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研究成果の概要： 

本研究では、腸内細菌が肝臓の薬物代謝酵素（Cytochrome P450, CYP）の発現変動に関与
する可能性について検討を行った。その結果、腸内細菌の変動により CYP の発現が変動する
ことが明らかとなった。このことから、腸内細菌叢の変動が CYP の発現変化を介して薬物動
態の変動の一因となっている可能性が示唆された。 
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１．研究開始当初の背景 

薬物動態には大きな個人差があることが
知られており、薬物治療を行う上で注視すべ
き問題となっている。この個人差を引き起こ
す原因の一つとして、薬物代謝酵素である
cytochrome P450（CYP）やトランスポータ
ーの発現量の変化が関与すると考えられて
いる。CYP やトランスポーターの発現量を変
化させる要因の中には、腸内細菌叢を変動さ
せるものがあることや、腸内細菌叢に個人差
が大きいことが知られているが、腸内細菌と
CYP、トランスポーターの関わりについての
報告はない。 
 
 
２．研究の目的 
本研究では、腸内細菌が薬物代謝関連酵素

の発現変動に関与し、薬物動態の個人差を生
じる一つの原因になっているであろうとの
仮説を立て、この立証を試みた。 

 
 

３．研究の方法 
（1）肝臓および小腸における CYP の発現に
及ぼす腸内細菌の影響 

腸内細菌が CYP の発現に影響を及ぼすか
否かを検討するために、腸内細菌が存在しな
い Germ Free（GF）マウスと Specific 
Pathogen Free（SPF）マウスの肝臓および
小腸における主要なCYP分子種のmRNA発
現量を検討した。 

9 週齢の IQI 系雄性 GF マウスおよび SPF
マウスを購入し、肝臓および小腸を摘出しそ
れぞれ RNA を抽出した後、GeneChip およ
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び real-time RT-PCRを用いてmRNA発現量
を定量した。 
 
（2）肝臓における Cyp3a の発現および活性
に及ぼす腸内細菌の影響 

GFおよびSPFマウスの肝臓からミクロソ
ーム画分を調製し、一次抗体（Anti-Rat 
CYP3A2）および二次抗体（Anti-Rabbit 
IgG-HRP）を用いて Western Blotting を行
った。 
次に、各種濃度の triazolam 及び肝ミクロ

ソーム画分、NADPH リジェネレーションシ
ステム溶液を混合した後、37 度で 30 分間イ
ン キ ュ ベ ー シ ョ ン を 行 い 、 生 成 す る
triazoram代謝物をHPLCにより定量するこ
とで、Cyp3a の活性を検討した。 
 
（3）腸内細菌による CYP の発現変動メカニ
ズムの検討 

GF マウスおよび SPF マウスの肝臓から
RNA を抽出した後、real-time RT-PCR を用
いて、PXR および PXR のターゲット遺伝子
（Oatp2、Oct1、Ntcp、PAPSs2、Sult1d1、
Mrp3）の mRNA 発現量を定量した。 
また、GF マウスにリトコール酸（LCA, 

0.01%あるいは 0.05%）を 4 日間混餌投与し
た後、肝臓を採取し、real-time RT-PCR を
用いて Cyp3a11 および PXR の mRNA 発現
量を検討した。なお、LCA を投与していない
GFマウスおよびSPFマウスについても同様
に行った。 
 
（4）シプロフロキサシン投与による腸内細
菌の減少に伴う Cyp3a の発現低下 

8週齢の SPFマウスおよび GFマウスにシ
プロフロキサシン（CPX、200 mg/kg/day）
を 5 日間混餌投与した。投与終了後、肝臓お
よび糞便を採取し、肝臓から RNA を抽出し
た後、Cyp3a11 の mRNA 発現量を real-time 
RT-PCR を用いて定量した。また、肝臓のミ
クロソーム画分を調製し、triazolam を基質
として Cyp3a の代謝活性を比較した。さらに、
糞便サンプル約 200 mg から腸内細菌の
DNA を抽出し、real-time PCR を行い各種腸
内細菌を定量した。また、HPLC を用いて、
LCA の抱合体である肝臓中 tauroLCA
（TLCA）を定量した。 
 
 
４．研究成果 
（1）肝臓における CYP の mRNA 発現量 

GeneChip 解析において、Cyp1 から Cyp3
ファミリーに属する CYP 分子種の中で、一
定以上の発現がみられ、GF マウスと比較し
て SPF マウスの mRNA 量に 2 倍以上の発現
増加がみられたものが 8 種あった。Cyp3a13
および Cyp3a25 においては、両者間での発

