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Summary 

Utilizing the fact that peak responses of micronuclei in peripheral blood appear approxi-

mately 48 hr after a single chemical dosing and that blood samples can be collected 
consecutively from the same animal, an in vivo antimutagenicity testing system was 

designed on the basis of the micronucleus test with mutagen-sensitive MS/ Ae mice. This 
system consisted of 1) sampling of peripheral blood before treatment for the baseline 
micronucleus frequency and administration of test chemicals soon after the sampling, 2) 

the second sampling of the blood 48 hr after the dosing to examine if test chemicals 
themselves induced micronuclei, 3) soon after the second sampling, administration of test 
chemicals followed by administration of a known micronucleus inducer cyclophos-
phamide (CP, 20 mg/kg), and 4) the third sampling of the blood 48 hr after the combined 

dosing to examine if test chemicals suppressed micronucleus frequencies induced by CP. 
One group consisted of 6 MS/ Ae mice, and 2000 reticulocytes per animal were examined 

for micronuclei. More than 500 erythrocytes per animal were scored for the ratio of 
reticulocytes to total erythrocytes. When 125, 250, and 500 mg/kg of glucopyranosylvanil-
lin (GV), a synthesized compound with expectation to be antimutagenic, was given, 500 
mg/kg stimulated the induction of micronuclei by CP, but 125 and 250 mg/kg significantly 
repressed CP-induced micronucleus frequencies. When 61, 122, and 244 mg/kg (equiva-
lents to three doses of GV) of vanillin, an in vitro antimutagen, were administered, 244 

mg/kg also stimulated the micronucleus induction by CP and 122 mg/kg suppressed it. 
These results indicate that the present in vivo system is applicable to testing of in vivo 
antimutagens, that GV and vanillin are antimutagens, and that antimutagens might be 

mutation enhancers at higher doses. 
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Introduction 

Antimutagenicity testing is usually conducted 
utilizing in vitro systems such as the Ames test and 

cultured mammalian cells, mainly for their simplic-
ity. In vitro test results, however, cannot always be 
true for in vivo systems. For example, dose levels 
applicable in vitro and in vivo are quite different. 

gene mutation or chromosomal aberration tests in Absorption, distribution, metabolism, and excretion 
have to be always taken into consideration in vivo. 
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Concentrations of test chemicals and duration of 
exposure to target cells in vivo are usually lower and 
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shorter, respectively, than those in vitro. Indeed, 

quercetin, which is an in vitro mutagen and predict-
ed to be carcinogenic is, on the contrary, anticar-
cinogenic. By contrast,/3-carotene, an in vitro 

antimutagen, was expected to prevent cancer in 
humans, but chemoprevention trials showed that 

this, either alone or in combination with vitamin A 
or vitamin E, actually increased lung-cancer inci-

dence and mortality in heavy smokers and asbestos 
workers unexpectedly (the Alpha-Tocopherol, Beta 

Carotene Cancer Prevention Study Group, 1994). 

Therefore whatsoever effective antimutagens are 
determined in vitro, effectiveness has to be demon-

strated in vivo. Even though there are several in vivo 
mutation detection systems that could be applied 

for antirnutagenicity testing, simple ones are rare. 
The mouse micronucleus test was thought to be an 
exception, for blood samples can be collected consec-

utively from the same animal and detection of 
micronuclei is relatively simple and accurate. 
We therefore tried to establish a simple 

antimutagenicity testing system on the basis of the 
mouse micronucleus test and tested a possible 

antimutagen with it. As a test chemical, we synthes-

ized a vanillin derivative, glucopyranosylvanillin 
(GV). To compare the effectiveness of GV, vanillin 

was also tested in this system. 

Materials and Methods 

Chemicals 
Glucopyranosylvanillin (GV, 4-(/3-D-glucopyrano-

syloxy)-3-methoxybenzaldehyde) was synthesized 

as follows. Vanillin and 0-tetraacetyl心glucose
were treated with silver oxide in the presence of 

quinoline by the method of Robertson and Waters 
(1930). The yield of tetraacetyl-/3-D-glucovanillin as 

colorless prisms was 95% with mp 143-144℃ :litera 
ture mp 143-144℃.1H-NMR (270 MHz, CDCb) o: 
2.04 (3H, s), 2.05 (3H, s), 2.06 (3H, s), 2.07 (3H, s), 

3.71-3.87 (lH, m), 3.89 (3H, s), 4.16-4.31 (2H, m), 
5.09-5.31 (2H, m), 5.33-5.36 (2H, m), 7.25 (lH, d, J = 

8.2 Hz), 7.42 (IH, d, J =8.2 Hz), 7.43 (lH, s), 9.89 

(lH, s). Hydrolysis with NH3 in methanol afforded 
4-(/3-D-glucopyranosyloxy)-3-methoxybenzaldehyde 

97% as colorless needles with mp 191-192℃ ;litera-
ture mp 189-190℃ (Thorpe and Williams, 1937). 
1H-NMR (500 MHz, DMSO-ds) o : 3.29 (lH, d, J = 
4.5 Hz), 3.38 (2H, dd, J = 4.5 Hz, 1.0 Hz), 3.47-3.49 
(IH, m), 3.52-3.62 (lH, m), 3.64-3.72 OH, m), 3.74-

3.82 (IH, m), 4.53 (IH, d, J = 3.5 Hz), 4.63 (IH, d, J = 
3.5 Hz), 5.04 (lH, d, J = 8.0 Hz), 7.23 (lH, d, J = 8.2 
Hz), 7.42 (IH, d, J = 8.2 Hz), 7.48 (lH, s), 9.86 (lH, 

s). Signals at 3.29, 4.53, 4.56, and 4.63 were exchange-
able with D心
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Fig. 1 Structures of glucopyranosylvanillin and 
related compounds 
a, Glucopyranosylvanillin (GV) ; b, vanil-
lin (3-methoxy-4-hydroxybenzaldehyde) ; 
c, aromatic glucosides : 3,4-dimethoxy-
phenyl-/3-D-glucoside (Rl=R2=0CH3), 
3-methoxy-4-h ydrox y p hen y 1-/3 -D -
glucopyranoside (Rl=OH, R2=0CH3), 
and 4-hydroxyphenyl-/3-D-glucopyrano-
side (Rl=OH, R2=H) ; and d, chloro-
genie acid. 

Chemical structures of GV and related compounds 
are shown in Fig. 1. The highest dose of GV (500 
mg/kg, 10 mL/kg) was suspended in physiological 
saline using a sonicator. Mid (250 mg/kg) and low 
(125 mg/kg) doses were dissolved in physiological 
saline. Physiological saline (Lot. 7170) was from 
Otsuka Pharmaceuticals Co. (Tokushima, Japan). 

Physiological saline ↓ Cyclophosphamide 
↓ 

Control 

↑ ↑ ↑ 
Blood sample Blood sample Blood sample 

Test chemical Test chemical↓. ↓ _Cyclophosphamide 
↓ 

Test 

t ↑ ↑ 
Blood sample Blood sample Blood sample 

Time 
(hr) 

゜
48 96 

Fig. 2 Protocol of the present study 

This was also used as a vehicle for vanillin and 
cyclophosphamide (CP). 

V anillin (CASRN 121-33-5, Lot. 224-00682) was 

purchased from Wako Pure Chemical Ltd. (Osaka, 
Japan). The highest dose was 244 mg/kg, molar 

equivalent to 500 mg/kg of GV. Since crystals 
appeared at room temperature, the solution was 
kept in a warm water bath at approximately 40℃ 

during treatment. Low and mid doses were 61 and 
122 mg/kg, respectively. 
CP (CASRN 6055-19-2, Lot. 0413TX) was pur-

chased from Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, 
USA) and given at 20 mg/kg. Acridine orange-

coated slides were products of Toyobo Co. (Osaka, 
Japan). 

Animals 
MS/ Ae mice were raised in the animal house of 

the Central Research Institute, ltoham Foods Inc., 

under specific pathogen-free conditions. Foods and 
water were freely supplied. Either males or females 

were used. 

Protocol 
The protocol used here is briefly depicted in Fig. 
2. Each group consisted of 6 male or female mice. 

Just before administration of test chemicals, blood 
samples were taken from the tail blood vessel 
(CSGMT, 1992) to examine background levels of 

micronucleus frequencies. Then physiological saline 
(negative control) or test chemicals dissolved or 

suspended in physiological saline were given ip at 10 
mL/kg. After 48 hr, blood samples were collected 
and examined for micronuclei. In separate experi-

ments, test chemicals were administered ip followed 

by ip treatment with CP. The time span between the 
two treatments was approximately 15 min. After 48 

hr, blood samples were collected to examine if test 

chemicals could suppress micronuclei induced by 
CP. 

Blood examination 
Blood samples were examined under fluorescence 
microscopy (Nikon). Reticulocytes (RETs, 2000 cells 
per animal) were scored for micronucleated 

reticulocytes (MNRETs). The ratio of reticulocytes 
(RETs) to total erythrocytes was evaluated by 
counting more than 500 erythrocytes per animal. 

Statistical analyses 

The method of Kastenbaum and Bowman (1970) 
was used for statistical analysis of MNRETs fre-
quencies. Analyses of variance were used for 
examining differences in the ratios of RETs to total 
erythrocytes, by the method of the least significant 
difference using a software of statistical analyses for 

Microsoft Excel. 

Results 

Antimutagenicity of GV 
Since we did not have sufficient GV to conduct 

toxicity tests and pilot experiments, and there was 
difficulty in sample preparation, the highest dose 
was set at 500 mg/kg. With the dilution ratio being 

2, mid and low doses were set at 250 and 125 mg/kg, 
respectively. 
Fig. 3 shows the results of antimutagenicity test-
ing of GV. Fig. 3a shows micronucleus frequencies 
48 hr after the second GV treatment. No statistically 

significant differences were seen between the nega-
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Micronucleus frequencies and ratios of RETs 
to total erythrocytes in mice treated with 
glucopyranosylvanillin (GV) 
Each group consisted of 6 females at 16 weeks 
of age. a, Micronucleus frequencies 48 hr after 
GV treatment ; b, micronucleus frequencies 
48 hr after GV and CP treatments ; c, ratios of 
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of RETs 48 hr after GV and CP treatments. 
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(see Fig. 2). Statistically significant differen-
ces from the control are shown by* (p<0.05) 
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to total erythrocytes in mice treated with 
vanillin 
Each group consisted of 6 males at 8 weeks of 
age. a, Micronucleus frequencies 48 hr after 
vanillin treatment ; b, micronucleus frequen-
cies 48 hr after vanillin and CP treatments : c, 
ratios of RETs 48 hr after vanillin treatment : 
and d, ratios of RETs 48 hr after vanillin and 
CP treatments. Physiological saline was given 
to the control (see Fig. 2). Statistically signifi-
cant differences from the control are shown 
by * (p < 0.05) and * * (p < 0.01). 
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tive control group (physiological saline) and the 

three treated groups, indicating that GV did n~t 
induce micronuclei. The micronucleus frequency 

was almost identical to that seen for mice at time 

zero (3.8士1.5MNRETs/2000 RETs, n = 24) and 
which in the control group fell within the normal 
range for Ms/ Ae mice (Sutou, 1996). Fig. 3b shows 

micronucleus frequencies 48 hr after the combined 

treatment with GV and CP (being 96 hr after the 

start of GV treatment). The control mice were given 

only CP, which, as expected, induced micronuclei 
about 10-fold (48.8土10.5MNRETs/2000 RETs). The 

high dose GV group (500 mg/kg, 7 4.8土25.0

MNRETs/2000 RETs, p < 0.01) showed a statisti-
cally significant increase of micronuclei, indicating 

that GV enhanced the CP-induced micronucleus 

frequency. By contrast, the low GV dose (37.7土19.5
MNRETs/2000 RETs, p<0.01) and mid GV dose 

(40.3士11.1MRETS/2000 RETs, p < 0.05) suppressed 

the micronucleus induction by CP. 

The ratios of RETs to total erythrocytes, 48 hr 
after GV treatment and 48 hr after treatments with 
GV and CP, are shown in Fig. 3c and d, respectively. 

No specific changes were observed : GV seemed to 

be non-toxic to the bone marrow. 

Antimutagenicity of vanillin 
Doses of vanillin were chosen as molar equivalents 
to the GV doses used, i.e., 61, 122, and 244 mg/kg for 

low, mid, and high doses, respectively. After admin-

Results of antimutagenicity testing 
of vanillin by a single treatment. 
As to details, see the legend to Fig. 4. 

istration of high doses, mice showed reduced sponta-

neous movements. 

Fig. 4 shows the results of antimutagenicity test-

ing of vanillin. Fig. 4a shows micronucleus fre-
quencies 48 hr after the second vanillin treatment. 

No statistically significant differences were seen 

between the negative control group (physiological 

saline) and the three treated groups, indicating that 

vanillin did not induce micronuclei. The microcnu-

cleus frequency was almost identical to that seen for 

mice at time zero (6.0土2.7 MNRETs/2000 RETs, 

n = 24) and which in the control group fell within 
the normal range for Ms/ Ae mice (Sutou, 1996). Fig. 

4b shows micronucleus frequencies 48 hr after the 
combined treatment with vanillin and CP (being 96 

hr after the start of vanillin treatment). The control 

mice were given only CP, which, as expected, in-

duced micronuclei about 6-fold (36.7土11.6
MNRETs/2000 RETs). The high dose vanillin group 

(244 mg/kg, 78.2土25.8MNRETs/2000 RETs, p < 

0.01) showed a statistically significant increase of 

micronuclei, indicating that vanillin enhanced the 

CP-induced micronucleus frequency. Although the 

low dose group (36.2土9.5MNRETs/2000 RETs) 

showed no difference in the micronculeus frequeicy 

from that of the CP group, the mid vanillin dose (28. 

2土13.2MRETS/2000 RETs, p < 0.01) suppressed the 

micronucleus induction by CP. 

The ratios of RETs to total erythrocytes, 48 hr 

after vanillin treatment and 48 hr after treatments 

with vanillin and CP, are shown in Fig. 4c and d. No 

specific changes were observed. 

Both GV and vanillin enhanced the micronucleus 

induction by CP at high doses and suppressed it at 

lower doses. In the present testing system, test 

chemicals were given twice. On the other hand, the 

micronucleus inducer CP has to be metabolically 

modified to an active form. There was the possibil-
ity that the first high doses of GV or vanillin 

stimulated induction of drug-metabolizing enzymes 

and, as a result, CP was highly activated. To exam-

ine this possibility, a high dose of vanillin was given 

once together with CP and blood samples were 

collected 48 hr later. The results are shown in Fig. 5. 

Vanillin (131.0士21.1MNRETs/2000 RETs, p < 0.01) 

markedly stimulated the induction of micronuclei 
by CP (39.8土5.7 MNRETs/2000 RETs) (Fig. 5b). 

Potentiation of micronucleus induction by a single 
dose of vanillin was more potent than that by dou-

ble doses. The ratio of RETs to total erythrocytes 

(3.6土0.5%,Fig. 5d) was significantly reduced as 

compared with that of the control (6.0土0.9%,Fig. 

7c, p <0.01). Thus a single high dose of vanillin 
combined with CP seemed to be toxic to bone 

marrow. 

Discussion 

Use of MS/ Ae mice 
MS/ Ae mice are highly sensitive to mutagens in 

not only the micronucleus test but also in the domi-

nant lethal test, sister-chromatid exchange (SCE) 

induction, and pulmonary adenoma induction by 

urethane (brief review, in Sutou, 1996). Their life 
span is shorter than the parental strain CD-1 (Higa-

shikuni and Sutou, 1996) and the high sensitivity of 

MS/ Ae mice to mutagens seems to provide a highly 

sensitive antimutagenicity testing system. 

We used rather aged male and fem ale mice 
(approximately 4-months old), but neither age nor 

sex of mice affected the micronucleus test very much 

throughout the life span (Higashikuni and Sutou, 
1996). 

Chemical structure of GV 
Matuura et al. (1990) reported that three aromatic 

glucosides (Fig. le) isolated from crude black sugar 

were biologically active and effective in inhibiting 

intestinal absorption of glucose. Vanillin (Fig. lb), 
an antimutagen, is a major component of vanilla 
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pods and widely used as a flavoring in confectionar-

ies, beverages, and foods. Chlorogenic acid (Fig. 

ld), which is a sugar analogue with aromatic moi-

ety, is an antimutagen originally isolated from coffee 

beans. Since plants have been exposed to intensive 

UV irradiation, they must have developed 

antimutagenic mechanisms. Such examples of the 

above naturally occurring, antimutagenic plant con-

stituents prompted us to examine whether a syn-

thetic compound GV, one of the aromatic 

glucosides, shows antimutagenicity in an in vivo 

system. The glucose moiety of GV was predicted to 

increase solubility and to enhance biological activity 

of vanillin. 

Since we did not know if GV was absorbed well 

from the digestive tract, GV was administered ip, 

alone and with the micronucleus inducer CP, to 

ensure that GV was indeed inside the biological 

compartment of mice. Although there was a time 

span of approximately 15 min between GV and CP 

treatments, there remained the possibility that 

antimutagenicity of GV was based on desmutagenic 

action, i.e., GV directly inactivated CP. If this was 

the case, antimutagenicity of GV must be dose-

dependent and higher doses must be more effective. 

The experimental results that both GV and vanillin 

were antimutagenic at lower doses and co-

mutagenic at higher doses indicated that the actions 

of GV and vanillin were not desmutagenic but 

bioantimutagenic, i.e. the test chemicals modified 

replication and/ or repair systems after the 

mutagenic insult incurred by CP. Direct evidence 

that vanillin was a bioantimutagen was given by 

Inoue et al. (1988), who showed that micronucleus 

induction by mitomycin C administered ip to mice 

was suppressed by vanillin given po 6 to 9 hr after 

the mitomycin C treatment. 

Mechanisms of bioantimutagenic action of GV 

and vanillin 

Since GV and vanillin similarly potentiated and 

suppressed, depending on doses, the micronucleus 

frequencies induced by CP, mechanisms of 

bioantimutagenic action of both compounds are 

most likely the same. Vanillin was neither 

mutagenic in bacteria nor clastogenic in cultured 

Chinese hamster cells (Kasamaki et al., 1982, and 

this study). Neither GV (this study) nor vanillin 

(Inoue et al., 1988) induced micronuclei in mice. 

Ohta et al. (1988) postulated using various mutant 

Eschericia coli strains that the bioantimutagenic 

effect of vanillin was the result of enhancement of a 

recA-dependent, error-free pathway of post-

replication repair. Sasaki et al. (1990) suggested that 
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the anticlastogenic effect of vanillin in cultured 

Chinese hamster cells treated with UV-light or 

X-rays may be due to the promotion of the DNA 

rejoining process in which DNA polymerase/3acts. 

Suppression of mitomycin C-induced micronuclei in 

mice by post-treatment with vanillin (Inoue et al., 

1988) also suggests that vanillin enhances a repair 

process/ es. Unexpected results that vanillin 

potentiated SCEs induced by some chemical 

mutagens in cultured Chinese hamster cells (Sasaki 

et al., 1987a, b) could be explained by enhanced 

DNA recombination. Vanillin itself induced SCEs at 

higher doses (Jansson and Zech, 1987). 

Contradictory action of GV and vanillin 

Although vanillin is an antimutagen, sometimes it 

shows mutation-enhancing effects depending on 

endpoints and mutagens used (reviewed by Ohta, 

1993). Such cases were observed with SOS responses 

of Escherichia coli (Takahashi et al., 1990), gene 

mutations in cultured Chinese hamster cells (Tamai 

et al., 1992), and SCEs in cultured Chinese hamster 

cells (Sasaki et al., 1987a, b). To our knowledge, GV 

and vanillin were the first related chemicals to show 

dose-dependent both suppression and enhancement 

of micronuclei induced by a mutagen, CP. 

To understand this, various biological aspects 

might be considered, e.g., the suppressive effect 

could be due to stimulation of a repair process/es 

and the enhancement due to metabolic modifica-

tions of mutagens or toxicity of antimutagens. Vanil-

lin dose-dependently suppressed micronuclei in-

duced by mitomycin C (Inoue et al., 1988) that 

needs not to be metabolically activated to affect 

DNA, while it suppressed at lower doses and enhan-

ced at higher doses micronuclei induced by CP that 

needs metabolic activation (this study). Vanillin 

and GV at high doses might induce cytochrome P450 

subenzymes encoded by CYP2Bl and CYP3A4 genes 

that activate CP (Philip et al., 1999). Involvement of 

vanillin in the activity of P450 2El-like isoform has 

been reported (Kazakoff et al., 1994). 

The mutagenicity and clastogenicity of a 

flavonoid quercetin may be due to production of the 

OH・ radical (Gasper et al., 1994). On the other hand, 

quercetin shows antioxidant properties by chelating 

iron (Sestili et al., 1998). It induced the anticar-

cinogenic marker enzyme, quinone reductase (Uda 

et al., 1997) and is a natural ligand of the aryl 

hydrocarbon receptor (AhR) which mediates tran-

scriptional activation of the human gene CYPlAl 

(coding for cytochrome P450 lAl) (Ciolino et al., 

1999). Quercetin may compete with man-made 
AhR-ligands such as halogenated and polycyclic 

hydrocarbons. These multilateral activities as a 

whole must exert the anticarcinogenic effect of 

quercetin in vivo in the long run. Interestingly, 

仕caroteneinduces CYP genes and, as a result, may 

exert a co-carcinogenic effect (Paolini et al., 1999). 

仕Caroteneenhanced micronucleus induction by CP 

depending on dosing schedules (Higashikuni, 1994), 

possibly through cytochrome P450 enzyme induc-

tion. GV and vanillin might also induce cytochrome 

P450 at higher doses. 

When a high dose of vanillin was given, the spon-

taneous movement of mice was repressed and the 

ratio of RETs to total erythrocytes was reduced. In 

addition to induction of drug metabolizing enzymes, 

toxic high doses might cause some abnormalities 

that result in enhancement of micronuclei due to, 

e.g., inhibition of repair processes, induction of 

extramedullary erythropoiesis, and inhibition of 

micronucleus trapping. 

Difficulty of establishing in vivo 

antimutagenicity testing systems and evaluation 

of test results 
Antimutagenic activity detected in vitro must be 

demonstrated in in vivo systems for practical appli-

cations and many variables must be addressed. 

These include the species of the testing animals, 

endpoints, types of mutagens such as ionizing radia-

tion and alkylating agents with or without meta-

bolic activation, administration routes and doses for 

mutagens and antimutagens, dosing schedule, and 

treatment period (long-term or short-term). Even if 

antimutagenicity is demonstrated in in vitro and in 

vivo systems, long-term testing with humans might 

show some hazardous effects in the case of /3-

carotene (the Alpha-Tocopherol, Beta Carotene 

Cancer Prevention Study Group, 1994). A wide 

variety of studies is needed to elucidate the compli-

cated nature of antimutaenicity. 
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Evaluation of micronucleus induction 
in rats by Oil Orange SS 
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9511-4 Yuki, Yuki-shi, Ibaraki 307-0001, Japan 

Summary 

Oil Orange SS, 1-[ (2-methylphenyl) azo]-2-naphthalenol is one of the azo-dyes which 

was classified in Group 2B compound (possible human carcinogen) by IARC. Groups of 
four male rats were orally administered this compound at 500 to 2,000 mg/kg twice at 24 

h intervals and the bone marrow and peripheral blood were examined 24 h after the last 

treatment. Oil Orange SS induced a significant increase of polychromatic erythrocytes and 
reticulocytes with micronuclei, indicative of a clastogen. 

Keywords : Oil Orange SS, 

blood 

rat, micronucleus assay, bone marrow, peripheral 

Introduction 

Oil Orange SS, 1-[ (2-methylphenyl) azo]-2-

naphthalenol [CAS 2646-17-5], one of the azo-dyes, 
has been used as color varnishes, oils, fats, waxes 

and cosmetics. However, this compound was classi-
fied in Group 2B compound (possible human carcin-
ogen) by IARC (IARC, 1987) and its usage has been 

regulated in many countries (IARC, 1975 ; Karstadt, 

1982). Although the mutagenicity of this compound 

using a bacterial system has been tested so far, the 

results are not consistent but equivocal, showing 
negative and positive data. Recently, it was reported 
in a micronucleus assay that Oil Orange SS has a 
clastogenic potential in mouse peripheral blood 

(Morita, 1997). In the present study, we conducted 

the micron ucleus assay on this compound using the 

rat bone marrow and peripheral blood, in order to 

evaluate the clastogenic potential in rats. 

Materials and Methods 

Eight week old male SD rats were purchased from 
Charles River Japan Inc. (Kanagawa, Japan) and 

acclimatized for one week. Four rats were randomly 

assigned into negative control, 3 treatment and 
positive control groups. They were kept in air-

received : May 19, 1999 accepted : July 19, 1999 
c Environmental Mutagen Society of Japan 

·····— 

conditioned room at a temperature of 24 to 26℃,at 
a relative humidity of 40 to 60% and at a ventilation 
of 10 to 15 times per hour, and were fed commercial 
pellets (CRF-1 ; Charles River Japan) and given tap 

water ad libitum throughout the acclimatization 

and experimental periods. 
Test compound, Oil Orange SS was purchased 
from Tokyo Kasei Co. (Lot. GCOl) and was suspend-

ed in olive oil. The suspension was orally adminis-

tered rats twice with 24 h intervals at 500, 1000 and 

2000 mg/kg, thus rats received 1000, 2000 and 4000 
mg/kg in total (These dose levels were determined 

by preliminary dose-finding test). The rats in the 
concurrent negative control group received only 

olive oil. The volume of administration was 10 ml/ 

kg for each treatment. Positive control compound, 
cyclophosphamide (CP ; [CAS 50-18-0]) was 

obtained from W ako Pure Chemical Industries, Ltd. 
(Osaka, Japan) and was dissolved in physiological 

saline immediately before use. CP was intraper-
itoneally injected once at 20 mg/kg. 

Peripheral blood was collected from tail vein 24 h 
after the last treatment, and then rats were sa-

crificed. Femur was dissected and the bone marrow 

cells were collected with fetal bovine serum 
(Schmid, 1975 ; Heddle, 1973). Bone marrow cells 

and peripheral blood cells were smeared, fixed with 

methanol and stained with acridine orange (Haya-

shi, 1983). Micronucleated polychromatic eryth-
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Table 1 MNPCE and MNRET frequencies in SD rat bone marrow and peripheral blood 
following 2 daily treatments of Oil Orange SS 

Dose 

(mg/kg p.o) 

per treatment 

No.of 

rats 

Bone marrow Peripheral blood 

MNPCEs PCE MNRETs RET 

Per 2000 PCEs Mean士SD(%) Mean士SD(%) Per 2000 RETs Mean土SD(%) Mean土SD(%)

3,2,5,4 

5,5,14,9 

7,14,7,9 

17,14,14,8 
47,34,35,22 

Bone marrow and blood samples were obtained at 24 hour after the last oral administration 
a) : Cyclophosphamide, intraperitoneally once 
b) :p<0.05 

c) : p<0.01 significant difference from negative control data (Omg/kg) 
(Kastenbaum and Bowman's method (1970) for MNPCEs and MNRETs; Dunnett-test for PCE and RET) 

゜500 1000 
2000 
cpai 20 

4

4

4

4

4

 

2,1,1,0 

13,8,14,10 

9,17,16,9 
12,21,24,15 

45,84,98,65 

0.05土0.04
0.56土o.14c>
0.64土0.27C)

0.90土o.27c>
33.65士1.05c)

rocytes (MNPCE) and micronucleated reticulocytes 

(MNRET) frequencies were based on the observa-
tion of 2000 PCEs in bone marrow cells and 2000 

RETs in peripheral blood cells per animal, respec-

tively. In order to assess cytotoxicity, 200 and 1000 

erythrocytes for bone marrow and peripheral blood 

were analyzed, respectively. 

