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研究成果の概要： 
薬物誘発性の遅延性臓器障害の機序解析のため、胆汁鬱滞型肝障害を誘発する lithocholic 
acid (LCA)とヒト特異的に肝障害の認められる前立腺癌治療薬の flutamide をモデル化合物と
して解析した。LCA 誘発肝障害は肝内脂肪酸、トリグリセリド、リン脂質のレベルを増加させ
ることにより軽減されることを明らかにした。Flutamide 誘発肝障害に関わる代謝活性化体
(FLU-1 N-OH 体)を同定し、その生成と分解の機序を明らかにした。これにより flutamide によ
り肝障害を起こし易いヒトを予測出来る可能性が示された。 
 
交付額 
                               （金額単位：円） 

 直接経費 間接経費 合 計 
 ２００７年度 11,600,000 3,480,000 15,080,000 

 ２００８年度 3,500,000 1,050,000 4,550,000 

年度    

年度    

  年度    

総 計 15,100,000 4,530,000 19,630,000 

 
 
研究分野：医歯薬学 
科研費の分科・細目：薬学・医療系薬学 
キーワード：フルタミド、リトコール酸、肝障害、トキシコゲノミクス 
 
１．研究開始当初の背景  
 治療に長い期間を要する疾病の薬物治療
で薬物誘発性の肝障害や腎障害が起こる場
合が有る。これらの多くは現在でも機序が不
明であり、予知も難しい。早期に現れ、持続
的に維持される薬効と違って、短期間では現
れず長期使用で発現する副作用や毒性は、病
態と薬物使用によって起きた生理機能の変
動・適応状態で発現する。この状態変化をマ
イクロアレイやプロテオミクスで把握しよ
うと試みられてきたが、データの集積に留ま
り、副作用・毒性につながる状態の再構築に

至っていない。多くのマイクロアレイ使用の
目的は、副作用・毒性誘発の機序を知ること
である。ところが毒性発生時に得られる試料
には毒性発生以降に起こった傷跡のシグナ
ルが多く含まれるため、障害発症の特性を示
す初期シグナルをこれらから区別するのが
困難で、マイクロアレイの利用実態は毒性の
確認と易誘発性の予想に留まっている。 
 
２．研究の目的  
遅延性の薬物性肝障害の機序を理解するこ
とにより予測システムを構築することを最
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終目的とする。遅延性の薬物性肝障害の機序
の理解のため多面網羅的手法（網羅的遺伝子
発現解析）とエネルギー代謝のような遺伝子
発現以外の、変化を定量的にかつ時系列で扱
う手法を組み合わせ統合的に解析すること
で未知の毒性誘発の機序を明らかにする。 
 
３．研究の方法  
(1) LCA 誘発肝障害の機序解析  
 
➀試薬 
22β-methoxyolean-12-ene-3β, 24(4β)-diol 
(ME3738)は、明治製菓株式会社にて合成した
も の を 用 い た 。 Probucol 、 LCA, 
pregnenolone-16α-carbonitrile (PCN) は
Sigma-Aldrichより購入した。 
 
➁動物と薬物処理 
9 週齢の C57BL/6N 雌性マウスに、LCA(0.5%

あ る い は 0.75%) 、 ME3738(0.15%) 、
probucol(0.5%)を混餌で、PCN(100 mg/kg)は
腹腔内投与した。Probucol,PCN 併用実験は 9
日間、ME3738 併用実験は６日 LCA を摂取させ
て行った。PCN は後半の３日間処理した。 
 
➂肝臓、血清、胆汁の採取 
エーテル麻酔下で開腹し血液を下大静脈よ
り採取し、肝臓を単離後、遺伝子発現解析の
ため肝臓の一部を RNAlater（Ambion）中に保
存した。胆汁はエーテル麻酔下で胆管カニュ
レーションを施し、５分間の平衡化後、胆汁
を３０分間採取した。 
 
