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4 種の内分泌撹乱物質の影響
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イソフラボンの複合暴露がマウス産仔の生殖器および生殖能へ及ぼす影響
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要　約
ビスフェノール A（BPA）、ノニルフェノール（NP）、塩化トリブチルスズ（TBTC1）およびイソフラボンは内分泌

撹乱化学物質として知られ、これらの単独暴露による生殖への影響は数多く報告されているが、これらを組み合わせた
複合曝露による報告は少ない。加えて、この 4 種の内分泌撹乱化学物質はヒト臍帯血中から高濃度に検出されているた
め、これらが相互に影響し合う可能性が高いと考えられる。本研究では、妊娠中のマウスにおける BPA、NP、TBTCl
および、イソフラボンの複合暴露が産仔の生殖器および生殖能へ及ぼす影響について評価した。

マウスに BPA、NP、TBTCl およびイソフラボンを低用量暴露した場合、雌産仔において子宮内膜の肥厚化が起こり、
高用量暴露した場合、発情期における子宮内膜の増殖が起こらない産仔が確認された。また、両投与区で精巣上体管腔
内の精子密度が減少した。生殖能において、妊娠中低用量暴露された雌の産仔の次世代の平均胎仔数および死亡胎仔数
は有意（p<0.05）に増加した。さらに、妊娠中高用量暴露された雄の産仔の次世代の死亡胎仔数および死亡胎仔の割合
は有意に（p<0.05）増加した。本研究の結果より、妊娠期における母マウスへの BPA、NP、TBTCl、およびイソフラ
ボンの継続的複合暴露は、産仔の生殖器および生殖能に影響を及ぼすことが示唆された。
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緒　言

ビスフェノールA（BPA）、ノニルフェノール（NP）、塩
化トリブチルスズ（TBTCl）およびイソフラボンは内分泌
撹乱化学物質として知られている。BPA はプラスチックの
ポリカーボネートおよびエポキシ樹脂などの原料で、一部
の食品用の容器等に使用されており、エストロゲン受容体

（ER）が活性化されてエストロゲン類似作用を示すことが
報告されている 10）。NP は、非イオン性界面活性剤として
洗剤、塗料、除草剤および殺虫剤などに利用され、エス
トロゲン作用が報告されている 25）。TBTCl は船底塗料用
防汚剤として利用されており、トリブチルスズによって巻貝

（Gastropod mullusks）の Imposex（雌に雄の生殖器が形

成される現象）を引き起こす物質として知られている。ト
リブチルスズによる内分泌阻害の影響には、いくつかの海
洋生物における組織内のアンドロゲン量の増加およびエス
トロゲン量の減少から不明瞭な生殖器を発達させる報告
がある 8）。また、大豆をはじめとするマメ科植物には、フィ
トエストロゲンと呼ばれるエストロゲン様物質が多く含まれ
ていることが知られている。大豆中のフィトエストロゲンは、
ゲニステインやダイゼインおよびグリシテイン型などのイソフ
ラボンがあり、植物中では配糖体の形で存在し、主にアグ
リコン型（糖が外れた形）で腸管から吸収される 5,18）。イソ
フラボンの内分泌撹乱作用が最初に注目を集めたのは、サ
ブクローバーを大量に摂取したヒツジに不妊の増加が報告
されてからである 4）。イソフラボンが ERαおよびβに結
合することが明らかとなった 14）。

