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６．代謝攪乱物質ビスフェノール A のトリプトファン−ニコチンアミド転換経路の攪乱作用部

位 
 
 

主任研究者  柴田克己 滋賀県立大学 教授 
 
研究要旨  
ビスフェノールＡ含有食の摂取によるトリプトファン-ニコチンアミド代謝系におよぼす影

響からビスフェノールＡが 3-ヒドロキシキヌレニンの産生に関与する Kynurenine 
3-hydroxylase 活性を阻害していること示唆された．そこで，ビスフェノールＡの Kynurenine 
3-hydroxylase への阻害効果を in vitro で調べた．その結果，活性はビスフェノールＡによって

阻害された．すなわち，ビスフェノールＡは Kynurenine 3-hydroxylase 活性を阻害することによ

り，トリプトファン-ニコチンアミド転換率を低下させることが明らかとなった． 
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A. 目的 

我々は，内分泌攪乱物質候補に挙げられ

ているビスフェノールＡがトリプトファン

−ニコチンアミド転換率を顕著に阻害する

ことを報告した 1)．ヒトを含む哺乳動物は

Ｂ群ビタミンの中で最も必要量の多いナイ

アシン（ビタミン B3ともいう）をすでにビ

タミン体となっているニコチンアミドとし

て摂取しているが，トリプトファンからも

ニコチンアミドを生合成する経路を有して

いる 2-4)．日本人が一般的な食事をしている

場合，ナイアシンの約 50%はトリプトファ

ンから供給されている 5)．したがって，ビ

スフェノール A の摂取によって，本転換経

路が阻害されるという事実は公衆栄養学上

重要な問題である．前報 1)では，ラットの

飼料中に終濃度 1%レベルでの影響を調べ

たのみであった．本研究は，本転換率に影

響を及ぼす最低濃度とその作用部位の解明，

さらに他のビタミン代謝に対する影響を調

べることを目的として行ない，成果を得た

ので報告する． 

 

B. 研究方法 
1. 試薬 
飼料に使用したカゼイン，L-メチオニン，

ショ糖は和光純薬工業（株）より購入した．

ミネラル混合（AIN93 配合；AIN-93M），ビ

タミン混合（AIN93 配合； AIN-93VX，重

酒石酸コリン添加）はオリエンタル酵母工

業（株）より購入した． 

尿中代謝産物の定量用標準品として使用

したアンスラニル酸，キヌレン酸，キサン

ツレン酸，3-ヒドロキシアンスラニル酸，

N1-メチルニコチンアミド（MNA）は東京化

成工業（株）より，キノリン酸，ニコチン

アミド，チアミン塩酸塩，リボフラビン，

アスコルビン酸，ビスフェノール A は和光

純薬工業（株）より購入した．N1-メチル-2-

ピリドン -5-カルボキサミド（2-Py）は

Pullman と Colowick の方法 3)により，N1-メ

チル-4-ピリドン-3-カルボキサミド（4-Py）

は柴田らの方法 4)により合成した．4-ピリド

キシン酸（PIC）はシグマケミカル（株）よ

り購入した． 

2. 動物の飼育方法 

本実験は滋賀県立大学動物実験委員会で

承認を受けた． 

飼育室の温度は 22℃前後に，湿度は 60%前

後に調節した．明暗サイクルは，午前 6 時

～午後 6 時を明，午後 6 時〜午前 6 時まで

を暗とした． 

3 週齢の Wistar 系雄ラットを日本クレア

（株）より購入し，平均体重がほぼ等しく

なるよう 5 匹ずつ 3 群（0, 0.1, 0.5%ビスフ

ェノール A 含有食）に分け，ラット用代謝

ケージ（CT-10，日本クレア㈱製）に入れた．

飼料はTable 1に示す 20%カゼイン食をコン

トロール食とした．試験食は，終濃度で 0.1%，

0.5%を含む飼料を投与した．飼育期間は 22

日間で，飼料と水は自由摂取とし，1 日な

いし 2 日おきの午前 9〜10 時に新しいもの

と交換した．また，その時に体重と飼料摂

取量を測定した． 

実験最終日の 1 日尿（午前 10 時〜翌日午

前 10 時：24 時間）を集めた．トリプトフ

ァン代謝産物，ニコチンアミドおよびその

代謝産物，チアミン，リボフラビン，PIC

を測定するための尿は分析するまで塩酸酸

性下，−20℃で保存した．アスコルビン酸と

その代謝産物（デヒドロアスコルビン酸，

2,3-ジケトグロン酸）を測定するための尿は
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10%メタリン酸で 2 倍希釈した後，−20℃で

