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論 文 内 容 の 要 旨 

 

 薬剤の副作用の一つである骨格筋毒性は、軽度の筋肉痛から横紋筋融解症まで幅広くみられる。横

紋筋融解症は生命に関わる可能性があることから、臨床あるいは医薬品開発の観点からも骨格筋毒性

の早期検出が重要である。クレアチンキナーゼ（CK）とアスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ

（AST）は、骨格筋障害マーカーとして従来から広く用いられているが、CK および AST は溶血でも

上昇する他、スタチンである atorvastatin では投与後に骨格筋機能に対する有害事象あるいは筋肉痛

の発生頻度と関連しない CK 上昇が発生する等、感度および特異性の低さが指摘されており、CK より

感度および特異性の優れた新たな骨格筋障害マーカーが期待されている。Skeletal muscle troponin I

（sTnI）、myosin light chain 3（Myl3）、および fatty acid-binding protein 3（FABP3）は新規骨

格筋障害マーカーとして CK と併せて使用することが推奨されているが、血中からの消失の早さや測

定値が腎機能の影響を受けるといった欠点が報告されている。本研究では、薬剤あるいは化学物質で

骨格筋障害を誘発したラットの骨格筋および血漿のメタボロミクス解析を行い、従来の骨格筋障害バ

イオマーカーより高感度のマーカーを見出し、その有用性を評価することを目的とした。 

 

第 1章 メタボロミクス解析を用いた薬物誘発骨格筋障害の新規バイオマーカーの探索 

 本章では、骨格筋障害の新たなバイオマーカー候補を見出すことを目的に、セリバスタチン（CER）

あるいは tetramethyl-p-phenylenediamine（TMPD）を投与して骨格筋障害を誘発したラットを用い

てメタボロミクス解析を行った。CER（0 あるいは 40 ppm、混餌投与）あるいは TMPD（0 あるいは

9 mg/kg、単回経口投与）を 9 週齢の雄性 Fischer 344（F344）ラットに投与して骨格筋障害を誘発し、

血漿 CK 測定および骨格筋の病理組織学的解析により骨格筋毒性を評価するとともに、骨格筋（大腿

直筋）および血漿について、内因性代謝物を網羅的に測定するメタボロミクス解析を行い、CER 群お
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よびTMPD群の骨格筋および血漿中で共通して増加した代謝物を調べた。CER群の血漿CKはDay 11

に顕著に上昇したが、TMPD 群の血漿 CK は投与 24 時間後に有意に低下した。病理組織学的検査で

は、CER 群の Day 11 に骨格筋細胞の空胞化および壊死を認め、TMPD 群の投与 6 および 24 時間後

に骨格筋細胞の軽度の空胞化を認めた。メタボロミクス解析では、大腿直筋で 2-hydroxyglutarate

（2HG）が CER 群で、hexanoylcarnitine が CER 群および TMPD 群で増加した。血漿では、2HG

が CER 群の Day 8 および 11、TMPD 群の投与 24 時間後に増加し、hexanoylcarnitine が CER 群の

Day 11、TMPD 群の投与 6 および 24 時間後に増加した。以上の結果から、血漿中 2HG および

hexanoylcarnitine は、ラットの骨格筋障害の初期段階における新たな骨格筋障害マーカーとなる可能

性が示唆された。 

 

