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略語表 

本論文では、以下の略語を用いた。 

AGAT アルギニン・グリシンアミジノ基転移酵素 

ALT アラニンアミノトランスフェラーゼ 

ANIT α−ナフチルイソチオシアネート 

ARG2 アルギナーゼ 2 

ASL アルギニノコハク酸分解酵素 

ASS アルギニノコハク酸合成酵素 

ConA コンカナバリン A 

EDTA エチレンジアミン四酢酸 

EMA 欧州医薬品庁 

FDA 米国食品医薬品局 

GC/MS ガスクロマトグラフィー/質量分析法 

GLDH グルタミン酸脱水素酵素 

GLS グルタミナーゼ 

HMGB1 高移動度グループボックス 1 

I-FABP 腸型脂肪酸結合タンパク 

iPS 人工多能性幹細胞 

LC/MS 液体クロマトグラフィー/質量分析法 

LC/MS/MS 液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法 

MC メチルセルロース 

MCT モノクロタリン 

miRNA マイクロ RNA 

OAT オルニチンアミノトランスフェラーゼ 

OCT オルニチンカルバミルトランスフェラーゼ 

P5CS ピロリン-5-カルボン酸合成酵素 

PMDA 独立行政法人医薬品医療機器総合機構 

PRODH プロリンデヒドロゲナーゼ 

RT-qPCR 定量的逆転写ポリメラーゼ連鎖反応 

TCA トリカルボン酸 

TMPD テトラメチル-p-フェニレンジアミン 

UPLC/MS 超高速液体クロマトグラフィー/質量分析計 

UPLC/MS/MS 超高速液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析計 
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第一章 序論 

未充足の医療ニーズを満たす医薬品を継続的に創出するためには、科学の進歩と研究開

発のプロセス改善が欠かせない。医薬品の研究開発では、探索研究から製造販売承認取得ま

でに平均 10 年以上の歳月を要し、その成功確率は 4.9％と報告されている(1)。近年、疾患

と関連する標的分子の枯渇に加え、規制当局による承認や保険者による償還の厳格化を背

景に、医薬品の成功確率は低下し、研究開発費は上昇している。そのため、製薬会社には成

功確率の向上と研究開発費の抑制が求められている(2)。 

研究開発を効率化する取組みとして、製薬会社はトランスレーショナルリサーチ、すな

わち非臨床と臨床の橋渡し研究に注力している。従来の医薬品開発では、動物を用いた非臨

床試験で有効性や安全性を検証してきたが、必ずしも動物とヒトで一貫した臨床試験成績

が得られなかった。そこでヒトの有効性や安全性の予測性を向上させるため、人工多能性幹

細胞（iPS）細胞、血液や組織等の臨床サンプル、日常の診療記録から構成されるリアルワ

ールドデータ、ゲノム情報等のヒト由来の試料や情報を用いた研究が進められている

（Fig. 1）。バイオマーカー研究は、このようなトランスレーショナルリサーチの 1つである。

動物とヒト共通の指標を用いて、医薬品の有効性や安全性を早期に評価し、医薬品の研究開

発を効率化することが期待されている(3)。 

バイオマーカーとは、『通常の生物学的過程、病理学的過程、又は治療的介入に対する薬

理学的応答の指標として、客観的に測定され評価される特性』と定義されている(4)。その測
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定には遺伝子（DNA、RNA）、タンパク、ペプチド、内因性代謝物、イメージング等が用い

られ、臨床での疾患の診断、患者層別化、薬理作用や安全性評価などの様々な目的で利用さ

れている（Table 1）。その一例として、腎毒性の安全性バイオマーカー研究が挙げられる。

これまで腎毒性評価では、血中クレアチニンや尿素窒素が用いられてきたが、感度が低く、

早期の腎毒性を検出できないことが知られていた。近年、Kim-1、クラスタリン、アルブミ

ンなどの複数の尿中タンパクが、感度及び特異度の高い新規の安全性バイオマーカーであ

ると報告されている(5, 6)。現在、国内外の製薬会社は安全性バイオマーカーのコンソーシ

アムを形成し、米国食品医薬品局（FDA）、欧州医薬品庁（EMEA）、独立行政法人医薬品医

療機器総合機構（PMDA）などの規制当局やアカデミアと連携しながら、腎臓、肝臓、骨格

筋などの臓器毒性に対する新規バイオマーカーの利活用に向けた検討を進めている(7)。 

医薬品の非臨床安全性試験においても、バイオマーカーの活用が期待されている(3)。病

理組織検査は臓器毒性の確定診断として有用であるが、同一動物の経時的な評価はできな

い。また、標本作成から鏡検まで時間を要するため、効率が求められるスクリーニングには

不向きである。一方、バイオマーカーによる安全性評価では、血液や尿などの低侵襲性サン

プルを経時的に採取して、迅速な測定を行い、毒性を早期に検出できる。医薬品開発におい

て、臨床試験開始直前の非臨床試験や臨床の第一相試験の成功率は低く、その開発中止理由

の約 4～5割は安全性に起因すると報告されている(8, 9)。そのため、感度及び特異性の高い

バイオマーカーを用いて、安全性の高い医薬品候補を早期に取得できれば、医薬品開発の成
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功確率向上及び費用削減に貢献できると考えられる。 

肝臓及び消化管を含む消化器は、食物を体内に取り入れて貯蔵、消化、吸収及び不消化

物の排泄を行うだけでなく、医薬品の代謝、毒性、生体防御の点で関連する。経口摂取され

た医薬品の多くは肝臓で代謝されるが、消化管でも肝臓の 1/10 程度の薬物代謝酵素を発現

し、薬物の血中濃度に影響を与える。また、腸内細菌も薬物の活性化や不活性化に関与する。

例えば、肝臓で抱合され胆管から排泄された薬剤が、腸内細菌叢により脱抱合され、消化管

毒性を誘発することが知られている(10)。さらに、腸内細菌、エンドトキシン、又は細菌成

分が腸管上皮を通過して体内に侵入し、肝硬変等の肝疾患を増悪させることが報告され(11)、

肝臓と消化管は腸管軸として生体防御で重要な役割を果たしていると考えられている。 

消化器毒性は医薬品の開発でよく見られる副作用であるが、これらの毒性に対して万能

な安全性バイオマーカーは存在しない。肝毒性は、臨床試験中の副作用により開発中止に至

る主な原因の１つである(9)。従来の低分子医薬品に加え、近年、研究開発が活発化している

遺伝子発現を制御する核酸医薬品も、非特異的な肝障害を生じさせることが知られている

(12, 13)。アラニンアミノトランスフェラーゼ（ALT）は、主に肝臓の細胞質中に存在する代

謝酵素であり、肝毒性バイオマーカーとして非臨床や臨床で広く用いられている。しかし、

ALTは骨格筋障害でも軽度に上昇し、その特異性に課題がある(14)。消化管毒性は、抗がん

剤や非ステロイド性消炎鎮痛薬でみられ、用量制限が必要となる毒性である。また、経口投

与後の薬物の吸収にも影響を与え、疾患の管理に影響を与えることがある。消化管毒性は主
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に病理組織学的検査で評価されており、現時点で感度及び特異性の優れたバイオマーカー

は確立されていない。このような背景から、肝臓や消化管の病理組織変化を感度よく反映し、

既存のバイオマーカーより特異性の高い新規のバイオマーカーが求められている。 

血中に存在するアミノ酸のうち、尿素サイクル関連代謝物であるアルギニン及びシトル

リンが、消化器障害を反映する代謝性バイオマーカーとなる可能性が報告されている（Fig. 2）

(15, 16)。一方で、代謝性バイオマーカーを非臨床安全性試験で利用するために、病理組織変

化や既存のバイオマーカーと比較し、その感度及び特異性を詳細に検討した研究はない。そ

こで本研究では、消化器障害時の血中の尿素サイクル関連代謝物の変動とその変動機序を

検証した。第二章では、肝障害と血中アルギニンの関連を調べるため、肝障害物質又は骨格

筋障害物質をラットに単回経口投与し、血中アルギニン及び ALT の測定と病理組織検査を

実施した。また、肝障害時のアルギニンの変動機序を調べるため、血中アルギナーゼ濃度の

測定と in vitroでの血中アルギナーゼ活性を調べた。第三章では、軽度の消化管障害時の血

中シトルリンの変動を調べるため、消化管障害物質をラットに反復静脈内投与し、血中シト

ルリンの測定及び病理組織検査を実施した。さらに、消化管障害時の血中シトルリン低下の

機序を確認するため、消化管中のシトルリン合成に関与する酵素の遺伝子発現と内因性代

謝物の測定を行った。第四章では、これらより得られた知見と最近の文献情報を基に、アル

ギニンやシトルリンの安全性評価での有用性を総合的に考察した。  
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Fig. 1 Role of translational research in drug development 
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Table 1. Classification and example of biomarkers 
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Fig. 2 Metabolic pathways of urea cycle-related metabolites in the liver, intestinal tract, 
and kidneys 
Gln: glutamine, Glu: glutamic acid, Pro: proline, Arg: arginine, Orn: ornithine, Cit: 
citrulline, GLS: glutaminase, P5CS: pyrroline-5-carboxylate synthase, OAT: ornithine 
aminotransferase, OCT: ornithine carbamoyltransferase, PRODH: proline dehydrogenase, 
ARG: arginase, ASS: argininosuccinate synthase, ASL: argininosuccinate lyase 
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第二章 急性肝障害モデルにおける血中アルギニンの変動 

第一節 小序 

血中 ALTは、臨床及び非臨床で感度及び特異度の高い肝障害のバイオマーカーとして利

用されている。しかし、ALT上昇は骨格筋障害とも関連し、肝臓の病理組織変化を伴わず変

動することが示唆されている(14)。肝臓由来以外の ALT 上昇による擬陽性のリスクを低減

するため、ALTより特異度の高い肝障害のバイオマーカーが求められている(17)。 

血中アルギニンはチオアセトアミドや四塩化炭素による肝障害で低下し、肝障害との関

連が示唆されている(16, 18)。アルギニンは ALTと共に肝臓に存在するアルギナーゼにより

オルニチンと尿素に代謝される(19)。血中アルギニンは、複数の肝障害モデルで血中オルニ

チン及びアルギナーゼの上昇と相関し、血中アルギナーゼがアルギニン代謝で重要な役割

を果たすことが示唆されている(18, 20-22)。一方で、アルギニンは動物で多彩な役割を持つ

アミノ酸であり、オルニチンや尿素だけでなく、一酸化窒素やシトルリン、クレアチンの前

駆体でもある。さらに血中のアルギニンは、摂餌、腎臓を介したアルギニン供給、タンパク

やアミノ酸の異化により影響を受ける(23)。そのため、肝障害時の血中アルギニンの低下に

は、複数因子の寄与を考慮する必要がある。 

肝障害モデルの内因性代謝物プロファイルを理解するため、メタボローム解析が毒性研

究に用いられている(24, 25)。この技術の利点は、血中や尿中の複数の内因性代謝物を一度

に評価できることである。代謝物プロファイルを明らかにすることで肝障害に関連する生
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体ネットワークを明らかにできる。最近のメタボローム解析では、幅広い分子種を分離、イ

オン化、検出できる液体クロマトグラフィー/質量分析法（LC/MS）が標準的な技術となっ

ている(26-28)。 

本章では、代表的な肝障害物質であるモノクロタリン（MCT）、コンカナバリン A（ConA）、

α−ナフチルイソチオシアネート（ANIT）、又は骨格筋障害物質テトラメチル-p-フェニレン

ジアミン（TMPD）を投与したラットにおける血中アルギニンと ALT の関係を調べた。次

にアルギニン代謝におけるアルギナーゼの関与を調べるため、血中アルギナーゼ濃度及び

in vitro でのアルギナーゼ活性を調べた。さらに肝障害に関与する内因性代謝物プロファイ

ルを調べるため、肝障害又は骨格筋障害時の血中メタボローム解析を LC/MS及びガスクロ

マトグラフィー/質量分析法（GC/MS）を用いて行った。 

 

第二節 実験材料及び方法 

1. 試薬及び調製方法 

MCT、ConA、及び TMPDは Sigmaから、ANITは和光純薬工業から購入した。MCT及び

TMPDは 0.5%メチルセルロース（MC、#400、ナカライテスク）溶液に懸濁した。ConAは

生理食塩液（大塚製薬工場）に、ANIT はコーン油（和光純薬工業）にそれぞれ懸濁した。

アルギニンと N-hydroxy-nor-L-arginineはそれぞれ Sigma及びMerck KGaAから購入した。 
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2．実験動物及び飼育方法 

8週齡の雄性 Fischer 344ラットを日本チャールス・リバー株式会社から購入した。ラット

は個別にステンレス製のブラケットケージで飼育した。飼育環境は、室温 20-26°C、湿度 30-

70%、12時間の明暗サイクルとした。げっ歯類用の固形飼料（CRF-1、オリエンタル酵母工

業株式会社）と水道水を自由に摂取させた。実験開始前に 1週間の馴化期間を設けた。実験

計画は第一三共株式会社の動物実験倫理審査委員会により承認され、動物実験は第一三共

の動物実験委員会のガイドラインに従い実施した。 

 

