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　21世紀を迎えた今、「環境」との調和をはかりながら、この新世紀を豊かな世

界にしようと叫ばれている。しかしながら、化学工業の発達した現在、我々の

周囲にはダイオキシンを始めとした内分泌撹乱化学物質が蔓延している。欧米

の研究者からは、生殖器における腫瘍の増加、ワニの生殖器異常、ヒトの精子

数の減少・鳥類における卵殻の脆弱化が報告されており、これらの異常が内分

泌撹乱化学物質によるものであることが指摘されている。しかしながら、日本

を始めとして世界中で、内分泌撹乱化学物質の具体的な影響を示す証拠の蓄積

は少なく、正確な内分泌撹乱化学物質に対する生物試験法（バイオアッセイ法）

すら確立されていないのが現状である。

　したがって、本研究では、家禽における内分泌撹乱化学物質に対する感受性

を明らかにするとともに、骨髄骨を用いた内分泌撹乱化学物質のバイオアッセ

イ法の確立を試みた。
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ニワトリにおけるダイオキシン受容体の成長過程に伴う発現



【要約】

　ダイオキシン類は、ダイオキシン受容体（AhR）を介してその機能が発現することが知

られている。近年・野生動物およびヒトにおいて、生殖機能異常、生殖行動異常、雄の雌

性化・艀化能力の低下といった現象が数多く報告されている。その原因として、生物の生

息環境中に存在するP，P’一ジクロロジフェニールクロロエタン、ポリ塩化ビフェニール類、

TBTおよびダイオキシン類等の内分泌撹乱化学物質の影響が指摘されている。最近、ニワ

トリを始めとした家禽において、ダイオキシン類が体内脂肪に蓄積されていることが報告

され冴生のものだけではなく家禽におし・ても醐泌撹乱化学物質が悪影響を及｝ますこと

が危慎されている。

　本研究では・鳥類におけるダイオキシン類の影響を明らかにすることを目的とし、ニワ

トリ成長過程の筋胃、卵管卵殻腺部、骨髄、肺、腎臓、肝臓および心臓におけるダイオキ

シン受容体の発現をRT・PCR法を用いて検討した。

　生後1日齢では、筋胃、腎臓および肝臓にAhR　mRNAの高い発現が認められたものの、

肺では中等度心臓では低い発現が観察されるのみであった。その後、30H齢では、腎臓

および肝臓がAhR　mRNAの高い発現を示し、筋胃、卵管、肺および心臓で中等度、骨髄で

は低い発現が観察された。60日齢および90日齢では、筋胃、卵管、肺、腎臓、肝臓および

心臓に高い発現が認められ、骨髄では低い発現が観察された。120－390日齢では、筋胃、卵

管、骨髄、肺、腎臓、肝臓および心臓の全ての臓器においてAhR　mRNAの高い発現が観察

された。

　以上の結果から、ニワトリ雌において、ダイオキシン類に対する感受性が成長過程に伴

って変化することが示唆された。また、これまで、胎生期におけるダイオキシン類の影響

が指摘されているものの、艀卵後におよび成熟後においてもダイオキシン類に対する高い

感受性が存在し、ダイオキシン類によってニワトリの内分泌機能が撹乱されている可能性

が示唆された。

1研究の背景と目的】

　近年、魚類、爬虫類、鳥類といった野生生物およびヒトにおいて、生殖機能異常、生殖

行動異常、雄の雌性化、艀化能力の低下のほか、免疫系や神経系への悪影響が数多く報告

されている1）。その原因として、生物の生息環境中に存在するp，p”ジクロロジフェニルト

リクロロエタン2，3）、ポリ塩化ビフェニール類4・5）、TBT6）およびダイオキシン類等7）の内分

泌撹乱化学物質への暴露が指摘されている。とりわけ、ダイオキシン類は、生活および産

業廃棄物の焼却によって容易に生成されて地球上のいたるところに存在し、生物に悪影響

を及ぼしていると考えられている。

　内分泌撹乱化学物質はホルモンと同様に受容体を介してその機能が発現することが知ら

れており、ステロイドホルモン受容体であるエストロジェン受容体（ER）、アンドロジェン

受容体（AR）およびダイオキシン受容体（AhR）が内分泌撹乱化学物質受容体として示唆

されている。殺虫剤であるP，P’・ジクロロジフェニルトリクロロエタン2・3｝およびフェナリモ

ル8）は、エストロジェン受容体と結合し、アゴニストとして作用する。このことは、性成熟

過程において、適切な時期にエストロジェンがさようしなければならないにもかかわらず、

内分泌撹乱化学物質がエストロジェンによつて制御される正常な内分泌機能を撹乱して悪

影響を及ぼすことを示唆している。一方、殺虫剤であるフェニトロチオン9）、プラスチック

可塑剤であるフタル酸ジエチル10）および除草剤であるリニュロン11．12）は、アンドロジェン

受容体と結合してアンタゴニストとしての作用を示し、正常なアンドロジェンの作用を阻



害する。また、ダイオキシン受容体は、ダイオキシン類と結合してエストロジェンの作用

を阻害する拷えられている13・14）．エスト・ジェン受容体とアンド・ジェン受容体は・そ

のリガンドが生体内に存在し、性成熟に重要な役割を果たしていることから数多くの研究

がなされているものの、ダイオキシン受容体は、そのリガンドが生体内に存在しないオル

ファン受容体であり、その発現と役割は未だ不明な点が多い。

多くの野生鳥類は餓連鎖の中で上位に位置し漁類および小形動物を搬しているた
め凶分泌撹乱化学物質が体内に濃縮して悪影響を及ぼし・卵殻の薄化雌イヒ注嚇害・

甲状臓と職腺の異常をもたらすものと考えられているi）・また髄では・ニワトリを始

めとした家禽において、ダイオキシ瀕が体内に舗していることが酬され15）・野生の

ものだけではなく家禽における内分泌撹乱化学物質の影響が危惧されている。

したがって、本研究では、鳥類におけるダイオキシン類の影響を明らかにすることを目

的とレニワト賊長過程の各繊におけるダイオキシン受容体の発現を検討した・

【材料と方法】

’i、こ、9。、12。h、8。、　21。、33。、36・、39・日齢の白色レグホーン種雌を材料と

して使用し洛ニワトリよ喘臥卵管卵搬部、肝臓肺・腎臓心臓大腿骨酬の
各繊を採取した．その慾材料は液体窒素により急速端させ・実験に供するまで’8°℃

にて　　した。

2演＝プルを、予め糎素で冷やしておV・蹴の中に入れ、途中RNAが

分解しないようにVaaS窒Ptを流し込みながら5・1・分間かけて破砕し・　25’5°mgをL5　m1

チュ＿ブに採取した．そこにISOGEN（昧ジーン）を・・5　m1加え・材料とISOGENが

均等に混ざ蛤うまでシリンジを用いて撹枠し、5分間室温に静置した・その後この懸濁

液に．20℃のクロロホルムを0．1m1加えて擾絆し、2・3分間室温に静置させ・4℃・　1400「pm

で15分間遠心分離を行った．分離した水相、中間相、搬相のうち水相にRNAは含まれ
ているので、水相のみを・5・・2・・　plチューブに移し、それ｝こ・2・℃のイソプ゜パノールを

