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1.研究実施の概要 

 本研究の主目的は、ステロイドホルモンや内分泌かく乱物質の、動物に対する発生影響

のメカニズムを解明することであり、受容体— 遺伝子発現— 何らかの影響、という軸から

の研究を展開し、最終的には影響に関連する遺伝子を明らかにすることを目指している。

内分泌かく乱物質の多くはエストロゲン作用を示すことから、発生中の脊椎動物、及び成

体での生殖系、神経系、及び行動をもとに、哺乳類、爬虫類、両生類、魚類にエストロゲ

ンがどのような不可逆的な影響を及ぼすか、作用機構を含めて明確にし、エストロゲンに

敏感な発生中の臨界期を解析する。これを元にして、内分泌かく乱物質の環境濃度での発

生影響をも明らかにする。マイクロアレイ法を用いて、ホルモン応答遺伝子を整理する。

また、マウスやサルを用いて内分泌かく乱物質の胎児影響を調べる科学的な根拠として胎

盤透過性を解析する。内分泌かく乱物質の生態系に対する影響を、内分泌かく乱物質の影

響が明確な海産巻貝を用いて作用機構を明らかにすると共に、環境影響評価に用いられる

ミジンコへの発生影響、世代交代に対する影響、及び作用機構を明らかにする。 

 平成１４年度までに、マウスの子宮を用いてマイクロアレイ法によりエストロゲン応答

遺伝子を整理するとともに、エストロゲン作用を示す化学物質に対する応答遺伝子も整理

し、化学物質に応答する遺伝子とエストロゲンに応答する遺伝子は一致しないものが多く、

化学物質特異的に応答する遺伝子があることが示唆されている。マウスの生殖腺では、生

後５日まで、脳では生後１０日が臨界期であることを明らかにした。臨界期内にエストロ

ゲンを投与されたマウスの膣はエストロゲン非依存的に増殖するが、それに伴って不可逆

的に発現する遺伝子を幾つかクローニングした。さらに、不可逆的増殖を示す膣上皮細胞

ではエストロゲン受容体のリン酸化、上皮成長因子関連の増殖因子の不可逆的発現等を見

出した。また、ビスフェノールはマウスおよびニホンザルで胎盤透過が容易であることを

見出すとともに、マウス胎児期の低用量のビスフェノール曝露で膣開口が早まることを見

出した。しかし、それらの初産の子供への影響は認められなかった。高用量では無排卵な

ど不可逆的影響が認められた。ラットの新生児へのビスフェノールの投与から、遅延性の

無排卵が起こることが見出された。さらにオスへの合成エストロゲンの新生児投与により、

副精巣で発現が変化する遺伝子を見出している。爬虫類のワニのエストロゲン受容体、ア



ンドロゲン受容体、海産メダカのマミチョグのエストロゲン受容体をクローニングした。

なお、カダヤシのステロイドホルモン受容体をクローニングするとともに、尻鰭突起への

トレンボロンの影響を調べている。両生類ではアマガエルの皮膚からの水分調節に関与す

るバソトシン受容体・メソトシンの受容体をクローニングした。また、発生初期のアフリ

カツメガエルの胚への化学物質の影響を、形態学的およびマイクロアレイを用いてしらべ、

エストロゲン応答遺伝子を明らかにしている。さらに、ツチガエルのホルモンによる性分

化で発現が変化する遺伝子を解析している。水棲無脊椎動物のイボニシの性ホルモンの存

在を明らかにし、エストロゲン受容体の塩基配列を解析中であるとともに、アロマターゼ

阻害剤のインポセックスへの影響を解析している。ミジンコは、極めて低濃度でスチレン

が生殖抑制作用をする事を明らかにした。これを受けて、作用メカニズムを解析すること

を目的に、ミジンコの遺伝子の配列を読み続けている。形態学的影響から遺伝子レベルの

影響まで、エストロゲン及び内分泌かく乱物質の作用機構を明らかにするための基礎デー

タを集積し、これを元に飛躍的な研究の発展をめざす。生殖内分泌学、比較内分泌学、発

生内分泌学、神経発生学的知見を総合して、脊椎動物の発生・生殖・行動・神経を標的に、

また、無脊椎動物の発生、生殖、行動を標的にし、主にホルモン及び内分泌かく乱物質の

不可逆化機構を、遺伝子レベルで解明する事を主目的に研究を展開し、研究の発展ととも

に、比較生物学的に、脊椎動物と無脊椎動物の研究方向を統合させる。 

 

