
第4章　酵母two－hybrid法による市販実験動物用飼料中のエストロゲン活性と

　　　植物エストロゲン含量

4．1　研究目的

　近年、内分泌かく乱化学物質によるヒトや野生生物への影響が報告されてい

る。これら内分泌かく乱化学物質は性ホルモンと類似構造を持つため、ホルモ

ン受容体に誤って結合しホルモン活性を異常に高め、ある種の薬物代謝酵素の

誘導や酵素活性の阻害による生体内代謝系の撹乱、免疫系の阻害、発ガン作用

あるいは遺伝子損傷を引き起こすことが知られている1）。現在、性ステロイド

ホルモン受容体に結合しうる内分泌かく乱化学物質をスクリーニングするため

の∫n痂ハo試験法が各種開発され、受容体との直接的な結合能を調べる受容体

結合試験や、受容体遺伝子を導入した培養細胞や酵母を用いた方法が頻用され

ている卸7）。一方、inv∫VO試験においては、哺乳類では主に子宮肥大試験や前立

腺肥大試験鋤が、魚類や両生類では血中のビテロゲニン産生試験等が用いられ

ている1鉱11）。一般にこれらin　vivo試験系において、実験動物に対して様々な市

販飼料が用いられておわ、それら飼料中に含まれるエストロゲン様物質につい

てはほとんど評価されていない。第3章において、市販飼料中に含まれるエス

トロゲン様物質が雄キンギョ血中ビテロゲニンを産生し、植物エストロゲンが

その原因である可能性が高いことを示唆した。

　植物エストロゲンは欧米では主に健康面での恩恵から注目されている天然化

学物質である。しかしながら、クメステロールを含んだクローバーを大量に食

べたオーストラリアの羊に流産が増加したとの報告がある12）。また、ゲニステ
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インやダイゼインはエストロゲン受容体に結合親和性を示し、エストロゲン活

性を持つことが知られているビスフェノールAやノニルフェノールなどの合成

化学物質と比較しても高い結合親和能を示す】3）。これらのことより、内分泌か

く乱化学物質の’n　vivoスクリーニング試験において、飼料中の植物エストロゲ

ン含有量や試験化学物質のエストロゲン活性強度によっては、試験化学物質以

外の要因が実験動物に対し様々な影響を与える可能性が考えられる。

　本研究では、市販の実験動物用飼育飼料のエストロゲン様活性をin　v∫∫m試

験によって明らかにし、その活性に寄与した要因を明らかにすることを目的と

した。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、ゲニスチン及ぴダイジン）のエストロゲン活性を、two・hybrid

法によりヒトエストロゲン受容体アルファ及びべ一タがそれぞれ組み込まれた

酵母を用い評価し、ラット肝を用い代謝活性化した植物エストロゲンについて

も同様に評価した。さらに、魚類、両生類、及び爬虫類など市販の実験動物用

飼育飼料からの抽出物についてエストロゲン活性及び植物エストロゲン（ゲニ

ステイン及びダイゼイン）含有量を測定し、飼料中のエストロゲン活性におけ

る植物エストロゲンの寄与及びその他のエストロゲン様物質の存在の可能性に

ついて検討した。
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4．2　実験方法

4．2．1　酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性試験

4．2．1．1　試薬類

　エストラジオールー17β（E2：Sigma）、∫一スチルベン（T・S：東京化成）をそれ

ぞれ一S9試験及び＋S9試験の陽性対照物質として用いた。内分泌かく乱作用が

疑われている化学物質して、ノニルフェノール（NP：Aldrich）、ビスフェノー

ルA（BPA：和光純薬）及びジエチルスチルベストロール（DES：Sigma）を用

いた。植物エストロゲンはゲニステイン（和光純薬）、ダイゼイン（フジッコ）、

クメステロール（フナコシ）、及びイクオール（フナコシ）のアグリコン4種

類、ゲニスチン（Sigma）、ダイジン（フナコシ）のグルコシド2種類を用いた。

また、ゲニスチン及びダイジンはβ一グルクロニダーゼで酵素処理したものも作

製した（2－2－1参照）。これらはジメチルスルフォキシド（DMSO）で溶

解し少量ずつガラス製サンプル瓶に分注、一20℃で凍結保存した。

4．2．1．2　使用菌株

　エストロゲン活性試験は、Shiraishiら14）の方法に従って行った。すなわち、

酵母Y190株にエストロゲン受容体遺伝子h㎜an一α、β、コアクチベーターの発

現プラスミド、及びβ一ガラクトシダーゼ発現系レポータープラスミドを酵母

two－hybrid法により導入した酵母（hER一α及びβ株）を使用した15）。

4．2．1．3　エストロゲン・アゴニスト試験

（1）凍結保存していた酵母をtryptophan及びleucineを除き、0．86％dextroseを

　添加したSD培地（MSD　med．）に接種後、振とう培養（約18時間、30℃）

　し、対数増殖期の試験用酵母浮遊液とした。試験用酵母浮遊液は分光光度計
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　（UV－2200A；Shimadzu）でOD595㎜を測定し一定の濃度になるように調製

