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高分子素材からなる生活関連製品由来の内分泌かく乱化学物質の分析及び動態解析
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研究要旨

酵母 法を用いてビスフェノール 誘導体 ビスフェノール ジグリシジルエーテTwo-Hybrid A A（
ル類 、臭素化ビフェニル、臭素化ジフェニルエーテル、ベンゾフェノン誘導体等の 代謝） S-9
産物のエストロジェン様作用を評価した。低臭素化ビフェニル 臭素数 ～ 、モノ臭素化ジ（ ： ）0 5
フェニルエーテル及びベンゾフェノン誘導体にエストロジェン様作用が認められた。ビスフェ
ノール 誘導体にはエストロジェン様作用は認めらなかった。A

また、甲状腺ホルモン受容体を導入した酵母を用いた酵母 法によって、フタTwo-Hybrid
ル酸エステル類及びアルキルフェノールをはじめとする生活関連製品に由来する化学物質の甲
状腺ホルモン様作用を評価した。 イソプロピルフェノール及び ブチルフェノールに甲状o- o-t-
腺ホルモン様作用が認められた。



研究目的A.

食器、玩具及び医療器具等の生活関連製品

からビスフェノール 、フタル酸エステル類A

及びノニルフェノールをはじめとする内分泌

かく乱作用の疑われる化学物質が溶出してい

ることが指摘されている。これら化学物質に

ついて内分泌かく乱作用という新たな観点か

らの安全性の評価が求められている。

我々はエストロジェン受容体 ( )、アンER

ドロジェン受容体 ( ) または甲状腺ホルモAR

ン受容体 ( ) を各々導入した酵母を用いたTR

法を行い、化学物質及びその代Two-Hybrid

謝産物について内分泌かく乱作用を多面的に

評価する。酵母 法による内分泌Two-Hybrid

かく乱作用の評価は、簡便でかつその作用機

構も明確である。また、 による化学S-9 mix

物質の代謝を操作過程に組み込むことができ

る。 、 または を導入した酵母を利ER AR TR

用することによってこれら受容体を介して内

分泌かく乱作用を示す化学物質及び代謝産物

の一次スクリーニングの一翼を担うことがで

きる。本研究を遂行することによって高分子

素材からなる生活関連製品由来化学物質の生

体影響を評価するうえで有用な基礎的情報を

得ることが期待される。

研究方法B.

