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研究成果の概要（和文）： 医薬品開発において、候補化合物が開発中止になる主な理由の一つ

は、非臨床および臨床における薬物誘導性の毒性の発現にある。特に開発段階での薬物誘導性

肝障害発症の問題が多く発生している。市販後に極めて低い確率であるが、重篤な肝障害で販

売ができなくなる事例が多く、製薬企業や患者のみならず社会にとっても不利益となっている。

臨床で肝障害の報告があるが、代替薬が無いために使用され続けているハロタン、ジクロキサ

シリンやフルクロキサシンによる肝障害動物モデルを確立した。miRNA は、極めて多くの標的

タンパク質を有するために、生体の恒常性の維持に欠くべからざるものであると同時に、miRNA

の変動は生体に取って影響を及ぼすであろうことが多くの研究から推察される。本件研究では、

肝障害モデル動物の作製および血漿中 miRNA の網羅的発現変動解析を行い、末梢血 miRNA のバ

イオマーカーとしての有用性を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：  Because of the significant adverse drug reactions associated with 

hepatotoxicity, several drugs have been removed from the pharmaceutical market. In most cases, the 
mechanisms of the hepatotoxicity are unknown and predictive experimental animal models are lacking. 
Thus, experimental animal models of drug-induced liver injury will enable to perform comprehensive 
analyses for predictive toxicity studies. The miRNA research in the metabolism of xenobiotics and 
endobiotics and in toxicology has only recently been established. We performed studies with the 
following titles, (1) Establishment of halothane-induced liver injury in mice and involvement of miRNA 
on early onset of liver injury. (2) Involvement of immune-related factors and miRNA in the mouse 
model of diclofenac-induced liver injury. (3) Establishment of the mouse model of 
flucloxacillin-induced liver injury. (4) Plasma microRNA profiles in rat models of hepatocellular injury, 
cholestasis, and steatosis. (5) Peroxisome proliferator-activator receptor  is regulated by miR-21 and 
miR-27b in human liver. 
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１．研究開始当初の背景 
  医薬品開発において、候補化合物が開発中

止になる主な理由は、非臨床および臨床におけ

る薬物誘導性の毒性の発現にある。特にヒトに

初めて投与される開発段階および、市販後

に極めて低い確率であるが、重篤な肝障害

で販売ができなくなる事例が多く、製薬企

業のみならず患者にとっても大きな不利
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益となっている。臨床で肝障害の報告があるが、

代替薬が無いために使用され続けている臨床薬

に注目して、薬物誘導性の肝障害のモデル動物

を確立する必要があると考えた。一方、我々は

2006 年の Cancer Research に世界で初めてヒト

チトクロムP450がmiRNAによって制御されるこ

とを報告し、その後も今日まで miRNA と薬物動

態および毒性の研究分野で論文を継続的に発表

し続けている。miRNA は、極めて多くの標的タ

ンパク質を有するために、生体の恒常性の維持

に欠くべからざるものであると同時に、miRNA

の変動は生体に取って影響を及ぼすであろうこ

とが多くの研究から推察される。こうした薬物

誘導性肝障害と miRNA というつながりが、重要

であると考えた。また、2008 年には、末梢血に

miRNA が安定的に存在し、非侵襲的なバイオマ

ーカーとして一躍注目を集めることとなった。

そこで、薬物誘導性の肝障害のバイオマーカー

の候補の一つとして、末梢血 miRNA も検討候補

として考えた。 

 

２．研究の目的 

 (1) ハロタン誘導性肝障害の動物モデルの確

立と初期発症に関与する miRNA の検討 薬物誘

導性肝障害は医薬品の開発が中止となる主要な

原因であり、多くの医薬品が肝障害に関連する

と言われている。しかしアセトアミノフェンの

過剰投与による肝障害のように古くから研究が

なされているものを除き、そのメカニズムは断

片的にしか明らかにされていない。免疫担当細

胞である T細胞の機能の違いが様々な疾患の発

症に関連していると考えられるが、薬物誘導性

肝障害の種差や系統差については、一部の薬物

についてのみ研究がなされているに過ぎない。

本研究では、ハロタンによる肝障害モデル動物

を確立すること最初の目的として、確立したマ

ウスの肝組織像の評価および炎症や免疫に関連

した遺伝子の発現変動について検討した。通常

の肝障害のマーカーである ALT および AST の上

昇に先立って変動する miRNA に注目をして、肝

障害の初期発症原因が miRNA に起因していると

いう仮説の基に検討を行った。 

 