。．25ml加えて5・1。分間室温こ縄した．その後、4℃、・4・…rpmで1・分間遠’翰離を

行い、RNAを沈殿させた．上清のみを除去した後・75％エタノールを・・5mlカロえ・＋分に

RNAを洗浄し、4℃、・000輌で遠心分離を行い、　RNAを沈殿させた・その後・エタノ

＿ルを除去し、15・2・分間風乾してエタノールを完全に取り除き・DEPC鯉蒸留水にて

RNAを溶解した。また、分光光度計Ultraspec2000UV（ファルマシア）を用いて、この

溶液のRNA濃度を測定した。

㌔蒜器勢＿は、ニワトリ｝こおいてク・一ニングされているAhR遺伝この

cDNAの縫配列をもとに、それぞ爆なるエクソンを疎とする上流醐1特異的プフイ

マー．　5・．ATGCAGATCCTGGAAGGAGA・3，および下流配列特異的プライマー
5・．CCCAGTGTAGCTGACG・1・TGA・3・をソフトウェアPrimer・3を用1・・Nて作製した・

　　　　　　応　RT）4．逆転写
総RNAの・mgに対し、最終離5・血Mの’lhris・HCI（pH　8・3）・3mMMgC竺・75血M

］KCI、　1。　mMDDT、・．5・mM・dNrPs、・・URNa8e阻害剤・5・pm・1ランダムでフイマー

2。UM．MLV逆転写酵素を娠て混合し、DEPC処駄にて計・・plになるよつ離した・

サ＿マルサイクラー一一Gene　Amp　PCR　System　24…R（パーキンソンエルマー）を用いて・



まず・ランダムプライマー一を鋳型RNAに十分結合させるための前処理として3G℃で10分

間・次に逆転写反応によってcDNAを合成するために42℃で20分間、そして99℃で5分

間置いてDNA・RNAの二本鎖を熱変性によって一本鎖とする一方、　M・㎜逆転写酵素に

含まれるRNA分解酵素で余分な鋳型RNAを分解して、　cDNA溶液を得た。

5．ポリメラーゼ連　応PCR）
　RTによって得られたcDNA溶液10　plに対し、最終濃度10　mnM　Tris・HCI（pH　8．3）、

25mM　MgCl2、50　mM　KCI、2．5　UのrTaq　DNAポリメラーゼ、上流配列特異的プライマ
“’”一ｨよび下流配列特異的プライマーを各20pmol加えて混合し、　DEPC処理水を加えて計
50μ1となるように調整した。サー一・・一一マルサイクラーGene　Arnp　PCR　System　2400－Rを用い

て、一本鎖の鋳型cDNAを得るための熱変性を95℃で30秒間、配列特異的プライマーを

鋳型DNAに結合させるために65℃で60秒間、ポリメラ・…一ゼによるDNA合成基質の伸長

反応を72℃で90秒間、以上を1サイクルとして35サイクルのPCRを行った。得られた
PCR産物は、エチジウムブロマイドを15　m1入れた2．0％アガロー一一一スゲルにて電気泳動を

行った。このゲルに紫外線を照射して、特異的なDNA断片の存在を確認して写真撮影を行

った。また、DNAサイズマーカーとして、50　bp　DNAラダー（インビトロジェン）を用い
た。

【結果】

　1日齢から390日齢のニワトリ雌より、筋胃、卵管、骨髄、腎臓、肝臓および心臓を採

取し、RTPCR法にてAhRのInRNAの発現を検討したところ、202　bpの目的とするサイ
’ズのPCR産物が検出され、ニワトリにおけるAhR　n1RNAの発現が確認された（図1）。し

かしながら、その発現は日齢および各臓器で異なっていた。すなわち、1日齢では、筋胃、

腎臓および肝臓に高い発現が認められ、肺では中等度、心臓では低い発現が観察されるの

みであった。30日齢では、腎臓および肝臓に高い発現が認められ｛筋胃、卵管、肺および

心臓で中等度、骨髄では低い発現が観察されるのみであった。60日齢では、筋胃、卵管、

肺、腎臓、肝臓および心臓に高い発現が認められ、骨髄では低い発現が観察された。120・390

R齢では、筋胃、卵管、骨髄、肺、腎臓、肝臓および心臓の全ての臓器においてAhR　mRNA

の高い発現が観察された。

【考察】

　これまで、ヒト、モルモット、ラット、マウス、ニワトリおよびニジマスなどでAhR　cDNA

がクローニングされている16’18）。AhRはダイオキシン類をリガンドとする転写因子であり、

ダイオキシン類と結合したAhRが標的ゲノムDNAのプロモーターであるダイオキシン反

応領域に結合してmRNAの転写を促進することが明らかにされている13・ω。このmRNA

由来のタンパク質は未だ明らかにされていtいものの、エストロジェン受容体のゲノム

DNAへの結合の抑制、あるいはエストロジェンによって誘導されるmRNAの転写を阻害

し、アンタゴニストとして作用している13’14）。

　ダイオキシンに対する感受性は、生物種に加え系統によっても異なることが知られてい

る。実際、AhRを介したダイオキシン類の感受性LDs。は、モルモットで0．6　mgtkg、ハム

スターで500mg∫kgを示し、モルモットがハムスターの約800倍近い感受性を有している

19）。また、ニワトリにおいては、LDso　25・50　mglkgを示し高い感受性を有していることが

知られている9，20）eダイオキシン類に対する感受性は、各臓器もしくは細胞に発現している

発現しているAhR数とダイオキシン類との親和性に依存することが示されており、最近、



RrPCR法の開発により洛臓器に発現しているAhR・mRNA・itから・粥オキシン類に対

する感難を肪かにしようとする試みがなされている・その結果・　AhR・mRNAの発現が

AhRタンパ順の翻赫し、ダイオキシン類｝こ対する搬性を反映していること醐ら
かにされている・1）．本研究にお1，・・ても、　RT－PCR法によりAhR　mRNAの翻が示され・

ニワトリにおいてダ材キシン類の影響を受ける可能性があることが明らかなった・

棚器におけるAhRの発現は、ラットについ欄べらており・肺・胸腺哨臓・｛臓

筋肉の順でAhR・mRNAの翻縞く、冨II腎および噸では翻が認められなV’ことが鮪
されている・・，・3）．本研究では、胸腺N副腎および膵臓については調べられていないもの竺

