
第5章 キンギョ血中ビテロゲニン及びステロイドホルモン合成、肝チトクロ

ームP4501A及びグルタチオンーS一トランスフェラーゼ活性に及ぼすノ

ニルフェ！一ルと植物エストロゲン高含量飼料の影響

5．1　研究目的

　内分泌かく乱化学物質が、野生生物やヒトの内分泌及び生殖系などに深刻な

影響を及ぽす可能性が示唆されている16）。これらの物質は最終的に水環境中

に放出されることから、淡水や海産魚類の生殖機能に対し不可逆的作用を引き

起こす可能性が考えられる。これまで魚類において、主にエストラジールー17β

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が生物学的影響評価

手法として用いられてきた。しかしながらこれらの解析に加え、近年、内分泌

かく乱化学物質の新規スクリーニング法の開発が国際的に行われており鋤、雌

特異タンパク質、ビテロゲニンは魚類や他の卵生脊椎動物におけるエストロゲ

ン様物質曝露の有用な指標と考えられている。ビテロゲニンは卵生脊椎動物に

一
お
け る卵黄前駆タンパク質であり、硬骨魚類においては生殖腺から分泌された

エストロゲンの作用により肝臓中で合成され、血中を介して生殖腺に取り込ま

れ、卵母細胞の発達に重要な役割を果たしている。高濃度の血中ビテロゲニン

合成は主に成熟した雌魚に観察されるが、通常、雄魚及び性的に未成熟な魚類

においてビテロゲニンは検出されない。しかしながら、アルキルフェノール類

や合成エストロゲンなどエストロゲン様作用を示す物質は、雄あるいは未成熟

魚においてビテロゲニンを合成することから、ビテロゲニンは水環境中のエス

トロゲン様物質の存在を検出するための有用な指標となる6）。
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　ノニルフェノール（NP）は、プロピレンの3重合体のノネンとフェノールの

反応により工業的に合成される。NPはエチレンオキサィドと反応させノニル

フェノールエトキシレート（NPEO）の形で非イオン界面活性剤として用いら

れる。日本ではNPEOは主に工業用の洗浄剤、分散剤として繊維工業、製紙工

業、金属工業、農薬工業等に使用されている。NPEOはアルキルフェノールエ

トキシレート（APEO）の一種であり、APEOのアルキル基の中でも炭素数9

のNPEOの生産量は約80％と最も多く、残りの大部分は炭素数8のオクチル

フェノールエトキシレートである。NPEOは下水処理場の好気性汚泥処理等に

よりエトキシ基の短縮が起こりノニルフェノールジエトキシレート（NP2EO）

やノニルフェノ，一ルモノエトキシレート（NPIEO）、エトキシ基の末端がカル

ボキシル化したノニル7エノールジカルボキシレート（NP2EC）、ノニルフェ

ノールモノカルボキシレート（NPIEC）といった中間体が生成し、その後、嫌

気性汚泥処理を経てNPを生成することが報告されている7）。NPの異性体であ

る4一ノニルフェノールは、17．7μg／l以下の曝露濃度において、メダカ命％伽

1αゆθsの性分化異常や受精率低下を引き起こし8）、50μg／l以上の曝露濃度にお

いて、雄メダカに精卵巣を形成されるという報告がある9）。このように、魚類

に対する内分泌かく乱化学物質のエストロゲン様作用や、それらの作用によっ

て引き起こされる生態影響評価を行うために、∫n　vi’mにおいてエストロゲン受

容体結合試験や酵母two－hybrid法によるエストロゲン活性試験などが行われて

いる。加vi》0においては、ビテロゲニン産生試験、一世代試験、多世代試験な

どが実施され始めている。しかしながら、これらスクリーニング及び試験系に

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
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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。

　本論文の第3，4章において、市販飼料中には植物エストロゲンが含まれて

おり、それらが雄キンギョの血中ビテロゲニンを産生することを明らかにした。

大豆成分やそれらに含まれるゲニステイン、ダイゼイン、クメステロール及び

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1砿11）。多くの植物エストロゲンは標

的組織においてエストロ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1乞13）、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し、結果として抗エストロゲン的な生理的

影響を及ぽす14）。一般に、内分泌かく乱化学物質の午ストロゲン様作用を調べ

るスクリーニング試験においては、魚種に応じた様々な市販飼料が用いられて

いる。それら飼料中に含まれる植物エストロゲンは、エストロゲン受容体に結

合しエストロゲン様作用を示すことから評価する試験化学物質と相互作用し、

結果として、それら試験化学物質のエストロゲン様作用に影響を与え、さらに

は複合作用を及ぼす可能性も考えられる。

　本研究では、キンギョ（】αrα3siμSαμア伽Sを用い、飼料中に含まれる植物エス

トロゲンとNPの複合影響を明らかにすることを目的に、ゲニステインやダイ

ゼインなど植物エストロゲン低含有（FD2）あるいは高含有飼料（CD2）を与

え、各濃度の迎に曝露した雄キンギョにおける血中ビテロゲニン産生、ステ

ロイドホルモン（テストステロン、11一ケトテストステロン及びエストラジオー

ル47β）合成、肝チトクロームP4501A（CYP　lA）依存性酵素活性及びグルタ
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チオンーS・トランスフェラーゼ（GST）活性に及ぼす影響を評価した。

