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論 文 の 内 容 の 要 旨

ディーゼル排気微粒子(DieselExhaust Particle:DEP)は,発癌性やアレルギー

性鼻炎,気管支喘息等を引き起こすことが知られている｡最近では多環芳香族炭化水

素類(P｡1y Aromatic Hydrocarbon:PAH),ダイオキシン類お皐びニトロフェノール類

などの内分泌撹乱化学物質が含まれており,生殖機能への影響があることが判明したo

PAHやダイオキシン類による内分泌撹乱作用は,Ah受容体(^rylhydrocarbonReceptor:

AhR)の活性化が深く関与している｡一方,近年,野菜や果物に含まれるポリフェノー

ル類がダイオキシン類によって誘導されるA】1Rのアンタゴニストとしてはたらくこと

が明らかになったことから,食品によりDEPの毒性を低減できる可能性を示唆してい

る｡

本研究では,マウスを用いてDEPの雄性生殖機能への影響を明らかにし,DEPの毒性

を阻害する食品やその食品成分のスクリーニングを行い,最も効果的なサンプルをマ

ウスに摂取させて,DEPによる毒性が低減されるか否かについて研究した｡

第1壷では､詩論として､DEPによる大気汚染と生体毒性､DEP中に含有されている
pAHと毒性発現およびAhRのアンタゴニストとしてのポリフェノール類について概説

し､研究の目的を述べた｡

第2章では丁本研究に共通する実験材料と方法について記述したQ

第3章では､DEPの雄性生殖機能への影響とAhRの関係に関する研究結果を記述した｡

本研究では､6週齢のBALB/c系雄マウスに,3用量(24･7Jlg,74･OJJgおよび220Jl

g/mouse)のDEP懸濁液を1週間に2回ずつ5週間にわたって背部皮下投与した0その

結乳 74.OLLgと220〃g投与群では､一日精子生産量と精子生存率がvehicle群と比

較して有意に低下し,精子形態異常率が有意な増加を示した｡さらに,74･0〃g群と
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220FLg群では精上皮が厚くなり,elongate type精子細胞が観察されなかった｡血中

テストステロン濃度は,74.OFLg群でvehicle群と比較して有意な高値を示した｡また､

CYPIAl活性は､Ethoxy Resorufin-0-Deethylase(EROD)活性として評価可能であるこ

とから,AhR活性の間接的な指標としてEROD活性を測定した｡その結果,74.OFLg群

の肝EROD活性がvehicle群と比較して有意な高値を示した｡これらの結果から,DEP

は雄性生殖機能を低減させ,その作用にはAllRが関与している可能性を明らかにした｡

第4章では､AhR応答性の異なる4系統のマウスの雄性生殖機能に及ぼすDEPの影響

に関する研究結果を記述した｡本研究では､6週齢のBALB/c(AhR高応答性),C57BL/6

(高応答性),ICR(中応答性)およびDBA/2(低応答性)にDEP懸濁液(74.0･g/mouse)

を1週間に2回ずつ5週間にわたって背部皮下投与した｡EROD活性は､BALB/c〉C57BL/6

〉ICR 〉DBA/2の順に高値を示した｡BALB/c と C57BL/6の丁日精子生産量はvehicle

群と比較して有意な低値を示した｡BALB/c,C57BL/6およびICRの精子生存率は､

vehicle群と比較して有意な低値を示した｡4系統すべての精子形態異常率は､Vehicle

群と比較して有意な高値を示した｡BALB/cの血中テストステロン濃度はvehicle群と

比較して有意に高値を示した｡4系統のDEP投与マウスの肝EROD活性とDSPおよび精

子形態異常率が正の相関を,肝EROD活性とDSPの間では負の相関を示した｡以上の結

果から,DEPの雄性生殖系に対する毒性は､AhR活性依存的であることが判明した｡

第5章では､DEPによるAhRの活性化を抑制する食品成分に関する研究結果を記述し

た｡Ah-Immunoassay法にて,DEPで誘導されるAhRの活性化に対してアンタゴニスト

作用を持つ食品とポリフェノール類のスクリーニングを行った｡その結果,食品では

イチョウ菓エキス(Ginkgo Biloba Extract;GBE)が最もAhRの活性化を抑制した｡

その他,緑茶〉タマネギ〉ニンニクの順に抑制効果を示した｡ポリフェノール類では､

ケルセチン〉ミリセチン〉ギンゴライドB〉ギンゴライドA〉レズベラトロールの順であっ

た｡

第6章では､DEPによる雄性生殖機能低■下に対する食品成分の回復効果に関する結果

を記述した｡本研究では,6週齢のBALB/c系雄マウスに,3濃度(0.3%,0.1%およ

び0･03%)のケルセチン含有飼料および0.5%タマネギ粉末含有飼料を与えて飼育し,

DEP懸濁液(220･g/mouse)を1週間に2回ずつ5週間にわたって背部皮下投与して,

DE■Pによる精子生産能等の雄性生殖機熊の低下が低減するかどうかを検討した｡その結
果,ケ/レセチン摂取群の一日精子生産量は,普通食を摂取しているDEP群と比較して

有意に改善した｡また,ケルセチン摂取とタマネギ摂取群の両方で精子形態異常率が

普通食を摂取しているDEP群と比較して有意に改善した｡免疫染色したセルトリ細胞

数は,DEP投与によ･つて減少したが,ケルセチン摂取によってその減少が低減された｡

DEP投与によってセルトリ細胞の何らかの機能が低下し,その結果染色性が低下した･も

のが,ケルセチンにより回復したものと推察された｡以上の結果から,DEPはマウスの

一日精子生産量や精子形態,さらにセルトリ細胞の機能を低下させるが,ケルセチン

やタマネギがこれらDEP毒性発現を低減することが明らかとなった｡

本研究の結果を総括すると,DEPはマウス雄性生殖毒性を有するが食品によってその

毒性を低減できる可能性があることを明らかにした｡
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審 査 結 果 の 要 旨