、20、390酬の各臓器いずれにおat　NてもAhR・mRNAの高い発現を示した・これらは・フッ

トに類似して舗器にAhRmRNAカ§翻しているものの・舗器におけるダ材キシン類

に対する願性が種によって異なることを示している・しかしながら・本研究｝こおいて・

囎滑髄、」ISti・15よび心臓において、　AhR・mRNAの発現は日齢で変化した・すなわち・肺

および心臓では、・3・欄でその翻ま低いかもしくは中糎でしか観察されなかったにも

関わらず、6。目齢では高い翻を示した．鼻階および酬では・・喘では翻ま嚇さ

れなかったものの、3・購でAhRmRNAの発現が中鞭および低く癖し・6°日齢およ
び12。日齢購でそれぞれ高い獺を示した．これまで・ダ材キシン類は胎生期にイ乍用

して内分泌機能を撹乱しているものと考えられてきており・研究の多くが胎蝋に限定し

たものである・4・26）．本研究では、麟期にお｝ナるAhR　mRNAの発現について検討しな竺

ったものの、、20日齢以降の成熟したニワトリのlt　・ずれの臓器において・　AhR　mRNAの局

い蹄が麟された．このことは、胚発醐のみならず成熟したニワトリにおいてもダイ

オキシン類に対する高い感受性が存在し、ダイオキシン類による内分泌撹乱が起こってい

るものと推測される。
，繍におけるダ材キシン類の作用｝ま、ダイオキシン類の鞭を受けたそのF1に王いて

囎卵殻腺部におけるエスト・ジェン受容体およびプ・ジェステ・ン受容体の翻力’減少

することが知ら紅いる・・）．また．M中のエスト・ジェンおよびテストステ・ン灘が低

い傾向を示すとされている・・ぽ在、野生鳥類のワシ汐力・ハヤブサおよびカモメなど

において卵殻の薄化による胚発生の難がアメリカおよびヨー・ッパで緒されている1）・

臓は囎卵殻腺部で形成され、そのカルシウムの沈着は産卵周期に伴った血中エスト゜

ジェン濃度に依存したカルシウム結合タンパク質の発現によって促進されている28・29）・ま

た、卵殻カルシウムの多くはN　im中エスト・ジェン離の上昇に依存して髄中に形成さ

れる髄骨から供給される・・）．このことカ・ら離ると烏類における卵殻の薄イヒはダ材

キシン辮の内分泌撹乱化学物質の影響によって卵管卵殻腺部および骨髄骨の獣によっ

て鷲㌶蕊燃籔、ダイオキシン類の作用に不可欠なAhRが謂・

卵管滑髄肺腎臓、肝臓および心臓で親しており・ダ4tキシ瀕の辮を受｝ナる
可能性醐らかとなった．しかしながら、卵管滑髄・J｝eiS6よび心齢どでは成熟ととも

にAhR、mRNAの獺が増加したeこのことは、ダ材キシン類に対する感受性力s日齢に＄

って変化することを示しており、これまで櫛llされてきている胚時期におけるダイオキン

ン類の悪影響に加えて、艀卵後および成辮においてもダイオキシン類納分泌を撹乱し

ていることが確認された。
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図1．RT－PCR法によるダイオキシン受容体の発現