3．実験条件 

MCTは、0 (0.5% MC)、30、100、又は 300 mg/kgの用量でラットに単回強制経口投与し、

投与後 3、8、又は 24時間後に各群 5例ずつ剖検した。ConAは、0（生理食塩液）、3、20、

又は 30 mg/kgの用量でラットに単回尾静脈投与し、投与後 3、8、又は 24時間後に各群 5例

ずつ剖検した。ANITは、0（コーンオイル）、25、50、又は 100 mg/kgの用量でラットに単

回強制経口投与し、投与後 24、48、又は 72時間後に各群 5例ずつ剖検した。TMPDは、0 

（0.5% MC）、3、又は 9 mg/kgの用量でラットに単回強制経口投与し、投与後 24時間後に

各群 5例ずつ剖検した。各被検物質の投与用量及びサンプリングの時点は、これまでに報告

されている肝臓及び骨格筋障害の病理変化に基づき設定した(29-32)。血液サンプルはイソ

フルラン麻酔下で腹大動脈から採取した。血液の一部は 30 分間室温で放置後、遠心分離 
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（3000 rpm, 4°C, 10 min）を行い、血液化学的検査及びアルギナーゼ濃度測定に用いた。残

りの血液はエチレンジアミン四酢酸（EDTA）入りチューブ及びヘパリンリチウム入りチュ

ーブに分注し、それぞれメタボローム測定用の EDTA血漿及び in vitroでのアルギナーゼ活

性測定用のヘパリン血漿を採取した。血清及び血漿サンプルは使用まで-80°C で保管した。

採血後、動物を放血安楽死させ、各動物の肝臓（全群）及び骨格筋（ヒラメ筋及び前頸骨筋、

TMPD投与群のみ）を病理組織検査用に採取した。 

 

4. 血液化学的検査及び病理組織検査 

血中 ALT活性は自動分析装置（TBA-200RF、東芝メディカルシステムズ株式会社）で測

定した。肝臓と骨格筋サンプルはホルマリン固定後にパラフィン包埋した。薄切後、ヘマト

キシリン・エオジン染色を施し、この染色標本の病理組織検査を行った。 

 

5. 血中アルギニンレベルの測定 

血中アルギニンレベルは超高速液体クロマトグラフィー/質量分析計（UPLC/MS, Waters）

を用いて測定した。分析条件の詳細は文献を参考にした(27)。マススペクトロメトリーのデ

ータはMZmine 2ソフトウェアで処理した(33)。イオンの特徴を標準物質のリファレンスラ

イブラリーの保持時間と分子量（m/z）の値と比較し、内因性代謝物を同定した。血液サン

プル中の各代謝物の質量は Human Metabolome Database (http://www.hmdb.ca/)を参照した。 
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6. 血中アルギナーゼ濃度の測定と in vitro でのアルギナーゼ活性測定 

血中アルギニン低下の変動機序を調べるため、アルギニンの代謝酵素であるアルギナー

ゼの血中濃度と In vitroでのアルギナーゼ活性を測定した。血中アルギナーゼ濃度の測定に

は、血中アルギニン低下と ALT 上昇が顕著であった MCT 又は ConA の投与 8 時間後の血

清サンプルと ANIT投与 24時間後の血清サンプルを用いた。血中のアルギナーゼ濃度は、

酵素免疫測定法（ELISA、ヤマサ醤油株式会社）で既報と同様に測定した(34)。In vitroでの

アルギナーゼ活性測定には、肝障害モデルでアルギナーゼ濃度が最高値を示した ConA の

30 mg/kg 投与群の投与 8 時間後のサンプルを用いた。85 μL の 60 μM アルギニン溶液に

10 μLの 1 mM N-hydroxy-nor-L-arginine又は 10 μLの蒸留水を加え、さらに 5 μLの血漿サン

プルを混ぜて室温で 10 分間静置した。300 μL のメタノールを添加して除タンパクした後、

遠心分離（15000 g、10分間）した。その上清中アルギニン及びオルニチンレベルを前述の

LC/MS法で測定した。 

 

7. メタボローム解析 

メタボローム解析は Metabolon Inc.で実施し、塩基性分子又は酸性分子に最適化した

UPLC/タンデム質量分析（UPLC/MS/MS）、又はガスクロマトグラフィー/質量分析（GC/MS）

を使用した。解析には明らかな肝障害又は骨格筋障害がみられた各化合物とその対照群
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（MCT：0、100 mg/kg、ConA：0、20 mg/kg、ANIT：0、50 mg/kg、TMPD：0、9 mg/kg）の

投与 24時間後の血漿サンプルを用いた。Metabolon Inc.による分析条件の詳細は既報に記載

されている(27)。 

 

8．データ解析 

定量的データは平均と標準偏差で示した。メタボローム解析の各代謝物のデータは、対照

群と被検物質投与群の値の比で示した。全データは Student’s t-test（等分散データ）、Aspin 

Welch’s t-test（不等分散データ）、又は Dunnett’s multiple comparison testで統計学的に解析し

た。血中アルギニンと ALT の相関、又は血中アルギニンとアルギナーゼの相関はスピアマ

ンの順位相関分析により評価した。これらの統計解析は SAS System Release 8.2（SAS Institute 

Inc.）で行った。P < 0.05の場合に統計学的に有意とした。 

 

第三節 実験結果 

1．肝障害モデル又は骨格筋障害モデルでの血中 ALT 活性と病理組織変化 

各肝障害モデルの血中 ALT は、MCT の 100 mg/kg以上の投与群、ConA の 3 mg/kg 以上

の投与群、ANITの 50 mg/kg以上の投与群で上昇した（Fig. 3）。ALTの最大値は、MCTの

300 mg/kg群の投与 24時間後、ConAの 30 mg/kg群の投与 8時間後、ANITの 100 mg/kg群

の投与 48時間後に観察された。病理組織検査では、各被検物質で異なった肝障害がみられ
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た。すなわち、MCT の 100 mg/kg 以上の群では、肝細胞壊死及び小葉中心性の出血がみら

れた。ConAの 3 mg/kg以上の群ではリンパ管の拡張が、20 mg/kg以上の群では肝細胞壊死

がみられた。ANITの 50 mg/kg以上の群では、肝細胞及び胆管上皮の壊死がみられた。肝細

胞壊死は、MCTの 100 mg/kg以上の群、ConAの 20 mg/kg以上の群、ANITの 50 mg/kg以

上の群で共通しており、これらの変化はいずれも ALTの上昇を伴っていた。 

骨格筋障害モデルでは、TMPDの 9 mg/kg群で投与 24時間後に対照群の ALT（32 U/L）

と比較して ALT の有意な高値（77 U/L）が観察された。TMPD 投与群の病理組織検査では

骨格筋の筋線維の変性がみられたが、肝障害は観察されなかった（Table 2）。 

 

2．肝障害モデル又は骨格筋障害モデルでの血中アルギニンの変化 

血中アルギニンレベルは、MCTの 100 mg/kg以上の群、ConAの 3 mg/kg以上の群、ANIT

の 50 mg/kg以上の群で上昇した（Fig. 4）。アルギニンレベルの最小値は、MCTの 300 mg/kg

群で投与 8時間後、ConAの 20 mg/kg群で投与 3時間後、ANITの 100 mg/kg群で投与 24時

間後にそれぞれ観察された。3 つの肝障害モデルすべてで、血中アルギニンと血中 ALT の

有意な相関がみられ、相関係数はMCT：r = -0.746（P < 0.05、n = 60）、ConA：r = -0.795（P < 0.05、

n = 60）、ANIT：r = -0.787（P < 0.05、n = 60）であった（Fig. 5）。骨格筋障害モデルでは血中

アルギニンの変動はなく、血中アルギニンと血中 ALT の相関係数は r = 0.116（P > 0.05、

n = 15）であり、肝障害モデルのような有意な相関は観察されなかった。 
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3．血中のアルギニン代謝へのアルギナーゼの関与 

血中アルギナーゼ濃度は、MCT の 300 mg/kg 群、ConA の 20 mg/kg 以上の群、ANIT の 

50 mg/kg 以上の群で上昇した（Fig. 6A）。3 つの肝障害モデルすべてで、血中アルギナーゼ

と血中アルギニンの有意な相関がみられ、その相関係数はMCT：r = -0.605（P < 0.05、n = 15）、 

ConA：r = -0.808（P < 0.05、n = 15）、ANIT：r = -0.672（P < 0.05、n = 15）であった（Fig. 6B）。

In vitro でのアルギナーゼの活性測定では、ConA の 30 mg/kg群の血漿は溶液中のアルギニ

ンを 69％減少させ、オルニチンを 39倍に増加させた（Fig. 6C、6D）。アルギナーゼ阻害剤

N-hydroxy-nor-L-arginine 存在下では、アルギニンレベルは対照群と比較して有意差はなく、

オルニチンレベルの増加も抑制された（Fig. 6C、6D）。 

 

4．肝障害モデル又は骨格筋障害モデルでの血中メタボローム解析 

各モデルの血液サンプルから同定された約 450 の内因性代謝物のうち、肝障害モデルで

は、アルギニン、脂質関連代謝物、及びビリルビンが変動した（Table 3）。アルギニン代謝

に関連で同定された 13 の代謝物のうち、オルニチンの上昇が MCT 及び ANIT 投与群でア

ルギニンの低下と共に観察された。一方で、ConA投与群ではアルギニンは低下したが、オ

ルニチンの上昇は観察されなかった。 

脂質関連の代謝物では、3-ヒドロキシ酪酸とアシルカルニチンの高値が MCT 及び ConA
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投与群でみられ、胆汁酸の高値がMCT及び ANIT投与群でみられた。さらに、中鎖脂肪酸

の高値が ANIT投与群で、長鎖脂肪酸の高値がMCT投与群で観察された。 

尿素、シトルリン、及び糖原性アミノ酸（アラニン、アスパラギン酸、ヒスチジン、プロ

リン等）について、3 つの肝障害モデルで共通した傾向は観察されなかった。クレアチン、

グルタミン、フェニルアラニン、3-メチルヒスチジン、3-ヒドロキシ酪酸、アシルカルニチ

ンは、肝障害モデルと同様に、骨格筋障害モデルでも上昇した。  



19 
 

第四節 考察 

血中のアルギニンとアルギナーゼは、チオアセトアミドや四塩化炭素など複数の化合物

による肝障害に関与していることが報告されているが(16, 18, 34, 35)、アルギニン代謝を含

む内因性代謝物の変動について網羅的には検討されていない。そこで本章では、異なるタイ

プの肝障害誘発物質、又は骨格筋障害誘発化合物を使用し、アルギニン代謝と肝障害の関係

を調べた。肝障害モデルでは、肝細胞壊死に伴って血中アルギニンの低下と血中 ALT の上

昇がみられ、アルギニンと ALTの有意な相関が確認された。一方、骨格筋障害モデルでは、

肝細胞壊死や血中アルギニンの変動はみられなかったが、骨格筋に由来すると思われる軽

度の ALT上昇が観察された(14)。これらの結果から、血中アルギニンは ALTに比べ肝障害

への特異性が高いことが示された。 

肝障害モデルでの血中アルギニンレベルは、血中アルギナーゼ濃度と負の相関を示し、こ

の結果は Houdijk らの報告(20)と一致していた。さらに、ConA 群から採取した血漿サンプ

ルには、アルギニンをオルニチンに代謝する酵素活性があり、この反応はアルギナーゼ阻害

剤である N-hydroxy-nor-L-arginine存在下で完全に阻害された。そのため、血中で増加したア

ルギナーゼが肝障害後のアルギニン減少に主要な役割をしていると考えられた。 

LC/MS又は GC/MSを用いたメタボローム解析では、3つの肝障害モデル及び 1つの骨格

筋障害モデルの血漿中に存在する約 450の代謝物を同定した。これらのうち、いくつかの内

因性代謝物が肝障害モデルで共通して変動した。これらの代謝物には、肝胆導系の指標とし
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て知られる胆汁酸やビリルビンの上昇(36)、β 酸化の誘導と関連のある脂肪酸、アシルカル

ニチン、3-ヒドロキシ酪酸の軽度の上昇(37)、筋線維のタンパク分解と関連する 3-メチルヒ

スチジンの軽度上昇が含まれていた(38)。アシルカルニチン、3-ヒドロキシ酪酸、3-メチル

ヒスチジンの上昇傾向は骨格筋障害モデルでもみられ、β酸化や筋線維のタンパク分解は肝

障害と骨格筋障害に共通することが示唆された。また、アルギニン以外のアミノ酸の減少は、

肝障害モデルでは観察されなかった。ラットへの制限給餌はアラニン、ヒスチジン、プロリ

ンを含む糖原性アミノ酸を減少させることが知られているが(39-41)、肝障害モデルでの血

中アルギニン減少は、他のアミノ酸の減少は伴わないことから、摂餌量の減少やタンパクの

異化亢進とは関係しないと推察された。 

アルギニン代謝に関与する同定された 13の代謝物のうち、アルギニン低下を伴ったオル

ニチンの上昇がMCT及び ANITによる肝障害モデルでみられ、前述のように肝障害に続く

血中アルギナーゼが血中アルギニンを制御していることが示唆された。一方で、ConAによ

る肝障害モデルでは、血中アルギニンレベルは減少したが、オルニチンレベルの上昇は観察

されなかった。3つの肝障害モデルでの不一致の理由は明らかでないが、メタボローム解析

に用いたサンプルの時点で部分的には説明できるかもしれない。本研究での血中アルギニ

ンは、ConA 投与 3 時間後に最低値を示し、メタボローム用サンプルを採材した投与 24 時

間後には回復傾向を示した。血中アルギナーゼ濃度は ConA投与 4時間後に最大値を示し、

オルニチンを代謝するオルニチンカルバミルトランスフェラーゼ（OCT）の血中濃度は、投
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与 24時間後に最大値を示すことが報告されている(35)。そのため、ConA投与 24時間後で

