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研究成果の概要（和文）：PNP投与で雌ラットの膣開口が遅れる傾向が認められた。卵巣のステロイド合成酵素
mRNA発現量が7日齢で減少していたが、14日齢では増加していた。PNP投与により初期に卵巣のエストロジェン生
成が低下していると推察された。脳弓状核のkiss1が増加し、背内側核のGnIH発現が増加していた。卵巣には抑
制的に作用し、性中枢には促進的に作用していることが示唆された。PNMPPは雄性ホルモン作用と抗雄性ホルモ
ン作用の両方示すことが明らかとなった。ウシ卵細胞を用いてPNPの卵成熟に対する影響を解析した結果、PNPは
CYP11A1、PTGS2の発現に影響し、卵丘細胞・卵複合体の膨潤を抑制したと推察された。

研究成果の概要（英文）：The neonatal exposure to PNP showed the toxic effects that are different 
from neonatal exposure to EE. The vaginal opening was delayed after neonatal PNP, however, the 
estrous cycles seem normal until PND90. Consisting of the steroidogenic genes expression, the 
concentration of estradiol-17b showed a similar pattern. Furthermore, PNP could suppress the 
expression of estrogen receptor b(ERb), but not estrogen receptor a (ERa) in PNP cultured ovaries or
 in ovaries of PNP treatment. These results suggested that PNP may directly affect the expression of
 ERb in developmental rat ovaries, thence, causing the disrupted steroidogenesis during ovarian 
development and the delayed puberty in adulthood. PNMPP showed both androgenic and anti-androgenic 
effects. An exposure to PNP altered the expansion-related gene expression in the bovine cumulus cell
 expansion, specifically PTGS2 (up-regulated with MD) and CYP11A1 (down-regulated with HD).

研究分野：比較生殖内分泌学

キーワード： ニトロフェノール　ステロイド合成　卵巣　肝　小腸　卵　内分泌撹乱　AhR

  ２版
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１．研究開始当初の背景 
 大気汚染、特に微小粒子状物質による大気
環境は、先進国では改善の兆しが見えてきた
が、開発途上国では深刻な大気環境汚染を引
き起こし、ヒトへの健康影響と生態系破壊が
懸念されている。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
べての動物に広く及んでいる。 
 そのため、環境省は 2009年 9月、浮遊粒
子状物質の環境基準値に従来の PM 10 に加
えて、PM 2.5の環境基準値を制定した。こ
の環境基準値には、欧米の研究に加えて、10
年以上にわたる国立環境研究所を中心にし
た多くの研究機関の DEP健康影響研究が反
映された。これで、粒子状物質の総量規制と
いう点では、欧米並みの環境基準値となった。
しかし、世界の研究の動向はさらに先に進み、
従来の総重量規制から、ナノレベルの粒子の
個数規制や、個別の有害化学物質の規制も考
える方向に推移している(欧州毒性学会、ギリ
シャ、2008)。 
 DEP中には、数千を超える化学物質が含有
されており、当初どの化学物質が原因物質で
あるかについては不明であったため、毒性学
的研究は困難と考えられてきたが、近年、国
立環境研究所（国環研）の鈴木らの研究グル
ープが DEP中から、血管弛緩作用を有する
化学物質として５種類のニトロフェノール
類の単離に成功し(Mori et al. 
Biol.Pharm.Bull.,2003)、毒性学的研究が可
能となった（国際毒性学会、ICTX2004, タ
ンペレ、フィンランド）ことにある。 
 これらの化学物質の供与を受けて、申請者
らは世界に先駆けて、生物影響に関する国環
研と共同研究に取り組み、ニトロフェノール
類の副腎機能や生殖機能(卵巣や精巣機能)へ
の影響を明らかにしており、次世代への影響
も強いことを国際学術誌を介して発信して
きた。また、ニトロフェノール類の生殖毒性
をラット(哺乳類)とウズラ(鳥類)で比較した
結果、ラットでは影響の認められない量で、
ウズラでは著しい精巣萎縮が起こるなど鳥
類への精巣機能抑制作用が強い事が明らか
となった。さらに近年の研究で、ウズラの肝
細胞では、毒物代謝系のグルクロン酸抱合活
性がラットより約 3～4倍低い事が報告され
ていることから、鳥類への影響は哺乳類より
数倍強い事が示唆された(Lee et al. 
Env.Tox.Chen., 2007)。 
 その後、このニトロフェノール類は、農薬
フェニトロチオン(日本で使用されている殺
虫剤)やパラチオン(日本では禁止されている
が世界中で未だ広く使用されている殺虫剤
で、輸入野菜などに付着していることがあり
国際的な問題となっている)の第一次分解産
物であることが判明し、2008年の欧州毒性
学会 EUROTOX2008（ロードス、ギリシャ）