➃肝障害マーカー、脂質の測定 
AST、ALT 活性はトランスアミナーゼ CII-テ
ストワコー (和光純薬)を用いて ALP 活性測
定はアルカリ性ホスファ B-テストワコー 
(和光純薬)を用いて測定した。総胆汁酸量は
総胆汁酸̶テストワコー (和光純薬)を用い、
リン脂質、遊離脂肪酸、トリグリセリドはそ
れぞれリン脂質 C-テストワコー、NEFA C-テ
ストワコー、トリグリセライド E-テストワコ
ー (和光純薬)を用いた。 
 
➄胆汁酸組成の分析  
胆汁酸組成は、L-column ODS (2.1 x 150 mm)
にて分離した溶出液を NAD+と混和し、3α-ヒ
ドロキシステロイド脱水素酵素カラムを通
過 す る 際 に 生 じ る 反 応 生 成 物 
(nicotineamide-adenine dinucleotide 
reduced form, NADH)を蛍光検出器にて検出
した。 
 
➅遺伝子発現解析 
Mouse Genome 430 2.0 Array（Affymetrix）を
用いて網羅的遺伝子発現解析を実施した。ま
たABI PRISM 7000 Sequence Detection System 

(Applied Biosystems) を用い SYBR Green 1 
により real-time PCR により mRNA レベルを
解析した。 
 
(2) Flutamide誘発肝障害の機序解析  
 
➀試薬 
  Flutamide, 2-hydroxyflutamide 
(OH-flutamide), 
4-nitro-3-(trifluoromethyl)phenylamine 
(FLU-1), は Schering-Plough (Bloomfield, 
NJ)より供与された。FLU-1N-OH、flutamide
ハプテン抗体は日本化薬（株）で作製された
ものを供与された。組換えヒト CYP (CYP1A1, 
1A2, 2A6, 2B6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 
3A4)を発現させたヒト B lymphoblastoid 細
胞のミクロゾーム画分は Gentest Corp 
(Woburn, MA)より取得した。ヒト肝臓のミク
ロゾーム画分は（Jpn J Cancer Res 79, 
1159-1167, 1988）に記載してある方法によ
り取得した。 
 
➁動物処理 

9~10 週 齢 の 雄 マ ウ ス に 、 0.5% 
carboxymethylcellulose sodium(CMC-Na)
に懸濁させた flutamideまたはFLU-1を200 
mg/kg、5日間強制経口投与した。TCPOBOP
は corn oilに懸濁させ、3 mg/kgを前半 3日
間腹腔内投与した。後半２日絶食を行った。
最終投与の 4時間後に解剖を行い、血液、肝
臓を採取した。 
 
➂LC/MS による解析 
LC/MS シ ス テ ム は GULLIVER SERIES 
PU-980 (Jasco International), PLATFORM 
(Micromass,) と CAPCELL PAK C18 SG-120 
column (4.6 × 150 mm, 5 µm, Shiseido)から構
成された。Methanol と ammnonium-acetate 
buffer (25 mM, pH 5)のグラジエントにより代
謝物を分離した。 

 
➃Flutamide 代謝物のタンパク相互作用  
 タンパクモデルとして BSA を用いて検討
した。BSA(0.1-1.0 mg/ml)を flutamide、
OH-flutamide、FLU-1、FLU-1 N-OH (各
10 µM) と 24時間反応させた。反応終了後、
2倍量の冷却methanolと internal standard 
(umbelliferone) を加えた後、3,000 g、4℃、
5 分遠心してタンパクと強く相互作用した化
合物を沈殿させた。上清をサンプルとして、
HPLCにて flutamideおよび各代謝物の濃度
を求めた。 
 
