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略語表 
 
本文中において、以下の略語を用いた。 
 
16α-OH-DHEA: 16α-OH-dehydroepiandrosterone 
16α-OH-DHEA-S: 16α-OH-dehydroepiandrosterone sulfate 
3β-HSD: 3β-Hydroxysteroid dehydrogenase 
BPA: 2,2-bis1(4-hydroxyphenyl)propane 
BPAF: 4,4-(hexafluoroisopropylidene)diphenol 
BPA-GA: BPA-glucuronide 
BPB: 2,2-bis(4-hydroxyphenyl)butane 
BPF: bis(4-hydroxyphenyl)methane 
BPF-GA/S: BPF-glucuronide/sulfate 
BPF-GA: BPF-glucuronide 
BPF-S: BPF-sulfate 
BPS: bis(4-hydroxyphenyl)sulfone, 
CA: closed arm 
CE: center area 
E2: 17-estradiol 
ERRγ: estrogen related receptor γ 
ERs: estrogen receptors  
GD: gestation day 
MRP2: multiple resistance protein 2  
MTHFR: methylenetetrahydrofolate reductase 
OA: open arm 
OATP4A1: organic anion transporting peptide 4A1 
PD: postnatal day 
PW: postnatal week 
S.E.: standard errors 
SD: Sprague-Dawley 
SOAT: sodium-dependent organic anion transporter 
UGT: uridine 5’-diphosphate-glucuronosyltransferase 
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緒言 
 

我々の体は恒常性を維持する機能の一つとして内分泌器系を有しており、特定の器

官から血液中に分泌されたホルモンが標的部位に特定の調節作用を示す。ところが、

環境中に放出された化学物質には、エストロジェンなどのホルモン活性を有するもの

があり、本来生体内で営まれている正常なホルモン作用に影響を与え生体に有害な影

響を及ぼすことがある。1996 年に出版された『Our Stolen Future（奪われし未来）』

により[16]、このような化学物質は“環境ホルモン”または“内分泌かく乱物質”と

して世間に広く知れ渡り、大きな社会問題のひとつとなっている。 

ビスフェノール A（2,2-bis[4-hydroxyphenyl]propane, BPA）は 1930 年代に微弱

ながらもエストロジェン活性を有すると報告されて以来[20]、 内分泌かく乱物質の

ひとつとして注目されてきた。BPA は主にポリカーボネートやエポキシ樹脂などの

合成樹脂の原料として世界中で多くの工業製品に使用されている。そのため BPA の

曝露源は、飲料や食品の容器を含む身の回りの多くのプラスチック製品や、歯科治療

用の歯の詰め物、缶詰の内側のコーティング等である。BPA は耐久性が低く、熱や

pH の変化で容易に溶出するため[35, 47, 76]、我々は飲料や食品を介して BPA を日

常的に経口摂取している。アメリカやカナダでは調査した 90%のヒトの尿から BPA

が検出されており[8, 10]、BPA 曝露が多くの人に及んでいることがわかる。BPA は

成人の血液や尿だけでなく、母乳や胎盤を含む胎児組織からも検出されているため

[29, 67, 92]、胎児や乳児も頻繁に BPA に曝露されている。 

肝臓は薬や環境化学物質を無毒化し体外へ排泄しやすくするための代謝酵素を数

多く保有している。BPA においても、健康な成熟した個体では速やかな代謝と排泄の

機構がはたらき、日常の曝露レベルでは悪影響をうける可能性が低いと考えられてい

る。ラットを用いた実験では、経口曝露された BPA は腸管で吸収され肝臓に達する

と、グルクロン酸転移酵素（uridine 5’-diphosphate-glucuronosyltransferase, UGT）
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により代謝をうけ、BPA グルクロン酸抱合体（BPA-glucuronide, BPA-GA）となる

[112]。BPA-GA はエストロジェン活性を失い[65]、またグルクロン酸抱合により水溶

性が増し、胆汁や静脈血に排泄され糞や尿に混じって速やかに体外に出ていく[40]。

また、サルやヒトへの経口曝露でも BPA-GA への速やかな代謝と体外への排泄が報

告されている[51, 100]。このように、成熟した個体では、肝臓での代謝機構が BPA に

充分にはたらき、生体内から速やかに排除されることが証明されている。 

一方で、妊娠期や授乳期の BPA 曝露においては、曝露を受けた次世代の悪影響に

ついて懸念されている。研究報告間で BPA の影響の程度にばらつきや矛盾があるも

のの、げっ歯類を用いた実験では次世代の生殖器系や[80, 97]、脳や[46, 79, 90]、行

動の異常など[109]が強く疑われている。ヒトへの影響は明確ではないが、2005 年に

Vom Saal らが BPA はごく低用量の濃度で特に胎児や乳児においてヒトに悪影響を

及ぼす危険性があると報告したことから[101]、EU やカナダ、アメリカの一部の州で

は予防的にポリカーボネート製の乳児用哺乳瓶の製造・輸入・販売の規制が行われ、

2015 年にはフランスで BPA の食品接触用途の包装・容器への使用が禁止となった。

しかし日本ではポリカーボネート製の容器からの BPA 溶出濃度規格（2.5 μg/mL 以

下）を設けるにとどまり、使用禁止措置はとられていない。毒性機序のメカニズムも

未だ解明されておらず、影響を予防する策を講じることができない。このため多くの

人は、特に問題視されている妊娠期でさえBPA曝露を避けるのが難しい状況にある。 

BPA の影響を懸念し使用を制限する動きがある一方で、BPA 類似体が BPA の代替

品として使用されてきている。例として、ビスフェノール B（ 2,2-bis[4-

hydroxyphenyl]butane, BPB）、ビスフェノール F（bis[4-hydroxyphenyl]methane, 

BPF）、ビスフェノール S（bis[4-hydroxyphenyl]sulfone, BPS）、ビスフェノール AF

（4,4-[hexafluoroisopropylidene]diphenol, BPAF） などである。これらの使用は年々

増加し、ヒトの血清や尿から検出されているものもある[15, 55, 113]。しかし、これ

ら BPA 代替品の安全性に関する研究は遅れており、ほとんど報告がないのが現状で
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ある。BPA 代替品と BPA は構造が非常によく似ており、安全性について疑問視され

ている。 

このように、BPA 曝露による次世代への影響や毒性機序のメカニズムの解明がは

っきりとしないまま、また安全性を充分に検証しないまま BPA 類似体を使用するこ

とは、将来大きな問題につながる可能性がある。そこで本研究では、これまで報告さ

れてきた BPA の影響や疑われる作用機序をもとに、妊娠期に BPA の影響を左右する

と考えられる要因（第Ⅰ章・第Ⅱ章）を検証し、また BPA 代替品である BPF の胎仔

影響（第Ⅲ章）と妊娠期の代謝動態（第Ⅳ章）を検証した。 

妊娠期の BPA 曝露による影響を左右する要因として我々が注目したのは曝露時期

と母親が摂取する栄養である。まず、曝露時期についてだが、これまで妊娠期 BPA 曝

露による次世代影響のひとつに行動異常として不安様行動の変化が報告されている

[24, 26, 30, 49, 90]。これらの BPA 曝露の期間は研究報告によってそれぞれ異なって

いたが、妊娠期のどの期間の曝露が行動異常に最も影響を及ぼすかを調査することは

脳への影響を解明していくうえで重要となるため、第Ⅰ章では妊娠の前期と後期に曝

露期間を分け、次世代の不安様行動を評価した。 

また、BPA の影響を左右するものとして、第Ⅱ章では母親が摂取する葉酸の量に着

目した。これは近年 BPA の次世代影響のメカニズムとしてエピジェネティックな影

響が疑われているからである[21, 34, 95, 109]。エピジェネティクスとは DNA 塩基配

列に変異を伴うことなく遺伝子機能を調節する機構である。たとえば DNA の CpG

のメチル化やヒストンのメチル化、アセチル化修飾などであり、時と場合に応じて遺

伝子の発現を調節している[107]。2007 年に Dolinoy らが、妊娠期に BPA 投与する

と次世代のメチル化が低下し、葉酸やメチル基給与体を与えた BPA 投与群では次世

代のメチル化レベルが回復したと報告して以来[21]、BPA とエピジェネティクスの関

連が注目されるようになった。我々は葉酸に着目し、マウスの実験に用いている餌の

葉酸量を計算したところ、妊娠期のヒトで推奨されている葉酸摂取量の約 80 倍の葉
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酸が含まれていることがわかった。このため妊娠期の BPA の影響を見る上で、餌の

葉酸量が多すぎることで影響が見えにくい可能性があると考えた。第Ⅱ章では、葉酸

量をヒトの妊娠期に推奨される量に近づけた餌を用意し、妊娠期 BPA 曝露の次世代

影響を不安様行動で評価した。 

第Ⅲ章・第Ⅳ章は BPA 代替品である BPF についての報告である。BPF のエスト

ロジェン活性は BPA よりも少し弱く、また抗アンドロジェン作用も認められている

が[45, 81, 86, 88]、他の BPA 代替品同様、次世代影響についてほとんど研究されて

いない。アメリカの一部の都市の調査で BPA に次いで食品内検出量が高いことが報

告されており[54]、日常生活での BPF 曝露は無視できない。BPF は BPA からメチル

基が２つ失われた構造をもち非常に類似しているため、次世代影響も類似する可能性

が十分に考えられ、BPF などの BPA 代替品の安全性を評価することは急務の課題で

ある。第Ⅲ章では妊娠期 BPF 曝露による次世代影響を不安様行動・うつ様行動で評

価し、第Ⅳ章では妊娠期の BPF の代謝動態を調査し、母体から胎仔への移行を評価

した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



10 
 

第Ⅰ章 妊娠前期・後期の BPA 曝露による次世代の不安様行動に対する影響の差 

 

1. 序文 

内分泌撹乱物質として有名なビスフェノール A（Bisphenol A, BPA）は弱いエスト

ロジェン活性をもち[20]、成熟した個体では BPA は肝臓で速やかに代謝され体外へ

排泄されることがわかっている。成体では、BPA は吸収された後、肝臓でグルクロン

酸転移酵素（uridine 5’-diphosphate-glucuronosyltransferase, UGT）によりグルク

ロン酸抱合体（BPA-glucuronide, BPA-GA）となる[112]。BPA-GA となることで親

水性が増し、一部は静脈血中に排泄され腎臓で尿に混じって体外に出ていくが、

multiple resistance protein 2（MRP2/Mrp2）という肝細胞から胆管側に向かって輸

送するトランスポーターにより胆汁中に排泄され大部分は糞とともに体外へ出てい

く（図 1）[40, 51]。BPA のグルクロン酸抱合に関わる UGT 分子種はラットでは

UGT2B1 [112]が報告されており、ヒトではそのオルソログの UGT2B7 が関わると

考えられるが[59]、UGT1 の関わりも示唆されている[25]。しかし胎仔では UGT の

発現が非常に弱いため[44, 63, 72]、成体と比べると非常に BPA の影響を受けやすい

と考えられる。 

これまで妊娠期曝露による次世代の影響として生殖器系[80, 97]、脳[46, 79, 90]、

行動異常[109]などが報告されてきたが、行動影響は論文間で差はあるものの、数ある

行動試験のうち不安様行動の変化が多く報告されている。不安様行動を調査した報告

の BPA 曝露期間を比較すると、交配前から離乳まで[41]、妊娠から離乳まで[49, 91]、

妊娠の途中から離乳まで[24, 30]、妊娠期のみ[17, 110]、生後数日のみ[26, 78]、と論

文間で異なっていた。行動異常は脳の影響に起因していると考えられるが、脳の発達

は妊娠期のステージで異なるため[62, 105, 106]、BPA の影響を受ける時期を特定す

ることは今後の妊娠期 BPA 曝露による影響のメカニズムを解明していく上で重要な

情報となる。この章では BPA 曝露する妊娠期のステージと次世代影響の関係を明ら
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かにする目的で、妊娠の前期または後期に BPA 曝露し、それぞれの次世代の不安様

行動を評価し比較を行った。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1：ラット成熟個体での BPA の体内動態 

ラットにおける BPA の経口摂取時の体内動態の概略を示した。 
体内の BPA は、腸管、肝臓に存在する UGT2B1 によってグルクロン酸抱合体（BPA-
GA）となり、速やかに、尿中や糞中に排泄される。 

 

2. 材料と方法 

1）試薬 

 BPA は関東化学（東京）より購入し、少量のエタノールに溶解した後、オリーブオ

イルで希釈して使用した。 

 

2）共試動物 

 7 週齡の雌マウス・雄マウス（C57BL/6NCrSlc）を三協ラボサービス(東京)から購

入し、自由に採食（CE-2、日本クレア、東京）、自由飲水ができ、温度（22 ± 2 °C）、
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湿度（50 ± 5%）、12 時間明（7:00-19:00）-12 時間暗（19:00-7:00）サイクルの条件

下で飼育した。2 週間の馴化後に交配させ、プラグを確認した日を妊娠（gestation day, 

GD）0.5 日とした。胃内強制投与によるストレスで着床が妨げられないよう GD4.5

までは投与期間に含めず、妊娠前期投与群 GD 5.5 から GD 12.5、妊娠後期投与群は

GD 11.5 から GD 18.5 とした。Control 群にはオリーブオイル、BPA 投与群はオリー

ブオイルに溶解した BPA（10 mg/kg/day） を連日胃内強制投与し、GD 19.5 に自然

分娩させた。このようにして①前期投与群（control）、②前期投与群（BPA） 、③後

期投与群（control）、 ④後期投与群（BPA） の 4 群を用意した。母マウスは各群 4-

6 匹となった。21 日齢（postnatal day, PD） で離乳させ、同性の同腹子を同じゲー

ジで育て、10 週齢（postnatal week, PW）で高架式十字迷路を行い、不安様行動を

評価した（図 2）。行動試験時にゲージから実験装置まで運ぶ際のストレス軽減を目的

とし、行動試験を行う 3 日前から連日 1 分間マウスを手の上で遊ばせた。動物実験に

関して酪農学園大学実験委員会から承認を受け（VH25A4）、最大限苦痛を排除できる

よう原則に従い実験を行った。 

 