ニワトリ卵管におけるダイオキシン受容体の

　　　　発現と局在に関する研究



【要紺

　内分泌撹乱化学物質は・各組織に存在するエストロジェン受容体、アンドロジェン受容

体もしくはダイオキシン受容体（AhR）を介して体内にホルモンと類似した働きを発現さ

せると考えられている。それらは・生殖機能と行動の異常、雄の雌性化、解化能力の低下、

発癌の促進・催奇形性・上皮細胞異形性、免疫系や神経系への悪影響を引き起こすことが

示唆されている・近年・野生鳥類において内分泌撹乱化学物質による卵殻の脆弱化が指摘

されており・ニワトリを始めとした家禽ではダイオキシン類が餌を通じて体内の脂肪に蓄

積していることが報告されている。したがって、本研究では鳥類における内分泌撹乱化学

物質の作用を明らかにすることを目的とし、産卵鶏卵管におけるダイオキシン受容体の発

現と局在の検出を試みた。

　250’350日齢の産卵鶏から・卵管卵白分泌部、峡部、卵殻腺部をそれぞれ採取した。各部

からタンパク質を抽出し、一次抗体にヤギ抗ヒトAhR　IgGポリクローナル抗体を用いウェ

スタンブロットを行った。また・免疫組織化学法では、卵管各部を固定後、5pmのパラフ

ィン切片を作製し、一次抗体にヤギ抗ヒトAhR　Igeポリクローナル抗体を用い、　AB　C法に

てAhRの局在を検討した。

　ウェスタンブロット法では、全ての卵管で分子量約95　kl）aを示す単一なバンドが検出さ

れた。また、免疫組織化学法では、卵管卵白分泌部、峡部および卵殻腺部のいずれにおい

ても粘膜上皮細胞細胞質の内腔側にAhRの局在を示す茶褐色の反応が観察されたeとりわ

け、卵管峡部で強い局在が観察みられ、卵殻腺部では管状腺細胞でもAhRの局在が観察さ

れた。

　以上の結果より、産卵鶏卵管においてAhRが発現しており、産卵鶏卵管はダイオキシン

類の影響を受けることが考えられたeまた、AhRの局在は卵管峡部上皮細胞、卵殻腺部上

皮細胞および管状腺細胞に観察されたことから、卵殻形成に関わるデルマタン硫酸、炭酸

イオンもしくはカルシウムイオンの分泌異状により、卵殻の脆弱化が起こることが推測さ

れる。

【研究の背景と目的】

　現在、我々の周囲には内分泌撹乱化学物質が蔓延している。内分泌撹乱化学物質は、各

組織に存在するエストロジェン受容体（ER）、アンドロジェン受容体（AR）あるいはダイ

オキシン受容体（AhR）といったホルモン受容体を介して、生体の恒常性を司るホルモン

と類似した働きを発現させると考えられている1）。その結果、生殖機能と行動の異常、雄の

雌性化、艀化能力の低下、発癌の促進、催奇形性、上皮細胞異形性、免疫系や神経系への

悪影響を引き起こすことが示唆されている2｝。ダイオキシン類は農薬合成時の不純物として、

あるいは生活および産業廃棄物の焼却によって容易に生成されるため、地球上の至るとこ

ろに存在する。その中で最も毒性の高い2，3，7，8－tetrachlorodbe皿zo・P・dioXin　（TCDD）

は、AhRを介して標的細胞に作用するという3）。　AhRはマウス、ラットなどの肝臓を始め



としたあらゆる組織で見出されており、細胞内に入ったダイオキシン類は、AhRと結合し

て核内に運ばれ、もうひとつの転写因子であるARNTと共に複合体を形成し、遺伝子の調

節領域に存在するXenobiotic　Responsive　Element（XRE；生体異物応答配列）と呼ばれる

塩基配列に結合して遺伝子の発現を調節する4，5）。

　近年、野生鳥類において内分泌撹乱化学物質による卵殻の脆弱化が指摘されている2）。多

くの野生鳥類は食物連鎖の上位に位置し、魚類および小型動物を捕食しているため、内分

泌撹乱化学物質が体内に濃縮して異状をもたらすものと考えられている。また、最近では、

ニワトリを始めとした家禽においてダイオキシン類が餌を通じて体内の脂肪に蓄積してい

ることが報告されている6）。しかしながら、ダイオキシン類を始めとした内分泌撹乱化学物

質の鳥類への影響が危惧されているものの、それらの作用を示す証拠ならびに作用機序は

明らかではない。

　したがって、本研究では鳥類における内分泌撹乱化学物質の作用を明らかにすることを

目的とし、産卵鶏卵管におけるダイオキシン受容体の発現と局在の検出を試みた。

【材料および方法】

1．1211G＃lgltEV？1

　250・350日齢の産卵鶏白色レグホン…種を供試動物とし、卵管卵白分泌部、峡部、卵殻腺部

をそれぞれ採取した。

2．方法

　Aウェスタンブロッティング法

　採取した卵管各部位は、液体窒素下で凍結して破砕し、Ce1域ic恨MT（シグマ）を用い

てタンパク質を抽出した。次にそれらの遠心分離を行い、上清の一部でタンパク質濃度を

測定し（BCA　Protein　Assay；ピアス）、残りをタンパク質濃度15μg八aneになるよう調整

し、SDS・PAGEサンプル緩衝液に融解し、95℃で5分間加熱処理を施した。その後、調整

したサンプルは8％ポリアクリルアミドゲルにて電気泳動をいった。タンパク質を

Hypond・P膜（PVDF膜；アマシャムバイオサイエンス）にセミドライ式のプロッティング

装置（バイオラド）で180mA、40分間転写し、その後、トリス緩衝液（TB　S）にて洗浄

し、非特異的反応を阻止するためのブロッキングを5％スキムミルクを含むTBSにて室温

で1時間行った。洗浄後、一次抗体はヤギ抗ヒトAl1R　IgGポリクローナル抗体（サンタク

ルズ）（1：200希釈）を用いた。その後、PVDF膜を’1］ween・20・TBS（TTBS）にて洗浄し、

二次抗体は抗体希釈溶液にて2　mglml　H　RP標識ロバ抗ヤギ抗体（ベクター）（1：2500希釈）

とした二次抗体溶液に1時間反応させた。TTBSにて洗浄後、　ECL　Plus　Western　Blotting

Detection　System（アマシャムバイオサイエンス）を用いた化学発光を行い、ルミノイメ

ージアナライザーIAS　3000（フジフィルム）を用いてAhR発現の検討を行った。

　B免疫組織化学

採取した卵管各部位は10％ホルマリン緩衝液を用いて48時間浸漬固定し、5pmのパラ



フィン切片を作製した・パラフィン切片はキシレンにて脱パラフィンを行い、エタノ＿ル

上昇系列にて脱水した。っついて内因性ペルオキシダーゼ除去のため、0．3％H202．メタノ

ール溶液に室温で30分間反応させ・O・OlMリン酸緩衝食塩水（PBS）にて20分間洗浄し

た。非特異的反応を除去するため・1％ウサギ血清アルブミンを含むPBSにて30分間反応

させブロッキングを行った。その後・一次抗体に1％ウサギ血清アルブミンを含むPBSに

て200倍希釈したヤギ抗ヒトAhRポリクローナル抗体（サンタクルズ）を用い、4℃で一一

晩反応させた・また・対照では一次抗体の代わりに正常ヤギIgG抗体（サンタクルズ）を

用いた。洗浄後・1％ウサギ血清アルブミン・PBSにて200倍希釈したビオチン化ウサギ抗

ヤギIgGポリクローナル抗体（ベクター）を二次抗体として用いて30分間反応させた。そ

の後・ペルオキシダーゼ標識アビジン・ビオチン複合体（ベクター）を30分間反応させ、

0・01％H202および0・05％DABを含むPBSにて1分間浸漬し、染色した。また、一部の切

片はヘマトキシリンの対比染色を施した。

【結剰

1．ウェスタンブロット法によるAliR発現の検討

　産卵鶏の卵管におけるAhRのタンパク質レベルでの発現をウェスタンブロット法により

検出したところ、分子量約95kDaを示す単一なバンドが卵白分泌部、峡部および卵殻腺部

のいずれにおいても確認された。また、同時に陽性対照として用いたマウス肝臓において

も単一なバンドが検出された（図1）。

2．免疫組織化学法によるAhRの局在の検討

　上述したウェスタンブロット法により、AliRとの特異的な結合が確認された抗体を用い

て・免疫組織化学的にAhRの局在を検討した。その結果、卵白分泌部、峡部、卵殻腺部の

いずれにおいても粘膜上皮細胞細胞質の内腔側にAhRの局在を示す茶褐色の反応が観察さ

れた。とりわけ、卵管峡部で強い局在がみられ、卵殻腺部では上皮細胞のほかに管状腺細

胞も染色された。また、一次抗体の代わりに正常ヤギ血清を用いた対照実験では、いずれ

の卵管の部位においてもAhRの局在は観察されなかった。

【考察】

　産卵鶏では、排卵された卵が約24時間をかけて卵管内を通過し、卵白、卵殻膜ならびに

卵殻の形成を経て放卵される7）。排卵された卵は、漏斗部で捕らえられ、その後、2・3時間

をかけて卵白分泌部にて卵白成分であるオボアルプミンなどの卵白が取り囲む。その後、

卵は峡部に移動し、卵殻膜が1・2時間をかけて形成される。卵殻膜は、卵殻形成時の炭酸カ

ルシウムのコアとなるコラーゲンやグリコサミノグリカンであるデルマタン硫酸を主とし

て形成される8・9）。これらのタンパク質の分泌は卵殻形成に重要な役割を果たしており、卵

殻の硬さと卵殻に含まれるこれらのタンパク質濃度が高い相関を示すことが明らかとなっ

ている10｝。卵殻膜の形成された卵は、その後、卵殻腺部に移動し、20・26時間をかけて炭



酸カルシウムから成る卵殻が沈着する。卵殻腺部上皮細胞ならびに結合組織に存在する管

状腺細胞には、炭酸脱水素酵素が存在しており、水と二酸化炭素から炭酸イオンを形成し

て分泌する11・12）。また、管状腺細胞では、細胞質に存在するカルシウム結合タンパク質と

遊離縁側の細胞膜に局在するCa2＋・ATPaseによって、カルシウムイオンの能動的な分泌を

行っている13・14）。その後、卵殻腺管腔内で炭酸イオンとカルシウムイオンがコラーゲン架

橋の隙間にデルマタン硫酸を核として炭酸カルシウムを沈着する8）。

　本研究において、AhRは全ての卵管各部位に発現が観察されたが、とりわけ、卵管峡部

の上皮細胞においてAhRが強く発現していた。このことは、卵管峡部の上皮細胞において

ダイオキシン類の影響を受けやすいことを示している。また、峡部における上皮細胞は、

炭酸カルシウムの形成に深く関与するデルマタン硫酸の分泌が行われていることから8）、ダ

イオキシン類の直接作用によりその分泌に異状を来たし、卵殻膜の形成が不完全となり、

その後の炭酸カルシウムの沈着に影響を及ぼすものと推測される。また、卵殻腺部でも、

同様に上皮細胞ならびに管状腺細胞に強いAhRの発現が観察された。このことは、上皮細

胞および管状腺細胞における炭酸脱水素酵素の代謝に何らかの影響を及ぼし、炭酸イオン

の分泌が撹乱し、卵殻の脆弱化をもたらすものと推測される。実際、雄ウズラにエストロ

ジェン様内分泌撹乱化学物質DDTを投与すると、卵殻腺部における炭酸脱水素酵素が減少

するとともに卵殻質が低下するという15）。同様に、鶏胚のエストロジェン様物質への暴露

が卵管卵殻腺部における炭酸脱水素酵素の局在を変化させるとともに、発現を減少させる

と報告されている16’18｝。

　一方、エストロジェン様内分泌撹乱化学物質によって、ラット子宮カルシウム結合タン

パク質の発現が増加することが報告されており、現在ではカルシウム結合タンパク質の発

現が内分泌撹乱化学物質による汚染の新たな指標として用いられつつある19）。産卵鶏にお

いては、カルシウム結合タンパク質は卵殻腺部管状腺細胞に局在し20）、その発現は卵殻の

硬さと深く関連していることが知られている21）。本研究において、卵殻腺部の管状腺細胞

の細胞質にAhRの発現が観察された。したがって、ダイオキシン類の影響により卵殻腺部

腺細胞のカルシウム結合タンパク質の発現が撹乱され、カルシウムイオン分泌の異状が起

こり、卵殻の脆弱化を引き起こすものと考えられる。

　以上の結果より、産卵鶏卵管においてAhRが発現しており、産卵鶏卵管はダイオキシン

類の影響を受けることが考えられた。また、AhRの局在は卵管峡部上皮細胞、卵殻腺部上

皮細胞および管状腺細胞に観察されたことから、卵殻形成に関わるデルマタン硫酸、炭酸

イオンもしくはカルシウムイオンの分泌異状により、卵殻の脆弱化が起こることが推測さ

れる。
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図2－4．ニワトリ卵管におけるAhRの局在（×200）。図2：卵白分泌部，図3：峡部，図4：

