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研究成果の概要：ディーゼル排気微粒子から分離し、農薬の分解産物中にも含まれるニトロフ

ェノール類(NP)の生殖・副腎機能及び肺癌活性化への影響をラット、ウズラおよび培養細胞系

を用いて検討した。その結果、NP は、エストロゲンやアンドロゲンリセプター(ER)と結合し

て、エストロゲン作用や抗アンドロゲン作用を示す内分泌撹乱化学物質である事実が判明した。

また、肺癌を促進する可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

大気汚染は、人間を含めて地球に生存する
すべての動植物にとって深刻な生命に係わ
る問題である。WHO の報告では、大気汚染に
よる推定年間死亡者数は 300万人にものぼり、
この数は交通事故死者の数をはるかに超え
ている。都市部においては、ディーゼル車か
ら排出されるディーゼル排気微粒子（DEP）
が、大気汚染の主たる原因になっている。そ
の被害は人間の健康だけにとどまらず、野生
動物を含めた地球上に生息するすべての動
植物に広く及んでいる。これまで、DEP の影
響については、呼吸器系や循環系などの健康
影響が報告されてきたが、生態系への影響に

ついては看過されてきた。近年、共同研究者
の鈴木らは、DEP 中に血圧下降作用などの循
環系への作用に加えてエストロジェン作用
と抗アンドロゲン作用を有する化学物質が
含まれている事実を明らかにし、その有効成
分として 5種類のニトロフェノールを世界で
初めて単離・構造決定に成功した。その後、
これらのニトロフェノール類は、現在日本で
も使用されている農薬（殺虫剤：フェニトロ
チオン）とパラチオン（日本は現在使用され
ていないが、世界中で、まだ広く使用されて
いる）の分解産物であることが判明した。従
ってニトロフェノール類は、DEP の排気ガス
からだけではなく、農薬散布により環境中に
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はすでにかなりの量が存在すると考えられ
る。実際、大気、雨水、土壌、海岸底質から
その存在が確認されている。特に、農薬の分
解産物の約 50%がニトロフェノール類に変化
すること、並びにニトロフェノール類は空気
中を飛散することから、ヒトを含めたあらゆ
る動物の呼吸器や皮膚から吸収される可能
性がある。また、田んぼや野菜に撒かれたこ
の殺虫剤はニトロフェノールに分解された
後食品として経口的に生体に吸収される可
能性も考えられ、人の健康だけでなく食物連
鎖を介して生態系への影響も危惧される。さ
らに、私共のこれまでの研究から生殖機能
(卵巣や精巣機能)への影響が明らかになっ
ており、次世代への影響も危惧されている。 
他方、近年厚生労働省研究班が我が国で行っ
た大規模疫学研究で「女性ホルモンにさらさ
れる期間が長い人ほど肺癌にかかりやすい」
ことが判明した。これまでの研究から、ヒト
を含めた動物の肺胞にエストロジェン・リセ
プター(ER)の存在が確認され、エストロジェ
ンが肺癌の増殖に関係する可能性が指摘さ
れている。事実、国内における DEP の肺癌へ
の寄与率は、男性では 7.9%、女性では 21.4%
と、女性が有意に高いことから、肺癌活性化
に従来から関与が推測されている。これらの
事実を踏まえて、私共は、「農薬や DEP 由来
のニトロフェノール類が、近年の野生動物の
生殖異変やヒトでの肺癌発生率の増加に関
与するのではないか」との仮説を提唱してい
る。 
 
２．研究の目的 
本研究では、農薬の分解産物であり、DEP 中
にも含まれるニトロフェノール類が動物生
体系に及ぼす影響を明らかにすることを目
的として、生殖機能への影響及びヒトの肺癌
や乳癌発生との関連性を検討した。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、農薬の分解産物であり DEP か
らも検出される 3種類のニトロフェノール類
(３-メチル-４-ニトロフェノール(PNMC)、３
-フェニル-４-ニトロフェノール(PNMPP)、パ
ラニトロフェノール(PNP))について雌雄生
殖機能と副腎機能への影響をラットとウズ
ラを用いて明らかにした。また、肺癌活性化
への影響をヒト肺癌細胞を用いて明らかに
した。 
 
(1) 雌哺乳類の生殖機能への影響(雌ラット
を用いる実験) 
① 下垂体前葉細胞への直接作用 

下垂体前葉細胞の単層培養系にニトロフ
ェノール類を 24 時間作用させ、培養液中の
黄体形成ホルモン(LH)、卵胞刺激ホルモン
(FSH)濃度を測定することにより、それぞれ

のホルモンの分泌に及ぼす影響を調べた。 
 

② 副腎皮質への作用 
ラット副腎皮質細胞の単層培養系に、ニト

ロフェノールを作用させ、培養液中のコルチ
コステロン量の測定およびステロイドホル
モン合成酵素 mRNA の定量し、副腎のステロ
イドホルモン分泌能への直接作用を調べた。 
 
