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略 語

本論文中で は以下の略語を使用 した .

試薬

･

B S O : L - プチオ ニ ン (s , R) - ス ル フォ キ シ ミ ン 止Ib u thi o ni n e (S , R) - s ulf o xi m i n e)

･

C D N B : 1 - ク ロ ロ ー2 ,4 - ジ ニ トロ ベ ンゼ ン ( 1 -

c hl o r o - 2
,
4 - di ni t r ob e n z e n e)

･

C M C : カルポキ シメチルセ ルロ
ー

ス ナ トリウム ( c a rb o x y m et h yl c ell ul o s e s o di u m )

I D C N B : 1 ,2
- ジク ロ ロ ー4 ニ トロ ベ ンゼ ン (1 ,2 -di c hl o r o -4 d i t r o9 e n z e n e)

･ E I) T A - 2 K : エ チ レン ジアミ ン四酢酸二 か+ ウム ( eth yl e n e di a mi n et etr a a c eti c a cid dip ot a s si u m )

生体成分

･

6β- O H F : 6P - ヒ ドロ キシコ ル チゾ - ル (6β血y d r o x y c o rti s ol)

I

F : フリ
ー コ ルチ ゾ ー ル ( fr e e･c o rti s ol)

･

G S H : グル タチオ ン (gl u t athi o n e)

薬物代謝酵素関連

･

c s : サイ トソル ( c yt o s ol)

･

c y p : シ トクロ ム p 4 50 ( c yt o c h r o m e P 4 5 0)

･

E C D 活性 : 7 エ トキシク マ リ ン o - 脱エ チル化 (7 -

e tb o x y c o u m a ri n 0
-d e e tbyl a s e) 活性

･

G S T : グル タチオン転移酵素 (gl u t athi o n e S
-t r a n sf e r a s e)

I

G S T - C 活性 : c D N B 基質に対する G S T 活性

I

G S T I D 活性 : D C N B 基質に対する G S T 活性

I M CI) 活性 : 7 - メ トキシ クマリ ン 0 - 脱メ チル化 (7 - m eth o x y c o u m a ri n 0
- d e m eth yl a s e) 活性

･ M s : ミク ロ ゾ ー ム ( m i cr o s o m e)

･

p c D 活性 : 7 - プロ ポキ シクマ リン o 胡 プロ ビル化 (7 -

p r o p o x y c o u m a ri n 0
- d ep r o pyl a s e) 活性

･

s T : 硫酸転移酵素 (stllf o t r an sf e r a s e)

･

U G T : グルク ロ ン酸転移酵素 ( U D P -

gl u c u r o n o s ylt r a n sf e r a s e)

･

u G T I s : U G T l フ ァ ミリ ー に属する
一

連の u G T 分子種

血液生化学的検査項目

･

A / G 比 : アル ブミ ン/ グロ ブリン比 ( al u b u mi n /gl o bli n 比)
I

A L B : アルブミ ン ( alb u m i n)

I

A L P : アル か) フ ォス フ ァ 夕
- ゼ ( al k ali n e p h o sp h at a s e)

I

A L T : アラニ ンアミ ノ トラ ンス フ エ ラ ー ゼ ( al a ni n e aふin . t r a n sf e r a s e)
･

A S T ･

'

ア ス パ ラギン酸アミノ トランス フ エ ラ ー ゼ ( a s p a rt a te a mi n o tr a n sf er a s e)
･ t a : カル シ ウム ( c al ci u m )

･

cl : ク ロ
ー ル ( c hl o r)



･ C R E : ク レアチ ニ ン ( c r e a ti ni n e)

･ D . B IL : 直接ビリル ピン (dir e ct bili r u bi n)

･ G L U : グルコ
-

ス (gl甘C O S e)

｡ Ⅰ
.
B I L : 間接ビリル ビン (in di r e ct bili ru bi n)

｡

IP : 無機リン (in o r g a ni c ph o s ph o r u s)

･

K : カリウム (p o t a s si u m )

･

N a : ナトリウム (s o di u m )

I

T . B I L : 総ビリル ピン (t ot al bili r u bi n)

･

T . C H O : 総コ レス テ ロ
ー ル (t ot al c h ol e s t e r ol)

･

T G : トリグリセ リド (trigly c e rid e)

･

T .P R O : 総タン パ ク質 (tot al p r o t ei n)

･

u N : 尿素窒素 ( u r e a nit r o g e n)

血液学的検査項目

･

A I:Y : リ ンパ 球実数 ( ab s ol u t e ly m p h o c y t e)

･

A N E : 好中球実数 ( ab s o 旭 e n e u tr o phil)

･ A P T r : 活性化部分トロ ンポプラス チ ン時間 ( a c ti v at e d p afti al t h r o m b o pl a sti n ti m e)

･
･ FI B : フ ィ プリノ ゲン量 (fibri n o g e n)

･

H B : ヘ モ グロ ビン濃度 (h e m o gl obi n)

･

H T : ヘ マ トクリ ッ ト値 (b e m a t o c rit)

･

R I‡C : 赤血球数 (r e d bl o od c ell)

･

M C H :
.
平均赤血球 へ モ グロ ･ ビン量 ( m e a n c o rp u s c ul a r h e m o gl obi n)

I

M C H C : 平均赤血球ヘ モ グロ ビン濃度 ( m e an c o rp u s c ul a r h e m o gl o bi n c o n c e n tr ati o n)
･

M C V : 平均赤血球容積 ( m e a n c o rp u s c ul a r v ol u m e)

･

p u
l

: 血小板数 (pl at el et)

I

p T : プロ トロ ン ビン時間 (p r o th r o m bi n ti m e)

･ R E T : 網赤血球数 (r eti c ul o c y t e)

･ W B C : 白血球数 ( w hit e bl o o d c ell)

･ w B C % : 白血球数百分率 ( w hit e bl o o d c ell pe r c e n t ag e)

その他

･ A U C : 血薬中濃度時間曲線下面積 ( a r e a u n d er th e pl a s m a c o n c e nt rふti o n ti m e c u rv e)
I c m a x : 最高血衆中濃度 ( m a xi m u m pl a s m a c o n c e n tr ati o n)

･ D 年y X X : 投与 ⅩⅩ 日日

･

y
- G C S : y

- グル タミル シ ス テイ ン シ ンセ夕
- ゼ (y

-

gl ut am yl cy s t ei n e sy n th e t a s e)

I H P L C : 高速液体ク ロ マ トグラフ装置 (hi gh p e rf o r m an c e liq uid c h r o m a t o g r a ph)

･ K m : ミカエ リス 定数 ( M i ch a elis c o n s t an t)
･

v m a x : 最大速度 ( m a xi m u m v el o cit y)



序 論

薬物に起因する障害 (副作用) の 多くは, 投与用量に相関して認 められ , かつ 正常動物 で

の再現が可能な中毒性の機序で発現する . ほとん どの場合, 中毒性の薬物障害は上市前の 毒

性試験や臨床試験で 見出され てお り, そ の 障害が発現すると予想される用量や血 衆中濃度 と

薬効が発現する用量や血衆中濃度の 間に十分な帝離 (安全域) がある と判断された薬物の み

が上市に至る. しか し, 上市前に行われる毒性試験には, 特定の疾患や特徴をもたない正 常

動物が用 い られて い る の に対し, 上市後 に実際に薬物を服用する ヒトは, 性別や年齢, 生活

環境や薬物服用歴等が多様で ある . また, 特定の反応に人種差が 認められ る ことや , ヒ トの

多く の遺伝子に多型が存在する ことも近年明らか にな っ て き て い る . したが っ て , 同性, 同

年齢, 同
一 人種の ヒ トで も特定の反応に個人差が認められ る ことは珍しくはなく, 時にそ れ

は , 正常動物を用 いた毒性試験で は検出不可能な薬物障害と して発現する ことがある .

この ような特定の ヒ トにのみ認められ る薬物障害には , 複数の薬物を同時に服用する こ と

によ っ て発現する薬物相互作用 による もの と, 居着
一 人 一 人 の特異体質 による ものが知られ

て い る . 前者に関して は, 同時に服用 して い る薬物がすべ て 明らか にな っ て い ればある程度

の予測が可能で ある . さ らに, 1 9 90 年代に定着した医薬分業により, 薬剤師による薬物服用

歴チ ェ ッ クや 服薬指導が より徹底されれ ば大幅に減少する と考え られる .

一 方, 後者, すな

わち特異体質性の薬物障害に関して は, 臨床上 T abl e l に示す特徴が知られ て い るもの の
1)
,

そ の発症機序につ いて は不 明な点が多く, 現時点で は予測は非常に困難である .

T abl e 1 T h e f e at u r e s of d ru g
-i n d tl C e d i nj u ry

K e y i ss u e s
H o st idi o sy n c r a s y

h tri n si c l m Ⅶ n ol o gi c al M e t a b oli c

1 w e ek - 1 y e a r

h d ep e n d e n t

Le w

D iffi c u lt

L a r g e

2 - 3 d a y s 2 - 4 w e e k s

D e pe n d e n t h d e pe n d a n t

H igb I 』 w

E a s y D iffi c u lt

S m alI L a rg e

D u r ati o n u n til o n s e t

D o s e - d e p e n d e n cy

F r e q u e n c y o f f aih lr e a t high d o s e

R ep r o d u cibility i n a ni m al s

h di vid u al diff e r e n c e

例えば, インス リン抵抗性改善薬 tr o glit a z o n e は, 1 99 7 年 3 月 の 日米で の発売後, 少数 (国

内で は釣 20 万人 に 1 1 0 人) の患者 に死亡例 (8 例) を含む重篤な肝障害が認められ
2)
, 2 00 0

年 3 月 に日米で発売が中止された . 本剤による肝障害は, 発症頻度が低い , 発症まで の期間

が長い , 発熱, 発疹, 好酸球増多な どの ア レルギ ー 反応が 認め られな いな どの臨床にお ける

特徴か ら, 特異体質性の肝障害と推察された
3)

. T r o glit a z o n e の 開発にあた っ て は非常に多く

の 毒性試験が実施されたが, 特異体質性肝障害が報告され た後, 我々は特に商用量で長期間

の投与を行っ た 一 般毒性試験な らびにがん原性試験の結果を再評価した
4)

. それ らの試験に

お ける tr o gl it a z o n e の曝露を, 血梁中濃度時間曲線下面積 ( A U C o _2 .) ある い は投与用量で ヒ ト

と比較 した結果を T abl e 2 に示す. ラッ トの がん原性試験で は ヒ トと比較 して投与用量比で最



大 66 .7 倍, A U C o _2 . 比で 最大 29 .5 倍の曝露が 2 年間継続した . 同様に, マ ウス の がん原性試

験で は投与用量比 で最大 66 .7 倍, A U C ｡ _2 4 比 で最大 14 . 2 倍の 曝露が 2 年間, また, サルの
一

般毒性試験で特技与用量比で 1 00 倍, A U C . _2 . 比で最大 3 . 4 倍の曝露が 1 年間それぞれ継続し

た ･ しか し, これ ほどの 曝露を実験動物の
一

生涯に 削 1期間で継続して も, 加齢性病変, 薬

物代謝酵素の軽度な誘導に伴う肝細胞肥大などが 一

部の試験で見られたの み で , 肝細胞の変

性や壊死 などの肝障害はまっ たく認められなか っ た . したが っ て , 正常動物を用い た毒性試

験のみ で は, ヒトにおける tr o glit a z o n e の特異体質性肝障昏予測は困難で あっ たと考えられる .

-

T a bl e 2 E x p o s u r e c o m p a ri s o n b et w e e n a mi m al s a n d h u m a n

An i m al A d mi ni s tr ati . n 【

E x p o s t u e c o m p a ri s o n
a) ( ×ti m e s)

S e x
p e ri o d

u ) A

by A U C o .24
S P e C l e S

by d o s e

w i st a r r at 2 y e a r s FT m
a

謡e … 2冨:5
6 × 6 6 .7

× 1 6 .7

B 6 C 3 F l m O u S e 2 y e a r s FT m
a

L
e

e ≡壬2:圭
× 6 6 .7

× 6 6 .7

c y
=
o

oTk
O

e

l

y

g u s
l y e a r FT m

a

謡e ≡≡:呈 ≡壬3呂
a) T h e h u m a n e x p o s u r e l e v el ( A U C o _ 24 : 21 .4 F Lg

･ h r/ h L) , w hi c h o bt ai n e d i n cli ni c al
st u di e s o f h u m a n s

. gi
v e n m a xi m al cli ni c al d o s e (6 00 m 釘b o d y = 1 2 m g/kg) , w a s

c o m p a r e d w ith th o s e of a ni m al s

特異体質性の薬物障害に関して は, 総説が数多く執筆され るなど精力的に研究が行われて

いる 5
-10)

. しか し現時点では , 幾つ か の薬物 による障害発症機序の俊説が立て られ七いるに過

ぎない 感がある ･

一

般にはそ の発症機序として Fig .
1 に示 す2 つ の機序が考えられて いる

5
-
9)

すなわち, 免疫反応を介する機序, および tr o glit a z o n e による肝障害の発症機序とも推察され

て い る特異体質性の薬物代謝異常による機序で ある . 鞄 1 から明らかな よう に, これらの発

症機序には いずれ も活性代謝物の生成過程が含まれ る (前者は活性代謝物が生体内高分子に

共有結合しハ ブテ ン化, 後者は少数の ヒトで の み生成する活性代謝物が生体内高分子に共有

結合 して機能障害誘発) . したが っ て , 正常動物で の再現が困難な特異体質性薬物障害の 一

部

は, 薬物代謝酵素の 発現や活性の異常を示 し, 活性代謝物をより多く生成する モデル動物,

ある い は活性代謝物の解毒が抑制されたモ デル動物を用 いた毒性試験により検出可能になる

ことが考えうれ る ･ しか し, その検証串よび新規モデル の提案は必ずしも充分とは言い難い .

そ こで 本研究 では , 低用量の 薬物によ る毒性の検出, すなわち高感度な検出, お よび正常

動物で は検出が 困難な特異体質性薬物障害の検 出を視野 に入 れ 毒性試験に応用可能な薬物

代謝活性変動モ デル動物 に関する基礎的検討を行っ た . 本研究で着目した薬物代謝反応は,

Fig . 2 に示す tr o gl it a z o n e の in vi v o 代謝反応
1 1
･
12)
で あるグル タロ ン酸抱合反応, 硫酸抱合反

応お よび cyt o c h r o m e P 4 5 0 ( C Y P) によ る酸化反応のうち, ダルク ロ ン酸抱合反応お よびc y p

の 1 分子種である c y p3 A による酸化反応 とした ･ また , その他に, t r o gl it a z o n e による肝障害

は, gl u t athi o n e S -t r a n sf e r a s e ( G S T) 分子種, G S T 叫1 および G S T r l の 同時欠損着で発症頻度

が有意に高い ことか ら
13)
, グルタチオ ン ( G S H) 抱合反応に も着目した .
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第 1 章で は, U D P -gl u c tlr O n O Syltr a n sf e r a s e ( U G T) の うち , u G T l フ ァ ミリ
ー に属する

一

連

の分子種 ( u G T I s) の 活性を欠損する薬物代謝酵素発現異常モデル である G u n n ラ ッ ト
1 4
, 15)

を, 毒性試験に応用可能か検討した ･ すなわ ち , t r o glit a z o n e の 3 箇月間反復経口投与によ る

毒性試験を G u n n ラ ッ トならびにそ の 親系統 である w ist a r ラ ッ トで実施し, これま で に報告

のなu G u n n ラ ッ トを用い た長期毒性試験の実施が可能か , 得 られ る結果か ら毒性の評価が可

能か , お よびヒ トで認め られる tr o gl it a z o n e の肝障害が G u n n ラ ッ トで特異的に発現するか ,

の 3 点に つ き検討した .

第 2 章および第3 章で は, G S IⅠ抱合活性の低下した モデル動物に着日 した . G S H 抱合反応

は,
一

部例外はある もの の ,
一

般に求電子性で反応性の高い活性代謝物の 解毒反応として知

られて い る ことか ら, 本反応の持つ 毒性学的意義は大きい . また, ヒ トで は複数の G S T 分子

種に欠損多型が報告されて いる にもかかわ らず
16 - 18)

, 先天的に G S T を欠損する実験動物に関

して は報告がない ･ そ こで第 2 章では , 安全性試験に繁用 される実験動物の うち, G S T に関

する報告が極端に少ないイヌ におい て ,
_
G S T 分子種を欠損する個体のス クリ ー ニ ン グを行っ

た ･ そ の 結晃 1 ,2 - di c hl o r o -4 - n itr o b e n z e n e ( D C N B ) に対する- G S T 活性 ( G S T _ D 活性) をほ と

ん ど示 さな い 1o w G S T イヌ を見出す こ とがで きた . そ の特徴を解析する とともに, l o w G S T

イヌ にお ける低 G S T 活性が , 化学物質の i n viv o 体内動態にどの ように影響するか を検討した .

一

方, 第 3 章で は, G SII 合成の阻害剤で ある L -b u thi o ni n e (S , R) - s ulf o xi mi n e ( B S O)
19 -2 1'
の飲

水投与により, B S O 自身による毒性を発現する ことなく, 脳を除くすべ て の組織で G S H 含量

が持続的に低値を示すマ ウス を作製 した . また, こ の持続的 G S H 低下マ ウス で , G S T で代謝



れる薬物の毒性が増強するか検討し, 本モデルの毒性試験 へ の応用の可能性を検証した.

第 4 章で は, c y p 3 A の 誘導モ デル作製を試みた . c y p3 A はもっ とも多くの 医薬品の代謝

に関与する薬物代謝酵素の
一 つ であり

2 2
･
23)
, c y p3 A の誘導や 阻害に起因した薬物相互作用

の 報告は数多い
24 129)

, また , i s o mi a zid による肝障害は c y p 3 A を誘導する ことが知られる

rif am pi ci n との併用例で発症頻度が高い とい う報告もある ことから
3 0

･
3 1)
, c y p 3 A が代謝的活

性化に関与するケ ー

ス も考え られ る. そ こで第 4 章で は, c y p 3 A の相同性がヒトに近いサル

類の 中で体重が軽く扱い やすい コ モ ン マ -

モセ ッ トに, 臨床用量の r 血 叩i ci n を投与し ,

c y p 3 A 誘導 モ デ ル を 作 製 し た . ま た , 本 モ デル にお ける c y p 3 A 誘導 が , 尿 中 の
1

6β-h yd r o x y c o rti s ol (6β- O H F) とfr e e c o rti s ol (F) の 比 (6P - O H 叩 比) により評価可能である

ことを, 実験動物で初めて 明らか にした .

総括で は, 以上 の研究成果をまとめ, これらの薬物代謝活性変動モデル動物をどのように

毒性試験に応用すれ ば, 従来以上に安全性の高い 医薬品の供給が可能にな るかの 展望を記載

した .
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第1 車 u G 甘且s の活性を欠損する G 覗弧弧
.

ラ ッ トの奇怪試

験ベの応周

1938 年に G u n n に よ っ て報告された G u n n ラ ッ ト
14
,
15) は , u G T I s を コ

ー ドする塩基配列 の

うちの 1 つ を欠失する
32

･
33)

,

･ これ により, そ の直後に終止コ ドンが現れる ことか ら, G u n n

ラ ッ トは , ビリル ピン を含む各種基質に対する グルク ロ ン酸抱合活性 を欠損する
3 2

･
33)

. また,

そ の結果 , 非抱合型ビリル ビン (間接 ビリル ピン) が体内に蓄積 し, 高ビリル ビン血症を示

す. ヒ トで も G u n n ラ ッ ト同様の U G T l 遺伝子異常による高 ビリル ビン血症 ( c ri gl e トN ajj ar

症候群 Ⅰ型およびⅠⅠ型, Gilb e rt 症候群な ど) が知られて おり
3 4 -3 9)

, そ の 臨床的特徴は G u n n

ラ ッ トと酷似 してし) る . したが っ て , G un n ラ ッ トは新生児黄痘の治療法や核黄痘の予 防法開

発, 黄痘の光線治療法の効果ならびに副作用 の検討, 神経細胞に対する ビリル ビンの毒性や

そ の 解毒に関する 研究など, 高ビリル ビン血症 に 関連 した研究 に古くか ら用 い られ て きた

4 0 -4 3)

一

方,
‾
グルタ ロ ン酸抱合反応は,

･

脂溶性の 高い 薬物に水溶性の 高い グル クロ ン酸を導入 し

排壮を促進する , 薬物を含む化学物質の解毒代謝反応を考 える上 で重要な反応で ある . これ

まで に, 抗がん剤 irin o t e c a n による 下痢の原因とされ る活性代謝物s N -3 8 の グルク ロ ン酸抱合

が, c ri gl e r - N ajj a r 症候群Ⅰ型 の患者の肝臓ならびに G un n ラ ッ ト肝臓 より調製した酵素画分で

は進行しな い こ とが報告されて い る
4 4)

. こ の ことか ら G u n n ラ ッ トは, c rigl e トN a]
'

j a r 症候群や

G ilb ert 症候群の患者における毒性予測, u G T I s で解毒され る薬物による毒性の低用量で の検

出, すなわ ち高感度な検出, および特異体質性の薬物障害の検出な ど毒性試験 で の活用も期

待され る ･ しか し, 現実には a c et a mi n o p h e n 単回投与後の肝障害が G u n n ラ ッ トで より増強さ

れる ことが血液生化学的に報告され て い る のみ で
45
,
46)
, そ もそ も長期毒性試験の実施が可能

か, また, 得られ た結果から毒性の評価が可能か等, 毒性試験 ヘ の応用面で不 明な点が多い .

そ こで , 第 1 章では, G un n ラ ッ トを用 い た tr o gl it a z o n e の 3 箇月廟反復経 口投与毒性試験

を実施した ･ 臨床で ごく少数の患者に死亡例を含む重篤な肝障害が認められ た 加 glit a z o n e は ,

硫酸抱合体 , グル クロ ン酸抱合体な らびにキノ ン型代謝物な どに代謝され る こ とが知られ て

おり ( Fig . 2)
ll
,
12)
, また , 重篤な肝障害 を発症した患者の知見か ら ビリル ピン の 高値が予後

不良の徴候とされ てい る
3)

. こ のような知見から, 我々 は tr o glit a z o n e による肝障害の発症機

序として ビリル ビン と t r o gl it a z o n e による グル クロ ン酸抱合の 競合を仮定した . すなわ ち,

t r o gl it a z o n e の グル クロ ン酸抱合反応が ビリル ピン に競合的に阻害される結果, 代謝プロ フ ァ

イルが変化し肝障害を発症する可能呪 お よびビリル ピン の グルク ロ ン酸抱合が tr o glit a z o n e

に競合的に阻害され , 高ビリル ビン血症が さらに増悪して肝障害を発症する可能性を考 えた .

この仮説が正しければ, 正常動物では発症しな い tr o glit a z o n e による肝障害が u G T I s の活性 を

欠損する G u n n ラ ッ トで再現で きる可能性が ある . 第 1 章では , 病態動物 である G tln n ラ ッ ト

を用い た毒性試験を親系統で ある Ⅶ st a r ラ ッ トと同様に実施可能か , 得られる 結果から毒性

の評価が可能か, さらに臨床で認め られ るt r o glit a z o n e による 特異体質性肝障害が u G T I s の活

性を欠損する G u n n･ ラ ッ トで再現可能か, の 3 点を検討する ことを目的とした .



第1 節 G Ⅷm n ラ ッ トにおける忠T Og且組a z o m e の 3 箇月間反復経由投尊専性
試験

第1 節で は, 伽 n n ラ ッ トおよびそ の親系統である 耶 st ar ラ ッ トを用い , tr o glit a z o n e の 3 箇

月間反復経 口投与毒性試験を実施した . 本試験で は, u G TI s の活性を欠損し高ビリル ビン血

症を示す G u n n ラ ッ トを用い た長期毒性試験の実施が可能か, 得られた結果か ら毒性の評価が

可能か, および臨床で認められる tr o glit a z o n e による特異体質性肝障害の G u n n ラ ッ トでの再

現が可能か の 3 点を検討 した ･ なお , 本論文中で は投与 Ⅹ 日日を D ay X と表弔する .

【実験方法】

実験動物

日本 エ ス エル シ ー

株式会社で 生産育成された G u n n ラ ッ ト( G u n n r at SI c) および w ist a r ラ ッ

ト (slc : W is t ar) の雌雄に, 1 週間の馴化を経て , 7 週齢より投与を開始した .

群構成, 投与用量お よび投与方法

10 , 10 0 および 40 0 m grkg 投与群の 3 群を設定し, 各群雌雄各5 例構成とした ･ o ･5 % c a rb o x y
-

m eth ylc ell ul o s e s o di u m ( C M C : 和光純薬工業株式会社) 水溶液で t r o glit a z o n e を o , 2 お よび

8 % の濃度で含む懸濁液を調製し, ラ ッ ト体重 1 00 g あた り o .5 m L の投与容量で 3 箇月間 (9 4

日間) 反復経口投与した ･ なお , t r o glit a z o n e は三共株式会社にて合成さ れ 固体分散体とし

て 60 . 1 % の tr o gl it a z o n e を含む製剤を使用した . また, 懸濁液の調製は毎投与時に行っ た .

一

般状態, 体重お よび器官重量

一

般状態は, 投与開始 4 日前より解剖日まで毎日 1 回以上個体別に観察した . 体重は,
､

投

与開始4 日前より解剖 日まで週 1 回以上個体別 に測定した. また, 死亡例を除く全例につ き,

解剖後, 脂, 下垂体, 甲状腺 (上皮小体含む) , 胸腺, 心臓, 肺, 肝臓 , 腎臓 (左右) , 牌臓,

副腎 (左右) , 精巣 (左右) , 前立腺 , 精嚢, ･卵巣 (左右) および子宮の絶対重量を測定した .

さらに, その 重量 を体重 で除し,
.
相対重量を算出した .

血液生化学的検査

解剖日にすべ て の生存例に エ
ー

テル麻酔を施 し, 腹大動脈より採血 した . 得られた血液か

ら常法に従 っ て血清を調製 し, アス/てラギン酸アミ ノトランス フ エ ラ ー ゼ ( A S T) , アラニ ン

アミノトランス フ エ ラ
ー ゼ( A I:I) , アル か) フ ォ ス フ ァ 夕

- ゼ( A L P) , 総ビリル ビン(T . B IL) ,

直接ビリル ビン ( D . B IL) , 間接ビリル ビン (Ⅰ. B I L) , 総コ レス テロ
ー ル (T . C H O) , トリグリ

セリ ド ( T G) , グル コ
ー

ス ( G L U) , 総タンパ ク質 (T . P R O) , アルブミ ン ( A L B) , アルブミ

ン / グロ ブリ ン比 (A/ G 比) , 尿素窒素 ( u N ) , ク レアチ ニ ン ( C R E) , カル シ ウム ( c a) , 無

機リ ン (I P) , ナ トリウム (N a) , カリウム (K) , ク ロ ー ル ( cl) を測定した . これ らの 測定



には自動分析装置 (7 25 0 : 株式会社日立製作所) を使用 した .

