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1. 背景と目的 

 

魚類に対する化学物質濃縮試験は、多数の魚を必要とするが、近年、関心が高い動物愛護

の観点から考えると、近い将来、実験魚を用いない試験法確立とそれによる評価が我が国で

も求められると考えられる。そのため、将来を見据えたデータ構築と準備が必要である。コ

ンパートメントモデルによる化学物質濃縮評価は、水中や餌中の化学物質の生物への取込

と排泄の差に基づいて蓄積の大小が決定されるが、本モデルにおいてはその蓄積性は生物

の化学物質排出能力に依存する。よって、化学物質の蓄積性は生物からの排泄速度と、排泄

に寄与する薬物代謝能を把握すれば、ある程度把握できる可能性が高い。実際、欧州では蓄

積性を判断する上で、魚類肝臓やミクロソーム由来で薬物代謝酵素を多く含む S9 画分によ

り、化合物の in vitro 分解速度を予測モデルに組み込む方法が提案されている。一方、実際

の魚体内の物質動態は複雑であり、単純に in vitro化学物質分解のパターンと一致するかど

うかは明らかではない。化学物質の生体内変化は物質依存的であるが、魚体中の化学物質の

代謝、排泄に関するデータは限定的である。また、S9 画分による in vitro での物質分解と、

実際に化学物質暴露された魚体生体内での蓄積から排泄までの動態が、どの程度一致する

のかという知見も少ない。そのため、例えば化審法などの蓄積評価で直ちに in vitro 試験に

移行したとしても、実生物体内の物質動態をどの程度外挿できるか、判断が難しいのが現状

であろう。そのため、現在、in vitro分解試験法の精度や信頼性において未知な部分が多い、

実生物の取込・排泄・蓄積との関係性や、経鰓・経口取込時の排泄と S9 分解能の関係、in 

vitroにおける複数魚種から得た S9の化学物質分解能の種間差、などを検討すれば、今後求

められる非生物試験による蓄積評価法を確立する上で有用なデータを得られると考えられ

る。 

そこで本研究では生物を用いない化学物質の蓄積評価試験の確立に寄与するデータを構

築することを最終目標とした。令和 8 年度は、魚肝臓由来 S9 画分による in vitro 分解速度

と経口・経鰓生物蓄積試験から得られた BCF 及び BMF の値との関連性を調べ、実際どの

程度実装できるかを検証した。また、in vitro 分解試験を行うにあたり、実装した際にどの

ような問題点が挙がるのかを検討した。 
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2. 方法 

2.1. 対象物質 

 S9 画分による in vitro 分解試験では、コイやニジマスで生物蓄積性の異なる化学物質と

して、17β-エストラジオール、ベンゾ[a]アントラセン、ピレン、ベンチオカーブ、フェナン

トレン、o-テルフェニル、ペンタクロロベンゼンを供試した（図 1）。このうち、経口生物蓄

積性試験には 17β-エストラジオールを供試した。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 1 本研究における対象物質 

 

2.2. 試験魚 

本研究で用いるコイ（Cyprinus carpio）は、山口県下関市にある国立研究開発法人水産研

究・教育機構 水産大学校から当歳魚、及び二歳魚を供与して頂いた。馴致のため、コイを

実験室内の 200 Lポリカーボネート製タンク内に収容し、飼育した。 

S9画分を分画・調製用のニジマス（Oncorhynchus mykiss）は、富永養殖場より購入した。

200Lポリカーボネート製タンク内に 50尾程度を収容し、S9画分の分画作業まで、16-17℃

で 2週間程度、馴致・飼育した。なお、馴致期間中は無給餌で飼育した。 
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2.3. 暴露用餌料の調製 

17β-エストラジオールをジエチルエーテルに溶解し、餌料中の終濃度が 10 µg/g、或いは

100 µg/gとなるようにコイ用餌料（フィード・ワン株式会社）と混合した。対照区の餌料

は、ジエチルエーテルのみをコイ用餌料と混合した。その後、ドラフト内で 2日間乾燥し

た。調製した餌料は、使用するまで-80℃で保存した。 

 

2.4. 餌料中濃度分析 

17β-エストラジオールの濃度分析では高濃度区と低濃度区の餌は、希釈のために各濃度

が 333 ng/gになるように石英砂を量り取り、乳鉢で混ぜ合わせた。対照区の餌は曝露区と

同様の比率になるように、餌と石英砂を同様の方法で混ぜ合わせた。混ぜ合わせた餌を各

0.3 g量り取り、メタノールを 20 mL加えて、15分間超音波照射抽出した。遠心分離

（2000 rpm, 10 min., 4℃）を行ったのちメタノール層を採取した。同条件で 2度目の抽

出を行い、先のメタノール層と足し合わせた。このメタノール溶液に 3 mLの超純水とヘ

キサンを 20 mL加えて、1分間手で振とうし、遠心分離（2000 rpm, 5 min., 4℃）を行っ

たのち、ヘキサン層は除去した。ヘキサンによる洗浄を計 3回行ったのち、メタノール溶

液を分液ロートに移し、50 mL の 5%塩化ナトリウム溶液、0.2 mLの濃塩酸、及び 20 

mLジクロロメタンを入れて振とう機で 15分振とう後、しジクロロメタン層を回収した。

ジクロロメタンによる抽出を計 2回行い、各ジクロロメタン層を足し合わせた後、ロータ

リーエバポレーターで 0.5 mLまで濃縮するとともに、ヘキサンに置換した。3%含水フロ

リジルを詰めたガラスピペット（長さ 17 cm、内径 6 mm）をヘキサンで洗浄後、サンプ

ルを添加し、50 mLのイソプロピルアルコール-ヘキサン（1：9）で目的物質を溶出し

た。この溶液をロータリーエバポレーターで濃縮し、窒素気流下で乾固させ、アセトニト

リルを 0.2 mLに再溶解した。溶解させたものを蛍光検出器付 HPLC（FP-4025, 日本分

光株式会社）で定量を行った。分析時の条件は、以下の通りとした。 

 

カラム：株式会社島津製作所 Shim-pack Scepter C18-120,5 µm（長さ 100 mm、内径

4.6 mm） 

カラム温度：40℃ 

移動相：A=メタノール、B=超純水（70：30, v/v） 

流量:：1.0 mL/min. 

