
131 

 

 

 

 

また、エクソンアレイが出た時点で、スプライシングバリアントも含めた定量が可能と

なることが予測される（タイリングアレイを毒性学的に使いこなすには、少し時間がかか

ると思われる）。プロジェクトが順調に動き始めており、Affymetrix 独占ではなく、異な

ったプラットホームのマイクロアレイ、定量PCRも含めて、細胞１個当たりのコピー数で

比較できる状況が作られつつある。今後、Percellome手法を用いたコンソーシアムが構築

されることを期待して、研究が進められている。 

４．１．２ バイオマーカー及びトランスジェニック魚を用いた海域生物への影響評価手

法の開発 

有害化学物質の水生生物に対する有害性は、生長抑制、行動異常や致死などを指標とし

て評価される。これらの指標は、生物に対して総体的に現れる影響であり、必ずしも感受

性の高い指標ではない。また、これらの指標では、有害化学物質の魚類に対する作用機構

を解明することはできず、さらに低濃度の物質の影響を調べるためには、感受性の高い新

たな影響評価指標の開発が必要である。水産研究所等では以下の研究を推進してきている。 

（１）バイオマ－カ－の評価指標としての適性評価 

①ビテロジェニン及びコリオジェニン 

図４－１１ 
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卵黄蛋白質の前駆物質(ビテロジェニン、以下Vg)及び卵膜を構成する蛋白質の前駆物質

(コリオジェニン、以下 Cg)は、女性ホルモン樣内分泌かく乱物質(以下エストロゲン樣

EDCs)の作用により誘導されることが報告されており、エストロゲン樣EDCsの影響評価の

ための有力な指標である。水産研究所の研究グループは、酵素免疫測定法(ELISA)による

Vg及びCg の測定系をマコガレイなど複数種について開発した。これらの研究成果により、

エストロゲン樣 EDCs の影響は大都市周辺海域以外の我が国沿岸域に生息する魚類にはほ

とんど認められないという影響実態を解明した。 

マミチョグ（北アメリカ大陸東岸の汽水域に生息する魚類）をオクチルフェノ－ル(OP)

とエチニルエストラジオール(EE2)に暴露した試験では、OPで13.5μg/L、EE2で4.6ng/L

以上でVgの産生が誘導された。性比の偏り(雌の割合が高くなる)は、OP及びEE2が、そ

れぞれ、13.5μg/L及び4.6ng/L以上で認められ、EE2濃度が85ng/L以上では全てが雌に

なった。また、EE2濃度が26ng/Lで5尾中4尾の個体で精巣卵が出現した。これらの結果

から、Vgが誘導される濃度では、性比の偏りや精巣卵の形成も引き起こされることが明ら

かになった。Vgの誘導と精巣卵の形成や性比の偏りとの因果関係は必ずしも明らかにされ

ていないが、Vg を誘導するEDCs 濃度は、魚類の繁殖・再生産にも何らかの影響を及ぼす

ことが明らかであった。すなわち、Vgの誘導は、繁殖・再生産という魚類の機能に対する

影響を評価することができ、エストロゲン樣DECsの魚類再生産に対する影響評価にも適し

た指標であることが指摘できた。 

②精子形成関連蛋白質遺伝子による有機スズ化合物(TBTO)の影響評価 

TBTOは魚類の精巣に著しい影響を及与え、精巣の発達や精子形成を抑制することが報告

されているが、その作用機構は不明であった。水産研究所の研究グル－プは、精巣器官培

養及びin vivo暴露試験により、精巣細胞の壊死(アポトーシス)、生殖細胞の分裂活性及

び精子形成関連タンパク質遺伝子の発現を指標として、TBTOの魚類精巣の発達に対する影

響を調べた。この結果から、TBTOは細胞分裂活性の減少、アポトーシスの増加及び遺伝子

発現量の減少を通して、精子形成の減退を引き起こすことを明らかになった。このことか

ら、精子形成関連蛋白質遺伝子の発現量の変化は、TBTOの精子形成に対する影響を評価す

るための指標として適性を有することが明らかになった。 

（２）トランスジェニック魚による影響評価 

有害化学物質の魚類に対する影響やその作用機構の解明においてトランスジェニック魚

は有力は手段であり、多くの研究が進められている。熱ストレスによって細胞内に誘発さ
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れる熱ショック蛋白質(HSP)は、熱ストレスだけでなく、重金属、化学物質、紫外線等によ

っても誘導されるためにストレス蛋白質とも呼ばれている。HSP の誘導を観察することに

よって細胞レベルでのストレスの度合を評価することができる。中央水産研究所の山下ら

は主要なHSPであるHSP70遺伝子をニジマス及びゼブラフィッシュからクロ－ン化し、発

現調節機構を解析した。HSP70遺伝子に特有な塩基配列である熱ショックエレメント(HSE)

