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研究成果の概要（和文）：汚損付着生物として知られているシロスジフジツボおよびムラサキイガイのretinoid X rec
eptor (RXR)のDNA結合領域(DBD)配列およびリガンド結合領域(LBD)配列の解明に成功した。ムラサキイガイRXR LBDで
はヒトと約80 %の相同性が確認されたが、シロスジフジツボRXR LBDでは約60 %程度の相同性しか有していなかった。
リガンド応答性については、9-cisレチノイン酸に対してムラサキイガイRXRで反応が認められたが、有機スズに対して
はどちらのRXRも反応しなかった。以上より、汚損付着生物のRXRはリガンド応答性が脊椎動物のものとは異なることが
示唆された。

研究成果の概要（英文）：Recently, we found that marine anti-biofouling organotins acts as powerful agonist
s for retinoid X receptor (RXR) in vertebrates and snails. So, we hypothesize that organotins' anti-biofou
ling effect may be involved in RXR signaling pathway. Here, we identified and characterized RXR from two t
ypical sessile organisms, Mytilus galloprovincialis (MG) and Balanus albicostatus (BA). We cloned middle f
ragments of RXR from their tissues. The predicted RXR fragment proteins are characterized by the overall d
omain structure of a typical nuclear receptor. Amino acid alignments indicate that the ligand-binding doma
in (LBD) of MG and BA share about 80% and 60% sequence similarity with human RXRalpha, respectively. Consi
stent with this, RXR in MG can activate the transcription of reporter genes in response to stimulation by 
9-cis retinoic acid, but not that in BA. Our findings suggest that structural and functional features of R
XR may be much different among sessile organisms.

研究分野：

科研費の分科・細目：

医歯薬学

キーワード： 環境毒性学　有機スズ　核内受容体　付着生物

薬学・環境系薬学



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、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。これらの付着生物
による経済的損失は 4000 億円程度に上ると
言われている。また多くのイガイ類や一部の
フジツボ類は外来生物種であり、大量繁殖に
よる在来の沿岸・内湾生態系への侵略問題も
はらんでいる。このように付着生物は、海洋
環境や海洋における経済活動にとっては汚
損動物として取り扱われることが多いこと
から、その対策として付着面への付着を防止
する防汚剤が用いられている。しかし防汚剤
は代表的な海洋汚染物質の一つであり、その
元来の効果から海洋生物に対する二次的な
影響が懸念されてきた。このような背景のも
と、トリブチルスズ（TBT）やトリフェニル
スズ（TPT）などの有機スズは、生物付着防
止に非常に有効であったことから 1970 年代
以降は防汚剤の主流を占めていたが、近年、
有機スズの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。一方で、海
洋無脊椎動物の中には、有機スズによってイ
ンポセックスのような異常を受ける動物種
と受けない動物種が存在するが、付着防止作
用に関してはほとんどの付着動物に対して
良好な効果を示す。このことは、有機スズの
付着防止作用がインポセックス誘導作用と
は異なった作用機構を介している可能性を
示唆している。そこで我々は、有機スズの汚
損付着生物に対する付着防止作用（主作用）
と、海洋無脊椎動物の形態形成や繁殖能に与
える作用（副作用）を分離することで、海洋
生物の生育環境に優しい防汚剤の新たな開
発戦略を見出せるのではないかと考えた。 
 
 
２．研究の目的 
 汚損付着生物の防汚剤として用いられて
きた有機スズは、非汚損生物である一部の巻
貝類の雌を極低濃度で雄化するインポセッ
クスを引き起こすことから、その使用が禁止
されている。一方で我々は、我々は TBT や TPT
などの有機スズが核内受容体である
retinoid X receptor（RXR）と peroxisome 
proliferator-activated receptor（PPAR）
の強力な二重アゴニストとなることを見出
した。さらに TBT でインポセックスが誘導さ
れる巻貝類においても、脊椎動物のようにリ
ガンド依存的に反応する RXR が存在し、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。有機スズの鋭敏な
防汚作用にも核内受容体が関与している可
能性が考えられるが、先述の付着生物におけ
る核内受容体の知見は皆無である。有機スズ

