
環境省の国際協力事業である、内分泌かく乱物質に関する日英共同研究、日米二国
間協力の概要に加えて、アメリカ環境保護庁・ダルースの研究所で開発されている、
SeqAPASS という、動物実験を行わないで、1種類の動物のデータを他の動物にも適
用する方法の提案、さらに、EUが、科学研究に巨額の資金を投入してる
HORIZON2020 の中の、EURIONの取り組み（8グループに、総額5,000万ユーロ、
約63億円）の概要を簡単に紹介します。
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日英共同研究は、1998年のG8環境大臣会合における、日英両国間の内分泌かく乱
物質問題に対する共同研究の合意に基づき、1999年から5年毎に更新して、現在第5
期になっています。

第5期では、内分泌かく乱物質に加えて、新たな懸念となる、新興物質の問題も加え、
行政間の連携・協力を強化しています。
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第2期から4つのコアプロジェクトグループで研究を行ってきました。
現在の研究テーマは、

コア-１： EDC及びCECの処理排水中及び環境中での挙動の推定に関する研究、並び
にそれらの環境への排出を削減するための方法に関する研究；

コア-２： EDC及びCECのスクリーニングのための様々な分子メカニズムの解析、in
vitroのスクリーニングシステムの開発及び各作用メカニズムに関連する遺伝子改変魚
の確立に関する研究；

コア-３： 水生生物及びその他の生物種の生殖、発生及びそれらへの複合的な影響を
理解するための化学物質の試験における様々なエンドポイントの評価に関する研究；

コア-４： EDC及びCECの野生生物の個体群への影響の推定、並びに他の化学物質
やストレスとの複合的な影響を含む野生生物に対する環境リスクの解析に関する研究
を行っています。
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2015年から2019年までの、日英共同研究参加者の集合写真。
2019年には第5期の日英共同研究の継続が合意されました。
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2020年はイギリスでの会合が予定されていましたが、コロナ禍により、10月26－27日
にWebで開催しました。
左上右から3番目のイギリスDEFRAのClaire・Dixsonさんの司会で行われました。
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6

コア１の研究内容の一部です。

①日英の下水処理水におけるエストロゲン活性を持つ物質の分析、培養細胞を
用いたエストロゲン活性、抗エストロゲン活性（多摩川、桂川、テムズ川）；

②エストロゲン活性物質及び抗エストロゲン活性物質の複合影響；

③日英のホルモン活性物質使用量のモデル化；

④日英の下水処理水中の新興化学物質 (Emerging Chemicals) 医薬品、生活
関連物質(Pharmaceuticals and Personal Care Products, PPCPs) : 分析法
の開発；

⑤日英の下水、河川水での抗うつ剤などの医薬品濃度調査；

⑥日英の下水処理施設の比較検討、下水処理排水へのホルモン活性物質、医
薬品の低減の試み：光分解、オゾン処理の有効性 （代謝によりより活性が強く
なる物質）；

⑦ヒトのエストロゲン受容体とメダカのエストロゲン受容体の感度の違い；

⑧桂川での抗うつ剤などの検出は下水処理水由来、相加的作用；

⑨GPCR標的薬の活性測定の培養細胞試験；

⑩下水処理水での医薬品濃度 (当量値EQ)、イギリスと日本の比較、

などです。



2010年から現在までの、コア１の日本側の研究の状況を示しています。
下水処理施設からの処理水中の内分泌かく乱物質から、医薬品（特に抗うつ薬）の問
題に広がっています。
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医薬品の中には光分解しやすい物質、光分解はしない物質、底質に吸着するような物
質もあることを明らかにしています。
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厚生労働省の、日本の病院の医薬品についてのデータベースによると、Gタンパク連
結型受容体(GPCR)に作用する薬品は、多種類で、極めて大量に処方されています。
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GPCR標的薬の活性は、TGFα shedding アッセイ という培養細胞を用いた試験で測
定できます。

それを用いて45種類の医薬品の各種の受容体の活性化を調べた結果を表示していま
す。
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京都から大阪に流れる、桂川の下水処理場の上流域、下水処理場、下流域に分け
て、2014年から2016年まで、医薬品の活性を調べました。
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下水処理場の上流では活性が低く、下水処理場では活性が高く、下流では低くなって
います。

また、下水放流水をオゾン処理すると活性が低下することが分かります。
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イギリスのOxfordの下水処理場の処理水を採取して、GPCR作動性医薬品の生物活
性を測定しました。
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処理水での医薬品のGPCRの活性化を元に、日英での下水での医薬品の濃度を比較
した結果です。

日英で使用されている医薬品の量が異なるものがあることが明らかです。
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下水処理水からの医薬品はGPCR阻害薬と抗うつ薬が多いことを明らかにしていま
す。

