
 

様式 C-19 

科学研究費補助金研究成果報告書 

 

平成 21 年 4 月 30 日現在 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
研究成果の概要： 
 バイカルアザラシの核内受容体 constitutive androstane receptor（CAR）と反応する化学

物質をスクリーニングしたところ、PCB や DDT は CAR とよく反応することが明らかとなった。

これらの結果から、過去にラットやマウスなどの齧歯類で得られた CAR に関する知見は、難分

解性有機汚染物質（POPs）に対する反応差の観点から、水棲哺乳類などの野生生物に単純に外

挿できないことがわかった。一方で本研究の結果は、各野生生物種の CAR 遺伝子を用いて構築

した in vitro アッセイ系により、対象種固有の POPs のリスクが評価できる可能性を示した。 
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１．研究開始当初の背景 
 魚食性鳥類や水棲哺乳動物を含む水圏

生物の個体数減少の一要因として、化学物

質による環境汚染の関与が指摘されてい

るが、多くの種について適切なリスク評価

は依然として実施されていない。リスク評

価が困難な理由として、現在使用されてい

る化学物質が多種多様であり、試験に時間

がかかることが挙げられる。また、すでに

数種のモデル動物で明らかなように、化学

物質に対する毒性発症の感受性はモデル

動物種・系統間で大きく異なり、このこと

は野生動物種にも該当すると予想される。 

 申請者は、化学物質の潜在的な影響を評

価するため、constitutive androstane 

receptor (CAR) を介する生体反応に着目
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した。CAR は新規核レセプターである。齧

歯類を用いた実験では、CAR は細胞内でア

ンドロゲン型の内因性抑制物質によって

通常不活化されているが、PCB などの化学

物質によって活性化されると、異物代謝酵

素であるチトクローム P450 (CYP) 2B や

2C・3A などの発現レベルを増加させる。つ

まり、CAR は生体内のステロイド作用に関

与しており、CAR を起点とする情報伝達機

構は化学物質によってかく乱されるので

ある。そこで、代表的な水圏生物の CAR を

介した情報伝達機構の化学物質による影

響をハイスループットで解析できれば、そ

の結果は化学物質のリスク評価に有効で

はないかと考えた。 

 
２．研究の目的 

 生物種特異的な毒性影響について評価

するためには、毒性発現に関与する遺伝子

産物の遺伝情報や機能を系統学的・生態学

的に重要な生物種間で比較検討すること

が不可欠である。本申請は多種多様な化学

物質の水圏生物に対する潜在的なリスク

を評価するため、CAR を用いたハイスルー

プットな化学物質スクリーニング法の開

発を目的とする。 

 
３．研究の方法 

（１）水圏生物 CAR の全長 cDNA クローニ

ング：各動物種の超冷凍保存済み組織から

mRNA を抽出し、RT-PCR 法および RACE 法に

よって、CAR の全長 cDNA の一次構造（遺

伝子配列）の解析を試みる。 

（２）CAR・レポーター遺伝子発現系によ

る化学物質の転写活性化能の測定：各水圏

生物の CAR cDNA クローンを用いたレポー

ター遺伝子発現系を構築し、転写活性化能

を測定する。この測定により、各化学物質

の CAR に対するアゴニスト・アンタゴニス

トポテンシャルを評価する。 

（３）化学物質と CAR の結合能のハイスル

ープット解析およびその種間比較：大量合

成した CAR タンパクを精製後、センサーチ

ップ上に固定し、化学物質との結合・解離

過程についてBIACOREセンサーグラムを用

いて測定する。 

 

４．研究成果 

（１）バイカルアザラシ CAR の全長クロー

ニング：バイカルアザラシ（Pusa sibirica）

Constitutive Androstane Receptor (CAR) 

cDNA の全長クローニングに成功し、CAR が

哺乳類種間で保存されていることを明ら

かにした。バイカルアザラシ CAR は 1047

塩基のオープンリーディングフレームを

持ち、348 のアミノ酸をコードしていた。

推定分子量は 39.4kDa であった。バイカル

アザラシCARアミノ酸配列をこれまで報告

されているヒト・サル・ラット・マウスの

CAR と比較したところ、全長配列では

74-84％の相同性を示した。また、DNA 結合

ドメインとリガンド結合ドメインを対象

とした他哺乳類CARとのアミノ酸相同性は、

それぞれ 85-86％・71-84％であり、相対的

にリガンド結合ドメインの相同性が低か

った。 

（２）化学物質によるバイカルアザラシ

CAR の転写活性化能の解析：バイカルアザ

ラシの CAR 発現ベクター、および哺乳類

CYP2B 遺伝子の上流域に共通して存在する

CAR 応答配列を含むレポーターベクターを

MCF-7細胞に導入してin vitroレポーター

遺伝子アッセイ系を構築し、内因性物質や

難分解性有機汚染物質によるバイカルア

ザラシ CAR の転写活性化能を測定した。 

 レポーター遺伝子アッセイの結果、バイ



 

