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研究成果の概要（和文）：危険ドラッグ等の摂取を証明するには、含有される薬物成分の代謝情報が必須であ
る。本研究では、近年開発された新しいタイプの肝細胞による乱用薬物代謝予測系の開発を試みた。本研究で評
価した肝細胞のうち、肝腫瘍由来細胞株HepaRG及びヒトiPS細胞由来肝細胞については、いずれもCYP活性を有
し、薬物代謝予測における有用性が示唆されたが、一部活性の低い代謝反応もあった。一方、ヒト肝臓キメラマ
ウス由来肝細胞は、高い薬物代謝活性と扱いやすさから、現時点では、薬物代謝予測系として最も有用と考えら
れた。さらに、スペクトル検索、薬物名検索等が可能な代謝物データベースを作成した。

研究成果の概要（英文）：To prove the ingestion of new drugs of abuse, it is necessary to know the 
metabolic fate of the drug components. In the present study, recently developed new types of human 
hepatocytes were evaluated for the prediction of the metabolism of drugs. Among the human 
hepatocytes evaluated in this study, HepaRG, a hepatoma cell line, and the human induced pluripotent
 stem cell-derived hepatocytes showed CYP activity, and seemed to be useful for drug metabolism 
study, however, several metabolic reactions in these cells are quite low. The liver humanized 
mouse-derived hepatocytes showed the highest activity on phase I and II metabolic reactions and very
 easy to use, indicating that these cells are the best choice for the metabolism study of new drugs 
of abuse. Furthermore, a database of the metabolites of the drugs of abuse was established.

研究分野： 医歯薬学

キーワード： 危険ドラッグ　代謝　肝細胞　iPS細胞　データベース
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１．研究開始当初の背景 
薬物の乱用は、我が国において依然として

重大な社会問題である。本研究開始当時、合
成カンナビノイド類を含有する「脱法ハー
ブ」や、カチノン系薬物を含有する「バスソ
ルト」などの乱用が急速に拡大し、これらの
薬物を摂取した者が車を運転して重大な交
通事故を引き起こすなどの事案が多発し、社
会に大きな不安を与える状況となっていた。 
このような、薬物が関連する事案において

薬物摂取を証明するには、どのような代謝物
がどの程度排泄されるかという薬物動態に
関する情報が必須である。以前は、実験動物
などを用いた薬物代謝研究を行い、得られた
代謝データを薬物摂取証明に利用すること
が一般的であったが、次々と新種の薬物が出
現する最近の状況においては、代謝研究が薬
物の流行に追いつかず、結果として、新たに
流行する薬物、すなわち危険ドラッグの摂取
証明は極めて困難となっていた。 
２．研究の目的 
 本研究の目的は、多種類の危険ドラッグの
代謝を一度に速やかに調べることのできる
「体系的でハイスループットな in vitro 代
謝実験系」を確立し、さらに、「得られた代
謝データを有効に活用可能なデータベース」
を構築することである。 
本研究では、代謝実験系に培養肝細胞を用

いることにした。薬物代謝研究においては、
以前より、新鮮な肝臓より分離した初代培養
肝細胞が用いられてきた。しかしながら、ヒ
ト初代培養肝細胞には、供給面の不安定性、
高価格、細胞解凍時の細胞生存率低下といっ
た問題点もあり、ルーチンで一度に多種類の
危険ドラッグの代謝を調べる実験系には不
向きであると言わざるを得なかった。そこで、
本研究では、新しいヒト由来肝細胞である
HepaRG細胞やヒトiPS細胞由来肝細胞などを
用いた新規 in vitro 代謝実験系の確立とと
もに、汎用データベースソフトウェアによる
乱用薬物代謝物データベースの作成を試み
た。 
３．研究の方法 
(1) 実験に用いた薬物および代謝物 
本研究では、合成オピオイドの一種である

鎮痛薬フェンタニルおよびその誘導体であ
るアセチルフェンタニルをモデル薬物とし
（図 1）、各種肝細胞の薬物代謝予測系として
の有用性について評価した。 

 

図 1 フェンタニル及びアセチルフェンタニ
ルの化学構造 

 

