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ExTEND2005 に基づく平成 20 年度基盤的研究及び野生生物の生物学的知見研究の合同成果発表会 

                                                                 09.03.17 

 資料 ３－２  

 
ExTEND2005 に基づく平成 20 年度基盤的研究課題、野生生物の生物学的知見

研究課題及びフィージビリティースタディーの研究成果概要 
 
 
基盤的研究課題(基盤１)：哺乳類を用いた毒性実験の結果に影響を及ぼす実験動

物の遺伝的要因解析 
 

研究者：(財)残留農薬研究所：青山博昭(代表研究者)、北條仁、佐藤旭 
理化学研究所バイオリソースセンター：吉木淳、目加田和之 
農業生物資源研究所：後藤英夫、須藤淳一 
 
研究概要：生殖・発生毒性試験を含む通常の毒性試験では、ヒトの集団が遺伝

的に均一ではないことを考慮して、ある程度の遺伝的多型性を保持するアウト

ブレッドストックの実験動物が用いられる。これらの動物集団は、マウスであ

れラットであれ、ゲノム全体の10～15％の遺伝子座(およそ3,000～4,500遺伝子

座)に遺伝子多型が存在すると考えられている。このため、動物生産業者から供

給されたアウトブレッド動物を用いた実験では、同じ化合物を同じ量投与した

にもかかわらず、その化合物に対する反応にしばしば大きな個体差がみられる

ことが経験的に知られており、様々な化合物に対する感受性を支配する遺伝子

座に多型の存在することが強く示唆される。しかし、マウスを用いた研究では

約33％で、ラットを用いた研究では実にその約85％でアウトブレッド動物が用

いられながら(Chia et al., 2005)、これらの動物には遺伝的要因に基づく個体差

が存在する可能性を考慮した上で結果が解釈されている場合はむしろ稀であり、

我々が知る限り、動物集団に潜在する遺伝学的問題を系統的かつ詳細に解析し

た研究も過去にはほとんど例がない。本研究は、内分泌かく乱作用を含む様々

な生殖・発生毒性を調べるための毒性実験に使用されるアウトブレッド系統の

動物集団に保持される遺伝子多型に着目し、性ステロイドホルモンに対する感

受性を修飾する遺伝子多型を可能な限り同定すると共に、これらの変異や多型

を遺伝子レベルで診断する技術を確立して、毒性実験に使用される実験動物の
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遺伝学的基盤を整備することを目的とするものである。 
今年度は、性ホルモンに対する感受性を修飾する遺伝子(群)の解析にテーマを

絞り、雌雄の生殖器官(雌の子宮及び膣と、雄の精巣、精巣上体、前立腺、精嚢、

カウパー腺など)の重量やこれらの器官の細胞増殖活性の個体差に着目して、責

任遺伝子(性ホルモンに対する感受性を修飾する遺伝子)のクローニングに努め

た。 
これまでに実施した129xB6 Recombinant Inbred系統群(RI系統群)マウスを

用いたQTL(Quantitative Trait Loci)解析から、マウスではエストロゲン又はア

ンドロゲンに対する感受性を修飾する遺伝子が複数存在することが示唆されて

いる。また、マウスの近交系間(C57BL/6JとC3H/HeNの２系統間)でエストロゲ

ン及びアンドロゲンに対する感受性に大きな差のあることが明らかになるとと

もに、エストロゲンに対する感受性を修飾する遺伝子(群)については遺伝学的解

析の第一歩であるQTL解析に用いるF2集団が得られている。そこで、今年度は

得られたF2個体(B6xC3F2雌)についてマイクロサテライトマーカーの遺伝子型

を判定してQTL解析を実施したところ、エストロゲンに対する感受性(子宮の反

応性)を修飾する有意なQTL遺伝子座を第１及び第18染色体上に検出すること

ができた。現在、責任遺伝子をDNAレベルで同定すべく、検出されたQTL遺伝

子座にある候補遺伝子群の発現解析を実施中である。 
アンドロゲンに対する感受性を修飾する遺伝子(群)については、B6xC3F2個

体を用いたQTL解析のため、F2個体の表現型(70日齢における生殖器官重量)を
確認し終え、ゲノムDNAを用いてマイクロサテライトマーカーの遺伝子型 を判

定中である。 
 
 
研究結果のまとめと考察：B6及びC3H系統の雌マウスを用いた解析では、エス

トロゲンに対する反応性を修飾する有意なQTL遺伝子座が少なくとも2箇所検

出され、mRNAの発現解析やデータベースの調査といった2次スクリーニングに

より、それぞれ有力な候補遺伝子が絞られつつある。子宮肥大反応の生理学的

意義については未だ不明な部分が多く、特に子宮内への水分移動に関するメカ

ニズムについては殆ど研究がなされていないことから、本研究の進展により、

生殖・発生毒性研究分野に貴重な情報が得られるものと期待される。これら2系
統の雄マウスを用いた解析では、精巣と副生殖器官の重量を支配する遺伝子群



 - 3 - 

がそれぞれ異なることが示唆されており、そのような現象に関連するQTL遺伝

子座が予想以上に多い可能性が示された。雄の解析では、これらのQTL遺伝子

座を漏れなく検出するのに十分な数と考えられるおよそ200匹のF2個体が準備

できたので、雌で実施した解析を上回る精度でQTL遺伝子座の存在領域を推定

できるものと考えられる。さらに、RI系統群のマウスを用いた解析においても、

遺伝子発現解析や細胞増殖活性に関するデータが得られつつあり、先に述べた

方法により候補遺伝子を絞り込むことができるものと予測される。 
今後はさらに解析を進め、エストロゲンやアンドロゲンに対する反応性の個

体差を規定する遺伝子群を明らかにすることにより、内分泌かく乱物質などを

検出するための生殖・発生毒性試験の結果に影響を及ぼす因子を特定できるも

のと期待される。また、検出された QTL 遺伝子座について簡便な遺伝子診断法

が確立できれば、これらの遺伝子座に多型が存在すると推測されるアウトブレ

ッドストックの動物の遺伝子型を判定するための遺伝学的基盤を整備する上で

有用な情報を提供できるものと考えられる。 
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基盤的研究課題(基盤２)：胎児期におけるエストロゲンシグナルの gain of 

function とその性分化の可塑性 
 

研究者：岐阜薬科大学 毒性学：中西剛(代表研究者)、吉田一郎 
 
研究概要：本研究は、哺乳動物の胎児期におけるエストロゲン受容体(ER)を介

したシグナルが、性分化や出生後の発育等に如何なる影響を与えているのかを

解明し、さらにエストロゲン様化学物質の胎児期曝露によって引き起こされる

発生毒性に、どの程度エストロゲン受容体を介したシグナルが関わっているの

かを解明することを最終目標としている。これまでに母体への影響を最小限に

留め、胎児に対する直接的なエストロゲン曝露の影響を検討するためのモデル

動物である、胎盤にヒトアロマターゼと enhanced green fluorescent 
protein(EGFP)融合タンパク質(AromEGFP)を発現させたAromEGFP-TGマウ

スを作製し、検討を行ってきた。今年度は、胎児期エストロゲン曝露が与える

エストロゲン感受性への影響について検討を行うために、雌性 AromEGFP-TG
仔マウスについて子宮肥大試験を行った。９週齢の雌性 AromEGFP-TG マウス

から卵巣を摘出し、その後エストロゲン感受性について子宮重量の変化を指標

に検討を行ったところ、同腹の野生型(TW)マウスと TG との間に有意な差は見

られなかった。また、AromEGFP-TG マウスのエストロゲン曝露による次世代

への影響として、母体のエストロゲン曝露歴が雄性仔マウスの生殖系に与える

影響について検討を行った。雌性 TG マウス(F2 世代；fTG-F2)と雄性野生型マ

ウス(mWT)を交配させて得られた仔マウス(F4 世代)の精巣重量と精子数を調べ

たところ、fTG-F3 マウスと同世代の雌性野生型マウス(fTW-F2)を mWT マウス

と交配させて得られた仔マウスとの間に有意な差は認められなかった。このこ

とから、雌性マウスの胎児期エストロゲン曝露は、子宮のエストロゲン感受性

やその雄性仔マウスの生殖系には影響を与えない可能性が示唆された。 
一方、AromEGFP-TGマウスにおいて、過剰に産生されたエストロゲンが胎

児のどの組織に移行してERの転写を活性化しているのかを検討するために、昨

年度、ルシフェラーゼ遺伝子の上流にエストロゲン応答配列(ERE)を連結した遺

伝子を導入したレポーターTGマウス(ERE-MycLUC-TGマウス)の作成を試み

たが、解析が可能なTGマウスは雌１匹(ラインA)しか得られなかった。そこで、

今年度はこのTGマウスを繁殖し、17β-エストラジオール(E2)の投与前後でのエ
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ストロゲン応答性を検討することによりcharacterizationを行うとともに、追加

で新たなTGマウスを作製した。その結果、ラインAの雄においてE2投与群はコ

ントロール群と比較すると、肝臓や腎臓、生殖器で高い活性上昇が認められた

。一方、雌においてもE2投与群はコントロール群と比較して雄ほどではないが

活性の上昇が認められた。また、新たに解析が可能なファウンダーTG雄マウス

を１匹とTG雌マウスを１匹得ることができた。 
 さらに、これまでエストロゲンやアンドロゲンの齧歯類の胎児期における影

響については、隣接する胎盤や胎児がお互いを血管で連結しているという前提

のもと、雌雄の胎児の子宮位置によって隣接する胎児から産生される性ステロ

イドホルモンの影響(子宮位置影響)についても考慮する必要性があると提唱さ

れている。しかしながら、現在までに齧歯類の胎盤や胎児で明確な解剖学的デ

ータは示されていないことから、昨年度に引き続きエストロゲンを高産生する

AromEGFP-TGマウスの胎児を利用し、子宮位置影響の真偽について検討を行

った。その結果、2TG(TGに挟まれたTW)雄と2TG雌胎児においてそれぞれエス

トロゲン濃度とアンドロゲン濃度の若干の上昇が認められたものの、0TG(TW
に挟まれたTW)との間においては有意な差は認められなかったことから、隣接

するTGマウスであっても野生型マウスの胎児のエストロゲンやアンドロゲン

濃度には影響を及ぼすことはないことが明らかとなった。 
 
 
研究結果のまとめと考察： 
1. AromEGFP-TGマウスのエストロゲン感受性と次世代影響の検討について 
 本研究では、胎児に対するエストロゲンの直接的な曝露の影響を検討できる

モデルマウスとしてAromEGFP-TGマウスを作成し、過去に化学物質のエスト

ロゲン作用による影響として報告されている、雌雄の体重変動、肛門-生殖結節

間距離(AGD)、生殖器重量、雄の精子数、雌の膣開口日、初回発情期到来日及

び性周期の変化について検討を行ってきた。既にAromEGFP-TGマウスは、雄

性TGマウスと雌性の野生型マウスとを交配させることにより、野生型の母体環

境内においてエストロゲンに曝露されているTG胎児と、エストロゲンに曝露さ

れていない野生型(TW)胎児を共存させることが可能であることが確認されてお

り、母体への影響を最小限に止めた理想的なモデルマウスになり得る可能性が

示されている。一方で、胎児期にDESや農薬であるメトキシクロルに曝露する
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と低濃度曝露では、７〜８ヶ月齢の雌性マウスの子宮肥大試験において対照群

よりも子宮重量が増加し、高濃度曝露では子宮重量が低下すると報告されてい

る。また別のグループからは、胎児期に低濃度のビスフェノールAに曝露すると

、４週齢の雌性マウスの子宮肥大試験において対照群よりも子宮重量が増加す

ると報告されており、胎児期のエストロゲン曝露がエピジェネティックな影響

を与えることで、成熟マウスのエストロゲン感受性を変化させる可能性が示唆

されている。そこで今年度は、AromEGFP-TGマウスのエストロゲン感受性と

胎児期エストロゲン曝露による次世代への影響について検討を行った。

AromEGFP-TG雌マウスのエストロゲン応答性について子宮肥大試験を用いて

検討を行ったが、子宮重量に特に有意な差は認められなかった。この結果はこ

れまでの報告とは異なっているが、この原因としては２つの可能性が考えられ

る。一つは、これまでに報告されている現象は、ERを介した胎児への直接的影

響ではないこと。もう一つは、胎児期のTGマウスに供給されているエストロゲ

ンが不十分である可能性である。胎児血中にはαフェトプロテイン(AFP)が存在

しており、E1やE2が容易に組織に移行できないように働いているが、特に後者

については、このAFPが胎盤で過剰産生されたエストロゲンの組織への移行を

阻害している可能性がある。これに関しては、後述のERE-MycLUC-TGマウス

を用いた解析を行うことにより、明確な結論を得ることができるものと考えて

いる。 
一方で、これまでに胎児期エストロゲン様化学物質曝露により、世代を超えて

雄の生殖器系に影響を及ぼすという報告がされている。しかし、今年度の我々

の胎児期エストロゲン曝露による次世代への影響に関しての検討では雌の胎児

期エストロゲン曝露歴の有無は世代を超えて、雄の精巣重量や精子数に特に影

響を及ぼさないことが明らかとなった。また、今回の検討では、雌の胎児期エ

ストロゲン曝露歴の有無による影響を検討したが、先述したエピジェネティッ

クな変異は雌ではなく雄の生殖細胞系を介して起こることが示唆されている。

しかし、昨年度の報告で我々は雄のエストロゲン曝露歴の有無は次世代に影響

を及ぼさないことを示した。したがって、このことから AromEGFP-TG マウス

を用いた検討では、雌雄ともに胎児期のエストロゲン曝露歴は次世代の雄の生

殖器系に影響を及ぼしていないことが確認された。今回の検討では、直接的な

胎児期エストロゲン曝露の影響を評価する TG と TW 間においても生殖器系に

変化は認められていないことから、AromEGFP-TG マウスで見られたエストロ
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ゲン濃度の上昇は、生殖器形成異常や DNA のメチル化などのエピジェネティッ