 

 

図 2：順化から行動実験を行うまでの過程 

投与期間を（a）妊娠前期（GD5.5 - 12.5）、（b）妊娠後期投与（GD11.5 - 18.5）と

し、オリーブオイル、BPA の連日胃内強制投与を行った。高架式十字迷路は PW10
に行った。 
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3）高架式十字迷路試験 

  高架式十字迷路試験はげっ歯類の不安様行動を測定する試験であり、薬理試験な

どで頻繁に利用される、確率された方法である[3]。小原医科産業（東京）から購入し

た高架式十字迷路は（図 3）、十字型の迷路は床から 45 cm の高さに設置され、十字

型の迷路のうち向かい合う二つのアームは壁があり（closed arm、25 cm × 5 cm × 15 

cm）、他の二つのアームには壁がなく（open arm、25 cm × 5 cm × 15 cm）、中央に

は 4 つのアームをつなげる場所をもっており（center area、5 cm × 5 cm）、試験開始

時にマウスを center area にそっと置き、5 分間の自由行動を評価対象とした。行動

試験は全て迷路頭上に設置したビデオカメラにより自動録画し、小原医科産業から購

入したソフトウェア（TimeEP1 for EPM）で解析を行った。照明は十字迷路の頭上に

置き、center area が 110 lux の照度となるように調整した。1 匹の試験が終わるたび

に迷路を掃除し、スプレーした水を拭いた後、エタノールで同様の作業をし、乾かし

た。 

 マウスは不安が増加すると、closed arm の滞在時間や進入回数が増加、または open 

arm の滞在時間や進入回数が減少する。また移動距離は自発運動の指標であるが、新

規環境に対する不安が増加すると移動距離が減少することがある。今回の試験では、

総移動距離、各アームの滞在時間及び進入回数を不安様行動の指標として解析を行っ

た。ただし、試験時にマウスが寝る、またはほとんどの時間不動であった場合は、デ

ータとして不適とし、評価から除外した。不適切なデータを除外後、データとして扱

った個体数を以下に記す。前期投与群（control）は雄 n=9、雌 n=9。前期投与群（BPA）

は雄 n=12、雌 n=10。後期投与群（control）は雄 n=11、雌 n=11。後期投与群（BPA）

は雄 n=9、雌 n=15。 

 

4）統計処理 

 全ての結果はスチューデントの t 検定で評価し、p<0.05 の場合を有意差ありとし
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た。結果の表記は平均±標準誤差（mean ± standard errors [S.E.]）とした。 

 

  

 

図 3：使用した高架式十字迷路 

高架式十字迷路はクリーム色の板で四方を囲まれ、周りの景色が試験結果に影響し

ないように配慮された状態で使用した。十字の中心の真上にビデオカメラと照明を

設置した。 
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3. 結果 

 妊娠期の投与期間と BPA 投与の有無で 4 群に分け、同腹子の数と性比（雄／雌）

を表 1 に示した。出生数と性比には有意な差は認められなかった。これら子マウスが

10 週齢に達し、高架式十字迷路にて不安様行動の評価を行った。この試験では不安が

高まると総移動距離の減少や、closed arm の滞在時間や進入回数が増加、もしくは

open arm の滞在時間や進入回数の減少が認められる。 

 

表 1：各群の同腹子数と性比 （雄／雌） 

 

前期投与群（control）は雄 n=13、雌 n=13。前期投与群（BPA）は雄 n=16、雌 n=14。

後期投与群（control）は雄 n=19、雌 n=16。後期投与群（BPA）は雄 n=17、雌 n=25。

（mean ± S.E.） 

 

まず初めに総移動距離を図 4 に示し、具体的な数値を表 2 に示した。総移動距離は

自発運動量を表すが、不安が増加すると総移動距離は減少するため不安の指標にもな

る。妊娠後期に BPA 曝露を受けた子マウス雌において、control と比べ有意に総移動

距離が減少していた（図 4B）。次に、各アームの滞在時間及び進入回数をそれぞれ図

5 及び 6 に示した。これらの結果の具体的な数値は表 2 に示した。Control 群の雄は

滞在時間及び進入回数において open arm より closed arm が多く、雌はその反対の

結果を示していた。これらは高架式十字迷路では雄は雌よりも不安が強いというこれ

まで報告のある典型的な性的二形の結果と一致した[37]。妊娠前期の BPA 曝露群で

 Early pregnancy  Late pregnancy 

  Number Sex ratio Number Sex ratio 

Control 6.5 ± 0.9 1.1 ± 0.3 7.0 ± 0.3 1.4 ± 0.4 

BPA 7.5 ± 0.5 1.3 ± 0.4 7.0 ± 1.0 1.0 ± 0.2 
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は雄雌どちらともこの典型的な性的二形がほとんど保たれており、大きな変化はなか

った。しかし、妊娠後期の BPA 曝露群では雌において control 群に対し open arm 滞

在時間の有意な減少と（p<0.05; 図 5B）、進入回数の有意な減少（p<0.05; 図 6B）が

認められた。 

これらの結果から、妊娠後期に BPA に曝露されると、次世代の不安様行動は影響

をうけ、正常時にあるはずの典型的な性的二形の行動パターンが消失することが示唆

された。 

 

  

 

図 4：高架式十字迷路試験の総移動距離の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの移動距離の総和（m）。（A） 
雄の結果。（B）雌の結果。前期投与群（control）は雄 n=9、雌 n=9。前期投与群 
（BPA）は雄 n=12、雌 n=10。後期投与群 （control）は雄 n=11、雌 n=11。後期

投与群 （BPA）は雄 n=9、雌 n=15。（mean ± S.E.） 
**は control と比較し p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
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表 2：各群の高架式受持迷路試験結果（数値） 

 
 male female 

 Early pregnancy  Late pregnancy Early pregnancy  Late pregnancy 

  
Control 

(n=9) 

BPA 

(n=12) 

Control 

 (n=11) 

BPA 

 (n=9) 

Control 

 (n=9) 

BPA 

(n=10) 

Control 

(n=11) 

BPA 

 (n=15) 

Total distance (m) 9.9 ± 0.6 9.3 ± 0.6 9.3 ± 0.7 8.5 ± 1.0 9.8 ± 0.7 9.7 ± 0.7 11.0 ± 0.6 8.9 ± 0.5 ** 

Time spent in OA (%) 20.4 ± 4.1 23.6 ± 4.2 28.0 ± 5.0 28.8 ± 5.9 32.9 ± 4.3 36.3 ± 6.3 33.4 ± 5.4 22.0 ± 4.0 * 

Time spent in CA (%) 34.9 ± 4.6 31.7 ± 3.5 30.0 ± 4.3 38.9 ± 6.5 26.0 ± 4.4 25.5 ± 4.3 28.9 ± 4.0 35.3 ± 3.8 

Time spent in CE (%) 44.7 ± 3.9 44.8 ± 2.9 42.0 ± 3.5 32.3 ± 3.4 * 41.1 ± 3.5 38.2 ± 3.1 37.7 ± 2.9 42.7 ± 2.6 

Entries in OA 5.9 ± 0.9 5.5 ± 0.7 5.9 ± 1.4 6.2 ± 1.1 8.7 ± 1.1 7.3 ± 1.1 8.1 ± 1.1 5.3 ± 0.7 * 

Entries in CA 9.7 ± 1.2 9.4 ± 1.0 9.5 ± 1.3 7.7 ± 1.5 6.2 ± 1.0 8 ± 1.2 10.0 ± 1.1 8.7 ± 1.0 

 
OA: open arm, CA: closed arm, CE: center area, 前期投与群（control）は雄 n=9、
雌 n=9。前期投与群（BPA）は雄 n=12、雌 n=10。後期投与群（control）は雄 n=11、
雌 n=11。後期投与群（BPA）は雄 n=9、雌 n=15。（mean ± S.E.） 
*は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 

 

 

 

図 5：高架式十字迷路試験の各アームの滞在時間の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの、closed arm と open arm
の滞在時間の全試験時間に対する割合（%）。（A）雄の結果。（B）雌の結果。前期

投与群（control）は雄 n=9、雌 n=9。前期投与群（BPA）は雄 n=12、雌 n=10。後

期投与群（control）は雄 n=11、雌 n=11。後期投与群（BPA）は雄 n=9、雌 n=15。
（mean ± S.E.）*は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
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図 6：高架式十字迷路試験の各アームの進入回数の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの、closed arm と open arm
の進入回数の総和。（A） 雄の結果。（B） 雌の結果。前期投与群（control）は雄

n=9、雌 n=9。前期投与群（BPA）は雄 n=12、雌 n=10。後期投与群（control）は

雄 n=11、雌 n=11。後期投与群（BPA）は雄 n=9、雌 n=15。（mean ±S.E.） 
*は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 

 

4. 考察 

 脳の発達は妊娠ステージで大きく異なるため、化学物質の影響は暴露時期により大

きく異なる[62, 106]。これまで妊娠期 BPA 曝露による次世代の行動影響は報告され

てきたが、そのメカニズムは不明な点が多かった。異なる妊娠期間に BPA を曝露す

ることで、BPA の影響が出やすい期間を調べることは影響のメカニズムを調査する

うえで重要な情報となる。そのため、第一章の調査では、BPA 曝露の期間を妊娠前期

（GD5.5 - 12.5, 図 2 [a]）と、妊娠後期（GD11.5 - 18.5, 図 2 [b]）に分け、次世代の

不安様行動を比較した。その結果、脳の発達が著しい妊娠後期が BPA 曝露の影響を

受けやすいことがわかった。 

重要なポイントとして、妊娠後期にBPA曝露をうけた次世代の雌マウスにおいて、

open arm での滞在時間と進入回数で有意な減少が認められていたことが挙げられる

（図 5 及び 6）。雄マウスにおいては、closed arm 及び open arm のどの結果におい
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ても有意な変化は認められなかったが、center area の滞在時間が有意に減少してい

た（表 2）。Center arm はどのアームに入るか躊躇する領域であるため、有意な減少

は躊躇する時間が短くなったと考え、また、closed arm の 1 回の進入回数に対し滞在

時間が control の結果よりも長くなっていることを考慮すると、妊娠後期 BPA 曝露

の次世代雄マウスは、若干ではあるが closed arm をより好んだと考えた。 

胎仔の成長は妊娠のステージで異なり、化学物質の影響はどのステージで影響を受

けたかに依存することが知られている[62, 106]。妊娠前期は、胚発生に始まり器官形

成の時期である。そのため、この時期に影響を受けると、胚致死や脳や目、心臓、骨

格などの奇形が起こりやすいが、口蓋や生殖器系の形成期は遅いため影響は妊娠後期

に受けやすい。妊娠後期は、脳の発達や機能的な成熟が主体となる。これまでの報告

によると、BPA は 500 mg/kg のような高容量の投与でないかぎり、生まれる子供の

数に影響しないということがわかっている[98, 99]。一方で、低用量であっても、行動

影響や生殖器系への影響が報告されていた[80, 109]。今回の調査でも、これまでの報

告同様、同腹子の数や性比は影響を受けなかった（表 1）。重要なことは妊娠後期の

BPA 曝露でのみ次世代に行動影響が出ることが明らかとなったことであり、これま

で報告されてきた行動や生殖器系への影響においても妊娠後期に影響を受けたと考

えて矛盾はなく、妊娠後期は BPA に最も影響を受けやすいと結論付けられた。また、

今回の実験では妊娠前期と後期で GD11.5 と GD12.5 が重複していたことから、胎仔

へ影響を及ぼす主要な期間は GD13.5 からであると考えられた。 

 今回、妊娠後期 BPA 曝露により高架式十字迷路における不安様行動の性的二形が

失われることを報告したが、これまで、BPA の脳への影響としていくつかの脳の領域

の性的二形が失われることが報告されている。例えば、青斑核の大きさ[48, 49]、分界

条床核の副腎皮質刺激ホルモン放出ホルモン含有ニューロンの細胞集団[28]、前腹側

室周囲核の細胞数などの性差が失われるという報告がある[90]。性的二形をもつ領域

の発達を含め脳の発達は妊娠後期が重要な時期（臨界期）であり[60]、例えば前腹側
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室周囲核の神経発生は GD13 から GD18 にかけて起こる[74]。性腺ステロイドは、青

