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研究成果の概要（和文）：薬剤性肝障害(DILI)を動物で再現することは通常困難であるが、菌体外毒

素リポポリサッカリド(LPS)の少量暴露により薬剤感受性が上昇することが報告されている。LPS の効果

は主に炎症性サイトカイン産生亢進によると考えられてきたが、今回新たに、肝細胞 GSH 低下も重要

な DILI 増悪の相乗要因となること、また、GSH 低下の様式には種差があり、ラットでは LPS 処理直後か

らの血管側への GSH 排出亢進、マウスでは代謝過程の変化が主に関与することが示された。 

 
研究成果の概要（英文）：It is known that pretreatment of minimum amount of lipopolysaccharide (LPS) 
increases the animals to drug-induced liver injury, otherwise they are hardly affected by drug alone. In 
addition to previously proposed inflammatory cytokines produced by LPS pre-treatment, we have 
demonstrated that hepatic GSH decrease is an important factor cooperatively aggravates DILI in this 
LPS model. Moreover, species difference of the mechanism of hepatic GSH decrease after LPS 
treatment was emerged; basolateral efflux of GSH was increased in rat, while metabolic pathway was 
somehow involved in mouse.   
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１．研究開始当初の背景 
 臨床で用いられる多くの薬物においてその代
謝は肝臓で行なわれ、さまざまな代謝産物が出
現するために副作用として肝障害が最も多いと
一般に考えられている。重症化例においては長
期に渡る入院治療、更には生体肝移植を要す
るなど生命予後にも影響を与える。薬剤性肝障
害の多くは前臨床における毒性試験や市販前
の少規模臨床試験ではその危険性を予見する
ことが困難であり、2000 年のトログリタゾンによる
薬剤性肝障害とそれに引き続く販売中止例のよ
うに、市販後に大多数の患者に用いられて初め

て発覚する場合が多い。このように開発段階、
市販後いずれにおいても薬物性肝障害は解決
されるべき問題として残されており、そのために
は発症メカニズムの解明が必須である。 

薬剤性肝障害には大きく中毒性と特異体質
性とがあり、一般に前者は投与量に依存するも
の、後者は依存しないものと考えられている。多
くは特異体質性により生じるもので、その特徴は
発症に個人差が大きく、また発症までの投与期
間においても数日～数ヶ月と大きな差が見られ
ることである。投与量や投与期間にも依存しない
とされ、動物実験での再現も困難と考えられてき



た。この点については、近年リポポリサッカライド
（LPS）を感作させた動物が薬物に対する肝障害
感受性が高まるとして注目されている（Roth et 
al., J Pharmacol Exp Ther, 2003, 307, 1-8）。す
なわち、単独で肝障害を生じない程度の微量の
LPS（1mg/kg）を事前投与したラットに、単独で
肝障害を生じない量の薬物を投与することで肝
障害が惹起できるというものである。LPS は腸内
細菌であるグラム陰性細菌の細胞壁構成成分
であり菌体外毒素の一種である。微量の LPS を
投与することにより敗血症までは至らないものの
軽度な感染状態を再現することが可能である。
しかしながら LPS との併用により肝細胞にどのよ
うな変化が生じた結果、薬剤への感受性が増強
するのかについては十分解明されていない。 
 一方で、申請者の所属するグループが行った
これまでの研究では、肝障害を惹起した患者血
清の解析から、肝臓内 GSH の低下と薬剤性肝
障害発症との関連を示唆する知見を得ている。
一般に細胞内 GSH 量低下は腫瘍壊死因子など
への細胞死感受性を高めることが知られている。
興味深いことに、Jaeschke らは LPS を投与
（15mg/kg）したラットでは、わずか１時間で肝細
胞内 GSH+GSSG 量が約半分に低下し、その低
下が肝細胞から血液側への排出亢進によって
説明可能であることが示されている（Jaeschke, 
Am J Physiol, 1992, 26, G60-68）。 
 
