
それでは、「EXTEND2016における試験管内試験及び両生類試験の開発及び検証」
についてお話しさせていただきます。
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まず初めに、第1段階の試験管内試験についてお話しします。
第1段階の試験管内試験としては、ここに記載しています5種類のレポータージーン試
験法が開発されています。
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ここに示しました表は、昨年11月の化学物質の内分泌かく乱作用に関する検討会の資
料です。先ほど山﨑分析官等も御説明されていますが、この中の赤枠でたところが、
第1段階の試験管内試験として実施、あるいはこれから実施を予定している試験法に
なります。

内分泌かく乱作用に関して、EXTENDでは生物試験と同じ生物のホルモン受容体を用
いたレポータージーン試験を実施することにしています。そのようなスキームの中で、
それぞれの試験法が令和元年までに開発されています。実際の試験対象物質での試
験については、この後川嶋先生からお話があると思いますが、平成22年より実施され
ています。
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次に、レポータージーン試験の開発の経緯について若干御説明させていただきます。
現在実施しているレポータージーン試験についてはSPEED’98～EXTEND2016のも
とで実施された日英共同研究ですとか基盤的研究などの取組の中の成果として開発
されてきています。

ここには一部ですけれども、その中で先生方が研究されて発表された論文を掲載して
います。
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次に、レポータージーン試験について簡単に試験法を御説明します。

EXTENDの中で使っているレポータージーン試験については、いずれもデュアル・ルシ
フェラーゼアッセイという手法を基に開発されたものです。レポータージーン試験では、
培養細胞の中にホルモンの受容体を発現する遺伝子を導入します。それにホルモン
が結合した後さらに反応することによって、別の遺伝子が発現して何かのたんぱく質を
つくります。ここでは、ホタルのルシフェラーゼという酵素を作る遺伝子が組み込まれて
います。このようにいくつかの遺伝子を動物細胞の中に人為的に入れ込んで、そこに
化学物質をばく露させるというような試験法です。

そして、反応物として生成されたルシフェラーゼの量をホタルのルシフェリンの発光とし
て計測するという方法になっています。

デュアル・ルシフェラーゼ法というものは、もう一つコントロールレポータというものを細
胞の中に入れ込むことによって、ホルモンの働きとは関係なく細胞の活性を評価し、そ
れを基に標準化することができることになっています。
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もう少し詳しく説明しますと、レポータージーン試験については2種類の試験方法がご
ざいます。

1つが、ここに書いていますアゴニスト作用を調べる試験法で、いわゆるホルモンと類
似した作用が化学物質にあるかどうかを調べるための試験法となります。

例えば化学物質が、先ほど御説明しましたようなホルモン受容体などを発現するように
仕組んだ細胞の中に入ってきて、ホルモンと同じような作用をしますと、受容体と結合
して最終的にはホタルルシフェリンの発光が強くなるということになります。

その場合、右のように化学物質の濃度に応じて発光の強さが高くなりますので、試験と
しては発光の強さが最大の強さの半分程度になるような濃度、50%影響濃度、EC50
と言っていますが、こういうものを算出しようとしています。
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試験法としては、もう一つございます。例えばエストロゲン作用を阻害するような作用、
抗エストロゲン作用というようなものを調べるような作用の試験。つまり、本来のホルモ
ンの作用を阻害するような化学物質があった場合、その作用の強さを調べるための試
験です。

試験では、化学物質と一緒に本来のホルモンを一緒に投与します。そのホルモンが本
来ですと先ほどのように濃度に応じて光るわけですけれども、ホルモンの作用を阻害
する作用が化学物質にあると、受容体と結合してもその先の遺伝子発現、遺伝子の転
写活性化を起こせなくなります。その結果として、本来の発光の強さがだんだん化学物
質の濃度によって低下していくという現象が見られます。

この試験では、指標として本来の発光の強さを半分程度に阻害する濃度、50%阻害濃
度IC50を算出します。
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実際に、どのようにレポータージーン試験を実施しているかを簡単に御説明します。

