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大豆食品による環境ホルモン毒性の予防と緩和

進 正 志(長 崎大学大学院医歯薬学総合研究科)

1.は じ め に

近年,「 内分泌撹乱物質」あるいは 「環境ホル

モン」 という言葉が大きな社会的関心を集めてい

る。食品と内分泌撹乱物質との関係では,食 品容

器や食器か らの溶出物や残留農薬等の人工的に化

学合成された物質の影響についての関心が高いが,

日常摂取している食品中に本来含まれている成分

にもホルモン様物質があることが分かってきてい

る1)。そのような物質の中で近年特に注目されて

きているのが植物エス トロゲン(Phytoestrogen)

と総称 されるエストロゲンに化学構造が類似した

物質群であ り,我 々が日常口にする食品でいえば,

大豆および,そ の加工品に多く含まれるイソフラ

ボン類等がこれに属している。

イソフラボン類の作用については,骨 粗霧症を

改善するといったプラスの効果2)と 共に女性の

ホルモンバランスに影響を与えて月経周期を変え

るといったマイナスの効果3)も 報告されてお り,

その有効性と有害性については議論のあるところ

である。しかしながら,イ ソフラボン類の多い大

豆を常食にしている日本を含む東南アジア地域で,

エス トロゲンによって増殖が誘導される乳ガンの

発生率が,欧 米と比較して有意に少ないという疫

学的調査結果4)か ら,イ ソフラボ ン類がエス ト

ロゲンに対するアンタゴニス トとして働き,そ の

影響を抑制している可能性が考えられる。

そこで,食 事の取 り方により内分泌撹乱物質の

生体への影響を抑制できるのではないかと考え,

イソフラボン類に内分泌撹乱物質毒性の予防効果

ならびに緩和効果があるか否かを検討する目的で

本研究を遂行 した。

2.実 験 方 法

2.1動 物およびエス トロゲン様物質投与プロ

トコル

今回の研究では,化 学合成された内分泌撹乱物

質としてはエストロゲン活性を強 く示すことが知

られているジエチルスチルベス トロール(DES)

を,天 然の植物性エストロゲンとしては大豆に含

まれるゲニステイン(GE)を 用いた。

(1)DES単 独投与

ICRマ ウス(雄,6週 齢)に5%エ タノール/

コーンオイルに溶解したDESをlng/kg体 重,

10ng/kg体 重,100ng/kg体 重,1μg/kg体 重,

10μg/kg体 重,100μg/kg体 重,1mg/kg体 重,

10mg/kg体 重,20mg/kg体 重,100mg/kg体

重の種々の量で5日 ごとに4回 皮下投与した。対

照群には溶媒のみを投与した。初回投与か ら20

日目にエーテル麻酔下に精巣を摘出し,4%パ

ラホルムアルデヒド/PBSで 固定し,定 法に従っ

てパラフィン包埋ブロックを作成した。試料の一

部は電顕用試料 とするために2.5%グ ルタールア

ルデヒドで固定し,エ ポン812に 包埋 した。パラ

フィンブロックより5μm厚 の切片を薄切 し,

シラン処理スライドグラスに拾い,ヘ マ トキシリ

ン/エ オシン染色並びに種々の分子組織細胞化学

的検討に用いた。

(2)ゲ ニステイン単独投与

ICRマ ウス(雄,6週 齢)に5%エ タノール/
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コーンオイルに溶解 したゲニステインlmg/kg

