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略語一覧 

 

APAP: Acetaminophen 

ATP: Adenosine triphosphate 

BM: Bone marrow 

BMDC: Bone marrow derived cell 

BM-KO: Bone marrow cyclophilin D knock out 

BM-LM: Bone marrow cyclophilin D littermate 

BSEP: Bile salt export pump 

CypD: Cyclophilin D 

Dic: Diclofenac 

Dic-AG: Diclofenac Acyl Glucuronide 

DILI: Drug induced liver injury 

Gala: Galactose 

Gluc: Glucose 

LPS: lipopolysaccharide 

MPT: Mitochondrial permeability transition 

Mt: Mitochondria 

MtDNA: Mitochondrial DNA 

MtROS: Mitochondrial reactive oxygen species 

NAPQI: N-acetyl-p-benzoquinoneimine 

OXPHOS: Oxidative phosphorylation 

PS: phosphatidylserine 

RCI: Respiratory chain inhibitor 

RCR: Respiratory control ratio 

ROS: Reactive oxygen species 
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第1章 概要 

 

研究技術の発展により、医薬品が創出され適切な治療技術が開発され続けている一方で、重篤な

薬物有害反応の報告数は依然として多い。中でも肝毒性は心毒性と同様、臨床開発の中止または市

販後の市場撤退の要因として大きな割合を占めている。肝毒性は、実験動物やヒト由来細胞を用い

た非臨床試験で見られた毒性と臨床で見られる毒性発現の一致率は 50%であり他臓器と比較すると

低いことに加え、非臨床試験における肝毒性発現濃度が臨床血中濃度よりもはるかに高いことなど

を考えると、肝毒性予測について未だ十分に対応できているとは言えない。 

薬物性肝障害（DILI）の発症機序には、過剰な免疫反応、反応性代謝物の生成、胆汁酸排泄トラ

ンスポーター（BSEP）の阻害による胆汁酸蓄積、ミトコンドリア毒性などが挙げられる。ミトコ

ンドリアは肝臓でのエネルギー産生、脂肪分解に関わるオルガネラで、薬物によるミトコンドリア

毒性は乳酸アシドーシス、脂肪肝、肝細胞死に至る可能性があるため、DILI 発症における重要な因

子の 1 つとして注目されている。実際にアメリカ食品医薬品局によって重篤 DILI の黒枠警告がな

されている医薬品の半数以上がミトコンドリア毒性を有しており、医薬品開発早期にミトコンドリ

ア毒性を適切に評価し、臨床での重篤 DILI リスクが高い薬物を同定して排除することが望まれ

る。 

ミトコンドリア毒性には、電子伝達系の阻害、アデノシン三リン酸（ATP）合成の阻害、活性酸

素種（ROS）の誘導、脂肪酸 β 酸化の阻害、ミトコンドリア膜透過性遷移（MPT）の誘導などが挙

げられる。その中で MPT はミトコンドリアの内膜と外膜を貫通する孔（ポア）を形成する現象で

ある。MPT ポアは内膜の F0F1ATP 合成酵素の c-リングにより構築され、シクロフィリン D（Cyp 

D）や ATP 合成酵素を制御因子に持つことが知られている。MPT はシトクローム C の漏出を介し

たアポトーシスやネクロースを誘導することが報告されている。また、MPT は重篤な肝障害を誘

発する薬物に共通する性質であるため、MPT 誘導性 DILI の詳細な機序の理解、さらにはそれに基

づく適切な評価系の構築が DILI リスクの予測改善につながると考えられる。 

単離ミトコンドリアを用いた in vitro の系で MPT 誘導が見られる薬物は多数報告されているが、

これらを動物に in vivo で単独投与しても MPT 誘導性の肝毒性には至らない。そこで我々は、少量

のリポ多糖（LPS）を動物に処置した後に薬物投与を行うことで、薬物単独では生じ得ない肝障害

を再現できる、いわゆる LPS 併用 DILI モデルに着目した。この手法に従って少量の LPS を投与

後、MPT 誘導薬であるジクロフェナクを投与すると、肝障害マーカーの著しい上昇が見られた。
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さらにこの上昇はヘパリン投与で減弱することも確認した。また単離ミトコンドリアを用いた評価

から、LPS を投与することで ROS を介した MPT 感受性増強が起こること、この現象も同じくヘパ

リン投与で減弱することを確認した。これらから、LPS が引き起こす一過的な虚血・再灌流（I/R）

が ROS を介して MPT 感受性を増強させたと考えられる。また、臓器移植に伴う I/R が脳、肺、心

臓、肝臓の MPT 誘導に働くことが示されており、これら臓器において ROS が MPT 感受性を増強

する共通因子となっている可能性が考えられる。 

I/R による臓器障害の発症メカニズムについては、i）虚血による酸素供給不足、ii）血液凝固因

子である血小板活性化の関与が報告されている。具体的には、虚血による酸素供給不足が一過性低

酸素（H/R）を経て ROS を生じ、これが MPT 誘導を介した細胞死を引き起こすこと、活性化した

血小板が直接・間接的に実質細胞に作用し、細胞死へ導くことなどが分かっている。特に血小板に

ついては、その活性化に MPT の関与も知られ、「酸素供給不足」と「血小板の活性化」が肝障害に

及ぼす影響を区別して解析することで、MPT 誘導性 DILI の発症機序をより深く理解できると期待

される。そこで本研究では、「酸素供給不足」と MPT 誘導性の肝細胞死の関係を in vitro で、「血小

板の活性化」と MPT 誘導性 DILI との関係を in vivo および in vitro で解析し、DILI 発症における

MPT 誘導の位置づけを多面的に理解することを目指した。 
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第2章 一過的低酸素 (H/R)が MPT 誘導性肝細胞死に及ぼす影響 

 

第1節 序 

 

薬物性肝障害（DILI）の発症機序としてミトコンドリア毒性 (Fromenty, 2020) が注目されてい

る。アメリカ食品医薬品局によって重篤 DILI の黒枠警告がなされている医薬品の半数以上がミト

コンドリア毒性を有しており(Dykens and Will, 2007; Rana et al., 2021)、開発早期にミトコンドリア毒

性を適切に評価することはより安全な医薬品の創出につながると考えられる。 

ミトコンドリア毒性メカニズムとして電子伝達系の阻害や脂肪酸 β 酸化の阻害などが知られてい

るが、重篤 DILI リスクとの関連からは特にミトコンドリア膜透過性遷移（MPT）の誘導が注目さ

れている。MPT はシクロフィリン D（Cyp D）や ATP 合成酵素を制御因子に持ち、ミトコンドリア

の内膜と外膜を貫通する孔（ポア）を形成する現象である。細胞で MPT が起こるとシトクローム

C の漏出を介してアポトーシスやネクロースが誘導される(Armstrong et al., 2018)。また、MPT は重

篤 DILI 薬物に共通の性質 (Labbe et al., 2008) であることが知られているため、MPT 誘導性 DILI の

詳細な機序の理解、さらにはそれに基づく予測系構築が DILI リスク予測性の改善につながると考

えられる。 

単離ミトコンドリアを用いた評価では MPT を誘導する薬物は多く報告されている(Porceddu et al., 

2012)。一方で、その多くが in vivo に単独投与しても MPT 誘導性の肝毒性には至らず、MPT に起

因した肝毒性の発症機序の理解が進んでいない。そこで我々は、先行研究から実験動物に少量のリ

ポ多糖（LPS）の前処置と薬物投与を併用した肝毒性モデルに着目して検討を進めた。その結果、

LPS モデルに MPT 誘導薬であるジクロフェナクを投与することで肝障害マーカーが著しく上昇す

ること、さらにその毒性がヘパリン投与で減弱することを確認した。また単離ミトコンドリアを用

いた評価から、LPS の前投与が ROS を介して MPT 感受性を増強させ、この増強分はヘパリン投与

で抑制されることも確認した(Arakawa et al., 2019)。上述の結果を総合すると LPS が引き起こす一過

的な虚血・再灌流（I/R）が ROS を介して MPT 感受性増強に至ったと考えられる。また I/R と

MPT との関連について、臓器移植時に発生する I/R が各種臓器（脳(Li et al., 2018)、肺(Tian et al., 

2018)、心臓(Zhang et al., 2019b)、肝臓(Kalogeris et al., 2012)）において MPT を誘導することが報告

されている。MPT 感受性は I/R によって誘導されるミトコンドリア ROS（mtROS）により変化する

ことも示されている。動物モデルの解析においては、2 型糖尿病ラットモデル(Segawa et al., 2018)や
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スーパーオキシドジスムターゼ-2 ヘテロマウスモデル(Lee et al., 2013)においても同様に、MPT 感

受性に与える mtROS の影響が示されており、細胞内での mtROS 産生が MPT 誘導を左右する重要

な因子となると考えられる。 

 培養細胞を用いたミトコンドリア毒性は ATP の減少(Swiss et al., 2013)、酸素消費量の阻害(Beeson 

et al., 2010)そして培養糖源をグルコースからガラクトースに変えた際の細胞毒性感受性の比

(Marroquin et al., 2007)によって評価が行われている。この中でも、薬物に対する培養糖源ごとの細

胞毒性感受性比を用いた評価方法はヒト肝がん由来細胞 HepG2 細胞(Marroquin et al., 2007)やラット

初代培養肝細胞(Liu et al., 2016)での報告があり、実際に新薬開発段階の前臨床試験でも多く用いら

れている。特にラット初代培養肝細胞ではガラクトース培養に加え高酸素濃度での培養を行うこと

で、呼吸鎖複合体の阻害と ROS 産生を介した細胞毒性の感受性が増強するが、MPT 誘導薬物では

毒性の増強は確認されなかった(Liu et al., 2016)。またこれは HepG2 細胞にて培養糖源をグルコース

からガラクトースに変えた場合にも細胞毒性の変化は見られなかった(Hynes et al., 2013)。MPT に起

因した細胞死を誘導するには特定の条件を付加する必要性が示唆された。 

これらの事実を基に in vitro においても mtROS を負荷することで薬物に対する MPT 感受性を増

大させることが期待される。本研究ではマウス初代培養肝細胞を用いて I/R を模した一過性低酸素

（H/R）処置により mtROS を負荷させることで、MPT が既知である薬物による MPT を介した細胞

毒性が増大すると仮説を立てて検討を行った。その結果、最適化された条件下で、特定の MPT 誘

導剤によって MPT 依存性の細胞死が特異的に観察されることが実証された。  
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第2節 方法 

 

