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研究成果の概要（和文）：イボニシ（Thais clavigera）を中心に、RXR に関する生物学的特徴と、

ペニス及び輸精管の分化・成長・形態形成との関係を解析した。イボニシ RXR には 2 つのア

イソフォームが存在し、両者で転写活性能が異なること、並びに 9-cis レチノイン酸 (9cRA)、
トリブチルスズ(TBT)及びトリフェニルスズ(TPT)により転写活性の誘導がみられることなどを

明らかにした。イボニシとバイ（Babylonia japonica）における生殖腺の分化及び生殖輸管の発

達を組織学的に調べ、明らかにした。イボニシの神経ペプチドに関する基礎知見を得た。イボ

ニシとバイにおける脊椎動物様ステロイドの検出を試みるとともに、ステロイド受容体が見出

されないこと、アロマターゼ阻害剤とテストステロンでインポセックスの発症・増進が見られ

ないことを明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：We isolated two isoforms of RXR cDNAs, RXR isoform 1 (TcRXR-1) and 
RXR isoform 2 (TcRXR-2), in the rock shell Thais clavigera. The deduced amino acid sequences of 
TcRXR-1 and TcRXR-2 are highly homologous with those of other gastropods. These TcRXR isoforms 
displayed 9cRA-dependent activation of transcription in a reporter gene assay using COS-1 cells. The 
transcriptional activity of TcRXR-2, the product of which has five additional amino acids in the T-box of 
the C domain, was significantly lower than that of TcRXR-1. Decreases of the transcriptional activity by 
TcRXR-1 were observed when more than equal amount of TcRXR-2 was existed in a co-transfection 
assay. Meanwhile, the characteristics of the development of male genitalia (penis and vas deferens) in 
imposex-exhibiting female T. clavigera, were histologically examined using specimens from a wild 
population and tributyltin (TBT)-exposed females in the laboratory. A variety of vas deferens 
morphogenesis patterns were observed in wild female T. clavigera, and the characteristics were 
summarised. The immature vas deferens at an initial stage, however, was only observed beneath or 
behind the penis, and no vas deferens was observed close to the vaginal opening (i.e., vulva) of the 
capsule gland in TBT-exposed females, which was different from the characteristics of vas deferens 
formation observed in wild females. Taking into consideration both the observed results from wild 
female specimens and from TBT-exposed females in the laboratory, the vas deferens sequence (VDS) 
index for T. clavigera was proposed as VDS 1-6. 
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１．研究開始当初の背景 

ごく低濃度の有機スズ（トリブチルスズ
(TBT)及びトリフェニルスズ(TPT)）化合物に
よって腹足類（特に、前鰓類）に特異的に惹
起されるインポセックスは、有機スズによる
海洋汚染が原因で世界中の腹足類が被った
“被害”として広く知られてきた。一方、イ
ンポセックスは生物学的にきわめて興味深
い現象であり、研究開始当初（2009 年）まで
に、世界の研究者から有機スズによる腹足類
のインポセックス誘導機構について 4 つの仮
説が提起されてきた。しかしながら、研究代
表者らがイボニシを用いてこれまでに得た
知見から、インポセックス現象の誘導及び増
進には核内受容体の一種・レチノイド X 受容
体(RXR)が深く関与している可能性がきわめ
て高いことが明らかとなり、研究代表者らは
2004 年に第 5 の仮説・RXR 活性化説を提起
した(Nishikawa J. et al., Environ. Sci & Technol. 
38: 6271-6276, 2004)。それゆえ、RXR を中心
に据えて、より詳細なインポセックス誘導機
構の解析が必要であった。これは、腹足類、
とりわけ前鰓類の性分化や生殖器官形成な
どに関する RXR を介したメカニズムの解明
に有用であるとともに、前鰓類における性ホ
ルモンが何であるかなどの基礎生物学の知
見の充実にも貢献すると期待された。 
一方、既存のインポセックス誘導機構仮説