保存した． 

実験最終日の採尿後にラットを断頭屠殺し

各種臓器を取り出し，重量を測定した．尿

はトリプトファン−ニコチンアミド転換経

路代謝産物量の測定に使用した．なお，対

照群の肝臓は，キヌレニン 3-ヒドロキシラ

ーゼ活性の測定に使用した． 

3. 分析方法 

3.1 トリプトファン−ニコチンアミド代謝

産物の測定方法 

尿を 0.45μm のミクロフィルターでろ過

した後，アンスラニル酸 8)，キヌレン酸 9)，

キサンツレン酸 10)，3-ヒドロキシアンスラ

ニル酸 10)およびキノリン酸 11)を各々文献に

示した HPLC 法で直接測定した． 

尿中の MNA の定量は，強アルカリ性下

でアセトフェノンと縮合させることにより

蛍光物質に変換し，これを HPLC にて測定

した 12)． 

尿中のニコチンアミド，2-Py および 4-Py

の定量は，尿に炭酸カリウムを飽和量加え

た後，ジエチルエーテルで抽出し，乾固さ

せた抽出物を水に溶解し，その液を HPLC

にて測定した 7)． 

3.2 キヌレニン 3-ヒドロキシラーゼ(EC 

2.1.3.1)活性の測定方法 

ラットから単離した直後の肝臓を材料と

して，De Duve ら 13)の報告した遠心分画法

にしたがってミトコンドリア画分を得，タ

ンパク質濃度が 10 mg/mL 程度になるよう

に適当量の 50 mM リン酸カリウム緩衝液

(pH7.0)に懸濁したものを本酵素活性源とし

た．酵素反応は柴田・戸田 14)が報告した方

法に従った．また，反応産物の 3-ヒドロキ

シキヌレニンの測定も柴田・戸田 14)が報告

した HPLC 法に従った．簡単に説明すると，

標準の酵素反応組成（全容量 500μL）は次

の通りである．50μL の 0.5 M Tris-HCl 緩衝

液（pH 8.0），15μL の 10 mM KCN，50μL

の 100 mM KCl，10μL の 10 mM NADPH，

10μL の 10 mM 硫酸 L-キヌレニン，10μL

のエタノール，255μL の水，100μL のミト

コンドリア懸濁液．ミトコンドリア懸濁液

を添加することで反応を開始し，37℃で 10

分間行った．停止は 70%過塩素酸を 40μL

添加することで行った．停止させた酵素反

応液を室温で 5 分間放置後，10,000×g，3

分間遠心分離することで，上清を得た．沈

殿には 500μL の水を加え，5 分間混合後，

10,000×g，3 分間遠心分離することで，上

清を得た．合わせた上清中の 3-ヒドロキシ

キヌレニンを HPLC を用いて測定した 14)． 

ビスフェノール A の本酵素活性に及ぼす影

響を調べるために，5 mM, 25 mM, 50 mM, 

150 mM 濃度のビスフェノール A エタノー

ル溶液を作成した．これらのビスフェノー

ル A エタノール溶液を標準反応組成液のエ

タノール（10μL 添加）の代わりに添加し

た．したがって，反応組成液中の終濃度は

0.1 mM, 0.5 mM, 1 mM, 3 mM となる（参照，

Fig. 5）． 

3.3 尿中のチアミン（ビタミン B1）の測定

方法 

 基本的には，木村らが 15)報告した血液中

のチアミン測定方法に従った．HPLC 注入用

試料は，集めた尿を 0.45μm のミクロフィ

ルターでろ過した液とする．木村らの方法

では，チアミンをカラムで分離した後，反

応液としてフェリシアン化カリウムと水酸

化ナトリウム混合液を送液しているが，再

現性が低かったため，Fig. 1 に示したよう
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に，はじめにフェリシアン化カリウム溶液

