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ミジンコの幼若ホルモン受容体を使ったレポーターアッセイはまだできていな
いのですが、ツーハイブリッドアッセイというのができています。これはメトプ
レントレラント（Met）というタンパク質に幼若ホルモン類似物質が結合する
と、その複合体にSRCというタンパク質が結合するのをみるアッセイ法です。

フェノキシカーブ（図のピンク色の線）という殺虫剤、ミジンコの幼若ホルモン
と考えられているメチルファーネゾエート（茶色の線）を比べると、殺虫剤の方
がはるかに低濃度で幼若ホルモン作用を示します。とりあえず、ツーハイブリッ
ドアッセイで、幼若ホルモン作用を示す物質をスクリーニングすることが可能に
なっています。

オオミジンコの初期発生の時に、RNAiを用いてMetやSRCの発現を止める
と、発生が止まって死ぬことから、MetやSRCは正常発生に必要であることも明
らかにしています。



魚類の短期の試験に使うメダカについてのお話です。メダカではOECD
TG229というテストガイドラインができていまして、これは成体の雄・雌のペ
アを使って、3週間に産む卵の数（産卵数）を調べるとともに受精率やその他、

異常行動の有無、死亡率、卵黄タンパク発現、尻鰭を利用した二次性徴なども観
察項目に入っています。化学物質に女性ホルモン作用や男性ホルモン作用がある
か、などを確認することができます。2014年度は、図に示すような物質を用い
た試験が進行中です。
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産卵数は産んだ卵の数を数えるだけですが、試験終了後には、オスの肝臓を取
り出して、卵黄タンパク（ビテロジェニン）の計測により、試験物質に女性ホル
モン作用があるかを確認することもできます。生殖腺組織を調べることによって、
精巣や卵巣への影響も調べることができますし、メスの尻鰭の乳頭状突起の数を
計測することにより、アンドロゲン作用の有無も分かります。
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今までは、化学物質の抗アンドロゲン作用をメダカで調べることはできないと
言われていたのですが、鑪迫先生のグループは、メダカを用いて抗アンドロゲン
作用を検出する系を開発しました。メダカはオスが二次性徴（尻鰭の大きさや乳
頭状突起）を示すようにならないと、外部形態では雌雄の判別ができません。成
体のオスでは、尻鰭が平大きく、平行四辺形になり、また、尻鰭に乳頭状小突起
と呼ばれる突起ができてきます。幼若期の遺伝的なオスを用いて、化学物質をば
く露して、乳頭状突起が本来できる日からどのくらい遅れるのか、あるいは乳頭
状突起の数がどれくらい少ないか、を記録します。尻鰭の大きさや乳頭状突起の
数は男性ホルモン（アンドロゲン）の作用に依存していますので、発達途中で男
性ホルモンの働きを邪魔すれば、この突起の出方が遅れたり、あるいはできな
かったりします。これを目安に抗アンドロゲン作用の有無を調べることができ
る、試験法です。
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雌雄のメダカを示していますが、上図の左がオス、右がメスです。オスのほう
が尻鰭が大きいことが分かります。2段目の図の左はオスの尻鰭の拡大図で、白

い点々が乳頭状小突起です。メスの尻鰭には白い点々がありません。オスは尻鰭
を使ってメスを抱え込んで産卵を促しているようです。
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乳頭状小突起の部分をもう少し拡大すると、右下のように突起が良く分ると思
います。メスには乳頭状小突起は無いのですが、男性ホルモン（アンドロゲン）
をばく露すると、下の真ん中の図の様に、乳頭状小突起が形成されます。これを
さらに拡大したのが、右下の図です。
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乳頭状小突起がどのように形成されるのか、そのメカニズムを、１年かけて詳
しく調べてみました。男性ホルモン（アンドロゲン）が尻鰭に作用すると、アン
ドロゲン受容体に結合して、突起ができる部分の間質細胞が増えます。この間質
細胞が増えた後に、中心部は骨化します。細胞が増えて、骨化がおこるのときに
は、Bmp7とLef1という二つの遺伝子の発現が起こります。二つの遺伝子の働き

を邪魔すればこの乳頭状小突起は形成されません。この二つの遺伝子の発現を目
安すると、アンドロゲン作用を示す物質ならば、ばく露して大体18～24時間で
試験物質のアンドロゲン作用の有無がわかりますので、レポーターアッセイを使
わなくても、メダカの鰭を使っても判断できます。という基礎的な研究を私たち
が受け持っています。
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WatchFrogというフランスのベンチャー企業との共同研究のお話です。トゲウ

オはオスがアンドロゲン作用によって腎臓が作るスピギンと呼ばれる接着タンパ
クを使って、藻などを集めて巣作りをして、メスを呼び込み産卵させます。この
スピギン遺伝子はアンドロゲン応答遺伝子です。ですからトゲウオのスピギン遺
伝子に蛍光を発色するようにして、メダカの受精卵に打ち込んで、メダカでスピ
ギンを発現するトランスジェニックメダカを作れば、簡便に化学物質のアンドロ
ゲン作用を見ることができると考えました。メダカの体で、このトゲウオがつく
るスピギン遺伝子を発現させることができれば、たくさんのメダカを殺すことな
く、外から腎臓の蛍光を測定するだけで、試験物質のアンドロゲン作用を見るこ
とができます。アンドロゲンを与えると4-5日の稚魚で腎臓が光るます。

欧州ではメダカといえどもたくさん実験に使うことはできません。餌を食べ出
すまでは動物とみなさないという取り決めもあります。ちょっと信じられないで
しょうが、受精卵でも動物だと思いますが、餌を食べるまでは動物とみなさない
という便宜上の動物愛護の考え方を導入していますので、孵化して1週間くらい