体重お よび3mg/kg体 重を上記(1)と 同様の

方法で投与 して試料を作成し,種 々の検討に用い

た。

(3)ゲ ニステイン+DES投 与

ICRマ ウス(雄,6週 齢)に5%エ タノール/

コーンオイルに溶解 したゲニステインlmg+

DES100ng/kg体 重,ゲ ニステインlmg+DES

20mg/kg体 重,ゲ ニス テイン3mg+DES100

ng/kg体 重,ゲ ニステイン3mg+DES20mg/

kg体 重を上記(1)と 同様の方法で投与 して試

料を作成し,種 々の検討に用いた。

2.2ア ポ トーシス細胞の検出

ターミナルデオキシヌクレオチジルトランスフ

ェラーゼ(TdT)よ るビオチ ン16dUTPの 取 り

込みによりDNAの 二本鎖切断部位を視覚化する

TUNEL法 を用いて,ア ポトーシス細胞を検出し

た。 トルエン・エタノール系列で脱パラフィンし

た組織切片を,プ ロテナーゼK(0.1μg/ml)で

37℃,15分 間処理を行ったのち,TdTバ ッファ

ー で前処理 を行 った。続 いて,恒 温器 内で

TUNEL反 応液(1×TdTbuffer,0.1mMDTT,

1.5mMCoCl2,20μMdATP,5μMbiotin-16-

dUTP,o.iunit/μ1TdT)と37℃,90分 間,反

応 を行 った。 西洋 ワサ ビペ ルオキ シダーゼ

(HRP)標 識抗ビオチン抗体を用いて,免 疫組織

化学的にbiotin-16-dUTPの 付加 された部位 を検

出し,ニ ッケル ・コバル ト増感DAB反 応によっ

て可視化した。

2.3ア ポ トーシス関連分子の検索

アポ トーシスに関連 した分子である,Fas,

Fasリ ガンド(FasL),Bcl-2,Baxに ついてそれ

ぞれに対する特異抗体を用いて,免 疫組織化学的

に検索した。組織切片を,ト ルエン・エタノール

系列で脱パラフィンしたのち,内 因性ペルオキシ

ダーゼ活性および非特異的反応の阻害を行い,湿

箱内で特異抗体との反応を行った。続いて,特 異

抗体に対するHRP標 識二次抗体を用いて特異抗

体を検出し,DAB反 応によってアポ トーシス関

連分子の存在部位を可視化した。また,必 要に応

じてオー トクレープによる前処理やメチルグリー

ンによる対比染色を行った。

2.4ス テロイドホルモン受容体の発現検索

エストロゲン作用を持つとされる内分泌撹乱物

質はエスロトゲン受容体を介して作用している可

能性があるので,エ ストロゲン受容体の発現を検

索するために,エ ス トロゲン受容体 α(ERα)

およびβ(ERβ)に ついて市販の特異抗体を用

いて,免 疫組織化学的に検索 した。

3.結 果と考察

3.lDESお よびゲニステインの精子形成細胞

アポ トーシスに対する影響

(1)DES単 独投与の影響

これまで,mg/kg体 重レベルのDES投 与によ

り精子形成細胞アポ トーシスが増加 し,20mg/

kg体 重の投与でピークを持つことを報告してい

るが,今 回,DESの 精子形成細胞アポ トーシス

に対する影響をより詳細に検討するため,lng/

kg体 重～100mg/kg体 重の広い範囲でのDES

投与実験 を行った。各実験群か らの組織切片を

terminaldeoxynucleotidyltransferase-mediated

dUTPnickend-labeling(TUNEL)法 によ り染

色し,横 断された精細管について精細管あたりの

TUNEL陽 性細胞数を計数した。その結果,こ れ

まで知 られていた高濃度でのTUNEL陽 性細胞

数の増加に加 え,低 濃度100ng/kg体 重のDES

投与でも,TUNEL陽 性細胞が有意に増加 してい

た(図1,図2a,b,c)。 すなわちDESに よる

アポ トーシス誘導作用は100ng/kg体 重 と20

mg/kg体 重の二ヶ所でピークを持つ二峰性を示

すことが明らかとなった。このことは,内 分泌撹
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図1ゲ ニステインおよびDES投 与によるTUNEL陽 性細胞数の変化

図2DESお よびゲニステイン投与の精子形成細胞アポトーシス
に対する影響
(a)対照群,(b)DES100ng/kg体 重投与群,(c)DES20mg/
kg体重投与群,(d)対 照群,(e>GElmg/kg体 重+DES100ng/
kg体重投与群,(f)GE3mg/kg体 重+DES20mg/kg体 重投与
群。スケールは50μm。

