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研究成果の概要（和文）：合成カンナビノイド等の新規乱用薬物のヒト体内での代謝を予測する実験系の開発のため、
三次元培養肝細胞による薬物代謝実験を行った。本研究では、市販の三次元培養用プレート上に肝細胞の塊（スフェロ
イド）を形成させ、これに様々な薬物を添加し、代謝物の生成パターンを調べた。その結果、乱用薬物の実際の生体内
での代謝パターンを、今回確立した実験系により良好に再現できることを示した。本研究により確立した実験系は、薬
物検査実務において有効に活用されるものと期待される。

研究成果の概要（英文）：The usefulness of a hepatocyte spheroid array kit that enables simple three-dimens
ional hepatocyte culture as a tool to predict the metabolic fate of designer drugs was evaluated by compar
ing the metabolic pattern of designer drugs in hepatocyte culture to that of in vivo studies. The in vivo 
main metabolites of the designer drugs tested were also detected in the culture medium of the hepatocyte s
pheroids, indicating that the in vivo metabolic patterns of designer drugs were successfully reproduced us
ing the hepatocyte spheroid array kit. The in vitro system developed in this study was found to be an effe
ctive tool for predicting the metabolic fate of designer drugs.
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９（共通） 

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が、最近では、覚せい
剤や大麻などの古典的薬物に加え、2,5-ジメト
キシ-4-ヨードフェネチルアミン（2C-I）など
のフェネチルアミン系薬物、α-メチルトリプ
タミン（AMT）などのトリプタミン系薬物、
いわゆる「脱法ハーブ」に添加されることの
多い合成カンナビノイドなど、多様な新規薬
物の乱用が広まっており、薬物問題はとどま
ることのない深刻な状況となっている。 

薬物事犯において乱用薬物摂取を証明する
ためには、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
であり、また、微量の代謝物を検出するため
に高感度分析が要求される。しかし、新たな
薬物の場合、（特にヒトにおける）代謝に関し
て全く明らかになっていない場合がほとんど
であり、当然のことながら、代謝物の分析法
も確立していない場合が多い。しかしながら、
乱用薬物をヒトに投与し、その代謝について
調べることは、倫理面の問題から事実上不可
能であり、また、動物実験では種差の問題が
ある。 
 一方、薬物代謝の大部分を担う肝臓から単
離した新鮮な肝細胞は、薬物代謝能を維持し
ていることが知られており、肝細胞を用いた
in vitro 代謝実験は、in vivo での代謝を予測す
るための有用なツールとなることが期待され
る。さらに、肝細胞を三次元的に培養し、擬似
的な肝臓組織を作らせることにより、肝細胞
本来の機能をより引き出そうとする、いわゆ
る三次元培養法が近年急速に進展している。
このような肝細胞三次元培養システムは、乱
用薬物の代謝を予測するための実験系として、
有効に活用できるのではないかと考えられた。 
 
２．研究の目的 

新たに出現した乱用薬物の代謝様式は、ほ
とんどの場合不明であり、尿試料等の分析に
よる新規薬物の使用証明は極めて困難となっ
ているのが現状である。 

本研究は、新規乱用薬物のヒト生体内にお
ける代謝様式を予測するための肝細胞スフェ
ロイドを用いた in vitro モデルを確立すること
を目的とする。 

本システムを用いて新規乱用薬物のヒトに
おける代謝データを予め取得しておくことに
より、代謝物分析方法の確立、質量スペクト
ル等の分析データの蓄積が可能となり、実際
の検査業務において有効に活用されることが
期待される。 

 
３．研究の方法 
(1) 概要 

本研究においては、三次元培養プレートの
一つである Cell-ableTM（東洋合成工業（株））
を用いた各種薬物の代謝実験を行った。この
プレートは、細胞培養用プレートの底面に特
殊な加工が施されたもので、このプレートで

肝細胞を培養すると Cell-attaching area と称さ
れる直径 100 μm の円形部分に肝細胞の塊（ス
フェロイド）が形成される（図 1）。形成され
たスフェロイドは、肝細胞の薬物代謝能を長
期間維持するとされる。 

最初に、培養条件の最適化のため、種々の
条件下でラット肝細胞スフェロイドによる薬
物代謝実験を行い、得られた薬物代謝データ
をラット in vivo 代謝データと比較し、最適な
培養条件を決定した。 

次いで、最適化された培養条件でヒト由来
肝細胞による薬物代謝実験を行い、当該薬物
のヒト in vivo 代謝データと比較し、構築した
システムの有効性について評価した。 

