
第2章　酵素免疫測定法によるキンギョ血中ビテロゲニン測定法の開発と肝ミ

　　　　クロソーム中薬物代謝酵素活性測定法の確立

2．1　研究目的

　近年、外因性内分泌かく乱化学物質（いわゆる環境ホルモン）がヒトや野生

生物のホルモンバランスを撹乱し、様々な悪影響を及ぽす可能性が指摘されて

いる。これら内分泌期く乱化学物質の多くはエストロゲンやアンドロゲンなど

ステロイドホルモンと化学構造が類似しているため、それら受容体に誤って結

合しアゴニストやアンタゴニスト作用を示すことが知られている1）。これまで、

殺虫剤や農薬など約70種類以上の化学物質が内分泌系を撹乱するとしてその

作用が疑われており、魚類、両生類、爬虫類及び鳥類などその他多くの野生生

物に対する繁殖機能低下や生殖行動異常などが報告されている2」）。また水環境

中においても、芳香族有機塩素系化合物DDTや合成洗剤の原料であるノニル

フェノールなど、これまで工業用として広く使用され環境中に放出されてきた

化学物質が生殖異常を引き起こす一つの原因と考えられている鋤。しかしなが

ら、これら野生生物における生殖異常の主な原因や作用機構については未解明

な部分が多く、早急な内分泌かく乱化学物質のスクリーニング試験法の確立が

望まれている。

　魚類において、血中のエストラジオ・一ルー17β（E2）や11一ケトテストステロ

ンなどステロイドホルモンの解析は、内分泌かく乱化学物質曝露の生物学的指

標として有用であることが知られている6孔これらステロイドホルモンレベル

に加え、雌特異タンパク質ビテロゲニンは、魚類におけるエストロゲン様物質
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曝露のよい指標になると考えられている。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ことが知られている8）。合成されたビテロ

ゲニンは血中に分泌され卵内へ取り込まれ、リポビテリン及びフォスビチンと

呼ばれる卵黄タンパク質になると考えられている。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（分子量約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mglml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量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

し近年、雄魚や未成熟魚でもエストロゲン様作用をもつ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、イギリス
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のS㎜pterらのフィールド調査等から下水処理施設からの放流水で飼育された

雄ニジマスOnoor勿no加s吻肋sの血中にビテロゲニンが検出され、血中ビテロ

ゲニンを調査することで水環境中に存在するエストロゲン様物質の存在及び影

響をモニタリングしようとする試みが始まった9）。

　一方、環境汚染物質の評価において、魚類のチトクロームP450（CYPs）の

発現変動を解析することは、生物学的影響評価手法として有用であることが知

られている1似11）。CYPs依存性モノオキシゲナーゼは、薬物、抗生物質または

ステロイド、脂肪酸、ビタミン及びプロスタグランジンなどの内因性物質も含

めた広範囲の環境汚染物質の代謝（生体内変化）に重要な役割を果たしている。

CYP　IAアイソフォームは、生体異物の活性化に最も重要なサブファミリーと

して広く研究が行われており、ハロゲン化有機塩素系もしくはそれに関連した

化合物の核内アリルハイドロカーボン受容体（AhR）に対する結合は肝臓中の

CYP　lA遺伝子の発現を誘導する12）。これらのことから、CYP　lA依存性エト

キシレゾルフィンO一脱エチル化（EROD）及びメトキシレゾルフィン0一脱エ

チル化（MROD）活性の評価は毒性学研究において重要であると考えられてい

る。

　本章では、生殖内分泌の研究に広く利用されているキンギョcαアαβsi鰐α躍α∫螂

をモデル生物として用㌢・、血中ビテロゲニン測定法の開発及び肝ミクロソーム

中EROD及びMROD活性の測定法確立を目的とした。キンギョは生殖内分泌

に関する知見が豊富で、成熟しても比較的小型で扱いやすく室内実験において

内分泌かく乱化学物質のエストロゲン様作用を評価するのに最適な魚種である

と考えられる。しかしながら、キンギョを用いたエストロゲン様物質の評価に
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おいて、血中ビテロゲニンの検出は主にウエスタンブロッティング法などによ

り半定量的に行われており13）、高感度に定量可能な酵素免疫測定法（ELISA）

の確立は行われていない。そこで、ELISAによるキンギョ血中ビテロゲニンの

定量法を開発し、内分泌かく乱作用が疑われているビスフェノールAのエスト

ロゲン様作用について検討した。一方、キンギョにおいて、CYP　IAの誘導に

関する知見はほとんどない。そこで、キンギョ肝ミクロソーム中EROD及び

MROD活性の簡便かつ高感度な測定法を確立し、3一メチルコラントレン曝露し

たキンギョにおけるCYP　lA誘導能を検討した。
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2．2　実験方法