乱物質の作用が必ずしも濃度依存的でなく,物 質

によっては低濃度の暴露によっても影響を受ける

可能性があることを示唆してお り,個 々の内分泌

撹乱物質の影響について広い濃度範囲で詳細に検

討する必要があることを示している。

(2)ゲ ニステインの影響

ゲニステイン単体の雄性生殖細胞に対する影響

を調べるために,ゲ ニステインのみを投与したマ

ウス精巣でのアポトーシス細胞の頻度を計測した。

日本人の一日あたりのゲニステイン摂取量は約

13.5mgで あ り5),成 人男子(18～29才)の 平

均体重が約65kgで あるので6),一 日のゲニステ

イン摂 取量 は体 重lkgあ た り約0,2mgと な

り,5日 分では約1mg/kg体 重に相当する。こ

れよ り,マ ウスへのゲニステ イン投与量 をl

mg/kg体 重およびその3倍 量の3mg/kg体 重に

設定した。TUNEL染 色後,横 断された精細管あ

たりのTUNEL陽 性細胞数を計数し,ア ポ トー

シス細胞の頻度を計算した。その結果,TUNEL

陽性細胞数はゲニステイン1mg/kg体 重および

3mg/kg体 重投与群共にコントロール群 との間

に有意な差は認められなかった(図1)。 この結

果より,通 常摂取している量およびその数倍のゲ

ニステインを摂取したとしても,少 なくとも男性

の精子形成能力に影響を及ぼす可能性は低いと考

えられる。

(3)DESの アポトーシス誘導作用に対する

ゲニステインの抑制効果

DESの アポ トーシス誘導作用に対するゲニス

テインの影響 を調べるためにゲニステインと

DESの 同時投与を行った。前記実験結果よりゲ

ニステイ ンの投与量はlmg/kg体 重お よび3

mg/kg体 重とし,DES投 与量はアポ トーシス誘

導作用のピークである100ng/kg体 重および20

mg/kg体 重 とした。パ ラフィン切片を用いて

TUNEL染 色を行い,精 細管あたりのTUNEL陽

性細胞数を計測 した。その結果,DES単 独投与

の場合 と比較 してGElmg+DES100ng/kg体
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重投与群およびGE3mg+DESlOOng/kg体 重

投与群ではTUNEL陽 性細胞数に増加は見 られ

ず,対 照群に対する有意差 も認められなかった

(図1,図2d,e)。 一 方,GElmg+DES20

mg/kg体 重お よびGE3mg+DES20mg/kg

体重投与群では,DES単 独投与の場合ほどの

TUNEL陽 性細胞数の増加は見られなかったが,

対照群 と比較すれば有意に増加していた(図1,

図2d,f)。 このことから,ゲ ニスタインは低濃

度DESに よる精子形成細胞アポ トーシス誘導作

用に対 して抑制効果を持つこと,ま た,高 濃度

DESに よるアポ トーシス誘導作用に対 しても不

十分ながら抑制している可能性があることが示唆

された。通常環境中に存在する内分泌撹乱物質の

量は,ppbの レベルであることが多いので,大 豆

成分の摂取によって微量で作用するエス トロゲン

様物質の影響を緩和することが出来る可能性が示

唆された。

3.2電 子顕微鏡観察によるアポ トーシス細胞

の同定

アポトーシスは本来電子顕微鏡観察により形態

的に定義された細胞死の過程であるので7),本 実

験で観察された精子形成細胞死がアポ トーシスで

あるかを形態的に確認するために電顕観察を行っ

た。電顕観察による精子形成細胞でのアポ トーシ

ス像は,ク ロマチンの凝集が著明だけれども細胞

質部分には変化を認めないearlystage,細 胞内

小器官が集積 しクロマチンが凝集 した核部分と対

峙しているような形態を示すintermediatestage,

図3精 子 形 成 細 胞 アポ トー シ ス の 電顕 像

(a)intermediatetolatestage,(b)latestage。 ス ケ ー ル は2

μm。

核ならびに細胞質が電子密度の高い小さな凝集院

として分断化されネクローシスに類似 した形態を

示すlatestageが あると報告されているが81,今

回の実験でも同様のアポトーシス像が認められた

(図3)。

3.3ア ポトーシス関連因子の発現

DESに よって誘導される精子形成細胞アポト

ーシスの分子機構を解析するために,Fas,FasL

およびBcl-2,Baxに ついて免疫組織化学的にそ

の発現を検索 した。対照群のマウス精巣ではFas

はライディッヒ細胞にFasLは セルトリ細胞に発

現 していた(図4a,c)。 また,低 濃度DES投 与

群お よびゲニステイ ン投 与群ではFasお よび

FasLの 発現は対照群と同様であったが,高 濃度

のDES投 与群では精子形成細胞にFasの 発現が

見られた(図4b)。 生殖細胞でのFasの 発現は虚

血 ・再灌流精巣でも報告されてお り,Fas系 は精

巣が急性の重大な障害を受けたときに速やかに多

数の配偶子を除去するための機構として働いてい

ると考えられているが9),高 濃度DESに よって

引き起こされる生殖細胞死の場合も,同 様の機構

が働くことが示唆された。

Bcl-2は すべての実験群で精母細胞や精子細胞

に発現が見られ,実 験群問に著明な差は見られな

かった(図5a,b,c)。

図4DES投 与 に よ る精 子 形 成 細 胞 でのFasお よ びFasLの 発 現

(a)Fas,対 照 群,(b)Fas,DES20mg/kg体 重投 与 群,(c)

