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研究成果の概要（和文）：本研究は、内分泌撹乱化学物質の新規生体影響評価法開発に加え、人

工胎盤様膜を構築する研究を融合させ、その胎盤様膜を透過した内分泌撹乱化学物質の濃度で

次世代影響の評価を試みるものである。 

新規評価法に関しては、培養細胞を用いて内分泌攪乱化学物質のアポトーシスへの影響評価
系、および細胞の分化に及ぼす影響評価系、また、LTP に対する応答および神経スパインを用
いた脳機能に対する影響評価系等を確立した。ヒト胎盤細胞を用いた疑似人工膜形成では胎盤
の通過能と同様の性質を示すこと、および内分泌撹乱化学物質等が膜の細胞に蓄積し、かつ影
響ある濃度が膜を通過することを示した。本結果から模擬人工膜と新影響評価系を組み合わせ
ることで次世代影響評価を行なえることを示した。 

 
研究成果の概要（英文）：The aim of this study is combine of development of novel 
evaluated methods for endocrine disrupters using cultured cell system and 
construction of an artificial placenta-like membrane using human Bewo cells. To 
assess endocrine disrupters as stand points of future generation, effects of endocrine 
disrupter concentration passed through the membrane like as placenta are evaluated 
by the developed methods using the cultured cell system. 

About the novel evaluating system, evaluation systems of endocrine disrupters using 
reaction of apoptosis and differentiation in the cells were confirmed. In addition, it was 
successful constructed the evaluation systems of the chemicals on brain function using 
a reply to LTP and extension of the nerve in brain sections. On the other hand, it was 
shown that same property concerning pass through ability for the endocrine disrupters 
was indicated in the constructed placenta-like membrane. And although major part of 
the chemicals was accumulated in the Bewo cells, effective concentration of them to 
organism was passed through the membrane. From the results, these combination 
mentioned above has been indicated as an effective method for evaluation of endocrine 
disrupters on future generation. 
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１．研究開始当初の背景 

内分泌撹乱化学物質による環境汚染は、性
ホルモン調節撹乱の原因と考えられており、
さらに世代を超えた影響をもたらす恐れが
考えられている。しかし、環境省の環境ホル
モン戦略課題 SPEED98 の達成の結果、ノニル
フェノール等数種の内分泌撹乱物質が生態
系を乱す恐れがあるとされたもの、検討され
た 10 数種の内分泌撹乱物質ではヒトを含む
哺乳動物には性ホルモン撹乱の可能性がほ
とんど認められなかった。このため現状にお
いては、内分泌撹乱化学物質の一種であるダ
イオキシン類（ダイオキシン、ジベンゾフラ
ン、コプラナーPCB）のみに多く着目され、
その他の内分泌撹乱化学物質に関しては、大
気、河川、海洋、土壌のみならず、そこに棲
む動植物を通じて、食品中にまで広がってい
る可能性があるにも関わらず、大きな関心を
集めることがなくなっている。しかし、
Jacobson らの報告（New England J. Med. 

335:783-789, 1996）により、微量のこれら内
分泌撹乱化学物質が母乳を通じ新生児の脳
神経系に影響を与える可能性が指摘されて
以来、ビスフェノールなどによる多動性障害
誘引の可能性、脳神経伝達系への影響など、
性ホルモン撹乱作用以外の新しい撹乱作用
を引き起こす可能性が示唆されて来ている。 

我々もこれまで培養細胞を用いた実験系を
用い内分泌撹乱化学物質が性ホルモンのみ
の撹乱にとどまらず、ごく微量で発生や分化
等にも影響を与える可能性を見い出し報告
してきている（Life Sci. 74, 2301-2312, 

2004：Life Sci. 69, 403-408, 2001: Biomed. 

Res. 21, 353-359, 2000: Biochem. Biophys. 

Res. Commun. 272, 557-562, 2000）。これま
での我々の研究成果を踏まえて、さらに内分
泌撹乱化学物質の多くが脂溶性化学物質で
あることを考慮して、胎盤あるいは母乳を通
じて曝露される危険性のある胎児や乳幼児
への安全性を確保する必要が急務であると
思われる。また、今後一層内分泌撹乱化学物
質による生体の様々な伝達系への影響を詳
細に把握し、母体から胎児への影響すなわち
次世代への影響を把握しその解決に当たる
ことが最も重要な課題と考えている。 

 

２．研究の目的 

本研究において、これまで行なってきた培
養細胞を用いた内分泌撹乱化学物質の生体
影響評価法開発の研究に加え、人工胎盤様膜
を構築する研究を融合させさらに発展させ
る。つまり、人工胎盤様膜を改良し、その膜

