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研究成果の概要（和文）：本研究は、化学物質の暴露経路を考慮した包括的in vitroリスク評価法の開発を目的
とした。１）ヒトiPS細胞由来の腸管上皮細胞様細胞分化誘導を行い、その細胞は生体小腸に近いUGT mRNA発現
プロファイルを示した。２）ヒト肝臓におけるCYPおよびUGT mRNAの発現量には3.7～136倍の個人差があること
を認めた。３）フタル酸ジ-2-エチルへキシルの加水分解代謝物のモノ-2-エチルへキシル（MEHP）グルクロン酸
抱合反応には大きな種差があること、ならびにヒトにおいてはUGT1A3、UGT1A7、UGT1A9およびUGT2B7が重要な役
割を担っていることを明らかにした。

研究成果の概要（英文）：The purpose of this study was to develop the risk evaluation method for 
environmental chemicals based on the exposure routes. 1) The expression profile of UGT mRNA of 
differentiated intestinal epithelial cell-like cells fro Human iPS cells was similar that of human 
intestine. 2) The inter-individual differences (3.7-136-fold) in the expression levels of CYP and 
UGT mRNAs in human livers were observed. 3) The hepatic and intestinal glucuronidation of mono
(2-ethylhexyl) phthalate (MEHP) in humans, dogs, rats and mice was examined in an in vitro system 
using microsomal fractions. The metabolic abilities of UGT enzymes expressed in the liver and 
intestine toward MEHP markedly differed among humans, dogs, rats and mice. Furthermore, UGT1A3, 
UGT1A7, UGT1A9 and UGT2B7 were suggested to play important roles in the glucuronidation of MEHP in 
humans.

研究分野：衛生化学

キーワード： 化学物質　曝露経路依存的　リスク評価法　異物代謝酵素　ヒトiPS細胞　シトクロムP450（CYP）　UDP
-グルクロン酸転移酵素（UGT）　フタル酸モノ-2-エチルへキシル（MEHP）
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、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、産
業用化学物質など）が存在する。これら化学物
質は、人間社会や日常生活に利便性を与え、
地球的規模にも文明を発達させている。このよう
に我々は、多くの化学物質の恩恵を受けている
が、一方でヒトを含む生態系に発癌性や内分泌
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薬害や公
害、さらには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 の構造と機能の関連性が急速に解明され
てきている。一方、農薬や産業用化学物質の安
全性・毒性評価は未だにマウス、ラットおよびイ
ヌなどの実験動物を用いた安全性・毒性試験に
基づいて行われているのが現状である。国民の
より高い生活の質の向上（クオリティオブライフ，
QOL）および安心・安全の高齢化社会の担保に
はこの問題を解決しなければならない。 
 
２．研究の目的 
 本研究課題は、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暴露経路および
異物代謝酵素の分子レベルの見地から、各個
人の体質を考慮した化学物質の包括的 in vitro
リスク評価法の開発を目指すことを目的とした。
そのために、以下の課題について検討した。１）
ヒト iPS細胞の腸管上皮細胞様細胞への分化誘
導およびその細胞における UGT mRNA発現プ
ロファイルの解析；２）ヒト肝臓における CYP 
mRNA 発現量の個人差の解析；３）フタル酸ジ
-2-エチルへキシル（DEHP）の加水分解代謝物
のモノ-2-エチルへキシル（MEHP）の肝臓および
小腸におけるグルクロン酸抱合反応の種差、な
らびにヒトにおける責任 UGT分子種の同定。 
 
３．研究の方法 
（１）ヒト iPS 細胞の腸管上皮細胞様細胞への分
化誘導 
 ヒト iPS 細胞の腸管上皮細胞系譜への分化誘
導は、腸管発生に倣って、増殖因子を利用した
直接分化誘導法により行った。培養およびイン
キュベーションは全て 37°C、5% CO2 気相下で
行った。ヒト iPS 細胞が φ10 cm ディッシュで約