酵母 法によるB-1. Two-Hybrid

エストロ ジェン様作用の検出

ER-GAL4DBD Estrogen receptor - GAL4 DN( α

A binding domain fusion protein TIFII-G) 及び

AL4AD TIFII–GAL4 activation domain fusion(

)を発現させた酵母を前培養した。このprotein

、酵母を 前後に 培地で希釈しOD = 0.15 SD595

酵母懸濁液とした。 に溶解した被検化DMSO

学物質を添加し、 ℃で 時間のインキュベ30 4

ーションを行った。インキュベーション後、

酵母を冷 で洗浄し、 を測定しZ-buffer OD595

た。 となるようにザイモリエースを1 mg/ml

加え、 ℃で 分間のインキュベーション37 15

を行った。 となるように ニト0.67 mg/ml o-

3ロフェニルガラクトピラノシド溶液を加え、

℃で 分間のインキュベーションを行っ0 30

た。 及び を測定し、 の式にOD OD Miller410 570

基づき、生成した ガラクトシダーゼ活性をβ-

算出した。この酵素活性を被検化学物質のエ

ストロジェン様作用の指標とした。各被検化

59学物質の酵母に対する毒性は作用前後の OD

を測定することにより判断した。5

の式：Miller

= 1000 x OD -1.75 x OD / t xU ([ ] [ ]) ([ ]410 570

[ ] [ ])v x OD595

, ; t, ;U 酵素活性 反応時間（分）

アッセイに使用した酵母懸濁液量 ( )v, ml

処理B-2. S-9 mix

Cofactor I 0.8 mM NADPH, 0.8 mM NA溶液 (

デヒドロゲDH, 1.0 mM G-6-P, 0.4 u/ml G-6-P

, 20 mM Na HPO , 20 mM NaH PO , 6.6ナーゼ 2 4 2 4

及び ) に にmM KCl, 1.6 mM MgCl 20 µl/ml2

なるように ラット を添加した。これにS-9

計画しているエストロジェンアッセイの 倍2

濃度になるように被検化学物質の 溶DMSO

液を加え、 ℃で 時間のインキュベーショ37 4

S-9ンを行った。対照には、加熱失活させた

を用いた。各実験時に の活性の保証S-9 mix

として の スチルベンを用1.0 x 10 M–4 trans-

いた。酵素反応後、エストロジェンアッセイ

を行うまで ℃ で保存した。-80



酵母 法によるB-3. Two-Hybrid

エストロジェン様作用の検出

( による代謝産物)S-9 mix

及び を発現さER-GAL4DBD TIFII-GAL4AD

せた酵母を常法に従い、前培養した。酵母を

倍濃度の 培地中に 前後に2 SD OD = 0.30595

S-9 mixなるように懸濁した。これと前述の

処理溶液とを容量比 で混和し、 ℃で1 : 1 30

。 、4 時間のインキュベーションを行った 以下

前述の方法によって酵母内の ガラクトシダβ-

ーゼ活性を調べた。

酵母 法によるB-4. Two-Hybrid

甲状腺ホルモン様作用の検出

TR-GAL4DBD Thyroid hormone receptor - G( α

) 及びAL4 DNA binding domain fusion protein

TIFII-GAL4AD TIFII–GAL4 activation domain(

) を発現させた酵母を前培養しfusion protein

た。これを 前後に 培地で希OD = 0.01 SD595

釈し、酵母懸濁液とした。 に溶解したDMSO

被検化学物質を添加し、 ℃で 時間のイ30 24

ンキュベーションを行った。以下、 （エスB-1

トロジェン様作用の検出）に記した方法に従

って、産生された ガラクトシダーゼ活性をβ-

測定した。

倫理面への配慮B-5.

本研究で使用した化学物質については、実験

後の回収を徹底し、環境中への排出がなされ

ないように努めた。

研究結果C.

酵母 法によるC-1. Two-Hybrid

エストロジェン様作用の検出

( による代謝産物)S-9 mix

ビスフェノール 誘導体C-1-1. A

酵母を のエストラジオール存在1.0 x 10 M-7

下 、 ℃ で 時 間 イ ン キ ュ ベ ー3 0 4

トした際に産生される ガラクトシダーゼ活β-

性を としたとき、エストラジオールの100%

作用濃度 ( ) は、 であっ10% EC 2.5 x 10 M10
-10

た。

ビスフェノール の 処理時のA S-9 mix

EC 2.8 x 10 M S-9 mix10は であった。また、
-5

による代謝を施さない場合、ビスフェノール

の は であった（表 。A EC 1.1 x 10 M 110
-5

）

ビスフェノール ジグリシジルエーテルA

( )、ビスフェノール ジグリシジルBADGE A

エーテル二塩化水素付加体 ( ･ )BADGE 2HCl

及びビスフェノール ジグリシジルエーテルA

二水付加体 ( ･ ) の 代謝BADGE 2H O S-9 mix2

産物にエストロジェン様作用は認められなか

った。また、 による代謝を施さない場S-9 mix

合もこれら化学物質ににエストロジェン様作

用は認められなかった。

ベンゾフェノン誘導体及びC-1-2.

その他の紫外線吸収剤

ベンゾフェノン誘導体であるオキシベンゾン

（ ヒドロキシ メトキシベンゾフェノン）2- -4-

2,2 - -4及びジオキシベンゾン（ ’ ジヒドロキシ

メトキシベンゾフェノン）の 代謝産- S-9 mix

物にエストロジェン様作用が認められた。ま

た、サリチル酸 ブチルフェノールエステ4- -t

ルの 代謝産物にエストロジェン様作S-9 mix

用が認められた。



による代謝を施さない場合、オキS-9 mix

シベンゾン及びジオキシベンゾンに微弱なエ

ストロジェン様作用（ エストラジ1.0 x 10 M-7

オール作用時の 未満の活性）が認めら10%

れた。また、サリチル酸 ブチルフェノー4- -t

ルエステルにエストロジェン様作用は認めら

れなかった。

フタル酸エステル類及びC-1-3.

スチレントリマー

、 、フタル酸ジブチル フタル酸シクロヘキシル

フタル酸ジエチルヘキシル及びフタル酸ベン

ジルブチルの 代謝産物にエストロジS-9 mix

ェン様作用は、認められなかった。 にS-9 mix

よる代謝を施さない場合、フタル酸ベンジル

1.0 xブチルに微弱なエストロジェン様作用（

エストラジオール作用時の 未満10 M 10%-7

の活性）が認められた（表 。1）

また、スチレントリマーである フェ1 -a

ニル ( フェニルエチル) テトラヒ-4 - 1- 1,2,3,4-e

ドロナフタレン、 フェニル ( フェニル1 - -4 - 1-e a

1,2,3,4- 1エチル) テトラヒドロナフタレン及び

フェニル ( フェニルエチル) テe e- -4 - 1- 1,2,3,4-

トラヒドロナフタレンの 代謝産物にS-9 mix

エストロジェン様作用は認められなかった。

による代謝を施さない場合におS-9 mix

いても、これらのスチレントリマーにエスト

ロジェン様作用は認められなかった。

臭素化ビフェニル ( )、臭素化ジC-1-4. PBB

フェニルエーテル ( ) 及びテPBDE

Aトラブロモビスフェノール

4- S-9 mixビフェニル、 臭素化ビフェニルの

代謝産物にエストロジェン様作用が認められ

2,4 ,5- 2,2 ,4 ,た 三臭素化ビフェニル及び。 ’ ’ ’

