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 H23 第２回 作用・影響評価検討部会 

11.11.24 

 参考資料 １  

 

平成２２年度第１段階試験管内試験の実施結果について  

 

１．材料（供試物質） 

（１）被験物質 

メダカエストロゲン受容体レポータージーン試験及びメダカアンドロゲン受容体レポー

タージーン試験の被験物質として、以下の試薬を用いた。被験物質は、溶媒に 10-1 M で

溶解したものを調製して-20℃で保存し、使用時に適宜、溶媒で希釈して使用した。 

 

表 1 被験物質  

化学名 略名 CAS No. MW 入手先 純度 

2,4,6-トリブロモフェノール 

(2,4,6-Tribromophenol) 
TBP 118-79-6 330.8 Sigma 99.7% 

2,4-トルエンジアミン 

(2,4-Toluenediamine) 
TDA 95-80-7 122.17 Sigma 99.7% 

p-ジクロロベンゼン 

(p-Dichlorobenzene) 
PDCB 106-46-7 147 Sigma 99.9% 

N,N-ジメチルホルムアミド 

(N,N-Dimethylformamide) 
DMF 68-12-2 73.09 Sigma 99.9% 

ヒドラジン 

(Hydrazine) 
HDZ 302-01-2 32.05 TGI 98.4% 

フェンチオン 

(Fenthion) 
MPP 55-38-9 278.3 Wako 99.3% 

 

（２）陽性対照物質 

メダカエストロゲン受容体レポータージーン試験及びメダカアンドロゲン受容体レポー

タージーン試験では、各作用について、以下の物質を陽性対照物質として用いた。陽性対

照物質の供試試薬は、溶媒に 10-1 M で溶解したものを調製して-20℃で保存し、使用時に

適宜、溶媒で希釈して使用した。 
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表 2 陽性対照物質  

作用 陽性対照物質 略名 CAS No. MW 入手先 純度 

エストロゲン作用 
17β エストラジオール 

(17β-Estradiol) 
E2 50-28-2 272.4 Wako >97% 

抗エストロゲン作用 
4-ヒドロキシタモキシフェン 

(4-Hydroxytamoxifen) 
OHT 68047-06-3 387.5 Sigma 99.9% 

アンドロゲン作用 
11 ケトテストステロン 

(11-ketotestosterone) 
11KT 564-35-2 302.4 Sigma ≧98% 

抗アンドロゲン作用 
フルタミド 

(Flutamide) 
FLU 13311-84-7 276.2 Sigma 100% 

 

（３）溶媒 

被験物質及び陽性対照物質を培地に添加するための溶媒には、ジメチルスルホキシド

（Dimethyl sulfoxide、DMSO）を用いた。 

 

２．方法 

OECD TG455(Stably Transfected Human Estrogen Receptor-α Transcriptional 

Activation Assay for Detection of Estrogen Agonist-Activity of Chemicals)を参考に、化

学物質の内分泌かく乱作用に関する日英共同研究において開発したメダカエストロゲン受

容体レポータージーン試験及びメダカアンドロゲン受容体レポータージーン試験を今回採

用した。開発に際し既存の方法
1～7)

も参照した。なお、今回実施したレポータージーン試

験の原理について、添付資料 1 にまとめた。 

 

実施したレポータージーン試験の基本的な流れ  

 

 

 

24ウェルプレートへ細胞播種 

↓ 

培養（24時間） 

↓ 

ベクター（3種類）の細胞導入 

↓ 

培養（4時間） 

↓ 

被験物質を培地へ添加 

↓ 

培養（40時間） 

↓ 

 

測定 

培地の除去 

↓ 

細胞溶解液による細胞溶解（15分） 

↓ 

発光基質（ホタルルシフェリン）の添加 

↓ 2秒 

ルミノメーターによる発光の測定（5秒） 

↓ 

発光基質（ウミシイタケルシフェリン）の添加 

↓ 2秒 

ルミノメーターによる発光の測定（5秒） 
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試験手順および試験条件の詳細（表）を以下に示す。 

 

（１）メダカエストロゲン受容体 α（ERα）レポータージーン試験 

24 穴マイクロプレートに播種、24 時間培養したヒト胎児腎臓由来の HEK293 細胞（5

×104細胞/well）に、メダカの ERα を発現するベクター、ER 応答エレメントをホタルル

シフェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだベクター（ERE-TK-Luc）及び恒常的にウミシイ

