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緒論 

 

ヒトを含む動物が摂取した薬物は主に肝臓で代謝を受ける。多くの薬物は経口摂取後、消化

管で吸収された後にまず肝臓へと運ばれ、肝細胞に豊富に含まれる薬物代謝酵素によって薬物

代謝を受ける [1, 2]。肝臓は他にもエネルギー代謝、リポタンパク代謝、ビリルビン代謝、胆汁

酸合成、タンパク合成・分泌、尿素合成、ビタミン貯蔵・代謝など多くの生体維持に必須の機

能を発揮していることから、生体の恒常性維持に果たす役割は極めて大きい[1]。一方で、肝臓

は薬物の毒性標的となりやすく、薬物誘発性肝毒性は医薬品の開発上大きな問題のひとつであ

り、販売中止の主要原因である[3]。そのため、薬物誘発性肝毒性の機序を解明し、開発候補化

合物の肝毒性誘発ポテンシャルについての予測精度を上げることは、医薬品開発の成功確率向

上のために必須である。 

薬物誘発性肝毒性の機序の一つとして薬物代謝の関与が挙げられる。肝臓での薬物代謝は

cytochrome P450（CYP）などの酵素により加水分解、酸化、還元を行う第Ⅰ相代謝反応と、糖

や硫酸、glutathione（GSH）などにより抱合を行う第Ⅱ相代謝反応に分けられる[4]。薬物代謝

は有害な異物を無毒化するための生体防御機構であると考えられるが、薬物代謝により毒性の

高い反応性代謝物が生成されることで肝毒性を発揮することがある[2]。例えば、肝毒性誘発薬

剤として動物実験で多用される thioacetamide（TA）は肝臓中の CYP2E1 によってまず

thioacetamide sulfoxide（TASO）に代謝され、その後に同じく CYP2E1により反応性代謝物であ

る thioacetamide disulfoxide（TASO2）に変換される[5, 6]。TASO2 は肝臓中のタンパク質などの

生体高分子に共有結合することで[5-7]、酸化ストレスの増加、炎症、DNA 鎖の断裂などを起こ

し、最終的に肝細胞壊死を誘発する[8-10]。また、野生型のマウスと CYP2E1ノックアウトマウ

スに同用量の TA を投与すると、野生型のマウスでは重篤な肝細胞壊死が誘発されるのに対し

てノックアウトマウスでは肝毒性が起こらないことから、TA 誘発肝細胞壊死には CYP2E1に
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よる TA の代謝が必須であると考えられている[11]。TA と同じく汎用される肝毒性誘発薬剤

acetaminophen、carbon tetrachlorideも肝臓の CYP により反応性代謝物に代謝されることで毒性

を発揮する[12, 13]。このように薬物代謝による反応性代謝物生成は薬物誘発性肝毒性発現機序

の一つであると考えられる。 

細胞の機能障害や毒性には細胞内シグナル伝達の変化も関与していることが知られている

[14]。その 1 例として p38 mitogen-activated protein kinase（MAPK）の関与が挙げられる。p38 

MAPK は MAPK ファミリーに属するキナーゼで、細胞外の様々なストレスや刺激により Thr-

Gly-Thrモチーフがリン酸化を受けることによって活性化される[15, 16]。p38 MAPKは炎症を始

め、細胞容積の変化、アポトーシス、細胞増殖、細胞骨格の変化、糖新生など多くの細胞反応

に 関 連 し て い る [16-19]。 ま た 、 carbon tetrachlorideや ethanol の 単 独 投 与 あ る い は

lipopolysaccharideと D-galactosamineの併用投与によって肝臓の壊死が起こるが、この際にも

p38 MAPKが活性化する[20-22]。さらに、ethanolと Fasアゴニスト作用を持つ抗体の併用投与、

pyrazoleと lipopolysaccharideの併用投与、あるいは虚血再還流による肝壊死が、p38 MAPK阻害

剤投与により減弱することも報告されている[23-25]。このように p38 MAPKは薬物誘発肝毒性

に深く関与すると考えられる。 

肝臓は肝毒性に対して様々な防御機構を持つが、その一つとして glutathione（GSH）による

抗酸化作用が挙げられる[26, 27]。GSHは glutamate、cysteineおよび glycineから合成され、抗酸

化作用を発揮した後は酸化型である glutathione disulfideへと変換される[26-28]。薬物投与後に

発生する酸化ストレスは薬物誘発性肝毒性に深く関与することが知られており[8, 9, 12]、GSH

による酸化ストレスの抑制が毒性発現の程度に影響すると考えられる。また、GSH は常に肝細

胞内で合成されており、マウスの半減期は 145 分と比較的短い[29]。したがって、肝臓の GSH

量や合成・代謝の状態によって、薬物誘発性肝毒性に対する感受性が変わりうると考えられる。 

以上のように、薬物誘発肝毒性の感受性に影響する因子は複数存在するが、これらは健常動

物と病態モデル動物の間でその活性化や発現量が異なる可能性が想定される。例えば、非アル
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コール性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD）モデル動物の肝臓では、CYP2E1の発

現亢進[30]、GSH 量の低下[31]、代償性肝細胞増殖の不全[32]などの異常を示すことも報告され

ている。このように健常動物と病態モデル動物では薬物誘発性肝毒性の感受性に差がある場合

があると予想されるにも関わらず、製薬会社で行う薬物誘発性肝毒性評価は健常動物を用いて

実施するのが一般的であり、病態モデル動物を用いて実験した報告は少ない。そこで、本研究

では NAFLD の病態モデル動物である高脂肪食給餌マウス（HFD マウス）[33, 34]に着目して薬

物誘発性肝毒性の実験を行った。 

本研究の第一章では HFD マウスと比較対照のげっ歯類用標準飼料給餌マウス（ND マウス）

に TA を単回投与し、肝臓の病理組織学的検索および総 GSH量の測定を行った。次いで、第二

章では HFD マウスと ND マウスに TA を単回投与し、肝臓の酸化ストレス測定と GSH代謝物

の metabolomics解析を行った。また、HFD マウスに GSH 合成阻害薬である L-buthionine-S,R-

sulfoxinine（BSO）を処置した上で TA を投与し、肝細胞壊死と肝臓の酸化ストレスの程度につ

いて BSO未処置 TA 投与 HFDマウスと比較した。さらに、第三章では HFDマウスと ND マウ

スに TA を単回投与し、肝臓の p38 MAPKの発現を検索した。加えて、NDマウスに p38 MAPK

の特異的な阻害薬である SB203580 hydrochloride （SB）を TA と併用投与し、肝細胞壊死の程

度について SB未処置 TA 投与 NDマウスと比較した。 

各章の結果から、HFD マウスでは ND マウスと比較して TA 誘発肝細胞壊死が減弱すること

が明らかになり、また HFDマウスの肝臓では TA 投与後に GSHの合成が亢進して TA 誘発酸化

ストレスが打ち消されること、および p38 MAPKが速やかに不活性化することが TA 誘発肝細

胞壊死の減弱に寄与していることが示唆された。 
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第一章 高脂肪食給餌マウスにおける thioacetamide 誘発肝細胞壊

死の減弱  

 

序 

 

非アルコール性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD）は先進国において罹患率が高

く[35]、アメリカ合衆国では成人の 3 人に 1 人が罹患しているという報告もある[36]。NAFLD

は肝細胞内の異常なトリグリセリドの蓄積を特徴の一つとする疾患である[35]。NAFLD の病態

モデル動物の肝臓では、cytochrome P450（CYP） 2E1の発現亢進[30]、glutathione（GSH）量の

低下[31]、代償性肝細胞増殖の不全[32]などの異常を示すことも報告されている。このように

NAFLD モデル動物の肝臓では薬物誘発性肝毒性に対する反応が健常動物とは異なる可能性が

示唆されているにもかかわらず、NAFLD モデル動物における薬物誘発性肝毒性の報告は少な

い。そこで本章では、NAFLD モデル動物である高脂肪食給餌マウス（HFD マウス）[33, 34]に、

肝毒性物質として広く実験に使用されている thioacetamide（TA）を投与し、その肝毒性につい

て実験を行った。TA は肝臓において主に CYP2E1によって thioacetamide sulfoxide（TASO）、

そして反応性代謝物である thioacetamide disulfoxide（TASO2）に代謝され、これが肝細胞を傷

害するため小葉中心性壊死が起こる[5, 11, 37]。 

本章では、TA 誘発肝細胞壊死の程度が HFD マウスでげっ歯類用標準飼料給餌マウス（ND

マウス）と比較して変化するかを検索した。 
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材料と方法 

 

動物 

3週齢の雄 C57BL/6Jマウスを日本チャールス・リバー（横浜）から購入した。マウスは室温

21～25℃、湿度 40～65％、照明 12 時間/日の環境下で飼育し、水道水を自由摂取させた。飼料

はげっ歯類用標準飼料として CRF-1（オリエンタル酵母工業、東京）あるいは高脂肪食として

60 kcal%の脂肪を含有する High Fat Diet 32（日本クレア、東京）を自由摂取させた。体重は 2

週間に 1回測定した。 

本章で行った動物実験は第一三共株式会社実験動物委員会の倫理審査により承認されたもの

であり、動物の愛護及び管理に関する法律および第一三共株式会社の動物実験に関する標準操

作手順書に準拠して行った。 

 

TA 投与と採材 

8 週間の給餌後、HFD マウスと ND マウスを毒性評価群と血漿中薬物濃度測定群に分けた。

TA 投与マウスには生理食塩水に溶解した TA（和光純薬工業、大阪）を、TA 非投与マウスに

は媒体である生理食塩水を単回腹腔内投与した。TA の用量は、ND マウスを用いて社内で実施

した予備的な実験で投与 8 時間後にごく軽度の肝細胞壊死、投与 24および 48時間後に重度の

肝細胞壊死を誘発することから 50 mg/kgとした。毒性評価群については、TA 非投与マウスは

投与 24時間後に、TA 投与マウスは投与 8、24および 48時間後にジエチルエーテル（和光純薬

工業）麻酔下の放血による安楽死処置後、剖検した。また、安楽死処置の際に、TA 非投与マ

ウスからは血液化学検査用の血液を採取し、血漿サンプルを調整した。血漿中薬物濃度測定群

については、TA 投与 5、15、30、60、120および 180分後にマウスの尾から採血し、血漿サン
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プルを調整した。なお、薬物濃度測定用の採血後、全ての血漿中薬物濃度測定群のマウスにジ

エチルエーテル麻酔下の放血による安楽死処置を行った。 

毒性評価群の全てのマウスから病理組織学的検査用に肝臓外側左葉と内側右左葉を採材し、

10％中性緩衝ホルマリンで固定した。残りの肝臓は薬物代謝酵素および GSHの測定に使用する

ために、液体窒素で凍結し-80°Cで保存した。 

 

血液生化学的検査 

TA 非投与マウスから採取した血漿サンプルについて、TBA-200FR（東芝メディカルシステ

ムズ、栃木）を使用してグルコース（GLC）、 総コレステロール（TCHO）およびトリグリセ

リド（TG）値を測定した。 

 

病理組織学的検査 

ホルマリン固定した肝臓サンプルを常法に従ってパラフィン包埋し、ヘマトキシリン・エオ

ジン（HE）染色標本を作製し、光学顕微鏡で観察した。TA 誘発肝細胞壊死は、病変の程度が

ごく軽度の場合は小葉中心静脈に隣接する肝細胞に限局しており、かつ病変がみられる小葉の

数も少数である。肝細胞壊死が重度になると、病変が小葉中心域（zone 3）から小葉中間帯

（zone 2）、そして小葉辺縁域（zone 1）まで広がり、小葉のほとんどを占めるようになる。こ

れらの病変分布の特徴を踏まえ、TA 誘発肝細胞壊死を以下のようにグレーディングした。な

お、変化が認められない場合は grade 0とした。 

 

grade 1: 壊死が zone 3および zone 2にとどまり、観察した 3つの葉（外側左葉、内側右葉、

内側左葉）において 5つ未満の小葉でのみ観察される。 
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grade 2: 壊死が zone 3および zone 2にとどまり、3つの葉において 5つ以上の小葉に観察され

