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研究成果の概要（和文）：本研究では、腸内細菌叢をかく乱させることが確認された医薬品成分をマウスに投与
したところ、肝機能関連遺伝子の発現を変化させることが示唆された。一方、腸内細菌代謝物の中で、肝機能に
影響を与える可能性がある内在性物質の絞り込みができた。今後、ヒト化マウス等を用いることで、マウスとヒ
トの種差も考慮した評価を行う必要はあるものの、腸管（腸内細菌）-肝臓の連関による肝毒性発現メカニズム
を説明できる可能性がある。

研究成果の概要（英文）：In this study, the pharmaceutical that were confirmed to disrupt the gut 
microbiota were administered to mice, suggesting that it alters the expression of genes related to 
liver function. On the other hand, we could find the endogenous substances among the intestinal 
bacterial metabolites that may affect liver function. In the future, we may be able to explain the 
mechanism of hepatotoxicity by the intestinal tract (intestinal bacteria)-liver interaction although
 it is necessary to take into account the species difference between mice and humans using humanized
 mice.

研究分野：衛生薬学

キーワード： 腸内細菌　薬物性肝障害

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究を通して、薬物投与による腸内細菌環境の変化、それに伴う腸内細菌代謝物の変化が、腸管－肝臓の臓器
連動のかく乱につながり、肝機能に影響を与える可能性が示唆された。今後の検討によって、動物モデルやヒト
において、薬物性肝障害に関わる特徴的な腸内細菌叢カタログを決定、さらにはカギとなる腸内細菌代謝産物を
同定することにより、精度の高い薬物性肝障害の臨床診断指標の構築や新規治療薬の開発に貢献できるものと期
待される。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９（共通） 
 
 
１．研究開始当初の背景 
医薬品候補化合物の予期せぬ開発中止や上市された医薬品の市場撤退の要因として最も多い
ものが「薬物性肝障害」である。薬物性肝障害には、「中毒性」と「特異体質毒性」に分類され、
特に後者は、実験動物で観察されにくいため、ヒトでの発症予測が難しく、また感受性の高い人
と低い人の間に顕著な個人差が観察される。この感受性を決める「特異体質」のひとつとして、
薬物または代謝中間体がハプテンとなり抗原性を獲得するアレルギー機序に基づく炎症・免疫
応答性の個人差などが提唱されているものの、すべてのケースにおいて統合的に解明されてお
らず、特異体質毒性を回避した安全性の高い医薬品を創出するための予測評価系もまだ十分に
構築されていない。 
薬物性肝障害の臨床診断基準として「DDW-J2004薬物性肝障害ワークショップのスコアリング」
が広く採用されている。しかし、偽陽性や偽陰性の診断結果となってしまう場合もあり、さらに
精度の高い診断基準が必要となる。一方、肝障害の治療においては、グリチルリチンなどが使用
されるものの、そのエビデンスは十分ではなく最適な治療薬がないことも課題となっていた。 
当研究では、特異体質のひとつとして腸内細菌叢環境に着目した。腸内細菌には、Blautia 属、
Bacterides 属などが存在するが、その組成比は疾病、薬物治療、薬剤耐性などによって変化す
る。その変化に依存して、腸内細菌叢が有する薬物代謝活性にも個体差が見られることが報告さ
れた（Zimmermann et al., Nature, 2019; Javdan et al., Cell, 2020）。以前、我々は、抗生
物質リファンピシンがマウス肝再生能を低下させる可能性を見出した。腸内細菌の代謝産物で
ある二次胆汁酸が減少しており、腸内細菌叢に対する毒性影響によるものと考えられた。一方、
非アルコール性脂肪性肝炎の発症には腸内細菌から産生する代謝産物が影響していることが示
唆されているが、腸内細菌の代謝産物は腸肝循環の動態をとることからも、肝臓はその影響を受
けやすいと考えられた。最近、医薬品の約 25%が腸内細菌の増殖を阻害することが報告され
（Maier et al., Nature, 2018）、抗生物質以外の医薬品も腸内細菌叢に影響を与えることも明
らかとなり、これらも肝機能に影響を与える可能性があると考えた。 
 