 (2) ジクロフェナク誘導性肝障害の動物モデ

ルの確立と免疫学的因子の関与 非ステロイド

性抗炎症薬 (NSAIDs) であるジクロフェナク 

(DIC) は解熱鎮痛薬として臨床で頻用されてい

るが、稀に重篤な肝障害を惹起することが知ら

れている。DIC 誘導性肝障害には、臨床報告か

ら免疫学的因子の関与が疑われているが、発症

機序は不明である。本研究では、DIC 誘導性肝

障害の動物モデルを確立するとともに、発症に

関与する免疫学的因子および miRNA の関与につ

いて肝臓および血清を用いた検討によっ

て、その発症機序を明らかにすることを目

的とした。  

 (3)フククロキサシリン誘導性肝障害の

動物モデルの確立と発症に関与する因子

の検討  抗菌薬フルクロキサシリンを服

用した患者においてまれに重篤な肝障害

を発症することがあり、重篤化した患者の

中には死亡例や肝移植例も報告されてい

る。フルクロキサシリンにより肝障害を発

症した患者の中には発熱、好酸球増多、免

疫細胞の浸潤といったアレルギー様の症

状を伴うことより、免疫反応の関与が示唆

されている。フルクロキサシリン誘導性肝

障害を実験動物で再現した例はなく、また

免疫学的因子に着目してメカニズムを研

究した報告もない。そこで、本研究はフル

クロキサシリン誘導性肝障害をマウスで

再現し、その発症メカニズムを解明するこ

とを第一の目的とした。さらに、発症の初

期に関わる様々な因子の解析を行い、発症

を予測できるバイオマーカーの探索を第

二の目的とした。 

 

(4) 肝障害モデルラットの作製および

血漿中miRNAの網羅的発現変動解析 医薬

品の服用が原因となる急性肝障害は肝細

胞障害型、胆汁うっ滞型および混合型に分

類される。一方、慢性肝障害は肝炎または

脂肪肝や脂肪性肝炎から肝線維症、肝硬変

および肝癌と重症化する。肝障害の診断に

は、肝細胞障害型では ALT および AST の上

昇が、胆汁うっ滞型では ALP および T-Bil

の上昇が認められる。これらの血中マーカ

ーでは肝障害の部位や病型の特定を行う

ことは不可能である。血中マーカーで原因

や病型が特定されない場合、肝生検が行わ

れるなど患者への負担が大きい。そのため、

様々な肝障害を分類できる低侵襲性の血

中マーカーの開発が急務である。本章では

血中miRNAの発現が肝障害の病型ごとに異

なる変動を示すか明らかにすることを目

的として、薬物投与、外科的手術または特

殊飼料の給餌を行い急性または慢性肝障

害モデルラットを作製した。 

 

 (5) Peroxisome proliferator - 

activated receptor α(PPARα)の発現制

御に関与する miRNA  PPARαはステロイド

ホルモン受容体スーパーファミリーに属

しているリガンド依存的な転写因子であ

る。PPARαは主に肝臓に発現しており、そ

の他にも腎臓、心臓、筋肉などにも発現が



認められる。内因性リガンドとして脂肪酸やエ

イコサノイド、また外因性リガンドとしてフェ

ノフィブラートやべザフィブラートといったフ

ィブラート系薬剤が結合すると retinoid X 

receptor (RXR) とヘテロダイマーを形成する。

PPARαは脂質代謝や異物代謝において中心的に

働く遺伝子を制御する役割を担っている。

MicroRNA (miRNA) は薬物代謝酵素およびその

発現を制御する転写因子の発現調節にも関与し

ており、薬物動態においても重要な因子である

と考えられる。肝臓における常在的な PPARαの

発現と miRNA の関係については不明であるため、

本研究では、肝臓での PPARαの発現調節メカニ

ズムとして miRNA の関与の可能性を検討した。

コンピューター解析により PPARαの 3’-UTR に

相補的な miRNA を探索した結果、肝臓において

発現が比較的高い miR-21、miR-22、miR-24、

miR-27b、miR-181a、let-7a について、ヒト肝

臓での PPARαの発現調節に関わる可能性を検

討した。 

 