注入量：20 µL 

蛍光検出：Ex277 nm, Em318 nm 
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2.5. 生物経口蓄積性試験 

経口蓄積試験は、OECD 305 Section Ⅲに準じて実施した。暴露水槽は 60 cmガラス水槽と

し、そこに注水する飼育水の注水速度は 50 mL/min.に設定した。蓄積試験の試験魚としてコ

イ（Cyprinus carpio）を用いた。蓄積試験は各濃度区水槽あたり 50尾を収容し実施した。給

餌は 0.01 g/BWg/dayとなるように一日二回行った。蓄積試験開始後、0, 1, 3, 7, 10, 14, 21, 28

日目に 4尾ずつサンプリングを行った。サンプリングは、体長測定後、腸管内の餌料由来の

エストラジオールの検出を避けるため腸管を抜き取り、その後魚体重を測定した。サンプリ

ング後、速やかに液体窒素で凍結し、48時間以上凍結乾燥処理した。凍結乾燥処理後、2個

体をプールし、解剖バサミと乳鉢を用いて細かく粉砕し、使用するまで-20℃で保存した。 

 

2.6. 魚体中濃度分析 

試料 0.3 gに 20 mLのメタノールを加えて、15分間超音波照射抽出した。遠心分離（2000 

rpm, 10 min., 4℃）を行ったのちメタノール層を採取した。同条件で 2度目の抽出を行い、

先のメタノール層と足し合わせた。このメタノール溶液に 3 mL の超純水とヘキサンを 20 

mL加えて、1分間手で振とうし、遠心分離（2000 rpm, 10 min., 4℃）を行ったのち、ヘ

キサン層は除去した。ヘキサンによる洗浄を計 3 回行ったのち、メタノール溶液を分液ロ

ートに移し、5%塩化ナトリウム溶液 50 mLと濃塩酸 0.2 mL、ジクロロメタン 20 mLを入

れて振とう機で 15分振とうし、ジクロロメタン層を回収した。ジクロロメタンによる抽出

は 2回行い、各ジクロロメタン層を足し合わせた後、ロータリーエバポレーターで 0.5 mL

まで濃縮するとともに、ヘキサンに置換した。3%含水フロリジルを詰めたガラスピペット

（長さ 17 cm、内径 6 mm）をヘキサンで洗浄し、サンプルを添加し、50 mLのイソプロピ

ルアルコール-ヘキサン（1 : 9, v/v）で目的物質を溶出した。この溶液をロータリーエバポ

レーターで濃縮し窒素気流下で乾固させ、0.2 mLのアセトニトリルで再溶解した。この溶

解させたものを 2.4. 餌料中濃度分析と同条件で定量を行った。 

 

2.7. 生物濃縮係数の算出 

本研究において、生物蓄積係数（BMF）は暴露期間中の魚体中の濃度が定常状態となっ

た3点の平均値をとり、その魚体中定常状態濃度（Cfss）と餌料中濃度（Cd）の比によって

定常状態におけるBMF値（BMFss）として算出した（①）。 

 

BMFss＝ Cf / Cd・・・・・・・・・・・・① 
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2.9. S9画分の調製 

2.9.1. ニジマス肝臓由来 S9画分の調製 

鹿児島県内のニジマス養殖場から入手したニジマスから肝臓由来S9画分の調製を行っ

た。ニジマス肝臓由来S9画分の調製は、OECD TG319B、及び令和6年度化学物質規制対策

「大学・公的研究機関と連携した化学物質管理高度化推進事業（化学物質の魚類中体内動

態と代謝酵素分画によるin vitro 分解との相関）」を参考にした。 

1） ニジマスを氷冷麻酔したのち、体重、体長を計測した。 

2） 氷冷した解剖台の上におき、排泄腔前方から鰓膜の付近までハサミで縦切開を行い、

内臓を露出させるために胸鰭の後ろまで横方向に切開を行った。 

3） 生殖腺の外部形態で雌雄判別を行い、記録した。本研究では、雄と判断されたものの

みを用いた。消化系を摘出し、ハンクス氏液（0.35 mg/mL NaHCO3, 2.3 mM EDTA, 10 

mM HEPES含有HBSS）で肝門脈に25G或いは23Gの注射針を装着したシリンジを用い

て肝臓を灌流した。 

4） 脱血した肝臓を消化系より摘出し、シャーレ内に満たした上述のハンクス氏液で洗浄

したのち、細胞破砕液（50 mM Tris-Cl, 150 mM KCl, 2 mM EDTA, 1 mM DTT, 0.25 M 

スクロース含有）を満たしたシャーレにストックした。なお、全ての作業は氷上で行

った。 

5） 肝臓重量を計測した後、ハサミで細断し、金網で濾したのち、ガラス製ホモジナイザ

ーに移し、適量の細胞破砕液を加えてホモジナイズした。 

6） 得られた肝臓ホモジネートをマイクロチューブに2 mLずつ分注し、遠心分離（13,000 

×g, 20 min., 4℃）した。 

7） 表層の脂肪の層を除去した後、上清（S9）を50 mLチューブにプールし、混合した。

混合したS9を1.8 mL凍結保存用チューブに0.5 mLずつ分注し、すぐに液体窒素で凍結

した。凍結後、−80℃冷凍庫で保存した。 

 

