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（３）マウス生殖細胞死への環境毒性物質の影響とその分子機構に関する研究 

 

研究者 小路武彦（長崎大学医学部第三解剖学教授） 

 

研究要旨 

 哺乳類雄性生殖細胞に於ける細胞死への環境毒性物質の影響に関する知見は、未だ散発的

である。我々は、確立したマウスの実験系を用いて種々の環境ホルモンの生殖細胞死への影

響を検討してきた。平成 13 年度は、マウス精子形成細胞死誘導に対するエストラジオール-3-

ベンゾエート (EB)、ジエチルスチルベストロール (DES)、ビスフェノール A (BPA)及びジク

ロロジフェニルジクロロエテン(DDE)の影響をより低濃度領域から広範囲の濃度(1 ng/kg 体

重 -1 mg/kg 体重)で検討し、その結果 DES では高濃度での細胞死誘導と共に 100 ng/kg 体重

投与での有意な細胞死のピークを見い出した。一方、BPA では高濃度での細胞死誘導の他に

4-40 μg/kg 体重で細胞死誘導阻害が認められた。今回エストロゲン対照として、エチニル

エストラジオール(EE)の効果も検討したところ、EB とは異なり検討範囲内で全く生殖細胞死

誘導活性を認めなかった。これらの結果は、EB もまた生殖毒性物質として作用することを示

している。哺乳類雄性生殖細胞死の分子機構には不明な点が多々あるが、生殖細胞死誘導機

構として Fas/Fas リガンド系の関与に注目して検討した所、EB、DES、BPA の高濃度では関与

が認められたが、低濃度の DES や DDE でのアポトーシス細胞での Fas 発現は認められなかっ

た。一方、何れの場合にも生殖細胞アポトーシス像にはミトコンドリア由来である Bax の顕

著な分布変化を伴っており、生殖細胞死誘導へのミトコンドリアの関与が強く示唆された。

更に低濃度の BPA による細胞死阻害は、Bax 機能を中和する Bcl-2 の発現増大によることが

新たに見い出された。エストロゲン受容体である ERαと ERβの発現を検討したところ、ER

αは Leydig 細胞に特異的に発現していたが、これら環境ホルモンの影響は認められなかった。

一方 ERβは Leydig 細胞と共に精粗細胞及び精母細胞に発現しており、その発現動態がこれ

らの環境ホルモンにより影響を受けることから重要な作用点の一つと考えられた。ERαノッ

クアウト(ERKO)マウスでの検討では、一般に生殖毒性の増大が観察されたが、正常精巣の場

合と同様に DES 処理により精母細胞での ERβの消失が認められるなど、生殖細胞死誘導への

ERβの関与が更に強く示唆された。 
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A. 研究目的 

 「環境ホルモン戦略計画 SPEED'98」（環境庁）でも指摘されているように、内分泌攪乱化

学物質或いは環境毒性物質の作用に関する多くの知見が、特に哺乳動物に関しては科学的な

因果関係の直接的証明がないまま一つの可能性として語られている。既に約 70 種類以上の化

学物質が危険物質として数え上げられており、特にこれらの物質が生殖細胞障害や生殖器系
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異常を誘発する危険性から、人類に対し世代を越えた深刻な影響をもたらす恐れが強く、そ