’ 五臭素化ビフェニルの 代謝産5,5 - S-9 mix

物に微弱なエストロジェン様作用が認められ

た（最大活性： のエストラジオー1.0 x 10 M-7

ル作用時の 未満、表 。 ’ 二臭素化10% 2） 4,4 -

ビフェニル、 ’ ’ ’ 六臭素化ビフ2,2 ,4,4 ,5,5 -

ェニル及び十臭素化ビフェニルの 代S-9 mix

謝産物にエストロジェン様作用は認められな

かった。六臭素化ビフェニル、または八臭素

化ビフェニルを主成分とする工業製品（各々

及び ）の 代謝産物にエBP-6 FR-250 S-9 mix

ストロジェン様作用は認められなかった。

ジフェニルエーテル及び 臭素化ジフェ4-

ニルエーテルの 代謝産物にエストロS-9 mix

ジェン様作用が認められた。 ’ 二臭素化4,4 -

ジフェニルエーテル、十臭素化ジフェニルエ

ーテル、及び ’ ’ ’ 六臭素化ジフ2,2 ,4,4 ,5,5 -

S-ェニルエーテルを主成分とする工業製品の

代謝産物にエストロジェン様作用は認9 mix

められなかった。

A S-9 miテトラブロモビスフェノール の

代謝産物にエストロジェン様作用は認めらx

れなかった。

による代謝を施さない場合、上S-9 mix

記の臭素化ビフェニル、臭素化ジフェニルエ

Aーテル及びテトラブロモビスフェノール

にエストロジェン様作用は認められなかっ

た。

化学物質の甲状腺ホルモン様作用C-2.

の評価

酵母 法によるC-2-1. Two-Hybrid

甲状腺ホルモン様作用の検出

酵母に甲状腺ホルモン様作用のアゴニストで

3,5,3 - T3 4ある ’ トリヨードチロニン ( ) を



時間作用させた。 Ｍの 作用時に1.0 x 10 T3-6

最も高い ガラクトシダーゼ活性が認められβ-

た。 Ｍの 作用時の ガラクトシ1.0 x 10 T3 --6 β

100 EC 4.ダーゼ活性を ％としたとき は、 、10

であった。検出感度の改善を図る0 x 10 M-8

ため、インキュベート時間を 時間に延長し24

4 1.0 x 10 T3た。 時間作用時と同様に Ｍ の
-6

作用時に最も高い ガラクトシダーゼ活性がβ-

認められた(図 )。 Ｍ の 作用時1 1.0 x 10 T3-6

の ガラクトシダーゼ活性を ％としたβ- 100

EC 2.1 x 10 M Tとき は、 であった。また、10
-8

と同じく甲状腺ホルモン様作用のアゴニス3

トである ’ ’ テトラヨードチロニン3,5,3 ,5 -

T4 24 EC 4.2( ) を 時間作用させた際の は、10

であった。x 10 M-8

フタル酸エステル類及びC-2-2.

アジピン酸エステル類

フタル酸エステル（ 種類 、アジピン酸エ10 ）

ステル類（ 種類）及びその他の可塑剤（ 種7 3

類）に甲状腺ホルモン様作用は、認められな

かった（表 。3）

アルキルフェノール類C-2-3.

アルキルフェノール類 位： 種類 位：（ 、p o14

種類、 位： 種類 、 等のフェノール6 2 BHTm ）

残基を有する化学物質（ 種類）の甲状腺ホ6

ルモン様作用を評価した。 イソプロピルフo-

ェノール及び ブチルフェノールに甲状腺o-t-

（ ）。 、ホルモン様作用が認められた 表 は4 EC10

、 。各々 及び であった3.1 x 10 M 4.8 x 10 M-4 -5

他のアルキルフェノール及びフェノール残基

、を有する化学物質に甲状腺ホルモン様作用は

認められなかった。

パラベン及び安息香酸類C-2-4.

パラベン類（ 種類 、 ヒドキシ安息香酸ナ5 ） p-

トリウム及び －フェノキシ安息香酸に甲状3

腺ホルモン様作用は、認められなかった（表

。5）

ビスフェノール 誘導体及びC-2-5. A

ポリカーボネート樹脂原料

ビスフェノール 誘導体及びポリカーボネーA

ト樹脂原料に甲状腺ホルモン様作用は、認め

られなかった（表 。5）

ベンゼン誘導体C-2-6.

フェノール、アルキルベンゼン、ビフェニル

及び スチルベンに甲状腺ホルモン様作trans-

用は、認められなかった（表 。5）

その他の化学物質C-2-7.

チロシン誘導体、ベンゾフェノン誘導体、サ

リチル酸 ブチルフェノールエステル及び4- -t

臭素化ジフェニールエーテルに甲状腺ホルモ

ン様作用は、認められなかった（表 。5）

考察D.

