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研究成果の概要（和文）：マウスは医学研究において最も広く使用される動物である。しかし，マウスの胆汁酸
組成はヒトと大きく異なる。最も顕著な違いは，マウスの肝臓はケノデオキシコール酸（CDCA）の6β-水酸化酵
素活性を有するため，CDCAをほとんど認めず，ミュリコール酸（MCA）に置き換わっていることである。本研究
において我々は，CDCAの6β-水酸化酵素を肝酵素の中から探索し，その本態がCyp2c70であることを明らかにし
た。さらに我々は，Cyp2c70のノックアウトマウスを作製し，そのマウスはMCAの代わりにCDCAを有していること
を確認した。

研究成果の概要（英文）：Mouse is the most commonly used animal for biomedical research. However, 
bile acid composition in mice is very different from that in humans. The most striking difference is
 a lack of chenodeoxycholic acid (CDCA) and the presence of muricholic acid (MCA) due to the 
activity of CDCA 6beta-hydroxylation in mice liver. In this study, we explored the enzyme that 
catalyzed 6beta-hydroxylation of CDCA and identified it as Cyp2c70. In addition, we made a mouse 
disrupted Cyp2c70 and confirmed that the mouse has CDCA instead of MCA.

研究分野： 消化器病学
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様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 

１．研究開始当初の背景 
（１）脂肪肝，NASH，肝癌，薬物性肝障害，
自己免疫性肝障害など，代謝・免疫異常が関
与する肝疾患のモデル動物として，マウス，
ラットなどの齧歯類が用いられている。しか
し，ヒトと齧歯類では代謝機構に様々な種差
があり，ヒトの肝疾患の完全なモデルとはな
らないことが指摘されてきた。この問題を少
しでも克服するために，免疫不全肝障害マウ
スにヒトの肝細胞を移植したキメラマウス
などが開発され，薬物動態や肝炎ウイルス研
究などに利用されている。 
（２）過去のモデル動物を用いた肝疾患の研
究を通じて，動物実験の有用性と共に種差に
よる限界も感じてきた。特に graft versus 
host response によるマウスの肝炎モデルで
は肝障害が早期に自然軽快し，その原因の１
つがマウスの胆汁酸組成がヒトと大きく異
なり，疎水性で細胞障害性のあるケノデオキ
シコール酸（CDCA）やデオキシコール酸（DCA）
が極めて少なく，ヒトで肝保護作用が証明さ
れているウルソデオキシコール酸（UDCA）よ
りもさらに親水性のミュリコール酸（MCA）
が 50％近くを占めるためと考えられた。 
（３）キメラマウスでは免疫不全状態にあり，
免疫が関与する肝疾患の研究には使いにく
いほか，残存するマウスの肝細胞が，ヒト肝
細胞が生成した CDCA を MCA に代謝してしま
う。従って，新たにヒト型胆汁酸マウスを開
発することが，肝の代謝・免疫研究にとって
極めて有用であると考えた。 
 
２．研究の目的 
 ヒトと異なりマウスの肝には，CDCA の６β
位に水酸基を付加してMCAを生成する酵素が
存在することがわかっているが，その酵素は
未だ同定されていなかった。従って本研究で
は，同酵素を同定し，責任遺伝子を明らかに
することを目的とした。 
 
３．研究の方法 
(1) CDCA/UDCA６β水酸化酵素活性測定法の
開発 

 図１に示すように，マウスの肝臓で合成さ
れる MCA にはα-MCA とβ-MCA の２種類があ
る。CDCA または UDCA を基質としてミクロソ
ーム分画の酵素で合成されると推測される。
従って，ミクロソームと NADPH 存在下に 37℃
でインキュベーションを行い，基質として
CDCA を用いた場合のα-MCA の生成量，およ

び UDCA を用いた場合のβ-MCA の生成量を
LC-MS/MS にて定量する方法を開発した。 
（２）CDCA/UDCA６β水酸化酵素活性の性質
の検討 
 ヒト肝ミクロソーム(pooled sample)，雌雄
のマウス肝ミクロソーム，雌雄のラット肝ミ
クロソーム，および雄ラットの腎ミトコンド
リアおよびS9分画を使用し，（１）で開発した
方法により６β水酸化酵素活性の測定を行っ
た。さらに，チトクロームP450(CYP)の
specific inhibitor で あ る Progesterone 
(Cyp2>3),Troleandomycin(Cyp3) お よ び
HET-0016 (Cyp4>2,3) を添加した条件で酵素
活性を測定した。 
（３）CDCA/UDCA６β水酸化酵素活性の探索 
 上記により得られたデータを基に，図２に
示す方法によって，マウスの Cyp 遺伝子 102
個の中から目的の遺伝子の探索を行った。 

