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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
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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
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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 F344 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。 
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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。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。  
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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 
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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, 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 
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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 
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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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緒言 

 

2003 年のヒトゲノムの配列決定から 10 年間で、医薬品として開発された化合物数

は 62%増加し、研究開発費の合計は倍増したが、米国食品医薬品局（FDA）による承認

された新薬の年間の平均数は 1990 年代以来減少している。研究開発費の増加と新薬承

認数の減少という乖離がみられた理由は、規制上の不均衡なリスク・ベネフィット評価

や、商業性および財務上の決定による開発プロジェクトの終了、臨床試験の複雑さとコ

ストの増加などとされている (Hay et al., 2014) 。医薬品の研究開発の最大のボトルネッ

クは第 2 相試験とされている (Paul et al., 2010; Arrowsmith, 2011) 。第 2 相試験は臨床で

の有効性確認が主な目的であり、失敗原因の 51%が有効性、19%が安全性上の問題であ

る (Allison, 2012) ことから、有効性や安全性を非臨床で予測することの難しさを示して

いる。 

一般に、現在の非臨床 in vivo モデルで得られた結果は、臨床試験における有害事象

と約 70%一致しており、ヒトでの影響との良好な相関がみられる (Olson et al., 2000; 

Sistare and DeGeorge, 2007) 。しかしながら、残りの約 30%は非臨床試験では観察されな

い相関の低い毒性 (Campion et al., 2013) 、あるいは非臨床で認められたものの臨床では

モニターできず、結果として臨床で安全性を評価できない毒性 (Kola and Landis, 2004) 

であり、しばしば医薬品開発の中止原因となっている (Campion et al., 2013) 。 
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また、現時点では動物実験がヒトに対する有害な影響を予測するための最良のモデ

ルであるにもかかわらず、医薬品開発上の重大な弱点、すなわち非臨床で認められたも

のの臨床ではモニターできず、結果として臨床で安全性を評価できない毒性も知られて

いる (Kola and Landis, 2004) 。このため、医薬品開発初期段階でのより良い毒性予測の

ための臓器特異的毒性の検出に焦点が当てられており、in vitro、あるいは in vivo モデ

ルから臨床への橋渡しにおいて使用可能な、かつ早期予測に適用が可能な非侵襲性のバ

イオマーカーは、医薬品開発において最も価値があるとされている (Campion et al., 

2013) 。 

米国の National Institute of Health (NIH) は、バイオマーカーを「客観的に測定され、

評価される特性値であり、正常な生物学的プロセス、病理学的プロセス、または治療処

置に対する薬理学的反応の指標として用いられるもの」と定義した  (Biomarkers 

Definitions Working Group, 2001) 。欧州委員会（EC）は、2005 年に Innovative Medicine 

Initiative（IMI）の開発を開始し、この取り組みの一環として、薬物安全性評価のバイオ

マーカーの望ましい特性を以下のように定義した。①特定の種類の障害に特異的である。

②種々の実験動物種およびヒトにおいて障害を示す。③非臨床試験を臨床およびサーベ

イランスタイプの研究に橋渡しするために使用することができる。④現在使用されてい

る他のバイオマーカーよりも障害を示す効果が高い。⑤古典的なバイオマーカーに相加

的ではなく、代替的に使用できる。⑥容易に測定することができる。⑦従来のエンドポ
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イントよりも再現性が高く、感度が高い。⑧被験個体（動物またはヒト）の数を減少さ

せる。これらの IMI による定義は、米国 Critical Path Institute の Predictive Safety Testing 

Consortium（PSTC）の活動に反映されている。PSTCは、米国 FDA、欧州医薬品庁（EMA）、

日本の医薬品医療機器総合機構（PMDA）など世界の規制当局と数多くの製薬企業との

幅広い連携を導いており、肝臓、骨格筋および心毒性などのバイオマーカー研究と開発

が行われている (Campion et al., 2013) 。 

骨格筋毒性は医薬品開発における課題としてますます取り上げられるようになり、

PSTC においても骨格筋障害を予測する取り組みが行われている。骨格筋障害の診断お

よびモニタリングは、臨床および非臨床ともに多くの課題を抱えている。臨床現場では、

顕微鏡検査のための筋生検は侵襲性が高く実現困難である (Clarkson and Hubal, 2002; 

Goodwin, 2011) 。磁気共鳴イメージング（MRI）などの他の非侵襲的方法は、筋組織を

画像化するために利用可能であるが、臨床試験で日常的に使用することは非実用的であ

る (Goodwin, 2011) 。したがって、骨格筋障害に対する感受性および特異性の高い血中

バイオマーカーの同定は、薬剤開発に大きな利益をもたらすと考えられる。 

薬物あるいは化学物質による骨格筋毒性は、筋肉痛から横紋筋融解症まで幅広くみ

られ、高脂血症治療薬、コレステロール低下薬、麻酔薬、免疫抑制薬、プロトンポンプ

阻害薬、およびその他の化合物によって誘発される (Nozaki et al., 2004; Oshima, 2011; 

Tanaka et al., 2014) 。重度の骨格筋障害（横紋筋融解症）の典型的な臨床徴候としては、
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筋肉痛、衰弱および褐色尿が挙げられる  (Bagley et al., 2007) 。 3-Hydroxy-3-

methylglutaryl-CoA（HMG-CoA）還元酵素阻害薬（スタチン）の場合、致死的な横紋筋

融解症はまれだとされているが (Joy and Hegele, 2009) 、スタチンの中でもセリバスタ

チン（CER）は 1.0%と他のスタチンと比較して高い割合で横紋筋融解症を誘発し 

(Kashani et al., 2006) 市場から撤退している。横紋筋融解症に起因する重大な合併症は、

薬物誘発性筋障害 (Owczarek et al., 2005; Kuncl, 2009) とともに生じ得る急性腎不全で

ある (Abassi et al., 1998; Singh et al., 2005; Bagley et al., 2007) 。骨格筋毒性が生命を脅か

す横紋筋融解症に発展しうることを考慮すると、臨床でのリスクマネジメントあるいは

医薬品開発上のリスクアセスメントの観点からも早期に骨格筋毒性を検出することが

重要である。 

クレアチンキナーゼ（CK）、アスパラギン酸アミノトランスフェラーゼ（AST）、乳

酸デヒドロゲナーゼ（LDH）、ピルビン酸キナーゼ（PK）、およびミオグロビン（Mb）

は、骨格筋障害診断のためのバイオマーカーとして使用されている (Wu and Perryman, 

1992; Bagley et al., 2007; Brancaccio et al., 2010) 。しかしながら、これらのマーカーは骨

格筋組織に対する特異性が欠如しており、骨格筋障害と心筋障害とを区別することがで

きない (Wu and Perryman, 1992; Matsumura et al., 2007; Van Hoof, 2012) 。また、CK、AST

および LDH は、溶血によっても高値を示すことが知られている。 

CK は、ヒトにおける骨格筋障害の最も一般的に使用されている臨床的指標であり、
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薬物の安全性評価 (Shepherd et al., 2004; Lee and Vasan, 2005; Owczarek et al., 2005; Kuncl, 