卵殻腺部．A：AhRの局在，　B：AhRの局在とヘマトキシリン染色C：対照．

　卵管卵白分泌部，峡部および卵殻腺部の粘膜上皮細胞細胞質にAhRの局在を示す茶褐色

の発色（矢頭）が確認できる（図2A，2B，3A，3B，4A，4B）．また，卵殻腺部では管状

腺細胞にもAhRの局在が確認された（図4B）．対照実験として，一次抗体の代わりに対照

抗体（正常ヤギIgG抗体）を用いた．その結果，　AhRの局在は確認できなかった（図2C，

3C，4C）．
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内分泌撹乱化学物質ビスフェノールAの骨代謝に及ぼす影響



【研究の背景と目的】

　内分泌撹乱化学物質とされるビスフェノールAは、プラスチックの可塑剤であり、主

にカップ麺等の食品容器に使用されている。このビスフェノールAは加熱によって食品

へ溶出することから、人体への影響が危惧されている。ビスフェノールAは生物に対し

てエストロジェン様作用を示し、エストロジェン受容体を介して生物に影響を与えてい

るものと推測されている。

　鳥類雌の特異組織である骨髄骨は、産卵期にのみ大腿骨などの骨髄腔に出現し、卵殻

形成時の際に利用されるカルシウムの一時的な貯蔵器官として機能している。この骨髄

骨は産卵期の卵胞より分泌されるエストロジェンの刺激によって形成され、雄でもエス

トロジェンの投与によって容易に形成される。

　本研究では、雄ウズラにビスフェノールAを投与して骨髄骨の形成を観察し、ビスフ

ェノールAの骨代謝への影響を明らかにすることを試みた。また、エストロジェン様内

分泌撹乱化学物質ジエチルスチルベストロール（DES）についても同様な方法を用いて検

討した。

　1材料と方法】

1．供試動物

　成熟した日本雄ウズラ20羽を供試動物として用い、対照区、ビスフェノールA10皿9

投与区、ビスフェノールAlmg投与区、　DES投与区の各5羽ずつの4区を設定し、以下の

実験に供した。

II．投与方法

　各区の雄日本ウズラに対し、O．　lm1　corn　oil（対照区）、ビスフェノールA10mg／O．　lml

corn　oi1　（ビスフェノールA　10rng投与区）、ビスフェノールAlmg／0．　l　ml　corn　oi1（ビ

スフェノールAlmg投与区）、　DES　l　mg／0．1ml　corn　oi1（DES投与区）をそれぞれ毎日

．浅胸筋に7日間注射した。7日間の投与後、供試動物は麻酔して屠殺し、大腿骨を採取し
た。

III．組齢塾観塞

　得られた大腿骨よりデンタルカッターにて骨幹部を採取し、10％ホルマリン緩衝液を用

いて48時間の浸漬固定後、脱灰を行い、テクノビット樹脂に包埋した。切片作成後、一

般的な組織観察のためにトルイジンブルー染色を施し光学顕微鏡にて観察した。また、

一部の樹脂切片については、破骨細胞の指標酵素である酒石酸抵抗性酸性ボスファター

ゼ（TRAP）活性を検出した。加えて、大腿骨骨幹部の一部は、10％EDTAで4日間の低温脱

灰をした後、凍結切片を作成して、骨形成系細胞の指標酵素であるアルカリ性ボスファ

ターゼ（ALP）活性の検出を行った。

【結果】

　各区の大腿骨の横断切片をトルイジンブルー染色して観察したところ、対照区では、こ

れまでの報告どおり、骨髄腔は脂肪と骨髄細胞で満たされており、皮質骨骨内膜表面は紡

錘形の骨内膜細胞により覆われていた（図1A）。また、　TRAP活性を有する破骨細胞は観察

・されず、ALP活性を有した骨内膜細胞が骨内膜を覆っているのみであった（図2A）。ビス

フェノールA10皿9投与区では、一部の個体に骨髄骨の発達が観察されるとともに、骨内

膜表面には肥大して立方形を呈した前骨芽細胞が観察された（図1BおよびC）。また、こ

れらの前骨芽細胞は、対照区の骨内膜細胞と比較して強いALP活性を示した（図2B）。し



かしながら、ビスフェノールAlmg投与区では、骨髄骨の形成は観察されず、前骨芽細胞

に分化した細胞層の出現も少なかった。　DES投与区では、皮質骨骨内膜から骨髄腔の中

心部に向けて骨髄骨が網状に発達していた（図1D）。また、この骨髄骨表面には骨芽細胞

ならびに破骨細胞が存在するとともに、骨形成系細胞が強いALP活性を示し顕著な骨髄骨

形成が行われていることが窺われた（図2C）。

【考察］

　本研究結果から、ビスフェノールAは雄ウズラにおいてエストロジェン様作用を示し、

皮質骨骨内膜細胞から前骨芽細胞までの分化を促すことが示唆された。また、一部の個体

では、骨髄骨の形成が観察されたeこれらことは、骨代謝、とりわけ骨形成がビスフェノ

ールAの影響を受けて捉進することが推測された。しかしながら、DESと比較して骨髄骨の

形成は顕著ではないことから、ビスフェノールAのエストロジェン様作用は、他の内分泌

撹乱化学物質伍ESなど）ならびに生体内のエストロジェンと比較して弱いものと考えられ

る。



図1．成熟雄ウズラの大腿骨．A：対照区B：ビスフェノールA　10mg投与区，　C：ビス

フェノールA10mg投与区，　D：DES投与区．トルイジンブルー染色．×200．　A：皮質骨

（CB）骨内膜表面に紡錘形を呈した骨内膜細胞（矢頭）が観察される．　B：皮質骨内膜

表面に骨髄骨（星印）が観察される．C：皮質骨骨内膜表面に肥大して立方形を呈し

た前骨芽細胞（矢頭）が観察される．D：骨髄腔内に網状に発達した骨髄骨（星印）

が観察される．



内分泌撹乱化学物質がウズラ骨髄骨形成に及ぼす影響



【要約】

　現在・ヒトを含めた生物の周囲には・多くの内分泌撹乱化学物質が蔓延し

ている。この内分泌撹乱化学物質はホルモン様作用を示し、各組織の内分泌
系・免疫系および神経系の働きに異常を引き起こす。殺虫剤として使用され

たDDTは自然界や生体内においてDDEへと代謝され、ホルモン様もしく
は抗ホルモン作用を示し・野生生物をはじめとした動物の正常な内分泌機能
を撹乱すると考えられているeしかしながら、DDTとその代謝物の影響は、
種や性別で異なり・具体的な作用機序は明らかではない。鳥類雌の特異組織

である骨髄骨の形成は、エストロジェンおよびアンドPジェンに依存してお
り・両ホルモンは受容体を介して皮質骨骨内膜細胞に作用し、骨内膜細胞か

ら骨芽細胞への増殖分化を誘導し、骨髄骨形成を促進する。したがって、成
熟した雄ウズラにエストロジェンを投与することによって、骨髄骨は人為的

に形成される。本研究では、雄ウズラにDDEを投与して骨髄骨の形成を観
察し・内分泌撹乱化学物質の骨髄骨への影響を検討した。また、肝臓での脂
肪蓄積、血中アルカリフォスファターゼ（ALP）活性およびビテロゲニン濃度

