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下記の共同研究について、別紙の通り報告します。 

１ 研究課題 

発達期ゼブラフィッシュにおけるビスフェノール類の影響評価と作用機序解析 

２ 研究組織 
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久保田 彰 
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川合佑典 

芳之内結加 

帯広畜産大学 

帯広畜産大学 

愛媛大学 

准教授 

助教 

大学院生 

受精卵を用いたビスフェノール類

の影響評価および研究総括 

受精卵を用いたビスフェノール類

の影響評価 

エストロゲン受容体とビスフェノ

ール類の in silico 相互作用解析

拠点対応教員 

岩田久人

エストロゲン受容体とビスフェノ

ール類の in silico 相互作用解析

３ 研究内容 （別紙） 



研究課題 

発達期ゼブラフィッシュにおけるビスフェノール類の影響評価と作用機序解析 

 

 

研究代表者 久保田 彰（帯広畜産大学畜産衛生学研究部門） 

 

共同研究者 川合 佑典（帯広畜産大学畜産衛生学研究部門） 

      中村 倫子（帯広畜産大学畜産衛生学研究部門） 

      若山 裕己（帯広畜産大学畜産衛生学研究部門） 

      森田 友理（帯広畜産大学畜産衛生学研究部門） 

      芳之内結加（愛媛大学沿岸環境科学研究センター） 

      岩田 久人（愛媛大学沿岸環境科学研究センター） 

 

 

研究目的 

ビスフェノール A （BPA）は、ポリカーボネート製プラスチックの製造やエポ

キシ樹脂の原料として、哺乳瓶や食品容器、感熱顕色剤など様々な用途で利用され

てきた。しかしながら、BPAはエストロゲン受容体を介して内分泌攪乱作用を引き

起こすことが明らかにされた。その結果、BPAの代替物質としてビスフェノール S

（BPS）やビスフェノール F（BPF）など他のビスフェノール類（BPs）の利用が増

加しつつある。さらに、低濃度の BPA が中枢神経系に対する毒性を引き起こすこ

とが明らかにされ、国内外でBPAによるリスクの再評価や規制が実施されてきた。

近年の再評価の結果、BPA のヒトに対するリスクは低いと結論されたものの、環境

生物に対するリスクについては不明な点が多いのが現状である。さらに、ヒト

MCF-7細胞を用いたエストロゲンルシフェラーゼレポーターアッセイ系において、

一部の代替 BPs は BPA よりもエストロゲン活性が高いことも報告されている。従

って、多様な BPs について環境生物に対する影響を評価することが重要である。そ

こで本研究では、環境毒性脊椎動物モデルであるゼブラフィッシュを用いて、感受

性の高い胚発達期における BPs の内分泌攪乱作用を評価することを目的とした。 

 

研究内容 

本研究ではまず、分子シミュレーションソフト（Molecular Operating Environment）

を用いてゼブラフィッシュエストロゲン受容体（zfERs）の 3D ホモロジーモデル

を構築し、多様な BPs と zfERs の結合エネルギーを in silico 解析で算出して一次ス

クリーニングをおこなった。次いでスクリーニングした BPs のうち 9物質と E2を

対象に、受精後 72時間のゼブラフィッシュ胚（25 匹／ペトリ皿）に水性曝露した。



曝露胚は受精後 96時間で採材し、液体窒素で急速凍結させた後－80°Cで保管した。

また、E2 および一部の BPs については ER 拮抗薬（フルベストラント）との共処

置をおこなった。曝露胚から全 RNA を抽出し、cDNA 合成をおこなった後、

CYP19A1b の mRNA発現量をリアルタイム PCR 法で測定した。 

 