2.9.2. ニジマス腸管由来 S9画分の調製 

 鹿児島県内のニジマス養殖場から入手したニジマスから腸管由来 S9画分の調製を行った。

調製は以下の通り行った。 

1） ニジマスを氷冷麻酔したのち、体重、体調を計測した。 

2） 氷冷した解剖台の上におき、排泄腔前方から鰓膜の付近までハサミで縦切開を行い、

内臓を露出させるために胸鰭の後ろまで横方向に切開を行った。 

3） 腸管を採材し、腸管外部に付着している脂肪や他組織を取り除いた。 

4） 先端を丸く炙ったパスツールピペットで幽門より腸管に挿入し、0.5%FBS-HBSS で洗

浄した。 

5） 腸管をハサミで割いて内側を露出させ、EDTA-HBSS 中で 4℃, 30分間培養した。 

6） EDTA-HBSS 中で、カバーグラスを用いて腸管上皮を削いで、0.5%FBS-HBSS に再懸濁
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した。 

7） 遠心分離（1,000×g, 10 min, 4℃）後、上清を抜いた。 

8） ビーズショッカーでホモジネート（300 rpm, 3 min., 3 times）した。 

9） 遠心分離（13,000×g, 20 min, 4℃）後、表面の脂質を除去後、上清（S9画分）を回収し

た後、使用まで-80℃で保管した。 

 

2.9.3. コイ肝膵臓由来 S9画分の調製 

コイ肝膵臓由来 S9画分の調製は、ニジマス同様に OECD TG319B、及び平成 27年度化学

物質安全対策「肝 S9を用いた in vitro による生物蓄積性評価法に関する調査」を参考した。 

1） コイを氷冷麻酔したのち、体重、体長を計測した。 

2） 25G或いは23Gの注射針を付けた注射筒に上述のハンクス氏液を入れ、背大動脈より

全身脱血を行った。その際、鰓弓或いは心臓の一部を切除し、血液が流れるようにし

た。 

3） 氷冷した解剖台の上におき、排泄腔から鰓膜の付近までハサミで縦切開を行い、内臓

を露出させるために胸鰭の後ろまで横方向に切開を行った。 

4） 消化系とともに肝膵臓を摘出し、肝膵臓のみをトリミングした。 

5） 肝膵臓重量を計測した後、ハサミで細断し、金網で濾したのち、ガラス製ホモジナイ

ザーに移し、適量の上述の細胞破砕液を加えてホモジナイズした。 

6） 得られた肝臓ホモジネートをマイクロチューブに2 mLずつ分注し、遠心分離（13,000 

×g, 20 min., 4℃）した。 

7） 表層の脂肪の層を除去した後、上清（S9）を50 mLチューブにプールし、混合した。

混合したS9を1.8 mL凍結保存用チューブに0.5 mLずつ分注し、すぐに液体窒素で凍結

した。凍結後、−80℃冷凍庫で保存した。 

 

2.10. S9画分の品質評価 

2.10.1. タンパク質含量の測定 

前節で得られた S9 画分について、品質の評価をするため、タンパク質含量を測定した。

測定は BIORAD 社のブラッドフォードプロテインアッセイを用いて、プロトコルに従い測

定した。 

 

2.10.2. EROD活性の測定 

前節で得られた RT-S9 について水酸化酵素（EROD）活性を測定した。7-Ethoxyresorufin 

O-Deethylase （EROD）活性は Vehniäinenら（2012）の方法に従い、以下の手順で測定した。 

1） 96 蛍光測定プレートに S9（10倍希釈、100倍希釈、測定用とブランクを 3ウェルずつ）

を 20 µLずつ加えた。 

2） 2.5 µM 7- Ethoxyresorufinを 20 µL加えた。 
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3） 100 mMの HEPES（pH 7.8）を 140 µL加えた 

4） 5 mM NADPH in 100 mM HEPES を 20 µL を加え、コロナ電気株式会社製グレーティン

グマイクロプレートリーダーSH-9500を用いて Resorufin 蛍光強度（Ex. 540 nm/De. 584 

nm; every 60s for 5 min.）を測定した。 

 

2.10.3. SDS-PAGEによる含有タンパク質パターン解析 

 S9画分に含有しているタンパク質の種類を予測するために SDS-PAGE を行った。2 µg/µL

に調製した S9画分溶液と EzApply（アトー株式会社）を 1：1で混合し、100℃で 10分間イ

ンキュベートした。分離用ゲル（e-PAGEL E-T12.5L, アトー株式会社）に調製した S9 画分

サンプルを 20 µL アプライし、電気泳動（250 V, 20 mA, 80 min.）した。泳動後、EzStain AQua

（アトー株式会社）で Coomassie Brilliant Blue 染色した後、超純水で洗浄した。 

 

