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Effect of bisphenoIA（BPA）on sex ratio and deve）opment of a housefly  

NanaeIZUMIandJunko SAJIKI  

Summary   

The effects of bisphenoIA（BPA）onlife－CyCle characteristics of」怖sca d（）meS［ica were examined．Opposite results  

（P〈0．001）were observedin sex ratio between controland BPA－treated（female〉male for controland male〉female for  

BPA treated）．There was no differencein percentage of pupation between the groups．There was a significant  

negative correlation（Pく0．01）between descendant of generations and percentage of emergence of a housefly．The  

results suggested that BPA could bring disordersin an endocrine function of a housefly．  

（国立感染症研究所より分与）を使用した。飼育室の温度は25±  

lOc，湿度は平均的5O％，光は12h：12h（L：D）を保持した。  

飲み水は上水を15分沸騰放置した後，三角コルベンに挿入したキ  

ムワイプを通して与えた。成虫の飼料はブドウ糖とスキムミルク  

粉末を1：1の割合でシャーレに入れて与えた。  

2．飼育培地   

飼育培地（採卵，雛化および幼虫用）の組成，作成方法は以前  

報告したとおりである川。フスマ（精製フスマ：日清製粉株），精  

撰雛：東日本製粉共同組合），昆虫飼料（実験動物飼料・昆虫用：  

オリエンタル酵母工業㈱をミキサーで粉末にしたもの），ドライ  

イーストを使用した。なお，今回は．発生するカビを防止するた  

め，フスマはオートクレーブ処理の上使用した。作成方法はドラ  

イイースト（0．05％）を溶解した水75mLと昆虫飼料20gをガラ  

スポット（‖．5Ⅹ10．0Ⅹ」．Ocnl，約IL）で均一になるように穫拝  

し，その後フスマ45gを加え更に條拝した。BPA添加群は．  

BPA原液（27000［L g／kg O．5％メタノール；高速液体クロマト  

グラフィーによる測定値）を最終濃度100ならびに1000JIg／kgに  

なるように水で希釈し添加した。  

3．分析試薬   

BPA（〉95％）は和光純薬工業のものを使用した。分析に用い  

た水は，hIillトRX12α（日本ミリポア社）による脱イオン化水  

からOasiaHl－BでBPAを除去したものを用いた。その他の溶  

媒は和光純薬工業の高速液体クロマト用または，それに準じたも  

のを使用した。分析に用いたガラス器具類は99％エタノールで洗  

浄したものを使用した。  

Ⅲ 実験方法：  

1．イエバエのBPA曝露実験   

実験は図lに示した手順で行った。   

実験1．100［L g／kgBPAまたは1000LLg／kgBPAを0日（卵時）  

および1日（幼虫時）の2担J曝露させた場合の発育に及ぼす影響  

Ⅰ はじめに  

環境中に存在する化学物質の内分泌撹乱作用は細胞内のホルモ  

ン受容体に関わる反応であるため，脊椎，無脊椎の両動物で認め  

られ それは生殖器系，免疫系，脳神経系へと多岐に及ぶ。また  

この作用は，低濃度の暴露で長期（多世代）にわたり発現すると  

いう点で，これまでの発ガン作用や変異原性などと異なる。その  

ため，このような化学物質の内分泌撹乱作用の効果判定に，寿命  

の長い脊椎動物を使用することには限界がある。その点，無脊椎  

動物は寿命が短いため，多世代にわたる影響を調べる系としては  

適しており，すでに様々な化学物質について無脊椎動物を使用し  

た実験系の確立に関する実験が試みられている＝J’。   

著者らは，多世代にわたる化学物質の生殖作用への影響を調べ  

るため，飼育，取り扱いが比較的簡単であり，雌雄差の判定が容  

易，確立された系がある等の理由からイエバエを実験動物に選定  

した。これまで，イエバエのライフサイクルに高濃度（1ppnl）  

のビスフェノpルA（BPA）を作用させ，卵の蛸化率．蛸の大  

きさ（重量），羽化率，性比への影響について調べ，性比の変化  

など一定の結果を得，すでに報告したt細。   

今回は，さらに低濃度のBPA曝露群を加え，暴露時期の違いが  

イエバエのライフサイクルの各ステージにどのような影響を及ば  

すか検討した。さらに，生態変化とBPA曝露濃度との関連を明  

確にするため，飼育培地中のBPA濃度の経時変化を調べた。な  

お，BPAの暴露濃度の違いによる生態への影響について考察す  

るため，すでに報告した1ppmのデータを再掲する。  

Ⅱ 実験材料  

1．試験動物   

実験に使用したイエバエMusca domesticaはWHO標準SRS  

千葉県衛生研究所  

（2006年1月31日受理）  
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Fig．1Design of the experiments   

