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1.研 究 目的 ・内 容

NSAIDsに よる特異体質性肝 障害の発症機 序に薬物 代謝酵 素や トラ ンスポー ターの機 能低下 が関

与す るか明 らか にす るた めに親電子性反応性代謝物(ERM)の 生成に関 わるCYPお よびUGT,

な らびに肝細胞か らの排 出 に関 わる トランスポー ターMRP2お よびMRP3,さ らに グルタチオ ン

抱合 に関わ るGSTsに ついてアデ ノ ウイルスベ クターを利用 したsiRNAに よるノックダ ウン法に

よ り検討す る。

2.研 究経過及び成果

NSAIDsを は じめ とす るカル ボ キシル 基 を有す る薬物 の多 くは肝臓 で第1相 代謝 であ る

CYPに よる酸化反応 のほか,第2相 代謝 と してUGTに よるグル クロン酸抱合 を受 け,ア シル

グル ク ロシ酸抱合体 を生成す る。 しか し,ア シル グル クロン酸抱合体 はERMと 呼ばれ,求 電

子性 で血清 アルブ ミンや細胞 内タンパ ク質 な どの生体高分子 と共有結合体 を形成 し,免 疫学的

毒性や アナ フィラキシー反応 を引き起 こす。

実験 では,モ デル薬物 としてNSAIDsの ジクロフェナ ク(DF)お よび トルメチ ン(¶ol)を 用

い,こ れ らの第1相 ～第3相 解 毒に関わ る分子機能低 下 とERMの 肝 内動態 の関係 を検討 した。

図1に 示すNSAIDsの 肝臓 における解 毒経 路に関 わる因子 の うち,今 回MRP2お よびMRP3

に対す るshRNAを 設計 し,そ れ らを発現ベ クターに組 み込み,タ ーゲ ッ ト遺伝 子発現抑制効

果 を 加71伽oで 評価 した。 その結果,MRP2お よびMRP3に 対 して80%以 上発現 を抑制す る

配列 を明 らか に した。次 に,こ れ らの配列 をアデ ノ ウイルスベ クターへ と組み込み 加 伽oで

の検討 に用い る予定で ある。 また,加 薩加oラ ッ ト初代培養肝 細胞 を用い,肝 細胞内でのDF

共有結合 の生成 にお けるCYPま たはUGTの 寄与について評価す るためにそれぞれの阻害剤を

用 いて検討 した。 ここでは,CYP2C阻 害剤 としてスル ファフェナ ゾール,UGTの 阻害剤 とし

てボルネ オール を用 いた。 スル ファフェナゾール を併用 した場合,DF・Glu量 お よび細胞毒性

の指標 であるLDH量 に大 きな変化 は見 られ

なかった ことよ り,CYP2Cに よる代謝物 であ

る4'0且 一DFあ るいは4'OH・DFの 生成過程 に

麗 募を毒鰐漿螺 繁 禦 第傘
を用いた検討 より,細 胞 内のDF量 が有意 に

減少 した。DFの 取 り込み は主に受動 拡散 に よ

り起 こることよ りUGT阻 害が他 の代謝経 路

への移行 を引き起 こす こ とが考 えられ た。

以上,今 回得 られた主 な研 究成 果 として,翻 璽.嚥劇 講 鞍礁 翻 籟膿露騰 轟藤驚盤蘇縮

1.MRP2お よびMRP3に 対 して効果 的に ノッ

クダ ウン可能 なshRNA配 列 を見出 した。2.invitroでCYPお よびUGTが 直接共有結合 の生成

と毒性 と関連 して いない ことを明 らかに した。
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3.本 研究と関連 した今後の研究計画

選択 したshRNAを アデノ ウイル スベ クター に組み込み,そ れ らを用い 加 胃四 でDF共 有結合

生成 にお けるMRP2お よびMRP3の 寄与について検討 を行 う。具体 的な手順 としては,作 製 し

た アデ ノウイルスベ クター をマ ウス に静脈 内投与 し,2・3日 経過 後,肝 臓 を採取 し,mRNAお よ

び タンパ ク質 レベル でMRP2ま たはMRP3の 変動 を検討す る。次に,こ れ らの影響 に よ りDF・Glu

産生量 と肝 毒性発 現に どの よ うな影 響が あるか を評価す る。この とき,MRP2ま たはMRP3単 独

の ノ ックダ ウンに加 え同時 にノ ックダ ウンす る場合,他 の阻害剤 と併用す る揚合 を併せて検討 す

る。この こ とは,薬 物相 互作用お よび遺伝的多型 に起因す るNSAIDsの 特異体質性肝 障害 を未然

に防 ぐことにつなが るもの と考 え られ る。
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