を送液し，次に水酸化ナトリウム溶液を送

液した．この改良により,再現性を高めるこ

とに成功した．分析条件を以下に示した．

移動相は 0.2 M NaH2PO4 を用い，流速 1.0 

mL/min で流した．反応液 1 は 0.01% K3Fe 

(CN) 6で流速 0.15 mL/min で流した．反応

液２は 15% NaOH で流速 0.15 mL/min で流し

た．反応コイルは PEEK チューブ（外径，1.80 

mm；内径，0.50 mm)で長さは 1200 mm，カ

ラムは Shodex Rs-pak NN-614（ 150⋅6.0 

mmI.D.）を使用し，カラム温度は 40℃に維

持し，検出は励起波長 365 nm，蛍光波長 

435 nm で行った． 

3.4 尿中のリボフラビンの測定方法 

 尿中リボフラビンは，リボフラビン自体

が発する蛍光を蛍光検出器付きの HPLC で

測定した 16)．HPLC 注入用試料は，集めた

尿を 0.45μm のミクロフィルターでろ過し

た液である．カラムは Tosoh - 80Ts  (250×

4.6mm I.D.)を用い，移動相としては 10 mM 

NaH2PO4 (pH5.5；6 M NaOH で pH を調整)：

メタノール＝7：3を使用した．流速は 0.8 mL 

/ min で，カラム温度は 40℃に維持した．検

出は，励起波長 445nm，蛍光波長 530nm で

行った． 

3.5 尿中の PIC の測定方法 

 ビタミン B6の異化代謝産物である PIC は，

PIC 自体が発する蛍光を蛍光検出器付きの

HPLC で測定した 17)．HPLC 注入用試料は，

集めた尿を 0.45μm のミクロフィルターで

ろ過した液である．移動相として 500 mL の

超純水に 85 %リン酸を 2.3 mL 添加し，

50%KOH で pH 2.2 に調製後，900 mL に定

容した後，100 mL のメタノールを加えたも

のを使用した．カラムは Tosoh TSKgel 

ODS-120A(250 mm×4.6 mm I.D.)を使用し，

流速 1.0 mL / min で流した．カラム温度は

30℃に維持した．測定は励起波長 355 nm，

蛍光波長 436 nm で行った． 

3.6 尿中のアスコルビン酸（還元型アスコ

ルビン酸＋酸化型アスコルビン酸＋2,3-ジ

ケトグロン酸）の測定方法 

 メタリン酸酸性下で保存した尿を

Kishida ら 18)の方法にしたがって，オサゾン

誘導体に変換した後測定をおこなった．カ

ラムは Waters μBondasphere 5μ C18-100A 

(150×3.9 mm I.D.)を用い，移動相として，

アセトニトリル 500mL に終濃度が 0.1% に

なるようにトリエチルアミン(pH3.0)溶液を

加えた後，水で 1000 mL にしたものを使用

した．カラム温度は 40℃に維持し，流速 1.0 

mL / min で，検出は 505 nm で行った． 

 

C. 結果と考察 

 1. 体重と飼料摂取量への影響 

幼若ラットの体重増加量（Fig. 2-A）と飼

料摂取量（Fig. 2-B）は，0.1%ビスフェノー

ル A 添加食では対照群と比較して，有意な

低下は認められなかった．0.5%添加食の投

与によっては，体重増加量も飼料摂取量も

対照群と比較して有意に低下した． 

1.2 臓器重量への影響 

0.1%ビスフェノール A 添加食の投与は，

Table 2 に示したように，肝臓，腎臓，心臓，

肺臓，脾臓，脳，精巣の各重量に，全く影

響を与えなかった．0.5%添加食では，肝臓，

腎臓及び脾臓がラット当たりでは減少傾向

を示したが，100 g 体重当たりの値に換算し

た値では，差異を認めなかった．有意な差

異が認められたのは，精巣のみであった．

他の臓器重量には差異は認められなかった． 
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1.3 トリプトファン−3-ヒドロキシアンス

