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研究成果の概要（和文）：新たな残留性有機汚染物質 (POPs) であるポリ臭素化ジフェニルエーテルなど臭素系難燃剤
に着目し、核内受容体ペルオキシソーム増殖剤応答性受容体α (PPARα) を介した生体影響・作用機序の解明とリスク
評価することを目的とした。系統学的・生態学的に重要な野生高等動物種のPPARαシグナル伝達系に影響する臭素系難
燃剤のハイスループットスクリーニングシステムの開発に成功し、本研究で初めて「臭素系難燃剤によるPPARαシグナ
ル伝達撹乱」という新たなシグナル毒性の作用機序の一端を明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The present study assessed the transactivation potencies of the Baikal seal (Pusa 
sibirica) peroxisome proliferator-activated receptor α (bsPPARα) by brominated flame retardants (BFRs) 
using an in vitro reporter gene assay. Among seven BFRs treated in a range of 2.4-50 microM 
concentration, three PBDEs, BDE47, 99 and 153, induced bsPPARα-mediated transcriptional activities in a 
dose-dependent manner. To compare the bsPPARα transactivation potencies by PBDEs, the present study 
estimated the perfluorooctanoic acid (PFOA) induction equivalency factors (IEFs). The order of IEFs for 
the PBDEs was as follows; BDE153 (IEF: 17) > BDE99 (12) > BDE47 (7.4) >> PFOA (1.0) >>> BDE100, BDE154, 
BDE183 and HBCDs (not activated). This is the first study in which the transactivation potencies of 
PPARα by PBDEs in aquatic mammals were clarified. Our study demonstrates that the PPARα-mediated 
response may be a useful biomarker to evaluate potential biological effects of PBDEs in wildlife.

研究分野：生態毒性学・環境分子毒性学
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１．研究開始当初の背景 
 有機ハロゲン化合物であるポリ臭素化ジ
フェニルエーテル (PBDEs) やヘキサブロモ
シクロドデカン (HBCDs) などの臭素系難燃
剤 (BFRs) は、電子・電気機器、建材及び繊
維製品などに防燃・延焼目的で添加され、世
界中で広く使用されてきた。近年、一部の
BFRs は残留性有機汚染物質 (POPs) として
指定され、高い学術的・社会的関心を集めて
いる。これまで BFRs による地球規模での汚
染現状を明らかにするため、化学分析による
濃度分布や環境動態、さらには生物蓄積に関
する研究が行われてきた。一方、BFRs によ
る神経系、内分泌系、生殖・発生系などへの
毒性影響が明らかになりつつあるが、これら
は主にマウスやラットなど実験動物を用い
た報告であり、野生生物を対象とした研究は
欠落している。また、BFRs は環境中で難分
解性、あるいは生物に対して高蓄積性を示す
ことから、特に食物連鎖の高次に位置する野
生高等動物を対象とした生体影響評価や、そ
の毒性作用機序に関する研究の遂行は最重
要課題であると考えられる。 
 ペルオキシソーム増殖剤応答性受容体 
(PPAR) は核内受容体スーパーファミリーに
属し、糖・脂質代謝に関与する種々の標的遺
伝子を調節する転写因子である。哺乳動物で
は 3種類のサブタイプ (PPARα, β/δ及び γ) が
存在する。ペルオキシソーム増殖因子は、脂
肪酸結合タンパク質、アシル CoAオキシダー
ゼなど脂肪酸輸送関連タンパク質やペルオ
キシソーム性 β酸化酵素の発現レベルを変化
させ、齧歯類では肝細胞の増殖、アポトーシ
スの抑制、肝腫瘍の形成などの毒性を示すこ
とが知られている。これらの作用の発現には
PPARαの介在が必要であり、PPARα欠損マウ
スではペルオキシソーム増殖因子による肝
腫瘍の発現はみられない。また、ヒト培養細
胞系を用いた最近の報告では、ポリ塩化ビフ
ェニル (PCBs) によって誘導された炎症やア
テローム性動脈硬化に PPARα が関与するこ
とが明らかとなっている。このことは、PCBs 
は PPARα を起点とした情報伝達機構を撹乱
し、生理機能の生体恒常性に影響することを
意味する。しかしながら、PCBs と構造の類
似した PBDEsなどが PPARαシグナル伝達系
に与える影響を調査した研究は皆無である。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、BFRs 汚染地域に生息する、
あるいは系統学的・生態学的に重要な野生高
等動物種の PPARα シグナル伝達系に影響す
る BFRs をハイスループットでスクリーニン
グする方法を開発し、BFRs の潜在的リスク
評価を行うことを目的とする。 
 
