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全体として、今年度採取した DNA については、昨年「変異」が検出された８種類のマイ

クロサテライトマーカーを用いて増幅したところ、TBT 投与群、MMS 投与群の肝臓およ

び性腺の DNA に「変異」の認められたものは無かった。一部、サンプルに増幅がうまく

いかなかったものがあり、それらについては再度 PCR と電気泳動を実施する必要がある。 
 
Ｄ．考察 

TBT には、ミュール貝の胚において高率に姉妹染色体分体交換を引き起こすと言う報告

以外に現存する変異原検出系で陽性の報告は存在していない。その意味で、昨年得られた

妊娠初期胚での母体経由での暴露が、胎児の外観に何ら影響を及ぼさないのに胎児の性腺

で突然変異を生じるという成績はにわかには信じがたい。陽性対照として用いた MMS で

は、妊娠初期投与による影響は知られていないが、昨年の実験では、変異原物質に時に見

られる重篤な体軸形成に関わる異常が検出された。その際、MMS 投与群でも TBS と同様

な変異が生殖腺でのみ検出され、かつ D2Mgh2 の場合には、個体によってバンドパターン

が異なっていた。この物質はアルキル化剤であり至るところで DNA メチル化を引き起こ

していると考えられるので、同一のマイクロサテライト座で異なる変異が生じても不思議

はないと考えられる。陰性対照での全ての検体においていずれのマイクロサテライトマー

カーについても変異が検出できなかったことから、昨年得られた泳動パターンの変異が何

図１９ 図２０

図２１ 図２２
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らかの DNA の修飾を意味している可能性を否定できない。しかし、体細胞系列だけのサ

ンプルではそうした変異が検出されず、生殖細胞を含む臓器でそのような変異が検出され

たこと、総体的に見て、仮に DNA 塩基配列の変化というような変異が起きているとすれ

ば、変異の起こる頻度が高すぎる印象があることなど結論には慎重さが必要である。 
今回 TBT および MMS の投与された妊娠時期は、受精後着床する前までの初期胚の発生

期に相当する。着床前の胚盤胞の段階では、胚は内部細胞塊という一種の多能性の幹細胞

の集合を形成している。古典的な催奇形性の学説では、この時期に何らかの外因の感作を

受けた場合、悪影響が著しい場合には胚は死亡し影響を見ることができない、あるいは影

響が内部細胞塊の一部であった場合にはその細胞が死んでも、他の細胞がその部分を置換

するのでやはり影響を見ることができないとされていた。比較的最近になって、原腸胚期

にメチルニトロソウレアなどの強い変異原、レチノイン酸等の影響を受けると、最大約

30%の胎児に重篤な体軸形成異常、顔面形成異常、浮腫などを伴う奇形が生じることが知

られるようになった。しかし、これらの研究では、表現型正常だった同腹児については形

態学的に異常がないとしか記載されておらず、分娩させてその後の発生、成長がどのよう

な経緯をたどるのか全く知られていない。少なくとも昨年の実験の内 MMS で見られた外

表奇形は、上述の変異原の範疇で生じる奇形であると考えられる。このことは、妊娠 0 日

から 3 日迄の MMS が何らかの影響を初期胚に与えたことを意味しており、同時期に投与

された TBT も胚に達していたとしても不思議ではないことを裏付けるものである。 
昨年得られた突然変異の検出率は、その他の in vivo での検出系での検出率が 10000 匹

に数匹と言った低頻度でしかないのに比べると、極めて高かった。マイクロサテライトは

イントロンに存在する無意味な遺伝子配列である。本来繰り返し回数などに多型が存在し、

個体ごとに保存されているとされているが、PCR で増幅した場合、個体内でも複数のバン

ドが電気泳動で確認されるのがふつうである。本来の塩基数に相当するバンド以外のバン

ドが何らかの高次構造の変化によって移動度が変わっているとの指摘もあり、バンドパタ

ーンの変動が示されたサンプルについては詳細な検討が必要である。昨年得られたゲノム

と今回得られたサンプルについて増幅、泳動等の条件設定と、父親、母親、子供に関して

垂直的な伝搬に関連した分析を行う必要がある。 
昨年度のサンプルについて、慎重にデータを吟味して、PCR 増幅産物の電気泳動像に対

照のパターンと異なるものがなぜ現れたのか、真にそれは TBT または MMS の妊娠初期

投与によって、胚に生じた突然変異を反映しているのか否か検討した。８種類のマイクロ

サテライトマーカーが昨年「変異」を示した。これらのすべてのサンプルについて、慎重

に再増幅し、電気泳動によって分析したところ、D9Mgh2 と D20Mgh2 以外のマーカーで

はいずれも「変異」は再現せず、対照と同様なバンドパターンを示した。D9Mgh2 と

D20Mgh2 の事例では、昨年の「変異」パターンをすべての個体ではないが、一部の個体

でそのパターンを再現した。その個体のデータをさかのぼると、生後１日で死亡したもの

であることが判明した。抽出が良好に行われていない可能性があるとして、吸光度分析を

した結果、生後 6 日の事例より高い吸光度であることが判明した。6 日齢と同じ希釈条件

で抽出を行った結果、塩類が相対的に多くなった可能性があると考え、脱塩処理をして吸

光度分析をしたところ、どの波長でもほぼ同じ程度に吸光度が減少したため、何らかの塩

類が混入したと考えられた。脱塩処理をほどこして DNA 増幅を行い、電気泳動を行うと
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大部分のサンプルで対照と同じ泳動パターンを生じた。また、メインバンド以外に高分子

