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研究成果の概要：タバコの粒子相成分の１つであるベンツピレン等が結合するアレルハイドロ

カーボン受容体（Ah 受容体）に着目し、喫煙に起因する疾患発症や進展過程における分子メカ

ニズムの解明を行った。Ah 受容体が欠損すると、Ah 受容体と２量体を形成する ARNT が低酸素

反応性因子である HIF1A との２量体形成に移行し、血管内皮細胞増殖因子の転写活性を高める

ことにより、血管新生を促進することを見出した。 
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１．研究開始当初の背景 
 
日本は既に高齢化社会に移行しており、医

学・医療における課題は、健康寿命の延長即
ち「健康な高齢者を増やす」ことである。高
齢者の ADL（activities of daily living)
を損なう最大の原因は循環器系疾患である
ため、動脈硬化の予防・治療がきわめて重要
である。動脈硬化には「病変形成」と「修復」
に対する要因があり、組織修復には血管新生
の役割が重要である。また、近年、ダイオキ
シン類や内分泌撹乱化学物質の環境汚染問
題やタバコの成分による健康への影響に社
会的関心が高まり、毒性リスク評価や環境基
準値の設定が求められている。ダイオキシン

類はアレルハイドロカーボン受容体(Ah 受容
体)と結合し、代謝されるが、Ah 受容体には
ダイオキシン類だけではなく、タバコの粒子
相成分であるベンツピレンや３-メチルコラ
ントレン等も結合するため、環境化学物質だ
けではなく、喫煙などの生活習慣を視野に入
れた Ah 受容体を介する混合暴露として毒性
を総合的に評価しなければならない。 
 
２．研究の目的 
 
Ah 受容体は種々の環境汚染物質の毒性に

関与し、発癌との関連が報告されているが、
血管新生における Ah 受容体の役割は明らか
ではない。本研究は、低酸素ストレスやベン
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ツピレン投与における Ah 受容体の発現調節
機構を明らかにすることにより、喫煙が原因
と考えられる心血管系疾患の発症進展過程
のメカニズムを解明することを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
(1) 遺伝子欠損マウスを用いた血管新生の機
序の解明 
 

12 週齢の Ah 受容体欠損マウス８匹と野生
型 C57BL/6N マウス８匹に対し、下肢虚血モ
デルを作成する。Ah 受容体欠損マウスと野生
型マウスで血管新生の程度を比較する。さら
に、血管新生の定量的評価を行うために、マ
ウス CD31 抗体を用いた組織免疫染色により
微小血管を染色し、定量的に解析する。血管
新生に関連する遺伝子およびタンパク質の
発現を検討する。また、Ah受容体と核内で２
量体を形成する Arnt ならびに HIF-1αの
mRNA発現を定量的RT-PCR法で検討する。Arnt
と HIF-1αの複合体は血管内皮細胞増殖因子
（VEGF）の遺伝子発現を促進するため、クロ
マチン免疫沈降法により VEGF のプロモータ
ー領域に結合しているこの複合体を Ah 受容
体欠損マウスと野生型マウスで定量的に解
析し比較する。 
 
(2) Ah受容体を介するタバコ成分の血管新生
に対する影響の解明 
 
ベンツピレンの下肢虚血に及ぼす影響を

調べるため、野生型マウスに対し、0.1, 1, 
2.5, 5 mg/kg の濃度のベンツピレンを下肢
虚血モデル作成直前より胃ゾンデで毎週投
与し、ベンツピレンを投与しないマウスと血
管新生の程度を比較する。この実験で他の臓
器障害が認められず、最も下肢血管新生への
影響が顕著な濃度のベンツピレンを Ah 受容
体欠損マウスと野生型マウス各８匹に投与
し、下肢虚血モデルを作成する。血流や微小
血管を定量的に評価し、Ah受容体欠損マウス
と野生型マウスでベンツピレン投与による
血管新生への影響を比較し、そのメカニズム
を検討する。 
 