第 2章 新規骨格筋障害バイオマーカーとしての血漿中 2HG 濃度の有用性検討 

 本章では、バイオマーカーとしての血漿中 2HG 濃度の有用性を調べることを目的に、血漿 2HG の

骨格筋障害に対する感度を、従来からの骨格筋障害バイオマーカーである AST、CK、および骨格筋型

CK アイソザイム（CK-MM）と比較し、週齢差、および反復採血の影響について検討した。4 あるい

は 9 週齢の雄性 Fischer 344 ラットに CER を 0 あるいは 20 ppm（4 週齢）、40 ppm（9 週齢）を 10

日間混餌投与した。また、TMPD を 0 あるいは 9 mg/kg（4 および 9 週齢）を単回経口投与すること

により骨格筋障害を誘発した。経時的（CER 群は Day 4、8、11、TMPD 群は投与 6、24 時間後）に

採血し、血漿中 2HG 濃度を LC-MS/MS で測定した。頚静脈からの最終採血後に剖検し、血漿中 AST、

CK、CK-MM 活性の測定、ならびに骨格筋（大腿直筋）の病理組織学的解析を行った。CER 群では

AST、CK、CK-MM は両週齢で増加したが、TMPD 群では CK（4 および 9 週齢）、CK-MM（4 週

齢）の増加は認められなかった。2HG は CER 群では Day 8（4 および 9 週齢）から、TMPD 群では

投与 6 時間後以降（4 週齢）あるいは 24 時間後（9 週齢）に増加した。病理組織学的検査では、CER

群および TMPD 群の両週齢で骨格筋細胞の空胞化または壊死がみられ、病理組織学的変化の程度は

TMPD 群では CER 群と比較して軽度であった。CER あるいは TMPD で誘発した骨格筋障害に伴う

血漿中 2HG 濃度の増加について、週齢差および反復採血の影響は認められなかった。以上の結果から、

血漿中 2HG は骨格筋障害の初期段階において CK および CK-MM より高感度であること、さらに週

齢差および反復採血の影響が認められないことが示され、骨格筋毒性評価に有用である可能性が示唆

された。 

 

 本研究では、CER あるいは TMPD で骨格筋障害を誘発したラットの骨格筋および血漿中で 2HG お

よび hexanoylcarnitine が増加することが明らかとなった。血漿 2HG は CER 群の骨格筋の病理組織

学的変化または血漿 CK の増加に先んじて増加した。さらに、血漿 2HG および hexanoylcarnitine は

TMPD 群の病理組織学的変化に伴って増加したが、血漿 CK は増加しなかった。これらの結果から、

2HG および hexanoylcarnitine が骨格筋障害の新たなバイオマーカー候補である可能性が示唆された。
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血漿中 2HG のバイオマーカーとしての有用性を検討するために、血漿 2HG と従来の骨格筋障害マー

カーである AST、CK、CK-MM を比較した結果、TMPD による軽度の骨格筋障害において、血漿 2HG

は CK および CK-MM よりも高感度であった。また、週齢差および反復採血の影響がみられなかった。

これらの結果から、血漿 2HG が骨格筋毒性の有望な新規バイオマーカーとして有用であることが示唆

されたが、血漿 2HG の骨格筋障害マーカーとしての臓器および種特異性は不明である。また、2HG

を骨格筋障害のバイオマーカーとして確立するには、他の骨格筋障害マーカーとの比較と背景データ

の取得が必要であり、今後の研究が望まれる。しかしながら、本研究はバイオマーカー候補としての

2HG の新たな知見を示すとともに、骨格筋障害を早期に検出するバイオマーカー研究のための有用な

基礎情報になると考える。 

 

第一章は、以下の論文に公表した。 

Obayashi, H. et al. J. Toxicol. Sci., 42: 385-396, 2017. 

第二章は、以下の論文に公表した。 

Obayashi H. et al. J. Toxicol. Sci., 43: 601-610, 2018. 

 

 

Abstract 

 Chemical- or drug-related muscle toxicity, ranging from muscle pain to rhabdomyolysis, is 

induced by treatment with various compounds, including antilipidemic and hypocholesterolemic 

drugs, anesthetics, immunosuppressants, and proton pump inhibitors. Early detection of skeletal 

muscle toxicity is important because it has a critical influence on medical care and drug discovery, 

as skeletal muscle toxicity can develop into life-threatening rhabdomyolysis. Aspartate 

aminotransferase (AST) and creatine kinase (CK) are widely used as traditional biomarkers for 

skeletal muscle disorders. However, novel biomarkers that are superior to the conventional 

skeletal muscle biomarkers, AST and CK, or that can be combined with conventional biomarkers 

to compensate for the disadvantages of AST and CK are needed because AST and CK have low 

sensitivity and specificity. Several new biomarkers, including skeletal muscle troponin I (sTnI), 

myosin light chain 3 (Myl3), and fatty acid-binding protein 3 (FABP3), have been recommended for 

use with CK to monitor drug-induced skeletal muscle injury. However, several drawbacks are 

associated with the use of these biomarkers, including rapid clearance and alteration due to renal 

dysfunction. In this study, we performed an unbiased metabolomic analysis of skeletal muscle and 

plasma in a rat model of drug- and chemical-induced skeletal muscle injury to identify new 

candidate biomarkers with greater sensitivity than conventional biomarkers and examined the 

usefulness of the candidate biomarkers. 
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Chapter 1: Identification of New Biomarkers for Drug-Induced Skeletal Muscle Disorders Using 