領域に複数のバンドが生じる点について、メインバンド、その他のバンドを切り取って

DNA を抽出し、2nd PCR により増幅すると、単一のメインバンドから、切り取る前に存在

していたのと同じ複数のバンドが生じた。これらの複数のバンドはなぜか同じ分子量の部

分に出現するが、メインバンドと同等のものであると考えられた。「変異」を起こしたバン

ドと当初考えられていたバンドは、この場合メインバンドの増幅では生じなかったので、

特異的な配列を反映する可能性は完全には排除できなかったものの、実際に生じたバンド

の濃さはきわめて薄く、そうした特異的な「変異」に相当する配列が実在する確率はきわ

めて低いと判定された。一方で、高分子バンドの一部からもメジャーバンドが増幅された

ので、この高分子バンドはメジャーバンド由来であろうと推測された。高分子バンドから

高分子バンドが増幅される場合増強される傾向があったが、その理由は明らかにはならな

かった。 
生後 10 日齢でのサンプルを用いたところ、対照とのバンドパターンの比較が確実に実

施できると考えられたので、今年度得られた約 100 サンプルについて 8 種類のマーカーを

用いて増幅産物の泳動パターンを分析した。今年度のサンプルについては「変異」と考え

られる泳動パターンは得られなかった。父親と母親、児動物の肝臓と性腺から抽出された

DNA から増幅された産物の電気泳動パターンはそれぞれのマーカーで特異的かつ同一の

パターンを示し、用いた動物が近交系であることを裏付けていた。 
昨年、仮に生殖細胞で劣性の突然変異が生じた場合を想定して、F3 まで兄妹交配で追跡

する必要性を提唱した。すなわち、昨年の電気泳動パターンの変化が DNA 塩基配列に関

する何らかの突然変異を反映していると仮定すると、TBT の場合には出生児の外見に異常

を生じていないとので、その変異は劣性の突然変異であると考えられる。マイクロサテラ

イトマーカー周辺のみが TBT に感受性がある可能性も否定できず、その場合には機能的

な異常は伴わない可能性もある。これらの可能性については、近交系動物に妊娠初期投与

して F1 を得て、それらを兄妹交配して F3 まで追跡すれば、その変異についてのホモ接合

体を得ることができるので、実際にどの様な変異が生じたのかを検証することができる。

こうした試みは全くされたことがないので、生殖細胞に劣性突然変が生じる、すなわち遺

伝性の突然変異が生じる可能性があるとしても、現時点では断定できない。これらの機序

が実際に存在するとすれば、人間で数千種類あることが知られている遺伝性疾患の生じた

過程のひとつに何らかの化学物質に起因するものがあることを意味することになる。これ

らの可能性については、TBT などの文献上さほど変異原性が強くないと考えられる化合物

を用いて実験するよりは、別の変異原性が知られている環境物質をもちいて実験する方が

検出される可能性が高いと考えられる。TBT については、現在保有しているゲノムサンプ

ルと新規に採材したサンプルで慎重に検討した上でそのような実験の必要性について判断

すればよいと考えられる。 
 
この実験系が生殖細胞での劣性の突然変異を検出できる可能性がもう少し強く示唆され

ると、発生学的には、胚盤胞の段階で既に生殖細胞系列に分化する細胞の運命決定がされ

ていることなど興味深い知見を提供することになると考えられる。我々は既に発生学的に

は相同な時期の鶏胚がエストロゲン、ビスフェノール A、電磁波によって重篤な体軸形成
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異常を含む発生かく乱を受けることを実証している。それらが生殖細胞系列のどのような

影響を及ぼすのか不明であるが、ボディプランに関わる遺伝子の発現異常があることは、

初期胚がこうした外因性の作因に著しく無防備である可能性を示唆している。生命が絶た

れるほど重篤な異常や優性の異常の場合にはその変異が起きた個体が死亡することによっ

て、その変異が失われるのでポピュレーションに大きな影響は生じないと考えられる。マ

イナーで劣性の変異については世代を経て発現することになるので、当面影響がないよう

に見えても長い目で見ればかえって集団に及ぼす影響は大きいことになる。このような悪

影響について効率的に検出できる実験系が必要とされるゆえんである。従来、催奇形性試

験では排卵数（妊娠黄体数）から着床数を差し引き、それらを着床前の杯喪失と表現して

きた。この実体は実際には不明である。人間でのこうした初期胚の喪失は極めて高いとの

報告もあり、今後初期胚に対する化学物質や物理的要因の悪影響について、より詳細な調

査と研究をする必要があると考えられる。 
 
本来、この実験は TBT の初期胚に対する着床不全を起こすという影響が、TBT が胚に

対して作用し致死なりその他の悪影響を起こすために生じるのか、母胎に対して着床を阻

害するような何らかの内分泌的要因があるためにしょうじるのか不明のままになっている

点に決着を付けようとするのが目的であった。着床を起こす際、胚の表面抗原が重要な役

割をするので、胚に TBT の直接的影響があるのであれば、そうした胚の側のファクター

の変化によって着床が阻害される可能性も考えられる。そのような変化は何らかの遺伝子

の変異を伴っている可能性が高いと考えられるので、軽度に着床阻害がおこる TBT の濃

度に暴露された胎児を出生させ、ある時期まで保育して性腺と肝臓を材料に変異の有無を

マイクロサテライトマーカーを用いて検出することができるであろう。その目的のために

は遺伝的背景が均一と考えられる近交系の動物を用いて実験する必要がある。このような

仮説で実験を行ったところ、昨年度「変異」の可能性のある変化を検出したが、あまりに

高頻度であり、にわかに信じがたく、検出の諸条件の詳細な検討が必要であるとの認識に

至った。本年度の検討の結果、昨年の「変異」はいずれも真の「変異」ではないとして否

定された。 
この結果は、高々一つの染色体について１つのマーカーを用い、総数でも約 600 匹程度

の動物からのサンプルで検討された結果である。より多数のマーカーと、多数の動物を用

いて検証しないと、TBT あるいは MMS の突然変異誘発性が初期胚において認められる、

あるいは認められないとの断定的な結論を得ることが難しい。多能性の幹細胞に対する変

異原の影響を遺伝性の突然変異として検出するというアイディアは TBT とは無関係に重

要な問題を解明する可能性がある。その際マイクロサテライトマーカー、既知の遺伝子、

あるいはメチル化などについて精査する必要が出てくると考えられる。それらのマーカー

ひとつひとつについて、きちんとした実験条件を確立する必要がある。 
それらは今後の問題として、TBT に関して今回の実験がどのような示唆を与えているの

か簡単に考察しておく。TBT の妊娠初期胚への影響は、生き残った胚の検索の結果として

は、判定ができない。一部着床前に喪失した胚については今回の採材では入手不能である。

しかし残った胚は着床できたことは明らかである。母胎のホルモンバランス、子宮の脱落

膜形成反応、その他着床過程に関わる免疫的機序は生き残った胚と母親の関係については
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正常に働いていたと考えられる。やはり、この問題を解決するためには、in vitro で初期

