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研究成果の概要（和文）：薬物過敏症の個人差は遺伝的要因と環境要因に関連することが知られているが、遺伝
的要因であるヒト白血球抗原(HLA)多型のみを考慮した場合、リスク薬物を完全に予測できないことが問題とな
っている。本研究では、抗HIV薬アバカビルによる薬物過敏症を評価可能な薬疹モデルマウスを用いて、薬物過
敏症発症時にCD8陽性T細胞においてHk2の発現が上昇し、解糖系代謝が亢進することを明らかにした。加えて、
解糖系代謝阻害剤の投与によって薬物過敏症発症が抑制されることを示した。さらに、食事によるカロリー制限
によってCD8陽性T細胞の解糖系代謝が低下した場合においても薬物過敏症の発症が抑制されることも示した。

研究成果の概要（英文）：Drug hypersensitivity associated with specific human leukocyte antigen (HLA)
 allotype does not occur in all subjects of a given HLA model population, suggesting the 
difficulties to predict the onset risk without considering additional factors. In this study, we 
demonstrated that the expression level of Hk2 and glycolysis level in CD8+ T cells was upregulated 
in our mouse model of cutaneous adverse drug reaction. In addition, glycolysis inhibition by either 
glycolysis inhibitor treatment or dietary calorie restriction resulted in attenuation of drug 
hypersensitivity.

研究分野： 医薬品安全性学
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研究成果の学術的意義や社会的意義
本研究によって薬物過敏症の個人差を生み出す免疫細胞内のエネルギー代謝環境の重要性が実証された。さら
に、食事内容によって生体での栄養状態が異なる場合においても薬物過敏症発症の大小が決定づけられることが
明らかとなり、食生活の違いが発症環境要因に位置付けられる可能性も示された。今後のさらなる研究の発展に
よって薬物過敏症の発症リスクの高い集団をより正確に見極められるようになることで、より安全な個別化医療
の提供が実現可能となることが期待される。

※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 

 
医薬品による副作用にはある特定の体質(遺伝子)・環境により現れる個人差(特異体質性)が存
在する。特異体質性の薬物過敏症は臨床上無視できない有害事象として知られている一方で、
その発症頻度は極めて低く、現在の前臨床試験ではリスク予測が困難である。また、その発症
リスクへのヒト白血球抗原(HLA)多型の関与がゲノムワイド関連解析により近年見出されたも
のの、その陽性的中率が 100%でないことから、リスク薬物を遺伝的要因だけでは完全に予測し
きれないことが問題となっている。 
薬物過敏症の発症メカニズムを前向きかつ詳細に解明するため、抗 HIV 薬アバカビル(ABC)
と相互作用するヒト-マウスキメラ型 HLA-B*57:01 多型を導入したトランスジェニックマウス
(B*57:01-Tg)をこれまでに作出し、HLA 多型との相互作用による免疫応答を起因とする薬物過
敏症を解析可能な薬疹モデルマウスとして有用であることを示した。その一方で腫瘍免疫学分
野では、免疫応答の大小を決定づける免疫細胞の機能制御と細胞内エネルギー代謝との関連が
近年多く報告されている。 
これらの学術的背景から、「免疫細胞内の細胞内代謝環境の違いが薬物過敏症発症の個人差を
生み出しているのではないか？」と考え、薬物過敏症の個人差を左右する細胞内代謝環境の重
要性について薬疹モデルマウスを用いて検証することを着想した。 
 
２．研究の目的 
 

B*57:01-Tgモデルマウスを用いて、薬物過敏症(ABC過敏症)の発症機序に関与する CD8+ T細
胞におけるエネルギー代謝経路とその制御機構の詳細を明らかにすることで、薬物過敏症の発
症環境因子に「細胞内エネルギー代謝環境の違い」が位置付けられるか実証することを第一の
目的とする。理論的な裏付けを得た後、後半では、食事による細胞内代謝環境変化の違いによ
って、実際に薬物過敏症の発症リスクが左右されるか検証することを第二の目的とする。 
 
３．研究の方法 
 
（１） 実験動物の飼育と遺伝子型の判定 

HLA-B*57:01遺伝子導入マウス(B*57:01-Tg)の維持および繁殖は富山大学内の実験動物飼育室
において行い、富山大学動物実験委員会の承認の下、実施した。遺伝子型の判定については、
抽出したゲノムに対して、導入キメラ型 HLA遺伝子の一部を増幅可能な以下のプライマーセッ
トを用いて半定量的 PCR 反応を行い、アガロース電気泳動結果を基に判定した。chimeric HLA 
forward, 5′-GAG CTA CTC TCA GGC TGC GTG-3′, and reverse, 5′-CAT GTT AGC AGA CTT CCT 
CTG CC-3′ 