Metabolomic Analysis 

 To identify new candidate biomarkers for skeletal muscle toxicity, an unbiased metabolomic 

analysis was performed in rats treated with two distinct myotoxicants, cerivastatin (CER) and 

tetramethyl-p-phenylenediamine (TMPD). Skeletal muscle toxicity was induced in male Fischer 

344 rats through the administration of CER or TMPD and then monitored by using established 

endpoints, such as increased plasma creatine kinase (CK) activity and histopathology, and the 

metabolomic analysis of skeletal muscle and plasma samples. Plasma CK levels in CER-treated 

rats were markedly elevated on Day 11; however, those in TMPD-treated rats showed a 

statistically significant decrease at 24 hr after dosing. Light microscopy revealed the presence of 

vacuolated or necrotic fibers in all CER-treated rats on Day 11, with slightly vacuolated fibers 

observed in TMPD-treated rats at 6 and 24 hr after dosing. Metabolomic analysis of the rectus 

femoris indicated increases in 2-hydroxyglutarate (2HG) in CER-treated rats and 

hexanoylcarnitine in CER- and TMPD-treated rats. Increases in plasma 2HG were also observed 

in CER-treated rats on Days 8 and 11 and in TMPD-treated rats at 24 hr after dosing, and 

increases in plasma hexanoylcarnitine were observed in CER-treated rats on Day 11 and in 

TMPD-treated rats at 6 and 24 hr after dosing. These experiments demonstrated the potential of 

plasma 2HG and hexanoylcarnitine as specific and easily detectable biomarkers for skeletal 

muscle toxicity in rats and demonstrated the value of metabolomics for biomarker detection and 

identification in toxicological studies. 

 

Chapter 2: A Study on the Usefulness of Plasma 2HG as a New Biomarker for Skeletal Muscle 

Disorder 

 We have demonstrated the potential of plasma 2HG as an easily detectable biomarker for 

skeletal muscle injury in rats. Therefore, we examined whether plasma 2HG was superior to 

conventional skeletal muscle damage biomarkers, including aspartate aminotransferase (AST), 

CK, and skeletal muscle-type CK isoenzyme (CK-MM) levels, in rats. Skeletal muscle injury was 

induced in 4- and 9-week-old male Fischer 344 rats by CER or TMPD administration. Plasma 2HG 

levels were measured on Days 4, 8, and 11 (CER group) and at 6 and 24 hr post administration 

(TMPD group). Plasma AST, CK, and CK-MM activities and histopathological changes in the 

rectus femoris muscle were evaluated as the study endpoints. In the CER group, AST, CK, and 

CK-MM increased in 4- and 9-week-old rats; in contrast, increases in CK (4- and 9-week-old rats) 

and CK-MM (4-week-old rats) were not obvious in the TMPD group. In both 4- and 9-week-old rats, 
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plasma 2HG increased on Day 8 and at 24 hr post administration in the CER and TMPD groups, 

respectively. Histopathological analysis revealed myofiber vacuolation and necrosis in both groups. 

The histopathological damage to the rectus femoris muscle was more severe in the CER group 

than in the TMPD group. Increased plasma 2HG was associated with CER- and TMPD-induced 

skeletal muscle injuries in rats and was not affected by age differences or repeated blood collection. 

The results suggested that plasma 2HG was superior to CK and CK-MM as a biomarker for mild 

skeletal muscle injury. 

 

 The present study showed the elevation of 2HG and hexanoylcarnitine levels in muscle and 

plasma in a rat model of CER- and TMPD-induced skeletal muscle injury. Plasma 2HG increased 

prior to histopathological changes in skeletal muscle or the elevation of plasma CK in CER-treated 

rats. Further, the increases in plasma 2HG and hexanoylcarnitine were accompanied by 

histopathological changes, even when the plasma level of CK did not change. These results 

suggested that 2HG and hexanoylcarnitine may be novel plasma biomarkers for skeletal muscle 

damage. Subsequently, we measured the plasma concentrations of 2HG in rats with skeletal 

muscle injury and compared those with the levels of conventional biomarkers, such as AST, CK, 

and CK-MM, to evaluate the potential of plasma 2HG as a biomarker for skeletal muscle toxicity. 

