
第1章　緒言

エ　1　本研究の目的

　現在、ケミカルアブストラクトに登録されている化学物質は約1800万種を

超えており、これらのうち6～8万種類に達する化学物質は産業的に生産され

ている1）。このことは現在の私達の生活に化学物質が必要不可欠となっている

ことを示している。我々の生活環境は天然由来の化学物質に加え、環境汚染物

質、医薬品、農薬、産業用化学物質、食品添加物など多くの化学物質に取り囲

まれて生活している。これらの化学物質を一方では有効利用し、恩恵にも浴し

ているものの、一方では、過去にヒトの健康や生態系に重大な影響を及ぼした

化学物質も多数知られており、化学物質の安全性や危険性に関して多くの未知

の部分が残されている。

　近年、これら化学物質のうち、ヒトや野生生物などの生体内に微量取り込ま

れ、ホルモン疑似作用やホルモン撹乱を引き起こす外因性内分泌かく乱化学物

質（Endocdne－disr“pting　chemicals）が問題となっている。これらの多くは・内

因性ホルモンであるエストロゲンやアンドロゲンなどと化学構造が類似してい

るため、生体内においてそれらの受容体に誤って結合し、受容体を介し遺伝子

発現やタンパク質合成へ影響を及ぼす。例えば、脊椎動物では、体内のホルモ

ン活性が異常に高められ、生殖機能の撹乱、薬物代謝酵素の誘導や酵素活性の

阻害による物質代謝の撹乱、免疫系の阻害、発ガン作用等が引き起こされ、ヒ

トにおいては、女性における乳ガンの発生率の上昇や男性の精子数の減少など
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生殖機能障害の原因となっていると考えられている24）。内分泌かく乱化学物

質の多くは、産業排水や生活排水にも含まれ河川を通じて湖沼や海洋に広がり、

水圏に棲む野生生物に顕著な影響を及ぽす可能性が考えられる。生物の生息数

減少や分布の変化など生態系への影響や漁業資源の減少等をもたらす恐れがあ

り、水産物への依存度が高い目本において、安全な食糧の確保という問題とし

てもとらえる必要もある。

　これまで、水環境中に存在する化学物質の評価は、一般に排水基準など既知

の毒性物質のみを機器分析で測定することによって行われてきた。しかしなが

ら、河川や海水中に存在する微量の化学物質の計測値のみで、水生生物に与え

る影響など水域環境中の評価を行うことは難しい。一方、未知あるいは未確認

奪化学物質に起因する環境変動も含め、生物の生体内反応を用いてその応答性

から水環境中の評価を行う方法が注目されている。化学物質の総量としての複

合影響をこれまでの物理化学的機器分析方法によって評価することに加え、化

学物質によって引き起こされる生物の異常をバイオマーカーと呼ばれる生体内

反応1）を利用し総合的に評価する指標を用いることは有用と考えられる。

　雌特異タンパク質、デビテロゲニンは、鳥類、両生類、及び魚類などの卵性脊

椎動物の繁殖に重要な役割を担っているリンタンパク質の前駆体である。脳下

垂体から分泌された生殖腺刺激ホルモンはエストロゲンを合成し、血中のステ

ロイド結合タンパクによって肝臓へ運ばれ、受容体を介して肝臓中でビテロゲ

ニンを生合成する。合成されたビテロゲニンは血中に分泌され、ポリペプチド

鎖2本からなる2量体と考えられており、個々のポリペプチド鎖には脂質とリ

ン酸が結合しており、魚類ではリン脂質とトリグリセロイドを主体とする脂質
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の総量は全体の約20％と報告されている。ビテロゲニンは卵に取り込まれると