２．研究の目的 
様々な環境因子による腸内細菌叢の変化が、肝障害の感受性の要因となっている可能性があ
る。また、抗生物質をはじめ、抗ウイルス剤、抗がん剤、解熱鎮痛剤などで肝障害の頻度が高い
ことが知られているが、腸内細菌叢の変化に伴う代謝産物の変動による肝機能低下が肝障害に
関与している可能性もある。腸内細菌叢プロファイル（菌種構成や菌数）から「特異体質」とな
る「肝障害の感受性、重症度、回復度の指標」を探索する。その中で、薬物性肝障害を特徴づけ
る腸内細菌叢プロファイル「腸内細菌叢のカタログ化」を確立する。また、肝機能に影響を与え
る腸内細菌の代謝産物を同定することで、「腸管–肝臓の臓器連動」による新しい毒性発現メカ
ニズムを明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1) 16S rRNA細菌叢解析 
C57BL/6J雄マウスに抗菌剤リファンピシンおよびリファキシミンを200mg/kg（投与溶媒：0.5%
メチルセルロース）の投与量で経口投与後の経口投与後の糞便を採取し、糞便からDNAを抽出し、
16Sプライマーを用いて16S rDNAの2つの可変領域（V3とV4）を増幅し、ハイスループットシーケ
ンス、データ解析を行った。 
 
(2) 肝再生モデルマウスを用いた評価 
肝再生研究で汎用される2/3肝切除モデルマウス（C57BL/6J雄マウス）を作成した。肝切除後、
肝再生される間の3日間、リファキシミンを経口投与した。回収した肝臓からRNA抽出と逆転写を
行い、リアルタイムPCRを行った。 
 
(3) 肝細胞培養系を用いた内在性物質の評価 
 Huh7 細胞に腸内細菌代謝物として報告されるトリプトファン代謝物標品を添加し、24 時間後
のシトクロム P450 3A4（CYP3A4）活性を luciferin-IPA（Promega）を用いて測定した。 
 
(4) ヒト肝キメラマウス (PXB-mice®，株式会社フェニックスバイオ)より単離した肝細胞PXB-
cells®を用いた評価 
20%酸素条件 (5% CO2, 95% atmosphere) あるいは40%酸素条件 (5% CO2, 55% N2)下で10日間
培養した。各酸素条件下で培養したキメラマウス肝細胞における脂質をOil Red O染色およびコ
レステスト®TG（積水メディカル株式会社）により経時的に評価した。FAO活性を蛍光で評価す
ることのできるFAOBlue（フナコシ株式会社）を用いて、各酸素条件下で培養したキメラマウス
肝細胞におけるFAO活性を経時的に評価した。 



４．研究成果 
(1) リファンピシン、リファキシミンがマウス
腸内細菌に与える影響 
 リファンピシン、リファキシミンをそれぞれ
マウスに経口から 3日間投与（200mg/kg）した
ところ、投与溶媒 0.5%メチルセルロース投与
群（MC）との比較において、マウス糞便中の腸
内細菌のうち、Lachnospiraceae 属の存在比が
減少し、Bacteroides 属の存在比が増加するな
ど腸内細菌環境が大きく変化することが確認
された（図 1）。 
リファンピシンは肝毒性を示すことが知ら
れ、肝臓中の胆汁酸濃度の増加や（Sanoh et 
al., Biol Pharm Bull, 2019）、脂質の蓄積を
マウスの肝臓がヒト化されたヒト肝キメラマ
ウスにおいて観察された化合物である。また、
部分肝切除肝再生モデルマウスにおいて、肝再
生能を低下させることが示唆されていた。この
知見は、腸内細菌環境の変化によるものなのか
調べるため、リファンピシンと構造が類似し、
同じように腸内細菌環境を変化させたリファ
キシミンを検証化合物として用いることにし
た。リファキシミンは、経口吸収性がほとんど
ない化合物であることから、リファキシミンに
よる肝臓への直接的な影響を除外できる化合
物として考えることができる。 
  
(2) リファキシミンによる肝再生に与える影響 
 部分肝切除肝再生モデルマウスにおいて、リファキシミンを投与したところ、再生される肝臓
重量には影響をほとんど与えなかった（図 2）。一方、肝再生関連遺伝子（Ccnb1, Ccnd1）は、有
意ではないものの変化させることが分かった（図 3）。その見極めにはさらなる検討が必要であ
るものの、腸内細菌による影響も考えられた。 

