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薬剤性肝障害（DILI）は、まれに重篤化し致死的な結果を招く可能性があるため、その基盤となるメカニズムの解明
が極めて重要である。抗生物質はDILIを高い頻度で誘発することがよく知られている。我々は、腸内細菌叢の破壊に
起因する胆汁酸組成の変化が、抗生物質誘発性肝障害に頻繁に関連する要因の一つであるという仮説を立てた。この
仮説を検証するため、抗生物質誘発性肝障害マウスモデルを構築・評価した。3種類の抗生物質（バンコマイシン、
フルクロキサシリン、アンピシリン）単独投与では肝障害は認められなかったが、抗生物質（バンコマイシンおよび
フルクロキサシリン）とコール酸（CA）の経口併用投与により、アラニントランスアミナーゼ（ALT）値が上昇し
た。ALT高値群では血漿タウロコール酸（TCA）濃度が有意に上昇し、ALT値と血中TCA濃度の間に正の相関が認め
られた（スピアマンのρ = 0.839）。総じて、我々は抗生物質誘発性肝障害マウスモデルを構築し、血中コンジュ
ゲート胆汁酸濃度の上昇（本モデルではTCA濃度上昇）がDILIを誘発し得るという仮説を実証した。
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プロトカテク酸（PCA）は様々な植物に天然に存在するフェノール化合物である。その多様な生物学的活性に関する
研究は数多く報告されているが、動物モデルにおける抗発癌性とその分子メカニズムに関する情報はこれまで決定的
に解明されていなかった。したがって、本研究ではジエチルニトロソアミン（DEN）誘発ラット肝癌発生に対する
PCAの抑制効果を検討することを目的とした。ラットに100 mg/kg体重のDENを3回腹腔内投与し肝前癌病変を誘導
し、グルタチオンS-トランスフェラーゼ胎盤型（GST-P）陽性病巣をエンドポイントマーカーとした。肝発癌の初期
段階に対する化学予防効果を調べるため、ラットに40 mg/kg体重のPCAを経口投与（経口投与）で15週間投与し
た。PCA投与は、DEN誘発ラットにおける肝臓GST-P陽性病巣の数と面積を減少させた。また、チトクロームP450レ
ダクターゼの活性を阻害し、チトクロームP450 2E1タンパク質の発現を低下させる。さらに、サイクリンD1発現の
ダウンレギュレーションにより細胞増殖を抑制する。さらに、DEN処理ラットにおいてアポトーシス促進遺伝子Bax

およびBadの発現を上昇させることでアポトーシスを誘導した。これらの知見は、PCAがDEN処理ラットにおける肝
発癌を抑制する抗癌剤であることを示唆している。
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本研究の目的は、Keap1-Nrf2-ARE経路の活性化に依存するルシフェラーゼベースのアッセイである、我々が以前に報
告したin vitro法「photo-KeratinoSens™」の適用範囲を拡大し、光アレルギー性を予測する細胞ベースのin vitroアッ
セイを開発・検証することである。まず、元のケラチノセンス™では固定の2000 µMであった最大開始試験濃度を、
細胞毒性に応じて5000 µg/mL、あるいは（UV照射下で）細胞生存率75%となる濃度の4倍に増加させた。次に、標準
KeratinoSens™法（OECD TG442D）で使用される1% DMSOに加え、0.5%エタノール、0.5%アセトン、0.1%テトラヒ
ドロフランが溶媒として使用可能であることを確立した。代表的な光アレルゲンである6-メチルクマリンを用いて再
現性のある結果が得られることを確認した。開発したアッセイの妥当性を検証するため、60種の既知光アレルゲンと
30種の非光アレルゲンからなる90種の化学物質ライブラリーを評価した。photo-KeratinoSens™ の精度、感度、特異
度、およびバランス精度（BA）は、それぞれ 76.7% (69/90)、66.7% (40/60)、96.7% (29/30)、81.7% であった。
UVA吸収のない化学物質を除外した場合、精度、感度、特異度、およびバランス精度がそれぞれ81.8%

