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序

本報告書は，平成13～17年度の５ヵ年の予定で実施されている重点特別研究プロジェクト
『内分泌かく乱化学物質及びダイオキシン類のリスク評価と管理』の平成13～14年度，前期２年
間の研究成果を取りまとめたものです。研究半ばではありますが，中間報告としてこれまでの

研究過程とその成果を公表することで，今後の研究を展開するための貴重なご意見を各方面よ

りいただけることを期待しています。

環境ホルモンが原因と考えられる野生生物の異変や人への健康影響の問題は，我が国では

1996年ごろからにわかに社会的な関心を集め，さまざまな調査研究が開始されました。しかし，
人への影響や生態系への環境ホルモン作用の影響に関して，その原因物質が必ずしも特定され

ていないのが現状であります。環境汚染の状況を知ると共に，化学物質と影響の因果関係を明

らかとすることが本問題を正しく認識する上で最も重要な点であります。またダイオキシンに

ついては，その影響の徴候を知る手法の開発や対策型の研究が急がれています。このような背

景から，微量の化学物質汚染のリスクを評価し，汚染や悪影響の未然防止，そして，汚染の修

復等の対策にいたるまで，総合的な研究アプローチをもって研究を展開することをしてきまし

た。

本研究では，４つの主要な柱　１）内分泌撹乱化学物質・ダイオキシン類の計測法及び生物

検定法の開発，２）内分泌撹乱化学物質・ダイオキシン類の環境動態の解明，３）内分泌撹乱

化学物質のヒトの健康及び野生生物に及ぼす影響に関する研究，４）内分泌撹乱化学物質・ダ

イキシン類の対策技術手法の開発を設定し，総合的に研究を実施してきました。計測法の開発

では，イオントラップ質量分析法，負イオン化学イオン化法，液体クロマトグラム質量分析法

や免疫化学的測定法を導入し，超微量成分を精度よくしかも簡単に測定できる手法を開発しま

した。評価法の開発では，in vitroの評価系として，受容体結合試験法，酵母two hybridアッセイ
法をin vivoの評価系として魚類を用いて，バイオマーカー遺伝子やタンパクを計測する試験系を
構築しました。また，エストロゲン作用を中心にこれら新たに開発した試験法の適用を試み，

環境中における内分泌撹乱物質の分布の状況，生物や底質への移行の状況を解明すると共に，

我が国の水域環境におけるホルモン作用の環境挙動について特に霞ヶ浦と東京湾を中心に調査

してきています。ヒトの健康および野生生物への影響の研究では，微量ダイオキシンにより誘

導されるヒトの曝露指標の開発，臭素化ダイオキシン類による生体影響やビスフェノールＡの

脳神経系への影響の把握，また，巻貝，魚，鳥類における環境ホルモンの影響についてフィー

ルドを中心とした研究を行ってきました。さらに対策技術・手法の研究としては，生物を用い

たあるいは化学プロセスによる分解処理技術に関する研究を行うと共に，情報技術を駆使した

総合情報システムの開発研究を行い，コンピューターを用いた暴露や影響評価手法を開発して

います。また関連化学物質の物理化学的性状や作用に関わるデータベースの作製を行ってきま

した。

研究成果の一部は，内分泌撹乱化学物質の実態を解明するための新たな研究手段として，す

でにいくつかの研究機関や調査機関で実際に利用され始めています。今後とも，本研究成果が

環境中での内分泌撹乱乱化学物質の挙動解明，影響評価，および対策を進める上で関連する

方々のお役に立つならば，幸いとするところであります。

おわりに，研究を進める上で，大学，自治体や民間研究機関の方々に多くのご協力とご助言

を頂きました。ここに深く感謝の意を表する次第であります。

平成 15 年11月

独立行政法人 国立環境研究所

理事長　合 志 陽 一
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１　研究の目的と経緯

1.1 研究の目的

現代の我々の生活環境中にはきわめて多くの化学物質

が存在しているが，その中に内分泌かく乱物質

（Endocrine disrupters;内分泌かく乱化学物質）と呼ばれ

る一群の化学物質がある。その影響として人に対しては

女性の乳ガンや子宮内膜症の増加，男性の精子数の減少

や精巣ガンの増加，あるいは学習能力等知能への悪影響

が懸念され，また各種の野生生物において生殖機能障害

が内分泌かく乱化学物質の暴露によって引き起こされて

いる指摘がなされており，我が国においても，それらに

対する的確なリスク評価と管理の手法に基づく総合的な

環境対策の実施が社会的要請となっている。これに対応

して，先端的な科学技術を活用して新たな計測手法を用

いた問題物質の早期発見，それらの環境動態および環境

影響評価，効果的な対策の総合化に関する研究を緊急に

実施する必要がある。本重点特別研究プロジェクトでは，

内分泌かく乱化学物質とダイオキシン類のリスク評価と

管理の研究を行い，その成果の総合により，国民の健康

リスクの評価および野生生物への影響の評価，的確な対

策立案に資することを目的とする。

1.2 研究の構成

全体の構成は次ページに示されるものであり，その内

容は以下の通りである。

内分泌かく乱化学物質およびダイオキシン類の総合的

対策をより高度に実施するため，（i）高感度・迅速分析

技術，高精度分析，一斉分析，簡易化，の各側面におい

て，新規の実用試験法の提案を行い，（ii）内分泌作用

についての生物試験法を確立し，（iii）環境動態につい

て，特に環境中での分布，生物濃縮，分解性について定

量的評価を提示する。また，（iv）ヒトおよび生態系へ

の影響について，実験動物の発生生殖，脳行動，免疫系

への影響評価や感受性要因について検討を行い，またヒ

トの生殖器や脳のMRIによる新たな影響解明技術の提

案，野生生物の生殖異常に関するデータの拡充を行う。

（v）いくつかの生物種について生殖異常の悪影響の状

況を明らかとすると共に，霞ヶ浦，東京湾の２つの場に

ついて物質汚染の状況，および生物影響の状況を明らか

とする。（vi）処理技術について，汚染土壌の生物利用

分解プロセスを用いた処理システムの適用可能性を確立

し，（vii）未知の関連物質の探索を行うと共に，特に臭

素系ダイオキシン類について，分析技術の提案と初期リ

スク評価を実施する。（viii）最後に，モニタリングデー

タ，環境動態，影響評価等の各情報を統合化する情報管

理・予測システム，の検討を行い，各個別のリスク評価

の統合化評価のためのデータベース等の可能性を提案す

るとともに，リスク管理のためのシステム的手法を提示

する。また合わせて内分泌かく乱物質情報データベース

化を行い国内外からの利用に供する。

環境ホルモン�
バイオアッセイセンター�

課題1（4）�
脳・神経系、�
免疫系の影�
響評価�

課題2（2）�
曝露量および�
生体影響評価�

課題1（3）�
野生生物繁�
殖への影響�

課題1（6）�
情報システム�
の構築� 課題2（6）�

ダイオキシンおよ�
びPOPsの運命�

予測�

課題1（5）�
分解処理技�
術の研究�

課題2（4）�
臭素化ダイオキ�

シン�

課題1（2）�
環境中動態�
解明� 課題2（5）�

地球規模のダイ�
オキシン汚染�

環境ホルモン�
データベース�

課題2（3）�
ダイオキシンの�
内分泌かく乱作�
用の解明�

課題1（1）�
新たな計測�
手法�

課題2（1）�
新たな計測手法�

計測・生物検定・�
動態研究チーム�

生体機能評価研�
究チーム�

病態生理研究�
チーム�

健康影響研究�
チーム�

生態影響研究�
チーム� 対策技術チーム� 総合化研究チーム�

影響の解明�

対策技術や手法の開発�測定方法の開発�

環境汚染の現状の把握と評価�

図１　内分泌かく乱化学物質およびダイオキシン類のリスク評価と管理
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２　研究の成果

/ＭＳ（低分解能ＭＳ）� ダイオキシン分析の簡易化� 分析システムの最適化� 発生源監視用としての有用性の確立�
環境省法として告示へ�

/ＭＳ（高分解能ＭＳ）� ダイオキシン分析の簡易化,高感度化� 選択的吸着剤の利用�
大量注入法の導入�

/ＭＳ（高分解能ＭＳ）� 前処理法の開発� ・人尿中のビスフェノールＡの測定�

臭素化ダイオキシン分析� ・底質中の臭素化ダイオキシンの時系�
列的分布の解明�

負イオンによる選択的高感度検出� 分析システムの最適化� 環境水中のエストラジオールの高感度�
分析�

定電位電解による選択的高感度検出� オンラインシステムの最適化�

不揮発性環境ホルモンの選択的高感�
度検出・定量�

分離およびイオン化の最適化�

環境ホルモン類の定性� 分離システムの最適化� フタル酸エステル等標準物質の分析法�

ＭＲＩ� 脳機能の機能への影響解明� システムの最適化� 脳の構造，脳内物質の同定，定量�

・ブルーキチン利用による生物試料分�
析の簡易化�
・人血10ｍl での分析を可能�

水中のビスフェノールＡ等の簡易分析�
に成功�

・エストラジオール代謝物の定量に成功�

・ノニルフェノールエトキシノートと�
その分解物・代謝物の定量に成功�

水中エストラジオールの分析�
・正確な天然エストラゲン量の把握�

シンを検出�

分析法� 応用目的� 開発ポイント� 主要な成果�

ＧＣ�

ＧＣ�

ＧＣ�

ＧＣ�

ＧＣ�

ＬＣ�

ＬＣ�

ＬＣ�

ＧＣ�

/

/

/

/

/

/

ＭＳ（高分解能ＭＳ）�

ＭＳ（負イオン化）�

ＥＣＤ�

ＭＳ�

ＮＭＲ�

ＭＳ（　　　〃　　　）�

人尿中のビスフェノールAの分析�

前処理法の開発，高感度化�

イオン源の利用�
クリーンアップの最適化，高感度�

・人体脂肪から初めて臭素化ダイオキ�

表１　内分泌撹乱化学物質・ダイオキシン類の化学分析法の開発およびその主要研究成果

の開発を行った。物質としては，エストロゲン作用をも

ち，かつ高感度分析を必要とするビスフェノールＡ，ノ

ニルフェノール，エストラジオールと，その関連物質，

ダイオキシンおよびその関連物質などがあり，および構

造未知のホルモン様化合物の探索である。新たな分析手

法として開発した方法をとりまとめると以下の通りであ

る（表１）。また，これらの方法のいくつかは，環境省

の全国モニタリングに取り入れられていった。いくつか

の個別の分析法例をさらに詳しく記述する。

（１）負イオン化学イオン化質量分析法によるエストラ

ジオール類の分析

負イオン化質量分析法は，電子親和性の高い化合物を

効率よくかつ特異的にイオン化し，検出する方法である。

ステロイドホルモン等は，電子親和性の官能器をもたな

いが，フェノールや，水酸基をもつため，ペンタフルオ

ロベンジル化による誘導体化により，電子親和性をもた

せ，高感度検出が可能となる。

エストラジオール，エストロン，エチニルエストラジ

オールなどを，固相抽出法により，水より抽出した後，

臭化ペンタフルオロジンジル／18―クラウン―6―エーテル

2.1 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシン類の計測法

および生物検定法

内分泌かく乱化学物質を同定，定量するための新しい

分析手法を開発するとともに，内分泌かく乱化学物質の

活性を評価するための生物試験法を開発する。これをも

とに，内分泌かく乱化学物質の環境調査を行い，環境媒

体のホルモン活性と内分泌かく乱化学物質の濃度の関係

を明らかにする。未知物質による活性が疑われる場合に

は，化学物質を同定し，その起源を明らかにする。調査

結果や生物検定結果をデ－タベ－ス化し，簡便に検索可

能なシステムとして一般に公開する。また，ダイオキシ

ン類については，特別措置法により発生源対策がすすみ

つつあるが，より効率よく対策をすすめる上で必要な新

しい測定法およびリスク再評価にむけてのバイオマーカ

ーの検出法の開発をする。

2.1.1 計測法の高度化

環境省SPEED98’に示された内分泌かく乱物質候補物

質としては65物質（群）があり，これらの多くはサンプ

リング，抽出，クリーンアップを経てガスクロマトグラ

フ質量分析法で分析されている。本研究では，これらの

一般分析法では困難な物質の測定について新たな分析法



― 3 ―

により，ペンタフルオロベンジル化し，さらに残基の水

酸基をトリメチルシリルイミダゾールを用いて，トリメ

チルシリル化することにより，安定したガスクロマトグ

ラフが得られた。イオン化源としてメタンを用いた負イ

オンモードで選択イオン検出により，エストラジオール

の検出下限0.1ppt（ng/l）が達成された。なお，精度よ

く分析するために，重水素ラベルしたエストラジオール

をサロゲートとした同位体希釈分析法となっている。一

般環境水中のエストラジオールの濃度は，当所想定され

たよりも低く多くの場合１ppt以下であるので，本法に

よりはじめて正確な値として測定できるようになった。

（２）LC/MS/MSを用いた環境水中エストラジオールお

よび抱合体の分析法の開発

環境中のエストラジオールの評価には，抱合されてい

ないフリー体のエストラジオール類だけでなくグルクロ

ン酸および硫酸抱合体の情報も必要であることが明らか

となってきた。このためにこれらの一斉分析を検討し

た。

本研究で対象とした物質は，17b-エストラジオール

（17b-estradiol, b-E2），17a-エストラジオール（17a-estradi-

ol, 17a-E2），エストロン（E1），エストリオール（E3），

およびその硫酸またはグルクロン酸抱合体（E2-3 -

Sulfate, E2-3-Glucuronide, E2-17-Glucuronide, E-2-3,17-

Disulfate, E2-3-Sulfate-17-Glucuronide, E2-3-Glucuronide-3-

Sulfate, E1-3-Sulfate, E2-3-Glucuronide, E3-3-Sulfate, E3-3-

Glucuronide），エチニルエストラジオール（EE2）の計

15化合物である。試水１l に酢酸を加えてpH 3.5に調整し

た後４種のサロゲート物質（E2-d3, E1-d4, E2-3S-d4, E1-

3S-d4） を１ng （10 pg/μl ×100μl）添加し，固相抽出

カラム（Shodex SPEC EDS-1）に通水した。通水後の固

相カラムは１時間吸引して脱水し，酢酸エチル６ml で

フリー体画分を，５mMトリエチルアミン／メタノール

10ml で抱合体画分を溶出させた。フリー体画分につい

ては，フロリジルカラム（Bond Elut FL, Varian）を用い

て精製した。それぞれの溶出液は窒素ガスによる濃縮後，

HPLC/MS/MSにより分析を行った。質量分析計は，

Quattro Ultima （Micromass, UK）を用い，キャピラリー

電圧3.0kV，コーン電圧80V，コリジョン電圧40V，負イ

オンモードのエレクトロスプレーイオン化法ESIで分析

を行った。HPLC，カラムはXterra MS-C18 （1mm i.d. x

150mm, 3.5μm, Waters）を用い，移動相A: 20mMトリエ

チルアミン水溶液，移動相B: 20mMトリエチルアミン／

アセトニトリルとして，移動相Bを0%から50%まで12分

で直線グラジエント，その後５分間保持した。

分析操作全体を通じた回収率は，１l のMilli-Qおよび

霞ヶ浦湖水に10ngの標準物質を添加した場合でいずれの

物質についても75%を超えていた。霞ヶ浦湖水に添加し

た際の回収率は57～116%だった。E3-3SおよびE2-3S17G

の回収率はそれぞれ57および69%と低かったが，相対標

準偏差が低かった（5.1および9.6%）ことから，定量的

な分析ができているものと判断した。また，分析上の定

量下限値（MDL）は，試水１l を分析に用いた場合0.11

～3.1ng/l となった。この結果，LC-ESI（-）/MS/MSによ

ってフリー体および抱合体を一度に分析方法を確立する

ことができた。

本法を環境水の分析に適用して得られた濃度はすべて

サロゲート物質の回収率で補正した（E2-d3はb-E2，a-

E2，EE2を， E1-d4,はE1を，E2-3S-d4,はE2-3S，E2-3G，

E2-17G，E2-3S17G，E2-3G17S，E2-3,17diSを，E1-3S-d4は

E1-3S，E1-3Gをそれぞれ補正した）。E1-3SおよびE2-3S

は，下水処理法流水，河川水，湖水中に検出限界未満～

2.2ng/l で検出されたが，グルクロン酸抱合体はすべて検

出限界未満だった。グルクロニダーゼ処理により，エス

トラジオール濃度に変化が見られないという間接的な測

定から，環境水中ではグルクロン酸抱合体は検出限界未

満であったという報告と一致している。一方で，生体試

料中にはグルクロン酸抱合体が大部分を占め，ヒトの尿，

血漿，羊水中ではE3-16Gが最も優占的であるとされる。

下水処理放流水中には，硫酸抱合体とフリー体が検出さ

れたが，グルクロン酸抱合体は検出されなかった。この

ことは，グルクロン酸抱合体は下水処理過程で脱抱合さ

れ，フリーのエストロゲンを生成していることを示唆し

ている。

（３）液体クロマトグラフー定電位電解検出を用いた水

中ビスフェノールAの測定法

ボルタンメトリーを用いた検出法はフェノール等のよ

うな化合物の選択的検出に有利な方法であり，液体クロ

マトグラフの一手法である。環境中のビスフェノールの

濃度は１ppbあるいは，それ以下であり，その検出のた

めには濃縮が必要である。液体クロマトグラフにおいて

カラムスイッチング法と呼ばれる自動濃縮が可能であ

り，これと電気化学的検出の選択性を加えることにより，
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高感度の測定が期待される。

環境水50ｍl を濃縮カラム（Ｃ18シリカゲル又はインプ

リントポリマー）に通液し，高圧流路の切替により，

HPLC系に流して分析を行った。本法による分析下限は

0.35ng/l に達した。なお，純水製造装置から得られた水

中ビスフェノールＡの濃度は２～10ng/l と高く，実験途

上の汚染に留意すべきことが明らかとなった。併せて行

った霞ヶ浦，および利根川の水系の水分析の結果は４～

70ng/l の濃度を示している。

（４）人尿中のビスフェノールＡの分析法

環境ホルモンの人体曝露を推定する上で尿の分析は重

要である。ビスフェノールＡは低投与量（１μg/kg･体

重）で影響がでるとの報告があり，低用量問題として論

議を呼んでいる物質であるが，その人体曝露を知る上で，

尿の分析は意義がある。ビスフェノールＡは体内で代謝

をうけグルクロン酸抱合および硫酸抱合をうけて尿中に

排泄されるため，これらの形態のビスフェノールＡを合

わせて測定する必要がある。分析法としては，グルクロ

ニダーゼおよび（又は）スルファターゼにより，抱合体

をもとのビスフェノールＡに戻し，これを有機溶媒（ジ

クロルメタン）により，抽出した後，クロマトグラフに

より精製し，トリメチル化シリル化剤で誘導体化し，

GC/MSにより測定した。測定下限は0.1μg/l であり，分

析の下限を決定したのは，分析途上の汚染であった。ビ

スフェノールＡは実験室や実験器具の各所に存在し汚染

を最小化することができればさらに高感度で測定するこ

とは可能であった。

（５）ダイオキシン類の簡易分析法の開発

低価格の低分解能質量分析計（LRMS）を用いて，感

度不足を大量注入法（SCLV）によって補うことにより

低コストの分析を可能とすることを目標とした。GCに

は，Hewlett Packard社製HP6890を用い，SCLV（Solvent

Cut Large Volume） Injection System（SGE Japan社製）を

装着した。プレカラムおよび分析カラムにはそれぞれ

SGE社製BPX5（長さ７ｍ，内径0.25mm，膜厚0.25μm）

およびBPX5（長さ30ｍ，内径0.15mm，膜厚0.25μm）を

用いた。質量分析計は，日本電子製JMS-GCmate IIを用

い，分解能500又は3,000にて測定を行った。検討用の試

料には，焼却場の排ガス試料を用いた。ダイオキシン類

の測定に対してLRMSを用いる場合に注意すべき点は，

SIMクロマトグラムにおける内標準物質，夾雑物，カラ

ム液相等の影響（妨害）である。図２に５塩素化フラン

と５塩素化ダイオキシンの検量線用データのクロマトグ

ラム部分拡大図（23478-PeCDFと12378-PeCDDの溶出時間

付近）を示す。

Native PeCDF /PeCDDは0.1pg/μl，13CラベルPeCDF

/PeCDDは1pg/μl である。12378-PeCDDのM（m/z353.868,

図２中４段目）およびM＋2（m/z355.855図２中５段目）

のピーク近傍に13C-23478-PeCDFのM+4およびM+6が現れ

ている。４～８塩素化ダイオキシンのすべてにおいて同

様の影響があるので，試料測定前段階として，それぞれ

の溶出時間を確認した。また，今回用いた排ガス試料の

ように，十分なクリーンアップが行われており，ある程

度濃度が高い場合には夾雑物の影響は見られなかった。

BPX5を用いた今回の系において分解能500ではカラム液

相由来と考えられる妨害ピークが見られたが，分解能

3,000においては見られなかった。大量注入システムを

用いて５μ l  注入を行った場合の本装置の検出下限

（0.1pg/μl 標準液の５回繰り返し測定値の標準偏差より

求めた）は0.05～0.3pgの範囲であった。排ガス試料を６

図２　５塩素化フラン・ダイオキシンのSIMクロマトグラム
（部分拡大）
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回繰返し測定した際の定量値の変動係数は最大でも

