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「内分泌かく乱物質の動物への発生内分泌学的影響」 

 

1.研究実施の概要 

「化学物質が人間を含め、動物に対して悪影響を及ぼす場合、影響のある発生時期や、

量、またその作用メカニズムを分子レベルで明らかにする」ことを目的としている。特に、

哺乳動物だけではなく、魚類・両生類・爬虫類、さらに無脊椎動物までを含め、正常発生

とともに、化学物質の影響をも理解し、動物の個体群への影響、さらには、個体群が構成

するエコシステム全体への影響を研究する方法論の基礎を構築することが最終目標である。

分子レベルで化学物質の作用メカニズムを解明するためには、化学物質の標的器官や細胞

における、エストロゲン類似作用、アンドロゲン拮抗作用あるいは甲状腺ホルモン阻害作

用を引き起こす際のターゲット受容体や、それらを介してどのような遺伝子が発現調節さ

れるのかを明らかにしなくてはならない。また、これら化学物質は、多種の動物への影響

が懸念されていることから、各種動物のホルモン受容体遺伝子の塩基配列を明らかにする

ことも必要である。また、哺乳類等とは異なる内分泌系を持つ無脊椎動物の場合、作用機

序を理解する上で内分泌系の理解も必要である。 

同一の化学物質が、動物種によって作用が異なる可能性もある。環境省の行ったメダカ

のエストロゲン受容体(ER)とヒトのERへのノニルフェノール(NP)の結合試験から、NPはヒ

トよりもメダカのERに対して約100倍も高い結合を示した。従って、ヒトあるいは哺乳動

物を中心にした研究結果は、野生動物に当てはまらない場合が考えられる。最近の報告で

は、除草剤のアトラジンは、ヒトの健康に安全とされる水道基準の1/30でもカエルに雌雄

同体を引き起こしている。さらに、スチレンダイマー・トリマーに関しては、ヒトへの影

響はないであろうとされたが、ミジンコに対してごく微量で生殖抑制を示すことを明らか

にした。この作用メカニズムに関しても分子生物学的に明らかにすべく取り組んでいる。 

哺乳動物においては、母体から取り込まれた化学物質が、胎盤を通過し、胎児に届くこ

とが考えられる。これまでにビスフェノールA(BPA)は短時間に胎盤を通過し胎仔移行する

ことが見出されている。また、ラットではBPAの解毒酵素は胎仔期には働いていないこと

が明らかである。このように、化学物質によっては胎盤がバリヤーとはならず、化学物質

が速やかに胎仔に移行することが事実である。胎児が曝露されている濃度の研究とともに、

化学物質の体内移行の研究も重要である。成体では肝臓の解毒酵素により、大半の化学物



質は速やかに対外に排出される。しかし、ダイオキシン類やPCB類を含む残留性有機塩素

系物質などは肝臓で解毒できず、脂肪に蓄積して悪影響を及ぼすことが問題となっている。 

化学物質を投与した動物の組織と対照群の組織からmRNAを取り出し、一度に数万の遺伝

子の発現変化を網羅的に解析することが可能なマイクロアレイ法を用いて、遺伝子発現の

情報を元に、化学物質の悪影響のメカニズムを明らかにする研究を、センチュウ（C. 

elegance）、アフリカツメガエル、マウスで行い、ヒトのアレイに関しても有効性の検討

を行っている。 

さらに、野生動物における内分泌かく乱研究の報告がある、アメリカフロリダ州アポプ

カ湖のアメリカワニ、およびイギリスの河川に棲息するコイ科の魚のローチについて、そ

れらの動物でみられた様々な形態学的異常に対する内分泌かく乱物質の作用機構の分子メ

カニズムを解明するために、ステロイドホルモン受容体遺伝子、ステロイドホルモン産生

に関与する酵素の遺伝子、性分化に関与する遺伝子のクローニング等を行った。また、ア

メリカで家畜の肥育ホルモンとして用いられ、その後農地等から河川に流入することによ

り、水棲動物への影響が問題となりつつあるトレンボロンについて、カダヤシへの影響を

形態学及び組織学的に解析するとともに、分子学的解析を行うため、ステロイドホルモン

受容体のクローニングを行った。日本の内分泌かく乱の代表である海産巻貝のイボニシで

は、有機スズの新たな作用機構の一端が明らかとなり、これば、ヒトやアフリカツメガエ

ルでも同一の受容体を介した遺伝子の活性化作用が起こることも明らかとなった。 

 

