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緒論 

 

薬物代謝とは、薬物代謝酵素によって生体内で不要になったステロイドなどの内因性化

学物質や、薬物および毒物などの外因性化学物質を活性化または分解・解毒し、生体外へ

と排出するための代謝反応である。薬物代謝酵素による反応には、加水分解や酸化還元反

応を行う第 1相、および抱合反応を行う第 2相から成る 2つの相に分類される。第 2相の

抱合反応は、第 1相で得られた代謝産物にグルタチオン、グリシン、硫酸、またはグルク

ロン酸などの荷電性内因性因子を抱合することで、物質の極性を高め、不要な化学物質を

体外へと排泄されるようにする役割がある。このように、内因性および外因性化学物質の

代謝にとって抱合反応は体外排泄という意味で非常に大切な役割を担っていると考えられ

る。しかし、近年ステロイドなどの内因性化学物質が代謝を受け抱合体となった後に、体

外へと排泄されずに局所臓器へと輸送され、抱合体が脱抱合され、その後のステロイド合

成に利用されることが報告されてきた[25, 86]。このようなステロイド抱合体の役割を考慮

すると、外因性化学物質も抱合代謝を受けた後に、ステロイド抱合体と同様に、標的器官

へと輸送され、その後脱抱合され元の毒性のある化学物質へと再賦活化され、毒性を発揮

している可能性が懸念される。そこで、本研究では、内因性化学物質であるステロイドの

抱合体の局所臓器への輸送とその役割の確認・調査、および外因性化学物質であるカビ毒

ゼアラレノン（ZON）の生体内における抱合代謝動態を調査することで、内因性および外

因性化学物質の抱合代謝産物の生体内運命とその役割について比較検討した。 

ステロイドホルモンは一般的に生殖腺や副腎皮質などの内分泌腺によって合成および

分泌され、血液と共に全身循環し標的器官に運ばれ作用する。ステロイド合成には、

cytochrome P450 （CYP）や hydroxysteroid dehydrogenase （HSD）が関与しており

[77]、これらの酵素によって、コレステロールを出発物質とし、プレグネノロンやプロゲ

ステロンを経て、最終的にはグルココルチコイド、ミネラルコルチコイドおよび性ステロ

イドが生合成される。ステロイドは脂溶性が高いため、容易に血液中から標的細胞の細胞
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膜を通過し、細胞内にある受容体と結合する単純拡散モデルが想定されている。ステロイ

ドは血糖値の上昇、抗炎症、体液量の調整および身体の発達など様々な生理活性を示すこ

とで、生体内の恒常性を維持している[72]。 

従来、ステロイドホルモンは生殖腺や副腎皮質などの内分泌腺によってのみ合成される

と考えられていた。しかし、近年の研究により、内分泌器官以外の組織におけるステロイ

ド合成が報告されてきた[103, 104]。ステロイドホルモン合成に関する酵素の発現や活性

は、胸腺[14, 78, 84, 85]、腸管[15, 17, 66]、皮膚[98]、中枢神経系[16, 20, 32, 89, 108]、心

血管系[30, 45]、および骨格筋筋芽細胞[25]などで確認されている。また、コレステロール

を出発物質としない局所的なステロイドホルモンの生合成も報告されている。デヒドロエ

ピアンドロステロン硫酸抱合体は副腎皮質で産生され、血液を介して胎盤などの末梢組織

に運ばれ、胎盤で脱抱合されてデヒドロエピアンドロステロンとなり、テストステロンお

よびエストロゲン合成の基質として利用される[1, 86]。マウス筋芽細胞株であるC2C12細

胞株においては、ステロイド合成の主な基質がプレグネノロン硫酸抱合体であることが示

唆されている[25]。このように、ステロイドは肝臓などの臓器で抱合され、抱合体として

他の臓器へと運搬され、局所臓器において脱抱合された後に、ステロイドの生合成に利用

されると考えられる。つまり、ステロイド抱合体は生体内を循環し、標的臓器に運搬され

た後に、局所的なステロイド合成に利用されていると考えられる（図 1）。 

カビ毒である ZONは、エストロゲンレセプターへの親和性があり、家畜飼料などから

暴露された動物に繁殖障害を引き起こすことが知られており、内分泌かく乱化学物質とし

て危惧されている[5, 83]。ZONは、経口暴露された後に、腸管や肝臓において薬物代謝酵

素によって代謝を受け、抱合体となり排泄されることが知られているが[5]、未だに生体内

における詳細な代謝動態は明らかになっていない。また、内分泌かく乱化学物質の

Bisphenol A（BPA）は、肝臓で代謝を受け抱合体となった後に、血液を介して胎盤へと輸

送され、胎児へと運ばれる事が示唆されている[40]。以上のことを考慮し、ZONもステロ

イド抱合体輸送システムに則って標的器官へと運搬されるという仮説が考えられた（図 1）。 



 3

そこで本研究では、未だステロイドホルモンの局所合成が報告されていない唾液腺にお

いて、抱合型ステロイドを利用したステロイドホルモンの局所合成能について検討した（第

Ⅰ章）。次に、構造や性質がステロイドに類似している外因性化学物質である ZONが、ス

テロイドと同様の抱合代謝産物の輸送経路を辿って標的器官へと到達するのか、あるいは

不活性化され生体外へと排泄されるのかを見極める目的で、ラット反転腸管を用いた ZON

の腸管における代謝動態を検討した（第Ⅱ章）。最後に、腸管で吸収された化学物質は、血

液と共に血流を介して主要な代謝臓器である肝臓へと運ばれると推測されるため、ラット

肝臓灌流試験を用いたZONの肝臓における代謝動態を検討した（第Ⅲ章）。 

以上、内因性化学物質であるステロイドの抱合体の局所臓器輸送とその役割、および外

因性化学物質である ZON の生体内における抱合代謝動態について比較検討し、抱合体反

応の意義を考察する目的で研究を発展させた。 
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図 1 化学物質抱合体の標的器官への輸送の概略図 

肝臓や副腎皮質などの臓器で抱合されたステロイド（ステロイド, st; グルクロン酸

抱合体, -GA; 硫酸抱合体, -HSO3）は、血中へと放出された後に、血液と共に全身循環

することにより様々な局所臓器へと運搬されると推測される。局所臓器に運ばれたステ

ロイド抱合体は、局所的なステロイド合成などに利用されると予測される。経口暴露さ

れた外因性化学物質は腸管や肝臓で代謝された後に、ステロイドと同様の経路で標的器

官へと到達する可能性が推測される。この仮説を検証する足がかりとして、本研究では

ラット唾液腺を用いたステロイド抱合体の局所臓器における利用、および外因性化学物

質であるゼアラレノンの腸管と肝臓における抱合代謝産物の動態を検討した。 
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第Ⅰ章 唾液腺におけるステロイド合成能の評価 

 

1. 序文 

ステロイドホルモンは、生殖器や副腎皮質などの内分泌腺によって合成および分泌され、

血液と共に全身循環し標的器官に運ばれ作用する。これらの内分泌腺では、ステロイドホ

ルモン合成の最初の基質であるコレステロールが、ミトコンドリアおよび滑面小胞体に存

在する5つのcytochrome P450 （CYP）と2つのhydroxysteroid dehydrogenase （HSD）

の酵素によって多段階の酵素反応を受ける（図 2）。ステロイドホルモン合成の最初の段階

として、細胞内コレステロールは steroidogenic acute regulatory protein （StAR）およ

び末梢型ベンゾジアゼピン受容体を介してミトコンドリア内膜に輸送され、そこで CYP 

family 11 subfamily A member 1 （CYP11A1）によってプレグネノロンへと変換される

[62]。プロゲステロンはCYP21A2によってデオキシコルチコステロンに変換された後に、

ミトコンドリアに存在する CYP11β によって、さらにコルチコステロンへと合成される。

コルチゾールは、ヒドロキシプロゲステロンがCYP21A2によって合成されるデオキシコ

ルチゾールからCYP11βによって合成される（図 2）。ヒト副腎皮質で合成される主なグル

ココルチコイドはコルチゾールであるが、ラットやマウスを含むげっ歯類では、CYP17α

の活性が副腎と比較してほぼ欠落してため、コルチコステロンが主なグルココルチコイド

である[71, 79, 111]。 

唾液は、口腔内の恒常性の維持に重要な役割を果たす。唾液には、アミラーゼなどの消

化酵素に加えて、グルココルチコイドや性ステロイドホルモンが含まれている。ヒトおよ

びラットでは、唾液中のグルココルチコイド濃度は血漿中のグルココルチコイド濃度とあ

る程度の正の相関（r = 0.893）がある[110, 113]。診断目的でコルチコステロンとコルチゾ

ールの濃度を測定する際に、唾液の採取は非侵襲的で簡便なため、血液の代わりに唾液を

使用することは臨床的に有用であると考えられている[6]。唾液中のコルチコステロンおよ

びコルチゾール濃度の測定は、採血による潜在的なストレスを回避することができる点か
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らも優れていると見なされている。しかし、血液中グルココルチコステロンの濃度変化は、

唾液中グルココルチコステロンの濃度変化と完全に一致するわけではない[112]。 

そこで、本章では唾液腺におけるステロイドの局所合成の可能性に注目し、抱合型ステ

ロイドを利用したステロイドホルモンの局所合成能を明らかにすることを目的として検討

した[34]。使用した唾液腺は、舌下腺、顎下腺および耳下腺（図 3）の三大唾液腺である。

舌下腺、顎下腺、および耳下腺は、それぞれ構造や分泌物が異なる。耳下腺の腺房細胞は

漿液腺房のみから構成されており、主に漿液性分泌に機能している。顎下腺は漿液腺房と

粘膜腺房が混在している。舌下腺も漿液腺房と粘膜腺房が混在しているが、そのほとんど

は粘膜腺房である[2]。唾液の産生・分泌のほとんどはこの三大唾液腺が担っているが、構

造や分泌物が異なることから、この 3つの唾液腺を用いて、ステロイドホルモンの合成能

を調査した。 

 

図 2 従来のステロイドホルモン合成経路図 

内分泌腺によるステロイドホルモン合成の概略を示した。細胞内のコレステロール

を最初の基質とし、複数の cytochrome P450 （CYP）および hydroxysteroid 

dehydrogenase （HSD）による多段階の酵素反応を経て、グルココルチコイドおよび

性ステロイドホルモンは合成される。 
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図 3 ラット唾液腺の解剖学的模式図 

本実験で使用した唾液腺の解剖学的な位置を示した。三大唾液腺である舌下腺

（SLG）、顎下腺（SMG）および耳下腺（PG）をそれぞれ採取した。 

 

2. 材料と方法 

1) 試薬 

プレグネノロン、プロゲステロン、デオキシコルチコステロン、コルチコステロン、テ

ストステロン、アンドロステンジオンおよびプレグネノロン硫酸抱合体は Sigma-Aldrich

（アメリカ合衆国）より購入した。コレステロールは和光純薬工業（大阪）より購入した。

HPLC 用特級アセトニトリルおよびギ酸は Supelco（アメリカ合衆国）より購入した。

Western blotting分析には、以下の抗体を使用した：一次抗体としてrabbit polyclonal anti-

GAPDH (sc-25778, Santa Cruz, アメリカ合衆国)、anti-CYP11A1 (ab175408, Abcam, イ

ギリス)、anti-StAR (sc-25806, Santa Cruz)、anti-steroid sulfatase (bs-3857R, Bioss, ア

メリカ合衆国)および anti-CYP11β1 (慶應義塾大学より分与)、二次抗体として goat anti-

rabbit IgG (H+L) horseradish peroxidase conjugate (#1706515, BIO-RAD, アメリカ合

SLG

SMG

PG
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衆国)。anti-CYP11β1 は、アミノ酸残基 272-283 （KNVYRELAEGRQC）に対応して、

ウサギで産生した。抗体のアフィニティー調整のために、カルボキシ末端システイン残基

のスルフヒドリル基をキャリアタンパク質と結合させた[69]。 

 