内分泌攪乱化学物質はこれまでに数々の研究がなされて
きた。しかし、これらの研究の多くが内分泌撹乱化学物質
の単独作用に関するものである。複合暴露の研究は、エン
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ドスルファン、ディルドリン、トキサフェンおよびクロルデン（い
ずれも有機塩素系化合物）を単独もしくは 2 種類を混合し
て酵母レポーター遺伝子アッセイおよびヒトER 結合試験を
行った結果、混合物は単独で用いた場合よりも150 ～ 1600
倍エストロゲン活性が高くなるとの報告が 1996 年になされ
ている 1）。しかし、その後これらの相乗効果には一定の知
見が得られなかったことから、内分泌攪乱化学物質の複合
暴露の影響の報告は少ない。一方、近年トウモロコシ畑で
使われるアトラジン、アラクロールおよびシフルトリンなどの
9 種類の内分泌撹乱物質を両生類に暴露したところ、単独
では影響の出ないような低濃度でも複合暴露によって死亡
率が高まることなどの報告により複合暴露による影響の評価
が再認識されつつある11）。加えて、エストロゲン様作用を持
つ内分泌撹乱化学物質の複合暴露は、単純な相加および
相乗効果以外にも減毒作用効果が指摘されている。したが
って、エストロゲン様作用を持つこれら 4 種の内分泌撹乱
化学物質による影響は、単純な相加的あるいは相乗的効果
以外の何らかの影響を及ぼす可能性が考えられる。また、
本研究で使用したこれら 4 種の内分泌撹乱化学物質がヒト
臍帯血中から高濃度に検出されていることから 2,26,28）、これ
らの物質は相互に影響し合っている可能性が高い。さらに、
動物の生殖器の発達、性周期、排卵、妊娠および分娩な
どは全てホルモンによる支配を受けている。特に胎仔期はホ
ルモン感受性が高い時期であるだけでなく、薬物代謝能が
低いことも報告されているため、妊娠期間では内分泌撹乱
化学物質がより大きな影響を及ぼす可能性がある15）。そこで、
本研究では BPA、NP、TBTCI およびイソフラボンを用いて
妊娠中のマウスへ複合暴露を行い、産仔の生殖器および生
殖能への影響について解析した。

材料と方法

１．供試動物と4 種の内分泌撹乱化学物質暴露の方法
日本エスエルシー株式会社より入手し、自家繁殖した 8

～ 12 週齢の ICR 系マウスを母マウスとして用いた。飼育
室は遮光し人工照明により、明期：暗期＝12 時間：12 時
間（明期；06：00 ～ 18：00）とした。室温は 24±2℃とし、
給水と給餌は自由摂取にした。

母マウス（n=4）を自然交配後、膣栓を確認した日を妊
娠日 0 日とし、0 日から分娩日までイソフラボン（長良サイエ
ンス）を生理食塩水で溶解後に１日 1 回背部皮下注射した。
妊娠確認日より5 日目から BPA（和光純薬工業）、NP（和
光純薬工業）および TBTCl（和光純薬工業）をコーンオ
イル（味の素）で溶解後、分娩日まで１日 1 回背部皮下注
射した。マウスは胚発生の過程で妊娠 5 日目から内胚葉、
中胚葉および外胚葉への器官分化が始まる。したがって、

5 日目からの皮下注射による内分泌撹乱が生殖器および生
殖能への影響が強いと考えた。また、イソフラボンは他の
3 種の内分泌撹乱化学物質と比較してエストロゲン作用が
小さいことから、妊娠日から皮下注射を始め内分泌撹乱を
他の 3 種の内分泌撹乱化学物質による影響と同程度にし
た。対照区には、溶媒である生理食塩水とコーンオイルを
それぞれ同じ期間で１日 1 回背部皮下注射した。

投与区は、低用量区と高用量区の 2 区に分けた。低用
量区では、BPA および NP を LD50 値（BPA：2500mg/
kg、NP：1231mg/kg）の 1000 分の 1、イソフラボンを
5mg/kg、高用量区では BPA および NP を LD50 値の
100 分の 1、イソフラボンを 50mg/kg 投与した 12）。イソフ
ラボンの濃度は、マウスに 50mg/kg/day のゲニステイン
を皮下注射した場合、最大血中濃度は雌で 6.8µM、雄で
3.8µM との報告があり、この濃度は大豆調整乳を飲む乳
児と同レベルであることを基準とした 7）。また、TBTCl は
一般毒性が高く、LD50 値の 100 分の 1 の値を背部皮下
投与したところマウスの皮膚に炎症が引き起こされたため、
低用量区および高用量区ともに LD50 値（60mg/kg）の
1000 分の 1 投与した。

本研究は山形大学動物実験委員会の承認（承認番号 21-
096：マウスを用いた環境ホルモン投与による影響評価）を
得て、山形大学動物実験規定に従い実施した。

２．生殖器への影響評価法
産仔は 6 週齢で開腹し、子宮および精巣上体をパラフィ

ン切片標本として組織学的に評価した。雌産仔は妊馬血
清性性腺刺激ホルモン（PMSG 和光純薬 :5IU/ 匹）を腹
腔内注射した 48 時間後にヒト絨毛性ゴナドトロピン（hCG
和光純薬 :5IU/ 匹）を投与し性周期を同期化させた後、
膣垢検査により発情期を判定し、発情期の子宮を試料と
して用いた。精巣上体は精巣上体頭部（n=6）を、子宮は
子宮角（n=6）を採取した。子宮および精巣上体は、ブア
ン固定液（ピクリン酸：ホルムアルデヒド：酢酸＝15：5：
1）で 2 時間固定した後に 70 ～ 100% エタノールで脱水
し、キシレンで透徹した。その後キシレン・パラフィン混合
液、パラフィンのみを 2 回それぞれ 1 時間ごと浸しパラフ
ィン包埋を行い、大型回転式ミクロトーム（RV-240、大和
光機工業株式会社）を用いて切片を作製した後、ヘマトキ
シリン・エオジン染色を行った。標本観察は、光学顕微鏡

