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Summary

　Although　a　higher　risk　of　congenital 　malformations 　has　been　reported 　in　the　children 　of　fathers

who 　had 　been　exposed 　to　di｛，xin −contaminated 　herbicides，　genotoxicities 　of 　the 　dioxins　are 　unclear

in 勿 v〃 o　experimental 　systems 　using 　bacteria　and 　culture 　cells，　andalso 　in　the　mouse 　and 　human
germ 　cells．　In　the　series 　of 　experiments 　co −ordinated 　by　the

‘‘Man 　and 　Earth ”project ，　however ，
indirect　death　oF 　the　 mouse 　 sperm 　by　the　damage　to　Sertoli　cells　and 　significant　reduction 　 of

fertility　and 　live　births　were 　observed ，　Furthermore，　significant 　increase　of　functional　defects　like

respiratory 　distress　syndrome 　was 　observed 　in　the　F ］ fetuses　of 　TCDD −treated 　male 　mice 　of　two

different　strains．　 Morphological　 anormalies 　 were 　5　to　 8　 folds　higher　than 　 control ，　 although

differences　were 　not 　significant 　because　of 　small 　 sample 　size ．　Increased　incidence　of 　molecular

changes ，
　i．e ．

，
　length　polymorphism 　of 　repetitive 　DNA 　sequences （ρc・3 ）was 　also 　detected　but　it

was 　not 　statisticall ｝
・significant 　at　present ．　Large　scale 　experiments 　are 　in　progress．

（This　paper ，　 in　a 　 session 　chaired 　by　Taisei　Nemura 　 and 　Kazuo　Hujikawa，　 was 　presented 　to　the　sympo
−

sium
“Biolegical　e正fects　of　dioxins”，　 organized 　by 　Taisei　Nomura ，　 at 　the　27th　 annual 　 meeting 　 of　the

Environmental　Mutagen 　S（，ciety 　of 　Japan，　 and 　held　at 　the　Mie藍parque 　Osaka　in　Osaka ，　Japan，　 Novem −

ber，24−26，1998，〉
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緒 言

　 ダ イオ キ シ ン ．類の 遺伝毒性 に 関 して は，最 も強 力な 2，

3，7，8−tetrachlorodibenzo −p −dioxin（TCDD ）に お い て

受イ・］．：1999 年 5 月 6 日

受 理 ：1999 年 5 月 811

◎ 冂本環境変異原学会

も，Rice醇士 の 講演 に あ っ た ように ，　 IARC （1997）の 分

類 で は ，
バ ク テ リア，培 養 縦 胞等 で も遺伝毒性 （突然変異

等）は起 こ さな い もの と され て い る．しか し，TCDD 投 ワ

に よ りマ ウ ス 精巣は 著 し く萎縮 し，精子 数 の 減少 が み ら

れ る．放射線照 射や ，変異原投与 に よ り よ くみ られ る現

象で あ るが ，前述 の ご と く井．E ら に よる と，マ ウ ス 精子

へ の DNA 損傷はほ と ん ど 認 め られ ない ．ヒ ト精 子 に つ

い て も， 上 口 ， 石井 ら に よ る ハ ム ス ター卵へ の 挿 人 実験
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Table 　1Cungenital 　malformat 正ons 　in　the　children 　of　fathers　who 　had　been
exposed 　to　herbicides　before　conception 　in　Vietnam

Authors Ton （1981） Cfin　（1984） Dao （1988）

Father
’
s　exposure （

一
）　 　 （＋） （

一
）　 　 （＋ ） （

一
）　 （＋）

Ne ．　 of 　newborns

No ．  f　congenita 艮

malformation

　 　 　 （％）

P

1438　　　　1496

347

（0．2）　　（3．1）

《  ．001

16570　　　1801

ll828

（0．7）　　　（1．6）

〈 0．〔｝Ol

1207　　　3329

13　 　 112

（1，1）　　　（3．4＞

＜ O．001

（十 〉； children 　of 　the　North、
τietnam　soldiers 　who 　fought正n 　the　sprayed 　area