斑核[31]、分界条床核[19, 32]、前腹側室周囲核[77]などの脳の領域の体積や細胞数に

影響を及ぼすことが報告されており、性腺ステロイドには脳の性的二形の形成を制御

する役割があることが知られている[2, 43, 83]。また、妊娠期に性腺ステロイドを曝

露すると、げっ歯類の不安様行動のスクリーニング試験としてよく用いられるオープ

ンフィールド試験において、行動の性差が失われることが報告されており[7]、これは

妊娠期 BPA 曝露によるオープンフィールド試験でも同様に観察される[48, 49, 90]。

脳のエストロジェン受容体（estrogen receptors, ERs）の発現は部位特異的な分布を

示し、性差をもつ[94]。ERβ のノックアウトが不安を増加させることから ERβ は不

安様行動に関連することが知られているが[33]、妊娠期に BPA を曝露すると不安様

行動に関連する扁桃体で ERβの発現が減少することが報告されている[11]。また、性

腺ステロイドは ERs を介して神経細胞の移動や分化など脳の発達に関わるが[6, 104]、

BPA が大脳皮質の層構造を乱すことも知られている[46]。行動異常につながる詳しい

メカニズムは不明だが、BPA のエストロジェン活性による脳の性的二形や層構造の

乱れと関係がある可能性がある。 

しかしながら、BPAのERsへの親和性はエストロジェンと比較しておおよそ10000

〜100000 分の 1 と極めて低く[1, 5]、BPA の非常に弱いエストロジェン作用だけが

脳の発達を乱すとは考えにくい。実は近年 BPA が高い親和性をもつ受容体として、

エストロジェン関連受容体 γ（estrogen related receptor γ, ERRγ）が報告されている[64, 

75]。ERRγ は内因性リガンドが不明であるオーファン核内受容体である ERR ファミ

リー（ERRα、ERRβ、ERRγ）の一つである。ERR は ER のアミノ酸配列と非常に高い

相同性を示し、ER 応答配列に結合し転写調節に関わるが、ER のリガンドである 17-

estradiol（E2）とは結合しないという特徴をもつ[4]。ERRγがどのような働きを担うか

は明らかでないが、この ERRγの活性化により脳の機能の発達が影響を受けるという

可能性も考えられる。また、近年、BPA の影響にはエピジェネティクスによる遺伝子
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発現調節との関連が示唆されている[21, 95, 109]。脳の臨界期において、BPA はエスト

ロジェン作用による影響だけでなく、他の作用による影響も複雑にからみあって影響

が出るのではないかと考えられる。 

 胎仔影響を考える上で、妊娠後期の BPA の胎仔移行も興味深い事項である。

Sprague-Dawley（SD）ラットを用い異なる妊娠日に 14C-BPA を経口投与したとこ

ろ、妊娠後期に投与したラットの胎仔で BPA が高濃度で検出されている[22]。ヒトに

おいても、妊娠が進むにつれ胎仔側の BPA 及び BPA-GA が増加することが報告され

ている[70]。また、GD18 の妊娠 SD ラットに BPA-GA を子宮灌流すると、胎仔側に

BPA-GA のみでなく遊離型の BPA が検出されており[72]、母親側で BPA-GA に十分

に代謝されていても胎盤を通過し胎仔側で遊離型の BPA にもどる可能性が報告され

ている。このように、妊娠後期における BPA の胎盤通過もまた、胎仔の影響を及ぼ

す大きな要因であると考えられる。 

 

5. 小括 

 第一章では、BPA を異なる妊娠期間で投与し、次世代の不安様行動を比較すること

により、影響を受けやすい時期は妊娠後期であることを証明した。ヒトの研究におい

ても BPA 及び BPA-GA が胎仔と羊水で検出されていることや、ヒトの妊娠期が非常

に長いことを考えると、妊娠後期に胎仔がBPAの影響を十分に受けると考えられる。 
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第Ⅱ章 母親の葉酸摂取量は BPA 曝露による次世代の行動影響を左右する 

 

1. 序文 

 BPA が妊娠期に次世代影響をおよぼす原因としてエストロジェン作用が中心に考

えられてきたが、その他の可能性として、生体内のリガンドや具体的な機能が不明な

ERRγ の活性化[64, 75]やエピジェネティクスの撹乱による影響が指摘されている[21, 

95, 109]。 

エピジェネティクスとは、DNA 塩基配列の変化による遺伝子発現の変化とは独立

した機構であり、DNA のメチル化やヒストン修飾などによって遺伝子の発現調節を

行う調節機構である[107]。細胞の種類ごとに遺伝子に書き込まれているエピジェネテ

ィックな情報が異なるため、体を構成する細胞は全て同じ塩基配列の遺伝子を持つに

もかかわらず各種細胞で異なる形質をもつ。個体発生において、受精直後の受精卵の

遺伝子は親由来のエピジェネティックな情報をもつ。しかしこの情報は一度消去され、

細胞の分化に応じて各種細胞に固有のエピジェネティックな情報が書き込まれてい

くリプログラミングと呼ばれる過程があり[53, 66, 85]、この時期にエピジェネティッ

クな情報がかく乱され、誤った情報が書き込まれると、癌などをはじめ様々な病気が

関わると考えられている。また、エピジェネティックな調節は栄養やその他の環境因

子によって容易に変化することが知られており、BPAも環境因子として胎仔期のDNA

のメチル化を撹乱し生殖器系や脳に影響を及ぼすことを示唆する報告もある[21, 34, 

95, 109]。 

BPA の影響と DNA メチル化の関連を示唆する有名な報告に、アグーチマウスを用

いた Dolinoy ら（2007） による研究報告がある[21]。アグーチマウスの毛色は、発生

時における毛色を制御する遺伝子のメチル化の度合いによって異なることが知られ

ているが、Dolinoy ら（2007）はこのアグーチマウスの妊娠期及び授乳期に BPA を曝

露し、新生児の毛色の違いから BPA が低メチル化状態をもたらすことを示した。ま
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た BPA と葉酸などのメチル基給与体を同時に投与した場合では、新生児の毛色は BPA

非投与群に近くなったことから、母親のメチル基給与体の摂取が BPA による低メチ

ル化を抑えることも報告した。また、妊娠期 BPA 曝露により、次世代間脳においてメ

チル基転移酵素やその他葉酸代謝関連酵素の発現や葉酸代謝経路の代謝物が変動し

ており、BPA が葉酸代謝系をみだすことでメチル基給与体の供給が減少しエピジェネ

ティックな影響につながっていく可能性も考えられている[73]。これらのことから、

母親の葉酸の摂取量は、妊娠期の BPA 曝露による行動影響を左右するのではないか

と考えた。 

 葉酸は親水性のビタミン B 群に属し、我々は普段食事から葉酸を得ている。葉酸は

DNA や RNA 合成に重要であるプリンやチミジンの生合成に必須の補酵素である

[102]。その他に、DNA のメチル化のメチル基給与体としての役割をもつ[14]。特に、

胎児は細胞の増殖や分裂、分化などが著しため、妊娠期の葉酸摂取は重要である。妊

娠期の葉酸摂取は神経管閉鎖障害の発症リスクの低減を目的とし[87]、1998 年には

米国の食品と栄養に関する委員会が妊婦の食事摂取基準として葉酸の一日摂取量を

400 µg としている。そこで、我々が通常実験用マウスの飼育で使用している餌（CE-

2; 日本クレア）の葉酸量を調べたところ、葉酸は 250 µg/餌 100 g で含まれており、

体重当たりで計算すると、妊婦の葉酸の推奨摂取量と比べると約 80 倍もの葉酸を与

えていることがわかった。このため、妊娠期 BPA 曝露の影響を調査するうえで、妊

婦が通常摂取するべき量と同等の葉酸摂取量を妊娠マウスに与え、BPA の影響を調

べる必用があると考えた。 

この章では、妊娠期 BPA 曝露による次世代の行動影響が母親の葉酸摂取量に左右

されるかを調べることを目的とし、通常餌の他に葉酸を 4 µg/餌 100 g にした低葉酸

餌を用意し、妊娠期に BPA 曝露をうけた次世代の行動の差を調べた。 
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2. 材料と方法 

1）試薬 

 BPA は関東化学より購入し、オリーブオイルに溶解して使用した。 

 

2）共試動物 

 7 週齡の雌マウス・雄マウス（C57BL/6NCrSlc）を三協ラボサービスから購入した。

自由に採食、自由飲水ができ、温度（22 ± 2 �）、湿度（50 ± 5%）、12 時間明（7:00-

19:00）-12 時間暗（19:00-7:00）サイクルの条件下で飼育した。使用する餌は通常餌

として CE-2（葉酸 250 µg/餌 100 g、日本クレア）、低葉酸餌（葉酸 4 µg/餌 100 g、

日本クレア）、を用意し、補足実験のために低葉酸餌に葉酸を添加した葉酸添加餌（葉

酸 250 µg/餌 100 g、日本クレア）を用意した。2 週間の馴化後に交配させ、プラグを

確認した日を GD 0.5 とした。投与は GD 11.5 から GD 18.5 に行った。Control 群に

はオリーブオイル、BPA 投与群はオリーブオイルに溶解した BPA（10 mg/kg/day） 

を連日胃内強制投与し、GD 19.5 に自然分娩させた。このようにして① 通常餌群

（control）、②通常餌群（BPA）、③低葉酸餌群（control）、 ④低葉酸餌群（BPA）の

4 群を用意した。母マウスの数は通常餌群（control）は n=12、通常餌群（BPA）は

n=13、低葉酸餌群（control）は n=12、低葉酸餌群（BPA）は n=11 となった。PD21

で離乳させ、同性の同腹子を同じゲージで育て、PW10 に高架式十字迷路試験で不安

様行動を評価した。順化から行動試験までの過程は図 7 に記した。行動試験時にゲー

ジから実験装置まで運ぶ際のストレス軽減を目的とし、行動試験を行う 3 日前から連

日 1 分間マウスを手の上で遊ばせた。 

通常餌と低葉酸餌では葉酸以外の成分にも差があることを考慮し（表 3）、補足実験

として、低葉酸餌と葉酸量だけが異なる葉酸添加餌を用いた実験も行った。葉酸添加

餌群（control, 母マウス n=4）と葉酸添加餌群 （BPA, 母マウス n=3）をつくり、高

架式十字迷路試験のみを行った。 
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動物実験に関して酪農学園大学実験委員会から承認を受け（VH25A4）、最大限苦痛

を排除できるよう原則に従い実験を行った。 

 

 

 

図 7. 順化から行動実験を行うまでの過程 

各種餌で 2 週間順化させ、妊娠後期（11.5 - 18.5 日）にオリーブオイル、BPA を連

日胃内強制投与した。10 週齢で高架式十字迷路試験及び強制水泳試験を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



26 
 

表 3：通常餌と低葉酸餌の成分表 

 
Nutrient composition Normal diet Low folate diet 

Water (%) 8.7 8.8 
Crude ash  (%) 6.7 4.9 
Crude protein (%) 25 24 
Crude fat (%) 4.3 6.3 
Crude fiber (%) 4.2 3.4 
Ca (g/100g) 1.06 0.63 
Mg (g/100g) 0.28 0.073 
K (g/100g) 1.03 0.64 
Na (g/100g) 0.33 0.24 
Fe (mg/100g) 27.1 0.8 
Zn (mg/100g) 5.2 3.87 
P (g/100g) 1.02 0.83 
Mn (mg/100g) 9.87 0.3 
Cu (mg/100g) 0.68 0.3 
Retinol (mg/100g) 0.69 0.35 
vitaminB1 (mg/100g) 1.9 1.7 
vitaminB2 (mg/100g) 1.2 0.99 
vitaminB6 (mg/100g) 1.2 0.78 
vitaminB12 (µg/100g) 6.8 4.8 
vitaminD3 (IU/100g) 230 170 
vitaminE (mg/100g) 6 11.4 
Pantothenic acid (mg/100g) 3.31 2.44 
Niacin (mg/100g) 18.6 11.6 
Folate (µg/100g) 250 4 
colin (g/100g) 0.16 0.21 

 

3）高架式十字迷路試験 

  第一章の材料・方法の高架式十字迷路試験の記述と同様に実施した。不適切なデ

ータを除外後、データとしてとりあつかった個体数を以下に記した。通常餌群（control）

は雄 n=30、雌 n=28。通常餌群（BPA）は雄 n=27、雌 n=34。低葉酸餌群（control） 

は雄 n=31、雌 n=32。低葉酸餌群（BPA）は雄 n=36、雌 n=21。葉酸添加餌群（control）

は雄 n=8、雌 n=13。酸添加餌群（BPA）は雄 n=9、雌 n=5。 

 

4）統計処理 

 全ての結果はスチューデントの t 検定で評価し、p<0.05 の場合を有意差ありとし
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た。結果の表記は mean ± S.E.とした。 

 

3. 結果 

 一腹あたりの子供の数と生まれた子供の性比（雄／雌）には有意な差は認められな

かった（表 4）。  

 

表 4：各群の同腹子数と性比 （雄／雌） 

 
 Normal diet Low folate diet 

  Number Sex ratio Number Sex ratio

Control 7.1 ± 0.5 1.6 ± 0.4 7.4 ± 0.6 1.6 ± 0.5

BPA 7.3 ± 0.5 1.0 ± 0.2 7.5 ± 0.5 1.8 ± 0.4

 
通常餌群（control）は雄 n=46、雌 n=39。通常餌群（BPA）は雄 n=43、雌 n=52。
低葉酸餌群（control） は雄 n=47、雌 n=42。低葉酸餌群（BPA）は雄 n=49、雌

n=33。（mean ± S.E.） 

 

離乳後、生まれた子マウスを 10 週齢まで育て、まず高架式十字迷路試験を行った。

この試験では、不安が高いマウスは総移動距離の減少や、closed arm の滞在時間や進

入回数が増加、もしくは open arm の滞在時間や進入回数の減少を示す。実験の結果、

総移動距離は通常餌雌において減少傾向がみられたが（p=0.07）、全ての群で有意差

は認められなかった（図 8 及び表 5）。各アームの滞在時間の結果では、まず control

において雄は雌よりも不安様行動が強く出ており、典型的な性的二形の結果となった

（図 9）。それに対し、通常餌（BPA）群では雌において、open arm 滞在時間が control

と比較して有意に減少した（p<0.01; 図 9B 及び表 5）、低葉酸餌（BPA）群では open 

arm 滞在時間の有意な減少だけでなく（p<0.05; 図 9B 及び表 5）、closed arm 滞在

時間においても有意な増加がみられた（p<0.05; 図 9B 及び表 5）。また、各アームの
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進入回数では、雌において通常餌（BPA）群と低葉酸餌（BPA）群の両方で open arm

