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研究成果の概要（和文）：臨床使用薬において、極めて稀な頻度で重篤な皮膚障害であり、予測が不可能なスティーブ
ンジョンソン症候群（SJS）や中毒性表皮壊死症（TEN）を発症する場合がある。代表薬であるカルバマゼピン(CBZ)や
フェニトイン(DPH)で、通常のマウス系統を用いて、重篤な皮膚障害モデルが作成できたが、その頻度が低く、結果の
再現性を確立することができなかった。しかし、CBZおよびDPHにおいて、初めて薬物誘導性肝障害のマウスモデルを再
現性よく確立することができ、その発症機序として、薬物代謝酵素がその発症に、免疫/炎症関連因子が増悪に関与す
ることを明確にした。

研究成果の概要（英文）：Stevens-Johnson syndrome (SJS) and toxic epidermal necrolysis (TEN) are major caus
es to attrition during clinical studies. Formation of reactive metabolites of drugs by drug-metabolizing e
nzymes has been focused. Considering the species differences and interindividual differences, studies for 
developing the prediction method of SJS/TEN in non-clinical drug development were conducted. However, SJS/
TEN with very low incidence are hard to predict, because the immune- and inflammatory-related factors were
 not able be considered. Recently, we have established animal models of drug-induced liver injury in 10 ki
nds of clinical drugs. However, the phenotypic consequence of SJS/TEN in mouse model showed very low repro
ducibility, even with many difference experimental conditions. Thus, we clarified the mechanism of hepatic
 inflammation by carbamazepine and phenytoin (representative drugs for SJS/TEN) in mouse.
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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 

   医薬品開発において申請までに治験に

関わる人数は、多くても数千名である。よ

って、0.1％以下の確率で発症する重篤な

副作用発症を承認までに明確にすること

は事実上不可能である。古くから dug 

hypersensitivity 反応として、重篤なステ

ィーブンジョンソン(SJS)症候群や中毒性

表 皮 壊 死 症 (toxic epidermal 

necrolysis,TEN)の発症で知られるカルバ

マゼピン(CBZ)は、患者の全ゲノム配列の

網羅的比較研究から、HLA-B*1502 のみなら

ず ,HLA-B*1511,HLA-A*3101,HLA-DR1*1602

や HLA-Cw*0801遺伝子多型との相関が様々

な人種において、矢継ぎ早に報告されてい

る。肝細胞にはHLA-Aや-Bは呈示されるが、

-DRなどのクラスIIは肝細胞に呈示されな

いために、原因となる臓器が肝臓のみであ

るかは不明である。また、同様な副作用は

アロプリノールやフェニトイン(DPH)など

の多くの薬で報告され、様々な人種におい

て、様々な異なる HLA 多型との高い相関が

報告されていることから、HLA の多型と独

立した他の基本的な機序による原因が存

在すると申請者は考えた。すなわち、HLA

型ではなく動態学/毒性学的アプローチに

よって、動物 in vivo 予測試験系を確立す

ることができると考えた。申請者は CBZ を

正常マウスに 1 週間経口投与し、

hypersensitivity を惹起することに成功

した。同時に CBZ 由来する重篤な肝障害が

高頻度で発症することを見いだした。興味

深いことに、肝障害発症するマウスは個体

間で大きなバラツキが認められた。肝障害

も肝臓の重篤な炎症であり、免疫因子の関

与を明確にできれば、皮膚症状発症機序解

明の糸口になると考えた。 

 

２．研究の目的 

   極めて稀な頻度で重篤な薬物誘導性

SJS や TEN 発症の相関因子であり、バイオ

マーカーとして脚光を浴びているのが、

HLA の遺伝多型であるが、開発の段階で、

こうした副作用の発症を予測する手段は

無い。この副作用発症を前臨床開発の段階

で予測できれば、創薬における開発リスクも

大幅に軽減され、患者の安全性の確保も出来

ることが期待される。非臨床試験段階で、

SJS/TEN のリスクのより低い候補化合物の選

択が可能になれば、安全な創薬が実現できる

ことが期待できる。特に免疫/炎症因子が関

与する為に、実験動物 in vivo を用いた試験

系を確立することが必要である。SJS/TEN を

惹起する代表的な薬である CBZや DPH などの

動物モデルを確立し、非臨床試験での予測試

験系の構築を目的とした。 

 

