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内分泌撹乱物質の複合影響に演する研究

O 山田卓、平野景子、鎌田素之、亀井翼、撰柄泰基(北海道大学大学院)

1.はじめに

近年、人間が作り出した危険な化学物質の一群として設屈を集めているのが、外国性内分泌

撹乱物質、いわゆる f環境ホルモンj と称されるものである。これらの物質は、生体内に侵入

してホルモンの類似の作用をしたり、ホルモンの儲きを阻害したりすることによって内分泌機

能を撹乱させる。環境中には複数の内分泌撹乱物質が共存していると考えられるため、倍々の

化学物質の評価に加え、人への暴露量の多い物質あるいはその可能性が高い物質については、

接合による影響を考慮していかなければならない。現在のところ、内分泌撹乱物質について、

相加的な影響の可能性については指摘されているものの丸相乗的な影響については確認され

ていないのが現状である。本研究では、内分泌撹乱作用の中でもエストロゲンレセプターに結

合しホルモン作用を撹乱する物質に焦点を当て、酵母Two幽hybrid法を用いて化学物質の多成

分系や環境試料における発現パターンについて検討し、内分泌撹乱物質の評価手法としての適

正について検討した。

2.実験原理・方法

2. 1環境試料の濃縮方法

環境試料をガラス繊維漉紙(Whatman社製 GF/B)で吸引ろ過する。ろ過した環境試料を

メタノール (Wako社製残留農薬試験用)と精製水でコンデイショニングした SepPak C18 

カートリッジ (Waters社製)に通水する。通水終了後、精製水で洗滞し N2で乾燥させメタノ

ールで踏出し、 DMSOに転溶し、エストロゲン様活性を測定するサンプルとした。

2. 2酵母Twσhybrid法

今回実験に用いた組み替え酵母は、ほ乳類のエストロゲンレセプター遺伝子と、エスト口ゲ

ン様物質との結合により活性化したエストロゲンレセプターの応答部位およびそれに続くレポ

ーター遺伝子 OacZ)が組み込まれている。エストロゲン様物質は、酵母の細飽壁を透過する

と発現しているエストロゲンレセプターと結合し、さらに二量体となって応答部位に結合する。

それによりレポーター遺保子が転写活性化するため、生成される s-galactοsidaseの活性を測

定することでエストロゲン様活性の測定が可能となる。

実験手)1壊は、低温保存しである組み替え酵母菌株を SD液体培地に植菌し、 30
0

Cで 24時間

旋回培養する(前培養液と呼ぶ)。この前培養液に SD培地を加えテスト物質を添加し、さらに

30
0

Cで4時間旋田培獲した後、培養液の 595nm(OD595:酵母の薗体量)の吸光度を測定する。

残りの培養液を遠心分離し、上澄みを捨てて、残った沈殿に 1mg/mlZymolyase20Tを含む

Z-Bufferを加え撹持し、 37
0

Cで 15分間静霞する。これに 4mg/mlONPG溶液を加え撹持した

後、 300Cで30分間静置する。これを遠心分離し、上澄み液の 420nm(OD420: ONPGの発色

量)、 570nm(OD570:液中の不純物量)の吸光度を測定する。これらの吸光度を次式に代入して

0・galactosidase活性を算出する。

OD42U -1. 75 x ODS7U 0・galactosidase活性= --• - --- x 1000 
txνXODS9S 
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ただし、やONPGによる墨色時期

v=前堵養液の体積

エストロゲン様活性値は陽性対照である 17β.エストラジオールの最大活性値を 100として換算

し、比活性{直で表した。なお、希釈溶媒液にはひMSOを用い、その濃度は最終 1%とした。

2. 3多成分系の実験方法

エスト口ゲン様作用を示す物質として 17s-エストラジオール(E2)、ふノニルフェノール(NP)、

ビスフェノール孔 (BPA)、?ヒドロキシ安息番酸n園ブチル (SPF)を、エストロゲン様作用を

示さない物質として安息香酸を用い、これらを2成分もしくは3成分を 1:1で等量共存させて、

エストロゲン様活性を測定した。さらに、エスト口ゲン様作用を示す物質と環境試料を共帯さ

せてエスト口ゲン様活性を測定した。

3.実験結果・考察

3. 1内分泌撹乱物質の複数共存におけるエスト口ゲン様活性発現特性

内分泌撹乱物質を 2成分、 3成分共存さ

せた場合の結果を図 1"'3に示す。この結果

を見ると、エストロゲン様活性は共存させ

た中でもっとも強い物質(より低濃度でエ

スト口ゲン様活性が認められる物質)に発

現パターンは支配されていた。また、エス

トロゲン様活性に相加・相乗性はなく、む

しろ減少する傾向が見られた。おそらく、 4

成分以上でも同様の結果が得られと恕われ

る。 2)
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3. 2内分泌撹乱物質と非内分泌撹乱物質の共存におけるエストロゲン様活性発現特性

本研究で使用した安息香酸1O-2M、1O-1M と巴210・nM(0=1""'8)を1: 1で共存させたときの

結果を図 4に示す。安息香酸 10なM とE2を共存させた場合、内分泌撹乱物質の多成分系の持

と両様、思2単独よりもエストロゲン様活性は減少していた。安息香酸 10・1M とE2を共存させ

た場合、すべての濃度でエストロゲン様活性がうち消されていた。そこで、 4時間培養前後の

安息香酸 10・1Mの蘭体濃度を見ると増加が認められなかった(図5)。つまり、安患番酸自身の

毒性が酵母菌に増殖限害を起こしたことが原器だと恕われる。
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図4E2，安息香畿のヱストロゲン綴活性
隠54時間培養前後の菌体;漫度変化(安息香君主)

3. 3環境試料と内分泌撹乱物質の共存におけるエスト口ゲン様活性発現特性

図6に環境試料と E210・nM(0=1""'8) 

を等量共存させたときの測定結果の一例

を示した。すべての濃度でエストロゲン

様活性はお2単独の場合よりも減少傾向

を示した。この傾向は、環境試料のエス

ト口ゲン様活性の有無、共存させる化学

物質の種類によらなかった。このことか

ら、内分泌撹乱物質が環境中に存在する

場合、エストロゲン様活性を低く見積も

ってしまう可能性があることを示してい

る。

4.結論
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本研究で用いた酵母Two-hybrid法では、すべてのグラフで逆U字型の用量輸作用曲線を示し

たが、内分泌撹乱物質は疎水的なものが多いために析出したり、その物質告身の毒性によって

欝母の増殖組害を引き起こしたことが原罰で起こる場合があることが確認できた。したがって、

実験で得られる用量幽作用曲線が本来の生物学的作照によるものなのか、上述の原因に起因する

のか確認する必要がある。このことは、本実験で用いた酵母Twかhybrid法のみならず、{也のほ
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ぼすべてのバイオアッセイでも起こる可能性があると考えられる。

酵母 Two-hybrid法における多成分系のエストロゲン様活性の棺加・相乗作用は認められず、

むしろ抑制作用が認められた。このような抑制作用は、内分泌撹乱物質に非内分泌撹乱物質、

環境試料を共存させたときも同様のことが確認できた。また、エストロゲン様活性の発現パタ

ーンはその成分の中で最も活性が強い物質の影響が支配的であることも確認できた。よって、

酵母Two-hybrid法を始めレセブターを介するすべてのバイオアッセイ試験において、環境試料

のエストロゲン様活性を測定した場合、本来のエストロゲン様活性よりも低く見積もってしま

う可能性がある。
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