の進入回数が control と比較して有意に減少した（各々p<0.05, p<0.05; 図 10 及び表

5）。これらの結果から、母親の摂取する葉酸量が低くなると、BPA 曝露による次世代

の不安様行動が強く現れるようになり、典型的な性的二形の不安様行動のパターンが

消失することを示している。 

 

表 5：各群の高架式受持迷路試験結果（数値） 

 
 male female 

 Normal diet Low folate diet Normal diet Low folate diet 

 
Control 

(n=46) 

BPA  

(n=43) 

Control 

(n=47) 

BPA 

 (n=49) 

Control 

 (n=39) 

BPA  

(n=52) 

Control 

(n=42) 

BPA 

 (n=33) 

Total distance (m) 9.3 ± 0.4 9.4 ± 0.4 9.9 ± 0.4 9.8 ± 0.4 10.0 ± 0.4 9.2 ± 0.3 9.8 ± 0.5 9.5 ± 0.4 

Time spent in OA (%) 26.8 ± 3.1 26.1 ± 3.2 30.7 ± 2.9 27.9 ± 3.0 36.0 ± 2.8 26.7 ± 2.6** 34.8 ± 2.8 26.8 ± 3.3*

Time spent in CA (%) 34.1 ± 2.6 40.5 ± 2.9 39.7 ± 2.9 39.1 ± 2.7 31.6 ± 2.8 36.3 ± 2.2 32.2 ± 2.8 40.6 ± 3.9*

Time spent in CE (%) 39.1 ± 2.5 33.5 ± 1.9* 29.6 ± 1.6 33.1 ± 1.6 32.3 ± 1.6 37.0 ± 1.8* 32.9 ± 1.8 32.6 ± 2.2 

Entries in OA 5.8 ± 0.6 6.6 ± 0.8 7.0 ± 0.6 6.2 ± 0.6 8.4 ± 0.6 6.5 ± 0.5* 7.9 ± 0.7 6.2 ± 0.5 *

Entries in CA 9.7 ± 0.7 9.7 ± 0.7 9.8 ± 0.7 10.0 ± 0.6 9.0 ± 0.6 9.0 ± 0.6 8.5 ± 0.6 9.9 ± 0.9 

 
OA: open arm, CA: closed arm, CE: center arm, 通常餌群（control）は雄 n=30、
雌 n=28。通常餌群（BPA）は雄 n=27、雌 n=34。低葉酸餌群（control） は雄 n=31、
雌 n=32。低葉酸餌群（BPA）は雄 n=36、雌 n=21。（mean ± S.E.） 
*は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
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図 8：高架式十字迷路試験の総移動距離の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの移動距離の総和（m）。（A） 
雄の結果。（B） 雌の結果。通常餌群（control）は雄 n=30、雌 n=28。通常餌群（BPA）

は雄 n=27、雌 n=34。低葉酸餌群（control） は雄 n=31、雌 n=32。低葉酸餌群（BPA）

は雄 n=36、雌 n=21。（mean ± S.E.） 
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図 9：高架式十字迷路試験の各アームの滞在時間の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの、closed arm と open arm
の滞在時間の全試験時間に対する割合（%）。（A） 雄の結果。（B）雌の結果。通常

餌群（control）は雄 n=30、雌 n=28。通常餌群（BPA）は雄 n=27、雌 n=34。低葉

酸餌群（control） は雄 n=31、雌 n=32。低葉酸餌群（BPA）は雄 n=36、雌 n=21。
（mean ± S.E.）  
*は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**は control と比較し p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
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図 10：高架式十字迷路試験の各アームの進入回数の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの、closed arm と open arm
の進入回数の総和。（A）雄の結果。（B）雌の結果。通常餌群（control）は雄 n=30、
雌 n=28。通常餌群（BPA）は雄 n=27、雌 n=34。低葉酸餌群（control） は雄 n=31、
雌 n=32。低葉酸餌群（BPA）は雄 n=36、雌 n=21。（mean±S.E.） 
*は control と比較し p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
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補足実験として、低葉酸餌に葉酸のみを添加した葉酸添加餌を用いて同様の実験を

行ったが、性的二形のパターンが崩れたものの、雄雌ともに有意な差は認められず、

BPA の影響が改善されていることがわかった（図 11）。 

 

 
 

図 11：葉酸添加餌群の高架式十字迷路試験の各アームの滞在時間の結果 

葉酸添加餌群を用いた補足実験で、高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させ

たときの、closed arm と open arm の滞在時間の全試験時間に対する割合（%）。

（A） 雄の結果。（B）雌の結果。葉酸添加餌群（control）は雄 n=8、雌 n=13。酸

添加餌群（BPA）は雄 n=9、雌 n=5。（mean ± S.E.） 
 

4. 考察 

 2007 年に Dolinoy ら（2007）が妊娠期 BPA 曝露と次世代の DNA メチル化の関係

を強く示し、更にメチル基給与体の補給で BPA の DNA メチル化の撹乱の改善を報

告したことから[21]、我々は餌の葉酸量に着目した。その結果、通常使用している餌

には充分量の葉酸が含まれていることがわかった。第Ⅰ章で示したように、通常の餌

を用いた実験においても BPA の不安様行動の増加が確認されたが、通常の餌に含ま

れる葉酸が充分であるため BPA の影響がある程度改善されている可能性を考えた。

また、妊娠期間のヒトが摂取するべき葉酸量と同等の葉酸量を摂取するマウスで BPA

の影響を評価することは、ヒトへの影響を考える重要な情報になると考え、この章で
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は葉酸量を調整した低葉酸餌を使用し、BPA の次世代の行動影響を評価した。 

 高架式十字迷路試験の結果、低葉酸餌（BPA）群は次世代の不安様行動の増加が強

く現れた（図 9）。この発見は、葉酸摂取が BPA の次世代影響を左右させる要因の 1

つであることを示唆しており、加えて、母親の葉酸摂取量を変化させることによって

BPA の行動影響の観察が容易になったことを示した。しかし同時に、ヒトの妊娠期に

推奨される葉酸摂取量では BPA の影響は強く現れることがわかった。通常餌群の結

果をからも、極めて多い葉酸量を摂取しても行動影響は観察されているため、単純な

葉酸の補給だけでは、BPA の影響を防止することが難しいことがわかった。これらの

ことを踏まえると、各研究所で使用される食餌の含有葉酸量の差は、BPA の次世代影

響の結果を左右し、矛盾した結果を導く可能性が考えられる。これまで BPA はげっ

歯類を用いて様々な研究が行われてきたが、異なる結果がしばしば報告されてきた。

例えば、不安様行動の性的二形の消失が報告される一方で[24, 26, 30, 49, 90]、不安

行動の有意な影響はないとの報告もあった[50, 108]。BPA の影響を左右する一因子

として葉酸摂取量が考えられ、実験動物の葉酸摂取量をコントロールすることは、葉

酸が関わる BPA の影響のメカニズムを解明するうえで役立つ実験条件であると考え

られる。 

今回は葉酸にのみ着目して実験を行ったが、他のメチル基供与体の摂取量によって

も BPA の影響は左右されると考えられる。Dolinoy ら（2007）の研究では、葉酸だ

けでなく、ビタミン B12、ベタイン、コリンをメチル基給与体として大量に補給し、

これらの補給が BPA によって誘導される低メチル化に抵抗することを示唆している

からである[21]。しかし実際にはこれらメチル基給与体を毎日大量に摂取するのは難

しく、また、個人の栄養摂取量は食生活や国の文化に大きく関係し、葉酸やその他の

メチル基給与体の摂取量は各々で異なると言え、BPA の影響の受けやすさは個人で

異なると考えられる。加えて、摂取するメチル基給与体の量だけでなく、各々におけ

る葉酸代謝の能力も差も、BPA の影響を左右すると考えられる。例えば、メチレンテ
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トラヒドロ葉酸還元酵素（methylenetetrahydrofolate reductase, MTHFR）遺伝子

の 677 番目のシトシンからチミンへの変異や、1298 番のアデニンからシトシンへの

変異などの遺伝子変異をもって生まれる人も少なくはなく、この変異をもつ場合

MTHFR は活性が低下し、葉酸代謝の能力が低いため[96]、たとえメチル基給与体を

大量に摂取したとしても、BPA の影響を強く受ける可能性がある。このように、葉酸

摂取量だけでなく、その他メチル基給与体の摂取、葉酸代謝能力など、母親の食事や

体質で次世代の BPA の感受性は異なると言える。 

今回は葉酸がBPAの次世代影響の感受性を左右する一因子であることを示したが、

BPA の影響のメカニズムとしてエストロジェン作用や機能不明の ERRγ の活性化な

ど、様々な作用機序が議論されており、総合的に解明していく必要がある。 

 

5. 小括 

この章では、母親の葉酸摂取量を調整することで、妊娠期 BPA 曝露による次世代

の不安様行動が顕著に現れることを示した。しかし、葉酸の摂取量を増やすだけでは、

BPA の影響を完全に防止することはできないことがわかった。 BPA が次世代に及ぼ

す影響は、母親の嗜好や食生活に一部は依存すると考えられ、 葉酸だけでなく他の

栄養素も BPA の影響を部分的に左右する可能性がある。実験動物の葉酸状態を制御

することは、妊娠期 BPA 曝露による次世代影響のメカニズム、例えばエピジェネテ

ィクスの撹乱などの調査に有用であると考えられる。また、実験動物を用いて人の毒

性評価を考えるには、今後、餌による栄養の摂取量の違いを考慮に入れる必要性があ

ると考えている。 
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第Ⅲ章 ビスフェノール A の代替品であるビスフェノール F の次世代行動影響 

 

1. 序文 

 これまで妊娠期 BPA 曝露による次世代影響は世界中で研究され、胎児や新生児な

どの脳[46, 79, 90]や生殖器[80, 97]に対する影響が懸念され、一部の国では使用を禁

止する動きもみられる。このような動きから、現在、BPA の代替品として BPA の構

造類似体の使用が増加している[54, 56]。BPA 代替品の具体的な例として、ビスフェ

ノール B（BPB, 2,2-bis[4-hydroxyphenyl]butane）、ビスフェノールＦ（BPF, bis[4-

hydroxyphenyl]methane）、ビスフェノール S （BPS, bis[4-hydroxyphenyl]sulfone）、

ビスフェノール AF（BPAF, 4,4-[hexafluoroisopropylidene]diphenol）などがあり、

図 13 に示すように、BPA と非常に似た構造をもつことがわかる。このため BPA と

似た影響が危惧されており、近年注目されてきてはいるものの、次世代への影響はほ

とんど知られていないのが現状である。これら BPA 代替品は、ヒト血清や尿からも

検出されており[15, 55]、アメリカでの食品内検出量の調査によると、BPA に次いで

BPF が多く検出されている（図 1４） [54]。 

 
 

図 13：BPA の構造類似体 
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図 14：ビスフェノール類の食品内検出量 （New York, Albany） 

267 食品を収集し、これらを 9 分類した。食品内から検出されたビスフェノール

類の総量を 100%とした図は Liao ら（2013）より引用した [54]。 

 

 BPF は BPA の中心にある炭素からメチル基が 2 つ失った構造をしており（図

13）、これまでの報告から、BPF のエストロジェン活性は BPA より 100 分の 1 程度

であることがわかっている[45, 81, 86, 88]。構造やホルモン活性の点から、BPF は

BPA と同じような悪影響を及ぼす可能性が考えられる。BPA はこれまで糖尿病や心

臓疾患[52]、癌[57]、脳[46, 79, 90]、行動[109]、生殖器[80, 97]への影響など、数多

く研究がなされてきているのに対し、BPF による次世代の影響はほとんど調べられ

ていない。興味深いことに、妊娠後期にあたる GD17 に BPF を経口投与されたラッ

トで、胎仔の脳などの組織で BPF が検出されたとの報告がある[9]。第一章で述べた

ように、我々は妊娠後期 BPA 曝露による次世代の不安様行動の変化を実証してお

り、BPF も妊娠後期に胎仔へ移行することで、胎仔に影響を及ぼし、行動異常をお
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こす可能性があると考えた。第三章では BPF による次世代行動影響を調べること

で、BPF が BPA の代替品として安全性の高い物質であるかを検証することにし

た。 

 

2．材料と方法 

1）試薬 

BPA 及び BPF は関東化学より購入し、少量のエタノールに溶解後、オリーブオイ

ルで希釈して使用した。 

 

2）共試動物 

7 週齡の雌・雄マウス（C57BL/6NCrSlc）を三協ラボサービスから購入し、自由に

採食（CE-2、日本クレア）、自由飲水ができるよう飼育した。飼育環境は、温度（22 

± 2 �）、湿度（50 ± 5%）、12 時間明（7:00-19:00）-12 時間暗（19:00-7:00）サイ

クルを保った。2 週間の馴化後に交配させ、プラグを確認した日を GD 0.5 とし、投

与は GD 11.5 から GD 18.5 に行った。Control 群にはオリーブオイル、BPA 投与群

はオリーブオイルに溶解した BPA（10 mg/kg/day）、BPF 群はオリーブオイルに溶解

した BPF （10 mg/kg/day）を連日胃内強制投与し、①control 群、②BPA 群 、③

BPF 群の 3 群を用意した。母マウスは各群 6 匹となった。GD19.5 で自然分娩後、

PD21 で離乳し、同性の同腹子を同じゲージで育て、PW10 でオープンフィールド試

験を行い、翌日に高架式十字迷路試験、その翌日に強制水泳試験を行った。順化から

行動試験までの過程を図 15 に記した。行動試験時にゲージから実験装置まで運ぶ際

のストレス軽減を目的とし、行動試験を行う 3 日前から連日 1 分間マウスを手の上で

遊ばせた。なお動物実験は、酪農学園大学実験委員会から承認を受けている（VH25A4, 

VH15A2）。 
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図 15：順化から行動試験までの過程 