試薬 

本研究で用いた主な試薬を以下に示す。塩類など一般的な試薬はここでは記載しない。また、下記

記載およびその他の試薬はすべて分析用、特級、生化学あるいは細胞培養用試薬を用いた。 

 

Williams’ medium E（WME） Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA） 

GlutaMAX  Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA） 

MitoSOX-Red Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA） 

Hoechest 33342 Thermo Fisher Scientific（Waltham, MA, USA） 

Fet al bovine serum（FBS） Biosera（Kansas, MO, USA） 

1.8 g/L Galactose WME Cells Science ＆ Technology Inst., Inc.（Sendai, Japan） 

Collagenase FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

Insulin FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

Dexamethasone FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

Lactate dehydrogenase  (LDH, pig heart) FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

Glutamate pyruvate transaminase Roche Applied Science（Manheim, Germany） 

Amiodarone Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

Benzbromarone FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

Diclofenac FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

Flutamide Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan)  

Troglitazone FUJIFILM Wako Pure（Osaka, Japan） 

 

実験動物 

 C57BL/6J 由来シクロフィリン D（CypD）欠損（KO）マウス（B6;129-Ppiftm1Maf/J）は Jackson 

Laboratory（Bar Harbor, ME, USA）より購入した。本エスエルシー(株)より購入した実験用動物飼料

(FR-1)を与え、水および飼料は自由に摂取させた。購入したマウスは温度コントロール(25±2°C)の

環境下にて 12 時間明暗サイクルで飼育し、8-12 週齢のマウスを使用した。すべての動物は National 

Institutes of Health により刊行されたガイドラインに従って処置を行った 
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肝細胞の単離および精製 

マウス肝細胞の単離生成は過去の報告通り行った(Takemura et al., 2019)。CypD KO または同腹仔

（LM）オスマウスを麻酔後、手術台に背位固定した。門脈にカニューレーションを施し、41°C に

加温した perfusion buffer にて灌流を行った後、collagense buffer を 10 分程灌流した。その後肝臓を

単離し滅菌済みビーカー中で振盪分離し、ナイロンメッシュでろ過した。ろ液を遠沈管に移して、

4°C 条件下 50 x g で 3 min 遠心分離した後、上清を除去した。50% percoll 溶液を加え、再懸濁し、

4℃条件下 50 x g で 15 min 遠心した。上清を除去した後 DMEM を 15 mL 程添加し再懸濁後、ナイ

ロンメッシュでろ過し 4°C 条件下で 50 x g で 3 min 遠心した。上清除去した後 DMEM を 10 mL 添

加し得られた細胞を Trypan blue exclusion test により生存率を算出し、85 %以上のものを用いた。 

 

各種 Buffer, 50% Percoll 溶液の組成は以下に示す。 

10 x Base buffer  

KCl        4 g/L  

KH2PO4      600 mg/L  

NaCl       80 g/L  

Na2HPO4      480 mg/L  

MgSO4・7H2O   980 mg/L  

 

 

Perfusion buffer (pH 7.2)  

10 x Base buffer     100 mL  

HEPES        2.38 g/L  

EGTA         0.228 g/L  

Glucose        1 g/L  

NaHCO3        1.29 g/L  

900 mL の滅菌済み milliQ にフィルター滅菌し

ながら希釈し使用 

 

10 x HBSS (Ca2+ free)  

NaCl        80 g/L  

KCl        4 g/L  

MgSO4･7H2O   2 g/L  

Na2HPO4・12H2O  0.772 g/L  

KH2PO4      0.6 g/L  

NaHCO3      3.5 g/L  

milliQ にてメスアップして 500 mL に調整 

50% Percoll 溶液  

DMEM        12 mL  

Percoll        10.8 mL  

10 x HBSS      1.2 mL  
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肝細胞の播種・サンドイッチ培養 

単離・精製後の肝細胞を plating medium にて希釈し 1.25 x 105 cells/cm2になるようにコラーゲンを

乗せた培養プレートに播種した。接着しなかった細胞を除去するために播種後 6 時間後に plating 

medium にて培地交換を行った。播種後 24 時間後に culture medium にて 0.75 mg/mL に希釈した

Matrigel (Corning)を添加した。細胞は 37°C、5% CO2で維持培養を行った。高酸素培養条件では、

細胞播種後に 40% O2、5% CO2（O2および CO2ガス供給で調整）で培養した。一過性低酸素培養

（H/R）は Fig. 1-1 で示すように day 3 に細胞を 1% O2、5% CO2（N2および CO2ガス供給で調整）

で 4 時間培養し、その後 40% O2、5% CO2で 2 時間（mtROS 測定）または 20 時間（細胞死評価）

で培養した。通常条件（N）として細胞を 40% O2, 5% CO2にて 6 時間（mtROS 測定）または 24 時

間（細胞死評価）培養した。 

 

plating medium 及び culture medium の組成は以下に示す。 

 

Plating medium  

WME             500 mL  

FBS              25 mL  

5 mg/mL insulin in 50 mM HCl  400 µL  

5 mM Dexamethazone      10 µL  

Anti-Anti           5 mL  

Gluta MAX          5 mL  

1M HEPES pH 7.4       7.5 mL  

 

Culture medium  

WME または Galactose-WME   500 mL  

ITS premix            500 µL  

Anti-Anti            5 mL  

5 mM Dexamethazone       10 µL  

Gluta MAX           5 mL  

 

 

 

 

 

酸素消費量の測定 

 グルコースまたはガラクトース培地で培養した初代培養マウス肝細胞の酸素消費量は、蛍光酸素

プローブが付加されているプレート(OxoDish®OD24, PreSens, Regensburg, Germany)(Buck et al., 2014)

を用いて過去の報告通り行った(Ikeyama et al., 2020)。具体的には、新鮮なメディウムに交換して測
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定開始した時間を Time 0 として 10 分毎の酸素分圧を SDR SensorDish® Reader (PreSens, Regensburg, 

Germany)にて測定した。30 分間の酸素消費量を算出した。 

 

乳酸産生量の測定 

培養 24 時間で培地中に細胞より放出された乳酸量を過去の報告通り測定した(Ikeyama et al., 

2020b)。 

 

mtROS の測定 

 mtROS 量は MitoSOX-Red を用いて測定した。96 穴プレートにマウス肝細胞を播種し上述する方

法で培養した。N または H/R 群の培養培地を除去後、5 μM MitoSOX-Red 含有培地を 100 μL 添加

し、37°C で 30 分間培養を行い、MitoSOX-Red を培地交換によって除去した細胞を BZ-X700 

（Keyence, Osaka, Japan）を用いて画像を取得した。MitoSOX-Red の染色時、核染色として

Hoechest 33342 でも染色を行った。取得した画像は、BZ-X Analyzer で算出した。MitoSOX-Red の

蛍光強度は、Hoechest 33342 の細胞数で補正した。 

 

薬物曝露と H/R 処置 

 試験薬物（アミオダロン、ベンズブロマロン、ジクロフェナク、フルタミド、トログリタゾン）

はすべて DMSO に溶解後、最終濃度が 0.2% DMSO となるように培養培地に添加し、細胞に曝露し

た。各種薬物は H/R 処置を同時に行い 24 時間曝露した。 

 

細胞死の評価 

 Day 4 のマウス肝細胞に薬物曝露を行い 24 時間後の培養上清を回収した。細胞死は細胞から露出

する LDH の活性を LDH Cytotoxicity Detection kit (Takara Bio Inc., Shiga, Japan)を用いて測定すること

で評価した。LDH の活性は、DMSO 処置したコントロール細胞での活性に対する割合（1％Triton 

X-100 を含む培地で細胞溶解した時のポジティブコントロール細胞での活性を 100％とした）とし

て下記に示す計算方法で評価した。492 nm の吸光度は Multiscan JX system (Labsystems, Inc., Vienna, 

VA, USA)を用いて測定した。 

（（測定サンプルの吸光度）―（コントロール細胞の吸光度））/（（ポジティブコントロール細胞の

吸光度）―（コントロール細胞の吸光度））×100 
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統計解析 

実験データは平均値±標準偏差（S.D.）で示した。すべての統計解析には GraphPad Prism 8 ソフト

ウェア（GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, USA）を使用した。有意差検定は、2 群間検定につい

て unpaired Student's t-test、多群間検定について Tukey または Dunnett 法を用いた。有意水準を 0.05

とし、p < 0.05 を有意差ありと判断した。 
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第3節 結果 

 

3-1 ガラクトースと高酸素条件の組み合わせは酸化的リン酸化を活性化させる 

ミトコンドリア毒性の検出には、ミトコンドリア酸化的リン酸化（OXPHOS）の活性化が必要で

ある。先行研究においてラット初代肝細胞を用いた検討では、培液の糖源をグルコース（Gluc）か

らガラクトース（Gala）に切り替えることでミトコンドリア OXPHOS が促進することを示してお

り(Liu et al., 2016)、同様の手法を本検討で用いるマウス初代肝細胞にも適用した（Fig.1-1）。Gluc

では酸素消費量が経日的に減少したが、Gala では酸素消費量は高いままであり、（Fig. 1-2）ミトコ

ンドリア OXPHOS 活性化高い状態を維持していると考えられる。またラット初代肝細胞の検討に

おいて、Gala 条件に加えて高 O2条件を組み合わせることでミトコンドリア OXPHOS をさらに活性

化することを示した(Liu et al., 2016)。そこで 40% O2条件での酸素消費率を評価したところ、培養 4

日目の両糖源条件で溶存 O2 量が維持された（Fig. 1-2）。これらの結果は、40% O2条件下での気液

界面からの酸素供給が、マウス初代肝細胞の酸素需要を完全に満たすことが示唆された。 

 

3-2 培養糖源置換と高酸素培養は乳酸産生量を減少させる 

ミトコンドリアの OXPHOS 活性化に対応して、解糖系活性が抑制されていると考えられる。そ

の点を評価するために、ピルビン酸代謝の副産物であり解糖系活性の指標の 1 つである乳酸量を測

定した。Gala 培地で培養した肝細胞は、20% O2条件下 Gluc 培地で培養した肝細胞よりも、培地中

への乳酸の放出量が少なかった（Fig. 1-3）。さらに 40% O2条件下で培養した肝細胞は、糖源の違い

にかかわらず 20% O2条件下の肝細胞よりもはるかに乳酸産生量が少なかった。これらの結果は、

Gala 培地と高酸素条件によって解糖系活性が抑制されることを示し、O2消費量の結果から解釈し

た OXPHOS 活性化を示唆するものである。ガラクトース培地と 40% O2を組み合わせて 4 日間培養

することで他の条件よりも乳酸産生量が最も少なくなり、OXPHOS が最も活性化されたことが示唆

された。40% O2条件下では 3 日目と 4 日目に Gluc と Gala の間に僅かな、しかし統計的に有意な

差が観察された。この差は非常に小さいことから生物学的な意義は少ないと思われる。2-1、2-2 の

結果より、以降では 40% O2条件での培養を通常培養条件として種々検討を行った。 

 