これらの薬物および代謝物（フェンタニル
代謝物 6 種、アセチルフェンタニル代謝物 5
種）については、いずれも研究代表者が化学
合成したものを標準品として用いた。構造の
確認は、1H-NMR により行った。 
(2) 肝細胞による薬物代謝実験 
ア ヒト初代培養肝細胞（h-PRM-HEP） 
 ヒト初代培養肝細胞（凍結品、クラボウ社
より入手）を解凍後、5 × 105cells/mL とな
るよう希釈し、24well プレートへ分注した。
これに、薬物を最終濃度 10 μM となるよう
に添加し、振とう（90 rpm）しながら 37 C̊
の CO2インキュベーター内で 3時間培養した。 
イ HepaRG 細胞 
 HepaRG 細胞（凍結品、ケー・エー・シー社
より入手）は、肝腫瘍患者より分離・樹立さ
れた細胞株であり、従来の肝細胞由来細胞株
に比べ、高い薬物代謝能力を有している。 
 HepaRG 細胞を解凍後、7.2 × 105cells/mL
となるよう希釈し、24well プレートへ分注し
た。2日毎に培地交換しながら、37 ̊ Cの CO2
インキュベーター内で 4日間培養した後、薬
物を最終濃度 10 μM となるように添加し、
さらに 24 時間もしくは 48 時間培養した。 
ウ ヒト iPS 細胞由来肝細胞（h-iPS-HEP） 
 ヒト iPS 細胞由来肝細胞は、ヒト iPS 細胞
を肝細胞へ分化させた細胞である。本研究で
は、タカラバイオ社より入手した CellartisTM

お よ び リ プ ロ セ ル 社 よ り 入 手 し た
ReproHepatoTMを用いた。いずれも凍結品であ
る。 
 ヒト iPS 細胞由来肝細胞を解凍後、予めコ
ーティング処理（Cellartis については
MatrigelTM、ReproHepato については専用のコ
ーティング試薬）を施した 24well プレート
に分注し、2日毎に培地交換しながら、37 ̊ C
の CO2インキュベーター内で 5-6日間培養し
た。これに、薬物を最終濃度 10 μM となる
ように添加し、さらに 24時間もしくは 48 時
間培養した。 
エ ヒト肝臓キメラマウス由来肝細胞 
 ヒト肝臓キメラマウス由来肝細胞は、肝臓
をヒト細胞で置換したマウスより得られた
肝細胞である。マウスから取り出したばかり
の新鮮な細胞がプレートに播種されたもの
をフェニックスバイオ社より購入した
（PXB-cellsTM）。 
 PXB-cells を、2 日毎に培地を交換しなが
ら 11日間培養した後、薬物を最終濃度 10 μM
となるように添加し、さらに 24 時間もしく
は 48 時間培養した。 
(3) 採取した培地の前処理・機器分析 
ア 培地の前処理（定性分析） 
 採取した培地 25 μL に 15 μL の 0.25 M
酢酸緩衝液（pH 5.0、0.01 unit の β-グル
クロニダーゼを含有）を加え、60℃で 1.5 時
間加温し、抱合体の加水分解を行った。これ
に、250 μL のアセトニトリルを加え除タン
パクし、10,000 × g で 5 分間遠心した。上



清を分取し、窒素気流下で乾固した。これを、
50 μLの初期移動相に溶解したものを LC/MS
用の試料とした。 
イ 培地の前処理（定量分析） 
 培地 25 μL について、上記アと同様に加
水分解処理を行った後、10 μLの内部標準物
質溶液（cis-3-メチルフェンタニルを含有）
を加え、250 μL のアセトニトリルを加えて
除タンパクした後、10,000 × g で 5 分間遠
心した。上清を 50 μL 分取し、200 μL の
0.1%ギ酸を加え、10,000 × g で 5 分間遠心
した。上清を LC/MS に供した。 
ウ 機器分析 
定性分析は以下の条件で行った。 
装置：Accela 液体クロマトグラフ＋LCQ 

FLEET 質量分析計（Thermo Fisher Scientific
社）、カラム CORTECS C18（2.1 × 50 mm、
Waters 社）、移動相 A 0.1%ギ酸、移動相 B メ
タノール、流速 0.2 mL/min、グラジエント
条件 20%B – 1 min – 20%B – 8 min – 80%B – 
2 min – 80%B – 0.1 min – 20%B、MS インタ
ーフェース ESI（ポジティブ）、分析モード 
スキャンもしくはプロダクトイオン分析（プ
リカーサイオン 各化合物のプロトン化分子、
正規化コリジョンエネルギー 35%）。 
定量分析は、NANOSPACE II 液体クロマト

グラフ（資生堂社）＋TSQ Quantum 質量分析
計（Thermo Fisher Scientific 社）を用い、
カラム・移動相、MS インターフェースの各条
件は定性分析と同一とし、分析モードに選択
反応モニタリング（SRM）を用いて行った。 
エ 検量線 
培地に様々な濃度の薬物及び代謝物の標

準品を添加して同様に分析し、作成した検量
線をもとに、各化合物を定量した。なお、各
化合物の検量線は、0.008–4 μg/mL（フェン
タニル塩酸塩の場合 0.021-11 μM）の範囲で
良好な直線性を示した（r > 0.99）。 
(4) CYP 反応フェノタイピング 
各培養肝細胞によるフェンタニル代謝パ

