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第 12 回衛生工学シンポジウム 
2004.11 北海道大学クラーク会館 

２－４ 浄水汚泥を用いたエストロゲン様活性及び活性阻害作用に関する研究 
 

○栗原 沙織、竹田 誠、大野 浩一、亀井 翼、眞柄 泰基（北海道大学） 
河合 富貴子（富士電機アドバンストテクノロジー） 

 
１．研究の背景と目的 
 内分泌攪乱物質（いわゆる環境ホルモン）は、ヒトや野生生物の内分泌系に干渉し、生体の恒

常性、生殖発生あるいは行動に関与する種々の生体内ホルモンの合成、受容体への結合やそのホ

ルモン作用などの諸過程を阻害する物質である。内分泌攪乱物質と疑われている物質は 70 種類ほ

どあり、代表的なものに DDT などの農薬類や Bisphenol-A、フタル酸エステル類やダイオキシン

類などがある。内分泌攪乱物質の影響としては、ヒトにおける精子数の減少や劣化、前立腺がん・

乳がんや子宮内膜症などの増加をもたらす可能性があるといわれている。 
 これまでに内分泌攪乱物質に関して、水道水及び水道原水の汚染実態、浄水処理における除去

特性、水道管からの溶出特性など、浄水場における原水や処理水の内分泌攪乱作用に関する研究

がなされており、塩素処理によってエストロゲン様活性を低減できるということが明らかとなっ

ている１）。また、浄水場における沈殿池の汚泥・スカムには、内分泌攪乱作用が疑われているフ

タル酸ジ-２-エチルヘキシル等の物質が濃縮・蓄積しているといわれている２）。 
 そこで、本研究では酵母 Two-Hybrid 法を用いて、浄水場の汚泥・スカム及びフタル酸エステ

ル類におけるエストロゲン様活性とあわせて活性阻害作用についても検討し、浄水汚泥やスカム

におけるエストロゲン様活性について明らかにすることを目的とした。なお、環境水の場合エス

トロゲン様物質が何らかの物質により、本来のエストロゲン様活性よりも活性が低く評価される

危険性（false negative）があることから、エストロゲン様活性の有無を正確に評価するために活

性阻害作用についても考慮した。 汚泥・スカム
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5%NaCl水溶液 500ml
に抽出液を加える

ジクロロメタン層 回収

脱水 （無水硫酸ナトリウム）

減容 5ml （ロータリーエバポレーター）
乾固 （N2 吹き付け）

試料残渣をジクロロメタン
900μlに再溶解

300μlずつ 分取

乾固 （N2吹き付け）

濃縮試料

３回繰
り返す

脱水（遠心分離）

振とう抽出 (10min)
超音波抽出 (10min)

遠心分離
(3000rpm,10min)

液液抽出

ジクロロメタン
50mlで10min,２回

抽出

超音波処理
(10min)

