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研究成果の概要（和文）：サリドマイドのヒトにおける代謝的活性化には、活性化酵素であるヒトチトクロム
P450 3A酵素の自己誘導と、P450 3Aの協同性を示す芳香環酸化反応が重要であることを提示した。ヒト肝移植マ
ウスにサリドマイドを経口投与したところ、ヒト不均衡性代謝物となる芳香環5-水酸化サリドマイドがヒト肝移
植マウスの血中に見出され、ヒト反応性代謝物が多様なヒト肝タンパク質分子種に非特異的に結合することを、
二次元電気泳動によるプロテオミクスの手法と加速器型質量分析による超低濃度14C放射能測定を組み合わせて
明らかにした。ヒトP450 3A人工染色体を有するマウスにてサリドマイドの奇形発生を確認した。

研究成果の概要（英文）：　Simulation of human plasma concentrations of the teratogen thalidomide and
 its human metabolites is possible with a simplified physiologically-based pharmacokinetic model 
based on data obtained in mice with humanized liver. In vivo non-specific hepatic protein binding 
parameters of metabolically activated [14C]-5-hydroxythalidomide and subsequent metabolic activation
 in humanized liver mice can be analyzed by accelerator mass spectrometry. Human placental 
microsomal fractions showed detectable thalidomide 5-hydroxylation activities. Thalidomide 
significantly induced P450 3A4/3A5 and pregnane X receptor (PXR) mRNA levels 2- to 3-fold in human 
placental BeWo cells cultured with a modified medium. Thalidomide also significantly induced 
midazolam 1´-hydroxylation and thalidomide 5-hydroxylaion activities 3-fold. Taken together, 
activation of thalidomide to 5-hydroxythalidomide with autoinduction of P450 3A enzymes in human 
placentas, as well as livers, is suggested in vivo.

研究分野：薬物代謝学

キーワード： サリドマイド
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１．研究開始当初の背景 

サリドマイドの催奇形性の出現には、ヒト
と動物で明快な種差が認められている。研究
代表者らは、サリドマイドのヒト薬物代謝酵
素チトクロム P450 (P450) の一次代謝物 5-水
酸化体が、さらに芳香環の酸化反応を受けた
ヒト型反応性代謝物を、グルタチオン付加体
として世界ではじめて捕捉した（Chem Res 
Toxicol, 23, 1018, 2010）。薬物代謝領域では、
米国 FDA が定めた代謝物の安全性試験に関
するガイダンスにおいて、動物よりヒトにお
ける血漿中濃度が高い代謝物は不均衡性代
謝物と定義されている。サリドマイドのヒト
体内動態を考慮した肝と胎盤による不均衡
性代謝物の生成、代謝的活性化と解毒反応の
評価を行うこととした。 

２．研究の目的 

本研究では、ヒト胎盤と肝の双方の系を活
用し、活性化と解毒のバランスの上でサリド
マイド反応性代謝物を補足し、ヒト特有な毒
性発現バイオマーカーを in vitroおよび in vivo
にて詳細に解析することを目的とした。学外
より酵素源としてヒト胎盤とヒト肝さらに
ヒト肝移植マウス生体を、基質として光学活
性体サリドマイドおよびその一次代謝物を
入手した。これらを活用し、サリドマイド反
応性代謝物のヒト型モデル動物に及ぼす影
響を、最先端のヒト肝移植モデルを使って医
療薬学的・毒性学的に明かにすることとした。
サリドマイド一次代謝物 5-水酸化体が、さら
に芳香環の酸化反応を受けたヒト型反応性
代謝物が生体内での生成と活性化された医
薬品の結合タンパクについて検討した。 

本研究では、医薬品由来物質の代謝と解毒
のバランスおよび反応性代謝物と生体標的
の関係について総括し、医薬品の代謝的活性
化および解毒を考慮した毒性リスク評価系
を確立することを目指した。1) 生理学的薬物
動態（PBPK）モデル手法の活用、2）ヒト胎
盤および肝での薬物代謝機能の探索、3)リス
ク評価に有効な肝特異的バイオマーカーの
探索等の観点から研究成果をまとめた。 

３．研究の方法 

ヒト胎盤の入手に関しては国内にて正常分
娩時の医療廃棄物を確保する準備が整った。
ヒト肝は、フランス国立衛生研究所の薬物代
謝酵素活性を保持する HepaRG細胞とヒト肝
細胞移植マウスを利用する準備を整えた。肝
細胞培養系でより生理的な条件下を再現す
るに当たり培地中の内因性ホルモンの影響
は無視できないものである一方で、その影響
について詳細な報告は少ない。薬物相互作用
ガイドラインに関連した酵素誘導や阻害に

