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第 1 章 緒論 

 
医薬品開発において、臨床投与期間として 6 か月以上の使用が予定される場合にはげっ歯

類 2 種、おもにラットとマウスでの 2 年間のがん原性試験が必要とされている。その中で

もラットの甲状腺がんは比較的多く認められ、その多くは甲状腺の濾胞型のがんである。

一方、ヒトにおける甲状腺がんは、その病理組織型から乳頭型、濾胞型、未分化型、がん

髄様型と大きく 4 つに分けられ、その多くは乳頭型で全体の 70％以上を占め、濾胞型の発

生頻度は 10％程度と少ない 1)。ヒトにおける甲状腺がんは全体的に罹患率や死亡率が低く、

5 年生存率も高い予後の良好な悪性腫瘍であるため、他の胃がんや大腸がんといったがん種

に比べて臨床および非臨床の研究は少ない。発生原因についても唯一長崎大学 光武らの

グループがいくつかの遺伝子変異との関連を報告しているものの 2)、それ以外では放射性ヨ

ウ素の暴露が知られている程度で、医薬品のみならず環境物質等どのような物質が原因に

なるかについては現在まで良くわかっていない。 
このようにヒトでの甲状腺がんの発生メカニズムが明確になっていないことから、動物の

発がん性試験で甲状腺の増殖性病変が現れた場合、たとえそれががんに至らない良性腫瘍

(adenoma)であったとしても、ヒトへの安全性に関する考察が十分でない場合には認可が下

りず、有望な新薬の創出機会を逸する原因ともなる。 
 
現在までのげっ歯類の甲状腺発がん(良性腫瘍含む)における先行研究では、遺伝毒性(変異

原性や染色体異常、DNA 損傷等)によらないメカニズムとして、図 1 のごとく甲状腺への直

接作用と間接作用が知られている。直接作用としては過塩素酸塩(ClO4
-)やチオシアネートで

知られるような甲状腺ホルモン合成のためのヨウ素取り込み阻害やプロピルチオウラシル

(PTU)で知られるような取り込んだヨウ素の有機化阻害が知られている 3)。一方、フェノバ

ルビタールに代表されるように甲状腺ホルモンの代謝・排泄を促進することで二次的に甲

状腺がんが形成されることも知られている 3)。このようなラットにおける甲状腺発がんにお

いては、アミオダロン等発がん無作用量(NOEL)とヒトの臨床用量との間の安全係数が 10 倍

以内と大きな乖離が無いにもかかわらず、ヒトでの発がん性は問題になっていない(表 1)。
このことは甲状腺発がんのプロセスにおいてヒトとラットで明確な種差が存在することを

示唆している。種差に関する研究には、上記直接作用および間接作用いずれにも関わるも

のとして、視床下部-下垂体-甲状腺系(HPT 系)の機能や制御の差に焦点が当たっている。し

かしながら HPT 系のヒトとラットの間に質的な差異はなく、末梢血中の甲状腺ホルモン濃

度をセンサーとしたフィードバック機構における感受性の差が最も有力な原因と考えられ

ている 4)。その感受性の差の主たる原因として、ラットにはヒトが有する甲状腺ホルモン結

合タンパク(TBG；thyroxine-binding globulin)が存在しないことから、血中の甲状腺ホルモン

の半減期がヒトに比べ短く 5) (ヒト 5–9 日 vs. ラット 0.5–1 日)、HPT 系のフィードバック機

構が回転しやすいためと報告されている 6)。その一方で薬剤による血中甲状腺ホルモンが減

少しやすい原因としては、その代謝や排泄の増加、中でも代謝ではグルクロン酸抱合酵素

(UGT：UDP-glucuronosyltransferase)がその中心的な役割を果たすと考えられているものの 4)、
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UGT の分子種あるいは排泄に関わるトランスポーターに関する報告は乏しい。 
 
本研究は代表的な非遺伝毒性発がん物質である抗てんかん薬クロバザムを用いてラットの

甲状腺の代謝排泄にかかわる酵素やトランスポーターに注目することで、非遺伝毒性性甲

状腺腫瘍形成への重要な因子を明らかにし、ヒトとの種差を明確にする上で重要な知見を

得ることを目的とした。 
 

 

 
図 1 今までに知られているげっ歯類の甲状腺腫瘍発生機序(先行研究) 
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表 1 クロバザムおよび市販薬におけるラット甲状腺がん(濾胞細胞腺腫)発生とヒト臨床用

量との比較 

 
 
クロバザムについて 
クロバザムはドイツのヘキスト社によって 1989 年に創出され、抗てんかん薬として広く利

用されている。従来のベンゾジアゼピン系抗てんかん薬は複素環 1，4 位に窒素原子を持つ

のに対し，クロバザムは 1，5 位に窒素原子を有する(図 2)。クロバザムは，他のベンゾジア

ゼピン系薬剤と同様にベンゾジアゼピン受容体へ結合し，大脳辺縁系におけるガンマアミ

ノ酪酸(GABA)ニューロンの働きを増強することによって抗てんかん作用を発現する(大日

本住友製薬(株)社内資料)。 

 

 
図 2  Chemical structure of clobazam 

7-chloro-1-methyl-5-phenyl-1H-1, 5-benzodiazepine-2,4 (3H,5H)-dione 
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クロバザムの遺伝毒性試験 
ネズミチフス菌 TA100, TA1537, TA98, TA1537 株および大腸菌 WP2uvrA 菌株を用いた復帰

突然変異試験において、クロバザムは最大 5000 μg/plate まで復帰変異コロニーの増加を認

めず、クロバザムの細菌における変異原性は陰性と判断されている。またチャイニーズハ

ムスター肺由来細胞(CHL)を用いた染色体異常試験において、クロバザムは 3.00 mg/mL 濃

度まで染色体異常細胞の出現頻度は低く、染色体異常誘発性は陰性と判断されている。さ

らに Crj:BDF1 雄マウスにクロバザムの最大 500 mg/kg まで単回投与した結果、骨髄中、小

核を有する赤血球の出現頻度は低く、クロバザムの小核誘発性は陰性と判断されている(大
日本住友製薬(株)社内資料)。 

以上の結果から、クロバザムに遺伝毒性ポテンシャルはないと考えられる。 
 
がん原性試験について 
がん原性試験は、げっ歯類(ラットおよびマウス)に医薬品を 2 年間にわたり生涯曝露させ、

全臓器について病理組織学的検査により腫瘍性病変の種類、数および程度等を評価し、候

補医薬品が生体に発がんをもたらす作用を有するのか否かを判断する試験である。WHO か

らは下記の 4 つの基準が提案されている 7)。 
① 対照群にみられない腫瘍の発生があった場合 
② 対照群にもみられる腫瘍が被験物質投与群でより高率に発生した場合 
③ 対照群に比べてより多種類の器官・組織に腫瘍が発生した場合 
④ 対照群と被験物質投与群との間で腫瘍発生率に差はないが，被験物質投与群における腫

瘍の発生が対照群と比して，より早期にみられた場合 
 

本研究に用いるクロバザムのがん原性試験の結果は表 2 のとおりである。 
Sprague-Dawley (SD)系ラットにクロバザムを最大 100 mg/kg まで 104 週間混餌投与し病理組

織学的に腫瘍の発生を基に発がん性を評価している。その結果、腫瘍性変化としては 100 
mg/kg 投与群の雄に甲状腺の良性腫瘍である濾胞細胞腺腫の発生率の有意な上昇をみとめ、

クロバザムは発がん性ありと判断されている(大日本住友製薬(株)社内資料)。 

 

表 2 クロバザムのラット 104 週間がん原性試験における腫瘍発生例数 

 
*フィッシャーの直接確率検定(< 0.05) 

(大日本住友製薬(株)社内資料より抜粋) 
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第 2 章 クロバザムの短期投与によるラット甲状腺過形成モデルの作製

とその妥当性の確認 

 

第 1 節 緒言 
ラットの甲状腺腫瘍の発生メカニズムを検討するにあたり、まず実験的な甲状腺腫瘍モデ

ルを作製する必要がある。これまでの報告からクロバザムの 100 mg/kg の 1 日 1 回 SD 系

雄ラットへの 2 年間投与にて甲状腺濾胞腺腫が発生することが判明している。研究の目的

から短期間投与で甲状腺腫瘍のメカニズムを検討できることが重要であり、そのためには

腫瘍にかわる適切なエンドポイントの設定とそれに必要な投与期間を決定する必要がある。

一般的に上皮発がん過程は多段階を経ることが多く、刺激を受けた細胞の選択的な増殖(過
形成：hyperplasia)、腫瘍(adenoma)へと続く。さらに一部変異細胞の増殖が続くと異型細胞

の集団 (悪性腫瘍：carcinoma) へ進展することが知られている 8)。そこで本検討では甲状腺

濾胞腺腫の発生メカニズムからその初期段階である過形成 (hyperplasia)あるいは肥大

(hypertrophy)をエンドポイントとすることとした。また一般的に甲状腺重量の変化も腫瘍性

病変における感度の良い指標であることから、甲状腺重量の変化も併せて検討した。さら

に甲状腺の代謝排泄にかかわる酵素やトランスポーターに注目し研究するためには、クロ

バザムによる甲状腺腫瘍発生メカニズムが甲状腺への直接作用ではなく甲状腺ホルモンの

クリアランス亢進による間接作用によることを示す必要がある。本章ではこれらの点を実

験的に検証することで短期甲状腺腫瘍モデル（甲状腺過形成モデル）としての妥当性を評

価した。 
 
第 2 節 甲状腺重量および甲状腺濾胞上皮の過形成を指標とした場合のクロバザム

の投与期間との関係について 
本検討に際し、用いるクロバザムの投与量について一般毒性試験情報(大日本住友製薬(株)