血液学的検査

解剖日 に血液生化学的検査 と同様 に採取 した血液 に抗凝固剤 ( 15 % E D T A -2 K あるい は

3 .13 % s o dit l m Ci tr at e) を添加し, 赤血球数 ( R B C) , ヘ モ グロ ビン濃度 ( H B) , ヘ マ トクリ ッ

ト債 ( H T) , 平均赤血球 ヘ モ グロ ビン量 ( M C H) , 平均赤血球容積 ( M C V ) , 平均赤血球ヘ モ

グロ ビン濃度 ( M C H C) , 網赤血球数 ( R E T) , 血 小板数 ( pI:I ) , 白血球数 ( W B C) , 白血球

数百分率 ( w B C % ) , 好中球実数 (A 対E ) , リ ンパ球実数 (A I X ) , プロ トロ ン ビン時間 (p T) ,

活性化部分トロ ンポプラス チ ン時間 ( A P T T ) およびフィ ブリノゲン量 ( F I B ) を測定した .

.
こ のうち , R E T および w B C % の測定には血液細胞自働分析装置( マ イクロ ツ クス H E G -1 20 A :

オム ロ ン株式会社) , p T , A P T T および F Ⅱi の測定には血液凝固分析装置 ( コ アグマ ス タ
ー

ⅠⅠ:

三共株式会社) , その他の項目の測定にをま全自動多項目血球計数装置 (s y s T E M 90 00 : 日本テ

クニ コ ン株式会社) をそれぞれ使用 した .

病理解剖学的検査

解剖時に, 器官お よび組織を肉眼的に観察した .

病理組織学的検査

w ist a r ラ ッ トは肝臓につ い て実施 した . また, G un n ラ ッ トは肝臓の他, 途中死亡例 で病理

組織学的に異常の認められた腎臓, 心臓 , 肺臓お よび骨髄 に つ い て実施 した . 組織は 10 % 中

性緩衝ホル マ リ ン液中で固定した後, 常法に従っ て パ ラフ ィ ン ワ ッ クス 6 0 (サクラ フ ァイ ン

テ ッ クジヤ /てン株式会社) に包埋 した . そ の後, ミク ロ ト ー ム を用い て 2 - 3 FL m 厚の 薄切切

片を作製した. 脱パ ラフィ ン後, へ マ トキシ リン ･ エ オジ ン (H E) 染色を行い , 光学顕微鏡

で観察 した .

【実験結果】

一

般状態

40 0 m g k g 投与群の G u m ラ ッ ト雄の 1 例で D ay 77 から排糞 の減少が , D ay 8 3 か ら呼吸不

整が観察され D a y 8 9 に死亡した ･ また , 40 0 m g k g 投与群の G u n n ラ ッ ト雌 1 例で D a y 64

か ら D a y 6 9 に排糞の減少が認められた . その他の個体には投与期間を通じて 一

般状態に変化

は認められず, 死亡例も認め られなからた .

体重 ･

肝臓重量

解剖時の体重, ならびに器官重量の うち肝臓の絶対重量および相対重量を T abl e 3 に示す .

体重は, G un n ラ ッ トおよび w ist a r ラ ッ トとも投与期間中に
一

過性に tr o glit a z o n e 投与群で有

意な高値や低値が散見された ･ しか し, 解剖時には両系統とも対照群と tr o gl it a z o n e 投与群で

1 0



有意な変化は認め られなか っ た ･

一

方, 1 00 お よび 400 m g k g 投与群の G u n n ラ ッ ト雌 で肝臓

の絶対重量お よび相対重量が いずれ も有意に増加した ･ また, 4 00 m g k g 投与群の W ist a r ラ ッ

ト雄で肝臓の相対重量が有意に増加した ･ 肝臓以外の器官で は, 4 00 m g/kg 投与群の G u n n ラ ッ

ト雌で心臓の絶対重量な らびに相対重量が有意に増加した . そ の他の器官の重量に投与に起

因する変化は認め られなか っ た .

血液生化学的検査

肝障害時に顕著 に上昇する こ とが知られ る A S T , A C T , A L P , T . B I L , D . B I L および Ⅰ. B IL
l

の結果を T abl e 4 に示す . u G T I s の活性を欠損する G u n n ラ ッ トで は, w ist a r ラ ッ トに比べ ,

雌雄とも T ･ B I L , D ･B IL お よびⅠ. B I L が顕著に高値を示 した . 対照群と tr o glit a z o n e 投与群を比

較すると, w ist a r ラ ッ ト雌雄で A S T の低下が , w ist a r ラ ッ ト雄で A L P の 上昇が, G u n n ラ ッ

ト雌で D . B IL の 上昇が認め られた . このうち , A S T が低下した場合の毒性学的意義は明確で

はないが , 少なく とも肝障害を示唆する変化 ではない と思われ る. また , A 工J ならびに D . B I L

の上昇は 2 0 % 前後の ごく軽度な上昇であり, 他の検査値に変化が認められなか っ た ことから.

偶発的な変化と推察された . 上記以外の検査項目にも, 投与に起因した変化は認められなかっ

た . また , B IL 関連の検査値以外に, G u n n ラ ッ ト特異的な検査値の 異常は認められなか っ た .

血液学的検査

10 0 お よび 4 00 m 釘k g 投与群の G u n n ラ ッ ト雌で , R B C , H B , H T および pI:T が有意に低下

した ･ また, 40 0 m g/k g 投与群の W ist a r ラ ッ ト雌雄ならびに 4 00 m g k g 投与群の W is t a r ラ ッ ト

雄で H B が有意に低下した . そ の他の検査項目 には, 投与に起因した変化は認め
-
られなかっ

た . また , 血液学的検査値には G u n n ラ ッ トに特異的な異常は認められなか っ た .

病理解剖学的検査

途中死亡例も含め, い ずれの 系統の ラ ッ トにも投与に起因した変化は認められなか っ た
､

.

病理組織学的検査

4 00 m g k g 投与群の G u n n ラ ッ ト雄の死亡例で は, 肝臓, 腎臓, 心臓, 牌願お よび骨髄に組

織学的な異常が観察され た . すなわち, 肝臓で は肝細胞 へ の胆汁色素沈着および肝細胞の好

酸性細胞質変化が , 腎臓 で は乳頭部 へ の胆汁色素沈着お よび乳頭壊死が, 牌臓で は白牌髄の

萎縮および色素沈着の増加が, 心臓で は問質の線維化が , 骨髄では造血低下が観察された .

途中死亡例を除く G u n n ラ ッ トで は, 肝臓お よび腎臓に組織学的な異常が観察された. すな

わち , 肝臓で は対照群 を含む全群に肝細胞細胞質の好酸性変化が散見され た . また , 雌の対

照群および10 0 m 〆kg 投与群の 各 1 例 に胆管の増生が認められた . 腎臓では対照群を含む全

群 に腎臓乳頭部 へ の 胆汁色素沈着お よび進行性の腎症が高率に認められた . さらに, 雌で ほ

対照群を含む全群 に腎孟炎が散見された . そ の他, 乳頭部壊死, 腎孟 の拡張および水腎症が

散見され た . 心臓, 牌臓お よび骨髄には組織学的な異常は認められなか っ た .

一

方, w i s t a r ラ ッ トの肝臓に組織学的な異常は認 められなか っ た .
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T abl e 3 B o dy w ei gh t s , ab s oltlt e li v e r w ei gh t s a n d r el ati v e li v e r w eigh t s i n r a t s tr e at ed o r ally wi th

t r o glit a z o n e 払r 3 m o nth s .

D o s e G u n n r at W i st a r r at

It e m ( m grk g) M al e F e m al e M al e F e m al e

B . W . 0 3 9 1 .
4 ± 3 0 .6 . 1 94 . 2 ± 1 2 .4 3 8 2 .4 ± 2 2 .6 2 00 .6 ± ll .9

(g) 1 10 0 3 6 8 .2 ± 33 .8 2 02 ･6 ± 5 ･8 3 6 2 ･ 8 ± 1 7 ･ 7 19 5 ･0 ± 1 0 ･6

4 0 0 3 9 1 .3 ± 5 6 .9 2 1 0 .6 ± 1 0 .5 3 81 .2 ± 2 9 .9 2 11 .2 ± ll .6

A . L . W 0

(g) 1 0 0

4 0 0

1 3 .0 ± 1 .7

ll .4 ± 2 . 2

1 3 .7 ± 2 .0

7 .7 ± 0 .5

8 .8 ± 0 .5
* *

9 .7 ± 0 .5-
* *

1 2 .5 ± 1 .6

1 2 .6 ± 0 .9

1 4 .4 ± 1 .1

6 .
4 ± 0 .7

6 .
2 ± 0 .

4

7 .
1 ± 0 .3

良. L . Ⅴ+ 0

(g % ) 1 00

4 00

3 .3 ± 0 .3

3 ユ ± 0 .3

3 .5 ± 0 .1

4 . 0 ± 0 . 1

4 . 4 ± 0 .2
* *

4 .6 ± 0 .1
料

3 .3 ± 0 . 2

3 .5 ± 0 .
2

3 .8 ± 0 . 2
*

3 .
2 ± 0 .

1

3 .
2 ± 0 .

1

3 . 4 ± 0 . 1

E a c h v al u e r ep r e s e n ts th e m e a n ±S D o f 5 r a t s e x c ep t f o r th e v al u e o f m al e G u n n r at gi v e n 4 00 m g k g .

T h e v al u e of m al e G un n r at gi v e n 4 00 m g k g r e p r e s e n t s th e m e a n ± S D of 4 r at s .

* *
: Sig nifi c a n tly diff e r e n t f r o m th e m e a n v al u e of th e c o ntr ol g r o u p (p < 0 .0 1

,
D u n n e tt

'

s t e st) .

B
･ W ･ , A ･ L ･ W ･ a n d R ･ L ･ W ･ m e a n b o dy w eight , ab s ol ut e li v e r w eig ht a n d r el ati v e li v e r w eight ,

rL e SP e Cti v ely .
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T a bl e 4 Bl o o d bi o c h e m i c al p a r a m et e r s i n r a ts tr e at e d o r ally wi th t r o gl it a z o n e f o r 3 m o nt h s .

P a r a - D o s e G u n n r at w i st a r r a丈

m e t e r ( m g k g) M al e F e m al e M al e F e m al e

A S T O 1 75 .0 ± 59 .9 1 03 .6 ± 1 3 .7 12 7 .
4 ± 2 7 .3 13 4 . 2 ± 24 .3

(u/り 1 0 0 11 3 .0 ± 2 7 .5 1 2 6 .4 ± 3 5 .8 81 .8 ± 9 .5
榊

1 11 .8 ± l l .8

400 1 07 .8 ± 2 4 .8 9 8 .0 ± 1 2 .2 81 .
2 ± 7 .0

＋*

90 .2 ± 5 . 7
* '

A L T

( 叫

0

1 00

4 00

83 .6 ± 3 0 .9 4 9 .6 ± 6 .7 75
.6 ± 1 9 .0 88 .8 ± 10 .9

5 1 .4 ± 1 5 .6 6 5 .2 ± 23 .9 53
.
4 ± 9 .3 72 .2 ± ll .3

5 2 .3 ± 1 4
.7 5 4 .2 ± 1 2 .1 5 2

. 0 ± 4 .3 6 9 .2 ± l l .9

A L ㌣

( U A )

0

1 00

4 00

6 54 . 4 ±1 4 7 .6 1 75 ･0 ± 3 8 .4 756 .6 ± 61 .4 8 77 .0 ±116 .2

6 2 7 . 2 ± 1 4 8 . 1 65 7 .4 ± 119 .6 9 10 .4 ± 53 .0
叫

93 5 .0 ±11 0 .1

8 3 0 .5 ±11 5 .8 6 73 .8 ±1 9 2 .2 9 07 .6 ± 2 4 3
榊

99 0 .8 ± 70 .5

T . BIL 0

( m g/d L) 1 00

4 00

7 .1 3 ± 1 .0 1 6 .26 ± 0 .47 0 . 08 ± 0 .01 0 .0 7 ± 0 .00

7 .7 3 ± 1 .3 3 5 .4 5 ± 0 .54 0 . 06 ± 0 .0 1 0 .0 7 ± 0 .00

6 . 1 2 ± 1 .1 8 6 .05 ± 0 .82 0 . 07 ± 0 .0 1 0 .0 7 ± 0 .00

D . B m 0

( m g/d L) 1 00

4 00

0 . 64 ± 0 .03 0 .51 ± 0 .03 0 . 05 ± 0
.0 1 0 .05 ±

o . 63 ± 0 .03 0 .5 7 ± 0 .03
'

0 . 05 ± 0 .00 0 .05 ±

0 .6 1 ± 0 .03 0 .63 ± 0 .05
叫

o .o 5 ± 0 .01 0 .04 ±

0 .01

0 .01

0 .0 1

I . B n 0

( m g/d L) 1 00

4 0 0

6 .4 8 ± 1 .0 2 5 .76 ± 0 .4 6 0 .0 2 ± 0 .0 1 0 .02 ± 0 .01

7 . 1 0 ± 1 .3 0 4
.88 ± 0 .55 0 .0 2 ± 0 .0 1 0 .02 ± 0 .00

5 .5 2 ± 1 . 15 5
.
4 3 ± 0 .79 0 .0 2 ± 0 .01 0 .03 ± 0 .00

E a c h v al u e r ep r e s e n t s th e m e a n ± S D
.
o f 5 r at s e x c ep t f o r th e v al u e of m al e G u n n r at gi v e n 4 00 m gQ g .

T h e v al u e of m al e G u n n r a t gi v e n 4 00 m g k g r ep r e s e n t s th e m e a n ±S D of 4 r at s .
*
a n d *

*
: Sig niB c a ntly diffe r e nt f r o m th e m e a n v al u e o f th e c o n t r ol g r o u p b ' 0 ･05 a n d p < 0 .0 1

,

r e s pe cti v ely , D u n n ett
'

s t e s t) .
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【考察】

G u n n ラ ッ トを用 い , tr o glit a z o n e の 3 箇月間反復経 口投与毒性試験を実施した ･ 本試験で は ,

これ までに報告のな い G u n n ラ ッ トを用いた長期間の毒性試験が実施可能か, お よびそ の 結果

が評価 に催するものか を検討した. また, 臨床で 認められる tr o glit a z o n e の特異体質性肝障害

杏, u G T I s の活性を欠損する G u n n ラ ッ トで再現する こ とが可能か につ い て も同時に検討した .

そ の結果, G u n n ラ ッ トにお い て , 4 0 0 m g k g 投与群の雌雄各1 例で
一

般状態の悪化が認め

られ , 雄が D a y 89 に死亡した ･ この死亡例では, 肝細胞 ヘ の 胆汁色素沈着および肝細胞の 好

酸性細胞質変化, 腎乳頭壊死お よび腎乳頭部 へ の胆汁色素の沈着が観察された . さら に, 牌

臓や骨髄で萎縮性ある いは機能低下性の変化が観察された . これ らの変化か ら, この 個体は

重度の高ビリルピン血症に関連して死亡 した と推察された . しか し, 肝細胞の壊死などはまっ

たく認められなかっ た ことか ら, tr o gl it a妄o n e 投与に起因した肝障害による死亡で はない と判

断した . w ist ar ラ ッ トも含め, そ の他の動物には
一

般状態の 変化は観察されなか っ た .

血液生化学的検査では, G u n n ラ ッ ト特異的な検査値の異常と して U G T I s の活性欠損に伴う

ビリル ピンの顕著な高値が認めらゎた . しかし, そ の他の検査値には異常が認められず, G u n n

ラ ッ トを用い た毒性試験実施時 に注意する必要が あるの は, ビリル ビンの 高値の みで あっ た .

また, 肝障害も含め, 両系統 ラッ トに tr o glit a z o n e 投与に起因する変化は認められなか っ た ･

血液学的検査で は, G u n n ラ ッ ト特異的な検査値の異常は認め られなか っ た . T r o gl it a z o n e 投

与に起因した変化として , R B C , H B , H T お よび p I J の低下が散見されたが, これ らは循環

血 衆量の増加に伴う見か け上の 変化 と推察された .

病理学的検査で は, G u m ラ ッ トの肝臓および腎臓に胆汁色素沈着等の 変化が認め られ た .

しか し, これ らは対照群を含む全群に散見された こ とか ら , 高 ビリル ビン 血症を示す G u n n

ラ ッ トに特異的な変化と判断した . T r o glit a z o n e 投与に起因した変化 として , 肝臓重量ならび

に心臓重量の増加が散見されたが , 前者は酵素誘導に伴う適応的な変化 , 後者は循環血衆量

の 増加による負荷増大 に伴う変化と推察された .

以上, G u n n ラ ッ トでは , ビリル ピン が高値を示 し, 肝臓や腎臓 に高ビリル ビン血症 に伴う

変化が観察された . しか し同時に, 3 箇月 まで の毒性試験が実施可能な安定したバ ッ ク グラウ

ン ドを有する ことも明らかとな っ た . したが っ て , 対照群 との比較に より G u n n ラ ッ ト特異的

な変化を適切に評価すれ ば, 薬物起因性の毒性の評価 も可能と推察され た . グル ク ロ ン酸抱

合で代謝される a c et a mi n o ph e n を G tl n n ラ ッ トお よび w i st a r ラ ッ トに単回投与すると , G u n n

ラ ッ トで肝障害が より増悪する ことが報告され て い る こ とか ら
45
,
46)
, G u 皿 ラッ トを用 いた長

期毒性試験により, u G T I s で代謝される薬物による毒性の高感度な検出や , c rigl e ト N a3j a r 症

候群お よび Gilb e rt 症候群等の特異体質た起因する毒性の予測が可能にな る ことが示唆された .

一 方, グル クロ ン酸抱合で代謝され る t r o gl it a z o n e の投与によ り臨床で認め られる肝障害は ,

予後不良の徴候として ビリル ピン の高値が報告されて いる. したが っ て , U G T I s の活性を欠

､
損 し, 高 ビリル ピン血症を示す G Ⅵn n ラ ッ トを用 いた今回の 毒性試験で , 肝障害が再現され る

こ とを期待 したが, 肝障害の徴候は まっ たく認められ なか っ た . 次節で は , この 原因を検討

する 目的でtr o gl it a zムn e の i n vi v o 代謝プロ フ ァイル を G u n n ラ ッ トと w ist a r ラ ッ トで 比較する .
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策2 節 G u m m ラ ッ トに 糾ナる故r o g且it a z o m e の i n vi v o 代謝プロウアイル

前節で は, u G T I s の 活性を欠損 し高ビリル ビン血症を示す G u n n ラ ッ トを用い , t r o glit a z o n e

の毒性試験を実施したが , 臨床で 認められる特異体質性肝障害を再現で きなか っ た . この 原

因を明らか にする目的で , 前節の毒性試験で D ay l , D a y 1 4 および D a y 9 4 に採取した血衆中

の tr o glit a z o n e お よびそ の 代謝物( ダルク ロ ン酸抱合体ならびに硫酸抱合体) の濃度を測定し,

tr o glit a z o n e の代謝プロ フ ァイル を G u n n ラ ッ トと w ist a r ラ ッ トで比較 した .

【実験方法】

採血

前節に示 した毒性試験の中で , D ay l および D a y 1 4 の投与前および投与後 1 , 2 , 4 , 8 およ

び 24 h r に, D a y 9 4 は投与後1 h r に, o 3 m L/p o i nt ずつ採血 した .

血衆中濃度測定

血液サ ン プル を, 4
o

C 下, 1 0 ,0 00 rp m で 5 分間遠心分離して血衆を得た . この 0 .1 m L に内

部標準物質である ㌻a c etyl a n tb r a c e n e ( シ グマ
･ アルドリ ッチ ジャパ ン株式会社) の エ タノ

ー

ル溶液 o . 4 m L を添加し撹拝後, 25
o

C 下, 1 0 ,0 00 rp m で 1 0 分間遠心分離して除タ ンパクした .

得られた上浦5 0 FL L を高速液体タロ マ トグラフ装置 (H P L C , W at e r s 269 0 S ep a r ati o n M od ul e

S y st e m : 日本ウオ
ー タ ー ズ株式会社) に注入 し, 血薬中の tr o gl it a z o n e , 硫酸抱合体お よびグ

ルク ロ ン酸抱合体 の濃度 を定量した . H P L C 分析条件は以下に示す. 血衆中濃度の測定後,

A U C o _2 4 を台形法にて 算出した . なお , 硫酸抱合体な らびにグルク ロ ン酸抱合体の標品は,

共株式会社で合成された もの を使用 した .

カ ラ ム :

カ ラム温度 :

移 動 相 :

波 長 :

E R C - O D S - 1 2 62 (1 0 0 m m x 6 .O m m I . D . , 5 F L m : イ
ー7 -ルシー

株式会社) および

Y M C P a c k O I) S - A M A M -3 02 (1 5 0 m m x 4 .6 m m I . D り

社)

4 0
o

C

a c et o nitril e / w at e r / pb o sp b o ri c a cid ≡ 53 / 4 7 / 0 .1

U V 2 3 0 n m

サ ンプルク ー ラ ー 温度 : 5
o

C

【実験結果】

5 JJ m : ワイエムシイ株式会

40 0 m g k g 投与群にお ける D a y l お よび D a y 1 4 の tr o gl it a z o n e とその代謝物の血凍中濃度推

移 をそれぞれ Fig ･ 3 お よび Fig ･ 4 に示す･ また , 4Q O m g k g 投与群の A U C . . 2. を T a bl e 5 に, 同

群 の D a y l , D a y 1 4 お よび D ay 9 4 の投与後1 h r の 血衆中濃度を T a bl e 6 に示す .
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D a y 且 の血簾中濃度

T r o gl it a z o n e の血祭中濃度は, 雄では両系統で ほぼ同等で あっ たが ( Fig . 3 a) , 雌で は G u n n

ラ ッ トで各採血ポイ ン トとも約2 倍以上の高値を示 した (円g . 3 d) . 硫酸抱合体は雌雄とも両

帝統で大差はなかっ た (Fig . 3b お よび 3 e) ･ 興味深い ことに, グルク ロ ン酸抱合体は w i st a r

ラ ッ トの みな らず G tl n n ラ ッ トで も雌雄で生成した . 雄では w ist a r ラ ッ トで G u n n ラ ッ トより

高い血衆中濃度を示 したが, 雌で は両系統で ほぼ同等で あ っ た ( Fig . 3 c お よび 3f) .

D a y 1 4 の血簾中濃度

T r o glit a z o n e の血祭中濃度は , D ay l 同様, 雌の み G tl 皿 ラッ トで W i st a r ラ ッ トよ り約 2 倍

高値を示 した . また , 雄で は両系統とも D a y l と同等の血衆中濃度 を示 したが, 雌で は両系

統とも D a y l に比 べ , D ay 1 4 で低値を示 した(Fig .4 a お よび 4d) . 硫酸抱合体の血 衆中濃度は ,

D ay l と同様 に雌雄とも両系統で差は認められなか っ たが , 雌雄い ずれ も D a y l に比 べ D ay 14

で低値を示した( rig . 4 b お よび 4 e) ･

一

方, グルク ロ ン酸抱合体は , D ay l と同様に G u n n ラ ッ

トで も検出された . しか し D ay 1 4 には , 雄で は両系統ともほぼ同程度の血 渠中濃度を示 した

の に対 し, 雌で は G un n ラ ッ トで 由s ta r ラ ッ トより高値を示 した (Fig . 3 c および3 F) .

I) a y 94 の 血凍中濃度

¶ o glit a z o n e およびそ の代謝物の D a y 94 の 血祭中濃度を D a y l お よび D a y 1 4 と比較する 目

的で , 投与後 1 h r の各々の濃度を T abl e 5 にまとめた ･ 両系統とも D a y 14 と D a y 9 4 の濃度に

大差時なく, D ay 1 4 以降I) ay 9 4 ま で t r oglit a z o n e お よび代謝物の 血衆中濃度はほぼ同様の推

移 をした と考えられた ･ すなわち , 本試験で は D a y 1 4 の曝露が 3 箇月 間継続 したと判断した .

曝蕗量の 比較

G u n n ラ ッ トお よび w i st a r ラ ッ トにお ける曝露量を A U C . _2 . 値で比較した (T abl e 6) . そ の

結見 D a y l の雄で硫酸抱合体およびグルク ロ ン酸抱合体の A U C . _2. が G u n n ラ ッ トで W is t a r

ラ ッ トより低値を示 したが, それ以外の A U C o _24 はすべ て G un n ラ ッ トで W ist a r ラ ッ トより高

値を示 した ･ しか し, 両系統間の差は , 雌にお ける 加 glit a z o 皿 e を除き顕著で ははなか っ た .

T m glit a z o n e の代謝プロ フ ァイルは , 雄では両系統とも 硫酸抱合体 > t r oglit a z o n e > グル ク

ロ ン酸抱合体 の 順で あっ た ･

一

方, 雌で は両系統とも tr o gl it a z o n e > 硫酸抱合体 > グル

ク ロ ン酸抱合体 の順で あっ た . すなわ ち, tr o glit a z o n e の代謝プロ フ ァイル には両系統で差は

認められず, 同等で あっ た .

T r o glit a z o n e および代謝物の A U C o ､ 2. を雌雄で 比較すると, 両系統とも雄で硫酸抱合体が高

く, 雌で 加 glit a z o n e が高か っ た . これは , 硫酸抱合能の 性差(雄> 雌) によると推察された .