3-3 H/R 処置による mtROS の産生は Gala 条件でのみ観察される 
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肝移植モデルにおいて、I/R により誘導された ROS が MPT を引き起こすことが報告されている

(Kalogeris et al., 2012)。そこで、I/R を模倣した H/R 処理による mtROS 産生への影響を評価した。

Fig. 1-4A で示すように、通常の培養条件では糖源の種類にかかわらず、mtROS はほとんど検出さ

れなかった。H/R 処理条件において、Gluc 培地では mtROS は検出されなかったが、Gala 培地では

mtROS を検出した。さらに画像を基にした半定量的解析により、これらの観察結果を確認した

（Fig. 1-4B）。 

 

3-4 Gala 培養と H/R の組み合わせは MPT 誘導剤による細胞死を引き起こす 

H/R 処理によって生成された mtROS が MPT 依存的な細胞死を誘導するか調べるため、各種培養

条件下で培養したマウス肝細胞に、MPT 誘導能が既知の化合物を 24 時間曝露して細胞死の感受性

変化を評価した。MPT 誘導薬物としてアミオダロン(Varbiro et al., 2003)、ベンズブロマロン

(Shirakawa et al., 2015)、ジクロフェナク(Arakawa et al., 2019)、フルタミド(Shirakawa et al., 2015)、ト

ログリタゾン(Segawa et al., 2018)を用いた。低濃度曝露では，H/R 無処置 Gluc 培地（Gluc N），H/R

処置 Gluc 培地（Gluc H/R），H/R 無処置 Gala 培地（Gala N）で細胞死は認められなかった（12.5 

μM アミオダロン、2.5 μM ベンズブロマロン、75 μM フルタミド、25 μM トログリタゾン)（Fig. 

1-5）。一方 H/R 処置 Gala 培地（Gala H/R）では、ジクロフェナクを除く 4 薬物で Cyp D LM マウス

の肝細胞において細胞死の有意な増加を認めた。ここで認めた細胞死の MPT 依存性を確認するた

め、Cyp D KO マウスから単離した肝細胞でも同様の評価を行なった。その結果、Cyp D LM 肝細胞

の Gala H/R 条件で認められた細胞死（LDH 漏出）は、Cyp D KO 肝細胞で有意に抑制された（Fig. 

1-5 A, B, D, E）。これらの結果は、糖源置換と H/R 処理を組み合わせることで MPT 依存的な細胞死

を効率的に誘導できることを示している。ここで、アミオダロン、ベンズブロマロン、フルタミ

ド、トログリタゾンの 4 薬物についてはある特定の濃度までは MPT 依存性の細胞死を示したが、

それ以上の高濃度域では MPT 依存性が消失し、Cyp D KO 肝細胞でも Cyp D LM 肝細胞と同等の細

胞死を認めた（Fig. 1-6）。このことから、高濃度域で生じる細胞死は MPT とは関係ないことが示唆

された。 
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Fig. 1-1

Drug 

exposure 
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24 hGala N

Gala H/R 4 h
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Gluc medium

Gala medium

2 3 4 51 (day)

Fig. 1-1. Time course of glucose or 

galactose culture mouse primary 

hepatocyte 

After isolation, hepatocytes were cultured 

in glucose medium for 24 h. From day 2, 

cells were cultured in glucose (Gluc) or 

galactose (Gala) medium for 3 days. On 

day 4, hepatocytes were exposed to drugs 

under each condition (Gluc or Gala). For 

H/R treatment, after exposing drugs, 

hepatocytes were incubated in 1% O2 

condition for 4 h (shading symbols) and 

then incubated in 40% O2 (no shading 

symbols). For normal conditions (N), 

hepatocytes were incubated in 40% O2 (no 

shading symbols). 
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Fig. 1-2. Effect of O2 consumption of mouse primary hepatocytes cultured in Gluc or Gala 

medium in 20% O2 or 40% O2 condition. 

O2 consumption of hepatocytes cultured as mentioned in glucose (gray symbol) or galactose 

(black symbol) medium. hepatocytes were cultured as mentioned in Fig. 1. The O2 concentration 

was measured after replacing the medium with fresh medium. Data was normalized to the initial 

O2 partial pressure (pO2) in the medium (100%). A) The initial pO2 in medium on each day is 

day 2, 3 and 4 in 20% O2 culture (solid line) and day 4 in 40% O2 culture (dotted line). B) O2 

consumption in 20% O2 culture was calculated as relative consumption during the first 30 min 

from the data shown in Fig. 2A. Data are means ± S.D., n=3, *p<0.05 vs glucose. Statistical 

analysis was performed using Student’s t-test.  
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Fig. 1-4. Effect of hypoxia/reoxygenation (H/R) treatment on mitochondria reactive oxygen 

species (mtROS) measurement 

On day 4, hepatocytes were cultured in 1% O₂ for 4hr, and then cultured in 40% O2 for 2 h. mtROS 

was measured as in Materials and methods. mtROS production was defined as MitoSOX fluorescence. 

Cell nuclei were stained with Hoechest 33342. (A) Images overlaid with mtROS (red) and nuclei 

(blue). Typical confocal images are shown. Scale bars = 100 μm. (B) mtROS production and nuclei 

number are quantified using BZ-X analyzer. Data are means ± S.D., n=3, N.S.=Not Significant. 

Statistical analysis was performed using Student’s t-test. 

Fig. 1-3. Effect of substituting medium Gluc with Gala in 20% or 40% O₂ condition on 

extracellular lactate release. 

Cells were cultured as mentioned in Fig. 1. In 20% or 40% O2 condition. Gluc and Gala medium were 

changed every day, and the lactate released into the medium within 24 h was measured. Data are 

means ± S.D., n=3, *p<0.05. Statistical analysis was performed using one-way ANOVA. 
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Fig. 1-5. Effect of MPT-induced cytotoxicity by drug with H/R treatment. 

On day 4 after littermate mice (CypD LM) or Cyclophilin D KO (CypD KO) mice hepatocyte 

isolation, the hepatocytes were treated with drugs inducing mitochondrial permeability transition ( (A) 

12.5 μM amiodarone, (B) 2.5 μM benzbromarone, (C) 250 μM diclofenac, (D) 75 μM flutamide, (E) 

25 μM troglitazone) on Gluc N, Gala N, Gluc H/R, Gala H/R condition. For H/R treatment, they were 

cultured in 1% O2, 5% CO2 condition for 4 h, and then cultured in 40% O2 and 5% CO2 condition 

for 20 h after drug treatment. The cytotoxicity was assessed by LDH release into the medium. Data is 

shown as means ± S.D., n=3, *p<0.05, **p<0.01 and ***p<0.001. Statistical analysis was performed 

using two-way ANOVA. N.S.=not significant. 
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Fig. 1-6
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Fig. 1-6. Dose-dependent effect of cell death by MPT inducers with gala and H/R treatment on 

LM and KO hepatocytes. 

On day4 after LM or KO mice hepatocytes isolation, the hepatocytes were treated with drugs inducing 

mitochondrial dysfunction on Gluc N, Gala N, Gluc H/R, Gala H/R condition. For H/R treatment, they 

were cultured in 1% O
2
, 5% CO

2
 and 94% N

2
 condition for 4 h, and then cultured in 40% O

2
 and 5% 

CO
2
 condition for 20 h after drug treatment. The cell toxicity was assessed by LDH release into the 

medium. Data is shown as means ± S.D., n=3. 
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第4節 考察 

 

4-1 MPT 誘導能の評価系構築の可能性 

MPT はミトコンドリア毒性発現機構の一つで、重篤な DILI 誘発薬物の多くに共通の性質として

知られる(Arakawa et al., 2019; Segawa et al., 2018; Shirakawa et al., 2015; Varbiro et al., 2003)。そこで本

研究では、MPT 誘導性肝障害に関与する因子を探索した。我々は先行研究において、LPS により引

き起こされた I/R が mtROS を産生させ、肝細胞の MPT 感受性を増大させる可能性を見出した

(Arakawa et al., 2019)。本研究では、LPS 投与時に肝臓で生じる I/R を in vitro で模倣するため、ガラ

クトース培地と H/R を組み合わせ、ここに薬物を曝露することで MPT 依存性細胞死を誘導するこ

とに成功した。一方で、ヒトとげっ歯類では薬物代謝活性等に大きな種差があるため、毒性評価の

観点からは凍結初代ヒト肝細胞を用いた評価系構築が求められる。しかしながら、ミトコンドリア

毒性に起因した評価系の構築に凍結初代ヒト肝細胞を用いることは一般に困難である。理由は、凍

結保存されたヒト肝細胞ではミトコンドリアが著しく損傷され、糖源置換後の生存率が低下するか

らである(Ikeyama et al., 2020)。凍結初代ヒト肝細胞に機能面で類似する細胞（ヒト肝キメラマウス

由来の細胞や高機能なヒト肝がん由来細胞である HepaRG）に今回確立したプロトコールを適用

し、MPT 依存性細胞死の誘導が見られるかについては今後検証していく必要がある。また、本手

法を医薬品開発段階に適用する場合、スクリーニングスループットの観点からは今回の 4 条件

（Gluc N, Gluc H/R, Gala N, Gala H/R）比較の煩雑さがボトルネックとなり得る。さらには、実験に

用いるマルチガスインキュベーター内の酸素濃度は厳密に保つ必要があり、プレートの出し入れに

よる実験結果への影響も無視できない。評価結果の安定性の観点からは，例えば培養プレートを小

型ガス・チャンバーに別々に封入し，それぞれに直接かつ瞬時にガス供給が行えるシステムを利用

するなどの改善余地がある(Zhang et al., 2019b)。 

4 つの薬物（アミオダロン、ベンズブロマロン、フルタミド、トログリタゾン）による MPT を介

した細胞死は、最大 40%に制限されている。この結果は、MPT を介した直接的な肝細胞死だけで

は、重症 DILI 患者に見られる著しい肝細胞死を説明するのに十分でないことを示唆している。肝

細胞のミトコンドリア損傷は、toll-like receptor 9 依存的に他の炎症細胞を活性化し、さらなる細胞

死を導くことが報告されている(Cai et al., 2017)。そのため、本研究で観察された薬物による MPT

依存性の肝細胞死は、in vivo での炎症細胞の活性化にも重要な役割を果たす可能性がある。この考
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えを発展させ、例えば今回の肝細胞培養プロトコールに免疫細胞との共培養を組み合わせること

