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研究成果の概要（和文）：本研究は、個人の体質を考慮した生活環境中の化学物質のリスク評価法を開発するこ
とを目的として、抗酸化作用やエストロゲン作用を有するイソフラボン（ダイゼインおよびその活性代謝物のS-
エクオール）をモデル化学物質に用いて、それらのグルクロン酸抱合反応の検討を行った。
　異物代謝酵素源としてヒト、サル、イヌ、ラットおよびマウスの肝臓および小腸のミクロゾーム画分を用い
た。ダイゼインのグルクロン酸抱合反応に関与するUDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）の分子種の機能および臓
器分布性は、動物種間で大きく異なることが示唆され、その種差はヒトにおける異物代謝の個人差を推定できる
重要な情報となることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：The aim of this study was to develop the personalized risk assessment method
 for xenobiotics such as endocrine-disruptors substances. The hepatic and intestinal glucuronidation
 of daidzein and S-equol in humans, monkeys, dogs, rats, and mice was examined in an in vitro system
 using microsomal fractions. Daidzein glucuronidation activities of were monkeys >> rats > humans > 
mice for liver microsomes, and rats > monkeys > humans > mice for intestinal microsomes, 
respectively. S-equol glucuronidation activities were rats > monkeys > mice > dogs > humans for 
liver microsomes, and rats > mice > dogs > monkeys > humans for intestinal microsomes, respectively.
 These findings demonstrated that the metabolic abilities of UGT enzymes toward daidzein and S-equol
 in the liver and intestines markedly differed among humans, monkeys, rats, and mice, and this study
 will aid in the assessment of the safety and toxicity of xenobiotics in the environment.

研究分野：衛生薬学

キーワード： 生活環境化学物質　人工異物代謝酵素　個別化リスク評価

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
　医薬品開発における前臨床試験では、実験動物ならびにヒト由来の組織および細胞を用いて候補化合物の薬理
作用や薬物動態などが調べられている。しかし、農薬や産業用物質などの一般化学物質においてはヒトにそのリ
スクに外挿できるリスク評価系が確立されていないのが現状である。
　本研究は生命科学分野の最先端の知見および手法を駆使して遂行し、さらに複合汚染のメカニズムおよびリス
ク評価法の開発もせんとするものである。本研究の成果は、環境衛生科学分野の基礎・応用研究に新しい展開を
もたらすとともに、国民の安心・安全の担保および生活の質向上のための行政ニーズにも貢献するものである。

※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。
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１．研究開始当初の背景 
 ヒトの生活環境中には医薬品や農薬などの多くの化学物質が存在する。これら化学物質は、文明社
会に貢献しているが、ヒトを含む生態系に健康影響の不安や公害などを引き起こしていることも事実で
ある。ヒトは、生体異物である化学物質から防御するための「異物代謝酵素」を獲得している。異物代謝
酵素は、主に肝臓や小腸に発現し、その発現および機能は、生理的、遺伝的および環境的要因により
大きく変動する。そのため、生体異物に対する生体応答感受性に顕著な個人差が生じる。 
 異物代謝酵素の生理的要因および環境的要因が与える影響は、国内外で発現に関する網羅的解析
のみならずメカニズム解明が加速的に行われている。また、異物代謝酵素には遺伝子多型が存在す
る。医療の分野では、「オーダメイド医療」を目指した異物代謝酵素の遺伝子多型に関する研究が国内
外で精力的に行われている。一方、農薬や環境化学物質の安全性・毒性評価は、実験動物（マウス、ラ
ット、イヌおよびサルなど）を用いた試験に基づいて行われているのが現状である。これら化学物質の代
謝に関与する異物代謝酵素の遺伝子多型と機能変動の研究を世界に先駆けて遂行し、現在も新知見
を継続的に報告している（Hanioka et al. Xenobiotica 2003; Hanioka et al. Arch Toxicol 2017 他）。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、個人の体質を考慮した生活環境中の化学物質のリスク評価法を開発することを目的とし
た。その目的を達成するために、モデル化学物質として、抗酸化作用とともにエストロゲン作用を示すイ
ソフラボンのダイゼインおよびその活性代謝物の S-エクオールを用い、ヒト、サル、ラットおよびマウスの
肝臓および小腸ミクロゾームのダイゼインの 7 位あるいは 4'位の水酸基に対するグルクロン酸抱合活性
を測定した。得られた結果（種差）から、個人の体質を考慮した生活環境中の化学物質のリスク評価法
を構築するためのヒトの異物代謝能の個人差を推定した。 
 