ラニル酸代謝系への影響 

Figure 3 に示した化合物はトリプトファ

ン−ニコチンアミド転換経路の上流部分に

位置する中間代謝産物である．これらは，

体内にほとんど検出されないことから，尿

中への排泄量がほぼ生成量を反映する．

0.1%ビスフェノール A 添加食の摂取により，

アンスラニル酸の生成量は増加し，キヌレ

ン酸は増加傾向を示した．0.5%添加食では，

アンスラニル酸は増加傾向を示し，キヌレ

ン酸は有意に増加した．一方，キサンツレ

ン酸および 3-ヒドロキシアンスラニル酸の

生成量は，0.1%添加食でも 0.5%添加食でも

対照群の 1/2 程度にまで低下した． 

1.4 キノリン酸の生成量とトリプトファ

ン−ニコチンアミド転換率への影響 

キノリン酸（Fig. 4-A）の生成量は飼料中

のビスフェノール A 量に応じて低下した．

全く同じ結果が，トリプトファン−ニコチン

アミド転換率（Fig. 4-B）においてもみられ

た． 

1.5 キヌレニン 3-ヒドロキシラーゼ活性に

及ぼす影響(in vitro) 

 トリプトファン−ニコチンアミド代謝系

の中間代謝産物の測定から，ビスフェノー

ル A の作用部位がキヌレニン 3-ヒドロキシ

ラーゼであると推定されたので，本酵素活

性に及ぼす影響を in vitro で調べた．Figure 5

に示したように，本酵素活性は，反応液に

添加するビスフェノール A の添加量に応じ

て阻害された． 

1.5 尿中へのチアミン，リボフラビン，PIC

およびアスコルビン酸の排泄量に及ぼす影

響 

 ビスフェノール A の摂取により，尿中へ

のチアミン(Fig. 6-A)，リボフラビン(Fig. 

6-B)，アスコルビン酸（この場合はアスコ

ルビン酸＋デヒドロアスコルビン酸＋2,3-

ジケトグロン酸）(Fig. 6-D)の排泄量は有意

に増大した．一方，ビタミン B6の異化代謝

産物である PIC はビスフェノール A の摂取

により有意に低下した(Fig. 6-C)． 

 

D．考察 

 我々は，ラットに 1%ビスフェノール A

含有食を添加すると，トリプトファン－ニ

コチンアミド転換率が顕著に低下すること

を報告した 1)．1%ビスフェノール A 群のラ

ット 1 匹あたりの 1 日の摂取量は約 200 mg

であり，体重 1 kg あたりでは，800 mg とな

る．この量は雌性ホルモンのかく乱作用が

報告されている 400 mg/kg 体重/日 19)の倍量

に相当した．そこで，0.1％ビスフェノール

含有食，0.5%含有食の投与がトリプトファ

ン－ニコチンアミド転換率に及ぼす影響を

調べた．前報 1)では，6 週齢のラットを用い

たが，一般的に毒性の表れやすいと考えら

れている離乳したての３週齢のラットを今

回は使用した．幼若ラットの飼料摂取量と

体重増加におよぼす影響は，0.1%群では認

められなかったが，0.5%群では認められた

(Fig. 2)．また，各種臓器重量におよぼす影

響の結果も，0.1%含有食では全く影響を及

ぼさなかったが，0.5%含有食の投与は精巣

重量の低下をもたらした(Table 2)．すなわち，

0.1%ビスフェノール A 含有食の投与はラッ

トに見かけ上の影響を全く与えなかった．

しかしながら，0.1%ビスフェノール A 含有

食の投与は，対照群である 0%含有食群と比

較して，トリプトファン－ニコチンアミド

転換経路の代謝産物であるアンスラニル酸
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とキヌレン酸の産生量を各々有意に増大あ