化学物質の 代謝産物のD-1. S-9 mix

エストロジェン様作用の評価

、 、BADGE BADGE 2HCl BADGE 2H O･ 及び ･ は2

による代謝過程を与えてもエストロジS-9 mix

S-9 mixェン様作用を示さなかったことから、

による 脱アルキル化反応を受けてビスフェO-



ノール に変換されている可能性は低いと思A

われる。 等の基本構造となるビスフBADGE

A S-9ェノール のエストロジェン様作用は、

による代謝過程を与えても著しい変化はmix

認められなかった。しかしながら、ビスフェ

ノール が による代謝を受けることA S-9 mix

によって更に強いエストロジェン様作用を示

す代謝産物が、生成している可能性があると

推測している研究者もいる。このためビスフ

ェノールＡの による代謝産物についS-9 mix

ては、 による分画及び個別のエストロHPLC

ジェン様作用の評価を行うことも検討しなく

てはならない。

オキシベンゾン、ジオキシベンゾン及び

、サリチル酸 ブチルフェノールエステルは4- -t

による代謝を受けることによってエスS-9 mix

トロジェン様作用を示した。オキシベンゾン

及びジオキシベンゾンは、メトキシフェニル

基を有しており、これが による 脱S-9 mix O-

アルキル化反応を受けてフェノール残基に変

換されてエストロジェン様作用を示したと考

えられる。サリチル酸 ブチルフェノール4- -t

エステルについては 画分に存在するエスS-9

テラーゼによる加水分解反応を受け、 ブチ4- -t

ルフェノールが生成したと思われる。 ブチ4-t-

ルフェノールがエストロジェン様作用を示す

ことは、昨年の本研究の報告書にて記述した

（平成 年度厚生科学研究報告書“高分子11

素材からなる生活関連製品由来の内分かく乱

化学物質の分析及び動態解析” 。従っp.189）

て、 ブチルフェノールが活性代謝産物と考4-t-

えられる。オキシベンゾンは、紫外線吸収成

分として香粧品に使用されている。さらに、

オキシベンゾン、ジオキシベンゾン及びサリ

チル酸 ブチルフェノールエステルは、食4- -t

品包装容器の紫外線吸収剤として添加されて

いる。これら化学物質の香粧品からの吸収及

び消長、また、食品容器包装からの溶出、食

品への移行、並びに摂取量について調査及び

研究することは、公衆衛生学上、意義のある

ことと考える。

フタル酸エステル類は、 による代S-9 mix

謝を受けてもエストロジェン様作用を示さな

かった。肝ミクロソーム分画に存在するエス

テラーゼによる加水分解反応を受け、フタル

酸モノエステル、またはフタル酸に分解され

ていると推察される。

イソプロピルベンゼン及びプロピルベン

ゼンは、 による代謝を受けてもエストS-9 mix

ロジェン様作用を示さなかった。トルエンが

肝臓においてベンジルアルコールに変換され

るように による水酸基は、芳香環でS-9 mix

はなくアルキル基の芳香環に結合している炭

素に導入されたと考えられる。

スチレンダイマー（ ジフェニルtrans-1,2-

シクロブタン、 ジフェニルシクロブタcis-1,2-

ン、 ジフェニルプロパン及び ジフェニ1,3- 2,4-

ル ブテン）及びスチレントリマー（ ト-1- 1,2,6-

リフェニル ヘキセン）の代謝産物にエスト-1-

ロジェン様作用が認められることを昨年、本

研究において報告した 。今回、スチレント
3)