れらの危険性の科学的な評価は現在最も急務な内分泌学並びに生殖生物学上の問題と思われ

る。そこで本研究に於いては、成熟雄マウスに環境毒性物質を投与し精子形成過程への影響

を検討すると共にその作用分子機構の解明を行うことを目的とした。 

 実際、我々はこれまでに哺乳類精子形成過程並びに卵子形成過程に於いて特にその生殖細

胞死に関する基礎的な検討を重ねてきた。それらの結果を基に、内分泌攪乱化学物質として

知られている DES、BPA 及び DDE を中心として、マウス生殖細胞死への影響を個体レベルで検

討している。特に本年度では、EB、DES、BPA 及び DDE の精子形成過程への影響とその作用機

構を環境ホルモンが作用すると思われる濃度領域で解析することを主な目的とし、以下の課

題を設定した。 

 1)DES及びBPAに関して更に低濃度領域での生殖細胞死誘導効果をTUNEL法により検索し、

EB 投与による誘導効果と比較検討する。また、エストロゲンとしてエチニルエストラジ

オール(EE)を EB と同様に投与し、エストロゲン対照物質間での異同も検討する。 

 2)昨年度作製した BPA 試料並びに新たな低濃度領域での試料等に対し、Fas/Fas リガンド

系及び Bcl-2/Bax 系の発現状態を免疫組織化学的に検討し、TUNEL 陽性細胞との関係を

明らかにする。 

 3)同様な試料に対し、ERα及び ERβの発現検討を免疫組織化学並びに in situ 

hybridization により蛋白及び mRNA レベルで行い、これら内分泌攪乱化学物質の受容体

発現への影響を明らかにすると共に、TUNEL 陽性細胞等との関係を検討する。 

 4)ERα及び ERβのノックアウトマウスを同様に処理し、エストロゲン受容体間での生殖細

胞死誘導効果への異同を検討し、関連遺伝子群の予測を試みる。 

 

B. 研究方法 

1）成熟正常マウス及び ERαﾉｯｸｱｳﾄ(ERKO)マウスへの内分泌攪乱化学物質投与ﾌﾟﾛｺﾄﾙ 

本年度は、環境ホルモンの実際の作用領域と考えられる低濃度投与による効果を中心に検

討した。具体的には、成熟 ICR 雄マウス（6 週齡）にエストロゲンとして EE: 1 ng～1 mg/kg

体重、環境ホルモン物質として DES：1 ng～100 mg/kg 体重、BPA：4 ng～4 mg/kg 体重、DDE：

1 ng～1 mg/kg 体重の各投与量で 5％エタノール/コーンオイルに溶解後、5 日毎に 4 回皮下

注射し、最初の投与 20 日後に組織採取を行った。対照群としては、5％エタノール/コーンオ

イルを同様に投与した。各実験群では、最低 3 匹ずつのマウスを用いた。 

 ERKO マウス（雄；6～8 週齡）については、昨年度及び本年度の結果を基に、EE：1 ng 及

び 1 mg/kg 体重、EB：10 mg/kg 体重、DES：100 ng、100 µg 及び 20 mg/kg 体重、BPA 4 ng

及び 40 mg/kg 体重の各投与量で 5％エタノール/コーンオイルに溶解後、ICR マウスと同様に

5 日毎に 4 回皮下注射し、最初の投与 20 日後に組織採取を行った。対照群としては、5％エ

タノール/コーンオイルを同様に投与した。各実験群は、3 匹ずつのマウスを用いた。 

 ERβノックアウトマウスの検討に関しては、米国を中心とした国際情勢の変化により入手

が遅れている。代替方法としてアンチセンス合成オリゴ DNA を精巣の局所に in vivo エレク

トロポレーションにより遺伝子導入し、本研究プロトコルで利用可能かどうかの検討を行い

つつある。 

 採取した精巣組織は、一部は 4％パラホルムアルデヒド/PBS 固定しパラフィン切片とし、

一部は凍結試料ならびに電顕材料として保存した。パラフィン切片（5 µm）はシラン処理ス
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ライドグラスに拾い、ヘマトキシリン/エオシン染色並びに以下の種々の分子組織細胞化学的

検索に用いた。 

2）アポトーシス生殖細胞の同定と関連遺伝子産物の発現検討 

 昨年度の結果に基づき、アポト－シス細胞の同定には、ターミナルデオキシヌクレオチジ

ルトランスフェラーゼによるビオチン-16-dUTP の取り込みにより DNA 二本鎖切断部位を視覚

化する TUNEL 法を行った。マウス Fas 並びに Fas リガンドの発現は、これらに対するウサギ

ポリクローナル抗体（自作）を用いて免疫組織化学により検討した。また Bcl-2 並びに Bax

発現は、市販抗体により同様に検索した。 

3）ステロイドホルモン受容体の発現検討 

 ERαと ERβの発現動態の解析には、免疫組織化学と in situ hybridization 法を用いて検

討する必要があり、昨年度までの検討結果に基づいた実験条件を施行した。免疫組織化学に

関しては、抗 ERα抗体は市販のものを、ERβに対する抗体は自作（埼玉医大・松村正實教授

及び東大・井上聡講師等との共同研究）のものを用いた。シグナルは最終的に、ペルオキダ

ーゼ標識抗体を用いて視覚化した。In situ hybridization に関しては、昨年度作製し有効

性が確認されたマウス ERα並びに ERβに対する合成オリゴ DNA を用いてそれぞれの mRNA の

発現動態を解析した。 

 尚、これら本研究の施行に当たり、長崎大学医学部動物実験施設動物実験委員会より安全

面と倫理面での審査が行われ、専用飼育室の開設と共に本動物実験計画の実行許可を与えら

れている。 

 