2009) や筋疾患研究 (Okinaka et al., 1961; Zatz et al., 1991) にも広く用いられている。CK

は、クレアチンリン酸のリン酸基をアデノシン二リン酸（ADP）に転移し、アデノシン

三リン酸（ATP）とクレアチンが生成される反応を触媒する酵素である (Wallimann et al., 

1992) 。CK は 2 つの異なるポリペプチドサブユニット M（筋肉型）および B（脳型）

からなる二量体蛋白であり、3 つのアイソザイム、CK-MM、CK-MB、および CK-BB と

して存在する。CK アイソザイムの種類は組織によって異なるため、骨格筋マーカーと

して CK-MM、心筋マーカーとして CK-MB、脳組織マーカーとして CK-BB を用いて病

変部位を同定できる。しかしながら、バイオマーカーとしての血中 CK の有用性には限

界があり、グルタチオン枯渇を伴う状態では、アッセイ系に影響して CK 活性が低下す

ることが知られている (Gunst et al., 1998) 。 

さらに、AST および CK の生理値は年齢とともに変化することが知られている 

(Cherian and Hill, 1978; Morandi et al., 2006) 。化学物質との生体反応には個人差や年齢差

があるため、バイオマーカー研究ではこれらの要因を考慮する必要がある (Ishikawa et 

al., 2014) 。 

以上、従来の骨格筋バイオマーカーは、その感度および特異性の低さから、より優れ

た新規バイオマーカーが必要とされている  (Matsuzawa et al., 1993; Bohlmeyer et al., 

1994; Sorichter et al., 1999; Koseoglu et al., 2011) 。 
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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

血漿を用いて、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 章では 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の骨格筋および血漿

のメタボロミクス解析を行うことでバイオマーカー候補を探索した。第 2 章では第 1 章

で見出したバイオマーカー候補と従来のバイオマーカーの感度を比較し、さらに反復採

血の影響および週齢差について検討した。 
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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 

 

小序 

 

薬物あるいは化学物質による骨格筋毒性は、筋肉痛から横紋筋融解症まで幅広くみ

られ、高脂血症治療薬、コレステロール低下薬、麻酔薬、免疫抑制薬、およびその他の

化合物によって誘発される (Oshima, 2011) 。重症な横紋筋融解症は生命に関わるため、

骨格筋毒性の早期段階での検出が重要である。 3-Hydroxy-3-methylglutaryl-CoA

（HMG-CoA）還元酵素阻害薬（スタチン）の場合、致死的な横紋筋融解はまれである

が (Joy and Hegele, 2009) 、スタチンの中でもセリバスタチンは 1.0%と他のスタチンと

比較して高い割合で横紋筋融解症を誘発した (Kashani et al., 2006) 。 

骨格筋毒性の早期検出は、非臨床毒性試験のみならず、臨床においても重要である。

CK および AST は、筋障害に対して従来から用いられているバイオマーカーであるが、

感度および特異性の低さが指摘されている (Bohlmeyer et al., 1994; Sorichter et al., 1999) 。

これまでの研究では、アトルバスタチン投与後の CK の増加は、骨格筋機能または筋肉

痛の発生率と相関しないことが示され (Ballard et al., 2013) 、CK よりも感度および特異

性の高いバイオマーカーが筋障害の早期検出に必要であることが示唆された 
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(Laaksonen, 2013) 。薬物による骨格筋障害をモニタリングするために、skeletal muscle 

troponin I (sTnI)、myosin light chain 3 (Myl3)、および fatty acid-binding protein 3 (FABP3) 

を CK と併用することが推奨されている (Muntean et al., 2017) 。しかしながら、これら

の新しいバイオマーカーには、血中からの消失の早さおよび腎機能障害によって値が影

響を受けるといった欠点が指摘されている (Tonomura et al., 2012) 。 

生体液、細胞、および組織中の代謝産物のプロファイリングを行うメタボロミクス

解析は、バイオマーカー探索のためのツールとして利用されている  (Johnson et al., 

2016) 。古典的な診断方法および従来の臨床バイオマーカーと比較して、メタボロミク

スは感度および特異性の点で優位な可能性があるとされている (Monteiro et al., 2013) 。

Cannabinoid-1 受容体拮抗薬によるイヌの骨格筋および心筋障害では、メタボロミクス

手法によって血漿中 acylcarnitine および尿中 ethylmalonate、methylsuccinate、adipate、

suberate、hexanoylglycine、sarcosine、dimethylglycine、isovalerylglycine が変化を示したと

報告されている (Tomlinson et al., 2012) 。 

本章では、CK よりも感度の優れた新たなバイオマーカー候補を探索するために、薬

剤誘発性骨格筋障害ラットにおける骨格筋および血漿のメタボローム解析を実施した。 
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実験材料および方法 

 

動物 

8 週齢の雄性 F344/DuCrlCrlj ラット（日本チャールズ･リバー株式会社, Kanagawa, 

Japan）40 例を、相対湿度 30～70%、室温 21～26℃、照明 12 時間（午前 7 時～午後 7

時）に設定した試験室にてステンレス鋼ワイヤブラケットケージに群飼育し、1 週間馴

化飼育したのち 9 週齢で実験に供した。1 群につき 5 例で 8 群に群分けし、20 例を CER

投与に、残りの 20 例を TMPD 投与に供した。飼料および飲水（水道水）は自由に摂取

させた。動物実験は、第一三共株式会社（Tokyo, Japan）の動物実験委員会の承認下で実

施した。 

 

CER 投与 

ラットに CER を 0 ppm（粉末飼料 CRF-1, オリエンタル酵母工業株式会社, Tokyo, 

Japan）あるいは 40 ppm の濃度で 7 あるいは 10 日間混餌投与し、投与開始日を Day 1 と

して Day 8 および Day 11 に剖検した（n = 5 例/群/時点）。 

 

TMPD 投与 

ラットに TMPD 0 mg/kg（溶媒：0.5%メチルセルロース溶液, ナカライテスク株式会
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社, Kyoto, Japan）あるいは 9 mg/kg を単回強制経口投与し、投与 6 あるいは 24 時間後に

剖検した（n = 5 例/群/時点）。飼料は固形飼料 CRF-1 を摂取させた。 

 

剖検および採材 

投与終了後の各時点で、イソフルラン麻酔下で腹大動脈から採血を行った後、放血安

楽死させ速やかに剖検して骨格筋（ヒラメ筋、大腿直筋、および前脛骨筋）を採取した。

血液は、CK 測定用にヘパリン、あるいはメタボローム解析用に EDTA で処理して直ち

に氷冷し、遠心分離（3000 rpm、15 分間、4℃）後に血漿を-80℃に保存した。骨格筋は、

病理組織学的検査用に 10%中性緩衝ホルマリンで固定し、メタボロミクス解析用に液体

窒素で凍結し、-80℃で保存した。 

 

血漿 CK 測定 

血漿中の CK 活性は、市販のアッセイキット（L-Type CK、和光純薬工業株式会社, 

Osaka, Japan）および自動分析装置（7180, 日立ハイテクノロジーズ株式会社, Tokyo, 

Japan）を用いて測定した。CK のアイソザイムである CK-MM（骨格筋由来）は高速自

動電気泳動装置（株式会社ヘレナ研究所, Saitama, Japan）を用いて測定した。 

 

病理組織学的検査 
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ホルマリン固定した骨格筋を常法に従って脱水・パラフィン包埋して薄切し、ヘマト

キシリン・エオジン染色を行った。作製した病理組織標本は、光学顕微鏡で観察した。

病理組織学的変化は、Mann ら (Mann et al., 2012) および Greaves ら (Greaves et al., 2013)

の分類を参考に、重篤度に応じて正常（-）、軽度（+）、中等度（++）または重度（+++）

の範囲で評価した。 

 

メタボロミクス解析 

骨格筋は、病理組織学的変化が顕著であった大腿直筋を用い、CER 群の Day 11（0 お

よび 40 ppm）および TMPD 群の投与 24 時間後（0 および 9 mg/kg）のサンプルを使用

した。血漿は、全ての採材時点のサンプルを使用した。メタボロミクス解析は、3 種類

の測定系（UHPLC/MS/MS optimized for basic species, UHPLC/MS/MS optimized for acidic 

species, GC/MS）を用いて Evans らの報告 (Evans et al., 2009) に従って分析し、Dehaven

らの報告 (Dehaven et al., 2010) に従って内因性代謝物を同定した。内因性代謝物の欠測

値は、それらが検出限界未満であると仮定して最小検出値を代入した。 

 