2) 供試動物 

8-15週齢の雄（300-400 g）および妊娠雌（gestation day, GD 12-13、240-300 g）Sprague-

Dawley（SD）ラットを日本エスエルシー（浜松）から購入した。ラットは自由採食・自

由飲水できる環境下で1週間馴化した後に実験に供した。イソフルラン麻酔下で放血殺し、

唾液腺、副腎および精巣を雄ラットから、胎盤を妊娠雌ラットから採取した。酵素活性試

験に用いた唾液腺には、舌下腺、顎下腺および耳下腺が含まれる。酵素発現を検討した

Western blotting分析では、耳下腺のみを単離し、耳下腺単独サンプルと、舌下腺および

顎下腺の複合サンプルとして使用した。合計 11匹の雄ラットを酵素活性試験（6匹）およ

びWestern blotting分析（5匹）に使用し、また合計 4匹の妊娠雌ラットを酵素活性試験

またはWestern blotting分析に使用した。本実験は、酪農学園大学の動物実験倫理委員会

によって承認を受け（承認番号：VH17A4）、すべての手術は麻酔下で行われ、動物の苦痛

を最小限に抑えるように原則に従い実験を行った。 

 

3) 組織サンプル調整 

採取した唾液腺、副腎、精巣および胎盤をリン酸緩衝生理食塩水で洗浄後、それぞれの

組織に 4倍量の 0.25 Mスクロースを加え、ホモジナイズし、900 × gで遠心分離し、細胞

質およびミトコンドリア分画を含む上清を回収した。その上清に終濃度が 0.5%になるよ

うに 3-（3-cholamidepropyl）dimethylammonio-1-propanesulphonate （CHAPS）を加

えて膜成分を可溶化した。その後、Lowry法によってタンパク濃度の定量を行い[54]、酵

素活性試験およびWestern blotting分析に用いるまで−25°Cで凍結保存した。 
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3) 酵素活性試験 

ステロイド合成に関する酵素の活性を評価するための酵素活性試験は、Wangらによっ

て報告された方法に[113]、後述の質量分析（MS）を用いた反応生成物の検出のためにい

くつかの修正を加えて行った [56]。各組織サンプル溶液に、4 mMのMgCl2を含む 20 mM 

Tris-HCl buffer （pH 7.4）、および 30 μMの各酵素基質（コレステロール、プレグネノロ

ン、プロゲステロン、デオキシコルチコステロンおよびアンドロステンジオン）を加えた。

さらに、100 μM NADPHおよびNADHを添加し、37°Cで 2時間インキュベートにより

反応させた。その後、反応液を煮沸処理により酵素反応を停止した。内部標準として、各

ステロイドホルモンを最終濃度が 5 ng/mLになるように、0.1%ギ酸を含む 100 μLのアセ

トニトリルに溶解し、煮沸した反応液に加え、10,000 × g、4°Cで 10分間遠心分離を行っ

た。上清に 100 μLのヘキサンを加えた後に、遠心分離し、上清をMS分析に使用した[56]。 

 

4) MS分析によるステロイド濃度測定 

デオキシコルチコステロンおよびコルチコステロンの LC-TOF MS ピークは

SigmaFit™アルゴリズム（Bruker Daltonics, ドイツ）を使用して同定し、他のステロイ

ドは前田らの報告に基づいて同定した[56]。ステロイドホルモンの定量のために、Acquity 

UPLC（Waters, イギリス）およびESIソースが接続されたXevo TQ-S micro タンデム

四重極型質量分析計を使用した（LC-MS/MS）。プレグネノロン、プロゲステロン、テスト

ステロン、デオキシコルチコステロンおよびコルチコステロンの検出限界は、それぞれ

14.2、3.2、0.6、9.2、0.4 fmol/g であった。安定同位体コルチコステロン-d8 は大塚製薬

（東京）、テストステロン-d3はMerck（アメリカ合衆国）から購入した。 

 

5) Western blotting分析 

各サンプルのタンパク質濃度を 1 μg/μLになるように調整し、総タンパク質量を 20 μg

とした。各サンプルを SDS-PAGE で分離し、Western blotting 分析のために PVDF 膜
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（ATTO, 東京）に転写した。3%スキムミルクで室温にて 1 時間ブロッキングした後、

PVDF 膜を室温で 2 時間一次抗体と反応させた（anti-GAPDH, 1:400; anti-CYP11A1, 

1:400; anti-StAR, 1:200; anti-steroid sulfatase, 1:200 and anti-CYP11β1, 1:500）。その

後、PBS で 15 分間の洗浄を 4 回繰り返し、続いて室温で 2 時間二次抗体と反応させた

（goat anti-rabbit IgG, 1:2000）。再度、PBSで 15分間の洗浄を 4回繰り返した後、PVDF

膜をECL™ Western blotting検出試薬（GEヘルスケア、アメリカ合衆国）と室温で 1分

間反応させた。各タンパク質の発現レベルは、CS Analyzer（ATTO）を用いて測定した。 

 

6) 統計処理 

すべての結果はMann-Whitney U検定を用いて評価した。p < 0.05の場合を有意差あ

りとした。結果は、4-6回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差（mean ± S.D.）で表した。 

 

3. 結果 

1) ラット唾液腺のステロイド合成に関する酵素活性 

ラット唾液腺のステロイド合成を調べるために、ラット唾液腺の組織ホモジネート（舌

下腺、顎下腺および耳下腺の混合物; salivary gland, SG）およびラット副腎のホモジネー

ト（Adr）をポジティブコントロールとして、ステロイド合成に関連する酵素反応の活性

を評価した。反応生成物を LC-MS/MS で分析した結果、プレグネノロンからプロゲステ

ロン、プロゲステロンからデオキシコルチコステロン、およびデオキシコルチコステロン

からコルチコステロンの合成酵素の活性を示すピークが観察された（図 4）。これらの結果

から、ラット唾液腺ホモジネートがプレグネノロンからコルチコステロンの合成に関連す

る酵素活性を有することが示唆された。 
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図 4 酵素反応生成物のLC-MS分析 

（A）（D）および（G）は、それぞれプロゲステロン（PGS）、デオキシコルチコス

テロン（DCORT）およびコルチコステロン（CORT）の標準物質（10 ng/mL）のクロ

マトグラム、（B）（E）および（H）は、それぞれプレグネノロン（PGN）、プロゲステ

ロンおよびデオキシコルチコステロンをラット唾液腺ホモジネート由来の細胞質およ

びミトコンドリア分画を含む上清に添加した反応前のクロマトグラム、（C）（F）および

（I）は、それぞれプレグネノロン、プロゲステロンおよびデオキシコルチコステロンを

添加した反応後のクロマトグラムである。クロマトグラムの右上の数値は、それぞれプ

リカーサーイオン、プロダクトイオンおよび最も高いピーク（100%に設定）の大きさ

を表している。デオキシコルチコステロンクロマトグラムでは、黒い矢印がデオキシコ

ルチコステロンを示す。 
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次に、酵素反応後の生成物の濃度を測定した（図 5）。プレグネノロンおよびプロゲステ

ロンを基質とした際に、ラット唾液腺ホモジネートで後続のステロイドホルモンの生成が

観察されたが、その濃度は副腎と比較して低かった。興味深いことに、ラット唾液腺ホモ

ジネートで生成されたコルチコステロン濃度は、唾液腺で合成された他のステロイド濃度

と比較して高かった。これは、コルチコステロン合成経路がラット唾液腺で機能的である

ことを示す。副腎ホモジネートにおいて、コレステロールを基質にした反応でプレグネノ

ロンが生成された。しかし、図 5に示すように、プレグネノロンはラット唾液腺ホモジネ

ートにおいて、コレステロールからは生成されなかった。 

さらに、コルチコステロン合成経路だけでなく、ラット唾液腺におけるテストステロン

の潜在的な合成能も明らかにするために、ラット唾液腺ホモジネートおよびポジティブコ

ントロールとしてラット精巣ホモジネートでのアンドロステンジオンからテストステロン

の合成も検討した。その結果、興味深いことに、ラット唾液腺で合成されたテストステロ

ン濃度は、精巣と比べて有意に高かった（図 6）。 
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図 5 ラット唾液腺（SG）および副腎（Adr）におけるステロイド合成酵素活性 

ラット唾液腺（closed bars）および副腎（open bars）ホモジネート由来の細胞質お

よびミトコンドリア分画を含むそれぞれの上清において、2時間の酵素反応でコレステ

ロール、プレグネノロン（PGN）、プロゲステロン（PGS）、デオキシコルチコステロン

（DCORT）から生成されたプレグネノロン、プロゲステロン、デオキシコルチコステ

ロンおよびコルチコステロン（CORT）の濃度を示した。（mean ± S.D. n = 6） 



 15 

 

図 6 ラット唾液腺（SG）および精巣におけるテストステロン（TS）合成酵素活性 

ラット唾液腺（closed bars）および精巣（open bars）ホモジネート由来の細胞質お

よびミトコンドリア分画を含むそれぞれの上清において、2時間の酵素反応でアンドロ

ステンジオン（ADS ）から生成されたテストステロンの濃度を示した（mean ± S.D. n 

= 6）。*p < 0.05。 

 

2) ラット唾液腺におけるステロイド合成酵素の発現 

酵素活性試験の結果、コレステロールからのプレグネノロン生成に関連する酵素活性を

除いて、ステロイド産生に関連する酵素活性がラット唾液腺で観察された。プレグネノロ

ン合成に関与する酵素がラット唾液腺で発現しているのかを、Western blotting分析によ

り調べた。ラット舌下腺と顎下腺の混合サンプル、ラット耳下腺、および陽性対照として

ラット副腎のホモジネートを用いて、ミトコンドリア内へのコレステロール輸送を調節す

る輸送タンパク質である StAR、およびコレステロール側鎖を切断してプレグネノロンを

生成する酵素であるCYP11A1の発現を調べた結果、ラット舌下腺と顎下腺の混合サンプ

ルおよび耳下腺においてどちらのタンパクおよび酵素も検出されなかった（図 7A、B）。

Substrate: ADS 
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これらの結果から、ラット唾液腺ではコルチコステロンとテストステロンがプレグネノロ

ンから生成されるものの、コレステロールがステロイド合成の主要な基質として機能しな

いことが示唆された。 

次に、デオキシコルチコステロンからコルチコステロンを合成する酵素である

CYP11β1 の発現を調べた。ラット舌下腺と顎下腺の混合サンプルホモジネートおよび耳

下腺ホモジネートでは、CYP11β1発現が観察された（図 7C）。この結果は、ラット唾液腺

ホモジネートにおけるコルチコステロン合成活性と一致した（図 5）。 

 
図 7 Western blottingによるステロイド合成酵素発現 

ラット舌下腺および顎下腺（SLG + SMG）、耳下腺（PG）、および副腎（Adr）ホモジネ

ート由来の細胞質およびミトコンドリア分画を含むそれぞれの上清における（A）

Steroidogenic acute regulatory（StAR）タンパク質、（B）CYP11A1タンパク質、および

（C）CYP11β1タンパク質の発現。  
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3) ラット唾液腺における脱抱合に関する酵素の活性と発現 

ラット唾液腺におけるプレグネノロン硫酸抱合体の脱抱合能を調べるために、ラット唾

液腺ホモジネートを用いて脱抱合に関する酵素の活性と発現を検討した。ポジティブコン

トロールとして胎盤ホモジネートを用いた。酵素活性試験の結果、ラット唾液腺ホモジネ

ートにおいて、プレグネノロン硫酸抱合体の脱抱合産物であるプレグネノロンが検出され

た（図 8A）。また、ラット舌下腺と顎下腺の混合サンプル、耳下腺、および胎盤のホモジ

ネートを用いて、ステロイドホルモンの硫酸抱合体を脱抱合する酵素である steroid 

sulfatase （STS）の発現をWestern blotting分析を用いて検討した結果、STSは、ラッ

ト舌下腺と顎下腺の混合サンプルホモジネートおよび耳下腺ホモジネートにおいて、胎盤

ホモジネートと同等レベルの発現が検出された（図 8B）。 

 

