
国立環境研究所の山本です。過分な御紹介ありがとうございます。

「魚類、無脊椎動物を用いた内分泌かく乱作用の試験法開発状況と主な試験結果に
ついて」ということでお話をさせていただきます。
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現在、国立環境研究所で研究しております。
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本日ですけれども、4つ程度の内容についてお話をさせていただく予定になっていま
す。

これが概要になっておりますが、1つ目がメダカ拡張一世代繁殖毒性試験（MEOGRT）
についての試験結果が出てきておりますので、それについての御報告。2つ目が、幼
若メダカを用いた抗アンドロゲン、抗男性ホルモン作用の検出試験の開発事業とその
検証状況についてお話しをする。3番目ですが、ミジンコの幼若ホルモンの検出試験
法、これも開発途上ですけれども、これについてほぼ検証試験等も終わってきましたの
で、その状況についてお話しし、最後に新たに最近魚類胚を用いた試験法についての
検証が行われておりまして、そういったものが提案されておりますので、その状況につ
いて簡単に説明をしたいと考えております。
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それでは、最初に1番目の話ですが。
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その前に、先ほど山﨑様のほうからお話がありましたけれども、EXTEND2016の枠組
みの中では、試験法の開発というのが重要な概念の一つとなっておりまして、その開
発した試験法を用いて影響を評価し、有害性を評価してリスク評価まで持っていくとい
うことになっておりますので、試験法の開発というのが要になっております。
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実際EXTEND2016の2段階のリスク評価、有害性評価の枠組みですけれども、その
際に試験法がキーとなっておりまして、これも先ほど山﨑様のほうから少しお話があり
ましたけれども、第1段階試験の生物試験に加えて、第2段階の有害性の確認試験と
いうのが重要になってきています。

その中で、エストロゲン作用、それから抗エストロゲン様作用とアンドロゲン作用につい
ては、メダカ拡張1世代繁殖試験、いわゆるMEOGRT試験というものの開発が進めら
れてきまして、これは米国とともに開発をしてきましたが、これについてはすでに承認さ
れまして、その試験が実施をされています。
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これはMEOGRT試験の全体のタイムラインですけれども、非常に長い試験になってお
りまして、親のメダカに対して、まずは産卵個体に対してばく露する。そこで卵を回収し
まして、その卵が孵化し育てていく過程でばく露を継続する。その後そのF1世代と言わ
れていますが、その仔どもの世代が最終的にまた産卵をする。その卵の数を数える
と、ここの繁殖のところが一番効いてくるエンドポイントなのですが、それからそこから
回収した胚についての孵化まで見るというような、合計で19週という非常に長い試験に
なっております。
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まず、これも先ほど説明しましたけれども、F0世代、親の世代で卵を回収します。その
卵を集約、再分配して孵化後の仔魚を集める。それから、遺伝的な性別を確認し、仔
どもの世代、F1世代の卵を数えるといったことをやります。これが全体的な流れとなっ
ております。
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これが実施した試験機関、これは我々の国立環境研究所にある流水ばく露装置になっ
ておりますが、連続的にここにストック溶液という濃い溶液がありますが、それと飼育水
とを混ぜて連続的に水を送るシステムになっております。

容器のサイズ等もそれぞれ成長段階に応じて大きさが変わる形になっておりまして、1
日5換水ということになっています。
御質問頂いていますが、5換水というのは1日に水槽が5回入れ替わるということなの
ですが、5回一遍に入れ替わるのではなくて、連続的に水が出て入ってというように、
大体5換水なので4時間～5時間ぐらいで入れ替わるような水の流れになっています。
こういった水温、溶存酸素を保ちながら、長日周期で給餌をしながら実施します。こちら
がこの装置の様子になっております。
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実施対象物質ですが、平成27年、28年にかけて、ノニルフェノールとビスフェノールA
について試験を実施しましたが、29年度～30年度（2017年から2018年度）にかけて天
然の女性ホルモンのエストロンと、4-tert-オクチルフェノールの2物質について、これは
別機関で実施されたのですけれども、試験が実施されましたので、この結果について
私から報告をさせていただきます。
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まず、エストロンの結果ですが、エストロンの左側がF0、親の世代の産卵の結果です。
この結果、産卵数は、一番上の濃度、284というところで若干下がる。14％というわず
かな低下ですが、ほぼ、ほかの濃度については影響はないということが分かってきまし
た。これは受精卵数とそれから受精率の若干の低下が見られるというレベルです。