るいは増大傾向させ，一方，キサンツレン

酸と 3-ヒドロキシアンスラニル酸の産生量

を有意に低下させた(Fig. 3)．さらに，キノ

リン酸の産生量を有意に低下させ，この結

果と連動してトリプトファン－ニコチンア

ミド転換率を有意に低下させた(Fig. 4)．す

なわち，広く家庭用品に使用されているビ

スフェノール A の生物学的暴露量を推定す

るには，これらの代謝産物量を測定するこ

とが有効であることが明らかとなった． 

 次に，前報 1)で推測したビスフェノール A

の作用点を調べた．本経路の代謝産物の変

動から，ビスフェノール A の作用点をキヌ

レニン 3-ヒドロキシゲナーゼと推定した 1)．

今回の実験結果でも，全く同じ現象が認め

られた(Figs.2 and 3)．そこで，本酵素活性に

およぼすビスフェノール A の影響を in vitro

で調べた．その結果は，Fig. 5 に示したよう

に，濃度依存的に活性が阻害された．本酵

素は多くの化合物によって活性が変動する

ことが知られている．例えば，Nishimoto ら
21)は，反応系にリン脂質を添加すると活性

が有意に増大することを，Shin ら 22)は分岐

鎖 α−ケト酸が阻害することを，Mayer ら 23)

は Cu2+ や Dicumarol に よ る 阻 害 を ，

Okamoto・Hayaishi24)は甲状腺機能亢進，す

なわちチロキシンによる阻害を，Bender・

Smith25)はある種の芳香族化合物による阻

害 を 報 告 し て い る ． Müller26) は

「Flavin-dependent hydroxylases」と題する論

文 の 中 で ， 多 く の 芳 香 族 化 合 物 が

Flavin-dependent hydroxylases によって水酸

化される反応を紹介している． 

キヌレニン 3-ヒドロキシラーゼはミトコ

ンドリア外膜に存在する FAD 酵素であり，

補酵素として NADPH を要求する 20)．そこ

で，トリプトファン－ニコチンアミド転換

経路に関与する B 群ビタミンの代謝におよ

ぼす影響を調べた．その結果は Fig. 6 に示

したように，チアミン（ビタミン B1）とリ

ボフラビン(ビタミン B2)の排泄量がビスフ

ェノール A の摂取により有意に増大し，ビ

タミンB6の異化代謝産物である PICは減少

した．摂取量が等しい時は(Fig. 6 の値は 1 g

の飼料を摂取した時の値），尿中へのビタミ

ンの排泄量の増大は，一般的に，体内での

必要度の低下を意味するものと考えられる．

チアミンとリボフラビンの排泄量の増大は，

ビスフェノール A が体内において，これら

の必要とする酵素反応を阻害している可能

性を示唆している．なお，リボフラビンと

ビスフェノール A との接点は多くのフラビ

ン酵素が芳香族化合物の水酸化反応に関与

している 26)という事実から推定されるが，

チアミンとビスフェノール A との接点は不

明である．一方，PIC 排泄量の減少は，ビ

タミン B6が関与する反応，例えば，アミノ

酸の異化代謝をビスフェノール A が亢進さ

せていることを示唆している． 

アスコルビン酸はラットでは，ビタミン

ではない．ラットは生体異物を摂取すると

アスコルビン酸の産生量を増大させること

が知られている 27)．この増大は解毒に関係

する薬物代謝系に関連する応答である．本

実験においても，Fig. 6-D に示したように，

ビスフェノール A の摂取により増大したこ

とから，ラットはビスフェノール A を生体

異物として認識し，水酸基を付加させて，

脂溶性から水溶性物質に変化させて，積極

的にビスフェノール A を尿中に排泄されて

いるものと思われる． 
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Table 1. Composition of the Diets 

Test diet 
  
  

Control diet 
(%) 0.1% BPA 

(%) 
0.5% BPA 

(%) 
Casein 20 20 20 
L-Methionine 0.2 0.2 0.2 
Gelatinized cornstarch 45.9 45.8 45.4 
Sucrose 22.9 22.9 22.9 
Corn oil 5 5 5 
Mineral mixure1 
(AIN-93M) 5 5 5 
Vitamin mixure(NiA-free) 1 
(AIN-93-VX containing 25% 
choline bitartrate  1 1 1 

Bisphenol A 0 0.1 0.5 
1AIN 93 was used (Reeves, P. G., Components of the AIN-93 diets as improvements in the AIN-76A 
diet. J. Nutr., 127, 838S-841S (1997)). 
 