 
図 8 ラット唾液腺（SG）および胎盤における脱抱合に関する酵素の活性と発現 

（A）ラット唾液腺（closed bars）および胎盤（open bars）ホモジネート由来の細

胞質およびミトコンドリア分画を含むそれぞれの上清における脱硫酸抱合に関連する

酵素活性。プレグネノロン硫酸抱合体（PGN-S）から生成されたプレグネノロン（PGN）

の濃度を示した（mean ± S.D. n = 4）。*p < 0.05。（B）ラット舌下腺および顎下腺（SLG 

+ SMG）、耳下腺（PG）および胎盤における steroid sulfatase （STS）タンパク質の

発現。  

(A) (B) 
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4. 考察 

唾液は唾液腺によって産生され、口腔内に分泌される。唾液腺には舌下腺、顎下腺、お

よび耳下腺の三大唾液腺があり、唾液の産生・分泌のほとんどはこの三大唾液腺で行われ

る。この章では、ラット唾液腺のホモジネートにおけるコルチコステロンおよびテストス

テロンの合成を媒介する酵素の活性と発現を検出した。これらの結果は、コルチコステロ

ンとテストステロンがラット唾液腺で合成されることを示す。しかし、ラット唾液腺にお

いて StARおよびCYP11A1の発現を検出できなかったため、ラット唾液腺ではコレステ

ロールをミトコンドリア内に輸送することが出来ず、またコレステロールからプレグネノ

ロンを生成することが出来ないことが明らかになった。そこで、ラット唾液腺のステロイ

ド合成の主要な基質を検討した。ラットの様々な臓器中の遊離型ステロイドおよび血漿タ

ンパク結合型ステロイドをアセトニトリル抽出にて測定した報告では、非抱合型プレグネ

ノロンは血中にはほぼ存在しないが（表 1）、プレグネノロン硫酸抱合体が血中および肝臓

に豊富に含まれていることが知られている（表 2）[56]。このことから、マウス筋芽細胞株

であるC2C12細胞株におけるステロイド局所合成と同様に（図 9）[25]、肝臓由来のプレ

グネノロン硫酸抱合体が唾液腺においてステロイド合成の基質となる可能性が考えられた。

脱抱合酵素の活性試験の結果、骨格筋と同様に、ラット唾液腺はプレグネノロン硫酸抱合

体を脱抱合し、プレグネノロンへと変換することが可能であったことから、唾液腺におい

てプレグネノロン硫酸抱合体からコルチコステロンおよびテストステロンを合成する可能

性が示唆された。 
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図 9 骨格筋へのプレグネノロン供給の概略図 

抱合反応を経たプレグネノロン硫酸抱合体が血液を介して全身循環し、その後、骨格

筋に取り込まれる。取り込まれたプレグネノロン硫酸抱合体は、sulfatase による脱抱

合によってプレグネノロンに変換され、骨格筋における局所ステロイド合成の基質とし

て機能する。図はFujiki et al. 2018. [25]から引用した。 

 

唾液腺は、精巣とほぼ同等レベルのテストステロン産生酵素活性を有していた。このこ

とから、かなりの量のテストステロンが唾液に分泌される可能性がある。唾液中に分泌さ

れた大量のテストステロンは、口腔組織の恒常性維持だけでなく、唾液とともに消化管に

達し、腸管機能も調節する可能性が考えられる。また、唾液腺のコルチコステロン合成の

酵素活性は副腎の活性と比較して約 0.23%であり、中間生成物のプロゲステロンおよびデ

オキシコルチコステロンの合成活性も低いことから、唾液腺で合成されるコルチコステロ

ンは微量であると思われる。したがって、唾液中に分泌されるコルチコステロンも少ない

と考えられる。唾液腺細胞および口腔組織は、ステロイドホルモン受容体を発現するため

[12, 36, 118]、コルチコステロンおよびテストステロンはこれらの受容体を介してパラク

ラインあるいはオートクライン因子として作用する可能性がある。腸上皮細胞によって合
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成されたグルココルチコイドは、マウスとヒトの両方で上皮細胞の増殖を促進し、炎症性

腸疾患に関連する損傷を改善することが知られている[17, 70]。また、皮膚で合成されたグ

ルココルチコイドは、急速な局所ストレス応答システムとして機能すると考えられている

[98]。腸や皮膚のように、唾液腺由来ステロイドホルモンは唾液腺部位特異的細胞の活性

に影響を及ぼし、唾液の成分変動を調節する可能性がある。免疫細胞、筋肉細胞、および

脂肪細胞から分泌されるサイトカイン、マイオカイン、およびアディポカインは、パラク

ラインにより他臓器に影響を及ぼすことが、近年の研究で多くの注目を集めている[27, 28, 

107]。また、これらの因子は、オートクラインによる分泌組織の代謝調節にも関与してい

る [27, 107]。唾液腺も含めて、体全体の様々な組織で局所的に合成されたステロイドは、

サイトカイン、マイオカイン、およびアディポカインと共に組織間の連絡物質として働く

か[88]、または分泌組織内の代謝調節因子として機能すると考えられる[16]。 

本章の結果より、コレステロールの代わりに肝臓由来のプレグネノロン硫酸抱合体を基

質としてラット唾液腺でコルチコステロンおよびテストステロンが合成される可能性が示

唆された（図 10）。これは、局所的なステロイド合成の基質としてプレグネノロン硫酸抱

合体が他臓器から血流を介して唾液腺に運搬されることを示す。つまり、抱合体が化学物

質の運搬に深く関与していることを示唆する。 

唾液腺で局所的に合成されたステロイドが唾液腺における唾液や消化酵素の分泌にど

のように作用するかは、大変興味深く今後の課題である。人間の唾液腺は、ラットの耳下

腺、舌下腺、および顎下腺とほぼ同一構造で構成されている[2]。局所ステロイド合成は、

ヒトの唾液腺でも行われていると推察される。また、本研究結果は、人だけではなく、動

物のストレスや体の状態を調べる指標としても使用できる可能性がある。今後、唾液腺に

おけるステロイド合成とその役割に関する詳細な調査により、内分泌学においてさらなる

新しい知見が得られると考える。 
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図 10 ラット唾液腺におけるステロンドホルモン合成経路の模式図 

肝臓由来のプレグネノロン硫酸抱合体（PGN-S）は、血液を介して唾液腺に輸送・取

り込まれ、sulfataseによってプレグネノロン（PGN）に変換される。脱抱合されたプ

レグネノロンは、唾液腺局所におけるコルチコステロン（CORT）またはテストステロ

ン（TS）合成経路の前駆物質として機能すると考えられる。 

 

5. 小括 

第Ⅰ章では、ラット唾液腺のホモジネートを用いたステロイド合成に関する酵素の活性

と発現と調査することで、唾液腺における局所的なステロイド合成能を検討した。その結

果、唾液腺はプレグネノロンからコルチコステロン、およびアンドロステンジオンからテ

ストステロンを生合成する能力を有することが明らかとなった。また、唾液腺では脱硫酸

抱合酵素の活性と発現が示された。以上のことから、唾液腺は一部のステロイドホルモン

合成能を有し、その基質は血中を介して唾液腺へと輸送されるプレグネノロン硫酸抱合体
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である可能性が示唆された。 
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第Ⅱ章 カビ毒ゼアラレノンの腸管における代謝動態 

 

1. 序文 

ゼアラレノン（ZON）は、Fusarium属真菌によって産生される非ステロイド性のエス

トロゲン様マイコトキシンである[11]。ZONは、17-β-エストラジオールと同様の作用を有

することで、哺乳類において繁殖障害を引き起こすことが知られている[83]。ZONは世界

中で、主にトウモロコシや小麦などの穀類で汚染が確認されている[3, 52]。ZONは熱安定

性が高いため、加工過程の熱処理では分解されず、穀類を原材料とした食品での汚染が認

められている[115]。ZONの汚染は、家畜の飼料でも確認されており、特に豚の ZON感受

性が高いことから、豚の飼料汚染が問題となっている[5]。 

ZON は哺乳類において主に生殖器官に影響を及ぼし、子宮肥大、外陰膣炎、不妊症、

流産などの生殖障害を引き起こす[121]。また、性成熟の遅延や着床の中断が、ZON 暴露

されたげっ歯類において認められている[49, 119]。ZONは経口暴露された後に、胃や腸管

で急速に吸収される。ZON の腸管からの取り込み率は約 80 ~ 85%と推測されており、

ZONとその代謝物は血液中から検出されている[73]。ZONとその主な代謝物を図 11Aに

示す[67]。 

ZONは、ステロイドと同様にHSDを介した酵素反応によって還元され、7位の炭素が

還元された α-および β-ゼアラレノール（ZOL）に代謝される（ZONの分子構造と炭素の

位置番号を図 11Bに示す）。α-および β-ZOLは、さらに二重結合の還元により α-および β-

ゼアララノール（ZAL）に代謝される。また、ZONは二重結合の還元により、可逆的にゼ

アララノン（ZAN）に変換される[67, 74]。これらの ZON還元物質は反応性があり、その

ほとんどは親化合物である ZON よりも強力なエストロゲン活性を有する（エストロゲン

活性の相対的な強さ：α-ZAL > α-ZOL > β-ZAL > ZON > β-ZOL）[41, 67]。ZONおよびそ

の代謝物は、それぞれ UDP-glucuronosyltransferase （UGT）によってグルクロン酸抱

合を受けることが知られており、UGT2B7に対して高い活性があることが報告されている
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[81]。一般に、UGT2B ファミリーはステロイドホルモンをグルクロン酸抱合する酵素と

して知られている[109]。各グルクロン酸抱合体は、エストロゲン活性が低く、尿または糞

中に排泄される[24, 57, 67]。経口暴露された ZONは、生殖器官などの標的臓器に到達す

る前に腸管や肝臓を通過しなければいけない。腸管は経口的に暴露した外因性化学物質に

対する最初の障壁として機能する。したがって、ZON標的組織への影響を解明するために

は、消化管から吸収される際の ZONの代謝と分布を明らかにすることが不可欠である。 

Binder らは、腸管での吸収中に、腸壁で ZON に生体内変化が起こることを示唆した

[5]。しかし、腸壁内での吸収中における ZON代謝動態に関する詳細は不明なままである。

本章ではラット反転腸管モデルを用いて、経口的に暴露された物質に対する最初のバリア

となる腸管におけるステロイド様物質 ZONの代謝と分布を検討した[35]。 
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図 11 ゼアラレノン（ZON）の代謝経路の概略図と構造 

（A）哺乳類の生体内における ZON 代謝には、hydroxysteroid dehydrogenase 

（HSD）による還元と、UDP-glucuronosyltransferase （UGT）によるグルクロン酸

抱合が関与する。+は各物質の相対的なエストロゲン活性の強さを示す；α-ゼアララノ

ール（α-ZAL）> α-ゼアラレノール（α-ZOL）> β-ゼアララノール（β-ZAL）> ZON > β-

ゼアラレノール（β-ZOL）。（B）ZON の分子構造と炭素の位置番号を示した。図は

Mukherjee et al. 2014. [67]を改変して引用した。 
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2. 材料と方法 

1) 試薬 

ZON はフナコシ（東京）、HPLC 用特級メタノールは和光純薬工業、β-glucuronidase

は Sigma-Aldrichから購入した。ZONグルクロン酸抱合体（ZON-GA）および ZOLグル

クロン酸抱合体（ZOL-GA）は、肝臓に ZONを灌流した胆汁から精製し、β-glucuronidase

処理サンプルと未処理サンプルのHPLC分析により定量し、標準物質として用いた。 

 

2) 供試動物 

雄（330-400 g）、雌（240-280 g）、および妊娠雌（270-340 g、GD 12-13）の SDラッ

ト（8-10週齢）を日本エスエルシーから購入した。ラットは自由採食・自由飲水できる環

境下で 1週間馴化した後に実験に供した。合計 18匹のラットを使用した（雄 6匹、雌 6

匹、妊娠雄 6匹）。本実験は酪農学園大学動物実験倫理委員会により承認されている（承認

番号：VH18A15）。すべての手術は麻酔下で行われ、動物の苦痛を最小限に抑えるように

原則に従い実験を行った。 

 