４．研究成果 
 
12 週齢の Ah 受容体遺伝子欠損マウス

（AHR-/-）マウス(n = 8)と野生型マウス（WT
マウス）(n = 8)に対し、大腿動脈結紮を施
行し下肢虚血モデルを作成した。手術前と手
術後 4週の間、WT マウスと AHR-/-マウスと
で、体重および収縮期血圧の差は認められな
かった。手術後１週間後より、AHR-/-マウス
にて血流の著しい改善がレーザードップラ
ー法にて確認され、４週間後まで有意な差が

認められた。CD31 抗体を用いた組織免疫染色
により測定した微小血管の密度も、WT マウス
と比較して、AHR-/-マウスで有意な上昇が認
められた。血管新生が WT マウスより AHR-/-
マウスで亢進していることを示していた。 
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血管新生に関与する因子である VEGF や

PDGF-B の遺伝子発現やタンパク発現を下肢
虚血後 3日目の大腿筋で検討したところ、WT
マウスと比較して、AHR-/-マウスの虚血後大
腿筋で有意な増加が認められた。また、VEGF
の受容体である Flt-1 や Flk-1 の遺伝子発現
も WT マウスに比較し、AHR-/-マウスで有意
に亢進していた。Ah 受容体と核内で２量体を
形成する Arnt ならびに HIF-1αの発現は
AHR-/-マウスにおいて、虚血後に有意に増加
していた。 
 

HIF-1α/actin mRNA ratio 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
HIF1A-ARNT 複合体の DNA 結合活性は、WT

マウスに比べ、AHR-/-マウスにて有意に増加
していた。さらに、Arnt と HIF-1αの複合体
は VEGF の遺伝子発現を促進するため、クロ
マチン免疫沈降法により VEGF のプロモータ
ー領域に結合しているこの複合体を Ah 受容
体欠損マウスと野生型マウスで比較検討し
たところ、クロマチン免疫沈降法でも、
AHR-/-マウスにおける VEGF のプロモーター
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領域への ARNT の結合活性の増加が確認され
た。 
 

DNA binding activity of HIF1A-ARNT 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AHR-/-マウスを用いて、タバコの粒子相成
分の１つであるベンツピレンによる血管新
生に対する影響と Ah 受容体を介する喫煙の
血管新生に及ぼす影響を検討した。まず、12
週齢の WT マウスに対し、5, 25, 125 mg/kg
のベンツピレンを胃ゾンデで投与後、下肢虚
血モデルを作成し、４週間観察したところ、
125 mg/kg 投与にて有意に血管新生が減弱し
た。この濃度のベンツピレンを 12 週齢の WT
マウスと AHR-/-マウスに投与し、血管新生の
程度を比較したところ、AHR-/-マウスにおい
て、血管新生の減弱が有意に軽減していた。 
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野生型マウスへベンツピレンを 125 mg/kg

投与すると、虚血下肢においてメタロチオネ
インの発現が更新し、有意に血管新生が減弱
した。また、サイトカインの一種である
interleukin-6 (IL-6)や VEGF の発現も有意
に減少したが、AHR-/-マウスでは、これらの
効果が有意に軽減していた。 

IL-6 activity 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
本研究において、AHR-/-マウスでは、ベン

ツピレン投与後のサイトカインや成長ホル
モンの発現の減少が抑制されているため、血
管新生が維持されたと考えられた。これまで
ベンツピレンの毒性機序は P450 1A1 によっ
て代謝された後の DNA付加物形成によるもの
と理解されてきたが、ベンツピレン暴露に起
因するHIF-1αを介したVEGF転写活性の抑制
という別の機序を明らかにしたことに、本研
究の意義がある。Ah 受容体を介するタバコの
成分の直接的な血管新生への影響を解明し
たことにより、喫煙を原因とする生活習慣病
の病態解明や発症予防に貢献できると考え
る。 
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