、
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5．2　材料と方法

5．2．1　化学物質と魚類飼育用飼料

　NPはアルドリッチ（東京）、E2はシグマ（東京）より購入した。これら試

験化学物質はジメチルスルフォキシド（DMSO）に溶解し実験に供した。魚類

飼育用飼料は、大豆及び魚粉不使用のカゼイン主原料の試作飼料No．5（FD2）、

マス用飼料（TD2）及び観賞用コイ用飼料（CD2）を用いた15）。TD2及びCD2

はそれぞれ大洋飼料株式会社（知多）製のマスクランブル餌とコイ用浮き餌EP

1．5を用いた。各飼料の主原料及び成分をTable1に示す。

5．2．2　魚類飼育用飼料の植物エストロゲン含量とエストロゲン活性

　FD2、TD2及びCD2中の植物エストロゲン含量は、第3章の方法に従い、液

体クロマトグラフィー／タンデム型質量分析計（LC－MSIMS）によって測定し

た。また、それら飼料中の総エストロゲン活性は、第4章の方法に従い、two・

hybrid法によりヒトエストロゲン受容体アルファ及びベータ（肥R一α及びβ）が

それぞれ組み込まれた酵母を用い測定した。

5．2．3　供試魚と曝露実験

5．2．3．1　各種飼料による雄キンギョの血中ビテロゲニン産生

　性成熟した雄キンギョC躍α3s加側縦粥を養殖業者より購入して実験に供し

た。購入した実験魚は室内の水槽において、自然状態下の水温及び光周期で維

持した。301容のガラス製水槽に各6個体ずつ、3群に分け63日間飼育した（2001

年3月～5月）。飼育水は脱塩した水道水を使用した。FD2、TD2及びCD2を
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毎日体重あたり1．0％量与えた。水換えは1週間に1回行い、投与開始から1

週間毎に標準体重及び標準体長を測定した。給餌前と給餌7、14、28、42、63

日後に経時的に採血を行った。63目間の給餌終了後、各個体の標準体重及び標

準体長を測定し、血液、生殖腺及び肝膵臓を摘出した。摘出した生殖腺及び肝

膵臓は重量を測定後、分析まで一80℃で保存した。また、それぞれ標準体重に

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。

5．2．3．2　各種飼料を与えた雄キンギョヘのNP曝露

　性成熟した雄キンギョを養殖業者より購入して実験に供した。購入した実験

魚は室内の水槽において、自然状態下の水温及び光周期で維持した。60個体の

試験魚（体重：18．546．6g）をそれぞれ12群に分け、脱塩素水道水で初期設定

濃度0．1，1，10及び100μgllに調製したNPに、それぞれ水温21±1℃で28日

間曝露した（2001年5月～6月）。対照群にはDMSO（0．01ml／1）のみを、陽性

対照群には初期設定濃度1μg／1のE2を同様の条件で曝露した。曝露は各群251

のガラス製水槽を用い、光周期は12時間明期、12時間暗期、pH7．2－7．6で行っ

た。水槽内のM曝露溶液は24時間毎に全量交換した。試験魚には体重あたり

1．0％量のFD2あるいはCD2を1日1回28目間毎日与えた。N］P曝露前と曝露

7，21及び28目後に、各曝露群5個体の試験魚より経時的に採血を行った。

　28日間の曝露終了後、各個体の標準体重及び標準体長を測定し、血液、生殖

腺及び肝膵臓を摘出した。摘出した生殖腺及び肝膵臓は重量を測定後、分析ま

で一80℃で保存した。また、それぞれ標準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。
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5．2．4　血液とミクロソーム試料

　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％pheny㎞ethylsufbnyl　nuoride及びheparin

（14．OU／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）遠心して血漿に分離した。血漿は、1．5m1容チューブに分注し、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。

　摘出した肝膵臓は、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。総タンパ

ク量はLo㎜yら18）の方法に従い、牛血清アルブミンを標準物質として測定した。
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Table I . Ingredients and compositions of fish dietsl5) 

Fish diets Ingredients 

Formulated diet (FD2) 

'1N0.5" 

Trout diet (TD2) 

"Crumble for trout" 

Carp diet (CD2) 

"Floatmg pellet for carp, I .5" 

defatted rice bran 55 o/o, casein 40 o/o, vitamin mix, 

3.0 O/o, mineral mix 2.0 Olo 

fish meal 65 o/o, wheat flour 2 1 O/o, defatted rice 

bran 6.0 O/o, soy bean meal 2.0 o/o, com gluten meal 

3.0 O/o, vitamin mix 2.0 o/o, mineral mix I .O olo 

fish meal 38 o/o, wheat flour 25 o/o, defatted rice 

bran 1 8 o/o, soy bean meal 1 5 o/o, com gluten meal 

l .O o/o, vitamin mix I .O O/o, mineral mix 2.0 olo 

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

l 40 



5．2．5　血中ビテロゲニン測定

　血中ビテロゲニン濃度の測定は、第2章の方法に従って、キンギョビテロゲ

ニンに交差反応性を示す抗コイリポビテリンマウスモノクローナル抗体（トラ

ンスジェニック、熊本）を用いた酵素免疫測定法（ELISA）で行った。本測定

系では96穴マイクロプレートを用いた。キンギョビテロゲニンは100μg／lのE2

に28日間曝露した雄キンギョ血漿から、陰イオン交換カラムを用いた液体高

速クロマトグラフィー（HPLC）により精製した19）。精製したビテロゲニンの

タンパク量は牛血清アルブミンを標準物質してBradfbrd20）の方法により測定し

た。標準物質は1穴あたり0．78ngから50ngの精製キンギョビテロゲニンを用

い、希釈した測定試料のビテロゲニンは二重測定で行った。測定試料の血中ビ

テロゲニン濃度は、精製ビテロゲニン標準物質の検量線から算出した。本測定

系における血中ビテロゲニンの検出限界は39ng／mlであった。

5．2．6　血中性ステロイドホルモンの測定

　血中のエストラジオールー17β（E2）、テストステロン（TS）および11一ケトテ

ストステロン（11－KT）濃度の測定は、Asahinaら21）の方法に従い第二抗体固相

化法を用いたELISAにより行った。以下にその概要を示した。

　HRP標識抗原（E2：6－oxo－E2－6－CMO－HRP、TS：Testosterone－3－CMO－HRP、11－

KT：11－oxo－testosterone－3－CMO－HRP）、抗体（E2：anti－6－oxo－E2－6－CMO－BSA、TS：

anti－Testosterone－3－CMO－BSA、11－KT：anti－11－oxo－testosterone－3－CMO－BSA）は全

てCosmoBio　Co．，Ltd．より購入した。o一フェニレンジアミンニ塩酸塩（OPD錠）

は和光純薬工業（株）より購入した。測定に供した各抗体は、目的とするホル
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モンとほぼ特異的に結合し、それ以外のステロイドとの非特異的結合は無視で