３．研究の方法 
 本研究は、研究代表者の他に 1名の研究分
担者の組織体制で実施した。現在学術的・社
会的関心を集めている POPsである PBDEsや

HBCDsなどの BFRsに着目し、(1) レポータ
ー遺伝子アッセイ系による PPARα 依存的転
写活性化能の測定、(2) PPARα 組み換えタン
パク質合成のための無細胞タンパク質発現
系の構築、(3) 時間分解蛍光共鳴エネルギー
転移 (TR-FRET) を用いた PPARα-BFRs 間相
互作用のハイスループットスクリーニング
法の構築、(4) In silico による野生高等動物
PPARα の立体構造予測とドッキングシミュ
レーションによる BFRs-PPARα結合特性の解
析、(5) PPARαに影響する BFRsのリスト作成
とそれらの野生高等動物に対するリスク評
価を行った。 
 
４．研究成果 
(1) PPARα依存的転写活性化能の測定 
 野生高等動物としてロシアのバイカル湖
に生息するバイカルアザラシ (Pusa sibirica) 
に着目し、同生物種の PPARαを用いた in vitro
レポーター遺伝子アッセイ系によって、単一
暴露濃度による PPARα 活性化のスクリーニ
ングを試みた。対象とした BFRs は、これま
でバイカルアザラシを含めた野生生物で蓄
積・汚染の確認・報告されている主要な BFRs 
(BDE47, 99, 100, 153, 154, 183及び HBCDs) 
を用いた。 
 In vitro レポーター遺伝子アッセイ系によ
って、BDE47, BDE99 及び BDE153 による
PPARαの活性化が見出された。また、その他
のBFRsによる PPARαの活性化は確認されな
かった。そこで、PPARαの活性化が確認され
た3種のPBDEsについて用量依存性を調査し
たところ、化学物質の暴露濃度に依存して
PPARαは活性化された（図 1-3）。また、得ら
れた用量反応曲線から半数影響濃度 (EC50

値) を算出したところ、BDE47 の EC50値は
9.6 µM、BDE99は 5.9 µM、BDE153は 4.1 µM
であり、BDE153による PPARα活性化能は最
も強いことが明らかとなった。 

 
図 1．BDE47によるバイカルアザラシ PPARα
の転写活性化．BF: bezafibrate (positive control) 



 
図 2．BDE99によるバイカルアザラシ PPARα
の転写活性化．BF: bezafibrate (positive control) 
 

 
図 3．BDE153によるバイカルアザラシ PPARα
の転写活性化．BF: bezafibrate (positive control) 
 
 これまで我々の研究グループでは、マウ
ス・ヒトと同様にバイカルアザラシにおいて
も有機フッ素化合物 (PFCs) による汚染や
PPARα 活性化を明らかにしている（Ishibashi 
et al., 2008a; 2008b）。そこでペルフルオロオ
クタン酸 (PFOA) による PPARα 活性化能を
1（PFOA誘導等価係数：IEF）として（Ishibashi 
et al., 2011）、PBDEsの IEFについて比較した
ところ、BDE153の IEFは PFOAと比較して
17倍高く、BDE99は 12倍、BDE47は 7.4倍
高い IEFを示した（図 4）。 

 

図 4．臭素系難燃剤 (BFRs) 及び有機フッ素
化合物  (PFCs) による PPARα の転写活性
化：PFOA誘導等価係数 (IEF) の比較 

 以上のことから、in vitro試験系により初め
て PBDEsによる PPARαの活性化が明らかと
なり、これら活性化能は PFCs と比較して極
めて強いことが示唆された。 
 そこでさらに、PPARαを活性化した PBDEs
について構造活性相関解析を試みた。PPARα
を活性化した BDE47, 99及び 153は ortho位
に 2つの臭素を有していたが、PPARαを活性
化しなかった BDE100及び 154は、ortho位に
3つの臭素を有していた。また、PPARαを活
性化した BDE47, 99及び 153間の比較では、
meta 位の臭素数が増加するにつれて、PPARα
活性化能も強くなる傾向がみられた。これら
のことから、ortho位や meta 位における臭素
数が PPARα 活性化能を規定している要因の
一つと考えられた。 
 さらに PPARαを活性化した BDE99につい
て、同じ IUPAC番号の PCB99を用いて、臭
素化及び塩素化の影響を調査した。PPARα活
性化能は両化合物で約 7倍の差があり、臭素
化 BDE99 の方が塩素化 PCB99 よりも強く
PPARαを活性化することが示唆された。 
 