胚に TBT を暴露し偽妊娠妊角に戻して妊娠の経過を観察するか、処置を逆にして偽妊娠

動物に TBT 処置をして、インタクトな体外受精杯を子宮に戻して胚発生を観察する方法

を実施する必要がある。突然変異検出を試みたのは、この方法が当教室としては実施困難

なためであった。 
TBT のアロマターゼ阻害作用が報告されている。哺乳動物でこの作用の有無のみ検証す

るのであれば、着床以後の妊娠動物で、性腺分化の時期をねらって TBT を投与し、胎児

の性腺系の分化を調べる方法は有望な方法である。最近、腎臓、性腺、ウォルフ管、ミュ

ラー管を胎児期に取り出し in vitro で培養して、それらに各種の化学物質を暴露させ副生

殖器の分化を調べる実験系が開発されつつある。共同実験者の鈴木浩悦は既にアロマター

ゼ阻害薬で明瞭な in vitro の影響を観察している。 
 
Ｅ．結論 

ＴＢＴがラットの初期胚に対して、貝類で報告されているような何らかの突然変異を誘

発する可能性を示すのであれば、初期胚の着床不全が胚の側におきた悪影響に起因すると

の結論が得られるとの仮説を立てて、妊娠初期ラットに TBT を投与し、分娩させた後生

後６日までの保育児について肝臓と性腺を無菌的に摘出し、常法により DNA を抽出し、

２０個の染色体の代表的なマイクロサテライトマーカーをそれぞれ１つ選択して増幅し、

多型が生じるか否かを昨年に引き続き調べた。変異のパターンについてより詳細な分析を

試みているが、まだ確定的に TBT が初期胚に遺伝性の突然変異を生じるとの証拠は得ら

れていない。 
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Abstract: 
As the last year’s project, we have detected high incidence of TBT induced 

mutations in the gonad DNA but not liver DNA of the rat pups born from the mothers 
orally treated with TBT at 0, 4, 8, and 16mg/kg for 4  days from GD0 to GD4 or those 
treated with MMS at 50mg/kg for the same periods. Wistar Imamichi inbred strain 
was selected as the rat with even genetical background so that it may possible to 
detect induced mutations in the microsatellite marker assisted PCR amplification if 
existed. The detected mutation incidence was too high to confirm if it happened truly. 

This year, we tried the same protocol in cases of control, TBT 16mg/kg and MMS 
50mg/kg groups to obtain further DNA samples.  This year and the last year samples 
were carefully analyzed on the electrophoresis patterns of the microsatellite assisted 
DNA amplification. 

Improved experimental conditions included dialysis of the DNA sample prior to 
PCR and revealed no convinced mutations in the gonad DNA samples assessed by the 
selected microsatellite markers, which represented 1 marker per 1 chromosome basis 
and 20 markers in total. 

 In conclusion, definite evidence that maternally treated TBT caused genetically 
transmissible mutations in the gonad of the rat weanlings was not obtained.  Further 
basic approaches on such possibility would be needed to detect the origin of the 
recessively inherited mutations in animal populations including humans. 

－95－



  

（７）内分泌攪乱化学物質による雄性生殖器への影響の 

分子細胞生物学的メカニズムの解明 

 

研究者 森 千里 (千葉大学大学院医学研究院 環境生命医学 教授) 

 

研究要旨 

  Bisphenol A (BPA)、flutamide (Flu) は新生仔マウスに投与すると、そのマウスが成長

して精子形成を行なう過程で精子細胞の核、尖体に奇形を起こすことが判った。またこの

精子細胞に接するセルトリ細胞の特殊接合装置にも形成不全、一部欠損などの異常が認め

られた。これらの異常は、動物種 (マウス、ラット) や投与時期 (新生仔投与、成獣投与) に
よらず認められた。BPA は、我々が日々曝露されているだけに、さらなる詳細な研究を必

要とする。また、E2、E2B 投与でも同じ作用が見られたので、BPA、Flu は、ラット、マ

ウスに対してエストロジェン作用あるいはエストロゲン作用の相対的増強作用があると思

われる。一方、di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) はこれらとは作用が異なり、マウス

においてはセルトリ細胞の早熟化を促していると考えられた。また、di-(n-butyl) 
phthalate (DBP) は精巣に何の変化も引き起こさなかった。 
  セルトリ細胞由来である細胞株 TM4 を用いた in vitro 実験において、特定のタンパク

質のチロシンリン酸化が DEHP の代謝産物である mono-(2-ethylhexyl) phthalate 
(MEHP) 投与で亢進することがわかった。またプロテオーム解析により、複数のタンパク

質のスポットが化学物質投与により変化していることが明らかになった。今後これらのタ

ンパク質について解析を進めることにより、内分泌攪乱作用が疑われる物質の作用機構の

解明、また内分泌攪乱化学物質曝露の有用な指標となりうるバイオマーカーの検索が可能

となると思われる。 

 

研究協力者 

外山 芳郎（千葉大学大学院医学研究院形態形成学講師) 
小宮山政敏（千葉大学大学院医学研究院環境生命医学講師) 
前川眞見子 (千葉大学大学院医学研究院形態形成学助手) 
足達 哲也（千葉大学大学院医学研究院環境生命医学助手) 
深田 秀樹 (千葉大学大学院医学研究院環境生命医学助手) 

 

Ａ．研究目的 

  前年度の後半から始めた bisphenol A (BPA) のラット、マウスの雄性生殖器に対する作

用の研究で精子形成障害などの興味ある結果を得たので、今年度はこの BPA の作用をよ

り詳しく調べる。特に BPA の作用を外因性エストロジェンの作用と比較した。また新た

に、androgen receptor antagonist であると言われている flutamide (Flu) およびフタル

酸エステル類 (PAEs) である di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), di-(n-butyl)phthalate 
(DBP) の新生仔マウスの雄性生殖器に対する作用も調べることを目的とした。 
  また、内分泌攪乱化学物質曝露による遺伝子産物変化の観点から、マウス精巣セルトリ
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細胞由来株 TM4 を用いて、タンパク質レベルでの解析を行い、内分泌攪乱化学物質曝露

のマーカーとなりうるタンパク質を検索する。本年度は、PAEｓおよび Flu の曝露実験を

行う。PAE としては、in vivo 実験で精巣セルトリ細胞に異常の見られた DEHP およびそ

の代謝産物である mono-(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP)を用いた。すでに報告した p38
をさらに解析するとともに、それ以外のスポットも検索する。 
  本報告は in vivo 実験と in vitro 実験から成り、以後は｢1. 精子形成に対する影響｣と、

｢2. in vitro における作用解析｣ の二部にわけて報告する。 
 

Ｂ．材料と方法 

１．精子形成に対する影響 

a) 実験デザイン 

  平成 14 年度に行なった実験は、以下の実験 I～実験 V である (表 1)。 
      実験 I: ラット、マウスの新生仔 (実験 IA) および成獣 (実験 IB) への BPA の投与 
      実験 II: ラット、マウス成獣への 17 β-estradiol (E2)、β-estradiol 3-benzoate (E2B) 

の投与 
      実験 III: マウス新生仔への Flu の投与 
      実験 IV: ラット新生仔への Tam と BPA の混合投与 
      実験 V: マウス新生仔への DBP、DEHP の投与 
  実験 I～実験 V での各化学物質の投与量は表 2～表 6 に示した。 
 

b) 化学物質 
BPA (Aldrich, Milwaukee)、E2 (Sigma, St Louis)、Flu (Sigma, St Louis)、DEHP 

(Aldrich, Milwaukee)、DBP(東京化成、東京)はまず dimethyl sulphoxide (DMSO)(Sigma, 
St. Louis)に溶かし、これをオリーブ油(和光純薬、大阪)(BPA および E2) またはコーン油