を用いて内分泌撹乱化学物質の胎盤膜透過
性を調べ、その胎盤様膜を透過した内分泌撹
乱化学物質の濃度が生体にどのような影響
を及ぼすかということをすでに確立した培
養細胞系のシステムを用いて評価すること
で、内分泌撹乱化学物質の母体から胎児への
影響の評価を可能にしたいと考えている。こ
の系が有効に動けば内分泌撹乱化学物質を
含む環境汚染化学物質の次世代影響評価法
として用いることが可能となる。 

そのため、第１段階として、ヒト胎盤細胞を
人工膜に培養し胎盤様の膜を構築する。膜の
形状、素材、細胞の培養条件などの検討を行
い現実の胎盤透過性に近いものの再現を目
指す。胎盤透過性の評価はすでに定まってい
る既知の薬剤あるいはデキストランを用い
て行う。また同時に、内分泌撹乱化学物質の
新しい評価法に開発を進める。PC12 細胞を
用いた神経分化評価、同細胞を用いたアポト
ーシスを指標とした評価などを確立し、さら
に脳機能に対する評価方法の構築を試みる
予定である。研究分担者の細川はラット脳の
海馬を分離培養し、電気シグナル応答を測定
する方法を確立している。これを化学物質影
響評価に用いることが可能かどうかの検討
を進める。これらを総合して内分泌撹乱化学
物に対する有効な次世代影響評価法を構築
することを目的とする。 

 

３．研究の方法 

(1) アポトーシス因子を用いた内分泌撹乱
化学物質影響評価法の開発 
アポトーシスは遺伝子の上で定められた

細胞死として認識されているが、正常な発育
と器官形成が行われるためには必要不可欠
な過程である。PC12 細胞はラット副腎髄質腫
細胞であり、この細胞を培養中に、栄養因子
である牛胎児血清を抜くと簡単にアポトー
シスを誘導することができる。この細胞にア
ポトーシスを起こす条件化で化学物質を曝
露する系を評価系として用いる。今回アポト
ーシスシグナルの伝達系の因子、酵素などの
動態を調べて、さらに精密でかつ新しい影響
評価系の構築が可能か否かの検討を進める。 
(2) 内分泌撹乱化学物質による細胞分化影
響評価法の構築 
  我々が用いる PC12 細胞は培養中に神経成
長因子を添加すると神経様細胞に分化する
ことがよく知られている。この系が分化に対
する影響評価系として用いることが可能か
どうかの検討を内分泌撹乱化学物質を細胞
に低濃度曝露させることにより行なう。 



さらに撹乱物質がこの分化過程のどこに影
響しているのかを、神経成長因子を始まりと
するシグナル伝達系のリン酸化過程をウェ
スタンブロット法で検証し、因子の特定を行
なう。 
(3) 内分泌撹乱化学物質による神経障害影
響評価法の構築 
  ラット脳より生きた状態で海馬を分離培
養し記憶に関係あるといわれている long 
term potentiation (LTP）を測定する技法を
すでに確立している。この系に内分泌撹乱化
学物質等の環境汚染化学物質を低濃度添加
しLTPの変化が起こるか否かを検討すること
によって、記憶に対する影響評価系の構築を
試みる。また、同時に神経スパインを用いた
系も同様の評価が可能か否かを確かめる。 
(4) ヒト胎盤細胞を用いた胎盤様膜の構築 
胎盤モデル膜構築のためにヒト BeWo 細胞

を用いる。この細胞を基底膜上に培養し、そ
の生育を膜の抵抗値で評価する。基底膜には
平面膜、三次元膜の二種類を用いて行うが膜
の安定性および吸収効率・検出感度の増大の
ためには三次元膜が有効であると考えられ
る。膜素材は数種の人工膜を以前の研究の際
に用い今回は成績の良好だった2種を用いる
予定である。膜透過性は既に確立しているデ
キストランを用いて胎盤透過性を評価し、動
物実験において得られている実際の胎盤膜
透過性に近い値を得るように、細胞培養の条
件検討、膜素材の検討等を行う。 
 

４．研究成果 
(1) アポトーシス因子を用いた内分泌撹乱
化学物質影響評価法の開発 
 内分泌撹乱化学物質によるアポトーシス
に対する影響を、アポトーシスを血清因子除
去により誘導した系で評価すると、トリブチ
ルスズ、2,4,5-T はアポトーシス誘導を阻害、
ノニルフェノール、フタル酸ジエチルは増強、
ビスフェノール等は無変化であった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 内分泌撹乱化学物質のアポトーシスに
及ぼす影響。NP: ノニルフェノール、BPA:ビ
スフェノール、TBT:トリブチルスズ 
 