　 　 of 　the　South　 Vietnam 　 and 　 married 　 with 　the　North 　Vietnam 　 women

　 　 after 　returning 　to　their　homes
（
一

）：children 　of　thc　North　Vjetnaln　soldiers 　wllo 　had　never 　been　fought　jn

　 　 the　sprayed 　area 　and 　married 　with 　the　North 　Vietnam 　women 　after

　 　 returning 　to　their　h   mes

で も染色体損傷 は誘発 されなか っ た．しか し，井 Hらは，

ダイオキシ ン 投与 に よ り精 細 胞 の 栄 養 細 胞 で あ る Ser−

toli細 胞 に 障 害 を ケ・え る こ とに よ り，精 子 形 成 が 障害 さ

れ，二 次 的 に （間 接 的 に）精 子 数 が 減 少 す る．す な わ ち，

ダ イオ キ シ ン に よる 間接的精 子 損傷作 用 を発兄 した．こ

の ような現象 は，プ ラ ス チ ッ クの 可 塑剤で ある，フ タ ル

酸 エ ス テ ル で もみ られ る こ と を福 岡 ら が 報 告 して い る

（Fukuoka 　et　aL ，工993＞．最近 話 題 に な っ て い る ヒ 1・で
の 精イ数 の 減少 に ，

こ の よ うな環 境 有害 物 質 （内 分 泌 攪 乱

物 質 ）の 影 響 が 考 え られ るが ，動物 実 験 とは 量 的 に 大 きな

差 が あ る．胎 児 期 へ の 作用 を も考慮 す る 必 要が ある．な

ぜ な ら，合成 エ ス トロ ゲ ン DES や ウ レ タ ン が マ ウ ス 胎

児 に 作用す る と生後，精巣，卵巣の 萎縮 が み られ ， 精 子，

卵 子 の 著 しい 減 少 を きた す こ とが 20年以 上 前か ら わ か

っ て い る か らで あ る （Nomura ，1976 ； Nomura 　 and

Kanzaki，／977）．マ ウ ス 卵細胞 に は肝臓 の 約 50 ％が 検

出 され る が ，精子同様 DNA 損傷を誘発 し なか っ た （井 上

ら，本誌 ）．

　 こ の ように，ダ イオ キ シ ン 処 理 され た ヒ ト精 ∫
・
に は ，

DNA 損傷お よ び ， 染色 体 異 常等の 遺 伝 的 障害 は 誘発 さ

れ て い な い が，石井 ら に よ る と，TCDD （2μ g／rnt ）1 時

間処 理 で ヒ ト精子ハ ム ス タ
ー
卯へ の 挿入 が わ ずか で あ る

が （約 1／2 まで ）減少す る （石 井，1996）．合 成洗 剤の 主剤

で あ る LAS や AS で は
，
　 D，02％ 液 で 1 時 問 処 理 す る と

完 全 に （0 ％）授精 能 力 は な くな る こ と に比べ る と，は る

か に授精 障害 は 弱 い （Nomura 　et　aL ，1980，1987 ；Ishii

et　a1．，　lgge＞．しか しな が ら，ベ トナム 戦争 に お い て，枯

葉剤（ダ イオキシ ン 混 入 〉散布地域 で 戦 っ た北ベ トナ ム 兵

上 の f供 に，流死 産，奇 形 発 生 が有 意 に高 い との 報 告 が

ある （Table 　l）．雄 マ ウ ス に放 射 線 照 射 や 変 異 原 を投 ウ・

した時 の F 、 で の 障害 （Nomura ，1975，1978，1982
，
1986，

1988，1994 ；Kirk　 and 　Lyon ，1984 ；Nagao 　and 　Fujik−

awa ，1990 ；Nomura 　 et　al．，1990）と同 じよ うな こ とが

起 こ っ て お り，継世 代 的 に 何 らか の 影響 を及 ぼ す 可能性

が残 され て い る．しか し，矛盾点 も多 い の で ，TCDD の

継世 代 的 影響 を調べ て い る．

1，ヒ トに おける次世代影響調査

　Table　1 に そ の 概 要 を示 した．北 ベ トナ ム 兵 士 が 枯葉

剤散布 地 域 仙 地 ，森 林）で 戦 い ，帰国後，南ベ トナム に

行 っ た こ との な い 正 常婦 人 と結婚 した 場合，枯葉剤非 散

布地 域 （平野，海浜）で 戦 っ た 兵上 の 場合 に 比 べ ，高度 に

有意 に，子 供 に 先天 異常 が 発生 し て い る と の 報 告 が あ る

（Ton ，
1981 ；Cfin， 1984 ；Dao ，1988）．い ず れ の 場合 も，

対 照 群（非 被 曝 群 ）の 奇形 発 生 率が あ ま りに も低 い （日本

人 で は約 5％ ）こ とに大 き な矛盾 を感 じるが ，被曝群 と同

じカ テ ゴ リーで 分 析 され た もの と して
一

