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研究成果の概要（和文）：水環境汚染が問題視されている医薬品類や化粧品等のパーソナルケア製品（PPCPs）と魚類
エストロゲン受容体（ER）サブタイプの分子間相互作用を評価するため、in silicoスクリーニング系を開発した。鎮
痛剤／抗炎症剤、脂質調節剤、β遮断薬、抗鬱剤などのPPCPsは、一部の魚類ERαに対して比較的強く相互作用し、相
互作用に関与したERsのアミノ酸の種類や数、水素結合の有無やリガンド－ERs間の距離は異なり、生物種間差が明らか
になった。開発したin silico試験系は、PPCPs－ERs分子間相互作用のスクリーニング手法として極めて有用であり、
生態リスク評価ツールとしての活用が期待される。

研究成果の概要（英文）：To investigate the interaction potential of pharmaceuticals and personal care 
products (PPCPs) on fish estrogen receptor (ER) subtypes in silico, a three-dimensional model of the ER 
ligand-binding domain (LBD) was built and docking simulations were performed. Docking experiments 
revealed that medaka, zebrafish, roach, fathead minnow, carp, and stickleback ERα LBD protein strongly 
interacted with natural estrogens. Moreover, analgesic/anti-inflammatory, lipid regulation, β-blocker, 
and antidepressant drugs were docked to several fish ERα LBD. We also found differences in the key amino 
acid residues among the fish ER LBDs, indicating involving the differences between species and estrogenic 
potencies of the selected PPCPs. These results suggest that the ER signaling is disrupted by exposure to 
these PPCPs. Our in silico analysis may provide an insight into the potential effects of PPCPs on teleost 
fish.

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 
 1990年代後半から欧米を中心に、低濃度で
生理活性を示し、生態系へ影響を及ぼす可能
性のある医薬品類や化粧品等のパーソナル
ケア製品 (pharmaceuticals and personal care 
products: PPCPs) が注目を集めている。これ
らの物質群は日常的に使用され続け、かつ最
終的に水環境中に放出されるため、特に魚類
などの水棲生物は慢性的な影響を受ける可
能性がある。しかしながら、これまで PPCPs
の慢性毒性影響はほとんど評価されておら
ず、一部の PPCPsを対象として、甲殻類、藻
類あるいは魚類に対する急性毒性影響の評
価のみ実施されている。 
 魚類では、慢性毒性影響のエンドポイント
のひとつとして産卵数の減少や受精率の低
下などが知られている。これら繁殖影響に関
するエンドポイントは、次世代影響の評価と
いう観点からも極めて重要であり、魚類では
エストロゲン受容体（ER）の機能と密接な関
連があることが知られている。これまでの報
告では、一部の PPCPsは ERを介してエスト
ロゲン様作用を示すことが明らかになって
いる。しかしながら、PPCPsのエストロゲン
様作用を網羅的に調査した研究はほとんど
なく、数千〜数万存在すると考えられている
PPCPsについて、それらを明らかにすること
は急務の課題である。また、PPCPsの生態リ
スク評価においても重要な情報を提示でき
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、環境毒性学の研究で汎用され
る魚類を対象として、それらの ER サブタイ
プ（ERα、ERβ1及び ERβ2）と相互作用する
PPCPsの化学構造を計算化学の駆使により明
らかにし、それら候補化合物の ER 依存的な
転写活性化能を in vitro レポーター遺伝子ア
ッセイ系により明らかにする。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、 estrone (E1)、 17β-estradiol 
(17β-E2) 及び estriol (E3) など内因性エストロ
ゲン類と約 80 種類の PPCPs を対象とした
（Christian et al., Environ Health Perspect, 
1999）。対象とした魚類は、環境毒性学の研
究で汎用されるメダカ（Oryzias latipes）、ゼ
ブラフィッシュ（Danio rerio）、ローチ（Rutilus 
rutilus）、コイ（Cyprinus carpio）、ファットヘ
ッドミノー（Pimephales promelas）及びイト
ヨ（Gasterosteus aculeatus）とした。これら魚
類のエストロゲン受容体（ERα、ERβ1 及び
ERβ2）に対するエストロゲン様作用を in 
silico及び in vitro系で網羅的に探索・評価し
た。具体的には、(1) in silicoによる魚類 ERs
タンパク質の立体構造予測、(2) in silicoによ
る化合物−ERs 結合特性のドッキングシミュ
レーション解析、(3) in vitroレポーター遺伝
子アッセイ系によるERs依存的転写活性化能
の測定を実施した。これら計算化学・分子生