Results 

The results of the micronucleus assay on Oil 

Orange SS are presented in Table 1. Significant 

increase of the MNPCEs and MNRETs frequencies 
were statistically found at 500, 1000 and 2000 mg/kg 

(Kastenbaum and Bowman, 1970). No significant 

decrease was noted for percentage of PCE and RET 
in total of erythrocytes (Dunnett-test). On the other 

hand, the mean MNPCE and MNRET frequencies 
were 0.05% and 0.18% in the negative control group, 

respectively, and were 3.65% and 1.73% in the posi-

tive control group, respectively. These values were 

in the expected range and revealed that this assay 

was technically acceptable. From these results, it 

was suggested that Oil Orange SS has clastogenic 

potential. 

Discussion 

From carcinogenicity studies in experimental ani-

mals, Oil Orange SS is classified in Group 2B com-

pound (possible human carcinogen) by IARC 

(IARC, 1987). And, there are some reports indicat-

ing that this compound is mutagenic in a bacterial 

system (Combes, 1982 ; Zeiger, 1992). But, some of 

assays on this compound provided negative data for 

mutagenicity in a bacterial system (Kada, 1972 ; 

Miyagoshi, 1983). Busk (1978) also reported that 

this compound showed mutagenic potential in Ames 

test with liver homogenates of mice, though no 

mutagenic with liver homogenates of rats. Further-

56.8土0.1
74.1土3.6b)

66.6土8.2

62.6土5.1
36.1土10.4c)

0.18土〇．06
0.41土o.21c>
0.46土0.17c)

0.66士o.19c>
1.73土0.51c)

3.3士0.6

2.7土0.7

2.9土0.9

2.7土0.6
1.4士0.4C)

more, our Ames test provided no signs indicating 

the mutagenic potential of this compound (unpub-

lished). Thus, the mutagenicity of Oil Orange SS 

may be equivocal in a bacterial system. 

On the other hand, as for in vivo assay, this 

compound showed a clastogenic effect in micronu-

deus test using peripheral blood of male CD-1 and 

MS/ Ae mice by a single and double treatments, 

respectively (Morita, 1997). In the present study, a 

clastogenic potential on this compound was also 

found in bone marrow and peripheral blood of male 

SD rats by a double oral treatment. Thereby, in vivo 

assay for detecting mutagenic potential obviously 

supports that this compound is genotoxic, compared 

with in vitro assay. 
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内分泌撹乱とホルモン様化学物質

井上達

国立医薬品食品衛生研究所安全性生物試験研究センター毒性部 〒158-8501東京都世田谷区上用賀 1-18-1

Chemicals potent to have hormone-like actions 

and their possible endocrine disruptions 

Tohru Inoue 

Cellular & Molecular Toxicology Division, Biological Safety Research Center, 
National Institute of Health Sciences, 1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-ku, 

Tokyo 181-8501, Japan 

Summary 

Chemicals having hormone-like actions are suspected of inducing possible disruptions in the 
endocrine tissues and organs, thus the chemicals are called possible endocrine disrupting chemi-
cals (EDCs). Their possible consequent hazards such as developmental/repro-toxicological anom-
alies and carcinogenicities are reviewed, together with any relevant data from mutagenicity 
testing. The actions of EDCs appear to be receptor-mediated. Four major subjects to be focused 
on are ; first, the threshold issue, because of their potent activity at low doses, specifically in in 
vitro tests ; second, possible redundant action, which may induce an equivocal non-linear dose-
response curve ; third, unknown additive/synergistic effects in combinations of chemicals, pos-
sibly due to interacting co-factor(s) and/or signal transducer(s) ; and, fourth, the "fetal window" 
known as a period of greater sensitivity during the developmental stages. By means of available 
data-bases, special interest has been given to the potential repro-toxicity, carcinogenicity, and 
mutagenicity of possible EDCs as listed by U.S.-EPA. Lastly, as a theoretical risk-analysis, 
discussion is made on the possible impact of EDCs on life span, applying data on EDC-mediated 
hazards to the Risk Factor-Multiplication Theory of Aging. 

(This paper, chaired by Toshihiro Ohta, was presented to the 10th Annual Symposium, "Endocrine 
Disruptor Mechanism and Posterity Effects-Concern with Environmental Mutagen Research", organized 
by Kiyomi Kikukawa, Tohru Shibuya, and Kazuo Fujikawa, sponsored by the Environmental Mutagen 
Society of Japan, and held at The Pharmaceutical Society of Japan, Nagai Memorial Hall, May 28, 1999.) 

Keywords : chemicals having hormone-like action, endocrine disruptors, non-linear dose-
response curve, the fetal window, the risk factor-multiplication theory of aging 

緒 戸

ーホルモン様の作用を持つ化学物質の影響について一

医薬品は もとより， 農薬や工業用化学物質などの中に

受付： 1999年8月4R 受理： 1999年8月18日

c 日本環境変異原学会

は，明 らかに内分泌ホルモン様の生体内作用を持つ物質

が少なくない．それらはしばしば蓄積性を示し， しかも

環境中でも実際に検出されることがあるなど，いわゆる

ホルモン様作動性化学物質の存在はいわば既知の事実で

ある．問題は，それらが（その定義はさておいて）“内分

泌撹乱”を起こすかどうか， また，起こすとすればそれ

はどのような機構に即して起こるのか，という点にある．
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ホルモン様作用化学物質の同定はさして困難ではない

が，それらが“内分泌撹乱”を生ずるかの如何の同定は

難しく， とりわけそのもののヒトヘの外挿は難しい．多

くの混乱もこの点に起因している点が少なくない．

当該の物質は， 内分泌撹乱化学物質(EDCs)と呼称さ

れるが，これは， もとより“内分泌ホルモン様作用を持

つ化学物質”が内分泌系統に起こす障害を念頭に置いた

概念である．ただしその捉え方は単純ではない．たしか

にピルに用いられる ethynylestradiol (EE)のように 17

/3-estradiolに近似した作用物質でも，投与の時期と方法

によっては，後述するようなウィンドウ効果として知ら

れる神経発達障害を引き起こす(Hambergh,1969 ; 

Gomes et al., 1999). むしろそうしたことは， estradiol

でさえも起こしうる．しかし他方EDCsでは，ホルモン

作用を持つかにみえて障害性を引き起こすような，いわ

ばホルモンらしからぬ点にその物質が特徴づけられる面

がある．むしろこの問題では， estradiolのようなホルモ

ンそのものの投与によって引き起こされる反応ないしは

障害の研究と， EDCsのような物質が非生理的に引き起

こすであろう障害性（adverseeffect)を明らかにする研

究をそれぞれ分けて取り扱うことが問題の整理の仕方と

して盾要なのではないかと考える．

1991年 7月，米国Wisconsin州の Wingspreadに集

まった環境医学生物学領域の専門家達は，各地の野生生

物の生態に観察される群集規模の縮小や異常についての

討議の末，これらがEDCsに起因する可能性を危惧して

政府への詳細な調査研究を求めた．そうした背景を読み

もの風にまとめた “OurStolen Future"（邦題は「奪わ

れし未来」）がTheoColbornらによ って 1996年 3月に

出版され， EDCs問題が社会問題へと発展する契機とな

った．1995年に至り大統領府は，環境自然資源委員会

(CENR)を設置して EDCsに関する総合的な研究推進

計画を開始した．1997年 1月には大統領府科学技術政策

室が諸外国から専門家を招き，環境防護庁(EPA)と共同

でいわゆるスミソニアン ・ワークショップを開催した．

ここでの考え方は， EDCsに関するその後の研究の方向

性を明らかにした(U.S.EPA,1997). 

ちなみにこの時のワークショップではその定義につい

て 「生体の恒常性 ・生殖発生あるいは行動に関与する生

体の種々の性ホルモンの合成，分泌，体内輸送，受容体

結合そしてそのホルモン作用そのもの，あるいはそのク

リアランスなどの諸過程を阻害する性質を持つ外来性の

物質」と定めている．かくしてこうした諸過程に沿った

きわめて多岐にわたる試験系が研究の対象となることに

なる．実際的にはこれらの中から主なバッテリー試験を

選び出す形で，受容体原性のシグナルの伝達プロセスを

測定するレポータ遺伝子アッ セイをはじめ， 子宮肥大試

験(Grayet al., 1997)や Hershberger試験(Hershber-

ger et al., 1953)などの個体レベル反応が検討の対象と
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なるに至った．

こうした背景に対して，次に問題となるは，EDCsの生

体作用，なによりもその特徴そのものである．

l.内分泌撹乱物質(EDCs)の生体作用の特徴

EDCsの生体作用の特徴をまとめると，例外はあるに

せよ，その基本点を一言でいえば受容体原性のホルモン

（様）作用を反応の入り口にしている， ということではな

いかと思われる．生殖腺などに直接作用する化学物質な

ども少なくないが，単に内分泌機能に影響があっても受

容体を介さないものについては，その影響の特徴に従米

の化学物質と比較したときのユニークな点はないからで

ある．ホルモン受容体はホルモンの種類に相応して種々

存在する．同一ホルモンに対しても，いくつかの異なっ

た機能を示す複合ドメイン構造(Schwabeet al., 1993) 

や aとかfJといった受容体アイソフォームが異なった

ライガンドに異なった親和性で結合する反応様式

(redundancy)が知られており (Kuiperet al., 1997)こ

れにいわゆるコ ・アクチベーターなどが反応を修飾する

うえ(Norriset al., 1998),スプライシング・バリアント

なども数多く知られている (Pfeffer, 1996 ; Leygue et 

al., 1996 ; Hirata et al., 1995). したがって作用は自ず

と多様にならざるを得ないが，そのことを前提として整

理するとその特徴には，次の 4点があげられる．第 1に，

作用がプレイオトロピズム，つまり多臓器で種々の巽な

った生理活性を発揮する傾向を持つこと．エストロジェ

ン・レセプター(ER)ひとつをとっても，各種内分泌臓器

のほとんどに分布しているほか，胎生期では形態形成な

どをも制御し(Brandenbergeret al., 1997), 非内分泌

系臓器でもその発現が知られている．第2に，これに引

き続く二次性伝達物質としての細胞増殖因子などを介し

た種々の組織， とくに神経系，免疫系などのいわゆる高

次系と呼ばれる諸組織に対する作用がしばしば認められ

る(Shughrueet al., 1997)ことである．これらのことと

関連して，例えば子宮は，インターリューキン 6(IL-6)や

顆粒球 ・マクロファージ系コロニー剌激因子(GM-CSF)

などと呼ばれる免疫担当細胞増殖因子の産生母地であり

(Kover et al., 1995), エストロジェンはこれを制御する

(Robertson et al., 1992). これは，神経系や免疫系の機

能状態によって EDCsの影響が変化する可能性を意味

している．第3点は，これはア ッセイ系の性質にもよる

が，反応様式にしばしば直線的な用量反応関係がみられ

ないことである． しばしば指摘されるいわゆる“逆U字

型反応曲線＂ （vom Saal et al., 1997, 1998)も，これに

相当する．こうした現象と併せて受容体の不活性化のよ

うな一連の受容体原性反応は，嵩用量反応から低用量反

応を予測する根拠を危うくしている．第 4点目は受容体

シグナルが正確に反応しさえすれば， 1分子の化学物質

の反応に至るまで反応は連続的となるので，恐らく反応

に閾値がないという点である．このことは必ずしも個体

レベルでの閾値の有無の問題に繋がらないが，相乗性お

よび相加性の如何によ ってはこれも無視できないことに

なる (Arnoldet al., 1996 ; Ashby et al., 1997). これら

はいずれも，理論問題としても実際問題としても解決の

求められている主要点である．つまり， EDCs問題では，

個々の物質の問題の解決もさることながら，こうした普

遍的影響に係わることがらを総体として解明してゆかな

くてはならない．

さて，そのような受容体原性作用の結果，具体的には

どのようなことが想定されるかについては，わからない

点が少なくないので戯画的になるが， 1) 受容体に対する

生体内ホルモンの結合の阻害， 2)疑似ホルモンとしての

受容体への結合と，その結果としての異常シグナル， 3)

受容体過剰発現の惹起とその結果としての異常な機能充

進状態， 4）生体内ホルモンとの相互作用と，その結果と

してのホルモン作用の機能変異， 5）ホルモン類の産生障

害などをあげることができる．

ところで本稿は，EDCsの環境変異原物質としての可

能性を検討の対象としている．EDCsは，内分泌様の性質

を持つ化学物質の“種の保存”に対する危惧を，催奇形

性などの発生異常と，内分泌 ・性腺関連諸臓器での発が

ん性の双方の面から投げかけるものとして注目されてき

た．そうした意味で，本質的にこのものの変晃原性の如

何が注目される理由である． しかしながらこれら物質の

作用機構からみたときの多様性，その結果に一般性が見

い出されないことと相侯って，変異原性についても一般

則のようなものがないものとして必ずしも充分な検討が

なされないままに今日に至ったことは否めない．これは

EDCsの実際上の影響の如何はともかくとして，それら

の発生 ・生殖障害性の面と発がん性の面の双方をカバー

する視点が従米のトキシコロジー（毒性学）に乏しかった

ことによる．この視点の新たな構築のために，変異原性

の検討に求められている課題は大きいと思われる．

E．検討対象となる化学物質

内分泌系に作用する種々の化学物質が存在すること自

体は，以前から指摘されていた． 事実，化学物質のアン

ドロジェン受容体(AR)への作用をみる試験のひとつ

Hershberger試験は， 1953年という年代物の報告(Her-

shberger et al., 1953)であるし，文献が見い出されない

のでEarlGrayの論文(Grayet al., 1997)を引用して済

ませているが子宮肥大試験(Uterotrophicassay)に至っ

ては多くの著作はその原法が 1930年代に遡ると記載し

ている．

EDCsの中には，有機塩索系化合物の殺虫剤(Bitman

et al., 1968 ; Velsicol Chem Corp., 1983 b ; Hodge et 

al., 1952)・抗真菌剤(BASFWyandotte Corp., 1982), 

工業用化学物質としてのビスフェノールA(Dodds et 

al., 1938 ; Krishnan et al., 1993), あるいはフタル酸類

(Carpenter et al., 1953)などがあげられるはか，さらに

医療用薬剤としてのピル(ethynylestradiol)のようなも

のなどがあり，このはか，一部の徽毒・マイコトキシン

類あるいは豆科のイソフラボン類に含まれるジェニス

タイン，また赤葡萄の皮に含まれるリグナン顆などいわ

ゆる植物性のホルモン(phytoestrogens: PEG)がある

(Verdeal et al., 1985 ; Bradbury et al., 1954). 少なく

とも 20数種頚知られる PEG顆は，イソフラボン頚がエ

ストロジェンに似た構造を示す反面， リグナン顆には共

通性はむしろ乏しい．これら物質は基本的にはエスト ロ

ジェン作用を持つが，環境化学物質と同様，種々の条件

によってアゴニストとしてもアンタゴニストとしても作

用することが知られている．

3.発生と形態形成への影響ーマウスの胚形成
とwindow問題一

エストロジェンの胚形成への関与が知られている中

で，発生経過中の受容体の発現が観察されている (Lem-

men et al., 1999). これによれば， a受容体とf3受容体

は，胎生 9.5日目から 14.5日位までにかけて，中腸，中

腎管，ミューラー管，脳，などに発現を始めるが，前述

の通りこの時， a受容体の発現と f3受容体の発現は，決

して併行してはいない．これら双方が出そろうのは，体

生 16.5日過ぎのことであり，それ以後でも膀脱，前立腺，

大腿骨骨軟骨などでは a受容体のみ発現している．神経

形成を中心としたエストロジェン受容体発現についても

視床下部や特定の皮質領域で調べられている (Fried-

man et al., 1983). 

Lemmenら(1999)は母体に『HJmoxestrolを投与し
て，このものの分布がエストロジェン受容体の発現と並

行する (Gerlachet al., 1983)との前提にたって，その胎

生期間中の分布を経時的に調べ，前頭葉での[3H]moxes-

trolの結合が胎生 15-18日より生後18日前後までに，

20数倍まで急速に増加することを観察した．しかもこれ

に対して，帯状回皮質や側頭葉，後頭葉では，生後1週

をピークにして以後，単位DNA量あたりの結合が減少

していた．こうした変化の意味は未知であるが，胎生期

曝露による特定時期での高感受性問題なども以上のよう

な発達過程にリンクするものと理解される．このような

胎生期曝露は，また，生後，思春期を迎えた後，あるい

はさらに時間を経た後にその影響を顕わすことがあるこ

とが知られている．安田ら (Yasudaet al., 1988)は， ICR

系妊娠マウスヘ胎生 11ないし 17日の時点でethynyl

estradiol (EE ; 0. 02 mg/kg)を投与し，その仔が20-22

ヵ月齢に達した時点の精巣を観察した．興味深いことに，

それらの精巣では，睾丸あたりのtestosteroneの産生が

対照の 84ngから27.5 ngに激減していた．さらにそれ

らでは組織学的にも対照に較べて精子形成の退縮が著 し
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く，細胞はアポ トーシス(apoptosis)を起こしており，ま

た， Leydig細胞の過形成(hyperplasia)が認められたと

いう (Yasudaet al., 1988).著者らは，これをこの決定

的な時期における胎児の精巣での testosteroneの減少

と，17/3-estradiolへの置き換え(conversion)が生じた

結果によるものと考えている．

EDCsの中で，胚形成への影響の知られているものに，

polychlorinated biphenyl (PCBs)や，dichlorodi-

phenyldichloroethylene (DDE)などがある．PCBsで

は， ‘‘Yusho"や “Yu-Cheng"（いずれも油症の意）の名

で知られる ヒトヘの影響も知られている．胎生期のこれ

らの曝露により，生下時体重の減少，早産などが観察さ

れている．実験室レベルでは， methoxychlorやbis-

phenol Aのはか，octylphenolなどの phenol類， butyl

benzyl phthalate (BBP), dibutyl phthalate (DBP)な

どの phthalate類，さらに， vinclozolinchlordeconeな

どでは，生殖管への影響が知られている．

胎生期ウィン ドウの問題は単純でない．Diethylstil-

bestrol(DED) (3 μg/30 mg.BW)が胎生期ウィンドウ

をもって特異的に腟上皮の可逆的過形成を生ずることは

知られるが，井口らによれば，これがビスフェノールA

投与（胎生 10日目より 9日間， 1mg/10 mg.BW)では，

観察されなかったという (Iguchiet al., 1999). 

EDCsにおける胎生期ウィンドウ問題を含めた発生と

形態形成への影響は，そこで惹起される遺伝子レベルで

の可逆的 ・不可逆的変化の研究と，これら物質の変異原

性との関連リンクがあるかどうかに焦点があるが，この

点を明らかにする充分な報告は出そろ っていない．これ

はゲノム解析の一分野として，分子発生 ・形態形成領域

の研究に対する未曾有の強化方針が出されつつも，その

体制が充分に整っていないことを意味している．

4．動物実験における発がん性

"Our Stolen Future"は， EDCsの前立腺癌への影響

をヒト 影響の一つとして取り上げた．そのような事実を

裏付ける疫学的データは存在しないか，実験的検証を求

める声は高い．ホルモンを用いた実験研究は，用量の高

低によりしばしば結果が逆転するなど， 実験の計画その

ものも，結果の解釈も難しいことが少なくない(Maek-

awa et al., 1999).臼井らは，0.75 ppmのEEを混餌

により3週間投与 し，2週間の休薬をおいた後， 50mg/ 

kg.bwのdimethylamino-biphenyl (DMAB)をs.c．で

投与した(Shiraiet al., 1986).結果として DMAB単独

投与に較べて，高度の前立腺癌の充進をみた．この結果

を単純に解釈すればEDCsの無意識な摂取は，自然発生

性の前立腺癌の充進を来す結果になる可能性を導き出す

が，白井らのその後の研究によれば，先の投薬期間を l

週間に短縮するだけで，DMAB単独との差は消失して

しまうという (Shiraiet al., 1990). 
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このように内分泌腺の発がん性試験は，ホルモンその

ものを取り上げてすらも結果の評価がきわめて難しい．

これに加えて， EDCsも実際に EDCsかどうかが検討の

対象となっているものも，その作用機構や， 化学物質と

しての物理化学的性質がまさに多様である．比較的はっ

きりしていることは，多くの EDCsや実際に EDCsかど

うかが検討の対象となっている物質のうち，いわゆる化

学物質の二段階発かん性生物試験でいうところのイニシ

エータ ー物質に相当するものが，数えるほどしかないと

いう点である．

多くは発がん性があってもプロモーターの性質にとど

まるし，標的臓器も多くは内分泌臓器とはなっていない

ことが指摘される．とくに有機塩素系の殺虫剤の中には

そうした意味での発がん性プロモーター作用物質は少な

くない．DDE,DDT,TCDDあるいは endrinなどはこ

れに含まれる．他方，未知の点の少なくない核内受容体

系のシグナル連絡が，そうした非内分泌臓器を連絡する

可能性は否定できないので，現時点では包括的に取り扱

う必要がある．

以下にまず造腫瘍性の知られる物質をいくつかのカテ

ゴリー別にわけて作用の特徴を通覧する (Keith,1997) 

（なお，物質の区分けには，東京都立衛生研究所毒性部に

よってまとめられた二次資料 「内分泌かく 乱作用が疑わ

れる化学物質の生体影響ーデータ集」を参考にした）．

①Chlordane関連物質(Keith,1997) : testosterone 

の低下， エス トロ ジェン受容体(ER)結合性などでEDCs

としての性質が早 くから想定されてきた物質であるが，

多くで肝や甲状腺に腫瘍誘発を起こすような薬物代謝の

充進が示唆されている (NCI,1997 ; Becker et al., 

1979）．腫瘍発生そのものは，報告により異なるが，前述

のホルモン腫瘍背景を反映していると思われる．［Chlor-

<lane (trans-, cis-), Heptachlor, Heptachlor epoxide, 

N onachlor (trans-), Oxychlordaneなど．］

②有機塩素系殺虫剤 DDT類 ：肝や甲状腺で薬物代謝

酵素の充進を惹起する傾向がみられ，腫瘍発生はこれに

関連したプロモーター作用性の肝，甲状腺の腫瘍からな

る．1例を除き，BALB/c,CF-1, A系， Swiss/Bornbay, 

BC3/AKRで調べられたすべてで造腫瘍性が陽性にな

っている (Thorpeet al., 1973 ; NCI, 1978).ただしこ

れらの結果のヒ トヘの外挿性には疑問もある．［p,p'-

DDT,p,p'-DDD,p,p'DDE] 

③Aldrin/Dieldrin類 ：Testosterone産生に作用し

たり， ARやER結合性がみられるので，これを介した発

がんプロモーター作用か示唆されている (Georgian,

1978). しかし造腫瘍性の如何はマウスでは陽性(Davis

et al., 1962), ラットでは概ね陰性(Deichmannet al., 

1983)となっており，用量によっても異なる．

④その他の有機塩素系化学物質 ：甲状腺ホルモン産生

への影響やER,AR, PRなどへの結合性による “推定

EDCs物質'.多くか肝癌や甲状腺腫瘍など留歯類腫瘍を

発生．例によって用量相関がはっきりしない(NCI,1977) 

[Hexachlor cyclohexan (Lindane), kepone, methoxy-

chlor, mirex, toxacheneなど（なお，有機塩索系化学物

質の中でEndosulfanは実験腫瘍の発生がみられない．

また， Endrinについては 8項の AhR結合性陽性物質を

参照）．］

⑤その他の農薬関連化学物質のうち，推定 EDCs物質

で実験的に腫瘍発生の認められるもの（いずれもいわゆ

るプロモーター作用と判断される） ：甲状腺 ；alachlor

(Wilson et al., 1996),およびamitrole(Tsuda et al., 

1976）．肝腫瘍 ；kelthane(Dicofol) (IARC, 1983), 

malathion, nitrofen,および pentachlorop hen ol.（こ

のほかに弱い肝腫瘍）原性 ？の示唆される trifluralin,di-

bromochloropropane (Saegusa et al., 1986),線維肉腫

の報告が確認される dibromochloropropaneなど）．

⑥Chlorotriazin系除草剤 ：AtrazineやSimazine

では ERやARへの結合性，Metribuzinでは甲状腺機

能充進がみられる．Atrazineでは PR結合性もみられ

る．［Atrazine（乳腺腫瘍） （Stevens et al., 1999) (Metrib-

uzinでは甲状腺機能充進が認められるが，Metribuzin

もSimazineも実験動物での発がん性はみられない

(Keith et al., 1997 ; IARC, 1991)).] 

