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研究成果の概要（和文）：本研究は、ヒト胎児肝細胞を用いた胎児毒性評価系を構築し、その分子毒性基盤を確立する
ことを目的とした。妊婦への投与が禁忌となっている医薬品を含めた多くの化学物質の肝細胞毒性を評価した結果、タ
モキシフェン、ジクロフェナク、レチノイン酸などが強い毒性を示した。解毒酵素であるグルタチオン-S-転移酵素は
これらの毒性を軽減することができなかった。また、解析した多くの化学物質は胎児肝臓のシトクロムP450や硫酸転移
酵素など多くの薬物代謝酵素の発現を誘導することが明らかとなった。

研究成果の概要（英文）：Fetotoxicity of chemical compounds was investigated with human fetal liver cells. 
Among the chemical compounds examined, tamoxifen, diclofenac, and retinoic acid induced strong 
cytotoxicity, from which glutathione S-transferase did not protect human fetal liver cells. A lot of test 
compounds induced the expression of drug-metabolizing enzymes such as cytochrome P450s and 
sulfotransferases in human fetal liver cells.

研究分野：薬物代謝学、衛生化学
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１．研究開始当初の背景 
 現在、医薬品を含む化学物質の胎児への影
響は倫理上の問題から実験動物を用いて検
討されている。しかし、サリドマイドに代表
されるように、化学物質に対する胎児の感受
性は、動物種によって差異が認められること
が多く、そのため 2種類以上の実験動物を用
いることとなっている。この感受性の違いは
実験動物とヒトとの間でもしばしば見られ
る。この要因の 1つとして、胎児肝での薬物
代謝酵素の種差が考えられる。ヒトの胎児肝
には薬物代謝酵素が胎児期の早い段階から
発現しており、少なくとも胎齢 10 週以降か
ら発現が認められている。一方、げっ歯類な
どの実験動物の胎児肝にはほとんど発現し
ていない。したがって、化学物質のヒト胎児
への影響を評価するには、ヒト胎児由来の組
織や細胞などを用いる必要がある。当研究室
では、これまでヒト胎児正常肝細胞を用いて、
胎児期における薬物動態変動因子の解明に
取り組んできた。その中で、ヒト胎児肝細胞
に発現する薬物代謝酵素が成人肝細胞と異
なる発現調節を受けることを明らかにして
いる。このことから、ヒト胎児肝細胞の化学
物質に対する感受性は成人肝細胞と異なる
ことが推察される。しかしながら、ヒト胎児
肝細胞に対する化学物質の影響を網羅的に
解析した研究はこれまで行われていない。し
たがって、ヒト胎児肝細胞を用いた胎児毒性
評価系を構築することは、化学物質のヒト胎
児への影響を明らかにする上で極めて重要
である。 
 
２．研究の目的 
 ヒト胎児正常肝細胞を用いた胎児毒性評
価系を構築し、その分子毒性基盤を構築する。 
 
（1）化学物質がヒト胎児肝細胞に対して細
胞毒性を誘発するか否かについて評価する。 
 
（2）化学物質がヒト胎児肝細胞の薬物代謝
酵素群に対してどのような影響を及ぼすの
か明らかにする。 
 
（3）薬物代謝酵素群が化学物質の胎児肝毒
性に対してどのような役割を果たすのか明
らかにする。 
 
 本研究では、抗てんかん薬、ニコチンとそ
の代謝物、ワルファリン、アンジオテンシン
変換酵素阻害薬、アンジオテンシン受容体拮
抗薬、スタチン系薬、抗がん薬（タモキシフ
ェン、サリドマイド、レナリドミド、シクロ
ホスファミド、5-フルオロウラシル）、アセ
トアミノフェン、ジクロフェナク、多環芳香
族炭化水素、デキサメタゾン、全トランス型
レチノイン酸、エタノールなど 70 種類の化
合物を用いた。 
 
３．研究の方法 

（1）ヒト胎児肝細胞に各種試験化合物を 1
～24 時間処理した後に細胞毒性試験（WST-1
アッセイ、LDH 放出アッセイ）を行った。 
 
（2）ヒト胎児肝細胞に各種試験化合物を 24
時間処理し、その後、mRNA レベルの発現解析
をリアルタイム PCR 法により行った。 
 
（3）ヒト胎児肝細胞を播種してから 6 時間
後にグルタチオン枯渇剤であるブチオニン
スルホキシイミンを添加し18時間処理した。
その後、各種試験化合物を 3 または 24 時間
処理した後に細胞毒性試験を行った。 
 