で、免疫細胞を介した肝障害の増強メカニズムも含めた DILI 予測が可能になると考えられる。 

 

4-2 ジクロフェナクで MPT 誘導性の細胞死が確認されなかった理由について 

試験に用いた 5 種類の MPT 誘導剤のうち、ジクロフェナクだけが MPT 依存性の細胞死を誘導しな

かった(Gala H/R、Fig. 1-5, 6）。ジクロフェナクは、ラットとマウスの両者において肝臓の単離ミト

コンドリアを膨潤させる（MPT の指標）ことが既知だが、in vivo ではラットでのみ LPS と併用時

に肝障害が増強する一方(Arakawa et al., 2019) 、マウスではそのような増強がほとんど見られない

（Ikeyama et al., unpublished observation）。ラットとマウスでの肝障害の出方の違いは、ジクロフェ

ナクの代謝経路の種差により一部説明できる。ラットでは主に 4’-ヒドロキシジクロフェナクが生

成される一方(Niu et al., 2015)、マウスではジクロフェナク-アシルグルクロニド（dic-AG）が主に生

成する(Oda et al., 2017)。これらの代謝物については、MPT ポアの構成要素の一つでもある

F0F1ATP 合成酵素に対する阻害能が異なることが知られ、マウスの主代謝物である dic-AG は ATP

合成酵素に対する阻害が 4’-ヒドロキシジクロフェナクに比べて弱い(Syed et al., 2016)。ジクロフェ

ナクによる MPT を介した細胞毒性の有無をより詳細に議論するためには、マウス肝細胞を MPT 誘

導能のより高いジクロフェナク代謝物（例えば 4’-ヒドロキシジクロフェナク）で処理するなどの

工夫が必要かもしれない。 

 

4-3 薬物高濃度曝露で見られた MPT 非依存的な細胞死について 

高濃度の薬物曝露時に観察された細胞死は、Cyp D KO 肝細胞でも抑制されなかった（Fig. 1-5 

F）。高濃度の薬物が活性酸素を発生させ、それにより細胞死が誘導された可能性が考えられる。実

際、肝臓で MPT 誘導能を持つ NAPQI に代謝変換されることが知られるアセトアミノフェン

（APAP）を用いた肝障害モデルにおいて、Cyp D KO マウスは、低用量（200 mg/kg）では肝障害

から保護される(Ramachandran et al., 2011)一方、高用量（600 mg/kg）では保護されない(LoGuidice 

and Boelsterli, 2011)ことが分かっている。特に、APAP 高用量投与時に見られる肝障害では、ミトコ

ンドリア膜の Cyp D 非依存的な透過性遷移が誘導されること(Rodriguez-Enriquez et al., 2004)、NO 

ドナーのペルオキシナイトライト（活性酸素の一種）分解触媒の併用により肝障害が抑制される

(LoGuidice and Boelsterli, 2011)ことなどが報告されている。これらを踏まえると、高濃度の薬物曝露

時に観察された細胞死は、酸化ストレスによる MPT 非依存的な細胞死である可能性が考えられ
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る。この仮説を検証するためには、酸化ストレスを軽減する薬剤を用いたさらなる検討が必要であ

る。 

 

4-4 MPT 依存的な細胞毒性における H/R と mtROS の重要性 

H/R により MPT を介した細胞死が誘導される一方、H/R 非処置群においてはいずれの濃度にお

いても細胞死が誘導されなかった。この結果より、H/R を介した mtROS は MPT 誘導の ON/OFF を

制御する重要な因子であることが示唆された。MPT 誘導と mtROS の関連は 2 型糖尿病ラットモデ

ル(Segawa et al., 2018)やスーパーオキシドジスムターゼ-2 ヘテロマウスモデル(Lee et al., 2013)にお

いても同様に示唆されている。さらに、序論で述べた臓器移植に伴い生じる I/R も同様に MPT を

誘導することが、脳(Li et al., 2018)、肺(Tian et al., 2018)、心臓(Zhang et al., 2019a)、肝臓(Kalogeris et 

al., 2012)でそれぞれ報告されている。これらの報告においても同様に、I/R によって誘導され

mtROS が MPT 誘導を制御する可能性が示されている。しかしながら、I/R は臓器移植やアテロー

ム硬化、さらには全身性炎症反応症候群とそれに続く多臓器機能不全症候群といった特殊な条件下

で生じる現象であり、それに付随する H/R そのものが DILI 一般に共通する背景因子とは考えにく

い。 

I/R が生じた際に認められる mtROS 誘導の機序については、H/R 以外に、血小板を介した液性因

子の関与が報告されている(Bhogal et al., 2012)。H/R により活性化された血小板から放出される

CD154（CD40 のリガンド）が肝細胞表面の CD40 に結合し、mtROS が誘導される。血小板は血液

凝固において中心的な役割を果たすことから、血小板に対する薬物の影響も加味することで MPT

を介した肝障害の発症機序がより詳細に明らかになると期待される。 
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第5節 小括 

上記検討より、マウス肝細胞にて以下の結果が得られた。 

 

1. 糖源置換と高酸素培養を組み合わせることでミトコンドリア機能が亢進した。 

2. ミトコンドリア機能賦活時に H/R による mtROS 産生が増加した。 

3. H/R によって MPT 誘導が既知の 4 薬物で MPT 依存的な肝細胞死が誘導された。 

 

以上の結果から、これまで MPT 誘導性の肝障害発症機序に I/R によって生じる H/R が重要な因子

となることが明らかになった。これら事実は今まで詳細に解明されていなかった MPT 誘導性の肝

障害の機序解明に重要な知見となる。さらに、これまで十分な評価法が確立されていなかった

MPT 評価系の構築にもつながり、医薬品開発過程における DILI リスク化合物の早期発見と排除に

貢献する可能性を示した。 

  



24 

第3章 血液凝固に関わる（血小板）が MPT 誘導性肝細胞死に及ぼす影響 

 

第1節 序 

肝臓は様々な機能を有しており、その 1 つとしてプロトロンビンなどの血液凝固因子の合成が挙

げられる。肝機能低下時では血液凝固因子が低下し血液凝固系に異常が生じることを利用して、肝

障害の診断（プロトロンビン時間の延長）に用いられるなど(He et al., 2022)、肝臓と血液凝固につ

いては強く関連している。一般的に凝固は、血管壁の損傷により開始され、その後、露出した内皮

下の細胞外マトリックスに血小板が急速に接着、活性化、凝集することで行われる。同時に、凝固

因子が活性化した血小板の表面に凝集し、架橋フィブリンの網目を形成して血小板栓を強固にする

(Sang et al., 2021)。特に血小板はコラーゲンなどの細胞外マトリックスに対する受容体を有してお

り、止血時に活性化すること、さらに活性化した際には赤血球と相互作用することで凝固に関わる

トロンビン合成が促進することが分かっている(Klatt et al., 2018)。このように血小板が血液凝固系

の中で主たる役割を果たしている。 

近年、血小板は DILI との関連も注目されている。DILI 発症患者の原因薬物の調査によると、抗

血小板薬は他の薬効群に比べて DILI 報告件数が少ないことに加え、DILI の慢性化例も少ないこと

が示されており(Licata et al., 2017)、血小板活性化が DILI 発症に何らか関わる可能性が考えられ

る。また、我々が行なった先行研究においても、LPS とジクロフェナクをラットに共投与した際に

観察される肝障害が、直接トロンビン阻害剤であるヘパリンによって抑制されることを報告してい

る(Arakawa et al., 2019)。これら結果を踏まえて前章では、血液凝固に起因する一過性低酸素を利用

することで in vitro において MPT を介した細胞死を誘導することに成功したものの、最終的に H/R

そのものが DILI 一般に共通の背景因子とは考えにくいとの考察に至った。そこで本章では、血液

凝固に至るまでの過程に着目し、その主たる因子である血小板の DILI 発症への関与を検証するこ

ととした。 

血小板は血液凝固以外にも臓器損傷からの修復や免疫応答などの重要な役割を持つことがすでに

知られている(Lisman and Porte, 2016)。中でも免疫応答については、血液中で好中球やマクロファー

ジとの相互作用を介して自然免疫応答を制御するほか(Lisman and Porte, 2016)、肝類洞を通過する際

には肝臓常在型マクロファージであるクッパー細胞に一時接着することで「Touch & Go」と呼ばれ

る特殊な血管内動態を示し、細菌感染に対する防御をはじめとする自然免疫応答を制御する(Wong 

et al., 2013)。肝障害時の応答として、中和抗体を用いて血小板を除去すると APAP 誘導性の肝障害
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を抑制できることや(Miyakawa et al., 2015)、血小板特異的にトランスフォーミング増殖因子-β を欠

損させることで四塩化炭素による肝繊維化を抑制すること(Ghafoory et al., 2018)が報告されている。

また、部分肝切除モデルを用いた検討では、肝細胞にエンドサイトーシスを介して取り込まれ、内

包される肝細胞増殖因子や上皮成長因子等をコードする mRNA を肝細胞に受け渡すことで肝再生

を促進することが示されるなど(Lisman and Porte, 2016)、血小板と肝臓の相互作用は通常時ならびに

障害時のさまざまな状況で重要な役割を持つ。 

興味深いことに、本研究で注目している MPT は血小板においても重要な役割を持つことが報告

されている。血小板は通常、刺激を受けることで活性化し、細胞内に含まれる α 顆粒の放出・血小

板同士の結合を介した一次止血などの役割を有する(Lisman and Porte, 2016)。一方で、強い刺激を受

けた場合には小胞化、フィブリノーゲンの保持、高頻度でホスファチジルセリン（PS）を細胞外に

露出するなど通常とは異なる活性化を起こし、この異常活性化には MPT が関与することが報告さ

れている(Jobe et al., 2008)。以上の報告から、MPT 誘導性 DILI 発症には肝細胞のみならず血小板に

おける MPT 誘導も関与する可能性を考えた。 

そこで本研究では、MPT を介した血小板活性化が肝障害発症に及ぼす影響を APAP 肝障害モデル

で評価した。APAP は解熱鎮痛薬として世界中で使用されるが、安価で容易に入手可能なため誤っ

た服用方法による肝障害の報告は後を立たず、現在においても欧米で問題となっている(Lee, 

2017)。APAP における肝障害メカニズムについては APAP の反応性代謝物である N-アセチル-p-ベ

ンゾキノンイミン（NAPQI）による MPT の誘導がすでに in vivo/iv vitro にて証明されている

(Masubuchi et al., 2005; Ramachandran et al., 2011)。また APAP 肝障害モデルを用いた近年の研究で

は、肝障害発症のごく初期から血小板が肝臓内に蓄積すること、中和抗体で血小板を除去すること

により肝障害が抑制されることが示されており(Miyakawa et al., 2015; Shan et al., 2021)、肝障害モデ

ルとして適切と考えた。以上より本章では、APAP をモデル薬物とし、MPT 誘導性の肝障害発症に

血小板での MPT を介した異常活性化が寄与する可能性を、マウス in vivo にて検証した。  
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第2節 方法 