3.8％とばらつきは少なかった。大量注入法を用いてイ

オン信号強度を増加させることにより，クロマトグラム

のピークの安定性と再現性が向上したものと考えられ

る。本結果のTotal（PCDDs+PCDFs）TEQは，GC/HRMS

（JMS-700D）より得られた値と6.8％の差であり良い一致

を示しており，十分な精度をもつことが明らかとなっ

た。

（６）ヒト血液中ダイオキシン測定における少量化に関

する研究

血液はダイオキシン含量が少ないことから，その調査

において試料量として全血約50g（血清25g）が必要とさ

れる。実際の試料採取（採血）において，二重測定を含

め約100gの採血が行われているのが現状である。血液を

試料とする調査において，採血量を減らすことができれ

ば被験者の負担が軽減され，また事前採血が不必要にな

るなど利点は大きい。そこで，１回に使用する分析試料

量を全血10g（血清５g）として測定可能にするために，

アットカラム濃縮大量導入（ALV）を用いた測定方法の

確立を試みた。

国立環境研究所の標準血清を用いて，血清５gでの測

定を行った。抽出脂質含有量は n =３で0.45％であり，

RSDは１％未満であり，脂肪量測定に際して問題ないこ

とが分かった。またPCDD／PCDFのいずれの同族体にお

いても５ｍl で測定可能であり， トータルTEQについて

RSDも10％未満と精度良く分析できることが明らかとな

った。

（７）臭素化ダイオキシン類，臭素化難燃剤（PBDE）

の分析法の開発

臭素化難燃剤（BFRs）とその副産物として臭素化ダ

イオキシン類（PBDD/Fs）による環境汚染が懸念されて

いる。PBDD/Fsはしばしば臭素化ジフェニールエーテル

（PBDE），４臭素化ビスフェノールA（TBBPA）のよう

な臭素化難燃剤の生産工程，または難燃剤を含む製品の

焼却によって生成される。PBDD/Fsは塩素化ダイオキシ

ン類（PCDD/Fs）のように平面構造を有しながら，より

高分子量，高沸点，低蒸気圧，低水溶性を持つなどの物

理・化学的性質のために既存のPCDD/Fs分析法に用いた

条件と異なることが予想される。しかもPBDD/Fsの分析

にはPBDEとの完全な分離が不可欠であるために高分解

能GC/MS運用はもちろん，前処理においてもできるだけ

の分離が必要とされる。

既存のPCDD/Fsに用いたカラムクリンーアップ方法を

基に分画試験を行い，さらにフロリジルカラムクリンー

ナップも加え，多層シリカゲル－フロリジル－活性炭と

いう組み合わせを構築した。試料としては沿岸部３ヵ所

から採取された底質を10g用いた。13C-PBDD/Fsおよび13C-

PBDEsを添加した底質試料をトルエンによるソックスレ

ー抽出後，分画試験条件に従って多層シリカ－フロリジ

ル－銅カラム－活性炭カラムクリンナップを行った。光

分解を防ぐために試料のすべての前処理は遮光下で行っ

た。定性，定量はHRGC-HRMS （HP6890-JEOL JMS700K）

でSIM-EI法，分解能>12,000で行った。キャピラリーカ

ラムはDB5-HT（30m, 0.25mmi.d., 0.1um）を用い，ピーク

の定量はDioK（日本電子）で行った。

３つの底質試料の分析結果，２つはフロリジルカラム

クリンナップ後のPBDEおよびPBDD/F画分が妨害マトリ

クスによって十分にシャープなクロマトグラムが得られ

ず，それぞれ活性炭カラムクリンナップを行った。回収

率は55～75%の範囲であり，標準物質を用いた分画試験

より下回った。全試料からPBDEsが検出され，その濃度

範囲は62～1310 pg/g dry wtであった。３臭素化合物から

７臭素化合物まで検出されたが，試料によって主要な異

性体は異なった。2378-PBDD/Fsは一部の試料から検出さ

れた。本研究で検討した分画条件を環境試料に応用した

ところ，PBDE異性体の中で濃度が比較的高いBDE 47

（22’44’ -Te BDE）のようなものはわずかながらPBDD/F画

分に残留することが確認された。SIM-EI法を用いた

GC/MS測定中に生成するPBDEとPBDFのフラグメントイ

オンはほとんど区別ができないため，保持時間と測定チ

ャンネルの組み合わせで解決するしかない。しかしなが

ら，現在入手できる異性体は限られており，非2378－臭

素置換体の同定はまだ不可能である。今後も様々な環境

試料に対する分析最適化のための工夫を重ねて行かなけ

ればならないことが明らかとなった。

（８）核磁気共鳴分析法（NMR）を用いた未知内分泌

かく乱化学物質分析の同定

１）NMRを用いたBPA中の不純物の同定とエストロ

ゲン活性

BPAがエストロゲン活性を持つことは周知の事実であ

るが，低用量での作用については試験の再現性に問題が
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たためエストロゲン活性の原因物質ではないことが確認

されている。また，他の不純物は合成ができ次第，エス

トロゲン活性を評価する予定である。まだ同定されてい

ないピークが存在することから，さらに同定を進め，実

験操作や他ロットでの再現性を確認しつつ，高いエスト

ロゲン活性を示す不純物の有無を慎重に検討する予定で

ある。

２）NMRを用いたヒメタニシ中の甲状腺ホルモン様

物質の同定

霞ヶ浦のヒメタニシに性比の異常が認められるという

報告がある。霞ヶ浦湖水のエストロゲン活性はE2で１

ppt以下であり，酵母ツーハイブリッドアッセイでエス

トロゲン活性がほとんど検出されないなど，エストロゲ

ン作用からはこの報告を説明できないことが示されてい

る。そこで，他の原因を追求するため，新たに構築した

甲状腺ホルモンアッセイ法を応用した。湖水には甲状腺

ホルモン活性が認められないものの，ヒメタニシ抽出物

からはT3やT4以外と思われる甲状腺ホルモン活性が認

められた。NMRを用い活性物質の同定を検討すること

とした。活性物質はヒメタニシよりメタノールにより抽

出される。活性物質は，HPLC（カラム：　流速：，溶

離液A （0.1%炭酸アンモニウムpH9.0／メタノール; 50／

50）と溶離液B（メタノール100％）のグラジエント（B;

0→100％, 0→40分）で，20～25 minに溶出した。酵母ツ

ーハイブリッドアッセイによると，この物質の甲状腺ホ

ルモン活性はT3の10倍から100倍の活性があると推定さ

れ，1H NMRスペクトルからreverseT3構造を有すると推

定されている。現在精製中であるが，本物質は極めて微

量（μｇ）であるため，合成により確認するための検討

を行っている。

2.1.2 評価法（生物試験法）の高度化の研究

内分泌かく乱作用の評価法（生物試験法）は，化学物

質のハザード評価の上でもまた環境の状況の評価の上で

の基本的なものである。このような評価法としては，プ

レスクリーニング試験，スクリーニング試験，確定試験

と階層的に用いることが実践的である。すなわち価格が

安く迅速に結果が出るin vitroの手法によりプレスクリー

ニングを行い，ついでその陽性を示すものに対して動物

本体を用いたin vitro試験によりスクリーニングを行い，

さらに少数にしぼられた物質について，時間とコストの

かかる２世代試験等により確定させるというアプローチ

指摘されるなど科学的な評価が困難な物質である。BPA

はアセトンとフェノールの縮合により合成され，理論的

には2,2-BPA，2,4-BPA，2,3-BPAの構造異性体をはじめ縮

合がさらに進んだトリフェノール体などの不純物が存在

すると予想されるが，不純物についての分析例はほとん

ど報告されていない。市販のBPA（Aldrich Co. Purity

97%）1048 mgをHPLCで分画して，フラクションF1～F7

に分画した。各フラクションの乾燥重量（五酸化リン存

在下，真空デシケーターで24h間乾燥）はF1（1.9 mg；

0.18 %），F2（5.6 mg；0.53 %），F3（989 mg；94.4 %），

F4（36.5 mg；3.48 %），F5（<0.1 mg；<0.01 %），F6

（<0.1 mg；<0.01 %），F7（1.1 mg；1.06 %）であり，回

収率は99.7 %であった。各フラクションに主に含まれる

不純物７種についてNMR，GC-HRMSを用いて同定した

（Table 1）。4,4’ -BPAはF3にのみ認められた。不純物には

2,4’ -BPA，2-2’ -BPA，BPAにさらにアセトンとフェノー

ルが縮合したトリフェノール体，フェノールにアセトン

が２分子縮合したものなど，BPAの合成法から予想され

る化合物が主なものであった。単品が入手困難なため，

各フラクションを0.5 mg/ml となるように溶解し，これ

を試料として，酵母ツーハイブリッドアッセイによるエ

ストロゲン活性，およびER-ELISAキット（TOYOBO）

によるエストロゲンレセプター親和性を調べた。酵母ツ

ーハイブリッドアッセイによるエストロゲン活性

（ECx10）は，F6（<65 ng/ml），F5（<173 ng/ml ），F4

（581 ng/ml），F2（1353 ng/ml），F7（1411 ng/ml），F3

（1968 ng/ml），F1（>5000 ng/ml）の順序となった。各フ

ラクションの相対活性は，F3（86.7 %），F4（10.9 %），

F7（1.4 %），F2（0.7 %），F6（0.3 %），F5（0.1 %）とな

り，エストロゲン活性に対するF3以外の寄与が13.3 %に

上ることが明らかになった。また，エストロゲンレセプ

ター親和性の強さは，IC50を用いて比較したところF5

（<21 ng/ml），F6（<73 ng/ml），F2（365 ng/ml），F4（465

ng/ml），F3（491 ng/ml），F7（1446 ng/ml），F1（8057

ng/ml）の順序となり，また，エストロゲンレセプター

親和性に関するF3以外の寄与は5.1%であった。特にF５

（含有成分：2,4,4トリフェノール体）とF6（含有成分：C

umylphenol（約50％））はF3（主成分：PBA）と比較し

10倍以上の比活性を示した。不純物として同定されたも

のの中で単品が入手可能なhydroxyacetophenoneは，酵母

ツーハイブリッドアッセイによるエストロゲン活性は認

められず，CumylphenolのEcx10値は，1400ng/ml であっ
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である。一般的にその費用はプレスクリーニング試験で

１検体あたり数万円，スクリーニング試験で数十万円，

確定試験で数百万円であり，このような階層的な検査シ

ステムを用いなければならない理由となっている。

本プロジェクトにおいて，このような生物試験法につ

いて，その確立にむけて努力してきた。試みられ，利用

可能となった手法は以下の表２に示すものであり，使用

目的に応じて使い分けることとした。いくつかの試験法

開発については以下にやや詳しく記述する。

（１）遺伝子組み換え酵母を用いた内分泌かく乱化学物

質アッセイ法の開発

１）酵母Two-Hybrid法の拡張

酵母Two-Hybrid法によりアンドロゲン受容体と甲状腺

ホルモン受容体を導入した酵母の開発を行い，それぞれ

アッセイ系の構築を行った。特にラット甲状腺ホルモン

受容体（rTR）を導入した酵母を用いて300物質のスク

リーニングを実施したところ，T3およびT4以外にアン

タゴニスト活性を示す化学物質が８種類検出された。

２）エストロゲン受容体の種間およびサブタイプ間の

感受性

脊椎動物のエストロゲン受容体遺伝子の相同性は比較

的高いと考えられているが，メダカに対してアルキルフ

ェノール類が比較的強いエストロゲン活性を示すこと

や，in vitro結合試験においてヒトエストロゲン受容体

（hER）と比較してメダカER（mER）はアルキルフェノ

ールに対して強く結合することが報告されているなど，

内分泌かく乱化学物質のエストロゲン作用に種間差のあ

ることが示唆されている。機能については不明な点が多

いが生体内には同一リガンドに対する受容体のサブタイ

プがいくつかの存在することが報告されている。例えば，

メダカでは３つのエストロゲン受容体（mERα, mERβ,

mERγ）が知られており，サブタイプ間でも感受性に

差があることが予測されている。そこで，メダカ，ゼブ

ラフィッシュ，ファットヘッドミノウなどの試験魚やウ

ズラなどの試験生物のERの受容体結合部位をTwo-

Hybrid Assay系に導入し，種間差をin vitroで評価できる

システムを構築している。メダカERの受容体結合部位

α，β，およびγ（ヒトERαの247番目のアミノ酸より

下流に相当する領域）を酵母Two-Hybrid Assay系に導入

し，それぞれについてマイクロプレート法と化学発光測

定法を組み合わせた迅速・簡便なアッセイ系の構築を行

試験系� ホルモン作用� 検出系�

Receptor結合／ELISA エストロゲン�
アンドロゲン� ＵＶ／蛍光�

エストロゲン� 蛍光（リアルタイム）

Receptor Gene Assay／Two Hybrid酵母 エストロゲン� 化学発光／吸光�

アンドロゲン� 化学発光／吸光�

甲状腺ホルモン� 化学発光／吸光�

エストロゲン� 化学発光／吸光�

細胞増殖� エストロゲン� 細胞増殖数カウント�

遺伝子発現� エストロゲン� PCR/ＮＰ/WP

エストロゲン� PCR/ＮＰ/WP

エストロゲン� PCR/ＮＰ/WP

タンパク発現� エストロゲン�ELISA（ビテロゲニン）

子宮重量増加法� エストロゲン� 子宮病理変化�

Hershberger試験法� アンドロゲン� 精巣，病理変化�

脳投与試験� 神経ホルモン� 運動性（行動）�

母体投与試験� 神経ホルモン� 運動性（行動）�

変態形態異常� 甲状腺ホルモン� 病理変化�

形態異常� エストロゲン� 病理変化�

プレスクリーニング試験�
（in vitro）

スクリーニング試験�
（in vitro）

Receptor Gene Assay／Two Hybrid酵母 
Receptor Gene Assay／Two Hybrid酵母 
Receptor Gene Assay／Two Hybrid酵母 

Receptor結合／蛍光偏光解消 

生物又はリセプター�

ヒト－ＥＲα，ＥＲβ�
ヒト－ＡＲ�

ヒト－ＥＲ�

ヒト－ＥＲ�

　ヒト－ＡＲ�
ヒト－ＴＨＲ�

メダカ－ＥＲ�

MCF-7（乳ガン細胞）�

マウス�

ウズラ，ニワトリ�

ＭＣＦ－７�

メダカ�

ラット�

ラット�

パーシャルライフサイクル� ピテロジェニン等�各種エンドポイント�

２世代試験� 各種� 各種エンドポイント�
確定試験�
（in vitro）

メダカ�

ラット�

マウス�

マウス�

アフリカツメガエル�

ヌカエビ，ミジンコ�

表２　内分泌撹乱化学物質の生物試験法　
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った。

mERα酵母のエストラジオール（E2）に対する感受

性は， hERα酵母に比べて，約５分の１と低く，その他

のエストラジオール関連物質にも同様に低い傾向があっ

た。mERα導入株は多くの4-Alkylphenolに対してhERα

導入株より高いエストロゲン活性を示した。特に4-

Nonylphenol, 4-t-Octylphenolに対して高いエストロゲン活

性（E2のエストロゲン活性を100とした時0.2以上）を示

した。mERβおよびmERγ導入株は試験したすべての4-

Alkylphenolに対して低いエストロゲン活性（0.05以下）

を示した。これらのことから4-Alkylphenolのメダカに対

するエストロゲン効果は，主にmERαに依存している

と考えられた。4-Alkylphenolに対して詳細な検討を行っ

たところ，4-Alkylphenolはalkyl基の主鎖の炭素数と側鎖

の数に依存してmERαに対するエストロゲン活性が変

化することが示された。一方，他生物のERではmERα

でみられる程の活性の変化は観察されなかった。4-

Alkylphenolに対する選択性の低さは，mERαに特徴的

であるといえる。Bisphenol A , B , Fを試験物質とし，エ

ストロゲン活性を測定した。Bisphenol A , Fは試験に用

いたすべてのERに対して弱いエストロゲン活性（0.05以

下）を示した。Bisphenol BはmERαに対して比較的強

い（0.11）エストロゲン活性を示した。

植物エストロゲンとされる物質のうち18種類について

mERを用いてエストロゲン活性を測定したところ，

Genistein, Coumestrol, Biochanin A, Kaempferol, Apigenin,

Equalに強いエストロゲン活性が認められた。alkylphe-

nol類の場合と同様にERのサブタイプにより大きく活性

が異なった。特にmERα，mERβは Biochanin A,

Apigenin, Kaempferol, Equalに対してhERα，hERβより

高いエストロゲン活性を示した。逆にm E Rγは

Genistein, Coumestrol, Equal以外に高い活性を示さなかっ

た。

アルキルフェノールやエストラジオールについてはメ

ダカのin vivo試験でも同様の傾向が認められており，生

物種間の化学物質に対する感受性の違いはERの活性に

依存する可能性が示された。ヒメダカの３種類のERも

それぞれ化学物質に対して異なる活性を示していること

から，各種ERの生体内での機能についてさらに検討す

る必要があること，また生態系への影響を評価するため

にはヒト以外のER受容体を用いた化学物質のエストロ

ゲン作用のスクリーニング試験も必要であることを示し

ている。

（２）その他のin vitro試験

ヒトのエストロゲンリセプターα，βおよびアンドロ

ゲンリセプターとの競合結合試験（ELISA法）や蛍光偏

光解消利用した競合結合試験を検討してきた。ELISA法

は簡便であり，また，前項のツーハイブリッド法とも若

干異なる情報を与えるため，並行活用している。蛍光偏

光解消を利用した競合結合試験は，紫外部に強い吸収を

もつ物質や蛍光を有する物質には適用が困難なことから

実用性にやや欠けることが明らかとなった。MCF-7の増

殖は，ヒト細胞という特性をもち，異なる意味で価値が

ある。

（３）内分泌かく乱化学物質の魚類（in vivo）評価法の

開発

１）メダカビテロゲニン遺伝子によるエストロゲン様

化学物質の評価法

ビテロゲニン（VTG）は卵黄タンパク前駆体であり

メス特異的に合成されるが，エストロゲン存在下ではオ

スでも合成が誘導される。この現象を利用して，魚類雄

中のVTGタンパクの定量によるエストロゲン活性の評

価法が検討されている。今回，我々はヒメダカの同遺伝

子（vtg）の全長をクローニングし，その発現をリアル

タイムRT-PCR法により定量することによって，短時間

でエストロゲン様活性を評価することを試みた。さらに

エストロゲンのアンタゴニスト活性の評価も検討した。

メダカの雌メダカの肝臓からvtg遺伝子のクローニング

を試み，5037塩基からなるvtg遺伝子のクローニングに

成功した。クローニングしたメダカVTGを同じ魚類で

あるF. heteroclitusやO. mykissのVTGとアミノ酸レベルで

比較したところ，50％以上の相同性を示した。次に，

E2曝露した雄メダカの肝臓におけるvtg遺伝子の発現を

調べた。E2を10pt～500ppt曝露した雄ヒメダカでは，血

中のVTGタンパクが発現する（約12時間後）より早く

vtg遺伝子の発現（約３～６時間後）が観察された。エ

ストロゲンのアゴニストである4-Nonylphenol（100，

500ppb），Bisphenol A（500，1000ppb）の曝露では，そ

れぞれ100ppb，1000ppb以上の曝露区で24時間以内にvtg

遺伝子の誘導が観察された。Tamoxifen（100，500ppb）

を用いたE2アンタゴニスト試験では，100ppbのタモキ

シフェン曝露によって100pptのE2曝露によるvtg遺伝子
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の誘導が顕著に抑制された。以上の結果は，本法により