羽化7－10日のイエバエをBPA無添加の採卵培地（◎9cmシャー  

レに入れた飼育培地）へ約3時間産卵させた。対照群，100なら  

びに1000LLg／kgBPA添加群各2組ずつの醇化培地（100mLビp  

カー入り）を設け，500個の卵をそれぞれの培地に接種した。採  

卵4日後に解化培地から対照群，100ならびに1000LLg／kg BPA  

添加群幼虫飼育培地に醇化培地ごと移し，1000LLg／kgBPA群に  

ついては採卵7日後，100ILg／kgBPA群については8日後に蛸の  

Photo．1  

重量，数量，長径を計測した。その後，蛸を羽化ケージに入れ羽  

化7－10日後に次代を各々のケージから採卵した。採卵後，成虫  

の性比並びに羽化していない蛸数を確認した。採卵から次世代ま  

でを一世代とし，1000LLg／kgBPAでは5世代，100［Lg／kgBPA  

では7世代の継代を行った。3回の繰り返し実験から得られた実  

験数値について統計処理を行った。性別は外部生殖器の形状と左  

右複眼間隔の違いを肉眼的観察により確認した。（写真1）  
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実験2．100［Lg／kgBPAの添加時期の違いによるイエバエの発育  

への影響   

実験1で得られた雌の比率の低下がBPA曝露によるものかを  

確認するため，BPAの曝露時期の異なる実験を行った。ここで  

は，幼虫時期における観察を加えより詳細な検討を行うため，棺  

化培地から幼虫飼育培地に移す際，解化培地の影響がないように  

幼虫のみをピンセットで取り出し幼虫飼育培地に入れた。  

実験21卵時期1回のみのBPA曝露実験   

図1に示したとおり対照群（2個）ならびに100′1g／kg BPA  

添加群（2個）の解化培地（100mLビーカー入り）を設け，実  

験lと同様の方法で産卵させた250偶の卵をそれぞれの培地に入  

れた。採卵4日後に対照群とBPA添加群，両群ともに媚化培地  

からBPA無添加の幼虫飼育培地に移した。この時，培地中の  

BPAの影響がなくなるよう，郎化培地で飼育した幼虫について  

幼虫を一匹ずつピンセットでつまみあげ，幼虫数（3令幼虫生存  

数）を確認し，BPA無添加培地に移した。この操作は，対照群  

についても同様に行った。なお，蛸の重量．数量，長径は採卵7  

日および10日後に計測した。  

実験2－2 卵時期ならびに幼虫期のBPA2回曝露実験  

100〃g／kg BPA添加培地（2個）ならびに対照群（2個）に  

それぞれ250個の卵を入れ，酢化した幼虫を採卵＝1後にBPA無  

添加群はBPA無添加培地に，BPA添加群はBPA添加の幼虫飼  

育培地に移した。この時も幼虫を一匹ずつピンセットでつまみあ  

げ，それぞれの幼虫培地に移した。  

2．培地中のBPA濃度の測定   

培地からのBPAの抽出は，飼育培地の：う箇所から，無作為にそ  

れぞれ0．25gを3検体採取し，20nlLのエタノール／50mMグリシ  

ン緩衝液（pHll）（11）を加えミキサp（ULTRA－TURRAX）  

でホモジナイズし，l，000xgで遠心し上清を得た。沈殿物につい  

てこの操作をさらに繰り返し，得られた2回の．上清をあわせた。  

この上清10nlLに水30nlLを加え，予めエタノールと水で洗浄した  

OASISLHLB（：iInL，Waters，CoI＿．td）を用い，Sajikiの方  

法‘う、に従ってBPAを抽出した。すなわち，サンプルをのせたカ  

ラムを51nLの15％エタノール，水，石油エーテルの順に洗浄し，  

最後に5mLの酢酸エチルエステルでBPAならびに関連物質を  

溶出した。N2ガス下，100cで蒸発乾回させた。1TllLの10％アセ  

トニトリルで溶解させたものを分析サンプルとした。   

幼虫については無作為に集めた0．25gを：i検体採取し．水2nlL  

を加え乳鉢で潰し．培地と同様の方法でBPAを抽出した。   

なお，飼育実験中の培地から大気中へのBPAの拡散を調べる  

ため，使用培地と同量の水に実験で使用した濃度のBPA（100JIg  

／Kg）を添加し，水量とBPAの絶対量を経目的に測定した。   

BPAはHPLCECD法‘1で，BPA廿quillOlleならびにBPA関  