(2) 雌の生殖機能への影響(雌ウズラを用い
る実験) 
① 産卵数及び孵化率への影響 
 成熟雌ウズラに５日間ニトロフェノール
を筋肉内投与して、投与前、投与中及び投与
後の産卵数を記録し、人工孵化器を用いて孵
化率と卵殻の厚さを調べた。 
 
② 幼雛ウズラの卵巣・卵管への影響 
 ３週齢雌ウズラにニトロフェノールを５
日間筋肉内投与し、卵巣、卵管の重量と組織
学的変化を調べた。 
 
(3) 肺癌細胞増殖への影響 
ニトロフェノールの生体に対する肺ガン活
性能を詳しく検討した。 
 
① in vitro 肺癌活性能検出試験 
 実験には、エストロゲン受容体(ER)を発現
しているヒト肺ガン細胞株、 A549, H23, 
NCI-H838 を用い、ニトロフェノールを作用さ
せることにより肺癌活性能を解析した。陽性
対照群としてエストラジオールを作用させ、
投与群と比較した。暴露後の細胞を用いて詳
細な分子生物学的解析（RT-PCR法による原因
遺伝子発現解析、ウエスタンブロット法によ
るたんぱく質発現解析）及び細胞学的解析
（増殖アッセイ、アポトーシスアッセイ）を
行った。 
 
(4) 雄の生殖機能への影響（雄ラットを用い
る実験） 
① 精巣レベルの作用 

ライディヒ細胞の単層培養系を用いて、ニ
トロフェノールを作用させ培養液中のテス
トステロンとインヒビンを測定した。 

ニトロフェノールを 5 日間筋肉注射して、
2 週間後に精巣と副生殖腺の重量と組織学的
変化を調べ、血中 LH、FSH、テストステロン、
インヒビン濃度を測定した。 
 
(5) 雄の生殖機能への影響(雄ウズラを用い
る実験) 
① 視床下部・下垂体への作用 

精巣摘出後１週間の雄ウズラにニトロフ
ェノールを静脈注射して経時的に血中 LH 濃
度を測定した。 
② 精巣への作用 



 

 

ニトロフェノール類を１回筋肉注射２週
間後に精巣萎縮を起こしたウズラの精巣を
病理組織学的に精査した。 
 
４．研究成果 
 
(1) 成熟雄ウズラにおける PNMC の生殖機能
への影響 
本研究では,成熟雄ウズラに PNMC の３用量

（78mg,103mg,135mg/kg 体重）を一回筋肉内
投与した結果,投与後約２週間から精巣萎縮
が認められた。精巣が萎縮した個体では,精
子形成は停止し,テストステロン分泌量も著
しく低下した。クロアカ部面積と精巣重量に
正の相関関係が認められた。また,成熟雄ウ
ズラライディヒ細胞の単層培養に PNMC を添
加した結果,培養液中のテストステロン分泌
量が低下したことから,精巣ライディヒ細胞
のテストステロンの合成を抑制することが
判明した。以上の結果から PNMC はウズラ精
巣機能抑制作用を有することを明らかにし
た。 
  
(2) 成熟及び幼雛雌ウズラにおける PNMC の
生殖機能への影響 
本研究では,成熟雌ウズラに PNMC の３用量

（1mg,10mg,100mg/kg 体重）を１日 1 回５日
間胸筋肉内に投与した。投与前, 投与中, 投
与後の各５日間における産卵数, 卵重量を
測定し, 採集した受精卵を, 人工孵卵器に
て孵化させ孵化率を調べた。また,最終投与 5
日後に剖検し,肝臓及び生殖器の重量を測定
した。100mg/kg 投与群のウズラに産卵率の有
意な低下が認められたが,産卵された卵の孵
化率には影響は認められなかった。血中 LH
とエストラジオール濃度の有意な低下が認
められた。また,３週齢雌ウズラに PNMCの３
用量（0.1mg,1mg,10mg/kg 体重）を１日 1 回
３日間筋肉内に投与し,最終投与 24時間後に
剖検した。PNMC 投与群では,卵管重量が有意
に低下し,血中 LHとエストラジオール濃度の
有意な低下が認められた。以上の結果か
ら,PNMC は雌ウズラの視床下部・下垂体に作
用し,LH 分泌を抑制することにより卵巣機能
に影響を及ぼすものと推察された。 
 
(3) PNMC の抗アンドロゲン作用及び幼若雄
ラットにおける PNMC の精巣機能への影響 
本研究では,in vitroでのヒトアンドロゲン

レセプター組込酵母（hAR-Yeast）を用いた
レポーター発現実験及び in vivo で幼若雄ラ
ットを用いた Hershberger 実験を用い
て,PNMC の抗アンドロゲン作用を検討した。
in vitro の hAR-Yeast を用いた実験では,使
用した PNMC の全ての濃度（4.9×10-7～1.0×
10-３M）で,抗アンドロゲン作用が認められた。
in vivo での Hershberger 実験では,PNMC 投

