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研究成果の概要（和文）：家禽の卵黄関連遺伝子発現を指標として内分泌撹乱化学物質の効果を

調べるための敏感な方法を確立した。特に卵形成と胚発生に及ぼす影響に焦点をあて、分子レ

ベルで因果関係を用量依存的に調べるとともに、内分泌撹乱作用が指摘されている重金属や抗

酸化剤の効果も調べ、ウズラの超低密度リポタンパクの遺伝子を指標とするとジエチルスチル

ベステロールの影響や、重金属の影響を敏感に検出できることがわかった。 

 
研究成果の概要（英文）：A sensitive method by using the gene expression related to avian 

yolk protein was established to detect the effect of endocrine disrupters.  Especially 

focusing on oogenesis and embryonic growth, the most appropriate gene is suggested to be 

quail very-low-density-lipoprotein.  The effect of heavy metals and antioxidants as well as 

diethylstilbestrol was examined with the causal relationship with dose-related manner at 

molecular level. 
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１．研究開始当初の背景 
(1) 内分泌撹乱化学物質は脂溶性、産卵期
の鳥類は脂溶性物質を選択的に卵黄に蓄
積、鳥類の胚は卵黄のすべてを吸収。これ
まで本研究代表者は家禽の産卵生理学及
び発生学を研究してきたが、このような既
知の事実を総合的に考察し、卵黄の特定部
位に内分泌撹乱化学物質を蓄積させるこ
とが可能であることを証明し、本研究を着
想するに至った。脂溶性色素を毎日投与し

たウズラが産んだ卵の卵黄には色素の同
心円状の模様ができるが、内分泌撹乱化学
物質も同じように同心円状に蓄積し、発生
中には表面から胚の特定の臓器に移行す
ると予想している。 
 脂溶性物質を産卵中のウズラに投与し
て卵黄に蓄積させ、次世代に対する効果を
測定する方法は本研究代表者が独自に開
発したもので、新たな活性測定法として国
内外から高く評価されている。卵黄膜内層
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の構成タンパクである ZP1遺伝子は、エス
トロゲンに敏感に反応する遺伝子として
世界に先駆けてクローニングしたもので
ある。 
 
(2) 一般にステロイドホルモンは特異的
受容体と結合して作用を発現するが、最近
発見されたエストロゲン受容体のαとβ
の２種類の分子種は異なる反応に関与し
ている可能性が指摘されている。そこで大
腸菌に発現させたウズラのエストロゲン
受容体αとβに対する内分泌撹乱化学物
質の結合親和性を測定し、内分泌撹乱化学
物質がエストロゲン受容体βと強く結合
することを見い出した。この結果は内分泌
撹乱化学物質がなんらかの生理作用を有
していることを示しており、本研究はこの
研究成果をもとに計画した。 
 
２．研究の目的 
(1) 内分泌撹乱化学物質は脂溶性物質で、
生体の内分泌調節に悪影響を及ぼすと考
えられているが、その作用機序は不明であ
る。本研究は家禽の肝臓の卵黄関連遺伝子
群の発現を指標とした内分泌撹乱化学物
質の検出法の確立にある。 
 
(2) 実験動物としては本研究代表者がこ
れまで詳しく研究して卵黄蓄積と発生の
過程が明らかになっているニホンウズラ
（Coturnix japonica）を、また内分泌撹
乱化学物質としてはエストロゲン受容体
βとの結合親和性が強いことが証明され
ているゲニスタインとクーメステロール
を用いる。ポジティブコントロールとして
ジエチルスチルべステロールとエチニル
エストラジオールを用いる。測定する卵黄
関連遺伝子は女性ホルモンによる誘導が
明らかとなっている ZP1、ビテロゲニン、
アポ VLDLの３種類とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 産卵中の雌ウズラに内分泌撹乱化学
物質を投与する。投与方法は飼料に混入す
る経口投与、飲水に混入する経口投与、腹
腔内投与、静脈内投与、筋肉内投与で比較
する。一回の投与によってこれらの物質は
その後の５日間に産卵される卵の卵黄の
特定部分に濃縮される。５日間連続して投
与することによって卵黄全体に濃縮させ
ることも可能である。これらの受精卵から
発生した雌雄胚の肝臓に含まれる卵黄関
連遺伝子群の mRNA をリアルタイム PCR に
よって定量し、最適な投与方法を決定する。
投与した雌個体の肝臓の遺伝子群につい
ても同様に測定する。 
 

(2) 内分泌撹乱化学物質の効果を ZP1、ビ
テロゲニン、アポ VLDL の遺伝子の転写で
比較する。(1)で得られた結果をもとに決
定した最適な投与方法で卵黄に蓄積させ
た内分泌撹乱化学物質による各種 mRNA の
増減をリアルタイム PCR によって定量し、
特に発生中期から後期にかけて、および孵
化後 2週間までの経時的変化を詳細に検討
する。 
 
(3) 内分泌撹乱化学物質の効果は従来の
薬理学的用量依存反応ではなく、ある特定
の狭い範囲でその効果が発現している可
能性が指摘されている。そこで(1)と(2)で
確立された方法を用いて、広い範囲の投与
量を設定し mRNA の誘導に対する効果を詳
細に探る。 
 
(4) これまでの結果をもとに、発生中に内
分泌撹乱化学物質に曝露されたヒナを孵化
し、性成熟後に再度内分泌撹乱化学物質を
投与する。雄肝臓の卵黄関連遺伝子の mRNA
をリアルタイム PCR で定量することによっ
て、胎児期に内分泌撹乱化学物質に曝露さ
れると内分泌攪乱化学物質の影響を受けに
くくなるという仮説を立証する。 
 
