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1．序文

ダイオキシンは、ポリ塩素化ジベンゾ -p-ジ
オキシン、ポリ塩素化ジベンゾフラン及びコプ
ラナー PCBの各同族体の総称であり、環境中
に普遍的に存在する有害環境汚染物質である。
ダイオキシンの有害作用については、最も毒性
が 強 い 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin

（2,3,7,8-TCDD）を中心にして活発に研究され
ており、内分泌撹乱［Helperin et al., 1998］、
口蓋裂［Yoon et al., 2000］、水腎症［Couture-

Haws et al., 1991］、発がん［Nebert, 2004］、
高次機能障害［Powers et al., 2005］などといっ
た多様な有害作用を引き起こすことが明らかに

されている。
近年、2,3,7,8-TCDDの中枢神経への有害作
用についても注目されている。胎生期及び授乳
期中に 2,3,7,8-TCDDを曝露されたラットやマ
ウスの新生動物で記憶・学習機能障害が見られ、
2,3,7,8-TCDDを曝露された新生動物の大脳皮
質［Powers et al., 2005］や小脳［Mitsui et 

al., 2006］の発達遅延が認めらることが報告さ
れた。胎生期・授乳期中の脳内では多数存在す
る神経幹細胞の増殖すると共に、神経細胞や各
種グリア細胞に分化することにより脳が構築さ
れる。したがって、これら時期の神経幹細胞の
増殖及び分化が影響を受けると中枢神経系の発
達障害や機能障害につながる可能性がある。
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2,3,7,8-TCDDにより神経幹細胞の増殖抑制
［Mitsuhashi et al., 2010］や細胞死［Collins 

et al., 2008］が引き起こされることが報告さ
れたが、神経幹細胞から神経細胞への分化に対
する影響については未だ報告がない。そこで本
研究では、ダイオキシンが神経細胞への分化に
対する影響について知見を得る目的で、ラット
副腎髄質褐色細胞腫 PC12細胞の神経様細胞へ
の分化に及ぼす影響を検討した。

2,3,7,8-TCDDをはじめとするダイオキシン
の有害作用の多くは、核内受容体の 1つであ
るアリル炭化水素受容体（AhR）を介して発
現される。AhRは全身の殆どの臓器に発現し
ており、ダイオキシン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。な
お、化学物質の安全管理上の問題から本研究で
は、ダイオキシン代替化合物として強力な
AhRリガンドである 3-メチルコランスレン
（3MC）、ベンゾ [a]ピレン（BaP）を用いて研
究を行った。

2．方法

2-1　使用試薬・化合物
PC12細胞は理化学研究所から購入した。

3MCは和光純薬工業から購入した。penicillin、
streptomycin、Dulbeccoʼs modified eagle 

medium (DMEM)、はナカライテスクから購
入した。

2-2　PC12細胞の培養
ラット副腎髄質褐色細胞腫 PC12細胞は、

37ºC、5% CO2-95%空気、湿度飽和の条件下
で培養した。細胞の継代・維持には基本培地
［DMEM―10% horse serum (HS) ―10% fetal 

bovine serum (FBS) ―100 U/mL penicillin―
100 U/mL streptomycin］、分化実験には分化
培地（DMEM―1% HS―0.5% FBS）を用いた。

2-3　PC12細胞の分化に及ぼす 3MC及び
BaPの影響

PC12細胞を分化培地に懸濁しディッシュに

播種した。24時間後に NGF（1, 2, 5, 10, 20 

または 50 ng/mL）を単独でまたは AhRリガ
ンド 3MC（0.5, 1.5 μM）あるいは BaP（0.5,  

1.5 μM）と共に添加して培養を続けた。NGF

添加 4日後に、顕微鏡下で細胞数を計数する
と共に神経突起の有無を確認した。伸長した神
経突起の長さが細胞体の直径より長いものを分
化細胞（differentiated PC12；dPC12 細胞）
と定義し、全細胞数あたり dPC12細胞の割合
を算出した。