を見出し、ニジマス遺伝子ではプロモ－タ－領域3カ所に存在するHSEの中で転写開始点

の70塩基上流位置するHSEがストレス誘導性を示すことを明らかにした。 

この最小領域のプロモ－タ－の下流に大腸菌 lacZ(β-ガラクトシダ－ゼ遺伝子)発現系

をゼブラフィッシュに導入し、トランスジェニックゼブラフィッシュを系統化した。この

ゼブラフィッシュの胚(ふ化仔魚)を通常の飼育温度(28.5℃)及びそれより高温の 37℃に

１～数時間程度飼育した場合、37℃飼育魚において全身が青色に染色され、ガラクトシダ

－ゼの発現が見られた(図４－１２)。特に卵黄周辺部、頭部及びレンズで発色の程度が強

かった。すなわち、37℃の飼育では、ゼブラフィッシュが熱ショックの影響を受けたこと

が明らかであった。亜ヒ酸(5～100μM)で処理した場合、発色は一番低い濃度、5μM でも

認められた。また、発色は卵黄周辺部及び水晶体で特異的に認められ、熱ショックの場合

と異なっていた(図１)。この結果、亜ヒ酸によるストレスは、熱の場合と異なり、一部の

組織のみに作用することが解った。さらに、HSP70 遺伝子を誘導する亜ヒ酸濃度は、LC50

濃度の1/100～ 1/1000濃度であり、トランスジェニックゼブラフィッシュの亜ヒ酸に対す

る感受性は著しく高く、有害化学物質の有害性評価のツ－ルとしての可能性を秘めている

ことが明らかになった。今後、各種化学物質に対する応答等さらに検証するとともに、メ

タロチオネイン遺伝子等を導入した重金属元素等に応答するトランスジェニック魚の系統

化の研究も推進する必要がある。 
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図4-12 HSE-lacz導入ゼブラフィッシュ系統におけるβ－ガラクトシダ－ゼの発現 

 

対照魚はふ化後72時間28.5℃で飼育された。試験魚(Arsenite)はふ化後64時間から72

時間の間8時間100μMの亜ヒ酸ナトリウムに暴露された。試験魚(Heat shocked)は、ふ化

後66時間から72時間の間6時間飼育水温37℃で飼育された。飼育試験終了後、ゼブラフ

ィッシュはホルマリンで固定され、ガラクトシダ－ゼ活性はX-galで青色に染色した。青

色の濃さが亜ヒ酸や高水温の影響を示す。 

４．１．３ 突然変異検出用遺伝子導入生物を利用した突然変異原性の検出 

化学物質が発がん性を示すメカニズムは比較的よく調べられている（図４－１３）。 

暴露

化学物質

排泄

生体内での
活性化

修復

DNA付加体の生成

図４－１３ 変異原物質の曝露と遺伝子の突然変異・発がんの関係

20 - 30年

遺伝子の突然変異

（変異原性の評価）

がん化
（発がん性の評価）

バイオアッセイ
による検出

ベンゾ[a]ピレン-DNA付加体
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生体に暴露された化学物質の多くは体外に排出されるが、体内に残留した化学物質の一

部は活性化されてDNAに結合する。このDNAと結合した化学物質はDNA付加体と呼ばれ、

遺伝子の突然変異の原因となる。細胞の増殖に係わる遺伝子に突然変異が起こると、細胞

のがん化が起こることはよく知られる。化学物質がDNAに結合して突然変異を引き起こす

性質は変異原性と呼ばれるが、変異原性を示す化学物質の多くが発がん性を示すことが知

られている。従って、化学物質がDNA付加体を生成して、突然変異を引き起こす能力を明

らかにすることは、その化学物質の有害性を評価する上で基本的な情報となる。また、環

境中に実際に存在する化学物質群が全体として示す変異原性を評価することで、環境から

の化学物質暴露による発がんリスクが予測できるものと期待される。 

実際の環境からの化学物質暴露により体内で突然変異が発生していることを示唆する知

見は、不十分とはいえ幾つか得られている。例えば、わが国でも都市大気を吸わせて長期

間飼育した実験動物（ラット）の肺や肝臓でDNA付加体の生成が確認されている。また、

カナダにおいても、都市大気中で飼育した実験動物（マウス）の子孫で、突然変異の発生

頻度の上昇が認められている。しかし、これらの研究に用いられている方法では、体内で

発生する突然変異の頻度を定量的に測定するには多大な労力が必要である。このため、突

然変異検出用遺伝子導入動物の活用を試みている。 

突然変異検出用遺伝子導入動物とは、突然変異検出用標的遺伝子を遺伝子工学技術によ

りゲノムDNAに組み込んだ実験動物のことである。大腸菌のラクトース代謝酵素遺伝子を

組み込んだMutaマウスが1980年代後半に作成されたが、Big Blueマウスやラット、及び

国立医薬品食品衛生研究所の能美健彦博士により開発されたgpt deltaマウスなど、これ

までに数種類が発表されている。gpt delta マウスには標的遺伝子として大腸菌のグアニ

ン・フォスフォリボシルトランスフェラーゼ（gpt）遺伝子が組み込まれており、動物に化

学物質を暴露した後、各器官から抽出したゲノムDNAよりgpt遺伝子を取り出して大腸菌

に入れ、この遺伝子上に発生した突然変異を検出するのである（図４－１４）。 
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図４－１４ 突然変異検出用遺伝子導入動物による突然変異検出

遺伝子導入マウス
（gpt deltaマウス）

標的遺伝子（gpt）

変異原物質の暴露

大腸菌

突然変異が発生した
標的遺伝子

６－チオグアニン
存在下で増殖できない

６－チオグアニン
存在下で増殖できる

 
大気中にはベンゾ[a]ピレンや1,6ジニトロピレンなど様々な変異原物質が存在する。そ

こで、大気からの化学物質の暴露の影響を評価することを意図して、気管を通してこれら

の変異原物質を肺中に投与した。その結果、投与量に依存して突然変異頻度は上昇し、投

与量あたりの肺中での突然変異頻度（in vivo変異原性）は1,6ジニトロピレンの方が高

かった。その一方、エームス法による試験では、菌株の違い（TA100、TA98）や化学物質の

代謝活性化の有無により変異原性が大きく違うことが知られている（図４－１５）。 

In  v i v o変 異 原 性 * 微 生 物 に よ る 試 験 （ エ ー ム ス 法 ） * *
T A 1 0 0 T A 9 8

代 謝 活 性 化 有 無 有 無

1 ,6 -ジ ニ ト ロ ピ レ ン 3 1 2 6 5 1 0 4 7 0 4 1 0 0

ベ ン ゾ [ a ]ピ レ ン 1 .7 8 .6 n d 7 .0 n d

* M F / m g  x  1 0 5 * * R e v./μ g x  1 0 - 5 n d =  n o t  d e t e c t a b l e