統計学的解析 

定量的データは平均値±標準偏差で表示した。メタボロミクス解析データについて

は、各代謝物の値を、対照群の平均値に対する投与群の値の比（Fold change）として示
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した。対照群および投与群間で、血漿 CK 値に関しては F 検定による結果が P 値 < 0.05

の場合は Welch の t 検定を、F 検定による結果が P 値 > 0.05 の場合は Student の t 検定

を行い、検定結果の P 値 < 0.05 を有意な差とみなした。メタボロミクス解析に関して

は Welch の t 検定を行い、検定結果の P 値 ≤ 0.05 を有意な差とみなした。これらの統

計学的解析は、SAS®System Release 8.2（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用いて行っ

た。また、大腿直筋のメタボロミクス解析データについては、MetaboAnalyst 3.0 (Xia and 

Wishart, 2016) を用いて、CER 群および TMPD 群に共通して増加した内因性代謝物につ

いて主成分分析（PCA）を実施した。 
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結果 

 

血漿 CK 

CER 群および TMPD 群の血漿 CK 値を、それぞれの対照群と比較した。CER 群の

Day 8 の血漿 CK 値は対照群と有意な差はみられなかったが、Day 11 では対照群より有

意に高かった（対照群 135±17 IU/L, CER 群 18550±14258 IU/L, P < 0.05, Fig. 1A）。 

TMPD 群の投与 6 時間後の血漿 CK 値は対照群と同等であり、投与 24 時間後では対

照群よりも有意に低かった（対照群 252±27 IU/L, TMPD 群 177±13 IU/L, P < 0.001, 

Fig. 1B）。 
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Fig. 1.  Plasma creatine kinase (CK) levels in cerivastatin (CER)- and tetramethyl-p-

phenylenediamine (TMPD)-treated rats. Plasma CK levels (mean ± S.D., n = 5 per group) of 

rats treated with 0 or 40 ppm of CER on Days 8 and 11 (A) and 0 or 9 mg/kg of TMPD at 6 and 

24 hr after dosing (B). # P < 0.05: compared with the control group by Aspin-Welch’s t-test. *** 

P < 0.001: compared with the control group by Student’s t-test. 

 

 

病理組織学的検査 

全ての対照群（Table 1, Table 2, Fig. 2B, Fig. 2D）および CER 群の Day 8（Table 1）に

異常な所見はみられなかった。CER 群の Day 11 では、全例の大腿直筋で骨格筋細胞の

A B 
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空胞化および壊死がみられた（Fig. 2A）。これらのラットでは、前脛骨筋にも同様の所

見が軽度に認められた。また、5 例中 1 例のヒラメ筋でも同様の所見がみられた。TMPD

群では、投与 6 および 24 時間後に採材した全ての筋の全例で骨格筋細胞の空胞化が認

められた（Table 2, Fig. 2C）。 

 

Table 1  Histopathology of the cerivastatin-treated and control rats 

Cerivastatin 

Dose (ppm) 0  40 

Day 8 11  8 11 

No. of animals 5 5  5 5 

Soleus muscle 

 Vacuolar degeneration, muscle 

fibers 

- -  - 1 

(+) 

 Necrosis, muscle fibers - -  - 1 

(+) 

Rectus femoris muscle 

 Vacuolar degeneration, muscle 

fibers 

- -  - 5 

(++) 

 Necrosis, muscle fibers - -  - 5 

(++) 

 Cellular infiltration - -  - 3 

(+/++) 

Tibialis anterior muscle 

 Vacuolar degeneration, muscle 

fibers 

- -  - 5 

(+) 

 Necrosis, muscle fibers - -  - 5 

(+) 

Grades: -, within normal limits; +, slight; +/++, slight to moderate; ++, moderate 

The numbers of animals with pathological changes are listed. 
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Table 2 Histopathology of the tetramethyl-p-phenylenediamine-treated and control rats 

Tetramethyl-p-phenylenediamine 

Dose (mg/kg) 0  9 

Time after dosing (hr) 6 24  6 24 

No. of animals 5 5  5 5 

Soleus muscle 

 Vacuolar degeneration, muscle 

fibers 

- -  5 

(+) 

5 

(+) 

Rectus femoris muscle 

 Vacuolar degeneration, muscle 

fibers 

- -  5 

(+/++) 

5 

(++) 

Tibialis anterior muscle 

 Vacuolar degeneration, muscle 

fibers 

- -  5 

(++) 

5 

(+) 

 Necrosis, muscle fibers - -  1 

(+) 

1 

(+) 

Grades: -, within normal limits; +, slight; +/++, slight to moderate; ++, moderate 

The numbers of animals with pathological changes are listed. 
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Fig. 2.  Histopathological analysis of muscle fibers. The rectus femoris muscle from rats treated 

with 40 ppm CER (A) or 0 ppm CER (B) on Day 11, the tibialis anterior muscle from rats 6 hr 

after treating with 9 mg/kg TMPD (C), and control vehicle (D). The following findings were 

A B 

C D 
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noted: (A) marked variation in fiber size with moderately vacuolated and necrotic fibers; (C) 

moderately vacuolated and slightly necrotic fibers; and (B) and (D) no abnormalities. 

Hematoxylin and eosin staining. 

 

大腿直筋および血漿のメタボロミクス解析 

CER 群の Day 11 および TMPD 群の投与 24 時間後のラット大腿直筋についてメタボ

ロミクス解析を行った。この解析により、402 種の内因性代謝物（命名されたもの 279

種、命名されていないもの 123 種）が同定された。命名されていない物質が見つかった

が、本研究では命名された内因性代謝物のみを扱った。CER 群および TMPD 群それぞ

れの増加率上位 50 種の内因性代謝物のうち両群で共通して増加したのは 19 種であっ

た（Table 3）。Table 3 に示した内因性代謝物に関する主成分分析によって、CER 群また

は TMPD 投与群とそれぞれの対照群との間には明確な差が認められた（Fig. 3）。 
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Table 3 Identified biochemicals in the rectus femoris muscle with the highest fold-change values common to the CER- and TMPD-treated groups 

Super Pathway Sub Pathway Biochemical Name 

Fold Change 

CER 40 ppm TMPD 9 mg/kg 

Day 11 24 hr 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

isovalerylcarnitine 22.8 4.65 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

isobutyrylcarnitine 19.3 2.89 

Lipid Fatty acid, dicarboxylate 2-hydroxyglutarate (2HG) 9.56 1.64 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

2-methylbutyroylcarnitine 8.37 3.13 

Lipid Carnitine metabolism stearoylcarnitine 6.75 1.64 
Lipid Carnitine metabolism myristoylcarnitine 5.89 1.86 
Amino acid Glutamate metabolism N-acetyl-aspartyl-glutamate (NAAG) 5.78 1.90 

Nucleotide 
Pyrimidine metabolism, uracil 
containing 

uracil 4.57 3.53 

Lipid Carnitine metabolism hexanoylcarnitine 4.00 3.11 
Lipid Sphingolipid sphingosine 3.60 1.60 
Lipid Ketone bodies 3-hydroxybutyrate (BHBA) 2.94 2.42 
Lipid Carnitine metabolism octanoylcarnitine 2.80 2.65 
Lipid Lysolipid 1-stearoylglycerophosphocholine 2.74 1.68 

Nucleotide 
Pyrimidine metabolism, cytidine 
containing 

cytidine 2.40 2.58 

Amino acid Glutathione metabolism ophthalmate 2.17 5.09 

Nucleotide 
Pyrimidine metabolism, cytidine 
containing 

cytidine 5ʹ-monophosphate (5ʹ-CMP) 2.16 2.34 

Energy TCA cycle fumarate 1.91 1.52 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

hydroxyisovaleroyl carnitine 1.85 1.49 

Lipid Fatty acid metabolism butyrylcarnitine 1.72 2.87 

CER, cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine. Data are expressed as a ratio of the value relative to the mean value of the respective control group. 
Data represent the mean of four samples. Red shaded cells indicate a statistically significant increase (P ≤ 0.05 by Welch’s t-test). Light red shaded cells indicate that 
the mean values trend higher for that comparison (0.05 < P < 0.10). 
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Fig. 3.  Principal component analysis (PCA) score plots of the identified biochemicals in the 

rectus femoris muscle with the highest fold-change values common to the CER- and TMPD-

treated groups.  