 

試薬 

本研究で用いた主な試薬を以下に示す。塩類など一般的な試薬はここでは記載しない。また、下記

記載およびその他の試薬はすべて分析用、特級、生化学あるいは細胞培養用試薬を用いた。第 2 章

で用いた試薬についてはここでは省略する。 

 

4-hydroxy acetanilide（APAP） Tokyo Chemical Industry Co., Ltd. (Tokyo, Japan) 

NAPQI Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

Cyclosporine A (CsA) Fujifilm Wako Chemicals (Osaka, Japan) 

Rotenone Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA) 

 

実験動物 

 C57BL/6J 雄性マウス（5-8 週齢）を日本チャールズリバー(株)より購入した。購入したマウスは

日本エスエルシー(株)より購入した FR-1 を与え、水および飼料は自由に摂取させた。購入したマウ

スは温度コントロール（25±2°C）の環境下にて 12 時間明暗サイクルで飼育し、購入後最低 1 週間

以上飼育したものを実験に使用した。すべての動物は National Institutes of Health により刊行された

ガイドラインに従って処置を行った。特に骨髄移植に用いた C57BL/6J 雄性マウス（5 週齢）につ

いては、ケージ別換気式アイソラック（LABEX of MA, Worcester, MA, USA）を用いてより無菌的

に飼育を行った。 

CypD KO マウスについては第 2 章と同じ。 

 

マウス血小板の単離と血小板の活性化 

 CypD LM または CypD KO マウスを麻酔下で経静脈採血し、3.2% クエン酸ナトリウム溶液（最

終濃度: 0.32%）を含む 1.5 mL チューブに移す。100 x g 5 分で遠心し、上清を 200 x g 5 分遠心する

ことで多血小板血漿画分を得る。その後、1000 x g 10 分で遠心することで血小板を得た、得られた

血小板は 2×107 /mL となるように Tyrode modified buffer に懸濁し、血小板の活性化評価に用いた。

血小板の活性化評価については血小板（最終濃度 5 x 106 /mL）にトロンビンと試験薬物（APAP、

NAPQI、トログリタゾン）を合わせて曝露し、30 分 37℃でインキュベートする。30 分後の活性化
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状態は下記にまとめた蛍光標識抗体によって曝露と同時に染色を行い、EC800（Sony, Tokyo, 

Japan）を用いたフローサイトメトリーにて評価し、CD41 陽性細胞中の PS 陽性細胞の割合を血小

板活性化の指標とした 

 

抗体名 (クローン名) 製造元 希釈倍率 

PE Rat anti-mouse CD41（MwReg30） BioLegend 1:500 

FITC Annexin V BioLegend 1:500 

 

各種 Buffer の組成は以下に示す。 

 

Tyrode modified buffer（pH 7.4） 

NaCl 94.58 g/L 

KCl 0.22 g/L 

NaH2PO4・12H2O   0.12 g/L 

NaHCO3 1 g/L 

HEPES 4.77 g/L 

MgCl2            0.20 g/L 

Glucose           0.90 g/L  

Bovine serum albumin（BSA） 0.5 g/L 

CaCl2            0.22 g/L 

 

APAP 投与肝障害モデルと肝障害評価 

 実験のタイムコースは、過去の報告(Miyakawa et al., 2015)に従った。具体的には野生型雄性マウ

ス（または骨髄移植雄性マウス）を 15 時間絶食させ、300 mg/kg APAP またはその陰性対照である

生理食塩水を腹腔内投与し絶食を解除した。各時間において頸静脈採血を行い、予めヘパリンナト

リウム処置済み 1.5 mL チューブに移し 8,000 x g 3 分にて遠心し血漿を得た。肝障害評価は ALT

活性評価と肝切片の組織学的評価により行った。ALT 活性評価については、トランスアミナーゼ

CⅡ-テストワコー(POP・TOOS 法)（Fujifilm Wako Chemicals, Osaka, Japan）を用いてプロトコル通り

に行なった。肝切片の作製については、マウスから単離した肝臓を 5 mm 四方のブロックに切り出

し、4% パラホルムアルデヒドで 24 時間 4 ℃にて固定し、15% スクロース溶液そして 30% スクロ

ース溶液で洗浄を行った。固定した切片は 15% スクロース溶液と O.C.T. Compound（サクラファイ

ンテックジャパン(株)）を 1:2 で混合した溶液で包埋し、クライオスタット（CM3050S, Leica）によ
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り-15-20°C 下で 8 μm の薄切切片を作成した。作製した切片は風乾させ、使用時まで-80℃で保存し

た。 

 

骨髄移植を用いた骨髄由来細胞（BMDCs）特異的遺伝子欠損マウスの作製 

 BMDCs 特異的遺伝子欠損マウスの作製方法は、過去の報告(Miyakawa et al., 2015)に従った。具体

的には、内因性骨髄細胞を破壊するため、6 週齢の野生型 C57BL/6J 雄性マウスに、MBR-1520R-3 

X 線照射装置（日立パワーソリューションズ(株））を用いて、2 時間間隔で 2 回、5.5 Gy（合計 11 

Gy）を照射した。CypD LM または CypD LM のマウスの大腿骨と脛骨から骨髄細胞を分離し、尾静

脈から照射マウスに注入した。マウスは前述の方法で飼育し、4 週間、FR-1 とエクテシン液（明治

製菓ファルマ）（1 mg/mL）入り滅菌水を自由にアクセスさせた。その後、2 週間は抗生物質無添加

の水を使用した。骨髄移植マウスでの検討では、過去の報告(Miyakawa et al., 2015)から野生型マウ

スと同様の肝障害が生じる、やや低用量の APAP（250 mg/kg）を使用した。骨髄細胞特異的に

CypD が欠損していることは肝臓および血小板から抽出したタンパクを用いたウエスタンブロッテ

ィングにて確認している（Fig. 2-1A） 

 

マウス肝臓の H&E 染色  

 作製した薄切切片を常温にて静置した後(10-15 分)、PBS に 10 分程浸潤させた。軽く精製水にて

水洗し、マイヤー・ヘマトキシリン液に 5 分浸ける。そのあと精製水で水洗した後、40°C の精製

水に 4 分浸け色だしを行った。0.5% エオシンアルコール液に 8 分浸した後、精製水にて水洗し以

下の条件にて脱水処理を行った。その後ヘキサンにて透徹処理 4 分行い、Entellan® (Merck 

Millipore; Billerica, MA, USA)で封入し BZ-X710 （Keyence, Osaka, Japan） にて画像を取得した。 

 

脱水条件  

70% EtOH 30 秒  

90% EtOH 1 分  

99% EtOH 10 分 

無水エタノール 30 秒 
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組織免疫染色  

 凍結保存した切片を常温に戻し PBS に 10 分浸潤処理した後、0.1% BSA in PBS にて希釈した 1

次抗体を反応させた。反応後 PBS にて洗浄後、0.1% BSA in PBS で希釈した蛍光標識 2 次抗体及び

Hoechst 33342 を室温にて 1 時間反応させた。反応後 PBS にて洗浄後、VECTASHIELD (Vector 

Laboratories)で封入後、共焦点レーザー顕微鏡 LSM780 (Carl Zeiss)にて画像を取得した。  

 

使用した抗体、染色試薬は以下の通りである。  

 

抗体名 (クローン名) 製造元 希釈倍率 

Rat anti-mouse CD41（MwReg30） Becton Dickinson 1:400 

Goat anti- albumin（11657） Bethyl Laboratories 1:400 

5 mg/mL Hoechst 33342 Thermo Fisher Scientific  1:1000 

 

マウス肝臓内浸潤 BMDCs の評価 

マウスを頸椎脱臼により安楽死させた後、肝臓を単離する。肝臓を SC-2 にて脱血後、

Collagenase buffer にてすりつぶし 40 分間 37℃にした水浴で振とうさせる。その後 100 μm セルスト

レーナーを通して 50 mL 遠沈管に移す。その後、マクロファージ、好中球の単離法（A 法）と血小

板の単離法（B 法）に分けるため単離した肝臓を含んだ Collagenase buffer を 2 つに分ける。A 法で

は 600 x g で 7 分遠心後、上清を除去し ACK lysis buffer を加え 5 分間静置する。その後 2% FBS in 

PBS にて反応を停止させ、600 x g で 7 分遠心する。上清を除去し 35% Percoll 溶液で再懸濁し、600 

x g で 15 分遠心し、死細胞を除去した。その後、2% FBS in PBS で再懸濁し、600 x g で 7 分遠心す

る。上清を除去し 500 倍希釈 Fc blocker（2.4 G2; BD PharMingen, San Diego, CA）in 2% FBS in PBS

で 30 分静置する。その後 600 x g で 7 分遠心し、沈殿画分を下記にまとめる蛍光免疫染色を行っ

た。B 法では 1,300 x g で 10 分遠心後、上清を除去し ACK lysis buffer を加え 5 分間静置する。その

後 2% FBS in PBS にて反応を停止させ、1,300 x g で 10 分遠心する。上清を除去し 35% Percoll 溶液

で再懸濁し、2,000 x g で 10 分遠心し、死細胞を除去した。その後、2% FBS in PBS で再懸濁し、

1,300 x g で 10 分遠心する。上清を除去し 500 倍希釈 Fc blocker（2.4 G2; BD PharMingen, San Diego, 

CA）in 2% FBS in PBS で 30 分静置する。その後 1,300 x g で 10 分遠心し、沈殿画分を下記にまと
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める蛍光免疫染色を行った。蛍光は EC800（Sony, Tokyo, Japan）を用いたフローサイトメトリーに