は、血中アルギナーゼによるオルニチン生成に比べ、血中 OCTによるオルニチン分解が上

回った可能性が考えられた。つまり、血中アルギニンレベル低下とオルニチンレベル上昇は、

肝障害の初期を反映すると推察された。実際、MCT及び ConA誘発肝障害モデルでは、ALT

が最大になる前に血中アルギニンレベルは最小値を示した。これらは ALT に比べ、アルギ

ナーゼの漏出が早いことや半減期が短いことに起因していると考えられた(35)。 

興味深いことに、血中クレアチンレベルは 3つの肝障害モデルで上昇した。クレアチンの

合成は、アルギニンとグリシンをオルニチンとグアニジノ酢酸に変換するアルギニン・グリ

シンアミジノ基転移酵素（AGAT）により始まる(23)。AGAT は肝臓に存在することが報告

されており(42, 43)、クレアチンの上昇も肝障害時のアルギニンとオルニチンの変動に寄与

しているかもしれない。一方で、クレアチンの上昇はアルギニンやオルニチンの変動を伴わ

ない骨格筋障害モデルでもみられ、この上昇はアルギニン代謝とは関係なく、主に骨格筋か

らの漏出と考えられた。 

血中シトルリンレベルは、肝障害モデルで一貫した変動傾向を示さなかった。すなわち、

血中シトルリンは ConAモデルで有意に減少したが、MCTや ANITモデルでは変動しなか

った。これまでに ConAは肝障害に加えて小腸の形態変化を惹起し(44)、血中シトルリンは

消化管障害時に減少することが報告されている(45)。よって、本研究の ConAモデルでの血

中シトルリンの減少は、消化管障害に起因した変化と推察された。四塩化炭素による肝障害
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モデルでは、血中シトルリンの上昇が報告されているが(18)、四塩化炭素は肝障害に加えて

腎障害も惹起すること(46)、また、血中シトルリンは腎障害時に上昇することが知られてい

る(45)。そのため、四塩化炭素による血中シトルリンの上昇は、腎障害に起因した変化と推

察された。したがって、血中シトルリンの変動は、肝障害と関連しないと考えられた。 

結論として、これらの結果は、アルギニン代謝のうちアルギニンからオルニチンへの経路

が急性肝障害と関連して変動すること、及び血中アルギニンとオルニチンが肝臓の代謝性

バイオマーカーとなることを支持すると考えられた。 

 

第五節 小括 

アルギニン代謝と肝障害との関係を明らかにするため、3種類の代表的な肝障害誘発化合

物であるMCT、ConA、ANIT、又は骨格筋障害誘発化合物である TMPDをラットに投与し、

その血液を用いたメタボローム解析を行った。 

MCT、ConA、又は ANITの単回投与は用量依存的に肝細胞壊死を誘発し、血中 ALT及び

アルギナーゼの増加を伴った血中アルギニンの減少が観察された。いずれの肝障害モデル

でも血中アルギニンと ALT（MCT、ConA、ANITでそれぞれ r = -0.746、-0.795、-0.787）、

又は血中アルギニンとアルギナーゼ（MCT、ConA、ANITでそれぞれ r = -0.605、-0.808、 

-0.672）の間に有意な負の相関がみられた。一方、骨格筋障害モデルでは ALTはわずかに増

加したが、肝細胞壊死及びアルギニン低下は認められなかった。 
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In vitro でのアルギナーゼ活性の測定では、アルギニン溶液への ConA 投与群の血漿サン

プル添加により、オルニチンへの代謝が見られ、この反応はアルギナーゼ阻害剤によって完

全に阻害された。これらの結果は、肝障害に関連するアルギニン代謝において血中アルギナ

ーゼが重要な役割を果たすことを示唆した。 

メタボローム解析では、各モデルから得られた血液中に存在する約 450 の内因性代謝産

物が同定された。アルギニン代謝に関与する 13の血中代謝物のうち、アルギニン減少とオ

ルニチン増加は肝障害モデルで共通して生じたが、シトルリン及び他の代謝物の変化はみ

られなかった。 

以上の結果から、アルギニン代謝、特にアルギニンからオルニチンへの経路が肝障害に関

連して変動すること、及び血中アルギニン及びオルニチンが肝障害の代謝性バイオマーカ

ーとなることが示された。 
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Fig. 3 Serum ALT activity in hepatic injury models induced by monocrotaline, concanavalin 
A, or α-naphthyl isothiocyanate. Data represent the mean ± SD (n=5).  *P < 0.05, **P < 0.01: 
Significantly different from the control group by Dunnett’s test. 
Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Fig.1 
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Fig. 4 Plasma arginine levels in hepatic injury models induced by monocrotaline, 
concanavalin A, or α-naphthyl isothiocyanate. Arginine levels are expressed as a ratio of the 
value relative to the mean value of the vehicle control group. Data represent the mean ± SD of 5 
samples.  **P < 0.01: Significantly different from the control group by Dunnett’s test. 
Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Fig.2 
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Fig. 5 Relationship between plasma arginine levels and serum ALT activities in the hepatic 
injury models induced by monocrotaline, concanavalin A, or α-naphthyl isothiocyanate. 
Correlations between serum ALT activities and plasma arginine levels were evaluated by 
Spearman’s correlation coefficient statistical analysis. 
Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Fig.3 
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Fig. 6 Involvement of blood arginase in blood arginine metabolism. (A) Serum arginase 
concentrations in the hepatic injury models induced by monocrotaline (MCT), concanavalin A 
(ConA), or α-naphthyl isothiocyanate (ANIT). Data represent the mean ± SD of 5 animals. ** P 
< 0.01: Significantly different from the control group by Dunnett’s test. (B) Relationship 
between serum arginase concentrations and plasma arginine levels in the hepatic injury models 
induced by MCT, ConA, or ANIT. (C, D) Arginase activity in vitro. Plasma samples were 
incubated with external arginine in the absence (-) or presence (+) of N-hydroxy-nor-L-arginine. 
Open bar; arginase inhibitor (-), Shaded bar; arginase inhibitor (+). Arginine and ornithine 
levels were expressed as a fold change relative to vehicle control group. Data represent the mean 
± SD of 5 samples. ##P < 0.01: Significantly different from the vehicle control group by Welch's 
t-test, ++P < 0.01: Significantly different from the vehicle control group by Student's t-test. 
Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Fig.4 
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Fig. 7 Schematic illustration of pathways for arginine metabolism. ARG, arginase; OCT, 
ornithine carbamoyltransferase; NOS, nitric-oxide synthase; AGAT, arginine: glycine 
amidinotransferase. Roman and Italic typefaces show metabolites and enzymes, respectively. 
Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Fig.5 

  



29 
 

Table 2. Histopathological findings in hepatic or skeletal muscle injury models 

 Monocrotaline

3 8 24 3 8 24 3 8 24 3 8 24
Liver

Single cell necrosis of hepatocyte - - - - - - - - - 3 - -
(+)

Small necrotic foci of hepatocyte - - - - - - - - - 1 5 -
(+) (+)

Necrosis of hepatocyte, centriloblar - - - - - - - - 5 - - 5
(+) (++)

Hemorrhage, centriloblar - - - - - - - - 5 - - 5
(+) (++)

 Concanavalin A

3 8 24 3 8 24 3 8 24 3 8 24
Liver

Single cell necrosis of hepatocyte - - - - - - 5 4 5 5 5 5
(+) (+) (+) (+) (+) (+)

Multifocal necrosis of hepatocyte - - - - - - 4 4 5 5
(+-++) (+-++) (++) (++)

Hemorrhage - - - - - - 3 1 - 1 2 4
(+) (+) (+) (+) (+)

Leukopoiesis - - - - - 4 1 5 5 5
(+) (+) (++) (+) (++)

Dilatation of lymphatics - - - 4 - 3 5 3 5 3 2 4
(+) (+) (+) (+) (+) (+) (+) (+)

Edema at perivascular interstitium - - - - - 1 - - 4 2 - 1
(+) (+) (+) (+)

 Alpha-naphthyl isothiocyanate

24 48 72 24 48 72 24 48 72 24 48 72
Liver

Multifocal necrosis of hepatocyte - - - - - - 5 5 2 5 5 3
(+) (+) (+) (+) (+) (+)

Necrosis of bile duct epithelium - - - - - - 5 5 - 5 5 -
(+) (+) (+) (+)

Cell infiltration around bile duct - - - - - - 5 3 - 5 3 -
(+) (+) (+) (+)

Bile duct fibrosis - - - - - - - 2 4 - 2 5
(+) (+) (+) (+)

Regeneration of bile duct epithelium - - - - - - - 5 5 - 5 5
(+) (+-++) (+) (++)

 Tetramethyl-p -phenylenediamine
0 3 9  
24 24 24

Liver - - -

Soleus muscle
Opaque fibers (hypercontracted fibers) - - 2

(+)

Degeneration, vacuolar, muscle fiber - - 5
(+)

Tibialis anterior muscle
Opaque fibers (hypercontracted fibers) - 2 5

(+) (+)

Degeneration, vacuolar, muscle fiber - - 5
(++)

 -: Within normal limits, +: Slight, +-++: Slight to Moderate, ++: Moderate

0 30 100 300

0 3 20 30

0 25 50 100

Dose (mg/kg)
Time after dosing (hr)

Dose (mg/kg)
Time after dosing (hr)

Dose (mg/kg)
Time after dosing (hr)

Dose (mg/kg)
Time after dosing (hr)

  

Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Table 1  
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Table 3. Endogenous metabolic profile of blood samples in hepatic or skeletal muscle injury 
models  

 

MCT, monocrotaline; ConA, concanavalin A; ANIT, α-naphthyl isothiocyanate; TMPD, 
tetramethyl-p-phenylenediamine. Data are expressed as a ratio of the value relative to the mean 
value of the respective vehicle control group. Data represent the mean of 4 samples. Shaded cells 
indicate statistically significant increase (red) or decrease (blue) (P < 0.05 by a Welch's t-test). 
Note. Reprinted from “Metabolomic analysis of arginine metabolism in acute hepatic injury in rats.” 
by Saitoh W. et al. 2014, J. Toxicol. Sci. 39, 41–50, Table 2  

arginine 0.15 0.54 0.03 0.90
ornithine 1.46 0.66 1.50 1.19
urea 1.06 1.11 0.81 0.84
c itrulline 0.87 0.53 0.92 1.01
proline 0.94 0.72 0.63 0.86
s arcos ine (N-Methy lgly c ine) 1 .62 0.87 0.43 0.64
dimethy lglyc ine 1.25 0.90 0.45 0.73
dimethy larginine
(SDMA + ADMA)

0.91 0.66 0.92 1.12

N-acety lornithine 1.13 1.08 1.06 0.96
trans -4-hy droxy proline 1.05 0.79 0.81 1.18
homoc itrulline 0.91 1.16 0.92 0.88
s tachydr ine 0.92 0.33 0.75 0.66
homos tachy dr ine 1.13 0.63 1.09 0.99
c reatine 2.40 6.01 1.87 1.72
c reatinine 1.67 1.66 1.48 0.84
gly c ine 1.34 1.11 0.88 0.98
s er ine 1.71 1.05 0.52 0.94
threonine 1.15 0.83 0.81 1.15
alanine 1.05 0.92 0.92 0.61
aspar tate 2.20 1.68 0.69 0.87
asparagine 1.03 0.79 0.92 0.90
glutamate 1.88 1.35 0.99 1.06
glutamine 1.19 1.22 1.30 1.21
lys ine 1.38 1.31 0.83 1.24
pheny lalanine 1.21 1.49 1.40 1.14
ty ros ine 1.64 0.83 0.77 0.96
tr yptophan 1.02 0.82 0.79 0.97
isoleuc ine 0.96 1.00 1.02 0.97
leuc ine 0.99 1.00 1.06 1.00
v aline 0.94 0.91 0.95 0.87
c ys teine 1.72 0.87 1.54 1.04
methionine 1.19 1.02 0.77 0.89
his t idine 1.14 1.05 1.32 1.06
3-methy lhis t idine 1.22 1.52 1.16 1.84

Ketone bodies 3-hydrox ybuty rate 1.54 1.54 2.06 3.24
heptanoate ( 7:0) 0 .76 1.12 1.41 0.76
c apry late ( 8:0) 0 .91 1.10 1.49 0.84
pelargonate (9:0) 1 .07 0.99 1.75 0.81
c aprate (10:0) 1 .10 0.99 1.37 0.82
myr is toleate ( 14:1n5) 1 .53 1.52 1.14 1.56
pentadecanoate (15:0) 2 .21 0.93 0.65 1.04
palmitate (16:0) 1 .34 1.13 1.17 1.15
deoxyc arnit ine 1.31 1.56 0.87 1.10
acety lc arnit ine 1.36 1.84 0.81 1.56
hex anoy lcarnitine 1.84 2.57 0.99 1.60
oc tanoy lcarnit ine 1.76 2.03 1.17 1.86
c holate 45.94 2.18 96.15 2.09
gly coc holate 24.73 1.72 53.22 8.92
taurocholate 7.70 1.75 87.29 0.57
heme 1.47 0.99 1.92 0.70
bilir ubin (Z ,Z) 2 .55 4.88 5.83 1.03

Urea c yc le;
arginine- ,
proline- ,
metabolism

MCT
100 mg/kg

Con A
20 mg/kg

ANIT
50 mg/k g

TMPD
9 mg/kg

Cofac tors
Hemoglobin
metabolism

Fold change
SUPER

PATHWAY
SUB

PATHWAY

Amino ac id

Amino ac id

Bile ac id
metabolism

BIO CHEMICAL NAME

Lipid

Carnit ine
metabolism

Medium chain
fatty  ac id

Long c hain
fatty  ac id

Creatine
metabolism
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第三章 消化管障害モデルにおける血中シトルリンの変動 

