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n-ブチルベンゼンの取り扱いについて（案）

１．背景
　　平成12年７月に開催された「内分泌攪乱化学物質問題検討会（座長：鈴木
継美東京大学名誉教授）」において、平成12年度に優先してリスク評価に取り
組むかどうかを保留としていた※１「n-ブチルベンゼン」については、試験管内
試験や複数の専門家の意見を踏まえ、再度、作業グループである「内分泌攪乱
作用が疑われる物質のリスク評価検討会」で検討した。

　　※１　BackesらやImaokaらの報告によると、ウサギ肝臓チトクロームP450
　　　　の代謝反応阻害及びラット肝臓チトクロームP450の誘導がみられたと
　　　　しているが、薬物代謝酵素P450関連作用については、情報が少なく、
　　　　内分泌攪乱作用との直接の関連が不明確であることから、引き続き情
　　　　報を収集するとともに、エストロジェン様作用については、最終的に
　　　　は有するとは判定されていないが、念のため試験管内試験を行ったう
　　　　えで、リスク評価の対象物質とするかどうかの判断を行うこととする
　　　　（別紙１参照）。

２．試験管内試験方法・結果（in vitro試験）
　　エストロジェン様作用の有無に関する文献の検証を行うため、①ﾚｾﾌﾟﾀｰﾊﾞｲ
  ﾝﾃﾞｨﾝｸﾞｱｯｾｲ、②E-screen、③酵母two-hybrid assay等を行った。
    その結果、エストロジェン様作用を疑わせる所見は得られなかった（別紙
　２参照）。

３．チトクロームP450と内分泌攪乱作用との関連性
  　文献調査から、ウサギ肝臓チトクロームP450の代謝反応阻害及びラット肝
  臓チトクロームP450の誘導がみられたとしているが、これらの反応と内分泌
  攪乱作用との関連性を判明させるため、文献調査・信頼性評価を行った複数
  の専門家に対して、本文献に記載のあるチトクロームP450と内分泌攪乱作用
  との関連性を確認したところ、「この論文がn-ブチルベンゼンの内分泌攪乱
  作用を疑う根拠とはならない」等の指摘をいただいた。
　　また、文献調査に掲載されているチトクロームP450が誘導する物質やその
  機能を専門家によるヒヤリングや文献調査によって収集すると「たばこの煙」
  や「アルコール」でもみられる反応であることも判明した（別紙３参照）。



４．検討結果等
　（１）保留になった経緯
　　　　文献調査・信頼性評価により、以下の点が指摘された。
　　　ア．試験管内試験によってエストロジェン様作用が疑われたこと
      イ．チトクロームP450の誘導や酵素活性の阻害がみられたこと
　　　　（内分泌攪乱作用との直接の関連は不明確）
　（２）検討結果
　　　　新たに実施した試験結果や専門家からの意見を踏まえ、「内分泌攪乱
　　  作用が疑われる物質のリスク評価検討会」において検討を行った。
　　　　その結果、
　　　ア．試験管内試験によってエストロジェン様作用はみられなかったこと
  　　イ．チトクロームP450に関するこれらの文献からは内分泌攪乱作用が疑
　      われるとは言えないこと
　　　ウ．誘導されたチトクロームP450 CYP2B1、CYP2B2、CYP2B4、CYP2E1、
        CYP3A2は、たばこの煙(CYP2B1)やアルコール(CYP2E1)などでも誘導され
        ること
      エ．チトクロームP450と内分泌攪乱作用との関連性が解明されるにはか
　　　　なりの時間を要すると思われること
　　　　などから、n-ブチルベンゼンをこのまま保留にするのではなく、現時
　　　点では現実的なリスクが想定しがたいと判断されるべきものであり、数
　　　万以上ともいわれる多くの化学物質のなかで取り立てて、内分泌攪乱作
　　　用を現時点で評価する必要はないと考える。
　　　　しかし、今後の科学の進展によって、チトクロームP450の働きや内分
　    泌攪乱作用との関連性などが解明されてきた場合は、これらの情報を踏
　    まえ、再度検討していくことが望まれる。



 別紙１

１．n-ブチルベンゼンの有害影響に関する文献の信頼性評価結果
  n-ブチルベンゼンの有害影響に関連するものとして、既存の文献において、
エストロジェン様作用の有無および薬物代謝酵素 P450 に関連した作用の有無
に関する報告がある。これらの作用について、個々の文献の信頼性も考慮し、
その有無について文献上からの結論を現時点で以下のようにまとめた。
（１）エストロジェン様作用

