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1．序文

ダイオキシンはごみの不完全燃焼時に発生
し、またタバコ煙、自動車の排ガスに含まれ
る、環境中至る所に存在する環境汚染物質であ
る。近年、ダイオキシン類の中で最も毒性が強
いとされる 2,3,7,8-tetrachlodibenzo-p-dioxin

（TCDD）は aryl hydrocarbon receptor（AhR）
を介して［Mimura et al., 1997］、内分泌撹
乱作用［Halperin et al., 1998］、発がん作用
［Nebert, 2004］を有することで知られている。
また TCDDは、口蓋裂［Yoon et al. 2000］や
水腎症［Couture-Haws et al., 1991］といっ
た奇形を誘発するほか、高次機能障害［Powers 

et al., 2005, Mistui et al., 2006］や免疫機能障
害［Inouye et al., 2003］を引き起こすことが
明らかとなり、社会的な問題として関心が高
まっている。

AhRは肝臓や腎臓など全身の様々な組織に

Effects of 3-Methylcholanthrene on the Survival 
of Neural Stem Cells Obtained from the Hippo-
campus of the Mice in Prenatal and Lactational 
Period.

存在しており、ダイオキシン類や多環芳香族炭
化水素をリガンドとして活性化する転写因子
である。細胞質内の AhRはリガンドと結合す
ると核内へ移行し、cytochrome P450（CYP）
ファミリーである CYP1A1や CYP1A2等の遺
伝子発現誘導を行う［Shimada et al., 2002］。
さらに最近、胎生期及び授乳期中に TCDD

に暴露されたラットやマウスの新生動物で記
憶・学習機能低下が認められた［Powers et al. 

2005, Mitsui et al., 2006］。この原因の一つと
して、これら新生動物に認められた大脳皮質
［Mitsuhashi et al., 2010］や小脳［Collins et 

al., 2008］の発達遅延が考えられた。一方、脳
海馬も胎生期及び授乳期に多数存在する神経
幹細胞の活発な増殖及び分化により構築され
る。しかしながらこれらの時期におけるダイオ
キシン暴露が海馬に及ぼす影響及び AhRを介
すか否かについては未だ明らかとなっていな
い。そこで本研究では、AhRアゴニストであ
る 3-methylcholanthrene（3MC）を用い、胎
生期及び授乳期マウス脳海馬由来培養神経幹細
胞の生存に対する影響及び CYP1A1/1A2の発
現誘導について解析を行った。
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2．方法

2-1．動物飼育
実験動物の取り扱いは、全て同志社女子大学
動物実験指針に則り、同志社女子大学薬学部動
物委員会規約に基づいて行った。C57BL/6Jマ
ウスを自由摂食及び摂水下、気温 25± 2ºC及
び湿度 55%で、8時から 20時までの明期及び
20時から翌朝 8時までの暗期を持つ明暗サイ
クル下で飼育した。

2-2．使用試薬・化合物
glucose、N-acetyl-L-cysteine、sodium 

bicarbonate、3MCは和光純薬工業（大阪）か
ら 購 入 し た。Protease cocktail、phosphate 

inhibitor cocktail、3-(4,5-Dimethyl-2-

thiazolyl) 2,5-diphenyltetrazolium bomide 

thiazolyl blue（MTT） 試 薬、insulin、peni-

cillin、streptomycin、0.02% EDTA solution、
progesterone、Dulbecco's Modified Eagle Me-

dium: Nutrient Mixture F-12（DMEM-F12）
はナカライテスク（京都）から購入した。so-

dium selenite、apo-tranferrin は SIGMA よ
り購入した。human epidermal growth factor

（EGF） 及 び human basic-fibroblast growth 

factor（bEGF）は Pepro Tech Ec, Inc.より購
入した。Neurocult Chemical Dissociation kit

は STEMCELL社より購入した。Total RNA 

purification kit および KOD-PLUS ver.2 kit

は TOYOBOより購入した。Prime script RT 

reagent kitは TaKaRaより購入した。

2-3． 胎生期及び授乳期マウス脳海馬由来培養
神経幹細胞の培養

C57BL/6J 妊娠 14 日目（E14）のマウス
胎児または生後 7 日目（P7）のマウスか
ら脳海馬を摘出し、0.02% EDTA酵素処理
後、growth medium（DMEM/F12 containig 

16.5mM glucose, 100 U/mL penicillin, 100g/

mL streptomycin, 0.12% sodium bicarbonate, 

20nM progesterone, 30nM sodium selenite, 

25µg/mL insulin, 100µg/mL apo-transferrin, 

10ng/mL bFGF, 100ng/mL EGF）で懸濁し、
ディッシュ上に播種した。37ºC、5% CO2イン
キュベーター内で 6日間初代培養を行った。

2-4．神経幹細胞の継代
培養 6日目に得られた神経幹細胞を回収
し、StemCell Technologies Inc Neurocult 

Dissociation kitを用いて継代を行った。

2-5．MTT assay

2-4に準じて調製した培養細胞について、各
培養日数経過後に遠心分離を行い上清除去後、
MTT試薬を添加し、37ºC、5% CO2インキュ
ベーター内で 2時間静置した。その後、0.04N 