脂質タンパクであるリポビテリンと、リン酸化セリンを多数含むフォスビチン

の2種類の卵黄タンパクに分解される5）。、卵黄タンパク前駆物質としてのビテ

ロゲニンの一般的な性質としては、

1）卵黄形成期の雌に特異的に発現している

2）卵濾胞により産生されるエストロゲンにより肝臓で産生される

3）卵黄形成期の卵母細胞に特異的に取り込まれ、卵母細胞内で分子開裂し卵

　　黄タンパク質となる

4）卵発生から艀化仔稚魚が餌を捕り始めるまでの主要な栄養源であり、他の

　　物質と結合して卵母細胞内への輸送を行う

5）カルシウム、鉄、亜鉛などを結合する糖、脂質、リンを含む高分子（分子

　　量45－60万）の複合タンパクである

ことが知られている。血中ビテロゲニンは一般に雌魚の成熟時にmg／mlレベル

まで達することが知られているが、雄魚や未成熟魚ではほとんど検出されない。

そのため魚類の生殖生理機構を解明することを目的に、ビテロゲニン遺伝子の

発現機構、ビテロゲニンの卵黄タンパクヘの特異的分解過程、卵成長及び生殖

周期に伴うビテロゲニンの変化などに関する研究が行われ、実用面でも雌に特

異的に出現する性質を利用して早期雌雄判別法の指標タンパク、卵黄形成のモ

ニタリングなどの分野で利用されていた。しかしながら近年、雄魚や未成熟魚

でもエストロゲン様作用を示す化学物質に曝露された場合、ビテロゲニンが誘

導されることが事象として報告されており、環境水中の内分泌かく乱作用（特

にエストロゲン様作用）を有する物質の影響を把握する手段として、雄ニジマ
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ス0ηoo7妙noh〃s〃卿5sを調査水域中に曝露後、血中のビテロゲニンを検出する

