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学位論文内容の要旨

  環境水中には人間活動に由来する様々な化学物質が流入している。それ

らの中には雌性ホルモン（エスト口ジェン）活性を持っものが存在し、環

境エストロジェンと呼ばれている。環境エスト口ジ．エンの中には人畜由来

のエストラジオール-17[3 (E2)やェスト口ン（Ei)等のエスト口ジェン類

及び植物エストロジェン、医薬品のエチニルエストラジオール(EE2)や界

面活性剤由来のノニルフェノール（ NP)等が含まれる。水域におけるこう

した環境エスト口ジェンの存在は、水棲生物の生殖や発生に悪影響を及ぽ

す可能性が懸念される。実際に英国の河川ではコイ科魚類で卵精巣が高頻

度で見つかり、下水処理水に含まれる高濃度の環境エストロジェンが原因

であることが明らかにされた。環境エストロジェンの影響を調査する手段

として、魚類雄の血中に誘導されるピテロジェニン（Vg)の検出の有効性

が示されている。Vgは卵黄夕ンバク前駆物質であり、本来、成熟期の雌で

内因性E2によって合成されるが、環境エスト口ジェンの影響を受けた雄に

おいても血中への誘導が見られる。河川においてはニジマス雄血中のVgを

指標とした調査が英国で実施され、NP、Ei、E2、EE2が原因物質として特

定された。一方、海域では英国の河口域のカレイ調査において河川に匹敵

する環境エストロジェンの影響が報告されている他、東京湾でもマコガレ

イ雄血中にVgが検出されている。魚食習慣のあるわが国ではこの問題への



感心が高く、各地の沿岸での早急な影響調査が求められている。こうした

背景に基づき、本研究では環境エスト口ジェンの海産魚への影響調査のた

め、都市部を含む全国の沿岸域に分布し、化学物質の影響を評価するのに

適したマハゼ(Acanthogobius flavimanus)を対象種として、雄血中に誘導され

たVgを指標とした評価法の開発と、それを用いた全国的調査を行った。

  マハゼVgの免疫測定系の確立に先立ち、マハゼには免疫生化学的に性質

の異なる2型のVgが存在することを明らかにした。3段階の液体クロマト

グラフイー（ハイドロキシアパタイト， Superose6、Mono Q)により、各

Vgを精製したところ一方は分子量53万のVg (Vg-530)であり、その分子

量、脂質含量、リン含量から他魚種で報告されている一般的なVgと考えら

れた。もうーつのVgは分子量が32万(Vg-320)と比較的小さく、リン含量

が低いことから、テラピアやゼブラフイッシュで報告された別夕イプのVg

であることが予想された。これら2型のVgに対する特異抗体を作製し、ア

ピジン・ピオチン結合に基づぃたサンドイッチ法による酵素免疫測定系

(ELISA)を確立レた。測定範囲はVg-530が1.3～160ng/ml、Vg-320が0.3～

66ng/mlであり、正常なマハゼ雄血清との反応性が無いことから、微量Vgの

検出に有効であることが示された。2型Vgのエストロジェン応答性を知る

ため、マハゼ雄にE2を注射（O、O.l、1、10、25、100、1000pg/kg)、ある

いは暴露（O、10、1、10、100、lOOOng/L)し、各Vg血中濃度をELISAによ

り測定した。両Vgは共に筋肉中投与では25pg/kgを3回、暴露ではlOng/Lを3

週間行うことで誘導が認められ、以降E2濃度依存的に血中濃度は増加し

た。また両Vgの血中濃度比は、Vg濃度が低い場合には差は少ないが、濃度

が上がる にっれVg-530濃度がVg―320に比ペ10倍程度高くなった。

  天然マハゼ雌の生殖腺の発達に伴う血中E2濃度と2型Vg濃度の変化につ

いて調べた結果、E2濃度の上昇に伴い2型Vg共に濃度が上昇し、卵巣の組

織学的な観察結果とよく一致した。卵黄形成初期の雌血中E2濃度は約

2ng/mlであり、暴露時の飼育水の最低有効濃度lOng/L (10pg/ml)と著しい隔

たりを見せた。暴露を受けた雄の血中E2濃度を測定したところ、lOOng/L暴

露で 1.95n g/ml、1，OOOng/L暴露で1.72ng/mlと約2～20倍の濃度で血中に蓄積

し、この濃縮作用により低濃度の暴露においてもVg合成が誘導されること

が示唆された。

  マハゼで見いだされた2型のVgの卵黄夕ンパクドメイン構造を明らかに
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  し、各分子の同定を行うため、それぞれのcDNA配列解析を行った。マハゼ

