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要旨要旨要旨要旨 

近年、内分泌撹乱物質によるヒトや野生生物への影響、とくに水棲生物への

影響が懸念されている。内分泌撹乱作用を引き起こすのは人工化学物質だけで

はなく、人畜由来である天然エストロゲンも含まれる。エストロゲンのなかで

も、17β-estradiol（E2）および estrone（E1）はエストロゲン活性が高く、多くの

環境水中から検出されている。これらのエストロゲンは、河川を経由して沿岸

域に流入しているが、魚類の内分泌撹乱に関する報告のほとんどが淡水魚に対

する影響であり、海産魚に対する影響の報告はほとんどない。これらのことか

ら、本研究では東南アジアの汽水域に生息するジャワメダカ（Oryzias javanicus）

を用いて E2および E1の暴露を行い、成長、生残、ビテロゲニン（VTG）誘導、

産卵などに対する影響を明らかにすることを目的とした。 

ジャワメダカを用いて E2のフルライフサイクル試験（胚期から産卵期）を行

った結果、成長阻害、産卵数低下、受精率低下、雄の VTG誘導および精巣中に

卵細胞を有する精巣卵の出現などが引き起こされた。受精率に対する E2の最小

影響濃度（Lowest Observed Effect Concentration, LOEC）は 16 ng/L、無影響濃度

（No Observed Effect Concentration, NOEC）は 9 ng/Lであった。また、E1のフル

ライフサイクル試験の結果も同様に、産卵数低下、受精率低下、孵化日数遅延

および雄のVTG誘導などが引き起こされた。受精率に対するE1のLOECは 1190 

ng/L、NOECは 484 ng/Lであった。E1の LOECは環境中では検出されないよう

な濃度であったが、E2 の LOEC は環境中で検出されている濃度であった。E2

濃度 16 ng/L以上で受精率低下が引き起こされた一方で、68 ng/Lでは産卵数が



 

  

 

有意に増加していた。68 ng/L以下の E2低濃度では雄に対してのみ E2が影響し

たことから、E2 低濃度で受精率低下が引き起こされた要因は雄にあると考えら

れた。そこで、E2 暴露による精子運動能（精子運動率および運動距離）を測定

し、受精率低下を引き起こした要因を明らかにすることとした。 

成魚に対して E2暴露を行った結果、34 ng/Lで 4週間暴露すると、その精子

運動率が対照区と比較して有意に低下し、さらには運動距離も有意に低下した。

これらのことから、E2 暴露によって精子の運動能が低下し、これにより受精率

が低下したことが示唆された。また、E2 およびエストロゲン様物質が

11-ketotestosteroneの生成に重要なP450 11β-hydroxylaseのmRNA発現を抑制する

ことが既に知られており、この 11-ketotestosterone は精子形成に関与するステロ

イドホルモンであることも知られている。これらのことから、E2 暴露によって

P450 11β-hydroxylaseの mRNA発現が抑制され、11-ketotestosteroneの生合成を阻

害し、それによって精子形成の阻害、精子運動能低下が生じて、最終的には受

精率の低下を引き起こしたものと考えられる。 



 

  

 

ABSTRACT 

Estrogenic chemicals and natural hormones, including 17β-estradiol (E2) and 

estrone (E1), are known to disrupt functions of the endocrine system of aquatic 

organisms. E2 and E1 have been detected in sewage treatment works effluent and 

estuarine waters. Moreover, there is little information on the effects of E2 and E1 on 

reproduction of marine fish. This study investigated the effects of E2 and E1 on 

reproduction of the estuarine fish, Java medaka (Oryzias javanicus).  

Starting from the embryonic stages, Java medaka were exposed to 9.5, 16, 68, 

159 and 243 ng/L of E2. Accordingly, E2 exposure induced vitellogenin in male, the 

appearance of testis-ova and inhibition of fertility. Similarly, Java medaka were exposed 

to 39, 198, 484, 1188 and 3701 ng/L of E1. E1 exposure also induced vitellogenin in 

male and inhibition of fertility. The fertility of Java medaka exposed to 16 and 68 ng/L 

of E2 was significantly lower than that of control. However, fecundity of the fish 

exposed to 68 ng/L was stimulated. Some male fish exposed to less than 68 ng/L of E2 

seemed to exhibit androgen-inhibition effects. Suggesting that spermatogenesis of male 

fish can be inhibited by E2. Therefore, sperm motility in Java medaka, as determinant 

by the ratio of motile sperm and swimming velocity, was investigated to clarify the 

cause of the inhibition of fertility. Results show that the ratio of motile sperm of fish 

exposed to more than 34 ng/L of E2 for 4 weeks or more was significantly lower than 

that of the control. Additionally, the swimming velocity of their sperms was also 

significantly lower than that of the control. These results suggest that E2 may have 

inhibitory effects on the sperm motility. As reported by other researchers, 

4-tert-pentylphenol inhibited P450 11β-hydroxylase mRNA expression in medaka (O. 

latipes) and suggested that 4-tert-pentylphenol may have inhibitory effects on the 



 

  

 

synthesis of testicular 11-oxygenated androgens through downregulation of P450 

11β-hydroxylase expression, a key steroidogenic enzyme in production of 

11-ketotestosterone. Consequently, exposure of Java medaka to E2 could have inhibited 

the synthesis of 11-ketotestosterone thus affecting sperm motility that leads to inhibition 

of fertility by exposure of E2 and estrogenic chemicals. 
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第第第第1章章章章    総合緒言総合緒言総合緒言総合緒言 

1962 年に出版されたレイチェルカーソンの「沈黙の春」において、野生生物

の繁殖力が低下したのは、Dichloro-diphenyl-trichloroethane（DDT）などを含む農

薬が大量散布された影響であると指摘された。その後、1960-1970年代に使用さ

れた合成女性ホルモンである Diethylstillbestrol（DES）を胎児期に暴露された場

合、生殖器障害などが発生すると報告された（Newbold et al., 1984; Colborn et al., 

1993）。近年になって、このような化学物質による生物への様々な影響が報告さ

れるようになり、環境中に放出されている化学物質の中には生体内でホルモン

類似の作用を有して内分泌系を撹乱するものがあるとして、生物への影響が懸

念されるようになった。 

日本においては、環境省（当時の環境庁）によって平成 10年（1998年）5月

に「内分泌撹乱化学物質問題への環境庁の対応方針について‐環境ホルモン戦

略計画 SPEED’98‐」（以下 SPEED’98）がとりまとめられ、「内分泌撹乱作用を

有すると疑われる化学物質」のリストには当時 67 物質がリストアップされた。

以降、環境汚染の状況や生物への影響などの調査が行われてきた。平成 15 年

（2003年）5月には、内分泌撹乱化学物質について、「内分泌系に影響を及ぼす

ことにより、生体に障害や有害な影響を引き起こす外因性の化学物質」との政

府見解が示されている。 

魚類においても、様々な内分泌撹乱が報告されている。英国では、魚を収容

したケージを河川に設置し一定期間飼育した結果、雌に特異的なタンパク質で

あるビテロゲニン（VTG）が雄の血中でも誘導されたと報告されている（Harries 



 

  

 

et al., 1997）。VTGは、卵黄タンパクの前駆物質であり、雌の血中では高濃度で

認められる物質である。雄でもごく低濃度の VTGを有することは知られている

が、これらの河川で飼育された魚は、実験室レベルで飼育された魚と比べて有

意な VTG濃度が誘導されていた。また、これらの河川には下水処理場からの排

水が流入しており、排水中に含まれる女性ホルモン（エストロゲン）様物質に

よる影響ではないかと言われている。原因物質は断定されていないが、ノニル

フェノール（NP）などのアルキルフェノール類がこれらの河川および排水中か

ら検出されていることから、これらの物質による影響ではないかと疑われてい

る。NPは魚類に対してエストロゲン様の作用を示し、内分泌撹乱を引き起こす

ことがすでに研究で明らかになっている（Gray and Metcalfe, 1997; Hemmer et al., 

2001; Hemmer et al., 2002; Nakamura et al., 2002; 田畑ら，2003; Kawana et al., 2003; 

Miura et al., 2005; Yokota et al., 2005）。 

NPは人工化学物質であるが、処理場からの排水中には人畜由来の天然エスト

ロゲンも含まれている。天然エストロゲンには、17β-estradiol（E2）、estrone（E1）

および estriol（E3）などが含まれる。E2 はエストロゲン活性の強い物質のひと

つである。E1 は E2 よりもエストロゲン活性は低いが、環境中から検出される

濃度は E2 よりも高い。E3 はエストロゲン 3 種の中でエストロゲン活性が最も

低く、環境中濃度は検出下限値未満であることが多いため、生物に対する影響

は E1や E2よりも低いと考えられている。平成 13年度の東京都下水道局の調査

では、放流水中 E2の最大検出値（LC/MS/MS測定）は 7 ng/L（流域処理場北多

摩 1号）、E1の最大検出値（LC/MS/MS測定）は 120 ng/L（流域処理場北多摩 1



 

  

 

号）であったと報告されている。VTGは、10 ng/L以下の E2濃度でも誘導され

るとの報告（田畑ら，2003）もあり、これらの調査において検出された値は、

内分泌撹乱作用を引き起こす可能性の高い値であると言える。また、下水処理

場からの放流は河川のみならず、海域への放流も多い。平成 14年度の東京都環

境科学研究所の調査では、東京湾海域における E2 の最大検出値（ELISA：

Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay, 酵素免疫測定法）は、23.7 ng/L、E1の最大

検出値（ELISA測定）は 61.2 ng/Lであったと報告されている（和波ら，2003）。

河川などの淡水域だけではなく、海域におけるエストロゲン物質による海産生

物への影響が懸念されており、影響を明らかにする必要があると考えられる。 

魚類における内分泌撹乱作用の報告は、淡水魚に関するものがほとんどであ

る。日本では、飼育が容易であるヒメダカ（Oryzias latipes）が昔から観賞魚と

して親しまれており、科学的研究にも多く用いられてきた。ヒメダカは経済協

力開発機構（OECD）の毒物試験魚にも指定されており（OECD, 1992）、ヒメダ

カに対する内分泌撹乱の影響報告は多い（Hartley et al., 1998; 畠山ら，2001 ; Kang 

et al., 2002; Oshima et al., 2003; 林ら，2004）。しかしながら、海産魚に対する内

分泌撹乱の知見はほとんどないのが現状である。内分泌撹乱作用を評価するに

は、性決定に重要である卵あるいは孵化仔魚などの初期生活段階（early life stage）

から、全生活環（full life cycle）における暴露試験を行うことが重要である。そ

のため、比較的全生活環の短い魚種が試験魚として適している。さらには、エ

ストロゲン様物質暴露の指標（biomarker）である VTGが測定できる魚種が望ま

しい。VTG 測定系が確立されている海産魚の中で、成熟までに要する期間が最



 

  

 

も短いものでも、約 1 年は必要であり、全生活環における暴露試験を行うには

かなりの労力と時間を要することとなる。ヒメダカと同じ Oryzias属であり、東

南アジアの汽水域に生息するジャワメダカ（Oryzias javanicus）を海水飼育して

海産試験魚として確立しており、これを用いて天然エストロゲン、特に E2およ

び E1に対する内分泌撹乱作用のリスク評価を行うこととした。 

 



 

  

 

第第第第2章章章章    ジャワメダカジャワメダカジャワメダカジャワメダカ（（（（Oryzias javanicus））））のののの生殖能生殖能生殖能生殖能にににに及及及及ぼすぼすぼすぼす

17ββββ-estradiol フルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクル暴露暴露暴露暴露のののの影響影響影響影響 

2-1 緒言緒言緒言緒言 

SPEED’98でリストアップされた 67物質（発表当時）は、すべて化学物

質である。その中でも、特に「優先して取り組むべき物質」として NP や

ビスフェノール A（BPA）などを含む 8 物質が選定された。NP や BPA な

どの化学物質は、雄血中にビテロゲニンを誘導すると言われている濃度が

ppb（µg/L）オーダーである。これに対して、天然物質である E2は ppt（ng/L）

オーダーでビテロゲニンを誘導すると報告されている（田畑ら，2003）。環

境中から検出されている濃度と、ビテロゲニンを誘導する濃度の双方を合

わせて内分泌撹乱作用のリスクを想定した場合、NPや BPAよりも E2の方

が生物に対するリスクが高い可能性が考えられる。そこで、環境中で検出

されているエストロゲン（E2 および E1）濃度が、海産魚に対してどのよ

うな影響を及ぼすのかを明らかにすることを本実験の目的とした。 

エストロゲン（E2 および E1）の内分泌撹乱作用を評価するにあたり、ま

ずは各々の影響評価項目における最小影響濃度（LOEC: Lowest observed 

Effect Concentration）および無影響濃度（NOEC: No Observed Effect 

Concentration）を明らかにすることが必要である。従来、魚類を用いた影

響試験は、致死性の評価を行う急性毒性などが行われてきた。しかし近年

では、内分泌撹乱物質は死に至らないような低濃度で内分泌系に影響を与

え、生殖能に影響を及ぼすと報告されていることから、生死だけではなく



 

  

 

それ以外の項目で評価することが必要である。これらのことから、エスト

ロゲン暴露の指標であるビテロゲニン濃度の測定、成長や生残に対する影

響、産卵や受精に対する影響、生殖腺組織への影響などを評価項目とした。

また、実験室における暴露実験影響濃度と、環境中から検出されている物

質濃度とを比較することで、それらの海域に生息する海産魚への内分泌撹

乱作用のリスク評価を行った。 



 

  

 

2-2 材料材料材料材料とととと方法方法方法方法 

2-2-1 試験魚試験魚試験魚試験魚 

本実験では、東南アジアの汽水域に生息するジャワメダカ（O. javanicus）

を試験魚として用いた。独立行政法人 瀬戸内海区水産研究所から分与され、

鹿児島大学水産学部付属海洋資源環境教育研究センターで継代飼育したも

のである。このジャワメダカは、生殖腺組織を観察することにより孵化後

2-3週間で雌雄判別が可能であり（角埜ら，2001）、約 3ヶ月という短い期

間で成熟する。Oryzias属の中では海水への適応能は最も高い種であると報

告されている（Inoue and Takei, 2002）。飼育が容易であり、塩分濃度を除け

ばヒメダカ（O. latipes）の飼育条件とほぼ同じである。 

 

Fig. 1 Java medaka (Oryzias javanicus) 



 

  

 

雌雄の判別は、以下に記した二次性徴の違いによって行った（Fig. 2）。 

（１）雌の背鰭の形状は滑らかであるが、雄の場合は端がギザギザである。 

（２）雌の臀鰭の鰭条はすべて先端が分岐しているが、雄の場合は尾側の

三つの鰭条のみが分岐していて残りの鰭条は分岐していない。 

（３）雌の鰭条には乳頭突起が見られないが、雄の場合は観察できる。 

 

 

 

Fig. 2 Secondary characteristics of male and female Java medaka (O. javanicus). 