  Jobling らによって、n-ブチルベンゼンについて、ニジマス肝臓エス
トロジェン受容体への 17β-エストラジオールの結合阻害及びヒト乳ガ
ン細胞 ZR-75 の増殖についての検討 1)が行われている。n-ブチルベンゼ
ンは，10-4M-10-3Mという高濃度でエストロジェン受容体への 17β-エス
トラジオールの結合を阻害したが、10-5Mの濃度で ZR-75細胞の分裂・増
殖を促進せず、エストロジェン作用を有するとは判定されていない。こ
の試験結果については文献上からみて信頼性が認められた。

（２）薬物代謝酵素 P450関連作用
  Backes らによって、n-ブチルベンゼンについて、ウサギ肝臓チトク
ロム P450 の代謝反応阻害についての検討 2)が行われている。n-ブチル
ベンゼンが P450による代謝反応を比較的強く阻害したが、これは“n-ブ
チルベンゼンが強く阻害する”ということを示しているのではなく“疎
水性の強い単脂肪鎖ベンゼン類が強く阻害する”という一般論を示して
いるにすぎない。この試験結果については文献上からみて信頼性が認め
られた。
  また、Imaokaらによって、n-ブチルベンゼンについて、ラット肝臓チ
トクロム P450 の誘導（テストステロンの各位の水酸化活性阻害を含む）
についての検討 3)が行われている。ラットに n-ブチルベンゼンを腹腔内
投与したところ、P450の誘導が認められた。n-ブチルベンゼンが比較的
強く誘導したが、これは“n-ブチルベンゼンが誘導を強くかける”とい
うことを示しているのではなく“疎水性の強い n-アルキルベンゼン類が
誘導を強くかける”という一般論を示しているにすぎない。この試験結
果については文献上からみて信頼性が認められた。

  以上のように現在入手した文献の評価からは、
・ n-ブチルベンゼンのエストロジェン様作用については、試験管内試験におい
て比較的高濃度でニジマス肝臓エストロジェン受容体と結合したが、続いて
行った細胞増殖試験においては細胞増殖を認めなかったとする信頼性のある
報告が得られた。



・ 薬物代謝酵素 P450 関連作用については、ウサギ肝臓チトクロム P450 の代
謝反応阻害及びラット肝臓チトクロム P450 の誘導（テストステロンの各位
の水酸化活性阻害を含む）が認められたとする信頼性のある報告が得られた。

  エストロジェン様作用については、最終的にはエストロジェン作用を有する
とは判定されていないが、試験管内試験を行い作用について検証を行う必要が
有る。また、薬物代謝酵素 P450 関連作用については情報が少なく、内分泌攪
乱作用との直接の関連が不明確であることから、引き続き情報を収集する必要
がある。
  これらの情報が集まった時点で、n-ブチルベンゼンをリスク評価の対象物質
とするかどうかの判断を行うこととする。
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 別紙２

１．エストロジェン作用についての試験方法
        市販の n-ブチルベンゼンを被験物質として、エストロジェン受容体結合競合
阻害試験(ER Receptor Binding Assay、以下、レセプターバインディング法と
いう)、ヒト乳がん細胞 MCF-7 増殖試験(E-screen Assay、以下、E-screen 法
という)、酵母 Two Hybrid 試験(Yeast Two Hybrid Assay、以下、酵母ハイブ
リッド法という)を行った。各試験方法の概略を以下に示した。
（１）レセプターバインディング法
　被験物質のエストロジェン受容体に対する親和性を測定するため、蛍光
偏光度測定装置（Full-Range BECON 2000，宝酒造製）とエストロジェン
受容体親和性測定キット（FP Screen-for-Competitors Kit, 精製したヒト組
換えエストロジェン受容体 ER のαおよびβ、エストラジオールとほぼ同
等の結合親和力を持つとされる蛍光リガンド ES1、宝酒造製）を用い、受
容体結合競合阻害試験を実施した。種々の用量の被験物質及び陽性対照物
質（17β-エストラジオール、以下、E2 という）並びに陰性対照の測定を
１用量につき３サンプルずつ行った。溶解および希釈用の溶媒として、
Dimethyl Sulfoxide(DMSO、和光純薬工業製)を用いた。被験物質を可能な
限りの高濃度で DMSOに溶解して、被験物質溶液の原液とした。
  被験物質の溶解が困難な場合には、ヴォルテックスミキサーを用いた攪
拌および超音波洗浄機を用いた超音波処理を行った。溶解の有無は、目視
で確認した。析出が認められた用量については、測定を実施しなかった。
測定バッファー49μl、各用量の被験物質溶液 1μlおよび ER-ES1複合体 50
μlを混合した溶液を測定チューブに移し、室温で 1時間静置後に測定した。