与群で副生殖腺重量の低下及び血中 FSHと LH
濃度の上昇が認められた。以上の結果か
ら,PNMC は,in vivoと in vitro の両方で,抗
アンドロゲン作用を有することを明らかに
した。幼若雄ラットに PNMC（1,10,100mg/kg）
を 連 続 ５ 日 間 皮 下 投与 し た 結 果 ,PNMC 
100mg/kg 投与群では,血中 FSH と LH 濃度の
有意な上昇が認められ,血中テストステロン
とインヒビン濃度及び精巣内のテストステ
ロンとインヒビン含有量に有意な低下が認
められた。PNMCの精巣テストステロン分泌へ
の影響を明らかにするために,ライディヒ細
胞単層培養系に PNMCを添加し,培養液中のテ
ストステロン濃度を測定した結果,PNMC は,
ライディッヒ細胞のテストステロン分泌を
抑制した。さらに, PNMCは, ヒト絨毛性性腺
刺激ホルモン（hCG）刺激ライディッヒ細胞
のテストステロン分泌も抑制した。以上の結
果から,PNMC は,精巣ライディッヒ細胞に直
接作用してテストステロンの分泌抑制作用
を有することを明らかにした。 
 
(4) 幼若雄ラットにおける PNMC の副腎機能
への影響 
本研究では,幼若雄ラットに PNMC を連続５

日間皮下投与した結果,副腎重量の低下と血
中プロゲステロン,コルチコステロン及び甲
状腺ホルモン（FT4）濃度の低下が認められ
たことから,PNMC は副腎皮質及び甲状腺機能
への抑制作用があることが推測された。PNMC
の副腎機能抑制作用を明らかにする目的で,
ラット副腎細胞初代培養系を用いて,PNMC の
プロゲステロンとコルチコステロン分泌に
及ぼす作用を検討した結果,PNMCは ACTHによ
る副腎細胞からのプロゲステロンとコルチ
コステロン分泌を抑制した。以上の結果か
ら,PNMC は,副腎皮質細胞に直接作用してプ
ロゲステロンとコルチコステロン分泌を抑
制する作用を有することを明らかにした。 
 
(5) PNP のエストロゲン様作用及び抗アンド
ロゲン作用 
本研究では,in vivoで,幼若雌ラットを用い

た子宮肥大反応実験及び幼若雄ラットを用
いた Hershberger実験を用いて,PNPのエスト
ロゲン作用及び抗アンドロゲン作用を検討
した。子宮肥大反応試験では,PNP 10mg/kg と
100mg/kg 投与群で子宮重量が有意に増加し
た。Hershberger 実験では,PNP投与群で副生
殖腺重量の有意な低下と血中 FSH と LH 濃度
の上昇が認められた。以上の結果から,PNP
は,in vivo において,エストロゲン様作用及
び抗アンドロゲン作用を有することを明ら
かにした。 
 
(6) PNMCおよび PNMPPのエストロゲン様作用 
DEP 中から分離した二種類のニトロフェノ



 

 

ール（PNMC および PNMPP）について,そのエ
ストロゲン様作用を調べる目的で,①酵母レ
ポーター遺伝子発現実験,②ラット子宮肥大
反応性実験,③オキシトシンに対する子宮収
縮反応実験,および④子宮内膜上皮細胞の増
殖活性検査（Proliferating cell nuclear 
antigen assay,PCNA法）を実施した。酵母受
容体レポーター遺伝子発現実験では,PNMC お
よび PNMPP ともに エストロゲン受容体 α
（ERα）との有意な結合能が認められた。ラ
ット子宮肥大反応性実験,子宮収縮反応試験,
および子宮内膜上皮細胞の増殖活性検査に
おいても,PNMC,PNMPP がエストロゲン活性を
有することが明らかとなった。以上の結果よ
り,DEP から分離した二種類のニトロフェノ
ールがエストロゲン様作用を有する事を初
めて明らかにした。また,PNMPP が PNMC に比
べて強エストロゲン活性を有する事実が判
明した。 
 