一

方, I) a y 1 4 の tr o glit a z o n e の A U C o . 2. 杏 , 最大臨床用量 (60 0 m g h o dy) を投与時の ヒ ト

A U C . ,2. (2 1 . 4 F Lg
･h r/ m L) と比較 した . その結果, 今回実施した毒性試験で は, G u n n ラ ッ ト雄

で ヒトの 2 .0 倍, G u n n ラ ッ ト雌で 10 . 1 倍, w i st a r ラ ッ ト雄で 0 .9 倍, w i st a r ラ ッ ト雌で 3 .6

倍の t r o gl it a z o n e 曝露が得られた と推察された . G tl n n ラ ッ ト雌で 臨床の 10 倍を超える曝露が

得られた ことか ら,
■
本試験で は毒性を評価するの に十分な曝露が得 られた と判断した .
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T a bl e 5 Pl a s m a c o n c e n t r ati o n s of t r o gl it a z o n e a n d it s m e t ab olit e s at 1 h r af t e r

a d mi ni str ati o n i n r ats t r e at e d o r al ly w ith t r oglit a z o n e at a d o s e l e v el of 4 00 m g/k g 7

Pl a s m a c o n c e n tr ati o n O L g/h L)
An al yt e S e x D ay s G u n n r at W i st a r r at

T r o gl it a z o n e M al e D ay 1 5 .3 ± 0 .6 4 .7 ± 1 .1

D a y 1 4
8 ･0 ± 2 ･4 3

･
4 ± 2

･7

D a y 9 4 6 ･5 ± 2 ･ 1 4 ･5 ± 0 ･9

F e m al e D a y 1
3 6 ･8 ± 1 3 ･4 1 6 ･0 ± 1 ･2

D a y 1 4
1 7 ･8 ± 8 ･8 8 ･8 ± 5 ･ 1

D a y 9 4
1 6 ･2 ± 7 ･1 1 6 ･8 ± 5 ･2

S ulf a t e M al e D a y 1 6 1 11 ± 2 6 ･
2 5 8 ･0 ± 13 ･6

D a y 1 4 31 ･0 ± 1 7 ･8 28 ･2 ± 3 7 ･6

D a y 9 4
2 8 ･5 ± 1 1 ･0 20 ･0 ± 7 ･6

F e m al e D a y 1
2 7 ･8 ± 6 ｡1 1 9 ･

2 ± 2
L
･9

D a y 1 4
7 ･7 ± 5 ･4 4

･7 ± 6 ･7

D a y 9 4
4 ･5 ± 2 ･9 1 0 ･0 ± 7 ･4

Gl u c u r o n id e M al e D a y 1
2
･0 ± 0 ･6 5 ･8 ± 2 ･1

D a y 1 4
1

･5 ± 1 ･0 1 ･9 ± 2 ･6

D a y 9 4
1 ･1 ± 0 ･6 1 ･5 ± 0 ･2

F e m al e D a y 1 3 ･1 ± 1 3 4 ･9 ± 0 ･9

D a y 1 4 2 ･2 ± 1 ･9 1 ･4 ± 1 ･2

D a y 94 3 ･0 ± 1 ･7 2 ･5 ± 1 ･8

E a c h v al u e r ep r e s e n t s th e m e an ± S D of 5 r at s e x c ept fo r th e v al u e o f m al e G u n n r at o n D ay

9 4 ･ T h e v al u e of m al e G u n n r at o n D a y 94 r e p r e s e n t s th e m e a n ± S D of 4 r at s .
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T abl e 6 A U C o _2 4S O f tr o glit a z o n e an d it s m e t a b olit e s i n r ats t r e at e d o r ally w i th t r o glit a z o n e

at a d o s e l e v el of 4 00 m g k g .

A U C o _2 4 仙g
●h r/ m L)

A n alyt e S e x D a y s G u n n r at W ist a r r at

T r o glit a z o n e M al e D ay 1 45 . 7 ± 6 .2 24 .8 ± 4 .3

D ay 1 4
43 ･
1 ± 9 ･7 1 9 ･3 ± 9 ･2

F e m al e I) ay 1
5 10 ･9 ± 1 4 8 ･0 1 00 ･6 ± 16 ･1

D ay 14
2 15 ･8 ± 63 ･3 77 ･3 ± 7 ･8

S u lf at e M al e D ay l 1 96 ･7 ± 55 ･0 2 83 ･2 ± 2 0 ･5

D ay 14
17 2 ･
1 ± 4 8 ･7 1 4 8 ･3 ± 4 5 ･1

F e m al e D a y l
14 5 ･5 ± 1 9 ･0 63 ･6 ± 1 7 ･6

D a y 14
88 ･9 ± 2 6 ･8 3 4 ･5 ± 1 2 ･1

Gl u c u r o nid e M al e D a y 1 3 ･6 ± 1
･
2 1 4 ･9 ± 3 ･5

D a y 1 4
3 ･0 ± 2 ･8 1 ･9 ± 2 ･6

F e m al e D a y l 1 2 ･3 ± 7 ･8 9 ･1 ± 3 ･4

I) a y 1 4 1 2 ･9 ± 7 ･8 2 ･2 ± 2 ･0

E a c h v a h e r e p r e s e nts m e a n ± S D of 5 r at s .

2 0



E考察】

臨床で ごく少数の患者にt r o glit a z o n e による肝障害が報告さ れ そ の発症原因 として特異体

質性の薬物代謝異常が推察された . また , 予後不良の徴候として は どリル ビン の高値が示唆

された ･ Fig . 2 に示す如く, tr o glita z o n e はヒトおよび実験動物で硫酸抱合体, ダルク ロ ン酸抱

合体およびキノ ン型代謝物等に代謝され る こ とか ら, 前節では, 肝障害の 実験動物で の 再現

を目的 と して , u G T I s の 活性 を欠損 し高ビ リル ビ ン血 症を示す G u n n ラ ッ トに 馴ナる

tr o glit a z o n e の毒性試験を実施 した . しか し, この ような特異体質を持つ G u n n ラ ッ トで も肝
l

障害は認められ なか っ た . この原因を検討する 目的で , 本節で は, 毒性試験で得られた血祭

における tr o gl it a z o n e ならびにそ の代謝物の濃度測定を行い , tr o gl it a z o n e の i n vi v o 代謝プロ

フ ァイル を G u m ラ ッ トとそ の親系統である Ⅶ st a r ラ ッ トで 比捺した .

そ の結果, 興味深い こ とに, いずれの 系統にも tr o glit a z o n e の グルク ロ ン酸抱合体が検出さ

れた ･ 4 00 m g k g 投与群の 血衆中グル タロ ン酸抱合体濃度を両系統で 比較すると, D ay l の雄

で は G un n ラ ッ トで W ist a r ラ ッ トより低値を示 したが , D ay l の雌な らびに D a y 1 4 の雌雄で

は両系統で ほぼ同等か , 逆 に G un n ラ ッ トで W ist a r ラ ッ トより高値 を示 した . この 結果,

t r o glit a z o n e の グル クロ ン酸抱合反応 には G Ⅷ n ラッ ト, w ist a r ラ ッ ト間の系統差は認め られず,

本反応はラ ッ トにお い て U G T I s 以外の U G T 分子種により触媒され ることが推察された .

一

方, t r o glit a z o n e の血簾中濃度を両系統で比較する と, 雄では D ay l および D a y 1 4 とも大差な

か っ たが, 雌で は両日とも 伽 m ラ ッ トで W ist a r ラ ッ トよ りも高値を示した . また, 硫酸抱

合体の血祭中濃度は雌雄とも両系統で大差はなか っ た . 以上の 結果か ら, G u m ラ ッ トと w ist a r

ラ ッ トで tr o gl it a z o n e の代謝プロ フ ァイル には本質的に差がなか っ たと結論した: なお, 10 0

m g k g 投与群で も 4 0 0 m g Q g 投与群と同様 G un n ラ ッ トと w ist ar ラ ッ トの代謝プロ フ ァイルは

同等で あっ た (デ
ー

タ省略) .

本研究の後, tr o glit a z o n e の グル クロ ン酸抱合反応に関する多くの研究結果が報告され た.

w at an a b e らは, ヒ ト試料 を用い た il ” it r o 試験か らヒ ト肝で は u G T I A l が , ヒト小腸では

u G T I A 8 お よび u G T I A I O が本反応を触媒する こ とを報告した
4 7)

. しか し, 興味深い ことに

Y o s hig a e らは , G un n ラ ッ トおよび w ist a r ラ ッ ト肝臓 を用 いた i7 ” it r o 試験か ら; tr ogl it a z o n e

の グルク ロ ン酸抱合反応が G u n n ラ ッ トでも進行する こと, お よびラ ッ ト肝臓 では u G T 2 B 2

が主に本反応を触媒する ことを報告した
4 8)

･ したが っ て , 本試験でt r oglit a z o n e の代謝プロ ファ

イルに系統差が認められなか っ た原因として , ラ ッ トで は tr o glit a z o n e の グルク ロ ン酸抱合が

G u n n ラ ッ トで欠損する u G T I s で はなく, u G T 2 B 2 により触媒される ことが考えられ る.

以上 , G u m ラ ッ トにお ける 加 glit a z o 皿 e の 3 箇月間反復経 口投与毒性試験で , ヒトで認 めら

れる特異体質性肝障害の再現が できなか っ たの は , 正常動物で ある w ist a r ラ ッ トと u G T I s

の活性を欠損する G un n ラ ッ トで t r o glit a z o n e の代謝プロ フ ァイルが同等で あ っ たためと推察

された . G u n n ラ ッ トの よ うな薬物代謝酵素活性変動モデル は, 毒性の高感度な検出や場合に

よ っ て は特異体質性薬物障害の検出に有用と思われ るが , 今回の結果か ら, 代謝に関与する

酵素分子種の 同定お よびそれ を考慮した上 で のモ デル の選択等 , 薬物代謝酵素活性変動モ デ

ルを用 いた毒性評価 の困難さも浮き彫りにな っ た .

2 1
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第1 章では , u G T I s の活性を欠損し高ビリル ビン血症を示す G u n n ラ ッ トを用 い た毒性試

験を親系統で ある w i st a r ラ ッ トと同様 に実施可能か , 得られ る結果か ら毒性の評価が可能か ,

およびヒトで認め られ る tr o glit a z o n e の特異体質性肝障害が G un n ラ ッ トで再現可能か を検討

する こ とを目的として , G u n n ラ ッ トを用い た t r o glit a z o n e の 3 箇月間反復経口投与毒性試験

を実施した . 本試験の結果, 以下の知見を得た .

G u n n ラ ッ トで は, 胆汁色素の肝細胞や腎乳頭部へ の沈着な ど, 高ビリル ビン血症に起因

する 変化が散見され たが , 安定 したバ ッ クグラウン ドを示 し, 3 箇月 閉までの 毒性試験 の

実施が可能で あっ た .

さ らに, 対照群 との 比較により, G un n ラ ッ ト特異的な変化を適切に評価すれば, G u n n ラ ッ

トにお いて 薬物起因性の毒性の評価も可能 と推察された .

本試験では , G u n n ラ ッ ト雌にお い て 臨床にお ける tr o gl it a z o n e 曝露の 1 0 倍以上 の高い曝

露が得られた . しか し, 高ビリル ビン血症の増悪も含め, 血液生化学的にも, 病理組織学

的に も肝障害は まっ たく認められなか っ た .

U G T I s の活性を欠損する G u n n ラ ッ トで も, t r o gl it a z o n e の グルク ロ ン酸抱合体が雌雄とも

血菓中に検出され , その濃度は w is t a r ラ ッ トと大差なか っ た . すなわち, tr o gl it a z o n e の

代謝プロ フ ァイル は, グル タ ロ ン酸抱合体生成も含め , G u 皿 ラ ッ トと Ⅶ st a r ラ ッ トで差

がなか っ た .

u G T I s の活性を欠損する G un n ラ ッ トで tr o gl it a z o n e の肝障害が認め られなか っ た原因と

して , G un n ラ ッ トと正常動物で ある w ist a r ラ ッ トで代謝プロ フ ァイ ルに差がなか っ た こ

とが考えられた .

以上 , ヒ トで認められた tr o glit a z o ll e による特異体質性肝障害を G un n ラ ッ トで再現する こ

とはできなか っ たが , 本試験を通 じ, これ まで に報告のなか っ た G u m ラ ッ トを用 い た長期毒

性試験にお ける毒性評価が可能で ある ことを見出す ことが出来た . G u n n ラ ッ トを用 い た毒性

試験は , a c e t a mi n o p h e n や iri n o t e c an の ように u G T I s で解毒される薬物による毒性の高感度な

検出や , c rigl e r - N aJ
'

j a r 症候群お よびdilb e rt 症候群などの特異体質 を有する ヒトで起 こりう る

毒性の 予測に有用で ある と推察される .
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第2 車 乱o w G S T イ
■

ヌ の スタリ -

ニ ングとそめ薬物代

謝 ◎ 薬物動態学的特徴の解析

第 1 章で は, u G T I s の活性を欠損する G u n n ラ ッ トの有用性を検討した . しか し, G un n ラ ッ

トの よう にヒ トで認め られ る薬物代謝酵素の欠損が実験動物で も認められ るケ ー

ス は稀であ

る ･ u G T と同様に第ⅠⅠ相の薬物代謝酵素として知られる G S T に関して は , m u , pi お よびth etA

クラス の分子種 (それぞれ G S T M l , G S T P l および G S T T l) など, 多くの 分子種にヒトで遺

伝的多型 による欠損が報告され て い るにもかかわ らず
16 1 18)

, 先天的に G S T を欠損する動物の

報告はない . G S T は ,
一 部例外 はあるもの の ,

一

般に薬物を含む各種化学物質から生体内で

生成する活性代謝物を G S H 抱合により不活性化し, D N A や 高分子 タン/てク質の共有結合に

よる化学的修飾を防御する酵素として認識されて い る
49 ‾5 1)

. D N A の化学的修飾は細胞の変異

や発がんにつ なが る ことが知られ てお り
5 2

,
53)
, また , 高分子タ ンパ ク質の化学的修飾は組織

の壊死等の 直接的な障害につ ながる こと
53 ‾5 5)

, 修飾された高分子タンパ ク質が抗原性を獲得

する こ とにより免疫学的機序による 障害 ( アレルギ
ー 性の障害) につ なが る こ と

5 - 7 7 5 5)
など

が知られて い る . したが っ て , G S T は生体にとっ て必須の酵素と言う こ とがで きる .

この ような G S T の生体に対する防御的な働きから, G S T の欠損着では , G S H 抱合で代謝

される化学物質や 代謝過程で反応性の高い活性代謝物を生成する化学物質を摂取した時の感

受性が, 非欠損者と異なる こ とが報告され て い る . 例え ば, G S T M l の欠損着で は, 非欠損者

に比べ喫煙による細胞遺伝学的障害の リス クが高い
5 6)

. また, G S T P l の欠損者で は, 肺がん

の リス クが非欠損者に比べ 約 2 倍高く , 多額芳香族炭化水素などの環境汚染物質に対する感

受性が高い ことが示唆され てシ1 る
57)

･ これ らの事実か ら, G S T を欠損するモ デル動物を見出

す こ とが できれば, その モ デル動物は求電子性で反応性の高い活性代謝物を生じる化学物質

による毒性の高感度な検出に有用と推察され る . 特に, 序論で述べ たとお り, 求電子性で反

応性の 高い活性代謝物による高分子タン/ 1
o

ク質の化学的修飾は, 特異体質性の薬物障害を誘

発する可能性が示唆され て い る こと
9
･
55
,
5 8)
, お よび G S T M l と G S T rl の 両方を欠損するヒ ト

で は tr o glit a z o n e による特異体質性肝障害の発症頻度が有意に高い こ とな どか ら
13)
, G S T を欠

損する モ デル動物 では , 正常動物での 予測が 困難な特異体質性薬物陣容の予測が可能となる

ことも考えられ る .

そ こで第 2 章で は, これまでた報告のな い G S T の欠損動物をス クリ ー ニ ングする こと, 忠

よびそ の特徴を解析し欠損が化学物質の体内動態にどの よう に影響するか検討する ことを目

的とした . ス クリ ー ニ ン グの対象は , 毒性試験に繁用され て いるにもかかわ らず, G S T に関

する報告が極端に少ないイ ヌ ( ど - グル) とした.
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第 1 節 L o w G S 甘イヌの発見とその薬物代謝酵素括性の特徴

イヌ は, 非げっ 歯類の
一

般毒性試験を行う際の第
一

選択候補とされ る実験動物である. 第

1 節で は, G S T 分子種を欠損するイ ヌが存在するかを検討する 目的で , 活性測定によるス ク

リ ー ニ ン グ を 行 っ た . 活 性 測 定 に は ,
も っ と も 汎 用 さ れ る G S T の 基 質 で あ る

1 - c hlo r o - 2
,
4 -di n it r o b e n z e n e ( C D N B ) お よび D C N B を使用 した .

【実験方法】

実験動物

8 か ら 1 5 2 箇月齢のイヌ 28 0 例 (雄 1 30 例, 雌 15 0 例) を使用 した . この うち , 2 1 0 例は三

共株式会社 安全性研究所で 生産された . そ の他の 70 例の う ち, 3 4 例を H R P 血 c . , 2 0 例を株

式会社ノ
ー ド, 1 2 例を株式会社 o B C , 4 例を株式会社ナル クより購入 した .

c yt o s d ( C s) お よび mi c m s o m e ( M s) の 調製方法

3 5 m grk g の p e n t o b a rbit al s o di u m の 静脈内投与によりイ ヌ に麻酔 を施した後, 解剖した ･ 肝

臓お よび腎臓を摘出後, 肝臓の外側左葉の
一

部および腎臓の 皮質お よび髄質の
一

部を用い ,

o m u r a と s at o の方法
5 9) に従い , 肝 c s および M s , ならびに腎 c s を調製した .

c D N B に対する G S T 活性 ( G S T ･ C 活性) の洲定方法

H abig らの方法
6 0) に従い , c D N B の G S H 抱合体生成に伴う3 4 0 n m の 吸光度上昇を測定す

る ことによっ て定量した . 本測定には 2 80 例の肝 c s を使用 した .

G S T . D 活性の測定方法

H abig らの方法
6 0) に従い , D C N B の G S H 抱合体生成に伴う 3 4 5 n m の 吸光度上昇を測定す

る ことによ っ て定量した . 本測定 には 2 80 例の肝 c s お よび 1 6 8 例の 腎 c s を使用 した .

c y p 含量の測定方法

o m u r a と s at o の方法
59) に従い , 選元型

一

酸化炭素結合差ス ペ クトルか ら定量 した . 本測

定には 25 4 例の肝 M s を使用 した .

7 ･ E th o x y c o tl m a ri n O
･ d e eth yl a s e ( E C D) 活性の測定方法

M at s u b a r a らの方法に従い
6 1)
, 7 J l yd r o x y c o u m a r in 生成に伴う励起波長3 7 0 n m , 蛍光波長 45 6

n m の 蛍光強度を測定する こ とによ っ て 定量した . 本測定には 25 4 例の肝 M s を使用 した .

p
･ N it r o p h e n ol に対する U G T 活性の測定方法

B o ck らの方法
■62) に従い , p

-

nit r o p h e n ol の 消失に伴う 4 05 n m の 吸光度低下を測定する こと

2 4



によっ て 定量した . 本測定には 24 9 例の肝 M s を使用 した .

タンパ ク質濃度の測定方法

c s お よび M s のタン/てク質浪度は, 牛血清アル ブミ ン を標準物質とし, L o w ry 法
6 3)
で測定

した .

【実験結果】

イヌ肝 c s にお ける G S T . C 活性

2 80 例のイヌ肝 c s にお ける G S T I C 活性の分布を Fig . 5 に示す. 本活性には雌雄とも大きな

個体差 (45 ト 2 2 5 1 n m ol/ mi n/ m g p r o t ei n) が認められ た . しか し, Fig . 5 の ヒス トグラムは
-

峰性で , 本活性か ら G S T を欠損する個体を見出すの は困難であっ た .

イヌ肝 c s にお ける G S 甘+ D 活性

280 例のイヌ肝 c s にお ける G S T - D 活性の分布を Fig . 6 に示す. G S T - C 活性同様, 本活性に

も雌雄で非常に大きな個体差 (o .o - 1 89 .9 n m ol/ mi n/ m g p r o t ei n) が認められた . しか し, G S T - C

活性と異なり , 本活性をは とん ど示 さな い個体が存在する ことが明らかとなっ た . また, Fig .

6 の ヒス トグラムは三峰性を示 し, イヌ は本活性を指標に低 (o - 1 0 n m ol/ m i n/ m g p r o t ei n) , 中

( 10 - 8 0 n m ol 血in / m g p r o t ei n) および高 (8 0 n m ol/ 血 n 血g p r ot ei n 以上) 活性群の 3 群 に分類

可能であっ た ･ そ こで , 各々 の群に属するイヌ を1 o w G S T イヌ , mi ddl e G S T イヌ およびhigh

G S T イヌ と定義した . T a bl e 7 に各群の 平均活性, 総個体数お よび動物生産施設 ごとの個体数

を示す･ Le w G S T イヌ は 2 8 0 例中 3 4 例 (1 2 .1 % ) , mi ddl e お よびhig h G S T イ ヌは 2 80 例申そ

れぞれ 1 1 6 例 (4 1 . 4 % ) お よび 13 0 例 (46 .
4 % ) 存在 した . また , l o w G S T イヌ は 5 つ の動物

生産施設の い ずれ に も存在 し, 特定の動物生産施設に限定 され る こ とはな か っ た .

一 方,

G S T - D 活性と G S T ･ C 活性 との 間には, 相関係数o . 811 の 良好な正の 相関が認められた(Fig . 7) .

イヌ腎 c s にお ける G S T . D 活性

1 68 例の イヌ 腎 c s における q s T L D 活性の分布を Fig . 8 に示す. 肝臓における活性と同様,

腎臓にお ける活性に も雌雄 とも非常に大きな個体差 (o .o - 8 4 .7 Ⅲ n ol 血in 加g p r o t ei n) が認め

られ た. また, 腎臓の G S T J D 活性と肝臓の 同活性 との 間には, 相関係数 o .9 1 0 の良好な正 の

相関が認め られ (Fig . 9) , 肝臓の G S T J D 活性から1 o w G S T イ ヌと判断された 19 例すべ て の

イヌ は, 腎臓で も 1 0 n m ol/ m i n/ m g p r ot ei n 以下の非常に低い活性を示すこ とが明らかとな っ た .

イヌ肝 M s における c y p 含量, E C D 活性およびtJ G T 活性

肝臓 における G S T J D 活性とそ の他の薬物代謝酵素の含量や活性との 関連を検討する 目的で ,

肝 M s における c y p 含量, E C D 活性お よび u G T 活性を活性群 ごとにまとめた . 結果を T abl e

8 に示す. c y p 含量な らびに各種 c y p 分子種によ り触媒される E C D 活性に は, 各活性群間

25



で有意な差は認められなか っ た ( M an n - W hit n ey U
-t e s t) ･ また , p

- ni t r op h e n ol に対する u G T 活

性も同様 であ っ た . さらに, Fig . 10 に示す如く , これ ら 3 つ の/てラメ
一 夕と肝 c s における

G S T + D 活性との 間にはまっ たく相関は認められなかっ た .
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【考察】

イ ヌ肝 q s における G S T
- C 活性には顕著な個体差が認められた . しか し, ヒス トグラム は

-

峰性であり, G S T - C 活性か ら G S T を欠損するイ ヌ を見出す ことはで きなか っ た . イ ヌ の

G S T 分子種として は, これまで に y d l _ 1 Y d l _ 1 , Y d l _2 Y d l .2 , Y d 2 _ 1 Y d 2 _1 , Y d 2 _ 1 Y d 2 . 2 , Y d , Y d 3 お よ

び y d fY d f の 6 つ の 分子種が知られて いるが
6 4
･
65)
, c D N B の G S H 抱合反応は これらすべ て の

分子種で触媒され る こ とが報告されて い る
6 5)

. したが っ て , たとえ G S T 分子種の いずれかが

欠損して いて も, 他の分子種が触媒する活性でそれが判別しにくくなっ て い る可能性が考え
l

られた .

一

方, c D N B と類似 した化学構造をもつ D C N B の G S H 抱合反応は, c D N B と対照的に tb et a

クラス の G S T 分子種, y df Y d f により特異的に触媒され る ことが報告されて い る
6 5)

. G S T Y d fY d f

は c D N B の G S H 抱合反応 を 6 つ の イヌ G S T 分子種の中で もっ とも効率的に触媒する ことか

ら 65) , G S T - C 活性の個体差は G S T Y d fY d f の個体差に起因して いる 可能性が考えられ る . そ こ

で次に, G S T Y d fY d f により特異的に触媒され る G S T - D 活性を検討した . そ の結果, 本活性に

は非常に顕著な個体差が認めら れ 本活性を指標にイヌ を低, 中および高活性群の 3 群に分

類可能であっ た ･ 興味深い ことに, 低活性群の個体, すなわち1 o w G S T イヌ は , 1 0 n m ol/ m i n/ m g

p r ot ei n 以下の非常に低い活性しか示さない ことが明らか とな っ た . 欠損例も含む本活性の個

体差は, 本宿性を特異的に触媒する G S T Y d fY d f の発現量の個体差ある い は変異型の酵素の出

現等による触媒活性そ の もの の個体差によ ると推察された . 顕著な個体差の認められた 2 つ

の G S T 活性, すなわち G S T - D 活性と G S T - C 活性の相関を検討したところ , 両活性の 間には

相関係数o .8 を超え る良好な相関が認められ た . 上述の如く, G S T Y d 〝df は既知の 6 分子種の

中で もっ とも効率よく c D N B の G S H 抱合反応を触媒す る ことから, G S T _ C 活性で認められ

た個体差も G S T Y d fY d f の個体差に起因する可能性が高い .

また , 腎 c s にお ける G S T - D 活性にも非常に顕著な個体差が認められた. 各個体とも腎臓

にお ける活性は肝臓における活性の 約50 % の値を示 し, 両組織の G S T - D 活性には相関係数o .9

を超え る 非常 に良好 な相関が認め られ た . また , lo w G S T イ ヌ は, 腎臓 にお い て も 1 0

n m ol/ m i n 血 g p r o t ei n 以下の ごく低い活性しか示 さなか っ た ことから, 肝臓お よび腎臓の両方

で D C N B の G S H 抱合が ほとん ど行われない こ とが明らか とな っ た .

肝臓 にお ける G S T - D 活性と
.
G S T ･ C 活性ある い は腎臓 にお ける G S T _ D 活性との 間に良好な

相関が認め られた こ とか ら, そ の他の薬物代謝酵素との相関につ いて も検討した . そ の結果,

G S T - D 活性と c y p 含量, E C D 活性および p - n it r o p h e n ol に対する u G T 活性の間にはまっ たく

相関は認め られず, また , これ らの パ ラメ
ー タの平均値は各活性癖で同等で あっ た . したが っ

て , l o w G S T イ ヌ は G S T 活性が低い ことのみ を特徴とし, c y p や u G T の活性には差が認め

られな い ことが明らかとな っ た .
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第2 節 L o w G S T イ ヌにおける D C N B の G S H 抱合反応の酵素反応

速度論的解析

前節で は , イ ヌ における G S T - D 活性に顕著な個体差が認め られる こ と, および本活性をほ

とん ど示さな い 1o w G S T イヌ が存在する こ とを示 した . この個体差の原因として は, 本反応

を特異 的 に触媒 する こ とが 知 ら れ る G S T Y d fY d f の 発 現量 の 個 体差 あ る い は変 典型 の

G S T Y d fY d f の発現等による質的な個体差が考え られる . これ を明らかにする ためには, D C N B

の G S H 抱合反応の酵素反応速度論的解析が有用で ある . そ こで本節で は , 低, 中および高活

性群のイ ヌ肝 c s を使用し, D C N B の G S H 抱合反応の ミカ エ リス 定数 ( E 皿) および最大速度

( v m a x) を活性群 ごとに算出した . そ の値 を比較する こ とに より G S T - D 活性の個体差の原

因を検討 した .