2.研究実施内容 

①ビスフェノールAのマウスおよびラットに対する影響 

 ICR系マウスの妊娠17日、ニホンザル(Macaca fuscata)の妊娠150日目にBisphenol A 

(BPA)を皮下投与し、マウスでは、投与後、30分、1, 2, 3, 6, 12, 24時間後、ニホンザ

ルでは投与後1時間後にBPAの胎児への移行をGC-MSを用いて測定した。マウスでは親の脳、

肝臓、血清、胎盤、胎児の脳、血清、肝臓、子宮、精巣、ニホンザルでは、親の血清、胎

児の血清、臍帯、心臓、腸、肝臓、脾臓、腎臓、胸腺、筋肉、脳で測定した。マウスでは、

BPA投与後30分で胎児の脳、生殖器官に移行が認められた。ニホンザルでは投与1時間後に

は調べた臓器すべてに移行が認められた。従って、BPAは胎盤を透過することが明らかで

ある。 

ICR系マウスに、妊娠11～17日にBPA (2, 20 µg/kg)、DES (0.02, 0.2, 2 µg/kg)を投

与し、F1マウスの、体重、肛門―生殖突起間距離を、出生日、11, 22, 60日齢で記録する

とともに膣開口日を記録した。さらに、膣スメアを膣開口日から30日間調べた。90日齢か

ら120日齢まで、F1雌を無処理雄と交配し、出産仔数、性比を調べた。膣開口日は2 

µg/kg BPAを除いて有意に早くなった。無処理雄と交配したF1は全処理群で、出産仔数、

性比に有意差は認められなかった。従って、低濃度のBPAとDESはF1雌の膣開口を早めるが、

少なくとも初産に関しては影響は認められない。ICR系の妊娠マウスへのDES投与により、

生涯産仔総数が、DESの濃度依存的に減少したとの報告もあり、BPA投与では、生涯産仔総

数を調べるなどの研究が必要である。 



妊娠10－18日のICR系マウスに、DES（0.0067, 0.067, 0.67, 6.7, 67 µg/kg）、BPA 

(10, 100 mg/kg)を投与し、F1雌30日齢で卵巣の黄体の有無を調べた結果、DES6.7, DES67, 

BPA10で黄体形成率が有意に低かった。30日齢で卵巣を摘出し、40日齢で膣および子宮上

皮の多層化を調べた結果、DES67でのみ卵巣非依存的な上皮の多層化が認められた。

DES6.7のF1では膣スメアの周期性が正常なものは56%にすぎず、DES67のF1雌では膣スメア

は連続発情状態を示した。DES67は無排卵となっていることが示唆された。事実、正常雄

との交配実験の結果も、DES67では妊娠は認められなかった。DES6.7、BPA10, BAP100では

出産仔数、性比に有意差は認められなかった。一方、出生後5日間BPA (15, 150 µg/pup)、

DES (0.3, 3 µg/pup)を投与された雌では、30日齢で卵巣を摘出し、40、90日齢で子宮お

よび膣の組織学的変化を調べた。BPA150, DES0.3, DES3では卵巣非依存の膣上皮の増殖が

認められた。さらに、これら3群では多卵性卵胞の出現率が有意に高かった。これらの結

果から、高濃度のBPAは視床下部・下垂体系の異常とともに膣上皮の卵巣非依存の不可逆

的変化を誘起することが明らかである。 

Sprague-Dawley系ラットに出生直後からBPA (0.25, 1, 4 mg/pup), エストラジオール

(E2, 10 µg/pup)を皮下に10日間投与し、80日齢で卵巣を摘出し、94－96日齢に1 mgE2を

3日間投与した。BPA1で性周期の乱れ、膣開口の早期化、黄体の減少が認められ、94日齢

からのE2刺激による子宮の水の貯留も減少した。BAP4では、これらの変化に加えて、連続

発情、黄体の欠如が認められた。E210ではBPA4と同じ異常が認められた。これらの結果か

ら、高濃度のBPAを出生直後に与えると視床下部・下垂体系の異常による無排卵となると

ともに、子宮のエストロゲンに対する反応性も低下することが明らかとなった。 

②BPAの無脊椎動物に対する影響 

ミジンコの生殖に対するBPAを含む、各種化学物質の影響を調べた。スチレン、エグジ

ソン、ノニルフェノール、テストステロン、エストラジオール、ポナステロンAを用いて、

21日間曝露試験を行った。スチレンダイマー、スチレントリマー、スチレンモノマーおよ

びポナステロンAは極めて低濃度でミジンコの生殖を低下させた。一方、テストステロン

およびBPAに関しては極めて高濃度でのみ影響が認めらたが、エストラジオールは極めて

高濃度であっても影響は認められなかった。オオミジンコを用いて、雄を特異的に発生さ

せる化学物質を見出すとともに、遺伝子の塩基配列に関して、イギリスのグループとの共