妊娠後期（GD11.5 - 18.5）にオリーブオイル、BPA、BPF を連日胃内強制投与し

た。10 週齢でオープンフィールド試験、高架式十字迷路試験、強制水泳試験を行っ

た。 

 

3）オープンフィールド試験 

 オープンフィールド試験は不安様行動のスクリーニング試験としてよく用いられ

る試験である[3]。オープンフィールドの装置は小原医科産業から購入し、図 16 のも

のを使用した（50 cm × 50 cm × 30 cm）。照度は 100 lux に設定した。試験時、マウ

スをオープンフィールドの右端にそっと置き、10 分間自由行動させ、行動は全て天井

に設置したビデオカメラにより自動録画した。小原医科産業から購入したソフトフェ

ア（TimeOFCR1 for open field test）を使用し、総移動距離は自発運動量及び不安様

行動、フィールド中心領域の滞在時間を不安様行動の指標として解析し、評価した。

また、立ち上がり行動（rearing）は自発運動の指標として、毛づくろい（self-grooming）

及び体を伸ばして周囲をうかがう姿勢（stretching）不安様行動の指標として、肉眼

で回数を数えた。不安が強くなると、総移動距離の減少や、中心領域滞在時間の減少、

毛づくろい、体を伸ばす行為が増加する。試験時にマウスが寝る、またはほとんどの

時間不動であった場合は、データとして不適とし、評価から除外した。不適切なデー

タを除外後、データとして取り扱った個体数は以下の通りである。Control 群（雄

n=23 、雌 n=20）。 BPA 群 （雄 n=23、雌 n=21）。BPF 群（雄 n=26、雌 n=24）。 
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図 16：実際に使用したオープンフィールド試験の装置 

オープンフィールドは四方をクリーム色の板で囲み、周りの景色が試験結果に影響

しないように配慮した状態で使用した。ビデオカメラはフィールドの中心になるよ

う天井に設置した。 
 

4）高架式十字迷路試験 

 第一章の材料と方法の記述と同じ。不適切なデータを除外後、データとして取り扱

った個体数は以下の通りである。Control 群（雄 n=16、雌 n=17）。 BPA 群（雄 n=18、

雌 n=18）。BPF 群（雄 n=21、雌 n=22）。 

 

5）強制水泳試験 

 強制水泳試験は最初に Porsolt ら（1977）によって確立されたうつ状態を評価する

ためによく用いられる行動試験であり[84]、これまでの BPA の研究でもよく用いら

れている[26, 42]。今回、実験装置は小原医科産業から購入し、透明な円柱型の容器

（22 cm × 12 cm）に 22 ± 2°C の水を深さ 15 cm ほど入れ、これを強制水泳実験用の
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白い箱の中心に設置し、箱内の照度を 200 lux に設定した（図 17）。各マウスを水の

中にそっと入れ、6 分間の試験時間で浮いているだけの時間を不動時間とし、その総

和を測定した。行動は箱の天井に設置したビデオカメラで自動録画し、小原医科産業

から購入したソフトウェア（Time FZ1 for Tail suspension & Porsolt forced swim 

test）で解析を行った。不動状態は、頭を水面上に保つための上肢を最小限の動きだ

けでただ浮いている状態とした。全て結果をデータとして取り扱い、個体数は以下の

通りである。Control 群（雄 n=23、雌 n=20）。 BPA 群（雄 n=24、雌 n=21）。BPF

群（雄 n=26、雌 n=25）。 

 

 
 

図 17：使用した強制水泳試験装置 

試験は扉を閉じて行うことができ、周りの景色が試験結果に影響しないように配慮

された装置となっている。 
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6）統計処理 

 高架式十字迷路試験における open arm と closed arm 滞在時間に及ぼす影響に関

する統計学的解析はスチューデントの t 検定を用いた。その他行動実験の結果は、

Dunnett 検定を行い、control 群と BPA 群、control 群と BPF 群を比較した。全ての

検定において、p<0.05 を有意差ありとし、全ての結果は mean ± S.E.で記した。 

 

3. 結果 

 妊娠後期（GD11.5 - 18.5）にオリーブオイル、BPA、BPF をそれぞれ曝露された

群の同腹子の数と性比を表 6 に記した。これらには有意差は認められず、BPF には

今回の投与量では出生に関わる甚大な影響がないことがわかった。 

 

表 6：各群の同腹子の数と性比（雄／雌） 

 
 Number Sex ratio(male/female) 

Control  7.17±0.79 1.38±0.54 
BPA  7.50±0.34 1.37±0.37 
BPF  8.50±0.67 1.09±0.19 

 
Control 群（雄 n=23、雌 n=20）。 BPA 群（雄 n=24、雌 n=21）。BPF 群（雄 n=26、
雌 n=25）。（mean ± S.E.） 

 

1）オープンフィールド試験の結果 

 総移動距離において有意差は認められなかった（図 18A）。また、立ち上がり回数

や毛づくろいの回数においても雄雌ともに有意差は認められなかったが、雌では体を

伸ばして周囲をうかがう stretchingの回数が BPA群及び BPF 群で認められた（BPA, 

p<0.05; BPF, p<0.05; 表 7）。中心滞在時間の結果において、control 群で雌は雄より

長く滞在し、性的二形の行動パターンを示しているが、雌において BPA 投与で滞在
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時間が有意に減少し（p<0.05）、BPF 投与では更に減少しており（p<0.01）、性的二

形の行動パターンが消失することがわかった（図 18B）。 

 

表 7：オープンフィールド試験における各種行動の回数 

 

 Control BPA BPF 
 Male Female Male Female Male Female 
Rearing 64.39±4.89 52.2±5.87 71.65±4.55 51.24±4.07 65.07±3.94 58.12±2.85 
Grooming 4.57±0.71 3.75±0.40 4.04±0.51 4.29±0.44 4.37±0.51 3.42±0.35 
Stretching 3.00±0.55 1.70±0.46 2.26±0.38 3.29±0.48a) 2.15±0.41 3.17±0.53b) 

 
Control 群（雄 n=23 、雌 n=20）。 BPA 群 （雄 n=23、雌 n=21）。BPF 群（雄

n=26、雌 n=24）。（mean ± S.E.） 
a）control と BPA を比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
b）control と BPF を比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 

 

 

 

図 18：オープンフィールド試験の総移動距離及び中心滞在時間の結果 

10 分間の試験時間での（A）移動距離の総和、（B）中心滞在時間の割合。Control
群（雄 n=23 、雌 n=20）。 BPA 群 （雄 n=23、雌 n=21）。BPF 群（雄 n=26、
雌 n=24）。（mean ± S.E.） 
* control と比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**control と比較して p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
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2）高架式十字迷路試験の結果 

 総移動距離に有意な変化は認められなかった（図 19A）。各種アームでの滞在時間

は control 群で典型的な性的二形を示していた（図 19A 及び B）。雄において、BPA

及び BPF 投与による滞在時間の有意な変化は認められなかったが、open arm 滞在時

間と closed arm 滞在時間を群内で比較すると、BPA 群では有意に差が開き（p<0.05）、

BPF 群では更に差が開いていた（p<0.01, 図 19B）。一方、雌では、BPF 投与により

open arm 滞在時間が有意に減少し（p<0.05）、closed arm 滞在時間が有意に増加し

ていた（p<0.01, 図 19C）。加えて、群内で各種アームの滞在時間を比較すると、BPA

群で有意な差が認められたが（p<0.05）、BPF 群では更に差が大きくなることがわか

った（p<0.01, 図 19C）。また、雌では各種アームの進入回数の結果においても、BPF

投与で open arm への進入回数が有意に減少し(p<0.01)、closed arm 進入回数が有意

に増加していた（p<0.05, 図 20B）。群内で各種アームの進入回数を比較すると、BPA

群で有意な差が認められるが（p<0.05）、BPF 群ではその差が更に広がっていた

（p<0.01, 図 20B）。これらの結果は、BPA 群でも観察される不安様行動の増加と性

的二形の行動パターンの消失が、BPF 群では更に強く現れることを示している。 
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図 19：高架式十字迷路試験における総移動距離と各種アームでの滞在時間の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの（A）移動距離の総和（m）、

（B）雄の各種アーム滞在時間の全試験時間に対する割合（%）、（C）雌の各種アーム   
滞在時間の全試験時間に対する割合（%）。Control 群（雄 n=16、雌 n=17）。BPA 
群（雄 n=18、雌 n=18）。BPF 群（雄 n=21、雌 n=22）。（mean ± S.E.） 
#control と比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
##control と比較して p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
*open arm と closed arm を比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**open arm と closed arm を比較して p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
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図 20：高架式十字迷路試験の各種アームへの進入回数の結果 

高架式十字迷路でマウスに 5 分間自由行動させたときの各種アームへの進入回数。 
（A）雄の結果、（B）雌の結果。Control 群（雄 n=16、雌 n=17）。 BPA 群（雄

n=18、雌 n=18）。BPF 群（雄 n=21、雌 n=22）。（mean ± S.E.） 
#control と比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
##control と比較して p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
*open arm と closed arm を比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**open arm と closed arm を比較して p<0.01 で有意差を示したものを表す。 

 

3）強制水泳試験の結果 

 6 分間で不動だった時間の総和を不動時間とし比較を行った結果、雌において BPF

群では control 群と比べ有意に不動時間が増加していることがわかった（p<0.05, 図

21）。雄においても、有意差はでなかったものの、BPF 群では control 群と比較する

と不動時間が増加していた（図 21）。BPA 群では雄雌ともに変化はなかった。また、

0.5 分毎に不動時間を解析したところ、BPF 群の雄雌ともに、試験開始から早い時間

で不動時間の有意な増加が認められた（図 22）。雄で 2.5~3 分に有意な増加が認めら

れ（p<0.05, 図 22A）、雌では 1~1.5 分（p<0.05）、1.5~2 分（p<0.05）、2~2.5 分（p<0.01）

及び 4.5~5 分（p<0.05）で有意な増加が認められた（図 22B）。これらの結果は、BPA

曝露ではうつ様行動は影響を受けないのに対し、BPF 曝露ではうつ様行動をもたら

す作用があることを示している。 
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図 21：強制水泳試験の総不動時間の結果 

強制水泳試験で全試験時間（6 分）に対する総不動時間の割合(%)。Control 群（雄

n=23、雌 n=20）。 BPA 群（雄 n=24、雌 n=21）。BPF 群（雄 n=26、雌 n=25）。
（mean ± S.E.） 
* control と比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
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図 22：強制水泳試験の 0.5 分毎の不動時間 

強制水泳試験6分間の結果を0.5分毎に再解析し、0.5分間での不動時間の割合（%）

を求めた。Control 群（雄 n=23、雌 n=20）。 BPA 群（雄 n=24、雌 n=21）。BPF
群（雄 n=26、雌 n=25）。（mean ± S.E.） 
* control と BPF を比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
**control と BPF を比較して p<0.01 で有意差を示したものを表す。 
#control と BPA を比較して p<0.05 で有意差を示したものを表す。 
 

4. 考察 

 本章ではこれまで知られていなかった妊娠期 BPF 曝露による次世代行動影響を評

価し、BPFがBPA同様の影響を及ぼす可能性がないかを調べた。GD11.5からGD18.5

に経口投与して生まれた子供が PW10 になった時点でオープンフィールド試験と高

架式十字迷路試験で不安様行動を、強制水泳試験でうつ様行動を調べた。BPF による

同腹子数や性比に顕著な変化はなかった（表 6）。 
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 実施した全ての試験において、BPF 群は次世代の行動に顕著な変化が現れた。雄は

もとより雌と比べて強い不安様行動を示すことが報告されているが、その典型的な性

的二形の行動パターンは control 群で見られた（図 18、図 19 及び図 20）。BPF 群で

は不安様行動の増加により control 群で確認されていた性的二形の行動パターンが消

失し、加えて、BPA 曝露による不安様行動の増加よりも影響が強くでることがわかっ

た。更に、BPA 群ではみられなかったうつ様行動が BPF 群では認められた（図 21）。

BPF は BPA の代替品として世界中でその使用が増加しているが、これらの発見は、

BPF が BPA よりも強く胎仔に悪影響を及ぼす可能性があることを示している。 

  本章で BPA 及び BPF を投与した期間は妊娠後期であり、この妊娠後期から新生児

期は脳の機能的発達が著しい重要な時期である[62, 105, 106]。第一章の考察で述べた

ように、性腺ステロイドは脳の性的二形を形成する際に重要な役割があり[2, 43, 83]、

BPA はエストロジェン作用により脳の性的二形を示す領域（前腹側室周囲核や青斑

核など）へ影響を及ぼし、不安様行動の性的二形パターンの消失をもたらすのではな

いかと考えられる。興味深いことに、BPF は BPA よりも 100 分の 1 程度のエストロ

ジェン作用しか持たないにも関わらず[45, 81, 86, 88]、BPF 曝露による行動影響は

BPA 曝露よりも強く現れていた。この顕著な影響をエストロジェン作用だけで考え

るならば、BPF が胎盤を通過し胎仔に移行する量が BPA よりも顕著に多い可能性が

ある。しかし、エストロジェン作用以外の要因として、BPF によるプロジェステロン

生成の増加作用が挙げられる[88]。この作用は BPA には認められない作用である。プ

ロジェステロンは、中枢神経系のプロジェステロン受容体によって媒介される神経内

分泌機能を調節し、性的分化にも役割を果たすことがわかっている[61, 82, 103]。こ

のことから、BPF のプロジェステロン増加作用が脳内の性ホルモンのバランスを崩

し、性的二形の形成を崩す可能性があると考えられる。しかし、BPF やその他 BPA

代替品においても、in vivo でのホルモン作用についてほとんど報告がないため、更な

る研究が必要である。 
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ホルモン作用以外で着目すると、BPF による脳への影響の報告として、雌ラットの