クな変異に影響を与えない程度であった可能性も考えられた。 
 
2. ERE-MycLUC-TGマウス(ラインA)のcharacterizationについて 
 昨年度までの成果報告により、今年度は AromEGFP-TG マウスを用いて、胎

児期のエストロゲン曝露の影響と考えられてきた種々の項目(特に生殖器に与え

る影響)について検討を行ってきたが、特に報告されているような影響は確認で

きなかった。この原因の一つとしては先述のとおり、胎児血中に存在している

AFP がエストロゲンの組織への移行を阻害している可能性が考えられる。すな

わち胎児期の TG マウスに供給されているエストロゲンが不十分であるため、

過去に報告されているフェノタイプが確認できていない可能性が考えられる。

そこで、胎児期におけるエストロゲンシグナルを検出するために、昨年度は ERE
の下流に Myc タグとルシフェラーゼ遺伝子をつなげた ERE-MycLUC-TG マウ

スを作成した。しかし、1 匹のファウンダーTG マウスしか得ることができなか

った。レポーターTG マウスはいくつかのラインの中からもっとも理想的な反応

を示すものを選別することが一般的であることから、今年度は新たに

ERE-MycLUC-TG マウスを作成しつつ、この 1 匹の TG マウス(ライン A)の成

体におけるエストロゲン応答性について検討することにより characterization
を行った。まず、ライン A の成体を用い、エストロゲンによりルシフェラーゼ

遺伝子が機能し、活性の上昇が認められるかをルミノメーターにより検討した

結果、雄ではエストロゲン投与により比較的肝臓や生殖器を中心に高い活性が

認められたが、雌においてはエストロゲン投与前後で雄ほどの活性の上昇は認

められなかった。そこで、さらに IVIS を用いた in vivo イメージングにより生

体内のルシフェラーゼタンパク質の挙動をリアルタイムにモニタリングした結

果、肝臓周辺で発光の増強が認められた。さらに、この ERE レポーターTG マ

ウスはこれまでに報告されたEREの下流にルシフェラーゼ遺伝子を導入したレ

ポーターTG マウスのような尾部や鼻、肉球等でのエストロゲン非特異的なルシ

フェラーゼの発光は認められなかった。これは chicken β-globin の 5’末端の 1.2 
kb インスレータ配列のうち染色体環境の遮断に重要なコア配列の 250 bp のみ

をタンデムに 2 つ連結した 500 bp を導入している(10-12)こと、さらにルシフェ

ラーゼ遺伝子には非特異的な転写が抑制され、優れたシグナル・ノイズ比を示

す Luc2 遺伝子を用いていること、またバックグラウンドが高く、ダイナミック
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レンジの狭い点が改良された遺伝子の転写開始に必要な TATA box を含む最小

プロモータである Minimal promoter を用いているためであると考えられる。

今回の検討ではまだ 1 ラインのみの検討であるけれども、我々が作製した

ERE-MycLUC-TG マウスはこれまでに報告された ERE レポーターTG マウス

とは異なり、非特異的な発光を完璧に遮断した上でエストロゲンシグナルを検

出するレポーターTG マウスとしてより良いモデルであることが明らかとなっ

た。 

したがって、このマウスの雌と雄性のAromEGFP-TGマウスを交配させるこ

とで、AromEGFP-TGの胎児に供給されたエストロゲンがどの程度ERを活性化

しているかを検討できると考えられることから、AromEGFP-TGで確認された

フェノタイプがERを介したものであるかどうかを判断できる。また一方で、極

低濃度で突発的に内分泌かく乱作用を示すといった低用量効果は内因性のエス

トロゲンでは認められず、エストロゲン様化学物質のみに認められる現象であ

ると報告されているが、これにはAFPが関与していることが提唱されている。

すなわちE2などの内因性エストロゲンはAFPによって中和されてしまうが、ビ

スフェノールAなどのエストロゲン様化学物質にはAFPが結合できないため、た

とえエストロゲン活性が微弱であっても影響を与えるというものである。この

ような問題を解決すべく、さらに雌性ERE-MycLUC-TGに野生型の雄性マウス

を交配させて得られた妊娠マウスにBPAなどを投与し、ルシフェラーゼ活性を

AromEGFP-TGの胎児と比較することで、本当にエストロゲン様化学物質の低

用量効果はあり得るのかという疑問にも決着を付けられるかもしれない。 
 
3. AromEGFP-TGマウスを用いた子宮位置影響の検証 
これまでエストロゲンやアンドロゲンの齧歯類の胎児期における影響につい

ては、子宮位置影響についても考慮する必要性があると提唱されているが、我々

は平成 18 年度の検討において、WT の雌雄マウスを掛け合わせてできた妊娠マ

ウスを用いて、子宮位置によるステロイドホルモン濃度への影響についての予

備的な検討を行った。その結果、いずれの子宮位置においてもホルモン濃度に

はあまり違いがない傾向が認められた。子宮位置影響とは、胎児で産生された

性ステロイドホルモン(雄の胎児であればアンドロゲンが、雌の胎児であればエ

ストロゲン)が、隣接する性別の異なる胎児のステロイドホルモン濃度に影響を

与え、少なからず齧歯類の発生過程に影響を与えるというものである。しかし
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子宮位置影響は、隣接する胎盤や胎児がお互いを血管で連結しているという前

提のもとに議論が進められているが、現在までに齧歯類の胎盤や胎児でそのよ

うな解剖学的データは存在しない。一方で、我々が作成した AromEGFP-TG マ

ウスは、この問題を解決するための理想的なモデル動物になる可能性を秘めて

いる。AromEGFP-TG マウスでは、導入した AromEGFP の入ったアレルを１

つだけ持つヘテロマウスでも十分にエストロゲン産生が上昇していることから、

雄性の AromEGFP-TG マウスと雌性の野生型マウスとを交配させることで、同

腹内にエストロゲン濃度が高いAromEGFP-TG胎児とエストロゲン産生がほと

んどない野生型胎児を混在させることが可能である。すなわちヘテロ接合体で

ある雄の TG マウスを野生型の雌マウスと交配させることで、完全な野生型の

母体に同腹胎児でありながら、エストロゲン曝露の影響を、野生型胎児と比較

検討できるという利点を有している。今年度の検討により、我々は

AromEGFP-TG マウスと交配させた WT 雌性マウスの検討において、雄の 2TG
の胎児ではエストロゲン濃度が高く、雌の 2TG の胎児ではアンドロゲン濃度が

高い傾向を示した。しかし、どの項目も 1 サンプルのみ値が高かったので有意

な差であるとは言えない結果となった。さらに、雄の 2TG の胎盤においてプロ

ゲステロンの減少傾向が認められたが、これは基質として利用されたためであ

ると考えられる。また、プロゲステロンの主な産生部位は黄体であるために、

隣接する TG 胎盤の影響であるとは考えにくい。今回の検討からエストロゲン

産生が高い TG 胎盤や胎児と隣接する WT の胎盤や胎児のエストロゲン濃度は、

必ずしも高くなるわけではないということを明らかにした。これまで発生段階

における化学物質の内分泌かく乱作用においては、元来マウス胎児の性ステロ

イドホルモン濃度は非常に低く、また『子宮位置効果』によるホルモン濃度の

変動も微妙なものあることから、本当にそのような効果があるのかについては

その真偽が定かではなかったが、本検討により、エストロゲン濃度に子宮位置

影響が無関係であることを確認することができた。 
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基盤的研究課題(基盤３)：胎仔期、新生仔期の食餌による環境化学物質代謝・排

泄機能への影響調査 
 

研究者：広島大学大学院 医歯薬学総合研究科：太田茂(代表研究者)、古武弥一

郎、杉原数美 
日本薬科大学 健康薬学科：北村繁幸 
 
研究概要：昨年度までの研究により、ラットは成長に従いCYP活性が上昇し、

特に離乳期におけるCYP1A発現上昇が顕著であるが、精製飼料 (pure 
diet:AIN-93G)で妊娠時より飼育すると成長後もCYP活性が低値を継続するこ

とより、ラット発達期におけるCYP発現は一般飼料(normal diet)中の成分によ

って誘導を受けていることを明らかにした。そこで、本年は近交系マウスを用

い、飼料の影響が肝薬物代謝酵素活性に変動を与える影響の再現性を確認した

ところ、ラットと同様の結果が得られた。さらに、妊娠前より一般飼料あるい

は精製飼料で飼育したラットを親とする新生仔ラットに、臭素化難燃剤、

β−naphthoflavone (β-NF) あるいはindirubin (Idb)を投与し、食餌成分の違い

が肝薬物代謝酵素変動へ与える影響を検討した。normal diet群、pure diet群と

もにcontrolでは極めて低いEROD活性を示し、母ラットが摂取する飼料の影響

は認められなかったが、臭素化難燃剤、β-NFあるいはIdb投与群では、normal 
diet群よりpure diet群で著しく高いEROD活性上昇とCYP1A1 mRNA発現上昇

が観察され、飼料による差が認められた。原因として、胎盤あるいは母乳を介

して一般飼料中の成分が仔に移行し、CYP発現誘導調節に影響していることが

考えられる。 
 
 
研究結果のまとめと考察：昨年度、ラットを用い、胎仔期、新生仔期の飼料成

分が肝薬物代謝酵素活性発達に著しく影響することを明らかとしている。本年

度は、動物種をかえての再現性の確認のためマウスを用い、妊娠前より一般飼

料と精製飼料で飼育を行ったところ、ラットと同様の結果を得た。近郊系マウ

ス(C57BL/6J)を用いているので、今後薬物代謝系以外の遺伝子、タンパク質発

現の比較を網羅的に検討するのに適していると考えている。 

 さらに、ラット新生仔期において化学物質が肝薬物代謝酵素変動に与える影
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響を検討した。臭素化難燃剤 BDE-47、BDE-85、BDE99 投与により、ラット新生

仔肝各 CYP 分子種活性及び CYP mRNA 発現が顕著に増大した。特に BDE-85 に

よる CYP1A1 の誘導は強力であり、代表的 CYP 誘導剤のβ-NF を大きく上回る

誘導効果が認められた。また、生体サンプルから高濃度で検出される BDE-47、

BDE-99 においても CYP１A、CYP２B、CYP３A の誘導作用が認められた。 

 飼料の違いがラット新生仔の肝CYP活性に影響を与えることが示されたこと

より、化学物質暴露による CYP 誘導に対する飼料の影響を検討した。PBDEs を

用いて検討したところ、BDE-85 投与群では normal diet 群のほうが pure diet

群よりも高い CYP 活性値及び CYP mRNA 発現量を示したのに対し、BDE-47 及び

BDE-99 では CYP 活性値及び mRNA 発現量に飼料による差が認められなかった。

また一方では、Idb投与においてはpure diet群のほうが高いCYP活性及びCYP 
mRNA 発現が検出された。このように、化学物質の構造的特性、潜在的誘導活性、

あるいは代謝的構造変化に伴う誘導活性の変動といった様々な要因により、飼

料の影響が現れることが示唆された。ただし、いずれの場合も vehicle に対す

る誘導比率は pure diet 群のほうが高くなっており、化学物質暴露による CYP
発現変動が pure diet 群で大きいことが明らかとなった。 

 また、母体飼料の相違が、新生仔の肝 CYP 誘導能に与える影響を検討したと

ころ、pure diet 飼育の母から出生した仔は、normal diet と比較して CYP 誘

導剤β-NF の CYP１A 誘導効果が高かった。母体から、胎盤あるいは乳汁を介し

て新生仔に移行した飼料成分が、CYP 誘導調節機構に何らかの影響を与えた可

能性が示唆された。 

 

 以上のように、新生仔期における CYP 発現は低いながらも、その酵素誘導機

構が備わっており、母体の飼料成分、成長発達時の飼料成分の違いにより、化

学物質類による影響の効果が異なってくることが示唆された。 
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基盤的研究課題(基盤４)：核内ホルモン受容体による転写調節における環境化学

物質の作用機構 
 

研究者：群馬大学大学院 医学系研究科：鯉淵典之(代表研究者)、岩崎俊晴、下

川哲昭 
 
研究概要：我々は、甲状腺ホルモン受容体を中心とした核内受容体への低用量

の環境化学物質による作用をレポーターアッセイ等のインビトロ実験系を用い

て解析してきた。本年も引き続き臭素化化合物を中心に解析を行った。また、

共役因子‐核内受容体‐DNA結合におよぼす環境化学物質の影響を調べる迅速

スクリーニング系を確立したのでこのシステムを用いて更にインビトロでの解

析を進めるとともに，動物を用いた解析にも着手した。具体的には次のようで

ある。 

１. 本教室で開発した高感度レポーターアッセイとLiquid Chemiluminescent 

DNA Pull Down Assay 法を用いて臭素化ジフェニルエーテルを中心とする環

境化学物質の核内ホルモン受容体への作用を網羅的に解析した。そして、作用

が生じた物質について、pull down やmammalian two hybrid 法などを用いて

受容体内での作用部位と作用機構の解析を行った。 

２. 甲状腺ホルモン受容体とグルココルチコイド受容体のキメラタンパクを作

成し、臭素化化合物の甲状腺ホルモン受容体への作用部位を同定した。 

３. 顕微測光装置を用いて細胞内での受容体や共役因子の動態をリアルタイム

で解析するためのシステムの開発に着手した。 

４. 実際の神経細胞での作用機構を調べるため、小脳プルキンエ細胞初代培養細

胞を用いて環境化学物質による形態変化を調べるためのシステム開発に着手

した。 

５. 動物個体を用いて、環境化学物質投与による発達期小脳におけるホルモン受

容体の標的遺伝子発現変化を解析するため先天性甲状腺機能低下ラット(rdw)

