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１．研究実施の概要 

生体にダイオキシン(TCDD)やベンツピレンなどのような化合物が取り

込まれると様々な生体応答反応が引きおこされる。すなわち，薬物代謝酵

素の誘導，発癌，内分泌撹乱，奇型の誘導，免疫不全，体重消耗などの生

体反応である。我々は，TCDDや3メチルコラントレンによる薬物代謝酵素

の誘導メカニズム解明の研究から，誘導現象を司る細胞内因子，アリルハ

イドロカーボン受容体(AhR)を同定し，そのcDNAクローニングからAhRの

構造を決定した。このような研究を基盤にして，これまでマウスを用いた

遺伝学的な研究から予想されていた，上述のTCDDなどの化合物の示す多岐

にわたる生体反応にAhRがどのように，またどの程度関与しているかを，

主として分子生物学的方法と発生工学的手法を用いて解明すること，及び

内分泌撹乱物質に対し感受性の高いモニターマウスを作製することを目的

に研究を計画した。研究体制は，構想の項に述べたように若干の変動はあ

ったが6班の編成で行った。成果の概要は次の通りである。 

AhRは正常な状態では細胞質にHSP90, XAP2, P23の複合体として存在

しているがTCDDなどの誘導剤が細胞中に取り込まれると，複合体にあるA

hRはこれと結合し，核に移行する。核内でArntが存在するとAhRはHSP90

複合体から解離してArntとヘテロ2量体を形成し，標的遺伝子のプロモータ

ー領域にあるXRE配列に結合して標的遺伝子の遺伝子発現を活性化する。

（図１.） 
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しかし，CYP1A2やエストロゲンの標的遺伝子のcfosやVEGFもTCDDや3MC

によってその発現が活性化されるが，これら遺伝子のプロモーター領域に

はXRE配列がない。DNAトランスフェクション法によってその転写活性化

メカニズムを検討した結果，CYP1A2遺伝子のプロモーター領域には新しい

誘導的エンハンサー配列CATGN6CTTGが存在し，この配列にLBP-1転写因

子が結合し，TCDDなどの結合したAhR/Arntへテロ2量体はこのLBP-1に結

合してCYP1A2遺伝子の発現を活性化することが分かった。また，ERE (Es

trogen Response Element) によって駆動されるレポーター遺伝子は，ER（エ

ストロジェン受容体）の存在下に3MCの結合したAhR/Arntヘテロ２量体が，

エストロジェンの結合していないERに結合して標的遺伝子を活性化する

ことが示された。2つの例はいずれもAhR/Arntは直接にDNAに結合するので

はなく，DNA結合性の転写因子に結合してコアクチベーター的に働いて，

遺伝子発現を活性化するAhRの新しい転写活性化メカニズムである。マウ

ス個体を用いた実験でも3MCはAhRを介して子宮の増量に関してエストロ

ジェン様の作用を示すことが明らかになった。これは，子宮内膜症のメカ

ニズムを示すものとして注目される。一方では，エストロジェンと結合し

たERによる遺伝子発現には，3MCによって活性化されたAhRは，拮抗的に

働くことが分かった。最近ではAhRの拮抗作用はERの分解によることが示

されている。AhRの働きをさらに個体レベルで検討するために，相同組み

換え法によってAhR欠失マウスを作製した。AhR欠失マウスはAhR(+/-)♀×

AhR(+/-)♂マウスのかけ合わせで，メンデルの法則に基づいて正常に生まれ

てきて，見かけ上，生育も正常である。肝臓の発達は生後一週間では，や

や遅滞が見られるが，それ以後は，野性型に追いつく。また，肝臓の血管

系の発達に異常が報告されている。AhRは，マウスを用いた遺伝学的解析

からTCDDによる奇型（口蓋裂と水腎症）の誘発と化学発癌物質による癌の

発症に関与していることが示唆されていた。我々は，AhR(-/-)マウス同志の

かけ合わせで得られた妊娠マウス12.5日目に40µg/kgのTCDDを経口的に投

与し，18.5日に帝王切開により胎児を取り出し，水腎症を調べた結果，Ah

R(+/+)及びAhR(+/-)マウスはすべてに水腎症の発症が認められるのに対して，

AhR(-/-)マウスでは水腎症の発症は，全く観察されないことが分かった。一

方口蓋裂はAhR(+/+)マウスでは100％に口蓋裂が認められ，AhR(+/-)マウスで

は口蓋裂の発症は部分的で，その程度も個体差が認めれらhaploinsufficienc

yがあることが分かったが，AhR(-/-)マウスでは口蓋裂は全く認められなか

った。また，ベンツピレンによるヒフ癌の形成でもAhR(+/+)またはAhR(+/-)
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マウスでは，ヒフへの塗布あるいは，皮下注射によって17〜27週目にすべ

てのマウスに癌の発症が観察されたが，AhR(-/-)マウスでは，癌の発症は全

く見られないことが示された。この他に，TCDD投与による胸腺の縮退は，

AhR依存的に起こることを明らかにすることができたし，他の研究グルー

プによってTCDDによる肝毒性の発現も，AhR依存的に起こることが証明さ

れた。また，これらの外来異物の毒性発現に対する感受性の動物種差と系

統差の一つの重要な要因がTCDDなどの化合物のAhRに対する親和性の違

いであることが，DNAトランスフェクション法によるレポーター遺伝子の

発現量の測定実験と，ヒトのAhR遺伝子をマウスのAhR遺伝子座に入れ換

えたAhRヒト化マウスを作製した研究によって明らかになった。TCDDに対

して感受性の高いC57BL/6マウスと不感受性のDBA/2マウスでは，C57BL/6

のAhRの375番目のAlaが，DBA/2ではValに変わっており，終止コドンの変

異のためにDBA/2のAhRではC末端に43アミノ酸の延長がみられる。このた

めにDBA/2のAhRは，TCDDに対する親和性が低下し，解離定数で6倍大き

くなっている。ヒトのAhRもDBA/2タイプのアミノ酸変異があって，TCDD

に対する解離定数は，やはり6倍位大きくなっている。このヒトのAhRのc

DNAをC57BL/6のAhRの遺伝子座に置換してヒト化AhRのマウスを作り，T

CDDや3MCに対して薬物代謝酵素の誘導，口蓋裂や水腎症の誘発がどの様

に変わるかを調べた。その結果，薬物代謝酵素に対するヒト化AhRマウス

の感受性はDBA/2マウス，あるいはそれ以下になっていることが明らかに

なった。また，TCDDに対する奇型の誘発に対する感受性もDBA/2マウスと

同程度か，それ以下に低下していることが分った。このAhRのヒト化マウ

スは今後，外来異物に対するヒトの感受性を検討するモニターマウスとし

て使用できる可能性を示している。 

AhR遺伝子は哺乳類のみでなく鳥類，魚類から線虫，ハエまで保存され

ている。この生物種間における高い保存性は，AhRが外来異物のセンサー

として働くのみでなく，生物本来の重要な生理的機能を果たしているよう

に思われる。AhR(-/-)マウスをよく観察すると，AhR(-/-)雌マウスは初回の妊

娠は成立するが，二回目以降の妊娠が起こり難く，また，AhR(-/-)雌マウス

をC53BL/6に戻し交配を8回以上繰り返すことによって遺伝的背景をC57BL

/6に純化すると不妊に近くなる。その原因を追求した結果，AhR(-/-)の不妊

の原因は，生殖サイクルの不順，PMSGとhCG投与による強制排卵による排

卵数の低下，黄体形成不全であることが明らかになった。この表現型は，

アロマターゼ遺伝子の欠失マウスとよく似ているので，卵巣におけるE2の
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濃度を測定した結果，その濃度が顕著に減少していることが分かり，AhR

がアロマターゼ遺伝子の発現制御に働いている可能性が示された。実際に

マウスとヒトのアロマターゼ遺伝子を単離してその構造を調べると，プロ

モーター領域にXRE配列が存在し，AhRが転写因子としてこのXREに結合

して働くことがChIP法及びDNAトランスフェクション法によって確かめら

れた。この結果は，TCDDや3MCがAhRを介してERα及びERβとの相互作用

を通してエストロジェン作用を示すのみでなく，アロマターゼ遺伝子の直

接的な活性化によるエストロジェンの生産を通して，エストロジェン作用

を示す経路があることが証明された。従って，これまでにDESなどの化合

物のようにERに直接結合してエストロジェン作用を示すメカニズムが知

られていたが，外来異物によるエストロジェン作用を示すメカニズムは，

本研究によって見出されたメカニズムと合わせて3つのメカニズムがある

ことが明らかになった。 

最近では，AhRが免疫T細胞分化にも関係していることが我々も含めてい

くつかの研究室によって明らかにされて来ている。AhRの本来的機能の解

明が進展すれば，この機能をモジュレートするものとしての内分泌かく乱

物質の作用が明確に理解され，科学的根拠に基づいた的確な対策が講じら

れるようになるであろう。 

 

２．研究構想 

マウスを用いた遺伝学的研究によってTCDDや3MCなどの示す生体毒の

多くはAhRが関与していることが示唆されていたことや，我々のこれまで

の研究の進展上からも研究の焦点を，AhRにしぼることが最もこの分野に

貢献できると考えられたので，内分泌撹乱物質の作用メカニズムの研究を，

AhRに焦点をあてて行うことにした。シトクロムP450の3MCによる誘導メ

カニズムの研究から遺伝子上の誘導的エンハンサー配列，XRE配列を決定

し，さらにそのXRE配列に誘導時に結合する因子に，誘導剤であるTCDDが

結合していることを見出し，XRE結合因子がAhR (arylhydrocarbon受容体)

であることを証明した。その研究の発展として，XRE配列に結合する因子

のクローニングを行い，そのcDNAの単離，遺伝子の構造解析までは，順調

に世界に先駆けて研究を進めることができた。しかし，遺伝子欠失マウス

の作製は残念ながら世界的に2つの研究室の後塵を拝する結果になった。A

hR欠失マウスの作製は研究を進めて行く上でどうしても必要であったので，

その作製を行い，それを用いて，AhRがTCDDによる奇型の誘発に関与して
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いることを証明した。本研究が構想されたのはこの時であった。研究は，1）

AhR欠失マウスと分子生物学的研究を用いたAhRの機能の研究（藤井グルー

プ），2）AhRの機能について発生工学的手法を用いた研究，内分泌撹乱物

質のモニターマウスの作製（山本，本橋グループ），3）AhRによって誘導

されるP450の代謝活性と標的遺伝子の研究（鎌滝グループ），4）TCDDに

よる胸腺縮退及び免疫不全におけるAhRの役割（菅野グループ），5）TCD

Dによる奇型誘導におけるAhRの役割（山下グループ），6）核内受容体とA

hRの相互作用による内分泌撹乱作用（梅園グループ，平成11年4月逝去によ

り，東大分生研武山グループに変更して藤井グループに編入）の6研究グル

ープで研究はスタートした。しかし，梅園グループがなくなり，5グループ

になったが，2002年に藤井が筑波大学に移転したのに伴い，研究の一部を

東北大学で続けるために，東北大学に十川グループを作り，最終的に再び6

グループの編成になった。研究班は，年一回内分泌撹乱物質事務所にて，

各々の研究グループの年間研究目標と成果の報告を行い，討論して相互の

研究の連携を密にした。研究は，鎌滝グループがTCDDによって誘導される

P450によってステロイドホルモン，甲状腺ホルモン，プロスタグランジン

などの代謝が，どのような影響をうけるかを検討する事及び，TCDD投与に

よってどのような遺伝子の発現が変化をうけるかを明らかにすること。藤

井，十川グループは，AhRの転写因子としての作用メカニズムを明らかに

すること及び，AhR欠失マウスを用いてAhRの機能解析をすること，そして，

山下グループと共同してTCDDによる奇型の誘発におけるAhRの機能を明

らかにすること。菅野グループは，TCDDによる胸腺の縮退と免疫系に対す

る作用にAhRがどのように関与しているかを明らかにすること。山本，本

橋グループは，AhR欠失マウス，彼等の研究して来た薬物代謝第2相酵素の

発現をコントロールするNrf2の欠失マウス及び，AhRR欠失マウスを用いて

発生工学的に内分泌撹乱物質の検出に有利なモニターマウスを作製するこ

と，等を目的に進められた。各々のグループの具体的成果は，研究成果に

譲るが，研究構想を立てた時に予想していなかった新しい研究の展開は次

の通りである。1）AhRの活性を抑える因子AhRR (AhR repressor)が発見さ

れ，TCDDなどの誘導剤によってAhR/Arntへテロ2量体を介して誘導される

ことが見出されたこと，2）AhRがコアクチベータ的に働いて，E2の結合し

ていないERαあるいはERβを介してエストロジェンの標的遺伝子の発現を

活性化させること，3）生殖サイクルにAhRがアロマターゼ遺伝子の制御を

介して関与しているメカニズムが明らかにされたこと。これらの研究の発
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展によって新たにAhRの作用をコントロールするAhRRの役割とTCDDなど

のAhRのリガンドによる内分泌撹乱作用，特に，エストロジェン作用を説

明する分子基盤を研究する展望が開かれた。 
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３．研究成果 

３．１“AhRとAhRRの機能調節（藤井グループ）” 

(1)研究内容及び成果（藤井） 

【AhRの外来異物による化学発癌における役割】 

ベンツピレンや3MCなどの多環性発癌物質は，それ自身は癌原性を示さ

ず，細胞内に取り込まれてチトクロムP4501A1, 1B1 (CYP1A1, 1B1)などの

酵素によって酸化的代謝をうけて癌原性を示すようになる。CYP1A1や1B1

はAhRによってその遺伝子発現がコントロールされているので，AhR欠失

マウスと野性型マウスを用いてベンツピレンの投与によってヒフ癌の発生

がどのように変化するのかを検討した。生後12週目の雌マウスの皮下にベ

ンツピレンを2mg, 一週間の間隔を置いて2回投与するとAhR(+/+)あるいは，

AhR(+/-)のマウスのヒフに5週目から癌が発症し，18週目にはすべてのマウ

スに癌が発生する。しかし，AhR(-/-)マウスは，すべてに癌の発症は認めら

れないことが明らかになった。これはヒフに塗布する場合も同様の結果で

あった。ベンツピレンを与えることでヒフ組織にAhR(+/+)やAhR(+/-)マウス

では，ベンツピレンを代謝的に活性化するCYP1A1, CYP1B1の発現が誘導

されるが，AhR(-/-)マウスでは，誘導されないことが分った。さらにDNA複

製時に，誤った塩基を取り込み易い複数のfidelityの低いDNA polymeraseκ

があるが，この遺伝子発現もベンツピレンの結合によって活性化したAhR/

Arntへテロ2量体によって誘導されることが明らかになった。これによって

修飾をうけた塩基が校正されることなく変異としてDNAに取り込まれる可

能性が増すことになる。AhRは発癌物質ベンツピレンの代謝活性化に働くC

YP1A1とCYP1B1の発現を誘導すると同時に，その活性化された発癌物質に

よって修飾された塩基をDNAの変異として定着させるpolκを誘導すること

によって発癌の可能性を高めていると考えられる。 

 