➄抗 flutamide 抗体を用いた薬物-タン
パク複合体の検出  
抗 flutamide抗体は日本化薬株式会社、長

井 よ り 供 与 さ れ た 。 Keyhole limpet 



hemocyanin (KLH)に以下のハプテンを結合
させ、抗原(Hapten-KLH conjugate)を作成 
した。この抗原をウサギに免疫し、抗血清(抗 

 
flutamide 抗 体 ) を 得 た 。 Fltuamide 、
OH-flutamide、FLU-1、FLU-1 N-OH (500 
µM) と肝ミクロソーム (2 mg/ml) を 0.1 M 
KCl/Kpi (pH 7.4)中で 37C°、2時間反応させ
た。上記の抗 flutamide 抗体を用いて
Western blot 法により、薬物-タンパク複合
体を検出した。 
 
➅統計処理 
各実験で得られた値は平均値および標準偏
差を算出した。統計パッケージ PRISM4.0を
使用し、二群間の有意差検定には student’s t 
検定を、多群間の場合は一元配置分散分析
（one-way ANOVA）を行った後、有意な場
合にはTukey型およびDunnet型の多重比較
検定をそれぞれ行った。 
 
４．研究成果 
(1) LCA 誘発肝障害の機序解析  
 
➀LCA/PCN 併用と肝障害マーカー0.5%LCA
を雌性 C57BL/6 マウスに摂取させるとまず血
清 ALT 活性の上昇が認められて、それから胆
道系の障害マーカーである血清ALP活性の上
昇が認められた。PCN を併用することで、ALT、
ALP 活性の上昇は抑制された。 
 
➁LCA/PCN 併用と網羅的遺伝子発現解析 
LCA,PCN 単独投与、LCA/PCN 併用マウス肝臓
の網羅的遺伝子発現解析を実施したところ、
毒性変動に伴って脂質関連遺伝子の顕著な
発現変動が認められ、毒性パラメータと遺伝
子発現変動に良好な相関がみとめられた。 
Control 群と LCA 単独投与群との比較、LCA
単独投与群とPCN 併用群との比較により遺伝
子発現変動パターンを場合分けすることに
より、LCA 誘発肝障害の防御因子(CYP3A, 
SULT2A)と同様な遺伝子発現変動を示す脂質
関連遺伝子（CD36,fatty acid elongase, 
stearoyl-CoA desaturase、Mrp3）を同定し
た。これらは肝内 triglyceride レベルの増
加や胆汁酸レベルの減少に関与すると考え
られた。 
 
➂ LCA 単独あるいは LCA/PCN 併用と脂
質動態 
遺伝子発現解析の結果よりLCA 誘発肝障害と

脂質動態との関連が示唆されたため、LCA 単
独あるいは LCA/PCN 併用実験による肝臓、血
清中、胆汁中の脂質レベルを解析した。LCA
単独投与において胆汁中への胆汁酸排泄は
初期の段階で増加するにも関わらず、リン脂
質の排泄はむしろ減少する。このことが、投
与後期の肝内胆汁酸の増加による肝実質細
胞の障害と胆道系の障害を誘起する原因と
なる可能性が考えられた。肝内リン脂質濃度
は投与初期では変化がないが、後期には減少
が認められる。一方 PCN は単独あるいは LCA
との併用により肝内リン脂質、トリグリセリ
ド濃度を増加させた。また PCN 併用により胆
汁中へのリン脂質、胆汁酸の排泄を増加させ
た。 
 
➃PCN によるリン脂質合成亢進 
PCN による LCA 誘発肝障害の防御機序にリン
脂質、トリグリセリド合成亢進が考えられた。
網羅的遺伝子発現解析データを基に、リン脂
質、トリグリセリド合成関連遺伝子の発現を
定量的PCR 法で解析した。Fatty acid syntase 
(Fas)やトリグリセリドを加水分解し、リン
脂質合成を促進させる carboxylesterase の
mRNA レベルが LCA 投与で減少し、PCN 投与で
増加した。肝臓ミクロゾームのFas活性はFas 
mRNA発現変動と同様にマウスへのPCN投与に
より増加した。又リン脂質合成酵素の
cholinephosphotransferase 1(Chpt1)活性も
PCN投与により増加した。 
 
