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Abstract

Inthefieldofgencexpressionanalysis,microarrayhasamaJornnpactonmanydifferentareas

includingtoxicogenomics・hthisstudyllinvestigatedthenlecllanismsandpredictionof

drug-inducedhepatotoxicitybymicroarraytechnology､Iinvestigatedthechangesofhepaticgene

expressioninStypicalhepatotoxicantsadministeredrat・Iidentified20genesasthepotential

markcrsofhepatotoxicityandthespecificprofilesofgeneexpressionpatternsineacll

hcpatotoxicantfromtheQuality-Thrcshold(OT)clusteringanalysis・Inthecxperimcntofvarious

dosageofthioacctamide(TA),itwasdemonstratedthatgenecxpressionpatterndetectcdby

hierarchicalclustcringandOTclusteringanalyscsbasedondosingtimewerecllangedinanearly(６

andl2h)andalate(24,36anM8h)phase､OTclusteringanalysisbascdontheirdosageshowed

thesamcprofilesobservcdinmypreviousstudyinindependentofthedosageofTA・Thesefindmgs

suggestcdthatthcmajorgeneexpressionprofileestimatcdbyQTclusteringwouldbeasensitive

markerofhepatotoxicitybForthefilrtherexperiment,microRNA(miRNA)changesin

rA-administcredratliverweremaseuredbymiRNAmicroarray,ＴｈｅｅｘｒessionchangeofmiR-Z1，

oneofthecandidatemiRNA,ｗｅｒｅobservednotonlyinmALadministrationbutalsoinother

hepatotoxicantadministrationTheeffectofmiR-Z1suppressionbyantisenseoligonucleotidewerc

cvaluatedinj〃Ｗ伽.Statins-inducedcellcytotoxicitywassignificantlyreducedinmiR-Z1antisense

oligonucleotidetransfectedgroupThesefindingssuggestedthatmiR-21wouldprcvent

statin-inducedcytotoxicityb（Z36words）

学位論文要旨

薬物誘導`性肝障害の予測は患者の安全性確保のみならず、創薬の効率化においても重要

である。薬物誘導性の有害事象に対して遺伝子発現変化の網羅的な検討を通じて、毒性を

早期に予測することを目的としたトキシコゲノミクスの研究が注目されている。ＤＮＡマイ

クロアレイは膨大な数の遺伝子を網羅的に検討することができる技術であり、毒性学を含

む様々な基礎的研究から、特定の治療法や薬物の感受性などを評価する体外診断薬として
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も応用されている。現在では特定の機能を持つ遺伝子群を搭載したものから、expression

sequencetag(ESＤを含むwholegenomeを搭載したものまで、用途に合わせた多くのＤＮＡ
マイクロアレイが販売されている。また、その技術は生体内に存在する小さなＲＮＡの一種

であるマイクロＲＮＡ(miRNA)の網羅的な検出にも応用されている。本研究では、肝毒性化
合物を投与したラット肝試料についてマイクロアレイを用いて遺伝子またはmiRNAの網

羅的発現変動を検討し、その結果から肝障害に特徴的な兆候を見出すことで、薬物誘導性

肝障害の予測を行うことを目的とした。

典型的な５種類の肝毒`性化合物であるアセトアミノフェン（AEAP)、ブロモベンゼン

(BB)、四塩化炭素（cT)、ジメチルニトロソアミン（ＤＭN)、チオアセタミド（1A)による肝
障害ラツトモデルを作成した｡それぞれの化合物を投与後6,,,24および48時間において

肝および血清を採取した。肝障害発症の評価には、主に血清生化学マーカー値のＡＬｎＡＳＴ

を指標として用いた。生化学マーカー値が最も上昇した時間を毒'性発症時間と定義し、

APAPでは１２時間、ＢＢでは２４時間、ＣＴでは６時間、ＤＭＮでは４８時間、ＴＡでは２４時

間をそれぞれの薬物の毒性発症時間とした。肝より得たtotalRNAを用い、薬物動態関連遺

伝子を中心に搭載したマイクロアレイを使用して遺伝子発現変動を検討した。データ解析

として最初に血清検査値の変動と相関した発現変動を示す遺伝子の特定を行った。抽出

されてきた遺伝子群より、誘導または抑制された遺伝子をそれぞれ1o種類見出した。さら

に、qualitythrcshold(。Ｄクラスタリングによって各化合物投与後の主要な遺伝子発現の変
動パターンを検出したところ、毒性発現時間を反映した結果になることを見出した。検出