３．研究の方法 
（１）ダイゼインのグルクロン酸抱合活性の測定 
 ダイゼインのグルクロン酸抱合活性は、50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4）中にダイゼイン（1.0–200 
µM）、肝臓あるいは小腸ミクロゾーム、アラメチシン（10 µg/mL）、MgCl2（10 mM）および UDPGA（2000 
µM）を含む反応液（200 µL）を 37℃、2分間のプレインキュベーション後、UDPGAを添加して 37℃でイ
ンキュベートした。肝臓ミクロゾームのタンパク質濃度は、ヒトでは 100 µg/protein、サルでは 20 
µg/protein、ラットおよびマウスでは 50 µg/protein とし、小腸ミクロゾームのタンパク質濃度は、ヒト、ラット
およびマウスでは 100 µg/protein、サルでは 50 µg/protein とした。肝臓ミクロゾームのインキュベーション
時間は、ヒト、ラットおよびマウスでは 20 分間、サルでは 5 分間とし、小腸ミクロゾームのインキュベーシ
ョン時間は、いずれの動物種も 20 分間とした。反応の停止は、5%リン酸/アセトニトリル（50:50, v/v）を
200 µL 添加することによって行った。反応液に内部標準物質として、4,4'-ビフェニルジオール（2000 
pmol）を添加した後、12,000×g、4℃で 20 分間遠心し、上清を PTFE 膜（孔径 0.45 µm）で濾過した。そ
の濾液 10 µL を HPLC に付し、ダイゼインの 7-および 4'-グルクロニドを定量した。ダイゼインは、メタノ
ール/ジメチルスルホキシド（50:50）に溶解し、この反応溶媒濃度は、1%とした。HPLC条件は、下記のよ
うに設定した。カラム：Inertsil ODS-SP（5 µm, 3.0 mm i.d.×150 mm）；検出：UV 254 nm；移動相：0.1%リ
ン酸/アセトニトリ/メタノール（80:13/7, v/v/v）；流速 0.5 mL/min；カラム温度：40℃。 
（２）S-エクオールのグルクロン酸抱合活性の測定 
 S-エクオールのグルクロン酸抱合活性は、50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4）中に S-エクオール（0.2–
200 µM）、肝臓あるいは小腸ミクロゾーム、アラメチシン（10 µg/mL）、MgCl2（10 mM）および UDPGA
（2000 µM）を含む反応液（200 µL）を 37℃、2 分間のプレインキュベーション後、UDPGA を添加して
37℃でインキュベートした。肝臓ミクロゾームのタンパク質濃度は、ヒトおよびイヌでは 50 µg/protein、サ
ル、ラットおよびマウスでは 25 µg/protein とし、小腸ミクロゾームのタンパク質濃度は、ヒト、サル、イヌお
よびマウスでは 50 µg/protein、ラットでは 25 µg/protein とした。肝臓ミクロゾームのインキュベーション時
間は、ヒトでは 10分間、サル、イヌ、ラットおよびマウスでは 5分間とし、小腸ミクロゾームのインキュベー
ション時間は、ヒトおよびイヌでは 20 分間、サルおよびマウスでは 10 分間、ラットでは 5 分間とした。反
応の停止は、アセトニトリルを 200 µL 添加することによって行った。反応液に内部標準物質として、ダイ
ゼイン（1000 pmol）を添加した後、12,000×g、4℃で 20分間遠心し、上清を PTFE膜（孔径 0.45 µm）で
濾過した。その濾液 10 µL を HPLC に付し、S-エクオールの 7-および 4'-グルクロニドを定量した。S-エ
クオールは、メタノールに溶解し、この反応溶媒濃度は、1%とした。HPLC 条件は、下記のように設定し
た。カラム：Inertsil ODS-SP（5 µm, 3.0 mm i.d.×150 mm）；検出：UV 200 nm；移動相：0.1% リン酸/アセト
ニトリ/メタノール（82:18, v/v）；流速 0.6 mL/min；カラム温度：40℃。 
 
４．研究成果 
（１）ダイゼインのグルクロン酸抱合反応 
 ヒト、サル、ラットおよびマウスの肝臓および小腸ミクロゾームによるダイゼインのグルクロン酸抱合反応
の速度論的解析を行った。Eadie-Hofstee プロットを作成して、それぞれの速度論的パラメーターを算出
した（表 1 および 2）。ヒト肝臓ミクロゾームによる 7-グルクロン酸抱合反応は、Michaelis-Menten モデル



に従った。Km、Vmax および CLint 値は、それぞれ 19.0 µM、3.38 nmol/min/mg protein および 178 
µL/min/mg proteinであった。サルおよびマウス肝臓ミクロゾームにおいてもMichaelis-Mentenモデルの
速度論的プロファイルを示した。ラット肝臓ミクロゾームでは非定型の速度論的プロファイルを示した。動
物種間の CLint値を比較すると、サル（49）≫ラット（53）＞ヒト（1.0）＞マウス（0.7）であった。ヒト肝臓ミクロ
ゾームによる 4'-グルクロン酸抱合反応は、7-グルクロン酸抱合反応と同様に Michaelis-Menten モデル
に従い、Km、Vmax および CLint 値は、それぞれ 79.7 µM、0.88 nmol/min/mg protein および 11.1 
µL/min/mg proteinであった。ラットおよびおよびマウス肝臓ミクロゾームにおいてもMichaelis-Mentenモ
デルの速度論的プロファイルを示した。サル肝臓ミクロゾームでは、2相性を示唆する biphasicモデルに
従った。動物種間の CLint値を比較すると、サル（4.0）＞マウス（1.0）≒ヒト（1.0）＞ラット（1.0）であった。 
 ヒト小腸ミクロゾームによる 7-グルクロン酸抱合反応は、Michaelis-Menten モデルに従った。Km、Vmax

