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　．各種排水中の化学物質評価への生物検定手法適用に関する研究

簡易メダカ・ビデロジェニンアッセイによる

環境水のエストロジェン作用評価の検討

津田泰三・佐貫典子・青木佳代１）・

内藤幹滋・青木茂・原良平

要　約

　メダカ・ビテロジェニンアッセイを利用したエストロジェン作用物質のスクリーニング試験法につい

て、簡便化の検討を行うとともに、環境水への適用およびエストロジェン作用評価について検討した。

本研究で検討した曝露条件を環境水（琵琶湖水および琵琶湖流入河川水）および合併浄化槽排水に適用

した結果、メダカ血中ビテロジェニン濃度は環境水において対照群と比較して統計的に有意な差は認め

られなかったが、合併浄化槽排水おいては上昇傾向がわずかに認められた。また、併行測定した環境水

および合併浄化槽排水中の女性ホルモン濃度も本結果と対応するものであった。

２．実験方法

２．１　供試魚

　市販のヒメダカを購入し、尻ビレと背ビレの形

状により雌雄を分け、雄メダカ３０尾前後（体長２．２

～２．５㎝、体重０．１８～０．２７�）を１０Îガラス水槽内

で脱塩素水道水（３日間エアレーションしたもの）

により７日間馴化させた後に試験を実施した。

２．２　実験条件

　実験条件は���������	
���
�����
��������

������������．２０３：����，���������	�	�
�����

（����，１９９２）を基準とし、羽田野ら（２００３）に

よる簡易メダカビテロジェニンアッセイを参考と

して設定した。馴化期間中については１日１回給

餌したが、試験期間中は給餌しなかった。曝露実

験では１Îのビーカーを用い、試験水１Îにヒメ

ダカ３尾を投入し、室温２１℃、明期１６時間で半止

水式試験（２日後換水）を４日間実施した。１水

槽あたりのメダカの個体数および曝露期間につい

ては下記の検討結果により設定した。

１）県衛生科学センター

１．はじめに

　魚類ビテロジェニンはエストロジェン作用物質

に対する有用なバイオマーカーとして注目され、

����（２００２）や�．�．���（２００２）でエストロジ

ェン作用物質のスクリーニング試験法　として検

討されている。一方、日本においても環境省がプ

ロジェクト�����’９８によりメダカを用いた試験

法の確立を進めている。しかしながら、これらの

スクリーニング試験法により環境水のモニタリン

グを実施することは、大容量の試料水の確保と長

期間の流水式曝露実験を行う必要があり、かなり

の困難を伴うことになる。

　このような状況下、羽田野ら（２００３）は半止水

式を採用することにより、試験水の少量化および

曝露期間の短期化を検討し、簡易メダカ・ビテロ

ジェニンアッセイ手法の確立を行った。

　本研究では、羽田野ら（２００３）により確立され

た簡易メダカ・ビテロジェニンアッセイ手法の簡

便化をさらに進めるとともに、環境水への適用お

よびエストロジェン作用評価について検討したの

で報告する。
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曝露実験におけるメダカ個体数の検討

　１水槽（１Î）あたりのメダカの個体数につい

ては統計処理可能な最小数である３個体を設定し

た。代表的なエストロジェン作用物質である１７β

－エストラジオールについて、曝露期間中の試験

水濃度の減少を明らかにするために、曝露開始前

１日後および２日後の濃度測定を行った。また、

溶存酸素についても曝露開始前および２日後に測

