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研究成果の概要（和文）：　マウスにリトコール酸（LCA）を投与することによって誘導される実験的胆汁うっ
滞性肝傷害が、漢方薬である防己黄耆湯(BOT)を投与することによって軽減されることがわかった。このとき肝
臓において、LCAの毒性を弱める酵素である水酸化酵素（cyp2b10）や硫酸抱合化酵素(sult2a1)の発現量が、BOT
の投与によって増加していることもわかった。これらのことから、BOTはprenane X 受容体（PXR）をはじめとし
て、constitutive androstane受容体 やvitamin D受容体などの核内受容体の活性化を介して、上記の胆汁酸分
解系酵素の発現誘導する可能性が示された。

研究成果の概要（英文）：Lithocholic acid (LCA) was orally given to mice to induce cholestatic liver 
injury. The co-administration of Boiogito (BOT) with LCA was shown to ameliorate LCA-induced liver 
injury and cholestasis. These effects were associated with the attenuation of the elevation in 
hepatic content of LCA. BOT administration could increase the expression levels of mRNA as well as 
proteins of cytochrome P450 2b10 (Cyp2b10) and sulfotransferase 2a1 (sult2a1) in liver. These 
results suggest that BOT can prevent cholestasis through the acceleration of the degradation of LCA 
in liver. The induction of the above bile acid metabolizing enzymes is known to be mediated by the 
activation of a set of several nuclear receptors such as pregnane X receptor (PXR), constitutive 
androstane receptor (CAR) as well as vitamin D receptor (VDR). Further studies are necessary to 
explore the role of these receptors in the preventive effect of BOT on LCA-induced cholestatic liver
 injury. 

研究分野：脂質生化学
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１．研究開始当初の背景 
 胆汁の分泌が滞ると胆汁成分が肝臓内に蓄
積し、胆汁うっ滞性肝疾患が生じる。胆汁う
っ滞によって肝臓内に蓄積した胆汁酸は、炎
症性サイトカインやケモカインなどの産生を
誘導することによって、肝炎症状を誘導する
（Allen at el., Am. J. Pathol., 2011, O’Brien 
et al., Am. J. Pathol., 2013）。一方、pregnane 
X 受容体(PXR)は、胆汁酸の核内受容体として
発見されたが、その後様々な化合物によって
活性化されることがわかった（Hylemon et al., 
J. Lipid Res. 2009）。さらに PXR の活性化は、
胆汁酸の排泄や分解を促進し、かつ胆汁酸の
取り込みや合成を抑制することによって、胆
汁酸自身の肝臓内濃度を低下させることも知
られている  (Cui et al., Toxicol Sci., 2009, 
Fiorucci and Baldelli F., Curr Opin 
Gastroenterol., 2009）。PXR の選択的作動薬
が、肝臓内の胆汁酸濃度上昇を抑制し、胆汁
うっ滞性肝疾患を軽減することも確認されて
いる（Guo et al., J. Biol. Chem. 2003, Teng 
and Piquette-Miller, Br. J. Pharmacol. 
2007）。 
 一方 PXR の活性化は、胆汁うっ滞性肝疾患
において脂肪酸合成を促進することによって、
胆汁うっ滞における肝臓のトリグリセリドお
よびリン脂質含量を増加させ、低下したこれ
らの脂質濃度を正常化する（Nakamura et al., 
J. Biol. Chem., 2007、Miyata et al., Eur. J. 
Pharmacol., 2010、Wallace et al., J. Steroids 
Biochem. Mol. Biol. 2010）。従って、PXR の
活性化は胆汁うっ滞性肝疾患における胆汁酸
蓄積に起因する肝障害と、脂質代謝異常の両
方を改善するといえる。 
 これまで応募者は、科学研究費基盤研究（C)
（リピドミクス解析による漢方薬の新しい脂
質代謝制御活性の検出、平成 23－25 年度）に
おいて、胆汁酸（コール酸）負荷による肝障害
が、防已黄耆湯（BOT）の経口投与によって
軽減されること、さらにこれに伴って、肝臓
中のトリグリセリドならびにリン脂質含量の
低下が軽減されることを見出した。このよう
に、防已黄耆湯は胆汁うっ滞におよる肝障害
と、脂質代謝異常の両方に対して改善効果を
示した。これらの効果は、PXR の活性化によ
る効果と一致する。そこで応募者は、防已黄
耆湯は PXR を活性化することによって、胆汁
うっ滞性肝疾患を改善するのではないかと考
えるに至った。 
 
