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は じめに

　フ タル 酸 エ ス テ ル は食料品の 包 装材お よ び医療器具 な ど

の 多くの プ ラ ス テ ィ ッ ク製品の 可 塑 剤 と して広 く使 用 さ

れ、特 に di（2−ethylhexy1 ）phthalate（DEHP ）の 使用 量 が多い 。ヒ

トへ の 暴露 と して 、各種食品 中、食品包装 材 か らの 溶出 液

中、血 液保 存バ ッ クや 血 液透析器由来の 血清中 に検出さ れ

て い る。フ タル 酸 エ ス テ ル の 毒性 と して は肝 が ん の 誘発 お

よ び生 殖
・発 生毒 性 が 明 らか と され て お り、その 活性本体 は

加水分解代謝物 で あ る フ タル 酸モ ノ エ ス テ ル で ある と考え

られ て い る 。肝が ん誘発 につ い て は げ っ 歯類で 特異的に強

く現 れ る生体影響 と考えられ てい るが、生殖・発生毒性 の メ

カ ニ ズ ム は まだ 明 らか に され てい ない 。現在、フ タル 酸エ ス

テ ル は内分泌 か く乱物質の
一

つ と して 疑わ れ てお り、生殖・

発生 毒性の メ カ ニ ズム を解明す る こ とは 人 へ の 影響 を評価

する 上 で 重要な第
一

ス テ ッ プ で あ る 。

　本稿で は フ タ ル 酸 エ ス テ ル の げっ 歯類 に お ける 生 殖・発

生 毒性 に つ い て 、主 に その メ カ ニ ズ ム に 焦 点 を当 て 、最 近数

年の 文献 を中心に整理す る。 最初 に 、雌雄 の 生殖器官につ い

て の 簡単な説明の 後、エ ス トロ ゲ ン 様作用、雌雄の 生殖機能

へ の 影響お よ び その 機構 に つ い て、主 にDEHP お よ びdi−n −

butyl　phthalate（DBP ）に つ い て の 文献 を 中心 に ま とめ る。

1．雌雄の 生殖器官に つ い て

　 げ っ 歯類 の 雌 雄生殖器 官 につ い て 以 下 に ま とめ た 。

　雄 の 生殖器 は 、精子形成お よ び ア ン ドロ ゲ ン の 合成・分泌

を行う精巣、お よ び副生 殖器官 と して 、精巣上 体、輸精管、精

嚢、前立腺などか らなる 。精巣内 は精細管 お よ び問質組織 で

満 た され て い る。精細管は そ の 内部上皮を支持して い る基

底膜に よ っ て と り囲 まれ てお り、そ の 基底膜 に接 して 精原

細胞お よび セ ル トリ細胞が あ る 。精原細胞 は精母細胞、精子

細胞と分化を遂げなが ら管腔 の 中心 に向か っ て移動 し、精

子 と して精 細 管内 に遊 離 さ れ る。セ ル トリ細胞は 隣接 した

細胞同士で 強固 に 結合 して 血 液・精巣関 門 バ リア
ーを形 成

し、生殖細胞を保護 して お り、精子形成 に必 要 と され る栄 養

や ホル モ ン作用 な どは セ ル トリ細胞 を通 して 生殖細 胞 に供

給 され る 。 ア ン ド ロ ゲ ン は 精巣の 間 質組織 に存在す る ラ イ

デ ィ ッ ヒ細胞で 合成 され る。こ れ らの 精巣 の 機能 は、視床下

部か ら分泌 され る 性腺刺激 ホ ル モ ン （GTH ）放出ホ ル モ ン 刺

激 に よ り下 垂体前葉か ら分 泌 され るGTH 、す なわ ち卵胞刺

激 ホル モ ン （FSH ）お よび 黄体ホ ル モ ン （LH ）に よ っ て 制御 さ

れ て い る。FSH はセ ル トリ細胞 を刺激す る こ と に よ り、精子

形成を促進 させ、LH は ラ イ デ ィ ッ ヒ 細 胞 を刺激 して ア ン ド

ロ ゲ ン 分 泌を促進 させ る。

　雌の 生 殖器 は、卵 形 成 お よび エ ス トロ ゲ ン と プ ロ ゲ ス テ

ロ ン の 合 成 分 泌 を行 う卵 巣 、お よ び副 生 殖器 官 と して 輸 卵

管、子宮、膣 な どか らな る。卵巣 は密な基質層 に よ り覆わ れ

てお り、間質に は 種々 の 発育段階に あ る多数の 卵胞（卵 とそ

の周囲 を取り囲む細胞集団）が存在 す る 。血 中エ ス トロ ゲ ン

濃度が低 くな る と負の フ ィ
ードバ ッ ク系を介 して視床下部

お よ び下 垂体前葉が 刺激 され、FSH お よびLH 分泌が 促進 さ

れ るが、こ れ らの ホ ル モ ン は 卵巣に 作用 して 卵胞の 発育 を

促す。まず、卵胞細胞が 増殖 し、卵 を取 り囲ん で 顆粒膜細胞

層 を形 成す る。次 に 、顆粒膜細胞層内の 所 々 に小 さ な卵胞腔

が 形成 され る よ うに なるが、卵胞の 発 育増大 に つ れ て 、こ れ

ら の 卵胞腔 は合
一し、卵胞液で 満た され た 大きな卵胞腔が
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形 成 され る。顆 粒膜細胞層 の 外側 に は 基底膜を挟 ん で 莢膜