社内資料)を参考にした。クロバザムの投与量 0 (媒体)、100、400 および 1000 mg/kg を雄

ラットに 1 日 1 回 4 週間にわたり経口投与した結果、100 mg/kg では肝臓や甲状腺に変化

はなく、400 mg/kg 以上の投与量で甲状腺の重量増加が起こることが報告されている。一

方、1000 mg/kg では肝臓や甲状腺への影響に加え、毒性変化を示唆する体重や血液検査パ

ラメータ（赤血球減少、網赤血球増加）、さらにはストレスを示唆する副腎重量の増加が確

認された（表 3）。これらのことから、クロバザムの甲状腺過形成モデルを検討するには 400 
mg/kg が適切であると考えて本研究に適用した。 
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表 3 クロバザムのラット 4 週間反復投与毒性試験概要 

 

－：異常なし 

(大日本住友製薬(株)社内資料より抜粋) 
 

材料および方法 
1) 被験物質、投与方法および実験デザイン 
クロバザム(ロット番号, 40N086 ; 純度, 99.8%)は、Aventis Pharma.(Frankfurt, Germany)によっ

て供給された。クロバザム投与液は最終濃度が 8%(w/v)となるように 2%バレイショデンプ

ン水溶液を用いて懸濁し、5 mL/kg の容量で 1 日 1 回最大 4 週間、400 mg/kg の投与量で動

物に強制経口投与した。対照群の動物には同様に 2%バレイショデンプン水溶液を与えた。

実験デザインを図 3 に示す。 

 

 

図 3 実験デザイン 

 

2) 使用動物、飼育条件および群構成 

動物の使用に関しては大日本住友製薬(株)の実験動物倫理委員会にて承認された。4 週齡の

雄性 SD系ラット(CLEA Japan Inc., Japan)を購入し、一週間の馴化後5週齡で実験に用いた。

飼育環境条件は 12 時間照明(6 a.m.－ 6 p.m.)サイクル、24°C ± 2°C の温度および 55%±10%
の相対湿度でコントロールされた飼育室で、金網ケージにて個別飼育した。動物にはオー

トクレーブで滅菌した飼料 (CA-1; CLEA Japan Inc., Japan)および水道水を自由に与えた。 



9 
 

表 4 群構成  

 

3) 甲状腺の重量測定 

各投与期間(1，2 および 4 週)投与後にラットをエーテル麻酔した後、放血致死させて速やか

に甲状腺を摘出し、その重量(絶対重量)を電子天秤で測定した。さらに解剖日の体重を基に

体重比の甲状腺重量(相対重量)を算出した。 
 

4)  甲状腺の病理組織学的検査 

重量測定後の甲状腺(両側)を 10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定し、パラフィン切片とした

後にヘマトキシリン・エオジン染色(HE 染色)を施して光学顕微鏡下で観察した。 
 

5) 統計処理 

甲状腺重量については投与期間ごとに対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F
検定により行い、分散が均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合に

は Aspin-Welch 検定を用いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とし

た。 
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結果 

1) 甲状腺重量 

結果を表 5 に示す。 

甲状腺絶対重量は対照群およびクロバザム投与群いずれも投与期間に伴い増加し、クロバ

ザム投与群では投与 2 週の段階で対照群に比較し有意な増加が認められた。一方、甲状腺

相対重量(体重あたりの重量)は投与期間の延長に伴い対照群およびクロバザム投与群いず

れも減少したが、投与 2 週の段階からクロバザム投与群は対照群に比較し有意な高値を示

した。これらの対照群でもみられた投与期間に依存した絶対重量および相対重量の変化は

ラットの成長に伴った臓器重量と体重との関係性を示しており、一定の割合で臓器の成長

(重量増加)は起こるが、体重の伸び率の方が臓器重量の成長よりも大きいことを意味してい

ると考えられる。 
 

表 5 クロバザム投与後の甲状腺重量 

 

Animals were weighed and necropsied on the day after completion of each treatment regime.  

Data represent the mean ± SD of 10 rats per group.  

Significantly different (**; p<0.01) from control at a given time point, based on Student's t-test. 
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2) 甲状腺の病理組織学的検査 

病理組織学的検査の結果を表 6 および図 4 に示す。甲状腺の病理組織学的検査の結果、投

与 1 週からクロバザム投与群では軽微な甲状腺濾胞上皮の過形成が確認された。本変化は

投与期間の長さに応じた例数の増加および程度の増強が確認された。 

 

表 6  クロバザムの投与期間の違いによる甲状腺の病理組織学的検査の結果 

 
Animals were necropsied on the day after completion of each treatment regime.  Specimens of the thyroid glands 

from each animal were stained with hematoxylin and eosin (HE) for microscopic examination.   

a: Number of animals with lesion per number of animals examined 
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図 4 クロバザムの投与期間の違いによる甲状腺の形態変化(代表例の病理組織写真) 

Photomicrographs of hematoxylin and eosin (HE) stained sections of thyroid from control (left; A-1, B-1, C-1) and 

clobazam-treated (right; A-2, B-2, C-2) rats (representative animal with the finding of each group). 

The (A) indicates the photomicrographs from 1-week treatment rats (A-1 control, A-2 clobazam), (B) from 2-week 

treatment rats (B-1 control, B-2 clobazam), and (C) from 4-week treatment rats (C-1 control, C-2 clobazam). The 

yellow bar in the each photo is standard of length and indicates 50.0 micro-meters. 
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第 3 節 甲状腺濾胞細胞過形成の機序検討(クロバザムの直接作用について) 
クロバザムが甲状腺に対して直接的に甲状腺ホルモンの合成過程に影響を与えているかを

調べる目的で甲状腺における甲状腺ホルモンの生合成過程における、ヨードの取り込みお

よびヨードの有機化に対する作用を検討した。 
 

材料および方法 

1) 被験物質、投与方法および試験デザイン 

被験物質および投与方法については第 2 章第 2 節材料および方法 1)を参照。 

 

図 5 試験デザイン 

 

2) 使用動物、飼育条件および群構成 

使用動物および飼育条件については第 2 章第 2 節材料および方法 2)を参照。 

表 7 群構成 

 

 

3) 甲状腺におけるヨードの取り込みおよび有機化の測定 

28日間の最終投与4時間後に生理食塩水にて5 μCi/mLに希釈したNa125Iを2 mL/kg(10μCi/kg
の用量で腹腔内へ投与し、その 20 時間後にラットをエーテル麻酔化で放血致死させ、甲状

腺を摘出した。電子天秤にて湿重量を測定した後、放射能量を γ カウンター(Auto-Gamma® 
5530 Gamma Couting System, Packard Instrumental Co.,Ltd., Japan：以下本文中のγカウンター

は同機器)で 1 分間測定した。次に甲状腺に 0.5 mL の冷 0.15M NaCl-1mM KI を加えて氷冷

下でホモジナイズし、ホモジネート 0.1mL の放射能量を γ カウンターにて 1 分間測定した。



14 
 

また、ホモジネートの一部を分取し、等量の 10w/v%TCA を添加後、十分に撹拌して遠心分

離(1,600 g, 4°C, 10 分間)した。上清を除去した後、沈殿に 5w/v%TCA を加えて再懸濁して遠

心分離(1,600 g, 4°C, 10 分間)し、さらに上清を除去して沈殿中の放射能量を γ カウンターに

て 1 分間測定した。 
 得られた cpm 値はそれぞれ計数効率および減衰の補正を行い、dpm 値に換算した値を表

記した。投与した総放射能量に対する甲状腺への取り込み量から 125I の摂取率を、ホモジネ

ートの放射能量に対する TCA 沈殿中の放射能量の割合からヨードの有機化率を算出した。 
 

4) 統計処理 

各計数値について対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F 検定により行い、分

散が均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合には Aspin-Welch 検定

を用いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とした。 
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結果 
甲状腺におけるヨードの取り込みおよびヨードの有機化について表 8 に示す。クロバザム

投与群では対照群と比較して甲状腺重量および甲状腺タンパク量が有意に増加しており、 
Na125I 投与後 20 時間における甲状腺に取り込まれた 125I の量は対照群の 160%であり有意な

増加を示した。しかしながら甲状腺重量当りの 125I 摂取量は 110%で有意な差はなかった。

クロバザム投与群のホモジネートおよび TCA 沈澱中のタンパクに結合分の 125I 量はいずれ

も対照群の約 165%と有意な増加であったが，甲状腺重量で補正したヨードの有機化率では

有意な差はなかった。 
 

表 8 甲状腺へのヨード取込み量および有機化率 

 
Animals were treated intraperitoneally with 10 μci/kg of Na125I 4 hours after completion of 4-week treatment. Twenty 

hours after that, the rate of thyroidal 125I uptake and organification were calculated based on the results obtained by 

measuring for radioactivity with the gamma-counter. 

a: Percentage of administered 125I  

b:Thyroid protein binding of 125I  (TPB(%) =125I bound to protein / 125I in homogenate × 100) 

Data represent the mean ± SD for 10 rats per group.  

Figure in parenthesis are expressed as the percent of control. 