試験管内試験と言われていますので、試験管を使って試験を行うようなものもございま
すが、現在EXTENDの中で実施している試験では、①の写真にあるような96穴のマイ
クロプレートというものを使って行っています。96個の穴があります。その容器の中に
先ほどの細胞を入れて、培養液を入れて、そこへ化学物質も入れてばく露を行いま
す。細胞を左側の写真の真ん中にあるようなインキュベーターの中で、試適な条件で
培養します。

培養後に、細胞を溶かしてそれをサンプルとして、ルミノメーターというもので、ホタル
ルシフェリンの発光の強さを、あるいはウミシイタケルシフェリンの発光の強さを測りま
す。

データはこのように数値として出てきますので、それらを解析して、右側の⑥にあるよう
な解析を行って、EC50あるいはIC50を計算するということを行っています。

8



次に、レポータージーン試験について、妥当性などを検証したデータについて御説明し
ます。

各作用のレポータージーン試験では、実際にその試験がうまく動いているかどうかとい
うことを確認するために、陽性対照物質、つまりその作用を起こすことが分かっている
化学物質を使って試験を行い、試験系が適正に動いているかなどを判断しています。

例えば、アゴニストの作用、抗エストロゲン作用であれば、魚のエストロゲンである
17β-エストラジオールを使って試験を行っています。そのほかの作用についても、ここ
に記載していますような化学物質を使って、陽性対照としての試験を行っています。

下のグラフについては、それぞれの物質について平成22年から行ってきた試験で、ど
の程度のEC50あるいはIC50値だったかというものを図化したものです。おおむね平
均値±3～5倍ぐらいの範囲に収まっています。一定の感度で試験が実施されていたと
いうことがわかります。
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次に検証の事例としてレポータージーン試験と生物試験のデータを比較した事例を3つ
ほど御紹介します。

この表は、先ほど山本先生も説明されましたものです。例えばEXTENDの中の内分泌
かく乱作用の有害作用の枠組みで、生殖に及ぼす影響のエストロゲン様作用について
は、第1段階の試験管内試験としてメダカのエストロゲン受容体αレポータージーン試
験を実施します。その後同じく第1段階の生物試験であるメダカ短期繁殖試験TG229
というものを実施します。ここでは、この両者の結果を比較した事例を御紹介します。
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下段に、レポータージーンアッセイの結果、上段に魚類短期繁殖試験TG229で行った
メダカの肝臓のビテロゲニンの測定結果を示しています。それぞれエストラジオール、
エチニルエストラジオール、4-tert-ペンチルフェノール、4-クロロ-3-メチルフェノールの
結果です。

御覧頂きますように、エストラジオールですとEC50の値が小さくなり、4-クロロ-3-メチ
ルフェノールでは大きい、グラフが右側に寄っていることが分かります。

それぞれの比を出してみますと、このようになります。

1つ訂正がございます。環境省のホームページに掲載した資料では、これ一番右の4-
クロロ-3-メチルフェノールが6,000倍程度になっているのですが、ここで書いてある5万
倍と6万2,000倍というのが正しい値ですが、いずれにしても全体をみると、それぞれの
相対関係が一致しているということで、メダカのレポータージーンアッセイと生物試験が
同様の傾向を示していることが分かります。
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次に、もう一つの事例として、抗アンドロゲン作用に関して、メダカアンドロゲン受容体
レポータージーン試験の結果と、先ほど山本先生から御説明がありましたJMASAの結
果を比較した事例を御紹介します。
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同様に、下がレポータージーンアッセイの結果、上段の図が二次性徴、つまり尻びれ
の乳頭状小突起の計測したデータとなっています。

左側の3つ、フルタミド、ビンクロゾリン、フェニトロチオンについては先ほど山本先生か
らも御説明がありましたが、抗アンドロゲン作用が考えられる物質として生物試験を実
施したもの。一番右のクロモリンは、抗アンドロゲン作用がない陰性物質として試験が
実施されたものです。レポータージーン試験の結果を御覧頂きますとおり、陽性である
フルタミド、ビンクロゾリン、フェニトロチオンについては、それぞれIC50が出ています
が、クロモリンについては転写活性に対する阻害作用は見られていません。