(Sigma, St Louis) (DEHP、DBP、Flu) で希釈した。Tam (Sigma, St Louis) および E2B 
(Sigma, St Louis) はオリーブ油に直接溶かした。コントロールはそれぞれ溶剤のみとし

た。 
 

c) 動物への化学物質の投与方法および評価時期 
  ラットはウイスター系、マウスは ICR 系とし、各実験群とも計 10 匹ずつ用いた。新生

仔 (実験 IA、実験 III、実験 IV、実験 V) へは、溶剤に溶かした化学物質を出生翌日から

隔日に 6 回、背部に皮下注射した。評価は生後 1 週齢から原則として 1 週齢毎に行ったが、

マウスは成長が早いので場合によっては各週齢の半ばでも評価をした。成獣 (実験 IB、実

験 II) へは、連続 5 日間投与し、6 日目に評価した。 
 
ｄ) 化学物質の投与量 
  実験 IA では BPA をラット新生仔へは 0.1, 1, 10, 100, 600, マウス新生仔へは 0.05, 0.1, 
1, 5, 10 (単位はµg / 匹 / 回) 投与した。 
  実験 IB では BPA をラット成獣へは 0.1, 1, 10, 100, 1000, マウス成獣へは 0.01, 0.1, 1, 
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10, 100 (単位はµg / 匹 / 回) 投与した。 
  実験 II では E2, E2Bをラット成獣へは 0.1, 1, 10, マウス成獣へは 0.4, 0.6, 0.8, 1,6, 3.2, 
6.4 (単位はµg / 匹 / 回) 投与した。ただしマウス成獣への E2B 投与は平成 11 年度に行

なったもので、この時は皮下注射ではなく、腹腔内投与であった。 
  実験 III および実験 V では Flu, DBP, DEHP をそれぞれマウスの新生仔へ 0.5, 5, 50, 
500, 5000 (単位はµg / 匹 / 回) 投与した。 
  実験 IV では Tam + BPA をラット新生仔へそれぞれ 20 + 20, 20 + 10, 10 + 10 (単位は

µg / 匹 / 回)投与した。 
  各化学物質の投与量はそれぞれ表 2～表 6 にも示してある。また同表では判った範囲で 
No Observed Effect Levels (NOELs) を記した。 
 

e) サンプリング法 
  動物はエーテルで深麻酔した。血液は、開胸して右心室穿刺により採取した。臓器は、

左心室より 3 ％ グルタール･アルデヒドで灌流固定した後に採取した。なお、サンプリン

グ時に体重、精巣重量、精嚢腺重量を測定した。精嚢腺重量は左右の葉を開口部から離断

し、精嚢液を PBS で洗い流した後に測定した。 
 

f) 臓器標本の作製 
  灌流固定した臓器は、常法に従い、脱水してエポン樹脂に包埋し、光学顕微鏡観察には

トルイジン･ブルー染色の準超薄切片、電子顕微鏡観察には酢酸ウラン･クエン酸鉛の二重

染色超薄切片を用いた。臓器によってはグルタールアルデヒドの灌流固定後に 10 ％ ホル

マリンで後固定した後、パラフィンに包埋し、切片はヘマトキシリン･エオシン染色した。

実験 IV では精巣をブアン固定し、パラフィン切片を作り、これを抗ヒト･トリプターゼ抗

体 (Dako, Denmark) で免疫染色、およびサフラニンとアリューシャン青の二重染色で肥

満細胞を同定した。 
 

g) ホルモンの測定 
血清中の LH、FSH、インヒビン、テストステロン濃度は、時間分解蛍光免疫測定法の

競合法(TRFIA)で測定した。 
 

h) 妊孕能試験 
  実験 I および実験 V では各実験群のラット、マウスがそれぞれ 15 週齢、12 週齢に達し

た時に正常な雌と夕刻数時間同居 (雄 1 匹: 雌 2 匹) させ、交尾、射精を観察した。雌は

その日の朝 (午前 10 時 30 分) に発情前期であった。射精を確認してから常法により雄を

灌流固定し、精巣の光顕、電顕試料を作った。普通、射精は数十回の挿入の後に行なった。

交尾した雌はそのまま飼い続け、妊娠、出産の確認に供した。 
 

i) 倫理面への配慮 
  本研究は千葉大学大学院医学研究院の動物倫理委員会の承認を受けている。実験動物へ
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の各化学物質の投与時および潅流固定時には動物の苦痛を最小限にとどめるよう努めた。 
 

2. in vitro における作用解析 

a) 細胞培養 
  マウス精巣セルトリ細胞由来株 TM4 は American Type Culture Collection (ATCC) か
ら購入した。化学物質(MEHP (東京化成), 10 µM, 100 µM; DEHP, 100 µM; Flu, 50 µM) 
は DMSO に溶解後、細胞培養液に添加し、2 日間培養した。DMSO のみを培地に加えた

ものをコントロールとした。 
 細胞を PBS で数回洗浄後、二次元電気泳動用には IEF lysis buffer (8 M urea, 2 % 
CHAPS, 40 mM Tris, 1 mM PMSF, 1mM Na3VO4) を、一次元電気泳動用には SDS 
sample buffer (50 mM Tris-HCl, pH6.8, 2 % SDS, 10 % glycerol) を加えて細胞を融解、

ポリトロンで破砕した。15,000 rpm で 20 分間遠心し、その上清を細胞抽出液とした。一

部を取り、DCプロテインアッセイキット (Bio-Rad) を用いてタンパク質濃度を測定した。 
 

b) 二次元電気泳動・ウェスタンブロット 
  Immobiline dry strip ゲル (pH 3-10; Amersham) を用いて、細胞抽出液をゲルあたり

40 µg (ウェスタンブロットの場合)または 8 µg (銀染色の場合) 添加し、等電点電気泳動を

行った。二次元目を 10%ポリアクリルアミドゲルで SDS-PAGE し、2D-銀染色試薬・II
「第一」キット (第一化学) を用いて銀染色を行った。またウェスタンブロットの場合は、

二次元目電気泳動終了後 PVDF 膜にトランスファーした。1 % BSA でブロッキング後、

HRP 標識抗リン酸化チロシン抗体(ECL チロシンリン酸化タンパク質検出システム ; 
Amersham) と室温で 1 時間インキュベーションした。ECL Plus (Amersham) で化学発

光させ、チロシンリン酸化タンパク質のスポットを検出した。 
 

c) 免疫沈降法、N 末端アミノ酸配列分析 
  p38 を解析するため、抗リン酸化チロシン抗体を用いて免疫沈降を行なった。前年度の

研究結果によりリン酸化された p38 のスポットの存在がわかっている DES 処理した TM4
細胞からの抽出液を用い、抗リン酸化チロシン抗体、Protein G-Sepharose (Amersham) 
とともにインキュベートした。Protein G-Sepharose を回収・洗浄後、SDS-PAGE 用溶解

