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研究成果の概要（和文）：１）GCxGC-TOFMSを使用した有機ハロゲン化合物の網羅的分析法を開発した。２）細
胞内受容体（IR）と環境汚染物質（EP）の結合状態を in silico 解析することで、in vitro ・ in vivo 実験
系でのIR活性化能が予測できた。３）EPを投与したモデル動物の組織の多元的オミックス解析によって、EPが異
物代謝酵素系や細胞周期、脂質合成・代謝経路に影響することが明らかになった。４）環境動物種の組織を実験
モデル動物と同様の手法で多元的オミックス解析し、EP暴露濃度依存的に影響を受けるパスウェイの特定に成功
した。５）IRシグナル伝達系の化学物質感受性規定因子が特定できた。

研究成果の概要（英文）：The achievements of this study are summarized as follows; (1) we succeeded 
in developing a comprehensive analytical method for organohalogen compounds with a two-dimensional 
gas chromatograph-time-of-flight high-resolution mass spectrometer. (2) in silico analyses of the 
binding state of intracellular receptors (IRs) and environmental pollutants (EPs) could predict the 
IR activation potencies in in vitro and in vivo experimental systems. (3) multiple omics analyses of
 the tissues from experimental model animals administered with EPs revealed that the pollutants 
affect xenobiotic metabolizing enzyme systems, cell cycle, and lipid synthesis and metabolism 
pathways. (4) the same multiple omics approaches as those used in model animals were applied to the 
tissues of environmental animal species and succeeded in identifying specific pathways affected in a
 EP concentration-dependent manner. (5) factors responsible for the susceptibility to EPs in IR 
signaling pathways were identified.

研究分野： 環境毒性学
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
多元的オミックス解析を実践することにより、化学物質曝露に対する影響のシステム的理解が進み、バイオマー
カーを多様な生物種で同定することが可能になった。また、環境動物とモデル動物利用の有効性と制約（不確実
性係数）が明確になり、その成果は生態影響試験を標準化・高度化するためのモデルケースとなるであろう。さ
らに本研究の結果は、「化学物質の審査および製造等の規制に関する法律」で求められている、監視化学物質を
特定するための科学的根拠を与えることにも寄与できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
 化学物質に対する感受性・反応には大きな種差が存在する。しかしながら今日の科学では、
特定の実験モデル動物（マウスなど）の感受性や応答の差を個々の生物種に外挿する際には、
科学的根拠のない不確実性係数を利用せざるを得ない状況である。したがって、多様な生物種
のリスクを評価するには、先ずは生物種自身の反応を測定する必要がある。細胞内受容体は体