応評価 し，記載

して お く必 要が あ る．

2．継世代的発生異常検出

　 バ イオ ケ ミカ ル ハ ザ ー
ド安全 飼 育装躅内 で 雄 C311 ／

lleJマ ウ ス 腹腔 内に TCDD 　100 もし くは 5〔｝ng ／g 体重

を単回投与 し，1司装羅内 で 飼育 した．精原細胞期 に 無処

置の 雌 C57　BL ／6　J マ ウ ス と交 配 した．対 照 群 で は溶媒

で あ る コ
ー

ン オ イル の み を 投 与 した 雄 C3H ／HeJ マ ウ

ス を雌 C57　BL ／6」 と交 配 した．ダ イ オ キ シ ン 投 ケ．群 お

よび 対照群 と もに 妊娠 18 日 目に 帝王切 開を行 い ，F 、 で

の 流死産 （早期 胎芽死 亡，胎仔死 亡），形 態異常を検出 し

た．ま た，胎仔 を人工 蘇 生 し，蘇生 が 可 能か ど うか を調

べ た後，内部臓 器 の 形 態学的異 常 を調べ た．胎 仔 臓 器 は

分 子 レ ベ ル で の 異 常 を調べ るた め に 凍結保存 した．

　Table　2 は，ダ イ オ キ シ ン 100，50　ng ／g 体重単 回投 与

群 と対照群 の 現在 まで の 結果 をま と め た もの で あ る （野

村，1995 ；中島，1997）．

　 1） ダ イオ キ シ ン 投与群 で は ， 対照群 に比 べ て 有意か

つ 用 量：依存 的 な 着床 率 お よ び 帝切時の 生 存胎仔率の 低下
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Table 　2Incidence 　of　preimplantatien 　loss，　 embryon 正c　deaths，　respiratery 　distress　syndrome ，　 and 　 malformations 孟n 　the　Fl

fetus　of　C57BL16J　and 　C3HIHeJ 　mice 　treated　 with 　TCDD （50　and 　100　ngfg ＞

TCDD 　 　 No ．　 of

dose　　　　 preg．
（ng ！9 ）　 m 置ceCorporalutea　 （CL ）

　 　 　 　 　 Early
Impianta
　 　 　 　 　 deathbLatc

　　　　　Living
deathb　　　fetush

　 　 　 MaIformed
RDS ‘．
　 　 　 　 　 　 　 　 　 Details
　 　 　 　 fetusc

lOO 10 4499 73”

（77．7）
2 

（27．4）
　6
（8．2）d47

’

（64．4｝
　9
（19．2）

　 　 　 2 ；Dwarf ＆ Ompha1 ・

　5　　　　 cele，
（10，6）　　ユ；Agcnes宝s　 of 　the

　 　 　 　 　 testis

　 　 　 1 ；Agnathy ，　Cleft
　 　 　 　 　 palate，　Kinky 　tai1

　 　 　 　 　 ＆ PDA
　 　 　 　1；1−eyebal 匡def．＆
　 　 　 　 　 General　 edema

50 11 8398 87
（88．8）

15
（17．2）

10
（11．o「）

62
（71．3＞

18”

（29，3）
5　　 　5 ；Dwarf

〔8．1＞

0 II 2
’498

85
（92．4）

13
（15．3＞

　

励

33 69
（81．2＞

52　

σ

1　 　　 1 ；Dwarf

〔L4 ）

同
；％ of 　CL，　

b
；％ of　implant，　

c／
；％ of　Iivlng　fetus，

Fis｝1er
’
s　 exact 　test；

’
p く 0．05，

”
p ＜0．01

d
；lgigantism

1．6kb1
．5kb

＜ζ鯔
）

12345678 轡
）
（kbftb“（）

12345678 蚕
）

〈
｝

　　一 ＿＿＿＿」 　　　　 L ＿＿＿＿＿＿ ＿」

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 FI　　 　　 　　 　 　　 　　 　　 　　 　 Fl

　　　　　　　　TGDD （100ng ！g）　　　　　　　　　　　　　 ControI

Fig．1　Length　akeration 　of　paternal 　and 　nlaternal 　bands　ef 　pc−3　PCR 　products 　ill　FL

　 　 　 「etuses 　of　C57BL16J　female　and 　TCDD 　treated　and 　untreated 　C3HIHeJ 　male

　　　 mice ．　Experimental　procedures 　are 　given 　in　the　text．　 Fa ：C3HIHeJ 　 male ，
　 　 　 Mo ：C57BL／6J　felnale