CER, cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine. 
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CER 群および TMPD 群の骨格筋で共通して増加した 19 種の内因性代謝物のうち、

血漿中の 2HG、2-methylbutyroylcarnitine、uracil、および hexanoylcarnitine が骨格筋と同

時点で増加した。しかしながら、CER 群の Day 8 では 2-methylbutyroylcarnitine は有意に

減少し、TMPD 群の投与 24 時間後の uracil は変化しなかった（Table 4）。すなわち、2HG

および hexanoylcarnitine が、CER または TMPD を投与したラットの骨格筋および血漿

で共通して上昇した内因性代謝物であった（Fig. 4, Fig. 5）。  
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Table 4 Plasma biochemicals with altered levels in CER- and TMPD-treated rats 

Super Pathway Sub Pathway Biochemical Name 

Fold Change 

CER 40 ppm  TMPD 9 mg/kg 

Day 8 Day 11   6 hr 24 hr 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

isovalerylcarnitine 0.80 1.83   1.79 1.29 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

isobutyrylcarnitine 0.65 0.93  0.97 0.99 

Lipid Fatty acid, dicarboxylate 2-hydroxyglutarate (2HG) 2.58 2.22  0.87 1.91 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

2-methylbutyroylcarnitine 0.83 1.39  1.25 1.42 

Lipid Carnitine metabolism stearoylcarnitine N.D. N.D.  N.D. N.D. 
Lipid Carnitine metabolism myristoylcarnitine N.D. N.D.  N.D. N.D. 

Amino acid Glutamate metabolism 
N-acetyl-aspartyl-glutamate 
(NAAG) 

N.D. N.D.  N.D. N.D. 

Nucleotide 
Pyrimidine metabolism, uracil 
containing 

uracil 1.38 1.84  1.24 1.03 

Lipid Carnitine metabolism hexanoylcarnitine 0.84 2.45  1.77 2.54 
Lipid Sphingolipid sphingosine N.D. N.D.  N.D.  N.D. 
Lipid Ketone bodies 3-hydroxybutyrate (BHBA) 1.11 1.42  2.83 1.82 
Lipid Carnitine metabolism octanoylcarnitine N.D. N.D.  N.D. N.D. 
Lipid Lysolipid 1-stearoylglycerophosphocholine 1.28 0.42  0.91 1.22 

Nucleotide 
Pyrimidine metabolism, cytidine 
containing 

cytidine 1.50 0.90  0.97 1.08 

Amino acid Glutathione metabolism ophthalmate 1.34 1.76  0.92 1.59 

Nucleotide 
Pyrimidine metabolism, cytidine 
containing 

cytidine 5'-monophosphate (5'-
CMP) 

N.D. N.D.  N.D. N.D. 

Energy TCA cycle fumarate N.D. N.D.  N.D. N.D. 

Amino acid 
Valine, leucine, and isoleucine 
metabolism 

hydroxyisovaleroyl carnitine N.D. N.D.  N.D. N.D. 

Lipid Fatty acid metabolism butyrylcarnitine 0.87 0.85   0.80 0.76 

CER, cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine; N.D., not detected. Data are expressed as a ratio of the value relative to the mean value of the 
respective control group. Data represent the mean of four samples. Shaded cells indicate a statistically significant increase (red) or decrease (green) (P ≤ 0.05 by 
Welch’s t-test). Shaded cells indicate that the mean values trend higher (light red) and lower (light green) for that comparison (0.05 < P < 0.10). 
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Fig. 4.  Box-and-whisker plots of 2-hydroxyglutarate and hexanoylcarnitine in rectus femoris 

muscle samples. Metabolites in the rectus femoris muscle from rats treated with CER on Day 11 

or TMPD at 24 hr after dosing. The box represents the middle 50% of the distribution, and the 

upper and lower ‘‘whiskers’’ represent the entire spread of the data. The hyphen indicates the 

median. The name of each metabolite is indicated on the top of the plot. The y-axis is the 

median scaled value. # P ≤ 0.05: Significantly different from the control group by Welch’s t-test. 

CER, cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine; RF, rectus femoris muscle.  
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Fig. 5.  Box-and-whisker plots of 2-hydroxyglutarate and hexanoylcarnitine in plasma samples. 

The box represents the middle 50% of the distribution, and the upper and lower ‘‘whiskers’’ 

represent the entire spread of the data. The hyphen indicates the median. The name of each 

metabolite is indicated on the top of the plot. The y-axis is the median scaled value. # P ≤ 0.05: 

Significantly different from the control group by Welch’s t-test. CER, cerivastatin Na; TMPD, 

tetramethyl-p-phenylenediamine.  
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考察 

本章では、骨格筋障害の新規バイオマーカー候補を探索するために、2 つの異なる骨

格筋毒性物質（CER および TMPD）で骨格筋障害を誘発したラットの骨格筋および血

漿についてメタボローム解析を行い、以下のことが見出された。①CER および TMPD

誘発性骨格筋障害において、骨格筋および血漿中の 2HG および hexanoylcarnitine の増

加を特徴とする内因性代謝物の変化を示した。②CER 群において、骨格筋の病理組織学

的変化または血漿 CK の増加に先んじて血漿 2HG が増加した。③TMPD 群において、

血漿 CK は投与 6 時間後では変化せず、24 時間後に減少したが、血漿 2HG および

hexanoylcarnitine は、病理組織学的変化に伴って増加した。 

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。 

我々は、毒性機序の異なる CER および TMPD を骨格筋障害誘発物質として用い、メ

カニズムに依存しないバイオマーカー候補を同定した。スタチンによる骨格筋障害は

HMG-CoA 還元酵素阻害に直接関連することが示唆されているが (Flint et al., 1997; 

Nishimoto et al., 2003; Obayashi et al., 2011) 、メカニズムの詳細は依然として不明である。

ミトコンドリアがスタチンによる骨格筋毒性の主要な標的かどうかは議論の余地があ

る (Waclawik et al., 1993; Schaefer et al., 2004; Westwood et al., 2008) が、ミトコンドリア

が直接的な標的であることが in vivo (De Pinieux et al., 1996; Schaefer et al., 2004; Obayashi 
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et al., 2011) および in vitro (Nishimoto et al., 2003; Sirvent et al., 2005a; Kaufmann et al., 2006) 

の研究で示唆されている。本研究では、II 型（速筋）線維優位の筋、すなわち大腿直筋

および前脛骨筋は CER で顕著に障害されたが、I 型（遅筋）線維優位のヒラメ筋の障害

は軽度であった。このことは、スタチンによる骨格筋毒性が主に II 型線維優位の筋を標

的とすると報告した先行研究と一致した (Reijneveld et al., 1996; Westwood et al., 2005; 