現量の差は 2 倍以下であったが、SPF マウス
の 方 が 高 い 値 を 示 し た 。 Cyp3a11 は
GeneChip において GF マウス、SPF マウス
共にシグナル強度が検出可能範囲を上回っ
ていた（図 1）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 1．GF マウスおよび SPF マウスの肝臓に
おける Cyp mRNA 発現量（GeneChip） 
 
 
 

real-time RT-PCR においては GeneChip
において 2 倍以上の発現増加がみられた 8 種
の mRNA（Cyp1a2、Cyp2a4、Cyp2b9、
Cyp2b13、Cyp2c37、Cyp3a16、Cyp3a41、
Cyp3a44）に加え、Cyp3a11 および Cyp3a25
の mRNA 量は GF マウスと比較して SPF マ
ウスの方が有意に高い値を示した。Cyp3a13
は有意な差はみられなかったものの上昇傾
向がみられた（図 2）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 2．GF マウスおよび SPF マウスの肝臓に
おける Cyp mRNA 発現量（ real-time 
RT-PCR） 
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また、GF マウスおよび SPF マウスの小腸
における Cyp mRNA 量は、いずれの分子種
についてもGFマウスとSPFマウスとの間に
有意な差は認められなかった（図 3）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3．GF マウスおよび SPF マウスの小腸に
おける Cyp mRNA 発現量（ real-time 
RT-PCR） 

 
 
 

（2）肝臓における Cyp3a タンパク質発現お
よび代謝活性 
臨床で使用される薬物の約 50%は主に

CYP3A サブファミリーによって代謝される。
CYP3Aはヒトの肝臓では総CYPタンパク質
中 30%以上を占め、マウスにおいても Cyp3a
は肝臓における主要な酵素である。そこで、
肝臓における Cyp3a タンパク質発現量を
Western blotting により測定した。 
その結果、SPF マウスの Cyp3a タンパク

質発現量は、GF マウスと比較して有意に高
い値を示した（図 4）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 4．GF マウスおよび SPF マウスの肝臓に
おける Cyp3a タンパク質発現量 

 
 
 
GFマウスおよびSPFマウスの肝臓におけ

る Cyp3a の活性を比較する目的で、Cyp3a
の基質である triazolam の肝ミクロソーム画
分における代謝活性を検討した。Vmax は 4
位水酸化活性（4-OH）および α 位水酸化活
性（α-OH）共に GF マウスと比較して SPF
マウスの方が高い値を示した。Km値は4-OH

においてGFマウスと比較してSPFマウスの
方が高い値を示した。α-OH については、両
群共に弱い基質阻害（GF; Ks=3510 ± 1430 
µM, SPF; Ks=21200 ± 24700 µM）がみられ
た。CLint は α-OH において GF マウスと比
較して SPF マウスの方が高い値を示した。
4-OH および α-OH の CLint の合計値は、GF
マウス（14.0 ± 0.6 µL/min/mg protein）と比
較して SPF マウス（17.8 ± 1.7 µL/min/mg 
protein）の方が有意に高い値を示した（図 5）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 5．GF マウスおよび SPF マウスの肝臓に
おける Cyp3a 代謝活性 
 
 
 
以上の結果より、Cyp3a のタンパク質レベ

ルでの発現量および活性についても腸内細
菌の有無により変動することが明らかとな
った。 
 
 
 
（3）肝臓における Cyp3a 発現変動メカニズ
ム 
腸内細菌によってのみ産生される LCA が

核内受容体であるFXRやPXRの強力なリガ
ンドとなり、PXR の発現量を増加させること
により、それ自身の代謝酵素である Cyp3a
の発現を増加させることが報告されている。
LCA は、Clostridium 属や Bacteroides 属等
の腸内細菌が持つ 7α-dehydroxylase によっ
てケノデオキシコール酸等より産生される
物質である。そこで、LCA に着目し、腸内細
菌の有無による Cyp3a11 の発現変化が、肝
臓中の LCA 量の変化に起因する可能性を検
討した。 

GFマウスおよびSPFマウスの肝臓におけ
る PXR の発現量を real-time RT-PCR を用
いて解析した結果、GF マウスと比較して
SPF マウスの方が有意に高い値を示した（図
6）。 
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図 6．GF マウスおよび SPF マウスの肝臓に
おける PXR mRNA 発現量 

 
 
 
GF マウスに LCA を 4 日間投与した後、肝

臓中の Cyp3a11 および PXR の発現量を
real-time RT-PCR により解析した結果、
LCA 投与群における Cyp3a11（図 7）および
PXR（図 8）の mRNA 発現量は、コントロ
ール群と比較して有意に高い値を示し、SPF
マウスと同程度にまで増加していた。 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7．LCA 投与による肝臓における Cyp3a11 
mRNA 発現量 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 8．LCA 投与による肝臓における PXR 
mRNA 発現量 

 
 