エストロゲンのアゴニストおよびアンタゴニスト活性を

短期間に評価することが可能であることを示している。

２）抗メダカビテロゲニンモノクローナル抗体の樹立

VTGの定量は一般的にELISA法によって行われている

が，ELISA 法には抗原に特異性の高い抗体が必要となる。

そこで，一般的な試験魚であるメダカのVTGモノクロ

ーナル抗体を樹立しその特性を検討した。成魚雄メダカ

にエストラジオールを投与してVTG合成を誘導後，

VTG各分を分離精製した。精製VTGをマウス（BALB／

ｃメス６週齢）に免疫した。このマウスの脾臓細胞を使

って，VTGモノクローナル抗体を産生する複数のハイ

ブリドーマを樹立した。得られたモノクローナル抗体を

使ってウェスタンブロット解析を行った結果，これらの

抗体はE2曝露雄あるいは産卵期の雌において血中に誘

導されるビテロゲニンおよびその分解物と思われるいく

つかのフラグメントと反応すること，また，すべてのモ

ノクローナル抗体のエピトープがリポビテリンの重鎖

（VTGのN末端約120kDa）に存在することが示された。

これらのモノクローナル抗体を用いたメダカVTGの全

自動ELISA法の開発は終了し，全自動化したことでプレ

ート法に比べ大きな精度の向上が達成されている。

（４）メダカを用いたin vivo試験法の開発と応用

・メダカパーシャルライフサイクル試験

EE2，BPA，PCP，2,4-DCP, E2, アミトロールの６物質

についてのパーシャルライフサイクル試験を行った。各

物質について，卵から３ヵ月の曝露試験を行い，成長，

行動異常，生殖腺の発達，精巣卵の組織学的観察，ビテ

ロジェニン測定などEE2およびBPA曝露個体において精

巣卵が確認された。そのほかの化学物質においては，精

巣卵は生成されなかった。

・メダカフルライフサイクル試験

本年度は１物質のみ，EE2のフルライフサイクル試験

を行った。パーシャルライフサイクル試験の観察項目に

加えて，曝露済み成魚の繁殖能力，マターナルトランス

ファーの影響などの観察を行った。

・メダカビテロジェニン測定法のバリデーション

メダカのビテロジェニン測定法について，その標準化

を行った。

１）環境研究で新たにVTG標準タンパクを作成し，

それを日本中に配ることにより，メダカビテロジェニン

の測定が，日本中の研究所で同じ条件下で定量できるよ

うにした。

２）日本のVTGを測定できる５ヵ所の研究所に，未

知のVTGタンパク質30種類と市販の２種類の測定キット

を配り，それらの測定結果を分析することにより，各研

究所間のデータのふれ幅および市販のキットの性能比較

を行った。

３）メダカのVTGの測定を血液と肝臓で比較し，ど

ちらで測定しても同様の結果が得られることを明らかに

した。

・メダカ生殖腺の組織学的観察法の開発

連続縦断組織切片による生殖腺の観察法を開発し提案

した。環境省の請負業務は今後すべて連続切片による観

察を行うことに決定した（OECD technical workshopで発

表済み）。

・メダカ性決定遺伝子を用いたメダカの遺伝的性および

組織学的性，外見的性の比較を行った。EE2曝露下で外

見的および組織学的性が雌であるにもかかわらず，遺伝

的性が雄である個体が存在することを確認した。

（５）アフリカツメガエル（Xenopus laevis）を用いた試

験法の開発と応用

FETAX試験（Frog Embryo Teratogenesis Assay-

Xenopus）で急性毒性の基礎データを取る一方で，甲状

腺機能かく乱を引き起こす可能性のある化学物質の検索

のために，アフリカツメガエルを用いた変態アッセイ

XEMA（Xenopus Metamorphosis Assay）を中心に実施し

た。XEMAはOECDの両生類を用いた環境ホルモン影響

試験（EDTA）のタスクフォースにてドイツより提案さ

れ各国（機関）間でリングテストを実施しようとしてい

るものでありXenopusのstage48-50という比較的幼若個体

を用いて，28日間の試験物質曝露を行い，発達ステージ

の進行度合の遅延，促進を観察し，試験物質がXenopus

の変態過程に及ぼす影響をみる変態アッセイである。

FETAXについては，Tetrachlorobisphenol A （TCBPA），

廃棄物処理場浸出水およびその処理水で実施した。

TCBPAは，甲状腺ホルモンレセプター結合をみる酵母

アッセイでアゴニスト作用が検出されている。XEMAに

ついては，ドイツで提案されたマニュアルにいくつかの

変更点を加え前年度より予備試験を開始しており，本年

度はThyroxine（T4）をポジティブコントロール，

TCBPAを被検物質として実施した。
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TCBPA，塩素化トリクロサン，廃棄物処理場浸出水

およびその処理水で実施した。TCBPAは30～1000ppbで

試験を行ったところ，1000ppbで奇形率が45%を示し，

影響が見られた。奇形パターンについては，腸管の形態

異常，浮腫，尾鰭の異常が高い傾向を示した。奇形率，

死亡率共に濃度依存性，および特徴的な奇形は見られな

かった。塩素化トリクロサンは10～300ppbで試験を行っ

たところ，300ppbでは全長にも影響がみられた。初期胚

からの曝露では奇形も多様なパターンを示し，物質特異

的な特定奇形の頻発という現象はこれまでアッセイを行

った化学物質からは観察されていない。

XEMAは，ドイツで提案されたプロトコールに簡便化

のためのいくつかの変更点を加えて実施したが，試験は

基本的にstage 50のXenopus幼生を曝露水槽（１曝露群：

７個体×４水槽）に入れ，28日間の曝露を行い，観察項

目としては①発生stage，②体長（全長・頭長・尾長）

についてそれぞれ曝露０，14，28日目に計測を行った。

TCBPAは，30，100，300μg/l を設定曝露濃度とし，T4

（1μg/l）をポジティブコントロールとした。そして，発

生stage，体長測定の結果について28日間の曝露による

各試験群間の差を中心に解析・検討を行った。試験に際

しては，試験物質の濃度減衰等を防ぐために滞留時間が

７時間程度の半流水式の曝露装置を作成し，曝露時の濃

度変化を観察した。

XEMA結果では，0，14，28日目に測定した全長，尾

長について，T4群においては，28日目で変態に伴う体

長縮退が観察された。発生stageについて，T4群におい

ては14，28日目に発生stageの促進が観察されたが，

TCBPA群では発生stageの遅延，促進は観察されなかっ

た。

（６）淡水無脊椎動物を用いた繁殖影響試験法

甲殻類のうちでヌカエビ（Paratya compressa improvisa，

十脚目，遊泳亜目）を用いた試験

ヌカエビ抱卵メス個体（卵成熟），ならびに産仔後の

幼生に内分泌かく乱化学物質として17β-エストラジオ

ールと甲殻類や昆虫の脱皮に影響を及ぼすβ-エクダイ

ソンとその類縁化合物のポナステロンＡ（エクダイソン

より活性の高い物質で植物エクダイソンの一つ），なら

びに殺虫剤カルバリル（内分泌かく乱の疑いのある化学

物質）の類縁化合物フェノブカルブ（それぞれ0.1～100

μg l -1）をそれぞれ１週間曝露することで，幼生の成長，

抱卵，死亡など繁殖に及ぼす影響を検討した。まず，ヌ

カエビ抱卵メス個体に各薬剤を１週間曝露するとすべて

の濃度区で産仔された幼生のほとんどが30日以内に死亡

した。生き残った個体が見られたのは17β-エストラジ

オール（全濃度），β-エクダイソン（100μg l -1）とポナ

ステロンＡ（0.1，1.0と100μg l -1）の各濃度区と対照区

であった。β-エクダイソンとポナステロンＡでは，生

き残った個体も最初の成熟（抱卵メス個体の出現）まで

に要する日数が対照区に比べ長くなり成長が抑制され

た。

一方，産仔後24時間以内の幼生に上記の薬剤を曝露す

ると幼生のほとんどが30～60日以内に死亡した。生き残

った個体が見られたのは17β-エストラジオール（全濃

度），ポナステロンＡ（10と100 μg l -1）とフェノブカル

ブ（1.0μg l -1以下）の各濃度区と対照区であった。ポナ

ステロンＡとフェノブカルブでは，生き残った成体の性

比（メス／オス）は，対照の0.8に比べて1.6～5.5とメス

の割合が高まった。最初の成熟までに要する日数は対照

に比べポナステロンＡで多く，フェノブカルブで少ない

傾向がみられた。

チカイエカ（Culex pipens molestus）について孵化後24

時間以内の１令幼虫に上記の内分泌かく乱化学物質を曝

露し，その後の成長や産卵など繁殖に及ぼす影響を検討

した。その結果，β-エクダイソン（0.01～20μg l -1）で

は，幼虫と蛹で死亡が見られたがメスの産卵塊数には影

響が見られなかった。一方，ポナステロンＡでは，メス

１個体当たりの産卵塊数が各濃度区で0.2～0.7と対照区

の0.8に比べて減少した。フェノブカルブでは，10μg l -1

の濃度区で幼虫の死亡はみられないものの産卵塊数は対

照の半分になった。0.1と1.0 μg l -1の濃度区では影響が

見られなかったが，100μg l -1の濃度区では１令幼虫で

すべて死亡した。

（７）ミジンコを用いた内分泌かく乱物質のスクリーニ

ング・試験法開発

昆虫の幼若ホルモン様作用農薬であるフェノキシカル

ブ，ピリプロキシフェンの２物質では，10~30 ng/l とい

うきわめて低濃度で産仔数の低下が起き，100 ng/lでは，

試験環境下では通常すべてメスである仔虫中にオスが出

現しはじめ，300~1000 ng/l ではオスの割合はほぼ100%

までに達することを明らかにした。なお，フェノキシカ

ルブ曝露によるオス仔虫の出現は，ミジンコ科他属のミ
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り行った。湖心（ST-９）のエストラジオール濃度は，

最大値が0.58ng/l，平均での0.30±0.16ng/l であった。エ

ストラジオールの濃度は，河川や下水等の流入域（ST-

6,7）で散発的に0.5ng/l を超えることがあったが，ほぼ

すべての測定において１ng/l 未満であり，また季節的な

濃度変動も２年間の観測期間で認められなかった。また

GC/MS/MS法により，ノニルフェノール，オクチルフェ

ノールおよびビスフェノールＡの分析を行った。ノニル

フェノール，オクチルフェノールおよびビスフェノール

Ａ濃度の平均値は，それぞれ16.4±9.1ng/l ，2.5±0.6ng/l

および11.1±9ng/l であった。これらの物質のエストラジ

オールに対する比活性は百分の一から千分の一であるた

め，これらの物質のエストロゲン活性に対する寄与は大

きくないと考えられる。魚類の雌化の鋭敏な指標である

ビテロゲニンアッセイで，E2の閾値が10ng/l 程度と報告

されていることから，今回の結果から，霞ヶ浦湖水のエ

ストロゲン活性は，魚類に雌化を起こすレベルにはない

と言えるだろう。なお，ワカサギの雄魚でビテロゲニン

が認められた諏訪湖のエストロゲン活性は，湖水の表層，

下層ともに霞ヶ浦と同等に，ほとんど活性はみとめられ

なかった。エストラジオール類も同様にきわめて微量し

か検出されなかった。

（２）都市河川における女性ホルモン様物質の分布と動

態

多摩川などの下水放流水により流量の多い都市河川

（多摩川，荒川，中川および坂川などの都市河川中の

2000年10月採水）では，エストラジオール濃度は１～２

ng/l と測定され，エストロン（E１）濃度は20ng/l を超

える場合があった。GC/NCI-MS法で測定されたE1および

E2の濃度からE2+E1×0.15（0.15はE1の酵母アッセイで

の比活性）より換算したエストロゲン活性と酵母アッセ

イによるエストロゲン活性（E2換算値）の相関を示し

た。酵母アッセイが低めの数値を与えているが，良い相

関があった（y=0.7984x-0.5377，R2=0.7927）。下水処理場

排水のELISA法によるE1，E2の測定を行った。測定され

たELISA法によるE2とE1濃度から計算される活性は，酵

母アッセイによる総エストロゲン活性と近い値ではあっ

たが，LC/MS/MSによる確認を行ったところ，ELISA法

のE2観測に２倍程度の高値が認められた。下水処理場

排水のエストロゲン活性がすべてE2関連物質によるも

のとは断定できないため，さらに，HPLCによる分画を

ジンコ（Ceriodaphnia reticulata, C. dubia, Moina macroco-

pa, M. micrura）においても確認された。またメトプレ

ン（幼若ホルモン様農薬），ジュベニールホルモンⅢ

（昆虫の幼若ホルモン），メチルファネソエート（エビ・

かに類の幼若ホルモン）においても同様にミジンコがオ

ス仔虫を産することを明らかにした。幼若ホルモン様物

質以外の物質ではオス仔虫を産するものはなかった。

（８）その他

エストラジオールなどの女性ホルモンによる遺伝子の

動きを検知するアプローチをいくつかの系（マウス，ウ

ズラ等）で試みている。今度の成果が期待される。

ウズラを用いた内分泌かく乱物質のスクリーニング・

試験法開発

2.2 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシン類の環境動

態

内分泌かく乱物質（ダイオキシンを含む）の環境中の

分布，蓄積，消長等を知ることは，その影響を知る上で

重要である。内分泌かく乱物質と呼ばれるものは数多く

あり，その全体を完全に把握することは，困難であり，

優先度の高い物質（群）について生物影響の調査と並行

しながら調査を行っている。雌性化作用を示す物質群

（ビスフェノールＡ，ノニルフェノール等），雄性化を示

す有機スズ化合物，甲状腺ホルモン阻害を示すPCB，ダ

イオキシン関連化合物が中心となっている。

2.2.1 女性ホルモン作用を示す物質群の環境動態

水生生物の雌性化と関係して，エストラジオールと同

様な分子構造を持つフェノール類が注目されている。こ

の仲間で工業的な生産量の多いものはビスフェノール

Ａ，ノニルフェノール，オクチルフェノール等であり，

また一方で，人畜由来のエストラジオールおよびエスト

ロン等関連女性ホルモンの寄与が大きいことが指摘され

ている。前章で記載された新たな分析法を用いることに

より，これらの物質の分布の状況，環境中での分解消失

等を明らかとする研究を行った。

（１）霞ヶ浦における女性ホルモン作用物質の分布と動

態

霞ヶ浦の土浦入りから湖心にいたる４地点での湖水の

測定を1999年７月から2001年１月までGC/NCI-MS法によ



れた。霞ヶ浦の水を用いた際にはE2-3SおよびE3-3Sの分

解が観察され，半減期は４日前後であった。多摩川の水

では分解が観察できなかったのに対して霞ヶ浦の水では

分解された原因としては，水中の微生物の質および量の

違いによるものが考えられる。各地点の分解速度の半減

期（t1/2）と標準寒天培地を用いて測定した生菌数との

間に相関は認められなかった。各物質の光分解性につい

て調べたところ，７日間の白色蛍光灯照射および５時間

の太陽光照射では有意な減少は見られなかった。次亜塩

素酸ナトリウムを用いたE2の塩素添加試験では，短時

間（１時間）で女性ホルモン様活性が消失し，4-chloro-

estradiol，2,4-dichloro-estradiolおよび2,4-dichloro-estradiol-

7-oneの生成が確認された。

（４）東京湾におけるE2関連化合物，NP，OPおよび

BPAの挙動

2002年夏に，予備的検討として，東京湾７地点の夏季

の海水サンプルのエストロゲンの測定を行ったところ

E2，E1+E2，やhERα酵母によるエストロゲン活性は湾

奥に近い表層水のみで0.3～0.7pptの活性が認められ，湾

口や底層水ではエストロゲンの濃度はきわめて低く活性

は認められないことが示された。そこで，2002年12月よ

り，年変動を考慮するためサンプルポイントを東京湾全

域をカバーするように選定した20定点において，年４回

の表層水と底層水の採水を開始した。調査は開始された

ばかりであるが，１回目の分析結果を表および各分析項

目間の相関を図に示した。E2とE1+E2には非常によい相

関が見られた。E2関連物質の濃度は，夏，冬ともに底

層水（最大0.08ng/l ）で低く，表層水（最大0.63ng/l）で

高く，また，冬に高い傾向がうかがえた。2002年12月の

測定値ではノニルフェノールとオクチルフェノールはよ

い相関関係が見られ，オクチルフェノールはノニルフェ

ノールの1/10の濃度であった。これらも底層水（それぞ

れ最大24.8ng/l および2.86ng/l）で低く，表層水（それぞ

れ最大62.3ng/l および6.23ng/l）で高い傾向が見られた。

また，E2関連物質とこれらのアルキルフェノールには

相関関係が認められ，ともに下水道由来であることが示

唆された。ビスフェノールAも，表層が高い傾向が見ら

れるがE2関連物質との相関は必ずしもよくなく，他の

進入経路の存在が示唆されている。E2関連物質の東京

湾中の濃度は極めて微量であるため正確な解析は困難で

あるが，E2濃度はE2とE1との比（E1/E2）は湾奥から湾
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行ったところ，E1画分にE1濃度から予想されるエスト

