
第3章 市販魚類用飼料による雄キンギョ血中ビテロゲニン合成と植物エスト

　ロゲン含量

3．1　研究目的

　近年、環境中に放出あるいは存在している内分泌かく乱化学物質が、野生生

物やヒトの生体内に取り込まれホルモン疑似作用やホルモン撹乱作用を引き起

こすことが危惧されている12）。世界各地で確認されている野生の魚類における

生殖異常は、主に水環境中に存在するエストロゲン様物質などの化学物質によ

って引き起こされていると考えられている珊。約70種類以上の天然エストロ

ゲン、合成エストロゲン及び芳香族有機塩素系化合物といった化学物質が内分

泌かく乱化学物質として疑われており、これらの多くはエストロゲン様作用を

有している。これらのことから、早急にin　v加0及び∫n　v’vg試験系において内

分泌かく乱化学物質のエストロゲン活性をスクリーニングし評価する必要があ

る。

　国際経済協力機構（OECD）やアメリカ環境保護庁（USEPA）によって、世

界標準となる魚類を用いた内分泌かく乱化学物質のスクリーニング試験法が開

発、確立されつつある。これら試験系において、例えばファットヘッドミノー

Pi〃2硯ρhα1εsρハo卿ε1αs、ゼブラフィッシュ0αniorε■io、ニジマスOnoo7勿no加s〃3脚ss

及びメダカ命吻αs1αゆθsなど、最も内分泌かく乱化学物質に対して感受性の

高い系統魚の使用や、飼育及び試験期間中の飼料の種類及び水温、またそれら

以外の標準的飼育条件の確立も要求されている。ところが、最近の報告におい

て、飼育用の飼料中に含まれる植物エストロゲンが生体内でエストロゲン様作
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用を示し生殖機能に影響を及ぽすことが示唆されている駒。これら植物エスト

ロゲンは組織に局在するエストロゲン受容体に結合し、RNA転写を促進しア

ゴニスト作用を示す7・8）。また、RNA転写を抑制しアンタゴニスト作用を示す

ことも示唆されている9）。これらの事実は、内分泌かく乱化学物質のスクリー

ニング試験において、飼料中に含まれる植物エストロゲンが試験化学物質のア

ゴニストもしくはアンタゴニスト作用を検出不可能にする可能性を示唆するも

のである。

　キンギョCα7α5S加αμ縦螂は、コイ科の硬骨魚類で生殖内分泌の研究に広く

利用されている。成熟したキンギョは小型で扱いやすく、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試験魚であると考えられる。ま

た近年、魚類のエストラジオールー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に加え、卵黄前駆タンパクビテロゲニンは、多くの魚

類及び他の卵生脊椎動物において、エストロゲン様物質曝露の指標として有用

であると考えられている。硬骨魚類においてビテロゲニンは卵濾胞細胞により

分泌されるE2により肝臓中で合成され、血中を介して卵へ取り込まれ、卵黄

タンパクに開裂する。またエストロゲン処理をすると未熟並びに雄魚にも検出

されることから、合成エストロゲン、アルキルフェノール類及び農薬など多く

の化学物質のエストロゲン活性評価に有用であると考えられている10）。第2章

において、キンギョ血中ビテロゲニンの測定系を確立し、一合成化学物質ビスフ

ェノールAのエストロゲン様作用を明らかにした11）。

　本研究では、市販の魚類飼料中に含まれる植物エストロゲン含量を明らかに

するため、2種類の魚類用飼料中（マス用飼料；TD、コイ用飼料；CD）のゲ
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ニステイン、ダイゼイン、クメストロール及びイクオール含量を液体クロマト

グラフィー／タンデム型質量分析計（LC－MSIMS）で測定し、大豆及び魚粉不

使用のカゼインを主原料とした開発飼料No．2（FD）中のそれら含量と比較し

た。また、カゼインまたは大豆を主原料とした市販の乳児用粉ミルクについて

も比較、検討を行った。さらに、これら3種類の魚類用飼料が卵巣摘出キンギ

ョ及び雄キンギョ血中ビテロゲニン産生に及ぽす影響を検討し、それらの加vivO

試験系におけるエストロゲン様作用を評価した。
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3．2　実験方法