前頭前野において BPF がドーパミンセロトニン系に関連する複数の遺伝子発現を変

化させることが報告されている[13]。ドーパミンとセロトニンは精神障害に関連して

いることが知られており[71]、これらの遺伝子発現の変化が本研究で示した行動影響

をもたらした可能性がある。 また、近年、妊娠期 BPA 曝露は遺伝子発現の調節にお

いて重要な役割を果たす DNA メチル化などのエピジェネティックな調節を乱すので

はないかと言われているが[21, 34, 95, 109]、BPF はまだエピジェネティクスとの関

連は調査されていない。このように、BPF の影響のメカニズムには、エストロジェン

作用以外の要因が関わる可能性があり、BPF やその他 BPA 代替品の安全性をエスト

ロジェン作用だけで判断することができないのは明らかである。 

BPA の代謝は主に肝臓の UGT によって行われ[112]、BPF もまた UGT によって

代謝されることが報告されている[23]。UGT は、げっ歯類およびヒトの胎児では弱く

発現しており[44, 63, 72]、胎児の年齢とともに徐々に活性レベルが上昇するため、胎

児は成人よりも BPA および BPF に対して感受性が高いと考えられる。妊娠期間が長

いヒトでは、日々の曝露量が少なくても BPF に曝される期間が長いと考えられるた

め、胎児が影響を受ける可能性は充分にあると考えられる。今後 BPF がヒトに及ぼ

す影響を明らかにするために、今回示した行動影響以外の影響や曝露量による影響の

差などを詳しく調査していく必要がある。 

 

5. 小活 

本章では妊娠中の BPF 曝露が次世代の行動に悪影響を及ぼすことを初めて明らか

にした。さらに、BPF の悪影響は BPA のものよりも強いことがわかった。本報告は、

BPF の影響を理解するための重要な発見を示したものである。世界中で BPF の使用

は増加しているが、BPA の代替として BPF の安全性を決定するためには今後より多

くの調査が必要である。 
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第Ⅳ章 妊娠後期ラットにおける BPF 代謝物の胎仔移行 

 

1. 序文 

 妊娠期 BPA 曝露が胎仔に影響を及ぼすことはこれまで多く報告されてきており、

その一つである行動影響について、第一章で妊娠後期の BPA 曝露がもっとも胎仔に

行動影響を及ぼしやすいことを示した。興味深いのは、BPA は成熟した個体では速や

かに代謝し排泄する機能が整っているにも関わらず[40, 51, 100, 112]、胎仔に影響を

及ぼすという点である。 

注目したいのは、ラットにおいて、BPA の代謝システムが雄と雌で異なっているこ

と、また非妊娠雌と妊娠雌で代謝が異なることである（図 24）[39]。通常、ラットの

BPA の代謝は主に肝臓の UGT2B1 によるグルクロン酸抱合である[112]。雄では一部

は硫酸抱合も受けて BPA グルクロン酸/硫酸抱合体（BPA-GA/S）となるが雌では

BPA-GA のみであり、これら抱合体の排泄は主に胆汁中である[38]。しかし、雌は妊

娠すると BPA-GA の胆汁排泄が減少し、静脈血中に排泄されるようになる[39]。BPA-

GAはMRP2を介して胆汁中に排出されるが、妊娠時にはMRP2の発現が減少し[12]、

代償として静脈中への排出が増加するからである。BPA-GA はエストロジェン作用が

消失し不活性の物質となるが[65]、BPA-GA はわずかではあるが、胎盤を通過し胎仔

へ移行し、移行した BPA-GA が胎仔側で脱抱合をうけて再び BPA となり、胎仔に悪

影響を及ぼすのではないかと考えられている（図 23）[72]。このため BPA-GA の母

親の静脈中濃度上昇は、BPA-GA の胎盤通過のリスクを高めていると考えられる。 

 ラットにおいて、BPF は、雌雄差はあるものの、グルクロン酸抱合体（BPF-

glucuronide, BPF-GA）と BPF グルクロン酸/硫酸抱合体（BPF-glucuronide/sulfate, 

BPF-GA/S）の両方に代謝される（図 24）[111]。雌は非妊娠時では静脈中に BPF-GA/S

は検出されないが、妊娠により BPF-GA と BPF-GA/S の胆汁排泄が少なくなり、静

脈血中への排泄が増え、BPF-GA/S も静脈血中に検出されるようになる（図 24）。BPF
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抱合体も BPA 抱合体と同様に MRP2 により胆汁排泄されているため[69]、妊娠期に

なり MRP2 の発現が減少することで、非妊娠期と妊娠期で代謝物の動態が異なった

と考えられる。これらのことを踏まえ、BPA-GA が胎盤を通過するのと同様に、BPF

の代謝物も胎盤を通過して胎仔に移行する可能性があると考えた。 

BPF の持つエストロジェン作用は BPA と比較して 100 分の 1 程度の弱さにも関わ

らず[45, 81, 86, 88]、第三章で示したように次世代の行動に BPA よりも強く影響を

及ぼしている。この要因の一つとして、代謝物の違いにより胎盤の通過しやすさが異

なる可能性があり、本章では BPF の代謝物を子宮に灌流し、胎盤の通過性の比較を

行った。 

 

 
 

図 23：BPA-GA の胎盤通過と胎仔内での再活性化 

胎盤の何らかのトランスポーターを介して胎仔へ移動した BPA-GA はβ -
glucronidase により BPA に再活性化されるが、胎仔には BPA をグルクロン酸抱合

するUGTの発現が低く、BPAのまま胎仔に蓄積する可能性がある。図はNishikawa
ら（2010）から引用した[72]。 
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図 24：BPA と BPF の雄、非妊娠雌、妊娠雌での代謝の違い 

肝臓を通過した灌流液を静脈・胆汁から回収した結果、妊娠雌での BPF の代謝は、

BPF-GA/S が静脈中に排泄されるようになるという、特徴的な動態を示している。

図は Inoue ら（2005） [39], 藪崎梨沙（2015）[111] を改変した。 

 

2. 材料と方法 

1）試薬 

BPF は関東化学より購入し、少量のエタノールに溶解して使用した。その他使用し

た試薬は全て生化学実験用、または純度の高いものを用いた。 

 

2）共試動物 

 各種 BPF 抱合体（BPF-GA、BPF 硫酸抱合体[BPF-sulfate, BPF-S]、BPF-GA/S）

を調製するために、肝灌流実験を行ったが、この実験には三協ラボサービスから購入

した 15 週齡雄 SD ラット 30 匹を使用した。次に、調製した各種 BPF 抱合体を用い
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た子宮灌流実験を行ったが、この実験には三協ラボサービスから購入した妊娠雌 SD

ラット 20 匹を使用し、灌流実験は GD18 で行った。実験まで自由採食（CE-2、日本

クレア）、自由飲水で、温度（22 ± 2 �）、湿度（50 ± 5%）、12 時間明（7:00-19:00）

-12 時間暗（19:00-7:00）サイクルの条件下で飼育した。全ての動物実験はペントバル

ビタール（ソムノペンチル、共立製薬、東京）及びイソフルラン（DS ファーマアニ

マルヘルス、大阪）による麻酔下で実施し、酪農学園大学動物実験委員会に承認され

た方法で（VH15A3)行った。 

 

3）肝灌流 

3）-a 灌流液の調整 

灌流液は、Krebs-Ringer-Buffer（115 mM NaCl、5.9 mM KCl、1.2 mM MgCl2、

1.2 mM NaH2PO2、1.2 mM Na2SO4、2.5 mM CaCl2、25 mM NaHCO3、10 mM 

Glucose）を使用した。直前に、95% O₂＋5% CO₂で通気し、pH を 7.4 に合わせた。

灌流液は 37�に加温した。 

3）-b 肝灌流外科手術 

実験模式図を図 25 に記した[40]。ラットはソムノペンチルと 2.5～3.0%イソフル

ランで麻酔導入し、1.5%で維持しながら手術した。血液凝固阻止のため、大腿動脈を

露出し、ヘパリン(持田製薬、東京)を静脈注射した。腹部を切開し、胆管、肝門脈、

後大静脈を露出後、それぞれにカニューレを挿入した。10 µM BPF に調整した灌流

液をポンプ（MP-32N、東京理化器械、東京）を使用し 30 mL/分で肝門脈から流入さ

せた。肝臓の灌流は 60 分間行い、その間に生成した胆汁を回収した。後大静脈に流

出した灌流液は廃棄した。回収した胆汁はフロンティア研究所（石狩市）に委託し、

BPF-S、BPF-GA、BPF-GA/S を精製した。 
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図 25：肝灌流実験模式図 

 灌流液の流れを矢印で示した。灌流液は門脈から流入し、肝臓を通過した後、静脈

側へ流出した。得られた胆汁から BPF 抱合体を精製した。図は Inoue ら（2001）
から引用した[40]。 

 

4）子宮灌流 

4）-a 灌流液の調整 

灌流液は、modified Krebs-Ringer’s buffer （mKRB; 126 mM NaCl、3 mM KCl、

1.2 mM KH₂PO₄、1.3 mM MgSO₄、2.4 mM CaCl₂、10 mM glucose、 26 mM 

NaHCO₃、2.5% Dextran 10、3% Dextran 70） を使用した。灌流液は 95%O₂＋

5%CO₂で通気し、pH を 7.4 に合わせた。抱合体入りの灌流液はそれぞれの BPF 抱

合体を 10 μM になるように調整した。各灌流液は、37�に加温した。 

4）-b 子宮灌流外科手術 

 実験模式図を図 26 に示した[72]。ラットはソムノペンチルと 2.5～3.0%イソフル

ランで麻酔導入し、1.5%で維持しながら手術した。血液凝固の阻止のため、大腿動脈

を露出し、ヘパリンを静脈注射した。腹部を切開し、子宮、腹大動脈、後大静脈を露
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出し、腹大動脈から分枝し、右卵巣動脈に到達するまでの血管の分岐を全て結紮した。

その後、腹大動脈の前腸間膜動脈分岐部直後を結紮し、直ちに腹大動脈にカニュレー

ションを挿入した後、ポンプ（MP-32N、東京理化器械）を使用して、灌流液を 3 mL/

分の速度で流入させた。後大静脈に別のカニューレを挿入し、子宮を流れた灌流液を

回収できるようにした。右子宮角の頭側より 1 仔目と 2 仔目の間を木綿糸にて強く結

紮した。灌流液は、腹大動脈から、右卵巣動脈を介して、右子宮角の 1 仔目の胎盤を

流れ、後大静脈から出てきたものを回収した。 

 抱合体を含まない灌流液を 5 分間流した後、10 µM の各種 BPF 抱合体（BPF-S、

BPF-GA、BPF-GA/S）を含む灌流液をそれぞれ 20 分流し、再度、抱合体を含まない

灌流液に戻して 70 分間流した。静脈から出てくる灌流液は、抱合体を流入させる 5

分前に回収を始め、その後、抱合体流入開始直後を 0 分として、90 分間、5 分間ごと

に回収した。90 分間の灌流実験の後、胎仔・胎盤・羊水・羊膜を採材した（図 27A）。

実験数は、BPF-S が n=3、BPF-GA が n=4、BPF-GA/S が n=3 となった。この結果

をうけて、胎仔側に移行した抱合体の胎盤における BPF-S の動きをより明らかとす

る目的で、抱合体を加えた灌流液を 20 分流した直後に胎仔・胎盤・羊水・羊膜の各

組織を採材した（図 27B）。実験数は、BPF-S が n=4、BPF-GA/S が n=3 となった。 

4）-c 静脈側灌流液の処理 

 静脈側灌流液に 4 倍量のアセトニトリルを加え、13420×g で 3 分間遠心分離した

後、上清を等量の超純水で希釈した。希釈液は分析まで-20℃で保管した。 

4）-d 採材した組織の処理 

 各組織に 4 mL のアセトニトリルを加え、ヒスコトロン（日音医理科器械製作所、

東京）によってホモジナイズし、さらに BIORUPTOR（コスモ・バイオ、東京）によ

って 10 分間ソニーケションを行った。これを 11500×g で 5 分間遠心分離し、上清

を回収した。アセトニトリル濃度が 5%以下になるように水を加えて希釈後、OASIS 

HLB（Waters Co.、米国）に通水し、カラム内に捕集させた。1 mL のアセトニトリ
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ルを用いて、固相抽出カラムから溶出された溶液をガラスバイアルに集めた。これを

N2ガス下でドライアップした後、20%アセトニトリル溶液 200 µl を加え、完全に溶

解した。この液を被検液として分析まで-20 �で保管した。 

 

 

 

図 26：子宮灌流実験模式図 

灌流液の流れを矢印で示した。灌流液は腹大動脈から流入し、右側頭側の胎盤を通

過して後大静脈から出てきたものを回収し、また胎仔、胎盤、羊水、羊膜を採材し

た。図は Nishikawa ら（2010）から引用した[72]。 
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図 27：子宮灌流試験のプロトコル 