(7) PNMCおよび PNMPPのホルモン依存性癌細
胞への腫瘍プロモーション作用 
PNMC および PNMPP がホルモン依存性乳癌お

よび肺癌細胞増殖に及ぼす影響について検
証した。初めに,PNMC および PNMPP の遺伝子
障害性を検討する目的で,CHO 細胞を用いた
コメットアッセイを実施したところ,PNMC お
よび PNMPPのいずれも遺伝子障害性は認めら
れず,PNMC および PNMPP の発癌に対するイニ
シエーター作用は否定された。次に,エスト
ロゲン反応性乳癌細胞株 MCF-7と肺癌細胞株
A549 および H1395 を用いて,細胞増殖試験を
実施した。その結果,MCF-7ではエストラジオ
ール-17β,PNMC,PNMPP で増殖活性が認めら
れたが,A549 および H1395 ではエストラジオ
ール-17β,PNMC,PNMPP を添加しても有意な
細胞増殖効果は認められなかった。さら
に,ER を介する転写活性の有無を確認するた
めに,エストロゲン応答配列レポーターアッ
セイを MCF-7 乳癌細胞株,および ERβが発現
している H1395 肺癌細胞株を用いて行った。
その結果 ,MCF-7 ではエストラジオール
-17β,PNMC,PNMPP 添加で有意な転写活性を
示し,H1395では,PNMCのみが有意な転写活性
を示した。以上の結果から,PNMCおよび PNMPP
は,乳癌細胞に対しては腫瘍プロモーション
作用を示したが,肺癌細胞への腫瘍プロモー
ション作用は示さなかった。また,本研究に
おいて PNMCは,ERβに結合して転写活性を示
す事実を明らかにした。 
 
(8) PNMCおよび PNMPPのステロイド合成経路
への作用 
PNMC および PNMPP の内分泌攪乱作用機序を

解明する目的で,エストロゲン活性以外のス
テロイドホルモン合成経路への影響の有無
について検討した。実験には,ヒト副腎皮質

癌細胞(H295R)を用い,主要なステロイドホ
ルモン合成経路に対する作用を調べた。評価
法としては,1mM 8-Br-cAMP および PNMC ある
いは PNMPP を 48 時間作用させた H295R 細胞
について,培養液中の各種ホルモン濃度を測
定し,それらのホルモン合成に関する酵素遺
伝子の発現をリアルタイム RT-PCR 法により
解析した。その結果,PNMC 添加で 10-7 から
10-4 M の濃度で培養液中のコルチゾール,テ
ストステロン,エストラジオール-17β 濃度
は,PNMC の濃度依存的に低下し,プロジェス
テロン濃度は,PNMC10-5 Mの濃度で分泌増加の
ピークを示した。各種酵素の遺伝子発現解析
では,PNMC10-5 Mの濃度においてエストラジオ
ール-17β 合成に関連する 3βHSD2 発現量の
有意な低下と 17βHSD4 発現量の有意な増加
が認められた。また,10-7 から 10-4 Mの PNMPP
添加でコルチゾールとテストステロン濃度
は変化せず,結果としてエストラジオール
-17β 濃度は PNMPP の濃度依存的に低下し,
プロジェステロン濃度は,2x10-5 Mの濃度で分
泌増加のピークを示した。各種酵素の遺伝子
発現解析では，PNMPP10-5 M の濃度で,プロジ
ェステロン合成に関わる CYP17発現量の有意
な低下と CYP19の発現量低下が認められたこ
とから,結果としてエストラジオール-17β
の濃度依存的低下とプロジェステロンの濃
度依存的増加が引き起こされたものと推察
された。以上の結果から,PNMC および PNMPP
は,ER と結合する作用とは異なる作用機序に
よりステロイド合成酵素に作用し,ステロイ
ドホルモンの分泌を抑制する作用を有して
いる事実が明らかとなった。 
 

以上の結果から,DEP から分離された PNMC
と PNP は,生殖及び副腎内分泌系に内分泌撹
乱作用を示し,精巣,卵巣及び副腎機能を抑
制作用を有することを明らかにした。PNMCと
PNMPPは ERαおよび ERβを介してエストロゲ
ン様作用を示すと同時に,ステロイド合成経
路の特定の酵素に作用してステロイド合成
を阻害あるいは促進することにより生体内
の内分泌撹乱作用を示す事実が明らかとな
った。さらに, PNMCと PNPは殺虫剤フェニト
ロチオンとパラチオンの第 1次分解産物であ
ることが判明したことから, 地球は, すで
に大量のニトロフェノール類により汚染さ
れていると推察された。ニトロフェノール類
は,水のみでなく空気中を風によって移動す
ることから,汚染は広範囲に及びかつ地球上
の全ての動物に影響を及ぼす内分泌撹乱化
学物質であることから,生態系への環境負荷
が大きい事が推測された。 
 

 

 

 



 

 

子宮肥大性試験ならびに 

子宮内膜上皮細胞免疫組織学的検索 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

本研究の社会的重要性 

・ディーゼル排気より空気中に浮遊⇒広範囲
に移動し肺、皮膚から吸収される 

・農薬の分解産物⇒食物、水を介して経口か

ら吸収される 

・ディーゼル排気規制以外にも農薬の中間産
物による農薬の規制の必要性  
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