3．2．1　魚類用飼料と粉ミルク

　3種類の魚類用飼料、マス用（TD）及びコイ用（CD）の市販魚類用飼料と、

今回開発した大豆あるいは魚粉不使用のカゼイン主原料のNo．2飼料（FD）を

用いた。各種飼料の原料と成分をTable1に示す。FDはカゼイン、小豪粉、ビ

タミンミックス及びミネラルミックスを混合し、水を加え機械を用いてペレッ

ト状にし、2．3時間95℃で乾燥させた。ペレットは細かく砕き、小型魚類が摂

食可能なサイズにふるいを用い作製した。また、市販の大豆及びカゼインを主

原料とした乳児用粉ミルクも用いた。これら乳児用粉ミルクは取扱説明書に従

って精製水に溶解し濃度調製した。

3．2．2　魚類用飼料がキンギョの血中ビテロゲニン合成に及ぼす影響

3．2．2．1　供試魚

　二次性徴を示す成熟した雌雄キンギョを養殖業者から購入した。これらは自

然状態下の温度と光周期で研究室内の永槽で維持した。

3．2．2．2　異なる飼料による飼育試験

　21個体の雄キンギョ（標準体重；6．4－13．4g）を3群に分け、それぞれ251

容のガラス製水槽で飼育温度23－26℃、光周期12時間明期、12時間暗期で維

持した。TD、CD及びFDはそれぞれ体重の1．0％量を48時間毎に31日間与

えた。飼育水は72時間毎に全量を脱塩素水道水と交換した。

　卵巣摘出キンギョの作製はKobayashiとStaceyらの方法12）に従い行った。雌

キンギョを0．02％MS－222で麻酔後、腹部（正中線）を切開し卵巣を摘出した。

70



摘出後、手術用絹糸で縫合し、0．5％塩化ナトリウム、50mg／lオキシテトラサ

イクリン含有の脱塩水道水中で2目間飼育した（水温20℃）。2日後、通常の

飼育水で7～10日間飼育後、麻酔して抜糸を行った。また卵巣摘出を行ってい

ない偽手術魚も同様にして作製した。作製した卵巣摘出魚にはFD、TD及びCD

を、偽手術魚にはFDを、無処理雌キンギョにはFD及びCDをそれぞれ体重

の1．0％量を48時間毎に31目間与えた（標準体重；13．3－30．5g）。また、エス

トラジオールー17β（E2）初期設定濃度100μg／lに曝露しFDを与えた群を陽性

対照とした。その他の条件は全て雄魚と同様に行った。
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Table l Ingredient and composition of the three diets 

Fish diets Ingredients 

FD 
casein 80 O/o, wheat flour 1 8 o/o, vitanrin mix 0.5 o/o, mineral 

mix 1.5 olo 

TD 

CD 

fish meal 60 Olo*, wheat flour 29 o/o, soya bean 4 o/o, rice bran 

2 o/o, yeast and vegetable oil 5 o/o, vitamin mix, mineral mix 

wheat flour**, soya bean meal, fish meal, alfalfa meal, rice 

bran, shrinp meal, spirulina~ vitamin mix, mineral mix, 

methionin 

* Composition which does not include vitanrin mix and mineral mix. 

