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研究成果の概要（和文）：薬物性肝障害(DILI)発症に関与する薬物代謝反応の全貌を捉えることを目的として，
ヒト肝腫瘍由来細胞株HepG2細胞を用いた薬物アッセイシステムを開発した．開発した薬物アッセイシステムを
用いて，DILI発症に至るまでの作用機序が知られている薬物，および作用機序が十分に明らかにされていない薬
物，合計10種類をそれぞれHepG2細胞に処理し，メタボローム分析を実施した．作用機序ごとに変動の大きい代
謝物を調べるために，代謝パスウェイ解析を実施したところ，作用機序ごとに代謝物変動の特徴を捉えることが
でき，薬物ごとに異なる有害性発現経路および作用機序を推定することに成功した．

研究成果の概要（英文）：We developed an advanced drug evaluation system for drug-induced liver 
injury (DILI) using HepG2 cells, a human liver tumor-derived cell line. Metabolome analysis of HepG2
 cells exposed to each 10 drugs was performed using this drug evaluation system. The results showed 
that drug and some drug metabolites were detected in HepG2 cells, and some drug metabolizing enzymes
 and transferase enzymes involved in conjugation reactions were significantly increased compared to 
the control group. In addition, 443 metabolites were detected using metabolomic and lipidomic 
analysis. Among these, a significant decrease in reduced-glutathione (GSH), which is associated with
 oxidative stress, were observed. These results suggest that this system is capable of capturing 
molecular initiation events based on precise toxicity pathways using  HepG2 cells.

研究分野：メタボロミクス

キーワード： 薬物性肝障害　メタボローム解析　薬物アッセイシステム　ヒト肝腫瘍由来細胞株HepG2細胞　質量分析
　グルタチオン　ペントースリン酸経路

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究で開発した薬物アッセイシステムは，高解像度のフェノタイピング解析が実施可能なメタボローム解析を
基盤技術として用いているため，鋭敏かつ正確でノンバイアスのDILI評価手法である．当該アッセイシステム
は，従来の方法論では見出すことのできなかった薬物性肝障害発症に至るまでの作用機序，および有害性発現経
路を推定できる可能性があり，ひいては医薬品開発の効率化に貢献できると考えられる．

※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 
薬物性肝障害 (drug-induced liver injury; DILI) は，医薬品の開発中止および市場撤退の主要な原
因である．DILIが原因で医薬品の開発・販売を中止するケースは 25年前と変わらず今もなお約
20%と高い割合を占めており，DILI 発症の回避が医薬品開発における重要課題の一つとなって
いる． 既知の DILI発症の原因薬物の多くは，主にシトクロム P450 (CYP) によって生成される
反応性代謝物 (化学的に反応性が高い反応性中間体) の関与が示唆されている (Park, K. B. et al., 
Nat. Rev. Drug Discov., 2011)．薬物由来の反応性代謝物は，DNA やタンパク質などの生体内高分
子と共有結合し，アダクト (付加体) を形成することでミトコンドリア機能障害やリン脂質症，
胆汁うっ滞，酸化ストレスといった様々な細胞毒性が生じることが知られている．さらに，これ
らの細胞毒性が複合的に作用することで最終的に DILI発症につながると考えられている．従っ
て，近年の医薬品開発では，候補化合物に対する反応性代謝物生成の有無を調査し，DILI 発症
が疑われる化合物を早期に排除するといった戦略を取っている．しかし，依然として DILI発症
の回避にはつながっていないことから，CYP 以外の薬物代謝酵素によって生成される代謝物や
未同定のまま見過ごされてきた薬物代謝物も DILI 発症に関与していることが強く示唆される 
(Oda, S. et al., Drug Metab. Pharmacokinet., 2015)．また，DILIの発症には，ミトコンドリア機能障
害や胆汁うっ滞といった複数の作用機序が複合的に関与している可能性があることからも一部
のエンドポイントだけでは正確な DILIは評価できないと考えられる．すなわち，創薬初期段階
において DILI発症を回避するためには，薬物およびその代謝物が生体に及ぼす影響を高解像度
で評価可能な方法論の開発が必要である． 
 
２．研究の目的 
DILI を迅速かつ正確に評価・予測するためには，薬物およびその代謝物によって生じる生体応
答を高感度・高解像度で評価することが必要不可欠である．本研究では，生体内の微細な代謝変
化に基づく高解像度のフェノタイピングツールであるメタボローム解析技術を適用した薬物ア
ッセイシステムの構築を目的とした．さらに，作用機序が既知，または未知の薬物を複数種類処
理した肝細胞に対して，構築した薬物アッセイシステムを適用し，薬物ごとに得られた代謝物プ
ロファイリング結果を統合・解析することで，薬物ごとに DILI発症に至るまでの作用機序，お
よび有害性発現経路を推定することを目的とした． 
 