Significantly different (**; p<0.01) from each control based on Student's t-test. 
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第 4 節 甲状腺濾胞細胞過形成の機序検討(間接作用について) 
 

材料および方法 

1) 被験物質、投与方法および試験デザイン 

被験物質および投与方法については第 2 章第 2 節材料および方法 1)を参照。 

 

 

図 6 試験デザイン 

 

2) 使用動物および群構成 

使用動物および飼育条件については第 2 章第 2 節材料および方法 2)を参照。 

表 9 群構成  

 
 

3) 血中 T4(thyroxine)クリアランスの測定 

28 日間の投与 4 時間後に生理食塩水にて希釈した 5μCi/mL の[125I]T4 (NEN® Life Science 
Products，Inc., USA)を 2 mL/kg(10μCi/kg)の容量で尾静脈へ投与した。125I の再取り込みを防

ぐために、投与 27-28 日の 2 日間対象動物に生理食塩水で希釈した 2.5mg/mL の NaI (WAKO 
Pure Chemical Industries Ltd., Japan)を 2 mL/kg(5 mg/kg)の容量で 1 日 2 回午前と午後に腹腔内

に投与した。[125I]T4 投与から 15 分、2， 4， 8， 12， 24， 36 および 48 時間後にラット

の背側中足静脈から血液を約 200μL 採取した。血液は EDTA-2K と混和し、遠心分離(1,600 g, 
4°C，10 分間)して得られた血漿 100 μL 中の 125I 濃度を γ カウンターにて 1 分間測定した。

さらに、この血漿 100μL に 50 mmol/L リン酸緩衝液 0.2 mL および 10 w/v %トリクロロ酢酸
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(TCA) 0.3 mL を添加して十分に撹拌後、遠心分離(1,600 g，4°C，10 分間)し、上清中の総放

射能量を γ カウンターにて 1 分間測定した。引き続き得られた沈澱を vortex mixing にてほ

ぐし、 5 w/v % TCA 0.5 mL を添加して撹枠後、遠心分離(1,600 g，4°C，10 分間)し、上清を

吸引除去して、沈澱中の放射能量を γ カウンターにて 1 分間測定した。得られた cpm 値は

それぞれ計数効率および減衰の補正を行って dpm 値に換算しパラメータを算出した。消失

半減期(t1/2)は[125I]T4投与 12~48時間後の dpm値を用い最小二乗法により求めた消失速度定

数(ke)から算出した。血漿中濃度時間曲線下面積は測定時点(t)までの場合は台形法により

(AUC0-t)以降は消失速度定数を用いて算出した(AUC0-∞)。 
 

4) 統計処理 

各計数値について対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F 検定により行い、分

散が均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合には Aspin-Welch 検定

を用いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とした。 



18 
 

 

結果 
静脈内に投与した[125I]T4 の血漿中クリアランスの測定結果を表 10 および図 7 に示す。血漿

中の[125I]T4 量は静脈内投与後 2 時間までは急速に減少し、それ以降は比較的緩やかな消失

という 2 相性の変化を示した。 クロバザム群の各時点の血漿中[125I]T4 量は対照群に比べて

いずれも低値であり、[125I]T4 投与 2，12， 24， 36 および 48 時間後の[125I]T4 濃度ならび

に血漿中濃度時間曲線下面積(AUCt~∞)は有意な低下を示した。緩徐な消失を示した[125I]T4
投与 12 時間以降の結果を用いて算出した[125I]T4 の半減期(T1/2)は対照群が 16.4 時間に対し

て、クロバザム群では 14.7 時間であり、有意ではなかったもののクロバザム投与によりそ

の短縮が認められた。 
 

表 10  T4 の血漿中クリアランス(T1/2 および AUC0-∞) 

 

Parameters (T1/2 and AUC0-∞) of plasma elimination of [
125

I] T4 in rats treated with clobazam (400 mg/kg) or 

vehicle for 4 weeks.  

Data represent the mean of 10 rats per group.  

Significantly different (**; p<0.01) from control based on Student's t-test. 
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図 7 クロバザム投与後の T4 の血漿中クリアランス 

Plasma elimination of [
125

I] T4 in rats treated with clobazam (400 mg/kg) or vehicle for 4 weeks.  

Data represent the mean ± SD of 10 rats per group.  

Significantly different (*; p<0.05, **; p<0.01) from control at a given time point, based on Student's t-test. 
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第 5 節 考察および小括 
I. 考察 
クロバザムの 400mg/kg を 1 日 1 回 SD 系雄性ラットに最長 4 週間強制経口投与し、経時的

に甲状腺の重量変化を測定するとともに光学顕微鏡を用いて病理組織学的に形態変化につ

いて検討した。その結果、投与 2 週の段階で有意な甲状腺重量の増加を認め、さらには 6/10
例に甲状腺濾胞細胞の過形成が確認された。このことよりクロバザムの 2 年間のがん原性

試験でみられた甲状腺濾胞細胞腺腫の発生機序を検討するにあたり、発がん用量の 4 倍に

あたるクロバザムの 400 mg/kg を 1 日 1 回最低 2 週間反復投与することで過形成をエンドポ

イントとした動物モデルが作製できることが明らかとなった。続いてクロバザムが甲状腺

に対して直接的に甲状腺ホルモンの合成過程に影響を与えているかについて検討した。甲

状腺における甲状腺ホルモンの生合成には、まず血中のヨードを能動的に甲状腺の濾胞細

胞に取り込む必要がある。この過程においては NIS (sodium/iodide symporter)がその輸送に働

いている 9)。次に取り込まれたヨードは濾胞内でヨウ素となり濾胞細胞膜状に位置する

TPO(thyroid peroxidase)の働きで Tg (thyroglobulin)と段階的に結合していく有機化のステッ

プが起こり、この Tg 上での酸化反応により甲状腺ホルモン(T4 および T3; Triiodothyronine)
がつくられる 10)。直接的な甲状腺ホルモン合成においては、ヨードの取り込みおよび有機

化がキーイベントであることから、それらに及ぼすクロバザムの影響を検討した。その結

果、取り込まれたヨードの絶対量はクロバザム投与群で有意に多かったが、これは甲状腺

自体が肥大していることによると考えられ、甲状腺重量で補正した取り込み率では有意な

差はなかった。同様に甲状腺中ヨードの有機化率も影響はなかった。このことより、クロ

バザムの甲状腺腫瘍の形成に甲状腺ホルモンの合成阻害は関与していないことが明らかと

なった。 
次にクロバザムを投与したラットに放射能ラベルした T4([125I]T4)を静脈内投与し、その

消失をみることでクロバザム投与が甲状腺ホルモンのクリアランスを亢進するか否かを検

討した。その結果、クロバザム投与群で[125I]T4 の半減期の短縮、および血漿中[125I]T4 濃度

を縦軸に投与からの経過時間を横軸にとったグラフにおける血漿中濃度時間曲線下面積で

は有意な低値が確認され、このことはクロバザム投与により血漿の T4 の代謝あるいは排泄

によるクリアランスの亢進を示唆するものであった。これらの結果はクロバザムによる甲

状腺腫瘍の形成が先行研究で知られているような血漿中甲状腺ホルモンのクリアランスの

亢進に基づく間接作用、すなわち血中甲状腺ホルモンの低下による下垂体および視床下部

へのフィードバック機構を介し TSH 分泌の増加とそれに引き続く甲状腺濾胞細胞腫瘍の形

成であることが裏付けられたと考えられた。 
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II. 小括 

・甲状腺腫瘍形成の短期評価のエンドポイントとして、甲状腺の重量増加および甲状腺濾

胞上皮の過形成を利用できることが確認された。 
・クロバザムによる甲状腺過形成モデルの作製には最低 1 日 1 回 400 mg/kg の 2 週間の反復

投与が必要であることが明らかとなった。 
・クロバザムの甲状腺への直接阻害作用はないことが確認された。一方、クロバザム投与

により甲状腺ホルモンのクリアランスの上昇が示され、クロバザムによる甲状腺腫瘍は間

接作用によることが示された。 
以上より、クロバザム投与による甲状腺過形成モデルが甲状腺ホルモンの代謝・排泄を

中心とした甲状腺腫瘍機序の検討に妥当であることが示された。 
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第 3 章 クロバザムの肝臓に及ぼす影響について 

第 1 節 緒言 
第 2 章よりクロバザムはラットの甲状腺ホルモンのクリアランスを亢進させることが明ら

かとなった。甲状腺ホルモンのクリアランスは主に肝臓がその役割を果たしている。本章

では肝臓に注目し、クロバザム投与による 1) 病理組織学的な影響を確認するとともに 2) 甲
状腺ホルモン代謝に関与している酵素を調べる目的で、代謝酵素関連遺伝子に絞った DNA
カスタムマイクロアレイを用いて、網羅的にその経時的遺伝子発現変動を確認した。さら

に、クロバザム投与の初期(acute phase)および中・後期(sub-chronic phase)における代謝酵素

遺伝子の発現の違いに注目し、その背景にある意義について細胞増殖、アポトーシスおよ

び酸化ストレスの観点から検討した。 
 

第 2 節 クロバザム投与による肝臓の病理組織学的変化および代謝酵素関連遺伝

子の発現変動について 
 

材料および方法 

1) 被験物質、投与方法および実験デザイン 

被験物質および投与方法については第 2 章第 2 節材料および方法 1)を参照。投与期間は 4

週間とし、その後 2 週間の休薬期間を設定した。その間投与 1 日、3 日、7 日(1 週)、14 日

(2 週)、28 日(4 週)および休薬 7 日(1 週)、休薬 14 日(2 週)に動物を剖検し、肝臓サンプルを

採取した。 

 

 
図 8 実験デザイン 

 

2) 使用動物、飼育条件および群構成 

使用動物および飼育条件については第 2 章第 2 節材料および方法 2)を参照。 
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表 11 群構成  

 

 

3) 肝臓の病理組織学的検査 

重量測定後の肝臓(外側左葉)を 10%中性緩衝ホルマリン溶液で固定し、パラフィン切片とし

たのちにヘマトキシリン・エオジン染色(HE 染色)を施して光学顕微鏡下で観察した。 
 

4) 肝臓中のミクロゾームタンパクの測定 

凍結保存していた肝臓に氷冷 1.15%KCl を加えてホモジナイザーにより 25%(w/v)肝ホモジ

ネートを調製し、遠心分離(4°C, 9,000g, 20 分間)後の上清を超遠心分離(4°C, 105,000g, 60 分

間)した。得られたペレット(ミクロゾーム)を 20 mM リン酸緩衝液(pH 7.4)に懸濁し、使用ま

で-80°C の超低温冷凍庫に保存した。ミクロゾームタンパクの濃度は Bio-Rad Protein Assay 
Kit(Bio-Rad Laboratories, Japan)を用いて測定した。 
  

5) PAM Chip®を用いた薬物代謝酵素遺伝子の発現変動 

各動物から分取した肝臓は QIAGEN RNAlater (QIAGEN K.K., Japan) に一晩浸し使用まで

-20℃の冷凍庫内で保存した。トータル RNA は QIAGEN RNeasy minikit(QIAGEN K.K., Japan)
を用いて抽出し、RNAase free 水 30 μL に溶解した。 
遺伝子発現解析は Olympus 社にてカスタマイズされた DNA マイクロアレイ(PamChip® 