* * Composition of the ingredients is not shown. 
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3．2．3　試料採取

　血液は魚の尾部動静脈より25Gの注射針を用いて採取した。血液は直ちに0．1

容量のaprotinin（10，000KIU／ml）、0．1％PMSF及びヘパリン（14・O　U／ml）を含

む生理食塩水溶液と混合した・混合液は4℃で20分間（1・800×9）遠心して血

漿を分離した。血漿は、15ml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。全ての操作は4℃で行った。31目間の飼育後、標準体重

及び標準体長を測定した。測定後、解剖を行い生殖腺及び肝膵臓を摘出し、重

量を測定した。それぞれの重量から生殖腺体指数GSI（生殖腺重量×100／標準

体重）及び肝臓体指数HSI（肝膵臓重量×100／標準体重）をそれぞれ算出した。

3．2．4　血中ビテロゲニン測定

　キンギョビテロゲニンはE2処理した雄血漿から陰イオン交換カラムを用い

た高速液体クロマトグラフィー（HPLC）により精製した13）。精製ビテロゲニ

ンのタンパク量はBradfbrd法14）により牛血清アルブミンを標準物質として定量

した。血中ビテロゲニン濃度は第2章の方法に従って酵素免疫渤定法（ELISA）

により測定した。精製キンギョビテロゲニンを標準物質とし、希釈した血中に

おけるビテロゲニン濃度を定量した。本ELISA系は全て室温下で行い、キン

ギョなどコイ科硬骨魚類のビテロゲニンに交差反応性を示すコイリポビテリン

に対するマウスモノクローナル抗体（トランスジェニック：熊本）を1次抗体

として用いた。2次抗体として西洋ワサビペルオキシダーゼ標識した抗コイビ

テロゲニンウサギポリクローナル抗体（トランスジェニック）を、基質として

o一フェニレンジアミン（和光純薬：東京）を用いた。血中ビテロゲニン濃度は、
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精製ビテロゲニン標準物質の検量線から算出した。本ELISA系におけるビテ

ロゲニンの検出限界は39ng／mlであった。

3．2．5　魚類飼料及び粉ミルク中の植物エストロゲン測定

3．2．5．1　化学物質

　ゲニステイン、ダイゼイン、クメステロール及びイクオールはフナコシ（東

京）から、ヘキサン、ジエチルエーテル、酢酸、及び酢酸ナトリウムは和光純

薬（東京）から購入した。β一グルクロニダーゼ及びスルファターゼはバイオテ

スト研究所（東京）から購入した。『メタノール及びアセトニトリルは関東化学

（東京）から購入した。その他全ての試薬は、HPLC及び分析用を用いた。

3．2．5．2　魚類飼料からの植物エストロゲン抽出と加水分解

　粉砕した59の飼料に40mlのメタノール：1M酢酸緩衝液（9：1）を加え50

ml遠心管中でホモジナイズし、10分間振とう抽出後、超音波処理した（10分

間）。抽出後、遠心分離（2，000rpm、10分間、室温）し、上層を200ml容メス

フラスコに取り、下層に上記バッファーを入れ再度抽出を行い、さらに同様の

操作を繰り返し、メタノールで200mlに定容した。抽出試料1mlを窒素ガス

気流下で乾固し、精製水200μ1で溶解鋒・β一グルクロニダーゼ及びスルファタ

ーゼをそれぞれ2，100U／ml及び1，050U／ml含む0．5M酢酸緩衝液（pH4．5）を

加え、17時間酵素反応を行った（37℃）。酵素反応後、5m1のジエチルエーテ

ルで2回抽出を行い遠心分離し、抽出試料は窒素ガス気流下で乾固した。得ら

れた試料は200μ1のメタノール：アセトニトリル：精製水（2：1：3）に溶解
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し、1分間超音波処理後、Ultraf｝ee－MC（022μm、ミリポア、東京）で遠心分離