３．研究の方法 
(1) 薬物アッセイシステムの構築と薬物処理濃度 (IC10, IC50) の決定 
薬物アッセイに用いた細胞種は，ヒト肝腫瘍由来細胞株 HepG2 細胞を使用した．使用した薬物
は，これまでに DILI発症の作用機序が確認されている薬物および，作用機序が不明もしくは複
数の作用機序が関与していると考えられている薬物 (それぞれ解熱鎮痛薬，抗生物質，抗がん薬，
農薬など) の合計 10種類の薬物 (orphenadrine，deoxycholate, etoposide, nilutamide, tilorone, cumene 
hydroperoxide, paraquat, clozapine, perhexiline, tamoxifen) を用いた．薬物処理濃度は，過去の毒性
評価の結果 (Gómez-Lechón, M. J. et al., Toxicol. in vitro, 2010) を参考にして，各薬物の 2倍希釈
系列調製溶液 (0.2 M‒500 M) を HepG2に曝露し，24時間培養後の HepG2細胞における 10%
細胞増殖阻害濃度 (IC10) および 50%細胞増殖阻害濃度 (IC50) を算出した．細胞生存率測定には，
CCK-8を用いた．また，IC10および IC50の算出には，統計解析ソフトウェア JMPを用いた． 
 
(2) IC10に基づいて薬物処理した HepG2細胞の包括的なメタボローム分析 
(1)で決定した各薬物処理濃度 (IC10) に基づいて薬物処理した HepG2細胞群，および各薬物を溶
解させる際に使用した DMSO を細胞に処理したコントロール群に対して，包括的なメタボロー
ム解析を実施した．メタボローム解析に用いた分析系は，イオンクロマトグラフィー高分解能タ
ンデム質量分析 (IC/HRMS/MS)，液体クロマトグラフィー高分解能タンデム質量分析 (PFPP-
LC/HRMS/MS)，超臨界流体クロマトグラフィー三連四重極質量分析 (SFC/MS/MS) を用いた 
(Nishiumi, S. et al., Metabolites, 2022)．なお，当該研究で解析対象とする代謝物数は，親水性代謝
物約 600種類，疎水性代謝物約 1000種類であり，合計約 1600種類の代謝物を解析対象とした． 
 
(3) 代謝物プロファイリング結果の統合・解析 
(2)で取得したメタボロームデータを生細胞数で標準化した後に，主成分分析に供し各薬物を三
次元マップ上にプロット，DILI 発症の作用機序ごとにクラスター分離が見られるかどうかを確
認した．特に，作用機序ごとに特徴が見られたメタボロームの変動と代謝経路の情報およびそれ
らに関連する代謝酵素の情報を整理し，薬物ごとに DILI発症に至るまでの作用機序，および有
害性発現経路を推定した． 
 
４．研究成果 
(1) 薬物アッセイシステムの構築と薬物処理濃度 (IC10, IC50) の決定 
DILI 評価のための薬物アッセイシステムを構築することを目的として，ヒト肝腫瘍由来細胞株
HepG2細胞を用いた培養手法，および薬物処理手法の検討を行った．具体的には，96 well plate



に播種する細胞数，播種してから薬物処理までの培養時間，IC10および IC50に基づく各薬物の
処理濃度および処理時間の最適化を行った結果，HepG2 細胞を再現良く安定的に培養すること
ができる条件を見出した．当該条件を用いて，各薬物の 2倍希釈系列調製溶液 (0.2 M‒500 M) 
を HepG2に曝露，24 時間培養後の HepG2細胞における IC10および IC50を算出した結果，各薬
物の IC10および IC50はそれぞれ 4.8 µM‒612 µM，7.9 × 105µM‒1.3 × 105 µMであり，IC10および
IC50の値はどちらも薬物間で大きく異なっていた (表 1)．算出した薬物処理濃度について，過去
の毒性評価の結果 (Gómez-Lechón, M. J. et al., Toxicol. in vitro, 2010) と比較したところ，薬物処
理濃度は概ね一致する傾向にあった．以上から，当該システムは問題なく DILI評価に使用でき
ることが示唆された． 