を測定し、骨髄骨のバイオアッセイ系としての可能性を探った。

　エストロジェン投与の陽性対照区およびDDE　10皿g投与区で骨髄骨形成、

肝臓での脂肪蓄積、血中ALP活性およびビテロゲニン濃度の上昇が観察さ
れた。DDE　smg投与区では、骨内膜細胞の骨芽細胞への分化、肝臓での脂
肪滴および血中ALP活性の上昇が観察されたもののビテロゲニン濃度の上
昇はしていなかった。DDE　lmg投与区では、骨髄骨は形成されずビテmゲ
ニン濃度の上昇も示さなかった。しかしながら、肝臓での脂肪滴およびALP
活性の上昇は観察された，DDE　O．2mg投与区では、脂肪の蓄積のみが観察
された。

　以上のことから、DDEはエストロジェン様作用を示す内分泌撹乱化学物
質であることが明らかとなった。また、雄ウズラにおける骨髄骨形成の観察

は、血中ビテロゲニン濃度と同等の高感度な内分泌撹乱化学物質バイオアッ

セイ法として有効であることが示唆された。

【研究の背景と目的】

　現在、ヒトを含めた生物の周囲には、多くの内分泌撹乱化学物質が蔓延し

ている。この内分泌撹乱化学物質はホルモン様作用を示し、各組織の内分泌
系、免疫系および神経系の働きに異常を引き起こすD。内分泌撹乱化学物質
は、殺虫剤や除草剤などの農薬、重金属やプラッスチックなどの工業製品な
らびに医薬品に含まれており、第二次世界大戦以降に大量に使用されてきた

2）。また最近では、ごみの焼却時に生成されるダイオキシン類の影響が危恨

されている。内意分泌撹乱化学物質の中でも、殺虫剤として使用されたDDT
［1，1，1，・triehler◎・2，2－bi§（P・chierophenyl＞ethanelは、自然界や生体内におい

て、脱塩化水素化あるいは還元的脱クロル化されることにより、DDE
［1，1・dich1◎ro・2，2・bis（P・chlorophenyl）ethylene］およびDDD
【1，1・dichloro2，2・bis（P・chlorophenyl）ethane］へと代謝され3，4）、ホルモン様

もしくは抗ホルモン作用を示し、野生生物における生殖器の肥大や萎縮、繁

殖能力の低下、催奇性、原因不明の死、雌の雄性化および雄の雌性化をもた



らしている5’9）。また、鳥類においても、卵殻の脆弱化、行動異常、就巣お

よび排卵の遅延の要因としてDDTとその代謝物が考えられており、個体数
の減少の原因となっているIO・11）。現在では、それらの使用は多くの国で禁

止されているが、DDTの代謝物の安定性は高く、生体内の脂肪組織に蓄積
しやすいため、ヒトを含めた食物連鎖の上位に位置する生物では現在でも
DDTおよびその代謝物の影響をこうむっていると考えられる5・12）。しかし
ながら、DDTとその代謝物の影響は、種や性別で異なり、具体的な作用機

序は明らかではない13－15）。

　　現在、エストロジェン様作用を示す内分泌撹乱化学物質のアッセイ法と
して、培養細胞が用いられている。この方法は、エストロジェン受容体を有
さない培養細胞に人為的にエストロジェン受容体を発現させ、様々な内分泌
撹乱化学物質を添加することによって受容体への化学物質の結合解離定数

を測定し、内分泌撹乱化学物質のエストロジェン様活性を推測している。こ
の方法では、DDEのエストロジェン受容体への結合は他のジエチルスチル
ベスト・一ル（Di，thyl・tilbestr・1・DES）、ビスフェノールA（Bi・ph・皿・1　A：

BPA）、ゲニステインなどの内分泌撹乱化学物資と比較して非常に弱いもの
とされている16）。しかしながら、この結果は、上述した生体内でのDDEの
影響と相反するものであり、受容体を介した遺伝子の発現は多様な転写調節

因子の存在に依存するため、単に受容体への内分泌撹乱化学物質の結合がそ
の影響を示すものでないことが報告されている17）。したがって、生体を用

いた感度の高い内分泌撹乱化学物質のバイオアッセイ法の確立が必要とさ
れている。最近、感度の高いバイオアッセイ法として、血中ビテロゲニン濃

度の測定が用いられている。ビテロゲニンは、鳥類、魚類、両生類および爬
虫類の雌の肝臓で特異的に発現する卵黄前駆タンパク質であり、エストロジ
ェン受容体を介して、脂肪とともに生合成されて血中に放出され、卵黄にリ
ボビテリン、ホスビチンとして蓄積する19，20）。そのため、生きた個体から

血液を採取しなければならず、また、このアッセイ法は酵素結合免疫測定法
（ELISA）であるため、測定までの操作が煩雑であり、測定に際し高コストお
よび高度な設備が必要であることから、広く普及していないのが現状である。

　　鳥類雌の特異組織である骨髄骨は、卵殻形成時のカルシウム供給源であ
り、主に大腿骨および脛骨の骨髄腔に網状に発達する。この骨髄骨は酸性粘

液多糖類に富んでおり、基質表面には骨吸収を行う破骨細胞ならびに骨形成

を担う骨芽細胞が存在する。この骨髄骨の形成はエストロジェンおよびアン
ド回ジェンに依存しており、皮質骨骨内膜細胞の骨形成系細胞に存在する受

容体と結合したエストロジェンおよびアンドロジェンが、受容体を介して皮
質骨骨内膜細胞に作用し、骨内膜細胞から骨芽細胞への増殖分化を誘導し、

骨髄骨形成を促進することが知られている21）eしたがって、成熟した雄ウ
ズラにエストロジェンを投与することによっても骨髄骨は容易に形成され

る22）。

　本研究では、雄ウズラにDDEを投与して骨髄骨の形成を観察し、内分泌
撹乱化学物質の骨髄骨への影響を検討するとともに、骨髄骨のバイオアッセ

イ系としての可能性を探った。



【材料および方法】

A、供試動物と試験
　供試動物として、11週齢の成熟した日本ウズラの雄32羽（東海有機）を使
用した。各ウズラは室温24℃の日長時間14時間の条件下で個別飼育し、食
餌および水は自由摂取とした。内分泌撹乱化学物質は、BPA（Aldrich）、
DES（Sigma）およびP，P’－DDE（Aldrich）の3種を使用した。これらの内分泌

撹乱物質は、Corn　oi1（Sigma）を溶媒として以下に示す濃度に懸濁した。本

試験では、BPA　IOmg！O．1ml区、DES　IOmg∫O．1m1区、DDE　10mg10．1ml区、

DDE　smg∫O．1m1区、DDE　lmg／O．1ml区およびDDE　O．2mg∫m1区の6試験
区を設け、各試験区4羽のウズラを用いた。また、陽性コントロールとして
エストロジェン（17・βestradiol）（Sigma）1mg∫0．lm1区を設け、　Corn　oi1の

みのものを対照区とした。調整した各物質を毎日0．1m1ずつ浅胸筋に注射
し、これを7日間行った。試験終了後、心臓から血液を採取し、エタノール
を吸引させて屠殺し、両大腿骨および肝臓を採取した。
B．iE4．eqnjilZE－iik