の付着防止作用に核内受容体が関わってい
るなら、汚損生物と非汚損生物の核内受容体
の特性の違いを利用することで、対象汚損生
物のみを排除できる防汚剤の開発が実現で
きるかもしれない。そこで本研究では、代表
的な汚損付着生物の核内受容体を同定し、そ
の性状解析を行うことで有機スズの防汚作
用機構の解明を試みる。 
  
 
３．研究の方法 
（１）RXR のクローニング 
 シロスジフジツボおよびムラサキイガイ
から RNA を抽出し、これを鋳型にして cDNA
を合成した。RXR DNA 結合領域(DBD)配列の増
幅は縮重プライマーを用いた PCR(Environ 
Sci Technol, 38:6271-6 (2004))により行っ
た。得られた配列のシークエンス解析を行っ
た後、この配列を元にして 3'RACE 法により
RXR LBD 配列の解明を行った。また、得られ
た配列情報を元に、他生物種の RXR 配列との
比較を行った。 
 
 
（２）リガンド結合実験 
 得られたシロスジフジツボ RXR LBD 配列を
pGEXベクター(GEヘルスケアバイオサイエン
ス)に組み込み、大腸菌内でグルタチオン-S-
トランスフェラーゼ(GST)-シロスジフジツ
ボ RXR LBD 融合タンパクを発現するプラスミ
ドを作成した。これを大腸菌に導入した大腸
菌を培養し、融合タンパクを得た。 
 得られた GST 融合タンパクと[14C]-TPT を
4℃で 1 時間インキュベートした後、ハイド
ロキシアパタイト懸濁液を加え、さらに 30
分インキュベートした。14,500 rpm、5 分遠
心後、沈殿を回収し、その放射活性を測定し
た。 
 
 
（３）レポーターアッセイ 
 得られたシロスジフジツボおよびムラサ
キイガイ RXR LBD 配列を pM ベクター
(clontech)に組み込み、ムラサキイガイ RXR
のアゴニスト活性評価に使用するプラスミ
ドを作成した。これを GAL4 DBD 認識配列
(UAS)を上流につないだルシフェラーゼレポ
ータープラスミドとともにヒト胎盤細胞株
である JEG-3 細胞に導入し、プラスミド導入
24 時間後に被験物質を 100 nM の濃度で処理
した。被験物質処理 24 時間後に、ルミノメ
ーターを用いてルシフェラーゼ活性を測定
した。 
 
 
４．研究成果 
（１）シロスジフジツボ、ムラサキイガイ RXR
配列の解明 
 シロスジフジツボおよびムラサキイガイ
由来の cDNA を鋳型に縮重プライマーを用い



た PCR を行い、得られた産物のシークエンス
解析を行ったところ、いずれも RXR 様の未知
配列である事が確認された。 
 この配列を基に、3'RACE 法を行ったところ、
シロスジフジツボにおいては、約 2,000 bp、
ムラサキイガイにおいては、約 1,000 bp の
PCR 産物が得られた。これらの産物について
も同様にシークエンス解析を行った結果、
RXR 様の配列である事が確認され、これによ
り、シロスジフジツボ、ムラサキイガイとも
に、RXR DBD 配列の一部および LBD 配列を解
明することに成功した。なお、ムラサキイガ
イについては、ヒト RXR の 432 番目に相当す
る部分がシステインになっているものと、セ
リンになっているものの2種類の配列が得ら
れた。 
 得られた配列を他生物種のRXRと比較した
ところ、DBD 配列に関しては、ヒト RXR とム
ラサキイガイ RXR の相同性は約 85 %、ヒト
RXR とシロスジフジツボ RXR との相同性は約
75 %となった。一方で、DBD 配列に関しては、
ヒト RXRとムラサキイガイ RXRの相同性は約
80 %、ヒト RXR とシロスジフジツボ RXR との
相同性は約 60 %となり、シロスジフジツボ
RXR はヒト RXR とはあまり相同性が高くない
結果となった(図 1)。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1. ムラサキイガイ RXR、シロスジフジツ
ボ RXR 配列と他生物種 RXR 配列の比較 
 
