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第10翻衛生工学シンポジウム
2002.10北海道大学学術交流会館

5-4浄1}ι処理迫程におけるエストロゲン様活性の低減効泉に関する研究

0伊藤和徳、竹田誠(北海道大学大学院)、鎌田 章之(国主保健医搭科学院)

大野浩一、亀井翼、長柄泰基(北海道大学大学院)

1.背最と研提目的

内分泌撹乱物質(環境ホノレモン)は内分泌

系に干渉し、生体の慣常性、生殖、発生に関

与する種々の生体ホルモンの合成、受容体へ

の結合やその作用、ホルモンのクリアランス

などに関わる諸過程を陸害する物質である。

内分泌系の限害が野生生物の雌化、生殖異常

や、ヒトに関しては、乳がんや子宮内膜症、

精巣がんなどの増加の原因である可能性が指

摘されている。現在まで内分泌撹乱物質とし

て疑われているものは、 Bisphenol-A、フタ

ノレ酸エステノレ類、ダイオキシン類など約 70

種存在している。

内分泌撹乱物質は主に下水処理場等を介し

て河川へと放出されることから、河川中に低

濃度であるが広く存在していることが、間建

設省や旧環境庁の調査1)，2)により明らかにな

っている。従って、特に都市域では内分泌撹

乱物質が存在する河川水を水源として利用し

ている可能性が高く、水道水を介した内分泌

撹乱物質の暴露が危倶される。

ヒトや野生生物に対してどの程度の暴露濃

度、暴露期間で影響が生じるのかは未だ解明

されておらず、水道水を介した内分泌、撹乱物

質の暴露による健康リスクを評価する上で、

まず浄水処理システムによる内分泌撹乱物質

の挙動を把握することが不可欠である。

これまでの研究から、水環境中から検出頻

度が高い Bisphenol-Aや Nonylphenol、さ

らに人畜由来ホノレモンであり、エストロゲン

様活性が最も高いことから水生生物への影響

が懸念されている 17s-EstradioI{以下 E2)と

いった化学物質を高濃度に調整した水溶液に

塩素処理を行った結果、十分な反応時間を設

けることによりエストロゲン様活性をプラン 2.2試料の濃縮
クレベノレまで低減できることが明らかとなっ 試料水は周相抽出法により濃縮を行った。

ている叱 ジクロロメタン、メタノーノレ(残留農薬試験

本研究では、実際に浄水場の原水となって

いる荷)11水を用いて、エストロゲン様活性の

低減が達成される塩素添加率と反応時開の関

係について検討し、化学物質単独に対し塩素

処理を行った場合と同様に、現状の浄水場で

行われている塩素処理条件がエストロゲン様

活性の低減に対して十分な効果を存するもの

であるかを検討した。

2.提験方法
測定試料は札幌市近郊の浄水場に隣接した

浄水処理実験プラントにおける撰集沈殿・三

層砂糖過処理水を用いた。この実験プラント

の原水となる河川の上流には下水処理場が存

住し、その処理放流水が流入している。本研

究では、三麗砂鴻過処理水に対して塩素処理

を行い、エストロゲン様活性を測定すると共

に、 E2に関しても ELISA法によりその濃度

を測定した。

2.1塩紫濡加方法

採水した試料水に対して予備実験を行い、

塩素添加濃慶、反応時間を設定した。所定の

塩素添加率の次亜塩素酸ナトリウムを試料水

に加え、室温で暗所に静置した。所定の反応

時間後夜ちにアスコノレピン酸を添加し、残留

境講を消去した。

表1 設定した塩素添加率と反応時間
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用、 Wako社製)、精製水でコンディショニン