３．研究の方法 

  動物実験は、全て金沢大学動物実験指針に従

って実施し、各研究において承認（課題承認番

号 30115 号および 40116 号）を得た後行った。

細胞培養、real-time RT-PCR、ELISA 等は常法

に従って行った。 

   

４．研究成果 

 (1) ハロタン誘導性肝障害の動物モデルの確

立と初期発症に関与する miRNA の検討  ハロ

タンに対し高い感受性を示す BALB/c マウスに

おいて肝組織の障害、好中球の浸潤、Th1 と Th2

のバランスの変化および MIP-2 の発現の顕著な

誘導が認められた。さらに、PGE1の投与によっ

て肝障害の軽減、好中球の浸潤の抑制、変動し

ていた Th1 と Th2 のバランスの回復および

MIP-2 の誘導の抑制が認められた。次に、抗

IL-17 抗体による IL-17 の中和は MIP-2 の発現

を抑制し、肝障害を軽減することが明らかとな

った。よって、ハロタン誘導性肝障害の発症に

は Th1 と Th2 のバランスの変動および IL-17 を

介した MIP-2 の誘導による好中球の肝臓への浸

潤が関与しており、これらの変動は PGE1の投与

によって抑制されることを明らかにした。さら

に、miRNA の関与の検討においては、ハロタン

による ALT 等を指標にした肝障害は、投与後 24

時間が発症の peak であるが、全く肝障害の徴候

が無い投与１時間後に既に免疫関連の因子をタ

ーゲットとする miRNA が変動していることを見

いだした。miRNA アレイによる解析の結果から、

5 種類についてターゲット蛋白の機能に及ぼす

影響を評価した。特にリン酸化によって機能が

調節されるターゲット蛋白が多く認めら

れた。今後、in vivo においてこれらの

miRNA の変動が肝障害を調節していること

の検証を行う予定である。 

 

 (2) ジクロフェナク(DIF)誘導性肝障害

の動物モデルの確立と免疫学的因子の関

与   DIC 投与により血漿中 ALT 値および

AST 値の上昇が認められ、薬物投与 24 時間

に最も高値を示した。また、肝細胞壊死お

よび肝組織への好中球の浸潤が認められ

た。肝臓中における免疫学的因子の mRNA

発現変動を解析した結果、様々な炎症性サ

イトカインおよびケモカインの発現上昇

が認められた。さらに、IL-17 のタンパク

質量の増加が認められた。以上より、DIC

誘導性肝障害において様々な免疫学的因

子が発現変動すること、その中でも IL-17

を初めとする Th17 因子の関与が示唆され

た。さらに、肝障害発症の極めて初期に変

動する因子（miRNA および転写因子類）を

解析中である。 

 

 (3)フククロキサシリン誘導性肝障害の

動物モデルの確立と発症に関与する因子

の検討   これまでフルクロキサシリン

の毒性を明らかにした例はほとんどなく、

動物モデルも存在しなかったため詳細な

検討はなされてこなかった。本検討はフル

クロキサシリン誘導性肝障害モデルマウ

スを確立し、肝障害発症に TLR4 リガンド

が関与している可能性があること、IL-17

が増悪因子であることを初めて報告した。

また、TLR4 活性化によりサイトカインおよ

びケモカインが産生された可能性が示さ

れた。免疫細胞の遊走に関与する CXCL1 お

よび MIP-2 の mRNA が顕著に上昇したこと

から、肝障害に免疫細胞の浸潤が関与する

可能性が示され、検討の結果 IL-17 が関与

している可能性が考えられた。 

 