３．研究の方法 

  【CBZ の検討】CBZ の構造類似体で、同

効薬の oxcarbazepine (OXC) は CBZ よりも薬

物間相互作用や副作用が少ないとされてい

る。CBZ はチトクローム P450 (CYP) 3A4 に

より、主代謝物である CBZ 10,11-エポキシド

に代謝される。CBZ 連投により種々の CYP

が誘導され、毒性を有する反応性代謝物を生

成すると考えられている。これまでの in vitro

における報告などから、反応性代謝物が肝臓

のタンパク質と結合し、免疫反応およびネク

ローシスなどの細胞傷害が起きることで

SJS/TEN や肝障害が惹起されると考えられて

いるが、実験動物で SJS/TEN や肝障害の再現

に成功した例はない。そこで OXC をネガテ

ィブコントロールとして、CBZ 誘導性皮膚お

よび肝臓障害マウスモデルを確立し、そのメ

カニズムを免疫・代謝の両面から検討した。

様々な投与条件を検討後、以下の投与方法が

重篤な肝障害の作成に最適であることが明

らかになった。すなわち、10 週齢の雄性

BALB/c マウスに CBZ または OXC を 4 日間

400 mg/kg を、5 日目に 800 mg/kg を経口投与

した。最終投与から 0-72 時間後に解剖し、血

漿中 ALT および AST 値を測定するとともに

肝臓の組織学的な変化を解析した。最終投与

後の CBZ とその代謝物の血中濃度を

LC-MS/MS で測定した。また、Cyp3a の阻害

剤である ketoconazole (KTZ)、troleandomycin 

(TAO) と併用投与した際の血中 ALT および

AST 値とともに薬物の血中濃度を測定した。

炎症性サイトカインなどの肝障害時の肝臓

における mRNA 発現変動を real-time RT-PCR



で、血中タンパク質量を ELISA で測定した。

toll-like receptor (TLR) 4 のアンタゴニスト

である eritoran、モノクローナル

anti-receptor for advanced glyaction 

endproduct (RAGE) 抗体またはモノクロー

ナル IL-17 抗体を併用投与した後に血漿中

ALT および AST 値を測定した。上記の検

討過程において、肝障害発症条件での投与

において、全身性の皮膚障害を発症するマ

ウスが散見された。そこで、同じ系統のマ

ウスで、何度も検討を行ったが、重篤な皮

膚障害については、散見されるのみであり、

投与条件を確立することが出来なかった。

本章（研究の方法）の最後に、免疫/炎症反

応に焦点を絞ったさらなる検討条件をま

とめて示した。 

   【DPH の検討】抗てんかん薬フェニト

イン (DPH) は、肝障害や薬物過敏性症候群

を引き起こす事が報告されている。ヒトに

おける DPH 誘導性肝障害では、肝組織に免

疫細胞の浸潤が認められる事から免疫因子

の関与が示唆されている。さらに、SJS/TE

の発症も報告されている。しかし、これま

でに DPH 誘導性 SJS/TEN や肝障害モデル

動物の報告はなく、その発症メカニズムは

不明な点が多い。本研究では、DPH 誘導性

肝障害モデルマウスを作出し、免疫や炎症

反応及び薬物代謝酵素による代謝的活性化

の視点から、肝障害発症メカニズムを解析

した。雌性 C57BL/6 マウスに DPH と

L-buthionine sulfoximine (BSO) を 5 日間

併用投与する事で肝障害モデルを作製し、

肝臓中の抗酸化物質、免疫及び炎症に関す

る因子を測定した。P450 阻害剤である