⑦ジチオカルバメイ ト系の野菜 ・果樹用殺菌剤 ：甲状

腺ホルモンの産生に作用したり甲状腺ペルオキシダーゼ

の上昇もしくは低下を引き起こし，これらを通じて造腫

瘍性プロモーター作用のポテンシャルがあるものと考え

られる．［Mancozeb(Hurley, 1998), Zineb, Ziram 

OARC, 1983)に弱い造腫瘍性作用．た だ し類薬の

Maneb (FAO/WHO, 1993), Metiram (FAO and 

WHO working group, 1994)での実験腫瘍は陰性．］

⑧AhRを介する物質 ：AhR結合性が陽性で，これを

介してT3T4の低下などを 引き起こす特異な EDCs物

質 ホルモン受容体結合性はみられない．ECDsとしては

作用機構上，特異な一群を構成する．その他に有機塩素

系殺虫 ・殺鼠剤のendrin,弱い造腫瘍性の hexachlor-

obenzeneなど．変異原性はPCBとdioxinsに単鎖切断

がみられる程度で，いずれも薬物代謝酵索の CYP1 A 1 

の惹起を介 して代謝を充進し，発がんプロモーターとし

て作用する．（ただし周知の通り ，benzo(a) pyrenは，

Amesの復帰突然変異など種々の変異原性試験について

も楊性の物質．発がん性バイオアッ セイ でのいわゆるイ

ニシエーター作用も陽性） ［芳香族塩素化合物のうち，

Benzo (a) pyren (Sjogren et al., 1996), poly-

brominated biphenyls (PBBs) (Safe, 1984), polych-

lorinated biphenyls (PCBs) (Safe, 1984), poly-

chlorinated di-benzo-p-dioxins (dioxins) (Huff et al., 

1994 ; IARC, 1997), poly-chlorinated di-benzofurans 

(PCBF) (IARC, 1997)など．］

他方，EPAの“推定EDCs物質＂の多くでは，いわゆ

るプロモーター作用も見い出されず，発がん性のないも

のが少なくない．それらの主なものには，次のようなも

のがある．

⑨カーバメイ ト系殺虫剤 ：ERやARなどホルモン受

容体への結合性を持つか， もしくは甲状腺ホルモンの変

化を惹起することで知られる．いずれも造腫瘍性をみな

い(IARC,1991). [Aldicarb, Benomyl, Carbary!, 

Methomyl, Vinclozolin. ] 

⑩ピレス ロイド系の殺虫剤 ：AR結合性や甲状腺機能

充進を来すことをもって EDCsの可能性が想定されて

いる．これらの中で実験的に弱い造腫瘍性がみられるの

はアルカ リフォスファターゼを惹起することが知られる

Fenvalerateのみ(IPCS, 1989 ; IARC, 1991 ; IARC, 

1991).ほか，Cypermethrin,Esfenvalerate, Permeth-

rinでは神経障害，免疫能低下， 成長遅延などが観察され

る．なお，このものの神経障害がナト リウム ・チャンネ

ルを標的とした脱分極異常に基づくこと，ヒト と昆虫と

でその感受性がさまざまに異なっていることなどが知ら

れている (Nakanishi, 1996). 

⑪プラスチック可塑剤 ：MCF7への増殖活性などに

より EDCsとして取り扱われているもの，あ るいはその

候補物質(Phthalate類やalkylphenol類の大部分）．

Diethylhexyl phthalate (DEHP) (Huber et al., 1996) 

やdiethylhexyladipate (DEHA) (NTP, 1982)などの

peroxisome増殖剤注）（Takagi et al., 1990)を除き， 多く

は動物実験による発がん性は陰性(Catharineet al., 

1997) : Butyl benzyl phthalate, dibutyl phthalate, 

dicyclohexyl phthalate, dihexyl phthalate, di-n-

pentyl phtalate, dipropyl phthalate, bisphenol A, 

alkylphenol, nonylphenol, p-octylphenol, styrenes, 

styrene dimers, styrene trimersなど四diethylhexyl

phthalate (Huber et al., 1996), diethylhexyl adipate 

(NTP, 1982)は実験的肝腫瘍を誘発）．

以上通覧してきたとおり ，EDCsにおける変異原性と

発がん性の リンクは，前項にみた発生 ・形態形成の障害

との関連に較べれば，よいと いってよい．しかし，こ こ

でも EDCsでは主としてその造腫瘍性がいわゆる発が

んプロモータ ー作用に基づく ことと相侯って詳細な検討

に乏しい． とくに変異原性の強さの問題や，EDCsの相互

作用との関連などは比較的データの古いものもありはっ

きりしないことが少なくない．

5．内分泌撹乱化学物質の変異原性

前項で発がん性と併せてみてきた とおり ，内分泌撹乱

化学物質と考えられる物質がその内分泌“撹乱性”の様

式そのものの多様性と相侯って，それらの物質の変異原

性も多種多様である（なお，〇印を付した番号は，前項の

それと物質グループを合わせてある）．
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①Chlordane関連物質では前項でみたとおり薬物代

謝の充進を通じた発がん性が示唆されている (Beckeret 

al., 1979 ; Thorpe et al., 1973). 関連化合物の中では，

Chlordaneで突然変異と染色体異常の双方が示されて

いる (Sobtiet al., 1983 ; Sarkar et al., 1993)が，それ

以外の物質では変異原性はみられない(Marshallet al., 

1976). 

②有機塩素系殺虫剤DDT類．同じ く肝や甲状腺で薬

物代謝酵索の充進を惹起する傾向かみられる DDT顆で

は， Ames試験などが陰性(Sobtiet al., 1983 ; Rashid 

et al., 1986).なお， このグループの中に染色体異常か認

められるものが散見される (Lessaet al., 1976 ; Mahr 

et al., 1976). 

③Aldrin/Dieldrin類．発がんプロモーター作用が示

唆されてき た(Georgian,1978 : Davis et al., 1962).催

奇形性も陽性 (Meisneret al., 1992). 変異原性では，

染色体異常陽性(Georgian,1975 : Majumdar et al., 

1976). Dieldrinでは突然変異も陽性(McGregoret al., 

1991). 

④その他の有機塩索系化学物質(Hexachlorocyclo-

hexan, Kepone, methoxychlorなど）．比較的高い用量

での長期試験で肝癌や甲状腺腫瘍などを産生．催奇形性

や精子形成障害が散見される (Hoffmanet al., 1982). 

これに対して(toxacheneを除いて）復帰突然変異は陰

性(Moriyaet al., 1983)だが，染色体異常が種々の試験

系で陽性(Kumaret al, 1995), Hexachlorocyclohexan 

では小核試験も陽性(Bhunyaet al., 1992). 

⑤農薬類では，Alachlorは変異原性が既知の物質で，

いずれの変異原性試験も陽性(Georgianet al., 1983 ; 

Lin et al., 1987).そのほかDibromochloropropaneや，

Kelthane, Malathionで姉妹分体交換(Lovedayet al., 

1989)や染色体異常が陽性(Salvadoriet al., 1988). 他

方，pentachlorophenolには周知の とおりいずれの試験

でも変異原性は認められない(Kappas,1988). 

⑥Chlorotriazin系除草剤のAtrazineの乳腺腫瘍を

はじめとする造腫瘍性(!ARC-classIII)が知られている

が， 変異原性試験では， Ames試験は陰性(Moriyaet al., 

1983),ショ ウジョ ウバエなどによるそのほかの突然変異

では陽性(Torreset al., 1992)のほか，小核試験(Gebel

et al., 1997),姉妹分体交換(Ursini,1998),染色体試験

Onfurna et al., 1988)などですべて陽性．Atrazineの

EDCsとしての作用標的は下垂体と考えられている．こ

れに基づく乳腺腫瘍などの発現機構が研究対象となって

いる．ま た，繁殖試験での交配率の低下が報告されてい

るが，催奇形性はみられない (lnfurnaet al., 1988). 

この類薬の MetribuzinとSimazineでは実験発がん

性 はみ られない(Stevenset al., 1999 : Keith et al., 

1997)が， 同時に双方とも変異原性陰性 となっ ている

(Moriya et al., 1983 : De Veer et al., 1994). 

⑦ジチオカルバメイト 系殺菌剤での変異原性はAmes

の復帰突然変異がZiramを除いて陰性である (Moriya

et al., 1983 ; De Veer et al., 1994)（ただし Ziramでの

実験動物での造腫瘍性は陰性と報告されている）（IARC, 

1991）．小核試験や姉妹染色体分体交換が散発性に陽性の

物質がみられるがこれらとリンクする造腫瘍性や奇形発

生はいずれもみられない．

⑧AhR結合性を介する芳香族塩素化合物のう ち，

Benzo [a] pyrenは，変異原性がすべて陽性の genotox-

ic carcinogenに相当する物質である (Sjogrenet al., 

1996).また有機塩索系 ドリン剤の Endrinでは姉妹分体

交換も染色体異常もみられ(Dikshithet al., 1973), こ

れを反映するものと考えられる甲状腺癌，肝癌，乳腺癌

の発生かみられるほか，催奇形性も知られている．その

ほかの物質では，変異原性はPCBとdioxinsに単鎖切

断がみられる程度であるが，いずれも薬物代謝酵素の

CYP 1 A 1の惹起を介した造腫瘍プロモーター作用が知

られる．

つぎに前章と同様に， EPAのEDCsリスト の物質で

発かん性を示す文献のない物質の方について変異原性を

通覧する．

⑨カーバメイト系殺虫剤．ERやARなどホルモ ン受

容体への結合性を持つか， もしくは甲状腺ホルモ ンの変

化を惹起することが知られる．造腫瘍性は観察されない

が，精子形成障害がbenomyl,carbaryl, vinclozolinな

どに観察される (Keithet al., 1997).カーバメ イト系殺

虫剤ではいずれも Amesの復帰突然変異試験は陰性

(Marshall et al., 1976 ; Sarrif et al., 1994). ただし，

突然変異(Cidet al., 1984),小核試験(Weiet al., 1997), 

姉妹染色体分体交換（Cidet al., 1984 ; Dolara et al., 

1992)および染色体異常(Gonzalezet al., 1987)などが散

見される．

⑩ピレスロイ ド系の殺虫剤．AR結合性や甲状腺機能

几進を米すことに よりEDCsとの可能性が想定されて

いるもので，突然変異， 小核試験，姉妹染色体分体交換

などの陽性結果や染色体異常が散見される (Dianovsky

et al., 1995)が，Amesの復帰突然変異試験はいずれも陰

性(Herreraet al., 1990). Cypermethrinで観察されて

いる奇形胚（ICIAmericas, Inc., 1978 b), esfenvalerate 

で観察される魚類の成長遅延など(Tanneret al., 1996) 

と，散見される変異原性陽性所見とがリンクするのかど

うかは，文献上の検討の範囲では明ら かでない．

f envalerateや permethrinで観 察される神経障害

(Cavaliere et al., 1990)は本剤固有の薬効がほ乳類に及

ぶ可能性を示唆したものであり今後の進展を注視する必

要がある．

⑪フェノール類のようなプラスチ ック可塑剤お よびフ

タレート などの樹脂関連物質では，ペルオキシゾーム増

殖剤の DEHPやDEHAのようなものを除くと，発がん
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Fig. I 各種ほ乳類の死亡曲線 (Trosko,J. E. and T. Inoue 1997). 
データの出典 ：留歯類およびイヌのデータは，筆者原著より，ヒトのデータは，厘生省人口動態統計をもとに

箪者が算出，その他の動物は， Cutler,R.G. (1984)のデータより外挿した（筆者原図）．

性が見い出されない(Catharineet al., 1997).催奇形性

(Yagi et al., 1980)や繁殖毒性(IARC,1982)などの可能

性についてはテータが充分に存在しない傾向はあるが，

調べられている限りでは支持データはみられない

(Keith et al., 1997).変異原性についてもこれと符合し

て（？）調べられている限りの Ames復帰突然変異は認

められない(Seed,1982).スチレンについてはホルモン

受容体との結合反応がまったくみられないが，モノマー

代謝産物での Ames試験や姉妹染色体分体交換などは

陽性である (Tomitaet al, 1982 ; Milvy et al., 1976 ; 

Lee, et al., 1995). Bisphenol Aの変異原性試験はこの

グループの中ではよく調べられている方の部類に属する

が，何れの資料でもすべて陰性(NTP,1982 ; NTP, 1985 

a ; NTP, 1986 a, Schweikl et al., 1998 ; Ivett et al., 

1989).またフタレー ト顆では報告がみられない．

以上にみたような変異原性の消長と EDCsとしての

性質がどこまでリンクしているのかについては未検討で

ある．核内受容体のシグナルのリンク関係の充分明らか

でない現状にあってはこの面からも多分にはっきりしな

いことが少なくない．

6.環境化学物質と生命系

EDCsが生態系に対する種の絶滅を生ずる危惧によっ

て注目されだしたことと関連して，このものの生命体の

痔命に与える影響にも関心が高まっているが，まとまっ

た検討はなされていない．胎児期に暴露されて神経形成

なりに生ずる不顕性の遺残性の障害があった場合，これ

を顕在化する因子として，老化による神経細胞の脱落と

これに伴う機能相補の不全が想定される．Weiss(1988) 

は，この立場からパーキンソン病での神経細胞消失と同

様の事柄がEDCsで生ずる可能性を考察しているが，推

論にとどまっており，証左を得るには至っていない．

老化の発現機構と種々の毒性物質による細胞 ・組織障

害の発現機構との間には密接な関係がある．寿命の短い

生物は一般論としては，毒性物質に対する感受性が高い

ことが通念だからである．悠久の昔，生物が発生して以

来，生物の舟命が外界の放射線あるいは紫外線，そして

強烈な活性酸素に抗 して，進化してきたことを考えるな

らば，これは当然のことでもある．そしてそのことは，

毒性物質による生体への細胞 ・組織障害を，寿命に対す

るリスクとして理解することの意義を意味していると考

えられる (Troskoand Inoue, 1997).すべてではないが

多くの生物には固有の自然寿命がある．生物の発生 ・成

長過程と同様に，舟命は個々の生物固有の長さにプログ

ラムされているものと信じられている．かつて Sacher

(1959, 1978)は，種々の動物の自然舟命が“脳重量”や

“脳重量を体重で割った値（脳の比重量）＂の関数で表わさ

れることを見い出 した．生物の死亡率は年齢とともに指

数関数的に増加するので，縦軸に対数目盛で単位時間あ

たりの死亡率をとり，横軸に年齢をとると，その死亡率

の変化は右上がりの直線関係をとる (Fig.1) (Trosko 

and Inoue, 1997). この寿命曲線の変化をみると，留歯

顆からヒ トに至るまで急峻な傾きが，急速に平坦化して

いることがわかる (Aimes,1973 ; Cutler, 1984). 

年齢に対して死亡率の変化を対数で表 したときに， ヒ

トの舟命曲線がFig.1でみたようにほぽ直線関係をと

ることは， Gompertz(1825)によって 150年以上も前に

発見された．このものの生物学的な意味は，生物が死に

向かう際，その リスクは多数の因子の“積”の形をとっ

て表現される一連の関数関係に収束しているということ

である（老化の多因子乗算論）脚ll. 

EDCsがそうしたファクターの一つになり得るとすれ

ば，タバコの リスクでも試算が示されると同様，先の

Fig. 1で示した痔命カープの傾きが急唆なカープを描く

脚illただしこのカープは，ほ乳類の中でも純系の実験動物のように近交化がすすみ， 比較的均ーな死因スペク トルをとって死

亡するような動物種では，その死亡期分布はむしろ正規分布に近くなり，死亡曲線もガウス分布を反映した単純なものへと収

束する．
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方に立ち上がるものと予測される．先に述べた Weissの

推論では， McGeeret al. (1988)のパーキンソン病におけ

る大脳基底核の細胞喪失速度を示している．基底核の細

胞数の変化が脳重贔のそれに平衡するかの如何について

はここでは立ち入らないが， Weissの推論は，Fig.1の寿

命カーブが急唆に傾くという推論と同じ意味を持ってい

る．すなわち EDCsでも早期加齢を促す可能性を意味し

ていることになる．既知の強い EDCsを実験動物に投与

してこのことを確かめることはそれ程困難なことではな

いであろう．

結 語

ホルモン様の作用を持つ化学物質の影響の特徴を， も

う一度整理しておこう．このものは，基本的には転写因

子である受容体と結合して，当該受容体を活性化し，標

的遺伝子のプロモータ一部位に結合していて，転写調整

を障害するという性質に由来する．ある意味で，通常の

化学物質作用の中では特異な反応性の化学物質と考える

べきだと思う．こうした受容体との結合には種間交差性

が強く，低容量，極微量の作用性を持っていて， またホ

ルモン構造の類似性とも相侯って， さまざまな受容体に

同時的に働くことが少なくないということがある．

内分泌系は，下垂体，副腎，性腺， といった系や，甲

状腺，ランゲルハンス島だけでなく腸管，肺，肝臓とい

ったあらゆる臓器の中に内包されるような構造になって

いることが知られている．他方，免疫系や中枢神経系で

も，相互に内分泌系と似た分子機能を持ったシグナル伝

達系が発達しており，これらは相互の細胞内シグナル・

クロストークを持つ高次機能調節系として働いている．

たとえば，ェストロゲン受容体の転写活性化部位にはセ

リンリン酸化部位があり，このセリンを膜結合型受容体

の細胞内シグナルを司る MAPKがリン酸化することで

エストロゲン受容体の転写活性が上昇するという報告が

ある (Katoet al., 1998). つまり，上皮増殖因子(EGF)

をエストロゲンと同時に加えることで，エストロゲン反

応が増強されることを意味する．内分泌系はホメオスタ

シスのいわば平衡機能を担っていると考えられる．ホル

モン様の作用を持つ化学物質の中には，当然こうした系

全体に作用するものが含まれている可能性があるので，

これら高次系調節そのものに与える影響といった視点も

合わせて今後の研究を進めていくことが重要であろうと

考えられる．

謝辞

本稿の甚礎は，平成 11 年度厚生科学研究•生活安全総

合研究事業研究費，平成 11年度科学技術振興調整費にお

ける生活 ・社会基盤研究のうちの生活者ニーズ対応研究

“内分泌撹乱物質による生殖への影響とその作用機構に

関する研究”，ならびに平成 11年度国立医薬品食品衛生

研究所特定研究費などによ って得られた結果に基づいて

いる．また，ご校閲戴いた変異遺伝部長・林 真先生（国

立医薬品食品衛生研究所），本稿の作製作業にご協力戴い

た北條芙伸氏（国立医薬品食品衛生研究所）に衷心よりお

礼を申し上げます．

参考文献

Aimes, B.N. (1973) Cancer, aging, and endogenous DNA 

damage. In : "DNA damage and repair", Castellani A. Ed. 

Plenum Press, NY, pp. 291-298. 

Arnold, S.F., D.M. Klotz, B.M. Collins, et al. (1996) Synergis-

tic activation of estrogen receptor with combinations of 

environmental chemicals, Science, 272, 1489-1492. 

Ashby, J., P.A. Lefevre, J.0. Oum, et al. (1997) Synergy 

between synthetic oestrogen? Nature, 385, 494. 

BASF Wyandotte Corporation (1982) MRID No. 00110446 ; 

HED Doc. No. 002214. Available from EPA. Write to FOi, 

EPA, Washington DC. 20460. 

Becker, F.F., S. Sell (1979) Fetoprotein levels and hepatic 

alterations during chemical carcinogenesis in C57BL/6N 

mice, Cancer Res., 39, 3491-3494. 

Bhunya, S.P., G.B. Jena (1992) Genotoxic potential of the 

organochlorine insecticide lindane (gamma-BHC) : an in 

vivo study in chicks, Mutat Res, 272, 175-181. 

Bitman. J., H.C. Cecil, S.J. Harris et al. (1968) Estrogenic 

activity of o,p'-DDT in the mammalian uterus and avian 

oviduct, Science, 162, 371-372. 

Bradbury, R.B., D.E. White (1954) Oestrogens and related 

substances in plants, Vitamins, Hormones, 12, 207-233. 

Brandenberger, A.W., M.K. Tee, J.Y. Lee et al. (1997) Tissue 

distribution of estrogen receptors alpha (ER-alpha) and 

beta <ER-beta) mRNA in the midgestational human fetus, 
J Clin Endocrinol Metab., 2, 3509-3512. 

Carpenter, C.P., C.S. Weil, H.F. Smyth (1953) Chronic oral 

toxicity of di (2-ethylhexyl) phthalate for rats and guinea 

pigs, Arch Indust Hyg Occup Med., 8, 219-226. 

Catharine, A.H., H. Pirkko, G.P. Malcolm et al. (1997) The 

estrogenic activity of phthalate esters in vitro, Environ 
Health Perspect, 105, 802-811. 

Catharine, A.H., H. Pirkko, G.P. Malcolm et al. (1997) The 

estrogenic activity of phthalate esters in vitro, Environ 

Health Perspect, 105, 802-811. 

Cavaliere, M.J., M.Y. Maeda, L.W. Shih et al. (1990) 

Changes in myelinated nerve fibers and skeletal muscle of 

rats exposed to high doses of permethrin, Biomed Environ 

Sci, 3, 139-145. 

Cid, M.G., E. Matos (1984) Induction of sister-chromatid 

exchanges in cultured human lymphocytes by Aldicarb, a 

carbamate pesticide, Mutat Res, 138, 175-179. 

Cutler, R.G. (1984) Antioxidants, aging, and longevity, In • 
"Free Radicals in Biology", Vol.6, W.A.Pryor, Ed., Aca-
demic Press, N. Y. 

Davis, K.J., O.G. Fitzhugh (1962) Tumorigenic potential of 

aldrin and dieldrin for mice, Toxicol Appl Pharmacol, 4, 
187-189. 

Deichmann, W.B., M. Keplinger, F. Sala et al. (1983) Syner-

gism among oral carcinogens. IV. The simultaneous feed-

ing of four tumorigens to rats, Toxicol Appl Pharmacol., 11, 
88-103. 

De Veer, I., H.J. Moriske, H. Ruden (1994) Photocyemical 

deconposition of organic compounds in water after UV-

irradiation : investigation of postivie mutagenic effects. 

Toxicol Lett, 72, 113-119. 

Dianovsky, J., K. Sivikova (1995) In vivo and in vitro 

cytogeneticc effect of supermethrin, Biomed Environ Sci, 8, 

359-366. 

Dikshith, T.S., K.K. Datta (1973) Endrin induced cytological 

changes in albino rats, Bull Environ Contam Toxicol, 9, 

65-69. 

Dodds, E.C., W. Lawson (1938) Molecular structure in rela-

tion to oestrogenic activity. Compounds without a 

phenanthrene nucleus, Proc Royal Soc Lon B., 125, 222-232. 

Dolara, P., M. Salvadori, T, Capobianco et al. (1992) Sister-

chromatid exchanges in human lymphocytes induced by 

dimethoate, omethoate, deltamethrin, benomyl and their 

mixture, Mutat Res, 283, 113-118. 

FAO/WHO (1993), Pesticide Residues in Food-1992 Evalua-

tion. Part II (Toxicology), World Health Organization, 

WHO/PCS/93, 34. 

FAO and WHO working group (1994) Metiram. Pesticide 

Residues in Food-1993. Toxicology Evaluations, 311-331. 

Friedman, W.J., B.S. McEwen, C.D. Toran-Allerand et al. 

(1983) Perinatal developoment of hypothalamic and cor-

tical estrogen receptors in mouse brain : Methodological 

aspects, Develop Brain Res, 11, 19-27. 

Gebel, T., S. Kevekordes, K. Pav et al. (1997) In vivo genotox-

icity of selected herbicides in the mouse bone-marrow 

micronucleus test, Arch Toxicol, 71, 193-197. 

Georgian, L. (1978) The comparative cytogenic effects of 

aldrin and phosphamidon, Mutat Res, 31, 103-108. NCI 

(National Cancer Institute). Bioassays of aldrin and die!-

drin for possible carcinogenicity. DHEW Publication No. 

(NIH) 78-821. NCI Carcinogenesis Tech Rep Ser. No. 21. 

CI-C6-TR-21. 

Georgian, L. (1975) The comparative cytogenetic effects of 

aldrin and phosphamidon, Mutat Res, 31 : 103-108. 

Georgian, L., I. Moraru, T. Draghicescu et al. (1983) 

Cytogenetic effects of alachlor and mancozeb, Mutat Res, 

116, 341-348. 

Gerlach, J., B.S. McEwen, C.D. Toran-Allerand et al. (1983) 

Prenatal development of estrogen receptors in mouse brain 

assessed by radioautography, nuclear isolation and rece-

ptor assay, Develop Brain Res, 11, 7-18. 

Gomes, F.C., C.G. Naia, J.R. de Menezes, V.M. Neto (1999) 

Cerebellar astrocytes treated by thyroid hormone modulate 

neuronal proliferation, Glia, 25, 247-255. 

Gompertz, B. (1825) On the nature of the function expressive 

of the law of human mortality and on a new mode of 

determining life contingencies, Pholos Trans Royal Soc. 

(London), 115, 513. 

Gonzalez, Cid, M., E. Matos (1987) Chromosomal aberrations 

in cultured human lymphocytes treated with aldicarb, a 

carbamate pesticide, Mutat Res, 191, 99-103. 

Gray Jr., L.E., W.R. Kelce, T. Wiese et al. (1997) Endocrine 

screening methods workshop report : Detection of 

estrogenic and androgenic hormonal and anti-hormonal 

activity for chemicals that act via receptor or steroidogenic 

enzyme mechanism, Reprod Toxicol, 11, 719-750. 

Hamburgh, M. (1969) The role of thyroid and growth hor-

mones in neurogensis, Curr Top Dev Biol, 4, 109-48. 

Herrera, A., E. Laborda (1990) Mutagenic activity in syn-

thetic pyrethroids in Salmonella typhimurium, 

Mutagenesis, 3, 13-18. 

Hershberger, L., E. Shipley, R. Meyer (1953) "Myotrophic 

activity of 19-nortestosterone and other steroids determined 

by modified levator ani muscle method", Proc Soc Exp Biol 

Med., 83, 175-180. 

Hirata, S., N. Yamada-Mouri, M. Nara et al. (1995) Presence 

of alternatively spliced-estrogen receptor mRNA variants in 

normal human uterine endometrium and endometrial can-

cer, Endocr J., 42, 289-293. 

Hodge, H.C., E.A. Maynard, H.J. Blanchet Jr (1952) Chronic 

oral toxicity tests of methoxychlor (2,2-Di-(P-

methoxyphenyl)-1,1,1-trichloroethane) in rats and dogs, J 

Pharmacol Exp Ther., 104, 60-66. 

Hoffman, D.J., W.C. Eastin Jr. (1982) Effects of lindane, 

paraquat, toxaphene, and 2,4,5-trichlorophenoxyacetic acid 

on mallard embryo development, Arch Environ Contam 

Toxicol., 11, 79-86. 

Huber, W.W., B. Grasl-Kranpp, R. Schulte-Hermann (1996) 

Hepatocarcinogenic potential of di (2-ethyl-hexyl) 

phthalate in rodents and its implications on human risk, 

Crit Rev Toxicol, 26, 365-481. 

Huff, J., G. Lucier, A. Tritsch er (1994) Carcinogenicity of 

TCDD experimental, mechanistic, and epidemiologic evi-

dence, Annu Rev Pharmacol Toxicol, 34 : 343-372. 

Hurley, P.M. (1998) Mode of carcinogenic action of pesticides 

inducing thyroid follicular cell tumors in rodents, Environ 

Health Perspect, 106, 437-45. 

IARC (1982) Some Industrial Chemicals and Dyestuffs, di 

(2-ethylhexyl) phthalate. International Agency for 

Research on Cancer Monographs on the Evaluation of the 

Carcinogenic Risk of Chemicals to Humans, 29. 

IARC 0983) Dicofol. International Agency for Research on 

Cancer Monographs on the Evaluation of Carcinogenic 

Risk of Chemicals to Humans, 30, 87-101. 

IARC (1991) Fenvalerate. International Agency for Research 

on Cancer Monographs on the Evaluation of Carcinogenic 

Risks to Humans, 53. 

IARC 0991) Occupational exposures in insectiside applica-

tion, and some pesticides Permethrin. International Agency 

for Research on Cancer Monographs on the Evaluation of 

Carcinogenic Risk to Humans, 53. 

IARC (1991) Occupational exposures in insecticideapplica-

tion and some pesticides, Aldicarbe. International Agency 

for Research on Cancer Monographs on the Evaluation of 

Carcinogenic Risks to Humans, 53. 

