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第11回衛生工学シンポジウム
2003.11 北海道大学学術交流会館

3--7 
ヒメダカを用いた短期半止水式曝露試験による

エストロゲン様作用の評価に関する研究

0宮谷伸之、竹田誠、大野浩一、亀井翼、民柄泰基(北海道大学大学院)

田畑彰久(国土環境株式会社)

1.費景と目的

水環境中には様々な有害化学物繋が存在し、

ヒトや生態系への影響が懸念されている。

その中には内分泌撹乱作用を有する化学物

質もあり、河'"中においても広く存在している

ことが泊環境庁1)や国土交通省2)の誠査により

明らかとなっている。また、それら全ての化学

物質を把握し、個々の影響を評価することは難

しいため、策境水そのものの毒性を総合的に評

価可能なバイオアッセイによる評価手法が求

められている。

これら内分泌撹乱化学物質の評価としては、

細胞や酵母を用いたinvi.仰試験や、生物個体

を用いた仇 vivo試験による評価が多数報告さ

れている 3)，4)。生体の一部のみを利用する仇

vitro試験に比べて、初vivo試験はより高次の毒

性発現過程を反映する事が可能である。しかし、

試験生物の飼脊・曝露環境の整備といった酉で

技術、費用、労力等が必要となる。

そこで本研究では、ピテロジェニンアッセイ

を用いて、傭易な曝露設備(半止水式)で短期

曝蕗により、エストロゲン様作用の評価を行う

ことを践的とした。

また、今回のどテロジェニンアッセイにより

得られたピテロジェニン誘導量と、 invitro試

験である酵母Two-Hybrid法により得られた

エストロゲン様活性との関係についても検討

を行った。

2.ピテロジェニンアッセイ足ついで

ク質である。しかし、雄においてもエストロゲ

ン様物質に爆議されると肝臓で合成され血中

に誘導されることから、エスト口ゲン様作用評

価の有効な指標とされている。

ピテロジェニンアッセイとは、このとテロジ

ェニンをエストaゲン様作用のバイオマーカ

ーとして用いた評価方法である。

3.実験方法

3.1供試魚に対する予備試験

市販のヒメダカを供試魚として用いること

が可能であるか検討するため、市販の雄ヒメダ

カの血清中ピテロジェニン濃度を測定した。ピ

テロジェニンの詳しい測定方法は後述する。

市販されている成魚ヒメダカを購入し、ニ次

性徴から雄のみを選別した後、ガラス製の水槽

を用いて飼育した。照明の明暗用期は 12時間

に設定した。市販されている配合飼料中には植

物エストロゲンが含まれている可能性がある。

そこで、これらの影響を考慮し、給餌はブライ

ンシュリンプ鮮化幼生を 1日に2"'3回適量与

えた。

3.2E2の曝露条件

3Lセパラブルビーカーを用い、需暴露水量を

3Lとして実験を行った。曝露物質として 1713・

エストラジオール(日2)を用い、添加時濃度を

lnglL， lOngι、50ngι、250ng.ι、500ng.ι

とした。曝蕗期間は I臼間と 3日間とした。

曝露水は脱境素水道水にE2標準楼液を適当

添加して調整し、曝露開始 1日後と 2日後に

ピテロジェニン (VTG)とは鳥類や両生類、 全量を交換した。 1濃度区当たり 12匹を曝露

魚類などの卵生脊椎生物における卵糞タンパ させ、 1日後、 3日後にそれぞれ6匹ずつを取

ク質の前駆体であり、本来雌に特異的なタンパ り上げた。
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水温は23土1'C、照明の明暗周期は 12時間