【実験方法】

使用したイヌ肝 c s

低,･ 中お よび高活性群の肝 c s をそれぞれ 3 例 (雄 1 例, 雌 2 例) , 6 例 (雌雄各 3 例) 忠

よび 6 例 (雌雄各 3 例) 使用 した .

G S T JD 活性の 測定方法

前節 と同様に H abig らの方法
6 0) に従 っ た . ただし, 本節で は酵素反応速度論的解析を行っ

たため, 低活性群では D C N B の基質濃度をo .
2 5 , 0 .5 , 0 .8 お よび 1 m M , 中お よび高活性群で

は基質濃度 をo .o 2 , 0 .05 , 0 .0 8 , 0 . 1 , 0 .
1 2 5 , 0 .2 , 0 .2 5 , 0 .5 , 0 .8 お よび 1 m M とした ときの活

性をそ れぞれ測定した.

E 皿 および v m a x の算出

各基質濃度 における活性健から u n e w e a v e ト B u rk pl o t を作成 し, D C N B の G S H 抱合反応の

監m および v m a x を算出した .

【実験結果】

各群の Lin e w e a v er - B u rk pl o t を Fig . 11 に, 各群の G S T - D 活性, K m な らびに v m a x を T abl e 9

に示す. 今回使用 した c s の G S T - D 活性は , 低, 中および高活性群の順に 4 .7 0 , 60 .
4 2 および

13 6 .3 0 n m ol/ mi n/ m g p r o t ei n で あ っ た ･ D C N B の G S H 抱合反応 の E m は , 低, 中および高活性

群の 順に 2 7 5 .7 , 2 60 .0 および 28 3 .7 m M で , 各群で ほぼ同等であっ た .

一

方, v m a x は, 低,

中お よび高活性群の 順に3 .8 3 , 8 0 .6 4 お よび 16 9 .1 8 n m ol 血in/ m g p r o t ei n で , 各群の活性 によく

相関した顕著な差が認められた .
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【考察】

本節で は, G S T Y d fY d f により特異的に触媒され る D C N B の G S H 抱合反応を, 酵素反応速度

論的に解析した . すなわち, 低, 中お よび高活性群のイヌ 肝 c s を使用 し, D C N B の G S H 抱

合反応の E 皿 お よび v m a x を活性群 ごとに算出し, そ の値を比較 した . そ の結果, 本反応の

K m は低, 中お よび高活性群で ほぼ同等であっ た ことから, 各群とも本反応が 同
一

の酵素,

すなわ ち質的な個体差のな い G S T Y d f Y d f により触媒され る可能性が示唆された .

一

方, v m a x

には各群で 活性 を反映 した顕著な個体差が 認め られ た . したが っ て , 本反 応 の個体差は

G S T Y d fY d f の発現量の個体差による こと, お よび1 o w G S T イ ヌ では G S T Y d fY d f の発現量が著

しく少な い こと強く示唆された .
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策 3 節 二次元簡気泳動を用む1 たタンj b
9

ク質発現解析による且o w G S 甘イ
ヌにおける G S 甘欠損分子種の 同定

前節で実施した D C N B の G S H 抱合反応の酵素反応速度論的解析で , G S T しD 活性の個体差

は , イヌ で本反応を特異的に触媒する ことが知られる G S T Y d fY d f の発現量の個体差によるこ

とが強く示唆され た . そ こで本節で は, 二 次元電気泳動によりイヌ肝 c s に発現するタン/ t
o

ク

質を分離し, 各々 の タ ン/ t
D

ク質の発現量を各活性群で 比較した . これ により, 低活性群で 中

および高活性群に比べ 有意に発現量の 少ない タ ン ^
o

ク質をス クリ
ー

ニ ン グし, それ らを質量
l

分析により同定した .

【実験方法】

使用 した肝 c s

低, 中および高活性群とも雌雄各4 例, 計 8 例ずつ の肝 c s を使用した . また, これ とは別

にすべ て の C s を同じタ ンパ ク質量ずつ混合した内部標準(Ⅰ. s .) 用の C s を調製し, 使用 した .

イヌ肝 c s にお けるタン パク質発現解析 -

サンプル調製
-

% c s i , L y si s b u ff e r (7 M u r e a , 2 M thi o u r e a , 4 % C H A P S , 5 m M m ag n e si um a c et at e , 0 .5 m M

P ef a bl o c k S C ( 日本ロ シ ュ 株式会社) , 2 .5 % P r o t e ct o r r e ag e n t ( 日本ロ シ ュ 株式会社) , 2 0 血 M

T ri s - H Cl b u ff e r p H 8 15) で 2 0 倍に希釈後, 1 00 F L g P r O t ei n ずつ 分取した ･ このサ ンプル を 40 0 p m ol

の C y D y e ( C y 2 , C y3 あるい は c y 5 : アマ シ ャムバイオサイ エ ンス 株式会社) で標識後, こ の

標識サ ン プル に等容量の 2 ×S a m pl e b tl ff e r (7 M u r e a , 2 M thio u r e a , 4 % C H A P S , 2 0 m g/ m L

dithi oth r eit ol , 4 % P h a m alyt e (p H 3
- 1 0)) を添加し, タンパ ク質発現解析用の サ ンプルとした .

イヌ肝 c s のタンパ ク質発現解析
一 一

次元目 : 固定化 p丑 勾配等電点電気泳動
一

同時に泳動するサ ン プル を以下の組合せで混合した後, 膨潤猿 (7 M u r e a , 2 M thi o u r e a , 4 %

C H A P S , 2 m g/ mi ･ dithio th r eit ol , 4 % P h a r m aly t e (p H 3 - 1 0)) を添加し, 総量を 45 0 FL L とし
′
た ･

これ をI m m o bili n e D ry S tri p (p H 3 - 1 0 , 2 4 c m : ア マ シ ャム バイオサイ エ ンス 株式会社) に添加

し, stri p を膨潤化した . 膨潤化後の S tri p は E tt an I P G ph o r ( ア マ シ ャ ムバイオサイ エ ンス 株式

会社) にセ ッ トし, 遮光下, マ ニ ュ アル に従 っ て 固定化p H 勾配等電点電気泳動を実施した.

G el C y 2
- C s C y3

- C s C y 5
- C s

N o t Ⅰ.S . M al e M al e

1 Ⅰ.S . H ig b
- 1 M iddl e -1

2 Ⅰ.S . H ig b
- 2 M iddl e - 2

3 Ⅰ.S . H igh -3 L o w - 1

4 Ⅰ.S . H ig b
-4 L o w - 2

5

6

Ⅰ.S . M id dl e - 3 L o w - 3

Ⅰ.S . M id dl e - 4 L o w - 4

G el C y 2
- C s C y 3

- C s C y5
- C s

N o . Ⅰ.S .
F e m al e F e m al e

7 Ⅰ. S .

8 I . S .

9 Ⅰ. S .

1 0 Ⅰ.S .

1 1 Ⅰ
.S .

1 2 Ⅰ.S .

High -11

High
-1 2

H igh
-13

H igh
-1 4

M iddl e - 1 3

M id dl e -1 4

M id dl e -ll

M iddl e -1 2

Le w - ll

Le w - 1 2

Le w -1 3

L o w - 1 4

3 5



イヌ肝 c s の タン パク質発現解析 - 二 次元日 : s D S ･ ポリアクリル アミ ドゲル電気泳動 一

等電点電気泳動の終了した stri p は, 平衡化 b u ff e r (6 叩 u r e a , 3 0 % gly c e r ol , 1 % S D S , 1 0 0 m M

T ri s - H CI p H 6 .8) 中で dithi oth r eit ol による還元およびio d o a c e t am id e によるアルキル化処理 を

行 っ た ･ この Strip を, あらか じめ作成した 1 m m 厚の 1 2 .5 % ポリア クリル アミ ドゲル にセ ッ

トし, 電気泳動装置 (E tt a n - D A I J II S y st e m : ア マ シャ ムバイ オサイ エ ンス 株式会社) で 展開

した .

イヌ肝 c s の タンパク質発現解析 一

夕ンバ ク質発現量の差異解析 ー

蛍光ス キ ャナ
ー

(2 D 2 92 0 M a st e r l m ag e r : ア マ シ ャ ムバイ オサイ エ ンス 株式会社) を使用 し,

各 c y に特異的な検出波長で 1 枚の ゲルか ら c y 2 , C y3 および c y5 で標識したそれぞれの サ ン

プル の泳動像を取得した ･ この泳動像から, 解析ソ フ ト (D e C y d e r v e r . 3 .0 : ア マ シ ャムバイ

オサ イ エ ンス株式会社) を用 い ス ポッ トを検出した後, Ⅰ.s .
を介 して ゲル間のス ポッ トマ ッ チ

ン グな らびに発現量の標準化 を行 っ た . 各活性群間で発現量の 異な るス ポッ トを stu d e nt
,

s

i - t e s t (p < o .o 1) でス クリ ー ニ ン グ後, 発現量と G S T - D 活性 との相関を検討した.

低活性群と高活性群で有意に発現真 の異な るタ ンパ ク質の 同定

タン パ ク質発現解析の結果 , 低活性群と高活性群で発現量 に有意な相違が認められたタ ン

パ ク質を同定する目的で , 低括性群の C s (雌 1 例) と高活性群の C s (雄 1 例) に含まれるタ

ン パ ク質を二 次元電気泳動で 分離した ･ この 二 次元電気泳動で はサ ンプルの C y による標識は

行わず, 各々5 00 FLg の タン/ 1
c

ク質 を 1 枚ずつ のゲルで泳動 した後, s yp r o R u b y ( 日本バイオ
･

ラ ッ ド ･ ラボラトリ
ー

ズ株式会社) で染色し, 泳動像を取得した . これら 2 枚の泳動像上 で

目的とするスポッ トを確認 した後, ス ポッ ト切 り出し装置 (E tt a n S p ot Pi c k e r : ア マ シ ャ ムバ

イ オサイ エ ンス株式会社) を使用 し, ス ポ ッ トの 切り出しを行っ た . この 際, 低活性群 で多

く発現する ス ポッ トは低活性群の ゲルか ら, 高活性群に多く発現する ス ポッ トは高活性群の

ゲルか ら切 り出した ｡ 切り出したゲル片は 5 0 % a c et o nitril e 含有 2 0 m M a m m o ni u m bi c a rb . n at e

で洗浄, a c e t o n itri1 e で脱水した後, 遠心 エ バボレ
ー

夕でゲル を乾燥させた . このゲル片に2 0 m M

am m mi u m bi c a rb o n at e に溶解 した 10 n g/FL L の try p si n ( s e q u e n ci n g g r ad e m o diB e d try p si n : プロ

メガ株式会社) 溶液を添加し, 3 7
o

C で
一

晩, タン/ 1
o

ク質を消化させた . 反応後の上清を 1 %

f o r mi c a cid で酸性化 した後, H P L C (C a p L C sy s t e m : W at e rs C o .) を接続した タンデム質量分析

装置 ( M S/ M S , Q - T O F 2 : M i c r o m a s s U K Li mi t e d) で分析した . 分析条件は以下に示す .

カ ラ ム : 3 FL m D e v el o sil C 1 8 (野村化学株式会社) 充填自作逆相チ ッ プカ ラム

(25 0 m m x 4 . 0 m m I . D .)

イ オン化法 : ナノ エ レクトロ ス プレ - イオ ン化法

移 動 相 : o .o5 % f o mi c a cid ( グラジエ ン トp: o
_ 60 % a c e t o n itril e)

流 速 : 2 00 n U m i n

タ ンパ ク質の 同定には L C/ M S/ M S タ ン/ 1
o

ク質同定プロ グラム ( M A S C O T : M a tri x S ci e n c e) を

使用 した . また, デ ー タベ ー

ス として は N C B I n r な らびに s wi s s p r . t を使用 した .

3 6



【実験結果】

各活性群で発現量が異なるタンパ ク質のスクリ
ー ニ ング

イ ヌ肝 c s の 二 次元電気泳動像の 1 例 (高活性群 雄) を Fig . 1 2 に示す. タン/てク質に由来

しないス ポッ ト ( ダス ト) を除く と, いずれの泳動像からもタ ンパ ク質の ス ポッ トが約200 0

ずつ 検出された ･ この うち, 各活性群間で発現量が有意に異なるス ポッ トを T a bl? 1 0
に示す･

低活性群と中活性群の 比較で は 2 ス ポッ ト, 中活性群と高活性群の比較で は 3 ス ポッ ト, 低

活性群と高活性群の 比較で は 1 4 ス ポッ トの発現畳が有意に異なる ことが明らか となっ た. こ
I

のう ち, s p ot N o . 1 96 0 お よび1 9 7 1 ほ, 低活性群で 中活性群および高活性群よりも発現量が有

意に少な く, さ らに前者は中活性群 と高活性群の 比較で も中活性群で有意に発現量が少な

か っ た . 統計検定 により見出された延 べ 1 6 ス ポッ トの発現量と G S T しD 活性の相関を検討し

た結果をFig . 1 3 に示す ･ 1 6 ス ポッ トのうち , 上述の S p ot N o . 1 96 0 お よび 19 7 1 の発現量と

G S T - D 活性の 間には相関係数 o .8 を超える 良好な正 の相関が認められた .

一

方, そ の他の 1 4

ス ポッ トの発現量と G S T L D 活性の 間の相関係数は, いずれ も絶対値が o .7 以下と低か っ た.

G S T ･ D 活性と発現量が良好な相関を示 した sp o t N q . 1 96 0 お よび 19 7 1 のス ポッ トを低活性群

お よび高活性群の泳動像中で確認した . そ の結果, Fig . 14 に示す如く , 高活性群には発現が

認められ る もの の , 低活性群にはほとん ど発現が認められな い こ とが明らか とな っ た . また ,

両ス ポッ トの 分子量はほ ぼ同等で あっ たが , 等電点には相違が認められた .

低活性群と高活性群で有意に発現真の 鼻なるタンパク質の 同定

イ ヌ肝 c s のタ ン ^
o

ク質発現解析 により, G S T - D 活性と発現量がよく相関するス ポッ トが 2

つ 見出された こ とから, この 2 ス ポッ トを含む低活性群と高活性群で発現量に有意な相違が

認められた計 1 4 ス ポッ トの 同定を試みた . 同定を目的として改めて行 っ た泳動で は, 14 ス

ポッ トのうち 4 ス ポッ トが他のス ポッ トとの分離が不十分で切り出せなか っ た もの の , Sp ot

N o . 1 96 0 および 19 7 1 を含む計 10 ス ポッ トを切り出すことが できた ( Fig . 1 5) . これら
､

の同定

結果を T a bl e ll に示す . s p o t N o . 19 60 および 197 1 か らは, G S T Y d fY d f に特異的な トリプシ ン

消化ペ プチド ｢ Al y I Fj u K + が検出され これ らはいずれも G S T Y d fY d f で ある こ とが明らか

とな っ た ･ また, s p ot N o . 1 971 か らはそ の他 に 2 つ の タ ンパ ク質が 同定され , そ れらは

G Y P - bi n di n g p r o t ei n R a n rr C 4 串よび tri o s ep h o sp h at e i s o m e r a s e で ある こ とが明らか とな っ た . し

か し, Fig .
1 4 から明らか なよう に, 低活性群で は sp o t N o . 1 9 71 の位置にス ポッ トはほとんど

検出されて いない こ とか ら, これ らの発現量は非常に少な い と思われる
.

.

一

方, そ の他の 8

ス ポッ トはいずれ も低活性群で多く発現するタ ン/ 1
o

ク質で あっ たが, s e r um al b u mi n p r e c u r s o r

等いずれ も G S T とは異なる タ ンパ ク質として 同定された .
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【考察】

前節までに, イ ヌ で認められる G S T - D 活性の個体差は G S T Y df Y d f の発現量の個体差による

こと, および1o w G S T イ ヌ で は G S T Y d fY d f の発現量が著 しく少な い こ とが強く示唆された.

そ こで , 本節で は これを確かめ る目的で , 二 次元電気泳動によりイヌ肝 c s の タン パク質を分

離し, 各々の 発現量を低, 中お よび高活性群で比較した . その 結果, 群間で発現量が有意に

異な るス ポッ トが延べ 1 6 ス ポッ ト見出された ･ このうち 2 ス ポット (s p o t N o . 19 60 お よび

19 7 1) の発現量と G S T しD 活性との間には相関係数 o .8 を超える良好な正の相関が認められ
l

また , これ ら 2 ス ポッ トは低活性群にはほとんど発現が認められない ことが明らか となっ た .

一

方, それ以外の 1 4 ス ポッ トの発現量と G S T ･ D 活性の間め相関係数は, いずれ も絶対値が

o .7 以下と低か っ た .

これ ら 1 6 スポッ トの うち, 低活性群と高活性群で有意に発現量の異なる 1 4 ス ポッ トの同

定を試みた結果, 1 0 ス ポ ッ トの 同定が可能で あっ た . 発現量と G S T L D 活性の相関か らもっ と

も注目される s p ot N o .
1 9 60 と 1 97 1 か らは, G S T Y d fY d f の トリ プシ ン消化ペ プチ ドで ある

｢ Al y I F A L K + が見出された こ とか ら, これ らは いずれも d s T Y d fY d f で ある ことが明らか と

な っ た . 本解析で は G S T Y d fY d f の トリプシ ン消化ペ プチ ドの うち, 1 つ の ペ プチ ド断片しか

適合しなか っ たが , これ は, G S T Y d fY d f の アミノ酸配列が N 末端の 27 アミ ノ酸配列しか明ら

か になっ てい ない ためと推察される . また, 1 つ の タン パ ク質が 2 つ に見出された原因は本

試験か らは明らかで はな いが , 分子量がほぼ同じで等電点の みが異な っ て いた こ とから, 両

者の違いは酵素分子 の化学的修飾によるもの と推察され る･

一

部の G S T 分子種は, 血y d r o g e n

p e r o xid e による酸化的処理や diti o th r eit ol などによる遼元的処理で酸化や還元を受ける こ とが

報告されて い る ことか ら
6@)
, s p o t N o .

1 9 60 と 19 71 の違い は酸化型 ･ 還元型の違い によ る可

能性などが考えられる .

一

方, そ の他のス ポッ トはすべ て低活性群に多く発現して い た こと

か ら, この 中にス トッ プコ ドン の形成等に伴う活性を持たな い不完全な G S T Y d fY d f が存在す

る可能性も想定された . しか し, 低活性群に多く発現する タ ンパ ク質はいずれ も G S T とは無

関係なタ ン/てク質として 同定された ことから, 活性を持たな い不完全な G S T Y d fY d f が低活性

群で発現して い る可能性はきわ めて低い と思われる .

以上 , 二 次元電気泳動を用い たタ ン ^
o

ク質発現解析か ら, イヌ で認め られる G S T _I) 癌性の

個体差は G S T Y d fY d f の 発現量の個体差による こと, および1 o w G S T イヌ で は G S T Y d fY d f の発

現量が著しく少な い ことが 明らかとな っ た .
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第4 節 L o w G S T イヌ に凝狩る D C N B の体内動態

前節ま でに, lo w G S T イヌ では肝臓 にお ける th e t a クラス の G S T 分子種 y dfY d f の発現量が

著 しく少ない こ とが明らか とな っ た . Le w G S T イ ヌ は肝臓のみな らず腎臓で もきわめて低い

G S T - D 活性 を示 した こ とか ら, G S T Y d fY d f で代謝され る化学物質 をイ ヌ に投与する と, l o w

G S T イ ヌ は 血 ddl e あるい は 血ig b G S T イヌ とは異なる体内動態を示す可能性が ある . そ こで

本節で は , l o w G S T イヌ における低 G S T 活性が化学物質の i n vi v o 体内動態にどの よう に影響

するかを確認する目的で , イヌ に D C N B を投与し, そ の血衆中濃度推移 を比較 した .

【実験方法】

実験動物, 群構成, 投与用量, 投与方法, 採血および解剖

三共株式会社 安全性研究所で生産されたイ ヌ 9 例を, 5 例 (雄 1 例, 雌 4 例) お よび 4 例

(雌雄各 2 例) の 計 2 群に分類した . D C N B (和光純薬工業株式会社) を 5 % の濃度でポリエ

チ レン グリコ ー ル に溶解し, 前者には 5 m g k g , 後者に は 100 m g k g の 投与用量で単回強制経

口投与した ･ 5 m g k g 投与群は投与後o .5 , 1 , 2 , 4 , 6 お よび 2 4 h r , 1 0 0 m gn ' g 投与群は投与

後o .5 , 1 , 2 , 4 , 6 , 2 4 , 3 0 および 4 8 b 一 に採血 し, 血衆中の D C N B 濃度 を測定した . 投与後

72 b 一 に両群の動物を解剖し, 肝臓 を摘出した . こ の肝臓から c s を調製後, G S T . D 活性を測

定した . なお , 解剖, c s 調製および G S T - D 活性の測定方法は本章 第 1 節 に準 じた .

血簾中 D C N B 濃度の軸定方法

血液サ ン プル を, 4
o

C 下, 3 ,0 00 rp m で 1 0 分間遠心分離して血衆を得た . この血衆 o .3 m L

に o ･6 m L の エ タノ ー ル を添加 し撹拝後 , 4
o

C 下, 3 ,0 00 rp m で 20 分間遠心分離して 除タ ンパ

クした ･ 得られた上清 20 FL L を H P L C ( D -6 50 0 型 : 日立製作所) に注入 し, 血衆中の D C N B

濃度を測定した . H P L C 分析条件は以下 に示す. 血簾中濃度の測定後, 最後に血液中濃度が

検出された時間までの A U C ( A U C l a st) を台形法にて 算出した . また, 最高血祭中濃度 (c m a x)

は実測値か ら採用 した .

カ ラ ム :

カラム温度 :

移 動 相 :

流 速 :

波 長 :

P a c k e d c ol u m n # 3 05 6 ( C 1 8 , 2 5 0 m m x 4 .O m m I . D . , 5 F L m : 株式会社日立

製作所)

2 5
o

C

m eth a n ol/ w at e r / a c eti c a cid = 79 / 2 0 / 1

0 .8 m U m i n

U V 2 70 n m
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【実験結果】

5 および10 0 m g k g 投与後の D C N B の血薬中濃度推移 を Fig . 1 6 に, c m a x , A U C la st および

G S T - D 活性を T a bl e 1 2 に示す .

5 m g/k g 投与群で は, 5 例中 3 例 ( N o . 1 か ら 3) で いずれ の採血ポイン トで も D C N B は定

量限界 (o .o3 F L g/ mi ) 以下で あ っ た .

一

方, 5 例中 2 例 (N o . 4 および 5) は投与後 o .5 h r から

6 b r まで血簾中に D C N B が検出された . しか し, 投与後6 血r の血薬中濃度は定量限界に近く

(それぞれ o ･o5 お よび o ･o6 F Lg/ mi ) , 投与後 24 h r には この 2 例で も定量限界以下に低下 した.

1 00 m gn cg 投与群で は, 4 例中 1 例 ( N o . 9) が他の 3 例 (N o . 6 から 8) と比較して 顕著に高

い血簾中濃度を示 した ･ すなわち , N o . 9 のイ ヌ で は c m a x が 1 7 . 23 f ig/ mi , A U C la st が 1 61 .5 8

F Lg
･h r/ mi で あっ た の に対し, それ以外の 3 例で は c m a x の最高値が 5 .5 0 F Lg/ mi , A U C l a s. の最高

値が 7 .79 F Lg
･h r/ mi で , A U C l a st には最低で も 2 0 倍以上の差が認められた. また , N o . 6 か ら 8

のイ ヌ で は, 投与後 2 4 血r には血衆中濃度が定量限界以下に低下したにもかかわ らず, N o . 9

のイ ヌ では投与後 4 8 h r が経過して も血衆中に D C N B が検出された . G S T - D 活性測定の 結果,

同群の他の個体と比較 して 顕著 に高い血薬中濃度を示 した 3 例 ( N o . 4 , 5 お よび 9) はいずれ

も lo w G S T イヌ で ある こ とが明らかとなっ た ･ その 他の個体は 65 . 2 か ら 11 9 .5 n m ol/ mi n/ m g

p r o t ei n の活性を示 し, mi ddl e ある いは hig h G S T イヌ で あっ た .

以上 の結果から , イヌ に D C N B を投与する と, l o w G S T イ ヌ で は mi d dl e や hi gh G S T イ ヌ

に比べ 顕著に高い血紫中濃度 を示す ことが明らか とな っ た .

4 3
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E a c h■s y m b ol r ep r e s e n t s a n i n divi d tlal v al u e .

T abl e 1 2 P h a rm a c o ki n eti c p a r a m et e r s i n d og s t r e at ed o r ally w ith D C N B a t 5 o r 1 00 m g k g a n d

b e p ati c G S T
- D a c ti vity ･

D o s e An i m al

( m gn tg) N o .

S e x
C m a x A U C la sI

(F Lg/h L) (fLg
･h r/ m L)

G S T ･ D a cti vit y

( n m ol/ mi n/ m g p r o t ei n)
■ ■■■

- 1 ■■■ ■

6 5 .2

1 1 9 .5

1 M al e

2 F e m al e

3 F e m al e

4 F e m al e

5 F e m al e

10 7 .
1

1
.
4 9 2 .3 0 8 .1

1 . 2 5 2 .39 2 .9

1 00 6 M al e

7 M al e

8 F e m al e

9 F e m al ら

5 .5 0 7 .65 80 . 9

3 .8 4 7 .79 98 .
2

1 .5 5 4 .9 4 84 . 7

17 . 23 1 61 .5 8 1 . 4

-

: n o t d et e r m i n e d

E a ch d o g w a s a u t o p si ed 7 2 h r s p o st d o s e , af te r w hi c h G S T
- D a cti vity w a s d et e rm i n e d ･
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【考察】

本節では , イ ヌ で認められ る G S T Y d fY d f の発現量の個体差, 特にl o w G S T イヌ で の顕著な

低発現が化学物質の体内動態にどの よう に影響するか を検討する目的で , イ ヌ に 1 00 m grkg

の D C N B を単回投与し, 血衆中の D C N B 濃度を測定した ･ そ の結果, 1 o w G S T イ ヌ 1 例は 血igh

G S T イ ヌ 3 例 に比 べ顕著 に高い血衆中濃度を示 した ･ 本章 第1 節での検討で 9 S T
- D 活性と

c y p や u G T な どそ の他の薬物代謝酵素の発現量や活性との 間にまっ たく相関が認められな

か っ た ことから, lo w G S T イ ヌ で認められた D C N B の高い血衆中濃度は G S T Y dfY d f の低発現
l

によると推察された . この結果は, l o w G S T イヌ で は G S T Y d fY d f で代謝される化学物質の 消

失が顕著 に遅い ことを意味してお り, この ような化学物質に対する感受性がl｡ w G S T イヌ で

高い こ とが示唆され た . G S T は ,
一

般に求電子性で反応性の高い化学物質や活性代謝物の解

毒に関与する こ と, お よび この ような反応性の 高い活性代謝物は生体内高分子 へ の共有結令

な どにより特異体質性の障害を誘発することがある ことなどか ら, l o w G S T イヌ を用 いた毒

性試験により , 毒性の 高感度な検出や特異体質性薬物障害の予測が可能となる ことが期待さ

れ る .