本研究では,マウスを用いてディーゼル排気微粒子(Die$elExhaustParticle:DEP)による雄

性生殖機能への毒性とAb受容体(Arylhydrocarbon Receptor:AhR)活性を調べ,さらに,

D玉:Pの毒性を阻害する食品やその食品成分のスクリーニングを行い,最も効果的であったサン

プルをマウスに摂取させて,DEPによる毒性が低減されるか否かについて研究した｡

1.DEPの雄性生殖機能への影響とAhRの関係

6適齢のBALB/c系雄マウスに,DEP懸濁液を3用量(24.7膵,74.0囲および220pg/mouse)

を1週間に2回ずつ5週間にわたって背部皮下に投与した｡その結果,74.Opgと220pg投与群

では,Vehkle群と比較して一日精子生産量と精子生存率の有意に低下を,精子形態異常率が有

意上昇した｡また,精細管の精上皮が肥厚し,elongatetype精子細胞は観察されなかった｡血

中テストステロン濃度は,74.0帽群でvehicle群と比較して有意な高値を示した｡AhRは転写

活性化因子として薬物代謝酵素CytochromeP4501Al(CYPIAl)を誘導し,CYPIAl活性は,

EthoxyRe80rufin･0･Deethyla8e(EROD)活性として評価されることから,本研究では,AhR蒔

性の間接的な指標としてEROD活性を測定した｡その結束,74.0膵群の肝EROD活性がvehicle

群と比較して有意な高値を示した｡これらの結果から,DEPは雄性生殖機能を低下させ,その

作用発現にはAhRの関与が推察された｡

次いで,AbR応答性の異なる4系統のマウスを用いて雄性生殖機能に及ぼすDEPの影響につ

いて検討した｡6週齢のBALB/c(AhR高応答性),C57BIJ6(高応答性),ICR(中応答性)お

よびDB〟2(低応答性)系雄マウスにDEP懸濁液(74.Opg/mouse)を1週間に2回ずつ5週間

にわたって背部皮下に投与した｡EROD活性は,BALB/c>C57BL/6>ICR>DBA/2の順に高

値を示した｡BALB/cとC57BIJ6の一日精子生産量は,Vehicle群と比較して有意な低値を示し

た｡また,BALB/c,C57BL/6およびICRの精子生存率はvehicle群と比較して有意な低値を示

した｡4系統すべての精子形態異常率は,Vehicle群と比較して有意な高値を示した｡BALB/c

の血中テストステロン濃度は,Vehicle群と比較して有意な高値を示した｡4系統のDEP投与マ

ウスの肝EROD活性と一日精子生産量および精子形態異常率が正の相関を,肝EROD活性と一

日精子生産量の間では負の相関を示した｡以上の結果から,DEPによる一日精子生産量の減少

や精子の異常形態率の増加がAhR活性と相関を示したことから,雄性生殖系に対するDEPの

毒性はAbR活性依存的な反応であると推察された｡

2.DEPによるAhRの活性化を抑制する食品成分の検索と雄性生殖機能低下に対する効果

Ah･Immunoassay法を用いて,DEPで誘導されるAhRの活性化に対してアンタゴニスト作

用を持つ食品とポリフェノール類のスクリーニングを行った｡その結果,食品ではイチョウ菓エ

キス(GinkgoBilobaExtract;GBE)が最もAムRの活性化を抑制した｡その他,緑茶>タマネ

ギ>ニンニクの順に抑制効果を示した｡ポリフェノール類ではケルセチン>ミリセチン>ギンゴラ

イドB>ギンゴライドA>レズベラトロールの順にAhRの活性化を抑制した｡

次に,DEPによる雄性生殖機能低下に対する食品成分の効果の検討を行った｡本研究では,6

適齢BALB/c系雄マウスに,3濃度(0.3%,0.1%および0.03%)のケルセチン含有飼料および

0.5%タマネギ粉末含有飼料を与えて飼育し,DEP懸濁液(220膵/mouse)を1週間に2回ずつ5

週間にわたって背部皮下投与して,DEPによる雄性生殖機能の低下が低減するか否かを検討し

た｡その結果,ケルセチン摂取群の一日精子生産量は,普通食を摂取しているDEP群と比較し

て有意に改善した｡また,ケルセチン摂取とタマネギ摂取群の両方で精子形態異常率が普通食を

摂取しているDEP群と比較して有意に改善した｡免疫染色したセルトリ細胞を観察した結果,
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DEPによって,細胞数が減少したが,ケルセチン摂取によりその減少が回復した｡成熟マウス

のセルトリ細胞数は変化しないことから,DEPによってセルトリ細胞の何らかの機能が低下し,

その結果染色されなかった細胞が,ケルセチンによりその影響を低減したものと推察された｡以

上の結果から,DEPはマウスの一日精子生産量や精子形態に影響を与え,セルトリ細胞の機能

を低下させるが,ケルセチンやタマネギがこれらDEPの生殖毒性の発現を低減することを明ら

かにした｡

ディーゼルエンジン搭載車両は,機能的または経済的理由から世界中で広く利用されているた

め,DEPは広く大気寮境中に放出されており,完全に排除することは難しい｡しかし,本研究

の結呆は,日々の食生活によりその毒性を低減できる可能性を示したものである｡

以上について,審査委貞全員一致で本論文が岐阜大学大学院連合獣医学研究科の学位論文とし

て十分価値があると認めた｡
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