きるほど低かった。また標識抗原の希釈倍率を、E2：25，000倍、TS：25，000倍、

11－KT：100，000倍、抗体の希釈倍率を、E2：25，000倍、TS：50，000倍、11－KT：50，000

倍とし、それぞれホウ酸緩衝液で希釈した。

　保存していた血漿を溶解後、シリコンコーティング済みゐ試験管に分取した。

これに10倍量のジエチルエーテルを加えよく撹搾した後、水層とエーテル層

が完全に分離するまで数分間静置した。これを冷却器中で一30℃に急冷し、ス

テロイドホルモンを含むエーテル層を回収した。この抽出操作を3回行った後、

回収したエーテル層からエーテルを完全に除去し、ホウ酸緩衝液（0．05MH3BO3，

05％牛血清アルブミン，0．01％チメロサール）で再溶解し、測定用試料とし

た。あらかじめ第二抗体（抗ウサギIgGヤギIgG，＃00779，CAPPEL；U．S．A）を

固相化したプレートに、測定用試料、HRP標識抗原および抗体をそれぞれ50μ1

ずつ順に加え、4℃で18時間反応させた。反応終了後、0．85％NaCl水溶液で7

回洗浄し、発色液（0．2Mクエン酸，0．01％H202，0．05％OPD）を150μ1ずっ加

え20℃で40分間反応させた。これに6Nの硫酸を50μiずつ加え反応を停止

させた。その後マイクロプレートリーダー（ELx808UltraMicroPlateReader，

BIO－TEK社製）を用いて490mにおける吸光値を測定し、総合分析ソフトウ

ェアASSAYZAP（BIOSOFT；U．K．）により吸光値からホルモン濃度を算出した。

5．2．7　薬物代謝酵素及びGST活性測定

　CYPlAの活性測定は第2章の方法に従い、エトキシレゾルフィン（ER．OD）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
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HPLCで定量することによって行った。62．5mMリン酸バッファー、6．25mM

MgCl2、0．625mMNADP＋、G－6－PDHase及び2．5μMの各種基質を含む反応液320

μ1にミクロソーム懸濁液40μ1、5nM　G－6－P40μ1を添加して22℃の水浴中で

反応を20分間行った。反応後、90℃で反応を停止した。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を使用した。WatersSYMMETRYC18カラムに0．001M酢

酸緩衝液（pH5．7）〆メタノールを60／40（1mレ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。

　GST活性の測定は、GST・Tag　assay　kit（ノバゲン、アメリカ）を用い、キッ

トに添付された取扱説明書に従って行った。また、タンパク質の定量はLowη

ら18）の比色法で行った。

5．2．8　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（D㎜nett’s　post。hoc検定、あるいはFisher’PLSD　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琵rroni　a41usementをもって
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Malm　Whitney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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5．3　結果

5．3．1　飼料中に含まれる植物エストロゲン含量

　FD2、TD2及びCD2中に含まれるゲニステイン、ダイゼイン、イクオール及

びクメステロール含量をTable2に示す。CD2中のゲニステイン（128，358．9ng／g）

はTD2（48，673．2ng／g）やFD2（57．6ng／g）と比較して高含量であった。CD2

中のダイゼイン（100，767．8ng／g）もまたTD2（37，994．7ng／g）やFD2（69．2ng／g）

と比較して高含量であった。FD2中のイクオールは4．Ong／9検出されたが、TD2

及びCD2では検出されなかった。CD2中のクメステロールは42．4nglg検出さ

れたのに対し、TD2は22．4ng／9、FD2は4．O　ng／9であった。これら3種類の飼

料における植物エストロゲン含量はCD2＞TD2＞FD2の順に高い値を示した。
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Table2．Phytoestrogenscontents　infishdietsusingLS－MSIMS　analysis．

Diets Genistein Daidze血 Equo1 Coumestrol

Fomlulated　diet（FD2）

Trout　diet（TD2）

Carp　diet（CD2）

　　　57．6

48，673．2

128，358．9

　　　69．2

37，994．7

100，767．8

ゆ
n
n

4
　

●
　
●

　
N
N

4．0

22．4

42．4

The　data　of　fish　diets　were　represent　total　ng／g　diet．N．D．：Not　Detected（less　than4．O

ng！g）．Datarepresentsthe　mean（n＝・3）．
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5．3．2　飼料中のエストロゲン活性