【AhRの雌マウスの生殖に対する働き】 

AhR(-/-)雌マウスは，生殖能力が弱く，初産はやや生まれて来る子の数が

少なく，2産あるいは3産目は，妊娠しにくくなることが分った。また，Ah

R(-/-)雌マウスの遺伝的背景をC57BL/6に純化すると不妊に近くなる。その

原因は，マウスでは4〜5日周期でおこる生殖周期が著しく不順になり，PM

SGとhCGを与えておこす強制排卵の排卵数の減少と黄体形成が不順である

ことが分った。この症状はアロマターゼ欠失マウスによく似ていたので，P

MSGとhCGを与えて4時間後に卵巣で起こるコレステロールからプロゲス
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テロンやエストロジェンの合成に関与している酵素系の発現を調べてみる

とテストステロンからエストロジェンを合成するアロマターゼの発現がA

hR(-/-)マウスでは，顕著に減少していることが分った。さらに生殖周期でエ

ストロジェンの卵巣に置ける濃度を測定すると，正常マウスに比較してAh

R(-/-)マウスでは1/3以下に低下していることが認められた。さらにアロマタ

ーゼ遺伝子のプロモーター領域には，ステロイドホルモン合成酵素遺伝子

によく見られるAd4配列のあることが分った。ヒトアロマターゼ遺伝子の

上流配列をルシフェラーゼ遺伝子に結合してレポーター遺伝子を作製し，2

93T細胞に導入して，その発現を見るとAhRとArntの発現ベクター存在下に

3MCを添加すると，レポーター遺伝子の発現は活性化され，さらに，Ad4B

Pの発現ベクターを与えると，その発現は相乗的に増強することが認められ

た。卵巣ではアロマターゼはGranulosa細胞に発現しているが，AhRも同様

にGranulosaに発現していることが免疫組織化学的方法によって確認された。

Granulosaにおいてアロマターゼ遺伝子の発現がAhRとAd4BPによってコン

トロールされているかについてChromatin immunoprecipitation法によって

検討すると，AhRはアロマターゼ遺伝子のXRE配列に，Ad4BPはAd4配列に

結合していることが確認された。興味あることにAd4とXRE配列は遺伝子上

で離れて存在しているが，Ad4BP抗体で分離したクロマチン沈降物には，X

RE配列が含まれており，逆にAhR抗体で分離したクロマチン沈降物にはAd

4配列が含まれていることが分った。このことは，Ad4配列に結合している

Ad4BPとXRE配列に結合しているAhR/Arntへテロ2量体が相互作用してい

ることを示している。実際にGST-pulldown法でその相互作用を検討すると，

Ad4BPとAhRは結合することが示された。生殖サイクルに伴ってAhRがどの

よに活性化されて核に移行しアロマターゼ遺伝子の活性化に働くのは，今

のところ分らない。生殖サイクルに伴ってAhRのリガンドが合成されてAh

Rを活性化するのか，FSHなどのホルモンによるリン酸化カスケードによっ

てAhRが活性化するのか今後に残された重要な問題である。マウスにDMB

AなどのAhRのリガンドを投与するとアロマターゼ遺伝子の発現が活性化

されることは確認された。このことは，アロマターゼ遺伝子の発現がAhR

を介して外来異物によって活性化されることを示している。もう一つの外

来異物による内分泌撹乱作用メカニズムである。また，AhR(-/-)雌マウスに

エストロジェンを与えると雌マウスの排卵数は，部分的に回復することが

分った。このことは，AhR(-/-)マウスの不妊の原因の一つはアロマターゼ遺

伝子の発現低下であることを示している。 
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【AhRシグナル伝達系におけるAhRRの役割】 

AhRに類似の因子があるかどうかAhRのcDNAをプローブにしてマウス

のゲノムライブラリーをスクリーニングする過程で，この遺伝子クローン

が得られた。この遺伝子クローンをプローブにしてマウスの小腸cDNAライ

ブラリーよりcDNAを単離して，塩基配列を決定した結果，このcDNAは70

1アミノ酸をコードしており，N末端からPASAをコードする部分までは，A

hRとアミノ酸配列がよく似ているが，それよりC末端側のアミノ酸配列は，

類似性が殆どないことが分った。（図２.） 

 

このcDNAのコードするタンパク質はAhRのパートナー分子であるArntと

ヘテロ2量体を形成し，XRE配列に結合することが示された。しかし，XRE

配列によって駆動されるレポーター遺伝子の発現は，活性化しなかったが，

このcDNAを発現ベクターに組み込んでコードするタンパク質を発現させ

るとAhR/Arntヘテロ2量体による遺伝子発現を強く抑制することが分った。

この性質によって新しいcDNAによってコードされるタンパク質は，AhRR

(AhR repressor)と命名された。この阻害のメカニズムは，AhRとArntの取り

合いとAhR/Arntヘテロ２量体とAhRR/Arntヘテロ２量体のXREへの結合の

拮抗によることが明らかになった。また，XRE配列に結合したAhR/ArntはH

DAC活性によって転写を抑制することがHDACの阻害剤を用いた実験によ

って示された。また，AhRRの遺伝子をクローニングしてその構造を決めた

ところ，遺伝子プロモーター領域にGC-box配列とXRE配列が存在すること
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図2. AhRRとAhRの構造の比較 
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が分った。さらにAhRR遺伝子の上流配列をルシフェラーゼ遺伝子に結合し

てレポーター遺伝子を作製し，293T細胞にトランスフェクトすると3MCに

よってレポーター遺伝子は活性化されることが分った。さらに生体の組織

でもAhRRは3MCの投与によって，発現が誘導される。その誘導的発現は肺，

心臓など比較的限られた組織に限られることが分って来た。またこの他に

AhRの活性化によって卵巣とマクロファージにAhRRが誘導されることが

見出された。これらの組織においてAhRRがどのような機能を担っているか

は，現在のところ不明である。 

AhRRの機能を検討する目的で相同組み換え法を用いてAhRR欠失マウス

を作製した。AhRR(+/-)♀×AhRR(+/-)♂のかけ合わせからAhRR(-/-)マウスは

メンデルの法則に従って生まれて来ることが分った。見たところ正常で，

生育も野性型と変わらず，生殖能力も殆ど変わらないことが観察されてい

る。 

今後このAhRR欠失マウスを用いて，AhRRの機能解析等を行う予定であ

る。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果（藤井） 

AhRはTCDDなどの多環性芳香族化合物による異物代謝酵素シトクロムP

450の誘導機構の研究からそのcDNAが単離され，転写因子としての機能が

明らかにされて来た。さらに分子生物学的研究や発生工学的研究によって，

外来異物の示す催奇型性，発癌プロモーション作用，胸腺縮退による免疫

不全，内分泌撹乱作用などの多岐に渡る生物毒性の発現にもAhRが関与し

ていることも明らかにされた。従って化学物質のAhRの結合性によって，

その物質の生体作用がある程度予測することが可能である。AhRはこのよ

に生体異物の生体毒発現の仲介因子として，生体にとって不都合な反応に

働くにもかかわらず，広く魚類，鳥類，哺乳類や線虫，ハエに至るまで保

存されていることから高い保存性を保証する生物にとって重要な役割を担

っていることが考えられた，AhRの本来的な生理機能を追求した結果，生

殖と免疫のT細胞の分化にかかわっていることが分って来たので，今後Ah

Rの機能について，生殖とT細胞の分化に関連した研究の進展が期待される。

AhRはTCDDなどのリガンドによって活性化されることが知られているが，

このような生理的機能の発揮に天然のリガンドが必要なのか，あるいはFS

Hなどのシグナル伝達のリン酸化カスケードによるリン酸化のみによって

も活性化されるのか，AhRの生理機能の研究からこの重要な問題は解決さ
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れる可能性がある。AhRはTCDD, 3MC, ベンツピレンなどのアゴニストや

ラスベラトロール，α-ナフトフラボンなどのアンタゴニストなどが知られ

ているので，AhRの活性を化合物によってコントロールすることが可能で

ある。またヒフにおけるAhRの生理機能についても活性型AhRのトランス

ジェニックマウスが研究に使用できるようになっているので，研究が進展

するであろう。AhRのヒト化マウスは，ヒトの化合物に対する応答性を予

測するのに使える。例えば，薬の開発でCYP1A1の誘導性が一つの重要な岐

路になっているが，生物種の感受性は，AhRによって変化するので，今後

この問題はヒト化AhRマウスを用いて試されるべきである。ヒトのAhRは

マウスのAhRに比較して化合物に対する感受性が低いので薬になる化合物

の間口が広がる可能性がある。ヒト化AhRマウスの研究はこの点を考えて

もう少し詳細に検討が加えられるべきであす。 

 

(1)研究内容及び成果（武山） 

ダイオキシン類をはじめとした人工加工物群が内分泌撹乱作用を発揮す

ることは環境汚染による野生動物の雌化等で顕在化した事実である。この

ような性転換を伴うダイオキシン類の内分泌撹乱作用については，数多く

の作用機構について検討がなされ，いくつかの仮説が立てられている。す

なわち，女性ホルモンや男性ホルモン等の性ホルモン生合成撹乱や，これ

ら性ホルモン受容体タンパクあるいはその遺伝子群の発現量そのものを撹

乱する作用などが指摘されてきた。しかしながら，これらの機構のみでは

ダイオキシン類の撹乱作用を明確に説明できるものではなかった。なぜな

らば，これら撹乱作用は性ホルモンの作用を一方的に亢進若しくは抑制す

るものではなく，臓器によってはその作用が正若しくは負に作用すること

が示されているからである。従って，今まで示されてきたような機構では

なく，性ホルモン作用を担う受容体自身の機能調節の可能性が考えられた。

本研究では，従って従来のアプローチとは異なり，受容体の転写制御機能

調節という観点から研究を展開したものである。以下，具体的な方法及び

実施の内容について述べる。 

エストロゲン作用を担うエストロゲン受容体(ER)とダイオキシン類の

作用を担うAhR受容体との機能的相互作用について検討した。特に，両者

の受容体は極めて類似した作用機序により，それぞれの転写機能を発揮す

るため，これら受容体の共通の転写共役因子についても検討した（図１）。

培養細胞においてERの転写制御能に対するAhRの作用の有無を検討したと
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ころ，驚いたことに，E2未結合で不活性状態のERをリガンド結合AhRが活

性化し，ERを介した転写を活性化することが明らかになった。ERと転写共

役因子との相互作用は本来E2結合に伴うAF-2の構造変化に依存しており，

MAP kinaseによるリン酸化等これまでに知られていたクロストークにお

いてもE2未結合ERが活性化する例は知られていなかった。この結果は遺伝

子欠損マウスを用いた検討において再確認された。マウス子宮において，

AhRリガンド3-methylcholanthrene (3MC)投与はE2投与と同様にエストロゲ

ン標的遺伝子c-fos, VEGFの発現を誘導し，この誘導はAhR欠損マウス，E

Rα欠損マウスのいずれにおいても検出されなかったのである。すなわちAh

RリガンドはAhRに結合し，さらにERαを介するクロストーク経路でエスト

ロゲン様作用を発揮すると考えられた。 

また，Wormkeらの報告と一致して，E2結合により活性化状態のER機能

はAhRにより抑制された。すなわちAhRはERシグナルの正常なON/OFFを撹

乱するという，新規のクロストーク経路が見い出されたのである。 

さらに我々はこのクロストークの分子機構を検討した。ERとAhRが直接

又は間接に会合する可能性を検討したところ，AhRはリガンド依存的にER

と直接結合し，さらに転写共役因子p300をリクルートすることが明らかと

なった。クロマチン免疫沈降(ChIP assay)によっても，エストロゲン標的遺

伝子プロモーター上でER, AhR, p300がAhRリガンド依存的に会合するこ

とがわかった。また，HeLa細胞からの精製によっても，AhR, ER, p300は

分子量670kDa以上の複合体を形成していた。すなわち，E2未結合ER自身は

転写共役因子複合体をリクルートできないコンフォメーションをとってい

るが，ERに直接結合した活性型AhRが転写共役因子をリクルートし転写制

御複合体を形成，ERが標的配列の認識を担うことで，結果的にエストロゲ

ン標的遺伝子の転写が誘導されるのである。AhRがERを乗り物のように利

用するこの機構は「hijack仮説」として紹介された（図２）。 

今回の研究で，ダイオキシン類と女性ホルモンシグナルとの間に，受容

体同士の相互作用を介した転写制御機構の撹乱というクロストーク経路が

存在することが新たに明らかとなった。これまで両者のクロストークに関

して動物，細胞レベルでの知見が報告されていたものの，内分泌撹乱化学

物質の分子レベルでの作用点には不明な点が多かった。今回の研究はその

一つの作用点が転写制御複合体を介した転写制御機構にあることを示して

いる。内分泌撹乱化学物質の物質種は多様であるが標的となる生体機構は

有限であるため，今回のような分子生物学的アプローチによって毒性機構
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の全貌が解明されていくと期待される。 

一方，ダイオキシン類の抗エストロゲン作用の分子機構として，Wormk

eらはERの分解が亢進することを報告した。そこで，AhRリガンドのER転

写制御機能抑制の分子機構について，AhR及びERのタンパク分解制御につ

いて検討した。その結果，AhRはリガンド結合後直ちに核内に移行するが，

この際AhRタンパクは不安定となり，分解することを確認することができ

た。更にERとの関連を詳細に検討したところ，AhRは直接相互作用するER

タンパクをも不安定化することが明らかになった。このことは，ユビキチ

ン化されたAhRは同時にERのユビキチン化を促進する効果が考えられ，活

性化されたAhRは一種のタンパク分解促進因子のように思えた。このよう

に，AhRリガンドの負の内分泌撹乱作用は受容体タンパクの分解制御を介

する可能性が指摘された。 
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図１，AhRはリガンド未結合ERの転写促進能を促進する。 

マウス子宮において，エストロゲン標的遺伝子c-fos, VEGFの発現がリガ

ンド活性化AhR及びERαを介して誘導される。 

リガンド結合AhRによる正常なERシグナルの撹乱作用 
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図２　AhR,  ERは転写制御複合体を形成する
 