 
図 1 Cell-ableTM 

 
(2) Cell-able による薬物代謝実験 

Cell-able 24 ウェルプレートにフィーダー細
胞としてマウス繊維芽細胞を播種し、37℃の
CO2 インキュベーター内で 3 日間培養した。
Cell-able プレートのウェル内の Cell-attaching 
area にフィーダー細胞の単層が形成されてい
るのを確認後、2×105 cells/mL となるように
RM-101 培地に懸濁させた肝細胞を播種した。
37℃の CO2 インキュベーター内で 2 日間静置
培養し、Cell-attaching area のフィーダー細胞
上に肝細胞スフェロイドを形成させた。 

肝細胞播種後、2～10 日目に薬物を添加し
（最終濃度 10 µM）、24 時間及び 48 時間後に
培養液を採取した。培養液は、分析まで-30℃
で保存した。 
 
(3) 薬物の抽出・分析 
① 2C-T-2、2C-T-4 及び 2C-T-7 

培養液 50 µL に 1%酢酸 0.5 mL を加え、さ
らに内部標準物質としてジフェンヒドラミン
（カルボキシル基を有しない代謝物用）及び
2,5-ジメトキシフェニル酢酸（カルボキシル基
を有する代謝物用）を添加し、予めメタノー
ル及び水で平衡化した Oasis MCX カートリッ
ジ（1 cc/10 mg）にロードした。1%酢酸 1 mL
及び 5%メタノール 1 mL で洗浄した後、アン
モニア水を 5%含有するメタノール 1 mL で溶
出した。溶出液にグリセロール-水（1:1）20 µL
を添加し、窒素気流下にて溶媒を留去した。
残渣を初期移動相 200 µL に溶解し、液体クロ
マトグラフィー／質量分析（LC/MS）に供し
た。 
② XLR-11 

培養液 100 µL に水 0.3 mL 及び β-グルクロ
ニダーゼ／アリルスルファターゼを含有する
0.5 M 酢酸緩衝液（pH 5）0.1 mL を加え、60℃
で 90 分間加温し、加水分解処理を行った。反

Cell-attaching area 

肝細胞 
スフェロイド 

フィーダー
細胞

Cell-able 24 ウェルプレート

100 µm 



応後の溶液について、クロロホルム-2-プロパ
ノール（3:1）1 mL で 3 回抽出し、得られた有
機層を合わせ、窒素気流下にて溶媒を留去し
た。残渣を 90%メタノール 200 µL に溶解し、
LC/MS に供した。 

また、XLR-11 使用者の尿試料（提出者の同
意書を得た上で入手）について、同様に加水
分解処理した後、抽出・分析を行った。 
 
４．研究成果 
(1) ラット肝細胞を用いた培養条件の検討及

び in vivo データとの比較 
モデル薬物として 2C-T-7（麻薬、図 2）を選

択し、種々の条件でラット肝細胞による代謝
実験を行い、最適な培養条件を決定した。2C-
T-7 を選択した理由は、この薬物はラット in 
vivo において、硫黄原子の酸化、アルキル鎖
の水酸化、N-アセチル化、S-脱アルキル化、脱
アミノ化等の多様な代謝を受けることが明ら
かにされており（T. Kanamori et al., Xenobiotica, 
37, 679, 2007）、本実験系を評価するのに適し
ていると考えられたためである。 

 

図 2 2C-T-2, 2C-T-4 及び 2C-T-7 の構造 
 

Cell-able プレートに肝細胞を播種後、2 日
目、6 日目及び 10 日目のスフェロイド形成の
様子を図 3 に示す。2 日目には、肝細胞の塊で
あるスフェロイドの形成が確認された。形成
されたスフェロイドは、10 日目においても維
持されていた。 

 
 

図 3 Cell-able における肝細胞スフェロイ
ド形成の様子 

 
2C-T7 をラット肝細胞スフェロイドととも

に培養した場合の代謝物生成量を図 4 に示す。 
グラフは、肝細胞を播種してから薬物を添

加するまでの各培養日数（2 日、6 日もしくは
10 日）における各代謝物生成量（添加した薬
物がどれだけの割合でその代謝物に変化した
か）を示している。なお、薬物を添加してか
ら、培養液を回収するまでの時間は、いずれ
も 48 時間である。 
まず、2C-T-7 未変化体をみると、いずれの