2.11. S9画分による in vitro 分解試験 

各魚種から得られた S9 画分による in vitro 分解試験は OECD TG319B、及び平成 27 年度

化学物質安全対策「肝 S9 を用いた in vitro による生物蓄積性評価法に関する調査」に準じ

て以下の通り実施した。 

1） 100 mM リン酸カリウム二塩基緩衝液と100 mM リン酸カリウム一塩基緩衝液を88：

12（v/v）で混合し、リン酸緩衝液を調製した。 

2） S9画分をタンパク質含量が2 mg/mLになるようにリン酸緩衝液で希釈した。5 mLのS9

希釈液にリン酸緩衝液で250 mg/mLに調製したアラメチシン溶液を500 μL 加え、氷上

で15分間プレインキューベートした。なお、コイ肝膵臓由来S9画分には終濃度100 

µg/mLとなるように大豆由来のトリプシンインヒビターを添加した。 

3） それぞれリン酸緩衝液で調製した20 mM NADPH 溶液、5 mM UDPGA 溶液、5 mM L-

グルタチオン還元型溶液、1 mM PAPS 溶液を各500 μLずつ加えてS9反応溶液を作成

した。 

4） 静かに攪拌した後、190 μLずつGCバイアル瓶に分注した。 

5） 終濃度が0.1 µMとなるように被試験物質を20 μL添加し、ニジマス由来S9画分は

12℃、コイ由来S9画分は25℃で、一定時間反応させた。 

6） メタノール 2 mLを添加して反応を停止させた。 

7） 以下の工程で前処理をしたのち、GC/MSを用いて定量した。 

反応停止後の溶液をMilli-Q水とヘキサンを各3 mLと飽和する量の塩化ナトリウムを

加えた遠沈管内で1分間振とう後、遠心分離（2000 rpm, 5 min., 4℃）を行った。無水

硫酸ナトリウムを充填した9インチガラス製パスツールピペットに、遠心分離後の上

層を脱水カラムに添加し脱水した。その後、遠沈管にもう一度ヘキサン 3 mL を添加

し、再度同じ工程を行なった。その後、総量が25 mLとなるまでヘキサンをカラムに

通した。窒素吹付により2 mLまで濃縮を行い、PAHs（ピレン、フェナントレン、ベ
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ンゾ[a]アントラセン）、o-テルフェニル、及びペンタクロロベンゼンではヘキサンで

洗浄した。3%含水シリカゲルを充填した9インチガラス製パスツールピペットにサン

プルを添加した。その後、10 mLのヘキサンで一度溶出し、次いで10 mLの3%アセト

ン/ヘキサン（v/v）で溶出した。ベンチオカーブは3%含水フロリジルを充填した9イン

チガラス製パスツールピペットにサンプルを添加し、10 mLのヘキサンで一度溶出

し、次いで10 mLの3%アセトン/ヘキサン（v/v）で溶出した。クリーンアップ後、内

部標準物質（ナフタレン-d8、アントラセン-d10）を添加した。窒素吹付で0.1 mL ま

で濃縮し、測定サンプルとした。17β-エストラジオールの抽出・精製は2.4.及び2.6.の

手法に従い分析した。 

PAHsとo-テルフェニルの分析時の条件は、以下の通りとした。 

注入口温度：280℃  

イオン源温度：230℃  

注入量：1 µL  

カラム：Agilent J&W GC カラム DB-5MS(長さ 30m、内径 0.25mm、膜厚 0.25μm) 

昇温条件：80℃（1 分間保持）→20℃/min.で昇温→300℃（3 分間保持） 

分析時間：15分間  

分析モード：SIMモード 

ベンチオカーブの分析時の条件は、以下の通りとした。 

注入口温度：280℃  

イオン源温度：230℃  

注入量：1 µL 

カラム：Agilent J&W GCカラム DB-5MS(長さ 30 m、内径 0.25 mm、膜厚 0.25 μm)  

昇温条件：50℃（1分間保持）→20℃/min. で昇温→300℃（3分間保持）  

分析時間：21分間 

分析モード：SIMモード 

  ペンタクロロベンゼンの分析時の条件は、以下の通りとした。 

注入口温度：250℃ 

イオン源温度：230℃  

注入量：1 µL  

カラム：Agilent J&W GCカラム DB-5MS(長さ 30 m、内径 0.25 mm、膜厚 0.25 µm) 

昇温条件：50℃（1分間保持）→20℃/min.で昇温→300℃（7.5分間保持）  

分析時間：18.5分間  

分析モード：SIMモード 

8） 縦軸に対数変換した被試験物質濃度、横軸に時間（min.）を取り、直線回帰を行い、

その傾きを分解速度定数（min-1）として算出した。 
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2.12. 生物蓄積試験における CYP1A遺伝子の発現解析 

PAH 類を代謝する主な代謝酵素である CYP1A の経口暴露後における発現の経時的変化

を解析した。6 種類の PAH 類（ピレン、ベンゾ[a]アントラセン、クリセン、ベンゾ[a]ピレ

ン、ベンゾ[b]フルオランテン、ジベンゾ[a, h]アントラセン）を各 10 µg/gとなるように餌料

を調製した。給餌は 0.01 g/BWg/dayとなるように一日二回行った。経口蓄積試験開始後、0, 

1, 3, 7, 14 日目にサンプリングを行った。サンプリングは、鰓弓の一部を裁断後、ハンクス

氏液を用いて背大動脈より潅流・脱血し、肝膵臓と腸管を採取した。各組織は ISOGEN（株

式会社ニッポンジーン）中でホモジナイズを行い、使用まで-80℃で保存した。 

Total RNAの抽出とゲノム DNAの除去は、ISOGEN 及び DNase1（株式会社ニッポンジー

ン）の取扱説明書に従い行った。逆転写反応は、High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit

（サーモフィッシャーサイエンティフィック株式会社）を用いて、その取扱説明書に従って

逆転写を行い、cDNA を合成した。リアルタイム PCR は、LightCycler®96 システム（ロシ

ュ・ダイアグノスティックス株式会社）で使用した。ハウスキーピング遺伝子である EF1α

と CYP1A の特異プライマーは表 1 に示した。リアルタイム PCR の反応は、10 倍希釈した

cDNA を 5 µL、SYBR Green リアルタイム PCR マスターミックス（サーモフィッシャーサ

イエンティフィック株式会社）を 10 μL、そしてについて 200 nMのプライマーセットを含

む 20 μLの混合物中で行った。リアルタイム PCRは初期段階 95℃で 3分間、次いで 95℃で

10 秒間、60℃で 10秒間を 50サイクルで増幅した。発現レベルは比較 CT法で算出した。 

 