細 胞が分 化す る。排 卵前 の 成 熟 卵胞 で は、卵 は透 明 なゲ ル 状

物 質か らな る透 明層 お よび多くの 顆粒 膜細 胞 に よ っ て 取 り

囲 まれ、卵胞本体 の 顆粒膜細胞層 に付着 し、全 体 と して卵丘

を形成する 。卵胞 は発育 に伴い 、エ ス トロ ゲ ン を活発 に分泌

す る よ うに な る 。 プ ロ ゲ ス テ ロ ンが存在 しな い 状 態 で血 中

エ ス トロ ゲ ン 濃度が極大値 に 達する と、正 の フ ィ
ードバ ッ

ク作用 が 引き起 こ され、LH を主 体 と したGTH の
一
過性 の 大

放出 （GTH サ
ー

ジ）に よ っ て、卵 を卵胞外 に 放出 し、排卵が 起

こ る。GTH サ
ー

ジ は LH 放出だ けで な く、FSH 放出も随伴す

る。GTH サ
ー

ジ が 開始する と、エ ス ト ロ ゲ ン が 急減 し、プ ロ

ゲ ス テ ロ ン の
一

過性 の 分泌 が起 こ る 。 GTH サ
ージ に よ り排

卵すれ ば、破裂卵胞から黄体が形成 され る が、交尾が行 われ

ない と機能黄体 とは ならずに 退行する 。発情期 に 交尾が 行

わ れれば、その 子宮頚管刺激 に よ り夜半前お よ び夜半後 の

毎 日2回 の プロ ラ ク チ ン （PRL ）の サ
ージ が 出現 し、排卵後の

新生黄体 は こ の PRL サ
ー

ジに よ っ て 機能化 され、プロ ゲ ス

テ ロ ン の 持 続分 泌 が起 こ る。こ の よ うに 性 周期黄体 は 機能

化 しプ ロ ゲ ス テ ロ ン を持 続分 泌 す る黄体 を獲得 する が、受

胎不成立 の 時 に は偽妊娠 とな り、黄体 は妊娠期間の ほ ぼ二

分の
一
程度 の 期間 まで プ ロ ゲ ス テ ロ ン 分 泌 を続ける が、黄

体追行因子の 作用 に よ り黄体 は退行 して 、偽妊 娠 は終了す

る 。 受精卵が 子宮内に 運 ばれ子宮内膜 に着床 し受胎すれ ば、

黄体 は 退行 せ ず、その 後胎盤 ラ ク トーゲ ン に よ っ て 維持 さ

れ 黄体寿命 は延長 し妊娠黄体 と な り、妊 娠 を維持す る 。 こ の

よ うに 、視床下 部・下 垂体・卵巣系の 機能閉鎖環の 相互 調節

に よっ て 内分泌的状 態 の 周期的変化 が生 ず る が、こ の 変化

に 基づ い て 卵巣の み な らず、子宮、腟、外陰な どの 性器、お よ

び性器 外 に周期的変化 が認 め られ る 。

2．エ ス トロ ゲ ン様作用

　各種 の フ タ ル 酸エ ス テ ル に つ い て 、エ ス トロ ゲ ン様作用

が検出 され て い る 。 最近 の 報告 と して は、Hanisら（1997）お よ

びZacharewskiら（1998）の エ ス トロ ゲ ン 受容体 を組み 込 ん だ

酵母 を用 い た試験 で 、多くの 種類の フ タ ル 酸 エ ス テ ル が 弱

い なが ら もエ ス トロ ゲ ン 様活 性 を示 して い る。一方 で 、Har−

risら（1997）は
一

部 の 陽 性結果 はbisphenol　A の 混 在 に よる 影

響 で ある こ と、フ タル 酸エ ス テ ル の 活性本体 と考え られ て

い るモ ノエ ス テ ル 体 に はエ ス トロ ゲ ン 様活性 の ない こ と を

報告 して い る。Zacharewskiら（1998）｝まヒ ト乳が ん由来 の 培養

細胞株（MCF −7）を用い た試験で 、DBP 、n−butyl　benzy］phthalate

（BBP ）お よ びdi−n−hexyl　phthalate（DHP ）には エ ス トロ ゲ ン様

活性 が認 め られ た もの の 、DEHP を含 む その 他の フ タ ル 酸エ

ス テ ル に はエ ス トロ ゲ ン 様活性 が認 め られ な か っ た こ と を

報告 したが 、Blom ら（1998）は 、 同様 の 試験系 にお い てDEHP

は用量依存的 なエ ス トロ ゲ ン 様活性 を示 した こ と を報告 し

て い る 。 しか し なが ら 、Zacharewski ら（1998）は、未成熟SD

ラ ッ トを用い た∫π 卿 o 試験で、DBP お よび1）EHP を含む8種の

フ タル 酸エ ス テ ル が い ずれ も子宮肥大 を引 き起 こ さ ない こ

と を報告 した 。

　以 上 の 結果 か ら、フ タル 酸エ ス テ ル は’η 伽 o で はエ ス トロ

