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略語一覧略語一覧略語一覧略語一覧 

 
ALT  alanine transaminase 

AhR  arylhydrocarbon receptor 

AST  aspartate amino transferase 

AUC  area under the concentration vs. time curve 

CAR   constitutive androstane receptor 

Cmax  maximum plasma concentration 

CYP  cytochrome P450 

DCF  diclofenac 

dGSH  dansyl glutathione 

Em  emission 

Ex  excitation 

EROD  ethoxyresorufin O-deethylase 

GSH  glutathione 

HO-1  heme oxygenase-1 

HPLC  high performance liquid chromatography 

ICH international conference on harmonisation of technical requirements for registration of 

pharmaceuticals for human use 

IDT  idiosyncratic drug toxicity 

IL  interleukin 

iNOS  inducible NO synthase 

IS  internal standard 

JSCC  Japan society of clinical chemistry 

LC-MS/MS liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

LPS  lipopolysaccharide 

MRP2  multidrug resistance-associated protein 2 

NADPH nicotinamide adenine dinucleotide phosphate reduced form 

ODS  octa decyl silyl 

4’-OH-DCF 4’-hydroxydiclofenac 

5-OH-DCF 5-hydroxydiclofenac 

PBS  phosphate buffered saline 

PXR  pregnane X receptor 

SD  Sprague-Dawley 

T1/2  elimination half-life 

Tmax  time to maximum plasma concentration 

TNF-α  tumor necrosis factor-α 

UV  ultraviolet 

WI  Wistar 



 2 

要約要約要約要約 

 
Cytochrom P450 (CYP) はステロイドや脂肪酸などの内因性物質のみならず，薬物や農薬などの

外来異物の酸化的代謝において中心的役割を担っている代謝酵素であり，特に肝臓のミクロゾー

ム分画に高濃度で存在している。体内に取り込まれたこれらの異物の多くは，CYP による代謝で

解毒化され体外に排泄されるが，逆に活性化され，より毒性の高い代謝物（反応性代謝物）に変

化し，様々な障害を誘発する異物も多く存在する。 

医薬品開発において，特異体質性薬物毒性（idiosyncratic drug toxicity, IDT）と総称される副作用

の発現は最も懸念される事項の一つである。IDT は，発症頻度が 1/1,000～1/100,000 と非常に稀に

もかかわらず，薬物の薬理作用及び投与量とは無関係に肝毒性，心臓毒性，血液・骨髄毒性ある

いはアレルギー反応などの重篤な障害を引き起こし，時として死に至らしめる。IDT の発現機序

については，薬物の反応性代謝物及び免疫系の関与が示唆されているが，正常な実験動物では IDT

は再現されず，また適切な動物モデルが確立されていないことから，それらの仮説を裏付ける実

験的証拠は不十分であり，詳細は明らかとなっていない。このような IDT の特性から，非臨床安

全性試験では評価が難しく，臨床試験後期又は市販後になってはじめて顕在化し，撤退を余儀な

くされることも多い。従って，製薬企業にとってできるだけ開発初期に IDT 回避のためのアプロ

ーチ及び評価法の確立が急務となっている。 

本研究では，薬物の反応性代謝物生成に関与する肝臓中の CYP に着目し，第一章では，非臨床

安全性試験で用いられるSprague-Dawley (SD) 及びWistar (WI) ラットにおけるCYP発現量及び肝

ミクロゾーム中の酵素活性並びに CYP 誘導剤に対する各 CYP 分子種の反応性を検討した。第二

章では，SD ラットを lipopolysaccharide (LPS) で前処置した免疫機能改変モデルを IDT モデルとし

て用い，免疫賦活化条件下における薬物の反応性代謝物の挙動を評価し，IDT 回避のための評価

法を模索した。 

第一章第一章第一章第一章    SpragueSpragueSpragueSprague----DawleyDawleyDawleyDawley 及及及及びびびび WistarWistarWistarWistar ラットラットラットラットのののの肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素のののの系統差系統差系統差系統差にににに関関関関するするするする検討検討検討検討    
医薬品開発における非臨床安全性試験において，高頻度で使用される SD 及び WI ラットについ

て，肝薬物代謝酵素 CYP の発現量及び CYP 誘導剤に対する反応性の系統差を検討した。CYP1A1, 

CYP1A2 及び CYP3A2 mRNA 発現量は SD より WI ラットで高く，CYP 誘導剤である phenobarbital

処置により，その差はより明らかとなった。また，肝ミクロゾーム中の CYP1A 酵素活性及び総

P450 含量の増加並びに小葉中心性肝細胞における滑面小胞体の増加も WI ラットで顕著であった。

CYP3A 誘導剤である dexamethasone を用いて SD 及び WI ラットを処置したとき，CYP3A1 及び

CYP3A2 mRNA 発現量は SD よりも WI ラットでより強く誘導されたが，CYP1A 誘導剤である

β-naphtoflavone を用いた処置では両系統とも顕著な CYP1A の誘導が認められたにもかかわらず，

誘導後の mRNA 発現量に系統差は認められなかった。また，これらの誘導に強く関与する各種核

内受容体の mRNA 発現量は，phenobarbital あるいは dexamethasone を用いた処置で SD より WI ラ

ットで有意に高かった。以上より，WI ラットは SD ラットよりも肝臓中の CYP1A 及び CYP3A の

mRNA 発現量が有意に高く，その系統差の原因は，それらの分子種の誘導にかかわる核内受容体

と関連していると考えられた。CYP1A 及び CYP3A が薬物動態学的及び毒性学的に重要な役割を

担っていることを考慮すると，これらの酵素によって特異的に代謝されるような化合物の非臨床

試験では，用いられるラット系統によって異なる試験結果が得られる可能性が考えられた。また，
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CYP 誘導剤に対する CYP mRNA 発現量の反応性においては，WI 及び SD ラット間で類似の反応

性を示したことから，候補化合物の CYP 誘導評価はどちらのラット系統を用いても同様の結果が

得られることが示唆された。 

第二章第二章第二章第二章    LPS 処置処置処置処置ラットラットラットラットをををを用用用用いたいたいたいた特異体質性特異体質性特異体質性特異体質性のののの薬物性肝毒性薬物性肝毒性薬物性肝毒性薬物性肝毒性のののの検討検討検討検討 

 LPS はグラム陰性細菌の細胞外膜の主要構成成分であり，生体内に取り込まれると細胞膜に発

現する Toll 様受容体 4 を介して，種々の炎症性サイトカインを産生させる。LPS で SD ラットを

処置した肝ミクロゾームを用いて，in vitro 条件下における diclofenac (DCF) の水酸化活性及び

DCF の反応性代謝物生成に及ぼす LPS の影響を検討した。LPS 処置ラットから採取した肝ミクロ

ゾーム中では，総 P450 含量並びに testosterone の 6β-, 16α-及び 16β-水酸化活性に顕著な低下が認

められた。加えて，DCF の水酸化活性及び DCF の反応性代謝物生成量の減少も認められた。これ

らの結果は，LPS による CYP のダウンレギュレーションを示唆した。腹腔マクロファージを用い

た細胞実験では，LPS の低濃度処理によっても炎症性サイトカインである interleukin-6 (IL-6) 及び

tumor necrosis factor-α (TNF-α) の顕著な増加が認められ，ストレス応答蛋白質である inducible NO 

synthase (iNOS) 及び heme oxygenase-1 (HO-1) の増加も認められた。HO-1 は，炎症反応によって

生じるフリーラジカルや iNOS によって生成される NO などの酸化ストレスによって誘導される

ことから，LPS による CYP のダウンレギュレーションは LPS 刺激で惹起された酸化ストレスが一

因であることが示唆された。 

DCF が特異体質性肝障害を誘発することはよく知られている。LPS あるいは DCF 単独投与では

肝障害を起こさない低用量でラットに LPS/DCF 併用投与したとき，肝逸脱酵素である ALT 及び

AST 活性の増加とともに IDT 様の肝障害が病理組織学的に認められた。この肝臓を採取し，組織

と反応性代謝物との付加体生成量を測定した結果，DCF 単独投与に比して，（アシルグルクロン

酸抱合体由来の）DCF 及び 4’-水酸化代謝物 (4’-OH-DCF) の付加体生成量に変化は認められなか

ったが，5-水酸化代謝物 (5-OH-DCF) の付加体生成量は有意に増加した。また，反応性代謝物の

解毒に重要な役割を担うグルタチオン（GSH）の肝臓中濃度を測定した結果，LPS/DCF の併用投

与によって肝臓中の GSH 濃度の有意な低下が認められた。従って，5-OH-DCF の付加体生成量の

増加は，肝臓中の GSH 濃度低下に依存した変化と考えられた。なお，in vivo 条件下では，LPS に

よる CYP のダウンレギュレーションの影響は明らかではなかった。 

薬物と蛋白質との付加体の生成量は IDT発現におけるリスクファクターであり，また 5-OH-DCF

の付加体は免疫反応の抗原になり得ることから，その付加体生成量の増加は IDT 発現に重要な役

割を果している可能性が示唆された。また，LPS 刺激によって発生する酸化ストレスや炎症性サ

イトカインなどは，危険シグナルとしてその免疫反応を惹起し，IDT 発現リスクを増強させるも

のと推察された。 

以上，結論として，本論文では，非臨床安全性試験において高頻度で用いられる SD 及び WI

ラットにおける CYP の発現量及び酵素活性並びに CYP 誘導剤に対する反応性の系統差を明らか

にした。また，CYP による代謝活性化によって生成される反応性代謝物と組織蛋白質との付加体

の増加が IDT 発現において重要な役割を果す可能性を，SD ラットを用いて実験的に示した。 
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第一章第一章第一章第一章    Sprague-Dawley 及及及及びびびび Wistar ラットラットラットラットのののの肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素のののの系統差系統差系統差系統差にににに関関関関するするするする検討検討検討検討 

 

1-1. 緒言緒言緒言緒言 

医薬品開発における非臨床安全性試験では，ヒトの集団が遺伝的に均一ではないことを考慮し，

ある程度の遺伝的多型性を保持するクローズドコロニー系統の実験動物が一般的に用いられる。

クローズドコロニー系統の中でも Sprague-Dawley (SD) 及び Wistar (WI) ラットは，特に使用頻度

の高い実験動物である [1]。 

1990 年 4 月に ICH（日米 EU 医薬品規制調和国際会議）が発足して以来，新医薬品の承認審査

基準における国際的統一化が進められてきた [2]。SD 及び WI ラットもこの動向に合わせて，世

界各所にある動物生産コロニー間の遺伝的制御により品質の国際的均一化が進められてきた。し

かし，非臨床安全性試験に供されるラットの系統は日米欧間でしばしば異なっており，ICH で求

められる試験結果の国際的相互受入れのためには，SD 及び WI の両系統間の差異を理解すること

は重要な課題であると考えられる。一般的に，SD 及び WI 間の系統差として，体重、生存率及び

自然発生腫瘍に関する報告は多くあるが [3, 4]，毒性発現において重要な要因となる薬物代謝酵素

cytochrom P450 (CYP) の差異を検討した報告はほとんどない。 

CYP はステロイドや脂肪酸などの内因性物質のみならず，薬物，農薬，食品添加物，環境汚染

物質などの異物の酸化的代謝において中心的役割を担っている酵素であり，特に肝臓のミクロゾ

ーム分画に高濃度で存在している [5]。体内に取り込まれたこれらの異物の多くは，CYP による

代謝で解毒化され体外に排泄されるが，逆に活性化され，より毒性の高い代謝物に変化し，肝障

害を誘発する異物も多く存在する [6, 7]。 

第一章では，代謝活性化による肝障害に関与する CYP の発現量及び肝ミクロゾーム中 CYP 酵

素活性をSD及びWIラットを用いて評価した。更に，CYP誘導剤であるphenobarbital，dexamethazon

又は β-naphtoflabone 処置による CYP 各分子種の反応性を両系統間で比較した。 
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1-2. 材料材料材料材料及及及及びびびび方法方法方法方法 

