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研究要旨： 食品中に存在する天然および合成の内分泌かく乱物質として、genistein、
nonylphenolおよび atrazineを取り上げ、甲状腺、乳腺、子宮、前立腺、卵巣ないし多臓器
における発がん修飾作用を同一の投与条件で検討する実験を開始し、一部実験を終了し

た。実験モデルとして、DHPN誘発ラット甲状腺発がんモデル、DMBA誘発ラット乳腺発が
んモデル、DMBA誘発 c-Ha-ras導入ラット乳腺発がんモデル、ENU誘発 p53欠損マウス
子宮発がんモデル、DMAB誘発ラット前立腺発がんモデル、DMBA誘発ラット卵巣発がん
モデルおよびラット多臓器中期発がん検索モデルを用いて、genisteinおよび nonylphenol
を 250 ppm と 25 ppm の二段階の用量で、atrazineを 500 ppm、50 ppm および 5 ppm 
の３段階の用量で大豆成分を含まない基礎食に混餌投与した。その結果、ラット多臓器中期

発がん性試験法において、genistein及び nonylphenolの投与による肺腫瘍発生の促進が
みられた。しかし、内分泌かく乱作用との関連は不明であり、さらなる検証を要するものと考え

られた。その他の動物発がんモデルと被験物質との組み合わせの結果は、高用量の

genistein が rasH2マウス子宮発がんに対して促進傾向を示した以外に、（現在まで）影響
なしかまたは抑制（傾向）を示すものであった。 
一方、エストロゲン活性による甲状腺発がん促進作用は強いものではなく、長期間にわたる

高濃度曝露を要するものと考えられた。また、genistein及び nonylphenolはエストロゲン応
答性細胞増殖活性を示すが、in vivoでは高濃度でのみ促進作用を示すこと、genisteinは
FADD遺伝子、Pim-2遺伝子の発現を誘導することを明らかにした。さらに、大豆摂取とヨー
ド欠乏による甲状腺発がん機序の一部は、プロモーション作用として説明できることを明らか

にした。 
 
分担研究者 
広瀬雅雄 国立医薬品食品衛生研究所・部長   

津田洋幸 国立がんセンター研究所・部長 
三森国敏 東京農工大学農学部・教授 
今井田克己 香川医科大学・教授 
田中卓二 金沢医科大学・教授 
鰐渕英機 大阪市立大学医学部・助教授 
藤本成明 広島大学原爆放射能医学研所・ 

助教授 
酒井敏行 京都府立医科大学・教授 
 
Ａ．研究目的 
 環境中に存在する内分泌かく乱化学物質の

多くは性ホルモンの働きを示すが、逆にホルモ

ンに対し拮抗的に働くこともあり、その作用は複

雑である。したがって、ホルモン依存性癌に対

する修飾作用を検討することは、これら物質の

安全性評価上重要である。また最近、外因性

内分泌かく乱物質と子宮内膜症発症との関連

性、子宮内膜症を母地とした卵巣がんの発生

などが指摘されており、ホルモン活性物質によ

る健康影響が危惧されている。日常ヒトが摂取

している食品中には、多くの phytoestrogenが
存在しており、その毒性や催奇形性に加えて、

発がん修飾を詳細に検討することは益々重要と

なってきている。実験的に、合成エストロゲンは

マウス乳腺に発がん性を示すが、ラットでは乳

腺発がんを促進あるいは抑制することが知られ

ている。一方、植物中のエストロゲンは乳腺発

がんを抑制するが、過剰の大豆摂取はラット甲

状腺発がんを促進する。このように、内分泌環

境のかく乱は発がんの重要な修飾要因と考えら

れるが、食品中の内分泌かく乱物質の中でそ

の発がん修飾作用が証明されている物質は少

数にすぎない。その理由の一つは被験物質の

内分泌・生殖器官における発がん修飾を低用
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量でも迅速確実に検出し得る高感度の動物モ

デルがなかったことによる。しかし、すでに確立

されているラットの前立腺がん、乳がん、甲状腺

がんの各モデルは比較的長期間を要するもの

の検出力の良いことが報告されており、ヒトプロ

ト型 c-Ha-ras導入ラットや p53欠損マウスはそ
れぞれ乳腺や子宮の発がん高感受性形質を有

し、中期検索モデルとしての有用性が期待され

ている。また、内分泌かく乱化学物質のリスク評

価における卵巣がんモデル、卵巣・下垂体摘除

ラット、ラット多臓器中期発がん性試験法などの

有用性についても検討する。 
 本研究の目的は、食品中に含まれる内分泌

かく乱物質による内分泌器官その他の臓器に

対する発がん修飾作用を総合的に比較検討し、

さらにその修飾機構がホルモン作用に基づくも

のか、あるいはそれ以外の作用によるものかを

明らかにし、ヒト発がんへの危険度評価を行うこ

とにある。食品中に存在するホルモン活性物質

による発がん修飾の影響を明らかにすることは

食品衛生上急務であり、その成果によりヒトがん

の予防・阻止のための基礎的資料を得ることが

できる。そこで、平成 11～13年度の３年間にお
いて、食品中に存在する天然および合成の内

分泌かく乱物質として genistein、
nonylphenol、atrazineおよびarciinを取り上
げ、甲状腺、乳腺、子宮、前立腺、卵巣ないし

多臓器における発がん修飾作用について各種

実験モデルを用いて検討した。また、内分泌か

く乱物質による増殖・細胞周期関連遺伝子の発

現調節を分子生物学的に追究した。 
 
Ｂ．研究方法 
＜I. 各種動物モデルによる食品中内分泌かく
乱物質の発がん修飾作用の検討＞  
  各動物モデルにおいて、genisteinまたは
nonylphenolを 25及び 250ppmの二段階の
用量で、atrazineを 5、50及び 500 ppmの三
段階の用量で、基礎飼料 CRF-1に混じて長期
間与えた。なお、大豆イソフラボンの影響を除

