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研究成果の概要（和文）：本研究によりフジツボにおいてecdysone receptor (EcR)およびretinoid X receptor
が発現している事が確認された。また、系統樹解析の結果から、フジツボEcRは他の節足動物EcRと性質が類似し
ている可能性、フジツボRXRは他の節足動物RXRと性質が異なる可能性が示唆された。
RI標識リガンドと組み換えタンパクを用いた実験の結果から、フジツボRXRは脊椎動物におけるRXRアゴニストで
ある9-cis retinoic acidには結合しなかった一方で、有機スズ化合物であるトリフェニルスズに結合する事が
確認された。

研究成果の概要（英文）：We cloned a protein coding sequence of retinoid X receptor (RXR) and a 
partial sequence of ecdysone receptor from Fistulobalanus albicostatus (EcR),  a species of 
barnacle. In order to extend our knowledge of the evolution of RXR and EcR in balanidae, we 
performed a phylogenetic analysis for amino acid sequences of RXR and EcR using the maximum 
likelihood method. The results suggest that the charactarization of barnacle EcR resembles that of 
arthropod EcRs but not barnacle RXR. 
To investigate the binding affinity of barnacle RXR to 9-cis retinoic acid (9cRA) and triphenyltin 
(TPT), we performed the ligand binding assay. Although TPT bound to barnacle RXR, 9cRA failed to 
bind to to barnacle RXR.

研究分野： 分子毒性学

キーワード： 核内受容体　フジツボ　RXR　EcR

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
無脊椎動物における核内受容体に関する研究は、脊椎動物に比べると遅れているのが現状である。本研究では、
無脊椎動物であるフジツボよりEcRおよびRXRを新たにクローニングする事に成功した。この成果は、無脊椎動物
における核内受容体に関する知見を広げるものであると共に、無脊椎動物の生態系に及ぼす環境化学物質の影響
を推定する足がかりになることが期待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
１．研究開始当初の背景 
フジツボ類、イガイ類などの汚損付着生物は、船舶や発電所の取水口に付着することで、船体

抵抗の増加による燃費の増大や発電の際の冷却水取り込み、場合によっては発電機器自体にも
悪影響を及ぼす。付着生物対策のコストは莫大で、世界全体で見ると 1年間で 15～30 億ドルと
試算されている(Biofouling, 27:87-98, 2011)。このような付着生物の対策としては、付着を防
止する防汚剤が用いられており、中でもトリブチルスズ（TBT）やトリフェニルスズ（TPT）など
の有機スズ化合物は優れた防汚効果を有していたことから、1970 年代以降における防汚剤の主
流を占めていた。しかし防汚剤は代表的な海洋汚染物質の一つであり、有機スズ化合物に関して
は難分解性に伴う環境蓄積性と、内分泌かく乱化学物質問題の顕在化によって取り上げられた
一部の巻貝類に対するインポセックスが問題となり、国際海事機構の決議により 2008 年に全廃
された。基本的に防汚剤開発は、付着生物等の生態や分子メカニズムに立脚したものではなく、
効果があるものをトライアンドエラーで見出す手法で行われていることから、有機スズ化合物
の付着防止機構については全く不明である。しかし今後の防汚剤開発において、この「優れたポ
ジティブコントロール」である有機スズ化合物のメカニズム機構を生かさない手はない。 
 一方で我々は、化学物質の内分泌かく乱作用に関する研究を行ってきた過程において、TBT、
TPT が nM レベルの濃度域で核内受容体である RXR および peroxisome proliferator-activated 
receptor  (PPAR)の二重アゴニストとして機能することを明らかにした。またインポセックス
が誘導される巻貝類にも、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 が存在していることを見いだし、TBT によるインポセックスが RXR を介したものであ
ることを明らかにした。有機スズ化合物はヒトに対してインポセックスのような作用を示すこ
とはないが、これらの核内受容体を介して胎盤細胞のステロイドホルモン産生亢進や脂肪細胞
分化を促進する。すなわちこれらの事実は、表現型こそ異なるものの、有機スズ化合物がリガン
ド応答性の RXR や PPARをもつ生物種に対して何らかの鋭敏な作用を示す可能性を示唆してい
る。特に RXR は昆虫類から哺乳類に至るまで幅広い生物種に存在することから、有機スズ化合物
が汚損付着生物に対しても RXR を介して何らかの作用を示すのではないかと考えた。また RXR
は、同じ核内受容体である ecdysone receptor (EcR)とヘテロ二量体を形成することで昆虫類を
はじめ多くの無脊椎動物の変態や器官形成に作用することがよく知られている。代表的な付着
生物であるフジツボは、発生後 1 ヶ月程度でキプリス幼生に変態し、固着に適した場所を探す。
適当な場所が見つかると固着物質である cemment protein を分泌して接着する(図 1)。その後、
脱皮を経て成体となる事が知られている(J Biol Chem, 275:27360, 2000, Plos one, 8:e64130, 
2013)。しかしながら現在のところ、この生活環を制御している分子機構は全く不明である。 
 