それに対して、F1世代については、一番上の濃度はほぼもう採卵ができなかったとい
う状態で、2番目の89.1ng/Lという濃度でかなり産卵数が低下しましたが、これは統計
の解析方法によって有意差がついたりつかなかったりといったような結果になりまし
た。

これを文字どおり解析すると、284というところが一番最高の濃度、ここのところが有意
差がつくLOECになって、2番目のところがNOECになるのですが、別の解析手法を使
うともう30%程度低下しておりますので、この辺りが生物学的に有意な差がつくところ
かなとは考えておりますが、この辺については少し専門家の判断を今お願いしている
ところです。
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それから次ですが、オクチルフェノールの結果なのですけれども、こちらはF0では有意
な低下は認められませんでしたが、F1世代において最高濃度から次の濃度、その次
の濃度まで若干ですが産卵数、総産卵数、受精卵数に低下が見られました。受精率に
ついては一番最高濃度だけが低下が見られたといったことが確認できました。
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これはビテロゲニンという卵黄前駆たんぱくの左側が雄の濃度と、右側が雌の濃度で
す。これですが、見ていただいたら分かりますけれども、F1世代のほうが阻害が大きい
ということが分かってきましたが、基本的には雄のところについては結構繁殖に影響が
出るよりも低い濃度からビデロゲニンの誘導が見られるということが分かってきました。
特にそれがF0世代よりもF1世代が大きいということが分かってきました。
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続いてオクチルフェノールのほうですが、雄の結果が左側、雌の結果が右側なのです
けれども、雄、雌ともにF1世代のほうがやはり顕著な影響が認められるということと、
先ほどと同様なのですが、9.91µg/Lというところで有意な差が出てくる。ただ産卵では
それほど大きな差は出てこなかったですが、ビデロゲニンの誘導については明らかに
9.91というところで影響が認められるということが分かってきました。
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これがエストロン、E1の結果にまとめになっております。少し複雑な表になっておりま
すが、それぞれF0、F1、F2の世代での各エンドポイントのLOEC、最小の影響濃度が
記載されています。

見ていただいたら分かりますけれども、これは先ほどの繰り返しになりますが、総産卵
数、受精卵数、受精率ともにF1世代では284という最高濃度で統計的な有意差が確認
されましたが、別の手法を使うと89.1というところでも有意差がつく。また、30%程度の
低下が見られたということが確認されました。

ほか、体長、湿重量ほか、エンドポイントについてもそれぞれ確認がされまして、ビデロ
ゲニンについてはやや低い濃度の8.54あるいは2.68というところで有意差が確認され
たということが分かってきました。
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続いてオクチルフェノールですけれども、オクチルフェノールについは、これも先ほどお
話ししたとおりですけれども、F1世代の繁殖のところで9.91というのがLOECになりまし
て、F0世代よりも低いところで繁殖への阻害というのが明らかになってきましたし、ビデ
ロゲニンについても若干それに近いものが得られましたが、ちょっとここのところ有意
差のつく、つかないといったところで、若干LOECの値が変わってきているといったとこ
ろがあります。
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続いてJMASA、幼若メダカの抗男性ホルモン作用の検出試験の開発状況について御
説明をさせていただきます。
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こちらは、先ほどの2段階に分かれた段階的な有害性評価の枠組みの中での抗アンド
ロゲン様作用についてです。最終的な確認の試験はTG240、MEOGRT試験で実施す
るということなのですが、ここの検出用の試験、スクリーニング用の生物試験というもの
が開発されていなかったということもあり、メダカを使った試験法についてOECDに提
案し、それについて専門家会議の中で指摘された部分について特に検証を実施してき
ました。
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JMASA試験、幼若メダカの抗アンドロゲン作用の検出試験の概要ですけれども、メダ
カの幼若体、性的に未成熟な幼若体に4週間ばく露することによって、そのばく露後の
雄の尻びれの乳頭状小突起を確認することで、抗アンドロゲン作用を確認する試験で
す。