図２，AhR, ERは転写制御複合体を形成する。 

 ChIP法により，エストロゲン標的遺伝子(c-fos)プロモーター上でAhR, 

ER, 転写共役因子p300が複合体を形成する。 

子宮癌由来HeLa細胞からの精製により，AhR, ER, p300が巨大複合体を

形成する。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果（武山） 

今回の研究結果から，ダイオキシン類の内分泌撹乱作用，特にエストロ

ゲンの撹乱作用の分子機構の一端を明確にできた。その分子機構は従来か

ら考えられてきた撹乱作用とは異なった様式であり，受容体間での相互作

用であった。また，この受容体間の相互作用に伴い，核内の未知共役因子

との会合が予想された。ERの転写機能促進の場合には，従来のERコアクチ

ベーターとの会合は必ずしも確認できず，AhRのコアクチベーターでもあ

るp300/CBPのみ確認することができた。近年の転写促進機構を鑑みると，

転写共役因子群は複合体としてこれら受容体転写制御因子群と相互作用す

ることから，未知あるいは既知転写共役因子群との相互作用が考えられる。
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実際，生化学的なアプローチにより，ER/AhR会合体を含む，核内巨大複合

体の単離を試みたところ，その存在が確認され，現在複合体構成因子群の

同定を急いでいるところである。 

ER/AhRともにリガンドが結合した状態では，ERの機能は抑制され，両受

容体タンパクは不安定化することを今回の結果から明らかにした(Ohtake 

et al., submitted)。現在までにユビキチン化を行うこれら受容体特異的E3

リガーゼの存在は報告が無いが，これらの結果から特異的因子の存在が予

想される。現在，上述と同様のアプローチにより，このタンパク分解に導

く共役因子群の同定も進めているところである。 

このような受容体群に結合する核内共役因子群を検索，同定することで

ダイオキシン類のエストロゲン作用撹乱の分子機構の本態に迫れるものと

考えている。 

今回はこのようにERの機能制御について詳細に解析したが，ERと同様に

内分泌系で極めて重要な役割を果たしている他のステロイドホルモン受容

体群についても同様な機構が考えられる。ダイオキシン類の内分泌撹乱作

用として，雌化が野生動物の間で広く知られてきているが，その機構の一

つとして男性ホルモン受容体(AR)のAhRによる機能抑制が考えられる。実

際，AhRとARとの機能的関連について検討したところ，転写制御能に関し，

相互に干渉作用がある可能性が考えられた。現在，この点についても詳細

な解析を行っており，ERを介さないダイオキシン類の内分泌撹乱作用の一

端が明らかになるかもしれない。また，AR, ERを含めた核内受容体群の中

には，内因性リガンドが同定されていないオーファン受容体が存在するが，

ダイオキシン類がそれら受容体のリガンドとして作用する可能性も考えら

れ，検討を必要とする。 

 

３．２ “内分泌攪乱物質の代謝に関わるP450の検討（鎌滝グループ）” 

(1)研究内容及び成果 

【研究目的】 

ダイオキシン類や多環芳香族炭化水素（PAH）などの内分泌攪乱物質に対す

る生体応答は多岐に渡るが，その中でも顕著に見られる現象は芳香族炭化水素受

容体（AHR）を介した薬物代謝酵素（チトクロームP450, 以下CYP）の誘導であ

る。ダイオキシン類に代表されるハロゲン化芳香族炭化水素（HAH）は一般にC

YPによる代謝を受けづらいのに対し，ベンゾ[a]ピレンや3-メチルコランスレン

（3MC）に代表されるPAHはCYPにより遺伝子損傷性の代謝物へと変換される。
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CYPによるPAHの代謝的活性化がPAHによる発がんのイニシエーションに重要

な役割を果たすことはよく知られているが，この機構がPAHによる様々な内分泌

攪乱作用にも関与するか否かは不明である。そこで本研究では，ダイオキシン類

やPAHによる毒性発現，特にPAHによる内分泌攪乱作用，におけるCYP誘導の意

義を解明することを目的とした。 

 

【研究方法】 

9週齢の雌性野生型およびAHR欠損マウスに3MCを投与した。投与量は80 mg/k

g body weightとし，2日間腹腔内投与した。最終投与より24時間後に肝臓を摘出

し，mRNAを調製し，DNAマイクロアレイ（インサイト社, Mouse GEM1）にて

3MCによりAHR依存的に発現が変化する遺伝子を探索した（図 1）。DNAマイ

クロアレイにより発現が2倍以上変化した遺伝子を抽出した。また，DNAマイク

ロアレイの結果はノーザンブロット分析により再現性を確認した。レポーターア

ッセイは,ヒト肝がん由来HepG2細胞にperoxisome prolifilator-activated receptor

（PPAR）αに応答するレポータープラスミドおよびPPARa発現プラスミドを共

導入し,3MCで処置することにより行った。なお,マウスを用いた実験は北海道

大学薬学部動物実験委員会の規定に従って行った。 

 

【研究結果】 

DNAマイクロアレイ解析の結果，3MCによりAHR依存的に10遺伝子の発現が

誘導され,44遺伝子の発現が抑制された。抑制された44遺伝子のうち，13遺伝子

は脂質代謝に関与するPPARαの標的遺伝子群であった（CYP4A10, カルニチンパ

ルミトイル転移酵素およびアシルCoA転移酵素など）。3MCによるPPARα標的

遺伝子のAHR依存的な抑制はノーザンブロット分析で確認した（図 2）。以上

の結果から，脂質代謝に関与するPPARα標的遺伝子の発現が3MCによりAHR依

存的に抑制されることが明らかとなった。上記の抑制が3MCによるPPARαシグ

ナル伝達の抑制の結果であるか否かを調べるために，PPARαに応答するレポー

タープラスミドをHepG2細胞に導入し3MCで処置した。その結果，PPARαによ

る転写活性は3MCにより濃度依存的に抑制された。また，この抑制はAHRのア

ンタゴニストであるα-ナフトフラボンにより解除された。この結果から，3MC

はAHR依存的にPPARαシグナル伝達系を抑制することが明らかとなった。PPAR

αシグナル伝達系は，PPARαがそのパートナーであるレチノイドX受容体（RXR）

αとヘテロダイマーを形成し，このヘテロダイマーがPPAR応答配列に結合する

ことにより起こる。そこで次に，3MCがPPARαおよびRXRαの発現に及ぼす影響
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をノーザンブロット分析およびウェスタンブロット分析により調べた。PPARα

の発現は3MCによりほとんど変化しなかったが，RXRαの発現は3MCによりAHR

依存的にmRNAとタンパク質レベルの両方で抑制された。また，この抑制の経時

変化を調べたところ，mRNAの抑制は3MC投与後約24時間で認められたのに対し，

タンパク質の抑制は3MC投与後約4時間とはやい段階で認められた。以上の結果

から,3MCによるPPARα標的遺伝子の抑制はRXRαの発現抑制, 特にタンパク質

レベルでの抑制，が原因であることが示唆された。上記の仮説をさらに検討する

ために，RXRαが関与する他の核内受容体のシグナル伝達系も3MCにより抑制さ

れるか否かをレポーターアッセイにより調べた。その結果，3MCはPPARαシグ

ナル伝達系以外にもレチノイン酸代謝に関与するレチノイン酸受容体（RAR），

オキシステロール代謝に関与するliver X receptor（LXR）および脂肪細胞分化に

関与するPPARγのシグナル伝達系も抑制することが明らかとなった。最後に,3

MCによるPPARαシグナル伝達系の抑制が脂質代謝に与える影響を調べるため

に，3MC投与した野生型およびAHR欠損型マウスの肝臓切片をオイルレッドで

染色し，脂肪滴の蓄積を検討した（図 3）。その結果，野生型マウスに3MCを

投与したときのみ，中心静脈付近に脂肪滴の蓄積が認められた。以上の結果より，

3MCなどのPAHはAHRを介してPPARαシグナル伝達系を抑制することにより，

脂質代謝異常ひいては脂肪肝などを誘発することが示唆された（図 4）。 

 

 

 

図 1. DNAマイクロアレイによる3MCによりAHR依存的に発現が変化する遺伝子の同

定 
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図 2. 3MCによるAHR依存的なPPARα標的遺伝子の発現抑制 

 

 

図 3. 肝臓における3MCによるAHR依存的な脂肪滴の蓄積。 C, central vein: P, 

portal vein. 
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図 4. 3MCによるAHR依存的なPPARαシグナル伝達系の抑制モデル 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

ダイオキシン類やPAHによるAHRを介した毒性発現は多岐に渡るが，そ

の分子機構に関してはほとんどわかっていない。本研究では，野生型およ

びAHR欠損マウスを用いたDNAマイクロアレイ解析により, 代表的なPAH

である3MCがAHR依存的に脂質代謝に関与するPPARαシグナル伝達系を抑

制することを明らかにした。また，本研究は，3MCによるPPARαシグナル伝達

の抑制が肝臓における脂質代謝異常ひいては脂肪肝にも関与することを明らか

にした。本研究では，3MC以外にもベンゾ[a]ピレンやDMBAなど，他のAHRの

リガンドとなりうるPAHについても検討したが，これらPAHもまたPPARαシグ

ナル伝達系を抑制した。PAHはタバコ煙中やディーゼル排気中などに多く含まれ

るため，これらに高曝露されるヒトにおける脂質代謝異常などについて今後検討

していく必要があると思われる。また，本研究では3MCによるPPARαシグナル

伝達抑制の分子機構を検討した結果，この抑制はPPARαのヘテロダイマーのパ

ートナーであるRXRαの抑制によることを明らかにした。RXRαはPPARα以外に

も多くの核内受容体のヘテロダイマーのパートナーとして働き，ホルモンバラン

スのマスターレギュレーターであることが知られている。このため，本研究で見

出した機構は，PPARαシグナル伝達系にとどまらず，他の多くの核内受容体シ

グナル伝達系にも当てはまる可能性がある。この可能性は，PAHによる多岐に渡
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る毒性発現を説明しうる機構であり，今後さらなる検討が必要であると思われる。 

 

３．３ “ダイオキシンによる胸腺縮退のメカニズム（菅野グループ）” 

菅野グループ（広島大）は当初，ダイオキシンの胸腺に及ぼす影響解析を目指

して研究チームを構成したがその後，派生的な研究として，造血幹細胞に対する

影響解析の研究も行ったので，以下に別個に（胸腺）（造血幹細胞）と2つにわ

けて記載する。 

 (1)研究内容及び成果 

【胸腺】 

胸腺という器官はＴリンパ球の発生・分化に重要な器官で有るだけでは

なく，免疫系全体にとっても，「自己・非自己の識別」をリンパ球が学習す

る教育機関として非常に重要である。ここで正しく「自己同一性」を教育さ

れなければ，外部からの感染症に対応出来なくなり，さらに間違った教育か

ら自己を攻撃してしまう，などのために「感染症」「自己免疫疾患」「免疫

不全」「アレルギー・アトピー」との関係を考えるうえで，中心的な器官で

ある。その胸腺の中で，リンパ球は，図１の様に胸腺の中を移動しながら分

化・成熟し，末梢・全身へと運ばれてゆく。さらに詳しくその分化段階を見

ると図3の様な段階が判明しており，ほぼ各段階ごとに細胞死のルートが設

定されていると考えられている。 

 

研究の経過： 

ヒトの体内に普通にダイオキシンが入ってくるのと同じ経路（経口投与）

でマウスに投与したときに，「マウス個体（特に免疫系）に何が起きている

のか？」という事を正確に記述・解析することにフォーカスを絞った。免疫

学的には，最近リンパ球の発生・分化に核内受容体ファミリーが重要な役割

を果たしていることが少しずつ明らかになってきているが，AhRが胸腺内Ｔ

細胞分化にどのような役割を果たしているのか，という点に研究の的を絞っ
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た（生体内のリガンドは不明？）。とにかく，ダイオキシンによる免疫不全

（胸腺萎縮を含む）に関して，あまりにも間違った情報が報告されている。

実際，ダイオキシンによる胸腺萎縮，免疫不全の作用点は，「アポトーシス・

細胞周期停止だ」としてin vitroの実験をしている論文・報告があるが，そ

れは間違いである事がはっきり分かった。 

 

１）TCDDをただ1回，経口投与するだけで，3日後から胸腺の萎縮が始ま

り，回復するのに1ヶ月以上かかることがわかった（図2）。最も症状が顕著

である3日—2週間の時期について，注目すると，この時期の胸腺は正常の1

／10の大きさになり，遺伝子再構成を起こす分化段階（図3のpro-T3とpro-T

4の間；）が最も影響が強い事などがわかった。DN3(ProT-3)の細胞をさらに

resting（beta-selection前）なサイズの小さい細胞と，増殖している（beta-sel

ection後）サイズの大きい細胞の比率を観察すると，明らかにTCDD投与群の

beta-selection後のサイズの大きな細胞数が減少しているのがわかる。このこ

とから，DN3(ProT３)細胞で，pre-TCR シグナルが入り細胞増殖が起きるス

テージから後のＴ細胞分化段階においてTCDD投与による異常（細胞数の減

少）が起こることが判明した。その分子機構としては，DN3細胞の増殖(ま

たはサバイバル障害)と細胞死のバランスの破綻が起きていることが考えら

れた。 
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２）この時期のダイオキシンの作用点は細胞周期ではなく，細胞死調節機

構であることが判明した。ダイオキシンによる胸腺細胞死は，DNA分断非依

存性，Bcl-2非依存性（Bcl-2 Tgマウスでレスキュー出来ない），Caspase非

依存性，であるが，ミトコンドリア膜電位依存性，の細胞死であることが分

かり，「アポトーシス」とは異なるタイプの細胞死である事が分かった（デ

ータは示しません）。形態学的にも，電子顕微鏡観察を行ったところ，ミト

コンドリアの膨化や，小胞体(ER) が空胞化している像が多く見られ，死細

胞の割合も多かった（図４）。特にこのステップの細胞死はp53依存性の細

胞死であることが判明してきており，AhR依存性の細胞死の経路とp53依存

性細胞死が交差している可能性が考えられた。 

 

３）Ahリセプター遺伝子欠損マウスにおいて同様の実験を行うと，胸腺

萎縮が９０％以上回復することから，ミトコンドリアの膜電位を介したCas

pase非依存性の細胞死機構がAhR依存性である事が判明した。この経路・機

構にAhR/Arntの標的遺伝子群が関与しているとが考えらた。この事は逆にい

うと，この時期（図１，図3のDN3からDN4への移行期）にリンパ球が滞在

しているsubcapsular領域にAhRのリガンドが存在している可能性も示唆して

いる。 

 

