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甲状腺ホルモン受容体活性物質の
スクリーニング手法に関する研究成果等

我々の取り組み
環境省・環境研究総合推進費

【5-1552】
活性特異的濃縮基材と精密質量数による内分泌かく乱化学物質の
スクリーニング法開発
（代表：中島大介，分担：久保拓也，中山祥嗣）

【5-1953】
甲状腺ホルモン受容体結合化学物質の簡便スクリーニングと新規
バイオマーカー探索
（代表：久保拓也，分担：中島大介）

【5-2303】
実環境試料に基づく甲状腺ホルモン作用かく乱化学物質の同定・
分級と複合的健康影響の評価法開発
（代表：久保拓也，分担：中島大介，山内一郎）
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活性特異的濃縮基材の着想

●選択的な分離剤

●単一分子の分子認識

分子インプリンティング（従来法）

吸着

脱着

∆G=ｰ6.68 kJ/mol

∆G=ｰ15.8 kJ/mol

貝毒，ドウモイ酸
（最安定構造）

Kubo, T. et al. J Am. Chem Soc.

Molecularly Imprinted Polymer, MIP
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16 kind analogues

発想の転換と活性認識

Kubo, T. et al. Anal. Chim. Acta

「ゆるい」認識場

「受容体活性群」の分離 33

環境試料・製品

化学物質

目標と戦略

生物試験実施物質の
絞り込み・優先順位
付け

In vitro
生物活性試験

最適化

非活性物質の除去

活性・質量
ライブラリ

活性物質
同定・定量

LC-QTOF

動物試験

高コスト

工学的基材

活 性
可能性有

活性強度×環境中濃度
から

生物試験実施物質の
絞り込み・優先順位付け

低コスト

4
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活性特異的濃縮基材の開発
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実試料評価（by バイオアッセイ and LC-QTOF）
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Elution time / min

(a) SDB-Conc

(b) MIP-Conc

(c) MIP-Pass

Peak number 1324
Volume 3.1  109

ER activity: 3.1 ppt

Peak number 332
Volume 4.1  108

ER activity: 3.7 ppt

Peak number 572
Volume 2.8  109

ER activity: N.D.

MIP濃縮で，夾雑成分の大幅な除去に伴う
ER活性の増加，活性物質の同定に成功

Compounds SDB-Conc
(ppt)

MIP-Conc
(ppt)

equol N.D. 6.0  102

6,8-dichlorogenistein N.D. 10

E2 0.30 0.60

estrone 1.4 3.2

A

B

C

A: 3.1 ppt
B: 3.7 ppt
C: N.D.

ER activity
（E2換算）

Chemosphere 2019, 217, 204−212.

妨害成分の除去によって，真の活性値を検出
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我々の取り組み
環境省・環境研究総合推進費
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スクリーニング法開発
（代表：中島大介，分担：久保拓也，中山祥嗣）

【5-1953】
甲状腺ホルモン受容体結合化学物質の簡便スクリーニングと新規
バイオマーカー探索
（代表：久保拓也，分担：中島大介）

【5-2303】
実環境試料に基づく甲状腺ホルモン作用かく乱化学物質の同定・
分級と複合的健康影響の評価法開発
（代表：久保拓也，分担：中島大介，山内一郎）
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実用性の高いスクリーニングへ向けて

結合活性強度を検出できる新たな受容体模倣基材の創成
8



甲状腺ホルモン受容体 (TR)

Triiodothyronine (T3)

O

HO

I

I

I

OH

O

NH2

17β-Estradiol (E2) 
KT3/TR ≈ 1.7  1010 KE2/ER ≤ 1.1  109

TR vs T3 ER vs E2

受容体モデルとしてのTR
○ 化学結合様式多様性（水素結合，静電相互作用，π-π，ハロゲン-π）

→クロマトグラフィーにおける溶出条件で特定の相互作用を抑制
○ 三次元的な官能基配置の可能性（官能基の配向性）

→部分構造の分子認識を三次元的に制御
(J. Phys. Chem. C 2018; Anal. Chem. 2019)