 （A）90 分灌流のプロトコル。（B）20 分灌流のプロトコル。図は Nishikawa ら

（2010）を改変した[72]。 
 

5）LC-MS/MS による分析 

高速液体クロマトグラフィシステム（Prominence、株式会社島津製作所、京都）と、

タンデム型質量分析装置（LC-8030、 株式会社島津製作所）を用いて分析した。移動

相は A 液：メタノール/水/酢酸アンモニウム（5/95/0.06、v/v/w）と B 液：100%メタ

ノール溶液を用いた。A 液/B 液（90/10）で 3 分間流した後、2.5 分で B 液 100%に

置きかわるリニアグラジエントを行い、さらに B 液 100%で 3 分間維持する分離条件

とした。移動相は 0.3 mL/min で送液した。40℃に加温した逆相カラム（Unison UK-

C18, 内径 2 mm x 長さ 100 mm、株式会社インタクト、京都）を用いてサンプルを

分離した。質量分析はエレクトロスプレーイオン化（ESI）-ネガティブモードで行い、

表 8 に記載の条件にて目的イオンを検出した。なお、印加電圧は-3.0 kV、霧化ガス流

量 3.0 L/min、乾燥ガス流量 10.0 L/min、インターフェース温度 250 �、ヒートブロ

ック温度 400 �とした。 

各代謝物のピークをインテグレーションソフトウェア（LC-8020、東ソー株式会社、

東京）で定量し、BPF ならびに BPF 抱合体濃度を算出した。 
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表 8 BPF および BPF 抱合体の分析条件 
 

化合物名 プレカーサー m/z プロダクト m/z CE (V) 

BPF 199 77 28 
BPF-GA 375 199 33 
BPF-S 280 200 35 

BPF-GA/S 455 199 45 

 

3. 結果 

1）子宮灌流実験における各種抱合体の回収率 

肝臓での代謝反応の違いが、胎盤通過率を左右すると考え、BPF-S、BPF-GA/S

および BPF-GA の各種抱合体をそれぞれ子宮灌流実験において腹大動脈から灌流し

た。まず、抱合体の入った灌流液を子宮に 20 分灌流し、その後抱合体が入っていな

い灌流液を 70 分間灌流する実験を行った（図 27A）。子宮を流れ終わり腹大静脈か

ら出てきた灌流液を経時的に採取し、回収灌流液中の抱合体の量を分析した結果を

図 28 に示した。20 分間に流した各種抱合体の総量は 600 nmol であり、経時的に得

た各サンプルの灌流液中濃度×5 分で積分して得られた結果を回収した総量とし、

100 分率で回収率を計算した。その結果、BPF-S を子宮灌流した場合の回収率は

86.2%（図 28A）、BPF-GA/S の場合 83.6%（図 28B）、BPF-GA の場合 87.6%（図

28C）であり、ほぼ同等であった。 

全ての灌流結果において、0 分から 20 分の間は 87~128 nmol/5min の範囲で回収

した灌流液中に抱合体が検出されたが、20 分以降は急激に減少した。しかし、BPF-

GA/S と BPF-GA で 50 分以降ほとんど検出されなくなるのに対し、BPF-S におい

ては BPF-GA/S と BPF-GA の約 2~5 倍の検出量が続いており、子宮に長く留まっ

ていたことが示唆された。 
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図 28：各種 BPF 抱合体子宮灌流における回収灌流液中の抱合体検出量の経時的変

化 

各種 BPF 抱合体を灌流し、後大静脈から経時的に回収した灌流液の抱合体の検出

量。橙色の時間帯（0 分～20 分）は、各種抱合体を含む灌流液を送液した時間帯

を示している。縦軸は回収灌流液中の各種抱合体の濃度を示し、横軸は灌流開始

後の時間を示す。（A）BPF-S の子宮灌流の結果。回収率は 86.2%。（B）BPF-
GA/S の子宮灌流の結果。回収率は 83.6%。（C）BPF-GA の子宮灌流の結果。回

収室は 87.6%。BPF-S が n=3、BPF-GA が n=4、BPF-GA/S が n=3。（mean ± 
S.E.） 
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2）子宮灌流 90 分後における各種抱合体の胎仔組織内の検出 

 抱合体が胎盤を通過し、胎仔側へ移行しているかどうかを検討するため、90 分の

子宮灌流後、羊水・胎盤・羊膜・胎仔を採材し、組織内に含まれる抱合体を分析し

た。また、脱抱合をうけ BPF となっている可能性を考え BPF も分析した。BPF-S

を灌流した結果、検出された抱合体は BPF-S のみであり、羊水から 0.0076 pmol、

胎盤から 24 pmol、羊膜から 4.5 pmol、胎仔から 1,940 pmol の BPF-S が検出され

た（図 29A）。BPF-GA/S を灌流した結果、検出された抱合体は BPF-S のみであり

BPF-GA/S は検出されなかった。BPF-S は羊水から 0.06 pmol、胎盤から 32 

pmol、羊膜から 0.6 pmol、胎仔から 0.46 pmol 検出した（図 29B）。BPF-GA を灌

流した結果、検出された抱合体は BPF-S 及び BPF-GA であり、胎仔から 0.09 pmol

の BPF-S 及び 16 pmol の BPF-GA が検出された（図 29C）。全ての組織において

BPF は検出されなかった。以上の結果より、BPF-S は最も胎仔に移行しやすいこと

がわかった。また、BPF-GA/S はグルクロン酸抱合がとれた形で胎盤に多く検出さ

れており、胎盤での脱グルクロン酸抱合反応が疑われた。 
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図 29：各種 BPF 抱合体の子宮灌流 90 分後の胎仔組織における抱合体の検出量 

各種 BPF 抱合体を 20 分灌流し、その後抱合体を含まない潅流液を 70 分間子宮潅

流した後に採取した羊水・胎盤・羊膜・胎仔中からの抱合体検出量。（A）BPF-S を

子宮灌流した結果。BPF-S のみ検出された。（B）BPF-GA/S を子宮灌流した結果。

BPF-GA/S のみ検出された。（C）BPF-GA を子宮灌流した結果。BPF-S 及び BPF-
GA が検出された。BPF-S が n=3、BPF-GA が n=4、BPF-GA/S が n=3。（mean ± 
S.E.） 
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3）子宮灌流 20 分後における各種抱合体及び BPF の胎仔組織内の検出 

 90 分の子宮灌流後に得た胎仔組織の分析結果から、胎仔に移行する過程におい

て、抱合体が胎盤で脱抱合また抱合代謝を受けている可能性が考えられた。抱合体

を 20 分間灌流した後、抱合体を含まない灌流液を 70 分間流している間にこのよう

な反応が進んだと考え、次に、20 分間灌流した直後の胎仔組織を分析することで、

胎盤通過時の動態を探ることにした。今回は BPF-S および BPF-GA/S のみ実験を

行った。 

 BPF-S 及び BPF-GA/S 灌流結果を図 30 に示し、具体的な検出数値は BPF-S 灌流

結果を表 9 に、BPF-GA/S 灌流結果を表 10 に記した。BPF-S の灌流の結果、BPF-

GA/S が羊水で 3 pmol（図 30A）、BPF-GA が羊膜で 0.9 pmol（図 30B）とごくわ

ずかに検出された。BPF-S が胎盤で 2,970 pmol 検出され、高い値を示した（図

30C）。興味深いことに、脱抱合された BPF が、羊水で 30 pmol、胎盤で 64 pmol、

羊膜で 3 pmol、胎仔で 63 pmol 検出され（図 30D）、胎盤での脱抱合と BPF の胎仔

移行が示唆された。BPF-GA/S の灌流の結果、BPF-GA/S が羊水で 15 pmol、胎盤

で 3,040 pmol 検出され、胎盤に多く存在することがわかった（図 30E）。また、

BPF-GA が胎盤で 0.6 pmol とごくわずかに検出され（図 30F）、BPF-S が胎盤で 79 

pmol 検出された（図 30G）。これらは BPF-GA/S のグルクロン酸抱合または硫酸抱

合が脱抱合した可能性がある。加えて、BPF においても、羊水で 21 pmol、胎盤で

8 pmol、羊膜で 42 pmol、胎仔で 4 pmol 検出されたが（図 30H）、BPF-S の灌流時

と比べ低い値だった。 
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図 30：BPF-S 及び BPF-GA/S 子宮灌流 20 分後の胎仔組織における各種 BPF 抱合

体及び BPF の検出量 

BPF-S と BPF-GA/S を 20 分灌流し採材した羊水・胎盤・羊膜・胎仔中からの各種

BPF 抱合体及び BPF 検出量。（A~D）BPF-S を子宮灌流した結果。（E~H）BPF-
GA/S を子宮灌流した結果。（A, E）BPF-GA/S 検出量。（B, F）BPF-GA 検出量。

（C, G）BPF-S 検出量。（D,H）BPF 検出量。BPF-S が n=4、BPF-GA/S が n=3。 
（mean ± S.E.） 



64 
 

表 9：BPF-S 子宮灌流 20 分後の胎仔組織での検出量 

 

  
BPF-GA/S 

(nmol/g tissue) 
BPF-GA 

(nmol/g tissue) 
BPF-S 

(nmol/g tissue) 
BPF 

(nmol/g tissue)
Amniotic 
fluid 

0.003±0.003 N.D. N.D. 0.03±0.03

Placenta N.D. N.D. 2.967±1.227 0.064±0.041
Amnion N.D. 0.0009±0.0009 0.096±0.027 0.003±0.03
Fetus N.D. N.D. 0.036±0.021 0.063±0.043

 
BPF-S が n=4、BPF-GA/S が n=3。（mean ± S.E.） 

 

表 10：BPF-GA/S 子宮灌流 20 分後の胎仔組織での検出量 

 

  
BPF-GA/S 

(nmol/g tissue) 
BPF-GA 

(nmol/g tissue) 
BPF-S 

(nmol/g tissue) 
BPF 

(nmol/g tissue)
Amniotic 
fluid 

0.015±0.015 N.D. N.D. 0.021±0.021

Placenta 3.038±1.813 0.0006±0.0006 0.079±0.039 0.008±0.008
Amnion N.D. N.D. 0.0002±0.0002 0.042±0.042
Fetus N.D. N.D. N.D. 0.004±0.004

 
BPF-S が n=4、BPF-GA/S が n=3。（mean ± S.E.） 

 

 

 

 

 

 

 



65 
 

4.考察 

 本章では、BPF の肝臓で生成される代謝物が非妊娠期と妊娠期で異なることに着

目し、代謝物の違いにより胎盤の通過のしやすさが異なるのではないかと考え、精製

した BPF-S、BPF-GA/S、BPF-GA を用いて子宮灌流にて胎仔への移行しやすさを検

証した。 

 まず、抱合体を 20 分間灌流しその後何も入っていない灌流液を 70 分間灌流した

後に採材した胎仔組織を調べると、BPF-GA/S や BPF-GA を子宮灌流した場合と比

べて、BPF-S を子宮灌流した場合の方が胎仔への移行が多いことがわかった（図 29）。

BPF-GA/S の子宮灌流では BPF-S が胎盤で多く検出されており（図 29B）、胎盤でグ

ルクロン酸抱合が外れ、硫酸抱合のみが残った可能性が考えられた。グルクロン酸抱

合体の胎盤移行は Nishikawa ら（2010）の BPA-GA の子宮灌流でも確認されており

[72]、今回の結果においても、BPF-GA が胎盤を通過していることが明らかとなった

（図 29C）。 

次に、胎盤での脱抱合やより詳しい動態を探るため、抱合体を 20 分間灌流した直

後に採材した胎仔組織からの検出を行った。BPF-S 子宮灌流において、BPF-S は胎

盤で多く検出され（図 30C）、また脱抱合された BPF が胎盤及び胎仔で比較的多く検

出された（図 30D）。これは、BPF-S が胎盤で脱硫酸抱合を受け、胎仔に移行してい

ることを示唆している。また、BPF-GA/S の子宮灌流では、胎仔からの検出は少なか

ったが、胎盤において BPF-GA/S だけでなく BPF-S と BPF-GA 及び BPF が検出さ

れ（図 30E-H）、BPF-GA/S は胎盤で脱グルクロン酸抱合が起きて BPF-S になりやす

いことや、一部は BPF まで脱抱合されることが示唆された。各抱合体の回収率が 83

～87%であることを考慮すると（図 28）、回収できなかった抱合体の量に対して胎仔

組織での検出量はごくわずかであったが、これは、手術で確保した腹大動脈→子宮→

腹大静脈の経路以外に、結紮しきれなかった微細な血管経路によって他組織に流れた

可能性がある。しかし、それぞれの回収率に大きな差はなく、全ての手術において同
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等の条件で実験が行えたと言え、胎仔への移行量の比較をする上で問題にならないと

判断した。以上のことから、各種 BPF 抱合体の中で、硫酸抱合体が最も胎盤を通過

しやすかったこと、胎盤で抱合体が脱抱合され、脱抱合された BPF が胎仔にごくわ

ずかであるが移行することがわかった。しかし、本実験では n 数が少なくデータの誤

差も非常に大きいため、更に n 数を増やす必要がある。また、LC/MS による BPF の

検出感度は非常に悪いため、組織中の BPF を検出しきれなかった可能性があり、BPF

については検出感度を改善して再度測定する必要がある。 

 硫酸抱合体が胎盤を通過しやすい理由として、妊娠期のステロイド合成経路が関わ

ると考えられる。胎児の発育にはエストロジェンが必須であるが、胎児単独では完全

なステロイド合成系の酵素をもたず、合成を完結するためには胎盤の酵素を必要とす

る[27]。ステロイド合成経路を図 31 に記す。胎児はエストロジェン類の合成におい

て、副腎皮質でコレステロールから 16α-OH-dehydroepiandrosterone（16α-OH-

DHEA）まで合成できるが、その次の段階への反応を媒介する酵素の 3β-

Hydroxysteroid dehydrogenase（3β-HSD）活性が低い。このため 16α-OH-DHEA は

胎児肝臓で硫酸抱合され 16α-OH-dehydroepiandrosterone sulfate（16α-OH-DHEA-

S）となり、胎盤に発現するトランスポーターである sodium-dependent organic anion 

transporter（SOAT）などにより、胎盤に取り込まれる[93]。胎盤で 16α-OH-DHEA-

S は sulfatase により脱抱合され、胎盤の栄養膜細胞に存在する 3β-HSD などの酵素

の働きによりエストロジェン合成を完結し、母体および胎児に供給される。胎盤自体

も、胎盤だけでコレステロールからのエストロジェン合成は行えず、母体血液中から

16α-OH-DHEA-S などのステロイド中間代謝物を胎盤内に取り込み、胎盤内で脱抱

合と代謝を行い、エストロジェン合成を完結させる。事実、胎盤における sulfatase

の発現は他組織と比較して約 100 倍もあり、脱硫酸抱合の機能が高い[68]。また、胎

盤が他の抱合体ではなく硫酸抱合体を好んで取り込む理由として、胎児に充分量の硫

酸イオンを供給することも重要であるからと考えられる。妊娠期の血中硫酸イオンは
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非妊娠時に比べて約 2 倍にもなり、硫酸イオンは胎児の生殖器、骨格形成、脳や腎な

