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研究成果の概要（和文）：本研究では、化学物質感受性のキーであるMetabolismの評価法を開発し、希少野生動
物の感受性を明らかにする事である。この評価のためには、新鮮肝が必要であるが、希少種ではその入手が困難
である。そこで、皮膚線維芽細胞からダイレクトリプログラミングにより肝臓様（iHep）細胞への誘導を試み
た。先ずiHep作成に先立ち、本研究では数種のトッププレデターの線維芽細胞を入手し、その培養に成功した。
培養した線維芽細胞を用い、iHep細胞への誘導を試みた結果、特定の因子を導入する事でアルブミンを発現する
上皮細胞に変化する事を見出した。本研究を通じて、初めて野生動物iHep細胞の作成に成功した可能性が高い。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study is to develop the evaluation method of metabolism,
 which is the key to chemical sensitivity, and to clarify the chemical metabolic ability of rare top
 predator. Fresh liver is required for the evaluation of metabolism, but rare species are difficult 
to obtain. Therefore, in this study, we attempted to differentiate and induce liver-like cells (iHep
 cells) from skin fibroblasts by direct reprogramming. First, as a result of this study, we 
succeeded in culturing fibroblasts of several top predators such as brown bear and Sea lion. 
Furthermore, as a result of attempting to induce iHep cells using cultured fibroblasts, it was found
 that the cells were transformed into epithelial cells expressing albumin by introducing a specific 
factor. In this study, it is highly probable that iHep cells were successfully generated starting 
from wild animals.

研究分野：環境毒性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
トッププレデターの化学物質感受性を適切に評価できる実験系は無く、その評価法を確立する必要があった。本
研究で一部誘導に成功した野生動物iHep細胞は、野生動物の化学物質感受性を非侵襲的かつ迅速に実施できる。
更に、iHep細胞は様々な野生動物獣医療にも応用可能である。例えば、投薬や麻酔による不動化の初期スクリー
ニングに応用する事で、経験則では無く、科学的根拠に基づいた投与doseの決定が可能となる。これにより、獣
医療現場における麻酔中の死亡事故などの減少に通じるだけでなく、将来的には各動物種に応じた創薬への応用
も期待できる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
化学物質の感受性の差は種により数千倍に及ぶこともあり、実験動物を用いた毒性試験の結
果を野生動物にそのまま外挿することは難しい。しかし、現実には実験動物で得られたデータが
根拠となり、野生動物種の化学物質感受性が推定されている。そのため、多くの場合、薬剤の非
ターゲット種となる野生動物種が予期せぬ中毒や、時にMass Death を被る。また、動物園や野生
動物獣医療の現場では、投薬や麻酔による不動化の dose を設定する事は未だに難しく、しばし
ば over dose による事故死も報告されている。これまで、申請者らは野生動物種の化学物質感受
性の決定メカニズムに関する研究を実施してきた中で、ライオンなどのネコ科動物やハイエナ、ア
ザラシなどの鰭脚類では薬物代謝酵素のうち第Ⅰ相反応を担う Cytochrome P450 が実験動物に
比べ極めて低活性であることを明らかにした。また、第 II 相反応を担う酵素であるグルクロン酸転
移酵素(UGT)の一部遺伝子欠損や、実際の酵素活性が著しく低下していることを見出した。更に
猛禽類でも、その薬物代謝酵素活性が哺乳類とは異なることが明らかになってきている。すなわ
ち、化学物質感受性は種により様々であり、各生物種が持つ化学物質感受性、特に Key となる
ADME を適切に評価できる系の構築が必要である。ここで、各動物種の“Metabolism”を評価する
ためには、通常、極新鮮肝を用いたトキシコカイネティックス解析、もしくは個別遺伝子の発現解
析が必要となる。しかし、これらの方法はサンプル入手や実験系の構築が困難であり、それが in 
vivo では実質的に実験が出来ない野生動物種の評価を困難にしてきた。一方、当該研究で作成
する野生動物iHep細胞： induced hepatocyte like cellは、検査時等に入手可能な皮膚線維芽細
胞からダイレクトリプログラミングにより肝臓様細胞を分化・誘導する技術であり、これまで極新鮮
肝無しでは困難であった化学物質感受性の key factor である“Metabolism”の評価が可能となる。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は、環境化学物質の影響を受けやすい希少トッププレデターの iHep 細胞を作
成し、“iHep Zoo”を構築することで、様々な動物種の“Metabolism”の“種差”をスクリーニングする
ことである。ここで、ダイレクトリプログラミングによる iHep 細胞の作成には、齧歯類において
Hnf4α と Foxa (Foxa1, Foxa2, Foxa3 のいずれかひとつ)という肝細胞分化に関連した 2つの転
写因子が少なくとも必要である事が分担研究者らの先行研究により明らかになっている（Nature 
2011）。一方、本研究がチャレンジする野生動物における iHep 細胞への誘導は、先行研究にお
いて、ハイエナの皮膚線維芽細胞に上記因子を導入することで、肝臓マーカーであるアルブミン
や E-cadherin の顕著な発現が確認できている。しかし、iHep 細胞への転換頻度が非常に低いこ
とや、cytochrome P450 や UGT 等、異物代謝に関与する酵素群の発現量が低い事など、クリアし
なければならない“種差の壁”が存在する。そこで、当該研究では、種を問わず iHep 細胞へ誘導
できる因子および培養条件を進化学的・比較生物学的な視点で探索する。それゆえ、当該研究
の目的は“種差”の評価であるが、その実として、各動物種が “共通”で必要な iHep 細胞への誘
導および薬物代謝系獲得因子の探索に他ならない。 
 