４．研究成果 
（1）ヒト胎児肝細胞に 68 種類の各種試験化
合物を 24 時間処理した後に WST-1 アッセイ
を行った結果、タモキシフェン、全トランス
型レチノイン酸、ジクロフェナク、テルミサ
ルタン、アトルバスタチン、セリバスタチン、
ロバスタチン、シンバスタチンが強い（50%
以上の）増殖抑制作用を示した。これらの化
合物で LDH 放出アッセイを行ったところ、ほ
とんどの化合物は細胞膜を傷害したが、ジク
ロフェナクおよびテルミサルタンでは細胞
膜の傷害は認められなかった。細胞毒性の経
時変化を検討したところ、タモキシフェンお
よびシンバスタチンは処理後 1 時間で 24 時
間後と同等の毒性が認められたことから、薬
物暴露初期より細胞毒性を誘発しているこ
とが示された。全トランス型レチノイン酸は
処理後 1～6時間で、またジクロフェナクは 6
～24 時間で経時的に毒性が増強された。これ
らの細胞毒性にアポトーシスが関与してい
るか否かを明らかにするため、カスパーゼ-3
阻害剤を前処理したところ、タモキシフェン
（10μM、6時間）の毒性は有意に抑制された
が、全トランス型レチノイン酸（25μM、3時
間）およびジクロフェナク（250μM、24 時間）
の毒性は抑制されなかった。 
 
（2）ヒト胎児肝細胞に 57 種類の各種試験化
合物を 24時間処理した後に mRNA レベルの発
現解析を行った。その結果、CYP1A1 mRNA レ
ベルの有意な上昇はイミダプリル、3-メチル
コラントレン、ベンゾ[a]ピレンなど 15 種の
化合物で認められた。CYP3A7 mRNA レベルの
有意な上昇は 5-フルオロウラシル、デキサメ
タゾン、プレドニゾロンなど 7種の化合物で
認められた。エポキシドヒドロラーゼ 1 mRNA
レベルの有意な上昇はリシノプリル、ベンゾ
[a]アントラセンで認められた。グルタチオ
ン-S-転移酵素である GSTM1 mRNA レベルの有
意な上昇はベナゼプリル、アジルサルタン、
ピレンなど 12 種の化合物で認められた。
GSTP1 mRNAレベルの有意な上昇はフェノバル
ビタール、ベンゾ[a]アントラセン、フルオ
レンなど 6 種の化合物で認められた。GSTT1 
mRNA レベルの有意な上昇はフェノバルビタ
ール、アラセプリル、アジルサルタン、ピレ



ンなど 14 種の化合物で認められた。硫酸転
移酵素である SULT1E1 mRNA レベルの有意な
上昇はデキサメタゾン、プレドニゾロン、全
トランス型レチノイン酸で認められた。 
 5-フルオロウラシルによる CYP3A7 の発現
誘導についてさらに解析を進めた。その結果、
5-フルオロウラシルは CYP3A7 の発現を濃度
依存的に上昇させたが、CYP3A4および CYP3A5
の発現には大きな影響を及ぼさなかった。5-
フルオロウラシルは、ストレス応答性 MAPK
の 1 つである p38 MAPK を活性化して炎症性
サイトカインやトロンボスポンジン-1 の発
現を誘導することが報告されている。そこで、
p38 MAPK 阻害剤を用いて、5-フルオロウラシ
ルの CYP3A7 発現誘導能に対する影響を検討
した結果、5-フルオロウラシルによる CYP3A7
の発現誘導は p38 MAPK 阻害剤である
SB203580 によって有意に抑制された。このこ
とから、5-フルオロウラシルによる CYP3A7
の発現誘導には p38 MAPK が関与しているこ
とが示唆された。 
デキサメタゾンによるSULT1E1の発現誘導
についてさらに解析を進めた。デキサメタゾ
ンはヒト乳癌由来MCF-7細胞のグルココルチ
コイド受容体を介してSULT1E1の発現を誘導
することが報告されている。そこで、グルコ
コルチコイド受容体アンタゴニストを用い
て、デキサメタゾンの SULT1E1 発現誘導能に
対する影響を検討したところ、デキサメタゾ
ンによるSULT1E1の発現誘導はグルココルチ
コイド受容体アンタゴニストである RU-486
によって有意に抑制された。このことから、
デキサメタゾンによるSULT1E1の発現誘導に
はグルココルチコイド受容体が関与してい
ることが示唆された。 
 
（3）（1）の研究で細胞毒性を示したタモキ
シフェン、ジクロフェナク、全トランス型レ
チノイン酸を用いて、グルタチオン枯渇によ
りグルタチオン-S-転移酵素の機能が欠失し
たヒト胎児肝細胞に対する毒性評価を行っ
た。その結果、タモキシフェン、ジクロフェ
ナク、全トランス型レチノイン酸による細胞
毒性はグルタチオン-S-転移酵素の機能が欠
失しても増強しなかった。このことから、グ
ルタチオン-S-転移酵素はこれらの細胞毒性
の防御的役割を果たしていないことが示唆
された。 
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