外するため、通常は添加する大豆成分を

CRF-1に加えなかった。 
【実験１】 ６週齢の F344雄ラット 120匹を８群
に分け、第１群～第４群（各群 20匹）および第５
群～第６群（各群 10匹）に、甲状腺発がんイニ
シエーション処置として、DHPNを 2800 
mg/kgの用量で単回皮下投与し、１週間後から

500 ppm （第１群）、50 ppm（第２群）、5 ppm
（第３群）および 0 ppm（第４群）の用量の
atrazine、500 ppmの atrazine と 5 ppmの
tamoxifen（第５群）または 5 ppmの
tamoxifen （第６群）を混餌投与した。DHPN
処置をしなかった第７群には 500 ppmの
atrazineのみを混餌投与し、第８群には
CRF-1のみを与えた。実験開始 24週後に、臓
器重量測定および病理組織学的検索を実施し

た。 
【実験２】 7週齢の SD系雌ラットに、50 mg/kg
体重の 7,12-dimethylbenz[a]anthracene   
(DMBA)を 1回胃内強制投与し、乳腺腫瘍の
発生を週 1回触診により観察した。腫瘍発生頻
度が 50%に達した 12週の時点で卵巣を摘出
し、〔腫瘍(+)・卵摘(+)〕、〔腫瘍(-)・卵摘(+)〕の 2
群に分け、それぞれに基礎食、25及び 250 
ppm genisteinの混餌投与を行った。また、
DMBAを投与しないで卵摘と genistein 投与
のみを行った対照群も設けた。経過中週1回乳
腺腫瘍の発生頻度、発生部位、個数及び大き

さを観察し、実験開始後 48週ですべての動物
を屠殺し、乳腺腫瘍を中心に病理組織学的に

観察した。 
【実験３】 5週齢の SD系雌ラットに 40 mg/kg
体重の 1,2-dimethylhydrazine (DMH)を 2
日に 1回、10日間（計 5回）皮下投与した後、
50 mg/kg体重のDMBAを 1回胃内投与した。
投与終了後から基礎食、25及び 250 ppm 
nonylphenol 混餌投与を行った。発がん物質
を投与しないで、基礎食あるいは nonylphenol 
のみを投与した対照群も設定した。乳腺腫瘍に

ついては実験２と同様な観察を実施し、38週で
すべての動物を屠殺し、乳腺腫瘍および大腸

腫瘍を中心に病理学的に観察した。 
【実験４】 7週齢の SD系雌ラットに 50 mg/kg
体重のDMBAを1回胃内強制投与し、乳腺腫
瘍の発生を週 1回触診により観察した。腫瘍発
生頻度が 50%に達した 19週の時点で卵巣を
摘出し、〔腫瘍(+)・卵摘(+)〕、〔腫瘍(-)・卵摘
(+)〕の 2群に分け、それぞれに基礎食、5、50
及び 500 ppm atrazine の混餌投与を行った。
また、DMBAを投与しないで卵摘と atrazine 
投与のみを行った対照群も設けた。乳腺腫瘍

については実験２および３と同様な観察を実施

しており、32から 40週で実験を終了する予定
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である。 
【実験５】 50日齢の雌雄のヒトプロト型
c-Ha-ras遺伝子導入ラットに DMBAを 25 
mg/kg胃内投与し、翌日および 60日目に陽性
対照として 17β-estradiol（E2）を一匹あたり 0
、0.01、0.1および 1 mgの用量で背部皮下に
挿入し12週にて終了した。雄は18週で再度ペ
レットの挿入を行い 20週にて終了した。
Genisteinの実験についても、50日齢の雌雄
ラットに DMBAを25 mg/kg胃内投与し、翌日
より genisteinまたは nonylphenolを 0、25お
よび 250 ppmの用量にて基礎食に加えて雌は
12週まで、雄は 20週まで投与した。野生型に
も感度の対照とした同様の実験を行った。 
【実験６】 雌p53ヘテロ欠損CBAマウスに生理
食塩水に溶解したN-ethyl-N-nitrosourea 
(ENU) 120 mg/kgを一回腹腔内投与し、その
一週後から第１群に25 ppm genisteinを、第２
群には250 ppm genisteinを基礎飼料
（CRF-1）に混じてこれらを26週間にわたり投与
した。同様のプロトコールで、第１群に25 ppm 
nonylphenol含有飼料を、第２群には250 
ppm nonylphenol含有飼料を、対照群には基
礎飼料をENU投与１週間後より26週間自由に
与えた。同様のプロトコールで、400ないし0 
ppmのatrazineをENU投与１週間後より基礎
飼料に混じ、26週間自由に与えた。 
【実験７】 雌rasH2マウスに生理食塩水に溶解
したENU 120 mg/kgを一回腹腔内投与し、イ
ニシエーション処置とした。その一週後から

genisteinは25および250 ppm、nonylphenol
は25および250 ppm、メトキシクロールは1000 
ppmの濃度で基礎飼料に混じ、23～26週間自
由に与えた。 
【実験８】 ６週齢雌ICRマウスに生理食塩水で
溶解したENU 50 mg/kgを一回膣内に投与し、
イニシエーション処置とした。その１週間後より

atrazineを5、50および500 ppmの濃度で基
礎飼料に混じて26週間投与した。また、陽性対
照としてethinylestradiol (EE)の2.5 ppmの
投与群も設け、現在実験が進行中である。  
【実験９】 ６週齢のF344雄ラットを7群に分け、1
～5群には前立腺発がん物質である
3,2'-dimethyl-4-aminobiphenyl (DMAB)を
最初の20週間 に体重kgあたり50 mgの投与
量で2週間に1回ずつ合計10回皮下投与した。

