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研究成果の概要（和文）：疾病を惹起する原因化学物質（内分泌撹乱物質及びシックハウス症候群原因化学物質など）
の毒性発現における個人差を異物代謝酵素の分子レベルで解析し、各個人の体質を考慮した化学物質のリスク評価法を
開発することを目的とした。その一環として、フタル酸エステル類のヒトにおける加水分解反応について検討した。そ
の結果、ヒト肝臓におけるフタル酸エステル類の加水分解反応の速度は、それら化学構造の側鎖の嵩高さに依存するこ
とが明らかとなった。また、ヒトiPSから肝細胞様細胞を作製し、その分化誘導細胞は薬物代謝酵素mRNAが発現してい
ることを確認した。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop risk evaluation method for environmental 
pollutants such as endocrine-disruptors and sick-building syndrome substances. The finding in this study s
uggest that diester phthalate hydrolysis activities in human liver microsomes depend on the chemical struc
ture, and that the expression and inducibility of UGT in iPS cell-derived hepatocyte-like cells are simila
r that of human livers.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
 ヒトの生活環境中には天然由来の化学物
質に加え、多くの合成化学物質（医薬品、農
薬、食品添加物及び産業用化学物質など）が
存在する。これら化学物質は我々の社会や生
活に利便性を与えている一方でヒトを含む
生態系に発がん性や内分泌系撹乱作用など
様々な悪影響を及ぼしている。時として社会
的に大きな問題となる公害や殺人目的の忌
まわしい事件を引き起こしてきた。化学物質
は、生体にとって異物であり、ヒトはこれら
の生体異物を解毒するための種々の異物代
謝酵素を有している。異物代謝酵素は主に肝
臓に発現しており、第１相反応（酸化、還元、
加水分解）を触媒するものと、第２相反応（抱
合）を触媒するものとに大別され、シトクロ
ム P450（CYP）と UDP-グルクロン酸転移
酵素（UGT）はそれぞれの代表的酵素である。
異物代謝酵素の発現及び機能は遺伝的要因
（遺伝子多型）や環境的要因（誘導・抑制な
ど）により大きく変動し、それら因子が医薬
品の薬効・副作用発現における個人差の原因
となることはよく知られている。近年、「テ
ーラーメイド薬物療法」を目指した異物代謝
酵素の遺伝子多型研究が精力的に行われて
おり、医薬品の代謝に関与する CYP や UGT
酵素の変異型の同定及び機能解明が急速に
進展している。一方、農薬や産業用化学物質
の安全性・毒性評価は未だに実験動物を用い
た試験に基づいて行われているのが現状で
ある。 
 
２．研究の目的 
 本課題では、化学物質が原因となって様々
な疾病が惹起され、その発現機序の解明が立
ち後れている内分泌撹乱及びシックハウス
症候群問題に着目した。これら疾病を惹起す
る原因化学物質の毒性発現における個人差
を異物代謝酵素の分子レベルで解析し、各個
人の体質を考慮した化学物質のリスク評価
法を開発することを目的とした。この目的を
達成するために、１）フタル酸エステル類の
ヒトにおける加水分解反応；２）ヒト iPS 細
胞由来の肝細胞様細胞における UGT 発現に
ついて検討した。 
 
３．研究の方法 
（１）フタル酸エステル類の加水分解活性の
測定 
フタル酸エステル類（フタル酸ジブチル，
DBP；フタル酸ベンジルブチル，BBzP；フ
タル酸ビス(2-エチルヘキシル)，DEHP）加
水分解活性は、酵素源に個人ヒト肝ミクロゾ
ームを用いて HPLC 法により測定した。基質
（DBP、BBP あるいは DEHP）を除く下記
の反応溶液（500 µL）を 37°C で 1 分間プレ
インキュベーション後、基質を添加すること
により反応を開始した。反応は、2 M リン酸
20 µL を添加することで反停止した。反応停
止後、12,000×g、4°C で 20 分間遠心分離後、

上清を PTFE 膜（0.45 µm）でろ過した。そ
のろ液 50 µL を HPLC に付し、代謝物であ
るモノエステル体（フタル酸モノブチル，
MBP；フタル酸モノベンジル，MBzP；フタ
ル酸モノ-2-エチルヘキシル，MEHP）及びフ
タル酸生成量を絶対検量線法にて算出した。
基質及びその代謝物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, 4.6 mm×150 mm)；検出：
UV 254 nm ；移動相：溶媒 A （ 0.1% 
H3PO4/CH3CN (85/15, v/v)）と溶媒 B（0.1% 
H3PO4/CH3CN (15/85, v/v)）のグラジエン
ト；流速：1.2 mL/min；カラム温度：40°C。 
 