緩衝液で免疫沈降されたタンパク質を溶出し、一次元電気泳動を行った。PVDF 膜にトラ

ンスファーした後、約 38 kDa の位置にあるバンドを切り出し、N 末端アミノ酸配列分析

のための試料とした。 
 

C. 結果 

１．精子形成に対する影響 

a) BPA、E2、E2B または Flu の影響 

(1) 影響の概要 
  BPA、E2、E2B、Flu の投与は、ラットでもマウスでも、また新生仔投与でも成獣投与
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でも、ある投与量 (具体的な投与量は以下に詳述) を越えると、投与した化学物質の種類

に関わらず、精巣に同じ形態異常をもたらした (よって、以下、特に断らない限り BPA、

E2、E2B、Flu の共通作用として記す)。一方、体重、精巣重量はコントロール動物と有意

差はなかったが、精嚢腺重量はコントロールの約 4 分の 3 であった。実験 I～実験 V とも

に、精巣上体の組織学的変化は見られなかった (図 1～2) ので、以下、精巣の組織学的変

化と各化学物質の投与量との関係について詳細を記す。また、E2、E2B、BPA、Flu、Tam、

DEHP、DES の各種ホルモン受容体活性と本研究の形態的変化の関係を表 7 に示した。 

(2) 成獣投与系で見られた影響 
  成獣では、化学物質 (BPA、E2 または E2B) の投与終了翌日から精巣における形態異常

が見られた。これら化学物質による精子細胞の形態異常は特異的であり、ステップ 2･3 精

子細胞の尖体顆粒の位置異常から始まり、ステップ 6 精子細胞の尖体の形態異常 (図 3)、
ステップ 8 以降の精子細胞の尖体、および核の変形、空胞形成であった (図 4～6, 8, 20)。
これらの微細形態異常は BPA ではラットで 1µg / 匹 / 回、マウスで 0.1µg / 匹 / 回、E2

および E2B ではラットで 1µg / 匹 / 回、マウスで 0.6µg / 匹 / 回以上の投与量で認めら

れた。一度精子細胞の核および尖体が変形すると、精子になった後でも奇形が持続した(図
10)。そして光顕、電顕共に切片で観察した範囲では、ステップ 2･3 以降の全ての精子細

胞および精子が奇形になるのではなく、正常な形をした精子細胞や精子もあることが推察

された。正常な形態のステップ 9 精子細胞は図 7、図 19 に、そして正常なステップ 14 精

子細胞は図 9 に示した。ステップ 8 精子細胞が塊となって精上皮から剥離することもあっ

た。この剥離についてはE2Bの作用としてBlanco-Rodríguez and Martínez-García (1996) 
も報告している。また、投与量をいろいろと変えてみたが、投与量が 2 倍、10 倍となって

も奇形精子細胞および奇形精子の出現頻度が 2 倍、10 倍とはならないようである。これら

化学物質のある閾値を越えると、奇形精子細胞がある頻度で出現するという印象であった。

投与量と奇形細胞の出現頻度の関係はこれからの課題としたい。ひとつの方法として、精

巣上体尾部内の精子の奇形率を光学顕微鏡で調べ、投与量との相関を調べるつもりである。 
  これら造精細胞の奇形の他に、セルトリ細胞･精子細胞間の特殊接合装置にも無形成ない

しは一部欠失などの特異的な異常が見られた (図 4, 6, 20)。しかしセルトリ細胞間の特殊

接合装置 (血液･精巣関門) には微細構造的に異常は見られなかった(図 11)。 

(3) 新生仔投与系で見られた影響 
  新生仔投与でも、成獣への投与時と同様の形態異常が精巣で見られた。しかし、これら

薬剤の影響の見られた造精細胞はステップ 2・3 精子細胞以降だったので、これらの精子

細胞が分化する以前の日齢 (ラットでは 0 日齢から 24 日齢頃、マウスでは 0 日齢～20 日

齢頃まで) では何ら精巣には異常は見られなかった。これらの新生仔における異常は BPA
ではラットで 1µg / 匹 / 回、マウスで 0.1µg / 匹 / 回、Flu ではマウスで 0.5µg / 匹 / 回
以上の投与量で認められた。これらの異常は新生仔投与の場合、生後 9 週齢でも出現頻度

は少なかったが見られた。その後、ラットで生後 15 週齢、マウスで生後 12 週齢でこれら

の異常は殆ど見られなくなった。新生仔投与でも体重、精巣重量はコントロール動物と有

意差はなかったが、精嚢腺重量はコントロールのそれの約 3/4 程度であった。 
  BPA、E2、E2B、Flu の微細形態に与える影響を図 20 にまとめた。 
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  実験 IA の BPA の新生仔投与では、生後 8 週齢の時点での血中テストステロンはコント

ロ ー ル の  4470.120±424.227 pg/ mL 、 実 験 群  (0.1 µg / 匹  / 回 投 与 群 ) の

607.435±152.049 pg/mL であり、P<0.05 で有意差があった。また、血中 FSH はコント

ロールの 1.350±0.114 µg/mL、実験群の 1.240±0.311 µg/mL であり、有意差は無かった。 

(4) 妊孕能 
  新生仔投与動物 (ラットで生後 15 週齢、マウスで生後 12 週齢) と交配した正常雌は正

常ないし、やや長い妊娠期間を経て健仔を出産した。交尾 (射精) から出産までの時間は

最も長い例でラットでは 23 日と 13 時間であった。 
  これらの形態異常の出現および投与動物が充分に成熟してからの妊孕能の出現は昨年度

に行なったラットおよびマウス新生仔への E2、E2B 投与の結果と同じであった。すなわち

ステップ 2・3 精子細胞の尖体顆粒の位置異常から始まって、それ以降の精子細胞の尖体

および核の奇形が見られた。また、セルトリ細胞・精子細胞間の特殊接合装置の形成不全

や部分的欠損も認められた。これらの形態異常は E2、E2B ともにラットでは 500 ng / 匹/ 
回、マウスで 12.5 ng / 匹 / 回の投与で認められた。ラット、マウスともに充分に成熟し

