
ありがとうございます。このセミナーでお話しできることをうれしく思っておりま
す。少し話題と視点を変えてお話をしていきたいと思います。特に水生生物の
話をしていきたいと思います。特にEE2（エチニルエストラジオール）、つまり避
妊薬に含まれているものでありますが、こちらの話をしていきたいと思います。

多くの科学者が検討をしているわけです。
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では、今日の講演の内容です。

医薬品のEE2（エチニルエストラジオール）ですが、３種類の魚について全湖
添加実験を行いました、ばく露後の個体群の崩壊というものについてみていま
す。NOEC、PNEC、つまり無影響量等、ほとんど観察不能な影響濃度を検討し
ていったわけです。

次に、EE2が実際に物質としてこういった河川に再放流されている、そして影
響を及ぼしているという証拠ですね。水の中における証拠をつかもうとしても、
なかなか検討が難しいということで、我々としては今回このような実験系を組む
ことによって、その因果関係をみようと思ったわけです。果たして排水中に混じ
っている共存物質としてどういったものであり、影響が魚類に対してどうあるか
ということを検討していきました。
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こちらがその研究です。2007年に発表済みのデータです。世界的にも認識さ
れております。医薬品が、エストロゲンのばく露というものが、野生魚類の個体
群に対して影響をもたらすということがわかったわけです。実際に個体群の崩
壊があった、いなくなってしまったという事例も報告されています。これは家畜
であるウシなどへのEE2投与がその背景にあるということです。

カナダにおいて３年間に渡って春季から秋季にかけて湖全体に添加して、分
子レベルから個体群に至るまでのエンドポイントを計測しています。
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こちらはカナダの地図ですが、今日は米国からカナダにかけて御覧になって
いただきたいと思います。58の指定された調査湖及び水系が存在しています。
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３年間に渡って５月末から10月末にかけて添加を行いましたが、これがエスト
ロゲン添加湖Lake 260です。主な魚種をこちらに示しています。種類があるとい
うことです。結構狭いところが流入口となっています。
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こちらがタイムラインです。ベースライン研究を行っています。これは添加する
前にということです。

超微量の投与を開始し、そして魚類についての計測を行ったわけです。2001
年から2003年、分子レベルにおいて計測を行いました。2006年まで個体及び個
体群における影響をみて、回復はあるのかということも研究対象としました。
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化学物質としての濃度はどうであるのか、各季節においてみています。
ng/L、すなわちpptが単位であります。ppm、mg/Lではありません。ng/Lという
非常に微量なわけです。３年間を通してこの平均値が５ng/Lとか、そのぐらい
のところにあるわけです。環境的にはかなり高い濃度といえます。
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こちらにありますのは、理解を深めるために入れました。水環境へのばく露を
考える際、研究対象の魚種が影響を受けることが必要になります。さきほどの
添加濃度、３層でみていますが、一番上から表水層、循環層、深水層というの
はDOレベルが低いということになります。ミノーというのは、表層水、循環水の
部分に存在しており、この層でばく露を受けるということになるわけです。９フィ
ートとか、それ程度の深さです。つまり、ファットヘッドミノーとそれ以外の魚種と
ではかなりばく露濃度が違うということになります。
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私どものラボにおいては、遺伝子発現をリアルタイムPCRを行って定量的に
みています。ビテロゲニンの遺伝子発現を分子レベルで検討しています。この
遺伝子を雄が持っているということ。遺伝子自体はあるのですが、通常は転写
活性化されていません。いわゆる外因性のエストロゲンにばく露されて初めて
転写活性化されるのです。エストロゲンにばく露されますと、ビテロゲニンの遺
伝子が発現します。つまり、この遺伝子の発現は、エストロゲンばく露を意味し
ています。雌の場合には、ビテロゲニン蛋白質を合成して、そしてその魚はそ
れを消すことができない。いわゆる雌化するということになるわけです。そして
卵を産むということになります。

定量的PCRでみていますが、こちらは肝臓由来のmRNAを検討しています。
例えば11というセルサイクルにおいて数値が低いですが、右のほうにずっとい
きますと、より高いコピー数が得られ、それを検出することが可能となっていき
ます。つまり、このようにビテロゲニンの遺伝子発現と蛋白質発現とでは意味
が違うということをまず念頭に置いて下さい。
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最初の年、添加を行いました。それから１年目、シンシナティに戻りまして、
我々の魚を放流しました。EE2を添加した260の湖水に放したわけです。そして
Lake 114という対照湖の水にもミノーを放流して、遺伝子発現の比較を検討し
ました。

