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研究成果の概要（和文）：エイ、ウミヤツメ、クロアシカサガイからPPARγをクローニングし、その性状解析を
行った。クロアシカサガイPPARγはRosiglitazone、トリブチルスズ(TBT)、トリフェニルスズ(TPT)いずれの化
合物に対しても反応しなかった。一方で、エイ、ウミヤツメPPARγにおいては、Rosiglitazoneのアゴニスト活
性はヒトPPARγよりも弱かったのに対し、TBT、TPTのアゴニスト活性はヒトPPARγと同等以上であった。これら
の結果から、水生生物において有機スズ化合物のPPARγを介した作用は、チアゾリジン化合物よりも強く表れる
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）：We cloned a short fragment of the PPAR gamma LBD from Leucoraja erinacea, 
Petromyzon marinus and Patella depressa (LePPARγ, PmPPARγ and PdPPARγ) and investigated the 
ligand activity of Rosiglitazone, TBT and TPT on the LePPARγ, PmPPARγ and PdPPARγ.Treatment with 
rosiglitazone, TBT and TPT had no effects on the PdPPARγ. Although the agonist activity of 
Rosiglitazone for LePRARγ and PmPPARγ is lower than that for human PPARγ, the agonist activity of
 TBT and TPT for LePRARγ and PmPPARγ is higher than that for human PPARγ. The results suggest 
that the effects of TBT and TPT via PPARγ in aquatic species were higher than that in human.

研究分野： 分子毒性学

キーワード： 有機スズ化合物　PPARγ
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 船底防汚剤などとして用いられてきたト
リブチルスズ(TBT)およびトリフェニルスズ
(TPT)などの有機スズ化合物は、一部の巻貝
類の雌に雄性生殖器を発生させるインポセ
ックスと呼ばれる内分泌撹乱作用を示す。当
時、内分泌撹乱作用の標的分子としては、専
らエストロゲン受容体（ER）、アンドロゲン
受容体（AR）および甲状腺ホルモン受容体
（TR）に焦点が絞られていたが、有機スズ化
合物はいずれの受容体にも作用しないこと
から、核内受容体以外の標的分子を介して作
用するものと考えられてきた。このような背
景のもと応募者らは、TBT、TPT など有機スズ
化合物が核内受容体であるレチノイドX受容
体  (RXR) お よ び peroxisome 
proliferator-activated receptor (PPAR)
の強力な２重アゴニストとして機能するこ
とを明らかにした（Chem Biol Interact, 
180:238-244, 2009, Mol Pharmacol, 67, 
766-774, 2005, J. Clin Endocrinol Metab, 
87, 2830-2837, 2002）。また我々および西川
らのグループは、インポセックスが誘導され
る巻貝類のイボニシ（Thais clavigera）や
ヨーロッパチヂミボラ（Nucella lapillus)
には、脊椎動物と同様に 9-cis レチノイン酸
（9cRA）や有機スズ化合物に応答する RXR が
存在し、さらに有機スズ化合物によるこれら
巻貝類のインポセックスにはRXRが関与する
ことを見いだした（Environ Sci Technol, 
38:6271, 2004，Aquat Toxicol, 85, 57-66, 
2007）。 
その一方で、イボニシでは TBT、TPT の両

方でインポセックスが誘導されるのに対し、
ヨーロッパチヂミボラにおいてはTBTでイン
ポセックスが誘導されるがTPTでは誘導され
ないことが以前から知られている。この結果
は、同じ巻貝類でも有機スズ化合物に対する
応答性が異なる事を示している。さらに応募
者は、TPT がヨーロッパチヂミボラの RXR に
対してもTBTと同じ程度の結合性を有するこ
とを見いだした。有機スズ化合物による巻貝
類のインポセックスは、RXR を介した作用に
よるものという結論で決着した感があるが、
応募者らの結果は有機スズ化合物による巻
貝類のインポセックスの誘導にはRXR以外の
要因が関与している可能性を強く示唆して
いる。 
 
２．研究の目的 
 応募者らは巻貝類の雌を雄化する内分泌
撹乱作用を持つ有機スズ化合物が、核内受容
体である RXR および PPARのアゴニストとし
て機能することを見いだし、巻貝類に対する
内分泌撹乱作用にRXRが関与している事を明
らかにした。しかし、巻貝類に対する内分泌
撹乱作用には、RXR のみで説明できない部分
があり、他の因子が関与している可能性が示
唆されている。したがって、巻貝類における
有機スズ化合物の作用メカニズム解明には、

PPARなどの RXR 以外の核内受容体の機能に
ついても解析する必要があると考えられる。
そこで本研究では、水生生物における核内受
容体の機能解析を行うと共に、環境化学物質
に対するこれらの応答性についても検討す
ることで、環境化学物質の水生生物に対する
生体影響を予測するための分子基盤を構築
する。 
 