（OLYMPUS BX51）により観察し、Digital Microscopy 
Camera により画像を撮影した。

３．生殖能の評価法
6 週齢の雌雄産仔（それぞれ n=12）は無処理の異性の

マウスと交配し、妊娠確認後 17 日目に、胎仔数および死
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亡胎仔数を計測した。また、交配後 2 週間以内に妊娠確
認ができなかった場合は、解剖し子宮の状態を確認した。
観察結果により、妊娠率、平均胎仔数、死亡胎仔数およ
び死亡胎仔数の割合を算出した。妊娠率のデータはχ二
乗検定を行い、他のデータは一元配置分散分析を行った後
に、Fisher の最小有意差法で検定し、平均値± 標準偏
差を示した。p<0.05 のとき有意と判定した。

結　果

１．妊娠期に暴露した産仔の生殖器に対する影響
子宮において対照区で発情期の子宮内膜の増殖が確認さ

れた（図 1. A）。しかし、低用量区では対照区と比較して子宮
内膜がさらに肥厚化した。高用量区では子宮全体の大きさが
対照区および低用量区と比較して小さく、発情期の子宮内膜
の増殖を確認することができなかった（図 1. B,C）。一方、精
巣上体は精子に運動能を与え精子を蓄積する場であり、対照
区では精巣上体管がぎっしりと密集し、管腔内に密集した精
子が確認された（図 2. A）。低用量区および高用量区では対
照区と比較して管腔内の精子密度が減少したが（図 2. B,C）、
両投与区の精子密度に大きな違いは見られなかった。

２．妊娠期暴露した産仔の生殖能の影響
内分泌撹乱化学物質の投与の有無に関わらず、死亡胎

図 1.  妊娠期に 4 種の内分泌撹乱化学物質を複合暴露したマウス産仔の子宮内膜
　 　（A）対照区（B）低用量区（C）高用量区

a：子宮内膜　b：子宮筋層

図 2.  妊娠期に 4 種の内分泌撹乱化学物質を複合暴露したマウス産仔の精巣上体
　 　（A）対照区（B）低用量区（C）高用量区　Bars=100µm

矢印：精巣上体管の管腔中の精子

図 3.  妊娠期に 4 種の内分泌撹乱化学物質を複合暴露したマウス産仔の妊娠 17 日目における正常胎仔および死亡胎仔
A.	 妊娠 17 日目の正常胎仔　（矢印：胎盤）
B.	 発生初期に発育停止した胎仔
C.	 発生後期に発育停止した胎仔　Bars=1cm
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仔の形態は初期段階で発生を停止した場合、胎仔の原型
を留めておらず（図 3. B）、後期段階で発生を停止した場合、
正常胎仔（図 3. A）と比較して皮膚の色が白くなり、短躯
の外表奇形が確認された（図 3. C）。無処理の雄マウスと
交配させた各投与区の雌産仔では、妊娠 17 日目における
低用量区の妊娠率は、対照区と比較して 91.7% に減少し、
平均胎仔数および死亡胎仔数が有意（p<0.05）に増加し
た（表 1）。各投与区の雄産仔と交配させた無処理の雌マウ
スでは妊娠 17 日目における低用量区および高用量区の妊
娠率は対照区と比較してそれぞれで 91.7 および高用量区で
87.5% に減少し、高用量区では死亡胎仔数および死亡胎
仔の割合が有意（p<0.05）に増加した（表 2）。なお、交
配後 2 週間以内に妊娠確認ができなかった雌産仔の低用
量区、雄産仔の低用量区および高用量区で子宮の状態を
確認したところ、胎児の痕跡が見られなかったため、産仔
は妊娠しなかったとみなし妊娠率に反映させた。