されたクラスターの中には血清検査値の変動と相関した遺伝子として特定された遺伝子が

20種類中１７種類含まれていた。これらの結果からＯＴクラスタリングによる検討が血清検

査値の変動をもとにした毒性発現時間に基づく検討と相関することが新たに示された'）。

次に、５種類の肝毒性化合物を用いた検討により見出された解析手法が、肝毒,性化合物

の投与量を変化させた際にも適用できるかどうかを検討した。肝毒性が顕著であったｎｋ

を５０，１５０および400ｍｇ/1Kg体重の３段階の投与量で処置し肝障害ラツトモデルを作成し
た。サンプルの採取は先の検討に準じ、血清生化学マーカーの測定によって、、投与量依

存的に肝障害が発生していることを確認した。続いて、肝から抽出したtotalRNAを用い、

ＥＳＴを含む約10,000遺伝子を搭載したマイクロアレイによって遺伝子発現変動を検討した。

全投与群、各投与量でそれぞれ階層クラスタリングを行った結果、どちらの分類によるク

ラスタリングにおいても毒』性発現の前後で遺伝子発現変動が大きく異なることが示された。

また、各時間でのＯＴクラスタリングを行い、毒性発現前では投与量に関係なく遺伝子発

現変動に差異はないが、毒`性発現後には遺伝子発現変動の程度が投与量依存的に増加する

ことが示された。さらに、各投与量別での。Ｔクラスタリングによって遺伝子発現変動の

主要なパターンを検出した結果、投与量依存的に毒性発現時間と相関したパターンが得ら

れることが示された。このことは､先に述べた解析手法の有用`性を支持するものであった。

さらに、５種類の肝毒性化合物投与モデルにおける血清検査値の結果から見出された遺伝
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子は、ほぼ全て同様の発現変動プロファイルを示した。その相対的変動量は投与量に関係

なく同等の応答性を示し、鋭敏な肝障害のマーカーになりうることが示唆された2)。

さらに、マイクロアレイによる検討から見出された遺伝子が肝障害の発現に関与してい

るかについて検討した。RNAintcrferencc(RNAi)によるノックダウンを用い、mの毒性に

及ぼす影響について、ラット肝由来細胞ＢＲＬ３Ａを用いて検討した。Ｉｎｖｉｖｏにおける発現

変動とBRL3A細胞における発現量を考慮し､Tcelldeatllassociatedgcne(Tdag）を標的とし
た。TdagsiRNAをトランスフェクションしRNAi効果の確認をreal-timeRILPCRにて行っ

た結果、導入後２４時間で最大１％以下までの強力な遺伝子抑制が確認された。ほぼ同一の

条件を用いて、Tdagのノックダウンした状態で、を２４時間曝露し、細胞毒`性に及ぼす影

響を検討したが、毒'性への影響が認められなかった。InvivoとinvitroでのⅨヘの応答`性

の違いが示唆された。

遺伝子レベルの検討と並行して、現在多くの分野で盛んに検討が進められているmiRNA

について検討を行った｡miRNAは近年その働きが注目されている機能性のnon-codingRNA
であり、miRNAの配列と相同`性を持つ遺伝子の主に３，非翻訳領域に作用して翻訳抑制によ

る転写後調節を行っている。遺伝子のイントロン部分に存在するものや、独自のクラスタ

ーを形成するものがあり、その変動を検討することは遺伝子の発現変動の検討と同様に意

義のあることである。肝毒性化合物の投与によるmiRNAの発現の変化を検討するため、

miRNAマイクロアレイを用いた。五Ａを400ｍｇ/kg体重で投与後1,2,6および１２時間にお

いて変動するmiRNAを探索した。その結果見出されたmiRNAについて、real-timeIUPCR

にて発現を確認し､毒'性に関与するmiRNAとして､miR-21を見出した｡ＡＥＡＥＢＢ,ＣｍＤＭＮ

について同様の時間において発現変動を測定したところ毒性発症時間の早いAEAＰおよび

ＣＴでは早期の発現増加が、毒`性発症時間がやや遅いＢＢ,ＤＭＮおよびｎkでは発現の抑制

が認められた。これらの結果から、miR-21が毒性発症時間に合わせて異なった発現変動を

していることが示された｡さらにmiR-21が実際に肝障害に関与しているかについてinvitro

実験系を用いて検討した。細胞内のmiR-21をアンチセンスオリゴ（ASO)を用いて抑制し、
薬物による細胞障害性への影響を検討した。このmiR-21はガン化によって発現が大きく増