　各種飼料中のβ一グルクロニダーゼによる酵素処理前後におけるhER一α及びβ

に対するエストロゲン活性をFig，1に、それらのエストロゲン活性をエストラ

ジオールー17β量として換算した値（E2換算値）をTable3に示す。β一グルクロ

ニダーゼによる酵素処理前のFD2、TD2及びCD2中のhERlαに対するエスト

ロゲン活性は、それぞれ検出限界以下であった（Fig．1－A）。肥R一βに対するエ

ストロゲン活性は、CD2のみE2換算値で39．91ng／g検出され、他の飼料は検

出限界以下であった（Fig．1－C）。

　β一グルクロニダーゼによる酵素処理後のFD2、TD2及びCD2中のhER一αに

対するエストロゲン活性は、それぞれ検出限界以下、26．51ng〆g及び95．91ng／g

検出された（Fig．1－B）。FD2、TD2及びcD2中の肥Rβに対するエストロゲン

活性は、それぞれ検出限界以下、295．26ng／g及び758．54ng／g検出された（Fig、

1－D）。

　β一グルクロニダーゼによる酵素処理後におけるTD2及びCD2のhER一βに対

するエストロゲン活性は、hER一αに対する活性と比較して10倍程度高い活性を

示した。これら飼料のエストロゲン活性はCD2＞TD2＞FD2の順に高い値を示し

た。
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148



Table3．Estrogenic　activities　of　fish　d蓋et　fbr　human　estrogen　receptor一αandβusing

yeast　two－hybrid　assa》へ

＊Estradiol－17βequivalent（ng／g）

Diet hER一α hER一β

without With without with

Fomlulated　diet（FD2）

Trout　diet（TD2）

Caτp　diet（CD2）

N．D．

26．51

95．91

N．D．

　n．d．

39．91

　N．D．

295．26

758．54

＊Fifty　micrograms　ofsample　was　used　fbrthe　assa》へDiets　with　or　withoutthe

hydrolysis　were　also　showed．N．D．：Not　Detected．n．d．：not　detemined．The　all　data

representthe　mean（n＝4）．
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5．3．3　標準体長、標準体重、GSI、HSI及び血中ビテロゲニン濃度

　雄キンギョにFD2、TD2及びCD2を毎目体重あたり1％量与え63目間飼育

したときの標準体重及び標準体長の経時的変化をFig，2に示す。給餌前、給餌

7，14，28，42及び63目後における3群間のそれらに有意差は認められなかった

（ANOVA）。

　雄キンギョにFD2、TD2及びCD2を毎目体重あたり1％量与え63日間飼育

した。飼育後におけるGSI及びHSIをFig．3に示す。FD2及びTD2給餌群の

GSIは、それぞれ平均1．27％及び1．21％であったのに対し、CD2給餌群は平均

o．97％と若干低い値を示した（Fig．3－A）。しかし、これら3群間のGsIにおけ

る有意差は認められなかった（ANOVA）。FD2給餌群のHSIは、平均2．38％で

あったのに対し、TD2及びCD2給餌群は、それぞれ平均3．39％及び3．19％と

若干高い値を示した（Fig．3－B）。しかし、これら3群間のHSIにおける有意差

は認められなかった（ANOVA）。

　雄キンギョにFD2、TD2及びCD2を毎日体重あたり1％量与え63目間飼育

したときの血中ビテロゲニン濃度の経時的変化をFig．4に示す。CD2給餌群の

血中ビテロゲニン濃度はTD2給餌群と比較して、給餌14及び28目後に有意

に増加した（ρ＜0．05，Mann－Whitney’sひtest）。CD2給餌群の血中ビテロゲニン

濃度はFD2給餌群と比較して、給餌7，14，28，42及び63日後に有意に増加した

（p＜0．05，Mam－Whitney’sひtest）。これら飼料を与えた雄キンギョの血中ビテ

ロゲニン産生能はCD2＞TD2〉FD2の順であった。
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V而itney，S　U・teSt）．
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5．3．4　標準体長、標準体重、GSI及びHSI

　雄キンギョにFD2あるいはCD2を毎日体重あたり1％量与え、初期設定濃

度0．1，1，10及び100μ9／1のNPに28目間曝露したときの標準体重及び標準体

長をTable4－1，4－2，5－1及び5－2に示す。各曝露群間において有意差は認められ

なかった（ANOVA）。

　FD2を給餌しMに28目間曝露したときのGsl及びHslをFig．5－Aに示す。

FD2給餌群のHSIは、全曝露群において平均2～3％程度で各NP曝露群間に

おける有意差は認められなかった（ANOVA）。一一方、GSIは、全曝露群におい

て平均3～4％程度で各NP曝露群間における有意差は認められなかった

（ANOVA）。

　cD2を給餌しNPに28目間曝露したときのGsI及びHsIをFig．5－Bに示す。

CD2給餌群のHSIは全曝露群で平均3～4％程度で各NP曝露群間による有意差

は認められなかった（ANOVA）。一方、GSIは、各NP曝露群間で濃度依存的

な変化は認められなかったものの、E2曝露群のみ対照群と比較して統計学的

に有意差が認められた（ρ＜0．05，Dumett’spost－hoc検定）。

　HSIはFD2給餌群と比較してCD2給餌群が大きく、GSIはCD2給餌群と比

較してFD2給餌群が小さい傾向を示した。
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Table4－1．Change　inbody　length　inthe　FD2－fbd　group　exposedto　NP　concentrations　of

O．1，1．0，10and100μgll魚：）r7，14，21，and28days

NPtreatment

　　（μ9／1）

Body　length（cm）

Day　O Day7 Day14 Day21 Day28

Initial

Control

　O．1

　1．0

10

100

E2－1．0

9．95±0．71

10．08±0．47

10．00±0．32

9．82±0．78

10．02±0．78

9．96±0．84

9．82±1．23

10．10±0．27

9．90±0．33

9．74±0．78

9．90±0．87

9．86±0．82

9．74±1．27

10．20±0．39

10．14±0．32

9．92±0．76

10．14±0．79

10．06±0．79

9．92±1．19

10．34±0．38

10．16±0．29

10．00±0，76

10．12±0．85

10．12±0．79

9．92＝ヒ1．23

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

solvent　carrier　only（DMSO　O．01ml／1），and　the　positive　control　fish　were　exposed　to

the　nominal　concentrationof1．0μg／l　ofE2．
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Table4－2．Change　in　body　weight　in　the　FD2・fヒd　group　exposed　to　NP　concentrations