下側は、OECD TG229の短期繁殖毒性試験なのですが、こちらは成魚からばく露す
るために、既に乳頭状小突起が出現し、性成熟をした後ですので、化学物質をばく露し
たとしても、尻びれの乳頭状小突起の消失ということは起こりません。ですので、やや
成魚ではなく幼若体を用いることで、尻びれの乳頭状小突起の出現というのをエンドポ
イントにして、抗アンドロゲン作用を確認するというような試験法になっています。
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JMASA試験のタイムラインなのですが、42日齢、6週齢の魚を使って4週間ばく露する
試験になっております。ただ、ここでは性別が明らかに分かっておりませんので、雄、
雌というのは見た目で何となく分かるのですが、まだ分かっていない個体が結構多い
ですので、7匹導入して4連で実施します。
濃度区は3程度でということになっていますが、これはあくまでもスクリーニング試験と
いう位置づけですので、そういったような連数、濃度区になっております。

最終的に、尻びれ上の乳頭状小突起やビデロゲニン、成長等を確認するというような
試験系になっております。
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これまでの経緯を御説明させていただきますが、検証試験については2016年から
OECDに試験法を提案し、その後継続的に実施してまいりました。抗アンドロゲン様作
用を持つとされる陽性対照物質として、フルタミドやビンクロゾリン、それからフェニトロ
チオンやリニュロンについて試験を実施してきました。

また、これは第1段階の試験管内試験において陽性であるという候補のマンネブにつ
いても、昨年度から実施をしておりまして、これについても報告ができるのではないか
と考えております。今日はこの結果については、まだ解析途中なので御発表できませ
ん。

ほかの作用として、女性ホルモン作用であったり男性ホルモン作用そのものについて
も試験を実施しましたので、それについて。

それから、陰性物質としてクロモリン酸、SDS等がありますので、そういった物質につ
いても試験を実施してきました。

プロトコル案自体は2016年に提出されまして、2018年のOECDの専門家会議におい
て検証レポートを報告いたしましたが、試験の実施のリングテストを3か所以上の試験
機関で実施すべきであるといったことの指摘を受けましたので、現在3か所目の試験機
関の御協力を頂きながら実施をしているところです。

ガイダンス文書を最終的に作成する予定ですが、その素案については2021年10月に
開催される予定の専門家会議に提出し、2022年、来年の試験法の承認会議で提案
し、承認がされればなと考えております。
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乳頭状小突起の形成過程については、御存じの方は御存じだと思いますが、横軸に
全長、それから縦軸に乳頭状小突起数を表しています。それぞれの日齢をここに示し
ていますが、日齢が増えていくに従って性成熟が進んでいき、大体40日～45日後ぐら
いから乳頭状小突起が出現してきます。なので、この35日、ここらあたりから試験を実
施するというような形で、最終的に乳頭状小突起の出現を確認するといったことになっ
ております。
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これは検証試験の結果なのですけれども、これはそれぞれの試験機関、lab-1とlab-2
での結果ですけれども、フェニトロチオンという陽性と考えられる物質についての試験
結果ですが、それぞれlab-1、lab-2とも乳頭状小突起の出現数が減少しているといっ
たことが、濃度が上がるに従って減少するということが分かってきました。

ただ、高濃度になってくると、成長自体が抑えられてくるという成長阻害も起きてきます
ので、そこをきちんと区別するような濃度を見つけることが、この試験のポイントになっ
てくるかなと考えます。
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同じように3つ目のlabについても試験を実施していただきました。最高濃度での有意
差がつかなかったのですが、若干乳頭状小突起の低下が見られましたので、さらにほ
かの物質についても現在試験を実施していただきまして、検証を進めているところで
す。
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続いてビンクロゾリン、これも抗アンドロゲン作用を持つと考えられる物質ですけれど
も、これについても最高濃度区で乳頭状小突起の低下が見られました。1つ目のlabも
そうですが、2つ目のlabについては若干低いところでの乳頭状小突起の出現数が低
下しましたが、大体傾向としては同程度であるといったことが分かってきましたので、こ
の物質について同じような結果が出るかどうかを3つ目の試験機関で実施しておりま
す。