50~70% まで生育した時点で、分化誘導培地 A
（ 0.5% FBS、 100 units/mL ペニシリン、 100 
μg/mL ストレプトマイシンおよび 100 ng/mL アク
チビン A含有 RPMI 140）中で 48時間、分化誘
導培地 B（2% FBS、100 units/mL ペニシリン、
100 μg /mL ストレプトマイシンおよび 100 ng/mL
アクチビン A含有 RPMI 140）中で 24時間培養
することにより、胚体内胚葉への方向付けを行っ
た。さらに分化誘導培地 C （ 2% FBS、 1% 
GlutaMaxおよび 250 ng/mL FGF2含有DMEM/ 
Ham’s F-12）中で 4 日間培養することで腸管上
皮幹細胞への方向付けを行った。GFR マトリゲ
ルを氷冷した ES細胞用培地で 30倍に希釈し、
24 wellプレートに 200 μL/well となるように加え
て 1時間インキュベートすることで、薄層コーティ
ング法によるマトリゲルコーティングプレートを準
備した。Rho キナーゼ（ROCK）阻害剤 Y-27632
を 10 μM 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。次に分化誘導培地 C で 50 
mL 遠沈管に細胞を回収し、約 170×g（1,000 
rpm）で 5分間遠心した。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。遠心後上清を吸引除去し、
Y-27632添加分化誘導培地 D（2% FBS、2 mM 
L-グルタミン、1×非必須アミノ酸、100 units/mL
ペニシリン、100 μg/mL ストレプトマイシン、
1×B27 supplementおよび1×N2 supplement含有
DMEM/Ham’s F-12）12.5 mL に懸濁させ、あら
かじめ用意したマトリゲルコーティングプレートに
細胞懸濁液を 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Dに交換し、20日間培養することで腸管上皮
細胞への成熟化を行った。 
 
（２）CYPおよび UGT mRNAの発現解析 
 ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞様細胞および
ヒト肝臓の CYPおよび UGT mRNAの発現解析
は、リアルタイムRT-PCR法により行った。逆転写
反応には ReverTra Ace qPCR RT kit（Toyobo）、
PCR には THUNDERBIRDTM SYBR qPCR 
Mix（Toyobo）を使用した。リアルタイム RT-PCR
法で使用したプライマーの塩基配列、およびプ
ライマーによるイントロンの挟み込みの有無を
Table 3 に示す。ゲノム DNA が混入している場
合でも、イントロンを挟み込むように設計された
プライマーでは、非特異的増幅が起こりにくい。
5段階濃度（5倍または 2倍希釈系列）の cDNA
でリアルタイム PCR による測定を行い、横軸に
DNA 濃度の常用対数値、縦軸に Ct 値をとった
検量線を作成した。検量線の傾き（slope）を求
め、[10(-1/slope)-1] により増幅効率を算出した。内
部標準遺伝子として、ハウスキーピング遺伝子
のグリセルアルデヒド-3-リン酸デヒドロゲナーゼ
（GAPDH）を使用した。検出は、SYBR Green 
Ⅰの蛍光に基づくインターカレーター法により行
った。逆転写反応は total RNA（500 ng）、5×RT 
Buffer 5 μL、Primer Mix 0.5μL、RT Enzyme 
Mix 0.5 μLから成る 10 μLスケールで調製した。



total RNA は 65°C で 5分間インキュベートして
RNA の二次構造を破壊した後に、氷上で約 1
分間放置してから反応系に添加した。逆転写反
応は 37°C で 15分間行った後に、98°C で 5分
間インキュベートして酵素を失活させた。逆転写
反応により作製した cDNA 溶液は、リアルタイム
PCR で使用するまで-20°C で保存した。リアルタ
イ ム PCR 系 は cDNA 溶 液 2 μL 、
THUNDERBIRD SYBR qPCR Mix 5 μL 、
50×ROX 0.5 μL、FP（0.4 μM）および RP（0.4 
μM）から成る 10 μLスケールで調製した。cDNA
溶液は 10倍希釈したものを使用した。リアルタイ
ム PCRは 95°Cで 20秒間インキュベートして酵
素を活性化させた後に、95 oCで 3秒間の熱変
性、ならびに 60°C で 30 秒間のアニーリング/伸
長反応を 40 サイクル行った。リアルタイム PCR
終了後は、直ちに融解曲線反応を行った。 
 