このように、ここでもレポータージーンアッセイの結果と生物試験の結果に一致が見ら
れていることが確認できています。
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次に、幼若ホルモン作用に関して、レポータージーン試験と生物試験の結果を比較し
た事例を御紹介します。
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同様に、下にレポータージーン試験の結果、上段に生物試験の結果を示しています。
生物試験の結果については、先ほど山本先生はOECDのリングテストの結果を御説
明されていましたが、ここでは国立環境研究所のAbeさんらの論文に記載された結果
を引用しています。

左側の3つ、幼若ホルモンⅢ、メトプレン、フェノキシカルブについては、上段の生物試
験の結果では、オレンジで表された濃度で、生まれた仔どもの中に雄の仔虫がいたと
されています。この3物質については、下段の幼若ホルモン作用に関するレポーター
ジーン試験の結果でも陽性の反応が見られ、EC50が算出されています。
一方、一番右の3,5-ジクロロフェノールは陰性対照物質として使われた物質ですけれ
ども、レポータージーン試験では有意な反応が見られていないという結果がえられ、生
物試験の結果と一致しています。

これらのことから、試験法の妥当性が確認されています。
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では次に、両生類の試験法について御説明します。

両生類の試験については、EXTENDの中では甲状腺に及ぼす影響の第1段階の生物
試験及び第2段階の生物試験となっています。
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先ほどと同じ表ですが、ここでは下から3つ目、甲状腺ホルモン様作用、抗甲状腺ホル
モン様作用の第1段階の生物試験として、両生類変態試験、通称AMAと呼んでいる試
験が採用されています。そして第2段階の試験として、幼生期両生類成長発達試験、
LAGDAと呼ばれる試験が採用されています。この両者は、いずれもOECDでは既にテ
ストガイドラインとして採択された試験法です。
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まず初めに、これらの試験法の開発の経緯について簡単に御説明します。

両生類変態試験（AMA）については、SPEED’98～EXTEND2005の中の取組、すな
わち試験法開発の取組として開発が進められた試験法です。日本とドイツとアメリカが
主導して、試験法のテストガイドライン化をOECDへ提案し、その検証のために、リング
テストが2001年～2007年に実施されています。
それらの結果を踏まえて、2009年にOECDにおいてテストガイドラインが採択されて、
テストガイドライン231として現在OECDのホームページ等で公表されています。
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次に、第2段階の生物試験であるLAGDAについて御説明します。
LAGDAは、AMAのテストガイドライン化が終わったEXTEND2005～2016の中で、日
米二国間協力の下で開発された試験法です。

具体的には、日米両国がそれぞれ検証試験を実施して、定期的に行っています日米
二国間会議を通じてそれらの結果を共有しつつ、試験法の検討あるいは精緻化をして
いき、2009年にそれらの状況を踏まえて、日米共同でOECDへテストガイドライン化の
提案をしています。さらに日米両国で様々な検証試験を行って、それらの検証試験を
取りまとめた結果を踏まえて、テストガイドライン案を提案し、2015年にテストガイドライ
ンの241番として採択されています。
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次に、それぞれの試験法について簡単に御説明します。

AMAは、視床下部から脳下垂体、それから甲状腺に対する、いわゆる甲状腺系に対
する作用を持っている化学物質のスクリーニングを目的とするという試験法で、OECD
が決めています「内分泌かく乱物質の試験と評価に関する概念的フレームワーク」とい
うものの中で、レベル3（複数の内分泌機構／経路のデータを提供するin vivo試験）と
いうものに位置づけられています。

試験では、アフリカツメガエルのNF stage 51に相当するオタマジャクシ（幼生）を試験
生物として、21日間にわたってばく露を行います。
ばく露期間中の7日目と暴露終了時の21日後に、ここに記載していますようなエンドポ
イントを測定します。エンドポイントのうち、発達段階の指標であるNF stageと後肢長
が試験物質の甲状腺系に対する使用の指標となります。また、ばく露終了時には甲状
腺の組織を観察することになっています。
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次に、LAGDAについて御説明します。
LAGDAは、甲状腺系に対する作用に加えて、生殖腺系に対する影響、作用も検出で
きる試験法として開発されました。