カナダ人として我々がやりたかったのは、添加湖において残留EE2があって、
それが交絡するのを防がなくてはいけないと考えました。残存しているEE2があ
りますと、それによってもビテロゲニンの遺伝子発現してしまうからです。そこ
で、添加湖に関して問題がないか。つまり、そこでもとからいた魚に関しても検
討して、そこでEE2に最初にばく露しているかどうかということも比較検討するこ
とにいたしました。もとからいた魚と後で放流した魚で検討したわけです。
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ポジティブコントロール、陽性対照というものを使ったわけでして、これが５
ng/Lということになります。それからLake 114、こちらは対照の湖、添加してい
ないところです。それからEE2の等量関係もみています。比率の関係でどうなる
のか。５ng/L、ポジティブコントロール、魚が放流されたところと比較してどうな
のかということをみました。ここでわかるように、我々の魚にとってはLake 260
区では５ng/L区と比較して明らかにより高いビテロゲニン遺伝子発現を示して
います。
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Lake 260に関してこのようにみています。RT-PCRでの遺伝子発現を検討して
います。Lake 260に入れる前はどうだったのか。こちらがコントロールで１日
経ったところ、既に変化がみられます。260に放流したばかり、１日目のところで
ビテロゲニンの遺伝子発現が顕著に増えています。さらにばく露期間が長くな
りますと、有意な発現レベル亢進がみられています。

12



Lake 114、対照湖のほうでは変化なしということがわかります。こちらのほうで
すが、260にもともといた魚でありまして、添加前、これは添加する数週前、７月
の段階で検討しています。対照湖の雌についてみると、もともとのビテロゲニン
遺伝子発現が高い。それに対し、ばく露湖の雄では、典型的な雌よりもビテロ
ゲニン遺伝子発現が高いということがわかります。ライフスタイルとしては、産
卵がおよそこの季節に起き、その後は水温が下がってしまうから活動が下がり
ます。雪が降れば活動が停止するという状況であります。ただ、雄では秋にな
りましてもまだビテロゲニン遺伝子発現は続いているということで、影響が続い
ていることがわかります。
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2002年になりまして、まず卵を採ってきて、Lake 260の底質に稚魚をばく露し
て影響を検討しようということにしたわけです。ただ、この実験系はうまくいきま
せんでした。
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2002年、こちらが結果を示しています。時系列的にみていきますと、こちらが
３つの対照湖についてです。魚を遺伝子発現を指標としてみていますが、対照
湖のすべてにおいて採取雄魚のビテロゲニン遺伝子発現は認められないとい
うことがわかります。

もう１つの問題としては、ばく露湖の雄でのビテロゲニン誘導が産卵期を越え
ても続いていることです。
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こちらは雌です。雌に関しては、６月ぐらいからこのような形でビテロゲニンの
発現が認められます。ばく露湖では、ビテロゲニン遺伝子発現が維持されてい
ます。このペーパー、ビテロゲニンの遺伝子発現と蛋白質発現の両方のデータ
からも、産卵期を過ぎても雌はそれでも卵を産もうとしている。
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こちらは2003年の結果です。似たような結果が得られています。まだこの段
階でばく露湖では雄でのビテロゲニン遺伝子発現はがかなり高い。対照湖では
低いということがわかります。
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雌の場合ですが、やはりLake 260においてはビテロゲニンの遺伝子発現が高
いということがわかります。つまり、過剰生産ということで、ビテロゲニン蛋白質
の発現も高くなっているだろうということです。
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こちらは蛋白質をみています。2000年以前からみていますが、ばく露区での
値は黒で示しました。雌においても雄においてもビテロゲニン蛋白質の発現が
高いということがわかります。調査者は、実際に魚を採取しビテロゲニン蛋白質
濃度を測定しています。
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また、分子レベルでは、遺伝子発現が異常になっていることがわかります。そ
して、ビテロゲニン蛋白質発現も影響を受けている。そのために卵巣に組織病
理学的影響が生じていました。卵巣では、こちらでは正常ですが、こちらでは異
常になっています。雄の場合には精巣が卵巣化しているということがわかりま
す。つまり、雄の場合には早期の段階で間性になっているということです。
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では、個体群をみてみましょう。1999年から捕獲個体数をみています。魚がど
のくらい捕れたかということですが、２年目、2001年の段階、ここで添加が始ま
っているのですが、徐々に個体数が下がっている。そしてほぼ採れなくなってし
まいました。２年、３年ばく露が続くと魚はほとんどみられなくなっていきます。
論文にも書いたのですが、５カ月の添加によって５ng/Lですが、これだけ影響
があるということです。ファットヘッドミノーですが、川のほうに行ってまた湖に戻
ってくるというライフスタイルをこの魚は持っています。しかし、実験湖において
は川に行かないという現象もみられました。
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こちらはパールデイスです。2002年、性比は50％を割っています。
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23

