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研究成果の概要（和文）： 

 プラスティック製品の可塑剤として広く使用され、精巣毒性が知られているフタル酸エステ
ル類に属する Di(n-butyl) phthalate (DBP)及び Di-iso-butyl phthalate (DiBP)について、そ
の作用機序を種々の実験系を用いて検討した。その結果、DBP はエストロゲン様作用を示し、
DBP 投与により誘起される精細胞アポトーシスは精巣におけるエストロゲン受容体の活性化に
よりもたらされると考えられた。一方、DiBP によるアポトーシスはエストロゲンのそれと異な
る作用経路によることが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）： 
 Phthalate esters, widely used as a plasticizer in the manufacturing process of consumer 
products, are known to affect testes toxicologically. In the present study, di(n-butyl) 
phthalate (DBP) and di-iso-butyl phthalate (DiBP) which belong to phthalate esters, are 
used as materials, and the mechanism of their toxicological effects on testes are 
investigated by some different methods. As a result, DBP acts like an estrogen, and induces 
spermatogenic cell apoptosis, probably by activating estrogen receptors. On the other 
hand, DiBP induces spermatogenic cell apoptosis, probably independent of 
estrogen-mediated activity. 
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１．研究開始当初の背景 

 Di(n-butyl)phthalate (DBP) 及 び 
Di-iso-butyl phthalate(DiBP)はフタル酸エ
ステル類に属し、現在、可塑剤として多種の
日常製品の製造に使用されている。そのフタ

ル酸エステルの代謝物が環境中に排出さ
れることによる、ヒト、家畜、および野生
動物への健康被害が懸念されている。しか
しながら、DBP 及び DiBP 曝露による精巣へ
の影響のメカニズムはそれまで解明され
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ていなかった。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、まず DBP,DiBP の経口投与に
よる精巣への影響（精細胞アポトーシス、セ
ルトリ細胞細胞骨格系の変化等）を形態学的
観点から解析し、形態変化と精巣内テストス
テロン濃度、ステロイド合成酵素との関連性
を明らかにし、その影響がエストロゲン様作
用によるものか否かを検討した。 
 
３．研究の方法 
Di(n-butyl)phthalate (DBP) 
（１）DBP を３週齢のラットに濃度勾配（250, 
500, 1,000 mg/kg/day）をかけて、１日１回、
７日間連続経口投与し、最終投与２４時間後
に精巣を採材し、光顕、透過型電顕、TUNEL
法による形態変化、精巣内テストステロン濃
度、およびステロイドホルモン合成酵素の
mRNA 発現レベルを解析した。 
（２）DBP の急性の影響について、３週齢の
ラットを用い、in vivo および in vitro 実験
系により検討した。３週齢ラットに500 mg/kg
の DBP を単回投与し、投与後、３、６、およ
び２４時間に精巣を採材し、実験に供した。 
（３）３週齢ラット精巣より立ち上げたセル
トリ細胞初代培養系を用いた in vitro 実験
を行った。DBP を濃度勾配（0.1, 1, 100 
nmol/ml）をかけて投与後、６および２４時
間に培養セルトリ細胞を観察した。 
（４）DBP のエストロゲン作用および DBP な
いしエストロゲンにより誘起された精細胞
アポトーシスと精巣内ステロイド生成の関
連について実験を行った。３週齢のラットに
DBP を単回投与し、投与後３、６、および２
４時間に精巣を採材し、アポトーシス精細胞
数、精巣内テストステロン濃度、ステロイド
ホルモン合成酵素 mRNA の発現、LH、ならび
に FSH レベルを検討した。 
（５）DBP のエストロゲン活性を検討するた
め、抗エストロゲン作用を有するICI 182,780 
(ICI)を用いて、DBP ないし estradiol-3- 
benzoate (EB)投与により誘起された精細胞
アポトーシスの抑制試験を行った。抑制試験
においては、ラットに ICI を前投与し、その
後に DBP ないし EB の投与を行った。 
 
Di-iso-butyl phthalate(DiBP) 
（６）DiBP の単回曝露（24 時間）および連
続曝露（7日間）を 3週齢のマウスまたはラ
ットに施した。 
（７）DiBP および estradiol-3-benzoate 
(EB) 曝露による精巣内テストステロン濃度
（ITT）およびステロイドホルモン合成酵素
の mRNA 発現量の変化を検討した。まず DiBP
がエストロゲン様作用を示すか否かを検討
するため、3週齢ラットに DiBP ないし EB の