2．2．1　実験魚

　成熟した2年魚の雌及び雄キンギョ（標準体長約7cm）及び艀化後6ヶ月以

内のキンギョを養魚業者から購入し実験に供した。

2．2．2　使用試薬

　Aprotinin，phenyl　methyl　sulfbnyl　nuoride（PMSF）、E2、3一メチルコラントレン

（3－MC）、レゾルフィン、エトキシレゾルフィン、メトキシレゾルフィン、ペ

ントキシレゾルフィン及びベンジルオキシレゾルフィン’はシグマ、novo　heparin

は（株）ヘキスト・マリオン・ルセルより購入した。分子量マーカーは（株）

第一化学、その他aclylamide，蹴酔methylene－bis（acrylamide），sodiumdodecylsulfate，

瓦ハワVWなtetraethylehylenediamine，ammonium　peroxodisulfate，bromophenol　blue，2－

mercaptoethanol，sodlum　azide，ビスフェノールAは（株）和光純薬工業より購

入した。抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体、西洋ワサビペルオキ

シダーゼ（HRP）標識抗コイビテロゲニンウサギポリクローナル抗体は（株）

トランスジェニックより購入した。NADPHはオリエンタル酵母から購入した。

高速液体クロマトグラフィー（HPLC）を用いた測定では市販のHPLC用溶媒を、

その他の試薬は市販の特級試薬を用いた。

2．2．3　魚類血漿の調製

　魚の尾部動静脈より256の注射針を用いて採取した血液を直ちに0．1容量の

aprotinin（10，000KIU／ml）、0．1％PMSF及びheparinを含む生理食塩水溶液と混
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合した。混合液を4℃で20分間（1，800×9）遠心して血漿を分離した。血漿は、

1．5mlマイクロチューブに分注し、速やかに凍結し使用するまで一30℃で保存し

た。

2．2．4　HPLCによるキンギョ血中ビテロゲニンの精製

　初期設定濃度100μg／1のE2に28目間曝露した雄キンギョの血漿をaprotinin

（10，000KIU／ml）を含む20mMTris－HCl（pH8．0）buf財で適宜希釈後フィルター

（α22μm）ろ過したものを実験に供した．HPLCは、Y一欲aら14）の方法に

従い、陰イオン交換カラムTSKgel　SuperQ－5PW（75×7．5mm，TOSOH）を用い・

SolutionA（20mMTris－HCl，pH8．0）及びSolutionB（20mMTris－HCl，pH8．0／1．5

M　NaCl）を溶出液としてビテロゲニン画分を溶出させた。検出は紫外光検出器

（検出波長；280㎜）により行った。以下に測定条件の詳細を示した。

col㎜n；TSKgelSuperQ－5Pw（7．5×7．5㎜，TOSOH）

Flowrate；0．6ml／mill

I煽ection　volume；10μ1（4－fbld　dilution）

Gradient　program；0％B（0－4min），0％B→10％B（4－6min），10％B（6－8min），10％B→

80％B（8－20min），80％B→100％B（20－22min），100％B（22－28min），100％B→0％B

（28－35min），0％B（35－40min）

Inst㎜ent；PU－1580，UV」1570，FP－920（JASCO），Separation　Module2690，Scanning

FluorescenceDetector474，PhotodiodeAπay　Detector996（Waters　alliance　system）

2．2．5　抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体のキンギョビテロ
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　　　　　　ゲニンに対するウエスタンブロティッングによる反応特異性解析

　成熟した雌と無処理及びE2－100μ9／1に28日間曝露した雄キンギョ血漿を用

いてSDS－PAGEおよびウエスタンブロティッングを行った。Laemmli法15）に準

じて、7％SDS－pAGEゲルを用い、2－3により調製した各血漿をゲル1枚あ

たり30mAの定電流で約1時間電気泳動した。電気泳動後、ゲルは常法に従い、

CBB染色、脱色を行った。他のゲルは、セミドライ式転写装置（Sartrius，VA：NCOS

製）を用い、あらかじめ20％メタノールで約15分間親水化処理したニトロ

ースメンブレンに、25mM　Tris－20％（v／v）メタノール存在下でタンパク質を50

mAの定電流で約1時間転写した。100％block　aceでバックグラウンドの低下

及び非特異反応防止のために約1時間ブロッキング後、0．05％Tween20含有リ

ン酸緩衝生理食塩水（pH7．4）（以下Tween－PBSと略す）で4倍希釈したblockage

で0．5μg／mlに調製した抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体を約2

時間反応させた。Tween－PBSで約20分閲、合計3回洗浄後、2500倍希釈した

HRP標識抗マウスIgGと約1時間反応させた。反応後、Tween－PBSで約20分

間合計3回洗浄後、ECL・化学発光法（Amersham製）にて抗原抗体反応のバ

ンドを検出した。

2．2，6　ELISAによるキンギョ血中ビテロゲニン測定

　抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体をリン酸緩衝生理食塩水（pH

7・4）（以下PBSと略す）で5．0μ9／m1に調製し、96穴マイクロプレートに100

μ11wel1加え、4℃、一夜静置し固相化した。固相化後、抗体溶液を除去し

Tween－PBSで計3回の洗浄を行った。バックグラウンドの低下及び非特異反応
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防止のために、5mg／ml牛血清アルブミン（BSA）含有Tween－PBSを200μ1／well