2.研究実施内容 

2－1. 周生期のげっ歯類に対するエストロゲンの影響 

エストロゲンの標的器官の腫瘍化には、細胞増殖因子やその受容体、エストロゲン受容

体(ER)が関与している。マウス新生児に合成エストロゲン(DES)を投与するとエストロゲ

ン非依存的な膣上皮細胞の増殖が誘導される。この系において、DES投与により、EGFファ

ミリーの増殖因子の恒久的発現がおこり、これらは、erbB受容体を介して細胞内にシグナ

ルをおくり、これによってERのリン酸化および活性化がおこる、オートループが形成され

ていることを明らかにした。この系では機能的なERの存在が不可欠であることも明らかに

した。出生直後のエストロゲン投与により、エストロゲン非依存的に細胞増殖する膣では、

レクチンをはじめとして、いくつかの遺伝子が、エストロゲン非依存的に発現しているこ

とを見出した。 

DESによる組織不可逆化には臨界期があり、膣の恒久的上皮細胞の増殖および多卵性卵

胞は生後3日、脳の性分は生後10日、骨盤の性的二型は生後30日であることを明らかにし

た。 

ラット胎児の輸卵管では、エストロゲン受容体ERα (ERα), プロゲステロン受容体

(PR)とアンドロゲン受容体(AR)は発現していたが、エストロゲン受容体ERβ (ERβ)の発

現はきわめて弱かった。輸卵管のERαは胎生期から生後3日にかけて増加した。PRの発現

は生後10日で最大となった。ARは生後10日にかけて弱いながら発現が増加した。出生直後



のラットに対するBPAの影響を解析し、高用量では視床下部下垂体系の無排卵を誘導する

ことを明らかにした。 

ラット胎児の輸卵管では胎生15日から、ステロイドホルモン受容体の発現が確認された。

胎児期のDES投与により、輸卵管の形態異常が起こることも報告されており、ERαを介し

た反応と思われる。また、出生直後のエストロゲン処理により不可逆的に細胞増殖を継続

する膣では、いくつかの遺伝子がエストロゲン非依存的に発現しており、その中には、多

層化上皮の形成に必要な遺伝子に加えて、細胞増殖を継続的に引き起こす細胞増殖因子の

ポジティブフィードバックループの可能性が示唆された。今後、この点に関して探究する

予定である。 

周生期にＴ系ラットへ投与した高用量BPAは、delayed anovulatory syndromeを引き起

こし、視床下部-脳下垂体-卵巣系に恒久的変化を及ぼすことを見出した。BPAの視床下部

への影響に加えて、春期発動期後に卵巣から周期的に分泌される性ホルモン、特にエスト

ロゲンの影響が遅延性無排卵に関連している可能性がある。また、脱落膜形成能は、60日

齢ではBPA投与量依存的に低下するが、形成能は維持されている。120日齢の連続発情ラッ

トは脱落膜形成能の著しい低下を示した。60日齢で正常雄と交配したBPA処理雌ラットは、

1mg投与群で全て交尾後妊娠したが、胎仔の減少、妊娠の中断が認められた。BPA処理ラッ

ト卵管中における卵数低下によると考えられる。BPA処理ラットの妊娠10日齢の血中プロ

ゲステロン量は妊娠個体より有意に低く、プロラクチン量は逆に高値を示した。周生期に

投与したBPAは、雌性ラットの生殖機能に投与量依存的な障害を引き起こすことが明らか

となった。 

2-2. マイクロアレイを用いたエストロゲン応答遺伝子の探索 

卵巣摘出マウスへ5mg/kg E2投与後、子宮で1，2，6，12，24，48時間後の発現変動する

遺伝子を調べ、最も変化の多い6時間後を選択し、解析を行った。エストロゲン投与後6時

間で発現変動する遺伝子のパターンは6タイプに分けられた。初期に発現が増加する遺伝

子としては、RNA合成やタンパク合成に関わる遺伝子があり、発現低下する遺伝子には転

写因子群、プロテアーゼ、アポトーシスあるいは細胞周期に関連した遺伝子群であった。

これら、エストロゲンにより発現変動する遺伝子は、ERαノックアウトマウスでは発現変