同研究を開始した。 

センチュウの生殖に対しては、ベンゾピレンが比較的低濃度で作用する以外には、BPA

を含めて、エストロゲン類似作用をもつ物質に関しても極めて高濃度でのみ影響が認めら

れたにすぎなかった。センチュウは内分泌かく乱が疑われる物質に対しては影響を受けに

くいと考えられる。ベンゾピレン処理により、BPA感受性の高い変異体を単離して、その

遺伝的変異部位の同定をsnip-SNPs法により解析した。 

イボニシのTBTによるインポセックス誘導メカニズムに迫るために、イボニシ体内での

芳香化が起こることを確認した。しかし、アンドロゲンの直接投与ではインポセックスは

誘導できない。また、アロマターゼの阻害剤であるファドロゾールを投与してもインポセ



ックスは誘導できなかった。 

③ラット胎児のミュラー管の発生過程でのステロイドホルモン受容体発現 

SD系ラットを用いて、妊娠15日から21日までのミュラー管で、輸卵管、子宮および膣

に分化する部分での、エストロゲン受容体(ER)α, βの発現を免疫組織化学的に検出すると

ともに、定量PCRによりmRNA量を測定した。さらに、プロゲステロン受容体発現に関して

も同様の研究を行うとともに、胎児期に投与されたDESの受容体発現に対する影響も調べ

た。輸卵管特異的に発現する遺伝子をマーカーとして、輸卵管細胞の細胞分化とエストロ

ゲンの関連も調べている。 

④マウス生殖器官での遺伝子発現に関する研究 

卵巣摘出マウスにエストロゲンを投与し、その6時間後に発現する遺伝子を、マイクロ

アレイ法を用いて解析した。エストロゲン投与後のmRNA発現量から、6-12 

時間がピークであり、その後発現が減少することを明らかにした。投与したエストロ

ゲンの体内濃度は数時間がピークであり、3時間以後には急速に減少したことから、エス

トロゲンの体内濃度とmRNA発現量との関連から、6時間を解析の時間とした。マイクロア

レイによる発現変動遺伝子の解析から、ステロール合成に関連する酵素の遺伝子3個が、

マイクロアレイで発現増加が認められたことから、その他の関連酵素遺伝子の発現を、定

量PCRで調べたところ、それらも発現が増加していることが明らかになり、エストロゲン

受容体欠損マウスではこれらの遺伝子の発現変動は起こらないことの確認も行った。マイ

クロアレイで発現変動する遺伝子の解析から、ステロール合成経路に関わる遺伝子が明ら

かにできるなどの応用ができることが明らかとなった。さらに、エストロゲンで発現増加

する遺伝子を定量PCRで確認し、データベースの作成を行っている。また、エストロゲン

の濃度依存的に変動する遺伝子、濃度依存的でない遺伝子もある。さらに、エストロゲン

類似作用をする遺伝子によって発現変動する遺伝子、出生日、生後５日、成体など、成熟

に伴って発現変動する遺伝子数が増加することなどを明らかにしている。 

出生直後のマウスにDESを投与すると、尿道と膣が融合する尿道下裂がおこる。このた

めの臨界期とDESの臨界濃度を決定した。出生直後の雌マウスへのDES投与により誘起され

た、エストロゲン非依存的に増殖する膣で特異的に発現している遺伝子を、デイファレン

シャルデイスプレイにより検出し、塩基配列を決定するとともに、組織での発現をin 

situ hybridizationにより調べた。Neuropsinと呼ばれるセリンプロテアーゼの1種であり、

エストロゲン依存的に膣の上皮細胞で発現することを明らかにした。さらに、新規のCタ

イプレクチンも、卵巣非依存的に増殖する膣上皮細胞に発現すること、その塩基配列、細

胞の角質化との関連を明らかにしている。卵巣費依存的に細胞増殖を続ける膣では上皮成

長因子関連のリガンドが恒久的に発現しており、それらの受容体となるerbB関連の遺伝子

の発現の発現も起こること、リン酸化も認められることも明らかにしている。 

⑤発生中の魚類および両生類へのエストロゲン類似物質の影響 

海産メダカのマミチョグ受精卵を、エストロゲンを含む海水中で発生させると、頭部

や脊椎の形態異常とともに、性分化も雌へとシフトすることを明らかにした。さらに、マ



ミチョグのERαをクローニングし、ERαタンパクへのアルキルフェノール類の結合は、ヒ

トERαへの結合よりもはるかに高いことから、ERαへの化学物質の結合に種差があること

も明らかにした。 

カダヤシは、フロリダの河川で、アンドロゲン類似物質の影響を受けている可能性が

指摘されている。カダヤシの稚魚をもちいてアンドロゲンの影響をgonopodiumの形態形成