 
（２） 薬物投与 

B*57:01-Tgおよび野生型同腹子マウス(LM)に ABCを 1% (w/w)濃度となるように混合した混
餌もしくは Vehicle(飼料のみ)を 7 日間経口投与し、エンドポイントでの頭頸部および耳介リン
パ節・血液・耳介皮膚組織を検討に用いた。CD8+ T細胞は物理的破砕・溶血処理したリンパ節
からMojoSortTM mouse CD8 T cell Isolation Kitを用いて単離した。なお、ABC 投与開始日を day 0
としたときの day -3と day 1にマウス抗 CD4抗体を 2 回腹腔内投与することで各マウスの CD4+ 

T細胞を除去した。 
2-DG(ヘキソキナーゼ(Hk)阻害剤)については day 0, 3, 6に 10 mg/bodyとなるように腹腔内投与
した。カロリー制限群マウスについては 40% カロリー制限食を 2 週間給餌することで馴化させ、
その後同じ飼料を用いて調製した ABC 混餌を 1 週間経口投与した。 
 
（３） CD8+ T細胞の解糖系速度測定 

（２）のマウスから単離した CD8+ T細胞を Poly-D-Lysineでコートした XFe24 用のプレートに
5 × 105 cells/well で播種した。Seahorse XFe24 XF Glycolytic Rate Assay kit を各細胞に添加し、
XFe24 Extracellular Flux analyzerを用いて解糖系速度（GlycoPER）を算出した。 
 
（４） CD8+ T細胞における解糖系酵素遺伝子の発現確認 

（２）のマウスから単離した CD8+ T細胞から RNAを単離し、逆転写により cDNAを作製し
た。以下のプライマーセットを使用したリアルタイム PCR 反応により、解糖系酵素遺伝子発現
を Applied Biosystems 7500/7500 Fast Real-Time PCR Systemを用いて定量した。 
Hk2: forward, 5′- ATT GTG GCT GTG GTG AA -3′, and reverse, 5′- AAT GTG ACG CAT CTC 

CTC-3′ 



 

 

Pfkp: forward, 5′-GGT ACA GAT TCA GCC CTG CAC C-3′, and reverse, 5′-GTC GGC ACC 
GCA AGT CAA GG-3′ 
Pkm2: forward, 5′-TGT CTG GAG AAA CAG CCA AG-3′, and reverse, 5′-CGA ATA GCT GCA 

AGT GGT AGA-3′ 
 

（５） CD8+ T細胞内の解糖系代謝産物の測定 

（２）のマウスからで取得した CD8+ T細胞をメタノール処理・PVDFスピンカラムにより除
タンパクし、さらに MonoSpin C18 column を用いて除脂質した。エバポレーションした各サン
プルを蒸留水に再溶解し、Dionex ICS-5000+-Q-Exactive を用いて細胞内解糖系代謝産物量を測
定した。なお、内部標準物質は Hippuric acid-d5を使用した。 
 
（６） 活性化 CD8+ T細胞の評価 

薬疹発症をもたらす活性化 CD8+ T 細胞についてはエフェクターCD8+ T 細胞
(CD44highCD62LlowCD8+  T 細胞)および IFN-γ 産生 CD8+ T細胞の割合により評価した。（２）で取
得した CD8+ T細胞の表面抗原および細胞内 IFN-γを各種標識抗体で染色後、FACS Canto IIを用
いたフローサイトメトリー解析により活性化 CD8+ T細胞を分離・検出した。IFN-γの染色実験
では、単離 CD8+  T細胞を予め PMA, ionomycin 含有培地で 4 時間再刺激した。 
 
（７） 薬疹評価（血漿中のバイオマーカー測定） 

（２）のマウスからから取得した血漿を 1,500×g で 15 分間冷却遠心し、その上清について
Mouse CCL17/TARC Quantikine enzyme-linked immunosorbent assay kit を用いて thymus and 
activation-regulated chemokine (TARC)を定量した。 
 
（８） 薬疹評価（耳介皮膚組織における CD8+ T細胞浸潤） 

（２）のマウスから取得した耳介皮膚組織を O.C.T. compound に包埋、急速凍結した後、5μm
の薄切をクリオスタットで作製した。アセトン固定を行った切片に対し CD8の蛍光免疫染色を
実施し、CD8+ T細胞の皮膚組織内浸潤を蛍光顕微鏡 BZ-X810を用いた観察から評価した。 
 
 
４．研究成果 
 
（１） 薬疹モデルマウスにおける CD8+ T細胞の解糖系代謝の変化 

 本研究ではまず、薬疹発症 B*57:01-Tgマウス
のCD8+ T細胞における解糖系代謝の変化を確認
した。ABC 混餌を 1 週間経口投与した B*57:01-
Tg マウスの CD8+ T 細胞においては、解糖系速
度を表す GlycoPERが Vehicle 投与群や LM（野
生型同腹子）マウスと比較して有意に増加して
いた（図 1）。また、CD8+ T細胞における解糖系
代謝の律速酵素である Hk2, Pfkp, Pkm2の mRNA
発現量を測定したところ、ABC 投与 B*57:01-Tg
マウスにおいてHk2のみVehicle投与群と比較し
て有意な発現増加が認められた（図 2）。 