連生成物はHPLCMS法1）で測定した。HPI．C－ECDシステム  

は，ModelLC10 AD（Shimadzu，Kyot（〕．JapElll）カラムは  

ShimPack VPODS column（150 xl．（3mmI．Dり Shima〔1zし1，  

Kyoto，Japan）検出詣は電気化学検出旨旨（ECD，Coulochem‖  

う20OA，ESA，MA，USA）であった。使用溶媒：アセトニトリル  

／50mM phosphate buffer（r）H：り（1O：75），流量：1．OmL／  

min，カラム温堅：腑C，注入量：50上1lノであった。ECT）の測定  

条件はguard cellpotential，E 600mV；analyticalcell  

POtentials，E130O mV and E2550mV；SenSitivity，1LLAで  

あった。BPA－0－キノンならびにBPA関連物質の測定に用いた  

1．C／MSシステムはHPLC：Alliance2690model（Waters，MA，  

L：SA）カラム：Symmetry C18column（ニう．5′Lm，15Omm x2．1  

mmI．D．）検出器：ZMD ZSpray maSS SpeCtrOmeter（Waters，  

MA，USA）であった。溶媒はアセトニトリルー水（10：60），流量：  

0．25mL／min，カラム温度10Oc，注入量10／lLであった。分析条  

件はESI（negativeion scanlling mo〔le），Capillary voltage；  

：う．1kV，COne VOltage；：i3V，SOurCe block温度：90Oc，解離温度：  

1750cであった。   

なお，確認に用いたBPA廿キノンはBPAにFelltOn試薬を加  

え牛成させた。  

3．数値の解析   

成虫の性比（雌／雄十雌）に関してはが検定とt検定，3元配  

置分散分析，蛸の重量（蛸総重量／桶数）3元配置（Exp．1）及び  

2元配置分散分析，蛸化率（蛸数／卵数），解化率に関しては，2  

元配置分散分析，蛸の長径（計測蛸総長径／計測蛸数）に関して  

はt検定と2元配置分散分析，羽化率（羽化数／蛎数）に関して  

は，2元配置分散分析，回帰分析を行った。  

Ⅳ 結 果  

ト イエバエのBPA曝露実験   

実験1，100／上g／kgBPAまたは10OOJLg／kgBPAをO日日（卵  

時）および1日目（幼虫時）の2国曝露させた場合の発育に及ぼす  

影響   

① 雌発生率について   

各世代での惟比については，雌の発生率として：itヮl繰り返し実  

験で得られた総ハエ数に対する雌／＼エ数（％）を表1に示した。  

1000〃g／kgBPA添加群は対照群に比べ雌の発生率が減少した  

（t－teSt，p〈0．001）。雌発生率についてニi元配置分散分析（実験群  

間．世代間，繰り返し問）を行った結果，実験群間と世代間にl  

％の危険率で有意差が確認されたが，他の因子問並びに各因子間  

の交互作用は見られなかった。100／lg／kgBPA添加7世代の実験  

でも，BPA添加群の雌発生率は対照群と比較していずれの世代  

でも低かった。その比率について，X」検定，分散分析を行った。  

いずれの統計学分析法を用いても両者の間に0．1％以下の危険率で  

有意差が認めらゎた。また両者の全実験データを纏めてxl検定  

を行うと性比に0．1％以下の危険率で有意差が認めらゎた。   

② 蛸の重量について  

1000／上g／kg BPA添加実験の全世代平均の蛸重量は，対照群  

0．021：ig，BPA添加群0月＝＝gであった（蓑2）。各世代の数値  

もほぼ全世代平均の数値と同じであった。：i元配置分散分析の結  

果，世代間，繰り返し′実験間に有意な差は認められなかったが，  

実験群Fを引こはl％の危険率で有意差が認められた。  

】00／上g／kg BPA添加の7世代にわたる実験で，全世代の平均  

蛸重量は，対照群0．〔叩）fig，BPA添加群0．02り2gであった（表2）。   

その重量について，分散分析を行った結果，実験群問，世代間．  

繰り返し実験間に差は認められなかった。  
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0．0205±0．0004  