内の化学的信号を生物的信号に変換するメディエーターであり、このシグナル伝達系の種差が
化学物質に対する感受性差や応答の多様性を説明する一要因として考えられている。 
 一方、投与実験・試料入手の困難さ故に、実験モデル動物以外の生物の反応を測定するのは
容易ではない。その結果、化学物質の生態毒性試験の必要性は激増しているが、大半の化学物
質の評価は未試験のままとなっている。実験モデル動物を対象とする毒性学から野生・伴侶動
物種を対象とする環境毒性学へのトランスレーショナルサイエンスが欠如しているのである。
細胞内受容体の多能性に関する知見はマウスを対象とした実験で得られた場合が大半であり、
多能性に関して魚類や鳥類を含む多様な生物種に一般化できるほどの知見は得られていない。
加えて、環境（野生・伴侶）動物種の細胞内受容体シグナル伝達系の全体像を解析できるツー
ルは現在なく、化学物質による細胞内受容体を介した影響の多様性を検証する障壁となってい
る。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、多様な生物の細胞内受容体を介したシグナル伝達系を対象に、化学物質による
系の撹乱を「網羅的」に解析できる基盤を構築したい。さらにそれを利用して、生理作用・恒
常性維持機能への影響を評価すると共に、化学物質による系撹乱の種差の原因となる感受性規
定因子を決定することが目的である。 
 
３．研究の方法 
 本研究では、魚類・鳥類・哺乳類を含む実験モデル動物や環境（野生・伴侶）動物を対象に、
化学物質による細胞内受容体シグナル伝達系の撹乱に焦点を絞って研究した。化学物質曝露に
よって惹起される細胞内受容体を介した「多元的オーム」の変化を網羅的に測定し、種差を規
定する要因をゲノム・遺伝子・タンパク質レベルで特定するため、以下の 5 つのサブテーマ（1）
〜(5）に取り組んだ。 
(1) 環境（野生・伴侶）動物個体群に蓄積した化学物質のエクスポゾーム解析 
(2) エクスポゾームと細胞内受容体の相互作用の網羅的解析 
(3) 実験モデル動物の多元的オミックス解析とパスウェイ解析 
(4) 環境（野生・伴侶）動物種の多元的オミックス解析とパスウェイ解析 
(5) 細胞内受容体シグナル伝達系の感受性規定因子の探索 
 
４．研究成果 
 多様な生物の細胞内受容体を介したシグナル伝達系を対象に、in silico・in vitro・in vivo 実験
法を組み合わせて、多元的オーム（エクスポゾーム・トランスクリプトーム・プロテオーム・
メタボローム・リピドーム）を測定することにより、化学物質による系の撹乱を「網羅的」に
解析できる研究基盤が構築できた。さらに得られたデータをバイオインフォマティクス手法に
よって解析し、生理作用・恒常性維持機能への影響を評価すると共に、化学物質による系撹乱
の種差の原因となる感受性規定因子を決定することできた。 
 以下に 5 つのサブテーマ（1）〜(5）ごとに具体的な成果を記す。 
(1) 環境（野生・伴侶）動物個体群に蓄積した化学物質のエクスポゾーム解析 野生生物の臓
器・組織に適用可能な有機リン系難燃剤（PFRs）の分析法開発を試み、生体由来マトリックス
の除去のため活性炭とアミノプロピルの二層で構成される精製カラムを用いた高精度分析法の
開発に成功した。また GC×GC-HRTOFMS を使用した有機ハロゲン化合物・多環芳香族炭化水
素の網羅分析法も開発した。 
 野生鳥類から、残留性有機汚染物質（POPs）の代替物質であるデカブロモジフェニルエタン
（DBDPE）・ビストリブロモフェノキシエタン（BTBPE）・デクロランプラス（DPs）が検出
され、初めて汚染実態が明らかとなった。さらに、有機リン系難燃剤（PFRs）の定量を試みた
結果、多くの種から TCEP および TDCIPP が検出された。さらにヒトや愛玩動物へのビスフェ
ノール類（BPs）の曝露量を評価するためハウスダスト中の 21 種の BPs を分析したところ、ビ
スフェノール A（BPA）が最も高濃度で検出された。 
 淡水魚について 47 種の医薬品・生活関連物質（PPCPs）を分析し、殺菌剤であるトリクロ
サンの血中濃度が高値であることを明らかにした。とくに日本の下水処理施設下流で採取した
検体は、実験動物で影響が観察された値に匹敵していた。 