アゴニスト，アン
タゴニストの分子
認識機構の解明
に期待

○ EXTEND2022，エコチル調査，EPA**等での重要課題に貢献
**EDSP in the 21st Century (estrogen, androgen or thyroid)
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本研究の概要

受容体かく乱化学物質：内分泌かく乱作用（受容体へ
の結合や遺伝子の調節，蛋白合成などの作用）のうち，
受容体結合を介したかく乱作用を示す化学物質
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本研究の具体的イメージ

化学物質

受容体模倣クロマトグラフィー

精密質量分析

甲状腺ホルモン受容体活性物質の
・未知物質同定，・バイオマーカー
・構造活性相関，・環境スクリーニング

精密質量データベース

本研究におけるスクリーニングイメージ

受容体模倣基材

受容体活性評価（Y2H法）

生体・環境
試料

動物実験

生理活性データベース

11

TR結合物質の分離
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TR結合，非結合物質の分離に成功

MeOHACN
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EDMA Base gel (5 μm)

・Template ( AcT4 or TRIAC )
・Functional Monomer (4Vp)
・Crosslinker (1G, 4G, 9G, 14G, 23G)

Polymerization ( 60 ºC, 18 hr )
Washing out Template

Molecularly imprint
recognition site

After coating
( EDMA-9G-MIP )

10 µm

30 µm

Before cotaing
( EDMA-Base gel )

183 m2 / g
0.45 cm3 / g
9.9 nm

352 m2 / g
0.64 cm3 / g
7.3 nm

分離能の向上と認識能の最適化
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分子インプリント法の概念

Molecularly Imprinted Polymer (MIP)Molecularly Imprinted Polymer (MIP)

骨格の緩さを検討した例はなかった
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架橋剤鎖長の効果

0 5 10 15 20

EDMA-1G-Mip

EDMA-1G-Nip

1

2

1. Bisphenol-A
2.  AcT4

0 5 10 15 20

EDMA ( Base gel )

Sample : BPA + AcT4, ( 0.1 mg / ml x 5μL inj. )
Column Size : 2.0 x 50 mm, Flow : 0.2 mL/min,
Detection : UV 240nm, Column temp. : 40℃,
Mobile Phase : 10% B
A) MeCN, B) 0.2% HCOOH in 90%MeOH

0 5 10 15 20

0 5 10 15 20

EDMA-4G-Mip

EDMA-4G-Nip

EDMA-9G-Mip

EDMA-9G-Nip

1

2

1
2 0.33 

1.77 

5.68 

2.47 

1.40 

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

5.0

6.0

1G 4G 9G 14G 23G

IF
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結合強度の算出

Cb / Cf =nKP – KCb, 
Cb, Cf, n, K はそれぞれ，AcT4の吸着量，吸着しなかったAcT4，結合サイ
ト数，結合強度を示す

K = 1.6 × 105 M1
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TR生理活性との相関

強い活性を示す化合物に対して結合強度が正の相関
17

hTRα 活性データの測定
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下水処理場排水中の活性物質探索

一般性の確認一般性の確認

活性本体の推定活性本体の推定

MIPによる探索
活性→分画

計算科学的手法
多変量解析

機械学習

既知物質の

積み上げ

定量→寄与率

19

アゴニストの検出・定量

 TRIAC

2.3 μg/L (in vial)
1.2 ng/L (in river)

 Triclabendazole

0.13 μg/L (in vial) 
0.073 ng/L (in river)

霞ケ浦浄化センター
2020年8⽉試料

2000倍濃縮
6 μL注⼊

条件C

精密質量分析でTRIACと
ほぼ一致

放流水＞流入水 であり，
下水処理過程で生成してい
る可能性

HO

O

I

I

I

OH

O

3,3’,5-triiodothyroacetic acid
(TRIAC)
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TRIACの脳への影響