IARC (1991) Simazine. International Agency for Research on 

Cancer Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic 

Risk of Chemicals to Humans, 53, 495-513. 

IARC (1991) Ziram. International Agency for Research on 

Cancer Monographs on the Evaluation of the Carcinogenic 

Risk of Chemicals to Humans. 53, 423-438. 

IARC (1997) Polychlorinated dibenzo-para-dioxins and poly-

chlorinated dibenzofurans. International Agency for 

Research on Cancer Monographs on Evaluation of Cardno-

genic Risks to Humans, 69. 

ICI Americas, Inc. (1978b) Accession No. 099855. Available 

from EPA. c/o FOI, EPA, Washington D.C. 20460. 

lguchi T, et al. (1999) Unpublished data. 

Infurna, R., B. Levy, C. Meng et al. 0988) Teratological 

262 263 



evaluations of atrazine technical, a triazine herbicide, in 

rats and rabbits, J Toxicol Environ Health, 24, 307-319. 

IPCS (1989) Cypermethrin. International Program on Chemi-

cal Safety Environmental Health Criteria 82. 

Ivett, J.L., B.M. Brown, C. Rodgers et al. (1989) 

Chromosomal aberrations and sister chromatid exchange 

tests in Chinese hamster ovary cells in vitro IV. Results 

with 15 chemicals, Environ Mol Mutagen, 14, 165-187. 

Kappas, A. (1988) On the mutagenic and recombinogenic 

activity of certain herbicides in Salmonella typhimurium 

and in Aspergillus nidulans, Mutat Res, 204, 615-621. 

Kato, S., H. Endoh, Y. Masuhiro et al. (1998) Activation of 

the estrogen receptor through phosphorylation by mitogen 

activated protein kinase, Science, 270, 1491疇1494.

Keith, L.H., Metribuzin. (1997) In : Environmental Endo-

crine Disruptors : a Handbook of Property Data, John 

Wiley & Sons, Inc., New York, 870-895. 

Keith, L.H. (Ed) (1997) Environmental Endocrine 

Disruptors: a Handbook of Property Data. John Wiley & 

Sons, Inc., New York, p. 1232. 

Kover, K., L. Liang, G.K. Andrews et al. (1995) Differential 

expression and regulation of cytokine genes in the mouse 

uterus, Endocrinol., 136, 1666-1673. 

Krishnan, A.V., P. Starhis, S.F. Permuth et al. (1993) 

Bisphenol-A : an estrogenic substance is released from 

polycarbonate flasks during autoclaving, Endocrin., 132, 

2279-2286. 

Kuiper, G.G., B. Carlsson, K. Grandien et al. (1997) Compari-

son of the ligand binding specificity and transcript tissue 

distribution of estrogen receptors alpha and beta. Endo-

crinol, 138, 863-870. 

Kumar, D., P.K. Khan, S.P. Sinha (1995) Cytogenetic toxicity 

and no-effect limit dose of pesticides, Food Chem Toxicol, 

33, 309-314. 

Lee, S.H., H. Norppa (1995) Effects of indomethacin and 

arachidonic acid on sister chromatid exchange induction by 

styrene and styren-7,8-oxide, Mutat Res, 348, 175-181. 

Lemmen, J.G., Broekhof J. LM, Kuiper GGJM, et al. (1999) 

Expression of estrogen receptor alpha and beta during 

mouse embryogenesis, Mechan Develop, 81, 163-167. 

Lessa, J.M., Becak, W. Nazareth M. Rabello et al. (1976) 

Cytogenetic study of DDT on human lymphocytes in vitro, 

Mutat Res, 40, 131-138. 

Leygue, E.R., P.H. Watson, L.C. Murphy (1996) Estrogen 

receptor variants in normal human mammary tissue, J 

Nat'l Cancer Inst., 88, 284-290. 

Lin, M.F., Wu, C.L., T.C. Wang (1987) Pesticide clas-

togenicity in Chinese hamster ovary cells, Mutat Res, 188, 

241-250. 

Loveday, K.S., M.H. Lugo, M.A. Resnick et al. (1989) Chro-

mosome aberration and sister chromatid exchange tests in 

Chinese hamster ovary cells in vitro : II. Results with 20 

chemicals, Environ Mol Mutagen., 13, 60-94. 
Maekawa, A., M. Takahashi, J. Ando et al. 0999) Uterine 

carcinogenesis by chemicals/hormones in rodents, J Tox-

icol Pathol, 12, 1-11. 
Mahr, U., H.G. Miltenburger (1976) The effect of insecticides 

on Chinese hamster cell cultures, Mutat Res, 40, 107-118. 

Majumdar, S.K., H.A. Kopelman, M.J. Schnitman (1976) 

Dieldrin-induced chromosome damage in mouse bone-

marrow and WI-38 human lung cells, J Hered, 67, 303-307. 

264 

Marshall, T.C., H.W. Dorough, H.E. Swim (1976) Screening 

of pesticides for mutagenic potential using Salmonella 

typhimurium mutants, J Arie Food Chem, 24, 560-563. 

McGeer, P.L., S. ltagaki, H. Akiyama et al. (1988) Rate of cell 

death in Parkinsonism indicates active neuropathological 

process, Ann Neurol, 24, 574-576. 

McGregor, D.B., A.G. Brown, S. Howgate et al. (1991) 

Responses of the L5178Y mouse lymphoma cell forward 

mutation assay. V : 27 coded chemicals, Environ Mol 

Mutagen, 17, 196-219. 

Meisner, L.F., D.A. Belluck, B.D. Roloff (1992) Cytogenetic 

effects of alachlor and/or atrazine in vivo and in vitro, 

Environ Mol Mutagen., 19, 77-82. 

Milvy, P., A.J. Garro (1976) Mutagenic activity of styrene 

oxide (1,2-epoxyethylbenzene), a presumed styrene 

metabolite, Mutat Res, 40, 15-18. 

Mariya, M., T. Ohta, K. Watanabe et al. (1983) Further 

mutangenicity studies on pesticides in bacterial reversion 

assay systems, Mutat Res, 116, 185-216. 

Nakanishi, T. (1996) Neuronal ion channels as the target sites 

of insecticides, Pharmacol and Toxicol, 78, 1-14. 

CI (National Cancer Institute) (1977) Bioassay of chlordane 

for possible carcinogenicity. NCI Carcinogenesis Tech. Rep. 

Ser. No. 8. US DHEW Publ. No. (NIH) 77-808. Bethesda, 

MD. 

NCI (1977) Bioassay of lindane for possible carcinogenicity. 

National Cancer Institute Carcinogenesis Technical Report 

Series No. 14. 

CI (National Cancer Institute) (1978) Bioassays of DDT, 

TDE and p,p'-DDE for possible carcinogenicity. NCI 

Report No. 131. DHEW Publ. No. (NIH) 78-1386. 

Norris, J.D., D. Fan, M.R. Stallcup et al. (1998) Enhancement 

of estrogen receptor transcriptional activity by the 

coactivator GRIP-1 highlights the role of activation func-

tion 2 in determining estrogen receptor pharmacology, J 

Biol Chem, 273, 6679-6688. 

NTP (1982) Carcinogenesis bioassay of di-(2-ehylhexyl) 

adipate in F344 rats and B6C3Fl mice. National Toxicol 

Program Technical Report Series, No. 212. 

NTP (1982) (National Toxicology Program). NTP Technical 

Report on the carcinogenesis bioassay of bisphenol A in 

F344 rats and B6C3Fl mice (feed study), NTP-80-35. NIH 

Publ. No. 82-1771. 

NTP (1983) Carcinogenesis Bioassay of Ziram. National 

Toxicology Program Technical Report Series, No. 238. 

NTP (National Toxicology Program) (1985a) Teratologic 

evaluation of bisphenol A in F344 administered to CD-1 

mice on gestational days 6-15, NTP, NIEHS, Research 

Triangle Park, NC. 

NTP (1986a) (National Toxicology Program). Teratologic 

evaluation of bisphenol A administered to CD9R) rats on 

gestational days 6-15, NTP, NIEHS, Research Triangle 

Park, NC. 

Ottolenghi, A.O., Haseman, J.K., Suggs, F. (1988) Ter-

atogenic effects of aldrin, dieldrin, and endrin in hamsters 

and mice, Teratology, 9, 75-81. 

Pfeffer, U. (1996) Estrogen receptor. mRNA variants. Do they 

have a physiological role? Ann N Y Acad Sci, 784, 304-313. 

Rashid, K.A., R.O. Mumma (1986) Screening pesticides for 

their ability to damage bacterial DNA, J environ Sci Health 

[BJ, 21, 319-334. 

Robertson, S.A., G. Maryhofer, R.F. Seamark (1992) Uterine 
epithelial cells synthesize granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor and interleukin-6 in pregnant and non-

pregnant mice, Biol Reprod., 46, 1069-1079. 

Sacher, G.A. (1959) Relation of lifespan to brain weight and 

body weight in mammals. In : Ciba Foundation Colloquia 

on Ageing. Vol 5, The Lifespan of Animals. (Eds.) G.A.W. 

Wolstenholme and M. O'Connor, Churchill, London. 

Sacher, G.A. (1978) Longevity and aging in vertebrate evolu-

tion, Bioscience, 28, 497-501. 
Saegusa, J., K. Kawai (1986) Fibrosarcoma induced by 

repeated administration of 1,2-dibromo-3-chloropropane 

(DPCP), Toxicol Letters, 31 (Suppl), 202. 

Safe, S. (1984) Polychlorinated biphenyls (PCBs) and poly-

brominated biphenyls (PBBs) : biochemistry, toxicology 

and mechanism of action, Crit Rev Toxicol, 13, 319-395. 

Salvadori, D.M., L.R. Ribeiro, C.A. Pereira et al. (1988) 

Cytogenetic effects of malathion insecticide on somatic and 

germ cells of mice, Mutat Res, 204, 283-287. 

Sarkar, D., A. Sharma, G. Talukder (1993) Differential pro-

tection of chlorophyllin against clastogenic effects of chro-

mium and chlordane in mouse bone marrow in vivo, Mutat 

Res, 301, 33-38. 
Sarrif, A.M., G.T. Arce, D.F. Krahn et al. (1994) VL. Evalua-

tion of carbendazim for gene mutations in the Salmonella/ 

Ames plate-incorporation assay : the role of aminophen-

azine impurities, Mutat Res, 321, 43-56. 

Schwabe, J.W., L. Chapman, J.T. Finch et al. (1993) The 

crystal structure of the estrogen receptor DNA-binding 

domain bound to DNA : How receptors discriminate 

between their response elements, Cell, 75, 567-578. 

Schweikl, H., G. Schmalz, K. Rackebrandt (1998) The 

mutanegic activity of unpolymerized resin monomers in 

Salmonella typhimurium and V79 cells, Mutat Res, 415, 

119疇130.
Seed, J.L. (1982) Mutagenic activity of phthalate esters in 

bacterial liquid suspension assays, Environ Health Per-

spect, 45, 111-114. 
Shirai, T., S. Fukushima, E. Ikawa et al. (1986) Induction of 

prostate carcinoma in situ at high incidence in F344 rats by 

a combination of 3,2'-dimethyl-4-aminobiphenyl, Cancer 

Res, 46, 6423-6426. 
Shirai, T., A. Nakamura, S. Fukushima et al. (1990) Different 

carcinogenic responses in a variety of organs, including the 

prostate, of five different rat strains given 3,2'-dimethyl-4-

aminobiphenyl, Carcinogenesis, 11, 793-797. 

Shughrue, P.J., M.V. Lane, I. Merchenthaler (1997) Compar-

ative distribution of estrogen receptor-alpha and-beta 

mRNA in the rat central nervous system, J Comp Neurol, 

388, 507-525. 
Sjogren, M., L. Ehrenberg, U. Rannug (1996) Relevance of 

different biological assays in assessing initiating and 

promoting properties of polycyclic aromatic hydrocarbons 

with respect to carcinogenic potency, Mutat Res, 358, 97-

112. 
Sobti, R.C., A. Krishan, J. Davis (1983) Cytokinetic and 

cytogenetic effect of agricultural chemicals on human 

lymphoid cells in vitro. II. Organochlorine pesticides, Arch 

Toxicol., 52, 221-231. 
Stevens, J.T., C.B. Brechenridge, L. Wetzel (1999) A risk 

characterization for atrazine : oncogenicity profile, J Tox-

icol Environ Health, 56, 69-109. 
Takagi, A., K. Sai, T. Umemura et al. (1990) Relationship 

between hepatic peroxisome proliferation and 8-

hydroxydeoxyguanosine formation in liver DNA of rats 

following long-term exposure to three peroxisome prolifer-

ators ; di 92-ethylhexyl) phthalate, aluminium clofibrate 
and simfibrate, Cancer Lett, 53, 33-38. 
Tanner, D.K., M.L. Knuth (1996) Effects of esfenvalerate on 

the reproductive success of the bluegill sunfish, Lepomis 

macrochirus in littoral enclosures, Arch Environ Cotam 

Toxicol, 31, 244-251. 
Thorpe, E., AIT. Walker (1973) The toxicology of dieldrin 

(HEOD). II. Comparative long-term oral toxicity studies in 

mice with dieldrin, DDT, phenobarbitone, beta-BHC and 

gamma-BHC, Food Cosmet Toxicol, 11, 433-442. 

Tomita, I., Y. Nakamura, N. Aoki et al. (1982) Mutagenic/ 

carcinogenic potential of DEHP and MEHP, Environ 

Health Perspect, 45, 119-125. 
Torres, C., Q. Ribas, N. Xamena et al. (1992) Genotoxicity of 

four herbicides in the Drosophila wing spot test, Mu tat Res, 

280, 291-295. 
Trosko, J.E., T. Inoue (1997) Oxidative stress, signal trans-

duction and intercellular communication in radiation car-

cinogenesis, Stem Cells., 15 (2), 59-67. 

Tsuda, H., M. Hananouchi, M. Tatematsu et al. (1976) 

Tumorigenic effect of 3-amino-lH-1,2,4-triazole on rat thy-

roid, J Natl Cancer Inst, 57, 861-864. 

United States Environmental Protection Agency (1997) Spe-

cial Report on Environmental Endocrine Disruption : An 

Effects Assessment and Analysis: EPA/630/R-96/0112, 

Risk Assessment Forum, US Environmental Protection 

Agency, Washington, D.C. 20460. 
Ursini, M.V. (1998) Cytogenetic damage and induction of 

pro-oxidant state in human lymphocytes exposed in vitro to 

gliphosate, vinclozolin, atrazine, and DPX-E9636, Environ 

Mol Mutagen, 32, 39-46. 
Velsicol Chemical Corporation (1983b) MRID No. 00138591. 

Available from EPA. Write to FOi, EPA, Washington, D.C. 

20460. 
Verdeal, K., D.S. Ryan (1985) Naturally-occurring oestrogens 

in plant foodstuffs-a review, Food Add Contam, 2, 73-106. 

vom Saal, F.S., B.G. Timms, M.M. Montano et al. (1997) 

Prostate enlargement in mice due to fetal exposure to low 

doses of estradiol or diethylstilbestrol and opposite effects 

at high doses, Proc Natl Acad Sci USA, 94, 2056-2061. 

vom Saal, F.S., P.S. Cooke, D.L. Buchanan et al. (1998) A 

phyilolgically based to the study of bisphenol A and other 

estrogenic chemicals on the size of reproductive organs, 

daily sperm production, and behaior, Toxicol Ind Health, 

14, 239-260. 
Wei, L.Y., J.S. Chao, C.C. Hong (1997) Assessment of the 

ability of propoxur, methomyl, and aldicarb, three car-

bamate insecticides, to induce micronuclei in vitro in cul-

tured Chinese hamster ovary cells and in vivo in BALB/c 

mice, Environ Mol Mutagen, 29, 386-393. 

Weiss, B. (1998) A risk assessment perspective on the neur-

obehavioral toxicity of endocrine disruptors, Toxicology & 

Industrial Health, 14, 341-359. 

Wilson, A.G., D.C. Thake, W.E. Heydens et al. (1996) Mode 

of action of thyroid tumor formation in the male Long-

Evans rat administered high doses of alachlor, Fundam 

265 



Appl Toxicol, 33, 16-23. 

Yagi, Y., Y. Nakamura, I. Tomita et al. (1980) Teratogenic 
potential of di-and mono-(2-ethylhexyl) phthalate in mice, J 
Environ Pathol Toxicol, 4, 533-544. 

Yasuda, Y., I. Ohara, H. Konishi et al. (1988) Long-term 
effects on male reproductive organs of prenatal exposure to 
ethynyl estradiol, Am J Obstet Gynecol, 159, 1246-1250. 

Environ. Mutagen Res., 21 : 267 -272(1999) 

本稿は 1999年5月28日，東京の 日本薬学会 長井記念館で開催された日本環境変異原学会
主催の第 10回公開シンポジウム「内分泌撹乱物質の作用機序と後祉代影響一環境変異原研
究との接点ー」（企画 ：菊川清見，渋谷 徹，藤川和男）で発表された（座長 ：菊川清見）

シンポジウム

内分泌撹乱化学物質の精巣毒性と継世代催奇形性
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Multigeneration effects of endocrine disrupting chemicals 
with special reference to teratogenesis by paternal 

exposure to synthetic hormones 

Tetsuj i Nagao 

Laboratory of Reproductive and Developmental Toxicology, 
Hatano Research Institute, Food and Drug Safety Center, 
729-5 Ochiai, Hadano, Kanagawa 257-8523, Japan 

Summary 

Male mice prenatally treated with a synthetic hormone, estradiol benzoate (EB, 0.15 and 0.3mg/ 
kg/day), were mated with untreated females, and resulting fetal offspring were inspected for 
external malformations. A significant increase in the incidence of malformed fetuses over the 
control level was noticed in the offspring whose sires were treated with a high EB dose, but it was 
not seen in the offspring of males treated with a low dose. The high dosing, but not the low dosing, 
caused partial atrophy and feminization in the genital tracts. Ethinyl estradiol also showed 
transgenerational teratogenicity when applied prenatally at a dose which caused histopathological 
changes in the testes. Germ-cell series in normal testis have mechanisms to select against spontane-
ously arisen mutations ; but these selection mechanisms may not function efficiently in chemically 
damaged testis. Based on these results and considerations, I propose as a working hypothesis that 
male-mediated teratogenesis may occur as a consequence of testicular toxicity. 

(This paper, chaired by Kiyomi Kikukawa, was presented to the 10th JEMS Annual Symposium, "Endocrine 
Disruptor Mechanism and Posterity Effects-Concern with Environmental Mutagen Research", organized 
by Kiyomi Kikukawa, Tohru Shibuya, and Kazuo Fujikawa, sponsored by the Environmental Mutagen 
Society of Japan, and held at The Pharmaceutical Society of Japan, Nagai Memorial Hall, May 28, 1999.) 

Keywords : synthetic hormone, endocrine disrupting chemical, prenatal exposure, trans-
generational teratogenicity, testicular toxicity, genetic damage, germinal selection 

緒 戸

内分泌撹乱化学物質の後世代影響を考える場合，母体

を介した胎児や新生児の毒物被曝の効果と，被曝胎児や

新生児の次世代以降で発現する効果は峻別しなければな

らない．前者の毒性効果は一代限りであるが，後者の効

受付： 1999年8月30日 受理： 1999年9月10H 
c日本環境変異原学会

果は，残留毒物の伝達以外は，生殖細胞の変異を介した

ものであるからである．現在までの，内分泌撹乱化学物

質の後世代影響の研究はも っばら一代限りの効果に限ら

れていた．その代表例が合成ホルモンによる生殖機能障

害に関する一連の研究である．本稿では， ヒトと実験動

物で明 らかにされている合成ホルモンの毒性を概説した

後，遺伝的影響も視野に入れた私の研究の経過をまとめ

る．
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l.合成ホルモンの人体影響の調査と動物実験
で明らかになっていること

合成女性ホルモンである ethinyl estradiol (EE)や

estradiol benzoate (EB)は， estradiol17/3(E2)と構造

が類似し，ステロイド骨格を有するが， diethylstilbes-

trol(DES)はステロイド骨格を持たない非ステロイド系

エストロゲンである (Fig.1).これら合成女性ホルモン

は主に産婦人科の医薬品として開発されたものである．
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Fig. 1 Structure of synthetic hormones 

上記のホルモンの中でヒトに対する毒性が明らかにさ

れているのがDESである．これは胎盤を通過して胎児

に移行し，細胞内においてエストロゲン受容体と結合し

て容易に核内に入る． Table1に示すように， DESを妊

娠期に投与された母親か ら生まれた女児に生殖機能障

害，異常妊娠あるいは腟の透明細胞腺癌などが，また，

男児には尿道下裂，停留睾丸，短小陰茎，副睾丸撰腫な

どの先天性泌尿生殖器異常の増加と，これらに起因した

精子の運動性，授精能の低下ならびに精子数減少などが

認められている (Stillmanet al., 1982). 

これらの合成女性ホルモンを妊娠動物に投与すると，

その経胎盤毒性は主として新生児における半陰陽性変化

として認められる．これは遺伝的には雄である胎児の雄

化が抑制された結果である．この種の変化に伴う生殖細

胞の発育不全，精子密度の減少，妊性低下などの生殖障

害は分子から組織レベルまで詳細に調べられ，膨大な知

見が蓄積されている (Table2). 

しかし，その後の世代における毒性発現については

DESがマウスで継世代発癌性を示したという報告

(Newbold et al., 1998)以外，ほとんどわかっていない．

Newboldらは， CD-1妊娠マウスに， DESを皮下注射し

て，自然分娩させて得られた雌出生児を，性成熟後に無

処理雄マウスと交配させ，次世代児を得た．次世代児を

成熟させ分娩を経験させた後（生後 17-24ヵ月）調べて

みると， 子宮腺癌を含む悪性生殖腺腫瘍が有意に増加し

ていることか認められた．彼らのデータは， DESの胎児

曝露による継世代影響が，癌として発現しうることを示

唆している．

と合成ホルモンの継世代影響

1)胎内被曝による発生障害と生殖障害

ICRマウスの妊娠 9-16日に EE(0.2, 1.0 mg/kg/ 

day), EB(0.15, 0.3 mg/kg/day), DES(O.l mg/kg/ 

day)あるいは抗エストロゲンのtamoxifen(TAM, O. 5 

Table 1 Pathological changes and reproductive dysfunctions recognized for humans who were 

considered to have been exposed in utero to diethylstilbestrol (from Stillman, 1982) 

Pathological 

Female progeny Clear cell carcinoma ; 
Adenosis; 

Cervicovaginal structural changes ; 

Male progeny 

Uterine structural changes, 

Tubal structural changes ; 

Testicular : cryptorchidism, 

hypoplasia ; 

capsular induration ; 

Leydig cell hyperplasia 

Functional 

Menstrual : cycle irregularities ; dysmenorrhea, 

shorter menstrual flow ; 

Fertility potential : infertility ; ectopic 

gestation ; 

premature delivery ; 

Semen analysis : decreased sperm 

concentration, 

decreased sperm count 

decreased sperm motility and 

frequency of motile sperm ; 

Fertility in vitro : diminished potency of sperm 

penetration into hamster ovum 

Table 2 Toxic effects of prenatal exposure to synthetic hormones in reproductive systems 

of experimental animals 

Synthetic hormones Species Effects 

Ethinyl estradiol (EE) Mouse Ovotestisa>, Intra-abdominal testis associated with persistenta> 

M lillerian d uctb>, 

Decreased in viability of the conceptus叫

Interruption of pregnancyc> 

Estradiol benzoate (EB) Mouse, Rat Atrophy of seminiferous tubules叫

Atrophy of testis, epididymis and seminal vesicle叫

Inhibition of spermatogenesisd> 

Diethylstilbestrol (DES) Mouse, Rat Ovotestise>, Malformations of the genital tracte>, 

Tamoxifen (TAM) Mouse 

Feminized sexual development and maturation叫

Intra-abdominal retention and/ or fibrosis and calcification of testis叫

Epididymal cysts0 

Inhibition of uterine development&,h> 

a) : Yasuda et al., 1985, b) : Yasuda et al., 1988, c) : Yanagimachi and Sato, 1968, d) : Steinberger and Duckett, 

1967, e) : McLachlan, 1977, f) : lguchi and Takasugi, 1986, g) : Branham et al., 1985, h) : Branham et al., 1988 

Table 3 Reproductive function of male mice treated prenatally with synthetic hormones 

Synthetic hormones Dose Copulation Fertility No. of Embryonic 

(mg/kg/day) •l index index implants/litter mortalityb> 

（％） (%) （％） 

Control 

゜
100 100 14.8 6.3 

Ethinyl estradiol (EE) 0.2 90.9 95.0 14.1 9.1 

1.0 40.9 44.4 12.3 6.0 

Estradiol benzoate (EB) 0.15 100 100 14.5 6.5 

0.3 95.5 100 12.6 7.8 

Diethylstilbestrol (DES) 0.1 

゜ ゜ ゜Tamoxifen (TAM) 〇.5 100 100 14.5 7.4 

a) : Daily administration of synthetic hormones into pregnant mice for 8 days 

b) : An increase in embryonic mortality over the control level was taken as an indication of dominant lethals 

caused by a synthetic hormone in the germ cells 

mg/kg/day)などの合成ホルモンを連日経日投与あるい

は皮下注射し，自然分娩させて雄出生児を得たが，これ

らの出生児には外表奇形は観察されなかった．

雄出生児の性成熟後に無処理雌マウスと交配させて生

殖能力を検索した(Table3).その結果， EE1. 0 mg/kg/ 

day群と DESO. 1 mg/kg/ day群では，交尾率と授胎率
の著しい低下がみられ，生存胎児はほとんど得られなか

った． EEO. 2 mg/kg/ day群およびEBO. 3 mg/kg/ day 
群では交尾ならびに授胎などの生殖能力に影響はみられ

なかったが，着床数の低下傾向がみられた． EB 0.15 

mg/kg/day群およびTAMO. 5 mg/kg/ day群では生

殖能力に何ら変化はなく処理効果は認められなかった．

交配終了後の剖検では， EE 1. 0 mg/kg/ day群と

DES O.1 mg/kg/ day群に精巣および精巣上体などの生

殖器の著しい萎縮， ミュラー管およびウオルフ管遺残精

巣あるいは卵精巣(ovotestis,Fig. 2)が高率に観察され

たが，その他の群では内部生殖器に変化はなかった．さ

らに生殖器を病理組織学的に観察した結果， EE 1.0 

mg/kg/day群と DESO. 1 mg/kg/ day群では精細管お

よび精巣上体管の著しい萎縮がみられ， EEO. 2 mg/kg/ 

day群およびEBO. 3 mg/kg/ day群では精細管および

精巣上体管の軽度萎縮がみられた．

2)胎児期に被曝した雄マウスの次世代胎児における

先天異常の発生

胎生期に合成ホルモン暴露された雄出生児が性成熟す

るのを待って無処理雌と交配させて次世代胎児を得た．

これらの胎児の外表奇形の有無を観察し，奇形発生率を

求めた．その結果， EEの0.2 mg/kg/ day群およびEB

の0.3 mg/kg/ day群で，奇形発生率が無処理対照群と

比較して有意に増加した．一方， TAMO. 5 mg/kg/ day 

では処理効果は認められなかった(Fig.3). EB O. 15 

mg/kg/day群では，奇形発生率は対照レベルであった

ので，この合成ホルモンの継世代効果には閾値があるこ

とも明らかになった．

EE処理群あるいは EB処理群で認められた奇形は，

口蓋裂，矮小，外脳症，指肢の奇形など，いずれも ICR

系統のマウスで自然発生的に認められる外表奇形の型で
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Fig. 2 A typical case of feminization of testis observed at the 

mature stage after prenatal treatment of mice with 

diethylstilbestrol at O.lμg/kg/day for 8 days. Testis 

showed unilateral atrophy. Elongated configuration, 

which was characteristic of the epididymis, was 

absent in the epididymides. Epididymis had cysts 

(arrow). Seminal vesicles were usually enlarged, and 

a mice had a markedly dilated Miillerian remnant, 

which was resembled the uterus. 