動が認められなかった。マウス子宮で低用量と高用量のE2、ノニルフェノール(NP)、BPA

投与７日後に起こる子宮肥大を、投与6時間後に発現変動する遺伝子群で予想ができるこ

と、およびそれらの遺伝子群を明らかにした。マイクロアレイ法を用いたマウス子宮での

網羅的な遺伝子解析と、エンドポイントとした子宮肥大を重ねると、子宮肥大を引き起こ

すエストロゲンの用量依存的に、発現変動遺伝子数も増加することが明らかとなった。合

成エストロゲン（DES）とE2で発現変動が起こる遺伝子群の相違、エストロゲン類似作用

を化学物質で変動する遺伝子のプロファイル等が今後の課題である。予備的な結果として、

DESとE2で発現変動する遺伝子群は必ずしも同じではないこと、化学物質に特異的な遺伝

子発現の変動もありそうなことを見出しており、詳細を詰める予定である。またNPにより

発現が変動する遺伝子について解析したところ、高用量(50 mg/kg)では、エストロゲンと



非常に類似した遺伝子群の発現を誘導したのに対し、それ以下の用量では必ずしもエスト

ロゲン投与後の発現変動とは一致しなかった。 

ヒト胎児への内分泌かく乱物質曝露の移行調査および影響を検討するために、胎児環境

の指標となる臍帯を用いて、臍帯中の化学物質含量と臍帯の網羅的な遺伝子発現との関連

性について検討を行った。その結果、化学物質含量の高いグループと低いグループで遺伝

子発現プロファイルが異なることが示唆された。 

2-3. 雄性生殖器官への影響 

植物エストロゲンの雄性生殖系への影響について検討を行った。in vitro系で、精巣セ

ルトリ細胞由来TM4細胞への、ゲニステイン(G)、ダイゼイン、E2、DES、スタウロスポリ

ン(S)の影響をcDNAマイクロアレイを用いて検討した。GはE2およびDESと同様に、チロシ

ンキナーゼ阻害作用の中間的作用を持つことが示された。in vivo系では、妊娠前からの

経胎盤・経母乳曝露を含む慢性的な植物エストロゲンとして知られるイソフラボン曝露に

よるマウス新生仔の性発達の影響について検討した。イソフラボンフリー飼料摂取に比較

して、0.05%イソフラボン添加飼料において精巣精子形成のステージが乱れる可能性が示

唆された。 

内分泌かく乱物質は変異原性を持たないものも多く、胎児（仔）期あるいは新生児

（仔）期に曝露された影響が思春期になってから顕れるなど、晩発効果を有することから、

内分泌かく乱物質の影響を遺伝子配列には影響しないが細胞分裂を経ても維持される変化

としてエピジェネティック変異の視点から検討を行った。RLGS法を用いた結果、DESの新

生仔期投与によって、精巣上体のDNAのメチル化に変化を起こすことが示され、精巣上体

のDNAメチル化状態が子宮様に変化させる場合があり、精巣上体の発生・分化に影響を与

えること可能性が考えられた。 

BPAは脂肪細胞の糖の取り込み能に影響を与えることが明らかとなった。 

2-4. 中枢神経系への影響 

妊娠17日齢マウスにBPA（1mg/ml sesame oil、0.01mg/ml sesame oil）を投与後、生後

10日目、50日目で脳組織切片を作製して神経細胞・グリア細胞の発生・分化・成熟に及ぼ

す影響を、グリア細胞の特異的なマーカータンパク（ミエリン関連糖タンパク：MAG、ミ

エリン塩基性タンパク：MBP）に対する抗体を用いた免疫組織化学的な染色法および神経

細胞を染色するニッスル染色法によって解析した。 

高濃度のBPA投与群の10日目でオリゴデンドロサイト活性およびミエリン形成能が著し

く低下した。また、大脳皮質の菲薄化が認められたが神経細胞には異常が認められなかっ

た。大脳皮質は生後50日目で対照群と同レベルまで回復した。一方、BPA低濃度投与群で

は脳実質の大きさに変化が認められず、MAG陽性の未分化オリゴデンドロサイトの蓄積が