Plasma 2HG was a more sensitive biomarker than CK and CK-MM in TMPD-induced mild 

skeletal myopathy. Furthermore, no differences were noted between younger and older rats or 

after repeated blood collection. These results suggested that plasma 2HG may serve as a 

promising novel biomarker for skeletal muscle toxicity. 

 However, the organ or species specificity of plasma 2HG as a biomarker for muscle injury is not 

known. In addition, to establish 2HG as a biomarker for skeletal muscle disorders, it is necessary 

to perform a thorough comparison of plasma 2HG with other skeletal muscle injury biomarkers in 

terms of sensitivity, organ specificity, species difference and sex difference. The present study 

provided new and valuable evidence about 2HG as a biomarker for skeletal muscle disorders, and 

the results of this study will provide useful basic information for biomarker research for skeletal 

muscle disorder. 
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論文審査の結果の要旨 

 

１. 論文内容 

 本論文は、骨格筋障害ラットにおける新たな骨格筋障害のバイオマーカー探索に関するものである。

申請者は、毒性メカニズムが異なる 2 つの化合物（セリバスタチン、tetramethyl-p-phenylenediamine

（TMPD））でラットに骨格筋障害を誘発し、骨格筋および血漿のメタボロミクス解析によって血漿

中 2-hydroxyglutarate（2HG）および hexanoylcarnitine を見出した。TMPD による軽度な骨格筋障

害において、血漿中 2HG および hexanoylcarnitine は増加したのに対して、既存の骨格筋障害マーカー

であるクレアチンキナーゼ（CK）は増加しなかったことから、血漿中 2HG および hexanoylcarnitine

は CK よりも高感度なマーカーであることを明らかにした。 

 次に申請者は、ミトコンドリアの機能障害に関連することが知られている 2HG に着目し、血漿中

2HG の骨格筋障害バイオマーカーとしての有用性を検討した結果、2HG は初期の骨格筋障害において

CK および CK-MM（骨格筋に特異的に局在する CK アイソザイム）よりも高感度であること、週齢差

および反復採血の影響がみられないことを明らかにし、毒性評価に有用なマーカーである可能性を示

す新しい知見を得た。 

 

２. 論文審査 

１）テーマのたて方 

 申請者は、骨格筋障害ラットを用いたメタボロミクス解析が新規バイオマーカー探索に有用と考え

るとともに、既存のマーカーよりも感度が高く、バイオマーカーに望まれる特性を有した骨格筋障害

マーカーを発見することは科学的独自性および社会的意義が大きいと考えた。 

２）研究の背景 

 近年、医薬品開発の成功確率は低下しており、臨床での有効性や安全性を非臨床で予測することが

課題となっている。中でも薬物による骨格筋障害は重症化すると命に関わる。既存の骨格筋障害マー

カーは感度および特異性が低く、国際的なコンソーシアムでもバイオマーカー探索が行われており、

新たな骨格筋障害マーカーの必要性に着目した。 

３）研究の方法 

 申請者は 2 種の異なる機序によって骨格筋障害を誘発する物質をラットに投与して骨格筋障害ラッ

トを作出し、骨格筋および血漿のメタボロミクス解析によってバイオマーカー候補を見出し、有用性

を評価した。 

４）研究の結果 

 本研究で得られた主な成果は以下の通りである。①メタボロミクス解析により新たな骨格筋障害

マーカー候補として 2HG を見出した。②2HG は、CK および CK-MM が増加しなかった軽度の骨格

筋障害においても増加し、反復採血による増加および週齢による差がみられなかった。 
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５）考察と結論 

 申請者は、ミトコンドリアの機能障害に関連することが知られている 2HG は軽度の骨格筋障害にお

いてCKおよびCK-MMより骨格筋障害の検出力が高い新たな骨格筋障害マーカーになると考察した。

実験動物数およびアーチファクトの低減に貢献する有用なマーカーであることが示唆された。 

 

６）引用論文 

 十分かつ適切に既報論文が引用されていた。 

 

 本論文の内容と審査会での質疑に対する回答を考慮すると、本研究の立案・実施・論文作成に申請

者自らが主体的な役割を担ったこと、背景知識・専門知識を十分有することが認められた。 

 

３. 審査結果 

 以上の点から、本論文は博士（獣医学）の学位を申請するに十分な価値があると判断した。 
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