ofO．1，1．0，10and100μ9／1fbr7，14，21，and28days

M》nlea血ent

　　（μ9／1）

Body　weight（g）

Day　O Day7 Day14 Day21 Day28

Initial

Control

　O．1

　1．0

10

100

E2－1．0

32．3±7，2

32．0±3．4

30．1±2．9

29．9±7．2

32．0±7．6

31．1±8．7

31．2±11．9

32．5±3．1

30．6±2．4

30．2±7．4

33．1±8．0

31．7±8．7

31．6±11．6

32．5±3．1

31．4±2．1

31．1±7．4

33．6±7．7

32．3±8．9

31．8±11．4

33．9±3．5

32．2±1．8

31．7±7．7

34．2±7．9

33．1±9．2

32．6±11．7

Data　represent　the　mean　and　standard　deviation．The　control　fish　w¢re　exposed　to　the

solvent　carrier　only（DMSO　O．01ml／1），and　the　positive　control　fish　were　exposed　to

the　nominal　concentration　of1．0μ，g／l　ofE2．
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Table5－1．Chamge　in　body　length　in　the　CD2－fbd　group　exposed　to　NP　concentrations

of　O．1，1．0，10and100μ9／1衆）r7，14，21，and28days

NPtreatment

　　（μ9／1）

Body　length（cm）

Day　O Day7 Day14 Day21 Day28

Initial

Control

　O．1

　1．0

10

100

E2－1．0

9．50±0．67

9．80±0．57

9．64±0．76

9．68±0．55

9．84±1．00

9．46±0．54

9．46±0．78

9．86±0．64

9．60±0．63

9．68±0．72

9．96±0．93

9．48±0．59

9．44±0．45

9．86±0．56

9．76±0．71

9．80±0．65

10．00±0．92

9．52±0．57

9．42±0．58

9．94±0．69

9．76±0．72

9．68±0．69

9．92±0．96

9．52±0．58

9．44±0．48

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

solvent　carrier　only（DMSO　O．01ml／l），and　the　positive　control　fish　were　exposed　to

the　nominal　c6ncentration　of1．oμ9110fE2．
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Table5・2．Change　in　body　weight　in　the　CD2・fbd　group　exposed　to　NP　concentrations

of　O．1，1．0，10and100μ9／1R）r7，14，21，and28days

NP　treatment

　　（μ9／1）

Body　weight（g）

Day　O Day7 Day14 Day21 Day28

Initial

Contro1

　0．1

　1．0

10

100

E2－1．0

30．8±5．7

31．8±5．8

31．8±6。0

32．5±5．7

32．1±8．1

30．0±4．3

29．9±6．3

32．7±5．7

32．8±6．4

33．6±6．7

33．6±7．9

30．4±4．2

29．3±6．6

33．6±5．6

33．7±6．6

34．8±7．8

34．6±8．2

31．5±4．5

29．8±6．5

34．7±6．3

34．7±7．1

35．3±7．5

35，2±8．5

32．4±4．8

30．5±6．6

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

solvent　carrier　only（DMSO　O．01my1），and　the　positive　control　fish　were　exposed　to

the　nominal　concentration　ofLOμg／l　ofE2．
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and　standard　deviation．＊，Significant　diff6rence　compared　to　the　control　fish（ρ＜0．05，

Dunnett’s　Post－hoc　test）．
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5．3．5　血中ビテロゲニン

　雄キンギョにFD2を毎目体重の1％量与え、初期設定濃度0．1，1，10及び100

μgllのMに28日間曝露したときの血中ビテロゲニン濃度変化をFig．6－Aに示

す。FD2を給餌した雄キンギョのNP曝露前と曝露7，21及び28日後における

血中ビテロゲニン濃度は、対照群、NP－0．1～10μ9／1曝露群ともに平均10μ9／m1

程度であった。FD2を給餌したNP－100μ9／1及びE2－1μ9／1曝露群は、対照群と

比較して曝露7日後に有意に高い血中ビテロゲニン濃度を示した（P＜0．05，

D㎜lnett’spost－hoc検定）。また、曝露21及び28目後も同様に有意に高い血中ビ

テロゲニン濃度を示した（ρく0．05，D㎜mett’spost－hoc検定）。

　雄キンギョにCD2を毎日体重の1％量与え、初期設定濃度0．1，1，10及び100

μg／lのNPに28目間曝露したときの血中ビテロゲニン濃度変化をFig．6－Bに示

す。CD2を給餌した対照群及びNP・0．1～100μ9／1曝露群の曝露7日後における

血中ビテロゲニン濃度は平均100μ9／ml程度であり、対照群と比較して有意差

は認められなかった（ANOVA）。しかしながら、NP－100μg／1曝露28目後にお

いてのみ対照群と比較して有意に高い血中ビテロゲニンの増加が認められた

（ρ〈0．05，Dmneぜs　post－hoc検定）。FD2給餌対照群と比較して、CD2給餌対照

群は10～100倍程度高濃度のビテロゲニンを産生した。
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5．3．6　血中ステロイドホルモン

　雄キンギョにFD2あるいはCD2を毎日体重の1％量与え、初期設定濃度0．1，

1，10及び100μ911のNPに28目間曝露したときの血中TS，11－KT及びE2濃度

をFig．7に示す。

　FD2を給餌したNP－0．1及び10μ9／1曝露における血中TS濃度は、対照群と

比較して有意に低い値を示した（ρ＜0．05，Dumett’s　post－hoc検定）。しかし、NP

曝露濃度に依存した明瞭な変化は認められず、それら以外の曝露群においては

平均10～15ng／m1の濃度範囲で推移した（Fig．7－A）。一方、CD2を給餌した全

曝露群において、各曝露群間に有意差は認められなかった（ANOVA）。しかし

ながら、全曝露群のTS濃度は曝露前と比較して有意に低値を示した¢KO．05，

Fisher’PLSD　Post。hoc検定）。特にNP－100μgll曝露群では0．5nglml程度で非常

に低い値を示した（Fig．7－B）。

　血中11－KT濃度は、FD2給餌群においてはNP－0．1μ9／1曝露群で若干低濃度を

示す傾向がみられたものの有意差はなく　（ANOVA）、曝露前と同程度であった

（Fig．7－C）。一方、CD2給餌群においては曝露群間における有意差は認められ

なかったものの（ANOVA）、対照群、NP－100μ911及びE2－1μ9／1曝露群は曝露

前と比較して有意に低値を示した（ρ＜0．05，Fisher’PLSD　Post－hoc検定）。特に

NP－100μg／l曝露群では平均0．3nglmlと非常に低い値を示した（Fig．7－D）。

　血中E2濃度は、FD2あるいはCD2給餌即曝露群全てにおいて、大きな変

化は認められず、平均250～1000pglm1ほどで推移した（Fig．7－E　and　F）。いず

れの曝露群も対照群との有意差は認めらわなかった（ANOVA）。
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5．3．7肝EROD，MROD及びGST活性