４）標的遺伝子の検索に関しては，マイクロアレイによる網羅的解析を行

った。TCDD投与後12時間の時点では胸腺内Ｔ細胞のサブセット分布に変化

が見られないので，投与後12時間の時点の，未熟なDN細胞群(CD4-CD8-)を

回収し，RNAを抽出した後，マイクロアレイ解析を行った。DN細胞集団は

胸腺全体の約５％程度であるため，1回の実験にマウスを50− 100匹使用した。

さらにマイクロアレイ解析のアーティファクトを減らすために3種類のマイ

図4 TCDD投与による胸腺Ｔ細胞ミトコンドリアの

膨化（左；コントロール、右 TCDD 投与群） 
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クロアレイを用いて実験を行った（図５）。 

 

 

複数回ずつ異なったDNAマイクロアレイを用いた実験を行い，オーバーラ

ップして検出された標的遺伝子群のみを解析対象とした（図５および表）。 

マウス実験より，このTCDD投与による胸腺萎縮はAhR依存性であること

がわかっていたので，AhR-/-マウスを用いて同様な実験を行い，AhR-依存性

の標的遺伝子群にさらに解析目標を絞った（図６）。その結果cut-off ratio 

3.0以上に設定した場合には，AhR依存的にDN細胞群で動く遺伝子は，上昇

するものが8個，減少するものが3個であった。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Up:   13 
Down: 10 

 
Up:   13 
Down: 3 

C57BL/6  TCDD 
C57BL/6  Vehicle 

C57BL/6 TCDD 
AhR-/-    TCDD 

8 
3 

Ratio > 3.0 

 
Up:  38 
Down:17 

 
Up:    29 
Down: 21 

14 
  4 

Ratio > 2.5 

図 6 

9276  4800  

4800  
図 5 

B, C, E B AhR-/- 

D, E D, AhR+/+ 

A, C A C57BL/6 

TCDD Vehicle  



405 

 

 

Gene bank 

# 

Gene 

Up  

(ratio >3.0) 

NM09692 

 

Apolipoprotein A1 

 

 NM010217 Connective tissue growth factor (Ctgf, Hcs24, Fisp12) 

 

 

NM.008851 

 

Phosphatidylinositol membrane-associated  

(Pitpnm,RdgB, DRES9, mpt-1) 

 NM.019715 RIKEN cDNA 1700094M07(=potassium channel modulat

ory factor?) 

 NM.019770 Coated vesicle membrane protein  

 NM010483 Serotonin reseptor 5B (Htr5B, 5-Ht5B) 

 NM.019728 Defensin beta 4 (Dfb4) 

 NM.019540 Pore forming protein-like (Pfp1, Epsc5, Epsc50) 

   

Down  

(ratio <3.0) 

X58995 

 

Calcium/calmodulin dependent protein kinase IV catalit

ic subunit 

 

 NM.016675 Claudin 

 NM.016693 MAPKKK6(Map3k6) (apoptosis signal regulating kinase

-2, ASK-2) 

 

 

 

 

特に，そのリストのなかで，発現が減少する遺伝子としてCaMKinaseIVとASK

-2が見つかってきた。これらは共にpre-TCRのシグナル伝達系に関与するKinase

であり，これらの発現調節をAhR/Arntが行っていることが想定され，TCDDの作

用点である可能性が高い事がわかった。（図７） 
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（造血幹細胞） 

免疫系・血球系細胞の基になる「造血幹細胞」に対するTCDDの影響は何

であろうか？ほとんど報告がなされていないのが現状である。そこで，ダイ

オキシン投与による造血幹細胞の機能を骨髄移植の実験系を用いて解析を

始めた。その結果，表面マーカーは造血幹細胞であるが，まったく再構築能

を失っていることが判明した（図８参照）。図８Aの様に，ダイオキシン経

口投与1週間後のマウス骨髄より，CD34-, c-Kit+, Sca-1+, Lineage marker-neg

ativeの造血幹細胞分画をFACS Vantage/ cell sorterで単離し，その細胞100

個を，致死量の放射線を照射し，血球系を破壊しておいたレシピエント・マ

ウスに骨髄移植を行った。その後140日まで，観察し長期再構築能を検討し

た。図9Ｃのグラフで分かるように，コントロール群（白丸）は正常に血球

系が再構築されたが，ダイオキシン投与群（黒三角）の幹細胞分画はその能

力をほとんど失っていた。この結果は単にダイオキシン類が幹細胞の自己複

製能をも標的にしているという毒性学的な観点だけでなく，AhRとその自然

リガンド系が幹細胞の自己複製制御機構に関与していると考えることが出
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来る。 

 

 

 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

（胸腺） 

今回の研究から，AhR/Arnt系（またはTCDDの作用）は，Ｔ細胞のDiversity形成に

重要なpreTCRからのシグナルを受け取った後の細胞増殖（beta-selection）を制御して

いることがわかった。少なくともそのシグナル伝達分子の遺伝子発現がAhR/Arntによ

り制御されていることがわかった。結果的に免疫系のDiversityが正常よりかなり小さ

くなることから，自己免疫疾患・アレルギーとの関係について無視できないことわか

った。その人工的制御技術の開発，またはTCDDの作用を阻害する手段の開発につな

がる分子標的を示すことが出来た。その意味では社会的な波及効果は大きいと思う。 

（造血幹細胞） 

この研究結果は，AhR/Arntを介して，造血幹細胞の自己複製能を制御できる

図８ 
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可能性が存在する事を意味している。このことは将来的には患者自身の造血幹

細胞を用いた再生医療を考える上で，その人工的制御技術の開発という観点か

らは非常にインパクトが大きいと思われる。さらにTCDDが造血幹細胞の機能に

も致命的な障害を与えているという，全く初めての研究結果なので，その意味

でも初回的影響は大きいと思われる。 

 

３．４ “ダイオキシンと発生・生殖（山下グループ）” 

(1)研究内容および成果 

【はじめに】 

環境汚染物質として悪名高いダイオキシンは，生体に対して種々の毒性を

発揮する。その毒性は，肝臓の解毒酵素の誘導，発ガンのプロモータ作用，

免疫毒性，生殖毒性，発生毒性（催奇形性），内分泌攪乱作用と多岐にわた

る。本研究は，マウスを用いて，ダイオキシンが胎児に奇形を誘発する機序

を明らかにする目的で開始した。 

【ダイオキシンがマウス胎児に奇形を起こす機序（口蓋裂と腎盂拡大）】 

妊娠マウス(Jcl:ICR系統)の妊娠12.5日（膣栓発見日を妊娠０日とする）に

ダイオキシンのうち，最も毒性が強いといわれる2,3,7,8四塩化ジベンゾパ

ラジオキシン（2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, 以下TCDDと略）を体重１

kg当り40µgの割合で１回強制経口投与する。妊娠18.5日（満期）に母体を屠

殺し，胎仔を取り出し，観察すると，ほぼすべての胎仔に口蓋裂と腎盂拡大

（水腎症）が観察される。 

ダイオキシンによるマウス胎児の口蓋裂誘発機序を検討してみた。 

二次口蓋の正常発生過程を見てみると，口蓋は左右の二次口蓋突起が最初

は口腔に向かって垂直位をとっている。ついで，妊娠14.0から14.5日にかけ

て，口蓋突起は90度転位・挙上し，水平位をとる。左右の突起は正中線上で

接触し，やがて両者が癒合することによって，口蓋は閉鎖し，口腔と鼻腔が

隔てられることになる。 

ダイオキシンによって，左右の口蓋突起は癒合が行われなくなり，左右の

口蓋突起が離れたままの状態で出生に至ることになる。この状態を口蓋裂と

いう。口蓋裂が生じると，新生児は口腔内を陰圧に保つことができず，哺乳

が不可能となる。ダイオキシンによる口蓋裂誘発機構については，アメリカ

EPAのAbbott博士らのグループは，口蓋突起の上皮細胞が異常に増殖するた

めに，左右の突起が癒合できず，そのために口蓋裂にいたるとの説を主張し

てきた。 
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私たちは，上記実験系において，妊娠13.5日の口蓋突起の粘膜上皮細胞，

間葉細胞のBrdU取り込み率を見ることにより，突起の増殖能を調べた。す

ると，TCDD投与群で有意にBrdUの取り込みが低下していることが判明した。

また，左右の突起が接触・癒合する，妊娠14.5日の口蓋粘膜上皮の上皮細胞

の細胞死をTUNEL法で調べたところ，TCDD群と対照群との間には差は見ら

れなかった。以上のことから，TCDDによる口蓋裂誘発機序は，TCDDが垂

直位にある口蓋突起の粘膜上皮と間葉細胞に働き，両者の細胞増殖をおさえ

ることによって，口蓋突起の伸長を抑制する。このため，口蓋突起が水平位

に転位しても，左右の突起の接触はおこらない。これによって，口蓋裂が誘

発されることになる（Takagi et al., 2000）。 

さらに，TCDD投与の口蓋突起には，癒合能力がもはや失われているのか

どうかを見た。妊娠7.5日に6 mg/kg体重の割合で塩化カドミウムを母体腹腔

に投与すると，外脳症 exencephalyが生じる。これにより，左右の頭蓋が狭

小化し，左右の口蓋突起を強制的に接触させる条件が作製される。この状態

で，TCDD投与群で，左右の口蓋突起の癒合能力を見たところ，すべての胎

児で口蓋は閉じていた。この結果は，TCDD投与群においても，口蓋突起の

癒合能力は保たれていることを意味する (Takagi et al., 2000)。 

TCDDによるマウス胎児の腎盂拡大の原因（病因）として，尿管上皮が過

剰増殖し，それが尿管腔をふさぎ，上流から流れ落ちてくる尿が貯留し，そ

の結果，腎盂拡大に至ると説明されている。 

尿管上皮は移行上皮であると組織学的に説明されているが，その細胞動態

については，本当のところは，解明されていないのが実情である。そこで，

今回は，正常尿管上皮細胞の細胞動態を微細形態学的・組織細胞化学的に検

討し，発表した。 

成獣マウス（Jcl:ICR）の尿管の透過電子顕微鏡標本を作製し，観察した。

組織細胞化学的手法としては，細胞をBrdUでラベルし，DNA増殖能を持つ

細胞の同定を行った。 

観察の結果，成熟マウスの尿管上皮が，一般に言われている移行上皮では

なく，重層扁平上皮であることを明らかにできた。その根拠は２つ。１つに

は，マウス尿管上皮細胞は４層の細胞から成り立つ。基底膜側から，基底細

胞，２つの中間細胞，表層細胞である。細胞内にある紡錘型小胞の成熟を超

微形態学的に追及したところ，基底細胞，中間細胞，表層細胞へと内腔側に

向かうほど，紡錘型小胞は成熟してゆくことが明らかになった。２つ目には，

BrdU取り込み細胞は，最初，基底細胞の位置にあるが，時間経過をおって，
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ラベルされた細胞の動きを見ると，ついで中間細胞がラベルされ，最後に表

層細胞がラベルされることが明らかとなった。 

以上の証拠から，尿管上皮は重層扁平上皮であるの結論を得た。 

 

【ダイオキシンとアリール炭化水素受容体】 

ダイオキシンをはじめとするアリール炭化水素は細胞内に入ると，細胞質

に存在するAhRと結合する。AhRは，もともと細胞質に存在し，HSP90(heat 

shock protein 90)をはじめとする，タンパクと結合することによって，安定

化されている。ダイオキシンがAhRと結合すると，HSP90等の安定化タンパ

クが解離し，核移行シグナル(Nuclear localization signal, NLS)がオンになっ

て，核に移行する。核内で，AhR核移行分子（AhR nuclear translocator, Ar

ntと略）と結合し，AhR-Arntヘテロ二重体を形成する。AhR-Arntは，DNAの

ダイオキシン反応配列（Xenobiotic responsive element, XREと略）に結合す

る。結合に伴い，転写共役因子群にシグナルが伝わり，種々の遺伝子発現を

調節する。チトクロームP450酵素のうち，1A1(CYP 1A1)はその代表的なも

のであり，肝臓で多量に発現し，解毒の第I相の反応を活発に進める。 

ダイオキシンは，その化学構造が非常に安定で，分解を受けにくい。CYP

 1A1酵素を誘導しても，この酵素はダイオキシンを代謝することはできな

い。 

AhRはダイオキシンと挙動を共にするタンパクがあることが知られるよ

うになり，受容体としての作用があるのではないかと推測された後，1992

年にクローニングされた。 

 

【アリール炭化水素受容体遺伝子欠損マウスにおけるダイオキシンの奇形

誘発に及ぼす影響】 

ダイオキシンは生体内でアリール炭化水素受容体（別名ダイオキシン受容

体，Aryl hydrocarbon receptor, 以下AhRと略）を介して，毒性を発揮すると

言われる。AhRの作用を調べる目的で，遺伝子欠損マウスが作製された(Mi

mura et al., 1997)。 

TCDDを妊娠12.5日（膣栓発見日を妊娠０日とする）のマウスに40µg/kg

体重の割合で１回強制経口投与すると，マウスの系統がC57BL/6Jの場合，す

べての胎児に口蓋裂と腎盂拡大が誘発された。一方，マウスがAhR-/-（AhR

遺伝子欠損ホモ）の場合，胎児には口蓋裂も腎盂拡大も見られなかった(Mi

mura et al., 1997)。AhRの遺伝子型がヘテロの場合は，中間的な値をとるこ
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とが判明し，AhR+/-遺伝子型を持つ胎児の奇形誘発は，AhR+/+野生型胎児

のそれに比べると頻度が低かった。このことは，奇形誘発には，AhR遺伝子

産物の用量依存効果 Gene dosage effectが観察されたことを意味する(Yama

shita et al., 2000)。 

さらに，どういう遺伝子メッセージのカスケードが，口蓋突起の増殖を抑

制し，口蓋裂を誘発するにいたるのかを明らかにするための実験を行った。

方法は，上記，実験系を用いて，TCDDを同じ用量で，妊娠12.5日のC57BL/

6Jマウスに投与し，投与6, 12, 24時間後の胎児の口蓋部分の遺伝子メッセ

ージの発現を，ディファレンシャル・ディスプレイ法，ディファレンシャル・

スクリーニング法，cDNAマイクロアレイ法で見た。メッセージの検討には，

投与１２時間後が適当であることが判明したが，結局，うまくカスケードを

描くには至らなかった。 

 

【アリール炭化水素受容体（ダイオキシン受容体）抑制因子欠損が，ダイ

オキシンの奇形誘発に及ぼす影響】 

AhRと類似した構造をもつタンパク(bHLHドメインとPASドメインをも

つ)をスクリーニングしている最中に，培養細胞系で，AhRの作用を抑制す

る働きをもつ，AhR抑制因子（AhR repressor, AhRR）がクローニングされ

た(Mimura et al., 1999; Baba et al., 2001; Mimura and Fujii-Kuriyama, 20

02)。今回，このAhRR遺伝子の欠損マウスが作製された（論文未発表）。 

AhR-Arnt複合体がDNAのXRＥ（Xenobiotic responsive element）を認識し，

種々の遺伝子の転写を調節するが，AhRRは発現が上昇する遺伝子産物のひ

とつである。AhRRは，さらにArntとヘテロ二重体を形成する。AhR-Arnt, A

hRR-Arntの両者がXREを取り合うことによって，AhRの作用を拮抗的に阻害

する。こうして，AhRの作用がAhRRによって抑制される結果，負のフィー

ドバック・ループが形成される。 

さて，AhRR遺伝子を欠損したホモマウスにおいては，この負のフィード

バック・ループの一翼が欠損することになり，リガンドを結合したAhR-Arn

t系の転写が促進され続けることが，予想された。ダイオキシンの口蓋裂誘

発の実験系において，AhRR欠損マウスでは，ダイオキシンの影響は強くな

るのだろうか。結果は，「増強しない」であった。 

マウスは細谷らが作製したAhRR遺伝子欠損マウスを用いた。メスAhRR-/

-マウスをオスC57BL/6Jにバッククロスし，AhRR+/-ヘテロマウスを得た。こ

のAhRR+/-ヘテロマウスの雌雄を交配し，妊娠マウスを得た。胎児の遺伝子
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型はメンデルの法則に従って，AhRR-/-, +/-, +/+（野生型）が得られた。 

妊娠12.5日のAhRR+/-マウスに，TCDDを公比４で，0（溶媒）, 0.156, 0.