2-5　データ解析
統計学的有意差は Studentʼs t-testで判定し、

p < 0.05を有意差ありと判定した。

3．結果及び考察

3-1　PC12細胞の分化に対する 3MC及び
BaPの影響
ラット副腎髄質褐色細胞腫 PC12細胞におけ
る神経突起伸長に及ぼす 3MCと BaPの影響
について検討した。PC12細胞は神経栄養因子
の一つである nerve growth factor（NGF）存
在下で神経突起が伸長する性質を持ち［Greene 

et al., 1976］、これまで神経幹細胞様のモデル
細胞として多くの研究に用いられている。
先ず最初に、神経突起伸長における NGFの
濃度依存性ならびに培養時間依存性について検
討した。その結果を図 1に示した。図 1(a)は、
NGF非存在下及び存在下で 4日間培養した後
の PC12細胞の顕微鏡画像である。NGFの存
在下において PC12細胞は神経突起を伸長させ
ることが確認できた。以後の研究においては伸
長した神経突起の長さが細胞の直径より長いも
のを分化細胞（dPC12細胞）とし、全細胞数
あたり dPC12細胞の割合を分化率の指標とし
た。
図 1(b)は、分化率のNGF濃度依存性及び培

養時間依存性を検討した結果である。分化率は
いずれの NGF濃度においても経日的に増加す
る傾向が見られたが、NGF濃度が 10 ng/mL

以上で顕著であった。一方、NGF濃度 10 ng/
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mL以上では分化率が 50%で飽和する傾向も
見られた。以上の結果から、PC12細胞の分化
に対する 3MC及び BaPの影響を検討するに
あたり、NGF濃度は 10 ng/mL、培養日数は 4

日と定めた。以上の検討結果を基に、3MC及
び BaPの濃度を 0.5または 1.5 μMとし、分化
に対する影響を検討した。その結果を図 2に
示した。3MC［図 2(a)］と BaP［図 2(b)］の
いずれにおいても被験物質存在下で分化率が有
意に低下し、3MCと BaPが PC12細胞の分化
を阻害することが明らかとなった。
胎生期・授乳期にダイオキシンを曝露された
新生ラットの記憶・学習機能低下が認められて
いる［Powers et al., 2005, Mitsui et al., 2006］
が、最近成体期に TCDDを投与されたマウス
の記憶・学習機能低下を引き起こすことが報告

された［Latchney et al., 2013］。Latchneyら
は記憶・学習を司る海馬内の神経幹細胞が神経
細胞へと分化する過程で、TCDDによる神経
細胞への分化を抑制することを明らかした。そ
の詳細なメカニズムはまだ明らかになっていな
いが、胎生期では神経幹細胞が豊富に存在する
ことから、胎生期の神経幹細胞が神経細胞へと
分化する過程でもダイオキシンが分化を抑制す
る可能性は十分に考えられる。今回、神経様細
胞の分化モデルとして知られる PC12細胞を用
いた。この PC12細胞には AhRを発現してい
ることが認められており［Sanchez-Martin et 

al., 2010］、当研究室でも確認している。そこ
で NGF誘発性 PC12細胞神経突起伸長に対す
る 3MCあるいはBaPの影響を検討したところ、
dPC12細胞への分化率を抑制したことを明ら

図 1　NGFによる PC12細胞の（a)神経突起伸長及び（b)その分化率
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かにした。一方、NGFによる PC12細胞の
dPC12 細 胞 へ の 分 化 に は NGF に よ る
extracellular signal-regulated kinase（ERK）
の活性化が関わっていることが報告されている 

［Vossler et al., 1997, Oda et al., 2007］。3MC

および BaPが PC12細胞の分化を抑制する機
構の一つとして ERKの活性化抑制が考えられ
た。

4．結論

3⊖メチルコランスレン及びベンゾ [a]ピレン
は PC12細胞の神経突起伸長を抑制した。
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