で判定する方法を作成している。さらに、カダヤシのER、アンドロゲン受容体(AR)、DMRT

１などの遺伝子をクローニングしている。 

イギリスではコイ科のローチがエストロゲン類似物質の影響を受けて、精巣卵を発達

させている例が知られている。イギリスのブルーネル大学との共同研究により、ローチか

らER、AR、DMRT1などの遺伝子をクローニングしている。現在部分断片の塩基配列を得て

おり、full lengthの配列を決定する予定である。 

アフリカツメガエルの受精卵をノニルフェノールやBPA、エストロゲンを含む水の中で

発生させ、それに伴って発現変動する遺伝子を、マイクロアレイ法により整理している。

また、南アフリカに生息するアフリカツメガエルの野外調査モステレンボッシュ大学の教

授と計画している。トロピカーリスはアフリカツメガエルよりも世代交代が早く、2倍体

でもあることから、研究には有利であると考えられる。トロピカーリスのcDNAライブラリ

ーを作成し、ステロイド受容体のクローニングを開始した。ツチガエルを用いて、全雌を

作成し、アンドロゲン曝露により性転換をおこさせ、それに伴う発現変動遺伝子を、デイ

ファレンシャルデイスプレイ法により解析している。 

⑥組み換え酵母を用いたエストロゲン活性の検討 

ヒトERαを導入した組み換え酵母を用いて各種化学物質のエストロゲン活性の確認と、

動物飼料中に含まれるエストロゲン活性を確認している。とくに、ウサギなどの餌では、

植物由来のエストロゲン活性が高い。また、マウスおよびラットの餌でも、種類によって

エストロゲン活性が極めて異なること、まだ、同じ餌でもアルファルファの栽培の季節に

よってエストロゲン活性が変動することが明らかとなっている。 

⑦アメリカワニのステロイドホルモン受容体のクローニング 

内分泌かく乱の代表例ともなっている、フロリダ州アポプカ湖のアメリカワニの生殖

異常のメカニズムを解明するための道具として、ER、AR、STAR遺伝子、アロマターゼ遺伝

子などをクローニングしている。これらは、フロリダ大学のジレット教授およびカナダの

ビクトリア大学のヘンルビン助教授との共同研究である。 

以上のように、イギリス、アメリカ、南アフリカおよびカナダの研究者との共同研究

に発展している。 

 

3.研究実施体制 

ホルモン応答遺伝子解析グループI 

①研究分担グループ長：井口 泰泉（岡崎国立共同研究機構、教授） 

②研究項目： DNAマイクロアレイを用いたマウスにおけるホルモン応答遺伝子の解析を行



い、胎仔・新生仔における影響を解析する。内分泌かく乱物質の遺伝子発現におよぼす影

響を解析する。 

ホルモン応答遺伝子解析グループII 

①研究分担グループ長：森 千里（千葉大学、教授）、太田 康彦（鳥取大学、教授）、

有薗 幸司（熊本県立大学、教授） 

②研究項目：ホルモンおよび内分泌かく乱物質の組織分化、特に生殖系への作用、また胎

児への影響を検討。雄マウス生殖器官からのホルモン応答遺伝子の解析。内分泌かく

乱物質の胎盤透過性を解析し遺伝子工学的手法を用いてホルモン応答遺伝子の探索。

胎盤形成能に及ぼす内分泌かく乱物質の影響を、ラットを用いて脱落膜腫形成の変化

を指標として解析し、雌性生殖器官への内分泌かく乱物質作用を解析。センチュウを

用いた内分泌かく乱物質影響を評価する系の確立。 

神経系解析グループ 

①研究分担グループ長：阿相 皓晃（東京都老人総合研究所、研究室長） 

②研究項目：内分泌かく乱物質（特にビスフェノールA）が神経系の初期発生に与える影

響、グリア細胞の発生・分化とその機能異常発生の機構解明を胎児マウスの神経前駆

細胞およびグリア前駆細胞を用いて解析。 

両生類発生・生殖解析グループ 

①研究分担グループ長：井口 泰泉（岡崎国立共同研究機構、教授） 

②研究項目：アフリカツメガエルを用いホルモンや内分泌かく乱物質の初期発生における

影響についてDNAマイクロアレイを用い遺伝子レベルで解析する。アマガエルの水分吸

収に及ぼす影響も解析する。 

水棲動物生殖グループ 

①研究分担グループ長：堀口 敏宏（国立環境研究所、主任研究員）、鑪迫 典久（国立

環境研究所、研究員） 

②研究項目：内分泌かく乱物質が水棲生物の生殖へ及ぼす影響を明らかにし、その機構を

解明することを目的として、イボニシとミジンコについて解析。ステロイドホルモン

である性ホルモンの有無の検討を行う。またミジンコについては、性分化における化

学物質の影響について解析。 
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