バージョン 1,0 および 3.1; Olympus Corpolation, Japan)を用いた。搭載遺伝子は

cytochromeP450 の 13 分子種、GST(Glutathione S-transferase)の 7 分子種、UGT の 2 分子種、

それぞれ 1 種の NADPH dehydrogenase および acetyltransferase である(表 12 参照)。フルオロ

クロム標識 cDNA の調製については、トータル RNA の 30 μg について RNA 蛍光標識化 Core 
Kit(TaKaRa およびフルオレセイン-12-dUTP ; NEN, Wellesley)を用いて逆転写および FITC 標

識反応を実施した。試料は 5 分間 95℃で変性させ、6×SSPE を含む溶液と PamChip®マイク

ロアレイ上でハイブリダイゼーションし、シグナルの検出は 3D マイクロアレイシステム

(FD10 : Olympus Corpolation, Japan)を用いて実施した。得られた蛍光画像は FD10 に統合され

ている遺伝子発現解析ソフトウェアで対照群との発現比に変換し、各遺伝子の発現は

GAPDH で補正した。 
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表 12 PamChip®搭載遺伝子リスト 

 
a) Internal control used for normalization, b) Housekeeping genes indicated by bold letters, c) Negative control 
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6) リアルタイム PCR による遺伝子発現変動の確認 

トータル RNA の抽出は本章第 2 節材料および方法 5)を参照。 
リアルタイム PCR は TaqMan プローブ(FAM 標識および TAMRA 色素)を用い、PAM Chip®
アレイで長期間の高発現が確認された 4 遺伝子(Cyp2b1, Cyp3a1, Cyp3a2, Ugt2b2)の発現レベ

ルを定量した。さらに別途同用量のクロバザムを 2 週投与した肝臓試料(N=5)を用いて、追

加で Ugt2b1, Ugt1a1, Ugt1A6 の遺伝子発現変動も確認した。各遺伝子のプライマーはアプラ

イドバイオシステムズ Primer Express Softwareバージョン 2.0を使用し設計した(表 13参照)。
増幅については、マニュアルに従い cDNA を作製後、TaqMan PCR マスターミックス(Applied 
Biosystems, USA)を使用した。増幅は 50°C, 2 分(uracil N-glycosylase incubation)、95°C, 15 秒

(denaturation)、60°C, 60 秒および 95°C, 15 秒(denaturation /amplification)の一連の反応を 1 サ

イクルとして 40 サイクル行った。各遺伝子の発現は GAPDH で補正した。 
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表 13  Cyp2b1, Cyp3a1, Cyp3a2, Ugt1a1, Ugt1a6, Ugt2b1, Ugt2b2 遺伝子のプライマー 

 

Primers shown were created using Applied Biosystems Primer Express Software, version 2.0. Primers for GAPDH 

gene, the endogenous control, were purchased from Applied Biosystems. 

 

7) 統計処理 

各計数値について投与期間ごとの対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F 検定

により行い、分散が均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合には

Aspin-Welch 検定を用いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とした。 
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結果 

1) 肝臓の病理組織学的検査 

肝臓の病理組織学的検査結果を表 14 に示す。クロバザム投与群で小葉中心性の肝細胞肥大

が投与 3 日から投与 28 日まで観察され、投与期間に応じてその程度が slight から moderate
へ増強した。さらに本変化は休薬することで速やかに消失した。 

 

表 14  病理組織学的検査結果(クロバザム投与動物の肝臓) 

 
Animals were necropsied on the day after completion of each treatment regime. Specimens of the liver from each 

animal were stained with hematoxylin and eosin (HE) for microscopic examination.  

Data are shown in the number of clobazam treated animals with findings per 6 rats.  

a) 1+: slight; 2+: moderate 
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2) 肝臓中のミクロゾームタンパクの測定 

肝ミクロゾームタンパク量の経時的変化を図 9 に示す。 
クロバザム投与群の肝重量当たりのミクロゾームタンパク量は投与 1 日では対照群とほぼ

同じであった。投与 3 日では対照群よりやや高いものの有意ではなく、投与 7 日から 28 日

までの sub-chronic phase では対照群に比べて有意な増加を示した。この sub-chronic phase で

のミクロゾームタンパクの増加量は投与 7 日から 28 日までほとんど変わらなかった。一方、

withdraw phase では対照群と同レベルであった。 
 
 

 
図 9 肝ミクロゾームタンパク量の経時変化 
Hepatic microsomal protein contents of the liver in rats treated with clobazam (400 mg/kg).   

Data represent the mean ± SD for 6 rats per group.  

Significantly different (*; p<0.05) from control at a given time point, based on Student's t-test. 

 

3) PAM Chip®を用いた薬物代謝酵素遺伝子の発現変動 

PamChip®を用いた薬物代謝酵素関連遺伝子の網羅的な発現解析の結果を表 15 に示す。投与

3 日までの acute phase、特に投与 1 日では CYPs, GSTs, UGTs および NAT 等、多くの遺伝子

の発現増加が確認された。投与 7 日以降の sub-chronic phase では acute phase から継続して 4
分子種 (Cyp2b1, Cyp3a1, Cyp3a2,および Ugt2b2)の遺伝子の発現増加が確認された。一方、

休薬で多くの代謝酵素の遺伝子発現は低下したが、継続して増加していた上記 4 遺伝子の

発現低下は特に顕著であった。  
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表 15 代謝酵素遺伝子の網羅的解析結果 

 

Data represent the mean mRNA expression ratio (clobazam/control).  

 
 

4) リアルタイム RT-PCR による確認 

リアルタイム RT-PCR における Cyp2b1, Cyp3a1, Cyp3a2,および Ugt2b2 遺伝子の発現変動を

図 10に示す。これら 4つの代謝酵素のmRNAはいずれも投与期間を通じて発現が増加しており、

休薬とともに速やかに減少する変化を示した。このことは、マイクロアレイ解析の結果と一致してい

た。さらに別途クロバザム 2 週間投与後の肝臓サンプルを用いたリアルタイム RT-PCR の結果を図

11 に示す。その結果、投与 2 週の時点ではすでにクロバザムは Ugt1a1、Ugt1a6 および Ugt2b1 遺

伝子についてもアップレギュレーションしていた。 
 
 

 

: 2.0≦,  : 1.5≦,  : 0.5≧ : 3.0≦,  
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図 10 Cyp2b1, Cyp3a1, Cyp3a2 および Ugt2b2 遺伝子の発現変動（タイムコース） 
Time-course analysis of gene encoding Cyp2b1 (A), Ugt2b2 (B), Cyp3a1(C) and Cyp3a2 (D) of the liver in rats 

treated with clobazam (400 mg/kg) using real-time RT-PCR . The fold change of target mRNA is shown as a ratio of 

the control calculated with the following formula: Fold change of target mRNA=R sample /R control 

R control = Mean value of (Target products at control /GAPDH products at control) 

R sample = Target products /GAPDH products  

Data represent the mean ± SD for 3 rats per group.  

 
図 11 Ugt1a1, Ugt1a6 および Ugt2b1 遺伝子の発現変動（投与 2 週時点） 
Result of real-time RT-PCR analysis of Ugt1a1, Ugt1a6, and Ugt2b1 of the liver in rats treated with clobazam (400 

mg/kg) for 2 weeks. The fold change of target mRNA is shown as a ratio of the control calculated with the following 

formula: Fold change of target mRNA=R sample /R control 

R control = Mean value of (Target products at control /GAPDH products at control) 

R sample = Target products /GAPDH products  

Data represent the mean ± SD for 5 rats per group.  

Significantly different (**; p<0.01) from control based on Student's t-test. 
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第 3 節 クロバザム投与の acute phase および sub-chronic phase における肝細胞

の増殖およびアポトーシスに関する検討 
 
第 2 節の結果よりクロバザム投与により誘導されるミクロゾームタンパク量および代謝酵

遺伝子の変動パターンに投与 3 日までの acute phase と投与 7 日から 28 日までの sub-chronic 
phase で明確な違いが観察された。この違いを精査する目的でクロバザム投与による肝臓に

おける細胞増殖、アポトーシスおよび酸化ストレスについて検討した。 

 

材料および方法 

1) 被験物質、投与方法および実験デザイン 

第 3 章 第 2 節 1)を参照。 

 

2) 使用動物、飼育条件および群構成 

第 3 章 第 2 節 2)を参照。 

 

3) 細胞増殖活性の測定 

各投与期間終了後にラットをエーテル麻酔下、放血し速やかに肝臓を摘出し、10%中性ホル

マリン緩衝液で固定後、常法に従いパラフィン切片を作製した。細胞増殖活性は、抗 Ki-67
抗体を用いた免疫染色法で評価した。免疫染色は切片を pH6.0 のクエン酸緩衝液の加熱によ

り前処理し、3%過酸化水素水等で内因性ペルオキシダーゼの非特異反応をブロックした。

その後、マウスモノクローナル抗ラット Ki-67 一次抗体(clone : MIB-5, Dako Japan Inc., Japan)
を用いて一晩 4°C で反応させ、シンプルステインラット MAX-PO (NICHIREI 
CORPORATION, Japan)で酵素標識した後に、ジアミノベンジジン(DAB)にて発色させた。 
 

4) アポトーシス活性の測定 

上記 3)と同様にアポトーシス活性についても肝臓のパラフィン切片を用いた TUNEL 
(TdT-mediated dUTP nick end labeling)法による免疫染色法にて評価した。染色は ApopTag ペ
ルオキシダーゼ In Situ アポトーシス kit S7100 (Chemicon Internathional, USA)を用いて、

kit 付属のマニュアルに従い実施した。簡単に記載すると、肝臓切片を脱パラフィン処理し

た後、プロテアーゼ K にて除タンパクを行い、3％過酸化水素で内因性ペルオキシダーゼの

非特異反応をブロックした。TdT 酵素で 37°C， 60 分間反応した後に Wash buffer により反

応を停止させ、ベルオキシダーゼ標識抗ジゴシゲニン結合抗体で 30 分間反応させた後、ジ

アミノベンジジン(DAB)にて発色させた。 
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5) 酸化ストレスの測定 