C. 研究結果 

１）成熟正常マウスに於けるエストロゲン並びに種々の環境ホルモン投与による 

精巣への影響 

 昨年度の検討では、エストロゲンとして EB を用い、濃度依存的な生殖細胞アポトーシス頻

度の増大を見い出していた。本年度、更にエストロゲンとして EE を投与し生殖細胞アポトー

シス頻度への効果を検討したところ、対照群と比較して全く生殖細胞死頻度の増大を認めな

かった（図 1）。DES の低濃度投与では、昨年度報告した高濃度投与（20 mg/kg 体重）でのア

ポトーシス細胞の増加（約 3.1 倍）だけでなく、100 ng/kg 体重でもアポトーシス細胞の有

意な増加（約 2.1 倍）が認められ、２層的効果が認められた。BPA 投与では 400 ng/kg 体重

でアポトーシス細胞のわずかな増加が認められたが、逆に 4 µg、40 µg/kg 体重投与ではアポ

トーシス細胞の出現を抑制していた。DDE 投与では 1 mg/kg 体重でアポトーシス細胞の増加

が認められたが、低濃度投与では影響は認められなかった（図 2）。  

２）ERKO マウスに於けるエストロゲン並びに種々の環境ホルモン投与の生殖細胞死への効果 

 ノックアウトマウスでは、EB、DES、BPA 投与により、対照群に比較して一般的にアポトー

シス細胞の増加が認められ、特に DES 100 µg/kg 体重、BPA 40 mg/kg 体重投与では、正常成

熟マウスの場合よりアポトーシス細胞の発現頻度が増加し、対照群に比較して約 3 倍となっ

た（図 3）。 

３）環境ホルモン投与によるアポトーシス関連遺伝子発現の変化 

 正常成熟マウス精巣では、Fas は Leydig 細胞に Fas リガンドは Sertoli 細胞に特異的に発

現し生殖細胞死誘導とは無関係であるが、高濃度の EB や DES により生殖細胞での Fas 発現が

誘導されアポトーシスの引き金となることが昨年度までの研究で明らかとなっている。しか
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しながら、低濃度領域に注目した本年度の検討では、DES を始め EE、BPA、DDE のいずれの低