あった． EEO. 2 mg/kg/ day群および EBO. 3 mg/kg/ 

day群に認められた先天奇形のスペクトラムを， 自然発

生奇形のスペクトラムと，雄マウスを強力な変異原であ

るethylnitrosourea(ENU)で処理した時の次世代奇形

について得られているデータ (Nagao, 1988 : Nagao 

and Fijikawa, 1990)とともに示した(Fig.4).合成ホル

モンによる父親処理により認められた次世代奇形のスペ

クトラムは，自然発生奇形のタイプ分布とほほ‘'一致した．

3)継世代催奇形性と精巣毒性

マウス雄処理で次世代の奇形児出現を増加させること

が明らかにされている物質は，いずれも強力な変異原で

ある．また，次世代奇形として誘発される異常のタイプ

分布は自然発生奇形のタイプ分布とほほ‘一致する．本研

究で， EE処理と EB処理で認められた次世代奇形のタ

イプ分布も自然発生奇形のタイプ分布と区別できなかっ

た(Fig.4).これらの経験則とデータは， EEもEBも，

胎生期の精巣原基において，始原生殖細胞に対して強力

な変異原として作用したことを示唆する．しかし， EB処

理による次世代奇形の誘発には明瞭な闊値効果が認めら

れた．これは， EEや EBが変異原として作用したという

説明を困難にする．誘発突然変異に関しての DNA修復

は完璧ではないので， DNA損傷に起因する効果に閾値

は考えにくいからである． 実際， ENUの胎生期処理によ

る次世代奇形(Wadaet al., 1994)や特定座位突然変異

(Shibuya et al., 1996)は非閾値型の用量効果関係を示

している．

前述した， Newboldら(1998)はDESの継世代発癌効

果の機構として，生殖細胞で生じたメンデル遺伝性の優
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Fig. 3 Frequency of congenital malformations in the off-
spring whose sires were treated prenatally with syn-

thetic hormones and mated with untreated females. 

Vertical lines represent S.D. The number attached to 

each column is total number of malformed fetuses 

detected. 
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Fig. 4 Spectrum of malformations detected in the fetal 

offspring of male mice prenatally treated with syn-

thetic hormones and a mutagen ethylnitrosourea 

(ENU). 

CP : cleft palate, DW : dwarfism, Ot : others (exence-

phaly, open eyelid, limb deformity) 

a) : Total number of malformed fetuses versus total 

number of fetuses observed 

b) : Data from Nagao (1988) 

性突然変異に加えて，遺伝子の脱メチル化， ミニサテラ

イト DNA配列の遺伝的不安定性を考えている． EEと

EBの継世代催奇形性についても，上述した理由から，同

様に多様な可能性が考えられる．いずれの機構であれ，

閾値型の用量効果関係(Fig.3)は，ホルモン作用による

細胞ホメオスタシスの破綻に付随する追伝子発現の充進

と抑制，活性酸素の発生等々が引き金となって誘発され

た二次的なものであることを示唆する．

以上の論議は， 生殖細胞（始原生殖細胞）を合成ホルモ

ンの遺伝的効果の一義的標的と想定して行ったもので，

精巣に対する毒性との関わりでみてみると，別の可能性

が考えられる． Table4に示しているように，継世代催奇

形効果が認められた処理(EEの0.2 mg/kg/ dayと EB

の0.3 mg/kg/ day)はいずれも精巣の雌化あるいは萎縮

をもたらしており，無効であ った処理(EBの0.15mg/ 

Table 4 Testicular toxicity and transgenerational teratogenicity of synthetic hormones 

I．n ml． ce 

Synthetic hormones Dose (mg/kg/day)a> Testicular toxicity Male-mediated 

teratogenesis 

Ethinyl estradiol (EE) 〇.2 ＋ ＋ 

1.0 +b) ND 

Estradiol benzoate (EB) 0.15 

0.3 +C) ＋ 

Tamoxifen (TAM) 0.5 

a) : Daily administration of synthetic hormones into pregnant mice for 8 days 

b) : A few number of atrophic tubules in the testis, and epididymal cysts were observed. 

These cysts resembled female-like structures which were homologous to oviduct. 

There was a duct along with vas deferens, and which was similar to the uterus 

c) : Unilateral dilatation of seminiferous tubules and epididymal duct were observed. 

Marked dilatation of a cyst was also found, and the cyst was lined with flattened 

epithelial cells 

kg/dayと TAMの0.5 mg/kg/ day)では，精巣毒性は

認められていない．これらの結果より，私は精巣毒性の

二次的効果として継世代影響の可能性を考えている．藤

川(1999)が指摘しているように，正常な精巣の生殖細胞

系列には自然発生 した突然変異を淘汰して，次世代に伝

わる変異の数を抑えている機構が備わっているが，障害

を被った精巣では，それらに対する修復機構が充分に機

能しないのではないか．すなわち私は，本研究でみつか

った合成ホルモンの継世代催奇形効果は，胚発生に影響

する自然発生突然変異が正常レベル以上の頻度で次世代

に伝わった結果ではないかと考えている．この可能性を

作業仮説として，今後の研究で追求したい．

結 語

胎生期にエストロゲン系合成女性ホルモン処理を受け

たため，精巣の部分的雌化や精細管萎縮を被った雄マウ

スの次世代で奇形胎児が対照レベル以上の頻度で出現し

た．精巣毒性が認められなかったマウスの次祉代では継

世代影響は認められなかった．現時点では，用いた合成

ホルモンが生殖細胞において変異原として作用した可能

性も， 二次的にそのゲノムに遺伝的変化を誘発した可能

性も否定できない．にもかかわらず，精巣毒性の結果，

自然発生突然変異が止常レベル以上の頻度で次世代に伝

わったために奇形が高頻度発生したとする作業仮説を提

唱した．この仮説の当否を明らかにすることは，内分泌

撹乱化学物質の後世代影響を正しく理解するのに貢献す

ると信ずるからである．
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ダイオキシンの継世代催奇性
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Transgenerational teratogenicity of 2,3, 7,8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin, a review 

Kazuo Fujikawa 

Atomic Energy Research Institute, Kinki University, 3-4-1 Kowakae, Higashiosaka 577-8502, Japan 

Summary 

Epidemiological studies in USA on the reproductive outcomes of Vietnam veterans exposed to 
Agent Orange, a mixture of herbicide contaminated with 2,3,7,8-TCDD (dioxin), have shown no 
clear evidence for an association between herbicidal exposure and the risk of fathering babies with 
congenital defects. Similarly, experimental evidence for male-mediated teratogenicity of dioxin is 
not clear at present. On the other hand, reliable negative data are available for dioxin clas-
togenicity in human spermatozoa in vitro and the clastogenicity and DNA-damaging effect in 
germ cells of male mice. However, germ-cell degradation has been reported in male mice exposed 
to dioxin, and this has been verified to occur as a consequent of Sertoli cell injury. These results 
and other relevant data are reviewed and discussed. Finally, need for further accumulation of 
animal data is pointed out so that a final conclusion on the genetic hazard of dioxin can be 
achieved. 

(This paper, chaired by Kiyomi Kikukawa, was presented to the 10th JEMS Annual Symposium, "Endocrine 
Disruptor Mechanism and Posterity Effects-Concern with Environmental Mutagen Research", organized 
by Kiyomi Kikukawa, Tohru Shibuya, and Kazuo Fujikawa, sponsored by the Environmental Mutagen 
Society of Japan, and held at The Pharmaceutical Society of Japan, Nagai Memorial Hall, May 28, 1999.) 

Keywords : 2,3, 7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin, transgenerational teratogenicity, mutage-
nicity, testicular atrophy 

緒 戸

ベトナム戦争(1962-1971)の最盛期，米軍はベトナムの

密林に大量の枯葉剤を散布した．戦後，米国に帰還 した

兵士達は， 子供の発生障害や発癌などの深刻な医学的問

題を訴え始めた．やがて，戦争中に使用された枯葉剤

Agent Orange(2,4-Dと2,4,5-Tの混合物）に 2,4,5-T

合成の副 産 物として 2,3, 7, 8-tetrachlorodibenzo-p-

dioxin（以下，ダイオキシン）が含まれていることがわか

った(Cadburry,1997参照）．枯葉剤散布地域で戦った

ベトナム兵達の子供についても同様な問題が指摘されて

いる（野村ら， 1999参照）．このように，多くの内分泌撹

乱物質の中でダイオキシンに限って，父親の被曝に起因

する発生障害が懸念されている背景には，ベトナム戦争

での枯葉剤の使用がある．

受付： 1999年5月11H 受理 ：1999年8月27日
c日本環境変異原学会

父母を問わず，親世代の生殖細胞に対する放射線や薬

物処理によ って次世代の発生障害として発現する毒性を

継世代催奇性という． 実験動物では， Nomura(1975, 

1982)の先駆的研究以来，この種の毒性が実在することは
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口口倍----ーロロtp-----
Fig. 1 Detection of malformations (m) after paternal treat-
ment (A) or after treatment of pregnant females (B) 
with an agent as evidence of the transgenerational 
teratogenicity and the somatic adverse effect in <level-
oping embryos, respectively. Dotted mice represent 
individuals which are subjected to the whole疇body
exposure as a father, pregnant dam, or embryos. 

広く認められてきている．以下， 遺伝的影響としての継

世代催奇性を体細胞影響としての催奇性と比較検討した

後，ダイオキシンの継世代催奇性とその関連毒性を解説

する．

l.継世代催奇性と当世代催奇性

放射線あるいは化学物質の継世代催奇性を実験的に検

索するには，処理を施した雄マウス (Fig.1 A)あるいは

ラットを同系統の雌と交配させて得た次世代子孫（胎児

あるいは新生児）で異常体の出現頻度を調べる．この頻度

が父親の被曝量に依存して対照以上に有意増加すると，

当該処理が，継世代催奇性をもたらしたと判定する．こ

こで対照以上に増加した異常は被曝した父親の遺伝子を

受け継いだ結果である． したがって，それは遺伝的影響

のカテゴリーにはいる． 事実，現在までに継世代催奇性

が認められている物質はいずれも強力な変異原である

(Nagao and Fujikawa, 1998).一方，通常の催奇性試

験では，妊娠雌を処理して (Fig.1 B），経胎盤的に被曝し

た胚が出生直前の胎児あるいは新生児になるのを待っ

て，異常体が検出される．ここで対照頻度以上に用量依

存的に増加した異常は，同じ世代内の毒性発現である．

すなわち，それは当世代催奇性の結果で，体細胞影響の

カテゴリーにはいる．当世代催奇性を有する物質（いわゆ

る催奇剤）には変異原性物質も非変異原性物質も含まれ

る．

Fig. 1に示したように，化学物質の継世代催奇性を調

べる実験の処理対象にはもっぱら雄動物が用いられてき

た．これは，雌処理では被験物質の卵子細胞質や母体組

5, A 

I 
507 B 

40 

3-l ／ 30 

2-l ／ 20 

H ／ 1 0 

゜゚2. 5 75 125 

MNU(mg/kg) 

゜
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Fig. 2 Comparative induction of malformed fetuses in ICR 
mice by paternal treatment (A) and embryonal treat-
ment (B) with methylnitrosurea (MNU). Data from 
Nagao (1987) and Nagao et al. (1991), respectively. 

織中での残留や母体に対する毒性効果を介した発生障害

が考えられるからである．当然，動物実験における継世

代催奇性に関する情報は雄処理， とりわけ雄マウス処理

の結果に偏っているが，本稿の主題に関する限りこれは

問題ではない．ダイオキシンで疑われているのは，父親

の被曝による次世代奇形の発生(male-mediated ter-

atogenesis)である．

後で詳し＜述べるが，ダイオキシンの継世代催奇性は

ヒトでも実験動物でもはっきりしていない． しかし， 当

世代催奇性に関しては，マウスの系で明瞭な陽性効果が

認められている (Birnbaum,1991参照）． 一方， Fig.2に

示したように，化学変異原 methynitrosourea(MNU) 

は，マウス雄処理で明瞭な継世代催奇性を発揮し（A),妊

娠雌処理で強力な当世代催奇性(B)を発揮する．図中の

投与量効果関係より，奇形胎児を 5％の頻度で誘発する

のに必要な MNUの腹腔内投与量は，雄親処理で 125

mg/kg,妊娠雌処理ではその約 1/20であったことがわ

かる．このように強力な変異原を用いても，雄親処理に

よる奇形誘発効率が妊娠雌処理による効率よりも桁違い

に低いのは，毒性作用の標的が，雄親処理では生殖細胞

DNAであるのに対して，妊娠雌処理では発生途上の胚

全体であるからである． 毒物に曝された個体群で，生殖

細胞を介した発生障害のリスクは体細胞影響としての発

生障害のリスクよりもはるかに低いのである．人類は，

これをすでに経験済みである．すなわち，広島・長崎の

胎内被爆者の中である種の発生障害が多発したが，被爆

者の子供における周産期異常の頻度は非被爆者の子供に

おける頻度とはほ‘同じであった(Kondo,1993参照）．

も疫学調査

1983年，ホーチミン市で開催された国際会議で，ベト

ナム戦争で枯葉剤散布地域で戦った後，北部の非散布地

城に帰ってきたベトナム兵の子供達に，非散布地域で戦

ってきた兵士の子供達と比べて高い頻度で口蓋裂や無脳

症等の発生障害が発生しているという調査結果がベトナ

ムの研究者達によ って報告された(Constanble and 

Hatch, 1985 ; Sterling and Arundel, 1986参照）．はは‘

時を同じくして， OperationRanch Hand,すなわち，

枯葉作戦に従事 した米国ベトナム帰還兵の子供達の調査

結果の第 1報が学術雑誌に報告された(Ericksonet al., 

1984).その後も，出生記録の調査，インタビュー，追跡

調査等の方法を用いて，米国におけるベトナム帰還兵の

生殖に関する疫学研究は続行され，その結果が次々報告

されてきたが，最近の報告(Michaleket al., 1998)に至

るまで，枯葉剤被曝と発生障害の因果関係は認められて

いない．ただし，ある種の神経管形成不全の発生と枯葉

剤被曝の間に関連があることを示唆する結果は， Erick-

son et al. (1984)以来，繰り返し得られている (Centers

for Disease Control Vietnam Experience Study, 

1988 ; Wolfe et al., 1994). この点に関して，米国学士

院の委員会は，その 1996年報告で，下記のような結論を

下している(Instituteof Medicine, 1996). 

「3つの疫学研究（空軍による RanchHand研究，防
疫センター CDCによる VietnamExperience Study, 

およびCDCBirth Defects Study)は，枯葉剤被曝と子

供における二分脊髄に関して増加したリスクの間に関連

があることを示唆している．これらの研究は，比較的質

が高いものであるが，思い出しの歪みがあった可能性，

無回答による歪み，サンプルサイズが小さいこと，およ

び被曝の分顆ミスを含む方法論上の欠点を有する．加え

て，同様な関連が胎生学上顆縁の無脳症について認めら

れなかったことが気にかかる．」

なお，当委員会は，ベトナムや米国の枯葉剤被曝者お

よび他の枯葉剤関連の疫学研究を評価する目的で設置さ

れているものである．この委員会は，二分脊髄以外の発

生障害，自然流産，周産期死，死産等に関しては，枯葉

剤被曝との関連性の有無を決めるには，証拠が不適切で

不十分という結論を下している(Instituteof Medicine, 

1996). 

3.動物実験一過去の研究より

1)変異原性と DNA損傷性

すでに述べたように，実験動物で継世代催奇性を示す

ことが知られている物質はすべて強力な変異原である．

ダイオキシンはこの範疇にはいる毒物ではない．なぜな

ら，ショウジョウバエの伴性劣性致死試験(Zimmering

et al., 1985),マウスの骨髄細胞における小核，染色体異

常および姉妹染色体交換を調べた試験(Meyneet al., 

1985),マウスの毛色スポットテスト (Fahrig,1993)等の

in vivo試験でダイオキシンの明瞭な変異原性効果が認

められなかったからである．実際， IARC(l997)は，in

vitro試験，invivo試験を問わず，過去の変異原性試験

の結果から総合的に判断して，ダイオキシンを変異原性

を有さない発癌物質としている．

ところが，動物体内でのダイオキシンの変異原性を示

唆するデータが， 最近， Schiestlet al. (1997)によ って報

告された．彼らは，pink-eye座内 DNA重複による不安

的変異punをホモで持つマウス胎児を，経胎盤的にダイ

オキシンで処理し，それらが出生するのを待って，punの

復帰変異による野生型毛色スポットの有無を調べた．彼

らが有意な頻度で得た復帰変異スポ ットは， DNA変化

以外の別の解釈も可能である． しかし，次の 3つの研究

結果も考慮すると，ダイオキシンが何らかのメカニズム

で，細胞の組換え機構を起動させる可能性は否定できな

い． ①同じ復帰変異スポ ットテストで調べた 2種の

polychlorinated biphenylが投与量依存的な隅性効果

を示している (Schiestlet al., 1997).②マウス毛色（前

進突然変異）スポットテストにおいて，ダイオキシンは

ethylnitrosourea (ENU)と同時処理で，相同染色体組換

えによる変異スポットの頻度を， ENU単独処理群以上

に増加させた(Fahrig,1993).③培養細胞でダイオキシ

ンは弱いながらも姉妹染色分体交換の誘起能を示した

(Nagayama et al., 1994 ; Ikushima et al., 1996). 

上記のような可能性が否定できない別の理由は，ダイ

オキシン投与を受けたラットの肝細胞において， DNA

との共有結合や付加体形成は認められていないが， DNA

単鎖切断や塩基の酸化損傷の生成に関しては明瞭な陽性

結果が得られているからである (Table1）．マクロファ

ージを主体とする腹腔内遊離細胞でも DNA単鎖切断を

誘発する (Table1, Fig. 3）．投与量との関係が詳しく調

べられた遊離細胞でみてみると，単鎖切断の生成には，

明瞭な閾値効果が認められ，生成量はLD5o相当用量でせ

いぜい対照の数倍にすぎない (Fig.3). これは単鎖切断

がダイオキシンの二次的作用で起きたことを示唆する．

事実，単鎖切断も塩基損傷も，ダイオキシンがAhレセプ

ターを介して， P450関連遺伝子の転写を誘導した結果

生じた，活性酸素に起因すると考えられている (Trits-

cher et al., 1996 ; Park et al., 1996). 

2)継世代催奇性と優性致死効果

肝心の継世代催奇性については， 2つの研究報告があ

る．その一つは，枯葉剤(2,4-Dと2,4, 5-T)と混ぜて，ダ

イオキシンを 0.16,1. 2あるいは 2.4μg/kg／日の用鼠率

で8週間，雄マウスに経口投与した後，非処理雌と交配

して得た次世代胎児で，外表面，骨格および内臓の奇形

を調べたものである (Lambet al., 1981). もう 一つは，

雄ラ ットにダイオキシンを 25μg/kg静脈注射した後，

10週間にわたり週 1回5μg/kgの静注を繰り返した群

と， 75μg/kg静注後，同じく 10週間，週 1回15μg/kg 

の静注を繰り返した群の次世代胎児で骨格異常を調べた
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Table 1 DNA damaging effects of orally applied 2,3,7,8-TCDD in rat somatic cells 

Somatic cell Damage Evidence Treatment 

Hepatocyte Covalent bonda) negative 7.5μg/kg 

Adduct formationbJ negative lμg/kg/day, 6 months 

Single strand breaksc> positive 25μg/kg 

8-0xo-deoxyguanosined> positive 0.lμg/kg/day, 30 weeks 

Peritoneal 

lavage cell Single strand breakse> positive 25μg/kg 

a)~e), Data from Poland and Glover (1979), Randerath et al. (1988), Wahba et al. 

(1989), Tritscher et al. (1996) and Alsharif et al. (1994), respectively. 
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Table 2 Transgenerational teratogenicity of 2,3,7,8-TCDD and related effects in 

experimental systems, update of the results by Japanese scientists 

Effect 

10 30 50 
2,3,7,8-TCDD (μ g/kg) 

Fig. 3 Production of DNA single strand breaks in peritoneal 

lavage cells in female SD rats after oral administra-

tion of 2,3,7,8-TCDD (data from Alsharif et al., 1994). 

Arrow points a threshold dose, and arrow head the 

LD5。forSD females (Stahl et al., 1992). 

ものである (Chahouldet al., 1991).いずれの試験でも，

雄親処理に起因する奇形発生は認められなかった．同時

に調べられた，優性致死効果，すなわち，生殖細胞で生

じた突然変異による着床後期胚の致死についても陰性で

あった．着床率も 対照レベルであ った． Lambet al. 

(1981)のマウスの実験では，次世代胎児の性比も調べら

れたが，この指標に関しても有意な投与効果は認められ

ていない．ダイオキシンを雌ラ ットに対して， 4あるい

は8μg/kg／日の用量率で妊娠 6-15日目までの 10日

間経口投与して得た雌雄の新生児が成熟するのを待っ

て，同処理群内で交配させて，次世代胎児の生存率を調

べた研究(Kheraand Ruddick, 1973)でも優性致死効果

は認められていない．これらの実験は複数の投与群を設

けて行われ，調査した次世代個体数も多いので，得られ

た陰性テ‘‘ータは，ダイオキシンが継世代毒性を有するな

らば，その閾値効果を示唆する証拠となる．

4．最新情報

以上みてきたように， ヒトにおけるダイオキシンの継

世代催奇性はいまだ明らかでないが，周辺情報はかなり

蓄積している． しかし，最も重要な生殖細胞におけるダ

イオキシンの毒性についての知見は，上述のように非常

に限られていた．以下紹介する我が国の研究者達の最近

の仕事はこの点で世界の最先端にある．彼らのもたらし

た新知見は， Table2に概要をまとめておいた．

1) ヒト精子に対する作用

上口と石井（1999)は， 5名のドナーから得たヒ ト精子

を2~ 3群に分け， 1群をダイオキシンを含む培養液，

］群を対昭培養液，あるいはさらに 1群を設けて，溶媒

として用いた DMSOを含む培養液で処理した後，ハム

スター卵へ媒精し，受精卵が第一卵割中期になるのを待

って，ヒト染色体の構造異常を調べた．ダイオキシン処

理は受精率低下をもたらす毒性濃度（最高 5μg/ml)で行

ったにも関わらず，いずれのドナーの精子にもダイオキ

シン処理による染色体異常の発生は認められなかった．

精子の染色体異常の誘発に関して， ヒト精液のダイオキ

シン汚染は心配する必要はないことを，彼らの研究結果

は教える．

2)マウス生殖細胞に対する作用

井上ら (1999)は， 30％致死用量あるいはそれ以上の毒

性用量に相当するダイオキシンのマウス腹腔内投与を行

い，精原細胞から成熟精子までの各発育段階にある生殖

細胞における DNA損傷を，不定期 DNA合成と DNA

単鎖切断を指標にして調べた．いずれの指標に関しても，

ダイオキシンの処理効果は認められなかった．彼らは，

染色体異常の誘発についても調べたが，同様に陰性であ

った．発育途上の生殖細胞とダイオキシンが接触するこ

とは，ダイオキシンを精巣内に直接注入して，それらが

ダイオキシンと結合したまま精子期に達することから，

確かめている．このように彼らは， DNA損傷性と染色体

損傷性で一致して信頼できる陰性結果を得た． したがっ

て，彼らが用いた投与量（100-300μg/kg)は，個体致死

用量ではあっても，精巣において酸化ストレスをもたら

す用量としては，閾値以下であることを示唆する．

それでも，ダイオキシン投与後，数週間すると，生殖

細胞が激減した．これはセルトリ細胞の傷害の結果であ

ることも井上ら (1999)は明らかにした．この傷害は投与

後 24時間目ですでに認められている．セルトリ 細胞は，

精細管外のライディヒ細胞と精巣外からのホルモン情報

を受けて，精細管内で生殖細胞の生産と発育を支えてい

る体細胞性成分である (Fritz, 1990参照）．

Congenital defects in F1 offspring of 

male mice 

Dominant lethal mutations in 

male germ cells of mice 

Reduced fertility of 

human spermatozoa in vitro 

Chromosome aberrations in 

human spermatozoa in vitro 

Chromosome aberrations in 

male germ cells of mice 

DNA damage in 

male germ cells of mice 

Degeneration of Sertoli cells in 

mlCe 

Evidence Ref. 

suggestiveaJ Nomura et al. (1999) 

suggesti• ve b) Nomura et al. (1999) 

posi.ti. ve c) Kamiguchi and Ishii (1999) 

nega ti• ve d) Kamiguchi & Ishii (1999) 

negativee) Inoue et al. (1999) 

negative Inoue et al. (1999) 

posi・ ti• ve f) Inoue et al. (1999) 

a) : Dose-dependent, but insignificant, increase in the incidence of malformed 

fetuses : significant increase in the incidence of fetuses with respiratory distress 

syndrome in two different strains 
b) : Significant decrease in the surviving fraction of fetal offspring after a high dosing 

to paternal mice 

c) : Dose dependent reduction to a 60% level of control at doses up to 2 μg/ml 

d) : No significant effect at doses toxic for fertility 

e) : No significant effect at lethal doses 

f) : Both histopathological evidence and dose-response data are available 

3)マウスにおける継世代催奇性

過去の同様な研究(Chahouldet al., 1991 ; Lamb et 

al., 1981)における 長期間処理法とは異なり ，野村ら

(1999)は単回腹腔内投与法を雄マウスに対して採用し

た．投与群は 2群設けた．高い方の用量は，井上ら(1999)

が用いた毒性用菫（100μg/kg)と同じで，低い方はその

半分．継世代影響の形態的指標とし，次世代胎児の外表

異常，矮小および内臓奇形を観察した．また，機能的障

害（仮死）についても調べた．この指標は， ENU処理を受

けた父親マウスの精原幹細胞に由来する次世代胎児で確

認された新たな継世代影響である (Nomuraet al., 

1990).統計的に有意な処理効果は，この指標で繰り返し

得られた．ただし，その頻度の投与量依存性は明らかで

ない．形態的異常については，頻度は有意ではないが，

高投与量群で，対照群ではまれな複合奇形が複数出現し

た．同じ高投与量群では，生存胎児頻度の有意な減少が

みられた．精子数の減少に起因すると思われる着床率の

有意な低下も高投与量群で認められた．

ダイオキシンの継世代催奇性は生物学的にありうるの

か(biologicalplausibility)という点に関して，前述した

米国学士院の委員会は，「結論を下すには動物実験が限ら

れている」という見解を表明している(Institute of 

Medicine, 1996).この見解は，野村ら (1999)の研究でも

3例目であり，また，問題の毒性を示唆するにとどまっ

ているので，現時点でも妥当であろう ．結論は今後の研

究に待ちたい．

5.精巣毒性

では，ダイオキシンの生殖毒性に関して，いったい何

がはっきり分かっているのか ？ それは，広範な動物種

で認められているという点で，精巣の萎縮である

(IARC, 1997参照）．定量的研究が最も進んでいるラッ ト

における精巣毒性について，井上ら(1999)の研究成果か

ら新たにみえてきた点を次にまとめる．

胎児期から授乳期にかけて母体からのダイオキシンに

暴露されたラットが性成熟するのを待って，精巣を組織

学的に検討 した Mablyet al. (1992)は，精子数の低下が

みられた投与群でも，セルトリ細胞と精母細胞の数の比

が対照とほぼ同じであったと報告している．これは，ラ

ットにおいても，ダイオキシンによる精子数減少はセル

トリ細胞傷害の結果であることを示 唆する． El-

Sebeawy et al. (1998)が報告した思春期ラット処理によ

るデータは，精子生産に対するダイオキシンの投与獄に

明瞭な閾値があることを示している．Mablyet al. 