6、7群は DMABの溶媒のみを投与した。実験
開始20週目より2、3群にはnonylphenolをそ
れぞれ250、25 ppmの濃度で基礎食に混じて
40週間投与した。同様に、4、5群には250、25 
ppmのgenisteinを、6、7群には250 ppmの
nonylphenolと genisteinをそれぞれ投与した。
実験期間60週で屠殺剖検し、前立腺を中心に
その腫瘍発生にこれらの物質が影響するかどう

か検討した。  
【実験10】 ６週齢のF344雄ラットに、100 
mg/kg体重のPhIPを週1回ずつi.g.投与し、20
週間のPhIPの投与後から、atrazineを500、
50、5 ppmの濃度で基礎食に混じて経口投与
した。 
【実験 11】 総計 145匹の雌性 SD ラットを８群
に分けた。実験群は第１群（20匹）： DMBA 
→250 ppm nonylphenol、第２群（20匹）： 
DMBA → 25 ppm nonylphenol、第３群（20
匹）： DMBA →250 ppm genistein、第４群（
20匹）： DMBA →25 ppm genistein、第５群
（20匹）： DMBA、第６群（15匹）： 250 ppm 
nonylphenol、第７群（15匹）： 250 ppm 
genistein 、第８群（15匹）： 無処置対照群の
計８群とした。卵巣がんは DMBAを 0.5%の濃
度でオリーブ油に懸濁し、左卵巣内に 0.01 ml
注入して誘発した。被験物質は DMBA投与の
１週後から 50週間投与し、その発がんに及ぼ
す影響をみた。 
【実験 12】 ６週齢の F344Du/Crj系雄ラット
124匹を 8群に分け、第 1～第 5群（各群 20
匹ずつ）に実験開始日に diethylnitrosamine 
100 mg/kg b.w.を腹腔内投与、
N-methyl-N-nitrosoureaを第 2、第 5、第 8、
第11日に20 mg/kg b.w.の用量で腹腔内投与、
DMH 40 mg/kg bwを第 14、第 17、第 20、第
23日に腹腔内投与、それらと平行して第1～第
2週に
N-butyl-(4-hydroxybutyl)nitrosamineを
0.05％の濃度で飲料水投与、第 3～4週に
DHPNを 0.1％の濃度で飲料水投与しイニシ
エーション処置（DMBDD）とした。実験開始後
5週目から nonylphenolを第 1群と第 2群に
それぞれ 29週間250 ppm、25 ppmで混餌投
与、同様に第 3群と第 4群には genisteinをそ
れぞれ29週間250 ppm、25 ppmで混餌投与
した。第 5群には同様のイニシエーション処置
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後、通常の粉末飼料を与えた。また併置対照

群として第 6～7群（各群 8匹ずつ）にはイニシ
エーション処置を行わず、5 週目からそれぞれ、
nonylphenolを 250 ppm、genisteinを 250 
ppmで混餌投与した。第 8群（8匹）は無処置
群とした。実験開始後 33週間後に、主要臓器
を摘出し病理組織学的に検索した。 
 
＜II. 内分泌かく乱物質による発がん修飾機構
に関する検討＞ 
【実験 13】 ５週齢時に卵巣摘徐を施した６週齢
のF344雌ラット60匹を６群に分け、第１群～第
４群（各群 10匹）に甲状腺発がんイニシエーシ
ョン処置として、N-bis(2-hydroxypropyl) 
nitrosamine (DHPN)を 2400 mg/kgの用量
で単回皮下投与し、１週間後からβ-estardiol 
3-benzoate (EB)を 0.1 mg（第１群）、0.02 mg
（第２群）、0.004 mg（第３群）および 0 mg（第４
群）の用量で皮下埋植した。DHPN処置をせ
ずに、第５群には 0.1 mgのEBを皮下埋植し、
第６群は無処置対照群とした。実験開始 36週
後に、臓器重量測定および病理組織学的検索

を実施した。 
【実験 14】 ５週齢時に精巣摘除した６週齢の
F344雄ラット 60匹を６群に分け、第１群～第４
群（各群 10匹）に甲状腺発がんイニシエーショ
ン処置として、DHPNを 2400 mg/kgの用量で
単回皮下投与し、１週間後から EBを 0.1 mg
（第１群）、0.02 mg（第２群）、0.004 mg（第３
群）および 0 mg（第４群）の用量で皮下埋植し
た。DHPN処置をせずに、第５群には 0.1 mg
の EBを皮下埋植し、第６群は無処置対照群と
した。実験開始 36週後に、臓器重量測定およ
び病理組織学的検索を実施した。 
【実験 15】 雌雄の６週齢 F344ラット各 40匹を
４群に分け、DHPNを 2800 mg/kgの用量で
単回皮下投与した。１週間後から、第１群には

カゼイン中に含まれる可能性のあるヨードの影

響を除外するために蛋白成分を 20 %グルテン
とした基本食 AIN-93Gを、第２群にはさらにそ
れにヨードを添加しない餌を 11週間与えた。第
３群には蛋白成分を 20 %脱脂大豆とした基本
食 AIN-93Gを、第４群にはさらにそのヨード欠
乏食を同期間与えた。実験開始 12週後に、血
清ホルモン値の定量、臓器重量の測定および

病理組織学的検索を実施した。 
【実験 16】 雌雄の６週齢 F344ラット各 40匹を

４群に分け、DHPNを 2800 mg/kgの用量で
単回皮下投与した。１週間後から、脱脂大豆を

20 %（第１群）、4%（第２群）、0.8%（第３群）お
よび 0%（第４群）の用量で 11週間混餌した。基
本食として、蛋白成分をグルテンとした

AIN-93Gを用いた。実験開始12週後に、血清
ホルモン値の定量、臓器重量の測定および病

理組織学的検索を実施した。 
【実験 17】 卵巣を摘出した 5週齢の F344ラッ
トに下垂体細胞MtT/E-2を 3 x 105/部位で移
植し、genisteinおよび nonylphenolは 25､
250 ppmで、atrazineは 5、50、500 ppmで
基礎飼料に混餌し自由摂取させた。コントロー

