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研究成果の概要（和文）：フタル酸エステル類の次世代影響が動物実験・疫学研究において報告されている。本
研究では、これらの適切な曝露評価と毒性評価のため、妊娠期における代謝変動及び血液の曝露モニタリングへ
の利用可能性を検討することを目標に、フタル酸ジエチルヘキシル(DEHP)の代謝速度測定方法の酵素学的検討を
行った上で、妊娠期の異なる妊婦血液におけるDEHP代謝速度を求めた。その結果、低濃度であればいずれの妊娠
期においても血液をDEHPモニタリングに利用可能であった。また、DEHPの代謝速度測定方法をフタル酸ジブチル
に応用し、検量線の直線性を認めたことから、引き続き妊婦での代謝を解明することが課題である。

研究成果の概要（英文）：Recently, phthalates, which are softener additives for plastics, were 
pointed out the effects for next generation in animal and epidemiological studies. The purpose of 
this study was elucidation of the metabolic changes for phthalates in pregnant women and the 
potential for exposure monitoring for the appropriate exposure evaluation. Therefore, the effects of
 temperature, incubation time and concentration on the metabolism in the blood collected from 
pregnant women of di (2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) were tested. In the case of low DEHP 
concentration, the DEHP metabolic rate did not changed during pregnancy, indicating the possibility 
of DEHP exposure monitoring using the blood collected from pregnant women. In the future, this 
measurement method of DEHP metabolic rate is desired to apply other phthalates. 

研究分野：環境衛生
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令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
ヒトにおけるフタル酸エステル類の代謝は肝臓や小腸などのいくつかの器官において行われるが、それらの代謝
活性をヒトの臓器で直接計測することは倫理的に難しいことから、疫学研究や動物実験によるフタル酸エステル
類の毒性の知見が収集されている。しかしながら、生物種によるフタル酸エステル類の代謝速度の違いも示され
ていることから、ヒトにおけるフタル酸エステル類の代謝を知るためには、ヒト試料を用いることが望ましい。
本研究の結果により、ヒトの妊娠期のフタル酸エステル類の代謝状況が明らかとなり、ヒト母体中のフタル酸エ
ステル類が胎児に与える影響との関連性がより鮮明となる。

※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 
フタル酸エステル類は、樹脂を軟化させるために広く使用されている可塑剤で、塗料、顔料、
接着剤、潤滑油の添加剤である（HSDB, 2001）。これらのフタル酸エステル類は高温下や脂溶
性物質との接触により樹脂から溶出することから、ヒトは食物を介してフタル酸エステル類に
曝露される（林ら、2014）。体内に入ったフタル酸エステル類は、小腸や肝臓等のリパーゼに
より加水分解されモノエステルとなり、一部はグルクロン酸抱合を受けて尿や糞便中に排泄さ
れる。残りはさらに酸化された後にグルクロン酸抱合され尿中に排泄される（Nakajima et al, 
2015）。これまでに、妊婦を含むヒトの尿や血液、母乳、羊水からもフタル酸エステル類やそ
の代謝物が検出されている（Chen et al, 2008; Liou et al, 2014; Jensen et al, 2012）。 
動物実験ではフタル酸エステル類が繁殖力の低下や精巣萎縮を引き起こすことが報告されて
いる(Dobrzynska et al,2012; Sharpe, 2001; Nakajima et al 2015)。疫学研究でも、男女ともに
生殖器に対する影響が示唆されている（Benson, 2009; Hannon and Flaws, 2015; Mariana et 
al, 2016）。また、動物実験、疫学実験ともにフタル酸エステル類の妊娠期曝露による児への神
経発達毒性を示唆する報告があることから（Komada et al, 2016; Doherty et al, 2017）、次世
代影響が注目され（Nakajima et al, 2015）、我が国ではエコチル事業により全国的な拠点調査
も開始されている。 
我々は胎児の DEHP曝露量と甲状腺ホルモン濃度および精神発達との関係や臍帯血中のアデ
ィポカイン濃度および出生サイズとの関係について研究を進める中で（Jia et al, 2015）、活性
代謝物であるフタル酸モノエチルヘキシル（MEHP）の血中濃度が妊娠期後半において低い可
能性を報告している（Nakajima et al, 2015）。妊娠期の差異により代謝能が変化する場合、試
料の採取時期により DEHPの曝露評価や毒性評価の結果が過大もしくは過小になる可能性が考
えられた。DEHP の次世代への影響を明らかにするためには、まず児の母体である妊婦におけ
る代謝を検討し、適切な曝露評価を行うことが必須である。フタル酸エステル類の主要代謝臓
器は小腸と肝臓であるが、ヒトのこれらを用いた研究は不可能である。一方で、フタル酸エス
テル類は血中でも代謝されるが、それ故に曝露量モニタリングに不適切との意見もある。しか
しながら、血液における酵素反応速度論的検討（至適温度や最大反応速度の 1/2 が得られる基
質濃度である Km 値など）はされておらず、不明である。 
 