３．研究の方法 
当該研究の目標は様々な野生動物種の iHep 細胞を用いた“Metabolism”の評価であるが、ポ
ジティブコントロールとして、極新鮮肝（死亡直後の個体から肝臓を採材し、液体窒素で瞬間凍結
後、-80℃で保存した肝臓）の代謝酵素画分を用いたトキシコカイネティックス解析を実施した。こ
れにより、特に化学物質代謝能の低い又は高い生物種をモデル動物種として選定する。また、同
時に各動物種の肝誘導因子や異物代謝系に関与する代謝酵素および核内受容体、トランスポ
ーターの遺伝子発現解析を実施する。これらの解析により野生動物種で重要な異物代謝系の因
子を進化・系統学的、比較生物学的な視点で特定を行った。 
野生動物 iHep細胞の作成には、誘導因子としてHnf4α と Foxa を用い、先行研究で実施したハ
イエナのみでなく、他の動物種でも検討を行った。特にUGT活性が非常に低いという特徴を持つ
ネコをモデル動物として iHep 細胞誘導実験を試みた。さらに、多くの絶滅危惧に瀕している動物
種から iHep 誘導に必要となる皮膚線維芽細胞の収集を行った。 
 
４．研究成果 
本研究ではiHep細胞誘導時を試みているが、誘導分化成功時に現存のin vitro実験系による
Metaolism 評価との比較が必要不可欠となる。そこで当該研究ではグルクロン酸転移酵素（UGT）
および硫酸転移酵素（SULT)における動物種差を、遺伝的性状解析、および極新鮮肝の代謝酵
素画分を用いたトキシコカイネティックス解析より明らかにした。その結果グルクロン酸転移酵素で
あるUGTでは、先行研究より活性が弱いとされていたUGT1ファミリーに加え、ネコ科動物におい
て UGT2B ファミリーと呼ばれる分子種が遺伝的に完全欠損強いることが明らかとなった。トキシコ
カイネティクス解析の結果からも活性も著しく低いことが明らかとなり、ネコ科動物ではUGT2Bファ
ミリーが著しく機能を損う可能性が判明した。同様に先行研究で UGT1 ファミリーの活性が低い報
告のあった一部の鰭脚類、特にアザラシ科動物では UGT2B ファミリー遺伝的欠損はさほど激しく
ないものの、トキシコカイネティックス解析による活性が低いことが明らかとなった。この結果ネコ科
動物やアザラシ科動物が当初想定されていたよりも顕著なUGT欠損を有しており、これにより、広
範な化学物質への代謝能が低いことが示唆される。 
更に、分担研究者の川合らは、鳥類 43 種における UGT1 および UGT2 ファミリーの分類およ



び配列解析を行った。その結果、肉食性鳥類では哺乳類と同様、UGT1 ファミリー遺伝子数が減
少していること、一方で UGT2 ファミリー遺伝子の数は、哺乳類と異なり、食性と関連がないことを
示した(Kawai et al., 2018 Plos One)。さらに肝臓酵素画分を用いたトキシコカイネティクス解析の
結果、UGT1 ファミリーの数が少ない肉食性の猛禽類では、他の食性の鳥類と比較してエストロゲ
ン（内因性物質）、ヒドロキシピレン（外来異物）、アセトアミノフェン（外来異物）を基質とするグルク
ロン酸抱合活性が低い傾向にあることが明らかとなった(Kawai et al., 2018, CBP)。これらの結果
から肉食性の鳥類では、哺乳類と同様、広範な化学物質に対してグルクロン酸代謝活性が低い
ことが示唆された。 
一方、硫酸抱合酵素である SULTでは野生哺乳類で大きな動物種差がみられることが明らかと
なった。特に鰭脚類動物では、エストロゲン代謝に重要な分子種である SULT1E1 を欠損しており、
in vitro 活性も非常に低いことが明らかとなった。この結果は鰭脚類動物が SULT1E1 用いた解毒
反応を行うことができず、多くの化学物質に対して低解毒能を持つことを示唆している。さらに内
因性代謝に重要な酵素の欠損が見られたため、食肉目においてエストロゲン代謝経路に大きな
種差がある可能性が示唆された。これらの結果は野生動物における環境化学物質に対する感受
性を推定するうえで非常に重要な知見になるとともに、哺乳類のエストロゲン代謝における新たな
比較生物学的知見を与えるものである。 
野生動物での iHep 細胞誘導に使用する皮膚線維芽細胞の採取を精力的に行った。特にヒグ
マ、現在iHep細胞誘導を行っているネコと比較的近縁の種であり絶滅危惧に頻しているツシマヤ
マネコ由来の皮膚線維芽細胞の培養に成功しており実験に供試する準備が整っている。誘導実
験に関してはUGT欠損を特徴と持つモデル動物であるネコの線維芽細胞由来の iHep細胞の誘
導を試みた。ネコ由来誘導因子及びマウス由来誘導因子をクローニングに成功し、それを用いて
誘導条件検討を行っており、今後も継続予定である。 
一方、分担研究者の鈴木らは、代表研究者の池中らから提供されたネコの線維芽細胞を用い
て、iHep 細胞誘導を試みた。その結果、特定の因子を導入することでネコの線維芽細胞がアル
ブミンを発現する上皮細胞に変化することを見出した。マウスやヒトに比べ、ネコの肝細胞を調べ
る上で必要な実験ツールや遺伝子情報が大幅に不足していることから、誘導した細胞の性状を
詳しく調べることは困難である。しかし、マウスやヒトを用いたこれまでの研究を考慮すると、ネコの
線維芽細胞から誘導された細胞は、アルブミンの発現以外にも肝細胞の特徴を有することが強く
示唆された。 
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