とし、餌としてブラインシュリンプ鮮化幼生を

漉麗与えた。

3.3ピテロジェニンアッセイ

ビテロジェニン測定試料として、ヒメダカの

血清及び肝臓の上清を用いた。

採取したヒメダカを氷冷麻酔し体重を測定

後、尾びれ上部をメスで切断し、毛細管(パス

ツールピペットの管径を 1mm以下に加工し

たもの)を用いて 5"'10叫d程度採血した。続

いて捜部を切開し肝臓を採取した。

採取した畠液を 4'C、 10分間、 13000rpmで

冷却遠心分離し、得られた血清をどテ口ジェニ

ン測定試料とした。

採取した肝臓は、検体希釈液を加えホモジナ

イズして均一にし、 4'C、 10分関、 13000rpm

で冷却遠心分離後、得られた上清を肝臓中ピテ

ロジヱニン測定試料とした。

血清中ピテロジェニン濃度及び肝臓中ゼテ

ロジェニン濃度は、メダカピテロジェニン郷定

舟ELISAキット〈トランスジェニックl鞠製)
を用いた。このELISAキットは、闘相に翻定

化した一定量の抗体に誤，IJ定対象抗原を捕捉さ

せ、この結合体にさらに酵素標識抗体を結合さ

せ、その標識抗体を検出する手法であるサンド

イツチ法を利用したものである。測定原理を図

3"1で示す。

なお、血清中ピテロジェニン濃度の定量下限

値は 200ng/mLとし、肝臓中ピテロジェニン

濃度の定最下根値は 1ng/mgliverとした。ま

た、定最下限値未満のものはその半数値をとり

グラフに反映させた。

3.4E2濃度及びエスト口ゲン様活性の測定

実際に舟いた曝露水中の E2濃度は、 17s・

エストラジオール (E2)測定用ELISAキット

(日本エンパイロケミカルズ(樹製)を用いた。

また、曝露水のエストロゲン様活性は酵母

Two"Hybrid法砂を用いて澱定した。

抗体を国相化 抗体とメダカVTG ピオチン化した抗体
を反蕗させる でメダカ円Gを挟む

d A
1
1
 

d 

}眠P標識したストレ 発色基質と 基質の発色の灘定
プトアピジンを反応 HRPの反蕗

y:抗メダカ別抗体凶:臨スト仰ピジン
。:メダカm 欝:発色基質

人:ピオチン仰向問抗体

間仕1 ビテロジェニン濃度測定原理

4.結果及び考察

4.1予備試験結果

市販の雄ヒメダカの、購入直後、分離飼育開

始 1週間後及び2避間後における血清中ピテ

ロジェニン濃度の結果を図4・1に示す。購入直

後では 6僧体中 3個体で血清中にピテロジェ

ニンが確認されたが、 1週間後、 2週間後では

全ての個体において定量下限値未満であった。

このことから、 1週間以上分離飼育をすれば試

験に用いることができると考えられる。この結

果を考慮し、今回の曝露試験では2週間以上分

離飼育したものを用いた。

4.2曝露試験結果

E2曝露後の雄ヒメダカ及び比較対照のため

測定した雌ヒメダカの血清中ピテロジェニン

濃度の結果を図4・2に、各個体の肝臓中ピテロ

ジェニン濃度と血清中ピテロジェニン濃度の

関係を図4・3に示す。
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額4・1 市販雄ヒメダカの血清中VTG濃度

曝露開始 1日後では、添加時濃度 lng.ιに
おいては全ての個体でピテ口ジェニンは検出

されなかった。添加持濃度lOng.ιにおいては

1匹のみ車清中にどテロジェニンが確認され

た。添加時濃度50ng，ι以上では、全ての個体

で車清中にピテロジェニンを確認することが

でき、コント口一)vに比べ有意にピテロジェニ
ン濃度が上昇した。添加時濃度 250ng.ι 以上

では雌が有していたゼテロジェニンの濃度と

有意な差は見られなかったことから、離ヒメダ

カが有するピテロジェニンの濃度範囲まで上

昇したと考えられる。

曝露関始3日後においても、曝露関始 1B後

と同様に添加時濃度 lng.ι においては全ての

個体でどテロジェニンは検出されなかった。添

加時濃度lOng.ι以上では全ての個体で血清中

にピテロジェニンを確認することができ、コン

トロールに比べ有意にピテロジェニン濃度が

上昇した。また、添加持濃度50ng，ιの場合で

も雌が有していたピテ口ジェニンの濃度と比

べ有意な差は見られず、添加時濃度 250ng.札

以上の持はさらにそれを有意に (pく0.01)上

回る結果となった。

全体的に見ると、曝議開始 1日後での虫清中

ピテロジェニン濃度は曝露関始 3日後の 1割

程度であった。また、曝露濃度が高ければ個体

問の血清中ピテロジェニン濃度のばらつきは

小さくなり、藤議濃度が低ければそのばらつき

は大きくなるという結果となった。また、曝露

開始 1日後と曝露開始3日後を比較すると、 3

日後の方がぱらつきは小さくなる結果となり、
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より信頼性のあるデータが得られることが分

かった。

E2への曝露では、環境中で存証し得るよう

な濃度である添加時濃度lOnglLにおいても、

3日程度の短期間にもかかわらずゼテロジェ

ニンが誘導された。このことから、 E2が環境

中へ放出された際に水生生物への影響が懸念

されるため、今後さらに影響を評価する必要が

あると思われる。

図4・3より、血清中と肝臓中のピテロジェニ

ン濃度に高い相関 (r2=0.865)が得られた。こ

のことから、どちらの手法を用いても化学物質

の内分泌撹乱作用による影響を調べることが

可能であることが分かつた。
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4.3曝露水のエストロゲン様活性

酵母Two綱Hybrid法を用いて得られた鵡製

直後の曝露水のエストロゲン様活性と曝露 3

日後の雄ヒメダカ血清中ビテ口ジヱニン濃度

の関係を図4・4に示す。

これより、エストロゲン様活性と曝露3日後

の雄ヒメダカ血清中ピテロジェニン濃度との

間に対数関数的に高い棺関(r2=0.985)が得ら

れた。
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国4・4 酵母Two"Hybrid法によるエストロゲン様活性

と雄ヒメダカ血清中 VTG濃度の関係(酵母

TwσHybrid法は5万倍濃縮試料により測定)

5.まとめ

本研究では、ピテロジェニンアッセイを用い

て、簡易な曝露設備(半止水式)で短期曝露に

より、エストロゲン様作用の評価を行うことを

自的として、日2をモデル物質として曝露試験

を行った。

その結果、曝露開始後 1日後では、 E2添加

時濃度lOng.ιで1個体にピテロジェニンの誘

導がみられ、 50ng.ι 以上では、全ての個体で

ビテロジェニンが誘導がされた。また、曝露開

始3日後では、 E2添加時濃度lOngι以上に

おいて、全ての個体でピテロジェニンが誘導さ

れた。

以上より、曝露期間 1日あるいは 3日間と

いう短期半止水式曝露であっても、エスト口ゲ

ン様作用の評価が可能であることが明らかと

なった。

今後は、このピテロジェニンアッセイを用い

た、日2以外の化学物質の評価、複数の化学物

費による複合作用の評価、さらにピテロジェニ

ンアッセイの環境水への適用を検討し、エスト

ロゲン様作用の評価法として確立していくこ

とが必要である。
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