3) 反転腸管試験 

培養液は、Krebs Ringer’s bicarbonate buffer (NaCl, 110 mM; KCl, 5 mM; MgCl2, 1.2 

mM; CaCl2, 2.5 mM; NaHCO3, 25 mM and glucose, 10 mM)を使用した。培養液を 95％

O2 / 5％CO2で通気して、pHを 7.4に調整し、37°Cに加温した。麻酔下での放血による

安楽殺後、ラットから空腸、回腸、および結腸を採集した。採集された空回腸を洗浄し、

等しい長さの 3つの部位に切除し分けた。各部位の遠位部分を切り取り、腸管の長さがそ

れぞれ 10 cmになるようにトリミングし、近位から順にセグメント I、II、および IIIとし

た。同じ方法で、結腸（セグメント IV）を切除し、洗浄し、遠位端から 10 cmのセグメン

ト長にトリミングした（図 12A）[39]。 

切り取った 4つの腸管セグメントを反転させ、ポリエチレンチューブに取り付け、粘膜
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側培養液（25 ml）に浸した。チューブポンプMP-32N（EYELA、東京）を用いて、ポリ

エチレンチューブを介して、漿膜側培養液（25 ml）を反転腸管にポンプで送液した（図

12B）。ZONを 10 μMの濃度で粘膜緩衝液に添加し（総量として 250 nmolの ZONを粘

膜側に負荷）、培養後 0、20、40、および 60 分で漿膜側および粘膜側の培養液を回収し、

含有する ZONとその代謝物をLC-MS/MSを用いて分析した。 

 

 

図 12 反転腸管モデル模式図 

（A）十二指腸を除く小腸を 3つの等しい長さに分割し、遠位部分を切除し、長さを

10 cmに調整した。近位から順番にセグメント I、II、および IIIとした。同様に、結腸

を切除し、10 cmに調整し、セグメント IVとした。（B）反転した腸管をポリエチレン

チューブに取り付けた。ポンプを使用して、漿膜側培養液を 5 ml / minで循環させた。 

ZON（10 μM）を粘膜側培養液に添加した。水温は 37℃に維持され、腸管組織は常に
95％O2 / 5％CO2で通気した。 

 

4) LC-MS/MSによる ZONおよびその代謝物の分析 

粘膜側および漿膜側の培養液サンプルをHLC-DISK3（関東化学、東京）を用いてろ過

し、分析まで−80°Cで凍結保存した。エレクトロスプレーイオン化源を備え、ネガティブ

モードで動作するLC-MS / MSシステム（島津、京都）を用いて、サンプルを分析した。

移動相AおよびBは、それぞれ 10 mM酢酸アンモニウムと 100％メタノールを含むメタ

Proximal ←  Intestine →  Distal
(A) (B) 
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ノール/水/酢酸（5：95：0.05）で構成された。グラジエント条件は以下のように実施した：

0～8分（0～100％B）、8～10分（100％B）。サンプルをTriart C18逆相カラム（2.1 × 150 

mm、YMC Co.、東京）で分離し、多重反応モニタリングモードを使用して検出した。プ

リカーサーイオンとプロダクトイオンは表 3に示した。13C-ZON（関東化学、東京）は、

ZONとその代謝物を定量するための内部標準として用いた。 

 

 

 

5) 統計処理 

すべての結果は多群比較のために ANOVA後の Tukey-Kramer法を用いて評価した。

p < 0.05の場合を有意差ありとした。結果は、4-6回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差

（mean ± S.D.）で表した。 

  

表3  最適化された多重反応モニタリングのパラメーター

Analyte m/z RT (min) CE (V)
Zearalenone ZON 317 > 273 7.58 21
Zearalanone ZAN 319 > 205 7.52 23
α-Zearalenol α-ZOL 319 > 160 7.50 32
β-Zearalenol β-ZOL 319 > 160 7.30 32
α-Zearalanol α-ZAL 321 > 277 7.41 24
β-Zearalanol β-ZAL 321 > 277 7.24 24

Zearalenone glucuronide ZON-GA 493 > 175 6.57 19
α-Zearalenol glucuronide α-ZOL-GA 495 > 319 6.62 29
β-Zearalenol glucuronide β-ZOL-GA 495 > 319 6.32 29

Zearalenone diglucuronide ZON-GA/GA 669 > 493 5.75 23
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3. 結果 

1) ZONの吸収と輸送の検討 

ZON（10 μM）を反転腸管の粘膜側に添加すると、粘膜側培養液中の ZON濃度は培養

時間にわたって減少した。粘膜側培養液からの ZON 消失量は、すべてのセグメントにお

いて約 100～200 nmol / hであった（図 13A）。雄ラットでは、小腸の遠位部分（セグメン

ト III）で ZON消失量が小腸の近位および中間部分（セグメントⅠおよびⅡ）に比べて有

意に減少した。また、妊娠雌ラットでは、小腸の遠位部分（セグメントⅢ）で ZON 消失

量が結腸に比べて有意に減少した。一方、雌ラットにおいては腸管のどの部分でも ZON消

失量は同程度であった。 

反転腸管の漿膜側培養液から ZONが検出された。粘膜側から漿膜側への ZONの輸送

量は、雄、雌、および妊娠雌ラットの全てにおいて、結腸（セグメントⅣ）で他の部位に

比べて有意に増加した。また、雌ラットでは小腸の遠位部分で漿膜側への ZON 輸送量が

小腸の近位および中間部に比べて有意に増加した（図 13B）。このことから、性別や妊娠の

有無に関わらず、ZON の漿膜側輸送は遠位腸管で増加することが明らかになった。しか

し、粘膜側から漿膜側への輸送が最も多く観察された結腸でさえ、その量は非常に少なく、

培養 60分間で約 2 nmolであった（図 13B, C）。 
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図 13 ラット反転腸管におけるゼアラレノン（ZON）の吸収と分布 

（A）培養 60分間で粘膜側から消失した ZONの量を示した。ZON消失量は、60分

間の培養後の粘膜培養液中の ZON最終量を差し引くことで決定した。（B）培養 60分

間で粘膜側から漿膜側へ輸送された ZONの量を示した。I、II、および IIIは、トライ

ツ靭帯から遠位にある腸管の部位を示し、IV は結腸を示す。（C）漿膜側への ZON 輸

送の時間推移を示した。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅰ; c, vs Ⅰ; 小文字は p < 0.05、大文字は p < 0.01

を示す。（mean ± S.D. n = 4-6）  
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2) ZON代謝物の吸収と分布 

粘膜側培養液から約 100～200 nmol / hの ZONが吸収されているにも関わらず、各腸

管セグメントいずれも粘膜側から漿膜側への ZON 輸送量が 2 nmol 未満であったことか

ら、次に ZON代謝物の排泄と輸送を調べた。 

培養 60分後、粘膜および漿膜側培養液から α-ZOL、ZON-GA、および α-ZOL-GAが検

出、定量された。また ZAN、β-ZOL、β-ZOL-GA、および ZONジグルクロン酸抱合体（ZON-

GA/GA；ZONにグルクロン酸が 2つ抱合されたもの）も検出されたが、その量は非常に

微量であった（data not shown）。 

粘膜側への α-ZOLの排泄が各腸管セグメントで観察された。α-ZOLの粘膜側排泄量は、

雄ラットの近位小腸（セグメント I）、および雄ラットの近位小腸（セグメント I）と結腸

（セグメントⅣ）で中間部小腸（セグメントⅡ）に比べて有意に増加した。また、妊娠雌

ラットの結腸（セグメント IV）で近位小腸および中間部小腸に比べて増加した。しかし、

その量は非常に少なく、最大でも約 0.3 nmolであった（図 14A, B）。漿膜側への α-ZOL

輸送量は、全てのラット群において近位腸管に比べて遠位腸管で有意に増加した。α-ZOL

漿膜側輸送量は、粘膜側へ排泄される量よりもさらに少なく、最大であった妊娠雌ラット

の結腸で約 0.05 nmolであった。粘膜側への α-ZOL排泄量は、漿膜側への最大の輸送量

を示した結腸で約 6倍、小腸においては約 10倍以上の違いが見られた（図 14A, C）。 

吸収された ZONは、そのままの形ではほとんど漿膜側には輸送されず、また還元され

た α-ZOLとしてもほとんど粘膜側排泄または漿膜側輸送されなかった。そこで次に、ZON

が腸管細胞内で抱合されている可能性を検討した。その結果、すべての腸管セグメントに

おいて、ZONおよび α-ZOLがグルクロン酸抱合された ZON-GAおよび α-ZOL-GAが検

出された。ZON-GAの粘膜側への排泄量は、雌ラットにおいて結腸で小腸に比べて有意に

減少し、遠位小腸で中間部小腸に比べて有意に減少した。また、妊娠雌ラットにおいて結

腸および遠位小腸で近位および中間部小腸に比べて有意に減少した。ZON-GAの粘膜側排

泄量は、妊娠雌ラットの近位小腸で最大の 85.39 nmol、雌ラットの結腸で最小の 22.55 
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nmolであった（図 15A, B）。また、ZON-GAの漿膜側への輸送量は、全てのラット群に

おいて結腸で小腸に比べて有意に増加し、さらに雌および妊娠雌ラットにおいて遠位小腸

で近位および中間部小腸に比べて有意に増加した。ZON-GAの漿膜側輸送量は、雌ラット

の結腸で最大の 49.94 nmol、雌ラットの近位小腸で最小の 1.64 nmolであった（図 15A, 

C）。粘膜側への α-ZOL-GA の排泄量は、雄ラットにおいて結腸で近位および遠位小腸に

比べて有意に減少し、雌ラットにおいて結腸で全ての小腸部位に比べて有意に減少し、妊

娠雌ラットにおいて結腸で近位および中間部小腸に比べて有意に減少した。α-ZOL-GA粘

膜排泄量の最大は、妊娠雌ラットの近位小腸で 60.02 nmol であり、最小は雌ラットの結

腸で 20.09 nmolであった（図 16A, B）。また、漿膜側への α-ZOL-GAの輸送量は、全て

のラット群において結腸で全ての小腸部位に比べて有意に増加し、また遠位小腸で近位お

よび中間部小腸に比べて有意に増加した。α-ZOL-GA漿膜側輸送量の最大は、妊娠雌ラッ

トの結腸で 36.15 nmolであり、最小は雌ラットの近位小腸で 2.84 nmolであった（図 16A, 

C）。  
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図 14 α-ゼアラレノール（α-ZOL）の粘膜側排泄と漿膜輸送側 

（A）培養 60分間で粘膜側に排出される α-ZOLの量（上のグラフ）および漿膜側に

輸送される α-ZOLの量（下のグラフ）を示した。（B）粘膜側への α-ZOL排泄量、（C）

漿膜側への α-ZOL輸送量の時間推移を示した。I、II、および IIIは、トライツ靭帯か

ら遠位にある腸管の部位を示し、IVは結腸を示す。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅱ; c, vs Ⅲ; 小文字

は p < 0.05、大文字は p < 0.01を示す。（mean ± S.D. n = 4-6）  
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図 15 ゼアラレノングルクロン酸抱合体（ZON-GA）の粘膜側排泄と漿膜輸送側 

（A）培養 60分間で粘膜側に排出される ZON-GAの量（上のグラフ）および漿膜側

に輸送される ZON-GAの量（下のグラフ）を示した。（B）粘膜側への ZON-GA排泄

量、（C）漿膜側への ZON-GA輸送量の時間推移を示した。I、II、および IIIは、トラ

イツ靭帯から遠位にある腸管の部位を示し、IVは結腸を示す。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅱ; c, vs 

Ⅲ; 小文字は p < 0.05、大文字は p < 0.01を示す。（mean ± S.D. n = 4-6） 
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図 16 α-ゼアラレノールグルクロン酸抱合体（α-ZOL-GA）の粘膜側排泄と漿膜輸送側 

（A）培養 60分間で粘膜側に排出される α-ZOL-GAの量（上のグラフ）および漿膜

側に輸送される α-ZOL-GAの量（下のグラフ）を示した。（B）粘膜側への α-ZOL-GA

排泄量、（C）漿膜側への α-ZOL-GA輸送量の時間推移を示した。I、II、および IIIは、

トライツ靭帯から遠位にある腸管の部位を示し、IVは結腸を示す。a, vs Ⅰ; b, vs Ⅱ; 

c, vs Ⅲ; 小文字は p < 0.05、大文字は p < 0.01を示す。（mean ± S.D. n = 4-6） 
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3) 培養 60分での腸管における ZONの代謝動態 