方法がイギリスにおいて開発され、以来、このタンパク質をバイオマーカーに

用いることは、信頼度の高い評価手段として欧米で定着してきている6）。

　本研究では、コイ科の一種で生殖内分泌の研究に広く利用されているキンギ

ョ（Cαアαss加側r伽s）をモデル生物とし、内分泌かく乱化学物質の影響評価法

の確立及び応用を目的とした。成熟したキンギョは小型で扱いやすく飼育が容

易で、各臓器が十分に確保でき、様々なバイオマーカーの分析が可能であるこ

とから、内分泌かく乱化学物質を評価するのに最適な実験魚であると考えられ

る。また、環境適応能力が優れ、1年間を通して大きさが同程度の個体を多数

供給できることから通年において研究室内実験および野外調査に適用可能と思

われる。これらの利点から、まず、キンギョの血中ビテロゲニンを測定可能な

酵素免疫測定法を開発し、内分泌かく乱化学物質のエストロゲン様活性につい

て血中ビテロゲニン合成を指標とし評価した。次に、血中ビテロゲニン合成の

変動に関与すると考えられた飼料など飼育環境要因が与える影響を検討し、特

異性の高い評価系を精査した。また、内分泌かく乱作用が疑われる化学物質が、

血中ビテロゲニン産生、薬物代謝酵素系、ステロイドホルモン合成系に及ぽす

影響についても調査した。さらに、これら確立された手法に加え、環境汚染物

・質の評価研究において有用と考えられる薬物代謝酵素チトクロームP450

　（CYPs）τ9）、重金属の解毒やストレス研究に用いられているメタロチオネイ

ン10）など、いくつかのバイオマーカーを指標とし、一般河川環境中における内

分泌かく乱化学物質の影響評価を試みた。

4



1．2　本研究に関する従来の研究

　これまで、一般環境中に棲息する多くの魚類において、内分泌かく乱化学物

質が原因と考えられる生殖異常が報告されている。イギリスでは1980年代に

汚水処理施設下流に生息するローチ（Rμ万1㍑srμ’il㍑S）に雌雄同体魚が確認され、

下水処理放流水にエストロゲン様物質が含有しているのではないかとの仮説が

たてられ、Purdomら6）は、雄ニジマス（Onoor伽o加s贋卿ss）を下水処理施設

の下流に1－3週間ケージに入れて置き、血漿ビテロゲニン量をRIA法により定

期的に測定した。1986年から4年間の調査の結果、15地点の下水処理施設下

流に設置したケージから得られた雄ニジマス血中のビテロゲニン量は対照地点

の魚と比較して約500－100，000倍の増加が確認された。下水処理放流水中のエ

ストロゲン様物質は特定できなかったが、経口避妊薬のエチニルエストラジオ

ールと、界面活性剤であるノニルフェノールエトキシレート分解産物のノニル

フェノールが影響した可能性が示唆された。さらに室内実験において、1－10ng／1

のエチニルエストラジオールを含む水で飼育した雄ニジマスの血中にフィール

ド調査と同様にビテロゲニンが産生されたことが確認されている11）。Joblingら

12）は、下水処理水または河川中において検出されるアルキルフェノールポリエ

トキシレートが、雄ニジマスの血中ビテロゲニン合成に及ぼす影響を詳細に調

べた。室内実験において、ノニルフェノール、ノニルフェノキシ酢酸、オクチ

ルフェノール及びノニルフェノールジエトキシレートをそれぞれ飼育水中に30

μ9／1になるように調製し継続的に3週間曝露した。これらの化学物質は血中ビ

テロゲニン産生を誘導し、さらに生殖腺体指数（GSI）が減少したことから、
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精子形成の抑制も引き起こすことが明らかとなった。これらの結果はアルキル

フェノールポリエトキシレートが雄魚に対して初めてエストロゲン様作用を示

す報告となった。米国のFolmarら13）は、ミネソタ州のミネアポリス及びセン

トポール近郊の河川5地点で雄コイqρ7’澱s　ooηワio血清中のビテロゲニン、エ

ストラジオールー17β及びテストステロン量を測定した。セントポール市の下水

処理施設下流で捕獲したコイは、対照と比較してビテロゲニンの上昇及びテス

トステロンの低減が確認され、この河川においてもエストロゲン様作用を有す

る化学物質が流入していることが示唆され♪北米でもイギリスと同様な現象が

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　ら
あることが示された．G。。dbredら14）も同様に、1994年8月から12月にかけて

全米25か所の河川に生息する成熟コイのエストラジオールー17β、11。ケトテス

トステロン、ビテロゲニン及び生殖腺の組織学的観察、さらには各調査地点に

おけう化学物質濃度について調査している。雌雄魚ともにステロイドホルモン

量は各調査地点で100倍近くの変動があり、単純に各地域を比較できないこと

や、各種バイオマーカーに加えエストラジオールー17βと11一ケトテストステロ

ンの比もよい指標となる可能性を示唆した。

　一方、目本では、多摩川に放出している下水処理場下に生息するコイの血清

中ビテロゲニン量が1997～1998年にわたり測定されている15）。それによると、

雄コイでは最高値12mg／mlまで上昇している個体が観察され、採取した雄コ

イ48個体中半数が10μ9／ml以上であり、EIA法で測定した結果では95％以上

の個体にビテロゲニンが検出されたという。また、これらの雄魚中には生殖巣

の異常が組織学的に観察された個体も見つかっている16）。海産魚においては、

1997年に東京湾から採取した雄マコガレイPZε節onθo∫θsンoんohα〃2αεの血清中ビ
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テロゲニンが、蛍光検出によるEIA法により測定されている17）。北海道沿岸の

