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研究成果の概要（和文）：成果の概要は以下のように要約できる。
１）有害な環境汚染物質をスクリーニングするため、野生動物の細胞内受容体蛋白質を発現させたin vitroアッセイ法
を構築した。２）環境汚染物質曝露に対して細胞内受容体は種・アイソフォーム特異的な感受性を有すること。３）in
 vitroアッセイ系を利用することにより、種特異的感受性を考慮した野生個体群のリスクが評価できること。４）細胞
内受容体およびシトクロムP450（CYP）の特異的なリガンド結合能には、進化の過程で変異した特定のアミノ酸残基が
寄与していること。５）細胞内受容体・CYP以外にも感受性を規定する因子が存在すること。

研究成果の概要（英文）：The achievements of this study are summarized as follows;
1) for the screening of toxic environmental pollutants, we succeeded in developing in vitro assay systems 
that intracellular receptor proteins of wild animals are expressed, 2) the intracellular receptor proteins
 showed species- and isoform-specific responses to the exposure to toxic environmental pollutants, 3) the 
 in vitro assay systems enabled us to assess the risk incorporating the interspecies differences in suscep
tibility in some wild populations, 4) certain amino acid residues that were evolutionary mutated contribut
e to the ligand interaction of intracellular receptors and cytochrome P450, and 5) there are factors respo
nsible for the susceptibility other than intracellular receptors and cytochrome P450.

研究分野：

科研費の分科・細目：

複合新領域

キーワード： 化学物質　細胞内受容体　シトクロムP450　感受性　野生動物

環境学・放射線/化学物質影響科学
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１．研究開始当初の背景 
 野生生物の個体数減少や大量死・奇形発生
の一要因として、化学物質による環境汚染の
影響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実施されていない。リス
ク評価が困難な理由は、化学物質に対する毒
性発症の感受性に種差が存在するからであ
る。感受性の種差を説明する一要因として、
細胞内受容体を起点とするシグナル伝達の
差が挙げられる。 
 しかしながら、野生生物を対象とした細胞
内受容体およびその標的遺伝子であるシト
クロム P450（CYP）の遺伝情報や機能に関す
る研究は欠落している。このような比較生物
学的アプローチの欠如は、化学物質に対する
感受性を規定する分子機構について解明す
ることを困難にしている。 
 我々はこれまでの研究により、ラットやマ
ウスなどの齧歯類で得られた細胞内受容体
に関する過去の知見は、野生生物に単純には
外挿できないことを明らかにしてきた。さら
に、各野生生物種の細胞内受容体遺伝子を用
いて構築した in vitro細胞内受容体−CYP誘導
アッセイ系を利用して、対象種固有の化学物
質のリスクが評価できる可能性を示してき
た。一方、上記研究成果を多様な生物種や、
他の細胞内受容体−CYP シグナル伝達系に一
般化できるほどの知見は得られていない。 
 
２．研究の目的 
 本研究の全体構想は、化学物質による多様
な生物の細胞内受容体−異物代謝酵素シグナ
ル伝達系の撹乱を指標として、感受性の種差
を規定する分子機構について解明すること
である。本研究を遂行することによって、「化
学物質に対する感受性の種差は、細胞内受容
体や異物代謝酵素に関連した一つあるいは
複数の因子の機能差によって説明できる」と
いう仮説を検証した。 
 
３．研究の方法 
 多様な生物種の細胞内受容体と CYP を対
象に、高度化したアッセイ系を構築し、分子
レベルで感受性規定因子を探索した。具体的
には以下の４つのサブテーマに取り組んだ。 
(1)細胞内受容体と相互作用する化学物質の
網羅的解析 
(2)CYP 依存的な化学物質の代謝経路および
代謝物の網羅的解析 
(3)細胞内受容体および CYPに内在する感受
性規定因子の解明 
(4)細胞内受容体および CYP以外の感受性規
定因子の探索 
 