濃度投与群においても、Fas 及び Fas リガンドの発現に変化は認められなかった。一方、ERKO

マウス精巣では、アポトーシス陽性細胞が著明に増加した DES 100 µg/kg 体重、BPA 40 mg/kg

体重投与群において Fas は Leydig 細胞のみならず精子形成細胞に陽性となり、また同時に

Fas リガンドの Sertoli 細胞での発現も増強していた(図 4)。 

正常成熟マウス精巣における Bcl-2/Bax 系については、Bcl-2 は殆どの精子形成細胞に陽

性であるが、各種環境ホルモン投与による発現の変化は基本的には認められなかった。しか

し、生殖細胞死を阻害する BPA 濃度においては、精母細胞及び精子細胞に顕著な Bcl-2 の発

現が認められた(表１、図 5)。一方、Bax は多くの正常な生殖細胞では細胞質の一部に限定的

に局在したが、DES 低濃度投与群においてアポトーシス細胞の増加（DES 100 ng/kg 体重）に

一致して、Bax が細胞全体に分布する強陽性細胞の増加を認めた。ミラー切片を用いた直接

的検討でも、TUNEL 陽性細胞はほぼ Bax 陽性細胞と一致していた（図 6）。この傾向は、正常

精巣や他の毒性物質投与による TUNEL 陽性細胞でも認められ、生殖細胞アポトーシスに一様

な現象と考えられた。一方、ERKO マウス精巣でも基本的には、TUNEL 陽性細胞と Bax 強陽性

細胞は一致していた。ERβノックアウトマウスの検討は今回遂行できなかった。代替方法と

して ERβ mRNA に対するアンチセンスオリゴ DNA を作製し、in vivo エレクトロポレーショ

ンにより遺伝子発現抑制を試みているが、反応分布の不均一性により一貫した結果が得られ

ていない。現在更に、基本的条件の検討が課題となって残っている。 

4）ERα並びに ERβ発現の動態変化の関与  

 ERαの蛋白並び mRNA は、正常成熟マウス精巣では Leydig 細胞に特異的に発現するが、EE、

DES、BPA、DDE 投与による発現の変化は認められなかった。一方、ERβの蛋白並びに mRNA に

ついては、正常成熟マウス精巣では、精粗細胞並びに精母細胞に発現するが、DES 20 mg/kg

体重投与群で ERβ蛋白発現の著明な減少を認めた。In situ hybridization を用いた mRNA レ

ベルの検討では、ERβ mRNA は精粗細胞並びに精母細胞に検出され、DES 高濃度存在下での

ERβ蛋白の安定性（半減期）の変化の可能性が示唆された（図 7）。しかしながら DES の低濃

度では ERβ蛋白の発現に有意な差異は得られなかった。一方、ERKO マウス精巣では、低濃度

の DES 投与によっても精母細胞から ERβ染色が消失した。 

 

D. 考察 

 本年度は、昨年度以前の研究結果を踏まえ、環境ホルモンとしての作用濃度と考えられる

kg 体重当たり ng のレベルで、EE、EB、DES、BPA や DDE をマウスに投与し、精子形成細胞へ

の影響を検討した。昨年までエストロゲンの対照物質として EB を用い 1 µg/kg 体重で有意な

精子形成細胞死が検出され、その後濃度依存的なアポトーシス頻度の増大を見い出していた

が、環境省で対照物質としている EE では本検討範囲で全く生殖細胞死を誘導しなかった。こ

の結果は、EB もエストロゲンの代謝抵抗アナログとして生殖毒性物質活性をもっていること

を示しており、以前の結果の解釈に注意を喚起された。 

 一方、DES では生殖細胞死のピークが 100 ng/kg 体重と 20 mg/kg 体重の 2 点で観察され、

また BPA の低濃度範囲（4-40 μg/kg 体重）での生殖細胞死頻度の有意な低下が再確認され

た。この結果は、環境ホルモン各々の濃度依存的生殖毒性効果は多様であり広濃度範囲でき

め細かく検討する必要性を再び示唆している。BPA による生殖細胞死頻度の減少が、Bax の機

能を中和・阻害する Bcl-2 の顕著な発現を伴っていることから、以下に述べるようにミトコ
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ンドリアの関与が予想される。 