グした盟相カートリッジ Sep Pak 

ClS(Waters社製)に試料水を通水し、ジクロ

ロメタンで溶出した。溶出液をエパポレータ

ーで減容し、さらに窒素気流下で乾固させ、

濃縮倍率 5万倍になるようにおMSOに転詰ま

した後、段階希釈し試験に供した。

2.3エスト口ゲン様活性の測定

エストロゲン様活性の測定には酵母

Two-Hybrid法心を用いた。この試験法は、

噛乳類のエストロゲンレセプター、コアクチ

ベータを組み込んだ酵母を用いる。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、活性化して二最体

を形成し、 DNA上のエストロゲン誌答記列

に結合する。その後、 s-galactosidaseを誘導

するレポーター遺伝子の LacZの転写が開始

される。この誘導されたs-galactosida胞を

ONPG溶液で呈名させ、吸光度を測定するこ

とによりエストロゲン様活性を評価する試験

法である。測定手績は図 2・1に示す。また、

エストロゲン活性値は以下の式に代入して求

める。

OD420-1.75xOD570 エストロゲン様活倒直= -. • - ---• -x 1000 
txvxOD595 

t: ONPGを加えた後の静置時間(min)

v:培養液の量(mL)

OD420、OD570、OD595: 420、570、

595nmの吸光鹿

エストロゲン様活性髄は陽性対照である日2

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。

2.4 E2濃度の測定

日2濃度の測定にはELISAキット(武田薬

品工業)を用いた。 ELISA法は抗原とそれに

対して生体内で合成された抗体が特異的に結

合する抗原抗体反応を科用しており、標的測

定物質(抗原)と特異的に結合する抗体を作

成し、その結合量を定量化する方法である O

ELISAキットの測定方法 5)は、マイクロプレ

ート内面に屈棺化した抗体の結合部位を前処

理した試料水中の抗原 (E2)と酵素標識した
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抗原とで競合反応させる。競合反応後、洗浄

により未反応物を除去し、抗体に結合した酵

素探識抗原を発色させ、吸光度を測定するこ

とにより濃度を求める。ELISA法の測定手)1領

を国 2・2に示す。

凍結した酵母を常t患で解凍し、 SD液体潟地で10倍iこ
希釈し、 30"Cで16時総携枠培養する。(前培義被)

マイクロテストチ，，-7'1こSD液体培地200凶h 前第養液50μL、サン7'N 
2.5μLを加え*'IVT7~^ し、 300Cで4時間燦とう培養する。

場義後の溶接液150，.u..を96穴マイ仰7・トトに移し、吸光度
595nmを測定し、残った培養液を15000rpm、4"Cで5分間
遠心分離し、上澄み液を除去する。

士<2uffer20?;> 

15000rpm、4"Cで5分間違心分離し、上波みj夜150J.lLを96穴
マイクロプトトに移し、吸光度420nm、570nmを測定する。

鴎公1酵母Two-Hybrid法の担.U定手I1慎

E2標準溶液の作成〈段階希釈)

測定試料、 E2標準物質と抗原酵素複合体
との競合皮応(室温、 60分間)

...0-

図2“2 ELISA法の測定手順

3.結果と考察

3.1塩素未処瑠水のエストロゲン様活性

浄水処理実験プラント原水と三窟砂櫨過水

のエストロゲン様活性を図 3・1~こ京す。これ

より、凝集沈殿、三層砂滴過処理水は原水と

比較するとエストロゲン様活性が低減するも



ののその低減効果は低いことがわかる。 ンクレベルまで低減するのに必要な時間は堪

素添加率 1ppmにおいて 3時間、 2ppmでは

45分、 4ppmでは 15分であった。一方、お2

濃度に関しでもエストロゲン様活性と同様に

時間経過と共に減少することが認められ、反

応時開 6時間では E2濃度は塩素濃度が高い

ほど低くなった。以上の結果より、塩素濃度

が高いほど E2をはじめその他のエストロゲ

ン様活性を有する物質が速やかにエストロゲ

ン様活性を有さない物質に化学構造が変化し

たと考えられる。また、塩素濃度が低い場合

で、あっても、残留塩素が存在している条件で

あれば塩素とエストロゲン様物質との反応が

進行し、より長い反応時間が必要となるもの

のエストロゲン様活性が低減可能であること

が明らかになった。

3.2残留埠索;濃度

三窟砂漉過水を塩素処理した際の残留塩素

濃度について表 3・1に示す。この表から、塩

素との反応は添加寵後から速やかに進行し、

塩素添加率が高いほど、消費塩素量も多くな

った。
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表3・1塩素処理時の残留塩素濃度

(塩素添加率)