ルとして 1.0 mgのエストロゲンを含んだコレス
テロールペレットを皮下投与した。移植腫瘍が

生着し径が 20 mm程度になった時点で、動物
を屠殺し、血清および下垂体組織を直ちに凍

結保存した。下垂体組織の全RNAの抽出はア
イソゲン試薬により行い、さらに DNaseで処理
した。一定量の全 RNAはMMLV-RTにより
cDNA化し、PCR反応の鋳型とした。PTTGプ
ライマーとして、

5'-ATGGCTACTCTGATCTTTGTおよび
5'-TTAAATATCTGCATCGTAACを用いた。
PCRに先立ち、サンプルと同時に competier 
DNAの 0.3-10 fgを定量的に加えた。産物は
1.5%アガロースゲルで泳動した後、エチジウム
ブロマイドで染色し、画像解析して、

competitoer と目的産物の光学濃度の比率が
1:1になる点を求めることで定量した。PTTG レ
ポータープラスミッド作成のため、PTTG構造
遺伝子上流域-720～+16内の 5つの領域につ
いて PCRによりラットゲノム DNAから増幅し、
TA-クローニングした｡これをルシフェラーゼレポ
ーターpGL3-basicに blant ligationで導入し
た。エストロゲン応答性転写活性化のアッセイ

には、(ERE)3-SV40-lucを用いた。また、ラット
ERの 5’上流域の Bプロモーター(-2100～
-3155)の解析もこの領域内のフラグメントを
PCR クローニングして上記と同様にレポーター
を作成した。細胞を 24穴プレートに 4-8 x 104 / 
wellで播き､ 24時間後に TransFast 
transfection reagentを用いて全量で 0.8 μ
gの DNAをトランスフェクションした。薬剤処理
24時間後に細胞を溶解し、Dual luciferase 
assay substratesをそれぞれ加えた。発光測
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定は、Micro-beta scintillation counterによ
り行った｡ 
【実験 18】 ヒト骨肉腫由来の細胞株MG63細
胞では 3 × 105個の細胞を播種し、その 24時
間後に終濃度 50 μMの genisteinあるいは
溶媒として用いたDMSO 0.1%を加えた培地に
交換した。ヒト乳癌由来の細胞株MCF-7細胞
では 5 × 105個の細胞を播種し、その 24時間
後に終濃度 100 μMの genisteinあるいは
DMSO 0.1%を加えた培地に交換した。そして
薬剤添加 12時間後、24時間後、48時間後、
72時間に細胞を回収した。Mediumを除去し、
PBSで洗浄した細胞を TNN bufferを加え溶
解させ、細胞抽出液として、遠心処理によって

その上清を回収した。この上清を、まず

Protein A – Sepharose と反応させ、非特異的
に Protein A – Sepharoseに結合する画分を
除去した。次に、cdc2抗体と４℃において一夜
反応させ、さらに Protein A – Sepharose と反
応させた後十分洗浄し、genistein処理細胞及
びコントロール細胞から免疫沈降サンプルとし

て cdc2自身及びその形成複合体を回収した。
この免疫沈降サンプルとヒストンH1及びγ-32P 
ATPを反応させた後の、ヒストンH1に取り込ま
れたγ-32P ATPの量が cdc2活性であるため、
電機泳動後のヒストンH1バンドの比放射活性
を測定した。 
【実験 19】 MG63細胞では 3 × 106個の細胞

を播種し、その 24時間後に終濃度 50 μMの
genisteinあるいは DMSO 0.1%を加えた培地
に交換した。MCF-7細胞では 5 × 106個の細

胞を播種し、その 24時間後に終濃度 100 μ
MのgenisteinあるいはDMSO 0.1%を加えた
培地に交換した。薬剤添加 24時間後に細胞を
回収し、回収された細胞から、total RNAを調
製した。Total RNAからさらにmRNAを調製し、
cDNAアレイ法を実施した。Gene 
NavigatorTM cDNA Array Systemを採用し、
cDNAアレイとしては、ヒト癌関連遺伝子177種
が解析可能な human cancer selectedを採用
した。 
【実験 20】 MCF-7細胞 2×104個の細胞を播

種し、その 24時間後に終濃度 100 nM、1 μ
M、10 μM、100 μMの atrazineあるいは
DMSO 0.1%を加えた培地、あるいは薬物無添
加の培地に交換した。そして薬物添加後 24時

間毎に 96時間後までの細胞数を計測した。 
 
 倫理面への配慮として、動物愛護の観点から、

必要最小限の動物数を用いるよう十分な検討と

準備を行った。動物飼育は 23℃前後、湿度約
60％前後に保たれた施設内にて、飲料水・飼
料を適正に投与した。各研究者所属施設の実

験動物取り扱い（倫理）規定を遵守して飼育、

実験を行った。屠殺はエーテル深麻酔下、腹

部大動脈から脱血し、動物に対する苦痛を可

能な限り少なくした。大きな腫瘍等が発生した

場合にはそれ以上苦痛を与えないように速や

かに屠殺した。詳細な解剖により動物から得ら

れた情報を可能な限り利用した。 
 
Ｃ．研究結果 
＜I. 各種動物モデルによる食品中内分泌かく
乱物質の発がん修飾作用の検討＞  
【実験１】 摂餌量は tamoxifen を投与した第５
群および第６群において顕著に減少した。それ