２．研究の目的 

上記これまでの背景を踏まえて申請者は、薬
剤性肝障害発症を左右する重要な要因として、
肝細胞内 GSH 低下に着目した。そして薬物性
肝障害モデルのひとつである LPS 併用動物で
はクッパー細胞の活性化により様々な炎症性サ
イトカインが放出されることが知られるが、それと
並行して肝細胞内 GSH 低下が生じ、最終的に
薬物一般に対する感受性を増加していると考え
た。さらにその GSH 低下には合成の低下、消費
増大、細胞外への流出増加などいくつかのメカ
ニズムが想定されるが、いずれの過程が変化す
ることで GSH が低下するのかを明らかとすること
を目的とした。特に肝細胞からの GSH 流出過程
については過去に細胞から血液への排出過程
に関わる輸送体分子の存在が示唆されながらも
同定には至っていない。この点についても最終
的に分子同定することも目的としている。 
 
３．研究の方法 

１）薬剤性肝障害発症におけるGSHの重要性
の確認を行う。LPS はクッパー細胞を刺激するこ
とにより肝細胞内 GSH を低下させるほか、TNF
αやIL2, IL6などのサイトカインを多種類放出す
るため、薬剤性肝障害発症における GSH 低下
の重要性を直接評価することが困難である。そ
こで、まず薬剤性肝障害増強の下地として肝細
胞内 GSH 低下が重要であることを証明するため、
それぞれ異なる作用によって GSH の量を低下さ

せる Butionin Sulfoxymin（BSO）、Diethyl maleic 
acid （DEM）をラットに事前投与し、肝臓内 GSH
残存量と薬剤性肝障害の程度に相関が見られ
るかを検証する。BSO は GSH 生合成の律速段
階であるγグルタミルシステインシンセターゼ
（γGCS）の阻害剤である一方、DEM は GSH と
結合して代謝的に消失させる。肝障害を惹起す
るモデル薬物としては、臨床において薬剤性肝
障害の頻度が高いジクロフェナクを用いる。 

２）LPS による GSH 排出亢進現象の確認と薬
剤性肝障害における重要性の確認を行う。Roth
らは、ラットにおいて薬剤単独では見られない肝
障害が、1mg/kg の LPS を事前投与して 2 時間
後に薬剤を投与すると観察できることを報告して
いるが、このときの肝臓内 GSH 量に関する情報
は無い。一方で Jaeschke らは 5mg/kg の LPS 投
与により肝臓から血液の GSH 排出亢進を報告し
ている。Roth らが薬剤性肝障害モデルで用いて
いる低投与量の LPS、すなわち 1mg/kg 投与時
においても GSH 排出亢進が起こっているかは不
明である。そこでまず、1mg/kg の LPS を投与し
た際に肝臓から血液側に排出される GSH 量と、
肝臓内 GSH 量の関係について定量比較を行う。
LPS 投与量を変化させ、肝臓内 GSH 量とジクロ
フェナクによる肝障害程度の関係について調査
する。以上の一連の検討により、肝臓内 GSH 量
低下が薬剤性肝障害発症の基盤となるか、更に
は GSH 低下が細胞外への排出亢進によって説
明可能であるかが実験的に示される。 

３）LPS 投与による GSH 排出促進の分子メカ
ニズムの詳細について、候補輸送体遺伝子の in 
vivo ノックダウン実験、そして将来的には遺伝子
改変動物を用いることを視野に入れ、操作の容
易なマウスを用いて LPS 投与による GSH 量変動
の再現を行なう。 
 
 
４．研究成果 
 臨床における薬剤性肝障害を動物で再現する
ことは困難と考えられてきたが、近年、リポポリサ
ッカライド（LPS）の低用量前投与により多くの薬
物で肝障害を再現できるとの報告がなされてい
る。LPS は一般に免疫系を活性化し種々の炎症
性サイトカインを誘導することで肝細胞の薬剤感
受性を高めると考えられるが、加えて申請者は
肝細胞内 GSH の低下も重要な要素であり、その
低下が GSH の肝細胞外への排出亢進によると
の仮説を考え、これらの点を詳細に検証した。ラ
ットに 1mg/kg の LPS を投与することで肝臓の
GSH は約 70%に低下し、この低下分は肝静脈中
濃度と末梢血濃度の差分から算出される肝細胞
から血液側への GSH 排出量とほぼ等しかった。
LPS 1mg/kg 投与 2 時間後にジクロフェナク
(DCLF) 100mg/kg を投与することにより肝障害
マーカーは著しく上昇した一方、いずれか片方
のみの投与では肝障害マーカーの上昇は見ら
れなかった。LPSとDCLFを併用したラットに対し