リマーに分類される フェニル ( フェニ1 - -4 - 1-a e

ルエチル) テトラヒドロナフタレン及1,2,3,4-

びその異性体の 代謝産物についてエS-9 mix

ストロジェン様作用を評価した。これら化学

物質の 代謝産物は、エストロジェンS-9 mix

様作用を示さなかった。これら化学物質は、

かさ高い構造のため、芳香族水酸化反応を受

けた代謝産物が生成してもエストロジェン受

容体に対する結合性を有さなかったと思われ

る。

臭素化ビフェニル、臭素化ジフェニルエ



Aーテル及びテトラブロモビスフェノール

は、難燃剤として家電製品等に使用実績があ

。 、 、る とりわけ 臭素化ジフェニルエーテルは

近年、海洋生物及び母乳の高度な汚染が報告

Boer, J., , , , 28, 19されている ( et al. Nature 394

et al. Organohalogen Compound98; Noren, K., ,

)。これら化学物質の基本骨格をs, , 1, 199838

成すビフェニル及びジフェニルエーテルは、

による代謝を受けることによってエスS-9 mix

トロジェン様作用を示した。ビフェニル及び

4ジフェニルエーテルの二つのフェニル基の

位に臭素が導入されることによってエストロ

ジェン様作用が消失することから、薬物代謝

酵素による 位の水酸化が代謝によるエスト4

ロジェン様作用の発揮のうえで鍵になると考

えられる。また、ビフェニルについて臭素化

が高度になるにつれてエストロジェン様作用

の低下が認められた。この理由については臭

素化によって薬物代謝酵素によるフェニル基

、 、の 位の水酸化が阻害されている もしくは4

代謝産物のエストロジェン様作用が弱化され

ている、双方の可能性が考えられる。ジフェ

ニルエーテルについても構造上の類似により

臭素化が高度になるにつれて同様にエストロ

ジェン様作用が低下すると考えられる。テト

ラブロモビスフェノール についてはフェニA

ル基の 位に水酸基を有していることから、4

臭素の存在によってエストロジェン様作用が

弱化されていると考えられる。工業的に使用

6実績のある臭素化ビフェニル（臭素置換数：

以上 、臭素化ジフェニルエーテル（臭素置換）

数： 以上）及びテトラブロモビスフェノー4

ル は、生体内で代謝を受けてもエストロジA

ェン様作用を発揮する可能性を本研究から見

出せなかった。しかしながら、これら臭素化

化合物は、光化学的に容易に脱臭素化反応を

et al. Environ. Contamina受ける (Watanabe I., ,

)。臭素化ジフェニtion Toxicol., , 953, 198739

ルエーテルについては、紫外線照射によって

短時間に脱臭素化を受けて低臭素化ジフェニ

ルエーテル（臭素置換数： 以下）が生成す3

ることが報告されている。本研究結果よりこ

れらは、代謝を受けることによってエストロ

ジェン様作用を示す可能性が考えられる。従

って、臭素化ビフェニル、臭素化ジフェニル

Aエーテル及びテトラブロモビスフェノール

は、生活関連製品からの直接的摂取のみなら

ず、製品廃棄後、環境中で生成した分解産物

の食物連鎖を経た間接的摂取も検討する必要

があると考えられる。

化学物質の甲状腺ホルモン様作用D-2.

の評価

、 、 、甲状腺ホルモンが 神経細胞等の分化 増殖

及び細胞死、また生体のエネルギー代謝調節

に重要な役割を果たすことは広く認識されて

いるが、化学物質の甲状腺ホルモン受容体を

介した生体への悪影響に関する情報は、著し

く欠如しているのが現状である。生活関連製

品由来の化学物質の甲状腺ホルモン様作用に

ついて を導入した酵母 法をTR Two-Hybrid

用いて評価した。

を導入した酵母 法のインTR Two-Hybrid

キュベート時間を 時間から 時間に延長4 24

T3 EC 4.0 x 1することにより に対する は、10

から になった。更にインキ0 M 2.1 x 10 M-8 -8

ュベート時間を延長しても 酵母のフルグロー

スによる生育状況の悪化及び被検化学物質に

よる毒性によって甲状腺ホルモン様作用の検

出感度の向上は困難であった。従って、被検

化学物質とのインキュベート時間を 時間24



とした。

X甲状腺ホルモン受容体の結晶構造の

線解析によって、リガンドとの結合にリガン

ドが所有するフェノール性水酸基が重要な役

割を果たしていることが明らかにされている

)。(Wagner, R.L., , , 690, 1995et al. Nature 378

そこでフェノール残基を有するアルキルフェ

ノールに重点を置いての甲状腺ホルモン様作

用を評価した。その結果、 イソプロピルフo-

ェノール及び ブチルフェノールに甲状腺o-t-

ホルモン様作用が認められた。一方、 アルp-

キルフェノール及び アルキルフェノールにm-

甲状腺ホルモン様作用は認められかったこと

から、 位にアルキル基を有することが作用o

を示す条件の一つと考えられた。また、 アo-

ルキルフェノールのアルキル鎖長を変えて検

討したところ、イソプロピル基及び ブチルt-

基にのみ作用が認められた。このことから比

較的厳密な置換基サイズの条件があると考え

れる。ヨウ素を含まない甲状腺ホルモンアゴ

ニストとして [ ジメチル ( ’ ハGC-1 3,5- -4- 4 -

イドロキシ ’ イソプロピルベンジル フェ-3 - )

Chiellノキシ酢酸] の合成が報告されている (

。ini, G., , , , 299, 1998et al. Chemistry Biology 5 )