This illustration is reprinted by the integrated book for the biology of the Medaka 

(Iwamatsu, 1993). 
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暴露実験に用いる受精卵（胚）を得るために、10 Lの砂濾過海水を入れ

た 30 cm水槽（23 cm × 44 cm × 30 cm, 水容量 10 L）に成熟したジャワメダ

カの雄 3 尾および雌 6尾を収容した。設定水温は 26℃、光周期は 14 時間

明条件、10時間暗条件、塩分濃度は 32-34 ‰とした。エサとしてアクアラ

ンプラス（BASF JAPAN Ltd.）で栄養強化した Artemia nauplii（孵化後 24

時間以内の幼生；株式会社マリンテック）と海産魚用テトラミン（テトラ

ジャパン株式会社）を細かく粉砕したものを一日に 3-4 回適量投与した。

これらの飼育条件で 2週間馴致飼育し、得られた受精卵を暴露試験に用い

た。卵は粘着糸を取り除いた後に、実体顕微鏡下で受精卵を選別しガラス

シャーレー（直径 45 mm，深さ 15 mm）に収容した。暴露試験を行う前に、

受精卵を 3 ％過酸化水素水（和光純薬工業株式会社）に浸けて 1分間滅菌

処理を施した。 

 



 

  

 

2-2-2 試験物質試験物質試験物質試験物質 

試験物質には、E2（純度>98.0 ％，ナカライテスク株式会社）を用いた。

E2の溶解方法（Kang et al., 2002）は以下の通りである。 

（１）高 速 液 体 ク ロ マ ト グ ラ フ ィ ー （ High Performance Liquid 

Chromatography, 以下 HPLC）用アセトン（和光純薬工業株式会社）

を溶媒とし、100 mg/Lの E2溶液を作製した。 

（２）100 mg/Lアセトン溶液から三角フラスコに適量とり、エアレーショ

ン下でアセトンを揮発させた。 

（３）アセトン揮発後、適量の超純水を添加してスターラーで一晩溶解さ

せ、1 mg/Lの E2水溶液を作製した。なお、1 mg/Lの E2中間原液作

製ごとに HPLC（Table 1）で測定し、測定した実測濃度を中間原液

の濃度として、設定濃度になるように各濃度区の海水に添加した。 

 

Table 1. HPLC conditions for 17β-estratiol analysis by UV detection

Column Inertsil ODS-3V,  5 mm,  4.6 × 50 mm
Eluent Acetonitrile : 50mM phosphate buffer = 45 : 55 (pH2.3)

Flow Rate 1.0 mL/min

Detector (wave length) UV (210 nm)

Column Temperature 40 ℃
Column Oven HITACHI L-7300

UV Detector HITACHI L-7400

Pump HITACHI L-7100

Degasser HITACHI L-7160

Integrator HITACHI L-7500

 



 

  

 

2-2-3 17ββββ-estradiol フルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクル暴露暴露暴露暴露のののの方法方法方法方法 

東京湾において E2は ND（<1 ng/L）から 19 ng/Lの範囲で検出されたと

報告されている（和波ら，2003）。このことから、暴露に用いる E2低濃度

区を 10 ng/Lおよび 30 ng/Lに設定した。また、ポジティブコントロールと

して 200 ng/Lおよび 500 ng/Lを設定した。複数の親魚から採卵し、その受

精卵をひとまとめにプールした後、ランダムに各濃度区のシャーレーに収

容した。E2濃度 10，30，80，200および 500 ng/L区を設定し、8つのガラ

スシャーレー（直径 45 ｍｍ，深さ 15 ｍｍ）に各 20個前後の卵（合計 150

個）を収容して暴露試験を行った。対照区（E2 を含まない清浄海水）は、

6つのガラスシャーレーに各 20個前後の卵（合計 108個）を収容して試験

を行った。すべてのガラスシャーレーは 26 ℃に設定したインキュベータ

ー内に収容し、暴露海水は毎日調製して全量換水を行った。暴露開始後、

孵化数を計測し孵化率を算出した。また、孵化に要した日数（以下、孵化

日数）も計測し、濃度区ごとに平均孵化日数を算出した。 

暴露開始後、魚体サイズが大きくなるにつれて、100 mL，300 mLおよび

2.5 Lのガラスビーカーに替えて暴露飼育を継続し、最終的にはガラス水槽

（23 cm × 44 cm × 30 cm, 水容量 10 L）で成熟するまで飼育を行った。成熟

後、対照区の産卵が安定した後、産卵に関するデータ（産卵数、成熟卵数、

受精卵数および受精率）を求めるために、2.5 Lガラスビーカー（水容量 2 

L）に雄 2尾および雌 4尾を収容し、暴露を継続した。 

 



 

  

 

2-2-4 試験水中試験水中試験水中試験水中のののの 17β-estradiol 濃度分析濃度分析濃度分析濃度分析およびおよびおよびおよび水質測定水質測定水質測定水質測定 

E2濃度の測定を行うため、エムポアディスクを用いて試験水中の E2を

固相抽出した。抽出手順は以下の通り行った。 

（1） 直径 47 mm のエムポアディスク（住友 3M，SDB-XC）を吸引濾過

装置に装着し、メタノール 10 mLおよび超純水 10 mLをディスクに

通水してコンディショニングを行った。 

（2） その後、飼育水 300-500 mLを通水して E2を固相抽出し、10 mLの

超純水でディスクを洗浄した。 

（3） 洗浄後、10分間吸引を続けてディスクを乾燥させ、メタノール 10 m

Ｌで E2を溶出させた。 

（4） 溶出させたメタノールは試験管で採取し、E2 ELISAキット（日本エ

ンバイロケミカルズ株式会社）を用いて E2 濃度の測定を行った。

なお、測定手順は付属マニュアルに従った。 

 また、暴露期間中の水温、溶存酸素濃度（DO）、pHおよび塩分濃度を濃

度区ごとに測定した。水温はデジタル水温計（アズワン株式会社）、溶存酸

素濃度はDOメーター（Model58，YSI）、pHは pHメーター（D-24，HORIBA）、

塩分濃度は屈折塩分計を用いて測定した。 



 

  

 

2-2-5 肝臓肝臓肝臓肝臓およびおよびおよびおよび生殖腺生殖腺生殖腺生殖腺のののの採取方法採取方法採取方法採取方法 

暴露終了後、魚のサイズに合わせて 200-500 µL/Lのフェノキシエタノー

ル（和光純薬工業株式会社）で麻酔した。体重および全長を測定後、開腹

して肝臓を摘出し肝臓重量を測定した。タンパク分解酵素阻害剤（Table 2）

0.5ｍLを添加し、マイクロホモジナイザー（アズワン株式会社）を用いて

細かく粉砕した。粉砕後、遠心分離（10000 × g，10分間，4 ℃，KUBOTA，

5922）して得られた上清を VTG測定試料とし、測定まで-80 ℃で凍結保存

した。肝臓摘出後の魚体は 10 ％ホルマリンで固定し、後に生殖腺を摘出

して生殖腺重量を測定した。また、肝量指数（Hepato somatic index; 以下、

HSI）および生殖腺指数（Gonadosomatic index; 以下、GSI）を算出した。 

 

 

 

1M Tris-HCl (pH8.0) 2 mL

3M NaCl 5 mL

NaN3 50.0 mg

Aprotinin 3.3 mg

p-APMSF 25.2 mg

0.5M EDTA 10 mL

DW

Total 100 mL

Table 2. Composition of protein splitting

enzyme's inhibitor

 

 



 

  

 

2-2-6 肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中ののののビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン濃度濃度濃度濃度のののの測定測定測定測定 

VTGとは雌に特異的なタンパクであり、卵黄タンパクの前駆物質である。

環境中にエストロゲン様物質が存在すると、雄であっても VTGが誘導され

る。このことから、エストロゲン様物質の暴露試験において、雄の VTG誘

導はエストロゲン様物質暴露の指標のひとつとなっている。 

 肝臓抽出液中の VTG 濃度は、酵素免疫測定法（ELISA）により測定し、

肝臓重量あたりおよび肝臓抽出液中のタンパク重量あたりの濃度として表

した。測定に用いた抗ジャワメダカ VTG抗体は、（独）水産総合研究セン

ター 瀬戸内海区水産研究所の藤井一則博士から分譲されたものを用いて

行った。ELISA（Okumura et al., 1995）は以下の手順で行った。 

（1） 一次抗体の固相化：マイクロプレートの各穴に

10 µg/mL の抗 VTG-IgG を含む phosphate 

buffered saline（以下 PBS，Table 3参照）100µL

を添加し、4 ℃で一晩インキュベーションした。 

（2） ブロッキング：1 %BSA（ウシ血清アルブミン）

を含む tris-buffered saline（TBS，Table 4参照; 以

下 TBS-BSA）を各穴に 200 µLずつ添加し、4 ℃

で 4時間以上インキュベーションした。 

（3） 洗浄：0.1％Tween20を含む TBS（以下 TBS-T）

で 3回洗浄した。 

（4） サンプルおよびスタンダードの添加：サンプル



 

  

 

およびスタンダードを 1％BSA および 0.1％

Tween20を含む TBS（以下 TBS-BSA-T）で希釈

し、各穴に 100 µLずつ添加し、室温で 4時間イ

ンキュベーションした。 

（5） 洗浄：TBS-Tで 3回洗浄した。 

（6） 二次抗体の添加：0.625 µg/mL のビオチン標識

F(ab’)2を含む TBS-BSA-Tを各穴に 100 µLずつ

添加し、室温で 2時間インキュベーションした。 

（7） 洗浄：TBS-Tで 3回洗浄した。 

（8） Horse radish peroxidase（以下 HRP）標識アビジ

ンの添加：HRP 標識アビジンを TBS-BSA-T で

5000倍に希釈した後に各穴に 100 µLずつ添加

し、室温で 1-2時間放置した。 

（9） 洗浄：TBS-BSA-Tで 3回洗浄した。 

（10）発色：終濃度 0.02％過酸化水素を含む 3 mg/mL

のフェニレンジアミン（0.1Mクエン酸バッファ

ー）を各穴に 100 µLずつ添加し、室温、暗所で

30分インキュベーションした。 

（11）発色停止：1N硫酸を各穴に 100 µLずつ添加し

た。 

（12）測定：マイクロプレートリーダーを用いて、492 



 

  

 

nmの吸光度で測定した。 



 

  

 

NaCl 8.0 g

Na2HPO4・12H2O 2.9 g

KCl 0.2 g

KH2PO4 0.2 g

DW

Total 1000 mL

Table 3. Composition of Phosphate buffered

saline (PBS)

 

 

 

1M Tris-HCl (pH8.0) 20 mL

3M NaCl 50 mL

DW

Total 1000 mL

Table 4. Composition of Tris buffered saline

(TBS)

 

 

 

測定を行う際には、それぞれのプレートについてスタンダードウェルを設

けた（Fig. 3 参照）。1 サンプルにつき 2 連（2 ウェル）以上測定を行い、

ウェル間のばらつきをチェックした。 

 

 

 

 

Standards 

Samples 

Fig. 3 96-well multi plate for ELISA. 



 

  

 

スタンダードの標準曲線を求める際、VTG 低濃度は直線式、VTG 高濃度

は指数式で求めた（Fig. 4参照）。 

ELISAの原理およびフローチャートは Fig. 4および Fig. 5を参照。 

 

 

 

Antibody 

Standard or sample 

Biotin-labeled F(ab’)2 

HRP-labeled avidin 

1. Antibody coating 

2. Incubation of sample and standard 

3. Incubation with biotin-labeled F(ab’)2 

4. Incubation with HRP-labeled avidin 

5. Enzymatic color reaction 

 

1 2 

 
3 5 4 

Fig. 5 Principle of ELISA for VTG analysis 

Low VTG concentration High VTG concentration 

Fig. 4 Selection of approximated curve for vitellogenin (VTG) analysis. Low 

VTG concentration and high VTG concentration were selected linear curve 

and exponential curve, respectively. 



 

  

 

 
 

Centrifugation 

Homoginize 

Supernatant for ELISA analysis 

10000 × g, 4℃, 10 min. 