場合もほとんど検出されず、添加した 2C-T-7
は、ラット肝細胞スフェロイドにより 48 時間
でほぼ代謝されていた。各代謝物のうち、

2CT7-SO-Ac（スルホキシド-N-アセチル体）及
び 2CT7-SO2-Ac（スルホン-N-アセチル体）の
生成量は、肝細胞播種後 2 日目添加の場合と
比べ、6 日目及び 10 日目では生成量が少なく
なっている。一方、βOH-SO-Ac 及び βOH-SO2-
Ac（2CT7-SO-Ac 及び 2CT7-SO2-Ac がさらに
S-プロピル鎖の水酸化を受けたもの）は、2 日
目に比べ、6 日目及び 10 日目の方が生成量が
多い。βOH-SO-Ac 及び βOH-SO2-Ac は、2CT7-
SO-Ac 及び 2CT7-SO2-Ac に比べ、より反応が
進んだ代謝物であり、βOH-SO-Ac や βOH-
SO2-Ac の生成量が多いほど、肝細胞の薬物代
謝酵素活性（特にシトクロム P450 活性）が高
いと考えられる。すなわち、Cell-able プレー
トにラット肝細胞を播種して 2 日目の時点で
は、スフェロイドは形成されているものの、
薬物代謝酵素活性は比較的低い状態となって
おり、日数を経るにつれ徐々に活性が高まっ
ていくものと考えられた。 

 

 
図 4 ラット肝細胞スフェロイドによる

2C-T-7 代謝物生成量 
  
次に、同様に Cell-able プレート及び RM-101

培地を用いて、ラット肝細胞のみを培養し（フ
ィーダー細胞なし）、2C-T-7 の代謝実験を行っ
た結果を図 5 に示す。 

 

 

図 5 肝細胞のみ培養時の 2C-T-7 代謝物生
成量 

 
肝細胞播種後 2 日目の薬物添加では、各種

代謝物の生成が認められ、全体的な代謝物生
成パターンは、フィーダー細胞ありの場合（図
4）の 2 日目の結果に類似していた。一方、フ
ィーダー細胞ありの場合とは対照的に、肝細
胞播種後 6 日目に薬物を添加した場合、βOH-
SO-Ac の生成はほとんど認められなくなり、
代わりに単にスルホキシド化を受けただけの
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代謝物である2CT7-SOの生成が多く認められ
た。すなわち、フィーダー細胞がないと、肝細
胞を播種して 6 日目には、薬物代謝酵素活性
の多くが失われたものと考えられた。 

以上の結果から、ラット肝細胞スフェロイ
ドの薬物代謝酵素活性を十分に発揮させるた
めには、フィーダー細胞は必須であり、さら
に、肝細胞を播種してから 6 日以上培養する
ことが望ましいと考えられた。 
なお、ブランク試験として、フィーダー細

胞のみによる 2C-T-7の代謝実験を行ったとこ
ろ、2C-T-7 が脱アミノ化した後、酸化して生
成する 2CT7-CBA の生成が認められたことか
ら、フィーダー細胞あるいは RM-101 培地に
この代謝物を生成させる酵素活性（例えばモ
ノアミンオキシダーゼ活性）があるものと考
えられた。ただし、今回の 2C-T-7 のケースに
おいては、モノアミンオキシダーゼによる脱
アミノ化とは関係のない代謝物がより多く生
成しており、結果の解釈にさほど影響は与え
ないものと考えられた。 
 さらに、肝細胞スフェロイドによる代謝実
験系の有効性を確認するため、2C-T-2、2C-T-
4 及び 2C-T-7 の 3 種の薬物（図 2、いずれも
麻薬）について、ラット肝細胞スフェロイド
による代謝パターンと、これらの薬物のラッ
ト尿中への排泄パターンを比較した。なお、
ラット尿中排泄データは別の研究テーマによ
り取得したものであり、ここでの詳細の説明
は省略する。 

2C-T-7 について、肝細胞による代謝物生成
量とラット尿中排泄量の結果を図 6 に示す。 
 

 

 

 
図 6 2C-T-7 のラット肝細胞スフェロイドに

よる代謝物生成量及びラット尿中排泄
量 

 
 2C-T-7 のラット尿中主代謝物は、βOH-SO-
Ac 及び βOH-SO2-Ac であり、これらはラット
肝細胞においても多く生成が認められた。ま
た、これらの代謝物については、薬物を添加