ゲ ン 様作用を示さない と考えられる。また、フ タ ル 酸 エ ス テ

ル は エ ス トロ ゲ ン 受容 体 に結 合す るた め の 共 通 の 構造 を有

して い ない こ と か ら も、生 体 内 で エ ス トロ ゲ ン 受容体 を介

した 作用 を示 さ ない もの と 考えられ る 。

3，雄の生殖器 系へ の影響

　ラ ッ ト、
マ ウス 、モ ル モ ッ トな ど の 実験動物の 雄 に対 し

て 、フ タ ル 酸エ ス テ ル が 精細管萎縮、精子形成阻害な どの 精

巣毒性お よび雄副生 殖器萎縮 を引 き起 こ すこ とは 良 く知 ら

れ て い る 。最近、こ れ らの 作用機構の
一

部が解明 され つ つ あ

る の で、こ こ で は、精細管へ の 影響 とラ イ デ ィ ッ ヒ細胞へ の

影響 を分けて ま とめ る 。

　  精細管へ の 影響

　 フ タル 酸エ ス テ ル は モ ノ エ ス テ ル 体 に 加水分解 され た後

吸収 され る と考えられて い る（Lake ら：1977 ）た め、こ の 研究

はDEHP の モ ノ エ ス テ ル 体で ある mono （2−ethylhexyl ）phtha−

late〔MEHP ）を用 い て 行 わ れ て い る 。

　FSH は セ ル トリ細胞の 膜受容体 に結合 し、G 蛋 白を介 して

adenylate　cyclaseを活性化 させ、cAMP を産生 させ る こ とに よ

り生 理作 用 を発現す る と考え られ て い る 。 Heindel＆ Chapin

（1989）は、ラ ッ トの 培養 セ ル トリ細 胞にお い て、MEHP が

FSH 刺激 に よ るcAMP の 蓄積を用量依存的 に抑制 した こ と

か ら、MEHP の 作用点は 細胞膜 また はFSH 受容体そ の もの で

あ る と予測 した 。Grassoら（1993）は、同セ ル トリ細胞 をMEHP

とイ ン キ ュ ベ ー
シ ョ ン した と こ ろ、FSH 結合性の 低下 が 認

め られ たが、MEHP とFSH の 同時存在下 で はFSH 結合性 の 低

下 は認め られ な か っ た こ とか ら、MEHP の 作用部位 はFSH 受

容体 よ りむ しろ G 蛋白で あろ うと推定 して い る 。 しか し、そ

の 後、フ タ ル 酸エ ス テ ル の FSH −cAMP 経路 へ の 作用 に 関す

る研究報告 は ない 。

　
一
方、フ タ ル 酸エ ス テ ル は精子形成 阻害 を引 き起 こす が 、

そ の 作用 機構の 1つ と して セ ル トリ細 胞 か らの 生 殖細胞の

遊離とそ の 結 果生 じる生殖細 胞の ア ポ トーシ ス 誘導が考え

られ て い る。精巣 で は常 に ア ポ トーシ ス に よる生殖細 胞 の

自発 的 な削 除 が行 な われ て お り、こ の 生 殖細 胞 の ア ポ トー

シ ス に は、Fasシス テ ム が重 要 な役 割 を果 た して い る と考 え

ら れ て い る（Nagata：1997，　Nagata＆ Golstein：1995）。Fasシ ス

テ ム と は 生殖細胞に存在す る 膜 レ セ プ ター
蛋白で あ る Fas、

セ ル トリ細胞に存在す る そ の リガ ン ド（FasL）か らな るパ ラ

ク ラ イ ン シ グナ リ ン グ シ ス テ ム で 、FasLの Fasへ の 結合 に よ

り、生 殖細胞の ア ポ トーシ ス が 引 き起 こ され る （図一IA）。

Richburg＆ Boekelheide （1996）は ラ ッ トに MEHP を単回経

口投与 し、3、6、12時 間後 に セ ル トリ細胞お よ び生 殖細胞へ

の 影響を解析した結果、生殖細胞の ア ポ トーシ ス が3時間後

に は一過 性 に低 下 した もの の 、6時 間以後に は 著 しく増 加す

る こ と を観察 した。また、投与後3時 間 の 時点か らセ ル トリ

細胞内で生殖細胞の結合維持に重要な役割を果 た してい る

と考え られ て い る ビ メチ ン フ ィ ラ メ ン トの 崩壊が観察され

た。また、Lee ら（1999）はMEHP の Fasシス テ ム へ の 影響を解

析 し、ラ ッ トの 投与6時間後 に精巣内Fas　mRNA お よ びFasL
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mRNA の 増 加 を示 した。さ らに、Richburgら（1999）はMEHP を