これらの医薬品が、特に魚類に対してどのような影響を与えているかを明らかにする
ために、すべてのコアと連携して、メダカなどを利用して、医薬品の受容体の活性化や
行動試験、生殖試験を開始しています。
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コア２では、イギリスでの内分泌かく乱問題の始まりである、コイ科のローチの精巣卵
の調査などに加えて、

①ローチの性分化関連遺伝子・性特異的遺伝子、ステロイドホルモン合成関連酵素遺
伝子、エストロゲン受容体、アロマターゼ遺伝子の単離、レポーター遺伝子アッセイ、マ
イクロアレイの開発・解析；

②毒性試験に用いられる魚類のエストロゲン受容体の感受性の種差；

③メダカの精巣卵のバイオマーカー遺伝子の単離 (ZPA, ZPB, ZPC3, ZPC5)；
④エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体の進化；

⑤アンドロゲンによる乳頭状小突起形成のメカニズムの解明；

⑥アンドロゲン、エストロゲン作用を可視化するトランスジェニックメダカの作成；

⑦エストロゲン受容体ノックアウトメダカ、アンドロゲン受容体ノックアウトメダカの作成；

⑧遺伝子情報やバイオマーカーを全てのコアに供与、

などに取り組んでいます。
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イングランドの河川のローチの精巣卵の再調査が行われ、間性（86%）、精巣卵（間性
の23％）、生殖管のメス化などが見られました。
メダカで精巣卵を判定する遺伝子マーカー(卵膜タンパク遺伝子、雌生殖細胞特異的
遺伝子）も見出しました。
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18

イギリスの下水処理水で飼育したローチやニジマスの胆汁から、魚自体のエストロゲ
ンの他に、合成女性ホルモンのエチニルエストラジオール、界面活性剤の代謝物のノ
ニルフェノールに加えて、ホルモン補充療法に使われている、馬のエストロゲンである、
エクイリンも検出されました。



19

ローチを受精卵から120日間、0.3あるいは4 ng/Lのエチニルエストラジオ―ル(EE2)中
で飼育した後、EE2を含まない水で500日齢まで飼育した結果、4 ng/L EE2で飼育し
たオスの33％に精巣卵が認められました。
また、受精から2年間、0.3 あるいは4 ng/L EE2で飼育すると、４ ng/L EE2で飼育した
場合には、すべての個体に卵巣が認められたので、メスへの性転換が考えられました。
この時点では、遺伝的なオスを証明するための遺伝子がありませんでしたので、オス
からメスへの性転換が考えられる、としか言えませんでした。
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シナリオ3のように正常♀3匹に正常♂3匹、下水処理水で飼育した♂3匹を一緒に飼
育して、育った子供の父親の、親子鑑定を行いました。その結果、下水処理水で飼育
した♂が♀に性転換して卵を産んだことが明らかになりました。

また、シナリオ4では、下水処理水中で飼育した♀は正常に産卵し、その卵は受精する
ことも分かりました。



2020年に、♂のローチだけに発現する遺伝子を見出しましたので、今後は遺伝的な♂
の判定が利用できるようになりました。
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22

環境省の内分泌かく乱物質の取り組みに資するために、メダカのエストロゲン受容体、
アンドロゲン受容体、アフリカツメガエルの甲状腺ホルモン受容体、ミジンコの脱皮ホ
ルモン受容体、幼若ホルモン受容体遺伝をクローニングし、培養細胞に受容体遺伝子
と蛍光タンパクの遺伝子を組み込んだレポータージーンアッセイ系を確立しまし、
EXTEND2016で利用されています。



ニジマス、ゼブラフィッシュ、メダカ、トゲウオ、コイを同じ濃度のEE2で飼育し、卵黄タン
パク（ビテロゲニン）の発現を元に、エストロゲンに対する感受性を比べたところ、ニジ
マスが最も感度が高く、コイの感度が低い、種差があることが分かりました。
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エストロゲン受容体、アンドロゲン受容体の進化の研究も行いました。真骨魚類では全
ゲノムの重複が起こっており、エストロゲン受容体は3種類、アンドロゲン受容体は2種
類あります。

3種類あるメダカのエストロゲン受容体の、どのエストロゲン受容体が重要であるかを
調べるために、１種類の受容体を発現できないノックアウトメダカを作成して、エストロ
ゲンに対する応答や、産卵に対する影響を調べたところ、Esr2aをノックアウトすると、
産卵孔口が閉鎖しており、産卵できないことが明らかとなりました。2種類あるメダカの
アンドロゲン受容体の発現ができない、ノックアウトメダカを作成して、アンドロゲン受容
体の機能を調べています。
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アンドロゲン応答性遺伝子を同定するために、♂の乳頭状小突起が発達している尻鰭
の前部及び後部からRNAを抽出しました。 アンドロゲン処理した尻鰭と対照の尻鰭の
間で遺伝子発現プロファイルを比較し、尻鰭の前部と後部間でも比較しました。