してから 48 時間培養することにより、24 時
間培養した場合に比べ、より多くの生成が認
められ、さらに、代謝物全体の生成パターン
（各代謝物生成量の比率）が in vivo の代謝パ
ターンにより近づいた。 
 同様に、2C-T-2 の場合も、ラット in vivo の
代謝パターンは、ラット肝細胞スフェロイド
により良好に再現された。一方、2C-T-4 の場
合は、代謝物の生成パターンには大きな差異
が認められたが、定性的には、ラット尿中主
代謝物がラット肝細胞スフェロイドにより生
成することは確認された。 
以上のとおり、構造の類似した 2C-T-2、2C-

T-4 及び 2C-T-7 の 3 種類の薬物について、ラ
ット肝細胞スフェロイドによる代謝物生成パ
ターンとラット尿中排泄データを比較したと
ころ、特に 2C-T-2 及び 2C-T-7 について、in 
vivo 代謝パターンが肝細胞スフェロイドによ
り良好に再現されることが示され、本実験系
の乱用薬物代謝モデルとしての有用性が示唆
された。 
 
(2) 合成カンナビノイド XLR-11 の代謝に関

する検討 
 これまでの検討により、Cell-able による肝
細胞スフェロイドの代謝モデルとしての有用
性が明らかとなったことから、さらに合成カ
ンナビノイドの代謝への応用を試みた。 
 合成カンナビノイドは、多くの場合、「脱法
ハーブ」に添加され、吸煙により使用される。
近年、脱法ハーブ使用後の凶行や車の暴走に
よる事故などがしばしば発生し、大きな社会
問題となっている。合成カンナビノイドは、
未変化体がほとんど尿中に排泄されないこと
が多く、現状では尿試料の分析による合成カ
ンナビノイド使用の証明は極めて困難となっ
ており、合成カンナビノイドのヒト体内での
代謝を予測する実験系の開発が切望されてい
る。 
 本研究では、合成カンナビノイドのうち、
平成 26 年 1 月に麻薬指定された XLR-11（図
7）の代謝について検討を行った。また、肝細
胞としては、ヒト肝腫瘍由来の細胞株である
HepaRGTM細胞を用いた。HepaRG細胞は、2002
年に樹立が報告された細胞で（P. Gripon et al., 
Proc Natl Acad Sci USA, 99, 15655, 2002）、シト
クロム P450 等の薬物代謝酵素活性を比較的
高く維持していることが知られており、近年、
薬物代謝研究への応用も多くなされている。
なお、HepaRG の初代ヒト肝細胞に対する利点
として、安定供給されること、ロット間の差
異が小さいこと、凍結品の融解時の細胞生存
率が極めて高いこと、比較的安価なこと、な
どが挙げられる。 
 HepaRG 細胞を用いた代謝実験の条件は、フ
ィーダー細胞あり、肝細胞播種後 6 日目に薬
物添加、薬物添加後 48 時間目に培養液採取と
した。また、実際の XLR-11 使用者の尿試料の
分析も合わせて行い、XLR-11 の HepaRG スフ
ェロイドによる代謝物生成パターンと尿中排
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泄パターンの比較を行った。 
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図 7 XLR-11 の構造 
 
 XLR-11 を HepaRG スフェロイドと反応さ
せた培養液の抽出物を分析したところ、XLR-
11 のプロトン付加分子（m/z 330）の抽出イオ
ンクロマトグラム（EIC）上に XLR-11 のピー
クは検出されず、XLR-11 は HepaRG スフェロ
イドにより 48 時間で完全に代謝されていた。 

一方、想定される XLR-11 代謝物のプロト
ン付加分子の EIC 上には、代謝物と考えられ
るピークが複数確認された。これらのうち、
m/z 328 及び 342 の EIC 上に検出されたピーク
は、それぞれ N-(5-hydroxypentyl) metabolite 
（M328）及び N-pentanoic acid metabolite（M342）
であり、これらのピークの保持時間及びプロ
ダクトイオンスペクトルは購入した標準品と
一致した。また、m/z 344 及び 358 の EIC 上に
検出されたピーク（M344-1、M344-2及びM358）
は、それぞれ M328 及び M342 に比べ分子量
が 16 増加していることから、M328 及び M342
が酸化を受けた代謝物と推定された。M346 は、
XLR-11 に比べ分子量が 16 増加していること
から、XLR-11 の酸化体であると考えられた。
ただし、これらの代謝物の正確な構造は不明
である。 