625, 2.5, 10, 40µg/kg体重の割合で１回投与した。各用量群に供した妊娠

マウスは７母体とした。妊娠18.5日に母体を屠殺し，胎児の口蓋裂の有無，

腎盂拡大の有無を観察した。胎児の尾からDNAを抽出して，AhRRの遺伝子

型を判定した。各用量での胎児の遺伝子型別の口蓋裂，腎盂拡大の頻度を計

算した。 

TCDD 10, 40µg/kg投与群の野生型胎児（AhRR+/+）において，口蓋裂が

観察された。AhRR+/-, -/-の胎児においては，口蓋裂の誘発率がAhRR+/+の

それと殆ど同じであった。AhRR遺伝子型の違いと口蓋裂誘発との関係を示

す結果を図に示す。横軸はTCDDの用量(µg/kg)を，縦軸は口蓋裂の誘発率(%

 per fetus)を表す。腎盂拡大については，予想とは逆にAhRR-/-群が野生型群

よりも誘発率が若干低いという結果が得られた。 

胎児の口蓋裂，腎盂拡大をエンドポイントにした場合，AhRR遺伝子欠損

マウスのダイオキシンへの感受性上昇は見られなかった。野生型マウスにお

いて，リガンド存在下でAhRRの発現は臓器によって異なる。さらに詳細に

AhRRの発現を調べて，実験にのぞむ必要がある。 

 

３．研究成果 

３．５“AhRR, AhR/Nrf2欠失動物の作製と機能解析（山本・本橋グループ）” 

(1)研究内容および成果 

我々は最近，異物代謝系第２相の酵素群の発現が転写因子Nrf2により統一

的に調節されることを発見した。このことは，同第１相の反応を触媒する酵

素群がPAS群転写因子により統一的に調節されていることと呼応して，異物

代謝系の発現調節機構の包括的な理解を可能とするものと思われる。第１相

の酵素群の誘導の際には，AhR（ダイオキシン受容体）が細胞質から核に移
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行するが，その転写促進活性はAhRRによって抑制される。一方，第２相の

酵素群の場合には，Keap1がNrf2の安定性と核への移行を調節している。本

研究では，異物に対する応答系の分子メカニズムと，生体における異物代謝

系第１相，あるいは，第２相の応答系の意義を明らかにし，他の薬剤応答系

とのクロストークも明らかにすることを目指している。また，このような転

写因子の核移行，シス配列への結合，さらにそこから基本転写装置へ向かっ

ての制御情報の流れを明らかにし，異物に対する応答反応の分子機構を理解

する。そして，その知見をもとに，環境中の異物の生物モニター系を確立す

る。 

AhR制御系遺伝子やNrf2制御系遺伝子の遺伝子改変マウスを用いて，薬剤

投与実験により毒性の発現や，発癌を検討した。AhR/Nrf2２重欠損マウスの

薬剤投与実験，AhRR欠損マウスやAhRR/Nrf2２重欠損マウスの化学発癌実

験を行った。また，とりわけ，AhRの機能は種により大きく異なることが知

られているので，ヒトでの反応性をモニターするためのモデル動物作製のた

めに，ヒトAhR (hAHR) cDNAノックインマウスを作製し，その薬剤に対す

る応答性を検討した。 

AhR/Nrf2２重欠損マウスの薬剤に対する反応性を調べたところ，AhRリガ

ンドである3-MCや，Nrf2の活性化剤であるBHAに対する反応は著しく低下

していたが，フェノバルビタールに対する反応は保たれており，むしろ，増

強しているという結果であった。AhR制御系・Nrf2制御系のいずれにも依存

しない薬物代謝系のみを有するマウスを得ることができたといえる。AhRR

欠損マウスやAhRR/Nrf2２重欠損マウスの化学発癌実験では，野生型に比べ

て，AhRR欠損マウスにおける発癌が亢進していることを示唆する結果が得

られつつある。つまり，AhRの抑制性因子AhRRの欠損によりAhRの機能が

亢進した状態が維持され，その結果，生体高分子に障害をもたらす活性化型

代謝中間体が増加し，発癌の増加につながったものと考えられる。hAHRノ

ックインマウスの反応性を検討したところ，3-メチルコラントレンに対する

反応は，hAHRノックインマウスもコントロールマウスも同程度であったが，

TCDDに対する反応は前者の方が弱いという結果であった。この結果は，ダ

イオキシン受容体のリガンドに対する反応特異性が，種により異なること，

そして，hAHRノックインマウスがヒトの反応の特異性を再現できるモニタ

ー動物として利用可能であることを示唆している。 

 

【Nrf2欠損マウスの薬剤応答性の検討】 
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Nrf2欠損マウスを，ディーゼルエンジン排気ガスに曝露したところ，同マ

ウスでは，野生型マウスに比べて，DNA アダクト（DNA adduct＝外来異物

がDNAに共有結合した複合体で，遺伝子の損傷を誘導する状態）が過剰に産

生されることが明らかになった。この結果から，Nrf2によって誘導される生

体防衛系がディーゼルエンジン排気ガスに対する防衛系において重要であ

ることが示唆された。また，Nrf2欠損マウスにアセトアミノフェンを投与し，

その後の肝障害の出現について，検討したところ，同マウスにおいては，高

頻度に急性肝障害がおこることが明らかになった。Nrf2欠損マウスでは，ア

セトアミノフェンに対する感受性が顕著に上昇していることが明らかとな

った。さらに，化学発がん防御機構におけるNrf2の役割を明らかにするため

に，ベンツピレンの胃内投与実験を行ったところ，同マウスでは，高頻度に

胃ガンが発症することが明らかになった。さらに，以前よりベンツピレンと

同時にとうよすることで，その発がん作用を抑制することが知られていたオ

ルティプラッツの効果を検討したところ，Nrf2欠損マウスにおいて，オルテ

ィプラッツの発癌抑制効果が認められなかった。この結果から，Nrf2による

異物代謝系第２相の活性化が，発癌抑制に重要であることが明らかになった。 

 

【keap1欠損マウスの解析】 

Nrf2の抑制性制御因子であるkeap1遺伝子破壊マウスを作製したところ，

同マウスは，食道と前胃の異常角化による摂食障害で，生後２—３週で，致

死であった。出生直後の肝臓における遺伝子発現を調べたところ，keap1遺

伝子破壊マウスにおいては，異物代謝系第２相の酵素群の非誘導時における

発現量が上昇していることと，薬剤による誘導が消失していることが明らか

になった。マウス個体レベルにおいて，Keap1がNrf2の活性を負に制御して

いることが証明された。さらに，keap1欠損マウスにおける第２相酵素群の

発現量の上昇は，keap1/Nrf2２重欠損マウスでは，完全に解除された。これ

は，Keap1がNrf2の活性を負に制御していることが，個体において証明する

結果である。また，Nrf2-Keap1の相互作用が，薬剤に対するセンター機能を

果たしている可能性が強く示唆された。 

 

【AhR::Nrf2２重欠損マウスの作製の薬剤に対する応答性の検討】 

AhRとNrf2により制御される第１相，第２相酵素群が，薬剤の毒性発現に

どのように貢献するのかを明らかにするために，また，これらの酵素群の機

能に依存しない薬物代謝系の実体を明らかにするために，AhR欠損マウスと
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Nrf2欠損マウスを交配することにより，これらが制御する酵素群の誘導的発

現が全ておこらないマウスAhR::Nrf2２重欠失マウスを作製し，同マウスの

薬剤に対する反応性を調べた。その結果，AhRリガンドである3-MCや，Nrf

2の活性化剤であるBHAに対する反応は著しく低下していたが，フェノバル

ビタールに対する反応は保たれており，むしろ，増強しているという結果で

あった。AhR::Nrf2２重欠失マウスに対して様々な薬剤を投与し，さらに，

その薬剤の代謝経路，代謝産物を調べることにより，AhRとNrf2に制御され

る酵素群の，薬物代謝と毒性の発現における重要性が明らかになると考えら

れる。 

 

【AhRR::Nrf2２重欠損マウスの易発癌性の検討】 

AhRの抑制性因子AhRRの欠損によりAhRの機能が亢進した状態が維持さ

れるかどうか，そして，AhR機能亢進状態は，易発癌性の素地となりえるか

どうかを検討するために，AhRR欠損マウスとAhRR::Nrf2２重欠損マウスに

対して皮下にベンツピレンを投与して，AhRの標的遺伝子であるCYP1A1の

発現と，腫瘍が生じるまでの時間とその個数を調べた。AhRR欠損マウスで

は，CYP1A1の発現誘導が，遷延する傾向が認められ，さらに，第２相酵素

群の誘導もおこっていることが明らかになった。また，皮膚における発がん

実験では，野生型マウスに比べて，腫瘍が明らかになるまでの時間が延長し

ており，化学発がんに対して，むしろ抵抗性になっていることが示唆された。

これは，第２相酵素群がより高レベルに誘導される傾向が有るためと考えら

れる。 

 

【ヒトAhRノックインマウスの作製と薬剤反応性の検討】 

薬剤の毒性発現に対する第１相酵素群の役割を明らかにするため，第１相

酵素群の誘導に関わる制御因子のうちAhRに注目し，同因子の機能を個体に

おいて検討することを試みた。AhR分子の性質には種差が大きく，そのため

に，ダイオキシンなど芳香族炭化水素に対する反応は，種により質的・量的

に異なっていることがこれまでの報告から推測されている。in vitroで計測

されたTCDDとの親和性は，C57BL6のAhR（AhRb-1
）で高く，DBA/2のAhR

（AhRd
）で低く，後者の親和性はhAHRのそれと同程度である。しかし，Ah

R分子のC末端側は，hAhRとAhRd
とでは，大きく異なっており，それぞれの

分子に特有の性質を担っている可能性が示唆される。そこで，ヒトのhAHR

を有するhAhRノックインマウスを作製し，その薬剤に対する反応性を調べ
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た。このマウスに対して，hAhRの組織における発現の確認を行った後，3-

メチルコラントレン（3-MC）と2.3.7.8-TCDDの投与実験をおこない，肝臓に

おけるCYP1A遺伝子群の誘導的発現の検討と，催奇形性の検討を行った。 

3-MC投与による肝臓でのCYP1A1あるいはCYP1A2の誘導の強度は，AhRb

-1
マウス>>AhRd

マウス=hAhRマウスという順番であり，hAhRマウスとAhRd

マウスの反応性はほぼ等しかった。一方，TCDD投与による誘導の強度は，

AhRb-1
マウス>AhRd

マウス>hAhRマウスであり，hAhRマウスは3-MCに比べて

TCDDに反応しにくいということが明らかになった。TCDDに対する催奇形

性も，この結果と一致する傾向が得られた。口蓋裂は，AhRb-1
マウスで100%，

AhRd
マウスで30%，hAhRマウスで0%という発生率であった。水腎症の発生率

は，いずれの系統においても８割前後であったが，重症度はAhRb-1
マウス>A

hRd
マウス>hAhRマウスという傾向が認められた。 

hAhRマウスが3-MCに対しては，AhRd
マウスとほぼ同程度の反応を示した

のにも関わらず，TCDDに対しては，それよりも弱い反応しか示さなかった

ということである。AhRが介在する反応のリガンド特異性が，マウスとヒト

とでは，異なっている可能性が示唆された。 

 

３．研究成果 

３．６“AhRの作用メカニズム（十川グループ）” 