２．研究の目的 
 リトコール酸(LCA)ならびにα-ナフチルイ
ソチオシアネート(ANIT)によって誘導され
る胆汁うっ滞性肝障害モデルに対して、BOT
を投与し、これらの肝障害、肝臓内胆汁酸濃
度および肝臓内脂質プロファイルの変動に対
する影響を定量的に評価する。さらにこれら
の影響について、PXR が関与する脂質代謝系
ならびに胆汁酸代謝系に関連する分子の発現
量を定量的評価することによって、PXR の関

与の有無を明らかにすることを目指して研究
を行った。 
 
３．研究の方法 
実験（１）リトコール酸誘発胆汁うっ滞性肝
障害モデルに及ぼす防己黄耆湯(BOT)の影響
の評価 
実験のスケジュールを下図に示した。６週

齢の雄性 C57BL/6 マウスに LCA を 0.2％と
なるように添加した飼料中を 8 日間にわたっ
て、胆汁うっ滞モデルを作成した。BOT は
LCA 添加飼料に 0.6 ならびに 2.0%となるよ
うに加えて与えて、マウスに与えた。Normal
群には無添加飼料を与えた。この飼育期間の
翌日に、マウスより血清、肝臓を採取し、肝傷

害ならびに胆汁うっ滞の評価を行った。さら
にリピドミクス解析による脂質成分プロファ
イルを調べた。 
 
実験（２）α-ナフチルイソチオシアネート
(ANIT)による胆汁うっ滞モデルに対する防已
黄耆湯の影響の評価 
 
無添加飼料を雄性 C57BL/6 に 7 日間に渡

って与え、この飼育期間の５および 6 日目に
おいて ANIT をオリーブ油に懸濁し、
75mg/kg となるように経口投与した。BOT は
飼料中に 0.6ならびに 2.0%となるように添加
し、マウスに 7 日間に渡って与えた。Normal
群には無添加飼料を 7 日間に渡って与えて、
この飼育期間の５および 6 日目においてオリ
ーブ油のみを経口投与した。飼育期間の翌日
に、マウスより血清、肝臓を採取し、実験１）
と同様の評価を行った。 
 
４．研究成果 
（１）リトコール酸誘発胆汁うっ滞性肝障害
モデルに及ぼす防己黄耆湯(BOT)の影響の評
価 
リトコール酸をマウスに経口投与すること

によって、血清中のトランスアミナーゼなら
びにアルカリホスファターゼの活性が上昇し
ていたが、BOT の投与によってその投与依存
的にこれらの上昇が抑制された。また LCA の
投与によって血清中の総胆汁酸濃度の上昇が



 
 

見られたが、それについても BOT の投与が抑
制する傾向が見られた。さらに肝臓内の胆汁
酸濃度を液体クロマトグラフィー- 質量分析
計(LCMS)によって、肝臓中の各種胆汁酸の含
量を定量した（下図）。その結果、LCAを投与
することによって、複数の胆汁酸分子種の含
量が増加していた。特に LCA の増加が、BOTの
投与によって有意に抑制されていることがわ
かった。そのほかの胆汁酸分子種の肝内濃度
の上昇は、BOT の投与によって抑制傾向を示
すに留まった。 
 

以前、コール酸によって誘導される胆汁う
っ滞型肝傷害モデルにおいて、肝臓のトリグ
リセリド含量の低下がみられた。またそれが
BOTの投与によって軽減されていた。LCAによ
って誘発される本モデルでも、肝臓中のトリ
グリセリド含量の減少が見られたが、それは
BOT の投与によっても回復しなかった。また
肝臓中総リン脂質中脂肪酸含量も、LCA 投与
によって低下していたが、これについても BOT
の投与は影響しなかった（データは示してい
ない）。 
以上の結果から、BOT が LCA によって誘導