 環境ホルモンによる生殖細胞死誘導への分子機構を検討する目的で、Fas/Fas リガンド系

と Bcl-2/Bax 系の関与を系統的に検討した結果、Fas 系は mg/kg 体重を越すような高濃度処

理の場合には発現が明白であったが、DES の低濃度処理での細胞死誘導時には発現は認めら

れず、むしろ劇的な精巣障害時に積極的に配偶子を死滅・除去させる機構として働いている

ことが示唆された。このことは、精巣が免疫特権臓器であり、精巣障害による配偶子の血流

への流入による免疫反応の誘起を抑える機構として注目される。 

 一方、Bax は DES の低濃度処理での細胞死誘導時にもアポトーシス細胞に強発現しており、

分布変化も顕著であったことから、環境ホルモンによる生殖細胞死誘導機構として直接的な

関与が示唆された。またこの事は､Bax の細胞内分布変化がミトコンドリアの機能変化と密接

に関係していることから、環境ホルモンの作用点としてミトコンドリアを加えて考える必要

を提起したい。昨年度の検討で、DES のような環境ホルモンが細胞の抗酸化機構を低下させ

ることを明らかにしており、これら抗酸化機構がミトコンドリア機能と密接な関係を持って

いることを考えると今後更に SOD 活性や GSH 量の変動に関する検討が必要になるものと思わ

れる。更にこれらのミトコンドリア機能への影響の検討は、作用機構の解明と並ぶ重要な課

題である環境毒性物質の作用を生体内で中和し障害を回避するための具体的方策の策定にも

大きな期待を抱かせるものである。 

 ミトコンドリアはすべての真核細胞に存在するが、生物種間による機能の多様性について

の検討は少ない。環境ホルモンによるミトコンドリア動態や機能への影響を検討することは、

生物種間で見られる環境ホルモンへの感受性や障害の差異を明らかにできる可能性があり、

新たな環境ホルモン効果の種を超えた定量的アセスメント法の開発へも繋がることが予想さ

れる。 

 環境ホルモンの作用がエストロゲン受容体を介するものなのか否かの検討は、根本的な重

要性がある。本研究により、ERαをノックアウトした ERKO マウスでも正常マウス精巣と基本

的には同様な生殖細胞アポトーシス誘導が認められたことから、ERαの直接的な重要性は低

いと考えられる。ERβに関しては、生殖細胞に発現しており、その半減期が作用物質によっ

て変化することから生殖細胞死との関連性が示唆されるが、現在のところアポトーシス細胞

と直接的な ERβ発現動態変化との関連は明白でなく断定的な結論は難しい。この点に関して

は、DES 処理による脳下垂体での顕著な ERβ陽性細胞の増大を観察しており（data not shown)、

むしろ下垂体ホルモン系の発現変異により二次的に生殖細胞のアポトーシスが誘導される可

能性も否定できない。 

 本年度の検討で EB も環境ホルモンとして働く可能性が認められたが、昨年度の EB や DES

への胎仔期暴露による出世後の雄性生殖腺機能への影響検討においても既に生後２週で明か

な精子形成早熟効果を見い出した。現在この早熟現象が精子形成過程開始時期の若令化によ

るものか、或いは精子形成過程そのものの短縮によるものなのかの検討は中断しているが、

次世代への影響を考える上で早急に解決される問題と考える。また雌マウスでの性早熟の有

無や卵巣機能変化についての検討も重要な検討課題であると思われる。 

 

E. 結論 

・ 本研究において、エストロゲンアナログ(EB)やエストロゲン様活性を有す化学物質(DES、

BPA 等)が、マウス精子形成細胞に対し強力な生殖毒性物質として働き、更に「環境ホルモ
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ン作用濃度領域」と思われる低濃度範囲においては多様な反応性を示すことが判明した。 

・ 生殖毒性物質の生殖細胞誘導機構に関しては、その高濃度では Fas 及び Fas リガンド系

の関与が強く示唆されたが、いわゆる環境ホルモン作用濃度では Fas 系の関与は認められ

ず、むしろ Bax と Bcl-2 発現並びにそれらの細胞内分布変化が生殖細胞アポトーシス動態

と一致しており、環境ホルモンの作用点としてミトコンドリアに注目する必要性を提案し

た。 

・ ERα並びに ERβの関与に関しては、生殖細胞死への直接的関係は認められない。しかし

ながら、特に ERβは細胞増殖や発癌或いは癌の転移と密接に関与する c-Fos/c-Jun 複合体

との反応性が知られ、また生殖細胞でも発現が見られることから注目に値すると思われる。

実際、下垂体での ERβ発現が生殖毒性物質により顕著に増大すること等から、精巣及び卵

巣のみならず全身的に発現動態を検討する必要がある。 
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 成熟雄マウスに種々の濃度で EE、EB を 5 日毎に皮下投与し、初回投与から 20 日目に精巣を採取

し、そのパラフィン切片を用いて DNA 二本鎖切断部位を検出する TUNEL 染色を行い、アポトーシス

細胞を検出したもの。アポトーシス頻度は、精細管円形断面当たりの TUNEL 陽性細胞数を％として

示した。対照としては、5％エタノール/コーンオイルを投与した。EE 投与群ではアポトーシス頻度

の増大は認めなかった。一方、EB 投与群では 1 µg/kg 体重投与量以降に於いて濃度依存的な生殖細

胞アポトーシス頻度の増大を認めた。 
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 成熟雄マウスに種々の濃度で DES、BPA、DDE を 5 日毎に皮下投与し、初回投与から 20 日目に精

巣を採取し、そのパラフィン切片を用いて DNA 二本鎖切断部位を検出する TUNEL 染色を行い、アポ

トーシス細胞を検出したもの。アポトーシス頻度は、精細管円形断面当たりの TUNEL 陽性細胞数を％

として示した。対照としては、5％エタノール/コーンオイルを投与した。DES 投与群では低濃度で

のアポトーシス細胞の有意な増加があり、2層的効果が認められた。一方、BPA投与では4µg、40 µg/kg

体重投与でアポトーシス細胞の有意な抑制が認められた。 

 