1-2-1. 試薬 

Phenobarbital は Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO, USA) より購入した。Dexamethazon 及び

β-naphtoflabone は和光純薬工業株式会社（Osaka, Japan）より購入した。その他の試薬類はすべて

市販特級品を用いた。 

 

1-2-2. 実験動物 

実 験 動 物 は ， 7 週 齢 （ 体 重 200 － 250 g ） の 雄 性 SD (Crl:CD(SD)) 及 び WI 

(BrlHan:WIST@Jcl(GALAS))ラットを Charles River Laboratories Japan, Inc. (Kanagawa, Japan) 及び 

CREA Japan, Inc. (Shizuoka, Japan) よりそれぞれ購入したものを用いた。ラットは恒温恒湿，照明

サイクル 12 時間の条件下で CE-2 飼料 (CREA Japan, Inc.) 及び紫外線照射滅菌した水を自由摂取

させ，1 週間の検疫・馴化期間を設けた後，実験に供した。CYP の酵素誘導処置として，phenobarbital 

(60 mg/kg/day)，dexamethasone (100 mg/kg/day) 又は β-naphtoflavone (80 mg/kg/day) をラットに 3 日

間反復腹腔内投与した。対照として，生理食塩水を同様に腹腔内投与したラットを用いた。投与

3日目の投与24時間後の肝臓を遺伝子発現解析，病理組織学的検索及び in vitro代謝実験に用いた。

すべての動物実験はキッセイ薬品工業株式会社安全性研究所の動物実験規程に従って実施した。

なお，当施設は財団法人ヒューマンサイエンス振興財団動物実験実施施設認証センターにより認

定されている（認定番号：09-007）。 

 

1-2-3. Total RNA 及び肝ミクロゾームの調製 

 肝臓の 3 mm 角細片を速やかに 0.5 mL の RNA 安定化剤 RNAlater (Qiagen GmbH, Hilden, 

Germany) 中に採取し，冷蔵で 24 時間浸透させた後，Total RNA の精製まで–80°C で保存した。Total 

RNA は，SV Total RNA Isolation System (Promega, Madison, USA) を用いてマニュアルに従い精製し

た。 

 肝ミクロゾームの調製は，肝臓を摘出した後，1.15% 塩化カリウム水溶液で還流させ，Degawa

らの方法に従って調製した [8]。肝重量に対して 4 倍量の 1.15% 塩化カリウム水溶液を加え，氷

冷下でホモジナイズした後，9,000×g で 20 分間の遠心分離を行った。さらに，得られた上清を

105,000×g で 60 分間の遠心分離を行った。得られた上清を捨て，下層を氷冷した 1.15% 塩化カリ

ウムで 3 回洗浄後，得られた肝ミクロゾーム画分を 1.15% 塩化カリウム水溶液で懸濁させた。肝

ミクロゾーム懸濁液の蛋白質量は Lowry らの方法 [9] に従って定量した。また，総 P450 含量は

Omura 及び Sato らの方法 [10] に従い，450 nm と 490 nm における吸光度の差から分子吸光係数 

(91mM-1cm-1) を用いて算出した。 

 

1-2-4. 遺伝子発現解析 

 肝臓の mRNA 発現量は，Total RNA (25 ng/5 µL) から 1-step reverse transcription-polymerase chain 

reaction (RT-PCR) 試薬 (Eurogentec, Seraing, Belgium) を用いて TaqMan リアルタイム PCR により

定量した。反応は GeneAmp 5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) を用い，内部標準

として β-actin を用いた。各測定遺伝子のプライマーペア及び TaqMan プローブは，Applied 

Biosystems から購入した。なお，各遺伝子の発現量は対照 SD ラットの発現量の相対比で表した。 
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1-2-5. 病理組織学的検索 

 肝臓（外側左葉）の細切小片を採取し，カルノフスキー固定液及び 1%オスミウム酸水溶液によ

る固定後，脱水し，プロピレンオキサイド置換後，Epoxy 樹脂に包埋した。病理組織学的検索は，

電子顕微鏡 JEM-1200EX (Japan Electronics, Tokyo, Japan) を用いて実施した。 

 

1-2-6. in vitro 代謝実験：Etoxyresorufin O-deethylase (EROD) 活性（CYP1A 酵素活性） 

 Burk らの方法 [11] に従い，ethoxyresorufin を基質として resorufin の生成量を測定することによ

り， EROD 活性を求めた。即ち，0.5 mL の反応溶液［0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4)，0.2 mg/mL 肝

ミクロゾーム，5 µM ethoxyresorufin，NADPH 生成系 (1.5 mM NADP+, 15 mM グルコース 6 リン

酸, 15 mM 塩化マグネシウム, 0.1 unit/mL グルコース 6 リン酸脱水素酵素)］を 37 °C で 10 分間イ

ンキュベーションした後，250 µL の氷冷メタノールの添加により反応を停止した。1,200×g で 5

分間の遠心分離を行った後，得られた上清の resorufin 濃度を液体クロマトグラフ装置 

(HPLC)-alliance HT (Waters, Milford, MA, USA) を用いて蛍光（励起波長：575 nm, 蛍光波長：595 

nm）にて検出した。 

 

1-2-7. in vitro 代謝実験：Phenacetin O-deethylase 活性（CYP1A 酵素活性） 

 Masubuchi らの方法 [12] に従い，acetaminophen のプロドラッグである phenacetin を基質として

acetaminophen の生成量を測定することにより，phenacetin O-deethylase 活性を求めた。即ち，1 mL

の反応溶液［0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4)，0.5 mg/mL 肝ミクロゾーム，10 µM phenacetin，NADPH

生成系］を 37 °C で 20 分間インキュベーションした後，4 mL の氷冷メタノール（内標準物質と

して 2.5 µM antipyrine を含む）の添加により反応を停止した。1,200×g で 5 分間の遠心分離を行っ

た後，得られた上清を 60 °C で窒素ガス気流下にて乾固し，0.1 mL の移動相（水・アセトニトリ

ル 9:1, v/v）で再溶解した。得られた溶液中の acetaminophen 濃度を HPLC 法 [13] により UV (254 

nm) にて検出した。 

 

1-2-8. in vitro 代謝実験：Testosterone 6β水酸化活性（CYP3A 酵素活性） 

 Imaoka らの方法 [14] に従い，testosterone を基質として testosterone の 6β 水酸化代謝物である

6β-hydroxytestosterone の生成量を測定することにより，testosterone 6β水酸化活性を求めた。即ち，

1 mL の反応溶液［0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4)，0.5 mg/mL 肝ミクロゾーム，1 mM testosterone，

NADPH 生成系］を 37 °C で 10 分間インキュベーションした後，4 mL の酢酸エチル（内標準物質

として 2.5 µM 17α-methyltestosterone を含む）の添加により反応を停止した。1,200×g で 5 分間の遠

心分離を行った後，有機層 3 mL を分取し，60 °C で窒素ガス気流下にて乾固し，0.1 mL のメタノ

ールで再溶解した。得られた溶液中の 6β-hydroxytestosterone濃度をHPLC法によりUV (254 nm) に

て検出した。 

 



 7 

1-2-9. in vitro 代謝実験：Diazepam C3水酸化活性（CYP3A 酵素活性） 

Saito らの方法 [15] に従い，diazepam を基質として diazepam の C3 水酸化代謝物である

temazapam の生成量を測定することにより，diazepam C3 水酸化活性を求めた。即ち，1 mL の反応

溶液［0.1 M リン酸緩衝液 (pH7.4)，0.5 mg/mL 肝ミクロゾーム，3 µM diazepam，NADPH 生成系］

を 37 °C で 10 分間インキュベーションした後，4 mL の酢酸エチル（内標準物質として 0.25 µM 

nitrazepam を含む）の添加により反応を停止した。1,200×g で 5 分間の遠心分離を行った後，有機

層 3 mL を分取し，60 °C で窒素ガス気流下にて乾固し，0.1 mL のメタノール・水 (2:1, v/v) で再

溶解した。得られた溶液中の temazapam 濃度を HPLC 法により UV (230 nm) にて検出した。 

 

1-2-10. 統計解析 

データはすべて対照 SD ラットに対する相対値とし，平均±標準偏差（S.D.）で表記した。SD

ラット及び Wistar ラットの対照群間又は処理群間で F 検定を行い，等分散の仮定が成立した場合

は Student の t 検定を，等分散の仮定が成立しない場合は Aspin-Welch 法による t 検定の近似式に

より検定した。いずれも有意水準 5％未満をもって有意な差があるとした。 
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1-3. 結果結果結果結果 

 

1-3-1. 遺伝子発現解析 

 Figure 1-1 は，CYP1A1, CYP1A2, CYP2B1/2, CYP2C6, CYP2D2, CYP3A1, CYP3A2 及び CYP4A1

の SD 及び WI ラットにおける肝臓中 mRNA 発現量を示す。対照 SD 及び WI ラット間での比較で

は，SD より WI ラットで CYP1A1, CYP1A2 及び CYP3A2 の mRNA 発現量がそれぞれ 8 倍，3 倍

及び 2 倍高かった。その他の CYP 分子種については，有意な差は認められなかった。 

 Phenobarbital 処置により，両系統とも CYP2B1/2, CYP2C6, CYP3A1 及び CYP3A2 mRNA 発現量

が誘導され，文献 [16, 17] で報告されているものと一致した。CYP1A1 mRNA は，WI ラットで

のみ誘導が認められた。また，両系統間の比較では，CYP1A1 及び CYP3A2 mRNA 発現量はそれ

ぞれ WI ラットで 26 倍及び 4 倍高値を示した。 

 

 

 

Figure 1-1. Hepatic CYP mRNA expression in saline-treated (control) and phenobarbital-treated 

Sprague-Dawley (SD) or Wistar (WI) rats.  