 伴侶動物であるイヌ・ネコを対象に、各ポリ塩素化ビフェニル（PCBs）同族・異性体の代謝・
排泄能の種差を明らかにするため、PCBs の 12 同族・異性体混合物の in vivo 曝露試験を実施し
た。イヌは第一相酸化反応によって多くの PCBs を水酸化 PCBs（OH-PCBs）へと代謝し、続く
第二相抱合反応によって低塩素化 OH-PCBs を抱合体化して体外排出したのに対し、ネコは第
一相酸化反応が弱いことに加え、第二相抱合酵素 UGT1A6 が偽遺伝子化しているため、特定の
低塩素化 OH-PCBs のみが残留したと推察した。 



(2) エクスポゾームと細胞内受容体の相互作用の網羅的解析 バイカルアザラシ・イヌ・マウ
ス・ヒトに由来するエストロゲン受容体（ERα・ERβ）発現ベクターを細胞に導入し、in vitro
レポーター遺伝子アッセイ系を構築した。次いでこの系を 5 種の POPs・26 種の BPs・4 種の
PFRs・17 種の OH-PCBs でそれぞれ単処理し、ERs のアゴニスト活性を評価した。その結果、
多くの被験物質が単処理ではアゴニスト活性を示したが、活性化能は被験物質・ER アイソフ
ォーム（ERα・ERβ）・生物種間で異なっていた。ER アイソフォーム間で活性化能を比較する
と、全ての動物種で ERα は ERβ よりも高いアゴニスト活性を示した。またイヌ ERα は他生物
種 ERα に比べて顕著に低い活性化能を示した。また、OH 基置換位置の異なる被験物質の用量
−応答関係を評価した結果、OH 基置換位置が para 位 > meta 位 > ortho 位の順で高活性を示し
た。これら被験物質のERリガンド結合ポケット内の結合状態を in silico法で解析した結果、para
位の OH 基はアザラシ ERα の 353 番目のアミノ酸残基に相当するグルタミン酸と水素結合し、
相互作用エネルギーは低値を示した。 一方で meta 位の OH 基は 346 番目のロイシンと水素結
合を形成したが、ortho 位の OH 基は近傍のアミノ酸残基と相互作用しなかった。これらの結果
から、被験物質の OH 基置換位置の違いが ER リガンドポケット内での相互作用に寄与し、転
写活性化能に影響することが明らかとなった。さらに in vitro 試験による被験物質の ERα 転写
活性化能と in silico試験による被験物質—ERαの相互作用エネルギーの間に有意な正の相関関係
が認められた。 
 ゼブラフィッシュ胚を用いて 17β エストラジオール（E2）および 9 種の BPs について in vivo
曝露試験をおこない、ER 標的遺伝子であるシトクロム P450 19A1b（CYP19A1b）の mRNA 発
現に対する影響を評価した。その結果、フェニル環の para 位に OH 基が置換した物質が高い誘
導能を示した。続いて BPs とゼブラフィッシュ ERs の相互作用を in silico シミュレーションし
たところ、BPs と ERα の相互作用エネルギーは in vivo 曝露試験による CYP19A1b 誘導能と有
意な正の相関関係を示した。以上の結果より、被験物質の ERα リガンドポケットの結合状態を 
in silico 解析することで、in vitro および in vivo 実験系でのエストロゲン活性が評価できること
がわかった。 
(3) 実験モデル動物の多元的オミックス解析とパスウェイ解析 ニワトリ卵に BPA およびト
リクロサンを投与し、肝臓のトランスクリプトーム・プロテオームを測定することによって、
毒性発現機構の解明を試みた。対照群に比べて発現量に違いが認められた mRNA およびタン
パク質を対象に、パスウェイ解析・ネットワーク解析をした結果、BPA の胎児期暴露が血液循
環系・DNA 複製や細胞周期に影響し、血液循環障害や肝硬変・肝癌へのリスク増加に繋がるこ
とが示唆された。実際に肝臓の DNA 合成量は BPA 暴露によって変動していた。トリクロサン
の胎児期暴露の場合は、脂質合成シグナル伝達を促進し、脂質代謝シグナル伝達を抑制するこ
とがわかった。 
 妊娠 Wistar ラットに BPA を投与し、出生後 1-2 日目（PND1）・21-22 日目（PND21）・58-59