および CLint値は、それぞれ 12.8 µM, 1.79 nmol/min/mg protein, and 141 µL/min/mg proteinであった。
サルおよびラット肝臓ミクロゾームではMichaeli-Mentenモデル、マウス肝臓ミクロゾームでは biphasicモ
デルに従った。動物種間の CLint値を比較すると、ラット（2.4）≧サル（2.2）＞ヒト（1.0）≧マウス（0.7）であ
った。小腸ミクロゾームによる 4'-グルクロン酸抱合反応は、いずれの動物種においても Michaelis-
Menten モデルに従った。ヒト小腸ミクロゾームの Km、Vmaxおよび CLint値は、それぞれ 13.8 µM, 1.07 
nmol/min/mg protein, and 77.5 µL/min/mg protein であった。CLint 値を比較すると、ヒト（1.0）≫サル
（0.08）≧マウス（0.07）＞ラット（0.05）であった。 
 これらの結果より、ダイゼインのグルクロン酸抱合反応に関与するUGTの分子種の機能および臓器分
布性は、動物種間で大きく異なることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）S-エクオールのグルクロン酸抱合反応 
 ヒト、サル、イヌ、ラットおよびマウスの肝臓および小腸ミクロゾームによる S-エクオールのグルクロン酸
抱合反応の速度論的解析を行った。Eadie-Hofstee プロットを作成して、それぞれの速度論的パラメータ
ーを算出した（表 3 および 4）。ヒト肝臓ミクロゾームによる 7-および 4'-グルクロン酸抱合反応は、
Michaelis-Menten モデルに従った。Km、Vmaxおよび CLint値は、7-グルクロン酸抱合反応ではそれぞれ
14.0 µM、7.24 nmol/min/mg proteinおよび 0.52 mL/min/mg protein、4'-グルクロン酸抱合反応ではそれ
ぞれ 21.5 µM、1.15 nmol/min/mg proteinおよび 0.05 mL/min/mg proteinであった。サルおよびラット肝
臓ミクロゾームの 7-および 4'-グルクロン酸抱合反応もMichaelis-Mentenモデルの速度論的プロファイル
を示した。イヌ肝臓ミクロゾームによる 7-および 4'-グルクロン酸抱合反応は、2 相性を示唆する biphasic
モデルに従った。マウス肝臓ミクロゾームでは、7-グルクロン酸抱合反応は biphasic モデル、4'-グルクロ
ン酸抱合反応は Michaelis-Menten モデルの速度論的プロファイルであった。動物種間の CLint値を比
較すると、ラット（7.6）＞サル（5.8）＞マウス（4.9）＞イヌ（2.8）＞ヒト（1.0）であった。 
 ヒト小腸ミクロゾームによる 7-および 4'-グルクロン酸抱合反応は、Michaelis-Menten モデルに従った。
Km、Vmaxおよび CLint値は、7-グルクロン酸抱合反応ではそれぞれ 7.54 µM、1.82 nmol/min/mg protein
および 0.24 mL/min/mg protein、4'-グルクロン酸抱合反応ではそれぞれ 10.2 µM、0.37 nmol/min/mg 

表 1. 肝臓ミクロゾームによるダイゼインのグルクロン酸抱合反応 

表 2. 小腸ミクロゾームによるダイゼインのグルクロン酸抱合反応 



proteinおよび 0.04 mL/min/mg proteinであった。サル、イヌおよびラット肝臓ミクロゾームの 7-および 4'-
グルクロン酸抱合反応も Michaelis-Menten モデルの速度論的プロファイルを示した。一方、マウス肝臓
ミクロゾームによる 7-および 4'-グルクロン酸抱合反応は、biphasicモデルに従った。動物種間の CLint値
を比較すると、ラット（9.8）＞マウス（2.8）＞イヌ（1.3）≧サル（1.2）＞ヒト（1.0）であった。 
 これらの結果より、S-エクオールのグルクロン酸抱合反応に関与する UGT の分子種の機能および臓
器分布性は、動物種間で大きく異なることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 3. 肝臓ミクロゾームによる S-エクオールのグルクロン酸抱合反

表 4. 小腸ミクロゾームによる S-エクオールのグルクロン酸抱合反
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