た段階では妊孕能があり、健仔を得た。 
 

b) Tam と BPA の混合投与の影響 
  ラット新生仔に対する Tam と BPA の混合投与 (実験 IV) では、Tam と BPA の作用は

それぞれ独自にみられた。すなわち Tam の作用として、昨年度にラットに Tam を単独投

与した時と同様に、生後 2 週齢から 4 週齢にかけて精細管周囲の筋様細胞の水腫変性が見

られた (図 12)。この水腫変性が治まった頃 (生後 4 週齢) から、精巣間質に肥満細胞が出

現するようになった (図 13～15)。この肥満細胞の浸潤は生後 12 週齢まで続いた。また、

コントロールに比べ、Tam と BPA の混合投与では血液精巣関門の完成が約 2 週間遅れた

が、精子の完成は 1 週間の遅れ、すなわち生後 8 週齢で精子は完成した。これは Tam 単

独投与と同じ結果であったので、ここまでは Tam の作用が強く出ているものと考えられ

た。一方これ以降の時期、すなわち実験動物が生後 5 週齢で血液精巣関門が完成した後は、

精子細胞の核および尖体の変形、セルトリ細胞･精子細胞間の特殊接合装置の形成不全およ

び部分的な欠損が見られた。これは、BPA 単独投与と同じ結果であった。これらの結果か

ら、BPA の作用と Tam の作用は独立的なものであると考えられた。これらは Tam 10 µg / 
匹 / 回 + BPA 10 µg / 匹 / 回の組み合わせで認められた。 
 

c) DBP、DEHP の影響 
  マウス新生仔に対する DBP または DEHP の投与実験 (実験 V) では、BPA、E2、E2B、

Flu とは全く異なった結果を得た。すなわち、DEHP 投与ではセルトリ細胞間の特殊接合

装置 (血液･精巣関門) がコントロール動物よりも 10 日ほど早く出現した (図 16)。また、

生後 1 週齢でセルトリ細胞の板状突起が発達していた (図 17)。この板状突起の発達もコ

ントロールに比べて約 10 日早かった。造精細胞の分化や精子形成には異常は見られなかっ

た。精巣上体には何の変化も見られなかった (図 18)。DEHP 投与マウスは生後 7 週齢に

おいて妊孕性があった。DBP 投与では、今回の実験では精巣、精巣上体には何の変化も認
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められなかった。 
 

２．in vitro における作用解析 

a) p38 の解析 
  38 kDa 近辺のバンドを切り出して N 末端アミノ酸配列分析したところ、7 残基解析で

きたため、データベース検索を行った。その結果、そのアミノ酸配列は、免疫グロブリン

の一部と一致することがわかった。 
 

b) チロシンリン酸化タンパク質の変化 
  MEHP、DEHP を投与し、抗リン酸化チロシン抗体を用いたウェスタンブロットで解析

したところ、p38 はコントロールに比べ、MEHP、DEHP 投与によりリン酸化が亢進して

いた (図 22)。また分子量約 140 kDa のタンパク質 (図 22 の矢印) のリン酸化がコント

ロール、DEHP 投与に比べ、MEHP 投与において顕著に亢進していた。Flu 投与において

も、MEHP 投与ほどの効果はなかったが、同様の傾向がみられた。 
 

c) 総発現タンパク質 (プロテオーム) の解析 
  化学物質投与により、発現タンパク質がどのように変化するかを、二次元電気泳動法を

用いて調べた。図 23 に示すように、コントロール、MEHP 投与、Flu 投与を比較したと

き、いくつかのスポットが量的に変動することがわかった。コントロールには存在するが、

MEHP、Flu 投与には存在しない、もしくは量的に少ないスポット (a, b, d) や、MEHP
投与で減少しているスポット (c)、Flu 投与で減少しているスポット (e) などが見いださ

れた。 
 

Ｄ．考察 

１．精子形成に対する影響 
  平成 11 年度と平成 12 年度には、DES をラット新生仔に投与したところ、血液･精巣関

門の分化が約 4 週間遅れ、このために造精細胞の分化も減数分裂前期で約 4 週間滞ったこ

とを示した。また、マウス成獣に E2B を投与したところ、ステップ 7 以降の精子細胞お

よび精子に尖体、核の奇形、そしてセルトリ細胞･精子細胞間の特殊接合装置の部分的な欠

損が見られた。平成 13 年度にはマウス、ラットの新生仔へ E2、E2B を投与し、外因性 E2、

E2B の精巣に対する作用を示した。同時に、ラット新生仔に  tributyltin chloride, 
nonylphenol, 4-octylphenol, Tam, BPA を投与し、これら化学物質の精巣に対する影響を

DES 投与と同じ方法で調べたが、Tam, BPA 以外は精巣に著変は見られなかった。Tam
は DES と同様に血液･精巣関門の分化を遅らせたが、DES の 4 週間遅延に対して、Tam
では 2 週間の遅延であった。また、Tam は精細管の筋様細胞の水腫変性および精巣間質へ

の肥満細胞の出現をもたらした。また、BPA は新生仔に投与すると E2、E2B と同じよう

な作用をすることが解った。この実験系では BPA をラット、マウスの新生仔に投与し、

その個体が思春期になり精子形成が始まるようになるとその造精細胞は奇形になることが

解り、BPA の環境ホルモン作用が明らかになった。危険ではない (Cagen et al, 1999a, b；
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Ashby et al, 1999)と言われていた BPA にも新生仔期投与によりラット、マウスの思春期

から青年期の一時期に精子に奇形の起こることが判った。また、BPA、E2、E2B による精

子、精子細胞の奇形は実験動物が充分に成熟すると回復し、その上、妊孕性も出ることが

判った。また、DES のラット精巣に対する作用をマウスの精巣についても調べ、DES は

ラットにもマウスにも同様に作用することを示した。 
  平成 14 年度は、これらのことを踏まえ、BPA の作用に注目し、ラット新生仔への BPA
の作用を確認すると共に、BPA のマウス新生仔、ラット、マウスの成獣に対する影響を調

べることにした。また、BPA と E2、E2B の作用を比較するためにラットおよびマウス成

獣への E2、E2B の投与を行った。なお、マウス成獣に対する E2B の作用については平成

11 年度に既に調べてある。 
  平成 13 年度の実験結果および今年度の実験 I、実験 II の結果より、BPA は外因性の E2

および E2B と同じ作用を示したので、少なくともこの実験系に関して BPA はエストロジェ

ン作用を持つことが確認された。 
  この作用がラット、マウスと、動物種を越えて、また、新生仔、成獣投与に関わらず同

じであることも興味深い。BPA の弱いエストロジェン作用は古くから言われている 
(Dodds and Lawson, 1936; Bitman and Cecil, 1970; Krishnan et al, 1993; Gaido et al, 
1997; Kuiper et al, 1997; Steinmetz et al, 1997, 1998; Ashby and Tinwell, 1998; 
Milligan et al, 1998; Berganon et al, 1999; Schafer et al, 1999; Papaconstantinou et al, 
2000; Tinwell et al, 2000)。 
  今回の実験でラット、マウスの新生仔に BPA を投与し、その個体が充分成熟し、精巣