第一節 小序 

消化管障害はヒトへの抗がん剤や非ステロイド性抗炎症剤投与で誘発される用量制限毒

性の 1つである。非臨床試験において消化管障害は、病理組織検査により評価される。しか

し、病理組織検査では解剖時点の消化管毒性のみの評価となり、薄切標本作成後の鏡検によ

る組織評価には時間がかかる。消化管毒性を示す化合物を効率よく選別するため、高感度、

非侵襲的、及び信頼性の高いバイオマーカーが不可欠である。これまでにジアミンオキシダ

ーゼ、カルプロテクチン、マイクロ RNA（miRNA）などの血中もしくは糞中の消化管障害

バイオマーカー候補は報告されているが、消化管障害への感度が高く、非臨床から臨床まで

使用可能なバイオマーカーはこれまでに確認されていない(47)。 

シトルリンは非タンパク性のアミノ酸である。小腸では、ピロリン-5-カルボン酸合成酵

素（P5CS）等のシトルリン合成に必須な酵素の活性が強く、アルギニノコハク酸合成酵素

（ASS）やアルギニノコハク酸分解酵素（ASL）などのシトルリンを異化する酵素活性が低

いことから、シトルリンは主に腸細胞でグルタミンから生成される(45, 48, 49)。腸細胞で生

成され血中に放出されたシトルリンは、腎臓で主にアルギニンに代謝される。肝臓は尿素サ

イクルの場であるが、シトルリンの肝臓からの放出あるいは取り込みによる影響は小さい

と考えられている(50)。このため、小腸に由来する血中シトルリンは、小腸の腸細胞の量を

反映する腸疾患のバイオマーカーになると考えられている(45)。 
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血中シトルリンは、短腸症や抗がん剤や放射線による消化管障害により低下することが

臨床及び非臨床で報告されている(15, 47, 51-54)。しかし、このシトルリンの減少は明らかな

絨毛萎縮や広域の外科的切除で認められているものであり、明らかな絨毛又は細胞の萎縮

を伴わない、軽度の消化管障害における血中シトルリンの変動は明らかでない。 

本章では、明らかな絨毛や細胞萎縮を伴わない軽度の消化管障害モデルラットにおける

血中シトルリン濃度を調べた。消化管障害誘発化合物として腸細胞などの増殖速度の速い

細胞への副作用が知られている、カンプトテシン由来の抗がん剤のイリノテカンを用いた

(10)。血中シトルリンはラットで絶食又は制限給餌により減少することが知られている(39, 

55)。さらに小腸はタンパクの代謝回転が速く、食事制限による影響を受けやすいことが知

られている(56)。実際、ラットの小腸粘膜量は 1日又は 2日の絶食で減少する(57)。そのた

め、本研究ではイリノテカン投与群とイリノテカン投与群との同量給餌の Pair-fed対照群の

血中シトルリン濃度を比較した。続いて、血中のシトルリン濃度と小腸のシトルリン合成の

関係を明らかにするため、シトルリン合成の場である小腸組織（空腸と回腸）及び血中の内

因性代謝物、並びに小腸組織の遺伝子発現の変動を調べた。 

 

第二節 実験材料及び方法 

1. 試薬及び調製方法 

イリノテカン点滴静注（イリノテカン塩酸塩、100 mg/5 mL、第一三共株式会社）を使用
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した。イリノテカンの 3 mg/mL又は 6 mg/kg溶液は生理食塩液（大塚製薬工場）で希釈して

調製した。シトルリン及びアルギニンは和光純薬工業から購入した。D6-シトルリンは、

Toronto Research Chemicals Inc.から購入した。これらのアミノ酸はMilli-Q水に溶解し、それ

ぞれ 1 mM の保存用水溶液を調製した。LC/MS グレードのアセトニトリルとギ酸は関東化

学から購入した。シトルリンの保存用水溶液は、1 μM から 200 μM のキャリブレーション

用標準溶液を作るため、Milli-Q水でさらに希釈した。 

 

2．実験動物及び飼育方法 

8週齡の雄性 Sprague Dawleyラットを日本チャールス・リバー株式会社から購入した。ラ

ットは個別にステンレス製のブラケットケージで飼育した。飼育環境は、室温 20-26°C、湿

度 30-70%、12時間の明暗サイクルとした。げっ歯類用の粉末又は固形飼料（CRF-1、オリ

エンタル酵母工業株式会社）をイリノテカン投与群と飽食対照群には自由に摂取させた。投

与期間中、イリノテカン投与群と同等量の飼料を Pair-fed対照群に 6日間与えた。1 ppmか

ら 5 ppm の塩素を含む水道水をどの群にも自由に摂取させた。実験開始前には 1 週間の馴

化期間を設けた。実験計画は第一三共株式会社の動物実験倫理審査委員会により承認され、

動物実験は第一三共の動物実験委員会のガイドラインに従い実施した。 

 

3．実験条件 
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イリノテカンは、0（生理食塩液）、30、又は 60 mg/kgの用量で各群 5又は 6例のラット

に 2、4、又は 6 日間反復静脈内投与した。投与は尾静脈から行い、投与速度は 1.2 mL/min

とした。動物は最終投与 24時間後の 3、5及び 7日後（Day 3、5及び 7と表記）に剖検を

行った。用量及び採材時点は消化管障害がみられた文献を参考に設定した(10)。剖検後、血

液サンプルはイソフルラン麻酔下で腹大動脈から採取した。血液は血液化学検査用にヘパ

リンリチウム入りチューブ（マイクロテイナ、日本ベクトン・ディッキンソン株式会社）、

又は血中シトルリン測定やメタボローム解析用に EDTA 入りチューブ（バキュテイナ、日

本ベクトン・ディッキンソン株式会社）に分注した。血液サンプルを遠心分離（3000 rpm、

4°C、10 min）して血漿を採取した。血漿サンプルは使用まで-80°Cで保存した。血液採取後、

動物を放血安楽死させ、各動物の胃及び腸（十二指腸、空腸、回腸、盲腸、結腸、直腸）を

病理組織検査用に採取した。遺伝子発現解析及びメタボローム解析用に空腸及び回腸（各

100 mg）を 2サンプルずつ、Day 7の剖検時に採取し、生理食塩液（大塚製薬工場）で洗浄

した。組織標本は液体窒素凍結させ、使用まで-80°Cで保存した。 

 

4. 血液化学的検査及び病理組織検査 

肝障害及び腎障害は、アルギニンやシトルリン等の尿素サイクル関連代謝物に影響する

ことが報告されていることから(45, 58)、血中の AST、ALT、クレアチニン、尿素窒素を自動

分析装置（TBA-200RF）で測定した。病理組織検査用に、前胃、腺胃、十二指腸、回腸、空
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腸、パイエル板、盲腸、結腸、及び直腸を 10%の中性緩衝ホルマリンで固定後にパラフィン

包埋した。薄切後、ヘマトキシリン・エオジン染色を施し、この染色標本の病理組織検査を

行った。 

 

5. 血中シトルリンの濃度定量 

血中シトルリン濃度を液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析法（LC/MS/MS）を用い

て定量した。内部標準として D6-シトルリンを用いた。分析用サンプルは以下のように調製

した。各 10 μLの血漿に対し、100 μMの D6-シトルリンを含む 2 μLの内部標準溶液、178 μL

のアセトニトリル、10 μLの 2N 塩酸を加え、遠心分離（11000 rpm、1 min）した。上清を回

収し、各サンプルから 8 μL を注入した。キャリブレーション用標準サンプルを調製するた

め、血液の代わりに 1 μMから 200 μMの濃度のシトルリンの標準溶液を使用した。クロマ

トグラフ分離は、Acquity UPLC system（Waters）を使用した。カラムには 40°Cに保持した

Inertsil NH2カラム（2.1 × 150 mm、3 μM、GL Sciences Inc.）を用いた。移動相 Aには 0.5%

ギ酸水溶液、移動相 B には 0.5%ギ酸アセトニトリル溶液、洗浄溶媒には 0.5%ギ酸含有の

95%アセトニトリル溶液を用いた。分離は 0.4 mL/min の流速と以下の溶出条件で行った：

5%の B（0分～0.6分）、100%の Bへ線形の上昇（0.6分～3.5分）、100％の B（3.5分～5分）。

5分時点で組成を初期状態（5%の B）に戻し、10分まで維持した。UPLC装置は、Xeno TQ 

MS mass spectrometer（Waters）に連結した。検出はシトルリン（m/z 176>70）及び D6-シト
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ルリン（m/z 182>76）の遷移を伴う、陽イオンモードのエレクトロスプレーイオン化を用い

た選択反応モニタリング法で行った。シトルリンのクロマトグラフィーでは、アルギニンの

M+1同位体からの分離が確認された（Fig. 8）。他のパラメータは、キャピラリー電圧2500 V、

ソース温度 150°C、脱溶媒温度 550°C、コーンガス流量 50 L/h、脱溶媒ガス流量 1100 L/hと

した。線形検量線の作成にはMassLynx 4.1ソフトウェア（Waters）を用い、1/xの重み係数

を用いて、シトルリンと D6-シトルリンのピーク面積比に対する理論濃度をプロットした。

真度は理論値からの偏差を逆算し、校正標準試料の理論値のパーセンテージとして表した。

キャリブレーションの範囲は 1～200 μMであった（Fig. 9、Table 4）。定量法の日中及び日間

の再現性は、2001 年のバイオ分析法バリデーションに関するガイダンス（米国食品医薬品

局 2001年、Table 5、6）の基準を満たした。 

 

6. 遺伝子発現解析 

Day 7の空腸及び回腸におけるシトルリン合成に必要な酵素の遺伝子発現を、定量的逆転

写ポリメラーゼ連鎖反応（RT-qPCR）により解析した。Total RNAの抽出は、RNase-Free DNase 

Set（Thermo Fisher Scientific Inc.）と RNease Mini Kit（QIAGEN）を用い、製造元のプロトコ

ールに従って行った。cDNA試料は、High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit（Thermo 

Fisher Scientific Inc.）を用いて合成した。グルタミナーゼ（GLS）、P5CS、オルニチンアミノ

トランスフェラーゼ（OAT）、OCT、プロリンデヒドロゲナーゼ（PRODH）、アルギナーゼ 2
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（ARG2）及び β-アクチン mRNA の定量を、TaqMan® Fast Advanced Master Mix（Thermo 

Fisher Scientific Inc.）と 7900 H T Fast Real Time PCR System（Thermo Fisher Scientific Inc.）を

用いて実施した。qPCR分析のためのプライマー及びプローブは、Thermo Fisher Scientific Inc.

が設計したものを用い、TaqMan® Minor Groove Minder（MGB）プローブ、標識されていな

いフォワードプライマーとリバースプライマーの 20 倍混合液を含む TaqMan® Gene 

Expression Assay Mix を用いた。用いたアッセイ ID は、Rn00561285_m1（GLS）、

Rn01411415_m1（P5CS）、Rn00755544_m1（OAT）、Rn00565169_m1（OCT）、Rn01404902_m1

（PRODH）、Rn01469630_m1（ARG2）、及び Rn00667869_m1（β-アクチン）とした。qPCR

増幅は、50°Cで 2分間、95°Cで 10分間、続いて 90°Cで 15秒間、60°Cで 1分間の 40サ

イクルのサーマルサイクル条件下で、各試料につき duplicate で行った。標的とする mRNA

の各発現レベルは β-アクチンで補正し、遺伝子発現の平均値は飽食対照群の発現レベルに

対する比として表した。 

 

7. メタボローム解析 

Day 7の空腸、回腸、血漿中の内因性代謝物を網羅的に解析した。既知及び未知の代謝物

のプロファイリングは、Metabolon Inc.において、3つの独立したプラットフォーム：塩基性

分子又は酸性分子用に最適化された UPLC/MS/MS、及びガスクロマトグラフィー/質量分析

を用いて行った。Metabolon Inc.で実施された分析の条件及び方法は、以前に報告されている
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方法に従った(27)。各代謝物の測定は、第二章のメタボローム解析と同様の方法で行った。 

 

8. データ解析 

定量データは指定のない限り、平均値及び標準偏差で示した。遺伝子発現やメタボローム

解析のデータは、飽食対照群に対するイリノテカン投与群、又は Pair-fed対照群に対するイ

リノテカン投与群の比として示した。Day 3 及び Day 5 のデータは Dunnett’s multiple 

comparison testで統計学的に解析した。Day 7のデータは F test（有意水準：5%）で統計学的

に解析し、分散の均一性を評価し、分散が均一である場合には Student’s t-testで、不均一で

ある場合には Welch’s t-test を行った。これらの統計解析は、SAS System Release 9.2（SAS 

Institute Inc.）を用いて行い、P < 0.05を統計的に有意とした。 

 

第三節 実験結果 

1．イリノテカン投与による小腸の病理組織変化 

イリノテカンは、十二指腸、空腸、及び回腸において絨毛及び細胞萎縮、びらん、又は潰

瘍を伴わない粘膜上皮の単細胞壊死及び再生を引き起こした（Fig 10A-H、Table 7）。イリノ

テカンによる小腸粘膜上皮の単細胞壊死の病理グレードはいずれの時点でも軽度であった

が、単細胞壊死を示した動物数は用量及び期間の増加に伴い増加した。イリノテカンの

30 mg/kg以上を 2日間反復投与（Day 3）した動物では、粘膜上皮の再生は軽度又は中等度



39 
 

であったが、6日間反復投与（Day 7）において明らかな悪化はみられなかった。Day 7には、

盲腸で同様の病理組織所見がイリノテカン投与群の 4/6例に認められたが、前胃、腺胃、結

腸、及び直腸は形態学的に正常であった。イリノテカン投与により、投与開始から剖検日ま

でに摂餌量及び体重増加率を有意に減少させ（Fig. 11A、B、C）、体重増加率は Pair-fed対照

群とイリノテカン投与群で同程度であった。イリノテカンを投与した動物では、いずれの時

点においても下痢や黒色便は観察されなかった。さらに、AST、ALT、クレアチニン、及び

尿素窒素を含む血液化学パラメータの異常はいずれの群でも認められなかった。 

 

