
東京医科歯科大学・大学院医歯学総合研究科・助教

科学研究費助成事業　　研究成果報告書

様　式　Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９ （共通）

機関番号：

研究種目：

課題番号：

研究課題名（和文）

研究代表者

研究課題名（英文）

交付決定額（研究期間全体）：（直接経費）

１２６０２

基盤研究(C)（一般）

2021～2019

メタボローム解析による薬毒物毒性機序の解析法と新規毒性マーカー探索法の構築

Construction of a method for analyzing the toxic mechanism and new toxic markers
 by metabolome analysis

４０４４４７１５研究者番号：

船越　丈司（Funakoshi, Takeshi）

研究期間：

１９Ｋ１０６８２

年 月 日現在  ４   ６   ７

円     3,200,000

研究成果の概要（和文）：数多ある薬物の中でも、その詳細な作用機序が明らかになっているものは多くはな
い。また近年は、危険ドラッグ成分などのような、毒性およびその機序が不明な薬物による事例も増加してお
り、法医学的にもこれら薬毒物の毒性を迅速に評価し、毒性機序を明らかにする手法の開発が急務である。
本研究では、ワイドターゲットメタボロミクスとノンターゲットメタボロミクスの手法を用いることで薬毒物に
よる細胞毒性の解析を行うことを目的としており、薬毒物として腎近位尿細管細胞における、抗てんかん薬カル
バマゼピンとオクスカルバゼピンと生薬に含まれる植物アルカロイドであるアリストロキア酸をモデルとして細
胞毒性機序の解明を行った。

研究成果の概要（英文）：Death from poisoning caused by various drugs such as drugs and 
antipsychotics is treated as abnormal death, and the cause of death has been determined legally, but
 the detailed mechanism of action has been clarified among many drugs. There aren't many things. In 
recent years, cases of drugs with unknown toxicity and mechanism, such as synthetic cannabinoids 
have been increasing, and the toxicity of these drug poisons is rapidly evaluated and the mechanism 
of toxicity is clarified from a forensic perspective. There is an urgent need to develop a method to
 do this. 
The purpose of this study is to analyze cell toxicity caused by drug toxins by using wide-target 
metabolomics and non-target metabolomics methods. We elucidated the mechanism of cytotoxicity using 
the antiepileptic drugs carbamazepine and oxcarbazepine and aristolochic acid, which is a plant 
alkaloid contained, as a model.

研究分野：中毒学

キーワード： メタボローム解析

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
薬物毒性モデルとして使用したNRK52E細胞においては、抗てんかん薬オクスカルバゼピン曝露により腎近位尿細
管細胞はPlk1活性化阻害による異常紡錘体の形成・G2/M期細胞周期停止が誘導され、結果Mitotic catastrophe
によるアポトーシス誘導、細胞毒性が惹起されることが明らかになった。またメタボローム解析から脂質生合
成・代謝経路の変動が確認されたことから、近位尿細管細胞におけるMitotic catastrophe、細胞毒性にこれら
脂質代謝経路の関与が示唆され、今後より詳細なメタボローム解析により、さらなる細胞毒性マーカー代謝物の
検討を進めていきたいと考えている。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
麻薬、抗精神薬など種々の薬物による中毒死は異状死として扱われ、法医学的に死因の確定を行
っているが、数多ある薬物の中でも、その詳細な作用機序が明らかになっているものは多くはな
い。また近年は、危険ドラッグ成分などのような、毒性およびその機序が不明な薬物による事例
も増加しており、法医学的にもこれら薬毒物の毒性を迅速に評価し、毒性機序を明らかにする手
法の開発が急務である。 
従来、薬毒物による毒性機序を解明するためには遺伝子・タンパク質レベルでの変化を検討し、
毒性評価は動物実験や過去の薬物事例における結果の集積によって行われている。しかし、これ
らの方法には膨大な時間と労力が必要であり、結果ごく一部の薬毒物の検討に限定されている
のが現状である。またこれまで、薬毒物による毒性機序の多くはカスパーゼの活性化を介したア
ポトーシスによる細胞死であると考えられていたが、申請者の以前の研究から、覚せい剤類似物
質であり、危険ドラッグ含有成分でもあるノルエフェドリンによる神経細胞死は、アポトーシス
を誘導しておらず、一方でリソソームの肥大化を由来とする過剰な細胞内空胞化を引き起こし
(Funakoshi T et al Brain Res 2013)、さらにコレステロール生合成経路を亢進することで、細
胞内コレステロールの増加を誘導した。最終的にはコレステロールの蓄積が引き金となり、プロ
グラムされたネクローシスであるネクロトーシスを誘導していることを明らかにしている
（Funakoshi T et al. J Biol Chem 2016)。またアラキドン酸カスケードなどによる脂質代謝経
路が、従来考えられていた細胞膜構成脂質を生成するだけでなく、生成された脂質代謝物がメデ
ィエーターとなって、細胞の恒常性維持、細胞保護および細胞毒性経路に密接に関与しているこ
とが近年明らかとなっている。これらの結果からも、細胞死の検討においてカスパーゼの活性化
を検討するだけでは不十分であり、コレステロールなどの生体内代謝物の動態を精査すること
が薬毒物の毒性機序の探索において極めて重要であると考えられる。 
近年、生体分子の変動を網羅的に探索し、包括的に生命現象を解析するオミクス解析が生理・病
理機構の解析法として着目されている。特にメタボロミクスは生体内の代謝産物を網羅的に解
析する手法で、近年では一個体から細胞までの生体の状態を把握する為の強力な手法として用
いられ、その有用性が着目されている手法である。メタボロミクスにはターゲットメタボロミク
スとノンターゲットメタボロミクスの 2 種のアプローチが存在する。ターゲットメタボロミク
スでは対象となる代謝産物を絞り込むことで高い定性・定量が可能だが、解析対象を限定する必
要がある。一方ノンターゲットメタボロミクスでは対象代謝物を絞り込まず全代謝物を検出す
る手法であり、新規代謝物の検出が可能となるが、ターゲットメタボロミクスに比べ検出感度や
定量性に劣る問題がある。これまでの研究では、近年の分析機器の発展により、高感度・高速分
析が進みターゲット分析でありながら数百の代謝物を一斉分析することで網羅的な分析が可能
となったワイドターゲット分析により各種薬毒物により惹起される細胞毒性機序の解明を行い、
代謝産物の変動と薬物毒性を評価してきたが、一方で毒性機序のより詳細な解明において、毒性
誘導時など特殊な状況で産生される代謝物であるエピメタボライトの検出を明らかにする必要
があり、そのためにノンターゲットメタボロミクスの手法が必要であると考えた。その為、本研
究ではワイドターゲット分析とノンターゲット分析を組み合わせた新たな薬物毒性機序に特化
したメタボローム解析を構築することを検討した。 
 