また、LCA の体内からの消失に関与し、

PXR により発現調節を受けているトランス
ポ ー タ ー や 抱 合 酵 素 の 発 現 に つ い て
real-time RT-PCR により検討した結果、肝
臓における Oatp2、Oct1、Ntcp、Mrp3、
PAPSs2 および Sult1d1 の mRNA 量はいず
れもGFマウスと比較してSPFマウスの方が
有意に高い値を示した（図 9）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 9．GF マウスおよび SPF マウスの肝臓に
おける各種トランスポーター mRNA 発現量 

 
以上の結果より、SPF マウスの肝臓では、

腸内細菌の産生するLCAがFXRおよびPXR
のリガンドとして機能し、PXR や CAR の活
性化を介して各種代謝酵素およびトランス
ポーターの発現を増加させている可能性が
示唆された。 

 
（4）CPX 投与による肝臓における Cyp3a11
発現量の変化 
抗生物質を投与すると腸内細菌が減少し、

腸内細菌の持つ脱抱合活性、脱配糖体活性、
還元活性等が減少し、特に腸肝循環する薬物
の体内動態が変化することが知られている。
しかし、抗生物質等により腸内細菌が減少し、
CYP の発現が低下するとの報告はない。 
CPX は、Bacteroides 属、Clostridium 属な
どのLCA産生菌を含む様々なグラム陽性菌、
グラム陰性菌および真正菌類に対して広い
抗菌スペクトルを有することが知られてい
ることより、CPX 投与による Cyp3a の発現
低下に LCA 産生菌の減少に伴う肝臓中の
LCA 量の減少が関与している可能性が考え
られた。 

SPF マウスおよび GF マウスに CPX を 5
日間投与した後、肝臓中の Cyp3a11 の発現
量を real-time RT-PCR により解析した。そ
の結果、SPF マウスにおける Cyp3a11 の
mRNA 発現量は、コントロール群と比較して
CPX 投与群において有意に低い値を示した
のに対して、GF マウスにおいては、CPX 投
与による有意な変化はみられなかった（図
10）。 
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図 10． CPX 投与による肝臓における
Cyp3a11 mRNA 発現量 
 
 
また、triazoram 代謝活性について検討し

た結果、4 位水酸化活性（4-OH）において、
Vmax はコントロール群と比較して CPX 投
与群の方が有意に低い値を示し、Km 値には
有意な差はみられず、CLint は CPX 投与群
において有意に低い値を示した。α 位水酸化
活性（α-OH）においても、コントロール群
と比較して CPX 投与群において Vmax が有
意に低い値を示し、Km 値はコントロール群
と比較して有意な差はみられなかった。また、
両群共に弱い基質阻害がみられた（コントロ
ール; Ks=1210 ± 700 µM, CPX; Ks=1170 ± 
110 µM）。CLint はコントロール群と比較し
てCPX投与群の方が有意に低い値を示した。
4-OH および α-OH の CLint の合計値はコン
トロール群（32.2 ± 7.0 µL/min/mg protein）
と比較して CPX 投与群（ 12.1 ± 1.7 
µL/min/mg protein）において有意に低い値
を示した（図 11）。 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 11．CPX 投与による肝臓における Cyp3a
代謝活性 
 
 
 

SPF マウスに CPX を 5 日間投与した後、
糞便中の細菌の DNA を real-time PCR で解
析した結果、LCA を産生する腸内細菌である
Bacteroides fragilis、Clostridium scindens
および Clostridium sordelli の量はいずれも
コントロール群と比較して CPX 投与群にお
いて有意に低い値を示した（図 12）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

図 12．CPX 投与による糞便中の各種腸内細
菌量 
 

 
また、LCA の抱合体 TLCA の肝臓中含量

は、コントロール群と比較して CPX 投与群
において有意に低い値を示した（図 13）。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
図 13．CPX 投与による肝臓中 TLCA 量 
 
 
 
以上の結果より、本研究でみられた SPF

マウスの肝臓における Cyp3a11 の発現低下
は、CPX 投与による LCA 産生菌の減少に起
因する可能性が示唆された。 
 
 
本研究の結果より、腸内細菌が CYP の発

現に影響を及ぼしていることが示唆された。
さらに、抗生物質の投与により LCA 産生菌
が減少した状況下においても、肝臓中の LCA
量の減少に伴って Cyp3a の発現が低下する
ことが明らかとなった。 
抗生物質等の薬物だけでなく、ストレス、
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炎症性腸疾患、加齢等によっても腸内細菌が
変動することが知られている。本研究の結果
は、これらの変動に伴って CYP の発現も変
動する可能性を示すものであり、腸内細菌の
変動が薬物動態の個人差の変動の一因とな
っている可能性を示唆するものである。 
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