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1  はじめに

日常的に日本で使用されている化学

物質の数は約6万種類に達するといわ

れている。現在の環境基準は個々の化

合物ごとに，それぞれ膨大な毒性試験

を基にして，危険・安全性／有益性評

価がなされている。特に有害物質と考

えられる物質には規制値が定められて

いる。ただし，外因性内分泌攪乱化学

物質いわゆる環境ホルモンと称される

67物質は，その疑いがある物質群1）と

のことであり，現在その解明の為の研

究・評価が推進されている。しかしな

がら，数限りないその他化学物質を従

来の手法で評価していくことも現実的

には難しい問題である。化学物質は環

境中で種々の化学反応や微生物などに

よる生分解作用を受け，さらに別の化

合物に代謝・分解しても存在する。ま

た，ダイオキシン類をはじめとした新

たな非意図的生成物質や未知物質も存

在する。加えて，それらの分解産物や

非意図的生成物を包含した化学物質の

安全性評価ならびにそれらの環境中で

のモニタリングを行うことが重要であ

り，また，化学物質のみならず天然に

存在する物質の安全性評価・環境モニ

タリングも必要である。これらを考慮

しようとすれば，現実的には多大な費

用と時間を要するのも否定できない。

そのような背景から，特定の化学物質

を迅速かつ安価に定量分析する努力の

みならず，ホルモンに及ぼす影響・作

用に着眼した安全性評価を目的とした

環境中でのモニタリング手法（生物評

価法）の開発も一方で切望されている。

ホルモン作用機序に基づく毒性作用

内分泌攪乱化学物質（環境ホルモン）の生物評価法（in vitro）
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を指標とした生物評価法としては，ホ

ルモンレセプターとの結合拮抗試験2），

ビテロゲニン免疫測定試験3），ヒト乳

癌細胞増殖試験(E-Screen)4），酵母

Two-Hybrid試験5）などが技術開発さ

れている。さらに哺乳動物培養細胞を

用いたいわゆるレポーター遺伝子転写

活性試験の利用も試みられている6）。

代表的なホルモンである17β-エス

トラジオールの生物学的簡易分析手法

としてはELISA法7）があるが，それは

化学分析の簡易代替分析法である。

ここでは，培養細胞を用いた内分泌

攪乱化学物質の生物評価法，特に遺伝

子転写活性を指標とした毒性評価法を

中心に紹介する。

2  内分泌攪乱化学物質の毒性を

計測する考え方

内分泌攪乱化学物質の定義はスミソ

ニアン・ワークショップ（1997）で

提案されているが8），「元々の正常な生

体内ホルモンの働きに影響を及ぼす化

学物質」と解釈できないわけではない。

ただし，その生体内ホルモンをどう定

義するかによっても捉え方が異なって

くる。生体細胞で産

生されて広く生体の

調節機能に関与する

物質を総称してホル

モンと呼ばれている

が，狭義には性ホル

モンと甲状腺ホルモ

ンに限定して検討し

ようという動きがあ

る9）。

内分泌攪乱化学物

質の多くはホルモンレセプターと呼ば

れる細胞の特異的な蛋白質にある濃度

で可逆的に結合して，ある物質はホル

モン様応答（アゴニスト）を，また，

ある物質は本来の生体内ホルモンの応

答阻害物質（アンタゴニスト）として

作用を示す。また，あるホルモンは細

胞核内に移行して核レセプターに結合

し，更に遺伝子DNAの一部に結合し，

転写調節性蛋白の介在による作用を経

て，特定の蛋白質合成を調節している。

代表的なホルモンと作用機構を図1に

示す。

3 レセプターへの結合ならびに

結合を通じて生ずる転写活性を

指標とした内分泌攪乱化学物質

の生物評価法（in vitro）

現在検討されている生物評価法は上

述の生体内ホルモンレセプターとの結

合やホルモン応答性機能変化に着目し

ているものが多い。表1にそれらの特

徴を示す。また，ルシフェラーゼレポ

ーター遺伝子転写活性試験の概略を図

2に示す。

図1  代表的なホルモンと作用機構
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4  現状と問題点

建設省は「平成10年度水環境にお

ける内分泌攪乱化学物質に関する実

態調査結果」を公表した。測定地点

のほとんどで，調査対象物質とした

内分泌攪乱化学物質として疑われて

いる物質を検出した。あわせて調査

した人畜由来ホルモン（17β―エス

トラジオール）も調査した雄のコイ

の約4分の1でビテロゲニンが生成し

ていることを確認した。その要因を，

同じ場所で生息する雌のコイが排出

する女性ホルモン，餌等により摂取

する植物性のホルモン様物質，河川

水中の人畜由来の女性ホルモンや内

分泌攪乱化学物質などの様々な要因

が考えられ，今回の結果がどのよう

な要因によりもたらされたものかは

判断できない

としている10）。

生物評価法

による応答性

からある有害

性を評価する

ことが可能で

あれば，有害

物質による環

境毒性負荷の

程度をある程

度予測することができる。環境の汚染

には意図・非意図的関係に生成された

ものが混在する。それらすべてを化学

的に定量していくには限界がある。予

防的対策を講じる必要な地域・箇所な

どを生物評価法である程度特定化し，

さらに原因物質を化学的分析手法によ

り定性・定量化することが望ましい。

汚染の実態把握の為の生物評価法

の利用には大きな期待がもてる。し

かしながら，生物評価法を確立する

ためには毒性発現機序の解明，各試

験の特性を生かした基礎的データの

蓄積・解析が必要である。そのうえ

で，各細胞毒性試験の適用範囲を正

しく認識し，複数の評価系を組み合

わせながら，より精確な汚染状況の

把握を行う必要がある。

規制を念頭にした環境汚染物質の毒

性評価試験を確立するにはまだ多くの

問題点が山積している。環境計測に要

求される検出下限も一段と低濃度とな

っており，定量分析を行うには十分な

評価確認が必要であろう。検出感度の

一層の向上も必要である。

試験法確立後も常に簡易毒性試験と

しての限界に留意し，試験結果を過大

評価することなく正しく用いる必要が

ある11）。
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酵母Two-Hybrid試験��
�
�
�
レポーター遺伝子転写活性
試験�

備　考�
�

アゴニストかアンタゴニストかの
区別がつかない��
�
感受性は高く，特異性はあるが，
魚の飼育を伴う�
�

エストロゲン様作用に限られる��
�

培養容易だが，抗エストロジェ
ンの反応があらわれない場合も
ある��
�
�
アゴニストかアンタゴニストかの
区別が可能�

特　徴�
�
エストロジェンレセプターに放射性17β-エス
トラジオールと供試試料との競合阻害作用を
利用したもの�
�
試料溶液曝露下で飼育した雄の魚が産生
するビテロゲニン量をELISA法にて測定する�
�
供試試料によるMCF-7ヒト乳癌由来細胞の
増殖細胞数を測定する�
�
２つの複合蛋白（レセプター・GAL4とコアク
チベーター）の発現プラスミドとβガラクトシダ
ーゼ発現系レポータープラスミドを酵母に導
入した方法�
�
レポーター遺伝子としてルシフェラーゼなどを
用い，遺伝子上流にホルモン応答配列を導
入した方法，培養細胞：HeLa,CV-1,CHO
など�

表１　内分泌攪乱化学物質の生物評価法（in vitro）の特徴

図2  ルシフェラーゼレポーター遺伝子転写活性試験の概略