　FD2あるいはCD2を与えMを28日間曝露した雄キンギョの肝ミクロソー

ム中ERoD及びMRoD活性をFig．8に示す。肝ミクロソームおけるERoD及

びMROD活性は、FD給餌群では各曝露群による有意差はそれぞれ認められず

（ANOVA）、平均0．1pmoレmg／min前後であった（Fig．8－A）。

　一方、CD2給餌群ではNP－100μg／l曝露群を除いた全曝露群で平均0．1

pmol／mg／min前後であった（Fig．8－B）。NP－100μg／1曝露群は対照群と比較して

約3倍程度高値を示したが、統計学的な有意差は認められなかった（ANOVA）。

　FD2あるいはCD2を与えMを28日間曝露した雄キンギョにおける肝ミク

ロソーム中のGST活性をFig．9に示す。肝ミクロソームおけるGST活性は、FD2

あるいはCD2を与えた各M曝露群による有意差は認められなかった

（ANOVA）。しかし、CD2給餌群はFD2給餌群と比較して高い活性を示す傾向

にあった。
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5．4　考察

　近年、内分泌かく乱化学物質のスクリーニングに関する試験法の開発など国

際的な取り組みがなされている。しかしながら、魚類のビテロゲニン産生を指

標としたゴn　vivoスクリーニング試験において、試験期問中の飼育に使用される

市販飼料が魚類のビテロゲニン産生に与える影響は明らかでない。また、これ

ら飼料中にはエストロゲン様作用を示す植物エストロゲンが含まれており、試

験化学物質との相互作用も考えられる。第3，4章において、これらスクリー

ニング試験において、飼育飼料中の植物エストロゲン含有量と総エストロゲン

活性を明らかにする必要性を示した。そこで本章では、飼料中に含まれる植物

エストロゲンとMの複合影響を明らかにすることを目的にした。

　まず、FD2、TD2及びCD2中に含まれるゲニステイン、ダイゼイン、イクオ

ール及びクメステロール含量を測定した。これら3種類の飼料における植物エ

ストロゲン含量はCD2＞TD2＞FD2の順に高い値を示した。次に、各種飼料中の

β一グルクロニダーゼによる酵素処理前後における肥R一α及びβに対するエストロ

ゲン活性を測定し、E2換算値として算出した。β一グルクロニダーゼによる酵素

処理後におけるTD2及びCD2のhER一βに対するエストロゲン活性は、hER一αに

対する活性と比較して10倍程度高い活性を示し、第4章と同様の結果を得た。

また、これら飼料のエストロゲン活性はCD2＞TD2＞FD2の順に高い値を示した。

さらに、FD2、TD2及びCD2を毎目体重あたり1％量与え63日間飼育した雄

キンギョにおける血中ビテロゲニン濃度を経時的に測定した。CD2給餌群の血

中ビテロゲニン濃度はTD2給餌群と比較して、給餌14及び28目後に有意に増

加し、FD2給餌群と比較して、給餌7，14，28，42及び63日後に有意に増加した。
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これら3種類の飼料を与えた雄キンギョの血中ビテロゲニン産生能は