タケルシフェラーゼが発現するコントロールベクター（pRL-TK-RLuc）を一過的に導入

した。導入試薬は Fugene 6（プロメガ社）を用いた。ベクターの導入４時間後に下記 a)

又は b)に示す方法で被験物質等を添加した。 

 

a) エストロゲン作用検出系 

被験物質の濃度区は、それぞれ DMSO に溶解した被験物質を終濃度として 1×10-5～

1×10-11 M（公比 10）となるように培養液中に添加した。陽性対照物質（E2）の濃度区

は、同様にそれぞれ 1×10-7～1×10-13 M（公比 10）となるように添加した。すべてにお

いて DMSO の終濃度は 0.1%とした。また、陰性対照区は、DMSO を終濃度 0.1%で添

加した。 

b) 抗エストロゲン作用検出系 

被験物質の濃度区は、DMSO に溶解させた E2 を培養液中に終濃度として 2×10-10 M

で添加し、そこに、それぞれ DMSO に溶解した被験物質を終濃度として 1×10-5～

1×10-11 M（公比 10）となるように添加した。陽性対照物質（OHT）の濃度区は、同様

にそれぞれ 1×10-7～1×10-12 M（公比 10）となるように添加した。また、陽性対照区は、

E2（2×10-10 M）を添加し、そこに DMSO を添加した。すべてにおいて DMSO の終濃

度は 0.2%とした。また、陰性対照区は、DMSOを終濃度 0.2%で添加した。 

 

被験物質（又は陽性対照物質）の添加から 40 時間、CO2インキュベータ内で静置培養

した。培養完了後、細胞を溶解し、基質を添加してホタル及びウミシイタケルシフェリン

の発光強度を Dual-Luciferase Assay System（プロメガ社）を用いてルミノメーターで

測定し、相対発光強度（ホタル／ウミシイタケ）を算出した。被験物質の濃度区の相対発

光強度を陰性対照区の相対発光強度（平均値）で除した値を転写活性化倍率（fold 

activation）とした。 

 

（２）メダカアンドロゲン受容体 β（ARβ）レポータージーン試験 

24 穴マイクロプレートに播種、24 時間培養したヒト肝がん細胞由来のHepG2 細胞（5

×104 細胞/well）に、メダカの ARβ を発現するベクター、AR 応答エレメント（mouse 

mammary tumor virus （MMTV）由来）を持つMMTV プロモーターをホタルのルシフ

ェラーゼ遺伝子の上流に組み込んだベクター（ARE-MMTV-Luc）及び恒常的にウミシイ

タケのルシフェラーゼが発現するコントロールのベクター（pRL-TK-RLuc）を一過的に
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導入した。導入試薬は Fugene HD（プロメガ社）を用いた。ベクターの導入４時間後に

下記 a)又は b)に示す方法で被験物質等を添加した。 

 

a) アンドロゲン作用検出系 

被験物質の濃度区は、それぞれ DMSO に溶解した被験物質を終濃度として 1×10-5～

1×10-11 M（公比 10）となるように培養液中に添加した。陽性対照物質（11KT）の濃

度区は、同様にそれぞれ 1×10-6～1×10-12 M（公比 10）となるように添加した。すべて

において DMSO の終濃度は 0.1%とした。また、陰性対照区は、DMSO を終濃度 0.1%

で添加した。 

b) 抗アンドロゲン作用検出系 

被験物質の濃度区は、DMSO に溶解させた 11KT を培養液中に終濃度として 1×10-

8M で添加し、そこに、それぞれ DMSO に溶解した被験物質を終濃度として 1×10-5～

1×10-7M（公比 10）となるように添加した。陽性対照物質（FLU）の濃度区は、同様

にそれぞれ 1×10-5～1×10-7M（公比 10）となるように添加した。また、陽性対照区は、

11KT（1×10-8 M）を添加し、そこに DMSO を添加した。すべてにおいて DMSO の終

濃度は 0.2%とした。また、陰性対照区は、DMSOを終濃度 0.2%で添加した。 

 

被験物質（又は陽性対照物質）の添加から 40 時間、CO2インキュベータ内で静置培養

した。培養完了後、細胞を溶解し、基質を添加してホタル及びウミシイタケルシフェリン

の発光強度を Dual-Luciferase Assay System（プロメガ社）を用いてルミノメーターで

測定し、相対発光強度（ホタル／ウミシイタケ）を算出した。被験物質の濃度区の相対発

光強度を陰性対照区の相対発光強度（平均値）で除した値を転写活性化倍率（fold 

activation）とした。 
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今回実施したレポータージーン試験の条件  

 