考　察

妊娠期に 4 種の内分泌撹乱化学物質を複合暴露した産
仔の生殖器への影響評価では、子宮および精巣上体にお
いて形態的変化が認められた。子宮において、低用量複
合暴露した場合、子宮内膜の肥厚化が確認された。BPA
および NP をそれぞれ単独暴露したとき、エストロゲン様
作用によって子宮内膜が肥厚化することが報告されている
15,26）。したがって、子宮に低用量複合暴露による相加的な
影響は見られず、BPA および NP の単独暴露と同様の影
響を示すことが示唆された。また、高用量複合暴露した
場合、発情期における子宮内膜の肥厚化が認められない
ことに関してはいくつかの原因が考えられる。まず、エスト

ロゲン過剰による ER のダウンレギュレーションが考えられ
た。Wang ら 31）は、BPA はエストロゲン合成酵素である
P450arom の発現を用量依存的にアップレギュレートした
が、運動前野および海馬内の ERβの発現をダウンレギュ
レートすることを報告している。したがって、同様の現象
が子宮内の ER で起こっている可能性がある。また、BPA
の持つエストロゲン様作用によって引き起こされた子宮内
膜の肥厚化は、高用量の暴露になるほど顕著になり、あ
る濃度でプラトーに達することが報告されており、本研究
の結果と矛盾する 27）。このことから、子宮内膜の肥厚化の
報告のない TBTCl およびイソフラボンの複合暴露により、
BPA の子宮内膜の肥厚大化が抑制されたとも考えられる。
この他に、BPA および NP の複合暴露において生殖器
重量の減少が抑制あるいは拮抗的に作用する報告がある
3,13）。本研究においても BPA および NP の複合作用が子宮
内膜の肥厚大化を抑制した可能が考えられる。高用量にお
ける子宮内膜の肥厚化が認められないことに関しては複数
の可能性が考えられるため、今後 ER 結合試験などによる
詳細な作用機序の解明が必要となる。以上より、4 種の内
分泌撹乱化学物質の複合暴露は子宮内膜に影響を及ぼし、
その作用は濃度により異なることが示唆された。

本研究で用いた 4 種の内分泌撹乱化学物質をそれぞれ
単独で暴露した場合、精巣上体の重量および精子産生の減
少が報告されている13,18,20,24）。複合暴露による影響を解析し
た本研究結果は、低用量区および高用量区精巣上体管の精
子密度の減少を示した。これは、単独暴露で報告されている
内分泌撹乱化学物質の生殖器に対する影響に類似している。
そのため、本研究では 4 種の内分泌撹乱化学物質の複合暴
露が精巣上体へ悪影響を与えることは示唆されたが、複合暴
露による相加的および相乗的影響は確認できなかった。

表1

表1.無処理の雄産仔と交配した投与区の雌産仔の妊娠率、平均胎仔数、死亡胎仔数および死亡胎仔数割合

実験区 n 妊娠率(%) 平均胎仔数a 死亡胎仔数a 死亡胎仔の割合(%)a
BPA NP TBTCl イソフラボン

対照区 0 0 0 0 12 100.0 15.3±1.8 0.8±1.3 4.9±7.3

投与濃度(mg/kg/day)
処理区

長澤裕哉

低用量区 2.5 1.231 0.06 5 12 91.7 16.6±1.9 * 1.7±1.1 * 10.2±5.9
高用量区 25 12.31 0.06 50 12 100.0 14.1±2.5 1.0±1.0 8.1±10.4
BPA：ビスフェノールA 　NP：ノニルフェノール　TBTCｌ：塩化トリブチルスズ
a平均値±標準偏差
*対照区と比較して有意差(p<0.05)有り

表2

表2.投与区の雄産仔と交配した無処理の雌産仔の妊娠率、平均胎仔数、死亡胎仔数および死亡胎仔数割合

実験区 n 妊娠率(%) 平均胎仔数a 死亡胎仔数a 死亡胎仔の割合(%)a
BPA NP TBTCl イソフラボン

対照区 0 0 0 0 24 100.0 15.5±1.4 0.8±1.0 4.8±6.2

処理区
投与濃度(mg/kg/day)

長澤裕哉

低用量区 2.5 1.231 0.06 5 24 91.7 15.3±1.8 1.2±1.3 7.4±7.7
高用量区 25 12.31 0.06 50 24 87.5 15.6±1.5 1.5±1.7 * 10.0±12.2 *
BPA：ビスフェノールA 　NP：ノニルフェノール　TBTCｌ：塩化トリブチルスズ
a平均値±標準偏差
*対照区と比較して有意差(p<0.05)有り