Data are shown as means ± S.D. (n=4-7). Asterisks indicate statistically significant difference between SD 

and WI rats (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001). 
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1-3-2. 肝ミクロゾームを用いた in vitro 代謝実験 

 Figure 1-2のA, B及びCは，それぞれ肝ミクロゾーム中の総P450含量並びにCYP1A及びCYP3A

酵素活性を示す。CYP1A 活性として EROD 及び phenacetine O-deethylase 活性を，CYP3A 活性と

して testosterone 6β-hydroxylase 及び diazepam C3-hydroxylase 活性を測定した。phenobarbital 処置に

より総 P450 含量，CYP1A 及び CYP3A 酵素活性の増加が認められた。両系統間の比較では，

phenobarbital 処置による総 P450 含量において，SD より WI ラットで 1.4 倍高値を示した。CYP1A

酵素活性は対照及び phenobarbital 処置ともに WI ラットでわずかであるが有意な差が認められた。

しかし，CYP3A 酵素活性については，両系統間に有意な差は認められなかった。 
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Figure 1-2.  Total P450 contents (A), ethoxyresorufin O-deethylase (EROD) and phenacetine 

O-deethylase activities (B), and testosterone 6β-hydroxylase and diazepam C3-hydoroxylase activities (C) 

in hepatic microsomes of saline-treated (control) and phenobarbital-treated Sprague-Dawley (SD) or 

Wistar (WI) rats.  

Data are shown as means ± S.D. (n=4). Asterisks indicate statistically significant difference between SD and 

WI rats (* P<0.05, ** P<0.01). 
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1-3-3. 病理組織学的検索 

Figure 1-3 は肝臓の電子顕微鏡写真を示している。写真中の A から D は，対照 SD ラット，対照

WI ラット，phenobarbital 処置の SD ラット，phenobarbital 処置の WI ラットを各々示している。

Phenobarbital 処置により，小葉中心性肝細胞における滑面小胞体の増加が両系統で認められた。

所見の程度は SD より WI ラットで強かった。 

 
 
 

 
 
Figure 1-3.  Representative centrilobular hepatocyte electron micrographs of a saline-treated 

Sprague-Dawley (SD) rat (A) and Wistar (WI) rat (B), a phenobarbital-treated SD rat (C) and WI 

rat (D) (magnification ×2000). Inset in (D) (magnification ×20000). 
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1-3-4. CYP1A 及び CYP3A 酵素誘導剤処置による遺伝子発現解析 

Figure 1-4 の A は，CYP1A 酵素誘導剤である β-naphtoflavone で処置したときの CYP1A1 及

び CYP1A2 mRNA 発現量を示し，Figure 1-4 の B は，CYP3A 酵素誘導剤である dexamethasone
を処置したときの CYP3A1 及び CYP3A2 mRNA 発現量を示す。β-naphtoflavone 処置により，

CYP1A1 及び CYP1A2 mRNA は両系統とも顕著に誘導されたが，phenobarbital でみられたよ

うな系統差は認められなかった。一方，dexamethasone で処置したとき，CYP3A1 及び CYP3A2 
mRNA は両系統とも誘導され，CYP3A1 及び CYP3A2 mRNA 発現量は SD ラットより WI ラッ

トで約 2 倍高かった。CYP3A2 mRNA の差は，phenobarbital を処置した場合と一致した (Figure 
1-1)。 

 

 

 

 

Figure 1-4.  A: hepatic CYP1A1 and CYP1A2 mRNA levels in saline- and β-naphtoflavone-treated 

Sprague-Dawley (SD) or Wistar (WI) rats. B: hepatic CYP3A1 and CYP3A2 mRNA levels in saline- 

and dexamethasone-treated SD or WI rats. Data are shown as means ±±±± S.D. (n=4-7).  

Data are shown as a fold of saline-treated (control) SD rats and shown in means ± S.D. Asterisks indicate 

statistically significant difference between SD and WI rats (* P<0.05, ** P<0.01). 
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1-3-5. 酵素誘導剤処置による核内受容体の遺伝子発現解析 

 CYP1A 及び CYP3A の誘導的発現機構は，核内受容体によって制御されている。CYP1A は AhR 

(arylhydrocarbon receptor)，CYP3A は PXR (pregnane X receptor) 及び CAR (constitutive androstane 

receptor) の核内受容体が主に関与している [18-21]。Figure 1-5 は，酵素誘導剤処置した場合の AhR 

(A), PXR (B) 及び CAR (C) の mRNA 発現量を示す。Phenobarbital 処置により，AhR, PXR, CAR の

mRNA 発現量は，それぞれ 1.6 倍，2 倍，1.8 倍 SD より WI ラットで有意に高かった。また，

dexamethasone 処置では，PXR 及び CAR mRNA 発現量は，それぞれ 1.4 倍及び 1.7 倍 SD より WI

ラットで有意に高かった。一方，β-naphtoflavone 処置では，核内受容体発現量に差は認められな

かった。 
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Figure 1-5.  Hepatic arylhydrocarbon receptor (AhR) (A), pregnane X receptor (PXR) (B) and 

constitutive androstane receptor (CAR) (C) mRNA levels in Sprague-Dawley (SD) or Wistar (WI) 

rats treated with various inducers: phenobarbital, β-naphtoflavone and dexamethasone.  

Data are shown as means ± S.D. (n=4–7). Asterisks indicate statistically significant difference between SD 

and WI rats (* P<0.05, ** P<0.01, *** P<0.001). 
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1-4. 考察考察考察考察 

 本章では，医薬品開発における非臨床安全性試験において，高頻度で使用される SD 及び WI

ラットについて，肝薬物代謝酵素 CYP の発現量及び CYP 誘導剤に対する反応性の系統差を検討

した。 

Phenobarbital は最も代表的な CYP 誘導剤であり，CYP の様々な分子種を誘導することが知られ

ている [16, 17]。まず，phenobarbital の酵素誘導に対する反応性は，両系統とも総 P450 含量の増

加及び小葉中心性の肝細胞内滑面小胞体の増加が認められ，その程度は SD より WI ラットで強か

った。また，肝臓の CYP 遺伝子発現解析では，CYP1A1, CYP1A2 及び CYP3A2 mRNA に系統差

（SD<WI）が認められ，phenobarbital 処置によってその差はより顕著となった。肝ミクロゾーム

中の CYP1A 活性も CYP1A mRNA の発現量の結果と一致したことから，両系統間に CYP1A の系

統差が本検討で明らかとなった。一方，肝ミクロゾーム中の CYP3A 活性は，phenobarbital 処置に

よっても両系統間に差異は認められなかった。また，diazepam を静脈内投与した著者らの in vivo

予備検討においても，CYP3A の代謝物である temazapam の血漿中濃度に両系統間で差異は認めら

れなかった（データ非掲載）。CYP3A では，酵素活性と mRNA 発現量に相関が認められなかった

原因として，本検討で用いた CYP3A 活性の特異性が不十分であり，CYP3A mRNA 発現量の差異

が反映されなかった可能性，CYP3A mRNA 発現量の差が蛋白量にまで差を及ぼさなかった可能性，

CYP3A 蛋白量に差異があっても CYP3A の塩基配列に一塩基多型 (SNP) が存在し蛋白の構造や

機能に相違があり，結果として活性に差異が認められなった可能性も考えられる。詳細は，より

特異性の高い CYP3A 活性測定，蛋白定量及び立体構造解析等により明らかになると考えられる。 

 次に，CYP3A 誘導剤である dexamethasone あるいは CYP1A 誘導剤である β-naphtoflavone を用

いて SD 及び WI ラットを処置し，CYP3A 及び CYP1A の mRNA 発現量を両系統間で比較した。

Dexamethasone 処置により，CYP3A1 及び CYP3A2 mRNA 発現量は SD よりも WI ラットでより強

く誘導され，その程度は phenobarbital 処置した場合と近似した。一方，β-naphtoflavone で処置し

た場合では，phenobarbital処置に比してCYP1A1及びCYP1A2 mRNAは劇的に誘導されたものの，

誘導後の mRNA 発現量に系統差は認められなかった。これらの結果より，CYP3A の誘導におい

ては phenobarbital と dexamethasone 間に類似性が認められ，CYP1A の誘導では，phenobarbital と

β-naphtoflavone 間に明らかな差異が認められた。著者らは，これらの両系統間でみられた反応性

の差異の解釈のため，核内受容体の mRNA 発現量を検討した。 

CYP 誘導に関する分子機構は長らく不明であったが，CYP1A については AhR が，CYP3A につ

いては CAR や PXR といった核内受容体が，それぞれ CYP 遺伝子の転写活性化に重要な役割を果

していることが報告され [18-21]，その機構の一端が明らかにされてきた。PXR は，CYP3A を誘

導する種々の化合物により活性化されることから，CYP3A の転写調節に関与する受容体として同

定されている [22-24]。また，CAR は主に CYP2B を誘導するが，PXR による CYP3A の誘導機構

と重複する経路があるため，CYP3A も誘導する [20, 21, 25]。本検討では，CYP3A 誘導剤処置に

よって PXR 及び CAR の mRNA 発現量が，CYP3A mRNA 発現量の系統差と同様の変化が認めら

れた。このことから，CYP3A mRNA 発現量の系統差は，核内受容体を介する典型的な CYP3A 誘

導機構に何らかの系統差が存在する可能性が示唆された。一方，CYP1A については，

β-naphtoflavone 処置によっても AhR mRNA 発現量に系統差がみられず，phenobarbital 処置でのみ

AhR mRNA 発現量に WI ラットで有意な系統差が認められた。Phenobarbital は AhR に対して親和
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性が低いにもかかわらず，CYP1A を誘導することから，β-naphtoflavone や 3-methylcholanthrene の