定し、６０％以上になっているかどうかを確認した。

曝露期間の検討

１７β－エストラジオール

∏　関東化学㈱製１７β－エストラジオール標準品

をアセトンで溶解して調製した標準原液１００μ

��Èを蒸留水で希釈し、標準液０．０１μ��Èを用

時調製した。曝露期間を設定するための実験と

して、本液を脱塩素水道水（３日間エアレーシ

ョンしたもの）で希釈することにより１７β－エ

ストラジオール０．０５μ��Îの試験水を６連調

製し、それぞれについて１、２、３、４、６お

よび８日間の曝露実験を行った。

π　１７β－エストラジオールの曝露濃度と雄メダ

カの血中ビテロジェニン誘導濃度との関係を明

らかにするための実験として、１７β－エストラ

ジオールの標準液０．０１μ��Èを脱塩素水道水

で希釈することにより試験水０、０．００５、０．０１、

０．０２、０．０５および０．１μ��Îを調製し、曝露実

験を４日間行った。

４－ノニルフェノール

　関東化学㈱製４－ノニルフェノール標準品をア

セトンで溶解し、標準液１０００μ��Èを調製した。

４－ノニルフェノールの曝露濃度と雄メダカの血

中ビテロジェニン誘導濃度との関係を明らかにす

るための実験として、４－ノニルフェノールの標

準液１０００μ��Èを脱塩素水道水で希釈すること

により試験水０、５０、１００、２００および５００μ��Î

について曝露実験を４日間行った。

エストロン

　関東化学㈱製エストロン標準品をアセトンで溶

解して調製した標準原液１００μ��Èを蒸留水で希

釈し、標準液０．０１μ��Èを用時調製した。エスト

ロンの曝露濃度と雄メダカの血中ビテロジェニン

誘導濃度との関係を明らかにするための実験とし

て、エストロンの標準液０．０１μ��Èを脱塩素水道

水で希釈することにより試験水０、０．０２、０．０５、

０．１、０．２および０．５μ��Îを調製し、曝露実験を

４日間行った。

２．３　環境水のエストロジェン作用評価

　２００４年１月に採取した琵琶湖水（南湖および北

湖各１地点）、琵琶湖流入河川水（２地点）およ

び浄化槽排水（１カ所）による曝露実験を２．２

　実験条件に従い４日間行った。なお、２日後に

用いる換水用の試料水１Îは、森・塩田（２００２）

の方法に従い採水後に冷蔵（５℃）保存し、曝露

実験開始の約４時間前に冷蔵から出し、室内温度

に戻してから曝露実験を行った。

２．４　ビテロジェニン測定

　曝露実験の終了した雄メダカからキャピラリー

管を用いて２オ�の血液を採取し、アマシャムバ

イオサイエンス㈱製�����　������　���　���を用

いて�����法により血中ビテロジェニン（���）濃

度の測定を行った。血液試料の調製および�����

操作手順についてはキット添付プロトコル（西ら、

２０００）に従った。

２．５　女性ホルモン濃度測定

　試験水、環境水および合併浄化槽排水中の１７β

－エストラジオール（�２）およびエストロン（�

１）＋１７β－エストラジオール（�２）＋エスト

リオール（�３）の濃度測定については「下水試

験方法追補暫定版２００２年版」（日本下水道協会、

２００２）に記載されている固相抽出�����法に従っ

た。�����キットは武田薬品工業㈱製１７β－エス

トラジオール�����キットおよびエストロゲン

�����キットを用いた。

２．６　統計処理

　データの統計解析はノンパラメトリック検定に

おける独立２群間比較（����������	
検定）に
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より行った。