４．研究成果 
上記各サブテーマ（1~4）の研究成果は以下
のように要約される。 
(1)細胞内受容体と相互作用する化学物質の
網羅的解析： 
①無脊椎動物（アミ）・硬骨魚類（マダイ）・

両生類（アフリカツメガエル）・鳥類（ニワ
トリ・カワウ・アホウドリ・カラス）・水棲
哺乳類（バイカルアザラシ・ミンククジラ）
ついて、細胞内受容体［aryl hydrocarbon 
receptor （ AHR ）・ constitutive androstane 
receptor（CAR）・pregnane X receptor（PXR）・
peroxisome proliferator-activated receptor
（PPAR）・ecdysone receptor （EcR）・estrogen 
receptor（ER）］の各アイソフォームを含む全
長 cDNAクローンの抽出に成功した。 
②魚類・鳥類・水棲哺乳類など野生生物の
AHR cDNAクローンを COS-7細胞に導入し
た in vitro AHRレポーター遺伝子アッセイ系
を構築し、生物種やアイソフォームごとにダ
イオキシン類同族・異性体の用量−応答反応
を測定した。得られた用量−応答曲線から
2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）に
対するダイオキシン類各同族・異性体の相対
反応値（REP）を求め、CYP1A 誘導等価係
数（IEF）を導くことに成功した。さらに、
カワウ・アホウドリ・アザラシを対象に、in 
vitro CYP 誘導アッセイ系を用いて得られた
化学物質の用量−応答曲線と各野生個体群の
肝臓での化学物質蓄積量と CYP 発現量の関
係は一致することが明らかとなった。以上の
結果より、in vitro CYP誘導アッセイ系を適
用することにより、種特異的感受性を考慮し
た野生個体群のリスクが評価できることを
立証した。 
③表面プラズモン共鳴（SPR）を利用した
CAR のリガンドスクリーニング法を構築し
た。まず、小麦胚芽抽出液を利用した全自動
無細胞蛋白質発現装置で、CAR 蛋白質を大
量発現させることに成功した。次いで、SPR
装置のセンサーチップにこれら CAR蛋白質
を固定化して被検物質と反応させ、解離定数
（KD）を求めた。KD 値は物質特異的であっ
たものの、各被験物質に対して CARの動物
種特異性は認められなかった。物質間で KD

値を比較したところ、ポリ臭素化ジフェニル
エーテル（PBDE）は CAR に高い結合親和
性を示した。またポリ塩化ビフェニル（PCB）
各同族体に関しては、オルソ位に置換塩素が
ある非ダイオキシン様PCBはCARに対して
特異的結合親和性を示したのに対し、ダイオ
キシン様（コプラナー）PCB は特異的反応
を示さなかった。 
④フッ素置換された炭素数が異なる多様な
有機フッ素化合物と PPARα の結合親和性を
明らかにするため、全自動無細胞蛋白質発現
装置で PPARα リガンド結合領域を合成した。
さらに既存の LanthaScreenTM TR-蛍光共鳴エ
ネルギー移動（FRET）PPARα競合結合試験
を改良し、複数生物種の PPARα と有機フッ
素化合物の結合親和性を測定した。結合親和
性は化学物質特異的かつ生物種特異的であ
った。これは、PPARα と有機フッ素化合物
の結合を実測した最初の報告であり、PPAR
リガンド候補物質のハイスループットスク
リーニング系としての活用が可能となった。 



 上記 in vitro バイオアッセイを活用して多
様な環境汚染物質の中からリガンド候補物
質を探索し、野生生物種の環境汚染物質に対
する感受性の定量化・ランキング化が可能と
なった。これら成果を学術論文や国際シンポ
ジウム等で発表したところ、詳細なリガンド
プロファイルの解析やリスク定量化などの
新規性が評価された。特に鳥類の IEFについ
て報告した発表は国際学会で二度の受賞に
繋がった。  
 