(1992)の精子生産率のデータから閾値を推定すると，思

春期処理の場合の約 1/10となった(Table3).精子生産

率を対照の 80％レベルまでに下げるのに必要な投与量

も，思春期処理の場合と比べて胎児一授乳期処理では約

1/10となったので，両時期の処理は同じメカニズムで

（すなわち，セルトリ細胞の傷害を介して）精巣毒性をも

たらすと考えてもいい．性成熟の程度に応じた閾値用量

の違い(Table3)から，出生前後の時期の未成熟セルト
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Table 3 Dosage effect of 2,3,7,8-TCDD on daily sperm production 

in rats in relation to the sexual maturation 

Exposure stage Threshold dose"> Dose for 80% level of control 

(μg/kg) (μg/kg) 

In utero-lactationa]b> 
PubertaJcJ 
Matured) 

0.01 

0.1 

~ 50 

l

D

 

.
1
 
。

a) : A dose for single i. p. injection below which no adverse aftereffect 

would be seen on the production rate of sperm at the maturing or 
matured stage 

b) : Days-7 to 21 after birth ; the dose values are for Holtzman female 

rats on day 15 of gestation (data from Mably et al., 1992) 

c) : Day 21 of SD rats after birth (data from El-Sabeawy et al., 1998) 

d) : Probably around 10 weeks as judged form the body weights of SD 

rats used, i. e., 300-350 g (data from Johnson et al., 1992).ND, no 
data avialable for the dose estimation 

リ細胞がダイオキシンの作用を最も受けやすいことが示

唆される．

ダイオキシンによる精巣萎縮は，セルトリ細胞の傷害

を介して発現するという点で，放射線や ENUなどの変

異原による精巣萎縮と決定的に異なる．変巽原の精巣毒

性の主要標的は生殖細胞である．例えば，胎児期に高用

量の ENU処理を受けたマウス成体の精巣では，生殖細

胞はほとんどみられなかったか，セルトリ細胞は精細管

壁に沿って正常に配列しているのが認められた(Nagao

et al., 1996). ラット精巣における，放射線による生殖細

胞の直接死誘導と 2, 5-hexanedione等に よるセルトリ

細胞障害を介した間接死誘導の制御機構が全く 異なる こ

とは最近 Leeet al. (1999)が明らかにしている．

6.環境変異原研究との接点

動物個体丸ごと処理で，生殖細胞変異原性を発揮する

物質は体細胞でも変異原性効果を示す（藤川， 1989). こ

の経験則に拠れば，ダイオキシンが継世代毒性を有する

可能性はきわめて低い．実際，マウス生殖細胞で DNA損

傷を誘発しなかった (Table2).精巣毒性に関しても，前

章で述べたように，ダイオキシンが変異原として振る舞

っている証拠はない． しかし，野村ら (1999)の研究で得

られたテータ (Table2)をみると，こうした経験則や陰

性結果から，ダイオキシンの継世代催奇性について安易

に結論を下すわけにはいかない．この毒性に関する実験

的検討は明瞭な結論が得られるまで続行されるべきであ

ろう．なにしろ，問題の毒性はヒトですでに懸念されて

いる．環境因子の遺伝的影響の研究にとっても，既存の

テスト系で変異原性が認めにくい物質の継世代催奇性の

実験的検討は，次の 2つの理由からも意義がある．

まず第一に，継世代催奇性効果について調べられた物

質が，少数の例外を除いて，既知変異原に限られている．

そのため，メンデル遺伝性の突然変異を指標とする現行

の試験系では検出できない，非コード領域 DNAの構造
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変化や遺伝子の脱メチル化のようなエピジェネティック

変化も継世代催奇性の原因として考える余地が残されて

いる．

第二に，精子生産に支障をきたすほど傷害をうけた精

巣で，遺伝的に正常な精子が，正常精巣におけるのと同

じように，生産されるかどうかについて，我々は全く無

知である．正常精巣の生殖細胞系列には， 自然発生した

遺伝子突然変異を淘汰して，次代に伝わる変異の数を低

く抑える機構が備わっている (Walteret al., 1998). ぁ

るタイプの染色体異常に対しては，それを担う細胞を還

元分裂前に全滅させる機構が備わっている (Odorisioet 

al., 1998). これらの変異淘汰機構と DNA修復機能力ゞ ，

萎縮した精巣でも正常に作動しているかどうかを実験的

にはっきりさせることは，ダイオキシンに限らず，生殖

器系への障害作用が懸念されている内分泌撹乱物質の継

世代毒性を考える場合，貴重な情報をもたらす．

結 語

ダイオキシンの継世代催奇性はヒトでも実験動物でも

いまだにはっきりしていない．さらなる動物実験の積み

重ねが必要である． しかし，ダイオキシンが生殖細胞に

対して直接的な DNA毒性を示さないことがわかった意

義は大きい．この新知見は，ダイオキシンの継世代影響

が，例えあるとしても，その有効暴露贔には閾値がある

ことを教える．

Neubert (1997 /98)は最近の総説を次のような言葉で

結んでいる．「蔓延しているダイオキシン恐怖症も有害な

健康影響を引き起こす一因として決して無視してはいけ

ない」．ダイオキシン恐怖症を克服するためにも，実験デ

ータの積み重ねが求められている．
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内分泌撹乱化学物質がもたらす遺伝的不安定性
一組換え型遺伝子突然変異について一

本間正充
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Genomic instability induced by endocrine disruptor chemicals 

Masamitsu Honma 

Division of Genetics and Mutagenesis, National Institure of Health Sciences, 

1-18-1 Kamiyoga, Setagaya-ku, Tokyo 158-8501, Japan 

Summary 

Endocrine disruptor chemicals (EDCs) such as 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) 

have become significant environmental pollutants from industrial processes. They can affect 
hormonal receptors agonistcally or antagonistically and can disrupt endocrine systems, leading to 

disorders including sexual organ aplasia, spermatogenic and oogenic hypoplasia, genital cancers, 

and others. Although most EDCs yielded a negative response in most short-term genotoxicity 

assays including the Ames (Salmonella) test, some induced genomic instability by elevating the 
frequency of recombination. Thus, EDCs do not seem to act as classical genotoxins. We briefly 
review here the recombinogenic activity of EDCs and its association with carcinogenesis, and 

suggest a need for systematic methods to screen, rank, and identify the genotoxicity of EDCs. 

(This paper, chaired by Kiyomi Kikukawa, was presented to the 10th JEMS Annual Symposium, "Endocrine 
Disruptor Mechanism and Posterity Effects-Concern with Environmental Mutagen Research", organized 
by Kiyomi Kikukawa, Tohru Shibuya, and Kazuo Fujikawa, sponsored by the Environmental Mutagen 
Society of Japan, and held at The Pharmaceutical Society of Japan, Nagai Memorial Hall, May 28, 1999.) 

Keywords : endocrine disruptor chemicals (EDCs), recombination, thymidine kinase (tk) gene muta-
tion, mouse lymphoma assay (MLA), promotion 

緒 戸

環境中に存在したり，われわれの日常生活で容易に接

触し，摂取する可能性がある汚染物質として，内分泌撹

乱化学物質(EDCs)への関心が高まっている． EDCsの

持つ生物学的影響に関しては，野生動物における生殖器

の形成異常と EDCsの暴露との相関性から，生態系やヒ

トの健康に影響を与える怖れがあると警告されている．

また， 最近の生化学的研究からこれら EDCsは各種ホル
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モンレセフ タ゚ーにアゴニストまたはアンタゴニストとし

て作用し，各種内分泌系の正常な働きを狂わせ個体レベ

ルの障害に発展させる可能性が指摘されている．それは

例えば，発生における生殖器官形成の障害，精子または

卵子の形成異常，子宮内膜症，乳癌，その他の生殖系の

癌，脳神経系および行動の障害などである．このように

現在，生殖器官や内分泌器官，またはそれら器官に由来

する細胞を用いた研究から， EDCsの持つ生理学的作用

に関するデータは蓄積されつつある．一方，生殖器官に

対する影響は，生殖細胞遺伝子への影響が懸念されるに

もかかわらず， EDCsの遺伝的影響についてはほとんど

理解されていない．また， EDCsのいくつかは発ガン性や
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催奇形性を持つ可能性が指摘されてはいるか，既存の遺

伝毒性試験では遺伝子に対する直接の作用は検出できな

いため体細胞遺伝子に対する影響についても不明な点が

多い．

最近，放射線やいくつかの化学物質に関しては，遺伝

子DNAに直接損傷を与えず，細胞内のホメオスタシス

を乱し，遺伝的不安定性を誘発している可能性が指摘さ

れている． DNAの複製，修復，組換え，染色体の分配，

再構築等の機構に外来性因子が何らかの影響を与えれば

直接 DNAに損傷を与えなくとも遺伝子や染色体に異常

をもたらす可能性がある．この中でも我々は染色体上で

起こる相同組換え，非相同組換え機構に注目している．

ほ乳類細胞における組換え機構に関してはいまだ不明な

点が多いが， ヒト癌や遺伝性疾患での遺伝子解析の研究

から，組換え機構および，その異常が，これら疾患の原

因の一部を担っていることは明らかとなっている．また，

組換え反応の一部は染色体構造の変化や，通常の遺伝子

突然変異を伴わないことがあり，従来考えられている遺

伝子突然変異の概念と性質を異にする．本稿では， 主に

染色体間相同組換え反応を検出しうる常染色体遺伝マー

カーを用いた劣性型遺伝子突然変異検出系の特徴と，環

境変異原研究や癌研究におけるその重要性を解説し，

EDCs等の非 DNA損傷性変巽原物質のもたらす突然変

異誘発機構について，これまでの我々の知見を基に紹介

する．
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Fig. I A model of mechanism of 

mutation at the heter-

ozygous tk locus in TK6 

cells and typical results of 

Southern analysis perfor-

med with a human tk 

cDNA probe. The 
Southern-hybridization 

provided 14.8-kb (B) and 

8.4-kb (A) allelic pair 

bands corresponding to the 

functional and nonfun-

ctional tk allele, respective-
ly. 

l.チミジンキナーゼ(tk)遺伝子を利用した遺
伝子突然変異検出系と，組換え型遺伝子突然

変異

核酸代謝酵素であるthymidinekinaseの遺伝子(tk)

に突然変奥を持つ細胞はtrifluorothymidine(TFT)抵

抗性となるため， hypoxanthinephosphoribosyl trans-

ferase (hprt)遺伝子と同様に薬剤耐性を指標した遺伝子

突然変異系として利用することができる．ただし，tk遺

伝子は常染色体性であるため，現実的にはヘテロの状態

で存在し，ターゲットとなる活性型アリルが1コピーと

なった細胞を用いる必要がある (Fig.1).現在，このtk

遺伝子突然変異を検出できる系としてはヒトリンパ芽球

細胞 TK6と(tkは17番染色体長腕に存在），マウスリ

ンパ腫L5178 Y細胞(tkは11番染色体に存在）を用い

た系が確立されている (Liberet al., 1989 ; Clive and 

Spector, 1975).特に後者の系はマウスリンフォーマ試

験(MouseLymphoma Assay, MLA)といわれ，最近，

医薬品安全性試験のための国際的ガイドライン (ICH)

において遺伝毒性試験の一つとして採用が認められた

OCH 4, 1997). 

これら遺伝子突然変異検出系の特徴の 1つに，従来の

hprtやATPase遺伝子の突然変異検出系と異なり，点

突然変巽等の小さな DNA変異だけでなく，染色体レベ

ルにおよぶ大きな欠失型の変異までも検出できることか

挙げられる．理論的にはtk遺伝子内の数ベース程度の

| NormaICell | | TumorCell | 

]」rtt
三三 Possibility 

Intragenic,----------->-
Mutation、ミ

Intragenic Mutation 

Deletion 

Recombination ゜0(LOH) 0(LOH) 

Deletion 

尺
Intragenic Mutation 

Deletion 

Recombination 

0(?, LOH) 

△(homo loss) 

△(homo loss) 

Recombination X 

Fig. 2 A two-hits model for a tumor suppressor gene 

欠失から染色体 1本丸ごと(>100 Mb)の消失まで検出

可能であり，このため従来のエームス試験で検出される

mutagenと，染色体異常試験で検出される clastogenの

両者をカバーしうる広域スペクトルを有する試験系とさ

れている． もう一つの特徴としては，常染色体性である

ため相同のtkアリル間で組換えがおこり，活性型tkア

リルがホモとなった変異体も検出することができること

である．これが組換え型変異体である (Fig.1).このよう

な欠失型，組換え型変異体はtk近傍に存在する多型性

マーカーを用いることにより，異形接合性消失(loss of 

heterozygosity, LOH)として検出することができる

(Yandell et al., 1986 ; Li et al., 1992). Fig. 1にTK6

細胞の tk遺伝子近傍に存在する Sac!部位の多型性を

利用した TK変異体の解析例を示す．活性型アリルの相

当する 14.8kbのバンドの消失により LOHを検出で

き，残った不活性型アリルに相当する 8.4kbのバンド

の濃さ（コピー数）から欠失か組換えかを判定できる．す

なわち欠失の場合はヘミ型 LOHであり，組換えの場合

はホモ型 LOHとなる．LOHはp53やRbなどの癌抑

制遺伝子高頻度で観察される変異の一つであり，その多

くは単純に遺伝子の欠失によるものと信じられてきた．

しかしながら，多くのヒト癌組織における遺伝子解析に

より，広範な染色体領域で LOHがおきても，染色体に構

造変化はみられないことや， Fig.1で示したようなホモ

型LOHが高頻度に観察されることから， LOHのかな

りの部分は組換えに由来することが明らかとなっている

(Lasko and Cavenee, 1991). 事実， TK6細胞で観察

されるtk遺伝子の突然変異の 50％は組換え型 LOHで

ある (Honmaet al., 1997 a). このように染色体間の組

換え反応はヒト癌化過程における重要な遺伝子変化の一

つでありながら，その実体についてはほとんど明らかに

15 

10 

5
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(fold increase) 

。

1

0

 

.0 
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5 7.5 
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IO 

Induced mutation fre-

quencies at the tk and 

hprt loci in human 

TK6 cells treated with 

l.0-lOμg/ml TPA. 

されていない．我々は，このtk遺伝子での突然変異検出

系を利用し，組換え機構，組換えを制御する内的因子，

および組換えを誘発もしくは抑制する外的因子などの研

究を行っている (Honmaet al., 1997 b). 

tk遺伝子に生じる突然変異は，癌抑制遺伝子で生じる

劣性型の突然変異のモデルと考えられる．一般に癌抑制

遺伝子は， 2つの突然変異がそれぞれの対立遺伝子に生

じる 2段階ヒット説によって癌化を導くことが知られて

いる．ヘテロの tk遺伝子の不活型アリルにあらかじめ

存在する変異は第 1ヒッ トに相当するため，本系は第 2

ヒットを検出する系ということができる．その第 2ヒッ

トとして点突然変異と，欠失，組換えによる LOH型突然

変異が起こりうる．一方，第 1ヒットの方に注目すると，

同様に点突然変異と，欠失は第 1ヒットになりえても，

組換えは第 1ヒットとして突然変異を誘発しないことが

理解される (Fig.2).正常な遺伝子同士での相同組換え

は何ら変異をもたらさないためである．言い換えれば，

ここでの組換えは最初に第 1ヒットとして点突然変異が

なければ，がん化を導くような変異にはつながらないこ

とを意味する．これは，化学発がんにおける 2段階発が

ん過程のセオリーに似ている．イ ニシェーターとして最

初に点突然変異があり，そしてプロモーターとして相同

組換えが，その変異をホモ化することにより 2つのヒッ

トを成立させる．相同組換えそのものは変異をもたらさ

ないが，イニシエーションとしての最初の変異を増幅さ

せるという点で，これは一種のプロモーション作用と考

えることができる． したがって，通常の遺伝毒性試験に

おいて陰性を示す化合物であってもtkを用いた突然変

異試験において陽性を示した場合，その化合物は組換え

型の突然変異を優先的に引き起こすということは充分に

考えられる．このような化合物は遺伝子撹乱物質といえ
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□INM 圃 DEL ■REC 
Fig. 4 Spectra of spontaneous, X-ray (2 Gy), EMS (150 

μM), and TPA (10 μg/m/)-induced mutations at the 

tk locus in TK6 cells. INM : intragenic mutations, 

including point mutations, small deletion, and small 

insertions ; DEL : large deletion (hemizygous 

LOH) ; REC : recombination (homozygous LOH). 

るかもしれない．

t．染色体間組換え反応に対する発がんプロモ

ーターおよびEDCsの作用

tk遺伝子突然変異検出系の一つである ヒトリンパ芽

球細胞株TK6を利用して，代表的な発がんプロモータ

ーである TPAの組換え活性を検討した(Honma and 

Little, 1995). TPAについてはこれまで，遺伝子突然変

異陰性，染色体異常擬陽性，姉妹染色分体交換(sister

chromatid exchange, SCE)陽性と，遺伝毒性について

は不明な点が多かった． Fig.3はTPAによる突然変異

誘発性を hprt遺伝子，tk遺伝子の両者で比較したもの

である．tkの突然変異が用量依存的に誘発されるのに対

して hprtの突然変異の誘発は顕著ではなかった．この

ことは TPAがLOH型の突然変異を優先的に誘発する

ことを予想させる． Fig.4にTK変異体をサザン法によ

って解析した突然変異のスペクトルを示す． 自然誘発の

変異体ではその約 30％が点突然変異， 20％が欠失型

LOH，残り 50％が組換え型 LOHを示したのに対して，

典型的な変異原である EMSは点突然変異を， X線は欠

失型 LOHを主として引き起こした．これらは EMSに

よるアルキル化作用， X線の持つ 2本鎖切断作用を反映

しているものと考えられる． 一方，TPAはこれら変異原

とは対照的に組換え型 LOHを優先的に誘発した．この

ことから， TPAが組換え反応を誘発すること，その組換

え作用がプロモーション作用の一つとしてがん化に関与

している可能性が示された．

EDCsとされているいくつかの化合物についても，tk

遺伝子を利用した遺伝子突然変異試験のひとつである

MLAを用いて遺伝子突然変異の誘発性を検討 した．こ

こでは， MLAの国際共同研究の中で行 った 3つの

EDCs, diethylstilbestrol (DES), bisphenol A, zear-

b) 

100 

10 

c) 
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10 
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400 
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--0--Expl; -S9'..,…•O・,..." Exp2; -S9 ――七— -Exp3; -S9 

—• Expl;+S9 "..,…•….... Exp2; +S9 --..., --Exp3; +S9 

Fig. 5 Relative survival and mutation frequencies in the 

MLA after a 3 h treatment of each chemical. Each 

chemical was tested by 2 or 3 laboratories (Exp. 1, 

2, 3). Open and closed symbols are from experi-

ments without and with S9 mix, respectively. 

alenoneの結果を示す(Honmaet al., 1999 a ; 1999 b). 

これら化合物はすべてエームス試験陰性，染色体異常試

験に関しても陰性， もしくは弱い陽性反応を示すのみで

遺伝毒性に関してはいまだはっきりと結論が出ていな

い． 3種類の化合物の細胞毒性（Relativesurvival), 突

然変異頻度(Mutationfrequency)を Fig.5に示す．

DESのみ S9存在下で再現性のよい突然変異誘発性

を示したのに対して， bisphenolA, zearalenoneに関し

ては増加傾向がみられるものの，再現性が得られなかっ

た．現在，この 2つの EDCsに関しては再試験を実施し

ている．

EDCsの遺伝的影響については不明な点が多く ，必ず

しもすべての EDCsが組換え反応を誘発するとは限ら

ない．また， EDCsの持つ発がん作用にどれほどこの組換

え反応が関与しているかについても今後の多くの研究が

必要とされる． しかしながら，現存する遺伝毒性試験の

中で最も突然変異スペクトルが広く，感度のよい MLA

試験のデータを蓄積しながら， EDCsの遺伝的影響につ

いてそのメカニズムを追求することは， EDCsの遺伝的

リスクを考慮するうえでも重要と考えられる．

結 五ロ―
――
I

D. 

EDCsによる遺伝的影響に関しては，ハーバード大学

のSchiestlらがpolychlorinatedbiphenyl (PCB)や2,

3, 7,8-tetrachlorodi benzo-p-dioxin (TCD D)が染色体間

の組換え頻度を上昇させることにより染色体欠失等の異

常を引き起こすことを，酵母， ヒト培養細胞，マウス受

精細胞を用いた実験で証明している (Schiestlet al., 

1997). これまで TCDDの発ガン性に関してはホルモン

または Ahレセプターを介した非遺伝的な影響によるも

のと考えられてきたが，これらの事実は EDCsがホルモ

ンレセプター非依存的に遺伝的影響を与える可能性を示

している．また，EDCsの持つ遺伝子への影響はそれほど

大きくないにせよ，他の環境変異原との相互作用により，

お互いの効果を増強，減弱させる可能性もある．最近，

ビクトリア大学（カナダ）の Glickmanらのグループは，

きわめて発ガン性の高い aflatoxinB 1のマウスにおけ

る遺伝子突然変異誘発を TCDDが顕著に抑制すること

を報告している (Thorntonet al., 1999). TCDDか薬物

代謝酵索を誘発し， aflatoxinB 1の作用をすみやかに解

毒するためと考えられるが，環境変異原の種頷によって

は逆に毒性を高める作用もあることも考えられ， EDCs

の持つ複雑な遺伝的影響を伺い知ることができる．

このような事実から EDCsの遺伝的影響を系統的に

解明することは重要と考えられる．種々の生物種の生殖

細胞および体細胞を実験材料とし， ECDs等によって誘

発される DNA傷害突然変異，染色体異常，形質転換能，

細胞死，催奇形性，および発がん性と関係する広範な遺

伝的影響を検出する系を構築し，現在， ECDsと考えられ

ている多くの化学物質の影響を検討する必要性を強く感

じる．さらに，これらの作用を分子生物学的 ・細胞遺伝

学的手法により解析することにより， EDCsの持つ遺伝

子撹乱機構を解明し，そこで得られた知見から ECDsに

よる遺伝病や発がんに対するリスク評価に役立てるべき

である．今後，環境変異原学会においてもこれら問題に

積極的に取り組み，行政もその研究の重要性を認識し，

研究に対して強いバックアップをすることを期待する．
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Endocrine disruptor and reproductive function 
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Summary 

Endocrine disruptors are resistant to degradation and are ubiquitous environmental pollutants 
that become concentrated in animal tissues, climb the food chain, accumulate in adipose tissue 
and are excreted in breast milk in large amounts. Examination of human follicular fluid revealed 
the presence of polychlorinated dibenzodioxins (PCDDs) and dibenzofurans (PCDFs) at concen-
trations of approximately 1 pg/ml (0.01 pg TEQ/ml). To study their possible action, two-cell 
mouse embryos were cultured in the presence of 2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD), the 
most toxic congener, at concentrations between 0.5 and 100 pM and evaluated at 24-h intervals for 
their development to the eight-cell and blastocyst stages. TCDD at 1, 2, and 5 pM significantly 
reduced the percentage of embryos reaching the eight-cell stage. However, blastocyst formation of 
the surviving eight-cell embryos was accelerated, with the number of cells in the blastocysts 
increased in a dose-dependent manner. Findings suggest that PCDDs and PCDFs may be present 
in human reproductive fluid and may exert some stage-specific effects on early embryonic 
development. Recent limited evidence has suggested a link between TCDD exposure and en-
dometriosis. We examined the presence of messenger RN As of AhR, Arnt, CYPlBl and p62 (dok) 
in the endometrium and compared their amounts in cases of endometriosis versus nonen-
domtriosis in order to gain insight into the possible involvement of TCDD in the pathogenesis of 
endometriosis, using semi-quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction analysis 
(RT-PCR). The expression of AhR and dioxin-related genes in the endometrium did not differ in 
women with or without endometriosis which does not provide clear cut evidence for a role of 
TCDD in the pathogenesis of endometriosis. In addition, we found that breast feeding does not 
seem to increase the potential for developing endometriosis which suggests that any dioxin that 
may be introduced into the body through breast feeding does not harm, at least in the en-
dometrium. However, the amount of pollutants in food and milk should be closely monitored and 
the release or dumping of dioxin-containing waste should be minimized as much as possible. 

