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研究成果の概要（和文）：iPS 細胞から造血幹細胞への分化培養系において、環境化学物質であ

るフタル酸エステルの毒性影響を評価した。その結果、最も広く利用されている DEHP が分化

を抑制すること、逆に DEHP の代謝産物である MEHP は促進的に影響することがわかった。ま

た、これらフタル酸エステルによる影響には、これまで報告されている受容体・転写因子とは

異なる作用機序が存在することが示唆された。 
 
研究成果の概要（英文）：By using iPS cells, effects of phthalate esters on the hematopoiesis were 
examined. In that system, DEHP suppressed the appearance of hematopoietic progenitor from iPS cells 
while MEHP, a metabolite of DEHP, accelerated it. It was also suggested that their effects are caused 
independently of estrogen receptor and peroxisome proliferators-activated receptor. 
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１．研究開始当初の背景 
 
近年、アトピー性皮膚炎やアレルギー性鼻

炎といった、小児におけるアレルギー疾患が

先進国を中心に増加してきている。この背景

には、我々を取り巻く環境の変化、とりわけ、

化学物質等による環境汚染の生体影響が懸

念されている。環境省による大規模な疫学調

査である「子どもの健康と環境に関する全国

調査（エコチル調査）」において、胎児や新

生児期における化学物質の曝露がその後の

免疫系を中心とした各種生体機能に影響を

与える可能性を検討しているように、発達時

期は重要な機能を担う各種組織がまだ未成

熟であり、組織を構築している細胞群が増殖

や分化を繰り返してダイナミクスに活動し

ているタイミングは外部からの異物が特に

影響を及ぼす可能性が高いと考えられる。ま

た、環境化学物質は受容体や転写因子といっ

た、細胞の増殖、分化、細胞死のような組織
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の発達に働く因子に作用することも知られ