（２）E-screen法
  エストロジェン作用を示す物質の添加により増殖する性質を持つヒト乳
がん細胞 MCF-7 を用いて被験物質のエストロジェン作用について検討を行
った。24-well plateにMCF-7細胞（Tufts Univ.,Prof.A.M.Sotoより分与）
を約 10,000 個/well 播種した。24 時間後、試験培地（活性炭処理済みヒト
血清 5％含有 D-MEM）に交換した。溶媒を DMSO とし、被験物質溶液を
調製した。被験物質溶液を各濃度当たり３well に入れた。DMSO の培地濃
度は 0.1%以下とした。６日間培養後、試験培地を廃棄し、0.1ml のトリプ
シン‐EDTA 液を添加し、37℃で 10 分間保温した。100％冷メタノールを
1ml 添加し、室温で 15 分間放置し ATP を抽出した。このメタノール抽出
液を純水で 100 倍希釈し、その 100μl に発光試薬（ルシフェリン‐ルシフ
ェラーゼ混合試薬）を 100μl添加してルミノメーターにて発光量を測定し、



増殖細胞数に換算した。
（３）酵母ハイブリッド法

  酵母の転写調節因子である GAL4 遺伝子にコードされる GAL4 タンパク
質は、DNA結合ドメイン GAL4DBDと転写活性化ドメイン GAL4ADの二
つに分離することができる。そこで、DNA 結合ドメイン GAL4DBD とラ
ット卵巣エストロジェン受容体のリガンド結合ドメイン ERLBD を繋いだ
コンストラクトと転写活性化ドメイン GAL4AD とコアクチベターの TIF2
を繋いだコンストラクトを作成し、パン酵母 Y190株内で発現させ、もし組
み込んだタンパク質同士が相互作用すれば、GAL4 タンパク質が活性化体
として遺伝子の発現に正に働き、相互作用の強さは酵母の染色体にあらか
じめ組み込まれているレポーター遺伝子β－ガラクトシダーゼの活性の強
さとして測定できる。ERLBD と TIF2 はリガンドであるエストラジオール
の存在下でのみ相互作用することが知られているので、ホルモン活性に依
存してβ－ガラクトシダーゼ遺伝子の発現が上昇することを測定原理とし
ている。改良 SD 合成培地（-Leu，-Trp）にエストロゲン受容体遺伝子、
コアクチベーターの発現プラスミド及びβ-ガラクトシダーゼ発現系レポー
タープラスミドを導入した酵母 Y190 株を接種し、30℃で 24 時間振とうし
た後、10%グリセロールを添加した改良 SD 合成培地に 1/10 量加え、凍結
保存した。試験実施時に酵母液を解凍し、100ml 容ガラス製培養角ビンに
改良 SD合成培地 30mLと解凍酵母液 0.8mlを入れ、30℃で約 17時間振と
う前培養した。DMSOに溶かした被験物質試験液 20μlを試験管に分注し、
480μl の改良 SD合成培地を添加した。発光測定用黒色 96-well plateに改
良 SD合成培地を 60μlずつ分注し、希釈した被験物質溶液を各濃度当たり
３well に 60μl ずつ添加した。各 well に改良 SD 合成培地を 60μl ずつ添
加し、さらに、酵母前培養を 60μl ずつ添加し、よく混和後、30℃で 4 時
間培養した。培養後、酵母溶解酵素 Zymolase液と化学発光用反応液を混合
した溶液を 80μL ずつ加え、37℃で反応させた。発光測定装置にプレート
を置き、促進液を 50μl ずつ添加しながらβ-ガラクトシダーゼの化学発光
量を測定した。
  被験物質を添加していない well の測定値を分母として、それぞれの濃度
についての化学発光比を算定して、量―反応関係が認められ、なおかつ最
大の発光比が４以上を示す被験物質を陽性とした。

２．エストロジェン作用についての試験結果
（１）レセプターバインディング法

  試験結果を図―１に示した。
  陽性対照物質である E2 の測定値は、エストロジェン受容体α及びβにつ



いて量―反応曲線がシグモイド曲線として描け、その IC50 値はエストロジ
ェン受容体αについては４×10-8M、エストロジェン受容体βについては
10-7Mであった。
  n-ブチルベンゼンにおいては、エストロジェン受容体α及びβについてE2
が示すようなシグモイド曲線を描けず、結合阻害は認められなかった。

（２）E-screen法
     試験結果を図―２に示した。

  陽性対照物質である E2は、10-13Mから細胞増殖が認められ、その増加傾
向は 10-8M まで濃度依存的であった。10-8M での平均細胞数は約 122,000
個/wellで、E2を添加していない対照の細胞増殖量と比較して 4.8倍の増殖
量であった。
  n-ブチルベンゼンにおいては、10-9Mから 10-4Mまで細胞増殖は認められ
なかった。

（３）酵母ハイブリッド法
      試験結果を図―３に示した。

  陽性対照物質である E2 は、3.1×10-11M～2×10-9M の範囲で濃度依存
的に活性の増加がみられた。
  n-ブチルベンゼンにおいては、エストロジェン受容体αを導入した酵母
では、E2 を添加していない対照との有意差が認められず、陽性と判定さ
れなかった。
