ロゲン活性以上の活性が認められた。この結果は，他の

エストロゲン活性物質の寄与を示唆しているが，原因物

質の同定は，今後の課題である。

（３）エストラジオール関連物質の環境水中での分解性

環境中での化学物質の減衰に影響を及ぼす要因として

は，光分解，塩素による分解，微生物分解などが考えら

れる。本研究では，主に環境水中で検出されたE1，E2，

E1-3S，E2-3Sを対象物質とし，実際の環境中での分解速

度がどのような要因により影響を受けるか評価を行った

ので報告する。微生物分解試験は，それぞれの地点で採

水した河川水および湖水にエストラジオール関連物質を

添加し，現場で測定された水温に近い温度に設定したイ

ンキュベーター内に暗条件で静置して行った。試料は適

当な時間間隔でビーカーから採水を行い，孔径0.2μmの

メンブレンフィルターでろ過後，内部標準を加えてLC-

MS-MSで分析を行った。環境水は，2002年６月に多摩川

多摩川原橋および霞ヶ浦土浦ヨットハーバー付近で，８

月に多摩川中流域７地点および多摩川に放流されている

下水処理場放流水２試料を採水し，それぞれの試水につ

いて分解試験を行った。

E1，E2，E3については，速度に違いはあるもののい

ずれも分解を受けて減衰することが確認された。半減期

はE1が３日前後，E2は多摩川の水では３日，霞ヶ浦の

水では12時間程度，E3は多摩川の水で10日，霞ヶ浦の水

で３日だった。E2についてはその減衰とともにE1が生

成することが確認されたが，他の物質については分解生

成物について確認することはできなかった。未滅菌の環

境水においてグルクロン酸抱合体（E1-3G，E2-3G，E3-

3G）は，いずれも比較的すみやかに分解されてそれぞ

れE1，E2，E3を生成することが確認された。半減期は

多摩川の水を使用した際にはE1-3G，E2-3G，E3-3Gいず

れも約８時間前後，霞ヶ浦の水を使用した際には15時間

程度であった。それに対し滅菌水中では，一部を除いて

7日後も減衰が見られず，分解が微生物活動によるもの

であることを裏付ける結果が得られた。ただし，霞ヶ浦

の水を用いた際には未滅菌水においても４日前後の半減

期が観察された。これはおそらく操作中に混入した微生

物による分解であろうと思われる。硫酸抱合体（E1-3S，

E2-3S，E3-3S）は，未滅菌水中でも明確な減少は認めら

れず，環境中でも安定して存在し続ける可能性が示唆さ



― 13 ―

口向かって増大する傾向が見られた。これは，湾内で希

釈されるとともに，E2はE1に分解が進行すること，お

よび，E2の分解がE1に比べ速いことと矛盾しない。

（５）植物によるビスフェノールＡの吸収

植物がビスフェノールAを吸収することが明らかとな

り，どのような植物がより良く吸収するかを水耕栽培に

より調べた。図３にその結果を示す。ビスフェノールA

はポリカーボネート樹脂の本体を構成し，それが土壌中

で分解してビスフェノールを放出する可能性が高い。そ

れを植物がどのように変化させていくかを知る上で新た

な知見を得たといえる。なお，夏期の霞ヶ浦の調査にお

いて，ビスフェノールAが急速に消失すること，その原

因としてビスフェノールAが藻類にとりこまれ，代謝さ

れることも明らかとなってきた。

（６）酵母エストロゲンアッセイ法による事業所排水試

料中のホルモン活性の調査

事業所排水による内分泌かく乱物質の環境への汚染の

実態を調べる目的で，各種の事業所排水についてhER-

αおよびmER-α酵母を用いた両アッセイ系でエストロ

ゲン活性を調査した。その結果，これまでhER-α酵母

によるアッセイ系ではアゴニスト活性がほとんど検出さ

れなかった製紙工場排水10ヵ所からmER-α酵母による

アッセイ系ではすべてにおいて活性が認められ，E2換

算で50ppt以上とhER-α酵母に比べて100倍以上の強いア

ゴニスト活性を示す例も認められた。また，製紙工場排

水からは強いアンタゴニスト活性を示すものがあり，原

因物質を同定したところ，樹脂酸（水素化ロジン）であ

ることが判明した。廃棄物埋立地処分場の浸出水におい

てもmER-α酵母はhER-α酵母に比べてE2換算で数十倍

という高い感受性を示す例が数例にみられ，浸出水には

図３　様々な植物によるBPAGTase比活性



hER-α酵母に比べてmER-α酵母に対して強く作用する

エストロゲン・アゴニスト化学物質の存在が示された。

メダカのエストロゲン受容体α導入酵母アッセイ系を用

いることで，環境試料のエストロゲン活性が体内ホルモ

ン（エストラジオール関連物質）によるものなのか，工

業化学物質（アルキルフェノール類など）によるものな

のか，を判定する一つの指標となり，さらには，生態系

への影響を評価する上で重要であることが示唆された。

（７）東京湾底質中の臭素化ダイオキシンの分布

日本国内で使用されている代表的な臭素系難燃剤であ

る臭素化ジフェニールエーテル（PBDE）の使用状況は

1975年から1987年まで増加傾向は報告されているが，そ

の後の推移は明らかでない。スウェーデン人の母乳の分

析結果，PBDE は1972～1997年まで５年ごとに２倍ずつ

急増すると報告された後，ヨーロッパやカナダ，アメリ

カなどで人体曝露の経年的推移に関する研究が行われ，

いずれもPBDEの曝露量が増加傾向にあることが明らか

となった。しかし，PBDD/Fに関する経年的推移につい

てはほとんど報告例がなされていない。本研究では年代

が測定されている東京湾のコア底質を用いてPBDEおよ

びPBDD/Fを分析し，経年的推移を考察した。

PBDEの分析結果，1905～1947年までは11～30.5 pg/g

dry wtの範囲であったが，1954年頃から濃度が顕著に上

昇し，1997年度の濃度は1962年度の10倍である405.5 pg/g

dry wtまで増加していた。また，人体脂肪中のPBDE濃

度の経年傾向３では，1970年より2000年度の濃度は中央

値で44倍上昇しているが，同時期の底質の濃度は，３倍

増加している。これはPBDEの経年的推移は曝露対象に

よる程度のばらつきがあり，PCBと同様にPBDEの生物

濃縮性は高いものと判断される。

PBDD/Fの分析結果，PeBDD, HxBDDは検出下限以下で

あったが，T e B D Dは 1 9 7 3年から検出され始めた。

TeBDF~HxBDFはPBDEの推移と同様に1905～1962年まで

は定量下限に近いバックグラウンドレベルであったが，

1968年に8.8 pg/g dry wtが検出され，その後，徐々に濃

度が増加し，1993年に40.6 pg/g dry wtまで達し，1997年

に38.1 pg/g dry wtとなった。この結果から，PBDE およ

びPBDD/F濃度の経年変動はこれまで報告されている

PCDD/F，PCBなど塩素系化合物の濃度傾向4とは明らか

に異なることが分かった。また，PBDE とPBDFとの濃

度相関はR2=0.901となり，PBDD/Fの給源のひとつとし
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てPBDEの可能性が示唆された。低臭素置換体である

2,2’ ,4,4’ -TeBDE （BDE-47）は1947～1997年間54%から

12.7%までに減少したのに対して同時期の2,2’ ,3,4,4’ ,5’ ,6-

HpBDE（BDE-183）の組成比は12.6%から 47.1%まで経

年とともに増加していた。これは日本国内で消費された

PBDE製品の変貌を示唆することである。1988年のPBDE

需要ではTeBDEの割合は13%，DeBDEは65%であり，高

臭素系ジフェニールエーテルへシフトされる傾向が底質

にもよく反映されたものと考えられる。今後，同底質試

料についてPCDD/F，PCBの経年変化も調べて比較する

予定である。

（８）地球的規模のダイオキシンの分布

イカ肝臓中に蓄積されたダイオキシン類を測定するこ

とで，北太平洋のダイオキシン分布の概要を明らかにす

るための研究を推進した。アカイカ科のイカは北太平洋

を含む世界中の外洋域に広く分布しており，食物連鎖の

比較的上位に位置し特に肝臓への各種汚染物質の蓄積が

進んでおり，生態学的情報の蓄積も進み，寿命が１年で

毎年の汚染状況のモニタリングに適当なことなど環境モ

ニタリングのための指標生物に適した多くの特質を有し

ている。その中に蓄積された狭義のダイオキシン類，フ

ラン類（コプラナーPCB類を除く）を測定した結果

（図４参照），

１）全般に北半球のイカの方が南半球より高いダイオ

キシンレベルにある。

２）北太平洋の亜寒帯フロント（北緯40度前後）の東

西で比較すると，日本周辺が相対的に高く，東に離

れるに従って急速に濃度が低下する。

３）日本近辺の東経142度付近で南北に比較した結果

ではあまり明瞭な差は認められなかった。

４）北太平洋アカイカのダイオキシン類の異性体パタ

ーンは，焼却起源のものに類似する結果となった。

などの結果が得られた。なお，アカイカは北緯20度前後

で産卵後，40度付近の亜寒帯フロントまで生長しながら

北上し，そこで大きくなって成熟し，１年後にまた南下

して次世代を残すとされており，日本付近の南北の試料

については基本的に同じ環境で大きく育ったもので南下

の早い，遅いの違いを反映するものである可能性も考え

られる。一方，一部の試料についてコプラナーPCBの測

定も実施したが，北太平洋の場所によって，それほど明

瞭な差は認められなかった。
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図４　太平洋およびその他の海域におけるアカイカ類肝臓中のダイオキシン類レベル（pgTEQ/g 組織）

pg TEQ/g-fat，Total Co-PCBの中央値は2.75（1.5- 4.6） pg

TEQ/g-fat，Total PCDD/F+Co-PCBの中央値は6.5（2.6- 10）

pg TEQ/g-fatであった。母乳中のダイオキシン類濃度に

明らかな地域差が認められた（図５）。

ダイオキシン類の曝露によって鋭敏に動くと考えられ

る薬物代謝酵素CYP1A1，CYP1B1 mRNAのリアルタイム

PCRによる定量を，埼玉（n=41）と大阪（n=36）の血

液サンプルに対して行った。ダイオキシン類の曝露量

（TEQ）とCYP発現量には埼玉で弱い負の相関が得られ

た以外は，有意な相関は得られなかった。埼玉において

CYP1A1とCYP1B1発現量との間に相関が見られた。年齢，

性差とCYP1A1ならびにCYP1B1発現量との間に相関はな

かった。

母乳は血液に比べてダイオキシン類濃度が高く，乳脂

肪の産生，貯蔵を行っている乳腺ではダイオキシン類の

蓄積および曝露による影響が他の臓器に比べて高いこと

が推測される。そこで母乳に含まれる乳腺由来の細胞が，

ダイオキシン類の生体影響指標の試料としての利用可能

性を探る目的で，この細胞の単離法の確立，ダイオキシ

ン関連遺伝子の発現および培養条件下での曝露による反

応性について検討した。

母乳中に含まれる細胞（以下母乳細胞）を遠心操作に

より，簡便に回収する方法を検討し，ふるい状のホルダ

ーと遠心管を組み合わせによる母乳細胞の精製法を確立

2.3 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシン類のヒトの

健康および野生生物に及ぼす影響に関する研究

2.3.1 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシン類のヒト

の健康に及ぼす影響に関する研究

（１）ダイオキシン類の曝露量，および生体影響評価に

関する研究

ヒトにおけるダイオキシン類の曝露量，体内負荷量，

特に感受性の高いと考えられる胎児，新生児の曝露量を

評価する一環として，大学の産婦人科学教室と協力して，

インフォームドコンセントのもと，羊水，胎脂および母

乳を採取し，ダイオキシン類の測定を行った。ダイオキ

シン類（PCDD + PCDF）の濃度は，トータルTEQとして，

羊水で中央値0.011pg/g-wet（0.002 -0.066），胎脂で中央値

14.085pg/g-fat（9.187 -35.65）であった。羊水のレベルは

成人の血清の1/4程度であり，ある程度，胎盤の障壁が

あることが示された。母乳中のダイオキシン類濃度は，

食事の影響を受けると言われている。そこで食習慣の異

なると考えられる２地域において母乳中のダイオキシン

類を測定した。A地域（n=25）のTotal PCDD/Fの中央値

は8.52（1.59- 21.84） pg TEQ/g-fat，Total Co-PCBの中央値

は5.99（0.38- 28.66） pg TEQ/g-fat，Total PCDD/F+Co-PCB

の中央値は14.4（2.1- 45.7） pg TEQ/g-fatであった。一方，

B地域（n=25）のTotal PCDD/Fの中央値は3.49（1.17- 5.6）



DNAマイクロアレイ法を行った。効率良くTCDD応答遺

伝子をみつけるために，TCDDがその作用に影響するこ

とが知られているエストロゲンに着目し，エストロゲン

応答遺伝子がスポットしてあるマイクロアレイを用いた

（図６）。MCF-7細胞あるいはRL95-２細胞に0.1，１ある

いは10nMのTCDDを24時間曝露し，発現パターンの変化

する遺伝子を調べた。次に，それら遺伝子についてリア

ルタイムPCRを行い，mRNA発現量の変化を確認した

（図７）。その結果，MCF-７細胞で24個，RL95-２細胞で

14個の遺伝子の発現量が対照群（DMSO）に比べ増加あ

るいは減少していた。両細胞ともに，発現の変化した遺

伝子数はTCDDの濃度依存的に増加したが，1nMと10nM

ではほとんど同じだった。

両細胞で共通に増加あるいは減少した遺伝子は12遺伝

子で，他は異なる反応を示した（図８a,b,c）。また，い

くつかの遺伝子についてマウス胎児での発現変化を調べ

た。妊娠12.5日目のC57BL6/Jマウスに５μg/kgのTCDDを

経口投与し，妊娠18.5日目に胎児をとりだした。肝臓・

脳・頭蓋骨のRNAを回収し，リアルタイムPCRを行った。

その結果，今回調べた遺伝子についてはマウス胎児でも

TCDDにより発現が変化していた。しかしながら，雌雄

あるいは組織の違いにより発現変化の程度が異なってい

た（図９）。

ダイオキシン曝露で鋭敏に動くと考えられている

CYP1A1遺伝子には日本人の集団において数ヵ所の多型

が知られ，発がんとの関連が分子疫学研究により示唆さ

れている。ダイオキシンの毒性発現における感受性に，

以上の結果から，MCF-7およびRL95-２細胞において

TCDDがこれまで報告されている以上のエストロゲン応

答遺伝子の発現パターンを変化させることが明らかにな

った。また，これらの遺伝子のいくつかはマウス胎児組

織中でもTCDDの影響を受けることが明らかになった。

このCYP1A1遺伝子の多型が関与している可能性が考え
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した。母乳細胞は油滴を含んだ浮遊性の球状の細胞が主

であり，少量の上皮性角化細胞と思われる付着性細胞が

混ざっていた。RT-PCRの結果，ダイオキシンの遺伝子

転写に対する反応に不可欠であるAhRとArntのmRNAの

発現，CYP1A1およびCYP1B1を確認した。これらの遺伝

子の発現はリンパ球ではCYP1B1の発現が高く，CYP1A1

はほとんど発現していないのに対して，リアルタイム

PCRによるmRNAの定量の結果，母乳細胞ではCYP1A1

の発現が高く，CYP1B1の発現が低いことが分かった。

培養母乳細胞にTCDDを曝露した結果，CYP1A1は100pM

より誘導がかかり，10nMでコントロールの３倍以上の

mRNAが検出されたが，これに対しCYP1B1は10nMでも

誘導されなかった。一般にCYP1A1はCYP1B1に比べて

TCDDへの反応性が高いため，母乳細胞は血球系の細胞

よりも曝露影響を調べる上でも都合が良いと考えられ

る。実際に母乳細胞のダイオキシン類曝露量および曝露

形態がCYP1A1を誘導し得るものかどうか,また，母乳の

採取時期（出産からの期間）や新鮮なサンプルの入手方

法についての検討を進めている。

ダイオキシン曝露の新たな生体指標の検索・開発を目

的として，新たなTCDD応答遺伝子を探索するために，
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図５　食習慣の異なる２つの地域における母乳中ダイオキシ

ン類濃度（中心値）

図６　エストロゲン応答遺伝子をスポットしたマイクロアレイ
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図９　マウス胎児組織においてTCDDが遺伝子発現に及ぼす影響（*p< 0.05, **p< 0.01）

図８　Estrogen responsive gene 発現変化に及ぼすTCDD及びCell typeの影響

図７　TCDDがestrogen responsive genes に及ぼす影響

られる。そこで日本人の集団におけるCYP1A1遺伝子の

代表的な多型，Ileu462ValおよびMspI多型を迅速にかつ

精度高く検出する方法を検討し，凍結全血からのゲノム

抽出方法ならびにallele specific PCR法およびPCR-RFLP法

による検出系を確立した。

ダイオキシンの多くの作用はAhRとの結合を介して発

現すると考えられている。AhRは結合するリガンドによ

って活性化する遣伝子とそれに伴って発現する酵素の種

類が異なるという性質が示されている。しかしながら，

リガンド結合に関与する領域はいまだ明らかとなってい

ない。リガンド結合に関与する領域の遺伝子の変異は感

受性に影響を及ぼす可能性がある。そこでAhRの芳香族

アミノ酸をいくつかAla（アラニン）に変えた変異体の

転写誘導活性をHeLa細胞にてスクリーニングを行った。

その結果，一つの変異体が誘導活性を示さなかった。こ

の位置のアミノ酸について，Ala以外に変えた変異体を

いくつか作って誘導活性を調べてみたところ，Leuに変

えたものでは，3MCでは誘導されたが，BNFでは誘導が

見られなかった。Ala以外に変えた変異体ではTrp，Tyr

ではBNFによる誘導活性が戻ったが，TCDDではBNFほ

ど誘導活性が戻らなかった（図10）。このことからこの

領域がリガンドバインディング領域であると共にリガン

ドに対する選択性も担っていることが示された。

（２）臭素化ダイオキシン類による人体曝露

日本ではまだ人体曝露に関する経年変化に関する情報

が不足し，特に臭素化ダイオキシン類に関する一般人の

汚染状況については世界的に報告例が極めて稀である。

ここでは前年度のPBDE およびPBDD/Fsの分析法に関す

る報告に引き続き，人体試料（1970年および2000年，10

検体）からPBDE，PBDD/Fsの検出を試みた。

分析の結果，異性体と試料によって定量下限を超える



2,3,7,8-TeBDD/Fが検出された。1,2,3,7,8-PeBDDはすべて

定量下限以下であり，2,3,4,7,8-PeBDFの一部は定量下限

以下，検出下限以上であり，これも定量を行った。中央

値で示すと，1970年，2000年度の2,3,7,8-TeBDDは1.7 pg/g

fatおよび0.51 pg/g fatであり，2,3,7,8-TeBDFの場合は3.3

pg/g fatおよび2.8 pg/g fatであった。

今まで報告された臭素化ダイオキシン類に関する人体

曝露データは化学工場の作業人，合成化学者の血液など

限られた調査例しかないが，本研究は一般人のPBDD/F

の曝露データとして初報告と判断される。

一方，1970年，2000年度のPBDEの中央値は29.2 pg/g

fatおよび1288 pg/g fatであり44倍の濃度差が見られた。

国内のPBDE使用の増加傾向と底質，魚類，哺乳類およ

び人体母乳のグローバルな調査結果，PBDEの環境濃度

が上昇していることを証明する文献などの状況から，日

本人のPBDE曝露は1970～2000年度の間に増加してきた

ことが示唆された。また，1970年度の試料ではHxBDE，

HpBDEが定量下限以下であったことや2,2’ ,4,4’ -TeBDE

（BDE-47）の外の異性体は中央値が５pg/g fat以下であっ

たことから，1970年以前のPBDEの使用は少量であった

と考えられる。分析した７つのPBDEの異性体中，1970

年試料で主なものはBDE-47（56.2%）であったのに対し
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て，2 0 0 0年度試料ではB D E - 4 7（3 5 . 6 %）の外にも

2,2’ ,4,4’ ,6-PeBDE （BDE-100）, 2,2’ ,4,4’ ,5,5’ -HxBDE （BDE-

153）の組成比が19.4%, 29.7%となり，高臭素化ジフェニ

ールエーテルの比率が高く，OBDE, DeBDEのような化

合物の使用が増えていることが示唆された。

一方，本研究で検出されたPBDD/F異性体の給源や原

因についてまだ明らかでないが，PBDD/Fの生成源の一

つであるPBDE濃度との相関性を調べた。その結果，統

計的に有意な傾向は見られなかったが，1970年試料は

PBDE濃度がバックグラウンドレベルであるために，ま

た，2000年のPBDD/F曝露はPBDEのような臭素系難燃剤

の曝露と関連する可能性は示唆されたものの，まだ不明

である。PBDD/Fの人体曝露実態や給源を調べるために

今後，母乳や血液などを対象にPBDEを含む臭素系難燃

剤の分析を展開していく必要がある。

（３）脳神経系への影響

環境ホルモン化学物質がヒトの脳・神経系および免疫

系に影響を与えるのではないかとの懸念がある。本研究

はこれらの化学物質の脳・神経系への影響を評価するた

めの測定・解析手法の開発を目的とする。ヒトや実験動

物を個体レベルで画像診断を行う超高磁場MRI法の開
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図10 マウス（C57B6）のAhRの芳香族アミノ酸をアラニン（Ala）にかえた変異体の転写誘導活性
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発，実験動物を用いる行動試験法，さらに，細胞レベル