0．0189±0．0003  

0．0197±0．0003  

r（〕しal  O．0213±0．0014  0．019∫1±0．0019  

l）hlean±Sno‖rlPrlC抽   

SiEn描cance〔）11daしain Exp．卜1f8rしhre（、ねctors  

Souree orvilriaLion  S王gnificance  

Totとl】  0．0196±0．0019  0．0202±0．0010  

】〕卜1edn±SnoFtI－ipI、icate   

では対照群：∃5．り％，BPA添加群37．8％であった。分散分析の結果，  

両実験において実験群間，世代間，繰り返し実験間で有意な差は  

認められなかった。   

⑤ 羽化率   

1000LLg／kg BPA添加5世代実験の羽化率に関しては，各世代  

の羽化率は，図2に示したように世代を重ねることにより有意に  

減少する傾向が認められた。各世代の羽化率を回帰分析した結果，  

対照群（y＝0．068Ⅹ＋0．778）とBPA対照群（y＝0．0033x＋0．790）  

間の回帰係数に1％以下の危険率で有意差が認めらゎた。   

100〃g／kg BPA添加7世代の実験で羽化率に関しては，各世  

代の羽化率は，図3に示したように世代を重ねることにより有意  

に減少する傾向が認められた。各世代の羽化率を回帰分析した結果，  

対照群（y＝－0．OJ：うx＋O．329）とBPA対照群（y＝0．016x＋0．354）  

間の回帰係数に5％以下の危険率で有意差が認めらゎた。  

Exp．卜1  Exp．12  

＊＊   ．1（treatments）  

B（repeしetion）  

C（generations）  

【nteracしion AxB  

lnしeraction AxC  

tnしerilCtion［ixC  

＊＊pく0．01  

③ 蛎の長径について  

100〃g／kg BPA添加の7世代の実験で，蛸の平均長径は対照  

群5．765mm．BPA添加群5．718nlmであった。蛸の長さについて分散  

分析を行った結果．実験群間，世代間，繰り返し実験間に差は認  

められなかった。   

④ 蛸化率  

1000〃g／kg BPA添加実験の全世代の蛸化率は対照群：i5．6％，  

BPA添加群：35．3％であった。100／Lg／kgBPA添加の7世代の実験  
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Fig．2Changeinratioofemmergence（1000〟g／KgBPA）  Fig．3Changeinratioofemmergence（100FLg／KgBPA）   

⑥ 羽化開始時間   

BPA曝露群では羽化の開始が遅れる傾向にあった。  

実験2．100〟g／kg BPAの添加時期の違いによるイエバエの発  

育への影響   

BPAの添加時期の違いによるハエの発育に及ぼす影響につい  

て表3，表1にまとめた。   

① 3令幼虫生存率について   

実験21（卵時にBPAに1回曝露された場合）の：i令幼虫生  

存率は対照群l世代仇53－1±0．O18，2世代0．－ト‖±0．062，：う世代0．518  

±0．071，BPA群1世代0．18±0．028．2世代0．」5±0．071，3世代  

0．封＝±0．079であった。実験2－2（卯時にBPAl回曝露された場  

合）の解化率は対照群1世代0．178±0．07日，2世代0．・152±0，ニう世  

代0．5：i±0．0ニうL BPA群1世代0．521±0．00う7，2世代0．258±0．0085，  

ニー世代0．112±0．0028であった。実験21では有意差は認められな  

かった。実験22では幼虫数ついて，実験群問，世代間および相  

互因子間に各々有意差（p＜0，01）が認めらゎた。3令幼虫生存率  

についても，実験群問（p＜0．01），世代間（p＜0，01）および相  

互因子間に有意差（p＜0．05）が認めらゎた。  

Table3 Summary ofthe resuts ofExp．2   

Exp2Ⅰ（oncc別）．Åtreatment at Da＼′0）  

Nし1mb（汀「汀  

Numb（lr SUrv▼1＼al R〔Ltlり〔ノr】川n・aビ  

rr叩g、Ian・aごf「r・「4 r）ertr〉t封引綱、  

da）S  

Numhいr－「PLLPa亡  Rati（川rPUPat】州  Tnta】  Rt－til（イ＝nPrge＝圧S  
卜し」mtlPl・0「  

TIT用tment Gener肌1りn Grr川PS  numb〔リ、〔け  

t‘－ta】pし囲ptdl－） rPI叫  
Ⅰ〕ay7 －〕刷 

l 

perptlPaP   

1   250   125  0  58  38  96  0  381   0  
158  03】6    0．705    0．16R  B    250   11」  0．568  1〇  53  128    0．512    0．901  