  エストロゲン作用  抗エストロゲン作用  アンドロゲン作用  抗アンドロゲン作用  

細胞株 HEK293 HepG2 

受容体発現ベクター medaka ER alpha/pcDNA medaka AR beta/pcDNA 

試験レポーターベクター ERE-TK-Luc ARE-MMTV-Luc 

コントロールレポーター 

ベクター 
pRL-TK-Rluc 

試験用培地 DMEM （2mM L-glutamine、10% FCS を含む） 

試験環境 37℃、CO2インキュベータ 

細胞播種数 5×104 cells／ウェル （24 ウェルプレート） 

連数 3 ウェル／濃度 

試験液量 1 mL 

溶媒 ジメチルスルホキシド（DMSO） 

溶媒終濃度 0.1% 0.2% 0.1% 0.2% 

被験物質添加終濃度 

（試験濃度） 

10-11～10-5M 

公比 10 

10-10～10-5M 

公比 10 

10-11～10-5M 

公比 10 

10-8～10-5M 

公比 10 

共添加物質及び添加濃度 - 
E2 

2×10-10 M 
- 

11KT 

1×10-8 M 

陽性対照物質 E2 OHT 11KT FLU 

陽性対照物質添加終濃度 
10-13～10-7M 

公比 10 

10-12～10-7M 

公比 10 

10-12～10-6M 

公比 10 

10-11～10-6M 

公比 10 

E2：17β-エストラジオール  OHT：4-ヒドロキシタモキシフェン 

11KT：11-ケトテストステロン  FLU：フルタミド 

 

 

（３）データ解析 

a) エストロゲン作用及びアンドロゲン作用（アゴニスト作用）検出系の解析 

陽性対照物質（E2 又は 11KT）の転写活性化倍率（fold activation）の最大値が 2 以

上であった場合に、正常な応答が得られていると判定し、以下の解析を行った。 

被験物質の各濃度区について、転写活性化倍率に陰性対照区と比較して有意かつ用量

依存的な反応（転写活性化倍率の上昇）が認められるかを統計学的に検定した

（ANOVA 及びWilliams' multiple comparison test）。有意な反応が認められる場合に

は、解析ソフト（GraphPad Prism、GraphPad Software 社）を用いて、3-parameter

の非線形回帰モデル（解析ソフトの”log(agonist) vs. response (three parameters)”）に

よって EC50 値（最大転写活性の 50％の転写活性を示す濃度）を算出した。さらに

EC50値が得られた被験物質については、陽性対照物質（E2 又は 11KT）の EC50値に対
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する相対活性比（Relative potency, %）を算出した。EC50 値が算出できなかった場合

には、参考値として陽性対照物質の最大転写活性の 10％値相当の転写活性を示す濃度

（PC10）を算出した。また、試験濃度範囲において転写活性化倍率に有意な反応が認め

られなかった場合には、（試験濃度範囲において）被験物質がメダカ ERα 又は ARβ 遺

伝子の転写活性（エストロゲン又はアンドロゲン作用）を示さなかったと結論した。 

b) 抗エストロゲン作用及び抗アンドロゲン作用（アンタゴニスト作用）検出系の解析 

陽性対照物質（OHT 又は FLU）に共添加させた E2 又は 11KT の転写活性化倍率

（fold activation）の最大値が 2 以上であった場合に、正常な応答が得られていると判

定し、以下の解析を行った。 

被験物質の各濃度区について、転写活性化倍率に陽性対照区と比較して有意かつ用量

依存的な反応（転写活性化倍率の低下）が認められるかを統計学的に検定した

（ANOVA 及びWilliams' multiple comparison test）。有意な反応が認められる場合に

は、解析ソフト（GraphPad Prism、GraphPad Software 社）を用いて、3-parameter

の非線形回帰モデル（解析ソフトの”log(agonist) vs. response (three parameters)”）に

よって IC50値（最大転写活性を 50％阻害を示す濃度）を算出した。さらに IC50値が得

られた被験物質については、陽性対照物質（OHT又は FLU）の IC50値に対する相対活

性比（Relative potency, %）を算出した。IC50値が算出できなかった場合には、参考値

として陽性対照物質の最大転写活性の 30％の転写阻害活性を示す濃度（lin.IC30）を算

出した。また、試験濃度範囲において転写活性化倍率に有意な反応が認められなかった

場合には、（試験濃度範囲において）被験物質がメダカ ERα 又は ARβ 遺伝子の転写阻

害活性（抗エストロゲン又は抗アンドロゲン作用）を示さなかったと結論した。 

 