反転腸管に ZON（10 μM）を添加して 60分間の培養後の代謝物の排泄と輸送の合計量

を調べた（図 17）。雄ラットの小腸セグメント I、IIおよび妊娠雌ラットの結腸セグメント

IV を除いて、すべての腸管セグメントで吸収された ZON の 80%以上が回収された（図

17）。吸収された ZONは、いずれの腸管セグメントにおいても ZONのまま漿膜側ではほ

とんど検出されていないことから、吸収された ZONは ZON-GA、および α-ZOLを経由

して α-ZOL-GAに急速に代謝されたと言える。さらに、各グルクロン酸抱合体は主に小腸

の粘膜側に排出されたが、遠位腸管である結腸では、各グルクロン酸抱合体の約半分が漿

膜側に輸送された（図 15, 16）。 

 
図 17 ラット反転腸管におけるゼアラレノンの代謝挙動 

各腸管セグメントにおいてゼアラレノン（ZON）漿膜側輸送量、α-ゼアラレノール

（α-ZOL）、ZONグルクロン酸抱合体（ZON-GA）、α-ZOLグルクロン酸抱合体（α-ZOL-

GA）の粘膜側排泄量と漿膜側輸送量の合計を示した。培養 60分後の各腸管セグメント

の粘膜側 ZON消失量は、各代謝物質のフラクションの合計として表される。Unknown 

fateは未回収の ZONを表す。I、II、および IIIは、トライツ靭帯から遠位にある腸管

の部位を示し、IVは結腸を示す。  
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4. 考察 

経口暴露された ZONは、生殖器系などの標的器官に到達する前に腸を通過しなければ

ならない。ZONが標的器官に与える悪影響の原因メカニズムを解明するには、腸管内での

ZONの代謝動態を明らかにすることが不可欠である。しかし、標的臓器への輸送中の ZON

の挙動に関する詳細は未だ不明なままである。そこで、本章ではラット反転腸管モデルを

用いて、腸管内における ZONの代謝動態を解明した。 

反転腸管試験の結果、粘膜側から吸収されたZONの大半は、腸上皮細胞で還元または

グルクロン酸抱合されることが示された。反転腸管の粘膜側および漿膜側から一部の α-

ZOL が検出されたが、ZAN および α-/β-ZAL は検出されなかった。このことから、ZON

はラットの腸管で容易に α-ZOLに変換されると推測できる。消化管におけるZONのZOL

への代謝は、動物種による違いが報告されている[18]。特に、ブタなどの単胃動物とウシ

などの複胃動物とでは顕著に異なる。これは ZON 代謝にルーメン内の微生物が関与して

いるためである。単胃は遠位腸管（盲腸や結腸）と比較して比較的微生物密度が低いが、

対照的に複胃は微生物密度が高いため、牛などの複胃動物では、ルーメン微生物の影響が

大きいと推察されている[18]。以上のことから、本研究の結果を様々な家畜に反映するた

めには、胃内細菌の影響を考慮する必要があり、今後の課題である。ZONはHSDによっ

て還元され、ZOLに変換されることが知られている[59]。3α-HSDは、小腸および結腸に

おいてもmRNAの高発現が確認されていることから[53]、腸管における ZON還元反応に

3α-HSDが関与していると思われる。また、α-ZOLの粘膜側排泄量は各腸管セグメントで

低かったが、漿膜側輸送量はさらに低かった。このことから、各腸管セグメントが α-ZOL

を漿膜側にほとんど通過させないと思われる。さらに、ZONは主に CYP1A2や CYP3A

サブファミリー酵素によって水酸化を受け、OH-ZON に変換されることも報告されてい

る[9, 82]。CYP3Aサブファミリーは、腸管における主要な薬物代謝酵素であり、ラットの

腸管にも発現していることが報告されている[29, 48, 64]。しかし、本結果では、OH-ZON

は検出されなかった。このことから、ラット腸管においては、ZONはCYPによる水酸化
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反応よりもHSDによる還元反応を受け α-ZOLに変換されやすいことが示唆された。OH-

ZONは親化合物であるZONやその還元物質である ZOLや ZALに比べて、エストロゲン

活性が低いことが知られている[9]。そのため、OH-ZONより α-ZOLに代謝されやすいと

いう点は、ZON 代謝物による標的器官への内分泌かく乱作用の影響が高い可能性が示唆

された。 

興味深いことに、粘膜側培養液および漿膜側培養液から検出された α-ZOLは 0.4 nmol

未満と微量であったが、一方で大部分の α-ZOL-GAが検出された。このことから、腸管に

おいて α-ZOLは直ちにグルクロン酸抱合されることが示唆された。すなわち、グルクロン

酸抱合を介して不活性化することにより、腸は ZON の吸収に対する障壁として機能して

いると言える。ZON のグルクロン酸抱合はすべての腸管セグメントで顕著に見られたた

め（図 17）、腸管ではUGTの発現と活性が高く、吸収の際に大部分の ZONと α-ZOLが

迅速にグルクロン酸抱合を受ける可能性が高いと考えられる。これは、腸管が ZON の暴

露に対する障壁として機能していることを示唆する。UGT1A1、1A7、1A8、および 2A3

は、げっ歯類の腸管、特に近位小腸で高発現している[8, 76]。ヒトの肝臓および腸管のミ

クロソームを用いた研究では、UGT1A1、1A3、1A8、および 2B7が ZONに対して高い

活性を示した[81]。Ugt2b mRNAはラット肝臓の総 Ugt mRNAの約 80％を占めすが、

Ugt1a mRNA はラット小腸の総 Ugt mRNA のほぼ 90％を占める[51]。したがって、

UGT1A1 および 1A8は、腸管での ZON グルクロン酸抱合に関与する最も有望な候補で

あると推測できる。 

本実験で小腸に吸収された ZON の 55.48%以上はグルクロン酸抱合を受け、その

70.40%以上は粘膜側に排泄された。これは ZONと同様に、エストロゲン作用を有するこ

とが知られている内分泌かく乱化学物質の一つであるビスフェノール A に対する小腸防

御機構と一致する[37, 40]。これらを総合すると、腸管粘膜はエストロゲン活性異物の漿膜

側への吸収を選択的に抑制するだけではなく、グルクロン酸抱合を介して異物を不活性化

することを示唆する。他方、多剤耐性関連タンパク質（multidrug resistance associated 
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proteins, MRP）は、エストロゲンやグルクロン酸抱合体を含む広範な両親媒性化合物の

膜貫通排泄を媒介することが知られている[75, 116]。腸上皮細胞の頂端膜側に局在する

MRP2 はラットの近位小腸に分布し、基底膜側に局在する MRP3 は結腸などの遠位腸管

に分布する[46, 65, 92]。興味深いことに、本実験の結果で見られた、ZON-GAと α-ZOL-

GA の頂側膜方向である粘膜側排泄と基底膜方向である漿膜側輸送の傾向は、ラット腸管

におけるMRP2とMRP3のそれぞれの局在および分布パターンと一致していた。以上の

ことから、ZON-GAと α-ZOL-GAはそれぞれMRP2とMRP3によって粘膜側排泄ある

いは漿膜側輸送されると推測される（図 18）。 

腸管全体が生体異物に対する障壁として機能することが示されたが、一方で毒性作用を

防御できない危険性もある。本実験の結果より、ZONとその代謝物は漿膜側にも輸送され

た。各腸管セグメントで観察された ZON 漿膜側輸送量は 2 nmol 未満と非常に少なかっ

た。本実験では高濃度の ZONを用いて行われたため、この程度の ZON漿膜側輸送は問題

ないと考えられる。しかし、ZONと比較して、漿膜側に輸送されるグルクロン酸抱合体の

量は非常に多く、小腸で約 10倍、結腸で約 20倍であった。血液中に輸送される抱合体の

一部は、体外排泄されることなく局所器官に分布することが知られている[40, 68]。局所臓

器に輸送された抱合体は、組織内で脱抱合反応による再活性化によって悪影響を引き起こ

す可能性がある。本実験の結果から、ZON-GA と α-ZOL-GA の漿膜側輸送量は遠位腸管

である結腸で特に高い傾向にあった。解剖学的に門脈と繋がらないために、遠位結腸で吸

収された化合物の一部は、肝初回通過効果を受けずに全身循環する（図 18）。すなわち、

結腸で漿膜側へと吸収された ZON-GAと α-ZOL-GAの一部は体内を循環し、局所臓器に

分布し、それらは脱抱合によって再び活性物質である ZONや α-ZOLへと変換される可能

性がある。ZOLは ZONに比べて親油性が高いことが知られている[18]。親油性は、生体

膜を介した受動拡散を促進するため、親油性の高い物質は腸上皮細胞の二重脂質膜を容易

に通過し吸収されると推察される[26]。ZOLの親油性がエストラジオールの親油性とほぼ

同等であることを考慮すると、ZOLはエストラジオールと同じくらい標的組織の細胞膜を
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通過する可能性が示唆される[18]。したがって、標的組織へと循環してきた ZOL-GAが局

所で脱抱合されると、拡散しやすいことが危惧される。また、α-ZOL-GAの漿膜側輸送量

は、ZON-GAの漿膜側輸送量と同程度であった。α-ZOLのエストロゲン様活性の強さは、

ZONと比べて約 3倍である[63]。以上のことから、経口暴露された ZONが内分泌系に影

響を与えるメカニズムにおいて、結腸での α-ZOL-GAの漿膜側輸送が重要な役割を果たす

可能性が示唆された。 

ZON-GAおよび α-ZOL-GAの両グルクロニドの粘膜側への最大排泄量は小腸（セグメ

ント I～Ⅲ）で見られた。小腸で粘膜側に排泄される ZON-GAおよび α-ZOL-GAは、消

化内容物とともに遠位腸管に流入すると考えられる。結腸では、グルクロニドは腸内細菌

の β-グルクロニダーゼによって脱抱合される[87]。よく知られている例として、抗腫瘍薬

であるイリノテカンは、体内のカルボキシルエステラーゼによって代謝され、活性物質で

ある7-エチル-10-ヒドロキシカンプトテシン（SN-38）になることで抗腫瘍活性を示す[33]。

SN-38は肝臓のUGTによりグルクロン酸抱合され、不活性物質SN-38グルクロニド（SN-

38-GA）として胆汁中に排泄される[91]。胆汁中に排泄された SN-38-GAは、腸内細菌の

β-グルクロニダーゼによって脱抱合され、再活性化されることが報告されている[44]。再活

性化された SN-38 は、遠位腸で吸収され、粘膜組織を損傷すると言われている[102]。イ

リノテカンの生体内挙動パターンは ZONに当てはめて考えることができ、ZON-GAおよ

び α-ZOL-GAは腸管に流れ、脱抱合により再活性化され、結腸で再吸収される危険性が示

唆された。 

ラットにZONを経口暴露させ、排泄される糞尿中のZON代謝物を測定した研究では、

ラットにおける ZON還元反応産物は α-ZOLが多いという報告がある[99]。この報告は、

本研究の結果と一致する。また、ヤギの胃および腸管における ZON 還元反応産物は、主

に α-ZOLであり、その量は肝臓に比べて 1/8～1/3ほどであることが知られている[21]。し

かし、胃腸の総重量を考慮すると、薬物代謝の主要臓器である肝臓に匹敵する貢献度であ

ると推察できるため、腸管での代謝動態を調査することは重要である。しかし、腸管の部
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位毎の ZON 代謝動態の報告は未だない。本研究では、ラット腸管を用いて各腸管部位で