での病理・免疫組織化学手法，分子レベルでの神経伝達

物質や関連する遺伝子解析の手法開発と整備を目標とし

た。

１）脳の超高磁場MRI試験法の開発

我が国では最も高磁場の4.7Tesla人体用MRI装置を立

ち上げ，ヒト脳の解剖学的画像や代謝機能を効率よく測

定するための手法の研究を行った。脳機能を考える上で

重要な灰白質と白質を識別しやすいT1強調画像を用い

ることとし，従来の２次元法，modified DEFTを利用す

る２，３次元法について検討した。この結果，３次元

MDEFT法では１mmの位置分解能でコントラストの高い

精細な画像を得る方法を確立した。３次元データセット

を用いて任意の部位，任意の方向の断面の検索が可能で

ある。これは，脳のデータ集積を行う上できわめて有効

である。さらに，得られた画像に基づいて脳局所の代謝

解析を行うためのスペクトル測定法の開発を行った。

図11にラット脳の150μl の領域より得た1H NMRスペク

トルを示す。これより脳局所のグルタミン酸等の神経伝

達物質の挙動を無侵襲で測定可能となった。

２）実験動物の行動試験法の研究

プロピオチオウラシルを周産期の母マウスに投与する

ことにより，出生した雄仔マウスをヒトのクレチン病の

モデルと考えられる甲状腺ホルモン欠乏動物として作製

した。このモデル動物を用いて移所運動活性，シャトル

型条件回避反応，受動的回避反応等の行動試験法を適用

した。この結果，250ppm以上のプロピオチオウラシル

投与で得られたマウスは移所運動活性増加を示すことが

分かった。また，多動性障害モデル動物として6-ヒドロ

キシドパミンや，実際の環境ホルモン化学物質と考えら

れるビスフェノールA （20マイクロg）を生後５日目の

雄仔ラット脳の大槽内に直接投与し，４～５週後にラッ

トの自発運動試験を行った。この結果，いずれのラット

においても同じパターンの運動活性の増加がみられた。

これより，ビスフェノールAは運動活性を有意に増加さ

せると考えられ，自発運動試験法は環境ホルモン化学物

質のスクリーニング法として使用できる。

３）組織化学的試験法の研究

発生段階の脳には多機能幹細胞と呼ばれる，神経細胞

（いわゆるニューロン）あるいはグリア細胞（神経細胞

の移動や生存・維持，また神経情報伝達の調節などの役

割を果たしている。また末梢組織の白血球にも相当する）

のいずれにも分化できる機能をもつ細胞が存在する。こ

の多機能幹細胞に対して，特定の部位を構成する細胞が

特定の時期に特定の数だけ生み出されるしくみが働き，

さらには不要な細胞を排除するプログラム細胞死（細胞

が自らのDNAや細胞膜を破壊して積極的に死ぬこと。

apoptosis（アポトーシス）ともいわれ，外因的作用のみ

で死ぬ細胞壊死とは区別される）も相まって全体として

統合された形態形成が進行する。この幹細胞の分化を促

進したり抑制したりするのが細胞周期関連タンパクや成

長因子受容体と呼ばれるもので，progenitorと総称され

る。従来神経細胞は胎生期から生後初期にかけて新生し，

成体では新生しないと考えられてきた。しかし近年哺乳

動物の脳内海馬（学習記憶機能の統合中枢であり，かつ

ストレス反応系の上位中枢でもある）の一部である歯状

回の顆粒細胞層では成体であっても神経細胞が新生する

ことが報告され始めた。これらの報告は何も処置しない

実験動物を対象とした知見であり，脳に何らかの障害を

惹起した場合を検討した例はまだない。ある種の有機ス

ズ化合物をラットに投与すると海馬障害が引き起こされ

るが，同障害はグルココルチコイド（いわゆるステロイ

ドホルモン。神経の細胞質にあるグルココルチコイド受

容体に結合することにより機能を発現する）を時期によ

り増減させることによって軽減されることを見いだし

た。さらに申請者らの予備的な知見では同領域において

神経細胞のアポトーシスが生じ，さらに成体神経再生と

思われる事象が見いだされている。ここで用いた実験動

物は視床下部－下垂体－副腎皮質系が賦活されたいわば

ストレスモデルということができるものである。これら

のストレス反応由来の海馬障害，アポトーシス，神経再

0123456 ppm
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Glu C4Cho
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Lac C3

Gln C4
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C3
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図11 ラット右脳の５×５×６mm（150μl）の選択領域で
測定された1H NMRスペクトル
神経細胞の指標となるN-アセチルアスパラギン酸（NAA）

や乳酸に加えて神経伝達物質のグルタミン酸（Glu），グ

ルタミン（Gln）が観測できる。
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生およびprogenitorの相互関連に関する知見は全く明ら

かにされていない。そこで成熟動物の生体に有機スズ化

合物を投与して海馬障害を引き起こし，同領域のアポト

ーシスと神経再生の神経生化学的検出法について検討し

た。またアポトーシスと神経再生におけるグルココルチ

コイドの役割についても調べた。

SD系ラットにトリメチルスズ（TMT）９mg/kgを６週

齢で経口的に一回投与した。内因性グルココルチコイド

の海馬障害への関与を検討する目的で副腎（成体内でグ

ルココルチコイドを産生する臓器）切除（ADX）を施

した群，副腎切除とグルココルチコイド受容体アゴニス

ト（本来生体にあるステロイドホルモンと同様のはたら

きをする化学物質）を投与した群およびSham手術群を

設定した。TMT投与終了後１，２，３，５，７および

14日目に麻酔下で屠殺し，脳サンプルを採取する。脳サ

ンプルは脱血したのち固定処理を行い，病理組織学的検

索，免疫組織化学的および細胞死・成体細胞新生検索試

料とした。一部の脳については海馬，線条体，嗅球，梨

状皮質および小脳に分離しグリア細胞活性化を観察し

た。細胞死および成体細胞新生検索：凍結脳切片サンプ

ルにて行う。アポトーシスは TdT-mediateddUTP-X nick

end labeling （TUNEL） 法キットで，細胞新生は 5-

bromo-2’-deoxy-uridine （BrdU）取り込み法キットによ

った。また新生細胞の分化については各種progenitor

markerの抗体（例えばPSA-NCAM：幹細胞が神経に分化

したことを示すマーカー）を用いた免疫染色を行った。

その結果，14日目のサンプルの神経細胞染色により，

TMTによる細胞脱落がADXにより増悪し（図12），それ

がコルチコステロン（ラット生体内で産生されるステロ

イドホルモン）あるいはデキサメタゾン（人工ステロイ

ドホルモン）の投与で軽減されることが観察された。な

お，この方法では細胞脱落が壊死であるかアポトーシス

であるかは区別できない。次に５日目のサンプルについ

てアポトーシスと細胞新生を検討した。その結果ADX

については海馬歯状回の上部顆粒細胞層に優位にアポト

ーシスが観察され，TMT投与の場合にその数は下部顆

粒細胞層の方が優位であった。TMT+ADX群においては

その数は相乗効果的に増加した。細胞新生はアポトーシ

スが生じている部位を取り囲むような分布を呈した。全

サンプル（１～14日目）を通してアポトーシスを検討し

た。定量的な検討にはいたっていないが，TMT投与に

よりおおむね５日目にアポトーシスを示す細胞の数がピ

ークに達すること，およびADXとTMT投与は相乗的な

効果を示すことが観察された。さらに細胞新生と幹細胞

の神経分化との関係についてprogenitorの発現を観察し

つつ検討した。現在のところきわめて予備的な知見しか

得られていないが，少なくとも歯状回顆粒細胞層で新生

している細胞は神経に分化していることは確かなようで

ある。

４）神経伝達物質および遺伝子レベルでの研究

行動試験法で得られた結果を神経伝達物質レベルで解

明するために，運動活性の亢進した動物脳を分画して

HPLCやDNAアレイを用いる解析を行った。甲状腺ホル

モン欠乏動物脳の線条体，側座核等でドパミンやセロト

ニンの代謝回転の低下が認められた。運動活性の亢進と

線条体，前頭皮質のドパミン代謝回転の間に負の相関が

認められた。また，ビスフェノールA投与動物で中脳の

ドパミントランスポーター遺伝子の発現に変動が見られ

た。多動性が観察されるヒト注意力欠陥多動性障害の原

因の一つと報告されているドパミントランスポーター遺

伝子発現変動との関連を検討している。

５）免疫系への影響に関する研究

平成14年度より開始した本研究では，アトピー性皮膚

炎モデルであるNc／Ngaマウスを用いて，フタル酸エス

テルの皮膚炎に及ぼす影響を検討。再現性を確認中。

2.3.2 野生生物の生殖に及ぼす内分泌かく乱化学物質

の影響に関する研究

我が国に生息する腹足類（巻貝類），魚類，鳥類など

の野生生物における個体数減少，性比の変化あるいは生

殖器の奇形などの生殖に関する種々の異常の有無とその

程度について多角的に検討し，何らかの異常が認められ

る場合にはそれがその種の個体群に及ぼす影響を推定し

て評価するとともに異常をもたらした原因の究明に努め

る。
図12 トリメチルスズ投与により引き起こされる海馬障害(左)

は副腎切除により増悪される（右）
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（１）腹足類（巻貝類）

１）アワビ類：有機スズ化合物に曝露されたアワビの

生殖巣における組織学的変化と生殖への影響

筆者らは1970年代以降のアワビ資源の減少に再生産を

めぐる何らかの異変（内分泌かく乱現象）が関与してい

るとの仮説を立てて1994年から野外調査と移植実験を継

続してきた。その結果，漁獲量激減海域（B海域）で漁

獲されたマダカアワビとメガイアワビにおいて雌雄間で

の性成熟盛期の不一致（生殖周期の乱れ）や卵巣での精

子形成が見られ，また組織中の有機スズ濃度が対照海域

（A海域）のそれよりも有意に高いことが明らかとなっ

た。さらに，A海域のメガイアワビをB海域の造船所近

傍に移植して７ヵ月間のin situ 曝露試験を行ったとこ

ろ，組織中有機スズ濃度の顕著な上昇とともに約90％の

雌で精子形成などの雄性化が認められた。

これらの知見に基づいて，実験室内でメガイアワビに

対するTBTとTPTの２ヵ月間の流水式連続曝露試験を実

施した結果，曝露群では曝露したTBTもしくはTPTの有

意な蓄積が見られ（TBTについてp<0.01，TPTについて

p<0.05），特に神経中枢である神経節を含む頭部におい

てその濃度が高かった（T B TおよびT P Tについて

p<0.001）。またTBTもしくはTPT曝露群において卵巣に

おける精子形成が有意に認められた（TBTおよびTPTに

ついてp<0.01）。本実験期間中，供試個体に疾病による

と思われる所見はなく，また対照群では卵巣における精

子形成が見られなかった。なお，TBTもしくはTPT曝露

群の雄の精巣においては有意な組織学的変化が見られな

かった。TBTもしくはTPT曝露によるメガイアワビの卵

巣での精子形成は，中腹足類や新腹足類のインポセック

スと質的に同等の雌の雄性化現象であると考えられた。

腹足類の神経中枢である神経節からは生殖を制御する

種々の神経ペプチドが分泌されていることが知られてい

るため，頭部における高濃度の有機スズ（TBTおよび

TPT）の蓄積がこれらの神経ペプチドの分泌等をかく乱

して上述の組織学的変化に帰結した可能性が示唆され

た。

上記の諸結果を基に，有機スズ化合物と雌アワビの雄

性化との間の用量－反応関係を評価するべく，TBTを用

いた流水式連続曝露試験を実施した｡またTBTなどの有

機スズ曝露による産卵，受精，胚発生，孵化，幼生の生

残，着底，成長およびアワビ資源への加入にいたる各過

程に及ぼす影響を評価するためのマダカアワビ種苗生産

試験，マダカアワビの胚発生および浮遊幼生に対する有

機スズ化合物の毒性試験，フィールドにおけるアワビ幼

生の分布と着底稚貝の成長に関する検討を開始した｡

２）イボニシ：日本におけるイボニシのインポセック

スと有機スズ汚染に関する全国実態調査

1999年１月から2001年10月までに全国の174地点で採

集されたイボニシ試料を用いて既報に準じた解剖学的な

観察を行い，各地点におけるインポセックスの出現率，

相対ペニス長指数（Relative Penis Length Index; RPL

Index），輸精管順位指数（Vas Deferens Sequence Index;

VDS Index）および陰門閉塞個体の出現率を算出した。

また一部の試料の生殖巣組織から病理標本を作製（ゲン

ドル液固定，パラフィン包埋，ヘマトキシリン・エオシ

ン（HE）染色）し，光顕で観察した。さらにイボニシ

の全組織中に含まれる有機スズ（ブチルスズおよびフェ

ニルスズ）化合物の濃度を既報に準じて分析・測定した

（プロピル化／GC-FPD法）。また過去の調査結果との比

較により，イボニシにおける有機スズ汚染レベルとイン

ポセックス症状の経年推移について検討した。

概して，インポセックスは全国的になお広範に観察さ

れたが，ペニスの発達の程度は小さく，RPL Index は多

くの地点で40を下回った。しかしながら，輸精管の形成

および発達がペニスのそれに先行して進むため，ペニス

が小さくても輸精管の形成が完了している個体が多く，

VDS Index が４を上回る地点が多かった。またペニスは

短いがVDSが５もしくは６と判定される不妊（産卵不能）

個体が，低頻度ながら，各地で観察された。イボニシの

インポセックスでは輸精管の発達に伴う周辺組織の増成

により陰門が閉塞して産卵不能にいたるため，輸精管の

発達の程度を詳細に観察する必要がある。また造船所や

漁港，養殖場の近傍や船舶航行量の多い複数の調査地点

でVDSが５を上回る不妊（産卵不能）個体がなお多数観

察され，卵巣での精子形成を認める重篤な症状の個体も

見られた。イボニシ全組織中のTPT濃度は20 ng/g 湿重

を下回る地点が多かったが，長崎港のほか，瀬戸内海や

鳴門海峡，関門海峡などの地点で40 ng/g 湿重をなお上

回った（最高濃度：174.2 ng/g 湿重）。イボニシの全組織

中TBT濃度も20 ng/g 湿重を下回る地点が多かったが，

三浦半島や瀬戸内海，鳴門海峡および関門海峡，長崎港

などの比較的多数の地点で40 ng/g 湿重を上回った（最

高濃度：329.0 ng/g 湿重）。また，兵庫や徳島，高知，愛

媛，長崎などの一部の地点では局所的にTBTの高レベル
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汚染が見られるなど，いわゆる有機スズ汚染の“hot

spot”が観察された。またイボニシ全組織中のTPT濃度

に関しては，おおむね，各地点で引き続き経年的に減少

する傾向が見られたが，TBT濃度に関してはさまざまで

あり，多くの地点で経年的に緩やかに低減しつつあった

反面，ほぼ横這いと見られる地点もあり，２，３の地点

では経年的に上昇した｡

①有機スズの食物網経由での濃縮と体内分布

腹足類の有機スズ汚染と内分泌かく乱現象に関する調

査研究の一環として，浅海域の食物網における有機スズ

化合物の分布について検討した。すなわち，1996年９月

に相模湾のCにおける内湾部および外海部で漁獲された

魚類，甲殻類および貝類（内湾産魚類10種，甲殻類２種，

貝類６種，外海産魚類11種）の筋肉，鰓および肝臓（も

しくは消化腺），ならびに同海域で採集された海藻類に

含まれる有機スズ化合物の含有量をプロピル化／GC-

FPD法により分析し，測定した。また内湾産および外海

産のそれぞれ数種においては，上述の筋肉，鰓，肝臓

（もしくは消化腺）に加えて脳（もしくは神経節），心臓，

消化管，腎臓，鰾，生殖腺および表皮に分別し，それぞ

れの有機スズ化合物含有量を同法で分析し，測定した。

その結果，TBTでは食物網を通じた濃縮が不明瞭であり，

その蓄積量は，食性や遊泳範囲などの生態学的特性とと

もに，代謝能力によって規定されると考えられた｡一方，

TPTに関しては，魚食性が強い上，遊泳範囲が比較的狭

く内湾域に長期に滞留するとみられる種（マゴチやカサ

ゴ等）の濃度が他種に比べて高いことから，定着性で肉

食性の種では食物網を通じた濃縮が進む可能性があると

示唆された｡またTBTは鰓や心臓，腎臓に，TPTは腎臓

や肝臓，生殖巣あるいは脳において，それぞれ高濃縮が

見られた｡

②韓国におけるイボニシのインポセックス，アワビ類

の内分泌かく乱および有機スズ汚染に関する日韓共

同研究

日本側研究者（堀口敏宏・独立行政法人国立環境研究

所主任研究員）が韓国側受入研究者（趙　顯書・国立麗

水大学校副教授）のもとに，平成14年３月１日から14日

までの２週間派遣されて滞在し，韓国沿岸域における有

機スズ汚染レベルの評価を行った。すなわち，海水（12

地点），表層底質（９地点），柱状底質（３地点），なら

びに生物試料（巻貝および二枚貝の貝類試料（21地点））

の採集を行い，巻貝試料に対する解剖観察とともに上記

の全試料に対する化学分析（プロピル化／GC-FPD法ま

たはGC-MS法）を実施した（結果は現在も解析中）。ま

たエゾアワビ試料を入手し（１地点），生殖巣組織を検

鏡した。その結果，少なくとも一部の地点（例えば，

Seodang）では，有機スズ汚染が1995/1996年以降，現在

までに進行した可能性が高いと考えられた｡また，エゾ

アワビにおいて生殖周期がかく乱されている可能性が示

唆された。これらの結果を基に，今後さらに調査研究を

進めていく予定である。

③インポセックスのメカニズム解明に関する研究

船底塗料などとして使用されてきた有機スズ化合物が

ごく低濃度で腹足類に特異的にインポセックスと呼ばれ

る雌の雄性化を引き起こすことが明らかにされている

が，その誘導・発現機構の詳細は明らかでない｡筆者ら

は，現在までに得られた新腹足類および中腹足類のイン

ポセックスと雌アワビ類の雄性化現象に関する知見に基

づいて，“腹足類の神経中枢である神経節に有機スズが

高濃度に蓄積した結果，神経内分泌系がかく乱され，雌

における雄性生殖器官の発達や付属生殖器官の構造の変

化，卵巣での精子形成などの内分泌かく乱現象の顕在化

に帰結する”との作業仮説を設定した。この作業仮説の

検証に向けて，不足している腹足類の生殖生理に関する

基礎的知見の獲得と蓄積に努めている。特にステロイド

ホルモンとその受容体，およびアロマターゼに代表され

る性ステロイドホルモン代謝酵素，神経ホルモンとして

の神経ペプチド，ならびに生体アミンと神経作用性アミ

ノ酸に焦点を当てて研究を推進しており，平成14年度ま

でに以下の結果を得た｡

イボニシにおけるステロイドホルモンとその代謝能お

よび受容体に関する実験的検討

2000年７月と８月に茨城・平磯で採集されたイボニシ

および2000年９月に新潟・寺泊で水揚げされたバイを用

いて，それぞれの卵巣および精巣からメタノール抽出画

分を得て，精製とシリル化の後，高分解能GC/MSにより

ステロイドホルモンの同定と定量（内部標準法）を行っ

た結果，イボニシの卵巣から17β-エストラジオール

（E2），精巣からテストステロン（T）がそれぞれ検出さ

れ，同定された。またバイの卵巣からE2，エストロン

およびエチニルエストラジオール（EE2），精巣からTお

よびアンドロステロンがそれぞれ検出され，同定された。

このうち，EE2は合成ステロイドであるため，バイが固

有に有していたものか，腐肉食性であるために食物網を
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通じてあるいは生息域の海水から体内に取り込んだ汚染