投与 した ラ ッ トの 精巣 にお い て、セ ル トリ細胞膜上 に発現

したFasL が可溶型（sFasL ）とな っ て 遊離す る こ と、お よび 生

殖細胞細胞膜分画 の Fasが 増加す る こ と を報告 し て い る 。 こ

れ らの 結果 に 基づ い て 、Richburgら（1999）はMEHP の 作用機

構 に つ い て 図一IB に 示 した よ うな仮説 を立 て た。す なわ ち、

MEHP は セ ル トリ細胞の ビメ チ ン フ ィ ラ メ ン トを崩壊 させ

る こ と に よ り、生殖細 胞 をセ ル トリ細 胞 か ら分 離 させ、Fas

シ グ ナ ル 伝達経路 を崩壊させ る。そ の後、sFasL の 形成お よ

び生殖細胞膜で Fas発現 が増 加 し、sFasL が Fasに結合す る こ

とに よ っ て 生殖細胞の ア ポ トーシス が起 こ る とい う考え方

で ある 。

　 しか し なが ら、精細管 へ の 影響 に つ い て 推測 され る こ れ

ら二 つ の メ カ ニ ズ ム の 関連性 に つ い て は 検討 さ れ て い な

い o

↓

ア ポ トーシ ス

‘，asL

▲ sFasL

鱸 　 Fas

B．

、
↓

◎
↓

翻
　

図一1MEHP の セ ル トリ細胞 へ の 作用 に よる

　　　生殖細胞 の ア ポ トーシ ス の 推定作用機構

　　　（Richburg ら（1999）の 仮説）

　正常状態 に お い て 常 に 行 なわ れ て い る生 殖細胞 の ア ポ ト
ー

シ ス

に は、生殖細胞 に 存在する膜 レ セ プ ター蛋 白で あ るFas、お よび セ ル

トリ細胞 に 存在す るその リガ ン ド（FasL）か ら なるFasシ ス テ ムが 重

要 な役割 を果 た して い る と考え ら れ て い る（A ）。MEHP はセ ル トリ

細胞の ビメ チ ン フ ィラ メ ン トを崩壊 させ る こ とに よ り、生 殖細胞 を

セ ル トリ細胞 か ら分離 させ、Fasシ グ ナ ル 伝達経路 を崩壊 させ る 。 そ

の 後、可溶型FasL（sFasL ＞の 形成お よび 生殖細胞膜で Fas発現が 増加

し、sFasL がFasに 結合す る こ とに よ っ て ア ポ ト
ー

シ ス が起 こ り生 殖

細胞 が 死滅す る（B）。

  ラ イデ ィ ッ ヒ 細胞 へ の 影響

　精巣の 間質組織 に局在す る ラ イ デ ィ ッ ヒ 細胞 はLH の 刺

激 に よ りprogesteroneか ら以 下の 経路 で testosteroneを合成す

る 。

　 　 　 　 　 　 170r−hydroxylase

　Progesterone 　　 → 　　　17α一Hydroxyprogesterone

　　　　　　　　　　　　　　　　↓ 17，2・−lyas・

　Testosterone　　　＜
一一一

　　　Andros レ4−ene −3，17−dione

　 　 　 　 　 　 17β一hydroxylase

　
一

部の フ タル 酸 エ ス テ ル は血 中testosterone濃度 の 低下 を

引き起 こ すが、それ に 伴 っ て 血中FSH お よ びLH 濃度の 増加、

副生殖器 官重量 の 低下 、脳 下 垂体肥 大 が 生 じる eFoster ら

（1983）は ラ ッ トにCli−n −pentyl　phthalate（DPP ）を4 日間投与 し

た。そ の結果、精巣に お い て progesteroneの ミ クロ ソ
ー

ム へ の

結合お よ び チ トク ロ ー
ム P−450含量 の 低 下 が 認め られ 、ま

た、17α一hydroxylaseお よび 17，20−lyase活性 が低下 した。一方、

ラ ッ トを用い た 幾つ か の 実験 で は 血 中testosterone濃度の 低

下 と共 に 精巣testosterone濃度 の 増加 が 報告 され て い る が、

Agarwalら（1989）はDEHP に よっ て 間質組織 の線維化 が引 き

起こ された こ とから、DEHP に よ りライデ ィ ッ ヒ細胞か らの

testosteroneの 放出が 抑制 され た の で は ない か と推測 してい

る 。その 後、Jonesら（1993）は ラ ッ トに対するDEHP の 経口 投

与に よ り、ラ イデ ィ ッ ヒ細胞 の ミ トコ ン ドリア、小胞体、ゴ

ル ジ装 置 な どの 超 微 細 構造 が変化す る こ と、また、ラ ッ トか

ら調 製 した 培養 ラ イ デ ィ ッ ヒ 細 胞 の LH刺 激 に よ るtestoster−

one 分 泌 をMEHP が 用 量依存的 に低下 させ る こ と を示 した 。

　こ れ ら の 結果 か ら、一部 の フ タ ル 酸 エ ス テ ル は ラ イ

デ ィ ッ ヒ細 胞 に直接作用 して機 能障害 を惹 起 し、その 結果

と してtestosteroneの 合成お よび分 泌を減少 させ た と推定 さ

れ る 。 そ の 後、ラ イデ ィ ッ ヒ細胞へ の 影響 に関す る研 究報告

は な い 。

4 ．雌の 生殖器 系 へ の 影響

　Davis ら（1994a ）は 、成熟雌 ラ ッ トへ の DEHP の 経 口 投 与 に

よ り、性 周期 の 延長、排 卵 阻 害、血 中 17 β一estradiol お よ び

progesterone濃度の 低 下 、GTH サ ージ の 阻害が 引 き起 こ さ

れ る こ とを示 した。形態学的 変化 と して排卵前卵胞で 顆粒

膜細 胞面積の 減少が 観察 され 、 これ が血 中17β一estradiol 濃

度低下の 原因 と考え られ た 。

一
方、Berman ＆ Laskey （1993）

は、DEHP を経 口 投与 され た 成熟雌 ラ ッ トか ら摘出 し た卵

巣 の 培養系 に お い て 、生 成 ス テ ロ イ ド プ ロ フ ァ イ ル

（progesterone、17β一estradiol、testesterone）は変化 し た が 、副

腎の 培養 系 で は こ の よ うな変化 は 起 こ ら なか っ た こ とを

報告 して い る 。

　排卵前 の 顆粒膜細胞 で は、FSH がcAMP を介 して ア ロ マ

ターゼ活性 を増加 させ る こ とに よ りtestosteroneか ら17β一es−

tradioiを生 成す る 。Treinenら（1990）はdiethylstilbestrolの 入 っ

た カ プ セル を埋 植 した ラ ッ トか ら調製 した培養顆粒膜細胞

を用 い て 、MEHP がFSH 刺激 に よる cAMP 蓄積 を抑制す る こ

と を示 した。また、Davisら（1994b）は 同 じ実験系で MEHP が

17β一estradiol の 生 成 を低下 させ たが、分離 し た ア ロ マ タ
ーゼ

酵 素 に は MEHP が 影 響 しな い こ とを 示 した 。 そ の 後、Davis

（1999）は培養顆粒膜細胞 に MEHP を添加す る こ とに よ りア

ロ マ ターゼ 遺伝子 の 発現量 が 2分の 1に 減少す る 結果 を得

た 。
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　以上の報告か ら、MEHP の標的部位は排卵前の 顆粒膜細胞