図 ４ － １ ５
I n  v i v o変 異 原 性 と 微 生 物 に よ る 変 異 原 性 試 験 （ エ ー ム ス 法 ） 結 果 の 比 較

 

化学物質の暴露による発がんリスクを評価するには、化学物質が体内で示す変異原性（突

然変異頻度）を明らかにすることが有効である。 

前述のように、大気中には多種多様な化学物質が存在する。これらの化学物質が複合的
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に体内で示す変異原性を評価することは、環境からの化学物質暴露による発がんリスク評

価に必要である。変異原性検出用遺伝子導入動物を利用すると、大気中に存在する化学物

質の標的臓器（肺）での突然変異が容易に検出できる。そこで、環境中に存在する変異原

物質群のモデルとしてディーゼル排気を暴露し、肺中の突然変異頻度を測定した。その結

果、暴露期間に依存して突然変異頻度は増加した（図４－１６）。 

 

デ ィー ゼル 曝露期 間

(1  m 3当 た り ３ m gの
粒 子状 物質を 含む )

突
然
変
異
頻
度
（
M

F）

＊

*:P < 0 .05 **: P < 0 .01＊

*
**

0      1       3       6ヶ月

2 .5

2 .0

1 .5

1 .0

0 .5

0

図４－１６ ディーゼル排気の in vi vo変 異原性

 

 

 

この結果から、変異原物質単独の影響ばかりでなく、実際の環境試料を遺伝子導入動物

に暴露することにより、環境試料中に含まれる化学物質総体が示す変異原性を評価できる

ことが明らかになった。化学物質が体内で示す変異原性から発がん性への予測はこれから

の課題である。発がんが細胞の突然変異と突然変異が発生した細胞の増殖促進の二段階で

成立することは、発がんのメカニズムとして広く受け入れられている考え方（発がんの二

段階説）である。この二段階説をはじめとした発がんメカニズムに準拠した様々の発がん

数理モデルが構築されており、これらの発がん数理モデル等を活用して変異原性から化学

物質暴露の発がん性リスクが評価できるものと考えている。 

変異原物質検出用遺伝子導入ゼブラフィッシュの開発 

河川や湖沼など水環境中には多くの変異原物質が存在することが知られている。実際、

環境省等の調査研究により、京都・桂川水系から新規の変異原物質がエームス法により見

出されたが、アゾ色素に由来することが明らかになっている。また、肉の焼け焦げに含ま
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れる変異原物質であるメチルIQxも河川水から検出されている。このように水環境中には

しばしば変異原性をもつ非意図的生成物が存在するが、これを検出するにはバイオアッセ

イに頼る必要がある。 

これら河川水中などに存在する化学物質群が生体内で複合的に発揮する変異原性を明ら

かにすることは、人への健康影響ばかりでなく、生態影響を評価する上で重要である。そ

の最もシンプルな発想として、突然変異検出用遺伝子導入ゼブラフィッシュ（Tg-zf）の開

発を進めた。このTg-zfのゲノムDNAには標的遺伝子として大腸菌のストレプトマイシン

感受性遺伝子（rpsL遺伝子）が導入されている。魚の体内で発生した突然変異を検出する

には、変異原物質を含む水中で飼育したTg-zfの各器官から抽出したゲノムDNAから、gpt 

deltaマウスの場合と同様にrpsL遺伝子を取り出して大腸菌に入れ、この遺伝子上の突然

変異を検出する。 

Tg-zfの胚をN-メチル-N’-ニトロ-N-ニトロソグアニジン（MNNG）などのアルキル化剤

で処理すると、ゲノムDNA上の突然変異頻度が増加していた。また、ベンゾ[a]ピレンやメ

チルIQxなど実際の河川水中に検出される変異原物質の処理によっても突然変異頻度の増

加が観察された。Tg-zf を用いて河川からサンプリングした試料についてバイオアッセイ

を行うには、その成魚を用いて体内に発生した突然変異を検出できる必要がある。MNNGを

暴露した結果、Tg-zf 成魚のエラと膵肝臓では暴露濃度に依存して突然変異頻度が増加し

た（図４－１７）。 
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突然変異は多くの場合DNA塩基の置換により発生する。標的遺伝子のDNA配列を決定す
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ることで、各々の変異原物質の作用によりどのようなDNA塩基置換（突然変異スペクトル）

が発生するかを明らかにできる。例えば、MNNGやENUといったアルキル化剤によってG:C

（グアニン：シトシン）対から A:T（アデニン：チミン）対への置換が主に起こるのに対

して、ベンゾ[a]ピレンなどで主に発生するDNA塩基置換はG:C（グアニン：シトシン）対

からT:A（チミン：アデニン）対への置換であった（図４－１８）。標的遺伝子上の塩基置

換から、暴露した変異原物質の種類が推定できると期待される。 

 

0% 50% 100%

control

MNNG

ENU

B[a]P
G:C→A:T

A :T →G:C

G:C→T:A

G:C→C:G

A:T →T:A

A:T →C:G

A:T deletion

G :C deletion

A :T insertion

G :C insertion

G:C→A:T

A:T→T:A

 

図４－１８ 変異原物質によるDNA塩基置換の違い 

 