➄ME3837 併用による LCA 誘発肝障害と
脂質の胆汁排泄の変動 
C57BL/6N 雌性マウスに 0.15% ME3738 を

0.75% LCA と併用すると血清中 ALT 活性、ALP
活性の、有意な減少が認められた。またこれ
らの活性の減少は ME3837 の濃度に依存して
認められた。本結果から、ME3738 は LCA 誘発
肝障害を防御することが明らかとなった。
ME3738は単独投与によりあるいはLCAとの併
用により胆汁中へのコレステロールの排泄
を亢進させた。LCA 投与により減少した胆汁
中への胆汁酸排泄は ME3738 併用により回復
した。ME3738 はコレステロール排泄トランス
ポーターである Abcg5/8 の mRNA、タンパクレ
ベルの発現を増加させた。 

 
➅ME3738 投与による胆汁中へのコレステ
ロールと胆汁酸排泄量の関係 
LCA 群に比べ ME3738 併用群で、胆汁中への

胆汁酸及びコレステロールの排泄の有意な
上昇が認められたことから、胆汁中へのコレ
ステロールと胆汁酸の排泄量の相関性を検
討した。胆汁中へのコレステロール排泄量と
胆汁酸排泄量の関係を LCA/ME3738 モデルで
解析すると正の相関性(r2=0.840)が認められ
た。また、胆汁中へのコレステロールとリン
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脂質の排泄量の相関性を検討した結果、
r2=0.877 の良好な正の相関性が認められた。 

 
➆Probucol 併用による LCA 誘発肝障害
と脂質レベルの変動 
LCA 投与による肝障害に対して、probucol

を併用すると、血清中 ALT と ALP 活性が有意
に減少した。また肝内胆汁酸レベルも
probucol 併用により有意に減少した。 
Probucolは単独投与あるいはLCAとの併用に
より血清中コレステロール、トリグリセリド
濃度を減少させた。一方胆汁中へのリン脂質、
胆汁酸の排泄を増加させた。 
 
➇まとめ  
 LCA 誘発肝障害における網羅的遺伝子発現
解析等の結果からLCA誘発肝障害の機序ある
いはその防御の機序と脂質代謝変動との関
連が示唆された。肝内脂質レベルや脂質胆汁
排泄速度が障害の認められるLCA 群で有意に
減少し、PCN 併用により障害が軽減する時に
は、これらのレベルが回復したことより網羅
的遺伝子発現解析からの仮説は支持された。
さらに脂質動態を変動させることが予想さ
れる ME3738 あるいは probucol 併用はともに
LCA 誘発肝障害を軽減させ、同時に肝内胆汁
酸のレベルを低下させた。ME3738 は胆汁への
コレステロール排泄に関わるトランスポー
ターの Abcg5/8 の発現を亢進することで、胆
汁へのコレステロール排泄を亢進させ、結果
的に胆汁酸排泄の低下を防ぐことにより肝
内胆汁酸レベルの上昇を防いで、障害を軽減
している可能性が示された。一方、probucol
においては、リン脂質の胆汁排泄を亢進する
ことにより、胆道系での疎水性胆汁酸の細胞
障害性を軽減する、あるいは胆汁酸排泄を促
進することで肝内胆汁酸の蓄積を抑制し、
LCA 誘発肝障害を軽減する可能性が示された。
これらの結果は胆汁鬱滞時での胆汁生成、胆
汁酸排泄促進には、リン脂質やコレステロー
ルの排泄を亢進させることが重要であるこ
とを示唆する。PCN と LCA 併用の場合におい
ても薬物代謝酵素の誘導だけでなく、肝内脂
質（triglyceride、リン脂質）合成を亢進す
ることで胆汁酸排泄を維持し、肝障害を軽減
することが示唆された。PCN, ME3738 および
probucol によりリン脂質やコレステロール
の胆汁排泄亢進がLCA誘発肝障害の防御に関
与する可能性が示された。 
 本研究では新規高感度安全性予測系の構
築を目指し、まずその前段階の肝障害の機序
あるいは防御の機序の解明、毒性マーカーの
検索のため、網羅的遺伝子発現解析等のデー
タと内在性代謝物の変動を結び付ける解析
手法の開発を試みた。本研究により網羅的遺
伝子発現解析データを利用して、毒性誘発機
序の解明を実施した。今後はさらに非侵襲試