1-aminobenzotriazole (ABT) を併用投与し、

代謝的活性化の影響を検討した。上記の検

討過程において、肝障害発症条件での投与

において、全身性の皮膚障害を発症するマ

ウスが C57BL/6 マウスで散見された。そこ

で、同じ系統のマウスで、何度も検討を行

ったが、重篤な皮膚障害については、散見

されるのみであり、投与条件を確立するこ

とが出来なかった。CBZ と同様に本章の最

後に、免疫/炎症反応に焦点を絞ったさらな

る検討条件をまとめて示した。 

 【投与条件の検討】肝障害は肝臓の炎症で

あり、これが皮膚に発症すれば SJS/TEN とい

う phenotype になる。肝臓における重篤な肝障

害は重度の炎症をともなっており、サイトカ

インやケモカインが高濃度に血中に遊離して

くるが、これらは肝臓に存在する免疫/炎症関

連因子によって主に引き起こされており、他

の臓器の関与は低いとされている。そこで、

肝臓で生成された反応性代謝物（反応性中間

体）が、皮膚での炎症に結びつくための機序

を推定して以下のような様々な in vivo投与方

法を検討した。(1) 肝障害に共通する機序とし

て、Toll-like receptor 4（TLR4）の活性化が知

られている。これを活性化する因子として、

Propionibacterium acnes が知られている。した

がって、市販の P. acnes を前投与（1 

microg/mouse）を 3 または 4 日間投与して、

TLR4 を活性化状態にした状態で、CBZ また

は DPH を投与した。(2) Pregnone X receptor 

(PXR)は、多くの体内動態関連因子の発現変動

に関わっている。よって、代表的な誘導薬と

して、rifanpicin を 3 日間前投与し、酵素誘導

の状態にした後に検討した。(3) 逆の発想で、

薬物代謝酵素類、特に cytochromeP450 の活性

を抑制して、代謝能を抑えた状態の場合に、

解毒反応が進行しにくいと考えた。よって、

ABT で前処理して、P450 の活性を抑制した状

態で、CBZまたはDPHを投与した。(4) DAMPs 

(damage associated molecular pattens)は、TLR2

および TLR4 を介して、IL-1βを誘導し、スト

レス状態を誘発し、炎症が発症しやすい状況

に関係している。DAMPs を上昇させる手段と

して尿酸を投与し、血中尿酸値を 7 mg/dL 程

度として、薬物を併用する検討を行った。(5) 

グルタチオン解毒能を低下させる状態での検

討も行った。しかしながら、様々な仮説に基

づいた投与方法も、肝障害以上に全身性の皮

膚等に炎症を増悪することは出来なかった。

これには、げっ歯類の高い解毒能や薬剤耐性

機能が一因であるかもしれない。または、種

差に起因する反応性の違いが一因かもしれな

い。さらに、ヒトにおいては未知の SNP など

が関与しており、その状態をげっ歯類で再現

できていないことなど、様々な原因が考えら

れた。いずれにしても、例えば DPH では約 5



％の発症頻度で全身性皮膚発赤と脱毛が認

められるものの再現性が極めて乏しい結果

となり、実験成果として樹立した動物モデ

ルとして確立することは困難であった。さ

らに、全身性皮膚発赤と脱毛が認められた

個体においても、特別な免疫/炎症的な血清

学的な因子を見いだすことも出来なかった。

従って、CBZ および DPH ともに肝障害のマ

ウスモデルは、世界で最初の報告であるた

め、炎症発症におよぼす因子の詳しい解析

を行った。 

 