 
 
Table 2. Effect of Dietary BPA on the Organ Weights. 
 Control 0.1% BPA 0.5% BPA 
Liver (g/rat) 7.77 + 0.55 7.24 + 0.32 6.27 + 0.17 
Kidney (g/rat) 1.62 + 0.07a 1.54 + 0.07a 1.29 + 0.07b 
Heart (g/rat) 0.71 + 0.03 0.66 + 0.02 0.59 + 0.04 
Lung (g/rat) 0.92 + 0.04 0.89 + 0.04 0.80 + 0.03 
Spleen (g/rat) 0.61 + 0.04a 0.57 + 0.04a,c 0.44 + 0.05b,c 
Brain (g/rat) 1.10 + 0.04 1.09 + 0.02 1.00 + 0.03 
Testis (g/rat) 1.58 + 0.08a 1.50 + 0.08a 0.65 + 0.03b 
    
Liver (g/100 g of b. w.1) 4.71 + 0.16 4.73 + 0.16 4.91 + 0.14 
Kidney (g/100 g of b. w.) 0.99 + 0.03 1.01 + 0.05 1.00 + 0.02 
Heart (g/100 g of b. w.) 0.43 + 0.01 0.43 + 0.01 0.46 + 0.02 
Lung (g/100 g of b. w.) 0.56 + 0.01 0.58 + 0.02 0.63 + 0.03 
Spleen (g/100 g of b. w.) 0.37 + 0.01 0.37 + 0.02 0.34 + 0.03 
Brain (g/100 g of b. w.) 0.67 + 0.04 0.72 + 0.02 0.79 + 0.03 
Testis (g/100 g of b. w.) 0.96 + 0.03a 0.98 + 0.03a 0.48 + 0.02b 
1b. w. = body weight. 
Male rats of the Wistar strain (3 weeks old) were obtained from Clea Japan (Tokyo, Japan) and 
immediately placed in individual metabolic cages (CT-10; Clea Japan). They were then divided into 
three groups, and fed ad libitum for 22 days (Table 1). 
Values are means + SEM for five rats; different superscript letters mean significant difference at 
p<0.05, calculated by Student-Newman-Keuels multiple comparison test. 
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Fig. 1. Diagram of HPLC System for Measurement of Thiamin. 
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Fig. 2. Effects of Bisphenol A on the Body Weight Gain (A) and Food Intake (B) in Rats.  

     Male rats of the Wistar strain (3 weeks old) were obtained and immediately placed in 

individual metabolic cages (CT-10; Clea Japan). They were fed ad libitum the food (Table 1) for 22 

days. ●, 0% bisphenol A (control) group; ○, 0.1% bisphenol A group, △, 0.5% bisphenol group. 

Values are means + SEM for five rats; a different superscript letter means significant difference at 

p<0.05, calculated by Student-Newman-Keuels multiple comparison test. 
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Fig, 3. Effects of Bisphenol A on the Urinary Excretion of AnA (A), KA (B), XA (C), and 3-HA (D). 

The 24-hour urine samples were collected at the last day of the experiment. Values are means + SEM 

for five rats; a different superscript letter means significant difference at p<0.05, calculated by 

Student-Newman-Keuels multiple comparison test. AnA = anthranilic acid, KA = kynurenic acid, 

XA = xanthurenic acid, 3-HA = 3-hydroxyanthranilic acid. 
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Fig. 4. Effects of Bisphenol A on the Urinary Excretion of QA (A) and the Conversion Ratio of Trp 

to Nam (B).  

     The 24-hour urine samples were collected at the last day of the experiment. Values are means 

+ SEM for five rats; a different superscript letter means significant difference at p<0.05, calculated 

by Student-Newman-Keuels multiple comparison test. QA = quinolinic acid, Trp = tryptophan, Nam 

= nicotinamide. 
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Fig. 5. Inhibition of Kynurenine 3-Hydroxylase Activity by Bisphenol A in vitro. 

     Values are means + SEM for three separate experiments; a different superscript letter means 

significant difference at p<0.05, calculated by Student-Newman-Keuels multiple comparison test. 
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Fig. 6. Effects of Bisphenol A on the Urinary Excretion of Thiamin (A), Riboflavin (B), 4-Pyridoxic 

Acid (PIC) (C), and Ascorbic Acid (D). 

     The 24-hour urine samples were collected at the last day of the experiment. Values are means 

+ SEM for five rats; a different superscript letter means significant difference at p<0.05, calculated 

by Student-Newman-Keuels multiple comparison test. 

 