２．実験方法 
 測定試料として、A～J 浄水場の汚泥及び I 浄
水場のスカムと試薬のフタル酸エステル類を用

いた。フタル酸エステル類として、フタル酸ジ-
２-エチルヘキシル（DEHP）、フタル酸ジエチル

（DEP）、フタル酸ジメチル（DMP）、フタル酸

ジブチル（DBP）を用いた。 
２-１ 試料の抽出方法 
 図２－１のように、脱水した汚泥 20g に塩酸

5mL 及びアセトン 50mL を加え、振とう抽出・

超音波抽出をそれぞれ行い、上清溶液部分を分

取した。この抽出液を塩化ナトリウム水溶液

500mL に加え、ジクロロメタン 50mL で２回抽

出を行った。抽出液を脱水し、窒素気流下で乾

固させた。さらに、DMSO に転溶し、順次希釈

したものを供試した。 図２－１ 浄水汚泥・スカム抽出試料の抽出方法 



２-２ エストロゲン様活性の測定 
凍結酵母を常温で解凍し、ＳＤ液体培地で10倍に
希釈し、30℃で16時間攪拌培養する。《前培養液》

マイクロテストチューブにＳＤ液体培地:200µL（+buffer系はＳ
Ｄ培地175µL,リン酸緩衝溶液25µL）,前培養液50µL,サンプ

ル2.5µLを加えボルテックスし、 30℃で4時間振とう培養する。

37℃で15分間静置する。

培養後の培養液150µLを96穴マイクロプレートに移し、
吸光度595nmを測定し、残った培養液を15000rpm,4℃

で5分間遠心分離し、上澄み液を取り除く。

30℃で30分間静置する。

15000rpm,4℃で5分間遠心分離し、上澄み液150µLを96穴

マイクロプレートに移し、吸光度420,570nmを測定する。

Z-buffer 200µL

ONPG溶液 40µL

炭酸ナトリウム 100µL
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マイクロテストチューブにＳＤ液体培地:200µL（+buffer系はＳ
Ｄ培地175µL,リン酸緩衝溶液25µL）,前培養液50µL,サンプ

ル2.5µLを加えボルテックスし、 30℃で4時間振とう培養する。

37℃で15分間静置する。

培養後の培養液150µLを96穴マイクロプレートに移し、
吸光度595nmを測定し、残った培養液を15000rpm,4℃

で5分間遠心分離し、上澄み液を取り除く。

30℃で30分間静置する。
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マイクロプレートに移し、吸光度420,570nmを測定する。
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ONPG溶液 40µL
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 酵母Two-Hybrid法 ３） を用いて、通常の試験系

（normal系）とリン酸緩衝溶液を添加した試験系

（+buffer系）の両試験系で、エストロゲン様活性の測

定を行った。酵母Two-Hybrid法は、核内に哺乳類のエ

ストロゲンレセプターを組み込んで形質変化させた酵

母を用いる。図２－２に示す測定手順のように、あら

かじめ１６時間培養した酵母懸濁液とサンプル、SD
培地をともに４時間培養する。このときnormal系では

SD培地 200μLを、+buffer系ではSD培地 175μL、リ

ン酸緩衝溶液 25μLを加える。酵母の核内にあるエス

トロゲンレセプターにエストロゲン様物質が結合する

と、活性化して二量体を形成し、DNA上のエストロゲ

ン応答配列に結合する。その後、レポーター遺伝子

LacZが転写され、酵素（β-galactosidase）が分泌され

る。培養後に菌体増殖量（OD595）を測定し、遠心分

離により上澄みを捨て、 
図２－２ 酵母 Two-Hybrid 法の測定手順 

Z-buffer溶液で細胞壁を破壊しβ-galactosidaseをONPG溶液で呈色させる。その発現量を吸光度

（OD420）で測定し、以下の式に基づいてエストロゲン様活性値を求める。 

 

エストロゲン様活性値 = 
595

570420 75.1
ODvt

ODOD
××

×−
×1000 

ただし、t=30min（ONPG による呈色時間）、v＝0.05mL（前培養液の体積） 
OD420、OD570、OD595：420、570、595nmの吸光度 

 
エストロゲン様活性値は、陽性対照である 17β-Estradiol（E2）の最大活性値を 100％とし、こ

れに対する比活性値で評価した。また、測定時に各試料とE2（10-6mol/L）を共存させることで得

られるエストロゲン様活性は低くなり、その活性値がE2（10-6mol/L）の活性値に対してどれだけ

下がっているかをみることで、活性阻害作用についての評価を行った。 
２-３ 浄水汚泥・スカム試料中の共存物質による活性阻害の評価 
 浄水汚泥・スカム抽出試料中の有機物などの共存物質による活性阻害の影響をみるために、抽

出試料（希釈倍率１倍）の波長 260nm の吸光度（E260）を測定し、E260 と活性阻害との関係

について調べた。活性阻害の評価は以下の式で評価した。 
 
+buffer 系における活性阻害率(%) 