GSH あるいは N アセチルシステインを投与する
ことで肝臓内 GSH を維持した場合には肝障害
マーカーの上昇は抑制された。以上より、LPS に
よる DCLF の肝障害発症には肝細胞内 GSH の
低下が必要であり、GSH の低下の大部分は肝
細胞から血液側への排出亢進によることが示さ
れた。また、GSHを化学的に消去するDEM投与
により LPS 投与時と同程度まで肝臓内 GSH を低
下させた状態のラットに、LPS により誘導される
種々炎症性サイトカイン mix（TNFα＋IL1β＋
IL６＋INFγ）ならびに DCLF を投与した場合、
著しい肝障害マーカーの上昇が観察され、いず
れか一つの要素を欠いた場合にはその上昇は
僅かなものであった。以上より、肝細胞内 GSH
低下と炎症性サイトカイン上昇は、薬物に対する
肝細胞障害感受性を相乗的に高めていることが
示された。 
 以上の検討により、薬物性肝障害の実験動物
モデルとして用いられるリポポリサッカライド
（LPS）低用量の事前投与処理は、ラットにおい
て肝細胞内GSHを約30%低下させること、この低
下は肝細胞から血液側への排出亢進によること、
GSH 低下と種々炎症性サイトカイン上昇が相乗
的に薬物誘発性の肝障害増悪に寄与すること
が示された。 

血液側への GSH 排出輸送体を分子同定する
には、各種輸送体ノックアウトの利用、shRNA ア
デノウィルスを用いた vivo での投与実験を行なう
のが効率的と考え、マウスにおいても LPS 投与
による同様の GSH 排出亢進の再現を試みた。し
かし、当初の予想と異なり、マウスでは LPS 投与
2時間までの短期間で生じるGSH排出亢進がほ
とんど起こらないことが判明した。このことは、マ
ウスではLPS事前投与2時間後に薬物投与する
ことによる DIL 発症が認められない結果とも矛盾
しなかった。LPS 投与 2 時間後時点での肝臓内
GSHはDDY、BALB、ICRマウスなど複数系統マ
ウスいずれでも低下せず、LPS 投与後の GSH 排
出にはラットとマウスの間で種差がある可能性が
示された。一方、マウスでは LPS 投与 6 時間の
時点で排出亢進以外のメカニズムによると思わ
れる GSH 量低下が観察されたことから、この時
点で薬物を投与したところ、DILI 発症が見られ
た。このことから、ヒト血清中のメタボローム解析
から示唆され、かつラットにおける LPS+薬物投
与実験により支持されていた我々の仮説である、
“肝細胞内 GSH 低下が DILI に重要である”とい
う点に関しては、マウスにおいても概ね成立する
と考えられた。 

以上、ラットとマウスでは LPS に対する反応性、
特に肝細胞 GSH の変動について種差が存在す
ることが明らかとなった。一方で肝細胞内 GSH
量の低下は、種を超えて、薬物に対する肝細胞
死感受性を亢進させる要因であることが示され
た。このことは臨床において DILI 患者において
も肝臓での GSH 低下を示唆するデータと矛盾し
ないものであり、肝細胞内GSH低下がDILI発症

に重要な普遍因子であり、各薬物による肝障害
惹起を前臨床段階で漏れなく評価するためには
この点を考慮した適切な肝障害評価モデルを利
用することが肝要であることが示された。本研究
の最終目的は「薬剤性肝障害発症基盤としての
肝臓 GSH 低下に関わる分子機序」の解明であり、
この点について結論を得るには至らなかった。
同じげっ歯類に属するラットとマウスでも、例え
ば LPS に対して生じる GSH 低下の分子機序は
同一でなく、種差の存在が示唆された。これまで
の検討から DILI 患者に共通して生じているとさ
れた肝細胞内 GSH 低下についても、その分子
機序に関しては患者個々において多様である
可能性が示唆された。 
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