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図４　ペンタフルオロベンジルとトリメチルシリル誘導体化による測定法のスキームと霞ヶ浦湖水
（��８，１９９９�１１�２６）中のエストラジオールとエストロンの���������クロマトグラム
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および肝臓ホモゲネート，血清に反応しない独立した複

数 の ク ロ ー ン 株（���２５，���４７，���４９，

���５１）を樹立した。得られたモノクローナル抗体を

使ってウエスタンブロット解析を行った結果，これらの

抗体は�２曝露雄あるいは産卵期の雌において血中に誘

導されるビテロゲニンおよびその分解物と思われるいく

つかのフラグメントと反応すること，また，すべてのモ

ノクローナル抗体のエピトープがリポビテリンの重鎖

（���の�末端約１２０���）に存在することが示された。

これらのモノクローナル抗体を用いて，�����法による

メダカビテロゲニン測定法の構築の可能性を検討したと

ころ，���２５����４７系および���４７����４９系に

おいてビテロゲニンの測定が可能であることが示され，

���２５����４９系では測定系は構築できず，���２５

と���４９は同一あるいは近傍のエピトープを認識して

いると考えられた。

　これらの抗メダカビテロゲニン����の中で，異なる

エピトープを有すると考えられる���４７及び���２５

を 用 い て，固 相���４７�標 識����系，及 び 固 相

���４７�標識���２５系という２種の全自動１ステップ

サンドイッチ測定系を構築し，比較検討を行った。免疫

測定は，���４７を固定化した磁性ビーズの入ったカッ

プに，サンプルと標識����あるいは標識���２５を同

時に加えて４０分反応を行い，���分離後，４�メチルウ

ンベリフェリルりん酸を基質としその分解速度を求める

ことから，磁性ビーズに結合したアルカリ性ホスファ

ターゼ量を定量した。ビテロゲニン濃度１２μ�����まで

磁性ビーズ結合酵素量は単調増加を示し，本法における

ビテロゲニン最小検出濃度（２��法）は���４７�����

系 で０．０３�����，���４７����２５系 で０．０６�����と

なった。０．６～３７�����のメダカ全個体ホモゲネート希

釈液を用いて検討したところ，再現性は両系とも測定内

１．０～９．４％，測定間１．６～８．６％と良好であり，希釈

直線性試験，添加回収試験についても良好な結果を得

た。魚類６種のビテロゲニンとの交叉反応性は両測定系

とも０．２％未満であったが，���４７����２５系の方が

より低い値を示した。エストロゲン曝露個体より得た全

個体ホモジネートならびに血漿を希釈し測定したとこ

ろ，両測定系について対照群に比して曝露群で有意な上

昇が観察された。ポリクローナル抗体系で見られる非特

異反応を抑制し，特異性の高い自動���測定系を確立で

きた。

　自動測定機のない機関でも本抗体が利用可能なように

プレート法による測定系を構築した。エストラジオール

図４４　エストラジオールに曝露したメダカの肝臓抽出物の電気泳動像
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小検出濃度（２��法）は０．０８����　�となった。

　湖沼より採取したワカサギについて測定したところ，

桧原湖では雄肝臓中ビテロゲニンは，２７個体中２４個体

が定量下限値以下であり，３個体で検出された量は肝タ

ンパク質量当たり２．５～１３．１���������	
��であった。

同様に霞ヶ浦（１１匹）および諏訪湖（２０匹）ではすべ

ての個体で検出され，そのレベルは霞ヶ浦で１．８～

３０７�����（中 央 値５．８�����），諏 訪 湖 で７．０～

１５９０�����（中央値３２．２�����）であった（図４５）。同

時に捕獲した雌（１０匹）の濃度は，２７３０～２４４００�����

であった。諏訪湖において高値を示した雄肝臓ホモゲ

ネートには，�２曝露した雄ワカサギ血漿中に誘導され

るタンパク質（１２０���）と同一分子量のものが特異的

に発現していた（図４６）。カットスロートトラウトおよ

びサクラマスの雌雄ビテロゲニンの周年変化を調査した

結果では，通常に再生産を行っている池中養殖魚の雄に

も血中に３．１�μ����　��以下のビテロゲニンが季節的に検出

されている。また，サクラマス成熟雌個体の尿はビテロ

ゲニン誘導能を有し，飼育水を介して雄にビテロゲニン

を誘導する可能性が強く示唆されている。湖沼により雄

肝臓ビテロゲニン量に違いが観察されたが，今回のワカ

サギの結果も，産卵期の雌や餌由来の影響である可能性

があり，内分泌撹乱化学物質による作用であると結論づ

けることはできない。今後，雌雄のビテロゲニン量の

ベースラインやその季節変動に関するデータの収集と解

析が必要であると考えられた。

２�２�５　メダカエストロゲン応答遺伝子の定量法の開発

　酵素免疫学的に計測する手法は，適切な抗原や抗体の

入手に時間がかかるなどの問題がある。一方，タンパク

生成に先立って体内で合成されるビテロゲニンなどのバ

イオマーカー遺伝子を定量すれば，より高感度な評価手

法になり得る可能性がある。遺伝子配列が既知ならば，

標的となる遺伝子フラグメントは容易に抽出が可能であ

り，保存や増幅が可能である。����は，������によ

り高感度に検出できるものの，その定量には指数関数的

な増幅領域を知る必要があり，その範囲の検討など定量

精度を確保するには非常な労力が必要であった。しかし

ながら，リアルタイム������法の出現により����

の簡便な定量は可能となりつつある。メダカでは，卵膜

タンパクの前駆体であるコリオゲニン�と�，エストロ

ゲン受容体，アロマターゼなど内分泌撹乱と関係する遺

伝子配列が報告されており，���反応に使用するプラ

イマーを設計すれば，これら遺伝子の定量が可能な状況

にあった。一方，重要な遺伝子であるビテロゲニンに関

しては，その塩基配列の決定する必要があった。

（１）メダカビテロゲニンｃ���の塩基配列の決定

図４６　ワカサギ肝抽出物の���電気泳動（左）とウエスタンブロット（右）
（試料　諏訪湖��２０，��１，雌，矢印：リポビテリンと推定されるバンド）　
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