　した。

（2）解凍した各化学物質はDMSOで希釈調製した後、一S9試験用と＋S9試験用

　にガラス試験管に分注した。また抽出試料も同様に調製した。

（3）一S9試験用試料はMSD　med．で25倍に希釈し、＋S9試験用試料はSg　mix溶

　液（組成；β一NADP＋14mg，G－6－P7mg，HEPESbuf騰r40μ1，ratliverS90．5ml，Z

　buffbr10ml）を添加して25倍に希釈し、代謝反応（1時間、37℃）を行っ

　た。

（4）発光測定用黒色96ウェルプレート（スミロン）を自動分注希釈装置（NSP－

　700；ニチリョー）で、横1行目にはMSDmed．を60μ1ずつ分注し、横2行

　目から8行目までは、2％DMSO含有MSDmed．を60μ1ずつ分注した。

（5）一S9試験用試料と1時間の代謝反応後の＋S9試験用試料は一試料につき60μ1

　ずつを1行目の3ウェルにマイクロチップで添加した（n＝3）。また、各プレ

　ートにE2の陽性対照を3列設けた。

（6）試料を添加したプレートは自動分注希釈装置にセットして、60μ1ずつの倍

　率希釈を1行目から7行目まで行い、7行目の60μ1は捨てた。

（7）用意した酵母浮遊液を自動分注希釈装置で全ウェルに60μ1ずつ分注した。

（8）プレートはボルテックスミキサーでよく混合した。

（9）プレートを30℃の加湿インキュベーターで4時間静置培養した。

（10）酵母細胞壁融解酵素zymolyase（20T；生化学工業）をZ　bu飾rで溶解した溶

　液（2m創ml）とβ一ガラクトシダーゼを測定用化学発光用キット（AuroraGal－

　XE　kit；ICN）の反応試薬を5：3の割合で混合した溶液を自動分注希釈装置で
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　全ウェルに80μ1ずっ添加した。ボルテックスミキサーで撹搾後、37℃加湿

　インキュベーターで1時間、静置培養し溶菌と反応を同時に行った。

（11）1時間後、プレートは発光測定装置（AB2100；ArTO）にセットして、化学

　発光用キットの発光促進液を50μ1ずつ装置内蔵の自動ポンプでウェルに添

　加しながら1秒間の積算化学発光強度を計測し、β一ガラクトシダーゼ量を測

　定した。

（12）エストロゲン活性の強さを評価する方法として、各試料とも倍率希釈濃度

　ごとの化学発光強度の平均値を求め、対照の化学発光強度の平均値に対する

　発光比を算出した。さらに、各濃度における化学発光比が次の希釈濃度の2

　倍以上を示すような試験濃度領域で回帰直線式を求め、その計算式から化学

　発光比を10倍誘導する濃度を10倍影響濃度（EC、10）として算出した。得

　られたE2及びT・SのEC、10値の逆数を100とし、各飼料も同様にしてE2相

　対活性値を算出した。

4．2．2　HPLCによるゲニステイン及びダイゼイン含量の測定

4．2．2．1　抽出及び調製

　魚類用飼料8種類、両生類用飼料1種類、爬虫類用飼料3種類、計12種類

の実験動物用飼育飼料を用いた（Table1）。粉砕した飼料5gにメタノール：酢

酸バッファーを加えホモジナイズし、10分間の振とう抽出後遠心分離（2，000τpm、

10分間、室温）した。遠心分離後、上層を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た。抽出した試料はメタノールで

200mlとし、1m1を窒素ガス気流下で乾固した。乾固した試料は、精製水で溶

102



解後、β一グルクロニダーゼ及びスルファターゼ（日本バイオテスト研究所）を

それぞれ2，100U／m1及び1，050U／mlになるように添加し、17時間酵素反応を

行った。酵素反応後、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。得られた試料はそれぞれメタノール：アセト

ニトリル：精製水（2：1：3）（ゲニステイン及びダイゼイン含量測定用）及び

ジメチルスルフォキシド（DMSO：和光純薬）（エストロゲン活性測定用）に

溶解し測定に用いた。

4．2，2．2　ゲニステイン及びダイゼイン測定条件

　ゲニステイン及びダイゼインの標準溶液は、それらをそれぞれ5mgずつ秤

量しメタノール10mlに溶解させたものを作製後、100μg／mlになるように希釈、

混合した。これを順次希釈して0．1，0．2，05，1．0，2．5，5．0及び10μg／mlに調製し

用いた。メタノール：アセトニトリル：精製水（2：1：3）に溶解した抽出試

料は、濾過フイルター（Ul杜a加e－MC，0．22μm；Millipore）で遠心濾過し（10，000

rpm、1分間、室温）、測定用試料とした。HPLCは目本分光社製LC2000Plus

シリーズ、分析カラムはPEGASILODS（4．6mm又150mm；センシュー科学）を

用い、注入量20μ1、移動相はメタノール／アセトニトリル（2：1）と0．1％酢酸

によるリニアグラジエントで溶出するピークを紫外可視光吸収280㎜にて検

出し、得られたピーク面積から定量した。

　本測定系におけるゲニステイン及びダイゼインの定量下限値はともに0．5

μ9／m1、飼料からの回収率は両物質ともに90％以上であった。また、日内再現・

性は変動係数2％以下、目間再現性は変動係数5％以下であった（n＝3）。
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Table　L　Ingredients　and　compositions　ofdiets

