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研究成果の概要（和文）：　本研究は、化学物質のリスクを、異物応答因子を基軸とする評価システムを構築す
ることを目的とした。モデル化学物質には内分泌かく乱作用を示すフタル酸ビス(2-エチルヘキシル)（DEHP）お
よびビスフェノールA（BPA）を用い、それらの主代謝反応のin vitro解析を行った。
　DEHPは加水分解反応、BPAはグルクロン酸抱合反応について、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によるそれぞれの代謝反応の速度論的解析を行った。いずれの化合物においても
代謝プロファイルは動物種間で大きく異なり、その種差に基づいて化学物質のリスク評価システムを構築できる
可能性が示唆された。

研究成果の概要（英文）： The aim of this study was to construct the risk evaluation system for the 
environmental chemicals such as toxins and drugs. The major metabolism of di(2-ethylhexyl) phthalate
 (DEHP) and bisphenol A (BPA) by the liver and small intestine of humans, monkeys, dogs, rats, and 
mice was examined in an in vitro system using microsomal fractions. 
 The CLint or CLmax values of DEHP hydrolysis were mice > dogs > monkeys > rats > humans for liver 
microsomes, and mice > rats > monkeys, respectively. The CLint values of BPA glucuronidation were 
mice > dogs > rats > monkeys > humans for liver microsomes, and rats > mice > dogs > monkeys > 
humans, respectively. These findings demonstrated that the metabolic abilities of 
xenobiotic-metabolizing enzymes toward DEHP and BPA in the liver and intestines markedly differed 
among humans, monkeys, dogs, rats, and mice, and this study will help the assessment of the safety 
and toxicity of xenobiotics in the living environment.

研究分野： 衛生薬学

キーワード： 生活環境化学物質　リスク評価システム　異物応答因子　転写制御因子　異物代謝酵素
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研究成果の学術的意義や社会的意義
　医療の分野では、テーラーメイド医療を主眼にした医薬品開発のための異物代謝酵素の遺伝子多型や発現制御
メカニズムに関する研究が国内外で精力的に行われている。一方、産業用物質や農薬などの環境化学物質のリス
ク評価は、実験動物を用いた試験に基づいて行われているのが現状である。
　本研究課題は、化学物質のリスクをこれまでの概念にとらわれずに、異物応答因子を基軸とする革新的な評価
システムを構築することを目的とした。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ことが期待でき
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。



１．研究開始当初の背景 
 ヒトを取り巻く生活環境中には産業用物質、農薬および医薬品などの多数の化学物質が存在
する。我々は、これら化学物質により日常生活の利便性や健康の維持・増進の恩恵を受けている。
しかし、一方で、発がん性などの様々な健康影響に不安を抱い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の毒作用から防御するための機構として異物代謝酵素を獲得している。
異物代謝酵素は、肝臓や小腸をはじめとした臓器・組織に広く発現し、シトクロム P450（CYP）、
カルボキシルエステラーゼ（CES）および UDP-グルクロン酸転移酵素（UGT）は、その代表的
酵素である。異物代謝酵素の発現および機能は、生理的（病態など）、遺伝的（遺伝子変異など）
および環境的要因（生活習慣など）により大きく変動し、化学物質に対する生体応答感受性に顕
著な個人差が生じる。また、異物代謝酵素は、芳香族炭化水素受容体（AhR）、恒常型アンドロ
スタン受容体（CAR）およびプレグナン受容体（PXR）などの転写制御因子によって発現および
機能が緻密に制御されている。 
 医療の分野では、テーラーメイド医療を主眼にした医薬品開発のための異物代謝酵素の遺伝
子多型や発現制御メカニズムに関する研究が国内外で精力的に行われている。一方、産業用物質
や農薬などの環境化学物質のリスク評価は、実験動物（マウスやラットなどの齧歯類、およびイ
ヌやサルなどの中型動物）を用いた試験に基づいて行われているのが現状である。例えば、化学
物質の環境基準値・指針値は実験動物を用いた安全性・毒性試験の結果から不確実係数（安全係
数）を用いて見積もられている。すなわち、生活環境中の夥しい種類と量の化学物質のヒトに対
するリスクは、科学的根拠の無い状態で評価されているものとも言い換えられる。本研究は、化
学物質のリスクをこれまでの概念にとらわれずに、異物応答因子に着目して、実験動物の情報を
ヒトに直接外挿できる革新的な評価システムを構築することを目指した。本研究を遂行するこ
とにより、実験動物とヒトの間の生体異物に対する感受性の種差に基づいて化学物質のリスク
を包括的かつ定量的に予測・評価できるものと考えた。 
 