しか し, 1o v G S T イ ヌ を毒性試験に利用するた めには , 事前に1o w G S T イヌ のス クリ
ー ニ

ン グが必要で ある ･ 10 0 m g k g の D C N B 投与後の血衆中濃度測定によるス クリ
ー ニ ン グも可

能で ある が, D C N B の ような c 山o r o nit r ob e n z e n e 誘導体は , 血液, 牌願お よび肝臓に対する毒

性
6 7 -6 9)

, 腎毒性
70)
および免疫毒性

7 1
,
72) な どを示すことが報告されて いる こ とから, I. W G S T

イヌ で は投与後4 8 h r が経過 して も血衆中に D C N B が残存する 1 0 0 m 封kg の D C N B 投与は,

適切なス クリ ー ニ ン グ方法とは言い難い . そ こで , より低用 量の D C N B で Id w G S T イヌ をス

クリ
ー ニ ングする ことを目的として , 5 m 封kg の D C N B をイ ヌ 5 例に投与し, 血渠中の D C N B

濃度を測走した . そ の 結果 , 1o w G S T イ ヌ 2 例で は投与後o .5 h r から 6 h r まで血衆中に D C N B

が検出され たもの の , mi ddl e および hig h G S T イヌ で はいずれの採血時間で も血衆中に D C N B

は検出されなか っ た . また , l o w G S T イヌ で も投与後 6 b r には定量限界近くにまで血薬中濃

度が低下し, 投与後 24 h r には血衆中から D C N B が消失した ことか ら, 5 m g k g の D C N B 投与

による影響は1 00 m g k g 投与の場合 に比べ , 大幅に少ない と推察された . 以上の結果か ら, 5

m g k g の D C N B を投与後o .5 h r に D C N B の血衆中濃度を測定する ことにより, l o w G S T イヌ

の ス クリ ー ニ ン グが可能で ある ことが明らかとな っ た .
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か 括

第 2 章で は , 求電子性で反応性の 高い化学物質や活性代謝物の解毒に関与する G S T に着日

した. G S T の欠損者で は,
一

部の 化学物質に対する感受性が高い ことや特異体質性の薬物障

害の頻度が高い ことが報告され て い る が , これ まで に G S T の 欠損動物に関する報告はなか っ

た . そ こで , 毒性試験に繁用 され る 実験動物 の 1 つ で あるイ ヌ におい て G S T を欠損する個体

をス ク リ ー ニ ングし, 以下の知見を得た .

2 8 0 例の イヌ肝臓 における G S T - D 活性に は顕著な個体差(o . o - 1 89 .9 n m ol/ m i n/ m g p r o t ei n)

が認 められ 本活性を指標にイ ヌ は低, 中お よび高活性群 の 3 群に分類された .

この う ち, 1 0 n m ol/ mi n/ m g p r o t e in 以下の きわ めて 低い活性を示す底活性群の個体(lo w G S T

イヌ) は約 1 2 % の割合で存在 した . また , この l o w G S T イヌ は検討を行っ た 5 つ の動物

生産施設すべ て に存在し, 特定の 動物生産施設に限定される こ とはなか っ た .

G S ≠ D 活性の個体差は, イ ヌ にお い て本活性を特異的に触媒す る こ とが報告され て い る

th et a ク ラス の G S T 分子種, y d fY d f の発現量の個体差による こ とが本反応甲酵素反応速度

論的解析か ら示唆され , 二 次元電気泳動によ るタン/ t
o

ク質発現解析で証明された .

すなわ ち, lo w G S T イヌ における低 G S T - D 活性は, G S T Y d fY d f の発現量が著 しく少な い

ことに起因するこ とが明らか とな っ た .

肝臓 と腎臓の G S T L D 活性の 間には相関係数 o .9 を超える きわ めて良好な正 の相関が認め

られ , 1 o w G S T イ ヌ は, 肝臓の みな らず腎臓で も本活性をほとん ど示 さなか っ た .

イヌ に D C N B を単回経口投与する と, l o w G S T イヌ で はその 他のイ ヌ に比 べ 顕著 に高い

血衆中濃度を示 した .

C Y P や u G T な ど, その他の薬物代謝酵素の 発現量や活性 と G S T - D 活性の 間に相関は認

められなか っ た ことか ら, lo w G S T イ ヌ で の D C N B の血衆中濃度の 高値は, 肝臓および

腎臓 における G S T Y d f Y d f の低発現に起因する と推察された .

以上の 結果か ら, l o w G S T イ ヌ は G S T Y d fY d f で代謝され る薬物に対する感受性が高い こと

が考え られ 毒性試験へ の応用 によ り毒性の高感度な検出や特異体質性薬物障害の予測が可

能となる こ とが推察された . なお , lo w G S T イ ヌ は検討したすべ て の動物生産施設か ら見出

され か つ , 5 m d kg の D C N B 投与後の 血衆中濃度により容易にス クリ
ー ニ ングが可能で あっ

た . したが っ て, 汎用性も高く, この 点で も有用 と考えられた .
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第3 車 遜S O をこよる持続的 G S H 低下 ∇ウス の毒性試験
へ の応周

GS H 抱合は, 一 般に薬物を含む各種化学物質か ら生体内で生成する活性代謝物の不活性化

反応で あり, 化学物質か らの生体の 防御を考える 上で もっ とも重要な反応の 1 つ で ある . そ

の 反応を触媒するのが G S T であり , 第 2 章で は これ まで に報告のなか っ た G S T 欠損動物と

して 1o w G S T イヌ を見出し, その有用性を検討した . しか し, 1o w G S T イ ヌ で は, 欠損する

G S T Y d fY d f で代謝 され る 化学物質 による毒性 を高感度に検出可能と推療され る反面, 他の

G S T 分子種で 代謝される 化学物質による毒性の 高感度な検出は困難で ある . そ こで我々 は,

G S T の欠損動物以外で G S‡‡抱合能の低下した モデル動物と して , G S Ⅲ 抱合の際の補酵素で

ある G S H の低下モデル を考えた. G S H 含量の低下したモ デル動物は, 代謝に関与する G S T

分子種に非特異的に化学物質の G S H 抱合能が低下する と考えられる ことか ら, G S T の欠損動

物よりも汎用性の 高いモ デル動物となる可能性がある .

G S H の低下剤には, G S H の 消去剤と G S H の 合成阻害剤が知られ て い る . 前者で は, 消去

剤自身が G S H 抱合を受ける ことにより G S H が低下する . したが っ て , G S H 抱合で解毒され

る薬物と併用 した場合, G S H 抱合の競合により消去剤による毒性が認められる 可能性が考え

ら れ G S H 低下モデル動物作製には不適切 で ある.

一

方, 後者として は, G S H 合成の律速酵

素で あるy
-

gl u t a m yl cy st ei n e s y n th et a s e (y - G C S) の 阻害剤, B S O が知られて いる
1 9)

. B S O は†- G C S

を特異的か つ 不可逆的に阻害する ことが報告されて おり
2 1)
, 本剤をラッ トや マ ウス に単回投

与すると, 肝臓 , 腎臓 , 揮願お よび骨格筋な どで速やか に G S H 含量が低下する ことが知られ

て い る
20)

. また , 本剤単回投与の数時間後に G S H 抱合で解毒され る薬物を投与する と, 薬物

を単独投与した場合と比較 して毒性が増悪する ことが示 され て いる
73 -7 6)

. さらに, 本剤を 1 4

日間飲水投与する と, 単回投与で ほとんど G S H 含量に変化の認められなか っ た組織で も G S H

含量の低下が認められる こ とから
2 0)
, B S O を 1 4 日間飲水投与したマ ウス は , G S H 低下モデ

ル動物として薬物を含む化学物質による毒性の高感度な検出や特異体質性の薬物障害予測に

応用可能となる こ とが期待される . しか し, G S H 低下モデル動物を作製する 上で考慮する必

要の ある重要な項月 , すなわち, B S O 自身による毒性および B S O 飲水投与時の G S H 低下作

用 の持続性につ い て は, これまで十分に検討されて い ない . 後者に関して は, B S O 単回投与

後 10 h r 以降には G S H 含量は回復傾向を示すこ とや, 肝臓な ど 一

部の組織の G S H 含量に顕著

な 日内変動が認められる こ となどが報告され てい る こ とか ら
7 6 ･ 79)

, 特に重要な問題で ある .

そ こで第 3 章で は, G S H 合成阻害剤自身による毒性を発現するこ となく, G S H を持続的に

低下するモ デル動物と して , B S O による持続的 G S H 低下マ ウス を作製した. また , この 持続

的 G S H 低下マ ウス に a c et a mi n o ph e n を投与し, 毒性の高感度な検出モ デル としての 本モ デル

の有用性を検討した .
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第 1 節 B S O による G S H 低下マ ウス の搾製

第1 節で は, 毒性お よび薬物代謝酵素の誘導や 阻害を惹起する ことな く G S H 含量の 低下 し

た モデル動物を作製する ことを目的として , G S H 合成阻害剤 であ る B S O をマ ウス に 1 4 日間

飲水投与し, 各種組織における G S H 含量の低下, B S O による毒性および肝薬物代謝酵素の 誘

導や阻害の有無を検討した .

【実験方法】

実験動物

日本 エ ス エル シ ー

株式会社で生産育成された雄性 B 6 C 3 F l マ ウス に, 1 週間の馴化 を経て ,

6 週齢より投与を開始した .

群構成, 投与用量および投与方法

0 , 5 , 1 0 , 20 および3 0 m M 投与群の 計 5 群を設定し, 各群 4 例構成とした ･ B S O (Fig . 1 7 ,

シ グマ アル ドリ ッ チ ジャ パ ン株式会社) は , o , 5 , 1 0 , 2 0 凄は び 3 0 m M の輝度で水道水に

溶解し, マ ウス に 14 日間自由に摂取させた . 飲水量か ら, 本試験 では 1 日あた り 5 , 1 0 , 2 0

お よび 3 0 m M 投与群でそれぞれ 25 2 , 53 6 , 9 95 お よび 15 0 2 m 帥g の B S O が投与された と判

断した ･ B S O の水溶液は, 投与開始 日お よび投与 8 日目に調製 した . なお , 水道水に o .1 % (4 .5

m M ) お よび 1 % (4 5 m M ) の濃度 で溶解され た B S O は , 室温で 1 5 日間安定であっ た . した

が っ て , 今回投与に用 い た水溶液中の B S O は , 試験期間中安定で あっ た とこ とが保証された .

一

般状態 , 体重 , 摂餌量, 飲水量, 器官重量および解剖
一

般状態は , 動物搬入 日より解剖日 まで毎日 1 回以上個体別に観察 した. 体重, 摂餌量お

よび飲水量は , 投与開始日より解剖日 まで週 2 回個体別に測定した . 器官重量は, 肝臓, 腎

臓 ( 左右) , 脂, 肺, 心臓および牌臓 の絶対重量 を測定 した . また , そ の重量を体重で 除し,

相対重量を算出した. 解剖は午前9 :0 0 より実施した .

血液生化学的検査

解剖日に全例にエ ー テル麻酔を施し, 後大静脈より採血 した . 得られた血液か ら常法に従っ

て血焚を調製し, A S T , A I:I , A L P , T . B il , T . C H O , T G , G L U , T .P R O , A L 玉, A/ G 比, u N ,

C R E , C a 凄は び IP を測定した . これ らの測定には自動分析装置 (T B A -2 00 F R : 東芝メディ

カル株式会社) を使用した .

肝薬物代謝酵素測定

全例の 肝臓を用 い , M s および c s を調製した-･ これらを用 い , c y p 含量, p
- nit r o ph e n ol に

対する u G T 活性, G S T - C 活性お よび G S T - D 活性を測定した . M s まは び c s の調 製方法, な
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らびに c y p 含量, 各活性およびタンパ ク質濃度の測定方法は, 第 2 章 第 1 節に準じた .

G S T 分子種の W e ste r n b且o士分析

各群 2 例の肝 c s を T ri s - S D S B M E s a m pl e l o adi n g b u ff e r (策
-

化学薬品株式会社)･ で希釈後,

1 2 ･5 % の S D S ポ リ アクリル アミ ドゲル (E A S Y - G E L II : フナコ シ株式会社) に 5 FL g のタ ンパ

ク質を負荷 し, 電気泳動を行っ た . 泳動後 , タン/ 1
o

ク質をゲルからI m m o bil o n P V D F T r ap sf e r

M e m b r a n e (第 一

化学薬品株式会社) に転写 した . 膜をブロ ッ キング後,
一

次抗体 (抗ラッ ト

G S T Y c 免疫ウサギ抗体, 抗ラッ ト G S T Y b 2 免疫ウサギ抗体ある い は抗ラ
,
ツ ト G S T Y p 免疫ウ

サ ギ抗体 : 以上, フ ナコ シ株式会社) , 二 次抗体 (bi oti n 標識抗ウサギ免疫ウ マ抗体 : アマ シャ

ムバイオサイ エ ンス 株式会社) , str ep t a vi di n - h o r s e r adi sh p e r o xid a s e c o nj u g at e および E C L W e st e rn

bl o tti n g d et e cti o n r e ag e n t ( 以上 アマ シ ャムバイオサイ エ ンス株式会社) で処理 し, フイ ルム

(富士 フ イルム株式会社) に露光 ･ 現像 した .

稔 G S E 含量測定

肝臓, 腎臓, 脳, 肺, 心臓, 牌臓, 肝臓, 小腸 ( 回腸) , 大腸 (結腸) , 骨格筋 (右大腿部) ,

血購お よび血球を, 5 % の 5 - s u 蜘 s ali c yli c a cid (和光純薬工業株式会社) で ホモ ジナイズした .

このホ モ ジネ - トを, 4
o

C 下, 8 ,0 00 ×g で 10 分間遠心分離し, 得られた上清を蒸留水で 10 倍

に希釈した もの を測定試料 とした . 測定試料中の総 G S H (還元型と酸化型の総和) 含量の測

定には, T o t al gl ut athi o n e Q u a n tifi c ati o n Ki t (株式会社同仁化学研究所) を使用 し, 吸光度の測

定にはマ イク ロ プレ ー トリ ー ダ ー (s p E C r R Am a x P L U S : 日本モ レキュ ラデバイス 株式会社)

を使用した .

【実験結果】

一

般状態 , 摂餌量, 飲水量, 体重および器官重量

投与期間を通 じて , 対照群 を含む全例に 一

般状態の異常ならびに死亡例は認められなか っ

た ･ 摂餌量 には対照群との比較で投与群に有意な変化は認められなか っ た . 飲水量は D ay 1 -5

に 2 0 お よび 3 0 m M 投与群 ト D ay 5
-8 に全投与群で 一 過性に有意な減少が認め られたもの の ,

D a y 8 以降は対照群 と投与群で有意な差は認められなか っ た . 解剖時の体重お よび器官重量を

T abl e 13 に示す . 解剖時の 体重は 20 および 3 0 m M 投与群で有意に減少したが , 1 0 % 以内の ご

く軽度な減少であっ た .

一

方, 器官重量は , 3 0 m M 投与群で肝臓の 絶対重量お よび相対重量

がいずれも有意な低値を示 したが, その他 に有意な変化は認められなか っ た .

血液生化学的検査

血液生化学的検査の 結果を T a bl e 1 4 に示す . A S T が 3 0 m M 投与群で有意に上昇した . また,

T G が 10 , 2 0 および 30 m M 投与群 で有意に低下した . その他の検査項目に有意な変化は認め

られなか っ た .

49



肝薬物代謝酵素測定お よび G S T 分子種の W e s色e m b 蜘 分析

肝薬物代謝酵素測定の結果 を Fig . 1 8 に, w e s t e r n bl o t 分析の結果を Fig . 19 に示す. c y p 含

量, u G T 活性および G S T - C 活性に有意な変化は認められ なか っ た .

一

方, G S T L D 活性は 10 ,

2 0 お よび 3 0 m M 投与群で有意に上昇した . ラッ ト G S T サブユ ニ ッ トに対する抗体 を用 いた

W e st e rn bl ot 分析の結果, 抗ラッ ト G S T Y c ( alp h a ク ラス G S T サ ブユ ニ ッ ト) および G S T Y p

(pi クラス G S T サ ブユ ニ ッ ト) 抗体と交叉するタ ン ^
o

ク質には, 対照群と投与群で変化が認

められなか っ た .

一

方, 抗ラッ ト G S T Y b2 ( m u ク ラス G S T サブユ ニ ッ ト) 抗体と交叉する

タンパ ク質は, 対照群と比較して 3 0 m M 投与群で 軽度 に増加した .

稔 G S Ⅱ 含量測定

組織中の総 G S H 含量を Fig . 2 0 に示す . 検討したすべ ての 組織で G S H 含量が有意に低下し

た ･ も っ とも G S E 含量の多か っ た肝臓 では , B S O の投与用量の増加とともに含量が低下し,

2 0 および 3 0 m M 投与群で は対照群の 5 0 % 以下の 値を示 した . 特 に顕著な低下を示 したの は ,

腎臓, 骨格筋, 大腸, 心臓および搾臓 で , 2 0 ある いは 3 0 m M 投与群で いずれ も 80 % 以上の

低下が認められた . また , 肺, ､牌臓, 小腸, 血薬お よび血球 で も 20 あるいは 3 0 m M 投与群

で 5 0 % 以上 の低下が認められ た . しか し, 脳で は 30 m M 投与群で も 15 % の 低下が認められた

の みで あっ た .
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Fig . 1 7 C h e mi c al str u c t u r e of B S O .

T abl e 1 3 B o dy w ei gh t s , ab s ol u t e o rg a n w eights a n d r el a ti v e o rg a n w eigh ts i n mi c e tr e at ed wi th B S O

v i a d ri n ki n g w a t e r fb ∫1 4 d a y s .

It e m 0 m M 5 m M 1 0 m M 20 m M 3 0 m M

B o d y w eig ht (g)

L i v e r

A b s ol u t e (g)

R el ati v e (g %)

K id n ey (R)

A b s ol u t e (g)

R el ati v e (g %)

K id n ey( L)

A b s ol u t e (g)

R el ati v e (g %)

B r ai n

A b s ol u t e (g)

R el ati v e( g %)

L u n g

A b s ol u t e (g)

R el ati v e( g %)

H e a rt

A b? ol u t e (g)

R el a ti v e( g %)

S pl e e n

A b s?l u t e (g)

R el ati v e (g %)

2 5 .65 ±0 .90 2 5 .93 ± 0 .8 7 2 4 .63 ±0 . 7 6 2 4 .00 ±0 .7 0
*

23 .95 ± 0 . 78
*

1
.
4 99 ±0 .091

5 . 8 45 ±0 .3 01

0 .2 1 6 ±0 .00 8

0 .8 40 ±0 .04 7

0 .
1 98 ±0 .01 4

0 .7 73 ±0
､

.06 0

0 .4 84 ±0 . 00 6

1 .88 8 ±0 . 07 4

0 . 1 3 8 ±0 . 003

0 .53 5 ±0 .0 1 7

0 . 115 ± 0 .00 6

0 .45 0 ± 0 .0 2 9

0 .06 2 ± 0 .0 08

0 .2 4 3 ± 0 .03 0

1 .5 17 ± 0 .05 0

5 .8 53 ± 0 .08 1

0 .2 2 1 ± 0 .00 9

0 .8 50 ± 0 .0 2 9

0 .1 97 ± 0 .011

0 .7 60 ± 0 .0 1 4

0 .4 76 ± 0 .0 1 9

1 .8 35 ± 0 . 11 3

0 .1 3 6 ± 0 .01 0

0 .5 2 5 ±0 .02 4

0 .1 2 2 ±0 .00 7

01 .4 73 ±0 .03 9

0 .06 6 ±0 .006

0 .2 53 ±0 . 01 7

1 . 4 1 1 ± 0 .05 8

5 .7 2 8 ±0 .0 75

0 .2 00 ± 0 .01 7

0 .8 1 0 ± 0 .0 4 7

0 . 1 93 ± 0 .01 5

0 .7 85 ± 0 .0 4 4

0 .4 84 ± 0 .01 0

1 .9 68 ± 0 .05 3

0 .13 1 ± 0 .0 09

0 .53 0 ± 0 .0 2 9

0 .1 2 0 ± 0 .00 4

0 .48 5 ± 0 .00 6

0 .06 3 ± 0 .00 4

0 .
2 5 5 ± 0 .0 1 3

1 .3 77 ±0 .0 3 1 1 . 2 84 ±0 . 074
' '

5 .7 4 0 ±0 .1 07 5 3 63 ±0 .3 07
'

0 .
2 00 ±0 .0 03 0 . 2 03 ±0 .0 1 1

0 .8 33 ± 0 .0 2 2 0 .8 50 ±0 .0 68

0 .
2 02 ± 0 .0 1 2 0 .1 89 ±0 .0 1 7

0 .8 4 0 ± 0 .03 5 0 .7 88 ±0 .0 87

0 .
4 79 ± 0 .01 6 0 . 4 8 1 ±0 .0 09

1
.
9 95 ± 0 .0 74 2 .0 08 i 0 .09 7

0 .13 2 ± 0 .0 09 0 .1 27 ±0 .0 1 3

0 .5 50 ± 0 .0 2 9 0 .5 3 0 ±0 .05 0

0 . 11 0 ±0 .002

0 .4 5 8 ±0 .015

0 . 1 11 ±0 .0 05

0 .4 65 ± 0 .0 24

0 .06 2 ±0 .00 2 0 .0 61 ±0 .00 6

0 .2 58 ±0 .0 1 0 0 .2 5 3 ± 0 .02 1

T h e d at a of e a ch p a r a m e t er r ep r e s e n t th e m e an ±S D o f 4 m i c e .

*
a n d * * : Sig ni五c a n tly diff e r e n t f r o m th e m e an v al u e of th e c o n t r ol g r o u p b < 0 .05 a n d p < 0 .0 1

,

r e sp e c ti v ely , D u n n ett
'

s t e st) .
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P a r a m e t e r 0 m M 5 m M 1 0 m M 2 0 m M 3 0 m M

A S T ( W り

A I:I ( U A )

,

A L P ( U r L)

T ･ B I L ( m g/d L)

T ･ C H O ( m g/d L)

T G ( m g/d L)

G L U ( m g/d L)

T ･P R O (g/d L)

A L B (g/d L)

A/ G r a ti o

U N ( m g/d L)

C R E ( m g/d L)

C a ( m g/d L)

I P ( m g/d L)

4 2 .0 ±5 .0

2 8 .3 ± 1 .7

37 4
.8 ±3 2 .9

0 .0 3 0 ±0 .0 1 8

91 .0 ± 1 2 . 2

1 4 7 .8 ±5 1 . 1

2 5 2 .8 ±2 .6

4 .6 3 ± 0 .28

1 .53 ± 0 .1 0

0 .4 78 ± 0 .01 0

3 4 .83 ± 6 .63

0 .0 95 ± 0 .013

9 .7 8 ± 0 .2 2

7 .73 ± 1 .93

3 5 .5 ± 2 .9

2 2 .8 ± 2 .2

4 02 . 0 ±3 4 .5

0 .0 1 8 ±0 .01 0

95 . 0 ±6 .5

1 2 0 . 0 ±3 0 . 0

2 5 5 . 0 ± 2 4 .
4

4 .78 ±0 .05

1 .53 ±0 .05

0 .4 7 0 ±0 .00 8

36 .03 ± 4 .
43

0 .0 98 ±0 .00 5

1 0 .03 ± 0 .2 1

7 .86 ±1 .00

3 9 .0 ±3 .6

2 1 .0 ± 1 .0

3 4 1 .3 ± 3 6 .1

0 .03 0 ±0 . 00 0

9 5 .7 ±4 .6

7 2 .3 ± 1 5 .0
*

2 5 0 .7 ±3 6 .9

4
. 77 ± 0 .0 6

1 .5 3 ± 0 .0 6

0 .
4 80 ±0 .0 1 7

34 .3 0 ±5 .5 6

0 .09 7 ± 0 .0 2 3

9 .9 7 ± 0 .3 2

6 .6 2 ± 1
.
43

4 4 . 3 ±8 .3

2 7 . 0 ± 1 2 . 1

3 0 6 .8 ± 4 5 .4

0 .03 3 ± 0 .0 15

99 .3 ±6 .4

70 . 0 ± 1 4 j
*

261 .3 ± 63 .2

4 .9 0 ±0 .2 0

1 .6 0 ±0 .08

0 .4 8 3 ± 0 .0 1 7

3 0 . 2 3 ± 1 .8 0

0 . 08 5 ± 0 .0 06

1 0 . 1 3 ± 0 .6 6

7 .8 7 ± 2 . 3 2

5 9 3 ±4 .3
' '

2 9 .3 ±5 ユ

2 8 9 .5 ±85 .1

0 .0 2 3 ±0 .0 2 6

9 9 .0 ±9 .0

5 3 .0 ±1 0 .3
* *

2 4 9 .5 ±2 0 .9

4 . 70 ±0 . 1 4

1 .5 8 ±0 .0 5

0 .4 8 8 ±0 .0 10

2 9 .0 3 ±5 .1 5

0 .10 0 ±0 .0 38

9 .8 0 ±0 .3 6

7 .3 6 ±0 .6 0

T h e d at a of e a ch p a r am et e r r ep r e s e n t th e m e a n i S D of 4 mi c e .

*
a n d * * : Sig niB c a n tly diff e r e n t f r o m t h e m e a n v al u e o f th e c o n tr ol g r o u p (p < 0 .05 an d p < 0 .0 1 ,

r e s p e c ti v ely , D u n n ett
'

s t e s t) .
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【考察】

本節で は , 毒性お よび薬物代謝酵素の誘導あるいは阻害を発現する ことなく , G S H 含量の

低下したモ デル動物を作製する ことを目的として , B S O をマ ウス に 1 4 日間飲水投与し, 各痩

組織 における G S H 含量, 毒性および肝薬物代謝酵素に及ぼす影響を検討した .