雄カレイ（対照群）．と比較して、東京湾で採取された雄カレイは、ビテロゲニ

ンの陽性反応を示す個体が多く存在し、最高値は670ng／mlであった。こρ値

は卵黄形成期の雌魚のビテロゲニン量と比較すると500分の1程度で、産卵後

の雌魚ビテロゲニン濃度とほぽ同程度であった。これらのことより、都市近郊

の河川に生息するコイや、半閉鎖系水域に生息するカレイにもエストロゲン様

物質の影響があることが示され、我が国においてもイギリスやアメリカと同様

の生殖異常が少なからず起きている可能性が示唆された。これらの背景をうけ、

日本の環境省と国土交通省はコイを指標魚として、全国の河川の一斉調査を行

った。この調査において、採捕した一部の雄コイの血清中にビテロゲニンが検

出され、その濃度範囲は平成10～12年度調査でほぼ同様であった。

　野生生物において、内分泌かく乱化学物質が原因と考えられる生殖異常が数

多く報告されているが、これらの事象をより詳細に調べるために∫n　vi孟mやin

v’vo試験も試みられている。LoomisとThomas18）は、4一ノニルフェノールに曝

露したAtlantic　croaker（砂o脚ogon1αs襯4μ」α∫εs）の精巣及び肝由来のエストロ

ゲン受容体を用いた結合親和性試験を行い、精巣由来のエストロゲン受容体は

EC50＝L3×10’6Mで4一ノニルフェノールと結合し、その親和性はエストラジオ

ールー17βの約1／3，000で、肝由来のエストロゲン受容体はEC50＝15×10’5Mで4

ノニルフェノールと結合し、親和性はエストラジオールー17βの約1／2，000であ

ったと報告している。ニジマス初代培養肝細胞や、大西洋サケ＆」伽OSα1α7初代

肝細胞を用いた∫n　v∫孟ハo試験によっても、4一ノニルフェノールのエストロゲン様

活性が明らかにされている1弘23）。また、魚類以外にも哺乳類などのエストロゲ

7



ン受容体を組み込んだ酵母two－hybdd試験24）、ラット子宮細胞質由来エストロ

ゲン受容体結合試験25）、ヒト乳癌がん細胞丁47D由来のエストロゲン受容体を

介したレポーター遺伝子試験26）、エストロゲン受容体を介したレポーター遺伝

子を導入したヒト乳がん細胞由来のMCF－7細胞並びにHeLa細胞試験27）など

様々な∫n傭m試験によって、内分泌かく乱化学物質のエストロゲン様活性が

評価されている。

　一方、様々な魚種を用いたin　v∫VO試験においても、内分泌かく乱化学物質が

性分化、生殖腺発達及び繁殖など、特に内分泌系や生殖系に及ぼす影響に関し

て多くの報告がなされている。Ybkotaら28）は、初期生活段階におけるメダカ

o贋i侭」αゆεsを用いビスフェノールAの影響を検討した。2．28－1，820μg／lの曝

露濃度において、艀化率、艀化までの時間、艀化後の死亡率に影響は認められ

なかったが、艀化後60目齢のメダカの全長及び体重は、曝露濃度の増加に従

って減少し、対照群と比較して有意に減少した。また、71．2μgll以下のビスフ

ェノールA曝露群の性比は1：1を示し、355μg／l曝露群では雄より雌が多く、

1，820μg／l曝露群では全て雌で、対照群の性比は、雄：雌が2：1であった。さ

らに、1，820μgll曝露群にのみ精巣卵が観察され、32％の個体が精巣卵を持つ

雌雄同体魚であったと報告している。GrayとMetcalぜ9）は、4一ノニルフェノー

ル10，50及び100μg11に3ヶ月間曝露した雄メダカヘの影響を検討し、50μg／l

以上の曝露群において精巣内に卵細胞の形成を認めている。Miles－Richardson

ら30）は、4rρ一ノニルフェノールとノニルフェノールエトキシレートにそれぞれ

42目間曝露した雌雄ファットヘッドミノーP確ρhα1θspro〃2ε1αsの二次性徴と生

殖腺構造に及ぽす影響を比較、検討した。1．6及び3．4μg11の4rρ一ノニルフェノ



一ルに曝露した雄魚において精巣組織に異常が認められ、5．5μg／lのノニルフ

ェノールエトキシレート曝露によって、二次性徴と生殖腺は影響を受けず、両

物質の曝露濃度3．4及び5．5μg11は二次性徴に影響しないと報告している。