る。あるいは zone 1まで達する壊死が 3 つの葉において 5 つ未満の小葉にのみ観察

される。 

grade 3: zone 1まで達する壊死が 3つの葉において 5つ以上の小葉に観察される。1つの葉で

の壊死が占める割合は 33％未満である。 

grade 4: 1つの葉での壊死が占める割合は 33％以上 66％未満である。 

grade 5: 1つの葉での壊死が占める割合は 66％以上である。 

 

また、肝細胞の脂肪化を確認する目的で、TA 非投与 HFD マウスのホルマリン固定された肝

臓を O.C.T.コンパウンド（サクラファインテックジャパン、東京）を用いて凍結包埋し、Oil 

Red O染色標本を作製し、光学顕微鏡で観察した。 

 

免疫染色 

 TA 非投与マウスで CYP2E1免疫染色を行った。免疫染色には Dako EnVision system（ダコ・

ジャパン、東京）を用いた。抗原賦活化はオートクレーブ処理（121°C, 20分）で行った。抗

CYP2E1ウサギポリクローナル抗体（Chemicon International、Temecula、CA、USA）を一次抗

体として用いた。発色には 3,3'-diaminobenzidine tetrahydrochloride（同仁化学研究所、熊本）を

用いた。 

 

TA および TASOの血漿中濃度測定 

20 µLの血漿を 100 µL のメタノールと混和後に 4°C、20,000 rpmで 5分間遠心分離して上清

を回収した。高速液体クロマトグラフィー（HPLC、Waters、東京）を用いて、上清中の TA お

よびその代謝物である TASOを測定した。HPLCの条件は以下のとおりである。 
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カラム：L-column ODS（250 mm×4.6 mm I.D., 5 µm, 12 nm, Chemicals Evaluation and Research 

Institute, 東京）、カラム温度：25°C、移動相：50 mM 硫酸ナトリウムおよび 50 mM リン酸カ

リウムバッファー/アセトニトリル（97/3, v/v）、流速：0.85 ml/min 

注入量：10 µL、UV 検出器波長： 212 nm 

 

なお、TASO が代謝されてできる反応性代謝物である TASO2は測定不能と判断し、評価は行

わなかった。 

 

肝臓のサイトゾルおよびミクロソーム画分調整 

TA 非投与マウスの肝臓を 1.15% 塩化カリウム水溶液でホモジナイズし、4°C、9,000×gで 20

分間遠心分離した。上清をさらに 4°C、105,000×gで 60 分間遠心分離し、上清をサイトゾル画

分、沈渣を 20% グリセロール加 1.15%塩化カリウム水溶液で再懸濁したものをミクロソーム画

分とした。なお、タンパク濃度測定については、Lowry らが報告した方法[38]に従い、牛血清

アルブミンを標準とした。 

 

Western blot解析 

glutathione S-transferase（GST）の解析には、サイトゾル画分をタンパク濃度が 2 mg/ml とな

るように 1.15% KClで希釈して使用した。CYP2E1の解析には、ミクロソーム画分をタンパク

濃度が 3 mg/mlになるように 20% グリセロール加 1.15%塩化カリウム水溶液で希釈した。それ

ぞれの画分について、GST解析用は 1 mg/ml、CYP2E1解析用は 1.5 mg/mlになるように Tris-

SDS beta-mercaptoethanol sample loading buffer（コスモ・バイオ、東京）で再度希釈した。サン

プルは 95℃で 5 分間加温したのち、GST については 7.5% SDS-ポリアクリルアミドゲル

（EASY-GELL, フナコシ、東京）で、CYP2E1については 12.5% SDS-ポリアクリルアミドゲル

（EASY-GELL, フナコシ、東京）を用いて電気泳動した。泳動条件はプレステインド SDS-
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PAGE スタンダード（Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA）の泳動状況を参考に決定した。

泳動後に Immobilon PVDF Transfer Membrane（第一化学薬品、東京）に転写した。転写した膜

を以下の一次抗体、次いで二次抗体として biotin-labeled anti-rabbit IgG antibody（GE Healthcare、

東京）、HRP標識ストレプトアビジン（GE Healthcare）、および ECD Western blotting detection 

reagent（GE Healthcare）と順次反応させた。一次抗体には、抗 CYP2E1 抗体（Chemicon 

International）、抗 GSTA1、GSTA2、GSTA3、GSTA4、GSTP1 抗体（Proteintech Group、

Chicago、IL、 USA）および抗 GSTM1（Santa Cruz Biotechnology、Santa Cruz、CA、 USA）抗

体を用いた。 

 

サイトゾル画分の GST活性測定 

過去の報告[39]を参考に、前述のサイトゾル画分と基質として 1-chloro-2,4,-dinitrobenzene

（CDNB）、1,2-dichloro-4-nitrobenzene （DCNB）あるいは ethacrynic acid（EA）（和光純薬）

を用いた。それぞれの基質がグルタチオン抱合を受けると、抱合されたモル数に応じて基質特

異的な波長の吸光度が変化するが、この変化を吸光光度計で測定した。GST活性は 1 分あたり

1 mgの肝臓タンパクによって抱合された基質のモル数で表した。 

 

肝臓 GSH測定 

肝臓中の総 GSH 量と酸化型 GSH である glutathione disulfide（GSSG）の測定を Bioxytech 

GSH/GSSG-412 assay kit（OXIS International、Foster City、CA、USA）を用いメーカーの取扱説

明書に従って行った。  

 

統計学的方法 

結果は平均値±標準偏差（SD）で示した。結果については、まず F testで等分散性を確認し

（有意水準：0.25）、その後に Student’s t-test（等分散である場合）あるいは Aspin-Welch t-test
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（等分散でない場合）で有意差検定を行った。これらの解析には Microsoft Office Excel 2003

（Microsoft、Seattle、WA、USA）を用いた。p<0.05を統計学的に有意と判断した。 
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結果 

 

HFDマウスの体重、血液生化学値、剖検所見および肝臓の病理組織像 

HFDマウスの体重は、給餌開始 2週間後の 5週齢時で NDマウスよりも有意に高値となり、8

週間後の 11週齢時では ND マウスの 1.39倍となった（Figure 1-1）。11週齢時の血液生化学検

査において、HFDマウスは ND マウスと比較して血漿中の GLC、TCHOが高値で TGが低値で

あった（Table 1-1）。剖検時の観察において、HFD マウスでは ND マウスと比較して腎臓周囲

あるいは腸間膜の脂肪が増加しており、肝臓は黄色を呈していた。肝臓の病理組織学的検査で

は、HFDマウスで主に zone 3の肝細胞の細胞質に Oil Red O染色陽性の小型の脂肪滴が認めら

れたが、その他の病変は観察されなかった（Figure 1-2-B、Table 1-2）。これらの結果から、8

週間の高脂肪食給餌は、雄 C57BL/6Jマウスに肥満および脂肪肝を誘発することが分かった。 

 

TA 投与マウスの肝臓の病理組織像 

TA 投与 8 時間後において、肝細胞壊死が HFD マウスおよび ND マウスで観察されたが、そ

の程度は軽度であった（Figure 1-2-C、1-2-D、Table 1-2）。TA 投与 24時間後では、5例中 3例

の ND マウスで広範な肝細胞壊死が認められ、1 例は剖検前に瀕死となったのに対し、HFD マ

ウスでは肝細胞壊死は NDマウスより軽度で、瀕死および死亡は認められなかった（Figure 1-2-

E、1-2-F、Table 1-2）。投与 24時間後に認められた HFDマウスと NDマウスの肝細胞壊死の差

は、投与 48時間後も同様であった。また、TA 投与 8時間後から 48時間後において、肝細胞壊

死に加えて肝細胞腫大が観察されたが、HFD マウスでは ND マウスと比べて腫大の程度が重度

であった（Figure 1-2-C、1-2-D、1-2-E、1-2-F、1-2-G、1-2-H）。 
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CYP2E1タンパクの発現 

TA 非投与群の肝臓を用いて CYP2E1の免疫染色および Western blot解析を行ったところ、免

疫染色では HFD マウスの肝臓で ND マウスよりも広い領域で CYP2E1が発現し（Figure 1-3-A、

1-3-B）、Western blot解析では、HFD マウスの肝臓で ND マウスと比較して約 2 倍量の

CYP2E1タンパクが発現していることが明らかになった（Figure 1-4-A、1-4-B）。 

 

GSTタンパクの発現および活性 

TA 非投与群の肝臓を用いて GSTタンパクの発現および活性解析を行った。Western blot解析

により、GSTA1、GSTA2、GSTA3、GSTA4、GSTP1および GSTM1の肝臓におけるタンパク発

現量を確認したところ、ほとんどの GSTタンパクで HFD マウスの方が ND マウスと比較して

少なかった（Figure 1-4-A、1-4–B）。また、GST活性についても、HFD マウスでは ND マウス

と比較して有意に低かった（Figure 1-5）。 

 

総 GSHおよび GSSG量 

肝臓の総 GSH量は、TA 投与 8時間後において、HFDマウスで ND マウスと比較して有意に

低値であった（Figure 1-6-A）。酸化型 GSH である GSSGについては、TA 投与にかかわらず

HFDマウスと NDマウスの間で差はみられなかった（Figure 1-6-B）。 

 

TA および TASOの血漿中濃度 

TA および TASOの血漿中濃度について HFDマウスと ND マウスとの間で統計解析はしてい

ないものの明らかな差はみられなかった。いずれのマウスでも、TA の血漿中濃度は TA 投与 5

分後に、TASOの血漿中濃度は TA 投与 60分後にそれぞれピークに達した（Figure 1-7）。 
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考察 

 

HFD マウスは脂肪肝を起こすことが知られており、NAFLD のモデル動物としてしばしば使

用されている[33, 34]。また、HFD マウスの肝臓では CYP2E1の発現亢進[30]、GSH 量の低下

[31]、代償性肝細胞増殖の不全[32]などの異常を示すことも報告されている。これらのことから、

HFD マウスは肝臓 CYP2E1により代謝されて肝毒性を発揮する化合物に対して感受性が高いと

推測される。TA はそのような肝毒性物質であり、TA が肝毒性を発揮するためには、CYP2E1

によって TA から TASO に、そして TASO から TASO2 に代謝される必要がある[5, 6, 11]。

TASO2 は反応性代謝物で、タンパク質などの生体高分子との共有結合[5, 7]、酸化ストレス発生

と脂質過酸化[8, 10, 11]を起こすことが報告されている。また、CYP2E1の誘導剤を前投与する

ことで TA 誘発肝毒性が増悪し[37]、CYP2E1欠損マウスでは TA は肝毒性を示さないことから

も、TA 誘発肝毒性発現における CYP2E1の重要性が推定される[11]。 

ところが、予想に反して ND マウスでは比較的重度の肝細胞壊死が発生したのに対し、HFD

マウスでは壊死の程度が軽度だった。前述したとおり、TA 誘発肝毒性の発現には CYP2E1が

深く関与することから、もし HFDマウスで CYP2E1の発現が低下するのであれば TA 誘発肝細

胞壊死の減弱の一要因になると考えられた。しかしながら、肝臓の CYP2E1タンパクの発現量

は HFD マウスで ND マウスよりも多く、また CYP2E1が発現している肝小葉内の領域も HFD

マウスの方がより広範であった。したがって、CYP2E1は HFD マウスにおける TA 誘発肝細胞

壊死の減弱には関与していないと考えられた。 

 薬物への曝露は毒性を決定する要因の一つである。本章の実験では親水性化合物である TA

を腹腔内投与したが、HFD マウスは内臓脂肪の増加による TA の吸収抑制や体重の増加による

分布容積の増加などにより、TA あるいは TASO への曝露が低下した可能性が想定された。し

かしながら、本章の結果、血漿 TA および TASO濃度の推移について HFDマウスと ND マウス
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の間で統計解析はしていないものの明らかな差は無かったことから、TA あるいは TASO への