日目（PND58）の新生仔肝臓のトランスクリプトームを測定した。体重・臓器重量測定の結果、
BPA 投与群では PND58 まで一貫して雌仔ラットの体重はより増加していた。また体重当りの
相対肝重量は、各投与群の雄では PND21 で減少、雌では PND1 で増加していた。一方 NGS 解
析の結果、DNA 複製や細胞周期のほか、脂質合成・脂肪酸代謝に関与する遺伝子発現への性特
異的影響が確認された。例えば、不飽和脂肪酸合成や肥満・悪性腫瘍形成に関与する
Stearoyl-CoA desaturase（SCD1）は、BPA 投与雄では一貫して発現抑制が認められたが、雌では
そのような傾向はみられなかった。本結果より、BPA の発生期曝露は脂質合成・脂肪酸代謝関
連遺伝子の発現を介して性特異的に仔ラットの発育に影響することが示唆された。 
(4) 環境（野生・伴侶）動物種の多元的オミックス解析とパスウェイ解析 上記(A)で PCBs
を in vivo 曝露したイヌの肝臓を対象に、トランスクリプトームとメタボロームを解析し、PCBs
曝露の影響と作用機序の解明を試みた。22009 遺伝子のトランスクリプトーム解析の結果、異
物代謝や不飽和脂肪酸の生合成に関与する遺伝子群が有意に変動していた。メタボローム解析
の結果では、酸化ストレスに関与するグルタチオンや胆汁酸抱合体グリココール酸が有意に減
少していた。また脂質過酸化物量も減少していたことから、PCBs 曝露による脂肪酸代謝・生
合成系の亢進が明らかとなった。さらに PCBs 曝露群では、アセチル CoA から脂肪酸合成過程
で働く不飽和化酵素の発現量が減少し、伸長酵素の発現量が増加していたことから、長鎖飽和
脂肪酸合成が亢進されることによる非アルコール性脂肪性肝疾患（NAFLD）様症状の誘導が示
唆された。これら脂肪酸代謝・生合成系の撹乱は、リピドーム解析によって支持された。 
 さらにイヌでは 4OH-CB107・4OH-CB202 の高い脳移行性が認められたため、脳メタボロー
ム解析による OH-PCBs の影響評価を試みた。イヌ大脳新皮質で OH-PCBs 濃度依存的な変動を
示した 24 種の代謝物は主に解糖系・糖新生・ペントースリン酸経路・尿素回路に関与していた｡
さらにオルニチンやシトルリン・N-アセチルグルタミン酸などミトコンドリア内メタボローム
の低下も認められた。そこで、ミトコンドリアの Complex I-V に対する OH-PCBs の影響を酸
化的リン酸化活性アッセイにより評価した結果、4OH-CB107 は Complex Ⅲ・Ⅳの機能を強く
阻害した。これらの結果から、脳移行した OH-PCBs が Complex Ⅲ・Ⅳの機能を阻害すること
でミトコンドリアの働きを低下させ、電子伝達系を抑制することが示唆された。 
 この他、2,3,7,8-tetrachlorodibenzo-p-dioxin（TCDD）を暴露したマダイ胚のトランスクリプトー
ムへの影響をマイクロアレイで調査した。その結果、カルシウム・マイトジェン活性化プロテ
インキナーゼ（MAPK）・ケモカイン・T 細胞受容体のシグナル伝達経路を介した免疫抑制、



VEGF シグナル伝達経路を介した神経毒性、ならびにアクチン細胞骨格シグナル伝達経路を介
した軸索ガイダンス異常と催奇形性が TCDD 暴露によって誘導されることを示唆した。このう
ち、軸索ガイダンス異常と催奇形性については TCDD 暴露マダイ胚で観察された表現型の異常
と一致していた。さらに、バイカルアザラシおよびミンククジラ野生個体群の肝臓を対象に、
POPs 蓄積によるトランスクリプトームへの影響をカスタムメイドマイクロアレイで調査した。
その結果、バイカルアザラシにおける POPs 蓄積は異物代謝酵素・鉄イオン恒常性・炎症反応
に関連する遺伝子群の発現に影響することが示唆された。対照的にミンククジラでは、POPs
蓄積濃度が低かったため、そのような影響は認められなかった。 
(5) 細胞内受容体シグナル伝達系の感受性規定因子の探索 魚類の中でもダイオキシンに対
して敏感種であるマダイを対象に、TCDD 暴露によってダイオキシン受容体（アリール炭化水
素受容体：AHR）である AHR2 遺伝子の発現量が増加することを明らかにした。さらにこの現
象の分子機序を解明するために、マダイ AHR2 遺伝子の 5’上流域の塩基配列を解読し、その領