の繁殖系の確立に成功した。 

 

本研究により、従来毒性が確認されていなかった物質の毒性が判明するとと

もに、環境化学物質の新たな作用機構が解明される。特に臭素化化合物の作用

機構については情報が限られており、本研究により新たに重要な知見が得られ
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た。PCBと比較して、臭素化化合物は少なくとも甲状腺ホルモン受容体への有

効作用濃度が高く、また，抑制の度合いも強くない事がわかった。今後更に動

物実験を追加し、分子レベルから行動レベルまでの作用について解析したい。 

 
 
研究結果のまとめと考察：本年度で臭素化ジフェニルエーテルによる TR への

作用のインビトロでの解析はほぼ終了した。我々の実験系においては、臭素化

ジフェニルエーテルの一部は、TR の作用を抑制した。解析した物質の中では、

抑制の程度は BDE209 の 10-9M における 45％が最大で、また、抑制を示した

物質も限られていた。さらに、生体から比較的多く検出される水酸化 BDE につ

いては、TR への影響は見られなかった。以前から我々が用いている PCB では、

水酸化 PCB の一部に非水酸化 PCB よりも強い反応が見られたが、臭素化ジフ

ェニルエーテルについては、少なくとも今回調べた物質に限っては、水酸化に

より活性が増加するという傾向は見られなかった。また、臭素化ジフェニルエ

ーテルの作用機構であるが、Liquid chemiluninescent DNA Pull Down Assay、

mammalian two hybrid assay、そしてキメラタンパクを用いた解析を総合すると、

PCB と同様に TR の DNA 結合領域に作用し、TR を TRE から解離させて転写

を抑制していると考えられた。ただし、BDE100 と BDE153 についてはレポー

ターアッセイの結果と Liquid Chemiluminescent Assay の結果が一致しておら

ず、更なる解析が必要であろう。 

今後の課題は、臭素化ジフェニルエーテルによりTRの作用が抑制された結果

として細胞レベル、個体レベルでどのような影響が生ずるのかを調べることで

ある。そのため、いくつかの新たなアッセイ系を立ち上げた。ひとつは細胞内

でのタンパクの局在変化をリアルタイムで調べるシステムである。今年度は、

システム自体はほぼ完成したので、今後これを用いて環境化学物質による影響

を解析していきたい。また、小脳プルキンエ細胞の形態変化を指標にして、神

経細胞への影響を解析するシステムも現在開発が進んでいる。上に示したよう

に、すでにPCB を用いてモデル実験を一部開始しており、再現性を確認次第、

臭素化ジフェニルエーテルを用いて実験を実施する予定である。 

rdw の繁殖系についても、なんとか確立する事ができた。まだ大量繁殖は難

しい状態であるが、丁寧なハンドリングにより、母体のストレスも減ったせい

か、新生仔の死亡数も低下した。今後の予定としては、ホモ接合体のオスに出
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生時から甲状腺ホルモンを投与し、繁殖能力を獲得させて、ヘテロ接合体のメ

スと交配させ、ヘテロ：ホモを１：１で生産するようなシステムを開発し、実

験用ラットの安定供給を目指したい。そして、行動解析や甲状腺ホルモンの標

的遺伝子の発現変化等を調べたいと考えている。 
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基盤的研究課題(基盤５)：野生生物のリスク評価を目指した核内受容体リガンド

の網羅的解析法の開発 
 

研究者：愛媛大学 沿岸環境科学研究センター：岩田久人(代表研究者)、金恩英 
 
研究概要：鳥類や水棲哺乳動物を含む野生生物の個体数減少の一要因として、

化学物質による環境汚染の関与が指摘されているが、多くの種について適切な

リスク評価は依然として実施されていない。リスク評価が困難な理由として、

現在使用されている化学物質が多種多様であり、安全性試験に時間がかかるこ

とが挙げられる。また、すでに数種のモデル動物で明らかなように、化学物質

に対する毒性発症の感受性はモデル動物種・系統間でさえも大きく異なり、こ

のことは野生生物種にも該当すると予想される。 

 化学物質の潜在的なリスクを評価するため、核内レセプター(受容体)を介す

る生体反応に着目した。核内レセプターの機能は通常、内因性物質(ステロイ

ド・甲状腺ホルモン・レチノイドなど)によって制御されているが、PCB・環境

ホルモンなどの化学物質によって活性化(もしくは不活化)されると、代謝酵素

であるチトクロームP450 (CYP) や物質輸送に関わるトランスポーター等の遺伝

子発現レベルを変調させる。つまり、核内レセプターは体内生理環境のホメオ

スタシスに関与しており、核内レセプターを起点とする情報伝達機構は化学物

質によってかく乱されるのである。 

 そこで化学物質による核内レセプターを介した情報伝達機構のかく乱につい

て、比較生物学的に検討することを考えた。生物種特異的な毒性影響について

評価するためには、毒性発現に関与する遺伝子産物の遺伝情報や機能を系統学

的・生態学的に重要な生物種間で比較検討することが不可欠である。本研究で

は野生生物の核内レセプターを潜在的に活性化・不活化する化学物質を調査す

ること、核内レセプターを指標とした敏感種・鈍感種の探索と感受性を決定す

る分子機構について解明することを計画した。 

 
 
研究結果のまとめと考察： 
1)本研究により、ダイオキシン類に対するハシブトガラスの感受性の一端が明ら

かになった。また本研究の結果は、各野生生物種の AHR 遺伝子を用いて in 
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vitro アッセイ系を構築すれば、対象種固有のダイオキシン類のリスクが簡

便・迅速に評価できる可能性を示している。 
2)本研究により、核内レセプターリガンド候補物質のハイスループットスクリー

ニング法の目処がついた。本研究の結果は、in vitro タンパク発現系で合成し

た各野生生物種の核内受容体タンパク質を用いて SPR センサーチップが作製

できれば、より簡便・迅速かつ網羅的にリガンド候補物質が探索できる可能性

を示している。 
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基盤的研究課題(基盤６)：メダカの生殖内分泌系に及ぼす化学物質の内分泌かく

乱作用の作用メカニズムに関する研究 
 

研究者：自然科学研究機構 基礎生物学研究所：長濱嘉孝(代表研究者) 
 
研究概要：発生初期の脊椎動物の生殖腺は化学物質の暴露に対して高い感受性

を示す。その顕著な例としてあげられるのが、発生初期の魚類や両生類が内分

泌かく乱作用を有する化学物質に暴露されたときに起こる不可逆的な機能的性

転換である。本研究では、化学物質に暴露されることによって起こる性転換(個

体レベルの変化)や生殖系列系の異常がどのような分子、細胞メカニズムによる

ものであるのかをメダカを用いて分子、細胞レベルで解析する。すでに、我々

の研究室では、メダカの正常性分化時のXX/XY生殖腺での遺伝子発現パターン

を解析することによりいくつかの性特異的遺伝子が同定できているので、これ

らは遺伝子マーカーとして本研究の遂行には非常に有益である。また、メダカ

性分化関連遺伝子を解析するためのマイクロアレイ系についても独自に開発、

作製している。本研究では、これらを駆使して、性ホルモンや内分泌かく乱化

学物質を含む種々の化学物質で処理した稚魚や成魚の雌雄生殖腺における遺伝

子発現パターンを解析する。さらに、処理魚の生殖腺で特徴的に発現変動する

遺伝子を同定して、その遺伝子の発現細胞や経時的発現パターンをRT-PCRやin 

situ hybridizationなどにより詳しく調べる。このような解析を通して、個々の化

学物質や性ホルモンの影響や作用の分子、細胞メカニズムを明らかにできると

期待される。昨年度までに性ホルモンと4-Nonylphenol(ノニルフェノール)、ジエ

チルスチルベストロール(DES)の影響を解析してきたが、平成20年度は、DESに

ついてさらに詳細な研究(BrdUの取り込みを指標とした細胞分裂活性の解析、さ

らにはin situ hybridizationによる遺伝子発現解析)を行い、DESの影響と作用の分

子メカニズムについて考察を行った。また、雌雄生殖腺のそれぞれに発現する

性特異的遺伝子マーカーを自身で作製したマイクロアレイを駆使して探索した

。 

 
 
研究結果のまとめと考察：メダカの XY 稚魚は、１)ジエチルスチルベストロー

ル(DES)に対して高い感受性を示すこと、XY 稚魚における DES の影響は、２)
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先ず雄型遺伝子の発現を完全に抑制すること、３)次いで、雌型特異的遺伝子の

発現を誘導することにより、生殖腺は卵巣となり、性転換して正常な雌として

機能すると推察される。 

本年度の研究で新しく示されたことは、XY 個体の生殖腺で gsdf が受精後 8

日(孵化当日)で非常に強く発現していることである。これまでの研究から、メダ

カの性決定遺伝子 dmy は孵化直前に精巣のセルトリ細胞で発現が開始し、その

10 日以降に dmrt1 が同じセルトリ細胞で発現することから、dmrt1 が性決定遺伝

子 dmy の下流に働く主要な遺伝子であるとされてきた。しかし、今回の in situ 

hybridization による体細胞で発現する遺伝子群の結果から、gsdf が dmy の直下に

働く重要な標的遺伝子である可能性が高まったといえる。 

性決定遺伝子 dmy の発現は DES 処理後にもまったく変わらなかった。したが

って、これまでの PCR などによる発現解析の結果と同様に、DES は dmy の発現

に影響を与えないと結論される。一方、本研究の in situ hybridization による発現

解析の結果から、gsdf の発現は DES 処理によって著しく影響されることが明ら

かになった。受精後８日の XY 生殖腺で強い発現量を示した gsdf はその後 DES

処理の日数が増すにつれて著しく減少し、受精後 18 日では発現はほぼ完全に消

失した。dmrt1の発現もgsdfと同様な傾向を示したが、発現変動は遅れて起こり、

また変動幅も小さかった。一方、これらの雄特異的遺伝子とは異なり、XY 生殖

腺の cyp19a1 に関しては、対照群では実験期間ではまったく発現が認められなか

ったが、gsdf の発現の減少にともなって発現が起こり、処理期間の後半には明ら

かに上昇した。 

本年度における、１)生殖細胞への BrdU の取り込み、及び、２)生殖腺体細胞

での in situ hybridization による遺伝子発現解析、との結果を総合すると、XY 生

殖腺の体細胞では dmy が発現することで gsdf の発現が誘導され、その後さらに

dmrt1 が発現し、これらの働きで精巣が形成され、精子形成が徐々に進行する。

XY 生殖腺では、体細胞で gsdf がつくられることで、foxl2/cyp19a1 の発現は抑制

される(卵巣分化カスケードの抑制)と推察される。一方、XY 生殖腺でも DES が

作用することで、gsdf(dmy の発現は抑制されない)の発現が急激に抑制され、そ

の結果、foxl2/cyp19a1 遺伝子群の抑制が解除され、それにより XY 生殖腺でエス

トロゲンが合成され、本来精巣が形成されるはずの XY 生殖腺で卵巣が形成さ

れると推察される。 
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野生生物の生物学的知見研究課題(野生１)：野生メダカの性分化異常に関わる基

礎的情報の収集と解析 
 

研究者：新潟大学大学院 自然科学系：濱口哲(代表研究者)、酒泉満 
 
研究概要：メダカは、ほ乳類以外の脊椎動物で唯一性決定遺伝子が同定されて

いる生き物である。我々は各地から野生メダカを採集して、性決定遺伝子DMY
の存否を指標に当該個体の遺伝的性(XXかXY)を調べて、個体の性との異同につ

いて検討を行ってきた。研究発足の平成17年度までに、約6,000個体の野生メダ

カを調べた結果、おおよそ１％程度、遺伝的性と個体の性が一致しない個体(性
転換個体)が存在することを見いだした。それらの性転換個体について、それが

遺伝的原因によるものか、あるいは後天的要因によるものか順次検討行ってい

るが、これまでに遺伝解析が終了しているXY雌の全てと、幾つかの地点でのXX
雄個体の性転換は、遺伝的要因による事が判明している。 

XY雌個体の遺伝的要因が、DMYそのものの突然変異か、DMY以外の関連遺

伝子の突然変異によるのかについて検討を行っているが、これまでに得られた

結果では、全ての例がDMYの変異によるものであること、但し、DMYの変異に

よっては雌雄両方のXY個体が現れ、各個体が雌になるか雄になるかには、さら

に常染色体上の別の遺伝子が関与している可能性があることも判明している。

また、XX雄個体についても、その性転換に関与している遺伝子の探索を進めて

いるところである。 
さらに最近、我々は、発生過程で高温条件におかれたメダカで雌から雄への

性転換個体(XX雄)が現れることを見いだし、その出現率に近交系間で系統差が

あることを報告している。 
本研究では、さらに多くの地点からのメダカについて、遺伝的性と個体の性

の異同を調べるとともに、得られた不一致個体及び、新たに得られるものにつ

いて遺伝解析を行い、その原因が遺伝的要因によるのかを検討する。また、後

天的要因として、昨年度は高温暴露の検討を行ったが、本年度はエストロゲン

による雄から雌への性転換現象に着目し、近交系間の系統差の原因となる遺伝

子の探索を行う。また、並行して、野生メダカのエストロゲン感受性について、

地域(系統)差の有無等を検討する。それらの結果から、性ステロイドによる性転

換現象に関わる遺伝的多型性について考察する。 
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研究結果のまとめと考察：本年度の結果から以下のことが明らかになった。 
 