２．研究の目的 
薬毒物による毒性機序の解明と毒性評価は法医実務上重要であるが、数多存在する薬毒物の内
その毒性機序の詳細が明らかなものは少なく、また近年では危険ドラッグ成分など未だその毒
性が不明な薬物も多く存在する。そのため薬毒物の毒性および機序をより簡便にかつ各薬物間
での差を比較する手法の確立は法医学上急務となっている。 
そこで本研究では最新のターゲットメタボロミクスの手法を用いて、薬毒物によって変動する
シグナル経路を特定、さらにそれら薬毒物によって変動する代謝物の増減を数値化し毒性を評
価することで、薬物間の毒性を比較し、最終的には毒性未知の薬物による細胞毒性の法医鑑定に
有用な新規毒性評価法の確立を目的とする。 
本研究では、薬毒物障害モデルとして、抗てんかん薬カルバマゼピンとその類縁体であるオクス
カルバゼピンの腎近位尿細管細胞への毒性の解明を中心に解析を行った。 
 
３．研究の方法 
ラット腎近位尿細管細胞 NRK-52E に 0, 12.5, 25, 50, 100 μMの OXC を 24 時間曝露した後、
細胞の形態観察や生存率の解析を行い、さらに、ノンターゲットメタボローム解析、ワイドター
ゲットメタボローム解析を行った。さらに細胞障害機構の解析として、フローサイトメーターを
用いた細胞周期の解析および DNA マイクロアレイによる網羅的遺伝子発現解析及びリアルタイ
ム PCR 解析に加え、ウェスタンブロッティングにて、細胞周期変動や細胞死誘導に関連するタン
パク質の変動を解析により、毒性機序の探索を試みた。 
 



４．研究成果 
(1) カルバマゼピンおよびオクスカルバゼピンによる腎近位尿細管への毒性の検討 

オクスカルバゼピン（OXC）は、部分てんかん
の第一選択薬であるカルバマゼピン（CBZ）を
ケトアナログ化した第二世代抗てんかん薬で
ある（図 1）。 
まず、OXC 曝露により誘導される細胞死につい
て検討するため、CCK-8 を用いて細胞生存率を
測定した（図 2）。0～100 μM の OXC を 24 時
間曝露後に細胞生存率を測定した結果、12.5 
μM 以上の濃度で顕著な生存率の減少が見ら
れた（図 2A,C）。細胞死の種類を特定するため、
代表的なプログラム細胞死であるアポトーシ
スの実行分子Caspase3の活性化をウェスタン
ブロッティングで解析した。OXC 曝露群で
cleaved-Caspase3 のバンドがより強く検出さ
れ（図 2D）、Caspase3 の活性化が見られた。そ
こで、フローサイトメーターによるアポトー
シスの解析を行ったところ、50 μMの OXC 暴
露細胞においては、約 35%の細胞においてアポ
トーシスを引き起こしていることが明らかと
なった。 
また OXC と CBZ 暴露細胞の形態変化について比較したところ、OXC 暴露細胞では、アポトーシス
で死滅した細胞の他に、細胞の肥大化がみられたが、これは CBZ 暴露細胞では観察されず、OXC
に特徴的な細胞変化であることが推測された（図 2A-B）。 
 
