4の発現増強を

明らかにしているが，今後，その発現部位を詳

細に特定し，さらに Cxcl4の発現変化が惹起す

る他の遺伝子の発現変化を調べることなどによ

り，胎仔期脊椎脊髄形成における Cxcl4の役割

が解明されることが期待される。

結　　論

周産期 TCDD曝露による胎仔脊椎脊髄内遺

伝子発現の変化を Real-time PCR法にて解析し

た。その結果，TCDD周産期曝露で胎仔脊椎

脊髄内に発現量が増加する遺伝子として，

Cxcl4と Cxcl7のケモカインを初めて見出した。

さらに Cxcl4では In situ hybridization法により

発現の増強を認めた。以上の結果は，Cxcl4や

Cxcl7が，脊椎脊髄系の発達や TCDDの脊椎脊

髄発達毒性機構に重要な役割を果たすことを示

唆しており，ニ分脊椎を始めとする神経管閉鎖

障害の発症にも関与している可能性がある。

（稿を終えるにあたり，本研究に多大なるご協

力を頂いた山梨大学大学院医学工学総合研究部

生化学講座第 1 前田秀一郎教授に陳謝いたし

ます。）
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