1) 野生集団中からは XX 雄、XY 雌が一定程度存在しているという、従来から

の知見が追認された。また、昨年度の研究で見いだされた仙台の XY 雌は Y 染

色体に連鎖した性転換であることは確かめられたが、従来見いだされているも

のと異なるタイプの変異である可能性が示唆された。 
 

2) 性転換を指標とした E2 感受性の Hd-rR 系統と HNI 系統との間の違いを生

じている遺伝因子の一つは DMY そのものの多型性に由来していることが明ら

かになった。また、E2 処理が DMY の発現量の低下を誘導せず、DMY 下流で

雄特異的に発現が上昇する遺伝子である GSDF の発現は E2 処理によって低下

することが明らかになったことから、XY 個体の雄化は、DMY の直下で E2 が

DMY の働きをキャンセルすることによって起こることが推察された。 
 

3) 野生メダカ卵の E2 暴露による性転換率の比較から、野生集団中には E2 に

対する性転換を指標とした感受性について多様な個体が生息していることが示

唆された。 
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野生生物の生物学的知見研究課題(野生２)：東京湾における生態系かく乱の実態

解明とその要因解析 
 

研究者：(独)国立環境研究所 環境リスク研究センター：堀口敏宏(代表研究者)
、児玉圭太、李政勲 

北九州市立大学大学院 国際環境工学研究科：門上希和夫 
 
研究概要：本研究は、内分泌かく乱化学物質をはじめとする有害化学物質や、

その他の人間活動に由来する因子が、沿岸生態系、殊に魚介類の個体群及び群

集レベルで及ぼす影響に着目したものである。特に、多数の人口を抱える首都

圏に隣接し、種々の人間活動の影響を長年にわたって被ってきたと考えられる

東京湾を対象に据えて、東京湾における底棲魚介類群集の質的及び量的な変化

(生物相の変化)をもたらした要因を明らかにするべく、種々の解析を行う。 

その際の着眼点は、１)1980 年代後半以降、複数の種が同調的に激減したのは

なぜか、２)それらの種は現在まで低水準が続いていて、回復の兆候が見られな

いのはなぜか、３)その一方、板鰓類とスズキは増加しているが、それはなぜか、

の３つである。具体的方法論として、代表種の生活史特性の変化など、個体群

減少の背後にあった、もしくはそれと関連があると見られる現象を抽出し、そ

れに対する物理、化学、生物的要因あるいは漁獲の影響を解析・評価する。 

その一環として、今年度は、１)の観点から、環境省が 1970 年代から現在に至

るまで継続的に実施している生物モニタリング調査の中で、特に東京湾で漁獲

されたスズキ試料(国立環境研究所の環境試料タイムカプセル棟にて凍結保存

中)の一部(1993 年～2001 年)を用いて、そこに含有される重金属の分析・測定を

行う予定で、現在も引き続き分析中である。分析結果に基づき、当該期間の東

京湾における重金属汚染の経年推移の復元を図る予定である。また、既に明ら

かとなっている残留性有機汚染物質(POPs)や有機スズ化合物(TBT 及び TPT)に

よる汚染実態の知見と合わせて、東京湾における過去 30 年程度の有害物質汚染

の経年推移を明らかにする予定である。 

 また、２)の観点から、東京湾 20 定点調査で 2008 年 8 月に採取された底質(表

層泥)試料を用いて、誘導結合プラズマ質量分析計(ICP/MS)による多元素同時分

析を行い、東京湾の底質(表層泥)における重金属の空間分布を明らかにした。す

なわち、東京湾内の 20 定点における表層底質中の重金属濃度を測定し、最近の
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東京湾における重金属汚染の実態を示した。また、公表されている底質ガイド

ライン値と本研究で検出された重金属濃度を比較し、底棲魚介類に対する重金

属の潜在的な影響の評価を試みた。これにより、現在もなお底棲魚介類の個体

数増加を阻害している可能性があると考えられる重金属の探索を試みた。 
 

 
研究結果のまとめと考察：東京湾と有明海の比較、また東京湾内の比較から、

東京湾の底質、特に湾央部の底質には、人間活動由来の重金属が相当蓄積して

いると推察された。 

検出濃度と底質ガイドライン値を比較した結果、Hg、Cr、Ni、Cu、Zn、As、

Cd、Pb の８金属がいずれかの定点で ERL を超え、また、Hg、 As、 Zn、 Cu、 

Ni の５金属の平均値が ERL を超えていた。さらに Hg、 Zn、 Ni の最大値が ERM

を超えていた。 

この結果が生態毒性学的に意味するものは、今後、注意深く解析していく必

要がある。例えば、マコガレイでは、資源量が高水準であった 1980 年代と比較

して、近年では胃内容物重量(摂餌量)が有意に減少し、ほとんどが多毛類で占め

られるなどの餌生物の単相化が見られる(李ほか、未発表データ)。にもかかわら

ず、近年の東京湾産マコガレイの成長速度は、1980 年代よりも上昇している(李

ほか、未発表データ)。そうかと思えば、成熟年齢の遅延傾向も認められ(李ほか、

未発表データ)、資源量水準が低下した近年の東京湾産マコガレイの生活史特性

変化に関して、原因を含めて十分な生態学的解釈あるいは説明ができない。一

方、減耗が激しいと考えられている生活史初期の量的関係を東京湾のマコガレ

イを対象に 2006 年～2008 年の 3 年間調べた結果、産卵量と浮遊仔魚密度に相関

がみられず、浮遊仔魚密度と着底稚魚密度には相関がみられた(李ほか、未発表

データ)。浮遊仔魚の生息密度が極めて低かった 2007 年には、その密度が高かっ

た 2006 年と 2008 年よりも１月から２月の平均水温が約３℃高かったため、こ

のことが受精卵の孵化率や浮遊仔魚の生残率に影響した可能性がある(李ほか、

未発表データ)。研究代表者らによる予備実験の結果、これを支持すると見られ

る結果も得られているが、南日本においてもマコガレイは繁殖しているなど、

矛盾すると考えられる事実もある。したがって、初期生活史における生残率が

当該期間の水温によってのみ決定されるかどうか、依然として不明である。一

方、沈性の付着卵であるマコガレイは受精卵が海底の底質に付着していると考
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えられる。代表研究者らによるこれまでのデータは、稚魚の体内ダイオキシン

類濃度が、稚魚の採集された海域の底質中ダイオキシン類濃度と相関すること

を示している(堀口ほか、未発表データ)。これより、稚魚の生息海域の底質中に

蓄積している化学物質が稚魚に移行･蓄積していることが示唆されるが、それに

よる仔魚の生残や成長、後の性成熟に対する影響については未だ明らかでない。

いずれにしても、底質中重金属などの有害物質による魚介類への潜在的な影響

については、種別に生活史特性を考慮して調査･実験を行うことが必要である。

その際、底質中重金属がその種の生残、成長、生殖などに及ぼす直接影響だけ

でなく、餌生物への重金属影響が、捕食者である当該種に及ぶ間接影響につい

ても精査すべきであろう。 
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野生生物の生物学的知見研究課題(野生３)：アカトンボ減少傾向の把握とその原

因究明 
 

研究者：石川県立大学 生物資源環境学部：上田哲行(代表研究者) 
宮城大学 食産業学部：神宮字寛 
愛媛大学 農生態学：日鷹一雅 
国立環境研究所：五箇公一 
京都教育大学 動物生態学：松良俊明 
東京農工大学：渡邊 裕純 
 
研究概要：この研究は、近年各地で指摘されているアキアカネをはじめ水田依

存性のアカトンボ類の急激な減少について、定量的にそれを示すこと及び減少

原因を明らかにした上で、その対策を検討することを最終的な目的としている。 
 アカトンボ類の現状把握については、赤とんぼネットワーク会員、石川県農

家の協力を得て調査を実施した。調査した石川県の水田でアカトンボ類の羽化

が確認されたのは、昨年とほぼ同様でわずか４％の水田であった。石川県野々

市町の水田からのアキアカネの羽化数は 1989 年に比べて 1/150 であり、昨年の

1/100 からさらに減少していた。秋季の成虫センサスや夏季の高地での成虫セン

サスでは、アキアカネの 100m 当たり個体数が 1 以下というきわめて低い密度

の地域が多いことが、昨年に引き続き明らかになった。白山山系三方岩岳では

1989 年のセンサスで 100ｍあたり平均 64.2(最大 166.7)個体が確認されていた

が、2008 年 8 月の 4 日間の同一ルートでのセンサスでは 1 個体も発見されなか

った。一方で、減少傾向の地域差の存在も明瞭になった。たとえば、北陸地方

では石川県と富山県の減少が著しく、福井県と新潟県上越市付近ではそれほど

ではないことが明らかになった。特に上越市の秋季調査ではかなり高密度で存

在することが示された。しかし、アキアカネの高い移動性や夏季の高地への長

距離移動を考慮すると、このような地域差がなぜ生じるのかが問題になる。つ

まり、地域差が、それぞれの地域からの発生数の差に起因するものかどうかを

確認することが次の重要な課題となる。 
 アカトンボ類減少の原因としては、ライシメータや実験圃場、実際の農家の

水田調査によって育苗箱施用浸透性殺虫剤、とりわけフィプロニル(プリンス)
による壊滅的影響が昨年に引き続き示された。田面水中の農薬濃度を測定した
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ところ、田植え直後にもっとも濃度が高く、その後は急激に減少するものの、

低濃度ながら長く維持されることが明らかになった。検出した最高濃度は

1.4ppb程度であり、きわめて低い濃度でアカトンボ幼虫に対する殺虫効果を示

すと考えられる。農薬流通量を元に、いくつかの仮定をおいた簡単なシミュレ

ーション計算から、主要３種の育苗箱施用浸透性殺虫剤の影響だけで、それら

の農薬が使われる以前に比べて、多くの都道府県でアキアカネが1/100から

1/1,000に減少している可能性や地域差が生じることが示唆された。施用時期を

移植時より先の播種時にすることでフィプロニルによるインパクトを軽減する

可能性を検討するために圃場実験を行った。播種時処理区でごくわずかな羽化

が見られるなど若干の改善が伺われたが、明瞭な効果は認められなかった。育

苗方法や移植方法の改良などの検討も必要と思われる。現在流通している箱施

用殺虫剤の中にも、カルタップ(パダン)のように、実験室での毒性は強いが、実

際の圃場ではアカトンボに対する影響が小さいと思われるものも存在すること

が昨年来明らかになっている。今後は各種殺虫剤の水田内での動態も含めた特

性を把握しながら、アカトンボ類に対する影響が小さい農薬を明らかにしてい

くことも重要だと考えられる。 
 アカトンボ類の減少には、浸透性殺虫剤以外にも複数の要因が同時に働いて

いる可能性も大きいため、それぞれの要因のアカトンボ類減少に対する相対的

寄与率を明らかにすることを目的に、多数の同一水田について1年を通した継続

調査を行っているが、浸透性殺虫剤に加えて、中干しの影響を示唆する結果が

得られた。 
 
 
研究結果のまとめと考察： 
1．減少傾向の把握と個体数モニタリング法の確立 
 石川県農家の協力を得て調査を実施した水田でアカトンボ類の羽化が確認さ

れたのは、昨年とほぼ同様でわずか４％の水田にすぎなかった。石川県野々市

町の水田からのアキアカネの羽化数は 1989 年に比べて 1/150 であり、昨年の

1/100からさらに減少していた。白山山系三方岩岳では1989年のセンサスで100
ｍあたり平均 64.2(最大 166.7)個体が確認されていたが、2008 年 8 月の 4 日間

の同一ルートでのセンサスでは 1 個体も発見されなかった。富山県での根来ほ

か(Symnet11、印刷中)の立山弥陀ヶ原及び平野部での調査でも、石川県とほぼ
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同様の結果であった。このように石川県と富山県ではアキアカネはきわめて低

密度であることが明らかになってきたが、同じ北陸でも新潟県上越市付近では

かなりの高密度で存在することが今回の調査で判明した。福井県でも少なくと

も勝山市、鯖江市ではある程度の密度が確認されており、北陸地方という空間

的広がりの範囲でも地域差が存在することが明らかになってきた。もちろん石

川県でも個々の水田レベルでは、たとえば農家による調査で 1 筆から約 3 万頭

が羽化したと推定される水田が存在したように、多数のアキアカネが発生する

水田が無いわけではない。しかし、上記４％という値が示すように、大多数の

水田からはアキアカネを初めとしたアカトンボ類が発生していないことが、地

域として非常に低密度な状態を生じさせていると考えられる。ちなみに、先に

推定した小松市の水田(面積 1,200ｍ2)の約 3 万頭は非常に大きい数字に思える

が、1978 年 6 月上旬に埼玉県大宮市の 2 枚の水田では、それぞれ約 5 万頭(水
田面積 920ｍ2)と約 3 万頭(水田面積 1,000ｍ2)の幼虫が生息していたと推定され