(2)CYP依存的な化学物質の代謝経路および
代謝物の網羅的解析： 
①生物種横断的な情報が少ない鳥類・爬虫類
のシトクロム P450 2（CYP2）を対象に、各
分子種の同定を試みた。その結果、カワウ肝
臓の cDNAライブラリーから 4種類の CYP2 
cDNA（CYP2C45・CYP2J25・CYP2AC1・
CYP2AF1）のクローン化に成功した。これ
らカワウ CYP2分子種の塩基配列を基に、ニ
ワトリ・ゼブラフィンチ・アノールトカゲの
ゲノムデータベースを利用してオーソログ
遺伝子を探索し、鳥類・爬虫類から 130にも
及ぶ CYP2遺伝子を初めて同定した。これら
の CYP2遺伝子は、ヒト CYP2Cs・CYP2D6・
CYP2G2P・CYP2J2・CYP2R1・CYP2U1・
CYP2W1・CYP2AB1P・CYP2AC1Pとオーソ
ログ遺伝子の関係にあると推察された。また、
鳥類 CYP2Hs が存在する染色体セグメント
を哺乳類の相同染色体セグメントと比較す
ることにより、鳥類 CYP2Hs とヒト
CYP2C62P・ラット CYP2C23・マウス
Cyp2c44 はオーソログ遺伝子であることが
わかった。さらに、フェノバルビタール誘導
型であるニワトリ CYP2C45とオーソログの
関係にある CYP2遺伝子が、カワウとゼブラ
フィンチの両種で同定された。 
②酵母発現系により、cDNAクローン化した
野生生物の各 CYP1蛋白質（1A1・1A2・1A4・
1A5・1B1）を発現させることができた。ま
た、各生物種由来の CYP1による化学物質代
謝能を評価するため、本発現系から得られた
リコンビナント CYP1 蛋白質や各動物の肝
臓ミクロソーム画分を用いて、モデル化合物
としてメトキシ-・エトキシ-・ペントキシ-・
ベンジロキシ-レゾルフィンを、環境汚染物
質として PCB を、内因性物質としてエスト
ロジェンを基質とした in vitro代謝実験系を
構築した。次いで、液体クロマトグラフ−タ
ンデム型質量分析計（LC-MS/MS）を用いて、
この実験過程で生成する親化合物由来の代
謝物を網羅的に解析し、水酸化 PCB および
水酸化エストロジェンの同定に成功した。 
③同定した代謝物より、親化合物の代謝経路
を解明することができた。その結果、野生生
物の各 CYP1分子種は、過去によく研究され
てきたヒト・げっ歯類の CYP1とは大きく異
なる代謝能力・基質選択性（代謝経路）を有
することがわかった。特に水棲哺乳類の
CYP1A2は、進化の過程でヘム近傍のアミノ

酸残基をコードするDNA塩基配列が変異し
たことにより、上記のすべての化学物質に対
して代謝能を失っていた。これらの成果より、
水棲哺乳類が環境汚染物質を高濃度に蓄積
する一要因として、CYP1A2の機能的特異性
を挙げることができた。 
 CYP の生物学的進化・機能的特異性と環
境汚染物質の蓄積性を関連付けた新規性の
高い成果は、国際学会等で多くの研究者から
賞賛された。 
 