料を用いたメタボロミクス解析を組み込む
ことにより毒性マーカー等の検索に発展さ
せていく予定である。 
 
(2) Flutamide誘発肝障害の機序解析  
 
➀Flutamide 代謝物を用いた肝障害モデル
の構築 
 C57BL/6N 雄性マウスを 2 日間絶食させた
とき、肝内 GSH は約 60%減少した。 
TCPOBOPおよび FLU-1単独投与群では対照
群に比べ血清 ALT 活性の上昇は認められな
かったが、FLU-1・TCPOBOP 併用投与群で
は対照群、および FLU-1単独投与群に比べ有
意な ALT活性の上昇が認められた。Flutamide
と TCPOBOPの併用投与についても検討を行
ったが、ALT活性の有意な上昇は認められな
かった。 
 
➁肝障害モデルにおける絶食の影響 
 肝障害モデルにおける肝内 GSH 濃度は、
FLU-1・TCPOBOP 併用群で対照群、および
FLU-1単独投与群と比べ有意に減少した。絶
食をさせた FLU-1・TCPOBOP 併用群は絶食
を行わなかった群に比べ有意に高い ALT 活
性を示した。  
 
➂ヒト肝ミクロゾーム、ヒト組み換え酵
素を用いた検討 
ヒ ト 肝 ミ ク ロ ゾ ー ム で FLU-1 か ら
FLU-1-N-OH 体が生成された。FLU-1 から
FLU-1-N-OH 体 へ の 代 謝 速 度 は 0.1 
nmol/mg/min以下で FLU-3 生成速度より低か
った。ヒト組み換え酵素発現細胞ミクロゾー
ム を 用 い た 解 析 に よ り FLU-1 か ら
FLU-1-N-OH への代謝は基質濃度 1 µM では
CYP3A4とCYP1A2のみで認められ、CYP3A4
が CYP1A2に比べて約 10倍高かった。 
 
➃マウス肝ミクロソーム中 FLU-1 N-水酸
化活性 
マウス肝ミクロソーム中の FLU-1 N-水酸化
活性を測定したところ、TCPOBOP を投与し
た群では FLU-1 N-水酸化活性が対照群と比
較して約 5 倍上昇した。 FLU-1 単独投与群
においても対照群と比較して約 2倍の活性上
昇が認められた。 

 
➄抗 flutamide 抗体を用いた flutamide -タ
ンパク複合体の検出  
 Flutamide に keyhole limpet hemocyanin 
(KLH)を結合させた flutamide抗原をウサギに
免疫し、抗 flutamide 抗体を作製した。
Flutamide、OH-flutamide、FLU-1、FLU-1 N-OH
をそれぞれミクロソームタンパクと反応さ
せた後、薬物-タンパク複合体を抗 flutamide
抗体を用いてWestern blot法により検出した。



FLU-1 N-OHと反応させたミクロソームタン
パクでは 37-75 kDaの間に複数の強いバンド
が認められた。その他の化合物と反応させた
タンパクではほとんどバンドは検出されな
かった。 
 
➅FLU-1 N-OH の解毒代謝における GSH
の役割 

FLU-1 N-OHをマウス肝可溶性画分、GSH
とともに反応させ、その代謝物を HPLCによ
り解析した。その結果、FLU-1 N-OHの親化
合物である FLU-1 が代謝物として検出され
た。FLU-1 N-OHの FLU-1への還元反応は反
応時間依存的に進行し、FLU-1 の生成は
FLU-1 N-OH の減少のうち約 40-60％を占め
た。FLU-1 N-OH の FLU-1 への還元は GSH
存在下であっても細胞質画分未添加時には
進行せず、また熱失活した細胞質画分を添加
しても反応は進行しなかった。しかしながら
可溶性画分を含む反応系に GSH を添加する
ことでこの還元反応は亢進した。 