経口曝露前に、エストロゲンレセプター
(ER)インヒビターであるICIを皮下投与し、
その後精巣の組織学的検討を行った。 
（８）DiBP または EB 曝露によって ITT 濃
度変化を起こす主なステロイドホルモン
合成酵素(P450scc,P450c17,3β-HSD,およ
び 17β-HSD)の mRNA 発現変化を測定した。 
（９）3週齢ラットの精巣組織および単離
培養したセルトリ細胞を用いて、in vitro
条件下での DiBP の直接的な精巣への影響
について検討した。組織培養試験において
は、DiBP および 17β-estradiol (E2) を 3
ないし 12 時間曝露した後、精細胞アポト
ーシス率の算出およびステロイドホルモ
ン合成酵素 mRNA 発現の変化を測定した。 
 
４．研究成果 
Di(n-butyl)phthalate (DBP) 
（１）DBP は有意な精巣重量の減少と精細
管の萎縮をもたらした。500 mg/kg/day 投
与群でアポトーシス精細胞数の有意な増
加が見られ、1,000 mg/kg/day 投与群では
精細胞の著しい脱落が認められた。しかし、
精巣内テストステロン濃度およびステロ
イドホルモン合成酵素の発現レベルは対
照群とほぼ同一であった。以上のことから、
精巣内テストステロンはDBPによる精巣萎
縮に関与しない可能性が示唆された。 
（２）DBP 投与により、精細胞の脱落の進
行が認められた。アポトーシス精細胞数を
検討したところ、投与後６時間に最大とな
り、その後、２４時間後まで徐々に減少し
た。また、アポトーシス精細胞数の増加と
セルトリ細胞内のビメンチンフィラメン
トの崩壊との間に相関が認められた。 
（３）セルトリ細胞内におけるビメンチン
フィラメントの崩壊が、濃度依存的、時間
依存的に認められた。これらの実験から、
DBP 投与によりセルトリ細胞内のビメンチ
ンフィラメントの崩壊が誘起され、その結
果、セルトリ細胞による支持を失った精細
胞の脱落が起こり、脱落した精細胞はアポ
トーシスに陥ることが示唆された。 
（４）DBP 投与ラットで、精細胞アポトー
シスの増大、LH、FSH の減少、ステロイド
ホルモン合成酵素の発現レベルの減少、な
らびに精巣内テストステロン濃度の減少
が確認された。 
（５）DBPないしEB単独投与群においては、
いずれも有意なアポトーシス精細胞数の
増大が認められたが、ICI 前投与群ではア
ポトーシス精細胞数の有意な減少が確認
された。一方、すべての実験群において、
精巣内テストステロンおよびFSHレベルは
有意に減少していた。これらの結果を考え
合わせると、DBP はエストロゲン様作用を
示し、DBP 投与により誘起される精細胞ア



 

 

ポトーシスは、精巣におけるエストロゲン受
容体の活性化によりもたらされると考えら
れた。 
 
Di-iso-butyl phthalate(DiBP) 
（６）単回および連続曝露した精巣組織切片
で TUNEL アッセイを行ったところ、ラットで
は、両方の DiBP 曝露群でアポトーシス細胞
数の増加が見られた。このことから、DiBP は
他のフタル酸エステルと同様、精巣毒性を有
することが明らかとなった。しかしながら、
B6 マウスでは有意な精細胞アポトーシスの
増加は認められず、DiBP による精巣への影響
には種差が存在すると考えられた。 
（７）精細胞のアポトーシスの減少が EB 群
で見られたものの、DiBP 群では認められなか
った。このことから、DiBP によるアポトーシ
スはエストロゲンとは異なる作用経路によ
ることが示唆された。加えて、ITT 濃度の有
意な減少はEB曝露した6および24 時間後に
ともに見られたのに対し、DiBP 曝露群では
24 時間での回復が確認された。以上の結果か
ら、1）精細胞アポトーシスの増加は ITT 濃
度変化と直接の関連がない、2) EBと異なり、
DiBP はホルモン循環系全体に影響を与える
ものではないと結論付けた。 
（８）P450scc,P450c17,および 17β-HSD の
遺伝子発現は DiBP ないし EB の単回曝露群に
おいて有意に低下した。しかし、3β-HSD の
発現が減少したのは DiBP 群のみであった。
この結果も、DiBP と EB 曝露は精巣内ステロ
イド合成に異なる影響を与えることを示唆
している。 
（９）アポトーシスは曝露 12 時間後に最も
増加したものの、ステロイドホルモン合成酵
素 mRNA の変化は全ての曝露群において認め
られなかった。同じ手法で単離したセルトリ
細胞を曝露した結果では、高濃度の DiBP お
よび E2 処理群においてビメンチンフィラメ
ントの減少が顕著に認められた。以上のよう
に、in vitro 曝露において、DiBP は有意に
精細胞のアポトーシスを引き起こしたこと
から、DiBP の精巣への直接的な影響が確認で
きた。 
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