CD2＞TD2＞FD2の順であった。以上のことから、FD2、TD2及びCD2中に含ま

れるエストロゲン様物質は、CD2＞TD2＞FD2の順に高いことが強く示唆された。

　これら3種類の飼料のうち、FD2を植物エストロゲン低含有飼料、CD2を植

物エストロゲン高含有飼料とし、それらをそれぞれ与え迎に28日間曝露した

雄キンギョ血中ビテロゲニン及び性ステロイドホルモン合成と肝臓中CYP　IA

及びGST活性に及ぼす影響を調べた。FD2を与えた雄キンギョに初期設定濃度

0．1，1，10及び100μg／lのNPを28日間曝露した。全てのM曝露群においてHSI

及びGSIに有意差は認められず、対照群のGSIはこれまでの報告と1同様のレベ

ルであった22）。一方、CD2を与え各濃度のNPに曝露した雄キンギョにおいて

もHSI及びGSIに有意差は認められなかった。これらのことから、100μg／l以

下のNPは雄キンギョのHSI及びGSIに影響しないことが示唆された。しかし

ながら、初期設定濃度1μg／lのE2曝露群のGSIは対照群と比較して有意に減

少した。Joblingら23）は、4種類の異なるアルキルフェノール化合物をそれぞれ

雄ニジマスOnoor勿nohμs〃刎窺ssに単独曝露し、血中ビテロゲニン産生と内因性

エストロゲンの変化、さらにはGSIの減少はそれらのエストロゲン様作用によ

って引き起こされたと報告している。これらのことから、E2とCD2中に含ま

れるエストロゲン様物質が複合しそれらのエストロゲン様作用により雄キンギ

ョの精巣発達を抑制したことが示唆された。さらに、CD2を与えた全てのNP

曝露群のGSIは、FD2を与えた全てのNP曝露群と比較して低い値を示す傾向

にあった。これらの結果もまた、CD2中のエストロゲン様物質、特に植物エス

トロゲンの作用によりGSIの減少を誘起したと考えられた。

168



　一般に、性ステロイドホルモンの血中濃度の情報はフィードバック機構によ

って脳で統御されており、生殖腺刺激ホルモン放出ホルモン（GnRH）と生殖

腺刺激ホルモン（GTH）を介して最適濃度に調節されている。魚類において、

精巣では、GTHの刺激によって11－KTが合成され、それが精子形成を進行さ

せる24）。したがって、合成エストロゲンや植物エストロゲンなど外因性エスト

ロゲン様物質の過剰投与は、生殖腺に直接作用するばかりではなく、視床下部一

脳下垂体一生殖腺系の調節機構を混乱させ、卵母細胞の退縮や生殖器官の形成異

常を引き起こすことが考えられる。そこで本研究では、植物エストロゲン低及

び高含有飼料を与えNPに曝露した雄キンギョの性ステロイドホルモン量の変

化について評価した。FD2あるいはCD2を与えた全てのM曝露群において、

雄キンギョ血中TS及び11－KT濃度に対する濃度依存的な影響は認められなか

った。しかしながら、CD2を与えた全てのNP曝露群の血中TS及び11－KT濃

度は、曝露前と比較して有意に減少し、さらにFD2を与えた全てのNP曝露群

と比較して低い値を示す傾向にあった。同様の観察がゲニステインを曝露した

ニジマスにおいて報告されている25）。これらのことから、CD2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がエストロゲン様作用を示し、

雄キンギョの血中TSと11－KTの合成を抑制し、結果としてGSIの減少を引き

起したことが示唆された。

　一方、FD2あるいはCD2を与えた全てのM曝露群において、雄キンギョの

血中E2濃度に対する濃度依存的な影響は認められなかった。Villeneuveら26）は、

性成熟した雄コイ（枷7inμs　o岬∫oを用い、4一ノニルフェノールの血中性ステロ

イドホルモン及びビテロゲニン量に及ぽす影響を検討し、それらは各曝露群間
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において変化は認められなかったと報告している。しかしながら、Giesyら27）

はファットヘッドミノー成魚P加qρho1ε5p眉o〃2θ1αsに0．05－3．4μg／lのMを42日

間曝露し、雄及び雌魚の血中E2濃度に顕著な影響を与えたと報告している。

本研究において、100μ9／1以下の迎は雄キンギョ“の血中E2合成に影響を与え

ずVilleneuveらと同様の結果を得た。NPが魚種の違いによりどのように血中エ

ストロゲン合成に影響を及ぼすかは今回の結果からのみでは不明である。今後、

曝露期間変化に伴うエストロゲン合成レベルをより詳細に調べる必要がある。

これまで魚類を用い内分泌かく乱化学物質の影響評価を行った多くの報告は、

測定技術や小型魚種での試料確保の困難さから性ステロイドホルモンの測定は

あまり行われていない。本研究において、エストロゲン様物質低及び高含有飼

料を与えNPに曝露した雄キンギョの性ステロイドホルモン量の変化について

評価を試みた。これら性ステロイドホルモンの測定は、ビテロゲニン等の有用

なバイオマーカーと併用することでより詳細に内分泌かく乱化学物質の影響評

価を行えるものと考えられる。

　FD2を与えた100μ911－NP曝露群の血中ビテロゲニン濃度は、対照群と比較

して曝露7，21及び28目後において有意に増加した。Thorpeら28）とTylerらは

29）、幼若雌ニジマスに4一’一ノニルフェノール（4一∫一NP）を曝露し、濃度依存的な

ビテロゲニンの増加が14日後に認められたとし、最小影響濃度（LOEC）は16μg／l

であったと報告している。またJoblingらは23）、2年魚の雄ニジマス成魚に4一’・

NPを21目間曝露し、LOECは20．3μg／lであったと報告している。これらのこ

とより、100μ9／1のNPは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。しかしながら、これらの報告と比較して、雄
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キンギョの血中ビテロゲニンが産生されるNP濃度は異なった。一般に魚類の

曝露試験は、大きく分けて止水式試験（試験期間中、飼育水を交換しない）、

半止水式試験（飼育水を一定時間ごとに半分または全量交換する）及び流水式

試験（一定流量で一定濃度の化学物質を含む飼育水が一目数回程度入れ替わる

ように水槽に流し、オーバーフローした水は排出させる）の3つ方法がある。

この中で、流水式試験はOECDの試験マニュアル30）でも推奨しているように、

最も望ましい試験方法だが、化学物質を用いた曝露試験では大量の廃水を処理

する大規模な設備を必要とするため、小規模な研究機関では、止水式試験と半

止水式試験が多用されている。本章の実験では、大型の排水処理設備が使用で

きないことや長期間の実験を考慮して半止水式試験による曝露試験を採用した。

したがって、これまでの報告と比較して曝露方法が異なることも考慮し、今後、

曝露期間中における経時的な化学物質の濃度変化を測定するとともに、10－100

μ9／1のM濃度範囲における雄キンギョ血中ビテロゲニン産生に及ぼす影響を

検討しなければならない。

　環境省31）は、大腸菌を用いて発現したメダカ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：NP）、4イーオクチルフェ

ノール（4一∫一〇P）、その他アルキルフェノール類の結合能を［3Hl　E2との競争結合

試験によって測定している。NP及び4一∫一〇P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、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示すことを示唆した。また、その他のアルキ

ルフェノール類は、ヒトに比べると数百～数千倍の結合性がみられるものの、
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最も結合性の強い4一∫一ペンチルフェノールでも1／100、4一∫一ブチルフェノールで