(3)細胞内受容体および CYP に内在する感
受性規定因子の解明： 
①鳥類の種を超えて組み合わせた AHR1 と
CYP1A5 遺伝子プロモーターのペアを導入
した in vitroレポーター遺伝子アッセイによ
り、CYP1A5遺伝子プロモーターの構造より
も、AHR1 の構造がダイオキシン類による
CYP1A5 遺伝子の転写活性化に寄与するこ
とを示した。 
②鳥類 AHRのアイソフォームである AHR2
の変異体 cDNAクローンを作製して、CYP1A
の転写活性化には鳥類 AHR1 とは異なる C-
末端側の特定領域が重要であることを明ら
かにした。 
③鳥類AHRの抑制因子であるAHR repressor 
（AHRR）の変異体 cDNAクローンを作製し
て、抑制効果に重要な領域（217-402アミノ
酸）を特定し、魚類・哺乳類とは異なる領域
が重要であることを証明した。 
④水棲哺乳類 CYP1A2 が低い代謝能を示し
たことに関して、in vitro 代謝実験に加え、
in silico 基質−CYPドッキングシミュレーシ
ョンをおこない、活性中心であるヘムの近傍
の特定アミノ酸が原因であることを確認し
た。これまで調査した全ての水棲哺乳類種で
この特定アミノ酸残基が保存されているこ
ともわかった。 
⑤SPR アッセイ法を駆使し、CAR による
CYP2B 転写活性化能の種差は、リガンド結
合能の差ではなく、コアクチベーターである
SRC-1 との結合能に依存していることを実
測して証明した。 
 これらの成果はいずれも過去に報告例の
ない独創性・新規性の高いものである。特に
鳥類 AHRR に関する論文は、毒性学分野の
トップジャーナルである Toxicological 
Sciences誌で掲載号のHighlighted articleに選
ばれたことから、本成果に対する世界的な関
心の高さが窺える。 
 
(4)細胞内受容体および CYP 以外の感受性
規定因子の探索： 
①近交系マウス C3H/lprとMRL/lpr、および
その両系統のF2を20世代以上兄妹交配させ
て確立した組換え近交系マウス MXH/lpr 各
系統由来の脾細胞をTCDDで処理し、Cyp1a1 
mRNA の誘導能について調査した。その結
果、EC50値はC3H/lprよりもMRL/lprで高く、
AHR 遺伝子型から予想される感受性を示し



た。一方、 MXH/lpr の一系統である
MXH53/lprは、AHR遺伝子型が MRL/lpr型
（低感受性型）であるにもかかわらず、その
EC50値は C3H/lprと同様に低値を示した。以
上の結果から、ダイオキシン類感受性規定因
子は AHR以外にも存在することが明らかと
なった。 
 次いでMXH/lpr 各系統およびMRL/lpr と
MXH53/lprを交配させて得られた F2世代に
関して、TCDDによる Cyp1a1誘導能とマイ
クロサテライトマーカーの遺伝子型の情報
を用いて量的遺伝子座（QTL）解析をおこな
った。解析の結果、感受性規定因子がある一
遺伝子座の特定に成功した。 
②AHR が結合する dioxin responsive element
（DRE）クラスター配列の二本鎖DNAをbait
にした pull-down 法により、AHR/DRE と結
合する核蛋白質を、MRL/lpr マウス（TCDD
鈍感系統）と C3H/lprマウス（敏感系統）で
比較した。その結果、C3H/lpr マウス特異的
に結合する核蛋白質を SDS-PAGEで確認し、
MALDI-TOF/TOF 質量分析装置により転写
を活性化する候補蛋白質を同定することが
できた。その候補蛋白質を in vitro CYP誘導
アッセイ系で強制発現させ、ダイオキシン類
曝露に対する AHR依存的な反応を測定した
ところ、感受性が変化することを確認した。
したがって、本候補蛋白質は感受性規定因子
であると結論された。 
③ヒ素代謝の感受性規定因子探索のため、
MRL/lprと C3H/lpr、およびMXH/lprの 7系
統に亜ヒ酸を投与し、肝臓を採取した。肝臓
中のヒ素化合物を分析し、その組成をヒ素代
謝能の指標とした。マウス各系統間でヒ素化
合物組成には差が認められた。続いてマウス
各系統のマイクロサテライトマーカーの遺
伝子型情報に基づき、ヒ素代謝能に関する
QTL 解析をおこなった。その結果、ヒ素代
謝と有意に関連する遺伝子座が第 5 染色体
と第 14 染色体上に存在することを突き止め
た。 
 本サブテーマで得られた感受性規定遺伝
子座および遺伝子は、過去の報告にはない新
規のものであることから、学術的なインパク
トは大きい。実際、ヒ素代謝の感受性規定因
子に関する成果を学会発表したところ、奨励
賞を受賞した。 
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