総 G S H 含量測定の結果 , 検討を行? たすべ ての組織で G S H 含量が有意に低下し, 20 およ

び 3 0 m M 投与群で は脳を除くすべ ての 組織で対照群の約50 % 以下に低下した . これ らの 結果

は従来の 報告
20)
とほぼ 一 致した ･ 各組織で低下率に相違が認められたが , これは, y

- G C S の
(

発現量 , G S H 合成に必須な cy st ei n e の供給お よび G S Ⅲ の 消費量等に影響を受ける G S H の t u r n

o v e r の速さな らびに B S O の分布量等の相違に関係する と推察され る . すなわ ち, G S H の t u r n

o v e r の 速い組織ある い は B S O の分布量の多い組織で G S H 含量の低下率が高か っ たと考えら

れた . なお, ラ ッ トの脳室 内に B S O を直接投与すると脳内の G S H 含量が顕著に低下する こ

とが報告されて い る ことか ら
80)
, 本試験で脳のみ G S H 含量の低下が軽度だっ た のは, 血 捌尚

関門の 存在により B S O の脳 へ の移行が少なか っ たためと思われる .

一

方, 本試験で は , 投与期間を通じて死亡例,
一

般状態の 変化な らびに毒性と判断される

1 0 % 以上の 体重減少は認められなか っ た. 投与 8 日日まで飲水量の
一 時的な低下が認め られ

た ものの , そ の後回復した こ とか ら, B S O の忌避はない もの と思われる . 3 0 m M 投与群で認

め られた A S T の有意な上昇は, A I:I , A L P お よび T . B m 等そ の他の肝機能検査値にまっ たく

変化が認め られなか っ た ことか ら偶発的変化と判断した . しかし, 同群で は肝臓の 絶対重量

および相対重量が いずれ も有意な低値を示 して おり, 30 m M の B S O は肝臓に何らか の影響を

及ばす可能性が示唆された . そ の他, T G が投与用量の増加に伴い対照群の 50 % 以下に低下し

たが , T G には摂餌 に伴う顕著な日内変動が認 められ る ことから, 毒性学的に見て重篤な変化

ではない と推察され る .

薬物代謝酵素に 関して は, c y p 含量および u G T 活性に有意な変化は認め られなか っ た.

3 0 m M 投与群で m u クラス の G S T の軽度な誘導が認められたが , 同群で は G S H 抱合に必要

な G S H が顕著に低下した状態にある ことから, i n vi v o で の G S H 抱合反応は低下すると推察

される . なお, 本試験で測定したin vitT10 で の G S T - D 活性は, 測定時に G S H を過剰に添加し

て いる ことから,
●

G S T の誘導が反映されて上昇したと考え られた.

以上 , 2 0 お よび 3 0 m M 甲 B S O の マ ウス に対する 1 4 日間飲水投与により , 脳を除く検討し

たす べ て の組織で G S H 含量が対照群の 約5 0 % 以下に低下した . しか し, 3 0 m M 投与群で は,

肝臓重量の低下等, 毒性の徴候 も認 められた . したが っ て , B S O をマ ウス に飲水投与し G S H

低下モ デル を作製する際には, B S O の濃度を 20 m M まで に抑える必妻がある . すなわ ち, 2 0

m M の B S O を 1 4 日間飲水投与した マ ウス は, 毒性および薬物代謝酵素の変動を発現する こ

となく各種組織で G S H 含量が顕著に低下した モデル動物で ある と結論した .
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第2 節 B S O による G S H 低下マ ウス における G S‡‡低下の持続性

前節で は , 2 0 m M の B S O を マ ウス に 14 日間飲水投与する ことにより, 毒性お よび薬物代

謝酵素の変動を発現する ことなく, 脳 を除く各種組織で G S H 含量を約5 0 % 以下に低下させ る

ことが可能である こ とを述 べ た . しか し, 肝臓お よび腰臓など幾 つ かの組織で は G S H 含量に

日内変動が報告されて いる
76 -7 9

,
81)

. また , B S O の単回投与後1 0 h r 以降, 低下した G S H 含量

が回復し始めることな ども報告されて い る
82)

. したが っ て , 今回作製した G S H 低下 マ ウス が ,

1 日を通じて持続的にG S H が低値 を示す持続的G S H 低下マ ウス と考えられ るか につ い て は,

前節の結果か らは明らか で はない . そ こで , 第 2 節で は, 2 0 m M の B S O を 1 4 日間飲水投与

したマ ウス におい て , G S H 低下の持続性を検討した .

【実験方法】

実験動物

日本エ ス エ ル シ ー

株式会社で 生産育成され た雄性 B 6 C 3 F l マ ウス に, 1 週間の馴化 を経て ,

6 週齢より投与を開始した .

群構成, 投与用量お よび投与方法

o 凍は び 20 m M 投与群の計 2 群を設定 し, 各群 2 4 例構成とした . B S O ( シグマ アル ドリ ッ

チ ジ ャパ ン株式会社) は o お よび 20 m M の濃度で 水道水 に溶解し, 1 4 日間自由に摂取させ

た ･ 飲水量か ら, 本試験で は 1 日あたり 1 07 2 m d kg の B S O が投与されたと判断した . 前節

同様, 本試験で も B S O の水溶液は投与開始 日および投与8 日目に調製した .

一

般状態, 体重, 摂餌量, 飲水量お よび解剖
一

般状態は, 動物搬入 日より解剖 日まで毎日 1 回以 上個体別に観察した . 体重, 摂餌量お

よび飲水量は, 投与開始日より解剖日 まで 週 2 回個体別に測定した . 1 4 日間の投与期間終了

後, 動物は 1 :00 , 5 :0 0 , 9 :00 , 1 3 :00 , 1 7 :00 お よび 21: 00 に両群とも 4 例ずつ 解剖した .

血液生化学的検査

解剖時に採血 し, 前節で検討した検査項目を同様の方法で測定した .

給 G S Ⅱ 含量測定

前節で検討 した組織 における G S H 含量を同様の方法で測定した . なお本節では , G S H 含

量の A U C を台形法により算出し, 対照群 と投与群で 比較 した .
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【実験結果】

一

般状琴, 摂餌量, 飲水蓋お よび体重

投与期間を通じて , 対照群を含む全例に
一

般状態の異常な らびに死亡例は認められなか っ

た ･ 摂餌量は, D ay 1 - 4 および 4 -8 に投与群で
一

過性に有意な減少が認められた ものの , D a y s

以降は対照群と投与群 で有意な差は認められなか っ た . 飲水量には有意な変化は認められな

か っ た . 解剖時の体重は投与群で有意に減少したが , 6 .2 % の ごく軽度な減少で あっ た ことか

ら, 毒性とは判断しなか っ た.

血液生化学的検査

前節で 投与により顕著な低下の認 められた T G の結果を Fig . 21 に示す. 投与群では, 対照

群と比較して 5 :00 , 9 :00 凄は び 17:00 に有意な低値が認められた . しか し, 両群とも摂餌に

伴う顕著な 日内変動が認め られ , 対照群および投与群の T G の 日内変動範囲は, それぞれ 14 .5

- 2 19 . 8 お よび 9 .5 - 1 2 7 .0 m g/d L で あっ た . 投与群の変動はほぼ対照群の変動範囲内で の変動

で あ っ た ことか ら, 前節で考察した とおり, T G の 低下は毒性学的に重篤な変化ではない と判

断した . そ の他の検査項目に関して は, 投与に起因した変化は認められなか っ た .

絵 G S‡‡含量測定

マ ウス にお ける総 G S H 含量を A U C として T abl e 1 5 に示す. 対照群の各組織における G S H

含量の A U C は , 多い順に, 肝臓 > 小腸 > 牌臓 > 大腸 > 腎臓 > 肺 > 脳 > 肺臓 > 心臓 >

骨格筋で あっ た . また , 血液中では血薬よりも血球に G S H が局在した . 20 m M の B S O 投与

により, 1 日の G S H 含量 を反映する A U C も, 脳を除く各組織で約5 0 % 以下に低下した .

一

方, 組織中の総 G S H 含量の経時変化をFig . 2 2 に示す . 肝臓, 肺, 心臓, 牌鳳 僻臓, 小腸,

大腸および骨格筋におい て , 検討したす べ て の 時間に対照群と比較して投与群で有意に低値

を示 した. また , それ以外の組織でも検討したすべ て の時間に投与群で低値を示 した .
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【考察】

本節で は, 2 0 m M の B S O を 1 4 日間飲水投与した マ ウス にお いて , 各種組織の G S H 低下の

持続性を検討した . そ の結果, 肝臓お よび搾臓の対照群の G S H 含量には , 暗期に上昇し明期

に低下する従来の報告と同様の 日内変動が認められた
76 ‾ 79 , 8 1)

. 肝臓における日内変動の原因

は, G S H の生合成に必要な cy st ei n e が摂餌に伴い 暗期に板取されるためと推察されて い る
83)

一

方, 投与群の肝臓お よび揮厳にお ける G S H 含量は, 対照群 とは逆にむ しろ癖期に低下し明

期に上昇する傾向を示 した . この原因として は, マ ウス が摂餌と ともに時期に飲水し, それ
l

に伴い B S O が暗期に摂取された ことが考えられた .

一

方, その他の組織の G S H 含量には明

確な日内変動は認め られなか っ たが , 投与群で は検討したすべ て の組織ですべ て の時間に対

照群に比較して G S H 含量が低値を示 した .

以上の結果か ら, 2 0 m M B S O を 1 4 日間飲水投与した マウス は, 1 日を通じて各種組織の

o s H 含量が低値を示す持続的 G S H 低下マ ウス で ある ことが明らかとな っ た . 特に本モデル

は , ①投与方法が簡便, ②毒性および薬物代謝酵素の誘導あるいは阻害が認められない , ③

通常暗期に高値を示す肝臓や停臓の G S H 含量を効率的に 低下させ る ことが可能, ④ G S H 含

量の 低下が 1 日を通じて 持続し, か つ 脳を除くほとん どの組織で G S H 含量が約5 0 % 以下に低

下する, とい う 4 つ の点で優れた動物モ デル で ある と考えられた .
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策3 節 B S O による持続的 G S H 低下マウス における a c e息a m 畳m o p h e m 誘発

肝および腎障害の増強

前節まで に, 20 m M の B S O を 1 4 日間飲水投与した マ ウス は , 脳を除く各種組織で G S H 含

量が持続的に低下した モデル動物で ある ことを明らかに した . 第 3 節では , 本モデル の有用

性を検討する 目的で , マ ウス に B S O お よび a c et a m i n o p血e n を併用 し, a c et a 血 n o p血e n による毒

性が本モ デル で増強され る可能性を検討した .

【実験方法】

実験動物

日本 エ ス エ ルシ
ー

株式会社で生産育成され た雄性 B 6 C 3 F l マ ウス に, 1 週間の馴化を経て ,

6 週齢より投与を開始 した .

群構成, 投与用量および投与方法

o および 2 0 m M の B S O ( シ グマ アル ドリ ッ チ ジ ャ パ ン株式会社) ならびに o , o . 1 2 5 お よ

び o .25 % の a c et a mi n o ph e n ( シ グマ アル ドリ ッ チ ジヤ/ 1
o

ン株式会社) を, 1 群 1 0 例の マウス

に単独あるい は併用投与した . 群構成は以下に示 す. B S O は o および 20 m M の濃度で水道水

に溶解 し, 1 4 日間自由に摂取させた . また , a c et a mi n op h e n は o , o .1 25 お よび o .25 % の濃度で

粉末餌 ( c e rtiB e d R o d e n t D i et 5 00 2 : P M I N u tri ti o n I n t e m ati o n al I n c .) に混合 し, 14 日間自由に

摂取させた . なお , B S O 水溶液および a c早t am i n o p h e n 混合餌は , 投与開始日お よび投与 8 日

目に調製 した .

0 m M B S O 2 0 m M B S O

0 % a c et a m i n o ph e n a ≡ 1 0 n ≡ 1 0

0 .1 2 5 % a c et am i n o p h e n n I 1 0 n = 1 0

0 .2 5 % a c et a m i n o h e n n = 1 0 n = 1 0

一 般状態 , 体重, 摂餌量, 飲水量, 器官重量および解剖

一 般状態は , 動物搬入日より解剖日まで 毎日 1 回以上個体別に観察 した . 体重 , 摂餌量お

よび飲水量は , 投与開始日より解剖日まで 週 2 回個体別に測定した . 器官重量は, 肝臓, 腎

臓 ( 左右) , 脳, 肺 , 心臓お よび牌臓の 絶対重量を測定した . また , そ の重量を体重で 除し,

相対重量を算出した . 解剖は午前 9:0 0 より実施した .

血液学的検査

解剖 日に, 1 0 例中 5 例/群にエ
-

テル麻酔を施し, 後大静脈より採血 した . この血液に抗凝

固剤 ( 1 5 % E D T A -2 K ) を添加し, R B C , H B , H T , M C H , M C V , M C H C , R E T , P L Y , W B C ,

w B C % , A N モ お よび A I;Y を測定 した . こ のうち , w B C % の測定には血液細胞自働分析装置

( マイク ロ
■
ッ クス H E G _ 1 20 A : オム ロ ン株式会社) を, そ の他の 項目の測定には自動血球計
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数装置 ( A D V 払1 2 0 : バイ エ ル メディ カル株式会社) をそれぞれ使用 した .

血液生化学的検査

解剖日に, 血液学的検査 に供さなか っ た残り 5 例/ 群にエ
ー テル麻酔を施し, 後大静脈より

採血 した ･ 得られた血液から常法に従 っ て血衆を調製し, A S T , A L;T , A L P , T . Bil , T . C H O ,

T G , G L U , T .P R O , A L E , A/ G 比, u N , C R E , C a お よび Ⅳ 測定した. これ らの測定には自

動分析装置 (T B A - 2 0 0 F R : 東芝メディカル株式会社) を使用 した . またそ の他に, D ay 2 に各

群の 生存例全例の眼窟静脈叢か ら少量の血液を採取し, 血衆分離後, A I:T および c R E を測定
l

した . 本測定には簡易型の 分析装置 (55 00 Ⅴ : 富士通株式会社) を使用した .

病理組織学的検査

血液学的検査に供した 5 例/ 群の肝臓および腎臓につ いて実施した . 病理組織標本の作製方

法に 関して は, 第 1 章 第 1 節に準 じた.

稔 G SI‡含量測定

解剖日に, 血液生化学的検査 に供した 5 例/群か ら本章 第1 節で検討した組織を摘出し,

G S H 含量 を同様の方法で測定した .

【実験結果】

一

般状態

B S O と o .2 5 % a c et a mi n o p he n の 併用群で 1 0 例中 9 例が D a y 2 に死亡した . この ため, 残り

の 1 例およびo .25 % a c et a m i n o ph e n 単独投与群1 0 例全例は D ay 2 に臨時剖検 した .

一

方, そ

の他の群で は, B S O と o . 1 2 5 % a c et a mi n o p h e n の併用群の 1 例で , D ay 4 および D ay 5
､

に呼吸不

整が認められ た以外に
一

般状態の変化は認 められなか っ た .

体重, 摂餌量お よび飲水量

解剖日の体重には, o .1 2 5 % a c et a mi n o ph e n 単独投与群お よび B S O と o .1 2 5 % a c e t a mi 皿O Ph e n

の 併用群とも, それぞれ の対照群と比較して 有意な変化は認められなか っ た . 摂餌量は, B S O

と o .1 2 5 % a c et a mi n o p h e n の併用群で D a y 4
- 8 に 一

過性に有意な低下が認められた . 飲水量は,

o . 1 2 5 % a c et a m i n o pb e n 単独投与群で は対照群との 間に差は認められなか っ た もの の , B S O と

o . 1 2 5 % a c et a mi n o p h e n
の 併用群では投与期間を通 じて対照群よりも約3 0 % 低値を示 した .

器官重量

0 . 1 2 5 % a c e t a m i n op h e n 単独投与群の肝臓の絶対重量および相対重量がいずれ も有意に増加

した . しか し, 増加率はい ずれ も 10 % 前後で ごく軽度な増加であり, 肝細胞肥大等を示唆す

る変化で はなか っ た . その 他に絶対重量ならびに相対重量が ともに増減した器官はなかっ た.
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血液学的検査

o .1 25 % a c et a m i n o pb e n の投与 に起因した変化は, 単独投与群および B S O との併用群ともに

認められなか っ た .

血液生化学的検査

血液生化学的検査項目のうち , 肝障害および腎障害の も っ とも典型的な指標となる A I:T お

よび c R 丑 の結果を T a bl e 1 6 に示す . D a y 2 には, B S O と o . 2 5 % a c et a m i n o ph e n 投与群の 生存例

1 例で , A L:T が 2 3 30 0 U 凡, C R E が 1 . 2 0 m g/d L と著しい高値を示 し, 同群で は重度の肝障害

および腎障害が認められる こ とが推察された (詳細は病理組織学的検査の項参照) . しか し,

o .25 % a c et a mi n o ph e n 単独投与群で は両検査項目ともに正常値を示 した ･

一 方, B S O と o . 1 2 5 %

a c et a mi n o p h e n の併用群の A I _ T には非常に顕著な個体差が認められたもの の , 対照群の 平均値

と比較して いずれ の個体も高値を示 した . 同群の C R E は対照群 と差がなか っ た . また, o .1 2 5 %

a c et a mi n o p h e n 単独投与群では A I:T お よび c R E とも正常値 を示 した . 興味深い こ とに, 解剖

時には, A L T お よび c R E- を含むす べ て の検査項目に o .
1 2 5 % a c et a mi n op h e n 投与に起因した変

化は認められ なか っ た .

病理組織学的検査

10 例中 9 例が D ay 2 に死亡した B S O および o .2 5 % a c et a mi n op h e n 併用群では , 肝細胞お よ

び腎尿細管上皮細胞の重篤な壊死が認 められた (それぞれ p h o t o l b お よび 2b) . すなわち ,

血液生化学的検査か ら予想され た通り, 重度の肝障害な らびに腎障害が認められた . しか し,

o .2 5 % a c e t am i n o p h e n 単独投与群で は, 病理組織学的に肝障害お よび腎障害は認められなか っ

た (そ れぞれ p h ot o l a お よび 2 a) .

一

方, B S O と o . 1 2 5 % a c e t a mi n o p h e n 併用群では ,
一

部の

個体で線維芽細胞の浸潤を伴う限局性の肝細胞壊死が認められたが ( p h o t o 3 d) , 腎臓 には変

化は認め られなか っ た . また, B S O および o .1 25 % a c et a mi n o p h e n それぞれ の単独投与群 (そ

れぞれ ph o t o 3 b および 3 c) な らびに B S O と a c et a mi n o p h e n の非投与群 (p h o t o 3 a) で は, 肝

臓および腎臓 ともに変化は認められな か っ た .

総 G SI‡含量

肝臓な らびに腎臓 における G S H 含量を Fig . 2 3 に示す . B S O 投与の有無に 関係な く, o . 1 2 5 %

a c e t a mi n o p h e n 投与による影響は認められ なか っ た ･

一

九 B S O と o .2 5 % a c et a mi n o p h e n の併

用群 1 例の G S H 含量は , 肝臓, 腎臓 とも に B S O 単独投与群の G S H 含量の平均値よ りも, そ

れぞれ 3 0 お よび 3 9 % 低値を示 した .

6 4



T abl e 1 6 Bl o o d bio c h e m i c al p a r a m et er s (A L T a n d C R E) i n m i c e t r e at e d wi th B S O a n d

a c et a mi n o ph e n ( A P A P) .

D a y o f A I ∬( 叫 C R E ( m g/d L)

m e a s u r e m e nt G r o u p o m M B S O 20 m M B S O 0 m M L B S O 2 0 m M B S O

D a y 2 0 % A P A P 2 8 .1 ± 13 .7 29 ･ 2 ± 1 7 ･4 o .16 ±0 . 08 0 .00 ±0 .00

0 .125 % A P A P 2 6 ,9 ±10 , 4 26 6 2 .7 ±8 0 94 .7 o .o 2 ±0 .0 6 0 .0 2 ±0 .06

0 .25 % A F A P 31 .7 ±13 . 6 2 33 00 o .1 7 ±0 .0 9 1 .20

D a y 15 0 % A P A P 2 6 ･4 ± 4 ･ 2 2 2 ･ 0 ± 2 .0 o .o9 ±0 . 0 1 0 .l o 主o .0 2

0 .12 5 % A P A P 2 9 ･0 ± 3 . 2 4 1 . 1 ± 33 .6 o .l o 主o . 0 1 0 . 11 ± 0 .03

T h e d at a of th e p a r a m et e r s o n D ay 2 r e p r e s e n t th e m e a n ± S D o f 1 0 m i c e e x c ep t f o r th e g r o u p th at w a s

d o s ed 2 0 m M B S O a n d O ･2 5 % a c e t a mi n o p h e n si m tllt an e o u sly .

T h e d at a of th e p a r am et e r s o f th e o n e m o u s e th at st - i v e d o n D ay 2 a r e sh o w n f o r thi s g r o u p ･

T h e d at a of th e p a r a m et e r s o n D a y 15 r e p r e s e n t th e m e a n ± S D o f 5 mi c e .
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Fig ･ 2 3 E ff e ct of B S O an d/ o r a c et am i n oph e n (A F A P) o n t o tal G S H le v el s i n th e li v e r a n d kid n ey .

E a c h b a r r e p r e s e n ts th e m e a n ± S D of 5 mi c e e x c e p t f o r th e g r o u p th at w a s d o s e d 2 0 m M B S O an d

0 .25 % a c et a m i n o ph e n si m ul t an e o u sly .
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P h o t o 1 E & E - S tai n e d s e cti o n s o f J n O u S e li v e r o n D a y 2 afte r 0 .25 % a c e t a mi n o p h e n t r e at m e n t( a) a n d

b o th 2 0 m M B S O a n d 0 .2 5 % a c et a mi n o p h e n t r e a t m e n t(b) .

C
,
c eJlt r al v ei A ; P , F o r( al tri a d .

P h o t o 2 11 & E -S tai A ed s e c ti o n s of n o t) s e kid n ey o n D ay 2 a丑e r 0 .25 % a c e t a mi JI O P h e n t re at tn e n t ( a)

a n d b o t h 2 0 m M B S O a n d 0 .25 % a c et am i n o p h e n t r e at m e n t 仲) .
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P h o t o 3 H & E - st ai n e d s e c ti o n s o f n o t)s e li v e r o n D ay 1 5 aft e r n o n
-t r e a t m e n t ( a) , 20 m M B S O

t r e a t m e nt (b) , 0 .1 2 5 % a c et a mi JI O Ph e n tr e at m e n t ( c) an d b o th 20 m M B S O a n d 0 .1 2 5 % a c et a mi n o p h e n

t r e at m e n t (a) .

C
,
c e n t r al v eiJl; P , p o rt al tri a d .
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【考察】

本節で は, B S O による持続的 G S H 低下 マウス の 有用性を検討する目的で , マ ウス に B S O

お よび a c et a m i n o p h e n を 1 4 日間併用し, a c et a mi n op h e n による毒性が持続的 G S H 低下 マ ウス

で増強され る可能性を検討した . そ の結果, 2 0 m M B S O と o .
2 5 % a c et am i n o ph e n の併用群で

は, 重度の肝お よび腎障害により 10 例中9 例が D a y 2 に死亡した ･ しか し, o .
2 5 % a c et a m i n o ph e n

単独投与群 で は, 血液生化学的にも病理組織学的にも同日に肝障害あるい は腎障害は認めら

れなか っ た . A c et a mi n o ph e n の大量投与時に 札 主代謝経路で ある ダルク ロ ン酸抱合や 硫酸抱

合が飽和 し, 毒性の 強い キノ ン型代謝物 加 a c etyl
-

p
- b e nそO q u i n o n ei mi n e)

8 4)
や ラジカル(淋 a cetyl

-

p
- b e n z o s e mi q tli n o n ei mi n e r adi c al)

8 5) へ の 代謝が先進する ことが知られて い る .
これらの活性代

謝物は通常 G S H 抱合等により解毒されるが , B S O との併用群 で は, 肝臓お よび腎臓 にお ける

G S H 含量の顕著な低下により これらの解毒が行われず, 毒性発現に つ なが っ た と推察された .

一

方, 2 0 m M B S O と o .1 2 5 % a c et am i n o p h e n の併用群では , 個体差は認められたもの の D a y 2

紅 A L:T が 上昇し, 肝障害が誘発された ことが示唆された ･ ･ しか し, 興味深い ことに, D ay 1 5

には同群の A I:T はほぼ正常値を示 した . また, 投与期間終了後の 同群の病理組織学的検査で

は,
一

部の個体の肝臓 に線維芽細胞の浸潤を伴う限局性の 肝細胞壊死が認められた . 血液生

化学的検査で投与耕期にのみ A 1:T の 上昇を認めた こと, 病理組織学的検査で線維芽細胞の浸

潤 を認めた こ とから, B S O と o .12 5 % a c et a mi n op h e n
の併用群で は, 投与初期に肝障害が認め

られ , そ の後 , 障害が 回復傾向を示 した こ とが考 えられた . この 原因は本試験では明らか で

はな い . しか し, 可能性の 1 つ として , 投与初期に誘発された肝障害により a c et a m i n o p h e n の

キノ ン型代謝物 へ の代謝が抑制され , その結果 , 障害が軽減 した こ とな どが推察され た . な

お , 同群 で は , 血液生化学的にも病理組織学的にも腎障害は認め られな か っ た ことか ら ,

o .1 2 5 % a c et am i n o p h e n の混餌投与で は , た とえ腎臓 の G S Ⅱ が 2 0 % 以下に低下 して も, 腎臓に

障害は認め られない ことが明らか とな っ た . また , 2 0 m M B S O お よび o . 1 2 5 % a c e t a mi n o ph e n

の単独投与群 では肝臓および腎臓に変化は認め られなか っ た . したが っ て , B S O と o .1 25 % あ

る い は o . 2 5 % a c et a 血in o p血e n の 併用群 で 認め られ た毒性 は , 持続 的 G S H 低下条件下 で

a c et a mi n o p h e n が投与され た ことにより特異的に誘発された変化 であ るこ とが明らか とな っ た ･

以上 の結果から, B S O による持続的 G S H 低下 マ ウス で は, a c et a mi n o p h e n の ように , G S H

抱合で解毒 される反応性の高い活性代謝物を代謝過程で 生 じる 化学物質による毒性が , よ り

低用量で発現するこ とが明らか とな っ た/ したが っ て本モデル は, 第 2 章に記載した 1o w G S T

イヌ 同様 , 毒性試験 へ の応用 により毒性の高感度な検出や特異体質性薬物障害の予測が可能

となる こ とが期待される . b w G S T イヌ の長所は , B S O 等の化学物質を投与する こ となく,

先天的に低 G S T 活性を示す ことである . しか しそ の反面, 1 o v G S T イヌ で毒性を高感度に検

出可能な のは G S T Y d fY d f で代謝され る化学物質に限定され る, とい う短所が存在する .