ており(浦辺ほか 1986)、1970 年代であれば、1 枚の水田からの発生数として必

ずしも大きい数字ではないことがわかる。実際、アキアカネは１回の産卵で多

い場合は 3,000 卵を産む(上田 未発表)。仮に１回に 1,000 卵だとして 9 月中旬

から 11 月上旬にかけての繁殖シーズンに、雨の日を除く 60 日間にわたって 1
日平均 50 ペアが産卵すると仮定すると、300 万個の卵が 1 筆に産みつけられる

ことになる。仮にその１％が成虫になるとして 3 万個体の成虫が羽化する計算

になる。これらの数字はいずれも低く見積もったものであり、現実にあり得な

い数字ではないことがわかる。 
 これまでの 3 年間の調査で、少なくともアキアカネに関しては多くの地域で

著しい減少が生じていることが、ある程度定量的にも明らかになってきたと思

われる。しかし、過去の定量的なデータがほとんど存在しないため、原因を特

定することにつながる広範囲な地域での減少傾向の時間的パターンを検出する

ことは不可能であることもほぼ明らかになってきたように思われる。ただ、幸

いなことに減少傾向の地域差、すなわち空間的パターンが存在する可能性がこ

れまでの研究で明らかになってきたので、その空間パターンを利用して、広範

囲な減少傾向をもたらしている要因を追求することは可能だと考えられる。今

回はそのような試みの 1 つとして、減少原因と考えられる箱施用殺虫剤の流通

量と、我々が行ってきた実験で得た生存率から簡単なシミュレーション計算を

して減少率の年変化や地域差を量的に推定することを試みた。もちろんここで
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使用したモデルは非常に単純なものであり、ほかの要因を組み込んだモデルを

作る必要があることは確かであるが、いずれにしても、そのようなモデルから

予想される個体数の地域差を、実際のフィールドワークで検証していくことが

可能になると考えられる。 
 モデル構築の上でもっとも問題になるのはアキアカネの高い移動性である。

アキアカネは水田から羽化した後、本州中部地方であれば 1,000ｍを超える高地

へ移動して夏を過ごすことが知られているが、その移動のために、百キロを超

えて移動する場合があると想像されている。もちろんこのような移動を追跡し

た例は無いが、たとえば 1,000ｍを超える高地が存在しない千葉県のアキアカネ

が越夏するためにはそれくらいの距離を移動する必要があることは明白である。

実際、越夏場所で標識した個体の再捕獲地点までの直線距離から 70km 以上移

動していることは、栃木県の調査で確認されている。この調査の場合は、調査

範囲が栃木県にほぼ限定されており、再捕獲地点が県境近くであることから、

実際にはもっと長距離を移動すると見なければならないと思われる。今回のモ

デルでは都道府県間の移動はないものと仮定したが、これはかなり厳しい仮定

であると言わざるを得ない。 
 また別の問題として、水田からの発生数が農薬の使用量などの違いによって

地域差が生じたとしても、越夏場所からの移動方向がランダムであれば、その

ような地域差が生じないことになる。したがって、地域差が見られると言うこ

とは移動方向がランダムでない可能性を示唆するものであろう。羽化した地域

に戻る傾向があるならば、水田からの発生数を左右する要因によって地域差も

生じることになる。しかし、移動方向が地形や気象条件などによって決まって

いるならば、必ずしも水田からの羽化数と秋季の成虫個体数が一致するとは限

らないことになる。この問題を明らかにするために、比較的広範囲な地域にお

いて、初夏の水田からの羽化数、越夏場所となる高地での個体数、そして秋季

の繁殖個体数の地域差、すなわち空間的パターンを明らかにすることが必要だ

と思われる。 
 これまでは、減少傾向の把握と個体数モニタリング法の確立というテーマで

実施してきたが、これ以上に減少の経時的な変化を解明することを試みること

はあまり意義がないと思われる。むしろ、これまでの研究の過程で明確になっ

てきた減少傾向の地域差を把握すること、地域差が生じるプロセスの解明を目

的とした研究にシフトしたいと考えている。また、個体数モニタリング方法と
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しては、赤とんぼネットワーク会員を主体に、個別に研究者に依頼する方法を

取っていくことを考えており、市民参加によるモニタリング方法の確立は主要

な目的から外すことにしたい。農家によるトンボ調査は、石川県では一定の成

果を上げることができたと考えている。今後は、地域差の解明のために、石川

県以外の地域での展開を主体として実施したい。 

2．減少原因の究明  
 アカトンボ類減少の原因としては、ライシメータや実験圃場、実際の農家の

水田調査によって育苗箱施用浸透性殺虫剤、とりわけフィプロニル(プリンス)
による壊滅的影響が昨年に引き続き示された。田面水中の農薬濃度を測定した

ところ、田植え直後にもっとも濃度が高く、その後は急激に減少するものの、

低濃度ながら長く維持されることが明らかになった。検出した最高濃度は

1.4ppb程度であり、きわめて低い濃度でアカトンボ幼虫に対する殺虫効果を示

すと考えられる。実際、アキアカネ幼虫に対するフィプロニルの毒性試験では

、1ppbでも死亡率の増加が認められている(中原・五箇・神宮字・上田 未発表

)。とくに注目されるのは、ほかの殺虫剤と違い24時間後での影響がきわめて小

さく、48時間後に影響が大きく出始めることである。同様の傾向は嶋田ほか(埼
玉県環境科学国際センター報 3:94、2003)の実験結果からも伺われる。明らか

にフィプロニルは遅効性であり、通常の毒性試験の方法では過小評価になると

考えられる。昨年も検討したように、実験室では毒性の高いカルタップ(上記、

嶋田ほか2003)施用水田からアキアカネの羽化が多く認められており、室内実験

だけからは予測できない現象が実際の圃場では生じている可能性があり、その

ような観点から詳しい調査を進める必要性のあることを示唆している。フィプ

ロニルの代謝産物に強い毒性があるとの報告もあり、そのような点も含めて来

年度以降に研究を進めていく必要があると考えている。 
 施用時期を移植時より先の播種時にすることでフィプロニルによるインパク

トを軽減する可能性を検討するために圃場実験を行ったが、その結果は、播種

時処理区でごくわずかな羽化が見られるなど若干の改善が伺われたが、明瞭な

効果は認められないというものであった。移植直後の水中農薬濃度は２つの処

理区でほとんど差がないことから、播種時から１ヶ月を経ても、土中のフィプ

ロニル濃度がほとんど変化しないまま、その土ごと移植されたためこのような

結果になったと推察される。イネミズゾウムシの食害調査では両処理区に差が

認められなかった。このことは、１ヶ月の育苗期間中に農薬が十分に植物体に
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移行浸透していることを示唆しており、そうであれば、移植時に土と共に本田

に移動するフィプロニルは明らかに余分なものである。播種時に使用する場合

は、農薬のコスト面からも、使用量を減ずるなどの工夫も必要なのではないか

と考えられる。 
 先述したように、現在流通している箱施用殺虫剤の中にも、カルタップ(パダ

ン)のように、実験室での毒性は強いが、実際の圃場ではアカトンボに対する影

響が小さいと思われるものも存在することが昨年来明らかになっている。一方

で、イミダクロプリドに代わるネオニコチノイド系の新しい農薬も普及し始め

ている。新しい農薬は、主に病害虫の抵抗性に対抗して開発されるのであろう

が、病害虫の発生状況は地方により、あるいはもっと狭い地域により、様々で

あり、そのような点も考慮しながら、アカトンボ類も含めた生物多様性への影

響という点で、これら多様な殺虫剤のどれが、それぞれの地域にふさわしいか

を検討するために必要なデータを収集するという研究も重要だと考えられる。 
 複数の要因の相対寄与率を求めることが望ましいという評価委員からのご指

摘もあり、大学近くの水田群で年間を通しての継続的な調査を実施した。その

結果、多数の産卵が見られ、フィプロニルの使用が無かったにもかかわらず、

翌年の羽化が認められない水田がいくつもあり、６月前半の羽化前の中干しの

影響を示唆する結果が得られた。このように、ある水田からアカトンボ類が羽

化するかしないか、どれだけ羽化するかは、産卵から羽化までの全プロセスを

詳細に追跡していくことが重要であることが明らかになった。今後は、今回不

十分にしか実施できなかった幼虫密度の推定、産卵数の推定方法を開発するこ

とで、相対寄与率の推定を可能にしたいと考えている。 
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19 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(19ＦＳ１)：ステロイド膜

受容体を標的とした化学物質の内分泌かく乱作用に関する研究 
 
研究者：静岡大学 理学部：徳元俊伸(代表研究者) 
 
研究概要：魚類の最終卵成熟過程においては、まず黄体形成ホルモン(LH)が卵

濾胞組織に作用し、ステロイド性の卵成熟誘起ホルモン(17,20β-DHP)が作られ

る。17,20β-DHP の作用により、卵成熟が誘起され、受精可能な卵へと成熟す

る。17,20β-DHP は、通常の核内受容体に作用するステロイドホルモンとは異

なり、卵膜上に局在するステロイド膜受容体分子に作用し、比較的短時間でお

こるノンゲノミック反応を誘導する。 
 代表研究者らは内分泌かく乱物質の一種であるジエチルスチルベストロール

(DES)が魚類の卵成熟を誘起することを発見し、さらにその標的分子が、ステロ

イド膜受容体であることを明らかにした。さらに、DESを魚類の生体に作用さ

せた場合にも卵成熟を誘起することを示した。これらの結果は、内分泌かく乱

物質の新しい作用を示したばかりでなく、その標的分子を明確にした点で注目

すべき知見である。従来までの多くの研究により内分泌かく乱物質が核内受容

体を介したゲノミック作用を引き起こすことが明らかにされてきたが、これら

の結果はノンゲノミックな急性的作用をもかく乱することを示している。これ

までプロゲステロンの麻酔作用の発見に始まり、性ステロイドがノンゲノミッ

ク反応を起こすことは多くの報告がなされてきたものの膜受容体の分子同定が

なされてこなかったため、基礎研究としてもノンゲノミック反応はほとんど進

められていない。よって、この反応に対する内分泌かく乱物質の影響評価はほ

とんど報告が無い。膜受容体が明確になり、また、それを標的とした内分泌か

く乱作用の実例が示された今、より広範な解析が進められるべきである。本研

究では既に確立された培養細胞を用いた実験系により、多くの化学物質群につ

いて膜受容体を介したノンゲノミック反応に与える影響を評価する。この試験

管内アッセイで反応性が示された物質群について卵細胞を用いたアッセイやさ

らに代表者らが開発した小型熱帯魚ゼブラフィッシュを用いた生体内反応によ

る評価法を用いてこれらの物質が環境水中に溶解した場合の魚類の卵成熟、排

卵に与える影響を明らかにする。一方、より実用的な試験法として膜受容体分

子を用いた新たな評価法の確立を目指す。本研究により化学物質のノンゲノミ
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ック作用がどの程度の危険性をもったものなのか明らかになる。さらに、簡便

な評価法が確立されれば、日々増え続ける化学物質の中からより安全な物質を

選定できるようになると期待される。 
 
 
研究結果のまとめと考察：本年度の研究により内分泌かく乱作用を有すると可

能性が疑われる65物質の中にもステロイド膜受容体に作用するものが存在する

ことが明らかになった。mPR については天然のホルモンとほぼ同等の濃度で作

用するものも見つかった。これらの物質については卵母細胞を用いた in vitro
の卵成熟誘起実験、ゼブラフィッシュ生体を用いた in vivo の実験により、ステ

ロイド膜受容体をターゲットとしたノンゲノミック反応に与える影響を調べた

ところ in vitro のアッセイのみならず in vivo のアッセイにおいても卵成熟、排

卵の阻害効果を示した。これらの結果は環境水中にこれらの物質が存在した場

合、魚類の産仔数の減少を引き起こすことを意味している。本研究では物質群

への暴露は最長でも一日に留まったがさらに長期間暴露した場合は環境中での

作用濃度がさらに下がる可能性も考えられる。今後検証すべきポイントである。

本研究によりステロイドのノンゲノミック反応をターゲットとする内分泌かく

乱物質が存在することが示された。本研究で用いた培養細胞のリコンビナント

膜受容体を用いた実験系、卵母細胞の培養系、ゼブラフィッシュ生体を用いた

評価系に加えて本研究で確立を開始した受容体分子を用いたハイスループット

なアッセイ系を早期に完成させ、多くの化学物質について活性評価を行い、ス

テロイド膜受容体に作用する化学構造の特定が望まれる。 
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19 年度フィージビリティースタディー研究課題(19ＦＳ２)：精子に存在するホ