（45/55）、80.0%（36/45）、90.0%（9/10）、85%に改善された。本結果は、皮膚感作の有害結果経路（AOP）に
おける主要イベント2を検出するOECD TG442D in vitro皮膚感作試験と紫外線照射曝露を組み合わせたphoto-

KeratinoSens™が、動物実験を行わずに光アレルギー性評価を行うための証拠の重み付けアプローチにおける有用な
補助的情報となり得ることを示唆している。

尿中バイオマーカーは、開発中の薬剤による腎機能障害／損傷を検出するため、非臨床毒性試験で広く用いられてき
た。腎毒性を評価する有用性は十分に研究されているものの、これらのバイオマーカーの尿中排泄量における性差に
関する知見は依然として不十分である。我々は以前、尿中バイオマーカーの排泄レベルに性差が存在し、この差異が
内因性テストステロン濃度と関連していることを実証した。本研究では、比較対照として雄ラットと並行し、雌ラッ
トに4週間テストステロンを反復皮下投与し、血中テストステロン濃度が尿中バイオマーカーおよび腎皮質タンパク
質レベルの性差にどのように寄与するかを調査した。その結果、ロイシンアミノペプチダーゼ（LAP）、γ-グルタミ
ルトランスフェラーゼ（γ-GTP）、シスタチンC（Cys-C）、肝型脂肪酸結合タンパク質（L-FABP）、β2-ミクログ
ロブリン（β2MG）の尿中排泄量が増加し、腎損傷分子1 (Kim-1)の尿中排泄量は減少していた。
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腎皮質におけるエンドサイトーシス受容体メガリンのタンパク質レベルは、雌ラットで雄ラットよりも高く、テス
トステロン投与により雌ラットではそのレベルが低下した。我々の結果は、血中テストステロンレベルが腎皮質に
おけるメガリンの発現レベルを調節することにより、低分子量タンパク質の尿中排泄レベルにおける性差に関与し
ている可能性を示唆している。

徐放性硫化水素（H₂S）供与体GYY4137とヒト肺胞上皮細胞A549を用いて、肺上皮細胞におけるH₂S毒性を検討し
た。細胞を0、0.3、1、または3 mMのGYY4137に6日間曝露した。1 mM または 3 mM の GYY4137 に曝露した細胞
では、細胞死や紡錘形の間葉系様細胞への形質転換などの形態学的変化が観察された。3 mM GYY4137に6日間曝露
した細胞のトランスクリプトーム解析では、ERストレスと上皮間葉転換（EMT）が示され、後者はqRT-PCR、免疫
ブロット、免疫組織化学的解析により確認された。これらの結果は、H2S曝露時の肺上皮細胞の恒常性維持におけ
るEMTの関与を示唆している。
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胚や胎児が催奇形性物質などの有害物質に曝露されると、胚や胎児の死亡や様々な奇形が生じる可能性がある。ゼブ
ラフィッシュモデルは、化学物質の発育毒性や安全性プロファイルを評価する貴重なツールとして注目されている。
我々の先行研究では、ICH S5(R3)ガイドラインに記載された既知の参照化合物の80%以上について、ゼブラフィッ
シュ幼生が哺乳類研究で観察されるものと類似した発育異常を示すことが実証された。本研究では、体軸、体節、脊
索、鰭、頭部、眼、耳石器、顎、心臓、腹部、全身など複数の解剖学的領域にわたり、医薬品誘発性奇形を高解像度
画像で提示した。体軸と脊索の奇形など特定の欠損が頻繁に併発する現象は、既報通り観察された。心拍数変化や浮
袋の膨張など、一部の生理学的・形態学的特徴はゼブラフィッシュにおけるMEFL試験には不要と判断された。再現
性は当グループ内および他グループによる施設間試験で確認され、ICH S5（R3）に準拠した代替アプローチとして
のゼブラフィッシュMEFL試験の信頼性を裏付けた。
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