一

方,

本章 で明らか とした B S O による 持続的 G S H 低下 マ ウス で は, G S T 分子種に非特異的に G S H

抱合反応 で解毒され る化学物質による 毒性の高感度な検 出が可能と考えられる . したが っ て ,

B S O による 持続的 G S H 低下 マ ウス は , 特定の G S T 分子種の 欠損モ デル に比べ , よ り汎用性

が高い と推察され る .
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か 括

第3 章 では, 持続的 G S H 低下モデル の作製を試みた . G S H の低下剤として は G S H 合成阻

害剤である B S O を用 い , マ ウス にお いて G S H を持続的に低下させる ことが可能か検討した .

また , この 持続的 G S H 低下マ ウス に, 高量投与時には G S H 抱合で解毒され る ことが知られ

て い る a c et a mi n o ph e n を投与し, G S H の低下により a c et a mi n op h e n の毒性が増強する可能性を

検討した . その 結果, 以下の知見を得た .

B S O の マ ウス に対する 1 4 日間飲水投与により, 3 0 m M 投与群で肝臓重量の有意な低下お

よび m u クラス G S T の 軽度な誘導が認め られた . しか し, 2 0 m M 以下の投与群では毒性

お よび薬物代謝酵素の 変動は認められなか っ た . したが っ て , 本モ デル作製には B S O の

投与用量を2 0 m M 以下に設定する必要がある と考えられた .

2 0 m M B S O の マ ウス に対する 1 4 日間飲水投与により, 脳を除く検討したす べ て の組織で

G S H 含量が約5 0 % 以下に低下した . すなわ ち, も っ とも含量の 多か っ た肝臓で は 5 0 % J;2L

上の 低下が認められ , も っ とも顕著な低下を示 した腎臓, 心臓および大腸で は 8 0 % 以上の

低下が認められた .

2 0 m M B S O を 1 4 日間飲水投与したマ ウス にお いて G S H 低下の持続性 を検討した. その

結果, 投与群の G S H 含量は, 検討したすべ て の組織で 1 日を通 じ対照群より低値を示 した .

特に, 対照群の肝臓 で は暗期 に G S H 含量が上昇する日内変動が認められたが , 投与群で

はむしろ暗期に G S H 含量が低下する傾向を示 した . したがっ て , 本モ デル は, 通常もっ

とも G S H 含量の多い 時期の肝臓 にお い て効率的に G S H 含量が低下する , 優れ た持続的

G S H 低下モデル である こ とが明らか とな っ た .

マ ウス に 2 0 m M B S O と a c et a m i n o p h e n を併用する ことにより, a c e t a m i n o p h e n 単独投与で

は まっ たく毒性の 認め られなか っ た投与用量で顕著な肝障害お よび腎障害が認められた .

したが っ て , 今回作琴した持続的 G S H 低下 マウス は, G S I‡抱合で代謝され る化学物質に

対する感受性が高い ことが示 唆された .

以上 の結果か ら, こ の持続的 G S H 低下マ ウス を毒性試験に用い る ことにより , G Sli 抱合

で解毒され る薬物や求電子性で 反応性の高い活性代謝物を代謝過程で生成する薬物による毒

性を高感度に検出可能と考えられた . また, この よう な薬物により誘発され る特異体質低障

害の検出も可能とな る こ とが期待された . 本モデルは G S H 抱合の補酵素である G S H が低下

して い る ことか ら, 特定の G S T 分子嘩に触媒され る G S H 抱合活性の みな らず, すべ て の G S H

抱合活性が非特異的に低下する と考えられ る . したが っ て, 特定の G S T 分子種の欠損モデル

に比 べ , より汎用性が高い点が特に有用と患われ る .
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第4 車 R iE a m 野ici n 旺よ る c y p 3 A 誘導マ
- モセ ッ トの

作製

第1 牽か ら第 3 章まで は, 薬物代謝酵素の欠損あるい は補酵素の枯渇による薬物代謝活性

の低下モデル に着日した . これらの モデル で は, 薬物あるい は薬物か ら生成する活性代謝物

の消失の抑制により, 毒性の高感度な検出が可能で ある こ とが示唆された .

一 方, 薬物から

活性代謝物 へ の 代謝が冗進したモ デル動物も, 薬物代謝酵素の 欠損動物や薬物代謝活性の低

下モデル動物と同様に, 薬物による 毒性が より低用量で 発現する こ とが考えられる.

こうしたいずれ の場合も説明できる 例が a c et a mi n o p h e n で ある. u G T I s の 活性を欠損する

G u n n ラ ッ トで は, w ist a r ラ ッ トより低用量で a c et a mi n o ph e n によ る肝機能検査値の 上昇が認

められ る ことが報告されて い る
4 5 ･ 4 6)

. また , 第 3 章で は, G S h の低下により a c et a mi n o p h e n

による肝障害の顕著な増強が認められ た .

一

方で , C Y P 2 E あるい は c y p 3 A な どの誘導剤前

処置により, a c et am i n o ph e n による肝障害が増強する との報告 もある
86 - 89)

. こ の毒性増強は,

c y p の誘導により, a c e t a mi n 9P h e n か ら活性代謝物である N
- a c etyl

-

p
-b e n z o q ui n o n ei m i n e

へ の代

謝が冗進した ためと考えられ c y p の 誘導モ デル も, 毒性試験 へ の応用により毒性の 高感度

な検出や特異体質性薬物障害の検出に応用可能とな る こ とが推察される .

そ こで第 4 章で は, c y p 分子種の うち, ヒトで もっ とも含量が多く
90)
, 5 0 % 以上の 薬物の

代謝に関与する との報告もある
2 2
,
23 )
c w 3 A に着目し, c y p 3 A 誘導モ デルの作製を試みた .

実験動物と して は, c y p 3 A の相同性がカニ クイザル等の 旧世界ザル に次い で高い こ とが報告

され て い る コ モ ン マ -

モセ ッ ト ( マ
-

モセ ッ ト)
91
･
92) を選択し, c y p 3 A の誘導剤 には抗結

核薬で ある ri f am pi ci n を使用 した . なお , 本章では , マ
-

モ セ ッ トにお ける c y p 3 A 誘導を非

侵襲的に評価する ことを目的として , 尿中の 6β- O H F な らびに F の濃度を測定し, ヒ トにお

い て C YP 3 A 誘導の指標と報告されて い る尿中の 6P
- O H F と F の比 (6P - O H F P 比)

93 - 95 ' が ,

マ - モセ ッ トで も同様の指標にな り得るか に つ い て も併せ検討 した .
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第1 節 マ - モセ ッ トに対する riEa m p呈ci n 投与による c y
-

p 3 A 誘導

新世界ザル に分類される マ
-

モ セ ッ トは, c y p 3 A を始めとする各種 c y p 分子種の相同性

が 旧世界ザル に次い で ヒトに近い こ と
91
,
9 2)
, 成獣の大きさが 5 00 g 以下と小さく毒性試験実

施時に必要となる被験物質が旧世界ザルに比べ 少量で済む ことなどから, 今後毒性試験で の

利用 が増える と予想される実験動物の 1 つ である . 第 1 節で は, も っ とも多くの薬物の 代謝

に関与する C Y P 3 A
2 2

･
23)
の 誘導モ デルをマ

-

モセ ッ トで作製する ことを目的として , 亡ト
9 3)

お よび各種実験動物
96 - 98)
で C Y P 3 A を誘導する ことが知られる rif a m pi ci n を マ

-

モセ ッ トに 4
1

日間反復経 口投与し, c y p 3 A の 誘導を検討した .

【実験方法】

実験動物

三共株式会社 安全性研究所生産の 1 - 2 歳齢の雄性コ モ ン マ
-

モセ ッ ト計12 例を使用した .

群構成 , 投与用量お よび投与方法

o , 1 0 お よび 20 m 帥g 投与群の 計3 群を設定し, 各群 4 例構成とした ･ o .5 % C M C (和光純

薬工業株式会社) 水溶液 で rif am pi ci n (和光純薬工 業株式会社) を腰濁し, 胃カテ
ー テル を用

い て 4 日間反復経 口投与した. なお, 臨床で は, rif a m pi c in は 1 日 に 450
- 6 00 m gn ) o dy の投与

用量で ヒトに投与される. 本試験の低用量群の投与用量は , 臨床用墓相当量で ある 10 m grkg

と設定した .

一

般状態, 体重, 肝臓重量お よび解剖

一 般状態は, 投与開始前より解剖日まで毎日 1 回以上個体別 に観察した . 体重は, 投与開

始前および解剖日に個体別 に測定した . 解剖 日にo .5 m g k g の k et a m i n e h yd r o c hl o ri d e( ケ ラタ
ー

ル 5 0 : 三共株式会社) および o . 1 m g k g の Ⅹyl a zi n e ( セ ラクタ
ー ル 2 % 注射液 : バイ エル薬品

株式会社) を向時に筋肉内投与し, マ -

モ セ ッ トに麻酔を施した後, 解剖 した . そ の後, 肝

臓 を摘出し絶対重量を測定した . また , その 重量を体重で除し, 相対重量を算出した .

肝薬物代謝酵素測定

全例の肝臓 を用 い , M s および c s を調製した . これらを用 い , c y p 含量, E C D 活性, G S T - C

活性, G S T - D 活性お よびp - nit r op h e n ol に対する u G T 活性を測定した ･ M s および c s の調製方

法, ならびに c y p 含量, 各括性およびタン/ t
o

ク質濃度の測定方法は, 第 2 章 第 1 節に準じ

た . そ の他, 7 - m eth o x y c o u m a ri n まは び 7 -

p r o p o x y c o u m a ri n の 0
-d e al k yl a s e 活性 (それぞれ

M C D 活性お よび p c D 活性) を, E C D 活性と同様に, M at s u b a r a らの方法
6 1) に従い測定した .
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c y p 分子種の W e s息e r n bl ot 分析

各群 2 例の肝 M s を 廿is - S D S B M E s a m pl e l o a di n g b tl ff e r(第
一

化学薬品株式会社) で希釈後,

7
.
5 % の S D S - ポリアクリル アミ ドゲル (E A S Y ･ G E L II : フナコ シ株式会社) に 6 FLg の タ ン/てク

質を負荷 し, 電気泳動を行っ た . 泳動後, タ ン パ ク質をゲル か ら I m m o bilo n P V D F T r a n sf e r

M e m b r a n e (策
-

化学薬品株式会社) に転写した . 膜をブロ ッ キン グ後,
一

次抗体 (抗 ラッ ト

c y p I A l 免疫ウサギ抗体, 抗ラッ ト c y p 2 B l/2 免疫ウサギ抗体 , 抗ラ ッ ト c y p 3 A 免疫ウサギ

抗体あ るい は抗ラ ッ ト c y p 4 A 免疫 ヒ ツジ抗体: 以上, アマ シ ャムバイ オサイ エ ンス株式会社) ,

二 次抗体 (bi oti n 標識抗ウサギ免疫ウ マ抗体あるい は bioti n 標識抗ヒツ ジ免疫ウマ抗体 : ア マ

シ ャ ムバイ オサイ エ ンス株式会社) , st r e p t a v idi n
- h o r s e r a di s h p e r o xid a s e c o n5 u g at e お よび E C L

w e st e r n bl o tti n g d et e cti o n r e ag e n t( 以上 ア マ シ ャ ム バイオサイ エ ンス 株式会社) で処理 し, フイ

ルム (富士 フイ ルム株式会社) に露光 ･ 現像した .

【実験結果】

体重および肝臓重量

体重な らびに肝臓の絶対重量お よび相対重量に 札 対照群と ri f am pi ci n 投与群の 間に有意な

差は認め られなか っ た.

肝薬物代謝酵素測定および c y p 分子種の W c st e r n bl ot 分析

肝薬物代謝酵素測定の 結果を Fig . 2 4 に示す･ c y p 含量が 10 まは び 20 m 釘kg 投与群で いず

れ も対照群の 30 0 % 以上 に有意に増加 した . また, c y p が触媒する M C D , E C D お よび p c D

活性の う ち, M C D および E C D 活性が 2 0 m g k g 投与群で 20 0 % 前後に上昇した . また , P C D

活性は 1 0 お よび 20 I n g/kg 投与群で いずれ も 2 00 % 以上 に有意に上昇した . そ の他, G S T - D 活

性が 2 0 m 釘k g 投与群 で 2 00 % 弱に有意に上昇したが , G S T - C 活性お よびu G T 活性には有意な

変化は認められなか っ た .

c y p 分子種の W e st e r n bl o t 分析の結果を Fig . 2 5 に示す ･ 抗 ラ ッ ト c y p 3 A 抗体 と交叉する タ

ン/てク質が対照群 と比較して 10 お よび 2 0 m g/kg 投与群で顕著に増加 した ･ しか し, 抗ラ ッ

ト c y p I A l 抗体 と交叉するタン パ ク質はは とん ど検出されず, 抗 ラッ ト c y p 2 B l/2 抗体およ

び抗ラッ ト c y p 4 A 抗体と交叉するタ ンパ ク質には対照群と投与群で ほとん ど差が認められ

なか っ た .
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【考察】

第1 節では , ヒトで も っ とも多くの 薬物の代謝に関与する こ とが報告され て い る c y p 3 A の

誘導モデル の作製を試みた . モデル作製 に用い る実験動物には , c y p 3 A の ヒトとの 相同性が

90 % を超え , カ ニクイザルな どの 旧世界ザル に次い で高い こ とが知られるマ
-

モセ ッ ト
9 1

･
92)

を用いた . この マ
-

モセ ッ トに, ヒト
93)
, ラ ッ ト

96)
, イヌ

97)
およびブタ

9 8) な どで C Y P 3 A

を誘導する こ とが報告されて u る ri f a m pi ci n を 4 日間反復経 口投与 し, 肝臓 におい て C Y P を

含む各種薬物代謝酵素の発現あるい は活性を検討した.

そ の結果, 肝臓重量の増加は認められなか っ た もの の , C Y P 含量な らびに c y p により触媒

される M C D , E C D および p c D 活性が , 1 0 お よび 2 0 m grk g 投与群 で いずれ も有意な上昇あ

るい は上昇傾向を示 した I C Y P 分子種の W e st e r n bl o t 分析の 結果, 10 および 2 0 m g/k g 投与群

の い ずれ にお い て も c y I '3 A の 特異的な誘導が認め られた . したが っ て , マ
-

モセ ッ トに

rif a m pi ci n を投与する と, ヒ トや他の動物種 と同様に c y p 3 A の 特異的か つ 顕著な誘導が認め

られる ことが明らかとな っ た .

一

方, そ の他の薬物代謝酵素で は二 G S T - D 活性が 2 0 m g k g 投与群で有意 に上昇した ことか

ら, G S T の 誘導が示唆された . しか し, G S T の ほとんどの分子種で触媒される G S T - C 活性に

は対照群 と投与群で 差がな か っ た こ とか ら , G S T の 誘導は ごく軽度な誘導 と判断した .

p
- nit r o ph e n ol に対する u G T 活性には , 対照群と投与群で差がなか っ た ･

以上 の結果か ら, 1 0 m g/kg の rif a m pi ci n 投与により, c y p 3 A が特異的に誘導される こ とが

明らかとな っ た ･ また , 2 0 m grkg の rif am pi ci n 投与 では , c y p 3 A の他 に G S T の誘導 も認めら

れたが, そ の程度は軽度で ある と推察 された . 臨床 では, rif am pi ci n は 1 日に 4 50
- 60 0 m g h o dy

( 約 10 m g k g) の投与用量で ヒ トに投与される . したが っ て , 本試験では , 臨床用 量に相当

する低用 量の 地 m pici n を マ
-

モ セ ッ トに投与する ことにより, c y p3 A の 特異的誘導モ デル

を作製可能 で ある ことが明らか とな っ た . c y p 3 A は , ヒ トで多くの 薬物の 代謝に関与する こ

と
22
･
23)
, お よび幾つ か の薬物の 代謝的活性化に関与する こと

88
･
99

,
10 0) が報告され てい る こ と

から, 本節で作製した m 3 A 誘導 マ
-

モ セ ッ トを毒性試験に応用する ことにより, c y p 3 A

の触媒 で代謝的に活性化され る薬物に よる毒性の 高感度な検出が可能になる こ とが期待され

る . なお , ヒ トで は, c y p 3 A の誘導が尿中の 6β- O H 叩 比を測定する ことにより予測可能で

ある こ とが , 血 m pi ci n ある い は pb e n y t oi n 等 を服用した患者の 試料の検討結果か ら明 らか と

な っ て い る
9 3 ‾ 95)

. そ こ で , 次節で は, 本試験で得られた尿中の 印 - O H F お よび F を測定し,

6β- O H 叩 比がヒ トと同様 c y p 3 A 誘導の指標とな り得る か につ き検討した .
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第2 節 マ - モセ ッ ト尿中6β- 0 ⅢF/F 比と c y p 3 A 誘導の相関

前節で は, マ - モ セ ッ トに臨床用量の rif am pi ci n を 4 日間経口投与するこ とにより , c y p 3 A

の特異的な誘導モデル の作製が可能である こ とを示 した. 第 2 節では , c y p 3 A 誘導モデル作

製時の C Y P 3 A 誘導を, 非侵襲的に評価する ことが可能か検討する ことを目的とし, 前節で得

られた マ -

モ セ ッ ト尿中の 6β- O H F および F を測定した ･ すなわち, ヒ トで C Y P 3 A 誘導の指

標とな るこ とが報告されて いる 6P - O H 叩 比
93 -9 5)
を マ - モ セ ッ トで測定し, c y p 3 A 誘導との

関連性につ いて検討した .

【実験方法】

実験動物 , 群構成, 投与用量, 投与方法および採尿

前節の 実験方法に記載した. 尿は, 投与開始前 6 , 3 日および D ay l の投与前, D ay l か ら

D ay 4 の投与後2 4 h r に排滑された もの を採取した ･

尿中 6P ･ 0 Ⅱ甘お よび F 濃度の測定

L yk k e sf eldt らの方法
10 1) を 一

部改変して行っ た ･ すなわ ち, 1 0 0 F L L の尿に内部標準液 (2

FLg/ m L de x a m eth a s o n e) 1 m L お よび蒸留水9 m L を添加した後, m eth a n ol で活性化した闘相カ

ラム (s e p
-

p a k pl u s C 1 8 c ar tri dg e : 日本ウオ
ー タ - ズ株式会社) に 6P - O H F および F を吸着さ

せた . 固相カ ラム を 1 0 m L の蒸留水で洗浄後, 5 m L の ethyl a c et at en le X a n e (4/1 , v/ v) で 6P - O H F

および F を溶出した . この溶出液を 2 m L の N a 2 S O 4 飽和 1 M N a O H 溶液および 2 m L の N a2 S O 4

飽和 1 % a c e ti c a cid 溶液で洗浄後, 有機溶媒相を分取し, 蒸発乾固した . 得られた残漆を25 0 FL L

の 2 0 % eth an ol で溶解後, 8 0FL L を H P L C に注入 し, 尿中の 6β
- O H F および F の 濃度を定量し

た . H P L C 分析条件は以下に示す.

カ ラ ム : N o v a -

p a k C 1 8 (3 0 0 m m x 3 .9 m m I . D . : 日本ウオ
- 夕 - ズ株式会社)

カ ラム 温度 : 3 0
o

C

波 長 : u v 25 4 n m

サ ン プルク
- ラ ー

温度 : 5
o

C

移 動 相 A : 1 0 m M a c eti c a cid 含有 50 m M N a H 2 P O 4

移 動 相 B : a c et o nit ril e / 移動相 A (65 / 35 , v/ v)

ダラジエ ン ト : ti m e (O m i n) , 90 / 1 0 (移動相 A / 移動相 B)

ti m e (20 m i n) , 1 8 / 82 (移動相 A / 移動相 B)

ti m e (2 2 .5 mi n) , 0 / 1 0 0 ( # & * A / @ # * B)

ti m e (27 .5 m i n) , 0 / l o o ( # # * A / @ # * B)

ti m e (3 0 mi n) , 90 / 1 0 (移動相 A / 移動相 B)
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c y p 発現皇と尿中6P ･ O H 町野 比の 相関

前節で実施 した w e st e r n bl o t 分析 で得られた抗ラッ ト c y p 抗体と交叉する タ ンパ ク質の発

現量をデ ンシ トメ
ー タ ー

( D e n sit o g r a pb v c r . 4 .0 : A m O 株式会社) で定量し, 尿中 6β
- 0 耶

埠との相関を検討 した･ なお , 抗 ラッ ト c y p I A l 抗体と交叉する タン/ 1
o

ク質につ い て は, ほ

とんど発現が認められなか っ た こ とか ら, 検討を行わなか っ た .

【実験結果】

犀中6P ･ 0 ‡‡F 伸 比の経時的変化

マ -

モセ ッ ト尿中6β
- O H F お よび F 濃度 , な らびに6β

- O H 叩 比の 個体別 の経時変化を T abl e

1 7 に示す ･ 対照群の 6β- O H F 濃度は 5 .2 - 65 . 4 JJ g/h L , F 濃度 は 5 .4 - 7 4 .4 F Lg/ m L で , いずれ も

顕著な個体差ならびに同
一

個体内で の 日間変動が認められた . しか し, 同群の 6β
- O H 叩 比は

o .4 8 - 1 .5 2 で , 個体差な らびに日間変動は 6β- 0 ⅡF まは び F 濃度 に比 べ 軽度で あっ た . 特に,

6β- O H FrF 比には同
一 個体内で の 日間変動はをまとんど認められなか っ た .

各群の尿中6β
- O H 叩 比の経時的変化を Fig . 26 に示す ･ 上述の如く , 対照群で は投与開始

前から試験終了時まで はぼ 一 定の値で推移 した ･ 1 0 m g k g 投与群で は, D a y 2 の投与後2 4 h r

以降最終投与後 2 4 h r まで対照群 と比較 して有意な高値が認め られ た . 2 0 m g k g 投与群 では ,

1 0 m 封k g 投与群よりも 6B - O H 叩 比の 上昇は速やか で , D ay l の投与後 2 4 h r より有意な高値

が認められた . また, 投与期間を通 じて , 2 0- m grkg 投与群 では 1 0 m g k g 投与群より高値を示

した . さらに, 両群とも投与日数の 経過とともに値が上昇す る傾向を示 し, 最終投与後 2 4 h r

の尿中 6β- O H 叩 比は, 1 0 m g k g 投与群 で対頗群の 4 .7 倍, 2 0 m g k g 投与群 で同 5 3 倍 に上昇

した .

C Y P 発現量 と尿中6P ･ 0 耶 比の相関

c y p 3 A , C Y P 2 B および c y p 4 A の発現量と尿中 6β
- O H 叩 比 の相関図を Fig . 2 7 に示す.

c y p 3 A の 発現量と尿中 6β- O H 戸/F 比の 間には相関係数 o .90 6 の きわめ て良好な相関が認めら

れた . したが っ て , ヒトと同様に マ
-

モセ ッ トで も尿中6β- O H Fr F 比が c y p 3 A 誘導の指標と

なる こ とが明らか とな っ た .

一

方で , C Y P 2 B および c y p 4 A と尿中 6P - 0 耶 比の間にはま っ

たく相関は認められなか っ た .
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【考察】

本節で は, 前節で確立した rif a m pi ci n による c y p 3 A 誘導 マ
-

モセ ッ トか ら得られた尿を用

い , ヒ トで C Y P 3 A 誘導の指標とな る ことが知られ る尿中6P
1 0 H F/ F 比

93 J95)
が , マ

- モセ ッ ト

で も同様の指標となり得る か につ き検討した. その 結果, マ
-

モセ ッ トで も ヒトとほぼ同様

の分析方法で尿中 6β- O H F まは び F の分析が可能な こと, お よび薬物非投与時の 6β- O H 叩

比には同 一 個体内で の 日間変動が少ない ことが明らか となっ た . また, rif a m pi ci n 投与群では,

投与日数の 経過お よび投与用量の 増加 とと もに 6β
- 0 Ⅱ 叩 比が 上昇した . 解剖日 の 尿中

1

6β- O H FrF 比と c y p 2 B , C Y P 3 A お よび c y p 4 A の発現量との相関を検討したところ, C Y P3 A

の発現量との間にの み良好な相関が認められた . したが っ て , マ
-

モセ ッ ト尿中の 6β- O H 叩

比は , ヒ トの みな らずマ
- モセ ッ トで も c y p 3 A 誘導の 良好な指標になる ことが 明らか とな っ

た . 本法の 優れた点は , 実験動物か ら非侵襲的に採取可能な尿を用い , 投与前借との比較に

より c y p 3 A の i n vi v o で の誘導を経時的に評価可能な点で ある . 6β- O H F q 比を c y p 3 A 誘導

モデル作製時に経時的に評価する ことにより, c y p 3 A 誘導をi n vi v o で非侵襲的に確認する こ

とが可能となる ことか ら, 本法は確実に c y p 3 A の 誘導された マ
- モセ ッ トの作製に寄与する

と思われ る . また, 本法により, 新薬開発のリス ク となる c y p3 A 誘導を簡便に評価可能とな

る ことか ら, この点で も有用 と考えられた.

以上 , 本節では , マ
-

モセ ッ ト尿中6β- O H 叩 比が c y p 3 A 誘導の指標とな る ことを実験動

物で初めて 明らか とした . c y p 3 A 誘導モデル作製時に6β
- O H 叩 比を経時的に測定すること

によ り, 目的に応じて C Y P 3 A 誘導の程度を見極めた上で毒性試験に利用する ことが可能にな

る と思われる .
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ホ 括

第4 章 では , 活性代謝物 へ の代謝が克進したモ デル動物に着目 し, ヒトで 5 0 % 以上 の薬物

の代謝に関与する ことが報告され て い る c y p 3 A の 誘導モ デル作製を試みた . c y p 3 A の ヒト

との高い相同性から実験動物には マ - モセ ッ トを選択 し, c y p 3 A の誘導剤には, ヒトや多く

の実験動物 におい て低用量で C Y P 3 A を誘導する ことが知られ る rif am pi ci n を使用 した . また ,

本モデル作製の過程で尿を採取し, ヒ トにお ける c y p 3 A 誘導の指標で ある尿中6β
- O H FrF 比

を検討 した . その結果, 以下の知見を得た .