した（10，000rpm、1分間、室温）。試料5μ1をLC－MS／MS測定に供した。

3．2．5．3　乳児用粉ミルクからの植物エストロゲン抽出と加水分解

　取扱説明書に従い、粉ミルク10gに50mlの精製水を加え溶解した（50℃）。

この試料0．5mlにβ一グルクロニダーゼ及びスルファターゼをそれぞれ2，100

U／ml及び1，050U／ml含む0．5M酢酸緩衝液（pH4．5）を加え、1時間酵素反応

を行った（37℃）。酵素反応後、5mlのジエチルエーテルで2回抽出を行い遠

心分離し、抽出試料は窒素ガス気流下で乾固した。得られた試料は250μ1のア

セトニトリルに溶解し、250μ1の精製水と1mlのヘキサンを加えた。混合後ヘ

キサン層を完全に除去した。Ultr諭ee－MC（0．22μm、ミリポア、東京）で遠心分

離後（3，000rpm、10分間、室温）、試料5μ1をLC－MSIMS測定に供した。

3．2．5．4　LCMSIMS分析条件

　試料の分離及び検出は、HP1100Series（ヒューレットパッカード、東京）及

びQua賃ro－UltimaTM　（マイクロマス、東京）のLC－MSIMSを用いた。LC測

定にはODS　column（4．6×250mm，センシュー化学、東京）を用い、カラムオー一

ブンは40。Cに設定した。流速は1．Oml／minでリニアグラジェント法により行

った。以下に使用溶媒及び測定条件を示す。

BuffbrA，acetic　acid　to　p皿ified　water（1：999，by　vol）

BuffbrB，methIm61－acetoniαile（2：1，by　vol）

B　inA（by　vol）at30％fbr　l　min，ffom30％to100％in20min　ffom100％to100％
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in25min　ffom100％to30％in26min，and　ffom30％to30％in35mirL

　MSはmultiplereactionmonitoringmodeで、collisionenergyは30eV（イクオー

ルのみ15eV）、cone　voltageは80Vで行い、ゲニステインのmasses－to－charge

ratio（’n海）は269，133、ダイゼインは253，208、イクオールは241，121、クメステ

ロールは267，266を標準として測定した。

3．2．6　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及び血中ビテロゲニン濃度は

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（Scheffb’s　F　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Kruska1－wallisの順位和検定を行い、有意差が認めら

れた場合にはBonfbmni繭usementをもってM㎝nWhitney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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3．3　結果

3．3．1　魚類飼料中の植物エストロゲン含量

　魚類飼料中におけるFD、TD及びCDの植物エストロゲン含量をTable2に

示す。CD中のゲニステイン（390，800ng／g）は、FD（93．2ng／g）やTD（47，680ng／g）

と比較して高含量であった。CD中のダイゼイン（416，800ng／g）もまた、FD（129．6

ng／g）やTD（41，120ng／g）と比較して高含量であった。CD申のクメストロー

ルは1，324．8ng／g検出され、FD（8．8ng／g）やTD（226．4ng／g）と比較して高含

量であった。CD（6．4ng／9）及びTD（117．2ng／9）においてイクオールが検出

されたが、最も高いイクオール含量を示したものはFD（1027．2ng／9）であった。

3．3．2　乳児用粉ミルク中の植物エストロゲン含量

　乳児用粉ミルク中の植物エストロゲン含量をTable2に示す。MilkA、milk　C

のゲニステイン含量は、それぞれ475ng／ml、148ng／ml検出され、milk　Bでは

検出限界以下であった。しかし、大豆を主原料としたsoya　bean　milkは最も高

いゲニステイン含量（211，600ng／ml）を示した。Milk　A、milk　Cのダイゼイン

含量は、それぞれ194．5ng／ml、47．5ng／m1検出され、milk　Bでは検出限界以下

であった。大豆を主原料としたsoya　bean　milkは、最も高いダイゼイン含量

（91，200ng／ml）を示した。MilkA、B及びCのイクオール含量は、それぞれ14

ng／ml、13．5ng／ml及び7ng／ml検出され、大豆を主原料としたsoyabeanmilkは

5．5ng／m1検出された。MilkA、B及びC中のクメステロールは検出限界以下で

あったのに対し、大豆を主原料としたsoyabeanmilkでは2．5ng／ml検出された。
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Table2．Concentrations　ofphytoestrogens　in　fish　diets　and　commercial　powdered　in食mt