Diets Ingredients

CaτpA

Carp　B

Caτp　C

Ca甲D

TroutA

Trout　B

MedakaA

Medaka　B

Frog

Turtle

AlligatorA

Alligator　B

flour，defatted　soybean，fish　mea1，alf乞lfa　meal，shrimp　meal，

spirulina

no　data＊

fish　meal，flour，soybean　cake　and　meal，yeast，salt，calcium

phosphate

artemla

fish　meal，flo皿，soybean　cake　and　meal，rice　bran，yeast，

vegetable　oil

no　data＊

fishmeal，cereal，yeast

fish　mea1，flour，soybean　cake，sake　lees，com，shrimp　meal，

alfalfameal，glutenmeal，spirulina，vitamin　mix

spirulina，dap㎞ia，盒shliver，plankton，mussel

no　data＊

no　data＊

spirulina

＊Data　which　could　not　obtain　about　the　ingredients　was　shown．
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4．3　結果および考察

4．3．1　酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性測定における基礎的検

　　　　　　討

4．3．1．1　グルコース濃度が及ぼす影響

　酵母の増殖に及ぼすグルコース濃度の影響を検討するため、グルコース濃度

をo．86％（Fig1－A）、1．31％（Fig．1－B〉及び1．74％（Fig．1－c）に調製した培

養液30mlに、0．2，0．5及び0．7mlの酵母菌液をそれぞれ加え培養を行ったとき

の増殖曲線をFig．1に示した。グルコース濃度L31％及び1．74％の培養液30ml

に、0．2～0．7mlの酵母菌液をそれぞれ添加し24時間培養したときの濁度（OD＝595

㎜）はそれぞれ0．3程度であった。グルコース濃度0．86％の培養液30mlに、

0．5及び0．7mlの酵母菌液をそれぞれ添加し24時間培養したときの濁度は0．5

程度で最も酵母の増殖率が高かった。また、酵母菌液を0．2ml加えた培養液30ml

において酵母の増殖率は明らかに低かった。以上のことより、酵母two－hybhd

試験において、グルコース濃度0．86％に調製した培養液30mlに酵母菌液0．7ml

を加え培養した対数増殖期の酵母菌液を以下の実験に使用することとした。

　酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性測定において、前培養した酵母の

菌量は検出感度や再現性などに影響を与える可能性が考えられる。そこで前培

養後の酵母菌量が、E2を標準物質としたエストロゲン活性測定においてどのよ

うな影響を及ぼすか検討した（Fig．2〉。前培養後の酵母濁度をo．183に調製しE2

のエストロゲン活性試験を行ったところ、0．254及び0．315に調製した酵母を用

いた場合と比較して若干感度が低い傾向を示したが、エストロゲン活性の指標

となるEC、10値においてほとんど差は認められず、E2の検出下限値は63pMであ
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った。しかしながら、酵母濁度0，254においてE2最高濃度区の発光強度は低下

した。以上のことから、E2のエストロゲン活性測定感度、再現性の点において、

前培養後の酵母濁度0．183が最も優れていたため、本試験系においては酵母濁度

を0．183に調整後、エストロゲン活性試験を行うこととした。

　多くの化学物質は主に肝臓中で代謝され不活性化されるが、逆に代謝されて

活性化される物質も多く知られている。そこで、それら代謝産物のエストロゲ

ン活性評価を行う際の基礎的検討として、ラット肝S9によって代謝反応を行っ

たT・Sを用いエストロゲン活性試験を行った（Fig．3）。TSは156～5000nMの濃

度範囲において良好な用量反応曲線を示し、代謝産物のエストロゲン活性が測

定可能であることが示された。以上のことから、本試験系は各種エストロゲン

様物質のスクリーニングに十分適用できる感度であり、また代謝活性化試料に

ついても評価を行うことができ、非常に優れた試験系であることが示唆された。
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Fig．1．Effbcts　of　dextrose　concentration　in　SD　medium　to　operation　density　on　the

yeast　two－hybrid　assa》へIncubate　solutions（30ml）of　O．86％（A），1．31％（B），and

1．74％（C）glycerol　concentration　were　added　to　O．2ml（●），0．5ml（○），and　O・7ml

（▲）yea6t　solutions，respectively．
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4．3．1．2　内分泌かく乱化学物質のエストロゲン活性