スホリパーゼ A2 活性の阻害を介した環境化学物質の新たな内分泌かく乱作

用機構に関する研究 
 

研究者：昭和大学 薬学部：原俊太郎(代表研究者)、桑田浩 
昭和大学 遺伝子組み換え実験室：武富芳隆 
 
研究概要：本研究では、環境化学物質が、精子に存在するホスホリパーゼ

A2(PLA2)を阻害することにより、精子の受精能を抑制し、その結果、内分泌か

く乱作用を示す可能性を明らかとすることを目的とする。 

 PLA2は膜リン脂質より脂肪酸及びリゾリン脂質を生成する酵素であり、PLA2

としてこれまでに20種類以上のアイソザイムが同定されている。哺乳類のPLA2

のアイソザイムはその構造や性状により、分泌性PLA2(sPLA2)、細胞質型

PLA2(cPLA2)、カルシウム非依存性PLA2(iPLA2)に大別されるが、精子にはこの

うちsPLA2の多くのアイソザイムが高濃度存在し、これらが受精反応に深く関与

することが示唆されている。最近になり代表研究者らは、ヒト血小板のPLA2活

性を阻害することが報告されていた、フタル酸エステル類の代謝産物の１つ、

MEHP(mono(2-ethylhexyl)phthalate)がin vitroにおける精子の受精能を用量依存的

に抑制することを見出した。環境化学物質の中には脂溶性が高く、脂質代謝酵

素であるPLA2の活性に影響を与えると考えられるものが少なくない。そこで、

本研究では、精子に存在するsPLA2が、環境化学物質の内分泌かく乱作用の標的

となる可能性を考え、この可能性を実証することを目的とする。環境化学物質

のsPLA2の各アイソザイムに対する阻害活性ならびにin vitroの精子の受精能へ

の影響の間に、相関が見られるかについて解析し、精子に存在するどのsPLA2

アイソザイムが標的になりうるかについて検討する。環境化学物質のsPLA2に対

する阻害活性が受精能への影響と相関を示せば、より簡便な新たな内分泌かく

乱物質のスクリーニング系の構築にもつながる。環境化学物質の雄性生殖に対

する影響は、主にin vivoにおける精巣の形態や産仔数への影響から従来検討され

てきたが、本研究では、従来の方法で見落とされてきた物質の毒性の発見につ

ながることも期待できる。 

 以上のことをふまえ、昨年度は、精子に存在するsPLA2アイソザイムのうちX

型sPLA2が受精の過程で重要な役割を果たしており、MEHPは、このX型sPLA2
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によるリゾホスファチジルコリンの産生を阻害することで、in vitroにおける精子

の受精能を阻害することを明らかにした。本年度はさらに、 

1)  環境化学物質の１つ、ビスフェノールAも、MEHP同様に、in vitroにおける精子

の受精能、X型sPLA2活性を抑制すること 

2)  X型sPLA2に加え、精子に存在するIII型sPLA2も受精の過程で重要な役割を果た

していること 

を明らかにした。 

 今後は、フタル酸エステル類、ビスフェノールA、ノニルフェノール以外の代

表的な環境化学物質の、X型sPLA2阻害活性及びマウス精子の受精能への影響を

検討し、阻害活性と受精能への影響との関係に相関が見られるか、検討すると

ともに、種々の環境化学物質がIII型sPLA2の酵素活性に及ぼす影響についても検

討する。さらに、X型及びIII型sPLA2が精子の受精能を調節する機構についても

より分子のレベルで解析し、これらのsPLA2阻害活性の測定が毒性評価に応用で

きないか、検証を行う。   
 
 
研究結果のまとめと考察：マウス精子には、膜リン脂質より脂肪酸及びリゾリ

ン脂質を生成するPLA2の多くのアイソザイムが存在することが示されてきたが、

本研究では、これまでに、このうち X 型 sPLA2 が受精の過程で重要な役割を果

たすことを明らかにし、この X 型 sPLA2 が環境化学物質の雄性生殖毒性の標的

となる可能性を示してきた。昨年度までの研究では、フタル酸エステル類の代

謝産物の１つ MEHP が、この X 型 sPLA2 活性の阻害を介して受精能に影響を及

ぼす可能性を示唆されたが、本年度はビスフェノール A、ノニルフェノールに

ついて検討し、MEHP に比較すると弱いものの、ビスフェノール A にも X 型

sPLA2 活性を阻害し、in vitro における精子の受精能を抑制する作用があることを

明らかにした。ビスフェノール A の雄性生殖に対する影響としては、これまで

にマウスに投与した際に、精巣上体、精嚢の重量低下、精子数の低下傾向が見

られるという報告があるが、生殖毒性としては大きな問題とはならないレベル

であるとされている。今回見られた in vitro における精子の受精能に対する影響

については、濃度依存性を含め、より詳細な検討が必要である。また、今後さ

らに、様々な環境化学物質について、X 型 sPLA2 の阻害活性と in vitro における

精子の受精能への影響との関連を示すことができれば、X 型 sPLA2 の阻害活性
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を指標とした新たな雄性生殖毒性の評価系の構築につながる可能性が期待でき

る。 

 一方、本年度において遺伝子欠損マウスを用いた解析により、X 型 sPLA2 の

みならず、III 型 sPLA2 が精子の機能において極めて重要な役割を果たすことが

明らかとなった。すなわち、III 型 sPLA2 遺伝子欠損マウス由来の精子は運動能

が低下しており、受精能が著しく低いことが示された。この遺伝子欠損マウス

由来の精子のアクロソーム反応には異常が認めらなかったことから、III型 sPLA2

は精子の受精過程より、精子の成熟や分化といった過程に深く関わることが予

想される。III 型 sPLA2 も X 型 sPLA2 同様に、環境化学物質の雄性生殖毒性の標

的となる可能性が考えられ、今後は III 型 sPLA2 の活性に及ぼす物質についても

検索を行う必要が考えられた。 
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19 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(19ＦＳ３)：シャジクモ類

の衰退要因解明に向けた環境負荷化学物質の影響に関する生理•生態学的研

究 
 

研究者：筑波大学大学院 生命環境科学研究科：白岩善博(代表研究者) 
兵庫県立大学 生命理学研究科：新免輝男 
国立環境研究所：笠井文絵 
 
研究概要： 
1.野生絶滅種・絶滅危惧種シャジクモ類に対する農薬､富栄養化をもたらす栄養

塩､内分泌かく乱物質等の環境負荷化学物質の影響について､光化学系 II活性､

光合成酸素発生活性(以上、短期的影響)､長期の成長、精子、卵胞子形成(以上、

長期的影響)について解析する。 
 
2.現存するシャジクモ類の生態観察及び生育状況の調査を行なう。そして、生息

が確認されたフィールドと生息が見られないフィールドにおいて、環境要因、

周辺環境の変化、水質及び農薬濃度の化学分析を行う。それらの結果を比較

し、その影響について解析する 
 
3.生理実験並びにフィールドでの生態•生育状況の調査の結果を総合して､シャ

ジクモ類衰退の原因､原因物質を特定する。 
 
 
研究結果のまとめと考察：生理実験並びにフィールドでの生態•生育状況の調査

の結果を総合して､シャジクモ類衰退の原因及び原因物質についてまとめ、考察

する。 
 

１)1950 年代に使用されていた PCP の純度は低く、混在する成分がシャジクモ

衰退の原因であるとする推測もなされてきたが、光合成活性に対する阻害実

験から、PCP 自身が非常に低濃度でシャジクモの光合成光化学系活性を阻害

することが明らかとなった。 
２)シャジクモの生理学的研究の第一人者 Lucas(1978)は無機炭素の同化には膜
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電位が必要であることを報告している。しかし、本解析を行った pH (約 7.5)
では、アルカリバンドの形成が著しく阻害されたにもかかわらず、PCP、BX
処理細胞のいずれにおいても、少なくとも 2 時間は膜電位が維持された。す

なわち、両農薬は膜電位に影響する前に、光合成による無機炭素同化を阻害

していると結論できる。これらの結果は、FluoroCam、光合成酸素発生、遅

延発光現象を応用した生物微弱光発光計測技術による光合成活性に対するそ

れら農薬の影響の結果を支持するものである。 
３)クロロフィル量と懸濁物量(SS)、全リン濃度(TP)との間には、シャジクモ類

が生育する池でもしない池でも有意な正の相関が見られた。つまり富栄養化

に関係する要因は互いに相関し、シャジクモ類の生育の有無を決める要因に

なっていると考えられる。 
４)特に、クロロフィル量の多い低地の大きな池では、富栄養化と同時に除草剤

が検出された。これらの池のほとんどは、かつてはシャジク藻類が生育して

いたが、現在は消滅してしまった地点である。このことから、今後暴露量と

毒性に関する検討が必要であるが、除草剤もシャジクモ類の生育の有無に影

響を及ぼす要因になっている可能性が考えられる。 
５)特に、富栄養化などで透明度が下がった池における唯一の生育場所となり得

る浅い沿岸域は、周辺の水田から流入する除草剤の影響を直接受ける可能性

がある。 
６)PCP の農薬としての使用を禁止されて以降、徐々に水田におけるシャジクモ

類の生育が報告される傾向にある。 
７)水田におけるシャジクモの生育は、毎年、卵胞子から発生し繁茂することを

繰り返していることを確認した。 
 
以上より、シャジクモの衰退要因の一つとして、1950 年代に多く使用されて

いた PCP が低濃度でシャジクモの光合成を阻害し、それが生育障害を引き起こ

し、その結果、シャジクモ類の衰退要因の一つとなった可能性が十分考えられ

る。さらに、環境の改善やシャジクモ類衰退の要因となった農薬の使用停止に

より、生育に適した環境が復元され、いくつかのフィールドでシャジクモ類の

復元に繋がった可能性が高いことを重要視しなければならない。 
シャジクモ類生育が優良環境の指標となることは文献が示しており、今後さ

らに、シャジクモ類の光合成、生育及び卵胞子形成などの生殖に悪影響を及ぼ
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す要因を特定することによって、シャジクモ類の復元とその生育を可能とする

環境の復元が可能となるものと考える。 
したがって、シャジクモ類の衰退へ導いたと考えられる環境負荷化学物質(農

薬など)とシャジクモ類の生理活性との関連性をさらに一層科学的に明らかにす

る必要がある。そしてその結果を踏まえて必要な対策を講じるためには、少な

くとも以下に述べる生態調査や生理実験と培養実験が必要と考えられる。 
 

１)シャジクモ類の光合成活性に対するさらに幅広い環境負荷化学物質の影響の

評価 
２)それら環境負荷化学物質の作用機序の解明 
３)シャジクモ類生育分布に関する生態調査と水質や農薬の存在量に関する環境

調査 
４)培養実験による農薬その他の環境負荷化学物質の長期的影響の解析 
５)生殖器官形成に対する影響を調べるために、精子や卵胞子の形成を人工的に

制御するための条件を明らかにし、それらの実験系を利用する環境負荷化学

物質の影響の解析 
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19 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(19ＦＳ４)：両生類の性ホ

ルモン様物質暴露による精巣卵形成についての研究 
 

研究者：広島大学大学院 理学研究科：高瀬稔(代表研究者) 
横浜市立大学 内分泌学：佐藤友美 
 
研究概要：これまでに野外両生類において精巣卵が報告されている。両生類の

精巣卵形成は、実験的に誘導されることが報告されているが、ある種の両生類

では、正常な性分化過程においても見られる。そこで、野外両生類に見られる

精巣卵が、環境に存在する化学物質により誘導されるのか、それとも正常な現

象であるのかを知るための初期的な実験として本研究は行われた。 
精巣卵を持つ個体の割合(出現率)が地域により異なるトノサマガエルに着目

し、環境を操作しやすい室内飼育における精巣卵の消長を調べた。精巣卵の出

現率が高い富山県産トノサマガエルを用いて、野外採集時及び室内飼育後のそ

れぞれの精巣卵について組織学的に調べた。その結果、出現率に差は認められ

なかったが、室内飼育後では精巣当たりの精巣卵数が減少する傾向が見られ、

精巣卵の細胞質が濃染されたことから、精巣卵が退化傾向にあることが考えら

れた。一方、精巣卵の出現率がほとんど認められない広島県産トノサマガエル

では、人工媒精により得られた生殖腺の発達過程にあるステージX及びステージ

XXV(変態完了期)の幼生に対して、テストステロン・プロピオネート(TP)又はエ

ストラジオール・ベンゾエイト(EB)、ビスフェノールA(BP-A)、ノニルフェノ

ール(NP)の投与を2～4ヶ月間行い、精巣卵について組織学的に調べた。その結

果、溶媒処理及びEB処理では精巣卵が認められなかったが、TP処理及びBP-A
処理、NP処理では精巣卵が認められた。以上から、野外トノサマガエルの精巣

卵形成及び維持に対して化学物質などの環境要因が関係していることが考えら

れた。 
さらに、飼育環境における性ホルモン様物質の存在を調べるためのレポータ

ージーンアッセイ系を構築するために必要な性ホルモン受容体の全長 cDNA の

単離も計画した。 
 
 
研究結果のまとめと考察：本研究は、野外両生類に見られる精巣卵が、環境に
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存在する化学物質により誘導されるのか、それとも正常な現象であるのかを知