 また、アポトーシスを阻害または増強した
系で、アポトーシス増強因子である Bax およ

びミトコンドリアからのシトクロムＣの放
出量をウェスタンブロット法により測定す
ると、ノニルフェノール、フタル酸ジエチル
曝露によりこれらの量が増加し、アポトーシ
スを増強している機構が推定できた。このこ
とから、アポトーシスを評価指標にした系お
よびアポトーシス因子の系を影響評価系に
用いることが可能であることが示された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 2 フタル酸ジエチルあるいはノニルフェ
ノール曝露によるBax量およびシトクロムＣ
放出量の変化 
 
(2) 内分泌撹乱化学物質による細胞分化影
響評価法の構築 
PC12 細胞に神経成長因子を投与するとあ

たかもニューロン様の分化を引き起こす。そ
の系にビスフェノールＡを添加するとその
分化を完全に抑制する(図 3)。 
 
 
 
 
 
 

 
図 3 神経成長因子添加による神経細胞への
分化. ビスフェノールＡ添加（a）および添
加前（b） 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 ビスフェノールＡによる Erk リン酸化
の阻害 
 
その抑制メカニズムを MAP Kinase を中心

とするシグナル伝達系で調べてみると、ビス
フェノールＡ添加で、神経成長因子による
ErK1,2 および Creb のリン酸化を完全に阻害
することで、軸策の伸展を抑制していること
が明らかになった（図 4）。これらの反応を応



用することで細胞分化影響評価法の構築が
可能となることが示唆された。 
 
(3) 内分泌撹乱化学物質による神経障害影
響評価法の構築 
 ラット海馬切片を活かしたままLTP反応を
記録する方法は研究分担者の細川によって
確立されている。本研究において、その系に
内分泌攪乱化学物質であるトリブチルスズ
を添加したところ、コントロールに比べ有意
に LTP が低下することがわかった。この結果
により、トリブチルスズが記憶に影響を及ぼ
している可能性、およびこの方法を用いれば
記憶を指標にした影響評価系の構築が可能
になることが併せて示唆された（図 5）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 トリブチルスズの海馬長期増強（LTP）
への影響 
 
 また、LTP が増強され記憶が亢進されると
神経軸策にトゲ状のスパインが増加するこ
とが確かめられている(図 6)。そのスパイン
を内分泌撹乱化学物質による脳機能に及ぼ
す影響評価としての指標に用いることが可
能であることが確かめられた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 6 形態学的変化を指標とした脳機能評価
法の開発 
 
(4) ヒト胎盤細胞を用いた胎盤様膜の構築 
 まず最初に BeWo 細胞と影響評価系に用い
た PC12 細胞と各内分泌撹乱化学物質に対す
る毒性を比較した。その結果、BeWo 細胞は

PC12 細胞よりも耐毒性が強く、ＤＮＡ損傷割
合も PC12 細胞よりやや尐ない値を示した。 
 
 
 
 
 

 
図 7 BeWo 細胞 
 
 この BeWo を用いて 2 種類の基底膜の上で
培養を行ないタイトジャンクションの形成
を電気抵抗を指標に確認したところ膜Ｘの
方が良好な成績を修めた（図 8)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 8 細胞のタイトジャンクション形成  
 
 膜Ｘを用いて細胞を培養し、タイトジャン
クションが形成されるとデキストランが膜
を透過しない性質を利用して内分泌撹乱化
学物質添加のタイミングを計測した(図 9)。 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 9 胎盤膜への内分泌撹乱物質添加 
 
 その結果、デキストランの透過係数がほと
んど観察されない条件下で、ノニルフェノー
ルの透過係数はデキストランの約 16 倍を示
した。 
 
 
 
 
 

 



 その結果を胎盤膜が通常通過することが
知られているスクロースと比較すると図 10
のような結果を得た。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 10 スクロース（糖）（添加量 3 ppm)との
透過係数の比較 
 
 この図から考えるとノニルフェノールは
スクロースの約 4 倍以上の透過能を持ち、影
響評価系における結果から考えると誘導し
たアポトーシスを増強しうる濃度の透過が
見込まれ、胎児への影響が十分に考えられる
結果となっている。また、これらの知見を総
合することで充分に次世代影響の評価が行
なえることが期待される。 
 
 以上の結果を総合すると、本研究により、
アポトーシスおよび分化に及ぼす影響評価
系の構築が確立され、併せて脳の記憶のメカ
ニズムと密接な関係のあるLTPを指標にした
内分泌撹乱化学物質の影響評価系を構築す
ることに成功した。また、ヒト胎盤絨毛細胞
を用いた胎盤様膜構築実験において、細胞の
タイトジャンクションが形成され、デキスト
リン通過能が胎盤に近い膜を構成すること
が出来た。その膜を用いた内分泌かく乱化学
物質の一つである、ノニルフェノールの透過
実験を行なったところ、スクロースの 4 倍強
の透過能を示し、十分に生体に影響のある量
の透過が考えられた。以上の結果を総合する
と十分に実用範囲にある次世代影響評価系
の構築が為されたものと考えられる。 
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