加え、室温で1時間静置しブロッキングした。ブロッキング後、Tween－PBSで

計3回の洗浄を行った。1mg／mlBSA含有Tween－PBSで希釈した各濃度（500，250，

125，62．5，31．2，15．6，7．8ng／ml及びブランク）の精製キンギョビテロゲニン及び

未知試料を100μ1／well加え、室温で1時間静置し反応した。Tween－PBSで計3

回の洗浄を行った後、1mg／ml　BSA含有Tween－PBSで1μg／mlに希釈したHRP

標識抗コイビテロゲニンウサギポリクローナル抗体を100μ1／well加え、室温で

1時間静置し反応した。Tween－PBSで計5回の洗浄を行った後、基質液65ml

にo一フェニレンジアミン（OPD）1錠を溶解した基質溶液を100μ1／wel1加え、

室温15分間静置し反応した。2N硫酸を50μ1／wel1加え反応を停止し、マイク

ロプレートリーダー（ELx808UhaMicroplateReader，BIO－TEK社製）で490㎜

の吸光度を測定した。

2．2．7　ELISAにおける血漿成分の与える影響とキンギョビテロゲニン回

　　　　　　収率及び測定精度

　精製キンギョビテロゲニンのELISA法による定量において、血漿成分の与

える影響を検討するため、1mg／ml　BSA含有Tween－PBSで2，5及び20倍に希

釈した血漿に、50，100及び200ng／mlの精製キンギョビテ戸ゲニンをそれぞれ

添加し、2－6に従いビテロゲニンの測定を行い、添加回収試験を行った。

　ELISA法における日内再現性および目間再現性を検討するため｛3種類の血

漿についてビテロゲニン濃度を2．2．6に従い測定した（7重測定）。さらに

精製キンギョビテロゲニン、適宜希釈した成熟雌血漿、未成熟雌血漿、E2処
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理した雄血漿及び無処理雄血漿を一ELISAに供し血漿成分の与える影響を検討

した。

2．2．8　ビスフェノールAが雄キンギョ血中ビテロゲニン合成に及ぽす影

　　　　　　響

　脱塩素水道水に溶解した初期設定濃度1，10，100及び1000μg／lのビスフェノ

ールA試験液に、雄キンギョを飼育水温21－23℃で28日間曝露した。対照群

には、ビスフェノールAの助剤に用いた0．1mMエタノールのみを曝露した。

各群7個体の雄キンギョを251容のガラス製水槽を用い曝露し、試験液は72

時間毎に全量交換した。光周期は12時間明期、12時間暗期で、試験期間中餌

は与えなかった。曝露前（lnitial）、曝露7（Day7）及び28日後（Day28）に、

各個体から経時的に2．2．3に従い採血を行い、血漿に分離後、ELISAによ

るビテロゲニン測定に供した。曝露終了後、生薙腺及び肝膵臓を摘出し、各個

体の標準体重及び標準体長を測定した。生殖腺及び肝膵臓は、それぞれ体重に

対する割合を生殖腺体指数（GSI，％）及び肝臓体指数（HSI，％）として算出し

た。

2．2．9　レゾルフィン標準溶液の作製

　レゾルフィンのストック溶液（20μM）は、メタノール500mlにレゾルフィ

ン2．35mgを溶解して作製した。メタノールで20μMのストック溶液を希釈し

て標準直線用に1μMの溶液を作製した。この溶液は4℃の遮光下で少なくと

も1ヶ月は使用できた。標準直線は、25mMのリン酸緩衝液（pH7．7）でスト
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ック溶液を希釈することによって測定毎に作製した。

2．2．10　キンギョ肝ミクロソーム中における薬物代謝酵素活性誘導

　E2（1μg／1）、3－MC（1μg／1）及びそれら混合溶液（E2：1μg／1，3．MC：1μg／1）を

それぞれ脱塩素水道水に溶解し、幼若キンギョに止水式で7日間曝露を行った

（n＝5／群）。対照群には化学物質の助剤として使用したジメチルスルフォキシ

ド（DMSO）のみを7日間曝露した（0．1m1／1）。曝露期間中、飼育水温は21－23℃、

光周期は12時間明期、12時間暗期で維持し、餌は与えなかった。曝露前後に

各個体の標準体重を測定し、解剖後、肝膵臓を摘出し重量を測定した。肝膵臓

の標準体重に対する割合を肝臓体指数（HSI，％）として算出した。肝膵臓は4

倍量の0．25Mスクロース中でホモジナイズし｛ミクロソーム画分はArizonoら

16）、Ariyoshiら17）の方法に従って調製した。

2．2．11　酵素反応時間及びミクロソームタンパク量のレゾルフィン生成

　　　　　　　に及ぽす影響

　CYP　lAの活性測定は、エトキシレゾルフィン（EROD）及びメトキシレゾル

フィン（MROD）の脱アルカリ化によるレゾルフィン生成を蛍光検出器が接続

された高速液体クロマトグラフィー（HPLC）によって定量することによって

行った18・19）。酵素反応時間の検討は次の条件で行った。62．5mMリン酸バッフ

ァー16．25mM　MgCl2、0．625mM　NADP＋、G－6－P　DHase及び2．5μMの各種基

質を含む反応液320μ1を調製した。この溶液にミクロソーム懸濁液40μ1（タ

ンパク含量100μ9）、5nMG－6－P40μ1を添加して22℃の水浴中で0，2，4，8，10，15，
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20及び30分間酵素反応行った。一方、ミクロソームタンパク含量の検討は次