表 1 CYP1A遺伝子発現解析用プライマー 

論文投稿データにつき掲載不可 

 

 

 

 

 

2.13. コイの S9画分における CYP1A誘導試験 

 コイの肝膵臓由来の S9 画分において、PAH 類を代謝する CYP1A をはじめ代謝酵素の有

無を調べるため、CYP1Aの誘導能が高いとされるベンゾ[a]アントラセンを腹腔内接種した

コイから単離した S9画分における SDS-PAGEバンドパターンによるタンパク質分析を行っ

た。1 mg/mL となるようにコーンオイル（富士フイルム和光純薬株式会社）で調製したベン

ゾ[a]アントラセンを 2歳魚のコイに 100 g魚体重当たり 1 mL となるように左体側より腹腔

内接種した。72 時間後、上述の 2.9.3. コイ肝膵臓由来 S9 画分の調製に従い、S9 画分を分

画した。タンパク質分析は 2.10.3. SDS-PAGE による含有タンパク質パターン解析に従って

行い、未処理区と比較した。 
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論文投稿データにつき掲載不可 

3. 結果と考察 

3.1. 17β-エストラジオールの生物蓄積性試験結果 

 17β-エストラジオールの餌料中濃度は、低濃度区で 10.4 µg/g、高濃度区で 108 µg/g であ

った。17β-エストラジオールの暴露期間中の体内濃度の変動を図 2に示した。低濃度区の試

験開始後 0, 1, 3日目の魚体中から 17β-エストラジオールは検出されなかった。その後、7日

目から検出され、14日目から 28日目に濃度変動が±20%以内だったので、定常状態と判断

し平均を定常状態の平均魚体中被験物質濃度として BMFss を算出した。高濃度区では試験

開始後 1 日目から魚体内から被験物質が検出され、3 日目から 28 日目において定常状態で

あると判断し、BMFssを算出した。17β-エストラジオールの平均魚体内濃度は、低濃度区で

は 22.7 ng/g-wet、高濃度区で 24.8 ng/g-wetであった。BMFは、低濃度区で 0.00218、高濃度

区で 0.00023であり、17β-エストラジオールは低蓄積性物質に分類された。また、本研究で

対象とした物質について、これまで当研究室で得られた BCF・BMF、及び文献の情報を基

に、コイの BCFを基準として蓄積性の分類を行った（表 2）。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 2 17β-エストラジオールの魚体内濃度の変動 
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表 2 本研究における対象物質の蓄積性の分類 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.2. ニジマス組織由来 S9画分の評価結果 

本年度ニジマス肝臓由来 S9画分のタンパク質含量は、15.6～58.4 mg/mLであった。海外

で販売されている KJ SCIENTIFIC 社製の RT-S9市販品の製品提供時のタンパク質含量は 18

～30 mg/mLであり、in vitro 分解試験に使用するにあたり十分なタンパク質含量であると考

えられた。また、EROD活性を測定したところ、0.53～1.28 pmol/min./mg proteinであり、KJ 

SCIENTIFIC 社製の EROD 活性である 1.12～6.31 pmol/min./mg protein の下限値と概ね同等

の値であった。一方、ピレンを対象とした in vitro 分解試験の結果、その減衰率は 13.6%で

あり、明確な分解が確認できなかった（図 3）。本年度ロットの EROD 活性は、SCIENTIFIC

社製の下限値に近く、添加した量のピレンを十分に分解することができなかったことに起

因していると考えられる。このため本年度は令和 6年度ロットのニジマス肝臓由来 S9を用

いて分解試験を進めていくこととした。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 3 S9分画の in vitro 分解速度のロット間差 
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3.3. ニジマス肝臓由来 S9画分の in vitro 分解試験結果 

 ニジマス肝臓由来 S9 画分による対象化学物質に対する in vitro 分解試験の結果を図 4 に

示した。ニジマス肝臓由来 S9画分による分解によって初期値より 30%以上の減衰率が確認

できた対象化学物質は 7種類中 4種類であり、それぞれの減衰率はフェナントレンで 57.0%、

ピレンで 77.7%、ベンゾ[a]アントラセンで 36.9%、ベンチオカーブで 86.6%であった。明確

な減衰が確認できた対象物質の消失速度定数はそれぞれ、フェナントレンで 0.0061 min-1、

ピレンで 0.0103 min-1、ベンゾ[a]アントラセンで 0.0026 min-1、ベンチオカーブで 0.0134 min-

1であった。昨年度と共通している化学物質の消失速度定数はそれぞれ、フェナントレンで

0.0085 min-1、ピレンで 0.0133 min-1であり、その消失速度は本年度実施した試験の方が速か

った。これは昨年度の初期濃度が 4 物質混合の合計 1 µM（単物質当たり 0.25 µM）に対し

て、本年度では初期濃度を 0.1 µMを採用したことに起因しているものと考えられる。これ

までも初期濃度が低いほど消失速度が速いことが報告されているが、OECD TG319B では 1 

µM以下を推奨しているのみで、具体的な濃度は指定されていない。本研究では、全ての対

象化学物質で検出可能な濃度として初期濃度を設定した。この濃度については、今後さらに

詳細に検討していく必要があると考えられる。 

エストラジオールと o-テルフェニルの減衰率はそれぞれ、4.2%と 4.5%であった。いずれ

も多少の分解は見られたが、20%未満の減衰率であり、明確な減衰を確認できなかった。ま

た、ペンタクロロベンゼンにおいては全く分解が見られず、消失速度定数を算出することは

できなかった。 
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論文投稿データにつき掲載不可 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 4 ニジマス肝臓由来 S9画分による in vitro分解速度 
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3.4. S9画分による減衰・分解速度と BCF及び BMFとの関連性の検証結果 

