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研究成果の概要（和文）：妊馬の尿中から検出されるエクインエストロゲン類（EQs）をモデルとして、メダカ
およびゼブラフィッシュのエストロゲン受容体サブタイプに対する結合親和性のインシリコ予測、両魚種の胚に
対するエストロゲン様作用の評価、両魚種の胚トランスクリプトームに及ぼす影響評価を行い、EQsのAdverse 
Outcome Pathway（AOP）の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The objective of this study was to investigate the adverse outcome pathway 
(AOP) of equine estrogens (EQs) on developing medaka (Oryzias latipes) and zebrafish (Danio rerio) 
using in silico and in vivo assays. In silico docking simulation analysis revealed that six EQs 
interact with the ligand-binding domains of medaka and zebrafish estrogen receptor (ER) subtypes. 
Our quantitative real-time RT-PCR analyses documented that the mRNA expression levels of CYP19A1b 
and ChgL in developing zebrafish and medaka responded to various types and concentrations of EQs in 
a dose response manner. Furthermore, the transcriptome and bioinformatics analyses were performed to
 investigate the molecular mechanism of developmental toxicity caused by Eq and Eqn. Results 
revealed that the disruption of several KEGG pathways are involved in the developmental toxicity of 
EQs in fish embryos. These findings provide insights into the AOP concept elucidating the 
developmental effects of EQs on fish species.

研究分野：環境毒性

キーワード： エクインエストロゲン　生態毒性　次世代シーケンス　発生毒性　パスウェイ解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究では、水環境中のEQs存在実態の解明だけでなく、魚類胚に対するAOPの一端を解明した点に学術的意義が
ある。また、魚類胚を用いた本研究は、動物福祉・愛護に大きく貢献する。本研究成果は、EQsの生態リスク評
価における科学的根拠を提示しただけでなく、AOP研究基盤の高度化にも繋がることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属されます。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
エクインエストロゲン類（Equine estrogens: EQs）は妊馬の尿中から検出されるステロイドホル
モンであり、これまでにエクイリン（Eq）、エクイレニン（Eqn）およびこれらの代謝物（17αお
よび 17β体）の存在が知られている 1)。EQsは 17β-エストラジオール（E2）と化学構造が類似し、
ヒトや齧歯類に対してエストロゲン様作用を示すことから、更年期障害のホルモン補充用医薬
品（プレマリン）の原料として世界各国で販売・使用されてきた。欧米では、下水処理場の流入
水・放流水などに EQsが存在することが報告されている 2)。しかしながら、日本における EQsの
存在実態は不明であった。 
これまでヒト由来の E2などのエストロゲン類については多くの調査・研究がなされてきたが、
家畜由来の EQs などのエストロゲン類を対象に水生生物に対する有害影響を評価した例はほと
んどない。近年、化学物質のリスク評価分野では、国際経済協力機構（OECD）を中心として
Adverse Outcome Pathway（AOP）の概念に基づく評価手法が盛んに議論されている。AOP とは
化学物質の有害作用について、分子−細胞−組織−個体レベルの各階層の事象に関する知見を有機
的につなぎ、それらの因果関係を経路として表したものである。しかし、生態毒性分野関連の
AOPはほとんど構築されていない。 
 
２．研究の目的 
我々の研究グループでは、Eqを 3週間曝露したヒメダカ（Oryzias latipes）において、産卵数
の減少や次世代胚の孵化率の低下など Eqの有害影響を明らかにした。しかしながら、それらの
作用メカニズムは不明であった。そこで、本研究では、魚類（ヒメダカ：ol、ゼブラフィッシュ：
dr）の胚に対する EQsの AOPを明らかにすることを目的とした。 
 
３．研究の方法 
（１）環境試料の化学分析 
各種前処理を実施し、標的物質の定性・定量は液体クロマトグラフ−タンデム型質量分析計
（LC-MS/MS）により行った。 
 
（２）エストロゲン受容体サブタイプに対するドッキングシュミレーション解析 
分子シミュレーションソフト（Molecular Operating Environment）を用いて、olあるいは drエ
ストロゲン受容体（ERα、ERβ1、ERβ2）リガンド結合領域（LBD）の 3Dホモロジーモデルを構
築した。E2および EQsと各 ER-LBDsとの結合エネルギー（kcal/mol）を計算し、リガンド−受容
体相互作用に関与する水素結合やアミノ酸残基を同定した。 
 