　採取した右大腿骨は、ダイヤモンドカッターにて骨端を除去した後、io％

ホルマリン緩衝液にて室温7日間の浸漬固定を行い、10％EDTA溶液にて7
日間脱灰した。脱灰終了後、右大腿骨骨幹部は常方に従って脱水し、テクノ

ビット7100樹脂（kulzer）およびパラフィンに包埋した。その後、骨髄骨の

発達と細胞相を観察するため5pmの樹脂切片を作成して、トルイジンブル
ー染色を施し、光学顕微鏡で観察した。また一部の樹脂切片に関しては、ト
ルイジンブルー染色とともに、破骨細胞の指標酵素である酒石酸抵抗性酸フ
ォスファターゼ（TRAP）活性をアゾ色素法にて検出して観察した。5μmのパ

ラフィン切片は、アルシアンブルーおよびヘマトキシリン染色を施し、骨髄
骨の発達について観察した。一方、採取した左大腿骨は・、右大腿骨と同様に

骨端を除去した後、10％EDTA溶液にて4℃の低温脱灰を行い、冷アセトン
下でOCTコンパウンドに包埋した。その後、5μmの凍結切片を作成し、骨
形成系細胞の指標であるアルカリフォスファターゼ（ALP）活性をアゾ染色法

にて検出して観察を行った。
　採取した肝臓は細切した後、10％ホルマリン緩衝液で室温7日間の浸演固

定を行い、冷アセトン下でOCTコンパウンドに包埋した。その後、15μm
の凍結切片を作成し、ズダンIV染色を施し、肝臓に蓄積された脂肪を光学顕

微鏡で観察した。

C．血中ALP活性ならびにビテロゲニン濃度の測定
心臓より採取した血液は、ヘパリン処理した後、1000rpmで15分間の遠心
処理を行い、血漿画分と血球画分に分離し、血漿画分を後述するALP活性
とビテロゲニン濃度の測定に供与した。ALP活性の測定は、ラポアッセイ
TMALP（和光純薬工業）を用い、採取した血漿を蒸留水にて200倍および300
倍に希釈して測定した。ビテロゲニン濃度に関しては、vitellogenin，　Quail

ELISA　kit（フナコシ）を用い、血漿を付属の検体希釈液にて10倍および2000

倍に希釈して測定した。



【結果】
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　各試験区の大腿骨横断樹脂切片をトルイジンブルー染色して観察したと
ころ、Corn　oi1のみの対照区においては、大腿骨骨髄腔内に骨髄骨の発達は
観察されず、皮質骨骨内膜において単核で細胞質の乏しい扁平な未分化骨内
膜細胞が並列して存在した。一方、エストロジェンを投与した陽性対照区お
よびDES投与区では、皮質骨骨内膜より骨髄腔中心部に向けて骨髄骨が網
状に発達していた。DDE10mg投与区では、陽性対照区と同様に網状の骨髄
骨が骨髄腔内に観察され、その骨髄骨表面には単核で肥大した骨芽細胞なら
びに、多核で肥大した破骨細胞が存在していた。しかしながら、その骨髄骨

の発達は陽性対照区およびDES投与区と比較して悪かった。BPA、DDE5mg、
DDE　lmgおよびDDE　O．2mg投与区では、陽性対照区、DESならびにDDE
10mg投与区で観察された骨髄骨の発現はみとめられず、骨髄腔は骨髄細胞
と脂肪によって占められていた（図1）。強拡大で観察すると、BPA、　DDE　lmg

およびDDE　O2mg投与区では、皮質骨骨内膜表面は対照区と同様に未分化
な骨内膜細胞によって占められていた。しかしながら、DDE　5mg投与区で
は、骨内膜細胞は肥大して卵型の核を有した前骨芽細胞に分化していた（図

2）。また、大腿骨パラフィン切片をアルシアンブルー染色して観察したとこ

ろ、樹脂切片のトルイジンブルー染色のものと同様に、陽性対照区、DES
ならびにDDE　10mg投与区において、酸性粘液多糖類を含む骨髄骨の発達

が観察された。
　各試験区の肝臓の凍結切片について、ズダンIV染色を施し脂肪の蓄積を観

察したところ、陽性対照およびDES投与区の肝細胞細胞質内において、オ
レンジ色に染色された脂肪滴の蓄積が顕著に認められた。BPA、　DDE　10mg・

1〕DE　5mgおよびDDE　lmgにおいても、
脂肪滴の存在が確認されたが、その量は陽性対照区ならびにDES投与区と
比較して少なく、またその形状は球状を呈していた。対照区ならびにDDE
O．2mg投与区においては、脂肪の蓄積は観察されなかった（図3）。

B．　　　　’uによるALPおよびTRAP　性の
　各試験区の大腿骨横断凍結切片についてALP活性を検出して観察したと
ころ、陽性対照区、DESおよびDDE　10mg投与区において、形成された骨
髄骨の周囲を取り囲むように強いALP活性を有する肥大した骨芽細胞が観
察された。一方、対照区、DDE　lmgおよびDDE　O．2mgにおいては、骨髄
骨の形成は観察されず骨内膜表面にわずかなALP活性を有する扁平な細胞
が並列しているのみであった。しかしながら、DDE　5mgならびにBPA投
与区では、骨髄骨の形成は観察されないものの、強いALP活性を有する細
胞が骨内膜表面を覆うように並んでおり、その細胞は対照区と比較して肥大

していた。

　各試験区の大腿骨横断樹脂切片にっいてTRAP活性を検出したところ、
陽性対照区、DESおよびDDE　10mg投与区において、多核巨細胞がTRAP
活性を有し骨髄骨を取り囲むように存在した。また骨髄骨の一部も骨基質に

TRAP活性を有していた。対照区、　BPA、　DDE　5mg、　DDE　lmgならびに

DDE　O．2mg投与区においては、　TRAP活性は全く観察されなかった



C．血中ALPおよびビテロゲニン’度
　採取した各試験区の血漿についてALP活性を測定した結果、図4に示す
i通りとなった。対照区においてALP活性は1．0293と最も低い値を示し、
DESおよびDDE　10mg投与区ではそれぞれ2．426、2．0617と高い値を示し
た。骨髄骨は形成されていなかったもののDDE　5mgおよびDDE　lmg投与
区では1．838、1．622と陽性対照区の1．5351より高い値を示した。DDE
O．2mgおよびBPA投与区ではそれぞれ1．3764、1．4314であった。
　血中ビテロゲニン濃度は、図5に示す通りとなった。BPA、　DDE　5mg、
DDE　IIngおよびDDE　O2mg投与区では、490nmでの吸光度O．2425、O．2405、
O．2203、0．2193をそれぞれ示し、対照区の0．2204と類似していた。一方、

陽性対照区、DESおよびDDE　1Omg投与区ではそれぞれ2，212、2．1898、
2．2668と非常に高い吸光度であった。

【考察】

　内分泌撹乱化学物質は、ホルモン様および抗ホルモン作用を有し、受容
体を介して様々な組織に多様な影響をもたらす。そのため、内分泌撹乱化学
物質の作用を特定し、その作用機序を明らかにすることは非常に困難であっ
た。これまで、内分泌撹乱化学物質は内因性ホルモンによって発生が巧妙に
制御されている胎児期に作用して、成長後の内分泌系の正常な働きを撹乱も
のと一般に考えられてきた。しかしながら、最近の野生生物および実験動物
を用いた研究によると、成熟した個体においても内分泌撹乱化学物質に暴露