加することが知られているため､複数のヒト由来細胞株におけるmiR-21の発現量を測定し

た。その結果から、ＡＳＯの影響が検出しやすいように発現の低いHeLa細胞を選択した。

ＡＳＯ導入による抑制効果をreal-timeRPPCRにて確認した後､同様の条件でＡＳＯを７２時間

導入後に薬物を２４時間曝露し細胞生存率を測定した。この際、miR-21の標的蛋白質を予

測サイトを用いて探索したところ､peroxisomeproliferator-activatedreceptom(□□□□q)が考

えられた。そこで、□□□□ccのアゴニストであるフィブラート系薬物との併用によって横

紋筋融解症が報告されているスタチン系薬物を被験薬として用いた。水溶性のプラバスタ

チン、フルバスタチンと脂溶'性のシンバスタチン、ロバスタチンを用いた。その結果、シ

ンバスタチン､ロバスタチンにおいて細胞障害性がmiR-21のＡＳＯ導入によって増強され、

プラバスタチン、フルバスタチンでは細胞障害`性が見られなかった。しかしながら可標的
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遺伝子として検討した□□□□ｕはロロ□□の発現は認められたもののｗ蛋白質に対する影響

を検出することはできなかった。これらの結果から、miR-Z1が関与する蛋白質は不明では

あるが、その働きは細胞の保護作用であることを薬物誘導`性細胞障害の視点から明らかに

した。

薬物誘導性肝障害は新薬開発において大きな障害となり、その予測は非常に重要である。

本研究ではＤＮＡマイクロアレイを用いた肝毒`性評価の検討から、肝毒`性予測の可能性を

検討した。本研究で構築された新しいＤＮＡマイクロアレイデータの解析をさらに進展さ

せることによって、新薬開発における、薬物誘導性肝障害を起こす化合物の前臨床段階で

のスクリーニングの有効な手段になることが期待される。また、miRNAという新しい分野

において、薬物誘導`性肝障害に及ぼす影響をいち早く検討した報告として、今後のmiRNA

の機能解析の一助となるものと考えられる。
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学位論文審査結果の要旨

＿薬物誘蕊践既障甕gZ壬j則は患者公の安全′t生確爆鐘は五な▲…倉縢Ｑ効:率化!！§jk:1Ｋ.ibL重要:ヱミ迩姦Ｑ－ｈ

主璽具徒ムミZzL催､_薬物誘導睦囚有害蕊象'二対L言j鬘伝壬鑑曳変化２ｺ瀧|羅的な検討塗通県五蘂_毒燐塗塁

期(二王jmkjt畳_ニーと塗貝的と_Ｌ五k週1-本検討に強い五=典型飽な既養蜂化合jMq笈迩量Ｚ迄上ヱミュＺ壬

Ｚ_仏HLJ2)し_ｺﾞ且玉袋潔迄．Ｚ_但B)L一四蝿と炭素_｣(C、聖一望ユガと量LELZZ-三鮭１，Ｍm)鐙主、ﾌﾞE丈Ｚ

迄久ﾐｰﾋﾟ｣(1ｍＡ)Ｉを役長上迄芝以上i童fHい_遺伝壬発現のj経H蓑醜な変化塗_mI4AZ式.之且Ｚｋ式｣三上、網羅

醜【二検討上い_血撤'二化莞検査値212負推崖三処迄lff障賓鶏ii三暁間庭鐘ｋＫ…複数の肛議i生化］:r物應共ji重

し冒亘変化:？r量遺伝玉童見世上上｡_Qllalin-thLJ1eshQld-｣(Q]Ｍ_乏藝丞斑ｿｰヱ鉦1二聖９x見世室虹迄主要な発

彗i変動Ｚ亘Ｚヱｴｰ上'二強lLX典同様竃３－血清鰹と裳j董査値董反映LnL腕｡一室_旦嶋_投与蝋塗熱鱸堂

為_階層_ｚｚＺＬ久以望籔1皇よ箆検j討塗症ごこした結果染_投長蝋1三関係な-K_毒性発症謄聞、h魚-24-騰聞j童jb霊

晃｛二玄_三Zi皇.冨溌形i成_誉れ量_こと_を具出_とい_蚕_ら_にJfl::毎鼠に関係な_<_LiLi責生化裳j鰹E値塗反睡した
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Q]uZ-乏星－２以竪芝應主魚王票な遺伝:壬発現変動容量気Ｚｎ検討溢蕊#’1誘導惟肛障篝ＥＱ有;ii1lなz=Ｙ２罵力鷹

と上五億HjrLきゑF1熊蜂力撤されな･L一室_ら'二,…ヱｴｰ久巨_mILAhnlHJ1l2A)ｚごｆＺ且Ｚと孔を、k〕した検討追

従豆上｡-2杢；b】f寵hjib塁｣kよ上主翼三_塗４三玄Ｚｐ語法に_よ駆虹､丈宝馬力属｡同定上_毒｣朧認測隆対]L、;Ii7tニ

な靭見塗提供しご左〕Ｍ２五めゑ≧_評価貞払_壇上__(薬勃_にZ値太る_と判定上上.－－－－－－－－－－－－－
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