　内分泌かく乱作用が疑われている各種化学物質のエストロゲン活性を酵母

two－hybrid法により測定した。合成化学物質として界面活性剤の原料などに使

用されているノニルフェノール（NP）、プラスチックの可塑剤などに使用され

ているビスフェノールーA（BPA）、流産防止剤として使用されていた合成エス

トロゲンのジエチルスチルベストロール（DES）を測定試料とした。また陽性

対照物質としてエストラジオールー17β（E2）についても同様に測定を行った（Fig．

4）。これら化学物質のEC．10値を算出したところ、NP；124nM、BPA；918nM、

DES；71pM及びE2；105pMであり、ステロイド化学物質と比較してNP及びBPA

のエストロゲン活性は高濃度領域にシフトし、活性は比較的弱いことが示され

たが、いずれも比較的強い発光比を示し、顕著なアゴニスト作用が確認された。

また、EC、10値からE2のエストロゲン活性値を100としたとき、今回測定を行っ

たNP、BPA及びDESのE2に対する相対活性値はそれぞれ0．08、0．00001及び149

と算出された。これらの物質のエストロゲン活性強度はDES＞E2＞NP＞BPAの順

であった。今回得られた結果は、これまで報告されている結果と同様であり、

今後、本試験系は、様々な内分泌かく乱化学物質のスクリーニングに適用でき

ることが示唆された。
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Fig．4．Dose－response　c皿ves　fbr　nonylphenol（NP：●），bisphenol　A（BPA：▲）・

diethylstilbestro1（DES：■）and　estradiol－17β（E2：◇）using　the　agonist（一S9）test．

The　values　were　represented　as　the　ratio　ofchemiluminescence（CLN）intensity（TIB）

ofβ一galactosidase．
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4．3．2　実験動物用飼育飼料中に含まれるゲニステイン及びダイゼイン含

　　　　　　有量

　飼料中に含まれるゲニステイン、ダイゼイン含量は、飼料中に配糖体として

含まれるゲニスチン、ダイジンをβ一グルクロニダーゼ、スルファターゼで加水

分解し、総ゲニステイン、総ダイゼイン量としてTable2に表した。総ゲニス

テイン含量は、CarpA飼料が最も多く237．2±7．1μg／gであり、ついでAlligatorB

飼料（186．1±L3μ9／9）、Carp　B飼料（141．6±5．3μ9／9）の順であった。一方、総

ダイゼイン含量も同様でCalp　A飼料（175．8±2．6μg／g）が最も多く、ついで

AlligatorB飼料（140．o±1．4μg／g）、carpB飼料（107．2±2．6μg／g）の順であった。

Tsukamotoら16）はゲニステイン’及びダイゼインの配糖体であるゲニスチン、ダ

イジンがそれぞれ大豆全粒中に1．1±0．6～15．0±1．5mg／100g、0．6±0．1～10．2±

1．8mg／100g含まれていると報告しており、さらに大豆中のイソフラボンは、ダ

イゼイン、ゲニステイン及びグリシテインの3種類のアグリコンとそれぞれの

配糖体であるダイジン、ゲニスチン、グリシチン及びそれらのマロニル化配糖

体、アセチル化配糖体の12種類の存在が確認されている。今回、飼料中に含

まれるゲニスチン、ダイジン配糖体を加水分解しゲニステイン、ダイゼイン総

量として測定を行った。そのため加水分解前のそれら含量と、ゲニスチン、ダ

イジン含量は不明である。しかし飼料のエストロゲン活性試験においては、加

水分解前にその活性がほとんど認め，られず、加水分解後に活性が認められた

（Table4）ことから、これら飼料中には主にゲニスチン、ダイジンとして含ま

れ、それら配糖体が加水分解を受け、ゲニステイン、ダイゼインとして検出さ

れたと考えられる。またCo皿tら17）は市販のキャットフード中のゲニステイン、
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ダイゼイン含量を測定し、調査した42種類のうち24種類の飼料中にゲニステ