曝露低下も HFDマウスの肝細胞壊死減弱の要因ではないと考えられた。 

GST などの第Ⅱ相代謝酵素は抱合反応による解毒に関与している。また、肝臓あるいは肝細

胞中の GSHが TA 投与後に減少することが示唆されている[10, 40]。そこで、HFD マウスでは

GST の変化によって TA の解毒能が増加し、肝細胞壊死減弱が起ったという可能性について検

証した。その結果、HFDマウスでは NDマウスと比較して多くの GST種でタンパク発現量が減

少していることが明らかになった。さらに、3 つの異なる基質を用いた GST活性解析の結果で

も、HFD マウスは ND マウスより GST 活性が低かった。したがって、GST も HFD マウスの

TA 誘発肝細胞壊死の減弱には関与していないと考えられた。 

GSH は抱合反応に関与するだけではなく、酸化ストレスの抑制に重要な役割を果たしている

[27, 41, 42]。一方、TA 投与により、肝臓の酸化ストレスが増加することが報告されており[8, 

10, 11]、肝臓あるいは肝細胞中の GSHが TA 投与後に減少することも示唆されている[10, 40]。

また、Stankovaらは TA 曝露肝細胞において、細胞内の GSH濃度が減少し、細胞外の GSSG濃

度が増加することを報告している[40]。本章の実験結果から、TA 投与 8 時間後に HFD マウス

では ND マウスと比較して総 GSHが有意に低値となったが、GSSGには変化が無かった。した

がって、HFD マウスでは ND マウスよりも GSH によるスカベンジャー作用が亢進し、酸化ス

トレスが抑制されて TA 誘発肝細胞壊死が減弱するとともに、その過程でより多くの細胞内の

GSHが GSSGとして細胞外に排出されて肝臓から失われる可能性が考えられた。 

HFD マウスでは、TA 投与による肝細胞壊死が減弱する代わりに肝細胞腫大が重度であった。

TA 投与により HFD マウスで肝細胞腫大が起こることの生物学的意義や肝細胞腫大と壊死との

関連については不明であるが、毒性病理学的見地からは HFDマウスで観察された TA 誘発肝細

胞腫大は毒性変化であり、浸透圧調整の異常あるいは細胞内小器官の異常があると推測された。

電子顕微鏡学的検査などを行うことで、HFD マウスにおける TA 誘発肝細胞腫大のより的確な

解釈が可能になると考えられる。 
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本章の実験結果から、HFD マウスでは ND マウスと比べて TA 誘発肝細胞壊死が減弱するこ

とが明らかになった。また、その機序として GSHの関与が示唆された。NAFLD モデル動物に

おける薬物誘発性肝毒性の研究は少ないため、更なる実験を行って HFDマウスにおける TA 誘

発肝細胞壊死減弱のメカニズムを明らかにする必要があると考えられた。 
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Diet GLC (mg/dL) TCHO (mg/dL) TG (mg/dL)

  ND 257.7 ± 37.54 92.7 ± 3.21 80.7 ± 18.56

  HFD 358.3 ± 43.99 * 183.6 ± 6.65 ** 25.8 ± 9.74 **

Table 1-1.  Effects of high-fat diet feeding on blood chemistry

The number of mice was 4 in each diet group. *, **:p<0.05 or p<0.01 versus ND
mice, respectively (Student’st-test). Modified with permission of the Japanese Society
of Toxicologic Pathology from Shirai, et al. Thioacetamide-induced Hepatocellular
Necrosis Is Attenuated in Diet-induced Obese Mice. J Toxicol Pathol 26: 175-186,
2013.
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Figure 1-1.  Body weights in the HFD mice and the ND mice. The number of the HFD mice was 34, 34, 

30, 18 and 16 at 3, 5, 7, 9 and 11 weeks (wk) of age, respectively, and the number of the ND mice was 34, 

34, 29, 16 and 16 at 3, 5, 7, 9 and 11 wk of age, respectively. Black squares show the mean body weights 

of the HFD mice, and white squares show those of the ND mice. **p<0.01 versus the weight of age-

matched the ND mice (Aspin-Welch t-test). Reproduced with permission of the Japanese Society of 

Toxicologic Pathology from Shirai, et al. Thioacetamide-induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated 

in Diet-induced Obese Mice. J Toxicol Pathol 26: 175-186, 2013. 
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Figure 1-2.  Typical hepatic histopathological lesions in the vehicle-treated mice and the mice necropsied 

at 8, 24 and 48 hr after TA administration. A: The liver of the vehicle-treated ND mouse. B: The liver of 

the vehicle-treated HFD mouse. C, E and G: The livers of the ND mice at 8, 24 and 48 hr after TA 

administration, respectively. D, F and H: The livers of the HFD mice at 8, 24 and 48 hr after TA 

administration, respectively. High power appearances around the central vein are shown in the inset in 

each figure. In comparison to the ND mice, the grade of hepatic necrosis was decreased in the HFD mice. 

Necrotic (arrows) and swollen (arrowheads) hepatocytes are indicated. CV: central vein, HE stain, bar = 

200 µm. Reproduced with permission of the Japanese Society of Toxicologic Pathology from Shirai, et al. 

Thioacetamide-induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated in Diet-induced Obese Mice. J Toxicol 

Pathol 26: 175-186, 2013. 
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Figure 1-3.  Immunohistochemistry for CYP2E1 in the livers of the vehicle-treated mice. A: The liver 

from the vehicle-treated ND mouse. B: The liver from the vehicle-treated HFD mouse. CYP2E1-positive 

hepatocytes are expanded more widely in the HFD mouse than the ND mice. CV: central vein, bar = 200 

µm. Reproduced with permission of the Japanese Society of Toxicologic Pathology from Shirai, et al. 

Thioacetamide-induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated in Diet-induced Obese Mice. J Toxicol 

Pathol 26: 175-186, 2013. 
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Figure 1-4.  Western blotting for hepatic drug-metabolizing enzymes in the livers of the vehicle-treated 

mice. The number of the HFD mice (HFD) or the ND mice (ND) was 4, respectively. A: Western blotting 

for CYP2E1 and GSTs (GSTA1, GSTA2, GSTA3, GSTA4, GSTP1 and GSTM1) in the livers of the HFD 
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and the ND mice. B: The relative expression of the drug-metabolizing enzymes in the HFD mice. Black 

columns show the relative expression ratios of the enzymes in the HFD mice to the ND mice. *, **: 

p<0.05 or p<0.01 versus the expression in the ND mice, respectively (Aspin-Welch t-test). Reproduced 

with permission of the Japanese Society of Toxicologic Pathology from Shirai, et al. Thioacetamide-

induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated in Diet-induced Obese Mice. J Toxicol Pathol 26: 175-186, 

2013. 
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Figure 1-5.  Hepatic GST activities toward CDNB (GST-CDNB), DCNB (GST-DCNB) and EA (GST-

EA) in the livers of the vehicle-treated mice. The number of the HFD mice or the ND mice was 4, 

respectively. Black columns: GST activities of the HFD mice. White columns: GST activities of the ND 

mice. **: p<0.01 versus the activity of the ND mice (Student’s t-test). ##: p<0.01 versus the activity of 

the ND mice (Aspin-Welch t-test). Reproduced with permission of the Japanese Society of Toxicologic 

Pathology from Shirai, et al. Thioacetamide-induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated in Diet-

induced Obese Mice. J Toxicol Pathol 26: 175-186, 2013. 
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Figure 1-6.  Hepatic total GSH and GSSG contents of the vehicle-treated mice (vehicle) and the mice 

necropsied at 8, 24 and 48 hr after TA administration. The numbers of the ND mice were 4 for vehicle, 

and 4, 5 and 6 for the mice at 8, 24 and 48 hr after administration, respectively. The numbers of the HFD 

mice were 4 for vehicle, and 4, 6 and 6 for the mice at 0, 8, 24 and 48 hr after administration, respectively. 

A: Hepatic total GSH content. B: Hepatic GSSG content. Black columns: the HFD mice. White columns: 
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the ND mice. *: p<0.05 versus the content of the administration time point-matched ND mice (Aspin-

Welch t-test). Modified with permission of the Japanese Society of Toxicologic Pathology from Shirai, et 

al. Thioacetamide-induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated in Diet-induced Obese Mice. J Toxicol 

Pathol 26: 175-186, 2013. 
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Figure 1-7.  Plasma concentrations of TA and TASO at 5, 15, 30, 60, 120 and 180 minutes (min) after 

TA administration. The number of the HFD mice or the ND mice was 4, respectively. Black squares: TA 

in the HFD mice, white squares: TA in the ND mice, black circles: TASO in the HFD mice, white circles: 

TASO in the ND mice. Modified with permission of the Japanese Society of Toxicologic Pathology from 

Shirai, et al. Thioacetamide-induced Hepatocellular Necrosis Is Attenuated in Diet-induced Obese Mice. J 

Toxicol Pathol 26: 175-186, 2013. 
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第二章 高脂肪食給餌マウスにおける thioacetamide 誘発肝細胞壊

死減弱への肝臓 glutathioneの関与 

  

序 

 

第一章の結果から、非アルコール性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD）モデル動

物である高脂肪食給餌マウス（HFD マウス）ではげっ歯類用標準飼料給餌マウス（ND マウ

ス）と比較して肝毒性物質 thioacetamide（TA）誘発肝細胞壊死が減弱することが明らかになっ

た。また、その機序の一つとして、HFD マウスの肝臓 glutathione（GSH）による酸化ストレス

の抑制が考えられた。しかしながら、マウスにおいて GSHが TA 誘発肝細胞壊死の抑制に重要

であることを直接的に確かめた研究はこれまで報告がない。また、第一章では GSH量や酸化ス

トレスの程度について評価しなかったため、上記の仮説を検証するためには追加の実験が必要

と考えられた。 

GSH は glutamate、cysteineおよび glycine から合成され、酸化型である glutathione disulfide

（GSSG）へと変換されることでスカベンジャー作用を発揮する。GSH 合成の状態は、その合

成と代謝に関わる物質[26-28, 43]を metabolomics解析することにより評価が可能である[44]。一

方、GSH合成律速酵素の gamma-glutamylcysteine synthetase [27]の活性を特異的阻害薬である L-

buthionine-S,R-sulfoxinine（BSO）で阻害すると GSH量を減少させることができる[45, 46]。した

がって、GSH代謝の metabolomics解析と BSO投与実験を行うことにより、HFD マウスにおけ

る TA 誘発肝細胞壊死減弱に GSHが関与しているかを確かめることが可能である。 

本章では、HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死減弱に肝臓 GSHが酸化ストレス抑制を介

した機序により関与しているかを確かめる目的で、実験を行った。 
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材料と方法 

 

実験デザイン 

本章では後述する 3 つの実験を実施した。投与と剖検のタイミングについて Figure 2-1に概

略を示す。 

実験 1では、HFDマウスの TA 誘発肝細胞壊死を ND マウスと比較した。また、TA とその代

謝物である thioacetamide-S-oxide（TASO）の血漿中濃度、肝臓酸化ストレスの測定、および肝

臓 GSH 代謝の metabolomics解析も実施した。実験 2 では、抗酸化剤 butylated hydroxyanisole

（BHA）を投与された ND マウスの TA 誘発肝細胞壊死を、BHA 非投与 ND マウスと比較した。

実験 3では、GSH合成阻害剤 BSOを投与された HFDマウスの TA 誘発肝細胞壊死、TA の血漿

中濃度、肝臓 GSH量、および酸化ストレスを BSO非投与 HFDマウスと比較した。 

 