以上のようにTg-zfを用いれば、典型的な変異原物質が体内で引き起こす突然変異を検

出できる。試料水の中でTg-zfを飼育することで、水中に低濃度に存在する変異原物質を

検出し、長期曝露の影響も評価できると考えている。さらに、胚を用いれば環境水ばかり

でなく、底質中に含まれる変異原物質の検出が期待される。また、ゼブラフィッシュの胚

や稚魚を用いた場合は数mlの試料水で変異原物質の検出が可能である。化学品の変異原試

験への活用も期待される。 

４．1．４ 内分泌かく乱作用の評価手法及び作用メカニズムに関する研究 

内分泌かく乱作用の評価手法及び、作用メカニズム解明に関する研究として、①酵母ツ

ーハイブリッドアッセイ法 ②ダイオキシン類の甲状腺ホルモン低下作用のメカニズム 

③有機スズによるインポセックスメカニズムについて国立環境研究所での研究を記述する。 

①酵母ツーハイブリッドアッセイ法を用いた化学物質の内分泌かく乱作用の評価 

内分泌かく乱物質のハザード評価、リスク評価のためにはまず、これらのホルモン作用
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を示す物質を検出することが必要であり、スクリーニング法として作用（活性）を検出で

きる簡便な方法を開発することが必須である。このような要件をみたす試験法として、レ

セプターとの結合後の転写活性化情報を測定するin vitroのバイオアッセイがあげられる。

これらのin vitroのバイオアッセイとしてヒト培養細胞を用いた細胞増殖性試験(E―スク

リーン)、動物培養細胞を用いたレポータージーンアッセイ、酵母を用いたバイオアッセイ

などがある。E―スクリーンは必要な培養期間が長いこと、必ずしも感度が高くないといっ

た欠点がある。培養細胞を用いたレポータージーンアッセイは、レセプターとレポーター

ジーンを一過性に培養細胞に導入する方法と、形質転換した安定株を用いる方法がある。

一過性に形質転換する系では、試験の都度、形質転換させなければならず、煩雑である。

形質転換安定株を用いる方法は簡便であるが、遺伝子発現が不安定になりやすい欠点があ

る。酵母は培養細胞に比べて遺伝子の導入や取り扱い操作が容易であることから、ホルモ

ン受容体遺伝子とレポーター遺伝子を組み込んだアッセイ系がモニタリングやスクリーニ

ングのために種々開発されている。酵母ツーハイブリッドアッセイ系は、二種類の遺伝子

の相互作用をレポーター遺伝子の発現で調べる「酵母 Two-Hybrid System」という米国の

クロンテック社が開発した試験法をホルモンの検出に応用したものである。酵母ツーハイ

ブリッドアッセイはホルモン受容体の結合領域遺伝子と遺伝子を活性化するのに必要な補

助因子（コアクチベーター）とを酵母にいっしょに組み込み、被験化学物質とホルモン受

容体が結合するとコアクチベーターを介して転写活性化を促しレポーター遺伝子によりβ

-ガラクトシダーゼが作られるという仕組みである（図４－１９）。ホルモン受容体とコア

クチベーターの両者の存在は、生体内でのホルモンによる活性システムと類似しており、

酵母のレポーター遺伝子への迅速、かつ強い転写活性化を引き起こし、酵母ツーハイブリ

ッドアッセイ系を高感度でかつ迅速な検出系としている。酵母を用いるアッセイ系は、培

養細胞に比べて取り扱いが容易なこと、細胞毒性に強いことなどから環境試料のモニタリ

ングに適用しやすい。 
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プロモーターGAL4 Binding Site レポーター遺伝子 

レポーターDNA  

ガラクトシダーゼ 

酵母 

GAL4 AD: GAL4 Activation Domain 
GAL DBD; GAL4 DNA Binding Domain 
HR LBD; Hormone Receptor Ligand Binding Domain 

基本転写因子

リガンドあるいは内分泌かく乱物質 

HR LBD 

GAL4 DBD 
コアクチベータ

GAL4 AD 

 

図４－１９ 酵母ツーハイブリッドアッセイ法 

 

種々のホルモン受容体とコアクチベーターを酵母Two-Hybrid Systemでレポーター遺伝

子の組み込まれている酵母（Y190 株）に導入すれば、様々なホルモンの試験系が作れる。

大阪大学の西川らは、ラット由来のエストロゲン受容体を初めとして、アンドロゲン受容

体、甲状腺ホルモン受容体などを導入した酵母を作成した。それらはそれぞれのリガンド

（本来のホルモン）に対して高い感受性を示し、エストロゲン活性試験において環境ホル

モンと疑われている物質に対しても顕著な応答を示した。彼らの試験法はマイクロチュー

ブ内で酵母と試料を４時間培養し、遠心後、集めた酵母の細胞壁を融解するなどの操作を

経て、それぞれ溶液を96ウェルプレートに手作業で移し、β-ガラクトシダーゼを呈色反

応で測定するという操作を必要とする。そのため迅速性、簡便性に問題がある。白石らは、

酵母ツーハイブリッドアッセイ法の培養時間が短くてすむという利点に着目し、すべての

操作と培養を96ウェルマイクロプレート上で行い、β-ガラクトシダーゼを化学発光法に

より測定する方法を取り入れることで簡便化、高感度化を達成した。これまで、エストロ

ゲン受容体、アンドロゲン受容体、甲状腺ホルモン受容体、レチノイドＸ受容体を導入し

た酵母の開発を行い、それぞれについてマイクロプレート法と化学発光測定法を組み合わ

せた迅速・簡便なアッセイ系を構築した。そして、これらのアッセイ系を用いて化学品や

環境試料のスクリーニングを行い、酵母ツーハイブリッドアッセイ法がプレスクリーニン

グ法として有用であることを示してきた。酵母ツーハイブリッドアッセイ法を用いた系統
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的なスクリーニングの一例として、環境汚染が問題になっている水酸化PCB 91種類につ