るための初期的な実験として行われた。 
 精巣卵の出現率が高い富山県産トノサマガエルを 6 月に野外採集し、室内環

境下にて飼育を行ったところ、4 ヶ月後の 10 月における精巣卵出現率は飼育開

始時期の精巣卵出現率と比べて変化が見られなかったものの、精巣当たりの精

巣卵数に減少傾向が見られた。さらに、精巣卵を囲む体細胞との間に隙間が見

られ、細胞質も濃染されたことから、室内飼育 4 ヶ月後の精巣卵は退化傾向に

あることが考えられた。10 月における富山県の野外トノサマガエルにおいては、

精巣卵出現率は低く、室内飼育と同様に精巣当たりの精巣卵の数は少なく、細

胞質も濃染された。従って、富山県の野外トノサマガエルに観察される精巣卵

の形成には、化学物質を含めた何らかの環境要因が起因していることが考えら

れた。 
 次に、精巣卵の出現率が低い広島県産のトノサマガエルを室内繁殖させ、得

られた幼生に化学物質を投与したところ、生殖腺の異なる発達過程において、

TP 及び BP-A、NP が精巣卵形成を誘導することが明らかになった。無尾両生

類のラナ属の多くでは、幼生期のアンドロゲン処理により雌から雄への性転換

が誘導されることが知られている。今回、ステージ X から TP 処理を開始した

群において、雄に性比が偏っている事から、TP 処理により雌から雄への性転換

が誘導されたと考えられる。ステージ X の卵巣ではすでに肥大卵母細胞の分化

が見られるため、ステージ X からの TP 処理群に精巣卵が観察されたのは、卵

巣に作用し、性転換が誘導される過程において肥大卵母細胞が残ったことが原

因として考えられる。しかし、ステージ XXV からの TP 処理群では、性比の偏

りが見られなかったが、精巣卵形成が高率に誘導されたことから、TP は精巣に

作用し精巣卵形成を誘導したことが考えられた。BP-A 処理及び NP 処理でも性

比には影響を与えずに精巣卵出現率は高かったことから、ステージ XXV からの

TP 処理と同じように、BP-A 及び NP は精巣に作用し精巣卵形成を誘導したこ

とが考えられた。しかし、EB 処理では精巣卵形成は誘導されなかったことから、

両生類における精巣卵形成の誘導における BP-A 及び NP の作用は、エストロゲ

ン様作用によるものではなく、アンドロゲン様作用、もしくは独自の作用によ

ることが考えられた。 
 本研究の結果は、今後さらに詳しく両生類における精巣卵形成能及び精巣卵

形成メカニズムを解明するための大変有用なモデルになると思われる。 
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20 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(20ＦＳ１)：魚食性猛禽類

｢ミサゴ｣の生態とその食物連鎖に関する基礎的研究 

 
研究者：岩手県立大学 総合政策学部：由井正敏(代表研究者)、平塚明、千葉

啓子 

岩手大学 工学部：海田輝之 

岩手医科大学 医学部：世良耕一郎 

 

研究概要：本研究は準絶滅危惧種の魚食性猛禽類｢ミサゴ」を対象とした生態調

査である。近年、食物である魚類が農薬汚染で減少するなどの生育環境の悪化

によりその数が減少し、内陸部の河川や湖沼に進出するなど生息域にも変化が

みられるが、本種の生息状況の実態調査、ことに生息環境との関連を調査した

研究や記録は殆んどないことから本研究に着手した。本県内陸部のダム湖近傍

を生息地とするミサゴを対象に、その生息状況、繁殖状況及び採餌行動等の情

報の収集を実施するとともに、ミサゴの生息環境中に存在する内分泌かく乱作

用を有する化学物質が捕食対象魚類から食物連鎖を介し、高次捕食者であるミ

サゴに生物濃縮するか否かを観察することにより、ミサゴの生息状況や繁殖行

動に及ぼす環境中の有害化学物質による影響を検討する。本年度の研究開始が

ミサゴの離巣、避寒地への移動期に入ったため、サンプリングは次年度にも継

続する。 
これまでの観察から、①ミサゴはこの10～15年の間に沿岸部から北上川一帯

に進出しており、調査地域では1998年に繁殖が確認されている。本年度は3月～

11月の間にミサゴが滞在し、冬期は暖地に漂行した。ただし、本県南部では最

近越冬する個体が見られる。②営巣位置及び繁殖成績では、北上川沿いに生息

するミサゴの繁殖状況は良好で、年平均２～３羽のヒナを巣立たせている。調

査地近傍に生息するミサゴつがいもこの３年間にそれぞれ2、3、3羽のヒナを巣

立たせたことが明らかになった。③調査地近傍で繁殖するミサゴつがいの育雛

後期から巣立ち以降の行動圏は、もっぱらダム湖面を使っており、ダム湖内に

生息する魚類を捕獲していることが観察された。現在、捕食対象となった魚類

を採捕し、可食部及び内蔵等における内分泌かく乱作用を有する化学物質定量

のための前処理方法及び分析項目の選定、精度管理について検討中である。 
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研究結果のまとめと考察：調査地ダム近傍では３月～11 月の間、ミサゴが滞在

し、冬期は暖地に漂行する。調査地を含む北上川沿いに生息するミサゴの繁殖

状況は現在のところ良好で、年平均２～３羽のヒナを巣立たせている。ダム近

傍に生息するミサゴつがいも近年２～３羽のヒナを巣立たせた。ダム近傍で繁

殖するミサゴつがいの育雛後期から巣立ち以降の行動圏は、もっぱらダム湖面

を使っており、ダム湖内に生息する魚類を捕獲している。これらの観察から、

営巣地ではミサゴの羽毛類やペリットを、またダム湖内の魚類を採取し、内分

泌かく乱作用を有する化学物質の分析に供する試料を確保し、現在分析面での

検討を実施している。 
 ミサゴが河川に進出する傾向は国内で広く見られており、ダム湖近傍でのミ

サゴ繁殖も同様の現象の一環と考えられるが、これらの直接的間接的要因につ

いてはまだ解明されていない。今後、本研究結果が要因解明のための知見とな

れば、ミサゴの生態と環境変化の関連の解明に意義あるものと考える。 
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20 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(20ＦＳ２)：化学物質誘発

性のエピジェネティック修飾による DOHaD(Developmental Origins of Health 
and Disease)モデルの検証 

 
研究者：東京大学 医学系研究科：大迫誠一郎(代表研究者)  

 

研究概要：近年、いわゆる環境ホルモンと呼ばれる化学物質が、動物実験にお

いて胎児期曝露により生後個体の形質に不可逆的変化を誘起することが示され

た。中でも行政的に胎児期影響の更なる詳細な検討が求められているビスフェ

ノールA(BPA)はその作用が強いことが示されつつある。本研究では、いわゆる

環境ホルモンが未知の受容体に結合した後、発生途上の各臓器内でゲノムのエ

ピジェネティックな異常を引き起こすという仮説を立証するため、ChIP解析を

中心とした網羅的解析でその標的遺伝子を割り出し、さらにこの実験系を

DOHaDモデルとして個体の感受性変化の発生学的機構を明らかとすることを目

的とする。 

 

 

研究結果のまとめと考察：本研究ではEDsとして、Bisphenol-A(BPA)及びフタル

酸エステル類の一種Di(n-butyl)phthalate(DBP)を使用している。特にBPAは胎児期

曝露で不可逆的変化を誘起することが示され、標的は生殖機能異常や脳高次機

能である。BPAに関しては次の2つのエピゲノム関連の報告がある。胎生期曝露

を受けた個体でPhosphodiesterase Type4 Variant4のDNA低メチル化により前立腺

癌に対して高感受性になる1)という報告と、Agouti yellow mouseの変異Agouti遺

伝子のintracisternal A particleトランスポゾン配列の低メチル化により体毛色が

変異型の黄色に偏る2)という報告である。 

しかし、如何なる分子的変化が引き起こされてエピゲノムに変化をもたらし、

発生影響を示すのか全く不明である。本研究によるエピゲノムの網羅的解析か

ら標的遺伝子を同定していきたい。 

 

1). Ho SM, Tang WY, Belmonte J, Prins GS. Developmental exposure to estradiol or 

bisphenol A increases susceptibility to prostate carcinogenesis and epigenetically 

regulates phosphodiesterase 4. Cancer Res. 2006;66:5624-32. 
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2). Dolinoy DC, Huang D, Jirtle RL. Maternal nutrient supplementation counteracts bisphenol 

A-induced DNA hypomethylation in early development. Proc Natl Acad Sci U S A. 

2007;104:13056-13061. 
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20 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(20ＦＳ３)：メダカの再生

産に及ぼす化学物質及びその代謝物の影響とトキシコゲノミクスによる作

用機序の解明 
 

研究者：熊本県立大学 環境共生学部：有薗幸司(代表研究者) 

愛媛大学 沿岸環境科学研究センター：石橋弘志 

 

研究概要：本研究課題では、有機フッ素化合物の潜在的汚染源であるフッ素テ

ロマーアルコール(FTOHs)及びその代謝物PFOAを対象として、メダカの再生産

に及ぼす影響を評価し、トキシコゲノミクスによる作用機序の解明を目指すこ

とを目的としている。平成20年度はエストロゲン作用を有する環境化学物質を

中心に以下の検討を行った。 
1) 8:2 FTOH及びPFOAを対象として、メダカ胚及び孵化仔魚に対する急性毒性

試験を実施し致死作用を調査した。胚(受精後12時間以内の受精卵)を用いた14
日間の孵化阻害試験の結果、8:2 FTOHは0.25〜250 µMの曝露濃度範囲で致

死作用は認められず、孵化率への影響も認められなかった。一方、PFOA
曝露では250 µM曝露区において曝露開始1日目に全ての胚の死亡が観察

された。また、孵化仔魚を用いた96時間急性毒性試験を行ったところ、8:2 
FTOH、PFOAともに0.25〜250 µMの曝露濃度範囲で致死作用は認められ

なかったものの、8:2 FTOH曝露により活動度低下などの行動異常個体が観察

された。 
2) 既にエストロゲン様作用が明らかとなっている化学物質を対象として、雌雄メ

ダカ成魚の肝臓における遺伝子発現変動をDNAマイクロアレイで解析し、エス

トロゲン応答遺伝子を中心にこれらの化学物質の作用を明確にとらえる遺伝子

群を探索・同定することを試みた。E2、OP及びBPAを用いた繁殖試験を実施し

、産卵数及び受精率を指標としてLOEC及びNOECをそれぞれ算出し、これらの

結果及び1)で明らかにした致死影響濃度を基に、E2、OP、BPA、o, p'-DDT及
び8:2 FTOHの3日間曝露試験を行った。摘出した肝臓から調製したRNA試料を

用いて、DNAマイクロアレイ(エコジェノミクス社製)による遺伝子発現解析を

行い、現在、これらの化学物質により応答する遺伝子の発現変動を階層的クラ

スタリングによる系統化や遺伝子ネットワーク間のパスウェイ解析などを実施

しており、魚類の再生産への影響にどのようなカスケードで遺伝子発現の変化
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が関与するか予測を試みている。 
 
我々は最近、雄メダカに対するFTOHsのエストロゲン様作用をin vitro及びin 

vivo系において明らかにし、8:2 FTOHのエストロゲン様作用濃度はBPAよりも

強いことを示唆した。しかしながら、それ以外の8:2 FTOHの生体影響について

は不明であった。そこで、核内受容体プレグナンX受容体(PXR)に着目し、PXR-
チトクロームP450(CYP)3Aシグナル伝達系への影響を解析した。8:2 FTOH曝

露した雄メダカの肝臓中PXR及びCYP3A38/40遺伝子発現量を定量的real-time 
PCRにより測定したところ、PXR遺伝子の発現変化は認められなかったものの

、CYP3A38及びCYP3A40遺伝子の発現が増加していることを明らかにした。

メダカのCYP3A38/40はステロイドホルモン代謝に関与することから、8:2 
FTOHは雄メダカに対してステロイドホルモン代謝の亢進あるいはかく乱を誘

起するものと考えられた。さらに、プロスタノイドの生成過程における律速酵

素であり、生殖・生理に関与するcyclooxygenase(COX)に着目し、8:2 FTOH及

びPFOAによる遺伝子発現解析を行った。メダカ肝臓由来cDNAからこれらのサ

ブクローニングを試み、メダカゲノムデータベースの解析から、COX-1a、1b
及び2の３つのアイソフォームを確認した。8:2 FTOH及びPFOAを曝露した雄

メダカの肝臓中COXs遺伝子の発現解析を行ったところ、両物質ともにCOX-2
遺伝子の発現を増加させることを明らかにした。以上の結果から、8:2 FTOH及

びその代謝物PFOAは生殖・生理やステロイドホルモン代謝に関与する遺伝子群

の発現に影響することが明らかとなり、それら潜在的作用機序に関する知見を

集積することができた。今後、さらに長期の曝露試験により繁殖及び次世代影

響などを明らかにする予定である。 

 

研究結果のまとめと考察：本研究では、メダカをモデル生物とし、8:2 FTOH 及

びその代謝物 PFOA が胚や孵化仔魚など初期生活段階に対する急性毒性影響を

明らかにした。一方で、BPA や OP などの内分泌かく乱作用が指摘されている

化学物質をモデルとして、DNA マイクロアレイを中心にトキシコゲノミクス手

法と生態毒性評価を共用した解析手法を活用して基礎データを蓄積し、その内

分泌かく乱作用機序の評価手法開発を試みた。さらに、内分泌かく乱物質の作

用点としてエストロゲン受容体(ER)を起点とした情報伝達機構以外で再生産に

関与する可能性が考えられる細胞内シグナル伝達系に及ぼす影響を調査した。 
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 メダカ初期生活段階を用いた急性毒性試験の結果から、8:2 FTOH は仔魚に対