酸化ストレスの指標には MDA (malondialdehyde)を選択し、その定量には MDA と TBA 
(Thiobarbituric acid)との反応により生成する反応生成物質 (TBARS)を測定する市販の kit 
(TBARS Assaykit, Cayman Chemical, USA)を用いた。方法は kit 付属のマニュアルの指示に従

った。簡単に記載すると、25 mg の肝臓サンプルを 500 μM AEBSF (4-(2-Aminoethyl) 
benzenesulfonylfluoride), 150 nM Aprotinin, 1 μM E-64 protease inhibitor, 0.5 mM EDTA, および

1 μM Leupeptin を含む RIPA 緩衝液で超音波処理し、得られた肝臓ホモジネートを遠心分離 
(1,600 g, 4°C, 10 分間)した。得られた上清に TBA を含む付属の試薬を加え高温(90-100°C)条
件下で 1 時間反応させ、生成する MDA-TBA の結合物質を付属の発色試薬を添加して発色

させた後、530-540nm の吸収波長を測定した。 
 

6) 統計処理 

各計数値について対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F 検定により行い、分

散が均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合には Aspin-Welch 検定

を用いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とした。 
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結果 

1) 細胞増殖活性の測定 

カウントした細胞(1000 個)を総細胞数とし、その内の Ki-67 陽性細胞の比率(Ki-67 labeling 
index)を図 12 に示した。 
対照群と比較して、Ki-67 陽性細胞の数はクロバザム投与 1 日および投与 3 日の acute phase
で有意に増加した。投与 7 日以降の sub-chronic および withdraw phase では対照群と同様に

増殖活性はほとんど認められなかった。 
 

 

 
図 12 総細胞における Ki-67 陽性細胞の比率(Ki-67 labeling index) 
Time course change of Ki-67 labeling index (%) in the liver. Ki-67 positive cells were detected by immunostaining.  

For Ki-67 labeling index, Ki-67-positive cells and total hepatocytes were scored in about 1,000 cells per liver.  The 

labeling index (%) of individual rats was determined by taking the total number of Ki-67-positive cells divided by the 

total number of hepatocytes counted.   

Data represent the mean ± SD for 6 rats per group.  

Significantly different (**; p<0.01) from control at a given time point, based on Student's t-test. 
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2) アポトーシス活性の測定 

カウントした細胞(1000 個)を総細胞数とし、その内の TUNEL 陽性細胞の比率(Apoptotic 
labeling index)を図 13 に示した。対照群と比較して、TUNEL 陽性細胞の数はクロバザム投

与 1 日および投与 3 日の acute phase で有意に増加し、その後投与 7 日で急激に減少し

sub-chronicおよびwithdraw phaseを通して対照群と同様にアポトーシスはほとんど認められ

なかった。 
 

 

図 13 総細胞における TUNEL 陽性細胞の比率(Apoptotic labeling index) 
Time course change of apoptotic index (%) in the liver.  Apoptotic positive cells were detected by TUNEL 

immunostaining.  For apoptotic labeling index, TUNEL-positive cells and total hepatocytes were scored in about 

1,000 cells per liver.  The labeling index (%) of individual rats was determined by taking the total number of 

TUNEL-positive cells divided by the total number of hepatocytes counted.   

Data represent the mean ± SD for 6 rats per group.  

Significantly different (*; p<0.05, **; p<0.01) from control at a given time point, based on Student's t-test. 
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3) 酸化ストレスの測定 

TBARS の形成量を図 14 に示した。 
対照群と比較して、TBARS の形成量はクロバザム投与で投与 1 日で有意に増加した。投与

3 日以降では対照群と同等であった。 
 

 

図 14 酸化ストレス(TBARS 形成量)の経時的変化 
Time course change of TBARS formation in the liver.   

Data represent the mean ± SD for 6 rats per group.   

Significantly different (**; p<0.01) from control at a given time point, based on Student's t-test. 
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第 4 節 考察および小括 
I. 考察 

 
甲状腺ホルモンのクリアランスは主には肝臓におけるグルクロン酸抱合や腎臓における脱

ヨード反応に加え、脱アミノ酸や脱炭酸化などの側鎖の修飾による代謝が知られている。

げっ歯類においては肝臓がその中心的な役割を果たしている。本章ではクロバザム投与に

よる 1) 肝臓の病理組織学的な影響を確認するとともに 2) 甲状腺ホルモン代謝に関与して

いる肝臓内酵素を調べる目的で、代謝酵素関連遺伝子に絞った DNA カスタムマイクロアレ

イを用いて、網羅的にその経時的遺伝子発現変動を確認した。さらにはそれら代謝酵素の

タンパクレベルでの発現についてミクロゾームタンパク量の変化を基に検討した。 
病理組織学的には投与 3 日から小葉中心性肝細胞肥大を認め、その程度は投与期間に依

存して強くなっていた。これらの変化は休薬することで速やかに消失した。一般的に小葉

中心性の肝細胞肥大は薬物代謝酵素の誘導によって起こることが知られており 11)、ミクロ

ゾームタンパク量の増加が意味する代謝酵素量の増加の結果と一致していた。PamChip®マ

イクロアレイを用いた薬物代謝酵素遺伝子の網羅的な変動解析では、CYPs、GSTs、UGTs
および NAT といった多くの代謝酵素が投与 3 日までの acute phase、特に投与 1 日で発現増

加を示した。投与 7 日以降では継続して Cyp2b1、Cyp3a1/2 および Ugt2b2 の 4 種の遺伝子

の高発現がみられ、それらはいずれも休薬とともにダウンレギュレートされた。追加で実

施したリアルタイム RT-PCR の結果からクロバザムは Ugt1a1/1a6 および Ugt2b1 も誘導する

ことが確認された。このことは投与後期でも発現上昇が確認されたこれら 7 種の代謝酵素

遺伝子は甲状腺ホルモンのクリアランスの上昇に直接あるいは間接的に関与していること

を示唆している。CYP サブタイプについて、CYP2B および CYP3A はそれぞれ肝臓の核内

受容体、CAR(constitutive androstane receptor)および PXR(pregnane X-receptor)による制御を受

け 12)13)14)、その多くはオーバーラップしていることが報告されている 15)。また UGT1A は

PXR による制御、UGT2B は CAR の制御を受けることが報告されている 16)。このことはク

ロバザム投与により起こる最初のイベントは PXR および CAR の活性化であり、その後引

き続き起こる代謝酵素(CYP2B, CYP3A, UGT1A および UGT2B)の誘導が甲状腺ホルモンの

クリアランスの上昇に起因していると考えられた。 
前述の如く薬物代謝酵素の網羅的な発現解析において、投与 3 日までの acute phase では多

くの代謝酵素遺伝子を非特異的に誘導し、その後の sub-chronic phase では特異的な代謝酵遺

伝子の誘導が起こるという現象が認められた。その現象の背景にある細胞内応答を精査す

る目的から、細胞増殖とアポトーシスならびに酸化ストレスの経時的変化について検討し

た。その結果、acute phase 特に投与 1 日において細胞増殖活性、アポトーシスおよび酸化ス

トレスのいずれもが増加しているという結果が得られた。アポトーシスは一般に異常細胞

を除去することにおいて重要な役割を果たすプログラムされた細胞死であり 17)、細胞増殖

とアポトーシスの間のバランスは臓器の保護に重要であると考えられている 18)。フェノバ

ルビタール 19)、ナフェノピン 20)およびシプロテロンアセタート 21)のようないくつかの化合

物では上記バランスがくずれることでラットに肝腫瘍が発生することが報告されている。

そのような薬剤は、細胞増殖を高める一方でアポトーシスを低下させることも報告されて
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いる 22)。 一方、本試験におけるクロバザム投与では細胞増殖活性は acute phase のみで増加

したもののアポトーシスも同様に増加し、上記のような肝腫瘍を引き起こす薬剤とは本質

的に異なっていた。さらに急性期には TBARS の形成を指標にした酸化ストレスの誘導も確

認された。これら一連の急性期での反応（酸化ストレス、アポトーシスおよび細胞増殖の

活性化とともに非特異的な代謝酵素 mRNA の発現上昇）は興味深いことに投与 1 日ないし

は 3 日までの acute phase で起こり、反復投与時の sub-chronic phase では一切観察されなかっ

た。その一方でミクロゾームタンパクは mRNA の変化とは逆に投与 3 日までの acute phase
では増加せず、投与 7日以降の sub-chronic phaseで有意に増加していた。これらのことから、

図 15の如くクロバザム投与後の acute と sub-chronic phaseでは以下のような細胞応答が起こ

っていたと推察された。 
1) クロバザムの投与初期の acute phase では生体防御反応として大量のクロバザムの代謝

するために多くの薬物代謝酵素を動員する必要があり、核内受容体(CAR および PXR)
の活性化に続く多種の代謝酵素の誘導(mRNA の発現増加)とそのための細胞増殖が起こ

る。この段階では代謝に有利（効果的）な特異的代謝酵素だけでは不十分なので、非特

異的に多くの代謝酵素を一斉に誘導していると考えられる。 
2) 非特異的に上昇した薬物代謝酵素による様々な酸化代謝の過程でラジカルが発生し細

胞に酸化的ストレスを引き起こす。 
3) 発生した酸化ストレスによってアポトーシスが誘導されることで細胞増殖との間で均

衡が保たれ、無秩序な増殖が防がれる。 
4) その後投与を重ねた sub-chronic phase の段階ではミクロゾームタンパクの供給が充足さ

れることで非特異的な多くの代謝酵素の誘導が不要となり、特異的な酵素のみの上昇が

認められるようになる。 
この一連の過程から、acute phaseでの変化は sub-chronic phaseで十分に薬物代謝酵素(CYP2B, 
CYP3A, UGT1A, UGT2B)を利用できるようになるまでの細胞の防御反応（適応性変化）の