４．研究成果 
(1) 内分泌撹乱化学物質がウズラ肝臓の卵
黄関連遺伝子発現にどのような影響を及ぼ
すかを調べた。実験に用いた物質は、合成エ
ストロゲンであるジエチルスチルベストロ
ール（DES）、および最近内分泌撹乱効果が指
摘されているカドミウム（Cd）とセレン（Se）
で、雄ウズラ肝臓における超低密度アポリポ
タンパク II (apoVLDL) mRNAの転写に及ぼす
影響を調べるために、腹腔内に投与した。RNA 
を肝臓から抽出し、逆転写反応をおこない、
得られた cDNAは、apoVLDL遺伝子に対する特
異的プローブを用いた PCR法で解析した。そ
の結果、雌特異的遺伝子の発現は成熟雌にの
み認められ、無処理の雄には発現が認められ
なかったが、未成熟雄に DESを投与すること
で誘導できることがわかった。また、遺伝子
の発現量は投与後 1日でもっとも高く、投与
後 2日には減尐することがわかった。様々な
量の DES を投与したところ、apoVLDL 遺伝子
の発現量は用量依存的に増加した。効果の認
められた最尐量は、体重 100g あたり 100 お
よび 10μgであった。内分泌撹乱化学物質が
母親から移行して雄胚肝臓の遺伝子発現に
及ぼす影響を調べるために、母親に DESを 10
日間、腹腔内に連続投与した。最初の投与後
の 6日目から受精卵を回収し、孵卵各日令の
雄胚から肝臓を採取した。母親へ DESを投与
したところ、遺伝子発現に有意な影響を与え
なかった。胚の肝臓の遺伝子発現を DESが誘



 

 

導できない原因が、肝臓の DESに対する反応
性によるものなのか、卵黄への DESの蓄積量
に関係するものなのかを調べるために、未処
理の母親が産卵した受精卵の卵黄内に DESを
直接投与した。その結果、apoVLDL 遺伝子の
発現量は、DES 投与で増加することがわかっ
た。効果の認められた最小量は、いずれの場
合でも 1μg／卵であった。同様な効果は Cd
でも認められた。 
 
(2) ウズラ肝臓の卵黄関連遺伝子群（卵黄膜
タンパク、ビテロゲニン、超低密度リポタン
パク等）の発現を指標として内分泌撹乱化学
物質の検出法の確立を試みているが、内分泌
撹乱化学物質投与による酸化ストレスを指
標とするため、メタロチオネイン mRNA 転写
量、カタラーゼ活性、およびマロンジアルデ
ヒド産生量を測定した。その結果、内分泌撹
乱作用を持つ Cd を、抗酸化剤であるアスコ
ルビン酸と同時に投与するとマロンジアル
デヒド産生量の上昇抑制が確認できた。これ
はオスウズラでもメスウズラでも観察され
たが、メタロチオネイン mRNA の上昇抑制は
メスウズラのみで顕著であった。これらの結
果から、Cd暴露は胚発生の停止に至る毒性を
呈し、これに対する抗酸化剤の保護効果は性
によって違いがあることが示唆された。次に
１型グルタチオンパーオキシダーゼ（GPX1）
の発現を酸化ストレスの指標とするため、ウ
ズラの GPX1をクローニングし、843塩基対の
全長の塩基配列を決定した。これには 153ア
ミノ酸残基に相当するオープンリーディン
グフレーム、5’-末端非翻訳領域 7塩基、及
び3’-末端非翻訳領域377塩基が含まれてい
た。通常は停止コドンである TGAのひとつは
セレノシステインのコドンとして使われて
いた。他の動物のアミノ酸配列と比較したと
ころ，ウズラ GPX1 は 65〜74 %の相同性を示
した。 GPX1 mRNAは腎臓、副腎、肝臓、小腸、
心臓、胸筋といったすべての臓器で発現して
いた。この GPX1 cDNAは、ウズラにおける内
分泌撹乱化学物質の効果を知る上で有効な
ツールとなることが示された。 
 
(3)最後に、ウズラの卵黄関連遺伝子群の肝
臓における発現を用いて、内分泌撹乱化学物
質やセレンやカドミウムのような重金属の
もつ内分泌撹乱作用を簡便に検出する方法
を確立することを目的として研究を実施し
た。これまでに確立した最適な投与方法によ
って卵黄に蓄積させた内分泌撹乱化学物質
によるビテロゲニンと超低密度リポタンパ
クＶＬＤＬmRNAの増減を半定量的PCRによっ
て定量し、発生中および孵化後 2週間までの
経時的変化を検討した。ただしリアルタイム
PCR による定量方法は、煩雑で、高価な試薬
を使うため、実用的とは言い難い。そこで新

たにプライマーを設計し、リアルタイム PCR
と半定量的 PCRの結果を比較することによっ
て本方法の実用性を確認することができた。
内分泌撹乱化学物質の効果は薬理学的用量
依存反応ではなく、ある特定の狭い範囲でそ
の効果が発現しているので、広い範囲の投与
量を設定してその効果を詳細に探るべく、そ
のモデル実験を行なったが、超低密度リポタ
ンパク遺伝子がもっとも敏感な遺伝子であ
ることが判明した。またウズラの系統を確立
して研究に供することが可能になったので、
ジエチルスチルベストロールのような内分
泌撹乱化学物質の影響を幅広く検出するこ
とができるようになった。 
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