を示唆する結果であるかの判断が困難であった。なお，

EとTについて内部標準法で定量を行った。

また，ELISA法を用いてイボニシの生殖巣中のテスト

ステロンを個体別に定量するための測定条件を確立し

た。抗テストステロン抗体キットの選択および試料の前

処理法を詳細に検討することにより，ELISA法で問題と

なる測定値のばらつきを克服することができ，測定値は

GC/MSの値と良い一致を示した。これにより，GC/MSで

はできなかった個体別の定量が初めて可能になった。こ

の方法を用いて有機スズ汚染および非汚染域で採集した

雌イボニシを分析した結果，インポセックス個体のテス

トステロンが高い傾向を示すことが確認され，テストス

テロンとインポセックスとの何らかの関連性が推察され

た｡

さらに，2002年４月に茨城・平磯で採集されたイボニ

シを実験室内で人工海水を用いて２ヵ月間飼育した後，

摘出された卵巣もしくは精巣と消化腺の混合部ホモジェ

ネートにテストステロンとNADPHを添加して37℃で30

分間インキュベートし，ジエチルエーテル抽出画分を得

てE2を測定し，その生成割合を対照（テストステロン

非添加のホモジェネート）と比較した結果，イボニシの

生殖巣/消化腺混合部においてTからE2が生成すること

が確認された。なお，雌雄間で有意差は見られなかった。

したがって，イボニシの生殖巣／消化腺混合部にアロマ

ターゼ様活性を有する酵素の存在が示唆され，脊椎動物

と類似のステロイドホルモンと代謝酵素を有する可能性

が高いと考えられた。なお，種特異的なステロイドホル

モンおよび代謝酵素の存在については今後さらに検討が

必要である。

また2001年４月と５月に茨城・平磯および神奈川・城

ヶ島で採集されたイボニシの卵巣，精巣およびペニス形

成部位に対するアンドロゲン受容体（AR），エストロゲ

ン受容体（ER）およびアロマターゼ（P450Arom）の各抗

体による免疫組織化学染色（中和抗原処理を含む）を行

った結果，生殖巣ではARとERに対する特異的染色が，

またペニス形成部位ではARに対する特異的染色が，そ

れぞれ認められたのに対し，P450Aromに対してはいずれ

の組織においても特異的染色が認められなかった。さら

に，2001年７月に上記の平磯で採集されたイボニシの卵

巣／消化腺混合部からcDNAライブラリーを作製し，こ

れをテンプレートとしたPCR断片を得て，3’および5’-

RACE法により増幅し，ERのクローニングを試みた。そ

して，そのアミノ酸配列の解析と他種との相同性

（homology）の比較，検討を行った結果，イボニシのER

におけるアミノ酸配列の相同性は，脊椎動物のERαと

比較して，DNA結合ドメインで84～89％と比較的高かっ

たが，リガンド結合ドメインでは39～40％と低いことが

明らかとなった。

これらの結果から，イボニシなどの前鰓類においても

脊椎動物のそれと部分的に類似したARやERの存在が示

唆されるものの，その構造の相同性は比較的低いと推察

される。またP450Aromについても存在が示唆されるが，

脊椎動物のそれとは相同性が低いと考えられる。今後，

ステロイドホルモン産生細胞の探索とともに受容体の構

造解析やインポセックス発症との関連を含めたステロイ

ドホルモンの機能解析に向けて，さらに研究を進める必

要がある。

④イボニシのインポセックスに及ぼすアロマターゼ阻

害剤とアンドロゲン，神経ペプチドの影響

船底塗料等として世界各地で使用されてきた有機スズ

（トリブチルスズ（TBT）およびトリフェニルスズ

（TPT））化合物が前鰓類（海産腹足類）のうち，新腹足

類と中腹足類に対し，ほぼ特異的にかつごく低濃度でイ

ンポセックスを引き起こすことが知られており，インポ

セックスの誘導機構について現在までに５つの仮説が提

出されているが，前鰓類の生殖生理に関する基礎的知見

の不足のため，現時点ではいずれの仮説がもっとも合理

的であるかを判断することが難しい。ここでは，インポ

セックスの誘導機構解明の一環として，イボニシのイン

ポセックスの誘導や発達に及ぼすアロマターゼ阻害剤と

アンドロゲン，ならびに数種の神経ペプチドの効果を検

討するために筋肉注射試験を実施した。

2002年１月に茨城県ひたちなか市平磯で採集したイボ

ニシから，雌のみを選び出して20個体ずつの６グループ

（①対照，②F M R F a m i d e，③L S S F V R I a m i d e，④

APGWamide，⑤5α-ジヒドロテストステロン（DHT）

および⑥TBTCl）に分けて，それぞれのエタノール溶液

をMgCl2/6H2O溶液で麻酔したイボニシの足部に注射し

た｡注射量は，②～④の神経ペプチドについてはいずれ

も10-10mol/個体，DHTとTBTClについては約１μg/g 体重

とした｡また①はエタノールとし，他の実験区における

最大注射量となるようにした。注射後のイボニシは実験

区ごとに２lトールビーカーに収容し，人工海水を10 l /
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を有することが示唆された｡一方，FadおよびFad+Test

がイボニシに対してインポセックス促進能を有すること

はほとんどないか，きわめて微弱な効果にとどまると推

察された。FadおよびFad+Test（３濃度）を流水式曝露

試験装置によりイボニシに72日間連続曝露させた実験に

おいてもインポセックス促進能が観察されず，したがっ

て，アロマターゼ阻害剤およびそれにテストステロンが

付加した場合のイボニシにおけるインポセックス症状の

促進はほとんど見られないと言えよう。本実験結果は，

Bettin et al.1）の結果とは対照的な結果である。両者にお

いて使用されたアロマターゼ阻害剤に構造上の差があ

り，実験に用いられた種も異なっているとはいえ，類似

の曝露方法によって対照的な結果が生じたことは興味深

く，アロマターゼ阻害剤やテストステロンがインポセッ

クスに及ぼす影響について，種差を含めて，さらに詳細

に検討する必要がある。

⑤イボニシにおける生体アミンおよび神経作用性アミ

ノ酸の同定

イボニシの中枢神経系である神経節（脳）から，高速

液体クロマトグラフ-電気化学検出器（HPLC-ECD）によ

り，セロトニン，ドーパミン，エピネフリン，オクトパ

ミンが検出された｡いずれも非汚染・汚染海域双方のイ

ボニシから検出され，検出レベルの雌雄差は明らかでな

かった。

また，検出された物質量と脳の湿重量との間に有意な

相関関係はみられなかった。概して，汚染海域の個体で

非汚染海域の個体に比べて脳内アミン量が少なく，とり

わけセロトニンの前駆・代謝物質（トリプトファン，5-

ヒドロキシインドール酢酸）が汚染海域の個体で少なか

った。全個体で共通に検出された物質はトリプトファン

のみであった。生体アミン量とインポセックスとの関係

について，さらに実験的検討を進めている。

３）ヒメタニシ

霞ヶ浦の沿岸部全域をカバーするように13の採集定点

を選抜し，2001，2002年の両年とも４～10月に毎月１回

のペースで採集を行った。各定点では３～４人で10～15

分間採集を行い，各地点で約50～60個体のヒメタニシを

採集した。ヒメタニシは，少なくとも通年で水際から水

深１m程度の葦原の基部やテトラポットなど，極沿岸部

に分布しており，特に春季から夏季にかけては水深

30cm程度の浅瀬にも分布することが判明した。

調査において採集したヒメタニシは殻の各部の計測と

日として通水した流水環境下で飼育した｡餌は，平磯で

採集したムラサキインコガイを与えた｡実験開始１ヵ月

後にすべてのイボニシを取り上げて解剖し，インポセッ

クス症状を精査した｡インポセックス出現率はχ2検定に

より，またペニス長と輸精管順位（VDS）は一元配置の

分散分析により，それぞれ対照区との有意差検定を行っ

た｡また繰り返し実験（陽性対照はTBTClとTPTCl）を

行い，結果の再現性を検討した。

その結果，インポセックス出現率は，陽性対照として

用いた有機スズ区では有意な増加 （TBTClおよびTPTCl

ともにp<0.01）であったが，他の実験区では，いずれで

も有意な増加ではなかった。またペニス長は個体差が大

きかったが，陽性対照の有機スズ区で有意（TBTCl

（p<0.05），TPTCl （p<0.001）），他の実験区では有意差

なしであった｡一方，輸精管順位（VDS）は，有機スズ

（TBTCl，TPTCl）のほか，DHTおよびAPGWamideの各

区で有意に増加した（TBT ClおよびTPTClともに

p<0.001，DHTおよびAPGWamide はいずれもp<0.01）｡

2002年５月に上述の平磯で採集したイボニシから，雌

のみを選び出して20個体ずつの４グループ（①対照，②

塩酸ファドロゾール（Fad），③Fad＋テストステロン

（Test）および④TPTCl）に分けて，それぞれのエタノ

ール溶液をMgCl2/6H2O溶液で麻酔したイボニシの足部に

注射した｡注射量は，②Fadが約５μg/g 体重，③Fadお

よびTestが，それぞれ，約５μg/g 体重および約0.1 μ

g/g 体重，またTPTClは約１μg/g 体重とした｡また①は

エタノールとし，他の実験区における最大注射量となる

ようにした。以後同様に，飼育，解剖観察した後，イン

ポセックス出現率とペニス長およびVDSについて，それ

ぞれ対照区との有意差検定を行った｡

その結果，インポセックス出現率が対照区より有意に

高かったのはTPTCl 区（p<0.01）のみであり，Fad区お

よびFad+Test区では対照区と有意差なしであった。ま

たペニス長は個体差が大きく，Fad区では対照区との間

に有意差が認められた（p<0.05）ものの，Fad+Test区で

はペニス形成が認められなかった。TPTCl 区では対照区

より有意に伸びた（p<0.001）。一方，VDSについては，

Fad区およびFad+Test区で対照区との有意差が認められ

ず，TPTCl 区で有意であった（p<0.001）。

これらの結果から，神経ペプチドのうち，少なくとも

APGWamideと，テストステロンの還元型代謝物である

DHTはイボニシに対する微弱なインポセックス促進能
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がある（雌の方の成長が早い）か，または，寿命に雌雄

差がある（雌の寿命が長い）可能性が示唆された。つぎ

に，生殖腺体指数（Gonadosomatic Index：GSI）の季節

変化は雌雄間で大きく異なり，雌よりも雄で大型となる

結果を示した（図15）。季節変化について検討すると，

雌雄ともに，５月に上昇し，その後，６～７月には減少

することが明らかになった。６月のGSIの減少は交接に

伴なう雄の放精と雌の産卵・放貝によるものであると考

えられ，ヒメタニシの繁殖盛期は６～７月であると推定

された。

これまでの調査によってヒメタニシでは性比，生殖腺

体指数，精巣の色彩変異のそれぞれにおいて，季節変動

が見られた。野生生物の調査を行う場合，このように形

態的・生態的特徴に季節変動が見られるものを影響評価

の指標として用いる場合には，対象となる生物種の詳細

な生理・生態学的基礎知識の裏づけが必要である。

榑松は雄の寿命は２～３年，雌の寿命は４～５年と

「タニシ」に記載している。この記載の根拠となるデー

タは概書中に示されていないが，もし本当であれば，ヒ

メタニシの性比の雌への偏りは，寿命の違いに因るとこ

ろが大きいと思われる。現在，我々はタニシの成長速度

の違い，雌雄による寿命の違いについて，年齢査定方法

の検討などを含めて飼育実験を継続中である。

（２）斧足類（二枚貝類）

アサリ等の二枚貝類における内分泌かく乱現象の顕在

化または潜在的影響に関する調査を新たに開始し，全国

的に試料収集を行っている。

重量を測定し，解剖後に生殖腺の形態から雌雄判別およ

び生殖腺重量の測定を行った。霞ヶ浦全体の採集された

性比の季節変化について観察したところ，両年ともに６

月に雌の割合が高かった。全体的な傾向としては，春か

ら初夏に雌の割合が高くなり，その後，減少することが

明らかになった（図13）。

各定点の性比については年間の総計，季節変動ともに

大きくばらついたが，地理的な偏りは見られなかった

（図14）。全体的には，採集定点の77％で雌のほうが雄

よりも多い傾向を示し，霞ヶ浦全体でも2001年は55.2%，

2002年は54.3%の個体が雌であった。同じように，雌に

性比が偏る現象は，先述の西脇らも７月に採集した性比

で報告しているが（1998年: 63%，1999年: 68%），調査結

果でも同様に雌に性比が偏ることが示されたことから，

霞ヶ浦においてヒメタニシの性比は雌に偏っており，

「内分泌かく乱化学物質によるメス化」が起こっている

可能性は否定できない。しかし性比が雌に偏る原因とし

て，内分泌かく乱化学物質の影響ばかりであるとは言え

ない。交接後に湖岸で雌が放貝行動をとっているなど雌

雄の生活圏の違いや，繁殖加入年齢や寿命の雌雄差など

の生活史特性によって，採集された個体群の性比が偏っ

てくる可能性もある。よって，現時点では一面的な性比

の偏りだけで内分泌かく乱化学物質の影響の有無を論じ

るには情報が少なすぎるというのが実状である。

霞ヶ浦産のヒメタニシのサイズ組成の季節変化につい

て殻付重量をもとにして調べたところ，採集した月すべ

てにおいて，雌のほうが大型であるという結果が得られ

た。この結果から，雌雄間でヒメタニシの成長速度に差
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図13 霞ヶ浦（西浦）全体におけるヒメタニシの性比（雌の割合）の季節変動
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ワウにみられる汚染と影響の実態把握を開始した。

カワウについては，東京湾に生息するカワウと琵琶湖

に生息するカワウについて甲状腺の過形成について差が

あることが報告されており，東京湾カワウには汚染物質

の影響が考え得る。これに対応して，カワウの肝臓およ

び卵中のコプラナーPCB，塩素化ダイオキシン類，臭素

化ビフェニル，臭素化ダイオキシン，臭素化ビフェニル

エーテル等の分析を実施した。

1988年に東京都台東区の第六台場から採取したカワウ

卵と，2000年に神奈川県厚木市の相模川で食性調査のた

めに捕殺されたカワウ肝臓を分析に供した。PBDD/Fsの

卵および肝臓中2378置換体PBDD/Fsは，肝臓の２個体を

除いてすべてnd以下（２～20pg/g）であり，非2378置換

体PBDD/Fsがそれぞれ平均95pg/g fat，111pg/g fatであり，

卵と肝臓における有意な濃度差はみられなかった。

PBDEsにおいても卵（平均 1400ng/g fat）と肝臓

（1400ng/g fat）に濃度差はみられなかった。同族体の比

較では，TeBDEs＞HxBDEs＞PeBDEsの順に高濃度でみ

られ，DeBDEsは卵と肝臓で2.8～22ng/g fatであった。

PBBsが生物試料から初めて検出され，22’44’55’ -HxBBが

高く（卵：平均13ng/g fat，肝臓：平均9.8ng/g fat），Fire

Master （商品名）の特徴を示しており，輸入品に起因

していると考えられた。

（５）その他

米国フロリダ州の湖でワニの脱雄性化が報告されてい

る。これに対応する研究として西オーストラリアのアー

ガイル湖の周辺で同様なことが見いだされるかどうかに

ついての予備的な検討を開始した。

2.4 内分泌かく乱物質の対策技術・手法の開発

本研究においては，ハード的な処理技術，ソフトな情

報に基づく対策手法の研を行うこととしている。

2.4.1 内分泌かく乱化学物質の分解処理技術に関する

研究

内分泌かく乱化学物質の環境インパクトを低減するた

めに微生物あるいは植物を用いた処理技術を開発する。

（１）ビスフェノールAの植物による分解

環境動態の研究から，植物がビスフェノールＡを良く

吸収することが明らかとなった。これに着目して，植物

による分解の可能性を検討した。タバコ 液体培養細胞

（３）魚類

閉鎖性水域や湖沼等に生息する魚類における内分泌か

く乱の実態解明

霞ヶ浦や諏訪湖等のワカサギ，東京湾のコノシロ等に

対する内分泌かく乱の実態解明を目指したフィールド調

査を実施し，生殖巣組織標本の作製および検鏡，種々の

試料に含有されるビテロゲニンや性ホルモン，内分泌か

く乱化学物質に関する化学分析を行った。

このうち，東京湾の羽田沖で2000年３月に漁獲された

コノシロでは，雄73個体中の３個体で精巣卵が観察され

た｡東京湾でも富津沖で漁獲されたもの（41個体）や相

模湾の逗子沖（34個体）あるいは浜名湖（62個体）産の

コノシロでは精巣卵が観察されなかった｡これまでの調

査の結果，東京湾産マコガレイの一部の個体において精

巣卵が観察されてきたことから，内湾域の雄の魚類に組

織異常を伴う内分泌かく乱現象が発生してきた可能性が

ある。

東京湾における環境ホルモン汚染とその潜在的な生物

影響を明らかにするために，平成14年10月から東京湾を

フィールドとする包括的な調査を開始した｡清水　誠･東

京大学名誉教授が1977年から東京湾で実施してこられた

生物調査をベースに，水・底質試料の採集も加えた拡大

版のサンプリング調査を実施する。すなわち，東京湾内

に20定点を設けて，毎年２月，５月，８月および11月に

各定点で水質および底質試料を採集する（それぞれ，

GO/FLO型採水器およびスミスマッキンタイヤー型採泥

器による）｡また底質に関して，すでに採取した柱状底

質試料の年代測定を行う｡これらの水・底質試料に含有

される環境ホルモンの化学分析およびホルモン活性のバ

イオアッセイを行う｡また上記の20定点において，網口

幅約5.5m，高さ約60cmのビームトロールを約２ノット

で10分間曳網し，漁獲物から魚類･甲殻類･頭足類および

ウニ類を採集する｡採集された生物試料は種の査定を行

い，個体数と種別の重量を計測する｡またマコガレイに

ついては個体別に体長･体重を測定し，耳石による年齢

査定､胃内容物調査や生殖巣組織の病理標本の作製と観

察，血中ビテロゲニンおよびE2等のステロイドホルモ

ン濃度の測定，環境ホルモン含有量の化学分析・定量を

行う予定である。

（４）鳥類

鳥類における影響研究として，東京湾を中心としてカ
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吸着ぎみに溶出されていた。おそらく，主な代謝は菌体