 
➆FLU-1 N-OHの還元酵素 

FLU-1 N-OHの FLU-1への還元は、可溶性
画分を透析して反応系からNADPH/NADHを
除くことで顕著に低下し、NADPH/NADH を
添 加 す る こ と に よ り 回 復 し た 。
NADPH/NADH 依存的な酵素の xanthine 
oxidase阻害剤である allopurinol (20 µM) の添
加によりこの還元活性は 80%阻害された。さ
らに精製 bovine xanthine oxidase によりこの
還元活性が認められた。 

 
➇Fltuamide代謝物の変異原性  
 FLU-1、FLU-1 N-OHを用いて Ames試験を
行った。酵素源には、β-NFを前処理したマウ
スから無菌的に調整した肝 S9 を用いた。試
験には代表的な菌株である Salmonella 
typhimurium TA98 、 TA100 に 加 え 、
O-acetyltrasferase過剰発現株 YG1024、および
酸化物質の変異原性を高感度に検出できる
TA102を用いた。FLU-1および FLU-1 N-OH
はいずれの菌株においても変異復帰コロニ
ー数を有意に増加させなかった。 
 
➈まとめ 
 絶食下のマウスに FLU-1と TCPOBOPを併
用投与することで、in vivo肝障害モデルを作
製した。本肝障害モデルマウスは軽度な ALT
値(91 ± 25 IU/L)の上昇を示し、ヒトにおける
肝障害誘発初期の軽度な肝毒性を再現した
と考えられる。ALT値の上昇には TCPOBOP
の前処理が必要であり、FLU-1より派生した
活性代謝物が肝障害を誘発した可能性が考
えられた。 肝ミクロソーム中の FLU-1 
N-OH の生成は TCPOBOP 投与により促進さ
れ、FLU-1 N-OHには他の代謝物に比べ強力

なタンパク結合性が認められた。また、FLU-1 
N-OH は強い細胞毒性を示すことも報告され
ている。以上の結果は FLU-1 N-OHの肝障害
誘発への関与を示唆している。FLU-1 N-OH
の細胞内タンパクへの結合は、flutamideによ
る肝障害誘発の一つの機序として考えられ
る。 
 本研究において、肝内 GSH が低下する絶
食時には FLU-1 による肝障害が強く認めら
れた。肝内 GSH は加齢により減少すること
が報告されている。高齢者では肝内 GSH が
低下しやすく、flutamideによる肝障害を発症
しやすいのかもしれない。 Flutamideの加水
分解により生じた FLU-1 は肝において
CYP3A や CYP1A により N-水酸化されタン
パク結合能を有する FLU-1 N-OHへ代謝され
る。FLU-1 N-OHは NADPH/NADH存在下で
xanthine oxidaseにより FLU-1へ還元される。
肝内 GSH 枯渇時には、この還元活性は低下
すると考えられ、さらに FLU-1 N-OHは GSH
による解毒代謝を免れ、細胞内タンパクに結
合することで肝障害を誘発する可能性が考
えられた(図１)。 

図 1. Flutamide誘発肝障害の機序 
 
本研究は FLU-1 N-OHがタンパク結合を介 

して肝障害誘発に関与していることを示唆
した。本研究により見出された FLU-1 N-OH
の FLU-1への還元反応は FLU-1 N-OHの重要
な解毒代謝機構の一つであると考えられる。
Flutamide 誘発肝障害において、肝臓での
FLU-1 N-OHの生成増加と肝内GSH枯渇の両
方が重要であることが示唆された。 
本研究により flutamide 誘発肝障害の機序

の一端が解明され、flutamideによる肝障害を
起こし易いヒトをあらかじめ予測出来る可
能性が示された。よって本研究は前立腺癌患
者への flutamide 投与の選択に対して貴重な
情報を提供した。 
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