の条件で行った。62．5mMリン酸バッファー、6．25mMMgCl2、0．625mMNADP＋、

G－6－PDHase及び2．5μMの各種基質を含む反応液320μ1を調製した。この溶液

に、タンパク含量6，12，25，50及び100μgのミクロソーム懸濁液40μ1をそれ

ぞれ加え、5nMG－6－P40μ1を添加して22℃の水浴中で反応を20分間行った。

　これらは反応後、90℃で反応を停止し、反応停止液に400μ1の精製水を入れ

て0．45μMポアサイズのPTFTフィルター（ミリポア、ベッドフォード、アメ

リカ）を通したものを測定用試料とした。

　測定には蛍光検出器が接続されたHPLCを用い、Waters　SYMMETRYC18カ

ラムに0．001M酢酸緩衝液（pH5．7）／メタノールを60／40（1ml／min）で流し蛍光

検出器（Ex550㎜，Em585㎜）によって得られるレゾルフィンのピークを定量

した。検量線作製には各濃度に希釈したレゾルフィンを用いた。HPLCは、PU－980

インテリジェントポンプ、冷却器付き851－ASインテリジェントオートインジ

ェクター、RF・535蛍光検出器（島津、東京）、CTO－6Aカラムオーブン（島津）、

ERC－3522（エルマ、東．京）、及びクロマトパックインテグレーター（東洋ソー

ダ、東京）がそれぞれ接続された目本分光802－SCシステムコントローラー（東

京）を用いた。

2．2．12　タンパク濃度測定

　タンパク濃度測定はLowry20）の方法に従い行った。o．25、o．5、o．75、Loおよ

び1．5mg／mlのスタンダ同ドを1．5mg／ml　BSAより調製した。標準物質及び未

知試料を96穴マイクロプレート上に5μ1ずつ分注し、各ウェルに25μ1のアル
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カリ性銅溶液を加えた。各ウェルに希釈したFolin溶液を200μ1加え、マイク

ロプレートミキサーで5秒間撹搾した。15分後、630㎜の吸光度を測定し、

得られた検量線よりタンパク濃度を測定した。

2．2．13　統計解析

　全ての統計処理は、Stat　View5．O　fbr　Macintoshを用いて行い、P＜0．05を有意

差とみなした。標準体長、標準体重、GSI、HSI、血中ビテロゲニン濃度及び肝

ミクロソーム中薬物代謝酵素活性（EROD及びMROD，活性）は等分散性の検

定を行い、等分散性が認められた場合は一元配置分散分析（one　way　ANOVA）

を行った。一元配置分散分析において、有意差が認められた場合には多重検定

（DmneU’s　post－hoc検定）により有意差を検定した。等分散性が認められない

場合はKruskal－wallisの順位和検定を行い、有意差が認められた場合には

Bon飴mr雌繭usementをもってMamWhitneyのU検定を行った。また血中ビテ

ロゲニン濃度において、定量下限値以下のデータに関しては定量下限の半数値

を用いた。
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2．3　結果

2．3．1　HPLCによる血中ビテロゲニンの分離

　陰イオン交換カラムTSKgel　SuperQ－5PW（75×75mm，TOSOH）を用い、キ

ンギョ血中からビテロゲニンの分離を黙みた（Fi91）。E2処理を行っていない

雄キンギョの血中においてビテロゲニンと推定されるピークは確認されなかっ

た（Fig．1－A）。一方、E2処理を行った雄キンギョの血中においては、これまで

のYiamanakaらの結果と同様に、溶出時間約14～15分にキンギョビテロゲニン

と推定されるピークが確認された（Fig．1－B）。

2．3．2　抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体に対するキンギョ

　　　　　　ビテロゲニンのウエスタンブロティッングによる反応特異性解析

　抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体のキンギョビテロゲニンに対

する抗原抗体反応性を検討した（Fig．2）。ウエスタンブロティッングを行った

結果、本抗体は無処理雄キンギョ血漿において抗原抗体反応は示さなかった（Fig．

2・lane1－4）が、卵黄形成期の成熟雌キンギョ血漿において明瞭な単一バンドが

確認された（Fig．2－lalle5）。さらに、E2処理した雄キンギョ血漿においても同様

に明瞭な単一バンドが確認された（Fig．2－lane6）。本抗体は卵黄形成期の雌キン

ギョ血漿及びE2処理した雄キンギョ血漿中において、ビテロゲニンと推定さ

れるタンパク質と特異的に抗原抗体反応を示し、他のタンパク質との抗原抗体

反応は確認されなかった。
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Fig・L　Separationofplasmaproteihs　ffom　male　goldfishnotreated（A）andtreatedwith

esαadio岬oflOO剛lbr7’血ys（B）．Col㎜；TSKgelSu加rQ－5PW（7．5×7．5㎜，

TOSOH），Flowrate；0．6ml／min，Eluent；（SolutionA）20mMTris－HClBuf驚r（pH8．0），

（SolutionB）20mMTris－HCI　Buffα（pH＆0）＋1．5MNaCl，1両ectionVbl㎜e；10μ1・（4－

fbld　dilution），Gradient　Program；一〇％B（0－4mih），0％B→10％B（4－6niin），10％B（6－8

min），10％B→80％B（8－20min），80％B→100％B（20－22min），100％B（22・28min），

100％B→0％B（28－35min），0％B（35－40min），Instn皿1ent；PU－1580，UV・1570，FP－920

（JASCO）．
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A: SDS-PAGE B : Western blotting 

Fig. 2. Identification of goldfish vitellogenin and verification of anti-carp lipovitellin 

mouse antibody specificity by sodium dodecyl sulphate-polyacrylamide gel 

electrophoresis (SDS-PAGE) (A) and Westem blotting (B), respectively. Ii 2, 3 and 4: 

plasma from untreated male goldfish, 5: plasma from mature female goldfish, 6: plasma 

from estradiol-1 7 P-treated male goldfish. 
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2．3．3　ELISAにおけるキンギョビテロゲニン添加回収試験