内で行われていると推測される。

PCB分解菌の採索を行った。またさらに，数種のリグ

ニンを脱色分解するカビを単離し，これとKC600を0.1%

（w/v）培地に加え反応した。これは現在ECDの感度が上

がるのを待っているところである。並行して行っている

超高温菌はゲノムDNAのバンド確認を行っている。

（３）ダイオキシン類の分解処理技術に関する研究

本研究では，ダイオキシン類やPCBなどの有機塩素化

合物で汚染された土壌などを対象として，以下の手法に

よるこれらの化学物質の効率的な分解処理技術の開発を

行った。①高温・高圧の熱水による抽出・分解，②OH

ラジカルなどによる分解，③微生物による分解。

高温・高圧の熱水による抽出・分解の研究では，水蒸

気態から亜臨界状態の水を汚染された土壌試料に通じる

ことによって汚染物質を除去することを目指した。この

方法では，超臨界水酸化法ほどの高温高圧条件を必要と

せず，消費エネルギー，コスト面で有利であり，また有

害な添加物等を加えない「水のみによる環境にやさしい

処理」を実現できる。以下に成果の概要を示す。

１）抽出・除去率を左右する実験パラメーターの検証

実験パラメータとして温度，圧力，時間，実験装置を

変え，土壌からのダイオキシン類の抽出・除去率を測定

し，実験パラメーターとの関係について検討した。

実験には，すべて共通の土壌試料および水を用い，日

本分光社製の超臨界反応装置SCW-∞を改造した装置を

使用した。セルに試料を充填した後，各種条件で水を通

し，時間を区切って回収した抽出液および残差中のダイ

オキシン類を測定した。実験装置の系外への漏出は認め

られなかった。

測定の対象は，4-8塩素置換のポリクロロジベンゾパ

ラジオキシン（polychlodibenzo-p-dioxin; PCDD），ポリク

ロロジベンゾフラン（polychlorodibenzofuran; PCDF）の

全異性体および14種類のコプラナーPCBとし，抽出水溶

液についてはTOCを，抽出前試料および抽出残差は，

CHNと各種元素も測定した。

この実験で，水だけで汚染土壌からダイオキシン類を

除去できることが確認できた。温度は，除去率を左右す

る最も重要な因子であり，温度に比例して除去率が上が

ることを確認した。350℃以上での抽出が効果的であり，

99%以上のダイオキシン類が除去された。しかしながら，

BY-2 にBisphenol A（BPA）を与え，その代謝物が2,2-bis

（4-hydroxphenyl） propane-O-β-D-glucopyranoside （略

BPAG）であることを同定し，かつ，BPAGがBPAより

estrogen活性が減少していることを確認した。またタバ

コ植物体によりタバコ培養細胞で起こっているのと同様

の代謝がタバコ実生でも行われていることを確認した。

次に27品種の栽培植物について，BPAの根からの吸収量，

および生体内のBPA配糖化酵素（BPAGTase）の比活性

を測定した。その結果，植物により，BPAを吸収しやす

いもの（ホテイアオイ，キャベツ，ササゲ等）とし難い

もの（ニンジン，イネ，ゴマ等）があった。また，ほと

んどの植物は吸水量にBPA吸収量が依存していると考え

られた。しかし，BPAGTase比活性が他の植物より著し

く高い値を示したアブラナ科の植物は，BPAGTase比活

性にBPAの吸収量が依存している傾向がみられた。

（２）微生物を用いた内分泌かく乱物質の分解

室温の条件下において新規にフタル酸エチルヘキシル

を単一炭素源として利用する微生物を単離し，16srDNA

の塩基配列の相同性よりMycobacterium sp.と同定した。

Mycobacterium sp.はコリネ型のグラム陽性の微生物で，

いわゆるバチルス等の細菌と放線菌の中間的な位置づけ

の微生物である。これには病原菌である結核菌が含まれ

ているが，相同性の高い菌体には結核菌は存在せず，

PAHs，アルカンの分解菌あるいはTCE分解菌等に近い

菌体であった。本菌株は30℃の好気的な条件下において

0.1%のフタル酸エチルヘキシルを18時間で完全に分解

する。また幾つかのフタル酸エステルを分解するが，そ

の分解速度はフタル酸エステルの分子量の低下と共に遅

くなる傾向にある。応用的な見地から，ホームセンター

で市販されている農業用の塩化ビニール（厚さ，0.1，

0.2，0.3mm）を用いて直接菌体と培養して，酢酸エチル

に抽出されてくるフタル酸エチルヘキシルの量を定量し

た。農業用塩化ビニール中のフタル酸エチルヘキシルは

厚さ0.1mmの物で約30%，0.2，0.3mmでは約15%程度で

あった。これを0.1ｇ切り取り，培地２ml に加えて30℃

で好気的に培養を行ったところ，３日間の培養で約60%

減少した。分解代謝物については，現時点では同定して

いない。しかしながら培養液を酢酸エチルで抽出した物

のTLCを行ったところ，デッドエンドと思われる代謝物

のみが存在しており，これはHPLCのODSカラム上でフ

タル酸エチルヘキシルのピークのテールにあたる位置に
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変化がみられた（図17）。例えば，鹿沼土では室温

（25℃）抽出後には，残さから検出されるTCDD濃度は

低く，その異性体組成は，一般土壌や大気，一般廃棄物

焼却飛灰試料でよく観察されるものと似ていたのに対

し，300℃抽出後にはTCDDが非常に増加し，すべての異

性体が検出された。検出された異性体は一般環境試料に

多くみられる1,3,6,8-および1,3,7,9-TCDDの割合が少なく，

2,3,7,8-TCDDが比較的多いという特徴的な組成を示した。

このような異性体組成は産業廃棄物焼却施設由来の試料

に時折観測される。この特徴的な異性体組成は，赤玉土，

黒土におけるOCDD添加試験でも観察され，すべて同様

な機構により形成されたと推測される。

OCDDから一つの塩素が水素に置換することにより生

成するHpCDDには，２つの異性体が存在するが，熱水

抽出後の土壌では，1,2,3,4,6,7,9-HpCDDが別の異性体

1,2,3,4,6,7,8-HpCDDよりも生成量が若干多かった。このこ

とから，2,3,7,8のいずれかの位置における脱塩素（塩素

と水素の置換）が，残りの1,4,6,9の位置よりもやや速い

ことが確認された。また，他の異性体割合を調べたとこ

ろ，1,2,3,4の位置のすべてに塩素が置換した異性体の生

150℃においても約50%のダイオキシン類の試料からの

消失が確認された（図16）。

加圧によって，除去を促進できることも確認できた。

ただ無加圧の状態であっても，ダイオキシン類の除去は

可能であり，圧力は熱水抽出における副次的な因子であ

ることが判明した。

また，300℃の場合では，最初の30分の抽出で80%程

度が除去され，240分で95%以上の除去が確認できたが，

150℃では土壌中のダイオキシン類濃度の減少は緩やか

であった。しかし，比較的低温でもダイオキシン類の除

去効果が認められたことは，さらなる省エネルギー化の

可能性があることを意味しているといえる。

２）ダイオキシン類の除去機構に関する検討

各化合物を構成する同族体の組成の変化について，各

種条件との関係について検討したところ，高温条件にお

いて，高塩素化物は速やかに減少するのに対し，低塩素

化物の減少割合は小さく，場合によっては，増加する現

象がみられた。このことから，土壌中のダイオキシン類

は熱水によって単に抽出除去されるのではなく，脱塩素

反応が起きていると推測された。また，観察された脱塩

素反応の速度は，温度に依存することも観測された。

分解経路を調べるため，鹿沼土，赤玉土，黒土の３種

の土壌にOCDDを添加し，同様の熱水抽出実験を行った。

土壌ごと流失したものを結果から差し引き考察をした。

この実験では，処理後のPCDFやCo-PCBの増加やPCDD

からPCDFやPCBへの変化は観察されず，ダイオキシン

分解の主経路は脱塩素反応であった。

また，残さ土壌から検出される異性体濃度には大きな

図16 温度による抽出前後の土壌および抽出液中ダイオキシ

ン類相対濃度の変化
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図17 熱水抽出後に検出されるTCDD異性体の変化
上段：25℃，<0.2MPa，240分抽出後の鹿沼土のSIMクロマ

トグラム

下段：300℃，<0.2MPa，240分抽出後の鹿沼土のSIMクロ

マトグラム
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た。

ケース２では，TEQは処理直後より減少し，処理前よ

り増加するようなことはなかった（図18）。PeCDDの減

少が緩やかなため，TEQ全体の低減にはやや時間を要す

ようであったが，処理をすればするだけTEQを下げる効

果があることが分かった。ケース２は，平均的な環境試

料を代表すると考えられ，熱水抽出の有効性が裏付けら

れた。

以上，この研究で検討した水熱反応を利用した手法に

よって，土壌からダイオキシン類を効率よく除去できる

ことと，処理において注意すべき点を明らかにすること

ができた。付加的な処理や添加剤などを必要とせず，水

だけでダイオキシン類などの汚染物質を除去できるこの

手法は，適切に運用すれば，画期的で環境にやさしい処

理技術であることを示すことができた。

OHラジカルによる分解については，いくつかの方法

を試みたが顕著な成果を得るまでにはいたらなかった。

また，微生物，特に100℃以上の温度域で活躍する超好

熱菌を探索して，塩素系有機物を分解する試みについて

は，超好熱菌と思われる微生物を探索することには成功

したが，分解効率は予想ほど高くはなかった。

また，分解処理における環境汚染防止のための簡易分

析法の開発も平行して進めており，当初の目標を達成し

つつある。

2.4.2 化学物質のリスク評価の管理と評価のための統

合情報システムに関する研究

化学物質のリスク評価と管理のための統合情報システ

ム（“Virtual World”，以下VW）は，「輸送・循環システ

ムに係る環境負荷の定量化と環境影響の総合評価手法に

成割合が少ないことも分かった。

一般に，光分解やラジカル反応による有機相中の

PCDDの分解では，2,3,7,8の位置の塩素が優先的に脱塩素

することが知られており，この熱水抽出による分解経路

はそれに近いといえる。しかしながら，2,3,7,8-位塩素置

換異性体も多く確認され，分解経路は単純ではないこと

が分かる。土壌の成分により複雑な反応が起こされてい

る可能性は否定できない。この反応をコントロールし，

2,3,7,8の位置を優先的に脱塩素させることが可能であれ

ば，処理途中におけるダイオキシン類によるリスクを最

小限に抑えることが可能になり，この手法を万全なもの

にすることが期待できる。

３）土壌の構成成分との関係

添加試験の結果より半減期を算出したところ，黒土が

最短で45分，鹿沼土が最長で158分と計算されたが，こ

のようなOCDD半減期や前述の異性体組成の違いが生じ

る原因を考察するために，土壌の構成成分との関係を比

較検討した。有機物量が多いほど，1,3,6,8-TCDDの量が

減少していることを示した。また抽出液中のTOC濃度と

ダイオキシン類濃度およびTEQの間には正の相関が見ら

れた。PCDD，PCDF，Co-PCBはTOCと同様に増減してい

ることが分かった。

４）土壌中に含まれるダイオキシン類の同族体組成の

違いによるTEQ変化の試算

この研究で，熱水抽出により汚染された土壌からダイ

オキシン類を効果的に除去できることが分かったが，脱

塩素反応の過程で，高いTEFを持つ低塩素化異性体を生

じることも確認された。この手法を，より安全に運用す

るためには，どのような場合にリスクを上昇させる危険

性があるかを把握しておくことが重要であった。そこで，

試料中のPCDDの同族体組成に着目し，処理時間による

TEQの変化を実験データに基づき計算した。

問題となるのは，高塩素異性体が脱塩素することによ

り低塩素化物を生じる場合であった。

想定したのは，以下の２つのケースであった。

ケース１：ダイオキシン類のすべてがOCDDの場合。

ケース２：４～８塩素化PCDD同族体の割合がすべて等

しい場合。

ケース１では，TEQは処理後しばらくは増加し，80分

をピークにその後は減少する様子が計算された。このケ

ースでは，TEQを処理開始前のレベルまで下げるために

は，400分を超える処理時間が必要であることが示され

時間（ t：分）�

図18 時間に伴う土壌中TEQの変化の試算
ケース２：４～８塩素化PCDD同族体の割合がすべて等し

い場合半減期はすべて等しくt1/2=45分で計算
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（１）グリッド－流域複合多媒体モデル（G-CIEMS）の

開発およびダイオキシンに対する環境動態解析のケ

ーススタディー

多媒体運命予測モデルとして，大気・水・土壌・底質

等の媒体からなる多媒体環境における化学物質の動態を

予測するモデルが既に広く利用されているが，これらの

モデルは一般に，多媒体の複雑な挙動を詳細に記述する

代わり，地理的分解能については，ごく限られた能力し

か持たないモデルが一般的である。本研究では，（a）現

状において全国規模で利用可能は最大分解能を有する地

上媒体として河川水質予測モデルの基盤とする単位流域

（全国で約40,000流域）および大気は５kmグリッド（全

国で約20,000グリッド）および沿岸海域を計算領域とす

る多媒体モデルを開発した（グリッド－流域複合多媒体

モ デ ル （ G-CIEMS: Grid-Catchment Integrated

Environmental Modeling System））（図19）。本モデルは，

従来の多媒体モデルの持つ媒体間挙動のプロセスをすべ

て含みながら，同時に現在国内において統一的に利用可

能なものとしては最小の地理情報単位の一つである単位

流域を基盤とすることにより，従来の多媒体運命予測モ

デルの能力を大幅に強化することを目標としたものであ

る。本モデルは，日本全域に渡って約５kmの空間分解

能を全媒体について，実際の河川・流域・湖沼等の地表

形態に対応する形で有しており，一般環境からの曝露評

価においてはほぼ必要十分と考えられる分解能を有する

とともに，例えば土壌・底質等の二次排出源から沿岸魚

への移行など，モデル的解析が当面求められる目標ある

いは曝露シナリオに対して，ほぼ完全に対応することが

できると考えている。モデルは，河川のみを取り扱う河

川水質予測モデル（G-CIEMS-River）と，多媒体予測モ

デル（G-CIEMS-Multi）の２組で構成される。前者は水

質についてのみより迅速な評価を，後者は全媒体を含む

包括的な評価を可能にするが，いずれも同一の河川構造

データベース（リスクセンター成果）を使用しVWシス

テムをプラットフォームとして動作する。

現時点では，モデル構造がほぼ完成し，以下に示す関

東＋信濃川流域でなおけるケーススタディーを実施した

段階であるのでこれについて報告する。今後，年間の降

雨・流出・気象の年間パターン等の導入による変動への

対応，生物濃縮モデルの追加（底質シミュレーター研究

と対応させる計画），計算結果による動態解析および曝

露解析等の手法の整備，曝露モデルの追加などを順次実

関する研究」（代表　森田昌敏　幹事　森口祐一，平成

８～10年度）より概念化が開始され，「環境ホルモン等

の多様な環境リスクの評価と管理のための統合情報シス

テムの構築に関する研究」（代表　森田昌敏，運営幹事

田邊潔，森口祐一，平成11～13年度）より現在まで継続

して研究が行われてきたものである。化学物質のリスク

評価と管理にかかわる排出量（インベントリ）および推

定モデル，環境動態モデル，モニタリングデータ，ハザ

ードデータ，人および生態系へのリスク評価機能または

情報，影響評価および政策評価に関連する社会経済統計

等，化学物質のリスク評価と管理に係る情報を地理情報

システム（GIS）上に統合し，環境負荷・影響・対策・

政策オプション等化学物質のリスク評価と管理にかかわ

る統合的な情報を与えるよう構成することを目標とした

システムである。

統合情報システムに関連する研究課題は多岐にわたる

ため，総合化研究チームでは，併任先に化学物質環境リ

スク研究センターまた，一部はPM2.5･DEP研究プロジェ

クトにおいて実施中の課題をあわせて総合的にアプロー

チしてきた。2001～2002年度において達成した成果を

表３に示す。

内分泌かく乱化学物質の環境動態およびリスク評価と

管理に資するための総合的な情報を与え，また，情報技

術的アプローチによって実験的データとともに内分泌か

く乱化学物質のリスク評価と管理に資する情報システム

と方法論を構築するための方法としてVWシステムを基

盤として，主に内分泌かく乱化学物質の動態解析および

情報技術に関連する研究的課題を実施した。2001～2002

年度については，（１）GIS上の環境モデルシステムG-

CIEMSの開発，（２）モニタリングデータを用いた地理

統計解析手法の検討，（３）ダイオキシンに対する環境

動態解析のケーススタディー，の３点を主課題として研

究を実施した。（１）については，河川情報データベー

スおよび河川水質予測モデル（G-CIEMS-River）の開発，

グリッド－流域複合多媒体モデル（G-CIEMS-Multi）の

開発，統合インベントリシステムの開発（PMとの共同

研究課題）をテーマとして実施した。（２）については，

ダイオキシンモニタリングデータを用いた空間補間処理

の検討を実施した。（３）については，関東＋信濃川流

域において，ダイオキシン類の焼却起源および農薬起源

双方による過去40年間の動態を解明することにほぼ成功

した。
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図19 グリッド－流域複合多媒体モデル（G-CIEMS）の構造概念図

空間データ変換に基

づく統合化情報処理

技術の開発

異種の地理属性を有する情報間の相互変換

による統合解析手法の開発を目標として実

施中

全て

統 合 情 報 シ ス テ ム

（GIS）上に適合する

空間・時間分解能を有

する環境動態モデルの

開発

グリッド／流域複合

多媒体モデル（ G-

CIEMS）の開発

GIS 上の空間分解能を有する河川水質予測

モデル（ G-CIEMS-River ）および大気から

沿岸海域までの諸要素を複合した多媒体モ

デル（G-CIEMS-Multi）の開発をほぼ完了

環境ホルモン

河川構造データベー

スの開発

上記 G-CIEMS 各モデルの基盤となる河川

構造データベースを全国規模で構築

リスク

地理統計手法による

モニタリングデータ

の解析

ダイオキシン類モニタリングデータによ

り，全国の存在状況を地理統計手法により

検討し，空間分布状況を明らかにした。

環境ホルモン

GIS モデルを用いるケ

ーススタディーの実施

G-CIEMS モデルを

用いたダイオキシン

類の環境挙動解析

G-CIEMS 多媒体モデルにより，関東地域

でのダイオキシン挙動と底質コアデータの

関連を解析

環境ホルモン

G-CIEMS モデルの

結果による暴露評価

への試行

多媒体予測モデルによる大気経由暴露計算

を実施

リスク

主要課題 サブテーマ 2002 年度までの成果 主な研究実施場所

統合化インベントリお

よび技術の開発

VOC 等の統合化イ

ンベントリ技術の開

発

VOC インベントリ開発（ PM･DEP 成果と

して発表）

PM

統合情報システム開発 統合解析のためのシ

ステムおよびユーザ

ーインターフェース

の開発

データベースの階層化概念の整理とこれに

基づくシステム整備を実施。これにより，

複数 PC 間を通じた柔軟な統合解析を可能

にすることを目標として開発中

環境ホルモン・リ
スク

表３　環境ホルモンプロジェクト／総合化研究チームおよび化学物質環境リスク研究センター併任研究テーマに関する総合成果
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行する予定である。

なお，当面はVWシステムを基盤として実行されるが，

モデル計算ライブラリ・データベース・ユーザーインタ

ーフェースは構造的な独立したモジュール的設計であ

り，将来の拡張性を十分に配慮するよう努力した。

（２）G-CIEMS-Multi多媒体予測モデルの構造

１）計算要素

大気：上下２層のオイラー的モデル，水：河川，湖沼，

海域をそれぞれ地理空間要素に対応させて取り扱う。水

とSSを含む分配・沈降・埋没・揮発・分解等の要素を

記述，底質：水要素の下方に設定。土壌：水田，森林，

都市等７種の土地利用区分を設定。森林区分では植生被

覆を考慮したモデル構造とする。モデル構造の概要を

図20, 21, 22に示す。

２）入力データ

各地理空間要素ごとに排出量を設定。水文データはリ

スクセンター成果の河川構造データベースを共用。

３）出力データ

各地理空間要素内のサブ媒体ごとの予測濃度を出力す

る。

４）計算単位

計算期間内の定常入力に対する非定常解導出を計算単

位とする。この計算単位期間は任意であり，単位期間を

必要に応じ時組み合わせて実行することで任意の計算期

間あるいはシナリオに基づく非定常あるいは定常的解法

図20 G-CIEMS多媒体モデルの大気・土壌区
画の計算要素の構造

図21 G-CIEMS多媒体モデルの河川・土壌区画およ
び沿岸域区画の計算要素の構造
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計算対象領域

関東地方＋富士川水系＋信濃川水系：38,600km2, 27水

系4241単位流域，1,600大気グリッド。土地利用等の情報

は３次メッシュデータよりVW空間配分機能を用いて設

定。

対象物質およびシナリオ

ダイオキシン類について，都市ごみ焼却，PCP不純物，

CNP不純物由来の排出を，1960年より1999年まで作成。

計算はTotal-TEQをPeCDFで代表させた仮想的設定によ

っているが，一部異性体個別の計算も実施した。この設

定による40年間の経時変化を計算した。各媒体ごとの計

算結果，また関東地方の環境動態の結果としての東京湾

底質コアの再現計算の結果の例を図23, 24および25に示

に対応する。

（３）G-CIEMS-River河川水質予測モデルの構造

図22に示すように，単位河道に対して一つの計算モジ

ュールを適用して水系単位での計算を実行する。希釈・

指数減少・コンパートメントの３レベルを作成した。い

ずれも指定流量における定常解を算出する。

（４）ケーススタディーの設定

ダイオキシン類を対象として，過去の農薬起源のダイ

オキシン類と焼却起源ダイオキシン類をあわせた経年的

インベントリに基づき，1960～1999年の40年間を計算期

間とする長期環境動態を推定した。

図22 G-CIEMS-River 河川水質予測モデルの概念図

排出量分布の例 大気濃度の分布（1999） 河川濃度の分布（1999）
図23 排出量，大気，河川濃度の分布計算結果の例

水田土壌濃度（1981） 都市土壌濃度（1999）
図24 土壌濃度の計算結果の例
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す。