Westwood et al., 2008)。この線維型特異的な毒性は、筋線維型によるミトコンドリア含

量とエネルギー供給メカニズムの違いに関係している可能性がある (Phillips and Haas, 

2008) 。対照的に、線維型特異的変化は TMPD 処置ラットでは明らかではなかった。

TMPD 誘発性筋障害は、自己酸化によって形成される安定なラジカルカチオンによって

引き起こされると考えられる (Munday, 1988; Munday et al., 1989) 。このように、CER お

よび TMPD による骨格筋障害は異なるメカニズムに起因するが、本研究で同定された

バイオマーカー候補は、CER あるいは TMPD 群が対照群に対して明確に分離されるこ

とが PCA によって確認された（Fig. 3）。 

ラットに骨格筋障害を誘発する用量の CER および TMPD を投与した結果、対照群と

比較して、大腿直筋および血漿中のアシルカルニチン類が増加した。Cannabinoid-1 受容

体拮抗薬である ibipinabant によって誘導されたイヌにおけるアシルカルニチンの血漿

中濃度の上昇を伴う筋毒性では、ミトコンドリア ADP/ATP 交換の阻害が関与すること

が報告されている (Schirris et al., 2015) 。アシルカルニチンの血漿中濃度の増加は、骨
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格筋における脂肪酸酸化の障害に起因することが示唆されている (Tomlinson et al., 

2012) 。カルニチンは、長鎖脂肪酸の細胞質からミトコンドリアマトリックスへの取り

込みに必須であり (Bartlett and Eaton, 2004) 、脂肪酸の代謝に必須であることが知られ

ている (Bieber, 1988) 。したがって、hexanoylcarnitine および octanoylcarnitine の骨格筋

内濃度の上昇は、脂肪酸β酸化の亢進によるものと考えられた。脂肪酸のβ酸化で生じ

たアセチル CoA の一部は、ケトン体（acetoacetate および 3-hydroxybutyrate）に変換され

ることが知られている。本研究では、3-hydroxybutyrateの骨格筋中濃度が増加しており、

β酸化活性の増加が支持された。 

本研究では、CER または TMPD を投与した各群の骨格筋および血漿の両方で 2HG

が上昇したが、これはミトコンドリアの機能障害によるものと推察された。過去の研究

では、2HG がミトコンドリアのエネルギー代謝、特にチトクロム c 酸化酵素活性を著し

く低下させることが示されている (Latini et al., 2005) 。2HG は、トリカルボン酸（TCA）

回路の中間体である α-ケトグルタル酸（αKG）と酸化還元平衡にあり、αKG から malate 

dehydrogenase および lactate dehydrogenase A よって産生される (Intlekofer et al., 2015) 。

2HG は、フラビンアデニンジヌクレオチド依存性ミトコンドリア酵素である 2HG 

dehydrogenase (Rzem et al., 2004) による αKG への変換によって除去されるため、2HG の

血漿中濃度は、正常な条件下では 300 μM 未満に維持される (Dang et al., 2016) 。低酸

素状態では、2HG dehydrogenase のダウンレギュレーションにより 2HG が増加し、2HG
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の増加は 2HG dehydrogenase の抑制によるミトコンドリア機能障害に起因する酸化還元

ストレスを生じる。スタチンによる骨格筋毒性病変におけるミトコンドリアの異常は、

ヒトを含む複数の動物種において、シンバスタチン、ロスバスタチン、およびプラバス

タチンを含むスタチンについて観察されている (Bergman et al., 2003; Gambelli et al., 

2004; Seachrist et al., 2005; Sirvent et al., 2005b; Westwood et al., 2005; Westwood et al., 2008) 。

骨格筋はミトコンドリアに富み、エネルギー要求量を満たすために好気的代謝に大きく

依存するため、TMPD のミトコンドリアでの酸化はその筋毒性の発現に重要であると考

えられる (Munday et al., 1990) 。CER および TMPD が 2HG の合成を増加させるのか、

2HG の分解を減少させるのかは不明であるが、2HG の蓄積が TCA 回路から電子を迂回

させ、電子伝達機構に影響を及ぼし、CER および TMPD が誘発する骨格筋障害の一因

となることが示唆される。 

2HG および hexanoylcarnitine が骨格筋および血漿において増加したことは、CER お

よび TMPD による骨格筋障害を血漿サンプルでモニター可能であることを示唆してお

り、このことは通常の動物実験において有用である。さらに、Tomlinson ら（2012）は、

cannabinoid-1 受容体拮抗薬によって誘発されたイヌの骨格筋および心筋の障害におい

て 2HG および hexanoylcarnitine が増加したことを報告していることから、2HG および

hexanoylcarnitine は、イヌにおいても骨格筋毒性のバイオマーカー候補であると考えら

れる。CER 投与ラットの血漿 2HG レベルは、病理組織学的変化の発現および血漿 CK
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レベルの増加に先立って、Day 8 に増加した。また、TMPD 投与ラットの血漿中 2HG お

よび hexanoylcarnitine レベルは病理組織学的変化に伴って上昇したが、血漿中 CK レベ

ルは変化しなかった。これらの結果は、血漿 2HG および hexanoylcarnitine が骨格筋障害

の早期段階において CK よりも感度が高いことを示唆している。 

対照的に、TMPD 投与 6 時間後には病理組織学的変化がみられたにもかかわらず、

血漿 2HG および CK レベルは増加しなかった。TMPD 投与ラットでみられた血漿 2HG

および CK レベルと病理組織学的変化との間のこの不一致の理由は明らかではないが、

骨格筋障害の重篤度と関連している可能性がある。軽度の骨格筋病変は主に細胞質の空

胞化からなることが知られており、このような病理学的変化では、血漿 2HG および CK

レベルは骨格筋中濃度を反映しないかもしれない。実際、過去の研究において、T 管系

の空胞化を特徴とするスタチン関連筋障害では血漿 CK の上昇がみられないことが示

唆されている (Mohaupt et al., 2009) 。対照的に、CER 群の血漿 CK レベルは対照群の

100 倍以上に増加したが、血漿 2HG および hexanoylcarnitine レベルの増加は約 2.5 倍で

あった。したがって、CER 群の Day 11 にみられるような比較的重度の筋障害において

は、血漿中 CK は血漿中 2HG および hexanoylcarnitine よりも感度が高いと考えられる。 

我々が知る限り、これはラットにおける化学物質誘発性骨格筋障害での血漿 2HG お

よび hexanoylcarnitine レベルの増加を示す最初の報告である。しかしながら、今回の研

究にはいくつかの課題が残されている。①本実験では、ラットを用いたメタボロミクス
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解析による骨格筋障害マーカーの探索に焦点を当てたため、今後は total CK 以外の骨格

筋障害マーカー（AST、CK-MM、sTnI、Myl3 および FABP3 など）と比較することで新

たな知見が得られるであろう。②本研究での内因性代謝物の変動は対照群に対する相対

的評価であり、今後は定量的評価が必要である。③臓器または種特異性を検討するため、

他の毒性モデルあるいは動物種を用いたさらなる研究が望まれる。 

本章の検討において、血漿中 2HG および hexanoylcarnitine は、薬剤誘発性骨格筋障

害ラットにおいて CK よりも感度の優れた新たなバイオマーカー候補であることが示

唆された。  
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小括 

 

本章の検討において、薬剤誘発性骨格筋障害ラットにおける CK よりも感度の優れ

た新たなバイオマーカー候補として、血漿中 2HG および hexanoylcarnitine を見出し、毒

性研究におけるバイオマーカー探索のためのメタボロミクス手法の価値を実証した。 
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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 

 

小序 

 

第 1 章の結果から、化合物で誘発したラットの骨格筋障害の初期段階において、血

漿中 2HG および hexanoylcarnitine は CK と比較して骨格筋障害に対する感度が優れて

いることが明らかとなった。骨格筋毒性は致命的な横紋筋融解症に進展する可能性があ

ることから、骨格筋毒性の早期検出は臨床および創薬の観点からも重要である。しかし

ながら、骨格筋障害マーカーとして血漿中 2HG および hexanoylcarnitine を研究してい

る報告は他にはなく、さらなる研究が必要である。 

血漿 2HGはミトコンドリアおよび細胞質で産生され (Prensner and Chinnaiyan, 2011)、

ミトコンドリア障害によって増加すると考えられている (Oldham et al., 2015) 。ミトコ

ンドリアはエネルギーを産生する細胞内小器官であり、ミトコンドリアに異常が生じる

と、大量のエネルギーを必要とする骨格筋および中枢神経系に異常が現れる。このこと

から、本章では血漿 2HG に着目し、バイオマーカーとしての血漿 2HG の有用性を調べ

ることを目的に、血漿 2HG の筋障害に対する感度を AST、CK、および骨格筋由来の 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。  