レイクトラウトの漁獲数をみてみると、2002年ぐらいから下がり始めています。
興味深いことに、この魚はEEが高濃度の上層には生息していなのので、レイク
トラウトに対して直接的なばく露影響はないはずです。これはエコロジカルカス
ケードが始まっているということです。つまり、EE2の影響はなかったわけです
が、レイクトラウトが食べる魚種の減少による影響がみられているということで
す。



まとめてみますと、最初の添加年をみてみますと、ビテロゲニン遺伝子の発
現が誘導されているということがわかりました。そして１カ月ぐらい、４カ月ぐら
いをみてみますと、腎臓で蛋白質の蓄積があり、腎臓に問題が起きる。また肝
臓細胞のサイズが増加している。
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また、精巣が卵巣化している。そして卵巣に異常がみられたということです。

また、ヒトと違って化学物質が行動異常に及ぼす影響をみるのはなかなか難し
いのですが、典型的な雄のファットヘッドミノーというのは、他の雄を押しのける
ような、かなりアグレッシブな活動がみられるわけですが、それがなくなってい
たということ。

2006年にはファットヘッドミノーの個体数は回復しました。
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以降、この湖には戻っていないので、その後どうなったかわからないのです
が、パールデイス、レイクトラウトの影響はこのような状態です。17カ月、その後
２年、３年、こういった影響がみられました。
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ということで、EE2を一定量添加することによって、環境中のファットヘッドミ
ノーへの影響がみられたということです。

さらに対照試験を行いました。2000年の早期に行ったものですが、21日間の
EE2のばく露試験です。
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こちらですが、３年間の平均が５ng/Lだったわけですが、こちらは非常に高い
濃度です。どのくらい産卵数があったか、受精卵数があったかという繁殖能を
エンドポイントとしてみています。また、死亡数、ビテロゲニンの発現、メタボロミ
クス、代謝物の違い、尿中における代謝物の違いなどもみました。それから組
織の体重当たりの相対重量ということで、特に肝臓体指数や生殖腺体指数な
どをみています。21日間のばく露試験ということで、この文献の著者らと実施し
ました。
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2001年に結果が出ています。21日間のばく露結果です。まず21日をみてみま
すと、雌１個体当たりの１日の産卵数は下がってきているということがわかりま
す。濃度はpptでみています。そして、産卵数を徐々にみているのですが、
4.5ng/Lが一番濃度が高いわけですが、１週間後ではむしろ対照区と変わらな
かったという結果が出ました。対して、２つの低用量区では産卵数に影響がす
みやかにあらわれました。このパターンをみてみますと、21日後の数値をみて
みますと、おそらくおよそすべての濃度区で産卵数に影響があるということで
す。
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さらに、ファットヘッドミノーの肝臓中のビテロゲニンの発現をみてみました。
遺伝子発現なんですが、0.5ng/Lでは影響がないように見えるのですが、1.5、
4.5ng/LではVTG発現はアップレギュレーションされていることがわかります。こ
れはカナダでの全湖試験で添加した付近の濃度です。そうしますと、雄のビテ
ロゲニン発現は上がっていったわけです。しかし、雌でのビテロゲニン発現はこ
の試験においては下がっているということがわかります。
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こちらが血漿中のビテロゲニン蛋白質です。雄ではかなり高い蛋白質の上昇
がみられました。こちらは4.5ng/Lということで、カナダの実験に近い濃度です。
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こちらがまとめです。こららで見ていただきたいのは、まず基準をNOEC、つま
り最大無影響濃度をみるということ。それから環境中の予想無影響濃度をみて
いくということです。これを比較してみますと、NOEC、PNECは0.47ppt以下であ
ったということがわかります。

この化学物質の検出濃度にはばらつきがあることがわかります。LOECとして
検出されたEE2濃度というのは非常に低い。0.19ng/L以下であったということで
す。
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