て評価した。得られた結果は Flowlogic ソフトウェア（Inivai Technologies, Victoria, Australia）にて解

析を行った。蛍光は EC800（Sony, Tokyo, Japan）を用いたフローサイトメトリーにて評価した。得

られた結果は Flowlogic ソフトウェア（Inivai Technologies, Victoria, Australia）にて解析を行った。ま

た各種細胞は下記の結果に従ってゲートを行った。 

 

好中球: Ly6G+ 

M1 マクロファージ: Ly6C+ Ly6G- CD11b+ F4/80- 

M2 マクロファージ: Ly6C- Ly6G- CD11b+ F4/80- 

血小板: CD41+ 

 

抗体名 (クローン名) 製造元 希釈倍率 

FITC anti-mouse F4/80（BM8） BioLegend 1:400 

PE anti-mouse Ly6G（1A8） BioLegend 1:400 

PE/Cy7 anti-mouse/human CD11b（M1/70） BioLegend 1:400 

APC anti-mouse Ly6C（HK1.4） BioLegend 1:400 

PE Rat anti-mouse CD41（MwReg30） BioLegend 1:400 

 

各種 Buffer の組成は以下に示す。 

10 x SC-2 buffer 

NaCl 80 g/L 

KCl 4 g/L 

Na2HPO4 3.036 g/L 

NaH2PO4・2H2O 0.882 g/L 

HEPES 23.83 g/L 

SC-2 buffer（pH 7.4） 

10 x SC-2 buffer 100 mL/L 

CaCl2 0.444 g/L 

Glucose 2 g/L 

 

 

Collagenase buffer（pH 7.4） 

SC-2 buffer  20 mL 

DNaseⅠ 0.4 mg 

Collagenase 16 mg 
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ACK lysis buffer 

NH4Cl 8.29 g/L 

KHCO3 1 g/L 

2Na-EDTA 37.2 mg/L 

35% Percoll 溶液 

RPMI1640 2.6 mL  

Percoll 1.28 mL  

10 x HBSS 0.12 mL  

 

マウス肝臓ミトコンドリアの単離 

 マウスを頸椎脱臼により安楽死させた後、肝臓を単離する。脱血 Buffer により脱血後、同 

Buffer 中でホモジェナイズし、 770 x g で 5 分遠心分離する。上清を 9800 x g で 10 分遠心分離

し、 上清を除去したのち沈殿を遠心 Buffer で懸濁。4500 x g で 10 分遠心分離した。APAP 投与

マウス肝ミトコンドリアについては沈殿を洗浄後、懸濁 Buffer に懸濁した。薬物による MPT 誘導

能の評価については再度沈殿を遠心 Buffer で懸濁し 2000 x g で 2 分遠心分離したのち連続して 

4500 × g で 8 分遠心分離する。沈殿を洗浄後、懸濁 Buffer に懸濁し、Lowry 法にてタンパク定量

して実験に使用した。脱血後の操作についてはすべて氷上で行った。 

 

各種 Buffer の組成は以下に示す。 

 

脱血 buffer（pH 7.4） 

Sucrose 94.58 g/L  

100 mM HEPES-KOH（pH 7.4） 100 mL/L  

EGTA 183.26 mg/L  

遠心 buffer（pH 7.4） 

Sucrose 94.58 g/L  

100 mM HEPES-KOH（pH 7.4） 100 mL/L  

EGTA 109.96 mg/L

 

懸濁 buffer（pH 7.4） 

Sucrose 94.58 g/L  

100 mM HEPES-KOH（pH 7.4） 100 mL/L  

  

ミトコンドリアの膨潤の観測（Swelling アッセイ） 

30°C に保った Swelling buffer 中にミトコンドリア（最終濃度: 0.5 mg protein/mL）を加えて 1 分程

度 pre-incubation したのち薬物を加えて反応を開始し、紫外可視分光光度計（UV-2550、島津製作

所(株)）にて 540 nm の吸光度の変化を観測した。APAP 投与による MPT 感受性の変化については
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MPT 誘導が既知である Ca2+（最終濃度: 12.5 μM）をミトコンドリアに曝露してから 200 秒間での吸

光度の変化量を MPT 感受性の指標とした。 

 

各種 Buffer の組成は以下に示す。 

 

Swelling buffer（pH 7.4） 

Sucrose 42.78 g/L  

100 mM HEPES-KOH（pH 7.4） 100 mL/L 

KCl 4.95 g/L  

Succinate 1.18 g/L 

Rotenone 0.99 mg/L 

 

呼吸機能の評価 

呼吸 Buffer 中にミトコンドリア（最終濃度: 1 mg/mL）、コハク酸 （最終濃度: 4 mM）を加えて 

Buffer 中の酸素濃度を SDR SensorDish Reader (Presens)を用いて経時的に測定した。その 2 分後に 

ADP （最終濃度: 0.2 mM）を加えた。ADP 添加による酸素消費の亢進が収束するのを待って測定

を終了した。ADP 存在下の酸素消費速度（State 3）と ADP 枯渇後の酸素消費速度（State 4）を計

算し、その比（State 3/State 4）を Respiratory Control Ratio（RCR）として算出した結果を呼吸機能

とした。 

 

各種 Buffer の組成は以下に示す。 

 

呼吸 buffer（pH 7.4） 

Sucrose 77.02 g/L  

KCl 0.745 g/L  

MgCl2・6H2O 1.02 g/L  

KH2PO4 0.68 g/L 

EGTA 0.19 g/L 

100 mM Tris-HCl（pH 7.4） 200 mL/L 
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膜電位の測定 

Swelling Buffer 中に Rhodamine123 (最終濃度: 0.5 μM)、ミトコンドリア（最終濃度: 1 mg 

protein/mL）を加えて 5 分インキュベーションし、8000 x g で 30 秒間遠心分離した。上清をマイ

クロプレートに移し、マイクロプレートリーダー（FilterMax F5、Molecular Devices）にて Ex: 

485nm / Em: 535nm で蛍光強度を測定した。膜電位は、蛍光強度から計算した上清中の 

Rhodamine123 濃度より Nernst の式を用いて算出した。 

 

統計解析 

第 2 章と同じ 
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第3節 結果 

 

3-1 APAP は MPT を介して血小板を活性化する 

 血小板は MPT を介した活性化において PS を高頻度に細胞外に露出することが報告されている

(Jobe et al., 2008)。また、MPT を介した血小板の活性化には血小板の凝固因子であるトロンビンに

よる mtROS の産生が必要であることも報告されている(Choo et al., 2012)。そこで、3 薬物（APAP、

NAPQI、トログリタゾン）について肝ミトコンドリア MPT の誘導および MPT 依存的な血小板の活

性化について検討した（Fig. 2-1）。肝ミトコンドリアでは 3 薬物のうち、2 薬物（NAPQI、トログ

リタゾン）において肝ミトコンドリアの膨潤を確認できた。このミトコンドリアの膨潤は Cyp D に

結合し MPT を阻害する CsA の併用により抑制された（Fig. 2-1A）。またマウス血小板における

MPT 依存的な活性化を確認するため、マウス全血より単離した血小板にトロンビンと薬物を共曝

露し 30 分後に細胞外に PS を露出する細胞（以下、活性化血小板）の割合を評価した（Fig. 2-

1B）。その結果、トロンビン併用によりミトコンドリアでの結果と同様に 2 薬物（NAPQI、トログ

リタゾン）において有意な活性化血小板の増加が確認された。この活性化血小板の増加が MPT 依

存的であるかを検証するため、CypD KO マウスより単離した血小板においても同様に評価を行っ

た結果、活性化血小板の増加は確認されなかった。以上の結果より、MPT 誘導薬物は血小板の

MPT を介した活性化を誘導することが明らかとなった。 

 

3-2  APAP 投与おける肝内浸潤細胞プロファイル 

 APAP による肝障害では、BMDCs である血小板(Miyakawa et al., 2015)・好中球(Yang et al., 2019)・

マクロファージ(Chauhan et al., 2020)が肝内に蓄積することが報告されている。本検討では肝障害発

症過程における BMDCs の関与を明らかにするため、APAP 投与後 1-6 時間における肝障害への影

響（Fig. 2-2A）および BMDCs（血小板・マクロファージ・好中球）の肝内への浸潤（Fig. 2-2B）

を評価した。肝障害の評価は肝障害マーカーとして知られている血中への ALT の漏出量を測定し

た。Fig. 2-2A で示すように投与後 6 時間でのみ有意な ALT の上昇を認めた。また肝臓内に蓄積し

た血液細胞を評価した結果、血小板、マクロファージについては投与後 1 時間より有意に上昇し、

好中球は 6 時間後において有意に上昇した。その一方でマクロファージの分化状態については

APAP の投与による変化は見られなかった。また、APAP 投与時間依存的な血小板の蓄積につい
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て、肝切片を用いた蛍光免疫染色による評価も行った。その結果フローサイトメトリーでの結果と

同様に投与時間依存的に血小板を示す赤色蛍光の集積が確認された（Fig. 2-2C）。 

 

3-3 APAP 投与におけるミトコンドリア機能変化 

 APAP 肝障害モデルにおいて、肝障害が十分に認められた時点で単離した肝ミトコンドリアでは

Ca2+により誘導される MPT 感受性が増大することが報告されている(Masubuchi et al., 2005)。本検討

では肝障害発症過程に着目し、ALT の有意な上昇を認める前、つまり APAP 投与後 1 または 2 時間

後における肝ミトコンドリアの機能（Fig. 2-3A）および MPT 感受性（Fig. 2-3B）の評価を行った。

肝ミトコンドリアの機能についてはミトコンドリアの呼吸鎖複合体における呼吸機能の指標である

respiratory control ration（RCR）値とプロトン濃度勾配によって生じる膜電位を指標とした。その結

果 Fig. 2-3A で示すように、APAP 投与群では呼吸機能・膜電位ともに有意な低下が認められた。ま

た MPT 感受性については Fig. 2-3B で示すように、Ca2+非曝露時では APAP 投与の有無に関わらず

有意な吸光度の低下が認められなかったの対し、Ca2+曝露時では APAP 投与群において有意な吸光

度の低下が確認された。以上の結果より、APAP 投与により ALT の上昇前にミトコンドリアの機能

低下・MPT 感受性の増大が起きることが確認された。 

 