で初めて農薬の分解化学物質の毒性につい
て強く注目された。特に、これらの農薬の分
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
可能性があり、「食の安全」の面からも対策
が急がれる問題である。現行法では、農薬類
の二次分解産物は農薬検査の対象に無いた
め、その実態も把握されていないので、早急
な対応が必要である 
 
２．研究の目的 
 本研究では、大気汚染の主要な原因物質と
して知られているディーゼル排気微粒子
(DEP)中から単離し、後に農薬の分解産物で
もあることが明らかとなり、健康影響と生態
系への影響が危惧されている未規制化学物
質(ニトロフェノール類)の副腎・生殖毒性発
生メカニズムを解明すると共に、そのリスク
評価に有用な指標について明らかにする。 
 内分泌かく乱物質は、内分泌系を妨害する
ことができる人工または天然の物質である。
内分泌かく乱物質は、様々な水、食料、空気
を含む環境で発見される。特に胎子期や新生
児期中の内分泌かく乱物質への曝露は、発
育・分化過程、代謝機能、さらには内分泌器
癌に影響を与えると考えられている。しかし、
内分泌かく乱物質の新生子曝露後による生
殖器系に対する毒性作用のメカニズムはま
だ不明である。この毒性作用のメカニズムを
解明するため、モデル物質として 17エチニ
ルエストラジオール（EE）について解析し、
リスク評価指標を検討した。 
 得られた評価指標について、ディーゼル排
気中に含まれる 4-ニトロフェノール（PNP）
を用いて、内分泌かく乱物質による新生子暴
露の影響を性成熟過程と性成熟後の雌ラッ
トを用いて解析した。 
 
３．研究の方法 
(1) 哺乳動物の生殖機能に対する影響 
 雌性生殖機能への遅発影響のメカニズム
を明らかにするため、新生子期 EE 及び PNP
への暴露後に、性成熟前の雌ラットの卵巣重
量、卵巣ステロイド、およびホルモンプロフ
ァイルに対する影響を解析した。 
 雌性生殖機能への遅発効果の初期変化を、
EEの新生子期曝露1日齢の卵巣でマイクロア
レイ解析により解析した。 
 
(2) ウシ卵細胞の卵成熟に対するPNPの影響 
 ウシ卵細胞を用いてPNPの卵成熟に対する
影響を解析した。EGF ファミリーに属するア
ンフィレグリンを含む培地で２２時間培養
し卵丘細胞・卵複合体の膨潤、それに関連す
る遺伝子 HAS2,  TNFIPA6,  StAR,  CYP11A1,  



PTGS2 の発現、プロジェステロン及び PGE2 分
泌に対する PNP 添加の影響を解析した。 
 
(3) 雄への影響 
 精巣を除去しテストステロンを投与した
未成熟の雄ラットを用いて 4-nitro-3- 
phenylphenol (PNMPP)の雄性ホルモン作用お
よび抗雄性ホルモン作用を解析した。 
 