される胆汁うっ滞性肝傷害を軽減することに
は、肝臓内脂質含量の低下は無関係であると
いえる。この観点からは BOT の効果が PXR の
活性化が関与すると考えることはできないが、
一方で明らかになった BOT の肝臓中胆汁酸濃
度の上昇軽減効果の観点からは、PXR の関与
の可能性が考えられた。すなわち PXR の活性
化は、胆汁うっ滞時の肝臓中胆汁酸濃度の上
昇を抑えるように、胆汁酸のトランスポータ
ーや代謝酵素の発現を変化させることが知ら
れている。そこで肝臓に発現する胆汁酸のト
ランポーターならびに LCA を代謝しうる酵素
群の mRNA 発現量に対する BOT の影響をリア
ルタイム PCRによって評価した。 
主な胆汁酸トランスポーターとして、

BSEP,MRP2, MRP3, OATP1, OATP2,OATP4, NTCP、
さ ら に 代 謝 酵 素 と し て Cyp3a11, 
Sult2a1,Cyp2b10の mRNAの肝臓における発現
量を評価した。このなかで LCA を水酸化する
Cyp2b10、ならびに LCA を硫酸抱合化する
sult2a1 の肝臓中の mRNA 発現量は、LCA を投
与することによっては変化しなかったが、BOT
を投与することによって、その投与量依存的
に上昇することが判明した（右上図）。 

その他の胆汁酸トランスポーターの mRNA
発現量は、BOT 投与によって増加するものは

なかった。そこで実際に cyp2b10 と sult2a1
のタンパク量が、BOT の投与によって増加す
るか否かを、ウエスタンブロット解析によっ
て評価した。下図左には、各群 6 匹の肝臓よ
り作成したタンパク質抽出物をプールし、
SDS-PAGE 後ニトロセルロース膜に転写し、転
写されたタンパク質をアミドブラックにて染
色した画像を示した。 

 
これにより、LCA投与群の肝臓中のタンパク

質が激しく分解されていることがわかった。
抗β-actin抗体でウエスタンブロット解析を
行うと、normal 群に比べて、LCA 群でその発
現量が著しく少なくなっていたことからも、
LCA の投与によってタンパク質分解が起こっ
ていることがわかる。ただし LCA 投与群と 2
群の BOT 投与群の間では、β-actin の発現量
はほぼ同じであった。一方、抗 cyp2b10 抗体
ならびに抗 sult2a1 抗体によるウエスタンブ
ロット解析では、normal群に比べて LCA群で
これらの抗原の発現量が低くなっていること
がわかった。しかしながら BOT を投与するこ
とによって、その投与依存的に cyp2a10 と
sult2a1の発現量が増加していた。これらの結
果から、BOT による cyp2a10 と sult2a1 発現
上昇は、BOT が肝臓内の LCA を細胞傷害性の
低い形への変化を促進することによって、肝
臓内の LCA 濃度の上昇を抑制し、かつ肝傷害
を軽減していると推測できる。 
これらの胆汁酸代謝酵素は PXR によって発

現誘導されることはよく知られている（Wager 
etal., Hepatol. 2005）。しかしながら PXR に
よって誘導されることがよく知られている
Cyp3a11 や MRP2、MRP3 などの発現誘導は BOT
によってみられなかったことから、単なる PXR
の活性化だけではないものと考えられた。実
際にこれらの酵素遺伝子は、farnesoid X 受
容 体 (FXR),constitutive andorostane 
receptor (CAR)や vitamineD receptor（VDR）
によっても発現誘導されることも知られてい
る。以上のことから、BOT の胆汁うっ滞性肝傷
害に対する軽減効果は、本研究の当初に想定



 
 

したよりも広範囲な核内受容体の関与にも目
を向ける必要があると考えられた。 
 

（２）α-ナフチルイソチオシアネート(ANIT)
による胆汁うっ滞モデルに対する防已黄耆湯
の影響の評価 
 
 ANITの投与によって生じる肝傷害マーカー
である血清中のトランスアミナーゼ、アルカ
リ性ホスファターゼの活性は、BOT の投与に
よって有意に抑えられることはなかった。し
かしながら血清中総胆汁酸ならびに総ビリル
ビン濃度の上昇については、BOT の投与が抑
制する傾向が示された（下図）。この ANIT 誘

発性胆汁うっ滞性肝傷害モデルでは、BOT の
有意な軽減効果が十分にみられていないこと
から、これ以降の解析は行わなかった。ただ
し ANITの投与量をより少なくして、肝傷害の
程度をより緩和にすることによって、BOT の
軽減効果がより顕著に現れる可能性があると
考えられる。今後はこの点について再検討が
必要であると考える。 
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