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研究成果の概要（和文）：本研究では、レチノイン酸（RA）受容体（RAR）にアゴニスト作用を

示し、多様な脊椎動物に生体影響をもたらす可能性のある環境レチノイドによる水環境汚染と

それに伴う生態リスクの可能性を明らかにするため、汚染実態調査と原因物質の特定を試みた。

その結果、①環境レチノイド汚染は水環境中に普遍的に存在していること、②下水中の環境レ

チノイドは天然の RA 類とその代謝物であること、③現在の汚染レベルでは野生動物に悪影響が

生じる可能性は高くないことが明らかになった。 

 
研究成果の概要（英文）：Environmental retinoids can exhibit the RAR agonistic activity 
and consequently cause adverse effect on various vertebrates. To clarify the 
contamination with environmental retinoids in the aquatic environment in Japan and its 
possible ecological risks, this study investigated the current status of the 
contamination and identified the causative compounds. Results of this study revealed that 
the contamination with environmental retinoids occurs commonly in aquatic environments, 
and that major causative compounds in municipal wastewater are retinoic acids and their 
oxidative metabolites. Furthermore, it was suggested that the current level of 
environmental retinoids contamination do not appear to be high enough to exert 
RAR-mediated deleterious effects on wild animals. 
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１．研究開始当初の背景  生体内に多数存在する核内受容体は、特異

研究種目：若手研究（B） 

研究期間：2008～2009 

課題番号：20760362 

研究課題名（和文） 環境レチノイドによる水環境汚染の実態把握とその原因物質の特定 

                     

研究課題名（英文） Elucidation of contamination with environmental retinoids in the

 aquatic environment and identification of causative compounds 

 

研究代表者 
 井上 大介（INOUE DAISUKE） 
 大阪大学・工学研究科・特任研究員 

 研究者番号：70448091 



 

 

的なリガンドの結合を通じて、生体内での
種々の組織特異的な生理作用の発現を調節
している重要な生体因子である。内分泌攪乱
化学物質は、天然のリガンドを真似て核内受
容体に結合することによって、生体内の内分
泌機能を乱し、人や野生生物の健康に重篤な
悪影響を及ぼす可能性があることから、その
リスクの適正な評価と制御戦略の確立が急
務の課題とされている。 
 脊椎動物が有する核内受容体の一つであ
るレチノイン酸（RA）受容体（RAR）は、ビ
タミン Aの代謝物である RAの結合を介して、
視覚や形態形成、発生、細胞分化、組織の恒
常性に重要な役割を果たしている。一方、RA
は強力な催奇形性作用を有することも知ら
れており、RAR への結合を介したレチノイド
シグナル伝達系が過剰に発現した場合には、
人を含む多様な生物種に重篤な健康被害を
引き起こす可能性がある。 
 近年、北米で多数発見された奇形カエルの
原因究明研究において、RAと類似の作用を示
し、RAR を介したレチノイドシグナル伝達系
を撹乱することによって生態影響を引き起
こす化学物質“環境レチノイド”が水環境中
に存在することが明らかにされた。また、中
国・北京および日本国内において実施した予
備調査により、中国や日本の水環境でも環境
レチノイド活性を確認し、環境レチノイド汚
染が北米に限定された問題ではなく、世界的
な問題である可能性を見出した。レチノイド
シグナル伝達系攪乱は重篤な健康影響を及
ぼし得ることから、環境レチノイドの存在は
将来の深刻な問題の発生を危惧させるもの
である。現在までに、少数の研究グループに
よって環境化学物質の環境レチノイド活性
の評価が試みられているが、いずれの研究に
おいても、自然界で生体影響を発現するよう
な高レベルの活性を示す物質は確認されて
おらず、環境レチノイドによる水環境汚染の
実態に関する知見は世界的に見ても皆無に
等しいのが現状である。 
 
２．研究の目的 
 このような背景から、環境レチノイドとい
う新たな内分泌攪乱化学物質を介した未知
のリスクを正しく評価し、制御戦略を確立す
るための予見的研究が重要である。そこで本
研究課題においては、日本国内の水環境にお
ける環境レチノイド汚染に伴う生態リスク
の可能性を評価することを最終的な目標と
し、①RAR 結合活性を指標とした、環境レチ
ノイドによる水環境汚染の実態把握、②水環
境中に存在する環境レチノイド物質の化学
構造の推定、③構造推定した環境レチノイド
及び構造類似物質の環境レチノイド活性の
評価に取り組み、水環境中における環境レチ
ノイド汚染の実態を解明することを目的と