　50，100及び200ng／mlの精製キンギョビテロゲニンを添加した血漿2倍希釈

試料において、キンギョビテロゲニンの回収率はそれぞれ12，18及び17％で

あった。一方、50，100及び200ng／mlの精製キンギョビテロゲニンを添加した

血漿5倍希釈試料において、キンギョビテロゲニンの回収率はそれぞれ84，92

及び107％、20倍希釈試料においてはそれぞれ92，94及び87．5％であり、これ

ち希釈倍率におけるビテロゲニン回収率は84％以上107％以下であった（Table

1。1）。

　ELISA法における目内再現性及び目間再現性を検討するため、3種類の血漿

についてビテロゲニン濃度を測定した（7重測定）。日内再現性は各試料とも変

動係数（C．V）は6％以下であった。目間再現性は各試料ともC．Vは8％以下で

あった。血中ビテロゲニン測定における日内再現性及び日間再現性ともにC．V

は10％以下であり正確性が確認された（Table1－2）。

　精製キンギョビテロゲニンの標準曲線をFig．3－Aに示す。7．8－500ng／mlの範

囲において良好な量一反応曲線を得ることができ、これらの範囲でビテロゲニ

ンの定量が可能となった。適宜希釈した成熟雌血漿、未成熟雌血漿、E2処理

した雄血漿及び無処理雄血漿をELISAに供した結果、各血漿ともに希釈倍率

に応じた良好な量一反応曲線を得ることができた（Fig．3－B）。
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Table 1-1. Recovery of goldfish vitellogenin 

assays at different degrees of plasma dilution 

in the enzyme-linked immunosorbent 

Plasma dilution 

Amount of added 

vitellogenin 

(ng/ml) 

Amount of recovered 

vitellogenin 

(ng/ml) 

Recovery 

(Qlo) 

2 

50 

1 OO 

200 

6 

18 

34 

12 

18 

17 

5 

50 

l OO 

200 

42 

92 

214 

84 

92 

1 07 

20 

50 

l OO 

200 

46 

94 

l 75 

92 

94 

87.5 
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Table 1-2. Validation of intra-

linked immunosorbent assays 

and mter-assay in the goldfish vitellogenin enzyme-

Plasma sample 
Intra-assay Inter-assay 

Average S.D. a C.V. b Average S.D. C.V. 

Sample l 

Sample 2 

Sample 3 

l0.16 

540.29 

2175.71 

0.55 

l 5.26 

7 1 .85 

5.43 

2.82 

3.30 

1 1 .41 

558.57 

2512.14 

0.65 

1 4.74 

178.41 

5.69 

2 . 64 

7.lO 

a S.D.: standard deviation. 

b C.V.: coefficient of variation. 
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Fig. 3 . Standard curve (A) of the purified goldfish vitellogenin (e) and cross-reaction 

(B) of plasma from mature female (1), immature female (1~), estrogenized male (O) 

and male goldfish (A and A) in the vitellogenin enzyme-linked immunosorbent assay. 
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2．3．4　ビスフェノールAが雄キンギョ血中ビテロゲニン合成に及ぽす影

　　　　　　響

　雄キンギョを初期設定濃度1，10，100及び1000μ9／1のビスフェノールA試験

液に28目間曝露した。対照群及び各ビスフェノールA曝露群における曝露期

間中の標準体長及び標準体重をそれぞれTable2－1及び2－2に示す。標準体長は

曝露期間中を通じて平均7cm前後で推移し、対照群と比較して各ビスフェノ

ールA曝露群における有意差は認められなかった（ANOVA）。一方、標準体重

は曝露期間中を通じて10－14g程度で推移し、対照群と比較して各ビスフェノ

ールA曝露群における有意差は認められなかった（ANOVA）。

　ビスフェノールA曝露28目後の各曝露群におけるGsl及びHsIをFig．4に

示す。GSI及びHSIともに個体差が大きくばらつきが確認された。対照群のGSI

は平均0．27％であったのに対し、100及び1000μg／1のビスフェノールA曝露

群はそれぞれ平均0．14％及び0．08％と若干低い傾向にあった。しかしながら、

対照群と比較して各ビスフェノールA曝露群における有意差は認められなかっ

た（ANOVA）。一方、対照群のHSIは平均3．27％であったのに対し、100及び

1000μg／1のビスフェノールA曝露群はそれぞれ平均2．02％及びL72％と若干

低レ・傾向にあった。しかしながら、対照群と比較して各ビスフェノールA曝露

群における有意差は認められなかった（ANOVA）。

　ビスフェノールA曝露28日後の各曝露群における血中ビテロゲニン濃度を

Fig．5に示す。10μgd以下のビスフェノールA曝露群における曝露7及び28

日後の血中ビテロゲニン濃度は、対照群と比較して有意な増加は認められなか

った。100μ9／1のビスフェノールA曝露群における曝露7日後の血中ビテロゲ
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ニン濃度は、平均49．6±74．1μg／m1、1000μg／1曝露群においては平均9．6±14．7

mg／m1検出され、対照群と比較して有意な増加を示した（MamWhitneyU検定，

〆0．05）。さらに、曝露28目後においては、100μg／l曝露群は平均2015±220．5

μg／ml、1000μg／1曝露群は平均104．6±61．O　mg／mlの血中ビテロゲニンが検出ざ

れ、対照群と比較して有意な増加を示した（MamWhitneyU検定，p＜0．05）。
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Table2－1．Change　in　body　length　in　male　goldfish　exposed　to　bisphenol－A（BPA）