HCl/isopropyl alcohol混合溶液を加え、この
溶液について 555 nmの吸収波長で測定した。

2-6．LDH assay

2-4に準じて調製した培養細胞について、各
培養日数経過後に遠心分離を行い、その上清
を回収した物をサンプルとした。LDH活性
は サ ン プ ル、0.1mM nicotinamide adenine 

dinucleotide（NADH）を含むリン酸カリウム
溶液（pH7.4）及び 100mM sodium pyruvate

を混合し、これを測定溶液とした。測定は
30秒毎に 6分までの 340nmの吸光度を測定
し、その傾きから NADHの減少速度を計算し、
LDH活性（nmol/min）を算出した。

2-7．mRNAの調製
2-4に準じて得られた細胞に 3MCを添加
し 24時間後に細胞回収を行い、total RNA 

purification kitを用いて total RNAを抽出した。

2-8． Reverse transcription polymerase 

chain reaction（RT-PCR）
2-7 で得られた total RNA を prime script 

RT reagent kitを用いて逆転写を行い、cDNA

の合成を調製した。得られた cDNA から
KOD-PLUS ver.2 kit 及び各種プライマー
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（CYP1A1、CYP1A2 及 びβ-actin） を 用 い
て、PCR cyclerにより標的遺伝子（CYP1A1、
CYP1A2及びβ-actin）を増幅させた。使用し
たプライマー、反応条件及び PCR生成物の長
さ（bp）は、以下のとおりである。CYP1A1

（forward: CAGATGATAAGGTCATCACAG, 

reverse: TTGGGGATATAGAAGCCATTC, 

98ºC 10sec., 55ºC 30sec., 68ºC 30sec., 301bp）、
CYP1A2（forward: CGGAAGAGCGAGGA-

GATGC, reverse: TGTGTCAAAGCCAGCTC-

CAA, 98ºC 10sec., 63ºC 30sec., 68ºC 30sec., 

330bp）、β-actin（forward: GAGGCCCAGA-

CAAGAGAG, reverse: GGCTGGGGTGTT-

GAAGGT, 98ºC 10sec., 63ºC 30sec., 68ºC 

30sec., 225bp）

2-9．データ解析
結果はすべて平均値±標準誤差で表示し、統
計学的有意差は Studentʼs t-testで判定した。

3．結果

3-1． 胎生期海馬由来神経幹細胞の増殖及び細
胞死に及ぼす 3MCの効果

胎生期由来培養神経幹細胞の増殖に対す
る 3MCの影響をMTT assayにより解析した。

妊娠 14日目の胎児より調製した神経幹細胞は
継代直後から 3MC（0.5, 1.5, 5 µM）を添加し、
培養 2日目及び 4日目にMTT assayを行った。
その結果、培養 2日目では、5µMにおいて生
細胞数の有意な減少がみられた。また、培養 4

日目では、1.5µM及び 5µMにおいて濃度依存
的に生細胞数の有意な減少がみられた（Figure 

1A）。
次に、神経幹細胞の細胞死に対する 3MCの
影響について検討した。死細胞数の指標とし
て培養液中の LDH活性を測定し、MTT assay

の吸光度の値で補正した結果、培養 4日目で
3MCの濃度依存的に LDH活性の増加傾向が
みられた（Figure 1B）。したがって、胎生期
由来の神経幹細胞では 3MC暴露により細胞死
が引き起こされることが明らかとなった。

3-2． 授乳期由来海馬神経幹細胞の増殖と細胞
死に及ぼす 3MCの効果

授乳期由来神経幹細胞の増殖に対する 3MC

の影響についてMTT assayにより解析を行っ
た。生後 7日目のマウスから単離培養した神
経幹細胞は継代直後から 3MC（0.5, 1.5, 5µM）
を添加し、培養 2 日目及び 4 日目に MTT 

assayを行った。その結果、培養 4日目にお

Figure1．胎生期海馬由来培養神経幹細胞の増殖（A）及び細胞死（B）に及ぼす 3MCの効果
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いて 3MCの濃度依存的に生細胞数の減少傾向
がみられた（Figure 2A）。また、細胞死に対
する 3MCの影響について LDH活性を測定し、
MTT assayの吸光度の値で補正した結果、培
養 4日目ではいずれの濃度においても LDH活
性に変化はみられなかった（Figure 2B）。し
たがって、授乳期由来の神経幹細胞は 3MC暴
露により細胞死を引き起こさないことが明らか
となった。