一つとも考えられる。 
 

 
図 15 クロバザム投与の acute-phase および sub-chronic phase における細胞応答の違い
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II. 小括 

 
1. 肝臓の病理組織検査の結果、小葉中心性肝細胞肥大が確認されるとともに、Cyp2b1, 

Cyp3a1, Cyp3a2, Ugt1a1, Ugt1a6,Ugt2b1 および Ugt2b2 の遺伝子の発現上昇が確認され、

肝臓中 CAR および PXR の活性化が示唆された。 
2. クロバザムの投与においては投与 3 日までの acute phase と 7 日以降の sub-chronic phase

では異なる代謝酵素遺伝子の誘導パターンが認められた。すなわち、acute phase では非

特異的に多種の代謝酵素の mRNA の誘導がみられたのに対し、sub-chronic phase では、

限定した代謝酵素のみの継続的な誘導がみられた。一方、ミクロゾームタンパクにお

いては mRNA の変化と異なり sub-chronic phase で有意な増加が確認された。 
3. Acute phase では肝臓内で積極的な細胞増殖とアポトーシス、さらには酸化ストレスが

生じており、これらの変化は sub-chronic phase では認められなかった。 
4. 核内受容体（CAR および PXR）の活性化、代謝酵素誘導、細胞増殖、酸化ストレス、

さらにはアポトーシスという一連の細胞内の反応は acuteから sub-chronicへと移行する

間の大量に投与された薬物を効果的に処理(代謝)するための生体の応急処置的な反応 
(適応性変化)と考えられた。 
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第 4 章 肝臓中トランスポーターの発現への影響 

第 1 節 緒言 
第 2 章により甲状腺ホルモンのクリアランスの上昇が甲状腺腫瘍の形成に関与しているこ

とが示唆された。また第 3 章によりクロバザムを投与された動物の肝臓ではいくつかの代

謝酵素が強く誘導されていることがわかり、甲状腺ホルモンのクリアランスに肝臓中の代

謝酵素の誘導が重要な役割を果たしていることが示唆された。一方、肝臓内の甲状腺ホル

モンを効率よく代謝する上で甲状腺ホルモンの肝臓内外への輸送も重要であることから、

肝臓における甲状腺ホルモンの取り込みに関与すると考えられている OATP1(organic 
anion-transporting polypeptide1)、OATP2、OATP4 および NTCP(Na+/taurocholate cotransporting 
polypeptide)および胆汁排泄に関与すると考えられる MRP2(multidrug resistance-associated 
protein 2)および BCRP(Breast Cancer Resistance Protein)の遺伝子発現変化を検討し、クロバザ

ム投与により甲状腺ホルモンの代謝に最も寄与するトランスポーターの同定を試みた。 
 
 
第 2節 肝臓の甲状腺ホルモン取り込みおよび排出に関わるトランスポーターの発現 
 

材料および方法 

1) 被験物質、投与方法および実験デザイン 

被験物質および投与方法については第 2 章第 2 節材料および方法 1)を参照。第 2 章の検討

からクロバザムの甲状腺への影響は 1 日 1 回の 400 mg/kg の 2 週間投与で 4 週間と同様の傾

向があることが明らかになったことから、本検討は 2 週間の反復経口投与で実施し、投与 2
週で動物を剖検し、肝臓サンプルを採取した。 
 

 

 

図 16 実験デザイン
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2) 使用動物、飼育条件および群構成 

第 2 章第 2 節材料および方法 1)を参照。 
 
表 16 群構成 

 

 

3) リアルタイム RT-PCR による肝臓トランスポーターの遺伝子発現変動 
第 3 章 第 2 節 7)を参照。 
用いたプライマー配列を表 17 および表 18 に示す。 
 
表 17 取込み型トランスポーター(Oatp1,Oatp2,Oatp4 および Ntcp)遺伝子プライマー 

 

Primers shown were created using Applied Biosystems Primer Express Software, version 2.0. Primers for GAPDH 

gene, the endogenous control, were purchased from Applied Biosystems. 
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表 18 排出型トランスポーター(Mrp2 および Bcrp)遺伝子のプライマー 

 
Primers shown were created using Applied Biosystems Primer Express Software, version 2.0. Primers for GAPDH 

gene, the endogenous control, were purchased from Applied Biosystems. 

 

4) 統計処理 

各計数値について対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F 検定により行い、分

散が均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合には Aspin-Welch 検定

を用いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とした。 
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結果 

1) 取り込み型トランスポーターの発現 

Ntcp, Oatp1, Oatp2 および Oatp4 の 4 種の取り込み型トランスポーターについてリアルタイ

ム RT-PCR による mRNA 発現変動の結果を図 17 に示す。各トランスポーターの発現量は対

照群を 100%とした時の割合で示した。その結果、Ntcp, Oatp1 および Oatp4 はいずれも対照

群との間に差はなかったが、Oatp2 のみ対照群の 2.5 倍以上の上昇を示した。 
 

 

図 17 取り込み型トランスポーターの発現 

Result of real-time RT-PCR analysis of Ntcp, Oatp1, Oatp2, and Oatp4 of the liver in rats treated with clobazam (400 

mg/kg). The fold change of target mRNA is shown as a ratio of the control calculated with the following formula: 

Fold change of target mRNA=R sample /R control 

R control = Mean value of (Target products at control /GAPDH products at control) 

R sample = Target products /GAPDH products  

Data represent the mean ± SD for 5 rats per group.  

Significantly different (**; p<0.01) from control based on Student's t-test. 
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2) 排泄型トランスポーターの発現 

Mrp2 および Bcrp の 2 種の排泄型トランスポーターについてリアルタイム RT-PCR による

mRNA 発現変動の結果を図 18 に示す。各トランスポーターの発現量は対照群を 100%とし

た時の割合で示した。その結果、Bcrp は対照群との間に差はなかったが、Mrp2 のみ対照群

の 2.0 倍以上の上昇を示した。 

 

図 18 排泄型トランスポーターの発現 

Result of real-time RT-PCR analysis of Mrp2 and Bcrp of the liver in rats treated with clobazam (400 mg/kg). The 

fold change of target mRNA is shown as a ratio of the control calculated with the following formula: Fold change of 

target mRNA=R sample /R control 

R control = Mean value of (Target products at control /GAPDH products at control) 

R sample = Target products /GAPDH products  

Data represent the mean ± SD for 5 rats per group.  

Significantly different (**; p<0.01) from control based on Student's t-test. 
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第 3 節 考察および小括 
I 考察 
現在までに甲状腺ホルモンを肝臓中へ輸送するトランスポーターとして OATPs 23)24)および

NTCP25)が報告されている。一方、UGT で抱合された甲状腺ホルモンはビリルビンと同様に

MRP226)で胆汁中に排泄されることが知られている。今回は同じく一部ビリルビンの排泄に

関与するなど、その基質特異性で MRP2 とオーバーラップすることが知られている BCRP27)

についても検討を加えた。遺伝子発現レベルではあるが、取り込み型トランスポーターに

ついてはクロバザム投与により Oatp2 が有意に増加しその他取り込みトランスポーターに

影響はなかった。一方排泄型トランスポーターについては Mrp2 が有意に上昇したものの

Bcrp の発現に影響はなかった(図 19)。このことから甲状腺ホルモンの積極的な代謝に関与

する分子として甲状腺ホルモンの肝臓への取り込みには OATP2 が、胆汁排泄には MRP2 が

重要な役割を果たしていることが示唆された。 

 

 

図 19 クロバザムによる肝臓中トランスポーターの発現模式図 

 

II 小括 
・クロバザム投与による肝臓中のトランスポーターの遺伝子発現変動の結果から、甲状腺

ホルモンの肝臓への取り込みには Oatp2 が、胆汁排泄には Mrp2 がそれぞれ重要な役割を果

たしていることが示唆された。 
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第 5章 UGTおよびMRP2のラット甲状腺腫瘍への直接的な寄与に関す

る検討 

第 1 節 緒言 
これまでの検討からクロバザムの甲状腺腫瘍の形成に甲状腺ホルモンの血中クリアランス

の亢進が重要であり、それには薬物代謝酵素 CYP2B、CYP3A、UGT1A、UGT2B および取

り込み型トランスポーターOATP2 並びに排泄トランスポーターMRP2 の関与が遺伝子の発

現の結果から示唆さている。しかし、それら分子が実際に甲状腺腫瘍の形成にどの程度重

要なのかは依然不明である。一方、UGT には UGT1A ファミリーと 2B ファミリーが存在し、

T4 を主にグルクロン酸抱合し代謝するのは UGT1A との報告もある 28)。そこで UGT1A1 欠

損の Gunn ラットおよび MRP2 欠損の EHBR ラットにクロバザムを投与し、実際に甲状腺

腫瘍(過形成)を起こすのかどうかを確認することで UGTs(UGT1Aあるいは 2B)および MRP2
の甲状腺腫瘍形成への直接的な寄与を確認することを目的とした。 
 
 
第 2 節 遺伝子欠損動物(Gunn および EHBR ラット)を用いた検討 
 

材料および方法 

1) 被験物質、投与方法および実験デザイン 

第 4 章第 2 節材料および方法 1)を参照。 

 

 

図 20 実験デザイン 

2) 使用動物、飼育条件および群構成 

動物の使用に関しては大日本住友製薬(株)の実験動物倫理委員会にて承認された。雄の 
Sprague-Dawley(SLC:SD)、Gunn/SLC-jおよびEHBR/Eisラットを4週齡で購入し(Japan Slc Inc., 
Japan)、一週間の馴化後 5 週齡で投与を開始した。各系統の体重範囲は SD ラットで

157.5-196.8 g、EHBR ラットは 150.3-198.6 g および Gunn ラットは 101.1-129.4 g であった。 
飼育環境は第 4 章第 2 節材料および方法 2)を参照。 
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表 19 群構成 

 

 