(This paper, chaired by Kazuo Fujikawa, was presented to the 10th JEMS Annual Symposium, "Endocrine 
Disruptor Mechanism and Posterity Effects-Concern with Environmental Mutagen Research", organized 
by Kiyomi Kikukawa, Tohru Shibuya, and Kazuo Fujikawa, sponsored by the Environmental Mutagen 
Society of Japan, and held at The Pharmaceutical Society of Japan, Nagai Memorial Hall, May 28, 1999.) 
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緒言

内分泌撹乱物質は生体内の正常なホルモン作用を撹乱

し，野生動物では生殖異常の原因とされる (Colborn et 

al., 1996 ;堤， 1999).実験動物においても継世代的生殖

機能への影響や，子宮内膜症との関連が示唆されている．

ヒトの生殖機能も内分泌撹乱物質に敏感と予測され，昨

今問題になっている人類の精子数減少や子宮内膜症の増

加が内分泌撹乱物質による可能性が論じられている． し

かし内分泌撹乱物質の ヒトの体内負荷量と不妊症や子宮

内膜症等を含めた生殖機能に及ほす影響は明らかではな

いのが現状である．我々は内分泌撹乱物質のヒトヘの汚

染の程度を疾患との関連で評価し，量ー反応関係を明ら

かにすることが急務であると考えている．ここではヒト

生殖器官への汚染の例として卵胞液中のダイオキシンの

検出成績を述べる．また着床前初期胚発育を低レベルの

ダイオキシン汚染評価法として用いたところ興味深い成

績を得たので報告する．さらに初期胚におけるエストロ

ゲン受容体発現様式等最新の分子レベルの解析成績につ

いても紹介することにする．

1. ダイオキシンの生殖器官への汚染

ダイオキシンの 1日耐容量としては，従来厚生省が10

pg/kg体重と設定していたが， 98年には WHOが1な

いし 4pg/kgを提暗した．それを受け本邦でも今99年

7月に新基準として 4pg/kg/dayが設定された．日本人

の平均的ダイオキシン摂取量は 2-3pg/kgとされてお

り，人体への汚染は避けられない問題になっている．我々

は生殖器官へのダイオキシン汚染を評価するために， ヒ

卜卵胞＊液中のダイオキシンの検出をガスクロマトグラ

フィーマススペクトロメトリー(GC• MS)法により試み

た(Tsutsumiet al., 1998). 

体外受精は不妊症の治療として定着し，国内でも年間

5万件以上を数えている．通常卵子を得るために経腟的

に卵胞を穿刺して卵胞液を吸引する．その際の卵胞液を

患者の同意を得たうえで試料とした．抽出操作後GC• 

MS法により各種ダイオキシン類すなわちpolychlor-

inated dibenzo-dioxin (PCDD)およびpolychlorinat-

ed dibenzo-furan (PCDF)を検出定量した．その結果，

多数種の PCDDおよびPCDFの異性体が検出され，内

部標準試薬により定量した．

ダイオキシン類（各種PCDDおよびPCDF)の合計濃

度は約 1pg/mlであった．これらのダイオキシン類はそ

れぞれの相対毒性(toxicequivalency factor : TEF)で

評価され，通常最も毒性の高い 2,3, 7, 8-

tetrachlorodibenzo-p-dioxin (TCDD)の毒性に換算し

て表される (Coutureet al., 1990）．卵胞液中のダイオキ

シン顆は 0.01pgTEQ/mlであった．これはモル濃度に

換算すると 0.031pM となる．

この成績からダイオキシンの汚染は生殖器官にも及ぶ
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ことが示されたが，この濃度は血液中より低く，卵胞中

への特異的蓄積はないと考えられる． しかしながら卵子

は卵胞液中で発育し，ダイオキシン汚染の影響を直接受

けるともいえる． したがってヒトにおいてダイオキシン

汚染が進むことは当然卵子の汚染程度が高くなることを

意味し，一定限度以上となった時は受精障害，不妊，流

産，胎児異常等の原因となりうることが危惧される．そ

の限界がどこに引かれるかは後に考察することにする

が，いずれにしてもダイオキシン汚染を現在以上に拡大

しないよう努力すべきであることは明臼であろう．

Jarrellら(1993)はカナダの 3つの都市で得られた体

外受精時の卵胞液中各種内分泌撹乱物質濃度を測定し

た．その結果，クロルデン，ジクロロクロロエチレン，

オキシクウロルデン，ヘキサクロロベンゼン，および

PCBの5つの有機塩化類を検出しその濃度を測定した．

PCBの測定結果を血液中および卵胞液中の濃度を 3つ

の地域別に示した．血液中と同程度に卵胞液中にも PCB

は検出され両者間に相関を認める．そのレベルは低く卵

胞液中濃度と受精率等f本外受精成績との相関を認めなか

った．興味深いことには，血液中と同様に卵胞液中濃度

には地域による汚染レベルの差が確認された．ただし地

域間では体外受精の成績には影響を認めなかった．この

成績からも内分泌撹乱物質は卵胞液をも汚染するが，現

状では卵のクオリティー等に影響を与えるには至ってい

ないと推論できる．

2. ダイオキシンの胚発育への影饗

胚発育は一般的に外因性物質の影響を受けやすい．

我々はダイオキシンの胚発育への影響をマウス 2細胞期

胚を用いて検討した(Tsutsumiet al., 1998). マウスの

場合排卵誘発剤(PMS-hCG)を用いた過排卵処置を施す

と同じ発育段階にある受精卵を多数個（一匹当たり 20-

30胚）を得ることができる．そこで過排卵処置マウスを

交配後， 2細胞期胚を卵管より回収して実験に供した．

胚は 95％空気， 5 % CO2, 37℃のもとで， TCDDを各

種濃度(0.5-100pM)添加した培養液中で発育させ，24

時間後の 8細胞期胚， 48時間後の胚盤胞形成率を得た．

また胚盤胞に達したものについては核染色を施したうえ

で構成する細胞数を算定した．

2細胞期の 8細胞期への発育率は無添加対照群では約

50％であったが， TCDDを1-5pM添加した時，発育

率は無添加対照群に比べて，有意に抑制された(Fig.1,

0).この作用は 10-100pM では消失し，むしろ対照群

より高い値を示した．これより TCDDは低濃度では 2

細胞期から 8細胞期への胚発育に抑制的に作用すること

が示された．通常 2細胞期から 8細胞期の胚発育を抑制

する物質は胚盤胞への発育をさらに抑制する． ところが

2細胞期胚から胚盤胞への発育率では 1-5pM で観察

された抑制効果は認められなかった(Fig.l,●）．そこで，
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Effects of 2,3, 7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin 
(TCDD) on the development of 2-cell mouse em-

bryos. 
Two-cell embryos were cultured in the presence of the 
indicated concentrations of TCDD and evaluated at 24 h 
intervals for their development to 8-cell embryos (0) and 
blastocysts（●）． Percentage of blastocysts developed from 
8-cell embryos in the latter 24 h is also illustrated（口）．＊
indicates p < 0.01, as compared with that of control embryos 
not exposed to TCDD. Results are the summation of eight 
independent analyses : each group consisted of 200-400 

embryos. 

8細胞期胚の胚盤胞への発育率をみると Fig.1の口で

示すように， TCDDは胚盤胞形成に促進的に作用した．

これより TCDDの胚発育に対する作用は胚発育時期に

特異的にかつ特定の濃度域で抑制的ないし促進的に作用

することが示唆された．内分泌撹乱物質の作用は必ずし

も用量反応性を示さず，いわゆる域値の概念がないこと

(Daston, 1993)が特徴とされるが，ダイオキシンの初期

胚に対する作用にも当てはまると考えられる．

初期胚は母体の卵管や子宮内を浮遊しつつ発育してい

る．母体の卵管液，子宮腔液のダイオキシン等の内分泌

撹乱物質汚染の直接的曝露を受けている．体外培養(in

vitro)の実験は体内(invivo)でおこっていることとの質

的差異があることが指摘されるが，初期胚についてはin

vivoの現象をinvitroで再現しているといえよう．また

通常成体細胞を用いた TCDDのinvitroにおける作用

域はナノモルレベルであることから，胚の TCDD感受

性は高い．ダイオキシン汚染で最初に問題になるのが胚

発育とも考えられる．

TCDDの胚発育への直接作用を胚盤胞の細胞数の面

から検討した成績も興味深い．形態的には TCDD添加

による胚盤胞は対照群と同様でどちらも区別できかねた

が，細胞数は TCDDの用量反応的に有意の増加を認め

た(Fig.2) (Tsutsumi et al., 1998). これよりダイオキ

シンは初期胚発育に直接作用を持つことが裏付けられ，

少なくとも 8細胞期以降の胚への低濃度での影響は単な

る毒性ではなく，細胞の増殖や分化を促進することにあ

Fig. 2 
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Dose-response relation between concentration of 2,3, 
7,8-tetra-chlorodibenzo-p-dioxin (TCDD) and the 
number of cells in the blastocysts developed from 
2-cell embryos in vitro. Results are expressed as a 

mean士SD.
* indicates p < 0.01, as compared with blastocysts 
not exposed to TCDD. 

ると考えられた．

3.胚作用の分子機構

TCDDの細胞の増殖や分化を促進作用としては，胎児

の口蓋部におけるものが知られている (Abbottet al., 

1990).この作用は口蓋裂の発生に直接関与し，興味深い

ことに，ダイオキシンが胎盤を通過して，直接胎児自身

のAhR(arylhydrocarbon receptor,ダイオキシンレセ

プター） （Schmidt et al., 1993)に作用するためと考えら

れている．その根拠としては， AhRのノックアウ トマウ

スにおいては TCDD投与によって口蓋裂が生じないこ

と(Mimuraet al., 1997)が明らかにされている．

TCDDの初期胚発育への作用メカニズムは明らかで

はないが， AhRは初期胚にも検出されることから

(Peters et al., 1995), AhRの関与は示唆される． また

TCDDはepidermalgrowth factor (EGF)のレセプ

ターをダウンレギュレートすることが知られており

(Madhukar et al., 1984), TCDDの胚発育への制御機

構には EGF作用を介している可能性も考えられる．

TCDDがEGF同様マウス新生仔期に眼瞼開裂や歯牙

の発育を促すことも報告されている (Madhukaret al., 

1984). 

ダイオキシン顆はエストロゲンレセプターそのものに

直接結合せず，先に述べた特異的レセプターである AhR

を有する．したがってダイオキシン類は，AhRと結合し，

直接的ないしエストロゲン作用経路を撹乱し，内分泌撹

乱物質としての性質を示すと考えられる．従来エストロ

ゲンレセプター(ER)は単ーと考えられていたが， ER/3

が発見同定されて既知の ERaと2つの受容体が存在す

ることが明らかになった．マウス初期胚には AhRのみ

ならず(Peterset al., 1995 b), エストロゲンレセプター

aとf3のmRNAがともに発現していることを RT-
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Table I ダイオキシン(TCDD)によるアカゲザル子宮内
膜症の発症と厖症化＊

投与量 総計

0（対照群） 6
 

子宮内膜症

無有

4 (67%) 2 (33%) 

進行期別

I II III IV 

2 0 0 0 
126pg/kg 7 2 (29%) 5 (71 %) 2 0 2 1 

630pg/kg 7 1(14%) 6(86%) 0 1 1 4 

TCDDの投与により子宮内膜症の発症率および頂症度が

用羅反応的に増加する．＊Rierらによる（進行期は rAFS分
類）

PCR法により最近明らかにした(Hiroiet al., 1999). 両

者ともに 2細胞期の胚に発現が認められるが， 8細胞期

では認められない．その後胚盤胞期では再び発現する．

発現量が受精卵のレベルから一旦減少して胚盤胞への発

育に伴い増加することは，マターナル（母由来）なメッセ

ージから自己発現への転換が着床前の発育過程で起こる

ことを意味する．初期胚においてもダイオキシン作用の

カスケードが存在し，エストロゲン作用をそのレセプタ

ーの種類の多様性や発現量調節等の レベルで影響を与え

ることが想像され，今後の興味ある研究課題である．

4.子宮内膜症

ダイオキシンの成体への作用としては発癌も考えられ

るが，最も大きな問題とされるのは子宮内膜症である．

この 20ないし 30年の間に増加の一途をたどっていると

いわれる子宮内膜症は，現在約 12万人以上の女性が診療

を受けている．エストロゲン依存性疾患である子宮内膜

症の発症や増悪に環境中に増加しているダイオキシンが

関係しないかという推論がある．

子宮内膜症とダイオキシンとの関連が特に注目を集め

たのは， Rierら(1993)の報告による．これはサルを用い

て4年間ダイオキシンを投与，その後 10年間経過を観察

したところ無投与群，連日 126pg/kg投与群， 630pg/ 

kg投与群で子宮内膜症の発生率はそれぞれ33%, 71 
%, 86％と確認した(Table1).重症度も用量反応的に増

加した．なお 630pg/kg群では腸管狭窄など子宮内膜症
が原因で死亡したものも含まれている．

マウス，ラットを用いた研究でもダイオキシンが実験

的子宮内膜症の発育に関係するという成績もある．子宮

内膜症の患者の血液中のダイオキシン濃度を測定したと

ころ，健常者より患者で高いとする報告もある． しかし

ヒト血中有機塩索量は子宮内膜症と関係ないという否定

的データもある． 一般に体内負荷量と血液中のダイオキ

シン量は相関するといわれるが，蓄積量の多い脂肪組織

における評価が重要になる．

ダイオキシンと AhRを介して作用するとされている

コプラナー PCBを同系のサルに投与した Arnoldらは

無処置群(6/16; 37%)より投与群(16/64; 25%)で子宮

内膜症の発生率が低い傾向にあり，投与量と 内膜症の進

ダイオキシン

Dok 

Fig. 3 ダイオキシン作用の分子機構

ダイオキシンは細胞内のダイオキシンレセプター(AhR)と結

合して複合体を形成し，さらにArnt(Ahreceptor nuclear trans-
locator)と結合して核内に入り，遺伝子上流に存在する XRE

(xenobiotic responsive element)に結合して転写を促進する．

CYPlBlやDok等の遺伝子活性化が知られている．

行度との関連もみられなかったと報告した．最近の研究

でヒト子宮内膜における AhRの局在や発現も検討さ

れ，月経周期による変動と子宮内膜機能との関連が示唆

されている (Kuchenhoffet al., 1999). 我々は子宮内膜

症の発症とダイオキシンの関連を明らかにする目的で，

子宮内膜の AhRや関連遺伝子の発現量を患者と対照で

比較したが， 2群間に差異を認めなかった．

サルの子宮内膜症発症のメカニズムとして，ダイオキ

シンがAhRと結合しサイトカインなどの遺伝子に作用

することが挙げられている．子宮内膜の増殖，分化には

IL-1, IL-6, TNF等のサイトカインが関与しており，そ

れを制御するのはエストロゲン等の性ステロイドであ

る．これよりダイオキシンによる内膜症発症は内分泌撹

乱の結果生じたサイトカイン制御異常が原因であるとさ

れる．ただし，ダイオキシンはサルにおいて生殖能の低

下，流産，死産と関係することが知られており， Rierの

実験においてダイオキシン投与群では生殖能が低下しそ

の結果として間接的な機序によって子宮内膜症が発症し

たことも否定できない．いずれにせよヒトの子宮内膜症

とダイオキシンの因果関係を結論づけるのは尚早であ

る．

5.ダイオキシンの分子作用

ダイオキシンは細胞内の AhRと結合して複合体を形

成し，核内に入る (Fig.3).核内では Ah receptor 

nuclear translocator (Arnt)と結合してヘテロダイマー

を形成し，応答遺伝子上流に存在する XRE(xenobiotic 

responsive element)に結合して転写を促進する

(Schmidt et al., 1993 : Matsushima et al., 1993）．他

の環境ホルモンの多くが，エストロゲンレセプターと結

合することに比べてダイオキシンは特別な存在であると

いうことができる．

自然界には存在しなかったダイオキシンに対する特異

的レセプターが存在することの意味は不明であり， AhR
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Fig.4 子宮内膜症患者のダイ オキシン関連迫伝子発現羅の比較

の内在性の基質も特定されていない．異物に対する生体

の反応という見方もできるが不明な点が多い．現象とし

ては転写因子として働き，チトクローム P450遺伝子の

誘導等を行う (Sogawaet al., 1997). また最近AhRに

より誘導され， AhRの機能を抑制する AhRrepressor 

(AhRR)の存在も明らかになり (Mimuraet al., 1999), 

ダイオキシンのエストロゲン作用ないし抗エストロゲン

作用を示す分子機構が明らかになりつつある．

これらのダイオキシンに関連する遺伝子発現はヒトの

各種細胞でも明らかになりつつある．最近子宮内膜症の

関連からヒト子宮内膜における AhR,Arnt等の遺伝子

発現を検索したところ，いずれの検体からも遺伝子発現

を認めた(Igarashiet al., 1999).性周期や子宮内膜症の

有無では大きな差異はないが，喫煙による AhR発現量

の減少の可能性や子宮内膜症のステージによる変化

(Fig. 4)が示唆された．内分泌撹乱化学物質の研究のみ

ならず，子宮内膜症の解明においても一つの新しいアプ

ローチとなると思われる．

6.ダイオキシン耐容量と母乳

ダイオキシン等の内分泌撹乱物質の人体への汚染は生

殖器官へも及び，ここでみたようにヒト卵胞液も汚染の

対象となる．汚染の程度は低く，直接的に生殖機能の異

常を起こすとは考えない．ただしダイオキシンは低濃度

でも胚への直接作用を持つことから，内分泌撹乱物質の

環境中の排出，蓄積を減少させ，ヒトヘの汚染を防いで

いく必要はあると考える． 1日耐容量が従来の 10pg/kg 

体重から 4pg/kgに引き下げられたが，生殖機能への影

響を十分考慮してさらに基準の検討を続ける必要があ

る．また基準がクリアできるような行政努力により，国

民の不安が解消できる日が早く来ることを希望する．産

婦人科領域では母乳の汚染も問題になる．日本の現状と

して母乳により乳児には 50-100pg/kg/ dayのダイオ

キシン暴露が想定される．我々は最近，ダイオキシンは

サルの実験で微量（126pg/kg/ day)でも子宮内膜症の病
因となりうる可能性を鑑み，母乳哺育が後々の子宮内膜

症の発症リスクとなりうるかを日本子宮内膜症協会会員

の方々や東京大学病院の患者および一般ボランティア女

性を対象としたアンケート調査で明らかにしようとした

Table 2 乳児期の栄養方法（母乳ないし人工乳）の子宮内膜症

発症に与える影響

対象 合計母乳哺育 混合 人工乳

非内膜症 2281 1550(68.0%) 42708.7%) 304(13.3%) 

内膜症＊ 567 289(51.0%) 177(31.2%) 10107.8%) 

* P<0.001 

(Table 2).その結果，月経困難症などの症状を持たない

ものを健常群の母乳哺育率が68％に対して腹腔鏡・開腹

手術による子宮内膜症群，患者では 51％と健常者で母乳

哺育率が高かった(Tsutsumiet al., 1999). これより母

乳哺育により相対的に高いダイオキシンの被曝を受ける

ことは子宮内膜症発症のリスクとはならないことが示唆

された．逆に母乳は子宮内膜症の発症を予防する可能性

もあり，母乳が優れた栄養源でありかつ，少なくとも過

去において安全性に問題がなかったことを支持するデー

タと考えられる．現状では母乳中のダイオキシンが何ら

かの悪影響をもたらすという客観的データがあるわけで

はなく，母乳を禁止あるいは制限する必要はないと思わ

れる． しかしながら，先に示したように母乳等から次世

代にわたった微醤のダイオキシンが各種性機能に障害を

与えている成績を見ると，母乳をこれ以上の汚染から守

り，その安全性を検証する取り組みも必要と考えられる．
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Summary 

Society for DNAChip Technology was founded on May 15, 1999, and the first conference of the 
Society will be held in June, 2000, at Tokyo. The number of active member is now over 1,000. 

Further information is available on the Society's home page (http : //research.kpu-m.ac.jp/ 

dnachip/home.htm). 

Keywords: DNAchip 

緒 ＝

DNAチップ技術は最近になって急速に発展し，今後

の生命科学を支える基盤技術の一つとして注目されてい

る．

日本においても，昨年秋頃から多方面より広く関心が

寄せられるようになり，本年 5月15日には， DNAチッ

プ技術研究会の設立総会が開かれるに至った．推測して

いたよりはるかに多くの参加者があり ，大変な盛況であ

った．現在，会員数は 1,000人を超えており，今後も増

え続けるものと予測される．なお，第 1回総会が来年6

月頃に東京で開催される予定である．

本研究会のホームページ(http: //research.kpu-m. 

ac.jp/ dnachip/home.htm)が開設されており，活動内

容などに関しての情報はそこから入手可能である．

DNAチップ技術は以下に述べるような分野で利用さ

れる．

1.遺伝子発現モニタリング

DNAチップに蛍光標識したサンプルをハイブ リダイ

ズさせ，そのチップをスキャニングして蛍光強度を読み

取ることによって，遺伝子発現のレベルをモニタリング

受付 ：1999年8月18日 受理： 1999年8月27日

c日本環境変異原学会

することができる．さまざまな状況下における多数の遺

伝子の発現プロファ イルを一度に比較することが可能で

あるため，細胞機能の発現 ・調節に関与する遺伝子群の

変化を明らかにすることができる．

たとえば， GenBankなどのデータベース上にある

6,800種の完全長ヒト遺伝子の発現レベルを定量的にモ

ニターできる DNAチップがすでに製品化されている．

この DNAチップでは，ガラス基盤上に，それぞれのター

ゲッ ト遺伝子に対 して， 解析に最適なオリゴヌクレオチ

ドプロープのセッ トが合成されている．そして，重要な

ことは，プロープとしてパーフェク トマッ チ配列および

1塩基ミ スマッチ配列のオリゴヌクレオチ ドをペアにし

て，アレイ上の隣接 した領域に合成されているとい う点

である．このようにすることによって，非特異的ハイブ

リダイゼーションお よびバックグラ ウンドシグナルを除

去するこ とが可能となっている．この方式の場合，サン

プル mRNAは，逆転写によって cDNAとした後， in

vitro転写ビオチンラベリングによってピオ チ ン化

cRNAターゲッ トを調整する．続いて，cRNAとDNA

チップと をハイ プリダイズした後，アビジン一蛍光色素

複合体でハイプリッドを染色する．そして，ハイプリッ

ドの雇を蛍光強度として検出する．すなわちこの方式で

は， 1色法を用いて，一つ一つのサンプルを別々に解析

するわけである．そして，実験内および実験間のデータ

を比較定鼠できるようにするために，既知量のラベルさ
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れたコントロールRNAを用いて補正する方式をとって

いる． したがって，多くのサンプルから得られたデータ

を比較できることになる．そして，データベースを構築

していくことが可能である．

一方，予め調整した cDNA等のプロープをスライドグ

ラス等にスポットして作製した DNAチップの開発も，

並行して進められている．この場合，発現の差を比較し

たい 2つのサンプルを対象として， 2色法を用いて解析

を行うのが一般的である．すなわち， 2つのサンプルか

らmRNAを抽出精製し，それぞれの mRNAをそれぞ

れ異なる蛍光色索でラベリングした後， 1枚の DNAチ

ップ上でハイプリダイズさせ，スキャニングする．その

結果， DNAチップ上の各スポットの 2色の蛍光強度の

差から，発現差に関する情報が得られる．この方式では，

2つのサンプルを解析の対象とする場合には， 1枚の

DNAチップで結果が得られ，チップ間のばらつきを補

正する必要がないため，優れた方法である．

2. DNAチッブを用いた遺伝子の塩基配列決
定

DNAチップを用いて塩基配列を決定することも可能

である．特に，解析する対象が膨大な場合，従来の方法

では時間がかかりすぎて現実的には対応不可能である

が， DNAチップを用いた遺伝子の塩基配列決定方法で

あればこの問題を解決することができる．

すでにいくつかのものが製品化されており，その例と

してp53遺伝子の塩基配列を決定するための DNAチ

ップがある．この DNAチップ上のプロープは， 5種のオ

リゴヌクレオチドを 1セットとして配置している．その

セットの中の 1つのオリゴヌクレオチドはwildtypeの

レファレンス配列と完全に相補的となっているが，その

他の 4つのオリゴヌクレオチドにおいては，置換部位と

して設定した部位がミスマッチ塩基(3種類）または 1塩

基欠損となるように変化させてある．このように作製し

たプロープセットと，歯光標識DNAターゲットをハイ

プリダイズさせると， もしターゲット DNAが変異のな

いものであれば，パーフェクトマッチのオリゴヌクレオ

チドと最も強くハイプリッドを形成し，最強の蛍光を示

す． しかし，置換部位として設定した部位で変異のある

ターゲット DNAの場合，ミスマッチ（あるいは 1塩基欠

損）のオリゴヌクレオチド (4種）の内の一つと最も強く

ハイプリダイズする．そして， 4種のうちのいずれと最

も強くハイプリッドを形成したかをみることによって，

変異の種類を特定することができる．なお，変異のある

ものとないものとが2種類混在する場合には， 2種類の

オリゴヌクレオチドフ ロ゚ープとハイプリ ッドを形成する

ことになり，その蛍光強度の比をとれば， 2種類の存在

量比がわかる．以上のような原理で，この DNAチップで

は，p53遺伝子のエクソン 2～エクソン 11の全塩基配
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列を読み取ることが可能となっている．

3. l塩基置換型多型(Single-nucleotide
polymorphisms, SNPs)の解析

DNAチップを用いた技術の応用分野で注目されてい

るのがSNPsの解析である．疾患や表現形質のバリエー

ションは遺伝的多様性(geneticdiversity)による．その

一つが1塩基置換のポリモルフィズム SNPsである．た

とえば，薬物代謝に関わる蛋白質群をコードする遺伝子

群において， SNPsによる個人差を明らかにすることが

できれば，個々の薬効の最適化を図るための有用な情報

として利用することができる．また，発がん物質に対す

る感受性を知ることもできることになり，個々のリスク

評価が可能となる．すなわち，今後の目標とされている

カスタマイズド・メディシンを支える技術の一つとして

役立つわけである．

さらに， SNPsを総括的に同定し，それらの遺伝子地図

を作製することが進められている．染色体上にマップさ

れた SNPsのセットは，今後最も強力な遺伝学の解析手

段となると考えられており，現在， 2,000種類以上の

SNPsを検出できる DNAチップの製品化が計画されて

いる．これは，数百ナノグラム程度のゲノム DNAをサン

プルとして，複数の反応チュープを用いて PCRを行っ

た後，それらを 1本のチュープに混合し， 2回目の PCR

を行って蛍光標識をするという方法でターゲットサンフ゜

ルを調整し， DNAチップとハイプリダイズさせるもの

である．そして，ハイプリダイゼーションパターンを解

析する．この方法を用いれば，従来の連鎖解析法と比較

して約 10倍の効率が得られるものと予測されている．す

なわち，従来であれば，染色体上での局在を 20センチモ

ルガン程度の領域までしか絞り込むことができなかった

が，開発中の DNAチップを利用すれば，その約 10分の

1の2センチモルガンまで絞り込めると予測されている

のである． したがって，種々の疾患関連遺伝子の発見に

きわめて有用である．

以上のように， DNAチップ技術の応用範囲はきわめ

て広い．

ところで，この新しい技術は開発途上にあり，まだま

だ完成されたものではないことに対しては，十分な注意

を払う必要がある．たとえば，遺伝子発現モニタリング

についてであるが，従来の方法で得られた解析結果と，

DNAチップ技術を用いて得られた解析結果とが一致し

ない場合があることが指摘されている．その理由は今の

ところわかっていない．このような基本的なことから解

決しなければならない問題点を含んでいるのである． し

たがって，本技術を利用する場合には，それらの未解決

の部分があることをよく理解したうえで使いこなす必要

がある．たとえば，個々の遺伝子の発現の変化について

論じる場合には， DNAチッフ 技゚術を用いて得られた解

析結果のみで結論を出すのではなく，従来の方法で得ら

れた解析結果もあわせて，総合的に判断する必要がある．

一方， DNAチップで解析可能なすべての遺伝子発現の

変化をパターンとして捕らえて，そのパターンの差ある

いは同一性を論じる場合には， DNAチップ技術でしか

得られないデータを対象としているわけで，現時点です

でに完成された新技術と受け取ることが可能である．

最近， DNAチップ技術に関するレピューがCell誌に

掲載された(Powson,T. and Saxton, T.M., Signaling 

Networks-Do All Roads Lead to the Same Genes? 