３．研究の方法 
 対象生物種をエイの一種 (Leucoraja 
erinacea)、ウミヤツメ(Petromyzon marinus)、
クロアシカサガイ(Patella depressa)とし、
これらの動物種からそれぞれ PPAR ligand 
binding domain (PPAR LBD)をクローニング
し、ヒト PPAR LBD 配列と比較を行った。 
 解明した PPAR配列を基に酵母の転写因子
である GAL4 の DNA binding domain (DBD)と
PPAR LBD を融合したキメラタンパクを発現
するプラスミドを作成し、これとルシフェラ
ーゼ遺伝子の上流に GAL4 応答配列を連結し
たレポーター遺伝子を発現するプラスミド
を培養細胞に導入し、ルシフェラーゼアッセ
イを Rosiglitazone、TBT および TPT の各動
物種の PPARアゴニスト活性を評価した。 
 さらに、PPARの遺伝子配列を元に組み換え
蛋白質を作成し、[3H]標識 Rosiglitazone お
よび[14C]標識TPTを用いたリガンド結合実験
により、Rosiglitazone、TBT および TPT の各
動物種の PPARに対する親和性について検討
を行った。 
 
４．研究成果 
(1)エイ、ウミヤツメ、クロアシカサガイ
PPAR LBD 配列 
 
 得られた各動物種の PPAR LBD 配列とヒト
PPAR LBD (204-477)と比較を行った。その結
果、エイは 79.9 %と比較的高い相同性を有し
ていた。一方で、ウミヤツメは 60.5 %とエイ
に比べて低く、クロアシカサガイは 27.6 %
と他の 2種に比べてかなり低い相同性であっ
た。 
 これまでに我々は、ヒト PPARと有機スズ
化合物との結合にヒト PPARの 285 番目のシ
ステインの硫黄原子と有機スズ化合物のス
ズ原子との相互作用が必須である事を明ら
かにしているため（Sci Rep, 5, 8520. 2015）、
エイ、ウミヤツメ、クロアシカサガイ PPAR
にもそれに相当する部位が存在するか比較
を行った。その結果、エイおよびウミヤツメ
においてはヒト PPARの 285 番目に相当する
部分がヒトと同じシステインであったが、ク
ロアシカサガイはチロシンであった。 
また、我々はヒト PPARに対しては TBT よ

りも TPT の方が、アゴニスト活性が高いこと
を明らかにしており、これにはヒト PPARの
363 番目のフェニルアラニンと TPT のフェニ
ル基との間に形成される相互作用が重要で
ある事も明らかにしている。それに対してエ



イ、ウミヤツメにおいてはその部分がイソロ
イシン、クロアシカサガイではロイシンとい
ずれの生物種もヒト PPARとは異なっていた。 
 
(2) エイ、ウミヤツメ、クロアシカサガイ
PPARアゴニスト活性評価 
 
 各動物種の PPAR LBD 配列を基に GAL4 DBD
と PPAR LBD の融合タンパクを発現するプラ
スミドを作成し、これを用いて各動物種
PPARにおけるTBT、TPTおよびRosiglitazone
のアゴニスト活性を評価した。 
 その結果、エイ(LePPAR)、ウミヤツメ
(PmPPAR) に お い て は 、 TBT 、 TPT 、
Rosiglitazone いずれの化合物においても
Luciferase 活性の上昇が認められたが、クロ
アシカサガイ(PdPPAR)においては、いずれの
化合物においても活性の変化は認められな
かった（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図１．Rosiglitazone、TBTおよびTPTのエイ、
ウミヤツメ、クロアシカサガイ PPARアゴニ

スト活性 
 続いて、エイおよびウミヤツメに関しては
さらに詳細な検討を行った。その結果、エイ
PPARでは、Rosi は 1 M、TBT は 10 nM 以上、
TPTは30 nM以上で反応が認められた（図2）。
またウミヤツメ PPARでは、Rosi は 1 M、TBT
は 3 nM 以上、TPT は 3 nM 以上で反応が認め
られた（図 3）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図２．Rosiglitazone、TBT および TPT のエイ
PPARアゴニスト活性 
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図３．Rosiglitazone、TBT および TPT のウミ
ヤツメ PPARアゴニスト活性 
 
(3) エイ PPARに対する Rosiglitazone、TBT
および TPT の親和性 
 
 エイ PPARに対して Rosigltazone、TBT、TPT
がアゴニスト活性を示すことが確認された
ため、RI 標識リガンドを用いて、これらの化
合物のエイ PPARに対する親和性について検
討を行った。 
 まず、[3H]標識 Rosiglitazone を用いて検
討を行ったが、特異的な結合を検出すること
が出来なかった。そこで、[14C]標識 TPT を用
いた検討に切り替えた。その結果、非標識 TBT
および非標識 TPT は[14C]標識 TPT のエイ
PPARへの結合を濃度依存的に阻害した。しか
し、非標識 Rosiglitazone は TPT の結合を阻
害しなかった（図４）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図４．[14C]標識 TPT およびエイ PPARを用い
たリガンド競合阻害実験 
 