Liver sample 

Antibody coating 

Blocking 

100 µL/well of 100 µg/mL VTG-IgG in PBS  

4℃, overnight 

200 µL/well of TBS-BSA, 4℃, 4 h 

Incubation of samples and standards 

Incubation with streptavidin-HRPO conjugates 

Enzymatic color reaction 

Measurement using plate reader at 492 nm 

Wash using plate washer with TBS-T 

100 µL/well of samples and standards in TBS-BSA-T 

Room temperature, 4 h 

Wash using plate washer with TBS-T 

100 µL/well of 625 ng/mL biotin-labelled F(ab’)2 in TBS-BSA-T 

Room temperature, 4 h 

Incubation with biotin-labelled F(ab’)2 

Wash using plate washer with TBS-T 

100 µL/well of streotavidin-HRPO conjugate diluted 1:5000 in TBS-BSA-T 

Room temperature, 2 h 

Wash using plate washer with TBS-T 

100 µL/well of 3 mg/mL o-phenylenedismine in 0.1M citric acid-phosphate 

buffer (pH5.0) containing 0.02 % 1N H2SO4 

Fig. 6 Vitellogenin analysis for ELISA 



 

  

 

2-2-7 肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中ののののタンパクタンパクタンパクタンパクのののの定量定量定量定量 

DC Protein Assay（Bio-Rad）を用いてタンパクの定量を行った。タンパク

の定量を行う際のスタンダードには BSAを用い、段階的に希釈を行って標

準曲線を求めた。また、VTG 測定時のサンプルは TBS-BSA-T で希釈を行

ったものを用いたが、これらにはタンパク質（BSA）が含まれているため、

タンパクの定量を行う際のサンプルには希釈を行う前の肝臓抽出液を用い

た。なお、タンパク定量の手順は、付属のマニュアルに従って行った。 

 

 



 

  

 

2-2-8 生殖腺組織標本生殖腺組織標本生殖腺組織標本生殖腺組織標本のののの作製方法作製方法作製方法作製方法 

暴露終了後にホルマリン固定した魚体から生殖腺を摘出した。生殖腺重

量を測定した後に生殖腺を脱水し、Technovit 7100（Kulzer）を用いて包埋

した（Fig. 7）。包埋後、ミクロトームを用いて試料を薄切し、hematoxylin

および eosin染色（以下 HE染色，Table 5）を施して光学顕微鏡下で観察を

行った。Technovit 7100による包埋の手順を以下に示した。 

（1） 固定：魚体を 10 %海水ホルマリンで固定し、十分固定された後生殖

腺を摘出した。 

（2） 洗浄：蒸留水に 5分ほど浸漬し、時々ゆっくり振とうさせた。 

（3） 脱水 50 %エタノールから 100 %エタノールまで段階的にアルコール

濃度をあげたものに浸漬し、生殖腺の脱水を行った。 

（4） 予備浸透：100 %エタノールおよび包埋液Ⅰ（Technovit 7100主液を

100 mL，Technovit 7100硬化剤Ⅰを 1 g混合し溶解させたもの）を等

量混合し、これに脱水した生殖腺サンプルを一晩浸漬した。その後、

これらを包埋液Ⅰに 2日浸漬した。ただし、包埋液Ⅰに浸漬してか

ら一日経った後に、新しい包埋液Ⅰに換液した。 

（5） 包埋：包埋液Ⅱ（包埋液Ⅰと Technovit 7100硬化剤Ⅱを 15：1で混

合したもの）を包埋板に注いで生殖腺組織を入れ、生殖腺サンプル

を 2日間浸漬した。 

（6） 薄切：試料をボンドアロンアルファ（東亞合成株式会社）で木片に

接着し、ミクロトームで 5-7 µmに薄切した。 



 

  

 

（7） 伸展：薄切した切片をプレパラート上の水塊に置き、ホットプレー

トを用いて伸展させた。伸展後、常温で 1時間以上乾燥させた。 

（8） 染色：プレパラート上に伸展させた後、HE染色を施した。 

染色後乾燥させ、封入剤を用いて封入した。 

 



 

  

 

 

 

Dehydration 

Rinse DW 5 minutes 

50 % Ethanol・・・2 h 

80 % Ethanol・・・2 h 

90 % Ethanol・・・2 h 

95 % Ethanol・・・2 h 

100 % Ethanol・・・2 h 

100 % Ethanol・・・1 h 

Pre-infiltration 

Formalin fixing 

Embedding 

SolutionⅡ (SolutionⅠ: HardenerⅡ= 15 : 1) ・・・48 h 

Slice using microtome 

Extension 

Extend using slide grass warm plate 

Dry 24 hours at room temperature 

Staining 

Hematoxylin solution・・・15 min. 

Rinse by flowing water・・・5 min. 

Eosin solution・ ・ ・3 min. 

Rinse by flowing water・・・1 min. 

Drying and inclusion Observation under light microscope 

100 % Ethanol : SolutionⅠ(Liquid 100 mL + HardenerⅠ1 g ) = 1 : 1・・・24 h 

100 % Ethanol : SolutionⅠ= 1 : 1・・・24 h 

Fig. 7 Preparing of Tissue specimen using Technovit 7100 



 

  

 

 

 

DW 365 mL

Ethylene glycol 125 mL

Hematoxylin 1.0 g

Sodium iodate 0.1 g

Aluminum sulphate 8.8 g

Glacial acetia acid 10 mL

Table 5 Composition of Gill's hematoxylin

solution

 

 

 

 

 

Eosin Y 1.0 g

DW 100 mL

Table 6 Comosition of eosin solution

 



 

  

 

2-2-9 17ββββ-estradiol 暴露暴露暴露暴露におけるにおけるにおけるにおける影響評価項目影響評価項目影響評価項目影響評価項目およびおよびおよびおよび評価方法評価方法評価方法評価方法 

内分泌撹乱作用を評価するにあたって、各々の影響評価項目の評価方法

について以下の通りに行った。 

 

2-2-9-1    成長成長成長成長およびおよびおよびおよび生残生残生残生残にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 成長および生残に対する影響評価項目として、孵化率、孵化日数、全長、

体重、HSIおよび GSIを算出した。 

（１）孵化率：暴露を開始後、孵化数を計測し各々のシャーレーごとに孵

化率を算出した。孵化率の算出方法は、次式の通りである。 

 

孵化率（％）＝ 

 

 

（２）孵化日数：暴露開始から孵化に要するまでの日数を計測し、各々の

シャーレーごとに平均孵化日数を算出した。 

 

（３）全長および体重：暴露終了後、全長および体重を測定し、各々濃度

区ごとに平均全長および平均体重を算出した。 

 

（４）肝量指数（ Hepato somatic index; HSI）および生殖腺指数

（Gonadosomatic index; GSI）：暴露終了後、肝臓重量および生殖腺重量を

計測し、HSIおよび GSIを算出した。HSIおよび GSIの算出方法は、以

孵化数 

暴露開始時の卵数 
×100 



 

  

 

下の通りである。 

 

HSI（％）＝ 

 

 

 

 

 

GSI（％）＝ 

 

 

 

肝臓重量（mg） 

体重（mg） 
×100 

生殖腺重量（mg） 

体重（mg） 
×100 



 

  

 

2-2-9-2    再生産再生産再生産再生産にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 産卵によって得られた卵は、受精卵、未受精卵および未成熟卵の 3つに

分けて各々の数を計測し、再生産に対する影響評価項目として、産卵数、

成熟卵数、受精卵数および受精率を算出した。 

（１）産卵数：受精卵、未受精卵および未成熟卵の総計とし、雌 1尾あた

りの産卵数を算出した。 

 

（２）成熟卵数：受精卵と未受精卵の総計とし、雌 1尾あたりの成熟卵数

を算出した。 

 

（３）受精卵数：雌 1尾あたりの受精卵数を算出した。 

 

（４）受精率：産卵数と受精卵数から受精率を算出した。算出方法は、次

式の通りである。 

 

受精率（％）＝ 

 

受精卵数 

産卵数（受精卵数＋未受精卵数＋未成熟卵数） 
×100 



 

  

 

2-2-9-3    ビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン（（（（VTG））））誘導誘導誘導誘導にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 暴露終了後に魚体から肝臓を摘出し、肝臓ホモジネートの上清を用いて

VTG濃度を測定した。 

（１）肝臓重量あたりの VTG量：肝臓摘出時に肝臓重量を測定し、肝臓重

量あたりの VTG量を算出した。 

 

（２）タンパク量あたりの VTG量：肝臓ホモジネートの上清を用いてタン

パク濃度の測定を行い、タンパク量あたりの VTG量を算出した。 

 

 

2-2-9-4 生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織およびおよびおよびおよび二次性徴二次性徴二次性徴二次性徴にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 暴露終了後に魚体から生殖腺を摘出し、生殖腺組織標本を作製して顕微

鏡下で観察した。また、二次性徴から雌雄の判別を行い、生殖腺組織から

判別した雌雄との相違を比較した。 

（１）生殖腺組織の観察：生殖腺組織標本を顕微鏡下で観察し、精巣卵の

有無を調べた。 

 

（２）二次性徴による性判別：前述（第 2章，2-2-1試験魚，p7）の二次性

徴により、雌雄の判別を行った。生殖腺組織から判別した雌雄との比較

を行い、二次性徴の発現に対する影響について検討した。 

 



 

  

 

2-2-10 統計学的解析統計学的解析統計学的解析統計学的解析 

得られたデータはすべて平均値±標準偏差で示した。対照区および暴露

区の等分散性を検定し、一元配置分散分析（one-way analysis of variance，

以下 ANOVA）で解析を行った。等分散の場合は Dunnett t検定、等分散で

ない場合は Dunnett T3および Dunnett C検定により、対照区と暴露区で平

均値の有意差検定を行なった。すべての検定において、有意水準は 0.05と

した。これらの統計学的解析は、統計ソフト（statistical Package for Social 

Science 10.0J，以下 SPSS®）を用いて行った。 



 

  

 

2-3 結果結果結果結果 

2-3-1 飼育水飼育水飼育水飼育水のののの水質水質水質水質およびおよびおよびおよび 17β-estradiol 実測濃度実測濃度実測濃度実測濃度 

E2暴露期間における飼育水の平均水温は 25.9±0.6℃、DOは 6.32±1.21 

mg/L、塩分濃度は 33.8±0.9‰、pHは 7.24±0.55であった。 

E2濃度を E2 ELISAキットで測定した結果、24時間の平均 E2実測濃度

は対照区が ND（<5 ng/L)、10 ng/L区が 9.5±3.8 ng/L（以下 9.5 ng/L区）、

30 ng/L区が 15.5±3.8 ng/L（以下 16ng/L区）、80 ng/L区が 68.4±25.1 ng/L

（以下 68 ng/L区）、200 ng/L区が 159±41 ng/L（以下 159 ng/L区）、500 ng/L

区が 243±73 ng/L（243 ng/L区）であった（Table 7）。以下、結果を述べる

ときには、設定濃度ではなく実測濃度で示した。 

 

 

Table 7.　　　　Concentrations of 17β-estradiol (E2) in test waters (n=5)
Nominal E2 Concentrations

(ng/L) 0 h 24 h 0-24 h²

control ND³ ND ND

10 11 ± 3 8 ± 4 9 ± 3

30 17 ± 2 13 ± 4 15 ± 3

80 88 ± 9 48 ± 18 68 ± 25

200 186 ± 42 132 ± 18 159 ± 41

500 249 ± 106 236 ± 26 243 ± 73

 ¹Data are shown as mean ± standard deviation.

 ²The mean concentrations at 0 and 24 h after preparation.  

 ³Not detectable (ND) for ELISA < 5 ng/L

Measured E2 Concentrations¹

 



 

  

 

2-3-2 成長成長成長成長およびおよびおよびおよび生残生残生残生残にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

孵化率は対照区が 85.4±14.3％、暴露区が 62.8-90.2％の範囲であった。

対照区と比較して、暴露区の孵化率に統計学的有意差は認められなかった

（Table 8）。また、孵化日数は対照区が 16.3±1.5日、暴露区が 15.8-17.3日

の範囲であった。孵化日数も孵化率同様に、対照区と比較して有意な差は

認められなかった（Table 8）。なお、孵化率はシャーレー毎に平均値を算出

し、孵化日数は孵化した稚魚 1個体毎に算出した。 

 

 

 

E2 Concentrations¹

(ng/L) (%) n      (days) n

control 85.4 ± 14.3  6 16.3 ± 1.6 90

9.5 77.8 ± 28.9  8 17.2 ± 2.2 120

16 90.2 ± 12.3  8 17.0 ± 1.5  142

68 80.9 ± 26.8  8 16.7 ± 1.3  117

159 62.8 ± 29.7  8 15.8 ± 1.1 97

243 77.3 ± 27.2  8 16.1 ± 2.5 120

¹The mean concentration at 0 and 24 hours after preparation.

²Data are shown as mean ± standard deviation.

Table 8. Hatching rate and time to hatching of embryos in the control and 17β-estradiol

(E2) treatment groups

Hatching Rate² Time to Hatching²

 



 

  

 

孵化後 13 日令の生残率にも影響は認められなかった。また、孵化後 43

日令および 89日令の生残率も同様に、対照区と比較して有意な差は認めら

れなかったが、E2濃度依存的に生残率は低下傾向を示していた。（Fig. 8）。 
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Fig. 8 Survival rate of Java medaka exposed to 17β-estradiol at 13, 43 and 89 

days after hatching. The bars are indicated as mean ± standard deviation. The 

bars are not indicated at 43 days after hatching of 243 ng/L and 89 days after 

hatching of all groups, because these groups were no repetition. 
 

 



 

  

 

孵化後 187 日令における体重は対照区が 0.390±0.038 g、暴露区が

0.258-0.325 gの範囲であった。対照区と比較して、すべての暴露区の体重

に有意な低下が認められた（Table 9）。 

また、孵化後 187日令における全長は対照区が 36.4±1.2 mm、暴露区が

30.5-34.7 mmの範囲であった。対照区と比較して、16 ng/L区以上の暴露区

の全長に有意な低下が認められた（Table 9）。 

 

 

 

 

E2 Concentrations¹ Total Length² Body Weight²

(ng/L)     (mm)     (mg)

control 14 36.4 ± 1.2 390 ± 39

9.5 17 34.7 ± 1.5 325 ± 44 *

16 18 34.0 ± 1.3 * 306 ± 50 *

68 23 32.6 ± 2.1 * 260 ± 74 *

159 12 32.0 ± 1.5 * 264 ± 48 *

243 17 30.5 ± 3.2 * 258 ± 79 *

 ¹The mean concentration at 0 and 24 h after preparation.

 ²Data are shown as mean ± standard deviation. 

 *Significantly different from control (p ‹ 0.05).

n

Table　　　　9....  Total length and body weight of Java medaka　　　　in the control and 17

β-estradiol (E2) treatment groups at 187 days after hatching

 

 



 

  

 

孵化後 187日令における雄の HSIは対照区が 1.0±0.3％であり、暴露区

が 0.7-2.6％の範囲であった（Fig. 9）。孵化後 187日令における雌の HSIは

対照区が 1.1±0.4％であり、暴露区が 1.3-2.3％の範囲であった（Fig. 10）。

対照区と比較して雌雄ともに、243 ng/L区の HSIに有意な増加が認められ

た。 

孵化後 187日令における雄の GSIは対照区が 0.4±0.3％であり、暴露区

が 0.2-0.7％の範囲であった（Fig. 11）。また、孵化後 187日令における雌の

GSIは対照区が 1.5±0.5％であり、暴露区が 1.0-1.8％の範囲であった（Fig. 

12）。対照区と比較して雌雄ともに、すべての暴露区の GSI に有意な差は

認められなかった。 
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Fig. 9 Hepatosomatic index (HSI) of male Java medaka at 187 days after hatching 

in the control and 17β-estradiol exposure groups. (*)Significantly different 

from control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 10 Hepatosomatic index (HSI) of female Java medaka at 187 days after 

hatching in the control and 17β-estradiol exposure groups. (*)Significantly 

different from control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard 

deviation. 
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Fig. 11 Gonadosomatic index (GSI) of male Java medaka at 187 days after 

hatching in the control and 17β-estradiol exposure groups. The bars are 

indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 12 Gonadosomatic index (GSI) of female Java medaka at 187 days after 

hatching in the control and 17β-estradiol exposure groups. The bars are 

indicated as mean ± standard deviation. 