で 、FSH の 作用 を阻害す る こ とに よ り17β一estradiol の 合成抑

制 を引 き起 こす と考えられ る。こ の 機構 が後述するDEHP の

雌 に対す る生殖毒性 の 原因と推定 され る。

5．生殖へ の影響

　Lamb ら（1987）は雌雄 の CD−1マ ウス にDEHP を餌 に混ぜ て

与え、同一ペ ア に よる複数 回の 交配 を行 っ た 。そ の 結果、0．1

％ （144mg 〆kglday）以上 の 投与群 で 不妊お よ び ペ ア 当たりの

生 存児数などの 生殖指標 の 低下 が認 め られた。0．3 ％ （432

mglk9 〆day）投 与雌 雄動物 と無処置雌雄動物 との 交配 を行 っ

た とこ ろ、い ずれ の 場合 も妊娠率は 著 し く低下 し、雌雄 と も

にDEHP の 影響 が 強 く発現 して い る こ とが 確認 され た 。な

お、こ の 試験で は 病理 組 織学的検査や 次世代 の 生 殖機能の

検討は行われ て い ない 。

　最近、Wine ら（1997）は米国国家毒性計画（Nationa1　Toxicol−

ogy 　Program）に よ るDBP の 生殖試験結果 を報告 した。SDラ ッ

トを用 い 、0．1〜1．0 ％ （66〜652mglkg 〆day）の DBP を餌 に 混ぜ

て 与え、同一
ペ ア に よ る複数回 の 交配お よ び 投与雌雄動物

と無 処 置雌 雄 動物 との 交配 を行 っ た結 果、新生 児 数 の 軽 度

の 減少 や 新 生 児体重 の 減少 を認 め たが 、親 動 物 で の 精子 数

お よび性周期 の 異常 は認め られ なか っ た 。 しか し 、次世 代同

士 の 交配で は、1．0　9・ （652　mgAkgtday ）投与群 で、交配率 、妊 娠

率 お よび受胎率 は著 し く低下 し、そ の 原 因 と考え られ る 精

巣お よび精巣上 体中の 精子数 の 減少が 認 め られ た。病理 組

織学的検査 で は、精細管変性 お よび 精巣 上体 の発 育不全 が

明 らか で あ っ た が、卵巣お よび 子宮に は 異常は 認 め られ な

か っ た 。

　Grayら（1999）はLong　Evans（LE ）ラ ッ トに250〜1
，
000　mgikgt

dayの DBP を強制経 口投与 し、生殖試験 を行 っ た 結果、500

mgtkgtday 以上 の 投与群で 受胎率 が低下 し、組織学的検査 で

は、雄動物で 精細管萎縮お よび精子形成阻害を認め た が、雌

動物で は影響 を認め なか っ た 。次世代動物 で は雌雄 の 生 殖

器 を含 む奇形が観察 され 、複数回の 交配 を行 っ た と こ ろ 、

250mgtkglday 以 上 の 投与群で 生 殖機能低下が み られ た 。

　こ れ らの 結果か ら、DEHP は雌雄そ れ ぞ れの 生殖機能に悪

影響 を及 ぼ し、DBP は妊 娠後期お よ び授乳 期暴露 に よ っ て

次世代雄の 精巣等 の 形態的変化 を伴 う生 殖機 能障 害 に よ

り、不 妊 を引 き起 こ す こ とが 示 さ れ た。

6．発生毒性 （表一1＞

　妊娠期 に フ タ ル 酸エ ス テ ル に 暴露 され た実験動物に お い

て 、吸収胚数 の 増加、胎児体重の 低下お よび奇形発現率の 増

加などが観察され る。

　DEHP をLE ラ ッ トの 妊娠1日か ら分娩後21日 ま で 325 ま た

は 325 μ　gnの 濃 度 で 飲水 中 に混合 して 与えた （妊娠中：3．0−

3．5また は 30−35mgtkglday、授乳 中：こ れ ら の 値の 少 な くと も

30 ％増 に相当）と こ ろ 、次世代 に お い て 、腎お よ び精巣重量

が低下 し、精巣で は精細管上 皮 の 崩壊等 の損傷が 認 め ら れ

た 。 ま た、高用量群 の 児に学習能力の低下 が観察さ れ た

（Arcadiら：1998）。 ま た、F344ラ ッ トの 妊 娠0日か ら20日、CD 一

1マ ウ ス の 妊娠0日か ら17日に DEHP を飼料中 に混 じて 与え

た とこ ろ、ラ ッ トで は2．0 ％ （1，055mgtlcgtday）投与 に よ り、胚

致死作用がみ られ たが、催奇形作用は認められ なかっ た。マ

ウス で はO．10％ （191mg 〜kg／day）以 上 の 投 与 に よ り胚 致 死 作

用 が、また、0．05 ％ （91　mgikglday ）以 上 の 投与 に よ り催奇形

作用が認め られ、水頭症、眼瞼開裂、尾奇形等が多 く観察 さ

れたσylら：1988）。 以下 に投与時期 に よ る 毒性発現の 違 い の

詳細 を まとめ る 。

　  妊娠初期 お よ び 中期投与の 影響

　Wistarラ ッ トの 妊娠0日か ら 11日 に 2．0 ％ （895 　mgtkglday ）

の DBP を含 む飼料 を与 え た とこ ろ 、胚死亡 率が 著 し く上 昇

した（Ema ら：1997a）。こ の よ うな早 期の 胚致死 はDBP に よ る

子宮 の 脱落膜反応抑制、す な わ ち子宮機能の 低下 に起因 す

る こ とが示唆されて い る （Ema ら：200〔｝a）。 DBP を女壬娠7日か

ら弖5日（器官形成期）まで Wistarラ ッ トに強制経 口投与 した

と き、630mgtkg〆day以上の 投与で 着床後胚死 亡率が、750mgl

kg！day投与 で 口 蓋裂の 発現頻度が上昇 した（Ema ら：1993 ）。

Wistar ラ ッ トの 妊娠7 日から9日、10 日から12 日または 13日か

ら15日 にDBP （750〜1，500　mgtkglday ）を強 制経 口投与 した と

こ ろ、投与 日に関 わ らず、着床後胚 死 亡 率が 上 昇 した。妊 娠7−

9 日の 投与で は 頸椎、胸椎 お よ び肋骨等 の 奇形 の 発現頻度

が、妊 娠13 日か ら15日投与群 で は 口 蓋 裂お よび胸骨分節癒

合等の奇形 の発現頻度が 上 昇 したが、妊娠10日か ら12日の

投 与 で は奇形 の発 現 頻度 の上 昇 は み られ な か っ た（Ema ら：

1994）。Wistarラ ッ トの 妊 娠6 日か ら16日 まで の 間 にDBP

（1，500mg ！kg）を単 回強制経N 投与 した結果、着床後胚 死 亡率

が 妊娠7日お よび ll日の 投与 を除 くす べ て の 投与群 で 上 昇

した 。 妊娠8 日ま た は9日の 投与 で は 頸椎 お よび胸椎 の 奇形

お よ び腎孟 拡張等 の 発 現頻度が、妊 娠 15日投与群 で は 口 蓋

裂 お よび 胸骨分節融合等 の 発現頻度が 上 昇 した （Ema ら；

1997b）。SD ラ ッ トの 妊 娠 13日，14日 また は 15日に DBP 　3，000

mgikg を単回強制経口 投与 した と こ ろ、それ ぞれ33 ％，87 ％，

64 ％ の 胚死亡 率が 認 め られ 、 ま た 、 口 蓋裂発現頻度 は2、4−

15．4 ％ で あ っ た（Saillenfaitら；1998）。

　以上 の よ うに、妊娠初期 の 投与で は胚 致死作用 が、妊娠 中

期の 投与で は 生殖器 以外の 催奇形作用 が 現 れ た。

　  妊 娠後 期 お よ び授 乳 初期 投 与 の 影 響

　Wistarラ ッ トの 妊娠 11日か ら21日に0．5〜2．0 ％ （331〜661

m91kgtday ）の DBP を含 む飼料 を与えた と こ ろ、着床後胚死亡

率 に は 変化はみ ら れ なか っ た が 、2．0 ％ （661　mg 〆kgtday）投与

群で は胎児体重 の 低下が み られ た 。 ま た、1．0 ％ （555　m9 〆k91

day）以 上 の 投与群で は 口 蓋裂、胸骨分節癒合お よび雄胎児 の

精巣下 降不全 の 発現頻度 上 昇 お よび 肛門生 殖突起間距離

（AGD ）の 短縮 が 認 め られ た （Ema ら： 1998）。こ れ らの 雄胎児

の 生殖器 官 に 対す る 影響 は 妊娠15−17 日に 500　mglkg 〆day以

上 の DBP を強制経 口投与 し た と きに も観察 され た （Ema ら ：

2000b）。LEラ ッ トを用 い た実験 で も次世代雄に持続的 な生

殖器重量 の低 下 が観察 され て い る（Grayら：1999）。

　DEHP 、DBP お よびBBP 等 の フ タル 酸 エ ス テル は 妊娠お よ
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び授乳 期暴露 に よ り、次世代 の 雄 に 精子形成障害を 引き起