イン、ダイゼインが検出され、その濃度は1～163μg／gであったと報告している。

今回、最もゲニステイン、ダイゼイン含量が高かったCarp　A飼料は原料に脱

脂大豆が使用されており、これらの報告と比較しても高含量のゲニステイン、

ダイゼインを含んでいた。さらに今回測定を行った12種類のうち10種類の飼

料において、ゲニステイン、ダイゼインが検出されたことから、大部分の市販

の実験動物用飼育飼料中に植物エストロゲンが含まれていることが示唆された。

　Pelisseroら18）はシベリアチョウザメ廊脚nsβ酌oθ7iに体重20gあたり0．2mg

のゲニステインを投与したところ、血中ビテロゲニン濃度が213±56μg／ml（対

照群：0．1μg／ml以下）に上昇したと報告している。今回、ゲニステインが最も

高かったCalp　A飼料（237．2±7．1μg／g）をシベリアチョウザメに体重20gあた

り3％量摂取させたと仮定すると、約0．14mgのゲニステインを与えたと試算

され、十分に血中ビテロゲニンを産生させえる量にほぽ等しいと考えられる。

これらのことは、内分泌かく乱化学物質のスクリーニング試験を血中ビテロゲ

ニンの産生を指標として行った場合、試験物質のエストロゲン活性がCarp　A

飼料中のゲニステイン及びダイゼインのエストロゲン活性に大きく影響され、

試験物質のエストロゲン活性強度によっては活性の変動が検出できない可能性

を示唆している。

　一般にヒトでは、吸収されたイソフラボンはグルクロン酸抱合や硫酸抱合さ

れ血中へと移行し、ほとんどは尿中へ排泄され、一部は胆汁から小腸内へ移行、

腸内細菌叢によって脱抱合を受け、腸肝循環することが知られている19）。一方、

マウスやラットなどの哺乳類、さらに魚類、爬虫類及び両生類といった動物種
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は、植物エストロゲンの吸収、代謝及び排泄機構がヒトと全く同じとは限らず、

また、生体内でエストロゲン活性を示すものは遊離型及び硫酸抱合型であると

されるが、グルクロン酸抱合型と比べてこれらの存在量は極めて少量であると

考えられる20）。今後、それぞれの動物種における植物エストロゲンの体内動態

を明らかにするとともに、それら遊離型及び硫酸抱合型の個別測定法の確立が

必要かもしれない。さらにゲニステインやダイゼインは、アンドロゲンをエス

トロゲンに変換させるアロマターゼ阻害作用21）や、活性化エストロゲンを減少

させる性ホルモン結合グロブリンの肝臓における産生を刺激すること22）なども

報告されていることから、in　v’vo試験系において内分泌かく乱化学物質のスク

リーニングを行う際、飼育飼料中のゲニステイン及びダイゼインといった植物

エストロゲン含量を測定するとともに、これら飼料を摂取した場合の基礎的な

生理作用等も考慮し評価する必要があろう。
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Table2．Contents　ofgenistein　and　daidzein　in　a　fごeding　diet　fbr　an　animal　using　HPLC

analysis．

Diet Total　genistein（μ9／9） To訟l　daidzein（μg／g）

CaψA
CarpB

CarpC

CarpD

TroutA

TroutB

MedakaA

MedakaB

Frog

Turtle

AlligatorA

AlligatorB

237．2±7．1

141．6±5．3

67．5±0．3

　　　N．D．

41．6±2．2

50．2±0．7

　　　9．3

　　　58．5

　　N．D．

31．4±1．2

26．7±0．4

186．1±1．3

175．8±2．6

107．2±2．6

50．2±0．9

　　　N．D．

30．5±0．4

33．2±0．6

　　　33．2

　　　37．3

33．6±1．6

19．9±0．3

140．0±1．4

N．D．：NotDetected（＜0．8μg／g），一：Not　Detemined．Thedatarepresentthemeanand

standard　deviation（medakaAand　B：n＝2，0ther　diet：n＝3）．
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4．3．3　植物エストロゲンのエストロゲン活性

　植物エストロゲンのエストロゲン活性評価は、ラット肝S9などによる代謝

活性化していない（一S9試験）物質については行われているが、代謝活性化し

た（＋S9試験）物質については少ない。しかし生体内にとりこまれた植物エス

トロゲンは肝臓などの薬物代謝酵素により代謝されるため、代謝生成物のエス

トロゲン活性を評価することは生体への影響を考える上で重要と考えられる。

そこで、酵母two－hybrid法を用い、6種の植物エストロゲンのエストロゲン活

性を一s9試験（Fig．4）及び＋s9試験（Fig．5）において評価し、陽性対照物質と

して用いたE2及びT」Sのエストロゲン活性と比較した（Table3）。

　一S9試験において、hER，α及びβに対して最も強いエストロゲン活性を示した

物質はクメステロールであり、その相対活性強度はそれぞれ9．7×104及び2．1

と試算された。E2の相対活性強度100と比較するとそれぞれ約1／100，1／50で

あった。一方、＋S9試験において、クメステロールはhER．一α及びβに対してと

もにエストロゲン活性は検出されなかった。ゲニスチン及びダイジンの一S9試

験におけるhER←αに対する相対活性強度はそれぞれ3．4×10’4及び3．2×10’4と

なり、β一グルクロニダーゼで加水分解することによってそれらの相対活性強度

はそれぞれ7．8×10’2及び5．4×10’4となった。これらはアグリコンであるゲニ

ステイン（相対活性強度；7．6×1σ2）及びダイゼイン（相対活性強度；5．4×10’4）

とほぼ同等の相対活性強度を示した。一方、hER一βに対する相対活性強度は、

それぞれ4．4×10’3及び3．3×10’4、β一グルクロニダーゼで加水分解することによ

って相対活性強度はそれぞれ3．9×10’1及び1．9×1σ3となり、これもゲニステ

イン（相対活性強度；4．7×10一1）、ダイゼイン（相対活性強度；1．9×10’3）とほぼ
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同等のエストロゲン活性を示した。これらのことより、ゲニスチン及びダイジ