２．研究の目的 
 本研究は、化学物質のリスクを、異物応答因子を基軸とする評価システムを構築することを目
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、フタル酸ビス(2-エチルヘキシ
ル)（DEHP）の加水分解反応およびビスフェノール A（BPA）のグルクロン酸抱合反応のヒトお
よび実験動物（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画分による in 
vitro 解析を行った。得られた結果（代謝プロファイルの種差）から、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）DEHP の加水分解活性の測定 
 DEHP の加水分解活性は、50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4）中に DEHP（1.0–100 µM）、肝臓あ
るいは小腸ミクロゾームおよび Brij 58（200 µg/mL）を含む反応液（200 µL）を 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 50 µg protein/mL、サルおよびラ
ットでは 25 µg protein/mL、イヌおよびマウスでは 10 µg protein/mL とし、小腸ミクロゾームのタ
ンパク質濃度は、ヒトおよびイヌでは 100 µg protein/mL、サル、ラットおよびマウスでは 50 µg 
protein/mL 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、サルおよびラットで
は 40 分間、イヌでは 30 分間、マウスでは 20 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、サル、イヌおよびラットでは 40 分間、マウスでは 30 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、フ
タル酸ジペンチル（500 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、DEHP の加水分解生成物のフタ
ル酸モノ(2-エチルヘキシル)（MEHP）を定量した。DEHP 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） 
 カラム温度：40℃ 
 検出：UV 225 nm 
 移動相：0.1% リン酸/アセトニトリル（v/v） 
  0-5 分：(45:55) 
  5-30 分：(45: 55)-(15:85) 
  30-40 分：(15:85) 
 流速：0.6 mL/min 
 試料注入量：10 µL 
 
（２）BPA のグルクロン酸抱合活性の測定 
 BPA のグルクロン酸抱合活性は、50 mM Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4）中に BPA（0.1–200 µM）、
肝臓あるいは小腸ミクロゾーム、アラメチシン（25 µg/mL）、MgCl2（10 mM）および UDPGA（2000 
µM）を含む反応液（200 µL）を 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 20 µg protein/mL、サルでは 15 µg protein/mL、イヌでは 7.5 µg protein/mL、ラッ
トでは 10 µg protein/mL、マウスでは 2.5 µg protein/mL とし、小腸ミクロゾームのタンパク質濃



度は、ヒトでは 150 µg protein/mL、サルおよびイヌでは 75 µg protein/mL、ラットおよびマウス
では 30 µg protein/mL とした。肝臓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 10 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、ヒトでは 60 分間、サルおよび
イヌでは 15 分間、ラットおよびマウスでは 10 分間とした。反応の停止は、メタノールを 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、ビスフェノール F（500 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、BPA のグルクロニドを定量した。BPA 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） 
 カラム温度：40℃ 
 検出：蛍光（Ex. 273 nm, Em. 308 nm） 
 移動相：0.1% リン酸/アセトニトリ/メタノール（72:24:4, v/v/v） 
 流速 0.6 mL/min 
 試料注入量：10 µL 
 
４．研究成果 
（１）DEHP の加水分解反応 
 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 DEHP の加水分
解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）。肝臓ミクロゾームによる DEHP の加水分解反応の速度論的
挙動は、ヒト、サルおよびラットでは Michaelis-Menten モデルに、イヌおよびマウスでは Hill モ
デルに従った。ヒトの Km、Vmaxおよび CLint値は、それぞれ 14.8 µM、0.88 nmol/min/mg protein お
よび 59.7 µL/min/mg protein であった。動物種間の CLintあるいは CLmax値を比較すると、マウス
（9.3）＞イヌ（5.3）＞ラット（3.7）＞サル（2.6）＞ヒト（1.0）であった。一方、小腸ミクロゾ
ームの DEHP に対する加水分解活性は、ヒトおよびイヌでは検出されなかった。サル、ラットお
よびマウスの DEHP の加水分解反応の速度論的挙動は、いずれも Hill モデルに従い、動物種間
で類似した S50値を示した。しかし、Vmaxおよび CLmax 値に大きな種差（マウス＞ラット＞サル）
が認められ、それらの値はそれぞれの動物種の肝臓ミクロゾームに比べて著しく低かった（約 5-
25%）。 
 これらの結果より、肝臓および小腸ミクロゾームの DEHP に対する加水分解活性は、動物種
間で大きく異なることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）BPA 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 BPA 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）。肝臓および小腸ミクロゾームによる BPA のグルク
ロン酸抱合反応の速度論的挙動は、いずれの動物種においても Michaelis-Menten モデルに従っ
た。ヒト肝臓ミクロゾームの Km、Vmax および CLint 値は、それぞれ 7.54 µM、17.7 nmol/min/mg 
protein および 2.36 mL/min/mg protein であった。動物種間の CLint値を比較すると、マウス（8.2）
＞イヌ（2.4）＞サル（1.7）＞ラット（1.5）＞ヒト（1.0）であった。ヒト小腸ミクロゾームの Km、
Vmaxおよび CLint値は、それぞれ 39.3 µM、0.65 nmol/min/mg protein および 0.02 mL/min/mg protein
であった。動物種間の CLint値を比較すると、ラット（34）＞マウス（29）＞イヌル（12）＞サル
（7.0）＞ヒト（1.0）であった。また、肝臓ミクロゾームの小腸ミクロゾームに対する CLint値の
相対比も動物種間で大きく異なっていた（ヒト＞マウス＞サル≧イヌ＞ラット）。 
 これらの結果は、BPA の代謝における肝臓および小腸に発現する UDP-グルクロン酸転移酵素
の機能的役割が、ヒト、サル、イヌ、ラット、およびマウスの間で大きく異なることを示唆する

表 1. 肝臓ミクロゾームによる DEHP の加水分解反応 

表 2. 小腸ミクロゾームによる DEHP の加水分解反応 



ものであり、BPA をはじめとした内分泌かく乱化学物質の毒性を評価する重要な情報となるも
のと思われる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

表 3. 肝臓ミクロゾームによる BPA のグルクロン酸抱合反応  

表 4. 小腸ミクロゾームによる BPA のグルクロン酸抱合反応  
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