milksusingLS－MSIMSanalysis．

Diet Genistein Daidzein Equol Coulnestrol

F’D

TD

CD
MilkA

MilkB

Milk　C

Soyabean　milk

　　93．2

47，680．0

390，800．0

　　475．O

　　N．D．

　　148．0

211，600．0

　　129．6

41，120．0

416，800．0

　　194．5

　　N．D．

　　47．5

91，200．0

1，027．2

　117．2

　　6．4

　14．0

　13．5

　　7．0

　　5．5

　　8．8

226．4

1，324．8

　N．D．

　N．D．

　N．D．

　　2．5

The　data　offish　diets　and　commercial　infセmt　powdered　milks　were　represent　total　ng／g

diet　and　total　ng／ml　milk，respectively．N．D．：Not　Detected．Data　represents　the　mean

（n＝3）．
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3．3．3　雄魚の標準体重、標準体長、GSI、HSI及び血中ビテロゲニン濃

　　　　　　度

　給餌前の標準体長は、FD給餌群は6．66±0．50cm、TD給餌群は6．98±0．43cm、

CD給餌群は7．22±0．46cmであった。給餌31目後の標準体重は、FD給餌群は

6．56±0．43cm、TD給餌群は6．50±0．34cm、CD給餌群は6．73±0．47cmであっ

た（Fig．1－A）。これら3群間における給餌前及び後の標準体長において有意差

は認められなかった（ANOVA）。給餌前の標準体重は、FD給餌群は9．1±Lg　g、

TD給餌群は10．2±L6g、CD給餌群は11．4±1．7gであった。給餌31目後の標

準体重は、FD給餌群は9．0±Lg　g、TD給餌群は8．9±15g、CD給餌群は10．2

±1．5gであった（Fig．1－B）。これら3群間における給餌前及び後の標準体重に

おいて有意差は認められなかった（ANOVA）。

　各種飼料の給餌31日後における各群のGSIとHSIをFig．1に示す。各群の

GsIは平均o．3～o．4％程度（Fig．2－A）で、Hslは平均2～3％程度（Fig．2－B）で

あった。これら各群間のGSI及びHSIにおいて有意差は認められなかった

（ANOVA）。

　各種飼料の給餌31日後における各群の血中ビテロゲニン濃度をFig，3に示

す。CD給餌群の血中ビテロゲニン濃度は78．01±48．18μ9／ml検出され、TD給

餌群（3．51±3．83μg／ml）と比較して統計学的に有意に増加したψ＜0．01，Schef偽’s

Fpost－hoc検定）。また、FD給餌群の血中ビテロゲニン濃度は検出限界以下（39

ng／ml）であった。
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3．3．4　卵巣摘出魚の標準体重、標準体長、GSI、HSI及び血中ビテロゲ

