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第7毘衛生工学シンポジウム
1999.11 北海道大学学術交流会館

5-4 水環境中におけるエスト口ゲン活性の挙動に関する研究

0赤塚靖、鎌田素之、亀井翼、巽柄泰基(北海道大学)

しはじめに

生物はその生命を維持するために、動的な恒常性(ホメオタシス)を持っており、このため

に内分泌系を通じたフィードパックシステムを発達させている。外因性内分泌撹乱物費(環境

ホルモン)はこの内分泌系に干渉し正常なホルモン作用に影響を与える化学物質である。本来、

ホルモンは内分泌腺や規床下部等の神経系の組織、脂肪組織、心臓・血管から分泌され、血流

で運ばれ、標的器官のレセプターと結合して作用する。しかし、内分泌撹乱物質は、ホルモン

合成異常、レセブターの識別・結合異常、レセブター結合後のシグナル伝達異常などをもたら

すとされている。

この内分泌撹乱物質によるヒトや野生生物への影響が報告されているが、このような物質が

下水処理場、工場等から排出され、飲料水の水源を汚染している可能性がある。昨年行われた

建設省による全国の澗JlI調査でも、内分泌撹乱物質されているノニルフェノール、ピスフェノ

ールA、フタル酸エステル類が検出されている。

そこで、本研究では内分泌撹乱物質のなかでもエストロゲン様物質について、持JlI7J<や静水

過程におけるエストロゲン活性の挙動を調べることを目的とし、札幌市近郊のA滞水場、札幌

市内のB下水処理場の滞水過程におけるエストロゲン活性の挙動と、実験窓内でのA滞水場の
水源となる河川水の凝集、塩素添加によるヱストロゲン活性の挙動について調べた。

2‘裳蟻友法
2・1濃縮才按

Sep PakC18を用いて濃縮した。サンプル水をガラス繊維ろ紙で吸引ろ過する。ろ過した水

を5mLのメタノール(残留農薬試験用)とlOmLの精製水でコンディショニングしたSepPak 

018カートリッジに渇水する。通水終了後、精製水 10mLで洗滞し、 SepPakを乾燥させ、 2mL

のメタノールに溶出させる。溶出させたメタノールを蜜蕪パージで0.501Lに定最する。濃縮倍

事は5000倍または 1000倍とした。これを、メタノールで6段階に希釈し、エストロゲン活性

測定用サンプルとする。

2-2 ~まJ露才高官

河}117J<をガラス繊維ろ紙でろ過したものをジャーテストした。ジャーテストは、凝集斉uとし
て硫酸アルミニウムを使用し、凝集剤最は、あらかじめ、サンプルをジャーテストして

12mgι(asA!)と決め、 pH7付近、急速援枠 120rpmで5分、緩速撹枠40rpmで20分撹持し

た後、 30分間静霞とした。 0.45μmメンブレンフィルターでろ過し、 2・1で述べたように 5000

倍に濃縮した。これをメタノールで6段階に希釈し、エストロゲン活性測定用サンプルとした。

2・3若葉添加才法

サンプルを 2-2の方法でジャーテストし、 0.45μmメンブレンフィルターでろ過後、次亜塩

素酸ナトリウムを添加した。添加率1.4mgιで添加後すぐに2・1のように濃縮するものと、 20

時間塩素と接触させてから濃縮するもの、添加率4.9mgιで20時間静置して塩素と接触させ

たのち濃縮するものをいずれも、メタノールで6段措に希釈して、エストロゲン活性を調べ比
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2-4工ス介ログシ活佐の却定才法

エスト自ゲン活性の測定には酵母Two-hybrid法を用いた。この方法は、暗乳類のエストロ

ゲンレセプターを組み込み、形質転換させたイースト菌を用いる。このイースト菌は、細抱核

内にエストロゲンレセプター(受容体:ER)をもち、これにエストロゲン様物質が結合し活性

化すると、 DNA上のエストロゲン応答性エレメントに結合して、 s-galactosidaseを分泌させ
るレポーター遺伝子のLacZが転写を開始する。この日時galactosidaseをONPG溶液により呈

色させ吸光度を測定することによってエスト口ゲン活性を調べる。

測定方法はSD培地に植種し、 300C、18時陪培養した前培溶液(吋を SD培地に加えた後、サ

ンプルを添加する。さらに 30
0

Cで4時間培養した後、培養液の 595nm(OD595)の吸光度を榔定

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/mL 

Zy盟olyase20Tを含む

Z-bufferを加え、懸濁

した後、 37
0

C、15分静

憧する。これに

4mg/mL ONPG溶液

を加え、撹持した後

30"Cで反応を開始し

適度に着色した時点で、

1M Na2COs溶液を加

え、反Jit¥を停止させ、

これを反応時間(t)とした。

較した。
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国2.4.1 内分泌撹乱物質のヱストロゲン活性