域をクローン化して機能解析した。その結果、マダイ AHR2 遺伝子 5’上流域には AHR 応答配
列が含まれ、その配列はマダイ AHR1 および AHR2 タンパク質によって活性化されることがわ
かった。この AHR1・AHR2 による AHR2 遺伝子の自己誘導機構が AHR シグナルを増幅し、マ
ダイのダイオキシン感受性を高めていると推察した。 
 鳥類 AHR1 のダイオキシン感受性に基づく遺伝子型は、ニワトリ AHR1 で 324・380 番目に
相当するリガンド結合ドメイン内の二つのアミノ酸残基によって、Ile_Ser（I_S 高感受性）型・
Ile_Ala（I_A 中感受性）型・Val_Ala（V_A 低感受性）型に分類される。しかしながら、鳥類
でこれら AHR1 遺伝子型の進化学的意義については不明である。そこで 113 鳥種の AHR1 遺伝
子型と生態学的情報の関係を two-way クラスター分析で解析したところ、湿地や海洋生態系に
生息して魚や水生生物を餌とするクラスター1 と脊椎動物を摂餌するクラスター3-1 の鳥種で
は V_A 型が優占していることがわかった。また陸上無脊椎動物や植物由来の餌を好む雑食性の
鳥種を含むクラスター2・3-2・3-3 では I_A 型が主流であった。ダイオキシン類には人間活動由
来のほかに自然由来の供給源が存在し、それらは食物連鎖を介して魚類に移行する。このこと
を考慮すると、猛禽類や水鳥は進化の過程で自然由来ダイオキシン類に暴露されてきたことが
選択圧となり、AHR1 遺伝子型が決定されたと考えた。実際に、各 AHR1 遺伝子型を発現させ
た iv -RGA 系を用いて、自然由来ダイオキシンである 1,3,7-TriBDD に対する反応を測定した結
果、最小影響濃度は I_S 型＜I_A 型＜V_A 型の順で、AHR1 遺伝子型のリガンド感受性差が人
間活動由来ダイオキシンだけでなく、自然由来のダイオキシンでも保存されていることを確認
した。以上の結果より、鳥類 AHR1 遺伝子のダイオキシン感受性を規定する二つのアミノ酸残
基は、自然由来ダイオキシン類の耐性獲得のために変異したと推察した。 
 一方、鳥類には２種類の AHR アイソフォーム（AHR1・AHR2）が存在する。鳥類における
AHR アイソフォームの役割を理解するために、我々はハシブトガラスの AHR1・AHR2 の機能
的特徴を調べた。インビトロレポーター遺伝子アッセイによって、AHR1 および AHR2 の転写
活性化能を、16 種の各ダイオキシン類同族・異性体で単処理した AHR 発現細胞で測定した。 そ
の結果、AHR1 と AHR2 の両方がアイソフォーム特異的に活性化された。ダイオキシン類暴露
による AHR2 の高い転写活性化能は、低い転写活性化能を有する他鳥種の AHR2 の結果とは対
照的であった。AHR2 の C 末端領域の deletion アッセイによって、736〜805 アミノ酸残基がそ
の転写活性化に重要であることを明らかにした。 
 ダイオキシン感受性規定要因の探索を目的に、ダイオキシン感受性が異なる近交系マウス２
系統（C3H/lpr・MRL/lpr）に 2,3,7,8-tetrabromodibenzo-p-dioxin（TBDD）を投与し、肝臓プロテオ
ームを解析した。その結果、ダイオキシンに対して高感受性である C3H/lpr 系統ではトリプト
ファン代謝に関する酵素群が誘導され、内因性 AHR リガンドであるトリプトファン代謝物の
生成経路活性化が観察された。また C3H/lpr 系統ではペルオキシソームで活性酸素種の除去に
関与する酵素群の誘導も確認された。したがって MRL/lpr 系統と比べて C3H/lpr 系統では、
TBDD暴露により活性酸素種の除去に関与する酵素群の誘導とともに内因性 AHR リガンドの生
成が促進されて AHR を活性化するため、TBDD に対する反応を耐性化・高感度化していると推
定した。一方、C3H/lpr は自己免疫疾患を発症しにくい系統であることが知られているが、こ
のことは本研究で明らかになった C3H/lpr の優れた酸化ストレス除去能によっても支持された。 
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