 

  

 

2-3-3 再生産再生産再生産再生産にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

159 ng/L区および 243 ng/L区では、全暴露期間中に得られた産卵数は数

個のみであった。さらに、得られた卵はすべてが未受精卵であり、受精卵

は観察されなかった。雌 1尾あたりの産卵数は対照区が 9.0±2.1個であっ

た。対照区と比較して、暴露区の産卵数は 68 ng/L区で 11.9±4.5個と有意

な増加を示し、159 ng/L区以上では有意な低下を示した（Fig. 13）。雌 1尾

あたりの成熟卵数は対照区が 7.8±2.3であった。対照区と比較して、暴露

区の成熟卵数は 68 ng/L区で 10.2±4.3個と有意な増加を示し、159 ng/L区

以上では有意な低下を示した（Fig. 14）。雌 1尾あたりの受精卵数は対照区

が 6.5±2.3 個であり、対照区と比較して 16 ng/L区以上の暴露区で有意な

低下を示した（Fig. 15）。受精率は対照区が 83.2±19.0％であり、対照区と

比較して 16 ng/L区以上の暴露区で有意な低下を示した（Fig. 16）。 
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Fig. 13 The number of eggs for Java medaka in the control and 17β-estradiol 

exposure groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). The bars are 

indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 14 The number of matured eggs for Java medaka in the control and 

17β-estradiol exposure groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). 

The bars are indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 15 The number of fertilized eggs for Java medaka in the control and 

17β-estradiol exposure groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). 

The bars are indicated as mean ± standard deviation. 
 

 

 

 

Fig. 16 The fertility of Java medaka in the control and 17β-estradiol exposure 

groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). The bars are indicated 

as mean ± standard deviation. 
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2-3-4 ビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンにににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

肝臓抽出液中のタンパク濃度および肝臓重量を測定し、肝臓抽出液中タ

ンパク量あたりの VTG濃度、および肝臓重量あたりの VTG濃度を求めた。

雄の肝臓抽出液中タンパク量あたりのVTG濃度は対照区が 0.1±0.1 µg/mg

であり、暴露区が 0.5-21.3 µg/mgの範囲であった。対照区と比較して、68 

ng/L 区以上の暴露区のタンパク量あたりの VTG 濃度に有意な差が認めら

れ、雄体内中で有意に誘導されている結果となった（Fig. 17）。雄の肝臓重

量あたりの VTG 濃度は対照区が 0.013±0.009 µg/mg であり、暴露区が

0.026-2.7 µg/mgの範囲であった。対照区と比較して、68 ng/L区以上の暴露

区の肝臓重量あたりの VTG濃度に有意な増加が認められた（Fig. 18）。ま

た、雌の場合も同様に測定した結果、雌のタンパク量あたりの VTG濃度お

よび肝臓重量あたりの VTG濃度ともに、対照区と比較して 243 ng/L区で

有意な増加を示した。 
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Fig. 17 The hepatic vitellogenin (VTG) concentration per protein weight of Java 

medaka in control and 17β-estradiol exposure groups. (*)Significantly different 

from control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 18 The hepatic vitellogenin (VTG) concentration per liver weight of Java 

medaka in control and 17β-estradiol exposure groups. (*)Significantly different 

from control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard deviation. 

 



 

  

 

2-3-5 生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織およびおよびおよびおよび二次性徴二次性徴二次性徴二次性徴にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

孵化後 138日令の時点で、背鰭や臀鰭の形状、臀鰭軟条の分岐および軟

条の乳頭状小突起などの外部形態から雌雄の判別を行った。これらの外部

形態を観察した結果、159 ng/L区および 243 ng/L区には雄と判別できた個

体はおらず、雌および性別不明（二次性徴のはっきりしない）個体しか認

められなかった。しかし、生殖腺組織標本を作製し観察した結果、外部形

態から雌と判別したが組織学的には雄である個体が 159 ng/L で 50％（12

尾中 6尾）、243 ng/L区で 29％（17尾中 5尾）認められた（Fig. 19）。また、

これらの暴露区からは精巣中に卵細胞を有する精巣卵の個体が認められ、

159 ng/L区では 34％（6尾中 2尾）、243 ng/L区では 60％（5尾中 3尾）で

あった（Fig. 20）。 
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Fig. 19 Sex ratio of Java medaka at 89 days after hatching (a) and 183 days after 

hatching by secondary sexual characteristics (b) and at 183 days after hatching 

by histological observation (c). 
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Fig. 20 Histological observation of gonads in the control (a) and 243 ng/L 

treatment groups (b and c). Arrows indicate oocytes. 
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2-4 考察考察考察考察 

本実験では、E2フルライフサイクル試験によるジャワメダカへの慢性影

響を明らかにすることを目的とした。その結果、187 日令における体重は

9.5 ng/L区以上の暴露区で、全長は 16 ng/L区以上の暴露区で有意な低下を

示した。これまで、成魚の短期暴露で成長阻害が引き起こされたという報

告はほとんどない。しかし長期暴露の場合、ヒメダカを胚から成熟段階ま

でオクチルフェノール（OP）50 µg/L で暴露した結果、対照区と比較して

体重および全長が有意に減少したという報告（Knörr and Braunbeck, 2002）

や、rainbow trout (Oncorhynchus mykiss)を胚から若魚まで 1年間 NP 1µg/L

で暴露した結果、体重が減少したという報告（Ackermann et al., 2002）があ

る。本実験のように胚から成魚期までの長期暴露を行うと、短期暴露の場

合と比べて、成長阻害が起こる可能性が高くなることが考えられる。 

 暴露区の産卵数は、対照区と比較して 68 ng/L 区で有意に増加したが、

159 ng/L区および 243 ng/L区では顕著に低下した。メダカを 27.3 ng/Lの

E2にフルライフ暴露した場合（Seki et al., 2003）、成魚を 463 ng/Lの E2に

21日間暴露した場合（Kang et al., 2002）、成魚を 817 ng/Lの E2に 14日間

暴露した場合（Shioda and Wakabayashi, 2000）、1660 ng/Lの E2に暴露した

場合（Nimrod and Benson, 1998）にも本実験同様に、産卵数が低下したと報

告されている。さらには、fathead minnowの場合も、成魚を 105 ng/Lの E2

に 19日間場合、産卵数が低下したと報告されている（Kramer et al., 1998）。

他の文献値よりもかなり低い Seki et al.（2002）が報告した影響濃度を除け



 

  

 

ば、ジャワメダカに対して産卵阻害が引き起こされた影響濃度は、メダカ

の場合よりも低い結果となった。本実験の結果は、比較的高い E2 濃度で

は魚類の産卵を阻害するというこれまでの研究と一致するもであった。 

 本実験における 68 ng/L 区に着目してみると、対照区と比較して受精率

は有意に低下したが、産卵数は有意に増加していた。産卵数は雌に対する

影響を見る項目であるが、受精率は雌雄双方に対する評価項目である。こ

の濃度区の雌の卵巣組織を観察したところ、組織学的に異常な個体は認め

られなかった。しかしながら、二次性徴によって雌雄判別を行った結果、

半数以上が二次性徴だけでは性別の判定ができない性別不明個体であった。

Arcand-hoy and Benson (1998) は、雄の二次性徴の発達にはアンドロゲンが

重要であると報告しており、本実験の 68 ng/L 以下の暴露区では、雄ジャ

ワメダカに対してアンドロゲン阻害影響が見られたと考えられる。これら

の結果から、アンドロゲンが関与する雄の精子形成にも影響した結果、受

精率が低下したことが示唆される。 

 また、本実験において、E2濃度の増加するにつれて HSIが増加した。243 

ng/L区の HSIは対照区と比較して有意な増加を示した。rainbow troutを人

工エストロゲンである ethinylestradiol 10 ng/Lに暴露した場合（Verslycke et 

al., 2002）、メダカを NP 50 µg/Lに暴露した場合（田畑ら，2003）にも本実

験同様に HSIが増加したと報告されている。これらの結果から、E2および

エストロゲン様物質暴露によって肝臓における VTGの生成が促進され、肝

臓重量の増加が引き起こされたのではないかと考えられる。 



 

  

 

 メダカ成魚を 55.7 ng/Lで E2暴露した場合（Kang et al., 2002）、fathead 

minnowを初期生活段階に 30日間 50 ng/Lで E2暴露した場合（Tyler et al., 

1999）に、雄中で VTGが有意に誘導されることが報告されている。本実験

においても 68 ng/L以上の暴露区で VTGが有意に誘導されており、E2暴露

による VTG誘導に関してこれらと同様の感受性であることが示唆される。 

前述のように、東京湾海域から E2は最大で 23.7 ng/L検出されている。

本実験の結果、受精に対するE2のLOECは16 ng/Lであり、NOECは9.5 ng/L

であった。環境中で検出されるような E2 濃度で成長阻害や受精率の低下

が引き起こされたことから、これらの海域に生息しているジャワメダカよ

りもエストロゲンに対する感受性の高い魚種に対して E2 が内分泌撹乱作

用を引き起こす可能性が示唆される。 



 

  

 

第第第第3章章章章    ジャワメダカジャワメダカジャワメダカジャワメダカ（（（（Oryzias javanicus））））のののの生殖能生殖能生殖能生殖能にににに及及及及ぼすぼすぼすぼす

estrone フルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクル暴露暴露暴露暴露のののの影響影響影響影響 

3-1 緒言緒言緒言緒言 

東京湾域からは、E1が 0.7-105.6 ng/Lの範囲で検出されており、これら

の海域に生息する魚からは精巣卵が観察されたと報告されている（和波ら，

2003, 2004）。さらに、雄の grey mullet（Mugil cephalus）からは高い VTG

濃度も検出されている。これらの研究では、下水処理場からの排水中に含

まれている E2や E1が東京湾の魚類に対して内分泌撹乱作用を引き起こし

ていると示唆している。同様に、東京湾で捕獲した雄の flounders（Platichthys 

flesus）から高い VTG 濃度が検出され、精巣卵が認められたと報告されて

いる（Hashimoto et al., 2000）。 

前章ではジャワメダカに対する E2暴露の影響を検討した。E2暴露の際

と同様に、海産魚に対する内分泌撹乱の報告は少なく、そのなかでも特に

フルライフサイクル試験の報告はほとんどない。そこで本実験では、ジャ

ワメダカを用いて E1のフルライフサイクル試験を行い、E1が海産魚に対

してどのような影響をおよぼすのか明らかにすることを目的とした。 



 

  

 

3-2    材料材料材料材料とととと方法方法方法方法 

3-2-1    試験魚試験魚試験魚試験魚 

E2暴露同様、鹿児島大学水産学部付属海洋資源環境教育研究センターで

継代飼育しているジャワメダカ（O. javanicus）を用いて試験を行った。試

験魚の詳細に関しては第 2章（2-2-1試験魚，p.7）を参照。 

 

 

3-2-2 試験物質試験物質試験物質試験物質 

試験物質には、E1（純度>98.0％，和光純薬工業株式会社）を用いた。E1

の溶解方法は以下の通りである。 

（１）HPLC用メタノール（和光純薬工業株式会社）を溶媒とし、100 mg/L

溶液を作製した。 

（２）100 mg/Lメタノール溶液を中間原液とし、設定濃度になるように各

濃度区の海水に添加した。試験水中のメタノール濃度は、OECD ガ

イドラインで定められている溶解助剤濃度の許容値 100 µL/L を越

えなかった。 



 

  

 

3-2-3 Estrone フルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクルフルライフサイクル暴露暴露暴露暴露のののの方法方法方法方法 

東京湾において E1は 0.0-153.0 ng/Lの範囲で検出されたと報告されてい

る（和波ら，2004）。このことから、暴露に用いる E1 低濃度区を 50 ng/L

および 170 ng/L に設定した。また、ポジティブコントロールとして 1700 

ng/Lおよび 5000 ng/Lを設定した。複数の親魚から採卵し、その受精卵を

ひとまとめにプールした後、ランダムに各濃度区のシャーレーに収容した。

E1濃度 50, 170, 500, 1700および 5000 ng/L区を設定し、5つのガラスシャ

ーレー（直径 45 mm，深さ 15 mm）にぞれぞれ 25個前後の受精卵（計 128-132

個）を収容して暴露試験を行った。対照区（E1を含まない清浄海水）およ

び溶媒対照区（50 µL/Lメタノールを含む海水）は、それぞれ 25個前後の

受精卵（計 132および 128個）を 5つのガラスシャーレー（直径 45 mm，

深さ 15 mm）に収容して試験を行った。すべてのガラスシャーレーは 26 ℃

に設定したインキュベーター内に収容し、暴露海水は毎日調製して全量換

水を行った。暴露開始後、孵化数を計測し孵化率を算出した。 

暴露開始後、魚体サイズが大きくなるにつれて、100 mL，300 mLおよび

2.5 Lのガラスビーカーに替えて暴露を継続し、最終的にはガラス水槽（23 

cm × 44 cm × 30 cm, 水容量 10 L）で成熟するまで飼育を行った。成熟後、

対照区の産卵が安定した後、産卵に関するデータ（産卵数、成熟卵数、受

精卵数および受精率）を求めるために、2.5 Lガラスビーカー（水容量 2 L）

に雄 2尾および雌 4尾を収容し、暴露を継続した。 

 



 

  

 

3-2-4 試験水中試験水中試験水中試験水中のののの estrone 濃度分析濃度分析濃度分析濃度分析およびおよびおよびおよび水質測定水質測定水質測定水質測定 

E1濃度の測定を行うため、エムポアディスクを用いて試験水中の E1を

固相抽出した。抽出手順は以下の通りに行った。 

（1） 直径 47 mm のエムポアディスク（住友 3M，SDB-XC）を吸引濾過

装置に装着し、メタノール 10 mＬおよび超純水 10 mLをディスクに

通水してコンディショニングを行った。 

（2） その後、飼育水 300-500 mLを通水して E1を固相抽出し、10 mLの

超純水でディスクを洗浄した。 

（3） 洗浄後、10分間吸引を続けてディスクを乾燥させ、メタノール 10 mL

で E1を溶出させた。 

（4） 溶出させたメタノールは試験管で採取し、E1 ELISAキット（日本エ

ンバイロケミカルズ株式会社）を用いて E1 濃度の測定を行った。

なお、測定手順は付属マニュアルに従った。 

また、暴露期間中の水温、DO、pH および塩分濃度を測定した。測定に

使用した機器類は第 2章（2-2-4試験水中の 17β-estradiol濃度分析および水

質測定，p12）を参照。 



 

  

 