の ZON代謝動態の詳細を明らかにした。ZONの代謝産物である ZON-GAおよび α-ZOL-

GA は、近位腸管では主に粘膜側に排出され、遠位腸管では主に漿膜側へと輸送された。

これは、ZONと同様に内分泌かく乱物質であるBPAの腸管における代謝動態と一致した

[37]。 

本実験では、近位腸において吸収された ZONに対する代謝物の回収率が低かった（図

17）。未成熟な雌豚を用いた低用量の ZON暴露実験において、曝露直後に近位腸管組織で

ZON の蓄積が認められた[120]。本研究においても豚と同様に、暴露された ZON はラッ

トの空腸に蓄積する可能性があるが、この可能性を確認するにはさらなる調査が必要であ

る。雄ラットは雌ラットと比較して、近位小腸において粘膜側からより多くの ZON を吸

収したが、未回収のものが多くなる傾向にあった。これは、摂取された ZON が雌雄ラッ

トで異なる代謝経路をたどることを示唆しており、ZON 毒性の性特異的な違いに関連し

ている可能性がある。本結果では、ZONの吸収に若干の性差が見られたが、腸管における

ZON の主要代謝物質である ZON-GA と α-ZOL-GA の代謝動態に雌雄差や妊娠の有無に

よる有意な差は見られなかった。また、空腸および結腸におけるUGT1A遺伝子の転写調

節は、エストロゲン受容体 α（ERα）を介して抑制されることが報告されている[42]が、

UGT発現の性差は種や系統によって異なるため、詳細は不明である[51]。妊娠の有無によ

って影響を受ける UGT遺伝子はほとんどないことが報告されている[96]。一方で、ZON

の代謝に関与する酵素および ZON 代謝物質の輸送に関与するトランスポーターの肝臓に

おける発現は、性別および妊娠の有無によって異なることが多数報告されている[13, 47, 

51, 96]。以上のことから、性別や妊娠の有無による ZON代謝動態の違いは、腸管よりも

肝臓による影響を強く受けている可能性が示唆された。性差と妊娠状態に焦点を向けた、

肝臓における ZONの詳細な代謝動態の解明は第Ⅲ章で検討する。 
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図 18 腸管部位に依存した代謝と代謝物質の挙動に関する仮説の概略図 

腸管に吸収されたゼアラレノン（ZON）の大半は、UDP-glucuronosyltransferase

（UGT）によって ZONグルクロン酸抱合体（ZON-GA）または α-ゼアラレノールグル

クロン酸抱合体（α-ZOL-GA）に代謝される。近位小腸では、multidrug resistance 

associated proteins 2（MRP2）を介して主に粘膜側に排出され、遠位腸管では、主に

MRP3を介して漿膜側に輸送される可能性が示唆された。少量の ZONが、未代謝のま

ま漿膜側に輸送される可能性が示された。遠位結腸に吸収された一部の ZONおよびグ

ルクロニドは、肝臓を通過せずに全身に循環する可能性が示された。 

 

5. 小括 

第Ⅱ章では、ラット反転腸管モデルを用いて、腸管内における ZONの代謝動態を解明

した。ZON が近位腸管内で不活性代謝物である ZON-GA あるいは α-ZOL-GA に代謝さ

れ、その後腸管腔に排出されることを明らかにした。これは、腸管が ZON の吸収に対し

て重要な防御的役割を果たしていることを裏付ける。しかし、ZON-GAおよび α-ZOL-GA

は主に遠位腸管である結腸で漿膜側へと輸送され血中に吸収されることで、局所標的臓器
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へ運搬される可能性が示唆された。 
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第Ⅲ章 カビ毒ゼアラレノンの肝臓における代謝動態 

 

1. 序文 

経口暴露された化学物質は、腸管で吸収された後に門脈血流を介して肝臓へと運ばれる。

そして肝臓で代謝を受けることで親水性が高まり、体外へ排泄されやすくなる。肝臓で代

謝を受けた物質の一部は胆汁中へと放出され、胆汁と共に胆管から十二指腸へと排泄され

る。一方、もう一部は、静脈血中へと排泄され、血流にのって全身循環し、最終的には腎

臓から尿へ排出される。そのため、吸収された化学物質が標的器官に到達する前の肝臓に

おいて、どのような代謝を受け、その後どの程度胆汁または静脈血側へと排出されるかと

いう代謝動態を調査することは重要である。 

多くの哺乳類において ZONは、肝臓では α-ZOLもしくは β-ZOLに還元されることが

知られており、さらに、これらの還元物質はグルクロン酸抱合を受ける[57]。α-ZOLは元

の化合物である ZON より約 3 倍強いエストロゲン作用を持つことから[63]、一部の国で

は牛の成長促進剤として使用されているが、ヨーロッパ諸国ではその危険性を考慮して α-

ZOLの使用を禁止している[57, 67]。ZONだけでなく、その還元物質は、子宮内膜腺癌お

よび過形成[106]や未成熟児において思春期の早期発症[93, 95]を引き起こす可能性が示唆

されている。また α-ZOL は卵胞刺激ホルモンの合成と分泌を特異的に阻害することが報

告されている[31]。 

このように、生体内で変換された α-ZOL は、生殖器官などの標的臓器に甚大な影響を

与えると思われる。しかし、主な代謝器官である肝臓における ZON の代謝、およびその

代謝物の挙動と分布の詳細は未だに不明な点が多い。第Ⅱ章において、腸管での ZON 代

謝動態の一部を明らかにしたが、腸管における性別や妊娠の有無による違いはそれほど顕

著ではなく、腸管から吸収された後の肝臓における代謝動態を精査する必要があると考え

られた。そこで、第Ⅲ章では、雄、非妊娠雌および妊娠雌ラットを用いて肝臓灌流試験を

行い、肝臓における ZON 代謝動態を解明し、標的器官での毒性発現に至るメカニズムの
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一端を解明することを試みた。 

 

2. 材料と方法 

1) 試薬 

ZONはフナコシ、HPLC用特級メタノールは和光純薬工業、β-glucuronidaseはSigma-

Aldrichから購入した。ZONグルクロン酸抱合体（ZON-GA）および ZOLグルクロン酸

抱合体（ZOL-GA）は、肝臓に ZONを灌流した胆汁から精製し、β-glucuronidase処理サ

ンプルと未処理サンプルのHPLC分析により定量し、標準物質として用いた。 

 

2) 供試動物 

雄（330-400 g）、雌（240-280 g）、および妊娠雌（270-340 g、GD 12-13）の SDラッ

ト（8-10週齢）を日本エスエルシーから購入した。ラットは自由採食・自由飲水できる環

境下で 1週間馴化した後に実験に供した。合計 12匹のラットを使用した（雄 4匹、雌 4

匹、妊娠雄 4匹）。本実験は酪農学園大学動物実験倫理委員会により承認されている（承認

番号：VH17A22）。すべての手術は麻酔下で行われ、動物の苦痛を最小限に抑えるように

原則に従い実験を行った。 

 

3) 肝臓灌流試験 

灌流液は、Krebs-Ringer-Buffer (NaCl, 115 mM; KCl, 5.9 mM; MgCl2, 1.2 mM; CaCl2, 

2.5 mM; NaH2PO2, 1.2 mM; Na2SO4, 1.2 mM; NaHCO3, 25 mM and glucose, 10 mM)を

使用した。灌流液は、95％O2 / 5％CO2で通気し、pHを 7.4に調整し、37°Cに加温した。 

肝臓灌流外科手術の模式図を図 19に記した[38]。ラットは 2.0~3.0%イソフルラン吸入

麻酔下で手術した。血液凝固を阻止するために、大腿静脈を露出し、ヘパリン（持田製薬、

東京）を静脈注射した。その後、腹部を切開し、胆管、肝門脈および後大静脈を露出し、

それぞれにカニュレーションを施した。ポンプ（MP-32N、東京理化器械、東京）を介し
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て、灌流液を送液(30 mL/min)した。試験開始直後から 5分間、10µM ZONに調整した灌

流液を肝門脈から流入させ、その後 ZONを含まない灌流液を 55分間流した。5分毎に胆

汁および静脈側灌流液を回収し、含有する ZON とその代謝物を LC-MS/MS を用いて分

析した。 

 

4) LC-MS/MSによる ZONおよびその代謝物の分析 

胆汁および静脈側灌流液サンプルは分析まで−80°Cで凍結保存した。エレクトロスプレ

ーイオン化源を備え、ネガティブモードで動作するLC-MS / MSシステム（島津）を用い

て、サンプルを分析した。移動相 Aおよび B は、それぞれ 10 mM 酢酸アンモニウムと

100％メタノールを含むメタノール/水/酢酸（5：95：0.05）となるように調整した。B 液

0%の状態から 8分で B液 100%に置き換わるリニアグラジエントを行い、さらに 2分間

B液 100%を維持する分析条件を実施した。サンプルをTriart C18逆相カラム（2.1×150 

mm、YMC Co.）で分離し、多重反応モニタリングモードを使用して ZON代謝物を検出

した。プリカーサーイオンとプロダクトイオンは表 3に示した。13C-ZON（関東化学）は、

ZONとその代謝物を定量するための内部標準として用いた。 

 

5) 統計処理 

すべての結果は多群比較のために ANOVA後の Tukey-Kramer法を用いて評価した。

p < 0.05の場合を有意差ありとした。結果は、4-6回の独立した実験の平均値 ± 標準偏差

（mean ± S.D.）で表した。 
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図 19 肝臓灌流試験模式図 

灌流液を門脈から流入させ、肝臓を通過した後、静脈側へと流出したものを回収した。

後大静脈以外の血管は結紮し、肝臓以外への灌流液の流出を防いだ。試験開始直後の 5

分間のみ ZON（10 μM）入りの灌流液を流し、残り 55分間は基質の入っていない灌流

液を灌流した。5分毎に胆汁および静脈側から排出される灌流液を回収した。図は Inoue 

H et al. 2001. [38]から引用した。 

 

3. 結果 

1) 肝臓における ZONグルクロン酸抱合体の動態 

ZON（10 μM）を肝臓に灌流すると、ZONおよびその代謝物質が胆汁および静脈側灌

流液中から検出された。全てのラット群において、検出された物質の 89.84%以上は ZON-

GAおよび α-ZOL-GAであった。また ZON、α-ZOL、β-ZOL、ZON硫酸抱合体（ZON-

S）、β-ZOL-GA、ZONグルクロン酸硫酸抱合体（ZON-GA/S）、および ZON-GA/GAも検
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出されたが、その量は非常に微量であった（data not shown）。 

胆汁中への ZON-GAの排泄は、雄ラットおよび雌ラットでは ZON灌流開始から 5~10

分の間で最大となり、その量はそれぞれ 82.05 nmol/5 minおよび 94.38 nmol/5 minであ

った。妊娠雌ラットでは、胆汁中への ZON-GA の最大排泄は ZON 灌流開始から 10~15

分の間で見られ、その値は 99.96 nmol/5 minであった（図 20A）。いずれのラットにおい

ても、ZON-GA の胆汁中への最大排泄が見られた後は、ZON-GA の胆汁中への排泄量は

徐々に減少していったが、その減少の程度は妊娠雌ラットで大きい傾向にあった。静脈側

への ZON-GAの排泄は、雄ラットでは ZON灌流開始から 5分後に最大となり、その量は

120.32 nmol/5 minであった。雌ラットおよび妊娠雌ラットでは、静脈側への ZON-GAの

最大排泄は ZON灌流開始から 10分後に見られ、その値はそれぞれ 127.11 nmol/5 minお

よび 179.86 nmol/5 minであった（図 20B）。胆汁中への排泄と同様に、静脈側への ZON-

GAの最大排泄が見られた後は、徐々に静脈側への ZON-GAの排泄量が減少していった。

最大排泄が見られた 5、10分を除いて、その他の時間帯での静脈側への ZON-GAの排泄

量に、雄、雌、および妊娠雌ラットで大きな違いは見られなかった。 
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図 20 ZONグルクロン酸抱合体の胆汁および静脈側への排泄量の時間的推移 

（A）灌流 60 分間で胆汁中に排泄されるゼアラレノングルクロン酸抱合体（ZON-

GA）の時間的推移を示した。（B）静脈側に排泄される ZON-GAの量の時間的推移を示

した。肝臓にゼアラレノン（ZON）を含む灌流液を試験開始直後の 5分間灌流し、その

後、ZONを含まない灌流液で 55分間灌流した。（mean ± S.D. n = 3-4） 
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2) 肝臓における α-ZOLグルクロン酸抱合体の動態 