２．研究の目的 
我々は、フジツボにおいても RXR/EcR が変態などの生活環を制御しており、有機スズ化合物が

RXR を介してこの制御機構をかく乱することで、付着防止作用を示しているのではないか？とい
う作業仮説を立てた。本研究は、「優れたポジティブコントロール」である有機スズ化合物の防
汚作用メカニズムを解明することによって、そのキーとなる分子標的を明らかにし、当該分子に
作用するような化合物を防汚剤の候補とするという、まさに分子標的薬の開発手法を防汚剤開
発に取り入れることを目標としている。 
 
３．研究の方法 
1) フジツボの核内受容体遺伝子配列のクローニング 
 シロスジフジツボから mRNA を抽出し、逆転写酵素により cDNA を作成し、これを基にフジツボ
RXR、フジツボ EcR のクローニングを試みた。EcR に関しては Asazuma ら(Comp Biochem Physiol 
B Biochem Mol Biol., 148, 139-150. 2007)、RXRに関してはNishikawaら(Environ Sci Technol., 
38, 6271-6276. 2004)の方法を参考にして縮重プライマーを設計し、これらを用いて PCR を行
った。さらに、この PCR 産物を鋳型にして、nested PCR を行い、それぞれの DNA binding domain 
(DBD)に相当する配列の増幅を試みた。さらに nested PCR によって得られた配列を基に Rapid 
Amplification of cDNA Ends (RACE)法を用いて、3’側の未知配列の増幅を試みた。これに引き
続き、5’側の未知配列の増幅を試みたが、うまくいかなかったため、タテジマフジツボ
(Amphibalanus Amphitrite)、サラサフジツボ(Balanus reticulatus)、オオアカフジツボ
(Megabalanus volcano)の RNA-seq データベース情報(Accesion No. PRJNA549550, PRJNA420115, 
PRJNA356793)から EcR, RXR 遺伝子配列を推測し、それを基にプライマーを設計し、PCR で増幅
を試みた。 
 
2) フジツボ RXR 組み換えタンパクを用いたリガンド結合実験 
 解明したフジツボ RXR 遺伝子配列を pCold-TF ベクター(Takara bio)に組み込むことで、フジ
ツボ RXR ligand binding domain (LBD) 組み換えタンパクを発現するベクターを作成した。こ
れを大腸菌株 BL21 に導入し、組み換えタンパクを作成した。RI標識リガンドとして、[3H]標識
9cRA および[14C]標識 TPT を用いて、これらのリガンドとフジツボ RXR との親和性を評価した。 



3) フジツボ RXR の転写活性可能評価 
 2)と同様にフジツボ RXR 遺伝子配列を pMベクター(Clontech/Takara bio)に組み込むことで、
酵母の転写因子である GAL4 DBD とフジツボ RXR LBD を融合したキメラタンパクを発現するプラ
スミドを作成した。このプラスミド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ヒト胎盤細胞株である JEG-3 細胞に導入し、その後、
9cRA、TBT、TPT、methyl farsonate で処理し、フジツボ RXR によるリガンド依存的な転写活性
可能を評価した。 
 
４．研究成果 
1) フジツボ EcR、RXR 遺伝子配列 
 フジツボ RXR に関しては、RNA-seq データベースから遺伝子配列情報を推定し、それを基にプ
ライマーを設計することで、タンパクコード領域に相当する部分(1,206 bp)を得ることが出来
た。得られたフジツボ RXR アミノ酸配列を基準にして他生物種の RXR アミノ酸配列と比較を行
った。その結果、DBD 部分の相同性は、比較に用いたどの生物種とも 80～90%の相同性を有して
いた。一方で、LBD 部分に関しては、ヒトやマウス、脊椎動物に類似した配列を有する貝類（ム
ラサキイガイ、イボニシ、カキ）と 50～60%の相同性を有していたが、フジツボと同じ甲殻類で
あるシオマネキ、ミジンコとも 50～60%の相同性を有するにとどまった。また、フジツボは節足
動物に分類されるが、同じ節足動物に分類される昆虫類であるトノサマバッタとの相同性は、
55%程度、カイコ、ショウジョウバエとは 35%程度の相同性であった（図 1）。 