いてのスクリーニング結果を示す。 

ヒトエストロゲンレセプターhER・遺伝子導入酵母によるアッセイにおいては91物質中

27 物質がエストロゲン活性を示し、メダカエストロゲンレセプターmER・遺伝子導入酵母

によるアッセイでは 64 物 質がエストロゲン活性を示した。特に

2,2’,4’,6’-tetrachlorobiphenyl-4-olは、mER・遺伝子導入酵母アッセイの-S9試験に

おいて本来のリガンドである17・-estradiolよりも強い活性を示した。hER・、mER・遺伝

子導入酵母のどちらの-S9 試験においても、水酸基が4位に位置し、なおかつ水酸基の両

側には塩素が存在しない物質が強い活性を示す傾向が認められた。甲状腺ホルモン（TH）

活性については、91物質のうち24種がTH活性を示した。もっとも強いTH活性を示した

物質は、2’,4,5’,6-tetrachlorobiphenyl-2-olであり、その強さはT3の約4%であった。

表1に水酸化PCBの水酸基のないベンゼン環（非フェノール環）の塩素数とフェノール環

の塩素数とTH活性との関係を示す。非フェノール環に塩素が2個結合する物質群で活性を

示す割合が高い傾向が見られた。レチノイドＸ受容体については、20種類の化合物がアゴ

ニスト活性を示し、最も強い化合物はリガンドである 9-cis-レチノイン酸との相対活性

（％）で比較すると5.6%を示した。活性を示した20化合物のうち、最も強い活性を示す8

種を含む13種がortho-フェノールで、4種がmeta-フェノール、3種がpara-フェノール

であった。その他にも構造と活性との間に何らかの関連が示唆された。 

表４－１ 甲状腺ホルモン活性に及ぼす水酸化PCBの非フェノール環とフェノール環の塩

素数の関係 

 

②ダイオキシン類の甲状腺ホルモン低下作用のメカニズムに関する研究 

ダイオキシン類（ダイオキシン、ジベンゾフラン、コプラナーPCB）のリスク評価には、

0
(active:non)

% of
active

1
(active:non)

% of
active

2
(active:non)

% of
active

3
(active:non)

% of
active

0 0 : 0 - 0 : 3 0 0 : 1 0 0 : 0 -

1 0 : 0 - 0 : 0 - 4 : 6 20 0 : 0 -

2 2 : 3 40 5 : 15 25 8 : 14 36.4 4 : 4 50

3 0 : 3 0 0 : 3 0 1 : 1 50 0 : 0 -

4 0 : 6 0 0 : 6 0 0 : 2 - 0 : 0 -

Total 2 : 12 17 5 :27 19 13 : 24 23 4 : 4 50

chlorine in OH ring
chlorine in
non-OH ring
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毒性等価係数(TEF)コンセプトが用いられている。ダイオキシン類の甲状腺ホルモン低下作

用のメカニズムを探ることにより、TEFコンセプトの妥当性を検討した。TEFコンセプトは

Ahレセプター(AhR)へのアゴニスト活性に基づいている。そこでラット、AhRノックアウト

マウス、甲状腺ホルモンT4の輸送タンパクであるトランスサイレチン(TTR)をノックアウ

トしたTTRノックアウトマウスを用いて種々の検討を行った。 

妊娠15日のラットにTCDD(1µg/kg)を１回投与すると、出生仔の生後21日の甲状腺ホル

モンT4が対照に比べ有意に低下した。この甲状腺ホルモン低下作用が胎児期曝露によるも

のか授乳による曝露によるものかを明らかにする目的で、出産後1日に投与群と対照群の

腹(litter)を交換するクロスフォスタリングを行い、クロスフォスタリングにより生じた

胎児期+授乳期曝露群(T/T)、胎児期のみ曝露群(T/C)、授乳期のみ曝露群(C/T)、対照群(C/C)

について、生後21日の甲状腺ホルモンT4を調べた。その結果、甲状腺ホルモンT4の低下

はT/T、C/T群でのみ認められ、妊娠期TCDD投与による生後21日の甲状腺ホルモンT4の

低下は授乳期曝露によることが明らかとなった。 

次に、AhRヘテロ(AhR+/-)マウスの妊娠12日にTCDD (10µg/kg)を投与し、出生仔の生後

21日の甲状腺ホルモンT4を調べた。その結果、AhR(+/-)マウスではT4の減少、肝におけ

るCYP1A1 mRNA、UDP-glucuronosyltransferase-1A6 (UGT1A6) mRNAの誘導が認められた。

これに対し、AhRノックアウト (AhR-/-)マウスではT4の減少も肝におけるCYP1A1 mRNA、

UGT1A6 mRNA の誘導も認められなかった（図４－２０）。これらのことから、TCDD による

T4低下は、AhRを介したT4-glucuronidationの促進によることが示唆された。 

一方、T4 輸送タンパク、トランスサイレチン(TTR) の T4 低下作用への関与を探る目的

で、TTRノックアウトマウスにTCDD (10µg/kg)、PCB77 (50mg/kg)、 

PCB126 (1 µg/kg)、PCB114 (50 mg/kg)、PCB118 (50 mg/kg)を投与し、7 日後に甲状腺ホ

ルモンT4を調べた。TTR(+/+) マウスでは、TCDD、PCB126、PCB77、PCB118 投与によりT4

が低下した。PCB114は、この濃度(50 mg/kg) では有意な影響は認められなかった。TTR(-/-) 

マウスでもTCDD、PCB126はT4を低下させたが、PCB77では低下の割合は低く、PCB118で

は変化が認められなかった。肝におけるCYP1A1 mRNA、UGT1A6 mRNAの誘導は、TCDD、PCB126、

PCB114で認められたが、PCB77、PCB118ではほとんど認められなかった。これらの結果か

ら、PCB77、PCB118のT4低下にはTTRが関与していることが考えられ、コプラナーPCBの

毒性評価には、AhR非依存性の毒性も考慮する必要性が示唆された。 
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③有機スズによる巻貝のインポセックス誘導のメカニズム 