1   250   122  0  10j  106    0  4？4    0  
Cr′ntrr〉1   2  132  0．264    0．681    0．53  

B    250   100  0．400  78  9  87  0．318   0．870  

一1   250   142  0．56月  l16  16  132    0．52R O．930  
136  0．272    0569    0．507  

B   250   117  0．46R  86  21  107    0．428   0915  

1   250   115  0  460  29  51  83  0  332    0  
122  0，244    0．713    0492  

B   250   125  0．500  29  59  88  0．352   0．704  

A   250   125  0，500  107  5  1】2    0  i8    0  
臼1）。1  157  0．311   0．755    0．503  

B   250   100  0∴100  87  9  96  0．384   0．960  

250   Ⅰ60  0  6jO  128  15  1  572    0  
1・14  0288    0．541   0472  

B   250   132  0．528  106  】7  123    0．492   0．932  

Exp．212（川rice BPA trcatm2ntS at［）aヽ・O an〔卜1）  

Numher〔け  

Number ドUnl＼a】 rミしLtい01、1rLn′｛1P  

nrごggゝ1aIl’ae rOr4 p㌧Lrtr）tal叩gS  

daヽS  

卜u「「hcr（、11pupaご  R‖t∈（（）rPtLP∂tlローl  T＝trLI R‘1tl（りremし、「gPnし・e、  

Numb亡、Ilrlr  
Treatment Genertltl（lr Gr｛1uPS  

tr、Talpu町pt・1Ipさal（、merFe▲1CPS P一t（11 km州  
Ⅰ）tらy7 DaylO  perpupa〔、  

106  0  106     0  424   1  
】53    0．306  0．64    0．190  

B    250   133  O jjp ∴十  丁  133    0．532   1．000  
1    250  113  0  452  錮  6  1〔H  O  ‘11（ミ    0  

C＝＝t】－しt    2  100    0．200    0．481   0．封拍  
B   250   113  0．452  99  104    0．416   0．920  

1   250   127  0  5朋  122  1  123    0  492    0  
116    0292    0．573    0452  

B   250   138  0552  128  4  132    0．52H O957  

」  
1喜 ≡喜呂 壬喜≡  呂≡喜喜呂  …去喜 ‡喜  ≡≡冒 呂・三≡≡ 呂二言≡苧 125 025U O・519 0・1HO  

1    250  63  0  252  46  8  5i  U  2】6    0  
Bl）．へ  2  汚2  01tり    0．726    0．5ニ57  

B   250  66  0．26▲1  34  25  59  0．236   0，R94  

250   110  0  4、40  81  22  】03    0  412    0  
147    0．294    0．716    0．429  

B   250   111  0∴1・11  61  33  94  0376   0．817  

ー19   
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Table4 StatlStC analysjs ofTabe3   

SはnirlCMICe Ord；itai＝Lxp．2－1for Lwo ractいr5  

Numberof Tくaしi川flarv（te Nu】TlherorpupdC  R＝＝川t■pupatlりrl  Toは1   ⅠそaLい川flemergenしLeS  
Ra〔100f、  