３．結果 

（１）メダカエストロゲン受容体 α レポータージーン試験 

メダカエストロゲン受容体 α（ERα）レポータージーン試験は、エストロゲン作用に関

して、2,4-トルエンジアミン（TDA）、p-ジクロロベンゼン（PDCB）、N,N-ジメチルホル

ムアミド（DMF）、ヒドラジン（HDN）の 4 物質、抗エストロゲン作用に関して 2,4,6-

トリブロモフェノール（TBP）、p-ジクロロベンゼン（PDCB）、ヒドラジン（HDZ）、フ

ェンチオン（MPP）の 4 物質について実施した。 

試験の結果、エストロゲン作用に関して、TDA、PDCB、DMF 及び HDN のいずれに

おいても、試験濃度範囲（~1×10-5M（10 μM））においてメダカ ERα に対する転写活性

（エストロゲン作用）は認められなかった（表 3 及び図 1）。陽性対照物質（E2）の EC50

値は 9.7×10-11M であった。 

また、抗エストロゲン作用に関して、TBP、PDCB、HDN 及び MPP のいずれにおい

ても、試験濃度範囲（~1×10-5M（10 μM））においてメダカ ERα に対する転写阻害活性

（抗エストロゲン作用）は認められなかった（表 3 及び図 2）。陽性対照物質（OHT）の

IC50値は 2.3×10-10M であった（E2 共添濃度：2×10-10M）。 
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表 3 メダカエストロゲン受容体 α（ERα）レポータージーン試験の結果  

被験物質 

メダカエストロゲン受容体 α レポータージーン試験 

エストロゲン作用 抗エストロゲン作用 

EC50値(M) 
Relative 

potency（％） 
IC50値(M) 

Relative 

potency（％） 

2,4,6-トリブロモフェノール   得られなかった － 

2,4-トルエンジアミン 得られなかった －   

p-ジクロロベンゼン 得られなかった － 得られなかった － 

N,N-ジメチルホルムアミド 得られなかった －   

ヒドラジン 得られなかった － 得られなかった － 

フェンチオン   得られなかった － 

17β エストラジオール 9.7×10-11 100   

4-ヒドロキシタモキシフェン   

2.3×10-10 

（試験 1） 

3.8×10-10 

（試験 2） 

100 

 ： 試験対象外 
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図 1 各被験物質の転写活性（メダカ ERα）  
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試験 1  

 

 

 

試験 2  

 

 

 

 

 

図 2  E2 共存下における各被験物質の転写阻害活性（メダカ ERα）  
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（２）メダカアンドロゲン受容体 βレポータージーン試験 

メダカアンドロゲン受容体 β（ARβ）レポータージーン試験は、アンドロゲン作用に関

して、ヒドラジン（HDN）及びフェンチオン（MPP）の 2 物質、抗アンドロゲン作用に

関して、2,4-トルエンジアミン（TDA）、p-ジクロロベンゼン（PDCB）、N,N-ジメチルホ

ルムアミド（DMF）及びヒドラジン（HDZ）の 4 物質について実施した。 

試験の結果、アンドロゲン作用に関して、HDN 及び MPP のいずれにおいても、試験

濃度範囲（~1×10-5M（10 μM））においてメダカ ARβ に対する転写活性（アンドロゲン

作用）は認められなかった（表 4 及び図 3）。陽性対照物質（11KT）の EC50値は 3.2×10-

9M であった。 

また、抗アンドロゲン作用に関して、TDA、PDCB、DMF 及び HDZ のいずれにおい

ても、試験濃度範囲（~1×10-5M（10 μM））においてメダカ ARβ に対する転写阻害活性

（抗アンドロゲン作用）は認められなかった（表 4 及び図 4）。陽性対照物質（FLU）の

IC50値は 4.2×10-6M であった（11KT共添濃度：1×10-8M）。 

 

表 4 メダカアンドロゲン受容体 β レポータージーン試験の結果  

被験物質 

メダカアンドロゲン受容体 β レポータージーン試験 

アンドロゲン作用 抗アンドロゲン作用 

EC50値(M) 
Relative 

potency（％） 
IC50値(M) 

Relative 

potency（％） 

2,4,6-トリブロモフェノール     

2,4-トルエンジアミン   得られなかった － 

p-ジクロロベンゼン   得られなかった － 

N,N-ジメチルホルムアミド   得られなかった － 

ヒドラジン 得られなかった － 得られなかった － 

フェンチオン 得られなかった －   

11 ケトテストステロン 3.2×10-9 100   

フルタミド   4.2×10-6 100 

 ： 試験対象外 

 