動物 

実験 1および 3では、3週齢の雄 C57BL/6Jマウスを日本チャールス・リバー（横浜）から購

入し、水道水および飼料を自由摂取させた。飼料はげっ歯類用標準飼料として CRF-1（オリエ

ンタル酵母工業、東京）または高脂肪食として High Fat Diet 32（日本クレア、東京）を 8週間

与えた。8 週間の給餌後、11 週齢のマウスを毒性評価群と血漿中薬物濃度測定群に分けた。実

験 2では 9週齢の雄 C57BL/6Jマウスを日本チャールス・リバーから購入し、水道水および後述

の粉末飼料を自由摂取させた。 

本章で行った動物実験は第一三共株式会社実験動物委員会の倫理審査により承認されたもの

であり、動物の愛護及び管理に関する法律および第一三共株式会社の動物実験に関する標準操

作手順書に準拠して行った。 
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TA 単独投与 

11 週齢の ND および HFD マウスについて、TA 投与マウスには生理食塩水に溶解した TA

（和光純薬工業、大阪）を、TA 非投与マウスには媒体である生理食塩水を単回腹腔内投与し

た。第一章の実験では TA を 50 mg/kg投与したが、NDマウスで TA 誘発肝細胞壊死の程度に個

体差が認められたため、TA の投与用量として投与 24時間後において全ての ND マウスで重度

の肝細胞壊死を誘発する 100 mg/kgを採用した。なお、予備的な実験から、ND マウスに TA を

100 mg/kg投与すると投与 24および 48時間後の致死率が高いと予想されたことから、毒性評価

群において ND マウスの個体数は HFD マウスの個体数の約 2 倍とした。TA 投与後、生存した

毒性評価群のマウスは投与 3、8、24 および 48 時間後にイソフルラン（ファイザー、東京）麻

酔下の放血による安楽死処置後、剖検した。TA 非投与マウスは metabolomics解析用には投与 8

および 24 時間後、後述するその他の検索用には投与 24 時間後にイソフルラン麻酔下の放血に

よる安楽死処置後、剖検した。死亡したマウスについては、発見後に速やかに剖検した。血漿

中薬物濃度測定群については、TA 投与 5、15、 30、 60、 120、 180 および 480分後にイソフル

ラン麻酔下で腹大静脈から採血し、血漿サンプルを採取した。なお、薬物濃度測定用の採血後、

全ての血漿中薬物濃度測定群のマウスにイソフルラン麻酔下の放血による安楽死処置を行った。 

 

BHA と TA の併用投与 

ND マウスの TA 誘発肝細胞壊死に抗酸化剤投与 BHA が与える影響を調べるため、9 週齢の

雄 C57BL/6Jマウスに、過去の報告[47]を参考に 0.75％BHA（シグマ アルドリッチ ジャパン、

東京）含有粉末げっ歯類用標準飼料（Powdered CRF-1、オリエンタル酵母工業）を 14日間給餌

した。給餌開始から 13日目に、TA 投与マウスには生理食塩水に溶解した 100 mg/kg の TA を、

TA 非投与マウスには媒体である生理食塩水を単回腹腔内投与し、投与 24 時間後にイソフルラ

ン麻酔下の放血による安楽死処置後、剖検した。 
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BSOと TA の併用投与 

HFDマウスの TA 誘発肝細胞壊死に GSH枯渇が与える影響を調べるため、11週齢の HFDマ

ウスに BSOと TA を併用投与した。TA 投与マウスには生理食塩水に溶解した 100 mg/kg の TA

を、TA 非投与マウスには媒体である生理食塩水を単回腹腔内投与した。ただし、初回の BSO

（シグマ アルドリッチ ジャパン）投与 1 時間後（TA あるいは生理食塩水投与 0 時間後とす

る）に剖検するマウスには TA あるいは生理食塩水投与は行わなかった。肝臓の GSHを減少さ

せた過去の報告[45] を参考に、BSO投与マウスには生理食塩水に溶解した 700 mg/kg の BSOを、

BSO 非投与マウスには生理食塩水を腹腔内投与した。投与は 2 回行い、投与タイミングは TA

あるいは生理食塩水投与 1時間前および 5時間後とした。ただし、TA あるいは生理食塩水投与

0時間および 3時間後に剖検するマウスには BSOあるいは生理食塩水を 1回のみ投与した。以

上の投与条件に基づき、毒性評価群を 4 つの群に分けた。すなわち 1) 生理食塩水のみ投与群

（vehicle/vehicle group）、2) BSOと生理食塩水の投与群（BSO/vehicle group）、3) 生理食塩水

と TA の投与群（vehicle/TA group）、および 4) BSOと TA の投与群（BSO/TA group）である。

毒性評価群の全てのマウスは TA あるいは生理食塩水投与 0、3、8、24および 48時間後にイソ

フルラン麻酔下の放血による安楽死処置後、剖検した。血漿中薬物濃度測定群については、TA

投与 5、15、30、60、120 および 180分後に上記と同様の方法で血漿サンプルを採取した。 

 

病理組織学的検索 

毒性評価群の全てのマウスについて、イソフルラン麻酔下放血による安楽死処置後、肝臓の

外側左葉および内側右左葉の一部を採材し、10％中性緩衝ホルマリンで固定した。また、TA

非投与マウスの外側左葉の一部をグルタールアルデヒドと四酸化オスミウムで固定した。さら

に、生存個体については肝臓の一部を液体窒素で凍結後に-80°C で保存し、後述の解析に使用

した。 
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ホルマリン固定パラフィン包埋肝臓ブロックから HE染色標本を作製し、TA 誘発肝細胞壊死

について第一章と同様の基準で評価した。グルタールアルデヒドおよび四酸化オスミウム固定

した肝臓サンプルは Poly/Bed 812（Polysciences、Warrington、PA、USA）に包埋後、トルイジ

ンブルー染色標本を作製し、肝細胞脂肪化の程度を評価した。 

 

酸化ストレスの測定 

酸化ストレスはチオバルビツール酸反応性物質（TBARS）による脂質過酸化程度を測定する

ことで評価した。TBARS は前述の肝臓凍結サンプルを用い、TBARS assay kit（Cayman 

Chemical、Ann Arbor、MI、USA）を用いて測定した。 

 

肝臓 GSH代謝の metabolomics解析 

肝臓 GSH 代謝を検索する目的で、Metabolon社（Durham、NC、USA）に前述の肝臓凍結サ

ンプルを送付し、metabolomics解析を委託した。肝臓凍結サンプルは肝細胞壊死の gradeの平均

値が同程度になるようにし、1 タイムポイントあたり 5 例分の肝臓を解析した。解析した個体

の肝細胞壊死の gradeは以下のとおりである。  

 

TA 非投与 HFDマウスおよび NDマウス（投与 8および 24時間後）：全て grade 0 

TA 投与 HFDマウス（投与 8時間後）：grade 0が 2例、grade 1が 3例 

TA 投与 NDマウス（投与 8時間後）：grade 0が 4例、grade 1が 1例 

TA 投与 HFDマウス（投与 24時間後）：grade 2が 3例、grade 3が 2例 

TA 投与 NDマウス（投与 24時間後）：grade 4が 5例 

 

metabolomics解析の方法や解析プラットホームの詳細については以前の報告と同様である[44, 

48]。サンプル調整は、MicroLab STAR® システム（Hamilton Company、UT、USA）により行い、
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超高速液体クロマトグラフィー－タンデム型質量分析計（UHPLC/MS/MS）、UHPLC/MS/MS、

ガスクロマトグラフィーおよびガスクロマトグラフ質量分析計を用いて代謝物を測定した。代

謝物の同定は、試料注入から検出器で検出されるまでの時間であるリテンションタイム、分子

量、分子が分解されることでできた分子の断片であるインソースフラグメント、MS/MS スペク

トルといった分子に特有の情報を計測し、既知である標準物質の情報と比較することで同定し

た。同定された代謝物のうち、GSH代謝に関連する代謝物について解析を行った。 

  

TA および TASOの血漿中濃度測定 

血漿中薬物濃度測定群の動物から採取した血漿サンプルを用い、第一章と同様の方法で測定

した。実験 1では TA および TASO、実験 3では TA の測定を行った。 

 

肝臓 GSHおよび GSSGの測定 

前述の凍結肝臓サンプル中の総 GSHと GSSG量を Bioxytech GSH: GSSG-412 assay kit（OXIS 

International、Foster City、CA、USA）を用いて測定した。肝臓の GSH 量については、総 GSH

量と GSSG量から算出した。 

 

統計学的方法 

結果は平均値±標準偏差（SD）で示した。酸化ストレス測定および GSH 測定では、まず F 

test で等分散性を確認し（有意水準：0.25）、その後に Student’s t-test（等分散である場合）あ

るいは Aspin-Welch t-test（等分散でない場合）による有意差検定を行った。これらの解析には

Microsoft Office Excel 2003（Microsoft、Seattle、WA、USA）を用いた。酸化ストレス測定につ

いては、t-testに加えて 5 群間のパラメトリック Dunnett’s testによる有意差検定を SAS Drug 

Development 2.1 （SAS Institute、Cary、NC、USA）を用いて行った。TA 誘発肝細胞壊死のグレ

ードと頻度は、コモン・ゲートウェイ・インタフェースプログラム（http://aoki2.si.gunma-
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u.ac.jp/exact/utest/getpar.html）を使用し Mann-Whitney U testによって行った。metabolomics解析

の結果ついては、外れ値によってデータのばらつきが増加するのを抑える目的で値を対数変換

し、Array Studio（Omicsoft、Cary、NC、USA）あるいは“R”（http://cran.r-project.org/）で Three-

way ANOVAを実施し、False discovery rate （FDR）についても q-valueによって評価して q<0.05

である代謝物のみ p 値による評価を行った。p<0.05 を統計学的有意と判断した。  
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結果 

 

病理組織学的検査（実験 1） 

TA 非投与 HFD マウスでは、全ての個体で肝細胞脂肪化が観察されたが、その他の病変は観

察されなかった（Table 2-1）。TA 投与 ND マウスは 31例中 13例が投与 24から 48時間後の間

に死亡した（Table 2-1）。死亡した NDマウスは全て grade 4か 5の重度の肝細胞壊死を呈した。

生存 ND マウスの肝細胞壊死は TA 投与 8時間後では軽度であったが、24あるいは 48時間後で

は重度であった（Figure 2-2-A、Table 2-1）。これに対し、TA 投与 HFDマウスに死亡例はなく、

ND マウスと比較すると肝細胞壊死の程度も軽度であった（Figure 2-2-B、Table 2-1）。なお、

第一章と同様、TA 投与 8時間後から 48時間後において、HFDマウスでは ND マウスと比べて

重度の肝細胞腫大が観察された（Figure 2-2-A、Figure 2-2-B）。 

 

TA および TASOの血漿中濃度（実験 1） 

TA および TASOの血漿中濃度については、HFD マウスと ND マウスとの間で統計解析はし

ていないものの明らかな差はみられなかった。いずれのマウスでも、TA の血漿中濃度は TA 投

与 5分後に、TASOの血漿中濃度は投与 60分後にそれぞれピークに達した。投与 480分後には

TA も TASOも血漿から検出されなくなった（Figure 2-3）。 

 

TA 投与による肝臓酸化ストレス（実験 1） 

肝臓の酸化ストレスマーカーである肝臓 TBARS量については、TA 非投与の場合、HFDマウ

スと ND マウスの間に差は認められなかった（Figure 2-4）。TA 投与 ND マウスの肝臓 TBARS

量は、肝細胞壊死が重度になる投与 24および 48時間後において、TA 非投与 ND マウスと比較

してほぼ倍に増加した。これに対し、TA 投与 HFDマウスの肝臓 TBARS量は投与 24および 48
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時間後においても TA 非投与 HFDマウスと比較して増加しなかった。なお、TA 投与 48時間後