肝臓cDNAライプラリーからクローニングしたVgcDNAは、Vgー530ではシ

  グナルベプチドを含む1，664のアミノ酸を、Vg－320は1，238のアミノ酸を

コードしていた。演繹されたVg-530のアミノ酸配列はN-末端からりポピテ

  リン重鎖(LvH)、ホスピチン(Pv)、リポピテリン軽鎖(LvL)、ベー

夕成分（ロ’-c)という一般的な構造を持ち、他魚種のVgと40～45％の相同

性を持っていた。一方、Vg-320のアミノ酸配列は、セリンの連続配列に特

徴付けられるPv部分が無いことに加え、LvL以降の配列が短い特異な配列

であり、ゼプラフイッシュで報告されたPvが欠損したVg (Pvless Vg)に類

似した。また、卵黄夕ンパクの生化学的分析から、Vg-530は卵母細胞に取

りこまれた後、分子量47万のLvH-Pv-LvL複合体と3.3万のロ’‐cとに解裂

し、Vg-320は変化しないことが明らかになった。

  環境水中で主に検出される環境エスト口ジェンのE2、E1、NP、ピスフ

ェノールA (BPA)について暴露実験を行い、海水中の濃度とマハゼ雄に

誘導される2型Vg濃度との関係を明らかにした。その結果、E2はlOng/Lか

ら、Eiは27ng/Lから、NPは19//g/LからVg濃度の上昇が見られたが、BPAで

は134Ug/LでもVgは誘導されなかった。暴露した物質の血中濃度は、E2と

Eiは最大で環境水の約20倍、BPAは約50倍、NPは約450倍にまで高まって

いた。このように、先のE2以外の環境エスト口ジェンにつしゝても血中への

濃縮が起こることでVg合成を誘導すると考えられた。暴露実験の結果を基

に全国調査結果をとりまとめたところ、大都市沿岸の調査地点の一部で

10ng/LのE2暴露と同程度のVgが検出され、環境エストロジェンの影響が示

唆されたが、精巣の異常は認められなかった。一方、水中のE2とNPは、そ

れぞれ単独でVgを誘導する濃度には到っておらず、検出されたェスト口ジ

エ ン活性はE2、Ei、NP等の複合作用によるものと考えられた。

  以上、本研究ではマハゼにおいて、2型のVgの存在をタンバク及びcDNA

両面から初めて明らかにし、この2型Vgに対する測定系を作製して、2つの

エスト口ジェン誘導夕ンパクを測定することで確実性の高い調査手法を確

立した。暴露実験を通じて主要な環境エスト口ジェン4種の水中濃度と雄．

血中Vg濃度の相関を明らかにし、野外調査におけるエスト口ジェン強度の

尺度を提示した。加えて、水中の環境エストロジェンが血中に濃縮、蓄積

されることを示し、環境エストロジェンによる魚類Vgの誘導機構の一端を



明らかにした。野外調査では、大都市沿岸で環境エスト口ジェンの影響が

見られたが、その強度はlOng/LのE2程度であり、生殖腺の異常は観察され

なかった。今後の社会情勢の変化等により変動することが予想され、将来

に わ た り 継 続 的 な 影 響 調 査 を 行 う こ と が 重 要 で あ る 。
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（マハゼビテロジェニンを指標とした環境エストロジェンの