ターンについて、より深く考察するには、そ
れぞれの代謝物の生成に関与する酵素を明
らかにしておく必要がある。そこで、抗 CYP
抗体を用いたCYP反応フェノタイピングを行
った。0.1 M KPi 緩衝液（pH 7.4）中にて、
各種抗 CYP 抗体（CYP450-GP 社）とヒト肝ミ
クロソーム（Corning 社）を 37℃で 3分間イ
ンキュベートした後、基質（フェンタニル塩
酸塩）、NADPH 生成系を加え、さらに 37℃で
30 分間インキュベートした。反応液に 0.8 mL
のアセトニトリルを加えて反応を停止させ、
以降は前述の「培地の前処理（定量分析）」
と同様に前処理・定量分析を行った。 
(5) 乱用薬物代謝物データベースの作成 
 乱用薬物代謝物データベースにおいて必
要な機能として、スペクトル検索機能（イオ
ンの数値情報から検索するもの）、薬物名検
索機能、文献情報表示機能が必須であると考
えられたので、これらの機能を有するデータ
ベースを Microsoft 社の Access により作成

した。 

４．研究成果 

(1) 培養肝細胞によるフェンタニル及びア
セチルフェンタニル代謝物の生成 
 フェンタニルあるいはアセチルフェンタ
ニル存在下にて培養したh-PRM-HEPの培養液
を分析したところ、図 2及び 3に示すように、
フェンタニルについては 6種類、アセチルフ
ェンタニルについては5種類の代謝物の生成
が確認された。 

図 2 フェンタニルの代謝経路 

図 3 アセチルフェンタニルの代謝経路 

 

PXB-cells の培養液についても、同様の代
謝物が検出された。 
 一方、h-iPS-HEP については、フェンタニ
ル及びアセチルフェンタニルのいずれにつ
いても、4’-ヒドロキシ-3’-メトキシ体が
検出されなかった。また、HepaRG については、



フェンタニルのω-ヒドロキシ体が検出され
なかった。 
(2) CYP 反応フェノタイピング 
 ヒト肝ミクロソームを各種抗CYP抗体で処
理した際のフェンタニル各代謝物の生成量
を図 4に示す。 
フ ェ ン タ ニ ル の 各 代 謝 物 の う ち 、

nor-fentanyl、(ω-1)-ヒドロキシ体及びβ-
ヒドロキシ体については、抗 CYP3A4 抗体の
処理により、生成量が著しく減少したことか
ら、これらの代謝物の生成に CYP3A4 が関与
することが示唆された。一方、4’-ヒドロキ
シ体の生成は CYP2D6 により半減し、この代
謝物の生成に CYP2D6 が部分的に関与するこ
とが示唆された。 
 

 

図 4 各種抗 CYP 抗体によるフェンタニル代
謝物生成阻害 
 
(3) 各肝細胞による代謝物生成パターン 
 各肝細胞によるフェンタニル代謝物生成
量及び未変化体残存量をまとめて図5に示す。 
 PXB-cells と HepaRG では、所定の時間培養
後の未変化体の残存量が 10%以下であり、こ
れらの細胞が比較的高い薬物代謝活性を有
していることが示された。一方、代謝物につ
いては、nor-fentanyl が非常に多く生成し、
最初に添加したフェンタニルの 70%以上に達
した。その他の代謝物の生成量は、0-3%程度
であった。 
 

 

図 5 フェンタニル代謝物の各細胞による生
成パターン 
 
一方、h-PRM-HEP 及び h-iPS-HEP では、

60-70%程度の未変化体が残存し、薬物代謝活
性が比較的低いと考えられた。Nor-fentanyl
の生成量も、これらの細胞では 10 数%程度で
あった。 
 h-iPS-HEP では、4’-ヒドロキシ-3’-メト
キシ体の生成が全く認められなかった（全て
の製品・ロットにおいて）。よって、h-iPS-HEP
では、O-メチル化酵素（例えば COMT）が発現
していない可能性が考えられる。 
HepaRG では、ω-ヒドロキシ体の生成が認

められなかった。ω-ヒドロキシ体の生成に
は、CYP2D6 が関与していると推定される（未
発表データ）。HepaRG により、この代謝物が
生成しなかったのは、この細胞における低い
CYP2D6 活 性 （ Drug Metab Dispos. 2008 
Jul;36(7):1444-52）によると考えられる。 
 本研究で扱った 4種類の細胞のうち、測定
対象とした代謝物全ての生成が確認された
のは、h-PRM-HEPとPXB-cellsのみであった。
特に、PXB-cells は薬物代謝活性が高く、乱
用薬物の代謝予測において有用であると考
えられた。なお、アセチルフェンタニルにつ
いても、各細胞の代謝活性において、フェン
タニルの場合と同様の傾向が認められた。 
 また、各細胞の抱合活性について評価する
ため、採取した同一の培地について、加水分
解処理をした場合としなかった場合のそれ
ぞれの試料を分析し、比較した結果を図 6に
示す。グラフは、加水分解しなかった場合の
定量値を、加水分解した場合を 100%として示
している。 