さらに加えて、致死や成長に対する影響も評価できるということで、OECDのフレーム
ワークの中では、レベル4（内分泌かく乱化学物質に関するエンドポイントへの有害性
の作用のデータを提供できるin vivo試験）に位置づけられている試験法です。
試験では受精直後、産卵された直後のアフリカツメガエルの胚、卵ですけれども、これ
を試験生物として、カエルになるまでの期間、正確にいうと、 NF stage 62から10週間
後まで、トータル約16週間にわたって化学物質でばく露する試験です。
この試験期間の間に、前半では幼生期のエンドポイントとして特に甲状腺系に対する
影響について記載しているエンドポイントを調べます。試験終了時には主に生殖腺系
に対する影響を調べることになります。

ただ、EXTEND2016の中では、LAGDAは甲状腺に及ぼす影響に対する第2段階の生
物試験として採用していますので、EXTENDの中では試験の途中の幼生期のエンドポ
イント測定までを試験期間とするということが想定されます。
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これが実際に試験をしているような状況ですが、試験ではアフリカツメガエルの成体、
つまり成熟した雌雄のカエルにホルモンを注射して産卵を誘発します。

LAGDAでは、産卵直後の受精卵を供与しますので、産卵された卵をそのまま試験に
用います。AMAでは卵をNF stage 51まで飼育し、異常がない個体を試験に用いま
す。

試験は、先ほど山本先生のMEOGRTので御説明と同様に、流水式のばく露装置を用
いて行います。

ばく露期間中は定期的に水温ですとか溶存酸素、あるいはその他の環境条件を測定
して、異常がないことを確認します。
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次に、両生類試験法の検証の事例についてお話しします。

両生類変態試験、AMAについては、先ほど御説明しましたように、OECDによるリング
テストが実施されています。リングテストの中では、主にここに記載した5つの物質を
使って試験が行われました。サイロキシンは甲状腺ホルモンの一種で、甲状腺ホルモ
ン作用の陽性物質として使われます。プロピルチオウラシル、過塩素酸ナトリウム、ベ
ンゾフェノン-2については、甲状腺ホルモンの合成を阻害する作用を持つことが知られ
ており、甲状腺系に対する抗甲状腺ホルモン系の化学物質として試験に用いられまし
た。イオパノ酸については、甲状腺ホルモンの体内での代謝阻害を及ぼすことが知ら
れており、そのような作用の検証に用いられています。

LAGDAについても、この同じ物質を用いて試験を行って、試験法の妥当性あるいは有
効性などの検証を行っています。
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初めにAMAの検証試験の結果を簡単に御説明します。上段にばく露21日後のオタマ
ジャクシの写真を掲載しています。左上がコントロール、すなわち化学物質で処理をし
てない場合の典型的なオタマジャクシです。右上のサイロキシンでばく露されたオタマ
ジャクシを見ていただきますと、後ろ足が非常に大きく、いわゆるカエルの形に近いこと
が分かります。すなわちサイロキシンで21日間ばく露されたことによって、変態が促進
されたということが分かります。

一方左下のベンゾフェノン-2を見ていただきますと、後ろ足がほとんど見えないぐらい
小さい状態です。すなわち、ベンゾフェノン-2にばく露された個体では、変態あるいは発
達が阻害されたということが分かります。