(4)鳥類におけるステロイド代謝系に対する
影響 
 ウズラを用いて para-nitrophenol (PNP)
を種々の量 75 日間経口投与した。肝の組織
学変化、血中コルチコステロン濃度の変化を
解析した。CYP450、CYP 1A4, 1A5, 1B1, heme 
oxygenase, aryl hydrocarbon receptor 1 の
mRNA発現量をPNP投与後の肝および初代培養
肝細胞で測定した。 
 
４．研究成果 
(1)哺乳動物の生殖機能に対する影響 
 ヒトでは胎児期に起こる中枢の性分化が、
ラットでは出生前後に見られることを利用
し、出生直後 24 時間以内の雌ラットに単回
投与実験を行った。 
 新生子の EE への暴露は、126-145 日齢に、
異常な発情周期を示した(遅発影響)。正常な
発情周期を示す 90 日齢では、LH サージおよ
び卵巣ホルモンの減少が EE 投与群で認めら
れた。遺伝子発現解析では、黄体形成ホルモ
ン/絨毛性ゴナドトロピン受容体（LHCGR）を
コードする mRNA のレベルが EE投与群の卵巣
で上昇していた。これらの結果は、EE の新生
子期暴露が性成熟後に卵巣機能不全を誘発
したことを示唆した。 
 雌性生殖機能への遅発影響のメカニズム
を明らかにするため、新生子期 EE への暴露
後に、性成熟前の雌ラットの卵巣重量、卵巣
ステロイド、およびホルモンプロファイルに
対する影響を解析した。卵巣重量は、新生子
期 EE 曝露後、生後 14 日と 21 日で有意に減
少した。卵巣での P450arom の発現は 14 日齢
で増加したが、インヒビン・アクチビンβA
とβBの発現は 21 日齢に減少した。P450arom
の発現増加に一致してエストラジオール 17
βの末梢血液中濃度が EE投与群で 14日齢に
増加した。また、新生子期 EE 曝露により 14
日齢で黄体形成ホルモン（LH）の末梢血中濃
度は増加した。しかしながら、新生子期 EE
曝露したラットにいて 14 日齢で、の視床下
部弓状核（ARC）のキスペプチン発現量は減
少した。これら結果から、新生子期 EE 曝露
が性成熟期における生殖ホルモンの分泌変
化を誘起し、性成熟後に雌ラットの生殖機能
の遅発変化を生じることを示唆した。 
 マイクロアレイ解析により、アポトーシス
の活性化因子の一つである Harakiri（Hrk）
が減少していた。新生子期 EE 露出卵巣にお
ける遺伝子発現のリアルタイムPCR分析の結
果、in vitro で EE 曝露した卵巣における Hrk 