(1)研究内容及び成果 

【Ahリセプターリプレッサー遺伝子のクローニングと構造解析】 

メチルコランスレン(MC)などの外来異物は，Ahリセプター(AhR)と名づけ

られた，受容体型転写因子にリガンドとして結合し，P4501A1やP4501B1な

どの遺伝子上流に存在するXRE配列に結合し，転写を活性化することが知ら

れている。このためには，核内でAhRはArntとヘテロダイマーを形成するこ

とが必要である。この転写活性化を抑制する因子として，AhRリプレッサー

(AhRR)が見出された。AhRRはAhRとN末端からDNA結合活性やArntとのヘ

テロダイマー形成に必要な構造である，HLHモチーフとPAS Aドメインまで

アミノ酸配列の類似性があり，Arntとヘテロダイマーを形成し，XREに結合

する。また，分子のC末端側に転写活性化抑制領域が存在した。細胞内で強

制発現したところ，AhRの転写活性化を選択的に阻害した。これらの性質に

より，AhRRはAhRの転写活性化に対する特異的抑制因子と考えられている。 

マウスAhRR遺伝子を単離し，構造解析ならびにプロモーター解析を行っ

た。マウスAhRR遺伝子は約60 kbの長さで，11のエキソンからなっていた。
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FISH解析によって，マウス染色体13C2，ラット染色体1p11.2，ヒト染色体5

p15.3にAhRR遺伝子は存在することが判明した。AhRR遺伝子上流にはTATA

ボックスはなく，複数の転写開始点が存在した。非常に興味深いことに，構

造解析によって転写開始点から，-45, -388, -1296の位置に3つのXREが存

在することが判明した。これらのXREの機能を調べるために，ゲルシフトア

ッセイを行ったところ，AhR-Arntヘテロダイマーが結合した。また，DNA

トランスフェクションによって，MCによる誘導を調べたところ，レポータ

ー遺伝子として使ったルシフェラーゼ活性が12倍に上昇した。さらに遺伝子

上流には，GCボックスが存在した。XREとGCボックスのプロモーター上の

共在は，MCで誘導される遺伝子に特徴的な組み合わせであり，AhRR遺伝子

もその範疇に入ると考えられた。GCボックス結合因子を解析したところ，S

p1とSp3が結合することが分かった。さらに，転写開始点の上流にNF-kB結

合サイトが存在した。このDNAエレメントにはp65/p50が結合した。AhRR遺

伝子プロモーターをルシフェラーゼ遺伝子につないだレポーター活性は，フ

ォルボールエステルであるTPA処理によって2倍に増加した。また，MCとT

PAによってトランスフェクションした細胞を処理したところ，相乗的にレ

ポーター活性が増加した。以上の結果から，AhRR遺伝子はAhRの下流に位

置し，フィードバック的に転写を阻害することが強く示唆された。また，N

f-kB結合配列がプロモーター領域に見出され，p65/p50が結合しTPAによって

活性化されたことは，AhR活性がAhRRの抑制活性の増加をとおして，サイ

トカインなどで抑制されることを示唆し，免疫系と薬物代謝系との相互作用

を示唆し，非常に興味がもたれる。 

 

【Ahリセプターの転写のコアクティベーターとしての機能】 

メチルコランスレンで転写が活性化されるCYP1A2遺伝子は，CYP1A1遺

伝子と異なり，内在性のCYP1A2を誘導的に発現する培養細胞が長い間見出

されず，転写調節のメカニズムの解明は大きく遅れていた。HepG2細胞で内

在性CYP1A2の発現が報告され，我々は，HepG2細胞をトランスフェクショ

ンの受容細胞として，ラット遺伝子上流を使って誘導的発現に必要なエンハ

ンサーを同定した。転写開始点から-5.6kb上流をもったDNAフラグメントを

CAT遺伝子につないだ発現プラスミドを，HepG2細胞にトランスフェクショ

ンしたところ，CAT活性がMC処理によって増大した。多くの欠失を遺伝子

上流にいれ，この誘導に必要な領域を調べたところ，転写開始点から約-2 k

b上流に2つの領域（A領域とB領域）を見出した。この2つの領域のうちB領
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域が誘導的エンハンサーであることが分かり，A領域はB領域の活性を強め

る働きがあることが判明した。B領域は最終的に24 bpまで狭められた。この

エンハンサーに突然変異を導入して，詳細にその活性に必要な配列を調べた

ところ，6塩基対離れた4塩基対からなる繰り返し構造が重要であることが判

明した。このCYP1A2エンハンサー配列の特徴はXREとまったく異なっており，

ゲルシフトアッセイなどで詳細に調べたところ，細胞由来のAhリセプター

とArntのヘテロダイマーも，大腸菌で発現した組換えAhR-Arntも直接結合し

なかった。そこで，AhR-Arntはエンハンサ－に直接結合せず，エンハンサー

結合因子に相互作用し，エンハンサーには間接的に結合すると考え，エンハ

ンサーに直接する因子を探索した。HepG2細胞でゲルシフトアッセイを行っ

たところ，特異的結合タンパク質が1つ見出され，調べた限りの培養細胞で

すべて，結合因子は存在した。この結合因子は，細胞核に局在しており，M

C処理によって結合活性は，変化しなかった。この結合因子を精製するため

に，マウスの種々の組織から核抽出液を調製し，CYP1A2エンハンサー結合

活性をゲルシフト法で調べたところ，腎臓が最も比含量が高いことがわかっ

た。また，肝臓その他，調べた組織すべてで，結合活性は見出された。そこ

で，マウス500匹の腎臓から核を単離し抽出液を調製し，精製の出発材料と

した。まず，硫安沈殿を行い，つぎにDEAEセルロースを用いた，イオン交

換クロマトグラフィー，続いて，ヘパリン-セファロースクロマトグラフィ

ーで部分精製後，エンハンサー配列を持つオリゴヌクレオチドによるDNA

アフィニティークロマトグラフィーによって最終的に精製した。SDS-PAGE

によって解析したところ，約60kDaのところに4本のバンドが認められた。こ

れらのバンドのうち主要な2本のバンドはゲルから抽出後，SDSを除く再生

処理によりエンハンサー結合活性を示し，そのゲルシフトのバンドの位置は，

目的タンパク質と同じ移動度であり，精製タンパク質は目的とするエンハン

サー結合因子であることが確認された。得られた4つのタンパク質のリジル

エンドペプチダーゼによる消化物のペプチドマップは非常に類似しており，

類縁のたんぱく質である可能性が高いと考えられた。ゲル内でリジルエンド

ペプチダーゼ消化を行い，HPLCで精製したペプチドを分離し，アミノ酸配

列決定を行ったところ，3つのタンパク質は，転写因子LBP-1a, LBP-1b, LB

P-cであることがわかった。4番目のバンドは同定できなかったが，LBP-1c

のプロテアーゼ分解産物か，LBP-9であると予想された。つぎに，in vitroで

これらLBP-1ファミリータンパク質を合成し，ゲルシフトアッセイを行った

ところ，LBP-1タンパク質はCYP1A2エンハンサーに結合した。さらに，LB
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P-1タンパク質に対する抗体を使い，ゲルシフトアッセイを行ったところ，C

YP1A2エンハンサーに特異的に結合するタンパク由来のバンドはスーパー

シフトした。これらの結果から，腎臓や培養細胞のCYP1A2エンハンサー結

合タンパク質は，LBP-1ファミリータンパク質であることが証明された。LB

P-1ファミリーは2つの遺伝子座から構成され，それぞれオルタナティブスプ

ライシングによって2つずつの遺伝子産物(LBP-1aとLBP-1b, LBP-1cとLBP-

1d)が生成することが報告されている。これら4つの産物のうち，LBP-1dはD

NA結合活性に必要な領域を欠き，転写の阻害因子として機能すると考えら

れている。また，ファミリー内で自由にLBP-1タンパク質はホモダイマー，

ヘテロダイマーをつくり，DNAに結合し転写を活性化すると考えられている。

今までに知られているLBP-1によって，転写が調節される遺伝子は，HIV-1, 

β-グロビン，CYP2d9などの遺伝子が知られており，かなり多くの遺伝子の

転写に関係していると考えられている。しかしながら，特定の生理機能に対

応した転写因子ではなく，種々の雑多な遺伝子の発現に関係しており，そう

いった意味であまり注目されていない転写因子である。また，DNA結合のコ

ンセンサスは報告があり，我々のエンハンサーから導いた重要な塩基配列を

満足していた。 

我々はエンハンサー結合因子としてLBP-1を同定した後，AhR-Arntとの相

互作用を調べた。まず，培養細胞でGST-AhR, GST-ArntとFLAGタグをもつL

BP-1タンパク質を共発現し，GSTプルダウンアッセイを行った。すべてのL

BP-1ファミリーメンバーとAhリセプターが直接結合し，ArntとはLBP-1aとL

BP-1cが結合することが，FLAGタグに対する抗体を用いたウエスタンブロッ

トの結果明らかとなった。また，Ahリセプター/ArntとLBP-1タンパク質を

培養細胞で共発現し，ルシフェラーゼレポーター活性を測定したところ，A

hR-ArntとLBP-1タンパク質は，相乗的にCYP1A2エンハンサーからの転写を

活性化することを示すことができた。これらの実験事実から，CYP1A2エン

ハンサーにLBP-1ファミリーメンバーが直接，ダイマーとして結合し，さら

にAhリセプター/ArntヘテロダイマーがコアクティベーターとしてLBP-1に

結合し，CYP1A2遺伝子の転写を，外来異物依存的に活性化していることが

判明した。我々の実験結果ではLBP-1cがやや強くCYP1A2エンハンサーに結

合することが分かったが，その他のLBP-1タンパク質もCYP1A2エンハンサ

ーに結合し，LBP-1タンパク質のエンハンサーに対する特異性は，あまりな

いと考えてよさそうである。 

多くのMCで誘導される，薬物代謝酵素の遺伝子がその転写調節領域にXR
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Eをもち，直接AhR-Arntによって転写が活性化されるメカニズムを採用して

いるのに比べて，どうしてCYP1A2のみが，AhR-Arntによる転写活性化に，

間接的な相互作用メカニズムを採用しているのかは，興味のあるところであ

る。その理由は不明であるが，つぎに報告するようにXREを採用するメカニ

ズムに比べて，CpGメチル化の影響を受けにくいメカニズムであることか確

かのようである。老化に伴ったCpGのメチル化に関係なく，薬物代謝を行う

のに有用な機構と考えられる。 

 

【AhR-Arnt, AhRR-Arntの大腸菌における共発現とDNA結合活性】 

AhRは細胞質でHsp90などと会合しており，リガンド結合後，核移行しAr

ntとヘテロダイマーを形成する。このようにAhRは多くのタンパク質，有機

低分子と相互作用し，生化学的にも興味あるタンパク質である。そこで，生

化学的な解析に必要な量を取得すべく，種々の発現系でAhRの大量発現を試

みてきたが不首尾であった。それらの経験を通じておそらく，AhRの単独で

の発現は困難であろうと結論した。そこで，安定的に発現することが予想さ

れるAhRとArntのヘテロダイマーの大腸菌での共発現を試みた。 

すでに，AhR, Arntとも大腸菌での発現では，分解されFull-lengthのタンパ

クは得られないことが分かっていたので，bHLH-PASドメインのみを発現さ

せた。発現したタンパク質を解析したところ，ヘテロダイマーを菌体内で形

成していると考えられ，単独での発現に比べて水溶性が，格段に向上してい

た。得られたAhR-Arnt, AhRR-Arntヘテロダイマーを精製し，DNA結合の解

離定数をゲルシフト法で求めた。AhR-ArntのXREに対する解離定数は2.0 n

Mであった。AhRR-ArntのXREに対する解離定数は同じく，2.0 nMであった。

細胞由来のAhR-ArntのXREに対する解離定数は，1.2 – 2.5 nMと報告されて

おり，ほぼ同等の値が得られたことになり，我々の行った大腸菌での発現は，

天然のタンパク質と同じコンフォメーションを持っていると考えられた。つ

ぎに，XRE配列はメチル化を受けるCpG配列をコア配列内にもっており，メ

チル化のDNA結合に対する影響を調べた。どちらのストランドもメチル化さ

れた場合，解離定数は100 nMとなり，大きく結合親和性は低下することが

分かった。片方の鎖がメチル化された場合は，29 nMと8.0 nMという結合定

数が得られた。これらの結果から，メチル化によって，XREに対するAhR-A

rntの結合は大きく弱まり，転写活性は大きく低下することが予想された。ヒ

トをふくむ動物の組織では，加齢とともに薬物代謝活性が弱くなることが知

られている。我々の得た結果は，この加齢による低下が，DNAのメチル化が
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1つの原因であり，それによる，AhR-Arntの結合活性が弱まった結果である

ことを示唆している。 

大腸菌で発現したAhRをMALDI-TOFマススペクトロメトリーで解析した

ところ，予想された分子量をもつ転写産物は発現しておらず，PAS-B領域で

プロテアーゼによって分解を受け，分子量の異なったいくつかのタンパク質

からできていることが判明した。この結果はAhRとArntとのヘテロダイマー

形成において，PAS-B領域が不要であることの直接の証明となった。AhRR

はPAS-B領域を欠損していることが知られているが，Arntとのヘテロダイマ

ー形成，XREとの結合に関して，AhRと同等の活性をもつことが報告されて

いる。PASBドメインはヘテロダイマー形成に必要でないことが示唆されて

きたが，本研究で得られた結果は，精製されたタンパク質でこれらの報告を

最終的に確認したことになる。また，PASタンパク質のDNA結合活性にリン

酸化が関与しているとのいくつかの報告があるが，大腸菌でリン酸化は起こ

りえず，我々の得た組換えAhR-Arntヘテロダイマーが，細胞由来のヘテロダ

イマーと，ほぼ同等のDNA結合活性を示すという結果は，これを強く否定す

るものである。 

 

(2)研究成果の今後期待される効果 

AhRRの転写抑制因子としての性状の解明とAhRR遺伝子の転写調節メカ

ニズムの解明によって，外来異物代謝系において，転写レベルでの負のフィ

ードバックメカニズムが存在することが証明された。ほぼ同様のフィードバ

ックメカニズムが少し遅れて，低酸素ストレス応答に関与するPASドメイン

をもつ転写因子，HIF-1α, HLF, IPASにおいても存在することが報告された。

また，少し異なったメカニズムであるが，PASタンパク質であるClock, Per, 

Arnt3 (BMAL1)が関与するサーカディアンリズムの転写調節において，存在

することが報告されている。これらの結果から，PASタンパク質をもつ転写

因子による調節には，同様の負のフィードバック機構が存在することが予想

され，一般化が行えるのではないかと考えられる。PASタンパク質はバクテ

リアから哺乳類まで幅広く存在し，センサータンパク質として，転写因子と

して機能している。おそらく，このフィードバック機構は進化の過程で保存

されてきたと考えられる。 

 

CYP1A2エンハンサーに対するAhR-Arntヘテロダイマーが，コアクティベ

ーターとして機能することは，従来からの直接DNAに結合する転写メカニズ
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ムにプラスするAhRの転写活性化機構であり，今後このメカニズムによる遺

伝子の例が多数報告されることが予想される。AhRの転写活性化機構の幅を

広げたことになり，ダイオキシン類を始めとする環境汚染物質で転写が活性

化，抑制される遺伝子を増やす巧妙なメカニズムと考えられる。 

 