2．イリノテカン投与による血中シトルリンの減少 

イリノテカン投与群の血中シトルリン濃度は、Day 3、5、7に飽食対照群又は Pair-fed対

照群よりも有意な低値を示した（Fig. 11D）。イリノテカンは Day 3及び Day 5に用量依存的

に血中シトルリン濃度を低下させた。60 mg/kg 投与群でのシトルリン濃度低下の程度は各

時点で同等であった。飽食対照群と Pair-fed対照群との間に、血中シトルリン濃度の統計的

有意差は認められなかった。 

 

3．小腸におけるシトルリン合成に関与する酵素の遺伝子発現の低下 

シトルリン合成に関与する酵素のうち、イリノテカンは空腸及び回腸における P5CS及び

OAT の発現レベルを低下させた（Fig. 12）。また、イリノテカンは回腸における GLS 及び
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OCT の発現レベルを低下させたが、空腸における低下は観察されなかった。PRODH 及び

ARG2の遺伝子発現レベルはイリノテカン投与で変化しなかった。 

 

4．小腸におけるシトルリンレベルの低下 

イリノテカンは、飽食対照群及び Pair-fed対照群と比較して、回腸におけるシトルリンレ

ベルを低下させた（Fig. 13）。空腸においても、イリノテカンは Pair-fed対照群と比較してシ

トルリン濃度をわずかに低下させたが、飽食対照群との差は有意ではなかった。プロリン及

びアルギニンもシトルリンと同様の変化が認められた。一方で、グルタミン、グルタミン酸、

及びオルニチンレベルの低下は、空腸又は回腸のいずれでもみられなかった。 

 

5．血中の内因性メタボロームプロファイルの変化 

イリノテカンは、尿素サイクル及びトリカルボン酸（TCA）回路に関与する内因性代謝産

物を減少させたが、解析したほとんどのアミノ酸、解糖系の代謝物、ケトン体、脂肪酸に明

らかな変化は認められなかった（Table 8）。 

シトルリン合成に関連するアミノ酸のうち、イリノテカンは飽食対照群及び Pair-fed対照

群と比較してシトルリン及びアルギニンレベルを低下させた。また、飽食対照群と比較して

オルニチン及びプロリン濃度の低下がみられたが、イリノテカン投与群と Pair-fed対照群と

の間に有意差は認められなかった。さらに、Pair-fed対照群と比較してグルタミンの軽微な
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増加がみられたが、血中グルタミン酸は変化しなかった。 

その他のアミノ酸について、チロシン及びシステイン以外のアミノ酸の低下はみられな

かった。解糖系の内因性代謝物では、乳酸の低下がみられたが、グルコース及びピルビン酸

を含む他の代謝物は減少みられなかった。TCA 回路の代謝産物では、クエン酸、アコニチ

ン酸、アルファケトグルタル酸、及びリンゴ酸の減少が認められた。ケトン体、中鎖脂肪酸、

長鎖脂肪酸に明らかな変化は認められなかった。 

 

第四節 考察 

本試験では、ラットにおける血中シトルリン濃度と軽度の消化管障害の関係を検討した。

今回用いたイリノテカンによる消化管障害モデルでは、下痢、黒色便、あるいは重度の病理

組織変化を伴わない軽度の消化管障害を示した。また、血中シトルリン濃度は、十二指腸、

空腸、回腸、及び盲腸の軽微な粘膜上皮の単細胞壊死と共に低下した。小腸の粘膜上皮の再

生は単細胞壊死と関連した変化と考えられた。一方、小腸での明らかな絨毛や細胞萎縮、潰

瘍、びらん、顕著な粘膜壊死などの重度の変化は観察されなかった。イリノテカンは盲腸に

重度の変化を誘発することが報告されているが(10)、本研究では部位による消化管障害の差

は明らかではなく、イリノテカンは盲腸の病理組織変化に関係なく血中シトルリン濃度を

低下させた。イリノテカン誘発消化管障害は、腸内細菌叢における β-グルクロニダーゼの

抑制により、顕著に減少することが報告されている(10)。ラットの腸内細菌叢は、本試験で
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使用した水道水中の塩素により影響される可能性があり、その結果として盲腸の傷害が軽

減されたのかもしれない。興味深いことに、イリノテカンは体重増加率と摂餌量を Pair-fed

対照群と同程度に減少させたが、Pair-fed条件は血中シトルリン濃度に影響を与えなかった。

したがって、血中シトルリン濃度は、明らかな絨毛及び細胞萎縮を伴わない軽度の小腸の障

害を反映していることが示唆された。 

イリノテカンは用量依存的に血中シトルリン濃度を低下させた。60 mg/kg での血中シト

ルリン濃度の低下は、イリノテカンを投与した動物の小腸における病理組織変化の程度と

同様に、各時点で同等であった。Day 7の平均血中シトルリン濃度は、イリノテカン誘発の

消化管障害モデルにおいて 63.9 μMであった。Boukhettalaらは、メトトレキサート誘発の消

化管障害モデルにおいて、血中シトルリン濃度は 14 μMと報告している(51)。メトトレキサ

ートによって絨毛の高さを著しく減少した消化管障害の程度と比較して、本研究の小腸障

害の程度は弱かった。本研究で得られた知見と併せて、血中シトルリン濃度は腸細胞量減少

の程度を反映していると考えられた。 

遺伝子発現解析から、GLS、P5CS、OAT、OCT などのグルタミンからのシトルリンの合

成に関与する酵素はイリノテカンを投与したラットの小腸で減少したが、プロリン又はア

ルギニンからのシトルリン合成に関与する PRODHと ARG2は変化しなかった。P5CSの酵

素活性は主に小腸で高く、そのため P5CSは小腸におけるシトルリン合成に寄与する(45)。

また、OATの酵素活性は、小腸、肝臓、腎臓、網膜においても高い(59)。さらに、壊死性腸
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炎患者の腸組織において、GLS、P5CS、及び OATを含むシトルリン合成酵素の発現低下が

報告されている(60)。したがって、今回みられた GLS、P5CS、OAT、OCT の遺伝子発現の

低下は、小腸におけるシトルリン合成の低下と関連すると考えられた。 

空腸及び回腸の内因性代謝物では、血中シトルリン濃度の低下及びシトルリン合成酵素

の遺伝子発現の低下に伴い、イリノテカン投与群のシトルリンレベルが低下した。これらの

結果より、血漿シトルリン濃度の減少が小腸におけるシトルリン合成の減少に起因するこ

とが示唆された。シトルリン濃度の低下の程度は、空腸よりも回腸で明らかであり、シトル

リン合成に関与する酵素の遺伝子発現と同様の傾向が観察された。イリノテカンを投与し

たラットでは、回腸の損傷の程度が空腸よりも重度であったことが報告されている(10, 61)。

これは、腸肝循環後の腸内細菌叢によって産生されるイリノテカン、SN-38の活性代謝産物

のレベルの増加と関連すると考えられる(10)。本研究では、Day 7に空腸と回腸の病理変化

の程度に明らかな部位による差は認められなかったが、遺伝子発現とシトルリンレベルの

差は、空腸と回腸の機能低下の程度を反映している可能性がある。 

イリノテカン誘発消化管障害モデルでは、小腸におけるシトルリンレベルは減少したが、

グルタミン及びグルタミン酸レベルは減少しなかった。グルタミンは、炎症の抑制、核酸の

合成、小腸の栄養などに関与している(62)。したがって、障害された腸上皮細胞が正常な状

態に回復するため、腸内グルタミンレベルはグルタミンからのシトルリン合成の減少によ

って維持されているのかもしれない。実際、我々のモデルと同様にメトトレキサートは、十
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二指腸においてシトルリンを減少させ、グルタミンを増加させることが示されている(51)。 

血中の内因性代謝物に関して、シトルリン及びアルギニンレベルはイリノテカン誘発性

消化管障害モデルで減少したが、グルタミン及びグルタミン酸レベルは消化管中と同様に

減少しなかった。また、イリノテカン誘発性消化管障害モデルでは、他のアミノ酸、解糖代

謝産物、ケトン体、脂肪酸の変化は明らかでなかったことから、シトルリン及びアルギニン

レベルの低下が栄養不良によるアミノ酸の異化亢進と関連している可能性は低いことが示

唆された。血中シトルリン及びアルギニンレベルは、腎及び肝障害によって影響を受ける可

能性があるが(45, 58, 63)、イリノテカンは、AST、ALT、尿素窒素、及びクレアチニンなど

の腎又は肝機能パラメータを増加させなかった。したがって、このモデルにおける血中シト

ルリンレベルの低下は、小腸でのグルタミンからのシトルリン合成の低下を反映している

と考えられた（Fig. 14）。 

結論として、血中シトルリン濃度は明らかな絨毛及び細胞萎縮を伴わない軽度の小腸障

害を反映し、その減少は小腸におけるシトルリン合成の減少と関連することを示唆された。

したがって、血中シトルリン濃度は消化管障害に対する感度の高い代謝性バイオマーカー

であると考えられた。 

 

第五節 小括 

明らかな絨毛及び細胞萎縮、びらん、潰瘍を伴う重度の消化管障害の場合、血中シトルリ
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ンは減少するが、軽度の消化管障害における血中シトルリンの変動は未だ検討されていな

かった。本研究では、イリノテカン 30mg/kg 又は 60mg/kg を反復静脈内投与したラットに

おいて、小腸で明らかな絨毛及び細胞萎縮を伴わない軽度の粘膜上皮の単細胞壊死及び再

生と同時に、Pair-fed対照群と比較して有意な血中シトルリン濃度の低下がみられることを

明らかにした。また、この消化管障害モデルの小腸では、グルタミンをシトルリンに変換す

る酵素の遺伝子発現が低下していたこと、回腸におけるシトルリン及びアルギニン濃度が

グルタミン及びグルタミン酸濃度に変化を伴わずに低下したことより、グルタミンからの

シトルリン合成が抑制されたことが示された。 

メタボローム解析では、血中シトルリン及びアルギニン濃度は低下したが、他のアミノ酸、

解糖代謝産物、ケトン体、または脂肪酸に顕著な変化はみられなかった。これらの結果から、

血中シトルリン濃度の低下が、栄養不良によるアミノ酸の異化亢進に起因する可能性は低

いと考えられた。 

以上の結果から、血中シトルリン濃度は、明らかな絨毛及び細胞萎縮を伴わない軽度の消

化管障害を反映し、消化管障害に対する感度の高いバイオマーカーであると考えられた。 
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Fig. 8 Chromatographic separation of citrulline from arginine. 
Representative LC-MS/MS chromatograms of analytical sample prepared from rat plasma. M/z 
176 > 70 detects citrulline and M+1 isotopologue of arginine. Citrulline was separated from 
arginine on Inertsil NH2 column. 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Supplemental Fig. 1   
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Fig. 9 Linear calibration for citrulline. 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Supplemental Fig. 2   
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Fig. 10 Irinotecan induced small intestinal toxicity without villus atrophy in the duodenum, 
jejunum, and ileum in all animals. Pair-fed control rats exhibited normal intestinal 
histopathology in the duodenum (A), jejunum (B), and ileum (C, D). Irinotecan did not 
induce villus atrophy, erosion, or ulcers in the duodenum (E), jejunum (F), and ileum (G). 
In the irinotecan-treated group, single cell necrosis (H; arrowheads) was observed. 
Moreover, the regeneration of mucosal epithelium was also noted, as indicated by large pale 
nuclei and basophilic cytoplasm. Black bar in H&E stained sections indicates 200 μm (A, B, 
C, E, F and G) or 25 μm (D and H). 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Fig. 1 
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Fig. 11 Decreased plasma citrulline concentration in the irinotecan-treated group. 
Irinotecan suppressed body weight gain (A and B) and food consumption (C). Rats in the 
pair-fed control received an equivalent amount of food to that in the irinotecan-treated 
group. Irinotecan decreased plasma citrulline concentration (D). Data represent the mean 
± standard deviation of six animals. The points represent individual value of plasma 
citrulline. **P < 0.01: Significantly different from the ad libitum or pair-fed control groups 
by Student’s t-test or Welch’s t-test, NS: Not significant. 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Fig. 2 
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Fig. 12 Decreased gene expression of enzymes required for citrulline synthesis in the 
jejunum and ileum. Gene transcription levels are expressed as a ratio of the value relative 
to the mean value of the ad libitum control group. Each expression level of target mRNA 
was normalized to beta-actin. Data represent the mean ± standard deviation of 6 animals. 
*P < 0.05, **P < 0.01: Significantly different from the ad libitum or pair-fed control groups 
by Student’s t-test or Welch’s t-test, NS: Not significant. GLS: glutaminase, OCT: ornithine 
carbamoyltransferase, P5CS: pyrroline-5-carboxylate synthase, PRODH: proline 
dehydrogenase, OAT: ornithine aminotransferase, ARG2: arginase 2. 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Fig. 3 
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Fig. 13 Decreased amino acid levels involved in citrulline synthesis in the jejunum and 
ileum samples. Each amino acid level is expressed as a ratio of the value relative to the mean 
value of the ad libitum control group. Data represent the mean ± standard deviation of six 
animals. *P < 0.05, **P < 0.01: Significantly different from the ad libitum or pair-fed control 
groups by Student’s t-test or Welch’s t-test. Gln: glutamine, Cit: citrulline, Glu: glutamic 
acid, Pro: proline, Orn: ornithine, Arg: arginine. 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Fig. 4 
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Fig. 14 Schematic illustration of pathways involved in decreased plasma citrulline 
following small intestinal injury. In rats intravenously exposed to irinotecan for 6 days, 
decreased gene expression of enzymes such as GLS, P5CS, OAT, and OCT, and decreased 
synthesis of citrulline, were seen in the small intestine. Since citrulline synthesized in the 
small intestine is released into the circulation, plasma citrulline is considered to be decreased 
following small intestinal injury. Plasma citrulline is primarily taken up by the kidneys and 
converted to arginine, while the release and uptake of citrulline by the liver are negligible. 
Consequently, plasma arginine is also likely to decrease following intestinal injury. Gln: 
glutamine, Glu: glutamic acid, Pro: proline, Arg: arginine, Orn: ornithine, Cit: citrulline, 
GLS: glutaminase, P5CS: pyrroline-5-carboxylate synthase, OAT: ornithine 
aminotransferase, OCT: ornithine carbamoyltransferase, PRODH: proline dehydrogenase, 
ARG2: arginase 2, ASS: argininosuccinate synthase, ASL: argininosuccinate lyase, ↑: 
increase, →: no change, ↓: decrease. Roman and Italic typefaces show metabolites and 
enzymes, respectively. 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Fig. 5 
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Table 4 Summary of the calibration curves for citrulline. 