female flv  

＼unlbe【1r）f  

い山一川PとIP  
sし】n71＼raljan・aぐ   

f0「4da＼・S  

numb〔・r Or  

PCrtr）山  pprtoほl〔ⅧぐrgPnCCS Pピー－い）ta】   

egg、  1．弓1「．▼r】e  eggS  

PPr＝aJpggs l）H〉′7  1）‖ylO  

A（trp机menし）  

B（ger〕erl11ion）  

lrllerとICtlし－n（」1＼じ）  

＊＊pく0．01  

＊pく0．05  

SignlRcance orddtaln f二大p．2－2丘）「抽0ねcしOrS  

＼umhcr（1† RatlOO＝aⅣaC N］川bし－rlイpupau  
Ratio of  

†bmale fl〉■  
Ra＝）OrPuPatlOn  ToLaj  R飢jooreme「gence  

Null血ぐ「、イ  

tl）し211t几＝〕dぐ  

rlUnlb〔lr Of  surヽ・ハallan／‘Lぐ   

hり14ddyS  pcrtrltal pビⅠ’t＝吊 emergロー－Ce PPrtOlal   

叩g5   】川1’de  CggS  
Pe上’tOt～11pggs 【）（ら），7   り。1y10  

。1（しreaしmprlし）  ＊＊  ＊＊  ＊＊  ＊＊  ＊＊  ＊＊  ＊＊  

じ（gpnerしこしion）  ＊＊  ＊＊  ＊＊  ＊＊  ＊＊  

lrlし（lrdCしiorl（．1xLミ）  ＊＊  ＊  ＊  ＊  ＊  

＊＊pく0，Ol  

＊pく0．05   

① 蛸化率について   

実験21の蛸化率は対照群1世代0．l拍±0．り刑，2世代0」i86±0．  

054，3世代0．17S±0．071，BPA群1世代0．封2±0．011，2世代0．110  

±0．015，：弓世代0．5ニラ2±0．057であった。実験2－2の蛎化率は対照  

群1世代0．478±0．076，2世代0．116±0，：i世代0．51±0．025，BPA  

群l世代0．182±0．0028，2世代0．226±0，011，3世代0」弓91±0，025で  

あった。実験2－1の総蛸数，桶化数ともに実験群間に有意差は  

認められなかったが，実験2－2では総蛸数．蛸化率（対卯）とも  

実験群間に有意差（p＜0月1）が認めらゎた。なお，実験2－2で  

は発育日数により蛸の数に差がみられた。7日における蛸数は対  

照群1世代112．5±丑1，2世代98．5±0．71∴う世代125±l．2，BPA  

曝露群1世代107．5±：う．5，2世代jO±8．う，：う世代7】±0．】であり実験  

群問（p＜0．Ol）世代間（p＜0．Ol）に有意差が，10日における蛸  

数は対照群1世代7±0，2世代3±2．9，ニi世代2．5±2．1，BPA曝露  

群1世代l：う±1．2，2世代1fi．5±12，：う世代27．5±7．8であり実験群間  

（p＜0．01）に有意差が認められた。  

② 羽化率   

実験2－1．実験2－2とも，羽化率についてBPA曝露群と対  

照群とに有意差は認められなかった。   

③ 雌発生率   

実験2－1，実験22とも．雌発生率についてBPA曝露群と  

対照群とに有意差は認められなかったが，両実験とも2～：∋世代  

のBPA曝露群の雌発生率は対照群に比べ低かった。  

④ 羽化開始時間   

実験21では，対照群に比べ羽化開始時間に1代目19時間，2  

代目15時間，：う代目21時間の遅延が観察された。実験2－2の羽化  

開始時間は1代目2朋寺間，2代目約封時間∴∃代目は31時間の遅延  

であった。なお，ニう代目の羽化がピークに達する時間の遅れは」8  

時間であった（図＝）。   

⑨ 蛸の重量ならびに長径について   

各世代の蛸一個あたりの平均重量と分散分析結果を表5に，平  

均長径と分散分析結果を表6に示した。  
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Table5 Pupalweightat Day7andlOin Exp．2  