に伴い、第５群および第６群に強い体重増加抑

制がみられ(p<0.01)、atrazine の 500 ppm
投与（第１群）でも軽度であるが有意な(p<0.01)
体重増加抑制が認められた。体重増加抑制の

程度は、第５群(tamoxifen + atrazine投与
群)で最も高度であった。相対臓器重量は
tamoxifen を投与した第５群および第６群で、
有意な脳重量、腎重量および精巣重量の増加

がみられ、第５群では精巣上体重量の増加が

認められた。その他臓器の相対重量には有意

な群間差を認めなかった。現在、病理組織学

的に検索中である。 
【実験２】 12週以後における乳腺腫瘍の推移
は、腫瘍(+)・卵摘(+)群では20週ごろまでに70
～80％の腫瘍が消失したが、それ以降は各群
とも増加に転じた。同様に腫瘍体積は 16週目
ごろまでは各群とも縮小するのが観察されたが

以降は増加に転じ、統計学的に有意な差を示

さなかった。腫瘍(-)・卵摘(+)群では 24週頃か
ら腫瘍の発生が散見されたが各群間でその発

生状況に差は認められなかった。病理組織学

的観察では乳腺腫瘍の発生頻度、多発性およ

び悪性度に genistein投与に起因する変化は
認められなかった。 
【実験３】 乳腺腫瘍は DMBA-DMH投与群で
は各群とも 5週目ごろから観察されはじめ発生
頻度および多発性については各群間で差は認
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められなかったが、nonylphenolの 25 ppm投
与群では腫瘍体積は増加し最終屠殺時には対

照群の約 3倍の値を示した。DMBA-DMH非
投与群では、nonylphenol の 25 ppm投与群
で乳腺腫瘍の発生頻度、多発性および腫瘍容

積の増加が観察された。病理組織学的観察で

は DMBA-DMH投与群では乳腺腫瘍の発生
頻度、多発性および組織学的悪性度に各群間

で差は認められなかった。大腸癌の発生状況

ついては各群間で有意な差は認められなかっ

た。DMBA-DMH非投与群では nonylphenol
の 25 ppm投与群で乳腺腫瘍が 40％の動物
に観察された。 
【実験４】 現在 23 週（卵摘後４週）経過中であ
るが、各処置群に体重の有意な変化はみられ

ていない。また、腫瘍(+)・卵摘(+)群で、卵摘に
より腫瘍の発生頻度および多発性が減少して

いるが、現在のところ atrazine投与による影響
は認められていない。腫瘍(-)・卵摘(+)群では、
現在 0-10％程度の動物に腫瘍が発生している
が、やはり atrazine投与による影響は認められ
ていない。 
【実験５】 E2投与では、乳腺腫瘍（腺腫+腺癌
）の個数/ラットは、雌で 0 mgで 7.5、 0.01 mg
で 5.8、 0.1 mgで 1.8、1 mgで 0.5であり、用
量に相関した減少がみられた（傾向検定で有

意）。野生型でも弱い抑制傾向がみられた。ま

た雄でも 0 mgで 2.1、0.01 mgで 4.5、0.1 mg
で 1.0、1 mgで 1.6であり抑制された（傾向検
定で有意）。さらにgenisteinでは、雌で0 ppm
で 6.8、25 ppmで 4.8、250 ppmで 4.3であり
、用量に相関した有意の抑制がみられた（傾向

検定で有意）。野生型では 0 ppmで 1.4、25 
ppmで 0.8、250 ppmで 0であり、同様の抑制
傾向がみられた。したがって genisteinは乳腺
発がんを抑制する事が明らかとなった。

Nonylphenolについても同様のプロトコールで
実験経過中である。 
【実験６】 解剖時における子宮重量は対照群
に比し１、２群で有意の差は認められず、相対

重量においても同様であった。子宮内膜肉腫

の発生率は１群で71％、２群で33％と対照群の
60%に比し２群で減少する傾向が認められた。
Nonylphenol投与実験終了時の生存率は１群
で80％、２群で70％、対照群で60％であった。
Nonylphenol投与群で最終体重の軽度な増

加抑制傾向が認められたが、有意な差はなか

った。子宮内膜肉腫の発生率は１群で63％、２
群で71％と対照群の67%に比し有意差は認め
られなかった。Atrazineを投与した群では最終
生存率が56%と減少したが、体重増加抑制は
認められなかった。子宮内膜肉腫の発生率は

対照群の60%に比し33%と減少する傾向を示
した。 
【実験７】 最終生存率および最終体重におい
ては群間に有意な差はみられなかった。子宮

内膜腺癌の発生率は対照群で22.2%であった
が、genistein 250 ppm投与群では57.1%と高
率であった。しかし、メトキシクロール投与群で

はその発生は認められず、異型過形成も発生

しなかった。 
【実験８】 投与実験を継続している。 
【実験９】 精巣と肛門挙筋の相対重量に統計
学的に有意な差はみられず、また血中の

testosterone値も各群で有意な差な認めなか
ったことから、今回の実験結果からは

nonylphenolとgenisteinによるラットへの内分
泌かく乱の影響は明らかではなかった。実験40
週から50週の間に死亡、あるいは瀕死の状態
で屠殺したラット6匹の前立腺腫瘍性病変として、
腹葉前立腺に前がん病変と考えられる 
prostate intraductal neoplasia (PIN) が6
例中2例に認められたものの、前立腺がんはみ
られなかった。また、精嚢には6例中5例に異形
成を認めたが、がんの発生は認めなかった。現

在、最終屠殺の前立腺病変の切り出し、ならび

に臓器重量の測定と病理組織標本の作製を行

なっており、病理組織学的な詳細を検討してか

ら最終的な判定を行なう予定である。 
【実験10】 Atrazineの実験は現在PhIPの投
与中であり、PhIP投与群が溶媒投与群より約 
10%の体重減少が見られているが、これは予想
範囲内の変化であり、実験は現在まで順調に