3-4 APAP による肝障害と血小板蓄積は BMDCs の MPT 依存的に起こる 

 APAP による肝障害は BMDCs の 1 つである血小板の除去によって抑制されることが報告されて

いる(Miyakawa et al., 2015)。3-4 では血小板の MPT が APAP 肝障害発症過程で関与することを検証

するため、BMDCs 特異的 CypD KO マウス（BM-KO）およびその対照群（BM-LM）を作製した。

BMDCs 特異的な CypD の欠損は、血小板と肝臓の CypD タンパク発現評価において BM-KO マウス

の血小板サンプルでのみ CypD のシグナルが消失することで確認している（Fig. 2-4A）。このマウス

を用いて 3-2 で見られた APAP による肝障害（Fig. 2-4B and C）ならびに血液細胞の肝内への浸潤

（Fig. 2-4D and E）を評価した。肝障害については、APAP 投与 6 時間後に BM-LM で有意な ALT

上昇が認められた。この ALT の上昇は BM-KO で有意に抑制されていた（Fig. 2-4A）。また 6 時間

後の時点の肝組織切片を HE 染色で評価したところ、BM-LM では中心静脈を中心に広範な肝細胞

死が認められ、既報通りの APAP による肝障害が再現されていることが確認された。また BM-LM

で見られた肝細胞死は BM-KO では部分的に抑制されていた（Fig. 2-4B）。血液細胞の肝組織への浸

潤については BM-LM では血小板のみが投与時間依存的にその割合が増加しており、マクロファー
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ジの割合またはその分化状態は変化がなかった。BM-KO では血小板・マクロファージともに APAP

投与による変化が確認できなかった（Fig. 2-4C）。また、APAP 投与後 2 時間後に見られた血小板の

蓄積について、肝切片を用いた蛍光免疫染色による評価も行った。その結果 Fig. 2-4E で示すように

BM-LM で血小板を示す赤色蛍光の集積が確認された。さらに BM-LM で見られた血小板の蓄積

は、BM-KO では確認されなかった。 

 

3-5 APAP による肝ミトコンドリア機能変化は BMDCs の MPT 依存的に起こる 

 3-3 では野生型マウスで APAP 投与により肝ミトコンドリア機能の抑制と MPT 感受性の増強が起

こることを確認した。この変化が BMDCs の MPT 依存的であるかを検証するため、BM-LM と BM-

KO でも同様の評価を行った。その結果、BM-LM の肝ミトコンドリアでは APAP 投与 1 時間後より

呼吸機能と膜電位の有意な低下が認められた。一方で、BM-KO の肝ミトコンドリアではこれらの

有意な低下は確認されなかった（Fig. 2-5A）。さらに、肝ミトコンドリアの MPT 感受性を BM-LM

で検討した結果、Ca2+非曝露では吸光度の有意な低下を認めなかった一方で、Ca2+曝露群では APAP

投与 1 時間後より吸光度の有意な低下を認めた。 APAP 投与による MPT 感受性増強は BM-KO で

は観察されず、肝ミトコンドリアの MPT 感受性増強は BMDCs の MPT 依存的に生じることが示さ

れた（Fig. 2-5B）。 
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Fig. 2-1. Platelets was also activated by APAP via MPT induction 

MPT was evaluated using a swelling assay (A) and platelet activation (B). (A) In swelling assay, the 

absorbance of mitochondrial preparations at 540 nm was monitored after the addition of 3 drugs (12.5 

μM troglitazone, 5 mM APAP and 50 μM NAPQI). CsA (5 μM) was added at same time with drug 

treatment to confirm MPT dependency. (B) In platelet activation, platelets isolated from CypD LM or 

CypD KO were treated with drug (12.5 μM troglitazone, 5 mM APAP and 25 μM NAPQI) and/or 

thrombin for 30 min. The activate platelet was assessed by PS externalization using flowcytometric 

analysis. Data is shown as means ± S.D., n=3 *p<0.05. 
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Fig. 2-2. Effect on liver injury and BMDCs infiltration by APAP in wild type mice. 

Mice were administered APAP (300 mg/kg) i.p or saline vehicle after overnight fasted. (A) ALT 

activity in plasma. (B) Assessed infiltrated BMDCs (neutrophil, macrophage, macrophage 

differentiation and platelet) in liver at 1, 2 and 6h after treatment APAP or 6h after saline vehicle 

treatment. (C) At 1, 2 and 6 h after treatment APAP or saline vehicle, liver sections in each mouse 

were stained with anti- CD41 (red, platelet marker), anti-albumin (green, hepatocyte marker), and 

Hoechst 33342 (blue, nuclei). Data are shown as means ± S.D. (n = 3-7, *p < 0.05). 
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Fig. 2-3. Effect on mitochondrial function by APAP treatment in wild type mice 

Mice were administered APAP (300 mg/kg) i.p or saline vehicle after overnight fasted. (A) In 

mitochondrial function, respiration activity (left panel) and membrane potential (right panel) was 

measured using mitochondria isolated from mice with APAP (1, 2 and 6 h treatment) or saline 

treatment. (B)  MPT sensitivity in mitochondria isolated from mice with APAP (1, 2 and 6 h 

treatment) or saline treatment was evaluated by absorbance at 540 nm with water (as control; left 

panel) or Ca
2+

 (12.5 μM) treatment (right panel). Data are shown as means ± S.D. (n = 3-4, *p < 0.05). 
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Fig. 2-4. Effect on liver injury and BMDCs infiltration by APAP in Bone marrow transplantation 

(BMT) mice  

(A) Representative western blotting of liver and platelets protein extracts in BM-LM and BM-KO mice 

with anti-CypD and anti-GAPDH. (B-E) BM-LM and BM-KO mice were administered APAP (250 mg/kg) 

i.p or saline vehicle after overnight fasted. (B) ALT activity in plasma at 1, 2 and 6 h with APAP or saline 

vehicle (6 h). (C) H&E staining of liver sections in 6 h treatment BM-LM and BM-KO mice. The area 

enclosed by the dotted line means hepatocellular necrosis region. Scale bar = 300 µm (upper panel) or 100 

μM (lower panel).  (D) Assessed infiltrated BMDCs (neutrophil, macrophage, macrophage differentiation 

and platelet) in liver at 1, 2 and 6h after treatment APAP or saline vehicle (6h). (E) At 2 h after treatment, 

liver sections in each mouse were stained with anti- CD41 (red, platelet marker), anti-albumin (green, 

hepatocyte marker), and Hoechst 33342 (blue, nuclei). Scale bar = 100 µm (upper panel) or 50 μM (lower 

panel). Data are shown as means ± S.D. (n = 3-7, *p < 0.05). 

Fig. 2-4 continued 
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Fig. 2-5. Effect on mitochondrial function by APAP treatment in BMT mice 

BM-LM and BM-KO Mice were administered APAP (250 mg/kg) i.p or saline vehicle after overnight 

fasted. (A) In mitochondrial function, respiration activity (left panel) and membrane potential (right 

panel) was measured using mitochondria isolated from mice with APAP (1, 2 and 6 h treatment) or 

saline treatment. (B)  MPT sensitivity in mitochondria isolated from mice with APAP (1, 2 and 6 h 

treatment) or saline treatment was evaluated by absorbance at 540 nm with water (as control; left 

panel) or Ca
2+

 (12.5 μM) treatment (right panel). Data are shown as means ± S.D. (n = 3-7, *p < 0.05). 
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第4節 考察 

 

4-1  APAP 肝障害発症機序における血小板の関与 

 本章では、過去の報告で見られたように APAP による肝障害の初期段階から血小板が肝臓内に蓄

積すること（Fig. 2-2）、骨髄特異的に CypD を欠損させることで APAP による肝障害を抑制できる

とともに肝臓内への血小板の蓄積が抑制されること（Fig. 2-4D and E）を確認した。APAP による肝

障害では、BMDCs である血小板(Miyakawa et al., 2015)・好中球(Yang et al., 2019)・マクロファージ

(Chauhan et al., 2020)が肝障害発症に関与することが報告されている。しかし、肝障害発症より前の

影響に着目してこれら細胞の関与を詳細に調べた研究は、血小板を除いて存在しなかった。そのた

め本研究では APAP 投与後のごく早期の段階における BMDCs の肝組織への浸潤も併せて評価し

た。その結果、肝障害発症よりも前に血小板とマクロファージの浸潤が見られること、その中でも

特に血小板の浸潤が BMDCs の MPT 依存的に生じることが確認された（Fig. 2-2C, 2-4D and E）。こ

れらの結果より、血小板の MPT が肝障害発症に何らか寄与することが考えられた。血小板が肝細

胞の障害に影響するメカニズムについては、物理的な肝細胞との相互作用による直接的な影響、血

小板から放出される液性因子による間接的な影響、の 2 つの可能性が考えられる。物理的な相互作

用については、活性化血小板が肝細胞に RNA を転移させることで肝細胞の性質を変えることがす

でに報告されている(Kirschbaum et al., 2015)。間接的な影響については、H/R の下流で血小板が活性

化し、放出された CD154（CD40 のリガンド）が肝細胞表面の CD40 に結合することで mtROS が誘

導され、肝細胞死に至ることが報告されている(Bhogal et al., 2012)。特に mtROS は薬物を介した

MPT 誘導性の細胞死に重要であることは第 2 章の考察（4-4）で述べた通りである。さらに、単離

血小板を用いた MPT 依存的な活性化の評価の実験で添加しているトロンビンは、血小板において

mtROS を産生させることで MPT 誘導を起こしやすくするための必要な条件であることも(Choo et 

al., 2012)報告されている。以上より、MPT を誘導した血小板との相互作用が肝細胞の MPT 誘導能

をさらに高める可能性も考えられる。この点については、予備的な検討において、MPT 誘導能を

持ち血小板の活性化を起こすトログリタゾン（Fig. 2-1B）を血小板に曝露した直後に肝細胞に添加

して培養すると、血小板の MPT 依存的な肝細胞接着が増加する傾向を確認している（data not 

shown）。しかしながら肝細胞死の誘導までは認められず、in vivo で観察された血小板（厳密には

BMDCs）の MPT 依存的な肝障害増強の機序についてはさらなる検討が必要である。 
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4-2 BMDCs の MPT は APAP の障害発症過程のみに関与するか？ 