3-2-5    肝臓肝臓肝臓肝臓およびおよびおよびおよび生殖腺生殖腺生殖腺生殖腺のののの採取方法採取方法採取方法採取方法 

暴露終了後、500 µL/Lのフェノキシエタノール（和光純薬工業株式会社）

で麻酔した。体重および全長を測定後、開腹して肝臓を摘出し肝臓重量を

測定した。摘出した肝臓にタンパク分解酵素阻害剤（Table 2）0.5 mLを添

加し、ハンドホモジナイザーを用いて細かく粉砕した。粉砕後、遠心分離

（10000 × g，10分間，4 ℃）して得られた上清を VTG測定試料とし、測

定まで-80 ℃で凍結保存した。肝臓摘出後の魚体は 10 ％ホルマリンで固

定し、後に生殖腺を測定して生殖腺重量を測定した。また、HSIおよび GSI

を算出した。HSIおよび GSIの算出方法は第 2章（2-2-5肝臓および生殖腺

の採取方法，p.13）を参照。 



 

  

 

3-2-6 肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中ののののビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン濃度濃度濃度濃度のののの測定測定測定測定 

肝臓抽出液中の VTG 濃度は、酵素免疫測定穂（ELISA）により測定し、

肝臓重量あたりおよび肝臓抽出液中のタンパク重量あたりの濃度として表

した。ELISAの手順は第 2章（2-2-6肝臓抽出液中のビテロゲニン濃度の測

定，p.14）を参照。 

 

 

3-2-7 肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中ののののタンパクタンパクタンパクタンパクのののの定量定量定量定量 

DC Protein Assay（Bio-Rad）を用いてタンパクの定量を行った。タンパク

の定量を行う際のスタンダードには BSAを用い、段階的に希釈を行って標

準曲線を求めた。まら、ビテロゲニン測定時のサンプルは TBS-BSA-Tで希

釈を行ったものを用いたが、これらにはタンパク質（BSA）が含まれてい

るため、タンパクの定量を行う際のサンプルには希釈を行う前の肝臓抽出

液を用いた。なお、タンパク定量の手順は、付属のマニュアルに従って行

った。 



 

  

 

3-2-8 生殖腺組織標本生殖腺組織標本生殖腺組織標本生殖腺組織標本のののの作製方法作製方法作製方法作製方法 

暴露終了後にホルマリン固定した魚体から生殖腺を摘出した。生殖腺重

量を測定した後に生殖腺を脱水し、Technovit 7100を用いて包埋した。包埋

後、ミクロトームを用いて試料を薄切し、HE 染色を施して光学顕微鏡下

で観察を行った。Technovit 7100による包埋の手順は第 2章（2-2-8生殖腺

組織標本の作製方法，p.20）を参照。 

 

 



 

  

 

3-2-9 Estrone 暴露暴露暴露暴露におけるにおけるにおけるにおける影響評価項目影響評価項目影響評価項目影響評価項目およびおよびおよびおよび評価方法評価方法評価方法評価方法 

内分泌撹乱作用を評価するにあたって、各々の影響評価項目の評価方法

について以下の通りに行った。 

 

3-2-9-1 成長成長成長成長およびおよびおよびおよび生残生残生残生残にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 成長および生残に対する影響評価項目として、孵化率、孵化日数、全長、

体重、HSIおよび GSIを算出した。 

（１）孵化率：暴露を開始後、孵化数を計測し各々のシャーレーごとに孵

化率を算出した。孵化率の算出方法は、第 2章（2-2-9-1成長および生残

に対する影響評価方法，p24）を参照。 

 

（２）孵化日数：暴露開始から孵化に要するまでの日数を計測し、各々の

シャーレーごとに平均孵化日数を算出した。 

 

（３）全長および体重：暴露終了後、全長および体重を測定し、各々濃度

区ごとに平均全長および平均体重を算出した。 

 

（４）肝量指数（ Hepato somatic index; HSI）および生殖腺指数

（Gonadosomatic index; GSI）：暴露終了後、肝臓重量および生殖腺重量を

計測し、HSIおよび GSIを算出した。HSIおよび GSIの算出方法は、第

2章（2-2-9-1成長および生残に対する影響評価方法，p24）を参照。 



 

  

 

3-2-9-2 再生産再生産再生産再生産にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 産卵によって得られた卵は、受精卵、未受精卵および未成熟卵の 3つに

分けて各々の数を計測し、再生産に対する影響評価項目として、産卵数、

成熟卵数、受精卵数および受精率を算出した。 

（１）産卵数：受精卵、未受精卵および未成熟卵の総計とし、雌 1尾あた

りの産卵数を算出した。 

 

（２）成熟卵数：受精卵と未受精卵の総計とし、雌 1尾あたりの成熟卵数

を算出した。 

 

（３）受精卵数：雌 1尾あたりの受精卵数を算出した。 

 

（４）受精率：産卵数と受精卵数から受精率を算出した。算出方法は、第

2章（2-2-9-2再生産に対する影響評価方法，p26）を参照。 



 

  

 

3-2-9-3 ビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン（（（（VTG））））誘導誘導誘導誘導にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 暴露終了後に魚体から肝臓を摘出し、肝臓ホモジネートの上清を用いて

VTG濃度を測定した。 

（１）肝臓重量あたりの VTG量：肝臓摘出時に肝臓重量を測定し、肝臓重

量あたりの VTG量を算出した。 

 

（２）タンパク量あたりの VTG量：肝臓ホモジネートの上清を用いてタン

パク濃度の測定を行い、タンパク量あたりの VTG量を算出した。 

 

 

2-2-9-4 生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織およびおよびおよびおよび二次性徴二次性徴二次性徴二次性徴にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 暴露終了後に魚体から生殖腺を摘出し、生殖腺組織標本を作製して顕微

鏡下で観察した。また、二次性徴から雌雄の判別を行い、生殖腺組織から

判別した雌雄との相違を比較した。 

（１）生殖腺組織の観察：生殖腺組織標本を顕微鏡下で観察し、精巣卵の

有無を調べた。 

（２）二次性徴による性判別：前述（第 2章，2-2-1試験魚，p7）の二次性

徴により、雌雄の判別を行った。生殖腺組織から判別した雌雄との比較を

行い、二次性徴の発現に対する影響について検討した。 

 

 



 

  

 

3-2-10 統計学的解析統計学的解析統計学的解析統計学的解析 

得られたデータはすべて平均値±標準偏差で示した。対照区および暴露

区の等分散性を検定し、ANOVAで解析を行った。等分散の場合は Dunnett 

t検定、等分散でない場合は Dunnett T3および Dunnett C検定により、対照

区と暴露区とで平均値の有意差検定を行った。すべての検定において、有

意水準は 0.05とした。統計学的解析は統計ソフト（SPSS）を用いて行った。 



 

  

 

3-3    結果結果結果結果 

3-3-1 飼育水飼育水飼育水飼育水のののの水質水質水質水質およびおよびおよびおよび estrone 実測濃度実測濃度実測濃度実測濃度 

E1暴露期間における飼育水の平均水温は 26.2±0.4℃、DOは 7.08±0.71 

mg/L、塩分濃度は 33.9±0.3‰、pHは 7.32±0.50であった。 

E1濃度を E1 ELISAキットで測定した結果、対照区は ND（<5 ng/L)、溶

剤対照区は ND、50 ng/L区は 38.6±14.1（以下 39 ng/L区）、170 ng/L区は

198±26（以下 198 ng/L区）、500 ng/L区は 484±112 ng/L（以下 484 ng/L

区）、1700 ng/L区は 1188±424 ng/L（以下 1190 ng/L区）、5000 ng/L区は 3701

±1262 ng/L（以下 3700 ng/L区）であった（Table 10）。以下、結果を述べ

るときには、設定濃度ではなく実測濃度で示した。 

 

Table 10. Concentrations of estrone (E1) in test waters (n=5)

Norminal E1 Concentrations

(ng/L) 0 h 24 h 0-24 h²

control ND³ ND ND

solvent ND ND ND

50       49 ± 7       27 ± 10       39 ± 14

170     218 ± 14     174 ± 16     198 ± 26

500     578 ± 42     372 ± 20     484 ± 112

1700   1588 ± 43     787 ± 39   1188 ± 424

5000   4969 ± 183   2534 ± 377   3701 ± 1261

¹Data are shown as mean ± standard deviation.

²The mean concentration at 0 and 24 h after preparation.

³Not detectable (ND) for ELISA < 5 ng/L.

Measured E1Concentrations¹

 



 

  

 

3-3-2    成長成長成長成長およびおよびおよびおよび生残生残生残生残にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

孵化率は対照区が 93.4±5.0％、暴露区が 72.7-87.6％の範囲であった。対

照区と比較して、暴露区の孵化率に統計学的有意差は認められなかった

（Table 11）。また、孵化日数は対照区が 15.6±2.2 日、暴露区が 14.9-17.6

日であった。対照区と比較して、484 ng/L区以上の暴露区の孵化日数に有

意な遅延が認められた（Table 11）。なお、孵化率はシャーレー毎に平均値

を算出し、孵化日数は孵化した稚魚 1個体毎に算出した。 

 

E1 Concentrations¹

(ng/L) (%) n (days) n

control 93.4 ± 5.0    5 15.6 ± 2.2 121

solvent 75.9 ± 17.0  5 14.9 ± 2.9 104

39 81.1 ± 26.1  5 15.6 ± 1.9 95

198 77.5 ± 10.9  5 15.9 ± 2.6 100

484 87.6 ± 9.3  5 17.0 ± 2.5* 110

1190 82.1 ± 5.1   5 17.4 ± 2.3* 108

3700 72.7 ± 23.8   5 17.6 ± 3.0* 96

¹The mean concentration at 0 and 24 hours after preparation.

²Data are shown as mean ± standard deviation.

*Significantly different from control (p < 0.05).

Hatching Rate² Time to Hatching²

Table 11. Hatching rate and time to hatching of embryos in the control and estrone

(E1) exposure groups

 



 

  

 

孵化後 33日令の生残率は、対照区と比較して有意な差は認められなかっ

た（Fig. 21）。 
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Fig. 21 Survival rate of Java medaka in control and estrone exposure groups at 33 

days after hatching. The bars are indicated as mean ± standard deviation. 

 

 

孵化後 243 日令における体重は対照区が 0.274±0.051 g、暴露区が

0.217-0.282 gであった。対照区と比較して、すべての暴露区の体重に有意

な差は認められなかった（Table 12）。また、孵化後 243日令における全長

は対照区が 32.3±3.2 mmであり、暴露区が 31.0-33.6 mmの範囲であった。

対照区と比較して、すべての暴露区の全長に有意な差は認められなかった

（Table 12）。 

 

 



 

  

 

E1 Concentration¹ Total Length² Body Weight²

(ng/L) (mm) (mg)

control 20 32.3 ± 3.2 274 ± 51

solvent 18 32.3 ± 2.3 256 ± 69

39 18 32.3 ± 1.7 254 ± 41

198 21 31.0 ± 2.1 217 ± 55

484 16 32.1 ± 1.8 255 ± 46

1190 16 33.6 ± 1.0 282 ± 38

3700 18 32.1 ± 1.7 246 ± 42

 ¹The mean concentration at 0 and 24 h after preparation.

 ²Data are shown as mean ± standard deviation. 

n

Table 12. Total length and body weight of Java medaka in the control

and estrone (E1) treatment groups at 243 days after hatching

 

 

孵化後 243日令における雄の HSIは対照区が 0.8±0.4％であり、暴露区

が 0.6-1.4％の範囲であった。対照区と比較して、3700 ng/L 区の雄の HSI

に有意な増加が認められた（Fig. 22）。孵化後 243 日令における雌の HSI

は対照区が 0.8±0.1％であり、暴露区が 0.8-1.7％の範囲であった。対照区

と比較して、すべての暴露区の雌の HSI に有意な差は認められなかった

（Fig. 23）。また、孵化後 243日令における雄の GSIは対照区が 0.4±0.2％

であり、暴露区が 0.3-0.5％の範囲であった（Fig. 24）。孵化後 243日令にお

ける雌の GSIは対照区が 2.8±0.9％であり、暴露区が 2.5-3.9％の範囲であ

った（Fig. 25）。多対照区と比較して雌雄ともに、すべての暴露区の GSI

に有意な差は認められなかった。 



 

  

 

 
 

Fig. 22 Hepatosomatic index (HSI) of male Java medaka at 243 days after 

hatching in the control and estrone exposure groups. (*)Significantly different 

from control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 23 Hepatosomatic index (HSI) of female Java medaka at 243 days after 

hatching in the control and estrone exposure groups. The bars are indicated as 

mean ± standard deviation. 
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Fig. 24 Gonadosomatic index (GSI) of male Java medaka at 243 days after 

hatching in the control and estrone exposure groups. The bars are indicated as 

mean ± standard deviation. 
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Fig. 25 Gonadosomatic index (GSI) of female Java medaka at 243 days after 

hatching in the control and estrone exposure groups. The bars are indicated as 

mean ± standard deviation. 



 

  

 

3-3-3    再生産再生産再生産再生産にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

雌 1尾あたりの産卵数は対照区が 6.5±2.9個であった。対照区と比較し

て、暴露区の産卵数は 1190 ng/L区で 3.4±2.1個、3700 ng/L区で 3.1±2.2

個と有意な低下を示した（Fig. 26）。雌 1 尾あたりの成熟卵数は対照区が

5.5±2.5個であった。対照区と比較して暴露区の成熟卵数は 1190 ng/L区で

2.3±1.9個、3700 ng/L区で 1.3±2.0個と有意な低下を示した（Fig. 27）。雌

1 尾あたりの受精卵数は対照区が 4.8±2.4 個であった。対照区と比較して

暴露区の受精卵数は 1190 ng/L区で 0.9±1.2個、3701 ng/L区で 0.4±0.8個

と有意な低下を示した（Fig. 28）。受精率は対照区が 74.8±19.4％であり、

対照区と比較して 1190 ng/L 区以上の暴露区で有意な低下を示した（Fig. 