結果としては受け取っておりますが、大体同じような結果が出ておりますので、その結
果について、OECDの試験法検証会議に報告できればと考えております。
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同じように、抗アンドロゲン作用を持つフルタミドについても、最高濃度区で影響が出て
います。同じように、lab-2のほうでも影響が出ていますが、若干有意差がつく濃度のと
ころが少し違いますが、いずれにせよそれぞれのこのフルタミドの抗アンドロゲン作用
を乳頭状小突起の出現数で確認することができるということが分かっています。3つ目
のlabについても、現在結果を取りまとめているところです。
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陰性対照物質としては、クロモリン（クロモグリク酸）という物質が、これはRADARアッ
セイという胚を使った抗アンドロゲン作用の確認試験でも使われている陰性対照物質
なのですが、これを使ってlab-1と、lab-2で実施されまして、これについては同等に乳
頭状小突起の減少は認められなかったといった結果になりました。
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これは3つ目のlabについても、結果が出ておりまして、同じように乳頭状小突起の減少
については見られないといったことが分かっております。
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以上、検証結果の結果をまとめさせていただきますと、この結果として抗アンドロゲン
作用を複数の物質について複数の試験機関で検出することができました。この手法に
ついては、一部抗アンドロゲン作用でなくてエストロゲン、アンドロゲン、ステロイド合成
阻害剤の試験を実施しましたが、それについても同じように乳頭状小突起の出現が低
下したり、あるいはビデロゲニンの上昇が確認されたりといったような形で、そういった
形でも一部利用できますが、ただエストロゲン作用と抗アンドロゲン作用をどういうふう
に区別するかというような問題も少しありますので、そこについては可能性があります
が、まだ十分な検証はできていないと考えています。

この試験法のキーなのですけれども、これ先ほども申し上げましたが、一般毒性による
成長阻害という問題もありますので、成長阻害によって乳頭状小突起が出現しないと
いう可能性もありますので、全長、体長に対して影響が出ない、かつ抗アンドロゲン作
用が確認できる濃度の設定といったところがポイントになってくるかなと思います。

またもう一つのキーというのが実は体長でして、どこのとこめで始めるかというのが、今
日齢で区切られていますが、やはり成長度合いをきちんとそろえない限りは、若干結
果とした違うことになるということもありますので、それも含めて体長との関係について
3つの試験機関で実施した結果について検証を実施する予定です。
この結果については取りまとめさせていただきまして、先ほどお話ししましたよう検証
レポートをOECDの専門家会議に提供、報告し、コメントを頂き、最終的にはガイダンス
文書として承認されるといったことを期待しております。
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続いて3つ目、ミジンコの幼若ホルモン検出試験法、JHASAと言いますが、これの試験
法の開発と検証の状況について御報告をします。
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これは、同じくまたEXTENDの枠組みの中で、幼若ホルモン、あるいは脱皮ホルモン
等の検出それから有害性の確認の枠組みになっておりますが、既に第2段階の確認
試験としてオオミジンコの繁殖毒性試験、OECD TG211にAnnex 7という雌雄を確認
する手法が追加されております。これについては、我々の国立環境研究所で承認、検
証し、提案、承認されたものです。

それに対して、検出のスクリーニングの試験というのが十分に整備されていなかったと
いうこともありまして、このTG211のAnnex 7というのは21日間ずっとやるということで
非常に時間がかかる。1,000匹ぐらい、非常に多くの雌雄を確認しないといけないとい
うこともあって、検出試験が重要だと言われておりましたので、これについて試験法の
開発を実施してきました。これについてお話をします。
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先ほどもお話ししましたが、21日間、7日目ぐらいから仔どもを産みますが、それを合計
1匹当たり大体100～200ぐらいの産仔があります。ですので、10回の繰り返しをやると
1,000～2,000という非常に多くの個体の雌雄を確認しないといけないということで、非
常に今煩雑な試験になっているので、それを一部2腹目のところを切り取って、かなり
成長してきて、ある程度産仔が安定してきたというところで、10日～17日齢の雌個体を
使って雌雄を判定するというスクリーニング試験法について提案をさせていただいてお
りまして、この検証の状況についてお話をします。
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提案書については、既に2015年に提案して、それぞれ提案後プロジェクトとして認めら
れております。

その後リングテストするためのプロトコル案を作成し、その際に専門家からは検証試験
を実施するべきだ、系統差はどうか、あるいはノンケミカルストレスと言われているよう
な温度や密度、硬度等の影響について調べるべきだということで、予備試験を実施し
まして、2018年から国内、国外の試験機関に御協力頂きまして、リングテストを実施し
てきました。
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その結果についてもう既に御報告しているところですが、本日はノンケミカルストレスの
話を少し御紹介したいと思います。

