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緒　言

　医薬品による有害作用は、医療事故や医薬品の開発中止･市場撤退の大きな原因の一つである。特に薬物性肝障害は
代表的な有害作用の一つであり、重症化すると命に係わる肝不全に至る。したがって、医薬品による肝障害の適切な評
価は非臨床･臨床どちらにおいても重要視されており、我々が提案した「官民共同による重篤副作用バイオマーカー開
発」が日本医療研究開発機構委託研究費に採用され、薬物性肝障害を含めた重篤副作用の好感度かつ特異的な新規バイ
オマーカー探索･検証･臨床応用が始まっている。一方で、早期発見のみでの安全性の確保は非常に困難であることか
ら、医薬品の安全性をさらに向上させるためには、並行して医薬品服用前に薬物性肝障害の感受性を予測することが必
要であると考えられる。
　これまでに薬物性肝障害の感受性予測においては、ゲノムを網羅的に探索することでリスクとなる遺伝子多型（ゲノ
ムバイオマーカー）を同定するという手法が用いられてきたものの、ゲノムバイオマーカーはヒト個人に固有であり、
生活習慣等による経年的な感受性の変化を予測することは不可能である。したがって、ゲノムバイオマーカーと相補的
に運用することのできる薬物性肝障害の新規感受性予測バイオマーカーが必要であると考えられる。血中代謝物はゲ
ノムと異なり、肝臓において生合成･代謝･排泄される分子が多く、血中代謝物レベルがその時点における肝臓の状態を
反映していることが示唆される１-３）。したがって、特定の血中代謝物が医薬品服用時点における薬物性肝障害に対する
感受性を反映する可能性も十分に考えられる。そこで本研究では、アセトアミノフェン（APAP）単回投与誘導性肝障
害マウスをモデルとして、メタボロミクス解析を用いて薬物性肝障害に対する感受性バイオマーカーを同定することを
目的とした。

方　法

１．マウスへの APAP 投与
　4 系統のマウス（ICR、C57BL/6、C3H、BALB/c）は日本チャールズ･リバーより、5 週齢時に購入し、馴化後、6
週齢から実験に用いた。各系統のマウスは 8 匹、4 匹、4 匹の 3 群に分け、それぞれコントロール群、APAP 低用量
群、APAP 高用量群とした。APAP 低用量群は 150 mg/kg、APAP 高用量群は 250 mg/kg の用量で 16 時間の絶食後
単回腹腔内投与し、24 時間後に採血を行った。血漿は EDTA-2K チューブを用いて、血清は血清分離用チューブ（ア
ズワン）を用いて調製し、それぞれ－80℃で保存した。

２．Alanine Transaminase（ALT）測定
　ALT 測定は Alanine Transaminase Color Endpoint Assay Kit（コスモバイオ）と採取した血清（2.5μl）を用いて
発色反応を行い、マルチプレートリーダーを用いて測定した。

３．抽出とリピドミクス解析
　血漿（30μl）から、内部標準物質（IS）存在下、メタノール･イソプロパノール混合液によって脂質を抽出した。フ
ィルターろ過後、グリセロリン脂質（Glycerophospholipids、GPLs）及びスフィンゴ脂質（Sphingolipids、SPs）を、
高速液体クロマトグラフ（UltiMate 3000、ThermoFisher Scientific）及び Orbitrap フーリエ変換質量分析計（Orbitrap
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Fusion、ThermoFisher Scientific）を用いて、網羅的に測定した。得られたデータは、Compound Discoverer
（Thermofisher Scientific）による同定･定量化を行い、各マウス群間、肝障害への高感受性群と低感受性群で多変量解
析（PCA、OPLS-DA）を行い（SIMCA-P + 12）、S-plot によってバイオマーカー候補を同定した。

４．倫理面への配慮
　本研究は、「動物の愛護及び管理に関する法律」（1973 年 10 月 1 日　法律第 105 号、2013 年改正）に従って実施され
る研究であり、国立医薬品食品衛生研究所の動物実験委員会により承認されている。