 (4) 肝障害モデルラットの作製および

血漿中miRNAの網羅的発現変動解析  本

検討により、 
肝細胞障害型のモデルにおいて多くの

miRNA の発現上昇が認められた。本検討

において、肝細胞障害により特異的に発現

上昇する miRNA として miR-374、miR-28*、
miR-122など 67種類のmiRNAsを同定した。

これらのmiRNAsは肝細胞障害のバイオマ

ーカーとなり得ると考えられる。また、

APAP (high) 群と MP 群との比較から、中

心静脈周辺域または門脈域の障害時にそ



れぞれ特異的に変動すると考えられる血中

miRNA が見出された。従って、これらの血中

miRNAs を測定することにより、肝臓の障害部

位を特定できる可能性が示唆された。胆汁うっ

滞型肝障害モデルにおいては、階層的クラスタ

リング解析より、ANIT 群と BDL 群で miRNA
の発現プロファイルが大きく異なることが明ら

かとなった。胆汁うっ滞で特異的に発現低下す

る miRNA として、miR-190 と miR-743b を同定

した。これらは胆汁うっ滞のバイオマーカーと

なり得ると考えられる。慢性肝障害においては、

発現変動する miRNAs が急性肝障害に比べ少な

いことが明らかになった。特に HFD の給餌によ

っては肝細胞に損傷が認められないことから、

血中miRNAの発現変動は肝細胞内でmiRNAが

発現変動し、それが血中 miRNA の変化となっ

て現れた可能性がある。肝脂肪化で特異的に発

現低下する miRNA として、miR-449c、miR-410
および miR-10b*を同定した。これらは肝脂肪化

のバイオマーカーとなり得ると考えられる。 
経時的解析により、血中 miR-122 は ALT より

鋭敏に肝障害に反応することが示された。加え

て、発現変動の程度が大きかったことから、高

感度に肝障害を検出できるバイオマーカーとな

ることが明らかになった。 
 

 (5) Peroxisome proliferator-activated 

receptor α(PPARα)の発現制御に関与する

miRNA PPARαに結合する可能性が in silico

で予測された複数の miRNA のうち、肝臓で高く

発現している miR-21、miR-22、miR-24、miR-27b、

miR-181a、let-7a について、pre-miR-21 および

pre-miR-27b の導入により、ヒト肝癌由来 HuH7

およびHepG2細胞においてPPARαタンパク質発

現量が低下することを見出した。その際、PPAR

α mRNA 発現量は変化しなかったことから、

miR-21およびmiR-27bはPPARαを翻訳抑制によ

り制御することが示された。さらに pre-miR-21

および pre-miR-27b の導入により、PPARαの下

流遺伝子であるACS mRNAの常在的発現量の減少

およびリガンドによるACS mRNAの誘導の消失が

認められた。24 検体のヒト個人肝における PPAR

α mRNA とタンパク質発現量との間には正の相

関関係が認められず、転写後調節の関与が示唆

された。また miR-21 発現量と PPARαタンパク

質発現量および PPARα翻訳効率との間に有意

な逆相関が認められた。一方で、miR-27b 発現

量と PPARαタンパク質発現量および PPARα翻

訳効率との間には有意な逆相関が認められなか

った。従って、ヒト肝臓における PPARαの発現

制御に対し、miR-27b の寄与は相関解析からは

検知できず miR-21 の寄与が大きい可能性が示

唆された。しかし、miR-27b 過剰発現により PPAR

αタンパク質発現量が減少しただけでな

く、内因性の miR-27b のノックダウンによ

って PPARαタンパク質発現量が増加した

ことから、miR-27b もヒト肝臓中における

PPARαの常在的な発現に寄与していると

考えられる。本研究により、ヒト肝臓にお

ける常在的なPPARa発現調節機構に対して、

miRNA による翻訳抑制機構を新たに提唱す

ることが出来た。miR-21 および miR-27b に

よる PPARαの発現制御は、ヒト肝における

脂質代謝や異物代謝を変動させる因子で

あると考えられる。 
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