 

Accuracy = Observed value / Nominal value x 100 

Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Supplemental Table 1 

  

1 27296 311681 0.0876 0.929 92.9
2 55156 311132 0.177 2.07 103.5
4 102574 304479 0.337 4.10 102.5

10 239994 298376 0.804 10.1 101.0
20 472323 275941 1.71 21.6 108.0
40 855210 261697 3.27 41.4 103.5
100 1883074 230529 8.17 104 104.0
200 3247841 214193 15.2 193 96.5

Accuracy
(%)

Nominal
Concentration

(μM)

Ratio
(a) to (b)

Observed
Concentration

(μM)

Peak area

Citrulline (a) D6-Citrulline (b)
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Table 5 Intraday accuracy of quantitation method for citrulline. 

 

Accuracy = Observed value / Nominal value x 100 
Precision = Standard deviation / Mean observed value x 100 
n=5 

Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Supplemental Table 2 

  

Mean ± S.D. Mean ± S.D. Mean ± S.D.

1 0.891 ± 0.115 89.1 12.9 0.923 ± 0.0958 92.3 10.4 0.943 ± 0.0524 94.3 5.6

3 2.96 ± 0.0844 98.7 2.9 2.79 ± 0.0570 93.0 2.0 2.88 ± 0.171 96.0 5.9

25 26.6 ± 1.03 106.4 3.9 25.2 ± 1.26 100.8 5.0 26.2 ± 1.33 104.8 5.1

160 170 ± 4.21 106.3 2.5 157 ± 3.71 98.1 2.4 163 ± 4.15 101.9 2.5

Day 1 Day 2 Day 3 Accuracy
(% )

Precision
(% )

Accuracy
(% )

Precision
(% )

Accuracy
(% )

Precision
(% )

Nominal
concentration

(μM)
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Table 6 Interday accuracy of quantitation method for citrulline. 

 

Accuracy = Observed value / Nominal value x 100 
Precision = Standard deviation / Mean observed value x 100 
n=3 

Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Supplemental Table 3 

  

1 0.919 ± 0.0262 91.9 2.9

3 2.88 ± 0.0850 96.0 3.0

25 26.0 ± 0.721 104.0 2.8

160 163 ± 6.51 101.9 4.0

Mean S.D.±
Nominal

concentration
(μM)

Accuracy
(% )

Precision
(% )
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Table 7 Histopathological findings in the irinotecan-induced small intestinal injury model. 

 

Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Table 1 

  

Day of necropsy
Dose (mg/kg) 0 30 60 0 30 60 0 0 60
Number of animals (5) (5) (5) (5) (5) (5) (6) (6) (6)
Feeding condition ad libitum ad libitum ad libitum ad libitum pair-fed ad libitum
Organ Findings
Duodenum - - 1(+) - 2(+) 5(+) - - 6(+)

- 4(+), 1(++) 2(+), 3(++) - 4(+), 1(++) 2(+), 3(++) - - 6(+)

Jejunum - - - - - 3(+) - - 6(+)
- 5(+) 2(+), 3(++) - 5(+) 1(+), 4(++) - - 4(+), 1(++)

Ileum - - - - 1(+) 2(+) - - 6(+)
- 1(+) 1(+) - 4(+), 1(++) 1(+), 4(++) - - 4(+), 1(++)

Cecum - - - - - - - - 3(+)
- - - - - - - - 1(+), 3(++)

Forestomach - - - - - - - - -

- - - - - - - - -

Peyer's patch - - - - - - - - -

Colon - - - - - - - - -

Rectum - - - - - - - - -
The number shows the incidence of each histopathogical finding.  
The histopathological grades are shown in parentheses (-: Within normal limits, +: Slight, ++: Moderate).

ad libitum ad libitum ad libitum

Day 7     Day 5     Day 3       

Glandular stomach

Regeneraton, mucosal epithelium

Single cell necrosis, mucosal epithelium
Regeneraton, mucosal epithelium

Single cell necrosis, mucosal epithelium
Regeneraton, mucosal epithelium

Single cell necrosis, mucosal epithelium
Regeneraton, mucosal epithelium

Single cell necrosis, mucosal epithelium
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Table 8 Endogenous metabolome profile of blood samples in the irinotecan-induced intestinal 
injury model. 

 

Data are expressed as a ratio of the value relative to the mean value of the respective vehicle 
control group. Data represent the mean of six samples. Shaded cells indicate a statistically 
significant increase (red) or decrease (blue) (P < 0.05 by Student’s t-test or Welch’s t-test) 
Note. Reprinted from “Plasma citrulline is a sensitive safety biomarker for small intestinal 
injury in rats.” by Saitoh W. et al. 2018, Toxicol Lett. 295:416-423, Table 2  

arginine 0.79 0.87 1.11

argininosuccinate 0.54 0.42 0.79

urea 1.06 1.08 1.01

ornithine 0.81 1.04 1.28

2-oxoarginine* 0.64 0.51 0.80

citrulline 0.75 0.79 1.07

homoarginine 0.83 0.85 1.03

homocitrulline 0.78 0.85 1.09

proline 0.74 0.87 1.18

dimethylarginine (SDMA + ADMA) 0.88 0.95 1.08

N-acetylarginine 0.65 0.64 0.99

N-acetylcitrulline 0.64 0.53 0.82

N-acetylproline 0.53 0.57 1.08

N-delta-acetylornithine 0.89 1.07 1.21

N-alpha-acetylornithine 0.66 0.69 1.03

N2,N5-diacetylornithine 1.07 0.95 0.89

trans-4-hydroxyproline 0.99 1.01 1.02

pro-hydroxy-pro 1.38 1.05 0.76

N-methylproline 0.98 1.19 1.21

N-monomethylarginine 0.78 1.18 1.51

argininate* 0.94 0.87 0.93

glycine 0.95 0.97 1.02

serine 0.97 0.96 0.99

threonine 0.86 0.99 1.15

alanine 0.86 0.87 1.01

aspartate 0.91 1.01 1.11

asparagine 0.95 1.03 1.09

glutamate 0.97 1.12 1.15

glutamine 1.06 1.09 1.03

lysine 0.98 0.98 1.00

phenylalanine 1.08 1.09 1.01

tyrosine 0.79 0.74 0.94

tryptophan 1.03 1.06 1.03

isoleucine 1.05 1.23 1.17

leucine 1.04 1.24 1.19

valine 1.03 1.27 1.23

cysteine 1.02 0.82 0.80

methionine 0.78 0.88 1.13

histidine 1.01 1.10 1.09

3-methylhistidine 1.08 1.09 1.01

1,5-anhydroglucitol (1,5-AG) 1.17 1.16 0.99

glucose 0.98 0.97 0.99

2,3-diphosphoglycerate 1.29 0.61 0.48

3-phosphoglycerate 0.84 0.84 1.00

pyruvate 0.93 0.90 0.97

lactate 0.76 0.77 1.02

glycerate 1.01 1.15 1.14

citrate 0.83 0.77 0.94

aconitate [cis or trans] 0.86 0.81 0.95

isocitrate 1.54 0.48 0.31

alpha-ketoglutarate 0.74 0.78 1.06

succinate 0.63 0.70 1.11

fumarate 0.76 0.77 1.01

malate 0.76 0.76 1.01

tricarballylate 1.25 1.02 0.82

acetoacetate 1.09 1.54 1.42

3-hydroxybutyrate (BHBA) 1.20 1.23 1.03

heptanoate (7:0) 0.94 0.87 0.93

caprylate (8:0) 0.71 0.58 0.81

pelargonate (9:0) 0.99 0.84 0.85

caprate (10:0) 1.26 1.01 0.80

myristate (14:0) 1.10 0.83 0.76

myristoleate (14:1n5) 1.25 0.90 0.72

pentadecanoate (15:0) 1.10 0.94 0.86
palmitate (16:0) 1.32 0.96 0.73

TCA Cycle

SUPER
PATHWAY

SUB PATHWAY BIOCHEMICAL NAME

Fold change

Irinotecan /
Control (ad libitum)

Irinotecan /
Control (Pair-fed)

Control (ad libitum) /
Control (Pair-fed)

Lipid

Ketone bodies

Medium chain
fatty acid

Long chain
fatty acid

Amino
acid

Urea cycle;
arginine-, proline-,
metabolism

Amino acid

Carbo
hydrate

Glycolysis,
Gluconeogenesis,
and Pyruvate
Metabolism

Energy
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第四章 アルギニン及びシトルリンの有用性検証 

第一節 アルギニン及びシトルリンのバイオマーカーとしての有用性 

安全性バイオマーカーの検討では、臨床及び非臨床安全性試験の標準的評価法、例えば毒

性試験の病理組織検査や血液検査との感度を比較する共に、変動機序を検証する必要があ

る(64)。また、医薬品は全身の臓器に毒性を生じさせる可能性があることから、薬物の標的

臓器以外への薬理作用や臓器毒性による影響を調べ、その特異性を検証することも不可欠

である(65)。そこで本章では、血中アルギニンやシトルリンの代謝性バイオマーカーとして

の感度と特異性について、本研究結果及び文献による知見を踏まえて総合的に考察した。 

 

1. 肝障害に対するアルギニンの感度と特異性 

本研究では機序の異なる 3 種類の肝障害モデルを用いて、肝障害に対するアルギニンの

感度を検証した。その結果、いずれの動物モデルにおいても、病理組織検査で肝細胞壊死が

みられた時点で、血中アルギニンは低下し、血中 ALT と有意な負の相関を示した。同様の

血中アルギニンの低下は、四塩化炭素やチオアセトアミドによる肝障害モデルでも報告さ

れており(16, 18)、血中アルギニンは肝障害に対する感度が高いことが示された。 

イリノテカンによる消化管障害モデルにおける血中アルギニンの変動を調べたところ、

血中アルギニンは肝障害を伴わない消化管障害でも低値を示した。同様の血中アルギニン

の低値は、壊死性腸炎の患者でも報告されている(66)。このアルギニンの低下の変動機序と
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して、消化管障害時のシトルリン生成と関連した 2つの可能性が考えられた。1つ目は、血

中アルギニンが消化管でのシトルリン生成に利用される可能性である。消化管で生成され

るシトルリンの約 8割はグルタミンから生成されると報告されているが(49)、この経路の代

謝酵素 GLS、P5CS、OAT、OCT の消化管中の遺伝子発現量は、消化管障害時に減少した。

一方、消化管でのシトルリン生成には、血中アルギニンやオルニチンも利用される(67)。消

化管障害時に消化管中のアルギニンは減少したが、代謝酵素 ARG2 の遺伝子発現量やオル

ニチンは変動しないことから、消化管障害時のシトルリン生成に血中アルギニンやオルニ

チンが利用された可能性がある。2つ目は、腎臓から血中へのアルギニンの供給低下の可能

性である。血中アルギニンは、腎臓でのシトルリンからアルギニンへの代謝に由来し、この

腎臓でのアルギニン合成には消化管で生成されたシトルリンの約 8割が用いられる(45, 68)。

消化管障害時には血中シトルリンが低下するため、その結果として腎臓でのシトルリンか

らアルギニンへの代謝が低下し、血中アルギニンの低下につながった可能性がある。このよ

うに、血中アルギニンの低下は、肝障害以外に消化管障害にも起因する可能性がある。 

本研究のMCTと ANITによる肝障害モデルでは、肝臓中アルギナーゼの血中への漏出に

より、血中アルギニン低下に加えて血中オルニチンが上昇することが示唆された。同様の変

化は、四塩化炭素による肝障害モデルでも報告されており(40)、アルギナーゼの基質である

アルギニンの低下とその生成物のオルニチンの上昇の変動パターンは、肝障害に特徴的な

変化である可能性が考えられた。一方、本研究の ConAによる肝障害モデルでは、血中オル
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ニチンの上昇は観察されず、一貫した結果が得られなかった。ConAは肝障害に加えて小腸