結　果

１．マウス系統間における肝障害感受性の差異
　各マウス系統について、APAP 投与群における ALT レベルを測定したところ、低容量では ICR、C57BL/6、C3H
においては有意ではない軽微な血清 ALT の増加が認められた（図 1）。

図 1． APAP 投与による血清 ALT レベルの増加の系統差
各系統に APAP を投与し、24 時間後に血清中 ALT レベルを測定した。統計解析は Two-
way ANOVA によって行い、多重性を Dunnett's multiple comparisons test によって補正
した。**及び***、C3H と比較して、多重性補正後に p < 0.01 及び p < 0.001。

　一方、BALB/c においては有意かつ 10 倍以上の増加が認められた。一方、高用量では、全ての系統において ALT
の有意かつ大幅な増加が認められたが、ALT レベルを比較すると、BALB/c が最も高く、C57BL/6、ICR と続き、C3H
で最も低かった。また、BALB/c と C3H の血清 ALT レベルには有意差が認められた。以上の結果から、APAP 単回
投与による肝障害の感受性には系統差が存在すること、BALB/c は高感受性系統であること、C3H が低感受性（耐性）
系統であることが示唆された。

２．マウス系統間における血中脂質プロファイルの差異
　各マウス血統について、リピドミクスを用いて血中脂質プロファイルを解析したところ、297 分子の脂質を検出･測
定した。測定した脂質分子レベルを用いて、多変量解析（PCA）を行ったところ、各系統間で明確な分離が認められ
た（図 2）。
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図 2． 脂質プロファイルの系統差
得られた血中脂質プロファイルのデータを用いて、PCA をモデルとして
多変量解析を行った。

　したがって、血中脂質プロファイルに関しても肝障害への感受性と同様に系統差が存在することが示唆された。

３．肝障害感受性と関連する血中脂質分子探索
　APAP 投与時の ALT レベルが最も高い BALB/c を高感受性、最も低い C3H を低感受性、それ以外の ICR および
C57BL/6 を中感受性として、OPLS 回帰を用いて、感受性と相関する脂質分子を S-plot（閾値 p（corr）> 0.7）によっ
て探索した（図 3）。
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図 3． 肝障害感受性と関連する脂質分子探索
得られた脂質プロファイルを用いて、OPLS-DA をモデルとし、肝障害への感受性と相関す
る脂質分子を探索した。

　その結果、10 分子がマーカー候補として同定され、うち 8 分子がリゾフォスファチジルコリン（LPC、LPC[14:0]、
LPC[15:0]、LPC[22:5]）またはフォスファチジルコリン（PC、PC [16:0/22:5]、PC[16:0/24:6]、PC[18:2/24:1]、PC[39:5]、
PC[42:6]）であった。これらの脂質分子のうち、代表的な分子を図 4 に示す。

図 4． 肝障害感受性と相関する代表的脂質分子
各系統中の血中脂質レベル。統計処理は One-way ANOVA によって行い、多重性を
Tukey's multiple comparison によって補正した。**及び***、C3H と比較し、多重性補正後
に p < 0.01 及び p < 0.001。

　LPC[15:0]及び PC[16:0/24:6] どちらも、いずれの系統に関しても C3H と比較し有意に低いレベルを示し、低感受性の
C3H で最も高いレベル、中感受性の ICR、C57BL/6 で中程度、高感受性の BALB/c で最も低いレベルを示した。以上
の結果から、一部の LPC 及び PC 分子の血中レベルが肝障害の感受性と相関していることが示唆された。
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考　察

　本研究成果から、肝障害の感受性及び血中脂質プロファイルに系統差が存在することが明らかになった。また、
LPC[15:0]、PC[16:0/24:6] 等、一部の LPC、PC 分子種レベルが肝障害に対する耐性と相関していることが示唆された。
血中の脂質分子の多くは肝臓で合成されることから、肝における LPC 及び PC の合成が増加している可能性が考えら
れる。今後は肝を用いたリピドミクス解析による LPC 及び PC の合成増加の検証、LPC 及び PC の合成の増加と肝障
害への耐性の関連性について分子メカニズム解析を行う予定である。
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