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研究成果の概要（和文）：本研究では、これまでリスク評価が行われてこなかった代替ビスフェノールAである
フルオレン9-ビスフェノール（BHPF）のリスク評価を、ガイドライン試験に準拠した試験により行うとともに、
独自に作製したエストロゲン応答性レポーターマウスを用いて、その作用機構の解明を試みた。その結果、我々
はBHPFの無毒性量を同定するとともに、安全に使用できる用量域を示すことができた。またBHPFは決して高いレ
ベルではないものの、人の血液中からも検出されたことから、ヒトにおいても一定量のBHPF曝露を受けているも
のと考えられた。

研究成果の概要（英文）：In our current study, we conducted a risk assessment of fluorene 9-bisphenol
 (BHPF), an alternative bisphenol A for which no risk assessment has yet been done. We evaluated the
 toxicity of BHPF using guideline-based toxicity test and also examined the details of its endocrine
 disrupting effects using estrogen-responsive reporter mice, which we have established. As a result,
 we were able to identify a non-observed adverse effect level of BHPF as well as a dose range in 
which it can be safely used. BHPF was also detected in human blood, although not at high levels, 
suggesting that humans are also exposed to a certain amount of BHPF.

研究分野：毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
BHPFは、飲料水用のペットボトル等に使用されているにもかかわらず、これまでその毒性に関する情報が全く存
在しなかった。本研究では無毒性量を同定することで、その安全使用に関する用量域を示すことができたことか
ら、学術的意義はもちろんのこと社会的意義も非常に大きい成果であると言える。

※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、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
食品容器から溶出する食品汚染化学物質については、食品衛生上、科学的根拠に基づくリスク

管理が要求される。プラスチックの原材料として使用されてきた BPA は、ER に対するアゴニス
ト作用等を有することから、乳ガンなどのリスクを高めたり、胎生期に曝露すると生殖器や脳神
経系の発達に異常をきたす内分泌かく乱化学物質としての作用が懸念されてきた。このような
背景から、我が国を含む多くの国で食品容器への BPA の使用が厳格化され、現在では BPA の代
替品を用いた、いわゆる“BPA フリー”のプラスチック製品が、「安全性の高い食品容器」とし
て世界的に使われている。 

しかし近年、研究代表者は、本研究課題の研究協力者である北京大学都市・環境学院の胡建英
教授とともに、“BPA フリー”のペットボトルから代替 BPA である BHPF が飲料水中に溶出し、
これがヒトにも曝露している可能性を見出した。さらに驚いたことに in vitro レポーター試験に
おいて BHPF は、ERα、βに対してアゴニスト作用を示さないものの、乳ガン治療薬であるタモ
キシフェン（TAM）の 1/10 程度の強いアンタゴニスト活性を有することを明らかにした。また
BHPF を慢性的に曝露すると、流産などの生殖発生毒性を誘発する可能性が確認された[1]。これ
まで BHPF については、リスク評価はおろかハザードとしての認識すらされてこなかったが、こ
れらの事実は、BHPF を食品汚染ハザードとして認識し、詳細なリスク評価を行う必要があるこ
とを示している。 
 
２．研究の目的 
本研究では、研究代表者等が世界に先駆けて同定（Hazard identification）した BHPF について、

ガイドラインに準拠した毒性試験、および独自に作製したエストロゲンシグナルに応答してル
シフェラーゼを発現するレポータートランスジェニックマウス（E-Rep マウス）[2]を用いた検討
を行うことで、ハザードとしての特徴付け（Hazard characterization）を行う。またヒトにおける
曝露量と健康影響に関する因果関係を疫学的に調査（Exposure assessment）することで、これら
の結果に基づいた総合的なリスク評価を行う。 
 
３．研究の方法 
① 被験物質の調製と投与方法 

BHPF は 5 %エタノール／セサミオイルに溶解したものを用いた。陽性対照物質にはタモキシ
フェンクエン酸塩（TAM）を用い、1 %酢酸／セサミオイルに溶解したものを用いた。いずれの
試験においても、各被験物質は 5 mL/ kg b.w./day となるように試験終了まで、連日強制経口投与
した。 

 
② 28 日間反復投与試験 

雌性 ICR マウス（7 週齢）に各被験物質を 28 日間強制経口投与した。試験終了まで毎日体重
を測定するとともに、摂餌量を測定した。また毎日膣スメアを採取し、性周期を同定した。試験
終了時に安楽死させ、各臓器を摘出し臓器重量を測定した。また一部の個体については 4 %パラ
ホルムアルデヒド（PFA）溶液で還流して臓器を固定後、パラフィン標本を作成し、組織学的解
析に用いた。 

 
③ In vivo における BHPF のエストロゲン作動性評価 

雌性 E-Rep マウス（7 週齢）から卵巣を摘出して馴化したあと、1 週間後（Day 0）から各被験
物質を毎日強制経口投与した。飼育は単独飼育を行い、体重、餌重量を毎日測定した。また Day 
0 から毎日、被験物質投与前に in vivo イメージングを行った。麻酔後、ICR 系の E-Rep マウスの
場合は D-luciferin/PBS 溶液を 10 mL/kg 体重で腹腔内に投与し、10 分後、腹面から撮影を行った。
被検物質投与開始 1 週間後（Day 7）に最後の in vivo イメージングを行った後、マウスを安楽死
させ、各臓器を摘出後、臓器重量を測定した。さらに各臓器については、ホモジナイズを行い、
各臓器のルシフェラーゼ活性を検出した。 
 
④ BHPF の催奇形性の検討 

催奇形性の検討は OECD テストガイドラインの出生前発生毒性試験（TG414）に準拠して行っ
た。プラグが確認された妊娠 ICR マウスに、プラグ確認後 5 日目から帝王切開前日 の 17 日目
まで 、被験物質を毎日強制経口投与した。母動物の観察は妊娠 0 日目、および投与初日から毎
日一般状態および生死の観察、体重、摂餌量を測定した。妊娠 18 日目に安楽死させ、直ちに子
宮、卵巣を摘出し、状態を外側から肉眼的に観察した後、頸部を含む妊娠子宮の重量を測定した。
また子宮内の着床数を数え、胎仔を摘出した。卵巣は PFA 溶液で固定後、パラフィン標本を作
成して黄体数を計測し、着床率を算出した。胎盤についても肉眼的観察を行い、重量の測定を行
った。帝王切開予定日より前に流産または早産の徴候を示した場合は安楽死させ、肉眼的病理検
査を行った。予定日以前に摘出した子宮は 2 %水酸化ナトリウム溶液に浸漬し変色の確認をす



ることで着床の有無を判定した。主要臓器の異常の有無を肉眼で観察し、甲状腺及び異常の認め
られた器官は PFA 溶液で固定しパラフィン標本を作製した。胎仔については、性別および体重
を調べた。生存胎仔についてはすべて実体顕微鏡下で外表異常を調べ、肛門・生殖結節間距離
（AGD）を測定した。その後深麻酔下で ブアン固定液に浸漬または放血により安楽死させ、各
同腹児の約半数を内臓および骨格観察にそれぞれ割り当てた。内臓観察は西村の顕微解剖法と
Wilson 法を併用して実体顕微鏡下で異常の有無を観察した。骨格観察は剝皮後、95 %エタノー
ル固定し、Inouye の方法に基づいて二重染色を行い、検査した 。 

 
 
４．研究成果 
後日、再提出予定。 
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