は、ヨウ素に代わる 位の置換基としGC-1 o

てイソプロピル基が採用されており、 イソo-

プロピルフェノール及び ブチルフェノーo-t-

ルにおいても各々、イソプロピル基及び ブt-

チル基が の ’ 位のヨウ素をミミックしT3 3

たと考えられる。

また、イソプロピルベンゼン及び ブチt-

ルベンゼンについて甲状腺ホルモン様作用を

評価した結果、作用は認められなかった。こ

のことから酵母 法による検出シTwo-Hybrid

ステムにおいてもフェノール性水酸基の必要

性が明らかになった。 イソプロピルフェノo-

ール及び ブチルフェノールに認められたo-t-

甲状腺ホルモン様作用が で発揮されin vivo

うる作用であるかは不明であり、この結果の

取扱いは慎重に行う必要がある。別の評価シ

ステム及び動物実験による結果のサポートが

必要である。また、 ブチルフェノールは、p-t-

工業的に利用されており、 ブチルフェノーo-t-

ルを含む製品もある可能性がある。これら化

学物質の生活関連製品中における存在量につ

いて検討することは興味深い。

フタル酸エステル類、アジピン酸エステ

ル類、パラベン類、ビスフェノール 誘導A

体及び臭素化ジフェニルエーテル等の多岐に

わたる化学物質の甲状腺ホルモン様作用を評

価したが、作用を有する化学物質は見い出せ

なかった。これら化学物質が アルキルフェo-

ノールの検討から明らかになった作用を示す

化学物質の構造上の二つの条件（ フェノー1,

ル性水酸基を有する； 水酸基に対して 位2, o

にイソプロピル基程度のかさを持つ置換基を

） 。有する を満たしていないためと考えられる

甲状腺ホルモン様作用を示すためにリガ

ンドに要求される構造上の特性は、エストロ

ジェン様作用を示すための構造上の特性（フ

ェノール残基を有し、このフェノール性水酸

基の 位に疎水性の置換基を有する）と比較p

して限定的である。しかしながら、エストロ

ジェン様作用と同様にフェノール性水酸基を

有することが甲状腺ホルモン様作用を示すた

めの鍵になることから化学物質の代謝産物に

ついても精査する必要がある。 の代謝産PCB

物（水酸化体）は、甲状腺ホルモンの輸送蛋

白質のトランスサイレチンに対して と競T4

合的に結合し、甲状腺ホルモンの代謝をかく

Cheek, A.乱していることが報告されている (

O., , , , 273, 19et al. Envron. Health Perspect. 107



)。従って、これらの化学物質と類似した構99

造を有する臭素化ジフェニルエーテル等の化

学物質の代謝産物の甲状腺ホルモン様作用に

。ついて重点的に検討することも必要であろう

結論E.

21. BADGE BADGE 2HCl BADGE 2H、 ･ 及び ･

は、 による代謝過程の有無によらO S-9 mix

ず、エストロジェン様作用は認められなかっ

た。

2. 4- 2,4 ,ビフェニル、 臭素化ビフェニル、 ’

三臭素化ビフェニル及び ’ ’ ’5- 2,2 ,4 ,5,5

五臭素化ビフェニルの 代謝産物- S-9 mix

にエストロジェン様作用が認められた。

また、ジフェニルエーテル及び 臭素化4-

ジフェニルエーテルの 代謝産物S-9 mix

にエストロジェン様作用が認められた。

臭素化ビフェニルまたは臭素化ジフェニ3.

ルエーテルの ’ 臭素化体の 代4,4 - S-9 mix

謝産物にエストロジェン様作用が認めら

れないことから、 位に水酸化を受けるこ4

とが作用を発揮するうえで重要であると

考えられた。

ベンゾフェノン誘導体のオキシベンゾン4.

の 代謝産物にエストロジェン様S-9 mix

4- -作用が認められた。また、サリチル酸 t

ブチルフェノールエステルの 代S-9 mix

謝産物にエストロジェン様作用が認めら

れた。

a5. 1スチレントリマーである

- -4 - 1- 1,2,3,4-フェニル ( フェニルエチル)e

テトラヒドロナフタレン及びその異性体

の 代謝産物にエストロジェン様作S-9 mix

用は認められなかった。

6. T甲状腺ホルモン様作用を評価する酵母

法を運用した。甲状腺ホルモンwo-Hybrid

様作用のアゴニストである Ｍ1.0 x 10-6

の を 時間作用させた際に最も高いT3 24

ベータガラクトシダーゼ活性が認められ

た。 Ｍ の 作用時のベータガ1.0 x 10 T3-6

ラクトシダーゼ活性を ％としたとき100

％作用濃度（ ）は、 で10 EC 2.1 x 10 M10
-8

あった。

イソプロピルフェノール及び ブチル7. o- o-t-

フェノールに甲状腺ホルモン様作用が認

められた。 は、各々、 及EC 3.1 x 10 M10
-4

び であった。他のアルキルフ4.8 x 10 M-5

ェノール及びフェノール残基を有する化

学物質に甲状腺ホルモン様作用は、認め

られなかった。

ビスフェノール 誘導体、フタル酸8. A

エステル類、アジピン酸エステル、パラ

ベン類及びベンゼン誘導体に甲状腺ホル

モン様作用は、認められなかった。
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Nishihara, T., Oda, H., Nakazawa, H., Hori,

S. Detection of proestrogenic activities of c“

”hemicals using a Yeast Two-Hybrid Assay.

（投稿中）Toxicol. Appl. Pharmacol.

EC (M)10

化合物名 相対活性 備考Active S-9 Inactive S- a)

9

ビスフェノール 樹脂原料A PC2.8 x 10 1.1 x 10 1/1.1 x 10-5 -5 5

(1/6.8 x 1
0 )4

樹脂原料BADGE PC> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

･ 樹脂溶出成分BADGE 2HCl PC> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

･ 樹脂溶出成分BADGE 2H O PC2 > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

オキシベンゾン 紫外線吸収剤1.4 x 10 > 3.0 x 10 1/5.6 x 10-5 -4 4

#

ジオキシベンゾン 紫外線吸収剤1.1 x 10 > 3.0 x 10 1/4.4 x 10-5 -4 4

#

サリチル酸 紫外線吸収剤2.1 x 10 > 3.0 x 10 1/8.4 x 10-5 -4 4

ブチルフェノールエステル4- -t

ブチル メトキシ 紫外線吸収剤4- - -4'- -t > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