    海産魚への影響評価に関する研究）

  水域に存在する雌性ホルモン作用を持つ物質（環境エストロジェン）が水棲生物

の生殖に悪影響を及ばす可能性が懸念されている。実際に英国の河川では下水処理

水に含まれる高濃度の環境エストロジェシの影響で、コイ科魚類において卵精巣が

高頻度で見っかっている。環境エストロジェンの影響を調査する手段として、魚類

雄血中に誘導されるビテロジェニン(vg)の検出の有効性が示されている。vgは卵

黄蛋白前駆体であり、本来、成熟期の雌で内因性エストラジオールー17p (E2)によ

って合成されるが、環境エストロジェンの影響を受けた雄においても血中への誘導

が見られる。この手法を用いた環境エストロジェン調査が英国の河川で実施され、

ノニルフェノール(NP)、エストロン(Ei)、E2、エチニルエストラジオールが原因

物質として特定された。ー方、海域でもカレイを用いた英国での調査において河川

に匹敵する環境エストロジェンの影響が報告され、また我が国でも東京湾のマコガ

レイの雄血中にvgが検出されている。これらの結果を受け、全国の沿岸海域での早



急な影響調査が求められていたことから、本研究では全国の沿岸域に分布するマハ

ゼ(Acanthogobius flavimanus)を対象魚種として、雄血中に誘導されたvgを指標と

した環境エストロジェンの影響評価法の開発と、それを用いた全国的調査を行った。

  マハゼVgの免疫測定系の確立に先立ち、マハゼには免疫生化学的に性質の異なる

2型のVgが存在することを明らかにした。各Vgを精製したところ一方は分子量53

万のvg (Vgー530)であり、その分子量、脂質含量、リン含量から他魚種で報告され

ている一般的なvgと考えられた。もうーっのvgは分子量が32万(vg―320)と比較

的小さく、リン含量が低いことから、テラピアやゼブラフイッシュで報告された別

タイプのvgであることが予想された。これら2型のvgに対する特異抗体を作製し、

酵素免疫測定系を確立した。測定範囲はvg－530が1．3～160ng/ml、vg一320が0．3-

66ng/mlで あ り 、 微 量 Vgの 検 出 に 有 効 で あ る こ と が 示 さ れ た 。

  マハゼで見いだされた2型のVgの卵黄蛋白ドメイン構造を明らかにし、各分子の同

定を行うため、それぞれのcDNA配列の解析を行った。マハゼ肝臓cDNAライブラリ

ーからクローニングしたVg cDNAは、Vg－530ではシグナルベプチドを含む1，664の

アミノ酸を、vg―320は1，238のアミノ酸をコードしていた。vg―530のアミノ酸配列

はN末端からりポビテリン重鎖(LvH)、ホスビチン(Pv)、リポビテリン軽鎖(LvL)、

ベータ成分（p’-c)という一般的な構造を持ち、他魚種のVgと40～45％の相同性を

持っていた。一方、Vgー320のアミノ酸配列は、セリンの連続配列に特徴付けられる

Pv部分が無く、またLvL以降の配列が短い特異な配列であり、ゼブラフイッシュで

報告されたPvless Vgに類似した。

  日本の水域で検出される主要な環境エストロジェンのE2、Ei、NP、ビスフェノー

ルA (BPA)．について3週間にわたり暴露実験を行い、海水中の濃度とマハゼ雄に誘

導される2型Vg濃度との関係を明らかにした。その結果、E2はlOng/Lから、Eiは

27ng/Lから、NPは19Ug/Lからvg濃度の上昇が見られたが、BPAでは134pg/Lでも

vgは誘導されなかった。一方、天然マハゼ雌の卵黄形成初期の血中E2濃度は約2ng/ml

であり、暴露時の飼育水の最低有効濃度lOng/L（10pg/ml)と著しい隔たりを見せた。

暴露を受けた雄の血中E2濃度を測定したところ、lOOng/L暴露で1．95ng/mlと約20

倍の濃度で血中に蓄積し、この濃縮作用により低濃度の暴露においてもvg合成が誘
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導されることが示唆された。また、暴露した他の物質の血中濃度も、Eiは環境水の

約20倍、BPAは約50倍、NPは約450倍に高まっており、E2と同様に暴露物質の血

中への濃縮がVg合成を誘導する原因と考えられた。暴露実験の結果を基に全国調査

結果をとりまとめたところ、大都市沿岸の調査地点の一部でlOng/LのE2暴露と同

程度のVgが検出され、環境エストロジェンの影響が示唆されたが、精巣の異常は認

められなかった。一方、水中のE2とNPは、それぞれ単独でvgを誘導する濃度には

到っておらず、検出されたエストロジェン活性はE2、Ei、NP等の複合作用によるも

のと考えられた。

  以上、本研究ではマハゼにおいて、2型のvgの存在を蛋白及びcDNA両面から初め

て明らかにし、この2型Vgに対する測定系を開発して定量することで確実性の高い

調査手法を確立した。暴蕗実験を通じて主要な環境エストロジェン4種の水中濃度

と雄血中Vg濃度の相関を明らかにし、野外調査におけるエストロジェン強度の尺度

を提示した。加えて、水中の環境エストロジェンが血中に濃縮、蓄積されることを

示し、環境エストロジェンによる魚類Vgの誘導機構の一端を明らかにした。野外調

査では、大都市沿岸でlOng/LのE2程度の環境エストロジェンの影響が見られたが、

生殖腺の異常は観察されなかった。これらの結果は環境エストロジェンの海産魚類

の生殖機構への影響を解明する上で重要な知見を提供するものとして高く評価され、

本論文が博士（水産科学）の学位請求論文に値する業績であると認定した。