3-3． 3MC暴露による胎生期海馬由来神経幹
細胞の CYP1A1及び CYP1A2の発現

妊娠 14日目の胎児あるいは生後 7日目の
マウスからそれぞれ脳海馬由来培養神経細胞
を調製し培養 6日目に 3MCを暴露し、24時
間後に CYP1A1及び CYP1A2の mRNA発現
レベルについて RT-PCR法により解析を行っ
た。その結果、胎生期由来の神経幹細胞におい
て CYP1A1及び CYP1A2の mRNA発現レベ
ルの上昇はみられなかった（Figure 3A）。また、
授乳期由来の神経幹細胞では CYP1A1の発現
誘導はみられたが、CYP1A2のmRNAの発現
はみられなかった（Figure 3B）。

4．考察

胎生期及び授乳期はダイオキシンに対する
感受性が非常に高い期間である［Tohyama,　 

2006］。本研究では、3MCが胎生期及び授乳
期由来海馬神経幹細胞の細胞死を引き起こすか
否かを検討した。その結果、胎生期由来神経幹
細胞の細胞死を引き起こすことが明らかとなっ
た。一方、授乳期由来神経幹細胞では、対照群
と比較して 3MC暴露群の LDH活性は変化が
みられなかったことから細胞死は引き起こさな
いことが明らかとなった。したがって、授乳期
よりも胎生期の方が 3MCの影響を受けやすい
可能性が示唆された。
また、胎生期及び授乳期に TCDD暴露され
た新生動物は口蓋裂［Yoon et al. 2000］や水
腎症［Couture-Haws et al., 1991］などの奇
形がみられることは広く知られている。これ
ら毒性は AhRを介することが確認されてい
る［Mimura et al., 1997］。今回、胎生期海馬
由来神経幹細胞に対して 3MCが細胞死を引き
起こすメカニズムとして AhRが関与している
か否か検討した。その結果、胎生期 3MC暴
露群の CYP1A1及び CYP1A2の mRNA発現
誘導はみられなかったが、授乳期 3MC暴露

Figure2．授乳期海馬由来培養神経幹細胞の増殖（A）及び細胞死（B）に及ぼす 3MCの効果
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群の CYP1A1の発現誘導がみられた。報告に
よると、ダイオキシン類の一つであるコプラ
ナー pentachlorobiphenylをマウスに暴露した
ところ、甲状腺ホルモンの撹乱作用が確認さ
れたが、CYP1A1の発現誘導がみられなかっ
た［Nishimura et al., 2005］。したがって、本
実験の結果より胎生期 3MC暴露による神経幹
細胞の細胞死誘発に AhRを介さない可能性が
考えられた。AhRは生体に広く分布している
ものの、その標的遺伝子は多岐にわたる。本
研究では AhRの標的遺伝子として CYP1A1及
び CYP1A2を対象とし検討を行ったが、それ

以外の異なる遺伝子を誘導する可能性も考えら
れ、可能性のある標的遺伝子の誘導発現に対
する検討も必要である。また、胎生期の AhR

の機能についても検討余地がある。通常 AhR

は heat shock protein（Hsp）90、hepatitis 

B virus X-associated protein 2（XAP2）、p23

等と複合体を形成し、細胞質に存在してい
る［Perdew GH et al., 1992; Meyer et al., 

1998; Kazlauskas et al., 1999 ］。ダイオキシ
ン等のリガンドが AhRに結合すると Hsp90、
XAP2及び p23と解離後、核内に移行し AhR 

nuclear translocator （Arnt）とヘテロダイマー

Figure 3．CYP1A1/1A2のmRNA発現レベルに及ぼす 3MCの効果
　　　　　 胎生期由来神経幹細胞（A）、授乳期由来神経幹細胞（B）
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を形成する［Dong L et al., (1996)］。これらは
異物応答配列 xenobiotic responsive element

（XRE）に結合し、CYP1A1や CYP1A2等の
遺伝子の転写調節を行う。当研究室はこれまで、
胎生期海馬由来神経幹細胞における Hsp90

や Arntの発現、及び 3MC暴露後の AhR核
内移行はみられなかったことを確認している
が、XAP2や p23の発現については現在検討
中である。したがって、今後これら蛋白質発
現を確認すると共に、AhRは胎生期でも複合
体を形成しているか否かを検討する必要があ
る。また、授乳期由来神経幹細胞に 3MC暴露
後、CYP1A1の発現誘導が認められたことか
ら、胎生期と授乳期以降の AhRの機能が異な
る可能性が考えられた。したがって胎生期由来
神経幹細胞を神経細胞に分化させ、3MC暴露
後の CYP1A1の発現誘導がみられるか否かに
ついても検討し、胎生期及び授乳期以降の海馬
における AhRの活性化に相違があるか否かを
明らかにする必要がある。
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