（５）ダイオキシンモニタリングデータを用いた空間デ

ータ解析

ダイオキシン類については，多数のモニタリングデー

タが測定されているが，従来より測定値は対象地域の基

準超過・非超過の確認等を主な目的として取り扱われて

きており，空間分布の詳細な解析手法は現在まであまり

整備されていない。特に近年，POPs条約に関連して汚

染物質の空間存在量の削減がひとつの目的として考えら

れるにいたっているが，このためには，インベントリに

基づくモデル的手法とは対極の手法としてモニタリング

データの空間補間等の統計手法によるアプローチを検討

していく必要があると考える。局所回帰によるダイオキ

シン類の地理空間補間を試みた結果を図26に示す。特

にモニタリングデータ等の離散的点データを用いる空間

補間はなお十分手法が整備されているとは言いがたく，

今後とも研究を進める必要がある。

2.4.3 内分泌かく乱化学物質データベース

化学物質の内分泌かく乱作用を中心に文献を調査して

データベースの作製を行った。国内外への公開の予定で

ある。また酵母ツーハイブリッドアッセイデータは本研

究所のオリジナルデータから成り立っており，作用の有

無を含めて価値があると考えている。

酵母ツーハイブリッドアッセイデータベースの構築

構築したアッセイ系による化学物質の評価を進めてお

り，hERα酵母では，SPEED’98に掲載された化学物質

も含めて約300物質のスクリーニングを実施した。この

中で約30％（88物質/291物質，この内+S9試験（体内で

の薬物代謝を考慮する試験法）でのみ陽性のものが24物

質）にエストロゲン・アゴニスト活性が認められている。

hERαを用いた試験結果はデータベース化されインター

ネット上で公開している。さらに，他の系の試験結果も

順次追加していく予定である。新たに集積されたデータ

には，PCBの代謝物である水酸化PCB約100化合物につい

て，ヒト甲状腺ホルモン受容体α（hTRα）酵母とhERα

酵母によるアゴニスト試験がある。ある種の３，４，お

よび５塩素置換PCB水酸化体に甲状腺ホルモン活性およ
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図25 関東地方の環境動態予測による東京湾底質コア濃度の

再現計算結果

図26 局所回帰による大気中ダイオキシン類濃度の空間補間計算
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びエストロゲン活性を示すものが認められている。

2.5 国際共同研究

国際共同研究を，日英，日韓，日米の２国間協定に基

づき，あるいは国連大学におけるアジア８ヵ国との共同

の調査研究体制のもと共同研究を実施している。

2.6 まとめ

これまでの研究成果の概要

ダイオキシン・環境ホルモン研究として以下の成果が

得られた。

（１）ビスフェノールＡ，ノニルフェノールあるいはエ

ストラジオール等の女性ホルモン作用を有する物質の高

感度分析法を開発した。これらを用いて，霞ヶ浦や東京

湾流入河川など水域のエストロゲン活性および化合物の

測定を行い，またエストラジオールやその代謝産物およ

びその抱合体の安定性を調査し，環境中の動態を明らか

とした。また核磁気共鳴法を用いた未知のホルモン様物

質の同定を行った。ダイオキシンについては10ml 血液

の超微量の測定や臭素化ダイオキシンの微量分析法を確

立した。さらにダイオキシン類分析の信頼性向上と測定

の効率化を図るため，ダイオキシン類標準物質の作成と

濃度検定の実施，ダイオキシン類の新たなスクリーニン

グ手法の設計と前処理の簡易化の検討，ダイオキシン類

のリアルタイムモニタリング機器の概念設計を行った。

（２）酵母ツーハイブリッド法をはじめとする各種のバ

イオアッセイ系のラインアップをそろえ，女性ホルモン

作用，男性ホルモン作用，甲状腺ホルモン作用の評価シ

ステムを構築した。これらを用いて実際の環境水等の評

価に着手し，霞ヶ浦などの湖水，都市河川，東京湾など

におけるエストロゲン作用の強さについての知見を得

た。また市場にまわっている化学物質が内分泌かく乱作

用を有するかどうかについてのスクリーニングを開始

し，いくつかの物質にそのような作用があることを認め

た。

（３）巻貝についての調査を行うとともに，新たにアワ

ビ類の内分泌かく乱に関する全国規模の実態調査を実施

した。各地から収集した試料の生殖巣組織標本の作製と

観察を行うとともに，有機スズ化合物（トリブチルスズ

およびトリフェニルスズ）のアワビ類に対する流水式連

続曝露試験を実施し，神経節を含む頭部への有機スズの

高濃縮と雌の卵巣内での精子形成に代表されるいくつか

の組織変化を観察した。また霞ヶ浦のヒメタニシと東京

湾のコノシロ等に対する内分泌かく乱の実態解明に関す

る調査を行い，雌化の現状についての知見を得ると共に，

ヒメダカ，ヌカエビ，ウズラ等に対する室内実験も実施

し，雌化にかかわる濃度の情報を整理しつつある。

（４）ヒト用超高磁場MRIの画像ノイズ低減により機能

MRIの測定を可能とした。動物を用いる脳代謝試験法の

研究，甲状腺ホルモン阻害剤や環境ホルモンを投与した

実験動物の行動試験，有機スズを投与した実験動物の神

経細胞死および再生に関する研究を実施し，脳神経系へ

の影響評価法を準備した。

（５）ダイオキシン曝露の生体影響指標（例えば

CIP1A1）について，ヒト血液サンプルでの測定法を確

立し，血液サンプルでの化学測定値との比較を行った。

ダイオキシンによって鋭敏に動く遺伝子の探索をDNA

マイクロアレイを用いて開始した。また，ビスフェノー

ルＡとその代謝物の尿中濃度を決定するための分析法を

確立し，通常人における曝露量についての知見を得た。

（６）熱水による土壌中ダイオキシン類の抽出・分解に

ついてその有効性を確認した。超音波照射分解について

は，ダイオキシン類含有排水を試料とした実験を行い，

有効性に乏しいと結論づけた。一方，植物はビスフェノ

ールＡをよく吸収し，不活性化させることを見いだした。

微生物分解については，実験装置を作製し，超好熱菌の

探索を行った結果，180℃を最適増殖温度とする新規微

生物の存在を示すデータを得た。

（７）臭素化ダイオキシンについて，分析法を確立し，

底質コアの分析を行うと共に人体脂肪組織中あるいは野

鳥に存在することを初めて明らかとした。

（８）内分泌かく乱化学物質のリスク評価と管理のため

の統合情報システムをGIS上に構築し，システム基盤の

整備とモニタリングデータのGIS上における解析手法の

検討を行うとともに，GIS上の高詳細環境モデルの開発

をほぼ完了し，内分泌かく乱化学物質の高詳細環境動態

解析を可能にした。また内分泌かく乱物質の作用データ

ベースを作成した。

引用文献

１）Bettin, C., Oehlmann, J. & Stroben, E.（1996） :

Helgolander Meeresuntersuch-ungen, 50, 299-317.



［資　料］
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Ⅰ 研究の組織と研究課題の構成

１　研究の組織

［Ａ　研究担当者］

環境ホルモン・ダイオキシン研究プロジェクトグループ

グループリーダー 森田昌敏

サブリーダー 遠山千春

計測・生物検定・動態研究チーム 白石寛明

白石不二雄

John S. Edmonds

高木博夫

柴田康行

NIESポスドクフェロー 西川智浩

磯部友彦

山本裕史

寺崎正紀

NIESアシスタントフェロー 近藤卓哉

小宇田智子

芹沢滋子

能町真実

諸星佳織

今井裕恵

生体機能評価研究チーム 三森文行

梅津豊司

渡邉英宏

黒河佳香

NIESアシスタントフェロー 高屋展宏

病態生理研究チーム 高野裕久

今井秀樹

石堂正美

NIESポスドクフェロー 川口真以子

NIESアシスタントフェロー 柳澤利枝

健康影響研究チーム 米元純三

曽根秀子

西村典子

NIESポスドクフェロー 田中順子

Poonam Sarkar

NIESアシスタントフェロー 座波ひろ子

椎崎一広

横井千紗子

竹内陽子
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生態影響研究チーム 森田昌敏

多田　満

高橋慎司

堀口敏宏

菅谷芳雄

鑪迫典久

NIESポスドクフェロー 久米　元

Anke Treuner

橋詰和慶

井関直政

鎌田　亮

平井慈恵

NIESアシスタントフェロー 小塩正朗

小田重人

後藤晃広

非常勤職員 河辺　聖

嘉屋美由紀

対策技術チーム 安原昭夫

伊藤裕康

橋本俊次

NIESポスドクフェロー 中宮邦近

北村公義

NIESアシスタントフェロー 荒波一史

非常勤職員 大島幸子

総合化研究チーム 鈴木規之

桜井健郎

NIESポスドクフェロー 南齋規介

化学環境研究領域 田邊　潔

崔　宰源

社会環境研究領域 森口祐一

循環型社会形成・廃棄物研究センター 酒井伸一

PM2.5・DEP研究プロジェクト 松橋啓介

化学物質環境リスク研究センター 中杉修身

［Ｂ　客員研究官］

西川淳一　　　　（大阪大学） （平成13年度～）

橋本伸哉　　　　（静岡県立大学） （平成13年度）
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丸尾直子　　　　（東ソー株式会社） （平成13年度～）

笹井春雄　　　　（長岡県衛生公害研究所） （平成13年度～）

小口文子　　　　（長岡県衛生公害研究所） （平成13年度～）

細井要一　　　　（長岡県衛生公害研究所） （平成13年度～）

深澤　均　　　　（静岡県環境衛生研究所） （平成13年度～）

渡辺雅之　　　　（静岡県環境衛生研究所） （平成14年度～）

中嶋智子　　　　（京都府保険環境研究所） （平成13年度～）

高橋　悟　　　　（岩手県環境保健研究センター） （平成13年度～）

板井悠二　　　　（筑波大学臨床医学系） （平成14年度）

中田　力　　　　（新潟大学脳研究所） （平成14年度）

能勢忠男　　　　（筑波大学臨床医学系） （平成14年度）

福田　寛　　　　（東北大学加齢医学研究所） （平成14年度）

堤　　治　　　　（東京大学） （平成13～14年度）

宮原裕一　　　　（信州大学） （平成13～14年度）

丹野恵一　　　　（神戸市立看護大学） （平成14年度）

池田雅彦　　　　（静岡県立大学） （平成13年度）

吉田　緑　　　　（佐々木研究所） （平成13年度）

増尾好則　　　　（産業総合技術研究所） （平成13年度～）

渡邉　泉　　　　（東京農工大学農学部） （平成13年度～）

鮫島正浩　　　　（東京大学大学院農学生命科学研究科） （平成15年度～）

園部浩之　　　　（甲南大学理工学部生物学科） （平成15年度～）

松村　徹　　　　（国土環境株式会社） （平成13～14年度）

宮田秀明　　　　（摂南大学薬学部） （平成13～14年度）

２　研究課題と担当者

2.1 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシン類の計測法および生物検定法

2.1.1 計測法の高度化

2.1.1（１）負イオン化学イオン化質量分析法によるエストラジオール類の分析

白石寛明・芹沢滋子・高木博夫

2.1.1（２）LC/MS/MSを用いた環境水中エストラジオールおよび抱合体の分析法の開発

白石寛明・磯部友彦・高木博夫・芹沢滋子

2.1.1（３）液体クロマトグラフー定電位電解検出を用いた水中ビスフェノールＡの測定法

白石寛明・近藤卓哉

2.1.1（４）人尿中のビスフェノールＡの分析法

今井裕恵

2.1.1（５）ダイオキシン類の簡易分析法の開発

伊藤裕康・高澤嘉一・大塚紀一郎・上田祥久・藤巻　奨・江崎達哉・大橋　眞・崔　宰源

・北村公義・橋本俊次・森田昌敏・藤峰慶徳・望月あゆみ・松村　徹・宮田秀明

2.1.1（６）ヒト血液中ダイオキシン測定における少量化に関する研究

伊藤裕康・北村公義

2.1.1（７）臭素化ダイオキシン類，臭素化難燃剤（PBDE）の分析法の開発

崔　宰源・北村公義
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2.1.1（８）核磁気共鳴分析法（NMR）を用いた未知内分泌かく乱化学物質分析の同定　

１）NMRを用いたBPA中の不純物の同定とエストロゲン活性

２）NMRを用いたヒメタニシ中の甲状腺ホルモン様物質の同定

白石不二雄・John S. Edmonds・寺崎正紀・能町真実

2.1.2 評価法（生物試験法）の高度化の研究

2.1.1（１）遺伝子組み換え酵母を用いた内分泌かく乱化学物質アッセイ法の開発　

１）酵母Two-Hybrid法の拡張

２）エストロゲン受容体の種間およびサブタイプ間の感受性

白石不二雄・西川淳一・西川智浩・白石寛明

2.1.1（２）その他のin vitro試験

白石不二雄

2.1.1（３）内分泌かく乱化学物質の魚類（in vivo）評価法の開発

１）メダカビテロゲニン遺伝子によるエストロゲン様化学物質の評価法

２）抗メダカビテロゲニンモノクローナル抗体の樹立

白石寛明・西川智浩・高木博夫・丸尾直子

2.1.1（４）メダカを用いたin vivo試験法の開発と応用

鑪迫典久，平井慈恵，小塩正朗，河辺　潔

2.1.1（５）アフリカツメガエル（Xenopus laevis）を用いた試験法の開発と応用

鑪迫典久・河辺　潔

2.1.1（６）淡水無脊椎動物を用いた繁殖影響試験法　

多田　満・渡邉　泉・掛川洋次

2.1.1（７）ミジンコを用いた内分泌かく乱物質のスクリーニング・試験法開発

鑪迫典久・小田重人

2.1.1（８）その他

高橋慎司・清水　明・井関直政

2.2 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシン類の環境動態

2.2.1 女性ホルモン作用を示す物質群の環境動態

2.1.1（１）霞ヶ浦における女性ホルモン作用物質の分布と動態

白石不二雄・白石寛明・高木博夫・磯部友彦・芹沢滋子・丸尾直子

2.1.1（２）都市河川における女性ホルモン様物質の分布と動態

白石不二雄・白石寛明・磯部友彦・芹沢滋子・丸尾直子

2.1.1（３）エストラジオール関連物質の環境水中での分解性

白石寛明・磯部友彦

2.1.1（４）東京湾におけるE2関連化合物，NP，OPおよびBPAの挙動

白石不二雄・白石寛明・磯部友彦・芹沢滋子・丸尾直子

2.1.1（５）植物によるビスフェノールＡの吸収

中嶋信美・大嶋幸子

2.1.1（６）酵母エストロゲンアッセイ法による事業所排水試料中のホルモン活性の調査

白石不二雄・白石寛明・丸尾直子・笹井春雄・小口文子・細井要一・深澤　均・

渡辺雅之・中嶋智子・高橋　悟

2.1.1（７）東京湾底質中の臭素化ダイオキシンの分布
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崔　宰源・鈴木規之・橋本俊次・酒井伸一

2.1.1（８）地球的規模のダイオキシンの分布

橋本俊次・柴田康行　

2.3 内分泌かく乱化学物質・ダイオキシンのヒトの健康に及ぼす影響に関する研究

2.3.1（１）ダイオキシン類の曝露量，および生体影響評価に関する研究　

米元純三・曽根秀子・西村典子・兜　眞徳・遠山千春・田中順子・Poonam Sarkar・

座波ひろ子・椎崎一広・横井千紗子・竹内陽子・堤　治・宮原裕一・丹野恵一・

池田雅彦・吉田　緑

2.1.1（２）臭素化ダイオキシン類による人体曝露

2.1.1（３）脳神経系への影響　

三森文行・梅津豊司・渡邉英宏・黒河佳香・高屋展宏

高野裕久・今井秀樹・石堂正美・川口真以子

１）脳の超高磁場MRI試験法の開発

２）実験動物の行動試験法の研究　　　　　　　　　今井秀樹・川口真以子

３）組織化学的試験法の研究

４）神経伝達物質および遺伝子レベルでの研究　　　　石堂正美・増尾好則

５）免疫系への影響に関する研究

2.3.2 野生生物の生殖に及ぼす内分泌かく乱化学物質の影響に関する研究

2.1.1（１）腹足類（巻貝類）

１）アワビ類

２）イボニシ　　堀口敏宏・白石寛明・Anke Treuner・後藤晃広・嘉屋美由紀

３）ヒメタニシ　鑪迫典久・小田重人・小塩正朗・河辺　潔

2.3.2（２）斧足類（二枚貝類） 堀口敏宏・橋詰和慶

2.3.2（３）魚類 堀口敏宏・久米　元・後藤晃広

2.3.2（４）鳥類 井関直政

2.3.2（５）その他 John Edmonds・鎌田　亮

2.4 内分泌撹乱物質の対策技術・手法の開発

2.4.1 内分泌撹乱化学物質の分解処理技術に関する研究

2.3.2（１）ビスフェノールＡの植物による分解

大島幸子・John Edmonds

2.3.2（２）微生物を用いた内分泌撹乱物質の分解

安原昭夫・中宮邦近

2.3.2（３）ダイオキシン類の分解処理技術に関する研究

１）抽出・除去率を左右する実験パラメーターの検証

２）ダイオキシン類の除去機構に関する検討

３）土壌の構成成分との関係

４）土壌中に含まれるダイオキシン類の同族体組成の違いによるTEQ変化の試算

橋本俊次・伊藤裕康・安原昭夫・北村公義・荒波一史・中宮邦近
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2.4.2 化学物質のリスク評価の管理と評価のための統合情報システムに関する研究

鈴木規之・桜井健郎・田邊　潔・森口祐一・松橋啓介・中杉修身

2.4.3 内分泌撹乱化学物質データベース　　　　　

白石不二雄・白石寛明

2.5 国際共同研究　　

白石寛明・堀口敏宏・鑪迫典久
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Ⅱ 研究成果発表一覧

１　誌上発表（英文）

発表者・題目・掲載誌・巻（号）・頁・刊年

Ishido M., Masuo Y., Oka S., Kunimoto M., Morita. M.：Application of Supermex system to screen behavioral traits produced by

tributyltin in the rat,  J. Health Sci., 48：451-454, 2002

Masuo Y., Ishido M., Morita M., Oka S.：Effects of neonatal 6-hydroxydopamine lesion on the gene expression  profile in young

adult rats,  Neurosci. Lett., 335：124-128, 2002

Pramanik R., Ishido M., Kunimoto M.：Methylmercury-mediated down regulation of mtHSP70 and phospholipase A2 mRNA

expression in human neuroblastoma NB-1 cells identified by cDNA macroarray analysis,  J. Health Sci., 48：381-384, 2002

Adachi T., Takanaga H., Sakurai Y., Ishido M., Kunimoto M., Asou H.：Influence of cell density and thyroid hormone on glial cell

development in primary cultures of embryonic cerebral hemisphere, J. Neurosci. Res.,  69：61-71, 2002

Pramanik R., Ishido M., Kunimoto M.：Effects of cadmium chloride on neurite outgrowth and gene expression in human neurob-

lastoma NB-1 cells, J. Health Sci. 47：583-586, 2001

Ishido M., Kunimoto M.：Regulation of cell fate by cadmium and zinc, J. Health Sci., 47：9-13, 2001

Han J-Y., Adachi T., Ishido M., Kunimoto M.：Effect of dominant-negative expression of L1 cytoplasmic domain on the localiza-

tion of brain ankirins in human neuroblastoma NB-1 cells,  J. Health Sci., 47：478-482, 2001

Han J-Y., Adachi T., Ishido M., Kunimoto M.：Effect of dominant-negative expression of L1 cytoplasmic domain on the localiza-

tion of brain ankirins in human neuroblastoma NB-1 cells,  J. Health Sci., 47：478-482, 2001

Ishido M., Ohtsubo R., Adachi T., Kunimoto M.：Attenuation of both apoptotic and necrotic actions of cadmium by Bcl-2,
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