する毒性が強く、一方、PFOA は胚に対する毒性が強いことから、両物質の毒

性発現には異なる作用機序があることを明確化できた。また、すでにエストロ

ゲン作用が明らかになっている化学物質(E2、OP、BPA)を対象物質に繁殖試験

を実施することで繁殖阻害を引き起こす作用濃度を明確にし、これらに関与す

る遺伝子発現解析を DNA マイクロアレイにより評価した。現在解析中ではある

が、エストロゲン応答遺伝子を中心にこれらの化学物質の作用を明確にとらえ

る遺伝子群を探索・同定し、遺伝子発現プロファイルからパスウェイ解析を行

い、エストロゲン作用物質による再生産への影響について潜在的作用機序の予

測を試みている。マイクロアレイ解析により発現変化がみられた遺伝子につい

ては、定量的 real-time PCR 法により発現量の測定を行う予定である。さらに、

再生産に関与するシグナル伝達系に着目し、8:2 FTOH 及び PFOA は CYP3As
及び COX-2 遺伝子の発現を増加させることを明らかにした。これらの酵素類は

生殖・生理やステロイドホルモン代謝など再生産に関与していることから、再

生産への影響を予測する新たなバイオマーカーとしての活用が期待された。以

上の解析から、残留性有機汚染物質(POPs：Persistent Organic Pollutants)候
補物質である有機フッ素化合物の潜在的汚染源として憂慮される FTOHs の生

体影響に関する知見を集積し、トキシコゲノミクス解析により、メダカの再生

産と次世代に及ぼす作用機序の一端を明らかにした。また、親化合物だけでな

く代謝物を含めた化学物質の総体として影響評価を試みる本研究は、生体内代

謝を考慮した化学物質のリスク評価に重要な情報を提供することが可能である。 
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20 年度採択フィージビリティースタディー研究課題(20ＦＳ４)：海産無脊椎動

物ホヤのトキシコジェノミクス基盤研究と生態調査 
 

研究者：北海道大学大学院 薬学研究院：安住薫(代表研究者) 

 

研究概要：海産実験動物として用いられているホヤは無脊椎動物から脊椎動物

への移行期の動物であることがゲノム解読の結果からも明らかになっている。

現在、化学物質の影響評価の対象生物としてメダカ(脊椎動物)とミジンコ(無脊

椎動物)が用いられているが、ミジンコだけで無脊椎動物全般への化学物質の影

響を評価するのは無理がある。無脊椎動物は前口動物と後口動物に分かれて進

化してきたが、前口動物のミジンコに加えて、後口動物のホヤを試験生物とし

て用いることにより、無脊椎動物全般に対する化学物質の影響をより確実に検

出することができる。また、海洋生物の多くは無脊椎動物であり、無脊椎動物

はエストロジェン受容体 (ER)やアンドロジェン受容体 (AR)をゲノム中に持た

ない。しかしながら、無脊椎動物も生物種ごとに独自の内分泌システムを有し

ていると予想される。したがって、ERやARを介して内分泌かく乱作用を示す化

学物質だけを「内分泌かく乱物質」として規制するだけでは、海洋生態系に対

するリスクを減らすことにはならない。無脊椎動物の内分泌をかく乱する化学

物質をスクリーニングできる試験系を確立するのは必須の課題といえる。 
 本申請研究では、申請者らが作製したホヤ全ゲノムの７割を検出できる大規

模DNAマイクロアレイを用いてホヤのトキシコジェノミクス解析基盤を確立し

、ホヤの受精卵及び幼生を用いた生物試験と併用して、海産無脊椎動物に対す

る化学物質の影響を評価する試験系を確立する。同時に海洋の化学物質汚染の

指標となるホヤ遺伝子を探索する。また、最近、食用ホヤの原因不明の疫病が

韓国及び日本の東北地方で問題になっているので、日本沿岸に生息する代表的

な３種類のホヤについてアンケート形式の生態調査を行ない、生息場所や規模

、病気や奇形、個体数減少に関する情報を収集する。さらに、野生ホヤ体内に

蓄積している汚染物質の化学分析を実施し、日本沿岸におけるホヤの化学物質

汚染状況を調べる。 
 

 

研究結果のまとめと考察：本研究は平成 20 年 12 月に開始し、すでに興味深い
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成果が得られている。まず、脊椎動物の内分泌かく乱物質が海産無脊椎動物の

ホヤの生体機能にどのような影響を及ぼすのかを明らかにするため、200 ppb 
NP、200 ppb 4-t-OP、500 ppb BPA、500 ppb SDS 及び 0.01%EtOH(溶媒コン

トロール)３日間暴露ホヤを作製した。いずれの化学物質暴露においてもこの濃

度と期間内では外見上の異常は見られなかった。現在、mRNA を調製しており、

今後、ホヤオリゴ DNA アレイを用いた遺伝子プロファイル解析を行ない、発現

が変動した遺伝子の機能的なカテゴリーを「安住式ホヤ遺伝子分類法」を用い

て同定し、これらの化学物質がホヤの生体機能に与える影響を予測する予定で

ある。また、５～６月の産卵期のホヤを用いて、これらの化学物質のホヤの受

精、発生、変態に対する影響を調べる予定である。それにより、これらの内分

泌かく乱物質のホヤに対する影響を評価することができる。 
 また、10 ppb TBT、及び 5 ppb TPT３日間暴露ホヤのアレイ解析を行ない、

既存の 100 nM TBT 24 時間暴露ホヤのアレイデータとの比較から、人為的な有

機スズの暴露によってホヤ体内で発現が亢進あるいは低下する遺伝子をそれぞ

れ約 30 個抽出することに成功した。さらに、高濃度の有機スズに汚染されてい

る韓国野生ホヤと有機スズ汚染の全くない舞鶴湾養殖ホヤ(化学分析により確認

済み)を用いた解析により、舞鶴ホヤに比べて韓国ホヤで有意に発現が亢進して

いる遺伝子、及び発現が低下している遺伝子を数種類ずつ見いだすことができ

た。これらの遺伝子の中には、ストレス応答遺伝子や解毒や代謝に関与する酵

素が含まれていた。これらの遺伝子は野生ホヤにおける有機スズ汚染のマーカ

ー遺伝子になりうると考えている。今後、内分泌かく乱物質暴露ホヤのアレイ

解析を実施し、同様の方法で各種内分泌かく乱物質に特異的に応答するホヤ遺

伝子を抽出する予定である。 
 さらに本研究では日本沿岸に生息するホヤの生態調査の準備をすすめている

が、全国レベルのホヤの生態調査は初めてと思われる。韓国沿岸では 10 年以上

前から、東北地方沿岸においては近年、食用ホヤの原因不明の病気が発生して

おり、両国の水産業に打撃を与えている。来月実施予定の全国規模のホヤの生

態調査によって、食用ホヤ以外の種類のホヤにおいても病気や個体数の減少等

に関する情報の収集が期待される。 
 食用ホヤの原因不明の病気が蔓延している韓国沿岸は有機スズや重金属の汚

染度が高く、海洋環境の悪化もホヤ疾病の蔓延の要因のひとつと考えられてい

る。我々はこれまでの解析により、脊椎動物に対しては毒性が低いと考えられ
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てきた亜鉛イオンがホヤに対しては銅イオンと同程度の毒性を示すことを見い

だしている。亜鉛イオンの毒性はホヤだけでなく、他の海産無脊椎動物におい

ても報告されている。現在、犠牲亜鉛防食や電気防食が施された海洋構造物周

辺では高濃度の亜鉛イオンが海洋中に溶出されており、それらの構造物の周辺

ではホヤを含む海産無脊椎動物はその生体機能に様々な影響を受けていること

が予想される。亜鉛イオンだけでなく、脊椎動物と無脊椎動物では、重金属や

化学物質に対する感受性及びそれらの物質の生物体内における作用機構が大き

く異なることが考えられるので、日本沿岸の海洋環境の保全を考える際には、

海洋生物の大多数を占める海産無脊椎動物に対する各種汚染物質の影響評価を

きちんと行ない、リスク管理を実施することが重要である。進化的に無脊椎動

物と脊椎動物の中間に位置し、かつ固着動物で遊泳しないホヤは、汚染物質の

影響評価の試験動物として有益なだけでなく、日本沿岸の環境汚染状況を把握

する上でもよい指標動物になりえると考えている。 
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研究概要：これまで、酵母two-hybrid法を用いて、一連の多環芳香族炭化水素

(PAH)とその誘導体類のエストロゲン様活性/抗エストロゲン活性を調べてきた。

PAH自体にはエストロゲン様活性はなく、活性発現には水酸基(OH基)が必須で

あり、構造パラメータ(環数、L/B比、及びO-H距離等)と活性の強さとの間に強

い相関があることが判明した。一方、魚類のウロコは、石灰化した骨質層の上

に骨芽細胞と破骨細胞が共存しており、ヒトの骨と同様に骨代謝をしている。

魚類の椎骨には骨髄に相当する構造がなく、造血は腎臓の一部で行っている。

また、魚類にとっては骨とウロコがカルシウムの貯蔵庫であるが、ウロコがヒ

トの骨と同様の役割を持つことは、放射性同位元素(45Ca)を用いた実験で証明さ

れている。そこで、種々の化学物質がヒトの骨に及ぼす影響を調べるための動

物培養細胞系の一つとして、キンギョのウロコの培養システムを開発した。 

本年度は、これまでに酵母two-hybrid法で強いエストロゲン様活性が観察され

たOHPAH類を含む内分泌かく乱が疑われている数種の化合物について、これま

でに検討してきた構造パラータを計算して、酵母two-hybrid法によるエストロゲ

ン様活性の強さを推定した。さらに、魚(キンギョ)鱗評価法による活性の実測値

を求め、これらの化合物の構造パラメータと魚(キンギョ)鱗評価法による活性の

間の相関性を調べた。 

その結果、酵母two-hybrid法を用いたときに、OHPAHの中で最も強いエストロ

ゲン様活性を示した4-ヒドロキシベンゾ[a]ピレン(4-OHBaA)は、魚類においては

強い抗エストロゲン作用があった。即ち、10-7 Mの4-OHBaAでもキンギョの骨芽

及び破骨細胞の活性を抑制した。また、3-ヒドロキシベンゾ[a]ピレン(3-OHBaA) 

(10-5 M)にも、4-OHBaAより弱いが抗エストロゲン活性がみられた。また、ビス

フェノールＡ1) (10-5 M)にも弱い抗エストロゲン活性が認められた。 

哺乳類では、エストロゲン受容体のα−タイプが主に発現している。これに対

して、魚類のウロコを含む硬組織においては、エストロゲン受容体のβ−タイプ
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の発現がα−タイプの発現量よりも多い2)。さらに、PAHとエストロゲン受容体と

の構造活性相関を調べた結果、エストロゲン様活性を示す範囲は非常に狭いが、

抗エストロゲン活性を示す範囲は広いことも明らかになった3)。これらのこと

が、OHPAHやビスフェノールＡ(BPA)の作用に種差を生じた理由として考えられ

る。 

ノニルフェノール(NP)は、キンギョ鱗評価システムに適用すると、検討した

濃度範囲で抑制作用は確認されなかった。今後、極めて弱い活性をも検出でき

るためにはアッセイ系の感度を向上させることが有効である。そこで、そのた

めの一つの手段として、従来のウロコの重量当たりの酵素活性ではなく、ウロ

コを超音波破壊した後の上清中のタンパク質当たりの酵素活性を測定したとこ

ろ、感度の向上が確認できた。来年度はこれらの方法を用いて、内分泌かく乱

が疑われているいくつかの化合物を加えて、再度、解析していく予定である。  
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研究結果のまとめと考察： 

1)  4-OHBaP、3-OHBaA、1-OHPy、BPA、NP、OP の環数は，それぞれ４、４、

４、２、１、１と大きく異なる。しかし、L/B 比と O-H 距離の２つの値に

ついて比較すると、エストロゲン様活性が確認された 3-OHBaA は、既に強

いエストロゲン様活性を示すことがわかった 4-OHBaA に近い範囲にあり、

エストロゲン様活性が確認された BPA も比較的近い範囲に位置した。これ

に対して、エストロゲン様活性/抗エストロゲン活性のいずれも観察されな
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かった 1-OHPy の値はこれらより離れていた。一方、OP は 4-OHBaA や

3-OHBaA の値が含まれる範囲に近かったが、NP は大きく離れていた。 

2) エストロゲン受容体との結合に van der Vaals 力も作用する要素の一つと考

えられている。NP では L/B 比や O-H 距離の値が活性を有する 4-OHBaA や

3-OHBaA などの OHPAH 類の値から大きく離れており、魚のウロコを用い

る改良法でも活性が観察されなかった結果と一致し、魚のウロコを用いる

方法の有効性を示す結果と判断される。 

3) 酵母 two-hybrid 法では、α-タイプのエストロゲン受容体を使用している。

エストロゲン受容体のα-タイプが主に発現している哺乳類とは異なり、魚

類のウロコを含む硬組織においては、エストロゲン受容体のβ-タイプの発

現量の方が多い。さらに PAH とエストロゲン受容体との構造活性相関を調

べた結果、エストロゲン活性を示す範囲は非常に狭いが、抗エストロゲン

活性を示す範囲はこれより広いことも、酵母 two-hybrid assay で明らかにな

った。これらのことが、OHPAH の作用の種差を導いた可能性がある。 

4) 今回の試験では、ウロコの重さ当たりのマーカー酵素の比活性で評価した。

しかし、上述したように NP は検出できなかった。そこで、測定法の感度を

向上させるために、ウロコの重量ではなく、ウロコを超音波破壊した後の

上清中のタンパク質当たりの酵素の比活性を用いたところ、感度が向上す

ることが判明した。この方法をゼブラフィッシュのウロコを用いた系に適

用すると，重量法では 10-7 M が検出限界であった 4-OHBaA の毒性を 10-7 M

以下でも検出できる可能性が示された。来年度は、この方法を用いて再度

評価する予定である。 

 