TRIACは脳におけるTR作用を減弱するかく乱物質である
21

【5-1953】のまとめ
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0.0010.1101000

R² = 0.8223

研究成果（総合評価A）
〇TR模倣基材での結合強度とTR活性に正の相関（主要物質のみ）
〇900種類以上のアッセイからデータベースを構築
〇実環境試料におけるTR活性寄与物質を決定（TRIACのみ）
〇げっ歯類でのTR影響評価法を確立（TRIACにおける異常挙動を発見）

基
材

で
の

保
持

TR活性

内分泌かく乱物質

（環境ホルモン）

DNA

レセプター応答配列 プロモーター

酵母

ガラクトシダーゼ

基本転写因子

コアクティベーター

ホルモンレセプター

ガラクトシダーゼ遺伝子

TIF2

酵母ツーハイブリッドシステムによる受容体導入酵母模式図

各種核内受容体

内分泌かく乱物質

（環境ホルモン）

DNA

レセプター応答配列 プロモーター

酵母

ガラクトシダーゼ

基本転写因子

コアクティベーター

ホルモンレセプター

ガラクトシダーゼ遺伝子

TIF2

酵母ツーハイブリッドシステムによる受容体導入酵母模式図

各種核内受容体

下水処理
場

流
入
水

排
水

TRIAC

TR活性物質をスクリーニング

活性物質の分析法を開発

排水中活性物質を同定

TH作用評価法を開
発

フィードバックを介
した異常挙動を発見
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甲状腺

甲状腺異常に寄与する内分泌かく乱化学物質

どんな化学物質が？
（化学構造特異性）

環境中のどこに，どの程度？

アゴニスト作⽤？
アンタゴニスト作⽤？

健康への影響は？
（甲状腺疾患，発達障害）

複合影響はある？

未知物質は存在する？

OH

HO

C

I I

OH

N

I

I2
I
⊝

Environ. Sci. Pollut. Res., 2022, 29, 38912; Sci. Total Environ., 2022, 838,
156386; Environ. Sci. Technol., 2022, 56, 460; Endocr. Rev., in press; Front.
Endocrinol., 2022, 13, 883827; Thyroid. Res., 2021, 14, 25; Environ. Sci.
Pollut. Res., 2021, 28, 6830; Front. Endocrinol., 2021, 12, 627167; Crit. Rev.
Toxicol., 2020, 50, 740; Nat. Rev. Endocrinol., 2019, 15, 444; Ann. N.Y. Acad.
Sci., 2019, 1446, 44.
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EXTEND2022の枠組みと求められるアウトプット

参考：環境省 化学物質の内分泌かく乱作用に関する今後の対応（2022年10月）

試験法の開発

作用・影響評価の実施

環境中濃度の実態把握

有害性評価

曝露評価

リスク評価

リスク管理

知見の収集
国際協力及び情報発信

試験対象物質選定

新たな評価手法 (NAMs) の推奨→ 工学的手法

対象物質の拡充→ 簡易スクリーニングと構造決定

網羅的環境評価→ 環境試料，食品中化学物質の調査

複合影響→ 寄与物質とその分解物，代謝物の評価

魚，両生類以外のvivo系→ げっ歯類による試験法

環境政策への貢献（EXTEND2022）

・エコチル調査との連携

OECD，EDSP/EPA，SVHC/ECHA
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甲状腺ホルモン作用かく乱化学物質評価へ向けた研究提案

・TH作用評価法の確立
・複合健康影響評価

サブ1：京都大学・工 サブ2：国立環境研究所

TR模倣基材

・工学スクリーニング
・TR活性物質の分類

精密質量分析
in vitro評価

in vivo評価

サブ3：京都大学・医

・環境中TR寄与物質の同定
・新規TR活性物質の探索

TRアゴニスト活性の構造
TRアンタゴニストの選定
TR活性物質の環境濃度
新規TR活性物質の探索
TH作用かく乱機序の調査
健康影響評価法の提案 TR

antagonist
TR

agonist-1
TR

agonist-2
TR

negative

環境／⽣体試料
新規スクリーニング法
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