（３）MEHPグルクロン酸抱合活性の測定 
 MEHP のグルクロン酸抱合活性は、50 mM 
Tris-HCl 緩衝液（pH 7.4）中に MEHP（1–1000 
µM）、肝ミクロゾーム（50 µg protein/mL）、アラメ
チシン（20 µg/mL）、MgCl2 （5 mM）および
UDPGA（2 mM）を含む反応液（200 µL）を 37°C
で 20 分間インキュベートした。氷冷した 5% 
phosphoric acid/acetonitrile (50:50, v/v)を 200 
µL 添加し、混合して反応を停止させた。反応液
に内部標準物質として、ジエチルフタレート
（1000 pmol）を添加した後、12,000×g、4°C 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、
MEHPグルクロニドを定量した。MEHP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% 
phosphoric/acetonitrile (46:54, v/v) ；流速 0.4 
mL/min；カラム温度：40°C。ヒト肝ミクロゾームに
おける MEHP のグルクロン酸抱合活性（基質濃
度：100 µM）の測定の HPLC クロマトグラムを図
1に示す。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
４．研究成果 
（１）ヒト iPS 細胞の腸管上皮細胞様細胞への分
化誘導 
 ヒト iPS細胞 Dotcom株（継代数 46）の分化誘

導の過程を位相差顕微鏡にて観察し（図 2）。分
化誘導 3日目において、未分化細胞と比較して
細胞一つ一つが大きく広がり、核/細胞質比が小
さく、細胞間の境界が明瞭な多角形の上皮細胞
様形態を示した。分化誘導 9 日目においては 3
日目に比べ、細胞が大きく広がり細胞間の境界
が不明瞭に見える様子が確認された。しかし、
分化誘導 26 日目では一つ一つの細胞が小さく
明瞭に見え、それらの細胞が寄り集まっている
様子が見られた。さらに、細胞が三次元的に重
なってみえるオルガノイド様の構造が確認された 
（図 2の矢印）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞様細胞にお
ける UGT mRNAの発現 
 iPS 細胞由来ヒト腸管上皮細胞様細胞におい
て、UGT1A3、 1A4、 1A5、 1A6、 2B4、 2B7、
2B10、2B11 および 2B15 の発現が確認された
（図 3）。発現が確認された UGT 分子種のなか
で、UGT1A3、1A4、1A5、1A6、2B4、2B10 およ
び 2B15においてヒト iPS細胞から有意に発現が
上昇しており、UGT1A3および1A4はヒト成人小
腸 と同程度の発現レベル示し た 。 ま た
UGT1A3、1A4、1A5、2B4、2B102B11 および
2B15 は Caco-2 と同程度の発現レベルを示し
た。UGT2B4およびUGT2B10についてはヒト成
人小腸では見られなかった発現が、腸管上皮細
胞様細胞ならびに Caco-2 細胞において確認さ
れた。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 MEHP グルクロン酸抱合活性測定におけ
る HPLC クロマトグラム 