(2)カルバマゼピン・オクスカルバゼピン曝露細胞におけるメタボローム解析 
NRK-52E 細胞においてオクスカルバゼピンは、ア
ポトーシスを誘導し顕著な細胞毒性を示すこと
が示されたことから、次にノンターゲットメタボ
ローム解析・ターゲットメタボローム解析を行う
ことで、代謝変動の解析を行った。 
代謝物ピークデータを主成分分析にかけたとこ
ろ、CBZ、OXC いずれにおいても 25、50μM で明確
に分別することができたことから、これら薬物の
曝露により明確な代謝物変動が認められること
が示唆された。 
また変動優位な代謝物（表 1）をピックアップし
パスウェイ解析を行った。パスウェイ解析には
Web 上のプログラムである Metaboanalyst
（https://www.metaboanalyst.ca/）を使用した。 
Metaboanalyst はカナダの研究グループにより運
営されている Web プログラムで、メタボロームデ
ータの解析に特化したパスウェイ解析を行うことが可能となっている。 
優位な変動が見られた代謝物を本プログラムにより解析したところ、Fatty Acid Biosynthesis、
Steroid Biosynthesis、Glycerolipid Metabolism などの脂質生合成に関わる代謝バスウェイに
影響があることが明らかとなった（図 4）。 
以上の結果は、単にこれら抗てんかん薬により脂質代謝変動を引き起こす可能性が示されただ
けではなく、神経細胞における覚せい剤原料による細胞毒性を検討した以前の研究においても、
コレステロールなどの脂質合成が亢進することで細胞毒性が誘導される事例もあることから
（Funakoshi T et al. J Biol Chem 2016)、細胞毒性における脂質生合成・代謝経路の変動は、
細胞死・細胞毒性経路の指標となる可能性が示唆された。 
 



 
 
 
 
(3)オクスカルバゼピンによる G2/M 期細胞周期停止と単極紡錘体形成 
図１A-B で示した細胞肥大は、Mitotic catastrophe に特徴的な細胞形態変化であったため、OXC
暴露細胞の細胞周期と細胞分裂期の形態をより詳細に検討した（図５）。 
フローサイトメーターによる OXC暴露
細胞の細胞周期解析の結果、OXC の濃
度依存的に G2/M 期細胞周期の細胞が
増加しており（図 5A）、tubulin 染色に
よる細胞周期解析では、単極紡錘体が
多く観察された。 
以上の結果から、OXC 曝露細胞では、
G2/M 期細胞周期停止が誘導されてい
ることが示唆された。 
そこでこの単極紡錘体の形成が、紡錘
体複製異常によるものか、もしくは紡
錘体の分極に異常をきたしたためか
を検討するために、共焦点顕微鏡によ
る紡錘体の詳細な観察と、紡錘体の分
極にはたらく PLK1 の活性化を検討し
た（図 6）。 
共焦点顕微鏡による紡錘体の画像解
析から、OXC によって誘導される
単極紡錘体は 2つの紡錘体が近接
して局在していることが明らか
となった。また紡錘体の移動・分
極 を 行 う PLK1 の 活 性 化 を
WesternBlotting で検討した結
果、時間依存的に Plk1 の活性化
が阻害されていることが明らか
となった。 
以上の結果から、オクスカルバゼ
ピン曝露により腎近位尿細管細
胞は Plk1 活性化阻害による異常
紡錘体の形成・G2/M 期細胞周期停
止が誘導され、結果 Mitotic catastrophe によるアポトーシス誘導、細胞毒性が惹起されること
が明らかになった。またメタボローム解析から脂質生合成・代謝経路の変動が確認されたことか
ら、近位尿細管細胞における Mitotic catastrophe、細胞毒性にこれら脂質代謝経路の関与も示
唆され、今後より詳細なメタボローム解析により、さらなる細胞毒性マーカー代謝物の検討を進
めていきたいと考えている。 
また紙面の都合上詳細は記載していないが、生薬に含まれるアリストロキア酸による腎毒性の
メタボローム解析も同様に進めており、こちらの研究では、アリストロキア酸を曝露した NRK-
52E 細胞では顕著なアポトーシスを伴った細胞死が誘導され、メタボローム解析からアラキドン
酸カスケードの誘導からプロスタグランジン E が顕著に産生することを明らかにした。これら
の結果からも、同じアポトーシスにより細胞死が誘導される薬物であっても、Mitotic 
catastrophe が誘導される場合と、炎症応答を誘導する場合では代謝変動が大きく異なっている



ことも明らかとなり、今後様々な細胞障害機構特異的な代謝物変動の解析が必要であると思わ
れる。 
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