（アンドロゲンや神経ペプチドが関与する
としたアロマターゼ阻害説、APGWamide 関
与説など）は、野外での観察結果や室内実験
の結果にいくつもの矛盾を有しているにも
拘らず、前鰓類の種差ゆえであると欧米では
主張され続けており、それらの妥当性の検証
も必要であった。 
 
２．研究の目的 
本研究では前鰓類における RXR を介した

インポセックスの誘導、すなわち、ペニスと
輸精管の分化、形成及び発達に関する詳細な
機構解析を中心としつつ、神経ペプチドとス
テロイドのインポセックス誘導機構への関
与についての検証も進めることとした。 
 
３．研究の方法 
分子生物学、生化学、病理組織学、免疫組

織化学、分析化学の手法を用いて、in vitro 及
び in vivo 実験を行った。 
 
４．研究成果 

イボニシ（Thais clavigera）RXR に関する

生物学的特徴と、ペニス及び輸精管の分化・
成長・形態形成との関係を解析する一環とし
て、RXR サブタイプ及びその他の核内受容体
の探索を行った結果、イボニシ RXR には 2
つのアイソフォームが存在することを明ら
かにした（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 イボニシ レチノイド X 受容体(TcRXR)
のアミノ酸配列の比較 
 
これらの配列を用いてレポータージーン

アッセイを行った結果、9-cis レチノイン酸 
(9cRA)、TBT 及び TPT により転写活性の誘導
がみられた（図 2）。また、ほ乳類の RXR を
用いた研究より、生体内に存在し RXR のリ
ガンドとなり得る物質として、ドコサヘキサ
エン酸(DHA)が知られているが、今回の系で
DHA を用いた場合ではほとんど転写活性が
見られなかった（但し、高濃度の DHA (10-4M)
では細胞毒性のため、転写活性は測定不能）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 イボニシ RXR（TcRXR-1）によるレポ
ータージーンアッセイ 
 

TcRXR-1  1 MDRSDMDTLENNGPPGGSMPGGMHMGVPGMGGMGGPHQPDIKPDISTLNPPSSTHPGFSY 
TcRXR-2    1 MDRSDMDTLENNGPPGGSMPGGMHMGVPGMGGMGGPHQPDIKPDISTLNPPSSTHPGFSY 
TcRXR       1 -----------MGHQVEACQVAMHMGVPGMGGMGGPHQPDIKPDISTLNPPSSTHPGFSY 
 
           61 PGYGGMPGMPSSTQASPGGPNMTSPQMHSPTSSLGSPTMMCLSPTGTSSPGMPHSGLSKH 
           61 PGYGGMPGMPSSTQASPGGPNMTSPQMHSPTSSLGSPTMMCLSPTGTSSPGMPHSGLSKH 
 
          121 ICAICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYACRDDKNCMIDKRQRNRCQYCRYM 
          121 ICAICGDRASGKHYGVYSCEGCKGFFKRTVRKDLTYACRDDKNCMIDKRQRNRCQYCRYM 
 
          181 KCLAQGMKRE-----AVQEERQRVKEKGDGEVESTSGANSDMPVEQILEAEIAVEPKIDT 
          181 KCLAQGMKREACLSSAVQEERQRVKEKGDGEVESTSGANSDMPVEQILEAEIAVEPKIDT 
 
          241 YIDAQKEPVTNICQAADKQLFTLVDWAKRIPHFVELPLEDQVILLRAGWNELLIGGFSHR 
          236 YIDAQKEPVTNICQAADKQLFTLVDWAKRIPHFVELPLEDQVILLRAGWNELLIGGFSHR 
 
          301 STQVTDGILLATGLHVHRSSAHQAGVGTIFDRVLTELVAKMREMKMDKTELGCLRAIVLF 
          296 STQVTDGILLATGLHVHRSSAHQAGVGTIFDRVLTELVAKMREMKMDKTELGCLRAIVLF 
 
          361 NPDAKGLQSVQEVEQLREKVYASLEEYCKQRYPDEPGRFAKLLLRLPALRSIGLKCLEHL 
          356 NPDAKGLQSVQEVEQLREKVYASLEEYCKQRYPDEPGRFAKLLLRLPALRSIGLKCLEHL 
 