（４）ノックアウトマウスの作製 
 pX330 プラスミドの BbsI 制限酵素部位に，
標的とするCyp遺伝子のプロトスペーサー隣
接モチーフ（PAM）の上流 20 塩基をを挿入す
ることにより，Cas9 発現ノックアウトベクタ
ーを作製した。C57BL/6J マウス由来の体外受
精卵にpX330プラスミドをマイクロインジェ
クションし，翌日，正常に卵割した 2細胞を
偽妊娠マウスの輸卵管へ移植した。誕生した
マウスの尻尾数ミリを採取して，標的配列を
含むプライマーと共に PCR 増幅し，精製した
PCR 産物を電気泳動にかけて，遺伝子型を決
定した。さらに内部に設計したプライマーを
用いて，ダイレクトシークエンスを行い，導
入変異の遺伝子配列を解析した。得られた F0
マウスの雌雄を交配し，簡易的なノックアウ
トマウスの作製と表現型の解析を行った。 
 
４．研究成果 
（１）CDCA/UDCA６β水酸化酵素活性測定法
の開発 
 リン酸バッファー(pH7.4)中，NADPH の存在
下，37℃で 20 分のインキュベーションによ
り，CDCA はα-MCA へ，UDCA はβ-MCA へ変換
し，酵素活性を測定することができた。 
（２）CDCA/UDCA６β水酸化酵素活性の性質
の検討 
 CDCA を基質とした場合の６β水酸化酵素
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図１　ケノデオキシコール酸(CDCA)からミュリコール酸(MCA)の合成経路 



活性を図３に比較する。ヒトではα-MCA の生
成は全く認められなかった。マウスの肝では
有意な活性を認め，雌雄で活性値に違いはな
かった。ラットでも有意な活性を認め，雌よ
りも雄のほうが活性が高かった。一方，ラッ
ト腎のミトコンドリアおよび S9(ミクロソー
ム＋サイトソール)では活性を認めなかった。
また，UDCA を基質とするとβ-MCA が生成さ
れ，CDCA を基質とした場合と同様の性差が認
められたが，その活性は CDCA を基質とした
場合よりも低かった。 
 図４に CDCA６β水酸化酵素活性に対する
CYP 阻害剤の影響を示す。Cyp2 群の阻害剤で
ある Progesterone によって CDCA６β水酸化
酵素活性は強く抑制され，CDCA/UDCA６β水
酸化は Cyp2 群の酵素によって触媒される可
能性が示唆された。 

（３）CDCA/UDCA６β水酸化酵素活性の探索 
 図５にマウスの Cyp遺伝子 102個およびヒ
ト遺伝子との相同性の一覧を示す。この中か
ら，方法の（３）に示す手法により，ヒトと
の相同遺伝子を除外，肝で発現していない遺
伝子を除外，腎で発現している遺伝子を除外，
発現に性差のある遺伝子を除外し，最終的に
図６に示される６個の候補遺伝子が抽出さ
れた。 

 さらに，2016 年に米国のグループより，
Cyp2c 群すべての遺伝子をノックアウトした
マウスで，MCA が作られていないことが報告
された。さらに同グループは，Cyp2c70 が６
β水酸化酵素の可能性が高いとの考察を行
った。我々の推察と一致していたことより，
Cyp2c70 が６β水酸化酵素であると断定し，
早速Cyp2c70のノックアウトマウス作製に着
手した。 
（４）Cyp2c70 ノックアウトマウスの作製 
 Cyp2c70 のイントロン 1 と 2 に切断部位が
来るようにガイドRNA(gRNA)を設定したCas9
発現ノックアウトベクターを作成し，F0マウ
スを作製した。さらに，雌雄の F0 マウス同
士の交配による簡易的なCyp2c70ノックアウ
トマウスを作製して胆汁中の胆汁酸分画を
分析したところ，Cyp2c70 ノックアウトマウ
スでは，MCA を有さず，代わりに通常のマウ
スではわずかしか認められない CDCA を多く
有していることが確認された。 
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