では、TA 投与 HFDマウスの肝臓 TBARS量は TA 非投与 HFDマウスと比較して有意に減少し

たが、この減少の意義は不明であった。 

 

GSH代謝の metabolomics解析（実験 1） 

Table 2-2に肝臓 GSH代謝の metabolomics解析結果を、Figure 2-5に GSH代謝経路[26-28, 43]

と、TA 投与 8および 24時間後の代謝物量の変化を示す。 

TA 投与 8 時間後では、cysteinyl-glycineが HFD マウスおよび ND マウスで減少したのに対し、

GSH、cysteineおよび taurineは HFD マウスでのみ減少した。ophtalmate、5-oxoproline および

glutamateは HFDマウスでのみ増加した。gamma-glutamylaminoacidは HFDマウスでのみ量が変

化した。TA 投与 24時間後では、GSH、glycineおよび gamma-glutamylaminoacidが HFDマウス

と ND マウスで減少したのに対し、GSSGの増加と ophtalmate、5-oxoproline、cysteine、

cysteinyl-glycineおよび cystathionineの減少が ND マウスでのみ認められた。ophtalmate、2-

aminobutyrate、5-oxoprolineおよび glutamateの増加と、taurineおよび hypotaurineの減少が HFD

マウスで観察された。 

 

NDマウスの TA 誘発肝細胞壊死に抗酸化剤 BHA 投与が与える影響（実験 2） 

前述のとおり、ND マウスに TA を投与すると投与 24時間後において死亡例が発生し、重度

の TA 誘発肝細胞壊死がみられた。しかし、ND マウスに抗酸化剤 BHA を TA と併用投与した

ところ、TA 投与 24時間後までに死亡する ND マウスはなくなり、TA 誘発肝細胞壊死も有意に

減弱した（Table 2-3）。 
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HFDマウスの TA 誘発肝細胞壊死に GSH合成阻害剤 BSO投与が与える影響（実験 3） 

HFDマウスに GSH合成阻害剤 BSOと TA を併用投与したところ、TA のみの投与では死亡す

る HFDマウスはいなかったが、BSO併用投与により TA 投与 24から 48時間後の間に、25例中

2 例が死亡した（Table 2-4）。BSO併用投与により投与 24時間後の TA 誘発肝細胞壊死には増

悪傾向が、48時間後の TA 誘発肝細胞壊死には有意な増悪が認められた。なお、HFD マウスに

BSOのみを投与した場合には、肝臓に変化は認められなかった。 

 

HFDマウスの肝臓 GSH量および血漿中 TA 濃度に BSO投与が与える影響（実験 3） 

vehicle（生理食塩水）投与 3 および 8 時間後において、BSO/vehicle群の肝臓 GSH 量は

vehicle/vehicle群と比較して有意に低値であった（Figure 2-6）。また、実験 1の metabolomics解

析結果（Table 2-2、Figure 2-5）と同様、TA 投与 8 および 24時間後において、vehicle/TA群の

肝臓 GSH量は vehicle/vehicle群と比較して有意に低かった。また、TA 投与 3から 48時間後に

おいて、BSO/TA 群の肝臓 GSH量は BSO/vehicle群と比較して有意に低値であった。さらに、

TA 投与 3、8 および 48時間後においても、BSO/TA群の肝臓 GSH量は vehicle/TA群と比較し

て有意に低かった。 

一方、血漿中 TA 濃度は、BSO/TA群と vehicle/TA群でほぼ同様の濃度推移を示したことから、

BSOの併用投与は TA の全身曝露に影響しないと考えられた（Figure 2-7）。 

 

HFD マウスの TA 投与による肝臓酸化ストレス（TBARS量）に BSO投与が与える影響（実験

3） 

TA あるいは vehicle（生理食塩水）投与 24 および 48 時間後において、BSO/vehicle群と

vehicle/vehicle群あるいは vehicle/TA群と vehicle/vehicle群の肝臓 TBARS量を比較したが、有意

な差はみられなかった（Figure 2-8）。一方、投与 24および 48時間後において、BSO/TA群の
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肝臓 TBARS 量は BSO/vehicle群と比較して有意に高値を示した。また、投与 24 時間後におい

て、BSO/TA群の肝臓 TBARS量は vehicle/TA群と比較して有意に高値を示した。 

なお、投与 8 時間後において、vehicle/TA群の肝臓 TBARS量は vehicle/vehicle群と比較して

有意に高値を示した。しかしながら、投与 8 時間後の vehicle/TA群における TA 誘発肝細胞壊

死は軽度であること、vehicle/TA群と BSO/TA群の間に肝臓 TBARS量および肝細胞壊死につい

て有意な差が認められなかったことから、この TBARS 量の高値は毒性学的意義が低いものと

考えた。 
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考察 

 

第一章では、HFD マウスにおいて TA 誘発肝細胞壊死が減弱することを明らかにした。本章

では、HFD マウスにおける TA 誘発肝細胞壊死の減弱に、GSHによる酸化ストレス抑制の寄与

を確かめるための実験を行った。 

本章の実験では、ND マウスにおける TA 誘発肝細胞壊死の個体差を抑える目的で TA の投与

用量を 100 mg/kgとしたが、TA 誘発肝細胞壊死の程度や血漿中の TA および TASO濃度は TA

の投与用量が 50 mg/kgであった第一章と同様であった。すなわち、HFDマウスでは NDマウス

と比較して TA 誘発肝細胞壊死が有意に減弱した。また、HFD マウスと ND マウスの間で TA

および TASO の血漿中濃度に統計解析はしていないものの明らかな差は認められなかった。し

たがって、TA の投与量を 100 mg/kgとしても HFD マウスでは TA 誘発肝細胞壊死は減弱する

こと、またその機序は TA あるいは TASO の血漿中濃度低下によるものではないことが示され

た。 

TA 投与による酸化ストレスを TBARS量によって評価したところ、TA 投与 24および 48時

間後において、ND マウスの肝臓 TBARS量は TA 非投与 ND マウスあるいは TA 投与 HFDマウ

スと比較して高値であった。TA 投与 24および 48時間後は ND マウスにおいて 31例中 29例で

grade 4あるいは 5 といった重篤な TA 誘発肝細胞壊死が観察されるタイムポイントであり、こ

れは TBARS 量が増加するタイムポイントと一致した。一方、TA 誘発肝細胞壊死が減弱した

HFD マウスでは、TA 投与後でも肝臓 TBARS量は増加しなかった。さらに、TA 投与後に肝臓

の酸化ストレスが増加する ND マウスに抗酸化剤 BHA[49, 50]を併用投与すると、TA 誘発肝細

胞壊死が減弱した。これらの結果から、TA 投与による肝臓酸化ストレスの増加がマウスにお

ける TA 誘発肝細胞壊死の要因の一つであり、HFD マウスでは TA 投与による酸化ストレスが

何らかの機序で抑制され、TA 誘発肝細胞壊死が減弱することが示唆された。 
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GSH は生体内の主要な抗酸化物質として知られ[27, 41, 42]、マウスの肝臓では細胞内で常に

合成・代謝されており、その半減期は 145 分である[29]。そこで、GSH の合成・代謝について

検索する目的で肝臓の metabolomics解析を行ったところ、TA 投与 8 時間後では、HFD マウス

において GSH 代謝に関与する多数の代謝物でその量が変動することが分かった。例えば、

ophtalmateと GSHは共に gamma glutamylcysteine synthetaseと glutathione synthetaseによって合成

される[28]ため GSH 合成の指標となるが、ophtalmateは HFD マウスでのみ増加した。また、

cysteineは GSHを構成するアミノ酸の一つ[26, 43]であり、GSHの合成を律速する[51]が、TA 投

与 HFD マウスでのみ減少した。これらの結果から、HFD マウスでは TA 投与によって GSHの

合成が亢進すると考えられた。細胞外に存在する GSHは不安定なアミノ酸である cysteineを貯

蔵する働きをしており、gamma-glutamyltranspeptidaseにより cysteinyl-glycine へと代謝され、さ

らに分解されて細胞に glycineとともに cysteineが供給される[26, 27, 51]。TA 投与 HFDマウス

では cysteinyl-glycineは減少したが、GSH が代謝される際に cysteinyl-glycine とともにできる

gamma-glutamylaminoacid[26, 27]のうち、1つは増加、2つは変動が無く、減少していたものは 1

つだけだった。さらに、gamma-glutamylaminoacidが代謝されて生成される 5-oxoprolineおよび

glutamate[26]は HFD マウスでのみ増加した。これらの結果から、HFD マウスでは TA 投与後に

細胞外で GSHの代謝が亢進することにより、細胞内へ cysteineをはじめとする GSH構成アミ

ノ酸の供給が ND マウスと比べて増加していることが示唆された。以上をまとめると、TA 投与

8 時間後において、HFD マウスでは GSH 合成・代謝が亢進していると考えられた。さらに、

HFDマウスでのみ、TA 投与 8時間後において taurineの減少がみられた。taurineは GSHと同様

に cysteineから合成される[43]が、cysteine濃度が低い場合、GSH合成が taurine合成よりも優先

されることが報告されている[52]。したがって、taurineが減少した HFD マウスでは、cysteine

を選択的に GSH合成に使用したと推測された。一方、ND マウスでは TA 投与 8 時間後におい

て、ophtalmate、gamma-glutamylaminoacids、5-oxoproline、glutamate、cysteineおよび taurineは

変化しなかったことから、GSH 合成や細胞外の GSH 代謝は亢進しておらず、cysteineも GSH
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合成に優先的には使用されていないと考えられた。投与 24 時間後における HFD マウスの肝臓

代謝物の変動は投与 8 時間後の HFD マウスのそれと同様の傾向を示したことから、HFD マウ

スでは投与 8 時間後と同様に GSH合成・代謝が亢進していると考えられた。一方、ND マウス

では投与 24時間後において ophtalmateの減少が認められたことから GSH合成の低下が示唆さ

れ、さらに 5-oxoprolineや細胞外 GSH以外の cysteineの供給源である cystathionine [43]も減少し

たことから、cysteineの供給も減少していると考えられた。また、hypotaurineや taurineに変化

は無かったことから、cysteineは GSH 合成に優先的に使用されていないと考えられた。したが

って、投与 24時間後において、ND マウスの肝臓では GSH合成、細胞外の GSH代謝、cysteine 

供給が低下、減少し、かつ GSH の優先的合成も起こらないことが示唆された。以上の

metabolomics解析結果から、HFDマウスの肝臓における GSH合成・代謝は ND マウスと比較し

て亢進していると考えられた。 

肝臓の GSH合成・代謝は TA 投与 HFD マウスで亢進していると考えられたにもかかわらず、

TA 投与 8および 24時間後の肝臓 GSH量は HFDマウスで減少した。この矛盾した結果を説明

するため、HFD マウスでの肝臓 GSHの減少は GSHが酸化ストレスを抑制するために使用され

たためという仮説を立てた。この仮説を検証する目的で、GSH 合成阻害剤である BSO[45, 46]

を HFD マウスへ投与することにより TA 投与後の肝臓酸化ストレスが増加するか、および TA

誘発肝細胞壊死が増悪するかを検索した。まず、BSO 投与による肝臓 GSH 量の変化をしらべ

たところ、BSOは HFD マウスの肝臓 GSH量を減少させる作用があることが確かめられた。ま

た、BSOは TA 投与後の HFD マウスの肝臓酸化ストレスを有意に増加させ、TA 誘発肝細胞壊

死も増悪させた。以上の結果から、HFD マウスの肝臓では合成・代謝が亢進する GSH の働き

で酸化ストレスが抑制されることで、TA 誘発肝細胞壊死が減弱していることが強く示唆され

た。 

細胞内の GSHはスカベンジャー作用を発揮した後に、自身は酸化型である GSSGに変換され

る[26, 27]が、本章の metabolomics解析では TA 投与 24時間後に NDマウスでのみ肝臓の GSSG
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が増加した。GSSGは細胞毒性物質であり、能動的に細胞外へと排出されることが知られてい