 
 さらに、ムラサキイガイ RXR LBD、シロス
ジフジツボ RXR LBD がどの生物に近いかを推
定する目的で、系統樹解析を行った。その結
果、ムラサキイガイは同じ二枚貝類であるカ
キと同じグループに配置された。このことか
ら、ムラサキイガイ RXR は巻貝類など、他の
貝RXRと類似した配列である事が示唆された。
一方で、シロスジフジツボはどの生物種とも
グループを形成しなかった。この結果は、汚
損付着生物の RXR について研究が進んでい
ないことが一因であると考えられる。また、
早い段階で枝分かれしていることから、シロ
スジフジツボ RXRは原始的な RXRである事が
推定された。 
 
 
（２）リガンド結合実験 
 解明したシロスジフジツボRXR配列を基に、
シロスジフジツボ RXR LBD を発現するプラス
ミドを作成し、リガンド結合実験を行った。

基質には[14C]-TPT を用いた。 
 検討の結果、[14C]-TPT のシロスジフジツボ
RXR LBD への結合は、非標識 TPT 濃度依存的
に阻害された。この結果から、TPT はシロス
ジフジツボRXRに結合する可能性が示唆され
た。 
 
 
（３）シロスジフジツボおよびムラサキイガ
イ RXR のアゴニスト活性評価 
 解明したシロスジフジツボおよびムラサ
キイガイ RXR 配列を基に、シロスジフジツボ
RXR LBD およびムラサキイガイ RXR LBD を発
現するプラスミドを作成し、それぞれの RXR
アゴニスト活性評価を行った。ムラサキイガ
イについては、ヒト RXR の 432 番目に相当す
る部分がシステイン(mgRXR-C)またはセリン
(mgRXR-S)となっている。ヒト RXR の 432 番
目のシステインは有機スズ化合物とRXRとの
結合に重要な部分であるため、mgRXR-C、
mgRXR-S の両方について検討を行った。 
 ムラサキイガイRXRのアゴニスト活性評価
を行った結果、mgRXR-C、mgRXR-S ともに脊椎
動物RXRにおいてアゴニストとなることが知
られている 9-cis retinoic acid (9cRA)や合
成RXRアゴニストであるLG100268(LG)処理に
よりルシフェラーゼ活性の上昇が認められ
た。一方で、TPT 処理では mgRXR-C、mgRXR-S
のどちらにおいてもルシフェラーゼ活性の
上昇作用は認められなかった。この結果から、
ムラサキイガイRXRは脊椎動物や巻貝類と同
様に 9cRA がアゴニストとなることが明らか
となった。一方で、TPT は mgRXR-C、mgRXR-S
のどちらに対してもアゴニスト活性を示さ
なかった。このことから、ムラサキイガイ RXR
は、有機スズ化合物がアゴニストとならない
可能性が示唆された。また、ムラサキイガイ
RXR は巻貝類 RXR と配列は類似しているもの
の、リガンド応答性は異なると考えられる。 
 フジツボRXRについても同様に検討を行っ
た。しかし、9cRA、LG においてアゴニスト活
性を示す結果は得られなかった。また、リガ
ンド結合実験において結合する可能性が示
唆されたTPTもアゴニスト活性を示さなかっ
た。この結果から、フジツボ RXR はリガンド
応答性が脊椎動物のものとは大きく異なる
可能性が示唆された。 
 
 
（４）まとめ 
 ムラサキイガイRXRは他の貝類と類似した
配列を有し、脊椎動物 RXR の内因性アゴニス
トである 9cRA に反応することが明らかとな
った。一方で、フジツボ RXR 配列は、他のど
の生物種の RXRに対しても 60 %程度の相同性
であり、データベース上に類似した配列を有
する動物種は認められなかった。また、9cRA
に対する反応性は認められなかった。有機ス
ズ化合物である TPT に対してはどちらの RXR
も反応しなかった。以上の結果から、汚損付
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着生物のRXRはリガンド応答性が脊椎動物の
ものとは大きく異なる可能性が示唆された。 
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