する。 
 
３．研究の方法 
(1)RAR 結合活性を指標とした環境レチノイ
ドによる水環境汚染の実態調査 
 環境レチノイドによる水環境汚染の実態
を調査するため、近畿地方の淀川、猪名川、
大阪湾、および大阪府下の 4か所の下水処理
場より環境水試料を採取した。河川において
は表層水、下水処理場においては最初沈殿池
越流水（流入水）、各生物反応槽越流水、最
終沈殿池越流水（処理水）を採取した。各環
境水試料は、それぞれ Oasis HLB カートリッ
ジ（500mg/6cc、Waters）を用いた固相抽出
によって極性物質を濃縮した後、酵母
two-hybrid法によりヒト RARαに対するアゴ
ニスト活性を測定した。各試料の活性は、RAR
の内因性リガンドであるall-trans RA（atRA）
の最大活性を 100%とし、相対活性値として求
めた。また、相対活性値 10%を基準として、
供試試料の atRA 当量濃度（atRA-EQ）を算出
した。なお、河川における調査では、RARα
に加えて、エストロゲン受容体（ER）αと甲
状腺ホルモン受容体（TR）αに対するアゴニ
スト活性、RARαに対するアンタゴニスト活
性も測定した。 
 
(2)環境レチノイド物質の特定 
 水環境中に存在する主要な環境レチノイ
ド物質を特定するため、高速液体クロマトグ
ラフ（HPLC）を用いて、顕著な RAR アゴニス
ト活性を示した環境水試料に含まれる化学
物質を分画し、環境レチノイド物質を分取・
精製した。HPLC 分画は、LC-10Avp HPLC シス
テム（株式会社島津製作所）あるいは LC-20A 
HPLC システム（株式会社島津製作所）を用い、
様々な分析条件で実施した。分析中は、溶出
液を 0.5-2 分間隔で分画を分取し、濃縮・乾
固させた後、酵母 two-hybrid 法により RAR
アゴニスト活性を測定した。顕著な活性が検
出された画分は、さらに HPLC 分画に供し、
顕著な活性を示すピークを特定し、化学構造
分析に供した。化学構造分析は、高速液体ク
ロマトグラフ-質量分析計（LC/MS）および高
速液体クロマトグラフ-イオントラップ-飛
行時間型質量分析計（LC/MS-IT-TOF）を用い
て行った。なお、LC/MS には株式会社島津製
作所製の LC-20A HPLC システムと LCMS2010EV
シングル四重極 MSを組み合わせたシステム、
LC/MS-IT-TOF には株式会社島津製作所製の
LC/MS-IT-TOF システムを使用した。 
 
(3)環境レチノイド物質および構造類似物質
の環境レチノイド活性の評価 
 (2)において同定した環境レチノイドおよ
び構造類似物質の環境レチノイド活性を評
価するため、酵母 two-hybrid 法を用いてヒ



 

 

ト RARαに対するアゴニスト活性の用量反応
性を調査した。ここで得られた結果を基に、
毒性指標として、半影響濃度（EC50）を推算
し、各物質の環境レチノイド活性を比較・評
価した。 
 
４．研究成果 
(1)RAR 結合活性を指標とした環境レチノイ
ドによる水環境汚染の実態調査 
 環境レチノイドによる水環境汚染の実態
を把握するため、淀川、猪名川、大阪湾およ
び大阪府下の下水処理場において、RARαア
ゴニスト活性を調査した。淀川、猪名川およ
び下水処理場においては、ERα、TRαへのア
ゴニスト活性、ならびに RARαへのアンタゴ
ニスト活性も調査した。ER アゴニスト活性、
TRアゴニスト活性およびRARアンタゴニスト
活性は一部の試料においてのみ検出された。
一方、RAR アゴニスト活性は、いずれの試料
においても検出され、相対活性値も他の受容
体に比べて非常に高かった。 
 平成20年4月に調査した猪名川（20地点）、
平成 20 年 10 月に調査した淀川（20 地点）に
おいては、いずれも有意水準 1%の下で有意な
RAR アゴニスト活性が検出された。また、そ
の相対活性値（濃縮倍率 100 倍）は、淀川で
は 5.6～26.2%、猪名川では 2.4～26.6%であ
った。atRA-EQ を推定した結果、淀川では 1.2
～ 7.0ng-atRA/L 、 猪 名 川 で は 1.1 ～
23.5ng-atRA/L に相当する環境レチノイドが
含まれていることが明らかになった。図 1に
は猪名川における汚染分布を示している。
RAR アゴニスト活性は、いずれの河川におい
ても、上流部に比べて下流部で高く、特に、
下流部の特定の地点において大幅に上昇す
る傾向を示した。さらに、ER アゴニストや
TR アゴニストによる汚染の分布とは異なり、
RAR アゴニスト活性は下水処理場の直下に位
置する採水地点においてその上流地点より
も低くなることが認められた。 
 また、平成 20 年 12 月に調査した生物処理

方式の異なる 4つの下水処理場では、流入水
において、有意水準 5%の下で有意な RAR アゴ
ニスト活性が検出され、その相対活性値は濃
縮倍率 10 倍で 9.4～14.2%、濃縮倍率 1 倍で
3.5～5.9%であった（図 2）。下水の RAR アゴ
ニスト活性は、処理方式によらず、生物処理
に伴って低下することが確認された。しかし
いずれの処理場の処理水においても、濃縮倍
率 100 倍で有意な活性（p<0.05）を示し、環
境レチノイドは一部残存していることが確
認された。 
 以上の調査結果から、環境レチノイド汚染
は調査地域の水環境において普遍的に存在
しており、ER アゴニストや TR アゴニスト、
RAR アンタゴニストによる汚染よりも重大な
問題である可能性が示唆された。また、下水
処理場に流入する下水中には環境レチノイ
ドが含まれているが、それらの大部分は下水
処理場において除去されており、下水処理場
は自然環境中に存在する環境レチノイドの
重要な排出源にはなっていないことが示唆
された。 
 