経過している。 Atrazineの投与は実験開始20
週後より開始する予定である。 
【実験11】 卵巣重量は、250 ppm genistein
群で無処置対照群に比べ有意な(p<0.05)減少
をみた。子宮重量は、DMBA →25 ppm 
genistein群でDMBA群に比べ有意な
(p<0.05)減少をみた。実験終了時の左卵巣腫
瘍（腺がん）の発生頻度は、DMBA →250 
ppm nonylphenol群、DMBA → 25 ppm 
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nonylphenol群、DMBA →250 ppm 
genistein群、DMBA →25 ppm genistein群
でDMBA群に比べ有意に(p<0.05)減少してい
た。 
【実験 12】 アンドロゲンの影響を受けるとされる
肛門挙筋球海綿体の重量は、第 1群、第 2群
が対照群（第 5群）に比べて有意に減少してい
た。また、前立腺の重量も第 1群と第 4群で第
5群に比較し有意に減少していた。イニシエー
ション群において、肺の腫瘍発生が

nonylphenol、genistein投与群で対照群に比
較し有意に増加した。肺腫瘍のラット 1匹あたり
の発生個数は、genistein 250 ppm群で肺腺
腫が有意に増加していた。肺組織の非腫瘍部

において、細胞増殖能の指標である BrdU 標
識率が nonylphenol、genistein投与群で対
照群に比較し、有意に増加していた。また、大

腸においても nonylphenol、genistein投与群
で腫瘍発生が有意差はないものの対照群に比

較し増加傾向が見られ、また BrdU 標識率は
対照群に比較し、有意に増加していた。一方、

肝の前がん病変の指標であるGST-P陽性細胞
巣は nonylphenol、genistein投与群で対照
群に比し、有意にその数および面積が減少して

いた。また、肺発がん促進作用の機序解明のた

めに、DHPNでイニシエーション後
nonylphenolと genisteinを 4週間投与した肺
組織の酸化的ストレスの指標である 8-OHdGを
検索したところ、これらの群で対照群に比し、

8-OHdGの生成が上昇していた。 
 
＜II. 内分泌かく乱物質による発がん修飾機構
に関する検討＞ 
【実験 13】 下垂体相対重量は DHPN 処置に
関わらずEB処置によって高度に(p<0.01)増加
した。甲状腺、肝臓、腎臓及び子宮の相対重量

は DHPN処置群において、EBの用量相関性
に増加し、0.1 mg投与群では DHPN単独群
に比し有意に(p<0.01)増加した。肝臓、腎臓及
び子宮の相対重量は、DHPN非処置群にお
いても 0.1 mg投与により有意に(p<0.01)増加
した。現在、病理組織学的に検索中である。 
【実験 14】 下垂体相対重量は DHPN 処置に
関わらず、EB処置によって高度に(p<0.01)増
加した。甲状腺相対重量はDHPN処置群にお
いて、0.1 mgの EB投与で有意に(p<0.01)増
加した。肝臓及び腎臓の相対重量はDHPN処

置群において、EBの用量相関性に有意に
(p<0.01)増加し、DHPN 非処置群においても、
それぞれ 0.1 mg及び 0.02 mg以上で有意に
(p<0.01)増加した。現在、病理組織学的に検
索中である。 
【実験 15】 雌雄ともに、甲状腺相対重量は第１
群（対照群）に比して第２群（ヨード欠乏群）で有

意に(p<0.001)増加し、第４群（25%大豆 + ヨ
ード欠乏群）では第２群に比較してさらに強く増

加した。雌雄ともに、血清 T4レベルは第１群に
比して第２群および第４群で有意に(p<0.01)減
少し、逆に血清 TSHレベルは第１群に比して
第２群および第４群で有意に(p<0.05および
p<0.01)増加し、特に第４群では高度に増加し
た。病理組織学的に、甲状腺濾胞上皮の腫瘍

性病変は、第２群および第４群においてのみ認

められ、腺腫は雄の第２群および第４群でそれ

ぞれ 62.5%および 100%、雌の第２群および第
４群で 14.3%および 90%、腺癌は雄の第２群お
よび第４群でそれぞれ 25%および66.7%、雌の
第４群で 40%に観察された。 
【実験 16】 雌雄ともに、甲状腺相対重量には
第１群～第４群において有意な群間差はみら

れなかった。同様に、血清T4およびTSHレベ
ルについても、雌雄ともに、有意な群間差はみ

られなかった。病理組織学的に、20 %～0.8%
の大豆投与は、ヨード正常下では甲状腺組織

の顕著な増殖促進を示さなかった。 
【実験 17】 下垂体細胞株MtT/E-2の増殖試
験では、genisteinは10-8Mで有意な増殖促進
活性を示したのに対し、nonylphenolは 10-5M
で有意に促進した。また、atrazineは 10-4Mま
で活性はなかった｡さらに、(ERE)3-SV40-luc
レポーターによるエストロゲン依存性転写活性

化のアッセイ結果は、増殖アッセイとよく一致し

た。MtT/E-2腫瘍形成試験では、250 ppmま
での nonylphenolおよび 500 ppm までの
atrazineは移植下垂体細胞腫瘍形成に影響
しなかったが、genisteinの 250 ppm群で有意
な生着期間の短縮が見られた。エストロゲン群

においては下垂体重量が増加し、過形成となっ

たが、nonylphenol、genisteinおよび
atrazineのいずれも下垂体の重量に影響を与
えなかった。また、下垂体の PTTGmRNA発
現にも影響は見られなかった｡血中プロラクチン

レベルは、エストロゲン群で有意に上昇してい
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たが、他のいずれの群でも有意な増加は観察