 
(3) 腸内細菌代謝物による肝細胞機能（薬物代謝能）に与える影響 
 我々は、腸内細菌代謝物としてトリプトファン
代謝物に着目した（Agus et al., Cell Host 
Microbe, 2018）。その中で、Huh-7 細胞にインド
ール-3-ピルビン酸（IPYA）を 48 時間曝露したと
ころ、CYP3A4 活性が増加することが分かった（図
4）。細胞の培養条件の検討も含め、そのメカニズ
ム解明は今後の課題であるが、トリプトファン代
謝物には AhR を活性化するものも知られているこ
とから、CYP3A4 だけでなく CYP1A2 への関与もあ
る可能性がある。今後、in vivo 実験においても
検証が必要であるものの、腸内細菌代謝物が肝臓
機能に影響を与える可能性が示唆された。 
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図 1マウスにリファンピシン (RFP)、リ
ファキシミン(RFX）を投与後の腸内細菌
存在比の変化 

図 2 部分肝切除肝再生モデルマウスに
リファキシミンを投与時の肝臓重量に
与える影響 

図 3 部分肝切除肝再生モデルマウスにリファキ
シミンを投与時の肝臓における肝再生遺伝子
mRNA 発現変化 

図 4 トリプトファン代謝物を Huh-7 細
胞に曝露後の CYP3A4 活性変化 



(4) 肝細胞を用いた評価系の検討 
 マウスとヒトの肝機能や肝毒性の種差を鑑みると、ヒト化モデル動物が有用となる。その中で、
マウス肝臓がヒト化されたヒト肝細胞キメラマウス（PXB mice）、さらにはその肝臓から単離し
た肝細胞（PXB cells）に着目した。これらを用いることで、ヒトにおける肝毒性を in vitro と
in vivo 両面から見積もることができる。しかしながら、ヒト肝細胞キメラマウスの肝臓は脂質
が蓄積している問題点を有しており、脂肪肝といった薬剤による肝毒性評価において課題とな
っていた（佐能正剛，毒性質問箱, 2023 年）。 
 我々は肝細胞培養における酸素濃度に着目した。肝細胞を通常の 20%酸素に加え、40%酸素濃
度で培養したところ、細胞内に蓄積していた脂質が減少することが分かった。これには、40%酸
素濃度培養下において、脂肪酸の代謝に関わるβ酸化が活性化されることが要因の一つと考え
られた（図 4, 5）。高酸素濃度培養によって脂質除去した肝細胞を用いれば、前述の(3)のよう
な実験のヒトにおける可能性を見積もることができると考えており、今後検討していく。 
 一方で、in vivo におけるヒト肝細胞キメラマウスの肝臓における脂肪肝については、ヒト成
長ホルモンを定速投与することで脂質の蓄積が改善することも分かってきており、これらのア
プローチを適用することで、in vitro、in vivo 両面からのヒト予測評価が可能となる。 

 
(5) 今後の展望 
In vivo評価において、ヒト肝細胞キメラマウスとその無菌キメラマウス、さらにはヒト肝細
胞キメラマウスの無菌マウスにヒトの糞便を移植したマウスを用いたリファンピシンの肝毒性
評価を検討している。将来的には、薬剤性肝障害患者の糞便も移植したヒト肝細胞キメラマウス
も構築したいと考えている。その中で、ヒトの腸内細菌と肝臓の臓器連関が関与する肝毒性評価
を行っていきたい。 
検証化合物をさらに増やして評価できれば、肝障害に関わる腸内細菌叢カタログを決定し、カ
ギとなる腸内細菌叢の代謝産物を同定することにより、精度の高い予測や臨床診断指標の構築
につながるだけでなく、新規治療薬の開発にも貢献できると期待される。 
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図 4 ヒト肝細胞キメラマウス由来肝細
胞の脂質量変化（Oil-redO 染色） 

図 5 ヒト肝細胞キメラマウス由来肝細胞の
脂質量変化（左図）、β酸化活性変化（右図） 
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