が 認め られ た．着床率の 減少 は，TCDD に よ る精
．∫数 減

少に よる もの と考えて い る．

　 2 ）ダイオ キ シ ン 投与群 で は，対照群 に 比べ て 統計学

的に は 有意性 が 認め られない もの の ，用 量依存的な妊娠

早 期 胎 芽 死 亡 率 お よび 奇 形 胎 仔 率 の 増加が 認め られ た．

　 3 ） 帝切 時 に お い て 小 人 症 が 対 照群 で 1例，ダ イ オ キ

シ ン 50　ng ／g 投 ケ群 で は，5 例 に 観 察 さ れ た．100　ng ！g

投与群で は，5例 の 生存胎仔 に 小人症，無顎症 ，口 蓋 裂，

臍 ヘ ル ニ ア，曲尾，浮腫，精巣発育不 全など対照群や 50

ng ／g 投与群 で は 認 め られ な い よ うな 重 度 の 奇形 が 検 出

され た．また．100ng ／g 投与群 で は，胎 仔 死 亡 例 の 中に

も1 例の 巨大胎仔が 認 め られ た．5〔｝ng ／g 投与群 で は仮

死 （Respiratory 　Distress　Syndrome
，
　RDS ）の 有意 な増

加が あ っ た．

　以 上 の 結 果 か ら，まだ 個体 数 が 少 な い が，ダ イオ キシ

ン 投 与 群 に お い て ，早期胎芽死 亡，い わ ゆ る優性 致 死 の

増 加 の 傾 向 が 用 量依存的 に 認め られ る 点 ，着床 率 や 生 存

胎 仔数 が 有意 に用 量依 存的 に減少 して い る点，また 自然

誘発 さ れ に くい 重 度 形 態異 常 な ど が増加 して い る点，お

よび 仮死 が 有意 に 増加 して い る点 か ら，TCDD の マ ウ ス

へ の 遺伝的影響が 示 唆 され る，

　 以 上 の チ備実験結果を確認す る た め に ，異 な る系 統の

マ ウ ス を 用 い た 研 究 も行 っ て い る．3 ヵ 月 齢の 雄 C．B17

マ ウ ス 腹 腔 内 に 100ng／g 体 重 の TCDD を同様 に 投与

し，精原細胞期 に 止 常無処置 の 雌 C．B17 マ ウ ス と交配 し

た．TCDD 投．与群 13，対照群（コ
ー

ン オ イル ＞7 匹 の 妊 娠

マ ウ ス を 18 凵 目に 帝王切 開を行 い ，F ， 胎 仔 を 調べ た と

こ ろ，排 卵 数 に 対 す る 着床 数 は 76．4 ％ と 対照群 （93．7

％）に 対 」 有 意 な減 少 を示 し（p ＜ O．01＞．生 存 F1 胎 仔 で

の 仮死 の 頻度 も37．3 ％ と対 照群 （3．9 ％ ）に 対 し，有意な
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30020010a

　 o

3002QOtOO

　 o

050
　

10et502 °。 2503003504 。。 45050055 。 ▼6。。 650

圍團　 IB ：Al・CB17f　PC3 　15LV 口團　　　tR ：Al−CB17f　PC315LV

團團　　2B ：A9−CB17f　PC3291 画口　　　2R ；A9・CB17f　PC3291

Fig．2　GeneScan　profi豆c　of　pc−3　PCR 　products 　in　FL　fetuses　of　TCDD 　treated　and 　untrcated 　C，B17
　 　 　 male 　 mice ．　 Experimental 　 procedures 　 are 　 given　in　 the　 text．　 An 　 arrow 　 indicates　 pc −3　 PCR

　 　 　 products 　of　standard （upper ） and 　 untreated （lower ）C ，B17 　fetuses．　Other　spectra 　 are 　for
　 　 　 length　markers

Table 　3　Length 　alteratlon 　 of 　 maternal 　 and

　 　 　 　 paternal 　bands　of 　pc−3　PCR 　products 　in

　 　 　 　 FL　 fetuscs　 of 　 C57BL〆6J　 female　 and

　 　 　 　 TCDD −lreated　C3HIHeJ 　male 　mice

Table　4Length 　polymorphism 　uf 　pc−3　PCR 　products 　in　Fi　fetuses　of
C．B17 　male 　mice 　treated　with 　TCDD

TCDD

（ngf9 ）
NoofF1Mean

　 　 　 No 　of 　F，　 with

SD
　 　 　 abnormal 　Iength （％）

TCDD

（ng 〆9 ）

Incidence （％）

Matemal Paternal

000　

50

　