ような芳香族多環炭化水素による CYP1A 誘導機構とは異なる phenobarbital に特異的な CYP1A 誘

導機構の存在が示唆されている [26, 27]。従って，本検討で認められた CYP1A の系統差は，この

phenobarbital 特異的な CYP1A 誘導機構に系統差が存在する可能性が考えられた。しかし，CYP

誘導機構には核内受容体だけでなく種々の共役活性化因子あるいは共役制御因子が関係している

ことが知られており [28]，本検討で認められた CYP 系統差の同定には更なる検討が必要と考えら

れる。 

WI ラットで有意であった CYP1A 及び CYP3A はともに，非臨床試験結果の解釈において中心

的役割を担っている薬物代謝酵素である。これらの代謝酵素は，通常，薬物を含む外来性異物を

酸化，還元又は過酸化代謝によって解毒するが [29]，時には逆に異物を代謝活性化し，フリーラ

ジカルや反応性代謝物を生成する。フリーラジカルは，ラジカル連鎖反応や活性酸素生成の引き

金として作用し，脂質をはじめとする各種の生体分子の切断，架橋，分解を引き起こす。反応性

代謝物は，蛋白質や DNA と共有結合して付加体を形成し，免疫毒性，肝毒性，遺伝毒性及び特異

体質性毒性等の様々な毒性を誘発することが報告されている [30-33]。従って，特に CYP1A ある

いは CYP3A によってのみ代謝される薬物の開発においては，非臨床試験で用いられるラット系統

によって，試験結果が異なってしまう可能性がある。これをサポートする報告もある。WI ラット

の肝臓から調製された S9 を用いた in vitro 復帰突然変異試験では，ネズミチフス菌 TA100 及び

TA1537 株において，benzo[a]pyrene 及び 2-aminoanthracene の復帰変異コロニー数が SD ラットの

S9 よりも明らかに増加すると報告されている [34]。Benzo[a]pyrene 及び 2-aminoanthracene はそれ

ぞれ CYP1A1 及び CYP1A2 によって代謝活性化され，遺伝毒性を誘発する代表的な前発がん性物

質である [35]。また，1,4-dichlorobenzen の代謝活性化による共有結合能においては，SD ラット

よりも WI ラットで有意に高かったことも報告されている [36]。1,4-dichlorobenzen の代謝活性化

は肝ミクロゾーム中の CYP3A が主に関与している [37]。一方で，本検討結果は，各種酵素誘導

剤に対するCYP mRNA発現量の反応性にWI及び SD ラット間で類似の反応性を示したことから，

候補化合物の CYP 誘導評価はどちらのラット系統を用いても同様の結果が得られることを示唆

する。 
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1-5. 小括小括小括小括 

 WI ラットは SD ラットよりも肝臓中の CYP1A 及び CYP3A の mRNA 発現量が有意に高く，そ

の系統差の原因は，それらの分子種の誘導にかかわる AhR，CAR，PXR といった核内受容体と関

連していると考えられた。CYP1A 及び CYP3A が薬物動態学的及び毒性学的に重要な役割を担っ

ていることを考慮すると，これらの酵素によって特異的に代謝されるような化合物の非臨床試験

では，用いられるラット系統によって異なる試験結果が得られる可能性が考えられた。また，CYP

誘導剤に対する CYP mRNA 発現量の反応性においては，WI 及び SD ラット間で類似の反応性を

示したことから，候補化合物の CYP 誘導評価はどちらのラット系統を用いても同様の結果が得ら

れることが示唆された。 
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第二章第二章第二章第二章    LPS 処置処置処置処置ラットラットラットラットをををを用用用用いたいたいたいた特異体質性特異体質性特異体質性特異体質性のののの薬薬薬薬物性肝物性肝物性肝物性肝毒性毒性毒性毒性のののの検討検討検討検討 

 

2. 序論序論序論序論 

医薬品開発において，臨床試験あるいは市販後に発症する副作用の多くは，薬物の薬理作用か

ら予測が可能であり，用量反応性が見られるため，通常，用量を減量することにより回避が可能

である [38, 39]。しかし，非臨床安全性試験及び初期の臨床試験では問題となる毒性発現及び副作

用がなかったにもかかわらす，多くの患者に使用されて初めて顕在化する副作用がある。これは

特異体質性薬物毒性（idiosyncratic drug toxicity, IDT）と総称される。 

IDT は製薬企業にとって最も懸念すべき事項の一つである。IDT は，発症頻度が 1/1,000～

1/100,000 と非常に稀にもかかわらず，薬物の薬理作用とは無関係に肝毒性，心臓毒性，血液・骨

髄毒性あるいはアレルギー反応などの重篤な障害を引き起こし，時として死に至ることも報告さ

れている [39, 40]。また，IDT はある患者では高用量投与でも発症しないのに，別の低用量投与の

患者で発症するなど，用量反応性が乏しく，加えて IDT の発現まで薬物服用開始後数週間以上も

かかるという厄介な特性を併せ持つ [38, 40-42]。このような IDT の特性から，臨床試験後期又は

市販後になってはじめて顕在化するため，製薬企業は多大な負担を負って薬剤開発の中止あるい

は市場からの撤退を余儀なくされる。従って，製薬企業はできるだけ開発初期に IDT 回避のため

のアプローチ及び評価法の確立が急務となっている。 

IDT の発現機序については従来からいくつかの仮説が提唱されており，免疫系及び薬物の反応

性代謝物の関与が示唆されている [43-45]。しかし，正常な実験動物では IDT は再現されず，また

適切な動物モデルが確立されていないことから，それらの仮説を裏付ける実験的証拠は不十分で

あり，詳細は明らかとなっていない [46, 47]。 

近年，IDT 発症機序の解明を目的として，グルタチオン抱合を中心とした解毒能低下モデル [48]

や lipopolysaccharide (LPS)などの併用による免疫機能改変モデル [49-53] など，各種動物モデルの

有用性が検討されている。第二章では，LPS で SD ラットを前処置した免疫機能改変モデルに注

目し，免疫賦活化条件下における薬物の反応性代謝物の挙動を評価し，IDT 回避のための評価法

について模索した。 

第一節では，LPS が肝薬物代謝酵素 CYP に及ぼす影響を，第二節では diclofenac (DCF) の反応

性代謝物と組織との共有結合に及ぼす影響を検討した。 
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第一節第一節第一節第一節    LPS のののの肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素にににに及及及及ぼすぼすぼすぼす評価評価評価評価 

 

2-1-1. 緒言緒言緒言緒言 

LPS はグラム陰性細菌の細胞外膜の主要構成成分であり，生体内に取り込まれるとヒト及び実

験動物ともに強力な自然免疫誘導活性を有することが知られている [54]。LPS は抗原提示細胞で

ある樹状細胞やマクロファージを活性化し，未分化な T 細胞を 1 型ヘルパーT 細胞へと分化誘導

する。また，細胞膜に発現する Toll 様受容体 4 を介して，種々の炎症性サイトカインを産生する

[55, 56]。本研究では，LPS を用いて腹腔マクロファージを処置し，炎症性サイトカインである

interleukin (IL)-6 や tumor necrosis factor (TNF)-αが産生することを確認した。 

LPS による免疫系の賦活化を応用した実験動物モデルは，IDT モデルとしての有用性が注目さ

れている。低用量の LPS と既知の IDT 誘発物質を併用投与することにより，実験動物でも IDT 様

の障害が発現する [49-53]。Waring らは，単独投与で肝障害を惹起しない低用量の LPS と IDT 誘

発物質である抗菌剤の trovafloxacin をラットに併用投与したとき，LPS/trovafloxacin 併用群で明ら

かな肝障害が惹起され，IDT が認められない類薬の levofloxacin では LPS と併用投与しても肝障害

が認められないことを報告している [50]。また，ヒスタミン H2 受容体拮抗薬の ranitidine 及び

famotidine では，IDT 誘発物質である ranitidine にのみ IDT 様の肝障害がみられている [51]。 

IDT 発現には免疫系のみならず，薬物の反応性代謝物の関与が強く示唆されている [43-45]。こ

のことから，LPS が IDT 様障害を誘発させる際に反応性代謝物の挙動に何らかの影響を及ぼして

いる可能性が考えられる。本節では，LPS が反応性代謝物生成にかかわる肝薬物代謝酵素 CYP に

及ぼす影響を検討した。 
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2-1-2. 材料材料材料材料及及及及びびびび方法方法方法方法 

2-1-2-1. 試薬 

LPS（Escherichia coli 由来），diclofenac (DCF) 及び 4’-hydroxy diclofenac (4’-OH DCF) は Sigma 

Chemical Co.より入手した。5-hydroxy diclofenac (5-OH DCF) は Toronto Research Chemicals Inc. 

(Ontario, Canada) より入手した。また，その他の試薬類はすべて市販特級品を用いた。 

 

2-1-2-2. 実験動物 

実験動物は 10 週齢（体重 310－390 g）の雄性 SD (Crl:CD(SD))ラットを Charles River Laboratories 

Japan, Inc. (Kanagawa, Japan)より購入したものを用いた。実験動物の飼育に関しては，第一章 1-2-2

に準じて行い，すべての動物実験はキッセイ薬品工業株式会社安全性研究所の動物実験規程に従

って実施した。 

 

2-1-2-3. 肝ミクロゾームの調製 

 ラットにLPSを静脈内投与（1又は10 µg/2 mL生理食塩水/kg）し，2時間後にDCFを腹腔内投与（20 

mg/4 mL生理食塩水/kg）した。DCF投与24時間後に採取した肝臓（外側左葉）をミクロゾーム調

製に用いた。対照群には生理食塩水を同様に投与した。肝ミクロゾームの調製及び総P450含量の

測定は第一章1-2-3と同様の方法で実施した。 

 

2-1-2-4. in vitro 代謝実験：Testosterone 水酸化活性 

 肝ミクロゾーム中の testosterone 6β-，16α-及び 16β-水酸化活性は，第一章 1-2-8 に従って測定し

た。これらの水酸化活性は，それぞれ CYP3A，CYP2C 及び CYP2B 活性の指標となることが知ら

れている [14]。 

 

2-1-2-5. in vitro 代謝実験：DCF 水酸化活性 

 Masubuchi らの方法 [57] に従い，DCF を基質として 4’-OH DCF 及び 5-OH DCF の生成量を測

定することにより，肝ミクロゾーム中の DCF 水酸化活性を求めた。即ち，1 mL の反応溶液［80 mM

リン酸緩衝液 (pH7.4)，2 mg/mL 肝ミクロゾーム，50 µM DCF，NADPH 生成系（1.5 mM NADP+, 15 

mM グルコース 6 リン酸, 15 mM 塩化マグネシウム, 0.1 unit/mL グルコース 6 リン酸脱水素酵

素）］を 37 °C で 10 分間インキュベーションした後，1 M リン酸緩衝液 (pH5.0) の添加により反

応を停止し，IS (50 µg/mL flurbiprofen) 0.1 mL 及びジエチルエーテル 3 mL を加えて攪拌した。

1,200×g で 5 分間の遠心分離を行った後，有機相を 60 °C で窒素ガス気流下にて乾固し，0.1 mL の

移動相［20 mM リン酸緩衝液（pH7.4, 0.02%トリエタノールアミンを含む）・アセトニトリル (7:3, 

v/v)］で再溶解した。得られた溶液中の DCF 水酸化代謝物濃度を HPLC 法により UV (282 nm) に

て検出した。 
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2-1-2-6. in vitro トラップ実験：DCF 反応性代謝物 

 Gan らの方法 [58] に従い，肝ミクロゾーム中における DCF の反応性代謝物生成量をダンシル

化グルタチオン (dGSH) をトラップ剤として定量的に測定した。即ち，0.2 mL の反応溶液［100 mM

リン酸緩衝液 (pH7.4)，2 mg/mL 肝ミクロゾーム，100 µM DCF，NADPH 生成系，1 mM dGSH（社

内合成）］を 37 °C で 30 分間インキュベーションした後，0.4 ml の氷冷 4 mM dithiothreitol/methanol

添加により反応を停止した。1,500×g で 5 分間の遠心分離を行った後，上清を 40 °C で窒素ガス気

流下にて乾固し，0.1 mL の移動相（0.5%ギ酸・アセトニトリル(8:2, v/v)）で再溶解した。得られ

た溶液中の DCF 反応性代謝物と dGSH の付加体量を HPLC 法にて蛍光 (Ex: 230 nm, Em: 525 nm)

で検出した。DCF の付加体は，グラジェント（アセトニトリル：20→90%, 0→48 分）条件下，流

速 1 mL/min で Inertsil ODS-4 カラム（5 µm, 150×4.6 mm, ジーエルサイエンス株式会社，東京）を

用いて分離した。 

 