続いて、ZON-GAと同程度、多量に検出された α-ZOL-GAの胆汁中および静脈側への

排泄を定量した。胆汁中への α-ZOL-GAの排泄は、雄ラットおよび雌ラットでは ZON灌

流開始から 15~20分の間で最大となり、その量はそれぞれ 71.18 nmol/5 minおよび 70.68 

nmol/5 minであった。妊娠雌ラットでは、胆汁中への α-ZOL-GAの最大排泄は ZON灌

流開始から 10~15分の間で見られ、その値は 77.47 nmol/5 minであった（図 21A）。いず

れのラットにおいても、α-ZOL-GAの胆汁中への最大排泄が見られた後は、α-ZOL-GAの

胆汁中への排泄量は徐々に減少していったが、その減少の程度は雌ラット、特に妊娠雌ラ

ットで大きい傾向にあった。静脈側への α-ZOL-GAの排泄は、雄ラット、雌ラットおよび

妊娠雌ラットでは ZON 灌流開始から 10 分後に最大となり、その量はそれぞれ 71.93 

nmol/5 min、77.35 nmol/5 minおよび 108.84 nmol/5 minであった（図 21B）。胆汁中へ

の排泄と同様に、静脈側への α-ZOL-GAの最大排泄が見られた後は、徐々に静脈側への α-

ZOL-GAの排泄量が減少していった。最大排泄が見られた 10分を除いて、その他の時間

帯での静脈側への ZON-GAの排泄量に、雄、雌、および妊娠雌ラットで大きな違いは見ら

れなかった。 
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図 21 α-ZOLグルクロン酸抱合体の胆汁および静脈側への排泄量の時間的推移 

（A）灌流 60分間で胆汁中に排泄される α-ゼアラレノールグルクロン酸抱合体（α-

ZOL-GA）の時間的推移を示した。（B）静脈側に排泄される α-ZOL-GA の量の時間的

推移を示した。肝臓にゼアラレノン（ZON）を含む灌流液を試験開始直後の 5分間灌流

し、その後、ZONを含まない灌流液で 55分間灌流した。（mean ± S.D. n = 3-4） 
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3) 灌流 60分での肝臓における ZONの代謝挙動 

雄、雌、および妊娠雌ラットの 60分間の灌流において、ZON-GAおよび α-ZOL-GAの

胆汁排泄の最大値に大きな違いは見られなかったが、時間経過に伴う排泄量の減少程度に

違いが見られた。雌、特に妊娠雌ラットにおいて、胆汁排泄量の減少が早く見られる傾向

にあった。また、ZON-GA および α-ZOL-GA の静脈側への排泄に関しては、妊娠雌ラッ

トで排泄量が多い傾向があった。これらのことから、60分間の灌流における胆汁中および

静脈側への ZON-GAおよび α-ZOL-GAの総排泄量に、性別および妊娠の有無による違い

が見られるのではないかと考え、それぞれのラットでの胆汁中および静脈側への総排泄量

を調べた（表 4、図 22）。 

雄、雌、および妊娠雌ラットの全てで、灌流した ZONのほとんどが回収された（回収

率 > 89%）（表 4）。雄ラットにおいては、胆汁中への ZON-GAの総排泄量は 430.38 nmol/5 

min、α-ZOL-GAの総排泄量は 397.01 nmol/5 min、静脈側への ZON-GAの総排泄量は

348.10 nmol/5 min、α-ZOL-GAの総排泄量が 237.74 nmol/5 minであった。両グルクロ

ン酸抱合体の胆汁中および静脈側への排泄割合はそれぞれ 55.16%および 39.06%であっ

た。雌ラットにおける胆汁中への ZON-GAの総排泄量は 409.12 nmol/5 min、α-ZOL-GA

の総排泄量は354.55 nmol/5 min、静脈側へのZON-GAの総排泄量は336.93 nmol/5 min、

α-ZOL-GAの総排泄量が 247.31 nmol/5 minであった。両グルクロン酸抱合体の胆汁中お

よび静脈側への排泄割合はそれぞれ 50.91%および 38.95%であった。妊娠雌ラットにおけ

る胆汁中へのZON-GAの総排泄量は365.13 nmol/5 min、α-ZOL-GAの総排泄量は276.22 

nmol/5 min、静脈側への ZON-GAの総排泄量は 494.24 nmol/5 min、α-ZOL-GAの総排

泄量が 315.22 nmol/5 minであった。両グルクロン酸抱合体の胆汁中および静脈側への排

泄割合はそれぞれ 42.76%および 53.97%であった（表 4）。雌雄ラットと比べて、妊娠雌ラ

ットでは、胆汁中への α-ZOL-GAの放出量が有意に減少した。また、有意差は見られなか

ったが、妊娠雌ラットで雄および雌ラットに比べて静脈中への ZON-GA および α-ZOL-

GAの排泄量が増加する傾向が認められた（図 22）。  
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図 22 雄、雌、および妊娠雌ラットにおけるZON肝臓代謝動態の違い 

雄、雌、妊娠雌ラットの肝臓にゼアラレノン（ZON）を灌流した際の、ゼアラレノン

グルクロン酸抱合体（ZON-GA）および α-ゼアラレノールグルクロン酸抱合体（α-ZOL-

GA）の胆汁中および静脈側への排泄動態を示した。*p < 0.05、**p < 0.01。（mean ± 

S.D. n = 3-5） 

 

4. 考察 
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いては明らかになっていなかった。また、腸管から血中へと吸収されたZONが肝臓でZOL

へと変換され、どの程度標的器官へ運ばれる可能性があるのかを調べることは、ZONが標

的器官に与える悪影響の原因メカニズムを解明する上で重要である。そこで、本章ではラ

ット肝臓灌流試験を用いて、肝臓における ZONの代謝動態を解明した。 

肝臓灌流試験の結果、肝門脈から肝臓に流入した ZONは、肝臓で直ちに還元またはグ

ルクロン酸抱合されることが示された。胆汁中から少量の α-/β-ZOLが検出されたが、ZAN

および α-/β-ZALは検出されなかった。このことから、ZONはラットの肝臓で大部分が α-

/β-ZOLに変換されると推測できる。さらに、胆汁中および静脈側灌流液から多量の α-ZOL-

GAが検出されたことから、ラット肝臓における ZONの主要な還元反応産物は α-ZOLで

あると思われる。肝臓におけるZON還元反応は、動物種差があることが知られている[18]。

ウシ肝ホモジネートを用いた研究では、ZON還元反応産物の 73-100%が α-ZOLであり、

またウシ肝臓の ZON 還元能力はラット肝臓と同等であることが報告されている[58]。こ

れは本研究の結果と一致する。一方で、ブタやヒツジの肝臓における ZON 還元能力はウ

シやラットより強いことが知られている[58]。このことから、家畜の中でも特に ZON感受

性が高いことが知られているブタでは、より多くの α-ZOLが ZON還元反応産物として胆

汁および血中へ放出されることが推察される。ZONの還元には、HSDが関与しているこ

とが知られている[59]。3α-/3β-HSDは肝臓に発現していることが知られている[53, 97]。

このことから、肝臓における ZON還元反応を担う酵素の候補として、3α-/3β-HSDが考え

られるが、それぞれの酵素の ZON 代謝の寄与率はさらなる調査が必要である。ZON が

CYP1A2やCYP3Aサブファミリーによって水酸化されたOH-ZONは、本実験において

は検出されなかった。ラット肝ミクロソームを用いた ZONの薬物代謝第 1相反応産物の

調査では、検出された反応産物はほぼ α-ZOLであり、OH-ZONは α-ZOLの 1/8以下であ

った[9]。また、β-ZOLは検出限界であった。さらに、ZONから α-ZOLへの変換のVmax/Km

は、β-ZOLへのVmax/Kmより約 3倍以上高いことが知られている[67]。これらの実験結果

と一致して、ラット肝臓組織では、ZONは α-ZOLへ、そしてそれに続く α-ZOL-GAへの
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変換が効率的に行われていると推察された。 

ZON-GAおよび α-ZOL-GAの胆汁中および静脈側への排泄量の時間的推移を比べてみ

ると、α-ZOL-GAの最大排泄量が得られる時間は、ZON-GAの最大排泄量が見られる時間

より約 5分遅れている。このことから、肝臓に流入した ZONのおよそ半分は直ちにグル

クロン酸抱合され ZON-GAとなり胆汁あるいは静脈側へと排泄されるが、もう半分は α-

ZOLへ還元された後に、さらにグルクロン酸抱合される可能性が示唆された。肝臓灌流試

験で得られた ZON代謝物質の回収率より、肝臓に流入した ZONのおよそ 89%以上がグ

ルクロン酸抱合（ZON-GAおよび α-ZOL-GA）された後に、肝臓から排泄されることが明

らかとなった。これは、ラット肝臓が ZON をグルクロン酸抱合することで不活性化し、

排泄するという防御機構の役割を担っていることを裏付けている。他方、肝臓には、

UGT2Bサブファミリーが豊富に発現しており[51]、ZONはUGT2B7でグルクロン酸抱

合されることが知られている[81]。UGT2B サブファミリーがステロイドホルモンのグル

クロン酸抱合を媒介することから[55, 109]、いくつかの UGT2B サブファリミー酵素が

ZON のグルクロン酸抱合を担っている可能性が考えられる。ZON および ZOL のグルク

ロン酸抱合は、14位あるいは 16位の炭素にグルクロン酸を結合させた 2種類のグルクロ

ン酸抱合体が存在するが、ラット肝ミクロソームを用いた研究において 14 位のグルクロ

ン酸抱合体が多いことが知られている[81]。よって、本研究で検出された ZON-GAおよび

α-ZOL-GAも 14位がグルクロン酸抱合されたものであると推察される。 

ラット肝ミクロソームを用いた研究で、ZON は肝臓においてグルクロン酸抱合を受け

ることが知られており[117]、この報告は本実験結果と一致する。一般的に、グルクロン酸

抱合体は腸肝循環しやすいと言われていることから[80]、本実験で見られた胆汁へ排泄さ

れた大量の ZON-GAおよび α-ZOL-GAは腸管循環によって遠位腸管に流入する可能性が

示唆される。この結果に加えて、第Ⅱ章で近位腸管に吸収された ZONが ZON-GAおよび

α-ZOL-GAの両グルクロン酸抱合体へと代謝された後に、主に粘膜側へ排泄されたことを

考慮すると、より多くのグルクロン酸抱合体が遠位腸管に流入する可能性が示唆される。
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第Ⅱ章で考察したように、遠位腸管に流入するグルクロン酸抱合体は、結腸で腸内細菌の

β-グルクロニダーゼによって脱抱合され[87]、再活性化した後に、結腸で再吸収される危険

性が示唆される。 

生体内に取り込まれた化学物質は、薬物代謝酵素による還元反応や抱合反応により体外

へと排出される。特に、抱合反応は化学物質の生体外排泄に非常に重要な役割を担ってい

る。しかし、近年、化学物質抱合体が体外へ排泄されず生体内で利用されることが知られ

てきた。血流を介して輸送されたプレグネノロン硫酸抱合体が脱抱合され、骨格筋や唾液

腺における局所的なステロイド生合成に利用されることが明らかになった[25, 34]。すなわ

ち、ステロイドなど生体内で利用される内因性化学物質は主に硫酸抱合体となり、それが

輸送の 1 つのフォームとなって機能している可能性が示唆される。一方で、カビ毒 ZON

は、腸管[35]および肝臓において生体外排泄のために主にグルクロン酸抱合を受けること

が明らかになった。つまり、生体異物など体内から排除すべき外因性化学物質は主にグル

クロン酸抱合体となり、生体外へ排出されている可能性が示唆される。このように抱合体

の種類によって、生体内の化学物質を仕分けしている可能性があると推察された。他方で、

ZONと同じくエストロゲン活性を有する内分泌かく乱化学物質であるBPAは肝臓でグル

クロン酸抱合を受けた後に、胎盤を通過し、さらに脱抱合されることが知られている[40, 

68]。このことが妊娠異常や胎児影響に寄与している可能性がある。この報告を考慮すると、

ZON-GAおよび α-ZOL-GAも同じく胎盤を通過する可能性が示唆される。 

生体異物の輸送に関与し、肝細胞の胆管側に局在する MRP2 は、妊娠時には発現が減

少することが報告されている[13]。この報告は、雌雄ラットと比べて、妊娠雌ラットにお

ける ZON の肝臓灌流試験で、ZON-GA および α-ZOL-GA の胆汁排泄が減少した結果と

一致する。つまり、ZON-GAおよび α-ZOL-GAの両グルクロン酸抱合体は、MRP2を介

して肝臓から胆汁中へと放出される可能性が示唆された。また、その代償として、妊娠雌

ラットでは、雌雄ラットと比べて静脈側への両グルクロン酸抱合体の排泄が増加傾向にあ

ったと考えられる。これは、妊娠雌においてより多くの ZON-GAおよび α-ZOL-GAが全
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身循環する危険性を示唆する。ZONの標的器官の一つである胎盤は、高い β-glucuronidase