concentrationsof1，10，100and1000μ9／1fbr7，14，21，and28days

BPAtreatment

　　（μ9／1）

Body　length（cm）

DayO Day7 Day14 Day21 Day28

Initial

Control

　1

　10

　100
　1000

7．28±0．62

6．98±0．41

7．20±0．41

7．17±0．68

7．56±0．54

7．64±0．57

6．95±0．54

7．23±0．36

7．21±0．67

7．21±067

7．60±0．58

7．03±0．56

7．37±0．35

7．37±0．50

7．70±0．64

7．80±0．61

6．90±0．28

7．09±0．29

7．14±0．63

7．63±0．51

7．68±0．65

Data　represent　the　mean　and　standard　deviation．The　control　fish　were　exposed　to　the

solventcaπieronly（DMSO　O．1ml／1）．
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Table2－2．Change　in　body　weight　in　male　goIdfish　exposed　to　bispheno1－A（BPA）

concentrations　of1，10，100and1000μ畠！l　fbr7，14，21，and28days

BPAtreatment

　　（μ9／1）

Body　weight（g）

Day　O Day7 Day14 Day21 Day28

Initial

Control

　1

　10

　100
　1000

11．8±3．0

10．0±2．0

11．9±2．4

11．6±3．0

13．6±3．0

14．5±3．8

10．5±2．5

12．3±2．3

12．1±3．3

12．1±3．3

14．1±3．8

9．8±2．1

11．8±2．2

11．6±3．2

13．4±3．0

13．4±2．9

9．5±1．3

12．7±2．2

12．5±3．5

13．8±3．1

13．5±3．7

Data　represent　the　mean　and　standard　deviation．The　control　fish　were　exposed　to　the

solventcarrieronly（DMSO　O．1ml／l）．
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2．3．5　酵素反応時間及びミクロソームタンパク量のレゾルフィン生成に

　　　　　　及ぽす影響

　肝ミクロソーム中ER．OD及びMROD活性測定における最適条件を明らかに

するため、酵素反応時間及びミクロソームタンパク含量のレゾルフィン生成に

及ぼす影響を検討した（Fig．6）。3・MC処理したキンギョ肝ミクロソーム（タ

ンパク含量100μg）を用い、酵素反応時間0，2，4，8，10，15，20及び30分後にお

ける肝ミクロソーム中ERoD及びMRoD活性を測定した（Fig．6－A）。酵素反

応2分後からレゾルフィンの生成が確認され、それ以降20分後まで反応時間

に依存してレゾル7インが生成し直線性を示した。しかし、酵素反応30分後

にはレゾルフィン生成は低下する傾向を示し、基質となるエトキシレゾルフィ

ン及びメトキシレゾルフィンが反応液中に存在しないことが示唆された。

　これらのことより、酵素反応時間を20分に設定し、肝ミクロソームタンパ

ク含量のレゾルフィン生成に及ぽす影響を検討した。異なるタンパク含量（6，12，

25，50及び100μg）の肝ミクロソームを用いEROD及びMROD活性を測定し

た。肝ミクロソームタンパク含量6，12，25，50及び100μgにおいて濃度に依存

したレゾルフィン生成が認められ直線性を示した（Fig．6－B）。

　以上のことより、酵素反応時間20分、タンパク含量6－100μ9のキンギョ肝

ミクロソームを用いてEROD及びMROD活性の測定が可能となった。
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2．3．6　化学物質曝露による幼若キンギョ肝ミクロソーム中EROD及び

　　　　　　MROD活性の誘導

　幼若キンギョを初期設定濃度1－9／1の3－MC、1μ9／1のE2及びそれら混合溶

液に7目間曝露した。曝露前後における標準体重及びHSIをTabl63に示す。

各曝露群の標準体重及びHSIに有意差は認められなかった（ANOVA）。

　幼若キンギョを初期設定濃度1μ9／1の3－MC、1μ9／1のE2及びそれら混合溶

液に7目間曝露し、肝ミクロソーム中EROD及びMROD活性を測定した（Fig．7）。

3MC単独曝露群とE2及び3－MC混合曝露群における肝ミクロソーム中EROD

及びMROD活性は、対照群と比較して有意に増加した（ρ＜0．01，Mam－Whitney’s

U検定）。E2単独曝露群における肝ミクロソーム中EROD及びMROD活性は、

対照群と比較して若干減少傾向を示したが有意差は認められなかった。
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Table3．ChangeinbodyweightandHSI　ofjuvenilegoldfishexposedtoE2，3－MCand

amixture　ofthem　fbr7days．

Body　weight（g） HSI（％）

Day　O Day7 Day　O Day7
Initial

Control

E2

3－MC

Mix．

2．54±0．51

2．92±0．59

2．34±0．32

2．76±0．35

2．60±0．54

2．99±0．72

2．36±0．29

3．18±0．83

2．84：±：0．65

0．53±0．24

0．89±0．45

0．68±0．07

1．01±0．27

1．08±0．45

All　datarepresent　standard　deviationofthe　mean。
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2．4　考察