 本研究で供試したペンタクロロベンゼンは、コイにおける BCF が 74,000、ニジマスにお

ける BCF が 20,000であり、高蓄積性に分類される物質である（Inoue et al., 2012）。また、

コイにおける BMF も 1 を超えないものの、経口蓄積性の一つの目安となる 0.007 を大きく

超える 0.12 である。一方、S9 画分による in vitro 分解試験の結果、物質の減衰は確認でき

なかった。これは、高蓄積性物質は S9画分による代謝を受けづらく、減衰が見られなかっ

たと考えられる。コイにおける BCF が 1,204 であり、化審法において検討が必要とされる

中程度蓄積性物質に分類される o-テルフェニルも、S9 画分による in vitro 分解試験におい

て明確な減衰が見られなかった。こちらもペンタクロロベンゼンと同様に S9画分中の代謝

酵素群では分解できないため、生体内においても代謝されず高蓄積性を示すと考えられる。 

本研究で S9 画分による in vitro 分解試験によって明確な減衰が確認された化学物質は、

ピレン、ベンゾ[a]アントラセン、ベンチオカーブ、フェナントレンであった。これらの化学

物質のうちベンゾ[a]アントラセン以外は、コイにおける BCFが低蓄積性物質に分類される

化学物質であった。これは、S9 画分による分解を受けやすい物質は生体内でも代謝されや

すく、蓄積しにくい物質であることを示している。すなわち S9 画分による in vitro 分解試

験の結果を生物蓄積試験の結果を反映している結果となった。経鰓蓄積しなかったベンゾ

[a]アントラセンは分子量や化学物質構造のため経鰓取込されないと考えられる物質である

が、魚体内に入ったとしても速やかに分解されると考えられる。また、ベンゾ[a]アントラセ

ンのコイの BMF において蓄積性は非常に低かったことから、S9 画分による分解試験はベ

ンゾ[a]アントラセンの経口蓄積性も反映することができると考えられる。一方、S9 画分に

よる in vitro 分解試験結果では明確な減衰が見られたフェナントレンでは、コイにおける

BMFは 0.007を超えており in vitro 分解との関連性を見出せなかった。フェナントレンのみ

他の PAH 類と比較して BMF 値が高い要因は十分に明らかではないが、主として腸管にお

ける取り込み速度が他の PAH 類と比較して効率的で速い可能性が示されている（de Gelder 

et al., 2017）。また近年、フェナントレンは魚体内に取り込まれた後、血中アルブミンに結合

することが報告されている（Rostamnezhad et al., 2022）。R6年度実施した本事業研究におい

ても、経鰓取込が確認された 10 物質のうち、BCF≦300 ではあるが、フェナントレンが最

も高い BCFを示した。さらにニジマスとコイの BCF を比較するとニジマスの方が 2倍以上

高いが、これはコイの血中アルブミン濃度がおおよそ 1.0 g/dL以下であるのに対して、ニジ

マスは 1.0～2.4 g/dL と高く、そのため魚体内に取り込まれたフェナントレンは血中アルブ

ミンに結合するすることによって魚体内蓄積性が高くなるのではないかと考えられる。こ

の血中アルブミンにより代謝を受けにくい状況は、S9 画分による in vitro 分解試験におい

て反応液中にアルブミンを添加することによって再現できると考えられる。 

今回、最も低い蓄積性を示す物質として17β-エストラジオールの経口暴露試験を実施し、

BMF と in vitro 分解速度について比較した。その結果、BMF は 0.007 を大きく下回る値を

示した。一方、in vitro 分解試験の結果、明確な減衰を確認することはできなかった。この
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不一致に関していくつか要因が考えられる。一つ目は、17β-エストラジオールを代謝する酵

素の発現である。エストロゲンなどの性ホルモンは生体内では厳重に管理されている。すな

わちそれらを代謝する酵素においても厳密に発現を管理されており、魚体の状態によって

ミクロソームあたりの代謝酵素量が変わることに起因している可能性である（Buhler et al., 

2000）。ニジマスの 17β-エストラジオールを代謝する酵素は主として CYP3A27 とされてい

るが、生体の状態によって大きく異なるとされている。すなわち今回供試した S9 画分の試

験魚ロットの相対的な酵素量が少なかったのではないかと考えられる。もう一つは分析法

に関わる点である。本研究では 17β-エストラジオールのみHPLCを用いて分析を行ったが、

CYP 代謝後の水酸化物は親物質とピークを分けることが困難な場合があり、第Ⅰ相の in vitro 

分解を正しく評価できていない可能性もある。特に今回はニジマスの生育水温に合わせて

12℃であり第Ⅱ相の相抱合反応が顕著に低下することで、第Ⅰ相代謝物を測定してしまって

いる可能性もある。この分析技術の問題という可能性は低いと考えられるが、今後は第Ⅱ相

の相抱合反応まで十分に反応させるため、25-30℃ぐらいの温度で反応させる試験区の必要

性がある。すなわち S9 画分による in vitro 分解試験ではその魚種の最適水温に合わせるこ

とはもちろん反応温度をいくつか振って実施することも検討する必要があると考えられる。 

化審法において生物蓄積性評価について生物試験の必要性を問われる重要なステップと

なるのが、蓄積性が高い化学物質の事前情報としてのスクリーニングである。本研究では少

なくとも高蓄積性物質や要検討である中程度蓄積性物質である化学物質を S9画分による in 

vitro 分解試験によって分類することができた。以上の結果より、S9 画分による in vitro 分

解試験による化学物質の蓄積性の分類は、化審法の生物蓄積性評価においてファーストス

クリーニングとして大変有用なツールであると考えられる。 
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3.5. ニジマス腸管由来 S9画分の in vitro 分解試験結果 