尚、巻貝類のインポセックス誘導メカニズムの解析が進み始めたインポセックスが引き

起こされる詳細なメカニズムは、アロマターゼ阻害説などの４つの仮説が提出されてきた

ものの、不明のままであった。国立環境研究所ではこれらの４つの仮説の検証を行ってき

たが、いずれも十分に再現されず、これら４つの仮説とは異なるインポセックス誘導メカ

ニズムとして新たに核内受容体RXRの関与を明らかとした。 

有機スズ化合物、特にTBTとTPTはヒトの核内受容体の一種であるレチノイドX受容体

（RXR）に対して高い親和性を有し、RXR の本来のリガンドである 9-cis レチノイン酸

（9-cis RA）のアゴニストとして作用することが見出された。またその本来のリガンドで

ある9-cis RAをイボニシに投与した場合、インポセックス出現率の有意な増大とペニスの

有意な伸長が観察された（いずれもp<0.01；図４－２１）。さらにイボニシからRXR のク

ローニングが行われ、そのアミノ酸配列をヒトなどの脊椎動物のRXRと比較したところ、

DNA 結合領域だけでなくリガンド結合領域においても高い相同性が認められた。イボニシ

RXRは9-cis RAと濃度依存的に結合し、またイボニシRXRに対する9-cis RA とTBT及び

TPTとの競合阻害試験の結果、TBT及びTPTが9-cis RAのイボニシRXRに対する結合を阻

  BBaarr  ==  5500  µµmm  

妊娠12.5日目の AhRヘテロ型マウスに 10µg TCDD/kg 
BW を一回経口投与した。 
生後21日齢の仔マウスの血清中T4をRIA法で測定した。 
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Se
ru

m
 t

ot
al

T4
 (

n
 m

ol
 /

 L
)

0

2

4

6

8
AhR+/-
AhR-/-

**

##

図４－２０ TCDDの甲状腺ホルモン、肝CYP1A1mRNA誘導はAhRに依存する 

ダダイイオオキキシシンン投投与与ししたたＡＡｈｈＲＲ--//--おお

よよびびAAhhRR++//--ママウウススのの血血中中甲甲状状

腺腺ホホルルモモンンレレベベルル  
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ダダイイオオキキシシンン投投与与ししたたＡＡｈｈRR--//--おおよよ

びびAAhhRR++//--ママウウススのの肝肝CCYYPP11AA11のの

免免疫疫染染色色  
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害することも明らかとなった。なお、ヒトRXRに対して弱い親和性を有するall-trans レ

チノイン酸（ATRA）はイボニシRXRにはほとんど結合しないことも明らかとなった。 

イボニシのインポセックスに及ぼす
9-cisレチノイン酸の効果

ov

cg

ov

cg p

ov

cg p

Control RA TPT
PL=6.06 mm PL=6.50 mm

Nishikawa, J., Mamiya, S., Kanayama, T., Nishikawa, T., Shiraishi, F., 
Horiguchi, T.: Environ. Sci & Technol. 38: 6271-6276, 2004.

図４－２１ イボニシに対する筋肉注射1ヵ月後のペニスの伸長 

４．１．５ 内分泌かく乱物質による生態影響のフィールド研究の例 

環境科学の分野ではこれまでほとんどの場合において、個体を観察対象に据えて実験室

での研究やフィールド調査がなされてきた。“生態影響”という場合、これまでは個体レ

ベルもしくは個体を構成する細胞以下のレベルでの影響を指すことが多かったのである。

そこでは、ある種の異常を引き起こす化学物質の量や濃度が明らかにされてきた反面、そ

れが実環境中では存在しない高濃度であり、また個体群レベルの影響に外挿できない等の

点で生態学的妥当性（ecological relevance）に欠けるものであった。“生態影響”が生

態系への影響を指す言葉であるならば、概念として捉えにくい生態系レベルでの解析が困

難であるとしても、群集レベルあるいは個体群レベルでの影響の解析・評価が必要である。 

イボニシを対象とした調査では、有機スズ化合物によって引き起こされるインポセック

スの個体群レベルでの影響を解析・評価するために、毎月、一定のエリア及び時間内に見

出される全ての個体を採集し、その殻高組成解析を併せて行うことにより、いわゆる年齢
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構成を調べ、年齢群ごとのインポセックス症状と体内有機スズ濃度を明らかにして、有機