2-1-2-7. 腹腔マクロファージの調製 

 Rocha らの方法 [59] に従い，ラットの腹腔マクロファージを採取した。即ち，ラットに 3％チ

オグリコール酸培地（日本製薬株式会社，東京）を腹腔内投与（50 mL/kg）した。4 日後に 10 mM

リン酸緩衝液（pH 7.4, ペニシリン 100 IU/mL 及びストレプトマイシン 100 µg/mL 含有）を腹腔に

注入した後，そのリン酸緩衝液を回収することにより採取した。腹腔より回収した細胞をリン酸

緩衝液で 2 回洗浄し，RPMI-1640 培養液 (ATCC, Manassas, VA, USA) 中に分散させ，1×106個/well

となるように細胞を 24 ウエルプレートに藩種した。5％CO2・37 °C 中にて 2 時間培養した後，培

養液を交換し，非付着細胞を除去してから 48 時間後に実験に供した。なお，培養液は 24 時間毎

に交換し，付着細胞は May-Giemsa 染色によりマクロファージであることを確認した。 

 

2-1-2-8. TNF-α及び IL-6 の測定 

 ラット腹腔マクロファージの培養液を LPS（0.1～100 ng/mL）で処理し，24 時間時間培養した

後に得られた上清中の TNF-α あるいは IL-6 濃度を測定した。測定には市販のラット ELISA キッ

ト (BioSource International Inc., Camarillo, CA, USA) を用いた。 

 

2-1-2-9. 遺伝子発現解析 

 ラット腹腔マクロファージの培養液を LPS（0.1～100 ng/mL）で処理し，24 時間後の細胞中の

Total RNA を RNA 抽出キット QIAamp RNA Blood Mini (QIAGEN GmbH, Valencia, CA, USA) を用

いてマニュアルに従い精製した。Total RNA (100 ng/4 µL) を鋳型として，ExScript RT Reagent Kit

（タカラバイオ株式会社，大津）を用いて逆転写反応により cDNA 合成を行った。調製した cDNA

を鋳型として SYBR Green PCR Master mix 試薬 (Applied Biosystems) を用い，誘導型一酸化窒素合

成酵素 (iNOS) 及び誘導型ヘムオキシゲナーゼ (HO-1) の定量 PCR を行った。反応は GeneAmp 

5700 Sequence Detection System (Applied Biosystems) を用い，内部標準として β-actin を用いた。各

測定遺伝子のプライマーはタカラバイオ株式会社より市販品を購入した。各遺伝子の発現量は

LPS 無処理の細胞を対照としてその相対比で表した。 
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2-1-2-10. Westernblot 法 

ラット腹腔マクロファージの培養液を LPS（0.1～100 ng/mL）で処理し，24 時間後の細胞中 iNOS

及び HO-1 蛋白発現量の検出を Westernblot 法により行った。得られた細胞を蛋白抽出液 [50 mM 

Tris-HCl (pH7.4), 150 mM NaCl, 1%NP-40, protease inhibitor cocktail（ナカライテスク株式会社，京都），

phosphatase inhibitor cocktail (Pierce Biotechnology, IL, USA)] にて溶解した。蛋白定量は，Protein 

Assay Reagent Kit (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA, USA) を用いて行われた。20 µg protein のサ

ンプルから sodium dodecyl sulfate (SDS)-polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) を用いて蛋白質

を分離した。さらにゲル上に分離した蛋白質を polyvinylidene difluoride membranes (Bio-Rad 

Laboratories) に転写し， 1次抗体としてanti-NOS2 (Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA)，

anti-Heme-Oxygenase-1 (Stressgen Bioreagents, Victoria, BC, Canada) 又は anti-β-actin (GeneTex, San 

Antonio, Tx, USA) を反応させ，さらに 2 次抗体として biotin-conjugated IgG 抗体  (Pierce 

Biotechnology) 及び avidin-alkaline phosphatase (Bio-Rad Laboratories) で反応させた。蛋白質の検出

には 1-Step NBT/BCIP (Pierce Biotechnology) を用いた。写真現像により得られた画像については

Image J free software (NIH, http://rsb.info.nih.gov/ij/) を用いて解析し，内部標準として β-actin を用い

た。各蛋白質発現量は LPS 無処理の細胞を対照としてその相対比で表した。 

 

2-1-2-11. 統計解析 

データはすべて平均±標準偏差（S.D.）で表記した。検定は，一元分散分析後，Dunnett’s test

による多重比較を行なった。いずれも有意水準 5％未満をもって有意な差があるとした。 

 

 

2-1-3. 結果結果結果結果 

 

2-1-3-1.総 P450 含量及び testosteron を基質とした in vitro 代謝実験 

 LPS のラット肝臓中 CYP 酵素活性に及ぼす影響を Figure 2-1 に示した。LPS（1 又は 10 µg/kg, iv）

を用いて処置を施したラット肝臓のミクロゾームでは，LPS の投与量の増加に伴い，総 P450 含量

が対照群に比して有意に減少した（LPS 1 µg/kg: 0.66 倍, LPS 10 µg/kg: 0.32 倍）(Figure 2-1-1 A)。

さらに，各 CYP 分子種への影響を調べるため，肝ミクロゾーム中での testosterone を基質とした in 

vitro 代謝試験を実施した。CYP3A，CYP2C 及び CYP2B 活性の指標となる testosterone 6β-，16α-

及び 16β-水酸化活性については，いずれも LPS の投与量の増加に伴った減少（6β-水酸化活性; LPS 

1 µg/kg: 0.47 倍, LPS 10 µg/kg: 0.32 倍，16α-水酸化活性; LPS 1 µg/kg: 0.66 倍, LPS 10 µg/kg: 0.38 倍，

16β-水酸化活性; LPS 1 µg/kg: 0.65 倍, LPS 10 µg/kg: 0.46 倍）が認められた (Figure 2-1-1 B)。 
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Fig. 2-1-1. Total P450 content (A) and testosterone (TST) hydroxylation activity (B) in hepatic 

microsomes from saline-treated (control) and lipopolysaccharide (LPS, 1 or 10 µg/kg, iv)-treated rats. 

Data are shown as fold changes to the control and as means ± S.D. (n=4). Asterisks indicate statistically 

significant difference (* P<0.05, ** P<0.01, vs control). 
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2-1-3-2. DCF を基質とした in vitro 代謝実験 

 LPS（1 又は 10 µg/kg, iv）を用いて処置を施したラット肝臓のミクロゾーム中における DCF の

4’-水酸化及び 5-水酸化活性を Figure 2-1-2 に示した。DCF の水酸化活性は，総 P450 含量及び

testosterone 水酸化活性の結果と同様に，LPS の投与量の増加に伴い，対照群に比して有意に減少

した（4’-水酸化活性; LPS 1 µg/kg: 0.53 倍, LPS 10 µg/kg: 0.30 倍, 5-水酸化活性; LPS 1 µg/kg: 0.48 倍, 

LPS 10 µg/kg: 0.25 倍）(Figure 2-1-2 A)。また，LPS による DCF の水酸化活性の減少機序を検討す

るため，対照群の肝ミクロゾーム反応液に DCF と LPS を添加し，LPS と DCF との代謝的競合作

用の影響を検討した。LPS を高濃度で添加 (50 µg/mL) しても，DCF の水酸化活性に変化は認め

られなかった (Figure 2-1-2 B)。従って，LPS は DCF の水酸化代謝において代謝的競合作用はない

と考えられた。 
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Fig. 2-1-2. Influence of LPS on diclofenac hydroxylation activity in rat hepatic microsomes. (A) 

Diclofenac hydroxylation activity in hepatic microsomes from saline-treated (control) and 

lipopolysaccharide (LPS, 1 or 10 µg/kg, i.v.)-treated rats. (B) Diclofenac hydroxylation activity in a 

reaction mixture including LPS at final concentrations of 0, 0.5, 5 and 50 µg/ml.  

Data are shown as fold changes to the control and as means ± S.D. (n=4). Asterisks indicate statistically 

significant difference (* P<0.05, ** P<0.01, vs control). 
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2-1-3-3. in vitro トラップ実験 

dGSH をトラップ剤として肝ミクロゾーム反応液に添加し，DCF を基質として in vitro 代謝実験

を実施した。代表的な HPLC チャート図を Figure 2-1-3 A に，DCF 反応性代謝物に及ぼす LPS の

影響を Figure 2-1-3 B に示した。DCF の反応性代謝物の生成量は，LPS の投与量の増加に伴い，対

照群に比して有意に減少した（LPS 1 µg/kg: 0.18 倍，LPS 10 µg/kg: 0.09 倍）。 

 

 

 

 

(A) 

 

diclofenac adduct 
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Incubation: 30 min   
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Incubation: 0 min   



 27 

 
 
 
(B) 

0.00.00.00.0

0.50.50.50.5

1.01.01.01.0

1.51.51.51.5

 
 

Diclofenac adducts to dGSH 
 

Fig. 2-1-3. Representative chromatograms of diclofenac incubated with rat hepatic microsomes and 

dansyl glutathione (dGSH) (A), and diclofenac adducts to dGSH in hepatic microsomes from 

saline-treated (control) and lipopolysaccharide (LPS, 1 or 10 µg/kg, i.v.)-treated rats (B).  

Data are shown as fold changes to the control and as means ± S.D. (n=4). Asterisks indicate statistically 

significant difference (** P<0.01, vs control). 
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2-1-3-4. ラット腹腔マクロファージに及ぼす LPS の影響（TNF-α及び IL-6） 

ラット腹腔マクロファージにおける LPS の TNF-α及び IL-6 産生に及ぼす影響を Figure 2-1-4 に

示した。細胞を 0.1～100 ng/mL の LPS を用いて 24 時間処理したとき，細胞培養液中の TNF-α及

び IL-6 は LPS の濃度の増加に応じて顕著に増加した。 
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Fig. 2-1-4. Effect of LPS on proinflammatory cytokines, TNF-α and IL-6, in rat peritoneal 

macrophages. TNF-α (A) and IL-6 (B) released into the medium by LPS stimulation were assayed by 

ELISA after 24 hour incubation.  

Data are shown as means ± S.D. of four experiments. Asterisks indicate statistically significant difference 

(* P<0.05, ** P<0.01, vs control). 
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2-1-3-5. ラット腹腔マクロファージに及ぼす LPS の影響（iNOS 及び HO-1） 

ラット腹腔マクロファージにおけるLPSの iNOS及びHO-1産生に及ぼす影響をについて，Figure 

2-1-5 では mRNA 発現量，Figure 2-1-6 では蛋白質量で示した。細胞を 0.1～100 ng/mL の LPS で

24 時間処理したとき，細胞中の iNOS mRNA 発現量は LPS の 0.1 ng/mL から，細胞中 HO-1 mRNA

発現量は LPS の 1 ng/mL から，LPS の処理濃度に依存して顕著に増加した。蛋白質量では，iNOS

及び HO-1 ともに LPS の 1 ng/mL 処理以上で増加あるいは増加傾向が認められた。 
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Fig. 2-1-5. Effect of LPS on mRNA expressions of iNOS and HO-1 in rat peritoneal macrophages. 

iNOS (A) and HO-1 (B) in cells by LPS stimulation (0 to 100 ng/ml) were assayed by qPCR after 24 

hour incubation.  

Data are shown as means ± S.D. of four experiments. Asterisks indicate statistically significant difference 

(** P<0.01, vs control). 
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Fig. 2-1-6. Effect of LPS on protein expressions of iNOS and HO-1 in rat peritoneal macrophages. 

iNOS (A) and HO-1 (B) in cells by LPS stimulation (0 to 100 ng/ml) were assayed by Western blotting 

after 24 hour incubation.  