上体尾部内に奇形精子が殆どなくなる頃 (ラットでは 15 週齢、マウスでは 12 週齢) には

妊孕能のあることが証明された。今回は BPA 投与動物に妊孕能があるかないかを調べる

ための予備的実験であったので動物が充分に成熟した時点の 1 回しか妊孕性試験をしな

かった。今後の課題としてはラット、マウスともに性成熟に到達した直後から経時的に妊

孕能の有無を調べ、BPA による奇形精子出現割合と妊孕性の関係も調べたい。 
  実験 IA では生後 8 週齢の時点で実験群の血中テストステロン値はコントロールのそれ

の約 7 分の 1 であった。これは実験群では精嚢腺の重量がコントロールのそれに比べて小

さかった事と一致する。この実験群では血中 FSH がコントロールのそれと変わりがなかっ

た。他の実験群の血中ホルモン値も現在測定中なので、これらの結果を待って考察をした

い。 
  また、実験 III の Flu の投与でも BPA、および E2、E2B 投与と同じ結果が得られたので、

この実験系に関する限り、Flu も外因性のエストロジェン作用と類似の作用を持つと言え

る。Flu は androgen receptor antagonist (Neri et al, 1979)として前立腺癌の治療薬とし

て使われているが、今回の実験で精巣に外因性 E2、E2B の作用を現すことが解ったので、

Flu のこの作用機序の解明が必要である。Flu の作用については O’Connor et al (1998)、
Miyata et al (2002) の報告があるが、微細構造についての報告はない。今回は Flu をマウ

ス新生仔に投与したが、これからの課題として、これらが BPA のように動物種を越えて

発現するのか、それともマウス新生仔に特有な現象なのかを調べる必要がある。また、Flu
の NOEL を見つけ、E2、E2B とのエストロジェン作用の強さの比較についても今後の課

題としたい。 
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  Flu は前立腺癌治療薬として適切な管理、投薬をされているので、一般の人々が曝露さ

れることはない。しかし、BPA は歯科充填剤、缶詰のコーティング剤、食器として広く使

われていた。ヒトが連続的に生涯曝露され続けても影響を受けない BPA の量は体重 1 kg
につき 1 日あたり 50 µg と言われている(ビスフェノール A 安全性 5 社研究会)。しかし本

研究ではラット、マウスの成獣の BPA 投与実験であるが、1 日あたり体重 1 kg につき 3.3 
µg の、それもたったの 5 回投与で精子形成に異常が見られた(表 3)。ラット、マウスをヒ

トと一緒にできないとか、皮下投与と経口投与とではその効力に違いはあるといった考え

はあるものの、本実験系で、それも成獣投与の場合も、新生仔投与の場合も精子形成異常

をおこした事は、BPA はヒトの精子形成にも影響を与える可能性も考えられるので、BPA
については乳幼児であろうと成人であろうと、さらに詳細な研究を必要とする。また、新

生仔ラット、マウスに BPA を投与するとその個体が思春期に達すると上に述べたように

精子形成障害をおこすが、その個体が充分に成熟すると妊孕能がある。最終的に次世代を

作る能力が備わるのならば何も問題にすることはない、という考え方もあろうが、たとえ

個体の成長の一時期であろうと精子形成異常がある期間連続的に起こることは次世代への

影響の有無に関わらず、看過出来ない。 
  本研究の結果、たとえ実験動物にしろ、BPA が精子形成異常を起こすことが明確に判っ

たので、ヒトへの影響も早急に調べる必要がある。BPA のヒトへの曝露量は住んでいた環

境、食餌等により個々人で異なるだろうが、血清中 BPA 量は日本人では 0.32～2.4 ng / mL
であると報告されている (Inoue et al, 2000; Ikezuki et al, 2002)。また、妊娠中期の羊水

ではかなり高く、8.3 ng / mL であると報告されている (Ikezuki et al, 2002)。本研究によ

り BPA 投与ラット、マウスに精子細胞および精子の奇形、セルトリ細胞・精子細胞間の

特殊接合装置の欠損が見られたが、この時の血清中 BPA 濃度を是非測定する必要がある。

この測定は今後の課題として第一に取りあげられるべきである。 
  BPA、E2、E2B、Flu ともにセルトリ細胞･精子細胞間の特殊接合装置 (図 19) と精子細

胞および精子に異常を起こす。この特殊接合装置の機能はまだ解らず、仮説の域を出てい

ない。この装置の推測される機能として、精子頭部を成形したり (Fawcett et al, 1971)、
成熟精子細胞を spermiation まで精上皮に保持したり (Brökelmann, 1963; Nicander, 
1967)、成熟精子細胞を精上皮に整列させたり (Russell et al, 1988; Vogl et al, 2000)、
spermiation の時に成熟精子細胞(精子)を放出したり (Vitale-Calpe and Burgos, 1970)、
という説がある。BPA、E2、E2B、Flu ともにこの接合装置に形態異常を起こし、さらに

精子細胞の尖体および核に形態異常を起こすので、Fawcett et al (1971) の言うように、

この接合装置は精子頭部の形状をその動物種独特の形に成形する機能を持っているのかも

知れない。またはそれとは関係なく、BPA、E2、E2B、Flu は精子細胞の尖体および核に

間接的に働いているのかも知れない。BPA、E2、E2B、Flu ともに生後 11 日齢で投与を終

了し、精子細胞に異常が初めて見られるのはラットで投与終了 20 日後、マウスで投与終

了 10 日後なので、これら化学物質の直接作用として精子細胞が異常になるとは考えられ

ない。BPA は体内で速やかに代謝されるので (Fung et al., 2000; Völkel et al., 2002)、投

与終了後 10 日、20 日も経て充分な量が体内に残っているとは思えない。これからの課題

として BPA の作用が発現する時の血中 BPA 濃度を測定してみたい。考えられることは、

特殊接合装置が精子頭部の成形をするか否かは別として、これら化学物質がセルトリ細胞
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に作用して、結果的に特殊接合装置に異常が起きたり、またセルトリ細胞が栄養を供給し

支持している精子細胞に異常が起きたりしたのかもしれない。これら化学物質の作用機序

解明も今後の課題である。 
  BPA、E2、E2B、Flu は同じセルトリ細胞の特殊接合装置でもセルトリ細胞間の特殊接

合装置 (血液･精巣関門、図 21) には何の影響を与えないのは興味深い。血液･精巣関門は

正常に分化し、そのために減数分裂もラットでは生後 3 週齢までに、マウスでは生後 18
日齢までに開始した。 
  しかし、同じく、エストロジェン作用があると言われている DES の場合は、同じよう

に新生仔に投与しても血液･精巣関門の分化遅延が起こり、減数分裂の開始はラットでは約

4 週間、マウスでは約 1 週間遅れた。このように同じエストロジェン作用があると言われ

ている DES と BPA とではその作用機序が異なることが解った。また、Tam と DES の混

合投与実験、Tam と BPA の混合投与実験でも前者の実験では Tam は DES の作用を相乗

的に増したが、後者の実験では Tam も BPA も独自に作用したので、やはり DES と BPA
の作用機序は互いに異なることが推測される。DES も Tam も減数分裂の始まる以前のセ