29）。 
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Fig. 26 The number of eggs for Java medaka in the control and estrone exposure 

groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). The bars are indicated 

as mean ± standard deviation. 
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Fig. 27 The number of eggs for Java medaka in the control and estrone exposure 

groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). The bars are indicated 

as mean ± standard deviation. 
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Fig. 28 The number of eggs for Java medaka in the control and estrone exposure 

groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). The bars are indicated 

as mean ± standard deviation. 
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Fig. 29 The number of eggs for Java medaka in the control and estrone exposure 

groups. (*)Significantly different from control (p<0.05). The bars are indicated 

as mean ± standard deviation. 
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3-3-4    ビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン誘導誘導誘導誘導にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

肝臓抽出液中のタンパク濃度および肝臓重量を測定し、肝臓抽出液中タ

ンパク量あたりの VTG濃度、および肝臓重量あたりの VTG濃度を求めた。

雄の肝臓抽出液中タンパク量あたりのVTG濃度は対照区が 0.4±0.3 µg/mg

であり、暴露区が 0.3-9.3 µg/mgの範囲であった。対照区と比較して、484 

ng/L 区以上の暴露区のタンパク量あたりの VTG 濃度に有意な増加が認め

られ、雄体内中で有意に誘導されている結果となった（Fig. 30）。雄の肝臓

重量あたりの VTG 濃度は対照区が 0.054±0.052 µg/mg であり、暴露区が

0.031-2.06 µg/mgの範囲であった。対照区と比較して 484 ng/L区以上の暴

露区の肝臓重量あたりの VTG濃度に有意な増加が認められた（Fig. 31）。

また、雌の場合も同様に測定した結果、雌のタンパク量あたりの VTG濃度

および肝臓重量あたりの VTG濃度ともに、対照区と比較して有意な差は認

められなかった（Fig. 30 and 31）。 
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Fig. 30 The hepatic vitellogenin (VTG) concentration per protein weight of Java 

medaka in control and estrone exposure groups. (*)Significantly different from 

control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard deviation. 
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Fig. 31 The hepatic vitellogenin (VTG) concentration per liver weight of Java 

medaka in control and estrone exposure groups. (*)Significantly different from 

control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard deviation. 



 

  

 

3-3-5 生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織生殖腺組織およびおよびおよびおよび二次性徴二次性徴二次性徴二次性徴にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

暴露終了時である孵化後 243日令の時点で、二次性徴などの外部形態か

ら雌雄の判別を行った。これらの外部形態を観察した結果、雄もしくは雌

と判別ができ、性別不明（二次性徴のはっきりしない）個体は認められな

かった（Fig. 32）。 また、生殖腺組織標本を作製し観察した結果、外部形

態で判別した雌雄と組織学的な雌雄は、すべての個体で合致していた。さ

らに、精巣中に卵細胞を有する精巣卵の雄個体は、今 E1 暴露実験認めら

れなかった（Fig. 33）。 
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Fig. 32 Sex ratio of Java medaka at 243 days after hatching in control and estrone 

exposure groups. 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 33 Histological observation of gonads in the control (a) and 1190 ng/L 

treatment groups (b).  

(a) 

(b) 



 

  

 

3-4    考察考察考察考察 

 ジャワメダカを用いて E1フルライフサイクル試験を行った結果、対照

区と比較して 1190 ng/L区および 3700 ng/L区では、トータルの受精卵数が

少なかった。3700 ng/L区においては、産卵数の顕著な低下が引き起こされ

ており、再生産の低下が認められた。前述の E2 フルライフサイクル試験

においても、159 ng/L区以上で顕著な産卵数の低下が認められており、E2

同様に、E1暴露が産卵を阻害することにより、メスに対して悪影響を及ぼ

していることが示唆される。 

 3700 ng/L区の雄の HSIは、対照区と比較して有意な増加を示しており、

E2暴露と同様に、E1暴露により VTGが生成され肝臓重量が増加したと考

えられる。 

また、E2暴露では暴露区で精巣卵が観察されたが、本実験の E1暴露で

は最高濃度区の 3700 ng/L区でも観察されなかった。 

本実験では、484 ng/L区で肝臓重量あたり 862 ng/mgの VTGが誘導され

た。E2 暴露でほぼ同量の VTG が誘導されたのは 68 ng/L 区であり、897 

ng/mgであった。Panter et al.（1998）は 992.7 ng/Lの E1試験水と 100 ng/L

の E2試験水に暴露した fathead minnowの VTG濃度がほぼ同等であったと

報告している。VTG誘導に対するエストロゲン活性は、ジャワメダカの場

合 E2は E1の 7.1倍（484/68）高く、fathead minnowの場合 E2は E1の 9.9

倍（992.7/100）高いということになる。酵母を用いてエストロゲン活性を

測定した結果、E2はE1の 7.1倍高いと報告されており（Metcalfe et al., 2001）、



 

  

 

本実験の結果とほぼ同等のエストロゲン活性を示している。これらの結果

から、E2は E1の約 8倍程度のエストロゲン活性を有していることが示唆

される。 

東京湾からは、E1が最大 105.6 ng/L検出されている。E1暴露の VTG誘

導に対する LOECは 484 ng/Lであることから、環境中の E1では海産魚に

対して影響を及ぼす可能性は低いと考えられる。しかしながら、同海域か

ら E2は最大で 21.2 ng/L検出されており、これらは E2フルライフサイク

ル試験で受精率低下を引き起こした濃度よりも高い濃度である。環境中で

検出されるような E1 濃度のみでは海産魚に対して影響を及ぼす可能性は

低いかもしれないが、環境中では E1 が単独で検出されているわけではな

く、同時に E2 や他のエストロゲン様物質も検出されている。このことか

ら、E1および E2あるいはその他のエストロゲン様物質が共存している環

境中では、様々な物質の複合影響を評価する必要があると考えられる。ま

た、これらの物質に複合的に暴露されるとき、相加的あるいは相乗的に影

響するのかどうか検討することも重要であると考えられる。 



 

  

 

第第第第 4 章章章章    ジャワメダカジャワメダカジャワメダカジャワメダカ（（（（Oryzias javanicus））））のののの精子運動能精子運動能精子運動能精子運動能にににに及及及及ぼすぼすぼすぼす

17ββββ-estradiol パーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクル暴露暴露暴露暴露のののの影響影響影響影響 

4-1    緒言緒言緒言緒言 

本研究の E2フルライフサイクル試験において、産卵数は 68 ng/L区で有

意に増加、159 ng/L区以上の暴露区で有意に低下し、受精率は 16 ng/L区以

上の暴露区で有意に低下した。68 ng/L区に関して産卵数と受精率の結果を

合わせてみると、産卵数は増加しているのにも関わらず、受精率は低下し

ていた。産卵数は雌に及ぼす影響を評価する項目であり、受精率は雌雄双

方に及ぼす影響を評価する項目である。E2暴露の結果から、68 ng/L区で

は雌に対して E2 が悪影響を及ぼさず、むしろ産卵を促進させていたとい

うことが言える。68 ng/L区以上の 159 ng/L区および 243 ng/L区では産卵

数が低下したため、E2が高濃度になれば雌に対して悪影響を及ぼすのでは

ないかと考えられる。68 ng/L区では E2が雌に対して悪影響を及ぼしてい

ないとすると、この濃度区あるいはそれ以下の濃度区で受精率が低下した

要因は雄の方にあると考えられる。 

合成エストロゲンである DESは流産抑制目的で、1960-1970年代にヒト

に対して使用された結果、胎児に影響を及ぼしたと報告されている

（Newbold et al., 1984; Colborn et al., 1993）。その DESを新生仔期のマウス

に 5 日間皮下投与し、3 ヵ月後測定をした結果、DES 投与群において精子

数、精子運動能、精巣相対重量が対照区と比較して有意に低下したと報告



 

  

 

されている（足立ら，2001）。また、BPA 投与群においても精子数、精子

運動能が有意に低下した。哺乳類において、精巣が化学物質の影響を受け

やすい器官のひとつであることが知られている。特に胎生期あるいは新生

期に化学物質暴露が起こると、精巣成熟の遅延や精子形成の阻害を引き起

こすことが認められてきた。またヒトの場合、精巣や精子に対する内分泌

撹乱物質を含めた毒性を判定する方法として、精巣重量、精巣組織像、精

子数、精子運動率および奇形率などが評価の基準となっている。 

近年では、化学物質が魚類の精子形成に影響を及ぼすことが指摘されて

おり（Gimeno et al., 1998; McAllister and Kime, 2003; Kinnberg and Toft, 2003; 

Christensen et al., 2004；Miura et al., 2005）、E2フルライフサイクル試験で受

精率が低下した要因として、E2暴露による精巣および精子への影響が考え

られる。魚類も哺乳類の報告と同様に、E2あるいはエストロゲン様物質に

よって精巣および精子に影響を受け、結果的に受精率低下を引き起こした

のではないかと考えられた。これらのことから、E2が魚類の精巣へ影響を

及ぼしたと仮定して、E2暴露が精子運動能に及ぼす影響を明らかにし、精

子運動能が受精率低下の要因のひとつであるか明らかにすることを本実験

の目的とした。 



 

  

 

4-2    精子運動能測定方法精子運動能測定方法精子運動能測定方法精子運動能測定方法のののの予備検討予備検討予備検討予備検討 

これまで魚類の種苗生産に関わる研究として、精子の冷凍保存技術や運

動開始要因、運動に及ぼす環境要因などが報告されてきた（野村, 1964; 高

野ら, 1973; 広井ら, 1973; 辻ら, 2000; 井塚, 2003; 藤浪ら, 2003）。それらは

サケ（Oncorhynchus keta）、マス（Salmo gairdneri）、アユ（Plecoglossus altiveris 

altiveris）、ワカサギ（Hypomesusu nipponennsis）およびメダカ（O. latipes）

などの淡水魚に関する知見がほとんどである。海産魚に関する知見として

は、クロダイ（Acanthopagrus schlegeli）精液の液状保存や（栩野, 1988）若

狭湾で漁獲されたアカアマダイ（Branchiostegus japonicus）の精子の運動活

性（藤浪ら, 2003a,b）などが報告されている。また、魚類の精子運動能を

測定した研究がわずかに報告されているが、ほとんどが淡水魚に関するも

のである（Schoenfuss et al., 2002; Kawana et al., 2003; Hara et al., 2007）。E2

暴露によるジャワメダカ（O. javanicus）の精子運動能への影響を評価する

に際して、まずは精子運動能の測定方法を検討する必要がある。そこで、

他魚種の測定方法をもとにジャワメダカの精子運動能の測定方法を検討し

た。 

 



 

  

 

4-2-1    精子採取方法精子採取方法精子採取方法精子採取方法のののの検討検討検討検討 

ヒメダカの場合（Kawana et al., 2003; Hara et al., 2007）、麻酔後にメダカ

の腹部を圧迫して精子を得る搾出法が用いられている。ジャワメダカもメ

ダカ同様に搾出法による精子の採取ができるかどうかを検討した。継代飼

育している雄のジャワメダカを 500 µL/L のフェノキシエタノールで麻酔

し、腹部を圧迫して精子が採取できるかどうか試みた。 

また、アカアマダイの報告（藤浪ら, 2003）で用いられているように、精

巣を切断して精子を採取する方法も検討した。搾出法の場合と同様に、継

代飼育している雄のジャワメダカを 500 µL/L のフェノキシエタノールで

麻酔し、開腹後精巣を摘出した。摘出後、精巣を解剖用ハサミで切断し、

切断面から滲出した精子をスライドグラス上にのせた。ヒメダカと同様の

測定用精子希釈液（Table 10）をスライドグラス上の精子に添加し、光学顕

微鏡下で精子の運動を観察した。 

検討の結果、ジャワメダカの腹部を圧迫し、搾出法による精子の採取を

試みたが、精子を得ることはできなかった。過度な圧迫による長時間の採

取行為は魚自体や精子へのダメージにもつながるため、搾出法以外の精子

採取法を行う方が良いと考えられる。 

また、精巣を摘出して解剖用ハサミで切断した結果、切断面から白色の

液体が滲出した。スライドグラス上でこの滲出した液体とヒメダカ測定用

精子希釈液を混合し、光学顕微鏡下で観察したところ、運動する精子を確

認することができた。 



 

  

 

これらの結果から、精巣を切断してその切断面から精子を採取する方法

を用いることとした。 



 

  

 

4-2-2 精子運動能測定方法精子運動能測定方法精子運動能測定方法精子運動能測定方法のののの検討検討検討検討 

継代飼育している雄のジャワメダカを 500 µL/L フェノキシエタノール

で麻酔し、体重および全長の測定を行った。開腹して精巣を摘出し、生殖

腺重量を測定した。摘出した精巣を解剖用ハサミで切断し、切断面から滲

出した精液を前述のヒメダカ測定用精子希釈液とスライドグラス上で混合

した。光学顕微鏡に接続しているデジタルカメラを経由して、ビデオカメ

ラ（DCR-PC300, SONY）で運動能解析用にテープ録画を行った。ジャワメ

ダカを開腹した時点から時間を計測し、それぞれの作業を行った際の経過

時間を記録した。 

光学顕微鏡下で観察した結果、運動している精子を確認することができ

た。精子が遊泳している層が厚かったため、対物レンズに対して上下左右

の運動だけではなく、手前から奥への運動が生じてしまった。そのため、

対物レンズの倍率が 4倍あるいは 10倍の場合、運動している精子を認識し

てピントを合わせるまでにかなりの時間を要し、動いている状態があまり

観察できなかった。観察時間が経過するとともに精子の運動量はだんだん

減少し、最終的には運動しなくなった。しかしながら、スライドグラス上

にのせた時点から 5分が経過しても、ほとんどの精子は運動量ゼロにはな

っておらず、わずかながら運動していた。10分以上が経過しても観察開始

時のように運動している精子がいたが、ほとんどの精子はごくわずかの運

動をしているもの、または運動をしていないものであった。これらのこと

から、解剖して生殖腺を摘出してからの経過時間を記録し、ビデオカメラ



 

  

 

で記録するまでの時間を統一させる必要があると考えられた。 

 



 

  

 

4-2-3 精子運動能測定用精子運動能測定用精子運動能測定用精子運動能測定用スライドグラススライドグラススライドグラススライドグラスのののの検討検討検討検討 

スライドグラスに精子と測定用希釈液の混合溶液をのせて検鏡すると、

遊泳層が厚くなってしまうため、上下左右の運動に加えて手前から奥への

運動が生じてしまった。このことから、測定を行うスライドグラスを改良

して遊泳層を小さく抑えることが必要である。 

そこで、薄切したパラフィンを用いてスライドグラスを作製し、観察を

行って検討した。ミクロトームを用いて幅 1 cmのパラフィンを 10, 15, 20, 

25 µmの厚さに薄切し、スライドグラス上にのせた（Fig. 34）。その上にカ

バーグラスをかぶせ、ホットプレートに 1分ほどのせて接着させた。作製

後、前述のように精子を採取し、希釈液と混合したものをカバーグラスと

スライドグラスの隙間に注入して、光学顕微鏡下で観察した。 

 

また、宮崎大学の香川博士から分与されたインクパターンの印刷によっ

てウェルが形成されているスライドグラス（インク印刷の厚さは不明, Fig. 