Gimenoら31）は、4一∫一ペンチルフェノールが精子形成時期の雄コイqρ7’n粥oα老ρ∫o

に及ぼす影響を検討し、1000μg／lの4一’一ペンチルフェノールは有意に血中ビテ

ロゲニンの増加及び精子形成を阻害し、32，100及び1000μg／lの1ヶ月間曝露

によって生殖腺体指数が有意に減少したと報告している。また、艀化後50日

齢の性分化時期の雄コイにおける生殖器の形成、始原生殖細胞の成熟や配偶子

形成に及ぽす影響も検討し、4一’一ペンチルフェノールは曝露濃度に依存して始

原生殖細胞が減少し精子形成が抑制されたと報告している32）。Shiodaと

Wakabayashi33）は、エストラジオールー17β、ビスフェノールA、ノニルフェノー

ル及びフタル酸ジエチルヘキシルがメダカの繁殖に及ぽす影響を検討し、フタ

ル酸ジエチルヘキシル以外の物質は、産卵数、受精率及び次世代胚の艀化成功

率を減少させる事実を報告している。Gmenら34）は、成熟した雄メダカに20

～230μ9／1の4一’一オクチルフェノールを21目間曝露し、ビテロゲニン産生能と

生殖能阻害の関係を検討し、4乎オクチルフェノール曝露濃度の増加に伴って

雄メダカの血中ビテロゲニン量の増加、受精卵の減少、胚生存率減少を認めて

いる。また、生殖腺の組織学的観察において、41μ911以上で精巣の精原細胞形

成阻害が認められ、74μg／l曝露群の1個体、230μg〆1曝露群の1個体において

精巣卵が確認されたと報告している。Cheekら35）も同様にメダカを用い、o，p’・

DDTに曝露したメダカのビテロゲニン産生と繁殖影響の関連性について検討し、

艀化後2週間（DDT濃度：0．23，0．50，1．37及び4．32μg11）あるいは8週間（DDT
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濃度：0．30，0．69，1．94及び5．19μg／l）DDTに曝露したメダカの成熟後における

ビテロゲニン量は、DDTの濃度依存性はないものの産生を認めている。また、

4．32μg／lと1．94μg／1及び5．19μg／l曝露群の生殖腺に精巣卵が確認され、成熟後

の産卵数、受精率及び次世代胚の艀化成功率がそれらより低濃度において低下

し、指標として艀化成功率＞受精率＞＞生殖腺分化＞＞VTG産生の順に影響が顕著

に認められたと報告している。Joblingら36）は、4・ノニルフェノール0．24，LO6，L85，

5．02，20．3及び54．3μg／lに3週間曝露した成熟雄ニジマスヘの影響を検討し、20．3

μg／l以上の曝露群において、血中にビテロゲニンの誘導が認められ、ビテロゲ

ニン誘導の閾値は10μg／lであったと報告している。Pedersenら37）は、4一ノニル

ラェノール76μg’1に9日間曝露した未成熟ニジマスヘの影響を検討し、血中

のビテロゲニン濃度の増加を認めている。また、4一ノニルフェノールまたは4－

n一ノニルフェノール50mg／kgを2回腹腔内投与した未成熟ニジマスヘの影響も

検討し、4一ノニルフェノール投与群では有意に血中にビテロゲニンの誘導が認

められたが、4－n一ノニルフェノールでは認められなかったと報告している。

Christiansenらは3亀39）、ニジマス血中のビテロゲニン産生を指標として、エスト

ラジオールー17β、ジエチルスチルベストロール、エチニルエストラジオール及

びビスフェノールAがエストロゲン様作用を示すことを明らかにした。また、

ビスフェノールA以外に、ジメタクリルビスフェノールAもエストロゲン様

作用を示すことを明らかにし、テトラブロモビスフェノールAはニジマスに対

してエストロゲン様作用を示さないことを示唆している。Korsgaardと

Pedersen40）は、4一∫一ノニルフェノール（試験濃度：10，50，190，250，500及び1，000

μg11）に3週間曝露したゲンゲ類Zoαroεs　v∫v卿ア〃sへの影響を検討し、100μg／l
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以上の曝露群において、血中のビテロゲニン濃度の増加が認められたと報告し