２．研究の目的 
比較的利用の可能性がある血液を用い、フタル酸エステル類の妊娠期における代謝変動を明ら
かにし、曝露モニタリングへの利用可能性を検討することを目的に、血中 DEHP代謝の酵素反
応速度論的検討を行い、妊婦の血液中でのフタル酸エステル類の代謝速度を測定した。 
 
３．研究の方法 
フタル酸エステル類のうち、代謝物の毒性が高い DEHPを対象として、血液における代謝速度
の測定法を確立するため、まず DEHP の代謝反応温度（4、25、37℃）と反応時間（0、2、4、
8、24 時間）との関連性を検討した。次に基質濃度（4.7、9.4、19 μM）との関連性を検討し
た。最後に、妊婦の血液を用いて最終濃度 0.2 µM および 0.9 µM DEHPの代謝速度を求め、妊
娠期（前期：23–31週、中期：32–34週、後期：35–41週）による差異を検討した。 
その後、他の主要フタル酸エステルとしてフタル酸ジブチル（DBP）の代謝速度測定に応用
すべく、ます検量線の直線性を確認することとした。 
 
４．研究成果 
培養温度と時間による DEHP代謝の変化を検討した。DEHPを添加しない場合の MEHP濃度
は 4℃、25℃、37℃のいずれの濃度でも 24時間までの培養で 0時間（培養開始時）と変化は見
られなかった。最終濃度 0.1 µMのDEHPを添加した場合、0時間と 24時間のMEHP濃度は、
4℃では変化は見られなかったが、25℃で24時間培養した場合にMEHP濃度が有意に上昇し、
37℃では培養 8時間と 24時間で有意に上昇した（Dunnett test, P < 0.05）。これらの結果から、
0.1 µMの DEHPの血中濃度では 37℃で 4時間までの培養では代謝が起きにくいと考えた。 
血液に最終濃度 4.7–19 µMの DEHPを添加して 37℃で 4時間培養して得られたDEHPの代
謝速度から Lineweaver-Burk plotを描き、最大反応速度 Vmaxおよびミカエリス定数 Kmを
求めたところ、Vmaxは 2.34 nmol mL-1 h-1、Km値は 25.4 µMであった。得られた Km値は
先行研究による肝臓での DEHP に対する Km 値と比較して高く（Ito et al, 2014）、血漿中の
DEHP濃度は 0.0358 µMとの報告もあることから（Takatori et al, 2014）、血液の場合は特殊
な高温度に放置しない限り血中の DEHPが代謝されることはないだろうと考えられた。つまり、



DEHPが低濃度であれば血液をモニタリングに利用することが可能であると考えられた。 
最後に妊娠時期による代謝能変化を明らかにするため、妊娠前期、中期、後期に採取した妊
婦の血液中での最終濃度 0.2 µM と 0.9 µM DEHPの代謝速度を求めた。0.2 µM DEHPを添加
した血液の代謝速度はいずれの時期でも同様であったが、0.9 µM DEHP の代謝は 35–41 週の
妊娠後期において低い傾向が見られた。結果として、いずれの濃度で添加した場合でも、妊娠
時期による代謝能の有意な差は見られなかった。つまり、妊娠中のいずれの時期においても血
液を DEHP曝露モニタリングに利用することは可能であると考えられた。 
その後、DEHP の代謝速度測定方法をフタル酸ジブチル（DBP）の代謝速度測定に応用する
ため、検量線を作成して分析を行ったところ、検量線の直線性が確認された。引き続き、DBP
でも DEHPと同様の酵素反応速度論的検討を行い、妊婦での代謝変化を解明することが課題で
ある。 
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