Data are shown as means ± S.D. of four experiments. Asterisks indicate statistically significant difference 

(* P<0.05, ** P<0.01, vs control). 
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2-1-4. 考察考察考察考察 

 肝薬物代謝酵素 CYP は，ラット及びヒトにおいて DCF の反応性代謝物生成に関与する。CYP

は DCF を主に２種類の水酸化体（4’-OH-DCF 及び 5-OH-DCF）に酸化し，さらにキノンイミン体

のような反応性の高い代謝物を生成する。これらの反応には，CYP2B, CYP2C 及び CYP3A が関与

する [57, 60]。本節では，LPS を用いてラットを処置して得られた肝ミクロゾームを用いて，DCF

水酸化活性及び DCF 反応性代謝物と dGSH との付加体生成に及ぼす LPS の影響を検討した。 

 LPS 処置ラットから採取した肝ミクロゾーム中では，P450 含量並びに testosterone の 6β-, 16α-

及び 16β-水酸化活性に顕著な低下が認められた。また，DCF の水酸化活性及び DCF の反応性代

謝物生成量の減少も認められた。Testosterone 6β-, 16α-及び 16β-水酸化活性はそれぞれ CYP3A, 

CYP2C 及び CYP2B 活性を示すため，LPS 処置によってこれらの酵素活性が低下したことを意味

する。従って，DCF の水酸化代謝及び DCF の反応性代謝物生成量の低下は，LPS 処置によるこれ

らの酵素活性の低下に起因するものと考えられた。 

本検討では，さらに LPS が直接的あるいは競合的に CYP を阻害するかという点について検証す

るため，LPS 無処置ラットから調製した肝ミクロゾームの反応液に，LPS を高濃度で添加し，DCF

の水酸化活性に及ぼす影響を検討した。しかし，LPS の高濃度での添加によっても DCF の水酸化

活性には何ら影響しなかったことから，LPS 処置による CYP 活性の低下は，LPS の二次的作用で

あることが示唆された。これをサポートする知見もある。LPS が CYP の転写活性を抑制し[61]，

抗酸化物質であるcurcuminやN-acetylcysteinの併用でその作用が減弱あるいは阻害される [62, 63]。

つまり，LPS による CYP のダウンレギュレーションには，LPS 処置によって生成する酸化ストレ

スの関与が示唆される。 

腹腔マクロファージを用いた細胞実験では，LPS の低濃度処理から炎症性サイトカインである

IL-6 及び TNF-αの顕著な増加が認められ，ストレス応答蛋白質である iNOS 及び HO-1 の増加も

認められた。iNOS 発現誘導に最も重要な役割を果すものが TNF-αと考えられている [64]。また，

HO-1 は，炎症反応によって生じるフリーラジカルや iNOS によって生成される NO などの酸化ス

トレスによって誘導される [65]。従って，LPS による CYP のダウンレギュレーションは，LPS 刺

激で惹起された炎症性サイトカインとそのストレス応答蛋白質の誘導によって生成される酸化ス

トレスが一因であると考えられた。 

本節では，LPS 処置後の肝ミクロゾーム中では，DCF の反応性代謝物の付加体生成量は低下し，

反応性代謝物と IDT 発現との間に明らかな関連性は見い出せなかったが，LPS 刺激が炎症性サイ

トカインを誘導し，フリーラジカルや NO などの酸化ストレスによって，CYP をはじめ生体に対

して様々な影響を及ぼしている可能性を示した。 
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2-1-5. 小括小括小括小括 

 LPS 処置ラットから採取した肝ミクロゾーム中では，総 P450 含量並びに testosterone の 6β-, 16α-

及び 16β-水酸化活性に顕著な低下が認められた。加えて，DCF の水酸化活性及び DCF の反応性

代謝物生成量の減少も認められた。これらの結果は，LPS による CYP のダウンレギュレーション

を示唆した。腹腔マクロファージを用いた細胞実験では，LPS の低濃度処理によっても炎症性サ

イトカインである IL-6 及び TNF-αの顕著な増加が認められ，iNOS 及び HO-1 の増加も認められ

た。HO-1 は，酸化ストレスによって誘導されることから，LPS による CYP のダウンレギュレー

ションは LPS 刺激で惹起された酸化ストレスが一因と考えられた。本節では，LPS 刺激が炎症性

サイトカイン及びフリーラジカルや NO などの酸化ストレスを生成することにより，CYP のダウ

ンレギュレーションをはじめ，生体に様々な影響を与える可能性が示された。 
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第二節第二節第二節第二節    LPS 処置処置処置処置ラットラットラットラットにおけるにおけるにおけるにおける DCF のののの反応性代謝物反応性代謝物反応性代謝物反応性代謝物とととと肝肝肝肝組織組織組織組織ととととのののの共有結合共有結合共有結合共有結合のののの評価評価評価評価 

 

2-2-1. 緒言緒言緒言緒言 

DCF は世界中で広く使用されている非ステロイド性抗炎症薬であるが，IDT を誘発することが

知られている [66, 67]。DCF の IDT 発症率は，100 万人の患者あたり 1 人あるいは 2 人程度と極

めて低い率であるが，重篤な肝障害を誘発することが報告されている。ある報告では，薬剤性肝

障害で肝臓移植を施された患者のうち DCF の IDT が過半数を占める [68]。 

IDT の発現には，薬物の反応性代謝物と組織との共有結合体の関与が示唆されているが，内因

性又は外因性物質によって惹起される炎症性ストレスの関与も示唆されている [69, 70]。DCF の

場合では，患者の多くは DCF の抗炎症性作用から関節リウマチや変形性関節炎を含む炎症性疾患

を患っており [71]，実際，変形性関節炎を患っている患者群では DCF 誘発性の特異体質性肝障害

の発現率が高い [71]。LPS が炎症性ストレスを惹起することを考慮すると，LPS 処置ラットは IDT

発症患者の臨床環境を反映するモデルになり得る可能性がある。Deng らはラットに DCF と LPS

を併用投与することにより，IDT 様の肝障害が誘発されることを報告し，ラット LPS モデルは IDT

モデルとして有用であると考察している [52]。 

一方，DCF の代謝過程には，前節で論述されたキノンイミン体をはじめ数種の反応性代謝物の

存在が示唆されており，IDT 発現への関与が疑われている。例えば，4’-及び 5-OH-DCF の前駆中

間体としてアレンオキシドが存在し，ラット肝臓中の CYP2C11 と共有結合して不可逆的阻害を引

き起こす [60]。また，DCF のアシルグルクロン酸抱合体は，分子内転移によって蛋白質と共有結

合が可能な反応性中間体を生成する [72]。 

第二節では，LPS 処置ラットを用いて，DCF の反応性代謝物と肝組織との共有結合に及ぼす LPS

の影響を in vivo 条件下にて検討した。 
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2-2-2. 材料及材料及材料及材料及びびびび方法方法方法方法 

2-2-2-1. 試薬 

LPS（Escherichia coli 由来），DCF 及び 4’-OH DCF は Sigma Chemical Co.より入手した。5-OH DCF 

は Toronto Research Chemicals Inc.より入手した。また，その他の試薬類はすべて市販特級品を用い

た。 

 

2-2-2-2. 実験動物 

実験動物は 10 週齢（体重 310－390 g）の雄性 SD (Crl:CD(SD))ラットを Charles River Laboratories 

Japan, Inc. (Kanagawa, Japan)より購入したものを用いた。実験動物の飼育に関しては，第一章 1-2-2

に準じて行った。 

 

2-2-2-3. 動物実験 

 Deng らの方法に従い，ラットに LPS を静脈内投与（1 又は 10 µg/2 mL 生理食塩水/kg）し，2

時間後に DCF を腹腔内投与（20 mg/4 mL 生理食塩水/kg）した [52]。DCF 投与 24 時間後に全血

を採取し，さらに肝臓を採取した。対照群には生理食塩水を同様に投与した。採取された血液は，

血漿中のアラニントランスアミナーゼ (ALT) 及びアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ 

(AST) 活性測定に使用した。また，肝臓は病理組織学的検索，反応性代謝物の付加体生成量測定

及び GSH 測定に使用した。別途，トキシコキネティクス (TK) 評価のためにサテライト群を設け，

LPS 前処置後，DCF の腹腔内投与 0.5, 1, 2, 4, 6, 20 及び 24 時間後に TK 試験用の採血を実施した。 

LPS 及び DCF の用量設定のため，予備的に単独投与による検討を実施した（データ非掲載）。

LPS では 10 µg/kg，DCF では 40 mg/kg まで ALT 及び AST 活性の上昇は認められなかった。DCF

の 100 mg/kg 投与群では，肝障害は認められなかったが重篤な消化器障害が認めれられた。 

すべての動物実験はキッセイ薬品工業株式会社安全性研究所の動物実験規程に従って実施した。 

 

2-2-2-4. 血漿中 ALT 及び AST 活性 

 血漿中 ALT 及び AST 活性は，JSCC (Japan Society of Clinical Chemistry) 標準化対応法にて日立

生化学自動分析装置 7180（株式会社日立ハイテクノロジーズ，東京）を用いて測定した。 

 

2-2-2-5. 病理組織学的検索 

 肝臓（外側左葉及び内側左右葉）を 10%リン酸緩衝ホルマリン液で固定した後，常法に従って

3 µm 厚のパラフィン包埋薄切切片を作製した。鏡検はヘマトキシリン・エオジン染色を施して実

施した。 

 

2-2-2-6. トキシコキネティクス 

 50 µl の血漿試料から固層抽出を行った後，血漿中の DCF，4’-OH-DCF 及び 5-OH-DCF 濃度を

LC-MS/MS 装置（LC: Prominence UFLC, Shimadzu Corporation, Kyoto, MS/MS: API3200, Applied 

Biosystems, Ontario, Canada）を用いて測定した。即ち，200 µL のメタノール及び水でプレコンデ

ショニングした固層抽出カラム (OASIS® HLB µElution Plate, Waters, Milford, MA, USA) に血漿及

び内標準溶液（内標準物質として tolmetin）を添加し，200 µL の水で洗浄した後，25 µL のアセト
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ニトリル/ギ酸 (95:5, v/v) で測定対象物質を溶出した。溶出液に 25 µL の 10 mM 重炭酸アンモニ

ウムを添加し，その中の 10 µL を LC-MS/MS 装置に注入した。分析対象物質は，10 mM 重炭酸ア

ンモニウム/アセトニトリル (27:8) の移動相（流速 0.35 mL/min）を通じて L-column2 ODS カラム

（3 µm, 2.1×100 mm，一般財団法人化学物質評価機構，東京）にて分離した。モニターイオン (m/z) 

は，296>214 (DCF), 312>230（4’-OH-DCF:保持時間 3.1 分, 5-OH-DCF: 保持時間 4.6 分）及び 258>119

（tolmetin，内標準物質）の正イオン検出モードにて検出した。 

 投与後 0～24 時間までの血漿中薬物濃度-時間曲線下面積 (AUC0-24hr), 最高血中濃度到達時間

(Tmax), 最高血漿中濃度 (Cmax), 血漿中消失半減期 (T1/2)は，トキシコキネティクスパラメータとし

て，薬物動態解析ソフト PhoenixTM WinNonlin® Ver.6.1 (Pharsight Corporation, Cary, NC, USA) を用