ジベンゾイルメタン

ジメチルアミノ安息香酸 紫外線吸収剤4- > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

エチルヘキシルエステル2-

メトキシケイヒ酸 紫外線吸収剤4- > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

エチルヘキシルエステル2-

フタル酸ジブチル 可塑剤> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

フタル酸ジシクロヘキシル 可塑剤> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

フタル酸ジエチルヘキシル 可塑剤> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

フタル酸ベンジルブチル 可塑剤> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

#

イソプロピルベンゼン クメン 工業原料（ ） > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

プロピルベンゼン 工業原料> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4



フェニル フェニルエ スチレントリマー1 - -4 -(1-a e > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

チル テトラヒドロナ) 1,2,3,4-
フタレン
フェニル フェニルエ スチレントリマー1 - -4 -(1-e a > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

チル テトラヒドロナ) 1,2,3,4-
フタレン
フェニル フェニルエ スチレントリマー1 - -4 -(1-e e > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

チル テトラヒドロナ) 1,2,3,4-
フタレン

エストラジオール 女性ホルモン17- -β 2.5 x 10 1.6 x 10 1-10 -10

表 ビスフェノール 誘導体、紫外線吸収剤、フタル酸エステル類及び1 A
スチレントリマーの 代謝産物のエストロジェン様作用の評価S-9 mix

10 10a) 17- - EC / EC相対活性： エストラジオールの 被検化学物質のβ
： エストラジオール作用時における ガラクトシダーゼ活性の ％# 1.0 x 10 M 17- - - 10-7 β β
未満の活性が認められた。
：ポリカーボネートPC

EC (M)10

化合物名 相対活性 備考Active S-9 Inactive S-9
a)

ビフェニル 防黴剤1.7 x 10 > 3.0 x 10 1/6.8 x 1-5 -4

40
4- PBBブロモビフェニル 1.8 x 10 > 3.0 x 10 1/7.2 x 1-5 -4

40
2,4',5- PBBトリブロモビフェニル > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 # -4

2,2'4',5,5'- PBBペンタブロモビフ > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 # -4

ェニル
2,2',4,4',5,5'- PBBヘキサブロモ > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

ビフェニル
PBBデカブロモビフェニル 難燃剤、> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

BP-6 PBBファイアーマスター 難燃剤、> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

ヘキサブロモビフェニル工業(
)製品

FR-250 PBB> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4 難燃剤、
オクタブロモビフェニル工業(
)製品

ジフェニルエーテル 熱媒体2.7 x 10 > 3.0 x 10 1/1.1 x 1-5 -4

50
4- PBDEブロモジフェニルエーテル 4.6 x 10 > 3.0 x 10 1/1.8 x 1-5 -4



50
4,4'- PBDEジブロモジフェニルエー > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

テル
2,2'4,4',5,5'- - PBDEヘキサブロモ 難燃剤、> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

（ ）ジフェニルエーテル 工業製品

PBDEデカブロモジフェニルエーテル 難燃剤、> 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

テトラブロモビスフェノール 難燃剤A > 3.0 x 10 > 3.0 x 10 --4 -4

エストラジオール 女性ホルモン17- -β 2.5 x 10 1.6 x 10 1-10 -10

表 臭素化ビフェニル及び臭素化ジフェニルエーテルの 代謝産物の2 S-9 mix
エストロジェン様作用の評価

10 10a) 17- - EC / EC相対活性： エストラジオールの 被検化学物質のβ
： エストラジオール作用時における ガラクトシダーゼ活性の ％# 1.0 x 10 M 17- - - 10-7 β β
未満の活性が認められた。

Polybrominated biphenyl; PBDE, Polybrominated diphenyl etherPBB,

図 酵母 法1 Two-Hybrid
における甲状腺ホルモン様作用の用量反応曲線

（○ 、 （□ 、 ブチルフェノール（● 、 イソプロピルフェノール（▲）T3 T4 - -） ） ）o-t o
作用時の ガラクトシダーゼの活性を ％としたときの相対活性* : 1.0 x 10 M T3 - 100-6 β

化合物名 相対活性 備考EC (M)10
b)

フタル酸ジメチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジエチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジプロピル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジイソブチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジブチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジエチルヘキシル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジイソノニル 可塑剤> 3.0 x 10 --4



フタル酸ジイソデシル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ジシクロヘキシル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

フタル酸ベンジルブチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジメチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジエチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジビニル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジイソプロピル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジイソブチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジエチルヘキシル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アジピン酸ジイソノニル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

バレリン酸 可塑剤> 3.0 x 10 --4

ビス ハイドロキシフェニ4,4- (4-
)ル

セバシン酸ジブチル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

アゼライン酸ジエチルヘキシル 可塑剤> 3.0 x 10 --4

トリヨードチロニン 甲状腺ホルモン3,5,3'- (T 2.1 x 10 1-8

3)

表 フタル酸エステル類及びアジピン酸エステル類の甲状腺ホルモン様作用の評価3
10 10b) 3,5,3'- EC / EC相対活性： トリヨードチロニンの 被検化学物質の

化合物名 相対活性 備考EC (M)10
b)