る[27, 53, 54]。したがって、HFDマウスの肝臓では TA 投与後の GSSGの増加抑制が TA 誘発肝

細胞壊死減弱に寄与している可能性が考えられた。この可能性について検証するためには更な

る実験が必要と考えられる。 

本章の結果から、TA 非投与の場合、HFD マウスと ND マウスの間では肝臓の酸化ストレス

や GSH量に差が無かったことから、肝臓における GSH合成、GSHの消費、酸化ストレスのバ

ランスは高脂肪食給餌のみでは変化しないと推測された。一方、TA を投与されるとこのバラ

ンスが変化し、その結果 HFDマウスと ND マウスで TA 誘発肝細胞壊死の程度に差が生じたと

考えられた。本章の結果からは TA 投与後に HFD マウスと ND マウスとの間で GSH 合成、

GSH の消費、酸化ストレスのバランスの変化に差が生じる原因は明らかになっていないことか

ら、HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死減弱における GSHの関与をより詳細に明らかにす

るためには、更なる検索が必要と考えられた。 

以上、本章の結果から、HFD マウスの肝臓では TA 投与後に GSH 合成・代謝が亢進し、

GSHの働きで TA 誘発酸化ストレスが除去されることが TA 誘発肝細胞壊死の減弱と深くかか

わっていることが示唆された。しかし、HFD マウスでは TA 投与により酸化ストレスが増加し

ないにもかかわらず肝細胞壊死が起こることから、酸化ストレス以外の機序がマウスにおける

TA 誘発肝細胞壊死に関与していることは明らかであるとともに、それらが HFD マウスにおけ

る TA 誘発肝細胞壊死減弱に関与している可能性が考えられた。したがって、HFD マウスの

TA 誘発肝細胞壊死減弱の機序をより正しく理解するためには、酸化ストレス以外の機序につ

いても更なる検索を行う必要があると考えられた。 
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hr after TA administration
Vehicle 24 hr

6 (0) 19 (9)

Incidence c 6, 0, 0, 0, 0, 0 0, 0, 0, 1, 11, 7

Mean score 0.0 ± 0.00 4.3 ± 0.58

3 (0) 4 (0)

Incidence c 3, 0, 0, 0, 0, 0 0, 1, 3, 0, 0, 0

Mean score 0.0 ± 0.00 1.8 ±0.50 **

Vehicle and 24 hr: The mice necropsied at 24 hr after vehicle or TA administration, respectively.
BHA: butylated hydroxyanisole. Mean score represents the mean of grades ± S.D. a: The data are
derived from Table 2-1. b: The values in parentheses show the number of dead mice. c: The numbers
show the number of the mice showing each grade of hepatocellular necrosis (0 to 5, from the left to the

right). ** : p <0.01 versus the ND mice without BHA treatment (Mann-Whitney U  test). Modified with
permission of The Japanese Society of Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione contributes to
attenuation of thioacetamide-induced hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress in diet-
induced obese mice. J Toxicol Sci 40: 509-521, 2015.

Table 2-3.  The effect of BHA administration on TA-induced hepatocellular necrosis in the ND mice

  ND mice with BHA treatment

ND/BHA: Number of mice b

  ND mice without BHA treatment a

Number of mice b
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Figure 2-1.  Schematic diagram of experiments 1 to 3. Each diagram outlines the timing of TA, BHA and 

BSO treatments and necropsies. hr: hours. Modified with permission of The Japanese Society of 

Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione contributes to attenuation of thioacetamide-induced 

hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 40: 509-

521, 2015. 
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Figure 2-2.  Histopathological appearance of typical hepatic lesions at 24 hr after TA administration. A: 

The liver of the TA-treated ND mouse. B: The liver of the TA-treated HFD mouse. High power 

appearances around the central vein are shown in the inset in each figure. Necrotic (arrows) and swollen 

(arrowheads) hepatocytes are shown. In comparison to the ND mice, the grade of hepatic necrosis was 

decreased in the HFD mice. CV: central vein, PV: periportal vein; HE stain; Bar = 100 µm. Modified 

with permission of The Japanese Society of Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione contributes 

to attenuation of thioacetamide-induced hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress in diet-

induced obese mice. J Toxicol Sci 40: 509-521, 2015. 
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Figure 2-3.  Plasma concentrations of TA and TASO after a single dosing of TA. For each diet type, the 

number of mice at each time point was 4 at 5 and 15 min after TA administration, and was 5 at 30, 60, 

120, 180 and 480 minutes (min) after TA administration. Black squares: TA concentration in the HFD 

mice, white squares: TA concentration in the ND mice, black circles: TASO concentration in the HFD 

mice, white circles: TASO concentration in the ND mice. Values are expressed as the mean ± S.D. 

Modified with permission of The Japanese Society of Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione 

contributes to attenuation of thioacetamide-induced hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress 

in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 40: 509-521, 2015. 
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Figure 2-4.  Hepatic TBARS contents of vehicle-treated mice necropsied at 24 hr after treatment (vehicle) 

and those of mice necropsied at 3, 8, 24 and 48 hr after TA dosing. The number of mice per group was 5. 

Values are expressed as the mean ± S.D. Black columns: the HFD mice, white columns: the ND mice.  

††: p < 0.01 between the ND and the HFD groups (Aspin-Welch t test). ‡‡: p < 0.01 compared to the 

vehicle-treated group (vehicle) (parametric Dunnett’s test). Modified with permission of The Japanese 

Society of Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione contributes to attenuation of thioacetamide-

induced hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 

40: 509-521, 2015. 
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Figure 2-5.  Changes of metabolites involved in the glutathione metabolism at 8 and 24 hr after TA 

administration. Metabolites are represented by squares, and enzymes are represented by circles. 

Metabolites written in the roman type were investigated in this study, and those written in the italic type 

were not investigated. The up-arrows, down-arrows, and horizontal arrows show that the values of the 

metabolites in the livers of TA-treated mice increased, decreased or did not change compared to those of 

time- and diet-matched vehicle-treated mice, respectively. Black arrows represent the changes in the ND 

mice. Red arrows represent the changes in the HFD mice. Modified with permission of The Japanese 

Society of Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione contributes to attenuation of thioacetamide-

induced hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 

40: 509-521, 2015. 
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Figure 2-6.  Hepatic GSH content of mice necropsied at 0, 3, 8, 24 and 48 hr after vehicle or TA dosing. 

All mice were treated with vehicle or BSO, hence, there were 4 groups (vehicle/vehicle group, 

BSO/vehicle group, vehicle/TA group and BSO/TA group). The number of mice per group (n) was 5 

except for the vehicle/TA groups necropsied at 3, 8 and 48 hr (n = 4), and the BSO/TA group necropsied 

at 48 hr after administration of TA (n = 6). At 0 hr after vehicle or TA dosing, the data of the vehicle/TA 

group and the BSO/TA group was the same as that of the vehicle/vehicle group and the BSO/vehicle 

group, respectively, because TA or vehicle were not actually dosed at this time point. Values are 

expressed as the mean ± S.D. White columns: the vehicle/vehicle group, black shaded columns: the 

BSO/vehicle group, red columns: the vehicle/TA group, and dark red columns: the BSO/TA group.  

*, ** : p < 0.05 and p < 0.01 between the vehicle/vehicle and the BSO/vehicle groups, or between the 

vehicle/TA and the BSO/TA groups (Student’s t-test), respectively. ††: p < 0.01 between the 

vehicle/vehicle and the BSO/vehicle groups (Aspin-Welch t-test). §§: p < 0.01 between the vehicle/vehicle 
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and the vehicle/TA groups, or between the BSO/vehicle and the BSO/TA groups (Student’s t-test). ‡‡: p < 

0.01 between the vehicle/vehicle and the vehicle/TA groups, or between the BSO/vehicle and the 

BSO/TA groups (Aspin-Welch t-test). Modified with permission of The Japanese Society of Toxicology 

from Shirai, et al. Hepatic glutathione contributes to attenuation of thioacetamide-induced hepatic 

necrosis due to suppression of oxidative stress in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 40: 509-521, 

2015.
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Figure 2-7.  Plasma concentrations of TA after a single dosing of TA. All the mice were treated with 

vehicle or BSO, hence, there were 2 groups (vehicle/TA group and BSO/TA group). The number of mice 

per each group was 4. White squares: TA concentration in the vehicle/TA group, black squares: TA 

concentration in the BSO/TA group. Values are expressed as the mean ± S.D. 
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Figure 2-8.  Hepatic TBARS content of mice necropsied at 0, 3, 8, 24 and 48 hr after TA administration. 

All the mice were treated with vehicle or BSO, hence, there were 4 groups (vehicle/vehicle group, 

BSO/vehicle group, vehicle/TA group and BSO/TA group). The number (n) of mice per group was 5 

except for the vehicle/TA group necropsied at 3, 8 and 48 hr (n = 4), and the BSO/TA group necropsied at 

48 hr (n = 6). At 0 hr after vehicle or TA dosing, the data of the vehicle/TA group and the BSO/TA group 

the same as that of the vehicle/vehicle group and the BSO/vehicle group, respectively, because TA or 

vehicle were not actually dosed at this time point. Values are expressed as the mean ± S.D. White 

columns: the vehicle/vehicle group, black shaded columns: the BSO/vehicle group, red columns: the 

vehicle/TA group, and dark red columns: the BSO/TA group. †: p < 0.05 between the vehicle/TA and the 

BSO/TA groups (Aspin-Welch t-test). §, §§: p < 0.05 and p < 0.01 between the vehicle/vehicle and the 

vehicle/TA groups, or between the BSO/vehicle and the BSO/TA groups (Student’s t-test), respectively. 

Modified with permission of The Japanese Society of Toxicology from Shirai, et al. Hepatic glutathione 
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contributes to attenuation of thioacetamide-induced hepatic necrosis due to suppression of oxidative stress 

in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 40: 509-521, 2015.
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第三章 高脂肪食給餌マウスにおける thioacetamide 誘発肝細胞壊

死減弱への肝臓 p38 mitogen-activated protein kinaseの関与 

 

序 

第二章までの結果から、非アルコール性脂肪肝（nonalcoholic fatty liver disease, NAFLD）のモ

デル動物である高脂肪食給餌マウス（HFDマウス）[33, 34]では、げっ歯類用標準飼料給餌マウ

ス（ND マウス）と比較して肝毒性物質 thioacetamide（TA）誘発肝細胞壊死が減弱すること、

および HFD マウスの肝臓では TA 投与後に glutathione（GSH）の合成・代謝が亢進することで

TA 誘発酸化ストレスの増加が抑制されることが TA 誘発肝細胞壊死壊死減弱に寄与しているこ

とが示された。しかし、HFD マウスでは TA 投与により酸化ストレスが増加しないにもかかわ

らず肝細胞壊死が起こることから、酸化ストレス以外の機序が TA 誘発肝細胞壊死に関与して

いることは明らかであるとともに、それらが HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死減弱に関

与している可能性が考えられた。 

p38 mitogen-activated protein kinase（MAPK）は成長因子や環境刺激などに応答して活性化す

る キ ナ ー ゼ で あ る [16] 。 ま た 、 carbon tetrachlorideや ethanol の 単 独 投 与 あ る い は

lipopolysaccharideと D-galactosamineの併用投与によって肝臓の壊死が起こるが、この際にも

p38 MAPKが活性化する[20-22]。さらに、ethanolと Fasアゴニスト作用を持つ抗体の併用投与、

pyrazoleと lipopolysaccharideの併用投与、あるいは虚血再還流による肝壊死が、p38 MAPK阻害

剤投与により減弱することも報告されている[23-25]。このように p38 MAPKは薬物誘発肝毒性

に深く関与すると考えられることから、酸化ストレス以外の TA 誘発肝細胞壊死減弱機序に関

与する候補分子と考えられた。 
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本章では、p38 MAPKが HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死減弱に寄与しているかを確