ている。Ash行eldら41）は、4－t一ノニルフェノール1，10及び30μg／1を431日間曝

露した雌ニジマスヘの影響について検討し、30μg／kg投与群において体重に対

する相対生殖腺重量の増加が認められたと報告している。NimrodとBenson42）

1す、ノニルフェノールを腹腔内投与したナマズ類㍑01μrμsp襯o艇螂への影響評

価を行い、237mg／kg投与群において血ビテロゲニンの有意な増加が認められ、

活性はエストラジオールー17βの1／5，000であったと報告している。Lindholstら43）

は、ニジマスの血中ビテロゲニン産生を指標にビスフェノールAのエストロゲ

ン様作用と、肝臓ならびに筋肉への蓄積量を検討した。曝露6及び12日後に500

μg／1曝露群のみで有意に血中ビテロゲニン量が増加し、70及び100μg／l曝露群

でも6目後には、ビテロゲニン合成の誘導が認められる個体が多数観察された

ことから、低濃度における作用点は40～70μg〆1の間にあることを示唆した。

一方、肝臓中に蓄積されるビスフェノールA含量は10～500μgll曝露群で平均

0．22～4．36μg／gで対照群に比べ有意に高い値を示し、胸部筋肉中では70～500

μg／l曝露群で0．22～0．83μg／gの間で検出され、肝臓中に蓄積されたビスフェノ

ールA含量と血中ビテロゲニン量の間には正の相関性が認められたと報告して

ヤ・る。Ren及びLechら4生45）は、10，20，50，100，150μ9／1のノニルフェノールに72

時間曝露した未成熟ニジマスヘの影響を検討した。肝臓中ビテロゲニンmRNA

は、ノニルフェノール50μg／1の曝露1日で誘導され、50μg／1で72時間曝露後、

浄水に戻すと48時間後には肝臓中ビテロゲニンmRNAのレベルは減少するこ

とや、10－150μ9／1の72時間曝露によって肝臓中ビテロゲニンmRNAは濃度依

存的に上昇することを報告している。
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　以上のように、様々な’n　v加o及び∫n　vivo試験系において、内分泌かく乱化

学物質の魚類に与える影響が評価されている。しかしながら、∫n　v∫vo試験系に

おいて魚類を飼育するために用いられる市販飼料に含まれるエストロゲン様物

質、特に植物エストロゲンと試験化学物質の複合作用についてはほとんど知見

がない。大豆成分やそれらに含まれるゲニステイン、ダイゼイン、クメステ自

一ル及びイクオールなどエストロゲン様作用を示す植物エストロゲンは、哺乳

類において生殖機能を撹乱することが示されている卿7）。多くの植物エストロ

ゲンは標的組織においてエスト白ゲン受容体に結合し、RNA合成においてエ

ストロゲン・アゴニスト作用として働き4亀49）、あるいは多くのRNA応答を阻

害しエストロゲン・アンタゴニスト作用を示す50）。植物エストロゲンと試験化

学物質の複合影響について基礎的知見を得る必要性から、それらの影響を考慮

した特異性の高い内分泌かく乱化学物質の評価系を標準化することを目指した。
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1．3　本研究の概要

　これまで一般環境中に生息する魚類などの野生生物において、内分泌かく乱

化学物質が原因と考えられる数多くの生殖異常が報告されている。これらの化

学物質は、エストロゲンと類似の化学構造を持つため、生体内のエストロゲン

受容体に誤って結合することができる。その結果、内因性エストロゲンと競合

し生体内のホルモンバランスを撹乱することによって様々な悪影響を及ぼすと

考えられている。しかし、これら内分泌かく乱化学物質のエストロゲン様作用

をinv∫VO試験系において検出する評価法はほとんど確立されていない。

　本研究では、エストロゲン様物質によって特異的に誘導されるビテロゲニン

（雌特異タンパク質）を指標としたエストロゲン様物質の評価法確立を目指し

た。また、それらビテロゲニン合成に関与する環境要因についても検討を行い、

特異性の高い内分泌かく乱化学物質評価系の精査、さらにこれら確立した手法

といくつかのバイオマーカーを指標とし、一般河川環境中における内分泌かく

乱化学物質評価への応用を試みた。

　第2章では、内分泌かく乱化学物質の評価に有用と考えられるキンギョ

cα7αssi御s側ro∫μsを用い、酵素免疫測定法（ELISA）による血中ビテロゲニン

の高感度測定法の確立を行った。エストロゲン処理した雄キンギョ血中から陰

イオン交換カラムによりビテロゲニンの精製を行い、抗コイリポビテリンマウ

スモノクローナル抗体とのサンドイッチELISAを構築した。キンギョ血中に

おいて39－2，500ng／mlのビテロゲニンが定量可能となった。また、雄キンギョ

血中ビテロゲニン産生を指標とし、ビスフェノールAのエストロゲン様作用を
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明らかにした。