いてノンコンパートメント解析により算出した。 

 

2-2-2-7. 反応性代謝物の付加体生成量 

 肝臓組織と DCF，4’-OH-DCF 及び 5-OH-DCF の付加体生成量を LC-MS/MS 装置を用いて測定し

た。即ち，約 0.5 g の肝臓（外側左葉）を 0.5 mL のリン酸緩衝生理食塩水 (PBS) 中で細片し，2 ml

のメタノール/ジエチルエーテル (3:1, v/v) 混液で 5 回洗浄した後，残渣のペレットを 1N の水酸

化カリウム液でアルカリ処理（80°C, 3 時間）を施した。アルカリ処理後，トリフルオロ酢酸/アセ

トニトリル (5:95, v/v) 及び内標準溶液（内標準物質として tolmetin）を添加し，1,500 g で 5 分間

遠心分離した後，得られた上清を 60°C 窒素ガス気流下で乾固し，移動相 100 µL で再溶解した。

測定試料はフィルター濾過を行った後，10 µL を LC-MS/MS 装置に注入し，アルカリ処理によっ

て遊離したDCF, 4’-OH-DCF及び5-OH-DCFを測定した。測定は2-2-2-6の条件に従って実施した。

なお，アルカリ処理施行前の洗浄後の残渣から抽出した測定試料中には測定対象物質は検出され

なかった。 

 

2-2-2-8. GSH 測定 

 約 0.1 g の肝臓（外側左葉）を 0.5 mL の 5% 5-sulfosalicylic acid 中でホモジナイズした。8,000 g

で 10 分間遠心した後，上清の GSH 濃度を市販の Total Glutathione Quantification Kit（株式会社同

仁化学研究所，熊本）を用いて測定した。 

 

2-2-2-9. 統計解析 

データはすべて平均±標準偏差（S.D.）で表記した。媒体対照群あるいは DCF 単独投与群を対

照とした 2 群間での検定には，F 検定を行い，等分散の仮定が成立した場合には Student の t 検定

を，等分散の仮定が成立しない場合にはAspin-Welch法による t検定の近似式により検定を行った。

付加体生成量の検定は，一元分散分析後，Dunnett’s test による多重比較を行なった。いずれも有

意水準 5％未満をもって有意な差があるとした。 
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2-2-3. 結果結果結果結果 

 

2-2-3-1. 血漿中 ALT 及び AST 活性 

 ラットに LPS（1 又は 10 µg/kg, i.v.）及び DCF (20 mg/kg, i.p.) を用いて処置した時の血漿中 ALT

及び AST 活性を Figure 2-2-1 に示した。LPS 及び DCF ともに単独投与群においては，ALT 及び

AST 活性に変化は認められなかった。しかし，LPS と DCF を併用投与した場合には LPS の投与

量に応じて ALT 及び AST 活性の有意な増加が認められた。LPS (10 µg/kg) 及び DCF (20 mg/kg) 併

用群では，数例で 10 倍以上の高値を示すものが認められた。 
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Fig. 2-2-1. Influence of co-treatment with lipopolysaccharide (LPS) and diclofenac (DCF) on plasma 

alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) activities. For LPS-treated 

groups, “–”, “+” and “++” represent intravenous treatment with saline, 1 µg/kg of LPS, and 10 µg/kg 

of LPS, respectively and for DCF-treated groups, “–” and “+” represent intraperitoneal treatment 

with saline and 20 mg/kg of DCF, respectively. Saline-treated group served as a control group.  

Data are shown as means ± S.D. (n=4-7). Asterisks indicate statistically significant difference (* P<0.05, vs 

control). 
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2-2-3-2. 病理組織学的検索 

 LPS（10 µg/kg, i.v.）及び DCF (20 mg/kg, i.p.) を投与したときの肝臓の病理組織像を Figure 2-2-2

に示した。対照群 (Fig. 2-2-2 A) 及び DCF 単独投与群 (Fig. 2-2-2 B) の病理組織像に著変は認めら

れなかった。LPS 単独投与群 (Fig. 2-2-2 A) では，グリソン鞘中に主に好中球及び単球で構成され

た炎症性細胞の軽微な浸潤が認められた (Fig. 2-2-2 C)。一方，LPS 及び DCF の併用投与群では，

数例で多発性の肝細胞壊死巣形成を特徴とする所見が認められた。また，LPS 単独投与群でみら

れた炎症性細胞の浸潤も認められたが，その程度は LPS 単独群とほぼ同程度であった (Fig. 2-2-2 

D)。 

 

 

 
 

Fig. 2-2-2. Representative microphotographs of livers isolated from rats. Saline-treated (control) (A) 

and diclofenac (DCF, 20 mg/kg, i.p.)-treated (B) rats had no or minimal histopathological changes. 

Treatment with lipopolysaccharide (LPS, 10 µg/kg, i.v.) alone caused slight-to-moderate infiltration 

of inflammatory cells into Glisson’s sheath that consisted mainly of neutrophils and mononuclear 

cells (C). Co-treatment with LPS (10 µg/kg, i.v.) and DCF (20 mg/kg, i.p.) caused multifocal midzonal 

necrosis of hepatocytes (region enclosed by arrowheads) (D). HE staining, Bars=100 µm. 
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2-2-3-3. トキシコキネティクス 

 LPS/DCF 併用投与した時の DCF 及びその水酸化代謝物（4’-OH-DCF 及び 5-OH-DCF）のトキシ

コキネティクスパラメータを Table 2-1 に示した。LPS 前処置により，5-OH-DCF にのみ T1/2 の延

長が認められた。DCF 及び 4’-OH-DCF のトキシコキネティクスパラメータに LPS 前処置の影響

は認められなかった。5-OH-DCF の血漿中濃度は，DCF の投与 4 時間後以降で LPS/DCF 投与群に

おいて高値を示した (Figure 2-2-3)。 

 

 

Table 2-1. Toxicokinetic parameters of diclofenac (DCF), 4’-hydroxydiclofenac and 

5-hydroxydiclofencac with or without lipopolysaccharide (LPS) treatment. 

Analyte Treatment

Diclofenac DCF alone
LPS + DCF

4'-Hydroxydiclofenac DCF alone
LPS + DCF

5-Hydroxydiclofencac DCF alone
LPS + DCF

Data are expressed as the mean ± S.D.(n=5). 
*: Significantly different from the treatment with DCF alone for each analyte (p<0.05)
LPS: lipopolysaccharide

8010 ±  985   5.10 ± 0.61*

118000 ± 20200 2.76 ± 0.34

8900 ± 2120 4.13 ± 0.74

2980 ± 990 1450 ± 156 4.30 ± 0.65

106000 ± 14300 0.5 ± 0.0

0.5 ± 0.0
2900 ± 408 0.5 ± 0.0 1440 ± 223 4.23 ± 0.56

0.5 ± 0.019400 ± 2460
16800 ± 3960 0.6 ± 0.2

115000 ± 30500 0.5 ± 0.0 110000 ± 38200 2.57 ± 0.20

AUC0-24hr

(ng·hr/ml)
Tmax

(hr)
Cmax

(ng/ml)
T1/2

(hr)
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Fig. 2-2-3.  Plasma concentration-time profiles of 5-hydroxydiclofenac after dosing of diclofenac 

(DCF, 20 mg/kg, i.p.) with or without pre-treatment with lipopolysaccharide (LPS, 10 µg/kg, i.v.). 
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2-2-3-4. 反応性代謝物の付加体生成量 

 in vivo 条件下における DCF の付加体生成に及ぼす LPS の影響を検討するため，LPS 及び DCF

処置後の肝臓中付加体生成量を Figure 2-2-4に示した。DCFの付加体生成量については Figure 2-2-4 

A, 4’-OH-DCF については Figure 2-2-4 B，そして 5-OH-DCF については Figure 2-2-4 C に各々示し

た。DCF 及び 4’-OH-DCF の付加体生成量に LPS 前処置の影響は認められなかったが，5-OG-DCF

の付加体生成量は DCF 単独投与群に比して，LPS の投与量の増加に伴い有意な増加（LPS 1 µg/kg: 

2.2 倍, LPS 10 µg/kg: 3.4 倍）が認められた。 
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Fig. 2-2-4. In vivo covalent binding of diclofenac (DCF) (A), 4’-hydroxydiclofenac (B) and 

5-hydroxydiclofenac (C) in livers isolated from rats treated with lipopolysaccharide (LPS), DCF or 

LPS/DCF. For LPS-treated groups, “–”, “+” and “++” represent intravenous treatment with saline, 1 

µg/kg of LPS, and 10 µg/kg of LPS, respectively and for DCF-treated groups, “+” represents 

intraperitoneal treatment with 20 mg/kg of DCF.  

Data are shown as fold changes to treatment with DCF alone and as means ± S.D. (n=4). Asterisks indicate 

statistically significant difference (* P<0.05, vs treatment with DCF alone). 
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2-2-3-5. GSH 測定 

 LPS 前処置による 5-OH-DCF の付加体生成量の増加の機序を検討するため，LPS/DCF 処置した

肝臓中の GSH 濃度を測定した (Figure 2-2-5)。媒体対照群に比して LPS/DCF 併用投与群にのみ

GSH 濃度の有意な減少（0.49 倍）が認められた。 
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Fig. 2-2-5.  Glutathione (GSH) concentrations in livers isolated from rats treated with 

lipopolysaccharide (LPS), diclofenac (DCF) or LPS/DCF. For LPS-treated groups, “–” and “++” 

represent intravenous treatment with saline and 10 µg/kg of LPS, respectively and for DCF-treated 

groups, “–” and “+” represent intraperitoneal treatment with saline and 20 mg/kg of DCF, 

respectively. The saline-treated group served as a control group.  