44 

 

実験材料および方法 

 

動物 

3 あるいは 8 週齢の雄性 F344/DuCrlCrlj ラット（日本チャールズ･リバー株式会社）

各 20 例を、相対湿度 30～70%、室温 21～26℃、照明 12 時間（午前 7 時～午後 7 時）

に設定した試験室にてステンレス鋼ワイヤブラケットケージに群飼育し、1 週間馴化飼

育中したのち 4 あるいは 9 週齢で実験に供した。それぞれの週齢について、1 群につき

5 例で 4 群に群分けし、10 例を CER 投与に、残りの 10 例を TMPD 投与に供した。飼

料及び飲水（水道水）は自由に摂取させた。動物実験は、第一三共株式会社（Tokyo, Japan）

の動物実験委員会の承認下で実施した。 

 

4 週齢（immature）ラット 

CER 群には、CER を 0 ppm（粉末飼料 CRF-1）あるいは 20 ppm の濃度で 10 日間混

餌投与し、投与開始日を Day 1 として Day 11 に剖検した。 

TMPD 群には、TMPD 0 mg/kg（溶媒：0.5%メチルセルロース溶液）あるいは 9 mg/kg

を単回強制経口投与し、投与 24 時間後に剖検した。飼料は固形飼料 CRF-1 を摂取させ

た。 
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9 週齢（young adult）ラット 

CER 群には、CER を 0 ppm（粉末飼料 CRF-1）あるいは 40 ppm の濃度で 10 日間混

餌投与し、投与開始日を Day 1 として Day 11 に剖検した。 

TMPD 群には、TMPD 0 mg/kg（溶媒：0.5%メチルセルロース溶液）あるいは 9 mg/kg

を単回強制経口投与し、投与 24 時間後に剖検した。飼料は固形飼料 CRF-1 を摂取させ

た。 

 

剖検および採材 

血漿 2HG 測定のために、CER 群は Day 4、8、11、TMPD 群は投与 6、24 時間後に、

頸静脈から血液約 100 μL を採取した。麻酔が血漿 2HG に及ぼす影響は不明であるた

め、同一個体から無麻酔下で反復採血した。血液はヘパリンで処理し、遠心分離

（15,000 rpm、10 秒）後に血漿を-80℃に保存した。血漿 AST、CK、および CK-MM 測

定のために、血漿 2HG 測定用の最終採血終了後（CER 群は Day 11、TMPD 群は投与 24

時間後）に、イソフルラン麻酔下で腹部大動脈から採血した後、放血安楽死させ速やか

に剖検して大腿直筋を採取した。血液はヘパリン処理し、遠心分離（3000 rpm、15 分間）

後に血漿を-80℃に保存した。大腿直筋は、病理組織学的検査用に 10%中性緩衝ホルマ

リンで固定した。 

 



46 

 

血漿 2HG 測定 

血漿 40 μL にメタノール 120 μL を加えた後、遠心分離（3,000 rpm、5 分間）して除

タンパクした。次に、液体クロマトグラフィー/タンデム質量分析（LC–MS/MS）用にそ

れぞれの上清画分 100 μL と水 100 μL を混合した。その後、上清を Oasis MAX μElution 

plate（Waters Corporation, Milford, MA, USA）で前処理した。各ライセート 80 μL に 100 μL

の d5-3HG（2 μM）を内部標準として添加し、さらに水 20 μL を加えた。混合物を抽出

プレートに移し、メタノール 200 μL および水 200 μL でプレコンディショニングした。

次いで、抽出プレートを 50%メタノール 200 μL で洗浄し、ギ酸 2%を含むメタノール

100 μL で分析対象物質を溶出した。溶離液を水 100 μL と混合し、混合物を ACQUITY 

UPLC 装置（Waters Corporation）および Xevo TQ MS 装置（Waters Corporation）からな

る LC–MS/MS システムに注入した。分析対象物質および内部標準を Hypercarb column

（2.1mm×150mm, 5 μm; Thermo Fisher Scientific, Inc., Waltham, MA, USA）を用いて外因

性物質から分離した。移動相 A はメタノール/水/ギ酸（100/900/5, v/v/v）、移動相 B はメ

タノール/水/ギ酸（900/100/5, v/v/v）からなり、流速は 300 μL/min とした。分析対象物

質および内部標準を、陰イオンモードでのエレクトロスプレーイオン化法でイオン化し、

質量電荷比 147～129 および 152～89 の多重反応モニタリングトランジションでそれぞ

れ検出した。キャピラリー電圧は 2.0 kV、ソース温度は 150℃、脱溶媒和温度は 600℃

とした。 
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血漿 AST、CK、CK-MM 測定 

血漿 AST および CK 濃度は、標準的な市販のアッセイキット(L-Type Wako; 和光純

薬工業株式会社, Osaka, Japan）を用い、自動分析装置（7180; 日立ハイテクノロジーズ

株式会社, Tokyo, Japan）で測定した。CK-MM は高速自動電気泳動装置（REP8JF71000; 

株式会社ヘレナ研究所, Saitama, Japan）を用いて測定した。 

 

病理組織学的検査 

骨格筋障害の発生を確認するため、第 1 章で観察した 3 つの骨格筋（ヒラメ筋、大

腿直筋、前脛骨筋）の中で、CER 群で確認された壊死の重篤度および変化がみられた例

数を根拠に最も重篤な変化を示したと判断した大腿直筋を使用した。ホルマリンで固定

した大腿直筋を常法に従って脱水・パラフィン包埋して薄切病理組織標本を作製し、ヘ

マトキシリン・エオジン染色を行った。作製した病理組織標本は、光学顕微鏡で検査し

た。病理組織学的変化は、Mann らの分類 (Mann et al., 2012) を参考に重篤度に応じて

正常（-）、軽度（+）、中等度（++）または重度（+++）の範囲で評価した。 

 

統計解析 

定量的データは平均値±標準偏差で表示した。対照群および投与群間で、F 検定によ



48 

 

る結果が P 値 < 0.05 の場合は Welch の t 検定を、F 検定による結果が P 値 > 0.05 の場

合は Student の t 検定を行い、検定結果の P 値 < 0.05 を有意な差とみなした。統計解析

はすべて、SAS®System Release 8.2（SAS Institute Inc., Cary, NC, USA）を用いて行った。 
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結果 

 

血漿中 2HG 濃度 

CER 群および TMPD 群の血漿中 2HG 濃度を測定し、それぞれの対照群と比較した。

9 週齢の CER 群のラット 5 例のうち 1 例は、大林らの報告 (Obayashi et al., 2011) と同

様に全身状態の悪化を伴い Day 11 に死亡したため、4 例で評価した。血漿中 2HG 濃度

は、CER 群の Day 8 以降、TMPD 群の投与 6 時間後以降に増加傾向を示した。一方、反

復採血は血漿中 2HG 濃度に影響しなかった。 

4 週齢では、CER 群の Day 4 に血漿中 2HG 濃度の有意な変化はみられなかったが、

Day 8（CER 群：2.20±0.37、対照群：1.60±0.20 μM、P < 0.05）および Day 11（CER 群：

2.53±0.53、対照群：1.29±0.16 μM、P < 0.01）に有意に高値を示した（Fig. 1A）。TMPD

群は、投与 6 時間後（TMPD 群：1.87±0.38、対照群：1.36±0.21 μM、P < 0.05）および 24

時間後（TMPD 群：2.28±0.35、対照群：1.85±0.21、P < 0.05）に有意に高値を示した（Fig. 1B）。 

9 週齢では、CER 群の Day 8（CER 群：1.74±0.26、対照群：1.31±0.12 μM、P < 0.05）

に有意に高値を示した（Fig. 1C）。さらに、9 週齢の TMPD 群の投与 24 時間後（TMPD

群：1.87±0.37、対照群：1.30±0.27 μM、P < 0.05）に有意に高値を示した（Fig. 1D）。 
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Figure. 1.  Box-and-whisker plots of plasma 2-hydroxyglutarate (2HG) levels: (A) in 4-week-

old rats treated with 0 or 20 ppm CER; (B) in 4-week-old rats treated with 0 or 9 mg/kg TMPD; 

(C) in 9-week-old rats treated with 0 or 40 ppm CER; and (D) in 9-week-old rats treated with 0 

or 9 mg/kg TMPD for the indicated times after dosing. The box represents the middle 50% of 

the distribution, and the upper and lower whiskers represent the entire spread of the data (n = 5 

per group; a, n = 4 per group because of death). The horizontal line indicates the median. 