　第3章では、雄キンギョの血中ビテロゲニン合成が飼料成分、主に植物エス

トロゲンにより変動するか明らかにするため、異なる飼料で飼育した雄及び卵

巣摘出キンギョの血中ビテロゲニン産生に及ぽす影響を検討し、それら飼料中

に含まれる植物エストロゲン含量を測定した。試作した開発飼料No．2（FD）を

与えた雄キンギョはほとんど血中ビテロゲニンを産生しなかったが、市販のマ

ス（TD）及びコイ用飼料（CD）を与えた雄キンギョは、FD給餌群と比較して有意

に高い血中ビテロゲニンの産生を引き起こした。また、卵巣摘出キンギョにお

いても同様の結果を得た。植物エストロゲン含量は、CD＞TD＞FDの順に高い

値を示した。以上のことより、飼育飼料の違いにより血中ビテロゲニン合成レ

ベルや植物エストロゲン含量が異なることが示唆された。

　第4章では、∫n　v”m試験によるエストロゲン活性測定系の確立を行い、代表

的な植物エストロゲン（ゲニステイン、ダイゼイン、イクオール、クメステロ

ール、ゲニスチン及びダイジン）のエストロゲン活性を明らかにした。次にそ

れら基礎的知見及び∫n　vi’ハoエストロゲン活性試験によって、魚類、両生類、

及び爬虫類など市販の実験動物用飼育飼料の総エストロゲン活性と植物エスト

ロゲン含量の関連について調べた。ほとんどの実験動物用飼育飼料はエストロ

ゲン受容体アルファ及びベータに対しアゴニスト作用を示し、エストロゲン活

性を有することが明らかになった。また、それらエストロゲン活性と植物エス

トロゲン含量には正の相関性が認められ、エストロゲン活性には植物エストロ

ゲンが寄与していることが示唆された。

　第5章では、内分泌かく乱作用が疑われている合成化学物質ノニルフェノー
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ル（NP）が、植物エストロゲン低含有飼料（FD2）を与えた雄キンギョの血中ビテ

ロゲニン産生、ステロイドホルモン合成、チトクロームP450（CYP）及びグルタ

チオンーS一トランスフェラーゼ（GST）活性に及ぼす影響を調べた。また、植物エ

ストロゲン高含有飼料（CD2）を与えNPに曝露した雄キンギョのそれらバイオ

マーカーも調べ、NPと植物エストロゲンの複合影響にっいてFD2＋NP群と比

較、検討した。NP－100μg／1は、FD2及びCD2給餌群それぞれにおいて、雄キ

ンギョの血中ビテロゲニンを産生しエストロゲン様作用を示すことが示唆され

たが、FD2給餌群は全体的に血中ビテロゲニン量が低く、結果的にNPのエス

トロゲン様作用を短期間に検出した。CD2給餌群はFD2給餌群と比較して、

有意に高い血中ビテ’ロゲニン産生の増加及びアンドロゲン合成低下を引き起こ

し、精巣の発達を抑制した。FD2及びCD2給餌群ともに、肝ミクロソーム中

CYPIA依存性酵素活性及びGST活性に大きな変化は認められず、NPの代謝

機構にけ別の酵素が関与していることが示唆ざれた。以上のことより、NPは

雄キンギョに対してエストロゲン様作用を持つことが示され、血中ビテロゲニ

ン合成を指標としたエストロゲン様物質評価系におけるFD2の有用性が示唆さ

れた。また、CD2中に含まれる植物エストロゲンは雄キンギョの内分泌系を撹

乱し、精巣発達の抑制を引き起こしたことから、飼育飼料の標準化及び植物エ

ストロゲンが魚類に及ぼす影響評価を行う必要性が示唆された。

　第6章では、2～5章で得られた知見を応用し、熊本県内の一般河川に曝露し

た雌雄キンギョの血中ビテロゲニン合成、CYPs依存性酵素活性及び肝臓中メ

タロチオネイン合成を指標とし、水環境中における内分泌かく乱化学物質など

環境化学物質のスクリーニングを試みた。環境化学物質の複合的な汚染が憂慮
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される調査地点において各バイオマーカーが誘導あるいは抑制された。これら

バイオマーカーの変動を指標とす’ることによって、一般河川環境の環境化学物

質をスクリーニングできる可能性が示された。

　以上のことから、内分泌かく乱化学物質など環境化学物質の評価において、

キンギョ及び各種バイオマーカーの有用性が示され、今後、それらがスクリー

ニング試験やフィールド試験に応用できることが示唆された。
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