Pupalw。ight（g／pupa）l）  
Genaration  

ControI  HPA  

l  O．0213±0．0001  0．0218±0．0009   

2  0．0215±0．0004  0．0212±0．0002   

3  0．O194±0．0013  0．0217±0．0015  

Total  O，0207±0．0012  0．0215±0．0008  

Control  r3PA  

O．0169±0．0088  0．0173±0．0004  

0．0207±0．0025  0．0192±0．0013  

0．0182±0．0016  0．0221±0．0011  

0．0186±0．0045  0．O195±0．0023  

Exp．2－2  

Genaration  
pup。1weight（g／pupa）l）  

DaY7  Dav10  

Control liPA  

O．0181±0．0010  0．0214±0．0013  

0．O188±0．0003  0．0219±0．0011  

0．018±0．0001  0．0223±0．000l  

ControI  BPA  

O．0124±0．0018  0．O177±0．0001  

0．0133±0．0017  0．0196±0．0002  

0．0109±0．0039  0．019±0．0001  

0．0122±0．0023  0．0187±0．0009  Total  O．0183±0．0006  0，0219±0．0010  

1）＼1ean± SD ofduplicate  

To＼lr－Way analysis ofvariance forExp．2  

Exロ．2－17d  ExD．2－110d  

A（treatment）  

H（rgeneration）  

lnteraction（AxR）   

＊＊p〈0．01  

Tabe6 Pupai［ength atDay7and10in Exp，2  

Exp．2－1  

PupdHength（mm／pupa）＝  
Genarati〔）n  l〕ay7  1〕ay川  

Control  じP。へ  Contr（〕j  】iPA  

5．38±0．09  5．40±0．09  

5．58±0．3√1  5．58±0．07  

5．19±0．62  5．84±0．10  

5．78±0．33  5．66±0．01  

5．76±0．07  5．79±0．02  

5．68±0．01  5．76±0．13  

Tota1  5．74±0．16  5．74±0．09  5」弓8±0．36  5．61±0．21  

Lxp．2－2  

Pupa】1ength（mm／pupa））  

Genaration  l）ay7  1）a〉rlO  

ControI  J3t），＼  C（）ntrOl  liPA  

1．95±0．23  5．75±0．OR  

5．74±0．30  5．99±0．15  

5．02±0．72  5．98±0．07  

5．43±0．12  5．6′1±0．11  

5．88±0．02  6．12±0．06  

5．73±0．01  6．09±0．14  

Tota1  5．68±0．2：う  5－95±0．25  5．2∠l±0ふ1  5．91±0．15  

1）＼1ean± S】）nf■duplicate  

Tvvr（）一Wayanalysis of－varianeeforL二XP．2  

L三xp．2－110d  l二xp．2－27d  Lxp．2－17d  

1（treatment）  ＊＊  

】i（ge‖eratinn）  ＊＊  

Lntpraction（1xL3）  

＊＊pく0．01  

＊pく0．05  

＜0．01）。k径について，′実験2－1においては実験群問．発育臼  

【酬こ有意差は認められなかったが，実験2－2においては．7日目  

（p＜0．Ot）．10日目（p＜0．0う）ともBPA曝露群が対照群に比べ  

長かった。  

重量について，実験21においては7日日，10日臼ともにBPA  

曝露群と対照群とに有意差は認められなかったが，両群とも7H  

目より10日目の重量が低かった。実験2－2においては，7日口，  

10日臼ともにBPA曝露群が対照群より有ノ訊こ重かった（p＜0．0り。  

さらに両群ともに7日目より10日目の重量が有意に怖かった（p  
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2．培地ならびにイエバエ幼虫中のBPA濃度の測定   