認した。 
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材料と方法 

 

実験デザイン 

本章では後述する 2 つの実験を実施した。投与と剖検のタイミングについて Figure 3-1に概

略を示す。 

実験 1では、第二章の実験 1の凍結肝臓サンプルのうち、投与 3、8および 24時間後に剖検

した動物から採取したものを使用し、HFDマウスと ND マウスにおける肝臓 p38 MAPKおよび

リン酸化 p38 MAPK （p-p38 MAPK）の Western blot解析を実施した。また、第二章で実施した

metabolomics解析で同定された代謝物のうち、炎症性脂質メディエーターについてさらなる解

析を行った。実験 2では p38 MAPK inhibitor SB203580（SB）と TA を併用投与した NDマウス

の TA 誘発肝細胞壊死について、SB非投与 NDマウスのそれと比較した。 

 

動物 

実験 2では、8週齢の雄 C57BL/6Jマウスを日本チャールス・リバー（横浜）から購入し、水

道水およびげっ歯類用標準飼料 CRF-1（オリエンタル酵母工業、東京）を自由摂取させた。3

週間の給餌後、11週齢のマウスに後述の投与を行った。 

本章で行った動物実験は第一三共株式会社実験動物委員会の倫理審査により承認されたもの

であり、動物の愛護及び管理に関する法律および第一三共株式会社の動物実験に関する標準操

作手順書に準拠して行った。 

 

p38 MAPKの Western blot解析 

活性型である p-p38 MAPK[15, 16]および総 p38 MAPK（p-p38 MAPKと非リン酸化 p38 MAPK

の合計）の Western blot解析を行うために、核および細胞質画分抽出キット（NE-PER、Thermo 
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Fisher Scientific、Rockford、IL、USA）を用いて肝臓凍結サンプルのサイトゾル画分を調整した。

サイトゾル画分はタンパク濃度が 10 mg/mlになるようにリン酸緩衝生理食塩水で希釈し、その

後に Tris-SDS beta-mercaptoethanol sample loading buffer（コスモ・バイオ、東京）でさらに 5 

mg/mlに希釈した。サンプルは 95 °Cで 5分間加熱し、10 µl（タンパク量として 50 µg）を 10％ 

ポリアクリルアミドゲル（フナコシ、東京）で電気泳動し、泳動後にブロッティング装置

（Horizeblot、アトー、東京）を用いて Immobilon® polyvinylidene difluoride membrane（Millipore、

Billerica、MA、USA）に転写した。なお、泳動条件はプレステインド SDS-PAGE スタンダード

（Bio-Rad Laboratories、Hercules、CA、USA）の泳動状況を参考に決定した。転写した膜は

enhanced chemiluminescence blocking agent（GE Healthcare、Buckinghamshire、UK）でブロッキン

グし、抗ヒト p-p38 MAPK（Thy 180/Tyr 182、Cell Signaling Technology、Danvers、MA、USA）

あるいは抗ヒト p38 MAPK（Cell Signaling Technology）を一次抗体として反応させた。二次抗

体として biotin-labeled anti-rabbit IgG antibody（GE Healthcare）と反応させ、さらに streptavidin-

horseradish peroxidase conjugate（GE Healthcare）と反応させた後、ECL Western blotting detection 

reagent（GE Healthcare）で処理し、インスタントフィルム（富士フイルム、東京）で撮影した。

バンドを AE-6961（アトー）を用いてスキャンし、画像解析装置（CS Analyzer、アトー）で数

値化した。結果は各タイムポイントにおける TA 非投与 ND マウスの発現量に対するパーセン

トで表した。 

 

TA 及び SB投与 

TA 投与マウスには生理食塩水に溶解した 100 mg/kgの TA（和光純薬工業、大阪）を、TA 非

投与マウスには生理食塩水を単回腹腔内投与した。肝臓 p38 MAPKの機能を抑制する目的で、

過去の報告[55-57]を参考に、SB 投与マウスには生理食塩水に懸濁した 75 mg/kgの選択的 p38 

MAPK 阻害剤 SB（Cayman Chemical、Ann Arbor、MI、USA）を腹腔内投与した。SB非投与マ

ウスには生理食塩水を腹腔内投与した。投与は 2回行い、TA あるいは生理食塩水投与 1.5時間
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前および 6 時間後とした。以上の投与条件に基づき、4 つの群、すなわち生理食塩水のみ投与

群（vehicle/vehicle group）、SB と生理食塩水投与群（SB/vehicle group）、生理食塩水と TA 投

与群（vehicle/TA group）、そして SBと TA 投与群（SB/TA group）に分けた。全てのマウスは

TA あるいは生理食塩水投与 24 時間後にイソフルラン（ファイザー、東京）麻酔下の放血によ

る安楽死処置後に剖検した。 

 

病理組織学的検査 

肝臓の外側左葉と内側右左葉の一部を 10％中性緩衝ホルマリンで固定し、パラフィン包埋後、

HE染色標本を作製した。TA 誘発肝細胞壊死については第一章と同様の基準で評価した。 

 

統計学的方法 

結果は平均値±標準偏差（SD）で示した。Western blot解析では、まず F testで等分散性を確

認し（有意水準：0.25）、その後に Student’s t-test（等分散である場合）あるいは Aspin-Welch t-

test（等分散でない場合）による有意差検定を行った。これらの解析には Microsoft Office Excel 

2003（Microsoft、Seattle、WA、USA）を用いた。metabolomics解析の結果については、外れ値

によってばらつきが増加するのを抑える目的で、データを対数変換し、Array Studio（Omicsoft、

Cary、NC、USA）あるいは“R”（http://cran.r-project.org/）で Three-way ANOVAを実施し、False 

discovery rate （FDR） についても q-valueによって評価して q<0.05である代謝物のみ p 値によ

る評価を行った。TA 誘発肝細胞壊死のグレードと頻度は、コモン・ゲートウェイ・インタフ

ェースプログラム（http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/exact/utest/getpar.html）を使用し Mann-Whitney U 

testによって行った。p<0.05を統計学的有意と判断した。 
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結果 

 

p-p38 MAPKおよび総 p38 MAPKの発現（実験 1） 

TA 投与 3時間後では、HFD、NDマウスともに p-p38 MAPKの発現が認められた。TA 投与 8

時間後においては、HFD マウスでは p-p38 MAPKがほぼ消失したのに対し、ND マウスでは発

現が認められた（Figure 3-2）。TA 投与 24時間後では、HFDマウスおよび ND マウスで p-p38 

MAPK の発現が消失した。各バンドを数値化して比較したところ、投与 8 時間後においては、

TA 投与 HFD マウスでは TA 非投与 HFD マウスあるいは TA 投与 ND マウスと比較して p-p38 

MAPK の発現量が有意に低かったのに対し、TA 投与 ND マウスと TA 非投与 ND マウスの間で

は差はなかった（Figure 3-3-A）。投与 24時間後では、TA 投与 HFD マウスおよび ND マウス

で p-p38 MAPKの発現は認められなかった。また、全てのタイムポイントにおいて、TA 非投与

HFDマウスと NDマウスの間に p-p38 MAPKあるいは総 p38 MAPKの発現量に差は認められな

かった（Figure 3-3-A、3-3-B）。 

なお、総 p38 MAPKの発現は、TA 投与 3時間後に NDマウスでは TA 非投与 NDマウスと比

較して有意に低く、HFDマウスでは TA 非投与 HFDマウスと比較して有意に高かった。この変

動の理由は明らかではないが、同タイムポイントにおける p-p38 MAPKに変化が無いため、p38 

MAPK 活性には影響しない生物学的意義の低い変化と考えた。 

 

肝臓炎症性脂質メディエーターの metabolomics解析（実験 1） 

Table 3-1に炎症性脂質メディエーターとして報告されている不飽和脂質とその代謝物[58-66]

についての metabolomics解析結果を示す。 

投与 24時間後では、TA 投与 HFDマウスおよび ND マウスにおいて TA 非投与マウスと比較

して 12-HETEが有意に高かった。さらに、TA 投与 ND マウスでは、TA 非投与 ND マウスと比
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較して 12-HEPE および 15-HETEが有意な高値、eicosapentaenoate、linoleateおよび arachidonate

が有意に低値となり、eicosapentaenoate/linoleate比および eicosapentaenoate/arachidonate比は統計

解析はしていないものの明らかに低値となった。これに対し、TA 投与 HFD マウスではそのよ

うな変化は観察されなかった。 

なお、TA 投与 8時間後に 12-HETEが HFDマウスでのみ増加した。しかし、この増加の程度

は、TA 投与 24時間後の HFD マウスおよび ND マウスの 12-HETEの増加の程度と比べて軽度

であり、また TA 投与 8時間後に HFDマウスで他に変動した炎症性脂質メディエーターはなか

った。したがって、この TA 投与 8 時間後の HFD マウスにおける 12-HETEの増加は炎症反応

の活性化を意味しないものと考えた。 

 

NDマウスの TA 誘発肝細胞壊死に p38 MAPK阻害剤 SB投与が与える影響（実験 2） 

TA 誘発肝細胞壊死の発生に p38 MAPKが関与しているかを検索する目的で、ND マウスに選

択的 p38 MAPK阻害剤 SBと TA を併用投与した。TA 投与 24時間後において、TA 単独投与マ

ウスでは 9例中 3例が死亡したが、SBと TA の併用投与マウスでは死亡例はなかった（Table 3-

2）。TA 単独投与マウスと SBと TA の併用投与マウスの両方で TA 誘発肝細胞壊死が観察され

たが、壊死の程度は SBと TA の併用投与マウスで有意に軽度であった（Figure 3-4、Table 3-2）。 
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考察 

 

第一章および第二章の結果から、HFD マウスでは TA 誘発肝細胞壊死が減弱すること、その

機序として GSHによる酸化ストレス抑制が考えられることを示した。本章では、p38 MAPKが

HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死減弱に寄与しているかを確かめる実験を行った。 

Western blot解析の結果、TA 投与 HFD マウスでは TA 非投与 HFD マウスと比較して投与 8

および 24時間後で p-p38 MAPKの発現量が有意に低かった。一方、TA 投与 NDマウスでは TA

非投与 ND マウスと比較して投与 24 時間後でのみ p-p38 MAPK の発現量が低値だった。p38 

MAPK は MAPK ファミリーに属するキナーゼで、リン酸化されることで活性化される[15, 16]

ことから、p-p38 MAPK の発現量減少は p38 MAPK の不活性化を意味する。また、p38 MAPK

と肝細胞壊死の関与については、これまでに複数報告されている。例えば、carbon tetrachloride

投与、ethanol投与あるいは lipopolysaccharideと D-galactosamineの併用投与によって肝臓の壊死

が起こるが、この際に p38 MAPKが活性化する[20-22]。ethanolと Fasアゴニスト作用を持つ抗

体の併用投与、pyrazoleと lipopolysaccharideの併用投与あるいは虚血再還流によって誘発した

肝壊死が、p38 MAPK 阻害剤の投与により減弱することも報告されている[23-25]。これらのこ

とから、HFD マウスでは TA 投与後に速やかに p38 MAPKが不活性化することが、TA 誘発肝

細胞壊死の減弱に寄与していると考えられた。 

p38 MAPK は炎症を制御しており、p38 MAPK 阻害剤投与により炎症反応が抑制される[16, 

68]。HFD マウスにおいて、TA 投与後の p-p38 MAPKタンパクの迅速な発現減少と一致して炎

症反応も低下することを確認する目的で、肝臓の炎症性脂質メディエーター[58-66]について

metabolomics解析を行った。TA 投与 24時間後では、TA 投与 HFDマウスでは TA 非投与 HFD

マウスと比較して 12-HETEのみが有意に高かったのに対し、TA 投与 ND マウスでは TA 非投

与 ND マウスと比較して 12-HETE、15-HETE および 12-HEPE が有意に高く omega-3 
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polyunsaturated fatty acidの eicosapentaenoateと omega-6 polyunsaturated fatty acidの linoleateおよ