ノンケミカルストレスというのは、先ほども少しお話ししました温度や硬度、密度、栄養
状態が変わることによって、ミジンコの雄が出現するのではないかというような話です。

これについて十分な知見がなく、その影響がかなりあるのではないかということを確認
するべきだという専門家の御意見に従って検証を実施してきました。
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例えば温度なのですが、20℃、28℃、30℃と高温になるとその傾向があるのかなとい
うことだったのですが、実際、雄の産生というのは確認されませんでした。ただ30℃に
なってくると、繁殖自体が低下するといったような問題があるということも分かってきま
したし、30℃で飼育後20℃にしても産仔が見られないといったことも分かってきました。
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続いて硬度ですけれども、高硬度になるとこれも同じように産仔に影響があるかという
こと、あるいは雄の出現があるかということを調べたのですが、これについては影響が
ないといったことが分かってきました。
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密度について、給餌量を増加して密度を増やす、あるいは給餌量をそのままで密度を
増やすという条件でやりましたが、これについても影響が確認はされませんでした。
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ということで、JHASAについては既に7機関でのリングテストが終了しておりまして、陽
性対照物質、陰性対照物質、1物質ずつの結果を報告しております。これについては、
それぞれ若干の差がありますけれども、ほぼ同等の結果が起こっています。

ですが、ノンケミカルストレスについては検討が十分でなかったということで、今回検
討させていただきましたが、特に重要な影響を及ぼすということはありませんでした。

ただ、光周期のところについてまだ十分終わっておりませんので、これについては今結
果を取りまとめているところですが、それについて併せて報告をする予定です。

リングテストの結果は、既に昨年OECDの試験法の専門家会議のところで御報告をし
ているところです。
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最後に、魚類胚を用いた試験について御紹介をします。

39



魚類胚を用いた意見というのは、欧州を中心に動物福祉の概念が広がっておりますの
で、その概念が脊椎動物ということで、哺乳類、げっ歯類だけではなくて、魚類試験に
も来ているというところがあります。

そういった観点で、急性毒性試験、OECDのTG203ですが、これがなかなか使用でき
ない、あるいはその中に瀕死症状というのを入れましょう、あるいは魚類胚を用いた試
験にしましょうといったことに変わってきています。

その一環もありまして、内分泌かく乱作用の確認についても、魚類胚を用いた試験が
使えないのかといったようなことで、トランスジェニックな魚を使って、魚類の胚を使った
試験法が幾つか提案されておりますので、それについて御紹介します。
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１つ目が、EASZYアッセイと言われる方法ですけれども、ゼブラフィッシュの胚を用い
た方法で、これはアロマターゼのプロモーターを導入したのですが、ゼブラフィッシュの
胚を用いたエストロゲン受容体を介する内分泌かく乱物質の検出試験になっています
が、これについては現在検証を進められているところで、いずれこれは承認されると考
えられています。
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続いてRADARアッセイという試験法ですが、これはメダカの胚にイトヨのスピギンたん
ぱくと言われている男性ホルモンを発現することで産生するようなたんぱくを導入した
試験法です。

これについては、抗アンドロゲン作用を確認するために、アンドロゲンと共ばく露するこ
とによってできるのではないかといったようなことで、提案をされています。

既にこれについてはかなり検証が進んできておりまして、もしかしたら一部、後で大西
さんのほうから御紹介頂くかもしれません。Watch frog社というフランスの会社で作成
されて、井口先生らのグループと共に開発された試験法です。
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同じフランスのWatch frog社と井口先生らのグループで開発された方法としては、
REACTIVという、今度はメダカを使ったエストロゲン作用の検出の試験法というのが
提案されています。

これについては、我々も現在検証実験について協力を実施しているところです。少し先
ほどと違うのは、コリオゲニンのプロモーターなどを導入しているといったところが、
EASZYアッセイはゼブラフィッシュですので、少し違うところかなと思いますので、メダ
カを使って一貫して評価ができるという意味では、我々がEXTENDでやっている枠組
みにも一部利用できる可能性があるのではないかと考えております。
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ということで、本日4つの案件について御紹介をさせていただきました。
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最後、今回こういった機会を与えていただきまして、環境省環境保健部安全課と事務
局に感謝をいたします。

以上です。
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