　ビテロゲニンの最も簡便な検出方法としてオクタロニー法（寒天ゲル内二重

拡散法）が知られており、検出感度は10μg／ml程度である。また、定量法とし

てはオクタロニー法とほぽ同様な感度であるマンシー二法（寒天ゲル内一元放

射免疫拡散法）が用いられている21）。卵黄形成期ピークの血中ビテロゲニン量

はmg／m1のオーダー、サケマス類では30－40mg／m1まで上昇するので通常はこ

れらの検出法・定量法で十分である。しかし、環境中に存在するような低濃度

の内分泌かく乱化学物質によって誘導された微量の血中ビテロゲニンを測定す

るためには、より高感度の定量法であるELISA法が有用と考えられる。これ

らは反応終了時に用いたトレーサーを検出し、その感度は寒天ゲル内沈降反応

の約10，000倍、数ng／m1の濃度が検出できる。本研究では、キンギョ血中ビテ

ロゲニンを高感度に測定可能なELISA法の開発を試みた。

　陰イオン交換カラムを用いキンギョ血中からビテロゲニンの分離、精製を行

った。E2処理を行っていない雄キンギョ血中からはビテロゲニンと推定され

るピークは確認されなかったが、E2処理を行った雄キンギョ血中においてキ

ンギョビテロゲニンと推定されるピークが確認された。Yiamanakaら14）は陰イ

オン交換カラムを用いマミチョグF襯4ぬ5hε∫ε7001加s及びマダイPo9アμs〃吻07

のビテロゲニン精製を行っている。分離、溶出したビテロゲニンを含むと予想

されたヒ。一クは、SDS－PAGE及びウエスタンブロッティングによる解析におい

てビテロゲニンのみを含む画分であったと報告している。これらのことから、

Yiamanakaらと同様の手法を用いた本研究においても、HPLCによって分離され

たピークはビテロゲニンのみを含む画分であることが示唆された。
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　抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体のキンギョ血中ビテロゲニン

に対する抗原抗体反応性を検討した。ウエスタンブロティッングによる解析の

結果、本抗体は無処理雄キンギョ血漿に対して抗原抗体反応は示さず、卵黄形

成期の成熟雌キンギョ血漿及びE2処理した雄キンギョ血漿において明瞭な単

一バンドが確認され抗原抗体反応を示した。Haraら22）はビテロゲニンの特性

として、卵黄形成期の雌血清特異性、E2による産生誘導、卵黄タンパク質と

の共通抗原性を有しているものと報告している。本研究において、抗コイリポ

ビテリンマウスモノクローナル抗体は雄キンギョ血漿成分とは全く反応せず、

成熟雌血漿、E2処理雄血漿にのみ抗原性を示すタンパク質と反応したことか

ら、血漿中においてキンギョビテロゲニンと共通抗原性を示したことが示唆さ

れた。

　精製キンギョビテロゲニン、抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体

及びHRP標識抗コイビテロゲニンウサギポリクローナル抗体を用いサンドイ

ッチELISAを構築し、ビテロゲニン添加回収試験を行った。50，100及び200

nglmlの精製キンギョビテロゲニンを添加した血漿5倍及び20倍希釈試料にお

いて、キンギョビテロゲニンの回収率は84％以上107％以下であった。一方、

50，100及び200ng／m1の精製キンギョビテロゲニン’を添加した血漿2倍希釈試

料において、キンギョビテロゲニンの回収率はそれぞれ約20％以下であった。

少なくとも血漿2倍希釈以下においては血漿中の妨害成分が本ELISA系にお

いてビテロゲニンの定量を困難にすることが考えられた。これらのことより、

，今回構築したELISAにおいて、血漿を5倍以上希釈した試料中の精製キンギ

ョビテロゲニンは良好に回収されることが示され、Yiamanakaらの報告と同様
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にキンギョビテロゲニンの精製が行われていることを再確認した。目内再現性

及び目間再現性は、各濃度区のビテロゲニンの測定においてC．Vは10％以下

であり本ELISA系の正確性が確認された。また、精製キンギョビテロゲニン、

適宜希釈した成熟雌血漿、未成熟雌血漿、E2処理した雄血漿及び無処理雄血

漿をELISAに供した結果、各血漿成分ともに希釈倍率に応じた良好な量一反

応曲線を得ることができた。これらのことより、本ELISAにおいて、少なく

とも血漿試料を5倍以上希釈することで血中ビテロゲニンの定量が可能となり、

39－2，500ng／mlの定量範囲で再現性よく高感度に測定可能であることが示され

た。

　Lomaxら23）は、ELISA法を用い10－450ng／m1の定量範囲でイングリッシュ・

ソールPJε脚nεo’εs　v鋤1㍑sのビテロゲニンを測定している。Sherryら24）は、25－

500ng／mlの定量範囲でブラウントラウトSα1〃20∫纏’αのビテロゲニンを測定し、

検出下限値は10．5ng／mlであったと報告している。これらの報告と比較して、

本研究で確立したELISAは、キンギョの血中ビテロゲニンを非常に高感度に

測定できると考えられた。また、Tylerら25）は抗コイビテロゲニン抗体を用い、

ファットヘッドミノーP珈ゆhα1θsp潤o〃2ε1αsのビテロゲニンをELISAで定量し、

ビテロゲニン抗体の同科魚類への応用を試みている。本研究においても、コイ

目コイ科の硬骨魚キンギョのビテロゲニンに交差反応を示すと考えられた抗コ

イリポビテリンマウスモノクローナル抗体を用いELISAの構築を行いビテロ

ゲニンの定量を可能とした。これらのことより、本抗体は他のコイ科硬骨魚類

のビテロゲニン測定に応用できる可能性が示唆された。また近年、アミノ酸配

列が明らかとなっているビテロゲニンのペプチド断片を抗原とし、魚類以外の
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両生類、爬虫類及び鳥類のビテロゲニンに反応するユニバーサル抗体の作製も