本検討において、BMDCS の MPT 依存的に認められる APAP 投与後ごく初期（1-2 時間）の変化

として、肝臓内の血小板数が特に顕著であったことから（Fig. 2-4D）、この現象が主に肝障害発症

過程に関与すると想定したが、一方で血小板は障害からの修復過程にも関与することが知られ、長

期的にはその観点からの影響も考える必要がある。血小板は再生に寄与する細胞として知られ、部

分肝切除モデルにおいて、血小板増加作用を持つトロンボポエチンを処置すると肝再生が促進され

る(Liang et al., 2021)。しかしながら血小板は、APAP 誘導性肝障害では血小板を含む複合体（von 

Willebrand 因子）を形成することで修復を阻害すること(Groeneveld et al., 2019)、血小板の C 型レク

チン受容体が好中球の浸潤を抑制することで肝障害からの修復を遅延させることなどが報告されて

いる(Chauhan et al., 2020)。APAP 誘導性の肝障害において、血小板は障害初期の発症過程と後半の

修復過程の両者に関わる。本検討では特に発症過程に限定して検討を行ったが、今後は修復過程に

ついても MPT 依存的な血小板活性化の影響を検討していく必要がある。 

 

4-3 血小板が肝細胞と相互作用を及ぼすか 

 今回の検討では、肝ミトコンドリアの MPT 感受性が APAP 誘導性肝障害時に増強するとの過去

の報告(Masubuchi et al., 2005)を踏まえ、肝障害発症のごく初期の段階において肝ミトコンドリア機

能がどのように変化するかについても調べた。その結果、APAP 投与からわずか 1 時間で肝ミトコ

ンドリア機能（呼吸・膜電位）の低下、ならびに MPT 感受性の増強が認められること（Fig. 2-3）、

そしてこれら変化が全て BMDCs の MPT に依存すること（Fig. 2-5）が明らかとなった。特に ALT

の有意な上昇を認める以前のごく初期段階で血小板が肝臓内に集積していること（Fig. 2-2B, 2-4D 

and E）からも、活性化して肝臓内局所に集積した血小板が、肝細胞と直接的・間接的に相互作用

している可能性が示された。血管から肝組織内に浸潤するメカニズムについては、血小板の活性化

に伴い表面に誘導される P-セレクチンが微小血管内皮表面に発現するリガンド分子 PSGL1 などに

結合することが知られている(Massberg et al., 1998)。今回の検討では P-セレクチンの発現量につい

て検討していないが、一般に血小板は活性化することで P-セレクチンの発現が上昇することから

(Jobe et al., 2008)、仮に NAPQI が MPT 誘導を介して血小板が活性化しているならば、そこでも P-

セレクチンの発現は上昇している可能性が高い。今回の結果のみでは、肝臓内に蓄積した血小板が

果たして肝組織内部まで浸潤しているのか、あるいは微小血管内に留まっているかの区別はつかな

いが、血小板は多岐に渡る細胞（マクロファージ(Ludwig et al., 2022)やがん細胞(Guillem-Llobat et 
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al., 2016)、そして肝細胞(Bhogal et al., 2012)）との直接的、間接的な相互作用が知られているため、

肝臓内局所に蓄積し、活性化した状態にある血小板が肝細胞およびそれ以外の周辺の細胞に影響を

与えている可能性は高い。4-1 で述べたような肝細胞への影響に加え、肝組織を構成する他の細胞

に対する血小板の影響も評価することで MPT を介した肝障害発症機序の全容理解につながると期

待される。 

 

4-4 薬物による BMDCs の浸潤  

 血小板の蓄積が認められた一方で、マクロファージや好中球については初期段階において血小板

ほどの蓄積は認められなかった（Fig. 2-2B and 2-4D）。一般に、マクロファージや好中球などの免

疫細胞については、肝実質細胞などの細胞が障害を受けた際に放出されるダメージ関連分子パター

ンやケモカインによって遊走されることが報告されている(Tacke and Zimmermann, 2014)。特に今回

の検討で、APAP 投与後 1 時間のごく初期の段階ではいずれのマウスにおいても有意な ALT 上昇を

認めなかったことからも、免疫細胞自身が薬物によって活性化され、これにより肝細胞が傷害され

る可能性は低いと考えられる。一方で血小板は、クッパー細胞への一時接着を介して(Wong et al., 

2013)平時から肝細胞近傍の血管内滞留時間が長く、また in vitro における MPT を介した血小板の活

性化は 5 分程度と比較的短時間に生じることも示されている(Jobe et al., 2008)。今回の vitro の検討

においても、トログリタゾン、NAPQI を血小板に曝露すると 30 分までに血小板の活性化が十分に

認められている（Fig. 2-1B）。マウスに APAP を 200 mg/kg 経口投与すると 30 分以内に NAPQI が最

高血中濃度に達し、その時の濃度は約 50 μM と報告されている(Zhang et al., 2018)。NAPQI は、肝

細胞内で主に生成して血管側へ放出され、特に CYP 発現量の多い中心静脈付近の類洞内腔濃度は

末梢血よりも高いと考えられる。in vitro では 25 μM の NAPQI 曝露で血小板の活性化を認めたが、

先述のように in vivo ではより高濃度の NAPQI が血小板に曝露されていた可能性がある。以上を踏

まえると、Touch & Go の機構によって類洞内腔に一時的な滞留した血小板に NAPQI が高濃度曝露

され、MPT 誘導を介した活性化した後に何らかの機序で肝細胞に作用し、肝ミトコンドリア機能

が変化することで最終的に肝細胞の MPT 感受性が増強したと考えられる。２章で示したように、

MPT 感受性が増強した肝細胞では MPT 誘導剤による細胞死が起こりやすくなるため、APAP 投与

後 2 時間以降に顕著な肝障害が観察されたと考えられる。 
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4-5 ヒトでの MPT 誘導能評価への可能性 

本章では、単離血小板を用いた予備的な検討から、トログリタゾンや NAPQI などの MPT 誘導能

が知られる DILI リスク薬物が血小板を MPT 依存的に活性化することも確認した（Fig. 2-1B）。

MPT 誘導は重篤な DILI を誘発する薬物に共通の性質であるため(Arakawa et al., 2019; Segawa et al., 

2018; Shirakawa et al., 2015; Varbiro et al., 2003)、開発早期にこのポテンシャルの有無を判定すること

が望ましいが、現状はげっ歯類から単離したミトコンドリアや第 2 章で述べた特殊な実験条件下で

のげっ歯類由来の肝細胞での評価に留まっている。その一方で、種差や動物実験削減の観点からヒ

ト由来細胞を用いた評価系構築が望ましく、本章の検討から血小板を用いることでこれらの問題を

解決できることが期待される。実際に、Chen らは MPT に依存した血小板の活性化を簡便かつ高ス

ループットに検出する方法を報告しており(Chen et al., 2018)、今後はこれら手法を組み合わせるな

どしてヒト血小板を用いた MPT 誘導能の評価系を構築していくことが望まれる。 

DILI の多くは特異体質的に生じ、その最たる理由は各個人の遺伝的背景の違いあると考えられて

いる(Stolz, 2022)。遺伝的背景としては薬物代謝酵素、解毒酵素ならびにヒト白血球抗原の違いで議

論されることが多いが、特にミトコンドリア毒性の関連する DILI ではミトコンドリア DNA

（mtDNA）の変異に関する報告が近年なされている(Lee et al., 2019)。以上のように、DILI 発症の

個人差を考える上で遺伝的背景を評価することは重要だが、この点において患者個々の血小板の薬

物に対する感受性評価は有用な手法となり得る。ヒト血小板の mtDNA ハプロタイプによって肝細

胞の呼吸機能や薬物に対する呼吸鎖阻害の感受性が変化すること(Ball et al., 2021)、ヒト血小板の

mtDNA を肝がん由来細胞の HepG2 に取り込ませることで血小板と同様の呼吸鎖阻害感受性変化を

再現できること(Ball et al., 2022) 、などが最近報告されている。これらの研究は、薬物に対する肝

細胞の感受性の個人差を血小板を用いて代替評価することを意図している。今回の研究で得られた

知見を応用することで、血小板を用いた MPT 評価系の構築という新たな視点を含めた代替評価系

の開発にも繋がりうる。今後は、MPT を介した DILI リスク薬物の評価系構築を見据えて、各薬物

のヒトにおける DILI リスクと MPT を介したヒト血小板活性化の相関を調べ、その上で薬物による

MPT 誘導能とそこに対する個人差の影響の有無についても詳細に評価していく必要がある。 
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第4章 総括 

本研究の第 2 章では、マウス初代培養細胞において高酸素培養と糖源置換を組み合わせによりミ

トコンドリアを賦活化させることができた。また、先行研究で見られた I/R によって引き起こる一

過的な H/R を in vitro 条件で再現することにより、mtROS を誘導し MPT 薬物によって誘導される

細胞死を検出することができた。その一方で本実験系の基となった一過性虚血という条件の特殊性

から虚血に至るまでの過程で起きるイベントに着目した研究を行う必要性が生じた。そこで第 3 章

では、虚血過程で関わる血液凝固系の中でも血小板に着目し、MPT 誘導薬物が肝細胞と同様に単

離血小板の MPT を介した活性化を誘導することが分かった。また生体内における血小板の MPT の

関与を示すため、骨髄特異的な CypD KO マウスに APAP を投与した時の肝障害の変化を観察した

ところ、APAP により起こる肝障害・血小板の肝内への蓄積・肝ミトコンドリア機能の低下・MPT

感受性の増大がすべて骨髄細胞での MPT 依存的に起こるイベントであることが確認された。  

 

 DILI は上市した医薬品の中で肝毒性が原因で市場撤退した主たる理由であることが報告されてい

る。よって、肝毒性のポテンシャルを有する化合物を前臨床試験で適切に評価する必要があると考

えられる。その中でもミトコンドリア毒性機序を持つ薬物は高いオッズ比を示すこと(Rana et al., 

2021)から、ミトコンドリア毒性の予測が未だ不十分であることが分かる。しかし過去の報告では

MPT による肝障害の発症は薬物が直接肝細胞死を導くことのみに着目されており、その過程で起

こる血液細胞や肝非実質細胞にある MPT については着目されていなかった。特に血小板は無核細

胞であることから血液細胞としても重要性が薄れてしまっていることが考えられ、今後は血小板を

含む血液細胞を加味していくことでより MPT を介した DILI メカニズムの解明につながることが期

待される。  

 

本研究では血小板の MPT を介した詳細な発症メカニズムの解明は十分に行えていない。今後は

この点に関してより詳細な検討を重ねることで、メカニズムに基づいた in vitro のスクリーニング

系を構築し医薬品開発においてより安全性の高い候補化合物の創出への貢献だけでなく、臨床にお

いても肝障害の予後不良を精度よく検出できるバイオマーカー探索や重篤な DILI 発症時の治療薬

の創出にも貢献できると考えている。 
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