４．研究成果 

CBZ を 4 日間 400 mg/kg を、5 日目に 800 

mg/kg を投与した群において血中 ALT と

AST 値の有意な上昇が認められ、肝組織染

色において、著しいネクローシスが認めら

れた一方で、OXC 投与群では肝障害は惹起

されなかった。以降、肝障害の惹起された

条件におけるメカニズムの詳細な検討を

行った。血中濃度は CBZ、

CBZ-10,11-epoxide および Trans-10,11-diOH 

CBZ において最終投与 1.5 時間後に最大値

を示し、3-OH CBZ は 3 時間後に最大値を

示した。Cyp3a 阻害剤を併用投与した際、

CBZ 単独投与群と比較して、血中 ALT お

よび AST 値の上昇が認められ、CBZ と

3-OH CBZ の血中濃度が上昇したが、

CBZ-10,11-epoxide の血中濃度は減少した。

また、肝障害が起きなかった CBZ の単回

投与時の血中濃度は、CBZ と

CBZ-10,11-epoxide の血中濃度の上昇と

3-OH CBZ の減少が認められた。3-OH CBZ

はさらに代謝を受けると反応性代謝物と

なることが報告されており、CBZ 誘導性肝

障害の発症に 3-OH CBZ が関与する可能性

が示された。 

  炎症を惹起するカルシウム結合性蛋

白質である S100A8、S100A9 およびそれら

のレセプターである TLR4 と RAGE の肝臓

mRNA の上昇が認められた。また、CBZ 誘

導性肝障害の発症に TLR4 または RAGE の

活性化が関与するか検討し、TLR4 アンタ

ゴニストまたは RAGE 抗体により、CBZ

誘導性肝障害が減弱された。TLR4やRAGE

の活性化は、炎症性サイトカインの産生を誘

導することが報告されており、CBZ 誘導性肝

障害において、それらの関与が示唆された。 

  炎症性サイトカインやケモカインの

mRNA を網羅的に解析したところ、IL-6 や

IL-23 の mRNA の上昇が認められた。IL-6 や

IL-23は IL-17という強力な炎症性サイトカイ

ンを誘導することから、血中 IL-17 と IL-23

タンパク質量を測定したところ、CBZ 誘導性

肝障害時に上昇が認められた。IL-17 が CBZ

誘導性肝障害の発症に関与するか検討する

ために、IL-17 抗体を CBZ と併用投与したと

ころ、血中 ALT と AST 値の減少が認められ、

肝組織染色では好中球およびマクロファー

ジの浸潤の減少が認められた。以上より、

IL-17 は免疫系細胞の浸潤を介して、CBZ 誘

導性肝障害の発症に関与することが示され

た。 

     CBZは肝障害だけでなく、SJSおよびTEN

などの皮膚に関する副作用報告が多く、約

1000 ~ 10000 人に 1人の可能性で起こるとさ

れている。CBZ による薬疹は TEN まで重症化

すると約 40%致死率であるが、皮膚での副作

用の動物モデルがないため発症メカニズム

がほとんど分かっていない。Hung ら (2006) 

は human leukocyte antigen alleles は CBZ

による皮膚の副作用と強い関連がある一方、

CYP2B6 の変異も hypersensitivity の発症と

強くはないが相関関係にあることを報告し

た。CYP2B6 は 3-OH CBZ を産生する主要な代

謝酵素であり、3-OH CBZ は MPO という好中球

に主に発現する酵素により酸化的代謝を受

け、反応性代謝物になるとされている。皮膚

における副作用の場合、肝臓で 3-OH CBZ が

産生され、血中に放出され、皮膚近傍で MPO

により代謝を受け薬疹を起こす可能性が考

えられている。3-OH CBZ が毒性発現に関与す

るという類似点など、本研究で得られたデー

タがCBZの皮膚の副作用のメカニズム検討に

適用できる部分はある可能性があるが、今回

のモデルではマウスの毛などに異常はの発

症は極めて頻度が低く、再現性が認められな

かった。今後、CBZ による薬疹のメカニズム

検討できるさらなる新しいモデルが必要で

あると思われる。本研究で作製した肝障害モ



デルと肝障害メカニズムの情報は、臨床に

おける薬物誘導性肝障害発症の回避に繋

がる研究に役立つものと期待される。 

  DPHとBSOの5日間の併用投与により、

DPH 最終投与後 24-48 時間後に ALT 値が有

意に上昇した。自然免疫因子においては、

NACHT, LRR and PYD domains-containing 

protein (NALP) 3, interleukin (IL)-1β 

mRNA の有意な発現上昇が見られ、血漿中

high-mobility group box (HMGB) 1 タンパ

ク質の上昇が認められた。獲得免疫系では

Retinoic acid-related orphan receptor 

(ROR)-γt, IL-6, IL-23 mRNA の有意な発

現上昇及び、血漿中 IL-17 タンパク質の上

昇が認められた事から、T helper (Th) 17

細胞の関与が示唆された。ABT の投与によ

りALT値の有意な低下が認められた。以上、

DPH 誘導性肝障害モデルマウスを作出し、

肝障害発症における代謝的活性化及び免

疫因子の関与を明らかにした。さらに、DPH

誘導性肝障害モデルを応用して、さらなる

免疫学的反応が憎悪し、全身性の炎症反応

が起きる様々な条件を検討したが、肝臓に

限局した反応以上の結果は得られなかっ

た。以上、DPH 誘導性肝障害を初めて報告

し、これまでに特異体質性肝障害と分類さ

せていた事象の機序を明らかにすること

ができた。この結果は、さらなる検討を経

て、非臨床における特異体質性の薬物副作

用の予測へと進展することが期待される。 
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