2つの遺伝子がアンドロゲン応答性を示し、Lef1/β-カテニンは乳頭状小突起の間質細
胞を増殖させ、Bmp7は骨芽細胞を分化させ、骨の蓄積に関与していることを明らかに
しました。
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フランスのベンチャー企業のWatchFrog社と共同で、メダカの受精卵にアンドロゲンに
応答するイトヨのスピギン遺伝子を導入したところ、アンドロゲン刺激に応答して、孵化
後の稚魚の腎臓が光ることを示しました。

このトランスジェニックメダカは、化学物質のアンドロゲン作用を短時間に検出すること
ができるので、アンドロゲン作用を検出するためのRADARアッセイとして、OECDに提
案しています。
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同じく、WatchFrog社と共同で、メダカの受精卵に卵膜タンパクのコリオジェニン遺伝子
にGFPを繋いだ遺伝子を導入し、エストロゲン刺激で、肝臓が光るトランスジェニックメ
ダカを作成しました。

化学物質のエストロゲン作用を検出するための簡便な手法となります。REACTIV
AssayとしてOECDに提案しています。
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コア３は、主に魚類試験の開発を目的として、イトヨとメダカに対するアンドロゲン作用
の比較、メダカの尻鰭を用いた、アンドロゲン作用及びエストロゲン作用の基礎研究、
現在問題となっている、ミナミメダカとキタノメダカのホルモンに対する感受性の差異、
メダカを用いた行動試験の開発などを行っています。
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アンドロゲン及び抗アンドロゲン物質に対する反応性を、イトヨの腎臓での接着タンパ
クのスピギンの発現、メダカの尻鰭の乳頭状小突起の形成を比較して、イトヨの方が感
度が高いことを見出しています。
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♀メダカにアンドロゲンを曝露すると、尻鰭に乳頭状小突起ができます。♂メダカにエ
ストロゲンを曝露すると、尻鰭の軟状の先端が♀と同じようにY字状になることから、エ
ストロゲン作用の判定に使える可能性があります。
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日本のミナミメダカとキタノメダカの分布図です。

Asaiらは2011年に、メダカは、ミナミメダカとキタノメダカの2種類に分けるべきと、キタ
ノメダカを新種として登録し、今までのメダカはミナミメダカとする、という論文を出して
います。

これに対しては、Oda は2016年に、キタノメダカを新種とするのは反対との意見を論
文として出しています。4種類の形態的特徴の違いがあるとの意見に対して、1つは違
うが、3つは変異の範疇にあるとし、交配も可能なのでキタノメダカは新種とは言えな
い、としています。

OECDの試験法ガイドラインにはOryzias latipes（ミナミメダカ）となっていますので、試
験に使用しているメダカがミナミメダカであることを簡便に区別する方法の開発や、ミナ
ミメダカとキタノメダカのホルモンや化学物質に対する反応性の相違も明らかにするこ
とが求められています。
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コア３の研究をまとめると、

① イトヨとメダカにおける化学物質の男性ホルモン作用及び抗男性ホルモン作用検出
感度の比較；

② メダカ臀鰭の性特異形態を利用した化学物質の性ホルモン作用検出のための基礎
研究；

③ ミナミメダカ及びキタノメダカの性ホルモン応答性比較、に加えて；

④ メダカを用いた医薬品の行動試験の開発 (全てのコアとの共同研究）
を進めています。
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コア４は、生態影響が中心で、日本では、トノサマガエルの精巣卵とボラの精巣卵、ビ
テロゲン発現、精巣異常の調査を行っています。



34

新潟大学の岩沢先生のグループは、1970年代からトノサマガエルの精巣卵の調査を
行なっていました。 弟子でもある、小林先生が引き続きカエルの精巣卵の調査を行っ
ています。

トノサマガエルの仲間は、富山や岐阜など、地理的に新潟地域から隔離された他の地
域にも生息しています。 これは、富山と岐阜が新潟とは遺伝的に異なることを意味し
ています。



トノサマガエルの調査結果の概要です。
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カエルの雌雄は母指隆起を比べて、大きいのが♂です。母指隆起の大きさ（面積）およ
び母指隆起に形成されている乳頭状突起数が、雌雄判定の目安になります。

イギリスのカエルにも応用すれば、カエルを殺さずに雌雄の調査ができるので、イギリ
ス側に情報を提供しています。
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まとめです。