1.Oppm 2.0ppm 4.0ppm 
残留塩素濃度 (ppm)

添加誼後 0.09 0.17 1.73 
15分 0.05 0.09 0.62 
45分一 0.06 0.61 
90分 0.02 0.05 0.56 
3時間 0.02 0.04 0.53 
6時間 0.02 0.03 0.52 
24時照 0.01 一 一
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関3・3エストログン様活性と E2濃度の関係(2ppm)
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3.3 堪紫処理によるエストロゲン様活性と

臼瀧度の挙動

塩素処理時間に対する E2濃度(5万倍濃縮

時)とエストロゲン様活性の関係を塩素添加

率 1、2、4ppmについて、図 3-2、図 3・3、盟

3-4にそれぞれ示す。これらの結果より塩素

濃度が高いほど短時間でエストロゲン様活性

が低減する傾向が得られた。また、表 3.1、

図3・2より、塩素添加率 1ppmでは添加産後

の段階で残留塩素がわずかにしか存在してい

ないのにもかかわらず、エストロゲン様活性

は低減した。

エストロゲン様活性が5万倍濃縮時にブラ
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関 3・4エストログン様活性と E2濃度の関係

3.4エストロゲン棟活性と E2濃度の関係

思 3・2~図 3・4 より、塩素添加後 15 分にお

いて、いずれの塩素添加率でも E2濃度は間

程度にも関わらず、エストロゲン様活性は塩

素添加率が高くなるにつれて大きく低減して

いる。この原因としてはエストロゲン様活性

を測定する酵母TwσHybrid法と E2濃度を

測定する ELISA法の測定原理の違いが考え

られる。日LISA法では交差反応(抗原物賓が

非常に類似しているために起こる抗体活性の

縮退性によるもの)する可能性が示唆されて

おり、 E2の抱合体や境素処理副生成物であ

る塩素置換体や E2のニ量体による交差反応

が生じ、これらの物質も含めて E2濃度とし

て検出された可能性がある。一方、酵母

Two-Hybrid法では、これらの交差反応を起

こした物賓はレセプターに結合できなかった

か、結合できたとしても転牢活性化が起きな

かったため、エストロゲン様活性は低減した

と考えられる。 ELISA法に交差反応の問題が

あり、また、話芸素処理後に新たに生成する物

質の情報を得る上でも、 LC/MSや GC/MS等

の機器分析で測定する必要があると考えられ

る。

ι主主金
三層砂臆過水を塩素濃度、反応時間という

2つの操作国子を変化させて塩素処理を行っ

た結果、塩素濃度が高いほど姫時間でこにスト

ロゲン様活性がブランクレベノレまで低減され

た。また、 E2濃度に関しでも、エストロゲ

。。
ペ吐

ン様活性と関様の傾向が得られた。エストロ

ゲン様活性に関しては、共存物質が存在する

環境水においても、最も低い濃度である

1ppmで、残留塩素がわずかしか存在しない

状態でも、反r.t時間 3時期でブランクレベル

まで低減され、 E2濃度はどの塩素添加率で

も 6時開塩素と反応させれば酵母

Two-Hybrid法で、はエストロゲン様活性を示

さない程度 (lxlO・7mol/L)まで低減した。

以上の結果より、塩棄処理を行ってから給

水栓までの輸送時間を考癒すると、過剰に撞

素を添加することなく、現在一般に浄水場で

行っている給水栓で O.lppmの残留境素を確

保する程度の極素処理で十分にエストロゲン

様活性を{低減することが可能で、あり、 トリハ

ロメタン等の消毒高11生成物の問題を持つ塩素

処理だが、エストロゲン様活性の低減効果は

高いことが明らかとなった。
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