培地からの抽出溶媒として，①100％エタノール，②30nlhIグ  

リシン緩衝減（pHll），③①と②の混液（11）を用い10（りェg／  

kgBPA添加培地からの回収率を調べた結果，①う5．2±醐％（11＝  

：り，②n．P±1．1％（n＝ニり，③1肱7±6．：弓％（Il＝：りであった。③  

液を用いて100／Lg／kgBPA添加幼虫からBPAを抽出した場合の  

BPAの回収率は刑．8±21．7％（11＝：i）であった。図5には】00／上g  

／kgBPAを添加した培地を2うOcに放置した際のBPA濃度の繕時  

変化を示した。培地に添加したBPAの濃度は添加後著しく減少  

し，1時間後の値は0時間の80．8％，川寺間後は：il．8％であり，21  

時間以降BPAは検出されなかった。なお，培地からBPA一ひキノ  

ン体は検出されなかった。固5の右上図には100／上g／kg BPAを  

添加した水を250cに放置した際の水量とBPA絶対量の縫目変化  

を示した。水量はIEj間平均｝1．1mL／臼の減少を認めたが，BPA  

絶対量は変わらなかった。この結果は，培地中でのBPAの減少  

は培地からの空気中への拡散によるものではないことを示すもの  

であった。なお，BPA添加培地で飼育された1代幼虫1日目のも  

のからはBPAは検出されなかった。  

引き起こした。実験2では実験に用いた卯の数が実験1の半数と  

少なく，反復国数が少なかったため有意差はなかったが，卵時1  

国曝露（実験2－1）でさえも2代目から雌比率の低下傾向が観察  

された。一方 世代を重ねる（5代目）と羽化率に低下傾向がみら  

れたが，雌発生率の低下はト2世代から観察された。このことは，  

雌発年率の低下が羽化率の変化（例えば，雌の羽化が抑えられた）  

によるものとは考えにくい。イエバエはショウジョウバエに比べ，  

環境因子などにより性遺伝子の変異を引き起こしやすいことが知  

られておりLh〉，今回の結果がイエバエの性差決定過程へのBPA  

による作用の可能性は否定できない。BPAにより遺伝子系に変  

化を与えたかどうか今後更なる検討が必要である。   

BPAによる無脊椎動物の性の逆転現象は，他の種で認められ  

ている。福掘削は．腔腸動物であるヒドラにBPA（1000～4000  

／lg／kg）を作用させ生殖への影響を調べた結果，精巣を発項す  

る個体の割合及び一個体に発現する精巣数の減少等雄化の抑制を  

報告している。堀口川‖は有機スズ化合物であるトリプチルスズと  

トリフエニールスズがイボニシの雌を雄化するため，船体の塗料  

に用いられている有機スズの使用は，軟体動物の個体減少に繋が  

ると危惧している。   

無脊椎動物を用いたBPAの影響についてはこれまで2，3の報  

告】…がなされている。線虫を用いた実験では，BPAやBPAの  

代謝産物が致死や繁殖に影響を与え冊，ユスリカで行った実験で  

は，羽化の時間や脱皮の遅延が認められている‖畑り。ユスリカを  

使用した実験では，BPAと17α一ethinylestradiolを作用させ，  

発育と繁殖に及ぼす影響‘ご）及び幼虫の脱皮並びに脱皮機構に及ぼ  

す影響りが報告されている。ユスリカの実験では，BPA（0．78－  

750〃g／kg）により，雄，雌の2代目の羽化にのみ5％の危険率  

で遅延が見られたが，他の現象（成虫の数，性比，卵産能力）に  

変化は観察されていない。BPAの濃度をさらに高めると（1000  
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0  20  40  60  80／lg／kg），ユスリカの脱皮の遅延が認められている。BPA曝露  

T血e（hrs）   

Fig．5 Changes of the BPA concentrations 下nlarva  

medhJm at250c  

Figure at upper right represents changes；∩VOlume  

Of water and abso厄te amounts of BPA in the  

Same VOIume BPA spiked water as medium  

されたミジンコでも，胎生期における発育抑制や脱皮遅延が認め  

られている＝ユ。我々のイエバエ実験についてもBPAlOOLL g／kg  

添加培地での飼育で幼虫数（3令幼虫生存数）の低下，蛸化の遅  

延，羽化開始の遅延が認めらゎた。今回の実験で，昆虫の発育遅延  

が認められたBPA濃度はユスリカで確認されたものの1／10とい  

う低濃度であった。   

このような現象の作用機作として，Muらは．BPA’3）や防衛剤  

のfenarim0l｛n〉を曝露されたミジンコの発育遅延時に幼若ホルモ  

ンの1種（methylfarnesoate）が関与していることを見出し，  

BPAl等の化学物質がこれら昆虫ホルモンの脱皮制御過程に影響  

を与えたためと考えている。幼若ホルモンは多くの無脊椎動物で  

脱皮を遅らせることが明らかであり，今回イエバエで観察された  

BPA曝露の様々な影響にBPAの昆虫ホルモン撹乱作用が関与し  

ている可能性が高い。Dinanらはショウジョウバエの細胞の脱  

皮ホルモンレセプターをBPAが脱皮ホルモンと競合することを  

報告している‖T〉。   

培地中のBPA濃度は添加後直ちに減少した。BPAはメトヘモ  

グロビンと結合し（、）．環境中では活性酸素や細菌などにより分解  

され易い＝‖ことが知られている。このような培地でのBPAの減  

少が培地中の何らかの物質と結合したか，分解したかは不明であ  

るが，今回の実験で，ハエの卵をBPA添加培地に加えた時間は  

Ⅴ 考 察  

一般に内分泌牌乱物質のヒトヘの影響を調べるためには，なる  

べくヒトに近い動物を用いるのが常道であるが，寿命の長い動物  

を用いて多世代に亘る影響を予知することは不可能である。様々  

な生物がホルモン受容体を有しており，種が異なっても，同じよ  

うに内分泌撹乱物質の影響を受けるものと考えられている。エク  

ダイソンなどの無脊椎動物のホルモンは殺虫剤などの化学物質に  

影響を受けやすいことがすでに明らかであるr7－。このような理由  

から内分泌撹乱物質の検定に寿命の短い無脊椎動物を使用する意  

義がある。   

イエバエを用いてBPAの多世代にわたる影響を調べた研究は  

これまで例がなく，今回が初めての報告である。今回の実験1で，  

0．1ならびに1ppmBPAがハエの雌発生率の低下（p＜0．001）を  
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