 

カルアザラシ CARは哺乳類 CAR共通のアン

タゴニストとして知られている男性ホル

モン代謝物のandrostanolやandrostenol、

マウスCARアゴニストであるエストロンや

17b-エストラジオールに応答しないこと

が明らかになった。また、バイカルアザラ

シ CAR はヒト CAR アゴニストである CITCO

により濃度依存的に活性化されたが、マウ

ス CARアゴニストである TCPOBOPには応答

しなかった。  

 一方、環境汚染物質についても検討した

ところ、バイカルアザラシ CAR は代表的な

有機塩素化合物である各 PCB 同族・異性体 

(PCB99，101，105，118，138，153，156，

180，187) や DDT 化合物 (p,p’-DDT，p,p’

-DDE)，trans-nonachlor によって活性化さ

れることがわかった。さらに近年環境汚染

が問題となっている有機臭素系難燃剤に

ついても調査したところ、バイカルアザラ

シ CAR はヘキサブロモシクロドデカン

（HBCD）によって活性化されたが、ポリ臭

素化ジフェニルエーテル（PBDEs）の一部

の異性体では若干活性が抑制された。 

 バイカルアザラシで得られた結果をマ

ウス CAR の結果と比較したところ、オルソ

位に塩素が 2個以上置換した PCB異性体で

処理することにより、バイカルアザラシ

CAR はマウス CAR よりも敏感に応答する傾

向が伺え、バイカルアザラシは PCB 暴露に

対してマウスより高感受性であると考え

られた。 

 （３）化学物質とバイカルアザラシ CAR

の相互作用を検出する系の開発：バイカル

アザラシおよびマウスCARタンパク質を得

るために、まず両種 CAR リガンド結合領域

（LBD）を pEU-E01-GST-N2 (TEV) Vector

に挿入し、CAR-LBD タンパク質発現プラス

ミドを作製した。次に、無細胞タンパク質

発現系により GST融合 CAR-LBDタンパク質

を発現させ、Glutathione Sepharose 4B お

よび HiTrap Q HP カラムにより精製した。

SRC1 タンパク質は ProteinOne 社より購入

した。 CAR-LBD と SRC1 のタンパク質相互

作用は、ビアコア 2000（Biacore）を用い

て解析した。本研究では、まず CAR-LBD タ

ンパク質と各濃度に調整した化学物質の

混合液をアナライトとして用い、アザラシ

およびマウス CAR と SRC1 のタンパク質相

互作用に影響する化学物質のスクリーニ

ングをおこなった。 

 バイカルアザラシ CAR と SRC1 のタンパ

ク質相互作用は、CITCO・PCBs・p,p’-DDT・

p,p’-DDE の濃度依存的に増加したが、

Lithocholic acid では減少した。マウス

CAR の場合、Estrone・Clotrimazole・

TCPOBOP存在下でSRC1との相互作用は増加

し た が 、 Androstanol ・ Androstenol ・

Lithocholic acid存在下では濃度依存的に

減少した。Estradiol・CITCO に関しては、

SRC1 との相互作用がわずかに増加した。相

互作用の明確な増加が検出された化学物

質について、CAR と SRC1 相互作用の速度論

的解析をおこなったところ、バイカルアザ

ラシ CARでは DMSO 添加群と比べ PCBs 処理

群で高い解離定数（KD）を示した。結合速

度定数（ka）は PCBs 処理群と DMSO 添加群

で差がなく、解離速度定数（kd）は PCBs

処理群で高値を示したことから、PCBs がバ

イカルアザラシ CAR と SRC1 相互作用の解

離速度に影響していると推察された。一方

マウス CAR では、Estrone・TCPOBOP 処理で

KDが増加し、Clotrimazole 処理では減少し

た。Estrone・TCPOBOP の場合、ka・kd と

もに DMSO 添加群と比較して高値を示した

ことから、これら化学物質は結合･解離の

両方に影響すると考えられた。また



 

 

Clotrimazole では、DMSO 添加群と比べ kd

がほぼ同様なのに対し、kaが約10倍高く、

この物質は CAR と SRC1 の結合反応に影響

することが示唆された。 

 本研究の結果より、バイカルアザラシ

CAR とマウス CAR のリガンド選択性や応答

性には明確な種差があり、このことは CAR

リガンド結合ドメインにおけるアミノ酸

配列の相同性が相対的に低いことに起因

していると考えられた。本研究により、実

験動物で得られたCAR標的遺伝子転写活性

化能に関する結果は、水棲哺乳類などの野

生生物に単純に外挿できないことが示唆

された。つまり CAR の機能特性の解明が有

機塩素化合物や有機臭素系難燃剤に対す

る生物種固有のリスクや影響を評価する

ために重要であると考えられた。 
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