３．結果と考察

３．１　曝露実験におけるメダカ個体数

　１７β－エストラジオール０．０４μ��Îに設定し

た試験水１Îにヒメダカ３尾を投入し、曝露前に

対する曝露１日後および２日後の１７β－エストラ

ジオールの残存率は７４％および５７％となった。本

法の止水式による環境水のエストロジェン作用評

価は����（２００２）や���（２００２）の流水式と比

較して低めの評価となることが推察された。一方、

溶存酸素については曝露前１００％であったものが

２日後に７０％となっており、６０％以上を保持して

いた。

３．２　１７β－エストラジオール、４－ノニルフェ

ノールおよびエストロンによる曝露実験

　１７β－エストラジオール０．０５μ��Îの試験水

に曝露した雄メダカの血中誘導ビテロジェニン濃

度の経時変化を図１に示す。血中ビテロジェニン

濃度が４日後でほぼ平衡状態に達することから、

曝露期間として羽田野ら（２００３）がスクリーニン

グ手法において提案している７日間をさらに短縮

した４日間を採用することにした。

　次に、１７β－エストラジオールおよび４－ノニ

ルフェノールについて曝露濃度と雄メダカの血中

ビテロジェニン誘導濃度との関係（曝露期間：４

日間）を明らかにするための実験結果を図２およ

び図３にそれぞれ示す。１７β－エストラジオール

および４－ノニルフェノールのいずれについても曝露

濃度の上昇に伴い雄メダカの血中ビテロジェニン濃

度の上昇が認められた。血中ビテロジェニン濃度

の対照群に対する上昇について����������	
検

定を行った結果、１７β－エストラジオールでは

０．００５μ��Î（�＝０．１２６６）および０．０１～０．１μ��

Î（いずれの濃度についても�＝０．０４９５）、４－ノ

ニルフェノールでは５０～２００μ��Î（いずれの濃

度についても�＝０．０４９５）となった。曝露濃度の

最低値（１７β－エストラジオール０．００５μ��Îお

よび４－ノニルフェノール５０μ��Î）は雄メダカ

の血中ビテロジェニン濃度の上昇が認められる最

低濃度として報告されている値（������、２００１；

田畑、２００３）であるが、本実験結果から１７β－エ

ストラジオール０．０１μ��Î以上および４－ノニ

ルフェノール５０μ��Î以上で対象群と比較して

有意（�＜０．０５）に血中ビテロジェニン濃度の上

昇が認められた。

　さらに、環境水において検出される女性ホルモ

ンの中で１７β－エストラジオールより高濃度検出

されるエストロン（嶋津ら、２００３；倉林・二宮、

２００４）について、曝露濃度と雄メダカの血中ビテ

ロジェニン誘導濃度との関係を明らかにするため

に行った実験結果を図４に示す。エストロンにつ

いても同様に����������	
検定を行った結果、

０．０２μ��Î（�＝０．０４６３）および０．０５～０．５μ��Î

（いずれの濃度についても�＝０．０４９５）となり、

０．０２μ��Î以上のすべてにおいて血中ビテロジ

図１　１７β－エストラジオール曝露雄メダカにおけ
る血中誘導ビテロジェニン濃度の経時変化

図２　雄メダカ血中ビテロジェニン誘導濃度の１７β
－エストラジオール曝露濃度による変化
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ェニン濃度の上昇が有意（�＜０．０５）に認められた。