ルトリ細胞に作用するが、BPA は減数分裂開始以後のセルトリ細胞に作用すると思われる

ので、Tam と BPA の混合投与の場合、それらの作用の現れる時期が異なるため、それぞ

れの作用が独立して現れるのかもしれない。 
  DEHP のラットおよびマウスへの投与実験はいくつか報告されているが、全て食餌にま

ぜて経口投与したものである (Hazleton Biotechnology Co. 1992a, b; Poon et al. 1997)。
我々の実験では、輸液等で用いられる塩化ビニール製医療器具による DEHP の曝露を念頭

に置いて DEHP の皮下投与実験を行なった。その結果、経口投与よりも少ない投与量でセ

ルトリ細胞の早熟化が見られた。この早熟化は微細形態(セルトリ細胞の板状突起の早期出

現、セルトリ細胞間の特殊接合装置の早期出現)から判断したが、機能面からも判断する必

要がある。このため、今後の課題としてセルトリ細胞間の特殊接合装置の血液・精巣関門

としての働きが、やはり早期に確立されるかどうかを調べる必要がある。そのためには細

胞間のトレーサーとしてチトクローム C を精細管内腔にマイクロ・インジェクションし、

それが精巣間質に漏れるか否かを電子顕微鏡的に調べるつもりである。 
  Flu、DEHP ではまだ判らないが、マウス新生仔に投与した BPA の NOEL は 50 ng～
100 ng / 匹 / 回の間であった (表 2)。昨年度のマウス新生仔への E2B の投与実験の結果、

その NOEL は 6.25 ng～12.5 ng / 匹 / 回の間であった。両実験系とも NOEL を確定しよ

うとした実験系ではないので、正確さには疑問が残るが、この実験系に関しては BPA は

E2B の約 10 分の 1 程の強さと言える。BPA は E2 の 10000～15000 分の 1 と言われてい

る Gaido et al, 1997; Nagel et al, 1997; Milligan et al, 1998) が、マウス新生仔を用いた

この実験系では BPA のエストロジェン作用はこれらの報告より 3 桁も強かった。今回の

実験系では生後 1 日、3 日と、生まれたばかりの仔マウスに皮下注射をする場合、1 割ぐ

らいの注射液が刺入口から漏れてしまうことが度々あったので、正確な NOEL とは言い難

い。正確な NOEL および BPA および Flu の E2、E2B に対する強さの程度の比較は今後の

課題としたい。 
  このように BPA、E2、E2B、Flu、DEHP、DES の環境ホルモンとしての生体への影響

を解明するだけでなく、この作用を生物学的な研究手段としても用いることの出来ること
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が解った。 
 

２．in vitro における作用解析 
  DES 等の内分泌攪乱化学物質を投与することにより、分子量 38 kDa のタンパク質 
(p38) のリン酸化が亢進することを昨年度報告した。そこで今年度は p38 のスポットをゲ

ルから切り出し N 末端アミノ酸配列解析したところ、7 残基が解析できたが、そのアミノ

酸配列は免疫グロブリンの一部に一致した。これはゲルから切り出したスポットに免疫沈

降に使用した抗体の一部がコンタミしており、その配列を読んだ可能性が考えられた。p38
はウェスタンブロットでは認識されるが、総タンパク質の二次元電気泳動の銀染色ではそ

のスポットは特定できず、その存在量は極めて少量で単離が困難であると考えられる。ま

た、図 22 に示したように、チロシンリン酸化された p38 はコントロールにおいて常に全

く存在しないのではなく、実験群よりは少ないものの、検出されることがあるということ

がわかった。今年度の結果で新たに注目したいのは、分子量約 140 kDa のチロシンリン酸

化タンパク質 (p140) である。DEHP の内分泌攪乱化学物質としての作用は in vitro では

見られず、DEHP の代謝産物である MEHP が担うとされている。p140 は、DEHP 投与

ではコントロールとあまり差は見られなかったが、MEHP 投与でチロシンリン酸化が顕著

に亢進していた。この結果から、p140 が内分泌攪乱化学物質曝露のバイオマーカーの候補

の一つと考えられる。昨年度行った DES および BPA 投与では、p140 のリン酸化の亢進

はそれほど顕著ではなかった。内分泌攪乱化学物質の種類や濃度が p140 のチロシンリン

酸化及ぼす影響について、今後詳細な検討を行う必要があろう。 
  他の有用なマーカーを探索するため、プロテオーム解析を試みた。細胞抽出液を二次元

電気泳動法で分離・展開し、銀染色することにより、各化学物質の投与前後のスポットの

パターンを比較したところ、いくつかのスポットについて、実験群とコントロールとで差

異が見いだされた。コントロールにしかないもの、MEHP 投与、もしくはフルタミド投与

のときに減少するもの等、興味深いいくつかのスポットが観察された。セルトリ細胞株

TM4 におけるこれらの変化は、動物実験において見られたセルトリ細胞の異常と関連して

いる可能性がある。近年プロテオミクス研究の進展により、二次元電気泳動法によって分

離された多数の微量タンパク質を効率よく同定する分析技術が発達してきた。内分泌攪乱

化学物質の作用メカニズムを解明する上でも、プロテオーム解析が有用であることが示さ

れた。 
 

Ｅ．結論 

１．精子形成に対する影響 
  BPA、Flu は新生仔マウスに投与すると、そのマウスが成長して精子形成を行なうよう

になると精子細胞の核、尖体に奇形をおこすことが判った。またこの精子細胞に接するセ

ルトリ細胞の特殊接合装置にも形成不全、一部欠損などの異常をもたらした。これらの異

常は BPA に関してはラットの新生仔、ラットの成獣投与でも、動物種を越えて見られた。

また、E2、E2B 投与でも同じ作用が見られたので、BPA、Flu はラット、マウスに対して

エストロジェン作用あるいはエストロジェン作用の相対的増強作用を持つと思われる。一
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方、DEHP はこれらとは作用が異なり、マウスにおいてはセルトリ細胞の早熟化を促すと

思われる。特に、BPA の作用については、我々の身近なところに曝露源のある可能性があ

るので、さらなる詳細な研究を必要とする。 
 

2. in vitro における作用解析 
  セルトリ細胞由来である細胞株 TM4 を用いた in vitro 実験において、特定のタンパク

質のチロシンリン酸化が亢進することがわかった。またプロテオーム解析により、複数の

タンパク質のスポットが化学物質投与により変化していることが明らかになった。今後こ

れらのタンパク質について解析を進めることにより、内分泌攪乱作用が疑われる物質の作

用機構の解明、また内分泌攪乱化学物質曝露の有用な指標となりうるバイオマーカーの検

索が可能となろう。 
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