び arachidonate[58, 67]が有意に低かった。また、eicosapentaenoateなどの omega-3 polyunsaturated 

fatty acidは炎症抑制、linoleateおよび arachidonate などの omega-6 polyunsaturated fatty acidは炎

症促進に働くこと[65, 66]から、omega-3/omega-6 polyunsaturated fatty acid比の減少が炎症性マー

カーとなりうることが報告されている[63, 64]。今回も、omega-3/omega-6 polyunsaturated fatty 

acid 比は統計解析はしていないものの TA 投与 ND マウスでのみ明らかに低くなった。以上の

ことから、HFD マウスでは TA 投与後に炎症性脂質メディエーターの増加が抑制されており、

TA 投与後の p-p38 MAPKタンパクの迅速な減少と一致して炎症反応が低下していることが示さ

れた。 

これまでにマウスの TA 誘発肝細胞壊死における p38 MAPKの寄与について直接的に確認し

た報告はない。そこで、本章では ND マウスに選択的 p38 MAPK阻害剤である SBを併用投与

し、TA 誘発肝細胞壊死が減弱するかを調べた。その結果、投与 24時間後において、TA 単独投

与マウスでは死亡例が発生し、重度の TA 誘発肝細胞壊死が認められたのに対し、TA・SB 併

用投与マウスでは死亡例は無く、また TA 誘発肝細胞壊死も減弱した。したがって、肝臓の

p38 MAPKはマウスの TA 誘発肝細胞壊死に関与していることが明らかになり、HFD マウスに

おける TA 投与後の速やかな p38 MAPK活性の減少が TA 誘発肝細胞壊死減弱の機序の一つで

あることが示された。 

本章の結果から、TA 非投与 HFD マウスと ND マウスで肝臓の p-p38 MAPK発現量及び総

p38 MAPK発現量に差が無かったことから、肝臓における p38 MAPKの発現および活性は高脂

肪食給餌のみでは変わらないと推測された。一方、TA 投与により p38 MAPK の活性が変化し、

その結果として HFD マウスでは TA 誘発肝細胞壊死が減弱したと考えられた。HFD マウスと

NDマウスで TA 投与後に p38 MAPKの活性に差が生じる原因は本章の結果からは明らかになっ

ていないことから、HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死減弱における p38 MAPKの関与を

より詳細に明らかにするためには、更なる検索が必要と考えられた。 
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以上、本章の結果から、HFDマウスの肝臓では TA 投与後に速やかに p38 MAPKの活性が減

少することで、TA 誘発肝細胞壊死が減弱することが示唆された。 
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Figure 3-1.  Schematic diagram of experiments 1 and 2. Each diagram outlines the timing of TA and SB 

treatments and necropsies. hr: hours. Modified with permission of The Japanese Society of Toxicology 

from Shirai, et al. Decreased hepatic phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase contributes to 

attenuation of thioacetamide-induced hepatic necrosis in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 41: 245-

253, 2016. 
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Figure 3-2.  Western blots of hepatic p-p38 MAPK and total p38 MAPK in the livers of the vehicle- and 

TA-treated mice. The number of the HFD mice (HFD) or the ND mice (ND) was 3 at each time point. 

Modified with permission of The Japanese Society of Toxicology from Shirai, et al. Decreased hepatic 

phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase contributes to attenuation of thioacetamide-induced 

hepatic necrosis in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 41: 245-253, 2016. 
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Figure 3-3.  The relative protein expressions of p-p38 MAPK (A) and total p38 MAPK (B). The 

expressions of these proteins were measured by densitometry analysis using the results of Figure 3-2 and 

the expressions were expressed as percentages of the value of the vehicle-treated ND mice at each time 
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point. The number of the HFD mice or the ND mice was 3 at each time point. White columns: the 

vehicle-treated ND mice, black shaded columns: the TA-dosed ND mice, red columns: the vehicle-treated 

HFD mice, and dark red columns: the TA-dosed HFD mice. *, **: p < 0.05 and p < 0.01 between the 

vehicle-treated ND mice and the TA-dosed ND mice, or between the vehicle-treated HFD mice and the 

TA-dosed HFD mice (Student’s t-test), respectively. †: p < 0.05 between the vehicle-treated ND mice and 

the TA-dosed ND mice, or between the vehicle-treated HFD mice and the TA-dosed HFD mice (Aspin-

Welch t-test). ‡: p < 0.05 between the TA-dosed ND mice and the TA-dosed HFD mice (Aspin-Welch t-

test). Modified with permission of The Japanese Society of Toxicology from Shirai, et al. Decreased 

hepatic phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase contributes to attenuation of thioacetamide-

induced hepatic necrosis in diet-induced obese mice. J Toxicol Sci 41: 245-253, 2016. 
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Figure 3-4.  Histopathological appearance of typical hepatic lesions at 24 hr after TA administration in the 

ND mouse. A: The liver of the mouse given TA and vehicle. B: The liver of the mouse given TA and SB. 

The grade of hepatocellular necrosis was decreased by SB administration. CV: central vein, PV: 

periportal vein; HE stain; Bar = 100 µm. Reproduced with permission of The Japanese Society of 

Toxicology from Shirai, et al. Decreased hepatic phosphorylated p38 mitogen-activated protein kinase 

contributes to attenuation of thioacetamide-induced hepatic necrosis in diet-induced obese mice. J Toxicol 

Sci 41: 245-253, 2016. 
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総括 

 

本研究では HFDマウスにおける TA 誘発肝細胞壊死の減弱メカニズムについて実験し、以下

のような成果を得た。 

第一章では、HFD マウスは ND マウスと比較して TA 誘発肝毒性が変化するかを確認するこ

とを目的として、HFD マウスおよび ND マウスに TA を単回腹腔内投与し、各種検索を行った。

その結果、HFD マウス、ND マウスともに TA 投与 24および 48時間後に肝細胞壊死が起こる

が、HFD マウスでは ND マウスと比較して壊死が軽度であることが示された。しかし、TA お

よびその代謝物 TASOの血漿中濃度については HFDマウスと NDマウスの間で明らかな差はな

かった。また、TA が肝毒性を発揮するために必要な代謝酵素である CYP2E1の発現量は NDマ

ウスよりも HFDマウスの肝臓の方が有意に高かった。したがって、HFDマウスにおける TA 誘

発肝細胞壊死の減弱は、TA や TASO への曝露量や肝臓の薬物代謝酵素の発現量の差によるも

のではないことが示唆された。一方、肝臓中の GSH抱合に関与する酵素である GSTの量およ

び活性は HFDマウスで ND マウスより低いものの、総 GSH量は HFDマウスで TA 投与 8時間

後に有意に低値であった。このことから、HFDマウスでは TA 投与後に抗酸化作用など GSH抱

合以外の機序による GSHの消費が示唆された。以上の結果から、NAFLD のモデル動物である

HFDマウスでは TA 誘発肝細胞壊死が減弱することが明らかになり、その機序に GSHが寄与し

ている可能性が示唆された。 

第二章では、HFD マウスの TA 誘発肝細胞壊死減弱における GSHの役割を解明する目的で、

各種検索を行った。その結果、投与 24および 48時間後に TA 投与 ND マウスでは TA 非投与

ND マウスと比較して肝臓の酸化ストレスマーカーが有意に増加したのに対し、HFD マウスで

は投与 48 時間後まで増加はみられなかった。また、TA 投与により肝臓酸化ストレスが増加す

る ND マウスに抗酸化剤 BHA を併用投与すると、TA 誘発肝細胞壊死が有意に減弱することも
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確認された。以上のことから、マウスの TA 誘発肝細胞壊死に酸化ストレスが関与しているこ

と、HFD マウスでは TA 投与後の酸化ストレスが抑制されることが分かった。また、

metabolomics解析の結果、TA 投与 HFDマウスの肝臓では TA 非投与 HFDマウスと比較して投

与 8 および 24時間後に GSH量の減少と GSHの合成亢進を示唆する ophtalmateや 5-oxoproline

の増加などの GSH関連代謝物量の変動がみられた。これに対し、TA 投与 ND マウスの肝臓で

は GSH関連代謝物量の変動が認められたものの、その変動は GSH合成の亢進を示すものでは

なかった。この結果は、HFDマウスの肝臓では ND マウスと比較して TA 投与後の GSH合成と

消費が亢進することを示している。さらに、HFD マウスに BSOを投与して肝臓 GSHを減少さ

せると、TA 誘発肝細胞壊死および肝酸化ストレスが増加することも明らかになった。以上の

ことから、HFD マウスの肝臓では TA 投与後に GSH合成とその消費が亢進することにより TA

誘発酸化ストレスが打ち消され、その結果として TA 誘発肝細胞壊死が減弱することが示唆さ

れた。 

第三章では、薬物誘発性肝毒性への関与が報告されている肝臓の p38 MAPKに着目して実験

を行った。その結果、ND マウスでは投与 24時間後でのみ活性型である p-p38 MAPKが減少し

たのに対し、HFDマウスでは TA 投与 8時間後から p-p38 MAPKが減少した。p38 MAPKが炎

症を制御することに着目し、炎症性脂質メディエーターの metabolomics解析を行った結果、TA

投与 HFDマウスの肝臓では TA 非投与 HFDマウスと比較して投与 24時間後に 12- HETEのみ

が増加した。これに対し、TA 投与 ND マウスでは TA 非投与 ND マウスと比較して 12-HETE、

15-HETEおよび 12-HEPEの増加と omega-3/omega-6 polyunsaturated fatty acid比の減少がみられ

た。これらの結果から HFDマウスの肝臓では TA 投与後 p-p38 MAPKタンパクが速やかに減少

し、それと一致して炎症反応も低下することが示された。さらに、TA 投与後の p-p38 MAPK減

少が遅い NDマウスに p38 MAPK阻害剤である SBを併用投与すると TA 誘発肝細胞壊死が減弱

したことから、p38 MAPK は TA 誘発肝細胞壊死に関与していることも明らかになった。以上
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のことから、HFDマウスにおける TA 投与後の速やかな肝臓 p38 MAPKの不活性化が TA 誘発

肝細胞壊死の減弱に寄与していると考えられた。 

本研究の結果から、NAFLD の病態モデル動物である HFDマウスでは ND マウスと比較して

TA 誘発肝細胞壊死の程度が低いことが明らかになった。また、その機序として、HFD マウス

の肝臓では TA 投与後に GSHの合成が亢進して TA 誘発酸化ストレスが打ち消されること、お

よび TA 誘発肝細胞壊死に関与する p38 MAPKが速やかに不活性化することが考えられた。医

薬品の前臨床試験において薬物誘発性肝毒性は健常動物を用いて評価されるのが一般的であり、

多くの化合物は肝毒性のポテンシャルを有すると判断されてその開発が中止される。しかし、

本研究の結果から、病態生理学的により患者に近いと考えられる病態モデル動物で評価した場

合、そのような化合物の一部で肝毒性ポテンシャルが減弱する可能性があることが示唆される。

患者に有効性と安全性が優れた新薬を一刻も早く提供するためには、患者における医薬品開発

候補化合物の肝毒性ポテンシャルを過小評価してはならないことは言うまでもないが、同時に

過大評価することで優れた薬効を示す化合物の開発を中止することも避けなければならない。

本研究で得られた成果は罹患状態では健常状態と比較して薬物誘発性肝毒性の程度が変化しう

ることを示すものであり、患者における医薬品開発候補化合物の肝毒性ポテンシャルの予測精

度を上げるために病態モデル動物を用いた薬物誘発性肝毒性評価が有用である可能性を示すも

のである。 
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