の形態変化を惹起することが知られており(44)、本研究の ConAによる肝障害モデルでの血

中シトルリンの減少は、消化管障害を反映した変化と推察された。前述のように消化管障害

時には、アルギナーゼの基質となる血中アルギニンが減少する。したがって、血中アルギニ

ンとオルニチンの変動パターンは、アルギニン単独に比べて肝障害をより正確に判別する

可能性があるが、消化管障害の併発時には肝障害に対する感度が低下すると考えられた。 

近年、アルギナーゼの活性上昇に伴う血中アルギニンとオルニチンの変動が、肝障害以外

の様々な疾患で観察されることが報告されている。アルギナーゼはアルギニンの異化に最

も重要な酵素であり、I 型とⅡ型が存在する。I 型アルギナーゼは肝細胞に豊富に発現し、

腸細胞、マクロファージ、赤血球を含む肝外細胞の発現は限定的であるが、Ⅱ型アルギナー

ゼは全てのミトコンドリアを含む肝外細胞に比較的低レベルで発現することが知られてい

る(69)。I 型及びⅡ型アルギナーゼの発現は、様々な疾患においてサイトカインや他の炎症

性刺激により誘導され、血中アルギニンを低下させることが報告されている(70)。例えば、

卵白アルブミンによるマウスの気管支炎モデルでは、肺中のアルギナーゼ活性が上昇し、血

中オルニチンに対するアルギニン比率が低下した(71)。また、アテローム動脈硬化や糖尿病

の動物やヒトでも血中のアルギナーゼが上昇し、同様にアルギニンの比率が低下した(72)。

その他にもアルギナーゼの誘導は、中枢神経系疾患やがんを含む様々な疾患で報告されて

いる(73)。そのため、血中アルギニンは肝障害以外の複数の疾患でも低下すると推察された。 
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以上、血中アルギニンは肝障害に対して感度が高いと考えられたが、血中アルギニンの恒

常性に関与する消化管の影響も受け、消化管障害時にも低下すると推察された。また、血中

アルギニン低下とオルニチン上昇の変動パターンにより、アルギニン単独に比べて肝障害

をより正確に判別することが可能であるが、肝障害と消化管障害の併発時にその特異性が

低下することが示された。さらにアルギナーゼは炎症性疾患、肺障害、糖尿病など複数の疾

患で誘導されるため、血中アルギニンやオルニチンを指標とした肝障害の判別には、これら

の疾患の有無に留意する必要があると考えられた（Table 9）。 

 

2. 消化管障害に対するシトルリンの感度と特異性 

本研究では、イリノテカンによる消化管障害モデルを用いて、消化管障害に対するシトル

リンの感度を検証した。その結果、ラットの血中シトルリンは、明らかな絨毛や細胞萎縮、

潰瘍、びらんを伴わない軽度の消化管障害で低下した。これまでに抗がん剤、放射線障害、

又は小腸の外科的切除に伴う重度の消化管障害時に、動物やヒトの血中シトルリンが低下

することが報告されている(15, 47, 51-54)。血中シトルリンは、ヒトの消化管障害に対する診

断能は低いとの報告もあるが(74)、本研究より、ラットでは軽度から重度の消化管障害を反

映する感度の高いバイオマーカーと考えられた。 

本研究で用いた肝障害モデルや骨格筋障害モデルにおけるシトルリンの変動を調べたと

ころ、MCTと ANITによる肝障害モデルでは、血中シトルリンの低下は確認されず、Holecek
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らによって報告されている四塩化炭素による肝障害モデルと同様の結果であった(75)。した

がって、アルギナーゼの血中への漏出を介した血中アルギニン低下は、血中シトルリンに影

響しないと考えられた。なお、ConAによる肝障害モデルでは血中シトルリンの低下がみら

れたが、前述のように ConAによる消化管への影響に起因すると考えられた(44)。骨格筋障

害モデルでは血中シトルリンやアルギニンの低下はみられず、本研究では血中シトルリン

の消化管障害に対する特異性に影響する因子は観察されなかった。 

シトルリンは非タンパク性のアミノ酸であり、ほとんどの食品に含まれていないが、制限

給餌や絶食により、血中シトルリンが減少することが知られている(55)。本研究では、消化

管障害時の摂餌の影響を評価するため、飽食に比べ 2割程度の給餌量を減らした Pair-fed対

照群を設けたが、血中シトルリンを含むアミノ酸の低下や消化管の病理組織変化は観察さ

れなかった。これまでに血中シトルリンは、極度の栄養不良がなければ正常範囲内であり

(45)、シトルリンの前駆体であるアルギニン、グルタミン酸、プロリン等のアミノ酸を 4週

間食事から除去しても、血中シトルリンは変動しないことが報告されている(76)。したがっ

て、摂餌条件によるシトルリンへの影響は、他のアミノ酸と明らかな差はないと推察された。

絶食時には、血中シトルリンやアルギニンだけでなく、空腹時に筋肉から放出されるアラニ

ンも減少することが知られており(39)、血中のアミノ酸プロファイルを確認することで消化

管障害と摂餌量減少の影響を区別できると考えられた。 

これまでに血中シトルリンの低下は、消化管毒性や OTC欠損症などの遺伝性疾患を除い
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て報告されておらず、血中シトルリンは消化管障害に対する特異性が高いと考えられてい

る(15, 45)。一方で、血中シトルリンは腎障害の患者で上昇し、これは腎臓でのシトルリンか

らアルギニンへ代謝が抑制されるためと考えられている(63, 77)。また、血中シトルリンや

オルニチンの上昇は、高脂肪食給餌又はストレプトゾトシン誘導の糖尿病誘発マウスで観

察されている(78)。これらの血中シトルリンを上昇させる因子は、軽度の消化管障害による

シトルリン低下を打ち消し、感度を低下させる可能性がある。 

以上、血中シトルリンは軽度の消化管障害でも低下し、消化管障害以外の臓器障害での低

下は報告されていないことから、消化管障害を反映する有用なバイオマーカーであると考

えられた。血中シトルリンを消化管障害バイオマーカーとして使用する場合は、腎毒性、高

脂肪食、糖尿病による血中シトルリン上昇により感度が低下すること、及び栄養不良による

血中シトルリン低下との判別に留意する必要があると考えられた（Table 9）。 
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Table 9 Variation factors of blood arginine and citrulline 
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第二節 消化器バイオマーカーの現状と課題 

1. 肝障害バイオマーカーの現状 

現在の標準的検査法である ALT は、肝障害に加えて骨格筋障害でも軽度に上昇すること

から、その特異性に課題があると考えられている(17)。近年、肝障害に対する感度及び特異

性が高く、ALTと異なる特徴を有する新規肝障害バイオマーカーが複数報告されている(79)。

新規肝障害バイオマーカー候補の代表例を以下に記載する（Table 10）。 

 

1-1 グルタミン酸脱水素酵素（GLDH） 

GLDH はミトコンドリアに局在する酵素で、アミノ酸の酸化と尿素の産生に関与してい

る。ラットの肝障害では、GLDHは ALT上昇に比べて早期に変動する(80)。ヒトにおいても

血中 GLDH と ALT には強い相関があり、GLDH は ALT に比べ短い半減期により肝障害を

正確に反映すると考えられている(80)。また、骨格筋の壊死及び再生を主病変とする遺伝性

筋疾患のデュシェンヌ型筋ジストロフィーの患者では、GLDHは正常範囲であり、骨格筋障

害に影響される ALTと異なる特徴を有する(81)。さらに、細胞質中に存在する ALTと異な

り、GLDHはミトコンドリア由来であることから、肝障害におけるミトコンドリア毒性の判

別にも利用でき、肝障害の機序解明に役立つ可能性があると考えられている(82)。 

 

1-2 miR-122 
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miRNA は、転写後遺伝子調節に寄与する低分子の非コード RNA であり、生体液中での

安定性が高いとされている。miRNAの 1つである miR-122は、ラットの肝臓で特異的に発

現し、ALTと比べて肝障害への特異性の高いバイオマーカーとされている(83)。肝障害によ

る miR-122 の上昇は、げっ歯類に加えてイヌやヒトなど複数の動物種で認められている。

また、血中 miR-122は ALT上昇に先立って上昇し、肝障害の程度を正確に反映することが

示唆されている(84)。一方で、miR-122は ALTのような肝細胞死に伴う受動的な放出ではな

く、他の臓器への伝達物質として調節を受ける可能性が報告されている。そのため GLDH

と比べて健常者でのばらつきが大きく、miR-122の新規の肝障害マーカーとして有用性が疑

問視されている(79)。 

 

1-3 高移動度グループボックス 1（HMGB1） 

HMGB1は、ユビキタスに発現する核タンパク質であり、主として DNAに結合して転写

を調節する。肝細胞の損傷後、HMGB1は核内から血中に放出され、免疫反応に関与するこ

とが示唆されている(85)。HMGB1は、マウスにおいて ALTより早期に増加し、臨床でもア

セトアミノフェンによる肝毒性への感度が高いことが報告されている(86-88)。また、アイソ

フォームの１つである高アセチル化 HMGB1 は、アセトアミノフェンによる肝障害の不良

な転帰の予後因子である可能性が示唆されている(89)。一方で、アセトアミノフェン以外の

薬剤性肝障害時の HMGB1 の変動やアイソフォームの役割についての報告は少なく、今後



67 
 

の検討が期待されている(85)。 

 

これらの新規の肝障害バイオマーカー候補が普遍的に使われるには更なる検討が必要で

あるが、標準的検査項目に加えることができれば、臨床での薬物性肝障害の予測、検出、及

びリスク管理を改善できると期待されている(89)。 

これらの新規の肝障害バイオマーカー探索では、アルギニンを代謝するアルギナーゼの

検証も行われ、その感度及び特異性は、GLDHに比べて低いことも報告されている(79)。そ

のため、血中アルギナーゼ活性に依存する代謝性バイオマーカーのアルギニンが、GLDHと

同様に臨床応用される可能性は低いと推察された。 
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Table 10 Characteristics of novel liver injury biomarkers 
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2. 消化管バイオマーカーの現状 

これまでにジアミンオキシダーゼ、CD64、ガストリンなどの複数のバイオマーカー候補

が報告されてきたが、その感度、特異性、又は測定法に課題があり、臨床や非臨床では活用

されていない(47)。近年、腸型脂肪酸結合タンパク（I-FABP）や miR-215が消化管障害を反

映すると報告されている(90, 91)。新規消化管障害バイオマーカー候補の代表例を以下に記

載する（Table 11）。 

 

2-1 ジアミンオキシダーゼ 

ジアミンオキシダーゼはヒスタミンの代謝に関与する酵素で、主に小腸の粘膜、特に絨毛

の先端に存在する。ジアミンオキシダーゼ活性は小腸粘膜の状態を反映し、動物やヒトの消

化管障害時に血中のジアミンオキシダーゼ活性が低下することが報告されている(92, 93)。

一方で、PAK4阻害剤による消化管障害では、血中シトルリンの低下はみられたが、ジアミ

ンオキシダーゼの変動は観察されなかった(47)。また、血中ジアミンオキシダーゼ活性は、

採血時に使用する抗凝固剤ヘパリンにより上昇することが知られ、スクリーニングを目的

とした非臨床試験での使用を阻害する要因となっている。 

 

2-2 腸型脂肪酸結合蛋白（I-FABP） 

脂肪酸結合タンパクは、脂肪酸代謝を有する組織に豊富に発現する小さな細胞質タンパ
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ク質で、長鎖脂肪酸、胆汁酸、又はレチノイドに高い親和性で結合する。9種類の脂肪酸結

合タンパクのうち、I-FABP は、主に小腸の腸上皮細胞に限局しており、胃及び大腸ではご

く微量しか存在しない。ラットでは、敗血症による消化管障害モデルで血中 I-FABPは上昇

し、シトルリンと負の相関を示すことが報告されている(91)。ヒトでは、回腸炎を伴う潰瘍

性大腸炎に加え、腸間膜梗塞や壊死性腸炎で I-FABPが上昇することが報告されている(94)。

しかし、薬物による消化管障害との関連を示す報告事例は少ない。 

 

2-3 miR-215 

近年、シトルリンと同様に消化管障害に伴って変動する miRNAが報告されている。血中

miRNA のうち、miR-215 は血中シトルリンと比べて感度よくラットの消化管障害を検出す

ることが示唆されている(90)。しかし、miR-215はマウスの腎臓やヒトの肝臓での発現も確

認され、慢性肝炎や肝細胞がんのバイオマーカー候補となる可能性が報告されている(95)。

そのため、消化管障害の特定には、miR-215だけでなく、複数のバイオマーカーによる検証

が必要と考えられている。また、miR-215の日内及び日間変動は大きく、シトルリンに比べ

て測定上の課題も存在する(90)。 

 

このように消化管障害のバイオマーカー候補の報告はあるが、シトルリンに比べて消化

管障害との関連を示す報告事例は限られ、今後の感度及び特異性の検証と測定法の確立が
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期待される。現時点では血中シトルリンは、臨床及び非臨床で消化管障害を反映し、

LC/MS/MSで容易に測定可能で有望な安全性バイオマーカーと考えられている。実際、消化

管機能の診断や薬理作用を示すバイオマーカーとしても、臨床や医薬品の開発に使われて

いる(15, 45, 96)。一方、臨床で血中シトルリンの感度は十分でないとの報告もあり(74)、さ

らに優れた新規バイオマーカーが求められている。 
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Table 11 Characteristics of novel intestinal biomarkers 
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第三節 メタボローム解析による代謝性バイオマーカーの展望 