ンは、生体内において腸内細菌のβ一グルクロニダーゼによって配糖体が加水分

解され、ゲニステイン及びダイゼインに代謝されるというこれまでの報告16）と

同様であった。さらに、加水分解したゲニスチン及びダイジンのhER一βに対す

るエストロゲシ活性はhER．αと比較して約3～5倍高いものであった。＋S9試験

におけるhER一αに対する相対活性強度は、ゲニスチンは9、ダイジンではエス

トロゲン活性は検出されなかった。またβ一グルクロニダーゼで加水分解するこ

とによって、ゲニスチンはエストロゲン活性が検出されず、ダイジン（相対活

性強度；6）はダイゼイン（相対活性弾度；4）とほぽ同等の相対活性強度を示し

た。一方、hER一βに対する相対活性強度は、ゲニスチンは4、ダイジンではエ

ストロゲン活性は検出されなかった。またβ一グルクロニダーゼで加水分解する

ことによってhER一αと同様に、ゲニスチンはエストロゲン活性を示さず、ダイ

ジン（相対活性強度；2）はダイゼイン（相対活性強度；1）とほぼ同等のエスト

ロゲン活性を示した。一S9試験におけるイクオールの肥R一α及びβに対する相対

活性強度は、それぞれ7．3×1σ2及びL7×1σ1と試算された。一方、＋S9試験に

おけるhER一αに対する相対活性強度は224、hER一βに対してエストロゲン活性

は検出されなかった。これらの結果より、ラット肝S9を用いた＋S9試験によ

り大部分の植物エストロゲンは、代謝されることでエストロゲン活性が低減す

ることが示唆された。・

Moritoら23）は酵母two－hybrid法を用いダイゼイン、ゲニステイン及びイクオ

ールのhER一α及びβに対するエストロゲン活性試験を行い、一S9試験においてイ

クオールは両受容体に対して最も強い遺伝子発現能を示し、特にαに対して顕
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著であると報告している。また、それらの物質の遺伝子発現能は、ダイゼイン

くゲニステインくイクオールと報告しているが、本研究においては肥R一α及びβ

に対してダイゼインくイクオールくゲニステインくクメステロールゐ順であった。

今回の結果と比較するとイクオールとゲニステインのエストロゲン活性を示し

た濃度はほとんど同程度でありMoritoらの結果とほぼ同様と思われる。今回の

結果でクメステロール、イクオール及びゲニステインはダイゼインと比較して

高いエストロゲン活性を持つことが再確認された。加vi昂0試験系により化学物

質のエストロゲン活性評価を行う際には、肝S9等を用いた代謝を考慮し評価

を行う必要があると思われる。

　Kuiperら13）はゲニステイン、ダイゼイン、ビスフェノールA及びノニルフ

ェノールのエストロゲン’活性試験をhER一α及びβについて行い、hER。αに対する

結合親和性はE2を100としたとき、それぞれ4，0．1，0．05及び0．01であり、ま

たhER一βに対してはそれぞれ87，0．5，0．09及び0，01であったと報告している。1カ

vivO試験系において内分泌かく乱化学物質のスクリーニングを行う際、飼料中

に含まれるゲニステインやダイゼイン等の植物エストロゲンを評価する必要性

が強く示唆されたが、今後、試験化学物質とそれら植物エストロゲンの相互作

用についても考慮し評価を行う必要性があろう。
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Table3．Es錠ogenic　activities　of　phytoestrogens負）r　humam　estrogen　receptor＿αandβ

using　yeast　two－hybrid　assay．

＊Relative　esαogenic　activity

Compounds hER・α hER一β

一S9 ＋S9 一S9 ＋S9

E2

T．S

Genistein

Daidzehl

Co㎜1estrol

Equol

Genistin／without

Genist㎞fwith

Daidzin／without

Daidzin／with

　100

7．6×10’2

5．4×10－4

9．7×10層1

7．3×10幽2

3．4×10－4

7．8×10’2

3．2×10’4

5．4×10’4

8，2×10層3（100）

3．6×104（4．3）

1．9×10’2（224）

7．3×10’4（8．9）

4．8×10’4（5．9）

　100

4．7×10－1

1．9×10’3

　2．1

1．7×10’1

4．4×1α3

3．9×10－1

3．3×1α4

L9×1α3

8．1×10’3（100）

1．0×10’3（1。2）

3．2×10’3（4．0）

1．5×1σ3（1．8）

＊The　estrogenic　activities　ofphytoestrogens　were　showed　by　relative　activity，expressed

as　ECxlo（10％relative　ef驚ctive　concentration）that　is　the　concen杜ation　of　the　test

chemical　showing10％ofthe　estrogenic　activity　ofDMSO　controL　Data　of－Sg　test

were　calculated　as　estrogenicity　of　E2；100，and＋Sg　test　were　calculated　as

estrogenici取ofT－S；100．Genistin　and　daidzin　with　or　without　the　hydrolysis　were　also

showed．E2：estradiol－17β，T－S：かons－stilbene．The　all　datarepresentthe　mean（n＝4）．
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4．3．4　実験動物用飼育飼料のエストロゲン活性