          421 FFFKLIGQTPIDTFLMEMLESPSHPAT 
          416 FFFKLIGQTPIDTFLMEMLESPSHPAT 
 
 

A/B DNA結合部位 D リガンド結合部位

イボニシRXR-1    KCLAQGMKRE-----AVQEERQRVKEK 
イボニシRXR-2    KCLAQGMKREACLSSAVQEERQRVKEK 

 



 

 

また、イボニシ RXR を用いたレポーター
ジーンアッセイの結果、ヒト RXR 特異的ア
ゴニストにより転写活性の誘導が認められ
た。また、イボニシ RXR レポータージーン
アッセイで 9cRA、TBT 及び TPT により誘導
される転写活性をヒト RXR 特異的アンタゴ
ニストが阻害することが確かめられた。 

一方、ヒト RXR アゴニスト物質の筋肉注
射試験及びアンタゴニスト物質の流水式連
続曝露試験を行い、それぞれがイボニシのイ
ンポセックス誘導及び増進に及ぼす影響を
調べた。影響の再現性確認のための再実験も
行った。 

また、これまでにわれわれが作製したイボ
ニ シ RXR の 特 異 抗 体 を 用 い て 、
immuno-blotting 法によりペニス組織での
RXR タンパクの発現解析も行った。その結果、
抗体価が高く、イボニシ RXR を特異的に検
出することを確認した。また、イボニシ組織
を用いた western blotting 及び免疫染色法によ
り、組織中の RXR タンパクも認識されるこ
とを明らかにした。 

前鰓類の RXR 遺伝子の機能同定に関して、
イボニシ以外の前鰓類としてヨーロッパチ
ヂ ミ ボ ラ （ Nucella lapillus ） 及 び バ イ
（Babylonia japonica）を用いて RXR のクロー
ニングを行った。その結果、いずれの種にお
いても、イボニシで報告されたのと同様のア
イソフォームが存在することが確認された。
これらの RXR 遺伝子を用いてレポータージ
ーンアッセイ法により機能検討を行った結
果、いずれの RXR 遺伝子を用いたアッセイ
においても 9cRA 存在下で転写活性が認めら
れた。また、有機スズ化合物のうち、TBT や
TPTなどを用いた転写活性誘導実験において
も、イボニシ RXR を用いた場合と同様の転
写活性誘導が認められた。 

実験室水槽内でのバイ親貝の産卵により
得られたバイ浮遊幼生及び着底初期稚貝と、
種苗生産されたバイ稚貝を 24 ヶ月間実験室
水槽で飼育しながら経時的に取り上げて生
殖腺の分化並びに生殖輸管の発達過程を組
織学的に調べた。その結果、生殖腺の分化は、
雌雄ともに、14 ヶ月齢までは不明瞭であった
が、16 ヶ月齢以降で進行した。一方、14 ヶ
月齢の雄では、ペニスは観察されなかったも
のの未熟な輸精管が観察された。ペニス形成
は、16 ヶ月齢以降、ほぼ全ての雄で認められ
たが、輸精管は未完成であった。これに対し、
雌の膣、交尾嚢及び卵嚢腺は 14 ヶ月齢で発
達し、卵白腺及び貯精嚢は 16 ヶ月齢で発達
することが明らかとなった。これにより、バ
イにおいては生殖腺の分化及び発達に先ん
じて生殖輸管の形成と発達が進むことが明
らかとなり、軟体動物前鰓類の性分化の機構
は脊椎動物のそれとは異なることが示唆さ
れた。  

 
 
 
 
 
 