　図２と図４の比較により、１７β－エストラジ

オールおよびエストロンが同濃度の０．０２～０．１μ

��Îにおいて両ホルモンにより誘導される血中

ビテロジェニン濃度比（エストロン／１７β－エス

トラジオール）が１／１００～１／１０００と算出され、

エストロンによる血中ビテロジェニン誘導強度は

１７β－エストラジオールと比較してかなり低いこ

とが明らかとなった。

３．３　環境水および浄化槽排水による曝露実験

　本研究で検討した曝露条件を環境水（琵琶湖水

および琵琶湖流入河川水）および合併浄化槽排水

に適用した実験結果を図５の上部に示した。ビテ

ロジェニン誘導濃度について�����������	
�検

定を行った結果、琵琶湖水（�＝０．１８４および

０．２６８）、琵琶湖流入河川水（�＝０．１０５および

０．３７６）および合併浄化槽排水（�＝０．０７６５）とな

った。いずれの試料水についても対照群に対して

統計的に有意な差（�＜０．０５）は認められなかっ

たが、合併浄化槽排水においては有意確率が最も

低い値�＝０．０７６５となり、わずかに上昇傾向を示

した。環境水においてエストロジェン作用は認め

られなかったが、合併浄化槽排水においてはエス

トロジェン作用が示唆された。

　本実験では、併行して環境水および浄化槽排水

について主要女性ホルモンの１７β－エストラジ

オール（�２）およびエストロン（�１）＋１７β－

エストラジオール（�２）＋エストリオール（�

３）を測定しており、測定結果を図５の下部に示

した。合併浄化槽排水における女性ホルモン濃度

は環境水と比較して高い傾向を示し、血中ビテロ

ジェニン誘導濃度と対応する結果となった。なお、

合併浄化槽排水における血中ビテロジェニンの上

昇傾向については、１７β－エストラジオールおよ

びエストロンの両濃度が本研究での血中ビテロジ

ェニン誘導下限濃度を大きく下回っていることか

ら、他のエストロジェン作用物質を含む複合影響

が示唆された。

図３　雄メダカ血中誘導ビテロジェニン濃度の４－
ノニルフェノール曝露濃度による変化

図４　雄メダカ血中誘導ビテロジェニン濃度のエス
トロン曝露濃度による変化

図５　環境水および浄化槽排水曝露による雄メダカ
血中ビテロジェニンの誘導

E2
E1 E2 E3
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４．まとめ

　メダカ・ビテロジェニンアッセイを利用したエ

ストロジェン作用物質のスクリーニング試験法に

ついて、簡便化の検討を行うとともに、環境水へ

の適用およびエストロジェン作用評価について検

討した。１７β－エストラジオールの曝露実験から

雄メダカの血中誘導ビテロジェニン濃度が４日後

でほぼ平衡状態に達することが明らかとなり、曝

露期間として４日間を設定した。１７β－エストラ

ジオールおよび４－ノニルフェノールの曝露濃度

と雄メダカの血中ビテロジェニン誘導濃度との関

係を４日間の曝露実験で調べた結果、１７β－エス

トラジオール０．０１μ��Î以上および４－ノニル

フェノール５０μ��Î以上で対象群と比較して有

意（�＜０．０５）に血中ビテロジェニン濃度の上昇

が認められた。環境水において検出される女性ホ

ルモンの中１７β－エストラジオールより高濃度検

出されるエストロンについても、曝露濃度と雄メ

ダカの血中ビテロジェニン誘導濃度との関係を調

べた結果、エストロン０．０２μ��Î以上で対象群と

比較して有意（�＜０．０５）に血中ビテロジェニン

濃度の上昇が認められた。本研究で検討した曝露

条件を環境水（琵琶湖水および琵琶湖流入河川水）

および合併浄化槽排水に適用した結果、メダカ血

中ビテロジェニン濃度は環境水において対照群と

比較して統計的に有意な差は認められなかったが、

合併浄化槽排水おいては上昇傾向がわずかに認め

られた。また、併行測定した環境水および合併浄

化槽排水中の女性ホルモン濃度も本結果と対応す

るものであった。
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羽田野泰彦，近江みゆき，西和人，鑪迫典久，水上春樹，
山下倫明，民谷栄一，榊原隆三（２００３）：簡易メダ
カ・ビテロジェニンアッセイによる外因性エストロ
ゲンの影響評価研究．水環境学会誌，２６，７７９－７８５．
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森真朗，塩田勉（２００２）：下水処理水へ曝露したメダカ雄
のビテロジェニン誘導，東京都環境科学研究所年報，
８４－８９．

西和人，水上春樹，筒井道雄，白石寛明，山下倫明，榊
原隆三，民谷栄一，（２０００）：メダカを利用した環境
ホルモン・バイオアッセイの開発．実験医学，１８，２７０１
－２７０５．

日本下水道協会（２００２）：下水道試験法（追補暫定版）－
内分泌撹乱化学物質編およびクリプトスポリジウム
編　２００２年版－．
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田畑彰久，亀井翼，真柄泰基，渡辺哲理，宮本信一，大

西悠太，伊藤光明（２００３）：ヒメダカビテロジェニン
を指標としたノニルフェノール、ビスフェノール�、
１７β－エストラジオールおよびこれらの混合曝露の
影響．水環境学会誌，２６，６７１－６７６．

嶋津暉之，和波一夫，関善行，大原拓也（２００３）：都内水
域の環境ホルモン問題に関する研究（その２）河川
におけるエストロゲンの消失の機構．東京都環境科
学研究所年報，６３－７１．

倉林輝世，二宮勝幸（２００４）：横浜市内河川における環境
ホルモン物質のモニタリング調査－女性ホルモン様
作用に関する解析－．横浜市環境科学研究所所報，

２８，３９－４５．