物学の先端手法を駆使して、魚類 ERsと相互
作用する PPCPsを一斉スクリーニングした。 
 
４．研究成果 
(1) 魚類 ERαリガンド結合領域タンパク質の
ホモロジーモデリング 
 統合計算化学システム Molecular Operation 
Environment (MOE) program (Chemical 
Computing Group Inc., Montreal, QB, Canada)
を用いて、まずメダカ、ゼブラフィッシュ、
ローチ、コイ、ファットヘッドミノー及びイ
トヨの ERαリガンド結合領域（LBD）の立体
構造モデルを構築した。これらは既知のヒト
ERα LBD タンパク質立体構造を鋳型（PDB: 
1A52）として、そのアミノ酸配列から ERα 
LBD タンパク質の立体構造モデルを構築し
た。 
 
(2) 魚類ERα LBDタンパク質に対する PPCPs
のドッキングシミュレーション解析 
 MOEのドッキングプログラム ASEDockを
用いて、estrone (E1)、17β-estradiol (17β-E2) 及
び estriol (E3) などエストロゲン類と、79種類
の PPCPs との結合ポテンシャルルエネルギ
ーを算出し結合状態を解析した。 
 各魚類のERα LBDタンパク質に対するE1、
17β-E2 及び E3 などエストロゲン類の相互作
用ポテンシャルエネルギーは低く、イトヨ以
外の魚類では 17β-E2 < E3 < E1の順であった
（イトヨ：17β-E2 < E1 < E3 ）。また、各魚類
の ERα LBD タンパク質に対して、
indomethacine（鎮痛剤/抗炎症薬）、bezafibrate
（脂質調節剤）、metoprolol（β 遮断薬）、
fluvoxamine（抗鬱剤）、fenoterol（β2-交感神
経様作用薬）、gentisic acid（鎮痛剤/抗炎症薬
acetylsalicylic acidの代謝産物）、ketoprofen（鎮
痛剤/抗炎症薬）などの PPCPs の相互作用ポ
テンシャルエネルギーは 17β-E2より低く、こ
れら PPCPs は各魚類 ERα タンパク質に高い
結合親和性を示すことが示唆された。さらに、
ホルモン補充剤として使用される医薬品成
分のいくつかは、エストロゲン類と同程度の
相互作用ポテンシャルエネルギーを示し、各
魚類 ERα LBD タンパク質に高い結合親和性
を示すことが示唆された。 
 以上のことから、各魚類の ERα LBD タン
パク質に対して相互作用を示す PPCPs のス
クリーニングに成功した。 
 
(3) 魚類ERα LBDタンパク質に対する PPCPs
の相互作用ポテンシャルエネルギーの魚種
間比較 
 魚類 ERα LBD タンパク質に対する PPCPs
の相互作用ポテンシャルエネルギーについ
て、各魚種 ERα LBD タンパク質間で比較し
た。結果として、全ての魚類 ERα LBD タン
パク質間で有意な正の相関関係がみられた。
そのなかでもメダカとゼブラフィッシュ、ゼ
ブラフィッシュとローチ、ローチとファット
ヘッドミノーの相関係数は 0.77〜0.83と高値



を示した。また、メダカ、ゼブラフィッシュ、
ローチ及びファットヘッドミノーとコイあ
るいはイトヨの ERα LBD タンパク質間の相
関係数は 0.36〜0.71と低い傾向を示した。さ
らに主成分分析したところ、コイ及びイトヨ
の ERα LBDタンパク質に対する PPCPsの相
互作用ポテンシャルエネルギーは、メダカ、
ゼブラフィッシュ、ローチ及びファットヘッ
ドミノーと異なるグループに分類された。 
 以上のことから、魚類 ERαタンパク質に対
する PPCPs の相互作用ポテンシャルエネル
ギーは、コイ及びイトヨは他の魚類と異なる
傾向を示すと考えられた。 
 