認められ、ミエリン形成が活発化していた。これらの結果から、BPAは中枢神経系では神

経細胞よりむしろグリア細胞、とりわけ中枢神経系のミエリン形成担当細胞であるオリゴ

デンドロサイト(OPC)の発生・分化に大きな影響を与えていることが示唆された。 

ミエリンを形成する細胞は神経幹細胞から派生したオリゴデンドロサイト前駆細胞が分



化・成熟してその形質膜を軸索に巻きつけることから、BPAの作用機序を解明するために

はOPCの分化機構を解き明かすことが最も重要であると考え、胎児脳（E17）よりOPCを採

取する方法を考案しその方法を確立した。最初にIn vitroの系でOPCが分化に伴ってBPAの

ターゲット分子と考えられるエストロゲン受容体（ER）や甲状腺ホルモン受容体（TR）の

発現があるか否かをイムノブロット法で検討した結果、TRは発現が認められたが、ERは分

化したミエリン形成担当細胞でその発現が顕著であった。 

BPAがOPCの分化メカニズムにどのようなメカニズムで作用しているかを明らかにするた

めに、OPCにBPAと甲状腺ホルモン(T3)の組み合わせを添加してターゲット受容体の発現と

分化マーカーとしてのオリゴデンドロサイトの転写因子（Id2、Id4）の発現を調べた。

BPAはTRに対し弱いリガンドであるといわれているが、BPAの分化誘導についてBPAは甲状

腺ホルモン受容体（TRβ1）の発現を阻害し、OPCからミエリン形成担当細胞への分化を抑

制していることが明らかになった。 

BPAがOPCの分化を阻害してその後のミエリン形成を抑制する分子カスケードとしてT3−

TR−MBPの系が考案されたが、TRは転写共役活性因子（コアクチベーター）であることが明

らかになっている。さらにOPC／オリゴデンドロサイトでリガンド（T3／BPA）未結合時に

発現しているコリプレッサーを同定した。このリプレッサーはT3添加時に発現が低下し、

BPA添加時ではその発現が維持しており、その時にエクソン２を含んだMBPの発現の増加が

認められた。エクソン２を含んだMBPはミエリン形成に必須のタンパクであり、今後は標

的遺伝子MBPの発現・調節に影響を与える新たなコリプレッサーの機能解析を進めてゆく

予定である。 

2-5. 魚類の発生、性分化および成長に対するホルモン類似物質の影響 

カダヤシの孵化直後の稚魚へのトレンボロン(アメリカでは牛の肥育ホルモンとして用

いられているアンドロゲン類似物質)の影響を調べ、0.3 mg/L以上のトレンボロンは交接

器鰭の雄化を促進すること、1.0 mg/L以上では、卵巣の精巣化を引き起こすことを明らか

にするとともに、アンドロゲン受容体をクローニングした。海産メダカのマミチョグのER

αをクローニングし、受容体結合試験系を作成した。NPはヒトのERに比べてマミチョグの

ERに対して強い親和性があることを見出した。コイ科のローチから、ER、AR、ステロイド

合成酵素関連遺伝子および性分化関連遺伝子を20種類程度クローニングして研究のツール

を作成した。 

2-6. 両生類および爬虫類の発生に対するホルモン類似物質の影響 

アフリカツメガエルの発生に対するエストロゲン、BPA、NPの影響を、形態学的および

マイクロアレイ法を用いて解析した。高濃度のこれらの化学物質は胚の奇形を誘導した。

特に頭部の成長不全が顕著であった。また、エストロゲン応答遺伝子を明らかにするとと

もに、BPAの誘導遺伝子は、E2およびNPが誘導する遺伝子とは異なっているものが多いこ

とを明らかにした。さらに、感受性の高い発生ステージを明らかにした。 

アメリカワニからエストロゲンERα、βをクローニングするとともに、E2曝露に対する

ERの発現変動を解析した。 



2-7. 無脊椎動物を用いた研究 

2-7-1. オオミジンコに雄を産ませる化学物質を見出すとともに、オオミジンコの遺伝子

を整理し、マイクロアレイ化の基礎を築いた。 