Cell, 97, 675-678, 1999)が，その末尾に次のような記載

があり興味深い．

Oligonucleotide and cDNA arrays are clearly 

changing the ways we think about cell biology…… 

Pandora's box has now been opened. 

開かれたパンドラの箱からは，ありとあらゆる困難が

抜け出てきて，われわれはそれに対応するために苦戦す

ることになる運命にあるが，箱の底には希望が残ってい

るのである． DNAチップ技術という新しい方法が開か

れた今，それをコントロールできるようになるまでには

多くの困難を克服しなければならないが，まちがいなく

希望はある．今回設立された DNAチップ技術研究会は

その希望を手に入れることを目標としている， というこ

とができるであろう．
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日本環境変異原学会入会申込書

日本環境変異原学会畏殿

年月日

貴学会に入会いたしたく評議員の署名を添えて申し込みます．

フリガナ ：

氏 名：

Name（ローマ字つづり）

生年月日（性別） 19 年 月 日

所属機関名：

住 所：〒

TEL: FAX: 

電子メイル ：

Affiliation 

Address 

Belong 

自宅住所 ：

電 話 ：

Home address 

学会誌送付先 ： ①所属機関

邑子 位 ：

研究領域（複数可）

加入学会名：

の本学会への入会を推薦致します．

日本環境変異原学会評議員

（署名）

日付

@ 

（男 ・女）

②自 宅

年取得

入会申込書の送付先：〒 170-0003 東京都豊島区駒込1-44-2 芥JIIビル
醐口腔保健協会内 日本環境変異原学会事務局
Tel. 03-3947-8891 Fax 03-3947-8341 

印



日本環境変異原学会学生会員申込書
[ 1年間（翌年の 3月 31日まで）のみ有効です］

日本環境変異原学会長殿

年月 日

貴学会に学生会員 として入会いたした ＜貴学会員である指導教官の署名および在学証明書

（裏面に添付）を添えて申し込みます．

フ リガ ナ ：

氏 名 ： R 

Name（ローマ字つづり）

生年月日（性別）

校名／学部 ：

住 所 ：〒

TEL: 

電子メイル ：

Affiliation 

Address 

Belong 

自宅住 所 ：

電 話 ：

Home address 

学会誌送付先：

研究領域（複数可）

指導教官名 ：

連絡先 ：

19 年 月 日 （男 ・女）

FAX: 

①大学 ②自 宅

の本学会への学生会員 としての入会を推薦致します．

指導教官

（署名） 印

日付

入会申込書の送付先 ：〒 170-0003 東京都豊島区駒込1-44-2 芥川ビル
閲口腔保健協会内 日本環境変異原学会事務局
Tel. 03-3947-8891 Fax 03-3947-8341 
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環境変異原研究投稿規定

1.掲載論文

環境変異原研究に関する未発表の「総説」，「一般論

文」，「短報」，および「特別企画（受賞講演）」，「論

説」，「資料 ・情報」などを掲載する．なお，投稿論

文の採否は編集委員会の審査により決定する．

「総説」は，一つのテーマに関連する多くの研究論文

の総括，評価，解説などである．原則として

編集委員会より寄稿を依頼する．

「一般論文」は，変異原に関する独創的研究の原著論

文で，それ自身独立して価値ある結論あるい

は事実を含むものとする． 陰性データも受付

ける．

「短報」は，新しい技術の紹介や価値あるデータを含

む短い報告とする．陰性データも受付ける．

「論説」は，一つのテーマに関連する多くの研究論文

の総括，評価，解説などで，会員からの投稿

によるものとする．

「資料・情報」は，環境変異原に関する調査の結果な

どをまとめたもの，および公開シンポジウ

ム，研究会の要旨などとする．

(Letter to Edi torも受付けます．）

2.投稿資格

共著者のうちの 1人は日本環境変異原学会会員でな

ければならない．ただし，招待寄稿の場合にはこの

限りではない．

3.論文原稿の書き方

論文原稿の用語は日本語または英語とし，愚暫竺墾し

筆規定に従い簡潔にわかりやすく 書 く．総説， 一般

論文，論説は，写真 ・図表を含めて刷り上がり 8頁

以内．短報は 4頁以内とする．頁数の超過分や多額

の経費を要する図表の実費は著者負担とする．

4.論文原稿の送り先

論文原稿は正 1部コピー 2部の計3部を， 日本環境

変異原学会誌編集係宛に（簡易） 書留便で送付する

こと．なお，最終稿では正 1部，コピー 1部ならび

にフロ ッピーディスク (3.5インチ，使用した機種と

ソフト名を明記して，テキストファイル形式で保存）

を編集委員長宛に送付すること．

5.著作権
本誌に掲載された記事，論文などの著作権は日本環

境変異原学会に帰属するものとする．従って，本会

が必要と認めた場合は転載し，また外部から引用の

申請があった場合には，編集委員会において検討の

上許可することがある．ただし， 著作者自身が自分

の記事，論文などの一部の複製，翻訳などの形で利

用することを妨げるものではない．しかし，著作者

自身であっても，全文を複製の形で他の著作物に利

用する場合には， 事前に文書にて申し出を行い， 許

諾を求めなければならない．

6.校正

著者校正は原則として原稿に対する誤植の訂正に限

る．原稿にない加筆 ・変更はしないこと．

7.著者負担金

1) 投稿料は無料とする．ただし規定の頁数を超え

ることが明らかな場合，頁数の削減を求めるこ

とがある．

2) カラー印刷等の特殊印刷のため付加的に発生す

る費用は著者負担とする．

3) 別刷りは招待寄稿の場合も含め，すべて著者負

担とする．別刷り希望者は著者校正時に添付す

る申し込み書に50部単位で申し込むこと．

論文原稿の送付先

〒170-0003

東京都豊島区駒込 1-43-9 駒込TSビル

インテルナ出版

日本環境変巽原学会誌編集係

Tel. 03-3944-2591 

Fax. 03-3947-8073 

最終稿の送付先，その他編集についての問い合わせ先

〒305-8566

茨城県つくば市東 1-1

生命工学工業技術研究所

日本環境変異原学会編集委員長

須藤 鎮世

Tel. 0298-54-6502 

Fax. 0298-54-6095 

E-mail sutou@nibh.go.jp 



環境変異原研究執筆規定

1.用語は日本語または英語とする．

2. 原稿は原則としてワープロを用い，左横書きで作成

する．

日本文の原稿：

原稿はA4判用紙に 1行約40字， 1頁30~31行

で印字する（刷り上がりの約 1/2頁に相当する）．

ただし，要約は英文(300語以内）とする．また，別

に英文の題名，著者名（フルネーム），所属機関名

ならびに所在地を付ける．

英文の原稿：

原稿はA4判用紙にダブルスペースで印字する．

1頁25~27行を標準とする．原稿は著者の責任に

おいて英語の添削訂正を受けたものに限る．

3.論文の記述は，第 1頁は表題，著者名，所属および

所在地，第 2頁は英文の要約(Summary)およびキ

ーワード（英文 5語以内，固有名詞や遺伝子名などで

大文字の使用が必要な場合を除き，原則として小文

烹嚢旦と区），第 3頁以下，緒言(Introduction),

実験材料および方法(Materialsand Methods),結

果（Results），考察(Discussion)または結果および

考察，結語(Conclusion),謝辞（Acknowledg-

ments），参考文献（References),表，図の説明およ

び図の順序とする．ただし，総説の記述は，第3頁

以下，緒言， 1.…•··, 2....…，結語，謝辞，参

考文献，表，図の説明および図の順序とする．なお

図と表の説明文はすべて英文とする．

4. 学名，遺伝子記号などはイタリックとし，その他ま

ぎらわしい記号については原稿に適宜指示を与え

る．

5.化学物質名は原則として英語とし，一般名を用いる．

また，化学物質の CAS登録番号を記載する．文中に

用いる英語の単語あるいは句は固有名詞を除いて小

文字で書きはじめる（文頭の場合は大文字）．

6.数字は算用数字を用い，単位は英文の慣用による省

略記号を用いる．

7. 略字を使用するときは，論文中にはじめて使用する

ときに完全な語とその略字を括弧内に示す．

8. 句読点はカンマ（，）およびピリオド（．）とする．

9.表，図（写真）は本文と別にし，それらの挿入箇所を

本文の右余白に明示する．グラフ，写真，線画等は

すべて図とし，一連の番号Fig.1, 2…を付し，原則と

して英文の説明文を別紙に添える．

10. 図と写真は原図またはキャビネ大の光沢写真版と

し，裏面に Fig.1, 2••• および上下を鉛華書きし， A4

判の台紙に一枚づつ軽く糊付けする．台紙の下部に

Fig.（一連番号）を付す．

11.表は上部に一連の番号Table1, 2••• …と原則として

英文の説明を記入すること（文頭のみ大文字）．表に

は縦罫を使用せず，また各語句の始めは原則として

大文字とする．脚注を要するときに表示の語句の右

肩にa, b, c…を付記し，表の下欄外にそれぞれ

の説明を記す．

12.本文中の文献引用は著者名および年号をも ってす

る．

13.参考文献は箪頭著者名のアルファベット順に配列

し，雑誌の省略名は ChemicalAbstractsの記載方

法に従う．記載順序は著者氏名，年号，題名，雑誌

名，巻，頁（単行本の一部引用の場合は著者氏名，年

号，題名，編者名， 書名，発行所，発行地，頁）の順

とする．単行本そのものを引用する場合は，編者名

あるいは著者名，年号，書名，発行所，発行地の順

とする．文献の記載方法は下記の例に従う．

Ames, B. N., J. MaCann and E. Yamasaki 

(1975) Methods for detecting carcinogens 

and mutagens with the Salmonella/ 

mammalian-microsome mutagenicity test, 

Mutat. Res., 31, 347-364. 

Ashby, J., F. J. de Serres, M. Draper, M. 

Ishidate Jr., B. H. Margolin, B. Matter and 

M. D. Shelby (1985) Overview and conclu-

sion of the IPCS collaborative study on in 

vitro assay systems, In : J. Ashby, F. J. de 

Serres et al. (Eds), Evaluation of Short-

Term Tests for Carcinogens, Elsevier, Am-

sterdam, pp. 117-174. 

Friedberg, E. C., G. C. Walker and W. Siede 

(1995) DNA Repair and Mutagenesis, ASM 

Press, Washington, D. C. 

藤川和男，梁 治子，近藤宗平(1984)ハエの翅毛

スポットテストー近ごろ注目されている短期試

験法，環境変異原研究， 6: 107-113. 

佐々木正夫（1983)環境変異原と染色体異常，外村

晶（編），染色体異常，朝倉書店，東京，pp.107-

113. 

松影昭夫（編）（1996)DNA複製，修復と発癌，羊土

社，東京．
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Big BlueR and TranspackR are registered tradem江ksof Stratagene 
Muta™ Mouse is a trademark of HRP Inc. 
MutaPlax™ is a trademark of Epicentre Technologies Corp. 

⑤ 匹ENER• 
pioneering the future of in vivo mutation research 

お問い合わせ先：

―加商株式会社
ライフサイエンスグループ

〒103-0024東京都中央区日本橋2丁目14番9号

電話03-3276-7676 FAX.03-3276-7626 
E-mail : Tsumoru_Miyano@ kasho. co.jp 



変異原性試験キット

ヒスチジン含有物質でもテスト可能
Amesテストでは不可能なヒスチジンを含んだ物質でもテスト可能。食品、尿、血液、
粗抽出液等の検体にも適用できます。

高感度でAmes法と相関
標準的変異原性物質AF-2で5ng/mlまで測定。Ames法と良く相関します。

単一試験菌株

Amesテストでは反応機構の異なる変異原を検出するために数種以上の試験菌株を要
しますが、本テストでは一種類のみで同等以上の成果を期待できます。

簡便

菌、 S-9Mixが凍結乾燥してあるので、いつでも、無菌操作などの特殊な設備を必要
とせすに簡便な操作が可能です。

多数迅速

マイクロプレート1枚／キットが添付されているので同時に多数の試料を約6時間でテ
ストできます。

代謝活性化

凍結乾燥したS-9Mixを添加することによりすべてのwellにおいて代謝活性化が可能で
す。

制癌剤のスクリーニング
多くの制癌剤はONAに作用するので制癌剤開発過程で、多数の抗生物質や合成化合物
の中から制癌作用をもつ物質のスクリーニングに有用です。

♦ sos誘発状態 (SOS調節機構のモデル） ● 

sos遺伝子群

I ¥ | ‘̀  五｝の発現
変異原など

プロテアーゼ活性

J I MRO研究用試薬
コードNo.:655510 容量： 96テスト用 価格： 30,000円

製造•発売元株式会社日本抗体研究所 ホームページ http://www.iiinet.or.jp/jimro/ 
〒370-0021群馬県高崎市西横手町351-1 TEL. 027-353-1411 FAX. 027-353-1770 

オリエンタルの変異原性試験用試薬

S-9／コファクタ＝ト
無菌凍結品の変異原性試験用コファクターが、 S-8とセットで販売になります。

より便利に．／ より手頃な価格に．I
•••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••••• 

•エームステスト用と染色体異常試験用の 2種類の試薬セットです。

•コファクターが無菌凍結品になり、解凍後S-8と混合するだけで使用できます。

•S-8とコファクターは実用的な分注量比ですから、混合が容易です。

•S-8とコファクターは未混合ですから、混合条件を変更しての試験が可能です。

また、保存中にS-8とコファクターの未知の反応が起こりません。

•セット販売ですから、購入と在庫管理が便利です。

●包装単位を少量化し、より手頃な価格に致しました。

製 品 名 包 装 単位 備 考

エームステスト用 S~9 1m£X10本 エームステストでのデータ

S-9／コファクターAセット コファクターA gm£ X 10本 を添付します

染色体異常試験用 S-9 2m£ X 3本 染色体異常試験でのデ

S-9／コファクターCセット コファクターC 4.7m£ X 3本 ータを添付します

（保存は一80℃でお願い致します）

●エームステスト用コファクターA（注文量lOOmll以上）および染色体異常試験用コファクターC

（注文量30mll以上）の単品注文もお受け致します。

●従来品は引続き取扱いしております。

変異原性試験用 S-9 （無菌凍結品） 2m£ X 10本

9m£用粉末X10本エームステスト用 コファクターI （凍結乾燥品）

誘導法の変更や、サル、イヌなとラット以外のS-9またはミクロソームの調製、

その他、技術的なお問合わせは、弊社バイオ部までお願い致します。

製造元

＠ が9エン”’'醸鐸エ戴繹式会租
飼料・バイオ事業部

〒174-8505東京都板橋区小豆沢 3丁目 6番 10号

Tel. (03) 3968-1192 Fax. (03) 3968-4863 

販売元

〇和光純薬工業株式会社
本 社 〒540-8605大阪市中央区道修町三丁目1番2号

電話 (06)6203-3741（代表）

東京支店 〒103-0023東京都中央区日本橋四丁目5番13号

電話 (03)3270-8571（代表）



AI-C 
トランスジェニックマウスを用いる変梃原性試験に／

r-NAシークエンシンク輝サーヒス」
（株アイシン・コスモス研究所では、お客様の研究をサポートするためにDNAシークエンシング
の受託サービス業務を行っております。

算SinglePrimer Extensionによるシークエンシング

（基本料金： ¥12,000/run （納期：お問い合わせ下さい））
一度にお受けするサンプル数に応じて割り引き致します／

（サンプルの本数や状態に応じて別途お見積もり致します。）

算変異解析のためのgpt遺伝子（全長456bp)のシークエンシングの
場合に限り累計注文数に応じ、価格をティスカウントII

嘉
《累計注文数》 lrun~50runまで定価 ¥12,000 ―➔ ¥10,200/run 

嘉
5lrun~lOOrunまで定価 ¥12.000 ―➔ ¥9,600/run 

l□lrun~ ¥9,000/run 

算変異解析のためのell遺伝子（全長300bp)のシークエンシンクの

四ごご竺竺99承／竺りシゑ
場合

サンプルは、精製DNA・PCR産物の状態でクール宛配便にてお送り下さい（電気泳動の

テータの添付をお願いいたします）。

なお、プラスミドは菌体の状態でも別途料金にて受け付けております。

その他、 c□NAクローンなとのFulllengthシークエンシングも承っておりますので、 お
気軽にこ相談下さい。

~1-C ~dj:..-:-ンコスモm酬究jifi TEL.0566 (62) 1606 FAX.0566 (62) 1607 
本社：〒448-8650愛知県刈谷市八軒町5丁目50番地 Home Page URL: http://www.ai-c.co.jp 

［
 

このS-9は、キッコーマン研究本部で調製されたものです。

家田貿易のS-8は7週令のSDラットの雄に誘導剤としてフェノバルピタール及び5、6ーベンゾフラボン

を腹腔内投与した肝臓から調整したものを標準としていますが、その他の動物種及び誘導剤についても御

相談に応じております。

S-8は活性の高い酵素系よりなっておりますので、一BO℃で保存して下さい。まれに解凍後分離すること

がありますが活性には異常がありませんので、よく攪拌して御使用下さい。

●包装単位： 1.Sm£ X 12本詰 • 特主品 、 S-9 に関 して詰容量は4 . 5m£ までお受けいたします。

●活性テータ

ロッ ト毎に下記の生化学的活性データを添付致します。

分 画 測定テ ー タ

タンパワ質含量

S-9 
チトワロームP-450含呈
DMN脱メチ）し酵素活性

(9,0QQxg分画）
アニリン水酸化酵素活性

ベンゾ〔a〕ピレン水酸化酵素活性

ミワロソーム タンパワ質含塁

(105,00Qxg分画） チトワロムP-450含量

lエームス試験用凍結S-SMIXl 
OE9 ①エームス試験がより手軽になりました。

⑫S-9にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑮解凍後、直ちにエームス試験にご使用いただけます。

④s-9がlmilとコファクターミックスが9mil入っており、20プレート分の試験が可
能です。

●包装単位： 1Om£ X 8本、5m£X 4本

染色体異常試験用凍結S-SMIXl
0 

変異原性試麟用凍結S-9

ロット毎に下記の変異原活性データ（突然変異株数）を添付致します。

薬 物 菌 株＊

ベンソ 〔a〕ピレ ン TA-100、TA-98、TA-1537

2ーアミノアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

9、10ージメチ）レアントラセン TA-100、TA-98、TA-1537

自然発生突然変異株数 TA-100、TA-98、TA-1537

①染色体異常試験がより簡単になりました。

⑫S-9にコファクターミックスを加え無菌的に調整しました。

⑲解凍後、直ちに染色体異常試験にご使用いただけます。

④S-9がl.05mQとコファクターミックスが2.45mQ入っており、 7プレート分の試験が
可能です。

●包装単位： 3.5m2X 3本

カタロ グNo 品 名 包装 価 格

S-9 変異原性試験用凍結S-9 1.Sm2 X 12本 ¥36,000 

S-9 MIX エームス試験用凍結S-9MIX 1 Om£ X 8本 ¥43,200 

S-9 MIXTS 染色体異常試験用凍結S-9MIX 3 Sm£ X 3本 ¥12,000 

※Salmonella typh,munum 

Salmonella typhimuriumTA-100, 

Benzoほ〕pyrene5μg/plate 

-S-9 MIX 

+S-9 Mix 

_
 

。三駈凹家田繭易株式会社
束京 ：=r113-0033 束京都文京区本郷3-14-16EKビル
TEL.03(3816)2861 FAX.03(3814)534 7 

大阪 ：〒564-0044 大 阪府吹田市南 金 田 1-14-5
TEL.06(6338)1518 FAX.06(6338)5626 
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コロニーアナライザーシリーズが、適常の2倍
速の高分解能高速画像積算機能を持ち、 Dシリー

ズとして、さらに高感度、低価格、コンパクト

になりました。

本装置は、混釈コロニー、淡く小さいコロニ

ーはもとより、食品コロニー、エームステスト

から阻止円、細胞コロニーの分野まで広く利用

されております。又、選択培地、 ペ トリフ ィル

ム、フィルター上、フードスタンプ等あらゆる

コロニーの計測ができます。さらに自由に倍率

を変えての拡大計測 、 顕徴鏡•マクロと2台のカ
メラがスイッチでの切替計測と豊富な機能を備

えたシステムです。尚、パソコン接続によリデ

ータの管理用に種々標準プログラムが取揃えて

あります。

※依託試料の測定を行っております。お気軽にご相談下さい。

． スパイラルコロニー

●

[
 

阻止円

裂造発売元

匝システムサイエンス株式会社

漆二

•v•マ·｀--·鼻

ー1
 
crl ＼＼
」

e o  
自動エリア

スパイラルコロニー

... :~;打-：，重：

試料の均ー化 ｀ 
シェーディング補正

、q、IIn可量
本社 ・工場／〒197-0011東京都福生市福生1253-16

TEL 042 (552) 5956（代表）

変異圃性試験画像籐析支援システム
各種変巽服性試験をサポートする画像解析システムをこ町意しておりま-,-O

紅叶＿J,れti・寸尋
SCG試験に必要なデータを計測します。

高感度カメラの使用及び画像強調処理により細胞の不鮮明な箇所も計測が可能です。

《計測内容》

●Tail Length 

• Shape Factor 
• Nuclear Diameter 
• Tail Intensity 
• DNA Migration 
• Ratio 
•Tail Moment 

《計測内容》

●小核カウント

●小核サイズ

●主核カウント

●主核サイズ

《システム構成》

置装里王処像

↓

画

`

'

芦

ヵ

微

度

顕
感

光
高

蛍

□ 
バ‘ノコン

竺
冒

専用ノフトウェー ロ TVモニタ

’’l•l-贅紐tii痴え層
UDS試験に必要なテータを計測します。

フィルタ処理により画像強調を行ない、核と細胞質の各エリア内グレイン数及び、 NE丁グレイン数の計測が行なえます。

《計測内容》 《システム構成》 口＝＝］
●核グレイン数(lエリア） 』、し

●細胞質グレイン数(3エリア）

•NE丁グレイン数

・旧廂鼎仙tr』 叫 層9
小核試験に必要なデータを計測します。

フルカラー画像解析装置に取込まれた画面内の核を抽出し、小核、主核のカウントやサイズを解析できます。

《システム構成》

詞許幽願中I

［実組が保証します，J

画像処理装置

画像処理装置

専用ノフトウェー ロ TVモニタ

ロ 心コン

→二言

専用： ］ウェー ロ TVモニタ

開発製造元

Image TechR 
履ケイオー電子工業株式会社
本 社 〒567-0828大阪府茨木市舟木町5番12号

. TEL.0726-34-1022 FAX.0726-34-1018 

束京支店〒 105-0003束京都港区西新橋1丁目13番3号MYビル2F
TEL.03-5251-4355 FAX.03-5251-4420 



THE KRUMDIECK TISSUE SLICER 
生きた組織の無閑スライスができます。

編集後記

本号には， 一般論文 1篇，短報 1篇，シンポジウム特集 5篇，資料 ・情報 1

篇か寄稿されました．ご協力ありがとうございました．本学会の発展には本誌

の充実が不可欠です．会員皆様の一層のご協力（投稿）をお願いいたします．

担当編集委員降旗千恵

編集委員

クルムデイーク・ティッシュスライサーは、生化学・

生理学・薬理学・毒物学なとの研究に応用でき、組

織培養のための無菌スライス作成用にデザイン

されています。

●薄い円形のスライスが、5~15叩直径の範囲

＇ で作成できます。

●ボタンを押すだけで、ビ～3秒に一枚の割合

で（最高スピードの場合）作成でき、初心者

でも取扱いは簡単です。

•スライスは再現性良く 、 バラッキもなく 60

~lOOOμmの厚さで作成されます。

ラットの肝臓（倍率430X) ラットの腎臓（倍率l□Ox)

右の写真はラットの肝臓のスライス（厚さBOμmおよび135μm)で、 左の写真はラットの腎臓のスライス(135~200μm)です。

とちらも切片面の平行性と美しさ（ダメージがない）に注目して下さい。
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須藤 鎮世 （委員長） （1998-) 

〒305-8566 茨城県つ くば市東 1-l

生命工学工業技術研究所

Tel : 0298-54-6502 Fax : 0298-54-6095 

E-mail : sutou@nibh.g-o.jp 

降旗千恵 （1996-)

〒243-0123 神奈川県原本市森の用青山1-1

青山学院大学理工学部生物学

Tel : 0462-48-6474 Fax : 0462-48-7423 

E-mail : cfuri@cc.aoyama.ac.j p 
荒木明宏 （1997-)

〒257-0015 神奈川県秦野巾平沢字大芝原 2445

日本バイオア ッセイ研究センター・変異原性試験部

Tel : 0463-82-3911 Fax : 0463-82-3860 

E-mail : akiaraki@da2.so-net.ne.jp 

鈴木 勇司 (1998-)

〒105-8461 東京都港区西新橋3-25-8

東京慈恵会医科大学・環境保健医学教室

Tel : 03-3433-1111 Fax : 03-5472-7526 

E-mail : suzuki@jikei.ac.jp 

森田健 （1998-)

〒300-4247 茨城県つくば巾和台 43

グラクソ ・ウエルカム株式会社筑波研究所

Tel : 0298-64-5532 Fax : 0298-64-8558 

E-mail : tm284l7@glaxowellcome.co.uk 

松岡厚子(1999-)

〒158-8501 東京都世田谷区上井j賀 1-18-1

国立医薬品食品衛生研究所・変巽遥伝部

Tel : 03-3700-1141 Fax : 03-3700-2348 

E-mail : rnatsuoka@nihs.go.jp 

矢嶋 信浩 (1999-)

〒329-0512 栃木県下都賀郡石橋町下石橋519
雪印乳業株式会社・生物科学研究所

Tel : 0285-52-1322 Fax : 0285-53-1314 
E-mail: n-yajima@snowbrand.co.jp 

複写される方に

本誌（書）に掲載された著作物を複写したい方は，著作

権者から複写権の委託をうけている下記の協会から許諾

を受けて下さい．著作物の転載 ・翻訳のような複写以外

の許諾は，直接日本環境変巽原学会へご連絡下さい．

学術著作権協会
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Tel : 03-3475-5618 Fax: 03-3475-5619 
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