されなかった。PTTG遺伝子上流域のプロモー
ター活性に関して、-542/+43で最大の基本転
写活性があることが示された。また、エストロゲ

ン受容体の存在下でエストロゲン依存的なこの

プロモーターの転写活性化作用が示された。さ

らに、その応答は受容体のα型β型に特異性

があった。ラットエストロゲン受容体α遺伝子上

流域-3155/-2100およびその部分配列をもつレ
ポーターは、下垂体細胞および乳ガン細胞に

おいて基本転写活性化能を示すことが示され

た。また、その転写活性に対する nonylphenol
、genisteinおよび atrazineの作用を検討した
が有意な影響は観察されなかった。 
【実験 18】 MCF-7細胞では 100 μMの
genistein処理で、12時間後、48時間後、72
時間後でコントロールに比べて cdc2活性は約
20～30%低下を示した。全般的に genistein
処理によって cdc2活性は低下傾向を示した。
しかし逆に、MG63細胞では 50 μMの
genistein処理で、12時間後ではコントロール
に比べて cdc2活性は約 50%まで低下したもの
の、24時間、48時間、72時間後では、コントロ
ールより約 50%増加していた。 
【実験 19】 MCF-7細胞における 100 μMの
genistein処理細胞とコントロール細胞の
mRNA発現解析の結果、genistein処理によ
ってmRNA の発現が上昇していると認められ
た遺伝子としては、p21、Pim-2があり、逆に
mRNA の発現が低下していると認められた遺
伝子としては、Bcl-x、PCNA、c-fo が観察され
た。次にMG63細胞における 100 μMの
genistein処理細胞とコントロール細胞の
mRNA発現解析の結果、genistein処理によ
ってmRNA の発現が上昇していると認められ
た遺伝子としては、c-jun、p16、FADD、Pim-2、
p53があり、逆にmRNA の発現が低下してい
ると認められた遺伝子はなかった。 

s

r【実験 20】 MCF-7細胞において、100 nM、 
1 μM、10 μM、100 μMの atrazineは細
胞増殖への影響を示さなかった。 Atrazine濃
度 1 mMの場合も検討を行ったが、medium
中で atrazineが析出してしまい測定を継続す
ることが不可能であった。 
 
Ｄ．考察 
 食品中に存在する天然および合成の内分泌

かく乱物質として、genistein、nonylphenol及
び atrazineを取り上げ、甲状腺、乳腺、子宮、
前立腺、卵巣ないし多臓器における発がん修

飾作用を同一の投与条件で検討した。 
  甲状腺発がんに及ぼす影響に関しては、平
成11年度において、食品レベルの数十倍以下
程度の genisteinおよび nonylphenolの摂取
は、雄ラットおよび卵巣摘除ラットを用いた甲状

腺発がんに対して促進影響を及ぼさないことを

既に報告した。今年度は、食品レベル～数十

倍程度の atrazine も甲状腺発がんに対して何
ら促進影響を及ぼさないことを明らかにした。一

方、平成 11年度において、卵巣摘除ラットに対
する合成エストロゲン EBの 11週間持続投与
は、下垂体腺腫の誘発をはじめ諸臓器に対し

て著明なエストロゲン作用を示したが、DHPN
誘発甲状腺発がんにはほとんど影響を及ぼさ

ないことを報告した。今年度はさらに長期間に

わたる影響を検討するため、卵巣摘除ラットに

DHPN 処置し、EB を 35週間持続投与した
結果、高用量(0.1 mg皮下埋植) 群のみに甲
状腺、肝臓、腎臓及び子宮の相対重量増加が

みられた。また、精巣摘除ラットに同様の条件で

EB を 35週間持続投与した結果、高用量(0.1 
mg皮下埋植)群のみに甲状腺、肝臓及び腎臓
の相対重量増加がみられた。したがって、エスト

ロゲン作用による甲状腺発がん促進効果は、長

期間にわたる持続的曝露を必要とし、高用量群

のみに発現する現象と考えられた。 
  乳腺発がんに及ぼす影響に関しては、卵
巣摘除・非摘除 SDラットを用いたDMBA誘発
乳腺発がんモデルにおいて、弱いエストロゲン

活性を示す genistein 及び nonylphenol は
低用量群で乳腺腫瘍の評価パラメーターを一

部増加させたがその用量依存性は明確でなく、

genistein の高用量群ではむしろ抑制する傾
向が認められた。Atrazine については、乳腺
発がんに対する明らかな影響は現在のところ認

められていない。一方、ヒトプロト型 c-Ha- as遺
伝子導入 SD ラットを用いた DMBA誘発乳腺
発がんは、E2によって抑制されることが明らか
となり、genisteinは E2 より弱いが、同様に抑
制作用を示した。Genisteinによる抑制作用が
エストロゲン作用に起因するかについては、今

後検証する予定である。現在までのところ、

nonylphenol 及び atrazineによる本トランス
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ジェニックラットの乳腺発がんに対する明らかな

影響は認められていない。 
子宮発がんに及ぼす影響に関しては、ENU
誘発 p53 (+/-)マウス子宮がんモデルを用いて、
genistein、nonylphenol及び atrazineを 26
週間投与した結果、いずれの投与でも子宮内

膜肉腫の発生頻度に有意な増加は認められな

かった。また、ENU誘発 ra H2マウス子宮が
んモデルにおいて、genistein 250ppm投与
群で子宮腺癌が増加する傾向が認められたが、

今後、誘発された子宮腫瘍の細胞増殖活性な

どを精査して本物質に真の子宮癌促進作用が

あるか否かを確認する予定である。さらに、雌

ICRマウスに ENUを経膣的に直接子宮内に
投与した後、atrazine と EEを混餌投与し、子
宮腫瘍の発生に対する修飾作用を検討する実

験を継続中であるが、現在までのところ明らか

な影響は認められていない。 

s

r

  前立腺発がんに及ぼす影響に関しては、
genistein及び nonylphenolの影響をDMAB
を用いるラット前立腺発がんモデ ルで検討す
る長期実験を実施し、前立腺を中心に病理組