ており、受容体や転写因子の正常から逸した

活性化や阻害を介して影響を及ぼすことも

考えられる。 
このような環境化学物質による免疫系の

毒性影響については、アレルギー疾患モデル

を用いた動物実験を中心に報告されている。

また、培養細胞を用いた培養細胞レベル（in 
vitro）の実験により、毒性メカニズムの解析

や環境化学物質が及ぼす影響を簡便に解析

するなどの報告が多数ある。リンパ球、抗原

提示細胞といった免疫系の細胞は、成熟期に

おいて、骨髄細胞や末梢血中に存在する前駆

細胞から分化・成熟する。そのため、実験動

物より採取した骨髄細胞や末梢血細胞を用

いた評価系が報告されており、動物レベル

（in vivo）で免疫系に対して毒性影響の見ら

れた化学物質が、こうした in vitro の評価系

においても毒性が見られることが報告され

ている。一方で、胎児期等の発達期における

毒性影響を反映する in vitro 系についての報

告は多くない。 
2006 年に京都大学の山中信弥教授らによ

って樹立された iPS 細胞は、繊維芽細胞など

の末梢組織を構築する細胞から人工的に造

られた多能性幹細胞であり（文献１）、体を

構築する全ての細胞への分化が可能と考え

られている。そのため、iPS 細胞は、胚から

個体発生に至る胎児期での毒性を in vitro で

評価することができる可能性・将来性を持ち

合わせている。 
 
２．研究の目的 
これまで我々は、アレルギーの原因となる

免疫反応に化学物質がどう影響するか検討

を行なってきた。in vivo および in vitro の両面

から研究を行った結果、環境化学物質である

ダイオキシン、ディーゼル排気微粒子、フタ

ル酸エステルが、樹状細胞や T 細胞といった

免疫細胞の機能に影響を及ぼすことを明ら

かにしてきた（文献２、３、４）。一方、様々

な免疫細胞を含む血液細胞は造血幹細胞か

ら造り出されるが、造血幹細胞もまた化学物

質の標的となることが報告されている（文献

５）。造血幹細胞は胎児期から盛んに増殖・

分化を繰り返し、血液細胞を末梢へと供給し

ている。こうした動的活動から、造血幹細胞

は化学物質の標的となりやすいことも予想

され、今後、末梢細胞だけに限らず造血幹細

胞をターゲットとした毒性評価が必要にな

ると考えられる。また、特に胎児期は免疫系

が成熟する時期であり、造血幹細胞を取り巻

く環境、とりわけ化学物質による曝露は、成

熟後の免疫応答の異常に繋がる要因となる

ことが危惧されるため、胎児期をターゲット

とした毒性評価が必要である。 
そこで本研究では、胎児期における個体発

生から発達について細胞レベルで再現する

ことが可能な iPS 細胞を用いた新規の毒性評

価系を確立し、化学物質の評価を行うことを

目的とした。まず、iPS 細胞から造血幹細胞

への分化培養系を確立し、次に環境化学物質

の毒性影響を評価し、本実験系の有用性につ

いて検討した。 
 
３．研究の方法 
(1) マウス iPS 細胞（2006 年に京都大学山中

教授らにより樹立された株、理化学研究所バ

イオリソースセンターより提供株）をゲラチ

ンコーティングシャーレ上で ESGRO 
COMPLETE PLUS Clonal Grade Medium
（Millopore）を用いて未分化状態を保持しな

がら培養した。コンフルエントになるまで培

養後、accutase で剥離し、ゲラチンコーティ

ングしたマルチプレート上で更に Knock-out 
DMEM（Invitrogen、15% fetal bovine serum、

GlutaMAX-I supplement、10 mM non essential 
amino acids、55 mM beta-mercaptoethanol、LIF
含有）を用いて培養した。3 日後（Day 0）、
トリプシンで細胞を剥離し、1×104 cells/well
になるように低吸着性の丸底 96-well plate
（Corning）に播種した。この様に、低吸着性

のプレートで培養すると、iPS 細胞は胚様体

（EB）を形成し、分化が開始されることが知

られている。5 日後（Day 5）、形成した EB
をトリプシンで single cell suspension とし、各



種の分化マーカーに対する抗体で染色した

後、フローサイトメトリーにより解析した。

また、各段階における EB から RNeasy Mini 
Kit（Qiagen）を用いて調製した total RNA を

用いて RT-PCR 法により各分化マーカーの遺

伝子発現変化を調べた。 
 
(2) 環境化学物質でありアレルギー・免疫系

に影響を及ぼすことが報告されているフタ

ル酸エステルによる iPS 細胞の分化に対する

影響を調べるため、最も広く利用されている

DEHP およびその体内代謝産物である MEHP
をDay 0～5までのEB形成時期に曝露し、Day 
5 での EB サイズおよび表面抗原の発現をフ

ローサイトメトリーにより解析した。また、

同様に各種の核内受容体のリガンドを Day 0
～5 で添加し、iPS 細胞の分化に対する影響を

調べた。 
 
４．研究成果 
(1) iPS 細胞から造血幹細胞への分化培養系

の検討 
① 造血幹細胞は中胚葉から分化すること

が知られている。そこでまず、本実験系にお

いて iPS 細胞から中胚葉に分化しているかを

調べた。Day 0～5 の EB から採取した total 
RNAを用いてRT-PCR法により中胚葉の分化

マーカーであるの発現を調べた（図 1）。その

結果、中胚葉マーカーである Brachyury およ

び Mesp1 の発現が Day 3 において一過性に増

加した。一方で、未分化マーカーである Oct3/4
の発現は Day 3 以降、減少した。また、Day 3
より中胚葉より発生する心筋細胞の初期分

化マーカーである Gata4 の発現が上昇した。

以上のことから、本実験系において、Day 3
で中胚葉へ iPS 細胞が分化し、その後は更に

分化が進行することが示唆された。 
 
 
 
 
 
 

図１．iPS 細胞の分化培養に伴う遺伝子発現

変化 
 
② 次に iPS 細胞の分化に及ぼす血清（FBS）
濃度の影響を調べた（図２）。Day 0～5 まで

の EB 形成時の培地中に含まれる FBS 濃度を

5、7.5、10、15%調べた結果、FBS 濃度依存

的に GFP 陽性細胞の割合が低下した。本実験

において使用した iPS 細胞は未分化状態にお

いて GFP を発現し、分化すると GFP の発現

が消失する。そのことから、FBS 濃度依存的

に分化が促進されていることがわかった。ま

た 、 初 期 の 造 血 幹 細 胞 （ hematopoietic 
progenitor）の分化マーカーである CD41 陽性

細胞の割合が FBS 濃度依存的に増加したが、

更に発達した造血幹細胞のマーカーである

CD45 や Sca1、各免疫系細胞の前駆細胞のマ

ーカーなど、それ以降の分化マーカーの発現

は見られなかった（data not shown）。同様に、

血管系細胞のマーカーである CD31 、

VE-cadherin も FBS 濃度依存的に増加した。

これらの結果から、FBS 濃度は iPS 細胞から

中胚葉を介した造血幹細胞等への分化に重

要であり、環境化学物質による毒性を評価す

る上で、適度な分化効率を示す 7.5% FBS を

含有する培地を用いて以後の実験を行った。

CD45 や Lineage 陽性の成熟造血幹細胞への

分化については、colony forming assay 等で検

討中である。 
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図２．FBS 濃度が iPS 細胞の分化に及ぼす影