AhRは組織から大量に得ることが難しく，また，微生物で合成することも

不溶性になることから，三次元構造の解明は困難であった。ここで報告した，

Arntと大腸菌で共発現する方法は，飛躍的にAhRの水溶性を増加し，大量に

得ることができる。現在の方法ではプロテアーゼによるAhRの分解が起こり，

マイクロヘテロジェニティーを持っているが，発現領域を変えることにより，

この問題をクリアーすれば，Arntとのダイマーの結晶化も夢ではない。AhR

の結晶構造解析，特にリガンド結合領域の三次構造の解明は，基礎的な分子

生物学的興味があるばかりでなく，環境汚染物質の毒性予想にも大いに役立

つと考えられる。 
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４．研究実施体制                                                         

(1)体制  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

AhR の機能調節（藤井）グループ 
 

筑波大学 先端学際領域研究センター 
 

AhR と AhRR の機能等を担当 

P450 と代謝（鎌滝）グループ 
 

北海道大学大学院薬学研究科 

代謝分析学講座 

内分泌かく乱物質の代謝等を担当 

ダイオキシンと胸腺（菅野）グループ 
 

広島大学大学院医歯薬学総合研究科 

創生医科学専攻探索医科学講座免疫学研究室 

胸腺縮退のメカニズム等を担当 研究代表者 

・ 
・ 
・ 
・ 

ダイオキシンと発生・生殖（山下）グループ 
 

広島大学大学院医歯薬学総合研究科 

創生医科学専攻探索医科学講座免疫学研究室 

子宮内膜症等の原因追究を担当 

AhRR、AhR/Nfr2 欠失動物の作製と機能解析 

（山本・本橋）グループ 
 

筑波大学 先端学際領域研究センター 

AhRR、AhR/Nfr2 欠失動物の作製を担当 

AhR の作用メカニズム（十川）グループ 
 

東北大学大学院生命科学研究科 

分子生命科学分野遺伝子システム学講座 

遺伝子調節分野 

AhR の遺伝子発現メカニズムを担当 
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(2)メンバー表  

① AhR機能調節グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 藤井 義明 筑波大学先端

学際領域研究

センター 

客員教授 研究班の総括 AhRR
ノックアウトマウス 

平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

三村 純正 筑波大学先端

学際領域研究

センター 

助手 薬物投与による遺伝

子発現の調節機構 
平成14年4月～ 

 平成15年12月 

 

武山 健一 東京大学分子細

胞生物学研究所 
助手 AhRと核内ステロイド

ホルモン受容体の相

互作用 

平成11年6月～ 

 平成15年12月 

 

Katarina 

Gradin 
東北大学大学

院生命科学研

究科 

(兼務 理学研

究科) 

CREST 

研究員 

薬物投与による遺伝

子発現の調節機構 
平成12年1月～ 

 平成13年5月 

 

舛廣 善和 東京大学分子細

胞生物学研究所 
科技団 

研究員 

 平成11年6月～ 

 平成13年3月 

 

今高 寛晃 東北大学大学院

生命科学研究科 
CREST 

研究員 

 平成13年8月～ 

 平成14年3月 

 

森 大輔 東北大学大学院

理学研究科 
CREST 

研究員 

AhRRノックアウトマ

ウスの機能解析 
平成12年4月～ 

 平成15年5月 

 

王  鋒 東北大学大学院

生命科学研究科 
博士 

研究員 

AhRノックアウトマウ

スの機能を解析 
平成12年4月～ 

 平成12年6月 

 

入江 美紀 東北大学大学

院生命科学研

究科 

(兼務 理学研

究科) 

CREST研

究補助員 

研究チーム事務 平成11年1月～ 

 平成14年3月 

 

鈴木 晶子 東北大学大学

院理学研究科 

CREST研

究補助員 

研究チーム事務 平成11年4月～ 

 平成11年7月 

 

根本 洋子 筑波大学先端学

際領域研究セン

ター 

CREST研

究補助員 

研究チーム事務 平成14年4月～ 

 平成15年12月 

 

小川 智子 東京大学大学院

農学生命科学研

究科 

特別研究

学生 

核内エストロゲン受

容体に対する内分泌

撹乱物質の作用 

平成12年4月～ 

 平成15年12月 

 

朝比奈敬文 東京大学大学

院農学生命科

学研究科 

院生  平成12年4月～ 

 平成13年3月 
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細谷 朋方 東北大学大学院

理学研究科 
院生  平成12年4月～ 

 平成13年3月 

 

山下 年晴 東北大学大学院

理学研究科 
院生 Arnt2ノックアウトマ

ウスの機能解析 
平成12年4月～ 

 平成15年3月 

 

馬場 崇 東北大学大学院

理学研究科 
院生 AhRR遺伝子発現のメ

カニズム 
平成12年4月～ 

 平成15年3月 

 

葛西 崇夫 東北大学大学院

生命科学研究科 
院生 Arnt2、AhRRのノック

アウトマウスの作製

と解析 

平成13年4月～ 

 平成14年3月 

 

大島 基彦 筑波大学先端学

際領域研究セン

ター 

院生 AhRRのユビキチン化

による分解機構の解

析 

平成13年4月～ 

 平成15年12月 

 

大竹 史明 東京大学大学院

農学生命科学研

究科 

院生 核内エストロゲン受

容体に対する内分泌

撹乱物質の作用 

平成13年4月～ 

 平成15年12月 

 

関根 弘樹 筑波大学先端学

際領域研究セン

ター 

院生 ①研究データの収集、

解析 ②実験器具の

洗浄 

平成15年4月～ 

 平成15年12月 

 

 

② P450と代謝グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 鎌滝 哲也 北海道大学大学

院薬学研究科 
教授 内分泌かく乱物質応

答性の薬物代謝酵素

の機能解析 

平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

有吉 範高 北海道大学大学

院薬学研究科 
助教授  平成11年1月～ 

 平成13年3月 

 

山崎 浩史 北海道大学大学

院薬学研究科 
助教授 AhR標的遺伝子の探索 平成14年4月～ 

 平成15年12月 

 

高橋 芳樹 北海道大学大学

院薬学研究科 
助手 AhR標的遺伝子の探索 平成11年1月～ 

 平成14年3月 

 

藤田 健一 北海道大学大学

院薬学研究科 
助手 ダイオキシン類のCYP

への親和性評価 
平成13年4月～ 

 平成14年3月 

 

藤枝 正輝 北海道大学大学

院薬学研究科 
助手 ダイオキシン類のCYP

への親和性評価 
平成14年4月～ 

 平成15年12月 
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③ ダイオキシンと胸腺グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 菅野 雅元 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

教授 ダイオキシンによる

胸腺萎縮の分子生物

学的解析および研究

の全体計画策定 

平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

菅野理恵子 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

研究 

補助員 

マウス遺伝学的解析、

生化学的解析 
平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

神安 雅哉 広島大学医学部

免疫学寄生虫学

講座 

助手  平成11年1月～ 

 平成13年3月 

 

石原 浩人 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

助手 免疫遺伝学的解析 平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

井上 洋子 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

教務員 胸腺細胞のフローサ

イトメトリー解析、分

子生物学的解析、マイ

クロアレイ解析 

平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

坂井るり子 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

院生 胸腺細胞のフローサ

イトメトリー解析、骨

髄の造血幹細胞解析 

平成11年4月～ 

 平成15年3月 

 

梶梅 輝之 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

院生 骨髄の造血幹細胞解

析、骨髄移植実験系の

確立 

平成12年4月～ 

 平成15年3月 

 

宮崎 正輝 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 創生医科

学専攻 探索医

科学講座 免疫

学研究室 

院生 樹状細胞系を用いた

解析 
平成13年4月～ 

 平成15年3月 
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④ ダイオキシンと発生・生殖グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 山下 敬介 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

助教授 精巣毒性発現機構グ

ループ総括 
平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

安田 峯生 広島国際大学保

健医療学部 臨

床工学科 

教授 発生毒性発現機構（実

験は広島大学医学部

で実施） 

平成11年1月～ 

 平成15年3月 

 

岡村さおり 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

研究員 研究補助 平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

松井 浩二 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

助手 子宮内膜症発症機構 平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

長尾 哲二 （財）食品薬品安

全センター 秦

野研究所 

室長  平成11年1月～ 

 平成12年3月 

 

澁谷 徹 （財）食品薬品安

全センター 秦

野研究所 

室長  平成11年1月～ 

 平成12年3月 

 

大森 啓充 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

博士研究

員 

研究補助 平成11年4月～ 

 平成15年3月 

 

高木 敏男 広島大学 医学

部 解剖学第一

講座 

院生  平成11年4月～ 

 平成12年3月 

 

森 直樹 広島大学 医学

部 解剖学第一

講座 

院生  平成11年4月～ 

 平成12年3月 

 

加納由香利 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

院生 研究補助 平成11年4月～ 

 平成15年3月 

 

津間本裕一 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

院生 研究補助 平成11年4月～ 

 平成15年3月 

 

向山 敦子 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

院生 研究補助 平成11年4月～ 

 平成15年3月 

 

沖田 進司 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

院生 研究補助 平成11年4月～ 

 平成15年3月 
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谷本 誠治 広島大学大学院

医歯薬学総合研

究科 解剖学・発

生生物学研究室 

院生 動物実験全般 平成15年4月～ 

 平成15年12月 

 

 

⑤ AhRR,AhR/Nrf2欠失動物の作製と機能解析グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 山本 雅之 筑波大学基礎医

学系 
教授 研究班の総括 平成11年1月～ 

 平成15年3月 

 

高橋 智 筑波大学基礎医

学系 
教授 Nrf2とAhRホモノック

アウトマウスの解析 
平成11年1月～ 

 平成14年3月 

 

大根田 修 筑波大学基礎医

学系 
助教授 bHLH-PAS蛋白質の機

能解析 
平成14年4月～ 

 平成15年3月 

 

小林麻己人 筑波大学基礎医

学系 
講師 ゼブラフィッシュの

Nrf2とAhRの活性化機

構の解析 

平成11年1月～ 

 平成15年3月 

 

伊東 健 筑波大学基礎医

学系 
講師 Nrf2の活性化機構の解

析 
平成11年1月～ 

 平成15年3月 

 

本橋ほづみ 筑波大学基礎医

学系 
講師 研究の総括 平成14年4月～ 

 平成15年12月 

 

大根田絹子 筑波大学基礎医

学系 
講師 bHLH-PAS蛋白質の機

能解析 
平成15年4月～ 

 平成15年12月 

 

小林 聡 筑波大学基礎医

学系 
講師 Nrf2とAhRの活性化機

構の解析 
平成15年4月～ 

 平成15年12月 

 

若林 伸直 筑波大学基礎医

学系 
研究員 Keap1ノックアウトマ

ウスの作製 
平成11年1月～ 

 平成14年3月 

 

日田安寿美 筑波大学基礎医

学系 
研究員 AhRの活性化機構の解

析 
平成15年4月～ 

 平成15年12月 

 

金子 直美 筑波大学基礎医

学系 
CREST 

技術員 

遺伝子改変マウスの

組織標本の作製 
平成11年4月～ 

 平成15年12月 

 

古堅 久子 筑波大学基礎医

学系 
CREST 

技術員 

研究補助 平成13年4月～ 

 平成15年10月 

 

川合 玲子 筑波大学基礎医

学系 
CREST 

技術員 

マウス遺伝学実験の

補助 
平成14年5月～ 

 平成15年12月 
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原田 伸彦 筑波大学基礎医

学系 
院生 AhR及びNrf2ノックア

ウトマウスの解析 
平成15年4月～ 

 平成15年12月 

 

 

⑥ AhRの作用メカニズムグループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 十川 和博 東北大学大学院

生命科学研究科

（兼務 理学研

究科） 

教授 研究班の総括 AhRR
の標的遺伝子の探索 

平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

菊池 康夫 東北大学大学院

生命科学研究科

（兼務 理学研

究科） 

助教授 AhRのE.coliでの発現 平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

阿部比佐久 東北大学大学大

学院理学研究科 
技官 AhRの酵母での発現 平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

相川 道子 東北大学大学院

生命科学研究科

（兼務 理学研

究科） 

CREST研

究補助員 

動物飼育と生化学的

実験の補助 
平成11年1月～ 

 平成15年12月 

 

沼山 恵子 東北大学大学大

学院理学研究科 
学振特別

研究員 

 

CYP1A2の外来異物に

よる誘導機構 
平成12年4月～ 

 平成15年3月 

 

 

⑦ SHR，AhR 及び転写因子間相互作用と内分泌撹乱グループ 

氏 名 所 属 役 職 研究項目 参加時期 
 

 梅園 和彦 京都大学大学院

生命科学研究科 
教授  平成11年1月～ 

 平成11年4月 

 

橋本 主税 京都大学大学院

生命科学研究科 
助手  平成11年1月～ 

 平成11年4月 

 

原 健二 京都大学大学院

生命科学研究科 
助手  平成11年1月～ 

 平成11年4月 
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５．研究期間中の主な活動 

(1)ワークショップ・シンポジウム等  

年月日 名称 場所 参加人数 概要 
 

1999,8,16 
平成11年度藤井チー

ム研究打合せ 

“ 内 分 泌

か く 乱 物

質”渋谷研

究事務所 

12 

  

2000,8,24 
平成12年度藤井チー

ム研究打合せ 

“ 内 分 泌

か く 乱 物

質”渋谷研

究事務所 

12 

  

2001,8,13 
平成13年度藤井チー

ム研究打合せ 

“ 内 分 泌

か く 乱 物

質”渋谷研

究事務所 

12 

  

2002,8,29 
平成14年度藤井チー

ム研究打合せ 

“ 内 分 泌

か く 乱 物

質”渋谷研

究事務所 

12 

  

2003,8,23 
平成15年度藤井チー

ム研究打合せ 

“ 内 分 泌

か く 乱 物

質”渋谷研

究事務所 

12 

  

 

 

 

(2)招聘した研究者等 

氏 名（所属、役職） 招聘の目的 滞在先 滞在期間 
 

Katarina Gradin , Ph.D. 
Laboratory of Molecular Biology 
Department of Cell and Molecular 
Biology (CMB) 
Karolinska Institutet 

「内分泌かく乱物

質」藤井プロジェ

クトの研究員とし

て基礎的研究に従

事する。 

東北大学 大学

院生命科学研究

科 

1999.9.1〜 

  2001.7.5 
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６．主な研究成果物、発表等 

 

(1)論文発表  （国内  件、海外 172 件） 

 
Wakabayashi, N., Itoh, K., Wakabayashi, J., Motohashi, H., Noda, S., Takahashi, S., 
Imakado, S., Kotsuji, T., Otsuka, F., Roop, D.R., Harada, T., Engel, J.D. and Yamamoto, 
M.  Keap1-null mutation leads to postnatal lethality due to constitutive Nrf2 activation. 
Nature Genetics, in press 
 
Onodera, K., Shavit, J. A., Motohashi, H., Katsuoka, F., Akasaka, J-e., Engel, J. D. and 
Yamamoto, M. Characterization of the murine mafF gene. J. Biol. Chem. in press 
 
Itoh, K., Mochizuki, M., Ishii, Y., Ishii, T., Shibata, T., Kawamoto, Y., Kelly, V., 
Sekizawa, K., Uchida, K. and Yamamoto, M.  Transcription factor Nrf2 regulates 
inflammation by mediating the effect of 15-deoxy-12,14-prostaglandin J2. Mol. Cell. Biol. 
in press 
 
Sato, T., Matsumoto, T., Kawano, H., Watanabe, T., Uematsu, Y., Sekine, K., Fukuda, 
T., Aihara, K., Krust, A., Yamada, T., Nakamichi, Y., Yamamoto, Y., Nakamura, T., 
Yoshimura, K., Yoshizawa, T., Metzger, D., Chambon, P., Kato, S.: Brain 
masculinization requires androgen receptor function. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 2003 
(in press). 
 