ついて検討するにあたり、定常状態の発現は
これらホルモンの影響を顕著に受けること
から、特に培地添加物に高濃度で含まれるハ
イドロコルチゾンについて、酵素誘導作用へ
の影響を検討した。機能維持を目的とした培
養法として液滴レベルの小規模スケールに
おいて肝細胞機能を維持する三次元培養プ
レート（ハンギングプレート）が輸入されて
いる。そこでこの新培養器材を用い、ヒト初
代培養肝細胞あるいは HepaRG細胞を培養し、
当初の母胎における酵素活性変動など、生体
側の代謝酵素の変動を評価する目的を培養
細胞系にて遂行した。 

４．研究成果 

本研究では、ヒトに特徴的であり、不均衡
性代謝物と判断される血漿中濃度が高いサ
リドマイド代謝物について、ヒト肝移植キメ
ラマウスを用いて体内動態を詳細に検討し
た。ヒトにおいて主要代謝物であるサリドマ
イドの芳香環が二重に酸化された後のグル
タチオン付加体を LC/MS-MSにて捕捉し、反
応性代謝物の血中濃度時間推移を明らかに
した。ヒトで 1日 1回サリドマイド 100 mg
を 14 日間連続投与した際の血中濃度を予測
したところ、反応性代謝物の前駆体となる芳
香環の酸化体は親化合物の 1／30レベルで推
移することが生理学的薬物動態（PBPK）モ
デル手法により予測された。ヒト特異性肝毒
性の原因と考えられる反応性代謝物が、ヒト
肝細胞を移植マウス生体中にて、多様なヒト
肝タンパク質分子種に非特異的に結合する
ことを、二次元電気泳動によるプロテオミク
スの手法と加速器型質量分析による超低濃
度 14C 放射能測定を組み合わせて明らかにし
た。さらにヒト P450 3A人工染色体を有する
マウスにてサリドマイドの奇形発生を確認
した。 

液滴レベルの小規模スケールにおいて肝
細胞機能を維持する新三次元培養培養器材
（ハンギングプレート）を用い、ヒト初代培
養肝細胞あるいは HepaRG細胞を培養し、生
体側の代謝酵素の変動を評価した。サリドマ
イド添加による P450 3Aおよび 2B分子種の
mRNA レベルはハイドロコルチゾン添加量
に依存して上昇が認められた。P450 3Aの基
質であるミダゾラム水酸化酵素活性、P450 
2B の基質であるブプロピオン水酸化酵素活
性についてはいずれも mRNA レベルの上昇
に伴って増加傾向が認められたことから、生
理的条件下で化合物の酵素誘導効果を検討
するには、ハイドロコルチゾンの添加により
影響を受けることが明らかとなった。高濃度
でハイドロコルチゾンを添加すると、基底レ
ベルのタンパク発現が上昇し、見かけの誘導
効果が減弱して観察される可能性が示唆さ
れた。 



ヒト胎盤由来 BeWo細胞は、これまでヒト
肝代謝酵素 P450 1A2, 3Aについて mRNAレ
ベルでは確認されているが、酵素誘導に関す
る応答性について詳細な報告はない。培養ヒ
ト胎盤細胞を用いた代謝酵素活性測定系の
構築を試みたところ、代表的な肝薬物代謝酵
素の誘導剤について 3日間の培地への添加に
より P450 3A mRNAに対する影響が認められ
た。 

以上の結果から、本研究においてサリドマ
イドのヒトにおける代謝的活性化には、活性
化酵素であるヒトチトクロム P450 3A酵素の
自己誘導と、P450 3Aの協同性を示す芳香環
酸化反応が重要であることを提示した。ヒト
肝移植マウスにサリドマイドを経口投与し
たところ、ヒト不均衡性代謝物となる芳香環
5-水酸化サリドマイドがヒト肝移植マウスの
血中に見出され、ヒト反応性代謝物が多様な
ヒト肝タンパク質分子種に非特異的に結合
することを、二次元電気泳動によるプロテオ
ミクスの手法と加速器型質量分析による超
低濃度 14C 放射能測定を組み合わせて明らか
にした。ヒト P450 3A人工染色体を有するマ
ウスにてサリドマイドの奇形発生を確認し
た。 
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