本研究で注目したアルギニン、オルニチン、シトルリンは体内の恒常性維持に欠かせない

アミノ酸である。その血中濃度は摂餌条件や様々な疾患による影響を受けるため、単独の代

謝性バイオマーカーとして診断能は必ずしも高くないと考えられた。しかし、メタボローム

解析の特徴は、血液、尿、組織などのサンプル中の内因性代謝物を網羅的に解析できること

である。複数の代謝性バイオマーカーを組み合わせることで互いの欠点を補い、疾患や毒性

のスクリーニングに使える可能性がある。これまでにアルギニンやシトルリンを含むアミ

ノ酸が、生活習慣病やがんで特徴的なプロファイルを示すことが報告されており(97-99)、実

際にスクリーニング検査として実臨床で利用されている。 

尿素サイクル関連のアミノ酸のうち、アルギニン、オルニチン、シトルリンは、肝臓、消

化管、腎臓の毒性に応じた異なったプロファイルを示す。本研究の肝障害モデルでは、血中

アルギニンの低下とオルニチンの上昇がみられ、消化管障害モデルでは血中アルギニンと

シトルリンの低下することを示した。また、腎障害ではシトルリンからアルギニンへの代謝

が抑制されるため、血中シトルリンが上昇することが知られている(77, 100)。このように 3

つの内因性代謝物は、毒性に応じた特徴的なプロファイルを示すことから、肝臓、消化管、

腎臓の毒性スクリーニングに利用できる可能性がある。しかし、医薬品の毒性試験では、複

数の臓器毒性や摂餌量の変化が見られることから、他の要因が 3 つの尿素サイクルの関連

代謝物に影響を与える可能性がある。そのため、尿素サイクルと異なる代謝経路で変動する
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代謝性バイオマーカーと組み合わせれば、毒性スクリーニングの精度は更に向上すると思

われた。 

尿素サイクル関連代謝物の他にも、これまでに様々な臓器毒性に対する代謝性バイオマ

ーカー候補が報告されている。肝障害及び酸化ストレスのバイオマーカーとして、それぞれ

γ-グルタミルジペプチドやオフタルミン酸(25, 101)、胃潰瘍のバイオマーカーとしてヒドロ

キシプロリンが報告されている(102)。また、カチオン性両親媒性薬剤により各組織のライ

ソゾームにリン脂質が異常蓄積するリン脂質症のバイオマーカーとして 22:6 bis 

(monoacylglycerol) phosphate（22:6 BMP）が知られている(103, 104)。このような代謝性バイ

オマーカー候補を網羅的測定することで、そのプロファイルから複数の臓器毒性をスクリ

ーニングできる可能性がある。一方で、代謝性バイオマーカーは小規模で予備的な研究が多

く、臨床や非臨床での活用例は少ないことが知られている(105)。今後、非臨床の毒性スクリ

ーニングに代謝性バイオマーカーを利用するには、多様な医薬品候補の毒性試験で継続的

に測定し、病理組織検査の結果を比較して有用性を検証することが欠かせない。 

毒性試験における代謝性バイオマーカーの初期検証では、血中の内因性代謝物が摂餌量

や腸内細菌の影響される可能性があることから(106)、注目する臓器に短期間で毒性を生じ

させる医薬品候補を用いることが望ましい。近年注目されている核酸医薬品や抗がん剤は、

この条件に合致し、消化器毒性に対する代謝性バイオマーカーの検証に適していると考え

られた。核酸医薬品は、肝臓、腎臓、脾臓などの臓器に集積し(107)、特にマウスで感受性が
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高いことが知られている(108)。核酸医薬品による肝毒性は、オフターゲットの転写誘導や

医薬品自体によるものと考えられ、マウスの単回投与による肝毒性のスクリーニングが有

用と報告されている(109)。核酸医薬品による肝障害が、直接的な細胞障害と異なる機序で

発現するのであれば、ALT と異なるバイオマーカーを測定することで新たなリスクを捉え

られるかもしれない。抗がん剤の開発では、がんの増殖に関わる遺伝子変異に対する分子標

的薬が注目されているが、消化管はその標的臓器の 1 つである(110)。消化管毒性は患者さ

んの生活の質や抗がん剤の投与量に影響するため、安全性の高い薬が望まれている(111)。 

新たな代謝性バイオマーカーを非臨床試験の毒性スクリーニングに活用するには、臓器

毒性による影響の他にも、いくつかの解決すべき課題がある。第一に、正常と異常を区別す

る閾値の設定である。これには通常の毒性試験でのメタボローム解析を進め、動物の例数を

増やして検証する必要がある。第二に、週齢差、性差、日内変動の検証である。ヒトの血中

アルギニンに性差があり、血中シトルリンは年齢とともに上昇することが報告されている

(112)。また、マウスの血中アルギニン、オルニチン、シトルリンには、日内変動があること

が知られている(113)。アミノ酸に限らず、多くの内因性代謝物には、週齢差、性差、日内変

動による影響の可能性があるため、適切な対照群との比較や背景データ収集が重要と考え

られる。第三に、採血時の溶血やサンプルの扱いなど人為的な影響である。溶血時には血球

のアルギナーゼが漏出し、血中アルギニン濃度が低下することが報告されており(114)、ア

ミノ酸の分析では適切な採血とサンプルの温度管理が求められている(115)。このような課
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題を解決し、代謝性バイオマーカーによるスクリーニング法が確立されれば、毒性の低い医

薬品候補を早期に選抜し、医薬品の効率的な開発に貢献すると考えられる（Fig. 15）。 

今後、代謝性バイオマーカーが更に充実させるためには、代謝物測定の技術進歩に加えて

新しい技術も必要である。これまでの代謝性バイオマーカー探索の欠点は、統計学的解析と

の指摘がある(116)。近年、マシンラーニングを利用したメタボローム解析が行われ、アルツ

ハイマーや乳がんの診断能が向上することが報告されている(117, 118)。新たな解析法によ

り、消化器に対するバイオマーカーパネルの診断能も劇的に改善するかもしれない。こ

のような組み合わせによる診断は、代謝性バイオマーカーに限らない。GLDHなどの臨床で

検証中の肝臓のバイオマーカーについても、単一の候補が新しいゴールドスタンダードと

して浮上する可能性は低く、複数の候補によるバイオマーカーパネルが有用と考えられて

いる(89)。今後、新しい統計解析方法の導入により、代謝性バイオマーカーも含めた多様な

安全性バイオマーカーパネルを構築され、医薬品の開発が更に効率化することを期待した

い。 

 

第四節 小括 

本章では本研究の結果と最近の知見を踏まえ、肝障害に対するアルギニンの有用性と消

化管障害に対するシトルリンの有用性を検討した。また、肝障害及び消化管障害のバイオマ

ーカー探索の現状と代謝性バイオマーカーの展望を考察した。 
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血中アルギニンの低下は、複数の肝障害モデルの ALT 上昇と相関し、肝障害に対する感

度が高いことが示唆された。しかし、消化管毒性、肺毒性、糖尿病を含む複数の条件下でも

アルギニンは低下するため、血中アルギニンやオルニチンを指標とした肝障害の判別には、

これらの疾患の有無に留意する必要があると考えられた。近年、肝障害の新規バイオマーカ

ーとしての診断能は GLDH が高く、血中アルギニン低下に関与するアルギナーゼは低いこ

とが報告されている。そのため、血中アルギナーゼ活性に依存する代謝性バイオマーカーの

アルギニンが、GLDHと同様に臨床応用される可能性は低いと推察された。 

血中シトルリンは、軽度の消化管障害モデルで低下し、軽度から重度の消化管障害を反映

する感度の高いバイオマーカーであることが示唆された。また、血中シトルリンは消化管以

外の臓器毒性による影響を受けず、その特異性は高いと考えられている。一方で、血中シト

ルリンは極度の栄養不良で低下し、腎障害や高脂肪食で上昇することが知られており、これ

らの感度や特異性に影響する因子には留意する必要がある。これまでに消化管障害の新規

バイオマーカー候補は複数報告されているが、感度、特異度、又は測定法に課題がある。そ

のため、血中シトルリンは、現時点で消化管の状態を反映するエビデンスの多いバイオマー

カーと考えられている。 

このように血中アルギニン及びシトルリンは、消化器障害を反映して変動するが、他の疾

患や摂餌条件の影響を受ける可能性がある。そのため、これらの代謝性バイオマーカー単独

による臓器毒性の同定は難しい。一方で、メタボロームの特徴は、複数代謝物の変動を網羅



78 
 

的に調べることである。アルギニン、オルニチン、シトルリンを含む尿素サイクル関連代謝

物は、肝臓、消化管、腎臓の毒性により異なるプロファイルを示す。また、これまでに様々

な臓器毒性と関連を示す複数の代謝性バイオマーカー候補が報告されている。今後、これら

の代謝性バイオマーカーパネルによるスクリーニング法を確立できれば、より有望な医薬

品候補を優先的に毒性評価できる。その結果として、高い安全性の医薬品候補が早期に選抜

され、医薬品開発の効率化に貢献できると期待される。 
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Fig. 15 Future perspectives of the use of metabolic biomarkers 
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総括 

第一章では、医薬品開発における消化器障害バイオマーカーへの期待と課題を示した。医

薬品の研究開発において、肝臓や消化管を含む消化器は毒性の発現しやすい臓器である。こ

れらの毒性を簡便に検出できるバイオマーカーがあれば、効率的に安全性の高い医薬品が

創出できると期待される。しかし、既存の肝障害のバイオマーカーである ALT は骨格筋障

害でも変動を示し、特異性に課題がある。また、消化管障害に対して、感度及び特異性の高

いバイオマーカーは確立されていない。そこで本研究では、医薬品開発でのバイオマーカー

の活用を目指し、消化器毒性との関連が示唆されている血中アルギニン及びシトルリンに

ついて、代謝性バイオマーカー候補としての有用性を検証した。 

第二章では、肝障害と血中アルギニンの関連を調べた。肝障害物質又は骨格筋障害物質を

ラットに単回経口投与し、血中アルギニン及び ALTの測定と病理組織学的検査を実施した。

その結果、肝障害モデルの血中アルギニンは、血中 ALT の上昇及び肝臓の病理組織変化と

相関して低下した。骨格筋障害モデルでは、ALTは軽度に上昇したが、血中アルギニンの変

動は見られなかった。よって、血中アルギニンは、ALTと異なる挙動を示す肝障害のバイオ

マーカーである可能性が示唆された。次に、肝障害時の血中アルギニン低下の機序を確認す

るため、アルギニンを分解する酵素であるアルギナーゼの血中濃度を調べた。その結果、血

中アルギニンと血中アルギナーゼは負の相関を示した。さらにアルギニン水溶液に肝障害

モデルの血漿を加えたところ、アルギニンは低下し、オルニチンが上昇した。これらの変化
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はアルギナーゼ阻害剤存在下で観察されなかったことから、肝障害時の血中アルギニン低

下は、肝臓から漏出したアルギナーゼに起因すると考えられた。血中のメタボローム解析で

も肝障害時のアルギニン低下とオルニチン上昇が観察され、アルギナーゼの関与が裏付け

られた。以上の結果から、アルギニン代謝、特にアルギニンからオルニチンへの経路が肝障

害と関連し、血中アルギニン及びオルニチンは、肝障害の代謝性バイオマーカーとなる可能

性が示唆された。 

第三章では、消化管障害と血中シトルリンの関連を調べた。消化管毒性誘発化合物をラッ

トに反復静脈内投与し、血中シトルリンの測定及び病理組織検査を実施した。その結果、血

中シトルリンは、明らかな絨毛及び細胞萎縮、びらん、潰瘍を伴わない軽度の消化管障害に

伴って低下した。次に、消化管障害時の血中シトルリン低下の機序を確認するため、消化管

中の遺伝子発現と内因性代謝物の測定を行った。その結果、消化管中のシトルリン合成経路

の遺伝子発現が低下し、シトルリンを含めた関連代謝物が消化管中で低下した。したがって、

消化管障害時の血中シトルリン低下は、消化管におけるシトルリン生成の抑制を反映した

変化と考えられた。血中のメタボローム解析では、消化管障害時にアルギニン及びシトルリ

ンが低下したが、その他のアミノ酸の低下は観察されず、血中シトルリンの減少は栄養不良

に応答したアミノ酸異化作用に起因する可能性は低いと考えられた。以上の結果から、血中

シトルリン濃度は、明らかな絨毛及び細胞萎縮を伴わない軽度の消化管障害を反映し、消化

管障害に対する感度の高いバイオマーカーであると考えられた。 
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第四章では、消化器障害に対するアルギニン及びシトルリンの有用性を総合的に考察し

た。血中アルギニンは複数の肝障害モデルで低下することから感度は高いが、消化管障害、

肺障害、糖尿病等の条件下でも変動し、血中アルギニンやオルニチンを指標とした肝障害の

判別には、これらの疾患の有無に留意する必要があると考えられた。また、血中シトルリン

は軽度の消化管障害でも低下し、軽度から重度の消化管障害を反映する感度の高いバイオ

マーカーであることが示唆された。さらに、血中シトルリンの低下は消化管以外の臓器毒性

ではみられず、消化管障害に対する特異性も高いと考えられた。一方、血中シトルリンは、

他のアミノ酸と同様に極度の栄養不良で低下し、腎障害や高脂肪食で上昇することが知ら

れている。そのため、これらの感度や特異性に影響する因子の有無に留意する必要があると

考えられた。 

以上、消化器障害に対する代謝性バイオマーカーとしてアルギニン及びシトルリンの有

用性の検討を行い、それぞれ肝障害及び消化管障害を反映するバイオマーカーとしての可

能性とその限界を明らかにした。本研究では、アルギニンやシトルリンのような代謝性バイ

オマーカーは、消化器毒性を感度よく反映した。しかし、他の臓器毒性や摂餌条件の影響を

受ける可能性があり、単一の代謝物の変動を指標とした臓器毒性の同定は難しいと推察さ

れた。一方、代謝性バイオマーカーは、複数代謝物によるバイオマーカーパネルとして、臓

器毒性の早期発見や機序解明に使用することも想定できる。今後、メタボローム解析による

スクリーニングを目的として、多様な臓器毒性を検出できるバイオマーカーパネルを構築
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できれば、毒性の弱い化合物を効率的に取得して医薬品開発に貢献すると期待される。 
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