臨床用量に相当する 10 m g k g の rif a m pi ci n を マ
- モセ ッ トに 4 日間反復経 口投与する こと

により , c y I'3 A の特異的な誘導が認められ た .

2 0 m g k g の rif am pi ci n 投与により, 1 0 m g k g 投与で認め られ た以上 の強い C Y P 3 A 誘導が

認 められたが, そ の他に G S T の軽度な誘導が認められた こ とか ら, c y p 3 A 誘導の特異性

は1 0 m g/kg 投与時の 方が高かうた ･

マ -

モ セ ッ トで も ヒトと同様に尿中の 6β
- O H F および F の測定が可能で あ っ た .

尿中 6β- O H 叩 比は, 対照群で は投与期間を通じて
一

定 した値を示 した ･ また , rif a m pi ci n

投与群 では , 投与日数の経過お よび投与用量の増加に伴い , 尿中6β- O H 戸/F 比が上昇した .

尿中 6β- O H FrF 比と c y p 3 A の発現量との 間には, 相関係数が o .9 を超える 非常に良好な

相関が認め られた . したが っ て , マ
-

モ セ ッ ト尿中6P - O H 叩 比は , ヒ トと同様 i n vi v o に

お ける c y p 3 A 誘導の指標とな る こ とが明らか となっ た .

以上, 臨床用量 に相当する 低用量の rif am pi ci n 投与により , c y p 3 A の 特異的誘導マ
-

モ セ ッ

トを作製す る ことが できた . 本モ デル で は, 投与用量により c y p 3 A の誘導の 程度を コ ント

ロ
ー

ル可能 で , か つ 印
- O H 叩 比測定により c y p 3 A の誘導の程度 をあらか じめ見極めた上で

目的とする 実験に使用可能で ある点が有用 と推察された . ヒ トで は is o ni a zid による肝障害の

発症頻度が rif a m pi ci n 投与患者で高い こ とが知られ て いる こ とか ら
3 0 ･ 3 1)

, 今回作製した c y p 3 A

誘導マ
-

モ セ ッ トを毒性試験に応用する こ とにより, c y p 3 A の触媒 で代謝的に活性化される

薬物による 毒性の 高感度な検出や特異体質性障害の検出が可能にな る ことが期待され る.
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総 括

医薬品の研究開発にあた っ て実施されるin vi v o 毒性試験には ,
一

般に正常動物が用い られ

る ･ しか し, 薬物を服用する ヒ トの多様性から, 特異体質性薬物障害等, 正常動物を用い た

毒性試験で の予測が 困難な毒性が近年問題とな っ て い る. 特異体質性薬物障害の発症原因の

1 つ として , 薬物の代謝過程 における活性代謝物の 生成が考え られて い る ことか ら, 本研究

で は , 薬物や薬物か ら生成する活性代謝物の解毒が低下したモ デル動物, ある い は括性代謝

物の 生成が克進したモデル動物に着目 した . すなわ ち, こう した薬物代謝活性変動モ デル動
L

物が , 特異体質性薬物障害を含む毒性の 高感度な検出に応用可能である こ とを本研究で提案

した .

第 1 章 では , ヒトで多く の薬物の グルク ロ ン酸抱合に関与する･ u G T I s の活性を欠損する

G u n n ラ ッ トを長期毒性試験 に応用 した . 第 2 章で は, 求電子性で反応性の高い活性代謝物の

解毒に関与し, ヒ トで 多く の分子種に欠損多型が存在する G S T に着目した . 先天的な欠損動

物の報告のなか っ た G S T の 欠損動物 として , th et a ク ラス の G S T 分子種 y dfY d f の発現が認め

られ ない 1 o w G S T イ ヌ を見出し, そ のス クリ
ー ニ ン グ方法とともに示す ことが できた . さら

に第 3 章で は, より汎用性の高い G S H 抱合活性低下モデルで ある持続的 G SIⅠ低下モ デル の

作製を試み , 2 0 m M B S O の 1 4 日間飲水投与により, ほぼすべ て の組織で 1 日を通じ G S H が

約 5 0 % 以下に低下 した持続的 G S H 低下マウス を作製する ことが できた. 策 4 章で抹, 第 1 尊

か ら第 3 章まで とは異なり, 活性代謝物の 生成冗進モデル作製を試みた . c y p 分子種のうち ,

も っ とも多くの薬物の 代謝 に関与する c y p 3 A の特異的誘導モ デルを, 臨床用量に相当する

10 m g k g の rif a m pi ci n を マ
-

モセ ッ トに 4 日間経 口投与する こ とにより作製で きた .

これ ら 4 種の実験動物を新薬開発時の毒性試験に必要に応じて 利用する ことにより, 正常

動物を用 いた毒性試験のみ を実施した場合と比較 し, 高感度に毒性を検出する ことが可能に

な ると考える . また, Fig . 28 に示す如く, 正常動物を用 いた毒性試験のみか らは予測の困難

な特異体質性薬物障害の
一

部も予測可能になる ことが期待され る .

Fig ･ 2 8 Id e al in vi v o t o xi city s t u di e s u s l n g n O r m al mi m al s a n d a ni m als w ith a b n o r m al

d m g
- m e t a b oli s m .

8 1
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gl u c u r o r'yl t r a n sf er a s e a s a
l

g e n eti c d et e r mi n an t of a c et a mi n op h e n t o xi ci ty ･ J ･ P h a r m a c o l ･ E x p ･ m e r ･ 2 4 7 , 3 23
-3 3 1 (19 88)

4 6 ･ d e M o r al s S ･ M
･
F

･
a n d W ell s P ･ G : E n h an c ed a c e t a mi n op h e n t o xi city i n r ats w ith bili ru bi n

gl tl C u r O n yl tr an sf e r a s e d efici e n c y ･ H e p a t ol o 8 y 1 0 , 1 63 11 6 7(1 989)

4 7 A w at a n ab e Y ･

,
N a k aji m a M . a n d Y o k oi T

.
: T r o gl it a z o n e gh 1 C u r O nid ati o n i n h um an 1i v e r an d

i n t es ti n e mi c r o s o m e s
･

･ high c a tal ytic a cti vity of U G T I A 8 a n d U G T I A I O ･ D r u g M e t a b ･ D isp o s 1

30 , 1 4 6 2 - 1 4 69 (2 0 02)

4 8 ･ y o shig a e Y ･ , K o n n o E ･ ･ , TA k a s a ki W ･ an d 比e d a T ･: C h a r a ct e ri z ati o n of U D P -

gl u ctlr O n O S yl
-

tr a n sf e r a s e s ( U G T S) in v ol v ed i n th e m e t ab oli s m of t r o gl it a z o n e i n r at s an d h u m a n s . I . T o x i c o l.

S ci ･ 25 , 4 33 -4 41 (20 00)

4 9 ･ M o rr o w C ･ S ･ an d C o w an K 且 : Gl u t athi o n e S - tr an sf e r a s e s a n d d r u g r e si st an c e ･ C a n c e r C ell s

2
,
15 - 2 2 (19 9 0)

5 0 ･ H a y e s J ･ D ･ a n d P ulf o rd D .J ･: T h e gl ut a thi o n e S -t r a n sf e r a s e s u p e rg e n e f a mi ly : r eg ul ati o 且 Of

G S T a n d th e c o n trib u ti o n o f th e i s o e n z y m e s t o c an c e r ch e m o p r o t e cti o n an d d ru g r e si st an c e ･

C rit ･ R e v ･ B io c h e m ･ M o l l Bi ol ･ 3 0
,
4 4 5 - 6 00 ( 1 995)

5 1 ･ S ali n a s A ･ E ･ a n d W o n g M ･ G : Gl ut athi o n e S
-t r an sf er a s e s - A r e vi e w . C u r r . M e d . Ch e m .

.
6 ,

2 79 -30 9 (1 9 99)

5 2 ･ pit o t H ･ C ･ a p d D r a g a n Y ･ V ･: C h e m i c al c a r ci n o g e n s ･ C a s w e tt & D o ull
'

s T o xi c ol o gy ･ n e b a si c

s ci e n c e of p o i s o n s ･ 6 th e d ･ El a s s e n C . D . M c G r a w H 山 2 4 1 -319 (2 001)

5 3 ･ B olt o n J ･ L ･

,
T r u s h M ･ A

･ ,
P e n n i n g T ･ M ･ , D r yh u rst a a n d M o n k s T ･J . ･

･

R ol e of q tll n O n e S i n

t o x i c ol o gy ･ Ch e m ･ R e s ･ T o x ic ol ･ 13 , 13 5 :1 60 (2 00 0)

5 4 ･ p i rm o h a m e d M .

,
Ki tt e ri n gh a m N . R . a n d P a r k K B .: T h e r ol e of a cti v e m et a b olit e s i n d ru g
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t o xi city ･ D r u g S af e b , ll , 1 14 -1 44 (1 9 94)

5 5 ･ p u m f o rd N . R . an d H al m e s N . C .: P r o t e in t a rg e ts o f x e n obioti c r e a c ti v e i nt e r m edi at e s . A n n u .

R e v ･ P h a r m a c ol ･ To x i c o l ･ 3 7
,
91 -1 1 7 (19 97)

5 6 ･ v an p o p p el G ･

,
d e V o g el N ･

,
v a n B ald e r e n P ･J ･ an d R o k F ･J ･: I n c r e a s e d c y t o g e n eti c d a m ag e i n

s m o k e r s d efi ci e n t i n gl ut a thi o n e S
-t r a n sf e r as e i s o z y m e m tl . C a r ci n o g e n e sis 1 3 , 3 03

-3 05

(1 99 2)

5 7 ･ Stti c k e r I .
,
H i rv o n e n A .

,
d e W a zi e r s I .

,
C ab elg u e n n e A .

,
M it ru n e n K

. , C e n e e S . , K o u m - B e s s o n

E ･

,
H e m o n D ･

,
B e a u n e P ･ a n d L o ri o t M . A .: G e n eti c p oly m o rp hi s m o f gl u t at hi o n e

S -t r a n sf e r a s e s a s m o d ul at o r s o f l un g c an c e r s u s c eptibility . C a r cin o g e n e si s 2 3 , 1 47 5
-1 4 8 1

(2 00 2)

5 8 ･ p e t e r s e n K ･ U ･: F r o m t 拡i c p r e c u r s o r s t o s af e d ru g s ･ M e c h a mi s m s an d r el e v an c e of

idi o s y n c r ati c d ru g r e a cti o n s . h z n ei m itt elJTo r s c h u n g 52 , 4 2 3 - 4 2 9( 2 0 0 2)

5 9 ･ o m u r a T . a n d S at o R .: T h e c a r b o n m o n o x id e -bi n d in g p ig m e n t Of li v e r mi c r o s o m e s . I .

E vid e n c e f o r it s h e m o p r ot e in n at u r e . J ･ B i ol ･ C h e m ･ 23 9
,
2 3 7 0 - 2 3 78 (1 9 64)

6 0 ･ H abig W E ･ , P a b st M ･J ･ a n d J ak o b y W ･ B ･ : Gl ut athi o n e S - tr an sf er a s e s ･ T h e fi r st e n 野 m a ti c st e p

i n m e r c ap u ri c a cid f o r m ati o n . J ･ B i ol ･ C h e m . 2 49
,
71 3 0 -71 3 9 (19 7 4)

6 1 . M a t s u b ar a T . , O t s u b o
J
s . ,
y o s hih a r a E . an d T o u chi A .: B i o t r an sf o r m ati o n of c o u m a ri n

d e ri v a ti v e s (2) ･ 0 Ⅹid ati v e m et a b o lis m of 7 一 山k o x y c o um a ri n b y mi c r o s o m al e n zy m e s a n d a

si m pl e a s s a y p r o c e d u r e fo r 7
- al k o x y c o u m a ri n 0

- d e al k yl a s e . Jp 7 L J . P h a r m a c ol . 3 3
,
41 -5 6

( 1 9 83)

6 2 ･ B o ck K . W .

,
F r 6 hli n g W .

,
R e m m e r H . a n d R e x e r B .: E ff e ct s o f p h e n o b a rbital an d 3

- m ethyl
-

c h ol an th r e n e o n s u b str at e s p e cifi city o f r at li v e r mi c r o s o m al U D P
- gl u c u r o n ylt r a n sf er a s e .

B i o chi m ･ B i o p hy s . A ct a 32 7 , 46
-5 6 (1 973)

6 3 ･ Le w ry o . H . , R o s e b r o u gh N .J . , F a rr A . L . an d R a n d all
･

R .J .: P r o t ei n m e a s u r e m e n t w ith th e

f oli n p h e n ol r e a g e n t . J ･ B i o l･ C h e m . 19 3 , 2 65 - 2 75 (19 51)

6 4 I Ig a r a s hi T . , N an b a E . , S ag a mi F . , T s u kid a t e K . ,
F u k u d a T . , H o ri e T .

, S at o h T . an d Ki t a g a w a

H .: D o g li v e r gl u t a th i o n e S
-t r an sf e r a s e a n d it s st r o n g i m m u n o r e a cti v ity w it h r a t

t r a n sf e r a s e -P(7
-7) . B i o c h e m ･ P h a r 刑 a C Ol . 3 7

,
4 7 1 3 -4 7 18 (1 98 8)
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6 5 ･ Ig a r ashi T ･ , K o h a r a A ･

,
S hik at a Y .

, S a g a mi F ･

,
S o n o d a J ･

,
H o ri e T ･ a n d S at o h T

･
: T h e u n iq u e

f e a t u r e of d og li v e r cyt o s oli c gl u t athi o n e S -tr a n sf e r a s e s . An i s o zy m e n o t r et ai n e d o n th e

afEi nity c ol u m n h a s th e high e st a cti vity t o w a rd 1 ,2
- di chl o r o - 4 - ni tr ob e n z e n e

. I . Bi ol . C h e m .

26 6
,
2 1 709 12 1 71 7(1 99 1)

6 6 A s h e n H
･
X ･

,
T a m ai K

･ , S at o h K ･ , H at a y am a I ･ , T s u chid a S . a n d S at o a : M od ul a ti o n of cl a s s Pi

gl u t a thi o n e t r a n sf e r a s e a ctivi ty b y s ulfhyd ryl g r o u p m o dific ati o n ･ A r c h ･ B i o ch e m ･ B l o p hy s ･

2$ 6 , 1 78
-1 8 2 (1 99 1)

6 7 ･ N ai r R
･ S ･ , J o h a n n s e n F ･ R ･ , Le v i n s k a s G J ･ a n d T e r rill J ･ B ･: S u b c h r o ni c i n h al a ti o n t o xi city of

p
- nit r o a nili n e an d p

- n itr o c hl o r o b e n z e n e i n r at s ･ F u n d a m ･ A w l ･ T o xi c ol . 6 , 6 18
-6 2 7(19 86)

6 8 ･ N ai r R ･S ･

,
J o h a n n s e n F ･ R .

, Le vi n sk a s G J ･ a n d T e rrill J I B ･: As s e s s m e n t o f t o xi city of

o - mi t r o c hl o r o b e n z e n e i n r a ts f ollo wi n g a 4
-

w e e k i n h al ati o n e x p o s u r e ･ E m d a m ･ A w l ･ T o x i c ol ･

7
,
60 9 - 6 1 4 (1 98 6)

6 9 I T r a vl o s G S ･

,
M ahl e r J ･

,
R a g an , H . A ･

,
C h o u B .J

.
an d B u ch e r I . R .: T hi rt e e n - w e e k i n h al ati o n

t o xi city of 2
- a n d 4 - chl o r o nitr o b e n z e n e i n F3 4 4/N r ats an d B 6 C 3F l mi c e . F u n d a m . A p p l .

T o x ic o l ･ 3 0
,
75 -9 2 (1 9 96)

7 0 ･ H o n g S ･ K ･ , An e s tis D ･ K
り
B al1 J ･ G

,
V al e nt o v i c M ･ A ･ an d R a n ki n G O ･: h vit r o ェ e ph r o t o xi city

i n d u c e d by c hl o r o nit r ob e n z e n e s i n r e n al c o rti c al sli c e s fr o m Fi s ch e r 3 4 4 r a t s . T o xi c ol . L eft .

12 9 , 13 3 - 14 1 (20 02)

7 1 ･ Li Q ･ ,
M i n a mi M

･ an d h a g a ki H ･: A c u t e an d stlb ch I O ni c i m m tln Ot O Xi city of p
- c hl o r mi tr o -

b e n z e n e i n mi c e ･
I
･
E ff e ct of n at u r al kill e r , cyt o t o xi c T

-1y m ph o c yt e a c ti viti e s an d mi t o g e n
-

sti m d at e d ly m p h o cyt e p r olif e r a ti o n . T a ri c ol o g y 12 7 , 2 23
-23 2 (19 98)

7 2 ･ Li Q . , M i n a mi M .

,
H an a qk a T . a n d Y a m a m u r a Y . : A c ut e i m m u n o t o xi city of p

･ c hl o r o mi t
.
r o -

b e n z e n e i n mi c e : ⅠⅠ･ Eff e ct of p
- c hl o r o nit r o b e n z e n e o n th e irr m u n o ph e n o typ e of m u ri n e

spl e n o cy t e s d et e r mi n e d by f b w c y t o m et ry . T o xi c ol o g y 13 7 , 35
-45 (19 99)

7 3 I M i n e rs J ･ 0 ･ , D r e w R ･ an d B i rk ett D ･J ･: M e ch a Jli s m of a cti o n of p a r a c et am ol p r o t e c ti v e a g e nt s

i n mi c e ih vi v o . B i o c h e m . P h a r m a c ol . 33
,
2 99 5 - 30 00 (19 84)

7 4 ･ M i z ut a ni T
. ,
N o m u r a E . , N ak a ni shi K . a n d F ujit a S .: 丑ep at ot o x i city of b utyl at ed

hy d r o x y t ol u e n e an d it s an al o g s i n mi c e d epl et ed of h e p a ti c gl u t athi o n e . T o x i c ol . A p pl .

P h a r m a c ol ･ 8 7
,
1 66 -1 76 (1 98 7)
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7 5 ･ M i z u t a ni T ･
,
M u r ak am i M ･

,
Shir ai M ･ , T an ak a M ･ a n d N a k an i shi

,
K ･: M et ab oli s m -d e pe n d e n t

h e p at ot o xi city of m e thi m a z ol e i n mi c e d e pl et e d of gl u t?thio n e . J . A p p l . T o xi c ol . 19 , 1 93
-1 98

(1 99 9)

7 6 ･ B o u gh a tt as N . A .

,
Li X . M .

,
Filip s ki I .

,
Le m al g r e a , Filip ski E .

,
B o u z o uit a K .

,
B elh a d3 0 . a n d

Le vi F . : M o d ul ati o n of ci spl a ti n c h r o n o t o xi city r el at ed t o r e d tl C ed gl ut athi o n e i n mi c e . H u m .

& p . T o x i c ol . 15
,
56 3 -57 2 (19 96)

7 7 ･ Wh it e B . P .
,
D a vi e s M . H . a n d S c h n ell R . C .: Cir c a di a n v a ri ati o n s i n h e p ati c gl u t athi o n e c o n t e nt ,

y 瑠1 ut am yl c y s t ei n e sy nth et a s e an d y
- gl u t am ylt r a n sf e r a s e a cti viti e s i n mi c e . T a ri c o l . L e ft. 3 5 ,

2 1 7 -2 23 ( 19 87)

7 8 ･ T un o n M ･J ･

,
G o n z al e z P ･

,
L op e z P ･ , S alid o G M ･ an d M ad ri d J ･A ･ : Ci r c a di a n rh yth m s i n

gh lt a thi o n e a n d gl ut a th i o 且e S - tr an sf e r a s e a cti vi ty o f r at li v e r . A r ch . 1Tn t . P hy si ol . B i o c hi m .

B i op hy s ･ 1 00 , 83
-8 7 (19 9 2)

7 9 I Li X .
M

. , M et z g e r a , Filip ski E . , B o u gh att a s N . , Le m al g r e a , H e c q u et B .

,
Filip s ki J . an d Le vi

F
.: P h a r m a c ol o gi c m o d tll ati o n o f re d u c e d gl u t a thi o n e cir c a di an rh y t lm s w ith b u th i o mi n e

s u lf o x i mi n e : r el ati o n ship w ith ci spl ati n t o xi city i n mi c e . T o xi c o l . A F P l . P h a l
･

m a C O l . 1 43 ,

2 81 - 2 9 0(1 99 7)

8 0 ･ pil ebl ad E ･ an d M a g n u s s o n T ･: M a rk ed r ed u cti o n of r a t b r ai n g h lt athi o n e f oll o w i n g

i n t r a c e r eb r o v e n t ri c ul a r a d mi ni st r ati o n o f th e gl u t athi o n e s y n th e sis i n hibit o r L
-b tlt hi o ni n e

s d f o xi mi n e . N e w o s ci･
'L e it ･ 95 , 3 0 2

-3 0 6 (1 98 8)

8 1 A N e u s c h w an d e r - T e tri B . A . an d R o zi n T .: D i u r n al v mi ability of c y s t ei n e an d gl ut athi o n e

c o n t e n t i n th e p a n c r e a s an d li v e r of th e m o u s e . C o m p . B i o ch e m . P hy si oZ . P a r t B Bi o c h e m .

M o l ･ B i ol ･ 114 , 91 - 95 (19 96)

8 2 ･ D r e w R . a n d M h e r s J . 0 . : T h e e ff e cts o f b u thi o ni n e s ul fo xi mi n e (B S O) o n gl ut athio n e

d e pl eti o n a n d x e n obi oti c bi o t r an sf o r m a ti o n . B i o ch e m ･ P h a n n a c ol ･ 3 3 , 2 9 89 - 299 4 (1 9 84)

8 3 ･ J a e s chk e H . an d W e n d el A .: D i u r n al fl u ct u ati o n an d p h a r m a c ol ogi c al al t er ati o n pf m o u s e

o rg an gh lt athi o n e c o n t e n t . B i o c h e m ･ P h a r m a c o l ･ 34 , 1 02 9
- 1 0 33 (1 9 85)

8 4 A D a hli n D . C .

,
M i w a G T . , L n A . Y

.
1L a n d N el s o n S . D . : N - a c etyl

-

p
- b e n z o q u l n O n e : a C y t O C h r o m e

P - 4 5 0 - m e di a t e d o xid ati o n p r o d u ct of a c et a mi n o p h e n . P r o c ･ N a tl ･ A c a d ･ S ci ･ U S A 8 1
,

1 3 2 7 -1 33 1 (1 98 4)
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8 5 ･ M old e u s P ･ , An d e r ss o n B ･

,
R a hi m t ul a A ･ a n d B e r gg r e n M .: P r o st agl a n din sy nth e

'

t a s e c at al y z e d

a cti v ati o n of p a r a c et a m ol ･ B i o ch e m ･ P h a r m a c ol ･ 31 , 13 63
-1 36 8 (1 98 2)

8 6 ･ N el s o n S ｡ D ･: M ol e c ul ar m e c h an i s m s of th e h ep at o to xi city c a u s ed by a c et a mi n o ph e n ･ S e m i'T ･

Li v e r D i s . 10
,
2 67 - 27 8(1 9 90)

8 7 ･ zi m m e r m an H ･J ･ a n d M ad d re y W . C .: A c et a mi n oph e n (p a r a c et am o1) h ep at ot o xi city w ith

r eg ul a r i nt a k e of al c o h ol : a n aly si s of i n st a n c e s of th e r a pe u ti c mi s ad v e nt u r e ･ H e p a t ol o By 22 ,
(

76 7 - 773 (1 995)

8 8 A K o st ru b sky V .E .

, S z a k a c s I . , J e ff e r y E . H . , W o o d S . a
,
B e m e nt W .J .

,
W ri gh t o n S . A .

,
Si n clai r

P ･ R ･ a n d Si n clai r J
･
F ･: R ol e o f C Y P 3 A i n e th an ol - m e di at ed i n c r e a s e s i n a c et am i n op h e n

h ep at ot o xi city ･ T o x ic o l ･ A F P l ･ P h a r m a c o l . 1 43 , 3 15
-3 23 (1 9 97)

8 9 ･ si n cl ai r J .
,
J eff e ry E .

,
W d gh t o n S .

,
K o st ru b s ky V .

,
S z a k a c s J .

, W o o d S . a n d Si n cl ai r P .:

Al c o h ol - m e di at e d i n c r e a s e s i n a c et a mi n o ph e n h e p a t ot o xi city ･ R ol e of C Y P 2 E an d C Y P 3 A .

B i o c h e m ･ P h a r m a c ol . 5 5 , 1 55 7 -1 5 65 (1 9 98)

9 0 ･ shi m a d a T ･ , Y a m a z aki H ･

,
M i m u r a M ･ , I n u i Y ･ a n d G u e n g e ri ch F ･ P ･: h t e ri n divi d u al v a ri ati o n s

i n h u m a n li v e r c yt o c h r o m e P
-4 5 0 e n zy m e s iI IV OI v ed i n t h e o xid ati o n of d r u g s 〉 c a r ci n o g e n s

a n d t o xi c ch e mi c al s : st u di e s w ith li v e r mi c r o s o m e s of 3 0 J ap a n e s e an d 3 0 C a u c a si a n s . I .

P h a r m a c ol . 物 . Ilh e r . 27 0 , 4 1 4 - 4 2 3 ( 1 99 4)

9 1 I Ig ar a s hi T ･

, S a kn m a T ･ , I s o g ai M ･

,
N a g at a R ･ a n d K am at a ki T ･: M a m o s et li v e r cy t o c h r o m e

P 4 50 s : S t u d y f o r e x p r e s si o n a n d m o le c ul a r cl o n in g of th ei r c D N As . h r h . B i o ch e m . B i o p hy s .

3 39 , 85
-9 1 (1 9 97)

9 2 . 鎌滝哲也, 佐久間勉 : 薬物代謝における動物種差
-

チ トク ロ
ー ム p 4 5 0 を中心として

フ ァ ル マ シア 33
,
2 9

-3 3 (19 97)

9 3 A G ed C .

,
R o uill o n J . M .

,
Pi c h a rd L .

,
C o m b al b e rt J .

,
B r e s s o t N .

,
B o ri e s P .

,
M i c h el lL

,
B e a un e P .

an d M a u r el P .: T h e i n c r e a s e i n mi n ar y e x c r eti o n o f 6β-h yd r o x yC o rti s ol a s a m a r k e r of h u m an

h e p ati c cy t o c h r o m e P 45 0III A i n d u cti o n . B T: I . Cli n . Ph a r m a c ol . 28
,
373 ･3 87 (19 8 9)
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