mRNA が減少した。免疫組織化学染色により、
Hrk タンパク質とカスパーゼ 3が生後 1日の
卵巣卵母細胞に共局在することを明らかに
した。卵巣におけるアポトーシス陽性染色を
示す卵母細胞の数が、EE に曝露することによ
り生後1日の対照群の卵巣に比べて少ないこ
とを TUNEL 染色により示した。新生子 EE 曝
露した卵巣で 7日齢と 21 日齢で卵胞形成の
異常が認められた。Hrk 発現抑制の結果、
TUNEL 染色陽性卵母細胞の数を減少させたと
考えられた。また、Hrk mRNA 発現抑制が、他
のエストロゲン様物質で処理された卵巣で
も観察された。これらの結果を併せて考える
と、EE は Hrk の発現抑制を介して、新生子卵
巣における卵母細胞のアポトーシスを阻害
することで卵胞形成を阻害し、その結果性成
熟後に生殖機能に対する遅発影響を誘起し
たと推察された。 
 ディーゼル排気ガス中に存在し、エストロ
ジェン作用を示すことが明らかになってい
るパラニトロフェノール(PNP)を 10ｍｇ／ｋ
ｇ皮下投与し、その影響を生殖器および中枢
において解析した。 
 その結果、PNP 投与群で膣開口が遅れる傾
向が認められた。また、性成熟前の 30 日齢
で子宮重量が対照群より少ない傾向が見ら
れたが、性成熟後は差が見られなかった。卵
巣におけるステロイド合成酵素の mRNA 発現
量が 7日齢で減少していたが、14 日齢ではむ
しろ増加していた。PNP 投与により初期には
卵巣のエストロジェン生成が低下している
と推察された。脳の弓状核における kiss1 は
増加し、背内側核における GnIH の遺伝子発
現は増加していた。 
 ディーゼル排ガス中に含まれるニトロフ
ェノールの１つである PNP は、卵巣に対して
は抑制的に作用し、性中枢に対しては促進的
に作用していることが示唆された。 
 PNP の新生子暴露は、EE の新生子暴露とは
異なる影響を示した。膣口開口が PNP の新生
子曝露により遅れたが、発情周期は 90 日齢
まで正常であった。PNP の新生子暴露群の卵
巣で、21 日齢において原始卵胞及び一次卵胞
の割合が増加し、胞状卵胞の比率が減少した。
また、PNP新生子暴露群では 14日齢に StAR、
P450scc、P450c17、P450arom などのステロイ
ド合成酵素の発現が、対照ラットと比較して
増加した。ステロイド合成酵素の遺伝子発現
に対する影響と一致して、血中エストラジオ
ール-17βの濃度も増加した。さらに、培養
下で PNP 曝露された卵巣、及び PNP 新生子暴
露群の卵巣において、エストロゲン受容体
（ER）の遺伝子発現には影響しなかったが、
エストロゲン受容体（ER）の遺伝子発現を
抑制した。これらの結果は、PNP が直接発育
卵巣に作用して ERの遺伝子発現を抑制し、
発育過程における卵巣ステロイド生成を傷
害することで春機発動を遅延させたことを
示唆した。 
 結論として、EE と PNP の新生子期曝露は、



それぞれ異なる作用点で生後早期に卵胞発
育とホルモン分泌に作用し、性成熟後の生殖
機能に対する遅発影響を発揮すると考えら
れた。 
(2) ウシ卵細胞の卵成熟に対するPNPの影響 
 ウシ卵細胞を用いて PNPの卵成熟に対す
る影響を解析した結果、PNP は CYP11A1, 
PTGS2 の発現に影響して、卵丘細胞・卵複合
体の膨潤を抑制したと推察された。 
 
(3) 雄への影響 
 精巣を除去しテストステロンを投与した
未成熟の雄ラットを用いて 4-nitro-3- 
phenylphenol (PNMPP)の雄性ホルモン作用お
よび抗雄性ホルモン作用を解析するため7日
間皮下投与し、血液中ホルモン濃度を測定し
たところ、10mg/kg 投与した群では卵胞刺激
ホルモン(FSH),と黄体形成ホルモン(LH)濃
度が有意に減少した。テストステロンとプロ
ラクチン(PRL)は有意に増加した。一方 0.001
および 0.01mg/kg 投与した群では FSH と PRL
が増加した。PNMPP は雄性ホルモン採用と抗
雄性ホルモン作用を両方示すことが明らか
となった。 
 
(4)鳥類におけるステロイド代謝系に対する
影響 
 ウズラを用いて para-nitrophenol (PNP)
を 75 日間経口投与したところ、肝にはリン
パ球の集合や肝細胞の障害が認められた。血
中コルチコステロン濃度が有意に上昇した。
60 日投与後には肝における CYP450、CYP 1A4, 
1A5, 1B1, heme oxygenase, aryl hydrocarbon 
receptor 1 の発現が顕著に増加した。さらに
投与を継続したところ、75日目ではそれら全
ての遺伝子発現は減少した。肝細胞の 24 時
間の初代培養においては、CYP 1A4, 1B1, heme 
oxygenase,は増加したがCYP1A5は減少した。 
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