 腸管由来 S9 画分のピレンに対して in vitro 分解試験を実施した。その結果、ピレンの分

解は見られなかった（図 5A）。SDS-PAGE でタンパク質のバンドパターンを観察したとこ

ろ、代謝酵素などを多く含む分子量域にバンドが見られず、タンパク質がほとんど含まれて

いないことが分かった（図 5B）。今回調製した腸管由来の S9 画分は、調製直後は粘性が少

ないが、凍結解凍後では粘性が出てくるという特性があった。高濃度のタンパク質はお互い

が絡み合い高粘性を生じることがある。本サンプルにおいてもこの凝集に代謝酵素画分が

巻き込まれた可能性がある。また、詳細は後述するが、肝臓と比較すると腸管におけるピレ

ンを代謝する酵素である CYP1A の通常の発現量が低いため、ピレンを分解するために必要

な CYP1A が足りなかったことも考えられる。これらのことを解決すれば、腸管における S9

画分による in vitro 分解試験は可能であると考えられる。さらに各代謝酵素の含有を予測で

きる SDS-PAGEは、S9画分の評価として有用であると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 ニジマス腸管由来 S9画分の in vitro 分解速度と SDS-PAGE バンドパターン 
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論文投稿データにつき掲載不可 

3.6. コイ肝膵臓由来S9画分による in vitro 分解試験とCYP1A誘導コイ肝膵臓のSDS-PAGE

によるバンドパターンの比較 

 コイ肝膵臓由来 S9 画分のタンパク質含量は 12 mg/mL であり、EROD 活性は 0.45 

pmol/min./mg proteinであり、非常に低い活性を示した。ピレンに対して in vitro 分解試験を

実施した結果、ピレンの分解は見られなかった（図 5A）。コイの肝膵臓由来の S9画分で in 

vitro 分解が確認できなかった理由を調べるため、CYP1Aを誘導するベンゾ[a]アントラセン

の腹腔内接種によって EROD 活性やタンパク質の発現が変化するかを調べた。EROD 活性

は、2.78 pmol/min./mg protein であり、CYP1Aの活性は上昇した。SDS-PAGE によるタンパ

ク質分析の結果、未処理の S9画分ではコイの CYP1A の予測分子量である 58 kDa辺りにバ

ンドが確認できなかった（図 5B）。これはコイの肝膵臓における CYP1A の発現が通常時は

非常に少ないことを示している。これまでコイの肝膵臓由来 S9画分はニジマスやブルーギ

ル、ファットヘッドミノーなどと比較するとピレンの分解速度が遅いことが報告されてい

るが、本研究結果はコイ肝膵臓の CYP1Aの発現が他魚種より低いことに起因していると考

えられる（Zercher et al., 2024）。一方、誘導区ではバンドを確認することができたことから、

通常肝膵臓における発現の低いコイの CYP1A も PAH 類の刺激により誘導されることが示

された。コイの生物蓄積性試験において、多くの PAH 類は低蓄積性を示すが、経鰓や経口

で PAH 類が魚体内に入った際にも CYP1A が誘導・代謝されることにより排泄されている

のではないかと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 5 コイ肝膵臓由来 S9画分による in vitro分解速度と 

CYP1A 誘導コイの SDS-PAGEによるバンドパターンの比較 

 

 



18 

 

論文投稿データにつき掲載不可 

論文投稿データにつき掲載不可 

3.7. コイの各組織における CYP1A遺伝子の発現比較 

 コイの取込経路組織の CYP1A の発現を比較した（図 6）。その結果、肝膵臓に対して鰓で

は 0.6倍、腸管では 0.3倍 CYP1Aの発現が低いことが明らかとなった。これは前述した SDS-

PAGE の結果を反映している。また、ニジマスの腸管由来 S9 画分のピレンの分解が低いの

も通常の腸管における CYP1A の発現が低いことに起因していると考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 6 各組織における CYP1A の発現比較 

 

 

3.8. 経口暴露後の肝膵臓及び腸管における CYP1A遺伝子発現の経時的変化 

 PAH 類の経口蓄積試験の際、取込経路である腸管と代謝を主として司る肝膵臓における

CYP1A がどのくらい増減するかを調べるため発現解析を行った。暴露開始後 1 日目に肝膵

臓では 18倍、腸管では 7倍発現が増加した（図 7）。肝膵臓では 3日に減少したが、生物蓄

積が定常状態になる 7日目や 14日目には通常時の 2倍程度の発現で安定した。また、腸管

においても 7日目及び 14日目には通常時の 3倍程度まで減少したことから、これで腸管に

おける PAH 類の取込・接触が定常状態となったと考えられる。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

図 7 PAH類経口暴露後の肝膵臓及び腸管における CYP1A 遺伝子発現の経時的変化 
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4. 今後の課題 