（３）胚に対するエストロゲン様作用の評価 

E2および EQsを 5段階の濃度（10-10 – 10-6 M、交比 10）に希釈し、受精後 5時間（ol）あるい
は 72時間（dr）以内の卵に 7日間（ol）あるいは 24時間（dr）、水性曝露した。曝露後、試料を
回収し RNA抽出、逆転写反応後、リアルタイム PCRを用いて olChgLおよび olChgH、drCYP19A1b
の発現量を測定した。得られた用量反応曲線から E2および EQsの 50%影響濃度（EC50値）を算
出した。 
 
（４）胚トランスクリプトームに及ぼす影響評価 
ヒメダカ胚を用いて Eq および Eqn のトランスクリプトームに及ぼす影響を RNA-seq 解析に
より評価した。試験物質は DMSOに溶解後、ヒメダカ卵等張液で希釈し、試験溶液を調製した。
既報に従い、試験溶液中で受精後 5 時間の卵に高電界パルスを印加し、各物質を卵内に導入し
た。発生毒性試験では、2 時間浸漬後に洗浄し、等張液中で 14 日間培養と観察を行った。印加
した Eqおよび Eqn試験溶液の濃度は、ともに 0.1、1および 10 mg/Lとした。胚トランスクリプ
トーム解析では、10 mg/Lの Eqおよび Eqnを印加後、2日間培養した胚を用いて RNA-seqを実
施し、得られた発現変動遺伝子（DEGs）のオントロジーおよびネットワーク解析を行った。 
ゼブラフィッシュ胚を用いてE2、EqおよびEqnのトランスクリプトームに及ぼす影響をRNA-

seq解析により評価した。各物質の CYP19A1b発現誘導に関する EC20（E2; 2.8e-10、Eq; 4.3e-10、
Eqn; 3.0e-9）および EC80（E2; 8.6e-9、Eq; 5.3e-8、Eqn; 2.0e-7）をそれぞれ低濃度曝露群、高濃度
曝露群とし、受精後 72 時間の胚に水性曝露を行い受精後 96 時間で採材した。得られた結果よ
り、マッピングされたリード数がコントロールと曝露群を合計して 10未満のものを除き、発現
量が 3倍以上、1/3以下に変動した遺伝子を DEGsとした。 
 
４．研究成果 
（１）環境試料の化学分析 
北海道の馬の生産頭数が多い地域に隣接する河川水から Eqや Eqnを検出し、日本の水環境に
おける EQsの存在実態を明らかにした。また、Eqや Eqn に加え、これらの代謝物（17αおよび
17β体）や硫酸およびグルクロン酸抱合体を対象に分析法の改良を行った。河川水等の汚染実態
と環境挙動を調査し、EQs 濃度の季節変動を明らかにした。さらに馬尿中における EQs 濃度の
季節変動を明らかにした。 
 



（２）エストロゲン受容体サブタイプに対するドッキングシュミレーション解析 
EQsの結合エネルギーは、olERα-および olERβ1-LBDsに対して 17β-Eq < 17α-Eq < Eq < 17β-Eqn 

< 17α-Eqn < Eqn、olERβ2-LBDに対して 17β-Eq < 17β-Eqn < 17α-Eq < 17α-Eqn < Eq < Eqnの順で
あった。olERα-LBDに対する EQsのドッキングポーズを図 1に示した。 
一方、EQsの結合エネルギーは、drERα-および drERβ2-LBDsに対して 17β-Eq < 17α-Eq < Eq < 

17β-Eqn < 17α-Eqn < Eqn、drERβ1-LBDsに対して 17β-Eq < Eq < 17α- Eq < 17β-Eqn < 17α-Eqn < Eqn
の順であった。両魚種の ER-LBDsともに、Eqおよび Eqnの 17位がヒドロキシ基（17αおよび
17β 体）では強い結合性を示し、Eq 関連化合物は Eqn 関連化合物と比較して強い結合性を示す
と考えられた。また、両魚種の ER-LBDsに対する EQsの結合エネルギーは、リガンド結合ポケ
ット内の水素結合や CH-π結合に関与するアミノ酸の種類・数などにより影響を受けることが示
唆された。 
以上のことから、メダカおよびゼブラフィッシュの ER サブタイプに対する EQs の結合親和
性が明らかになった。 
 