 
(2) IC10に基づいて薬物処理した HepG2細胞の包括的なメタボローム分析 
(1)で決定した各薬物処理濃度 (IC10) に基づいて薬物処理した HepG2細胞，および各薬物を溶解
させる際に使用した DMSOを細胞に処理した HepG2細胞を 2日間培養した．その後，HepG2細
胞をメタノールでクエンチし，Bligh&Dyer 抽出法を用いて親水性代謝物画分および疎水性代謝
物画分に分離した．得られた各画分に対して包括的なメタボローム解析を実施したところ，135
種類の親水性代謝物 (ヌクレオチドや有機酸，補酵素類などといった陰イオン性代謝物，ヌクレ
オシドや核酸塩基といった陽イオン性代謝物，アミノ酸などの両性イオン) ，および 308種類の
疎水性代謝物 (リン脂質，中性脂質，スフィンゴ脂質など) の検出・同定に成功した．また，曝
露した薬物由来の代謝物探索を実施したところ，一部の薬物で水酸化体や抱合体などの薬物由
来代謝物の検出が確認された．一方で，薬物由来代謝物が確認できなかった薬物も存在していた．
これは，HepG2細胞ではシトクロム P450 (CYP) などに代表される薬物代謝酵素の一部で発現量
が通常細胞と比べてわずかしか発現しておらず (Cuykyx, M. et al., A review. Arch. of Toxicol., 2018)，
CYP によって細胞中で生成される薬物由来代謝物量が質量分析装置の検出下限値未満となった
ことが原因であると考えられた．本研究では，DILI評価にあたって HepG2細胞を用いてきたが，
薬物によっては正確な DILIの評価をできない可能性がある．今後，正確かつ高い再現性を有し
た肝毒性評価を実施するためには，in vivoヒト肝臓の機能を模倣した細胞種の選定や，培養条件
の最適化を実施する必要がある． 
 
(3) 代謝物プロファイリング結果の統合・解析 
各薬物を曝露した HepG2細胞抽出液から検出・同定された合計 443種類のメタボロームデータ
を主成分分析に供した (図 1)．その結果，薬物を曝露した HepG2 細胞群はいずれも，コントロ
ール群との分離が確認された．また，作用機序ごとにクラスター分離していることも確認された．
続いて，クラスターの形成に寄与している代謝物を調べるために，ローディングプロットを作成
した．その結果，citrulline, cystathionine, allothreonine, N-acetyl alanineの 4種類の代謝物が，10種
全ての薬物曝露したサンプルにおいて，コントロール群に比べて統計的有意に減少することが

表 1 各薬物における薬物処理濃度 (IC10および IC50) 

薬物 IC10 (µM) IC50 (µM) 本実験曝露濃度 (µM) 

Orphenadrine 84.0±18.5 135±16 84 

Deoxycholate 612±461 1.31×10
5
±2.31×10

5
 610 

Etoposide 43.5±10.9 303±125 44 

Nilutamide 49.0±22.1 118±24 49 

Tilorone 4.78±1.39 8.26±1.05 4.8 

Cumene hydroperoxide 23.2±3.9 30.1±4.1 23 

Paraquat 233±97 854±728 230 

Clozapine 51.5±13.2 68.9±11.1 52 

Perhexiline 6.82±0.33 7.89±0.84 6.8 

Tamoxifen 12.9±1.2 21.5±1.0 13 



確認された．これら代謝物は，薬物の作用機序に関わらず DILIを評価するためのバイオマーカ
ー候補となる可能性が示唆された．続いて，特徴的な代謝物の変化を確認するために，代謝パス
ウェイ解析に供した．その結果，作用機序ごとに特徴的な代謝物の変化が確認された．特に，ミ
トコンドリア機能損傷や酸化ストレスを誘導する薬物である nilutamideや tamoxifenでは，コン
トロールや他の薬物に比べて酸化ストレスの指標となる酸化型グルタチオン (GSSG) の増加と
還元型グルタチオン (GSH) の減少が確認された．これは，酸化ストレスにより生成された活性
酸素種 (ROS) をスカベンジする過程において GSH が GSSG に変換された結果を示していると
考えられた．Deoxycholateでは，コントロールや他の薬物に比べてヘキソサミン経路中間代謝物
の増加が確認された．酸化ストレスを誘導する paraquatでは，ペントースリン酸経路中間代謝物
である sedoheputulose 7-phosphate (S7P) や ribose 5- phosphate (R5P) がコントロールと比べて約 7-
10 倍と著しく有意に増加していた．ペントースリン酸経路は NADPH 合成を担う代謝経路であ
ることが知られている．NADPHは酸化ストレスにより生じるROSをスカベンジするためのGSH
を再生するために利用されることから，酸化ストレスを誘導する多くの薬物ではこの代謝経路
が活性化していると予測される．しかしながら，paraquatでは，ペントースリン酸経路中間代謝
物が蓄積しており，ペントースリン酸経路が阻害されていることが確認された．以上のことから
paraquat の作用機序としては，ペントースリン酸経路が阻害されることで，NADPH の産生量が
低減し，細胞内 GSHが枯渇した結果，細胞毒性が発現すると推測された (論文投稿準備中)． 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
図 1 各薬物処理した HepG2細胞の主成分分析結果 
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