スズ汚染とインポセックス症状の経年推移と加入量に関する解析を行っている。現在まで

に、有機スズ汚染域においてもイボニシ個体群に対する加入が見られるものの、若齢個体

では高齢個体よりも体内有機スズ濃度が相対的に高く、インポセックス発症率が既に100%

に達し、高率で不妊（産卵不能）となっていることが明らかとなった。この個体群では産

卵行動も岩肌に産み付けられる卵嚢もほとんど見られず、個体群としての繁殖能力が著し

く阻害されていると結論される。にもかかわらず、表面上、個体群が維持されているのは、

湾外からの浮遊幼生の流入があるためと推察された。湾外から流入する浮遊幼生に依存し

た個体群の維持は不健全であり、有機スズ汚染の低減による繁殖能力の回復が必要である。 

商業的価値がほとんどないイボニシと異なり、重要漁獲対象種であるアワビ類を対象と

する調査では、漁業による個体群動態への影響の解析・評価も必要である。1970年代以降、

とりわけ、1980年代半ば以降のアワビ類の資源量減少は明らかな事実であるが、アワビ類

の再生産機構のどこで何が原因でどの程度損なわれているかを明らかにするためには、漁

業による影響解析の他、親貝の繁殖能力の評価、幼生や稚貝の分布量、生残率及び成長速

度の解析、またこれまでの予備的検討の結果、阻害要因として最も疑われている有機スズ

化合物の影響をフィールド観測と室内実験によって明らかにする必要がある。そうした観

点から、現在、親貝の性成熟に関する毎月の病理組織学的検査（体内有機スズ濃度に関す

る化学分析を含む）の他、種苗生産試験（親貝による放卵量、受精率、孵化率、着底率、

成長速度などの追跡）、実海域での浮遊幼生の分布量と着底量に関する観測、着底初期稚貝

の生残と成長に関する追跡調査（潜水調査）、受精卵、浮遊幼生及び着底初期稚貝を用いた

実験室での有機スズ曝露試験を実施している。また、関連情報の収集のため、市場調査に

よる全水揚げ個体に占める天然個体と人工放流個体の割合（混獲率）の調査もなされてい

る。現在までに得られた知見により、有機スズ化合物が親貝、特に雌の性成熟を阻害し、

浮遊幼生の発生・発達や生残の他、着底稚貝の生残・成長に対して実在濃度レベルで影響

を与えることが示唆され、また有機スズ汚染が進行していた海域では天然アワビ個体群の

再生産が1991年以降、ほぼ消滅した事実から、有機スズによる海洋汚染がアワビ資源の減

少に一定程度寄与してきたと推察される。 

同様の考え方がマコガレイを対象とした調査にも適用されている。東京湾ではマコガレ

イを含む種々の有用水産生物が1980年代後半以降、減少傾向にある。マコガレイについて

内分泌攪乱を指摘する文献があるが、その程度は比較的軽微であり、それが個体群減少の
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主因であるとは考えにくい。そこで、卵黄前駆タンパク・ビテロゲニンの誘導と精巣卵に

象徴される組織学的異常を指標として内分泌攪乱の有無と程度を改めて明らかにするとと

もに、資源生物学的パラメータ（分布、年齢と成長、食性、成熟と産卵など）の推定を目

指した調査を行うこととした。すなわち、個体群レベルで動態解析を行いつつ、個体レベ

ルでの潜在的影響を精査するためのいくつかの手法を併用した調査･研究計画を立案して

実行している。 

被影響海域と推定される東京湾と対照海域としての北海道・知内沖においてマコガレイ

成魚に対する毎月のサンプリング調査とサンプル処理（血清中のビテロゲニン及び性ステ

ロイドホルモンの測定、生殖腺組織標本の作製と検鏡、胃内容物解析、耳石による年齢解

析、肝臓及び筋肉の化学分析）を行い、併せて、年4回の東京湾20定点調査とそこで得ら

れたサンプル処理（同上）、東京湾における毎月２回のマコガレイ稚魚調査とサンプル処

理（耳石による日齢解析、胃内容物解析、魚体の化学分析）、マコガレイ稚魚を用いた飼

育実験を行って、得られたデータを解析した結果、1)近年のマコガレイ資源の減少は顕著

であるが、過剰な漁獲圧力に因らない（乱獲とは考えにくい）、2)1980年代の東京湾にお

けるマコガレイ資源の高水準期と比べて、近年のマコガレイは1歳魚の成長が悪いものの

2 歳魚以上の成長が良化している、3)にもかかわらず、雌の成熟開始年齢が遅れている、

4)マコガレイの雄の成魚において若干の内分泌攪乱現象（卵黄前駆タンパクであるビテロ

ゲニンの誘導）が観察されるものの重篤ではない、5)マコガレイの産卵場と稚魚の成育場

は東京湾奥東部（千葉県市原市沖）である、6)湾奥東部の底泥中には環境ホルモンをはじ

めとする有害化学物質が高濃度に蓄積している、等の知見が得られた。 

以上を換言すれば、環境ホルモンによって内分泌攪乱が生じ、それに伴う成魚の繁殖能

力低下によってマコガレイ資源が減少したという単純な図式で捉えることはできないもの

の、それは化学物質による影響が無視できるほど小さいことを意味しない。なぜなら、資

源（個体群豊度）の減少による成長速度の上昇は水産資源学ではよく知られた現象である

が、なぜ、定説とは逆に1歳魚の成長が80年代より悪化したのか、また、2歳魚以降の成

長がよくなっているにもかかわらず、なぜ、雌の成熟開始年齢が遅くなったのか、につい

て、現時点では十分に説明できないためである。すなわち、現在の東京湾のマコガレイを

巡って進行している現象はもっと複雑なものと考えられ、表面的な現象把握では本質を見

誤る恐れがある。こうして、マコガレイの受精卵～稚魚に至る初期生活史に底泥経由で化

学物質曝露を受け、それが当歳魚の成長悪化や雌の性成熟の遅延をもたらしたとの作業仮
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説が設定された。この作業仮説は、従来の生態毒性学的手法では導くことができなかった