3) 血漿 TSH および甲状腺ホルモン測定 

ラットの尾静脈より 5mL の血液を採取し、遠心分離(4°C, 1800 g, 10 分)によって血漿を分離

し TSH、総 T4(Thyroxine)および総 T3(Triiodothyronine)濃度を測定した。血清 T3 および T4
濃度測定には免疫測定装置(ACCESS2; Beckman Coulter, USA)を使用し、540 nm で各標準品

の発光をプロットすることによって、T3 または T4 の標準曲線から各試料中の T3 および T4
濃度を算出した。血清 TSH 濃度は市販の ELISAkit(Rodent TSH ELISA Test Kit(Endocrine 
Technologies Inc., Newark, USA)を使用し、450 nm での標準試料の吸光度をプロットすること

によって標準曲線を作成し、各試料中の TSH 濃度を算出した。 
 

4) ウェスタンブロット 

肝臓のサイトゾル中および膜のタンパク質はそれぞれメーカーのマニュアルに従って、

ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit(Calbiochem, Japan)および ProteoExtract 膜貫通

タンパク質抽出 Kit(Novagen, Japan)を使用し抽出した。タンパク質濃度は、ブラッドフォー

ド色素法 (Bio-Rad Laboratories Inc., Japan)によって決定した。10 μg のタンパク質を

4-12%NuPAGE Bis にロードし、80V で 2 時間電気泳動しタンパクを分離した。得られたゲ

ルをニトロセルロース膜(Millipore, Japan)に転写し、0.02% Tween-20 を含む TBS と 5%脱脂

粉乳と共にオーバーナイトでブロッキングした。その後ニトロセルロース膜を 0.1% 
Tween-20(TBS-T)を含む一次抗体と共に 22°C で 4 時間インキュベートした。使用した一次

抗体は、次のとおり。 マウスモノクローナル抗 UGT1A 抗体(希釈 1 : 500, Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, USA)、マウスモノクローナル抗 UGT2B 抗体(希釈 1 : 500, Santa 
Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)およびマウスモノクローナル抗 MRP2(希釈 1 : 200 ; 
Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)。試料のゲルローディングは、anti-β-actin モノク

ローナル抗体(希釈 1 : 1000 ; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, USA)による再プローブに

よって確認した。 引き続きニトロセルロース膜を TBS-T で洗浄し、室温で 1 時間の二次抗

体(西洋ワサビペルオキシダーゼ共役抗マウス IgG)で反応させた。その後 ECL(GE Healthcare 
Life Sciences, Japan)でタンパク質バンドは可視化した後、Image J(Scion Corporation, National 
Institutes of Health, Bethesda, USA)の光学濃度計によってスキャンし分析した。比率変化はコ

ントロール SD ラットの平均値によって補正した。 
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5) 肝臓および甲状腺重量の測定および病理組織学的検査  

2 週間投与の翌日に動物をイソフルラン麻酔下で採血後、放血により安楽死させ解剖した。

肝臓および甲状腺(右側)は採取後に重量を計り、その日の動物体重を基に相対臓器重量

(g/100g BW または mg/100g BW)を算出した。各個体からの肝臓および甲状腺は 10%中性緩

衝ホルマリンで固定し、ヘマトキシリンとエオシン(HE)で染色し光学顕微鏡検査を実施し

た。これら HE 染色に加えて甲状腺では細胞増殖能をマウスモノクローナル抗ラット Ki-67
一次抗体(clone : MIB-5, Dako Japan Inc., Japan)の免疫組織化学染色を実施したが、細胞増殖

は認められなかった(Data not shown)。 

 

6) 統計解析  

動物系統毎に対照群とクロバザム群で 2 群間の分散の均一性を F 検定により行い、分散が

均一の場合には Student の t 検定を、また分散が均一でない場合には Aspin-Welch 検定を用

いて対照群との比較を行った。いずれの場合も有意水準は 5％とした。 
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結果 

1) 血漿 TSH および甲状腺ホルモン濃度 

血漿中 TSH、Total T4 および Total T3 濃度を図 21 に示す。 
血漿中 TSH濃度について SDおよびGunnラットのクロバザム投与群は対照群に比べ有意に

高く、それぞれ 440%および 197%であった。一方、EHBR ラットでは TSH 濃度の上昇は認

められなかった。血漿中 Total T4 濃度について SD ラットのクロバザム投与群は対照群に比

べ 87%と有意な低下を示した。同様に Gunn ラットのクロバザム投与群は対照群に比べ有意

ではないものの 90% と低下傾向を示した。一方、EHBR ラットでは変動はなく、対照群と

同等であった。血漿中 Total T3 濃度について Gunn ラットのクロバザム投与群は対照群の

87%にまで有意な低下を示したのに対し、SD 系および EHBR ラットでは対照群と同等であ

った。 

 

 

図 21 各動物系統における血漿中 TSH、Total T4 および Total T3 濃度 

Plasma T4, free T4, T3 and TSH levels in rats treated with clobazam (400 mg/kg) or the vehicle for 2 weeks.  

The parenthesis indicates as follows: (A) Total T4 levels, (B) total T3 levels, and (C) TSH levels. Data are mean ± 

SD values for 5 rats per group.  

Significantly different (* or +; p<0.05, ** or ++; p<0.01) from each control based on Student's t-test. 
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2) UGT1A、UGT2B および MRP2 タンパクの発現変化  

クロバザム投与による SD、Gunn および EHBR ラットにおける肝臓中 UGT1A、UGT2B お

よび MRP2 タンパク質の発現変動を図 22 に示す。 
UGT1A タンパクの発現に関しては、SD および EHBR ラットではそれぞれ約 12 および 4 倍

の増加が確認された。Gunn ラットではタンパクの発現は認められなかった。 
UGT2B タンパク発現に関しては、クロバザム投与でいずれの系統でも増加したが Gunn ラ

ットでは 4 倍と最も顕著であった。 
MRP2 タンパク発現に関しては、SD および Gunn ラットでは、クロバザム投与でそれぞれ

約 3 および 2 倍増加した。EHBR ラットではタンパクの発現は認められなかった。 

 
図 22 各動物系統における UGT1A、UGT2B および MRP2 タンパクの発現変化 

Results of western blot analysis of UGT1A, UGT2B and MRP2 of the liver in rats treated with clobazam (400 mg/kg). 

The fold change of target protein is shown as a ratio of the control SD rats. Data represent the mean ± SD for 5 rats 

per group per strain.  

Significantly different (* or # or +; p<0.05, ** or ##; p<0.01) from each control based on Student's t-test. 
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3) 肝臓および甲状腺重量 

肝臓および甲状腺の重量および最終体重を表 20 に示す。 

対照群と比較して、肝重量の有意な増加がクロバザム投与の SD、EHBR および Gunn 全て

の系統のラットで認められ、それぞれの対照群との変化量は 131%、122%および 151%であ

った。一方、甲状腺重量については、対照群と比較してクロバザム投与群の SD ラットでは

120%と有意な増加を示し、同様に Gunn ラットでも 119％と有意ではないものの高値傾向を

示した。EHBR ラットでは変化がなかった。 

 

表 20 臓器重量(肝臓および甲状腺)変化 

 

Animals were weighed and necropsied on the day after completion of each treatment regime.  

Data represent the mean ± SD of 5 rats per group per strain. The values in parentheses show the percentage of the 

control. 

Significantly different (*; p<0.05, **; p<0.01) from each control based on Student's t-test. 
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4) 肝臓および甲状腺の病理組織学変化 

肝臓および甲状腺の病理組織学的検査所見を表 21 に、組織写真を図 23 および 24 に示す。

クロバザム投与により SD、Gunn および EHBR 全ての系統のラットの肝臓で小葉中心性肝

細胞肥大が認められた。一方、甲状腺濾胞細胞の過形成は SD および Gunn ラットのクロバ

ザム群でのみ認められたが、EHBR ラットでは認められなかった。 
 

表 21 各系統の病理組織学的検査結果(肝臓および甲状腺) 

 

Animals were necropsied on the day after completion of each treatment regime. Specimens of the liver and thyroid 

from each animal were stained with hematoxylin and eosin (HE) for microscopic examination.  

Data are shown in the number of animals with findings per 5 rats per strain.  
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図 23 各系統の動物における甲状腺の形態変化（代表例の病理組織写真) 

Photomicrographs of hematoxylin and eosin (HE) stained sections of the thyroid from control (left; A-1, B-1, C-1) 

and clobazam-treated (right; A-2, B-2, C-2) rats (representative animal with the finding of each group). 

The (A) indicates the photomicrographs from SD rats (A-1 control, A-2 clobazam), (B) from EHBR rats (B-1 control, 

B-2 clobazam), and (C) from Gunn rats (C-1 control, C-2 clobazam). The yellow bar in the each photo is standard of 

length and indicates 50.0 micro-meters. 
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図 24 各系統の動物における肝臓の形態学的変化(代表例の病理組織写真) 

Photomicrographs of hematoxylin and eosin (HE) stained sections of the liver from control (left; A-1, B-1, C-1) and 

clobazam-treated (right; A-2, B-2, C-2) rats (representative animal with the finding of each group). 