*P < 0.05 compared with the control group using the Student’s t-test. #P < 0.05 and ##P < 0.01 
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compared with the control group using the Aspin–Welch t-test. CER, cerivastatin Na; TMPD, 

tetramethyl-p-phenylenediamine. 

 

血漿中 AST、CK および CK-MM 活性 

CER あるいは TMPD を投与された 4 週齢（Fig. 2A、2B）および 9 週齢（Fig. 2C、

2D）ラットにおいて、血漿 AST、CK および CK-MM 活性を測定し、それぞれの対照群

と比較した。CER 群では 4 週齢および 9 週齢ラットのいずれにおいても、AST、CK お

よび CK-MM は高値を示した。4 週齢では CER 群の Day 11 で AST、CK、CK-MM が有

意（P < 0.01）に高値を示した（Fig. 2A）。TMPD 群の投与 24 時間後に AST のみが有意

（P < 0.001）に高値を示した（Fig. 2B）が、CK および CK-MM の変化は明らかではな

かった。 

9 週齢では、CER 群の AST が対照群に比べて有意（P < 0.05）に高値を示したが、CK

および CK-MM に統計学的有意差は認められなかった（Fig. 2C）。TMPD 群の AST、

CK、CK-MM は対照群との間に差は認められなかった（Fig. 2D）。 
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Figure. 2.  Box-and-whisker plots of plasma aspartate aminotransferase (AST), creatine kinase 

(CK), and muscle-type CK (CK-MM) levels: (A) in 4-week-old rats treated with 0 or 20 ppm 

CER, measured on day 11 (n = 5 per group); (B) in 4-week-old rats treated with 0 or 9 mg/kg 

TMPD, measured at 24 hr after dosing (n = 5 per group); (C) in 9-week-old rats treated with 0 

or 40 ppm CER, measured on day 11, (n = 4 per group); and (D) in 9-week-old rats treated with 

0 or 9 mg/kg TMPD at 24 hr after dosing (n = 5 per group). The box represents the middle 50% 

of the distribution, and the upper and lower whiskers represent the entire spread of the data. The 

horizontal line indicates the median. #P < 0.05, ##P < 0.01, and ###P < 0.001 compared with 
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the control group using the Aspin–Welch t-test. ***P < 0.001 compared with the control group 

using the Student’s t-test. CER, cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine. 

 

病理組織学的検査 

対照群のいずれの大腿直筋にも異常所見は認められなかった（Table 1 および 2、

Fig. 3A-D）。CER 群では、4 週齢（Table 1、Fig. 3E）および 9 週齢（Table 2、Fig. 3G）

ラットの全例の大腿直筋で中等度の空胞化（Fig. 3E および 3G の矢印）、壊死、および

細胞浸潤を認めた。TMPD 群では、4 週齢（Table 1、Fig. 3F）および 9 週齢（Table 2、

Fig. 3H）ラットで、筋線維の中等度の空胞化（Fig. 3F および 3H の矢印）および少数の

壊死が認められた。 
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Table 1.  Histopathology of the rectus femoris muscle in 4-week-old rats treated with 

cerivastatin or tetramethyl-p-phenylenediamine. 

Observation 

CER TMPD 

0 ppm 20 ppm 0 mg/kg 9 mg/kg 

n = 5 n = 5 n = 5 n = 5 

Vacuolar degeneration, muscle fibers – 
++ 

(5) 
– 

++ 

(5) 

Necrosis, muscle fibers – 
++ 

(5) 
– 

+ 

(4) 

Cellular infiltration – 
+/++ 

(5) 
– – 

Grade: –, within normal limits; +, slight injury; +/++, slight to moderate injury; ++, moderate 

injury. Numbers in parentheses represent the number of animals with pathological changes. CER, 

cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine. 

 

Table 2.  Histopathology of the rectus femoris muscle in 9-week-old rats treated with 

cerivastatin or tetramethyl-p-phenylenediamine. 

Observation 

CER TMPD 

0 ppm 40 ppm 0 mg/kg 9 mg/kg 

n = 5 n = 4 n = 5 n = 5 

Vacuolar degeneration, muscle fibers – 
++ 

(4) 
– 

++ 

(5) 

Necrosis, muscle fibers – 
++ 

(4) 
– 

+ 

(1) 

Cellular infiltration – 
+ 

(4) 
– – 

Grade: –, within normal limits; +, slight injury; +/++, slight to moderate injury; ++, moderate 

injury. Numbers in parentheses represent the number of animals with pathological changes. 

CER, cerivastatin Na; TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine. 
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Figure. 3.  Histopathological analysis of muscle fibers. Rectus femoris muscle tissues from 4-

week-old rats treated with 0 ppm CER (A) or 20 ppm CER (E) were collected on day 11, and 

those from 4-week-old rats treated with 0 mg/kg TMPD (B) or 9 mg/kg TMPD (F) were 

collected at 24 hr after dosing. Tissues from 9-week-old rats treated with 0 ppm CER (C) or 

40 ppm CER (G) were collected on day 11, and those from 9-week-old rats treated with 0 mg/kg 

TMPD (D) or 9 mg/kg TMPD (H) were collected at 24 hr after dosing. The following findings 

were noted: (A–D) no abnormalities; (E, G) marked variation in fiber sizes, with moderately 

vacuolated (arrow) and moderately necrotic fibers; (F, H) moderately vacuolated (arrow) and 
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necrotic fibers. Hematoxylin and eosin staining. Scale bar = 100 μm. CER, cerivastatin Na; 

TMPD, tetramethyl-p-phenylenediamine. 
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考察 

 

骨格筋毒性のバイオマーカーとしての血漿 2HG の有用性を評価するために、骨格筋

障害ラットにおける 2HG の血漿中濃度を測定し、従来の骨格筋バイオマーカー（AST、

CK、および CK-MM）と比較した。本章の新たな知見は以下の通りである。①TMPD 投

与による軽度の骨格筋障害において、血漿 2HG は CK-MM よりも高感度であり、②血

漿中 2HG 濃度は反復採血によって有意な影響を受けず、③骨格筋障害を有する 4 週齢

（immature）ラットと 9 週齢（young adult）ラットとの間で血漿中 2HG 濃度に有意な差

は認められなかった。血漿 2HG の骨格筋障害に対する感度が障害の初期段階では従来

の骨格筋バイオマーカーより高感度であるという第 1 章の結果も再現された。これらの

結果は、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を

示唆している。 

骨格筋は、その質量と豊富な血流量、およびミトコンドリアのエネルギー代謝のため

に、薬物による障害を受けやすい (Valiyil and Christopher-Stine, 2010) 。骨格筋毒性の早

期検出は新薬の開発に重要であり、これまで主に CK および AST の測定に依存してき

た。これらのバイオマーカーは、ヒトの骨格筋障害を評価するための有用な手段である

が、非臨床では、測定値のばらつきの大きさおよび特にラットにおける筋特異性の低さ

によりの有用性が高いとはいえない (Bohlmeyer et al., 1994; Sorichter et al., 1999)。この
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ため我々は、第 1 章においてラットにおける骨格筋障害に対する特異的かつ容易に検出