どの発育に非常に重要であることがわかっている[18]。以上のことから、硫酸抱合体

は胎盤へ取り込まれる重要な形態であり、そのため BPF-S は胎盤に取り込まれやす

く、また胎盤の sulfatase の発現が高いことから、胎盤で脱硫酸抱合反応をうけたと

考えた。 

 

 

 

図 31：ステロイド合成経路と合成に必要な酵素 

妊娠期におけるエストロジェンの主な生成源は胎盤である。このうち 3β-hydroxy-
Δ5-steroid dehydrogenase（3-β-HSD）、Aromatase は胎盤中で活性化、17c-
hydroxylase、17,20 lyase、21-hydroxylase は胎仔中で活性化する酵素である[27]。
図は Hu ら（2010）から引用した[36]。 
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一方で、BPF-GA/S の子宮灌流の結果では、BPF-S と比較して胎仔に移行しにくく

なることがわかった。この理由として、硫酸抱合体を認識し移送するとされている胎

盤のトランスポーターの SOAT や organic anion transporting peptide 4A1 

（OATP4A1）などは、硫酸抱合のみであれば容易に認識し取り込めるが、グルクロ

ン酸抱合を同時に受けた代謝物は認識しづらくなるのではないかと考えた。また、

BPF-GA/S の子宮灌流において、胎盤内に BPF-S が多く検出された。この理由とし

て、胎盤では sulfataseだけでなく β-glucronidaseの活性も他の組織より高いが[58]、

BPF-GA/S は胎盤内で、まず β-glucronidase による脱グルクロン酸抱合反応を受け

BPF-S になり、次いで sulfatase が反応し脱硫酸抱合反応をうけるのではないかと考

えた。BPF-S の子宮灌流において胎盤中で検出された BPF-S と比較して BPF の検

出量が低いことからも sulfatase の脱硫酸抱合反応は緩やかに進行していくものと予

想された。BPF-GA/S はトランスポーターの取り込みが BPF-S より厳しく、かつ速

やかな脱グルクロン酸抱合反応の後に徐々に脱硫酸抱合反応を受けるため、胎仔に移

行するには時間がかかると考えられる。今回のような短時間の曝露ではなく、日常的

で長期的な曝露であれば、主な代謝物が BPF-GA/S であっても胎仔に移行する量は

多くなると考えられる。また、90 分灌流後に胎仔で BPF-S の検出が高かった理由と

して、胎盤通過時に活性型の BPF となり胎仔へ移行した後、胎仔肝臓の硫酸転移酵

素によって硫酸抱合を受けた可能性がある。 

これまで一般的に、妊娠期における化学物質の曝露において、母体で充分に抱合体

に代謝されていれば、母体から速やかに排泄され、胎児への移行は問題ないと考えら

れていた。しかし、本研究の結果から、特に硫酸抱合体は胎盤通過が容易であること

や、胎盤内に取り込まれた BPF-S が胎盤 で BPF へと脱抱合され、胎仔側に移行し

ている可能性を示した。これらの動態は、妊娠中のステロイド合成経路における 16α-

OH-DHEA-S の胎盤内への取り込みと脱抱合のシステムが関わると考えられ、BPF

抱合体は図 32 に示すような経路をたどったと考えた。BPF 抱合体が胎盤で脱抱合を
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うけ再び活性型の BPF となり、胎仔の脳に運ばれ直性影響を及ぼした可能性や、胎

盤内でのエストロジェン合成を撹乱することで間接的に胎仔に影響を及ぼした可能

性が考えられる。 

これまで抱合体は生体異物の排泄のために存在すると考えられてきたが、エストロ

ジェン合成経路のように、硫酸抱合体に関しては、「反応中間体を組織が必要に応じ

て取り込み細胞内で脱抱合して利用するための形態」であると考えられる。このため、

BPF 以外の生体外異物も BPF-S と同様の経路をたどり、胎児へ移行する危険性が考

えられる。妊娠時の禁忌薬のなかには肝臓で硫酸抱合を受けやすいものもあるため、

今後このような薬物の代謝物の胎盤通過と代謝動態を研究する必要がある。 

 

 

図 32：BPF 抱合体が胎仔へ移行する経路の仮説 

胎盤内に取り込まれた BPF-S は胎盤中の sulfatase によって脱硫酸抱合され活性

型の BPF となり胎仔側に移行する。移行後は、胎仔中の硫酸基転移酵素によって

BPF-S に代謝される可能性もある。また薬物など他の化学物質も同様の動態をとる

と考えられる。 
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5. 小括 

 本章では、BPF の各種抱合体の中で、硫酸抱合体が最も胎盤を通過しやすく、また

胎盤通過に伴い脱抱合され、BPF が胎仔内で検出されることを明らかにした。このメ

カニズムとして、妊娠期のエストロジェン合成経路での胎盤の役割が関与すると考え

た。また、硫酸抱合体が単に生体異物を排泄するための形ではなく、物質の組織分配

に関わる重要な形であると考えた。他の化学物質においても、硫酸抱合体は胎盤を通

過しやすい可能性が考えられるため、今後は硫酸抱合を受けやすいとされる妊娠時禁

忌薬においても同様の子宮灌流実験を行い、胎盤通過及び代謝動態の解明を進める必

用があると考えている。 
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総括 

 

 本研究では、内分泌かく乱物質 BPA の次世代影響を左右する要因として、1）BPA

曝露の影響を受ける妊娠期間、2）母親の葉酸摂取量と次世代影響の関連を検証し、

BPA の次世代影響メカニズムを推察する上で有益な情報を得た。また BPA 代替品と

して使用が増加している BPF に着目し、3）妊娠期 BPF 曝露による次世代影響、4）

各種 BPF 抱合体の胎盤通過性を検証し、BPF が BPA 代替品として安全性に疑問が

あることを示した。 

 BPA について本研究で明らかにしたことは、①胎盤の発達する妊娠後期が次世代

行動影響を及ぼしやすい曝露期間であること、②妊娠後期に BPA 曝露をうけた次世

代は不安様行動が増加し、雄雌の典型的な不安様行動の性差が消失すること、③母親

の葉酸摂取量を下げると、妊娠期 BPA 曝露による次世代の不安様行動が強く現れる

こと、④ヒトが妊娠期に推奨されている葉酸量では妊娠期 BPA 曝露による不安様行

動は現れること、である。 

BPA は成体では肝臓で速やかにグルクロン酸抱合をうけ BPA-GA となるが[112]、

BPA-GA が胎盤を通過し脱抱合された BPA が胎仔から検出されるとの報告がある

[72]。妊娠期は静脈血中の BPA-GA が増加し BPA-GA の胎盤通過のリスクが高い時

期であることから[39]、妊娠後期 BPA 曝露による次世代影響は BPA-GA の胎盤通過

が関わると考えられる。妊娠後期から生後数日は脳の機能的発達の重要な時期である

が[62, 105, 106]、今回妊娠後期の BPA 曝露のみで行動に異常をきたしており、この

間に充分に脳に影響が及んだと考えられる。妊娠期 BPA 曝露で脳の性的二形の消失

や[28, 48, 49, 90], 脳の層構造の乱れ[46]などが報告されており、脳の性的二形や層

構造の構築には性腺ステロイドが影響することがわかっていることから[2, 6, 43, 83, 

104]、BPA のエストロジェン活性との関連が疑われる。しかし、BPA はエピジェネ

ティクスの撹乱を招くことが疑われている[21, 34, 95, 109]。本研究においても、メチ
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ル基給与体となる葉酸の摂取量が行動影響の程度を変化させたことから、BPA のエ

ストロジェン活性による影響だけではない可能性が示唆された。また、母親の葉酸摂

取量は妊娠期 BPA 曝露における次世代の行動影響をある程度左右する要因であるこ

とが分かったが、個人が摂取する栄養は食生活や国の文化に大きく関係しており、ま

た、葉酸代謝における遺伝的な個人差を考慮すると[96]、母親の食事や体質の違いが

次世代の BPA の感受性に影響すると言え、ヒトでの影響を調査する場合は考慮され

るべき項目になるだろう。また、動物実験で BPA の次世代影響を調査する場合、母

親の葉酸状態を制御することで安定した実験結果が得られる可能性がある。 

 BPF について本研究では、①妊娠期 BPF 曝露による次世代の不安様行動は BPA

の場合と比べて強い影響をうけること、②妊娠期 BPF 曝露は次世代にうつ様行動も

引き起こすこと、③BPF の硫酸抱合体は胎盤を通過しやすいこと、④BPF の抱合体

は胎盤で脱抱合をうけ BPF として胎仔へ移行する可能性があること、を明らかにし

た。 

 BPA 代替品として現在その安全性をほとんど明らかにされることなく、使用が

増加してきている BPF であるが、本研究結果は BPF が BPA よりも安全と判断でき

ない結果であった。また、代謝と胎盤通過に着目し各種 BPF 抱合体の胎盤通過性を

比較したところ、BPF-S が胎盤を通過しやすかった。この経路としてはステロイド合

成過程におけるステロイド硫酸抱合体の運搬経路に巻き込まれたと推察した。BPF-S

がトランスポーターを介し胎盤に取り込まれ、胎盤で脱抱合を受け、再び活性型の

BPF となり胎仔へ移行して影響を及ぼした可能性の他に、胎盤でのステロイド合成

を撹乱して間接的に胎仔に影響を及ぼした可能性も考えられる。ヒトの肝細胞におい

て BPF は硫酸抱合体となることが報告されているが、同時に BPF の硫酸抱合能の個

人差も報告されており[23]、BPF の硫酸抱合能が高い母体の場合、胎児に BPF がよ

り多く移行する危険性がある。 

今回はげっ歯類の実験による結果であったが、ヒトの影響を考え、BPF の使用は見
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直される必要がある。また、げっ歯類とヒトの胎盤構造の違いに着目すると、どちら

も血絨毛胎盤であるが、げっ歯類の胎盤では母体側血液と胎仔側血液間に２層の栄養

芽細胞層と１層の内皮細胞が存在しているが、ヒトの胎盤構造は母体血液中に胎仔血

管が入り込む構造をとるため[89]、化学物質の胎仔への移行はより容易になると考え

られる。また、胎盤の発達する妊娠後期は、げっ歯類と比較するとヒトは非常に長く、

BPA や BPF のように 1 日の曝露量は非常に低く問題視されなくとも妊娠期の日常的

に曝露により胎児に蓄積し、影響を及ぼす危険性があると言える。BPA は一部の国で

は使用が禁止され、我が国では溶出規格（2.5 μg/mL 以下）が設定されているが、BPF

は設定されておらず、早急な基準設定が設けられるべきである。 

グルクロン酸抱合体は BPA-GA の子宮灌流実験においても[72]、本研究における

BPF-GA の子宮灌流においても胎仔移行はごくわずかである。それに対し本研究にお

ける BPF-S の胎盤通過性は他の抱合体と比較して多かった。硫酸抱合体はステロイ

ド合成過程の胎盤通過において重要であることが知られている[27]。これらのことか

ら、硫酸抱合体は「物質の組織分配（胎盤通過を含む）」の役割を担っているという新

たな見解を見出した。硫酸抱合を受ける他の化学物質においても、ステロイド合成過

程に紛れて胎児へ移行し次世代に重大な影響を及ぼす危険性がある。数多くある妊娠

時禁忌薬をはじめ、胎仔への影響が懸念される化学物質のなかにも、硫酸抱合体を受

けやすく胎盤を通過して影響を及ぼしているものがある可能性があり、今後詳しく研

究を行う必要がある。 

近年、ヒトは日頃から様々な化学物質の曝露をうけている状態である。工業製品が

身の回りにあふれる現代では BPA や BPF 以外にも未だ知られていない多くの内分

泌かく乱物質が潜み、知らないうちに私たちは曝露されている可能性がある。特に妊

娠時の曝露においては、奇形等といった顕著なものだけでなく、成熟後の発がん率や

肥満、行動異常につながる危険性をはらんでいる。しかし、恐ろしいことにその危険

性と妊娠期に受けた化学物質の曝露との関連は大部分が見落とされている。本研究で
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は BPA や BPF の次世代影響をみたが、BPF とは BPA の代替品として使用されてい

るものである。我々は代替品であるはずの BPF が BPA より強く高次機能に悪影響

（行動異常）を及ぼすことを世界で初めて明らかにした。このことは BPF のように

妊娠期曝露での危険性が見落とされたものが他にも存在することを示しており、本研

究の報告は妊娠期化学物質曝露での次世代影響の重要性を強く印象づけるだろう。ま

た、抱合体の胎盤通過性に着目し、抱合体の種類によって胎盤通過のしやすさが変わ

ることを見出した点は、世界で行われている次世代への毒性研究において、本研究の

結果は大きく貢献できるであろう。 
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