本研究では将来の生物を用いない化学物質の蓄積評価試験の確立に寄与するデータを構

築することを目的とし、近年着目されている in vitro における魚肝臓 S9 分画による化学物

質分解と、実際に化学物質を蓄積した魚体内動態の相関性を明らかにすることを目的とし

た。令和 7 年度は経鰓及び経口蓄積性の異なる化学物質 7 種類を対象に S9 画分による in 

vitro 分解試験を実施し、分解の有無を確認するとともに減衰率と消失速度を算出し、BCF

及び BMFと比較した。その結果、多くの化学物質において、その蓄積性と減衰の有無や分

解速度で関連性が認められ、in vitro 分解試験結果は化学物質の生物蓄積性を分類すること

が可能であった。一方、本年度は国内で本試験法を運用する上での多くの課題が積みあがっ

た。ここでは今後解決すべき点と課題解決策について述べる。 

一つ目に、ニジマスの肝臓由来 S9 画分の製品が国内では入手できずに、今後我が国で

OECD TG309Bを実装するにあたり研究機関や大学などで調製する必要がある。一方、実際

に S9画分を調製するにあたり、細かな工夫や注意点があることを痛烈に実感した。恐らく

他組織においても、例えばオペレーターの違いが品質差を生む要因となりうると考えられ

る。当研究室では、本年度後半より SDS-PAGE によるタンパク質分析を新たに品質評価に

加えた。これによりさらに詳しい解析が可能となった。また、今後はピレンやベンチオカー

ブ等を基準とした等価評価法の開発なども進めていく予定である。 

 二つ目に S9 画分による in vitro 分解試験に関する手法についてである。昨年度に引き続

き解決すべき課題として in vitro 分解試験における対象化学物質の初期濃度について検討し

た。OECD TG319B の試験法では、推奨される初期物質濃度は≦1 µM とされているが、こ

れは哺乳類の代謝試験準拠であり、魚類の代謝活性は哺乳類のそれと比較し非常に低いこ

とが報告されている（Weeks et al., 2020、Black et al., 2021）。そのため魚類 S9画分による分

解試験では基質量を少なくすることで、より良好な結果が得られることが報告されている

（宮田ら, 2022）。昨年度 4 種類の PAH類を 0.25 µMずつ合計 1 µMとしていた初期基質量

を単品として 0.1 µMとしたところ、大変良好な結果を得ることができた。一方、化審法審

査に挙がってくる化学物質の検出限界や最適基質量は不明であるため、基質に濃度勾配を

設けて複数の試験区を実施すべきである。さらに本年度のフェナントレンのように腸管内

における胆汁ミセル化や血中アルブミンへの結合力の高い物質等が今後も審査に挙がって

くるであろう。その際に、アルブミン添加区など生体内をより再現した試験区の設定も必要

となってくると考えられる。この時に各魚種に沿ったアルブミン濃度に設定することによ

り、魚種間差ということも再現できるかもしれない。さらに、17β-エストラジオールの分解

が確認できなかった点であるが、これはその魚種の至適水温に合わせるのは当然であるが、

より酵素や補酵素の反応ポテンシャルを引き出すような条件での試験が必要であると考え

られる。このように S9 画分による in vitro 分解試験を非生物蓄積評価の代替法として用い

る上で、魚類の代謝能に最適化された方法を確立していく必要があると考えられる。 
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5. 人材育成 

本研究課題を通して、生物蓄積性評価試験をはじめ化学物質評価や環境研究を担う人材

育成も行ったので、実施内容と成果、問題点などを列挙し説明していく。 

1.） 卒論テーマとして生物蓄積評価試験の実施 

本年度、卒論テーマとして本研究課題を提供した。近年、水産学部では行政施策に関

与するような研究課題は選ばれなくなった。本年度は本研究課題を当初は希望してい

ない学生が担当した。開始直後は自ら積極的に研究をすることはなく、失敗が続くこと

が多かった。また、学生へインタビューしたところ、OECDの試験内容や化審法の内容

を理解するところまで読み込むことにも高いハードルを感じているようであった。一

方、こちらで勉強内容や試験内容に優先順位をつけるとともに実験をしっかり組んで、

成果を見せることで積極的に取り組む姿勢を得る事ができるようになった。また、最終

的には本研究課題に大変興味を持ってもらい、化審法やそれにかかわる実験手法も自

ら積極的に勉強を行うまでに成長した。この件で教育者として学んだ点としては、粘り

強く成功体験を経験させ、自らの積極性を導くことができ、その結果埋もれている人材

の発見と育成に一定の成果を上げることができると考えられる。 

2.） 学生実験における生物蓄積評価に関わる題材の提供 

本年度、生物を用いた経口蓄積性試験を題材に学部 3年生向けの学生実験を行った。

その際、採血や解剖、さらに化学物質の蓄積に伴い現れる生物影響（今年度は造血機能

に関わる生物影響を調査）などを調べてもらい、学生の興味関心と高評価を得ることが

できた。また、2年生向けにはエストラジオールの長期暴露による表現型の変化と遺伝

的な雌雄判別という事で実験を行ってもらい、生物蓄積性と表現型への影響に興味を

持ってもらったと館得ている。来年度以降もさらに学生達に蓄積評価への興味関心を

持ってもらうため、この学生実験は引き続き続けていく予定である。加えて、今後は化

審法などの制度についてもさらに言及し、実験とセットで体験する機会を作っていき

たいと考えている。 

3.） 若手研究者育成について 

昨年度に引き続き、経験の浅い研究代表者の研究課題を本事業に採択していただい

た。本年度は、予測通りの結果にならないことや計画の大きな変更など余儀なくされる

ことが多々あり、大きな成長の一年であった。また、若手研究者のように大学に異動し

てきて日が浅い研究者は予算を持っていたないため、本研究分野に貢献できるような

大規模な試験ができないことが多い。本事業では私のような若手研究者が研究できる

機会を与えおり、当研究分野を通じて行政施策に貢献できる人材の育成をしている点

において、十分な成果を上げていると考えられる。 
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6. 業務実施体制 

 

以下に業務実施体制を示す。 

 

(1) 山﨑雅俊  鹿児島大学 水産学部、助教：研究代表者、in vitro 試験、暴露試験、

発現解析、タンパク質分析、化学分析、研究総括 

(2) 宇野誠一  鹿児島大学 水産学部、教授：アドバイザー 

(3) 國師恵美子 鹿児島大学 水産学部、助教：暴露試験 

(4) 今村和貴  鹿児島大学 連合農学研究科 3年、化学分析、タンパク質分析 

(5) 若月隼人  鹿児島大学 水産学部 4年生、in vitro 試験、暴露試験、化学分析 

(6) 湯ノ口夢叶 鹿児島大学 水産学部 3年生、S9 画分の調製、タンパク質分析 
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