(2) PPARα 組換えタンパク質合成のための無
細胞タンパク質発現系の構築 
 時間分解蛍光共鳴エネルギー転移 
(TR-FRET) を用いた PPARα-BFRs 相互作用
のハイスループットスクリーニング法を構
築するため、まず PPARα組換えタンパク質の
合成を試みた。PPARα のリガンド結合領域 
(LBD) を pEU-E01-GST-N2 vector あるいは
pEU-E01-His-N2 vectorに挿入し、タンパク質
発現プラスミドを作成した。次に、ENDEXT 
Wheat Germ Expression G/H Kit を用いて in 
vitro 無細胞タンパク質発現系により
Glutathione S-transferase (GST) あ る い は
Histidine (His) タグ融合核内レセプターLBD
タンパク質を発現させ、Glutathione Sepharose 
4Bあるいは Ni Sepharose High Performanceで
これらタグ融合タンパク質を精製した。精製
タンパク質は SDS-PAGEで分離後、CBB染色
により精製度を確認し、Bioanalyzer (Agilent) 
でタンパク質濃度を定量した。その結果、in 
vitro無細胞タンパク質発現系により、高純度
の GST及び Hisタグ融合 PPARα-LBDタンパ
ク質の合成・精製に成功した。 
 
(3) 時間分解蛍光共鳴エネルギー転移 
(TR-FRET) を用いた PPARα-BFRs 間相互作
用のハイスループットスクリーニング法の
構築 
 TR-FRET を用いたアッセイ系を構築する
ため、大量合成・精製した PPARα-LBD-GST
融合組換えタンパク質をテルビウム標識抗
GST抗体で標識し、各濃度の試験物質及び蛍
光標識トレーサーとの競合反応を行った。得
られた用量反応曲線から、PPARα組換えタン
パク質との相互作用に関する試験物質の
50%抑制濃度（IC50 値）を算出した。まず
PPARα アゴニストとして知られる GW0742



について試験系の構築を行ったところ、良好
な用量反応曲線が得られ、IC50値も既報と同
程度を示した。そこで次に、本 TR-FRET ア
ッセイ系を用いて臭素系難燃剤との分子間
相互作用を測定した。In vitroレポーター遺伝
子アッセイ系において PPARα を活性化した
BDE47、BDE99及び BDE153を含め全ての臭
素系難燃剤は、TR-FRET アッセイ系では
PPARα-LBD タンパク質と直接的な相互作用
を示さなかった。 
 
(4) In silicoによる野生高等動物 PPARαの立
体構造予測とドッキングシミュレーション
による BFRs-PPARα結合特性の解析 
 In silico 系を用いて PPARα−LBD タンパク
質の立体構造モデルを構築し、臭素系難燃剤
とのドッキングシミュレーション解析を試
みた。BDE47、BDE99及び BDE153など全て
の臭素系難燃剤は、PPARα-LBD タンパク質
ホモロジーモデルとは顕著な相互作用を示
さず、結合ポテンシャルエネルギーは高値で
あった。これらのことから、本研究で評価対
象とした臭素系難燃剤は、PPARαと直接的な
結合親和性を示さず PPARα を活性化するこ
とが明らかとなり、臭素系難燃剤による新た
な作用機序の可能性が示唆された。 
 
(5) PPARα に影響する BFRs のリスト作成と
それらの野生高等動物に対するリスク評価 
 これまで臭素系難燃剤による PPARα の活
性化や PPARα を介した生体影響評価に関す
る研究は皆無であった。本研究により初めて
「臭素系難燃剤による PPARα シグナル伝達
撹乱」という新たなシグナル毒性の作用機序
の一端が明らかとなった。また、本研究で開
発した PPARαシグナル伝達系の解析手法は、
臭素系難燃剤のハイスループットリスク評
価系として極めて有用であり、他の環境汚染
物質にも応用できるであろう。さらに、PPARα
を活性化した BDE47、BDE99 及び BDE153
は、同じく PPARαを活性化することが知られ
ている有機フッ素化合物よりも 7〜17倍の低
濃度で影響した。このことから、バイカルア
ザラシ PPARα を介した脂質代謝系などへの
影響が懸念され、これらの知見は臭素系難燃
剤のリスク評価において極めて重要な基礎
資料となることが期待される。 
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