試みられており26）、今後、様々な魚種のビテロゲニンを認識するユニバーサル

抗体の作製も必要かもしれない。

　ビスフェノールAは耐熱食器などに使用されているポリカーボネート樹脂の

原料で食品中や河川環境中において微量ながら検出される。ヒトやニジマス血

中においてラットアルファフェトタンパクや性ステロイド結合タンパクに結合

することが知られ27）、酵母lwo－hybrid試験においてin　v伽oでエストロゲン様

作用を示すことが報告されている28）。また、ラットに対する高濃度のビスフェ

ノールA曝露は繁殖毒性や細胞発達に影響を及ぼし29）、幼若大西洋サケSα1〃20

sα1α7においては卵膜zona　radiataタンパク質やビテロゲニン合成を引き起こす

と報告されている30）。そこで本研究において確立したELISAを用い、初期設

定濃度1，10，100及び1000μ9／1のビスフェノールA試験液に28日間曝露した

雄キンギョにおける血中ビテロゲニン濃度を調べ、’n　v∫voにおけるビスフェノ

ールAのエストロゲン様作用を評価した。ビスフェノールA曝露28目後の各

曝露群における標準体長、標準体重、GSI及びHSIは対照群と比較して有意差

は認められなかった。血中ビテロゲニン濃度は、10μg／l以下の曝露群において、

対照群と比較して曝露7及び28日後に顕著な誘導は認められなかった。しか

しながら曝露7目後において、100及び1000μ9／1曝露群は血中ビテロゲニンの

産生が確認され、対照群と比較して有意な増加を示した。さらに、曝露28日

後においても、両曝露群の血中ビテロゲニン濃度は対照群と比較して有意な増

加を示した。Tabataら31）は、雄メダカ0’ッz∫α31碩ρesにおいて、100μg／1のビス

フェノールAを14目間曝露し、血中にf碗ale－specmc　proteinが誘導されると
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報告している。また、Christiansenら32）は、ニジマス0麗or妙nohμs〃卿ssにビ

スフェノールAを腹腔内投与（50mg／kg）し、血中ビテロゲニンに及ぼす影響

を調べ、投与6日後における血中ビテロゲニン濃度は対照群と比較して約700

倍増加し、さらに投与18日後において対照群と有意差が認められ、ビスフェ

ノールAのエストロゲン様作用を示唆している。これらの報告と比較して魚種

やビスフェノールA曝露期間及び方法の違いを憂慮する必要があるが、本研究

においても、100及び1000μg11のビスフェノールAは雄キンギョの血中ビテ

ロゲニン産生を誘導しエストロゲン様作用を示すことが強く示唆された。

　水環境中に生息する魚類において、CYP　IA依存性酵素活性の解析は環境汚

染物質曝露の指標として有用であると考えられている。本研究では、キンギョ

肝ミクロソーム中におけるER．OD及びMROD活性の高感度かつ簡便な測定法

の確立を行った。まず、肝ミクロソーム中EROD及びMROD活性測定におけ

る最適条件を明らかにするため、酵素反応時間及びミクロソームタンパク含量

のレゾルフィン生成に及ぼす影響を検討し、酵素反応時間20分、タンパク含

量6－100μ9のキンギョ肝ミクロノームを用いてEROD及びMROD活性の測定

が可能であることを確認した。次に、CYP　lA誘導剤として知られている3－MC

を幼若キンギョに曝露し、肝ミクロソーム中EROD及びMROD活性を測定し、

CYP　IA誘導能を検討した。幼若キンギョを初期設定濃度1μg／1の3・MC、1μg／1

のE2及びそれら混合溶液に7日間曝露し、肝ミクロソーム中EROD及びMROD

活性を測定した。3－MC単独曝露群とE2及び3－MC混合曝露群における肝ミク

ロソーム中EROD及びMROD活性は、対照群と比較して有意に増加した。E2

単独曝露群においては顕著な増加は認められなかった。これらのことより、3一
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MCは幼若キンギョ肝ミクロソーム中CYP　IA1及び1A2依存性のER．OD及び

MROD活性を誘導したことから、キンギョにおいても3－MCによるCYP　IA誘

導能が示唆され、これまでのニジマス0〃oo■々ynoh〃s砂傭sやゼブラフィッシュ

、Oonioハ81’oの報告と同様の結果を得ることができた33β4）。しかしながら、魚類

においてCYP　lAの発現誘導はE2など性ステロイドホルモンによって調節さ

れることが示唆されている。NavasとSegnerは、ニジマスにおいて、細胞毒性

を示さない濃度域のE2は、基礎レベルの肝EROD活性を時間及び濃度依存的

に減少させ、さらにエストロゲン受容体に対してアンタゴニストを示すタモキ

シフェンを添加することによってE2の抑制作用は認められなかったと報告し

ている35）。今回、3－MC及びE2混合溶液に曝露した幼若キンギョ肝ミクロソ

ーム中EROD及びMROD活性は、対照群と比較して顕著な誘導が認められた

が、抑制等は本実験条件下において認められなかった。また、E2単独曝露群

におけるそれらの活性は、対照群と比較して若干減少傾向を示した。今後、E2

や3－MCの様々な濃度域における曝露実験において、より詳細にCYP　IAの発

現及び調節機構を検討する必要がある。

　本研究において、キンギョ血中ビテロゲニンのELISAによる定量法の開発

を行った。また、ビスフェノールAのエストロゲン様作用について雄キンギョ

血中ビテロゲニン産生を指標として明らかにした。一方、キンギョ肝ミクロソ

ーム中におけるEROD及びMROD活性の簡便かつ高感度な測定法の確立を行

い、キンギョのCYP　lA誘導能を確認した。以上のことより、内分泌かく乱化

学物質のエストロゲン様作用や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、様々な化学物質のスクリーニング試
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験やフィールド試験に応用できると考えられる。
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