Fast,対 照 群,(d)FasL,DES20mg/kg体 重 投 与 群 。 ス ケ ー ル

は50μm。
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図5DES投 与 に よ る 精 子形 成 細 胞 で のBcl-2お よ びBaxの 発 現

(a)Bcl-2,対 照 群,(b)Bcl-2,DES100ng/kg体 重 投 与 群,

(c)Bcl-2,GElmg/kg体 重+DESlOOng/kg体 重 投 与 群,(d)

Bax,対 照 群,(e)Bax,DES100ng/kg体 重 投 与 群,(f)Bax,

GElmg/kg体 重+DES!OOng/kg体 重 投 与 群 。 ス ケ ー ル は50μ

m,

Baxも すべての実験群で精母細胞や精子細胞

に発現が見 られ,そ の殆 どの細胞で細胞質の一部

分に限局して存在していた。しかし,一 部に細胞

全体が強陽性に染まる細胞が見 られ,TUNEL陽

性細胞が多い実験群でこのBax強 陽性細胞も増

加 していた(図5d,e,f)。 ミラー切片を用いて

TUNEL染 色 とBaxの 免疫染色 を行い検討した

ところ,TUNEL陽 性細胞 とBax強 陽性細胞 は

高い割合で一致 しており(図6),生 殖細胞のア

ポトーシス誘導にBaxの 発現変化が密接な関わ

りを持っていることが示唆された。

以上の結果より,ア ポトーシスの誘導機構 とし

ては高濃度のDESで はFas/Fasリ ガン ド系 と

Bcl-2/Bax系 が,低 濃度の場合 はBcl-2/Bax系 が

働いている可能性が考えられた。また,ゲ ニステ

インの同時投与により,低 濃度DESに よるアポ

トーシス誘導作用が阻害されたことから,ゲ ニス

テインは何 らかのメカニズムによりBaxの 発現

図6TUNEL陽 性細胞とBax陽 性細胞の一致
DES100ng/kg体 重投与群からのミラー切片を用いてTUNEL

染色(a)とBaxの 免疫組織化学染色(b)を 行った。両者の陽性
細胞はかなりの割合で一致していた。

に影響を及ぼし,ア ポトーシス誘導作用に対して

抑制作用を示 している可能性が示唆された。

3。4エ ストロゲン受容体の発現

今回用いたDESの ようなエス トロゲン作用を

有する内分泌撹乱物質の精巣への直接的影響を解

析する上で,作 用点としてその受容体であるエス

トロゲン受容体を介 したものであるか否かを検討

する必要があると考え,エ ス トロゲン受容体の発

現動態を免疫染色により検討した。

市販抗体を用いて,ERα の免疫染色を行った

ところ,ERα はライディッヒ細胞の核に発現が

認められ,実 験群問で発現パターンに差は認めら

れなかった(デ ータ未掲載)。 このため,ERα

が内分泌撹乱物質によるアポ トーシス誘導に関与

している可能性は低いと考えられる。

ERβ についても解析を試みたが,使 用 した数

種の市販抗体では特異的な染色が得られず,ア ポ

トーシス誘導に関与 しているか否かは明らかにで

きなかった。今後とも検討を継続 していく必要が

あると考えている。

4.お わ り に

食品中に本来含まれる有効成分によって内分泌

撹乱物質の生体への影響を抑制できる可能性があ

るか否かを探る目的で本研究を遂行した。

精子形成細胞死に及ぼすDESの 影響を詳細に

検討するために,広 範囲の濃度のDES投 与実験

を行った結果,高 濃度での精子形成細胞アポ トー

シス誘導作用に加えて,環 境ホルモンとしての作

用濃度 と考えられるkg体 重あたりngの レベル

でもアポ トーシス誘導作用を持つことが示された。

この低濃度でのアポ トーシス誘導作用はゲニステ

インの同時投与により抑制することができ,大 豆

関連食品の摂取により,あ る種の内分泌撹乱物質

による生殖能力の低下を防止できる可能性が示さ

れた。また,環 境ホルモンによる生殖細胞死誘導
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の分子機構 を検討するとともに,ゲ ニステインに