Cover glass 

Slide glass 

Paraffin block 

Fig. 34 The observed chamber of paraffin block for sperm motility. 



 

  

 

35）による観察も同様に行った。 

 

 

Cover glass 

Ink print 

Fig. 35 Observed chamber of ink print’s slide glass for sperm motility 

provided Prof. Kagawa. 



 

  

 

パラフィンで作製したスライドグラスで観察した結果、運動している精

子を確認することができた。パラフィンの厚さ（遊泳層の厚さ）が 20 µm

および 25 µmのスライドグラスで検鏡すると、精子の遊泳層が 2-5層程度

観察できた。パラフィンの厚さが 10 µmおよび 15 µmのスライドグラスの

場合、この遊泳層が 2-3層と減少した。このことから、15 µmあるいは 10 µm

以下のより薄い厚さで検鏡する方が、遊泳層を小さくすることができ、観

察しやすくなることが分かった。また、宮崎大学の香川先生から分与され

たスライドグラスによる観察の結果、遊泳層が 1-2 層であり、ほとんどの

精子が観察可能であった。10 µmの厚さのパラフィンで作製したスライド

グラスよりも、層の厚さが小さかったのではないかと思われる。これらの

結果から、このインク印刷のあるスライドグラスを用いて運動能の観察を

行うこととした。 



 

  

 

4-2-4 精子運動能測定用希釈液精子運動能測定用希釈液精子運動能測定用希釈液精子運動能測定用希釈液のののの検討検討検討検討 

精子は精巣内または、雄の生殖管内では運動をせず、体外あるいは雌の

生殖管内に放精されると運動を開始する（毛利秀雄，1997）。ウニは海水中

に放精されると活発な運動を示し、キンギョのような淡水魚は体内の浸透

圧よりも低い溶液中で、多くの海産魚の場合は体内の浸透圧より高い溶液

中で運動が開始される。また、アユに関しては運動開始を制御するイオン

環境について報告されており、Kイオンが 10 mM以上含まれていること、

Caイオンが低濃度に維持されていること、115 mMの Naイオンを含む電

解質の濃度が高いこと、精漿の pH が弱アルカリに保たれていることなど

が、精子の運動開始を抑制している要因であるとしている（辻ら，2000）。

シシャモの場合、K イオン濃度が減少すると運動開始が引き起こされるこ

とが明らかになっている（太田ら，1995）。 

これらのことから、メダカで用いられている測定用希釈液と、その他の

魚類で用いられている測定用希釈液を参考にし、濃度組成の異なる二種類

の希釈液を用いて検討を行った。濃度組成は Table 13および Table 14を参

照。 

濃度組成の異なる二種類の希釈液を用いて検討を行った結果、ヒメダカ

で用いられている測定用希釈液では運動距離が 53.8±23.6 µm/sであったの

に対し、メダカの 100倍濃度の希釈液では 67.1±27.9 µm/sであった。最適

な条件を見つけることが本実験でも目的ではないが、E2暴露により精子運

動能が低下する仮定していることから、通常の清浄海水飼育のメダカ（つ



 

  

 

まりは対照区）の精子がより活発に運動していた方の希釈液を用いるのが

適していると考え、メダカの 100倍濃度の希釈液を精子運動能測定時に用

いることとした。 

 

 

NaCl 74.8 mg

KCl 2.0 mg

CaCl2 2.2 mg

NaHCO3 2.0 mg

DW 1000 mL

Table 13.  Comopsition of solution for sperm

motility of Japanese medaka (O. latipes )

 

 

 

 

NaCl 7.48 g

KCl 0.20 g

CaCl2 0.22 g

NaHCO3 0.20 g

DW 1000 mL

Table 14. Comopsition of solution for sperm

motility of Java medaka (O. javanicus )

 



 

  

 

4-2-5    精子採取時刻精子採取時刻精子採取時刻精子採取時刻のののの検討検討検討検討 

ジャワメダカは光周期と水温をコントロールすれば、通年で産卵する。

季節によって産卵期を有するような魚種の場合、各季節によって生殖腺の

発達具合が異なることが考えられる。しかしながら、ジャワメダカやヒメ

ダカのような通年で産卵可能な魚種の場合、一日の時間帯によって運動能

に差が生じる可能性が考えられる。そこで、精子運動能の日変動を観察す

るため、8時から 17時までの間運動能を測定して、測定時間の検討を行っ

た。測定方法および測定用希釈液は前述の検討 4章（4-2-3運動能測定用ス

ライドグラスの検討、4-2-4精子運動能測定用希釈液の検討，p.80-83）によ

り決定したものを用いた。 

8時から 17時までの間精子運動能の観察を行い、8時 20分から 10時 42

分までを 10時帯、11時 22分から 14時 05分までを 13時帯、16時 02分か

ら 16時 33分までを 16時帯として、それぞれの時間帯における精子の運動

距離をヒストグラムで示した（Fig. 36）。精子運動距離は 10時帯が 50.1±

21.9 µm（n=1794）、13時帯が 50.2±21.5 µm（n=1909）、16時帯が 4.01±21.9 

µm（n=1967）であった。10時帯と 13時帯に比べて、16時帯は全体的に分

布の頂点（山）が低値側に移動していた。それぞれの時間帯を t 検定で検

定した結果、10時帯と 16時帯で、13時帯と 16時帯で有意な差が認められ

た。また、10 時帯と 13 時帯では差は認められなかった。これらのことか

ら、精子運動能測定時間を 10 時の前後一時間（9 時から 11 時）とし、時

間を統一して測定を行った。 
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Fig. 36 Histogram of swimming velocity in different time zone, 10:00 (a), 13:00 

(b) and 16:00 (c). 

 

 

 

Swimming Velocity (×10 µm) 

(a)10:00 

(b)13:00 

(c)16:00 



 

  

 

4-3    材料材料材料材料とととと方法方法方法方法 

4-3-1    試験魚試験魚試験魚試験魚 

E2 フルライフサイクル暴露、E1 フルライフサイクル暴露と同様に、鹿

児島大学水産学部付属海洋資源環境教育研究センターで継代飼育している

ジャワメダカ（O. javanicus）を試験魚として行った 2章（2-2-1試験魚，p.7）

を参照。 

 

4-3-2    試験物質試験物質試験物質試験物質 

試験物質には、E2（純度>98.0 ％，ナカライテスク株式会社）を用いた。

E2の溶解方法は 2章（2-2-2試験物質，p.10）を参照。 

 

4-3-3 17ββββ-estradiol パーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクル暴露暴露暴露暴露のののの方法方法方法方法 

 成熟した雄 3尾を 2.5 Lビーカー（水容量 2.0 L）に収容し、設定濃度 50，

500および 5000 ng/Lの E2で暴露を行った。すべての濃度区を 2連で行い、

1，4 および 8 週間暴露を行った。また、E2 を含まない海水で暴露した対

照区を設定し、暴露区と同様の条件で 8週間飼育を行った。和波ら（2004）

の報告によれば、東京湾では E2が 0.1から 21.9 ng/Lの範囲で検出されて

いる。さらに、既遂の E2フルライフサイクル試験（Imai et al., 2005）では、

E2濃度 16 ng/Lで受精率の阻害が観察された。これらのことから、最低 E2

濃度区に 50 ng/L を設定した。また、最高 E2 濃度区である 5000 ng/L を

positive effectとして設定した。海水はこれまでの暴露試験と同様に、鹿児



 

  

 

島湾で採水し砂濾過したものを用いた。暴露期間中、すべての飼育水は毎

日換水する半止水式暴露で行った。 

 暴露終了後、9時から 11時の間にサンプリングをし、体重および全長を

測定した。また、開腹して肝臓を摘出し、肝臓重量を測定した。また、肝

臓重量から HSI を算出した（2-2-5 肝臓および生殖腺の採取方法，p.13）。

0.5 mＬタンパク分解酵素阻害剤（Table 2）を添加し、VTG測定までの-80℃

で冷凍保存した。肝臓摘出後、実体顕微鏡下で精巣を摘出し、運動能の測

定に用いた。 

 

4-3-4    17ββββ-estradiol 暴露暴露暴露暴露におけるにおけるにおけるにおける精子運動能測定方法精子運動能測定方法精子運動能測定方法精子運動能測定方法 

暴露終了後、魚体から精巣を摘出し生殖腺重量を測定した。また、生殖

腺重量から GSI を算出した（2-2-5 肝臓および生殖腺の採取方法，p.13）。

重量測定後、精巣を解剖用ハサミで切断した。精巣の切断面から滲出した

精子をスライドグラス上にのせ、精子用希釈溶液（128mM NaCl, 2.7mM KCl, 

2.0mM CaCl2 and 2.4mM NaHCO3; Table 14）を適量加えた。スライドグラス

は、マイクロウォームプレート（MP10DM, Kitazato supply CO. Ltd., Shizuoka, 

Japan）を用いて 26℃に保持した。精子の運動は、光学顕微鏡に接続したデ

ジタルカメラ等を経由して、ビデオカメラ（DCR-PC300, SONY）で録画し

た。運動している精子の割合および運動距離は以下の方法で測定した。 

ビデオカメラで動画を撮影し、1秒あたり 30コマの静止画としてコンピュ

ーターに取り込んだ。精子の運動は、各魚体あたり 3 回（1 回の測定につ



 

  

 

き 3 秒間）の測定を行い、1 個体に対して 9 秒分の静止画を用いて解析を

行った。運動している精子の割合は、1 個体に対して 450 の精子を用いて

測定を行った。また、精子の運動距離に関しては、1 個体に対して 296 か

ら 1265の精子を用いて測定を行った。これらの解析には、画像解析ソフト

である Image-Pro Plus 5.0（Media Cybernetics, USA）を用い行った。 

 

4-3-5 肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中肝臓抽出液中ののののビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン濃度濃度濃度濃度のののの測定測定測定測定 

-80℃で保存していた肝臓を解凍し、ハンドホモジナイザーを用いて細か

く粉砕した。粉砕後、遠心分離（10000 × g，10分間，4 ℃，KUBOTA，5922）

して得られた上清を VTG 測定試料とした。肝臓抽出液中の VTG 濃度は、

ELISAにより測定した。測定の手順は先述（2-2-6肝臓抽出液中のビテロゲ

ニン濃度の測定，p.14）の通りである。 

 



 

  

 

4-3-6 飼育水中飼育水中飼育水中飼育水中のののの 17β-estradiol 濃度分析濃度分析濃度分析濃度分析およびおよびおよびおよび水質測定水質測定水質測定水質測定 

E2濃度の測定は、換水直後（0時間後）と換水直前（24時間後）の飼育

水を採水して行った。先述（2-2-4試験水中の 17β-estradiol濃度分析および

水質測定，p.12）の通り、エムポアディスクを用いて固相抽出を行った。

10 mLのメタノールで溶出させた後、窒素下で乾固させ適量の移動相（50m

Ｍリン酸：アセトニトリル＝55：45）を加えた。HPLC の蛍光検出（励起

波長 275 nm，蛍光波長 300 nm）で測定を行った。詳しい HPLC設定条件

は Table 15を参照。 

 

Column Inertsil ODS-3V,  5 mm,  4.6 × 150 mm

Eluent Acetonitrile : 50mM phosphate buffer = 45 : 55 (pH2.3)

Flow Rate 1.0 mL/min

Detector (wave length) UV (210 nm)

Fluorescence  ( Ex 275 nm, Em 300 nm)

Column Temperature 40 ℃
Column Oven HITACHI L-7300

UV Detector HITACHI L-7400

Pump HITACHI L-7100

Autosampler HITACHI L-7200

Degasser HITACHI L-7160

Integrator HITACHI L-7500

Table 15. HPLC conditions for 17����-estratiol analysis by fluorescence
detection

 



 

  

 

4-3-7 17ββββ-estradiolパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクルパーシャルライフサイクル暴露暴露暴露暴露におけるにおけるにおけるにおける影響評価項目影響評価項目影響評価項目影響評価項目

およびおよびおよびおよび評価方法評価方法評価方法評価方法 

内分泌撹乱作用を評価するにあたって、各々の影響評価項目の評価方法

について以下の通りに行った。 

 

4-3-7-1 体重体重体重体重およびおよびおよびおよび全長全長全長全長にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

全長および体重：暴露終了後、全長および体重を測定し、各々濃度区ご

とに平均全長および平均体重を算出した。 

 

4-3-7-2    ビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン誘導誘導誘導誘導にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

暴露終了後に魚体から肝臓を摘出し、肝臓ホモジネートの上清を用いて

VTG濃度を測定した。また、肝臓摘出時に肝臓重量を測定し、肝臓重量あ

たりの VTG量を算出した。 

 

4-3-7-3 精子運動能精子運動能精子運動能精子運動能にににに対対対対するするするする影響評価方法影響評価方法影響評価方法影響評価方法 

 精子運動能に対する影響評価項目として、精子運動率および精子運動距

離を測定した。 

（１）精子運動率：ビデオカメラで記録した動画上から、1個体あたり 450

の精子をランダムに選択し、運動していた精子の割合を算出した。算出

方法は、以下の通りである。 

       

   精子運動率＝ 
運動精子数 

ランダムに選択した精子数 450 
×100 



 

  

 

（２）精子運動距離：ビデオカメラで記録した動画上から、運動している

精子をランダムに選択し、平均運動距離を算出した。1 個体あたり

296-1265の運動精子に対して、運動距離を測定した。 

 

4-3-8 統計学的解析統計学的解析統計学的解析統計学的解析 

得られたデータはすべて平均値±標準偏差で示した。対照区および暴露

区の等分散性を検定し、すべてのデータは ANOVAにより解析を行った。

等分散の場合は、Dunnett t 検定、等分散でない場合は Dunnett T3 および

Dunnett C検定により、対照区と暴露区で平均値の有意差検定を行った。ま

た、すべての検定において有意水準を 0.05 とし、SPSS® 14.0J を用いて行

った。 



 

  

 

4-3    結果結果結果結果 

4-3-1 飼育水飼育水飼育水飼育水中中中中のののの水質水質水質水質およびおよびおよびおよび 17β-estradiol 実測濃度実測濃度実測濃度実測濃度 

E2暴露期間における飼育水の平均水温は 26.8±0.6℃、DOは 6.75±0.50 

mg/L、塩分濃度は 33.5±0.5‰、pHは 7.83±0.18であった。 

 E2濃度を HPLCで測定した結果、24時間の平均 E2実測濃度は対照区が

ND（<5 ng/L）、50 ng/L区が 34±17 ng/L（以下 34 ng/L区）、500 ng/L区が

195±110 ng/L（以下 195 ng/L区）、5000 ng/L区が 3900±1480 ng/L（以下

3900ng/L区）であった（Table 16）。以下、結果を述べる時には、設定濃度

ではなく実測濃度で示した。 

 

Table 16. Concentrations of 17βestradiol (E2) in test waters

Norminal E2 Concn.