暴露21日後の後肢長の長さをグラフ化したものを下に掲載しています。試験を実施し
た中で、真ん中、左2番目の過塩素酸ナトリウムについては、日本の試験機関が実施
した試験の結果としては、統計学的に有意な変化が後肢長に見られていませんでし
た。
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ただし、21日後の甲状腺の組織を観察すると、いろいろな有意な変化が起きたことが
確認されています。甲状腺というのは、カエルの頭の両目の間にある小さな器官です。
ここを薄い輪切りにした組織標本を使って、細胞などを観察します。中央に示したコント
ロールの甲状腺を見ていただきますと、ピンク色で染まった部分が分かると思います。
ここは甲状腺ホルモンの材料となる物質が蓄えられている部分です。その周りの青い
小さい粒が、甲状腺ホルモンを作る細胞です。右下のベンゾフェノン-2を見ていただき
ますと、合成阻害がされた結果、甲状腺ホルモンの材料となるような物質がほとんどな
く、それを産生するための細胞が増大あるいは増生していることが分かります。過塩素
酸ナトリウムについては、足の長さに有意な変化がみられなかったと申し上げました
が、甲状腺を見ると同様の変化が見られており、甲状腺組織が有力なエンドポイントに
なるというようなことが示されています。
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次に、同じ物質を使ってLAGDAの検証試験を実施した結果をまとめて記載していま
す。

一番上がばく露期間中の累積死亡率。2番目がNF stage 62という段階に到達するま
でにかかった時間。一番下がそのNF stage 62の段階の体重を示しています。
特徴的なものとしては、累積死亡率について、サイロキシンですとかイオパノ酸、ベン
ゾフェノン-2で有意な上昇が見られています。LAGDAと先ほどのAMAは同じ濃度で試
験を行っていますが、AMAでは死亡はほとんど見られていませんでした。したがって、
LAGDAでは、より死亡に対して感度が高いということが分かりました。同様に、成長に
対する影響も大きく検出できるということが分かりました。
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AMAとLAGDAにおいて、それぞれのエンドポイントで有意差が見られた、いわゆる
LOECをまとめたのがこの表になります。この表の中で、薄い黄色でハッチングしてい
る部分が、その同じ項目の中で、よりLOECが低かったところを表しています。
全体的に見ると、成長ですとか死亡率、あるいは一部では発達など有害性に関わる指
標がLAGDAで低い濃度で影響が見られたことが分かります。したがって、LAGDAは
第二段階の生物試験として、有害性を評価する試験法として有用である可能性が高い
ということが確認されています。
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先ほど申しましたたようにEXTEND2016の中ではLAGDAは生殖腺に対する影響では
なく、甲状腺に及ぼす影響を見るための第二段階の生物試験として使うことを想定して
いますが、ベンゾフェノン-2を用いた試験では、NF stage 62から10週間後まで暴露を
行い、生殖腺への影響も確認しています。ここではベンゾフェノン-2が甲状腺に影響を
及ぼし、発達を遅延させる一方で、遺伝的な雄の精巣を雌の卵巣に転換させるという
ような影響が見られています。このように、本来の両方見るという役割もうまく検出でき
るという、生殖腺と甲状腺への影響両方が検出できる事例も日米二国間協力の中で
明らかとなっています。
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最後に、簡単にまとめて、今後の課題についてお話しします。

EXTEND2016の内分泌かく乱作用に関する有害性評価の枠組みで、第1段階の試験
管内試験として実施するレポータージーン試験については、評価対象とする試験法は
全て開発がされた状況にあります。

各レポータージーン試験については、先ほどお示ししましたように、生物試験の結果等
と比較することによって、妥当性や有用性の検証が進められています。

また、同じくEXTENDの枠組みの中で、化学物質の甲状腺に及ぼす影響に関して作
用の有無及び有害性を評価するための第1段階、第2段階の生物試験として、両生類
変態試験（AMA）と、幼生期両生類成長発達試験（LAGDA）が開発され、それぞれ日
本も協力してOECDでテストガイドライン化されています。
これらの試験については、同様に陽性物質等を用いた試験を実施してエンドポイントの
反応性を含めて試験法の妥当性、有用性、あるいは今後の評価における課題等の検
証を進めています。

ただし、両生類の試験については、メダカなどの魚類と比較して既存の知見が相対的
に少ないことが課題として挙げられます。したがいまして、今後EXTEND2016の取組
を通して知見の蓄積を図りつつ、それらを踏まえて化学物質、すなわちEXTENDの中
で選定された試験対象物質の評価を実施していくことが必要になってくると考えます。

私の発表は以上で終わります。御清聴ありがとうございました。
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