よる抑制効果の作用機序を解析するため,Fas,

FasLお よびBcl-2,Baxの 発現に関して免疫組織

化学的に検討 した結果,Fasはmg/kg体 重を越

すような高濃度DES投 与の場合のような劇的な

精巣障害時に,積 極的に配偶子を死滅させ,排 除

するための機構 として働いていることが示唆され

た。一方,Baxは 低濃度DES投 与による細胞死

誘導時にもアポトーシス細胞に強発現 していたこ

とから,内 分泌撹乱物質による生殖細胞死誘導に

普遍的に関与している可能性が示唆された。また,

ゲニステインはBaxの 発現に影響を与えること

により,DESに よるアポ トーシス誘導作用に対

して抑制効果を示している可能性が示唆された。

このようなエストロゲン作用を持つ内分泌掩乱物

質の影響がエストロゲン受容体を介するものなの

か否かは重要な問題であるが,今 回の実験では特

定することができなかったため今後の検討が必要

である。

最後に,本 研究を遂行するにあたり,貴 重な研

究助成を賜りました浦上食品 ・食文化振興財団お

よび関係各位に心より感謝いたしますと共に,貴

財団の益々のご発展をお祈り申し上げます。
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PreventiveEffectofGenisteinonDiethylstilbestrolInducedSpermatogenic

CellApoptosis

MasashiShin

(DepartmentofHistologyandCellBiology,NagasakiUniversityGraduateSchoolofBiomedicalSciences)

Tounderstandtheeffectofdiethylstilbestrol(DES)andgenistein(GE)onmammalian

spermatogenesis,weinvestigatedtheeffectofwiderangesofDESonspermatogeniccell

apoptosisinadultmicetestisandwhetherGEpreventstheeffectofDESongermcell

apoptosisornot.MiceweresubcutaneouslyadministeredDESorGEormixtureofGEand

DESatvariousdosesevery5daysandkilled20daysafterthefirstinjection.Thetestes

werefixedin4%paraformaldehydeinPBSandembeddedinparaffin.Thefrequencyof

germcellapoptosiswasdeterminedbyterminaldeoxynucleotidyltransferase-mediated

dUTPnickend-labeling(TUNEL)stainingandshownasthenumberofTUNEL-positive

cellsperseminiferoustubuleineachexperimentalgroup.Asaresult,intheDES-injected

groups,thenumberofTUNELpositivegermcellswasincreasedandhadtwopeaksat

dosesof100ng/kgbodyweight(bw)and20mg/kgbw.Ontheotherhand,thenumberof

TUNELpositivecellsdidnotincreasein100ng/kgbwofDESwithlor3mg/kgbwofGE

injectedgroupsascomparedtocontrolgroup.ItwassuggestedthatGEmightprevent

germcellapoptosisinducedbylowdoseofDES.Foranalyzingthemolecularmechanismof

germcellapoptosisinducedbyDESandpreventiveeffectbyGE,theexpressionofFas/Fas

ligand(Fast)andBcl-2/Baxwereexaminedbyimmunohistochemistry.Asaresult,Fas

wasexpressedingermcellsofhighdosesofDESinjectedmicetestes,butitwasnot

expressedingermcellsatcontrolandlowdoseofDESinjectedgroups.Theseresults

suggestthattherolesoftheFas/Fastsystemingermcellapoptosismaybelimitedtothe

testiswhichwasdamagedcriticallybyseveretreatmentsuchashighdosesofDES

injectionandthattheBcl-2/Baxsystemmaybegenerallyimplicatedintheinductionof

germcellapoptosis.Also,wefoundthatthestrongexpressionofBaxingermcellswas

tightlyassociatedwithTUNELpositivecellinallexperimentalgroups.Sinceestrogenic

compoundsareassumedtoaffectcellsthroughestrogenreceptor(ER),weexaminedtheir

expressionimmunohistochemically.ThoughERawasexpressedinLeydigcellnucleiand

expressionpatterndidnltchangeamongexperimentalgroups,ERαseemedtobeunrelated

totheDESinducedgermcellapoptosis.ThespecificstainingofERQdidnotdetectedin

mousetestis,thereforeitisnotclearwhetherER/3isconcernedwithgermcellapoptosis

inducedbyDES.Inthisstudy,itwassuggestedthatintakesoffoodsmadefromsoybean

maypreventthereproductivetoxicityofsomekindanddoseofestrogenicendocrine

disruptors.