1／500で、直鎖型のノーマル異性体ではいずれも数千分の1と弱い相対結合強度

を示し、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、Mは約

1／110とヒトに比べて約30倍の相対結合強度を示すことを示唆した。さらに、他

魚種のα及びβ受容体についてNPの受容体結合試験を行った結果、マミチョグ

（汽水域に棲息するアメリカ産メダカ科の魚種）α受容体（リガンド結合ドメ

イン）では約1／200の相対結合強度を示し、コイα受容体（リガンド結合ドメイ

ン）では、約1／1，000であったとしている。以上のことから、生物種や魚種の違

いにより、冊やその他のエストロゲン様物質は異なる感受性を示すことが強く

示唆され、今後、様々な魚種を用いたスクリーニング試験によってNPを含めた

内分泌かく乱化学物質のエストロゲン様作用を評価し、また、各種エストロゲ

ン受容体の生体内における機能についても検討する必要がある。

　CD2を与えた100μ9／1」NP曝露群の血中ビテロゲニン濃度は、対照群と比較

して曝露28日後のみにおいて有意に増加した。またCD2を与えた対照群の血

中ビテロゲニン濃度はFD2を与えた対照群と比較して100倍程度高濃度であっ

た。Pelisseroらは32）、ゲニステイン、ダイゼイン、イクオ・一ル及びクメステロ

ールのエストロゲン活性を、1年魚のシベリアチョウザメオo膨nsεrわαεriのビ

テロゲニン合成を指標としてE2と比較して評価しており、それら全ての物質

は肝臓中ビテロゲニンの合成を引き起こすと報告している。これらのことから・

CD2中に含まれるゲニステインやダイゼインなどの植物エストロゲンがエスト

ロゲン様作用を示し、雄キンギョの血中ビテロゲニン産生を誘導したことが示

唆された。これまで、市販の飼育用飼料を摂取した場合のビテロゲニン合成に
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及ぼす影響はほとんど評価されておらず、内分泌かく乱化学物質のスク身一ニ

ング試験において様々な市販飼料が使用されている。これらは、試験前にすで

にエストロゲン様物質に曝露されていることを示しており、飼料中に含まれる

植物エストロゲンと試験物質はエストロゲシ受容体に対し競合する可能性が考

えられる。結果として、試験物質のエストロゲン様作用を検出不可能にするか

もしれない。これらのことから、飼料中の植物エストロゲン測定及び低エスト

ロゲン飼料の必要性が示唆された。

　CD2を与え10μ9／1のNPを曝露した雄キンギョの血中ビテロゲニン濃度は・

曝露7，21及び28目後にかすかな減少傾向を示し、他のN］P曝露群は7目から

21目後に増加傾向を示した。Panterら33）は抗エストロゲン様物質のZM189，154

を未成熟ファットヘッドミノーに曝露した結果、ビテロゲニン産生の減少を引

き起こし、エストロゲン受容体に対してアンタゴニストに作用したと報告して

いる。また、メダカ0削ziαs　lo∫膨sでは、肝臓中ビテロゲニン産生が抗エスト

ロゲン物質として知られている4ヒドロキシタモキシフェンにより、濃度依存

的に抑制され34）、これらの手法を応用して、トリフェニルスズ及びトリブチル

スズの抗エスト・ゲン様作用が明らかにされている35）。これまでin　viv・試験に

おいて、NPの抗エストロゲン様作用は報告されていないが、今後、NPのエス

トロゲン・アンタゴニスト様作用についても評価する必要がある・

　CD2を与え100μ9／1のNPに28目間曝露した雄キンギョにおける肝ミクロソ

ーム中EROD友びMROD活性は、統計学的に有意差は認められなかったもの

の対照群と比較して約3倍程度増加した。一方、FD2を与え各濃度のNPに曝

露した群においても同様に、統計学的に有意差は認められなかった。さらに、
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肝ミクロソーム中GST活性についても同様にFD2あるいはCD2を与えた各群

において統計学的な有意差は認められなかった。Arukweら36）は4一ノニルフェ

ノールを未成熟大西洋サケSol〃20Sα1α7の体重1kgあたり1，5，25及び125mg

投与し、肝ミクロソームにおける生体異物反応に及ぼす影響を検討し、4一ノニ

ルフェノールは未成熟サケに対して用量依存的な肝ミクロソームのprogesterone

6一，16一，及び17－hydroxylase活性の減少とEROD及びUDP－glucuronosyltrans角rase

活性もまた減少すると報告している。これらのことから、100μ9／1以下のNPは

雄キンギョの肝CYPIAと’GST活性に顕著な影響を与えないことが示唆された。

さらに、A1ukweらはこれまで魚類を用いた研究において、NPは肝CYP　IA活

性を減少させ、CYP3Aタンパク及びその活性を増加させると報告している。

一方、哺乳類のM代謝におけるCYP　IAとCYP3Aアイソフォームの役割は、

これまでLeeらによって報告され、ラット肝臓中においてNPはCYP　lA活性

を抑制し、CYP3A活性を誘導するとしている3ス38）。それゆえに、これらの酵

素は、NPの第一相代謝反応に重要な役割を果たしているかもしれず、今後、NP

と他のCYPアイソフォームとの相互作用や、様々な曝露濃度のNPにおけるCYP

lA，CYA3A及びGST活性の誘導あるいは抑制に及ぼす影響を検討しなければ

ならない。

　以上のことより、血中ビテロゲニン合成を指標とした内分泌かく乱化学物質

のエストロゲン様作用評価系において、初期設定濃度100μg／lのNPは、雄キ

ンギョに対してエストロゲン様作用を示し、低植物エストロゲン含有飼料FD2

を与えた雄キンギョは、血中ビテロゲニン濃度を低値に保ち、エストロゲン様

物質に対して高感受性を示すことが示唆された。今後、内分泌かく乱化学物質
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のスクリーニング試験において、試験化学物質以外の要因（例えば、飼料中の

植物エストロゲンなど）による血中ビテロゲニン産生、各種性ステロイドホル

モンの合成や抑制、さらには薬物代謝酵素活性レベルに憂慮し、それらバイオ

マーカーに影響を与える可能性が低い魚類飼育用飼料の開発及び標準化が必要

である。
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