　　　　　　ニン濃度

　卵巣摘出魚の給餌前における標準体長は、FD給餌群は9．2±0．9cm、TD給

餌群は8．5±0．9cm、CD給餌群は8．6±0．6cmであった。給餌31目後の標準体

重は、FD給餌群は9．1±0．9cm、TD給餌群は8．5±0．8cm、CD給餌群は8．7±0．7

cmであった（Fig．4－A）。これら3群間における給餌前及び後の標準体長にお

いて有意差は認められなかった（ANOVA）。一方、給餌前における標準体重は、

FD給餌群は24．1±5．5g、TD給餌群は20．6±5．6g、CD給餌群は19．9±4．7gで

あった。給餌31日後の標準体重は、FD給餌群は24．6±7．2g、TD給餌群は20．9

±5．4g、cD給餌群は20．4±4，7gであった（Fig．4－B）。これら3群間における

給餌前及び後の標準体重において有意差は認められなかった（ANOVA）。また、

偽手術魚及び無処理雌魚の標準体長と標準体重は、卵巣摘出魚のそれらと有意

差は認められなかった（ANOVA）。

　各種飼料の給餌31目後における各群のGslとHslをFig．4に示す。卵巣摘

出魚各群のGsIは平均o．02～o．14％程度（Fig．5－A）で、各群間の有意差は認

められなかった（ANOVA）。また、偽手術魚及び無処理雌魚のGSIは平均1．57

～L99％であった。一方、全ての群のHSIは平均L8～2．2％程度（Fig．5－B）で

あった。これら各群間のHSIにおいて有意差は認められなかった（ANOVA）。

　各種飼料の給餌31日後における各群の血中ビテロゲニン濃度をFig．6に示

す。卵巣摘出魚において、CD給餌群の血中ビテロゲニン濃度は、FD及びTD

給餌群と比較して若干高い値を示す傾向にあったが、統計学的な有意差は認め

られなかった（Kruska1－Wallis検定）。また、陽性対照として設定したE2400μg／l
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を曝露しFDを与えた群の血中ビテロゲニン濃度は、FD，TD及びCD給餌群と

比較して有意に増加した（ρ＜0．05，Mam－Whitney’s　U検定）。一方、FDを与え

た偽手術魚と、FDあるいはCDを与えた無処理雌魚の血中ビテロゲニン濃度

は、卵巣摘出魚群とほとんど同程度のレベルであった。また、CDを与えた無

処理雌魚は若干高い血中ビテロゲニン濃度を示す傾向にあったが、他群と比較

して統計学的な有意差は認められなかった（Kruskal－Wallis検定）。
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3．4　考察

　魚類など多くの生物において、大豆などに含まれる植物エストロゲンがエス

トロゲン様作用を示すことが報告されている脚6）。本研究では、市販の魚類用

飼料中の植物エストロゲン含量を明らかにするため、市販の魚類用飼料TD及

びCD中のゲニステイン、ダイゼイン、イクオール及びクメストロール含量を

LC－MSIMSで測定し、大豆及び魚粉不使用のカゼインを主原料とした開発飼料

FD中のそれら含量と比較した。

　CD中のゲニステイン、ダイゼイン及びクメストロール含量は、それぞれ

390，800ng／g、416，800ng／g及び1，324．8ng／g検出され、3種類の飼料中で最も高

かった。FD中のそれら含量は、932ng／g、129．6nglg及び8．8ng／g検出され、3

種類の飼料中で最も低かった。これらのことから、市販の魚類用飼料CD中に

は、植物エストロゲンが多く含まれていることが示唆された。一方、大豆を主

原料とした乳児用粉ミルク（soya　bean　milk）中のゲニステイン及びダイゼイン

含量は、4種類の乳児用粉ミルク中で最も高く、カゼインを主原料とした乳児

用粉ミルク（milkA，B及びC）中のそれら含量は比較的低かった。一艀に、多

くの乳児用粉ミルクはカゼインなどを主原料として製造されており、乳児に対

してアレルギーを引き起こすことが知られている。その代替品として、大豆な

どを主原料とした乳児用粉ミルクが使用されているが、それらに含まれる植物

エヌトロゲンが乳児に与える影響は明らかではない。本研究において、soyabean

milk中には植物エストロゲンが多く含まれることを明らかにしたが、それらを

摂取した乳児に対する影響や、他の種類の大豆を主原料とした乳児用粉ミルク

中の植物エストロゲン含量も明らかにしなければならない。しかしながら、カ
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ゼインを主原料とした乳児用粉ミルクは植物エストロゲン含量が低いことが示