であろう。この作業仮説の検証を通じて、真の原因を明らかにする研究を推進している。 

国立環境研究所では環境ホルモン・ダイオキシン研究の一環として、東京湾における環

境の変化とそれに起因する生物相の変遷を克明に記録し、解析するための大掛かりな調査

研究を2002年度（平成14年度）から開始した。本調査研究を通じて、①東京湾における

環境ホルモンの汚染実態の時空間的解明、②東京湾の水・底質試料におけるホルモン活性

の測定、③ホルモン活性を有する主要成分の推定による魚介類の曝露量評価、④東京湾の

魚介類における環境ホルモンの影響実態の解明（個体レベルではバイオマーカー（ビテロ

ゲニン等）の測定と病理組織的検討（マコガレイについて前述）、個体群レベルでは量的変

化及び質的変化（性比、年齢組成等）の解析（マコガレイについて前述）、群集・生態系レ

ベルでは量的変化（総生物量等）及び質的変化（種組成）の解析（後述））を行い、東京湾

の魚介類に対する環境ホルモンの生態リスク評価を試みるべく、研究を展開中である。 

2002 年 12 月から東京湾内湾部（神奈川県の観音崎と千葉県の富津岬とを結ぶ線以北の

水域）に設けた20定点において、原則として年4回（春：5月，夏：8月，秋：10月末，

冬：2月）、傭船による10 分間の試験底曳き調査を行い、漁獲物から魚類、甲殻類及び軟

体動物を選び出して種を同定し、種別の個体数と重量を記録している。東京湾20定点調査

は、1977年から1995年まで東京大学農学部水産学第一講座（清水 誠教授(当時)）によっ

て行われた調査であり、年に2～7回、合計75回実施された。2002年12月から国立環境

研究所がこれを再開し、年4回の試験底曳き調査とともに水・底質試料の採取も併せて行

う包括的な環境調査として実施している。ここでは2002年12月から2004年10月に行わ

れた9回分のデータを使用して底棲魚介類の種組成と生物量の経年変化を解析した結果の

一部を述べる。 

2002年12月12日から2004年10月28日までの9回の調査で漁獲された種の個体数と

重量のデータを解析した結果、特筆すべきは、重量の上位10種のうち、5種を板鰓類（サ

メ・エイ類）が占めていた点である。1977 年から1995 年までの東京大学農学部水産学第

一講座による合計75回の調査データと比較すると、採集された魚類総個体数103,548に対

し、板鰓類の個体数は337個体で0.3％に過ぎなかったのに対し、2002年から2004年のデ

ータでは、たった9回で671個体も採集され、魚類総個体数の7.6％も占めていることが

明らかとなった。近年、板鰓類が著しく増加した、といえる。このことはCPUE（単位努力

量当りの漁獲量：ここでは１曳網当りの漁獲量）の経年変化の解析でも明らかであった。
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結果の一部を表４－２に示す。1977年から1995年までと比較して2003年と2004年では、

上位を占める種が、シャコ、マコガレイ及びハタタテヌメリからアカエイ、ホシザメ、ス

ズキなどの大型種へと変化した。 

また夏季には湾奥に発達する貧酸素水塊のため、湾奥ではほとんど無生物の状態となり、

底棲生物の分布が湾南部に偏ることが改めて確認された。さらにクラスター解析により

1977年から1995年までの期間と2003年から2004年の期間におけるCPUEの経年変化の期

間区分を行なった結果、第Ⅰ期（1977～1983年：資源増加期）、第Ⅱ期（1984～1988年：

資源高水準期）、第Ⅲ期（1989～1995年：資源減少期）及び第Ⅳ期（2003～2004年：資源

低水準･大型種増加期）の4つの期間に区分できることが示唆された。 

今後、種間関係や環境因子の変動との関連性を多角的に解析することにより、東京湾の

底棲魚介類群集の質的及び量的な変化の原因を探る予定である。 
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表４－２ 1977～2004年における重量CPUE（１曳網当りの漁獲量）の上位5種 

 

Control: 牛胎児血清（FBS）；RA: 9-cis レチノイン酸（RA）；TPT: 塩化トリフェニルスズ

（TPTCl） 

イボニシに9-cis RAの筋肉注射を行った結果、1ヵ月後にインポセックス出現率が

Controlよりも有意に増大し、またペニスも有意に伸長した（いずれもp<0.01）。 

 

1 2 3 4 5
1977 ｼﾛｸﾞﾁ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｼｬｺ ｱｶｴｲ ｲｼｶﾞﾚｲ
1978 ﾏｺｶﾞﾚｲ ｱｶｴｲ ｼｬｺ ｲｼｶﾞﾚｲ ｺｳｲｶ
1979 ｼｬｺ ｱｶｴｲ ｽｽﾞｷ ｼﾛｸﾞﾁ ﾏｺｶﾞﾚｲ
1980 ｱｶｴｲ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｼｬｺ ｽｽﾞｷ ﾄﾋﾞｴｲ
1981 ｱｶｴｲ ｼｬｺ ﾎｼｻﾞﾒ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｽｽﾞｷ
1982 ｱｶｴｲ ｼｬｺ ｼﾛｸﾞﾁ ﾏｺｶﾞﾚｲ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ
1983 ｳﾏﾂﾞﾗﾊｷﾞ ｱｶｴｲ ｱｽﾞﾏﾆｼｷｶﾞｲ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｼｬｺ
1984 ｼｬｺ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ﾎｼｻﾞﾒ ｼﾛｸﾞﾁ ﾏｺｶﾞﾚｲ
1985 ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｼｬｺ ｼｮｳｻｲﾌｸﾞ ﾄﾘｶﾞｲ
1986 ｼｬｺ ﾏｺｶﾞﾚｲ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ｼﾛｸﾞﾁ ﾎｼｻﾞﾒ
1987 ｼｬｺ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｳﾏﾂﾞﾗﾊｷﾞ ｲｼｶﾞﾚｲ
1988 ｼｬｺ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ｳﾏﾂﾞﾗﾊｷﾞ ﾎｼｻﾞﾒ ﾏｺｶﾞﾚｲ
1989 ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ｼｬｺ ｱｶｴｲ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｽｽﾞｷ
1990 ｼｬｺ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｽｽﾞｷ ｱｶｴｲ
1991 ｼｬｺ ﾏﾀﾞｺ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ｽｽﾞｷ ｶﾜﾊｷﾞ
1992 ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｼｬｺ ﾎｼｻﾞﾒ ｼﾛｸﾞﾁ
1993 ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ｼｬｺ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｱｶｴｲ ｼﾛｸﾞﾁ
1994 ｽｽﾞｷ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ｱｶｴｲ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｼﾛｸﾞﾁ
1995 ｼｬｺ ﾏｺｶﾞﾚｲ ｽｽﾞｷ ﾊﾀﾀﾃﾇﾒﾘ ﾎｼｻﾞﾒ
2003 アカエイ ホシザメ スズキ ツバクロエイ シログチ

2004 ホシザメ アカエイ スズキ コモンカスベ シャコ