可能なバイオマーカーを探索し、血漿 2HG を見出した (Obayashi et al., 2017) 。 

本章では、異なる機序により骨格筋障害を誘発する CER および TMPD を用いた 

(Munday, 1988; Munday et al., 1990; De Pinieux et al., 1996; Nishimoto et al., 2003) 。病理組

織学的解析により、CER または TMPD を投与されたラットの大腿直筋で骨格障害が確

認され、病理組織学的変化は TMPD 群よりも CER 群でより重篤であった。骨格筋障害

の発現は、CER 群では緩徐であったが、TMPD 群では急性であり、第 1 章の結果 

(Obayashi et al., 2017) と一致した。さらに、血漿 AST は 4 および 9 週齢の CER 群およ

び 4 週齢の TMPD 群で有意に増加したが、9 週齢の TMPD 群では増加しなかった。CK

または CK-MM については、CER 群（9 週齢）または TMPD 群（4 および 9 週齢）は対

照群と比較して統計的有意差は認められなかったが、CER 群の CK および CK-MM は

明らかに増加し、病理組織学的変化を反映していた。これらのデータは、CER 投与後に

CK および CK-MM の上昇を伴う骨格筋障害が誘発されたことを示す報告 

(Seachrist et al., 2005) と一致した。 

血漿 2HG は、4 週齢および 9 週齢ラットの CER 群および TMPD 群で有意に増加し

た。対照的に、AST は 9 週齢ラットの TMPD 群では有意な増加は認められなかった。

さらに、CK および CK-MM は、9 週齢ラットの CER 群、4 週齢または 9 週齢の TMPD

群では有意な増加は認められなかった。また、血漿中 AST、CK、および CK-MM は、
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TMPD群よりも重篤な骨格筋障害を示した CER群では 2HGと比較して大きく変動した

が、TMPD 群ではそうではなかった。したがって、血漿 2HG はラットにおいて CK お

よび CK-MM よりも感度の高い骨格筋障害バイオマーカーであると思われる。血漿 2HG

が骨格筋障害の検出感度が高いメカニズムは不明である。考えられることは、CK は筋

組織に常に豊富に存在し、障害時に筋細胞から漏出するが、2HG は骨格筋障害時に骨格

筋組織で特異的に増加するということである (Obayashi et al., 2017) 。他に考えられる

理由は、これらのマーカーの半減期の差である。血液中の AST の半減期は、ラットで

約 2.3 時間、イヌで 3.3～4.4 時間、ヒトで 4～46 時間であり (Evans, 1996a) 、CK の半

減期は、ラットで約 0.6 時間、イヌで 0.6～16.2 時間 (Evans, 1996b) 、ウサギで最大 9 時

間、ヒトで 12 時間である (Walker, 2006) 。我々が知る限り、2HG の血中半減期は不明

であり、血液から消失することが困難であるかどうかは不明である。しかしながら、第

1 章のデータが再現されたことからも、2HG はバイオマーカーとして有用であると思わ

れる。 

本章では、血漿 2HG に対する反復採血の影響についても検討した。4 週齢および 9

週齢ラットの対照群における血漿中 2HG 濃度は、それぞれ 1.12～2.18 μM および 0.89

～1.94 μM であった。この血漿中 2HG 濃度の範囲は、過去の報告 (Dang et al., 2016) と

一致した。さらに、今回の実験では血漿 2HG レベルのばらつきが小さいことが示され

た。骨格筋障害の従来のバイオマーカーである AST および CK は、破壊された細胞膜
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から漏出し、採血時の穿刺による組織障害および溶血とともに血中レベルが増加する。

実際に、CK 活性は血液サンプルの取扱い (Yerroum et al., 1999; Goicoechea et al., 2008) 

および採血部位  (Matsuzawa et al., 1993) の違いにより、未処置ラットでも 100～

1,300 IU/L とばらつくことが報告されている。このように、血漿 2HG は反復採血によっ

て影響を受ける可能性は低い。 

今回、骨格筋障害を誘発された 4 週齢および 9 週齢ラットで血漿 2HG が増加した。

2HG は、動物の成長過程で変化するホルモンとは無関係に TCA 回路における代謝産物

として産生されることが知られている (Prensner and Chinnaiyan, 2011) 。したがって、

2HG の血漿中濃度はラットの年齢とは無関係であると思われる。 

血漿 2HG の増加は、骨格筋におけるミトコンドリア障害の存在を示唆している。ス

タチンで誘発した骨格筋障害におけるミトコンドリアの異常は、他のスタチン（シンバ

スタチン、ロスバスタチン、プラバスタチンなど）においてもヒトを含めた複数の動物

種で一貫して観察されている (Bergman et al., 2003; Gambelli et al., 2004; Seachrist et al., 

2005; Sirvent et al., 2005b; Westwood et al., 2005; Westwood et al., 2008) 。筋肉は特にミト

コンドリアが豊富で、必要とするエネルギー量を満たすために好気性代謝に大きく依存

することから、TMPD によるミトコンドリアの酸化は TMPD の筋毒性発現に重要な役

割を果たしている (Munday et al., 1990) 。2HG の蓄積は TCA 回路の電子の流れが変化

し、電子伝達機構に影響があったことを示唆しており、CER および TMPD による筋障
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害の一因と考えられる。 

本研究にはいくつかの問題が残されている。骨格筋障害バイオマーカーとしての血

漿 2HG の臓器または種特異性を評価しなかった。したがって、骨格筋毒性の他のモデ

ル、ラットやその他の動物種における肝毒性、腎毒性または心毒性のモデルを含む他の

一般的な毒性モデルでの血漿中 2HG 濃度の測定が必要と思われる。また、2HG が骨格

筋障害バイオマーカーとして確立されるためには、血漿 2HG と sTnI、Myl3、および

FABP3 などの他の骨格筋障害バイオマーカーとの比較が必要である。さらに、バイオマ

ーカーとしての血漿 2HG の有用性を確認するためには、動物種、遺伝子系統、性別、

年齢などのいくつかのパラメータに関する背景値も必要であろう。 

本研究は、血漿 2HG が血漿 CK-MM よりも骨格筋障害と密接に関連していることを

示し、血漿 2HG のモニターが非臨床および臨床における骨格筋毒性の検出に貢献する

ことを示唆している。さらに、検査のたびに動物を安楽死させることなく、同じ動物か

ら繰り返し採血して測定できることから、骨格筋障害バイオマーカーとして血漿 2HG

を用いることにより、創薬研究、特に毒性試験における動物数を減らすことができる。 

結論として、本章では血漿 2HG が軽度の骨格筋毒性を検出するための有望なバイオ

マーカー候補であることを示した。血漿 2HG は CKおよび CK-MM よりも感度が高く、

ラットの週齢（4 週齢と 9 週齢）および反復採血による差は認められなかった。 
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小括 

 

本章の研究において、血漿中 2HG は初期の骨格筋障害において 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。 
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第 3 章  総括および結論 

 

CER あるいは TMPD で骨格筋障害を誘発したラットにおいて、メタボロミクス解析に

よって骨格筋障害のバイオマーカー候補を探索し、血漿中 2HG を見出した。血漿中 2HG

の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 より高感度であること、週齢差および反復採血の影響がみられないことか

ら、毒性評価に有用なマーカーであることが示唆された。本研究は、2HG のバイオマーカ

ーとして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。 
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