(4) PPCPs との相互作用に関与する魚類 ERα 
LBDタンパク質のアミノ酸の推定 
 魚類 ERα LBD タンパク質に対する PPCPs
の相互作用ポテンシャルエネルギーの魚種
間比較において、コイあるいはイトヨは他の
魚類と異なる傾向を示したことから、これら
の要因を明らかにするため、メダカ、コイ及
びイトヨ ERα LBD タンパク質について、
PPCPsとの相互作用に関与するアミノ酸の推
定を試みた（上位約 20種 PPCPsを対象）。 
 メダカ ERα LBD との相互作用ポテンシャ
ルエネルギーの低かった indomethacine、
bezafibrate あるいは metoprolol は、Met351, 
Asp359, Glu361, His532, Leu533 あるいは
Lys537 のいずれかのアミノ酸に対して相互
作用を示した。ステロイド骨格を有するエス
トロゲン類は、Met351と Leu395に対して相
互作用を示し、Leu395（2.57〜2.64 Å）まで
の距離はMet351（3.67〜4.12 Å）と比較して
短かった。また、equilenin とその代謝物は、
Phe412に対しても相互作用を示した。 
 コイ ERα LBD との相互作用ポテンシャル
エネルギーの最も低かった fenoterol は、
Thr359、Glu365、Gly533 及び Leu537 に対し
て相互作用を示した。メダカ ERα LBD に対
して最も低い相互作用ポテンシャルエネル
ギーを示した indomethacineは、コイERα LBD
では異なるアミノ酸に対して相互作用を示
した。ステロイド骨格を有するエストロゲン
類との相互作用に関与するアミノ酸は
Met355と Leu399でありメダカ ERα LBDと
同様だった。また、equileninとその代謝物は
Phe416 に対しても相互作用を示しメダカ
ERα LBDと同様だった。 
 イトヨ ERα LBD との相互作用ポテンシャ
ルエネルギーの最も低かった gentisic acidは、
Leu316とGlu323に対して相互作用を示した。
ステロイド骨格を有するエストロゲン類と
の相互作用に関与するアミノ酸は、コイある
いはメダカ ERα LBDと同様に Leu357は共通
したが、Met313 や His494 の関与は物質によ
って異なった。例えば、17β-E2は His494と相
互作用したが、Met313は関与しなかった。ま
た、equileninとその代謝物は、コイあるいは
メダカ ERα LBDと同様に Phe374に対しても
相互作用を示した。 

 以上のことから、メダカ、コイ及びイトヨ
ERα LBD タンパク質において PPCPs と相互
作用するアミノ酸が明らかとなった。PPCPs
と相互作用するアミノ酸は PPCPs の種類に
よって魚種間で差があり、ステロイド骨格を
有する物質では特にイトヨで差がみられた。 
 
(5) 魚類 ER サブタイプに対する PPCPs の結
合親和性及び転写活性化能の評価 
 魚類では 3種類の ERサブタイプの存在が
知られている。そこで、メダカをモデルとし
て、ERα、ERβ1及び ERβ2のリガンド結合領
域（LBD）の立体構造モデルを in silicoで構
築し、PPCPsとのドッキングシミュレーショ
ン解析を試みた。 
 まず、ドッキングシミュレーション解析で
得られた各 ER−LBD と 17β-E2の結合位置と
構造が、X線結晶構造解析で実験的に得られ
たものをどの程度再現しているかを確認す
るため、X線結晶構造の報告されているヒト
ERα及び ERβ LBDタンパク質と比較した。
メダカの各 ER サブタイプにおいて算出され
た RMSDは 1 Å以下を示し、本研究で構築し
た ER サブタイプの立体構造モデルは正確に
予測できたと考えられた。 
 次に、PPCPsとの相互作用をスクリーニン
グしたところ、一部の医薬品成分や内因性エ
ストロゲン類である E1、17α-E2、17β-E2及び
E3は各 ERサブタイプに対して高い結合親和
性を示した。そこで、開発した in silico系の
有用性を検証するために、in vitroレポーター
遺伝子アッセイ系を用いて ERα 依存的転写
活性化能を測定したところ、in silico系で確認
されたリガンド−ERα 分子間相互作用の強弱
と同様に ERαも活性化され、本スクリーニン
グ手法の有用性が示された。さらに、リガン
ドとの相互作用に関与する各 ER サブタイプ
のアミノ酸の推定を試みたところ、リガンド
によって相互作用に関与する ER サブタイプ
のアミノ酸の種類や数は異なり、水素結合の
有無やリガンド−ER 間の距離も異なってい
た。 
 以上のことから、メダカ ER サブタイプに
対する PPCPs のエストロゲン様作用が明ら
かとなった。本研究で開発した in silico試験
系は、PPCPs−ERs分子間相互作用のスクリー
ニング手法として極めて有用であり、PPCPs
の生態リスク評価ツールの一つとして活用
されることが期待される。 
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