 
図 1. olERα-LBDに対する EQsのドッキングシュミレーション解析 

 
（３）胚に対するエストロゲン様作用の評価 
ヒメダカ胚：試験した全ての EQsはエストロゲン様作用を示した（図 2）。olChgLの発現誘導
に対する EC50値を算出・比較したと
ころ、17β-Eq < Eq < 17β-Eqn < Eqn < 
17α-Eqn < 17α-Eq の順であり、17β-
Eq は E2より強いエストロゲン様作
用を示した。 
ゼブラフィッシュ胚：試験した全
ての EQs はエストロゲン様作用を
示した。drCYP19A1bの発現誘導に対
する EC50 値を算出・比較したとこ
ろ、17β-Eq < 17α-Eq < Eq < Eqn < 17β-
Eqn < 17α-Eqnの順であり、17α-Eqと
17β-Eq は E2より強いエストロゲン
様作用を示した。 
以上のことから、ヒメダカおよび
ゼブラフィッシュ胚に対して EQs
のエストロゲン様作用が明らかに
なった。 
 
（４）胚トランスクリプトームに及ぼす影響評価 
ヒメダカ胚：Eqおよび Eqnを印加したすべての濃度区において、孵化の遅延する個体が増加
した。また、それらの個体では血栓、心拍・血流の異常、尾部湾曲などの奇形が観察された。胚
トランスクリプトーム解析では、Eqおよび Eqnの印加により neuroactive ligand-receptor interaction、
calcium signaling pathway、cell adhesion molecules、phototransduction、steroid hormone biosynthesis
および drug metabolism が共通して影響を受けており、これらは主に神経発達や細胞接着などの
発生影響に関わるパスウェイであった。さらに Eq印加では、MAPK signaling、retinol metabolism
などのパスウェイが特異的に影響を受けており、レチノール代謝の撹乱による胚の奇形が示唆
された。また Eqn印加では、cytokine-cytokine receptor interactionのパスウェイが特異的に影響を
受けており、細胞の分化や増殖などへの影響が示唆された。 
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図 2. ヒメダカ胚 olChgLの発現解析 



ゼブラフィッシュ胚：各物質の高濃度曝
露群では、DEGsは E2で最も少なく、902
遺伝子（発現量増加 465、発現量減少 437）、
次いで、Eqn の 1440 遺伝子（発現量増加
954、発現量減少 486）、最も多い Eqで 1643
遺伝子（発現量増加 1072、発現量減少 571）
であった。E2、Eq、Eqnのすべての物質で
共通した DEGs は 129 遺伝子あり、E2と
Eqn で共通した DEGs は 237、E2と Eq で
共通した DEGsは 253遺伝子であった。E2

と共通した DEGs と比較して Eq、Eqn 曝
露群間で共通した DEGsは多く、618遺伝
子であった（図 3）。 

E2、Eq、Eqnの高濃度曝露群での DEGs
について metascapeを用い機能アノテーシ
ョン情報のエンリッチメント解析を行っ
た結果、p-valueが低い 20 の用語では E2、
Eq、Eqn で共通のものは得られなかった
（図 4）。エクインエストロゲン類では共通して、reactome パスウェイデータベースで「インス
リン様成長因子結合タンパク質（IGFBP）による IGFの輸送と取り込みの制御」とアノテーショ
ンされている遺伝子、および GOデータベースの酸化還元に関わる遺伝子が DEGsに含まれてい
ることが示された。Eqでは血液凝固に関わる遺伝子や、心臓の形態形成に関わる遺伝子が DEGs
に含まれていることが示された。 

 

 
 
図 4. E2、Eq、Eqn高濃度曝露群における DEGsの中からエンリッチされた用語をもとに作成し
たヒートマップ。色は p-valueを表し、低い順に上位 20用語を対象とした。 

 
また、ER 標的遺伝子である CYP19A1b については、マッピングされたリード数が DMSO で
ゼロだったものの、E2高濃度曝露群で 41、Eq高濃度曝露群で 70、Eqn高濃度曝露群で 64まで
増加していたことから、当該遺伝子の発現誘導が示唆された。さらに、Eqと Eqnに共通して、
高濃度曝露群では複数の異物代謝酵素の発現量増加が認められた。とくに CYPでは、これまで
PXR や AHR の標的遺伝子であることが報告されている複数の CYP2AA 分子種や CYP3C3、
CYP2Y3が Eqおよび Eqn曝露に特異的な発現誘導遺伝子として同定された。こうした結果なら
びに RNA-seq 解析による DEGsプロファイルは、Eqや Eqnが、少なくとも一部は E2と異なる
作用機序を有し、トランスクリプトーム発現に影響を及ぼしていると考えられた。 
以上のことから、ヒメダカおよびゼブラフィシュ胚に対する EQsの AOPの一端が明らかにな
った。本研究成果は当該分野のモデルケースとなり、AOP 研究基盤の高度化に繋がることが期
待される。 
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図 3. ゼブラフィッシュ E2、Eq、Eqn処置群におけ

る発現変動遺伝子のベン図 
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