活性を持っている[100]。このことから、胎盤では ZON-GAおよび α-ZOL-GAは脱抱合さ

れ、ZON および α-ZOL となる可能性がある。ヒトにおいても、妊娠中に胎盤の β-

glucuronidase活性が高まることが報告されている[50]。妊娠後期のラットに ZONを暴露

すると、母体組織のみならず、胎児からも ZONおよび α-ZOLが検出されることが報告さ

れている[4]。ヒト胎盤灌流によって ZONの胎盤移行に関する研究においても、エストロ

ゲン活性の強い α-ZOL が胎児側から検出されることが知られている[114]。これらの報告

と本実験の結果から、血液と共に全身循環した ZON-GAおよび α-ZOL-GAは、何かしら

のトランスポーターを介して胎盤に取り込まれ、胎盤の β-glucuronidaseによって脱抱合

された ZONおよび α-ZOLが臍帯血流を介して胎児に移行する危険性が示唆された。ラッ

トにおける ZON-GAおよび α-ZOL-GAの胎盤への取り込みは、胎盤に存在する有機アニ

オントランスポーター（organic anion transporting polypeptide；OATP）ファミリーの

うち、特に非妊娠時に比べて妊娠中にmRNA発現が約 10倍高くなることが知られている

OATP4A1の関与が考えられる[101]。また、ラット胎児はUGT発現が弱いことが知られ

ていることから、一度胎盤で脱抱合され再活性化すると、胎児側では抱合反応によって

ZONを不活性化ができないと推察される[40, 61, 68]。さらに、ヒトにおいても、外因性化

学物質の代謝に重要なUGT2Bの発現は、胎児および新生児では低いことが知られている

[19, 22]。ヒト胎盤ではZONの還元反応に関与する 3β-HSDの活性が高いことが知られて

いる[60]。このため、ヒトにおいては、胎盤へ運搬された ZON-GAは胎盤で脱抱合を受け

た後に、次いで胎盤に発現している 3β-HSD によって、よりエストロゲン活性の強い α-

ZOLに変換される可能性が示唆される。また、ブタにおいて α-/β-ZOLは 3β-HSDに対し

て競合的に拮抗することが知られている[105]。したがって、胎盤における 3β-HSD活性阻

害による内分泌かく乱も危惧される。さらに、α-ZOLの親油性がエストラジオールの親油

性とほぼ同等であることから[18]、α-ZOLはエストラジオールと同等に標的組織の細胞膜

を通過する可能性が示唆される。つまり、血流を介して運搬された α-ZOL-GAが胎盤で脱
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抱合を受け α-ZOLに変換されると、胎仔移行しやすい可能性が危惧される。 

また、非妊娠時に比べて妊娠時では、より多くの ZON-GAおよび α-ZOL-GAが静脈中

へと放出されるという本結果から、妊娠時に胎盤や胎児が ZONおよび α-ZOLの影響を受

けやすいことを危惧される。さらに、α-ZOLは ZONに比べてエストロゲン活性が高いこ

とから、胎盤や胎児へと移行した α-ZOL は妊娠の維持や胎児の発育に甚大な影響を与え

ると推測される。 

ZON-GAと α-ZOL-GAが全身循環された後、どのように胎盤を通過し、どの程度胎児

組織に蓄積するかを調べることは、将来の毒性学研究にとって重要な問題である。さらに、

ZON は植物や菌類によって代謝されることが知られており、グルコシドまたは硫酸抱合

体となる[43, 90]。これらの生体外抱合体はmasked mycotoxinsとして知られており、食

品および飼料での汚染が報告されている[7, 10, 94]。masked mycotoxinsは、摂取後に脱

抱合により親マイコトキシンへ変換する可能性や、未知の代謝物への生体内変化する可能

性があるため、注意が必要である[23]。今後の研究では、これらのmasked mycotoxinsの

代謝動態も調査する必要があると思われる。 

 

5. 小括 

第Ⅲ章では、ラット肝臓灌流試験を用いて、肝臓におけるステロイド様物質 ZONの代

謝動態を解明した。肝臓に流入した ZONは、肝臓内で不活性代謝物である ZON-GAある

いは α-ZOL-GAに代謝され、その後胆汁あるいは静脈側へと排出されることが明らかにな

った。これは、肝臓が ZON に対して、そのほとんどをグルクロン酸抱合することで重要

な防御的役割を果たしていることを裏付ける。しかし、妊娠雌ラットにおいては、静脈側

へのグルクロン酸抱合体の放出が多かったことから、大量の ZON-GA および α-ZOL-GA

が全身循環する可能性が示され、そのことは、それら抱合体が胎盤に吸収され、その後脱

抱合され再活性化することが示唆されると同時に、エストロゲン作用を発揮する化学物質

として胎児に移行する危険性が示唆された。  
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総括 

 

本研究は、内因性化学物質であるステロイドの抱合体が局所臓器に運搬された後に、ど

のように利用されるのかを調べる目的として、口腔内にステロイドを分泌する組織である

唾液腺における抱合型ステロイドからのステロイド局所合成の可能性を検討した。また、

ステロイドに類似しているカビ毒 ZON を用いて、外因性化学物質がステロイド抱合体の

標的器官輸送システムと同じ経路で標的組織に到達するのかを調査する目的で、腸管およ

び肝臓における ZONの代謝動態の詳細を検討し、以下の結果を得た。 

 

1. 唾液腺におけるステロイド合成能を明らかにした 

ラット唾液腺ホモジネートを用いて、ステロイド合成酵素の活性と発現を明らかにした。

酵素活性試験の結果より、ラット唾液腺では、プレグネノロンからコルチコステロンおよ

びアンドロステンジオンからテストステロンまでを合成する酵素の活性が示された。また、

舌下腺、顎下腺および耳下腺の全てで、コルチコステロン合成酵素である CYP11β1 の発

現が確認された。さらに、唾液腺において、プレグネノロン硫酸抱合体を脱抱合しプレグ

ネノロンに変換する steroid sulfataseの酵素活性と発現が認められた。さらに、ステロイ

ド抱合体が標的器官への輸送形態の 1つとなっており、局所的なステロイド合成において

前駆体供給としての役割を担っている可能性が示唆された。以上の結果から、唾液腺にお

いて、プレグネノロン硫酸抱合体からステロイドを局所的に合成できる能力を有すること

が明らかになった。 

 

2. ZONの腸管における代謝動態を明らかにした 

エストロゲン活性を有するカビ毒 ZONを用いたラット反転腸管試験の結果より、腸管

で吸収された ZON は、そのほとんどがグルクロン酸抱合を受けることが示された。腸管

で代謝された ZON-GAおよび α-ZOL-GAは、近位腸管では主に粘膜側へと排泄されるこ
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とが明らかになった（> 74.40%）。一方、遠位腸管では、代謝された両グルクロン酸抱合体

の 49.83%以上が漿膜側へと輸送され血中に吸収されることが明らかになった。 

 

3. ZONの肝臓における代謝動態を明らかにした 

ZONを用いた肝臓灌流試験の結果より、ZONは肝臓で代謝され、主に ZON-GAある

いは一度 α-ZOLへと水酸化された後に、さらに抱合された α-ZOL-GAになることが明ら

かになった。雌雄ラットでは、両グルクロン酸抱合体は静脈側より胆汁中へと放出されや

すいことが示された。一方、妊娠雌ラットでは、雌雄ラットとは逆で両グルクロン酸抱合

体は静脈側へと放出されやすいことが明らかになった。 

 

以上の研究から、唾液腺におけるステロイド局所合成の可能性を世界で初めて明らかに

した。肝臓などの臓器で硫酸抱合されたステロイドは、血液を介した全身循環により唾液

腺などの局所臓器へと運ばれ、局所的なステロイド合成などに利用される可能性が示され

た。内因性化学物質の硫酸抱合体が局所組織への物質の運搬を担っているという輸送形態

の1つを見出した点は、内分泌学において新たな知見を得られる足がかりになると考える。 

カビ毒 ZONは腸管および肝臓において還元反応並びにグルクロン酸抱合を受けること

で不活性物質となり、その大半が腸管腔へと排泄されることが明らかになった。硫酸抱合

体とは異なり、グルクロン酸抱合体は主に体外排泄として機能する可能性が示唆された。

しかし、一部のグルクロン酸抱合体が血液中へと吸収されることから、ZON代謝物は血液

と共に全身循環する可能性が示唆された。これは、外因性化学物質が体外へと排泄されず

に、標的器官である局所組織に運搬され分布することで、局所的に毒性作用を示す可能性

を危惧する。現在、世界的に実施されている毒性研究の多くは、化学物質の代謝動態、お

よび運搬動態を考慮しているものが少ないため、本研究で得られた知見は今後の毒性学研

究に大きく貢献できると考える。 
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endogenous and exogenous substances. 

 
                                  Rakuno Gakuen University Graduate School of Veterinary Medicine 
                                           Department of Veterinary Medicine 
                                           Laboratory of Veterinary Biochemistry   Takahiro Ieko 
 

Drug metabolism is a metabolic reaction for decomposing and detoxifying endogenous substances, which 
are chemical substances that are no longer necessary in the body, and exogenous (xenobaiotic) substances, such 
as drugs and toxic substances, by drug metabolizing enzymes and excreting them outside the body. The 
conjugation reaction, which is the phase Ⅱ reaction of drug metabolism, plays an important role in excreting 
endogenous and exogenous substances. However, in recent years, it has become clear that conjugates of 
endogenous substances such as steroid-sulfates are not only excreted outside the body but also transported to 
various organs and used locally. This concern led us that the conjugate of the exogenous substances that should 
be excluded by the drug metabolism may be transported to the local organ without being excreted like 
endogenous substances. In this study, we focused on the steroids synthesis in the salivary glands as the 
endogenous substance and the mycotoxin zearalenone (ZON) as the exogenous substance, and examined the 
fate and role of the endogenous and exogenous substance conjugates. 

In Chapter Ⅰ, we clarified the possibility of steroidogenesis in the salivary gland using rat salivary gland 
homogenate. From the assay of enzymatic activities associated with steroidogenesis using rat salivary gland 
homogenate, we observed the enzymatic activities which produced corticosterone from pregnenolone and 
testosterone from androstenedione in the salivary gland was confirmed. The enzymatic expression to produce 
corticosterone was also observed in the tissue homogenates. Furthermore, it was shown that there is activity and 
expression of the enzyme that deconjugates pregnenolone sulfate in rat salivary gland. From the above results, 
it was clarified that local steroidogenesis can be performed in the salivary glands using pregnenolone sulfate as 
one of the steroid resources. 

In Chapter II, we clarified the metabolic kinetics of ZON in the intestinal tract using rat everted intestines. 
Most of the ZON absorbed in the intestinal tract can be glucuronidated in the intestine and become zearalenone 
glucuronide (ZON-GA) and α-zearalenol glucuronide (α-ZOL-GA). ZON-GA and α-ZOL-GA were excreted 
mainly to the mucosal side in the proximal intestine, but more than half were transported to the serosal side in 
the distal intestine. From the above results, it was revealed that the ZON conjugate may be absorbed into the 
bloodstream in the intestinal tract. 

In Chapter III, we clarified the metabolic kinetics of ZON in the liver using rat liver perfusion. It was shown 
that ZON flowing into the liver is metabolized mainly to ZON-GA or α-ZOL-GA in the liver. ZON-GA and α-
ZOL-GA were excreted mainly in the bile in male and female rats, but were found to be easily excreted in the 
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venous side in pregnant rats. From the above results, it was suggested that ZON and ZOL conjugated in the liver 
may be transported to the target organ through the bloodstream. 

This study revealed for the first time the possibility of local steroidogenesis in the salivary glands using 
pregnenolone sulfate as a substrate. It is also clarified that most of orally exposed ZON undergoes glucuronide 
metabolism in the intestine and liver, but there is a possibility that some ZON conjugates can be transported to 
the target organ by systemic circulation after released into the blood. The finding of the possibility for the 
conjugates of endogenous and exogenous substances to play a role in transporting chemicals to target local 
tissues is thought to contribute significantly to the fields of endocrinology and toxicology. 

 
 