The (A) indicates the photomicrographs from SD rats (A-1 control, A-2 clobazam), (B) from EHBR rats (B-1 control, 

B-2 clobazam), and (C) from Gunn rats (C-1 control, C-2 clobazam). The yellow bar in the each photo is standard of 

length and indicates 20.0 micro-meters. 
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第 3 節 考察および小括  

I 考察  

クロバザムによるラットの甲状腺腫瘍の形成に甲状腺ホルモンの血中クリアランスの上昇

が重要であり、それには薬物代謝酵素 CYP2B、CYP3A、UGT1A、UGT2B および取り込み

型トランスポーターOATP2 および排泄トランスポーターMRP2 の関与が重要であることを

示してきた。本章では UGT1A1 欠損の Gunn ラットおよび MRP2 欠損の EHBR ラットにク

ロバザムを投与し、実際に甲状腺腫瘍(過形成)を起こすのかどうかを確認することで

UGTs(UGT1A あるいは 2B)および MRP2 の甲状腺腫瘍形成への直接的な寄与を確認した。

実験は上記ラットにクロバザムを 2 週間反復経口投与し、甲状腺関連ホルモン(T3, T4 およ

び TSH)を測定するとともに UGT1A、UGT2B および MRP2 タンパクの発現を確認し、肝臓

および甲状腺重量の測定および病理組織学的検査を実施した。実際のホルモン測定値にお

いては系統毎で各ホルモンの Basal レベルに差があったが、別途実施した甲状腺機能の評価

（TRH 刺激によるホルモン生成反応）で、いずれの系統の動物も甲状腺機能は正常である

ことが確認されている（大日本住友製薬(株) 社内資料）。本検討においては各系統の対照

群とクロバザム投与群との差異で評価し、その結果 SD ラットと Gunn ラットではクロバザ

ム投与による血中甲状腺ホルモン(T3ないしはT4)の有意な減少とTSHの有意な上昇が認め

られた。さらに甲状腺重量の増加を伴った甲状腺ろ胞上皮の過形成が認められた。このこ

とから、甲状腺上皮の過形成は TSH による甲状腺への過剰な刺激によることが示された。

さらにウェスタンブロットによるタンパクの発現解析において、SD および EHBR ラットで

はクロバザム投与により UGT1A も UGT2B もその高発現が確認されたが、Gunn ラットでは

UGT1A が発現していなかったのに対し、UGT2B の顕著な高発現が確認された。一方、血

中甲状腺ホルモン(T3 および T4)の変化については、SD ラットと Gunn ラットの間で少し異

なっていた。すなわち SD ラットでは T4 の方が T3 よりも低下していたのに対し、Gunn ラ

ットでは T3 の方が T4 よりも低下する傾向にあった。T4 は UGT2B よりむしろ UGT1A に

よって専ら抱合されるのに対し、T3 は UGT2B でより抱合されることが報告されている 28)29)。

このことより今回の結果は Gunn ラットで強く誘導された UGT2B よって主に T3 が抱合を

受け、効果的に抱合された T3 の胆汁中への排泄が亢進したものと考えられた。一方、EHBR
ラットでは他の 2 つの系統とは違って、クロバザム投与により T3 および T4 の有意な減少

は起こらず、生体にとって積極的に T3 ないしは T4 を補充する必要がないことから TSH の

上昇も起こらなかった。さらに EHBR ラットでは甲状腺の病理像においても過形成を呈さ

ず、このことは甲状腺腫瘍の形成に TSH の甲状腺への過剰刺激が重要という先行研究とは

矛盾はないと考えられた。 
ラットの UGT における基質特異性の堅牢性についてはこれまで知られていないが、今回の

Gunn ラットの結果は甲状腺ホルモンのホメオスタシスの維持のために UGT2B が部分的に

UGT1A の機能を補っていたことを示唆していた。一方 MRP2 については内因性基質(例えば、

T3 および T4 とその抱合型代謝産物)の胆汁排泄担うことが知られており、代表的な酵素誘

導剤である PB および PCN を投与されたラットにおいては MRP2 の高発現と甲状腺ホルモ

ンの胆汁排泄の増加が相関することが報告されている 30)31)。これらの報告からも酵素誘導
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剤によるラットの甲状腺腫瘍形成における MRP2 の役割の重要性が理解できる。 
各系統の動物における上記変化を基に甲状腺腫瘍形成における UGT1A や 2B、さらには

MRP2 の役割を考えると、まず UGT1A を欠損している Gunn ラットでタンパクレベルでの

UGT2B の発現と血漿中 T3 の低下が引き起こされ、甲状腺の過形成が誘発されていたとい

うことは、甲状腺ホルモンの代謝における UGT1A の機能を UGT2B が代償していたものと

考えられた。一方、MRP2 を欠損した EHBR ラットにおいてはタンパクレベルでの UGT1A
やUGT2Bの発現上昇が確認されたにも関わらず甲状腺関連ホルモンや甲状腺の病理組織に

は変化が認められなかった。このことは抱合された甲状腺ホルモンの胆汁中への排泄を担

う MRP2 が欠損することにより、効果的な甲状腺ホルモンの代謝排泄を困難にし、血中の

甲状腺ホルモンの減少が起こらずに甲状腺への正の刺激となる TSH の上昇にまで至らなか

ったことによると考えられた。これらのことから MRP2 の発現がクロバザム投与による甲

状腺ホルモンのクリアランスの律速となり、甲状腺腫瘍の形成において最も重要な因子で

あることが明らかになった。 
 
II 小括 
SD ラット、EHBR ラットおよび Gunn ラットのクロバザム投与後の甲状腺の病理組織変化、

甲状腺関連ホルモン(T3、T4 および TSH)変化および UGT1A、UGT2B および MRP2 タンパ

クの発現変化を表 22 にまとめた。 
・SD および Gunn ラットでは血中甲状腺ホルモンの減少および TSH の増加を伴った甲

状腺への影響がみられた。 
・UGT1A を欠損している Gunn ラットでは UGT2B の高発現が観察された。 
・MRP2 を欠損した EHBR ラットでは UGT1A および UGT2B が誘導されているにも関

わらず甲状腺関連ホルモンの変動を伴わずに甲状腺への影響はなかった。 
上記の結果からUGTはそれぞれの分子種 1Aおよび 2Bが補完的に協働し甲状腺ホルモンの

代謝を行うことが示唆された。また甲状腺腫瘍の形成には、MRP2 の発現が重要であること

が示唆された。 
 
表 22  SD ラット、EHBR ラットおよび Gunn ラットにおける変化のまとめ 
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第 6 章 総合考察および結論 

本研究は抗てんかん薬クロバザムを非遺伝毒性甲状腺腫瘍誘発物質の代表として用い、甲

状腺の代謝排泄にかかわる酵素やトランスポーターに注目し研究することで、非遺伝毒性

の甲状腺腫瘍形成への重要な因子を明らかにすることを目的として検討を行った。まずク

ロバザムの短期投与により甲状腺濾胞腺腫の前段階である甲状腺濾胞細胞の過形成が起こ

ることを示し、その機序として血中甲状腺ホルモンのクリアランスの増加が重要であるこ

とを明らかにすることで、本研究目的に合致した甲状腺過形成モデルの妥当性を示した(第
2 章)。続いてクロバザム投与後の肝臓の薬物代謝酵素の mRNA の発現変動より核内受容体

CAR および PXR の活性化に引き続く CYP2B、CYP3A および UGT の発現上昇が血中甲状

腺ホルモンのクリアランスに重要な役割を果たしている可能性を見出した(第 3 章)。一方、

肝臓内の甲状腺ホルモンの取り込みや排泄にも注目し、肝臓への取り込みおよび排泄型ト

ランスポーターの mRNA の変化から OATP2 および MRP2 の発現上昇が血中甲状腺ホルモ

ンのクリアランスに重要な役割を果たしている可能性を見出した(第 4 章)。第 5 章では Mrp2
を欠損した EHBR ラットおよび Ugt1A を欠損した Gunn ラットを用いて実際にラット甲状

腺腫瘍形成における MRP2 および UGT1A の直接な寄与について検討した。その結果、Gunn
ラットでは甲状腺濾胞細胞過形成が発現し、UGT はそのサブファミリーにおいて 1A と 2B
が補完的に甲状腺ホルモンの代謝に関与していることを明らかにした。一方 EHBR ラット

では甲状腺濾胞細胞過形成が発現せず、血中甲状腺ホルモンの排泄に MRP2 の寄与が大き

いことを明らかにした。上記一連の検討結果から図 25 に示すようなクロバザムによる甲状

腺腫瘍形成機序が推定された。すなわち、クロバザム投与により肝臓中の核内受容体 CAR
および PXR が活性化され、その下流遺伝子である Ugt1a、Ugt2b が誘導され、肝臓内の甲状

腺ホルモンのグルクロン酸抱合が亢進、増加した抱合体は同様に発現誘導された MRP2 に

より積極的に胆汁中に排泄される。これら甲状腺ホルモンの肝臓内フローには OATP2 が重

要な役割を果たし、血中からの甲状腺ホルモンの肝臓内への取り込みを担うことで効率的

な甲状腺ホルモン取り込み―代謝―胆汁排泄のサイクルが形成するものと考えられた。ク

ロバザムの慢性投与期間中は上記サイクルが継続することで生体内では血中で減少する甲

状腺ホルモンを補うべく下垂体へのネガティブフィードバックが起こり過剰な TSH の継続

的な放出が引き起こされる。この過剰な TSH の慢性刺激により甲状腺は機能肥大を起こし、

病理学的には甲状腺濾胞細胞の過形成が観察される。一般的に過形成は腺腫(adenoma)、腺

がん(carcinoma)へと進展する前段階の病理変化と考えられている 8)。本研究により甲状腺ホ

ルモン代謝におけるグルクロン酸抱合においては UGT1A と 2B が補完的にあるいは協調し

ながら代謝を進めるのに対し、抱合された甲状腺ホルモンの胆汁中への排泄には MRP2 が

単独で働いている可能性が示唆され、MRP2 の発現の程度がラットにおける甲状腺の腫瘍形

成において最も重要な役割を果たしている可能性が高いことを提唱できた。一方、ヒトと

の種差について、MRP2 の基質となる物質の胆汁排泄率はラットが他の種に比較して最も高

く、タンパク発現量においてもラットが最も多く、ヒトが最も低いことが報告されている
32)。これらのことから MRP2 の生理学的な違いがラットとヒトとの甲状腺腫瘍形成におけ

る種差の大きな原因であると考えられた。 
本研究によりラットにおける間接作用による甲状腺腫瘍形成における重要な因子の推定
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に成功し、これは今後のヒトとラットの甲状腺発がんの種差を明らかにする上での重要な

知見となると考えられ、今後の有望な医薬品創出への貢献が期待できるものである。 
 

 
 
図 25 クロバザムによる甲状腺腫瘍発生のメカニズム(まとめ) 
肝臓での核内受容体(CARおよび PXR)の活性化とMRP2の発現上昇がキーイベントである。 
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