2-7-2. 昨年度までに確立したC. elegansの生体影響評価試験（致死影響試験、成長・成

熟影響試験、繁殖影響試験）を用いて、金属類の影響について検討し、環境化学物質の生

体影響評価に特化したカスタムチップを作製し、DNAマイクロアレイ法を用いて各種化学

物質により発現変動を受ける遺伝子群を網羅的に検索した。 

環境中に残留し、ヒトや野生生物への影響が懸念される化学物質として挙げられる塩化

アルミニウム、塩化ニッケル、塩化銅、酸化クロム（Ⅵ）、酢酸鉛の5種類の金属類の生

体影響評価試験を行った結果、すべての金属について、致死、成長・成熟あるいは繁殖へ

の影響が確認された。特に、塩化銅は高い致死毒性を有し、低濃度で成長・成熟の遅延、

産仔数の減少を示した。一方、塩化アルミニウムや塩化ニッケルは他の金属に比べて致死

毒性が低いにもかかわらず、きわめて低濃度で成長・成熟の遅延を示した。 

CYP遺伝子群は、生物種を超えて広く分布し、ステロイドホルモンの生合成や薬物・異

物の代謝などに関わるヘムタンパク質である。センチュウには、約80種のCYP遺伝子群が

存在していることが知られているが、その生理的機能は不明なものが多い。DNAマイクロ

アレイを用いて、哺乳類におけるCYPの誘導剤曝露により発現変動を受ける遺伝子群の解

析を試み、センチュウCYP遺伝子群の生理的機能を解析した結果、哺乳類においてCYP 1A

の誘導剤とされている3-メチルコラントレン曝露によりCYP 35A 、CYP 35B 、CYP 35Cの

発現誘導が認められた。これらの遺伝子群は、β’-ナフトフラボンやPCB 52などのCYP 

1A誘導剤により発現誘導するという報告もある。このことから、センチュウのCYP 35遺伝

子群は哺乳類におけるCYP 1Aの生理的機能を有する可能性が高いことが示唆された。 

環境化学物質の遺伝子レベルでのより厳密な生体影響評価試験法の確立を目的として、

薬物の代謝およびトランスポーターに関わる遺伝子群をスポットしたカスタムチップを作

製し、これを用いて、E2およびNP、ベンゾフェノン、アルジカーブ、BPA、BPAの代謝物で

あるMBPの影響をDNAマイクロアレイで解析した。その結果、アルジカーブ以外の5種の化

学物質においては、発現変動が認められた。CYP 35Cの発現誘導は5種の化学物質に共通し

て認められた。一方、CYP 14AおよびCYP 34Aの発現誘導は、NPやベンゾフェノンに特異的

であった。また、MBP曝露によりCYP13Bの発現誘導およびCYP29Aの発現抑制が認められ、

MBPに対し特異的であることが明らかになった。発現変動する遺伝子群の種類および数は、

化学物質に特異的であり、カスタムチップを用いたDNAマイクロアレイ法は化学物質の影

響を評価する有用な手法となり得ることが示唆された。 

 

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（自然科学研究機構、教授） 

② 研究項目：総括およびホルモン応答遺伝子の解析Ⅰを担当 



 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） 

② 研究項目：ホルモン応答遺伝子の解析Ⅱを担当 

 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：神経系への作用解析を担当 

 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（自然科学研究機構、教授） 

② 研究項目：両生類発生・生殖への作用解析を担当 

 水棲動物生殖グループ 

① 研究分担グループ長：鑪迫典久（国立環境研究所、主任研究員） 

② 研究項目：水棲動物の生殖への作用メカニズムの解析を担当 
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