 
(4) まとめ 
 本研究では、エイ、ウミヤツメ、クロアシ
カサガイ PPARに着目して研究を行った。各
動物種のPPAR LBDアミノ酸配列をヒトPPAR 
LBD と比較したところ、脊椎動物であるエイ、
ウミヤツメにおいては約 80 %, 60 %の相同性
を有していたが、無脊椎動物であるクロアシ
カサガイに関しては27.6 %とかなり相同性が
低い結果となった。前述の通り、TBT および
TPTはRXRのアゴニストとしても機能するが、
ヒト RXR LBD と貝類の RXR LBD はおよそ 80 %
と高く、広い生物種間で配列が良く保存され
ているが、PPARは RXR ほど生物種間でアミノ
酸配列は保存されていないことが明らかに
なった。 
 この結果を反映して、レポーターアッセイ
によるアゴニスト活性評価において、クロア
シカサガイ PPARは Rosiglitazone, TBT, TPT
のどの化合物に対してもアゴニスト活性を
示さなかった。RXR においては、ヒト、貝類
共に 9cRA や有機スズ化合物がアゴニストと
して機能することが確認されており、この点
においても PPARは RXR とは対照的な結果と
なった。 
 一方で、エイ、ウミヤツメ PPARにおいて
は、Rosiglitazone, TBT, TPT いずれの化合
物においてもアゴニスト活性を有するとい
う結果となった。得られた結果をヒト PPAR
の結果と比較してみると、Rosiglitazone は
ヒト PPARに対しては 100 nM でアゴニスト活
性を示したのに対して（Chem Biol Interact, 
180:238-244, 2009）、エイ、ウミヤツメ PPAR
では 1 M 以上とヒト PPARの場合よりも高い
濃度でないとアゴニスト活性を示さなかっ
た。ヒト PPARでは TBT が 100 nM、TPT が 1 nM
以上でアゴニスト活性を有することが確認
されている。それに対して、エイ、ウミヤツ
メ PPARでは、TBT が 10 nM、3 nM 以上とヒト
PPARよりも低濃度でアゴニスト活性を有す
るという結果が得られた。また、ヒト PPAR
においては TBT よりも TPT の方が、アゴニス
ト活性が強い結果が得られているが、エイ
PPARでは TBT の方がアゴニスト活性が強く、
ウミヤツメ PPARでは TBT と TPT でアゴニス
ト活性が同程度という結果となった。 
 前述の通り、我々は、TPT が結合した PPAR
の X 線結晶構造の結果から、ヒト PPARと有
機スズ化合物との結合にヒト PPARの 285 番
目のシステインの硫黄原子と有機スズ化合
物のスズ原子との相互作用が必須である事
を明らかにしている（Sci Rep, 5, 8520. 
2015）。エイ、ウミヤツメ PPARにおいてもこ
の部分はヒトと同じシステインであり、この
ことから、エイ、ウミヤツメにおいてもこの
部分とスズ原子との相互作用がアゴニスト
活性を発揮することに寄与していると考え
られる。また、ヒト PPARの 363 番目のフェ
ニルアラニンとTPTのフェニル基との間に形
成される相互作用が重要である事も明らか
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にしている。それに対してエイ、ウミヤツメ
においてはその部分がイソロイシン、クロア
シカサガイではロイシンとなっていたが、レ
ポーターアッセイの結果もそれを反映した
結果となった。エイ、ウミヤツメ PPARにお
けるRosiglitazoneのアゴニスト活性はヒト
PPARと比較して弱い原因としては、PPARと
Rosiglitazone との結合に重要な部分のアミ
ノ酸残基が異なっている可能性が考えられ
る。しかし、今回の検討では、リガンド結合
実験により Rosiglitazone とエイ PPARとの
特異的な結合を検出することが出来なかっ
たため、今後さらなる検討が必要と考えられ
る。 
 以上の結果から、エイ、ウミヤツメ PPAR
において TBT、TPT がアゴニスト活性を有す
ることが確認されたことから、水生生物にお
いても有機スズ化合物が PPARを介して、何
らかの影響を及ぼす可能性が示唆された。ま
た、エイ、ウミヤツメ PPARにおいては
Rosiglitazone のアゴニスト活性がヒト
PPARよりも弱かったのに対し、TBT、TPT の
アゴニスト活性はヒト PPARと同等以上であ
ったことから、有機スズ化合物が PPARのア
ゴ ニ ストと な りうる 動 物種の 範 囲 は
Rosiglitazone よりも広範囲に及ぶ可能性が
示唆された。 
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