 
図 3 TBT曝露を受けた雌イボニシにおけるペ
ニスと輸精管の形成初期段階の組織像 
 
また、イボニシの野外採集個体並びに TBT

曝露個体を用いた組織学的検討により、イン
ポセックスにおけるペニスと輸精管の発達
機序を調べた。その結果、野外採集個体では、
約 6 ヶ月齢と見られる個体（殻高 6～7mm）
で雌雄ともにペニスと輸精管が観察された。
バイと異なり、雄の生殖輸管の発達もインポ
セックス発症もより低年齢（月齢）で生じる
と推察された。一方、野外採集個体のインポ
セックス症状（ペニスと輸精管の発達程度）
はバラエティに富み、初期段階においてペニ
ス形成と輸精管形成のいずれが先行するか、
不明瞭であった。なお、重症個体においては、
ペニス外部形態のさまざまな奇形や輸精管
周辺組織における結節（瘤状組織）形成、卵
嚢腺の開裂が、卵巣における精子形成ととも
に見られた。一方、TBT 流水曝露試験による
インポセックス発症個体では、未熟な輸精管
は右触覚後部のペニス後方もしくは下部に
のみ観察され（図 3）、卵嚢腺側（陰門周辺）
には観察されなかった。これにより、イボニ
シ雌におけるインポセックス発症過程では、
ヨーロッパチヂミボラと異なり、右触覚後部
におけるペニス形成が輸精管形成に若干先
行するか、それとほぼ同時に表皮が陥入して
輸精管形成が始まると推察された。以上の結
果を基に、イボニシ雌のインポセックス発症
に関する輸精管順位(VDS)を提起した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 4 イボニシのインポセックス発症段階に
関する輸精管順位（VDS） 
 
他方、イボニシ体内各組織における有機ス

ズ化合物の詳細な分布を調べた結果、生殖器
官等だけでなく、頭部神経節への高蓄積も観

Ｂ

p

A

vd rt

A

vd rt

rt

v

e e

vd vd vd

p

cg

hg
r

p

vd

p

vd

p

vd
bv

p

vdbv

aem



 

 

察された（図 5）。そこで、頭部神経節からの
神経ペプチドの分泌の変化やインポセック
ス誘導への関与が考えられたが、筋肉注射試
験の結果、陽性の効果は認められなかった。 
イボニシを用いて神経ペプチドに関する

基礎知見の獲得を目指した研究も進めた。す
なわち、イボニシ神経ペプチド前駆体遺伝子
を新たに 7 種クローニングし、前駆体蛋白質
の一次構造を明らかにした。イボニシから単
離同定した神経ペプチドの前駆体遺伝子の
うちの APGWamide、  Thais-enterin related 
peptides、Thais excitatory peptide の 3 種で 2
つの前駆体蛋白質の存在を明らかにし、それ
らの遺伝子のイボニシ中枢神経系における
発現を in situ hybridization (ISH)法で再検討し
た。発現量が少ない前駆体遺伝子の発現解析
のため、オリゴ DNA プローブを用いた ISH
では明確なシグナルが確認できなかった
Leucokinin 様ペプチド前駆体遺伝子について
RNA プローブを用いた ISH を試みた。抗
APGWamide 抗体による免疫染色の結果、イ
ボニシのペニスの輸精管に沿って走向する
神経束内に免疫陽性の神経繊維があること
がわかった。 
イボニシにおいても多種多様なペプチド

が協同して生理機能を制御することが示唆
され、イボニシの神経系における神経ペプチ
ドの構造と機能が当初の想像以上に複雑で
多様なものであることがわかった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 5 イボニシのインポセックス個体におけ
るブチルスズ化合物の体内分布 
 

イボニシとバイを用いた脊椎動物様ステ
ロイドに関する分析化学的、分子生物学的、
病理組織学的検討の結果、微量のステロイド
が延べ 5 種検出されたが、うち 1 種がエチニ
ルエストラジオールであり、前鰓類固有のス
テロイドというより汚染の結果であると示
唆された。また、イボニシからエスロゲン受
容体(ER)様蛋白が単離されたが、エストロゲ
ン(エストラジオール-17β)が結合しない、リ
ガンド非依存的転写因子であった。アンドロ
ゲン受容体(AR)のクローニングには成功し

なかった。また、イボニシ生殖巣にステロイ
ド産生細胞と見られる細胞は見出されなか
った。一方、アロマターゼ阻害剤・ファドロ
ゾールを単独で、並びにテストステロンと併
用で筋肉注射した結果、インポセックスは有
意に誘導・増進されなかった。約 70 日間の
流水式連続曝露試験でも、同様に効果は陰性
であった。 
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