 11 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 各被験物質の転写活性（メダカ ARβ）  
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図 4 11KT共存下における各被験物質の転写阻害活性（メダカ ARβ）  
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参考資料－１  

 

フェンチオンの試験結果について  

 

フェンチオンについては、抗エストロゲン作用の検出を目的にメダカエストロゲン受

容体 α（ERα）レポータージーン試験を実施したが、その結果において、1×10-5M で E2

共存下での転写活性に上昇が認められた。そのため、参考としてフェンチオンについて

エストロゲン作用検出系での試験を実施した。 

その結果、1×10-5M で転写活性の上昇がみられた（図 1）。この試験結果において EC50

値は算出できなかったが、PC10値は 3.2×10-6M、その相対活性比（E2 の EC10に対する

相対比）は 0.00041％であった（表 1）。なお、1×10-4M では細胞毒性が認められた。 

 

 

表 1 フェンチオンのメダカエストロゲン受容体 α（ERα）レポータージーン試験結果（参考）  

被験物質 

メダカエストロゲン受容体 α レポータージーン試験 

エストロゲン作用 抗エストロゲン作用 

EC10値(M) 
Relative 

potency（％） IC50値(M) 
Relative 

potency（％） 

フェンチオン 
NA 

（PC10=3.2×10-6） 
0.00041   

17β エストラジオール 1.3×10-11 100   

NA： 試験濃度範囲において転写活性又は転写阻害活性は認められたが、EC50又はIC50が算出できなか
ったことを示す。 

PC10：陽性対照物質の最大転写活性の 10％値相当の転写活性を示す濃度。 

 ： 試験対象外 

 

 

 

 

図 1 フェンチオンの転写活性（メダカ ERα）  
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添付資料－１  

今回実施したレポータージーン試験について  

 

 

レポータージーン試験は、ホルモン受容体発現ベクターと目的とするホルモン（受容体）

応答配列の下流にレポーター遺伝子（ホタルルシフェラーゼ遺伝子等）を人為的に組み込

んだプラスミドベクター（試験レポーターベクター）を細胞内に導入し、被験物質が受容

体へ結合したときに生体内のホルモンと同様のメカニズムで発現する遺伝子産物の量（酵

素活性）を化学発光法によって検出する試験法である。これによりホルモン受容体を介し

た化学物質の転写活性を推定することができる。 

本試験で使用したアッセイシステム（Dual-Luciferase® Reporter Assay System、プロ

メガ社）では、ウミシイタケのルシフェラーゼ遺伝子を組み込んだコントロールレポータ

ーベクターを、試験レポーターベクターと同時に細胞へ導入することによって、ベクター

の細胞への導入効率やウェル間の細胞数の違いを標準化することができる。 

 

 

 

翻訳

ルシフェラーゼルシフェラーゼ（ホタル）（ホタル）ルシフェラーゼルシフェラーゼ（ホタル）（ホタル）

発光を
検出
発光を
検出

ホルモン
受容体

リガンド （ホルモン or 化学物質）

リガンドと
受容体の結合

１）ホルモン受容体発現ベクター

および試験レポーターベクター、

コントロールレポーターベクターを

動物細胞へ導入

２）リガンド（ホルモン or 化学物質）

の添加

３）リガンドとホルモン受容体の結合

４）ホルモン受容体の遺伝子応答配

列への結合（単体もしくは二量体

として）

５）細胞内のコファクター（転写因子）

などを利用してレポーター遺伝子

を転写・翻訳

６）細胞の溶解

７）基質の添加、発光

８）ルミノメーターによる検出

ホルモン
受容体発現
ベクター

ホタルルシフェリン

（基質）

ルシフェラーゼルシフェラーゼ（ウミシイタケ）（ウミシイタケ）ルシフェラーゼルシフェラーゼ（ウミシイタケ）（ウミシイタケ）

動物細胞
(HEK293, HepG2）

ウミシイタケルシフェリン

（基質）

１．ホルモン応答による転写活性 ２．内部コントロールの転写活性

転写

コファクター
との結合

発光を
検出
発光を
検出

試験レポーター ベクター コントロールレポーター ベクター

翻訳

ルシフェラーゼ遺伝子（ウミシイタケ）

転写

ルシフェラーゼ遺伝子（ホタル）ホルモン応答配列ホルモン応答配列

 

    

図 1 今回実施したレポータージーン試験の原理  
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