(2)水環境中の環境レチノイド物質の特定 
 (1)の調査において顕著な RAR アゴニスト
活性が検出された下水試料および河川水試
料から環境レチノイド物質の特定を試みた。 
 4か所の下水処理場の流入水試料をHPLC分
画に供した結果、いずれも同一の 2画分にお
いて顕著な RAR アゴニスト活性を示した。そ
れぞれの画分を HPLCでさらに精製した結果、
最終的に 4つのピークが RAR アゴニスト活性
を有することが明らかになった。そこで、こ
れらのピークを分取して LC/MS-IT-TOF 分析
に供し、得られた MS データを標準物質の MS
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図 1 猪名川における atRA-EQ（2008 年 4月）

図2 下水処理場におけるRARアゴニスト活
性．A：標準活性汚泥法、B：擬似嫌気好気
法、C：嫌気好気法、D嫌気無酸素好気法．
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データと比較した。その結果、下水中に含ま
れている環境レチノイド物質は atRA、atRA
の異性体である 13-cis RA（13cRA）、atRA と
13cRA の酸化代謝物である 4-oxo-atRA と
4-oxo-13cRA であることが明らかになった
（図 3）。本研究で調査した下水処理場には主
に生活廃水が流入していることから、これら
の環境レチノイドはヒト由来であると考え
られる。生体内で食物由来のプロビタミン A
から生成する RA とその代謝物は、RAR アゴニ
スト活性をもたないグルクロン酸抱合体と
なって体外に排泄される。グルクロン酸抱合
体は微生物によって容易に脱抱合化される
ことから、抱合体の形態で排泄された RA 類
および 4-oxo-RA 類が下水処理場に流入する
過程で脱抱合化され、活性を有する元の物質
に変換されたものと考えられた。 
 また、淀川および猪名川の河川水試料を
HPLC 分画し、活性画分の特定を試みたところ、
いずれの試料においても同一の画分におい
て最も高い活性が検出された。また、幾つか
の試料では別の画分でも顕著な活性が検出
された。このことから、河川水中にも複数の
環境レチノイド物質が存在していることが
示唆された。そこで、河川水中に普遍的に存
在する活性画分について、下人物質の特定を
試みた。まず、下水中で特定された環境レチ
ノイドであるか否かを調べた結果、上述の調
査結果から予想された通り、それらとは異な
る物質であることが明らかになった。そのた
め、活性画分を HPLC でさらに精製し、活性
を示すピークを特定した。そのピークを
LC/MS 分析に供した結果、m/z 101（ネガティ
ブイオンモード）および 442（ポジティブイ
オンモード）のフラグメントイオンが特異的
に検出されたが、構造同定には至らなかった。 
 
(3)環境レチノイド物質および構造類似物質
の環境レチノイド活性 
 下水中より同定された環境レチノイド物
質（atRA、13cRA、4-oxo-atRA、4-oxo-13cRA）
およびそれらの構造類似物質である 9cRA、
4-oxo-9cRA の RAR アゴニスト活性を調べた。
その結果、いずれの物質も RAR アゴニスト活
性の明確な用量反応性を示し、環境レチノイ
ド活性を有することが明らかになった。また、
図 4に atRA、13cRA、4-oxo-atRA、4-oxo-13cRA

の用量反応曲線を示しているが、これに基づ
いて EC50 値を算出したところ、それぞれ 1.6
×10-9M、2.4×10-7M、5.8×10-10M、4.2×10-9M
であり、atRA等価係数はそれぞれ 1、0.0066、
2.7、0.39 であった。このことから、これら
4物質の環境レチノイド活性は 4-oxo-atRA > 
atRA > 4-oxo-13cRA > 13cRA であることが明
らかになった。 
 
(4)環境レチノイド汚染に伴う生態リスクの
評価 
 本研究で検出された環境レチノイド汚染
に伴う生態リスクの可能性について検討し
た。自然環境で検出された RAR アゴニスト活
性に基づいて算出した最大の atRA-EQ は、猪
名川で検出された 23.5ng-atRA/L であった。
また、下水処理水については、同定された 4
種の環境レチノイドの定量結果と atRA 等価
係数に基づいて推定された最大 atRA-EQ は
1ng/L 程度以下であり、活性に基づいて推定
した最大 atRA-EQ は 67.5ng/L であった。一
方、既往研究においては、600ng/L の atRA に
よって RARを介してアフリカツメガエルの胎
児に生体影響が生じることが確認されてい
る。このことから、自然環境や下水処理水で
検出された汚染レベルは生体影響発現レベ
ルに比べて十分に低いことが明らかとなり、
現在の汚染レベルで野生生物に生体影響が
生じる可能性は高くないものと推察された。 
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