 

図 6 フェンタニル代謝物の加水分解処理の
有無による定量値の差異 
 
 PXB-cells と HepaRG の場合、加水分解処

理を行わないと、4’-ヒドロキシ体及び 4’-
ヒドロキシ-3’-メトキシ体の定量値が著し
く減少していることから、これらの細胞にお
いて、これらの代謝物の多くが抱合されてい
る、すなわちこれらの細胞が高い抱合活性を
有していることが示唆された。一方、
h-PRM-HEP と h-iPS-HEP では、加水分解処理
の有無で 4’-ヒドロキシ体の定量値にほと
んど差異が認められなかったことから、これ
らの細胞では、この代謝物がほとんど抱合を
受けていないと考えられた。 
 なお、(ω-1)-ヒドロキシ体については、

initial amount of 
fentanyl = 100% 



いずれの細胞においても、ほとんど抱合活性
が認められなかったことから、この代謝物は
そもそも抱合を受けにくいと考えられた。 
 以上の結果から、今回扱った 4種類の細胞
の乱用薬物代謝物予測系としての有用性に
ついて評価すると、第 I 相・第 II 相の薬物
代謝酵素活性の高さ、取り扱いの簡便さから、
これらの中では、PXB-cells が最も有用であ
ると考えられた。h-iPS-HEP は、CYP 活性は
認められるものの、O-メチル化活性など、発
現が認められなかったものもあり、肝細胞へ
の分化が不十分であることが示唆された。本
細胞については、今後の発展が期待されると
ころである。 
(4) 乱用薬物代謝物データベース 
 Microsoft社のデータベースソフトAccess
を用いて、乱用薬物代謝物データベースを作
成した。以下に、概要を示す。 
ア レコードの登録内容 
薬物名、構造式（画像ファイル）、分析試

料、分析条件（GC/MS、LC/MS）、文献情報（書
誌情報及び PDF ファイルへのリンク）、未変
化体・代謝物情報（化合物名及び質量スペク
トルの主要イオンの数値上位 6つまで。代謝
物は最大 10 化合物）とした（図 7）。 
 

 

＜化合物名、構造式＞ 

 

＜スペクトル情報＞ 

 
＜文献情報＞ 

図 7 代謝物データベースの登録情報 
 
イ 検索機能 

 スペクトルの数値を最大3つまで入力して
検索することができる（図 8）。また、薬物名
による検索も可能である。スペクトル検索の
活用法として、例えば、どのような薬物を摂
取したのか分からない生体試料を分析し、代
謝物と思われるピークが検出された場合、そ
の質量スペクトルの主なイオンを入力・検索
することで、速やかに使用薬物を特定するこ
とが可能である。 
 

 

図 8 検索フォーム 

 

 検索結果は、リストに表示される（図 9）。
質量スペクトル情報は、主要イオンの数値の
羅列として表示される。リストの行をダブル
クリックすると、当該化合物のデータ登録画
面（図 7）に移行し、詳細情報を確認するこ
とができる。 
 

 
図 9 検索結果 

 
文献 PDFファイルのファイル名をデータベ

ースに登録し、当該 PDF ファイル本体を所定
のフォルダに置いておけば、「PDF」ボタン（図
7）をクリックすることで、文献 PDF ファイ
ルが表示される。 
本データベースに肝細胞を用いた乱用薬

物代謝実験データや文献上の代謝物データ
を登録することで、代謝物データのより効率
的な活用が可能となることが期待される。 
(5) 結論 
 フェンタニル及びアセチルフェンタニル
をモデル薬物とし、初代培養肝細胞、ヒト iPS
細胞由来肝細胞、ヒト肝腫瘍由来細胞株及び
ヒト肝臓キメラマウス由来肝細胞について、
薬物代謝能力・扱いやすさ等について評価し
た結果、ヒト肝臓キメラマウス由来肝細胞が
最も有用であった。本細胞は、例えば 24well
プレートで培養する場合、1 薬物に 2well を
割り当てれば一度に 12 薬物について代謝実
験を行うことが可能であり、代謝研究のスピ
ードアップが期待される。 
 また、スペクトル検索・薬物名検索が可能
な乱用薬物代謝物データベースを作成した。 
 以上の成果により、新規乱用薬物代謝様式
の速やかな解明・代謝データの効率的な活用
が可能となり、薬物事犯捜査への貢献が期待
される。 
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