こ す こ とが す で に報告 され て い る 。上述 の Wine ら（1997）の

報告で もDBP の 子宮内お よび授乳期暴露が雄 の 生 殖器 に 重

大な障害を及 ぼ す こ とが示され た 。 そこ で 、Mylchreest ら

（1g98 ）はSD ラ ッ トの 妊娠3日か ら分娩後20日 まで 、250〜750

mgtkglday の DBP を強制 経 口 投与 し、次世 代雌雄の 生 殖器の

形態観察 を行っ た 。雄で はAGD の 短縮、尿 道下 裂、停留睾丸、

精巣お よび副生 殖器官の 発育不 全 な どの 生殖器異 常 が 認 め

られ た。こ れ らの 変化 は ア ン ドロ ゲ ン 受容体 ア ン タ ゴ ニ ス

トで あ る flutamide が 引 き起 こ す雄性 生 殖器発育異常

（lmperato−McGinleyら；1992，　van 　der　Schoot：1992，　Kassimら：

1997）と類似 して い た 。

一
方、雌 にお い て は 明確な影響は 認

め られ ず、DBP に エ ス トロ ゲ ン 様作用 の ない こ と を示唆す

る結果 で あ っ た。

　in　vitro にお い てDBP お よ び そ の代 謝 物で あ るmono −n −bu−

tyl　phthalate（MBP ）が ア ン ドロ ゲ ン 受容 体 と 相 互作用 を示 さ

ない こ と（Grayら：1998）か ら、Mylchreestら（1999）は その 作用

機構を比 較す る 目的で 、ア ン ドロ ゲ ン 受容体 ア ン タ ゴ ニ ス

トで あ る伽 tamideを対照 とした研究を行 っ た。SD ラ ッ トに

妊 娠 12日か ら21 日ま でDBP （100〜500　mglkglday ）お よび

fiutamide（100　mgtkgtday ）の 強 制経ロ 投与を行い 、次世代雄

へ の 影響を解析した結果、尿 道下裂 、停留睾丸、副生殖器 の

発育阻害な どの 異常が DBP お よ びflutamide投与群で 認 め ら

れ た 。 しか し、flutamideが前立腺 異 常を 高頻度 で 引 き起 こ し

た の に も関わ らずDBP は前 立腺 に は ほ とん ど影響 を与 え

ず、一方で 、fiutamideと比べ 、DBP は精巣上体お よび輸精管 に

強い 影響を示した。 こ の よ うにDBP お よび且utamide の 毒性発

現プロ フ ァ イル は著 しく異なり、両者 は 明らか に 別 の 作用

機構で 抗 ア ン ドロ ゲ ン 作用を発現す る と考えられ た 。 同様

に して 、Grayら（1999 ）が 同モ ル 等量の DBP （500　mg 〆kglday）お

よ び DEHP （750　mgikg 〆Clay）をSD ラ ッ トの 妊 娠 14日 か ら授 乳

3日ま で 投与 した 実験で は、次世 代 の 雄生殖器 の 形態的変化

お よび 持続的重 量低下 が 認め られ た が、そ の 毒性発 現 プ ロ

フ ァ イル が典型 的な抗 ア ン ドロ ゲ ン 物質で あ るflutamideや

vinclozolin とは 明確 に異なる こ とが示 され て い る 。 さ ら に、

Grayら（1999）はDEHP の 次世代 の 雄生殖器 へ の 作用がDBP よ

りも強い こ と を示 した 。

　以上 の こ とから、DEHP およ びDBP は妊娠後期お よび授乳

初期 に投与す る こ と に よ り、児 の 雄生 殖器官発育に 悪影響

を及 ぼ し、生殖機能障害 を引き起 こ すが、こ の 作用 は ア ン ド

ロ ゲ ン 受容 体 との 結合を介 さ ない 抗 ア ン ドロ ゲ ン 作用で あ

る と考えら れ る。

　
一
方、DEHP は 新生 児期 ラ ッ トの セ ル トリ細胞 に 対 して 影

響を及 ぼす 。 Dostalら（1988）は 6日齡の SDラ ッ トにDEHP を

1，000　mgtkglday で5日間経 口投与 し、精巣重量の 低下 を伴 っ

たセ ル トリ細胞数 の 減少を認 め た 。 セ ル トリ細胞 は生 後 10−

14日 まで に 細胞分裂を終了す る ため、Liら（1998）は分娩翌 日

の 款生児SD ラ ッ トの 精巣か ら調製 したセ ル トリ細胞お よび

胚細胞（gonocyte）の 共培養系 を用い て MEHP の 作用 を検討 し

た 。MEHP は用量依存的な セ ル トリ細胞 か らの 胚細 胞 の 分離

を引き起 こ す と共 に 、セ ル トリ細胞 の 増殖 を抑制 した 。 ま

た、MEHP はFSH 刺激 に よ る セ ル トリ細胞の増殖を抑制 した

が、MEHP の セ ル トリ細胞 の 増殖抑制に対す る cAMP の添加

効果 は認 め られ なか っ た 。 こ れらの こ とか ら、Liら（1998）は

新生 児期 ラ ッ トの セ ル ト1丿細胞 に対す るMEHP の 作用 機構

は、セ ル トリ細胞の 細胞分裂終了 以降 の 場合 と は 異 な る の

で は な い か と考 え て い る 。

表一1　 フ タ ル 酸 エ ス テ ル の 発生 へ の 影響

動 物種　　検体 投与 日　 毒性影響 文献

妊娠全期 間投与の 影響

F344ラッ ト DEHP 　GDO −20　 胚致死

CD−1マ ウス DEHP 　GD　O・17　 胚致死、水頭症、眼瞼開裂

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 尾奇形

妊娠初期お よ び 中期投 与の 影響

Wistarラット DBP　GD 　O・il　 胚致死

Wistarラット DBP　GD　7−15　 胚致死、口蓋裂

Wistarラット DBP　GD　7．9
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 肋骨奇形

Wistarラット DBP　GD ［o−12　胚致死

Wistarラット DBP　GD　L3−15
Wistarラット DBP　GD　80r　9
　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 腎盂拡張