され、試作した魚類用飼料FDも、これら乳児用ミルクと同様にカゼインを主

原料とすることで植物エストロゲン含量を低くすることが示唆された。FDは

製造工程等の問題により大量生産が困難であったが、今後、大量生産可能な飼

料の開発及びその体制化が必要であると考えられる。

　酵母two－hybdd法やMCF－7細胞増殖など∫n　v∫’乃oエストロゲン活性試験にお

いて、ゲニステイン、ダイゼイン、イクオール及びクメストロールは合成化学

物質であるビスフェノールAやノニルフェノールと比較して強いエストロゲン

活性をもつことが示唆されている17・18）。一方、’n　vivo試験においてPelisseroら

19）は、ゲニステイン、ダイゼイン、イクオール及びクメストロールのエストロ

ゲン活性を未成熟シベリアチョウザメオo卿nsθ1加例の肝臓中ビテロゲニン産

生を指標として評価した。それらの物質は全て肝臓中ビテロゲニン産生を誘導

し、クメストロールは最も強いエストロゲン様作用を示すことを示唆した。こ「

のように海産魚を用いた’n　vivo試験において、植物エストロゲンのビテロゲニ

ン産生に及ぼす影響は明らかになっているが、淡水魚に関しての知見は少ない。

そこで今回、植物エストロゲンを含む市販の魚類用飼料が雄キンギョの血中ビ

テロゲニン産生に及ぼす影響を調べ、それら飼料のエストロゲン様活性を評価

した。雄キンギョに体重あたり1％量のFD、TD及びCDをそれぞれ48時間

毎に31日間与えた。各群の標準体長、・標準体重、GSI及びHSIに有意差は認

められなかった。血中ビテロゲニン濃度は、CD給餌群において78．01±48．18

μg／ml検出され、TD給餌群の3．51±3．83μg／m1と比較して有意に増加した。FD

給餌群においては検出限界以下（＜39nglml）であった。これらの結果に加え、
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TD及びCD中の植物エストロゲン含量はFDと比較して高かったことからも、

これら飼料中に含まれる植物エストロゲンは、雄キンギョに対しエストロゲン

様作用を示し血中ビテロゲニンの産生を誘導することが示唆された。さらに今

回、卵巣摘出を行ったキンギョを用い、各種飼料が血中ビテロゲニン合成に及

ぼす影響を検討した。卵巣摘出及び無処理雌キンギョにおいて有意差は認めら

れなかったものの、FDあるいはTD給餌群と比較して若干高い血中ビテロゲ

ニンを産生し、CD中の植物エストロゲンの影響が示唆された。しかしながら、

卵巣摘出を行ったFD及びTD給餌群において平均50μglml前後のビテロゲニ

ンが検出された。卵巣摘出魚は内因性ホルモンの影響をほとんど無視できると

いう理由からホルモンに関する研究に適用されている12）。今回、卵巣摘出手術

が不完全であった、手術前のビテロゲニンが血中に残っていた、卵巣以外の組

織においてエストロゲンが少量作られた、などの理由から卵巣摘出魚の血中ビ

テロゲニン濃度は雄魚と比較して商いレベルを示したと考えられたが、E2処

理を行った卵巣摘出魚の血中ビテロゲニンは他の群と比較して有意に増加した

ことより、今後、さらなる検討を加えることによって内分泌かく乱化学物質の

評価に応用できると考えられた。

　これまでビテロゲニンに関する研究は、主に雌魚を対象として行われてきた。

通常、ビテロゲニンは雄魚においてほとんど検出されないが、近年、エストロ

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　〆
ゲン様物質に曝露された雄魚においで産生が誘導されるごとから、エストロゲ

1
ン
様
物
質
曝 露の指漂になると考えられてレ・る．これら血中ビテ・ゲニン産生を

指標としたエストロゲン様物質の評価系において、使用する飼育水槽やその他

の飼育設備から試験化学物質が溶出しないことが前提となるが、エストロゲン
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様物質を曝露していない雄魚において、低濃度のビテロゲニンを産生している