研究成果 

 受精後 72 時間のゼブラフィッシュ胚に E2 を曝露したところ、濃度依存的な

CYP19A1b mRNAの発現誘導が認められた（Fig. 1）。誘導能を表す EC50を算出し

たところ 0.003 µM となった。また、E2により誘導された CYP19A1b の発現は、ER

拮抗薬との共処置により有意に抑制された（Fig. 1）。これらの結果より、ゼブラフ

ィッシュ胚においても E2は ERを介して CYP19A1b mRNAの発現を誘導すること

が示された。 

次に、9種の BPs について同様に曝露試験を行い CYP19A1b mRNA発現に対する

影響を評価した（Fig. 2）。その結果、BPAは濃度依存的に CYP19A1b mRNAの発

現を誘導し、その EC50は 7.6 µM となった。その他の評価したすべての BPs（BPC、

BP C2、BPE、BPF、2,2’-BPF、2,4’-BPF、BPS、BPAF）についても、BPA 同様に濃

度依存的な CYP19A1b mRNAの発現誘導がみられた。BPEや BPF では CYP19A1b

の誘導倍率は高く BPA と類似の応答性を示し、BPC、BP C2、BPAFでは誘導倍率

は低いものの誘導能は高い傾向が認められた。これらの結果は、多様な BPs が濃度

依存的に CYP19A1b mRNA を誘導すること、ならびに物質ごとに誘導倍率や誘導

能が異なることを示している。CYP19A1b 誘導能の EC50 から推測した各物質のエ

ストロゲン活性は、E2 > BP C2 > BPAF > BPC ≈ BPS ≈ BPE ≈ BPA ≈ BPF > 2,4'-BPF > 

2,2'-BPF の順となった。BPs の構造的特徴を比較すると、フェニル環の para 位に

OH基が置換した物質で高い誘導能を示した。 

Fig. 1.  ゼブラフィッシュ胚における E2単独および ER 拮抗薬（ICI）との共処置

による CYP19A1b mRNA発現量への影響（*** p < 0.001） 



 

Fig. 2.  ゼブラフィッシュ胚における BPs による CYP19A1b mRNA発現量へ

の影響（*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001） 



また、BPs の中で誘導倍率の高かった BPF や BPE、ならびに誘導能の高かった

BPAFや BP C2 について ER 拮抗薬との共処置をおこなった。その結果、いずれの

BPs による CYP19A1b mRNA の発現誘導も有意に抑制された（Fig. 3）。これらの結

果から、E2同様 BPs も、少なくとも一部は、zfER を介して CYP19A1b mRNA を誘

導することが示唆された。 

続いて、E2および BPs と zfERs の in silico ドッキングシミュレーションを行い、

相互作用エネルギー（U_dock）を解析した。また、E2および 2,2’-BPF、2,4’-BPF、

4,4’-BPFと zfERαの結合状態をFig. 4に示した。In silico解析の結果から、ortho - para

位置換型である2,4’-BPFとpara - para位置換型である4,4’-BPFでは、E2同様、zfERα

と水素結合を有し、その相互作用エネルギーも低値を示した。一方で、ortho - ortho

位置換型である 2,2’-BPF は zfERα との水素結合を作らず、その相互作用エネルギ

ーも高い値を示した。加えて、in silico シミュレーションで得られたすべての BPs

と zfERαの結合状態に関する結果から、para - para 位置換型および ortho - para 位

置換型の BPs は、いずれも para 位の OH基と zfERα LBDの E321 との間に水素結

合を有し安定的な結合状態を形成することが示唆された。さらに、各 BPs について、

in silicoシミュレーションにより算出した相互作用エネルギーは、in vivo における

CYP19A1b 誘導能と有意な正の相関関係（r = 0.69, p = 0.031）を示し、エネルギー

値が低い物質ほど EC50も低い値となる傾向が認められた（Fig. 5）。一方、ERβ1 お

よび ERβ2 と BPs の相互作用エネルギーと EC50との間には有意な相関関係は認め 

Fig. 3.  ゼブラフィッシュ胚における BPs と ER 拮抗薬（ICI）の共処置によ

る CYP19A1b mRNA 発現量への影響 （**p < 0.01, ***p < 0.001） 
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られなかった（Fig. 5）。 

本研究の結果は、多様な BPs が in vivoで zfER を介して CYP19A1b mRNAを発

現誘導すること、ならびに BPAと同等もしくは BPAよりも高いエストロゲン活性

を有する代替 BPs が存在することを示している。 

 

今後の課題 

 今後は、より多様なBPsを対象に、ゼブラフィッシュ胚を用いた in vivo CYP19A1b 

mRNA誘導能の評価と in silicoドッキングシミュレーションによる zfERsと BPsの

Fig. 4.  E2 および BPFs と zfERα LBDの結合状態 

E2（A）、2,2’-BPF（B）、2,4’-BPF（C）、4,4’-BPF（D）。点線は ERα のアミノ

酸残基との水素結合を、橙色の文字はその結合距離を表わしている。 

Fig. 5.  BPs と各 zfERs LBDの相互作用エネルギー（U dock値）と CYP19A1b 

mRNA誘導能の EC50の相関関係 

zfERα（A）、zfERβ1（B）、zfERβ2（C）。Spearman 順位相関検定で解析した。 



相互作用エネルギーの解析を行う。これらの相関性を解析することで、in silico シ

ミュレーションによって未試験の化学物質の in vivo エストロゲン活性を評価する

ことができるか否かを検討する。また、BPs は E2 との共存下では抗エストロゲン

作用を示すという in vitro 試験の結果が散見されることから、ゼブラフィッシュ胚

を用いた in vivo試験においても、この点を検討したい。 
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