Wistarラット DBP　GD　15
SDラ ッ ト　 DBP　GD　13，14。r15 胚致死、口蓋裂

妊娠後期お よび授乳初期 の投与

Wistarラット DBP　GD 　I　I−21　口蓋裂、精巣下降不全

　　　　　　　　　　 肛門生殖突起間距離の短縮

Wistarラット DBP　GD 　15・17　精巣下降不全

　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 肛門生殖突起間距離の短縮

LEラッ ト

SDラ ッ ト

SDラッ ト

SDラ ッ ト

そ の 他

LEラッ ト

SDラッ ト

Ty且ら〔1988）

Tylら（且988｝

Emaら〔1997a）

Ema ら〔1993＞

胚致死、頸椎お よび胸椎奇形、Ema ら〔1994）

　 　 　 　 　 　 　 　 　 Ema ら〔1994〕

胚致死、口蓋裂、胸骨分節癒合 Ema ら（1994｝

胚致死、頸椎および胸椎奇形　Emaら（1997b）

胚致死、口蓋裂、胸骨分節癒合 Ema ら（1997b）

DBP　GD 　lθ19　精巣下降不全

　 　 　 　 　 　 肛門生殖突起問距離の短縮

DBP　GD12．21　 雄尿道下裂、停留睾丸

DBP　GD14−LD3 精巣障害

DEHP 　GD14．LD3 雄尿道下裂、精巣障害

SaMenfaitら〔1998）

Ema ら（且998｝

Ema ら（2000b）

Grayら〔1999）

Mylchreestら〔1999）
Grayら（1999｝

Grayら〔1999）

DEHP　GDI −LD21 精巣重量低下、精細管上皮崩壊 Arcadiら（1ggS｝

DBP　GD3 −LD20 雄尿道下裂、停留睾丸 Mylchreestら（lgg8）

GD ：妊娠 日、LD ；授乳 fi

7．その他の毒性に つ い て

　 フ タル 酸エ ス テ ル に よ る既知 の 肝毒性以外 に 、腎毒性 に

関する研究が 最近報告 されい る 。Rothenbacherら（1998）は

DEHP の 長期経口投与 に よる 腎毒性発現機構 と して、その モ

ノエ ス テ ル 体で あるMEHP が 腎上 皮培養細胞 の 生 存率低下

を招 くこ とを示 し、また、Caldwellら（1999 ）はdiisononyl　phtha−

lateに よ る 雄 ラ ッ ト腎腫瘍の 原 因が α2u −globulinの 蓄積 に よ

る もの で あ る こ とを示 し た 。

　遊 離型 フ タ ル 酸 に つ い て は、Ema ら（1997c）は ラ ッ トに お

い て 発生毒性 を示 さなか っ た と報告 して い る が 、Jha ら

（1998）は精原細胞突然変異原物質で あ る こ と をマ ウス の in

vivo 試験 で 示 した 。通常 フ タ ル 酸エ ス テ ル はモ ノ エ ス テ ル 体

となっ た後、代謝あ るい は グル ク ロ ン 酸抱合 され る と考え

られてい るが、透析患者で は 高い 血中 フ タル 酸濃度を示す

との 報告 もあ り、さ ら に 詳細 な研究が 必要で あ る と考え ら

れ る。
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お わ りに

　フ タル 酸エ ス テ ル はエ ス トロ ゲ ン 様作用 を有す る 内分 泌

か く乱物質の 可能性が指摘され て い た が、現段 階 で は、少 な

くと も1η 癖 o で はエ ス トロ ゲ ン 様作用 は有 しな い もの と考

え られ る 。 しか し、フ タ ル酸エ ス テ ル は雄 ラ ッ トに投与 した

と きに は 抗 ア ン ドロ ゲ ン様作用 が認 め られ、雌 ラ ッ トに 投

与 した と きに は 血中 17β一estradiol 濃度の 低下 が 引き起 こ さ

れ たこ とが報告されて い る。 また、妊娠後半の ラ ッ トに 投与

した ときに はア ン ドロ ゲ ン受容体を介 さない 機構で 典型的

な抗 ア ン ドロ ゲ ン 作用 が発 現 し、こ の 作用 は胚致死 作用 お

よび生 殖器官以 外 の 催奇形 性 作用 よ り低 い 量で 発現す る こ

とが示 され て い る。こ れ らの こ とか ら、一部 の フ タル 酸 エ ス

テ ル はげ っ 歯類 に お い て 内分 泌か く乱 作用 を示 す と判 断す

る こ とが で きる 。 なお、生 殖器以 外 の 奇形発 現 に 関 して は 、

そ の 機構 が不明で あ り、内 分泌 か く乱 作用 に よ る もの と 判

断で き る証拠 は得 られ て い ない 。現在、様々 な側鎖 を持つ フ

タル 酸 エ ス テ ル が 10種類以 上 合成 され 、 広 く使 用 され て い

る 。そ の 側鎖 に よ り毒性の 種類、強 度 も様 々 で あ る が、本稿

で は特 に 強く発現 した毒性 に つ い て ま とめ た。しか し、こ れ

らを一
律 に 評価す る こ とは不適切 で あ る こ とか ら、側鎖 の

違い に よる毒性発現 の 違 い お よび種差 に つ い て は稿 を新た

め て 整理 す る 。
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                                               Abstract

  Phthalate esters  extensively  used  as  plasticizers in the plastic industry, are  suspected  of  being endocrine  disruptors, In this article,

data for toxicity and  the possible mechanisms  of  phthalate ester  action  in rodents  are  sumrnarized  for each  endpoint  related  to reproduc-

tion and  development, based en  the latest research.  As  it is considered  that the hydrolyzed metabolite  of  phthalate esters,  the phthalate

monoester,  is the active  material,  this has been employed  in most  in vitro  studies.

  Many kinds of  phthalate esters  have been reported  to have weak  estrogenic  activity in vitro  but there is no  evidence  of  uterotrophic

activity by phthalate esters  such  as di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) and di-n-butyl phthalate (DBP). In addition,  phthalate esters  do

not  have a  stmcture  likely to bind to estrogen receptors.  Therefore, they are not censidered  to be estrogenic  compounds  in vive.

  It has  been  clearly  shown  that  phthalate esters  can  exert  testicular  toxicity  such  as  testicu]ar atrophy  and  degenerative spermatogen-

esis  in rats, mice  and  guinea pigs, Recent  in vitro  studies  showed  mono(2-ethylhexyl)  phthalate (MEHP) to inhibit FSH  stimulated  c-

AMP  accurnulation  in cultured Sertoli cells  and  induce  apoptosis  of germ cells  in coculture with  Sertoli cells, The proposed mechanism