メチルフェノール 消毒剤、樹脂添加剤p- > 3.0 x 10 --4

エチルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p- > 3.0 x 10 --4

プロピルフェノール 界面活性剤p-n- > 3.0 x 10 --4

ブチルフェノール 界面活性剤p-s- > 3.0 x 10 --4

ブチルフェノール 界面活性剤、 樹脂分子量調整p-t- PC> 3.0 x 10 --4

剤
ブチルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p-n- > 3.0 x 10 --4

ペンチルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p-t- > 3.0 x 10 --4

> 3.0 x 10 -p-n-ペンルフェノール -4

> 3.0 x 10 -p-n-ヘキシルフェノール -4

> 3.0 x 10 -p-n-ヘプチルフェノール -4

オクチルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p-t- > 3.0 x 10 --4

オクチルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p-n- > 3.0 x 10 --4

ノニルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p-br- > 3.0 x 10 --4

ドデシルフェノール 界面活性剤、樹脂添加剤p-n- > 3.0 x 10 --4

> 3.0 x 10 -o-メチルフェノール -4

> 3.0 x 10 -o-エチルフェノール -4

-4 4o-イソプロピルフェノー 3.1 x 10 1/1.5 x 10
ル

> 3.0 x 10 -o-n-プロピルフェノール -4

-5 3o-t-ブチルフェノール 4.8 x 10 1/2.3 x 10
> 3.0 x 10 -o-n-ブチルフェノール -4



フェニルフェノール 防黴剤o- > 3.0 x 10 --4

(OPP)
> 3.0 x 10 -o-ヨードフェノール -4

> 3.0 x 10 -m-t-ブチルフェノール -4

酸化防止剤BHT > 3.0 x 10 --4

酸化防止剤BHA > 3.0 x 10 --4

> 3.0 x 10 -4,4-ジヒドキシビフェニ -4

ル
ヒドロキシピレン ピレン代謝産物1- > 3.0 x 10 --4

トリヨードチロ 甲状腺ホルモン3,5,3'- 2.1 x 10 1-8

(T3)ニン

表 アルキルフェノール類の甲状腺ホルモン様作用の評価4
10 10b) 3,5,3'- EC / EC相対活性： トリヨードチロニンの 被検化学物質の

化合物名 相対活性 備考EC (M)10
b)

メチルパラベン 保存料> 3.0 x 10 --4

エチルパラベン 保存料> 3.0 x 10 --4

プロピルパラベン 保存料> 3.0 x 10 --4

ブチルパラベン 保存料> 3.0 x 10 --4

ベンジルパラベン 保存料> 3.0 x 10 --4

ヒロドキシ安息香酸 パラベン代謝産物p- Na > 3.0 x 10 --4

> 3.0 x 10 -3-フェノキシ安息香酸 -4

ビスフェノール 樹脂原料A PC> 3.0 x 10 --4

樹脂原料BADGE PC> 3.0 x 10 --4

･ 樹脂溶出成分BADGE 2HCl PC> 3.0 x 10 --4

･ 樹脂溶出成分BADGE 2H O PC2 > 3.0 x 10 --4

ジフェニルカーボネート 樹脂原料> 3.0 x 10 --4 PC
トリエチルアミン 樹脂原料> 3.0 x 10 --4 PC
フェノール 工業原料> 3.0 x 10 --4

トルエン 工業原料> 3.0 x 10 --4

スチレン 工業原料> 3.0 x 10 --4

エチルベンゼン 工業原料> 3.0 x 10 --4

イソプロピルベンゼン 工業原料> 3.0 x 10 --4

プロピルベンゼン 工業原料n- > 3.0 x 10 --4

ブチルベンゼン 工業原料t- > 3.0 x 10 --4

ニトロベンゼン 工業原料p- > 3.0 x 10 --4

トルエン 工業原料p- > 3.0 x 10 --4

ビフェニル 工業原料> 3.0 x 10 --4

スチルベン 工業原料trans- > 3.0 x 10 --4

ジフェニルエーテル 熱媒体> 3.0 x 10 --4

ブロモジフェニルエーテル 難燃剤4- > 3.0 x 10 --4

ジブロモジフェニルエー 難燃剤4,4'- > 3.0 x 10 --4



テル
ベンゾフェノン 紫外線吸収剤> 3.0 x 10 --4

オキシベンゾン 紫外線吸収剤> 3.0 x 10 --4

ジオキシベンゾン 紫外線吸収剤> 3.0 x 10 --4

サリチル酸 紫外線吸収剤> 3.0 x 10 --4

ブチルフェノールエステル4-t-
チロシン アミノ酸> 3.0 x 10 --4

チラミン アミノ酸分解産物HCl > 3.0 x 10 --4

テトラヨードチロニ 甲状腺ホルモン3,5,3',5'- 4.2 x 10 1/2-8

(T4)ン
トリヨードチロニン 甲状腺ホルモン3,5,3'- (T 2.1 x 10 1-8

3)

表 アルキルフェノール類の甲状腺ホルモン様作用の評価5
10 10b) 3,5,3'- EC / EC相対活性： トリヨードチロニンの 被検化学物質の