　飼育中に用いられる実験動物用飼料に含まれるゲニステインやダイゼイン等

の植物エストロゲンが、∫n　vivo試験により内分泌かく乱化学物質のスクリーニ

ングを行う際に影響を及ぽす可能性がある。本研究では、市販の実験動物用飼

育飼料中の肥R一α及びβに対するエストロゲン活性を測定した（Table4）。

　一部の飼料を除いて、β一グルクロニダーゼによる加水分解前にはhER・α及び

βに対してエストロゲン活性は認められなかった。しかし、加水分解後1；活性

が上昇し、最もエストロゲン活性が高かったものは主原料に脱脂大豆が使用さ

れていたCarp　A飼料であり、その相対活性強度は肥R一αで1．4×10’5、hER一βで

1．6×10’4であった。この飼料はゲニステイン及びダイゼイン含量も、今回測定

した飼料中で最も高い値を示した。ゲニスチン及びダイジンは加水分解するこ

とによりエストロゲン活性が増加した（Table3）ことから、おそらくCa【p　A飼料

中にゲニスチン及びダイジンが含まれており、加水分解することによってゲニ

ステイン及びダイゼインとして存在し、これらの物質がCarpA飼料中のエス

トロゲン活性に寄与したものと考えられた。

　一方、植物エストロゲン同様、各種飼料のエストロゲン活性試験においても

hER一αに比べhER一βにより高いエストロゲン活性がみられた。一般に植物エス

トロゲンはα受容体よりβ受容体に対して親和性が高いことが知られている22）。

今回、エストロゲン活性が認められた全ての飼料において、α受容体よりβ受容

体により高い親和性が認められ、飼料中のエストロゲン活性に寄与した物質は

大部分植物エストロゲンであったと推察された。近年、hER一βが単離されたが

生理作用に関しては現在のところ全く未知である。しかしhER一αとの生理作用
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の類似性以外にも、標的遺伝子の調節能や発現部位などの相違により生じる生

理作用が考えられる。今回、植物エストロゲンや各種飼料でhER。βに高いエス

トロゲン活性がみられたことは、’n　vivoの実験系において植物エストロゲンが

含まれている飼料を用い、内分泌かく乱化学物質のスクリーニングを行う際に

様々な生理作用を起こす可能性が考えられる。今後、試験化学物質の作用以外

にそれら飼料を摂取した場合の基礎的な生理作用や、それらの複合影響につい

ても詳細な検討を行う必要がある。またMatthewsらは、ヒト、マウス、ニワ

トリ、グリーンアノールトカゲ及びニジマスのエストロゲン受容体に対するゲ

ニステインの親和性を試験し、グリーンアノールトカゲのエストロゲン受容体

が他の4生物種のそれと比較して最も高い親和性を示したと報告し七いる24）。

また近年、環境省は、大腸菌を用いて発現したメダカ及びヒトエストロゲン受

容体（α）リガンド結合ドメインに対するノニルフェノール（混合物）、4一トオ

クチルフェノールの結合能を［3Hl　E2との競争結合試験によって測定した。ノ

ニルフェノール（混合物）及び4イーオクチルフェノールはいずれも濃度依存的

にメダカエストロゲン受容体（α）との結合性を示し、その相対結合強度はそ

れぞれE2の約1／10、1／5であり、ヒトエストロゲン受容体（α）に対する強度

（いずれもE2の約1／2，000～1／3，000）と比較して強い結合性を持つことを示唆

している。また、β受容体についても同様の試験を行った結果、E2と比較して、

ノニルフェノールは約1／110とヒトに比べて約30倍の相対結合強度を示した25）。

本研究において、肥R一α及びβを用いて魚類、爬虫類及び両生類用飼育飼料のエ

ストロゲン活性試験を行ったが、本来それら動物種が持つ受容体に対する植物

エストロゲンの親和性は異なることが考えられる。今後、各動物種の受容体を
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それぞれ組み込んだエストロゲン活性試験系を開発し評価する必要がある。