(ng/L) 0h 24h 0-24hb

control 4 NDc ND ND

50 4 50±2 18±1 34±17

500 4 296±27 94±11 195±110

5000 4 5266±199 2548±369 3907±1479
aData are shown as mean±standard deviation.
bThe mean concentration at 0 and 24 h after preparation.
c not detectable (ND) for ELISA < 5 ng/L.

n
Measured E2 Concn.

a

 



 

  

 

4-3-2 体重体重体重体重およびおよびおよびおよび全長全長全長全長にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

3900 ng/L区の 1週間暴露、4週間暴露および 8週間暴露において、暴露

期間中に各1尾ずつが死亡した。平均体重は対照区が432±143 mgであり、

暴露区は 470±150 mgであった。平均全長は対照区が 37.1±3.4 mmであり、

暴露区は 38.5±2.9 mmであった。対照区と暴露区の体重および全長には、

統計学的に有意な差は認められなかった（Table 14）。 

 

 

E2 Concentrations¹ Total Length² Body Weight²

(ng/L)     (mm)     (mg)

control 3 37 ± 3 432 ± 144

34 9 39 ± 3 505 ± 144

195 9 38 ± 3 404 ± 142

390 6 39 ± 2 518 ± 160

 ¹The mean concentration at 0 and 24 h after preparation.

 ²Data are shown as mean ± standard deviation. 

n

Table 17. Mean total length and body weight of Java medaka　　　　in the control and

17β-estradiol (E2) treatment groups

 



 

  

 

4-3-3 ビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニンビテロゲニン誘導誘導誘導誘導にににに対対対対するするするする影響影響影響影響 

肝臓重量を測定し、肝臓重量あたりの VTG濃度を求めた。肝臓重量あた

りの VTG濃度は対照区が 9-23 µg/mg、暴露区が 31-1087 µg/mgの範囲であ

った。34 ng/L区の 8週間暴露、195 ng/L区の 4週間および 8週間暴露、3900 

ng/L区の 4 週間および 8 週間暴露の VTG 濃度が、対照区と比較して有意

な増加が認められた（Fig. 37）。 
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Fig. 37 Hepatic vitellogenin (VTG) concentration per liver weight in control and 

17β-estradiol exposure groups for sperm motility. (*)Significantly different 

from control (p<0.05). The bars are indicated as mean ± standard. 
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4-3-4 精子運動能精子運動能精子運動能精子運動能へのへのへのへの影響影響影響影響 

各暴露期間の終了後に、精巣を摘出して精子運動能（精子運動率および

精子運動距離）を観察した。運動精子率は対照区が 90.5±5.3％であり、暴

露区では 24.6-82.1％の範囲であった（Fig. 38）。精子運動率は、E2濃度お

よび暴露期間依存的に低下傾向を示した。34 ng/L 区の 1 週間暴露および

195 ng/L区の 1週間暴露を除く暴露区の精子運動率は、対照区と比較して

有意な低下を示した。 
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Fig. 38 The ratio of motile sperm of Java medaka exposed to 17β-estradiol for 1, 

4 and 8 weeks. (*) Significantly different from control (p<0.05). The bars are 

indicated as mean ± standard. 



 

  

 

平均精子運動距離を測定した結果、対照区は 67.1±27.9 µm/sであり、暴

露区は 40.5-71.4 µm/sの範囲であった（Fig. 39）。平均精子運動距離は、34 

ng/L区の 1週間暴露および 3900 ng/Lの 1週間暴露を除く暴露区で、対照

区と比較して有意な低下が認められた。 
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Fig. 39 The swimming velocity of Java medaka exposed to 17β-estradiol for 1, 4 

and 8 weeks. (*) Significantly different from control (p<0.05). The bars are 

indicated as mean ± standard. 



 

  

 

4-4    考察考察考察考察 

ジャワメダカの E2フルライフサイクル試験では、受精率は 16 ng/L区で

すでに阻害影響が見られたが、産卵数は 159 ng/L区にならないと阻害影響

は見られず、しかも 68 ng/L区で促進影響が認められた。Imai et al.（2005）

では 16 ng/Lのような E2低濃度では、雄に対してのみ抑制影響を示してお

り、E2暴露によって雄魚の精子形成に重要であるアンドロゲン抑制影響が

生じたのではないかと示唆している。これらのことから、本実験では、ジ

ャワメダカの精子運動能に対する E2 暴露の影響を評価した。その結果、

本実験では暴露区の精子運動率が対照区と比較して有意に低下した。

Graying (Thymallus thymallus)を 1.0 ng/Lの E2で暴露した場合や（Lahnsteiner 

et al., 2006）、金魚 (Carassius auratus)を 50 ng/L の E2 で暴露した場合

（Schoefuss et al., 2002）にも同様の結果が報告されている。さらに、ヒメ

ダカを NP で暴露した場合にも同様に精子運動率が低下すると報告されて

いる（Kawana et al., 2003; Hara et al., 2007）。また、本実験では暴露区の精

子運動距離が対照区と比較して有意に低下した。Grayingを 1 ng/Lの E2で

暴露した結果、本実験と同様に、精子運動距離が有意に低下したと報告さ

れている（Lahnsteiner et al., 2006）。これらのことから、E2およびエストロ

ゲン様物質は、淡水魚の場合と同様に、ジャワメダカの精子運動率および

精子運動距離に対して阻害影響をおよぼすと考えられる。 

Yokota et al. (2005) は、メダカを 4-tert-pentylphenol で暴露すると、

11-ketotestosterone を生成するのに重要なステロイド酵素である P450 



 

  

 

11β-hydroxylase の mRNA 発現が阻害されると報告している。これらは、

4-tert-pentylphenolが雄魚において、P450 11β-hydroxylaseの mRNA発現を

抑制することで、精巣 11-oxygenated androgenの合成を阻害したのではない

かと示唆している。11-ketotestosteroneは精子形成に関わるステロイドホル

モンであることから、E2 で暴露したジャワメダカの場合も同様に、E2 暴

露によって 11-ketotestosteroneの生成が阻害され、その結果精子運動能が影

響を受けたのではないかと考えられる。 

環境中で検出されるような低濃度の E2 で受精率低下が引き起こされた

（Imai et al., 2005）のは、E2暴露による精子運動能の阻害が要因で引き起

こされた可能性が考えられる。さらには、本実験での精子運動能の阻害は

Yokota et al. (2005) の報告のように、11-ketotestosteroneの生合成の阻害によ

って引き起こされたのではないかと考えられる。 

東京湾域からは 0.1-21.9 ng/Lの E2濃度が検出されている（和波ら，2004）。

E2 フルライフサイクル試験では 16 ng/L で受精率が低下し（Imai et al., 

2005）、本実験の成魚 4週間暴露試験では精子運動能は 34 ng/Lで阻害され

た。これらの結果から、環境中で検出されている濃度に近い比較的低濃度

の E2 で海産魚の精子運動能が阻害され、その結果受精率が阻害されたと

考えられる。 

これまで、内分泌撹乱作用を評価する際には、VTGの誘導、精巣卵の有

無、産卵数や受精率の低下、成長および生残に対する影響などが観察され

てきた。本実験の結果から、今までの評価項目と同様に、精子数や精子運



 

  

 

動能なども新たに評価項目として用いることが可能であると示唆される。

また、VTGは測定が容易でバイオマーカーとしては有用であるが、実際に

VTG が高濃度で誘導されている魚の生殖能が低いかどうかは明らかにな

っていない。VTGの場合と比較して精子運動能は、受精などの生殖能と直

接関わる項目であることから、内分泌撹乱物質に対する評価項目として有

用であると考えられる。本実験で測定した精子運動距離と VTG濃度の相関

をみたところ、r = 0.312となり、VTG濃度が増加するにつれて精子運動距

離も低下するという傾向が見られた（Fig. 40）。 
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Fig. 40 Relationship between VTG concentration per liver weight of Java medaka 

and swimming velocity of their sperms in control and E2 exposure groups. 

 

また、本実験の結果から、E2 の暴露によって 11-ketotestosterone などの

ステロイドホルモンの合成阻害が引き起こされていると示唆された。この

とから、魚体中あるいは血中、生殖腺中のステロイドホルモン濃度を測定

し、mRNA発現の抑制が実際に、その下流であるステロイドホルモン合成



 

  

 

を阻害して濃度が低下しているか確かめる必要があると考える。 
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第第第第 5 章章章章    総合考察総合考察総合考察総合考察 

 環境中で検出されるような低濃度のエストロゲン（E2および E1）が、ジャワ

メダカに対してどのような影響を及ぼすのかを明らかにするために、エストロ

ゲンのフルライフサイクル暴露を行った。 

E2 フルライフサイクル暴露において、ジャワメダカに対する E2 の慢性毒性

を明らかにした。暴露の結果、成長阻害、雄中の VTG誘導、産卵数の低下、受

精率の低下、二次性徴発現の抑制および精巣卵の出現が引き起こされた。これ

らの結果は、報告されていたメダカを含む淡水魚の現象と同様のものであった。

受精率に対する E2の LOECは 16 ng/Lであり、NOECは 9 ng/Lであった。前述

のように、東京湾沿岸域から E2 は最大で 23.7 ng/L検出されている（和波ら，

2003）。本研究 E2フルライフサイクル暴露における LOEC（16 ng/L）は環境中

で検出されている濃度の範囲内であり、このような比較的低濃度の E2で受精率

の低下が引き起こされた。これらのことから、E2 濃度が他の地点と比べて比較

的高く検出されている東京湾のような沿岸海域では、これらの海域に生息して

いるエストロゲンに対する感受性の高い魚種に対してE2が内分泌撹乱作用を引

き起こす可能性が示唆された。 

 また、E1フルライフサイクル暴露において、E2フルライフサイクル暴露と同

様にジャワメダカに対する E1 の慢性毒性について明らかにした。暴露の結果、

E2暴露と同様に、雄中の VTG誘導、産卵数の低下および受精率の低下が引き起

こされた。受精率に対する E1の LOECは 1200 ng/Lであり、NOECは 484 ng/L

であった。前述のように、東京湾沿岸域から E1 は最大で 61.2 ng/L検出されて
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いる（和波ら，2003）。本研究 E1フルライフサイクル暴露における NOEC（484 

ngL）も環境中で検出されている濃度よりも高濃度であり、環境中の E1 濃度だ

けでは魚類に対して内分泌撹乱作用を引き起こす可能性は低いことが示唆され

た。 

 しかしながら、E1 が検出されている海域からは E2 も検出されている。和波

ら（2004）によれば、浜路橋付近（東京都）の水中から E2が 10.6 ng/L、E1が

59.9 ng/L検出されたと報告されている。E2およびE1濃度ともに、本研究のLOEC

を下回っているため、E2 および E1 単独では内分泌撹乱作用を引き起こす可能

性は低いことが考えられる。しかしフルライフサイクル暴露の結果、VTG 誘導

に対するエストロゲン活性の強さは E2 が E1 より 7.1 倍高いと示唆された。浜

路橋付近から検出された E1濃度を E2濃度に換算すると、8.4 ng/L（59.9/7.1）で

あり、E2濃度 10.6 ng/Lに加算すると合計が 19 ng/Lということになる。E2およ

び E1 濃度を合わせてリスク評価すると、E2 フルライフサイクル暴露の LOEC

は 16 ng/Lであったため、この浜路橋付近のエストロゲン（E2および E1）濃度

は内分泌撹乱作用を引き起こす可能性の高い濃度であることが示唆された。こ

のように、実海域からは単一の内分泌撹乱物質が検出されているわけではなく、

E2および E1あるいはそれ以外の多くのエストロゲン様物質が検出されている。

これらのことから、今後は単独物質のリスク評価だけではなく、複数物質の複

合的なリスク評価を行う必要があると考えられる。また、複数物質で暴露した

際に、相加的あるいは相乗的な作用を示すのかどうか検討することも重要であ

ると考えられる。 
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 E2フルライフサイクル暴露を行った結果、68 ng/Lで産卵の促進影響と受精の

阻害影響が認められた。産卵は雌に対する影響を評価する項目であり、受精は

雌雄双方に対する影響を評価する項目であることから、68 ng/Lの時点で E2 が

雄に対してのみ阻害影響を及ぼしたのではないかと示唆された。これらのこと

から、E2 パーシャルライフサイクル暴露を行い、ジャワメダカの精子運動能に

対する影響を評価した。その結果、精子運動能に対する E2の LOECは 34 ng/L

であり、NOEC は 34 ng/L未満であった。E2 低濃度区で精子運動能が低下した

ことから、運動能の阻害が受精率低下の要因のひとつであることが示唆された。 

メダカを E2 で暴露した場合、ステロイド代謝に関与する 3β-hydroxysteroid 

dehydrogenase （3βHSD）および 11β-hydroxylase（P450 11β）の mRNA発現が抑

制されると報告されている（Govoroun et al., 2001）。また、4-PPで暴露した場合

も同様に P450 11βの mRNA発現が抑制されると報告されている（Yokota et al., 

2005）。これらは、雄魚において 11-ketotestosterone を生成するのに重要な P450 

11βの mRNA発現が抑制されることで、アンドロゲンの合成が阻害されるのでは

ないかと示唆している。11-ketotestosterone は精子形成に関わるステロイドホル

モンであることから、E2 などのエストロゲン様物質によって精子形成に関わる

ステロイドホルモンの生合成が阻害され、その結果精子運動能が低下し、最終

的に受精率の低下が引き起こされたのではないかと考えられた。今後、精子形

成および精子成熟に関与するステロイドホルモンの魚体中濃度を測定し、E2 暴

露による mRNA発現の抑制が実際にその下流であるステロイドホルモンの合成

を阻害しているのかどうか確かめる必要があると考えられる。 
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本研究の結果、エストロゲン（E2および E1）がジャワメダカの生殖能および

精子運動能に対してどのような影響を及ぼすのか明らかになった。また、野外

で検出されるような低濃度で受精率が低下したということは、エストロゲンに

対する感受性の高い魚では、本研究のジャワメダカと同様の現象が起こる可能

性があるのではないかと考えられる。さらには、環境中のエストロゲンあるい

はエストロゲン様物質によって、受精率の低下が引き起こされた場合、局所的

な個体群の減少にもつながる可能性があるのではないかと考えられる。 
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