図 2 ヒト iPS細胞由来腸管上皮細胞様細胞 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（２）ヒト肝臓における CYP mRNA発現量の個人
差 
 ヒト肝臓におけるCYP mRNA発現量の個人差
を検討した。10 名の正常ヒト（男性）肝臓由来
total RNAをMultiScribe Reverse Transcriptase 
(Applied Biosystems) を用いて total RNA から
cDNA を合成し、13 分子種の CYP（1A1, 1A2, 
1B1, 2B6, 2C8, 2C9, 2C18, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5, 
3A7, 3A43）の発現量をリアルタイム PCR により
定量した。まず、初期鋳型量の補正に適した
control 遺伝子を選択する目的で、GAPDH およ
び β-actin mRNA、18S rRNAを定量した。本研
究で用いた試料に関しては、試料間における定
量値の変動が少なく、またmRNAの品質の差異
を補正し得る control遺伝子としてβ-actinが適切
であることが確認されことから、β-actin mRNAの
定量値を用いて初期鋳型量の補正を行った。本
研究で解析の対象とした CYP mRNA について
は、その発現レベルに 3.7～136 倍の個人差が
認められた。これまでにmRNA発現量に比較的
大きな個人差が存在することが報告されている
CYP1A1、3A4、3A5 および 3A7 についてはそ
れぞれ 31、12、48および 136倍の差が認められ
た。また、CYP1A2 および 3A43 については 8
倍、CYP2C8 では 6 倍の個人差が観察された
（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（３）MEHPグルクロン酸抱合反応の種差 
 DEHP は、プラスチック製品の可塑剤として広
く用いられているが、内分泌撹乱やシックハウス

症候群を惹起する可能性が報告されている。哺
乳動物では、DEHP は生体内で加水分解反応
を受け、より毒性の高い MEHP に変換される。
MEHP は、さらにグルクロン酸抱合反応を受け
て、尿中あるいは糞中に排泄される（図 5）。
DEHP の毒性発現の個人差を解明するための
一環として、ヒト、イヌ、ラットおよびマウスの肝お
よびび小腸ミクロゾームによる MEHP のグルクロ
ン酸抱合反応の速度論的解析を行った。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 いずれの動物種の肝および小腸ミクロゾームも
MEHP に対してグルクロン酸抱合活性を有して
いた。肝ミクロゾームによる MEHP グルクロン酸
抱合は、ヒトおよびイヌでは Michaelis-Menten、
ラットおよびマウスでは Isoenzymeの速度論的挙
動を示した。一方、小腸ミクロゾームによる
MEHP グルクロン酸抱合の速度論的挙動は、ヒ
ト、イヌおよびマウスでは Isoenzyme、ラットでは
Michaelis-Menten のモデルに従った（図 6）。
Eadie-Hofstee プロットに基づいて算出した Vmax

値（ヒト＝1.0）は、肝ミクロゾームでは、イヌ（2.0）
＞マウス（1.4）＞ラット（1.0）≒ヒト（1.0）であり、小
腸ミクロゾームでは、マウス（8.5）＞イヌ（4.1）＞ラ
ット（3.1）＞ヒト（1.0）であった。これらの結果より、
MEHP 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の分子種の機能お
よび臓器・組織分布性は、動物種間で大きく異
なることが示唆された。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
（４）MEHP グルクロン酸抱合反応に関与するヒト
の UGT分子種の同定 
 肝臓および小腸に発現している UGT 分子種
（13 種類）について検討した。酵素源として、昆

図 3 ヒト iPS 細胞由来腸管上皮細胞様細胞に
おける UGT mRNA の発現 

図 4 ヒト肝臓における CYP mRNA 発現量の個
人差 

図 5 哺乳動物における MEHP の代謝経路 

図 6 肝臓および小腸ミクロゾームによる MEHP
グルクロン酸抱合反応の種差 



虫細胞発現リコンビナント UGT を用いた。
UGT1A3、1A7、1A8、1A10、2B4および 2B7が
MEHP（100 µM）に対してグルクロン酸抱合能を
有し、なかでも UGT2B7 が最も高い活性を示し
た（図 7）。また、これら UGT 分子種の速度論的
解析を行ったところ、in vitro クリアランス（CLint）
値 は 、 UGT1A9 ＞ UGT2B7 ＞ UGT1A8 ＞
UGT1A10＞UGT1A3＞UGT2B4であった。これ
らの結果より、MEHP の解毒反応には、肝臓で
は UGT1A3、2B4 および 2B7 が、小腸では、
UGT1A7、1A8 および 1A10 が重要な役割を担
っていることが示唆された（図 8）。 
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