E2(10－6mol/L)の活性値－E2 共存下での各抽出試料(希釈倍率 1 倍)の活性値  
＝ ×100 

 +buffer系のE2(10－6mol/L)の活性値 
 
 



３．実験結果と考察 
３-１ 浄水汚泥・スカム抽出試料のエストロゲン様

活性 
 A～J 浄水場の汚泥及び I 浄水場のスカム抽出

試料のエストロゲン様活性を図３－１に示す。

この結果、酵母 Two-Hybrid 法では、すべての

汚泥・スカム抽出試料においてエストロゲン様

活性は認められなかった。 
３-２ フタル酸エステル類のエストロゲン様活性 
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 フタル酸エステル類４種類のうち、試薬フタル

酸ジ-２-エチルヘキシル（DEHP）のエストロゲン

様活性を図３－２に示す。これより、本研究で用

いた酵母 Two-Hybrid 法では、エストロゲン様活

性は確認されなかった。また、他のフタル酸エス

テル類であるフタル酸ジエチル（DEP）、フタル酸

ジメチル（DMP）、フタル酸ジブチル（DBP）に

おいても同様の結果が得られた。 

図３－１ 各浄水場の汚泥・スカム抽出試料の

エストロゲン様活性 

３-３ 浄水汚泥・スカム抽出試料のエストロゲン様

活性阻害作用 
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図３－２ ＤＥＨＰのエストロゲン様活性  エストロゲン様活性同様、A～J浄水場の汚泥・

スカム抽出試料のエストロゲン様活性阻害作用を

図３－３に示す。E2（10-6mol/L）の活性に対する

阻害作用について、B浄水場では阻害作用が認めら

れなかったが、その他の浄水場においては阻害の

程度は異なるが活性阻害が認められた。 
３-４ フタル酸エステル類のエストロゲン様活性

阻害作用 
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 試薬フタル酸ジ-２-エチルヘキシル(DEHP)の
エストロゲン様活性阻害作用を図３－４に示す。 

図３－３ 各浄水場の汚泥・スカム抽出試料の

エストロゲン様活性阻害作用 
これより、本研究で用いた酵母 Two-Hybrid 法で

はエストロゲン様活性及び活性阻害作用は共に確

認されず、他のフタル酸エステル類であるフタル

酸ジエチル（DEP）、フタル酸ジメチル（DMP）、
フタル酸ジブチル（DBP）においても同様の結果

が得られた。 
以上のことから、浄水汚泥・スカム抽出試料にお

ける活性阻害は、フタル酸エステル類によるもので

はなく、他の共存物質による影響であると考えられ

る。 
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図３－４ ＤＥＨＰのエストロゲン様活性阻害作用 



３-４ 浄水汚泥・スカム抽出試料のエストロゲン活性阻害率と E260 の関係 
 +buffer 系における A～J 浄水場の汚泥及び

I 浄水場のスカム抽出試料のエストロゲン(E2)
の活性阻害率と E260 の関係を図３－５に示

す。これより、F・H・J 浄水場を除く浄水場

では、E260 の値が大きいほど、E2 の活性阻

害率が高くなるという傾向がみられた。したが

って、フタル酸エステル類は活性阻害作用を示

さなかったことから、E260 を発現するような

有機物が活性阻害作用に影響を及ぼす可能性

があると考えられる。 
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図３－５ +buffer 系における各浄水場の E2 の活性阻

害作用率と E260 
 
４．結論

 本研究で用いた酵母 Two-Hybrid 法では、浄水汚泥・スカムにはエストロゲン様活性がみとめ

られず、一方で活性阻害作用があることが明らかとなった。また、その活性阻害作用については、

浄水汚泥・スカム中に含まれるフタル酸エステル類が起因しているのではなく、他の共存してい

る有機物などの影響による可能性が高いということが示唆された。 
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