Endo, I., Inoue, D., Mitsui, T., Umaki, Y., Akaike, M., Yoshizawa, T., Kato, S., 
Matsumoto, T.: Deletion of vitamin D receptor gene in mice results in abnormal 
skeletal muscle development with deregulated expression of myoregulatory 
transcription factors. Endocrinology, 2003 (in press). 
 
WuQiang, F., Yanase, T.,Yin, W., Kawate, H., Saitoh, M., Oba, K., Nomura, M., Okabe, 
T., Goto, K., Yanagisawa, J., Kato, S., Takayanagi, R., Nawata, H.: Protein kinase A 
potentiates Ad4BP/SF-1 transactivation by re-integrating the subcellular dynamic 
interactions of the nuclear receptor with its cofactors, GCN5/TRRAP, and suppressor, 
DAX-1: a laser confocal imaging study in living KGN cells. Mol Endocrinol., 2003 (in 
press). 
 
Inoue H, Kanno R, Sakai R, Okamura S, Ninomiya Y,  Yamashita KH  and Kanno M  
After Activation by 2,3,7,8-Tetrachlorodibenzo-p-Dioxin, AhR Induces Developmental 
Defect in DN3 Thymocyte and Caspase-independent Cell Death, J.Immunol. 
 
Kajiume T,  Ninomiya Y,  Ishihara H,  Kanno R, and Kanno MThe Polycomb group 
gene mel-18 modulates the self-renewal activity and cell-cycle status of hematopoietic 
stem cells by controlling Hoxb4 expression, Exp.Hematol 
 
Kikuchi Y, Ohsawa S, Mimura J, Ema M, Takasaki C, Sogawa K, Fujii-Kuriyama Y., 
Heterodimers of bHLH-PAS Protein Fragments Derived from AhR, AhRR, and Arnt 
Prepared by Co-Expression in Escherichia coli: Characterization of Their DNA Binding 
Activity and Preparation of a DNA Complex. J. Biochem., 134, 83-90 (2003) 
 
Junsei Mimura, Yoshiaki Fujii-Kuriyama, Functional role of AhR in the expression of 

toxic effects by TCDD, Bioch. Biophy. Acta, 1619, 263-268 (2003) 
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Itoh, K., Wakabayashi, W., Katoh, Y., Ishii, T., O’Connor, T. and Yamamoto, M. Keap1 
regulates both cytoplasmic-nuclear shuttling and degradation of Nrf2 in response to 
electrophiles. Genes Cells, 8: 379-391 (2003) 
 
Junsei Mimura, Yoshiaki Fujii-Kuriyama, Functional role of AhR in the expression of 
toxic effects by TCDD, Bioch. Biophy. Acta, 1619, 263-268 (2003) 
 
Suzawa, M., Takada, I., Yanagisawa, J., Ohtake, F., Ogawa, S., Yamauchi, T., Kadowaki, 
T., Takeuchi, Y., Shibuya, H., Gotoh, Y., Matsumoto, K., Kato, S.: Inhibition of 
adipogenesis by cytokines with suppression PPAR function through the 
TAK1/TAB1-NIK mediated cascade. Nature Cell Biol., 5: 224-230 (2003) 
 
Kenji Toide, Hiroshi Yamazaki, Rikako Nagashima, Keisuke Itoh, Shunsuke Iwano, 
Yoshiki Takahashi, Shaw Watanabe and Tetsuya Kamataki: Aryl hydrocarbon 
hydroxylase represents CYP1B1, and not CYP1A1, in human freshly isolated white 
cells: Trimodal distribution of Japanese population according to induction of CYP1B1 
mRNA by environmental dioxins, Cancer Epidemiol. Biomarkers Prev., 12: 219-222 
(2003) 
 
Fujisaki S, Ninomiya Y, Ishihara H, Miyazaki M, Kanno R, Asahara T, and Kanno M. 
Dimerization of the Polycomb-group protein Mel-18 is regulated by PKC 
phosphorylation. Biochem. Biophys. Res. Commun., 300: 135-140 (2003) 
 
Sakai R, Kajiume T, Inoue H, Kanno R, Miyazaki M, Ninomiya Y, and Kanno M.  
TCDD treatment eliminates the long-term reconstitution activity of hematopoietic stem 
cells. Toxicol. Sci., 72, 84-91 (2003) 
 
Masanobu Morita, Akira Kobayashi, Toshiharu Yamashita, Tomomasa Shimanuki, 
Osamu Nakajima, Satoru Takahasi, Shiro Ikegami, Kaoru Inokuchi, Keisuke Yamashita, 
Masayuki Yamamoto and Yoshiaki Fujii-Kuriyama. Functional analysis of basic 
transcription element binding protein (BTEB) by gene targeting technology. Mol. Cell. 
Biol., 23: 2489-2500 (2003) 
 
Masanobu Morita, Osamu Ohneda, Toshiharu Yamashita, Satoru Takahashi, Norio 
Suzuki, Osamu Nakajima, Shimako Kawauchi, Masatsugu Ema, Shigeki Shibahara, 
Tetsuo Udono, Koji Tomita, sMakoto Tamai, Kazuhiro Sogawa, Masayuki Yamamoto 
and Yoshiaki Fujii-Kuriyama. HLF/HIF2 is a key factor in retinopathy of prematurity in 
association with erythropoietin. EMBO J., 22: 1134-1146 (2003) 
 
Daisuke Mori, Naoko Okuro, Yoshiaki Fujii-Kuriyama, Kazuhiro Sogawa, Gene 
structure and promoter analysis of the rat BTEB2 gene. Gene, 304: 163-170 (2003) 
 
Kitagawa, H., Fujiki, R., Yoshimura, K., Mezaki, Y., Uematsu, Y., Matsui, D., Ogawa, S., 
Unno, K., Okubo, M., Tokita, A., Nakagawa, T., Ito, T., Ishimi, Y., Nagasawa, H., 
Matsumoto, T., Yanagisawa, J., Kato, S.: Promoter targeting of a nuclear receptor with 
an ATP-dependent chromatin remodeling complex related to Williams syndrome. Cell, 
113, 905-917 (2003) 
 
Ohtake, F., Takeyama, K., Matsumoto, T., Kitagawa, H., Yamamoto, Y., Nohara, K., 
Tohyama, C., Krust, A., Mimura, J., Chambon, P., Yanagisawa, J., Fujii-Kuriyama, Y., 
Kato, S.: Modulation of estrogen receptor signalin by an association with the activated 
dioxin receptor. Nature, 423, 545-550 (2003) 
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function of androgen receptor in bone resorption. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 100, 
9416-9421 (2003) 
 
Ishitani, K., Yoshida, T., Kitagawa, H., Ohta H., Nozawa, S., Kato, S.: p54nrb acts as a 
transcriptional coactivator for activation function 1 of the human androgen receptor. 
Biochem. Biophys. Res. Commun., 306, 660-665 (2003) 
 
Nakamichi, Y., Shukunami, C., Yamada, T., Aihara, K., Kawano, H., Sato, T., 
Nishizaki, Y., Yamamoto, Y., Shindo, M., Yoshimura, K., Kawaguchi, H., Hiraki, Y., 
Kato, S.: Chondromodulin-I (ChM-I) is a bone remodeling factor. Mol. Cell. Biol., 23, 
636-644 (2003) 
 
Sato, T., Matsumoto, T., Yamada, T., Watanabe, T., Kawano, H., Kato, S.: Late onset 
of obesity in male androgen receptor-deficient (ARKO) mice. Biochem. Biophys. Res. 
Commun., 300, 167-171 (2003) 
 
Matsumoto, T., Takeyama, K., Sato, T., Kato, S.: Androgen receptor functions from 
reverse genetic models. J. Steroid Biochem. Mol. Biol., 85, 95-99 (2003) 
 
Taketani, Y., Nomoto, M., Yamamoto, H., Isshiki M., Morita, K., Arai, H., Miyamoto, 
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depletion in LLC-PK1 cells. Biochem. Biophys. Res. Commun, 305, 287-291 (2003) 
 
Fujishima, T., Kittaka, A., Yamaoka, K., Takeyama, K., Kato, S., Takayama, H.: 
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modulates interactions of vitamin D receptor with transcriptional coactivators. Org. 
Biomol. Chem., 1, 1863-1869 (2003) 
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(2003) 
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aberrant transcription and Bach protein mislocalization coincident with myoclonus and 
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①招待、口頭講演 （国内 5 件、海外 5 件） 

Fujii-Kuriyama, Y., Mimura,J., Ema, M. & Sogawa, K.（東北大学），Molecular 
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448 

Manabu Nukaya, Yoshiki Takahashi, Frank J. Gonzalez and Tetsuya Kamataki, 
Aryl hydrocarbon receptor (AHR) target genes involved in the toxicity caused by 
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Rieko KANNO, Masamoto KANNO.  Alterations of thymocyte differentiation 
in mouse exposed to 2,3,7,8 -tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD); contribution 
of caspase- and bcl-2 -independent cell death.  11th international Congress of 
Immunology  Stockholm, Sweden, 22-27,July 2001 
 
井上洋子，菅野理恵子，坂井るり子，神安雅哉，山下敬介，菅野雅元，ダ

イオキシン類による胸腺萎縮作用の解析，第２９回日本免疫学会，平成１

１年１２月１日〜３日，国立京都国際会館 

 

井上洋子，菅野理恵子，坂井るり子，岡村さおり，山下敬介，菅野雅元，

ダイオキシン類による胸腺萎縮作用の解析(III)，第30回日本免疫学会，平成

１２年１１月１４日〜１６日，仙台国際センター 

 

井上洋子，菅野理恵子，坂井るり子，岡村さおり，山下敬介，菅野雅元，

ダイオキシン類による胸腺への影響—胸腺細胞の細胞死に関連する遺伝子

群の挙動と細胞形態変化，第31回日本免疫学会，平成１3年１2月１1日〜１

3日，大阪国際会議場 

 

坂井るり子，梶梅輝之，井上洋子，菅野理恵子，岡村さおり，山下敬介，
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日本免疫学会，平成１3年１2月１1日〜１3日，大阪国際会議場 

 

菅野雅元，井上洋子，菅野理恵子，坂井るり子，岡村さおり，山下敬介，

二宮裕一，ダイオキシンによる胸腺萎縮の解析—マイクロアレイ解析及び

細胞の形態変化，第32回日本免疫学会，京王プラザホテル（東京），平成

１４年12月4日—6日 

 

坂井るり子，梶梅輝之，井上洋子，菅野理恵子，岡村さおり，山下敬介，

菅野雅元，ダイオキシンが及ぼす造血幹細胞への影響：その２，第32回日

本免疫学会，京王プラザホテル（東京），平成14年12月4日—6日 

 

①招待、口頭講演 （国内 2 件、海外 2 件） 

山本雅之，Nrf2, an adaptive response gene to oxidative stress and to che

mopreventive agents., The 13th International Symposium on Micorsomes a

nd Drug Oxidation, Stresa (Italy), 2000, 7, 10-14. 

 

山本雅之，Nrf2, A transcription factor response to oxidative stress., DMW

/International Society for the Study of Xenobiotics, St. Andrews, 2000, 6,

 11-16. 

 

山本雅之，Nrf2 and Keap1 regulation of antioxidative stress genes., The 

10th Biennial Meeting of International Society for Free Radical Research,

 Antioxidant: Beyond Scavenger, Kyoto (Japan), 2000, 10, 17-20. 
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山本雅之，伊東健，若林伸直，Nrf2とKeap1による酸化ストレス応答遺伝

子制御機構，第73回日本生化学大会シンポジウム，2000,10,14. 

 

(3)特許出願（国内  件、海外  件） 

なし 

 

  (4)新聞報道等  

 

①新聞報道 

1999年12月3日読売新聞：ダイオキシン免疫系へ影響 マウス実験で確認，広

大グループ 

 

2003年5月29日毎日新聞：ダイオキシン 特定たんぱくと結合-東大教授ら解

明，女性ホルモンに異常 

2003年5月29日読売新聞：ダイオキシンの環境ホルモン作用 仕組みの詳細解

明 

 

 (5)その他特記事項 

なし 
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７．結び 

5年間の研究で達成出来なかったものは，内分泌撹乱物質に対する高感受性

のモニターマウスを作ることである。これは，AhRRの欠失マウスが高感受性

になると予想されたが，あまり予定通りに進めることができなかった。異物

代謝第2相酵素の発現を制御するNrf2の欠失マウスは，第1相反応の生成物が

蓄積するので，発癌物質などについて高感受性になる可能性がある。この点

についての研究は，現在進められている。免疫についてのAhRの機能につい

ても初めは思ったようには進まなかったが，T細胞の分化とマクロファージの

発現について糸口がつかめて来たと思うので今後の進展が期待される。 

予想以上に研究が進展したものは，AhRがアロマターゼ遺伝子の発現制御を

通して生殖サイクルに関与していることを発見したこと，AhRとERα及びER

βが相互作用してTCDDや3MCのエストロジェン作用を発揮するメカニズム

が解明されたこと，AhRの作用の抑制因子としてAhRRが発見されたことで，

AhRの作用はAhRRによってフィードバック阻害の調節ループが発見された

ことである。5年間という長期間に渡って，研究費のみでなく，PDなどの人

的援助も受けて非常に有意義な研究期間を送ることができました。また，有

効な共同研究ができて，全体的には，予想以上の成果をあげることができた

と思っています。科学技術振興機構に対し深甚なる感謝の意を捧げます。 

 

 

※本プロジェクトのメンバーであった武山　健一氏については、同氏が所属する研
究室において論文の不正行為があったことが東京大学において認定されています。
認定された不正行為には、本プロジェクトの研究成果とされた論文の一部が含まれ
ています。詳細は、下記をご参照下さい。
http://www.u-tokyo.ac.jp/public/public01_261226_j.html
http://www.u-tokyo.ac.jp/content/400007786.pdf
http://www.jst.go.jp/osirase/20160325_oshirase-2.html
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