の

の
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4 種の内分泌撹乱物質の影響

妊娠期に 4 種の内分泌撹乱化学物質を複合暴露した産仔
の生殖能への影響評価では、死亡胎児は正常胎児と比べ皮
膚の色が白くなり短躯した外表奇形の胎児が確認された。し
かし、この形態的な異常は全ての実験区で見られたことから、
複合暴露による特異的な影響であるとは考えられなかった。

無処理の雄マウスと交配した低用量区産仔における平均
胎仔数および死亡胎仔数が増加し、また、高用量区雄産
仔と交配した無処理の雌マウスにおける死亡胎仔数および
死亡胎仔の割合も増加した。雌の生殖能に関する影響とし
ては、BPA および TBTCl の暴露において、死亡胎仔数
の増加および死亡胎仔重量の減少、奇形胎児の増加、あ
るいはイソフラボンの暴露が雌の性周期を撹乱し生殖能が
低下することが報告されている 9,14,17,21,33）。本研究における
複合暴露においても、これまで単独暴露で報告されている
影響と似た傾向が示され、雌の生殖能へ悪影響を与えて
いることが示唆された。一方雄については、TBTCl および
イソフラボンの持つアンドロゲンを介した撹乱は高用量に
なるほど雄性生殖器に悪影響を及ぼすことが明らかにされ
ており、16,23）この作用が高用量暴露した雄産仔で生じたこ
とにより、死亡胎仔数および死亡胎仔の割合が増加した可
能性が考えられる。また、本研究において雌雄で影響を
及ぼす濃度が異なることについては、性別によってホルモ
ンバランス、各ホルモンに対する感受性および標的器官の
差異による影響が大きいと考えられる。以上、4 種の内分
泌撹乱化学物質の複合暴露は産仔の生殖能へ影響を及ぼ
すが、産仔の性別および、内分泌撹乱化学物質の投与量
によって異なることが示唆された。

一般的に、内分泌撹乱化学物質暴露の影響は特定の濃
度で影響が大きく現れ、その濃度以上または以下で影響
が小さくなるもしくは現れない「逆 U 字効果」がみられる
30）。本研究で用いた BPA、NP およびイソフラボンにおい
て高濃度よりも低濃度で強い影響が出ることが報告されて
いる 13,29,32）。本研究においても、子宮の形態および各投与
区における雌産仔の生殖能は、高用量よりも低用量で内分
泌撹乱化学物質による影響が大きいことが判明した。し
かし、この結果は、ほぼ同程度の濃度を単独暴露した内
分泌撹乱化学物質で報告されている結果とは異なる 13,14）。
BPA と NP を複合暴露すると NP は BPA の影響を増強
または抑制したり、中立的な作用をしたりすることが報告
されている 12）。したがって、本研究の結果は逆 U 字効果
に加え、複合暴露による影響の増強および抑制が関与し、
複雑な機構で生殖に影響を及ぼしていることを示唆した。

以 上の結果から、妊 娠 期の母マウスに BPA、NP、
TBTCl およびイソフラボンを継続的に複合暴露すると、産
仔の生殖器および生殖能に影響を及ぼし、胎児期に内分
泌撹乱化学物質を複合暴露する危険性は非常に高いこと

が示唆された。
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Effects of multiple exposure of bisphenol A, nonylphenol, tributyltin chloride 

and isoflavone on the reproduct tissues and fertility of mouse offspring
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Bisphenol A, nonylphenol, tributyltin chloride, isoflavone are endocrine disrupting chemicals 

(EDCs) which induce reproductive abnormalities. While single exposure studies have been reported, 

few investigations of the simultaneous administration of several chemicals to animals have been 

conducted. The purpose of the present study was to estimate the effect of gestational exposure to 

multiple exposure of these EDCs simultaneously on reproductive function of mouse offspring. Besides, 

evaluation of reproductive risk was detected compounds exposure in fetal period. These EDCs effected 

as uterus, cauda epididymal and fertility of mouse offspring. Low-doses treated groups detected 

remarkable endometrial proliferation than that of control . On the other hand, High-doses treated groups 

were not detected. All treated  groups were decreased  density of spermatozae in cauda epididymal. This 

study shows that these EDCs can enhance, suppress or be neutral for the effect of the other in combined 

exposure to these EDCs and bisphenolA, nonylphenol, tributyltin chloride and isoflavone might effect 

as reproductive function of mouse offspring.
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