（２）ヒト iPS 細胞の肝細胞様細胞への分化
誘導 
 ヒト iPS 細胞 253G1 及び Dotcom 細胞株
が 10 cm ディッシュで 50–70%まで生育した
時点で、分化誘導培地 A 中で 3 日間、分化誘
導培地 B 中で 2 日間培養することにより、胚
体内胚葉への誘導を行った。Rho キナーゼ
（ROCK）阻害剤 Y-27632 を 1 mM となるよ
うに培地に添加し 1 時間インキュベートし
た。PBS (-)で 2 回洗浄した後に、アクターゼ
（500–720 units/mL）2 mL を添加し 5 分間
インキュベートした。次に 1 mM Y-27632 含
有分化誘導培地 C で 15 mL 遠心管に細胞を
回収した。Y-27632 は 20 mM となるように
DMSO に溶解させ、用時 2,000 倍希釈で使用
した。DMSO 溶液上清を吸引除去した後に
12.5 mL の Y-27632 添加分化誘導培地 C に
懸濁させ、コラーゲンⅠでコーティングされ
た 24 well プレートに細胞懸濁液 500 
mL/well となるように播種した。24 時間後に
Y-27632 非添加の分化誘導培地 C に交換し、
肝前駆細胞への誘導を 6日間行った。最後に、
分化誘導培地 D を用いて肝細胞への成熟化
を 11 日間行った。 
 
（３）UGT 及び転写制御因子の mRNA 発現
の解析 
 分化誘導スケジュールの 30日目において、
ヒト iPS 細胞由来の分化肝細胞様細胞から
total RNA を抽出した。16 種類の UGT 分子
種、3 種類の転写制御因子及び 5 種類の各種
マーカーの mRNA の発現をリアルタイム
RT-PCR により解析した。内部標準遺伝子と
してグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロ
ゲナーゼ（GAPDH）を用いた。 
 
４．研究成果 
（１）ヒト肝ミクロゾームによるフタル酸エ
ステル類加水分解反応 
個人ヒト肝ミクロゾームを酵素源にしてフ
タル酸エステル類の加水分解反応（図 1）の
速度論的解析を行った。その速度論的パラメ
ーターを表 1 に示す。いずれのフタル酸エス
テル類の加水分解反応も、Hill 式に従うアロ
ステリックな挙動を示した（n，1.37–1.96）。



DBP の MBP へ の 加 水 分 解 反 応
（DBPMBP）、BBP の MBzP への加水分
解反応（BBPMBzP）及び MBzP の MBP
への加水分解反応（BBPMBP）の S50値は
ほぼ同程度であったが、DEHP の MEHP へ
の加水分解反応（DEHPMEHP）の S50値
は、DBP 及び BBP のそれらに比べて顕著に
低 か っ た 。 Vmax 値 は 、 DBPMBP  
BBPMBzP  DEHPMEHP  
BBPMBP で あ り 、 CLint 値 は 、
BBPMBzP  DBPMBP  
DEHPMEHP  BBPMBP であった。こ
れらの結果より、ヒト肝臓におけるフタル酸
エステル類の加水分解反応の速度は、それら
化学構造の側鎖の嵩高さに依存することが
明らかになった。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1 フタル酸エステル類の加水分解反応 
 
表 1 フタル酸エステル類の加水分解反応の
速度論的パラメーター 
 
 
 
 
 
 
（２）肝細胞系譜への分化誘導 
 253G1及びDotcom細胞株の分化誘導の過
程を位相差顕微鏡にて観察した。分化誘導 5
日目において、未分化細胞と比較して細胞の
拡大、核/細胞質比の低下及び上皮細胞様形態
が認められた。肝細胞系譜への方向付けの期
間において、コード様構造が 253G1 細胞株
において観察されたが、Dotcom 細胞株では
確認されなかった。分化誘導 23 日目には、
Dotcom 細胞株においてもコード様構造が観
察され、また 253G1 細胞株ではその数の増
加傾向が認められた。また、両細胞株におい
て、2~3 個の核小体を含む丸い核を有した細
胞及び多核細胞が観察された（図 2）。 
 
（３）UGT 及び転写制御因子の mRNA 発現 

 253G1 細胞株由来の肝細胞様細胞におい
ては、 UGT1A6 、 UGT2B4 、 UGT2B7 、
UGT2B10、UGT2B11 及び UGT2B15 の
mRNA 発現が確認された（図 3）。UGT2B11
及び UGT2B15 は、HepG2 細胞よりも高い
mRNA 発現レベルを示した。一方、CYP で
はCYP1A1及びCYP1B1 mRNA発現が確認
され、3-MC 処置によりその発現レベルがそ
れぞれ約 68 及び 12 倍に上昇した。Dotcom
細胞株由来の肝細胞様細胞では、UGT1A1、
UGT1A6、UGT2B4、UGT2B7、UGT2B10、
UGT2B11、UGT2B15 及び UGT2B17 の
mRNA 発現が確認された。UGT1A1 mRNA
発現は、3-MC 処置により約 10 倍に上昇し
た。また、253G1 細胞株と同様に CYP1A1
及び CYP1B1 mRNA 発現が確認され、3-MC
処置によりそれぞれ約 115 及び 14 倍に上昇
した。これらの結果より、ヒト iPS 細胞株間
で成熟度が異なり、UGT mRNA 発現に影響
を与えていることが示唆された。ヒト iPS 細
胞由来肝細胞を利用した新規肝毒性スクリ
ーニング法の構築のためには、分化誘導によ
る成熟度を高めること、並びに細胞株間での
成熟度の差異を解消する必要があると考え
られる。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2 分化誘導過程におけるヒト iPS 細胞の
形態変化 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 3 253G1 由来肝細胞様細胞における
UGT1A6、UGT2B4 及び UGT2B15 の mRNA 発現 
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