Data are shown as means ± S.D. (n=4-6). Asterisks indicate statistically significant difference (* P<0.05, vs 

control). 
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2-2-4. 考察考察考察考察 

 DCF が特異体質性肝障害を誘発することはよく知られているが，その発症機序については諸説

あるものの不明な点が多い。その原因の一つとして，通常用いられる健康的な実験動物では，た

とえ高用量の DCF を投与しても IDT 様の肝障害を再現することが難しく，適切なモデル動物を用

いての検証が困難なためである。近年，Deng らは LPS 処置によるラット免疫改変モデルが DCF

の特異体質性肝障害モデルとして有用である可能性を報告している [52]。第二節では，この LPS

モデル，即ち単独投与では肝障害を発現しない低用量の LPS 及び DCF を併用投与したラットモデ

ルを用いて，肝逸脱酵素である ALT 及び AST 活性上昇及び病理組織学的所見から IDT 様肝障害

の発現を確認した。さらに，ラット LPS モデルでは，5-OH-DCF を介した反応性代謝物と肝組織

との付加体生成量が in vivo 条件下で増加することを明らかにし，5-OH-DCFの反応性代謝物が IDT

発現機序に重要な役割を担っている可能性を示唆した。 

 IDT 発現機序については，ハプテン仮説が広く知られている [44]。低分子の薬物そのものには

一般的に免疫原性はないが，反応性代謝物を介して生体成分と共有結合することにより免疫原性

を獲得するという仮説である。しかし，反応性代謝物を生成する薬物がすべて高率に IDT を発現

するわけではなく，IDT 発現には更なる要因が関与すると考えられている [45]。免疫系はほとん

どの抗原に対して寛容性をもっているため，反応性代謝物との付加体に対して免疫反応が生じる

ためには何らかの危険シグナルを伴った抗原提示が必要と考えられている。危険シグナルには，

LPS 刺激で誘導される炎症性サイトカインも含まれる [33, 38, 73, 74]。本研究では，LPS/DCF 併

用投与群においてのみ肝障害が認められ，LPS の用量増加により，個体間変動を伴いながらその

程度は顕著になった。IDT は極小数例でしか発現しないことを考慮すると，その個体間変動で特

に肝障害の程度が大きかったラットをより詳細に解析することで，その発現機作を明らかにする

ことができるかもしれない。LPS に対する生体反応に個体差があることはよく知られており，そ

の個体間変動は Toll 様受容体の発現量に依存することが示唆されている [75]。従って，ラット LPS

モデルでは，LPS が Toll 様受容体を活性化し誘導される炎症性サイトカインなどが危険シグナル

として作用し，反応性代謝物と生体成分との付加体に対して免疫反応が惹起された可能性が考え

られる。 

 前節の結果では，LPS 処置により CYP のダウンレギュレーションが生じ，in vitro 代謝条件下に

おけるDCFの反応性代謝物は CYP のダウンレギュレーションの程度に応じて生成量が減少した。

しかし，興味深いことに，in vivo 条件下では（アシルグルクロン酸抱合体由来の）DCF 及び

4’-OH-DCFの反応性代謝物のいずれにおいても LPS 処置による肝臓中付加体生成量の減少は認め

られなかった。むしろ 5-OH-DCF の付加体生成量及び血漿中濃度に有意な増加が認められた。CYP

レペルにダウンレギュレーションの影響がみられなかった原因として，その発現までのタイムラ

グが一因と考えられる。CYP のダウンレギュレーションの経時的な変化を確認することが必要で

あると考えられる。また，5-OH-DCF の消失遅延がみられたことから，LPS による血流の低下 [76] 

あるいは薬物排泄トランスポータや第二相代謝酵素のダウンレギュレーションの影響も関与して

いる可能性も考えられる。LPS はグルクロン酸抱合体やグルタチオン抱合体を含む種々の両親媒

性有機アニオンの胆汁分泌にかかわる MRP2 トランスポータをダウンレギュレーションする [77]。

CYP のダウンレギュレーションの in vivo への影響については更なる検討が必要であるが，ここで

重要なポイントは，in vivo 条件下では，LPS が DCF から 5-OH-DCF 経由の消失経路に明らかに何
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らかの影響を及ぼし，5-OH-DCF の付加体を増加させることである。 

 GSH は細胞内に 0.5 から 10 mM という比較的高濃度で存在し，フリーラジカルや過酸化物とい

った酸化ストレスから細胞を保護する重要な役割を担っている。また，GSH のチオールが求核性

を有するため，種々の反応性代謝物と結合し，ともに細胞外へ排泄されることで細胞を解毒する

役割も持つ。本研究では，反応性代謝物の解毒にかかわる肝組織中の GSH レベルに及ぼす LPS

の影響を検討し，LPS/DCF の併用投与によって肝臓中の GSH 濃度が低下することを明らかにし

た。LPS による GSH レベルの低下は，近年の報告 [53, 78] とも一致しており，前節で示した LPS

刺激による酸化ストレスが一因と考えらえている。また，Shen らは 5-OH-DCF の反応性代謝物と

ヒト肝ミクロゾーム蛋白質との共有結合を GSH が阻害することを報告している [79]。従って，

LPS 投与による GSH レベルの低下は，反応性代謝物に対する解毒反応を減弱させ，結果として

5-OH-DCF の反応性代謝物と肝組織との付加体が増加したと考えられる。しかし，なぜ 5-OH-DCF

のみが LPS 処置により血漿中濃度及び付加体生成に増加がみられたのかは不明である。一つの理

由として，5-OH-DCF の反応性代謝物は DCF や 4’-OH-DCF よりも，チオールとの反応速度が速い

可能性が考えられ，GSH の解毒機能低下に対してより鋭敏に影響を受けたと考察される。また，

5-OH-DCF のみが，前述の MRP2 などの排泄トランスポータのダウンレギュレーションの影響を

受け，組織から排泄され難くなった可能性も推察される。従って，in vivo 条件下では，CYP によ

る第一相反応だけでなく，第二相（抱合）及び第三相（排泄）反応に関しても更なる検討が必要

である。 

DCF は初代肝細胞のように代謝機能を有する細胞の方が，代謝能を持たない細胞 (HepG2, FaO) 

よりも細胞毒性が強く現れ，その細胞毒性と 5-OH-DCF 及びその代謝物で ATP 合成阻害能を有す

る N,5-dihydroxydiclofenac の増加とがよく相関する [80]。さらに，5-OH-DCF が毒性に関与するこ

とを示唆する知見として，4’-OH-DCF 及びアシルグルクロン酸抱合体由来の付加体よりも，

5-OH-DCF の付加体に抗原性を有する可能性が示唆されている [81]。製薬企業では薬物の付加体

に対する IDT のリスク評価として，付加体生成量は 50 pmol/mg protein 未満という基準がよく知ら

れている [82]。つまり，薬物と蛋白質との付加体生成量が多いことは IDT のリスクファクターで

ある。従って，以上の知見から，5-OH-DCF の付加体は免疫反応の抗原として作用し，その生成

量の増加は IDT の発症リスクを増加させている可能性が示唆された。また，DCF の臨床適用であ

る炎症性疾患は，炎症性サイトカインや酸化ストレスなどの危険シグナルを増幅させるため，IDT

の発症リスクを増強させているものと考えられる。 

 

2-2-5. 小括小括小括小括 

LPS あるいは DCF 単独投与では肝障害を起こさない低用量でラットに LPS/DCF 併用投与した

とき，血漿中 ALT 及び AST 活性の増加とともに IDT 様の肝障害が認められた。このとき，肝臓

中 GSH 濃度の低下並びに 5-OH-DCF と肝組織との付加体生成量の増加が認められた。5-OH-DCF

と蛋白との付加体は免疫反応の抗原になり得ること，そして付加体の増加は IDT の発現リスクを

高めるという知見を考慮すると，5-OH-DCF と肝組織との付加体生成量の増加は，DCF の特異体

質性肝障害の発現に重要な役割を担っていると考えられた。また，LPS 刺激によって発生する炎

症性サイトカインや酸化ストレスなどは，危険シグナルとしてその免疫反応を惹起し，IDT 発現

リスクを増強させるものと推察された。 
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総括総括総括総括    
 

医薬品開発における非臨床安全性評価の向上を目的とした肝薬物代謝酵素のラット系統差評価

及び IDTの発現機序に関する基礎的研究を第一章から第二章に渡って論述し，以下の結論を得た。 
 

第一章第一章第一章第一章    SpragueSpragueSpragueSprague----DawlDawlDawlDawleyeyeyey 及及及及びびびび WistarWistarWistarWistar ラットラットラットラットのののの肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素肝薬物代謝酵素のののの系統差系統差系統差系統差にににに関関関関するするするする検討検討検討検討    
医薬品開発における非臨床安全性試験において，高頻度で使用される SD 及び WI ラットについ

て，肝薬物代謝酵素 CYP の系統差を検討した結果，WI ラットは SD ラットよりも肝臓中の CYP1A

及び CYP3A の mRNA 発現量が有意に高く，その系統差の原因は，それらの分子種の誘導にかか

わる AhR，CAR，PXR といった核内受容体と関連していると考えられた。CYP1A 及び CYP3A が

薬物動態学的及び毒性学的に重要な役割を担っていることを考慮すると，これらの酵素によって

特異的に代謝されるような化合物の非臨床試験では，用いられるラット系統によって異なる試験

結果が得られる可能性が考えられた。また，CYP 誘導剤に対する CYP mRNA 発現量の反応性に

おいては，WI 及び SD ラット間で類似の反応性を示したことから，候補化合物の CYP 誘導評価

はどちらのラット系統を用いても同様の結果が得られることが示唆された。 

 
第二章第二章第二章第二章    LPS 処置処置処置処置ラットラットラットラットをををを用用用用いたいたいたいた特異体質性特異体質性特異体質性特異体質性のののの薬物性肝毒性薬物性肝毒性薬物性肝毒性薬物性肝毒性のののの検討検討検討検討    

LPS 処置ラットから採取した肝ミクロゾーム中では，総 P450 含量並びに testosterone の 6β-, 16α-

及び 16β-水酸化活性に顕著な低下が認められた。加えて，DCF の水酸化活性及び DCF の反応性

代謝物生成量の減少も認められた。これらの結果は，LPS による CYP のダウンレギュレーション

を示唆した。腹腔マクロファージを用いた細胞実験では，LPS の低濃度処理によっても炎症性サ

イトカインである IL-6 及び TNF-αの顕著な増加が認められ，iNOS 及び HO-1 の増加も認められ

た。HO-1 は，酸化ストレスによって誘導されることから，LPS による CYP のダウンレギュレー

ションは LPS 刺激で惹起された酸化ストレスが一因と考えられた。 

LPS あるいは DCF 単独投与では肝障害を起こさない低用量でラットに LPS/DCF 併用投与した

時，IDT 様の肝障害が病理組織学的に認められた。LPS/DCF 併用投与では，DCF 単独投与に比し

て，5-OH-DCF の付加体生成量にのみ有意に増加が認められた。また，LPS/DCF の併用投与によ

って肝臓中の GSH 濃度の有意な低下が認められた。従って，5-OH-DCF の付加体生成量の増加は，

肝臓中の GSH 濃度の低下に依存した変化と考えられた。なお，in vivo 条件下では，LPS による

CYP のダウンレギュレーションの影響は明らかではなかった。 

薬物と蛋白質との付加体の生成量は IDT のリスクファクターであり，また 5-OH-DCF の付加体

は免疫反応の抗原になり得ることから，その付加体生成量の増加は IDT 発現に重要な役割を果し

ている可能性が示唆された。また，LPS 刺激によって発生する酸化ストレスや炎症性サイトカイ

ンなどは，危険シグナルとしてその免疫反応を惹起し，IDT 発現リスクを増強させるものと推察

された。 
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本論文では，非臨床安全性試験において高頻度で用いられる SD 及び WI ラットにおける CYP

の発現量及び酵素活性並びに CYP 誘導剤に対する反応性の系統差を明らかにした。また，CYP

による代謝活性化によって生成される反応性代謝物と組織蛋白質との付加体が IDT 発現において

重要な役割を担う可能性を，SD ラットを用いて実験的に示した。これらの結果は，医薬品開発に

おける非臨床安全性評価の向上につながる基礎的情報源になると期待される。 
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