されることで内分泌系の異常をきたすことが報告されている5｝。

　DESは避妊薬として使用され、　DESを使用した母体から生まれた子は、
生殖器の異常、受精率の低下および免疫系の異常をきたすことが報告されて

いる1）。本研究において、雄ウズラにDESを投与した結果、骨髄骨の発現
が観察された。また、その発達は、エストロジェン投与の陽性対照と同程度

であった。肝臓における脂肪の蓄積、血中ビテロゲニン濃度は陽性対照と同

様に増大し、血中ALP活性は陽性対照以上に増加した。このことは・DES
はエストロジェン様作用を有し、その作用は本研究で用いた内分泌撹乱化学

物質の中で最も活性が高いものと推測される。
　エストロジェン様作用を示す内分泌撹乱化学物質として、BPAが知られ
ている23）。BPAは多くの食用包装材に含まれているため・現在では厚生労
働省の「内分泌撹乱作用を疑われる化学物質」の一つとしてあげられており・

その作用の解明が急がれている。本研究において、BPAを投与した結果・
骨髄骨の形成は観察されなかった。しかしながら、酵素組織化学的観察では

骨内膜に強いAL，P活性が観察され、肥大した前骨芽細胞に分化していた。
また、肝臓に若干の脂肪滴が観察され、血中ビテロゲニン濃度および血中
ALP活性も対照区より上昇していた。このことは、　BPAもエストロジェン

様作用を有していることを示唆している。
　DDEは、エストロジェン様もしくは抗アンドロジェン作用を有すると言
われているものの、その作用は明らかではない。本研究において・DDE　10mg
投与で骨髄骨の形成が観察されるとともに、肝臓での脂肪蓄積・血中ビテロ

ゲニン濃度とALP活性の増加が観察された。また、　DDE　smg投与では・



骨内膜細胞から全骨芽細胞一の分化力玉顯され、血中ALP活性の上昇もみ
られた。このことはDDEがエストロジェン様作用を有していることを示し

ている。
　エストロジェン受容体を発現させた細胞系の内分泌撹乱化学物質のアッ
セイ法では、エストロジェンよりもむしろDESのエストロジェン様作用が
高く、その結合定数（ICso）はエストロジェン（17β一estradiol）3．2±0．5x
10・gMに対して（DES）2．5±0．6×10・gMを示し130％エストロジェン受容体

に結合しやすいと考えられている。BPAは、結合定数7．3±1．9×10°9Mを示
し、エストロジェンの0．044％しかエストロジェン受容体への結合が起こら

ないと考えられている。DDEにいたっては、このアッセイ系ではエストロ
ジェン受容体への結合は観察されず、DDEのエストロジェン様作用は非常
に低いものと推測されている16）．また、ラット子宮膜腺癌由来の樹立細胞

を用いた実験でも、エストラジオール、BPA、　DDTの順でエスト゜ジェン
受容体への結合が高く、BPAおよびDDTの結合は、エストラジオールと比
較して1，000倍以上、受容体への結合が弱いことが明らかにされている17｝。

しかしながら、本研究では、BPA投与区では骨髄骨は形成されず、DDE　10mg
投与区で骨髄骨の形成が観察された．このことは・標的細胞のエスト゜ジェ

ン受容体への結合が弱くても、DDEは骨髄骨形成を誘導しており、内分泌
撹乱化学物質の影響を一概に受容体との結合で論ずることはできないこと

を示唆している。
　現在、高感度の内分泌撹乱化学物質のバイオアッセイ法として血中ビテ
ロゲニン濃度の測定が用いられており、雄のメダカ、マスなどの生息環境中

に存在するエストロジェン様内分泌撹乱化学物質のバイオアッセイ法とし
て用いられている。本研究において、血中ビテロゲニン濃度について検討を
行った結果、陽性対照区、DESおよびDDE・・mg投与区においてビテ゜ゲ
ニン濃度の著しい上昇が観察され骨髄骨の形成と一致していた。このことは・
酬骨形成が肝臓でのビテ・ゲニン生成と同程度にエスト・ジェンに反応
しており、骨髄骨形成が内分泌撹乱化学物質の高感度なバイオアッセイ法と
して有効であることを示唆している。’しかしながら、肝臓での脂肪蓄積およ

び血中ALP活性は、骨内膜細胞の分化さえも観察されないDDElmg投与に
おいてもその作用が確認された。肝臓での脂肪蓄積は、鳥類では産卵期に発
達する卵胞より分泌されるエストロジェンに依存しており、卵黄リボタンパ
ク質の前駆物質であることが知られている24’26）eまた・この蓄積は磯ウ

ズラにおいては、外因性エストロジェンならびにDES投与で誘導されるこ
とがすでに報告されており、エストロジェン様作用を知る上での有効な指標

とされているe血中ALP活性は骨および肝臓から由来しており・骨形成の
増加ならびに肝機能障害と高い欄を示すとされている・本研究により・肝
臓での脂肪鞠および血中ALP活性醐‖定はビテ・ゲニンおよび骨髄骨形
成よりもエスト・ジェン様作用に対し高い願性を有して1，　Nる可能性が示
唆された．したがって冷後、肝臓での内分泌撹乱イヒ学物質の代謝機序を詳

細麟‡鷲iま語酬骨の編こおいて、DDEはエスト・ジエン

様作用を示す内分泌撹乱化学物質であることが明らかとなった・また躍ウ



ズラにおける骨髄骨形成の観察は、血中ピテロゲニン濃度と同等の高感度な
内分泌撹乱化学物質バイオアッセイ法として有効であることが示唆された。
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図1　骨髄骨形成．トルイジンブルー染色．×100．

　　A．エストロジェン投与区（陽性対照）：骨髄骨（矢頭）が皮質骨から骨髄

　　　腔中心部に向けて顕著に形成されている。
　　B．DES投与区：陽性対照区と同様に骨髄骨（矢頭）は顕著に形成されて

　　　いる．
　　C．DDE　10mg投与区1上記の2区よりは劣るものの骨髄骨（骨髄骨）は
　　　形成され　ている．
　　D．対照区：骨髄骨は全く形成されていない．

図2　大腿骨横断切片．トルイジンブルー染色．×400．
　　　CB：皮質骨，　MB：骨髄骨．

　　A．対照区：骨内膜表面を扁平な核を有する骨内膜細胞が覆っている．

　　B．DDE　5mg投与区：扁平であった骨内膜細胞が肥大し前骨芽細胞へ
　　　　と分化している．

　　C．DDE　10mg投与区：骨髄骨の周辺に肥大した骨芽細胞（矢頭）および
　　　多核で巨大な破骨細胞（矢印）が存在しており，骨形成ならびに骨吸

　　　収を行っている．
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図3　肝臓脂肪組織の蓄積．ズダンIV染色．×400．
　　A．エストロジェン投与区（陽性対照）：肝臓脂肪組織（矢頭）が蓄積され

　　　　ている．

　　B．DES投与区：陽性対照区と同様に脂肪組織（矢頭）が蓄積されている．

　　C．DDE　10mg投与区：脂肪組織（矢頭）は球状の脂肪滴として蓄積され
　　　　ている．

　　D．対照区1脂肪組織の蓄積は観察されない．
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図4：血中ALP活性．
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図5：血中ビテロゲニン濃度．

　　　エストロジェン（E2），DESおよびDDE　10mg投与区においてビテ
　　　ロゲニンの著しい上昇を示している．