 
図 1. フジツボ RXR と他生物種 RXR アミノ酸配列との比較 

 
 同様に、フジツボ EcR についても他生物種との比較を行った。フジツボ EcR に関しては一部推
定配列を含むため、ショウジョウバエを基準にし、脊椎動物においては比較対象として liver X 
receptor (LXR)のアミノ酸配列を用いた。フジツボ EcR DBD とショウジョウバエ EcR DBD 配列
を比較したところ、約 87%の高い相同性が確認された。これは脊椎動物、貝類と比較した場合と
比べても(60～70%)、高いものであった。一方で、フジツボ EcR LBD とショウジョウバエ EcR LBD
との相同性は、45%程度にとどまり、他の甲殻類と比較した場合と比べても(60%程度)低いもので
あった（図 2）。 
 さらに詳細な解析を行うために、最尤法を用いてフジツボを含む様々な生物種の RXR のアミ
ノ酸配列について系統樹解析を行った。フジツボは節足動物甲殻類に分類されるが、同じ甲殻類
である軟甲綱（エビ、カニなど）や鰓脚綱（ミジンコ）などとは少し離れた位置にグループ分け
された。また、同じ節足動物に分類される昆虫綱ともやや離れたグループ分けをされており、フ
ジツボ RXR アミノ酸配列は、節足動物の中でも他の分類とは異なる傾向にある可能性が示唆さ
れた（図 3）。この結果は、図 1のフジツボ RXR アミノ酸配列を比較した際に、LBD 部分の相同性
が最大でも 60%程度にとどまったことを裏付ける結果といえる。 
 同様に EcR アミノ酸配列についても同様に系統樹解析を行った。フジツボ EcR は RXR の場合
とは異なり、軟甲綱や鰓脚綱に近いグループ分けになった(図 4)。この解析結果から、フジツボ
EcR の性質は軟甲綱や鰓脚綱 EcR と類似したものになる可能性が示唆された。 

 



 
図 2. フジツボ EcR と他生物種 EcR アミノ酸配列との比較 

 

 
図 3. フジツボを含む様々な RXR アミノ酸配列の系統樹解析 

 
図 4. フジツボを含む様々な EcR アミノ酸配列の系統樹解析 
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2) RI 標識リガンドに対するフジツボ RXR の親和性 
 フジツボ RXR LBD 組み換えタンパクを発現するプラスミドを構築し、これを大腸菌に導入す
ることで、組み換えタンパクを得た。まず、RI標識リガンドとして[3H]標識 9cRA を用い、哺乳
動物 RXR がリガンドとする 9cRA がフジツボ RXR にも結合するか検討を行った。その結果、[3H]
標識 9cRA がフジツボ RXR に結合することで確認される放射活性の上昇が確認できず、フジツボ
RXR に 9cRA は結合しない可能性が示唆された。 
 一方で、[14C]標識 TPT を用いて検討を行ったところ、[3H]標識 9cRA の場合とは異なり、放射
活性の上昇が確認された。そこで、どの程度の親和性があるか検討するために、非標識 TPT と競
合阻害させる検討を行った。なお、検討はメダカ RXR と平行して行った。その結果、フジツボ
RXR、メダカ RXR 共に、添加する非標識 TPT の濃度が高くなるほど検出される放射活性が低下す
ることが確認された(図 5)。この結果から、TPT がフジツボ RXR に結合する可能性が示唆された。 

 
図 4. フジツボ、メダカ RXR に対する[14C]標識 TPT の親和性 

3) フジツボ RXR のリガンド依存的な転写活性化能評価 
 2)での検討結果から、TPT がフジツボ RXR に結合する可能性が示唆されたことから、TPT がフ
ジツボ RXR のアゴニストとして機能するか検討する目的で、レポーターアッセイによる転写活
性化能の評価を試みた。JEG-3 細胞に評価に必要なプラスミドを導入した後、9cRA、TBT、TPT、
RXR のホモログである ultraspiracle (USP)のアゴニストである methyl farsonate を添加し、
その 24 時間後にルシフェラーゼ活性の測定を行った。しかし、どの化合物を加えた場合もルシ
フェラーゼ活性の上昇は認められなかった。続いて、用いるプラスミドをフジツボ RXR LBD のみ
を組み込んだものから、RXR 全長を組み込んだものに変更して検討を行ったが、プラスミド量の
調節を行った場合でも、化合物処理によるルシフェラーゼ活性の上昇は認められなかった。 
 
4) まとめ 
 フジツボ cDNA から EcR および RXR に相当する配列が得られたことから、フジツボにおいても
EcR および RXR が発現している事が確認された。また、系統樹解析の結果から、フジツボ EcR の
アミノ酸配列は他の節足動物と類似している部分が多い一方で、フジツボ RXR のアミノ酸配列
は他の節足動物と類似している部分が少ないという傾向が認められた。この結果から、フジツボ
EcR は他の節足動物と似た性質を持つ可能性が有り、その一方で、フジツボ RXR は他の節足動物
と異なる性質を持つ可能性があると考えられる。 
 続いて、得られた配列情報を基に組み換えタンパクを発現するプラスミドを作成し、組み換え
タンパクを得た。これと RI 標識リガンドを用いて、9cRA および TPT のフジツボ RXR に対する親
和性について評価を行った。その結果、9cRA はフジツボ RXR に結合しない一方で、TPT はフジツ
ボ RXR に結合する事が確認された。 
 さらに、JEG-3 細胞を用いてフジツボ RXR のリガンド依存的な転写活性化能の評価を試みた。
その結果、結合することが確認できた TPT においてもアゴニスト活性を有することを確認でき
なかった。評価がうまくいかなかった要因として、フジツボ RXR が脊椎動物の RXR とあまり相同
性が高くないことが考えられる。今後は、JEG-3 細胞の代わりに昆虫由来の細胞株を用いて、ど
のような化合物がリガンドとなるのか、RXR だけでなく、EcR についてもさらに検討を進めてい
く予定である。 
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