響 
 
(2) iPS 細胞の造血幹細胞への分化に対する

DEHP および MEHP 曝露の影響 
① 0.1～10 µMのDEHPまたはMEHPをDay 
0～5 まで曝露し、形成した EB の大きさ（直

径）に対する影響を調べた（図３）。DEHP
は今回、検討した中で最も高濃度であった 10 
µM で EB の大きさが抑制された。一方で、

MEHP は 10 µM まで影響が見られなかった。

これらの結果から、DEHP は EB の形成発達

に抑制的な影響を与えることが明らかにな

った。10 µM の DEHP は細胞毒性に影響を及

ぼさなかったことから、DEHP は分化段階に

おいて細胞の増殖に影響を与える可能性が

示唆された。 
 

図３．EB サイズに及ぼすフタル酸エステル

の影響 
 
② 次に、0.1～10 µM の DEHP または MEHP
を Day 0～5 まで曝露した EBにおける造血幹

細胞への分化について、Day 5 における表面

抗原の発現を指標に調べた。その結果、DEHP
は 10 µM において CD41 陽性細胞の割合をほ

ぼ完全に抑制した。逆に、10 µM の DEHP は

GFP 陽性細胞の割合を有意に増加し、FLK1
についても増加する傾向が見られた。一方、

MEHP は DEHP の場合とは逆に、0.1 µM にお

いて CD41 陽性細胞の割合を有意に増加させ

た。また、GFP および FLK1 陽性細胞につい

ては、DEHP の場合と同様に増加傾向が見ら

れた。 
 

図４．DEHP が iPS 細胞の分化に及ぼす影響 
 

図５．MEHP が iPS 細胞の分化に及ぼす影響 
 
(3) iPS 細胞から造血幹細胞への分化におけ

る核内受容体活性化の影響 
① DEHPはMCF-7ヒト乳癌細胞の増殖を女

性ホルモン受容体（ER）依存的に促進するこ

とが報告されている（文献６）。また、我々

は以前の研究において、マウス末梢血中単球

細胞から樹状細胞への分化・成熟化に対して、

DEHP が ER 依存的に抑制することを示して

いる（文献７）。これらの報告は DEHP が ER
の活性化を介して様々な生体影響を惹起す

る可能性を示唆している。そこで、ER の活

性化が iPS 細胞の分化に及ぼす影響を調べる
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ため、Day 0～5 まで ER の活性化リガンドで

ある 17β-エストラジオール（E2、1 nM）で刺

激し、造血幹細胞への分化を調べた。その結

果、E2 は GFP、FLK1、CD41、c-Kit、何れの

マーカーに対しても影響を及ぼさなかった。

また、ER の阻害剤である ICI 182,780（10 nM）

についても同様に影響が見られなかった。以

上の結果から、本実験系における iPS 細胞か

ら造血幹細胞への分化に ER は影響を及ぼさ

ないこと、また同実験系において見られた

DEHP の影響に ER は関与しないことがわか

った。 
 

図６．ER が iPS 細胞の分化に及ぼす影響 
 
② 次に、ペルオキシゾーム増殖剤応答性受

容体（PPAR）の関与について検討した。PPAR
は α、β/δ、γ のアイソフォームが知られてお

り、MEHP は各 PPAR を活性化することが報

告されている（文献８）。そこで各種の PPAR
が iPS 細胞の分化に関与しているか、各アイ

ソフォームを特異的に活性化するリガンド

を用いて調べた（図７）。まず、PPARγ リガ

ンドである ciglitizone（10 µM）で iPS 細胞を

刺激したところ、GFP 陽性細胞の割合が増加

し、FLK1 および CD41 陽性細胞の割合は減

少した。逆に、PPARβ/δ リガンドである

GW0742（10 µM）は GFP 陽性細胞の割合を

減少させ、FLK1 および CD41 陽性細胞の割

合を増加させた。一方で、PPARαリガンドで

ある Wy-14,643（10 µM）については、各マー

カーの発現への影響は見られなかった。以上

の結果から、PPAR は iPS 細胞の初期分化段

階に深く関与し、PPARγが抑制的に作用する

のに対し、PPARβ/δ は促進的に働くことがわ

かった。 
 MEHP の影響においては GFP には変化が

無かったことから、iPS 細胞から中胚葉への

分化初期段階での影響は少なく、中胚葉から

造血幹細胞への分化段階で影響を及ぼすこ

とが推測される。一方で、PPARγや PPARβ/δ
リガンドは GFP 陽性細胞の割合に影響を与

えたことから、作用は分化初期段階に働くと

考えられる。これらのことから、MEHP は

PPAR 以外の作用機序により iPS 細胞の分化

に影響を及ぼすことが考えられた。 
 

図７．PPAR が iPS 細胞の分化に及ぼす影響 
 
(4) まとめ 
 以上の結果から、最も広く利用されている

フタル酸エステルである DEHP、その代謝産

物である MEHP は iPS 細胞を用いた造血幹細

胞の発生において影響を及ぼすことがわか

り、その影響は代謝により変化すること、毒

性機序はこれまで報告されていた ER や

PPAR とは異なることが示唆された。 
フタル酸エステルは体内半減期は短いもの

の、日常的に食物から摂取されることや、医

療用器具類によって直接、体内に吸収される

ことが知られており、胎児期での曝露によっ

て免疫系の発達に悪影響を与えてその後の

アレルギー等の免疫疾患に繋がる可能性も

否定できない。今後、動物実験を用いた in vivo
での胎仔の発達段階における hematopoietic 
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development に対する影響について更なる検

討を行い、本研究での iPS 細胞を用いた in 
vitro での毒性評価と総合して解析する必要

がある。 
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