はおなかのところに有る卵黄から栄養を得ていて、餌を食べていませんので、こ
の時点ではこのメダカの稚魚は動物ではありません。だから４～５日で化学物質
が男性ホルモン作用をするかしないかをみるのは、動物実験をしていないという
ことになります。

アンドロゲンと同時に試験物質をばく露すれば、試験物質の抗アンドロゲン作
用も調べることができます。
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スピギン遺伝子を組み込んだメダカの孵化直後から、男性ホルモン（アンドロ
ゲン）をばく露すると、腎臓での蛍光の発現は５日ぐらいでピークになります。
また、男性ホルモンの働きを邪魔する物質（抗男性ホルモン）を、男性ホルモン
と同時にばく露すると、抗男性ホルモンの濃度に依存して、蛍光が弱くなってき
ます。すなわち、このトランスジェニックメダカの孵化直後の幼生に化学物質を
４～５日ばく露することで、男性ホルモン作用、抗男性ホルモン作用を調べるこ
とができます。
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抗男性ホルモン作用を持つことが分かっている物質の例を図に示しています。
防黴剤、除草剤、殺虫剤や医薬品などがあります。一般化学物質の中に抗男性ホ
ルモン作用を示すものがあるか、などを調べるために、新しく開発したトランス
ジェニックメダカが利用できると思います。
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左の図は対照で、男性ホルモンをばく露しておりませんので、矢印の腎臓が
光っていません。一方、右の図は合成アンドロゲンのメチルテストステロンをば
く露しています。アンドロゲン作用により腎臓が緑色に蛍光を発色しています。
図の上は頭部、下は尾部です。
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（発表では説明を省略）

図の左は男性ホルモン（アンドロゲン）のDHT（ジヒロテストステロン）、
アナスロロゾール、 17MT（メチルテストステロン）をばく露すると蛍光が強く
なります。

図の右側は、DHTとともに抗アンドロゲン（フルタミド、フェンチオン、リヌ
ロン、ビンクロゾリン）をばく露すると、濃度依存的に蛍光が弱くなります。

これらの結果から、新しく開発したトランスジェニックメダカは、アンドロゲ
ン作用と、抗アンドロゲン作用の両方を検出できることが分かります。
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（発表では説明を省略）

私の発表の後に、広島大学の柏木先生がお話されるので省略しました。

カエルも人間と同じように甲状腺があり、視床下部・下垂体からの刺激ホルモ
ンによって、甲状腺のホルモン産生が調節されています。甲状腺で作られた甲状
腺ホルモンは血中を運ばれて標的器官に作用します。カエルの場合には、オタマ
ジャクシの尾が短くなり、カエルに変態する時に重要な働きをしています。いろ
いろな化学物質が、甲状腺ホルモンの合成や血液中での運搬や遺伝子発現を邪魔
する可能性が考えられています。甲状腺ホルモンはヒトでは脳の発達に重要であ
ることが知られています。
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（発表では説明を省略）

左の図（幼若期ゼノパス甲状腺シグナルアッセイ、XETA）は、餌を食べるま

でのカエルの幼生は動物とみなさないことになっていますので、カエルの発生初
期の幼生（オタマジャクシ）の間に化学物質の影響を調べれば、動物でない時期
での試験となり、動物愛護に抵触しないことになります。一方、右側の図（両生
類変態アッセイ、AMA）はオタマジャクシから、尻尾が消えてカエルに変態す
る時期での化学物質を調べる試験法は、動物愛護からも問題となり得ます。
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今度は両生類です。両生類の話は、私の後に柏木先生が詳細にお話しされると
思いますので、飛ばしながら、要点だけお話します。

両生類もWatchFrogというフランスのベンチャー企業との共同研究です。体内

で甲状腺ホルモンができたり、あるいは外部から甲状腺ホルモン作用を示す物質
をばく露すると蛍光で光るトランスジェニックカエルを作りました。



このトランスジェニックカエルのオタマジャクシを、シャーレの中に20匹ず

つ入れ、これに甲状腺ホルモン作用を持つ物質や、甲状腺ホルモンの働きを邪魔
する物質をばく露して、蛍光の発色を記録して、甲状腺ホルモン作用の強さや、
抗甲状腺ホルモン作用の強さを簡単に促成することができます。

各物質、5濃度を用いています。試験物質の抗甲状腺ホルモン活性を調べるた
めには、甲状腺ホルモンのT3と同時にばく露します。
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96穴の小さい穴が空いたプラスチックシャーレにオタマジャクシを並べて入
れておいて、この機械の中に入れ、蛍光を自動的に測定します。
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甲状腺ホルモンのT3をばく露すると、濃度依存的に蛍光が強くなります。も

ともとオタマジャクシは甲状腺ホルモンを若干出していますので、ある程度薄く
光っていますが、T3により、有意差をもって蛍光強度が強くなります。ばく露5
日で結果が出ます。

34



今までお話しました、トランスジェニックアフリカツメガエルを用いて、
OECDが中心となって、フランス、アメリカ、日本の私の研究室で、同じ濃度の

甲状腺ホルモン、化学物質を用いて、同じ方法でリングテストをおこなっていま
す。
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3カ国で行っているリングテストに用いる物質、濃度、幼生の個体数などにつ
いての情報のまとめです。
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（前スライドと同様）

リングテストの、現在までのまとめです。

3つの研究室ともに、再現性のあるデータが得られています。

統計は、OECDが中心となって行っています。

さらに、次のステップのリングテストを行うことになりました。