　第5章において、雄キンギョに植物エストロゲンを多く含む飼料と少ない飼

料をそれぞれ与えた場合に、誘導される血中ビテロゲニンレベルが異なり、さ

らにそれらの飼料をそれぞれ与えノニルフェノールのエストロゲン活性試験を

行った場合、活性を検出できるノニルフェノール濃度が異なる可能性があるこ

とを示唆した。一般に、魚類を用いて試験を行う際、飼育に使用する飼料中に

植物エストロゲンが含まれる可能性があり、血中ビテロゲニンの産生を指標と

した加V∫VOスクリーニング試験系において、得られる結果が大きく異なること

が考えられる。今後、内分泌かく乱化学物質の評価を目的とする試験を行う際

には、飼料中の植物エストロゲンや総エストロゲン活性を測定した飼料を試験

に適用する必要がある。また、植物エストロゲンはエストロゲン受容体に結合

して遺伝子活性化に働き、タモキシフェンなどの物質と同じように濃度依存性

がある。従って、エストロゲン様作用を示す場合と、拮抗的に作用する場合が

考えられる。今回、評価を行った飼料が摂取された場合、生体内でエストロゲ

ンやその他のエストロゲン様作用をもつ試験化学物質と協調あるいは拮抗的に

働くかは不明であるが、生体内ではそれらエストロゲン様物質との相互作用も

考えられることから、それらの作用メカニズムについて明らかにしなければな

らないだろう。
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Table4．Estrogenic　activities　of　a　fbeding　diet　fbr　an　animal　fbr　h㎜nan　estrogen

receptor一αandβusing　yeast　two－hybrid　assay・

＊RelatiVe　eSt■OgeniC　aCtiVi呼

Diet hER一α hER一β

without with without With

E2 100 100 100 100

CaτpA

Ca！pB

CaτpC

CarpD

TroutA

TroutB

MedakaA

MedakaB

Frog

Turtle

Alligator　A

AlligatorB

L4×10’5

9．6×10’6

4．9×10’6

1．6×10’6

2．7×10’6

3．6×106

8．4×10－6

5．4×10－6

4．0×10’6

2．4×1α6

1．6×10’4

7．6×10－5

3．5×10’5

1．9×10’5

3．0×10’5

2．1×10’5

7．7×10”6

1．2×10’5

6．1×10’5

＊The　estrogenic　activities　of　the　diets　were　showed　by　relative　activity，expressed　as

EC、10（10％relative　effヒctive　concen往ation）that　is　the　concen丘ation　of　the　test

chemical　showing10％of　the　estrogenic　activity　of　DMSO　control．Data　were

calculated　as　estrogenicity　ofE2；100．Diets　with　or　without　the　hydrolysis　were　also

showed．一：Not　Detected．The　a，ll　datarepresentthe　mean（n＝4）．
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4．3．5　実験動物用飼育飼料中のエストロゲン活性と植物エストロゲン含

　　　　　　量

　実験動物用飼育飼料の酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性値とHPLC

による総ゲニステイン及びダイゼイン含有量を用い、それらの関連性について

検討した。酵母two－hybrid法によるE2、ゲニステイン及びダイゼインのECxlo

値から、HPLCにより測定した飼料中総ゲニステイン含量のE2換算量及び総

ダイゼイン含量のE2換算量を算出した。また、両者の総量を植物エストロゲ

ン（ゲニステイン及びダイゼイン）含量からのE2換算量とした（Fig．6－x軸）。

一方、酵母two－hybrid法によるE2、ゲニステイン及びダイゼインのECxlo値と

各種飼料のECxlo値から、酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性E2換算

量を算出した（Fig．6．Y軸）。

　大部分の飼料においてhER一α及びβにおいて、植物エストロゲン含量からの

E2換算量と酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性E2換算量の間に正の相

関性が認められた（P＜0．001）。従って、これら飼料中におけるhER一α及びβに

対するエストロゲン活性は、植物エストロゲンであるゲニステイン及びダイゼ

インが大きく寄与していることが強く示唆された。しかし今回、飼料中の植物

エストロゲン含量からのE2換算量と酵母two－hybrid法によるエストロゲン活

性E2換算量との関係で回帰直線から多少外れた飼料がいくつか存在した。

Pelisseroら26）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，6．15±1．9nglg含まれ、シベリアチョウ

ザメオol㌍nsε7みαεriの血中ビテロゲニン合成に関与していたと報告し、魚粉な

どの生物由来の原料にE2及びE1が含まれていた可能性が高いことを示唆した。
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また、原材料の植物中に農薬等や抗エストロゲン及び（抗）アンドロゲン様作

用をもつ物質等も含まれている可能性が考えられる。したがって、ゲニステイ

ン及びダイゼイン以外の植物エストロゲンや、原料に含まれる（抗）エストロ

ゲン及び（抗）アンドロゲン様物質についても存在を明らかにする必要がある

と考えられる。今後、飼料中に含まれる既知のエストロゲン様物質の機器分析

による測定のみならず、その他の物質の影響も考慮に入れ、本研究で行った酵

母two－hybrid法による飼料中の総エストロゲン活性の測定や、より詳細な飼料

の選択及び新規の植物エストロゲン低含量飼料の開発等が期待される。
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