なお、加水分解操作を省略して同様に分析
を行った場合、多くの代謝物ピークについて、
ピークの消失もしくはピーク強度の低下が認
められ、代謝物の多くがグルクロン酸もしく
は硫酸による抱合を受けているものと考えら
れた。 
 次に、XLR-11 使用者の尿試料を分析した
ところ、m/z 330 の EIC 上には、やはり未変
化体のピークは認められなかった。代謝物と
しては、XLR-11 の培養液の場合と同様に、
複数のピークが EIC 上に認められ、また、代
謝物ピークの多くは抱合体として排泄されて
いた。 

ところが、XLR-11 培養液と XLR-11 尿試
料より得られたデータについて、主なピーク
の保持時間及びプロダクトイオンスペクトル
を詳細に比較すると、多くのピークについて
データが一致しなかった。 
 m/z 328 及び 342 の EIC について、ピーク
部分を拡大したものを図 8 に示す。XLR-11
の培養液より得られたクロマトグラム上のピ
ーク M328 及び M342（図 8 (a)）と同様の保
持時間を有するピークは、尿試料より得られ
たクロマトグラムにもわずかに認められた

（図 8 (b)）。一方、より大きなピーク M328d
及び M342d が尿試料のクロマトグラムには
認められた。これらのピークは、XLR-11 の
培養液のクロマトグラムには全く認められな
かった。 
 

 

図 8 m/z 328 及び 342 の EIC の拡大図 
 
 以上のように、HepaRG により生成した
XLR-11 代謝物と尿中に検出された XLR-11 の
主代謝物と推定される化合物のデータが一致
しなかったことから、XLR-11 が、体内に摂取
される前に別の化合物に変化していることが
考えられた。 

XLR-11 のガスクロマトグラフィー質量分
析（GC/MS）を行うと、熱分解物のピークが
検 出 さ れ る こ と が 報 告 さ れ て い る
（http://www.swgdrug.org/Monographs/XLR11.p
df）。そこで、XLR-11 の熱分解について確認す
るため、ガラスアンプルに XLR-11 を封入し、
300℃で 5 分間加熱したところ、ほとんどが分
解することが明らかとなった（図 9）。XLR-11
は、脱法ハーブに添加され吸煙により使用さ
れることが多く、使用時に熱分解している可
能性があると考えられた。 
 XLR-11 の熱分解物（XLR-11-degradant）は、
市販品として入手可能であったことから、改
めて XLR-11-degradant の HepaRG スフェロイ
ドによる代謝実験を行った。 

N

F

O

XLR-11

N

F

O

XLR-11-degradant  

図 9 XLR-11 の熱分解 
 
 XLR-11-degradant の培養液の抽出物より得
られた m/z 328 及び 342 の EIC（図 8 (c)）上に
は、M328d及びM342dのピークが検出された。
また、その他の尿中に検出された代謝物の多

加熱



くが、XLR-11-degradant の培養液中において
も確認された。 

以上の結果から、本研究で取り扱った XLR-
11 使用者尿のケースにおいては、XLR-11 を
吸煙使用する際に、大部分が熱分解し、生成
した XLR-11-degradant が体内へ吸収され、代
謝を受け、XLR-11-degradant の代謝物が尿中
へ排泄されたものと考えられた（図 10）。 

 

図 10 XLR-11 の摂取前後の挙動 

 XLR-11 と XLR-11-degradant の分子量は同
一であり、また、それぞれの代謝物も同一の
分子量のものが存在することから、仮に肝細
胞による代謝データが存在しなかった場合、
尿中の XLR-11-degradant 代謝物を XLR-11 の
代謝物であると誤って判断してしまった可能
性がある。本研究で用いた HepaRG スフェロ
イドによる薬物代謝実験系は、実際の XLR-11
使用者尿中に XLR-11-degradant の代謝物が排
泄されることを明確に示すデータを与え、本
実験系が乱用薬物の代謝を予測する目的にお
いて極めて有効に活用できることが示された。 
 
(3) 総括 
 市販の三次元肝細胞培養用プレート Cell-
able による薬物代謝実験を行い、その新規乱
用薬物代謝モデルとしての有用性について検
討を行った。 
 まず、市販のラット凍結肝細胞を用いて実
験系の最適化及び評価を行ったところ、本実
験系においては、肝細胞の薬物代謝酵素活性
が少なくとも 10 日間は高度に維持され、また、
乱用薬物の in vivo 代謝物生成パターンが良好
に再現されることが示された。 
 さらに、本実験系を、最近大きな問題とな
っている合成カンナビノイドの代謝予測に適
用したところ、当該薬物の挙動を正確に再現
することができ、本研究により確立した実験
系が薬物検査実務において有効に活用可能な
ことが示唆された。 
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