is as  follows. First, MEHP  affects  Sertoli cel]s  and  separates  germ cells  from  Sertoli cells. Secondly, solubilized  FasL (sFasL) is

produced from Sertoli cells  and  Fas is expressed  on  surface  ofthe  separated  gerrn cells. Finally, the binding of  sFasL  and  Fas induces

apoptosis  of  the germ .cells. Another effect  of  phthalate esters  in the testis is known  to be reduction  of  the biosynthesis of  testosterone

in Leydig ce]ls. Therefore, the direct target sites  ef  phthalate esters  afe  probably both Sertoli cells  and  Leydig cel]s  rather  than germ

cells.

  Oral ad;ninistration  of  DEHP  has been found to induce prolonged estrous  cycle,  suppression  of  ovulatien  and  decrease of  17B-

estradiol  level in blood. On  the bases of  histopathological examination,  preoyulatory fol]icle granulosa cells  in the ovary  has been

speculated  to be target sites  of  phthalate esters.  In in vitro  studies  using  cultured  grariulosa cells, MEHP  inhibited FSH  stimulated  c-

AMP  accumulation,  and  reduced  17B-estradiol production and  aromatase  m-RNA  expression.  This might be the major  cause  of  infer-

tility in fernales in reproductiye  toxicity studies.

  In reproductive  toxicity studies  using  mice  and  rats, DEHP  and  DBP  induced infertility and  decreased in the numbers  and  body

weights  of  live offspring.  Furthermore, this reproductive  toxicity also  occurs  with  mating  of  either  phthalate esters-treated  males  or

females with  untreated  animals,  In the male  case,  the cause  of  infertility is presumal)ly reduction  of  sperm  counts  in testis and  epididy-

mis  due to degeneration of  seminiferous  tubules.

  One  of  the rnajor  toxic effects  efphthalate  esters  is on  deyelepment. The administration  of  DBP  in the early  pregnancy period results

in embryolethality,  and  the exposure  in mid  pregnancy is teratogenic such  as  cleft  palates, malformation  of  cervical  and  thoracic

vertebrae,  ribs, and  dilatation of  renal  pelvis, but no  changes  in reproductive  organs.  When  DEHP,  DBP  er  n-butyl  benzyl phthal ate  was

administered  to dams at late pregnaricy and  lactation periods, decreased anogenital  distance, hypospadias, cryptorchidism, testicular and

accessory  organ  atrophy  in male  offspring  appeared  but thefe were  no  effects  in female offSpring.  Although these toxic effects were  also
induced by administration  with  flutamide, a  typical androgen  receptor  antagonist,  the mechanism  of action  ef phthalate esters is not
considered  to be via  androgen  receptors  because of  the lack of  interaction with  androgen  receptor.
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  Oral administration  of  DEHP  to neonatal  males  produced reduction  of  Sertoli cell number  and  MEHP  induced separation of gono-
cytes  from Sertoli cells  in coculture  system  prepared from neonatal  males,  However, the mechanism  of MEHP  action in neonatal males

may  be different from that in adults  because FSH  stimulated  cAMP  accumulatien  in Sertoli cells  was  not affected by MEHP.

  Based  on  the above  inforrnation, although  phthalate esters  are  not  estrogenic compounds,  some  of  them  are  considered  as  enclocrine

disruptors in rodents because of  anti androgenic  effect in male  rats  anq  decrease of  17B-estradiol level in blood in female rats. Other than

abnormalities  of the reproductive  organs, the mechanisms  of  teratogenesis such  as cleft palate and  skeletal  malformation  remain  to be

elucidated,  Presently, more  than ten different phthalate esters  are  employed  in industry and  their texicity seems  to depend on  their side

chains.  We  will  discuss the structure  toxicity relationship  of  phthalate esters  in the next  article.