1970年代に比べて、2010年代では精巣卵を持つカエルの割合が減少し、精巣卵の大
きさも小さい。実験的にはオタマジャクシへのエストロゲン曝露で精巣卵を誘導できま
す。 調査地区の水中の化学物質の分析を計画しています。また、ホルモン作用を可
視化できるトランスジェニックメダカの開発を計画しています。
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今まで、函館港、東京湾、大阪湾、名古屋港などで、ボラを対象にして精巣卵、卵黄タ
ンパク質（ビテロゲニン）の発現を調べてきました。

2016年からは福岡港、長崎港。唐津などで調査を行い、沖縄での調査も視野に入れ
ています。
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2016年からの、九州各地でのボラの調査の結果です。
福岡港と長崎港では、肝臓のビテロゲン遺伝子の発現が高いオスが見つかっていま
す。
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ボラの精巣卵やビテロゲニン遺伝子発現の調査に加えて、すべてのコアと共同で、医
薬品のアユの生殖行動に対する影響の研究を始めています。
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日米二国間協力は2004年1月に合意され、2004年9月に最初の会合が開かれまし
た。
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日米2国間協力の少し前、2002年のお話をします。
アメリカ環境保護庁のミネソタ・ダルースの研究所から、試験魚としてのメダカの利点を
知りたいとの要請で、ワークショップに出席した時の写真です。

このワークショップを契機として、アメリカは、内分泌かく乱物質の試験に用いる魚を
ファットヘッドミノーからメダカに変更しました。

42



2013年から2019年までの、日米二国間協力の集合写真です。主に、ワシントンのEPA
本部で開催されていました。

2020年度は、大統領選挙もあり、コロナ禍でもあり、2021年5月へと予定変更されてい
ます。

43



2004、2005年は生態影響評価に関する情報交換、2006年以降は繁殖への影響評価
試験、特にメダカとアフリカツメガエルを用いた試験のOECDへの提案に向けての協議
が行われ、2009年には、メダカの多世代試験ととアフリカツメガエルの試験の提案書
（SPSF)を提出し、その後、この2つの試験を中心にデータを持ちより、試験法の内容も
精査しながら、2014年にOECDに提出するためのテストガイドラインの作成を行い、
2015年に承認されて、メダカ拡張１世代繁殖試験（MEOGRT, OECD TG240）、幼生
期両生類成長発達アッセイ(LAGDA, OECD TG241)が公表されました。
その後は米国の内分泌かく乱物質スクリーニングプログラム（EDSP)と日本の
EXTEND2016の評価について、手法、進捗状況等について情報を共有しています。
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日米で協議したOECDの試験法です。
今まで話していないものでは2012年に、TG229にメダカを入れ、TG211のミジンコの
生殖試験に性比を入れました。

また、ニホンウズラの多世代試験の開発は中止、アミの多世代試験の開発も中止にな
りました。
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2009－2010年のまとめです。
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日米二国間協力で進めてきたOECD試験法開発の歴史です。
また、これらの試験法については、写真にある2018年出版のOECD TG150にまとめ
られています。
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環境保護庁・MidーContinent Labのラローンさんにより提案された感受性の予測で
す。

動物実験を減らすためにも、１種類の動物の受容体を用いた物質のスクリーニング試
験があれば、それを元に、他の種での影響を類推することが可能となるという提案で
す。
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現在行われている、Tier 1 スクリーニンでは、1物質20万ー40万ドル、Tier 2 確定試
験では1物質100万ドル必要と試算されています。
21世紀の毒性試験では作用経路のかく乱に着目することが可能となると考えられます。
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460種類の遺伝子を標的として、タンパク質の標的（受容体、酵素、トランスポーター）
を特定する、という考えで整備を進めています。
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EUとして、科学分野に資金を投入するという、Horizon 2020 が始まり、内分泌かく乱
物質についての研究である、EURION Cluster Projectsに5,000万ユーロ（約63億円）
が配分されています。

EURION Clusterには8つのグループがあり、甲状腺ホルモン軸のかく乱、代謝のかく
乱、発達神経毒性、女性の生殖毒性、の大きな4つのくくりにまとめられています。
研究内容の詳細は、次のスライドに示しています。
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EURION Clusterの8つのグループの研究対象リストです。今後の研究の進展が期待
されます。

ちなみに、井口はERGOグループに参加していますが、EUではないため、研究資金の
配分はありません。
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2021年1月28－29日に開催された、EURION ClusterのZoom会議の参加者の1部の
写真です。

ポスター発表も多くあり、活発な議論が行われました。総勢200人弱が参加しました。
今後の研究の進展に注目してください。
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