　

1

3／72　（4．2）
5〆62　（8，1＞
4153　（7．5）

16〆72　（22．2）
11／62　（17，7）
8／53　（15．1）

　 100
　 　 0Standard

Fa

 

7

764 585．01584
．87584
．76

0．660
．610
．69

4 （5．3）a1

（1．7）
0 （0．0）

a2 −tail　t−test ；p
＝0．19・4

Two 　of 　4　fetuses　have　 congcnita 】malformations

増 加 （p く O．el）が 認 め られ て い る．

3．次世代での遺伝子変異検出の試み

　前述 の ご と く， 個体 レ ベ ル で は，次 肚代 に 何 らか の 異

常を起 こ す 可能性 が 示 された．よ り細 か な変化を検出す

る た め，反復配列遺伝 f’　Pc・3 を指標 に して ， F 、 胎 仔 で の

Length 　 Polymorphism を 調 べ た．前 述 の 実 験 で ，
TCDD 投 与 雄 マ ウ ス と非 投 与マ ウ ス を交 配 して 得 られ

た F 、 胎 仔 の 肝
．
臓 よ りDNA を QIAamp 　Tissue　 Kit

（Qiagen社）に よ り抽出1 した．抽出 され た DNA をテ ン

プ レ
ー

トに して，Pe−3特異的プ ラ イマ ー（高橋 ら，未発

表）を用 い PCR 法 に て増幅 した．ア ガ ロ
ース ゲ ル に て 電

気泳動を彳
．
fい ，サ イバ ーグ リーン （FMC 　Bio　Products

社 ）に て 染 色 し，Fluor　 Image　 595　（Molecular

Dynamics 社 〉に よ り解 析 を行 っ た （Fig．1）．　 Table 　3 に

B6 −C　3　F 、胎仔 で の 結果 を示 した．　 TCDD 投与 に よ り母

マ ウ ス （C57　BL ／6　J）由来 の バ ン ドの シ フ トの 増 加 と父

マ ウ ス （C3HfHeJ ）由米バ ン ドの シ 7 トの 減少 が み ら

れ るが 有意 で は な い ．

　C．Bl7 マ ウ ス の Pc −3 遺伝 子 は 反復 数 が 少 な い （短 い 〉

の で ，ABI 　 PRISM 　 310　 GeneScan　（Perkin　 Elmer
Applied　 Biosystems ）を 用 い て F 、 胎 仔 DNA の PCR

産物 の 解析を行 っ た．Fig．2 に示す ご と く，Pc−3　PCR 産

物は 約 585base で ある．そ の 平均値 は ， 正 常 C．B　l7マ

ウス 胎仔 と TCDD 無処置 群 F1胎 仔 で は 全 く 同 じで あ

るの に 対 し，TCDD 投 与群 で はや や 長 く，正 常 C．B　17 マ

ウ ス 胎 仔 で の 99％ CI を越 え る異常 な長 さ の PCR 産物

は，有意性 は な い が TCDD 投与 に よ り増加傾 向 が み ら

れ た （Table　4）．こ の 方法 は ，前述 の 電気泳動法 に よ るバ

ン ドの 易動度 の 差 を肉 眼 的 に 検出 す る方法 に比べ ，非常

に 安定か つ 客観 的 な 実験 結 果が 得 られ る．今後引き続き

研 究 を行 う．

結 語

　ダ イオ キ シ ン 類 は 水 に 溶 け に く く，マ ウ ス 個 体 へ の 投

与方法 の 面 で ，生 殖 細 胞 に 確 実 に作 用 させ るの が 困 難で

ある こ と
， 強 力な 毒性 が示唆 され て い るた め，Chemical

hazard　safety 　cabinet 内で の 実験 に 限定 され る こ と等，

こ れ まで 遺伝毒性，発癌性研究 に 用 い た多 くの 化学物質

中で も最 もや りに くい 物質 で ある．

　本 シ ン ポジ ウ ム で 取 り上 げ た ご と く，い ま だ TCDD

の 継 世 代 的 影 響 に 関 して は，明 確 な証拠 は 得 られて い な

い ．しか し，30 年前，バ ク テ リア，培養細胞等 で 変 異 原

性の 全 くなか っ た ウ レ タ ン が 有意な継世 代 的 障害 （形 態

異常，癌）を誘 発す る こ と が 証 明 され た 例 も あ る の で

（Nomura ，／975，1978，1982），従米 の 遺伝毒性研究法 に
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