さらに、CD8+ T 細胞内の解糖系代謝産物を IC-MS を用いて測定したところ、ABC 投与
B*57:01-Tgマウスにおいて中間体 Fructose 6-phosphate (F6P)および最終産物 Pyruvic acidの産生
量が ABC 投与 LMマウスと比較して有意に増加していた（図 3）。加えて、ABC 投与 B*57:01-
Tgマウスの CD8+ T細胞では、クエン酸回路の代謝産物である Isocitric acid やペントースリン酸
経路の代謝産物も有意に増加していた。 
 

図 1 |薬疹発症時におけるCD8+T細胞の解糖系速度の変化

Rot/AA 2-DG

図 2 |薬疹モデルマウスのCD8+ T細胞における解糖系酵素遺伝⼦発現の変化



 

 

以上の結果から、薬物過敏症発症時に CD8+ T細胞において Hk2の発現が上昇し、解糖系代謝
が亢進することが示唆された。 
 
（２） 解糖系代謝阻害による薬疹発症の変化 
 次に、（１）で発現亢進
が見出された Hk2 (ヘキソ
キナーゼ 2)を 2-DG 投与に
より阻害した条件で、
B*57:01-Tg マウスにおいて
薬疹発症が実際に抑制され
るか検証した。マウスのリ
ンパ節中のエフェクター
CD8+ T 細 胞
(CD44highCD62LlowCD8+  T 細
胞; 活性化 T 細胞)の割合を
測定したところ、ABC 投与
B*57:01-Tg マウスにおいて
LM マウスと比較して有意
な増加が認められた一方
で、2-DG 投与条件におい
ては増加が認められなかっ
た（図 4a）。同様に IFN-γ産
生CD8+ T細胞の割合につい
ても 2-DG 投与条件におい
ては増加が認められなかっ
た（図 4b）。さらに、皮膚
炎のバイオマーカーである血漿中の TARC 量も 2-DG 投与条件ではコントロールと比較して有
意に減少し（図 4c）、皮膚組織への CD8+ T細胞の浸潤も認められなかった（図 4d）。以上の結
果から、解糖系代謝を阻害した B*57:01-Tgマウスでは、薬疹発症が抑制されることが示唆され、
薬物過敏症発症における CD8+ T細胞内の解糖系代謝の重要性が示された。 

図 3 |薬疹モデルマウスのCD8+ T細胞内における解糖系代謝産物量の変化
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図 4 | Hk阻害条件B*57:01-Tg マウスにおける薬疹発症の評価
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（３） カロリー制限による薬疹発症の変化 
最後に、より生理的な状態に近い環境をマウスモデルで再現するため、食事内容の変化によっ
て薬疹モデルマウスの解糖系代謝を変動させた条件を検討した。具体的にはヒトでのヴィーガ
ン食に近い 40%カロリー制限食を ABC 投与 B*57:01-Tgマウスに給餌し、薬疹発症の変化を検
証した。 
まずカロリー制限によって CD8+ T 細胞における解糖系代謝が実際に抑制されているか確認し
たところ、カロリー制限食を給餌した群では CD8+ T細胞における解糖系速度が通常食給餌群と
比較して有意に低下していた（図 5a）。加えて細胞内解糖系代謝最終産物 Pyruvic acidの産生量
が通常食給餌群と比較して顕著に低下していた（図 5b）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
次に CD8+ T 細胞機能・皮膚免疫毒性の変化を 2-DG 処置実験と同様に評価したところ、カロ
リー制限食給餌群ではリンパ節中のエフェクターCD8+ T細胞の割合および IFN-γ 産生 CD8+ T細
胞の割合が通常食給餌群と比較して有意に抑制された（図 6a, b）。さらに、カロリー制限食給
餌群では血中 TARC 量の増加および皮膚組織中への CD8+ T細胞の浸潤のいずれも認められなか
った（図 6c, d）。カロリー制限状態により CD8+ T細胞における解糖系代謝が低下したABC投与
B*57:01-Tg マウスにおいても薬疹発症が抑制されたことから、食事内容によって生体での栄養
状態が異なる場合においても薬物過敏症の発症の強弱が変動することが示唆された。 
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図 5 |カロリー制限（CR）B*57:01-Tg マウスにおけるCD8+T細胞の解糖系代謝の変化
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図 6 |カロリー制限（CR）B*57:01-Tg マウスにおける薬疹発症の評価
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