織学的に詳細な検討を行っているが、明らかな

影響は現在のところ認められていない。また、

atrazineの影響を PhIPを用いるラット前立腺
がんモデルで検討する長期動物実験が現在進

行中である。 
  卵巣発がんに及ぼす影響に関しては、
DMBA誘発ラット卵巣がんモデルを用いて、
genistein及び nonylphenol を 50週間投与
した結果、両者とも卵巣発がん対して抑制的に

働くことが判明した。その作用機構に関して、誘

発腫瘍のエストロゲン、プロゲステロン受容体の

有無と細胞増殖能の変化を免疫染色で検討し

ている。また、このモデルを用いて atrazineの
発がん修飾効果を検討する動物実験が進行中

であるが、現在までのところ明らかな影響は認

められていない。加えて、老化マウスを利用した

新しい卵巣発がんモデルでこれら内分泌かく乱

作用物質の卵巣発がん修飾効果を検討する予

定である。 
  ラット多臓器中期発がん性試験法を用いて、
genistein及び nonylphenolの発がん修飾作
用を検討した結果、ともに肺腫瘍の発生のみを

対照群に比較し有意に増加させた。これに関

連して、細胞増殖能のマーカーである BrdU 

標識率及び酸化的 DNA傷害のマーカーであ
る 8-OHdG形成の増加が genistein及び
nonylphenol投与肺組織において認められた
。一方、肝前がん病変のマーカーである

GST-P陽性肝細胞巣の形成は、genistein及
びnonylphenol投与により有意に抑制された。 
  以上より、各種動物発がんモデルを用いて、
食品中内分泌かく乱物質とされる genistein、
nonylphenol及び atrazineの修飾作用を検
討した結果、genistein及びnonylphenolの投
与による明らかな促進影響はラット多臓器中期

発がん性試験法における肺腫瘍の発生増加の

みであった。両物質の投与によって肺組織の細

胞増殖能や酸化的 DNA傷害に関連するマー
カーが上昇したが、内分泌かく乱作用との関連

は不明であり、ラット多臓器中期発がん性試験

法そのものがスクリーニング試験であることから

、肺を標的する動物モデルでの検証が必要と

考えられる。その他の動物発がんモデルと被験

物質との組み合わせの結果は、高用量の

genistein が rasH2マウス子宮発がんに対し
て促進傾向を示した以外に、（現在まで）影響

なしかまたは抑制（傾向）を示すものであった。 
大豆の過剰摂取とヨード欠乏によるラット甲

状腺発がんの作用機序に関して、平成 11年度
にはフェノバルビタールやスルファジメトキシン

など他の甲状腺腫瘍プロモーターとの相乗作

用を示さないこと、ヨード欠乏との相乗作用は

20%を超える高用量でのみ発現することを明ら
かにしてきた。また、その相乗作用に閾値の存

在する可能性、関与する大豆成分はイソフラボ

ンではない可能性を示してきた。今年度は、

DHPN誘発二段階甲状腺発がんモデルを用
いて、大豆摂取とヨード欠乏の影響を検討した

結果、相乗的に強い甲状腺発がんプロモーショ

ン作用を示すこと、ヨード非欠乏下では大豆摂

取の影響はみられないことを明らかにした。 
内分泌かく乱物質による発がん修飾機構に

関して、下垂体腫瘍モデルにおいて、

genistein、nonylphenol及び atrazineの作
用を検討した結果、genistein及び
nonylphenolはエストロゲン応答性細胞増殖
活性を示したが、in vivoでの作用を移植腫瘍
形成を指標にみると 250 ppm genisteinのみ
が促進作用を示した。Atrazineは in vivo、in 
vit o とも作用を示さなかった。また、下垂体腫
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瘍増殖に関わるがん遺伝子である PTTG及び
エストロゲン受容体αのプロモーターについて

解析した結果、今回検討した物質はいずれもこ

れらの遺伝子発現に影響を与えないことが明ら

かとなった。さらに、genisteinはがん細胞の増
殖を細胞周期の G2/M期で抑制すること、
cDNAアレイ法による解析において、genistein
投与により FADD遺伝子、Pim-2遺伝子の発
現が誘導されていることが明らかとなった。一方、

atrazineの細胞増殖への影響を検討したが、
高濃度においても増殖に影響を与えないことが

判明した。 
 
Ｅ．結論 
食品中の内分泌かく乱物質として、

genistein、nonylphenol及び atrazineを取り
上げ、甲状腺、乳腺、子宮、前立腺、卵巣ない

し多臓器における発がん修飾作用を同一の投

与条件で検討した結果、ラット多臓器中期発が

ん性試験法において、genistein及び
nonylphenolの投与による肺腫瘍発生の促進
がみられた。しかし、内分泌かく乱作用との関

連は不明であり、本試験法がスクリーニング試

験であることから、結論には肺発がんモデルで

の検証を要するものと考えられた。 
一方、エストロゲン活性による発がん促進作

用はあまり強いものではなく、長期間にわたる

高濃度曝露を要するものと考えられた。また、

genistein及び nonylphenolはエストロゲン応
答性細胞増殖活性を示すが、in vivoでは高濃
度でのみ促進作用を示すこと、genisteinは
FADD遺伝子、Pim-2遺伝子の発現を誘導す
ることを明らかにした。さらに、大豆摂取とヨード

欠乏による甲状腺発がん機序の一部は、プロ

モーション作用として説明できることを明らかに

した。 
 
Ｆ．健康危険情報 
  特になし。 
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