ことが報告されている2似21）。これらは、ELISA法など高感度な測定によって、

これまで検出されなかったビテロゲニンが検出されたことが一要因としてあげ

られるが、植物エストロゲンなどのエストロゲン様物質を含む飼料の関与も考

えられる。一般に、養殖コイなどの血中ビテロゲニン濃度は比較的高いことが

知られており22）、今回、市販のコイ用飼料CDが雄キンギョの血中ビテロゲニ

ンを高く誘導したことはこれらの事実を反映しているものと考えられる。また、

通常、魚種に適した市販飼料が飼育に使用され、それらの原料や与える量は様々

である。実験前や実験期間中のビテロゲニン産生レベルは異なることが予想さ

れ、飼料中に含まれる植物エストロゲン量や試験化学物質のエストロゲン活性

強度によっては、それらがエストロゲン受容体に競合し結果として試験化学物

質のエストロゲン様作用に影響を与える可能性が考えられる。これらのことか

ら、魚類のビテロゲニン産生を指標としたエストロゲン様物質のスクリーニン

グ試験において、市販飼料を与えた雄及び雌魚の通常の生理状態におけるビテ

ロゲニン合成レベルを明らかにする必要がある。また今回、CDやTDなど市

販飼料は、雄キンギョに対しエストロゲン様作用を示し血中ビテロゲニン産生

を誘導することを示したが、カゼインを主原料とした開発飼料FDは、雄キン

ギョの血中ビテロゲニン濃度を低く保ち23）試験化学物質に対する感受性を高く

する可能性が示唆された。

　DeKovenら24）は、メダカ0ぴziα51α吻θsを用い、精製したカゼイン主原料飼

料（PC一ダイエット）の栄養価について、フレーク状魚類飼料（FL一ダイエット）、

アルテミア飼料（A一ダイエット）及びFL一ダイエットとA一ダイエットを混合し
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た飼料（FIA．ダイエット）の3種類の市販飼料と比較を行い、毒性学研究への

適用性を検討した。PC一ダイエットは栄養学上問題なく、肝酵素活性を指標と

した試験において生体異物を含んでいないことから、毒性学研究における標準

飼料として有用であると報告した。今回、雄キンギョの血中ビテロゲニン産生

を指標にして、市販及び試作飼料のエストロゲン様活性のみについて検討した。

キンギョ成魚を用いた短期曝露試験におけるFDの有用性は確認されたが、今

後、艀化仔稚魚への適用や長期曝露試験における有用性を明らかにするととも

に、栄養学的評価や飼料摂取による肝酵素活性変化等についても検討する必要

がある。また、Pelisseroら25）は、市販の魚類用飼料中に女性ホルモンであるE2

及びエストロン（E1）がそれぞれ9．35±3．5ng／g及び6．15±1．9ng／g含まれてお

り、シベリアチョウザメ廊ψεnsεrδα副の血中ビテロゲニン合成に関与し、魚

粉など生物由来の原料にE2及びE1が含まれている可能性を示唆した。今回、

飼料中に含まれるE2やE1など天然由来の女性ホルモンについて評価を行って

いないが、原材料として使用されている植物中には農薬やエストロゲン・アン

タゴニスト作用を示す物質なども含まれる可能性が考えられる。本研究におい

て、飼料中に含まれる植物エストロゲンが血中ビテロゲニン産生の主要因であ

ることを示唆したが、それら以外の物質も魚類に影響を及ぽすことを考慮しな

ければならない。今後、酵母two－hybdd法やエストロゲン受容体結合試験など

’n　vi孟ハo試験系において、飼料中のエストロゲン・アゴニスト及びアンタゴニス

ト活性を調べるとともに、機器分析による化学物質の測定を併用し多角的な評

価を行う必要がある。

　本研究において、市販の魚類用飼料TD及びCDと大豆及び魚粉を含まない
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カゼインを主原料とした試作飼料FD中め植物エストロゲン含量及び雄キンギ

ョ血中ビテロゲニン産生について比較、検討した。CDは非常に高い植物エス

トロゲン含量を示し、雄キンギョの血中ビテロゲニンを産生することが示唆さ

れた。一方、試作飼料FDは植物エストロゲン含量が低く、雄キンギョの血中

ビテロゲニン産生を引き起こさなかったことから、試験化学物質のエストロゲ

ン様作用を高感度に検出できる可能性が示唆された。これらの結果は、硬骨魚

類の血中ビテロゲニン産生を指標とした内分泌かく乱化学物質のエストロゲン

活性試験における重要な基礎資料となり、植物エストロゲン低含有飼料FD及

びキンギョを用いた血中ビテロゲニン産生試験は、内分泌かく乱化学物質のエ

ストロゲン活性評価に非常に有用であると考えられる。
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