これを遠心分離し、上澄みの 420nm(OD420)、570nm(OD570)の吸光度を測定した。乙れらの吸

光度を下記の式に代入し、エストロゲン活性(む)を算出した。

OD420附1.75X ODS70 u= 戸 x1000
tXVxOD595 

尚、測定ごとに陽性対象として 17s"エ

ストラジオ'-JJ;(E2)のエストロゲン活性

を測定した。国 2.4.1に琵2のエストロ

ゲン活性とともに内分泌撹乱物質とされ

るノニルフェノール、ピスフェノールA

のエストロゲン活性を恭す。

3.塞盤強表
3・1静水プロセスIごおげ-:5I.A介ログシ

居住の挙爵

A~争水場原水のサンプリング月別のエ

ストロゲン活性と E2換算値を図 3.1.1

に示す。 A~争水場、 B下水処理場の処理
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過程おけるエストロゲン活性の挙動を図

3.1ム図 3.1.3に示す。濃縮倍率は国 3.1.1、

3.1.2では最高で 5000倍、霞 3.1.3では最

高で 1000倍である。 j争水場原水からはサ

ンプリング時期によらず一定のエストロゲ

ン活性がみられた。 j争水場においては、 j争

水過程によってヱストロゲン活性が低減し

ているが、下水処程場では、エストロゲン

活性が除去されていなかった。 O 
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3・2実験車沖での結集、 4富表訴j;PI，ごJ:.:tJx
X 介口グシ活佐の挙互訪

A~争水場原水を凝集、塩素添加を行って

エストロゲン活性の挙動を競べた結果を陸

3.2.1、図 3.2.2に示す。濃縮倍率は最高で

5000倍である。関 3.2.1から凝集によって

エストロゲン活性が十分に除去されないこ

とがわかった。図 3.2.2から櫨索添加直後

ではヱストロゲン活性が不活性化していな

かったが、 20時間後では、いずれの添加率

でもエスト口ゲン活性が不活性化すること

がわかった。
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図 3.1.3B下水処理場におけるエストロゲン活性の挙動

何
)..a 

一一~I 0.09 Ji 
、，:'
占キ

J 
3 

巴

0.13 

O 

10000 

即吟ー原水

600 

500 

0.13 

回炉原水

一傘ー;疑集ろ過71<一一一一 開制額一l.4ppm(麓後)

叩一念ー1.4ppm(20hr)

一栄"・4.9ppm(20hr)

1000 10 100 

濃縮倍率

0.1 

300 

200 I一一

100 

o 

組 400
砲、
4 ・r、
ロ
4 

t< 
H 

H 

0095 
、~~

斗

守

樺
0.04鞠
コ
巴

o 
10000 1000 10 100 

濃縮倍率

o 
0.1 

600 

500 

梨
県400
λ 
ト 300
自
.J.. 

r< 200 
H 
100 

理 3.2.2塩濃添加によるIAトロゲシ活性の挙動
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瀧集によるエストロゲン活性の挙動図 3.2.1



4.考察

A~争水場原水はサンプリング時期にかかわらずエストロゲン活性がみられ、下水処理場にお

いてエストロゲン活性が低減されていないことから、エストロゲン活性の涼留物質は季宣言変動

によらない下水処理場由来のノニルフェノール (NP)、ビスフェノールA(BPA)、17s.エスト
ラジオール(お2)などが挙げられる。この中でも、 E2のエスト口ゲン活性が発現する濃度が

NP、BPAに比べ非常に低く、活性値も高いことから、 E2のエストロゲン活t性への寄与が大き
いものと考えられる。

i疑集処理においてエストロゲン活性が十分に除去されないのは、エスト口ゲン活性の原因物

質が低分子量のものであるためであると考えられる。

境素は不飽和炭議結合を有する有機化合物との反応性がよいことから、塩蕪添加によってエ

ストロゲン様物質がゆっくりと反応し不活性化するものと考えられる。実験室内の結果は静水

場の結果を再現している。

5.まとめ

季節変動によらずエスト口ゲン活性が発現する河川水では、下水放流水の負荷がエスト口ゲ

ン活性に大きく寄与し、主な原因物質は 17s.エストラジオー));と考えられる。凝集処理にお
いては前JII水中のエストロゲン活性を十分に除去できないが、櫨素処理により不活性化させる

ことが可能である。

円。


